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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Das polyzystische Syndrom (PKD, Polycystic Kidney Disease) ist eine hereditére Erkran-
kung. Bel der Perserkatze wird die PKD autosomal-dominant vererbt (Biller et al., 1996).
Charakteristisch sind kongenitale Nierenzysten, wobel nur ein begrenzter Anteil der Nephro-
ne zystisch verandert ist. Extrarenale Zystenmanifestationen finden sich in der Leber (Eaton et
al., 1997). Das fortschreitende Wachstum der Zysten fuhrt bei betroffenen Katzen im Alter
von durchschnittlich sieben Jahren zur klinischen Manifestation einer chronischen Nierenin-
suffizienz (Biller et a., 1996; Meyer-Lindenberg et a., 1998). Eine zuverlassige klinische
Diagnose der PKD bei der Katze kann tber ultrasonographische Verfahren ab einem Alter
von 10 Monaten gestellt werden (Biller et al., 1996; Biller et a., 1998; Gerwing et al., 1999).
Studien tber die Prévalenz der PKD in den Perserkatzenpopulationen in verschiedenen Lan-
dern der Welt ergaben, dass bis zu 50 % der untersuchten Tiere betroffen waren (Meyer-
Lindenberg et al., 1998; Gerwing et al., 1999; Barrs et al., 2001; Beck und Lavelle, 2001;
Cannon et a., 2001; Barthez et al., 2003).

Auf Grund der ausgedehnten Ahnlichkeit der PKD der Perserkatze in morphologischen, patho-
genetischen und klinischen Merkmalen mit der Autosomal Dominanten Polyzystischen Nieren-
erkrankung (ADPKD) des Menschen wird davon ausgegangen, dass es sich um analoge Er-
krankungen handelt. Zwei der PKD-Gene des Menschen (PKD1 und PKD2) sind strukturell
weitgehend aufgeklart (European Polycystic Kidney Disease Consortium, 1994; Internationa
Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995; Hayashi et a., 1997). Bei etwa 85% der
ADPKD-betroffenen Familien fand man eine Kopplung zum PKD1-Gen auf Chromosom 16
(Reeders et d., 1985; Perd et al., 1993; Torraet a., 1998). Das PKD1-Gen der Katze liegt auf
Chromosom E3 und wird von einem Mikrosatelliten (FCA 476) flankiert (Murphy et a., 2000).
Kopplungsstudien belegen eine starke Assoziation zwischen dem PKD-Phanotyp und dem
PKD1-Locus der Perserkatze (Grahn et a., 2004; Helmig, 2005; Young et a., 2005). Es wurde
eine Punktmutation im Exon 29 des PKD1-Gens identifiziert, die in einer Stichprobe zystenpo-
sitiver Perserkatzen und Perserkreuzungen der US-amerikanischen Katzenpopulation nachge-
wiesen werden konnte (Lyons et al., 2004).

Aufbauend auf den vorliegenden Daten wurde eine Analyse des PKD1-Gens der Katze
durchgefuhrt. Auf diese Weise sollte Uberprift werden, ob die bereits bekannte Mutation e-
benfalls in der deutschen Katzenpopulation auftritt oder aber eine weitere krankheitsausl sen-
de Mutation vorhanden ist, die Gber einen direkten oder indirekten Gentest nachwei sbar wére.
Des Weiteren sollten andere moglicherweise zysteninduzierende Genstrukturen ausfindig
gemacht und untersucht werden.



Literaturtibersicht 2

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Nierenzysten bei der Katze

Zystische Nierenveranderungen konnen bei allen Haustieren und auch beim Menschen vor-
kommen. Formal werden die Nierenzysten von den Zystennieren unterschieden. Unter Nieren-
zysten versteht man einzelne bis mehrere, erbsen- bis walnuf3grof3e, epithelausgekleidete, flis-
sigkeitsgefillte Zysten im Nierengewebe (Weiss, 2007). Sind zahlreiche Zysten in einer Niere
vorhanden, bezeichnet man diese als Zystenniere (Wiesner und Ribbeck, 2000). Zystennieren
werden im Englischen as ,,Polycystic Kidney Disease® (PKD) bezeichnet (Klingel, 1999). Im
Deutschen findet man auch die Begriffe polyzystische Nierendegeneration und Polyzystisches
Syndrom (Meyer-Lindenberg et al., 1998; Gerwing et al., 1999; Wiesner und Ribbeck, 2000).
Sowohl in englischen as auch in deutschen medizinischen Lehrbtichern und Nachschlagewer-
ken werden die Begriffe Nierenzyste, Zystenniere bzw. PKD uneinheitlich verwendet. Da auch
die Nierenzysten multipel vorkommen kénnen (Weiss, 2007; Herold, 2008), Nierenzysten und
Zystennieren ein- oder beidseitig beobachtet werden (DiBartola und Rutgers, 1994; Kraft, 1996;
Weiss, 2007; Herold, 2008) und beide Formen sowohl kongenital bzw. erblich auftreten as
auch erworben werden konnen (DiBartola und Rutgers, 1994; Kraft, 1996; Klingel, 1999), ist
eine exakte Einordnung der vorliegenden Nierenveranderung rein morphologisch schwierig.
Einige Autoren sprechen mit der Abkurzung ,, PKD* nur angeborene Veréanderungen an (Maxie,
1992; Blood und Studdert, 1999; Herold, 2008).

In deutschsprachigen humanmedizinischen Lehrbtichern der inneren Medizin wird das Kirzel
»,PKD* bel den definierten erblichen Krankheitshildern ARPKD (autosomal rezessive poly-
zystische Nierenerkrankung) und ADPKD (autosomal dominante polyzystische Nierenerkran-
kung) mit bekannten Mutationsorten (Chromosom 6 bzw. 16 und 4) verwendet. Damit werden
diese Erkrankungen von erworbenen Nierenzysten (z. B. zystische Karzinome, Zystenentwick-
lung bel chronischen Nierenerkrankungen, Hamodialyse) und weiteren angeborenen zystischen
Nierenerkrankungen (zystische Dysplasie, Markschwammnieren) deutlich abgegrenzt (Klingel,
1999; Herold, 2008). In englischsprachigen veterindrmedizinischen Texten findet man eine ahn-
liche Einteilung. Hier wird die Bezeichnung ADPKD fur autosomal dominant vererbte Nieren-
zysten verwendet, wie sie bel Perserkatzen und Bullterriern vorkommen. ARPKD werden die
autosomal rezessiv vererbten Nierenzysten der West Highland White Terrier und Cairn Terrier
genannt (Maxie, 1992).

In dieser Arbeit wird der Begriff ,, PKD* fur erbliche Nierenzysten verwendet.

Nierenzysten konnen prinzipiell bei alen Katzerassen vorkommen, sie sind jedoch bei Perser-
katzen am haufigsten. Bel dieser Rasse tritt die PKD familidr gehauft auf und wird autosomal-
dominant mit unterschiedlicher Expressivitét vererbt (DiBartola und Rutgers, 1994; Gerwing et
al., 1999; Herzog, 2001).
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Stebbins beschreibt erstmals polyzystische Nieren bei einer adulten 10-jahrigen Perserkatze.
Das Tier zeigte kurz vor dem Tod Niereninsuffizienz und vergrof3erte Nieren mit multiplen
flissigkeitsgefullten, unterschiedlich grofRen Zysten in Mark und Rinde. Auch die Leber war
von multiplen Zysten durchsetzt. Der Autor sah hierin bereits Parallelen zur adulten Form der
PKD des Menschen. Bis zu diesem Zeitpunkt waren bei Katzenwelpen lediglich juvenile For-
men der PKD mit schwammartigen Zystennieren und frihem letalem Verlauf bekannt
(Stebbins, 1989).

Einzelne Nierenzysten kommen bei Katzen ebenfalls vor, wenn auch nur sehr selten. In einer
Reihenuntersuchung von 503 Perser- und Exotic Shorthair-Katzen mittels Ultraschall wies nur
eine Katze eine singuldre Nierenzyste mit unverandertem umliegendem Nierenparenchym auf.
Das entspricht 0,2 % der untersuchten Perser- und Exotic Shorthair-Katzen und 0,7 % der Zys-
tentrager (Gerwing et al., 1999). Bel Hauskatzen, die keine Perserrassekatzen sind, kamen Zys-
tennieren zu 0,5 % (3 von 1527) vor. Die Halfte der Tiere mit uni- oder bilateralen Einzelzysten
wies gleichzeitig ein hochgradig veréndertes Parenchym im Ultraschallbild auf. Hier wurden
erworbene Zysten vermutet (Gerwing et a., 1999). In einer anderen Arbeit wurden bel zehn von
57 zystenpositiven Perserkatzen singulére Zysten in einer oder in beiden Nieren beschrieben.
Die Einzelzysten wurden hier alerdings als Zufallshefund gewertet und nicht dem Komplex der
polyzystischen Nierendegeneration zugerechnet (Meyer-Lindenberg et a., 1998).

2.1.1 Das klinische Erscheinungsbild der PKD der Perserkatze

Die Klinik variiert abhéngig von der Auspragung der Nierenzysten. Solange noch mehr als
25 % der Nephrone arbeiten, kann die Nierenfunktion ungestort sein (Schwendenwein, 1993).
Durch fortschreitendes Wachstum der Nierenzysten leiden betroffene Tiere meistens ab dem
mittleren Lebensabschnitt an chronischer Niereninsuffizienz. Bei Einsetzen klinischer Sympto-
me sind die Tiere durchschnittlich sieben Jahre alt (Biller et al., 1996). Andere Autoren beo-
bachteten schon bel Katzen im Alter von vier bis sieben Jahren gehauft erhdhte Harnstoff- und
Kreatininwerte. Bel Tieren mit solitérer ein- oder beidseitiger Nierenzyste kénnen in der Regel
weder Kklinisch noch labordiagnostisch Hinweise fir eine Nephropathie gefunden werden
(Meyer-Lindenberg et al., 1998).

Bei der Palpation des Abdomens kénnen die Nieren normal erscheinen oder grof3ere Zysten im
Rindenbereich palpiert werden. Bein einigen Tieren ist dies schmerzhaft, was auf die oft gleich-
zeitig vorliegende Nephritis zurtick gefuhrt wird (Lulich et al., 1995).

Die Prognose ist insgesamt als ungunstig zu beizeichnen. In der Studie von Meyer-Lindenberg
(1998) waren nach durchschnittlich 15 Monaten nach Diagnosestellung tber die Halfte der be-
troffenen Katzen (n = 57) aufgrund der Niereninsuffizienz verstorben oder euthanasiert worden.
Bei den meisten Uberlebenden Tieren kam es innerhalb dieses Zeitraumes zu einem Fortschrei-
ten der Nephropathie. Das Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung lag bei durch-
schnittlich 6,6 Jahren, wobel die jiingste Katze ein Jahr und die élteste sechzehn Jahre alt war.
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2.1.2 Das morphologische Erscheinungsbild der PKD

Bel Perserkatzen mit PKD fanden sich pro Niere eine bis tUber 200 Zysten in Rinde und Mark,
deren Durchmesser von unter einem bis etwa achtzig Millimetern variierte (Biller et al., 1996;
Meyer-Lindenberg et a., 1998). Diese Variationsbreite entspricht den Beobachtungen bei der
ADPKD des Menschen und spiegelt die individuell variable Penetranz dieses Erbdefektes wi-
der. Katzen unter sechs Monaten weisen kleinere Zysten auf, wobei die Gesamtzahl der Zysten
eines Individuums mit steigendem Alter nicht zunimmt (Eaton et al., 1997).

Die Zysten werden von flachem oder kubischem Epithel begrenzt. In Nachbarschaft einiger
Zysten finden sich interstitielle Fibrose, nicht-eitrige interstitielle Nephritis oder Kompression
gesunden Parenchyms mit Tubulusdegeneration (Biller et a., 1996; Eaton et ., 1997).
Nierenzysten enthalten klare bis gelbliche Flissigkeit, oft auch Fibrin oder Blut. Das relative
Nierengewicht liegt nur bel dteren Tieren mit entsprechend stark ausgepragten Zystennieren
Uber den Werten gesunder Vergleichstiere (Eaton et d., 1997).

Zusétzliche eher seltene extrarenale Veranderungen sind Leberzysten, Leberzirrhose, hypertro-
phe Kardiomyopathie des linken Ventrikels, dilatative Kardiomyopathie und Hydrozephalus.
Im Vergleich zur ADPKD des Menschen, bel der bis zu 75 % der Patienten neben Zystennieren
auch Leberzysten aufweisen, sind sie bel der Katze im Zusammenhang mit Zystennieren ein
relativ seltener Befund. Haufigkeiten werden mit 2,2 % bis 7,4 % angegeben (Eaton et d.,
1997; Meyer-Lindenberg et da., 1998; Gerwing et a., 1999). Gallengangsfibrose und —
hyperplasie sind dagegen haufige Befunde. Vereinzelt wurden bel Katzen Zysten in anderen
Organen wie Pankreas und Ovar gesehen. Diese traten jedoch nicht in Kombination mit Nieren-
zysten auf. Nur bel jeweils 0,2 % der untersuchten Perserkatzen und Katzen anderer Rassen
fanden sich multiple Leberzysten, ohne dass paralel Nierenzysten vorlagen (Gerwing et a.,
1999).

2.1.3 Die Vererbung der PKD bei der Perserkatze

Die Beschreibung der PKD bei einer Perserkatzenfamilie ergab erstmals Hinweise auf den auto-
somal-dominanten Erbgang der PKD bel Perserkatzen. Die Tatsache, dass mehr als 50 % des
Nachwuchses Nierenzysten aufwiesen und innerhalb der Familie sowohl mannliche as auch
weibliche Tiere betroffen waren, lief3en eine Erbkrankheit mit autosomal-dominanter Vererbung
vermuten (Biller et a., 1990; Biller et d., 1996). Von einer familidren Haufung der PKD bel
Perserkatzen wurde auch von anderen Autoren berichtet (Meyer-Lindenberg et al., 1998).
Untersuchungen an einer Katzenpopulation, die durch Anpaarung von Perserkatzen mit und
ohne Nierenzysten sowie zystenfreien Kurzhaarkatzen als Elterngeneration etabliert worden
war, bestétigten die Vermutung des autosomal-dominanten Erbgangs (Biller et a., 1996).
Weiterhin segregiert die PKD nicht mit den Merkmalen ,, Langhaarigkeit® und ,, Brachyzepha-
lie* der typischen Perserkatze, da einige der zystenpositiven Nachkommen aus Verpaarungen
von Perserkatzen mit Kurzhaarkatzen diese Merkmale nicht aufwiesen (Biller et a., 1996).
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Der Phanotyp einer dominant vererbten Erkrankung kann sowohl bei homo- als auch heterozy-
goten Merkmal stréagern beobachtet werden. Im Falle der PKD des Menschen und auch der Kat-
ze deutet jedoch vieles darauf hin, dass homozygote Merkmalstrager nicht auffallig werden, da
sie bereits zu einem noch unbekannten Zeitpunkt wahrend der Graviditéat sterben. Hierflr spre-
chen zum Beispiel die Untersuchungen an einem Mausmodell der ADPKD mit einer transgenen
Maudlinie. Das Transgen enthdt eine Mutation im Exon 34 des PKD1-Gens. Homozygote
Merkmalstréger sterben perinatal mit massiv vergrof3erten Nieren, Pankreaszysten und Lungen-
hypoplasie, wahrend heterozygote Tiere zu diesem Zeitpunkt noch phanotypisch unauffallig
sind (Lu et al., 1997). Auch die Daten der Dissertation von S. Helmig (2005) sprechen fir einen
autosomal dominanten Erbganges des Polyzystischen Syndroms der Perserkatze mit Letalitét
der homozygoten Merkmalstréger (Helmig, 2005).

2.1.4 Diagnose

2.1.4.1 Die Ultraschalluntersuchung

FUr die Diagnose von Nierenzysten bei Katzen ist die Ultraschalluntersuchung das Mittel der
Wahl. In der Satzung des ersten Deutschen Edelkatzen Zichterverbandes ist die PKD eines der
Merkmale, das bei Perserkatzen zum Zuchtausschluss des betroffenen Tieres fihrt. Als Unter-
suchungsmethode wird der Ultraschall empfohlen (DEKZV, 2004). Hierzu ist ein qualitativ
hochwertiges Gerét, ein Schallkopf von mindestens 7,5 MHz und grof3e Erfahrung des Untersu-
chers bei der ultrasonographischen Beurteilung von Katzennieren notwendig. Im Ultraschallbild
der Nieren stellen sich Zysten a's echofreie bis echoarme, kugelférmige, ovale oder unregelméa
Big geformte Gebilde variabler Grol3e dar. Die Zystenwand ist flach, scharf begrenzt und be-
dingt eine distale Schallverstarkung. Unter optimalen Bedingungen kénnen Zysten ab einem
Millimeter Durchmesser identifiziert werden (Biller et a., 1996; Meyer-Lindenberg et al., 1998;
Gerwing et al., 1999; Reichle et al., 2002).

2.1.4.1.1 Sensitivitat und Spezifitat der Ultraschalluntersuchung

Durch Sektion und histopathologische Untersuchung von Versuchstieren mit ultraso-
nographisch nachgewiesenen Nierenzysten konnten die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung
Uberprift werden. Zysten im Nierenparenchym sind friihestens bei sieben Wochen und spétes-
tens bei 44 Wochen dten Tieren nachweisbar. Je dlter die Katzen zum Zeitpunkt der Ultra-
schalluntersuchung sind, desto genauer ist das Ergebnis der Untersuchung. Die Sensitivitét der
Ultraschalluntersuchung in Bezug auf den histopathol ogischen Nachweis von Zysten bei Katzen
unter 16 Wochen betrégt 75 % und die Spexzifitdt 100 %. Bei tUber 16 Wochen aten Tieren lie-
gen die Sensitivitét bei 91 % und die Spezifitdt bei 100 %. Durch die allméahliche VergrofRerung
der Zysten steigt die Diagnosesicherheit im Laufe der Zeit. Unter der Voraussetzung, dass ein
erfahrener Untersucher mit einem hochaufl6senden Gerét die Nieren im Hinblick auf Nieren-
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zysten untersucht, ist der Ultraschallbefund bel Katzen im Alter von zehn Monaten zu 98 %
sicher (Biller et a., 1996; Biller et al., 1998; Gerwing et a., 1999).

2.1.4.1.2 Diagnosestellung ,,PKD* durch die Ultraschalluntersuchung

Schwierigkeiten bereitet die Frage, ab wie vielen ultrasonographisch nachgewiesenen Nieren-
zysten von einer , Polycystic* Kidney Disease gesprochen werden kann. Einige Autoren ver-
wendeten den Begriff PKD bei der Perserkatze, wenn im Ultraschallbild in einer Niere multiple
Zysten oder aber in beiden Nieren mindestens eine Zyste vorhanden waren (Lyons et al., 2004).
Anderen Autoren fiel die Diagnose leicht, da alle untersuchten Tiere multiple Zysten in den
Nieren und zum Teil auch in der Leber aufwiesen (Stebbins, 1989; Biller et a., 1990; Biller et
al., 1996).

Bel Ultraschalluntersuchungen von Perserkatzen vor dem Zuchteinsatz lautet die Diagnose
»PKD", sobald eine einzige Zyste in einer der beiden Nieren nachgewiesen wird (Gerwing et
al., 1999; Barthez et al., 2003). Nierenzysten sind bei Jungtieren in der Regel mikroskopisch
klein angelegt, nehmen im Laufe der Zeit aber an Grol3e zu. Erst ab einem Millimeter Durch-
messer sind sie im Ultraschallbild darstellbar. Somit besteht vor allem bei Jungtieren die Ge-
fahr, dass aufgrund des begrenzten AuflGsungsvermogens des Ultraschallgerétes nur eine singu-
lare Nierenzyste nachweisbar ist, aber weitere, vorerst nicht detektierbare Zysten vorhanden
sein konnen. Dieser recht strenge Mal3stab wird aufgrund des autosomal-dominanten Erbgangs
der PKD bei Perserkatzen und dem Bestreben, moéglichst alle Merkmal stréger aus Zuchtbestén-
den zu entfernen, angelegt (Gerwing et a., 1999; Herzog, 2001). Unterstiitzt wird diese Ansicht
durch die Beobachtung, dass auch Katzen die nur eine Zyste in einer Niere aufwiesen, zysten-
positive Nachkommen hatten (Biller, 2000).

2.1.5 Zlchterische Konsequenz der PKD

Katzen mit Nierenzysten (bereits eine ist ausreichend!) dirfen in Deutschland nicht zur Zucht
eingesetzt werden. Die Zucht mit Merkmalstragern kann as Verstol3 gegen 8 11b TschG gewer-
tet werden, weshalb die Sonographie bei Zuchttieren zwingend gefordert wird (Herzog, 2001;
DEKZV, 2004).

2.1.6 Pravalenz von Nierenzysten bei Perserkatzen

Untersuchungen tber die Pravalenz des Polyzystischen Syndroms bei Perserkatzen wurden in
unterschiedlichen Erdteilen durchgeftihrt.

Im Patientengut der Klinik fur Kleintiere, Abtellung Chirurgie der Justus-Liebig-Universitat
Gief3en fanden sich 1983-1992 8,6 % zystenpositive Perserkatzen (n = 7). Die Anzahl PKD-
betroffener Tiere stieg Uber 19,4 % (n = 34) in den Jahren zwischen 1993-1997 auf 43,3 %
(n=107) in den Jahren von 1998 bis 1999 (Gerwing et a., 1999). Diese Angaben stimmen un-
geféhr mit den Untersuchungsergebnissen der Tierarztlichen Hochschule Hannover Uberein.
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Hier bestanden bel 29,7 % (n = 57) der in den Jahren von 1994 bis 1996 untersuchten Perser-
katzen Nierenzysten (Meyer-Lindenberg et a., 1998).

In Frankreich wurden in den Jahren von 2000 bis 2002 bei 42,8 % der Perserkatzen (n = 92)
und 39,1% (n = 25) der Exotic Shorthair-Katzen Nierenzysten festgestellt (Barthez et al.,
2003).

In Grof¥pritannien lag im Jahre 2001 die Pravalenz fur Nierenzysten bel Perserkatzen sogar bei
49,2 % (n = 65) (Cannon et a., 2001).

Veroffentlichungen aus Australien zufolge lag die Pravalenz von Nierenzysten bei Perserkatzen
in Brisbane bei 42% (n = 70), in Sydney und in Melbourne bei jeweils 45 % (n = 37 bzw.
n = 113). Katzen der Rassen Exotic Shorthair, die in Sydney untersucht wurden, waren sogar zu
50 % (n = 14) betroffen. Auch zwei von vierzehn ultrasonographisch untersuchten Burmillakat-
zen (14 %) zeigten Nierenzysten (Barrs et al., 2001; Beck und Lavelle, 2001; Barthez et al.,
2003).

2.1.7 Zystogenese und mdoglicher Pathogenesemechanismus

Nierenzysten werden von flachem bis kubischem, einschichtigem Epithel ausgekleidet. Hierbel
ist die Zellform unabhéngig von der Grol3e der Zyste. Das Epithel einiger Zysten zeigt Eigen-
schaften proximaler oder distaler Nephronabschnitte. Es gelingt nicht, jede Zyste eindeutig ei-
nem bestimmten Nephronsegment durch Nachweis eines Birstensaumes, apikaer Vakuolisie-
rung oder Canaliculi oder anhand des L ektinbindungsvermdgens zuzuordnen. Der Aufbau der
basolateralen Zellmembran ist weniger komplex as bei Membranen gesunder Tubuluszellen.
Aus diesen Grinden wird angenommen, dass eine Zyste in verschiedenen Nephronsegmenten
entstehen kann, das Epithel aber durch Dedifferenzierung wahrend der Zystogenese typische
Eigenschaften des urspriinglichen Epithels verliert (Eaton et al., 1997).

Die Basamembran des Zystenepithels zeigt keinen Unterschied zu den Basalmembranen nor-
maler Epithelien im Nephron. In diesem Punkt unterscheiden sich feline Nierenzysten von den
Zysten humaner ADPKD-Patienten. Bel Letzteren sind die Basalmembranen oft verdickt oder
laminiert (Eaton et a., 1997).

Bel Zystennieren des Menschen werden verschiedene pathogenetische Mechanismen der Zys-
tenentstehung wie gesteigerte Proliferation des Tubulusepithels und reverse Polaritét der Epi-
thelzelle diskutiert. Gelegentlich finden sich auch bei der Perserkatze knotige, in das Zystenlu-
men hineinragende Epithelproliferationen. Eine gesteigerte Proliferationsrate und DNS-
Synthese wird vornehmlich bel jungen Katzen gesehen. Die Beobachtungen deuten auch bei der
Katze auf die Beteiligung gesteigerter Epithelproliferation in frihen Phasen der Zystogenese hin
(Eaton et al., 1997).

Bel humanen ADPKD-Patienten findet man einen Verlust der Zellpolaritét durch Trand okation
der Na/K-ATPase von der basolateralen Seite der Zellmembran zur luminalen Seite. Der immer
noch funktionierende Transporter fihrt zu einem reversen Flussigkeitsstrom und damit zum
Wachstum der Zyste. Bel der Katze ist die Trandokation der NalK-ATPase unvollstandig. Sie
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findet sich in der Membran sowohl basolateral und luminal als auch intrazytoplasmatisch. Aus
diesem Grund scheint die Trandokation des Enzyms kein essentieller Faktor in der Zystenent-
stehung zu sein (Eaton et al., 1997).

2.1.8 Molekulare Ursache des Polyzystischen Syndroms der Perserkatze

Durch Kopplungsanalysen wurde bei der Perserkatze das PKD1-Gen auf Chromosom E3 as
Kandidatengen identifiziert (Grahn et al., 2004; Lyons et a., 2004; Helmig, 2005; Young et d.,
2005). In einer Studie konnte eine C>A-Transversion im Exon 29 des PKD1-Gens identifiziert
werden. Diese Punktmutation fUhrt zu einem zusétzlichen Stopcodon, was zu einem vorzeitigen
Abbruch der Aminosdurenkette fuhrt. Diesem Protein fehlen etwa 25 % des C-terminalen En-
des. Homozygote Trager der Mutation traten nicht auf. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass die
homozygot vererbte Mutation zum embryonalen Tod fihrt. Das feline PKD1-Gen wurde aus
einem Bac-Klon (GenBank accession no. AC145332.26) isoliert und bis auf Exon 1 und Intron
4 sequenziert (Lyons et al., 2004).

Im Gegensatiz zum PKD1-Gen des Menschen lassen sich mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung bei der Katze keine Duplikate des PKD1-Gens auf Chromosom 3 oder einem
anderen Chromosom nachweisen. Auch die PKD1-Homologe von Hund und Maus sind soge-
nannte Single Copy Genes. In den beim Menschen duplizierten Bereichen des PKD1-Gens fan-
den sich bei Katzen bisher keine Sequenzvarianten. Daher ist das Vorliegen von PKD1-
Pseudogenen bei der Katze nicht zu erwarten (Lyons et al., 2004).

2.2 Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD)
des Menschen

Die ADPKD, Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease, ist eine der haufigsten Erb-
krankheiten. Die Inzidenz liegt bel etwa 1,38 pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Unter Beriick-
sichtigung der erst in der Obduktion diagnostizierten Lasionen und der unentdeckt gebliebenen
Falle wird eine Inzidenz von 2,06 angenommen (Iglesias et al., 1983). Bel acht bis zehn Prozent
der Patienten mit chronischem Nierenversagen im Endstadium ist die ADPKD Ursache der Er-
krankung (Gabow, 1993).

2.2.1 Das morphologische und klinische Erscheinungsbild der ADPKD

Die charakteristische Veranderung der ADPKD sind die Nierenzysten, die verteilt zwischen
vollig unveranderten Nephronen liegen. Sie entwickeln sich in unterschiedlichen Abschnitten
des Nephrons (proximae und distale Tubuli, Henle sche Schleife und Sammelgange, auch
Glomerulumzysten wurden in Einzelfdllen nachgewiesen). Einige Zysten lassen sich jedoch
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keinem bestimmten Tubulusabschnitt zuordnen, so dass Zysten vermutlich aus jedem Segment
eines Nephrons entstehen konnen (Dalgaard, 1957; Baert, 1978; Faraggiana et al., 1985).
Nierenzysten variieren deutlich in Grof3e und Form von einigen Millimetern bis mehreren Zen-
timetern. Sie sind geflllt mit klarer Gber wolkig-triber bis hin zu schokoladenfarbener Fllissig-
keit. Die daraus resultierende Renomegalie kann zu Nieren mit einer Lange von 40 cm und
mehr als acht Kilogramm Gewicht fihren (Gabow, 1993).

Mit zunehmender Zahl und Grofse der Zysten stellen sich Funktionsstorungen der Niere en.
Eines der frihesten Symptome ist die Abnahme der Harnkonzentrierungsfahigkeit (Gabow et
al., 1989).

Die Verénderungen sind progressiv und ftihren Uber kurz oder lang, in der Regel aber erst im
mittleren bis hohem Erwachsenenalter, zur Niereninsuffizienz. Verschiedene Studien errechne-
ten Uberlebenskurven von Patienten bis zum Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz. Nur
funf Prozent der Patienten unter 40 Jahren leiden demnach bereits an Nierenversagen. In der
Altersklasse der 50-jahrigen Patienten steigt ihr Antell auf 29 %, bei den etwa 60-jéhrigen sind
es 53 % und sogar 87 % bei 70-jahrigen (Milutinovic et al., 1984; Gabow €t a., 1992).

L eberzysten gehtren mit einer Préavalenz von knapp 30 % hinter den Nierenzysten zur haufigs-
ten Manifestation der ADPKD (Milutinovic et al., 1980; Gabow et a., 1990). Die Zusammen-
setzung der Zystenfllssigkeit, v.a. der Gehalt an IgA, spricht fur die Entwicklung der Leberzys-
ten aus Gallengangen (Patterson et a., 1982; Everson et a., 1990). Die Auspragung der Leber-
veranderungen wird durch Faktoren wie Alter, Geschlecht, zuriickliegende Schwangerschaften,
Schwere der Nierenldsionen und Funktionalitét der Nieren beeinflusst. Die Anzahl der Leber-
zysten steigt mit dem Alter (Milutinovic et a., 1980; Gabow et al., 1990). Leberzysten sind
alerdings eine relativ harmlose Veranderung ohne Einschrankung der Leberfunktion oder por-
talen Hochdruck (Milutinovic et a., 1980).

Weiterhin sind Defekte der Herzklappen, Hypertrophe Kardiomyopathien und Darmdivertikel
bei ADPKD-Patienten im Gegensatz zu Kontrollpersonen ein haufiger Befund (Hossack et al.,
1988; Scheff et d., 1989; Chapman et d., 1997).

2.2.2 Die Genetik der ADPKD

Die Untersuchungen von Dalgaard (1957) deckten den autosomal-dominanten Erbgang der
ADPKD auf.

Das erste Kandidatengen wurde am sogenannten APCKD-Locus (Adult Polycystic Kidney Di-
sease) eng gekoppelt mit dem Alpha-Globin-Locus auf Chromosom 16 lokalisiert (Reeders et
al., 1985). Genauere Analysen grenzten seine Lage auf dem kurzen Arm von Chromosom 16 in
5'-Richtung vom Alpha-Globin-Locus in der Region 16p13-p12 ein (Watson et al., 1987).

Nach Untersuchungen, die vorerst keine genetische Heterogenitét aufdecken konnten (Reeders
et a., 1986), hauften sich dann aber Berichte tber fehlende Kopplung mit dem Alpha-Globin-
Cluster und der Erkrankung. Daher musste eine urséchliche Mutation an weiteren Genorten in
Betracht gezogen werden (Kimberling et al., 1988; Romeo et ., 1988; Kumar et a., 1991). In
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der Literatur ist im Anschluss an diese Berichte zunehmend und schliefdich durchgehend die
Bezeichnung ,,PKD1-Locus* oder ,PKD1-Gen" fur den APCKD-Locus auf Chromosom 16 zu
finden. Ein zweites Kandidatengen wurde auf Chromosom 4 lokalisiert (Kimberling et d.,
1993; Peters et al., 1993). Angaben zur Haufigkeit der Kopplung der ADPKD mit den Kandida-
tengenen sind vor allem in Untersuchungen der spanischen Population zu finden. Bei etwa 85 %
der ADPKD-betroffenen Familien fand man eine Kopplung zum PKD1-Gen auf Chromosom
16 (Reeders et d., 1985; Perd et al., 1993; Torraet a., 1998). Im Gberwiegenden Teil der nicht-
PKD1-assoziierten Erkrankungen, bis zu 15 %, wurde eine Kopplung zum PKD2-Gen, lokali-
siert auf Chromosom 4, gefunden (Kimberling et a., 1993; Torra et al., 1998). Produkte dieser
beiden Gene sind die Proteine Polyzystin 1 und 2. Nur bei einem geringen Antell der betroffe-
nen Familien ist die Erkrankung weder mit dem PKD1- noch dem PKD2-Gen gekoppelt, so
dass noch mindestens ein weiterer Locus vermutet werden kann (Verani und Silva, 1988; Ga
bow, 1990; de Almeida et al., 1995). Entsprechend der Lokalisation der Mutation wird von
ADPKD1, -2 oder -3 bzw. ADPKD Typ 1, 2 oder 3 gesprochen. Alternativ werden bei allen
Typen zuweilen die Bezeichnungen PKD und APKD (Adult Polycystic Kidney Disease) ver-
wendet (Demetriou et a.; 2000).

2.2.3 Diagnose

2.2.3.1 Die Ultraschalluntersuchung

Das am haufigsten verwendete Diagnostikverfahren der ADPKD ist die Ultraschalluntersu-
chung. Daneben wird die Computer- und die Magnet-Resonanz-Tomographie eingesetzt. Der
Ultraschall wird aufgrund der hohen Sensitivitét, der einfachen Durchfiihrbarkeit und der relativ
geringen Kosten bevorzugt (Gabow, 1993). Unklare Befunde kdnnen durch MRT und CT ge-
klart werden, wobei die Urographie bei den medulléaren Zystennierenerkrankungen dem CT
Uberlegen ist (Klingd, 1999). Generdl gilt, dass die Befunde bildgebender Verfahren dlein
keinen sicheren Riickschluss auf die Atiologie der zystischen Veranderungen zulassen. Diagno-
sekriterien der ADPKD sind neben der atersabhangigen Bewertung des Untersuchungsbefun-
des die positive Familienanamnese (Klingel, 1999).

Die Pravalenz von einzelnen Nierenzysten steigt sowohl bel Mutationstrégern als auch in der
Gesamtbevolkerung mit dem Alter an (Parfrey et a., 1990; Gabow, 1993; Demetriou et al.,
2000). Die Wahrscheinlichkeit fir einen falsch-negativen Befund bel Personen unter 10 Jahren
aus einer ADPKD-Familie liegt bei 37 %. Mit zunehmendem Alter steigt die Diagnosesicher-
heit bis eine falsch-negative Diagnose bei Personen tiber 30 Jahren mit entsprechendem Risiko
sehr unwahrscheinlich wird (Bear et al., 1992). Ravine untersuchte die Diagnosesicherheit des
Ultraschalls Uber Kopplungsanalysen bei PKD1-Familien und empfahl bei Patienten mit
ADPKD-Familiengeschichte die in Tabelle 2-1 angegebenen Diagnosekriterien (Ravine et a.,
1994).
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Tabelle 2-1: Kriterien eines Ultraschallbefundes fir Personen mit ADPKD1-Risiko

Alter in Jahren  Anzahl der Zysten

<30 Mindestens zwel unilaterale Zysten oder zwel Zysten in einer Niere
30-59 Mindestens zwei Zysten in jeder Niere oder insgesamt mind. fUnf Zysten
> 60 Mindestens vier Zysten in jeder Niere oder mind. acht bilaterale Zysten

Tabelle modifiziert nach Klingel, 1999; Ravine et al., 1994

Demetriou et a. (2000) empfehlen Risikopatienten mit einer Mutation des PKD2-Gens in der
Familie die Ultraschalluntersuchung nur bedingt als Diagnoseverfahren, da bei Kindern unter
14 Jahren die Diagnosesicherheit nicht ausreichend ist. Bel Erwachsenen tiber 30 Jahren ist bei
Fehlen von Nierenzysten ein Ausschluss der PKD bereits zu 100 % moglich. Allerdings wird
durch Auftreten von mehreren Zysten anderer Ursache in 3,9 % der Félle eine ADPKD vorge-
tauscht. Die Autoren verwenden altersabhangig die in Tabelle 2-2 angegebenen Kriterien.

Tabelle 2-2: Kriterien eines Ultraschallbefundes fur Personen mit ADPKD2-Risiko:

Alter in Jahren  Anzahl der Zysten

5-14 Mindestens eine Zyste

15-19 Mindestens zwei unilaterale Zysten oder zwei Zysten in einer Niere
20-29 Mindestens drel Zysten mit bilateralem Auftreten

30-59 Mindestens zwei Zysten in jeder Niere

> 60 Mindestens vier Zysten in jeder Niere

Tabelle modifiziert nach Demetriou et al., 2000

2.2.3.2 Die Kopplungsanalyse

Eine Reihe von Autoren beschreiben Kopplungsanalysen mit hoch polymorphen Mikrosatelli-
ten und RFLP-Markern, die das Auffinden vieler, mit dem PKD-Phanotyp verknipfter Haplo-
typen moglich machen. Verschiedene Autoren halten die Kopplungsanalyse fur ein sehr geeig-
netes Routineverfahren (Harris et a., 1991; Peral et a., 1994; Rossetti et a., 2001). Aufgrund
der Vielzahl bekannter und unbekannter Mutationen missen fur jede Familie ein spezifisches
Muster der polymorphen Marker ermittelt und mdglichst ale Familienmitglieder dahingehend
untersucht werden. Daher gehdrt sie nach Klingel (1999) nicht zum Repertoire der tatséchlich
angewandten Routinediagnostik. Fir den PKD1-Locus sind dreizehn Marker beschrieben wor-
den (NCBI-Entre-Gene-PKD1, 2006).

2.2.4 Ursachen der groRen Variabilitat des ADPKD-Phanotyps

Eine interessante Eigenheit der ADPKD ist die ausgepréagte inter- und intrafamiliére phanotypi-
sche Variabilitdt der Erkrankung in Bezug auf das Alter bei Einsetzen von Symptomen und die
Anzahl von Nierenzysten. Zur Erklarung gibt es verschiedene Ansétze.
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2.2.4.1 Lokalisation der Mutation

Grofien Einfluss auf den Phanotyp der ADPKD hat die Lokalisation der Mutation. Interfamili&
re Variabilitét l&sst sich zum Beispiel mit Mutationen in unterschiedlichen Kanditatengenen
oder mit Defekten in verschiedenen Doméanen eines Gens begrtinden (Qian und Watnick, 1999;
K optides und Déeltas, 2000).

Bei der ADPKD1 fuhren Mutationen auf dem PKD1-Gen im Alter von durchschnittlich 53 bis
56 Jahren zum Terminalstadium der Niereninsuffizienz. Einzelne Autoren sehen hierbel einen
Geschlechtsunterschied, der bei Frauen zu einem milderen Krankheitsverlauf fuhrt (Gretz et al.,
1989; Parfrey et al., 1990; Hateboer et al., 1999b; Rossetti et a., 2002; Paterson et al., 2005). Es
gibt auch Anzeichen fur Genetic Imprinting. Stammt das betroffene Allel von der Mutter, setzt
die terminae Niereninsuffizienz friher ein (Bear et al., 1992).

ADPKD2-Patienten haben eine Mutation des PKD2-Gens und zeigen einen etwas milderen
Krankheitsverlauf. Das durchschnittliche Alter, in dem die betroffenen Personen an Nierenin-
suffizienz im Endstadium leiden, liegt insgesamt héher als beim Typ 1 der ADPKD. In diesem
Fal ist allerdings ein deutlicher Geschlechtsunterschied zu beobachten. Frauen erreichen die
Phase der Niereninsuffizienz und das Terminalstadium der Niereninsuffizienz im Alter von
durchschnittlich 72,5 bzw. 76 Jahren, Méanner dagegen schon mit 63,7 bzw. 68,1 Jahren. Auch
wird Bluthochdruck bei ADPK D2-Patienten weniger haufig diagnostiziert.

Eine grof3e Bedeutung scheint auch die Lokalisation der Mutation innerhalb des PKD1-Gen zu
haben. Ausgehend von der Genmitte in Hohe von Exon 19 sind Mutationen in der 5'-Region
mit einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert als Mutationen in der 3'-Region. Hierbei ist
die Art der Mutation jedoch irrelevant. Demzufolge scheint die Synthese zumindest teilweise
funktionsfahiger Proteine moglich zu sein (Hateboer et a., 1999a; Hateboer et a., 2000; Rosset-
ti et a., 2002).

2.2.4.2 Phanotypische Unterschiede durch modifizierende Faktoren

Unterschiede zwischen Familienmitgliedern mit ein und derselben Keimbahnmutation sind da-
gegen weniger leicht versténdlich. Es gibt deutliche Altersunterschiede bel Einsetzen der ersten
Symptome, Art der ersten Symptome, Alter bei Einsetzen der Niereninsuffizienz im Endstadi-
um, Serumkreatininkonzentrationen und Nierengrof3e (Milutinovic et al., 1992; Hateboer et al.,
2000; Rossetti et al., 2002). Moglicherweise besitzen Zellen die Fahigkeit, Alternativwege der
Signaltransduktion zu nutzen, um den Effekt der Mutation zu kompensieren. Auch kdnnten
genetische modifizierende Faktoren, die Umgebung und der Stoffwechselzustand der Zelle so-
wie viele Umweltfaktoren eine Rolle spielen (Qian und Watnick, 1999; Koptides und Deltas,
2000; Rossetti et a., 2002). Untersuchungen an Mausmodellen ergaben bereits Hinwelse auf
mehrere Genorte, auf denen den PKD-Phéanotyp modifizierende Faktoren lokalisiert sind
(lakoubovaet al., 1995; Woo et d., 1997; Guay-Woodford et al., 2000). Ein Kandidatengen aus
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einem dieser Bereiche ist das Gen D1Mit17, dessen Produkt RGS7 ein Regulator der G-Protein
gekoppelten Signalkette ist, die an Polyzystin 1 bindet (Guay-Woodford et al., 2000).

2.2.4.3 Das Modell des Second Hit

Eine grof3e Bedeutung besitzt das so genannte Second-Hit-Modell, das erstmals von Knudson
(1971) im Zusammenhang mit der Entstehung des Retinoblastoms des Menschen beschrieben
wurde. Das Modell besagt, dass der Tumor aufgrund von zwei Mutationsereignissen entsteht.
Bei der dominant vererbten Form dieses Tumors wird die erste Mutation Uber die Keimbahn
vererbt. Der Anlagetréger entwickelt jedoch erst einen Tumor, wenn eine somatische Mutation
hinzukommt. Durchschnittlich werden drei Tumoren pro Individuum beobachtet. Dies erklart,
warum bel Mutationstrégern sowohl kein Tumor als auch multiple, sowohl unilaterale als auch
bilaterale Retinoblastome diagnostiziert werden (Knudson, 1971). Verschiedene Studien fihren
den Second Hit auch bei der ADPKD a s wichtigen Schritt der Zystogenese an. Zunéchst ist das
Vorhandensein einer ererbten Mutation des PKD1-Gens notwendig. Sie ist jedoch noch nicht
ausreichend, um die Wirkung des Genprodukts aufzuheben und zu einer gestérten Nierenent-
wicklung zu fuhren. Hierzu ist eine weitere, somatische Mutation des zweiten Allels erforder-
lich. Die PKD ist also eine Erkrankung mit phanotypisch dominanter Vererbung, der auf zellu-
larer Ebene zunéchst eine rezessive Veranderung zugrunde liegt.

Untersuchungen mit Hilfe von X-Chromosom-Inaktivierungs-Assays an Epithelzellen, die aus
einzelnen Zysten isoliert wurden, zeigten die Monoklonalitét der Zysten. Von 76 Nierenzysten,
die von acht weiblichen ADPK D-Patienten stammten, waren 82 % (n = 62) monoklonal (Qian
et a., 1996). In einigen dieser Zellpopulationen lasst sich der Second Hit als erworbener Verlust
des urspruinglichen Wildtypallels darstellen. Dieses Phdnomen wird als Loss of Heterozygosity
(LOH) bezeichnet. Zum Nachwels wurden Zysten Uberprift, deren Spender aufgrund von Blut-
untersuchungen bekanntermalen heterozygot fur den verwendeten intragenischen PKD1-
Mikrosatelliten waren. 17 % der 46 praparierten Zysten waren jedoch hemizygot, das heil3t, es
war nur ein Allel nachweisbar. Kopplungsanalysen zeigten, dass das Wildtypallel im zystischen
Gewebe nicht mehr darstellbar war (Qian et al., 1996). Auch weitere Forschungsgruppen konn-
ten bel vier von siebzehn beziehungsweise finf von 21 isolierten Zysten den LOH nachweisen.
Die erworbene Inaktivierung des Wildtypallels kann durch Mutationen in Form von Nonsense
und Missense Mutationen erfolgen (Brasier und Henske, 1997; Koptides et al., 1998). LOH
konnte sowohl in Epithelien von Leberzysten bet ADPKD1-Patienten, als auch in Nierenzysten
von Patienten mit Mutationen des PKD2-Gens gezeigt werden (Watnick et al., 1998; Koptides
et a., 1999; Pe et d., 1999). Die zweite somatische Mutation ist damit der limitierende Faktor.
Ihre Haufigkeit und Lokalisation bestimmt die Anzahl von Organzysten und das Auftreten wei-
terer PKD-assoziierter Verdnderungen (Watnick et al., 2000).

In einer Untersuchung ergaben sich Hinweise auf den sogenannten trans-heterozygoten Funkti-
onsverlust der Genprodukte der PKD-Gene. Man fand unabhéngige somatische Mutationen des
PKD1-Gens in Zystenepithelien von Personen, die einen ererbten Defekt des PK D2-Gens hat-
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ten. Hieraus konnte eine Unterbrechung der Signalkette, in die beide Proteine involviert sind,
resultieren (Watnick et al., 2000).

2.2.5 Pathogenesemechanismus der Zystogenese

In allen Abschnitten des Nephrons kdnnen sich Zysten entwickeln. Das die Zysten auskleidende
Epithel entspricht in 7 % dem Epithel der Sammelgange, in jeweils etwa 2 % den proximalen
Tubuli oder den Glomerula. Der Grofdeil der Zystenepithelien (84 %) ist allerdings wenig diffe-
renziert und kaum einem bestimmten Nephronabschnitt zuzuordnen (Grantham et al., 1987).
Anhand von Tiermodellen der ADPKD, Zelkulturen mit MDCK-Linien und kultivierten Epi-
thelzellen humaner Nierenzysten wurde dargestellt, dass Veranderungen des Zellwachstums,
der Flussigkeitssekretion und der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix eine Rollein der
Zystogenese spielen (Gabow, 1993).

2.2.5.1 Pathologische Proliferation des Tubulusepithels

Bel ADPKD-Patienten sind Proliferationen des die Zysten auskleidenden Epithels in Form von
hyperplastischen Polypen, kleinen Adenomen oder auch einzelnen Adenokarzinomen ein relativ
haufiger Befund (Gregoire et al., 1987). Bel Betrachtungen der einzelnen Zysten fanden sich
Epithelproliferationen bel etwa 5 % der Zysten (Grantham et al., 1987).

In normalen Nierenzellen bildet das Produkt des PKD1-Gens Polyzystin 1 mit E-Cadherin und
Cateninen einen Komplex in der Zellmembran. Dieser Komplex spielt eine Rolle in der Zellad-
hésion, -proliferation und -polaritdt (Huan und Van Adelsberg, 1999), ist aber zumindest in
priméren Zellkulturen von ADPKD-Patienten zerstort (Roitbak et al., 2004). Im Hinblick auf
das Polyzystin 1 wurde in vitro gezeigt, dass sein C-Terminus unter CAMP-Stimulation starken
Einfluss auf eine abnorme Zelproliferation hat (Sutters et al., 2001).

Auch der EGF-Rezeptor (Epiderma Growth Factor-Rezeptor) und sein Ligand TGF-a (Trans-
forming Growth Factor-a) werden in Zellen zystischer Nieren starker exprimiert als in gesunden
Nieren (Klingel et a., 1992). Im Zystenepithel findet man neben den normalen, in der basolate-
ralen Zellmembran lokalisierten Rezeptoren zuséizliche funktional aktive EGF-Rezeptoren in
der apikalen Seite. Eine autokrine Schleife, bel der die zystenumgebenden Epithelzellen EGF
(Epidermal Growth Factor) synthetisieren und apikal in die Zystenfllssigkeit sezernieren, unter-
stiitzt das Wachstum der Zysten (Wilson et al., 1993; Du und Wilson, 1995). Zudem reagieren
Zystenepithelzellen in Zelkultur hyperproliferativ auf Stimulation mit Wachstumsfaktoren wie
EGF, dagegen ist ihre Antwort auf proliferationsinhibitorische Faktoren wie TGF-p vermindert
(Wilson, 1991).

2.2.5.2 Sekretion

Ein potentieller Mechanismus des Zystenwachstums ist eine gesteigerte FlUssigkeitssekretion in
das Zystenlumen (Ye und Grantham, 1993). Eine Ursache ist die abnorme Lokalisation der
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Na'/K*-ATPase. Im Gegensatz zu normaen Tubuluszellen befindet sie sich nicht nur in der
basolateralen Seite der Zellmembran sondern auch apikal. Sie zeigt eine gesteigerte sekretori-
sche Aktivitdt und zudem einen reversen Transport von basal nach apikal in das Zystenlumen
hinein (Wilson et al., 1991). Die apikale Expression des Transporters ist im Tiermodell ein
normales voribergehendes Ereignis wahrend der Tubulogenese. Im Zystenepithel persistiert sie
jedoch, was auf den relativ undifferenzierten Zustand dieses Epithels schlief3en lasst (Avner et
a., 1992).

2.2.5.3 Veranderungen der extrazellularen Matrix in zystischem Gewebe

Im Zystenepithel findet sich eine verdickte Basalmembran, die Laminin, Fibronektin, Typ IV-
Kollagen und Heparansulfatproteoglykane enthdlt. Zudem produzieren die Zellen in Kultur ext-
razellulére Proteine, die normalerweise von Nierenepithelzellen nicht gebildet werden (Granot
et a., 1990; Wilson et al., 1992). Im Interstitium ist Typ I-Kollagen vorhanden. Bestandteile
und Zusammensetzung der Basalmembran scheinen das exzessive Wachstum der Zystenepithe-
lien zu unterstiitzen (Wilson et al., 1992).

2.2.6 Das PKD1-Gen des Menschen

Das humane PKD1-Gen befindet sich auf Chromosom 16p13.3. Es liegt in direkter Nachbar-
schaft zum weliter proximal gelegenen TSC2-Locus in Tail-to-Tail-Orientierung und ist eng mit
dem a-Globin-Locus sowie mit dem PGP-Marker (Phosphoglycolatphosphatase) gekoppelt
(Watson et al., 1987; Germino et al., 1992; European Polycystic Kidney Disease Consortium,
1994). Die gesamte Region von 750 kb ist auf3erordentlich reich an CpG-Dinukleotiden (Harris
et a., 1990; Germino et al., 1992).

Das PKD1-Gen erstreckt sich tiber 52 kb. Es enthélt 46 Exons mit einem offenen Leseraster von
12.912 bp. Sein Transkript wird mit einer Lange von 14,1 bis 14,5 kb angegeben (Hughes et al.,
1995; International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995). Im Gegensatz zu den in der
Literatur angegebenen 46 Exons wurden in der Sequenzdatenbank der NCBI (National Center
for Biotechnology Information) fir das humane PKD1-Gen allerdings 50 Exons beschrieben
(NCBI-Nucleotide, Accession Nr. AC005600).

2.2.7 Pseudogene des PKD1-Gens

Ein grof3er Teil des PKD1-Gens liegt als Duplikat im humanen Genom vor. Sechs Pseudogene
sind auf Chromosom 16p beschrieben worden (NCBI-Entre-Gene-PKD1, 2006). Die Ahnlich-
keit zum PKD1-Gen liegt bel etwa 95-97 % (European Polycystic Kidney Disease Consortium,
1994; Hughes et al., 1995; Bogdanovaet a., 2001).

Proximal des PKD1-Gens sind mindestens drei homologe Sequenzen mit transkriptionaler Ak-
tivitét lokalisiert (European Polycystic Kidney Disease Consortium, 1994; Internationa Poly-
cystic Kidney Disease Consortium, 1995; Loftus et al., 1999). Die Sequenz von zwei der homo-
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logen Genorte (HG1 und HG2) weicht in zwei Prozent von der Sequenz des PKD1-Gens ab. Sie
sind bedeutend kiirzer as das PKD1-Gen. HG1 enthélt die PKD1-Sequenz bis Exon 33, esfin-
den sich jedoch zwei grof3e Deletionen hinter Exon 1 und im Bereich von Exon 15 bis 16. Die
Sequenz von HG 2 entspricht bis auf das fehlende Exon 1 dem PKD1-Gen bis Exon 33 (Loftus
et a., 1999). Diese DNA-Abschnitte werden transkribiert (European Polycystic Kidney Disease
Consortium, 1994; Bogdanova et a., 2001), eine Trandation findet, zumindest in der Modell-
zelllinie T98G, jedoch nicht statt. Das Fehlen eines optimalen Startcodons verhindert die Bin-
dung der mMRNA an die Ribosomenuntereinheiten und damit die Trandation. Daher handelt es
sich bei diesen Abschnitten um Pseudogene (Bogdanova et a., 2001). Die Existenz dieser ho-
mologen Genorte bzw. Pseudogene spricht fir die Instabilitét dieser Region auf Chromosom 16
(Loftuset a., 1999).

2.2.8 Mutationen des PKD1-Gens des Menschen

Im PKD1-Gen wurde eine Vielzahl von Mutationen ausfindig gemacht. Viele davon treten nur
in einzelnen Familien auf. Die ersten gefundenen Mutationen waren eine das Gen unterbre-
chende Chromosomentrandokation, zwei Deletionen und ein Spleil3defekt (European Poly-
cystic Kidney Disease Consortium, 1994).

Eine Studie aus dem Jahr 2001 (Rossetti et al.) untersuchte die gesamte kodierende Region des
PKD1-Gens auf das Vorhandensein potentiell krankheitsausddsender Mutationen. Insgesamt
wurden 69 Mutationen und 32 Polymorphismen ausfindig gemacht. Sie verteilen sich auf das
gesamte Gen ohne deutliche Hot Spots. Lediglich im Gebiet zwischen Exon 15 und 18 befindet
sich auf einer Lange von 1 kb eine hohere Mutationsdichte. Mutationen kommen ebenfalls nicht
haufiger im Genbereich zwischen Exon 1 und 33 vor, welcher in mehreren homologen Genen
dupliziert ist. Stattdessen gibt es nahezu doppelt so viele Mutationen in der 3’ -Hélfte des Gens
asin der 5’ -Hélfte. Nur drei der Mutationen finden sich ebenfalls in homologen Genen, was
gegen Genkonversion as besonders haufige Ursache der hohen Mutationsrate dieses Gens
spricht. Die haufigsten Mutationen stellen Nonsensmutationen mit 32 % dar, gefolgt von Inser-
tionen bzw. Deletionen mit 29,6 %. Mutationen an Spleil3stellen wurden mit einer Haufigkeit
von 6,2 % beobachtet. Die Autoren errechneten eine hohe Mutationsrate des PKD1-Gens von
1,8 x 10° pro Generation. Zudem miissen eine Reihe der gefundenen Mutationen erst in den
letzten Generationen der untersuchten Familien aufgetreten sein. Dies |asst einerseits eine an-
steigende Haufigkeit der Erkrankung in einer Population vermuten, was aber andererseits durch
einen Selektionsdruck auf mutierte Allele unterdriickt wird. Die Selektion erfolgt beispielsweise
durch verminderte Reproduktionsfahigkeit und friheren Tod vor oder wahrend der Reprodukti-
onsphase (Rossetti et al., 2001).
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2.3 Das Protein Polyzystin 1

Das PKD1-Gen codiert fir das Glykoprotein Polyzystin 1. Dieses besitzt eine extrazellulére N-
terminale Region, multiple transmembrantse Doménen und einen cytoplasmatischen C-
Terminus. Es besteht aus 4.304 Aminosduren und einem geschétzten Gewicht von 462 kDa
(Hughes et al., 1995; International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995).

Polyzystin 1 ist ein multifunktionales Protein, wobei langst nicht alle Funktionen vollstandig
geklart sind. Vielmehr gibt es eine Vielzahl von Hinweisen und Modellen, die die Wirkungs-
weise der Polyzystine (Polyzystin 1 und 2) erklaren sollen. Die Aufgaben von Polyzystin 1 lie-
gen in der Reifung von Epithelzellen und in der Aufrechterhaltung der renalen epithelialen Dif-
ferenzierung. Es spielt eine Rolle in der Organisation der Nephronstruktur in frihen fetalen Le-
bensphasen und ist an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen betelligt (Ward et al., 1996;
Ibraghimov-Beskrovnaya et ., 1997). Polyzystin 1 ist Teill desmosomaler Strukturen von Epi-
thelzellen (Xu et al., 2001; Bukanov et al., 2002). Hier bildet Polyzystin 1 mit den Zelladhasi-
onsmolekilen E-Cadherin und a-, - sowie y-Catenin einen Multiproteinkomplex. Dabel ist E-
Cadherin malgeblich an der Regulation von Proliferation und Zellpolarisierung des Epithels
beteiligt. Die Modulation dieser Prozesse erfolgt Uber die zytoplasmatischen Catenine und Ver-
bindung zum Zytoskelett. Uber das Zytoskelett, insbesondere Uber a-Ankyrin und Spektrin, ist
die Na'-/K*-ATPase mit diesem Komplex verbunden (Huan und Van Adelsberg, 1999). Die
zytoplasmatische C-terminale Region von Polyzystin 1 stabilisiert zum einen das |6sliche (-
Catenin (Kim et a., 1999). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Polyzystin 1, zumindest
in Zellkulturen von caninen Zellen, tber eine Coiled-Coil-Doméne des C-Terminus mit Inter-
mediarfilamenten (Desmin, Zytokeratin K8 und K18 sowie Vimentin) interagiert (Xu et a.,
2001).

Die Expression des humanen PKD1-Gens in MDCK-Kulturen verlangsamt das Wachstum der
Zellen und schiitzt sie vor Apoptose. Solche Zellen kénnen spontan sich verzweigende Tubuli
formen, wahrend nicht PKD1-exprimierende Zellen einfache Zysten bilden (Boletta et d.,
2000).

Sequenzanaysen enthtillten die mosaikartige Struktur des Proteins aus verschiedenartigen Do-
manen (Abb. 2-3). Es beginnt mit einer Sequenz von 23 Aminosauren, die einem Signal peptid
gleicht und von einer Spaltstelle gefolgt wird. Gleich im Anschluss finden sich zwel leuzinrei-
che Repeats (Leucine-Rich Repeats, LRR), die von zwei zysteinreichen Regionen flankiert
werden. LRRs finden sich bei Proteinen, die an Protein-Protein-Interaktionen beteiligten. Prote-
ine mit nur wenigen LRRs (wie das Polyzystin 1) bilden zusammen mit weiteren Proteinen eine
hufeisenformige Formation zur Bindung von RNase A. Auch sollen die LRRs des Polyzystin 1
die Bindung an Kollagen |, Fibronectin und Laminin modulieren. Es gibt Hinweise auf eine
proliferationshemmende Wirkung der LRRs im Zusammenhang mit der Bindung an Laminin.
Diese Motive kénnten Einfluss auf einige PKD-typische Verdnderungen haben, wie die Fehllo-
kalisation von Membranproteinen und Veradnderungen der extrazelluléren Matrix (Burn et al.,
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1995; Hughes et a., 1995; International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995; Mahas
et a., 2002; NCBI-Entre-Gene-PKD1, 2006). Flankierende zysteinreiche Repeats definieren
eine Untergruppe extrazelluldrer Proteine mit der Fahigkeit, Signale in das Zytoplasma weiter-
zuleiten (Babich et al., 2004).

Es schliefét sich die WSC-Doméne an. I|hr Name WSC (cell-wall integrity and stress-response
component) leitet sich von ihrer Funktion as Sensor oder Rezeptor in der Stressantwort und
dem Erhalt der Zellwandintegritét ab (Lodder et a., 1999; NCBI-Entre-Gene-PKD1, 2006).

Die Aminosiuren 418-531 stellen eine Region mit Ahnlichkeiten zu Lektinen vom C-Typ (kal-
ziumabhangig) dar. Diese Doménen sind in der extrazelluldren Bindung von Kohlenhydratres-
ten involviert. Auch die Bindung an Kollagen|, Il und IV wurde in vivo beobachtet. Diese
Strukturen sollen u. a. der Integration glykosylierter Proteine und der Zelladhasion dienen
(International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995; Weston et al., 2001; NCBI-Entre-
Gene-PKD1, 2006).

Exon 10 kodiert ein Low Density Lipoprotein A (LDL-A)-Modul, eine zysteinreiche Domane
von etwa 40 Aminosauren. In LDL-Rezeptoren und anderen Proteinen dient dieses Modul auf-
grund seiner hydrophoben Natur as Ligandenbindungsstelle (International Polycystic Kidney
Disease Consortium, 1995).

Weiterhin finden sich insgesamt vierzehn, vorher nicht charakterisierte, immunglobulinghnliche
Domanen: die sogenannten PKD-Doménen. Sie bestehen aus jeweils etwa 80 Aminosauren
(International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995). Der extrazellulére Abschnitt des
Polyzystins ist stark dehnbar. Erklart wird diese Dehnfahigkeit damit, dass sich die PKD-
Doméanen mechanisch entfalten lassen und anschlief3end ihre urspriingliche Form wieder ein-
nehmen. Diese belastungsinduzierten Reaktionen konnten bedeutsam fir die Zellelagtizitdt und
die Regulation der Signaltransduktion sein (Qian et a., 2005). Versuche an Zdlkulturen de-
monstrierten die Rolle der PKD-Doménen in der Vermittlung der Zell-Zell-Adh&sion von Nie-
renepithelzellen (Streets et al., 2003).

Im Anschluss an die PKD-Doménen liegen die ,, Receptor for Egg Jelly”-Doménen (REJ) und
die Domane einer Proteolysestelle G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, kurz GPS genannt (Moy
et al., 1996; Ponting et & ., 1999; NCBI-Entre-Gene-PK D1, 2006).

Die Aminosauren 3.118 bis 3.234 bilden die PLAT/LH2-Doméne. Sie ist vermutlich an der
Interaktionen zwischen Lipiden oder membrangebundenen Proteinen beteiligt (NCBI-Entre-
Gene-PKD1, 2006).

Schliefdich befinden sich zwischen Position 3.986 und 4.040 hydrophobe Regionen, bei denen
es sich um ef transmembrantse Abschnitte handelt (International Polycystic Kidney Disease
Consortium, 1995; Nims et al., 2003).

Eine wichtige Rolle fir die Zellproliferation und renale Tubulogenese Ubernimmt Polyzystin 1
as G-Protein-gekoppelter Rezeptor. Das C-terminale Ende von Polyzystin 1 enthélt eine hete-
rotrimere G-Protein-bindende und -aktivierende Sequenz. Vermittelt Uber G,- und Gg,-
Untereinheiten werden Proteinkinase C, die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und der Transkrip-
tionsfaktor APL aktiviert (Parnell et a., 1998; Parnell et al., 2002; Arnould et al., 1998). Poly-
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zystin 1 wirkt as Aktivator von G-Proteinen des Gi.-Typs modulierend auf die Aktivitat von
Ca*- und K*-Kanéen. Dabei wird es selbst wieder von Polyzystin 2 reguliert (Delmas et al.,
2002). Uber einen Anstieg der zytoplasmatischen Kalziumspiegel und Aktivierung der Protein-
kinase Ca soll Polyzystin 1 die Zellproliferation steigern (Manzati et a., 2005). Ein Polyzystin
1-vermittelter Anstieg des intrazelluléren Kalziums aktiviert den Calcineurin/NFAT-Weg.
NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) wandert nach Dephosphorilierung durch Calcineu-
rin in den Kern, um dort, haufig als NFAT/AP1-Komplex, Einfluss auf die Genregulation zu
nehmen. Auf diese Weise werden Zelldifferenzierung, Apoptose und Zellanpassung gesteuert
(Puri et al., 2004). Wichtige Elemente in diesem Zusammenhang sind auf3erdem die REJ und
die GPS-Domane. An der Proteolysestelle GPS erfolgt unter Einfluss der REJ elne Spaltung des
Proteins. Der groféte Teil des N-Terminus bleibt mit der Zellmembran verknipft, wahrend ein
kleiner Teil sezerniert wird. Mutationen im Bereich der REJ oder der GPS behindern die Spal-
tung, wodurch auch in diesen Félen die Signatransduktion durch Polyzystin 1 nachhaltig be-
eintrachtigt wird (Qian et a., 2002). Uber eine coiled-coil-Domane im cytoplasmatischen C-
Terminus interagiert Polyzystin 1 mit Homodimeren von Polyzystin 2 (Qian et al., 1997; Tsio-
kaset d., 1997).

Auch konnte die Aktivierung von Chloridkanden unter der Einwirkung des zytoplasmatischen
Endes gezeigt werden. Dieser Nachweis ist insofern interessant, da das Zystenwachstum unter
anderem auf einer aktiven Cl™-Sekretion beruht (Chernovaet al., 2005).

Abbildung 2-1: Struktur des Proteins Polyzystin 1 mit extrazellularer N-terminaler Re-
gion, multiplen transmembrantsen Domanen und cytoplasmatischem C-Terminus

Modifiziert nach dem International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995
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2.3.1 Interaktion von Polyzystin 1 und 2

Die Funktion von Polyzystin 1 und seine stabile Expression sind stark mit dem Polyzystin 2,
dem Produkt des PKD2-Gens, verknipft. Es konnte gezeigt werden, dass natirlich vorkom-
mende pathogene Mutationen diese Verknitpfung verhindern (Qian et al., 1997). Als Einheit
produzieren die Polyzystine kalziumpermeable, nicht selektive Kationenkandle. Polyzystin 2
wird auch in Abwesenheit von Polyzystin 1 exprimiert, ist aber nur in dessen Anwesenheit in
der Zellmembran lokalisiert (Hanaoka et al., 2000). Beide Proteine spielen eine wichtige Rolle
in der Wachstumsregulation. Polyzystin 1 aktiviert den Zellzyklusregulator p21 (waf1) tber den
JAK-STAT-Signalweg, wodurch die Zellen in der GO/G1-Phase sistieren. Polyzystin 2 ist hier
ein wichtiger Co-Faktor. Dies kann erklaren, warum Mutationen eines der beiden Gene zum
PK D-Phanotyp fuhren (Bhunia et a., 2002).

2.3.2 Das Expressionsmuster von Polyzystin 1

Eine Expresson des PKD1-Gens findet in vielen Geweben statt. Unterschiedliche Mengen
MRNS fanden sich nicht nur in Niere und Leber sondern auch im Thymus, Duodenum, Herz,
Tonsllle, Milz, Schilddriise, Nebenniere, Lunge und Hoden. Der hochste Gehalt, drei mal hoher
as in der Niere, wurde im zerebralen Kortex nachgewiesen. Den geringsten Gehalt wies der
Thymus auf. Bemerkenswert ist hierbei, dass auch der Gehalt an mRNA in polyzystisch veran-
dertem Gewebe von Niere und Leber zweimal héher lag als in unverénderten Geweben (Ward
et a., 1996).

Das Protein Polyzystin1 konnte in Epithelien der klassischen Manifestationsorgane der
ADPKD (Nieren, Leber, daneben auch Kolon, Pankreas, Herzklappen und zerebrale Gefdl3e)
beobachtet werden. Der Nachweis gelang aber auch in nicht-epithelialen Zellen. Aufgabe vieler
dieser Gewebe ist die Sekretion oder der Transport von Molekllen. Andere sind mechanischer
Belastung ausgesetzt, was die Expression vider Adhéasionsmolekile erforderlich macht. Ob-
wohl mRNA in Tonslllen, Milz und Schilddrise gefunden wurde, liefd sich das Protein in diesen
Organen nicht darstellen (Peters et a., 1999).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

3.1.1 Herkunft der Proben

Zur Verfigung standen Blut- und Organproben von insgesamt 166 Katzen und einem Hund
(Anhang, Tab. 8-1). Es handelte sich um 153 Perserkatzen und sechs Katzen der Rasse Exotic
Shorthair. Daneben kamen vier Européisch-Kurzhaar-Katzen (EKH), ein Fundtier, bei dem die
Einkreuzung einer Perserkatze aufgrund der Fellldnge von der Einsenderin lediglich vermutet
wurde, eine Mischlingskatze unbekannter Abstammung sowie eine Katze der Rasse Russisch
Blau zum Einsatz.

130 Probanden (124 Perserkatzen und sechs Exotic Shorthair-Katzen) und zwei Proben Nieren-
geweb euthanasierter Perserkatzen entstammten dem Patientengut der Klinik fur Kleintiere,
Abteilung Chirurgie der Justus-Liebig-Universitét in Gief3en. Hier wurden die Katzen mittels
Ultraschall auf das Polyzystische Syndrom untersucht. Im Anschluss an die Untersuchung folg-
te die Entnahme einer Blutprobe, die bis zur Weiterverarbeitung in EDTA-Monovetten bel
-20 °C gelagert wurde.

34 Katzen entstammten dem Sektionsgut des Intituts fur Veterindr-Pathologie. |hnen wurden
fur die DNS-Gewinnung Proben des Knochenmarks, der Nieren oder der Leber entnommen, die
bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20 °C lagerten. Ein Tell der DNS-Proben wurde freundli-
cherweise von Herrn Dr. Michagl Suntz, Ingtitut fir Veterinér-Pathologie der Universitdt Gies-
sen, zur Verfigung gestellt. Zusétzlich stand cDNS aus dem Ovar einer Européisch Kurzhaar-
katze zur Verfigung. Diese Probe wurde im Rahmen der Dissertation von Frau Lohberg-Griine
am Ingtitut fUr V eterinér-Pathol ogie bearbeitet und freundlicherweise bereitgestellt.

3.1.2 Datenerhebung

Soweit verfugbar wurden folgende Daten der Probanden aufgenommen: Herkunft der Probe,
Katzenrasse, Diagnose der Ultraschalluntersuchung oder der Sektion, Geschlecht und Alter.
Jede Probe wurde mit einem Kiirzel versehen. Bel Blutproben, die von der Klinik fir Kleintiere
stammten, erfolgte die DNS-Isolierung am Institut fir V eterindr-Pathologie. Von den 130 Pati-
enten der Klinik fur Kleintiere wurden 67 Perserkatzen als zystenpositiv und 57 Perserkatzen
as zystennegativ beurteilt. Unter den Exotic Shorthair-Katzen waren jewells drei positiv und
negativ bewertete Tiere. Probanden wurden als zystenpositiv und damit als potentielle Merk-
malstréger einer PKD-aud dsenden Mutation betrachtet, sobald eine einzige Zyste in einer der
beiden Nieren im Ultraschallbild feststellbar war.
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Bel 42 dieser Katzen standen Stammbaume zur Verfligung, aus denen die Familienverhatnisse
von vier Perserkatzenfamilien ermittelt werden konnten. Die Familien wurden mit den Buchsta-
ben A bis D gekennzeichnet. Familie A umfasste elf, Familie B siebzehn, Familie C dreizehn
und Familie D vier Mitglieder. Drei Tiere (D2064, D2076 und D2086) gehdren sowohl der Fa-
milie B as auch der Familie C an (Anhang, 8-1). Die Proben mit den dazugehtrigen Daten ent-
sprechen dem in den Untersuchungen von Dr. Simone Helmig im Rahmen ihrer Dissertation am
Ingtitut fur Veterinar-Pathologie (Helmig, 2005) verwendeten Material. Die DNS-Probe des
Hundes D2533 wurde aus anderen Griinden zu Untersuchungszwecken eingesandt und in eini-
gen Féllen as PCR-Positivkontrolle verwendet.

Angaben Uber die Sektionstiere entstammten den jeweiligen Untersuchungsantrégen. Gegebe-
nenfalls wurden nachtréglich Informationen telefonisch erfragt. Die Sektion der Tierkorper er-
folgte im diagnostischen Routineablauf in der Sektionshalle des Ingtitutes fir Veterinar-
Pathologie. Die Erhebung der pathol ogisch-anatomischen Diagnosen nahmen der diensthabende
Sekant und der zustandige Diagnostikleiter vor. Ergebnisse pathol ogisch-anatomischer und his-
tologischer Untersuchungen wurden den Sektionstagebiichern des Institutes fur Veterinar-
Pathol ogie entnommen.

3.2 Immunhistologische Untersuchung

Fur die immunhistol ogische Untersuchung kam formalinfixiertes und paraffineingebettetes Nie-
rengewebe zur Anwendung. 3 pm dicke Gewebeschnitte (Mikrotom HM 335E, Microm GmbH,
Walldorf) wurden auf SuperFrost®/Plus-Objekttrager (Menzel-Gléser, Braunschweig) aufgezo-
gen und bei Raumtemperatur getrocknet.

Ein Antikorper gegen Zytokeratin wurde fir den Nachwels von Epithelzellen verwendet, wel-
che die Zystenwand auskleiden. Ein Antikorper gegen den Von-Willebrand-Faktor markierte
dagegen Gefallendothel.

3.2.1 Nachweis des Von-Willebrand-Faktors

Fur diese Untersuchung kam der polyklonale Antikorper , Rabbit Anti-Human Von Willebrand
Factor“, Dako Cytomation (Glostrup, Denmark), zur Anwendung (frihere Bezeichnung des
Von-Willebrand-Faktors: Factor VIlI-related antigen). Laut Hersteller reagiert dieser Antikor-
per mit Von-Willebrand-Faktor in Endothelzellen, Megakaryozyten und Thrombozyten in for-
malinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe, wobel auch bei anderen Spezies Kreuzreakti-
onen zu beobachten sind.
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Folgende V orgehenswei se wurde gewahlt:

1. Entparaffinieren der Schnitte:

a) Xylol-Ersatz Roti-Histol® 3x3 Minuten
b) Isopropanal 2x 3 Minuten
c) 96 % Ethanaol 3 Minuten
d) 80 % Ethanal 3 Minuten
2. Vorbehandlung mit Protease (bakterielle Protease Typ X X1V, Sigma, Deisenhofen):

a) NaCl-PBS, pH 7,4 bei 37 °C im Brutschrank 5 Minuten
b) Inkubation bei 37 °C mit 0,05 % Protease gel6st in NaCl-PBS

5 Minuten
c) Eiskaltes TBS zum Abstoppen der Reaktion 3x5 Minuten

3. Aufsetzen der Objekttrager auf Coverplates™ (Life Science Int. GmbH, Frank-
furt/Main) und Einsetzen in deren Halterung.
4. Blocken mit 100 pl TBS mit 20 % Schweineserum bel Raumtemperatur:
10 Minuten
5. Inkubation mit dem Primérantikorper:

a) Ansetzen der Puffer mit dem Priméarantikorper bzw. mit Kontrollkanin-
chenserum fir die Negativkontrolle (Negative Control Rabbit Immunoglo-
bin Fraction, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) jeweils in TBS mit
20 % Schweineserum in einer Verdinnung von 1:1.000

b) Auftragen von jeweils 100 pl pro Objekttrager

c) Inkubation bei 4 °C im Kuhlschrank Uber Nacht (14 bis 18 Stunden)

6. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten
7. Inkubation mit dem Sekundéarantikorper:

a) 9 ul biotinylated Anti -Rabbit 1gG (H+L) made in goat (Vector Laborato-
riesInc., Burlingame) in 1 ml TBS mit 20 % Schweineserum |dsen

b) Inkubation bel Raumtemperatur 30 Minuten

8. Waschenin TBS: 3x5 Minuten
9. Inkubation mit dem ABC-AP-Komplex (Vectastain® ABC-AP Kit Vector Laborato-
ries Inc., Burlingame):

a) 9ul Losung A und 9 pl Loésung B desKitsin 1 ml TBS-Puffer [Gsen

b) Inkubation bei Raumtemperatur 30 Minuten

10. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten
11. Entwicklung mit Neufuchsin:

a) 43,75ml TBS
15,6 ml Propandiol
mit 1 N NaOH auf pH 9,75 einstellen
25 mg Levamisol darin 10sen

b) 12,5 mg Natriumnitrit in 313 pl A. bidest 16sen
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c) 31,2 mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat in 375 ul DMF l6sen

d) In das geloste Natriumnitrit 125 pl Neufuchsin geben und mind. 1 Minute
reagieren lassen

€) Zuerst Losung aus d) und dann Losung aus c) in Puffer aus a) geben

f) pH-Wert mit IN HCI auf 8,75 einstellen

g) Lo6sung sofort Uber die zu farbenden Schnitte filtrieren

h) Inkubation unter mikroskopischer Kontrolle max. 25 Minuten

i) Waschenin TBS 2x5 Minuten

J) Waschenin A. bidest.

k) Eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (Tissue Tek®, Modell 4765,
Voge GmbH, Giessen).

3.2.2 Nachweis von Zytokeratin

Verwendet wurde der monoklonae Antikorper aus der Maus ,,Keratin Pan Ab-3 (Klon Lu-5)*
der FirmaLab Vision/NeoMarkers, Fremont, USA.
Es wurde die PAP-Methode nach folgender Vorgehensweise angewandt. Der Antikorper rea-
giert laut Hersteller mit Zellen der Epidermis, mit Plattenepithel innerer Organe, mit hyperproli-
ferativen Keratinozyten und Zellen einfacher Epithelien.

1. Entparaffinieren der Schnitte:

a) Xylol-Ersatz Roti-Histol® 3x3 Minuten
b) Isopropanal 2x3 Minuten
c) 96 % Ethanol 3 Minuten
d) 80 % Ethanol 3 Minuten

2. Hemmung der endogenen Peroxidase:
a) Methanol (reinst) mit 0,5 % frisch zugesetztem H,O, (Perhydrol® 30 % H,0,

p.a; 7210, E. Merck, Darmstadt) 30 Minuten
b) Schnittein TBS waschen 5 Minuten
3. Vorbehandlung mit Protease (bakterielle Protease Typ XXI1V, Sigma):
a) NaCl-PBS, pH 7,4 bei 37 °C im Brutschrank 5 Minuten
b) Inkubation bei 37 °C mit 0,05 % Protease gel0st in NaCl-PBS
5 Minuten
c) Eiskaltes TBS zum Abstoppen der Reaktion 3x5 Minuten

4. Aufsetzen der Objekttrager auf Coverplates™ (Life Science Int. GmbH, Frank-
furt/Main) und Einsetzen in deren Halterung.
5. Blocken mit 100 pl TBS mit 10 % Rattenserum bel Raumtemperatur:
10 Minuten
6. Inkubation mit dem Primérantikorper:
a) Ansetzen der Puffer mit dem Priméarantikorper bzw. mit dem Kontrollanti-
korper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Hihner-Thymus-
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Lymphozyten gerichteter Antikorper, (Hirschberger, 1987) fur die Nega
tivkontrollschnitte jeweilsin TBSin einer Verdiunnung von 1:20
b) Auftragen von jewells 100 ul pro Objekttrager
c) Inkubation bei 4 °C im Kuhlschrank Uber Nacht (14 bis 18 Stunden)
8. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten
9. Inkubation mit dem Sekundarantikorper:
a) Ratte Anti-Maus IgG (H+L) (Dianova GmbH, Hamburg) 1:100 in 1 ml

TBS
b) Inkubation bei Raumtemperatur 30 Minuten
10. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten

11. Auftragen von Maus-PAP (Peroxidase-Anti-Peroxidase von der Maus, Dianova
GmbH, Hamburg); 1:500 in TBS; Inkubation der Schnitte bei Raumtemperatur:
30 Minuten
12. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten
13. Inkubation der Schnitte in einer 0,05 %igen 3,3’ - Diaminobenzidintetrahydrochlorid-
Losung (DAB, Fluka Feinchemikalien GmbH) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1) mit

0,01 % H,0,. 10 Minuten
14. Waschen in TBS-Puffer: 3x5 Minuten
15. Gegenfarben mit Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b, Merck Eurolab
GmbH, Darmstadt) 1:10in A. dest.: 10 Sekunden
16. Bl&uen der Schnitte in Leitungswasser: 5 Minuten
17. Waschenin A. dest.: 1 Minute
18. Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe:
a) 50 % Ethanal 3 Minuten
b) 70 % Ethanol 3 Minuten
c) 80 % Ethanol 3 Minuten
d) 96 % Ethanal 3 Minuten
€) lsopropanol 6 Minuten
f) Xylol-Ersatz Roti-Histol® 6 Minuten
g) Xylol 3-5 Minuten
19. Eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (Tissue Tek®, Modell 4765, Vogel GmbH,

Giessen).
3.2.3 Auswertung der Immunhistologie

Als positives immunhistologisches Ergebnis galt ein in der Schnittebene liegendes dunkelbrau-
nes bzw. rotes feinkérniges, deutlich zellassoziiertes Prézipitat, das im jeweiligen Negativ-
Kontrollschnitt nicht nachwei sbar war.
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3.3 Isolierung und Aufreinigung von DNS

3.3.1 DNS-Isolierung aus Vollblut

Verwendet wurde das Puregene® DNA Purification Kit der Firma Gentra (Gentra Systems,
Minneapolis, USA) nach einem fur Katzenblut modifizierten Protokoll:
1. Zdllyse:
300 ul EDTA-behandeltes Blut (ersatzweise auch heparinisiertes Blut), 300 pl PBS und
900 pl RBC Lysis Solution in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? geben und invertieren. 10 Minu-
ten Inkubation bel Raumtemperatur. Zwischendurch mehrmals schwenken.
Zentrifugation bei 13.000-16.000 x g fur 20 Sekunden.
Uberstand bis auf 10-20 pl absaugen und verwerfen.
Vorsichtig vortexen, um verbliebene Leukozyten zu resuspendieren.
Noch einmal 450 pl RBC Lysis Solution und 300 pl PBS pH 7,4 hinzufigen und schwen-
ken.
Inkubation bei Raumtemperatur fir weitere 10 Minuten.
Zentrifugation bei 13.000-16.000 x g fur 20 Sekunden.
Uberstand bis auf 10-20 pl absaugen und verwerfen.
Vorsichtig vortexen, um Leukozyten zu resuspendieren.
300 ul Cell Lysis Solution dazu geben und mit der Pipette vorsichtig mischen bis eine
homogene Suspension entsteht.
Inkubation bei Raumtemperatur fur etwa 1-5 Stunden bis die Losung klar ist.
Optional: Falls sich Klumpen gebildet haben, kann die Inkubation bei 37 °C durchgefiihrt
werden.
2. RNase-Behandlung:
1,5 ul RNase A-Ldsung in die Suspension geben, 25x schwenken.
Inkubation bei 37 °C fur 20 min. Anschlief3end auf Raumtemperatur abkhlen lassen.
3. Proteinpréazipitation:
100 pl Proteinprézipitationsldsung in die Suspension geben.
20 Sekunden bel maximaler Geschwindigkeit vortexen.
Zentrifugation bei 13.000-16.000 x g fur 3 Minuten. Das Pellet sollte fest und dunkel-
braun sein. Ist es zu locker, Reaktionsgefald 5 Minuten auf Eis stellen und Zentrifugation
wiederholen.
Uberstand absaugen und in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefal? geben.
4. DNS-Prazipitation:
300 pl Isopropanol zum Uberstand geben, mischen durch 50-maliges Schwenken.
Zentrifugation bei 13.000-16.000 x g fur 1 Minute.
Uberstand absaugen und verwerfen.
5. Waschen:
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Pellet mit 500 pul 70 %igem Ethanol Uberschichten und mehrmals vorsichtig schwenken.
Zentrifugation bei 13.000-16.000 x g fur 1 Minute.
Ethanol absaugen und Pellet 15 Minuten bei Raumtemperatur trocknen lassen.
6. DNS-Hydratation:
50 pl DNS Hydration Solution auf das Pellet geben.
Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur oder im Wasserbad bei 65 °C fir eine Stunde.
7. Lagerung bel 4 °C oder Lagerung Uber |angere Zeit bel -20 °C oder —80 °C.

3.3.2 DNS-Isolierung aus Gewebe

Fur die DNS-Extraktion wurde auf -20 °C gekihltes Leber- oder Nierengewebe am Gefrier-
mikrotom (2700- Frigocut; Reichert- Jung/ Lahntechnik GmbH, Wetzlar) mit autoklavierten
Messern in 20 um dinne Schnitte gehobelt. Die Spane wurden in mit fllssigem Stickstoff vor-
gekuhiten 1,5 ml Mikrozentrifugengefé3en (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) ge-
sammelt und mit Hilfe kréftiger kurzer Schlége auf das Probengefal? pulverisiert und bis zu ih-
rer Weiterverarbeitung bei — 20 °C gelagert.

Die Extraktion erfolgte mit dem Puregene® DNA-Purification Kit (Gentra Systems, Minneapo-
lis, USA) nach einer Modifikation des Protokolls fir Gewebe.

Protokoll fur eine Gewebemenge bis 50 mg:

1. Zelllyse:
Zugabe von 300 pl Cell Lysis Solution.
Homogenisieren durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren.
Inkubation des Lysats fur 1 Stunde bei 65 °C, das Gefal3 dabel mehrmals wenden.
Bel Vorhandensein grofl3erer Gewebestiicke 3 ul Proteinase K-Ldsung (20 mg/ml) hinzu-
geben. Reaktionsgefald 25x wenden, Inkubation bei 55 °C fir mindestens drei Stunden o-
der Uber Nacht.

2. RNase-Behandlung:
Zugabe von 1,5 pl RNase A Solution (4 mg/ml), mischen durch 25 maliges Wenden.
Inkubation fir 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad.

3. Proteinfélung:
Auf Raumtemperatur abkihlen lassen.
Zugabe von 100 pl Protein Precipitation Solution.
20 Sekunden heftig vortexen.
Bel 16,000 x g 3 Minuten zentrifugieren.
Falls das Proteinpellet nicht sichtbar ist, noch einmal vortexen, die Probe 5 Minuten auf
Eisinkubieren und die Zentrifugation wiederholen.

4. DNS-Prazipitation:
Den Uberstand in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen mit 300 pl 100 %igem | sopropa-
nol Uberfihren und durch 50-maliges Wenden des Mikrozentrifugenréhrchens mischen.
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Bei 16.000 x g 1 Minute zentrifugieren und den Uberstand verwerfen. Ist der erwartete
DNS-Gehalt gering, ist die Verlangerung der Zentrifugationszeit auf 5 Minuten moéglich.
300 ul 70 %iges Ethanol zugeben und durch vorsichtiges 20-maliges Wenden des Mikro-
zentrifugenréhrchens das Pellet waschen.
Bei 16.000 g 1 Minute zentrifugieren und Uberstand absaugen.
Das Pellet bei Raumtemperatur 10 bis 15 Minuten lufttrocknen lassen.

5. DNS-Hydratation:
Zugabe von 25-100 ul DNS Hydration Solution..
Rehydrieren bei Raumtemperatur tber Nacht oder durch Inkubation fir eine Stunde bel
65 °C.

6. Lagerung der DNSbei -20 °C oder zur alsbaldigen Verwendung bel 2-8 °C.

3.3.3 Isolierung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Auch unter stringenten PCR-Bedingungen ist eine Bindung der Primer an DNS mit geringerer
Identitét zum Primer nicht auszuschlief3en. Daher ist der Ansatz einer PCR-Reaktion ein DNS-
Gemisch aus dem erwiinschten, voraussichtlich spezifischen Produkt, einer Reihe von Neben-
produkten und den verwendeten Primern. Um den Anteil an unerwtnschten Produkten und
Primern so gering wie mdglich zu halten, wurden Einzelbanden nach gelelektrophoretischer
Auftrennung aus dem Agarosegel isoliert. Dies war insbesondere fur nachfolgende Reaktionen
wie die Sequenzierung von PCR-Produkten oder fir die Klonierung von Bedeutung.

Zu diesem Zweck wurde das PCR clean-up Gel extraction NucleoSpinExtractll-Kit entspre-
chend der Angaben des Herstellers verwendet (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Duren,
Deutschland).

Die Bedingungen der Gelelektrophorese richteten sich nach dem Elektrophoreseprotokoll des
jeweiligen PCR-Produkts. Prinzipiell wurde 0,5x TBE-Puffer sowohl as Laufpuffer as auch
zur Herstellung der Agarosegele (Seakem® LE Agarose, Cambrex Bioscience Rockland Maine)
verwendet. Auf einem mit 70 %igem Ethanol gereinigten UV-Durchleuchtungstisch (UV-
Transilluminator, 312 nm, Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich) wurde die entsprechende DNS-
Bande mit Hilfe eines sterilen Skalpells aus dem Gel geschnitten und in einem sauberen 1,5 mi-
Mikrozentrifugengefal? abgewogen. Abweichend vom Protokoll wurde fir die Elution des PCR-
Produktes, insbesondere wenn das PCR-Produkt sequenziert werden sollte, 40 pl DEPC-
behandeltes A. bidest. anstelle des Elutionspuffers verwendet.

3.3.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur direkten Reinigung von PCR-Produkten aus dem PCR-Ansatz wurde das PCR clean-up Gel
extraction NucleoSpinExtractl1-Kit (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland)
entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet. Abweichend vom Protokoll wurde fir
die Elution DEPC-behandeltes A. bidest. anstelle des mitgelieferten Elutionspuffers verwendet.
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3.3.5 Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNS

Hierzu diente das NucleoSpin® Plasmid-Aufreinigungskit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
52313 Duren). Entsprechend den Herstelleranwei sungen wurden Plasmide aus E. coli-Bakterien
prapariert.

3.3.6 Alkoholprazipitation von DNS

Diese Methode diente der Reinigung oder Konzentrierung von DNS-L sungen.

1. Zum vorhandenen Volumen das 2,5fache Volumen 96 %igen Ethanols (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) hinzufiigen und mischen.

2. Inkubation fur mindestens eine Stunde oder tiber Nacht bei -20 °C

3. 30Minuten in einer Tischzentrifuge bei hochstmoglicher Geschwindigkeit (Hettich-
Zentrifuge bei 12.500 x g) zentrifugieren.

4. Uberstand absaugen.

5. Pellet durch Zugabe von 500 ul 70 %igen Ethanol waschen.

6. Funfmindtiges Zentrifugieren in einer Tischzentrifuge bel hochster Geschwindigkeit (Het-
tich-Zentrifuge bel 12.500 x g).

7. Uberstand absaugen.

8. Pellet zehn Minuten bei Raumtemperatur trocknen.

9. DNSmit A. bidest. oder einfachem Tris-Puffer (pH 7,4) resuspendieren.

3.3.7 Ergebniskontrolle der DNS-Isolierung

Die Prifung der Qualitét der Isolate, das heildt der DNS-Konzentration der Probe, der durch-
schnittlichen Fragmentgrof3e von genomischer DNS bzw. der Grad der Degradierung sowie der
Verbleib unerwiinschter PCR-Produkte nach Gelextraktion, erfolgte nach gelelektrophoretischer
Auftrennung in 1-2 %igen Agarosegel en.

3.4 Konzentrationsmessung von DNS-L6sungen

3.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von isolierter genomischer DNS, Plasmid-DNS und Primerver-
dunnungen erfolgte mittels UV-Absorptionsspektroskopie in einer Verdinnung von 1:1000
durch Bestimmung des Verhaltnisses der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm mit einer Back-
groundkorrektur bei 320 nm (UV-1202° Spektrophotometer, Shimadzu Corporation, Japan).
Die Konzentration von Oligonukleotiden wurden mit dem Gerét Genequant Il (Pharmacia Bio-
tech/ LKB Biochrom Ltd., Cambridge, UK) gemessen.
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Fur weiterfihrende Arbeiten (insbesondere PCR) wurden die Proben genomischer DNS in 1:10-
Verdinnungen mit DEPC-gereinigtem A. bidest oder 1x-Tris-Puffer, pH 7 verwendet. Die
Konzentration dieser Aliquots lag zwischen 15 und 50 ng/pl.

3.4.2 Agarosegel mit Massenmarker

Die Konzentrationsbestimmung von PCR-Produkten erfolgte mit Hilfe von Massenmarkern
nach einem Geleektrophoreselauf entsprechend den Laufbedingungen des jeweiligen PCR-
Produktes. Zum Einsatz kamen die MassRuler™ DNA Ladder, Mix, ready-to-use, #SM0403
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), verwendbar fir PCR-Fragmente zwischen 80 und 10.000
Basenpaaren, und die SimplyLoad™ Quant Ladder (Cambrex Bio Science, East Rutherford,
NJ), verwendbar bel DNS-Fragmenten zwischen 100 und 1.000 Basenpaaren.

Der DNS-Gehalt eines bekannten Probenvolumens im Vergleich mit den Banden des Massen-
markers wurde nach Augenmald oder computergestiitzt mit Hilfe des Kodak Gel Documentation
System Version 1.0 (Eastman Kodak Inc., USA) abgeschétzt.

3.5 Primerkonstruktion

Die feline PKD1-Sequenz war erst gegen Ende der praktischen Arbeit in Form der publizierten
Sequenz eines Klones verfligbar (NCBI-nucleotide, AC145332.48) und konnte nicht fir ein
Primerdesign verwendet werden.

Stattdessen basierte die Konstruktion der PKD1-Primersysteme auf der entsprechenden PKD1-
Sequenz des Hundes, daneben auch auf der des Menschen und der Maus. Im Verlauf der Arbeit
kamen feline Sequenzen aus eigenen Sequenzierungen zum Einsatz. Die Gensequenz des Hun-
des entstammt der Verdffentlichung von Dackowski et a. (2002) Accession-Nr. AF483210. Die
entsprechende Sequenz des Menschen und der Maus wurde den NCBI-Datensatzen (NCBI-
Nucleotide, Accession-Nr. L39891; NCBI-Nucleotide-murine-PKD1, AF271381) entnommen.
Zusétzlich wurde die Sequenz des humanen TSC2-Gens verwendet (NCBI-nucleotide-human-
TSC2). Wiein der Literaturiibersicht bereits erwadhnt, sind fir das canine PKD1-Gen 46 Exons
beschrieben, fir das humane Gen jedoch 50. Aufgrund der vermuteten hoheren Ahnlichkeit
zwischen der caninen und der felinen Sequenz, orientierten sich die Namen der Primer am cani-
nen PKD1-Gen.

Es wurden Sequenzabschnitte des caninen Gens zur Primerauswahl verwendet, deren codieren-
de Bereiche weitgehend mit denen des humanen Gens Ubereinstimmten. Im Folgenden beziehen
sich auch die Angaben eines Exons in der felinen PKD1-Sequenz auf die Bezeichnungen der
caninen PKD1-Strukturen.

Die Buchstaben ,F* und ,R* in den Primernamen kennzeichnen ihre Funktion als Vorwarts-
oder Rickwartsprimer.
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Am 3'-Ende des PKD1-Gens wurde nach Primerpaaren im Bereich von Exon 4 bis Exon 6 ge-

sucht. Am 5"-Ende des Gens wurden Primerpaare im Bereich von Exon 27 bis Uber das Ende

des PKD1-Gens in das TSC2-Gen hinein ausgewahit.

Die canine TSC2-Sequenz stand fur das Primerdesign nicht direkt zur Verfigung. Im Klon mit

der Sequenz des caninen PKD1-Gens (Accession Nr. AF483210) sind hinter dem 3"-Ende von

Exon 46 noch rund 1,7 kb Sequenz zu finden. In dieser Region wurde nach einer zum Exon 40

des humanen TSC2-Gens homologen Sequenz gesucht. Tatséchlich findet sich hier eine homo-

loge Sequenz mit 76,6 % Ahnlichkeit in 171 bp. Diese Stelle der caninen Sequenz wurde zur

Auswahl des Primers TSC-R verwendet.

Nach Moglichkeit sollten die Primer folgende Kriterien erfillen:

e Primerlange von 18-24 Nukleotiden

e Gehat an Guanin- und Cytosinnukleotiden von etwa 50-60 % (aufgrund des hohen GC-
Gehaltes des PK D1-Gens nicht immer méglich.)

e GC-Reichtum am 3'-Ende, um die Bindung an das Template zu optimieren

e Direkte Wiederholungen einzelner Nukleotide sollte vermieden werden oder zumindest
eine Anzahl von drei gleichen Nukleotiden nicht tiberschreiten

e Nach Mdglichkeit ein Guaninnukleotid am 5-Ende, damit die Wahrscheinlichkeit der
Adeninsubstitution an das PCR-Produkt durch die Tag-Polymerase erhéht wird

e Kaeine Inverted Repeats von mehr als vier Nukleotiden innerhalb eines Primers, um Se-
kundérstrukturen (,, Haarnadel“) zu vermeiden

e Primer sollten insbesondere am 3"-Ende nicht komplementér sein, um die Bildung von
Primerdimeren zu unterbinden

e Die Schmelztemperatur eines Primers sollte maximal 3 °C von der seines Partners abwel-
chen

e Das PCR-Produkt sollte nach Mdglichkeit eine Lange von 1.500 Basenpaaren nicht tber-
schreiten.

Die Computerprogramme OLIGO 4.0 (Primer Anaysis Software, Microsoft) und DNASIS

(Hitachi software engineering co.) dienten zur Auswahl geeigneter Primer. Die Sequenz eines

potentiellen Primers wurde mit der Sequenz des murinen und humanen PKD1-Gens verglichen

und nur digjenigen mit starker Ahnlichkeit, insbesondere am 3'-Ende, bestellt. Oligonukleotide

wurde bei der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, bestellt und nach Herstellerangaben in 1x-Tris-

Puffer pH 7 gel6st. Die Gebrauchg 6sung hatte eine Konzentration von 10 pmol/I.

3.5.1 Verwendete Primer und Primerpaarkombinationen

Die im Folgenden in Tabelle 3-1 und 3-2 aufgefiihrten Primer erwiesen sich fir die Amplifika-
tion des felinen PKD1-Gens als geeignet. Eine Reihe von Primern war auch fur Sequenzie-
rungsreaktionen verwendbar.
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Tabelle 3-2: Verwendete Primerpaarkombinationen

Primeroaar Produkt- Annealing-  Verwendetes Bemerkun
P lange Temperatur PCR-System g
fPKD4-6_1f o FailSafe (FS)
fPKD4-6_1r  A7Pbp 590°C Puffer D
fPKD4-6_1f 0
fPKD4-6_2r 1.450 bp 59,0°C FS Puffer E
fPKD4-6_2f o
fPKD4-6_1r 1.485 bp 59,0°C FS Puffer E
4-6/DF . . . .
370 bp 58,5°C FSPuffer D 230 bp im Falle einer Deletion
4-6/DR
cPKD27F o FS Puffer D bisH mgl., H ver-
PK D30R2 884 bp 61,0°C FS Puffer H wendet
cPKD27F o FS Puffer D
CPKD30RL ~ 67bp 6L0°C bis H
CPKD36E zweite Bande bei ca. 600 bp,
794 bp 59,2°C FSPuffer G mglw. durch Mehrfachbindung
cPKD38R e
des Vorwartsprimers
Uberschneidung mit dem Ampli-
fPKD29FE 1.029 bp o fikat aus dem Bereich von Exon
fPKD36R3 cDNA! 622°C FS Puffer A 29-30in 150 bp und Exon 36-37
in 162 bp
Uberschneidung mit dem Ampli-
Lzﬁgi%'; 1.220 bp 64,6 °C EgerPlgfer H fikat aus dem Bereich von Exon
36-38in 90 bp
Uberschneidung mit dem Ampli-
fPK D43-46.1f . : :
fPKDA43-46.1r 1.233 bp 68,2 °C FS Puffer G Egat aus TSC-F x TSC-Rin 236
! Uberschneidung in 442 bp
;EE Bfé_jg'g 1439bp  682°C FSPuffer G mit dem Amplifikat aus
' TSC-F x TSC-R
TSC-F o
TSC-R ca 1.800bp 62,2°C FS Puffer G

Legende: bp, Basenpaare



Material und Methoden 35

3.6 Polymerasekettenreaktion

Es wurde das FailSafe™ PCR System bzw. das FailSafe™ PCR PreMix Selection-Kit (Epi-
centre, Madison, Wisconsin, USA) verwendet. Fir RFLP-Analysen kam die BioTherm™ DNA
Polymerase (Natutec GmbH, Frankfurt) in Verbindung mit dem PCR-Reaktionspuffer Y (Peg-
lab Biotechnologie GmbH, Erlangen) zum Einsatz.

Das Ansetzen und die Vertellung des Mastermixes auf die erforderliche Anzahl PCR-
Reaktionsgefdle erfolgten an einem UV-licht-desinfizierten Arbeitsplatz mit UV-Licht-
desinfizierten Pipetten und Racks fir die Reaktionsgefalie. Alle Lésungen wurden wahrend der
Prozedur auf Eis gelagert.

In einem separaten Laborraum wurde die DNS-LOsung pipettiert. In einem weiteren separaten
Raum lief die PCR im Thermocycler, MultiCycler PTC 200™, Peltier Therma Cycler (MJ
Research, Inc., USA) ab.

3.6.1 Etablierung von PCR-Systemen

Das FailSafe™ PCR PreMix Selection-Kit (Epicentre, Madison, Wisconsin, USA) enthélt ein
Set von zwolf zweifach konzentrierten Puffern (Puffer A bis L) mit jeweils unterschiedlicher
Zusammensetzung. Sie unterscheiden sich in der Konzentration von MgCl, (3-7 mM) und dem
PCR-Enhancer Betaine (0- bis 8-fach). Laut Hersteller sind sie fir die Amplifikation von DNS-
Templates mit verschiedenen, unter Umstanden problematischen Eigenschaften (GC-Reichtum,
vidle Sekundarstrukturen, Amplifikation langer PCR-Produkte) geeignet. Die Puffer | bis L
ergaben in Vorversuchen keine sichtbaren Amplifikate. Daher wurden neue Primerpaare nur mit
den Puffern A bis H getestet. Aus diesen wurde der Puffer mit starker Amplifikation des vor-
aussichtlich spezifischen PCR-Produktes bei gleichzeitig geringer Amplifikation unspezifischer
Produkte ausgewahlt. Anschlief3end wurde das FailSafe™ PCR-System verwendet. Es unter-
scheidet sich nur darin, dass es eine grofere Menge Enzym mit einer grof3eren Menge eines der
zwolf moglichen Puffer enthélt.

Der FailSafe™Enzyme Mix besteht aus 2,5 U/ul einer thermostabilen Polymerasemischung,
deren genaue Zusammensetzung nicht bekannt gegeben wird. Sie enthdlt aber Enzyme mit
3'—5"-Proofreading-Aktivitét fur eine hohe Lesegenauigkeit. Es werden sowohl Produkte mit
glatten Enden als auch mit Adenin-Uberhang synthetisiert, so dass die Amplifikate fiir die Klo-
nierung nach der TA-Klonierungsstrategie geeignet sind.

Das Herstellerprotokoll beider Kitsist fir Reaktionsansétze von 50 pl ausgelegt. Das Protokoll
wurde fir Reaktionsansdtze von 12 ul modifiziert. Bel Bedarf grofRerer Mengen PCR-Produkt
wurde die Anzahl der Ansétze entsprechend erhoht. Zusétzlich wurde ein Pipettierverlust von
2 % hinzugerechnet.

Als erste Positivkontrolle der PCR-Reaktion mit den zu testenden Primerpaaren, die auf Grund-
lage der caninen PKD1-Sequenz ausgesucht worden waren, diente genomische DNS eines Hun-
des (D2533).
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Tabelle 3-3: Reaktionsansatz zur Auswahl eines geeigneten Puffers (,,Pufferreihe®) mit
dem FailSafe™ PCR PreMix Selection-Kit

A: Mastermix

Komponente Konzentration Volumen Mastermix Endkonzentration
pro Ansatz fur 8 Ansatze

A. bidest. - 4,125 pl 33,0ul -
Vorwartsprimer 10 pmol/pl 0,625 ul 50ul 0,52 pmol/ul
Ruckwartsprimer 10 pmol/ul 0,625 pl 50ul 0,52 pmol/ul
FailSafe™ Enzyme 2,5U/ul 0,125 pl 1,0 pl 0,208 U/pl
Mix

B: Pro Ansatz zu pipettierende VVolumina:

Komponente Konzentration Volumen pro Ansatz Endkonzentration
Mastermix S.0. 55 ul S.0.

Puffer-Pramix A-H 2X 6,0 ul 1x

Test-DNS, Ni— “ 20 ng/ul 0,5 ul ~1,7 ng/ul

oder D2533 (Hund)

Endvolumen: 12,0 ul

Tabelle 3-4: Reaktionsansatz des FailSafe™ PCR-Systems
A: PCR-Mastermix eines etablierten PCR-Systems

Komponente Konzentration  Volumen pro An- Endkonzentration
satz im 12 pl-Ansatz

A. bidest. - 4,125 pl -

Puffer-Prémix 2X 6,0 pl 1x

Vorwartsprimer 10 pmol/pul 0,625 ul 0,52 pmol/ul

Ruckwartsprimer 10 pmol/pl 0,625 pl 0,52 pmol/pl

FailSafe™ Enzyme Mix 2,5 U/ul 0,125 ul 0,208 U/ul

B: Pro Ansatz zu pipettierende VVolumina:

Komponente Konzentration Volumen pro An- Endkonzentration
satz im 12 pl-Ansatz

Mastermix S.0. 11,5l S.0.

DNS-Probe 15-50 ng/pl 0,5 pl 1,25-4,17 ng/ul

Endvolumen: 12,0 ul

Abweichend von diesem Protokoll wurde fir PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar TSC-F und
TSC-R 1,0 ul DNA-L 6sung und dementsprechend 3,625 il Wasser pro Ansatz verwendet.
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3.6.2 PCR-Protokoll fur die RFLP-Analyse

Amplifikate des PCR-Systems mit den Primer cPKD27F und cPKD30R2 wurden in einer
RFLP-Analyse eingesetzt. Hierzu wurden PCR-Ansétze von je 25 pl Volumen verwendet. Die
Amplifikation erfolgte mit der BioTherm™ TAQ-DNA Polymerase und dem PCR-
Resaktionspuffer Y. In den Mastermix wurde ein Pipettierverlust von 0,25 % eingerechnet.

Tabelle 3-5: Reaktionsansatz der RFLP-Analyse

A: PCR-Protokoll des Mastermix fir einen 25 ul-Ansatz

Komponente Hersteller Konzentration Volumen pro Endkonzent-
Ansatz ration
A. bidest. - - 18,0 ul -
PCR-Puffer Y Peglab 10x 2,6 ul 1x
dNTP-Mix Peglab 40 mM 0,5 ul 1,7mM
Primer cPKD27F MWG 10 pmol/pl 1,3ul 0,52 pmol/ul
Primer cPKD30R2 MWG 10 pmol/pl 1,3ul 0,52 pmol/ul
BioTherm™ TAQ-DNA Natutec 5U/ul 0,3 ul 0.06 U/pl
Polymerase

B: Pro Ansatz zu pipettierende VVolumina:

Komponente Konzentration Volumen pro An- Endkonzentration
satz im 12 pl-Ansatz

M astermix S.0. 24,0 pl S.0.

DNS-Probe 15-50 ng/pl 1,0 ul 2,5-8,34 ng/ul

Endvolumen: 25,0 pl

3.6.3 Cycler-Protokolle der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Reaktionen liefen im Thermocycler MultiCycler PTC 200™ (PeltierThermal Cycler MJ
Research, Inc., USA) ab. Bis auf die PCR-Reaktion mit dem Primerpaar 4-6/DF und 4-6/DR
liefen die Reaktionen mit dem gleichen PCR-Protokoll ab (Tab. 3-6 und Tab. 3-7). Lediglich
die Annealing-Temperatur wurde dem jeweiligen Primerpaar angepasst.

Tabelle 3-6: Cycler-Programm

Phase Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturie- 94°C > min 1x
rung
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing siehe Primerpaar 45 sec 40x
Elongation 72°C 2min
Finale Elongation 72°C 5-8 min 1x
Kuhlung 4°C o0 1x
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Tabelle 3-7: Cycler-Programm der PCR mit dem Primerpaar 4-6/DF und 4-6/DR:

Phase Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturie- 94°C 2 min 1x
rung
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 58,5 °C 45 sec 40x
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 72°C 5-8 min 1x
Kihlung 4°C o0 1x

3.6.4 Reamplifikation von Einzelbanden

Um gezielt einzelne PCR-Amplifikate zu untersuchen, wurden PCR-Produkte in einer Agarose-
gelelektrophorese von drei Stunden Laufzeit aufgetrennt. Das Gel wurde auf einem mit
70 %igem Ethanol gereinigten UV-Durchleuchtungstisch (UV-Transilluminator, 312 nm, Vil-
ber Lourmat, Torcy, Frankreich) platziert und die Bande mit dem gewiinschten Amplifikat unter
Sichtkontrolle mit einer sterilen Skalpellklinge sauber ausgeschnitten. In einem 1,5 ml-
Reaktionsgefal? wurde das Gelblckchen mit 10-20 ml RNase- und DNase-freiem Wasser be-
netzt und 10 Minuten in einer Tischzentrifuge bel maximaler Geschwindigkeit (Hettich-
Zentrifuge, 12.500 x g) zentrifugiert. Dies filhrte zum Ubertritt von DNS aus dem Agarosegel
ins Wasser. Die gelésten PCR-Produkte dienten direkt im Anschluss als Template fur eine
Reamplifikation. Verdinnung der DNS-L 6sung war nicht notwendig.

3.7 Agarosegelelektrophorese

Zur Trennung, Identifizierung und Reinigung von DNS-Fragmenten und Plasmid-DNS diente
die Horizontal gelelektrophorese mit Agarosegelen. Die Wahl der Agarosekonzentration orien-
tierte sich an den in Tabelle 3-8 empfohlenen Werten.

Tabelle 3-8: Einstellung der Agarosekonzentration in Abhangigkeit von der Amplifikat-
lange

Agarosekonzentration (% wi/v) Kettenlénge der linearen, doppel strangigen
DNS-Fragmente (kb)

0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

15 0,2-3

2,0 0,1-2

Tabelle: Dechert (2002)
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Es wurde Seakem® LE-Agarose (Cambrex Bio Science, East Rutherford, NJ) verwendet. Fiir
Fragmente von 1 bis 1,5 kb war eine Agarosekonzentration von 1 % und fur Fragmente unter
1 kb eine Konzentration von 2 % ausreichend. Die erforderliche Menge Agarose wurde in ei-
nem Erlenmeyerkolben mit der entsprechenden Menge 0,5-fachem TBE-Puffer versetzt und in
einem Mikrowellengerét (Privileg, Quelle) auf niedriger Stufe (Stufe 2) innerhab von 3-
5 Minuten aufgelost. Die auf etwa 50-60 °C abgekihlte fllissige Agarose wurde mit Ethidi-
umbromid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in einer Endkonzentration von 0,25 pg/ml versetzt
und blasenfrel in den Gelschlitten gegossen. Die zu untersuchende Probe wurde mit farbstoff-
haltigem Ladepuffer imVerhaltnis 6:1 gemischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zur sp&
teren Beurteilung der Amplifikatlange wurden DNS-Massenmarker und DNS-Grofl3enmarker
eingesetzt. Die verwendeten Marker sind im Anhang, Kapitel 8.4.6. aufgelistet.

Bel einer gewlnschten elektrischen Feldstérke von 5-10 V/em wurden die DNS-Fragmente in
Elektrophoresckammern (PHERO-Stab. 500 Electrophoresis Powersupply, Biotec-Fischer
GmbH, Reiskirchen) aufgetrennt. 0,5-facher TBE-Puffer diente al's Laufpuffer.

Auf dem UV-Translluminator mit 254 nm Wellenlange (Bachofer GmbH, Reutlingen) wurden
die DNS-Fragmente visuaisiert und mit dem Kodak Digital Science™ DC120 Version 1.0-
Dokumentati onssystem (Eastman Kodak Inc., USA) dokumentiert.

3.8 Untersuchung von Konformationsvarianten eines PCR-
Fragmentes im Agarosegel

Bel diesem Versuchsaufbau dienten Plasmide des Klons 4-6/4, beschrieben in Kapitel 4.4.1, als
Template. Das Insert der Plasmide wurde mit dem Primerpaar fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r
amplifiziert. Die Amplifikate in 72 pl PCR-Produkt wurden mit einer Laufzeit von 2,5 Stunden
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es fanden sich zwel deutliche von einander abgrenzbare Ban-
den von 1.480 bp und 1.300 bp, die gut isolierbar waren. Die Extraktion der isolierten Banden
erfolgte wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben und mit anschlief3ender Elution der DNS in 27 pl
DEPC-behandeltem Wasser. Durch Versetzen der Eluate mit jewells 3 pl PCR-Reaktionspuffer
Y (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) entsprach der pH-Wert der DNS-Ldsungen dem
eines PCR-Ansatzes. Beide Eluate wurden auf zwei Aliquots von je 15 pl aufgeteilt. Wahrend
der Lagerung des einen Aliguots im Kdhlschrank wurde das jewells zweite Aliquot ohne Zusatz
weiterer PCR-Komponenten im Thermocycler den Temperaturbedingungen eines PCR-Laufs
ausgesetzt. Das Cyclerprogramm entspricht den Angaben in Tabelle 3-6. Abweichend wurden
jedoch nur drei Zyklen durchgefihrt.

Die warmebehandelten Proben wurden anschlief3end auf Eis gelagert. Es wurde jewells das ge-
samte Volumen der wérmebehandelten und unbehandelten Aliquots auf ein 1,5 %iges Agarose-
gel geladen. Neben einem geeigneten GrolRenmarker wurden 4 ul des urspringlichen PCR-
Produktes aufgetragen und in einer 1,5-stlindigen Gelel ektrophorese aufgetrennt.
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3.9 Klonierung

Zur Verwendung kamen verschiedene kommerzidll erhdtliche Klonierungskits. Die enthaltenen
Plasmide und Stdmme chemisch kompetenter E.coli-Bakterien wurden entsprechend den jewel-
ligen Herstellerangaben verwendet. Alle Kitswaren fir ein Blue White Screening geeignet.

Die verwendeten Agarplatten wurden mit Luria-Bertani-Agar (LB-Agar) und Ampicillin (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe) in einer Konzentration von 100 pg/ml hergestellt und bis zu ihrer wei-
teren Verwendung im Kuhlschrank gelagert. Kurz vor ihrem Einsatz wurden sie mit X-Gal-
Stockl6sung und, falls notwendig, mit 40 pl IPTG-Stockl6sung impragniert.

Verwendete kommerzielle Klonierungsreagenzien:

o TOPO TA Cloning® -Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

o pSTBlueTM-1 AccepTorTM Vector Kit (Novagen, Madison, WI, USA)

Qiagen® PCR Cloning Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

Library Efficiency DH5a-Zellen (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Gut abgrenzbare, weil3e Bakterienkolonien wurden mit einer sterilen gelben Pipettenspitze be-
ruhrt (, gepickt”). Die Suspension der an der Spitze haftenden Klone erfolgte mit 20 ul DEPC-
behandeltem A. bidest. in eéinem 100 ul-PCR-Reaktionsgefald. Direkt im Anschluss wurden
10 pl dieser Suspension in ein Reagenzglas oder eine 100 ml-Glasflasche mit 5-20 ml Luria-
Bertani-FlUssigmedium (LB-Medium) zur Vermehrung Uberfihrt. Die Inkubation der Bakteri-
enkulturen erfolgte fur 12-15 Stunden bei 37 °C unter langsamem Schiitteln im Brutschrank.
Die verbliebene Suspension war nach zehnminitiger Inkubation bei mindestens 95 °C zum Ab-
toten der Bakterien und Freisetzen der Plasmide fir ein Colony-Screening mittels PCR ver-
wendbar. Fir das Colony-Screening wurde das PCR-Protokoll des jeweiligen Inserts mit den
entsprechenden Primern angewendet (Kapitel 3.6). Der M13-Primer erwies sich fur ein Scree-
ning, vermutlich aufgrund des hohen GC-Gehaltes der PKD1-Inserte, als nicht geeignet. Als
Positivkontrolle diente das schon fur die Klonierung verwendete PCR-Produkt. Die Auswertung
der Colony-PCR erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Fragmente in ei-
nem geeigneten Agarosegel. Hierbei wurden Plasmide als Insert-tragend beurteilt, wenn die
Position der Bande der Grol3e des verwendeten PCR-Produktes entsprach.

850 pl Fissigkultur der in LB-Flissigmedium angeziichteten Klone wurden mit 150 pl Glyze-
rin versetzt und in 1 ml-Reaktionsgeféalien a's GV O gekennzeichnet bel -80 °C gelagert.
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3.10 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse
(RFLP-Analyse)

Zur RFLP-Analyse diente ein PCR-Amplifikat des PKD1-Gens von Exon 27 bis 30 von 884
Basenpaaren (bp). Verwendet wurden dazu die Primer cPKD27F und cPKD30R2. Um den Er-
folg der Reaktion zu Uberprifen, wurde mit einem Aliquot der Probe von 5pl eine Gele-
|ektrophorese mit einem 1 %-igen Agarosegel gefahren. In die nachfolgende Restriktionsreakti-
on wurden bei guter PCR-Amplifikation 8,0 ul der Probe eingesetzt. Bei schwacher oder aber
sehr guter Amplifikation wurde entsprechend mehr oder weniger PCR-Produkt eingesetzt. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden mit dem Restriktionsenzym Mly1 (New England BioLabs®
GmbH, Frankfurt) inkubiert. Der Verdau der Proben erfolgte im Thermocycler bei 37 °C fur 1
Stunde und 20 Minuten mit anschlief3ender Inaktivierung des Restriktionsenzyms durch Erhit-
zen auf 65 °C fur 20 Minuten.

Die Auswertung der Restriktionsfragmente erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung in
einem 2 %igen Agarosegel. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid geféarbt und photographiert.
Alle Proben wurden doppelt mit zwel unabhangig voneinander durchgefihrten Polymeraseket-
tenreaktionen und anschlief}ender RFL P-Analyse untersucht.

Tabelle 3-9: Mastermix fur den Verdau mit dem Restriktionsenzym Mly1l

Komponente Konzentration VVolumen pro Ansatz  Endkonzentration
DEPC-beh. A. bidest. - 9,6 pl -

NEBuffer 4 10x 2,0ul 1x

Mlyl 10.000 U/m 0,2 ul 0,1 U/pl

BSA 10 mg/ml 0,2 ul 0,2 mg/ul

M astermix 12,0 ul

PCR-Produkt 8,0 ul

Endvolumen 20,0 pul

3.10.1 Auswertung der RFLP-Analyse

Fragmente des Wildtypallels wiesen eine Schnittstelle fir das Enzym im Intron 27 auf und wur-
den in Fragmente von 676 bp und 208 bp geschnitten. Diese sowohl im Wildtypalld als auch
im mutierten Allel vorkommende Schnittstelle diente al's interne Positivkontrolle der Reaktion.
Die nachzuweisende Mutation resultierte in einer weiteren Schnittstelle, so dass das mutierte
Allel in Fragmente von 408 bp, 268 bp und 208 bp L ange geschnitten wurde.
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3.11 Sequenzierungen

Sequenzierungsreaktionen wurden bei der Firma GATC Biotech, Konstanz in Auftrag gegeben.
Die zu sequenzierenden DNS-Proben wurden in sterilem A. bidest. eluiert. Entsprechend der
geforderten Template-Voraussetzungen des Unternehmens waren bei PCR-Produkten eine
Konzentration von mindestens 20 ng/ul und bei Plasmiden eine Konzentration von mindestens
0,3 ug/ul enzustellen. Zur Sequenzierung von PCR-Produkten wurden die in DEPC-
behandeltem Wasser gelosten PCR-Primer mit einer Konzentration von 10 pmol/l verwendet.
Das Volumen der Proben und Primer betrug jeweils mindestens 30 ul. Bestellt wurde die Se-
quenzierungdeistung Run24 supreme, mit hoher Lesequalitét Uber eine Lange von mehreren
hundert Basenpaaren. Sie enthielt eine Qualitétskontrolle der eingeschickten Proben und eine
Wiederholung der Sequenzierung unter geénderten Reaktionsbedingungen, sollte die Sequenz-
qualitét nicht den Anforderungen entsprechen. Die Sequenzierung der Templates erfolgte von
beiden Seiten.

3.11.1 Auswertung von DNS-Sequenzen

Das Datenmaterial der Sequenzierung wurde von der Firma GATC in Form von Textdateien
und Grafikdateien im abi-Format geliefert.
Diese wurden computerunterstiitzt mit folgender Software bearbeitet und analysiert:

e Mutation Surveyor™ DNA Variant Analysis Software demo version 2.61 und
V3.0 SoftGenetics® LLC (State College, PA 16803, USA). Dieses Programm diente
der Analyse direktionaler und bidirektionaler Sequenzdaten zur Detektion heterozygo-
ter und homozygoter Mutationen, Deletionen, Insertionen und Duplikationen auf
Grundlage von Sequenzspuren im abi-Format. Das Programm bendtigt eine Ver-
gleichssequenz als Textdatel im seg-Format oder die graphische Darstellung der Se-
quenz als Datei im abi-Format. Hierzu dienten Sequenzen aus dem eigenen Material.
Im Ubergangsbereich des PKD1-Gens zum TSC2-Gen wurde die Sequenz eines pub-
lizierten Klones mit einem Teil des felinen PKD1-Gens (NCBI-nucleotide,
AC145332.48) verwendet. Die vom Analyseprogramm Mutation Surveyor™ gefun-
denen Seguenzabweichungen wurden Uberprift. War die Qualitdt der Sequenz einer
Probe an der entsprechenden Stelle zu schlecht, um eine sichere Aussage Uber tatsach-
liche Sequenzvariationen zu treffen, wurde die vorgeschlagene Mutation nicht bertick-
sichtigt. Die Ergebnisse der Analyse wurden als Tabelle im xls-Format und als Text-
datel mit Zusammenstellung der Vergleich- und Probensequenzen archiviert.

e Chromas TraceViewer, Version 1,45 (Griffith University, Southport, Queen-
sland, Australien). Mit diesem Programm wurden zusétzlich zum Programm Mutati-
on Surveyor™ Sequenzspuren Uberprift und mit den Textdokumenten verglichen.
Nicht auswertbare Abschnitte am Anfang und Ende der Sequenz wurden daraufhin aus
den Textdokumenten entfernt. Heterozygote Mutationen stellten sich in sequenzierten
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PCR-Produkten as Doppelpeaks dar. In gut auswertbaren Abschnitten wurde nach
diesen Doppel peaks gesucht.

e DNASIS, Hitachi software engineering co. Dieses Programm diente der Analyse
und Bearbeitung von DNS-Textdateien. Dies geschah vor allem im Hinblick auf die
Ahnlichkeit der DNS-Sequenzen untereinander, das Auffinden von Restriktionsstellen
und funktionaler Genbereiche (Splice Sites, Branch Sites, Stop- und Startcodons), der
Berechnung der Leseraster inklusive der entsprechenden Aminosauresequenzen sowie
die Konvertierung bekannter Sequenzen zur komplementéren und reversen Basenab-
folge. Aulderdem wurde die bekannte Intron- und Exonsequenz der PKD1-Gene von
Mensch und Hund auf Ahnlichkeit mit den Sequenzen aus dem PKD1-Gen der Per-
serkatze Uberprift, um Splice Sites zu verifizieren.

e Mit dem online verfiigbaren Programm BLASTN konnten Sequenzen auf Ahnlichkeit
Zu bekannten Sequenzen untersucht werden.

e PROSIS, Hitachi software engineering co., LTD. 1984, 1990. Dieses Programm
wurde zur Analyse von Aminosauresequenzen verwendet. Vor allem war es nitzlich,
um abgeleitete Aminosiuresequenzen der Katze auf Ahnlichkeit zu den PKD1-
Genprodukten von Mensch und Hund zu Uberpriifen.

e http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html. Dieses online frel verfligbare Pro-
gramm wurde verwendet, um maogliche Splice Sites ausfindig zu machen. Es analy-
sierte Sequenzen auf Erkennungssequenzen von Donor und Acceptor Splice Sites und
gab ihre Wahrscheinlichkeit mit einem Score zwischen 0,4 und 1 an. Die Erkennungs-
sequenz einer Donor Site war 15 Basen lang und enthielt die letzten sieben Basen des
3-Endes eines Exons und die ersten acht Basen des 5 -Endes des darauf folgenden
Introns. Die Erkennungssequenz einer Acceptor Site war 41 Basen lang, wobel die
ersten 21 Basen zum 3'-Ende des Introns und die folgenden 20 Basen zum 5°-Ende
des néchsten Exons gehorten. Zusétzlich war die Start- und Endposition der Erken-
nungssequenz in der Vergleichsequenz angegeben.

3.12 Statistik

Bel der statistischen Auswertung der RFLP-Analyse kam der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung
(Hartl, 1980).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Immunhistologisches Ergebnis

Um die Diagnose zystenpositiv oder -negativ stellen zu kénnen, war bel zwel Tieren eine im-
munhistol ogische Untersuchung notwendig. Hierbeli handelte es sich um eine sieben Wochen
alte Perserkatze (S2203/02) und eine vierzehn Wochen ate Europédisch Kurzhaarkatze
(S1132/06). Bei beiden Tieren waren histologisch einzelne Hohlréume mit einem Durchmesser
von etwa einem Millimeter in der Nierenrinde zu sehen. Differentialdiagnostisch kamen Zysten
oder aber physiologisch vorkommende, im Querschnitt getroffene Gefél2e in Frage.

Zum Nachweis von epithelausgekleideten Zysten diente der immunhistol ogische Nachweis von
Zytokeratin. Ein Antikdrper gegen den Von-Willebrand-Faktor markierte dagegen Gefélen-
dothel.

In der vorliegenden Schnittebene war bel der Katze S1132/06 eine Zyste mit zytokeratinpositi-
vem Epithel nachweisbar. Der Hohlraum war negativ fur den Von-Willebrand-Faktor. Weltere
zwel Hohlrédume im Epithel stellten sich als GefélRanschnitte mit Von-Willebrand-Faktor-
positivem Endothel heraus. Bel Proband S2203/02 war in der immunhistologisch untersuchten
Schnittebene der Niere ein Hohlraum im Rindenparenchym beurteilbar. Die Auskleidung dieses
Hohlraumes war deutlich zytokeratinpositiv jedoch negativ fir den VVon-Willebrand-Faktor.

Bel beiden Tieren fuhrte der Nachweis von mindestens einer Zyste zur Einordnung in die Grup-
pe der zystenpositiven Tiere (Abb. 4-1).

Abbildung 4-1: Immunhistologischer Nachweis von Zytokeratin im Epithel von Zysten-
wanden.

Die Auskleidung der Zystenwénde und der Nierentubuli (T) ist bel beiden Tieren deutlich
zytokeratinpositiv. Balken = 50 um.

A: Nierengewebe des Probanden S1132/06

B: Nierengewebe des Probanden S2203/03.
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4.2 Strukturvergleich der PKD1-Gene von Mensch und Hund

Die DNS-Sequenz des caninen PKD1-Gens ist bis auf die Exon 1 enthaltende Region bekannt.
Es wurden 46 Exons beschrieben (Dackowski et a., 2002; NCBI-Nucleotide, Accession Nr.
AF483210). In der Literatur postulierte man auch fur das humane PKD1-Gen 46 Exons
(Hughes et al., 1995; International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995). Allerdings
wurden in der Sequenzdatenbank der NCBI (National Center for Biotechnology Information)
fir das humane PKD1-Gen 50 Exons beschrieben (NCBI-Nucleotide, Accession Nr.
AC005600). Ein Unterschied von zwei Exons ergab sich dadurch, dass die Genabschnitte, die
den humanen Exons 2 und 19 entsprachen, in der caninen PKD1-Sequenz nicht als kodierende
Bereiche angesehen wurden. Eine Differenz von weiteren zwel Exons entstand durch die Zu-
sammenfassung der den humanen Exons 16 bis 18 entsprechenden Sequenzabschnitte inklusive
der Introns zu Exon 15 in der caninen DNS-Sequenz. Die Identitét im kodierenden Bereich lag
zwischen 73,1 % im Exon 24 (Mensch) bzw. 20 (Hund) und 92,7 % im Exon 43 (Mensch) bzw.
38 (Hund). Eine Tabelle mit den entsprechenden Daten findet sich im Anhang Kapitel 8.8.7.

4.3 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion (PCR)

4.3.1 PCR-System fir die Amplifikation von Exon 4 bis 6

Abbildung 4-2: PCR-Amplfikation von Exon 4 bis 6

A
PKD4-6 1f —»
PKD4-6 2 —» 4-6/DF —»
57 [ Exon4 | Intrond | Exon5 | Intron5 | Exoné | |3
+— 4.6DR +— [PKD4-6_Ir
+— [PKD4-6 2r
B —
— 1.479 bp
4—
p— 1.450 bp
1.495 bp

A: Schematische Darstellung des Genbereichs von Exon 4 bis 6, die Pfeile markieren die Po-
sition der Primer
B: Darstellung der Amplifikate der vier verwendeten Primerkombinationen

Fur den Genabschnitt von Exon 4 bis 6 lieferten die folgenden Primerpaare zufriedenstellende
PCR-Ergebnisse. Das Primerpaar fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r ergab aus feliner genomischer
DNS Amplifikate von 1.479 bp. Amplifikate von Reaktionen mit den Primern fPKD4-6_1f und
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fPKD4-6_2r hatten eine Lange von 1.450 bp. Als drittes Primerpaar kamen die Primer fPKD4-
6 2f und fPKD4-6_1r zum Einsatiz. Amplifikate dieser Reaktion hatten eine Lange von
1.495 bp. Das vierte, fur die Amplifikation von Intron 4 verwendete Primerpaar 4-6/DF und 4-
6/DR flankiert DNS-Fragmente von 370 bp Lange. Diese Primerpaare waren in verschiedenen
Kombinationen fur nested und seminested PCRs verwendbar, so dass die Spezifitdt und/oder
die Starke der Amplifikation gesteigert werden konnte.

4.3.2 Untersuchung von Mehrfachbanden bei Amplifikaten aus dem Ge-

nabschnitt von Exon 4 bis 6

Amplifikate, die aus Reaktionen mit den verschiedenen Kombinationen der Primer fPKD4-
6 _1f, fPKD4-6 _2f, fPKD4-6_1r und fPKD4-6_2r stammten, zeigten nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung der PCR-Produkte eine deutliche Bande der erwarteten Lange (Kapitel
4.3.1).

Abbildung 4-3: PCR mit dem Primerpaar fPKD4-6_1f
und fPKD4-6_1r unter Einsatz verschiedener Templa- V 458 bp -N
tes; 1,5 %iges Agarosegel -
1. DNS-Leiter MF, 5 ul 1.016 bp

2. Nullkontrolle, 12 pl

3. genomische DNS der Probe D2632

4. genomische DNS der Probe D2582

5.-8.: Plasmid-DNS des Klons 4-6/4-

5. 1ng DNS/12 ul PCR-Ansatz, 4 ul PCR-Produkt/Slot
6. 1 ng DNS/12 pl PCR-Ansatz, 8 pl PCR-Produkt/Slot
7. 0,1 ng DNS/12 ul PCR-Ansatz, 4 pl PCR-Produkt/Slot
8. 0,1 ng DNS/12 pl PCR-Ansatz, 8 pl PCR-Produkt/Slot

Regelmélig zeigte sich jedoch eine Doppelbande in HOhe von geschétzten 1.480 bp und
1.300 bp. In Einzelfdlen fand sich eine zusétzliche dritte Bande von etwa 1.050 bp. Als mogli-
che Ursache kam ein unspezifisches Annealing der Primer in Frage. Das Auftreten mehrerer
Banden lief3 sich jedoch weder durch Modifikation der PCR-Bedingungen noch mit der Strate-
gie der nested oder seminested PCR zur Steigerung der Spezifitdt der Reaktion beeinflussen.
Beim Menschen sind Pseudogene des PKD1-Gens bekannt, wohingegen das PKD1-Gen des
Hundes ein Single Copy Gene ist (Dackowski et a., 2002). Das Vorliegen von PKD1-
Pseudogenen ist auch bei der Katze nicht zu erwarten (Lyons et al., 2004). Dennoch wurde die
Amplifikation eines oder mehrer Pseudogene in Betracht gezogen. Der Grofenunterschied lief3e
sich in diesem Fall mit einer grél3eren Deletion erklaren. Die beschriebenen Banden waren al-
lerdings unabhéangig vom verwendeten Template zu beobachten. Hierunter befanden sich neben
genomischer DNS verschiedener Probanden auch Plasmide mit einem PKD1-spezifischem In-
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sert aus dieser Region (Klon 4-6/4). Daher lief3 sich unspezifisches Annealen der Primer und die
Amplifikation verschiedener Genorte bzw. Pseudogene weitgehend ausschlief3en (Abb. 4-3).
Schliefdich wurden Amplifikate von 1.480 bp und 1.300 bp aus einer Reaktion mit den Primern
fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r aus dem Gel isoliert und mit den gleichen Primern reamplifiziert.
Unabhangig vom verwendeten Isolat traten in beiden Reaktionen neben einer prominenten
Bande von etwa 1.480 bp zwei weitere kirzere Banden auf. Vorausgesetzt, dass die Banden
ohne Kontamination isoliert werden konnten, schlief3t auch dieser Versuchsaufbau die Amplifi-
kation verschiedener DNS-Fragmente aus.

Abbildung 4-4: Unterschiedliches Laufverhalten von Amplifikaten der Primer fPKD4-
6_1f und fPKD4-6_1r nach Temperaturbehandlung im 1,5 %igen Agarosegel

DNS-Leiter AHind-111, 5 pl

natives PCR-Produkt, 4 pl

Isolierte Bande von 1.480 bp, 4 ul

Isolierte Bande von 1.480 bp, 8 ul

Isolierte Bande von 1.300 bp, 4 ul

Isolierte Bande von 1.300 bp, 8 ul

Isolierte Bande von 1.480 bp nach Temperaturbehandlung, 4 ul
Isolierte Bande von 1.480 bp nach Temperaturbehandiung, 8 pl
Isolierte Bande von 1.300 bp nach Temperaturbehandlung, 4 ul
O Isolierte Bande von 1.300 bp nach Temperaturbehandiung, 8 pl

PO PRE

'—‘1090.\‘979"

Deshalb waren a's Ursache Konformationsvarianten der PCR-Produkte zu vermuten, die in der
Agarosegelelektrophorese unterschiedliche Laufeigenschaften besal3en und aus diesem Grund
das Bild einer Doppel- oder sogar Dreifachbande erzeugten. Zum Nachweis dieses Phdnomens
dienten im Agarosegdl aufgetrennte Amplifikate des Klones 4-6/4 aus einer Reaktion mit den
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Primern fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r. Der Versuchsaufbau ist in Kapitel 3.8 beschrieben. In
der anschlief3end unverziiglich durchgefiihrten Agarosegelel ektrophorese fand sich im erhitzten
Aliquot der 1.300 bp-Bande eine weitere deutliche Bande von etwa 1.440 bp (Abb. 4-4).

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass DNS-Fragmente aus dem Genabschnitt
von Exon 4 bis sechs unter Temperatureinfluld wahrend einer PCR bestehende K onformationen
innerhalb der Sequenz [6sen und neue annehmen. Konformationsvarianten der Amplifikate des
Genabschnitts von Exon 4 bis 6 mit unterschiedlichen Laufeigenschaften kénnten also die Ur-
sache der beobachteten Doppel- und mdglicherwei se auch der Dreifachbanden sein.

4.3.3 PCR-System fiir die Amplifikation von Exon 27 bis 30

Im Genbereich von Exon 27 bis 30 waren die Primerkombinationen cPKD27F und cPKD30R1
sowie cPKD27F und cPKD30R2 zur Amplifikation aus feliner genomischer DNS geeignet. Sie
liefRen sich im Agarosegel als distinkte Bande mit einer Lange von 867 bp bzw. 884 bp darstel-
len (Abb. 4-5). In der Regel wurde das Primerpaar cPKD27F und cPKD30R2 verwendet, da die
Amplifikate etwas langer waren und der Ertrag dieser Amplifikation hther ausfiel. Zur direkten
Sequenzierung von PCR-Produkten erwies sich der Primer cPKD30R2 alerdings a's ungeeig-
net. Stattdessen wurde der Primer cPKD30R1 verwendet.

Abbildung 4-5: PCR-Amplfikation von Exon 27 bis 30

A
cPKD27F —»
57| | Exon 27 | Intron27 | | | | Intron29 | Exon 30 | | 3
+— (PKD30R1
+— cPKD30R2
B

867 bp

885 bp

A: Schematische Darstellung des Genbereichs von Exon 27 bis 30, die Pfeile markieren die
Position der Primer
B: Darstellung der Amplifikate der zwel Primerkombinationen
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4.3.4 PCR-System fir die Amplifikation von Exon 36 bis 38

Fur den Genabschnitt von Exon 36 bis 38 lieferte das Primerpaar cPKD36F und cPKD38R en
als deutliche Bande im Agarosegel darstellbares PCR-Produkt von 795 bp Lange. Allerdings
findet man auch nach Modifikationen der PCR-Bedingungen, die unspezifische Amplifikate
minimieren sollen, sowohl bei Einsatz feliner as auch caniner genomischer DNS zusétzlich ein
schwécheres, aber dennoch deutliches Amplifikat von etwa 600 bp Lange.

Abbildung 4-6: Schematische Darstellung der Primerpaare cPKD36F und cPKD38R
sowie fPKD38F und cPKD40R

A
cPKD36F — fPKD38F —
5 | Exon3s | [ [ | FExon3g | | Fxon39 [Intron39 | FExond0 | | 2
+— (PKD3SR +— cPKD40R
B
p— 1.220 bp
4—
—_— 795 bp
f—

A: Die Pfeile markieren die Position der Primer im felinen PKD1-Gen.
B: Darstellung der Amplifikate der zwel Primerpaare.

Die Primer wurden auf Grundlage der bekannten caninen PKD1-Sequenz hergestellt. Bel der
Amplifikation aus genomischer caniner DNS ist eine Produktlange von 801 bp zu erwarten.
Damit kommt das Amplifikat von 795 bp dieser Erwartung sehr nahe. Zudem ist die Amplifika-
tion dieses Fragments bedeutend stérker a's die des Fragments von 600 bp Lange. Zur Kontrolle
wurden PCR-Ansétze angefertigt, welche nur den Vorwérts- oder den Rickwartsprimer enthiel-
ten, aber ansonsten dem Protokoll entsprachen. Als Template diente feline genomische DNS.
Nach Ablauf der Reaktion und gelelektrophoretischer Auftrennung zeigte der Ansatz, der nur
den Primer cPKD36F enthielt, zwei schwache Banden, von denen die obere auf gleicher Hohe
mit dem 600er Fragment der vollsténdigen Ansétze liegt. Es war anzunehmen, dass es sich bei
dem 600 bp langen PCR-Produkt um ein unspezifisches Amplifikat handelte, welches allein mit
dem Primer cPKD36F amplifiziert wurde (Abb. 4-7). Die Sequenzierung des PCR-Produkts
von 800 bp bestétigte, dass es sich um ein PKD1-spezifisches Amplifikat handelte. Vor weiter-
fuhrenden Versuchen wie der Klonierung und Sequenzierung wurde diese Bande sauber aus
dem Agarosegdl isoliert.
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Abbildung 4-7: PCR-Amplfikation von Exon 36 bis 38
1 %iges Agarosegel, 8ul PCR-Ansatz pro Slot. Die
PKD1-spezifische Bande ist etwa 800 bp lang (Stern).

1. DNS-Leiter MF, 5 pl

2. Der Ansatz enthdlt nur den Primer cPKD36F. Er
amplifiziert aus feliner genomischer DNS eine
Doppelbande von etwa 600 bp.

3. Der Ansatz enthédlt nur den Primer cPKD38R,; es sind
keine Amplifikate nachweisbar.

4. Ansatz mit beiden Primern und caniner genomischer
DNS. Die Bande von 600 bp wird wahrscheinlich
allein durch den Vorwartsprimer amplifiziert (Pfeil).

5. Vollstandiger Ansatz mit beiden Primern und feliner
genomischer DNS. Die Doppelbande  wird
wahrscheinlich auch hier ausschliefdlich mit dem
Vorwartsprimer amplifiziert

4.3.5 PCR-System fir die Amplifikation von Exon 38 bis 40

Im Genabschnitt von Exon 38 bis 40 wurden die Primer fPKD38F und cPKD40R verwendet.
Dieses Primerpaar ergab mit feliner genomischer DNS ein Amplifikat von 1.220 bp (Abb. 4-6).

4.3.6  Amplifikation der cDNS von Exon 29 bis 37

Umdie, Licke" in der felinen Sequenz zwischen Exon 30 und 36 zu schlief3en, wurden Primer
aus den felinen Exons 29 und 37 hergestellt. Die Amplifikation eines 1.029 bp langen Amplifi-
kates gelang aus cDNS, die aus dem Ovar einer Hauskatze extrahiert worden war. Ein Amplifi-
kat aus genomischer DNS hétte eine geschétzte Lange von 3.720 bp. Die PCR-Amplifikation
eines so langen Fragmentes war nicht moglich. Abweichend von der Bezeichnung des Rlck-
wartsprimers flankieren die verwendeten Primer fPKD29FE und fPKD36R3 einen Abschnitt
von Exon 29 bis Exon 37.

4.3.7 PCR-System fir die Amplifikation von Exon 43 bis 46

Im Bereich von Exon 43 bis 46 konnten mit Hilfe der Primerpaare fPKD43-46 1f und
fPKD43-46_1r sowie fPKD43-46_1f und fPKD43-46_2r Amplifikate von 1.233 bp bzw. 1.439
bp synthetisiert werden. Zum Tell ergaben Reaktionen mit dem Primerpaar fPKD43-46_1f und
fPKD43-46 2r zu schwache Amplifikate fur weiterfihrende Versuche. In solchen Féllen wur-
den Aliquots dieser PCR-Ansétze in einer seminested PCR mit dem Primerpaar fPKD43-46_1f
und fPKD43-46_1r eingesetzt (Abb. 4-8).
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4.3.8 PCR-System fir die Amplifikation von Exon 46 des PKD1-Gens

bis Exon 40 des TSC2-Gens

Das humane und canine PKD1-Gen liegt in Tail-to-Tail-Orientierung zum TSC2-Gen. In der
Annahme, dass dies auch bel der Katze der Fall ist, wurde ein PCR-System, basierend auf der
PKD1- und TSC2-Sequenz des Hundes, hergestellt. Die Primer flankieren einen Grofdteil von
Exon 46 des PKD1-Gens, Exon 40 des TSC2-Gens und die dazwischen liegende nicht kodie-
rende Region. Mit feliner genomischer DNS als Template wurden Amplifikate von etwa 1,8 kb
generiert (Abb. 4-8). Sie erwiesen sich nach Sequenzierung und Vergleich mit den entsprechen-
den humanen und caninen Sequenzen als PKD1- bzw. TSC2-spezifisch.

Abbildung 4-8: Schematische Darstellung der PCR-Systeme von Exon 43 des PKD1-
Gens bis Exon 40 des in Tail-to-Tail-Orientierung liegenden TSC2-Gens.

A

[PKD43-46.11 TSCF —»
57 [PKD1, Exon 43] | | | | |[PKD1, Exond6] [] ] | TSC2, Exon 40] | 3-
+— fPKD43-46.1r +— TSC-R
+— fPKD43-46.2r
D Poly-A-Signal des PKD1-Genes
I:I Poly-A-Signal des TSC2-Genes
B
= 1.233 bp
f—
— 1.439 bp
ff—
—

~1.800 bp

A: Die Pfeile markieren die Position der Primer im PKD1- und TSC2-Gen.
B: Darstellung der drei Amplifikate.

4.4 Klonierung

4.4.1 Kilonierung von Exon 4 bis 6 des PKD1-Gens

Aus dem PKD1-Bereich von Exon 4 bis 6 wurden mit den Primern fPKD4-6_1f und fPKD4-
6 _1r synthetisierte Amplifikate kloniert. Spender war das zystennegative Tier D2594. PCR-
Produkte wurden mit dem Plasmid pcRII ligiert und die E. coli-Bakterien TOP10 One Shot®
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Cdlstransformiert. Ein Klon mit der Kennzeichnung ,,4-6/4" wurde fir die Sequenzierung aus-
gewahlt.

Drei weitere Klone enthielten DNS elnes zystenfreien Tieres. Sie stammten aus einer nested
PCR mit den Primern fPKD4-6_2f und fPKD4-6_1r as priméarem Primerpaar und der im An-
schluss daran durchgefiihrten Reaktion mit den Primern fPKD4-6_1f und fPKD4-6 _2r. Die
gelelektrophoretische Erfolgskontrolle dieser Amplifikation zeigte eine Doppelbande von ge-
schétzten 1.480 bp und 1.300 bp. Die PCR-Produkte wurden mit dem Plasmidvektor pDrive
cloning vector ligiert und QIAGEN EZ Competent Cells transformiert. Es konnten die Klone
»Nineg 4-6-E8" und ,,Nineg 4-6-E12" mit einem Insertlange von 1.300 bp identifiziert werden.
Nur ein Klon, ,,Nineg 4-6-E9", enthielt ein Insert von etwa 1.480 bp Lange.

4.4.2 Klonierung von Exon 27 bis 30 des PKD1-Gens

PCR-Produkte aus dem Bereich des PKD1-Gens zwischen Exon 27 und 30 einer sonographisch
zystenpositiven Katze (D2531) wurden mit dem Plasmid pSTBlue™-1AccepTor Vector (No-
vagen®) als Vektor ligiert und in E. coli-Bakterien (DH50-Zellen™, Library Efficiency™, In-
vitrogen™) kloniert. Neun Klone, Klon CA 1 und 2 sowie Klon CA 4 his 10, enthielten das
gewiinschte PKD1-Insert. Diese Klonierung diente insbesondere der genaueren Charakterisie-
rung der im Exon 29 beschriebenen C>A-Transversion im eigenen Probenmaterial. Alle Klone
wurden mit der in Kapitel 4.8.1 beschriebenen RFLP-Anayse charakterisiert. Hierdurch konnte
das Insert des Klons CA1 as Kopie des mutierten Allels und das Insert des Klons CA9 as Ko-
pie des Wildtypallels identifiziert werden. Beide Klone wurden mit den plasmidspezifischen
Primern M13F und M 13R sequenziert.

4.4.3 Kilonierung von Exon 29 bis 37 aus PKD1-cDNS

Aus dem Ovar einer Hauskatze isolierte cDNS wurde mit den Primern fPKD29FE und
fPKD36R3 amplifiziert und anschlieffend mit dem Plasmid pSTBlue™-1AccepTor Vector,
Novagen® ligiert. Mit diesem Plasmid wurden NovaBlue Giga Singles, chemisch kompetenten
E. coli-Bakterien, transformiert. Klon ,,cPKD29-37-2* wurde sequenziert.

4.4.4 Klonierung von Exon 43 bis 46 des PKD1-Gens

Amplifikate des Spendertieres D2580 aus der seminested PCR mit den Primern fPKD43-46.1f
und fPKD43-46.2r und den Primern fPKD43-46.1f und fPKD43-46.1r as zweites Primerpaar
wurden mit dem Vektorplasmid pCR®2.1-TOPO® ligiert und TOP10F One Shot® Cells trans-
formiert. Schliefdich wurde ein Klon mit der Bezeichnung ,,Klon 3+" isoliert und ein Abschnitt
des Insertes von 445 Basen sequenziert.
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4.5 Ergebnisse der Sequenzierung

Aufgrund der Annahme, dass Tiere mit dem PKD-Phéanotyp Trager einer heterozygoten Muta-
tion sein mussen, wurden bevorzugt PCR-Produkte sequenziert. Wahrend der Polymeraseket-
tenreaktion misste die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation fir beide Allele gleich grol3 sein.
Das bedeutet, dass im Gemisch der PCR-Produkte Amplifikate beider Allele ungeféhr in glei-
cher Menge vorliegen sollten. Unterschiede in der Nukleotidsequenz sind an der graphischen
Darstellung des Sequenzierungsergebnisses, den Sequenzspuren, ablesbar. Heterozygote
Nukleotidsubstitutionen, Deletionen oder Insertionen zeigen sich as Doppelpeaks in der Se-
quenzspur. Das Programm Mutation Surveyor™ ist in der Lage, diese Verdnderungen zu er-
kennen und zu charakterisieren. Die im Folgenden angegebenen Sequenzidngen von PCR-
Produkten beziehen sich auf die Lange der Sequenzen, die von Mutation Surveyor™ ausgewer-
tet werden konnten.

Die vollstandigen Sequenzen der jeweiligen Reaktionen befinden sich in Kapitel 8.5 des An-
hangs.

45.1 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten
aus dem Genbereich von Exon 4 bis 6

Der Klon 4-6/4 mit dem Insert des Spendertieres D2594 wurde mit den Primern M13 FP und
M13 RP sequenziert. Die Sequenzléngen aus diesen Reaktionen betrugen 560 und 452 Basen,
womit das gesamte Insert dieses Klones nicht durchgéngig sequenzierbar war.

Das Insert des Klones Nineg 4-6-E8 wurde mit den plasmidspezifischen Primern M13 FP und
M13 RP sowie dem insertspezifischen Primer 4-6/ZR und 4-6/ZF sequenziert. Nach diesen drei
Reaktionen war das gesamte Insert des Klones Nineg 4-6-E8 von 1.311 Basen bekannt.

Klon Nineg 4-6-E12 wurde mit den Primern M13 FP und dem Primer M13 RP sequenziert. Die
gesamte Sequenz dieses Inserts von 1.311 Basen war auswertbar.

Der Klon Nineg 4-6-E9 zeigte im Colony Screening mit insertspezifischen Primern ein Ampli-
fikat von etwa 1.480 bp. Er wurde mit den plasmidspezifischen Primern M13 FP und RP se-
quenziert. Die Reaktionen ergaben 574 und 777 Basen auswertbare Sequenz, wobei das gesam-
te Insert dieses Klones nicht durchgangig sequenziert werden konnte.

Die Inserte der vier Klone zeigten nach Analyse mit dem Programm BLASTn die héchste U-
bereinstimmung mit dem canis familaris Polyzystin-1-Gen (AF482210.1).

Zur Sequenzierung von PCR-Produkten wurden Amplifikate von zystenpositiven und
-negativen Katzen verwendet, die mit dem Primerpaar fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r syntheti-
sert worden waren. Als Sequenzierprimer dienten die gleichen Primer. Die Sequenzierungs-
ergebnisse waren jedoch in den meisten Fallen durch unsaubere Sequenzspuren mit sich tberla
gernden Peaks gekennzeichnet, so dass sie entweder gar nicht bewertet oder nur relativ kurze
Sequenzabschnitte in die Untersuchung einbezogen werden konnten.
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Mit dem gleichen Primerpaar hergestellte Amplifikate der Probanden D2582 und D2573 wur-
den mit spezidll fur die Sequenzierung hergestellten Primern Sequ4for und Sequérev bearbeitet.
Doch auch die Ergebnisse dieser Reaktionen waren nicht tberzeugend. Lediglich die 200 Basen
lange Sequenz der Probe D2573 aus der Sequenzierung mit dem Primer Sequéfor ging in die
Auswertung ein. Mit genomischer DNS der Probe D2573 wurde eine doppelte nested PCR mit
den Primern fPKD4-6_2f und fPKD4-6_1r, fPKD4-6_1f und fPKD4-6_2r und schliefdich 4-
6/DF und 4-6/DR durchgeftihrt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung zeigten sich zwei
deutliche Amplifikate von 240 und 370 Basen Léange. Die Kirzere liefd eine Deletion im Intron
4 erwarten. Daher wurde dieses Fragment isoliert und mit dem am Ende von Intron 4 liegenden
Primer 4-6/DR sequenziert. 173 Basen dieser Sequenz waren auswertbar. Die in Tabelle 4-1
aufgelisteten Sequenzen stammen von zystennegativen Tieren. Die Lesbarkeit der Sequenzen
zystenpositiver Tiere war fir eine Auswertung nicht ausreichend.

Tabelle 4-1: Ubersicht der Sequenzen von Exon 4 bis 6

Probe Sequenzierprimer Sample file Lange (bp)
D2577 fPKD4-6_1f 57-4-6.1F.abi 85
fPKD4-6 1r 57-4-6.1R.abi 101
D2573 Sequérev 73-4-6-Sr.abi 200
4-6/DR 240-DR.abi 312
D2594 M13-FP D2594K1on4-6.4-M 13-FP.abi 435
M13 RP D2594K10n4-6.4-M 13-RP.abi 470
D2600 fPKD4-6_1f 00-4-6.1F.abi 248
fPKD4-6 1r 00-4-6.1R.abi 416
D3143 M13-FP KlonE12-M13-FP.abi 810
M13 RP KlonE12-M13-RP.abi 690
D3143 M13-FP KlonE8-4-61300-M 13-FP.abi 571
M13 RP KlonE8-4-61300-M 13-RP.abi 548
4-6/ZF KlonE8-4-61300-ZF.abi 206
4-6/ZR KlonE8-4-61300-ZR.abi 682
D3143 M13-FP KlonE9-M 13-FP.abi 570
M13 RP KlonE9 M13 RP 777

4.5.2 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten
aus dem Genbereich von Exon 27 bis 30

Das Insert des Klones CA1 von 884 bp Lange war mit dem plasmidspezifischen Primern
M13 FP und M13 RP vollstéandig sequenzierbar. Ebenso konnte das Insert des Klones CA9
vollstandig sequenziert werden. Diese Sequenzen zeigten in der BLASTn-Analyse Uberein-
stimmung mit Felis catus polycystic kidney disease 1-like gene (gi 57547696/gb/AY 612847.1)
und mit dem Canis familaris polycystin-1-Gen (AF482210.1).
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Der Vorwértsprimer cPKD27F eignete sich sehr gut fur die Sequenzierung. Der Rickwartspri-
mer cPKD30R2 war alerdings als Sequenzierprimer nicht verwendbar. Stattdessen kam der
Primer cPKD30R1 zum Einsatz. Sequenziert wurden PCR-Amplifikate von sieben Katzen. Bel
den zwel zystennegativen Tieren handelte es sich um die Probanden D2573 und D2582. Bei den
finf zystenpositiven Tieren handelte es sich um die Probanden D2004, D2577, D2590, D2631
und D3142. Eine Ubersicht der eingesetzten Proben, der verwendeten Sequenzierprimer und der
Sequenzlangen gibt Tabelle 4-2. Bis auf die Probe D3142 konnten alle Produkte durchgehend
sequenziert werden. Ursache der schlechten Sequenzierbarkeit dieser Probe mit dem Ruick-
wartsprimer ist eine heterozygote Deletion von elf Basen im Intron 29 (Kapitel 4.7.2).

Tabelle 4-2: Ubersicht der Sequenzen von Exon 27 bis 30

Probe Befund Sequenzierprimer  Sample file Lange (bp)
D2573  zystennegativ. = cPKD27F 73-27-27F.abi 626
cPKD30R1 73-27-30R1.abi 552
D2582  zystennegativn. = cPKD27F 82-27-P27.abi 390
cPKD30R1 82-27-P30.abi 199
cPKD27F 82B-P27.abi 592
cPKD30R1 82B-P30.abi 449
D2004  zystenpositiv cPKD27F 04-27F.abi 581
cPKD30R1 04-31R1.a8bi 546
D2590  zystenposiv ~ cPKD27F WdhD2590-27F.abi 709
cPKD30R1 WdhD2590-30R1.abi 713
D2631  zystenpositiv cPKD27F WdhD2631-27F.abi 714
cPKD30R1 WdhD2631-30R1.abi 566
D2577  zystenpositiv cPKD27F 2577-27F.abi 710
cPKD27F 77-27-P27.abi 223
cPKD30R1 2577-31R1.abi 719
D3142  zystenpositiv cPKD27F N+-27F.abi 588
cPKD30R1 27N+-31R1.abi 77
cPKD30R1 GATCIN+31R1.abi 108
cPKD30R1 GATC2N+31R1.abi 108

4.5.3 Sequenzierung klonierter cDNS aus dem Bereich von Exon 29 bis 37

Die Sequenzierung des Klons cPKD29-37-2 erfolgte mit den plasmidspezifischen Primern
M13 FP und M13 RP. Die Reaktion mit M13 FP ergab 556 Basen gut auswertbare Insertse-
quenz. Mit dem Primer M13 RP konnten 651 Basen des Inserts sequenziert werden. Damit lag
die Insertsequenz von 1.029 bp vollstandig vor. Sie zeigte nach Computeranalyse mit BLASTn
Ubereinstimmung mit der mRNS des caninen PKD1-Gens.
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45.4 Sequenzierung von PCR-Produkten aus dem Genbereich
von Exon 36 bis 38

Die 795 Basen langen PCR-Produkte aus dem Bereich von Exon 36 bis 38 des PKD1-Gens
wurden mit den Primern cPDK36F und cPKD38R sowohl amplifiziert als auch sequenziert.
Hierbel handelt es sich um die zystennegativen Tier D2573 und D2582 sowie die zystenpositi-
ven Tiere D2004, D2577 und D3142. Mit diesen beiden Primern gelang die durchgangige Se-
quenzierung jeder Probe.

Tabelle 4-3: Ubersicht der Sequenzen von Exon 36 bis 38

Probe Befund Sequenzierprimer  Sample file Lange (bp)
D2573  zystennegativn. = cPKD36F 36-73-36F.abi 680
cPKD38R 36-73-38R.abi 684
D2582  zystennegativn = cPKD36F 36-82-36F.abi 687
cPKD38R 36-82-38R.abi 720
D2004  zystenpositiv cPKD36F 36-04-F.abi 621
cPKD38R 36-04-38-R2.abi 701
D2577  zystenpositiv cPKD36F 36-77-F.abi 547
cPKD36F GATC1-77-36F.abi 547
cPKD38R 36-77-R.abi 477
cPKD38R GATC1-77-38R.abi 357
D3142  zystenpositiv cPKD36F 36-N+-F.abi 665
cPKD38R 36-N+-R.abi 582

4.5.5 Sequenzierung von PCR-Produkten aus dem Genbereich

von Exon 38 bis 40

Die Sequenzierung von PCR-Produkten aus dem Bereich von Exon 38 bis 40 des felinen
PKD1-Gens erfolgte mit den Primern fPKD38F und cPKD40R. Der Primer fPKD38F lag 68 bp
stromaufwarts von Primer cPKD38R. Daher war es moglich, den Abschnitt des felinen PKD1-
Gens von Exon 36 bis 40 durchgehend zu sequenzieren.

Auch fir diesen Abschnitt waren die Sequenzen der zwel zystennegativen Probanden D2573
und D2583 sowie der zystenpositiven Probanden D2004, D2577 und D3142 analysierbar. Die
PCR-Amplifikate von D2573, D2583 und D2004 wurden durchgéngig sequenziert. Bei Ampli-
fikaten der Proben D3142 und D2577 flhrten zwel bzw. drei heterozygote Deletionen zu einer
rasch abnehmenden Sequenzqualitét und damit nur relativ kurzen Sequenzierungsergebnissen
(Kapitel 4.7.4). Zusétzlich wurden die Elterntiere der Familien A und B sequenziert. Bis auf die
PCR-Produkte der Proben D1989 und D2039 konnten diese Proben durchgangig sequenziert
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werden. Auch bei diesen zwei Proben nahm die Lesbarkeit der abi-Traces aufgrund zweier hete-
rozygoter Deletionen frihzeitig ab.

Tabelle 4-4: Ubersicht der Sequenzen von Exon 38 bis 40

Probe Befund Sequenzierprimer  Sample file Lange (bp)
D2573  zystennegativ.  fPKD38F 73-38-38F.abi 707
cPKD40R 73-38-40R.abi 638
D2582  zystennegativ. = fPKD38F 82-38F.abi 724
cPKD40R 82-40R.abi 712
D2004  zystenpositiv fPKD38F 3804-38F.abi 725
cPKD40R 3804-40R.abi 637
D2577  zystenpositiv fPKD38F 77-38F.abi 474
cPKD40R 77-40R.abi 226
D3142  zystenpositiv fPKD38F N+38-38F.abi 474
cPKD40R N+38-40R.abi 418
fPKD38F GATC1-N+38-38F.abi 469
cPKD40R GATC1-N+38-40R.abi 418
D1989  zystenpositiv fPKD38F 89-38F.abi 711
cPKD40R 89-40R.abi 474
D2042  zystenpositiv fPKD38F 42-38F.abi 731
cPKD40R 42-40R.abi 680
D2050  zystenpositiv fPKD38F 50-38F.abi 730
cPKD40R 50-40R.abi 709
D2055  zystenpositiv fPKD38F 55-38F.abi 729
cPKD40R 55-40R.abi 708
D2057  zystennegativ.  fPKD38F 57-38F.abi 729
cPKD40R 57-40R.abi 710
D2064  zystennegativ = fPKD38F 64-38F.abi 730
cPKD40R 64-40R.abi 717
D2076  zystennegativn = fPKD38F 76-38F.abi 723
cPKD40R 76-40R.abi 712
D2086  zystennegativ = fPKD38F 86-38F.abi 721
cPKD40R 86-40R.abi 711
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4.5.6 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten
aus dem Genbereich von Exon 43 bis 46

PCR-Produkte aus dem Genabschnitt von Exon 43 bis 46 wurden sowohl kloniert und sequen-
ziert als auch direkt sequenziert.

Der Klon 3+ mit dem Insert der Probe D2580 wurde mit dem plasmidspezifischen Primer M13
FP sequenziert. Beginnend mit dem PCR-Primer fPKD43-46-1f konnten 445 Basen des Inserts
sequenziert werden. Diese Sequenz zeigte Ubereinstimmung von 93 % mit dem Canis familaris
polycystin-1-Gen (AF482210.1).

Es wurden PCR-Produkte von sieben Tieren sequenziert. Bel den Proben handelt es sich um
DNS der zystennegativen Probanden D2573, D2583 und D3143 sowie der zystenpositiven Tie-
re D2004, D2577, D2580 und D3142. Alle Proben wurden aus beiden Richtungen sequenziert.
Die PCR-Produkte von D2573, D2582, D2577, D2580, D3142 und D3143 waren durchgangig
sequenzierbar. Die Sequenzierung der Probe D2004 ergab keine durchgéngige Sequenzinforma-
tion. Eine Ubersicht dieser Sequenzen findet sich in Tabelle 4-5.

Tabelle 4-5: Ubersicht der Sequenzen von Exon 43 bis 46

Probe Befund Sequenzierprimer  Sample file Lange (bp)
D2004  zystenpositiv fPKD43-46.1f 4-43-43F.abi 705
fPKD43-46.1r 4-43-46R.abi 333
fPKD43-46.1f GATC1-4-43-43F.abi 528
fPKD43-46.1r GATC1-4-43-46R.abi 333
D2573  zystennegativ. = fPKD43-46.1f D73-P43F.abi 714
fPKD43-46.1r D73-P46R.abi 955
D2577  zystenpositiv fPKD43-46.1f 7-43-43F.abi 644
fPKD43-46.1r 7-43-46R.abi 722
D2580  zystenpositiv fPKD43-46.1f 2.x80-43F.abi 602
fPKD43-46.1r 2.X80-46R.abi 654
D2582  zystennegativ = fPKD43-46.1f D82-P43F.abi 708
fPKD43-46.1r D82-P46R.abi 558
D3143  zystennegativ.  fPKD43-46.1r Ni-43-46.1R.abi 600
fPKD43-46.1r Ni-43-46.1R.abi 723
D3142  zystenpositiv fPKD43-46.1f GATC1-N+43-
43F.abi 477
fPKD43-46.1f N+43-43F.abi 710
fPKD43-46.1r N+43-46R.abi 611
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45.7 Sequenzierung von Exon 46 des PKD1-Gens bis Exon 40 des

TSC2-Gens

Die zystennegativen Probanden D2573, D2582 und D2598 sowie die zystenpositiven Proban-
den D3142, D2004 und D2577 wurden zunéchst mit den PCR-Primern TSC-for und TSC-rev
amplifiziert und anschlief3end mit den gleichen Primer sequenziert (Tabelle 4-6). Keines der
etwa 1.800 bp langen Amplifikate war durchgangig sequenzierbar.

Tabelle 4-6: Ubersicht der Sequenzen aus dem Genabschnitt von Exon 46
des PKD1-Gens bis Exon 40 des TSC2-Gens

Probe Befund Primer Sample file Lange (bp)
D2573  zystennegativn. = TSC-for 73-TSC-F.abi 594
TSC-rev 73-TSC-R.abi 636
D2582  zystennegativn. = TSC-for 82-TSC-F.abi 557
TSC-rev 82-TSC-R.ahi 583
D2598  zystennegativn. = TSC-for 98-TSC-F.abi 486
TSC-for 98-TSC-F2.abi 387
TSC-rev 98-TSC-R.abi 278
D2004  zystenpositiv TSC-for TSC04-TSCF.abi 706
TSC-rev TSC04-TSCR.abi 500
TSC-rev GATCI1-TSC04-TSCR.abi 451
D2577  zystenpositiv TSC-for TSC77-TSCF.abi 728
TSC-rev TSC77-TSCR.abi 187
TSC-rev GATC1-TSC77-TSCR.abi 208
D3142  zystenpositiv TSC-for N+TSC-TSCF.abi 308
TSC-rev N+TSC-TSCR.abi 275

4.6 Bestimmung der Splice Sites

Um die Positionen der Splice Sites zu bestimmen, errechnete das Programm Fruitfly Erken-
nungssequenzen von Donor und Acceptor Splice Sites innerhalb der Sequenzen des felinen
PKD1-Gens. Aul¥erdem wurde unterstiitzt durch das Programm DNASIS die bekannte Intron-
und Exonsequenzen der PKD1-Gene von Mensch und Hund mit den Sequenzen aus dem
PKD1-Gen der Perserkatze verglichen. Als Kontrolle diente die aus der vermutlich kodierenden
Region ermittelte Aminosiuresequenz, welche ebenfalls auf Ahnlichkeit zur Aminosiurese-
guenz des humanen und caninen Polyzystin 1 untersucht wurde. Die ermittelten Splice Sites
finden sich im Anhang Kapitel 8.6.

4.6.1 Exon-Intron-Struktur des PKD1-Gens von Exon 4 bis 6

Aus dem Genabschnitt von Exon 4 bis 6 wurde die ,, Consensussequenz 4-6“ anaysiert. Der
Uberwiegende Tell dieser Sequenz geht auf den Klon E8 zuriick, nur Intron 4 stammt aus dem
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Klon 4-6/4. Sie ist insgesamt 1.479 Basen lang. Hierbei war zu beriicksichtigen, dass der Gen-
bereich von Exon 4 bis 6 des Hundes homolog zu Exon 5 bis 7 des PK D1-Gens des Menschen
ist.

Die Erkennungssequenz einer Acceptor Splice Site wurde an Position 510 bis 550 mit der
Schnittstelle an Position 530/531 berechnet. Diese Position markiert exakt das 5 -Ende (also
den Beginn) des caninen Exon 5. Das Homolog des 5 -Endes des humanen Exon 6 liegt jedoch
in der felinen Sequenz, beginnend mit Position 822, weiter stromabwarts und entspricht einer
weiteren errechneten Acceptor Splice Site an Position 801 bis 841. Diese von einander abwei-
chenden Ergebnisse weisen auf eine mogliche alternative Splice Site zwischen Intron 4 und
Exon 5 hin.

Es schlieffen sich Intron 5 und Exon 6 mit einer Acceptor Splice Site an Position 1.296/1.297
an. An dieser Stelle schlug Fruitfly jedoch keine Erkennungssequenz vor. Diese Splice Site
wurde durch Sequenzvergleich festgelegt.

Damit haben mit den Primern fPKD4-6_1f und fPKD4-6_1r amplifizierte PCR-Produkte eine
Lange von 1.479 bp. Sie enthalten mit 168 bp nahezu das gesamte Exon 4. Zwischen Intron 4
und Exon 5 konnte es eine alternative Acceptor Splice Site geben. Wird die erste Splice Site
genutzt, wére Intron 4 362 bp und Exon 5 672 bp lang. Wird die zweite Splice Site verwendet,
waére Intron 4 653 bp und Exon 5 381 bp lang. Es folgte Intron 5 mit 94 bp und mit 183 bp das
fast vollstandige Exon 6.

Die Sequenz der abgeleiteten codierenden Region ergibt sowohl mit der Acceptor Splice Site
von Exon 5 an Position 530/531 als auch an Position 821/822 einen korrekten Leserahmen. Die
Untersuchung der Aminoséuresequenz des Polyzstin 1 von Hund und Mensch ergab, dass beim
Hund tatsachlich die erste Acceptor Splice Site im Intron 4 und beim Menschen die zweite ge-
nutzt wird. Wirde auch bei der Katze die erste Splice Site verwendet werden, hétte die Amino-
siuresequenz dieses Abschnittes im Vergleich zum caninen Polyzystin 1 eine Ahnlichkeit von
87,0 % und zum humanen Polyzystin 1 eine Ahnlichkeit von nur 76,6 %. Anders wére es bei
Verwendung der alternativen zweiten Acceptor Splice Site stromabwaérts: Zum Hund l&ge eine
Ahnlichkeit von 80,1 % und zum Menschen von 82,7 % vor. Die Aminosiuresequenzen sind
im Anhang (Kapitel 8.7) zu finden. Aufgrund der relativ hohen Sequenzhomologie von 87,0 %
zwischen der Aminosduresequenz von Hund und Katze in dieser Region wird im Folgenden die
erste Splice Site (Position 530/531) zwischen Intron 4 und Exon 5 als funktionell angenommen.

4.6.2 Exon-Intron-Struktur des PKD1-Gens von Exon 27 bis 30

Im Hinblick auf Splice Sites wurde das 884 bp lange Insert des Klones CA9 untersucht. Der
Bereich von Exon 27 bis 30 im caninen PKD1-Gen entspricht beim Menschen dem Abschnitt
von Exon 31 bis 34. Der Sequenzvergleich mit dem caninen Exon 27 und dem entsprechenden
humanen Exon 31 sowie dem folgenden Intron machen eine Donor Splice Site zwischen Positi-
on 157 und 158 der Sequenz wahrscheinlich. Das Programm Fruitfly findet in dieser Region
jedoch keine Splice Site. Dennoch wurde diese Position als Exon-Intron-Grenze angenommen.



Ergebnisse 61

Die abgeleitete kodierende Region ergibt einen durchgehenden Leserahmen mit einer Sequenz
von 206 Aminosiuren. Sie zeigt zur Sequenz des caninen Polyzstins 1 eine Ahnlichkeit von
93,7 % und zum humanen Polyzystin 1 eine Ahnlichkeit von 88,3 %.

4.6.3 Exon-Intron-Struktur des PKD1-Gens von Exon 36 bis 38

Das PCR-Produkt der Probe D2582 konnte mit 750 Basen fast vollstandig sequenziert werden
und diente hier zur Analyse der Splice Sites. An seinem 3'-Ende fehlten lediglich die letzten
acht Basen des Primers cPKD38R. Vom Vorwartsprimer bis zum Beginn der bekannten Se-
quenz fehlten 37 Basen, was durch Sequenzvergleich mit der caninen Sequenz ermittelt wurde.
Daher musste das gesamte PCR-Produkt eine Lange von 795 Basen besitzen.

Die abgeleitete kodierende Sequenz ergab einen durchgehenden Leserahmen mit einer Sequenz
von 101 Aminoszuren. Die Ahnlichkeit zum homologen Abschnitt des Polyzystin 1 des Hundes
lag bel 97,0 % und zum Polyzystin 1 des Menschen bel 94,1 %.

4.6.4 Exon-Intron-Struktur des PKD1-Gens von Exon 38 bis 40

Fur die Analyse der PCR-Produkte aus dem Genbereich von Exon 38 bis Exon 40 fand die Se-
quenz des PCR-Produktes der Probe D2582 V erwendung.

Die Acceptor Splice Site von Exon 39 befand sich aufgrund des Sequenzvergleichs an Position
711/712. Interessanterweise erkannte Fruitfly hier eine Donor Splice Site anstelle einer Accep-
tor Splice Site.

Diese abgel eitete kodierende Region ergab einen durchgehenden L eserahmen, deren Aminosau-
resequenz homolog zum Polyzystin 1 von Mensch und Hund war. Die relativ geringe Ahnlich-
keit von 76,2 % zum Hund und 81,1 % zum Menschen ergab sich dadurch, dass die durch Exon
40 kodierte Sequenz im Gegensatz zu der von Exon 38 und 39 kodierten Sequenz nur stellen-
weise mit dem caninen und humanen Polyzystin Ubereinstimmte. Es wurden weitere von Fru-
itfly angebotenen Splice Sites Uberprift, die jedoch keinen durchgehenden Leserahmen erga-
ben.

4.6.5 Exon-Intron-Struktur des PKD1-Gens von Exon 43 bis 46

Zur Analyse des Genabschnitts von Exon 43 bis 46 wurde die Sequenz der Probe D2580 ver-
wendet. Es wurde zum einen direkt als PCR-Produkt sequenziert und zum anderen als Insert des
Klones 3+, beginnend mit dem Primer fPKD43-46.1f sequenziert. In der aus diesen Reaktionen
zusammengestellten Sequenz von 1.175 Basen Lange konnten Splice Sites errechnet werden.
Die abgeleitete kodierende Region ergab einen durchgehenden korrekten Leserahmen. Die dar-
aus resultierende Aminosiuresequenz hat zum caninen Polyzystin 1 eine Ahnlichkeit von
93,6 % und zum humanen Polyzystin 1 eine Ahnlichkeit von 84,6 %.
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4.6.6 Der Ubergang des PKD1-Gens zum TSC2-Gen

Der Ubergang zwischen dem felinen PKD1-Gen und dem vermuteten TSC2-Gen wurde mit
dem Primerpaar TSC-F und TSC-R amplifiziert. Die Sequenzierung der PCR-Produkte von
etwa 1.800 bp erfolgte mit den gleichen Primern, war aber aufgrund der Lange nicht durchgan-
gig moglich. Die Sequenzierung der Probe D2004 mit dem Primer TSC-F erzielte mit
733 Basen Sequenzinformation das beste Ergebnis, so dass diese Sequenz fiir die Uberpriifung
der kodierenden Region geeignet war. Verglichen mit Exon 46 des Hundes bzw. Exon 50 des
Menschen befand sich die Donor Splice Site dieses Exons an Position 395 der Vergleichse-
quenz. Fruitfly schlug eine Donor Splice Site jedoch erst weit stromabwaérts vor. Die Uberpri-
fung der abgeleiteten Aminosauresequenz ergab einen durchgehenden Leserahmen, der mit
einem Stopcodon (TAG) von Position 393 bis 395 endete. Die daraus ablesbare Aminosiurese-
quenz war sowohl zum humanen als auch caninen PKD1-Gen homolog mit einer Ahnlichkeit
von 73,8 bzw. 82,6 %. Damit konnte das 3"-Ende des felinen PKD1-Gens entsprechend zum
humanen und caninen Homolog bestétigt werden. Ein mogliches Polyadenylierungssignd
(TTTATT) wurde in dieser Sequenz weiter stromabwarts gefunden.

Da der Primer TSC-F stromaufwaérts des Primers fPKD43-46.1r lokalisiert war, konnte die ge-
samte Sequenz von Exon 46 einschliefdich der Homologie zum caninen und humanen PKD1-
Gens ermittelt werden.

Fur die Analyse des 3" -Endes der PCR-Produkte wurde das mit dem Rickwartsprimer TSC-R
sequenzierte Amplifikat der Probe D2573 verwendet. Es ist bekannt, dass das TSC2-Gen beim
Menschen in Tail-to-Tail-Orientierung zum PKD1-Gen liegt. Der Homologievergleich zwi-
schen der felinen Sequenz und Exon 40 des humanen TSC2-Gens wies auf das 3-Ende des
Exons an Position 108 hin. Die Uberpriifung der Aminosiuresequenz dieser abgeleiteten kodie-
renden Region ergab einen durchgehenden Leserahmen, der mit einem Stopcodon von Position
106 bis 108 endete. Die daraus resultierende Aminosauresequenz war zur Sequenz des humanen
TSC2-Genprodukts Tuberin homolog und besal? eine Ahnlichkeit von 73,5 %.

Damit war mit dieser PCR sowohl das 3"-Ende des PKD1-Gens a's auch das 3"-Ende eines zum
TSC2-Gen homologen Gens amplifizierbar. Dieses Homolog lag zudem in Tail-to-Tail-
Orientierung zum felinen PKD1-Gen. Ein Polyadenylierungssignal fand sich an Position 222
bis 227 (TTTATT).

4.6.7 Ubersicht der Sequenzanalyse des PKD1-Gens

Insgesamt lagen 6.401 Basen Sequenzinformation des PKD1-Gens einschliefdich eines Ab-
schnittes der PKD1-mRNS der Katze vor.

Einige Sequenzen wurden an das National Center for Biotechnology Information Ubermittelt.
Die Sequenz des Klones CA9 mit Exon 27 bis 30 ist unter der Accession-Nummern EU443853
verfugbar. Der Segquenzabschnitt von Exon 36 bis Exon 46 der Probe D2582 wurde unter der
Accession-Nummer EU443854 zusammengefasst. Die Sequenz der PKD1-mRNS von Exon 29
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bis 37 hat die Accesson-Nummer EU555285 erhalten. Exon 40 des putativen felinen TSC2-
Gens findet sich unter der Accession-Nummer EU443852.

4.138 Basen wurden Exons und 2.263 Basen Introns zugeordnet. Die Ahnlichkeit zwischen dem
PKD1-Gen von Hund und Katze lag im Bereich der Exons zwischen 71,0 % im Exon 40 und
96,8 % im Exon 27. Im Vergleich der Gene von Katze und Mensch war die Ahnlichkeit im E-
xon 40 mit 72,2 % am geringsten. Die groRte Ahnlichkeit fand sich mit 91,2 % im Exon 39.

Im Intronbereich lag die Ahnlichkeit im Intron 45 mit 95,8 % zwischen Katze und Hund sowie
mit 88,4 % zwischen Katze und Mensch am hdchsten. Intron 38 besal3 mit 56,2 % die geringste
Ahnlichkeit bei Vergleich von Katze und Hund. Intron 4 wies mit 46,7 % die geringste Ahn-
lichkeit zwischen Katze und Mensch auf.

Zusétzlich wurde der Gehalt an Cytosin- und Guaninbasen (G/C-Gehalt) der einzelnen Ge-
nabschnitte berechnet. In den kodierenden Regionen der Exons wurde ein sehr hoher G/C-
Gehalt ermittelt. Er lag bei durchschnittlich 67 %. Im Exon 32 fand sich mit 38,8 % der gerings-
te Wert. Exon 43 wies mit 75,6 % den hdchsten G/C-Gehalt auf. In den Introns war der G/C-
Gehalt mit durchschnittlich 72,5 % sogar noch hoher. Er reichte von 60,0 % im Intron 39 bis
81,1 % im Intron 43.

4.6.8 Der Klon cPKD29-37-2

Das 1.029 bp lange Insert des Klones cPKD29-37-2 wurde vollstandig sequenziert. Dieser Klon
enthielt mittels PCR amplifizierte Fragmente von mRNS, die aus dem Ovar einer Hauskatze
isoliert worden war. Durch Homologievergleich konnten die ersten 44 Basen des Inserts Exon
29 des PKD1-Gens zugeordnet werden. Esfolgten das 127 Basen lange Exon 30, das 117 Basen
lange Exon 31 sowie Exon 32 und 33 mit 49 bzw. 173 Basen. Exon 34, 35 und 36 hatten eine
Lange von 94, 119 und 203 Basen. Diese Sequenz endet mit den ersten 103 Basen von Exon 37.

4.7 Sequenzvarianten des felinen PKD1-Gens und mogliche Aus-
wirkung auf das Protein

Die Beurteilung der Konsequenz einer Mutation auf das Genprodukt hing von der Lage der
Mutation in einem Exon oder Intron ab. Die Mutation wurde al's Sequenzvariante ohne funktio-
nelle Auswirkung betrachtet, wenn es sich um eine Sequenzabwei chung in einem Intron handel-
te, die keine Splice Site veranderte. Mutationen mit Splice Site-Beeinflussung wurden as po-
tentielle Ausloser einer Proteinverdnderung betrachtet. Unter den Sequenzvarianten im Exon
gibt es dille, konservative, Missense und Nonsense Mutationen sowie Leseraster-
Mutationen/Frame Shift Mutation (Knippers, 2001). Um eine stille Mutation handelte es sich,
wenn ein Basenaustausch nur zu einem synonymen Codon und daher zu keinem Aminosaure-
austausch fuhrte. Als konservative Mutationen wurden solche betrachtet, die zwar fir eine an-
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dere Aminosaure kodierten, sich in Ladung und Polaritét aber nicht wesentlich von der ur-
sprunglichen Aminosdure unterschieden. Die Funktion des Proteins muss hierdurch nicht beein-
flusst werden, es sei denn, der Austausch findet im aktiven Zentrum des Proteins statt. Missense
Mutationen fihren zum Austausch von Aminosauren, die sich in Ladung und/oder Polaritat
unterscheiden. Die Folgen einer Aminosauresubstitution hdngen immer von der Art der Amino-
sduren und ihrer Lage im Protein ab. Bel konservativen und Missense Mutationen wére eine
Konsequenz fur das Genprodukt also mdglich, wenn auch alein aufgrund der Basen- und Ami-
nosauresequenz nicht Uberprifbar. Nonsense Mutationen sind durch die Synthese unvollstandi-
ger Proteine gekennzeichnet, da durch den Nukleotidaustausch das Sinn-Codon in ein Stopco-
don umgewandelt wird. Die Auswirkung auf die Proteinfunktion wére also gravierend und
konnte bis zum vollsténdigen Funktionsverlust fuhren (Knippers, 2001).

Die Sequenzen wurden im Wesentlichen mit Hilfe des Programms Mutation Surveyor™ analy-
siert. Tabelle 4-7 und Tabelle 4-8 mit Ubersichten der identifizierten Mutationen entstammen
den ,Mutation Reports* dieses Programms.

4.7.1 Sequenzvarianten von Exon 4 bis 6

Aus dem Genbereich von Exon 4 bis 6 wurden die in Kapitel 4.5.1 aufgelisteten Sequenzen
untersucht. Insgesamt fanden sich in diesem Abschnitt 14 Mutationen. Allein in den Klonen der
Probe D3143 waren bereits zwolf von vierzehn Mutationen identifizierbar. Eine dieser Mutatio-
nen war eine Deletion von 139 Basen, die in Klon ,Nineg 4-6-E8", ,,-E12" und auch in der Se-
quenz ,,240DR* der Probe D2573 bestand. Diese Deletion wird in Kapitel 4.9 genauer behan-
delt.

Klon,, Nineg 4-6-E8" entsprach an allen tGibrigen Positionen der Vergleichsequenz. Klon ,,Nineg
4-6-E9" wies acht Mutationen auf (Nr. 1, 2, 4, 7, 8, 11, 13 und 14), die sich in allen anderen
Sequenzen einschliefdich der beiden anderen Klone der Probe D3143 nicht fanden. In Klon
»Nineg 4-6-E12" wurden zwel Mutationen gefunden (Nr. 3 und 12), die esin den anderen Se-
guenzen nicht gab. Nur die Mutation 5 tauchte in Klon ,,Nineg 4-6-E9” und ,,-E12“ auf.

Die Verteilung der Mutationen erweckte den Eindruck, dass es sich hier um drel verschiedene
Allele handelte. Da die Inserte jedoch aus einer Probe stammiten, ist das zunéchst einmal nicht
maoglich, es sei denn, eines dieser ,Allele® wurde aus einem Pseudogen des PKD1-Gens ampli-
fiziert. Das Vorliegen eines Pseudogens ist bel der Katze jedoch nicht zu erwarten (Lyons et .,
2004). Lasst man Mutation 5 aul3er Acht, da sie nicht wie ein gewohnliches Allel reproduzier-
bar war (Kapitel 4.9), entspricht Klon ,Nineg 4-6-E8* der Vergleichsequenz. Daher wurde
vermutet, dass es sich bel dieser Sequenz um ein tatséchliches Allel handelte. Die Klone ,,Nineg
4-6-E9" und ,,—E12" wiesen beide Mutation 10 auf. Daher wurde eine Sequenz, die diese Vari-
ante aufwies, als zweites Allel betrachtet. Mutation 1-4, 7, 8 und 11-14 kommen nur in eéinem
Klon vor und kénnen keinem Allel mit Sicherheit zugeordnet werden. M 6glicherweise handelte
es sich hier um Polymeraselesefehler und damit Artefakte. Dies war insbesondere fir die Muta-
tion 11 in Klon ,,Nineg 4-6-E12“ anzunehmen. Diese Deletion befand sich im Exon 5 und wiir-
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de zur Verschiebung des Leserasters und damit einem nicht funktionalen Protein mit Ausbil-
dung von Nierenzysten fuhren. Der Spender der Probe D3143 besald jedoch keinen PKD-
Phanotyp. Klon ,,4-6/4* fiel mit einer Mutation im Intron 4 auf. Auch hier war sowohl ein Po-
lymeraselesefehler als auch das Vorliegen eines weiteren Allels moéglich. Aufgrund der schlech-
ten Sequenzierbarkeit von PCR-Produkten aus diesem Genabschnitt konnten Sequenzen von
PCR-Produkten der Probanden D2594 und D3143 nicht zum Vergleich herangezogen werden.
Lediglich ein heterozygot vorkommender Einzelbasenaustausch (Mutation Nr. 6) im Intron 4
der Probe D2600 war mit Sicherheit als Sequenzvariante identifizierbar.

Letztendlich konnte also in diesem Genabschnitt Mutation 6 und Mutation 10, die eine Trans-
version und eine Transition im Intron 4 darstellen, as natirlich vorkommende Sequenzvarian-
ten im PKD1-Gen der Perserkatzen interpretiert werden. Der von Exon 4 bis 6 kodierte Tell des
Proteins wurde mit dem humanen Polyzystin 1 verglichen. Die ersten rund 50 Aminosauren
gehorten zu einer der leuzinreichen Wiederholungen (LRR) des Polyzystin 1. Es folgte eine
Aminosiuresequenz, die auch in Hefezellen gefunden wurde und dort eine Rolle in der Stress-
antwort und Integritét spielen soll, der WSC-Doméne. Die letzten N-terminalen 40 Aminosau-
ren des abgeleiteten felinen Proteins aus diesem Abschnitt waren homolog zu einem Bereich,
der Lektinen vom C-Typ gleicht (NCBI-Protein, Accession EAW85554). Da in der vorliegen-
den Untersuchung aber keine Mutationen angesprochen werden konnten, die die Aminosaure-
sequenz veranderten, bleiben diese funktionellen Proteinabschnitte wahrscheinlich unbeein-
flusst.
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4.7.2 Sequenzvarianten von Exon 27 bis 30

Aus dem Genabschnitt des PKD1-Gens von Exon 27 bis 30 wurden die in Kapitel 4.5.2 be-
schriebenen Sequenzen analysiert. Es handelte sch um Amplifikate von zwei zystennegativen
und funf zystenpositiven Tieren. Es fanden sich insgesamt vier Mutationen. Die in dieser Arbeit
wichtigste Mutation betrifft Base 142 im Exon 29. In Bezug auf die verwendete Vergleichse-
guenz der Probe D2573 ist sie als C>A-Transversion an Position 548 zu finden. Das mutierte
Allel wird durch die Base Adenin charakterisiert, wodurch in der Aminosduresequenz statt des
Cystein-kodierenden Tripletts TGC das Stopcodon TGA generiert wird. Diese Mutation hat also
vermutlich einen frihzeitigen Kettenabbruch zu Folge. Im Protein Polyzystin 1 liegt die Mutati-
on hinter der PLAT/LH2-Doméne und vor den ef transmembrandsen Doménen. Der trans-
membrandse und intrazytoplasmatischen Tell des Proteins wirde also aler Wahrscheinlichkeit
nicht mehr trandatiert. Drei von vier zystenpositiven Tieren waren heterozygot fur die C>A-
Transversion. Die vierte zystenpositive Katze D2577 besald diese Mutation jedoch nicht. Ein
Screening der zur Verfligung stehenden Probanden im Hinblick auf diese Mutation wurde mit
einer RFLP-Analyse durchgefuhrt (Kapitel 4.8).

Die beiden zystennegativen Tiere D2582 und D2573 wiesen beide heterozygot eine Missense
Mutation im Exon 27 auf. Das entsprechende Triplett ist im humanen Polyzystin 1-Homolog
Bestandteil der PLAT/LH2- Doméne. Ein Einfluss der Missense Mutation mit Austausch von
Tryptophan gegen Arginin auf die Proteinkonformation und —funktion wére denkbar. Da es sich
jedoch um zystennegative Tiere handelt, besteht kein Zusammenhang mit der PKD.

Aul¥erdem fand sich bei zwei der vier zystenpositiven Tiere ein heterozygoter Einzelbasenaus-
tausch im Intron 28 und bel ener zystenpositiven Katze eine heterozygote Deletion im
Intron 29. Diese Mutationen hatten aller Wahrscheinlichkeit nach aber keine Auswirkungen auf
das Protein. Eine Ubersicht der Mutationen im Genabschnitt von Exon 27 bis 30 geben die Ta-
belle 4-9 und Tabelle 4-10.
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Tabelle 4-10: Interpretation der Mutationen im Exon 27 bis 30 des PKD1-Gens

Mutation Lage Art der Mutation Erlauterung/K onsequenz

1 Exon27  Transversion T>A Missense Mutation, an erster Position des
Tripletts;, TGG>AGG,; Austausch von Tryp-
tophan mit Arginin (neutral, unpolar > ba-
sisch, polar)

Intron 28 Transition A>G Keine

3 Exon29 Transversion C>A Nonsense Mutation, an dritter Position des

Tripletts, TGC>TGA, statt Cystein wird
ein Stopcodon kodiert, vorzeitiger Ketten-
abbruch, Truncated protein

4 Intron29 Deletionvon elf Ba- Keine

sen

N

4.7.3 Sequenzvarianten von Exon 36 bis 38

Der Genabschnitt von Exon 36 bis 38 wurde anhand der in Kapitel 4.5.3 beschriebenen Sequen-
zen von drel zystenpositiven und zwel zystennegativen Probanden untersucht. Die Vergleichse-
guenz des Programms Mutation Surveyor™ stammt aus den Sequenzen der zystennegativen
Probe D2582. In der Probe D2573 fanden sich keine heterozygoten Stellen. Ebenso war die
Probe des zystenpositiven Tieres D2004 in diesem Bereich vollsténdig homozygot und ent-
sprach exakt der Vergleichsequenz. In den dbrigen drei Proben fanden sich insgesamt finf
Trangitionen. Vier davon liegen in Introns und eine im Exon 37. Keine dieser Mutationen ver-
andert das angenommene Genprodukt. Alle finf Mutationen traten heterozygot in den Sequen-
zen der zystenpositiven Tieres D2577 und D3142 auf. Eine der funf Mutationen, Mutation 2,
liegt ebenfalls heterozygot in Probe D2582 vor. Die Basenkombination T/T/A/T/A an den ent-
sprechenden Positionen scheint also das Wildtypallel zu sein, welches bei allen Tieren beobach-
tet werden kann. Homozygot findet man es sowohl bel zystenpositiven al's auch —negativen Per-
serkatzen. Zwei der drel untersuchten zystenpositiven Tiere besitzen zusétzlich das Alle
C/C/GICIG. Ein drittes Allel (T/C/A/T/A) wurde bel der zystennegativen Katze D2582 beo-
bachtet. Alle gefundenen Mutationen sind in Tabelle 4-11 und Tabelle 4-12 wiedergegeben.

4.7.4 Sequenzvarianten von Exon 38 bis 40

Fir die Analyse der PCR-Produkte aus dem Genbereich von Exon 38 bis Exon 40 diente die
Sequenz der Probe D2582 as Vergleichsequenz. Acht der untersuchten 16 Katzen waren zys-
tenpositiv und acht zystennegativ. Die Sequenzen von ef Katzen inklusive der Vergleichse-
quenz des Probanden D2582 waren in dem untersuchten Abschnitt vollig identisch und homo-
zygot. 15 identifizierte Mutationen konzentrierten sich auf die Ubrigen funf Probanden. Hierun-
ter befanden sich die zystennegativen Probanden D2573 und D2039 mit zwei und funf Mutatio-
nen sowie die zystenpositiven Tiere D2577 und D3142 mit jeweils acht und D1989 mit funf
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Mutationen. In den Exons gab es vier Transversionen und eine Transition. Hierbel handelt es
sich um zwei stille Mutationen, eine konservative Mutation sowie drei Missense M utationen.
Sie befinden sich ale im intrazytoplasmatischen Teil des Polyzystin 1. In der Literatur gibt es
keine detaillierten Angaben Uber intrazytoplasmatische Domanen mit definierter Funktion. Da-
her kann keine weitere Aussage Uber mdgliche Auswirkungen der Mutationen getroffen wer-
den.

In den Introns wurden eine Transversion, vier Transitionen, vier Deletionen und eine Insertion
identifiziert. Eine Deletion von zwdlf Basen im Intron 39 fiihrte zur Anderung der Erkennungs-
sequenz einer moglichen aternativen Acceptor Splice Site. Wirde diese Splice Site allerdings
verwendet, entstiinde kein durchgehender Leserahmen. Zudem wére das folgende Intron sehr
kurz und enthielte keine fir den Splice-Vorgang notwendige Branch Site (Erkennungssequenz
YNCNRAY). Diese Splice Site ist daher aller Wahrscheinlichkeit nach nicht funktional und die
Deletion hat keinerlei Einfluss auf das Genprodukt.

Die Mutationen sind in Tabelle 4-13 und Tabelle 4-14 aufgelistet.
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4.7.5 Sequenzvarianten von Exon 43 bis 46

Im Genabschnitt von Exon 43 bis 46 fanden sich bei drel zystennegativen und vier zystenpositi-
ven Perserkatzen insgesamt elf Mutationen, allesamt Einzel basenaustausche.

In Exonregionen befanden sich ausschliefdlich Transitionen (Tabelle 4-16). Es handelte sich um
sechs stille Mutationen (Nr. 1, 2, 4-6 und 11) und eine Missense Mutation (Nr. 10). Die Missen-
se Mutation wirde einen Aminosdureaustausch im intrazytoplasmatisch gelegenen Tell des
Polyzystin 1 verursachen.

Vier Mutationen, eine Transition und drei Transversionen, lagen in Intronregionen. Keine dieser
vier verdnderte eine Splice Site.

Sieben Mutationen (Nr. 1, 3-6 und 12) fanden sich sowohl bel zystennegativen as auch
-positiven Tieren. Die Mutationen 2 und 7-10 kamen dagegen ausschliefdich bei zystenpositi-
ven Tieren vor. Allerdings fanden sich die Mutationen 2, 7, 8 und 9 jewells nur bel einer der
vier zystenpositiven Katzen. Zudem handelte es sich um eine stille Mutationen und Mutationen
im Intron 45, so dass davon ausgegangen werden kann, dass diese Sequenzvariationen zu keiner
Beeinflussung des Proteins fihrten. Mutation Nr. 11, eine Missense Mutation, bestand in zwel
von den vier zystenpositiven Tieren. Ob sie eine Auswirkung auf den Phanotyp hatte, ist nicht
feststellbar. Die beiden betroffenen Tiere zeigten beide multiple Nierenzysten. Doch auch die
Katze D2577, die Mutation 10 nicht besal3, wies multiple Nierenzysten und zusétzlich sogar
L eberzysten auf.

Die Mutationen dieses Abschnittes sind auch in Tabelle 4-15 und Tabelle 4-16 zu finden.
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4.7.6 Sequenzvarianten von Exon 43 des PKD1-Gens bis im Exon 40 des
TSC2-Gens

PCR-Produkte der Primer TSC-F und TSC-R hatten eine Lange von etwa 1,8 kb. Eine durchge-
hende Sequenzierung war nicht moglich.

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Sequenzléngen der Proben diente der entsprechende Be-
reich aus dem Klon felis catus clone rp86-207p24 (NCBI-Nucleotide, Accession Nr.
AC145332.48) unbekannter Rasse als Vergleichsequenz. Hierdurch war gewahrleistet, dass jede
Probe in ihrer Gesamtlange durch das Programm Mutation Surveyor™ untersucht werden
konnte. Es wurden PCR-Produkte von sechs Tieren analysiert (s. Kapitel 4.5.7).

Mit dem Primer TSC-F konnte ein Abschnitt beginnend im Exon 46 des PKD1-Gens bisin die
intergenische Region zwischen dem PKD1- und TSC2-Gens sequenziert werden. In diesem
Abschnitt war keiner der untersuchten Probanden vollstdndig homozygot. Insgesamt fanden
sich hier zwolf Mutationen. Sechs davon, eine Transversion und funf Transitionen, lagen im
Exon 46. Die ersten beiden Mutationen, eine Missense und eine stille Mutation, traten hetero-
zygot nur in der Probe des zystennegativen Tieres D2598 auf. Die vier weiteren Mutationen im
Exon 46 waren sowohl in zystenpositiven als auch —negativen Tieren vorhanden. Es handelte
sichum drei stille und eine Missense Mutation.

Exon 46 kodiert das intrazytoplasmatisch gelegenene N-terminale Ende des Polyzystin 1.

Vier der sechs intergenischen Mutationen fanden sich ebenfalls bel zystenpositiven und
-negativen Tieren. Mutationen Nr. 9 bestand dagegen wiederum nur bei Proband D2598 und
Mutation 12 nur bei einer der drei zystenpositiven Tiere.

Bel Vergleich der mit dem Primer TSC-R sequenzierten Sequenzen unterschieden sich die Pro-
ben nur an drei Positionen in der intergenischen Region. In den rund 110 bekannten Basen des
TSC-2-Gens gab es keine Variation unter den Perserkatzen. Mutation 1 und 3 fanden sich nur
bei Proband D3142 a's heterozygot vorliegende Nukleotidsubstitutionen. Mutation Nr. 2 lag als
ebenfalls heterozygoter Einzelbasenaustausch bei einer der zystennegativen Katzen und bei
zwe der drei zystenpositiven Tieren vor. Insgesamt wurden im intergenischen Bereich sechs
Transitionen und drei Transversionen identifiziert.
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Tabelle 4-17: Interpretation der Mutationen von Exon 46 bis in die intergenische Region

Mutation Lage Art der Erlauterung/K onsequenz
M utation
1 Exon 46 Transversion Missense Mutation an Position 3 des Tripletts,
T>G AGT>AGG, Austausch Serin (neutral, unpolar)
mit Arginin (basisch, polar)
2 Exon 46 Transition C>T  Stille Mutation an Position 1 des Tripletts,
Synonyme CTC und TTC kodieren beide Leuzin
3 Exon 46 Transition Stille Mutation an Position 3 des Tripletts,
G>A Synonyme CAG und CAA kodieren beide Glu-
tamin
4 Exon 46 Transition Stille Mutation an Position 3 des Tripletts,
G>A Synonyme CAG und CAA kodieren beide Glu-
tamin
5 Exon 46 Transition Missense Mutation an Position 1 des Tripletts,
G>A GAC>AAC, Austausch von Aspartat
(saurer, polar) mit Asparagin (neutral, polar)
6 Exon 46 Transition Stille Mutation an Position 3 des Tripletts,
G>A Synonyme AAG und AAA kodieren beide Lysin
7 intergenisch ~ Transition Keine
G>A
8 intergenisch ~ Transition Keine
G>A
9 intergenisch  Transversion Keine
A>C
10 intergenisch ~ Transversion Keine
A>C
11 intergenisch  Transition C>T Keine
12 intergenisch  Transversion Keine

G>C
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4.7.7 Zusammenfassung der identifizierten Mutationen

Von Exon 4 bis Exon 46 wurden abschnittsweise insgesamt 5.645 Basen des felinen PKD1-Gens
sequenziert. Hiervon gehorten 3.382 Basen den Exons und 2.262 Basen den Introns an. Im Exons
fanden sich sieben Transversionen und vierzehn Transitionen. Deletionen und Insertionen gab es
hier nicht. Das bedeutet, dass das PKD1-Gen sechs Mutationen pro Kilobase im Exonbereich auf-
wies. In Intronregionen fanden sich mit 22 Sequenzvarianten sogar rund zehn Mutationen pro Ki-
lobase. Darunter fielen finf Transversionen, elf Transitionen, finf Deletionen und eine Insertion.
Berlicksichtigt man nur die Nukleotidsubstitutionen, findet man im Intron sieben Mutationen pro
Kilobase. Transitionen kamen im Vergleich zu den Transversionen etwa doppelt so haufig vor. In
den Exons Uberwogen mit 28,5 % die C>T-Transitionen gefolgt von den G>A-Transitionen mit
23,8 %. In den Introns wurden mit 37,5 % die A>G-Transitionen am haufigsten identifiziert. Die
C>T-Transversionen standen mit 18,8 % an zweiter Stelle. Auf die gesamte untersuchte Region
bezogen waren die C>T-Transitionen mit 24,3 % die haufigsten Mutationen. Es folgten die A>G-
Transitionen (18,9 %) und die G>A-Transitionen (13,5 %).

Bel den Mutationen in einem Exon war bel zwdlf Substitutionen die dritte Position des Tripletts
betroffen. In acht Falen mutierte die erste Position und in nur eéinem Fall kam es zum Austausch
der zweiten Base des Tripletts. Es handelte sich hierbei um insgesamt zwdlf stille und sieben Mis-
sense Mutationen sowie um eine konservative und eine Nonsense Mutation.

Aus dem Genabschnitt von Exon 4 bis 6 wurden in diese Berechnung nur die Mutationen sechs
und zehn einbezogen. Die anderen hier gefundenen Varianten wurden nicht berticksichtigt, da hier
Polymerasel esefehler nicht auszuschlief3en waren.

Tabelle 4-21: Haufigkeit (%) der Einzelbasensubstitutionen im PKD1-Gen

Basensubstitution Exon X Intron )y Insgesamt )y
Transition C>T 28,5 (n=6) 18,8 (n=3) 24,3 (n=9)
G>A 23,8 (n=5) 0 (n=0) 13,5 (n=5)
T>C 9,5 (n=2) 66,7 12,5 (n=2) 68,8 10,8 (n=4) 67.6
A>G 4,8 (n=1) 37,5 (n=6) 18,9 (n=7)
Transversion A>C 0 (n=0) 6,3 (n=1) 2,7 (n=1)
>G 4,8 (n=1) 0 (n=0) 2,7 (n=1)
G>T 0 (n=0) 12,5 (n=2) 5,4 (n=2)
C>A 4,8 (n=1) 0 (n=0) 2,7 (n=1)
AST ag(n=1) 3 o(n=0) L3 27(n=1) 2%
T>A 4,8 (n=1) 0 (n=0) 2,7 (n=1)
G>C 9,5 (n=2) 12,5 (n=2) 10,8 (n=4)
C>G 4,8 (n=1) 0 (n=0) 2,7 (n=1)
> 100 (n=21) 100 (n=16) 100 (n=37)
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4.8 Charakterisierung der Transversion im Exon 29

Im Exon 29 des felinen PKD1-Gens fiel eine heterozygote C>A-Transversion im Exon 29 bei drei
von vier zystenpositiven Tieren auf. ES handelte sich um eine Nonsense Mutation bei der ein Allel
die Base Cytosin der Vergleichsequenz zeigte und das zweite mutierte Allel durch die Base Adenin
charakterisiert wurde. Zunéchst war aufféllig, dass diese wahrscheinlich zu einem frihzeitigen
Kettenabbruch fihrende Mutation nur bei zystenpositiven Tieren auftrat.

4.8.1 Die RFLP-Analyse als Screening-Methode

Die Sequenz um die Mutationsstelle lautet ,,...GAGTC...“ und kann durch bestimmte Restriktions-
enzyme, wie z.B. das Enzym Mly1, erkannt und geschnitten werden. Die Sequenz des Wildtypal-
lels (,...GCGTC...") wird dagegen nicht erkannt und bleibt somit an dieser Stelle erhaten. Die
Mutation kann auf diese Weise a's Restriktionsfragmentl&ngenpol ymorphismus (RFLP) dargestellt
werden. So bot sich fur ein Screening die RFLP-Anayse mit dem Restriktionsenzym Mly1 an.
Hierzu wurden Amplifikate von Exon 27 bis 30 mit 884 bp Lange mittels PCR synthetisiert

Abbildung 4-9: Agarosegel der RFLP-Analyse

7 - o® wC
PCR-Produkt des Wildtypallels

' !

m o wm mA w B

800 bp

PCR-Produkt des mutierten Allels z:::: Eﬁ oump

500 bp —

400 hp — —

’ 300 bp we—

5..GAGTC(N)Y..3
3..CTCAGN),..5

200 bp

Erkennungssequenz von MIlyl

Spur 2 und 3: Bandenmuster von zwei PKD-negativen Katzen mit dem homozygot vorkommen-
den Wildtypalldl.

Spur 1und 4: Bei PKD-positiven heterozygoten Tieren findet sich zusétzlich zum Wildtypallel
das Bandenmuster des mutierten Allels.

In allen Spuren befinden sich noch Reste des unverdauten PCR-Produktes von 884 bp Lange
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Im Intron 27 befand sich sowohl im Wildtypallel as auch im mutierten Allel eine Erkennungsse-
quenz des Restriktionsenzyms Mly1, welche alsinterne Positivkontrolle der Reaktion diente. PCR-
Amplifikate des Wildtypallels wurden in Fragmente von 676 bp und 208 bp geschnitten. Die ge-
fundene Mutation resultierte in einer weiteren Schnittstelle, so dass PCR-Produkte aus dem mutier-
ten Allel in Fragmente von 408 bp, 268 bp und 208 bp Lénge geschnitten wurden. Haufig war
noch eine weitere Bande von ca. 900 bp zu sehen. In dieser Bande befanden sich wahrscheinlich
Reste unverdauter PCR-Produkte (Abb. 4-9)

4.8.2 Klonierung der PCR-Produkte von Exon 27 bis 30 einer
zystenpositiven Katze

Mit dem Primerpaar cPKD27F und cPKD30R2 synthetisierte Amplifikate der zystenpositiven
Katze D2631 wurden mit dem Plasmid pST Blue-1 ligiert und in DH5a-Z€ellen kloniert. Neun
Klone konnten mit einem PK D1-spezifischem Insert isoliert werden. Die Reamplifikate der Inserte
wurden anschlief3end mit Hilfe der RFLP-Analyse untersucht. Vier Klone zeigten hier das erwarte-
te Bandenmuster eines Allels mit C>A-Transversion (Abb. 4-10, Spur 5). Funf Klone wiesen das
bei einem Wildtypallel zu erwartende Bandenmuster auf (Abb. 4-10, Spur 2).

Abbildung 4-10: RFLP-Analyse der klonierten Allele

Spur 1, 3, 5 und 7 zeigen das Bandenmuster des Allels mit C>A-Transversion im Exon 29. Spur
2, 4 und 6 zeigen das Bandenmuster des Wildtypallels.
In Spur 8 ist das Bandenmuster eines heterozygoten Tieres zu sehen.

Im Verdau der mutierten Allele sind zwel schwache Banden von etwa 700 und etwas mehr als
600 bp zu sehen. Méglicherweise enthalten sie unspezifische Amplifikate des Plasmids. In den
Verdaus der Wildtypallele wurden sie weitgehend verdeckt. Der Klon CA1 mit dem Bandenmus-
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ter eines mutierten Allels und der Klon CA9 mit dem Bandenmuster des Wildtypallels wurden
anschlief3end zur Verifizierung der Mutation sequenziert. Sie lag an Position 142 des Exon 29.
Abbildung 4-11 zeigt Ausschnitte der Abi-Traces verschiedener Proben. Zunéchst wird das se-
guenzierte PCR-Produkt eines an dieser Stelle homozygoten Tieres gezeigt. Hier findet sich ein
deutlicher Doppelpeak, der durch das gleichzeitige Vorliegen der Basen Adenin und Cytosin
erzeugt wird (A). Daneben ist die entsprechende Position des Klones CA1 mit dem mutierten
Allel abgebildet. Hier liegt ausschliefdich die Base Adenin vor (B). Es folgt die gleiche Position
in Klon CA9 mit dem Wildtypallel. Dieses zeigt ausschliefdlich die Base Cytosin (C).

Dies zeigte, dass der Doppelpeak in direkt sequenzierten PCR-Produkten durch zwei verschiedene
Allele entstand, die sich an dieser Stelle in einer Base (Cytosin oder Adenin) unterschieden. In der
RFLP-Analyse von PCR-Produkten aus dem PKD1-Abschnitt von Exon 27 bis 30 hatten beide
Allele sehr charakteristische Bandenmuster, die sich auch bei heterozygoten Tieren sehr gut unter-
scheiden lief3en.

Abbildung 4-11: Ausschnitte der Sequenzspuren eines homozygoten Tieres mit C>A-
Transversion an Position 142 im Exon 29

PCR-Produkt (A), Klon CA1 (B) und Klon CA9 (C).

Im sequenzierten Klon CA1 wurden auf3er der beschriebenen C>A-Transversion zwei Einzelba-
senaustausche gefunden. Es handelte sich um eine T>G-Transversion an Position 338 und eine
T>C-Trangition an Position 646 der Vergleichsequenz. In den Sequenzen der direkt sequenzierten
PCR-Produkte der Probe D2631 lagen diese Variationen jedoch nicht vor. Das lield vermuten, dass
Fragmente sequenziert wurden, die Polymerasel esefehler enthielten.

4.8.3 Screening der Probanden mittels RFLP-Analyse

Das Screening beztiglich der C>A-Transversion im Exon 29 wurde an alen zur Verfligung stehen-
den Katzen durchgefihrt. Es sollte Uberprift werden, ob die Mutation dem zystenpositiven oder —
negativen Phanotyp zugeordnet werden und sie sowohl homo- as auch heterozygot vorliegen
konnte.
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4.8.3.1 RFLP-Analyseergebnisse bei Perserkatzen

Es wurden 153 Perserkatzen untersucht. Von diesen waren 77 Tiere zystenpositiv und 76 zysten-
negativ. 42 der Perserkatzen waren Mitglieder der Familien A, B, C oder D.

Keine der 76 Perserkatzen ohne Nierenzysten besal3 die C>A-Transversion im Exon 29. Sie waren
allesamt homozygot fur das Wildtypallel. Unter ihnen war eine 20-jahrige Katze (S1604/05), die
zwar keine Nierenzysten dafUr aber multiple Leberzysten besall.

Ebenso konnte bel vier Perserkatzen, bel denen mindestens eine Nierenzyste diagnostiziert worden
war, diese Mutation nicht nachgewiesen werden. Auch sie waren an dieser Stelle homozygot fur
das Wildtypallel. Unter diesen vier Tieren befanden sich zwei Tiere, die zum Zeitpunkt der Unter-
suchung lediglich eine einzelne sonographisch darstellbare Nierenzyste hatten. Eine dieser Katzen
(D2040) hatte zusétzlich ein ultrasonographisch hochgradig verdndertes Parenchym unbekannter
Ursache. Die dritte Katze (S536/03) war acht Jahre at und wies mehrere vereinzelt liegende Nie-
renzysten auf. Zusétzlich fand sich im Parenchym histologisch ein lymphoplasmazelluléres In-
filtrat unter Beteiligung zahlreicher eosinophiler Granulozyten. Die vierte Katze war ein typischer
PKD-Fall mit multiplen Nieren- und Leberzysten.

Bel den zystenpositiven Perserkatzen besal3en 73 von 77 das Bandenmuster des mutierten Allels.
Das bedeutet, dass 95 % der zystenpositiven Perserkatzen Trager der Mutation waren. Jede dieser
Katzen war an dieser Stelle heterozygot. Betrachtet man die gesamte Stichprobe, stimmte bei
97,4 % der untersuchten Perserkatzen der Ultraschallbefund, der zur Einteilung der Tiere in die
Gruppe der zystennegativen oder -positiven Katzen fuhrte, mit dem negativen bzw. positiven Er-
gebnis der RFLP-Analyse Uberein.

Bel dlen Katzen, die einer der vier Familien zugeordnet werden konnten, stimmte das V orhanden-
bzw. Nichtvorhandensein von Zysten mit dem positiven bzw. negativen Nachweis der Mutation
Uberein. Der Stammbaum der Familie B ist zusammen mit den entsprechenden Ergebnissen der
RFLP-Analysein Abbildung 4-12 dargestellt.
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Abbildung 4-12: Stammbaum einer von der PKD betroffenen Perserkatzenfamilie.

Das Agarosegel zeigt die RFLP-Analyseergebnisse der Probanden. o = weiblich, keine Nieren-
zysten; o = mannlich, keine Nierenzysten; e = weiblicher Merkmalstréger; m = mannlicher
Merkmal stréger

4.8.3.2 Ergebnisse der RFLP-Analyse von Katzen, die nicht
der Rasse Perserkatze angehorten

Auler den Perserkatzen wurden sechs Tiere der Rasse Exotic Shorthair, eine Katze der Rasse Rus-
sisch Blau, eine zystenpositive langhaarige Hauskatze, vier zystenpositive Europaisch Kurzhaar-
katzen und eine Mischlingskatze mit unbekannter Rassenzugehérigkeit untersucht.
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Bel Katzen der Rasse Exotic Shorthair waren drel Katzen zystenpositiv und drel zystennegativ. Die
drel gesunden Tiere waren homozygot fur das Wildtypallel und die drei zystenpositiven Tiere hete-
rozygot fur das mutierte Alldl.

Die Katze der Rasse Russisch Blau besal? eine histologisch nachgewiesene Nierenzyste. Die C>A-
Transversion im Exon 29 konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die zystenpositive langhaarige Hauskatze war heterozygot fur die untersuchte Mutation. Daes sich
um ein Fundtier handelte, waren die Elterntiere nicht bekannt. Lediglich die Fellléange lief3 eine
Perserkatze unter den Vorfahren vermuten.

Es wurden vier zystenpositive Katzen getestet, die den Phanotyp der Europdisch Kurzhaarkatze
aufwiesen. Drel hatten multiple Nierenzysten und eine besal3 eine singulére Nierenzyste. Nur eins
der vier Tiere war jedoch Trager der untersuchten Mutation. Diese Katze zeigte multiple Zysten.
Bel der Mischlingskatze waren Teleangiektasien in der Leber, jedoch keine Zysten in Leber oder
Nieren diagnostiziert worden. Fir diese Verdnderung konnte die C>A-Transversion nicht verant-
wortlich gemacht werden. Das Tier war homozygot fur das Wildtypalldl.

4.8.4 Statistisch zu erwartende Anzahl homozygoter Merkmalstragern

Es wird angenommen, dass es sich bei der PKD der Perserkatze um eine autosomal-dominant ver-
erbte Krankheit handelt. In der untersuchten Gruppe von Perserkatzen konnten 77 Tiere mit PKD-
Phanotyp und 76 Tiere mit gesundem Phéanotyp beobachtet werden. Bel einem autosomal-
dominanten Erbgang sind die gesunden Tiere, in diesem Falle etwa die Hafte der untersuchten
Stichprobe, homozygot fir das rezessive Wildtypallel. Unter den Tieren mit PKD-Phéanotyp sind
sowohl homozygote a's auch heterozygote Merkmalstréger zu erwarten.

Nach der Hardy-Weinberg-V erteilung missten unter den zystenpositiven Katzen der untersuchten
Stichprobe rund 14 Tiere zu finden sein, die homozygot fur das mutierte Allel sind. 52 Katzen soll-
ten heterozygot sein.

In der RFLP-Analyse waren jedoch alle Trager der Mutation heterozygot fur dieses Merkmal. Da-
mit weicht die beobachtete Verteilung des C- und A-Allelsim Exon 29 im Chi-Quadrat-Test signi-
fikant von der Hardy-Weinberg-Verteilung ab (%, 1FG, p<0,001).

4.8.5 Altersverteilung in der Gruppe der mutationspositiven und -negativen
Perserkatzen

Bel 120 Perserkatzen war das Alter zum Untersuchungszeitpunkt bekannt. Von diesen waren 62 in
der RFLP-Analyse positiv und 58 negativ. Die jlngste der mutationspositiven Katzen war sieben
Wochen und die dteste 12 Jahre at. Das Alter der mutationsnegativen Katzen reichte von drel
Monaten bis 20 Jahren. Ein Vergleich der Altersstruktur innerhalb der beiden Gruppen zeigt Ab-
bildung 4-13.
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Abbildung 4-13: Altersverteilung der untersuchten Perserkatzen
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Legende: Mly1, fur die RFLP-Analyse verwendetes Restriktionsenzym

In der Gruppe der mutationspositiven Tiere waren die meisten Katzen (45 %, n = 28) zum Zeit-
punkt der Probenentnahme ein Jahr alt oder junger. Ahnlich sah es bei den mutationsnegativen
Tieren aus: 41 % (n = 24) der Katzen war ein Jahr alt oder jlnger.

Bel Perserkatzen mit PKD wird ab einem Alter von durchschnittlich sieben Jahren mit dem Auftre-
ten von Symptomen einer Niereninsuffizienz gerechnet. Unter den untersuchten mutationspositi-
ven Perserkatzen waren 4 % (n = 2) dlter as sieben Jahre. 7 % (n = 4) der mutationsnegativen Kat-
zen waren dlter as sieben Jahre.

4.9 Deletion aufgrund von Konformationsvarianten im Intron 4

Bel Amplifikation von Exon 4 bis 6 des PKD1-Gens trat gehauft eine Doppelbande von ca
1.480 bp und ca. 1.300 bp auf. In Einzelféllen war eine dritte Bande von etwa 1.050 bp zu beo-

bachten. Als Ursache konnten verschiedene Konformationen der PCR-Amplifikate angenommen
werden (Kapitel 4.3.2).
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4.9.1 Nachweis von PCR-Amplifikaten mit einer 139 bp-Deletion

Genomische DNS der Proben D2573, D2582 und D3143 dienten als Template einer nested PCR
mit den Primerpaaren A und B (Abb. 4-14). Nach Klonierung von Amplifikaten der Probe D3143
konnten die Klone ,,Nineg 4-6-E8" und ,,-E12" isoliert werden, die im Intron 4 eine Deletion von
139 Basen zeigten. Ein dritter Klon dieser Reaktion, Klon , Nineg 4-6-E9", besald dagegen das
vollstandige Intron 4. Die Amplifikate der nested PCR mit Primerpaar A und B aler drel Proben
dienten in einer weiteren nested PCR mit Primerpaar C als Templates. Die Primer 4-6/DF und 4-
6/DR dieser Reaktion flankierten die Deletionsstelle mit einem Abstand von 368 bp. Im Falle einer
Deletion waren solche Fragmente nur 229 bp lang.

Abbildung 4-14: Primer der nested PCR
fPKD4-6_1f —»

fPKD4-6 2f —» 4-6/DF —»
57 [ Exond4 | Intron4d | FExon5 | Intron5 | Exoné | |3
— 4_6/DR +— fPKD4-6_1r
+— PKD4-6_2r
A : 1.495 bp
4—
B — 1.450 bp
if—
—_—
C 368 bp

Im Genabschnitt von Exon 4 bis 6 kdnnen sechs Primer nach dem Prinzip der nested PCR kom-
biniert werden. Das Primerpaar A besteht aus den Primern fPKD4-6_2f und _1r. Zu Primerpaar
B gehdren die Primer fPKD4-6_1f und _2r. Die Amplifikation von Intron 4 erfolgt mit den Pri-
mern 4-6/DF und 4-6/DR als Primerpaar C. Fir eine nested PCR wurde Primerpaar A mit Paar B
oder C kombiniert. Bel einer doppelten nested PCR wurden alle drei Primerpaare hintereinander
geschaltet.

Aus den PCR-Ansétzen der Proben D3143 und auch der Probe D2582 konnten sowohl Fragmente
von 368 bp als auch Fragmente von 229 bp amplifiziert werden. Die Probe D2573 zeigte aus-
schliefdlich eine Bande in Hohe von 368 bp. Zusétzlich wurde mit Primerpaar C genomische DNS
der Probe D3143 amplifiziert. Obwohl aus dieser Probe ein deletiertes Fragment kloniert und mit-
tels nested PCR amplifiziert werden konnte, wurde in dem Ansatz ausschliefdich ein vollstandiges
Fragment von 368 bp nachgewiesen (Abb. 4-15). Auch nach direkter Amplifikation genomischer
DNS der Proben D2573 und D2582 mit Primerpaar C war kein deletiertes Fragment nachweisbar.
Die Amplifikation der Proben D3143, D2573 und D2582 mit Primerpaar C, den beiden nested
PCRs und der doppelten nested PCR wurde wiederholt. Dieses Ma wurde ein del etiertes Fragment
nur in Probe D2573 beobachtet (Abb. 4-16). Deletierte PCR-Produkte wurden isoliert und sequen-
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Ziert (Sequenz ,,240DR"). lhre Sequenz entspricht zu 100 % derjenigen von Klon , Nineg 4-6-E8*
und ,-E12".

Die 139 bp-Deletion konnte aso nicht als Allel genomischer DNS nachgewiesen werden. Daher
scheint es sich nicht um eine Keimbahnmutation zu handeln, diein jeder Zelle vorkommen wiirde.
Lediglich durch mehrfaches Reamplifizieren von PCR-Produkten wurden unregelmaldig in einigen
Proben deletierte Fragmente gefunden. Moglicherweise liegt eine somatische Mutation vor. Es
wird angenommen, dass diese Mutation nur in wenigen Zellen vorkommt und daher erst nach
mehrmaligem Reamplifizieren in so ausreichender Kopienzahl vorliegt, dass sie detektierbar ist

Abbildung 4-15: Doppelte nested PCR mit den Primerpaaren A, B und C

Spur 1: PCR mit Primerpaar C aus genomischer DNA der Probe
D3143
Spur 2 - 7: Amplifikate der doppelten nested PCR

e Spur 2 und 3: Probe D3143

e Spur 4 und 5: Probe D2573

e Spur 6 und 7: Probe D2582

Abbildung 4-16: Amplifikation mit Primerpaar C

Spur 1: Amplifikat des Klones 4-6/4

Spur 2: Klon Nineg 4-6E8 zeigt die Deletion im Intron 4

Spur 3-5: Amplifikate aus genomischer DNS der Proben D3143, D2573, D2582

Spur 6-8: Amplifikate der nested PCR mit Primerpaar A und C der Proben D3143, D2573,
D2582. Probe D2573 zeigt zuséizlich ein deletiertes Fragment

Spur 9-11: Amplifikate doppelten nested PCR A, B und C. Probe D2573 zeigt zusétzlich ein
deletiertes Fragment
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4.9.2 Zwei alternative Splice Sites im Intron 4

Die 139 bp lange Deletion liegt etwa in der Mitte des 362 bp langen Introns 4. Im Sequenzab-
schnitt, der bel einigen Proben deletiert war, wurden Erkennungssequenzen von zwei potentiell
alternativen Donor Splice Sites errechnet. Damit kénnte das 3"-Ende von Exon 4 wahlweise strom-
abwaérts verlegt werden. Tritt also in einer Probe diese Deletion auf, stehen damit diese Splice Sites
nicht mehr zur Verfligung.

Tabelle 4-21: Erkennungssequenzen potentieller Splice Sites im Intron 4

Startposition  Endposition  Score Sequenzabschnitt

Donor-Site-Erkennungssequenz

338 352 0.73 agtgcagQtaggagg
357 371 0.97 gaggatgQtgagtgc

Computerunterstiitzt wurde Uberprift, ob die gefundenen potentiellen Donor Splice Sites einen
sinnvollen Leserahmen ergeben. Jede dieser beiden Splice Sites wurde sowohl mit der Acceptor
Splice Site von Exon 5, die der caninen Sequenz entspricht, als auch mit derjenigen, die der des
Menschen entspricht, kombiniert. Hieraus ergeben sich vier Kombinationsmoglichkeiten. Bei kei-
ner war jedoch ein durchgehender L eserahmen vorhanden.

Abbildung 4-17: Intron 4

S’GTGAGTATGGCTGAATGTGACCCGCTCGGTCCTTCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTA
GGTGTTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGGGTGGTGGCAGGTGGGACTCTGGGAACA
GAGGCACCTGGGCAGCAATTGTGGCTGCTGAGACAGACCAGGTCGGGGGTCA
AGGGAGCAGTGCAGGTGGGAGGAGGGGAGGGTGGTGAGTGCCAGGCGGGGEG
GGGGGGGGGGTGCTGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGT
AGGGGTGGAGCCTGCCTGGGGACCAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGG
GCGGGGCCCGACAAGGACCAGGCTGTCTGCTCTGTCCAG-3

Der Sequenzabschnitt, der deletiert werden kann, ist fett gedruckt. Die unterstrichenen Basen
sind die Erkennungssequenzen der beiden Donor Splice Sites.

4.9.3 Ursachen der variablen Konformation und Mdglichkeiten
zur Deletion

Computerunterstiitzt wurde in der Sequenz von Intron 4 nach méglichen Sekundarstrukturen ge-
fahndet. Tatsachlich fanden sich im felinen Intron 4 zwel ungewdhnliche Basensequenzen. Zum
einen gibt es hier einen Inverted Repeat von sechs Basen kurz vor und gegen Ende des deletierten
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Abschnittes (GCCTGG und CCAGGC). Liegt die DNS einzelstréngig vor, kénnten die zu einan-
der komplementéren Sequenzen aneinander binden. Dies hétte zur Folge, dass sich der dazwischen
liegende Sequenzabschnitt des Einzelstranges zu einer Schleife legt (Hairpin-Loop, Abb. 4-19 A).
Die Bildung eines Hairpin-Loops wére in beiden Einzelstrangen moglich. Die Sequenz der Schlei-
fe deckte sich alerdings nicht mit der deletierbaren Sequenz.

Die zweite Struktur ist ein G-reicher Repeat von 8 Basen (GGGGGGTG). Die Sequenz zwischen
den Repeats inklusive eines der beiden Repeats entspricht exakt der Sequenzlange, die deletiert
wurde. Hierbei kdnnte sowohl der erste Repeat al's auch der weiter stromabwarts gel egene Repeat
verloren gehen. Die resultierende Restsequenz wére in beiden Féllen die gleiche. Bindet ein Ein-
zelstrang wieder an seinem komplementéaren Gegenstrang, ist es theoretisch mdglich, dass die Ba
sen eines Repeats nicht an ihre eigentlichen Partnerbasen binden. Stattdessen kommt es zum An-
nealing an die zweite komplementdre Repeatsequenz im Gegenstrang. Damit wirden sich im
DNS-Doppelstrang zwei Schleifen ausbilden. Es kdnnen sowohl die 5'- as auch 3"-gelegenen Re-
peats falschlich binden, wobei der jewells zweite Repeat eines Stranges Tell der Schleife wird
(Abb. 4-19 B und B2).

Denkbar wére auch, dass die Schleifenbildung im Einzelstrang (Abb. 4-19 A) Vorraussetzung da-
fur ist, dass die G-reichen Repests sich fur ein falsches Annealing nahe genug kommen. Damit
sich die Struktur wie in Abbildung 4-19 B2 formiert, musste sich zuerst im kodogenen Strang ein
Hairpin-Loop ausbilden.

Diese Sekundérstrukturen konnen fur das unterschiedliche Laufverhaten ein und derselben PCR-
Amplifikate in der Agarosegel elektrophorese verantwortlich sein. Die regelmél3ig gesehene Bande
von ca. 1.480 bp entsprach in etwa der Lange der PCR-Produkte aus dem Abschnitt von Exon 4
bis6 von 1.450 bis 1.495 bp. Doppelstrangige PCR-Fragmente mit einem Doppel-Loop und Ein-
zelstrénge mit Hairpin-Loop kdnnten unter den zusétzlichen Banden von ca. 1.300 bp und 1.050 bp
zu finden sein.

Abbildung 4-18: Sequenz von Intron 4 mit Repeats markiertem Inverted Repeat (unter-
strichen) und G-reichem Repeat (fett). Die in einigen Proben deletierte Sequenz ist grau
unterlegt.

5 GTGAGTATGGCTGAATGTGACCCGCTCGGTCCTTCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTA
GGTGTTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGGGTGGTGGCAGGTGGGACTCTGGGAACAG
AGGCACCTGGGCAGCAATTGTGGCTGCTGAGACAGACCAGGTCGGGGGTCAAGGGA
GCAGTGCAGGTGGGAGGAGGGGAGGGTGGTGAGTGCCAGGCGGGGGGGGGGGGEG
GGTGCTGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGTAGGGGTGG
AGCCTGCCTGGGGACCAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGGGCGGGGLCC
CGACAAGGACCAGGCTGICTGCTCTGTCCAG3’

Der Inverted Repeat (unterstrichen) und G-reichem Repeat (fett). Die in einigen Proben deletier-
te Sequenz ist grau unterlegt.
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Abbildung 4-19: Ausbildung von Sekundéarstrukturen im Intron 4
A: Bildung eines Hairpin-Loops im kodogenen Strang durch Annealing der Inverted Repeats
(GCCTGG und CCAGGC)

gcceleleleNeCTCGE. . . =5

5. . . TTCCAGGGTCACCGGCT GGGGGGTGCTGGCGACGTGATCTGGG...3’

37 .. . AARGGTCCCAGTGGCCGGACCCCCCACGACCGCTGCACTAGACCC. . .57

5°...TTCCAGGGTCACCGGCCT GEGEGEETGCTGGCGACGTGATCTGGG. . .37

37 ... AAGGTCCCAGTGGCCGGACCCCCCAC CGCTGCACTAGACCC. oo B

B: Bildung einer Doppelschleife durch falsches Annealing eines G-reichen Repeats
(GGGGGGTG bzw. CACCCCCC im Gegenstrang) mit dem komplementdren DNS-Strang.
Die Schleife bildet sich auch, wenn die jeweils in 3'-Richtung gelegenen Repeats aneinander
binden (B2).
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5 DISKUSSION

5.1 Strategie zur ldentifizierung heterozygoter Sequenzvarianten

Das Polyzystische Syndrom der Perserkatze ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung.
In der Humangenetik ist es tblich, von Dominanz zu sprechen, wenn ein Gen bereits in hetero-
zygotem Zustand eine deutlich erkennbare pathologische Wirkung hat (Pschyrembel, 1998).
Der Phanotyp einer dominant vererbten Erkrankung kann also theoretisch sowohl bei homo- als
auch heterozygoten Merkmalstrégern beobachtet werden. Im Falle der PKD des Menschen und
auch der Katze deutet jedoch vieles darauf hin, dass homozygote Merkmalstréger nicht auffélig
werden, da sie bereits zu einem noch unbekannten Zeitpunkt wahrend der Graviditét sterben
(Lu et d., 1997; Helmig, 2005). Aus diesem Grunde wurde besonderes Augenmerk auf hetero-
zygot vorkommende Sequenzvarianten gerichtet.

Es bot sich die Analyse direkt sequenzierter PCR-Produkte an, da auf diesem Wege die Se-
guenzinformation des bis dahin noch unbekannten felinen PK D1-Gen aufgedeckt und gleichzei-
tig computerunterstiitzt das selbe Datenmaterial auf Sequenzunterschiede untersucht werden
konnte. Daneben waren diese Sequenzen ebenfalls flr die Suche nach Mutationen in Form von
homozygoten Nukleotidsubstitutionen sowie hetero- und homozygoten Insertionen und Deleti-
onen geeignet.

Wird ein gereinigter PCR-Ansatz direkt sequenziert, findet man in der Regel deutliche Peaks,
die einer Base entsprechen. Liegt ein Doppelpeak vor, bei dem die Kurven in etwa die gleiche
Grol3e haben und sich Uberlappen, ist es naheliegend, dass es zwei Allele gibt, die mit der glei-
chen Wahrscheinlichkeit amplifiziert wurden und sich genau an dieser Position in einer Base
unterscheiden. Nachteil dieser Strategie war, dass insbesondere bei schlechter Sequenzqualitét
gehauft zusétzliche kleine Peaks in Sequenzspuren zu finden waren. Im Zweifelsfall konnten
Doppelpeaks unter solchen Umsténden nicht berlicksichtigt werden. Die PCR-Amplifikate
wurden sowohl mit dem Vorwaérts- als auch mit dem Rickwartsprimer sequenziert. So konnte
der Befund einer heterozygoten Nukleotidsubstitution abgesichert werden.

Mit dieser Methode konnte unter anderem die wahrscheinlich krankheitsaus 6sende Transversi-
on identifiziert werden. Daher erwies sich die angewendete Strategie al's geeignet.

Daneben gingen die Daten sequenzierter Klone in die Untersuchung ein. Diese Daten waren
etwas einfacher auswertbar a's direkt sequenzierte PCR-Produkte, da sie nur Kopien eines Al-
lels enthielten und kleinere zusétzliche Peaks aus diesem Grund mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht durch Amplifikation der Klon-DNS entstanden. Um heterozygote Sequenzabschnitte aus-
findig machen zu kénnen, missten alerdings mehrere von einander unabhdngige Klone se-
guenziert und analysiert werden. Im untersuchten eigenen Datenmaterial sequenzierter Klone
fanden sich mehrere Sequenzvarianten, die nicht sicher eéinem Allel zugeordnet werden konn-
ten. In diesen Féllen waren Polymeraselesefehler anzunehmen, die Mutationen vortauschten.
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Diese Methode erwies sich somit as aufwendiger und erleichterte es nicht, die vorliegenden
Daten im Hinblick auf heterozygote Mutationen zu untersuchen. Daher wurden bel der Se-
guenzanalyse direkt sequenzierte PCR-Produkte gegenliber den sequenzierten Klonen bevor-
zugt verwendet.

5.2 C>A-Transversion in Exon 29 des PKD1-Gens

Die PKD der Perserkatze ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die vor alem durch
Nierenzysten charakterisiert wird. Durch Kopplungsanalyse wurde das PKD1-Gen als mogli-
cher Tréger einer krankheitsaus 6senden Mutation identifiziert.

In dieser Arbeit wird eine C>A-Transversion an Position 142 im Exon 29 des felinen PKD1-
Gens beschrieben, die bei 95 % der untersuchten Perserkatzen mit Nierenzysten nachzuweisen
war. Der Austausch der Base Cytosin des Wildtypallels mit der Base Adenin hat zur Folge, dass
an dieser Stelle faschlicherweise ein Stopcodon vorliegt, so dass es aler Wahrscheinlichkeit
nach wahrend der Trandation zum vorzeitigen Abbruch der Proteinkette kommt.

5.2.1 Verwendung der RFLP-Analyse

Zum Screening einer Stichprobe der Perserkatzenpopulation wurde eine RFLP-Analyse mit
dem Restriktionsenzym MIlyl verwendet. Unabhdngig vom Vorhandensein der C>A-
Transversion im Exon 29 besal3en ale Amplifikate eine Schnittstelle im Intron 27. Diese
Schnittstelle diente als interne Positivkontrolle der Reaktion, so dass eine eventuell fehlgeschla-
gene Reaktion nicht mit einem negativen Testergebnis zu verwechseln war. Mutierte Allele
besal’en zwei Schnittstellen und wurden daher in drei Fragmente geschnitten. Im Falle einer
Heterozygotie bezogen auf die untersuchte Mutation wurden vier Banden nachgewiesen. Mit
Langen von 208, 268, 408 und 676 bp waren sie nach Auftrennung im 2 %igen Agarosegel
problemlos voneinander und von noch nicht geschnittenen PCR-Produkten zu unterscheiden.
Damit konnte je nach Bandenmuster eindeutig das Vorliegen der C>A-Transversion im E-
xon 29 bestétigt oder verneint werden.

5.2.2 Vorkommen der C>A-Transversion bei Perserkatzen

Bel der Perserkatze ist die Erbkrankheit PKD die haufigste Ursache fur Nierenzysten, wie es
auch in dieser Studie belegt werden konnte. 95 % der Katzen mit sonographisch oder patholo-
gisch-anatomisch beziehungswei se -histologisch nachweisbaren Nierenzysten zeigten die C>A-
Transversion. Jedes dieser Tiere war bezogen auf diese Mutation heterozygot. Im Gegensatz
dazu war bei keinem Tier ohne Nierenzysten die Mutation im Exon 29 vorhanden. Sie waren
alle homozygot fur das Wildtypallel. Unter diesen Katzen befand sich der Proband 1604/05, der
zwar keine Nierenzysten daflr aber multiple Leberzysten zeigte. Daher scheint, zumindest bel
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diesem Tier, das aleinige Auftreten von Leberzysten nicht mit der C>A-Transversion im Exon
29 und auch nicht mit der Erkrankung PKD in Zusammenhang zu stehen.

Unter den untersuchten Perserkatzen befanden sich 46 Tiere, deren Verwandschaftsverhaltnisse
in vier Familienstammbaumen dargestellt werden konnten. Bel alen von der Erkrankung be-
troffenen Familienmitgliedern war die C>A-Transversion zu finden. Dagegen war kein einziges
gesundes Tier in den Familien und auch keines von den anderen untersuchten gesunden Perser-
katzen Tréger der Mutation Diese Beobachtungen sprechen fur die Mutation als tatsachlichen
Audl6ser der PKD. Das Vererbungsmuster in den Familien entspricht dem erwarteten autoso-
mal-dominanten Vererbungsmodus. Sowohl mannliche als auch weibliche Tiere sind gleicher-
mal3en betroffen und nach Anpaarung von PKD-freien Tieren findet man keine von der Erkran-
kung betroffenen Nachkommen. Symptomfreie Trager der Mutation, wie sie bei rezessiv ver-
erbten Defekten vorkommen, wurden, zumindest in diesen Familien, nicht gefunden.

Mit diesen Ergebnissen konnte die von Lyons et al. (2004) publizierte Mutation im Exon 29
auch in einer Stichprobe deutscher Perserkatzen nachgewiesen werden. Die ADPKD des Men-
schen zeichnet sich unter Anderem durch die hohe Zahl unterschiedlicher Mutationen im
PKD1-Gen aus, die zum Teil nur in einzelnen Familien beobachtet werden. In dieser Studie
wurden sowohl im PKD1-Gen selbst als auch am Ubergang des TSC2-Gens zum PKD1-Gen
keine weiteren aud dsenden Mutationen gefunden. Das Auftreten der gleichen Mutation in der
deutschen und in der amerikanischen Population lésst auf einen hohen Verwandtschaftsgrad
zwischen den beiden Populationen schlief3en. Abweichend von den Ergebnissen dieser Arbeit
wiesen in der untersuchten amerikanischen Stichprobe jedoch ausnahmslos alle zystenpositiven
Perserkatzen die C>A-Transversion auf.

Als nicht-erbliche Ursachen von Nierenzysten kénnen insbesondere bel dlteren Tieren andere
Nierenerkrankungen, wie z.B. Nephritis, Fibrose, Schrumpfnieren oder Nierentumore sowie die
Nephrotoxizitédt einiger Arzneimittel und anderer chemischer Substanzen eine Rolle spielen. Bei
jungen Tieren kommt urséchlich die renale Dysplasie, eine angeborene, mit Zysten einherge-
hende Entwicklungsstérung der Nieren, in Betracht. Unter den Probanden befanden sich vier
Perserkatzen, die zwar zystenpositiv waren, bei denen allerdings die C>A-Transversion im E-
xon 29 nicht nachweisbar war. Bei einem dieser Tiere handelte es sich um eine einjahrige Kat-
ze, die eine einzelne grof3e Zyste aufwies und daher al's zystenpositiv eingestuft wurde (D2040).
Zusétzlich diagnostizierte man ultrasonographisch ein hochgradig verandertes Nierenparen-
chym unbekannter Ursache. Daher ist in diesem Fall anzunehmen, dass es sich entweder um
eine erworbene Nierenzyste oder um eine angeborene Zyste anderer Ursache handelte. Die
zweite Katze (S536/03) war acht Jahre at und wies mehrere vereinzelt liegende Nierenzysten
auf. Weiterhin fand sich histologisch im Parenchym ein lymphoplasmazelluléres Infiltrat unter
Beteiligung zahlreicher eosinophiler Granulozyten. Die Atiologie der Nierenveranderung konn-
te nicht néher bestimmt werden. Aufgrund der Entziindungszellinfiltration sind bei dieser Katze
erworbene Zysten in Betracht zu ziehen. Die dritte Katze (D2009) wurde bei einer Ultraschall-
untersuchung im Alter von zwei Jahren ebenfalls aufgrund einer Einzelzyste, alerdings ohne
weitere Nierenbefunde, a's zystenpositiv bewertet. Die vierte Katze (D2577) unbekannten Al-
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ters zeigte multiple Zysten in Niere und Leber. Auch bel diesen beiden Tieren kdnnten voraus-
gegangene pathologische Veranderungen im Nieren- und Leberparenchym zur Ausbildung der
Zysten gefihrt haben. Gerade bei den letzten beiden Katzen missen alerdings auch eine de
novo Mutation im PKD1-Gen oder Mutationen anderer Gene (z.B. des PKD2-Gens), wie sie
beim Menschen zu beobachten sind, in Betracht gezogen werden. Solche Mutationen kénnen in
somatischen Zellen sowie in der Keimbahn auftreten. Diese letztere Variante hat zur Folge, dass
die Mutation auch an die Nachkommen weiter vererbt wird. Ein Nachwels Uber den hier ver-
wendeten Gentest ist jedoch nicht mdglich. Die PKD1-Sequenz der Katze mit der Nummer
D2577 wurde mit den zur Verfigung stehenden PCR-Systemen amplifiziert und sequenziert.
Bei dieser Katze fanden sich insgesamt 16 Sequenzvarianten. Allerdings war hierunter keine
Mutation, die Auswirkungen auf das Genprodukt haben kénnte.

Ein Teil dieser Daten ist bereits publiziert worden (Kappe et a., 2005).

5.2.3 Vorkommen der C>A-Transversion bei Katzen, die nicht der Rasse
Perserkatze angehoren

Ein &hnliches Ergebnis findet sich auch bei den untersuchten Tieren der Rasse Exotic Shorthair:
Alle Tiere mit sonographisch nachweisbaren Nierenzysten waren heterozygot fur die C>A-
Transversion (n = 3), dagegen war keine der zystenfreien Katzen Trager der Mutation (n = 3).
Die Rasse Exotic Shorthair ist eine amerikanische Neuzlichtung, die vorwiegend aus Kreuzun-
gen zwischen Perserkatzen und amerikanischen Kurzhaarkatzen entstanden ist (Loxton, 1976).
Somit ist zu vermuten, dass die PKD beziehungsweise die aus 6sende Mutation tber Einkreu-
zung von PK D-betroffenen Perserkatzen in die Zucht gelangte.

Zu den Probanden zahiten vier Katzen, die phénotypisch den Europdisch Kurzhaarkatzen
(EKH) zugeordnet wurden. Der Begriff Européisch Kurzhaar ist etwas irrefihrend. Rassekat-
zen, die zu den Européisch Kurzhaarkatzen gehoren, stammen urspringlich aus Skandinavien
und werden mit eigenem Zuchtstandard gezlichtet. Im Gegensatz zu den Britisch Kurzhaarkat-
ze, die mit Perserkatzen gekreuzt wurden, entwickelte sich die Européisch Kurzhaar ohne den
Einfluss von Perserkatzen (Verhoef-Verhale, 2002). Die Rassezugehorigkeit in dieser Arbeit
wurde den Tagebichern des Instituts fir Veterinar-Pathologie und den jeweiligen Untersu-
chungsantragen entnommen. Unter der Abkirzung ,EKH" ist in diesem Fall eine kurzhaarige
Hauskatze zu verstehen, deren genaue Rassezugehdrigkeit nicht ndher bestimmbar war.

Alle vier Tiere wurden aufgrund von mindestens einer Nierenzyste as zystenpositiv bewertet,
wobei aber nur eine Katze auch in der RFLP-Analyse positiv fur die untersuchte Mutation war.
Dieses Tier (Proband S141/06) wies multiple Nierenzysten auf. Zwei der Katzen ohne nach-
weishare Mutation (Proband $S422/03 und S1132/06) zeigten ebenfalls ein recht typisches Bild
der PKD mit multiplen Nierenzysten ohne Hinweise auf primér zugrunde liegende Nierenver-
anderungen. Proband $S422/03 hatte zusatzlich sogar Zysten in der Leber und im Pankreas. Die
dritte Katze ohne die untersuchte Mutation (Proband S692/05) hatte nur eine einzelne nach-
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weishare Zyste in der Niere. Damit konnte nur bei 25 % (n = 1) der untersuchten kurzhaarigen
Hauskatzen (EKH) ein Zusammenhang zwischen Nierenzysten und der Mutation im Exon 29
hergestellt werden. Bei der &tiologischen Beurteilung von Nierenzysten bei Nicht-Perserkatzen
ist zu berlicksichtigen, dass der Erkrankung neben priméren Nierenverénderungen durchaus
Muitationen zugrunde liegen konnen, die noch nicht durch einen Gentest erfassbar sind, aber auf
die Nachkommen vererbt werden kénnen. Um die PKD diagnostizieren zu kdnnen, ist in sol-
chen Féllen eine genauere Familienanamnese notwendig, die gegebenenfalls Hinweise auf eine
erbliche Ursache liefert.

Weiterhin gehdrte eine zystenpositive langhaarige Hauskatze zu den Probanden. Es handelte
sich um ein Fundtier, bei dem die Elterntiere und damit die Verwandtschaft zu einer bestimmten
Rasse nicht bekannt waren. Der Phanotyp lief3 nur aufgrund der Felllange eine Perserkatze unter
den Ahnen vermuten. Diese Katze war in der RFLP-Analyse heterozygot fur die untersuchte
Mutation. Daher kann in ihrem Fall die Ursache der Zystennieren in der C>A-Transversion des
PKD1-Gens gesehen werden. Aufgrund der Felllange und des Analyseergebnisses ist anzuneh-
men, dass sich unter den Vorfahren des Tieres eine Perserkatze befand, die die Mutation an ihre
Nachkommen vererbte.

Eine Katze mit einer histologisch diagnostizierten Zyste gehorte der Rasse Russisch Blau an.
Aufgrund der Einzelzyste wurde sie als zystenpositiv bewertet. Allerdings konnte die C>A-
Transversion nicht als ausésende Mutation nachgewiesen werden. In die urspringlich aus
Russland stammende Zuchtlinie der Russisch Blau wurden Blue-Point-Siamkatzen eingekreuzt.
Uber verwandtschaftliche Beziehungen zu den Perserkatzen ist nichts bekannt (Verhoef-
Verhale, 2002).

Eine andere Katze wurde vorberichtlich als Mischlingskatze bezeichnet. Sie wurde in die Unter-
suchung aufgrund von Teleangiektasien in der Leber aufgenommen. Nierenzysten bestanden
dagegen nicht. Ein Bezug zwischen den Leberverdnderungen und der C>A-Transversion im
Exon 29 konnte nicht hergestellt werden, da der Proband in der RFLP-Anayse homozygot fir
das Wildtypallel war.

5.3 Die homozygote Mutationen des PKD1-Gens ist
ein Letalfaktor

Unter der Annahme, dass es sich bei der PKD um eine autosomal-dominante Erbkrankheit han-
delt, sind nach der Hardy-Weinberg-Verteilung in der untersuchten Stichprobe von 153 Perser-
katzen 14 homozygote Merkmalstréger zu erwarten. Unter den Probanden fand sich jedoch kein
einziges homozygotes Tier, so dass die beobachtete Verteillung der Genotypen im Chi-Quadrat-
Test signifikant vom Erwartungswert abwich (x2, 1FG, p<0,001). In der Untersuchung von Ly-
ons (2004) konnte ebenfalls kein homozygoter Merkmalstréger identifiziert werden (Lyons et
a., 2004). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die homozygot vererbte Mutation
des PKD1-Gens ein Letalfaktor ist (Biller et al., 1996).
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5.4 Eignung eines Gentests fur die Diagnose der PKD

Durch Aufdeckung der molekulargenetischen Grundlage der PKD der Perserkatze steht neben
dem Ultraschall der Gentest als weiteres diagnostisches Hilfsmittel zur Verfiigung. Die Ergeb-
nisse der Ultraschalluntersuchung von Perserkatzen in Bezug auf Nierenzysten wurden mit den
Ergebnissen des Gentests verglichen. Bei 97,4 % der Perserkatzen stimmte das Vorhandensein
beziehungsweise Fehlen von Nierenzysten mit dem positiven beziehungsweise negativen
Nachweis der Mutation Uberein. Betrachtet man nur die zystenpositiven Perserkatzen, waren
95 % der Tiere mit Nierenzysten Tréger der Mutation.

Das Zidl der meisten Zichter ist es, ihre Tiere moglichst bald zu verkaufen oder as Zuchttiere
einzusetzen. Allerdings lassen die Zuchtverbande wie z. B. der 1. DEKZV (Erste Deutsche E-
delkatzenziichter-Verband) nur Perserkatzen zur Zucht zu, die frei von Nierenzysten sind. In
den Zuchtrichtlinien des Verbandes heildt es. ,Um ene erbliche polyzystische Erkrankung
(PKD) auszuschlief3en, wird vor allem fir Katzen der Rassen PER/EXO, BRI [Perser, Exotic
Shorthair, Britisch Kurzhaar] eine Ultraschalluntersuchung der Organe des Bauchraumes emp-
fohlen.” Nach 8§ 11b Absatz 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18. Mai 2006 ist es,, verboten, Wirbdltiere zu ziichten (...), wenn damit gerechnet werden muss,
dass bel der Nachzucht, den (...) Tieren selbst oder deren Nachkommen erblich bedingt K érper-
teile oder Organe fUr den artgeméal3en Gebrauch fehlen oder untauglich oder umgestaltet sind
und hierdurch Schmerzen, Leiden oder Schaden auftreten”. Die PKD der Perserkatze ist eine
autosomal-dominante Erbkrankheit, die im Alter von durchschnittlich sieben Jahren zur Nieren-
insuffizienz fuhrt. Damit hat die Diagnose PKD bel dieser Rasse Tierschutzrelevanz und die
Forderung nach PKD-freien Zuchttieren durchaus seine Berechtigung.

Bisher war die Ultraschalldiagnose fir die Zuchtzulassung maf3geblich. Der Defekt des PKD1-
Gens fuhrt bereits in der fetalen Niere zur Anlage von Zysten. Diese fullen sich jedoch erst im
Laufe der Zeit mit Flissigkeit, so dass sie frihestens bei Welpen ab einem Alter von etwa 7
Wochen sonographisch nachweisbar sind. Aber erst im Alter von zehn Monaten ist eine Diag-
nose von Nierenzysten mit 98 %iger Sicherheit mdglich. Strenggenommen reicht der morpho-
logische Nachweis von Nierenzysten jedoch nicht aus, um die Erbkrankheit PKD diagnostizie-
ren zu konnen.

Sieht man sich in diversen Internetforen der Katzenztichter um, stof3t man auf mehr oder weni-
ger quaifizierte Beitrége, die den Zuchtausschluss ablehnen. Begrindet wird diese Meinung
damit, dass zum Einen der Nachweis der Erblichkeit alein aufgrund eines Ultraschallbefundes
nicht erbracht ist und zum Anderen, dass auch eine Katze mit Nierenzysten ein beschwerdefrei-
es Leben vor sich haben konnte.

Hier liegt in mehreren Punkten der grof3e Vortell des Gentests. Ein positives Testergebnis be-
deutet, dass das untersuchte Tier Tréger einer Mutation ist, die massive Auswirkung auf das
Protein Polyzystin 1 hat. Die Untersuchung der Perserkatzenfamilien mit polyzystischen Nieren
zeigte, dass ausnahmdlos ale betroffenen Katzen auch Mutationstrager waren. Daher kann da-
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mit gerechnet werden, dass auch ein Tell der Nachkommen eines positiv getesteten Tieres ge-
mal3 der Mendelschen Vertellung polyzystische Nieren entwickeln wird.

In dieser Studie konnte durch Screening der zur Verfligung stehenden Perserkatzen gezeigt
werden, dass 95 % der Tiere mit Nierenzysten Trager der Mutation waren. Damit ist bei einer
im Ultraschall zystenpositiven Perserkatze die Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass ihre Er-
krankung erblich ist. Der endgultige Nachweis der Erbkrankheit PKD ist jedoch erst mit dem
Gentest mdoglich.

Bereits zum Geburtszeitpunkt des Welpen kénnen Blutproben genommen und das Tier auf sei-
nen PKD-Status untersucht werden. Alternativ zur Blutabnahme ist die Probenentnahme aus
Schleimhautabstrichen relativ stressfrei zu bewerkstelligen. Der Gentest, insbesondere in Form
einer RFLP-Anayse, ist eine einfach und kostenginstig durchfiihrbare Methode, die bel Vor-
handensein der Mutation im Exon 29 ein eindeutiges Ergebnis ohne Spielraum flr Interpretati-
onen liefert. Aufgrund des friihzeitigen Ergebnisses kbnnen betroffene Tiere bald aus der Zucht
genommen und kastriert werden. Der Zichter erspart sich so Haltungskosten, die entstiinden,
wenn er das Tier bis zu einem sicheren Ultraschallergebnis im zehnten Lebensmonat behalten
wurde. Stattdessen kénnen Welpen baldméglichst an Liebhaber ohne ziichterische Ambitionen
abgegeben werden.

Bisher mussten Nierenzysten bel jedem Zuchttier durch eine Ultraschalluntersuchung ausge-
schlossen werden. Durch den molekularbiologischen Nachweis der Mutation im Exon 29 wére
das Testen jeder Katze nicht mehr notwendig. Ist die Mutation schon bei den Eltern nicht nach-
weisbar, so wird sie auch bei den Nachkommen nicht zu finden sein.

Der unbestreitbare Vorteil der Ultraschalluntersuchung liegt darin, dass ale von Nierenzysten
betroffenen Tiere durch eine Untersuchung von erfahrenen Tierdérzten mit einem geeigneten
Ultraschallgerét erfasst werden konnen. Bei 5 % der im Ultraschall positiven Perserkatzen fehl-
te die C>A-Transversion. Auch gab esin der vorliegenden Studie keine einzige Katze mit Mu-
tation aber ohne nachwei sbare Zysten.

Da die Abwesenheit der C>A-Transversion bei 5 % der Perserkatzen nicht das Vorhandensein
einer anderen Mutation ausschlief3t, konnen diese Tiere dennoch als potentielle Vererber einer
bislang noch unbekannten Mutation nicht ausgeschlossen werden. Beim Menschen gibt esviele
Familien mit PKD, bei denen die auddsende Mutation nicht bekannt ist. Bei ihnen wird die
Diagnose ARPKD oder ADPKD anhand des Ultraschallbefundes in Verbindung mit der Fami-
lienanamnese gestellt. Ein hnliches Verfahren in Anlehnung an die PKD-Diagnostik des Men-
schen wére auch bel der Katze in Féllen von eventuell ererbten Nierenzysten moglich.

Nur wenn zystenpositive Tiere und vor alem Tiere mit nachgewiesener Mutation konsequent
aus der Zucht ausgeschlossen werden, ist esméglich, die PKD der Perserkatze zu bekampfen.
Hierbei muss man sich allerdingsim Klaren sein, dass, wenn das Ausschlusskriterium nur ,Nie-
renzyste* lautet, moglicherweise auch Tiere von der Zucht ausgeschlossen werden, deren Er-
krankung durch andere, nicht genetisch bedingte Verénderungen des Parenchyms verursacht
werden.
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Auch wenn der Gentest positiv ausfallt, ist das nicht ihr Todesurteil. Uber das AusmaR der Er-
krankung kann der Gentest keinerlel Auskunft geben, auch nicht, ob und wann Symptome ein-
setzen.

Der haufigste Grund fir eine Ultraschalluntersuchung der Nieren bei Perserkatzen ist die Unter-
suchung zum Ausschluss von Zysten, damit das Tier fur die Zucht zugelassen werden kann. In
dieser Studie wurden die meisten Katzen innerhalb der ersten beiden L ebengahre untersucht. Es
handelte sich um 45 % der mutationspositiven Perserkatzen (n = 28) und 41 % der mutations-
negativen Katzen (n = 24). Daher fand hier bereits eine gewisse Vorselektion der Stichprobe
statt. Bei Einsetzen klinischer Symptome sind Perserkatzen mit PKD durchschnittlich sieben
Jahre at (Biller et a., 1996). Ob die untersuchten Katzen dieser Studie bereits Zeichen einer
Niereninsuffizienz hatten, ist nicht bekannt. Daher konnte das Datenmateria in dieser Hinsicht
nicht weiter aufgeschliisselt werden. Allerdings lag der Anteil der untersuchten Perserkatzen,
die die Mutation nicht aufwiesen und dlter als sieben Jahre alt waren, bel sieben Prozent (n = 4).
Das élteste dieser Tiere war 20 Jahre at. Dagegen waren in der Gruppe der Perserkatzen mit
Mutation nur 4 % (n = 2) dlter as sieben Jahre. Diese Katzen waren neun und zwdlf Jahre alt.
Das spricht fur die deutlich geringere Lebenserwartung von Mutationstrégern. Unterstitzt wird
dies durch die Ergebnisse von Meyer-Lindenberg und Mitarbeitern (1998). Hier wurden Perser-
katzen mit Nierenzysten und einem durchschnittlichen Alter von 6,6 Jahren untersucht (n = 57).
15 Monaten nach Diagnosestellung war bereits Uber die Halfte der betroffenen Katzen aufgrund
der Niereninsuffizienz verstorben.

5.5 Ist eine Einzelzyste fur die Diagnose der PKD ausreichend?

In dieser Studie wurden vier Katzen untersucht, die laut dem ultrasonographischen oder patho-
logischen Befund explizit nur eine Einzelzyste aufwiesen. Hierbei handelte es sich um zwei
Perserkatzen, die Katze der Rasse Russisch Blau und eine Européi sch Kurzhaarkatze.

Vor alem bel Jungtieren, aber auch bel dlteren Tieren, besteht die Gefahr, dass aufgrund des
begrenzten Auflésungsvermoégens des Ultraschallgerdtes nur eine singulére Nierenzyste nach-
weishar ist, obwohl weitere Zysten vorhanden sind. Ebenso kénnen bei der pathologisch-
anatomischen Untersuchung Zysten, die weder in der Ndhe der Nierenoberflache noch in der
begutachteten Schnittebene liegen, Ubersehen werden. Aufgrund des autosomal-dominanten
Erbgangs der PKD bei Perserkatzen und dem Bestreben, moglichst alle Merkmalstrager aus
Zuchtbesténden zu entfernen, wird schon bel einer Nierenzyste die Erkrankung PKD ange-
nommen (Gerwing et a., 1999; Herzog, 2001). Um die Diagnosen zu vereinheitlichen, wurden
in dieser Arbeit alle Katzen unabhangig von der Rasse ab einer nachweisbaren Zyste als zysten-
positiv eingestuft.

Im Falle der vier Katzen mit Einzelzyste war die C>A-Transversion im Exon 29 des PKD1-
Gens nicht nachzuweisen. Da fur diese Tiere weiterhin keine Informationen tber Nierenzysten
innerhalb der Familie vorliegen, kann Uber die Erblichkeit der Zysten keine Aussage getroffen
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werden. So ist anzunehmen, dass es sich bel den Zysten der vier Tiere um Zufallsbefunde han-
delte, die nicht im Zusammenhang mit dem Polyzystischen Syndrom standen.

Dennoch ist es inshesondere bei einer Perserkatze aus den oben genannten Griinden berechtigt,
bereits bei einer nachweisbaren Zyste von der Mdglichkeit des Polyzystischen Syndroms aus-
zugehen. Unterstiitzt wird diese Ansicht durch die Beobachtung, dass auch Katzen, die nur eine
Zyste in einer Niere aufwiesen, zystenpositive Nachkommen hatten (Biller, 2000). In Zweifels-
falen einer morphol ogischen Untersuchung kann der Gentest Uber das Vorliegen der bekannten
Mutation bei Perserkatzen Aufschluss geben. st dieser negativ, ist die Wahrscheinlichkeit einer
erblichen Ursache sehr gering.

5.6 Konformationsvarianten in Intron 4 als Ursache einer
139 bp-Deletion

Haufig konnte nach gelelektrophoretischer Auftrennung von PCR-Produkten aus dem Genbe-
reich von Exon 4 bis 6 eine Doppelbande oder auch eine Dreifachbande beobachtet werden. Als
Ursache kamen verschiedene Amplifikate aufgrund von unspezifischer Primerbindung wahrend
der PCR oder die Amplifikation von Pseudogenen in Betracht. In diesem Fall konnte jedoch
angenommen werden, dass die Amplifikate unterschiedliche Konformationen bildeten, die in
der Gelelektrophorese unterschiedliche Laufei genschaften besalen.

Eine Sequenzanalyse ergab, dass im Intron 4 ein Inverted Repeat von sechs Basen und ein G-
reicher Repeat von acht Basen zu finden sind. Liegt die DNS einzelstrangig vor, konnen die zu
einander komplementéren Sequenzen eines Repeats so aneinander binden, dass sich der dazwi-
schen liegende Sequenzabschnitt des Einzelstranges zu einer Schleife (Hairpin-Loop) legt. Im
DNS-Doppelstrang kann sich durch versetzte Fehlpaarungen der G-reichen Repeats eine Dop-
pelschleife ausbilden. Jede dieser Konformationsvarianten kann die Laufeigenschaft der DNS
im Agarosegel beeinflussen. Der Einfluss der DNS-Konformation auf das Laufverhaten in Po-
lyacrylamidgelen wurde bereits fir dreiarmige asymmetrische DNS-Molekile, die durch Bin-
dung eines kurzen DNS-Fragmentes entstehen, beschrieben (Heuer et a., 2004). Weiterhin gibt
es Untersuchungen, dass DNS mit Hairpin-Loops verdnderte elektrophoretische Mobilitét im
Polyacrylamidgel zeigt (Baumann et a., 1989). Daher ist anzunehmen, dass die beobachteten
Banden auf Hohe eines 1.300 und 1.050 bp langen DNS-Fragmentes tatsachlich aus PCR-
Amplifikaten bestehen, die eine Schleifenkonformation angenommen haben.

Die ausgeprégte Fahigkeit dieses Abschnitts, Sekundérstrukturen zu bilden, konnte die Ursache
der schlechten Sequenzqualitdten bei PCR-Produkten aus dem Bereich von Exon vier bis sechs
sein. Mdglicherweise bildeten die als Template verwendeten PCR-Produkte wahrend der Se-
guenzierungsreaktion Sekundarstrukturen aus. Dadurch kénnten korrektes Ablesen und Synthe-
se durch die Polymerase behindert worden sein. Denkbar ist auch, dass Sequenzfragmente wéah-
rend der anschlief3enden Elektrophorese Sekundérstrukturen bildeten und daher die korrekte
Auswertung der Sequenz erschwerten.
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Der G-reiche Repeat von acht Basen flankierte exakt einen Sequenzabschnitt von 139 bp Lénge,
der in einigen Proben deletiert war. Die 139 bp-Deletion konnte jedoch nur unregelméldig nach
mehrfachem Reamplifizieren von PCR-Produkten in einigen Proben nachgewiesen werden.
Daher scheint es sich nicht um ein Allel genomischer DNS zu handeln, dem eine Keimbahnmu-
tation zugrunde gelegen hétte. Mdglicherwel se liegt eine somatische Mutation vor. Diese wiirde
nur in wenigen Zellen vorkommen und wére daher erst nach mehrmaligem Reamplifizieren in
detektierbarer Kopienzahl vorhanden. Esist bekannt, dass Insertionen und auch Deletionen Uber
verschiedene Mechanismen der Mutagenese entstehen kénnen. Hierzu gehdren versetzte Fehl-
paarungen, die durch direkte Repeats entstehen sowie palindromische Sequenzen wie ein Inver-
ted Repeat, die zur Ausbildung von Sekundérstrukturen fiihren (Cooper und Krawczak, 1991).
In der Zelle kann der Verlust von Sequenzabschnitten Uber die Aktivierung von Reparaturme-
chanismen erfolgen. Eine Arbeit von Bacolla et a. (2001) zeigte in vitro am Beispiel des Poly-
Pyrimidin-Purin-Traktes im humanen Intron 21 des PKD1-Gens den Zusammenhang zwischen
ungewohnlichen DNS-Konformationen und Reparaturmechanismen. Tripelhelixes und Repesats
in der DNS fuhrten zu versetzten Fehlpaarungen und aktivierten zelluldre Reparaturmechanis-
men (Bacollaet a., 2001).

Andererseits ist es denkbar, dass es sich bei der 139 bp-Deletion um Artefakte der PCR handel-
te. Sie konnten entstehen, wenn sich ein Hairpin-Loop wahrend der Elongation des Amplifika-
tes bildet. Der Polymerase wére es unter Umstanden nicht mdglich, die Sequenz der Schleife
abzulesen. Sie konnte die Synthese der DNS dennoch fortsetzen, indem die Schleife einfach
Ubersprungen wiirde.

Zusammen mit der 139 bp langen Deletion von Intron 4 gehen zwei potentielle aternative Do-
nor Splice Sites verloren. Allerdings ergeben sie in Kombination mit der folgenden Acceptor
Splice Site keinen sinnvollen Leserahmen. Damit scheint es naheliegend, dass keine der Splice
Sites funktionell aktiv ist.

Dennoch konnte diese Deletion Einfluss auf die Proteinfunktion haben. Ein Bericht beschreibt
eine 20 bp-Deletion im Intron 43 des PKD1-Gens einer thailandischen Familie. Obwohl diese
Deletion weder die Erkennungssequenz einer Splice Site noch einer Branch Site beeinflusste,
fuhrte sie zu Defekten des RNS-Processings. In der mRNS fehlte das gesamte Exon 43, was
wiederum eine inframe-Déeletion von 97 Aminosduren des Proteins zur Folge hatte. Diese Muta-
tion war bei alen betroffenen Familienmitgliedern nachzuweisen (Rungroj et al., 2001). Einen
Erklarungsversuch des zugrundeliegenden molekularen Mechanismus lieferte eine weitere Un-
tersuchung. Hier fand man Deletionen von 18 bp beziehungsweise 20 bp in einem Intron von 75
bp Lange des PKD1-Gens. Sie segregierten mit einer von der ADPKD betroffenen Familie
(Perd et a., 1995). Da zum Zeitpunkt der Untersuchung die Exor/Intron-Struktur noch nicht
analysiert war, ist nicht bekannt, um welches Exon es sich handelte. Auch in diesem Fall fuhr-
ten die Deletionen zu einem Spleil3defekt, ohne eine Branch, Acceptor oder Donor Site zu be-
schédigen. Es entstanden zwei verschiedene defekte Transkripte: das eine enthielt das betroffe-
ne Intron, das andere wies eine Deletion von 66 bp aufgrund der Aktivierung einer kryptischen
Acceptor Splice Site auf. Diese Spleif3fehler werden mdglicherweise dadurch hervorgerufen,
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dass das Intron aufgrund der Deletionen zu kurz fr die Spleif3osomen wird. Fir einen effizien-
ten Splei3vorgang sollten mindestens 80 bp vorhanden sein. Auch wurde in dieser Studie dhn-
lich wie in den eigenen Ergebnissen ein Direct Repeat von 9 bp innerhalb des betroffenen
Introns entdeckt. Es wurde hypothetisiert, dass der Repeat Uber Fehlpaarungen die Entstehung
einer Deletion begunstigte (Perd et al., 1995).

In den eigenen Untersuchungen trat die 139 bp lange Deletion im Intron 4 bei den Probanden
D3143, D2582 und D2573 auf, die ale zystennegativ waren. Daher kam sie nicht als krank-
heitsaud 6sende Mutation in Frage.

In der Pathogenese der PKD besitzt das Second-Hit-Modell eine grof3e Bedeutung. Nach die-
sem Modell sind zwel von elnander unabhangige Mutationen nétig, die beide Allele derart
schédigen, dass weder von dem einen noch von dem anderen ein funktionsfahiges Protein syn-
thetisert werden kann. Die Mutation des einen Allels wird Uber die Keimbahn vererbt. Der
Merkmalstréger entwickelt jedoch erst dann eine Zyste, wenn in einzelnen Zellen eine somati-
sche Mutation des zweiten Allels hinzukommt.

In diesem Zusammenhang kann die Deletion im Intron 4 eine grofRe Bedeutung erlangen. Denn
sie konnte als somatische Mutation in einer Zelle auftreten, wenn durch zellulére Reparaturme-
chanismen eine Schieife in der DNS , repariert* wird. Uber den nachfolgenden gestérten Spli-
cingprozess kame es zu Synthese funktionseingeschrankter oder sogar funktionsloser Proteine.
Liegt gleichzeitig eine vererbte Mutation des PKD1-Gens auf dem zweiten Allel vor, kann die-
ser Mangel in der betroffenen Zelle nicht mehr ausgeglichen werden. Ausgehend von dieser
Zelle kdme es zur Ausbildung einer Zyste.

5.7 Sequenzvarianten des PKD1-Gens

Das PKD1-Gen liegt in einer Region von 750kb, die aufRerordentlich reich an CpG-
Dinukleotiden ist (Harris et al., 1990; Germino et a., 1992). Der durchschnittliche G/C-Gehalt
des humanen Genoms wird mit 40 bis 41 % angegeben. Hierbel gibt es deutliche regionale Un-
terschiede. In den intergenischen Sequenzen liegt der G/C-Gehalt bel rund 40 %, in den Genen
dagegen schon bel rund 42 %. Innerhalb der Gene besitzen Introns mit knapp 41 % einen gerin-
geren GC-Gehalt as Exons mit 52 %. Der hochste Gehalt ist mit 62 % allerdings in den soge-
nannten CpG-ldands zu finden (Weitzman, 2001; Cooper €t al., 2004).

Das PKD1-Gen ist bekannt fir seinen hohen G/C-Gehdt. Dies konnte auch fir das feline
PKD1-Gen bestétigt werden. Der G/C-Gehalt lag in den untersuchten Abschnitten bei 38,8 %
bis 75,6 % im Exons und bei 60,0 % bis 81,1 % in den Introns.

G/C-reiche Regionen werden als Hot Spots fur Mutationen angesehen, da vor alem die Cyto-
sinreste sehr empfindlich fir Desaminierungsreaktionen sind. Durch Desaminierung von Cyto-
sin entsteht die Base Uracil, die, wenn sie nicht von der Uracil-Glykosylase erkannt wird, durch
Thymin ersetzt wird. Noch empfindlicher sind methylierte Cytosinreste. Durch Desaminierung
entsteht das auch natirlich in der DNS vorkommende Thymin. Dieses kann nicht so leicht
durch Reparaturmechanismen erkannt und beseitigt werden. Aus diesem Grund sind im huma-
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nen Genom am haufigsten C>T- beziehungsweise G>A-Transitionen zu beobachten. In G/C-
reichen Regionen wie den Exons und den CpG-Idands steigt ihre Haufigkeit sogar noch an.
Jeder der vier Transitionstypen kommt im Vergleich zu einer der moglichen acht Transversio-
nen vier Mal haufiger vor. Damit sind Transitionen insgesamt etwa doppelt so haufig zu finden
wie Transversionen (Krawczak et a., 1998; Jiang und Zhao, 2006).

Auch diese Beobachtung konnte im felinen PKD1-Gen gemacht werden. Transitionen kamen
insbesondere in den Exons doppelt so haufig vor wie Transversionen. Wie fir G/C-reiche Se-
guenzen aus den oben genannten Griinden zu erwarten ist, iberwogen in den Exons mit 28,5 %
die C>T-Transitionen gefolgt von den G>A-Transitionen mit 23,8 %.

Ein wenig anders sah esin den Introns aus. Obwohl sie einen hoheren G/C-Gehalt a's die Exons
aufwiesen, wurden mit 37,5% die A>G-Transitionen am haufigsten identifiziert. Die C>T-
Transversionen standen mit 18,8 % erst an zweiter und die T>C-Transitionen mit 12,5 % an
dritter Stelle. Hier zeigte sich eine Hierarchie in der Wahrscheinlichkeit der einzelnen Basen,
durch eine andere ausgetauscht zu werden, die folgendermalien aussah: A>G>C>T. Die Introns
zeigten daher sogar die Tendenz, ihren G/C-Gehalt zu erhéhen.

Auf die gesamte untersuchte Region bezogen waren die C>T-Transitionen mit 24,3 % die hau-
figsten Mutationen. Es folgten die A>G-Transitionen mit 18,9 % und die G>A-Transitionen mit
13,5 %.

Uber die Mutationshaufigkeit in nichtkodierenden Sequenzen sind Daten fir das Genom von
Primaten zu finden. Deletionen und Insertionen kommen hier im phylogenetischen Baum mit
einer Haufigkeit von 0,2/kb/Myr (million years) vor, wobei Deletionen doppelt so haufig zu
finden sind wie Insertionen. Die Rate von Nukleotidsubstitutionen liegt in der nichtkodierenden
Region sogar zehnmal hoher (Saitou und Ueda, 1994). Die Anzahl der identifizierten Deletio-
nen und Insertionen war in den untersuchten Abschnitten des PKD1-Gens mit funf Deletionen
und einer Insertion relativ begrenzt. Dennoch kann auch hier bestétigt werden, dass Deletionen
haufiger a's Insertionen vorkamen. In den untersuchten Sequenzabschnitten des felinen PKD1-
Gens konnte die Rate der Nukleotidsubstitutionen von 6/kb in den Exons und von 7/kb in den
Introns ermittelt werden. Nukleotidsubstitutionen sind im felinen PKD1-Gen aso auferordent-
lich haufige Ereignisse. Dies hat fur die Erkrankung PKD bei der Perserkatze in zweierlei Hin-
sicht Bedeutung. Zum einen ist die Méglichkeit einer De Novo-Mutation, wie sie im Zusam-
menhang mit der ADPKD des Menschen regelmaldig gesehen wird, im Vergleich zu Mutatio-
nen in anderen Genen wahrscheinlich héher. Weliterhin hat die hohe Mutabilitét des PKD1-
Gens Bedeutung im Zusammenhang mit dem Second Hit-Modell. Nach diesem Modell treten
somatische Mutationen in einzelnen Zellen auf, die so gravierend sind, dass sie das bisherige
Wildtypallel inaktivieren. Die Inaktivierung des Wildtypallels kann sowohl in Form von Non-
sense as auch Missense Mutationen erfolgen (Qian et al., 1996; Brasier und Henske, 1997,
Koptides et a., 1998). Tritt eine solche Mutation in Nieren- oder Leberzellen bei Trégern einer
Uber die Keimbahn vererbten Mutation auf, entwickelt sich an dieser Stelle eine Zyste. Auf-
grund des hohen G/C-Gehaltes und der gezeigten hohen Mutabilitét scheint das PKD1-Gen fur
solche Mutationen prédisponiert zu sein.
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5.8 Transkription des PKD1-Gens im Katzenovar

In dieser Arbeit konnte die Transkription des PKD1-Gens im felinen Ovar nachgewiesen wer-
den. Ein Klon enthielt ein PCR-Amplifikat von PKD1-spezifischer cDNS aus dem Bereich von
Exon 29 bis 37. Die zugrundeliegende mRNS hat bereits die pr&mRNS-Reifung durchlaufen,
da dieses Fragment ausschliefdich die Exonseguenzen enthielt.

Diese Beobachtung ist insofern interessant, da die PKD1-Expression und auch die Transkription
im Ovar bisher nicht beschrieben wurden. Es existiert lediglich ein Artikel Uber die PKD2-
Expression im Ovar der Ratte (Obermuller et al., 1999) und ein Artikel Uber die transgene Co-
Expression von Polyzystin 1 in Chinese Hamster Ovary-Zellinien (Babich et al., 2004). Uber
die Bedeutung der PKD1-Expression im Ovar der Katze kann jedoch keine Aussage getroffen
werden. Ovariazysten stehen mit dem Polyzystischen Syndrom der Perserkatze nicht in Zu-
sammenhang (Gerwing et a., 1999). Dies kdnnte auf eine geringe Bedeutung des Polyzystin 1
im Ovar hinweisen. Die physiologische Funktion des Ovars bleibt so vermutlich auch bel Muta-
tionen im PKD1-Gen weitgehend unbee nflusst.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

1. Zid dieser Arbeit war es, eine die PKD in der deutschen Perserkatzenpopulation aus 6sen-
de Mutation im felinen PKD1-Gen oder einen eng mit dem PK D-Phanotyp gekoppelten Marker
zu identifizieren. Auf Grundlage der Ergebnisse sollte ein direkter oder indirekter Gentest ent-
wickelt werden. Weiterhin sollten an der Pathogenese der PKD beteiligte Strukturen des PKD1-
Gens ausfindig gemacht werden.

2. Die Literaturibersicht stellt die Erkrankung PKD bei der Perserkatze vor und geht auf den
gegenwartigen Kenntnisstand der Pathogenese der PKD ein. Die ADPKD des Menschen gleicht
der PKD der Perserkatze in vielerlel Hinsicht. Daher wird auch diese Erkrankung einschliefdich
der Pathogenesemechanismen beschrieben. Das letzte Kapitel der Literaturiibersicht beschaftigt
sich mit dem PKD1-Gen und seinem Genprodukt, dem Polyzystin 1.

3. Fur die eigenen Untersuchungen standen DNS-Proben von 166 Katzen und einem Hund
zur Verflgung. Bei den Katzen handelte es sich im Wesentlichen um Perserkatzen. Hierunter
befanden sich vier Familien mit bekanntem Stammbaum. Die Tiere entstammten dem Patien-
tengut der Klinik fur Kleintiere, Abteilung Chirurgie, sowie dem Sektionsgut des Instituts fir
Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitét Giefsen. Anhand der ultrasonographischen
oder pathomorphologischen Befunde der Nieren erfolgte die Einteilung der Probanden in die
Gruppen der zystenpositiven oder -negativen Tiere.

4. Es wurden eigene Primerpaare fur sechs PCR-Systeme aus den Bereichen der erwarteten
Exons 4 bis 6, Exon 27 bis 30, Exon 36 bis 40 sowie von Exon 43 des PKD1-Gens his in den
kodierenden Bereich des TSC2-Gens entwickelt. Hinzu kam ein eigenes PCR-System zur
Amplifikation von cDNS aus dem Bereich von Exon 29 bis 37.

5. PCR-Amplifikate von zystenpositiven und —negativen Probanden wurden nach einer aus-
fahrlichen Strukturanayse teilweise kloniert und sequenziert, teilweise direkt sequenziert, um
Insbesondere heterozygote Sequenzvarianten identifizieren zu kénnen. Der Homologievergleich
zu den entsprechenden PKD1-Sequenzen von Hund und Mensch zeigte die PKD1-spezifische
Amplifikation aus feliner DNS. Insgesamt wurden 6.401 Basen an Sequenzinformation des
PKD1-Gens der Perserkatze untersucht. Ebenso wie das humane PKD1-Gen liegt auch das feli-
ne Gen in Tall-to-Tail-Orientierung zum TSC2-Gen. 43 identifizierte Sequenzvarianten beleg-
ten, dass das feline PKD1-Gen ein hochpolymorphes Gen ist. Dies wurde auf den hohen GC-
Gehalt von bis zu 81 % in den untersuchten Abschnitten zurlick gefuhrt. Die Neigung des
PKD1-Gens zu Nukleotidsubstitutionen konnte auch bei der Perserkatze die Gefahr neuer PKD-
ausl 6sender somatischer oder Second Hit-Mutationen mit sich bringen.
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6. Bel 95 % der zystenpositiven Perserkatzen (73 von 77) lag eine C>A-Transversion im E-
xon 29 des felinen PKD1-Gens vor, die durch Kodierung eines Stopcodons wahrscheinlich zum
vorzeitigen Abbruch der Proteinkette flhrte. Jedes dieser Tiere war bezogen auf diese Mutation
heterozygot. Im Gegensatz dazu war bei alen Tieren ohne nachweisbare Nierenzysten (n = 76)
die Mutation im Exon 29 nicht vorhanden. Das Vertellungsmuster in den Familien entsprach
dem erwarteten autosomal-dominanten Vererbungsmodus. Mit diesen Ergebnissen konnte die
von Lyons et al. (2004) publizierte Mutation im Exon 29 auch in einer Stichprobe deutscher
Perserkatzen nachgewiesen werden. Fur ein Screening erwies sich die RFLP-Analyse a's sehr
geeignete Methode. Eine weitere ursichliche Mutation fand sich nicht. Bei 5 % der zystenposi-
tiven Perserkatzen (n = 4) fand sich die C>A-Transversion nicht. Bei diesen Tieren sind andere
primére Nierenerkrankungen, eine weitere Mutation im PKD1-Gen oder Mutationen anderer
Gene urséchlich moglich.

7. Alle zystenpositiven Katzen der Rasse Exotic Shorthair (n = 3) waren heterozygot fur die
C>A-Transversion. Dagegen war keine der zystenfreien Katzen (n = 3) Trager der Mutation.

8. Nur bal 25% (eine von vier) der untersuchten kurzhaarigen Hauskatzen (EKH) lag eine
Assoziation zwischen der PKD und der Mutation im Exon 29 vor. Bel einer Katze der Rasse
Russisch Blau mit einer Einzelzyste, bel einer Mischlingskatze mit Teleangiektasien in der Le-
ber sowie bei einer Perserkatze ohne Nierenzysten, dafur aber mit multiplen Leberzysten, war
die bekannte Mutation ebenfalls nicht die Ursache der Veranderungen.

9. In der untersuchten Stichprobe der Perserkatzen befanden sich keine homozygoten Merk-
malstrager, was fur die untersuchte Mutation al's Letalfaktor spricht.

10. Die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung von Perserkatzen auf Nierenzysten und des
Gentests wurden miteinander verglichen. Betrachtet man alle untersuchten Perserkatzen stimm-
te zu 97,4 % der positive bzw. negative Zystenbefund mit dem positiven bzw. negativen Ergeb-
nis des Gentests Uberein. Der Nachwels der Erblichkeit der PKD ist im Gegensatz zur Ultra-
schalluntersuchung mit dem Gentest moglich.

11. Amplifikate des Genabschnitts von Exon 4 bis 6 zeigten unterschiedliche gel el ektrophore-
tische Laufeigenschaften, die vermutlich durch Konformationsvarianten entstanden. Die Se-
guenz von Intron 4 weist einen Inverted Repeat sowie einen G-reichen Repeat auf, die durch
gegensaitiges Annealing und Mismatches Sekundérstrukturen in Form von Schleifen ausldsen
kdnnten. Zusétzlich wurden Fragmente dieses Abschnittes isoliert, die zwischen den genannten
Repeats eine Deletion von 139 Basen aufwiesen. Es handelte sich nicht um ein Allel des PKD1-
Gens, sondern um ein unregel malkig nachweisbares Phanomen. Der Verlust von 139 Basenpaa-
ren eines Introns konnte zu Defekten wahrend des Spleif3ens und damit zu einem Funktionsver-
lust des Proteins fuhren. Sollte Intron 4 auch in vivo eine Pradilektionsstelle fir Deletionen sein,
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konnte diese Besonderheit einen moglichen Second Hit in der Pathogenese der PKD verursa-
chen.

12. Im feinen Ovar konnte gespleildte mRNS des PKD1-Gens nachgewiesen werden. Bisher
gab es keine Berichte Uber die natrliche Expression des PKD1-Gensim Ovar.
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6.1 Summary

1.  Purposeof this study wasto identify a mutation which causes PKD in the German Persian
cat population or, aternatively, to find microsatellite markers with linkage to the PKD pheno-
type to develop a method of direct or indirect genetic testing based on these findings. Further-
more, it was attempted to find structures within the PKD1 gene which are involved in the
pathogenesis of PKD.

2. Theliterature review summarises the current state of knowledge concerning PKD in Per-
sian cats and the pathogenesis of PKD. Because of the high similarity between PKD in cats and
ADPKD in humans, features of ADPKD and its pathogenesis are described. The last chapter
dealswith the PKD1 gene and its gene product Polycystin 1.

3. Own investigations were performed on DNA samples of 166 cats, particularly Persian
cats including four families, and a dog. Samples were collected from patients of the Clinic for
Small Animals and from dissected cats of the Institute of Veterinary Pathology, Justus-Liebig-
University, Giessen.

Cats were classified as positive or negative for rena cysts based on the results of ultrasound or
pathomorphological examination of the kidneys.

4.  Six PCR primer sets were designed for amplification of exon 4 to exon 6, exon 27 to exon
30, exon 36 to 40 and exon 43 of the PKD1 gene into the coding region of the TSC2 gene. Ad-
ditionally, an own primer set for amplification of cDNA including exon 29 to exon 37 was used.

5.  The gene structure of these fragments was analysed. Afterwards, PCR products of cats
with and without renal cysts were cloned and sequenced or direct sequencing was used to iden-
tify heterozygous mutations. The sequences were homologous to the PKD1 genes of dog and
human. A total of 6,401 base pairs of the feline PKD1 gene were analysed. Like their human
counterparts the putative feline TSC2 and PKD1 genes are arranged in a tail-to-tail orientation.
43 identified variants in the feline PKD1 sequence show its high polymorphic nature. 1t might
originate from the high G/C content up to 81 % in the investigated regions. Tendency of nucleo-
tide substitution in the PKD1 gene might be predisposing for new PKD causing somatic muta-
tions or second hit mutations in Persian cats.

6. 95 % of the affected Persian cats (73 of 77) showed a C>A transversion in exon 29 of the
feline PKD1 gene resulting in a premature stop codon and loss of alarge part of the protein. In
al cases the mutation was found in the heterozygous state. None of the unaffected cats (n = 76)
displayed the mutation. In the families the mutation correlated with the autosomal dominant
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mode of inheritance. Previous studies have identified the same mutation (Lyons et al., 2004).
This mutation also occurs in the German Persian cat population. RFLP analysis is an appropri-
ate method for a screening. No other causative mutation was found. The mutation was absent in
5 % of the affected Persian cats (n = 4). In these cases the disease might be caused by a primary
renal disease, another mutation of the PK D1 gene or mutations of other genes.

7.  All affected exotic shorthair cats (n = 3) showed the mutation in the heterozygous state.
No unaffected cat (n = 3) displayed the mutation.

8.  25% of examined domestic shorthair cats (one of four) had rena cysts associated with the
mutation in exon 29. The mutation in exon 29 was not found in one cat (Russian Blue) exhibit-
ing an single rena cyst in one kidney, a hybrid cat with teleangiectasias of the liver and a Per-
sian cat with multiple liver cysts but without renal cysts.

9.  The homozygous mutation seems to be a lethal factor since only heterozygous cats were
present in the popul ation investigated.

10. Theresults of ultrasound examination for renal cystsin Persian cats were compared to the
results of genetic testing. Presence or absence of rena cysts was concordant with a positive or
negative test result in 97.4 %. Genetic testing is capable to attest inheritance of the disease in
contrast to ultrasound examinations.

11. PCR products of exon 4 to 6 showed variable el ectrophoretic mobility most likely gener-
ated by presumed conformation variants. Intron 4 contains an inverted repeat and a G-rich re-
peat which are capable to form hairpin loops due to mismatches in the sequence. Additionally, a
fragment was isolated with a deletion of 139 bp between these repeats. It was not an allele of
the PKD1 gene but an infrequently occurring finding. Loss of intronic 139 bp might cause fail-
uresin Pre-mRNA splicing and therefore results in defective protein function. Intron 4 could be
predisposed for deletions in vivo and produce second hitsin the pathogenesis of PKD.

12.  Spliced mRNA of the PKD1 gene was found in the feline ovary. To our knowledge thisis
thefirst report of expression of the PKD1 genein the ovary.
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8.3 Bezugsquellen fur Chemikalien und Gerate

Bachofer GmbH, Reutlingen
e UV-Transilluminator, IL-200-K, 254 nm Wellenlénge

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
e 1,5 ml-Mikrozentrifugengefél3e, RNase-frei, DNase-frei
2,0 ml-Mikrozentrifugengefal3e, RNase-frei, DNase-frei

Multicycler PTC 200

Reaktionsgefalie, ultradiinn 0,5 ml
Reaktionsgefalie, ultradiinn 0,2 ml

Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) 1000 pl
Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) 200 pl
Safeseal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) 100 pl
Safeseal - Tips (gestopfte Pipettenspitzen) 20 pl
Pipettenspitzen 10 pl, farblos

Pipettenspitzen, 20 pl, farblos

Cambrex Bio Science, East Rutherford, NJ
e MetaPhor® Agarose
e Seakem® LE Agarose
e SimplyLoad™ Quant Ladder
Epicentre, Madison, Wisconsin, USA
o FallSafe™ PCR System
e FailSafe™ PCR PreMix Selection-Kit
Gentra Systems, Minneapolis, USA
e Gentra Puregene® DNA Isolation Kit, Blood 1ml
e Gentra Puregene® DNA Isolation Kit, Tissue

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

e Agar-Agar, Agar fir die Mikrabiologie
Ampicillin (Natrium-Sal z)
Borsaure> 99,5 % p.a
Chloroform
Ethanol Rotipurane (RNAse-/DNAse-frel) > 99,8 % p.a
Ethanol 100 % vergallt
Ethidiumbromid-L6sung 1 % (10 mg/ml)
Glyzerin, Rotipuran®
Hefeextrakt
I sopropanol (2-Propanol/ Isopropylalkohol) > 99 %
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4) > 99,5 % p.a
L atexhandschuhe Rotiprotect®
Methylalkohol (Methanol) > 99 %
Natriumaceteat-Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl) krist. > 99,5 % p.a.
Natriumhydroxid (Plézchen) > 99 % p.a.
Nitrilhandschuhe N-Dex®
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N,N-Dimethylformamid-Ldsung > 99,9 % p.a.
Tischzentrifuge Roth® MicroCentrifuge Model SD
Tryptone

X-Gal, 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl B-D-Galactopyranosid
Xylol-Ersatz Roti-Histol®

Chemipharm GmbH, Sulzbach
e Formaldehyd-L6sung 36 % DAB 7

Dianova GmbH, Hamburg
o Tertidgrantikdrper Maus-PAP
e Ratte Anti-Maus 1gG (H+L)

Dako Cytomation, Glostrup, Denmark
e Polyclonal Rabbit Anti-Human Von Willebrand Factor
e Negative Control Rabbit Immunoglobin Fraction

Eastman Kodak Inc, USA
e Kodak Gel-Dokumentation System Version 1.0

Eppendorf GmbH, Hamburg
e Eppendorfzentrifuge 5415 C

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

e MassRuler™ DNA Ladder, Mix, ready-to-use, (SM0403)
O’ GeneRuler™ 50bp DNA Ladder, ready-to-use, 0,1ug/ul, (SM1133)
O’ GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, ready-to-use, 0,1ug/pl, (SM1153)
O RangeRuler™ 200bp DNA Ladder, ready-to-use, 0,05ug/pl, (SM0633)
O"RangeRuler™ 50bp DNA Ladder, ready-to-use, 0,05ug/ul, (SM0613)

Fluka Feinchemikalien GmbH, Buchs, Schweiz

e 3,3 - Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
Diethylpyrokarbonat
Imidazol
NaxHPO4xH>0
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Haereus Istruments GmbH, Hanau
e Zentrifuge-Labofuge 400R

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande
e pPCR 2.1-TOPO® Vektor-Kit
e TOPO TA Cloning® pCR II-Topo® Kit
e Library Efficiency DH5a-Z€llen

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen
e Vortexer IKA®-Works MS1 Minishaker

Lab Vision/NeoMarkers, Fremont, USA
e Kaeratin Pan Ab-3 (Klon Lu-5)
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Life Sciences Int. GmbH, Frankfurt/Main
o Coverplates™

Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren
e PCR clean-up Gdl extraction NucleoSpin® Extract
e PCR clean-up Gdl extraction NucleoSpin® Extract 11
e Plasmid DNA Purification NucleoSpin® Plasmid
e Proteinase K

MAGYV, MalRanalytische Glas- und Laborgeratevertriebsgesellschaft mbH,
Rabenau-Londorf

e Einmal-Petrischalen ohne Nocken, 94x16 mm

e Falcon Rundbodenréhrchen aus PP, 4 ml Inhalt

MBI Fermentas, St. Leon Rot
e LambdaDNA

Menzel-Glaser, Braunschweig
e Objekttrager StarFrost®
e Objekttrager SuperFrost®/Plus

Merck Eurolab GmbH/Merck Biosciences Ltd., Darmstadt
e Salzsaure, HCI, 1IN

e Kochsalz, NaCl krist.

o KCI

o NaHzPO4

e KCI

L KH2P04

e Papanicolaou 1b-Ldsung

e Perhydrol® 30% H,0, p.a.

e Saures Hamatoxylin nach Ehrlich

Mettler GmbH, GielRen
e Prézisonswaage PM 4600 Delta Range
e Prézisonswaage AE 100

Microm GmbH, Walldorf
e Mikrotom HM 335E

Miles Scientific, Naperville, Illinois/lUSA
e Einbettautomaten Tissue Tek®-VIP

MWG-Biotech AG, Ebersberg
e Oligonukleotide

Natutec GmbH, Frankfurt
e BioTherm™ DNA Polymerase

New England BioLabs® GmbH (NEB), Frankfurt
e Bovines Serumabumin (BSA)
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HindlI1-Restriktionsenzym
NEBuffer 2

NEBuffer 4
Restriktionsenzym Mly1
A-Phagen-DNS

Novagen, Madison, W1, USA
e pETBlue™-1 AccepTor™ Vector Kits

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
e Deoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) dATP/dCTP/dGTP/dTTP
e PCR Buffer Y 10x

Privileg, Quelle,GielRen
e Mikrowellengerét 7020

Pharmacia Biotech/ LKB Biochrom Ltd., Cambridge, UK
e Genequant |1

Qiagen GmbH, Hilden
o« EDTA EasySol, 0,5M EDTA-Na (pH 8,0)
« Qiagen® PCR Cloning Kits

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
e RNaseA

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande
e Tissue Tek® O.C.T Compound

Shimadzu Corporation, Japan
e UV-1202® Spektrophotometer

Serva, Heidelberg
e EDTA-Na2H,0
e Peptone from Casein

Shandon GmbH, Frankfurt/ Main, Deutschland
e Féarbeautomaten Varistain 24-3

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

e bakterielle Protease Typ XXIV
N,N-Dimethylformamid (DMF)
EDTA-Na
Levamisol
Natriumbicarbonat
SDS (Sodium dodecy! sulfate)

Vector Laboratories Inc., Burlingame
e Biotinylated Anti-Rabbit IgG (H+L) made in goat
e Vectastain® ABC-AP Kit
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Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich
e UV-Transilluminator 312 nm

Vogel GmbH & Co., Gielden
e Paraffin (in Granulatform; Schmelzpunkt: 56 - 58 °C)
e Tissue Tek®, Modell 4765

8.4 Lo6sungen und Puffer

8.4.1 DNS-Isolierung

Herstellung des DEPC-behandelten Wassers (DEPC-Wasser)

Ein Liter Aqua bidestillata wurde mit 1 ml Diaethylpyrocarbonat (DEPC, Fluka Chemie AG,
CH-9470 Buchs) versetzt und unter Rihren fur zwdlf Stunden bei nicht verschlossenem Ge-
fald inkubiert. Anschlief3end wurde das DEPC-Wasser fir 15 Minuten bei 134 °C autoklaviert
(VARIOKLAYV Dampfsterilisator Typ 250 T, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim).
DEPC-Wasser muss geruchsneutral sein.

1x PBS-Puffer (phosphate buffered saline) fiir die DNS-Isolierung aus Vollblut, pH 7,4
NaCl 8000 mg

KCl 200 mg
NaxHPO,4 x 2H,0 1440 mg
KH2PO4 200 mg

1-molare Tris-Losung (1x), pH 7,4 fur die Molekularbiologie

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 1219
A. bidest. 80 ml
Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit konzentrierter Salzséure
A. bidest. ad 100 ml

8.4.2 Polymerasekettenreaktion

Gebrauchslosung der Desoxytrinukleotidtrisphosphate

Durch den Hersteller (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) wurden die Einzeldesoxynukle-
otidtrisphosphate dATP, dGTP, dTTP, dCTP in wéssriger Stammlésung mit einer Konzentrati-
onvon 100 mM geliefert.

Aus diesen wurde ein gebrauchsfertiger Prémix mit alen vier Komponenten mit einer Konzent-
ration von je 10 mM durch Verdinnung mit DEPC-Wasser hergestellt.
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BioTherm™ DNA Polymerase, Natutec GmbH, Frankfurt
Thermostabile DNS-Polymerase aus einer Thermus aquaticus-Linie mit 5"-3"-Polymerase-
und -exonukleaseaktivitét.
Aktivitéat: 5U/ul
Pufferzusammensetzung, pH 7,0:

e 10 mM KH,POq4

e 100 mM NaCl

e 05mM EDTA

e 1mMDTT

e 0,01 % Tween® 20

e 509% Glyzerin (v/v)

FailSafe™ PCR PreMix Selection-Kit und FailSafe™ PCR System (Epicentre, Madison,
Wisconsin, USA)
Pufferzusammensetzung (Puffer A bisL, pH 8,3):

e 100 mM Tris-HCI-Ldsung

e 100 mM KCI

e 400 uM von jedem dNTP

e MgCl; (3-7mM)

e PCR-Enhancer Betaine (0- bis 8-fach).
Thermostabiler Polymerasemix Fail Safe™ Enzyme Mix, 2,5 U/ul
Zusammensetzung des Enzympuffers (pH 7,5):

o Glyzerin 50 %

e 50mM Tris-HCI

e 100 mM NaCl

e 0,1mM EDTA

e 0,5% Tween®20

e 0,5% NP-40

e 1 mM Dithiothreitol

PCR-Puffer Y, PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, (pH 8,55)
e 200 mM Tris-HCI
¢ 160 MM (NH,),SO,

e % Tween20
e 20mM MgCI2
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8.4.3 Gelelektrophorese

10x TBE-Puffer, pH 8 flur die Gelelektrophorese

Trisborat 108,09
EDTA 8,39
Borsaure 55,09
A. Bidest ad 1000 ml

Gebrauchsl6sung 0,5x TBE fir die Gelelektrophorese: 1:20-Verdiinnung mit A. bidest.

8.4.4 Klonierung

Luria-Bertani-Flussigmedium (LB-Medium)

Peptone 109
Hefeextrakt 5¢
Natriumchlorid 109
A. bidest 950 ml

Im Becherglas mit einem Ruhrfisch mischen.

Mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 einstellen und mit A. bidest. auf 1000 ml auffillen. Das
Medium in Flaschen abfillen und zwanzig Minuten bel 120 °C und 15 psi autoklavieren. Wenn
das Medium auf etwa 55 °C abgekuhlt ist, Ampicillin hineingeben. Fur die meisten verwende-
ten Klonierungsprotokolle wurde eine Endkonzentration von 100 ug Ampicillin pro Milliliter
L B-Medium benétigt.

Luria-Bertani-Agar (LB-Agar)

Peptone 109
Hefeextrakt 509
Natriumchlorid 109
Agar-Agar 159
A. bidest 950 ml

Im Becherglas mit einem Ruhrfisch mischen.

Mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 einstellen und mit A. bidest. auf 1000 ml auffillen. Die
Suspension in Flaschen abfillen und zwanzig Minuten bei 120 °C und 15 psi autoklavieren.
Wenn der Agar auf etwa 55 °C abgeklhlt ist, Ampicillin hinein geben und in noch flissigem
Zustand in Petrischalen gief3en. Fur die verwendeten Bakterienkulturen wurde eine Endkonzent-
ration von 100 pg Ampicillin pro Milliliter LB-Medium benttigt.

Herstellung der IPTG-Stocklésung (100 mM)
23,8 mg IPTG (Carl Roth GmbH& Co KG) in 1 ml sterilem A. bidest. aufldsen. Die Lagerung
Uber einen langeren Zeitraum exfolgte bel -20 °C
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Herstellung der X-Gal Stocklésung (40 mg/ml)

40 mg X-Ga (Carl Roth GmbH & Co KG) in 1 ml N,N-Dimethylformamid (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) unter einem Abzug auflésen. Bis zur Verwendung lichtgeschitzt
bei -20 °C lagern.

8.4.5 Immunhistologie

DAB-L6sung

100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1) [6sen und mischen (Magnetrih-
rer), filtrieren

Unmittelbar vor Gebrauch 70 pl 30 %iges H202 zugeben

Imidazol/HCI-Puffer (0,1 M, pH 7,1)

Imidazol 6,819

ad 1000 ml Aqua dest.

Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI (die Lésung ist ca. 1 Woche haltbar)

10x NaCl-PBS (phosphate buffered saline) pH 7,4, Stamml6sung fur die Immunhistologie

NapgHPO, 11,59, (Alternativ: NapgHPOsx7H,0 21,4 g)
KH,PO, 2,09
NaCl 80,09
KCL 2049

A. bidest. ad 1000 ml
ggf. mit 0,1 N NaOH-Ldsung den pH-Wert einstellen
Gebrauchslésung: 1x NaCI-PBS, 1:10 Verdinnung der Stammldsung mit A. bidest.

10x TBS (tris buffered saline), pH 7,6 Stammldsung fur die Immunhistologie

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 60,75 ¢
A. bidest. 610 ml
HCI 1IN 390 ml

1x Gebrauchsdsung: 1:10-Verdinnung mit NaCl 0,8 % in A. bidest

Verwendete DNS-Basenleitern
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8.4.6 DNS-Grolenmarker fur die Gelelektrophorese

T3 . T T €
o

- C
&

~ =~

2.5% TopVision ~ LE &0 Agarose (#AD491)
1.7% TopVision  LE GQ Agarose (#R0497)

0.5ug/lane, Scm length gel,

X TBE, SWicm, 1h 0.5pg/ang, Bem length ge
, B

: 0.5ughane, 20cm length gel, :Z 0.5yg/lane, 20cm length gel,
X TAE, Bufcm, 3 1X TAE, Biem, 3

O GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, ready- O GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus,
to-use, 0,1 pg/pl ready-to-use, 0,1 pg/pl
SM1133 SM1153
(Fermentas GmbH, St. Leon Rot) (Fermentas GmbH, St. Leon Rot)
O"RangeRuler™ 200bp DNA Ladder, O"RangeRuler™ 50bp DNA Ladder, ready-
ready-to-use, 0,05ug/ul to-use, 0,05ug/ul
SMO0633 SM0613
(Fermentas GmbH, St. Leon Rot) (Fermentas GmbH, St. Leon Rot)

Herstellung eines A-Hindl11-GroRenmarkers

5-10 ul dieses Grofenmarkers wurden zur Fragmentgrof3enbestimmung grof3erer PCR-Produkte
und genomischer DNS verwendet. Der Verdau wurde in einem 1,5 ml Mikrozentrifugengeféal3 (Bi-
ozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) durchgefihrt.
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DEPC-behandeltes A. bidest. 281,00 pl
NEB2-Puffer 50,00 pl
50 ug A-Phagen-DNS 167,00 pl
Hindll1-Restriktionsenzym 1,25 ul

Den Ansatz im Wasserbad bei 37 °C fur zwel Stunden inkubieren. Anschlief3end die Reaktion
durch Lagerung bei 4 °C im Kihlschrank oder auf Eis unterbrechen. Ein Aliquot von 5 pl mit 5 pl
Wasser und 2 pl Bromphenol blau-haltigem Stopmix versetzen. Zur Kontrolle der Reaktion die
Restriktionsfragmente in einer Gelelektrophorese mit einem 1 %igen, Ethidiumbromid-geféarbten
Agarosegel auftrennen und durch UV-Licht Durchleuchtung visualisieren. Die vollstandig verdau-
te DNS-L 6sung zunéchst fur funf Minuten auf etwa 80 °C erhitzen, anschlief3end ad 900 ml mit A.
bidest. auffillen und mit 100 pl Bromphenol blau-haltigem Stopmix versetzen.

Herstellung des laboreigenen DNS-GroRenmarkers ,,MF*

5-10 pl dieses Grofenmarkers wurden zur Grélzenbestimmung von PCR-Fragmenten zwischen
100 bp und 1.700 bp verwendet. Der Verdau wurdein eéinem 1,5 ml Mikrozentrifugengefél? (Bio-
zym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) durchgefihrt. Hierzu wurde in DH5a-Z€ellen kultivierte
pCR2.1-Plasmide (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, Karlsruhe) mittels Restriktionsverdau in
Fragmente zwischen 134 bp und 1.736 bp geschnitten. 60% des Plasmidldsung wurde mit dem
Enzym Hinf1 und 40 % der L 6sung mit dem Enzym Rsal separat inkubiert. Die beiden Ansétze
wurden vermischt und mit Farbstoff- und Ficollhaltigem Ladepuffer versetzt.

DNA-Massenmarker

DNA

Pradukt QuantLadder

jik

Grafenbersich (bp) 100-1000
Fragmente 5
Konzentration =
Gesamtwolumen 125 ul

Biczymn Art.-Nr. 850334
[Cambrex Cat -Na | [50334]

Simply Load DNA Quant Ladder, MassRuler™ DNA Ladder,
Cambrex Bio Science Mix, ready-to-use

SM0403

(Fermentas GmbH, St. Leon Rot)



Anhang 150

8.5 Sequenzierungsergebnisse

8.5.1 Klone

Insert des Klones 4-6/4, Sequenzierprimer: M13-FP, Spender: D2594

Sequenzlange von 559 bp
Primer fPKD4-6_1f, Exon 4
ACCTGAGCGGAAACCCGTTGGAGTGTGATTGTGGTCTGGCGTGGCTGCCTCGCTGGGTGGAA

GAGcatctAGGTTCGCGTGGTTCGGCCCGAGGCGGCCACGTGTGCCGGGCCCGGCCCCCTAGCT
GGCCGGCCCCTGCTCGGCGTCCCATTGTCAGACAGCGGCTGTIGntg')I'nGL}AGTATGGCTGAATGTGA
CCCGCTCGGTCCTTCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTAGGTGTTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGGGTG
GTGGCAGGTGGGACTCTGGGAACAGAGGCACCTGGGCAGCAATTGTGGCTGCTGAGACAGACCAG
GTCGGGGGTCAAGGGAGCAGTGCAGGTGGGAGGAGGGGAGGGTGGTGAGTGCCAGGCNNNNGGG
GGGGGGGTGCTGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGTAGGGGTGGGGCCT
ACCTGGGGACCATCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCCGCAAGGGCGGGACCCGACAAGGACCAGGC

Exon 5
TGTCTGCTCTGTCCAGGTGAGGAGTACATCGCCTGCCTCCCGGACA

Insert des Klones 4-6/4, Sequenzierprimer: M13-RP, Spender: D2594, Sequenzlange von
452 bp

fPKD4-6_1r, Exon 6
TGGTGACCTGGGAGACCAGGAAGCGCTGGACGGCGGGACTGTCCACCATGGCCAGGGCGGC

CCCGGCCCAGGCCTGGCACTGCTCCTGTGCCTGCAGCCAGGCGGCCTTCTCGGCCACCAGGC
GGTAGCAGTGCCCATTACCGGGGAAGATCACGGTGTCCGAGGGGCAGAGCGGATGCACCAC
!I'n(t}rgr(]}?BAGTCAGCAGGCAGGGATGGGGGCATCAGTGTGGGCCCAGCCAGGACTGCCCCACCCATTC
CAGCC(E()E,?I'%%GGGCGAGAAGGCACCCACCTCGACCTGGCTCCTCGCCCAAAGACACAATACTG
TAGGTGGCTTCCAGGCCGGAGCCACCACGATTTCGGACGCcaAGCTTGAGGGTCTCATCACTG
AGTACCGAGACTGGACACTCGAGCTCCAGGGCAGCAGGGGCCGCCTCCACTTGCACCTTGGC

CCCTAGCTGGGCCGA
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Insert des Klones Nineg 4-6-E8, Sequenzierprimer M13 FP, Spender: Ni-, Sequenzlange
von 398 bp

Primer 4-61F, Exon 4
ACCTGAGCGGAAACCCGTTGGAGTGTGATTGTGGTCTGGCGTGGCTGCCTCGCTGGGTGGAA

GAGCAGCAGGTTCGCGTGGTTCGGCCCGAGGCGGCCACGTGTGCCGGGLCCCGGLCCCCTAG
Intron 4
CTGGCCGGCCCCTGCTCGGCGTCCCATTGTCAGACAGCGGCTGTGGTGAGTATGGCTGAATGT

GACCCGCTCGGTCCTTCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTAGGTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGGGTGC
TGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGTAGGGGTGGAGCCTGCCTGGGGAC
CAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGGGCGGGGCCCGACAAGGACCAGGCTGICTGCTCT

Exon 5
GTCCAGGTGAGGAGTACATCGCCTGCCTCCCGGACA

Insert des Klones Nineg 4-6-E8, Sequenzierprimer M13 RP, Spender: Ni-, Sequenzlange
von 537 bp

Primer fPKD4-6_1r, Exon 6
TGGTGACCTGGGAGACCAGGAAGCGCTGGACGGCGGGACTGTCCACCATGGCCAGGGCGGL

CCCGGCCCAGGCCTGGCACTGCTCCTGTGCCTGCAGCCAGGCGGCCTTCTCGGCCACCAGGC
GGTAGCAGTGCCCATTACCGGGGAAGATCACGGTGTCCGAGGGGCAGAGCGGATGCACCAC
¥2222AGTCAGCAGGCAGGGATGGGGGCATCAGTGTGGGCCCAGCCAGGACTGCCCCACCCATTC
CAGCCCCTGGGGGCGAGAAGGCACCCACg¥ggZCCTGGCTCCTCGCCCAAAGACACAATACTG
TAGGTGGCTTCCAGGCCGGAGCCACCACGATTTCGGACGCccaAGCTTGAGGGTCTCATCACTG
AGTACCGAGACTGGACACTCGAGCTCCAGGGCAGCAGGGGCCGCCTCCACTTGCACCTTGGC

CCCTAGCTGGGCCGA

Insert des Klones Nineg 4-6-E8, Sequenzlange 270 bp, Sequenzierprimer 4-6ZF

Intron 4
CTTAGCACGTAGGGGAGCCGCCTGGGGACCAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGGGCGG
GGCCCGACAAGGACCAGGCTGTCTGCTCTGTCCAGGEé(X]éGAGTACATCGCCTGCCTCCCGGAC
AACAGCTCCGGTGCCGTGGTGCCGGTGGCCTTCTCCACTGCCCACGAGGGCCCGCTGGCACC
CGAGGCCTGCGGCGCCTTCTGCTTTGCGGCTGGCTGGGGCCTCGGGGCCCTCTCGGACCAG

TGCTGGTGCCTGCGCGTG
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Insert des Klones Nineg 4-6-E8, Sequenzlange 729 bp, Sequenzierprimer 4-6ZR

Exon 5
CAGCAGGGGCCGCCTCCACTTGCACCTTGGCCCCTAGCTGGGCCGAG CCAG CeeeeAaaGaae

CAGCACGGCTGTCACCTGGTAGTGGCCGGGCAGGGAATAGCGGTGAGTGGTGGCAGGACCA
GCAACATCCACCTTAGGGGAGCCGTCACCAAAGTCCCAGTGTGTGGAGCTGACGGGTAGGG
AGGCAGTGACATGGAAGGCTGCTGGCTGGCCAGAGGCCAGGGGTCCTGGAGGCCCCACCAG
GGCGGCCCCTGGGGAGGCAGGGAAGACGTTCTCAAGGAGGGTGGGGCCCCCGCAGGCAGG
GGCGAGGGGCAGCGGGGGGCTGGAGCACAAGGGTAGGCAAGCCGAGGAGGCGTTGGGGGG
CTGGGCCGCCCCGCACAGGCACCAGCCCTGGTCCGAGAGGGCCCCGAGGCCCCAGCCAGCC
GCAAAGCAGAAGGCGCCGCAGGCCTCGGGTGCCAGCGGGCCCTCGTGGGCAGTGGAGAAGG
CCACCGGCACCACGGCACCGGAGCTGTTGTCCGGGAGGCAGGCGATGTACTCgﬁgXtCTGGA
CAGAGCAGACAGCCTGGTCCTTGTCGGGCCCCGCCCTTGCTGCACCCCTGCCCCCAGCCTAGGCTG

GTCCCCAGGCAGGCTCCACCCCTACGGTGTCTGTGCCCCATCCTAGACCCCAGATCACGTCGCCAG

CACCCCCCAGGCCGGTGACCCTGGAACACCTACGGGGTCCTAGCCGACA

Insert des Klones Nineg 4-6-E9, Sequenzléange 574 bp, Sequenzierprimer M13FP

Primer fPKD4-6_1f, Exon 4
ACCTGAGCGGAAACCCGTTGGAGTGTGACTGTGGTCTGGCGTGGCCGCCTCGCTGGGTGGA

AGAGCAGCAGGTTCGCGTGGTTCGGCCCGAGGCGGCCACGTGTGLCCGGGLLCGGLCCCCCTA
GCTGGCCGGCCCCTGCTCGGCGTCCCATTGTCAGACAGCGGCTGTégﬁgXETATGGCTGAATG
TGACCCGCTCGGTCCTCCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTAGGTGTTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGG
GTGGTGGCAGGTGGGACTCTGGGAACAGAGGCACCTGGGCAGCAATTGTGGCTGCTGAGACAGAC
CAGGTCGGGGGTCAAGGGAGCAGTGCAGGTGGGAGGAGGGGAAGGTGGTGAGTGCCAGGCGGGG
GGGGGTGCTGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGTAGGGGTGGGGCCTGC
CTGGGGACCAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGGGCGGGGCCCGACAAGGACCAGGCT
Exon 5

GTCTGCTCTGTCCAGGTGAGGAGTACATCGCCTGCCTCCCGGACAACAGCTCCGGTGCCGTGT
GG



Anhang 153

Insert des Klones Nineg 4-6-E9, Sequenzlange 777 bp, Sequenzierprimer M13RP

Primer fPKD4-6_2r, Exon 6
ATGGCGGGACTGTCCACCATGGCCAGGGCGGCCCCGGCCCAGGCCTGGCACTGCTCCTGTG

CCTGCAGCCAGGCGGCCTTCTCGGCCACCAGGCGATAGCAGTGCCCATTACCGGGGAAGATC
ACGGTGTCCGAGGGGCAGAGCGGATGCACCAS¥2§EGAGTCAGCAGGCAGGGATGGGGGCATC
AGTGTGGGCCCAGCCAGGACTGCCCCACCCATTCCAGCCCCTGGGGGCGAGAAGGCACCCACCTC
gﬁ@éTGGCTCCTCGCCCAAAGACACAATACTGTAGGTGGCTTCCAGGCCGGAGCCACCACGA
TTTCGGACGCCAAGCTTGAGGGTCTCATCACTGAGTACCGAGACTGGACACTCGAGCTCCAG
GGCAGCAGGGGCCGCCTCCACTTGCACCTTGGCCCCTAGCTGGGCCGAGCCAGCCCCCAGG
GCCAGCACGGCTGTCACCTGGTAGTGGCCGGGCAGGGAATAGCGGTGAGTGGTGGCAGGAC
CAGCAACATCCGCCTTAGGGGAGCCGTCACCAAAGTCCCAGTGTGTGGAGCTGACGGGTAG
GGAGGCAGTGACATGGAAGGCTGCTGGCTGGCCAGAGGCCAGGGGTCCTGGAGGCCCCACC
AGGGCGGCCCCTGGGGAGGCAGGGAAGACGTTCTCAAGGAGGGTGGGGCCCCCGCAGGCA
GGGGCGAGGGGCAGCGGGGGCTGGAGCACAAGGGTAGGCAAGCCGAGGAGGCGTTGGGGG

GCTGGGCCGCCCCGCACAGGCACCAGCCCTGGTCCGAG

Insert des Klones Nineg 4-6-E12, Sequenzlange 700 bp, Sequenzierprimer M13FP

Primer fPKD1f, Exon4
ACCTGAGCGGAAACCCGTTGGAGTGTGATTGTGGTCTGGCGTGGCTGCCTCGCTGGGTGGAA

GAGCAGCAGGTTCGCGTGGTTCGGCCCGAGGCGGCCACGTGTGCCGGGCCCGGCCCCCTAG
CTGGCCGGCCCCTGCTCGGCGTCCCATTGTCAGACAGCGGCTGTégﬁgXETATGGCTGAATGC
GACCCGCTCGGTCCTTCTCTGTCGGCTAGGACCCCGTAGGTGTTCCAGGGTCACCGGCCTGGGGGG
TGCTGGCGACGTGATCTGGGGTCTAGGATGGGGCACAGACACCGTAGGGGTGGGGCCTGCCTGGG
GACCAGCCTAGGCTGGGGGCAGGGGTGCAGCAAGGGCGGGGCCCGACAAGGACCAGGCTGTCTGC
TCTGTCCAGEﬁg:GGAGTACATCGCCTGCCTCCCGGACAACAGCTCCGGTGCCGTGGTGCCG
GTGGCCTTCTCCACTGCCCACGAGGGCCCGCTGGCACCCGAGGCCTGCGGCGCCTTCTGCTT
TGCGGCTGGCTGGGGCCTCGGGGCCCTCTCGGACCAGGGCTGGTGCCTGTGCGGGGLCGGLC
CAGCCCCCCAACGCCTCCTCGGCTTGCCTACCCTTGTGCTCCAGCCCCCCGLCTGLCLCCTCGC
CCCTGCCTGCGGGGGCCCCACCCTCCTTGAGAACGTCNNNTGCCTCCCCAGGGGCCGCCCTG

GTGGGGCCT



Anhang 154

Insert des Klones Nineg 4-6-E12, Sequenzlange 678 bp, Sequenzierprimer M13RP

Primer fPKD4-6_2r, Exon 6
ATGGCGGGACTGTCCACCATGGCCAGGGCGGCCCCGGCCCAGGCCTGGCACTGCTCCTGTG

CCTGCAGCCAGGCGGCCTTCTCGGCCACCAGGCGGTAGCAGTGCCCATTACCGGGGAAGAT
CACGGTGTCCGAGGGGCAGAGCGGATGCACCAg$gggGAGTCAGCAGGCAGGGATGGGGGCAT
CAGTGTGGGCCCAGCCAGGACTGCCCCACCCATTCCAGCCCCTGGGGGCGAGAAGGCACCCACCT
EéﬁgCTGGCTCCTCGCCCAAAGACACAATACTGTAGGTGGCTTCCAGGCCGGAGCCACCACG
ATTTCGGACGCCAAGCTTGAGGGTCTCATCACTGAGTACCGAGACTGGACACTCGAGCTCCA
GGGCAGCAGGGGCCGCCTCCACTTGCACCTTGGCCCCTAGCTGGGCCGAGCCAGCCCCCAG
GGCCAGCACGGCTGTCACCTGGTAGTGGCCGGGCAGGGAATAGCGGTGAGTGGTGGCAGGA
CCAGCAACATCCACCTTAGGGGAGCCGTCACCAAAGTCCCAGTGTGTGGAGCTGACGGGTAG
GGAGGCAGTGACATGGAAGGCTGCTGGCTGGCCCGAGGCCAGGGGTCCTGGAGGCCCCACC
AGGGCGGCCCCTGGGGAGGCAGGGAAGACGTTCTCAAGGAGGGTGGGGCCCCCGCAGGCA

GGGGCGAG

Insert des Klones CA1l, Sequenzléange 668 bp, Sequenzierprimer M13-RP

Primer cPKD27F, Exon 27
GTGGGCATCATGCTGTACGGGGCTGAGGGCCGCAGCGGCCACCGGCACCTGGACGGGGACA

GGGCCTTCCGCCGCAACAGCCTGGACGTGTTCCAGATCGCCACGCCGCACAGCCTGGGCAG
Intron 27
CGTGCGGAAGATCCGCGTGTGGCACGACAACAAAGGTCTGTGGGGGCGCCCGLGGLTGCeeCT
Exon 28
CCGGCACCCCACCGGCGCCCTTCAGCCTGACTCCCCGCCCCTCCGLCTGCAGGGLCTCCAG CCCea e

TGGTTCCTGCAGCACATCATCGTCCGGGACCTGCAGACCGCCTGCAGCACCTTCTTCCTGGT
CAACGACTGGCTGTCGGTGGAGACTGAGGCCAATGGCGGCCTCGTGGAGAAGGAGGTGCTG
GCAggzx%}AAGGGCCTGGGCCCGGCCCTGCCCGGGCTGGCCGAGGGGTGGCCTGTGCCACTGGC
CTCCTGAAGCCAGCTGTGCCCHTCﬁgnggCGACGCGGCTGTGCGGCGGTTCCGGCGCCTCCT
GGTGGCCGAGCTGCAGCGTGGCTTTTTTGACAAGCATCTCTGGCTCTCCCTCTGGGACCGGC
CTCCTCGGAGCCGCTTCACCCGCGTCCAGCGGGCCACCTGTTGAGTCCTCCTCGTCTGCCTC

TTCCTGGGCGCCAATGCTGTGTGGTACGGGGTCGTGGGAGA



Anhang 155

Insert des Klones CALl, Sequenzléange 648 bp, Sequenzierprimer M13-FP

Primer cPKD30R2, Exon 30

GAGAAACAGGATGACCAGGTAGACGGGATAGACGACCACACTGGACACCAGGCCGACGGCA
Intron 29

ACTGTGTCGGCACTCAGCGGGATCAGACCGGACACGGGCCCCGCGCTGTGTGGCAGGAGAGG

AGAGAGACCCGGGCTGGGAGAGGCTGTGGGGGGTAGGAGGGGTCGGGCAGGAGGAGGTCATCGG
GCCCCCCTCGGGCACCCAC(IZE')I('(()SnTzﬁGGCGGCGTCTCCCACGACCCCGTACCACACAGCATTGGC
GCCCAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGACTCAACAGGTGGCCCGCTGGACGCGGGTGAAGCGG
CTCCGAGGAGGCCGGTCCCAGAGGGAGAGCCAGAGATGCTTGTCAAAAAAGCCACGCTGCA
GCTCGGCCACCAGGAGGCGCCGGAACCGCCGCACAGCCGCGTCGCg]It'rgg,i?SAAAGGGCACAG
CTGGCTTCAGGAGGCCAGTGGCACAGGCCACCCCTCGGCCAGCCCGGGCAGGGCCGGGCCCAGGC
CCTTACTE'IZ(gnC'Zl'S('iCCAGCACCTCCTTCTCCACGAGGCCGCCATTGGCCTCAGTCTCCACCGACA
GCCAGTCGTTGACCAGGAAGAAGGTGCTGCAGGCGGTCTGCAGGTCCCGGACGATGATGTG

CTGCAGGAACCAGGCGGGGCTGAGC

Insert des Klones CA9, Sequenzléange 660 bp, Sequenzierprimer M13-RP

Primer cPKD27F, Exon 27
GTGGGCATCATGCTGTACGGGGCTGAGGGCCGCAGCGGCCACCGGCACCTGGACGGGGALCA

GGGCCTTCCGCCGCAACAGCCTGGACGTGTTCCAGATCGCCACGCCGCACAGCCTGGGCAG
Intron 27
CGTGCGGAAGATCCGCGTGTGGCACGACAACAAAGGTCTGTGGGGGLCGCCCGeGGeTGeeeeT
Exon 28
CCGGCACCCCACCGGCGCCCTTCAGCCTGACTCCCCGCCCCTCCGLCTGCAGGGLCTCCAGCCCea e

TGGTTCCTGCAGCACATCATCGTCCGGGACCTGCAGACCGCCTGCAGCACCTTCTTCCTGGT
CAACGACTGGCTGTCGGTGGAGACTGAGGCCAATGGCGGCCTCGTGGAGAAGGAGGTGCTG
GCAG CAAgIIt'fR (238GGCCTGGGCCCGTCCCTGCCCGGGCTGGCCGAGGGGTGGCCTGTGCCA CTGGC
CTCCTGAAGCCAGCTGTGCCCTTTCTGCAG(E)g(g/i?iGCGGCTGTGCGGCGGTTCCGGCGCCTCCT
GGTGGCCGAGCTGCAGCGTGGCTTTTTTGACAAGCATCTCTGGCTCTCCCTCTGGGACCGGC
CTCCTCGGAGCCGCTTCACCCGCGTCCAGCGGGCCACCTGTTGCGTCCTCCTCGTCTGCCTC

TTCCTGGGCGCCAATGCTGTGTGGTACGGGGTCG

Insert des Klones CA9, Sequenzlange 650 bp, Sequenzierprimer M13-FP

Primer cPKD30R2, Exon 30

GAGAAACAGGATGACCAGGTAGACGGGATAGACGACCACACTGGACACCAGGCCGACGGCA
Intron 29

ACTGTGTCGGCACTCAGCGGGATCAGACCGGACACGGGCCCCGCGCTGTGTGGCAGGAGAGG

AGAGAGACCCGGGCTGGGAGAGGCTGTGGGGGGTAGGAGGGGTCGGGCAGGAGGAGATCATCGG



Anhang 156

Exon 29
GCCCCCCTCGGGCACCCACCTGTAGGCGGCGTCTCCCACGACCCCGTACCACACAGCATTGGC

GCCCAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGACGCAACAGGTGGCCCGCTGGACGCGGGTGAAGCG
GCTCCGAGGAGGCCGGTCCCAGAGGGAGAGCCAGAGATGCTTGTCAAAAAAGCCACGCTGC
AGCTCGGCCACCAGGAGGCGCCGGAACCGCCGCACAGCCGCGTCGCEﬁggngAAGGGCACA
GCTGGCTTCAGGAGGCCAGTGGCACAGGCCACCCCTCGGCCAGCCCGGGCAGGGACGGGCCCAGG
CCCTTACE¥2§$GCCAGCACCTCCTTCTCCACGAGGCCGCCATTGGCCTCAGTCTCCACCGAC
AGCCAGTCGTTGACCAGGAAGAAGGTGCTGCAGGCGGTCTGCAGGTCCCGGACGATGATGT

GCTGCAGGAACCAGGCGGGGCTGA

Insert des Klones ¢29-36, Sequenzlange 651 bp, Sequenzierprimer M13-FP

Primer fPKD36R3 in Exon 37
GCTCACTCACAGGGGTCACAGCCGGGCTCTTCCACCAGGGTGTCATCCTCGTCGGGGTGCAGCCGCTTG
Exon 36
GCCACCAGGgNngAAGTACAGGGCCTCCAGCAGGACCTTGAGCGGCTCCCAGCCGAAGAAGGAGGC

CAAGAAGCTGGAGCTGCTCGAGAGGAGCCACATCACACCCACACCAGGGGAGAAGCCGGCACCCA

CCCAGCCGGAGACCCCTACAGCCACAGCCACCAAGAGCAGGCTGAGTCCGTGGGCCAGGGGAGCA
Exon 35
CACCAGGCTGGCAGCAGCCGCCTCCGCAGACCGTCCACCAGTCCTGTCCTGGCGGGCTTTGCTGAC

TGGGGCCGCTCCCAGGTCAGACCTGGGCTGGGCAGCCCCCTGTCCCCTAGCCTCTGCAGCATCAGC
g?é??TGTCCTCTCTGCAGGAGCGCTGGACAGGCCAGCGAGCAGATCCGTTTCTATTTGCGCGTCC
EggggAGGGGCCAGGCTGCCGGCCCCTTCAGCCACGATCCGCCGGATGAGGTCCTCGTCCGAAGC
TGAGAAGGACTTGGCAGGTGAGGAGGGGCTGACCAGGGAGAGCCCGTCCTCCTCCGGGCCCAGGCGA

CCCCGTGCCAGCCGCTGCAGGGTGCTGCCCACGATGGATGGGTCACTCAGCAGGTCCG

Insert des Klones ¢29-36, Sequenzléange 651 bp, Sequenzierprimer M13-RP

Primer fPKD36R3 in Exon 29 Exon 30
GCCAATGCTGTGTGGTACGGGGTCGTGGGAGACGCCGCCTACAGCGCGGGGCCCGTGTCCGGTCT

GATCCCGCTGAGTGCCGACACAGTTGCCGTCGGCCTGGTGTCCAGTGTGGTCGTCTATCCCGTCTAC
Exon 31
CTGGTCATTCTGTTTCTCTTCCGGATGTCCCGGAGCAAGGTGGCTGGGGGCCCGAGCCCCACCCCT

GCGGGGCAGCCGGTCCTGGACATCGACAGCTACCTGGACTCGTCTGTGCTGGACAGCTCCTTCCTG
Exon 32
GCCTTCCCGGGGCTCCGCGCTGAGGCCTTTGCCGGACAAATGAAAAGTGACTTATTTTGGATGATT
Exon 33G
CAAAAGCCTGGTGTGCTGGCCGTCCAGTGAAGGCACGCTGAATTGGCCGGACCTGCTGAGTGACC

CATCCATCGTGGGCAGCACCCTGCAGCGGCTGGCACGGGGTCGCCTGGGCCCGGAGGAGGACGGG
Exon 34
CTCTCCCTGGTCAGCCCCTCCTCACCTGCCAAGTCCTTCTCAGCTTCGGACGAGGACCTCATCCGGC



Anhang 157

GGATCGTGGCTGAAGGGGCCGGCAGCCT

Insert des Klones 3+, Sequenzlange 445 bp, Sequenzierprimer M13-FP

Primer 43-46-1f, Exon 43
GCTGCTCTTCGCGCTGTACTTCTCGGTGGCCGAGGCGCGTGTGTGGCGCCGGGAAGGGCGG

ACGCGCGCCGCACAGTCCGGAGCCTGGGCGCGGTGGCTGCTGGTGGCCCTGACCGLGGLLG
CGGTGCTCGTGCGCCTGGCCCAGCTGGGTGTCGCCGACCGCCAGTGGACCCGCTTCGTGCG
CCGCCGCCCGCGCCGCTTCACCAGCTTCGAGCAGGTGGCGCAGCTGAGCTCCGCGGCTCGC
GGCCTGGCCGCCTCGCTGCTCTTTCTCCTGCTGGTCAAGg¥22ééGCTGGGCCGGCGGGGGTC
GGCCGGGGCCTGGGCCGGGCCGGGTCGAACCGGCGGCGGTTCGGTCAACCGACACCGCTCGLCCCC
CAégggétCCAGCAGCTGCGCTTCGTGCGCCAGTGGTCGGTTTTCGGCAAGACGCTGTACAG

GGCCCTGCCGG

8.5.2 PCR-Produkte

Diese Datensdtze sind Textdateien des Analyseprogrammes Mutation Surveyor® und entspre-
chen den Sequenzabschnitten im abi-Format, die fir die Analyse eine ausreichende Qualitét auf-

wiesen. Zu Beginn findet sich die Vergleichsequenz des jeweiligen Abschnittes, in der die Posi-

tionen, an denen Sequenzvarianten gefunden wurden, grau unterlegt sind.

8.5.2.1 Sequenzen aus dem Abschnitt von Exon 4 bis 6

>Ref erence Fil e(s):

Consensussequenz4-

6_F Synthesis_228. scf; Consensussequenz4-
6_F Synthesis_568. scf; Consensussequenz4-
6_R Synthesis_710. scf; Consensussequenz4-6_R Synt hesis_1128. scf;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

ACCTGAGCGG
AAGAGCAGCA
TAGCTGGECCG
GAATGTGACC
CCCCCTCEEG
GCCTSCTGAG
GIGGTGAGTG
GGGGCACAGA
GI'GCAGCAAG
CATCGCCTGC
CCACGAGGEC
CCTCGEEEECC
CTCCTCGECT
GGGCCCCACC
TCCAGGACCC
CAGCTCCACA
CACCACTCAC

AAACCCGITG
GGITCGCGTG
GCCCCTCGCTC
CGCTCGGTCC
GGIGGTGGCA
ACAGACCAGG
CCAGGECGEEEG
CACCGTAGGEG
GECGEEEECCC
CTCCCGGACA
CCGCTGGCAC
CTCTCGGACC
TGCCTACCCT
CTCCTTGAGA
CTGGECCTCTG
CACTGGGACT
CGCTATTCCC

GAGTGTGATT
GITCGEECCCG
GGCGTCCCAT
TTCTCTGTCG
GGTGGGACTC
TCGEEEGTCA
GEEEEEEEEG
GIGGAGCCTG
GACAAGGACC
ACAGCTCCGG
CCGAGECCTG
AGGECTGGETG
TGTGCTCCAG
ACGTCTTCCC
GCCAGCCAGC
TTGGTGACGG
TGCCCGGCCA

GTGGICTGGEC
AGGCGGCCAC
TGTCAGACAG
GCTAGGACCC
TGGGAACAGA
AGGGAGCAGT
GTGCTGGCGA
CCTGGGGACC
AGCCTGTCTG
TGCCGTGGTG
CGGECECCTTC
CCTGIGCGEG
CCCCCCCCTG
TGCCTCCCCA
AGCCTTCCAT
CTCCCCTAAG
CTACCAGGTG

GIGECTGCCT
GIGTGCCGGEG
CGCCTGIGGT
CGTAGGIGIT
GGCACCTGEG
GCAGGTGGRA
CGTGATCTGG
AGCCTAGGECT
CTCTGICCAG
CCGEGETEECCT
TGCTTTGCGG
GCGGCCCAGC
Cccccreaceee
GEEECCECCC
GICACTGCCT
GIGGATGITG
ACAGCCGICGC

CCCTGEGETGG
CCCEECeeCe
GAGTATGCCT
CCAGGGTICAC
CAGCAATTGT
GGAGGGEGAGG
GGICTAGGAT
GGCEECAGEG
GTGAGGAGTA
TCTCCACTCC
CTGECTGEEG
CCCCCAACGC
CTGCCTGCGG
TGGIGEEECC
CCCTACCCGT
CTGGTCCTGC
TGGECCCTGEEG



Anhang

158

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

GGECTGCCTCG
GCTCGAGTGT
TGGTGCECTCC
AGGTGGEGTGC
CACTGATGCC
ACACCGTGAT
GGCTGCAGEC
GTCCCGCCGT

GCCCAGCTAG
CCAGICTCGG
GGCCTGCGAAG
CTTCTCCGCCC
CCCATCCCTG
CTTCCCCGGT
ACAGGAGCAG
CCAGCGCTTC

Sequenz der Probe D2600

>00-4-
121
181
241
301
361

>00-4-
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

6.1F;
GCTGGECCG
GAATGTGACC
CGGECCTEEEG
GCCTSCTGAG
GITGGTGAG

6.1R;

GGECTGCECTCG
GCTCGAGTGT
TGGTGGCTCC
AGGTGGEGTCC
CACTGATGCC
ACACCGTGAT
GGCTGCAGEC

GCCCCTCCTC
CCCTCGGTICC
GGTGGTGGCA
ACAGACCAGG

GCCCACCTAG
CCAGTICTCGG
GGCCTGGAAG
CTTCTCGCCC
CCCATCCCTG
CTTCCCCGGT
ACAGGAGCAG

Sequenz der Probe D2573

>240-DR;

121
181
241
301
361
421

>73-4-
1081
1141
1201
1261

GAATGTGACC

6.SR;

TGGTGGCTCC
AGGTGGEGTCC
CACTGATGCC

CCCTCEGTCC

GGCCTGGAAG
CTTCTCGCCC
CCCATCCCTG

Sequenz der Probe D2577

>57-4-
241

6.1F;

301 GGCTGCTGAG ACAGACCAGG

361

GITGGTGAG

>57-4-6_1R;

1321

GGT

1381 GGCTGCAGEC ACAGGAGCAG

GGGCCAAGGT
TACTCAGTGA
CCACCTACAG
CCAGEECCTG
CCTGCTGACT
AATGGGCACT
TGCCAGGCCT
CTGGTCTCCC

GGCGTCCCAT
TTCTCTGTCG
GGTGGGACTC
TCGGEGEGTCA

GGGCCAAGGT
TACTCAGTGA
CCACCTACAG
CCAGGCECECTG
CCTGCTGACT
AATGGGCACT
TGCCAGGCCT

TTCTCTGTCG

TCGGEGEGTCA

AATGGGCACT
TGCCAGGCCT

GCAAGTGCGAG
TGAGACCCTC
TATTGIGTCT
GAATGGEGTGG
CCCCAGTGGT
GCTACCGCCT
GGEECCEEEEC
AGGTCACCA

TGTCAGACAG
GCTAGGACCC
TGGGAACAGA
AGGGAGCAGT

GIG
GCAAGTGGAG
TGAGACCCTC
TATTGIGTCT
GAATGCGTGG
CCCCAGTGGT
GCTACCGCCT
GGG

TGAGACCCTC
TATTGIGTCT
GAATGCGTGG
CCCCAGTGGT

AGGGAGCAGT

GCTACCGCCT

GCGGCCCCTG CTGCCCTGGA
AACCTTGGECG TCCGAAATCG
TTGEECGAGG AGCCAGGTCG
GGCAGICCTG GCTGGGCCCA
GCATCCGCTC TGCCCCTCGG
GGTGECCGAG AAGGECCGCCT
CGCCCTGECC ATGGTGGACA

CGCCTGIGGT GAGTATGCECT
CGTAGGIGIT CCAGGGICAC
GGCACCTGGEG CAGCAATTGT
GCAGGTGGGA GGAGGGEGAGG

ACAGCCGIGC TGECCCTGEEG
GCGGECCCCTG CTGCCCTGEA
AAGCTTGECG TCCGAAATCG
TTGGGECGAGG AGCCAGGTCG
GGCAGICCTG GCTGGGCCCA
GCATCCCCTC TGCCCCTCGG
GGTGECCGAG AAGGCCGCCT

GIGGT GAGTATGGCT
CGTAGGIGIT CCAGGGICAC

CGTGATCTGG GGICTAGGAT
AGCCTAGGECT GGGGEGECA

AAGCTTGECG TCCGAAATCG
TTGGEGECGAGG AGCCAGGTCG
GGCAGTCCTG GCTGGEGECCCA
GCAT

ACCTGGG CAGCAATTGT
GCAGGTGGGA GGAGGGGAGG

GGTGECCGAG AAGGCCCCCT
CGCCCTGECC ATGGTGGA



Anhang

159

8.5.2.2 Sequenzen aus dem Abschnitt von Exon 27 bis 30

>Reference File(s): D2573-27-30ref_F_Synthesis_376.scf; D2573- 27-
30ref R Synt hesis_376. scf;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

AGGGCCTTCC
AGCGTGCGGA
CCCCTCCEEC
CAGCCCCGCeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGITGCGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC
GCGEEECC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

Sequenz der Probe D2573

>73-27-27F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

AGGGCCTTCC
AGCGTGCGCGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGCECTCTC
CCTGITGCGT
TGTGAGACGC

>73-27-30R1.abi;

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CITCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGITGCGT
TGGGAGACCC
CCCCTCCTAC
GCEEEECe

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGITCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGGECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG

TCCTGC
GTCAACRACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGECECCTC
CCTCTGEGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

Sequenz der Probe D2582

>82-27-P27.abi;

1
61
121
181
241
301
361

AACAG

AGCGTGCGEM AGATCCGCGT

CCCCTCCGEC
CAGCCCCaCeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GTGGCCTGNG

ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGGYCT

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GTAAGGGECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGGTGCCCG
CTCTCCCAGC

CCTGGACGTG
GWGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GTAAGGGECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGYCTCTTCC
TGGGTGCCCG

AGCACATCAT
GCCTGTCGGT
GIAAGGEECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGEGTGCCCG
CTCTCCCAGC

CCTGGACGTG
GIGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GCCTGTCGGT
GIAAGGEECCT
CCTGAAGCCA

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEGECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA
AGGGEGEEECCC
CCGGGTCTCT

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGTCC
GCTGI'GCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA

CGTCCGGGAC
GGAGACWEAG
GGEGECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA
AGGEEEECCC
CCGGGTCTCT

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
YCTGACTCCC
CGTCCGCGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGTCC
GMTGWECCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCCEEC
TTCTGCAGCC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGGC
TGECTTTTTT
CACCCGCRTC
TCCTGIGTGG

CTKCAGACCG
GCCAATRGCG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCECGTC
TGCTGITGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCEEEC
TTCT

CAGCCTGGEGEC
CCCGCGCECTG
CTGCAGGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGGCCA
TACGGGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC

CAGCCTGGEGEC
CCCGCCCECTG
CTGCAGGCECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCECTG
GACAAGCATC
YAGCGGGCYA
TACGGGGTCG

CCTGCAGCAC
GCCTCGTGEA
TGGCCGAGSG
GACGCGCECTG
GACAAGCATC
CAGCGGGCCA
TACGGEGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC

CAGCCTGEEC
CCCGCCCCTG
CTGCAGGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGRG



Anhang

160

>82-27-P30.abi;

481

541 CCTGITGCRW CCTCCTCGIC
601 TGGGAGACGC CKCCTACAGG

661
721

CCCCTCCKAC
GCGEEEC

>82B-P27 .abi;

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CTTCC
AGCGTGCGGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCaECeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GTGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTSTTGCGT

>82B-P30.abi;

241
301
361
421
481
541
601
661
721

GAAGRAGRWG
GGIGECCTGT
GTGCGECGGET
CTCTGCCTCT
ACCTGITGCG
GTGGGAGACG
ACCCCTCCTA
CGECGEEECC

CCCCCACAGC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGTC

CTGKCARCRA
GCCACVKGCC
TCCGGCGCCT
CCCTCTGGEA
TCCTCCTCGT
CCGCCTACAG
CCCCCCACAG

Sequenz der Probe D2004

>04-27F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

CTTCC
AGCGTGCCGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGGCGEGIT
TCTGCECTCTC
CCTGITGVGT

>04-31R1.abi;

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CITCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGITGAGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC
GCEEEECe

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GICAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCEECECCTC
CCTCTGEGAC
CCTCCTCGTC

GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

TGCCTCTTCC
TGGGTGCCCG
CTCTCCCAGC

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGTCGGT
GTAAGGECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC

TRGGCGCCOWA
AGGGGEGERCCY
CCGGRTCTCT

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT

TGCCTCTTCM TGGGCGCCAA

GTAAGKRCCT
TCCTGAAGCC
CCTGGTGGECC
CCGGECCTCCT
CTGCCTCTTC
GTGEGTGCCC
CCTCTCCCAG

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGTCGGT
GIAAGGCECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC

AGCACATCAT
GCECTGTCEGT
GTAAGGECECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGEGIGCCCG
CTCTCCCAGC

AGCTGTGCCC
GAGCTGCRGC
CGGAGCCCCT
CTGGGECGCCA
GAGGGEEEECC
CCCGEGTCTC

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEGECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA

CGTCCGEGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGTCC
GCTGTGCCCT
AGCTGCACCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA
AGGEGEEEECCC
CCGGGTCTCT

CGrc
TCCTGIGTGG
GATKATCTCC
CTCccrCcrecTr

CCACGCCGCA
TGTGGGEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCGEEC
TTCTGCAGGC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TGYTGIGTGG

CTGCCCRKKC
TTTATGCAGG
GIGECTTTTT
TCACCCGCGT
ATGCTGTGIG
CGATGATCTC
TCTCCTCTCC

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGGECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGGEC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TGCTGT

CTGCAGACCG
GCCAATGCECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCECGTC
TGCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CAGCGGCECCA
TACGGEGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC

CAGCCTGGEGEC
CCCGCCCECTG
CTGCAGGECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGEG

GIGRA
WGEGCCGARGG
CGACGCGCECT
TGACAAGCAT
CCAGCGEECC
GTACGGEEGTC
CTCCTGCCCG
TGCCACACAG

CAGCCTGGEEC
CCCGCGECTG
CTGCAGGEECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGIGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCECTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA

CCTGCAGCAC
GCCTCGTGA
TGGCCGAGSG
GACGCGCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGEGECCA
TACGEEGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC



Anhang
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Sequenz der Probe D2590

WIhD2590- 27F. abi

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

WIhD2590- 30R1. abi

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTTCC
AGCGTGCGGA
CCCCTCCEEC
CAGCCCCGECC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GITGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGTTGMGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC

AGCGTGCGGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGECeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GITGECCTGTG
TGCGECGGTT
TCTGECTCTC
CCTGITGVGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC
GCGEEECC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGIC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GICAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGECCT
CCEECECCTC
CCTCTGCGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

Sequenz der Probe D2631

WIhD2631- 27F. abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

CTTCC
AGCGTGCGGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGeC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGGCGGIT
TCTGCECTCTC
CCTGTTGMGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGITCCTGC
GICAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGECCT
CCEECECCTC
CCTCTGEGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

>WdhD2631-30R1.abi;

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CAGCCCCaECC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GITGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGITGVGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC
GCGEEECC

TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCACTGCECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGIC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GTAAGGCECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGGTGCCCG
CTCTCCCAGC

GIGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGTCGGT
GTAAGGCECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGEECCG
CGCECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGEGTIGCCCG
CTCTCCCAGC

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GTAAGGCECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGGTGCCCG
CTCTCCCAGC

AGCACATCAT
GGCTGTCGGT
GIAAGGEECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGCCCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGEGTGCCCG
CTCTCCCAGC

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGECGCCAA
AGGGEGEEECCC
CCGGGTCTCT

CCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEGECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGECGCCAA
AGGGEGEEECCC
CCGGGTCTCT

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGEEGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGICC
GCTGIaECCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGECGCCAA
AGGEEEEECCC
CCGEEGTCTCT

CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA
AGGGEEEECCC
CCGGGTCTCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCCEEC
TTCTGCAGGC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCCEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTccrcerecr

CCACGCCGCA
TGIGGGEGEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCGEEC
TTCTGCAGGEC
TGECTTTTTT
CACCCCCGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCGECGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCcCcTCcrecT

CAGCCTGGEGEC
CCCGCGCECTG
CTGCAGGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCCCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGEGGTCG
TCCTGCCCGA

CAGCCTGGEGEC
CCCGCGECTG
CTGCAGGCCT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCECTG
GACAACCATC
CAGCGGGECCA
TACGGGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC

CAGCCTGGEGEC
CCCGCGECTG
CTGCAGGEECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCECTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGEGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAG

CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC



Anhang

162

Sequenz der Probe D2577

2577-27F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

CTTCC
AGCGTGCGGA
CCCCTCCEEC
CAGCCCCGECC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GITGECCTGTG
TGCGECGETT
TCTGECTCTC
CCTGTTGCGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC

>77-27-P27 .abi;

1
61
121
181
241

AGCGTGCGGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGECeC
CTTCTTCCTG

>2577-31R1.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

AGCGTGCGGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGCC
CTTCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGECCTGTG
TGCGECGEGIT
TCTGGECTCTC
CCTGITGCGT
TGGGAGACGC
CCCCTCCTAC
GCGEEECC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCRCTGGECCT
CCGGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGIC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GICAA

AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGITCCTGC
GTCAACGACT
CTGGCAGCAA
CCRCTGGECCT
CCGECECCTC
CCTCTGGGAC
CCTCCTCGTC
CGCCTACAGG
CCCCCACAGC

Sequenz der Probe Niere+

>N+-27F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

CTTCC
AGCGTGCCGA
CCCCTCCGEC
CAGCCCCGECC
CITCTTCCTG
GAAGGAGGTG
GIGCECCTGTG
TGCGECGGTT
TCTGECTCTC
CCTGITGMGT

>27N+-31R1.abi;

661
721

>GATCIN+31R1.abi;

601
661
721

AC
GCGEEECC

CCCCTCCTAC
GCGEEECC

GCCGCAACAG
AGATCCGCGT
ACCCCACCGG
TGGTTCCTGC
GICAACGACT
CTGGCAGCAA
CCRCTGECCT
CCGECECCTC
CCTCTGCGAC
CCTCCTCGTC

CCCCCACAGC

CCCCCACAGC

CCTGGACGTG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GTAAGGGECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGGTGCCCG
CTCTCCCAGC

GIGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT

TG
GTGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GGECTGICGGT
GIAAGGCECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGGECCTCCTC
TGCCTCTTCC
TGGGIGCCCG
CTCTCCCAGC

CCTGGACGTG
GIGGCACGAC
CGCCCTTCAG
AGCACATCAT
GCECTGTCEGT
GIAAGGEECCT
CCTGAAGCCA
CTGGTGECCG
CGCECCTCCTC
TGCCTCTTCC

CTCTCCCAGC

CTCTCCCAGC

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGECGCCAA
AGGGEGEEECCC
CCGGGTCTCT

CCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGCGAC

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGGGAC
GGAGACTGAG
GGEGECCCGTCC
GCTGIGCCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA
AGGEGEEEECCC
CCGGGTCTCT

TTCCAGATCG
AACAAAGGTC
CCTGACTCCC
CGTCCGCGAC
GGAGACTGAG
GEECCCGTCC
GCTGIaECCCT
AGCTGCAGCG
GGAGCCCCTT
TGGGCGCCAA

CCGGGTCTCT

CCGGGTCTCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGECG
CTGCCCCEEC
TTCTGCAGCC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TCCTGIGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGGECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TGCTGTGTGG
GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CCACGCCGCA
TGTGEEEECG
CGCCCCTCCG
CTGCAGACCG
GCCAATGCECG
CTGCCCEEEC
TTCTGCAGEC
TGECTTTTTT
CACCCGCGTC
TGCTGTGTGG

CTCCTCTCCT

GATGATCTCC
CTCCTCTCCT

CAGCCTGGEGEC
CCCGCGCECTG
CTGCAGGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGGA
TGGCCGAGEG
GACGCCCCTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGEGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCAC

CAGCCTGGEEC
CCCECEECTG
CTGCAGECECT
CCTGCAGCAC

CAGCCTGGEEC
CCCGCGECTG
CTGCAGGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGIGGA
TGGCCGAGEG
GACGCGCECTG
GACAAGCATC
CAGCGGGECCA
TACGGGGTCG
TCCTGCCCGA
GCCACACAGC

CAGCCTGEEC
CCCECECTG
CTGCAGECECT
CCTGCAGCAC
GCCTCGTGA
TGGCCGAGSEG
GACGCEECTG
GACAAGCATC
CAGCGGGCCA
TAC

GCCACACAGC

TCCTGCCCGA
GCCACACAGC



Anhang

163

>GATC2N+31R1.abi;

601

721

GCGEEECC

GCCC GATGATCTCC TCCTGCCCGA
661 CCCCTCCTAC CCCCCACAGC CTCTCCCAGC CCGGGTCTCT CTCCTCTCCT GCCACACAGC

8.5.2.3 Sequenzen aus dem Abschnitt von Exon 36 bis 38

>Reference File(s): 36-38ref R _Synthesis 215.scf;36-
38ref F_Synthesis_215. scf;
= D2582

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

TCCAGCTTCT
GGECCEECECTG
CTGCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGGECT
GGGATCCTGA
AGGITCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC

TGGCCTCCTT
CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGEC
TTGCGCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGGEECCC

CTTCGCECTGG
GCCCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGIGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT

GCCCCTCTGG CGGGATGCTG GCGGEGTGICT

CCACGEECGEG

TTTGCTGGECC

AGIGCCGTGA

AGGGECCGTICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG

TGGCCAAC

Sequenz der Probe D2573

>36-73-36F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

GGECCEEECTG
CTGCTGGAGG
ACCCTGGIGG
CCACACGECT
GGGATGCTGA
AGGTTCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGEECGEG
AGGECCGTCC
TGGCCAAC

>36-73-38R.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

GECCEEECTG
CTCCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGECT
GGGATGCTGA
AGGTTCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCCC
GCCCCTCTGG
CCACGEECEG
AGGECCGTCC
TGGCCAAC

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGCEC
TTGCCCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEECCC
CCCGATCCTG
TTTGCTGGECC
CTGCCCCCAG

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCCCEC
TTGCGECTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEEECCC
CGGEGATCCTG
TTTGCTGECC
CTGCCCCCAG

GCECCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGGECGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GIGCCTGIGC
TAGGGCCCAT
GCCGGTGICT
AGIGCCGTGA
AGCTTCCTGG

GCGCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GIGCCTGTGC
TAGGGGCCAT
GCGEEGTGICT
AGIGCCGTGA
AGCTTCCTGG

GAGCCGCTCA
GCCCCTCTGA
GCCAAGCGGEC
GTGAGTGAGC
GAAGAGGECCC
CTGIGICTGG
CCCTGIGGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
GT@ECCECeee
CGGIGGGCCA
TATACATGCT

GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGECCC
CTGIGTCTGG
CCCTGTGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
Graeecacece
CGGTGGEECCA
TATACATGCT

GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGECCC
CTGTGTCTGG
CCCTGTGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
GIraccacece
CGGTGGEECCA
TATACATGCT

AGGTGAGTGG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GTGIGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGC
crcraaccecc
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGEEA
ACCGGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GIGTGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
Crcreacece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGCGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

AGIGG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GIGTGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCEC
Crcreacece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGGCACCA
CACTGGEGATT
CTTCCTCCTG

GACGTTGEEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGTGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACGCTGC

GACGTTGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGTGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGCECTCG
CCACCTGICC
GGCCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACGCTGC

GACGTTGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGTGECGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTCGC

GCCCAEECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GCCTGACCCC
GIGACGCTGC



Anhang

164

Sequenz der Probe D2582

>36-82-36F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

GGECCGEECTG
CTCCTGGAGG
ACCCTGGIGG
CCACACGCECT
GGGATGCTGA
AGGITCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGEECGEGE
AGGGCCGTCC
TGGCCAAC

>36-82-38R.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

o)
GGECCCCEECTG
CTGCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGGECT
GGGATCGCTGA
AGGTTCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGGEGECGEG
AGGECCGICC
TGGCCAAC

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGEC
TTGCGCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEECCC
CGCCGATCCTG
TTTGCTGECC
CTGCCCCCAG

TGGCCTCCTT
CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGCEC
TTGCGCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEEECCC
CGCCGATCCTG
TTTGCTGECC
CTGCCCCCAG

Sequenz der Probe D2004

>36-04-F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

>36-04-38-R2.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

GCCCEECCTG
CTGCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGCECT
GCGATCCTGA
AGGTTCTCCC
CCceTTeece
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGEECGEG

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGEC
TTGCGCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGECGEECCC
CGCCGATCCTG
TTTGCTGECC

GCGCCTGITGG
CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT
AGTGCCGTIGA
ACGCTTCCTGG

CTTCGCCTGG
GCGCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGIGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT
AGTGCCGTIGA
AGCTTCCTGG

GCCCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGGECGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GIGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT
AGIGCCGTGA

AGGECCGICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG

TGGCCAAC

CTGCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGCECT
GGGATGCTGA
AGGTTCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG

CCCTGTACTT
AGAGCCCGEC
TTGCGCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEECCC
CGCCGATCCTG

CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGCCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTGCA
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT

CCACGEECAEG TTTGCTGECC AGTGCCGTGA
AGGECCGICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG

GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GTGAGTGAGC
GAAGAGGECCC
CYGIGICTGG
CCCTGrGaeee
CCTGCTGICGC
CTTCTCTGCC
GTGCCECeee
CGGIGGGCCA
TATACATGCT

GAGCCCCTCA
GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGCCCC
CYGIGICTGG
CCCTGTGGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
Graeecacece
CGGTGGGCCA
TATACATGCT

GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGCCCC
CTGIGTCTGG
CCCTGTGECC
CCTGCTGTIGC
CTTCTCTGCC
Graeecacece
CGGTGGGECCA
TATACATGCT

GCCAAGCGGEC
GTGAGTGAGC
GAAGAGGECCC
CTGIGICTGG
CCCTGrGaaeee
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
GTGCCECCeC
CGGIrGGGCCA
TATACATGCT

GGTGAGTGG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GTGIGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGC
Crcrcaeeecc
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGCGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

AGGTGAGT GG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GTGIGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGC
Crcrcaeeece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

GGTGAGT GG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GIGIrGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
Crcreacece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGCGCACCA
CACTGGEGATT
CTTCCTCCTG

TT
TGCACCCCGA
GIGTGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
Crcreacece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGGA
ACCGCGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

GACGITGGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGIGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACCGCTGC

GACGTTGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGTGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGCCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACGCTCGC

GACGITGGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGTGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GCECTGACCCC
GIGACGCTGC

GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGIGCGECCC
GAAGCTGCAT
ACCTCCTTGC

GCCCGCECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACGCTGC



Anhang
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721

TGGCCAAC

Sequenz der Probe D2577

36-77-F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

GGECCEEECTG CCAGCCCCTG GCGECCTGT GG

CTGCTGGAGG

CCCTGTACTT

ACCCTGGIGG AGAGCCCGGEC

CCACACGCECT
GGGATGCTGA
AGGITCTCCC
CCCCTYCCCC
ATGRGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGGEGECEG

TTGCCCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGGEECCC
CGGGATCCTG
TTTGCTGECC

CTCCCTGGTG
TGIGACCCCT
CCTGGCCGAAG
CTCcrCcCcrare
CGCGCGTGCR
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT
AGTGCCGTGA

AGGGECCGICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG

TGGCCAAC

>GATC1-77-36F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

GGECCGEECTG
CTGCTGGAGG

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT

ACCCTGGIGG AGAGCCCGEC

CCACACGCECT
GGGATGCTGA
AGGTTCTCCC
CCCCTYGCCC
ATGRGCAGCC
GCCCCTCTGG

TTGCCCTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGGEECCC
CGGGATCCTG

>GATC1-77-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721

AGGTTCTCCC
CCCCTTGCCC
ATGAGCAGCC
GCCCCTCTGG

TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGCGEECCC
CGGGATCCTG

GCGCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGIGACCCCT
CCTGCCGAAG
CTCTCCTGIC
CGCGCGTECR
GTGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCGGGTGICT

CGCGCGTGCR
GTGCCTGIGC
TAGGGCCCAT
GCGGGTGICT

CCACGEECAEG TTTGCTGECC AGTGCCGTGA
AGGECCGICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG

Sequenz der Probe Niere+

>36-N+-F_abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

GECCEECCTG
CTGCTGGAGG
ACCCTGGTGG
CCACACGECT
GGGATCCTGA
AGGITCTCCC
CCceryaccee
ATGRGCAGCC
GCCCCTCTGG
CCACGEECEG
AGGEECCGTCC
TGGCCAAC

>36-N+-R.abi;

121
181
241
301

ACCCTGGTGG
CCACACGECT
GGGATGCTCGA

CCAGCCCCTG
CCCTGTACTT
AGAGCCCGEC
TTGCGECTCTT
GGGTGAGCCG
TCGGAGACCC
CCAGCTCCCG
TCGECEEECCC
CGGGATCCTG
TTTGCTGECC
CTGCCCCCAG

AGAGCCCCCEC
TTGCGECTCTT
GGGTGAGCCG

GCCCCTGTGG
CTCCCTGGTG
TGTGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGTC
CGCGCGTECR
GIGCCTGIGC
TAGGGGCCAT
GCCEGTGICT
AGTGCCGTGA
AGCTTCCTGG

GIG
TGTGACCCCT
CCTGGCGAAG
CTCTCCTGIC

GCTCA
GCCCCTCTGA
GCCAAGCGGEC
GTGAGTGAGC
GAAGAGGCCC
CYGIGICTGG
CCCTGIGGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
GT@ECCECeec
CGGIGGGCCA
TATACATGCT

GCTCA
GCCCCTCTGA
GCCAAGCGGEC
GTGAGTGAGC
GAAGAGGCCC
CYGIGICTGG
CCCTGIrGaeee
CCTGCTGIGC
CTTCTCTGCC
GTGCCGECCCC

CCCTGrGaeec
CCTGCTGICGC
CTTCTCTGCC
GT@ECCECeee
CGGIGGGCCA
TATACATGCT

GCCCCTCTGA
GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGECCC
CYGIGICTGG
CCCTGTGECC
CCTGCTGIGC
CTTCTCTCGCC
GIrGCCGCCeCC
CGGTGGEGCCA
TATACATGCT

GCCAAGCGEC
GIGAGTGAGC
GAAGAGECCC
CYGTIGTCTGG

AGGTGAGT GG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GTGIGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
crcraacecc
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGEEA
ACCGGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

AGGTGAGT GG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GTGIGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
Crcrcaeeece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGEEA
ACC

CTCTCaCece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGEA
ACCGCGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

TGAGIGG
CGCCTCCCTT
TGCACCCCGA
GIGTGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGEC
CTCrCcaCece
CTCTTCCCGT
TTTGGAGGEGA
ACCGGCACCA
CACTGGGATT
CTTCCTCCTG

TGCACCCCGA
GIGTGCCCCG
GAAAGGTCAA
CCGAAACCGC

GACGTTGEGEG
GGECCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGIGCGGCCC
GAAGCTGCAY
ACCTCCTTGC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGCCCCTTGG
GGCTGACCCC
GTGACGCTGC

GACGTTGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGIGCGGCCC
GAAGCTGCAY
ACCTCCTTGC

GCCCGCECTCG
CCACCTGICC

GCCCGECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GGECTGACCCC
GTGACGC

GACGTTGEGEG
GGCCCAGGTC
CGAGGATGAC
TGIGCGECCC
GAAGCTGCAY
ACCTCCTTCGC

GCCCGCECTCG
CCACCTGICC
GGECCCCTTGG
GGCTGACCCC
GTGACGCTGC

CGAGGATGAC
TGTGCGECCC
GAAGCTGCAY
ACCTCCTTGC



Anhang
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361
421
481
541
601
661
721

AGGTTCTCCC TCGGAGACCC CGCGCGTGCR CCCTGTGECC CTCTCGECCCC
CCCCTYCGCCC CCAGCTCCCG GIGCCTGTGC CCTECTGIGC CTCTTCCCGT
ATGRGCAGCC TCGCGEECCC TAGGGEGCCAT CTTCTCTGCC TTTGGAGGGA
GCCCCTCTGG CGGGATCCTG GCGGGTGICT GIGCCGCCCC ACCGGCACCA
CCACGEECGEG TTTGCTGECC AGTGCCGTGA CGGTGEECCA CACTGGEGATT
AGGGECCGICC CTGCCCCCAG AGCTTCCTGG TATACATGCT CTTCCTGCTG

TGGCCAAC

8.5.2.4 Sequenzen aus dem Abschnitt von Exon 38 bis 40

>Reference File(s): 82-38-40ref_F_Synthesis 438.scf; 82- 38-
40ref R Synthesi s_438. scf;

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GCTTCCTGCC
CAGGECCTTCC
CCAGECCEEG
CCAGTCCCCA
AGGIGGTGIT
GTGCCCGGTC
CGGGGGTGAA
GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGGCAC
AGCTGCCTAG
GGGITGCAGG
TCCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGCGACGT GG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCECTTCTGEG
TGGGEECGEECA
GCACTGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2573

>73-38-38F.abi ;

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CAGGCCTTCC
CCAGGECCGEG
CCCAGTCCCC
TAGGTGGTGT
GGIGCCCEGET
TCGGEEEGTGA
TGTCTCCCTC
TAAATAATCT
GCTGACCTTG
GITGECTGGEG
AGGGEGTGCAG
A

>73-38-40R.abi;

421
481
541
601
661
721
781
841

TCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGGECEG
GGCCTGCECAC

GCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCAATTG
AGGGCGACGTG
TGGCAACACG
CAGITGAGCG
AAGCCCCCCG
ATTCTCTACC
TAGAGTACCC
AGCCTTCTGG
CTGEEECEEC
GGCACTCGCCG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GGECTTCTGEG
TGGGECGEECA
GCACTCGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGGCA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
ATGCCCGCCA
GGGECAGCGTC
GGACCGGAGA
TCAGAGICTT
TCAGACTGCG
CCTACCCCGC
AGAACCGCCC
GTCTTGACCT
AGGAGCAGTG
GGTAGAACAC

CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGIGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGECAGGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGIGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGTGGGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGECTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT
TCCECTGEG

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
CATCCCATCT
TTGGATTGIC
CACCATTCAA
GGITTCGGTG
TCCTGACGIT
TCATGCTGIC
CGTAACACTT
CGTCCCGrec
CTCTGIGGEC
GGGACTCTGT

CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGGECC
GGACTCTGTIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGTTGICA
ACGT CCCCCEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
CGATCTTGIC
GITGGGITGIC
AACGTCCCGG
CAGGTCACGA
GCGGACCCTA
TGIGICTCTC
CCTGCTCCAA
CGTGGCACCG
CTCTGACCAC
CTGIGIGAGC

GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC

GCCCCCCTCG
CCACCTGICC
GGCCCCTTGG
GGECTGACCCC
GIGACGCTGC

GCTCGGCAGC
TGICCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGCGCAGC
TGICCACCTG
CTTGGIGCAA
AGGACCGGAG
GGECGCCTGEG
TCCCACAGIG
CTTGGEGATTC
TCAAAACAAA
ATGTCAGTAT
GCAGCCTCGCT
[6606C0000H;
AGGTCTGAGG

CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
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Sequenz der Probe D2582

>82-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGT CCCCA
AGGIGGTGIT
GIGCCCGGTC
CGGEGGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGGCC

>82-40R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGCGGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TCCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACCC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGGEG
TGGGEGCGECA
GCACTGCCGG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGEG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

Sequenz der Probe D2004

>3804-38F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGECCTTCC
CCAGGECCGEEG
CCAGTCCCCA
AGGIGGTGIT
GTGCCCGGETC
CGGGGGTGAA
GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGGECCG

>3804-40R.abi ;

421
481
541
601
661
721
781
841

AAATAATCTT
CTGACGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTCCAGG
GITTTGGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGECAC

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGCCATTGA
GGEGGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG

AGAGTACCCA
GECTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG
TGGATGTCCC
CCCCCGCGAC

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGECCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGECAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTATGG

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG
ACGTCCTGCT
TGCGGCAGGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCcaGrecc
TCTGIGGEGECC
GGACTCTGIC

GITG
CATCGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGGEGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GrCccaGrecc
TCTGIGEECC
GGACTCTGIC

GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGGEGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGCCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGIGC

TCAAACAGGEA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA

CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC

GCTCGCGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA

TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGEA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGICCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA

CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGEA
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Sequenz der Probe D2577

>77-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGT CCCCA
AGGIGGTGIT
GIGCCGGTCA
GGGGGTGAAA
TCTCCCTCAT
A

>77-40R.abi;

841
901
961
1021
1081

AGCTGCCTAG
GGGITGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

ACAGCCACCC
TGSCCATCAC
GAGSCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
GITGAGCGTC
GCCCCECGTC
TCTCTACCCC

CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

Sequenz der Probe D3142

>N+38-38F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421

CTGaCC
CAGGCCTTCC
CCAGGECCGEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GIGCCCGGTC
CGCGGEGTGAA
GTCTCCCTCA

>N+38-40R.abi ;

661
721
781
841
901
961
1021
1081

GITTTGECCG
AGAGCTGEGEG
GGECCTGGCAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGECTCCTT

ACAGCCACCC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GCCGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC

TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

>GATC1-N+38-38F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481

CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGT CCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CCGGGEGTGAA
GICTCCCTCA
AA

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC

>GATC1-N+38-40R.abi;

661
721
781
841

GITTTGGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGCECAC

TGGATGICCC
CCCCCECGAC

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACYGGAGAY
AGAGICTTGG
AGACTGCGTC
TACCCCGCTC

CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGGCA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACYGGAGAY
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT

ACGTCYTCCT
TGCGGECAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGGCA

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACYGGAGAY
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT

ACGTCYTCCT
TGCGGECAGGT

CAGAGT GCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCRTTCAAA
TTTCGGTGCA
CTGACGITGC
ATGCTGICTG

CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCCEGTGT

CAGAGT GCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CRTGCTGICT

TC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT
TCGECT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CRTGCTGICT

TC
CCCCTACATC
GCGECTCCAG

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
GGICACGATC
GGACCCTACT
TGICTCTCTC

CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT

TGTGIGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGS

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGGG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT

TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC

GCTCGCGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTGEEG
CCACAGIGTC
TGGGATTCTG
AAAACAAATA

TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCSGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCECCTCEEG
CCCACAGIGT
TTGEGATTCT
CAAAACAAA

GGICTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT

GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
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Sequenz der Probe D1989

>89-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421

TGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGT CCCCA
AGGIGGTGIT
GIGCCCGGTC
CGGEGGTGAA
GICTCCCTCA

>89-40R.abi ;

841
901
961
1021
1081

AGCTGCCTAG
GGGITGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGGEGACGT GG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC

CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

Sequenz der Probe D1990

>90-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTaCcC
CAGCCCTTCC
CCAGGCCEEG
CCAGTCCCCA
AGGIGGTGIT
GIGCCCEGTC
CGCGGEGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGECCG

>90-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGGECEG
GGCCTGCECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TCCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGCCATTCGA
GGCCGACGTGG
GGCAACACGG
AGI TGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEECGECA
GCACTGCCGG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GGECTTCTGEG
TGGGECGEECA
GCACTCGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGTCCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2000

>00-38F.abi;

1
61
121
181
241

CTaCcC
CAGCCCTTCC
CCAGECCEEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGTGIT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GCCGACGTGG
GGCAACACGG

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAY
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT

CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTATGGCA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGIGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGGCA

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCRTTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT

CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
Grcecarecce
TCTGTGEECC
GGACTCTGTC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATYTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT

TGGCTGCA
CACTGTGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGIGC

TCAAACAGEA
CTCATGCGECG
GATCTTGICC
TGGGTTGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GI'GGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

GCTCGCGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAA

TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTCEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CACGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEA

CGGACCCTAC TTGGGATTCT

CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGGGECC
GGACTCTGTIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGT GCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA

GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGECG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG

CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTCEEG



Anhang

170

301
361
421
481
541
601
661
721

GIGCCCEGTC
CGGEGEGGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGCEC

>00-40R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GTICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCCTGEGEG
GGCCTGGCAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

AGI TGAGCGT
AGCCCCAECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGGEG
TGGGEGCGEECA
GCACTGCCGEG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GGECTTCTGEG
TGGGECGEECA
GCACTGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2039

>39-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421

CAGGCCTTCC
CCAGGECCGEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CGCGGEGTGAA
GTCTCCCTCA

>39-40R.abi;

841
901
961
1021
1081

AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

AGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGCCGACGTGG
GGCAACACGG
AGI TGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC

CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGCC

Sequenz der Probe D2042

>42-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGECCGEG
CCAGT CCCCA
AGGIGGTGIT
GTGCCCGGTC
CGGGEGGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGGECCG

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGGEG
TGGGEECGEECA
GCACTGCCGG
TGGATG

CAGAGTICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIrAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGECAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTGCTC
GACTA

CTACCGECCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGTCTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT

CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTATGG

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
Grcceearece
TCTGIGEECC
GGACTCTGIC

AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GIGGECACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

CGITG CGGACCCTAC

CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCccGreec
TCTGIGGEECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT

CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCcGrecc
TCTGIGEECC
GGACTCTGTC

GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGEA
CTCATGCGECG
GATCTTGICC
TGGGTTGTCA
ACGTCCCGGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GIGICTCTCT

TGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGIGIGC

TCAAACAGGEA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

CCCACAGTGT
TTGCGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEA

TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGECCTCEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAA

TTCTGGTTCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA



Anhang

171

>42-38R.abi;

421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

A TTCTCTACCC CTACCCCGCT
AAATAATCTT AGAGTACCCA GAACCGCCCC

CTGAGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGGECEG
GGCCTGGECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

GGECTTCTGEG
TGGGECGEECA
GCACTGCCGEG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2050

>50-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

TGCC
CAGECCTTCC
CCAGGCCEEG
CCAGTCCCCA
AGGIGGTGIT
GIGCCCCGTC
CGEGEEGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG

>50-38R.abi ;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGGECEG
GGCCTGCCAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGCCGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG
TGGAT

Gr
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEECGECA
GCACTGECCGEG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGTGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

Sequenz der Probe D2055

>55-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGECCEEG
CCAGTCCCCA
AGGIGGTGIT
GIrGCCCeaGTC
CCGGGEGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GCGGTCCAGG
GITTTGECCG

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGCCATTGA
GGCGACGT GG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG
TGGA

TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG
ACGICCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGCC

CTACCCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CAGACTGCGT
CTACCCCCECT
GAACCGECCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGIGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTATGGCA

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGICT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CATCCTGICT
GTAACACTTC
GrCcCcGrecc
TCTGIGGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCCEGTGT

CAGAGTIGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGTTG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
Grcccarecce
TCTGIGEECC
GGACTCTGTIC

CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
Grcccarece
TCTGTGEECC
GGACTCTGTC
CCCCTACATC
GCGECTCCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCEEGETGT
TCGECTGEG

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGEECC
GGACTCTGIC

GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGTTGTCA
ACGTCCCGGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA

CGGACCCTAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GI'GGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGTGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGEC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGTTGTCA
ACGT CCCCCEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGIGTGAGCA

CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGICCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA

TTGCGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEAA
AGTI'CCAGCCC
CGTGGAGGEA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGICCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA



Anhang

172

>55-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTCCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEEG
GGCCTGGCAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GGECTTCTGEG
TGGGEGCGECA
GCACTGCCGEG
TGGATGITCCC
CCCCCGCGAC
TGCGICCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2057

>57-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CGGEGGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGGECCG

>57-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA
TTGECTGEEC
GGGGTGCCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACCC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG
TGGA

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEECGEECA
GCACTGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCECGAC
TGCGTCCTTG
CTGTGCATCC
GAGGGTICTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

Sequenz der Probe D2064

>64-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGECCEEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CGGGEGGTGAA
GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA

ACAGCCACCC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGEG

CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCGCTC
GACTA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGECCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGECAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC

CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGreec
TCTGIGGGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGreec
TCTGIGGEGECC
GGACTCTGTC

CATCGCTGICT
GIAACACTTC
GIccearece
TCTGTGEECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGECTCCAG
AAGAGACACC
CCGTCTGIGA
TAGAGCCCAG
GCCCEEGETGT

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc

TAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

TAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GIGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGECTGCA
CACTGTGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG

TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCGCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGGA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA

TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGCEA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGECCTCEEG
CCCACAGIGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG



Anhang

173

601
661
721

TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG

>64-38R.abi;

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCEEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CGCGGGEGTGAA
GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEEG
GGCCTGGCAC
AGCTGCCTAG
GGGITGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGGCTCCTT

TGGGEECGECA
GCACTGECCGG
TGGAT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GECTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCGCGAC
TGCGTCCTTG
CTGIGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGGEC

Sequenz der Probe D2076

>76-38F .abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGCCGEG
CCAGT CCCCA
AGGTGGIGIT
GIGCCCGGETC
CGGGEGGTGAA
GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTGGC

>76-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGACCTTGA
TTGECTGEEC
GGGGTGCCAGG
GITTTGECCG
AGAGCTGEGEG
GGCCTGECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TGCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGGEGACGT GG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGECGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEGECGECA
GCACTGCCGEG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEECGEECA
GCACTGCCGG
TGGATGICCC
CCCCCECGAC
TGCGTCCTTG
CTGTGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CTACCGCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIrAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTGCTC
GACTATGGCA

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCGCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGECCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGECAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTATGGCA

TCTGTGEECC
GGACTCTGTC

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCCGrecc
TCTGIGGGECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGCTGCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCGEGTGT

CAGAGT GCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTCGGTGC
CCTGACGI TG
CATCGCTGICT
GIAACACTTC
Grcceearece
TCTGIGEECC
GGACTCTGTC

CATGCTGICT
GIAACACTTC
Grcceearecce
TCTGTGEECC
GGACTCTGIC
CCCCTACATC
GCGGECTCCAG
AAGAGACACC
CCGTCTGIGA
TAGAGCCCAG
GCCCEEGETGT
TCGECTGEG

TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGGG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGCTGCA
CACTGIGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGC

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

AC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GIGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGECTGCA
CACTGTGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGEC

GGTCTGAGGA

GCTCGGCAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGCCTGEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGICAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGEA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCTCGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCGECCTCEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGGA

TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGCERA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG



Anhang

174

Sequenz der Probe D2086

>86-38F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CTGCC
CAGGCCTTCC
CCAGGECCGEG
CCAGTCCCCA
AGGTGGIGIT
GTGCCCGGETC
CGCGGEGTGAA
GTCTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGGEEC
GGGGTGCAGG
GITTTG

>86-38R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GICTCCCTCA
AAATAATCTT
CTGAGCTTGA
TTGECTGEEC
GGGEGTGCAGG
GITTTGECCG
AGAGCCTGEGEG
GGCCTGECAC
AGCTGCCTAG
GGGTTGCAGG
TCCTTTCAGC
CAGCCTCCTT

ACAGCCACGC
TGGCCATCAC
GAGGCATTGA
GGEEGACGTGG
GGCAACACGG
AGTTGAGCGT
AGCCCCGCGT
TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GGECTTCTGEG
TGGGECGEECA
GCACTGCCGG

TTCTCTACCC
AGAGTACCCA
GCCTTCTGEG
TGGGEECGECA
GCACTGECCGG
TGGATGTCCC
CCCCCGCGAC
TGCGTCCTTG
CTGTGCATCC
GAGGGTCTGG
ACTCTGCCCA
CAGCACAGEC

CTACCCCCTG
CCGGTACAGG
TGCCCGCCAC
GGCAGCGTCT
GACCGGAGAC
CAGAGICTTG
CAGACTGCGT
CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGTGC
GIAGAACACG

CTACCCCCCT
GAACCGCCCC
TCTTGACCTC
GGAGCAGIGC
GTAGAACACG
ACGTCCTCCT
TGCGGCAGGT
CTCTCTCCCA
CTTACTTTCT
TGGGATCACG
GACCCTCCTC
GACTATGGCA

CAGAGTGCCA
CACCCCCGTG
ATCCCATCTC
TGGATTGTCG
ACCATTCAAA
GITTTCGGTGC
CCTGACGITG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
GTCCccGreec
TCTGTGGEECC
GGACTCTGIC

TG
CATGCTGICT
GTAACACTTC
Greeearecce
TCTGTGEECC
GGACTCTGTC
CCCCTACATC
GCGECTCCAG
AAGAGACACC
CCGICTGTGA
TAGAGCCCAG
GCCCAEEGETGT
TCCECTGCEG

TCAAACAGGA
CTCATGCGCG
GATCTTGICC
TGGGITGTCA
ACGTCCCGGEG
AGGTCACGAT
CGGACCCTAC
GTGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GTGGCACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA

CGGACCCTAC
GIGICTCTCT
CTGCTCCAAA
GIGGECACCGG
TCTGACCACC
TGTGTGAGCA
CATGGGAACC
GAAGGTGAGC
CCTGGECTGCA
CACTGTGACC
CTGGCCAAGA
GCCCGTGTGEC

8.5.2.5 Sequenzen aus dem Abschnitt von Exon 43 bis 46

>Reference File(s)

46ref R Synthesi s_364. scf;

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GGECGGACGCG
CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGCCTCCCGEG
CGGECEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCCCCGTG
AGGGEEEEECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGTCC
GGECTCTGGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGTGGG
CGGECEEEEEC

CGCCGCACAG
GCTCGTGCGC
CCGCCCECEC
CCTGECCECC
CGGECCEEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGEEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCCGECTG
GCTGCGTGEG
GITCTTGCGC
CCAGT GEGEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGEC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEC

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTCGCTCT
CTGGEECCEEGE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGGA
AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC
GACGCTTTACC
CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGIGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCTcCccaaee
TGGEEECCECG

- 82- 43-46ref_F_Synthesis_364.

GGEGECCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECECCT
TGAGCCTGEG
GGECCEECCTG
TCTGGATGEG
GCACCCTGGEG
CCAGITCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGEGAGCC

scf; 82- 43-

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGECCCAG
GGTCAAGGTG
CCGGECEECEGE
GTGCGCCAGT
GCGGECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
CACAAAGTCC
TCGICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCTCGGECAGC
TGTCCACCTG
TTGGTGCAAC
GGACCGGAGT
GCCCCTCEEG
CCCACAGTGT
TTGGGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CACGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGERA

TTGCGATTCT
CAAAACAAAT
TGTCAGTATG
CAGCCTCCTG
CCCGCCCCCA
GGTCTGAGEAA
AGTCCAGCCC
CGTGGAGGEA
TTCTGGITCC
TCTGCCTTCT
ACTCCCCCTC
GCGGCAGCCG

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGECTGEEC
TTCGGTCAAC
GGTCGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGTI CAGGEGEG
CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCGEEGTGC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC



Anhang

175

Sequenz der Probe D2573

>D73-P43F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

ACCCG
CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGECEG
CGEoEEEEET
CGACACCCCT
CGGCAAGACG
GCTCGCCGTG
AGGGEGEGEGEECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGETCC
GGECTCTGGEEC

>D73-P46R.abi ;

541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

CTGEEEGETCC
GCECTCTGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCCGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGT GGG
CGECEEEEEC

CGCCGCCCAG
GCTCGIGCEC
CCGCCCECEC
CCTGECCGECC
CGCECTGEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGGA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCGECTG

TGCCCCGTGC
GCTGCGECTG
GCTGCGTGEG
GITYTTGCGC
CCAGT GEEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGEC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEC

Sequenz der Probe D2582

>D82-P43F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

G
CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGCEG
CGEoEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCGCCGTG
AGGGEEGEGEECT
CTTCCTGCGT
CTGGEEEGTCC
GGECTCTGGEEC

>D82-P46R.abi ;

541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

CTGEEEGETCC
GCCTCTGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGT GGG
CGECEEEEEC

CGCCGCACAG
GCTCGTGCGC
CCGCCCECEC
CCTGGECCGECeC
CGECCEEEEC
CGCCCCCAGG
CTGIACAGGG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCGECTG

TGCCCCGTGC
GCTGCCCCTG
GCTCCGTGEG
GITCTTGCGEC
CCAGT GCEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCEC
GCCTCAGACG
CTGAGCCGEEC

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTGCTCT
CTGEECCEEG
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT
CGCGECCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGEEEEECCC

CCC
CCTGCCGAGT
TGEEEEECCC
GAGCTTTACC
CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGTGCCECCC
GCTCCTCCAG
CCTCCcCcaEEee
TGGEECCAECG

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTGCTCT
CTGEECCEEG
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT
CGCGECCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC

AGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC
GAGCTTTACC
CGECTECECC
GGAGAGCGAC
TGTGCCECCC
GCTCCTCCAG
ccreccaeece
TGEEECCECG

GGEECCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGICGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECGECCT
TGAGCCTGGEG

TGAGGGECCGT
CCTGGECECCT
TGAGGCTGGEG
GGECCGECCTG
TYTGGATGGG
GCACCCTGEG
CCAGTTCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGGAGCC

ceccocecele
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGICGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECGECCT
TGAGGCTGGEG

TGAGGEGECCGT
CCTGECCCCT
TGAGECTGEG
GCCCEECCTG
TCTGGATGGEG
GCACCCTGGEG
CCAGTTCCGT
GGGECTCCAAG
CTCCACGECC
TGGGGAGCC

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCGCAG
GGTCAAGGTG
CCGECEECEG
GTGCGCCAGT
GCCECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGIGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC

CTTGGTIGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGCGGAG
CACAAAGTCC
TCGICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCGCAG
GGTCAAGGTG
CCGGECEECEE
GTGCGCCAGT
GCGGECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGIGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGCTGEEC
TTCGGTCAAC
GGICGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGTI CAGGGEG
CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGG

TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GTTAAGGAGG
CCCGEEGTGC
GGITTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGCTGEEC
TTCGGTCAAC
GGICGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGT CAGGEGEG
CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGT

CTTGGIGCCG TGICCCGEGT

CTCCCCCCTG
GECGGETCCTC
GGAGCCCCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGGCGAG
CACAAAGTCC
TCGICCCCCG
TCCAGCCAGC

CTGITGCACTG
CTGCGGIGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCGEEGETEC
GGITTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC



Anhang

176

Sequenz der Probe D3143

>Ni-43-46.1R.abi;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GCTCCCCGTG
AGGEEEECECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGTCC
GGECTCTGGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGTGEG
CGGECEEEEEC

GCTTATGCCC
CAGCCCGGEEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCCCECTG
GCTGCGTGEG
GITYTTGCGC
CCAGT GEGEGEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEC

Sequenz der Probe D2004

>4-43-43F.abi ;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CGEECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGECGEG
CGECEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCCCCGTG
AGGGEEEECECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGETCC
GGECTCTGEEC
GGT

>4-43-46R.abi ;

781
841
901
961
1021
1081

> GATC1-4-43-43F.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

> GATC1-4-43-46R.

781
841
901
961
1021
1081

AGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGI GGG
CEECEEEEEC

CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
sccojecece
CGGECEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCCCCGTG
AGGGEEEECECT
CTTCCT

AGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGT GGG
CGGECEEEEEC

AG
GCTCGTGCEC

CCTGECCECC
CGGECTGEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCCECTG

GITCTTGCGC
CCAGT GCEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCEC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEEC

abi;
AG
GCTCGTGCGC

CCTGECCECC
CGGECTGEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGEA

abi;

GTTCTTGCGC
CCAGTGGEGEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGGC

AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC
GACGCTYTACC
CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGIGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCcTcccaaee
TGEEECCECG

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTCCTCT
CTGGEECCEEE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGECCC
CCTGCCGAGT
TGEEEEECCC

CGECTECECC
GGAGAGCGAC
TGTGCCECCC
GCTCCTCCAG
Cccreccaeece
TGEEECCECG

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTCCTCT
CTGGEECCEEGE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGGA
AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC

CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGIGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCTCCcCcaeaEeC
TGEEECCAECG

TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGGCCGT
CCTGGECECCT
TGAGGCTGGG
GGECCEECCTG
TCTGGATGSEG
GCACCCTGGG
CCAGITCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGEGAGCC

GEECECEETG
TGGGTGICCC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCECTTC
GCTCGTGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGEECECCT
TGAGECTGEG

TCTGGATGGEG
KCACCCTGGG
CCAGTTCCGT
GGCCTCCAAG
CTCCACGECC
TGGGGAGCC

GGEGECCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC

TCTGGATGEG
KCACCCTGGG
CCAGITCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGEGAGCC

GCGGECCTTGG
GGCGCCGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
CACAAAGTCC
TCGICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCCCAG
GGTCAAGGTG

GTGCGCCAGT
GCCECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC

CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
YACAAAGTCC
TCGTCCCCCG
TCCAGCCAGC

GCTCCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCCCAG
GGTCAAGGTG

GTGCGCCAGT
GCGGECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG

CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
YACAAAGTCC
TCGICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCCTGGTGGT
CCGT CAGGGEG
CAGCTGGTCG
TGICCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCGEEGTGC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGECTGECEC
TTCGGTCAAC
GGICGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGTCAGEEG
CACCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTIGEC

GITAAGGAGG
CCCGEEKTEC
GGTITTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGECTGECEC
TTCGGTCAAC
GGTCGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGI CAGEEG
CAGCTGGTCG

GITAAGGAGG
CCCGEKTGEC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC



Anhang

177

Sequenz der Probe D2577

>7-43-43F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

CG
CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGECEG
CGEoEEEEET
CGACACCCCT
CGGCAAGACG
GCTCGCCGTG
AGGGEGEGEGEECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGETCC

> 7-43-46R.abi ;

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GCTCCCCGTG
AGGGEEEEECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGETCC
GGECTCTGGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGTGGG
CGGECEEEEEC

CGCCCCRCAG
GCTCGIGCEC
CCGCCCECEC
CCTGECCGECC
CGECYGEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC

GCTTATGCCC
CAGCCCGGEEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCCCECTG
GCTGCGTGEG
GITCTTGCGC
CCAGT GEGEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEC

Sequenz der Probe D2580

>2.x80-43F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

ACGCCG
CGGECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGCGEG
CGECEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCGECCGTG
AGGGEEEECECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEG

>2 .x80-46R.abi;

421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GIG
AGGEGEEEEECT
CTTCCTCCGT
CTEEEEGETCC
GECTCTGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGCGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGTGEG
C

CGCCGCGCAG
GCTCGIGCGC
CCGCCCEeEC
CCTGECCGECC
CGGECTGEGEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGGA
GGACTCGITT

GCTTATGCCC
CAGCCCGGGA
GGACTCGITT
TGCCCCGTCC
GCTGCGCECTG
GCTCCGTGEG
GITCTTGCGC
CCAGTGCEEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCGC
GGCTCAGACG

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTGCTCT
CTGEECCEEG
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT
CGCGECCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT

AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC
GACGCTTTACC
CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGIGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCTCCCcEEeC
TGGEEECCECG

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTCCTCT
CTGGEECCEEE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGGA
AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGECCC

AGCTGGCCAT
CGCGCCCCTC
CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGEEEEECCC
GAGCTYTACC
CGGECTGCGECC
GGAGAGGGAC
TGTGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCTCCCEECC

GGEECCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGICGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECGECCT

TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECGECCT
TGAGCCTGGG
GGECCCECCTG
TCTGGATGEG
GCACCCTGGEG
CCAGITCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGEGAGCC

GGEGECCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCGCTTC
GCTCGTGGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGGCCGT

TCTGGTAGGT
ACGCGCECCC
TGAGGECCGT
CCTGECECCT
TGAGECTGEG
GGECCEECCTG
TCTGGATGSG
GCMCCCTGEG
CCAGTTCCGT
GGCCTCCAAG
CTCCACGECC

GCTGYTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCGCAG
GGTCAAGGTG
CCGECEECEG
GTGCGCCAGT
GCCECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGIGCCG
CTCCCCCCTG

GCGCCCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTIGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
CACAAAGTCC
TCGTICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCTCCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCCCAG
GGTCAAGGTG

GTGCGCCAGT
GCGGECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTIGCCG

GGCGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGCGGAG
CACAAAGTCC
TCGTCCCCGG
TCCAGCCAGC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGCTGEEC
TTCGGTCAAC
GGICGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGTI CAGGGEG
CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT

GCCTGGTGGT
CCGTI CAGGEGEG
CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCGEEGTGC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGECTGECEC
TTCGGTCAAC
GGTCGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGICAGGEGEG
CAGCTGGTCG
TGICCCGGEGT

CCGTCAGEEG
CACCTGGTCG
TGTCCCCEGET
CTGTGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCEEEGETEC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC



Anhang

178

Sequenz der Probe D3142

>GATC1-N43F.abi;

1
61
121
181
241
301
361
421
481

>N+43-

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

>N+43-
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

8.5.2.6 Sequenzen ab Exon 46 des felinen PKD1-Gens bis im Exon 40 des felinen

CG
CGEECCECEEC
TCGTGCGCCG
CGGECTCGCGEG
CGECEEEEET
CGACACCGCT
CGGCAAGACG
GCTCGECCGTG
AGGGEG

43F .abi;
ACGCG
CGGECCECEEC
TCGIGCGCCG
CGGECTCGCEG
CGEECEEEEET
CGACACCCCT
CGGCAAGACG
GCTCGCCGTG
AGGGEGEGEGEECT
CTTCCTGCGT
CTGEEEGTCC
GGECTCTGGEEC

46R .abi;

CTTCCTGCGT
CTGEEEGETCC
GGECTCTGGEEC
GGTACCACGC
TGGTGGAGCT
TGGGTACGEC
AGCCGGACTG
GATGGAACCG
CCCCAGTGEG
CGGECEEEEEC

CGCCGCRCAG
GCTCGTGCEC
CCGCCCECEC
CCTGECCGECC
CGGECCEEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGEG
GCTTATGCCC

CGCCGCRCAG
GCTCGTGCGC

CCTGECCGECC
CGECYGEEEC
CGCCCCCAGG
CTGTACAGGG
GCTTATGCCC
CAGCCCGGEA
GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCGECTG

GGACTCGITT
TGCCCCGTGC
GCTGCCCECTG
GCTGCGTGEG
GITYTTGCGC
CCAGT GEEEG
ACGGAGCCCC
CTGCCCTCRC
GGCTCAGACG
CTGAGCCGEC

TSC2-Gens.

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTGCTCT
CTGGEECCEEE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT

TCCGGAGCCT
CTGGCCCAGC
CGCTTCACCA
TCGCTGCTCT
CTGGEECCEEGE
CCGCCCAGCA
CCCTGCCGEA
AGCTGGCCAT
CGCGECCCCTC
CGGAGCECCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC

CGGAGCGCCC
CCTGCCGAGT
TGGEEEEECCC
GACGCTTTACC
CGGECTGCECC
GGAGAGGGAC
TGIGCCGCCC
GCTCCTCCAG
CCcTcccaeaee
TGGEEECCECG

GGEECCCCEETG
TGGGTGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCCCTTC
GCTCGIGEEC
TCTGGTAGGT

GGEGECCCEETG
TGGGIGTCGC
GCTTCGAGCA
TTCTCCTGCT
CCGGGTCGAA
GCTGCGECTTC
GCTCGTGEEC
TCTGGTAGGT
ACGCGCGECCC
TGAGGGCCGT
CCTGGECGECCT
TGAGCCTGGEG

CECGECECCC
TGAGGECCGT
CCTGGECECCT
TGAGGCTGGG
GGECCCECCTG
TYTGGATGGEG
GCACCCTGGEG
CCAGITCCGT
GGGCTCCAAG
CTCCACGGECC
TGGGEGAGCC

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGECCCAG
GGTCAAGGTG

GTGCGCCAGT
GCCECCTTGG
GGCGECGAGG

GCTGCTGGTG
CGACCGCCAG
GGTGGCGCAG
GGTCAAGGTG
CCGGECEECEG
GTGCGCCAGT
GCGGECCTTGG
GGECGECGAGG
CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC

CTTCCCCTTG
CTTGGTGCCG
CTCCCCCCTG
GGECGGTCCTC
GGAGCCGCAG
CTTCAGTAAG
CCCAGGGGAG
YACAAAGTCC
TCGICCCCGG
TCCAGCCAGC

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGCTGEEC
TTCGGTCAAC
GGTCGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGT CAGGEGEG

GCCCTGACCG
TGGACCCGCT
CTGAGCTCCG
AGGGCTGEEC
TTCGGTCAAC
GGICGGITTT
GCCTGGTGGT
CCGI CAGGEEG
CAGCTGGICG
TGICCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCG

CAGCTGGTCG
TGTCCCGEGT
CTGIGCACTG
CTGCGGTGEC
GACTACGAGA
GITAAGGAGG
CCCGGEGGTEC
GGTTTGAAGG
ACGCACCCCC
TGGACACACC

Vergleichsequenz fur die mit Primer TSC-F sequenzierten PCR-Produkte

>Ref erence File(s):

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

TGCAGCCGGA
AGGGATGGAA
CCCCCCCAGT
ACCCGECEEGE
GGECCGIGITC
CTACCACCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGECC
CAGCACTTAG
TCAGTCCCCT
TTACGGTCTC
TCTCTGT GGG

CTGACGGAGC
CCGCTGCCCT
GGGGEECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGECCCTTC
GAGCAGAGGEC
GACCTGCGEC
CCGGEECCCCT
TCCCGEEEEG
CTGCAGAGGEG
GGGCCAGGCA
TCTCAGCACT

CCCTGIGCCG
CGCGCTCCTC
ACGCCTCCCG
GGECTGEEECC
TGACCCAGTT
TTCAGAGCCT
CGGECCCTGECC
GCAGEGITTC
TCCCGGECTC
AGCCAGAGCA
GAAGAGCTGC

backl on PKD- TSCF referenz_F_Synthesis_254. scf;

CCCCCAGITC CGICACAAAG TCCGGITTGA
CAGGGCCTCC AAGTCGTCCC CGGACGCACC
GCCCTCCACG GCCTCCAGCC AGCTGGACAC
GCGIGGEEGAG CCCGAGCCCT CTCGTCTCCA
CGACCGACTC AACCAGGCCA CGGAGGATGT
GCAAGGCCGC AGGAGCACGG GTGCCCACAG
TGGCCGICTT GCCCGEGCCA GTCGTGECGT
CCTGCGGECT AAGAACAAGG TCCACCCCGG
AGACCCCTTC CCTGGEEGTGG TCCTCTGECT
GACACCGCTC AGTATTAATT TCTGCCACCC
ACGAAGGECCC CCAGGGAGCA GICGICTCTC
TTAAAGACGC CATGTGGGCA GCCAGGACCC AGGEGTCCCC
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Vergleichsequenz fur die mit Primer TSC-R sequenzierten PCR-Produkte

>Ref erence Fil e(s)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CCCGCCCCCG
ACTCCAACCC
CCGAGCCCAC
ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC
CCTGCCCCAG
CCCGCCCECG
TGCTGTCACA
AAGTGCCGAG
CTTGGATCCA
CCTTCCCA

CTCCTTCCTG
CAGCCTGCCG
GCCCACGTAC
GITCGTGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG
GGGEGEEECCAC
CCCCGGGAGC
TCCTCCTCCT
GCCCAGGCAG
GCGATGCCTG
ACTCTGGITA

Sequenz der Probe D2573

>73-TSC-F.abi;

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

ACCCGEECEEG
GCCCGTGITC
CTACCACCTG
CCCCTCCTCA
GGGTCTGECC
CAGCACTTAG
TCAGICCCCT
TTACGGTICTC
TCTCTGTGEG

>73-TSC-R.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CCGAGCCCAC
ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC
GITCTCCGGT
TGCTTCCACC
CGCGCCGTCTG
GT GGCGAGEG
TCCCATCCCA
GCCAGCCCTG

CAG
GGCCTGAGCC
GAGGECCCTTC
GAGCAGAGEC
GACCTGCGEC

TCCCCEEEEG
CTGCARAGGEG
GGGCCAGGECA
TCTCAGCACT

GCCCACGTAC
GITCGTGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG
GGGEGEEECCAC
GCACAGACCC
CTGGAGITCT
GGECTCTGCCC
GGGIGGTGAC
RCCYCAGGCC
CAGCCCCAGC

Sequenz der Probe D2582
>82-TSC-F.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

CCCCCCCAGT
ACCCGECAEEG
GECCGTGITC
CTACCAGCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGECC
CAGCACTTAG
TCAGICCCCT
TTACGGTCTC

GGGEGECECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGCCCTTC
GAGCAGAGGEC
GACCTGCGEC
CCGGEECCCCT
TCCCCEEEEG
CTGCAGAGGEG
GGGCCAGGCA

AAGGCTCCCC
CTGACGCAGA
GAGACGEGECC
GCCGEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG
CCTGCCACCA
CAGCCCCGEG
CCCCCAGACC
AGAGCAAGCC
GGECCCTTCCA
GGTGICTGGG

ACGCCTCCCG
GECTGEEECC
TGACCCAGIT
TTCAGAGCCT
CGECCCTGCC
GCAGEGITTC
TCCCGEEECTC
AGCCAGAGCA
GAAGAGCTGC
TTAAAGACGC

GAGACGEGECC
GCCGEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG
CCTGCCACCA
TCACCTGCCC
GECGECCECeC
TCTTGCTGIC
AGGAAGTGCC
CAACTTGGAT
ACCCCTTCCC

ACCCCTCCCG
GECTGEEECC
TGACCCAGIT
TTCARAGCCT
CGECCCTECC
GCAGEGITTC
TCCCGEECTC
AGCCAGAGCA

GTCCCCTGCA
CGCACCCTCC
AGCGGAAGCG
GTGCCCCECC
CGTGICACTC
GIGGEGATGG
CCCACGIGIT
GCAGGGCTGC
TGACACCCGC
CGTGCECEEGETG
ACAAGCCTCC
GAGGGAGGECC

GCCCTCCACG
GCGIGGGGAG
CGACCGACTC
GCAAGCCCEC
TGGCCGTCTT
CCTGCGEECT
ARACCCCTTC
GACCCCGITC
ACGAAGGECCC
CATGTGGGCA

CACCCTCC
AGCGGAAGCG
GTGCCCCGCT
CGTGICACTC
GIGGGGATGG
CCCACGIGIT
CAGCCCCGEG
GCGICCTCCT
ACAGCCCAGG
GAGGCGATGG
CCAACTCTGG

GCCCTCCACG
GCGTGEEGAG
CGACCGACTC
GCAAGGCCEC
TGGECCGTCTT
CCTGCGEECT

backl on PKD- TSC-R _F _Synt hesi s_358. scf;

GATCCGTGAG
GGGCCACGCC
CCTCATCTCC
GITTATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT
CTCCGGTGCA
TTCCACCCTG
GGGICTGGEEC
GGEGAGEGEEEG
CATCCCAGCC
AGCGCTGCAG

GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGEGECCA
AAGAACAAGG
CCTGCEEGETGG
AGTATTAATT
CCAGGGAGCA
GCCAGGACCC

GGGCCACGCC
CCTCATCTCC
GTTATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT
CTCCCTGCCA
AGCCAGCCCC
CCTCCCCCAG
CAGAGAGCAA
CTGGECCCTT
TTAGGTGTCT

AAGTCGTCCC
GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGEECCA
AARAACAAGG

GAAGCCCACT
AAGGCCCCCG
TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GTAGCTATGG
CAGACCCTCA
GAGITCTGGC
TCTGCCCTCT
TGGTGACAGG
CCAGGCCCAA
CCCCAGCACC

AGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGTrGECGT
TCCACCCCGG
TCCTCTGECT
TCTGCCACCC
GTCGICTCTC
AGGGTCCCCT

AAGGCCCCCG
TCTGTGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GITAGCTATGG
CCACCCACGT
GGGGCAGGEEC
ACCTGACACC
GGECCCCEEEG
CCAACAAGCC
GGGGAGGGAG

CGGACGCACC
AGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GI'GCCCACAG
GICGIraECaGT
TCCACCCCGG

ARACCCCTTC CCTGGEEGTGG TCCTCTGECT

GACMCCGCTC

AGTATTAATT

GAAGAGCTGC ACGAAGGCCC CCAGGGAGCA

TCTGCCACCC
GTCGICT
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>82-TSC-R.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

CCGAGCCCAC
ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC
GITCTCCGGT
TGCTTCCACC
CGCGCGICTG
GT GGCGAGEG
TCCCATCCCA
GCC

GCCCACGTAC
GITCGTGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG
GGGEEGECCAC
GCACAGACCC
CTGGAGITCT
GGECTCTGCCC
GGGTGSTGAC
GCCCCAGGECC

Sequenz der Probe D2598

>98-TSC-F.abi ;

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CCCCCCCAK
ACCCGECEEGE
GGECCGIGITC
CTACCAGCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGECC
CAGCACTTAG
TCAGTCCCCT

>98-TSC-F2.abi;

241
301
361
421
481
541
601

CTACCACCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGCECC
CAGCACTTAG
TCAGICCCCT
TTACGGTCTC

>98-TSC-R.abi;

61
121
181
241
301
361

CCGAGCCCAC
ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC

GGGEGECECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGECCCTTC
GAGCAGAGGEC
GACCTGCGGEC

TCCCCEEEEG
CTGCAGAGGEG

GAGCARAGGC
RACCTGCGGC

TCCCCEEEEG
CTGCARAGGG
GGGCCAGGCA

GCCCACGTAC
GITCGIGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG

Sequenz der Probe D2004

>TSCO4-TSCF.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

CCCCCCCAGT
ACCCGECAEEG
GECCGIGITC
CTACCACCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGECee
CAGCACTTAG
TCAGICCCCT
TTACGGTCTC
TCTCTSTGEG

GGGEGEECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGCCCTTC
GAGCARAGGC
RACCTGCGGEC

TCCCCEEEEG
CTGCARAGGG
GGGCCAGGCA
TCTCAGCACT

GAGACGGEECC
GCCGEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG
CCTGCCACCA
TCACCTGCCC
GECGECCECeC
TCTTGCTGIC
AGGAAGTGYC
CAAMT TGGAT

ACGCCTCCCG
GGYTGEGEEECC
TGACCCAGTT
TTCAGAGCCT
CGECCCTGCC
GCAGEGITTC
TCCCGEECTC
AGCCAGAGCA

TGACCCAGIT
TTCARAGCCT
CGGECCCTGCC
GCAGGGITTC
TCCCGGECTC
AGCCAGAGCA
GAAGAGCTGC

GAGACGEECC
GCCEEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG

ACGCCTCCCG
GECTGEEECC
TGACCCAGIT
TTCARAGCCT
CGGECCCTGCC
GCAGSGITTC
TCCCGGECTC
AGCCAGAGCA
GAAGAGCTGC
TTAAAGACGC

AGCGCGAAGCG
GTGCCCCCCT
CGTGICACTC
GIGGEGATGG
CCCACGIGIT
CAGCCCCGEEG
GCGICCTCCT
ACAGCCCAGG
GAGGCGATGG
CCAACTCTGG

GCCCTCCACG
GCGTGCGGAG
CGACCGACTC
GCAAGGCCGC
TGGCCGTCTT
CCTGCGEECT
AGACCCCTTC
GACMCCGCTC

CGACCGACTC
GCAAGGCCGC
TGGECCGTCTT
CCTGCGGECECT
AGACCCCTTC
GACMCCGYTC
ACGAAGGECCC

CACCCTCC
AGCGGAAGCG
GTIGCCCCECY
CGTGICACTC
GIGGGGRATGG

GCCCTCCACG
GCGIGCGGAG
CGACCGACTC
GCAAGGCCGC
TGGCCGTCTT
CCTGCGEECT
ARACCCCTTC
GACCCCGITC
ACGAAGGECCC

CCTCATCTCC
GTTATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT
CTCCCTGCCA
AGCCAGCCCC
CCTCCCCCAG
CAGAKAGCAA
CTGGECCCTT
TTAGGTGTCT

AAGTCGTCCC
GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGGECCA
AAGAACAAGG
CCTGEEGETGG
AGTA

AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGEGECCA
AARAACAAGG
CCTGEGEGTGG
AGTATTAATT
CCAGGG

GGECCACGCC
CCTCATCTCC
GITATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT

AAGTCGTCCC
GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGEGECCA
AARAACAAGG
CCTGEGEGTGG
AGTATTAATT
CCAGGGAGCA

CGG
TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GITAGCTATGG
CCACCCACGT
GGGGCAGGEEC
ACCTGACACC
GGECCCCEEEG
CCAACAAGCC
GEKGAGGGAG

CGGACGCACC
ACGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGIGECGT
TCCACCCCGG
TCCTCTGECT

CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGIGECGT
TCCACCCCGG
TCCTCTGECT
TCTGCCACCC

AAGGCCCCEG
TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GIAGCTATGG

CGGACGCACC
AGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGTrGECGT
TCCACCCCGG
TCCTCTGECT
TCTGCCACCC
GTCGICTCTC

CATGTGGGCA GCCAGGACCC AGGGTCCCCT
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>TSCO4-TSCR.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CCGAGCCCAC
ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC
CCTGCCCCAG
CCCGCCCGECG
TGCTGTCACA

GCCCACGTAC
GITCGTGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG
GGGEEGECCAC
CCCCGGGAGC
TCCTCCTCCT
GCCCAGGCAG

>GATC1-TSCO4-TSCR.abi ;

121
181
241
301
361
421
481
541

ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACACCCAC
ACCCACGTGT
CCAGCCCCGG
CGCGTCCTCC

GITCGIGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG
GGAGGTIGGTA
TCTCCCTGCC
GAGCCAGCCC
TCCTCCCCCA

Sequenz der Probe D2577

>TSC77-TSCF.abi;

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

CCCCCCCAGT
ACCCGECGEEG
GGECCGIGITC
CTACCAGCTG
CCCCTCCTCA
GGGICTGECC
CAGCACTTAG
TCAGTCCCCT
TTACGGTCTC
TCTCTSTGEG

GGGEGECECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGCCCTTC
GAGCARAGEC
RACCTGCGCEC
CCGGEECCCCT
TCCCCEEEEG
CTGCAGAGGEG
GGGCCAGGECA
TCTCAGCACT

>GATC1-TSC77-TSCR.abi;

121
181
241
301
361

ACTTCACCGA
AAAGCAGT GG
TCAGCCAGCT
CCACA

>TSC77-TSCR.abi ;

121

GITCGIGTGA
TGCAGCCCCG
GGITTATTTG

181 ACTTCACCGA GITCGTGIGA
241 AAAGCAGTIGG TGCAGCCCCG
301 TCAGCCAGCT GGITTATTTG

Sequenz der Probe D3142

>N+TSCF.abi ;

61
121
181
241
301
361
421

CCCCCCCAGT
ACCCGECAEEG
GECCGTGITC
CTACCACCTG
CCCCTCCTCA
G

GGGECECTCAG
GGCCTGAGCC
GAGGCCCTTC
GAGCAGAGEC
RACCTGCGGEC

GAGACGGEECC
GCCGEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG
CCTGCCACCA
CAGCCCCGEG
CCCCCAGACC
AGAGCAAGCEC

ACGEGECC
GCCGEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG
CAGGGECCTGT
ACCACCCACG
CGGEGGECAGEG
GACCTGACAC

ACGCCTCCCG
GECTEEEECC
TGACCCAGIT
TTCARAGCCT
CGECCCTGCC
GCAGEGITTC
TCCCGEEECTC
AGCCAGAGCA
GAAGAGCTGC
TTAAAGACGC

GCCEEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG

GCCEEGTCCC
GCCTCCCCAT
ACTTTGTCGG

ACGCCTCCCG
GECTGEEECC
TGACCCAGIT
TTCARAGCCT
CGGECCCTGCC

TCC
AGCGCGAAGCG
GTGCCCCCCT
CGTGICACTC
GIGGEGATGG
CCCACGIGIT
GCAGGCECTGC
TGACACCCGC
CGTGCCEEGETG

AGCGCGAACCG
GTGCCCCGCT
CGTGICACTC
GIGGGGATGG
CGGGECTGCEG
TGITCTCCGG
CTGCTTCCAC
CCGCGEGTCT

GCCCTCCACG
GCGIGCGGAG
CGACCGACTC
GCAAGGCCEC
TGGCCGTCTT
CCTGCGEECT
ARACCCCTTC
GACMCCGYTC
ACGAAGGECCC
CATGTGGGCA

GIrGCCCCELY
CGTGICACTC
GTGGGGATGG

GIrGCCCCEY
CGTGICACTC
GIGGGGATGG

GCCCTCCACG
GCGTGGGGAG
CGACCGACTC
GCAAGGCCGEC
TGGCCGTCTT

GGECCACECC
CCTCATCTCC
GITATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT
CTCCGGTGCA
TTCCACCCTG
GGGTCTGEEC
GGGAGGEEEEE

CCTCATCTCC
GITATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCCT
TCGGEGEECCA
TGCACAGACC
CCTGGAGITC
GGCCTCTGCC

AAGTCGTCCC
GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGGECCA
AARAACAAGG
CCTGGEEGETGG
AGTATTAATT
CCAGGGAGCA
GCCAGGACCC

CCTCATCTCC
GITATATGCG
AGAGCCAGAC
GATCAAGCECT

CCTCATCTCC
GITATATGCG
AGAGCCAGAC
GATC

GCCTCCAGCC
CCCGAGCCCT
AACCAGGCCA
AGGAGCACGG
GCCCGGGECCA

AAGGCCCCGEG
TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GITAGCTATGG
CAGACCCTCA
GAGITCTGEC
TCTGCCCTCT
TGGTGAC

TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATGCAG
GTAGCTATGG
TCCTGCCACC
CTCACCTGCC
TGGECGCCGECC
CrCr

CGGACGCACC
AGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGTGECGT
TCCACCCCGG
TCCTCTGECT
TCTGCCACCC
GTCGICTCTC
AGGGTCCCC

TCTGTGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATCCAG
GIAGCTATGG

TCTGIGGATG
CAAATGAAAT
GCGGATCCAG

ACGCACC
AGCTGGACAC
CTCGICTCCA
CGGAGGATGT
GTGCCCACAG
GTCGTGECGT
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> N+TSC-TSCR.abi;
61

TCC GGGECCACGCC AAGGCCCCCG

121 CCGAGCCCAC GCCCACGTAC GAGACGGEECC AGCGGAAGCG CCTCATCTCC TCTGTGGATG
181 ACTTCACCGA GITCGIGITGA GCCRGGICCC GIGCCCCGCY GITATATGCG CAAATGAAAT
241 AAAGCAGIGG TGCAGCCCCG GCCTCCCCAT CGTGICACTC AGAGCCAGAC GCGGATGCAG
301 TCAGCCACGCT GGITTATTTG ACTTTGICGG GIGGGGATGG GATCAAGGCT GTAGCTATGG

361 CCACRCCCAC GG

>GATC1-N+TSCR.abi;
61

CCACGCC AAGGECCCCGG

121 CCGAGCCCAC GCCCACGTAC GAGACGEGEECC AGCGGAAGCG CCTCATCTCC TCTGTGGATG
181 ACTTCACCGA GITCGIGTGA GCCRGGTICCC GIGCCCCGCY GITATATGCG CAAATGAAAT
241 AAAGCAGIGG TGCAGCCCCG GCCTCCCCAT CGIGICACTC AGAGCCAGAC GCGGATGCAG
301 TCAGCCAGCT GGITTATTTG ACTTTGICGG GIGGGGATGG GATCAAGGCT GTAGCTATGG

361 CCACRCCCAC GG

8.6 Erkennungssequenzen von Splice Sites

Erkennungssequenzen von Splice Sites in ,,Consensussequenz 4-6 ,,

Startposition  Endposition Score Sequenzabschnitt
Donor-Site-Erkennungssequenz
162 176 0.95 Exon 4/Intron 4

ggctgtggtgagtat
1196 1210 0.89 Exon Sfintron 5

ggtcgaggtgggtgc
Acceptor-Site-Erkennungssequenz

Intron 4 Exon 5 (Hund)
510 550 0.92 caggctgtctgctctgtccaggtgaggagtacatcgectge
801 841 0.97 Intron 4 Exon 5 (Mensch)

acgtcttecctgectecccaggggecgecctggtggggect

Erkennungssequenzen von Splice Sites im Klon CA9

Startposition  Endposition ~ Score Sequenzabschnitt
Donor-Site-Erkennungssequenz
374 388 0.95 Exon 28/Intron 28
gcagcaagtaagggc
673 687 0.92 Exon29/Intron29
cctacaggtgggtge
Acceptor-Site-Erkennungssequenz
216 256 0.97 Intron 27 Exon 28
ctceecgeccctecgetgcagggctcageccegectggttc
448 488 0.94 Intron 28 Exon 29
ccagctgtgecctttctgcaggegacgeggcetgtgeggegg
759 799 0.89 Intron 29 Exon 30

ctetectetectgecacacagegeggggeccgtgteeggte
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Erkennungssequenzen von Splice Sites im Abschnitt von Exon 36 bis 38

Startposition Endposition Score

Sequenzabschnitt

Donor-Site-Erkennungssequenz

Exon36/Intron36

14 28 0.99
gctcaaggtgagtgg
284 208 0.79 Exon37/Intron37
gctgagggtgagecg
Acceptor-Site-Erkennungssequenz
75 115 0.85 Intron 36 Exon 37
ctgacgcctcccttggeccaggtcectgetggaggcecctgta
638 678 0.64 Intron 377 Exon 38

cagggccgtecctgeccecagagcttectggtatacatgct

Erkennungssequenzen von Splice Sites im Abschnitt von Exon 38 bis 40

Startposition Endposition Score

Sequenzabschnitt

Donor-Site-Erkennungssequenz

Exon38/Intron38

” 91 0.42
tcacccggtacagge

818 832 0.97 Exon39/Intron39
caggaaggtgageey

Acceptor-Site-Erkennungssequenz

1009 1049 0.93 Intron 39 Exon 40

gaactcecectctgetttcageactctgeccagaccetgct

Von Fruitfly berechnete Splice Sites im Abschnitt von Exon 43 bis 46

Startposition  Endposition Score

Sequenzabschnitt

Donor-Site-Erkennungssequenz

Exon43/Intron43

277 291 0.99
ggtcaaggtgagggc
504 518 0.73 Exon44/Intron44
ttctggtaggtggeg
889 903 0.90 Exon45/Intron45
taaggaggtgggtac
Acceptor-Site-Erkennungssequenz
355 395 0.62 Intron 43 Exon 44
accgacaccgctcgeccccaggecgeccageagetgegctt
569 609 0.97 Intron 44 Exon 45
gcgcegececctteeecttgcagetggtegcttectgegtgga
970 1010 0.64 Intron 45 Exon 46

gagcccctgtgecgeccecagttcegtcacaaagtceggtt
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8.7 Abgeleitete Aminosauresequenzen

8.7.1 Abgeleitete Aminosauresequenz von Exon 4 bis 6

1: Acceptor Splice Site des Exon 5 homolog zur kodierenden Region des caninen PKD1-
Gens:

10 20 30 40 50 60
5' ACCTGAGCGGAAACCCGT TGGAGT GTGATTGT GGT CTGGECGT GECTGCCTCGCTGEGET GG
L S GNPLIECDT CSGLAWLPRWYVE

70 80 90 100 110 120
AAGAGCAGCAGGT TCGCGT GGT TCGECCCGAGGCGECCACGT G GCCGEEECCCEECCCCC
EQQVRVVRPEAATT CAGZPGZPIL

130 140 150 160 170 180
TAGCT GECCGECCCCT GCTCGECGT CCCATTGT CAGACAGCGECT GT GGTGAGGAGTACA
AAGRPLL GV PL SDSGZCGEE Y I

190 200 210 220 230 240
TCGCCTGCCTCCCCGACAACAGCT CCGGT GCCGT GGT GCCGGT GECCTTCTCCACTGCCC
ACLPDNSSGAVYV PV AFSTAH

250 260 270 280 290 300
ACGAGGECCCECT GECACCCGAGECCT GCGECECCT TCTCCTTTGCEECT GECTGEEECC
E GP L APEACGAFTCFAAGWGIL

310 320 330 340 350 360
TCGGEGEECCCT CTCCGACCAGGEECT GGT GCCT GT GCEEEECEECCCAGCCCCCCAACGCCT
G AL SDQGWTCLCGAAQPZPNAS

370 380 390 400 410 420
CCTCGGECTTGCCTACCCT TGT GCTCCAGCCCCCCGCT GCCCCT CACCCCTGCCT GCGEEG
S ACLUPLCSSPPLUPLAPATZCSGSEG

430 440 450 460 470 480
GCCCCACCCTCCTTGAGAACGT CTTCCCT GCCT CCCCAGGEECCAECCCTGGTGEEECCTC
P TLLENVFZPASZPGAALV GUPFP

490 500 510 520 530 540
CAGGACCCCT GGCCT CTGECCAGCCAGCAGCCT TCCATGT CACTGCCTCCCTACCCGT CA
G PLASGQPAAFUHYVTASTLPVS

550 560 570 580 590 600
GCTCCACACACTGGGACTTTGGT GACGGCTCCCCTAAGGT GGATGT TGCTGGT CCTGCCA
S THWDVFGDGSWPIKVDVAGPAT

610 620 630 640 650 660
CCACTCACCGCTATTCCCT GCCCGEECCACT ACCAGGT GACAGCCGT GCTGECCCTGEEEE
T HRY SL P GHY QVTAYVLA AL GA

670 680 690 700 710 720
CTGGECTCGECCCAGCT AGEEECCAAGGT GCAAGT GGAGGCGECCCCTGCTGCCCTGGAGC
G S A QL GAKVQVEAAPAALEIL

730 740 750 760 770 780
TCGAGT GT CCAGT CTCGGT ACT CAGT GATGAGACCCTCAAGCT TGGCGT CCGAAATCGT G
E CPVSVL SDETTLIKLGVRNRG
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790 800 810 820 830 840
GI'GECTCCGECCTGGAAGCCACCTACAGTATTGT GTCTTTGEGCGAGGAGCCAGGTCGAG
G S GL EATYSI VSL GEEPGRYV
850 860 870 880 890 900
TGGTGCATCCGCT CTGCCCCT CGGACACCGT GATCT TCCCCGGTAATGEGECACTGCTACC
v HPL CPSDTWVI FPGNU GHT CYR
910 920 930 940 950 960

GCCTGGT GECCGAGAAGGCCGCCT GECTGCAGGCACAGGAGCAGT GCCAGECCTGEECCG
L VA EKAAWL QAQEIQCOQAWAG

970 980 990 1000 1010
GGEGECCGCCCT GECCAT GGT GGACAGT CCCGCCAGCGCT TCCTGGTCTCCCAGGTCACCA 3!
AAL AMYVY DS SPASASWSUPRSP

2. Acceptor Splice Site des Exon 5 homolog zur kodierenden Region des humanen PKD1-
Gens:

DNASI S *¥xxx% DNA TRANSLATI ON LI ST

10 20 30 40 50 60
5' ACCTGAGCGGAAACCCGT TCGAGT GTGATTGT GGT CTGECGT GECTGCCTCCCTGEGT GG
L S GNPLETCDZ CGLAWLPRWYVE

70 80 90 100 110 120
AAGAGCAGCAGGT TCGCGT GGT TCGECCCGAGGCGECCACGT GTGCCEEECCCGEECCCCC
EQQVRVVRPEAATT CAGUZPG GZPIL

130 140 150 160 170 180
TAGCT GECCGECCCCT GCTCGECGT CCCATTGT CAGACAGCGECT GT GEGEECCELCCTEG
AAGRPLL GVPL SDSGTCGAALYV

190 200 210 220 230 240
TGGEGEECCTCCAGGACCCCT GECCT CTGECCAGCCAGCAGCCT TCCATGI CACTGCCTCCC
G PP GPLASGQPAAFMHVTASL

250 260 270 280 290 300
TACCCGT CAGCT CCACACACT GGGACT TTGGTGACGECTCCCCTAAGGTGGATGT TCCTG
PV SSTHWDVFGDGSUP K VDV AG

310 320 330 340 350 360
GI'CCTGCCACCACT CACCGCTAT TCCCTGCCCGECCACT ACCAGGT GACAGCCGT TGS
P AT THIRYSL PGHY QVTAVL A

370 380 390 400 410 420
CCCTGEEEECT GECT CGECCCAGCT AGCEECCAAGGT GCAAGT GGAGECGGECCCCTCCTG
L GA GS A QL GAKVYV QVEAAPAA

430 440 450 460 470 480
CCCTGGAGCTCGAGT GT CCAGT CTCGGTACT CAGT GATGAGACCCTCAAGCTTGECGT CC
L EL ECPV SV L SDETULIKTLGVR

490 500 510 520 530 540
GAAAT CGT GGT GECT CCGECCT GGAAGCCACCTACAGTATTGT GTCT TTGGGCGAGGAGC
NRGGSGLEATYSI!1I VSL GETEP

550 560 570 580 590 600
CAGGT CGAGT GGT GCAT CCGCTCTGCCCCT CGGACACCGTGATCTTCCCCGGTAATGECEC
GRVVHPLCPSDTVI FP GNGH
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610 620 630 640 650 660
ACTGCTACCGCCT GGT GECCGAGAAGGCCGCCT GACT GCAGGCACAGGAGCAGT GCCAGG
CYRLVAETZKAAMWLTG OATG QET QT CO QA

670 680 690 700 710 720
CCT GEGECCEEEECCECCCT GACCAT GGT GGACAGT CCCGCCAGCGCT TCCTGGTCTCCCA
WA GAAL AMYDSPASASWS PR

GGTCACCA 3
S P

8.7.2 Abgeleitete Aminosauresequenz aus dem Bereich von Exon 27 bis 30

10 20 30 40 50 60
5' GTGGGCATCATCGCT G ACGEEECT GAGGGCCGCAGCGECCACCGECACCT GGACGEEGAC
v GI ML Y GAEGRSGHRMHTLDGD

70 80 90 100 110 120
AGGGCCT TCCECCGCAACAGCCT GGACGT GT TCCAGAT CGCCACGCCGCACAGCCTGEEC
R A°FRRNSLIDVFQI ATWPMHSILG

130 140 150 160 170 180
AGCGT GCGGAAGAT CCGCGT GT GECACGACAACAAAGGECT CAGCCCCECCTGGTTCCTG
S VRKI RVWHUIDNIKGLSPAWTFL

190 200 210 220 230 240
CAGCACATCAT CGT CCGGGACCT GCAGACCGCCTGCAGCACCTTCTTCCTGGT CAACGAC
QHI I VR DL QTACSTFFL V ND

250 260 270 280 290 300
TGGCTGT CGGT GGAGACT GAGGCCAAT GGCGGECCT CGT GGAGAAGGAGGT GCTGGCAGCA
wL SV ETEANGSGLVEIKEVLAA

310 320 330 340 350 360
AGCGACGCGECTGT GCGECGEGT TCCGECECCT CCT GGT GECCGAGCTGCAGCGTGECTTT
S DA AV RRFRRLILVAETLQRGF

370 380 390 400 410 420
TTTGACAAGCATCTCTGGCTCTCCCT CTGEGACCGGECCT CCTCGGAGCCGCTTCACCCGC
F DKHL WL SL WD RWPPRSRFTR

430 440 450 460 470 480
GTCCAGCGGEGECCACCTGI TGCGT CCTCCTCGTCTGCCTCTTCCTGEECECCAATCCTGT G
vV Q RATOCCVLLVCLUFLGANAWYV

490 500 510 520 530 540
TGGTACGGEEGT CGT GGGAGACGCCGCCT ACAGCGCGEEEECCCGT GTCCGGT CTGATCCCG
wWy GVV GDAAYSAGPVSGL I P

550 560 570 580 590 600

CTGAGT GCCGACACAGT TECCGT CGECCTGGT GTCCAGT GTGGTCGTCTATCCCGTCTAC
L SADTVAVGLV S SVVVYPVY

610
CTGGTCATCCTGITTCTC 3
L Vv I L F L
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8.7.3 Abgeleitete Aminosauresequenz aus dem Bereich von Exon 36 bis 38

10 20 30 40 50 60
5' TCGEECTCEGAGCCGECT CAAGGT CCTGCTGGAGECCCTGTACT TCTCCCTGGT GECCAAGC
GWEWPLIKVLLEALYFSL VAIKR

70 80 90 100 110 120
GGCTGCACCCCGACGAGGAT GACACCCT GGT GGAGAGCCCGECTGT GACCCCTGTGAGT G
L H P DEDUDTWLVESZPAVTWPVSE

130 140 150 160 170 180
AGCGT GT GCCCCGT GT GCGGECCCCCACACGECT TTGCGCTCTTCCT GGCGAAGGAAGAGG
RVPRVRPPHGFA AL FILAIKETEA

190 200 210 220 230 240
CCCGAAAGGT CAAGAAGCT GCAT GEGATGCT GAGGAGCT TCCTGGTATACATGCTCTTCC
R KV KIKLHGMLIRSFLVYMLFIL

250 260 270 280 290 300
TGCTGGT GACGCT GCTGECCAACCAT GGEGACCCT TCCT GCCACAGCCACGCCTACCCGCT
L v TLLANMHGDASU CHZ SMHAYRIL

TACAGA 3'
Q

8.7.4 Abgeleitete Aminosauresequenz aus dem Bereich von Exon 38 bis 40

10 20 30 40 50 60
5' GCTTCCTGCCACAGCCACGCCTACCGCCT GCAGAGT GCCATCAAACAGGAGCTCGECAGC
A°S CHSHAYIRLOQSAI KQEL G S

70 80 90 100 110 120
CAGGECCTTCCTGECCATCACCCGGT CTGAGGAGT TTTGECCGTGGATGT CCCACGTCCTG
QA FL AI T RSEEFWPWMSHV L

130 140 150 160 170 180
CTCCCCTACAT CCATGGGAACCAGT CCAGCCCAGAGCT GEEECCCCCECGACT GCGEECAG
L PYIlI HGNQSSWPELGPWPRLRDQ

190 200 210 220 230 240
GT GCGGCTGCAGGAAGCACT CTGCCCAGACCCT GCTCGCCCGEET GT GCCCGT G GCGLG
V RL QEALCPUDZPARPGVUPVCA

250 260 270 280
GCAGCCGCAGCCTCCTTCAGCACAGGCGACTATGECATCGECTGEECCA 3
AAAAGSF ST GDYGI G WG
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8.7.5 Abgeleitete Aminosauresequenz aus dem Bereich von Exon 43 bis 46

10 20 30 40 50 60
5' GECGGACGCGCGCCCCACAGT CCERAGCCT GEECECEGET GECTGCTGGT GECCCTGACCG
R TRAAQSGAWARWLIULVALTA

70 80 90 100 110 120
CGGECCGCEECAECT CGT GCGCCT GECCCAGCT GGGT GT CGCCGACCGCCAGT GGACCCGCT
AAAAL VRLAQLGVYADIROQWTRF

130 140 150 160 170 180
TCGT GCGCCGCCGCCCGCGCCECT TCACCAGCT TCGAGCAGGT GGCGCAGCT GAGCTCCG
VRRRPRRFTSFEQVAOQL S S A

190 200 210 220 230 240
CGGECTCGCGEECCT GECCECCTCGECTGECTCTTTCT CCTGCTGGT CAAGGCCGCCCAGCAGC
AARGLAASLLZ FLULULV KAAOQOQL

250 260 270 280 290 300
TGCGCTTCGTGCGCCAGT GGT CGGT TT TCGECAAGACGCT GTACAGGEGECCCT GCCGGAGC
R FVROQWSVF GKTILYRALUPTEIL

310 320 330 340 350 360

TCGT GEECECEECCT TEEECCTEGT GGT GCTCECCGT GECT TATGCCCAGCTGECCATTC
vV G A AL GL V VL AV AYAQL A1l L
370 380 390 400 410 420

TGCTGGTCCCTTCCTGCGT GRACT CGT TTCGEAGCGECCCT GAGEECCGT CTTGGT GCCGT
L vVASCVDSFRSALIRAVLVPC

430 440 450 460 470 480
GI'CCCAEEGT CTGEEEGT CCTGCCCCGT GCCCT GCCGAGT CCTGECECCTCTCCCCECTEC
P GS GGPAPCPAESWRLSPLL

490 500 510 520 530 540
TGIGCACT GEGCTCTGEECECT GCGECT GT GEEEEECCCT GAGGCTGEEEECEET CCTCC
C T GLWALIRLWGALI RLGAVTLL

550 560 570 580 590 600
TGCGGTGECGGTACCACGCGCTGCGT GEEGAGCT TTACCGECCGECCT GGGAGCCGCAGG
RWRYHALIRGELYRPAWEWPOQD

610 620 630 640 650 660
ACTACGAGATGGT GGAGCTGT TCT TGCGCCAEECTGCGCCT CTGGATGEECT TCAGTAAGG
Y E MV ELFLRRLIRLWMGTEFS KV

670 680 690 700 710 720
TTAAGGAGT TCCGT CACAAAGT CCGGT TTGAAGGGAT GGAACCGCT GCCCTCCCGECTCCT
K EFRHKVRFEGMEWPLWPSIRS S

730 740 750 760 770 780
CCAGGGECECTCCAAGT CGT CCCCCGACGCACCCCCCCCCAGT GEEEECTCAGACGCCTCCC
R GS K S SPDAPWPPSGGSDAS SR

790 800 810 820 830 840
GGECCCTCCACGECCT CCAGCCAGCT GGACACACCCGECEEEEECCT GAGCCGECTEEEEC
P S TASSQLDTWPGSGSGL SRL GFP

850
CGCGT GGGEGAGCCCGAGCC 3
R G E P E
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8.7.6 Abgeleitete Aminosauresequenz bis zum Stopcodon im Exon 46

Probe D2004

10 20 30 40 50 60
5' GECTCCAGT CGT CCCCGGACGCACCCCCCCCCAGT GGEEECT CAGACNCCT CCCGECCCT
L Q S SPDAPZPWPSGGSUDXSRP S

70 80 90 100 110 120
CCACGGCCT CCAGCCAGCT GGACACACCCGECAEEEEECCT GAGCCGECT GEEECCECGT G
T A S S QL DTWPGGGLSURLGPRG

130 140 150 160 170 180
GGGAGCCCGAGCCCT CTCGT CTCCAGECCGT GTTCGAGGCCCTTCTGACCCAGI TCGACC
E P EPSRLQAVFEALULTOQFDR

190 200 210 220 230 240
GACT CAACCAGGCCACGGAGGAT GTCT ACCAGCT GGAGCAGAGGCT TCAGAGCCTGCAAG
L NQATTETDVYOQLEG QQRTLG OSTLOQG

250 260 270 280 290 300
GCCGCAGGAGCACGEGT GCCCACAGCCCCT CCTCAGACCT GCGECCGECCCTECCTGECC
R RSTGAHSPSSDLIRPAL P GR

310 320 330 340 350 360
GT CTTGCCCGGEECCAGT CGT GECGT GEGT CTGECCCCGEECCCCTGCAGGGT TTCCCTGC
L ARASRGYGLAPGPT CRVYVS LR

370 380 390
GGCCTAAGAACAAGGT CCACCCCGGECAGCACTTAG
A K NKV HPGS T *

8.7.7 Abgeleitete Aminosauresequenz von Exon 40 des TSC2-Gens

10 20 30 40 50 60
5' GCACCCT CGEECCACGCCAAGGECCCCEECCGAGCCCACGCCCACGT ACGAGACGGEECCAG
AP S GHAKAPAEWPTWPTYETGDAQ

70 80 90 100
CGGAAGCGCCTCATCTCCTCTGTI GGATGACT TCACCGAGT TCGT GTGAGCCGG
R K RLI S SV DDUZFTEF V *
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8.8 Ubersicht der Exons und Introns des PKD1-Gens der Perser-

katze
Exon/ Lange G/C- Ahnlichkeit Ahnlichkeit
Intron (bp) Gehalt zum caninen zum humanen Bemerkung
(%) PKD1-Gen (%) PKD1-Gen (%)

Exon 4 168 69,9 91,1 83,6 bisauf 2 bp
vollstandig

Intron 4 362 (653) 67,7 57,8 58,2 evtl. alternative
Acceptor Splice
Site;

Exon 5 672 (381) 69,0 86,9 78,2 evtl. aternative
Acceptor Splice
Site

Intron 5 99 70,2 74,7 46,7

Exon 6 183 67,8 92,3 90,7 bis auf eine Base
vollstandig

Exon 27 157 68,6 96,8 84,8 unvollstandig

Intron27 79 79,7 77,8 54,9

Exon 28 144 64,6 94,4 89,6

Intron28 88 71,8 64,6 58,2

Exon 29 211 68,7 91,5 85,3

Intron29 100 71,0 76,2 69,0

Exon 30 127 63,0 91,3 87,4

Exon 31 117 71,8 88,9 88,0

Exon 32 49 38,8 90,0 82,0

Exon 33 173 68,2 82,7 79,3

Exon 34 9 59,9 80,9 72,3

Exon 35 119 68,1 76,2 81,5

Exon 36 203 67,5 87,7 85,2

Intron36 75 76,0 73,3 54,0

Exon 37 195 65,6 91,8 88,2

Intron 37 368 72,3 59,3 51,6

Exon 38 141 62,9 87,1 84,3

Intron 38 628 61,6 56,2 48,8

Exon 39 113 66,4 87,6 91,2

Intron39 205 60,0 59,9 49,7

Exon 40 93 71,0 71,0 72,2 unvollstandig

Exon 43 283 75,6 90,7 85,9 unvollstandig

Intron43 90 81,8 57,8 56,0

Exon 44 137 69,3 90,4 82,2

Intron44 79 78,5 76,2 63,3

Exon 45 306 70,6 86,6 81,0

Intron45 95 78,9 95,8 88,4

Exon 46 453 70,6 85,8 78,1
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8.9 Abktirzungen

A

AalAA

A. dest./bidest.
cAMP
ADPKD
AD

AP
APCKD-Locus
ARPKD
AR

ATP

bp

BSA

C
cDNA/cDNS
DAB
ddH,O

del
DEKZV
DEPC
DMF
DNA/DNS
dNTP

Dup
EDTA
EGF

EL

ES

G

GPS

GVvVO

HG

1gG

IPTG

INK

K. A.

kb

kDa

LB

LDL-A
LOH

LRR
LVOTO
MDCK
MRNA/MRNS
MW

1 Myr
NCBI

Adenin

Aminosaure

Aqua destillata/bidestillata

zyklisches Adenosinmonophosphat
Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease
autosomal -dominant

alkalische Phosphatase

Adult Polycystic Kidney Disease-L ocus
Autosomal Recessive Polycystic Kidney Disease
autosomal -rezessiv
Adenosintriphosphat

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Cytosin

complementary/copy DNA

3,3’ Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
bidestilliertes Wasser

Deletion

Deutscher Edelkatzenzuchtverband
Diethylpyrokarbonat
Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukl eotidtriphosphat
Duplikation
Ethylendiamintetraessigsiure

Epidermal Growth Factor

embryonaler Lethalfaktor

Exotic Shorthair-Katze

Guanin

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
gentechnisch veranderter Organismus
homol oges Gen

Immunglobulin G

Isopropy! B-D-1-Thiogalactopyranosid
c-Jun N-terminale Kinase

keine Angaben

Kilobasen

Kilodalton

Luria-Bertani

Low Density Lipoprotein A

L oss Of Heterozygosity

Leucine-Rich Repeats

Obstruktion der linksventrikul&ren Ausflussbahn
Madin-Darby Canine Kidney (Cells)
messenger RNA

Molekulargewicht

1 Mio Jahre

National Center for Biotechnology Information
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NFAT

nt

p

PAP

PBS

Pc

PCR

pH

PKD
PKD1-Gen
RBC

REJ

RFLP
RNA/RNS
RT

T

Taq
TBE-Puffer
TBE

TBS

TE

TGF

Tm

Tris
Tris-Cl
TSC

U
UV-Licht
WSC
X-Gd

Nuclear Factor of activated T-cells
Nukleotid

kurzer Arm eines Chromosoms
Peroxidase-anti-Peroxidase
Phosphate Buffered Saline
Polyzystin

Polymerase K etten Reaktion

negativer dekadischer Logarithmus der H* -K onzentration

Polyzystisches Syndrom, polycystic kidney disease
Polyzystinl-kodierendes Gen

Red Blood Cells

Receptor for Egg Jelly
Restriktionsfragmentlangenpol ymorphismus
Ribonukleinséure

Raumtemperatur

Thymin

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer

T-Zellfaktor-bindende Elemente

Tris Buffered Saline

Tris’HCI/EDTA-Puffer

Transforming Growth Factor

Schmel ztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
Tuberous-Sclerosis-Complex

Unit

ultraviolettes Licht

cell-wall integrity and stress-response component
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R3-D-Gal actopyranosid
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lektrophorese. Michael, unter Deiner Aufsicht durfte ich meinen ersten Mastermix pipettieren;
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bei Markus, meinem Bruder Peter, meiner Mutter und Jenny fir die Durchsicht von Teilen des
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bei Herrn Prof. Dr. Petzinger, Herrn Prof. Dr. Bauerfeind, Frau Jana Heber und allen Kollegiaten
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lieffen und mich immer unterstiitzt haben!

Dankel



e o
VVB LAUFERSWEILER %EKLAG

VVB LAUFERSWEILER VERLAG ~ ISBN 3-8359-5317-b

STAUFENBERGRING 15

D-35396 GIESSEN H
3178

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890
redaktion@doktorverlag.de
www.doktorverlag.de 9oll7838351l95






