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Abbildung 16: Hochauflosende Analyse der NPC-Assoziation von C150rf2 mit 3D-SIM.
Die mittlere optische Schnittebene durch einen Zellkern zeigt, dass sowohl der NPC als auch
C150rf2-FLAG ein dhnliches punktartiges Muster entlang des Chromatinauflenrandes (DAPI)
aufweisen. Die Vergroflerung (4x) zeigt einen Ausschnitt der Kernhiillen zweier benachbarter
Zellkerne. Hier ist deutlich erkennbar, dass Cl5orf2 (rot) in beiden Zellen auf der
nukleoplasmischen Seite der NPCs (griin) lokalisiert ist. Die apikale optische Schnittebene
zeigt ebenfalls, dass Cl5orf2 eng mit dem NPC assoziiert ist. Die MaBstabsleisten
entsprechen 5 um in den Ubersichten und 1 pm in den VergroBerungen. Abbildung verindert
aus Neumann et al. (2012). Die zugrunde liegenden SIM-Aufnahmen wurden von Y. Markaki
generiert.
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Abbildung 17: Hochauflosende Analyse der Lamina-Assoziation von C150rf2 mit 3D-
SIM. In der mittleren optischen Schnittebene durch einen Zellkern sind deutliche
Unterschiede zwischen der kontinuierlichen, linearen Struktur der Kernlamina und dem
punktartigen Muster von Cl50rf2-FLAG zu erkennen. Ein &hnlich deutlicher
Strukturunterschied ist auch in der apikalen optischen Schnittebene sichtbar. In den
VergroBerungen (4x) der mittleren und apikalen optischen Schnittebene wird deutlich, dass
C150rf2-FLAG (rot) sich etwa in einer Ebene mit der Kernlamina (griin) befindet. Die beiden
Signale wechseln sich jedoch ab und zeigen nur wenig Uberlappung. Die MaBstabsleisten
entsprechen 5 um in den Ubersichten und 1 pm in den VergroBerungen. Abbildung verindert
aus Neumann et al. (2012). Die zugrunde liegenden SIM-Aufnahmen wurden von Y. Markaki
generiert.
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4.2.4 Verteilung von C150rf2 in Fraktionen der Zellkernhiille

Um die beobachtete NPC-Assoziation von Cl50rf2 mit einem biochemischen Ansatz zu
verifizieren, wurde eine Kernhiillen-Isolations- und -Franktionierungsmethode von Cronshaw
und Kollegen angewandt (Cronshaw et al. 2002). Hierzu mussten zunichst intakte Zellkerne
von induzierten T-REx-293-C150rf2-Zellen isoliert werden, die noch beide Kernmembranen
besallen. Die Kernhiillen wurden anschlie3end isoliert und schrittweise fraktioniert, sodass im
vorletzten Schritt nur noch die weitgehend intakte Lamina mit den NPCs, die iiber
Proteininteraktionen in ihr verankert sind, vorlag. Die Proteininteraktionen der NUPs
miteinander und mit der Lamina wurden im letzten Schritt durch den Einsatz eines
zwitterionischen Detergenz selektiv gelost, wihrend die Interaktionen der Lamine bestehen
blieben. Die unlosliche Lamina konnte daher pelletiert werden, wihrend die NUPs in Losung
gingen. Im Ergebnis dreier unabhédngiger Franktionierungsversuche mit Zellkernen induzierter
T-REx-293-C150rf2-Zellen wurde Lamin B; nur in der Pellet-Fraktion des letzten Schrittes
detektiert (Abb. 18).

Zellkerne Empigen BB
Dnase/RNase kDa [ |
P S
—— 250 -
S P (Kernhillen Rohfraktion) - — 0.C150rf2
lHeparin 130 -
72 _‘ oLamin B,
S P (angereicherte Kernhillen )
l Triton-X-100 —— —_
 — 250 -
S P (NPCs und Lamina) - e oNPC
(mab414)
l EmpigenBB 130 -
1 -
(Nukleoporine) S P (Lamina) 72 ——

Abbildung 18:  Subfraktionierung der Kernhiille. Links: Schema des
Zellkernfraktionierungsprotokolls. Verdandert nach Matunis (2006). Rechts: Western-Blot. P:
Lamina-Pellet; S: NUP-angereicherter Uberstand (supernatant). Der verwendete anti-NPC-
Antikorper “Mab414” bindet FG-Repeat-Nukleoporine. Die drei detektierten Banden
reprasentieren vermutlich NUP358, NUP153 und NUP62 (Cronshaw et al. 2002). Nach
langeren Belichtungszeiten wurde auch NUP62 in der Pelletfraktion detektiert. Abbildung
verdandert aus Neumann et al. (2012).
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Die NUPs, die mit dem Mab414 Antikorper detektiert wurden, waren sowohl im Pellet als
auch im Uberstand detektierbar. Ebenso war C150rf2 sowohl im Pellet als auch im Uberstand
nachweisbar. Verglichen mit den NUPs schien jedoch prozentual mehr C150rf2 in der Pellet-
Fraktion zu verbleiben, was eine stirkere Bindung von C150rf2 an die Kernlamina nahelegt

und in guter Ubereinstimmung mit der 3D-SIM Lokalisation ist.

4.2.5 Einfluss der C150rf2-Uberexpression auf den mRNA-Export

Fiir einige NUPs und NPC-assoziierte Proteine, z.B. fiir das Korb-NUP NUP153, wurden
Funktionen in der Regulation des mRNA-Exportes nachgewiesen (Bastos et al. 1996;
Hawryluk-Gara et al. 2005; Wickramasinghe et al. 2010). Um zu fberpriifen, ob die
Uberexpression von C150rf2 den mRNA-Export beeinflusst, wurde eine mRNA-Fluorezenz-
in situ-Hybridisierung (mRNA-FISH) durchgefiihrt. Wiirde C150rf2-Uberexpression den
mRNA-Export negativ beeinflussen, wire in induzierten Zellen verglichen mit Kontrollzellen
eine Anreicherung der mRNA im Zellkern zu erwarten. Eine positive Beeinflussung wiirde
das Gegenteil bewirken. Der Vergleich von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-
Cl5o0rf2-Zellen zeigte jedoch keinen Unterschied in der Verteilung der mRNA (Abb. 19).
Auch solche Zellen, die extreme hohe Cl5o0rf2-Level und einen Kernhiillenphdnotyp
aufwiesen (vergleiche Abschnitt 4.2.3.2), zeigten keine Verdnderung in der mRNA-

Verteilung (Daten nicht gezeigt).

poly(A)*RNA poly(A)*RNA + DAPI

) ..
DOX ..

Abbildung 19: Poly(A)"-RNA Verteilung in T-REx293-C150rf2-Zellen. Poly(A)-mRNA
wurde mit einer Cy3-markierten poly-dTso-Sonde (rot) detektiert und war groBtenteils im
Zytoplasma, aber auch im Zellkern (DAPI, blau), lokalisiert. Es konnte kein Unterschied
zwischen induzierten (Dox) und H;O-behandelten (Mock) T-REx293-Cl50rf2-Zellen
gefunden werden. Abbildung veridndert aus Neumann et al. (2012).
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4.2.6 Einfluss der C150rf2-Uberexpression auf die Genexpression

Einige NPC-Proteine konnen die Zuginglichkeit des Chromatins beeinflussen und sind an der
Regulation der Genexpression beteiligt (Vaquerizas et al. 2010). Daher wurde eine
Affymetrix Gene St 1.0 Array-Analyse durchgefiihrt, um Unterschiede in der Genexpression
von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-Cl50rf2-Zellen zu messen. In drei
technischen Replikaten fanden sich jedoch nach Bonferroni-Korrektur keine signifikanten
Expressionsunterschiede, abgesehen von einer etwa zehnfachen Uberexpression von C150rf2
selbst. Die auf dem Array detektierte Uberexpression ist in guter Ubereinstimmung mit den in
Abschnitt 4.2.3.1 beschriebenen Real-Time-PCR-Ergebnissen. Die Originaldaten der
Arrayanalyse konnen in der Datenbank des Gene Expression Omnibus (GEO)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Nummer GSE36575 eingesehen werden.

Auch wenn die genaue Funktion des Cl5orf2-Proteins bisher nicht gekldrt werden konnte,
zeigen die Ergebnisse der Proteinanalyse, dass C150rf2 mit NPCs in der Zellkernperipherie
assoziiert ist. Nach Absprache mit dem “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC)
wurde daher der neue Name “Nuclear pore associated protein 1” (NPAPI) fir Cl5orf2
festgelegt. Der Ubersichtlichkeit halber wird dennoch im Folgenden der Name CI50rf2
beibehalten.

4.3 Evolutionarer Ursprung des C/50rf2-Gens

Das C150rf2-Gen gehort zu den gepragten Genen der chromosomalen Region 15q11q13 beim
Menschen, fehlt aber in der ebenfalls geprigten orthologen Region der Maus. Um die
Entstehung der Region 15q11q13 besser zu verstehen, wurde daher die evolutionidre Herkunft

des Gens untersucht.

4.3.1 Evolutionire Konservierung von C150rf2-Orthologen in Primaten und

Analyse des Weillbiischelaffen-Orthologs

In der Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org) waren C/50rf2-Orthologe fiir die
Primatenspezies Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan und Rhesusaffe eingetragen. Um
Orthologe in weiteren Primaten zu finden, wurde eine UCSC-Datenbanksuche
(http://genome.ucsc.edu) mit dem BLAT-Algorithmus durchgefiihrt. Als Suchanfrage wurde
die humane C1J5o0rf2-Gensequenz verwendet. Auf diese Weise konnten auch in Gibbon,

Totenkopfiffchen (Saimiri boliviensis) und WeiBbiischelaffe (Callithrix jacchus) Cl5orf2-
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Orthologe in der 15qll1ql3-orthologen Region identifiziert werden. Dagegen wurde im
Buschbaby (Otolemur garnettii), einem Vertreter der weiter vom Menschen entfernten
Unterordnung Strepsirrhini (Abb. 20A), kein solches Ortholog gefunden. Da die Region
15q11ql3 in dieser Spezies ausreichend gut assembliert ist und keine groflen Sequenzliicken
aufweist, ist davon auszugehen, dass das Buschbaby kein C/50rf2-Ortholog besitzt.

Die Genome von Pavian, Koboldmaki (7arsius syrichta) und Mauslemur (Microcebus
murinus) wurden ebenfalls analysiert, allerdings war die Assemblierung dieser Genome zum
Zeitpunkt der Analyse noch nicht vollstindig genug, um erhaltene Datenbanktreffer

bestimmten genomischen Regionen zuzuordnen.

A Lemuren
(Buschbaby, Mauslemur)
Loris
Koboldmaki
Weilblschelaffe
Rhesusaffe
Menschenaffen
(Mensch, Schimpanse,
Orang-Utan)
B 3,180 3,100 3.200 3210 3.220 3,230 3240 3,250 3.260 3.270
YY R Y - NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN b d Y YSBV € R
Mensch -
Schimpanse
Orang-Utan
Rhesusaffe
Weilbuschelaffe
Koboldmaki

Strepsirrhini  Kein NPAP1-Ortholog

Abbildung 20: Konservierung von Cl50rf2 in Primaten. (A) Der schematische
phylogenetische Baum zeigt vereinfacht die Familienstruktur der Ordnung Primaten.
C150rf2-Orthologe wurden in allen untersuchten Mitgliedern der Parvordnungen Platyrrhini
und Catarhini (rote Zweige) gefunden. (B) Der Ausschnitt aus einem Gen-Alignment von
C150rf2-Orthologen zeigt zwei gut konservierte Genabschnitte sowie einen Abschnitt, in dem
die WeiBbiischelaffen-Sequenz gegeniiber den anderen Primaten eine 24 bp- (8 AS-) Deletion
enthalt.
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Unter den Primatenspezies, deren Genome vollstindig genug sequenziert und assembliert
waren und die Cl50rf2-Orthologe besallen, waren der Weillblischelaffe und das
Totenkopfiffchen, als Vertreter der Parvordnung Platyrrhini innerhalb der Unterordnung
Haplorrhini, die entferntesten Verwandten des Menschen (Abb. 20A). Die Sequenz des
Weilbiischelaffen-Orthologs enthielt eine etwa 2,5 kbp grole Sequenzliicke. Da ein
Alignment mit dem humanen Gen zeigte, dass diese Sequenzlicke im Bereich des
mutmalBlichen ORFs liegt, wurde der fehlende Teil des Gens sequenziert (Primer 25-30, Tab.
Al). Die vollstidndige Sequenz (Tab. A3) war zu 69,9 % mit dem humanen Gen identisch.

Im Unterschied zu allen anderen Primaten mit C/50rf2-Orthologen konnte im
Weilbiischelaffen kein durchgehender orthologer ORF gefunden werden, dessen Liange der
des humanen ORFs entspricht. Es bestehen dennoch unterschiedliche Mdoglichkeiten einer
proteincodierenden Funktion des Gens (Abb. 21). Eine Mdglichkeit wére ein verkiirzter ORF
von 1755 bp, der fiir ein 584 AS grofles Protein mit hoher Sequenzhomologie zum mittleren
Teil des C150rf2-Proteins (AS 297-865) codieren wiirde (58,6 % Gesamthomologie). Diesem
Protein wiirden allerdings grofe Teile des N- und C-Terminus von Cl50rf2 fehlen (Abb.
21A). Deshalb wurde das Programm GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)
verwendet, um die Exon-Intron-Struktur des Weillbiischelaffen-Orthologs vorherzusagen. Die
GENSCAN-Vorhersage entspricht einem 3060 bp langem ORF mit zwei kleinen Introns,
welcher 164 bp downstream des humanen ORFs beginnt und synchron mit ihm endet (Abb.
21B). Das codierte Protein hitte ebenfalls eine hohe Sequenzhomologie (66 %) mit dem
humanen C150rf2 und besidfle zudem die groere Sequenzabdeckung. Upstream des kurzen
intronlosen ORFs, aber iiberlappend mit dem ersten Exon der GENSCAN-Vorhersage, besitzt
die WeiBbiischelaffen-Sequenz mehrere kurze Insertionen/Deletionen (Indels) verglichen mit
den Sequenzen des Menschen und anderer Primaten, die nicht Vielfache von 3 bp sind und
daher den frame eines hier lokalisierten intronlosen ORFs gegeniiber dem humanen Ortholog
verschieben wiirden (Abb. 21). Dagegen existieren im downstream liegenden Genbereich, vor
allem im zweiten Exon der GENSCAN-Vorhersage, eine Reihe von Deletionen in der
Weilbiischelaffen-Sequenz gegeniiber anderen Primaten-Sequenzen, die gro3e Vielfache von
3 bp (bis zu 39 bp) sind (Abb. 20B, Abb. 21). Diese Serie von in frame Indels beginnt
bemerkenswerterweise schon upstream des kurzen intronlosen ORFs. Das Indel-Muster weist
auf ein proteincodierendes Potenzial im 3‘-Teil des Gens hin, das durch selektiven Druck

aufrechterhalten wurde.
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Abbildung 21: Vergleich der ORF-Vorhersagen fiir das Wei3biischelaffen-Ortholog. Die
schematische Darstellung ist ungefahr mal3stabsgetreu; dabei orientieren sich die Ladngen von
5’UTR und 3’UTR an denen des humanen CI50rf2. Proteincodierende Exons sind als
schwarze Kastchen, Introns und UTRs als schwarze Linien dargestellt. (A) Kurzer intronloser
ORF in der Weilbiischelaffen Cl50rf2-Sequenz, der mithilfe der Geneious-Software
identifiziert wurde. (B) Genvorhersage des Programms GENSCAN mit drei Exons. Indels von
1 oder 2 bp Lange sind als rote senkrechte Linien dargestellt; Indels, die Vielfache von 3 sind,
sind als griine senkrechte Linien dargestellt. Die Langen der in frame Indels sind von 5° nach
3%: 3 bp, 18 bp, 36 bp, 15 bp, 24 bp, 39 bp, 6 bp.

4.3.2 Analyse einer neuen, C150rf2-homologen Genfamilie in den Eutheria

Zusétzlich zu den bereits erwihnten Primatengenen befanden sich in der Ensembl-Datenbank
auch Gene von Hund (ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307), Rind
(ENSBTAG00000046462), Schwein (ENSSSCG00000022532) und Elefant
(ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777), die als C150rf2-Orthologe annotiert
waren. In Anbetracht der bereits bekannten Abwesenheit des Gens aus der murinen
orthologen Region, schien dieses Muster zunédchst dem traditionellen Verstindnis von der
Saugetierevolution zu widersprechen, da dieses die Nagetiere den Primaten néher stellt als
Wiederkduer und Fleischfresser. Daher wurde die Konservierung der Syntdnie dieser Gene
genauer analysiert (Tab. 2). Mithilfe des UCSC-Genom-Browsers konnte ermittelt werden,
dass nur die Primaten-Orthologe Syntdnie mit NDN- und SNRPN-Orthologen aufwiesen,
wiéhrend die als Cl50rf2-Orthologe bezeichneten Gene anderer Sdugetiere zwischen den
jeweiligen Orthologen von Transducin-like enhancer of split (TLE) 1 und TLE4 liegen. TLE1
und 4 gehéren zu einer groferen Region mit konservierter Syntdnie, die Orthologe der
humanen Gene GNAI4, GNAQ, PSATI, TLE4, TLEI, RASEF und FRMD3 (centromerisch

nach telomerisch auf Chr9q21) enthédlt und auch im Huhn so zu finden ist.
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Tabelle 2: Konservierung der zwei Sytiniegruppen in Sidugetieren. Die Pfeile zeigen die
Orientierung des NPAP1L-Gens von 5° nach 3¢ an.

Chr.15 (orthologe Region) Chr. 9 (orthologe Region)

Primaten:
Mensch

: NPAP1L  NPAP1L
aoranse NDN - C150rf2 — SNRPN TLE4 —> <«— TLET
Orang-Utan
Rhesusaffe
Weiblschelaffe
Hund NDN — SNRPN NPAP1L  NPAPIL
Elefant (kein C150r72) TLE4 TLET
Kuh
Pferd NDN — SNRPN NPAP1L
Schwein (kein C150rf2) TLE4 ‘ TLET
Kaninchen
Rodentia: Keine konservierte Syntanie von
R ;3}8 entia: NDN - SNRPN TLE4 und TLE1
Ratte (kein C150rf2) ,

kein NPAP1L

Zusétzlich zu den bereits erwdhnten Sdugerspezies enthielt die Ensembl-Datenbank auch
Gene von Katze, Spitzhornchen und Frettchen, die als C/50rf2-Orthologe annotiert waren.
Die Genome dieser Spezies waren zum Zeitpunkt der Analyse allerdings fiir Syntinieanalysen
noch nicht gut genug assembliert. Der Katzen-Scaffold GL897178.1 enthielt neben dem als
C150rf2-Ortholog annotierten Gen (ENSFCAG00000010320) auch eine 7TLEI-homologe
Sequenz und machte es deshalb wahrscheinlich, dass ENSFCAG00000010320 zu der oben
beschriebenen Familie von C/50rf2-Homologen mit Lokalisation zwischen 7LE! und TLE4
gehort. Fir alle Gene dieser Familie sagte die Ensembl-Pipeline (Potter et al. 2004)
proteincodierende Funktionen voraus. Mitglieder dieser neuen Familie orthologer Gene
erhielten den vorldufigen Namen Nuclear pore-associated protein 1-like (NPAPIL), der sich
von dem neuen Namen fiir C150rf2, NPAPI, ableitet.

Uber eine UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der humanen C150rf2-
Sequenz als Suchanfrage wurden weitere Genome nach NPAP1L-Orthologen durchsucht. Die
Suche ergab weitere NPAPIL-Sequenzen, unter anderem in Pferd und Kaninchen aber in

keinem Nagetier. In Maus und Ratte lag, anders als in allen anderen analysierten Sdugertieren,
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auBBerdem keine Syntdnie der Gene 7TLE! und TLE4 vor. Mit der Datenbanksuche wurden
keine C150rf2-homologen Sequenzen in Beuteltieren oder auBerhalb der Sdugetiere gefunden.
Im humanen Genom ergab die UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der
humanen C/50rf2-Sequenz als Suchanfrage neben C/50rf2 eine Reihe von Suchergebnissen
auf den Chromosomen 9 und 10. Die beiden signifikantesten Ergebnisse liegen nur ca. 500 kb
voneinander entfernt und in gegensétzlicher Orientierung auf Chromosom 9. Beide Treffer
iiberlappen mit je einem Ensembl-annotierten Pseudogen (ENSG00000238002 auf dem
Plusstrang und ENSG00000236521 auf dem Minusstrang). Da diese Sequenzen zwischen den
humanen Orthologen von TLE! und TLE4 liegen, scheint es sich um zwei Kopien von
NPAPIL zu handeln (Tab. 2). Die beiden NPAPIL-Kopien enthalten nur sehr kurze ORFs,
deren theoretische Proteinprodukte wenig Homologie zu C/50rf2 oder NPAPIL aufweisen.
Allerdings beinhaltet die Plusstrang-Kopie wie Cl50rf2 ein piRNA-Cluster und konnte
moglicherweise als nicht-proteincodierendes Wirtsgen dieser kleinen RNAs exprimiert
werden.

Auch in den Genomen von Hund und Elefant existiert NPAPIL in zwei hochdhnlichen
Kopien gegensitzlicher Orientierung. Allerdings sind die humanen Kopien, die sich auch in
anderen Primatenspezies finden, in einer 3° zu 3° Orientierung lokalisiert, wahrend die

Kopien in Hund und Elefant 5¢ zu 5°-orientiert sind (Tab. 2).

4.3.4 Expressionsanalyse von NPAPIL im Rind

Wihrend die meisten NPAPL-Gene ausschlieB3lich in der Ensembl-Datenbank annotiert sind,
gibt es fiir das Ortholog des Rindes auch einen Eintrag in NCBI (G1:296484724). Deshalb
wurde diese Spezies fiir eine NPAP1L-Expressionsanalyse ausgewihlt. Hierzu wurde cDNA
aus unterschiedlichen bovinen Geweben mit Primern amplifiziert, die die von Ensembl
vorhergesagten Introns iiberspannen und deshalb in einer PCR mit genomischer DNA als
Template zu groBBeren Produkten fiihren sollten als mit cDNA als Template (Primer 31-34,
Tab. Al). Dabei iiberspannte Assay 1 das grofere der beiden vorhergesagten Introns (1067
bp) und sollte von cDNA ein 509 bp grof3es Produkt und von genomischer DNA ein 1576 bp
grofles Produkt generieren. Assay 2 {iberspannte das kleinere vorhergesagte Intron (17 bp)
und sollte von ¢cDNA ein 210 bp und von genomischer DNA ein 227 bp grofes Produkt
amplifizieren. Mit beiden Assays wurde eine schwache Expression von NPAPIL in einigen
Regionen des zentralen Nervensystems (Nucleus caudatus, Cerebellum, Hippocampus und
Hypothalamus) nachgewiesen (Abb. 22). In Leber, Plazenta und Skelettmuskel konnte keine

Expression nachgewiesen werden. Mit Assay 2 wurden auBlerdem extrem schwache Produkte
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fiir cerebralen Cortex, Niere und Testis erhalten. Vermutlich war die Expression in diesen
Geweben so gering, dass sie sich unterhalb der Detektionsgrenze des weniger effizienten
Assay 1 befand.

Uberraschenderweise hatten die Produkte, die mit Assay 1 generiert wurden, nicht die
erwartete GroBe fiir die Amplifikation von cDNA, sondern liefen auf einer Hohe mit dem
Produkt von genomischer DNA. Eine mdgliche Kontamination der kommerziell erworbenen
cDNA mit genomischer DNA wurde durch eine introniiberspannende PCR des ACTB-Gens
ausgeschlossen (Primer 35-36, Tab. Al). Die Sequenzierung einzelner NPAPIL-Produkte
bestitigte, dass die vorhergesagten Introns sowohl in den cDNA-Produkten als auch in den
Produkten von genomischer DNA enthalten waren. Dies war auch in den mit Assay 2
generierten PCR-Produkten der Fall, deren erwarteter GroBBenunterschied zu gering war, um
ihn auf dem Gelbild zu erkennen.

Die Expressionsanalysen zeigen, dass das bovine NPAPIL-Ortholog zwar in einigen
Geweben, insbesondere im Gehirn, exprimiert wird, diese Expression aber co-linear mit der
DNA erfolgt und nicht das von Ensembl vorhergesagte SpleiBmuster aufweist. Dies stellt die

durch die Ensembl-Pipeline vorhergesagte proteincodierende Funktion des Gens infrage.

ZNS

NC Cb cC Hip  Hyp Niere Leber Plaz SM Tes PK NK

Assay 1

1500 bp

500 bp

Assay 2

200 bp

Abbildung 22: NPAPIL-Expressionsanalyse im Rind. ZNS: zentrales Nervensystem; NC:
Nucleus caudatus; CC: cerebraler Cortex; Hip: Hippocampus; Hyp: Hypothalamus; Plaz:
Plazenta; SM: Skelettmuskel; Tes: Testis; PK: Positivkontrolle (bovine DNA aus Testis); NK:
Negativkontrolle (Wasser). Als GroBenstandard wurde fiir Assay 1 MassRuler™ DNA
Ladder Mix und fiir Assay 2 MassRuler™ Low Range verwendet.
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4.3.3 Phylogenetische Analyse der C150rf2-, NPAP1L- und POMI121-

Proteinfamilien

Die Beobachtung, dass in einigen Sdugetieren NPAPIL-Sequenzen mit proteincodierendem
Potenzial vorhanden sind, wihrend C/50rf2 nur in Primaten zu finden ist, legte die Annahme
nahe, dass NPAPIL anzestral zu Cl5orf2 sein konnte. Um diesem Sachverhalt in
unvoreingenommener Weise zu begegnen, wurde ein phylogenetischer Stammbaum generiert
(Abb. 23). Dieses in silico Experiment wurde von Nathalie Feiner aus der
evolutionsbiologischen Arbeitsgruppe von Prof. Axel Meyer in Konstanz durchgefiihrt. Die
dem Stammbaum zugrunde liegenden Sequenzen wurden aus einer NCBI-Datenbanksuche
mit dem BLASTp-Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) und der humanen Cl50rf2-
Proteinsequenz als Suchanfrage entnommen. Zusétzlich wurden auch einige der in Ensembl
vorhergesagten NPAP1L-Proteinsequenzen mit in die Analyse einbezogen, da diese mit
Ausnahme der bovinen Sequenz nicht in der NCBI-Datenbank eingetragen waren. Das
Datenset enthielt C150rf2 von unterschiedlichen Primaten, eine Gruppe von Sequenzen, die
mit UPF0607 bezeichnet sind, NPAP1L von Elefant, Hund, Katze, Schwein und Rind, sowie
POMI121 und POM121-like Proteine. Aus diesen Sequenzen wurde ein Maximum-Likelihood-
Tree generiert (Abb. 23). Die Topologie des Baumes legt nahe, dass das POM121-Gen der
gemeinsame Vorfahre von Cl50rf2, NPAPIL und UPF0607 ist. NPAPIL wiederum scheint
der Vorfahre der primatenspezifischen Schwestergene Cl50rf2 und UPF0607 zu sein.
Wiéhrend der Ast, der POMI121 und POMI21-dhnliche Proteine enthélt, Sequenzen
unterschiedlicher Vertebraten beinhaltet, enthdlt der Ast mit NPAPIL-Sequenzen
ausschlieBlich Sdugetierproteine und die beiden Geschwisterdste mit C150rf2 und UPF0607
sind primatenspezifisch. Anhand des Baumes ist aulerdem zu erkennen, dass die NPAPIL-
Gene in Elefant (ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777) und Hund
(ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307) das Ergebnis zweier unabhiangiger
Duplikationsereignisse sind, da die Sequenzen innerhalb einer Spezies miteinander ndher

verwandt sind, als zwischen den Spezies.

94



Ergebnisse

9i[397492963ref{XP 003817386.1| PRE DICTE D: putative UPF0607 protein ENS PODDD03837
9i[114559585ref[XP 524873.2] PREDICTE D: putative UP F0607 protein ENS P 00000383783

i193806636/s p/ABMUIS.2|Y A034 HUMAN RecName: Full Putative UPFO607 protein ENS P

1i|390461291|reflXP 003732646.1| P RE DICTE D: putative UP FO
gi[397521569]reflXP 003830866.1| PRE DICTE D: putative UPF0607 protein E NS P000003327
il 193806652]s p/AGNL46.3|Y FO16 HUMAN RecName: F ull P utative UP FO607 protein E NS |

4i[397509962/ref[XP 003825377.1 PREDICTED: putative UPF0607 protein ENS P0000038:
Gi[397137409]refXP 001716073.3| PREDICTE D: putative UPF0607 protein ENS P00000383
il193806662[s p/ASMX80.2[Y M017 HUMAN RecName: Full Putative UPF0607 protein ENS|
4i/397139504 ref[XP 001717618.3| PREDICTED: putative UPFO607 protein ENS P00000383 1
i[332249078]reflXP 003273687.1| PREDICTED: putative UPF0607 protein ENS P
£ NS NLE 00000022515 gibbon
i[119583211(gblE AW62807.1] hCG 1647718 Homo sapiens
rglms!sl|M|sp|AaMUAD.||VIOS7 HUMAN RecName: F ull P utative UP F0607 protein ENS PO
f 011332825917]refXP 003311724.1] PREDICTED: putative UPF0607 protein E NS P 00000382
| 61938066255 plABMY72.2|Y HO09 HUMAN RecName: F ull P utative UPF0607 protein ENS P
gi[395740614|ref|XP 003777444.1| PRE DICTED: putative UPF0607 protein £ NS P 0000033
rENs PPYPO0000021708 orangutan
ENS GGOP 00000014524 gorilla
gi332846161|ref]XP 003315199.1| PREDICTE D: putative UP FO607 protein ENS P00000381
gi|239756593|refiXP 001732901.2| PRE DICTE D: LOW QUALITY PROTE IN: putative UP|
9i]193806679]s pIABMU76.2]Y PO34 HUMAN RecName: Full Putatie UPF0607 protein E NS P
gi|113426153|refiXP 001129515.1| PREDICTE D: putative UP F0607 protein ENS P 0000038141¢
ENS PTRP00000050708 chimp
4[74729680(5 p|QEN9GE. 1Y J012 HUMAN RecName: Full Putative UPF0607 protein FLI37424
IE NS P00000352954 human
4il297295976]ref[X? 001114698.2| PREDICTED: protein C150
Jens MMUP 00000008534 macaque NPAP T
HH27141.1] protein EGK 17270 |
1 protein EGM 15776 Ma
002825257.1| PRE DICTE D: protein C 15012 h
NS P P Y P00000007105 orangutan NP AP 1
— = gi[332256213|refXP 003277212.1| PRE DICTE D: protein C150rf2
) 9i|332843326|ref]XP 001172002.2| PRE DICTED: protein C150r2-
ENS PTRPO0000051677 chimp NP AP 1
}0i|397475697|refiXP 003846109.1] PRE DICTED: protein C 150112
| 6i8099354/gbjAAF 72107.1]AF 179681 1 unknown Homo sapiens
9i[112421134|refINP 061831.2] protein C150f2 Homo sapiens
ENSP 00000333735 human NPAP 1
ENS LAF POD000024129 elephant
_EENSLArPeomouesselemm K NPAP1 L
19112964847241gb|DAA 26839.1| nuclear enwelope pore membrane protein POM 121-like Bos taurus
ENS B TAP 00000056006 cow
€NS 55 CPO0000025228 pig
ENS FCAPO0000009582 cat
ENS CAFP00000031078 dog
ENS CAF P00000021595 dog *x
1Gij397519110|ref[XP 003829712.1| PREDICTE D: POM121-like protein 2
gi|332823348]reflXP 518297.3| PREDICTED: POM121 membrane glycoy
i[395736940]reflXP 003776832.1| PREDICTE D: POM121-like protein 2
gi|332245710/refXP 003271996.1| PREDICTE D: POM121-like protein
I3 1 EGK 14586 Macaca
9i|355762459|gb|E HH61968.1| hy pothetical protein EGM 20153 Macaca.
911297290294)ref(XP 001094164.2] PREDICTE D: POM121-like protein
4i[296197168[ref[XP 002746161.1| PRE DICTE D: POM121-like protein 2
9i[395859216]ref|XP 003801938.1| PRE DICTED: POM121-like protein 2
e {301 783463 rXP 002927136.1| PRE DICTE D: POM121-like protein
gi[338718506]refXP 001495134.3| PRE DICTED: POM121-like protein 2fike.
91[296473992|ab|DAA16107.1] POM121 membrane glycoprotein-like 2 Bos tz
i[253683546|reINP 001156399. 1| POM121-like protein 2 Bos taurus
1gij335291867|ref[XP 003356608.1| PREDICTE D: POM121-like protein 2-1i
i[311259863]ref[XP 001928506.2] P RE DICTE D: POM121-like protein 2-
9i1395819486]ref{XP 003783115.1| PRE DICTE D: nuclear envelope pore m
Eqmsxnzssz\-enw 003362744.1] PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN:
9i1109066269|refiXP 001110260.1| PREDICTE D: nuclear envelope pore membrane
HH52080.1| protein EGM 12450
9i[355560553|gblE HH17239,1| hypothetical protein EGK 13589 partial Macaca
4i[380818500]gbJAF 811231 nuclear envelope pore membrane protein POM 12
9i21591727|gb|AAM64199. 1/AF 516680 1 nuclear pore membrane g
3/50510543|dbi[B AD32260.1| MKIAADG18 proteln Mus mus culus

1i|358419001|ref]XP 596969.6| PR EDIC TE D: nuclear envelope pore membr:
9i|297490496|reflXP 002698237.1| PRE DICTE D: nuclear envelope pore.
i[335284218[reflXP 003124468.2| PRE DICTE D: nuclear envelope pore
ke i[359319615ref{XP 546930.4| PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN:
b= 1296192256|ref[XP 002743981.1| P RE DICTE D: nuclear envelope pore m
91205829304[3 pIABCG34.2/P 121C HUMAN RecName: Full Nuclear emelope f
9il150378545]refINP 001092885, 1| nuclear envelope pore membrane protein P
0i|297680172|refiXP 002817876.1| P RE DICTE D: nuclear envelope pore membrar ‘
1gi|332255107|refiXP 003276675.1| PRE DICTE D: nuclear envelope pore membi :
i[332865497|1ef]XP 001154568.2| PREDICTED: nuclear envelope pore me:
i[332865567|reflXP 001144107.2| PRE DICTE D: nuclear envelope pore membrat
9 2| KIAADG18 i
4il205829302|s p|Q96HA1.2[P 121A HUMAN RecName: Full Nuclear envelope.
i|261859606/dbj|B A146325.1| POM121 membrane glycoprotein synthetic co
|refiNP 001244119.1] lope pore membrane protein P

6i126051278|refINP 742017.1] nuclear envelope pore membrane protein POM 121 is¢
il158258533|dbj|8 AF 85237.1] unnamed protein product Homo sapiens L

Abbildung 23: Phylogenetischer Baum der C1S5orf2-verwandten Proteinfamilien. Der
Baum wurde mithilfe der Maximum-Likelihood-Methode aus allen erhaltenen
Proteinsequenzen einer BLASTp-Suche sowie Ensembl-annotierten C150rf2-Homologen
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Auswertung der C150orf2-Immunfluoreszenzanalysen von Wawrzik und Kollegen, dass auch
einige der transient transfizierten Zellen eine randbetonte Farbung des Zellkerns aufwiesen
(Daten nicht gezeigt). In derselben Arbeit wurden auch immunhistochemische Farbungen von
Hirnschnitten gezeigt, in denen Cl50rf2 im Cytoplasma von Neuronen detektiert wurde.
Diese Beobachtung steht jedoch nicht nur zu den hier vorgestellten Ergebnissen im
Widerspruch, sondern auch zu den Immunfluoreszenzfirbungen derselben Arbeit, sowie zu
der in silico-Vorhersage der Zellkernlokalisation von C150rf2. Es kdnnte sich moglicherweise
um ein Artefakt der post mortem-Lagerung der Proben von 4-96 h im Vorfeld der
Immunhistochemie handeln (Wawrzik et al. 2010).

Das Flp-In"™ T-REx™-System, das zur Generierung der stabilen Expressionszelllinie
verwendet wurde, ermdglicht eine gezielte Genintegration und stellt durch konstante
Selektion sicher, dass alle Zellen der Linie genetisch identisch sind (Ward et al. 2011). Da in
den induzierten T-REx293-Cl150rf2-Zellen trotzdem deutliche Expressionsunterschiede zu
erkennen waren, wurde eine genetische Heterogenitit der Zelllinie zusdtzlich durch das
Subklonieren einzelner Zellen ausgeschlossen. Auch fiir eine Zellzyklus-abhingige
Regulation von Cl50rf2 konnten keine Hinweise gefunden werden. Als weitere mogliche
Ursache kdme eine posttranskriptionelle oder posttranslationelle Genregulation als
Mechanismus infrage, die durch positive oder negative Feedbackloops zu erheblichen
Unterschieden der Proteinkonzentration trotz gleichbleibender Transkription fiihren konnte.
Die Frage bliebe aber, ob und warum diese hypothetischen Feedbackloops in einzelnen Zellen
unterschiedlich reguliert wéren oder ob stochastische Effekte fiir die Unterschiede
verantwortlich sein konnten.

Die beobachteten Kernhiillen-Einstiilpungen bei hohen C150rf2-Konzentrationen dhneln den
Zellen von Patienten mit Hutchinson-Gilford-Progerie, einem Syndrom, das durch Lamin-A-
Mutationen hervorgerufen wird (Eriksson et al. 2003; Shumaker et al. 2006) (vergl. Abb 5
und Abb. 14B). Interessanterweise wurden dhnliche Formen der Zellkernhiille auch nach
Knock-down beider humaner POM121-Gene in HeLa-Zellen sowie nach Uberexpression einer
verkiirzten Form von NUP153 in BHK-Zellen beobachtet (Bastos et al. 1996; Funakoshi et al.
2007). Moglicherweise stort C150rf2 die Integritit der Zellkernhiille wenn es in sehr gro3en
Mengen in der Zelle vorliegt. Da solche oder dhnliche Effekte nach Uberexpression eines
anderen nukledren Proteins (FTO) mit dem Flp-In™ T-REx™-System niemals beobachtet
wurden (Berulava ef al. 2013 und Tea Berulava, personliche Kommunikation), handelt es sich

vermutlich nicht um einen generellen zytotoxischen Effekt der Uberexpression eines
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nukleédren Proteins, sondern um einen spezifischen Effekt von C150rf2.

Die hochauflésende Mikroskopie mit der 3D-SIM-Methode hat gezeigt, dass C150rf2 in der
unmittelbaren Nihe der NPCs auf der nukleoplasmatischen Seite der Zellkernhiille lokalisiert
ist. Es scheint zudem mit der Kernlamina in einer Ebene zu liegen und dabei mit den Laminen
zu alternieren. Die Antikdrpersignale fiir C150rf2 haben klar definierte Formen, die in ihren
Dimensionen denen des NPCs dhneln, wihrend die Antikorpersignale fiir Lamine, welche ein
filamentdses Netzwerk bilden, transparenter erscheinen und nicht klar rdumlich definiert sind
(vergl. Abb. 16 und 17). Die Ahnlichkeit von C150rf2-Signalen und den NPCs kénnte
moglicherweise auf die Existenz von C150rf2-Aggregaten hinweisen, die NPC-Erweiterungen
in den nukleoplasmatischen Raum bilden. Derartige Interpretationen sind allerdings mit
Vorsicht zu behandeln, da zum einen die ektopische Expression von C150rf2 den Eindruck
verfalschen kénnte und zum anderen die Antikorperdetektionsmethoden bei C150rf2 und dem
NPC unterschiedlich waren (sieche Material und Methoden 3.2.8).

Nach Anwendung einer publizierten Kernhiillen-Fraktionierungsmethode (Cronshaw et al.
2002; Matunis 2006), wurde C150rf2 sowohl in der NUP-angereicherten Fraktion als auch in
der Lamin-angereicherten Fraktion detektiert. Die Detektion bestimmter NUPs in beiden
Fraktionen des Cronshaw-Protokolls wurde bereits von einer anderen Gruppe berichtet und im
Falle der NUPs NUP153 und NUP53 als Indiz fiir deren Interaktion mit der Kernlamina
gewertet (Hawryluk-Gara et al. 2005). Cronshaw und Kollegen hatten gezeigt, dass die NUP-
angereicherte Fraktion groftenteils aus NUPs und NPC-assoziierten Proteinen besteht. Auf
Basis seiner Detektion in dieser Fraktion, in Kombination mit NPC-Co-Lokalisationsstudien,
wurde beispielsweise das NUP ALADIN identifiziert (Cronshaw et al. 2002). Daher kann die
Detektion von Cl50rf2 in der NUP-angereicherten Kernhiillenfraktion gemeinsam mit den
Ergebnissen der 3D-SIM-Analysen als starkes Indiz fiir eine enge Assoziation mit dem NPC
gewertet werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellte NPC-Assoziation von C150rf2 ist auch im Hinblick auf seine
positive Selektion in Primaten interessant, da bei einem Genprodukt der positiv selektierten
,Morpheus“-Genfamilie ebenfalls Co-Lokalisation mit dem NPC beobachtet wurde,
worauthin dieses Protein ,,NPC-interacting protein* (NPIP) genannt wurde (Johnson et al.
2001). Die Gene der “Morpheus”-Familie durchliefen wiahrend der Evolution von Menschen
und Menschenaffen eine Reihe von segmentalen Duplikationen auf dem humanen
Chromosom 16 und erlangten dabei innerhalb kurzer Zeit eine bemerkenswerte Variabilitit

durch positive Selektion. Die Proteine NPIP und C150rf2 besitzen jedoch keine signifikante
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Sequenzhomologie.

Der NPC und NPC-assoziierte Proteine haben eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen,
beispielsweise beim nukleo-zytoplasmatischen Transport von Proteinen und mRNA, in der
Zellzyklusregulation, bei der RNA-Biogenese sowie bei der transkriptionellen Regulation.
Die letzten drei genannte Punkte wurden vor allem den Komponenten des nukledren Korbs
zugeschrieben (Strambio-De-Castillia et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen
nicht fiir Funktionen von C150rf2 in der transkriptionellen Regulation oder beim mRNA-
Transport. Die genaue Funktion von C150rf2 am NPC wire von groBBem Interesse, vor allem
wenn man iiber seine mdgliche Rolle in der Entwicklung des PWS spekulieren mochte. In der
Literatur sind eine Reihe humaner Erbkrankheiten beschrieben, deren Verbindungen zu
Nukleoporinen nachgewiesen wurde. Dazu gehort das Achalasia-Addisonianism-Alacrima-
(AAA- oder ,Triple-A“-) Syndrom, dass durch autosomal rezessive Mutationen in dem
Nukleoporin ALADIN verursacht wird (Cronshaw und Matunis 2003; Huebner et al. 2004;
Vallet et al. 2012). Weitere Beispiele sind die autosomal rezessive Form der infantilen
bilateralen striatalen Nekrose, die durch missense-Mutationen in NUP62 verursacht wird, eine
Form von atrialer Fibrillation, die mit NUP155 in Verbindung gebracht wird, sowie eine
unvollstindig  penetrante, dominante  Suszeptibilitit fiir akute nekrotisierende
Enzephalopathie, verursacht durch NUP358-Mutationen (Basel-Vanagaite et al. 2006; Zhang
et al. 2008; Neilson et al. 2009). Auffillig ist, dass trotz der offensichtlichen Bedeutung des
NPC in allen Zellen des Korpers drei der vier genannten Erkrankungen auch neurologische
Merkmale aufweisen. Moglicherweise besitzen neuronale Zellen also eine erhdhte
Anfilligkeit fiir Storungen des NPC. Bezogen auf das NPC-assoziierte C150rf2 wiirde dies
sowohl mit den Ergebnissen von Wawrzik und Kollegen zusammenpassen, die die Expression
des Cl150rf2-Proteins in unterschiedlichen Hirnregionen nachgewiesen haben, als auch mit
dem vermuteten neurologischen Ursprung vieler PWS-Symptome (Swaab 1997; Wawrzik et
al. 2010).

Die Ergebnisse der Proteinanalysen zeigen insgesamt, dass C150rf2 mit NPCs oder mit NPC-
verbundenen molekularen Netzwerken assoziiert ist. Die genaue Funktion von Cl50rf2 am

NPC ist ein interessantes, wenn auch schwieriges Thema fiir zukiinftige Forschung.
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5.3 Cl5orf2 gehort zu einer POMI2I[-verwandten Familie von

Retrogenen

Im evolutiondren Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Cl50rf2 in hoheren Primaten
konserviert ist und zu einer Genfamilie gehdrt, die auf das Membrannukleoporin-Gen
POM12] zuriickgeht.

C150rf2-Orthologe in der 15q11ql3-orthologen Syntdniegruppe wurden in allen untersuchten
Mitgliedern der Primaten-Parvordnungen Plathyrrhini und Catarrhini gefunden und sind
vermutlich nach der Trennung der Unterordnungen Haplorhini und Strepsirrhini in diese
Genregion integriert. Die im Rahmen dieser Arbeit vervollstindigte Sequenz des
WeiBbiischelaffen-Orthologs wies mit ca. 70 % eine geringere Sequenziibereinstimmung mit
dem humanen Gen auf als die Orthologe der Catharrhini (84 - 98 %). Die geringere
Ubereinstimmung war aber aufgrund der groBeren evolutioniren Distanz zu erwarten und ist
vergleichbar mit der Sequenziibereinstimmung von Mensch- und Totenkopféaffchen-C/50rf2
(ca.72 %). In der WeiBbiischelaffen-Gensequenz konnte kein orthologer, intronloser ORF
gefunden werden, dessen Umfang mit den Catharrhini-ORFs vergleichbar wére. Dennoch
sprechen die zahlreichen Indels, die {iber einen langen Abschnitt des Gens hinweg Vielfache
von 3 bp sind, sehr dafiir, dass das Weillbiischelaffen-C/50rf2 proteincodierendes Potenzial
besitzt. Dieses Muster weist auf eine negative Selektion gegen Frameshifts in der codierenden
Sequenz hin, da 1bp-Indels etwa zehnmal hidufiger entstehen als 3bp-Indels (de la Chaux ef al.
2007). Fir die Vorhersage des Weillbilischelaffen-ORFs wurden zwei alternative Methoden,
eine Geneious-ORF-Vorhersage und eine GENSCAN-Genvorhersage, angewandt. Beide
ORF-Vorhersagemethoden fiihrten zu dhnlich glaubwiirdigen Ergebnissen. Welche der
Vorhersagen zutrifft, konnte durch Expressionsanalysen mit RT-PCRs, die Introns aus der
GENSCAN-Vorhersage liberspannen, gekliart werden. Leider konnte ein solches Experiment
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da kein geeignetes Probenmaterial von
Weillbiischelaffen vorhanden war. Fiir die GENSCAN-Vorhersage spricht, dass das
vorhergesagte Protein die groere Sequenzabdeckung des humanen Proteins aufweist,
wodurch gréBere funktionelle Ubereinstimmung zu erwarten wire. Dagegen spricht aber, dass
diese Vorhersage zwei kleine Introns enthélt, die vermutlich nicht aus dem anzestralen Gen
stammen (siche unten). Die de novo Entstehung von Introns wird als ein eher seltenes
Ereignis im Vergleich zum Intronverlust angesehen (Kaessmann et al. 2009). Daher stellt ein
verkiirzter intronloser ORF im Weilbiischelaffen moglicherweise die wahrscheinlichere

Vorhersage dar.
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Das mutmaBliche Cl50rf2-anzestrale Gen, das hier NPAPIL genannt wird, wurde in allen
untersuchten Plazentatieren aufler Nagetieren in einer oder zwei Kopien in der 9q21-
orthologen Region gefunden und ist vermutlich nach der Trennung von Beuteltieren und
Plazentatieren durch Retrotransposition von POM 121 entstanden. Auf Grundlage der Position
der Nagetiere innerhalb des Sdugetierstammbaumes ist davon auszugehen, dass NPAPIL dort
sekundér verloren gegangen ist (Abb. 24). In Maus und Ratte ist die Synténie der 9q21-
orthologen Region unterbrochen. Da die Teilung zwischen den Genen TLE4 (murines Chr.19)
und 7LE1 (murines Chr. 4) vorliegt, konnte ein dort lokalisiertes NPAPIL bei chromosomalen
Veranderungen verloren gegangen sein. Dagegen spricht allerdings die Situation im
Meerschweinchen, welches ebenfalls kein NPAPIL besitzt, jedoch konservierte Syntinie der
Region aufweist. Vermutlich fithrten unbekannte Mechanismen demnach schon im Vorfeld
der chromosomalen Verdnderungen zum Verlust von NPAPIL.

Die NPAPIL-Expressionsanalyse am Rind zeigte eine Expression der mRNA {iberwiegend im
zentralen Nervensystem. Allerdings war die mRNA nicht der Vorhersage entsprechend
gespleilit, sondern wurde co-linear mit der DNA exprimiert. Dies ist mit der
Proteinvorhersage in der Ensembl-Datenbank (1045 AS) nicht vereinbar, jedoch besteht die
Moglichkeit, dass stattdessen ein 895 AS langes Protein von einem 2688 bp intronlosen ORF
in der Gensequenz exprimiert wird. Selbst wenn das bovine Ortholog keine proteincodierende
Funktion besitzt, konnten die NPAPIL-Gene anderer Sdugetiere fiir Proteine codieren.
Auftillig ist jedoch, dass die Zweige des Maximum-Likelihood-Baumes im Ast der NPAP1L-
Orthologe deutlich ldnger sind, als in den Asten von POM121, C150rf2 und UPF0607 (vergl.
Abb. 23). Die Proteine auf den anderen Asten scheinen demnach stirker evolutionir
konserviert zu sein.

Der phylogenetische Baum aus C150rf2-homologen Proteinsequenzen in NCBI und Ensembl
zeigt eine Verwandtschaft der Gene Cl50rf2, UPF0607, NPAPIL und POM121. POMI21 ist
ein Vertebraten-spezifisches Nukleoporin-Gen mit langen hochkonservierten Introns
(Neumann et al. 2010). Wihrend die meisten Vertreter der Genfamilien C/50rf2 und
UPF0607 intronlos sind, besitzen die NPAP1L-Genvorhersagen aus der Ensembl-Datenbank
kleine Introns. Allerdings sind Ldnge und Position dieser Introns weder zwischen den
einzelnen NPAPIL-Orthologen konserviert noch stimmen sie mit den POMI2]-Introns
iiberein. Diese Introns miissten sich also sekunddr gebildet haben. Die Ergebnisse der
Expressionsanalysen am bovinen NPAPIL stellen die Existenz der kleinen Introns zudem

grundsitzlich infrage. Da man die Genfamilie mit NPAPIL, Cl50rf2 und UPF(0607 somit als
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primir intronlos bezeichnen kann, ist davon auszugehen, dass die Introns von POMI2]
wihrend einer Genduplikation durch Retrotransposition verlorengegangen sind. Aus diesem
Retrotranspositionsereignis ging nach der Aufspaltung der Beutel- und Plazentatiere der

gemeinsame Vorlaufer von C150rf2, NPAPIL und UPF0607 hervor (Abb. 24).

Kaninchen Nagetiere

Verlust von NPAP1L
(mit chromosomalen
Veranderungen)

Primaten Retrotransposition von

NPAP1L/c150rf2/UPF0607
Pseudogenisierung >C150rf2

von NPAP1L UPF0607

Kuh, Schwein
Duplikation
von NPAP1L

Hund

Duplikation
of NPAP1L

Elefant

Duplikation
von NPAP1L

Beuteltiere

Retrotransposition von POM121
Verlust von Exon 1 und allen Introns
-> NPAP1L/NPAP1/UPF0607

Abbildung 24: Evolutionirer Ablauf der Ereignisse, die zu der Entstehung der CI50rf2-
Genfamilie fithrten. Der schematische phylogenetische Baum zeigt die Séugetier-Evolution
sowie die ungefdhren evolutiondren Zeitpunkte (rote Punkte) der Retrotranspositionen,
segmentalen Duplikationen und Genverluste, die minimal angenommen werden miissen, um
die beobachtete Verteilung der Cl5orf2-verwandten Gene in Sédugetieren zu erkldren. Im
Zweig der Primaten miissen die eingezeichneten vier Ereignisse stattgefunden haben, die
genaue Reihenfolge kann jedoch nach den bisherigen Erkenntnissen nicht definiert werden.

Zusatzlich zu den POM12[-Introns ging wéhrend dieses Retrotranspositionsereignisses wohl
auch das erste Exon, das die Transmembrandoméne beinhaltet, verloren, denn keines der
Tochtergene codiert fiir ein Membranprotein. Der Verlust von 5°-Genabschnitten ist typisch
fiir Retrotranspositionsereignisse, da die reverse Transkription am 3°’Ende der mRNA beginnt
(Ding et al 2006). Wihrend der Vermehrung des LI1-Retrotransposons, dessen
Enzymmaschinerie flir Retrotranspositionsereignisse in Sdugetieren verantwortlich ist, im
Genom werden deshalb nur etwa 5 % der Kopien zu neuen aktiven Retrotransposons

(Kusakabe et al. 2001). Wahrend der friihen Primatenevolution, nach der Trennung von
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Strepsirrhini und Haplorrhini, kam es vermutlich zu zwei weiteren (unabhidngigen)
Retrotranspositionen des NPAP1L-Gens, die zu den Schwestergenen CI50rf2 und UPF0607
fiihrten (Abb. 24). Obwohl in diesen Féllen die Retrotransposition nicht durch Intronverluste
belegt ist, ist dieser Mechanismus dennoch wahrscheinlich, da die Kopien sich in beiden
Féllen auf anderen Chromosomen befinden. Zudem sind keine Hinweise auf eine Duplikation
der chromosomalen Umgebung der Gene zu finden, wie es bei einer segmentalen

Genduplikation zu erwarten wire.

5.4 Allgemeine Diskussion und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Cl5orf2 fiir ein NPC-assoziiertes Protein codiert
und auf ein biologisch wichtiges Nukleoporin-Gen der Vertebraten zuriickgeht. Es konnte
somit wichtige primatenspezifische Funktionen am NPC besitzen, die in guter
Ubereinstimmmung mit der positiven Selektion des Gens in der Primatenlinie wiren. Aus den
neuen Erkenntnissen ergeben sich eine Reihe von interessanten Fragen und Anregungen fiir
weiterfilhrende Exprerimente:

1. Wie wird die monoallelische Expression von C150rf2 reguliert?

Als mogliche Regulationsmechanismen fiir die monoallelische Expression von Cl50rf2 im
Gehirn wurden eine Kopplung an die PWRNI-Expression oder ein bisher unbekannter
alternativer Upstream-Promotor diskutiert. Fiir die unvoreingenommene Identifizierung des
Transkriptionsstartpunktes von C/50rf2 im Gehirn wiére ein 5’RACE-Experiment sinnvoll,
mit dem ein Transkript in 5°-Richtung verldngert und der Transkriptbeginn per PCR und
Sequenzierung ermittelt werden kann. Dieses Experiment wurde bereits begonnen, konnte
aber bisher noch nicht erfolgreich abgeschlossen werden.

2. Welche Funktion hat das Protein am NPC?

Es wurde gezeigt, dass C150rf2 von POM121 abstammt. Die primére Aufgabe von POM121
ist die Verankerung des NPCs in der nukledren Doppelmembran, es besitzt aber auch FG-
Repeats im C-terminalen Teil und konnte an der Permeabilititsbarrierefunktion des NPC
beteiligt sein (Hallberg ef al. 1993; Antonin ef al. 2005; Stavru et al. 2006). Beide Funktionen
scheiden fiir Cl150rf2 aus, da die Transmembrandomine nicht in der neu-beschriebenen
Genfamilie konserviert ist und die FG-Repeats bei Cl5orf2 fehlen. Retrotranspositionen
fiihren haufig zu neuen Genfunktionen und es sind Beispiele fiir junge Retrogene bekannt, die
in der zum Menschen fithrenden Primatenlinie entstanden sind und in denen positiv selektierte

Aminosdureaustausche zu funktionellen Verdnderungen gefiihrt haben (Burki und Kaessmann
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2004; Rosso et al. 2008a; Rosso et al. 2008b; Kaessmann et al. 2009).

Da die Uberexpression des Proteins keine Hinweise auf die genaue Funktion von C150rf2
geliefert hat, sollte die Suche nach Zelllinien mit endogener C/50rf2-Expression fortgesetzt
werden, um Konsequenzen des Gen-Knock-downs analysieren zu kénnen. Eventuell konnten
auch Cl5orf2-Knock-outs einer positiven Primatenspezies (z.B. Weillbiischelaffe) sinnvoll
sein. Die Funktion von C150rf2 ist moglicherweise neuronenspezifisch, da das Protein bisher
nur im Gehirn nachgewiesen wurde und immunhistochemische Farbungen die spezifische
Expression in Neuronen suggerieren (Wawrzik et al. 2010). Allerdings wurden bisher au3er
Testis noch keine weiteren Gewebe auf die Expression des Proteins untersucht.

3. Welche Funktion haben die im Gen enthaltenen piRNAs?

Es ist nicht auszuschlieBen, dass auch das in C/50rf2 enthaltene piRNA-Cluster eine Funktion
im Gehirn besitzt. Fiir einige piRNAs wurden Funktionen bei der Informations-speicherung
im Nervensystem der Meeresschnecke Aplysia californica nachgewiesen (Rajasethupathy et
al. 2012). Allerdings ist die Funktion von piRNAs in der Keimbahn besser etabliert und mit
mehr Beispielen belegt (Girard et al. 2006; Aravin et al. 2007; Siomi et al. 2011; Ishizu et al.
2012). Schon in der ersten Arbeit, die C/50rf2 beschrieb, wurde eine hohe mRNA-Expression
in Testis gezeigt (Féarber et al. 2000), obwohl kein Protein der korrekten Gréfe in diesem
Gewebe exprimiert wird (Wawrzik 2009). Moglicherweise ist der primédre Zweck des Gens in
Keimzellen daher die Expression der piRNAs, wihrend das Cl5orf2-Protein eine
neuronenspezifische Funktion besitzt.

4. Ist NPAPIL in der 9q21-orthologen Region ebenfalls geprigt?

Dies ist besonders im Hinblick auf die ungekldrte Regulation der ClJ50rf2-Prigung
interessant, da in diesem Fall davon auszugehen wire, dass auch die zustindigen
regulatorischen Elemente wihrend der Genduplikation weitergegeben wurden. Keine der
beiden humanen NPAPIL-Kopien auf Chromosom 9 besitzt ein Promotor-CpG-Island. Dieses
hat sich also vermutlich nach der Entstehung von C/50rf2 gebildet oder war dort bereits
vorhanden. Bisher konnte die allelische Expression von NPAPIL in der Kuh aus zeitlichen
und materialokonomischen Griinden noch nicht analysiert werden. Die derzeitige Sicht auf
die Entstehung geprégter Gencluster spricht allerdings eher dafiir, dass C150rf2 diese Art der
Regulierung als Konsequenz seiner Integration in die geprdgte Region 15q11ql3 erworben

hat.
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5. Welche Relevanz hat der Funktionsverlust von Cl50rf2 fiir die Symptomatik des
PWS?

Diese entscheidende Frage ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu beantworten, da sowohl {iber
die genaue Funktion des NPC-assoziierten Proteins als auch iiber die Funktion des piRNA-
Clusters nur spekuliert werden kann. Wéhrend das SNORDI116-snoRNA-Cluster fiir den
GroBteil des PWS-Phinotyps verantwortlich zu sein scheint, kdnnten andere paternal
exprimierte Gene wie C/50rf2 durchaus zu einzelnen Symptomen beitragen. Bisher waren
alle Bemiihungen, den vollen PWS-Phédnotyp im Mausmodell zu erzeugen, erfolglos. Vor
allem zeigt keines der bisher generierten Mausmodelle den Adipositas-Phénotyp (Gabriel et
al. 1999; Chamberlain et al. 2004; Skryabin et al. 2007; Ding et al. 2008; Bervini und Herzog
2013). Man konnte daher vorsichtig spekulieren, dass das Fehlen von C/50rf2 in der Maus
einer der Faktoren sein konnte, die zu diesen Unterschieden beitragen. Eine PWS-relevante
Funktion von Cl50rf2 ist also nicht auszuschlieBen und sollte deshalb zur weiteren

Charakterisierung des Gens und Proteins Anlass geben.
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6. Zusammenfassung

Die chromosomale Region 15q11q13 enthilt ein Cluster geprigter Gene, die entweder nur
vom paternalen oder nur vom maternalen Chromosom exprimiert werden. Der
Funktionsverlust paternal exprimierter Gene fiihrt zum Prader-Willi-Syndrom. Obwohl der
Funktionsverlust der SNORD 1 16-Gene fiir die meisten Symptome des PWS verantwortlich zu
sein scheint, konnten auch andere paternal exprimierte Gene eine Rolle spielen. Eines der
gepragten Gene in der Region ist Cl5orf2, das im fetalen Gehirn ausschlieBlich vom
paternalen Allel exprimiert wird und dessen monoallelische Expression im Rahmen dieser
Arbeit auch im adulten Gehirn nachgewiesen wurde. Im Promotorbereich von Cl5o0rf2
befindet sich ein groBBes CpG-Island, von dem vermutet wurde, dass es an der Regulation der
genomischen Prigung und Genexpression von C/50rf2 beteiligt sei. Wie hier jedoch gezeigt
wurde, ist das CpG-Island im Gehirn {iberwiegend methyliert und spielt fiir die Regulation der
Expression vermutlich keine grof3e Rolle.

Cl50rf2 codiert flir ein 1156 AS groBles Protein mit sechs Kernlokalisationssignalen. Eine
Protein-BLAST-Analyse sowie eine Analyse mit dem Signaturerkennungsprogramm
InterProScan wiesen auf Sequenzhomologie mit dem Membrannukleoporin POM121 hin. Um
herauszufinden, ob das C150orf2-Protein an den Kernporen lokalisiert ist, wurde eine stabile
Zelllinie  generiert, die FLAG-markiertes Cl50rf2 induzierbar exprimiert. In
Immunfluoreszenzstudien an dieser Zelllinie wurde Cl5orf2 in der Zellkernperipherie
detektiert, wo es mit NPCs und der Kernlamina co-lokalisiert war. Sehr hohe ektopische
Expression fiihrte in einigen Zellen zu einem Phénotyp mit Invaginationen der Zellkernhiille,
die auf eine Stérung der Kernhiillenintegritit bei unphysiologisch hohen C150rf2-
Konzentrationen hinwiesen. Mit drei-dimensionaler strukturierter Illuminationsmikroskopie
wurde die Kernhiille lichtmikroskopisch noch besser aufgelost und eine spezifische
Lokalisation von C150rf2 auf der nukledren Seite der NPCs beobachtet. Die NPC-Assoziation
wurde zusidtzlich mit einer Kernhiillen-Fraktionierungs-Methode biochemisch bestitigt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass C150rf2 Teil des NPCs oder der
NPC-assoziierten molekularen Netzwerke ist. Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde vom
,HUGO Gene Nomenclature Commitee* der neue Name ,,Nuclear pore associated protein 1
(NPAP1) fiir C150rf2 festgelegt.

Das Cl50rf2-Gen besitzt kein murines Ortholog, war aber wihrend der Primatenevolution
einer starken positiven Selektion unterlegen und konnte daher wichtige primatenspezifische

Funktionen besitzen. Im evolutionsbiologischen Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
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Cl5orf2 erst wihrend der Primatenevolution in die chromosomale Region 15qllql3
integriert ist. In anderen Sdugetieren, aber nicht in Nagetieren, wurden dagegen CI50rf2-
homologe Sequenzen gefunden, die hier NPAPIL genannt werden. Die NPAPIL-Gene in
Saugetieren teilen Synténie mit zwei humanen Pseudogenen auf Chromosom 9. Eine
phylogenetische Analyse offenbarte die Existenz einer Genfamilie, die von dem
vertebratenspezifischen Membrannukleoporin-Gen POM12] abstammt. Anders als POM121
sind die anderen Mitglieder der Familie, NPAPIL, NPAPI und UPF(0607, intronlos oder
besitzen kleine, sekundér gebildete Introns. Daher ist ihr gemeinsamer Vorfahre vermutlich
durch Retrotransposition von POM12] wihrend einer frithen Phase der Sdugetierevolution
entstanden. NPAPIL unterlief in einigen Sdugetierlinien segmentalen Duplikationen und ist in
Nagetieren sekundér verloren gegangen. In der Primatenlinie fiihrten vermutlich zwei weitere
Retrotranspositionsereignisse zu den Schwestergenen Cl50rf2 und UPF0607, wéhrend
NPAPIL hier zu einem Pseudogen wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass C/50rf2 von dem
Nukleoporin-Gen POMI12] abstammt und zu einer Familie von sduger- und

primatenspezifischen Retrogenen gehort.
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8. Anhang

Tabelle Al: Synthetische Oligonukleotide. Die nicht-sequenzspezifischen Tag-Sequenzen
der Roche-454-Junior-Bisulfit-Primer sind fett gedruckt.

Nr. | Bezeichnung Sequenz (5°- 3”) Verwendung (Abschnitt)
1 |Beta-Aktin-Exon-4-5-F TTGCTATCCAGTGCTA 3212
2 | Beta-Aktin-Exon-4-5-R AGCACTGTGTGTACAG 32.1.2
3 |plend? TAGGGAGAAACCTCTAGTCTC 32.72/4.1.1/4.13
4 |pen2l GCAGCAGGAGAGTGAACAT 3272
5 |pGTRr2 CTGGGCTAAGGCTCCGTC 4.1.1/4.13
6 |plend49c TTAACCTGCTCTCTTCCTAC 4.1.1
7 |plend9cr GTTCTGACTGGGCTCATC 4.1.1
8 |plen56b TATACATAGGGATGGATAGAC 4.1.1
9 |plen56br CTCACCTCCTAATACCATC 4.1.1
10 |pc313b ATGTTGTTTAAGCTACCAGTC 4.1.1
11 |pc3lér GCACCATTGCCTAAGGAA 4.1.1
12 | CGI59-SNP-fw3 AAGGTCCTAGAGGAGGCTGG 412
13 | CGI59-SNP-rev4 TCGTCATCCTCCCCTTCGAT 4.1.2
14 |NPAP1-CG59-Bis-fwl CTTGCTTCCTGGCACGAGTTTTTTGG |4.1.2
TTTTGTGAGGAATTT
15 |NPAP1 _CG59 Bis-revl CAGGAAACAGCTATGACATCTTCCTA |4.1.2
ATAACCAACCCCCAAC
16 |NPAP1 CG59 Bis fw3 CTTGCTTCCTGGCACGAGGGTTAGGG |4.1.2
TTAAGGAATAGGTAGAGT
17 |NPAP1 CG59 Bis revd |CAGGAAACAGCTATGACAATCAACA (4.1.2
ATAAACTCAACTCTCCTCAA
18 |NPAP1 CG59 Bis fw4 CTTGCTTCCTGGCACGAGTTAAGGTT |4.1.2
TTAGAGGAGGTTGGTAG
19 |NPAP1 CG59 Bis revd |CAGGAAACAGCTATGACACCAAACA (4.12
CAAACTAACTAACTCTAC
20 |SNRPN Exon23 TCCTAACAACCACTATAAGCTTGG 4.13
21 |SNRPN 4 rw GATGCTTCACGGTTTTCACA 413
22 |NPAP1 connect revl GCCAGAGCTCTTGTCACCT 413
23 | Cl50rf2-UPLprobe22-left | GTGACAGCATTGCCTCAGC 4231
24 | Cl150rf2-UPLprobe22-right | GGTCTCCTATCTGCCTGTGC 4231
25 |Marmoset NPAP1 fwl AAACACCCCAGCTCCGTGAGGA 43.1
26 |Marmoset NPAP1 revl GGATGGGCTGGGAAGTTGTGGC 43.1
27 |Marmoset NPAP1 fw2 CACAACAGGCCCTGCAAAAGGA 431
28 |Marmoset NPAP1 rev2 CCCCATGTAAAACGGGAGGCAC 43.1
29 |Marmoset NPAP1 fw3 ATCCAATTCTGGGGCTCTTG 43.1
30 |Marmoset NPAP1 rev4 TCCAAGGTGCCCAGGTCTC 43.1
31 |Kuh-POMI121L-Inl-fw2 |TAACTATCCCTTTGACTCCCGA 434
32 |Kuh-POMI121L-Inl-rev2 |CTGGAGCATAGATAACTGCCAA 434
33 |Kuh-POMI121L-In2-fw CAAGCCTCAACTTATTTGCCTG 434
34 |Kuh-POM121L-In2-rev TGGCAAACCTGAATCCATTTTG 434
35 |Fw2-beta-Actin-Kuh GGCACCCAGCACAATGAAGA 434
36 |Rev2-beta-Actin-Kuh CGACTGCTGTCACCTTCACCG 434
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Tabelle A2: Read-Zahlen der hochauflosenden Methylierungsanalyse mit dem Roche-
454-Junior-System.

Probe Amplikon | Allel Anzahl analysierter Reads

- 1251
- 3205
- 1483
2708
- 1266
- 3667
Oben 590
Unten 581
1101
Unten 1095
- 4108
3860
- 1987
3922
347
Unten 381
1350
Unten 1751
- 1370
4347
- 2294
- 1208
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Tabelle A3: Vervollstindigte Sequenz des Weillbiischelaffen-C150rf2-Orthologs mit
alternativen ORF-Maoglichkeiten. Anfang und Ende der Sequenz orientieren sich an dem
Eintrag im UCSC-Genom-Browser.

Weilbiischelaffen-C150rf2-Sequenz mit Position des GENSCAN ORFs (fett)

TGCGCTCTCTGTGAACCCAGGGACACGGCCGGCCGACACAGGGCCACTGCGTGCGACAGCGCTGGGCCAGGGCTGAGCTGCA
GGCAGAGCTGGCGCCCGGGCGGGAAGAACTCTGGCGGATGGGACCGCGGCACTGCCCACGTAGCGGCCAAGCGGCGCAACA
GCAGCCACCAGCCGCAGAGCTTCCGGGGCCGGAAGGCCGCGGGGGCTGATGGGGCCTTGACCTTTGCCCTCTGACGCCGGCG
TTTGACGCCTACGCTGCCTCGTGAGGAACCTCGTGGAGGCGCCGCAGGCCCAGGCCCGTCAGACTTTGCTCGGTCGCCAGAG
GAGGCGGTGGCTGAGGAGAGCTGCGTCCGCTGCCGACCCTGTCGTACGGTAGGAGCCAGAGCTACCTCGAAATGGGCAGTTT
ACTGAGCAAATTTAGACCCAGTGCCGTCGTCGGCCCCTGCCGGGGCCAGGGCGTGAAGCCCCCGCTCTCCTGGCTCCGGGAC
GTCTGCCCGCCCGGCCCGGGCTCACTCTGCGCCCACCCCGCGCCCTTTCCGCGCCCTGTTCCTGCCGGGAATGGGCCGTCGG
AGGTCTTCTCCAGCCAGCGTCTTCGTCGCCCCTGAGCGGCTGTGTCCTCTCCTCGAGGGCTGCTGCCGACGCCGGTG
GGCGTCCTGCTGGCCGCGGCTGGGGGCCCGGCCCCGAGGAGACCCCTCGTGCTGCCTGCTCGGAACCCCCGAGGTTC
CAAACACCCCAGCTCCGTGAGGATTCCCTGCTCCCTAGCCGGCGCGTTCGCCCTTGCGGCTGCCGTCACCCCCTGAGCGT
GCGGTCGGGGCCCGGCAGCCCGTCCCGGCCACTGTCCCGGAGGAGACGGCGGCTGCGGGCCCGAGGAGGGCCCAGAG
GAGTGAGGAAGGATGAGGCTGCGGCGCAGACGGAAGCGCCGCGTGACGAGAGGAGGGCCGCCGTTCGCAGCCATGA
CGCGGCATCCGCACCCGGGGCCCAGGGCAGCCCGCGGGACCTTTCCCCCTGCAGATGCAGCGCGGAGCCTCCGGGG
GGGAGCGTGCGCCACGAGTGCCCGGAAAACGACTTGCCTGACACGGCCCAGGCGTCCCCAGCGAGCTCCTGCCCGGA
GGGTCTTCCCGAGCCCAGAGCACGCAGCCAGGCCAGACGCGCGCTGCATCCTGGGAAGCCCGGTCCCGACGCAGCCC
GGGGCCGCTCCCTGCTGCCGCGGAAGTCGCCGGCAGAACTGCCCAGGCCGCCGATGTCCGCAGACCGGGTGCCCGA
CGGGAAGCCTTCAGGTGTTCCCCCAAGGAGCGCTGCCCACAACAGGCCCTGCAAAAGGAAAATGTCGATTCCACTGC
TGCTGCCGCTGCCCCCGTCACTGCCCTTGCTGTGGGATCGAGGGGAGCTTCCCCCACCTGCCAAGCTCCCCTGCCTGT
CTGTTGAGGGAGACCTGGGCACCTTGGAGAAGAGCCCCGGGTATAAAAGGAATCGCAGAATCTTGGAGGATGAAACG
GAGGCCATGACAGACAGCAGCGTCACCCAGCCTGCCCCTTCTTTCTCCCCACCAGTGGAGACGACAGACTCCCTGCCC
CTGGCCACTGCCACTTCCATGTCGCAGGTCCCAGCTCCTCCACCCATCCCTGACTTGGCTGACCTGGCTACCAGACCC
CCCATCCTTCCTGTCCCTCCACTTTCCACCACACCAAAGATGGGTCAGAAAATAACACTCACAATCCCTAACTCTCCTC
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TGGCTCTTTCTGCTGACCTTGTTCCCGTTTTGGGGTGTCAGTCTAATGAGAAAGGAGGCTCTTGTCATTCGGTTGTAG
GTGCAGCACCTCCTGCTTCTAACCCCCCAACACCTCCTAGCCCCACACCCTTCTCCCTAATACCTACCGCTGTAGATTC
CCCTCCTCCTCTTTCCTTCCCAGCTCCTCTTCCAGTCCCTTCTACCGTGACCTCAGTTATCACCAGCAAGCCTGTGAAT
TCCACAACAGTCATTTCCACTATCACAGCAAACACATCTGCCCACTTAACCTCACAGACTGCAGTAGACCATGAAGCA
GTTAACATGAATACTATCACCCCTTCTCAGGCTGTTGTTTTCACATCTTCTCCAAGCTCTAGGGTGAGCTCTCTCCCAG
TTTCCCAAATACATTGCAGTACAGAGCAGAGGCACCCAGGAAAGACATCAGTCTACATACATCCCCTTACATTTATATT
CCACAACACCACCCCAAGTTTTAACCAACTCTTTAGCAAAGAAGCCATCTCTCAATCCAATTCTGGGGCTCTTGATGGT
CAGCAGCAGAAAGCTTCTCTCCCCAGTGCCTGTGTTTTTCCAAGCCTTCCCATCATTGCTCCACCAGACACCTCCGCTT
TAGTGAACAGTGCCTCTGCACCATCATTATCCAGGCCTGCCATTGACACCAATGCTGTGAATACCACTCCTCCTTCCAA
GTCTGCCACCTTGCAGTCTGCCTCTGTCTCCAGGAAGAAGTGCCTCCCGTTTTACATGGGGCTTCCTGGTTCTGAGAA
CATACTGCCCCATGGCAATGTTGCCTCAGCCCAGGGCTCCACCAGCTTGCCTGCACATGCAGACGGGAGACCAGCCA
CAACTTCCAACTATCCTTTAAATCCAGGAGCCACCGCTCAGCCCCAATTTGGGGCCCCCGAGGGGCAGCAGCAGAAAG
CCTCTCTCCCCAGTGCCCATGATTTTCCAAGCCTTCCCATCATGGTTCCTCCAGACACCTCCACGTTAGTGAGCAATGC
CTCTGCAGCATCGTTATCCAAGCCTGCCATTGACACCAATGCTGTGAATACCACCCCTCCTTCCAAAACTGTCATCTTG
CAGTCTACTTTTGTCTCCAGGAAGGAGTACATCCGATTTTATGTTGGGCCTTCTGGTTCTGAGAACACACTGCCCAGT
GACAGAAGTGCCTCAGCCCAAGTCTCCACCAGTTTGCCTGCACATGGAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCCAGCCCATCC
TTTAAATACAGGAGCCATCTCTCATTCCACACTTGGGACCACTGATGAGCAGCAGAAATCTGACAGTTCTTATATTCTG
GGGAATCCAGCAACCCCAGCACCAGTTACAGACTTGCCAACTCCTTCAGCAGAGTCAACATCACCATATTCTACATTC
GGCACACCTGTTAATGGCCAGCCAGCCAAGGGTCACAACGCAAGTGCTTTCCCCAGTGGCATTGCAAAGACTTCTGAA
TTTAGAGTAGCCACTGGGATGCCCATCACTGGGGACAGTACCTCACTGGTTGGAAATACTATTCTAGGCCCACAGGTG
ATTATGGGACCAGGAACCCCTATGGATGGTGGGAGCATTGGGTTCAGCATGTCTCTCCCGGGCCCCAGTTCCACATCA
GAAGAACTCAACACTGGACAACAACAAAATGGGATACCCAGCACCACTTCTGTTCCCCCATTTGGTCAGGGAACCTGG
GACTCAGCTGGCCACAGCATGGCTGCTGCACCACAAGGCACTAGCAACATTCCTGTATATCCTTCTGCTGCCACCTAC
GTTCCTGGCTTCGAGCCACCTACTCAGCATTCAGGCAGTGGTATGGGAGGCGATGGCACCAAACCCATAGTTGGAGG
ACCTTGTGTTCCTGCTTTTCAACAGTGCATCCTGCAGCATACATGGACAGAGAAAAAGTTCTACACTTCCGGCACCTAC
CACTATGGACAAGAAACATATGTTAAGAGACATATCTGTTACCAATTTCCATAAGAGCACCTGTGATTCACGTGACCACA
CCACATCTGTGTGGTGGTAAACACCAGCATTATCCCTGTGAATGGTTTTGTTTCACCTTCATGCCAAGTGCCTGCCATGTACCT
CTCCAGAACTCAGGTCATGCACCAGGAGAGGCCAACAACATCCCTGTGGTTCAAGGCCCTTATGCTCCCTTTCTCCATCAGTA
CACATGGGACCCACCTGGAAAAAACACACGTGGTTCATCTGCAGTGAATGCCAACATACCTTTAATGGGAGGCCCTTGTATAT
CCACCTACCAACAAAGTATCTAAGGCCCACCTGGACAAAACACAGATGGTACATCTTCCAGGAGTGTCAGTATTCACTTGATG
GGAGGCCCTCATGTGCCCATGTATCAGCAAAGCACCTGGGGCTCACCTGGACAAAGCACAAACCATGCAATGGGGGTCAGCA
ACATAACGGTTGTGACTGGTTATCCTTATGGTCTCCCATTCACACAAAGCACCTGAGGACCACCTGGCTAAACACAGGGGGTG
CAATAGGGGATAGCCCCAGACATTTGTAGGGAGGAACCTCTAGTTTCCCTTTCAGTAAAAATACTATGGACCTGCCCAACCAA
GGTGCTCCTTTTGACTTTAGAGGAACCACATTGTTTTCTTTTGTTTGCTTTTGTTCTTGTTTTTGAGGTGGAGTCTTGCTCCGTA
GCTCTTGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCTGCTCACTGCACCTCCATCTCCCTGGTTCAAGCAGTTCTCCTGTCTTCCCCTCC
TGAGTAGCTGGGACTGCAGGCACATGGCACCACACCCAGTGAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAGGAGTTTCATCTTATTGGT
CAGGCTGGTCTCAAACACCTGACCTCAAGTTATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACATTTGTGAGCCACTG
TGCCTGGCCTAGAGGATCCAGCATTGTTAATTAAATACTTGTGATTGGATGTCCTGGTCAGAGCAACTTTGCCTGTGATGGAA
AGCAGCCACTAGTGACACTTGTACCTGCCAAGGCCTTCATAGGAGCCGCCAGACCACTTCTTACTCCTGTAAAGGATCTCAAG
AAATAAGAACCAATCTCCTTTCACATACAGTTCTCATAAATGGATGTTGTTCCAGGAAGAATGGGCTCAGTTCCCTCAAGTTA
AATTTAACCTTTTCTCTCCCTACAGAAGCTGGAGGCCCAAAACCGCAAAGAGAGAGAGAGTGTGTGTATGTATGTGTGTTGTG
TGTGTGTGTGTTTATTGGTGACTGGGGAGCAGATGAGCCCAGTCGGAACTGCACTGTATTTGAGTGGTCTTCTACACTGTGGA
GGGTAGAGGAAACCTGTATGCATCATCAGCTGCGCCCTCTCTGACTTGACTGTTAACTTGGCTGACCCTACCTCTGGCCCAGT
TCTCTCTAGTCTTGGACAGAAAGGCAAAATTTCTGACTTTTTTGGACCCTACATTCTACTTGAAGGGGAGAAAAGAAGGAACA
AACATGTAAATCATCTGATAAATAAGCCAGTAACAAATGTGCTATGGAAAATAAAGAAGTACATGGAGGATTGAGATTGTAG
ATAGAAGCAGGAGTTTTTCAGACATGCCTCACTGGAAAGGTAAATTTAAACAAAGTCTAGAGAGAAGCAGTTGAGCCAGATA
TGTGAGCAAAGATCATTCCAGATCATTGCAAAGGCTCAGAGGAAAGGATGCCTGGTGTCCTCAGGAGCAGTTAGTAAGGGAA
ATGTGGGCCGGTCGCGGTGGTTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCATGAGGTCAAGAGAT
CAAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCC
TGTAATCCCAGCTATTTGGGAGGCTGAGGTGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAA
CCCTGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGATATTTGGGAGGCTG
AGGTGGGTGGATCACGAGGTCAACAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATATTTTAA
AAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTACTCAGGAAGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTG
CAGTGAGCCGAGATCGCACCATTGCACTTCAGACTGGGTAATAAGAGCGAAACTCCATCTCAGAAAAAGAAAAAAAGTAAG
GAAATGTGGCTGGAATGGAGTCAGCACGTGGGAGGAAGGGATAGAGAAAAGGAGGACAGAGAAGATGTAAGTGTACTTCCT
TGCTCCACTCTTTACTAGTTGTATAATAACAAACAGTTGATTCAACCTTCAGGAATCTTAGTGAAATCAGTACTTTTACTATGG
CCTGTGTATCTCACAAGATTTTTGAAAGGATGAAATGAAATATTACAGGGAAATGACTTATAAACCATTGTTGTAATTTGTTC
TATAGATAGAGATGGATAGACGGATGGATGGATAGACTTGATAGATAGATAGAGATAATGGACTAAATGTTTGTGTTCCCAA
AAAGTTCACATTTTGAAGCCCTAACTCCTAATGCGATGGTATTAGGAGGTGGGACTTTGGGGAGGTGATTAGGTTTAGATGAG
ATCATGAGGATGAAACCCCCATGATGGGATTTGTGCCTATAAGAAGAAACACCAGTGCTTCCTGTAATTGCCATGTGAAGGT
GTACCAAGAATGTAGCTGCCTGTAAGCAAGGAAAAGAGGCCTCACAAGAAACAGAATTTGCCTTTACCTTGGACTTCCCAAC
CTTTAGAATTATAGAAAATAAATGTATGTTGTTGAAGCTATTGGTCTATGGCATTTTTGTAGCAATCAGAACTGACTAATAAA
GATAGATCGATTGATAGATATGGAATATACATATATATGTATAGCTAACGAGTGAGTTCCTTGGGCAATTGTGCCCTGATTGC
CTTTCCTAGACAATTCAAATAGAAGAACCCCTTTTTAGGAACATACAAGTACTTCTTTTTATGAAGCAAACACTGTAAAAATA
TGATAACTGGGACCAAAACATTTATAAGATTAGGCCTGAAAGAAAACCATTGCAGAGAGACTACTGGATTCTTCCTGGTAAC
CTGGGGCCTGATTTATTCACTCTAAGTGTTTAGTACAGTTCCAGAGGATCAAAGCTCCTGCTTCCTGGCCAGATAGTCACCTAC
CTTTTGTAATCAGACCTGCCTTTCAGAAGCAGAGTGGAAATTCAGTTTTCTTCTAATAGTCCTACACCCTTGCAATATTACCAG
GGACATATTTTTTTTTTTTTTTTTACCAGGGGCATATTTTTAAAATTCATACTTCTTAACATTTTTTTAAAAGGCCTCAAGCTAA
ATATAAATGCTATGATCCTGATAAGACAAACTTTAAATAAATGTTTGAGAGATATAAAGATAATTTGGTTTTCATGTTTTGAT
GTACTTACACAACTGAAACTATAAACAAATAGAAATATTCTTTAATTTTTTATTAAAATAATAAATGAACATGATATCAATTT
GAATAAAATTCAACCCTCCTACCATAGTTCCCTCCCCCAGAGAGAGTTTTTAGCTACTTTAATGTTATCCCATAGTTCTGAATT
TGCTTTTTACTTCAACTACTGTATTCTCACAGATTTCATTGATTTTTCTAAATTTGAAGTGCCTTCCTCTTTTTTTTCCTTGAACT
CTTTTCACATAAAAAGTTGTTTCTTTGGTTTTTTTTAACTTTCAAATAGTATTGTTTATTTGACTGAATCCCATCCTTTTCCAGA
AAACTCGAGCCTCCTCCACTGGTTTGGGAGCTGTAAGACCAAAACAAG
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WeiBbiischelaffen-C150rf2-Sequenz mit Position des kurzen, intronlosen ORFs (fett,
unterstrichen)

TGCGCTCTCTGTGAACCCAGGGACACGGCCGGCCGACACAGGGCCACTGCGTGCGACAGCGCTGGGCCAGGGCTGAGCTGCA
GGCAGAGCTGGCGCCCGGGCGGGAAGAACTCTGGCGGATGGGACCGCGGCACTGCCCACGTAGCGGCCAAGCGGCGCAACA
GCAGCCACCAGCCGCAGAGCTTCCGGGGCCGGAAGGCCGCGGGGGCTGATGGGGCCTTGACCTTTGCCCTCTGACGCCGGCG
TTTGACGCCTACGCTGCCTCGTGAGGAACCTCGTGGAGGCGCCGCAGGCCCAGGCCCGTCAGACTTTGCTCGGTCGCCAGAG
GAGGCGGTGGCTGAGGAGAGCTGCGTCCGCTGCCGACCCTGTCGTACGGTAGGAGCCAGAGCTACCTCGAAATGGGCAGTTT
ACTGAGCAAATTTAGACCCAGTGCCGTCGTCGGCCCCTGCCGGGGCCAGGGCGTGAAGCCCCCGCTCTCCTGGCTCCGGGAC
GTCTGCCCGCCCGGCCCGGGCTCACTCTGCGCCCACCCCGCGCCCTTTCCGCGCCCTGTTCCTGCCGGGAATGGGCCGTCGGA
GGTCTTCTCCAGCCAGCGTCTTCGTCGCCCCTGAGCGGCTGTGTCCTCTCCTCGAGGGCTGCTGCCGACGCCGGTGGGCGTCCT
GCTGGCCGCGGCTGGGGGCCCGGCCCCGAGGAGACCCCTCGTGCTGCCTGCTCGGAACCCCCGAGGTTCCAAACACCCCAGC
TCCGTGAGGATTCCCTGCTCCCTAGCCGGCGCGTTCGCCCTTGCGGCTGCCGTCACCCCCTGAGCGTGCGGTCGGGGCCCGGC
AGCCCGTCCCGGCCACTGTCCCGGAGGAGACGGCGGTGCGGGCCCGAGGAGGGCCCAGAGGAGTGAGGAAGGATGAGGCTG
CGGCGCAGACGGAAGCGCCGCGTGACGAGAGGAGGGCCGCCGTTCGCAGCCATGACGCGGCATCCGCACCCGGGGCCCAGG
GCAGCCCGCGGGACCTTTCCCCCTGCAGATGCAGCGCGGAGCCTCCGGGGGGGAGCGTGCGCCACGAGTGCCCGGAAAACG
ACTTGCCTGACACGGCCCAGGCGTCCCCAGCGAGCTCCTGCCCGGAGGGTCTTCCCGAGCCCAGAGCACGCAGCCAGGCCAG
ACGCGCGCTGCATCCTGGGAAGCCCGGTCCCGACGCAGCCCGGGGCCGCTCCCTGCTGCCGCGGAAGTCGCCGGCAGAACTG
CCCAGGCCGCCGATGTCCGCAGACCGGGTGCCCGACGGGAAGCCTTCAGGTGTTCCCCCAAGGAGCGCTGCCCACAAC
AGGCCCTGCAAAAGGAAAATGTCGATTCCACTGCTGCTGCCGCTGCCCCCGTCACTGCCCTTGCTGTGGGATCGAGG
GGAGCTTCCCCCACCTGCCAAGCTCCCCTGCCTGTCTGTTGAGGGAGACCTGGGCACCTTGGAGAAGAGCCCCGGGT
ATAAAAGGAATCGCAGAATCTTGGAGGATGAAACGGAGGCCATGACAGACAGCAGCGTCACCCAGCCTGCCCCTTCT
TTCTCCCCACCAGTGGAGACGACAGACTCCCTGCCCCTGGCCACTGCCACTTCCATGTCGCAGGTCCCAGCTCCTCCA
CCCATCCCTGACTTGGCTGACCTGGCTACCAGACCCCCCATCCTTCCTGTCCCTCCACTTTCCACCACACCAAAGATG
GGTCAGAAAATAACACTCACAATCCCTAACTCTCCTCTGGCTCTTTCTGCTGACCTTGTTCCCGTTTTGGGGTGTCAGT
CTAATGAGAAAGGAGGCTCTTGTCATTCGGTTGTAGGTGCAGCACCTCCTGCTTCTAACCCCCCAACACCTCCTAGCC
CCACACCCTTCTCCCTAATACCTACCGCTGTAGATTCCCCTCCTCCTCTTTCCTTCCCAGCTCCTCTTCCAGTCCCTTCT
ACCGTGACCTCAGTTATCACCAGCAAGCCTGTGAATTCCACAACAGTCATTTCCACTATCACAGCAAACACATCTGCCC
ACTTAACCTCACAGACTGCAGTAGACCATGAAGCAGTTAACATGAATACTATCACCCCTTCTCAGGCTGTTGTTTTCAC
ATCTTCTCCAAGCTCTAGGGTGAGCTCTCTCCCAGTTTCCCAAATACATTGCAGTACAGAGCAGAGGCACCCAGGAAA
GACATCAGTCTACATACATCCCCTTACATTTATATTCCACAACACCACCCCAAGTTTTAACCAACTCTTTAGCAAAGAA
GCCATCTCTCAATCCAATTCTGGGGCTCTTGATGGTCAGCAGCAGAAAGCTTCTCTCCCCAGTGCCTGTGTTTTTCCAA
GCCTTCCCATCATTGCTCCACCAGACACCTCCGCTTTAGTGAACAGTGCCTCTGCACCATCATTATCCAGGCCTGCCAT
TGACACCAATGCTGTGAATACCACTCCTCCTTCCAAGTCTGCCACCTTGCAGTCTGCCTCTGTCTCCAGGAAGAAGTG
CCTCCCGTTTTACATGGGGCTTCCTGGTTCTGAGAACATACTGCCCCATGGCAATGTTGCCTCAGCCCAGGGCTCCAC
CAGCTTGCCTGCACATGCAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCAACTATCCTTTAAATCCAGGAGCCACCGCTCAGCC
CCAATTTGGGGCCCCCGAGGGGCAGCAGCAGAAAGCCTCTCTCCCCAGTGCCCATGATTTTCCAAGCCTTCCCATCAT
GGTTCCTCCAGACACCTCCACGTTAGTGAGCAATGCCTCTGCAGCATCGTTATCCAAGCCTGCCATTGACACCAATGC
TGTGAATACCACCCCTCCTTCCAAAACTGTCATCTTGCAGTCTACTTTTGTCTCCAGGAAGGAGTACATCCGATTTTAT
GTTGGGCCTTCTGGTTCTGAGAACACACTGCCCAGTGACAGAAGTGCCTCAGCCCAAGTCTCCACCAGTTTGCCTGCA
CATGGAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCCAGCCCATCCTTTAAATACAGGAGCCATCTCTCATTCCACACTTGGGACC
ACTGATGAGCAGCAGAAATCTGACAGTTCTTATATTCTGGGGAATCCAGCAACCCCAGCACCAGTTACAGACTTGCCAACTCC
TTCAGCAGAGTCAACATCACCATATTCTACATTCGGCACACCTGTTAATGGCCAGCCAGCCAAGGGTCACAACGCAAGTGCTT
TCCCCAGTGGCATTGCAAAGACTTCTGAATTTAGAGTAGCCACTGGGATGCCCATCACTGGGGACAGTACCTCACTGGTTGGA
AATACTATTCTAGGCCCACAGGTGATTATGGGACCAGGAACCCCTATGGATGGTGGGAGCATTGGGTTCAGCATGTCTCTCCC
GGGCCCCAGTTCCACATCAGAAGAACTCAACACTGGACAACAACAAAATGGGATACCCAGCACCACTTCTGTTCCCCCATTT
GGTCAGGGAACCTGGGACTCAGCTGGCCACAGCATGGCTGCTGCACCACAAGGCACTAGCAACATTCCTGTATATCCTTCTGC
TGCCACCTACGTTCCTGGCTTCGAGCCACCTACTCAGCATTCAGGCAGTGGTATGGGAGGCGATGGCACCAAACCCATAGTTG
GAGGACCTTGTGTTCCTGCTTTTCAACAGTGCATCCTGCAGCATACATGGACAGAGAAAAAGTTCTACACTTCCGGCACCTAC
CACTATGGACAAGAAACATATGTTAAGAGACATATCTGTTACCAATTTCCATAAGAGCACCTGTGATTCACGTGACCACACCA
CATCTGTGTGGTGGTAAACACCAGCATTATCCCTGTGAATGGTTTTGTTTCACCTTCATGCCAAGTGCCTGCCATGTACCTCTC
CAGAACTCAGGTCATGCACCAGGAGAGGCCAACAACATCCCTGTGGTTCAAGGCCCTTATGCTCCCTTTCTCCATCAGTACAC
ATGGGACCCACCTGGAAAAAACACACGTGGTTCATCTGCAGTGAATGCCAACATACCTTTAATGGGAGGCCCTTGTATATCCA
CCTACCAACAAAGTATCTAAGGCCCACCTGGACAAAACACAGATGGTACATCTTCCAGGAGTGTCAGTATTCACTTGATGGG
AGGCCCTCATGTGCCCATGTATCAGCAAAGCACCTGGGGCTCACCTGGACAAAGCACAAACCATGCAATGGGGGTCAGCAAC
ATAACGGTTGTGACTGGTTATCCTTATGGTCTCCCATTCACACAAAGCACCTGAGGACCACCTGGCTAAACACAGGGGGTGCA
ATAGGGGATAGCCCCAGACATTTGTAGGGAGGAACCTCTAGTTTCCCTTTCAGTAAAAATACTATGGACCTGCCCAACCAAG
GTGCTCCTTTTGACTTTAGAGGAACCACATTGTTTTCTTTTGTTTGCTTTTGTTCTTGTTTTTGAGGTGGAGTCTTGCTCCGTAG
CTCTTGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCTGCTCACTGCACCTCCATCTCCCTGGTTCAAGCAGTTCTCCTGTCTTCCCCTCCT
GAGTAGCTGGGACTGCAGGCACATGGCACCACACCCAGTGAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAGGAGTTTCATCTTATTGGTC
AGGCTGGTCTCAAACACCTGACCTCAAGTTATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACATTTGTGAGCCACTGT
GCCTGGCCTAGAGGATCCAGCATTGTTAATTAAATACTTGTGATTGGATGTCCTGGTCAGAGCAACTTTGCCTGTGATGGAAA
GCAGCCACTAGTGACACTTGTACCTGCCAAGGCCTTCATAGGAGCCGCCAGACCACTTCTTACTCCTGTAAAGGATCTCAAGA
AATAAGAACCAATCTCCTTTCACATACAGTTCTCATAAATGGATGTTGTTCCAGGAAGAATGGGCTCAGTTCCCTCAAGTTAA
ATTTAACCTTTTCTCTCCCTACAGAAGCTGGAGGCCCAAAACCGCAAAGAGAGAGAGAGTGTGTGTATGTATGTGTGTTGTGT
GTGTGTGTGTTTATTGGTGACTGGGGAGCAGATGAGCCCAGTCGGAACTGCACTGTATTTGAGTGGTCTTCTACACTGTGGAG
GGTAGAGGAAACCTGTATGCATCATCAGCTGCGCCCTCTCTGACTTGACTGTTAACTTGGCTGACCCTACCTCTGGCCCAGTTC
TCTCTAGTCTTGGACAGAAAGGCAAAATTTCTGACTTTTTTGGACCCTACATTCTACTTGAAGGGGAGAAAAGAAGGAACAA
ACATGTAAATCATCTGATAAATAAGCCAGTAACAAATGTGCTATGGAAAATAAAGAAGTACATGGAGGATTGAGATTGTAGA
TAGAAGCAGGAGTTTTTCAGACATGCCTCACTGGAAAGGTAAATTTAAACAAAGTCTAGAGAGAAGCAGTTGAGCCAGATAT
GTGAGCAAAGATCATTCCAGATCATTGCAAAGGCTCAGAGGAAAGGATGCCTGGTGTCCTCAGGAGCAGTTAGTAAGGGAAA
TGTGGGCCGGTCGCGGTGGTTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCATGAGGTCAAGAGATC
AAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCCT
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GTAATCCCAGCTATTTGGGAGGCTGAGGTGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAAC
CCTGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGATATTTGGGAGGCTGA
GGTGGGTGGATCACGAGGTCAACAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATATTTTAAA
AATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTACTCAGGAAGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGC
AGTGAGCCGAGATCGCACCATTGCACTTCAGACTGGGTAATAAGAGCGAAACTCCATCTCAGAAAAAGAAAAAAAGTAAGG
AAATGTGGCTGGAATGGAGTCAGCACGTGGGAGGAAGGGATAGAGAAAAGGAGGACAGAGAAGATGTAAGTGTACTTCCTT
GCTCCACTCTTTACTAGTTGTATAATAACAAACAGTTGATTCAACCTTCAGGAATCTTAGTGAAATCAGTACTTTTACTATGGC
CTGTGTATCTCACAAGATTTTTGAAAGGATGAAATGAAATATTACAGGGAAATGACTTATAAACCATTGTTGTAATTTGTTCT
ATAGATAGAGATGGATAGACGGATGGATGGATAGACTTGATAGATAGATAGAGATAATGGACTAAATGTTTGTGTTCCCAAA
AAGTTCACATTTTGAAGCCCTAACTCCTAATGCGATGGTATTAGGAGGTGGGACTTTGGGGAGGTGATTAGGTTTAGATGAGA
TCATGAGGATGAAACCCCCATGATGGGATTTGTGCCTATAAGAAGAAACACCAGTGCTTCCTGTAATTGCCATGTGAAGGTGT
ACCAAGAATGTAGCTGCCTGTAAGCAAGGAAAAGAGGCCTCACAAGAAACAGAATTTGCCTTTACCTTGGACTTCCCAACCT
TTAGAATTATAGAAAATAAATGTATGTTGTTGAAGCTATTGGTCTATGGCATTTTTGTAGCAATCAGAACTGACTAATAAAGA
TAGATCGATTGATAGATATGGAATATACATATATATGTATAGCTAACGAGTGAGTTCCTTGGGCAATTGTGCCCTGATTGCCT
TTCCTAGACAATTCAAATAGAAGAACCCCTTTTTAGGAACATACAAGTACTTCTTTTTATGAAGCAAACACTGTAAAAATATG
ATAACTGGGACCAAAACATTTATAAGATTAGGCCTGAAAGAAAACCATTGCAGAGAGACTACTGGATTCTTCCTGGTAACCT
GGGGCCTGATTTATTCACTCTAAGTGTTTAGTACAGTTCCAGAGGATCAAAGCTCCTGCTTCCTGGCCAGATAGTCACCTACCT
TTTGTAATCAGACCTGCCTTTCAGAAGCAGAGTGGAAATTCAGTTTTCTTCTAATAGTCCTACACCCTTGCAATATTACCAGGG
ACATATTTTTTTTTTTTTTTTTACCAGGGGCATATTTTTAAAATTCATACTTCTTAACATTTTTTTAAAAGGCCTCAAGCTAAAT
ATAAATGCTATGATCCTGATAAGACAAACTTTAAATAAATGTTTGAGAGATATAAAGATAATTTGGTTTTCATGTTTTGATGT
ACTTACACAACTGAAACTATAAACAAATAGAAATATTCTTTAATTTTTTATTAAAATAATAAATGAACATGATATCAATTTGA
ATAAAATTCAACCCTCCTACCATAGTTCCCTCCCCCAGAGAGAGTTTTTAGCTACTTTAATGTTATCCCATAGTTCTGAATTTG
CTTTTTACTTCAACTACTGTATTCTCACAGATTTCATTGATTTTTCTAAATTTGAAGTGCCTTCCTCTTTTTTTTCCTTGAACTCT
TTTCACATAAAAAGTTGTTTCTTTGGTTTTTTTTAACTTTCAAATAGTATTGTTTATTTGACTGAATCCCATCCTTTTCCAGAAA
ACTCGAGCCTCCTCCACTGGTTTGGGAGCTGTAAGACCAAAACAAG
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