,Genomische Analyse von Natiirlichen Killerzell-Rezeptorgenen

in nicht-humanen Primaten‘

Dissertation

Zur Erlangung des Grades
,,Doktor der

Naturwissenschaften*

am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg-Universitét

in Mainz

Anne Averdam

geb. in Vechta

Mainz, 2008



Tag der miindlichen Priifung: 18.04.2008



Teile dieser Dissertation wurden bereits veroffentlicht:

Publikation:

Averdam A, Kuhl H, Sontag M, Becker T, Hughes AL, Reinhardt R, Walter L. 2007.
Genomics and diversity of the common marmoset monkey NK complex. J Immunol

178(11):7151-7161.

Kongressbeitrige:

Averdam A, Sontag M, Reinhardt R, Walter L. 2005. Genomics of the NKC in a new world
monkey and a prosimian species. 21.-24.09.05, Jahrestagung der Deutschen

Gesellschaft fiir Immunologie, Kiel.

Averdam A, Sontag M, Reinhardt R, Walter L. 2006. Diversity of the natural killer complex
in two distantly related non-human primates. 06.-09.09.2006, 16th European Congress

of Immunology, Paris.

Averdam A. 2007. The NKC in a prosimian species. 26.-28.02.07, 2. Gottingen Workshop on

Immunogenetics, Gottingen.



INHALTSVERZEICHNIS 1

Inhaltsverzeichnis
Abkiirzungsverzeichnis VII
Abbildungsverzeichnis XI
Tabellenverzeichnis XIII
1 Einleitung 1
1.1 NK-Zellen 1
1.2 Signaltransduktion in NK-Zell-Rezeptoren 3
1.3 MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren 5
1.3.1  Immunglobulin-Superfamilie 6
1.3.2  C-Typ Lektin-dhnliche Superfamilie 7
1.3.2.1 Ly49 7
1.3.2.2 CD94/NKG2 8
1.3.2.3 NKG2D 10
1.4 Natiirlicher Killer Komplex (NKC) 11
1.5 MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren in nicht-humanen Primaten 12
1.6 Fragestellung der Arbeit 14
2 Material und Methoden 15
2.1 Material 15
2.1.1  Versuchstiere 15
2.1.1.1 Systematik 15
2.1.1.2 WeiBbiischelaffe (Callithrix jacchus) 17
2.1.1.3 Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta) 18
2.1.14 Grauer Mausmaki (Microcebus murinus) 19
2.1.1.5 Schwarzweiller Vari (Varecia variegata) 20
2.1.1.6 Potto (Perodicticus potto) 21
2.1.2  Probenmaterial 21
2.1.3  Gerite 24




INHALTSVERZEICHNIS 11

2.1.4  Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Enzyme 25
2.1.5 Kits 28
2.1.6  Léangenstandards 28
2.1.7  Primer 29
2.1.8  Datenbank-Zugangsnummern 32
2.1.9  Vektoren 34
2.1.10 BAC-Banken 34
2.1.11 Bestellte BAC-Klone der BAC-Bank ,,CHORI-257 34
2.1.12 Bestellte BAC-Klone der BAC-Bank ,,CHORI-259¢ 35
2.1.13 Stammlosungen und Puffer 35
2.1.14 Bakterienstimme 37
2.1.15 Nahrmedien und Agarplatten 37
2.1.16 Bakterienkulturen 38
2.1.16.1  Glycerinkulturen 38
2.1.16.2  Plattenkulturen 38
2.1.16.3  Fliissigkulturen 38
2.1.17 Computerprogramme 38
2.1.18 Phylogenetische Analysen 40
2.2 Methoden 41
2.2.1  Polymerasekettenreaktion (PCR) 41
2.2.2  Agarose-Gelelektrophorese 45
2.2.3  Isolierung von DNA aus Agarosegelen 46
2.2.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels Agarosegelen 46
2.2.5 Isolierung von DNA aus Mundschleimhautzellen 46
2.2.6  Klonierung von PCR-Fragmenten 47
2.2.7  Herstellung ,,elektrokompetenter E. coli-Zellen 48
2.2.8  Isolierung von Plasmid-DNA 48
2.2.9 Isolierung von BAC-DNA 49
2.2.10 Restriktionsanalyse von DNA 49
2.2.11 Southern-Blot 50
2.2.12 Herstellung radioaktiv markierter Sonden 51
2.2.13 Hybridisierung membrangebundener DNA 51
2.2.14 Autoradiographie 52
2.2.15 Screening von BAC-Banken 52
2.2.16 Gesamt-RNA-Extraktion 53




INHALTSVERZEICHNIS I

2.2.17 Reverse Transkription 54
2.2.18 5’- und 3’-RACE (rapid amplification of cDNA ends) 55
2.2.19 DNA-Sequenzierung 56

3 Ergebnisse 58
3.1 C-Typ Lektin-dhnliche NK-Zell-Rezeptoren im Weiflbiischelaffen 58
3.1.1  Genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls im Weillbiischelaffen 58
3.1.2  Expression der NKC-Gene im Weillbiischelaffen 63
3.1.3  Diversititsanalyse der NKC-Gene im WeiBbiischelaffen 68
3.1.4 5-RACE-PCR-Analyse der NKC-Gene im WeiBbiischelaffen 70
3.2 C-Typ Lektin-iihnliche NK-Zell-Rezeptoren im Mausmaki 72
3.2.1  Genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls im Mausmaki 72
3.2.2  Expression der NKC-Gene im Mausmaki 78
3221 Expression von CD94 im Mausmaki 81
3222 Expression von NKG2D im Mausmaki 82
3223 Expression von NKG2 im Mausmaki 84
3224 Expression von Ly49L im Mausmaki 86
3.2.2.5 Alternative Spleilprodukte der NKC-Gene im Mausmaki 87
3.2.3  Diversititsanalyse der NKC-Gene im Mausmaki 91
3.2.3.1 Allele von CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49L im Mausmaki 91
3232 Diversitédtsanalyse der CTLD von CD94-(1-3) im Mausmaki 97

33 C-Typ Lektin-dhnliche NK-Zell-Rezeptoren im Vari 100
3.3.1  Expression der NKC-Gene im Vari 100
3.3.1.1 Expression von CD94 im Vari 103
33.1.2 Expression von NKG2D im Vari 103
3.3.13 Expression von NKG2 im Vari 105
33.1.4 Expression von Ly49L im Vari 107
3.3.2 Diversitdtsanalyse der NKC-Gene im Vari 110
34 Vergleich der C-Typ Lektin-dhnlichen NK-Zell-Rezeptoren 112
34.1 CDY%4-Aminosiurevergleich 112
342 NKG2D-Aminosédurevergleich 115
343 NKG2-Aminosdurevergleich 116
3.4.4 Ly49-Aminosdurevergleich 123
3.5 Phylogenetische Analyse der C-Typ Lektin-ihnlichen NK-Zell-Rezeptoren __ 125



INHALTSVERZEICHNIS I\Y

3.5.1  Stammbaum der CD94-Sequenzen der Primaten 126
3.5.2  Stammbaum der NKG2D-Sequenzen der Primaten 127
3.5.3  Stammbaum der NKG2-Sequenzen der Primaten 128
3.5.4  Stammbaum der Ly49-Sequenzen der Sdugetiere 134

3.6 CD94-Gene im Potto 136
3.7 CD94-Gene im Koboldmaki 140
3.8 Phylogenetische Analyse der Exon 4-Sequenzen von CD94 144

4 Diskussion 146
4.1 NKC des Weilibiischelaffen 146
4.1.1  Reduziertes C-Typ Lektin-dhnliches Rezeptor-Repertoire im WeiBlbiischelaffen 146
4.1.2  Diversititsanalyse im Weillbiischelaffen 147
4.1.3  Alternatives Spleilen der NKC-Gene im Weil3biischelaffen 148
4.1.4 5 -RACE-PCR-Analyse im Wei3biischelaffen 149

4.2 NKC der Lemuren 152
4.2.1  Erweitertes C-Typ Lektin-dhnliches Rezeptor-Repertoire in Lemuren 152
42.1.1 Diverse CD94/NKG2-Rezeptoren der Lemuren 152
42.1.2 NKG2D der Lemuren 160

42.1.3 Ly49L der Lemuren 161

4.2.2  Alternatives Spleilien der NKC-Gene in Lemuren 162

4.3 CDY%4 im Potto und im Koboldmaki 163
4.4 Evolution der MHC-Klasse-I-spezifischen NK-Zell-Rezeptoren in Sdugetieren 164
4.5 Ausblick 165

5 Zusammenfassung 167
6 Literatur 169
7 Anhang 185
7.1 Nukleotidsequenzen der verwendeten Sonden 185
7.2 Aminosiure- und Nukleotidsequenzidentititen 186
7.2.1  CD94-Aminosiure- und -Nukleotidsequenzidentititen 186
7.2.2  NKG2-Aminosiuresequenzidentititen zwischen Mausmaki, Vari und Mensch 187



INHALTSVERZEICHNIS Vv

7.2.3  NKG2-Aminosiure- und -Nukleotidsequenzidentitéten des Mausmakis 187
7.2.4  NKG2-Aminosédure- und -Nukleotidsequenzidentititen des Varis 188
7.3 Genotypisierung der NKC-Gene von neun Weillbiischelaffen 188
7.3.1  CD94-Genotypen der Weilibiischelaffen 188
7.3.2  NKG2CE-Genotypen der Weillbiischelaffen 189
7.3.3 NKG2A-Genotypen der Weillbiischelaffen 189
7.4 Genotypisierung der CD94-CTLD von 46 Mausmakis 189
7.4.1  CD94-1-Genotypen der Mausmakis 190
7.4.2  CDY%4-2-Genotypen der Mausmakis 191
7.4.3 CD94-3-Genotypen der Mausmakis 192
7.5 Exon 4-Nukleotidvergleich von CD94 193
7.6 cDNA-Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis 194
7.6.1  Nukleotidvergleich der CD94-Sequenzen des Mausmakis 194
7.6.2  Nukleotidvergleich der NKG2D-Sequenzen des Mausmakis 197
7.6.3  Nukleotidvergleich der NKG2-Sequenzen des Mausmakis 199
7.6.4  Nukleotidvergleich der Ly49L-Sequenzen des Mausmakis 203
7.7 cDNA-Sequenzen der NKC-Gene des Varis 204
7.7.1  Vava-CD9%4-1 204
7.7.2  Vava-CD9%4-2 205
7.7.3  Vava-CD9%4-3 206
7.7.4  Vava-NKG2D 208
7.7.5 Vava-NKG2-1 209
7.7.6  Vava-NKG2-2 210
7.7.7  Vava-NKG2-3 212
7.7.8  Vava-NKG2-4 214
7.7.9  Vava-NKG2-5 215
7.7.10 Vava-NKG2-6 216
7.7.11 Vava NKG2-7 217
7.7.12 Vava-NKG2-8 219
7.7.13 Vava-Ly49L 220
7.8 Genomische Sequenzen der NKC-Gene des Weillbiischelaffen 222
7.8.1  Caja-CD9%4 222

7.8.2  Caja-NKG2D 224




INHALTSVERZEICHNIS VI

7.8.3  Caja-NKG2F 228
7.8.4  Caja-NKG2CE 230
7.8.5 Caja-NKG2A 232
7.8.6  Caja-Ly49L 235
7.9 Genomische Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis 236
7.9.1  Mimu-CD9%4-1 236
7.9.2  Mimu-CD9%4-2 237
7.9.3  Mimu-CD9%4-3 239
7.9.4  Mimu-NKG2D 240
7.9.5 Mimu-NKG2-1 244
7.9.6  Mimu-NKG2-2 246
7.9.7  Mimu-NKG2-3 247
7.9.8 Mimu-NKG2-4 248
7.9.9  Mimu-NKG2-5 249
7.9.10 Mimu-NKG2-6 250
7.9.11 Mimu-NKG2-7 251
7.9.12 Mimu-NKG2-8 252
7.9.13 Mimu-Ly49L 253




ABKURZUNGSVERZEICHNIS VII

AbKkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

AS Aminoséure

BAC bacterial artificial chromosome

bp Basenpaar(e)

BSA Bovines Serumalbumin

Caja Callithrix jacchus

cDNA komplementiare DNA (complementary DNA)
CLEC1A C-type lectin domain family 1, member A
CLEC7A C-type lectin domain family 7, member A
CTLA4 cytotoxic T lymphocyte-associated 4

CTLD C-Typ Lektin-ghnliche Domine (C-type lectin-like domain)
DAP10 DNAX-activation protein 10

DAP12 DNAX-activation protein 12

dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat

DDBJ DNA Data Bank of Japan

ddNTP Didesoxy-Nukleosidtriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat

DPZ Deutsches Primatenzentrum

dT Desoxy-Thymidin

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EMBL European Molecular Biology Laboratory
EtBr Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid)
EtOH Ethanol

GABARAPL1 GABA(A) receptor-associated protein-like 1
GITC Guanidinthiocyanat

h Stunde(n)

H,0 Wasser

ha Hektar



ABKURZUNGSVERZEICHNIS VIII

HCl
HLA
HPLC

ICOS
Ig
Indel
IPTG
ITAM
ITIM
JTT
K2P
KAc
kb
KCl
KHCO;

kV
LB
LRC

MB
MCMV
MgCl,
MgSO0,
MHC
MIC

pF
Mimu
min
M-MLYV RT
MPI
mRNA
MULT-1
NaAc

Salzsdure

humanes Leukozytenantigen (human leukocyte antigen)
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)

inducible T-cell costimulator

Immunglobulin

Insertions- bzw. Deletionspolymorphismus
Isopropyl-1-Thio-B-D-Galactopyranosid
immunoreceptor tyrosine-based activation motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
Jones-Taylor-Thornton

Kimura-2-Parameter

Kaliumacetat

Kilobasenpaar(e)

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogencarbonat

killer cell immunoglobulin-like receptors

Kilovolt

Luria-Bertani

Leukozyten Rezeptor Komplex (leukocyte receptor complex)
Molaritit

Megabasenpaar(e)

Maus-Cytomegalievirus

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Haupthistokompatibilitidtskomplex (major histocompatibility complex)
MHC class | chain related

Mikrofarad

Microcebus murinus

Minute(n)

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
Max-Planck-Institut

messenger RNA

murine UL-16-binding protein like transcript 1

Natriumacetat



ABKURZUNGSVERZEICHNIS IX

NaCl
NaJ
NaOH
NH,CI
NKC
NKG
NK-Zellen
nm

Q

(0]))
OLR1
ORF
PCR
Pepo
PI3K
RACE
Rae-1
RNA
Rnase
Rnasin
RT
RT-PCR
s

SDS
SHP1/SHP2
Sre
SSC
STYK1
Sv

Syk
Tab.
Taq
Tasy
TBE
™

Natriumchlorid

Natriumjodid

Natriumhydroxid

Ammoniumchlorid

Natiirlicher Killer Komplex (natural killer complex)
natural killer group

Natiirliche Killerzellen

Nanometer

Ohm

optische Dichte

oxidized low density lipoprotein receptor 1
offener Leserahmen (open reading frame)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Perodicticus potto
Phosphatidylinositol-3-Kinase

rapid amplification of cDNA ends

retinoic acid early inducible-1
Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Ribonuklease-Inhibitor

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
Sekunde(n)

Natriumdodecylsulfat

SH2-containing protein-tyrosine phosphatasel/2
steroid receptor coactivator
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer
serine/threonine/tyrosine kinase 1
Spleiflvariante

spleen tyrosine kinase

Tabelle

Thermus aquaticus

Tarsius syrichta

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Transmembranregion



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

TPE

Tris

ii. N.
U/min
ULBP
UTR
uv

viv
Vava
Xg
X-Gal

ZAP70

7Y

Tris-Phosphat-EDTA-Puffer

Trishydroxymethylaminomethan

Unit
iiber Nacht
Umdrehungen pro Minute

UL-16 binding protein

untranslatierter Bereich (untranslated region)

Ultraviolett
Volt

Volumen pro Volumen (volume/volume)

Varecia variegata

Erdbeschleunigung

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid

¢-chain-associated protein of 70 kDa

Zytoplasmaregion

Abkiirzungscodes der Aminosiuren

=R = @m O "m =g a0

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile

Lys

Leu

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin

Lysin

~ g <8 v RO 22

Leucin

Met
Asn
Pro

Gln
Arg
Ser

Thr
Val
Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin



ABBILDUNGSVERZEICHNIS X1

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

NK-Zell-Aktivierung (verdndert nach Raulet und Vance, 2006) 3
Signaltransduktion von inhibierenden und aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren (verdndert
nach Yokoyama und Plougastel, 2003) 4
C-Typ Lektin-dhnliche MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren (verandert nach
Yokoyama und Plougastel, 2003) 6
CD94-Ly49-Intervall des Menschen und der Maus (verdndert nach Hao und

Nei, 2004) 12
Stammbaum der Primaten (verdndert nach Geissmann, 2003) 16
Callithrix jacchus 17
Tarsius syrichta 18
Microcebus murinus 19
Varecia variegata variegata 20
Perodicticus potto 21
positive Hybridisierungssignale auf einem BAC-Filter (entnommen aus der
Hybridisierungsanleitung des BACPAC Resources Centers) 53
Southern-Blot-Analyse von 12 BAC-Klonen der BAC-Bank ,,CHORI-259* (Callithrix
jacchus) mit der humanen NKG2A-Sonde 60
Schematische Darstellung des CD94-Ly49L-Intervalls im Weibiischelaffen mit

den analysierten BAC-Klonen 62
Aminosduresequenzen der NKC-Gene des Weilbiischelaffen 64
Expressionsanalyse der NKC-Gene im Weibiischelaffen 68
Analyse der Transkriptions- und Translationsstartpunkte der Gene CD94,

NKG2D und NKG2 des WeiBbiischelaffen durch 5’-RACE 71
Southern-Blot-Analyse von 12 BAC-Klonen der BAC-Bank ,,CHORI-257* (Microcebus
murinus) mit der humanen NKG2A-Sonde 73
Schematische Darstellung des CD94-Ly49L-Intervalls im Mausmaki mit den

analysierten BAC-Klonen 76
Aminoséuresequenzen der NKC-Gene des Mausmakis 80
Nukleotidsequenzen von Exon 6 der drei CD94-Gene des Mausmakis 81

NKG2D-Spleifiprodukte des Mausmakis im Vergleich zur Maus (verdndert nach
Diefenbach et al., 2002) 83

Transmembranregion von NKG2D in verschiedenen Primatenspezies und der

Maus 84




ABBILDUNGSVERZEICHNIS XII

Abb. 23 Expressionsanalyse der NKC-Gene im Mausmaki 91
Abb. 24 Aminosdurevergleich der Mausmaki-CD94-CTLD und Lage der polymorphen

Positionen 100
Abb. 25 Aminosduresequenzen der NKC-Gene des Varis 103
Abb. 26 NKG2D-Spleillprodukte des Varis und der Maus (verdndert nach Diefenbach

et al., 2002) 104
Abb. 27 Vergleich der Transmembranregion von NKG2-3 des Varis mit NKG2C und NKG2E

der Maus 106
Abb. 28 Schematische Darstellung der kompletten und alternativ gespleiiten CD94-, NKG2D-,

NKG2- und Ly49L-cDNA-Sequenzen im Vari 110
Abb. 29 Aminosaurevergleich der CD94-Sequenzen 114
Abb. 30 Aminosaurevergleich der NKG2D-Sequenzen 116
Abb. 31 Aminosaurevergleich der NKG2-Sequenzen 122
Abb. 32 Aminoséurevergleich der Ly49-Sequenzen 125
Abb. 33 Phylogenetische Analyse der CD94-Aminosduresequenzen verschiedener Primaten_ 126
Abb. 34 Phylogenetische Analyse der NKG2D-Aminosduresequenzen verschiedener Primaten__ 127
Abb. 35 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosduresequenzen verschiedener Primaten

(komplette Proteinsequenz) 129
Abb. 36 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosduresequenzen verschiedener Primaten

(Zytoplasma-, Transmembran- und Halsregion) 131
Abb. 37 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosduresequenzen verschiedener

Primaten (CTLD) 133
Abb. 38 Phylogenetische Analyse der Ly49-Aminosduresequenzen verschiedener

Saugetiere 135
Abb. 39 Vergleich der CD94-Sequenzen (Exon 4-5) im Potto 139
Abb. 40 Vergleich der CD94-Sequenzen (Exon 4-5) im Koboldmaki 142
Abb. 41 Phylogenetische Analyse der Exon 4-Nukleotidsequenzen von CD94 in verschiedenen

Primaten 145




TABELLENVERZEICHNIS XIIT

Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.

N R W N =

O o0 3 A

10

11

12

13

14

15

16
17

18
19

Liste der verwendeten Proben 21
Primersequenzen 29
Zugangsnummern 32
Computerprogramme 39

Amplifikation und Sequenzierung der als Sonden verwendeten NKC-Sequenzen

des Menschen 43
Amplifikation und Sequenzierung der NKC-Gene des Wei3biischelaffen 43
PCR zur Amplifikation der NKC-Gene des Mausmakis 44
PCR zur Amplifikation der CD94-Sequenzen des Pottos und des Koboldmakis 44
Amplifikation und Sequenzierung von CD94-(1-3) (Exon 4, 5 und 6) des

Mausmakis 45

Ubersicht der Southern-Blot-Hybridisierungsergebnisse von 12 BAC-Klonen der
BAC-Bank ,,CHORI-259* (Callithrix jacchus) mit den Sonden NKG2A, CD94, NKG2D
und Ly49L 61
Synonyme und nicht-synonyme SNP in den CD94-, NKG2D- und NKG2-Sequenzen

von insgesamt zehn Weillbiischelaffen-Individuen 69

Ubersicht der Southern-Blot-Hybridisierungsergebnisse von 22 BAC-Klonen der
BAC-Bank ,,CHORI-257* (Microcebus murinus) mit den Sonden NKG2A, CD9%4,
NKG2D und Ly49L 74

Signalmotive in den NKG2-Sequenzen des Mausmakis 86

Synonyme und nicht-synonyme SNP zwischen den CD94-, NKG2D-, NKG2-

und Ly49L-Allelen von je zwei Mausmaki-Individuen 94
Synonyme und nicht-synonyme SNP in der CTLD von CD94-(1-3) in 46 Mausmaki-
Individuen 99
Signalmotive in den NKG2-Sequenzen des Varis 106
Synonyme und nicht-synonyme SNP zwischen CD94-, NKG2- und Ly49L-Allelen von
einem Vari-Individuum 111
Nukleotidsequenzidentititen der Potto-CD94-Sequenzen (in %) 140

Nukleotidsequenzidentititen der Koboldmaki-CD94-Sequenzen (in %) 143




EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 NK-Zellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren zum angeborenen Immunsystem und machen
etwa 10 % der Lymphozyten im peripheren Blut aus. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Tumorabwehr (Cerwenka und Lanier, 2001; Herberman et al., 1975a; Herberman et al.,
1975b; Kiessling et al., 1975a; Kiessling et al., 1975b) sowie bei der Abwehr von bestimmten
Viren, Parasiten und intrazelluldren Bakterien (Biron et al., 1999; Scott und Trinchieri, 1995;
Unanue, 1997). Im Gegensatz zu T- und B-Lymphozyten sind NK-Zellen in der Lage,
Zielzellen spontan, ohne vorherige Sensibilisierung zu lysieren. Zudem konnen sie Zytokine
freisetzen und dadurch die erworbene Immunabwehr regulieren (Biron et al., 1999; Shi et al.,
2001).

NK-Zellen benutzen verschiedene Strategien, um infizierte oder transformierte Zellen zu
erkennen. Die Entdeckung von Kérre und Mitarbeitern, dass NK-Zellen bestimmte
Tumorzellen téten konnen, obwohl sie keine oder eine geringe MHC-Klasse-I-Expression
zeigen (Karre et al., 1986), bildete die Grundlage fiir die missing self-Hypothese, die
Ljunggren und Kirre (1990) formulierten. Diese besagt, dass NK-Zellen gezielt Zellen
erkennen und téten, weil sie geringe Mengen an ,selbst“-MHC-Klasse-I-Molekiilen
exprimieren (Ljunggren und Kérre, 1990).

MHC-Klasse-I-Molekiile werden von fast allen kernhaltigen Zellen auf der Zelloberfiche
exprimiert und présentieren intrazelluldr prozessierte Peptide an zytotoxische T-Zellen. Der
MHC-Peptidkomplex wird allerdings nicht nur von T-Lymphozyten erkannt, sondern auch
von inhibierenden MHC-Klasse-I-spezifischen NK-Zell-Rezeptoren, was ein Abtdten der
Zelle verhindert (Abb. 1) (Karlhofer et al., 1992; Yokoyama, 2002). In virusinfizierten Zellen
oder in Tumorzellen wird die MHC-Klasse-I-Expression hdufig herrunterreguliert (Garcia-
Lora et al.,, 2003; Orange et al., 2002). Dies schiitzt sie zwar vor einem Angriff durch
zytotoxische T-Zellen, jedoch nicht vor der Erkennung und Lyse durch NK-Zellen. In NK-
Zellen fiihrt die reduzierte MHC-Klasse-I-Expression auf den Zielzellen zu einem Verlust der
inhibierenden Signale. Durch stimulierende Signale, vermittelt durch aktivierende Rezeptoren

(z.B. 2B4, Yokoyama et al., 1991), deren Liganden konstitutiv exprimiert werden, wird die
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Lyse der Zielzelle ausgelost (Abb. 1) (Held et al., 2005; Moretta et al., 2001; Watzl und Long,
2000).

Alternativ wird durch Infektionen, Tumorentstehung oder Stress die Expression von
endogenen ,,selbst“-Molekiilen (z.B. Rae-1, H60 oder MICA/B) induziert, die ebenfalls als
Liganden fiir einen aktivierenden NK-Zell-Rezeptor (NKG2D, siehe 1.3.2.3) fungieren
(Abb. 1). Diese Strategie wird auch als induced self recognition bezeichnet (Gasser et al.,
2005; Held et al., 2005; Raulet und Vance, 2006).

Eine weitere von NK-Zellen verwendete Strategie, infizierte Zellen ausfindig zu machen, ist
die Erkennung von ,,nicht-selbst“-Liganden, die von Pathogenen exprimiert werden (Held et
al., 2005). So erkennt z.B. der murine aktivierende NK-Zell-Rezeptor Ly49h das vom Maus-
Cytomegalievirus (MCMV) kodierte Protein m157 auf der Oberfliche von infizierten Zellen
(Arase et al., 2002).

Letztendlich wird die Aktivitit der NK-Zelle tliber ein Gleichgewicht von aktivierenden und
inhibierenden Signalen reguliert (Abb. 1). Dominieren inhibierende Signale wird die NK-Zelle
nicht aktiviert, iberwiegen aktivierende Signale kommt es zur Zelllyse (Bakker et al., 2000;

Lanier, 1997; MacDonald, 2005).
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keine Lyse

Inhibierender Aktivierender

Rezeptor Rezeptor
MHC- Aktivierender
Klasse-I

Gesunde

Zelle Lyse

Lyse
Transformation
oder Infektion

Transformation
oder Infektion

missing self induced self
recognition recognition

Abb. 1 NK-Zell-Aktivierung (verindert nach Raulet und Vance, 2006)

Gesunde Zellen sind durch den Angriff von NK-Zellen geschiitzt, da hemmende Signale, vermittelt durch
inhibierende Rezeptoren, die MHC-Klasse-I-Molekiile binden, aktivierende Signale unterbinden. Wahrend einer
Infektion oder Transformation, wenn die Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf den Zielzellen
herrunterreguliert wird (missing self recognition) oder die Expression von Liganden fiir aktivierende Rezeptoren
induziert wird (induced self recognition), verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung aktivierende Signale,
was zur Zelllyse fiihrt.

1.2 Signaltransduktion in NK-Zell-Rezeptoren

Aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren unterscheiden sich grundlegend in ihrer
Zytoplasma- und Transmembranenregion (Abb. 2). Inhibierende Rezeptoren besitzen ein oder
mehrere inhibitorische Signalmotive in ihrer Zytoplasmaregion, so genannte ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), mit folgender Konsensussequenz:
S/A/V/LxYxxI/V/L, wobei x fiir jede beliebige Aminosdure steht (Ravetch und Lanier, 2000;
Vivier und Daeron, 1997). Nach Ligandenbindung kommt es zur Phosphorylierung des

Tyrosin-Restes im ITIM durch eine Src-Familie-Tyrosinkinase, was zur Rekrutierung und
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Aktivierung von Protein-Tyrosinphosphatasen wie SHP1 und SHP?2 fiihrt (Abb. 2) (Borrego et
al., 2002; Burshtyn et al., 1996). Diese wiederum unterbrechen den Signalweg der NK-Zell-
Aktivierung, indem sie essentielle Proteine dieses Signalwegs dephosphorylieren, wie z.B.

Vavl (Stebbins et al., 2003).

Inhibierender Aktivierender Aktivierender
NK-Zell-Rezeptor NK-Zell-Rezeptor NK-Zell-Rezeptor

NK-Zelle

4

|

‘ Inhibierung ‘ Zytotoxizitat, ‘ Zytotoxizitat ‘
Zytokinproduktion

Abb. 2 Signaltransduktion von inhibierenden und aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren (verindert nach
Yokoyama und Plougastel, 2003)

Inhibierende NK-Zell-Rezeptoren besitzen ITIM-Sequenzen in der Zytoplasmaregion, deren Phosphorylierung
zur Rekrutierung der Tyrosinphosphatasen SHP1 und SHP2 fiihrt. Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren assoziieren
mit Hilfe einer positiv geladenen Aminoséure in der Transmembranregion mit Adaptermolekiillen wie z.B.
DAP12 oder DAP10, die iiber den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-vermittelten Signalweg Zytotoxizitét
(DAP10) oder iiber den Syk/ZAP70-vermittelten Signalweg Zytotoxizitdt und Zytokinproduktion (DAP12)
hervorrufen.

Im Gegensatz zu den inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren besitzen die aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren keine Signalmotive in ihrer Zytoplasmaregion (Abb. 2). Mit Hilfe einer positiv
geladenen Aminosédure in der Transmembranregion (Lysin oder Arginin) assoziieren sie mit
Adaptermolekiilen, die eine negativ geladene Aminoséure in ihrer Transmembranregion
aufweisen (Abb. 2). Adaptermolekiile von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren sind DAP12,
DAP10, FceRly und CD3{ (Lanier, 2003). Mit Ausnahme von DAPI10 besitzen die
Adaptermolekiile aktivierende Signalmotive, so genannte ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) in der Zytoplasmaregion mit der Konsensussequenz: YxxI/Lx-
12YxxI/L, wobei x fiir jede beliebige Aminosdure steht (Barrow und Trowsdale, 2006;
Billadeau und Leibson, 2002). DAP10 verfiigt iiber ein YxxM-Motiv (Chang et al., 1999).
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Nach Bindung eines Liganden an den aktivierenden Rezeptor kommt es zur Phosphorylierung
der beiden Tyrosin-Reste im ITAM des Adaptermolekiils durch Src-Familie-Tyrosinkinasen.
Dies fiihrt zur Rekrutierung der Protein-Tyrosinkinasen Syk und ZAP70 (Abb. 2), die
wiederum eine Vielzahl von Signalmolekiilen phosphorylieren, was letztendlich die
Freisetzung von zytotoxischen Granula und Zytokinen bewirkt (Colucci et al., 2002; Lanier,
2003; Zompi et al., 2003). Die Phosphorylierung des Tyrosinrestes im YxxM-Motiv von
DAPI10 bewirkt die Rekrutierung der p85 Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) (Abb. 2) (Chang et al., 1999; Wu et al., 1999). Dies fiihrt im weiteren Verlauf zur Lyse

der Zielzelle, nicht aber zur Freisetzung von Zytokinen (Trinchieri, 2003).

1.3 MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren

NK-Zell-Rezeptoren, die klassische und nicht-klassische MHC-Klasse-I-Molekiile binden,
gehoren zwei strukturell verschiedenen Familien an: der Immunglobulin-Superfamilie, sowie
der C-Typ Lektin-dhnlichen Superfamilie (Lanier, 1998).

Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind im Leukozyten Rezeptor Komplex (LRC)
auf dem humanen Chromosom 19q13.4 kodiert und besitzen eine unterschiedliche Anzahl an
extrazelluliren Immunglobulin (Ig)-dhnlichen Doménen (Kelley et al., 2005; Martin et al.,
2002). Zu dieser Familie zdhlen die humanen KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors)
und LILR (leucocyte immunoglobulin-like receptors) (Lanier, 2005).

Die in dieser Arbeit untersuchten NK-Zell-Rezeptoren gehdren zur C-Typ Lektin-dhnlichen
Superfamilie und sind im Natiirlichen Killer Komplex (NKC) auf dem humanen Chromosom
12p13.1 kodiert (Kelley et al., 2005; Renedo et al., 1997). Mitglieder dieser Familie besitzen
C-Typ Lektin-dhnliche Doménen (CTLD) (Zelensky und Gready, 2005) und umfassen die
Ly49-Rezeptoren der Nagetiere sowie die CD94/NKG2- und NKG2D-Rezeptoren, die in
Nagetieren und Menschen vorkommen (Abb. 3) (Lanier, 2005; Yokoyama und Plougastel,
2003). Obwohl diese Rezeptoren eine CTLD besitzen, binden sie nicht wie C-Typ Lektine
Ca*"-abhingig Kohlenhydrate (Radaev und Sun, 2003; Weis et al., 1998). Ferner handelt es
sich um transmembrane Glykoproteine vom Typ II, deren N-Terminus sich intrazellular
befindet. Die extrazellulire CTLD ist an der Ligandenbindung beteiligt und {iber eine
Halsregion mit der Transmembran- und Zytoplasmaregion verbunden (Abb. 3) (Yokoyama

und Plougastel, 2003).
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Abb. 3 C-Typ Lektin-ihnliche MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren (verindert nach Yokoyama
und Plougastel, 2003)

A. aktivierende Rezeptoren: humaner CD94/NKG2C- und NKG2D-Rezeptor sowie muriner Ly49h-Rezeptor.
B. inhibierende Rezeptoren: humaner CD94/NKG2A-Rezeptor und muriner Ly49a-Rezeptor. CTLD, C-Typ
Lektin-dhnliche-Doméne; TM, Transmembranregion; ZY, Zytoplasmaregion.

1.3.1 Immunglobulin-Superfamilie

Die humane KIR-Genfamilie besteht aus 15 Genen und 2 Pseudogenen (Lanier, 2005), wobei
sich verschiedene Haplotypen in der Anzahl und Zusammensetzung der KIR-Gene
unterscheiden (Uhrberg et al., 2002; Wilson et al., 2000). Zudem weisen die KIR-Gene einen
ausgepréagten Grad an allelischem Polymorphismus auf (Garcia et al., 2003; Rajalingam et al.,

2001a). Allelische Polymorphismen und haplotypspezifische Unterschiede fiihren dazu, dass
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nicht-verwandte Individuen in der Regel ein unterschiedliches Repertoire an KIR aufweisen
(Rajalingam et al., 2002; Shilling et al., 2002).

KIR werden auf NK-Zellen und einigen T-Zellen als Monomere exprimiert und besitzen zwei
oder drei extrazelluldre Ig-dhnliche Dominen (Lanier, 2005). Aktivierende KIR-Molekiile
weisen eine kurze Zytoplasmaregion auf und assozieren in der Regel mit dem Adaptermolekiil
DAPI12 (Biassoni et al., 1996; Lanier et al., 1998b; Olcese et al., 1997), wihrend inhibierende
KIR-Molekiile eine ldngere Zytoplasmaregion besitzen, die ein oder zwei ITIM beinhaltet
(Biassoni et al., 1996; Fry et al., 1996). Als Liganden wurden fiir die meisten KIR die
ebenfalls polymorphen klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile HLA-A, -B und -C
nachgewiesen, wobei insbesondere fiir viele aktivierende Rezeptoren die Liganden noch
unbekannt sind (Lanier, 2005).

Im Gegensatz zu den extrem polymorphen KIR im Menschen wurden in der Maus nur zwei
KIR-dhnliche Gene auf Chromosom X gefunden, deren Funktion bisher unbekannt ist
(Hoelsbrekken et al., 2003; Welch et al.,, 2003). In der Maus iibernimmt die Ly49-
Rezeptorfamilie die Funktion der KIR (1.3.2.1).

Innerhalb der humanen LILR-Genfamilie ist nur von dem inhibierenden Rezeptor LILRBI
bekannt, dass er von NK-Zellen exprimiert wird und MHC-Klasse-I-Molekiile bindet
(Colonna et al., 1997). Da LILRBI1 auch auf B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen vorkommt, wird angenommen, dass LILRB1 im Vergleich zu den
anderen MHC-Klasse-I-Rezeptoren, die vorwiegend von NK-Zellen exprimiert werden, eine

untergeordnete Rolle als NK-Zell-Rezeptor spielt (Lanier, 2005).

1.3.2 C-Typ Lektin-dhnliche Superfamilie

1.3.2.1 Ly49

Die Ly49-Genfamilie ist das funktionelle Analog der Nagetiere zu den humanen KIR. Ahnlich
wie bei den KIR handelt es sich um eine hoch polymorphe Multigenfamilie in Maus und Ratte
(Hao und Nei, 2004), wihrend der Mensch nur ein Ly49L (like)-Gen besitzt (Barten und
Trowsdale, 1999).

In der Maus umfasst die Ly49-Genfamilie mindestens 23 Mitglieder (Dimasi und Biassoni,

2005). Wie bei den KIR unterscheiden sich verschiedene Haplotypen in der Anzahl und der
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Zusammensetzung an Ly49-Genen (Anderson et al., 2005). Zudem sind die einzelnen Ly49-
Gene wie die KIR-Gene sehr polymorph (Makrigiannis et al., 2002; Mehta et al., 2001).

Auf der Zelloberfliche von NK-Zellen und einigen T-Zellen werden Ly49-Rezeptoren als
Homodimere exprimiert (Brennan et al., 1996; Dimasi und Biassoni, 2005). Die meisten
Rezeptoren sind inhibierend und besitzen ein ITIM in ihrer Zytoplasmaregion, wéhrend
aktivierende Ly49-Rezeptoren eine positiv geladene Aminosdure (Arginin) in ihrer
Transmembranregion aufweisen, was ihnen eine Bindung an das Adaptermolekiil DAP12
ermOglicht (Abb. 3) (Anderson et al., 2001; Smith et al., 1998).

Liganden der Ly49-Rezeptoren in der Maus sind die klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile
H2-K, H2-D und H2-L (Hanke et al., 1999; Makrigiannis et al., 2001).

Neben MHC-Klasse-I-Molekiilen wurde auch das vom Maus-Cytomegalievirus (MCMV)
kodierte, MHC-dhnliche Protein m157 als Ligand des inhibierenden Rezeptors Ly49i sowie
des aktivierenden Rezeptors Ly49h nachgewiesen (Arase et al., 2002). In Mausstimmen, die
den aktivierenden Ly49h-Rezeptor exprimieren, fiihrt dies zu Resistenz gegen MCMV,
wihrend Mausstdmme, die den inhibierenden Ly49i-Rezeptor exprimieren, empfinglich fiir
MCMYV sind.

Das Ly49L-Transkript im Menschen weist ein frithzeitiges Stopkodon auf und kodiert fiir
einen Rezeptor mit stark verkiirzter CTLD (Westgaard et al., 1998). Daher wird angenommen,
dass Ly49L im Menschen nicht funktionell ist oder zumindest eine andere Funktion hat als

Ly49 in Nagetieren.

1.3.2.2 CD94/NKG2

CD94 und die NKG (natural killer group) 2-Familie sind gleichermal3en im Menschen und in
Nagetieren verbreitet und werden neben NK-Zellen von einer Subpopulation von T-Zellen
exprimiert (Lanier, 2005). In der humanen NKC-Region gibt es ein CD94-Gen sowie vier
Gene, die fiir Mitglieder der NKG2-Familie kodieren: NKG2A, -C, -E und -F (Glienke et al.,
1998; Plougastel et al., 1996; Sobanov et al., 1999; Yabe et al., 1993). Auf der Zelloberfliche
werden NKG2A, -C und -E jeweils als Heterodimere mit CD94 exprimiert, mit dem sie iiber
eine Disulfidbriicke in der Halsregion verbunden sind (Abb. 3) (Boyington et al., 1999;
Carretero et al., 1997; Lazetic et al.,, 1996). CD94/NKG2A bildet einen inhibierenden
Rezeptor, wihrend CD94/NKG2C wund vermutlich auch CD94/NKG2E aktivierende
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Rezeptoren darstellen (Abb. 3) (Cantoni et al., 1998; Houchins et al., 1997; Kaiser et al.,
2005). NKG2A besitzt zur Signaltransduktion zwei ITIM in der Zytoplasmaregion, wihrend
NKG2C und NKG2E die positiv geladene Aminosdure Lysin in der Transmembranregion
aufweisen (Lanier, 2005). Fiir den CD94/NKG2C-Rezeptor konnte eine Assoziation mit dem
Adaptermolekiil DAP12 nachgewiesen werden (Lanier et al., 1998a). CD94 besitzt eine stark
verkiirzte Zytoplasmaregion ohne Signalmotive. Ebenso fehlt eine positiv geladene
Aminoséure in der Transmembranregion (Abb. 3) (Chang et al., 1995).

NKG2F weist aufgrund einer Leserasterverschiebung in Exon 4, die zum friihzeitigen
Abbruch der Translation fiihrt, eine stark verkiirzte CTLD auf (Glienke et al., 1998). Das
NKG2F-Protein wird nicht mit CD94 an der Zelloberfaiche exprimiert, kann aber mit Hilfe
einer positiv geladenen Aminosdure (Lysin) in der Transmembranregion intrazelluldr an
DAP12 binden (Kim et al., 2004). Ob NKG2F ein evolutionires Relikt darstellt oder eine
Rolle bei der Regulation der NK-Zell-Aktivitit spielt, ist bislang unklar (Kim et al., 2004).

Der Ligand fiir die CD94/NKG2-Molekiile ist das nicht-klassische, nicht-polymorphe MHC-
Klasse-I-Molekiill HLA-E im Menschen (Braud et al., 1998) bzw. Qa-1 in der Maus (Vance et
al., 1998). HLA-E und Qa-1 préisentieren gewohnlich Nonapeptide, die von den
Signalpeptiden anderer MHC-Klasse-I-Molekiile stammen (O'Callaghan, 2000). Auf diese
Weise kontrollieren die CD94/NKG2-Rezeptoren indirekt die Expression von MHC-Klasse-I-
Molekiilen auf den Zielzellen. Neben Signalpeptiden von MHC-Klasse-I-Molekiilen werden
auch einige andere Peptide, wie z.B. das stressinduzierte Hitzeschockprotein 60 (Hsp60), von
HLA-E gebunden (Michaelsson et al., 2002). HLA-E, das Hsp60-Peptide prisentiert, wird
nicht vom inhibierenden CD94/NKG2A-Rezeptor erkannt (Michaelsson et al., 2002).

Der aktivierende CD94/NKG2C-Rezeptor bindet HLA-E mit niedrigerer Affinitdt als der
inhibierende CD94/NKG2A-Rezeptor (Vales-Gomez et al., 1999). Ebenso beeinflussen die
von HLA-E gebundenen Peptide die Affinitdt der Rezeptoren (Kaiser et al., 2005; Llano et al.,
1998; Vales-Gomez et al., 1999).

Im Gegensatz zu den Ly49-Rezeptoren der Nagetiere und den humanen KIR sind die
CD94/NKG2-Rezeptoren wenig polymorph (Hikami et al., 2003; Shum et al., 2002). Ein
An-/Abwesenheits-Polymorphismus wurde fiir NKG2C gefunden (Hikami et al., 2003). Etwa
4 % der japanischen und hollindischen Bevdlkerung besitzen eine homozygote NKG2C-

Deletion (Miyashita et al., 2004).
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Alternative SpleiBBprodukte wurden im Menschen fiir CD94, NKG2A und NKG2E
beschrieben (Bellon et al., 1999; Furukawa et al., 1998; Plougastel et al., 1996; Shum et al.,
2002). Fiir Isoformen von CD94 (CD94-T4) und NKG2A (NKG2B), denen die Halsregion des
Rezeptors fehlt, wurde gezeigt, dass sie gemeinsam auf der Zelloberfldche exprimiert werden

und inhibierende Signale weiterleiten konnen (Lieto et al., 2006).

1.3.2.3 NKG2D

Der NK-Zell-Rezeptor NKG2D ist wie die CD94/NKG2-Rezeptoren sowohl im Menschen als
auch in Nagetieren verbreitet (Ho et al., 1998; Houchins et al., 1991) und wie diese wenig
polymorph (Shum et al., 2002). Trotz seiner dhnlichen Bezeichnung ist NKG2D allerdings nur
entfernt mit den anderen NKG2-Molekiilen verwandt (~ 21 % Aminosdureidentitit) und
bindet nicht an CD94 (Houchins et al., 1991). Stattdessen wird NKG2D als Homodimer
(Abb. 3) von NK-Zellen und einer Subpopulation von T-Zellen exprimiert (Bauer et al., 1999;
Lietal., 2001; Yabe et al., 1993).

Bei dem NKG2D-Rezeptor handelt es sich um einen aktivierenden NK-Zell-Rezeptor, der in
seiner Transmembranregion die positiv geladene Aminosdure Arginin aufweist (Abb. 3)
(Bauer et al., 1999; Houchins et al., 1991; Wu et al., 1999). In der Maus assoziiert NKG2D
mit den Adaptermolekiilen DAP10 und DAP12 (Gilfillan et al., 2002; Rabinovich et al.,
20006), wiahrend NKG2D im Menschen nur mit DAP10 assoziiert (Abb. 3) (Billadeau et al.,
2003; Wu et al., 1999). Ferner wird NKG2D in der Maus am 5’-Ende differentiell gespleif3t
(Diefenbach et al., 2002). Die NKG2D-L (long)-Isoform besitzt eine um 13 Aminosduren
langere Zytoplasmaregion als die NKG2D-S (short)-Isoform. Im Menschen existiert nur die
langere NKG2D-L-Isoform (Houchins et al., 1991).

Liganden fiir NKG2D sind MHC-Klasse-I-dhnliche Molekiile, die weder Antigene
prisentieren, noch mit Beta-2-Mikroglobulin assoziieren (Yokoyama und Plougastel, 2003).
Dies sind MICA, MICB und ULBP (ULBP1-4) im Menschen (Bauer et al., 1999; Chalupny et
al., 2003; Cosman et al., 2001; Kubin et al., 2001) sowie Mitglieder der Rae-1-Familie, H60
und MULT]1 in der Maus (Carayannopoulos et al., 2002; Cerwenka et al., 2000; Diefenbach et
al., 2000). Die Expression dieser Liganden wird durch Zellstress, Infektionen oder in
Tumorzellen induziert (induced self recognition, Abb. 1) (Groh et al., 1996; Groh et al., 2001;
Groh et al., 1999; Tieng et al., 2002). Die Bindung von NKG2D an seine Liganden fiihrt zur
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Lyse der Zielzelle, auch wenn diese klassische MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert, an die

inhibierende NK-Zell-Rezeptoren binden (Bauer et al., 1999).

1.4  Natiirlicher Killer Komplex (NKC)

Die NKC-Region auf dem humanen Chromosom 12 umfasst etwa 2,5 Mb (Borrego et al.,
2002). Gene in dieser Region kodieren zum groBen Teil fiir Proteine der C-Typ Lektin-
dhnlichen Superfamilie, aber auch fiir einige andere Proteine, die nicht dieser Familie
angehoren. Zu den Proteinen mit CTLD-Sequenzen gehoren die bereits beschriebenen MHC-
Klasse-I-spezifischen NK-Zell-Rezeptoren CD94/NKG2, NKG2D und Ly49L (Yokoyama
und Plougastel, 2003).

Abbildung 4 zeigt das CD94-Ly49L-Intervall der NKC-Region des Menschen auf Chromosom
12 und der Maus auf Chromosom 6. Im Menschen betrigt die Lénge dieses Intervalls 274 kb
und im Maus-Inzuchtstamm C57BL/6 betrdgt die Distanz zwischen CD94 und Ly49a 798 kb
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Das murine Ly49b-Gen liegt abseits von den anderen Ly49-
Genen (Abb. 4), 832 kb distal von Ly49a. Die Reihenfolge der Gene im Menschen ist CD94,
NKG2D, NKG2 (-F, -E, -C, -A) und Ly49L (Sobanov et al., 1999). In der Maus ist die
Genreihenfolge identisch, allerdings fehlt ein NKG2F-Gen (Hao und Nei, 2004). Trotz der
gleichen Bezeichnung sind die NKG2-Gene der Maus nicht ortholog zu den humanen NKG2-
Genen (Takei et al., 2001; Vance et al., 1999).

Wihrend in der NKC-Region des Menschen nur ein Ly49L-Gen existiert (Barten und
Trowsdale, 1999), wurden in verschiedenen Haplotypen der Maus zwischen acht und

neunzehn verschiedene Ly49-Gene gefunden (Anderson et al., 2005).
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Abb. 4 CD94-Ly49-Intervall des Menschen und der Maus (verindert nach Hao und Nei, 2004)

Dargestellt ist die genomische Organisation des CD94-Ly49-Intervalls im Menschen und der Maus
(Inzuchtstamm: C57BL/6). Distanzen zwischen den NKC-Genen sind nicht maB3stabsgetreu. Gelbe Kisten zeigen
putative funktionelle Ly49-Gene an und graue Késten Ly49-Pseudogene. Die Anzahl der Ly49-Gene variiert
zwischen verschiedenen Mausstaimmen.

1.5 MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren in nicht-humanen
Primaten

Analog zum Menschen treten in den Altweltaffen-Spezies Schimpanse (Pan troglodytes)
(Khakoo et al., 2000; Shum et al., 2002), Orang-Utan (Pongo pygmaeus) (Guethlein et al.,
2002) und Rhesusaffe (Macaca mulatta) (LaBonte et al., 2001) ein CD94- und ein NKG2D-
Gen auf, wihrend sich die Anzahl der tlibrigen NKG2-Gene in den einzelnen Spezies
unterscheidet. Im Schimpansen existieren neben den Genen NKG2A, -E und -F zwei NKG2C-
Gene (NKG2CI und NKG2CII), die paralog zum humanen NKG2C sind (Shum et al., 2002).
NKG2CII kodiert wie NKG2F fiir einen Rezeptor mit stark verkiirzter CTLD. Im Orang-Utan
wurde eine NKG2A- und NKG2F-Sequenz gefunden sowie eine Sequenz, die gleich weit
entfernt verwandt vom humanen NKG2C und NKG2E ist und als NKG2CE bezeichnet wird
(Guethlein et al., 2002). Fir den Rhesusaffen wurden mehrere NKG2A-, -C- und -F-
Sequenzen beschrieben (Kravitz et al., 2001; LaBonte et al., 2001; LaBonte et al., 2000).
Allerdings ist unklar, ob es sich hierbei um verschiedene Gene oder aber um Allele eines Gens
handelt.

Vergleichbar zum Menschen sind die CD94-, NKG2D- und NKG2-Gene der untersuchten
nicht-humanen Primaten wenig polymorph (Hikami et al., 2003; Shum et al., 2002). Eine
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Ausnahme stellen moglicherweise die NKG2-Gene des Rhesusaffen dar (LaBonte et al., 2001;
Shum et al., 2002).

Ein Ly49L-Gen existiert in den Altweltaffen-Spezies Schimpanse (Pan troglodytes), Gorilla
(Gorilla gorilla), Orang-Utan (Pongo pygmaeus), Gibbon (Hylobates lar), Mantelpavian
(Papio hamadryas) und der afrikanischen griinen Meerkatze (Chlorocebus aethiops)
(Guethlein et al., 2002; Mager et al., 2001). Im Orang-Utan und Mantelpavian wurden Ly49L-
Transkripte nachgewiesen, die kein vorzeitiges Stopkodon wie im Menschen aufweisen und
fiir einen Ly49L-Rezeptor mit vollstdndiger CTLD kodieren (Guethlein et al., 2002; Mager et
al., 2001).

Polymorphe KIR existieren in den Altweltaffen-Spezies Schimpanse (Pan troglodytes)
(Khakoo et al., 2000), Bonobo (Pan paniscus) (Rajalingam et al., 2001b), Gorilla (Gorilla
gorilla) (Rajalingam et al., 2004), Orang-Utan (Pongo pygmaeus) (Guethlein et al., 2002),
Rhesusaffe (Macaca mulatta) (Hershberger et al., 2001; Sambrook et al., 2005), Mantelpavian
(Papio hamadryas) (Mager et al., 2001) und der Griinen Meerkatze (Chlorocebus sabaeus)
(Hershberger et al., 2005). In einer Neuweltaffen-Spezies, dem WeiBibiischelaffen (Callithrix
jacchus), wurden bis jetzt erst zwei KIR-Gene (KIR3DLO1 und KIR3DLO02) identifiziert
(Sambrook et al., 2006a).

Allgemein dhnelt in den analysierten Altweltaffen-Spezies das MHC-Klasse-I-spezifische NK-
Zell-Rezeptor-Repertoire (konservierte C-Typ Lektin-dhnliche Rezeptoren, polymorphe KIR)
dem des Menschen und unterscheidet sich damit stark von den Nagetieren, wo die Ly49-

Rezeptorfamilie die vorherrschenden NK-Zell-Rezeptoren darstellt.
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1.6  Fragestellung der Arbeit

MHC-Klasse-I-spezifische =~ NK-Zell-Rezeptoren =~ wurden  bereits in  mehreren
Altweltaffenspezies analysiert. Da Altweltaffen und Nagetiere ein sehr unterschiedliches
MHC-Klasse-I-spezifisches NK-Zell-Rezeptor-Repertoire aufweisen, war es von Interesse,
das Rezeptor-Repertoire in von den Altweltaffen weiter entfernt verwandten Primatenspezies
zu untersuchen und dabei neue Erkenntnisse iiber die Evolution dieser Rezeptoren zu
gewinnen. Hierbei wurde sich auf die in der NKC-Region kodierten MHC-Klasse-I-
spezifischen NK-Zell-Rezeptoren beschrinkt.

Als Versuchstiere dienten der Weillbiischelaffe als Vertreter der Neuweltaffen, welche die
nichsten Verwandten der Altweltaffen darstellen sowie ein weiter entfernt verwandter
Feuchtnasenaffe, der Graue Mausmaki, bei dem es sich um einen Lemuren aus Madagaskar
handelt. Sowohl vom Weillbiischelaffen als auch vom Grauen Mausmaki existieren
kommerzielle BAC-Banken, die zur Analyse der genomischen Organisation des CD94-
Ly49L-Intervalls in diesen Spezies genutzt werden sollten.

Infolge der Entdeckung mehrerer CD94- und NKG2-Gene im Grauen Mausmaki sollte
untersucht werden, ob diese Gene sowie die Gene NKG2D und Ly49L in einem weiteren
Lemuren, dem Schwarzweillen Vari, konserviert sind. Ferner ergab sich die Fragestellung, ob
CD94, welches in anderen Primatenspezies ein einzelnes Gen darstellt, nur in den
madagassischen Feuchtnasenaffen dupliziert ist oder auch in Primatenspezies auflerhalb
Madagaskars. Dahingehend sollte CD94 in einem weiteren Feuchtnasenaffen aus
Aquatorialafrika, dem Potto, sowie einem der urspriinglichsten Trockennasenaffen, dem

Philippinen-Koboldmaki, untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchtiere dienten fiinf Primatenspezies: der Weillbiischelaffe (Callithrix jacchus), der
Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta), der Potto (Perodicticus potto ibeanus), der Graue
Mausmaki (Microcebus murinus) sowie der Schwarzweile Vari (Varecia variegata

variegata).

2.1.1.1 Systematik

Der Weillbiischelaffe sowie der Philippinen-Koboldmaki gehdren zur Unterordnung
Trockennasenaffen (Haplorrhini), wéahrend der Potto, der Graue Mausmaki sowie der
Schwarzweifle Vari zur Unterordnung Feuchtnasenaffen (Strepsirrhini) zdhlen (Abb. 5)
(Geissmann, 2003). Die Unterordnung Trockennasenaffen wird unterteilt in die
Infraordnungen Koboldmakis (Tarsiiformes) und hohere Primaten (Anthropoidea). Alle
Koboldmakis, wie der in dieser Arbeit untersuchte Philippinen-Koboldmaki, gehoren zur
Gattung Tarsius. Das Verbreitungsgebiet der Koboldmakis stellen die siidostasiatischen
Sundainseln, Sulawesi und die Philippinen dar.

Teilgruppen der hoheren Primaten sind die Neuweltaffen (Platyrrhini) aus Zentral- und
Stidamerika sowie die Altweltaffen (Catarrhini), deren Verbreitung sich mit Ausnahme des
Menschen auf Afrika und Asien erstreckt. Zu den Altweltaffen zihlen die beiden Uberfamilien
Geschwinzte  Altweltaffen (Cercopithecoidea) sowie Menschenaffen und Mensch
(Hominoidea). Letztere umfassen die Familien Gibbons (Hylobatidae) sowie grof3e
Menschenaffen und Mensch (Hominidae). Zu den Neuweltaffen zdhlen fiinf verschiedene
Familien:  Greifschwanzaffen = (Atelidae),  Sakiartige  (Pitheciidae),  Krallenaffen
(Callitrichidae), Kapuzinerartige (Cebidae) und Nachtaffen (Aotidae). Der untersuchte
WeiBbiischelaffe gehort zur Familie der Krallenaffen.

Die Unterordnung Feuchtnasenaffen wird unterteilt in die Infraordnungen Loriartige
(Lorisiformes) und Lemurenartige (Lemuriformes). Die Lemurenartigen sind nur auf

Madagaskar verbreitet, wihrend die Loriartigen in Afrika und Asien vorkommen. Die
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Lemurenartigen umfassen fiinf Familien: Fingertiere (Daubentoniidae), Maus- und
Katzenmakis (Cheirogaleidae), Wieselmakis (Lepilemuridae), Indriartige (Indriidae) und
»echte Lemuren® (Lemuridae). Der Graue Mausmaki gehort zur Familie der Maus- und
Katzenmakis, wihrend der Schwarzweile Vari zur Familie der ,,echten Lemuren® zihlt.
Madagaskar trennte sich vor etwa 170 Millionen Jahren vom afrikanischen Festland ab und
vor etwa 83 Millionen Jahren von Indien (Masters et al., 2006). Es existieren verschiedene
Hypothesen, wie die Besiedlung Madagaskars durch Primaten erfolgte. Als wahrscheinlichste
gilt die Besiedlung von Afrika liber den Mozambique-Kanal auf treibender Vegetation
(rafting) (Kappeler, 2000; Roos et al., 2004).

Zu den Loriartigen zdhlen zwei Familien: die in Afrika und Asien lebenden Loris (Lorisidae)
sowie die in Afrika beheimateten Galagos (Galagidae). Der Potto gehort zur Familie der

Lorisidae.

— GroBe Menschenaffen und Mensch (Hominidae)
Menschenaffen und Mensch| Homo, Pan, Gorilla, Pongo

(Hominoidea) . .
Gibbons (Hylobatidae)
z.B. Hylobates

Altweltaffen
(Catarrhini)

Geschwinzte Altweltaffen Geschwinzte Altweltaffen (Cercopithecidae)

) (Cercopithecoidea) z.B. Macaca, Papio, Chlorocebus
hohere Primaten|

Anthropoidea — Greifschwanzaffen (Atelidae)

Sakiartige (Pitheciidae)

INeuweltaffen
(Platyrrhini) —— Krallenaffen (Callitrichidae)

Trockennasenaffen

z.B. Callithrix
_|: Kapuzinerartige (Cebidae)

Nachtaffen (Aotidae)
Koboldmakis Koboldmakis (Tarsiidae)
(Tarsiiformes) Tarsius

(Haplorrhini)

Loris (Lorisidae)

Loriartige z.B. Perodicticus

(Lorisiformes)

Galagos (Galagidae)
Feuchtnasenaffen

(Strepsirrhini) Fingertiere (Daubentoniidae)

Lemurenartige

- Maus- und Katzenmakis (Cheirogaleidae)
(Lemuriformes)

z.B. Microcebus
Wieselmakis (Lepilemuridae)

_|: Indriartige (Indriidae)
,echte Lemuren® (Lemuridae)

z.B. Varecia

Abb. 5 Stammbaum der Primaten (verindert nach Geissmann, 2003)

In dieser Arbeit untersuchte Gattungen sind rot dargestellt.
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2.1.1.2 Weilbiischelaffe (Callithrix jacchus)

Klasse: Mammalia (Sdugetiere)

Ordnung: Primates (Primaten)

Unterordnung: Haplorrhini (Trockennasenaffen)
Infraordnung: Anthropoidea (hohere Primaten)
Namenloser Rang: Platyrrhini (Neuweltaffen)
Uberfamilie: Ceboidea (Neuweltaffen)

Familie: Callitrichidae (Krallenaffen)

Gattung: Callithrix (Biischelaffen)

Art: Callithrix jacchus (Weiiblischelaffe)

Abb. 6 Callithrix jacchus
Quelle: Raimond Spekking/Wikipedia

Der Weillbiischelaffe ist in Siidost-Brasilien verbreitet und gehdrt zur artenreichsten Familie
der Neuweltaffen, den Krallenaffen (Schropel, 2007). Die Gattung Callithrix umfasst sechs
Arten (Schropel, 2007). Namengebend fiir den Weillbiischelaffen sind seine abstehenden,
weillen Ohrbiischel. Aufgrund seiner geringen Grofle (310-470 g) (Geissmann, 2003), seiner
hohen Geburtenrate (i.d.R. Zwillinge) und seiner frithen Geschlechtsreife von etwa 13
Monaten (Digby et al., 2007) eignet er sich besonders gut als Tiermodell und spielt eine
wichtige Rolle in der medizinischen Forschung (Eichler und DeJong, 2002). Krallenaffen (mit
Ausnahme von Springtamarinen) stellen die einzigen héheren Primaten mit Zwillingsgeburten
dar (Geissmann, 2003). Die Zwillinge sind zweieiig, haben aber eine gemeinsame plazentale
Durchblutung. Hierdurch kommt es zum Zellaustausch (Chimirismus), so dass jedes
Individuum die blutbildenden Zellen beider Zwillinge und einen identischen genetischen

Fingerabdruck aufweist (Haig, 1999).
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2.1.1.3 Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta)

Klasse: Mammalia (Sdugetiere)

Ordnung: Primates (Primaten)

Unterordnung: Haplorrhini (Trockennasenaffen)
Infraordnung: Tarsiiformes (Koboldmakis)
Uberfamilie: Tarsioidea (Koboldmakis)
Familie: Tarsiidae (Koboldmakis)

Gattung: Tarsius (Koboldmakis)

Art: Tarsius syrichta (Philippinen-Koboldmaki)

Abb. 7 Tarsius syrichta

Quelle: http://commons.wikimedia.org/wiki/
Image:Tarsius_syrichta.jpg

Die Gattung Tarsius umfasst vier bis sieben Arten (Wright et al., 2003). Der Philippinen-
Koboldmaki kommt auf den mittleren und siidlichen Philippinen vor (Neri-Arboleda et al.,
2002). Alle Koboldmakis sind von kleiner KorpergroBBe (80-150 g) (Wright et al., 2003) und
besitzen Ahnlichkeiten mit Vertretern der Feuchtnasenaffen, weshalb sie friiher
falschlicherweise zu diesen gezédhlt wurden. SINE-Integrationen (short interspersed nucleotide
element) belegen jedoch das Schwesterngruppenverhiltnis der Koboldmakis zu den héheren
Primaten (Schmitz et al., 2005).

Das auffilligste Merkmal der Koboldmakis sind die grolen Augen, relativ zur KorpergroBe.
Sie stellen einige der wenigen nachtaktiven Formen unter den Trockennasenaffen dar und

erndhren sich ausschlieflich fleischfressend (carnivor) (Geissmann, 2003).
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2.1.1.4 Grauer Mausmaki (Microcebus murinus)

Klasse: Mammalia (Sdugetiere)

Ordnung: Primates (Primaten)

Unterordnung: Strepsirrhini (Feuchtnasenaffen)
Infraordnung: Lemurenartige (Lemuriformes)
Uberfamilie: Lemuroidea (madagassische Lemuren)
Familie: Cheirogaleidae (Maus- und Katzenmakis)

Gattung: Microcebus (Mausmakis)

Art: Microcebus murinus (Grauer Mausmaki)

Abb. 8 Microcebus murinus
Quelle: Manfred Eberle, DPZ

Die Gattung Microcebus umfasst 16 Arten, welche zu den kleinsten Primaten der Welt
gehoren (Olivieri et al., 2007). Der Graue Mausmaki hat ein Korpergewicht von 58-67 g und
kommt im Westen und Siidosten Madagaskars vor (Mittermeier et al., 2006). Die DNA-
Proben von Dr. Manfred Eberle (DPZ) (Tab. 1) stammen von ménnlichen Tieren aus einer
etwa 30 ha groBen Region des Kirindy-Waldes im Westen Madagaskars. Mausmakis sind wie
die meisten Feuchtnasenaffen nachtaktiv und erndhren sich von Friichten und Insekten

(Geissmann, 2003).



MATERIAL UND METHODEN 20

2.1.1.5 Schwarzweilier Vari (Varecia variegata)

Klasse: Mammalia (Sdugetiere)

Ordnung: Primates (Primaten)

Unterordnung: Strepsirrhini (Feuchtnasenaffen)
Infraordnung: Lemurenartige (Lemuriformes)
Uberfamilie: Lemuroidea (madagassische Lemuren)
Familie: Lemuridae (,,echte Lemuren*)

Gattung: Varecia (Varis)

Art: Varecia variegata (Schwarzweiller Vari)

Unterart: Varecia variegata variegata

Abb. 9 Varecia variegata variegata
Quelle: Melanie Dorfer, DPZ

Die Gattung Varecia umfasst zwei Arten, die im Osten Madagaskars verbreitet sind und zu
den bedrohten Arten zdhlen (Mittermeier et al., 2006). Der Schwarzweille Vari gliedert sich in
drei weitere Unterarten (Mittermeier et al., 2006). Mit 3,5-3,6 kg sind die Varis die groften
Vertreter der ,,echten Lemuren* (Geissmann, 2003). Im Gegensatz zu den Mausmakis sind sie
tagaktiv und erndhren sich vorwiegend von Friichten (Geissmann, 2003). Der Schwarzweil3e

Vari besitzt ein weiches schwarzweill gemustertes Fell.
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2.1.1.6 Potto (Perodicticus potto)

Klasse: Mammalia (Sdugetiere)

Ordnung: Primates (Primaten)

Unterordnung: Strepsirrhini (Feuchtnasenaffen)
Infraordnung: Lorisiformes (Loriartige)
Uberfamilie: Lorisoidea

Familie: Lorisidae (Loris)

Gattung: Perodicticus (Pottos)

Art: Perodicticus potto (Potto)

Unterart: Perodicticus potto ibeanus

Abb. 10 Perodicticus potto

Quelle: http://www.apus.ru/im.xp/0490560541
24052057051056053056.jpg

Der Potto ist die einzige Art der Gattung Perodicticus und umfasst drei Unterarten (Ravosa,
2007). Pottos sind in Aquatorialafrika von Liberia bis West-Kenia verbreitet (Geissmann,
2003). Es handelt sich um nachtaktive Tiere, die relativ kréftig sind (850-1600 g), verglichen
mit anderen Vertretern der Familie Lorisidac (Nowak, 1999). Thre Erndhrung besteht
hauptsichlich aus Friichten oder Baumséften (Geissmann, 2003). Die Bewegungen der Pottos

sind sehr langsam.

2.1.2 Probenmaterial

Tab. 1 Liste der verwendeten Proben

' DPZ-Nummer; > Gene Bank of Primates; > EDTA-behandelt; * Heparin-behandelt; > Département d'Ecologie et
Gestion de la Biodiversité, Brunoy, CNRS/MNHN, France; DPZ, Deutsches Primatenzentrum.

Spezies Bezeichnung Nr. Art der Probe Herkunft der Probe
Callithrix nightfire 12013! Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix piroschka 11076 Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix orla 12003! Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix iringa 121821 Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix ohara 12360" Vollblut3 Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix obelisk 11598! Vollblut3 Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)




MATERIAL UND METHODEN 22
Spezies Bezeichnung Nr. Art der Probe Herkunft der Probe
Callithrix aschenputel 12385! Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix blanche 10157 Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Callithrix wonny 12111" Vollblut® Dr. Tamara Becker
jacchus (DPZ)
Microcebus - - Leber Dr. Martine Perret’
murinus
Microcebus - - Leukozyten Dr. Martine Perret’
murinus
Varecia variegata - 12934! Vollblut* DPZ
variegata
Perodicticus Dr. Christian Roos
potto ibeanus ) ) DNA (DPZ)
Tarsius 2 Dr. Christian Roos
syrichta ) 1017 DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L3 DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus LS DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L_19 DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L_27 DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L_28 ) DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L_39 ) DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_46 DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_48 DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_49 DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L51 ) DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L_54 ) DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L_57 DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L_58 DNA (DPZ)
Microcebus _ Dr. Manfred Eberle
murinus L_61 DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L_64 ) DNA (DPZ)
Microcebus Dr. Manfred Eberle
murinus L_74 ) DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_75 DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_80 DNA (DPZ)
Microcebus . Dr. Manfred Eberle
murinus L_85 DNA (DPZ)
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Spezies Bezeichnung Nr. Art der Probe Herkunft der Probe
M;?J?ﬁ]eubsus L_90 ) DNA Dr. Mazrll)f;ezd)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L_101 i DNA Dr. M:trlljf;ezd)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L_102 . DNA Dr. Mztrlljf;ezd)Eberle
Mri-r::J?i(;]eubsus L_123 . DNA Dr. Mzzrll)f;ezd)Eberle
Mri-ri:?i(;]eubsus L 133 . DNA Dr. Me?ll)f;ezd)Eberle
Mri;:llj‘?i(;]eut;us L_140 i DNA Dr. Metlll)f;ezd)Eberle
Mri:llj’(l?i(;]eut;us L_141 ) DNA Dr. Ma(lll)f;ezd)Eberle
Mri:llj’(l?i(;]eut;us L 158 . DNA Dr. Ma(lll)f;ezd)Eberle
M:T(]:J?i(;]eubsus L 161 . DNA Dr. Ma(t;)f;ezd)Eberle
M:T(]:J(;i(;]eubsus L 179 R DNA Dr. Mazr}gfg;i)Eberle
M:T(]:J(;i(;]eubsus L_181 ) DNA Dr. Mazrg;ezd)Eberle
M;?J?ﬁ]eubsus L_189 ) DNA Dr. Mazrll)f;ezd)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L_212 . DNA Dr. Mztrlljf;ezd)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L_224 . DNA Dr. Mztrlljf;ezd)Eberle
Mri-r::J?i(;]eubsus L 228 . DNA Dr. Mzzrll)f;ezd)Eberle
Mri-ri:?i(;]eubsus L_240 i DNA Dr. Me?ll)f;ezd)Eberle
Mri;:llj‘?i(;]eut;us L_244 i DNA Dr. Metlll)f;ezd)Eberle
Mri:llj’(l?i(;]eut;us L 245 . DNA Dr. Ma(lll)f;ezd)Eberle
Mri:llj’(l?i(;]eut;us L 248 . DNA Dr. Ma(lll)f;ezd)Eberle
M:T(]:J?i(;]eubsus L 254 . DNA Dr. Ma(t;)f;ezd)Eberle
M:T(]:J(;i(;]eubsus L 258 ) DNA Dr. Mazrg;ezd)Eberle
M:T(]:J(;i(;]eubsus L 268 ) DNA Dr. Mazrg;ezd)Eberle
M;?J?ﬁ]eubsus L_302 R DNA Dr. Mazr;)fg;i)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L_304 . DNA Dr. Mztrlljf;ezd)Eberle
M;::L:?i(;]eulasus L 316 . DNA Dr. Mztrlljf;ezd)Eberle
Mri-r::J?i(;]eubsus L_320 i DNA Dr. M:zrll)f;ezd)Eberle
Mri-ri:?i(;]eubsus L322 i DNA Dr. Me?ll)f;ezd)Eberle
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2.1.3  Gerite
Gerit Typ Hersteller
Autoklav Varioklav® 400E H+P Labortechnik
Autoradiographie- Cronex-Kassetten DuPont de Nemours
kassetten
Brutschrank B6060 Heraeus
Elektrophoresekammer HU25 Roth
(groB)
Elektrophoresekammer Horizon 58 Gibco BRL
(klein)
Elektroporationsgerit Gene Pulser 11 Bio Rad
Entwicklermaschine Kodak M35 X-Omat Kodak

Processor
Geigerzdhler LB 122 Berthold
Gel-Dokumentationsanlage ~ Gel Jet Imager 2000 Intas
Hybridisierungsofen HY-ST-1 H. Saur
Hybridisierungsréhrchen GL45 Ochs
Kiihlschrank (4 °C) Profi Line Liebherr
Magnetriihrer M32 GLW
Mikrowelle Micromat AEG
Netzteile Power Pack P25 Biometra

Etron-S Etron
pH-Meter HI 221 HANNA instruments
Photometer Gene Quant II Pharmacia Biotech
Pipetten Reference 10 pul Eppendorf

Reference 100 pl Eppendorf

Reference 1000 pl Eppendorf
Schiittelinkubator 3033 GFL
Sequenziergerit ABI3100avant Applied Biosystem
Sterilbank KR-125 Safety Bio-Flow



MATERIAL UND METHODEN 25

Thermocycler

Thermomixer
Tiefkiihlschrank (-20 °C)
Tiefkiihlschrank (-80 °C)
Vakuumanlage

Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

PTC-200
GeneAmp (2700)
comfort

Premium

U 725

Speedvac

L46

BP 310 s

1083

Centrifuge 5810 R
Centrifuge 5415 D
Centrifuge 5415 R
A-4-62
F-45-24-11

Biozym
Applied Biosystems
Eppendorf
Liebherr

NB Scientific
H. Saur
GLW
Sartorius
GFL
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

2.1.4 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Enzyme

Materialien Hersteller
[a-**P]dCTP Amersham
2-Propanol Roth

Agar-Agar Roth

Agarose Cambrex (Biozym)
Ampicillin Sigma
BioTherm™ 10 x Reaction Buffer Genecraft
BioTherm™ Taq DNA Polymerase Genecraft
Borséure Roth
Bromphenolblau Sigma

BSA (10 x) New England Biolabs
Chloramphenicol Sigma

Chloroform J. T. Baker

DEPC Roth
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Dextransulfat
Dimethylformamid
dNTP

EcoRI

EDTA
Elektroporationskiivette
EtBr

Ethanol, rein

Ethanol, vergillt
Falconrohrchen (15 ml)
Falconréhrchen (50 ml)
Ficoll 400

Fixierer Polymax
Formamid deionisiert
Fotoemulsion NTB2
Glucose

Glycerin

Glykogen
Guanidin-Thiocyanat
H,O (HPLC-Qualitit)
HCI

Hefeextrakt
Heringsspermien-DNA
Hi-Di"™ Formamid
HindIII

Hyperfilm MP

IPTG

Isoamylalkohol

KAc

KCI

KHCO;

Lambda DNA

Pharmacia
Roth
Invitrogen
Promega
Sigma
Biozym
Roth

Roth

Roth
Greiner
Greiner
Serva
Kodak
Roth
Kodak
Sigma

J. T. Baker
Biozym
Roth
Merck
Roth

Roth
Roche
Applied Biosystems
New England Biolabs
Amersham Biosciences
Roth
Merck
Roth
Merck
Merck

Fermentas
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MgCl,

M-MLV 5 x Puffer
M-MLV RT

NaAc

NaCl

Nal

NaOH

Natriumcitrat

NH4Cl
N-Lauroylsarcosine
Nylonmembran
Oligo(dT);s-Primer
Petrischalen

Phenol

Phosphorsédure
Pipettenspitzen (1000 pl)
Pipettenspitzen (100 pl)
Pipettenspitzen (20 ul)
Pipettenspitzen (2,5 pl)
Polyvinylpyrrolidon
Puffer H
Reaktionsgefal3 (2,0 ml)
Reaktionsgefal3 (1,5 ml)
Reaktionsgefal3 (0,5 ml)
Reaktionsgefal (0,2 ml)
Rnase A

RNasin

Saccharose

SDS

Silica-Glasmilch
StickstofT, fliissig

Streptomycin

Roth
Promega
Promega
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Sigma
Amersham
Promega
Greiner
Roth
Roth
Sarstedt
Sarstedt
Biozym
Biozym
Sigma
Promega
Eppendorf
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sigma
Promega
Merck
Roth
Sigma
Vesper

Sigma
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Suprasil® Prizisions-Kiivette aus Quarzglas Hellma

Tris Roth
Trypton/Pepton Roth

Wachs

Whatman-Papier GB002 Schleicher & Schuell
X-Gal Roth
-Mercaptoethanol Sigma

2.1.5 Kits

Kit Hersteller
BigDye" Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit ~ Applied Biosystems
GeneRacer"™ Kit with SuperScript'™ III RT Invitrogen
pGEM®-T Easy Vector System Promega
Prime-a-Gene” Labeling System Promega

QIAGEN PCR Cloning Kit Qiagen

RNeasy Mini Kit Qiagen

TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen

2.1.6 Langenstandards

Lingenstandard Hersteller
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus Fermentas

Lambda DNA/EcoR I+HindIIl Marker Fermentas

Lambda DNA/HindIII

eigene Préparation
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2.1.7 Primer

Primer wurden von den Firmen Invitrogen und Metabion bezogen. Lyophilisierte Primer
wurden nach Angaben des Herstellers in HPLC-H,O in einer Konzentration von 100 pmol/ul
gelost und bei -20 °C gelagert. Forward-Primer initiieren die Synthese eines Stranges in 5°-3’-

Richtung und reverse-Primer in 3’°-5’-Richtung.

Tab. 2 Primersequenzen

Bezeichnung Sequenz (5°’-3’-Orientierung)
G23 GTTTTCCCAGTCACGAC

G24 GGATAACAATTTCACACAGG
GeneRacer™ 5’ Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
GeneRacer™ 3'Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG
GeneRacer™ 0Oligo dT GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG (T) 15,24
GeneRacer™ RNA Oligo | CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA
M13F GTAAAACGACGGCCAGT

M13R AACAGCTATGACCATG

2368 TCTCTATGACATCTGTTCTT
2369 TGTTTAAGACCACTCTGTGG
2370 CTTTCTGGAGTTCTATGTTG
2371 AGTACAGTCCCTGACATCAC
2372 AGGGAATAACAACTATCGTT
2373 CAGTGCCCTGGCACCTCATT
2697 GACTCGAGTCGACATCGA

2698 GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT
2861 ACTAACCTGGCCTCTCCACTA
2862 ATGTGCTGCCAACTCAGATGC
2863 CAGTTATCACAGAGCACAGTC
2864 TGTCAGACTGCAAACTCAAATG
2865 AGTCCCTGACATCACACAG
2866 TCAGAATTCTTCAAAGCACAGG
2867 CTACATGAGCACTGGAGCAC
2868 TCTCTACATTGCTCTTGGAAC
2869 TCTACTCTCCACCTTCTCTG
2870 GTGGATTGAAGACTTCAGATTC
2871 CAGTGTTTCCGCTGGTATAG
2882 GCACAACAATTCTTCCCTGAA
2883 GGAGTTTTTCGAAGCACAGG
2895 TCCTGCAGTTCATCTCTGCTT
2896 TCCAGTTCATCTCTGCTTTGAA
2957 GTTACTGTGGCCCATGTCCT
2958 AAGAAGCCTGGCTCTCATACC
2960 GATTTTATGAGCTCCAGTCAAC
2968 GTGACCATTGTCCAGAGGAG
2969 GACTGGAGTTCTTTGAAGCAC
3020 TCTCTGAATCACACAGCTGCA
3021 GACTCCAAAATCAGGTGCTTTA
3022 TCTGAGTCACACAGCTGCG
3023 TCAACTCCAAACTCAGGTGCT
3024 GTCTGACATCACACAGTTGCA
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Bezeichnung Sequenz (5°’-3’-Orientierung)

3025 GCTCCAAACTCAGGTGCTTTT

3026 TCCCTGACATCACACAGCTGT

3027 ACTCCCAACTCAGGTGCTTTC

3028 CCTGACATTACACAGCAGCG

3029 CCAACTCCAAAGTCAGACACT

3030 ATAGTAACAGAGAAGCAGAGC

3031 CTACTCCAAACTCAGATGCAT

3032 CCGTCTCTTTGTTCCAATAAAC
3033 GACCTTGGAACATCGGTTCA

3034 CACCTCTCTGACCCAAGG

3035 GACCTTGGAACATCGGTTCT

3037 TGGCCTTGGAACATCAGTTCT

3038 TCTGGTGGATGTGTAGTCAC

3039 TGGCTTTTGTTGAGATGGTTG

3040 CAACAATGGACTAAGTCCTGC

3047 AAGATGAGTGATCAGGGAGTG

3215 AGTGGGAGGATGGCTCTAAT

3217 AGACAGTTTGACACATTTTACAG
3280 GTAATCTACTCTGAAATGAATCTG
3282 CGGAGGGCTCATCACAGTT

3289 ACAGGCCGTCACACTCTCAT

3329 AGGCTCGTGCTTACAAATATATG
3330 CAGTTGCAGAGATGGATAATCAA
3361 GAAATTTCTGAGCTCCCTTTCA
3399 GCAGCAGCAAAGGGAAACG

3404 TTAGGTCTCCTTTGCTGCCTCTTTGG
3405 CTTGATTGAAGTCTGAGTGAGTC
3410 TGTTGGGTCCTGGAGTAAATGCTGAC
3411 CTTAGGTGTTCGTTGCTGCCTCTTTG
3412 TGCCATCGTGTCGAAAAGTCACCT
3414 AAGATGTGTCATCCCCTCGAAGATCC
3417 GGAGTCTCTCGTAAAAGCCATCGTCA
3418 CCCAGCAATGAGCTTTTCTGGAGGTA
3461 GAGCTATAGCAATGGAACGGCAGAGA
3462 CCAGTCTTCCCAGGCCTCTGAGT
3464 TCTGAGTGAGTCTAGTGCAGCACAGTGA
3465 GGAGCTTTTCCCGCCCTTAGATTTTG
3466 ATTGCTGGGCTCTCTGTCACTTCTGT
3467 GCTCCCTTTCAGGGAAAACATGGA
3471 CCCAATGTCATATGCAATGTTTTA
3472 CATGGAATTGATCGGTCATTAG
3478 TCATTTGTTCAAAAATAACTGTCCAT
3479 TTGTATGATGAGCAGGCTGAAT
3480 TTCATGACCACAAGCTCACC

3483 CATGATTACGCCAAGCTCAG

3484 GTAAAACGACGGCCAGTGAA

3485 ACTTCTCTGGGCAAGAACAGCAGTCA
3524 TGATCAGGGAGAGATTTATTCAAC
3526 CACCAACATTGTGACTATCATCAG
3625 GAGAGTCCAATCCAGTAAAA

3626 CTGACTGCTGTTCTTGCC

3627 TCATCTCTGTTTTGAAGCTGAAG
3628 CTCTGACTGCTGTTCTTGCC

3656

GAAGTATGGTATACGCAGAATAG
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Bezeichnung Sequenz (5°’-3’-Orientierung)

3657 TTGTATCATAAGACAGTTTGACAC
3658 TCCAATGTCATTTGTGATATTTTATT
3659 TCCCTGTGATGTAAATCTTTGAA
3662 CTTCAGAAAAGTTCTAACTGCCT
3664 CTGTAGGAAGCCACAAATAAGTA
3668 TCGTGCACTTTATAATTTCAGATG
3758 GATGACAAAAGTTACAAGAGAAATTC
3759 GTTTCTTGTTCGTTTAATACGTGAG
3760 TTGTTATTTTGCCGCACCTTCTC
3761 ACATGAGATCTGTGTTTATTGAAAG
3762 GCACTTTATAATTTCAGATGTACATG
3854 GGAGCTAATATCCTCTCCAGGACTCA
3856 ATCACTCCAAACATCTCACTTTG
3857 CCTGTTCACATTAATAGCCACTG
3884 CAGAGATGAAGAACCAGAAAGT
3885 CACAAGCATCCAGATCTTCC

3887 TCAGTACACGTCTGCATTTTCT
3920 TCCAATGTCATTTGTGATGTTTTATT
4125 CCTGAGGATCTCTCTTCCTT

4126 CCCCGTCTCTTTGTTCCAAT

4128 TATGGCACCTGGCTAACTCC

4129 TGACATCACACAGCTGCAAAG

4130 GCTACAGGACGTTCTGGGGACAG
4187 CCTTACACAATCCTCCGCATA

4360 TCCATGTTCACAGGGAGATTC

4361 AGAGTTGTTAGAAGCACAGGCCGTCA
4406 CATCATCCATGGGTGTCAAG

4758 GGGTGTGGTAGCATGCAC

4932 ATTCCTTCACATCCAGCTCAG

4934 CCACTTTTCTGTCCCAAGAAG

4937 TATTCTGAGCACTGATGTTCTCA
4938 TCTGTGTTCTCAAGCCCTAAG

4939 CTACTGATGAGTAAGGGAATAAC
4940 CTATTCGGAGTAATCCTGGATC
4941 CTCAGTTTAATCTGTTTATCTCTG
4942 TTTAAAACTCCCTTGGCAGATC
4945 TACTTTATTTGGTGCCTATCTGAG
5026 TCCCAGGGTTATAACCTACTCA
5027 CAGAGAAGTGGGTTGGGTAC
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2.1.8 Datenbank-Zugangsnummern

Die in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen des Weillbiischelaffen wurden in die Datenbanken
GenBank, EMBL und DDBJ gestellt. Zugangsnummern dieser sowie anderer in dieser Arbeit
verwendeten Sequenzen sind in Tab. 3 angegeben.

Tab. 3 Zugangsnummern

Caja, Callithrix jacchus; Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes, Popy, Pongo pygmaeus; Paha, Papio
hamadryas; Mamu, Macaca mulatta; Mus, Mus musculus; Feca, Felis catus; Cafa, Canis familiaris; Eqca, Equus
caballus; Susc, Sus scrofa; Bota, Bos taurus; sv, Spleifivariante.

WeiB_biis_cl}elaffe Zugangsnummer Rhesusaife Zugangsnummer
(Callithrix jacchus) (Macaca mulatta)

Caja-NKG2CE EF050434 Mamu-CD9%4 AJ585527
Caja-NKG2A EF050432 Mamu-NKG2A AF395618
Caja-NKG2A sv2 EF050433 Mamu-NKG2C AJ585531
Caja-CD94*01 EF050438 Mamu-NKG2D AF190943
Caja-CD94*02 EF050439 Mamu-NKG2F2 AF190945
Caja-CD94B svl EF050440 1(\I/\[/Ial:lssmusculus) Zugangsnummer
Caja-CD9%4 sv2 EF050441 Mus-CD%4 NM 010654
Caja-CD94 sv3 EF050442 Mus-NKG2A NM 010652
Caja-CD9%4 sv4 EF050443 Mus-NKG2C NM_010653
Caja-CD94 sv5 EF050444 Mus-NKG2D-L AF054819
Caja-CD94 sv6 EF050445 Mus-NKG2E NM 021378
Caja-CD9%4 sv7 EF050446 Mus-Ly49a M25812
Caja-CD94 sv8 EF050447 Mus-Ly49b AF253057
Caja-CD9%4 sv9 EF050448 Mus-Ly49c¢ U56404
Caja-CD9%4 sv10 EF050449 Mus-Ly49d U10090
Caja-CD94 svll EF050450 Mus-Ly49e U10091
Caja-NKG2D EF050435 Mus-Ly49f U10092
Caja-NKG2D svl EF050436 Mus-Ly49g AF074457
Caja-NKG2D sv2 EF050437 Mus-Ly4%h U12889
?I/fg:rs](c)hsapiens) Zugangsnummer Mus-Ly49i AF237686
Hosa-CD9%4 NM 002262 Mus-Ly49j AF110492
Hosa-NKG2A NM_002259 Mus-Ly491 AF307948
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Mensch Zugangsnummer Maus Zugangsnummer
(Homo sapiens) gang (Mus musculus) gang
Hosa-NKG2C BC112039 Mus-Ly49m AF283252
Hosa-NKG2D AF461811 Mus-Ly490 AF146571
Hosa-NKG2E L14542 Mus-Ly49p AF146570
Hosa-NKG2F U96845 Mus-Ly49q AB033769
Hosa-Ly49L NM_ 006611 Mus-Ly49r AF288377
Schimpanse
(Pan troglodytes) Zugangsnummer Mus-Ly49s AF288378
Patr-CD9%4 AF259054 Mus-Ly49t AF288379
Patr-NKG2A AF259055 Mus-Ly49u AF288380
Patr-NKG2CI AF259057 Mus-Ly49v AF288381
Patr-NKG2CII AF259061 Mus-Ly49w AF074459
Hund
Patr-NKG2D AF259063 (Canis familiaris) Zugangsnummer
Patr-NKG2E AF350006 Cafa-Ly49 AY191818
Patr-NKG2F AF350011 Schwein (Sus scrofa) Zugangsnummer
Orang-Utan
(Pongo pygmaeus) Zugangsnummer Susc-Ly49 AY191819
Popy-CD9%4 AF470385 Rind (Bos taurus) Zugangsnummer
Popy-NKG2A AF470391 Bota-Ly49 AY075101
Popy-NKG2CE AF470398 Katze (Felis catus) Zugangsnummer
Popy-NKG2D AF470404 Feca-Ly49 AY191817
Pferd
Popy-NKG2F AF470405 (Equus caballus) Zugangsnummer
Popy-Ly49L AF470390 Eqca-Ly49A AB120378
Mantelpavian
(Papio hamadryas) Zugangsnummer Eqca-Ly49F AB120393
Paha-Ly49L AY028399 Eqca-Ly49C AB120385
Eqca-Ly49E AB120390
Eqca-Ly49D AB120387
Eqca-Ly49B AB120381
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2.1.9 Vektoren

Vektor Hersteller

pCR*4-TOPO" Invitrogen

pGEM®-T Easy Promega

pDrive Qiagen Qiagen

pTARBAC2.1 BACPAC Resources Center
pUC19 Fermentas

2.1.10 BAC-Banken

Die BAC-Banken ,,CHORI-257* des Grauen Mausmakis (Microcebus murinus) und ,,CHORI-
259 des WeiBbiischelaffen (Callithrix jacchus) wurden vom BACPAC Resources Center des
Children’s Hospital Oakland Research Institute in Oakland, Kalifornien, bezogen
(http://bacpac.chori.org). Die Konstruktion der BAC-Bank erfolgte dort nach Osoegawa und
Mitarbeitern (1998). Es wurde genomische DNA aus Nierengewebe eines weiblichen
Individuums im Fall des Mausmakis und eines ménnlichen Individuums im Fall des
Weilbiischelaffen verwendet (http://bacpac.chori.org). Die DNA wurde mit einem Gemisch
aus EcoRI-Restriktionsenzym und EcCORI-Methylase partiell gespalten und groBenfraktioniert.
Fragmente geeigneter Grofle wurden in den Vektor pTARBAC2.1 ligiert und in DHI10B-
Zellen transformiert. Die BAC-Bank wurde auf zwolf (Mausmaki) bzw. elf (Weilbilischelaffe)
22 x 22 cm grofBen Nylon high-density Filter aufgetragen. Auf jedem Filter befinden sich etwa
18000 Klone in doppelter Ausfithrung. Die BAC-Bank ,,CHORI-259* wurde von Doriana
Misceo sowie Dr. Baoli Zhu (BACPAC Resources Center) erstellt und die BAC-Bank
,»CHORI-257* wurde von Michael Nefedov (BACPAC Resources Center) angefertigt.

2.1.11 Bestellte BAC-Klone der BAC-Bank ,,CHORI-257¢

1E15 77TH4 60P11 5012 64G21 96C7 386G21  494]1
481C2 348N6 498E15  481J13 158H2 489H5 492D19 146120
125J5 1010 234123  222F7 382B22  429H5
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2.1.12 Bestellte BAC-Klone der BAC-Bank ,,CHORI-259¢

44K 16 61L5 162P15  188C15 166N11  19IM1 196P12
209K11  264K10 316N15 467GS5

2.1.13 Stammlésungen und Puffer

206C19

Losung/Puffer Zusammensetzung
Denhardts-Losung (50x) 1 % Ficoll 400

1 % Polyvinylpyrrolidon

1% BSA (Fraktion V)
Denaturierungslosung 1,5 M NaCl

0,5 M NaOH
DEPC-H,O 0,1 % DEPC

. N. stehen lassen

autoklavieren
DNA-Auftragspuffer 0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol
15 % Ficoll 400
50 mM EDTA, pH 8,0

Ery-Lyse-Puffer 155 mM NH4Cl
10 mM KHCO;3

0,1 mM EDTA, pH 8,0

GITC-Puffer 4 M Guanidin-Thiocyanat

25 mM 1 M Natriumcitrat, pH 7,0

0,5 % N-Lauroylsarcosine sodium salt

0,1 M B-Mercaptoethanol
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Hybridisierungspuffer 6 x SSC
5 x Denhardts-Losung
10 % Dextransulfat

0,5 % SDS
Lysepuffer 50 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM EDTA pH 8,0
50 mM NaCl
Neutralisierungslésung 3 M NaAc pH 5,5
P1-Lésung 50 mM Glucose

25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
vor Gebrauch 100 png/ml RNase A

zugeben

P2-Losung Losung P2A: 400 mM NaOH
Losung P2B: 2 % SDS

vor Gebrauch 1:1 mischen

P3-Losung 3 M KAc pH 4,8

SSC (20x) 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

TBE-Puffer (10 x) 1 M Tris
0,8 M Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0

TPE-Puffer (20 x) 1,75 M Tris-Phosphat, pH 7,8
40 mM EDTA
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2.1.14 Bakterienstimme

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)
F~ mcrAA (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara,
leu)7697 galK rpsL (StrR) end Al nupG

2.1.15 Nihrmedien und Agarplatten

LB-Medium 1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1 % NaCl
LB-Agar LB-Medium

1,5 % Agar-Agar

SOC-Medium 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOg4
20 mM Glucose

Medien und Agar wurden direkt nach ihrer Herstellung bei 121 °C (1,0 bar Druck) fiir 30 min
autoklaviert, auf ca. 55 °C abgekiihlt und mit verschiedenen Antibiotika versetzt. Es wurden

folgende Antibiotikakonzentrationen verwendet:

Ampicillin: 100 mg/1
Chloramphenicol: 20 mg/1
Streptomycin: 100 mg/1
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Zur Blau-WeiB-Selektion, der so genannten a-Komplementation (Langley et al., 1975), wurde
1 1 LB-Agar mit 1 ml IPTG (24 mg/ml) und 2 ml X-Gal (2 % in Dimethylformamid) versetzt.

Der Agar wurde anschlieBend etwa 5 mm hoch in Petrischalen (@ 85 mm) gegossen.

2.1.16 Bakterienkulturen

2.1.16.1 Glycerinkulturen

Zur Aufbewahrung von Bakterien wurden diese bei -80 °C als Glycerinkultur gelagert. Dazu

wurde 1 ml einer Ubernachtkultur mit 1 ml einer sterilen 40 %igen Glycerinldsung vermischt.

2.1.16.2 Plattenkulturen

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurden Bakterien einer Fliissigkultur mit einem Spatel

auf Agar-Platten ausgestrichen und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

2.1.16.3 Fliissigkulturen

Zur Herstellung einer Fliissigkultur wurde eine Bakterienkolonie mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers von einer Agarplatte gepickt oder 1 pl einer Glycerinkultur in LB-Medium
(2.1.15) tberfiihrt. Die Inkubation erfolgte . N. bei 37°C und 245 U/min im
Schiittelinkubator. Die Menge des Mediums sowie der Zusatz von Antibiotika richteten sich
nach der Bakterienart und dem Verwendungszweck der Kultur:

Flissigkulturen fiir Plasmid-Pridparationen wurden in 3 ml LB-Medium, versetzt mit
Ampicillin und Fliissigkulturen fiir BAC-Préparationen in 10 ml LB-Medium unter Zusatz von

Chloramphenicol, hergestellt.

2.1.17 Computerprogramme

Die Analyse von Sequenzdaten erfolgte unter Anwendung  verschiedener
Computerprogramme. Zur Identifizierung von Genen in BAC-Sequenzen wurden mit Hilfe
des Programms ,,BLAST 2 SEQUENCES® (BLAST, NCBI) die BAC-Sequenzen mit den
Sequenzen der humanen NKC-Gene verglichen. Fiir die Ubersetzung der proteinkodierenden
Exonsequenzen in Proteinsequenzen wurde das Programm ,,Translate von ExPASy

verwendet.
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Eigene Sequenzierdaten wurden mit dem Programmpaket Bioedit v7.0.4 editiert. Das
Programmpaket wurde ebenfalls zum Erstellen von Nukleotid- und Aminosédurevergleichen
sowie zur Berechnung von Sequenzidentititen verwendet.

Zur Identifizierung potentieller Transmembranregionen fanden folgende Programme
Anwendung: ,,DAS*, ,HMMTOP v. 2.0%, ,, TMpred*, ,TMHMM v. 2.0“ und ,,SPLIT 4.0%.
Das Programm ,,MEGA 3.1“ diente der Erstellung von Stammb&umen.

Zum Nachweis repetitiver Elemente wurden DNA-Sequenzen mit dem Programm ,,Censor*
(GIRI) analysiert.

Mit Hilfe der Programme ,,Primer 3 und ,,Oligonucleotide Properties Calculator” konnten

geeignete PCR- und Sequenzierprimer ausgewéhlt werden.

Internetadressen der Programme sind in Tab. 4 aufgefiihrt.

Tab. 4 Computerprogramme

Programm Internetadresse

BLAST, NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

ExPASy http://www.expasy.ch/tools/

DAS http://mendel.imp.ac.at/sat/DAS/DAS.html

HMMTOP v. 2.0 http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html

TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
TMHMM v. 2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/

SPLIT 4.0 http://split.pmfst.hr/split/4/

Primer 3 http://frodo.wi.mit.edu/

Oligonucleotide Properties | http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
Calculator

Bioedit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

MEGA http://www.megasoftware.net/

Censor http://www.girinst.org/censor/index.php
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2.1.18 Phylogenetische Analysen

Fir phylogenetische Analysen wurden multiple Nukleotid- oder Aminosdure-
sequenzvergleiche verwendet, die mit dem Programm ,Bioedit“ erstellt worden sind.
Stammbdume wurden basierend auf Distanzmatrix-orientierten Methoden mit dem Programm
-MEGA 3.1 erstellt.

Die Distanzmatrices wurden nach dem ,,Jones-Taylor-Thornton-Modell“ (JTT) (Jones et al.,
1992) aus Aminosdurevergleichen und nach dem ,,Kimura-2-Parameter-Modell“ (K2P)
(Kimura, 1980) aus Nukleotidvergleichen berechnet. Phylogenetische Baume wurden nach der
»Neighbor-Joining“-Methode (Saitou und Nei, 1987) erstellt. Diese Methode entwirft
Abstammungslinien und Verzweigungspunkte anhand der Distanzmatrix.

Die Verlasslichkeit einzelner Verzweigungen im Stammbaum wurde mit der ,,Bootstrapping**-
Methode (Felsenstein, 1985) berechnet. Dabei werden zufallsmidBig einzelne Positionen
innerhalb des Sequenzvergleichs verdoppelt und andere deletiert, wobei die Gesamtlédnge der
Teildatensédtze erhalten bleibt. Es wurden 1000 Teildatensétze erstellt und nach den
beschriebenen Methoden Stammbdume berechnet. Die Héaufigkeit mit der eine Verzeigung in

den Teildatensdtzen auftritt, wird als ,,Bootstrap-Wert* bezeichnet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR kann ein DNA-Abschnitt selektiv amplifiziert werden, der zwischen zwei,
zumindest teilweise bekannten, Sequenzabschnitten liegt. Der Reaktionsansatz enthilt eine
thermostabile DNA-Polymerase, zwei Primer und dNTP. Als Primer werden komplementire,
einzelstrangige Oligonukleotid-Molekiile (i.d.R. 18-30 Basenpaare) verwendet, die den zu
vermehrenden DNA-Abschnitt in gegenldufiger Orientierung einrahmen.

Die PCR erfolgt in drei Schritten, die 30-40-mal wiederholt werden und zu einer

exponentiellen Vermehrung des von den Primern flankierten DNA-Abschnitts fiihren.

1) Denaturierung: die DNA wird auf 94 °C erhitzt, wobei sich die Einzelstrdnge trennen.

2) Annealing: die Primer binden an komplementire Abschnitte der einzelstringigen

DNA. Die Annealing-Temperatur ist abhéngig von der Schmelztemperatur der Primer.

3) Elongation: DNA-Synthese in 5°-3’-Richtung ausgehend von den 3°-Enden der Primer.
Die Elongation erfolgt durch die DNA-Polymerase des hitzestabilen Bakteriums
Thermophilus aquaticus (Taq-DNA-Polymerase), deren Temperaturoptimum bei 68 °C
bis 72 °C liegt. Die Elongationszeit richtet sich nach der Lange des erwarteten PCR-
Produktes (etwa 1 min pro kb).

Nach dem letzten Zyklus erfolgt ein lingerer Elongationsschritt, der dafiir sorgt, dass alle
amplifizierten Strange vollstindig sind.

Die Tag-DNA-Polymerase fiigt zusétzlich an das 3’-Ende jedes synthetisierten Stranges einen
einzelnen, tiberhdngenden Adenosinrest an. Hierdurch konnen PCR-Produkte in Vektoren mit

einem Thymidin-Uberhang kloniert werden.



MATERIAL UND METHODEN

42

Fiir die PCR wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Ansatz 1 (10 pl):

1 pl BioTherm™ 10 x Reaction Buffer
0,2 ul ANTP-Mix (je 25 mM)

1 ul forward-Primer (10 uM)

1 pl reverse-Primer (10 uM)
6,8 ul HPLC-H,O

Ansatz 2 (20 pl):

2 ul BioTherm™ 10 x Reaction Buffer

0,2 pl BioTherm™ Taq-DNA Polymerase (5 U/ul)
1 ul DNA

mit HPLC-H,0 auf 20 pl auffiillen

Der Ansatz 1 wurde in ein Reaktionsgefd3 pipettiert und mit Wachs iiberschichtet, das durch

Erwéarmen verfliissigt wurde. Nach Erkalten der Wachsschicht wurde der Ansatz 2 iiber die

Wachsschicht gegeben. Hierdurch kommen Primer und DNA erst im ersten Denaturierungs-

schritt in Kontakt, bei dem die Wachsschicht fliissig wird. Auf diese Weise wird eine

unspezifische Bindung der Primer an die DNA verhindert.

Reaktionsbedingungen:

1 Autheizen 94 °C 2 min

2 Denaturierung 94 °C 1 min

3 Annealing x °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1-2 min

Schritte 2-4 wurden 30-40-mal wiederholt

5 Terminale Extention 72 °C 10 min

PCR-Produkte wurden anschlieBend in Agarosegelen analysiert (2.2.2).
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PCR zur Amplifikation der NKC-Gene

In den nachfolgenden Tabellen sind Primer und Annealing-Temperaturen aufgefiihrt, die zur
Amplifikation der NKC-Gene verwendet wurden. Die zur Amplifikation der NKC-Gene des
Varis verwendeten Primer sind zusammen mit den einzelnen Vari-Sequenzen im Anhang (7.7)

dargestellt.

Tab. 5 Amplifikation und Sequenzierung der als Sonden verwendeten NKC-Sequenzen des Menschen

Hosa, Homo sapiens.

forward- reverse- Annealing- Sequenzier-
O Primer Primer Temp. (°(g,‘) grimer
Hosa-CD94-Sonde 2369 2370 51 2369, 2370
Hosa-NKG2A-Sonde 2371 2372 51 2371, 2372
Hosa-Ly49L-Sonde 2373 2368 51 2373,2368

Tab. 6 Amplifikation und Sequenzierung der NKC-Gene des Weilbiischelaffen

Die 5’-RACE-PCR-Produkte wurden kloniert und mit Vektorprimern sequenziert (daher sind Sequenzierprimer
in der Tabelle nicht angegeben). kds, kodierende Sequenz; Caja, Callithrix jacchus.

forward- reverse- Annealing- Sequenzier-
PCR-Produkt Primer Primer Temp. (°C) primer
Caja-CD94 (kds) 2868 2869 54 3282 ;Zgz 5060
Caja-NKG2D (kds) 2870 2871 54 ggzg ggzé
Caja-NKG2CE (kds) 2863 2864 56 gggg’ gggg’
Caja-NKG2A (kds) 2861 2862 58 ggg ggg;
™ 2
Caja-CD94 (5-RACE) GGSI{;R?C“ 3410 63
rimer
™
Caja-NKG2D (5’-RACE) GeneRacer 3412 63
5’Primer
™
Caja-NKG2CE (5’-RACE) GeneRacer 3404 63
5’Primer
™
Caja-NKG2A (5’-RACE) GeneRacer 3411 63
5’Primer
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Tab. 7 PCR zur Amplifikation der NKC-Gene des Mausmakis

Die PCR-Produkte wurden kloniert und mit Vektorprimern sequenziert. kds, kodierende Sequenz;
Mimu, Microcebus murinus.

forward- reverse- Annealing-

LEL ST UL Primer Primer Temp. (°(g?)
Mimu-CD94-1 (kds) 3033 3032 53
Mimu-CD94-2 (3’-RACE) 3215 2697 55
Mimu-CD94-2 (kds) 3037 3217 57
Mimu-CD94-3 (kds) 3035 3034 53
Mimu-NKG2D (kds) 3885 3039 53
Mimu-NKG2-1 (kds) 3026 3027 56
Mimu-NKG2-2 (kds) 3884 3021 53
Mimu-NKG2-3 (kds) 3024 3025 55
Mimu-NKG2-5 (kds) 3022 3023 55
Mimu-NKG2-8 (kds) 3028 3029 55
Mimu-Ly49L (kds) 3047 3040 55

Tab. 8 PCR zur Amplifikation der CD94-Sequenzen des Pottos und des Koboldmakis

Die PCR-Produkte wurden kloniert und mit Vektorprimern sequenziert. Pepo, Perodicticus potto;
Tasy, Tarsius syrichta.

forward- reverse- Annealing-
HCL AL Primer Primer Temp. (°ég)
Pepo-CD9%4a 3626 3625 50
Pepo-CDY94b 3626 3625 50
Pepo-CDY%4c 3626 3625 50
Pepo-CDY%4d 3628 5026 55
Pepo-CD%4e 3628 5026 55
Pepo-CD94f 5027 5026 55
Pepo-CDY%4g 5027 5026 55
Pepo-CDY94h 3628 3627 55
Tasy-CD94a 3626 3625 48
Tasy-CD94b 3626 3625 48
Tasy-CD9%c 3626 4758 50
Tasy-CD94d 3626 4758 50
Tasy-CD9%4e 3626 4758 50
Tasy-CD94f 3626 4758 50
Tasy-CD94g 3626 4758 50
Tasy-CD94h 3626 4758 50
Tasy-CD94i 3626 4758 53
Tasy-CD94j 3628 3627 53
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Tab. 9 Amplifikation und Sequenzierung von CD94-(1-3) (Exon 4, 5 und 6) des Mausmakis

Einige Exons wurden mit zwei verschiedenen Primerpaaren amplifiziert (PCR 1, PCR 2). Bei CD94-3 Exon 4
(PCR 2) handelt es sich um eine nested-PCR, bei der Mimu-CD94-3 Exon 4 (PCR 1) als template diente. Mimu,
Microcebus murinus.

forward- reverse- Annealing- Sequenzier-
PCR-Produkt Primer Primer Temp. (°Cg) grimer
Mimu-CD94-1 Exon 4 3658 3659 53 3658, 3659, 3478
Mimu-CD94-1 Exon 5 (PCR 1) 3479 3480 53 3479, 3480
Mimu-CD94-1 Exon 5 (PCR 2) 4937 4938 55 4937, 4938
Mimu-CD94-1 Exon 6 (PCR 1) 4125 4126 53 4125, 4126
Mimu-CD94-1 Exon 6 (PCR 2) 4939 4940 55 4939, 4940
Mimu-CD94-2 Exon 4 3471 3472 53 3471, 3472, 3664
Mimu-CD94-2 Exon 5-6 (PCR 1) 3656 3657 53 3656, 3657
Mimu-CD94-2 Exon 5 (PCR 2) 4941 4942 53 4941, 4942
Mimu-CD94-3 Exon 4 (PCR 1) 3662 3758 55 3920, 3664
Mimu-CD94-3 Exon 4 (PCR 2 3857 4945 55 4945, 3857
nested)
Mimu-CD94-3 Exon 5 3759 3760 55 3759, 3760
Mimu-CD94-3 Exon 6 3761 3668 54 3761, 3668, 3856,

3762

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grof3e
im elektrischen Feld aufgetrennt und durch den Farbstoff Ethidiumbromid, welches in die
DNA interkaliert, im UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Zur Groflenbestimmung oder Aufreinigung von PCR-Produkten wurden 1 %ige horizontale
Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen geldst und
nach Abkiihlen auf etwa 55 °C mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,05 ng/ml) versetzt
und in eine Gelkammer gegossen. Nach 30-40 min kam es zur Polymerisierung der Agarose
und das Gel wurde mit 1 x TBE als Elektrophoresepuffer iiberschichtet. Fiir Southern-Blots
wurden 0,8 %ige Agarosegele verwendet sowie 1 x TPE-Puffer.

Die DNA-Proben wurden mit Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des Agarosegels
gefiillt. Zur GroBenbestimmung wurden verschiedene Langenstandards (2.1.6) mit auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstérke und 120 V. Bei Gelen,
die fiir Southern-Blots verwendet wurden, erfolgte die Trennung ii. N. bei 50 V.

Die Auswertung der Gele erfolgte im UV-Licht (312 nm) und wurde mit einem digitalen

Bildverarbeitungssystem dokumentiert.
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2.2.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurden diese mit einem sterilen Skalpell unter
UV-Licht aus dem Gel isoliert. Das Gelstiick wurde in 300 ul 6 M Nal aufgenommen und
10 min auf einem Thermomixer bei 800 U/min und 55 °C geldst. Anschliefend wurden 10 pl
Silica-Glasmilch zugegeben und der Ansatz weitere 10 min (800 U/min, 55 °C) geschiittelt.
Im néchsten Schritt wurde die Silica-Matrix mit der daran gebundenen DNA
herunterzentrifugiert (20 s, 16000 x g, RT) und das Pellet mit 500 ul 6 M Nal fiir 20 s bei
16000 x g und RT gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 250 pl 70 %igem EtOH
(20 s, 16000 x g, RT). Nach vollstindiger Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet fiir
1 min auf einem Thermomixer getrocknet (800 U/min, 55 °C) und anschlieend in 15 pl
HPLC-H,O gelost. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (1 min, 16000 x g, RT) nach dem der
Uberstand, mit der darin geldsten DNA, in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt wurde. Die

DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C autbewahrt.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren mittels Agarosegelen

Zur Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen wurde auf Agarosegelen neben der DNA-
Probe unbekannter Konzentration ein pUC19-Standard (50 ng/ul) aufgetragen. Nach kurzer
elektrophoretischer Auftrennung der DNA im Agarosegel wurden die DNA-Konzentrationen

anhand des pUC19-Standards unter UV-Licht abgeschitzt.

2.2.5 Isolierung von DNA aus Mundschleimhautzellen

Zur Isolation von DNA aus Mundschleimhautzellen wurde der Mund mit 30 ml
Leitungswasser ausgespiilt und die Fliissigkeit in ein 50-ml-Falconrohrchen gegeben. Die
Mundschleimhautzellen wurden abzentrifugiert (10 min, 200 x g, RT) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 600 ul Lysepuffer resuspendiert und in ein Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Die Zelllyse erfolgte 5 min lang bei 65°C im Thermomixer (850 U/min).
AnschlieBend wurden 200 pl 5 M NaCl zugegeben und gevortext. Nach einem
Zentrifugationsschritt (2 min, 16000 x g, RT) wurde der Uberstand mit der DNA in ein neues
Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und durch Mischen mit 800 ul Isopropanol und Zentrifugation
(15 min, 16000 x g, 4 °C) gefillt und pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit 800 pl 70 %igem
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EtOH gewaschen (5 min, 16000 x g, RT), in der Speedvac getrocknet und in 30 ul HPLC-H,O
fiir 10 min bei 55 °C gelost.

2.2.6 Klonierung von PCR-Fragmenten

PCR-Fragmente wurden zur Sequenzierung in Plasmide ligiert und anschlieBend in

Wirtszellen transformiert. Es wurden folgende Kits hierfiir verwendet:

e pGEM®-T Easy Vector System mit dem Vektor pPGEM™-T Easy
e TOPO TA Cloning® Kit mit dem Vektor pCR*4-TOPO®
e QIAGEN PCR Cloning Kit mit dem Vektor pDrive

Die Ligation erfolgte nach Herstellerangaben.

Die fiir die Ligation einzusetzende DNA-Menge wurde nach folgender Formel berechnet:

Menge Insert-DNA(ng) = [Menge Vektor(ng) x GroBe Insert-DNA(bp) x 3] / Grofle
Vektor(bp).

Vor der Transformation wurde der Ligationsansatz zur Entfernung von Salzresten gefillt.
Dazu wurde der Ansatz mit HPLC-H,O auf 100 pl aufgefiillt sowie 250 ul 100 %iges EtOH,
10 ul 3 M NaAc (pH 4,8) und 2 ul Glykogen (1 pg/ul) zugegeben. Es folgte eine Inkubation
fiir 5 min bei -80 °C. Im Anschluss wurde der Ansatz zentrifugiert (15 min, 16000 x g, 4 °C)
und das Pellet mit 70 %igem EtOH gewaschen (5 min, 16000 x g, RT). Das Pellet wurde in
der Speedvac getrocknet und in 16 ul HPLC-H,O gelost.

Zur Transformation wurden elektrokompetente E. coli TOP10-Zellen (2.2.7) verwendet. Diese
wurden zundchst 3 min auf Eis aufgetaut und dann mit 8 pl des gefdllten Ligationsansatzes
vorsichtig  gemischt. Das Gemisch wurde luftblasenfrei in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die Transformation erfolgte in einem Elektroporationsgerit
bei einer Spannung von 1,6 kV, einer Kapazitit von 25 puF und einem Widerstand von 200 Q.
Im Anschluss wurden 700 ul SOC-Medium ziigig zu den Bakterien gegeben, der Ansatz in ein

15-ml-Falconréhrchen {iiberfithrt und fiir 1 h bei 37 °C (170 U/min) geschiittelt. Danach
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wurden die transformierten Bakterien auf IPTG/X-Gal-haltigen LB-Amp-Agarplatten (2.1.15)
ausplattiert. Transformierte Bakterienklone wurden iiber Blau-Weil3-Selektion identifiziert:
Bakterienklone, die ein Plasmid ohne Insert aufgenommen haben, sind blau gefarbt, wihrend
Bakterienklone, die ein Plasmid mit Insert tragen, weill gefirbt sind. Von den weillen
Kolonien wurden Fliissigkulturen (2.1.16.3) fiir Plasmidpréparationen (2.2.8) angesetzt. Die
Liange des Inserts wurde durch Restriktionsverdau (2.2.10) bestimmt. Entsprach das Insert der
erwarteten Grofle wurde das entsprechende Plasmid mit vektorspezifischen Primern

sequenziert (2.2.19).

2.2.7 Herstellung ,,elektrokompetenter* E. coli-Zellen

Elektrokompetente E. coli-Zellen wurden fiir die Transformation von Plasmid-DNA in
Bakterien verwendet. Zur Herstellung dieser Zellen wurden 5 ml LB-Medium mit 5 pl
Streptomycin (100 mg/ml) versetzt und mit E. coli TOP10-Zellen angeimpft. Die Kultur
wurde {i. N. bei 37 °C geschiittelt (245 U/min). Von dieser Vorkultur wurden am nichsten Tag
4,5 ml in 450 ml vorgewédrmtes LB-Medium (mit Streptomycin) iiberfiihrt. Die Zellen wurden
im 37 °C-Schiittelinkubator (170 U/min) bis zum Erreichen einer ODgps von 0,5 angeziichtet
und anschliefend 30 min auf Eis inkubiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde in 50-ml-Falconrdhrchen aliquotiert, pelletiert
(15 min, 1500 x g, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Zum Zellpellet wurden 30 ml 10 %iges
Glycerin zugegeben und zentrifugiert (15 min, 1000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde wieder
verworfen und die Zellen in 2 ml 10 %iges Glycerin aufgenommen. Es wurden Aliquots a

50 pul bei -80 °C gelagert.

2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Fir die Plasmidpridparation wurden zundchst 3 ml Flissigkultur (2.1.16.3) mit dem
ausgewdhlten Bakterienklon angeimpft und ii. N. bei 37 °C herangezogen. 1,5 ml dieser
Bakterienkultur wurden am folgenden Tag pelletiert (20 s, 16000 x g, RT) und die
Bakterienzellen in 150 ul P1-Lésung resuspendiert. Unter alkalischen Bedingungen erfolgte
die Lyse der Zellen. Hierzu wurden der Zellsuspension 150 pl P2-Lésung zugegeben und
mehrmals invertiert. Durch Zugabe von 150 ul P3-Losung wurde der Ansatz neutralisiert und

an Hochsalzbedingungen angeglichen. Dies hatte zur Folge, dass denaturierte Proteine,
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Zelltriimmer und membrangebundene chromosomale DNA prézipitierten und abzentrifugiert
werden konnten. Es wurden zwei Zentrifugationsschritte (15 min, 16000x g, RT)
durchgefiihrt, nach denen jeweils der Uberstand mit der Plasmid-DNA in ein neues
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt wurde. Die Plasmid-DNA wurde mit 1 Volumen Isopropanol fiir
5 min auf Eis gefillt und pelletiert (15 min, 16000 x g, 4 °C). Es folgte ein Waschschritt mit
500 ul 70 %igem EtOH (5 min, 16000 x g, RT). Nach der Trocknung der Plasmid-DNA in der
Speedvac wurde sie in 40 ul HPLC-H,O geldst und bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.9 Isolierung von BAC-DNA

Die Isolierung von BAC-DNA wurde nach dem gleichen Prinzip wie die Isolierung von
Plasmid-DNA (2.2.8) durchgefiihrt. Um eine groBBere Ausbeute an BAC-DNA zu erhalten,
wurde eine 10-ml-Fliissigkultur mit dem gewiinschten BAC-Klon angeimpft und am néchsten
Tag bei 3200 x g fir 5min pelletiert. Alle iibrigen Schritte wurden analog zur
Plasmidpréparation durchgefiihrt. Aufgrund der grofleren Zell-Ausgangsmenge wurden 200 pl
P1-Losung, 400 ul P2-Losung und 300 pul P3-Losung verwendet. Die gewonnene BAC-DNA
wurde in 40 ul HPLC-H,O gelost.

2.2.10 Restriktionsanalyse von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsenzymen des Typs Il konnen DNA-Molekiile spezifisch geschnitten
werden. Diese Enzyme erkennen und schneiden palindromische Sequenzen aus 4 bis 8
Nukleotiden. Dabei sind die entstehenden Enden entweder glatt und doppelstringig oder
einzelstringig und iiberhdngend. Zum Ausschneiden von DNA-Inserts aus den Plasmiden

sowie zur Analyse von BAC-Klonen wurde das Restriktionsenzym ECORI verwendet.

Verdau von Plasmid-DNA:

Volumen: 20 pl

400 ng bis 1 pg Plasmid-DNA

1 U EcoRI /ug DNA

2 ul 10x Puffer H

mit HPLC-H,O auf ein Volumen von 20 pl auffiillen
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Der Ansatz wurde 1,5 h bei 37 °C inkubiert und die Fragmente anschlieBend durch DNA-
Gelelektrophorese analysiert (2.2.2). Plasmide mit Inserts, die der erwarteten Grof3e

entsprachen, wurden sequenziert (2.2.19).

Verdau von BAC-DNA:

Volumen: 20 pl

10 ul BAC-Préparation (siche 2.2.9)
3,3 ul EcoRI (12 U/ul)

2 ul 10x Puffer H

4,7 ul HPLC-H,O

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend auf einem groflen Agarosegel

. N. aufgetrennt (2.2.2), welches fiir einen Southern-Blot (2.2.11) verwendet wurde.

2.2.11 Southern-Blot

Mit Hilfe des Southern-Blots wurde BAC-DNA, die zuvor pripariert (2.2.9), EcoRI-
restringiert (2.2.10) und gelelektrophoretisch aufgetrennt worden ist (2.2.2), aus dem
Agarosegel auf eine Nylonmembran transferiert.

Zunichst wurde das Gel unter UV-Licht mit einem Skalpell zurechtgeschnitten und auf einer
Folie, die auf das Gel gelegt wurde, der Langenstandard sowie die Geltaschen markiert. Zur
Entfernung von Ethidiumbromid aus dem Gel wurde es 20 min in destilliertem Wasser
gewaschen. Im Anschluss wurde das Gel in verschiedenen Ldsungen inkubiert. Durch
Inkubation in 0,25 M HCL fiir 20 min wurde die DNA teilweise depuriniert, wodurch sie in
kleine Fragmente zerbricht. Durch Denaturierungsldsung (25 min Inkubation) wurde die DNA
in Einzelstrange getrennt und durch Neutralisierungslosung (30 min Inkubation) neutralisiert.
Zum Aufbau des Southern-Blots wurde zundchst eine Wanne mit 20 x SSC-Ldsung befiillt
und eine Glasplatte iiber den mittleren Teil der Wanne gelegt. Die Glasplatte wurde mit
Whatman-Papier bedeckt, welches zuvor in 20 x SSC-Losung getrinkt wurde. Die Enden des
Whatman-Papiers traten in Kontakt mit der in der Wanne befindlichen 20 x SSC-Losung. Auf
das Whatman-Papier wurde der Reihenfolge nach das Gel, die Nylonmembran, drei Lagen
Whatman-Papier sowie eine dicke Schicht Papiertiicher gelegt. Die Membran sowie das

Whatman-Papier wurden mit 2 x SSC angefeuchtet und auf GelgroBe zurechtgeschnitten. Der
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Blot wurde luftblasenfrei aufgebaut. Auf den Blot wurde zum Beschweren eine Glasplatte
gelegt. Damit keine Transferlosung am Gel vorbeilduft, wurde der Gelbereich mit
Haushaltsfolie seitlich abgedichtet.

Die Transferdauer betrug mindestens 12 h. Bei diesem so genannten Kapillarblot wird der
Puffer durch das Gel und durch die Membran in die Papiertiicher gesogen, wobei die DNA
mitwandert und auf der Membran héngen bleibt.

Nach dem Abbau des Blots wurde die Membran mit 2 x SSC gespiilt und getrocknet. Eine
Fixierung der DNA auf die Membran erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht.

Die Membran wurde zum Nachweis bestimmter NKC-Gene auf den jeweiligen BAC-Klonen

mit radioaktiv markierten Sonden hybridisiert (2.2.13).

2.2.12 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

BAC-Banken sowie Southern-Blots wurden mit radioaktiv markierten Sonden hybridisiert.
Zur Sondenherstellung wurde das Prime-a-Gene® Labeling System von Promega verwendet.
In diesem System erfolgt die Synthese radioaktiv markierter DNA mit Hilfe des Klenow-
Fragmentes, der groen Untereinheit der DNA-Polymerase I von E. coli unter Verwendung
von Zufallshexameren (random primer) und radioaktiv markierten Nukleotiden (Feinberg und
Vogelstein, 1983). Die Sonde wurde nach Angaben des Herstellers mit 25 ng Ausgangs-DNA
und radioaktiv markiertem [a->*P]dCTP hergestellt.

2.2.13 Hybridisierung membrangebundener DNA

Zur Hybridisierung membrangebundener DNA mit radioaktiv markierten Sonden wurden die
Membranen (BAC-Banken Filter, Southern-Blots) in Glasrohrchen zusammen mit 20 ml
vorgewarmter Hybridisierungslosung und 600 pl Heringsspermien-DNA (10 mg/ml) gegeben.
Die Heringsspermien-DNA wurde zuvor fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Membranen
wurden mit dieser Losung fiir 2 h bei 60 °C im Drehofen inkubiert. Diese so genannte
Prahybridisierung diente der Absittigung freier Bindungsstellen. Im Anschluss wurde die
radioaktiv markierte Sonde (2.2.12) zur Hybridisierungslésung zugegeben und fiir weitere 16-
18 h bei 60°C im Drehofen inkubiert. Um unspezifisch gebundene Sonden-DNA zu
entfernen, wurden die Membranen dann 2 x 30 min mit 2 x SSC/0,1 % SDS bei 60 °C im
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Drehofen gewaschen und anschlieBend in Frischhaltefolie eingelegt. Mittels Autoradiographie
wurde die gebundene DNA-Sonde sichtbar gemacht.
Dehybridisierung der Membranen erfolgte in aufgekochter 0,1 %iger SDS-Losung und wurde

so oft wiederholt, bis keine Radioaktivitit mehr auf den Membranen zu messen war.

2.2.14 Autoradiographie

Die mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisierten Membranen wurden in der
Dunkelkammer in eine Autoradiographiekassette gelegt und mit einem Rontgenfilm bedeckt.
Je nach Strahlungsintensitdt der Membranen wurde der Film zwischen 2-25 h bei -80 °C

exponiert und anschlieBend in der Entwicklermaschine entwickelt.

2.2.15 Screening von BAC-Banken

Die Filter der BAC-Banken ,.CHORI-257“ (Microcebus murinus) und ,,CHORI-259¢
(Callithrix jacchus) (2.1.10) wurden mit radioaktiv markierten Sonden (2.2.12), wie in 2.2.13
beschrieben, hybridisiert. Positive Klone (Beispiel in Abb. 11) konnten mit Hilfe eines
Koordinatensystems bestimmten Klon-Nummern zugeordnet werden und wurden beim

BACPAC Resources Center bestellt.
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Abb. 11 positive Hybridisierungssignale auf einem BAC-Filter (entnommen aus der Hybridisierungs-
anleitung des BACPAC Resources Centers)

2.2.16 Gesamt-RNA-Extraktion

Zur Isolation von Gesamt-RNA wurden Vollblut, Leukozyten sowie Lebergewebe als
Ausgangsmaterial verwendet (Tab. 1).

Lebergewebe eines Mausmakis wurde in fliissigem Stickstoff homogenisiert und in 4 ml
GITC-Puffer aufgenommen. Zur RNA-Isolation aus Leukozyten von neun Weillbiischelaffen-
Individuen sowie eines Varis wurde Vollblut verwendet. Dieses wurde zur Lyse der
Erythrozyten mit Ery-Lyse-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 15 ml gebracht und 20 min bei
RT inkubiert. Im Anschluss wurden die iibrigen Blutzellen (Leukozyten, Thrombozyten)
abzentrifugiert (200 x g, 7 °C, 10 min) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit
15 ml Ery-Lyse-Puffer gewaschen (200 x g, 7 °C, 10 min) und in 4 ml GITC-Puffer gelost.

Zu den in GITC-Puffer gelosten Blut- und Gewebezellen wurden 400 pul 2M NaAc (pH 4,0),
4 ml saures Phenol und 800 pl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1, v/v) zugegeben und



MATERIAL UND METHODEN 54

geschiittelt. Das Gemisch wurde fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zentifugiert
(3200 x g, 4 °C, 20 min).

Die obere wissrige Phase wurde vorsichtig, ohne Teile der Interphase, abgenommen und auf
6-7 Reaktionsgefdfle verteilt. Die darin enthaltene RNA wurde mit 1 Volumen Isopropanol
gemischt und 1 h bei -20 °C prézipitiert. Das Préazipitat wurde abzentrifugiert (16000 x g,
4°C, 30 min) und 2 x mit 800 ul 75 %igem EtOH gewaschen. Die RNA wurde bei RT
getrocknet und je nach Pelletgroe in 10-40 ul DEPC-H,O fiir 20 min bei 55°C gelost.
Alternativ wurde die RNA zur lingeren Aufbewahrung in Formamid {i. N. bei 4 °C geldst.

RNA in Formamid und DEPC-H,0O wurde bei -20 °C gelagert.

Die Ausbeute der RNA-Priparation wurde in einem Photometer bestimmt.

Es gilt: OD2s0=1 = 40 pg RNA/ml

Der Grad der Verunreinigung der RNA mit Proteinen wurde anhand des Quotienten ODag0/
OD»gp berechnet.

OD»40/OD3g0 = 1,7 - 2,0 saubere RNA.

ODy60/ODgg < 1,7 mit Proteinen verunreinigte RNA.

Zum Schutz der RNA vor RNasen wurden bei der Priparation Handschuhe getragen, sterile
Falcons, Reaktionsgefdfle, Skalpelle sowie gestopfte Spitzen benutzt und alle Puffer und
Losungen mit DEPC-H,0 angesetzt und autoklaviert. Fiir die Homogenisierung verwendete

Morser und Pistill wurden vor dem Gebrauch mit Isopropanol abgeflammt.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Leukozyten eines Mausmakis erfolgte mit dem RNeasy

Mini Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.2.17 Reverse Transkription

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase M-MLV RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase) in cDNA umgeschrieben. Zu 2,5 pg Gesamt-RNA
wurden 1 pl Oligo(dT);s-Primer (0,5 pg/ul) gegeben und mit DEPC-H,O auf ein Volumen
von 15 pul gebracht. Durch eine Inkubation flir 5 min bei 70 °C wurden die Sekundirstrukturen

der RNA aufgehoben. AnschlieBend wurde der Ansatz direkt auf Eis gestellt und 5 ul M-MLV
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5 x Puffer, 0,5 ul ANTP-Mix (25 mM je dNTP), 0,7 ul RNasin (40 U/ul), 1 pl M-MLV RT
(200 U/ul) sowie 2,8 ul DEPC-H,0O zugegeben.

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt, kurz abzentrifugiert und fiir 1 h bei 42 °C inkubiert.
Anschliefend wurde das Enzym 15 min bei 70 °C deaktiviert. Die cDNA wurde aliquotiert
und bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.18 5’-und 3’-RACE (rapid amplification of cDNA ends)

5°- und 3’-RACE im WeiBbiischelaffen und im Vari wurden mit dem GeneRacer ™ Kit von
Invitrogen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei der 5’-RACE wird zunéchst das
5’-Phosphat von verkiirzten RNAs ohne Cap-Struktur abgespalten, damit diese nicht mit dem
GeneRacer™ RNA Oligo ligieren. AnschlieBend wird die Cap-Struktur von den vollstindigen
RNAs entfernt und an die 5°-Phosphatenden der GeneRacer'" RNA Oligo ligiert, der als
Bindestelle fiir den GeneRacer' ™ 5’Primer fungiert. Zur Synthese von cDNA wurden die im
Kit enthaltenen Random Primer (N6) und die Reverse Transkriptase SuperScript'™ III RT

™ 5°Primer wurden 5’-

verwendet. Mit genspezifischen reverse-Primern und dem GeneRacer
Enden amplifiziert und mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits von Invitrogen kloniert und
anschlieBBend sequenziert.

Fiir 3’-RACE wurde unbehandelte RNA mit der Reversen Transkriptase SuperScript'™ III RT
und dem GeneRacer™ Oligo dT Primer in ¢DNA umgeschrieben. Mit genspezifischen
forward-Primern und dem GeneRacer™ 3’ Primer wurden 3’-Enden amplifiziert und ebenfalls
kloniert und sequenziert.

Fiir die 3’-RACE von CD94-2 im Mausmaki wurde cDNA wie in 2.2.17 hergestellt, auller
dass anstelle des Oligo(dT);s-Primers 14 pl des Oligo-dT-Adapterprimers 2698 (100 uM)

verwendet wurden. Das 3’-Ende wurde mit einem genspezifischen forward-Primer und dem

Adapterprimer 2697 amplifiziert (Tab. 7).
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2.2.19 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach dem ,Taq Dye Terminator Cycle Sequencing-Prinzip
durchgefiihrt, welches eine Modifikation der Kettenabbruchmethode nach Sanger und
Mitarbeiter darstellt (Sanger et al., 1977). In der Sequenz-PCR werden neben einer DNA-
Polymerase, einem Primer sowie Desoxynukleotiden (dANTP) auch Didesoxynukleotide
(ddNTP) verwendet, die mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (,,Dye-
Terminatoren®). Der Einbau eines ddNTP fiihrt zum Kettenabbruch, da die fiir die
Phosphordiesterbindung benétigte 3'-OH-Gruppe fehlt. Durch den zufilligen Einbau der
ddNTP in den wachsenden DNA-Strang entstehen unterschiedlich lange Fragmente, mit einem
durch den Primer festgelegten 5'-Ende und einem variablen fluoreszenzmarkierten 3'-Ende.
Die Fragmente werden der Grofe nach im Sequenziergerdt kapillarelektrophoretisch
aufgetrennt und durch einen Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt. Die dadurch entstehenden
Lichtsignale werden durch ein Detektorsystem gelesen und in digitale Signale umgewandelt.

Fiir die Sequenzreaktion wurde das BigDye"® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit der Firma

Applied Biosystems eingesetzt.
Folgender Reaktionsansatz wurde fiir die Sequenz-PCR verwendet:
Volumen 10 pl

x ul DNA (Plasmid-DNA 250 ng, PCR-Produkt 25 ng)
1 pl Primer (3,3 uM)

1,5 pul 5 x Sequencing Buffer
1 ul Big Dye®
mit HPLC-H,O auf ein Volumen von 10 pl auffiillen.

Die Sequenz-PCR wurde im PCR-Cycler unter folgenden Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt:

1 Denaturierung 96 °C 30s
2 Annealing 50 °C 15s
3 Elongation 60 °C 4 min

Schritte 1-3 wurden 25-mal wiederholt
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Im Anschluss an die Sequenz-PCR wurde die DNA gefillt. Dazu wurden dem Ansatz 90 ul
HPLC-H,O, 250 pul 100 %iges EtOH und 10 ul 3 M NaAc (pH 4,8) zugegeben. Durch
Zentrifugation (15 min, 16000 x g, RT) wurde die DNA sedimentiert und mit 250 pl
70 %igem EtOH gewaschen (5 min, 16000 x g, RT). AnschlieBend wurde das Pellet in der
Speedvac getrocknet, in 10 pl Hi-Di'™ Formamid aufgenommen und ins Sequenziergerit

geladen.

Fiir die Sequenzierung von cDNA-Inserts in Plasmiden wurden folgende Primer verwendet:
pCR®4-TOPO": 3483 und 3484

pDrive: M13F und M13R

pGEM®-T Easy: G23 und G24
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fiir einen Neuweltaffen, dem WeiBbiischelaffen
(Callithrix jacchus), sowie einem Lemuren, dem Grauen Mausmaki (Microcebus murinus),
mittels Screening entsprechender BAC (bacterial artificial chromosome)-Banken und
Sequenzierung ausgewéhlter BAC-Klone von Dr. Richard Reinhardt (Max-Planck-Institut fiir
Molekulare Genetik in Berlin) die komplette genomische Sequenz des CD94-Ly49L-Intervalls
der NKC-Region bestimmt. Uber RT-PCR-Analyse wurden die cDNA-Sequenzen der fiir die
NK-Zell-Rezeptoren kodierenden Gene im Weilbiischelaffen und im Mausmaki ermittelt.
Aufgrund des iiberraschenden Befundes der Vervielfachung der NKC-Gene im Mausmaki, es
wurden drei CD94- und acht NKG2-Gene gefunden, wurde in einem weiteren Lemuren, dem
Schwarzweiflen Vari (Varecia variegata), die Expression von NK-Zell-Rezeptoren untersucht.
Eine Vervielfachung der NKC-Gene wurde auch hier gefunden. Um zu klédren, ob das NK-
Zell-Rezeptor-Repertoire, welches die beiden untersuchten Lemuren aufweisen, sich
einzigartig auf Madagaskar entwickelt hat oder auch bei anderen Primaten auBlerhalb
Madagaskars auftritt, wurde bei einem weiteren Feuchtnasenaffen aus West/Zentral-Afrika,
dem Potto (Perodicticus potto) sowie ecinem Vertreter der urspriinglichsten
Trockennasenaffen, dem Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta), mittels PCR mit

genomischer DNA untersucht, ob auch hier mehrere CD94-Gene vorhanden sind.

3.1  C-Typ Lektin-dihnliche NK-Zell-Rezeptoren im Weillbiischelaffen

3.1.1 Genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls im Wei}biischelaffen

Zur genomischen Analyse der NKC-Region des Weilbiischelaffen wurde die BAC-Bank
,CHORI-259 (Callithrix jacchus), die vom Children’s Hospital Oakland Research Institute
bezogen wurde, mit DNA-Sonden der humanen CD94-, NKG2A- und Ly49L-Gene sowie
dem murinen NKG2D-Gen durchsucht. Die CD94-, NKG2A- und Ly49L-Sonden wurden aus
DNA humaner Mundschleimhautzellen amplifiziert (verwendete Primer siehe Tab. 5 in

Material und Methoden) und die murine NKG2D-Sonde wurde von PD Dr. Lutz Walter (DPZ)
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zur Verfiigung gestellt. Die CD94- und NKG2A-Sonden umfassen Exon 2-3', die Ly49L-
Sonde Exon 3-4' und die NKG2D-Sonde den kompletten kodierenden Bereich (die Sequenzen
der Sonden sind im Anhang unter 7.1 aufgefiihrt). Es wurden 12 Klone ausgewihlt, die mit
mehr als einer Sonde reagierten und beim BACPAC Resources Center bestellt. Zur
Uberpriifung der BAC-Klone wurden diese zunichst pripariert, mit dem Restriktionsenzym
EcoRI verdaut und gelelektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde ein Southern-Blot
erstellt, der mit den oben genannten Sonden hybridisiert wurde. In Abb. 12 ist als Beispiel die
Hybridisierung des Southern-Blots mit der NKG2A-Sonde dargestellt. Das Ergebnis dieser
Hybridisierung sowie die Hybridisierung mit den CD94-, NKG2D- und Ly49L-Sonden ist zur

besseren Ubersicht in Tab. 10 zusammengefasst.

" In den humanen NKG2A- und Ly49L-Genen enthilt Exon 2 und im humanen CD94-Gen Exon 1 das
Startkodon fiir die Translation.
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1,8 kb NKG2F
1,6kb —

Abb. 12 Southern-Blot-Analyse von 12 BAC-Klonen der BAC-Bank ,,CHORI-259% (Callithrix jacchus) mit
der humanen NKG2A-Sonde

Links ist der Langenstandard angegeben und rechts die Lidnge der hybridisierenden Restriktionsfragmente. Die
BAC-Klone wurden mit dem Restriktionsenzym ECORI geschnitten. Mit Hilfe von Sequenzdaten konnten die
Restriktionsfragmente verschiedenen Genen zugeordnet werden.
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Tab. 10 Ubersicht der Southern-Blot-Hybridisierungsergebnisse von 12 BAC-Klonen der BAC-Bank
»CHORI-259% (Callithrix jacchus) mit den Sonden NKG2A, CD94, NKG2D und Ly49L

Es sind die untersuchten BAC-Klone angegeben und die Linge der hybridisierenden Restriktionsfragmente
(RFL, Restriktionsfragmentléngen). Positive Hybridisierungsergebnisse der BAC-Klone mit den verschiedenen
Sonden sind mit einem ,,+ gekennzeichnet.

Sonde: Mensch-NKG2A

Klon | 44 61 162 188 166 191 196 | 206 | 209 | 264 316 | 467
RFL K16 L5 P15 | C15 | NIl | M1 | P12 | C19 | K11 | K10 | NI5 G5
9,0 kb + + + + + + + + + +
6,6 kb + + + + + + + + + +
5,3 kb A + A A A i A A + + + +
3,7kb A + A A A i A A + + + +
2,7kb 3 A 3 3 3 + +
1,8 kb 3 3 3 3 3 A 3 3 3 3
Sonde: Mensch-CD9%4
Klon | 44 61 162 188 166 191 196 | 206 | 209 264 316 | 467
RFL K16 L5 P15 | C15 | NII Ml | P12 | C19 | K11 | KIO | NI5 G5
2,7 kb A 4F 4F 4 A 4 3
Sonde: Maus-NKG2D
Klon | 44 61 162 188 166 191 196 | 206 | 209 | 264 316 | 467
RFL K16 L5 P15 | C15 | NIl | M1 | P12 | C19 | K11 | K10 | NI5 G5
16,1 kb + + + + + + + + +
Sonde: Mensch-Ly49L
Klon | 44 61 162 188 166 191 196 | 206 | 209 264 316 | 467
RFL K16 L5 P15 | C15 | N11 | M1 | P12 | C19 | K11 | K10 | NIS5 G5
1,4 kb 4 A 4 + 4 A + 4 3
0,8 kb 4 A 4 + 4 A + 4 3

Alle BAC-Klone reagierten mit mindestens zwei verschiedenen Sonden. Die BAC-Klone
188C15, 191M1, 196P12 sowie 467GS5 reagierten mit allen vier Sonden (Tab. 10).

Klone, die mit der humanen CD94-Sonde hybridisierten, konnten mittels PCR mit den zur
Sondenherstellung verwendeten humanen CD94-Primern (sieche Tab. 5 in Material und
Methoden) und anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte verschiedenen Haplotypen
zugeordnet werden. Demzufolge gehoren die BAC-Klone 188C15, 196P12, 209K 11, 467GS5
und 44K16 zu einem Haplotyp, der das Caja-CD94*01-Allel (Zugangsnummer: EF050438)
aufweist, und die BAC-Klone 191M1 und 61L5 zu einem anderen Haplotyp, der das Caja-
CD94*02-Allel (Zugangsnummer: EF050439) beinhaltet. Von jedem der beiden Haplotypen
wurde jeweils ein Klon ausgewéhlt, der mit allen vier Sonden positiv reagiert hat. Die
ausgewdhlten BAC-Klone, 188C15 und 191M1, wurden von Dr. Richard Reinhardt (MPI fiir
Molekulare Genetik) komplett sequenziert und die Sequenzen im Rahmen dieser Arbeit

ausgewertet. Klon 188C15 umfasst 186.125 bp und Klon 191M1 228.774 bp. Auf beiden
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Haplotypen konnten orthologe Gene zu den humanen Genen CD94, NKG2D, NKG2F,
NKG2A sowie Ly49L identifiziert werden (Abb. 13). Die aktivierenden Rezeptoren NKG2C
und NKG2E des Menschen werden im Weilbiischelaffen nur von einem Gen représentiert,
welches entsprechend phylogenetischer Analysen (siche 3.5.3) als NKG2CE bezeichnet
wurde. Die genomischen Sequenzen der NKC-Gene des Weillbiischelaffen sind im Anhang

unter 7.8 abgebildet.

NKG2F  NKG2A LyasL
CD94 NKG2D ¥ NKG2CE v
- -« « < -« -«
I T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 kb
0 . { 1o1m1
—a—— . | 1sscis
----- B o 100722
U 467G5
----- BN - 206C19
316N15
----- Ha—i - 264K10
. M.... 162P15
0 166N11

----- -
61L5

209K11

Abb. 13 Schematische Darstellung des CD94-Ly49L-Intervalls im Weillbiischelaffen mit den analysierten
BAC-Klonen

Die BAC-Klone 191M1 sowie 188C15 wurden komplett sequenziert. Die genauen Enden der iibrigen BAC-
Klone sind unbekannt und durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Pfeile zeigen die 5°-3’-Orientierung
der Gene an. Bei NKG2F und Ly49L handelt es sich um Pseudogene ().

Das komplette CD94-Ly49L-Intervall des WeiBbiischelaffen betragt 171 kb. Die Anordnung
der Gene sowie deren 5’-3’-Orientierung entspricht der in der menschlichen NKC-Region
(Sobanov et al., 1999). NKG2F und Ly49L reprisentieren Pseudogene. Das NKG2F-Gen
besitzt ein Stopkodon in Exon 1 (sieche genomische Sequenz von NKG2F im Anhang unter
7.8.3). Die Insert-Sequenzen der BAC-Klone 191M1 und 188C15 enden an derselben Position
in Intron 2 des Ly49L-Gens. Exon 3 des Ly49L-Gens ist auf beiden BAC-Klonen vorhanden,
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jedoch fehlen Exon 4-7, die offensichtlich deletiert sind (fiir Exon-Bezeichnung siehe Barten
und Trowsdale, 1999). Das 3’-Ende von Exon 2 (erstes proteinkodierendes Exon) konnte
mittels PCR von dem mit den BAC-Klonen 191M1 und 188C15 {iberlappenden BAC-Klon
162P15 amplifiziert werden. Der verwendete forward-Primer (3524) wurde anhand von
konservierten Bereichen im Exon 2 des Ly49L-Gens anderer Primaten ausgewihlt und der
reverse-Primer (3526) anhand der Exon 3-Sequenz des Weilbiischelaffen. Die Sequenzierung
des PCR-Produktes zeigte eine Leserasterverschiebung in Exon 2 des Ly49L-Gens, wodurch
es zum frithzeitigen Abbruch der Translation in Exon 2 kommt (siche genomische Sequenz
von Ly49L im Anhang unter 7.8.6). Im humanen Ly49L-Gen tritt keine
Leserasterverschiebung in Exon 2 auf und es sind keine Exons deletiert wie im
Weilbiischelaffen. Allerdings fiihrt bei der Transkription die Verwendung einer alternativen,
strangabwiérts gelegenen, Spleildonorstelle im Intron 5, zum Einfiigen eines Stopkodons in
das verldngerte Exon 5 und damit zum frithzeitigen Abbruch der Translation (Westgaard et al.,

1998).

3.1.2 Expression der NKC-Gene im Weiflbiischelaffen

Zur Analyse der Expression der NKC-Gene im Weilbiischelaffen wurde aus neun nicht
verwandten Individuen RNA aus Leukozyten isoliert. Uber RT-PCR mit Primern, die anhand
der genomischen Sequenz des Weillbiischelaffen ausgewidhlt wurden (siehe Tab. 6 in Material
und Methoden), und anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte, konnten die
vollstindigen cDNA-Sequenzen von CD94, NKG2A, NKG2CE und NKG2D ermittelt
werden. Die Sequenzen wurden in die Datenbanken GenBank, EMBL und DDBIJ gestellt
(Zugangsnummern sieche Tab. 3 in Material und Methoden). NKG2F konnte mit dem
Primerpaar 2865/2866 nicht amplifiziert werden.

Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der NKC-Gene sind in Abb. 14 dargestellt. In
Abb. 29-31 sind die Aminoséuresequenzen im Vergleich mit den Sequenzen anderer Primaten

abgebildet.
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zY
Caja-NKG2CE  MNKQRETISGMSLAQHPKRQORRPKGNKSSISGTEQEIFQEELNLRNASPNHQGIDKTYDCKGLLPPPER 70
Caja-NKG2A .DH.GVIY.DLN.PPK...... T..SKE...LV..... TYA....QT..QDF..N....H..D.PSA..K 70
Caja-CD94*01 MAVFKATFWR 10
Caja-CD94*02 10
Caja-NKG2D MGWIRGRRPRHSLAMSEFRNYNLELAKGDFSTRWQKQRCPVIKSKCREN 49
™ Hals +
Caja-NKG2CE  LTAEVLGIICIVLMATVLETIVLI P---FLEQNCSSPNTRTQKAHHCDH 116
Caja-NKG2A VIIGI..... LL...S.I-...V. .STLTQKH.N..L....... YR. .. s 118
Caja-CD94*01 LISGTLGIICLSLMATLGILL KNSFTKLSIESAFT=PGPNIELQKDSDCCS 60
Caja-CDO4*02 ...ttt e e 11 [ 61
Caja-NKG2D FTPLFFCCFIAVAMGIJFIVMVTIW TAVFLNSLFNQEVQVPLIESYCGP 98
CTLD
Caja-NKG2CE CPEEWIMYSNSCYYIGKERGTWEESLLACASKNSSLVSLDNEEEMRFLATISPFSWIGVFRNSSHHPWVS 186
Caja-NKG2A  ...... Ve eoieiiaes 2 L.I.o..... KV..A..SP... v R..... 188
Caja-CD94*01 CQERWIGYRCNCYFISSESRTWNESRHLCASQKSSLLOLOSRDELDEMSSSQQFYWIGLSYSEEQNAWLW 130
Caja-CD94*02 ................. - - 131
Caja-NKG2D CPKNWICHRNNCYQFFNENKNWYESQASCMSQONASLLKVYSKAEQDFLKLVKSYHWMGLVYIPTNGSWQW 168
CTLD
Caja-NKG2CE IDSLTFKYYIIKDSNNAEHNCAVLHVNGLIAKPCGSSITYHCKHKL* 232
Caja-NKG2A .G LN-.T...... E.R...M...D.FKSE...... IH...C..QN* 235
Caja-CD94*01 ESGSVLSQDLFPLFGTSNRKNCIAYNPKGNAVDEPCEIKNRFICKQQVI* 179
CaJa-CDO4™ 02 ...ttt et * 180
Caja-NKG2D EDGTILSPNLLTIIEMQKGDCAVYASSFKGYTENCSTPNTYICMQKTV* 216

Abb. 14 Aminosiuresequenzen der NKC-Gene des Weilbiischelaffen

Die Aminoséuresequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion (ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-
Typ Lektin-dhnliche Doméne (CTLD). Punkte zeigen identische Aminosduren von NKG2A zu NKG2CE sowie
von dem Allel CD94*02 zu dem Allel CD94*01 an. Striche kennzeichnen Deletionen. ITIM-Sequenzen sind
griin markiert und positiv geladene Aminosduren in der Transmembranregion [ hinterlegt. Die putativen
Liganden-bindebereiche von CD94 und NKG2 sind orange markiert (Sullivan et al., 2007). Heterodimerkontakte
zwischen CD94 und NKG2 (blaue Balken oberhalb der Sequenz) basieren auf der Kristallstruktur von CD94-
NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Ein Aminoséureaustausch und ein Indel zwischen den Allelen
CD94*01 und CD94*02 sind grau hervorgehoben. Sternchen (*) zeigen Stopkodons. Zugangsnummern der
verwendeten Sequenzen siehe Tab. 3 in Material und Methoden. Caja, Callithrix jacchus.

NKG2A besitzt entsprechend inhibierender Rezeptoren zwei ITIM (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif) in der Zytoplasmaregion, wihrend NKG2CE und NKG2D analog zu
aktivierenden Rezeptoren keine ITIM besitzen, sondern stattdessen jeweils eine positiv

geladene Aminosiure in der Transmembranregion aufweisen (Abb. 14). NKG2CE trégt in der
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Transmembranregion die positiv geladene Aminosdure Lysin und NKG2D die Aminosdure
Arginin. CD94 weist keine Signalmotive auf und hat eine verkiirzte Zytoplasmaregion analog
zu CD94 in anderen Primaten. Somit kodiert der Weillblischelaffe in der NKC-Region
voraussichtlich einen inhibierenden NK-Zell-Rezeptor (CD94/NKG2A-Heterodimer) sowie
zwei aktivierende NK-Zell-Rezeptoren (CD94/NKG2CE-Heterodimer und NKG2D-
Homodimer).

Neben den kompletten cDNA-Sequenzen wurden iiber Klonierung und anschlieBender
Sequenzierung der PCR-Produkte auch alternative SpleiBprodukte von CD94, NKG2A und
NKG2D gefunden (Abb. 15A, B) (Zugangsnummern der Sequenzen siche Tab. 3 in Material
und Methoden). Von CD94 wurden 11 verschiedene alternative Spleiprodukte identifiziert
(Abb. 15B). Bei der ersten Spleiflvariante (Sv1) wird eine alternative Spleilakzeptorstelle am
5’-Ende von Exon 5 genutzt, so dass diese Variante ein zusétzliches Kodon (CAG) besitzt.
Diese Spleiflvariante wurde auch im Menschen, Schimpansen und Rhesusaffen beschrieben
und wird als CD94B bezeichnet (LaBonte et al., 2001; Shum et al., 2002). Es wurden weitere
Spleiflvarianten gefunden, denen Exon 3, 4 oder 5 fehlen. Bei den Spleiflvarianten 6, 7 und 8
ist aufgrund einer alternativen Spleidonorstelle in Exon 4 die Linge von Exon 4 von 152 bp
auf 90 bp verkiirzt. Auch bei diesen SpleiBvarianten wird zum Teil zusitzlich die alternative
SpleiBakzeptorstelle am 5°-Ende von Exon 5 genutzt. Bei der Spleilvariante CD94B (Svl)
sowie bei zwei weiteren Spleivarianten, denen das fiir die Halsregion kodierende Exon 3
fehlt (Sv2 und Sv3), dndert sich der offene Leserahmen nicht. Bei den iibrigen Spleivarianten
fiihren Leserasterverschiebungen zum frithzeitigen Abbruch der Translation. Den
entsprechenden Proteinen fehlt ein grofer Teil oder sogar die vollstindige C-Typ Lektin-
dhnliche Doméne.

Fiir NKG2A wurden zwei verschiedene Spleiflvarianten gefunden (Abb. 15B). In der ersten
Spleifivariante (Svl) wird der 5°’-UTR aufgrund einer alternativen Spleilakzeptorstelle am 5°-
Ende von Exon 2 alternativ gespleifit. In der zweiten Splei3variante (Sv2) fehlt das fiir die
Transmembranregion kodierende Exon 3. Der offene Leserahmen wird dadurch nicht
verdndert. Die in Mensch, Schimpanse und Rhesusaffe beschriebene NKG2A-Isoform ohne
Halsregion (NKG2B) wurde im WeiBbiischelaffen nicht gefunden.

Eine Spleiflvariante, bei der das fiir die Transmembranregion kodierende Exon fehlt, wurde
auch fiir NKG2D nachgewiesen (Sv1, Abb. 15B). Entsprechende Isoformen von NKG2A und

NKG2D, ohne Transmembranregion, existieren ebenfalls im Rhesusaffen (LaBonte et al.,
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2001). Bei einer weiteren SpleiBBvariante von NKG2D des Weillbiischelaffen (Sv2) fehlen
Exon 3-7.

Fiir NKG2CE wurde keine Spleilvariante im Wei3biischelaffen gefunden. Ein AluJb-Element,
welches im humanen NKG2E-Gen partiell als Exon 7 genutzt wird (Glienke et al., 1998),
wurde in der genomischen Sequenz des Wei3bilischelaffen etwa 3,1 kb strangabwirts von
Exon 6 des NKG2CE-Gens gefunden (siche Anhang unter 7.8.4). Um zu testen, ob es eine
NKG2CE-Spleiflvariante gibt, die dieses Exon enthilt, wurde eine RT-PCR mit Leukozyten-
RNA eines Weillbiischelaffen-Individuums durchgefiihrt. Der verwendete forward-Primer
(2863) bindet an Exon 1 (5’-UTR) des NKG2CE-Gens und der reverse-Primer (2867) an die
zum Exon 7 (3’-UTR) des humanen NKG2E-Gens homologe Sequenz (siche Anhang unter
7.8.4). Die PCR lieferte keinen Nachweis einer Expression. Ein Grund dafiir, dass dieses
,Exon 7¢ im Weilbiischelaffen nicht transkribiert wird, konnte die vom Menschen
abweichende  SpleiBBakzeptorsequenz  (GG) sein, die nicht der Konsensus-

SpleiBakzeptorsequenz (AG) entspricht (siche Anhang unter 7.8.4).

A.

NKG2D
NKG2A
NKG2CE

q
o
(@)
O

1000 bp

500 bp

Abb. 15 Expressionsanalyse der NKC-Gene im Weilibiischelaffen
Legende siehe Seite 68.



ERGEBNISSE

67

B. Caja- zy ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD,
D94 2 3 4 5 6 604 bp
CD9 » (179 AS)
Exon-Lénge 31bp+7bp 93 bp 63 bp 152 bp 104 bp 121bp + 33 bp

svi [ 5 | Bl oo
(CD94B) EI\/“\/H\P\/ Sl (180 AS)
Sv2 2 4 541 bp
(158 AS)

sv3 544 bp
E\Mmﬂ ¢ i B

sva 2 3 5 [l | 45200
(70 AS)
Sv5 455 bp
(71AS)
Své 542 bp
(100 AS)
Sv7 545 bp
(101 AS)
Sv8 438 bp
(97 AS)
Sv9 1 2 3 4 8 500 bp
{ [ (112 AS)
*
Sv10 1 2 392 bp
1 oIl N %%
¥
Svi11 1 2 k] 6 348 bp
f L 6748
Caja- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
809 bp
NKGea [ [HEEEE KN O EE K EN 37
Exon-Lénge 50 bp 29 bp + 187 bp 96 bp 54 bp 152 bp 101 bp 118 bp + 22 bp
*
Svi1 1 811 bp
LB El A EGE KN EE Y
*
1 p 4 5 6 7 713 bp
Sv2 [1] | | RS
Caja- zZY ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
773 bp
nkezce [HEEEEL NN B NN EE EE) 7
Exon-Linge 44 bp + 187 bp 99 bp 45 bp 152 bp 104 bp 112 bp + 30 bp
Caja- zy zy ™ Hals CTLD CTLD CTLD ,,
758 bp
NKG2D (216 AS)
Exon-Lénge 44 bp+40bp 108 bp 93 bp 36 bp 152 bp 104 bp 118 bp + 63 bp

*
Svi 665 bp
(185A8)

*

Sv2 265 bp
(14 AS)
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Abb. 15 Expressionsanalyse der NKC-Gene im Weilibiischelaffen

A. RT-PCR der CD94-, NKG2D- und NKG2-Gene aus Leukozyten-RNA. Sowohl die stirkeren als auch die
schwicheren Banden wurden aus dem Gel isoliert und sequenziert. Die Sequenzierung der starken Banden
unterhalb 600 bp bei NKG2A ergaben keine Ahnlichkeiten zur NKG2A-Sequenz. Als Lingenstandard diente
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus. B. Schematische Darstellung der kompletten und alternativ gespleifiten
CD94-, NKG2D- und NKG2-cDNA-Sequenzen. Rechts ist die Lidnge der sequenzierten PCR-Produkte
(entspricht der Bandenlidnge in A.) sowie der abgeleiteten Aminosduresequenzen angegeben. Die Exongrenzen
wurden anhand der genomischen Sequenz des Weillbiischelaffen bestimmt. Nicht-kodierende Bereiche sind
durch einen weillen Kasten und kodierende Bereiche durch einen schwarzen Kasten dargestellt. Von den Exons
kodierte Proteindoménen sind ebenfalls aufgefiihrt: ZY, Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion; CTLD,
C-Typ Lektin-dhnliche Doméne. Sternchen (*) stellen Stopkodons dar. Die Exonldnge von CD94 bezieht sich auf
das Allel Caja-CD94*01, welches ein Kodon weniger in Exon 3 aufweist im Vergleich zu Caja-CD94*02.
Zugangsnummern der Sequenzen siehe Tab. 3 in Material und Methoden. Caja, Callithrix jacchus.

3.1.3 Diversitiatsanalyse der NKC-Gene im Weillbiischelaffen

Die beiden analysierten BAC-Klone 191M1 und 188C15 stammen von unterschiedlichen
Haplotypen und zeigen allelische Unterschiede im proteinkodierenden Bereich des CD94-
Gens (Caja-CD94*01, Caja-CD94*02, Abb. 14), aber nicht in den proteinkodierenden
Bereichen der Gene NKG2D, NKG2CE sowie NKG2A. Die Sequenzierung der
entsprechenden cDNA-Sequenzen in neun weiteren, nicht verwandten, Weillbiischelaffen-
Individuen lieferte weitere polymorphe Positionen fiir CD94, NKG2A und NKG2CE (SNP-
Positionen siehe Tab. 11; Genotypen der einzelnen Individuen sieche Anhang unter 7.3).
NKG2D erwies sich auch in diesen Tieren als monomorph.

Fir CD94 wurden fiinf SNP (single nucleotide polymorphism) gefunden, wovon zwei
synonym und drei nicht-synonym sind (Tab. 11). Die nicht-synonymen Austausche befinden
sich in der CTLD und die synonymen in der Zytoplasma- und Transmembranregion. Ein
nicht-synonymer Austausch in Kodon 72 betrifft den vermutlichen Heterodimerkontaktbereich
von CD94 mit NKG2 (Sullivan et al., 2007). Eine zusitzliche Aminosdure Threonin wurde in
der Halsregion (Position 46) der CD94-Sequenz von BAC-Klon 191M1 (Caja-CD94*02)
(Abb. 14) und einem weiteren Weibiischelaffen-Individuum gefunden (sieche Anhang unter
7.3.1). Somit ist CD94 im Weillbiischelaffen, dhnlich wie CD94 im Orang-Utan (Guethlein et
al., 2002), polymorpher als CD94 im Menschen und im Schimpansen (Hikami et al., 2003;
Shum et al., 2002), wo keine Austausche gefunden wurden.

Fiir NKG2A wurden fiinf SNP identifiziert, die alle nicht-synonym sind und die
Zytoplasmaregion, Halsregion sowie die CTLD betreffen (Tab. 11). Ein nicht-synonymer
Austausch in Kodon 118 (Halsregion) betrifft den vermutlichen Heterodimerkontaktbereich

(Sullivan et al., 2007). NKG2A im Schimpansen und im Orang-Utan ist ebenfalls moderat
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polymorph (Guethlein et al., 2002; Shum et al., 2002). Im Menschen wurde nur ein nicht-
synonymer Austausch fiir NKG2A beschrieben (Hikami et al., 2003).

In den NKG2CE-Sequenzen treten insgesamt vier SNP auf, von denen drei nicht-synonym
sind, sowie einer synonym ist (Tab. 11). Die nicht-synonymen Austausche befinden sich in der
Halsregion und der CTLD und der synonyme Austausch in der CTLD. MiBig polymorph sind
auch NKG2C und NKG2E im Menschen, NKG2CI, NKG2CII und NKG2E im Schimpansen
sowie NKG2CE im Orang-Utan (Guethlein et al., 2002; Hikami et al., 2003; Shum et al.,
2002).

Fiir NKG2D wurden im WeiBbiischelaffen keine Austausche gefunden. Im Menschen und
Orang-Utan wurde ein geringer Grad an Polymorphismus fiir NKG2D beschrieben und im

Schimpansen erwies sich NKG2D als monomorph (Guethlein et al., 2002; Shum et al., 2002).

Tab. 11 Synonyme und nicht-synonyme SNP in den CD94-, NKG2D- und NKG2-Sequenzen von insgesamt
zehn Weilbiischelaffen-Individuen

Caja, Callithrix jacchus; ZY, Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion; CTLD, C-Typ Lektin-dhnliche
Doméne; Del., Deletion. Die angegebenen Nukleotid- und Aminoséurepositionen in CD94 beziehen sich auf das
Allel Caja-CD94*02 (Zugangsnummer: EF050439), welches ein zusitzliches Kodon im Vergleich zu Caja-
CD94*01 (Zugangsnummer: EF050438) aufweist.

Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiure- Region/
Gen position (bp) austausch position austausch Doméine
Caja- 21 C/T 7 - ZY
CD9%4 66 G/A 22 - ™
136-138 Del./ACT 46 Del./T Hals
215 A/G 72 N/S CTLD
235 G/A 79 E/K CTLD
368 G/A 123 S/N CTLD
Caja- 301 T/G 101 C/G Hals
NKG2CE 463 C/A 155 L/I CTLD
550 T/C 184 W/R CTLD
567 C/T 189 - CTLD
Caja- 43 C/A 15 P/T A
NKG2A 176 A/G 59 Y/C 7Y
353 A/G 118 H/R Hals
474 T/A 158 D/E CTLD
597 C/A 199 N/K CTLD
Caja-
NKG2D ) ) ) ) )
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3.14 5-RACE-PCR-Analyse der NKC-Gene im Weiflbiischelaffen

Fir die CD94-, NKG2D- und NKG2-Gene im Weilbiischelaffen wurde iiber 5’-RACE-PCR
und anschlieBender Klonierung sowie Sequenzierung der PCR-Produkte untersucht, ob es
mogliche alternative Transkriptions- und Translationsstartpunkte fiir diese Gene gibt. So wird
z.B. NKG2D in der Maus am 5’-Ende differentiell gespleifit. Das langere Spleiprodukt
NKG2D-L (NKG2D long) besitzt ein zusitzliches strangaufwirts gelegenes Startkodon im
Vergleich zum kiirzeren Spleilprodukt NKG2D-S (NKG2D short) (Abb. 21) (Diefenbach et
al., 2002). Im Menschen existiert nur die ldngere Spleiflvariante.

Die 5’-RACE-PCR fiir NKG2D ergab verschiedene Transkriptionsstartpunkte (Abb. 16). Es
wurden allerdings nur Spleilprodukte dquivalent zur murinen NKG2D-L Form gefunden, die
das zusitzliche strangaufwirts gelegene Startkodon (Startkodon 4 in Abb. 16) besitzen.
Translation von weiteren strangaufwirts gelegenen Startkodons (Startkodons 1-3 in Abb. 16)
fiihrt zum frithzeitigen Abbruch der Translation (Abb. 16).

Auch fiir CD94 und NKG2CE wurden verschiedene Transkriptionsstartpunkte gefunden, die
allerdings keine alternativen Translationsstartpunkte liefern (Abb. 16). Ein moglicher
alternativer Translationsstartpunkt wurde fiir NKG2A gefunden. Translation von Startkodon 3
(Abb. 16) fiihrt zu einem NKG2A-Protein, welches 18 zusitzliche Aminosduren am N-
Terminus aufweist. Das Startkodon entspricht an Position -3 der Kozak-Konsensussequenz
((A/G)xxATGG) (Kozak, 1999), weicht allerdings an Position +4, an der sich ein
Thymidinrest befindet, von der Konsensussequenz ab. Ein NKG2A-Transkript startet
strangabwérts vom Startkodon 3 in Intron 1 (Abb. 16), so dass fiir NKG2A mdglicherweise,
wie beim murinen NKG2D, verschiedene Transkripte mit unterschiedlichen

Translationsstartpunkten existieren.
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A. Exon 1
Caja-NKG2D TTTCTCAAAGATAAAAATGTACTGAGTATCTCTACTTTCAATTCAAGATGAGGAATTCGGGGCATGTCTAAATTTTCTAGTT
1 2 3
Intron 1 Exon 2

Caja-NKG2D TTATAGAAGGCTTTTATCCACAAGAATCAAGATCATCCCTTTCTGAGCAG [gt--1,2KB--ag] GAATCCTTTGTGGATTG

Caja-NKG2D AAGZ—\CTTCAGATTCTTTTCTGAGGTATAATTATACA-GGGTGGATTCGTGGTCGGAGGCCTCGTCACAGCTTGG [gt-——-
4
Intron 2 Exon 3
Caja-NKG2D 1, 7KB--ag] CAATG
5

Startkodon 1 MY*VSLLSIQDEEFGACLNFLVL*KAFIHKNQDHPFLSRNPLWIEDFRFFSEV*LYNGVDSWSEASSQLGN
Startkodon 2 MRNSGHV*IF*FYRRLLSTRIKIIPF*AGILCGLKTSDSFLRYNYTHGWIRGRRPRHSLAM
Startkodon 3 MSKFSSFIEGFYPQESRSSLSEQESFVD*RLQILF*GIIIQWGGEFVVGGLVTAWQ

Startkodon 4 HGWIRGRRPRHSLAM

B. Exon 1
Caja-CD94  ATTTTACTGCTTCTTATTCGTATGGTAATACATGGCTCATCAATAGGTAATTCAAAAACATCATTTAAATACACAATTTTTC

1 2
Caja-CD94 ATTCTACTTTTTTGCTATATTTCTTCACACTCAACTTTCCGAGTCTTTCAACTCCAGCTCAGCTCCAACAATTCAACGCTGT

Caja-CD94  TTTTTCTGAACAAGTACACATCGTGCCTTCTCTACATTGCTCTTGGAACATAACTTCTCHEE
3

Startkodon 1 MVIHGSSIGNSKTSFKYTIFHSTFLLYFFTLNFPSLSTPAQLQQFNAVFSEQVHIVPSLHCSWNITSH
Startkodon 2 MAHQ*VIQKHHLNTQFFILLFCYISSHSTFRVFQLQLSSNNSTLFFLNKYTSCLLYIALGT*LLI

C. Exon 1
Caja-NKG2A AGTAACACGTTGATAAGAAATCTACTATTTCCACTCTTCACTCACTCTGAGTCTTCACGGGGCAGTCTGCAAAGATCACAGA

Caja-NKG2A CACTGTTTGITCTTGTCCTGGATTTATGCCTTTAATTTCACCTTTTATTACTCAACTATAGCAGGCCTTTTTATGAGACTAA
1 2
Intron 1 Exon 2
Caja-NKG2A CCTGGCCTCTCCACTAAAGGATGTGTGACTTTCTGGGGACAGAAG[gt--2, 6KB--attatacag] CACAGTCCCTGACAT
3

Caja-NKG2A CACACACTGCAAAGHEE
4

Startkodon 1 MPLISPFITQL*QAFL*D*PGLSTKGCVTFWGQKHSP*HHTLOR
Startkodon 2 MRLTWPLH*RECDFLGTEAQSLTSHTAK
Startkodon 3 MCDFLGTEAQSLTSHTAKJ

D. Exonl

Caja-NKG2CE ACCATTTATATCTTCTTAAGTACAGTTATCACAGAGCACAGTCCCTGAGATCACACAACTGCAGAG-
1

Abb. 16 Analyse der Transkriptions- und Translationsstartpunkte der Gene CD94, NKG2D und NKG2
des Weiflbiischelaffen durch 5>-RACE

Verschiedene Transkriptionsstartpunkte (als Pfeil dargestellt) von NKG2D (A.), CD9%4 (B.), NKG2A (C.) und
NKG2CE (D.) wurden iiber 5°-RACE-PCR ermittelt. Alle Startkodons sind durchnummeriert und die
Aminosduresequenz der theoretischen Translation von diesen Startkodons ist unterhalb der Nukleotidsequenzen
angezeigt. Wahrscheinliche Translationsstartpunkte sind . markiert und alle weiteren Startkodons unterstrichen.
Das zur murinen NKG2D-S-Form homologe Startkodon in NKG2D (Startkodon 5) ist ebenfalls angegeben und
grau markiert. Der alternative Translationsstartpunkt in NKG2A (Startkodon 3) ist griin markiert. Sternchen (*)
reprasentieren Stopkodons. Caja, Callithrix jacchus.
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3.2  C-Typ Lektin-ihnliche NK-Zell-Rezeptoren im Mausmaki

3.2.1 Genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls im Mausmaki

Analog zum WeiBbiischelaffen wurde eine BAC-Bank ,,CHORI-257* des Grauen Mausmakis
(Microcebus murinus), die vom Children’s Hospital Oakland Research Institute bezogen
wurde, mit den in 3.1.1 beschriebenen CD94-, NKG2D-, NKG2A- und Ly49L-Sonden
durchsucht. 22 BAC-Klone, die mit mindestens einer Sonde eine Reaktion zeigten, wurden
beim BACPAC Resources Center bestellt. Es wurde kein Klon gefunden, der mit mehr als
zwei Sonden positiv reagiert hat, was darauf hindeutet, dass das CD94-Ly49L-Intervall des
Mausmakis groBer ist als das des Weillbiischelaffen. Die bestellten BAC-Klone wurden
prépariert, mit dem Restriktionsenzym ECORI geschnitten und auf Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden entsprechende Southern-Blots erstellt, die mit den
verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert wurden. In Abb. 17 ist als Beispiel die
Hybridisierung eines Southern-Blots von 12 BAC-Klonen mit der NKG2A-Sonde dargestellt.
Die gesamten Hybridisierungsergebnisse sind in Tab. 12 zusammengefasst. Mit Ausnahme der
Klone 64G21, 348N6 und 498E15 erwiesen sich alle BAC-Klone im Southern-Blot als positiv.
Uberraschenderweise reagierte die CD94-Sonde mit drei Restriktionsfragmenten von 19,5 kb,
11,9 kb und 10,2 kb (Tab. 12), was darauf hindeutet, dass es mehr als ein CD94-Gen gibt. In
den bisher untersuchten Primaten Mensch (Sobanov et al., 1999), Schimpanse (Shum et al.,
2002), Orang-Utan (Guethlein et al., 2002) und Rhesusaffe (LaBonte et al., 2000) sowie dem
in dieser Arbeit untersuchten Weillblischelaffen, ist CD94 ein einzelnes, stark konserviertes
Gen.

Der mit der NKG2A-Sonde hybridisierte Southern-Blot zeigte Restriktionsfragment-
langenpolymorphismen (RFLP) fiir einige BAC-Klone (Abb. 17). Dementsprechend konnten
die BAC-Klone 96C7, 429H5, 234123, 1010 sowie 158H2 einem Haplotyp zugeordnet
werden (Haplotyp 1) und die BAC-Klone 382B22, 222F7, 125]5, 492D19 sowie 489H5 einem
weiteren Haplotyp (Haplotyp 2) (Abb. 17).
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23,1 kb
9,6 kb NKG2-5
9,4 kb 8,7 kb NKG2-7
7,9 kb NKG2-4
6,6 kb 7,5 kb NKG2-4
6,8 kb NKG2-5
4,4 kb
3,9 kb NKG2-8; NKG2-7
3,2 kb NKG2-2
3,0 kb NKG2-1
53 kb 2,6 kb NKG2-3
2,0 kb 2,1 kb NKG2-6

Abb. 17 Southern-Blot-Analyse von 12 BAC-Klonen der BAC-Bank ,,CHORI-257% (Microcebus murinus)
mit der humanen NKG2A-Sonde

Links ist der Langenstandard angegeben und rechts die Lidnge der hybridisierenden Restriktionsfragmente. Die
BAC-Klone wurden mit dem Restriktionsenzym ECORI geschnitten. Mit Hilfe von Sequenzdaten und aufgrund
von Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP) konnten die Restriktionsfragmente verschiedenen
Genen und Haplotypen zugeordnet werden. BAC-Klone, die zum Haplotyp 1 gehdren, sind rot gekennzeichnet
und BAC-Klone, die zum Haplotyp 2 gehoren, griin. Die Restiktionsfragmentléngen, in denen sich die beiden
Haplotypen unterscheiden, sind entsprechend rot fiir Haplotyp 1, bzw. griin fiir Haplotyp 2 markiert.
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Tab. 12 Ubersicht der Southern-Blot-Hybridisierungsergebnisse von 22 BAC-Klonen der BAC-Bank
»CHORI-257% (Microcebus murinus) mit den Sonden NKG2A, CD94, NKG2D und Ly49L

Es sind die untersuchten BAC-Klone angegeben und die Linge der hybridisierenden Restriktionsfragmente
(RFL, Restriktionsfragmentléngen). Positive Hybridisierungsergebnisse der BAC-Klone mit den verschiedenen
Sonden sind mit einem ,,+ gekennzeichnet.

Sonde: Mensch-NKG2A

Klon 1E 77 60 50 64 96 386 494 481 348 | 498

RFL 15 H4 P11 2 G21 C7 G21 J1 C2 N6 | El5
9,6 kb +
8,7 kb
7,9 kb
7,5 kb
6,8 kb
3,9kb + +
3,2kb
3,0 kb
2,6 kb
2,1 kb

+

++ [+ + [+

Klon | 481 158 489 492 146 125 10 234 222 382 429

RFL J13 H2 HS5 D19 L20 I5 10 L23 F7 B22 HS5
9,6 kb A A A 3
8,7 kb 4 4 3 + +
7,9 kb 4 4 3 + +
7,5 kb i 3 i A
6,8 kb + 3 3 3 3
3,9kb 3 3 3 3 3 3 3 3
3,2kb A 4 4F A + 3 + 4 4
3,0kb 3 + 3 3 3 3 3
2,6 kb A 4 4 A + A + 4 4
2,1 kb 4 F 3 3 + 3 + + +

Sonde: Mensch-CD9%4
Klon 1E 77 60 50 64 96 386 494 481 348 | 498

RFL 15 H4 P11 12 G21 C7 G21 J1 C2 N6 | E15
19,5 kb + + +
11,9 kb + + +
10,2 kb + + +

Klon | 481 158 489 492 146 125 10 234 222 382 429

RFL J13 H2 H5 D19 L20 J5 10 L23 F7 B22 H5
19,5 kb
11,9 kb
10,2 kb

Sonde: Maus-NKG2D
Klon 1E 77 60 50 64 96 386 494 481 348 | 498

RFL 15 H4 P11 12 G21 C7 G21 J1 C2 N6 | E15
7,6 kb + +

Klon | 481 158 489 492 146 125 10 234 222 382 429
RFL J13 H2 H5 D19 L20 J5 10 123 F7 B22 H5
19,5 kb 4= + +
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Sonde: Mensch-Ly49L
Klon 1E 77 60 50 64 96 386 494 481 348 | 498

RFL 15 H4 P11 12 G21 C7 G21 J1 C2 N6 El5
5,2 kb + + + +
3,8 kb + + + +

Klon | 481 158 489 492 146 125 10 234 222 382 429

RFL J13 H2 H5 D19 L20 J5 10 123 F7 B22 H5
5,2 kb +
3,8 kb +

Zur kompletten Sequenzierung wurde ein Klon ausgewaihlt, der nur mit der CD94-Sonde
reagierte (481C2), ein Klon, der mit der CD94- und NKG2D-Sonde reagierte (5012), zwei
Klone, die mit der NKG2D- und NKG2A-Sonde reagierten (489HS, 492D19), drei Klone, die
nur mit der NKG2A-Sonde reagierten (96C7, 146L20, 222F7), sowie ein Klon der mit der
NKG2A- und Ly49L-Sonde reagierte (1E15). Die Sequenzierungen wurden von Dr. Richard
Reinhardt (MPI fiir Molekulare Genetik in Berlin) durchgefiihrt. Anhand der iiberlappenden
BAC-Sequenzen konnten die Klone 5012, 96C7, 146L20 sowie 1E15 dem Haplotyp 1
zugeordnet werden und die Klone 481C2, 489HS, 492D19 sowie 222F7 dem Haplotyp 2
(Abb. 18). Vom Haplotyp 1 konnte die durchgingige Sequenz des CD94-Ly49L-Intervalls
ermittelt werden, die mit 489 kb deutlich lidnger ist als die des Menschen oder des
Weilbiischelaffen. Die von Dr. Richard Reinhardt zur Verfligung gestellten BAC-Sequenzen
wurden im Rahmen dieser Arbeit auf das Vorhandensein von NKC-Genen hin untersucht.

Die genomischen Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis sind im Anhang unter 7.9
abgebildet und die genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls ist in Abb. 18
dargestellt. Unterhalb der Genkarte in Abb. 18 sind die iiberlappenden BAC-Klone gezeigt.
Die Informationen iiber die exakten 5’- und 3’-Enden der BAC-Sequenzen stammen von
Endsequenzierungen der BAC-Klone. Testsequenzierungen von den Klonen 60P11, 77H4,
481J13, 386G21 sowie 494J1 ermoglichten die Zuordung dieser Klone zu den verschiedenen
Haplotypen. Sowohl die End- als auch Testsequenzierungen der BAC-Klone wurden von
Dr. Richard Reinhardt (MPI fiir Molekulare Genetik) durchgefiihrt und zur Analyse zur
Verfligung gestellt.
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Abb. 18 Schematische Darstellung des CD94-Ly49L-Intervalls im Mausmaki mit den analysierten BAC-
Klonen

BAC-Klone, die zum Haplotyp 1 gehdren, sind mit einem gelben Kasten hinterlegt und BAC-Klone, die zum
Haplotyp 2 gehdren, mit einem blauen Kasten. Unterstrichene BAC-Klone wurden komplett sequenziert.
Unbekannte Enden der BAC-Klone sind durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Pfeile geben die 5°-3°-
Orientierung der Gene an. Bei NKG2-4, NKG2-6 und NKG2-7 handelt es sich um Pseudogene (V). Die ebenfalls
im NKC gelegenen Gene CLEC1A, CLEC7A, OLR1, C120rf59, GABARAPLI, FLJ10292 und STYK1 kodieren
nicht fiir NK-Zell-Rezeptoren.
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Wie bereits die Hybridisierung des Southern-Blots mit der CD94-Sonde andeutete, existieren
im Mausmaki mehrere CD94-Gene. Es wurden insgesamt drei verschiedene Gene identifiziert,
die als CD94-1, CD94-2 und CD94-3 bezeichnet wurden (Abb. 18). Benachbart zu den drei
CD94-Genen befindet sich ein NKG2D-Gen (Abb. 18), welches ortholog zu NKG2D im
Menschen ist (3.5.2). Ferner wurden acht Sequenzen identifiziert, die Ahnlichkeiten zu den
humanen Genen NKG2A, -C, -E und -F zeigen. Jedoch konnten keine orthologen
Beziehungen zwischen einzelnen NKG2-Sequenzen des Mausmakis zu bestimmten NKG2-
Sequenzen des Menschen festgestellt werden (3.5.3). Aufgrund dessen wurden die NKG2-
Gene des Mausmakis entsprechend ihrer genomischen Organisation (Abb. 18) als NKG2-1 bis
NKG2-8 bezeichnet. Bei den Genen NKG2-4, NKG2-6 und NKG2-7 handelt es sich um
Pseudogene. NKG2-4 umfasst lediglich zwei Exons (siche Anhang unter 7.9.8), die
Ahnlichkeiten zu Exon 1 und Exon 5° der humanen NKG2-Gene zeigen. NKG2-6 besteht aus
sechs Exons (sieche Anhang unter 7.9.10), die gewisse Ubereinstimmungen zu den Exons der
humanen NKG2-Gene zeigen. Exon 1 zeigt nur am 3°-Ende geringfiigig Homologien zu Exon
17 der NKG2-Gene des Menschen, ein potentielles Startkodon fehlt. Das Pseudogen NKG2-7
umfasst drei Exons (siche Anhang unter 7.9.11), die Homologien zu Exon 1%, Exon 3% und
Exon 4 der NKG2-Gene des Menschen zeigen.

Neben drei CD94-Genen, einem NKG2D-Gen sowie acht NKG2-Genen wurde ein Ly49L-
Gen gefunden. Im Gegensatz zum Weibiischelaffen sind im Mausmaki keine Exons des
Ly49L-Gens deletiert. 5’-wirts von CD94-1 liegen die Gene GABARAPL1, C120rf59, OLRI,
CLEC7A und CLEC1A und 5’-wiérts von Ly49L die Gene FLJ10292 und STYK1. Diese Gene
sind auch in der humanen NKC-Region vorhanden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kodieren
aber nicht fiir NK-Zell-Rezeptoren. Die Anordnung der NKC-Gene sowie deren 5°-3’-
Orientierung sind identisch zum Menschen (Sobanov et al., 1999) und WeiBbiischelaffen
(Abb. 13). Eine Ausnahme stellt das Gen NKG2-2 dar, welches gegenldufig zu den anderen
NKG2-Genen orientiert ist (Abb. 18).

% Als Exon 1 wird hier vereinfacht das erste proteinkodierende Exon der humanen NKG2-Gene bezeichnet. Die
weiteren Exons sind fortlaufend nummeriert.
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3.2.2 Expression der NKC-Gene im Mausmaki

Zur Analyse der Expression der NKC-Gene wurde RNA aus Lebergewebe, das iiblicherweise
reich an NK-Zellen ist, von einem Mausmaki-Individuum isoliert. Es wurden RT-PCR-
Experimente mit Primern durchgefiihrt, die anhand der genomischen DNA-Sequenz des
Mausmakis ausgewéhlt wurden (siche Tab. 7 in Material und Methoden). Die PCR-Produkte
wurden kloniert und sequenziert. Auf diese Weise konnten die kompletten cDNA-Sequenzen
der drei CD94-Gene und der Gene NKG2D, NKG2-2, NKG2-3, NKG2-5, NKG2-8 sowie
Ly49L ermittelt werden. Das Gen NKG2-6 konnte mit dem Primerpaar 3030/3031 nicht aus
Lebergewebe amplifiziert werden, was das Ergebnis der genomischen Sequenzanalyse
untermauert, dass es sich bei diesem Gen um ein Pseudogen handelt. Ebenso konnte das Gen
NKG2-1 mit verschiedenen Primerpaaren nicht aus Lebergewebe amplifiziert werden. Da die
genomische Sequenz keinerlei Anzeichen darauf lieferte, dass es sich hierbei um ein
Pseudogen handelt, wurde RNA aus Leukozyten eines weiteren Mausmaki-Individuums
isoliert. Uber RT-PCR mit den NKG2-1-spezifischen Primern (siche Tab. 7 in Material und
Methoden) konnte nun die komplette cDNA-Sequenz von NKG2-1 ermittelt werden. Die
cDNA-Sequenzen der NKC-Gene sind im Anhang unter 7.6 und die abgeleiteten
Aminosduresequenzen in Abb. 19 abgebildet. In Abb. 29-32 sind die Aminosduresequenzen

im Vergleich mit den Sequenzen anderer Primaten dargestellt.

ZY
Mimu-NKG2-1*01 MDNQRVIYSEMNLAKNPKRQORKSKDTKSSISKTEQEITYAELNLONAAQ-DLQGDDR 57
Mimu-NKG2-2*01 K..K.T..G.|....D....... F.GD..... Vool tQVL e TSG....KEK 58
Mimu-NKG2-2*02 K..KL.T..GL....Dovevn.... GD..... V......QV....H..TSG....KEK 58
Mimu-NKG2-3*01 e T IL...T..... K.o.o... T....E.Dveeea]eennnn. -...RV.. 57
MiImu-NKG2-3*02 e T L...T..... K..o... T....E.Deeeeeaa]ennnnn. -...RV.. 57
Mimu-NKG2-5*02 I ceo.Deea. GG..... V.....AQV..|..... TL-..S.KEK 52
Mimu-NKG2-5A*03 .K....----—- S 5 B GG..... V... .AQV. .|..... TL-..S.KEK 52
Mimu-NKG2-5B*03 .K....----—- S ) B GG..... Ve...LAQV. .| .. .. TL-..S.KEK 52
Mimu-NKG2-8*01  ........... B O T E.Koewewaaeennnn. e 57
Position 1 Position 2

Mimu-CD94-1

Mimu-CD94-2*01

Mimu-CD94-3A*01

Mimu-CD94-3B*01

Mimu-Ly49L*01 MSDQGVIYSTVRFLQOSSSESESGRSPDVTLRP 32

Mimu-NKG2D*01 MNEFHNYNWKLAKRDTSTQWKKQRS 25
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Mimu-NKG2-1*01
Mimu-NKG2-2*01
Mimu-NKG2-2*02
Mimu-NKG2-3*01
Mimu-NKG2-3*02
Mimu-NKG2-5*02
Mimu-NKG2-5A*03
Mimu-NKG2-5B*03
Mimu-NKG2-8*01

Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3B*01

Mimu-Ly49L*01

Mimu-NKG2D*01

Mimu-NKG2-1*01
Mimu-NKG2-2*01
Mimu-NKG2-2*02
Mimu-NKG2-3*01
Mimu-NKG2-3*02
Mimu-NKG2-5*02
Mimu-NKG2-5A*03
Mimu-NKG2-5B*03
Mimu-NKG2-8*01

Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3B*01

Mimu-Ly49L*01

Mimu-NKG2D*01

Mimu-NKG2-1*01
Mimu-NKG2-2*01
Mimu-NKG2-2*02
Mimu-NKG2-3*01
Mimu-NKG2-3*02
Mimu-NKG2-5*02
Mimu-NKG2-5A*03
Mimu-NKG2-5B*03
Mimu-NKG2-8*01

Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3B*01
Mimu-Ly49L*01

Mimu-NKG2D*01

Y ™
SYHCKDLLLPPEK LIAGILGIICLILMPM-VIE---1LVI 92
TCYYQFS. ..... .T.E..AV..TV.VSS-.1f@MI-.IA 95
TCYYQFS...... .T.E..A...TV.VGS-.L@MI-.IA 95
B T A o L..V.IMST.V-TS-..- 93
B A o L..V.IMST.V-TS-..- 93
ICYYNVS. ..... T.E..AV..VV.VGS-.IJM-V.IA 89
ICYY.LS...... T.E..AV..VV.VGS-.LfM-V.IA 89
ICYY.IS...... T.E..AV..VV.VGS-.LlM-V.IA 89
........................ V.IMST.V-TS-..- 93
Position 3

MAVSQTTRWR LISGTLGVICLLLMVTLGMLL 31

............................ I.. 31

............................... 31

............................... 31
EKTDDKEFSVSWR LIAVSLGILCLVLLVIVTVLVT 67
TLITSRCTENSSP FFLCJJSIATAMGIHFIIMVTIL 60
Hals I
—-PS--RLMONNSLONMRTQKDSDSSAYHCAHR 120
HI.CTLTQKP.I.F.TI....-———— .G.GR 122
HI.CTLTQKP.I.F.AI....-———— .G.GR 122
-NS.RVPQE...FS.TT....-———— CN.GR 119
-NS.RVPQE...FS.TT....-———— CN.GR 119
LI.FTVIKK.D..F..VK...-=——— .D.GR 116
LI.FTVIKK.D..F..VK...-———— .D.GR 116
LI.--HIKK.D..F..VK...-———— .D.GR 114
-Y..TETKK...T..TV....-———— .GR 119
KSL-—-————- PNEIDIKPTSSSLPNKELQEGSDCCS 60
e ILQTSTEA.H.PRL.== .o vuun... 58
. .SNFESFLMAHTKT.VES...PG.DR..... P. 68

[ —— e VES...PG.DR..... P.. 55

KIFQCIQERHQQOOEILGHLSQKDNYLKEQLLINKTLEYDILKNESLOQQKKKLDSLELKNN

SATIFINSLEFNQGVPISLEGSYCGP 84

Hals

ICHIKNEIFSKSLENT

CTLD
CPEEWFTYSTNCYYIGRELKTWDESVTACAS
..... IA........S..T D.......
..... IA........S..T. D..K..
..... L.........S..T. D..K..
..... L.........S..T. D..K..
............... S..F......LI
............... S..F......LI
............... S..F......LI.
............. S.S. Furiiennn..

G.V...E...I..I.

GKRYEAHWTCCGLSCYYFAMENKNWKGCKQT

CPKNWLCYRNNCYQFFNESKNWYESQASCMS

127

151
153
153
150
150
147
147
145
150

91
89
99
86
174

115
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CTLD
Mimu-NKG2-1*01 NNSNLFYTENEEEMKFLGSLSLLSWFGVSRNSSDHPWVLRDGSTFKLNI IETEYGNRNCA 211
Mimu-NKG2-2*01 K....L.ID...u..... S...KKA.I..F....EQ...S.N...... K.E.SIP.RH... 213
Mimu-NKG2-2*02 K....L.ID..v.un.. S...KKA.I..F....EQ...S.N...... K.E.SIP.KH... 213
Mimu-NKG2-3*01 K....L.ID........ S...KKA.I..F....EQ..IS.N...... K.E..VS.RH... 210
Mimu-NKG2-3*02 K....L.ID..uvun.. S...KKA.I..F....EQ..IS.N...... K.E..VS.RH... 210
Mimu-NKG2-5*02 KS.S.L.IDD..vvvuunnn. NQA.I..F..G..R...SIN....N.K.E.IL..RNH.. 207
Mimu-NKG2-5A*03 KS.S.L.IDD........... NQA.I..F..G..R SIN....N.K.E.IL..RNH.. 207
Mimu-NKG2-5B*03 KS.S.L.IDD........... NQA.I..F..G..R...SIN....N.K.E.IL..RNH.. 205
Mimu-NKG2-8*01 ..... L.ID.A..II..... LRQ..I..F. H LSIN...... Q.V..AT.K.... 210
Mimu-CD94-1 ONSSLLQLONRDELPFMASNTKEYWIGLSYNTERGVWOWENGSALSONLFSSFETPDPEN 151
Mimu-CD94-2*01 .............. A..Y..0Y ... D....D..NF.R........... K. 149
Mimu-CD94-3A*01 .............. N..NFSOR......... E...A.L...... F.WD....L....TK. 159
Mimu-CD94-3B*01 .............. N..NFSOR......... E...A.L...... F.WD....L....TK. 146
Mimu-Ly49L*01 CQSYKSSLLKIDDEDELTFVQLQIYKNNYWIGLSYDERESKWKWVDSGSSPGINVGIMNS 234
Mimu-NKG2D*01 QNSSLLKIYSRVDODFLKLVKSYHWMGLVQOMSTNGSWQWDDGTILSPNQLTVIEMQRGSC 175
CTLD
Mimu-NKG2-1*01  VLYKYRLQSDECRSSKLYICKHKR* 235
Mimu-NKG2-2*01 ..QSPS.H.GG.E.T.T..... EF* 237
Mimu-NKG2-2*02 ..QSPS.H.GG.E.T.T..... EF* 237
Mimu-NKG2-3*01 ..QSPS.H.GG.E.T.T..... EP* 234
Mimu-NKG2-3*02 ..QSPS.H.GG.E.T.T..... EP* 234
Mimu-NKG2-5*02 ...SSS.H.SG...P.T...... L* 231
Mimu-NKG2-5A*03 ...SSS.H.SG...P.T...... L*x 231
Mimu-NKG2-5B*03 ...SSS.H.SG...P.T...... L* 229
Mimu-NKG2-8*01 I.HSDG....G.E.L.R.H....L* 234
Mimu-CD94-1 CILYDLTNNTMDEPCERKNHYICILQLI* 179
Mimu-CD94-2*01 ..V..AMKSAV...... Q..F..KKS.FKCFLGQRGGDNQSSITTNSIFTPHYCY* 204
Mimu-CD94-3A*01 ..V.KPM.SA....... E..... KQ...* 187
Mimu-CD94-3B*01 ..V.KPM.SA....... E..... KQ...* 174
Mimu-Ly49L*01 SSGRGKCGFLSSTRVAAIDCIQTYNCICEKRIGCSIFSASACTEKKR* 281

Mimu-NKG2D*01 VVYGSSFKGYTENCSTPYMYICMRRIM* 202

Abb. 19 Aminosiduresequenzen der NKC-Gene des Mausmakis

Die Aminoséduresequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion (ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-
Typ Lektin-dhnliche Doméne (CTLD). Punkte zeigen identische Aminosduren der NKG2-Sequenzen zu NKG2-
1*01 sowie der CD94-Sequenzen zu CD94-1 an. Striche kennzeichnen Deletionen. ITIM-Sequenzen an den
Positionen 1, 2 und 3 sind griin und YxxM-Motive gelb markiert. Positiv geladene Arginin- und Lysinreste in der
Transmembranregion sind @@ hinterlegt. Zwei Allele von NKG2-2, -3 und -5, die Aminosdureaustausche in den
Signalmotiven aufweisen, wurden mit in den Vergleich aufgenommen sowie zwei verschiedene Isoformen von
NKG2-5 (NKG2-5A/B) und CD94-3 (CD94-3A/B). In dem von der genomischen Sequenz abgeleiteten Allel
Mimu-NKG2-5*%02 ist der differentiell gespleiite Bereich durch eine eckige Klammer gekennzeichnet.
Aminosdureaustausche zwischen den Allelen sind grau und Sequenzunterschiede zwischen den verschiedenen
Isoformen hellbraun markiert. Eine Darstellung der gesamten identifizierten Allele der NKC-Gene befindet sich
in Abb. 29-32. Putative Ligandenbindebereiche von CD94 und NKG?2 sind orange hinterlegt (Sullivan et al.,
2007). Heterodimerkontakte zwischen CD94 und NKG?2 (blaue Balken oberhalb der Sequenz) basieren auf der
Kristallstruktur von CD94-NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Sternchen (*) zeigen Stopkodons.
Mimu, Microcebus murinus.
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3.2.2.1 Expression von CD94 im Mausmaki

Die proteinkodierenden Bereiche der drei CD94-Sequenzen weisen auf Nukleotidebene eine
Identitit von 88,4-88,7 % auf und auf Aminosdureebene eine Identitit von 76,8-77,1 % (siche
Anhang unter 7.2.1). Die cDNA-Sequenz von CD94-2 besitzt im Vergleich zu CD94-1 und
CD94-3 ein um 81 bp verldngertes Exon 6 (Abb. 20). Aufgrund einer Deletion in Exon 6 von
CD94-2 kommt es zur Leserasterverschiebung und zum Abbruch der Translation durch ein
weiter strangabwirts gelegenes Stopkodon (Abb. 20). Das 3’-Ende von CD94-2 wurde
experimentell {iber 3’-RACE-PCR ermittelt (siche Tab. 7 in Material und Methoden).

Mimu-CD94-1 ATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCTAACGAACAATACTATGGAT 70
Mimu-CD94-2 ATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGCAATGAAAAGTGCTGTGGAT 70
Mimu-CD94-3 ATTTTCATCATTGGAAACTCCAGATACAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCCAATGAACAGTGCTATGGAT 70

Mimu-CD94-1 GAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTMBGTGTTTATTGGAACAAAGA 140
Mimu-CD94-2 GAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAASAGCTTATTTAAGTGCTTCTTAGGACAGAGA 139
Mimu-CD94-3 GAACCATGTGAAAGAGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCTCATTMEGTGCCCCTTGGGTCAGAGA 140

Mimu-CD94-1 GACGGGGGCTACAGATCCAGGATTACTCCGAATAGTATTTTTACCTCATATTATTGCTATTTC 203
Mimu-CD94-2 GGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACATTATTGCTATHEN 202
Mimu-CD94-3 GGTGGAGACTACAGAGCCAGGATTACTCCAAATAGTATTTTTACCTCATATTATTACTATTAA 203

Abb. 20 Nukleotidsequenzen von Exon 6 der drei CD94-Gene des Mausmakis

Dargestellt ist der proteinkodierende Bereich der Exon 6-Sequenzen von CD94-(1-3). Die Deletion in CD94-2 ist
blau und Stopkodons sind . markiert. Von der BAC-Sequenz abgeleiteter 3’-UTR von CD94-1 und CD94-3
wurde mit in den Vergleich iibernommen (griin markiert). Mimu, Microcebus murinus.

Die Proteinsequenzen der drei CD94-Gene besitzen wie CD94 in anderen Primaten eine
verkiirzte Zytoplasmaregion, die keine Signalmotive aufweist. Auch eine positiv geladene
Aminoséure in der Transmembranregion fehlt (Abb. 19).

Wihrend die Zytoplasma- und Transmembranregionen der drei CD94-Molekiile stark
konserviert sind, treten Sequenzunterschiede verstiarkt in der Halsregion und der CTLD auf
(Abb. 19). Insbesondere die Halsregion erwies sich zwischen den drei Rezeptoren als sehr
divers. Hier treten gehduft Aminoséureaustausche sowie Insertionen und Deletionen auf. Die
Liange von Exon 3, welches fiir die Halsregion kodiert, variiert zwischen allen drei CD94-
Genen. Fiir CD94-1 betragt sie 63 bp und 57 bp fiir CD94-2 (Abb. 23B). Fiir CD94-3 wurden
zwei verschiedene Transkripte gefunden. In CD94-3A wird eine weiter strangaufwirts
gelegene SpleiBakzeptorstelle im Intron 2 genutzt, so dass diese Variante, im Vergleich zu
CD94-3B, 39 zusitzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 3 aufweist (Abb. 23B). Die Liange
von Exon 3 in CD94-3A betrdgt 87 bp und in CD94-3B 48 bp. Beide Transkripte besitzen
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einen intakten offenen Leserahmen. In den CD94-Genen von Mensch, Schimpanse, Orang-
Utan, Rhesusaffe und Weillbiischelaffe ist die Lange von Exon 3 identisch und entspricht mit
63 bp der Lange von CD94-1 im Mausmaki.

Diversitit innerhalb der CTLD der drei CD94-Molekiile tritt verstirkt in den C-terminal
gelegenen Resten des putativen Heterodimerkontaktbereichs zwischen CD94 und NKG2 auf
(siche Aminosdurepositionen 106-111 von CD94-1 und entsprechende Reste in CD94-2 und
CD9%4-3 in Abb. 19). Im Menschen wurden Interaktionen zwischen CD94 und NKG2A in
zwei verschiedenen Bereichen nachgewiesen: der Kontaktbereich 1 umfasst hauptséchtlich in
der CTLD N-terminal gelegene Reste von CD94 und NKG2A und der Kontaktbereich 2 in der
CTLD weiter C-terminal gelegene Reste von CD94 und NKG2A (Sullivan et al., 2007). Die
Sequenzunterschiede der CD94-Molekiile des Mausmakis befinden sich hauptsidchtlich im
Kontaktbereich 2.

3.2.2.2 Expression von NKG2D im Mausmaki

Die Expressionsanalyse von NKG2D im Mausmaki ergab, dass das NKG2D-Transkript
dquivalent zur NKG2D-S-Variante der Maus gespleilt wird. Der NKG2D-S-Variante der
Maus fehlt das erste proteinkodierende Exon der lingeren NKG2D-L-Variante (Abb. 21)
(Diefenbach et al., 2002). Das hat zur Folge, dass die NKG2D-S-Isoform der Maus am N-
Terminus 13 Aminosduren kiirzer ist als die NKG2D-L-Isoform. In den bisher untersuchten
hoheren Primaten wird NKG2D analog zu NKG2D-L der Maus gespleifit. Um festzustellen,
welche der beiden NKG2D-Splei3varianten im Mausmaki exprimiert werden, wurden RT-
PCR-Experimente mit unterschiedlichen Primerkombinationen durchgefiihrt. Es wurden drei
verschiedene forward-Primer, die an homologe Bereiche zur murinen NKG2D-S- (3885) bzw.
NKG2D-L-Form (3038, 3282) binden, mit einem reverse-Primer (3039), der im 3’-UTR
bindet, kombiniert (Abb. 21). Lediglich mit dem forward-Primer (3885), der an homologe
Bereiche zur murinen NKG2D-S-Form bindet, konnte NKG2D im Mausmaki amplifiziert
werden. Das NKG2D-Protein des Mausmakis ist am N-Terminus 14 Aminosduren kiirzer als

NKG2D-L der Maus und NKG2D der hoheren Primaten.
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ATG ATG TAA
e - HHHHHHE
(genomisch)
ATG TAA
Mus-NKGZD-SI i I I I I I t
(cDNA)
/FIG ATG TAA
Mus- NKG2D- L i I I I
(cDNA)
ATG ATG TAA
Mimu-NKGZD1 ﬁ i 1 I I I
(genomisch) |_|
S~ -
3885 3038 3039

3282
ATG

TAA
Mimu- NKG2D I i l I I I ':|
(cDNA)

Abb. 21 NKG2D-Spleiiprodukte des Mausmakis im Vergleich zur Maus (verindert nach Diefenbach et
al., 2002)

Proteinkodierende Exons sind rot markiert. Der 5’-UTR der murinen NKG2D-L-Form ist durch ein gelbes
Kastchen dargestellt und der NKG2D-S-Form durch ein blaues Késtchen. Ein griines Kédstchen signalisiert den
3’-UTR. Das NKG2D-Transkript des Mausmakis wird dquivalent zur murinen NKG2D-S-Form gespleifit.
Startkodons (ATG) und Stopkodons (TAA) sowie die Lage der zur Amplifikation des Mausmaki-NKG2D-
Transkriptes verwendeten Primer sind eingezeichnet. Mit den Primerpaaren 3038/3039 und 3282/3039 wurde
kein PCR-Produkt erhalten. Mus, Mus musculus; Mimu, Microcebus murinus.

Der NKG2D-Rezeptor im Mausmaki besitzt analog zu aktivierenden Rezeptoren eine positiv
geladene Aminosdure (Arginin) in der Transmembranregion (Abb. 22). Der Argininrest
befindet sich allerdings an Aminosdureposition 5 in der Transmembranregion, wéhrend er sich
in der NKG2D-Sequenz anderer Primaten an Aminosdureposition 14 befindet (Abb. 22). An
dieser Position weist der Mausmaki eine weitere leicht positiv geladene Aminosdure (Histidin)
auf. Vergleichbar dazu besitzt NKG2D in der Maus an Position 5 und Position 14 einen

Argininrest (Abb. 22).
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™
Hosa-NKG2D FFFCCFIAVAMGIRFIIMVAIW
Patr-NKG2D  .............®..... T..
Popy-NKG2D Leeeen.. I....H.. V..T..
Mamu-NKG2D Loevereeene....l..... T..
Caja-NKG2D Leeeeeeneen...m.. V..T..
Mimu-NKG2D ..L.RS..I....H.....T.L
Mus-NKG2D M.VVIVL LI .LA.I. TLNTLM.
Pos. 5 Pos. 14

Abb. 22 Transmembranregion von NKG2D in verschiedenen Primatenspezies und der Maus

Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta, Caja, Callithrix
jacchus, Mimu, Microcebus murinus, Mus, Mus musculus. Punkte zeigen identische Aminosduren zur humanen
Referenzsequenz an. Positiv geladene Argininreste sind [l hinterlegt. Zugangsnummern der Sequenzen siche
Tab. 3 in Material und Methoden.

3.2.2.3 Expression von NKG2 im Mausmaki

Ein Vergleich der im Mausmaki exprimierten NKG2-1-, -2-, -3-, -5- und -8-Sequenzen
untereinander ergab auf Nukleotidebene eine Sequenzidentitit von 77,2-87,1 %
(proteinkodierender Bereich) und auf Aminosédureebene von 62,7-77,0 % (siche Anhang unter
7.2.3). Wie die drei CD94-Molekiile unterscheiden sich die fiinf NKG2-Molekiile stark in der
Halsregion (Abb. 19). Fiir NKG2-5 wurden analog zu CD94-3 zwei verschiedene Transkripte
gefunden, die sich in der Lénge des fiir die Halsregion kodierenden Exons 3 unterscheiden
(Abb. 23B). Die Variante NKG2-5A besitzt sechs zusitzliche Nukleotide am 5’-Ende von
Exon 3 im Vergleich zu NKG2-5B. Im Gegensatz zu CD94 unterscheiden sich die NKG2-
Molekiile auch deutlich in der Zytoplasma- und Transmembranregion (Abb. 19), die fiir die
Funktion des Rezeptors verantwortlich sind. Die Lingen von Exon 1, 2 und 3, welche fiir die
Zytoplasma-, Transmembran- und Halsregion kodieren, sind zwischen den NKG2-Rezeptoren
sehr variabel, wihrend Exon 4, 5 und 6, die fiir die CTLD kodieren (mit Ausnahme von Exon
4 in NKG2-1), eine identische Lénge aufweisen (Abb. 23B). NKG2-1 besitzt im Vergleich zu
den anderen NKG2-Genen 15 zusétzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 4, die ebenfalls
fiir die Halsregion kodieren. Obwohl die erwartete SpleiBBakzeptorstelle intakt ist, wird
offensichtlich eine weiter strangaufwérts gelegene Spleillakzeptorstelle in Intron 3 genutzt.

Innerhalb der CTLD zeigen die NKG2-Molekiile starke Sequenzunterschiede im potentiellen
Ligandenbindebereich (Abb. 19). Im putativen Heterodimerkontaktbereich (Sullivan et al.,
2007) ist der am weitesten C-terminal gelegene Aminosiurerest (Aminosaureposition 173 von

NKG2-1 und entsprechende Reste der anderen NKG2-Molekiile) sehr divers (Abb. 19). An
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dieser Position treten in den NKG2-Molekiilen vier verschiedene Aminosduren auf (Leucin,
Lysin, Asparagin und Arginin).

Die Zytoplasma- und Transmembranregion der NKG2-Proteinsequenzen wurde auf das
Vorhandensein von Signalmotiven hin untersucht (Abb. 19; Tab. 13). Die Rezeptoren NKG2-
3 und NKG2-8 besitzen wie inhibierende NK-Zell-Rezeptoren in der Zytoplasmaregion ein C-
terminal gelegenes ITIM (Position 2 in Abb. 19; Tab. 13), welches der Konsensussequenz
(S/I/V/LxYxxI/V/L, x = jegliche Aminosdure) entspricht. Dariiber hinaus haben sie ein N-
terminal gelegenes YxxM-Motiv (Position 1 in Abb. 19; Tab. 13), welches die Aminosdure
Methionin an Position Y+3 aufweist. Dieses Motiv, welches auch im aktivierenden
Adaptermolekiil DAP10 auftritt, stellt eine Erkennungssequenz der p85-Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) dar (Songyang et al., 1993; Wu et al., 1999), deren
Signalweg zur Zellaktivierung fiihrt (Deane und Fruman, 2004). Eine Ausnahme bildet das
Allel Mimu-NKG2-3*01, welches, aufgrund eines Aminosiureaustausches (Methionin versus
Isoleucin) an der Y+3 Position des YxxM-Motivs, zwei ITIM besitzt (Abb. 19). Die Position
des YxxM-Motivs und des ITIM in NKG2-3 und NKG2-8 entspricht der Position der beiden
ITIM in den NKG2A-Sequenzen der hoheren Primaten (Abb. 31). Eine positiv geladene
Aminosédure in der Transmembranregion, analog zu aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren, fehlt
sowohl in NKG2-3 als auch in NKG2-8 (Abb. 19; Tab. 13).

Die Rezeptoren NKG2-1, NKG2-2 sowie NKG2-5 besitzen sowohl je ein ITIM in der
Zytoplasmaregion als auch eine positiv geladene Aminosdure Lysin in der
Transmembranregion (Abb. 19; Tab. 13). Das ITIM im Mimu-NKG2-2*01-Allel ist aufgrund
eines Aminosdureaustausches (Leucin versus Methionin) an der Y+3 Position in ein YxxM-
Motiv umgewandelt (Abb. 19). Das ITIM von NKG2-5 befindet sich an einer anderen Position
als die ITIM der NKG2-1-, -2-, -3- und -8-Sequenzen (Position 3 in Abb. 19). Bei dem Allel
Mimu-NKG2-5*02 ist das ITIM von zwei Aminosdureaustauschen betroffen, entspricht aber
nach wie vor der Konsensussequenz (Abb. 19). Der NKG2-1-Rezeptor besitzt neben einem
ITIM an Position 2 noch ein YxxM-Motiv an Position 1 (Abb. 19; Tab. 13).

Somit gibt es Rezeptoren, die sowohl ein YxxM-Motiv, ein ITIM als auch eine positiv
geladene Aminosdure in der Transmembranregion aufweisen (NKG2-1), Rezeptoren, die ein
YxxM-Motiv und ein ITIM besitzen, aber keine positiv geladene Aminosdure in der
Transmembranregion (NKG2-8, NKG2-3*02, NKG2-3*03), Rezeptoren, die zwei ITIM

aufweisen, aber keine positiv geladene Aminosdure in der Transmembranregion und kein
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YxxM-Motiv (NKG2-3*01), Rezeptoren, die ein ITIM haben und eine positiv geladene
Aminoséure in der Transmembranregion, aber kein YxxM-Motiv (NKG2-2*02, NKG2-2*03,
NKG2-2*04, NKG2-5) sowie Rezeptoren, die ein YxxM-Motiv und eine positiv geladene
Aminoséure in der Transmembranregion vorweisen, aber kein ITIM (NKG2-2*01) (Tab. 13).

Tab. 13 Signalmotive in den NKG2-Sequenzen des Mausmakis

ITIM-Sequenzen und YxxM-Motive treten an drei verschiedenen Positionen innerhalb der Zytoplasmaregion auf.
Fiir NKG2-2 und NKG2-3 wurden verschiedene Allele gefunden, die unterschiedliche Signalmotive an Position 1
aufweisen. AS, Aminosiure; TM, Transmembranregion; K, Lysin; Mimu, Microcebus murinus.

Protein Position 1 Position 2 Position 3 p os:lt;: ,gl,q'\l;_dl::gei(ﬁls n
Mimu-NKG2-1 YxxM ITIM - K
Mimu-NKG2-2 YxxM/ITIM - - K
Mimu-NKG2-3 YxxM/ITIM ITIM - -
Mimu-NKG2-5 - - ITIM K
Mimu-NKG2-8 YxxM ITIM - -

3.2.2.4 Expression von Ly49L im Mausmaki

Die Expressionsanalyse des Ly49L-Gens ergab, dass Ly49L im Mausmaki im Gegensatz zu
Ly49L im Menschen fiir einen Rezeptor mit vollstindiger CTLD kodiert. Wéhrend die
SpleiBdonorstelle im Intron 5° des humanen Ly49L-Gens mutiert ist (C/GT) (Westgaard et al.,
1998), ist die entsprechende SpleiBdonorstelle im Ly49L-Gen des Mausmakis intakt (G/GT)
(siche Anhang unter 7.9.13). Eine intakte SpleiBdonorstelle wurde auch im Gorilla, Orang-
Utan, Gibbon, Mantelpavian und der afrikanischen griinen Meerkatze beschrieben und die
Expression von Ly49L-Transkripten, die fiir eine vollstindige CTLD kodieren, wurden im
Orang-Utan und Mantelpavian nachgewiesen (Guethlein et al., 2002; Mager et al., 2001).
Wiéhrend in den Ly49L-Proteinsequenzen des Menschen, Orang-Utans sowie Mantelpavians
nur eine ITIM-dhnliche Sequenz (ExYxxL) in der Zytoplasmaregion auftritt, besitzt das
Ly49L-Protein im Mausmaki ein ITIM, welches der Konsensussequenz entspricht (Abb. 19).
Dieses ITIM befindet sich an gleicher Position wie in den inhibierenden Ly49-Rezeptoren der
Maus (Abb. 32). Eine positiv geladene Aminosiure in der Transmembranregion besitzt der
Ly49L-Rezeptor des Mausmakis nicht. Da Ly49L im Mausmaki eine vollstindige CTLD und
ein ITIM aufweist, handelt es sich moglicherweise um einen funktionellen inhibierenden

Rezeptor.

3 Im Ly49L-Gen des Menschen enthilt Exon 2 das Startkodon fiir die Translation.
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3.2.2.5 Alternative Spleiprodukte der NKC-Gene im Mausmaki

Neben den PCR-Produkten, die der erwarteten Lange der NKC-Gene entsprachen, traten auch
Nebenbanden auf (Abb. 23A), die iiber Klonierung und anschlieBender Sequenzierung zum
Teil alternativen Spleilprodukten der NKC-Gene zugeordnet werden konnten. Alternative
SpleiBprodukte wurden fiir alle drei CD94-Gene sowie fir NKG2-2, NKG2-5, NKG2-8 und
NKG2D gefunden. Die Exon-Struktur der vollstindigen cDNA-Sequenzen und der
alternativen SpleiBBprodukte ist schematisch in Abb. 23B dargestellt.

Bei CD94-1 und CD94-2 treten Spleilvarianten auf, die wie im Weillbiischelaffen das
zusitzliche Kodon CAG am 5’-Ende von Exon 5 aufweisen (Abb. 23B). Eine Spleiflvariante
von CD94-1 (Sv4) besitzt zusitzlich vier weitere Nukleotide am 3’-Ende von Exon 4,
wodurch es zu einer Leserasterverschiebung und zum friihzeitigen Abbruch der Translation
kommt. Zum friihzeitigen Abbruch der Translation kommt es auch in der SpleiBvariante Sv5
von CD9%4-1, die ein zusitzliches Exon (2a) besitzt, sowie in der Spleiflvariante Sv3 von
CD94-2, die 25 =zusitzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 3 aufweist. Weiteren
Spleivarianten von CD94-1 (Sv2, Sv3) und CD94-2 (Sv2) fehlt Exon 2, welches fiir die
Zytoplasma- und Transmembranregion kodiert. Der offene Leserahmen der Halsregion und
der CTLD wird in diesen Spleiivarianten nicht verdndert. Fiir CD94-3 wurden die bereits
beschriebenen Transkripte CD94-3A und CD94-3B gefunden, die am 5’-Ende von Exon 3
differentiell gespleiflit werden.

Einer Spleiflvariante von NKG2-2 fehlt das fiir die Halsregion kodierende Exon 3 (Abb. 23B).
Der offene Leserahmen verdndert sich dadurch nicht. Wie bereits erwahnt, wurden auch fiir
NKG2-5 zwei verschiedene Transkripte identifiziert, die als NKG2-5A und NKG2-5B
bezeichnet wurden und sich wie bei CD94-3 in der Liange des fiir die Halsregion kodierenden
Exons 3 unterscheiden (Abb. 23B). Es existieren weitere Spleiflvarianten fiir NKG2-5, wovon
eine (Sv2) das langere Exon 3 aufweist und zwei andere (Svl, Sv3) das kiirzere. Zusitzlich
fehlt in der Spleiflvariante 1 Exon 4, in der Spleilvariante 2 fehlen Exon 4 und 5 und die
Spleivariante 3 besitzt 11 zusitzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 4. Der offene
Leserahmen dndert sich in allen drei Splei3varianten, so dass es zum friihzeitigen Abbruch der
Translation kommt. Fiir NKG2-8 existiert eine Spleiflvariante, die 14 zusétzliche Nukleotide
am 3’-Ende von Exon 4 aufweist (Abb. 23B). Auch hier kommt es zum friithzeitigen Abbruch

der Translation.
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Einer Spleiflvariante von NKG2D fehlt Exon 3, welches fiir die Transmembranregion kodiert
(Abb. 23B). Diese Spleiflvariante, die auch im Weillbiischelaffen existiert, besitzt einen
intakten offenen Leserahmen. Einer zweiten Spleilvariante fehlt Exon 4 und einer dritten
Spleilvariante fehlen 31 bp am 3’-Ende von Exon 3. In beiden Spleilvarianten fiihrt eine
Leserasterverschiebung zum friithzeitigen Abbruch der Translation.

Fir das Ly49L-Transkript des Mausmakis wurden keine alternativen SpleiBprodukte

gefunden.

CD94-2
CD94-3
NKG2D
NKG2-3
NKG2-5
NKG2-8

7 - f>'
< N N
2 g 9
(@] 2 z

Ly4oL

1000 bp 1000 bp

1000 bp

500 bp —

500 bp 500 bp —

Abb. 23 Expressionsanalyse der NKC-Gene im Mausmaki
Legende siehe Seite 91.
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B. Mimu- zy ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD st
P
CD94-1 (179 AS)
Exon-Linge 21bp+7bp 93 bp 63 bp 152 bp 104 bp 121bp + 24 bp

*

Svl |1 2 3 4 588 bp
CAG“\/HJ (180 AS)

Sv2 Q1 3 4 492 bp
i El KN 7

495 bp

Sv3
x m\/ln\/—\/CAG“\/n] (149 AS)
GCAT CAG (146 AS)
A\

Sv5 761 bp

(34 AS)

176 bp
Mimu- zZy ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD |
- 1 2 4 5 6 680 bp
CD94-2 canb
Exon-Lange 22bp+7bp 93bp 57 bp 152 bp 104 bp 202bp+ 43 bp

%*

svi [1 683 bp
1 2 3 4 " ﬂ\/-] oy
*
Sv2 587 bp
(173 AS)

B e
Mimu- zY ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD .
Exon-Ldnge 21bp+7bp 93bp 87 bp 152 bp 104 bp 121bp + 23 bp
#
. z . . 3 I | (513_?4%}

48 bp
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Mimu- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD*

757 bp
veg2r [HEEE  EN B N EI KN 77
Exon-Lénge 25 bp + 187 bp 93 bp 48 bp 167 bp 101 bp 112 bp + 24 bp
Mimu- ZY ™ Hals CTLD CTLD CTLD i —

A P

NKG2-2 (237 AS)
Exon-Ldnge  5bp + 190 bp 105 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp + 25bp

*
Sv1 690 bp
EE B w2

Mimu- zy ™ Hals CTLD CTLD cTLD,

3 753 bp
NKGz3 (KN A
Exon-Lidnge 24 bp + 187 bp 99 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp + 24 bp
Mfmu- Y ™ Hals CTLD CTLD CTLD

*
745 bp
NKG2-5A i A
Exon-Lange 22bp+172bp 105 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp + 27 bp
1 739bp
s (MENN NN B N E W 5
48 bp
*
587 bp
« (K N B0 OB EN
48 bp

*
NN Em_ B oo

(143 AS)

48 bp 163 bp
Mimu- zy ™ Hals CTLD CTLD cTLD o

p
vers - - Q- - i
Exon-Linge 23 bp + 187 bp 99 bp 54 bp 152 bp 101bp  12bp+ 27 bp

*

(167 AS)

166 bp
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Mimu- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD

. 673 bp
NKG2D | 2 3 4 \/M\ﬂ (202 AS)
Exon-Linge  32bp  2bp+106bp  93bp 36 bp 152 bp 104 bp 118 bp + 30 bp

%*
580 bp
wvi E\/“\,,W\.FJ (ITAS)
637 bp
s [l N N2 EOE  EE N

Sv3 1 2 ; ~ 7 642 bp
1] | 3 4 5 6 [] o s
62 bp
Mimu- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD
943 bp
o KN NN EEEEEN  EEE W WO 07
Exon-Lange 3bp+ 115 bp 90 bp 225 bp 143 bp 107 bp 166 bp + 94 bp

Abb. 23 Expressionsanalyse der NKC-Gene im Mausmaki

A. RT-PCR von CD9%4, NKG2D, NKG2-2, -3, -5, -8 und Ly49L aus Lebergewebe sowie von NKG2-1 aus
Leukozyten. Sowohl die stirkeren als auch die schwicheren Banden wurden aus dem Gel isoliert und
sequenziert. Die Sequenzierung der Banden unterhalb 900 bp bei Ly49L ergaben keine Ahnlichkeiten zur Ly49L-
Sequenz. Als Lingenstandard diente GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus. B. Schematische Darstellung der
kompletten und alternativ gespleiiten CD94-, NKG2D-, NKG2- und Ly49L-cDNA-Sequenzen. Rechts
angegeben ist die Linge der sequenzierten PCR-Produkte (entspricht der Bandenlinge in A.) sowie der
abgeleiteten Aminoséduresequenzen. Die Exongrenzen wurden anhand der genomischen Sequenz des Mausmakis
bestimmt. Nicht-kodierende Bereiche sind durch einen weilen Kasten und kodierende Bereiche durch einen
schwarzen Kasten dargestellt. Von den Exons kodierte Proteindoménen sind ebenfalls aufgefiihrt: ZY,
Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion; CTLD, C-Typ Lektin-dhnliche Doméne. Sternchen (*) stellen
Stopkodons dar. Mimu, Microcebus murinus.

3.2.3 Diversititsanalyse der NKC-Gene im Mausmaki

3.2.3.1 Allele von CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49L im Mausmaki

Zur Polymorphismenanalyse der NK-Zell-Rezeptoren wurden zum einen die BAC-Sequenzen
herangezogen, die von einem Mausmaki-Individuum stammen. Mit Ausnahme des Ly49L-
Gens sind die Sequenzen der C-Typ Lektin-dhnlichen Rezeptorgene von beiden Haplotypen
dieses Individuums bekannt. Zum anderen wurden die aus Lebergewebe eines zweiten
Mausmaki-Individuums amplifizierten cDNA-Sequenzen analysiert. Da NKG2-1 im
Lebergewebe nicht nachgewiesen werden konnte, wurde es aus Leukozyten-RNA eines dritten
Mausmaki-Individuums amplifiziert.

In den BAC-Sequenzen und der aus Lebergewebe amplifizierten cDNA erwies sich CD94-1
als monomorph, wéhrend fiir CD94-2 und CD94-3 je zwei verschiedene Allele gefunden
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wurden (Tab. 14). Die beiden Allele von CD94-2 weisen fiinf SNP auf, von denen drei
synonym und zwei nicht-synonym sind. Ein synonymer und ein nicht-synonymer SNP treten
in der Transmembranregion auf, und ein nicht-synonymer und zwei synonyme SNP befinden
sich in der CTLD. Ein Austausch der positiv geladenen Aminosiure Lysin gegen die negativ
geladene Aminosdure Glutamat in Kodon 62 (CTLD) betrifft den vermutlichen
Heterodimerkontaktbereich mit NKG2 (Abb. 29) (Sullivan et al., 2007). Die beiden Allele von
CD94-3 unterscheiden sich durch einen SNP, der zu cinem Aminosdureaustausch in der
Halsregion des Rezeptors fiihrt.

Wiéhrend sich NKG2D in zehn analysierten Weillbiischelaffen als monomorph erwies, wurden
in drei verschiedenen Allelen von zwei Mausmaki-Individuen fiinf SNP gefunden, von denen
drei synonym und zwei nicht-synonym sind (Tab. 14). Der Aminosdureaustausch an Position
181 befindet sich im potentiellen Ligandenbindebereich des NKG2D-Rezeptors (Abb. 30) (Li
et al., 2001; Radaev et al., 2001).

Im Vergleich zu den NKG2-Sequenzen hoherer Primaten, wie z.B dem in dieser Arbeit
untersuchten Weillbiischelaffen, erwiesen sich die NKG2-Sequenzen des Mausmakis als
aufféllig polymorph. AuBer fiir NKG2-3 und NKG2-8 wurden mehr nicht-synonyme als
synonyme Austausche gefunden (Tab. 14). Die Austausche scheinen sich {iber das gesamte
Protein zu verteilen und treten nicht verstérkt in bestimmten Regionen auf.

Fiir NKG2-1 wurden zwei verschiedene Allele nachgewiesen, die sechs SNP aufweisen,
davon sind flinf nicht-synonym und einer synonym (Tab. 14).

In vier verschiedenen Allelen von NKG2-2 wurden insgesamt 20 Nukleotidaustausche
gefunden (Tab. 14). In Kodon 149 und Kodon 209 des NKG2-2-Proteins treten jeweils zwei
Nukleotidsubstitutionen pro Kodon auf. Zwei verschiedene Basentripletts (ACA und AAG)
kodieren fiir zwei verschiedene Aminosduren (Threonin und Lysin) an Kodon-Position 149
und drei verschiedene Basentripletts (AGA, AAA, GAA) kodieren fiir drei verschiedene
Aminosduren (Arginin, Lysin und Glutamat) an Kodon-Position 209. Von den {ibrigen 16
Nukleotidaustauschen sind acht synonym und acht nicht-synonym. Ein nicht-synonymer
Austausch in Kodon 11 (Leucin versus Methionin) im NKG2-2*01-Allel dndert, wie bereits in
3.2.2.3 beschrieben, das ITIM in ein YxxM-Motiv um.

Fiir NKG2-3 wurden drei Allele gefunden, die neun SNP aufweisen (Tab. 14). Nur zwei SNP

fiihren zum Aminosdureaustausch. Ein nicht-synonymer Austausch im NKG2-3*01-Allel
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(Methionin versus Isoleucin) betrifft ebenfalls Kodon 11 und &ndert das YxxM-Motiv in ein
ITIM um (Abb. 19).

In drei Allelen von NKG2-5 wurden vier SNP gefunden, die alle nicht-synonym sind (Tab.
14). Ein Austausch an Kodon-Position 57 (Lysin versus Asparagin) und ein Austausch an
Kodon-Position 58 (Leucin versus Valin) im NKG2-5*02-Allel betreffen das ITIM (Abb. 19).
Die ITIM-Konsensussequenz dndert sich dadurch jedoch nicht.

Drei Allele von NKG2-8 weisen elf Nukleotidsubstitutionen auf, von denen drei nicht-
synonym und acht synonym sind (Tab. 14).

Fiir Ly49L wurden zwei verschiedene Allele identifiziert, die sich ebenfalls als ziemlich
polymorph erwiesen und deutlich mehr nicht-synonyme als synonyme Austausche aufweisen.
Von neun SNP sind sieben nicht-synonym und zwei synonym (Tab. 14). Die

Aminosdureaustausche treten in der Zytoplasma- und Halsregion sowie in der CTLD auf.
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Tab. 14 Synonyme und nicht-synonyme SNP zwischen den CD94-, NKG2D-, NKG2- und Ly49L-Allelen
von je zwei Mausmaki-Individuen

ZY, Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion, CTLD, C-Typ Lektin-dhnliche Doméne; Mimu, Microcebus
murinus. Die angegebenen Nukleotid- und Aminosdurepositionen in CD94-3 beziehen sich auf das lingere
CD94-3A-Transkript und in NKG2-5 auf das langere NKG2-5A-Transkript.

Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiure- Region/
Gen position (bp) austausch position austausch Domiéine

Mimu- - - - - -

CD94-1

Mimu- *01 *02

CD94-2 66 A G 22 - ™
87 A G 29 I/M ™
184 A G 62 K/E CTLD
222 T C 74 - CTLD
267 T G 89 - CTLD

Mimu- *01 *02

CD94-3 151 A G 51 T/A Hals

Mimu- *01 *02 *03

NKG2D 6 T C T 2 - 7y
77 C C 26 T/K zY
459 G G A 153 - CTLD
501 G A G 167 - CTLD
542 G A G 181 S/N CTLD

Mimu- *01 *02

NKG2-1 162 C T 54 - 7Y
253 C T 85 P/S ™
297 T G 101 N/K Hals
440 C T 144 T/M CTLD
617 G A 203 G/D CTLD
634 G ¢ 209 V/L CTLD
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Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiure- Region/
Gen position (bp) austausch position austausch Doméine

Mimu- *01 *02 *03 *04

NKG2-2 18 G A G G 6 - ZY
31 A C C ¢cC 11 M/L A
71 T C C C 24 F/S zZY
138 A C C C 46 Q/H zY
168 G A G G 56 - zY
235 G A A A 79 V/1 ™
256 A G G A 86 S/G ™
280 c A C ¢ 94 L/I ™
309 G G G C 103 Q/H Hals
331 A G A A 111 T/A Hals
354 T C C T 118 - Hals
375 G A G G 125 - CTLD
384 T C C T 128 - CTLD
446-447 CA AG AG CA 149 T/K CTLD
531 A G G 177 - CTLD
585 C G C 195 - CTLD
594 T C C C 198 - CTLD
625-626 AG AA GA AA 209 R/K/E CTLD

Mimu- *01 *02 *03

NKG2-3 33 C G G 11 I/M zY
54 G A A 18 - zY
108 A G G 36 - zY
477 T C C 159 - CTLD
558 A A C 186 - CTLD
562 A A G 188 /v CTLD
576 T T C 192 - CTLD
657 A A G 219 - CTLD
696 C C T 232 - CTLD
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Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiure- Region/
Gen position (bp) austausch position austausch Doméine
Mimu- *01 *02 *03
NKG2-5 171 A C A 57 K/N ZY
172 C G C 58 L/V zY
353 T C C 118 L/P CTLD
429 G A A 143 M/I CTLD
Mimu- *01 *02 *03
NKG2-8 103 A A G 35 K/E ZY
123 G A A 41 - zY
177 T T C 59 - ZY
335 A C A 112 Q/P Hals
386 C G G 129 T/S CTLD
450 A T T 150 - CTLD
495 T A A 165 - CTLD
537 C T T 179 - CTLD
612 C T T 204 - CTLD
654 A A G 218 - CTLD
687 T C T 229 - CTLD
Mimu- *01 *02
Ly49L 30 G C 10 - zY
71 G A 24 R/Q 7Y
92 G A 31 R/K zY
98 A G 33 E/G zY
234 G T 78 Q/H Hals
487 A G 163 M/V CTLD
527 A G 176 Q/R CTLD
725 G cC 242 G/A CTLD
825 A G 275 - CTLD
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3.2.3.2 Diversitiatsanalyse der CTLD von CD94-(1-3) im Mausmaki

Neben der Analyse der kompletten proteinkodierenden Bereiche aller NKC-Gene in zwei
verschiedenen Mausmaki-Individuen pro Gen, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Richard
Reinhardt (MPI fiir Molekulare Genetik) die CTLD der drei CD94-Gene in 46 weiteren
Mausmaki-Individuen untersucht. Die CTLD von NKG2D, NKG2 und Ly49L wurde in 12
weiteren Mausmaki-Individuen von Beatrix Petersen (DPZ) im Rahmen ihrer Diplomarbeit
analysiert (Petersen, 2007). Dabei wurden ausschlieBlich die fiir die CTLD kodierenden Exons
untersucht, da es von besonderem Interesse war, ob Austausche verstirkt im putativen
Ligandenbindebereich auftreten.

Mit genspezifischen Primern, die anhand der BAC-Sequenzen ausgewidhlt wurden, konnten
Exon 4, 5 und 6 der drei CD94-Gene aus genomischer DNA von 46 verschiedenen Mausmaki-
Individuen amplifiziert werden. Primerdesign und PCR wurden im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt, wihrend die Aufreinigung der PCR-Produkte, Sequenzierung und Analyse der
Sequenzen von Dr. Richard Reinhardt erfolgte. Die zur Amplifikation und Sequenzierung der
Exons verwendeten Primer sind in Tab. 9 (Material und Methoden) dargestellt.

Mit Ausnahme von Tier L 258 konnten alle Exons aus allen Tieren amplifiziert werden. Bei
dem Tier L 258 konnten mit verschiedenen Primerpaaren Exon 4 und Exon 5 von CD94-1
sowie Exon 5 und Exon 6 von CD94-2 nicht amplifiziert werden. Einige PCR-Produkte
konnten am MPI fiir Molekulare Genetik im ersten Durchgang nicht sequenziert werden. In
diesen Fillen wurde die Sequenzierung mit internen Sequenzierprimern wiederholt oder neue
PCR-Ansdtze mit anderen Primern durchgefiihrt (sieche Tab. 9 in Material und Methoden).
Dennoch konnten nicht alle Exons bei allen Tieren sequenziert werden (siche Anhang unter
7.4). Bei der Analyse der Exonsequenzen diente die BAC-Sequenz der drei CD94-Gene (Klon
5012) als Referenzsequenz.

In der CTLD von CD94-1 wurden acht SNP gefunden, wovon sieben nicht-synonym sind und
einer synonym ist (Tab. 15). Zwei der nicht-synonymen SNP liegen in Exon 4, vier in Exon 5
und einer in Exon 6. Der synonyme SNP befindet sich in Exon 6. Zwei SNP an den
Nukleotidpositionen 332 und 394 treten nur in Tier L 322 auf und ein SNP an Position 403
wurde lediglich in Tier L 3 gefunden (siche Anhang unter 7.4.1). Der nicht-synonyme
Basenaustausch an Position 332 (Aminosdureposition 111) betrifft den potentiellen

Heterodimerkontaktbereich mit NKG2 (Abb. 24) (Sullivan et al., 2007).
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Die CTLD von CD94-2 weist 16 SNP auf, wovon zwolf nicht-synonym und vier synonym
sind (Tab. 15). Fiinf der nicht-synonymen SNP befinden sich in Exon 4, vier in Exon 5 und
drei in Exon 6. Von den synonymen SNP liegen drei in Exon 4 und einer in Exon 6. An
Nukleotidposition 267 treten in den 46 untersuchten Individuen drei verschiedene Basen
(G/T/A) auf, die allerdings zu keinem Aminosdureaustausch fiihren. Die Austausche an den
Nukleotidpositionen 184, 222 und 267 (G/T) wurden auch in den aus Lebergewebe
amplifizierten cDNA-Sequenzen gefunden (Tab. 14).

Drei SNP an den Nukleotidpositionen 213, 262 und 299 treten nur in Tier L 258 auf und ein
SNP an Nukleotidposition 373 wurde ausschlieBlich in Tier L 248 gefunden (siche Anhang
unter 7.4.2). Drei nicht-synonyme SNP an den Nukleotidpositionen 184, 190 und 200
(Aminosdurepositionen 62, 64 und 67) betreffen den potentiellen Heterodimerkontaktbereich
mit NKG2 (Abb. 24) (Sullivan et al., 2007).

Fir CD94-3 wurden insgesamt zwolf SNP gefunden, von denen fiinf nicht-synonym und
sieben synonym sind (Tab. 15). Zwei nicht-synonyme SNP liegen in Exon 4 und drei in
Exon 6. Von den synonymen SNP befinden sich zwei in Exon 5 und fiinf in Exon 6. Vier SNP
an den Nukleotidpositionen 454, 506, 552 und 558 treten nur in Tier L 258 auf (siche Anhang
unter 7.4.3). Der Nukleotidaustausch an Position 396 wurde ausschlieBlich in Tier L _75 und
der Austausch an Position 485 nur in Tier L 27 gefunden. Ein synonymer SNP an Position
354 (Aminosdureposition 118) liegt im potentiellen Heterodimerkontaktbereich mit NKG2
und ein nicht-synonymer SNP an Position 506 (Aminosdureposition 169) befindet sich im
putativen Ligandenbindebereich (Abb. 24) (Sullivan et al., 2007).

Zusammenfassend wurde eine Anhdufung an SNP-Positionen fiir CD94-2 in Exon 4 und fiir
CDY94-3 in Exon 6 gefunden. Einige SNP der drei CD94-Molekiile (insbesondere von
CD9%4-2) betreffen den potentiellen Heterodimerkontaktbereich mit NKG2. Ein SNP im
putativen Ligandenbindebereich wurde nur fiir CD94-3 gefunden. Mit Ausnahme von CD94-3
wurden deutlich mehr nicht-synonyme als synonyme Austausche gefunden, was fiir eine

positive Selektion der CTLD spricht.



ERGEBNISSE 99

Tab. 15 Synonyme und nicht-synonyme SNP in der CTLD von CD94-(1-3) in 46 Mausmaki-Individuen

Die angegebenen Nukleotid- und Aminosdurepositionen in CD94-3 beziehen sich auf das ldngere CD943A-
Transkript. Mimu, Microcebus murinus.

- Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiiure- o
position (bp) austausch position austausch
Mimu- 187 G/C 63 E/Q 4
CD94-1 272 C/T 91 S/F 4
(Exon 4-6) 332 A/G 111 N/S 5
376 G/A 126 G/R 5
394 A/G 132 N/D 5
403 G/A 135 A/T 5
474 G/A 158 - 6
527 T/A 176 L/Q 6
Mimu- 184 A/G 62 K/E 4
CD94-2 190 G/A 64 V/I 4
(Exon 4-6) 200 G/A 67 R/Q 4
213 C/T 71 - 4
222 T/C 74 - 4
262 A/G 88 I/v 4
267 G/T/A 89 - 4
299 G/A 100 R/K 4
331 T/C 111 Y/H 5
362 C/G 121 T/R 5
373 G/A 125 D/N 5
400 T/C 134 F/L 5
455 T/C 152 V/A 6
463 G/A 155 A/T 6
467 T/C 156 M/T 6
597 C/G 199 - 6
Mimu- 325 A/T 109 N/Y 4
CD9%4-3 331 G/A 111 D/N 4
(Exon 4-6) 354 C/T 118 - 5
396 A/G 132 - 5
454 T/C 152 - 6
471 A/G 157 - 6
474 G/T 158 K/N 6
485 T/C 162 V/A 6
506 C/T 169 A/V 6
552 A/G 184 - 6
558 C/T 186 - 6
561 T/C 187 - 6
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CTLD

Exon 4 Exon 5

FO T P TR Pty [ PR PRI P
Mimu-CD94-1 56 SDCCSCPRRKWVGYRCNCYFISLEMKTWNESRNEC QNSSLLQLQNRDEL FMHS TKFY 115
Mimu-CD94-2 54 SDCCSCPE WIGYICNCYFISGEVKTWEESRIFC QNSSLLQLQ DEL FMYSNQIFY 113
Mimu-CD94-3 64 PDCCSCPKKWVGYRWNCYFISSEMKTWNESRNFCASQNSSLLQLQ ELNFMNESQREY 123

Exon 6

T P I B I R ISP I
Mimu-CD94-1 116 WIGLSYNTE VWQWEIGS FSSFETPDPENCILYDLTNNTMDEPCERKNHYICI 175
Mimu-CD94-2 114 WIGLSYNIEIF;..WQWEDGSN SRNLLFSSFETPDPKNCIRYDERKSAVDEPCERQNHFICK 173
Mimu-CD94-3 124 WIGLSYNEERGAWLWENGSAFSWDLFSSLETPDIENCIXYKPMNSEMDEPCERENHYICK 183

FS S o S e I
Mimu-CD94-1 176 RoLI* 179
Mimu-CD94-2 174 KSLFKCFLGQRGGDNQSSITTNSIFIPHYCY* 204
Mimu-CD94-3 184 QQLI* 187

Abb. 24 Aminosaurevergleich der Mausmaki-CD94-CTLD und Lage der polymorphen Positionen

Synonyme und nicht-synonyme Austausche aus Tab. 15 sind farbig markiert (l, nicht-synonymer Austausch;
turkis markierte Aminosdure, synonymer Austausch). Der putative Ligandenbindebereich (Sullivan et al., 2007)
ist grau hinterlegt. Heterodimerkontakte zwischen CD94 und NKG2 (blaue Balken oberhalb der Sequenz)
basieren auf der Kristallstruktur von CD94-NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Nummerierungen an
den Rindern geben die Aminosdurepositionen an. Die Nummerierung fiir CD94-3 bezieht sich auf die
Aminosduresequenz von CD94-3A. Mimu, Microcebus murinus.

3.3  C-Typ Lektin-ihnliche NK-Zell-Rezeptoren im Vari

3.3.1 Expression der NKC-Gene im Vari

Die Expression der C-Typ Lektin-dhnlichen NK-Zell-Rezeptoren CD94, NKG2D, NKG2
sowie Ly49L wurde in einem weiteren Lemuren, dem Vari (Varecia variegata variegata),
untersucht. Hierzu wurde RNA aus Leukozyten eines Vari-Individuums isoliert. Zur
Amplifikation der NKC-Gene wurden RT-PCR-Experimente mit Mausmaki-spezifischen
Primern durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert. cDNA-
Sequenzen, die nicht den kompletten kodierenden Bereich aufwiesen, wurden iiber 5°- und 3’-
RACE-PCR vervollstiandigt. Auf diese Weise wurden die cDNA-Sequenzen von drei CD94-
Genen (CD9%4-1, -2 und -3), NKG2D und acht NKG2-Genen (NKG2-1 bis NKG2-8) sowie
von Ly49L ermittelt. Die Nukleotidsequenzen und eine Ubersicht der durchgefiihrten PCR-
Experimente sind im Anhang unter 7.7 und die abgeleiteten Aminosduresequenzen in Abb. 25
dargestellt. In Abb. 29-32 sind die Aminosduresequenzen im Vergleich mit den Sequenzen
anderer Primaten dargestellt. Obwohl die CD94- und NKG2-Gene im Mausmaki und im Vari
gleich benannt sind, weisen die einzelnen Gene keine orthologen Beziehungen zueinander auf

(siche 3.5.1 und 3.5.3).
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Vava-NKG2-1
Vava-NKG2-2
Vava-NKG2-3
Vava-NKG2-4
Vava-NKG2-5
Vava-NKG2-6*01
Vava-NKG2-6*02
Vava-NKG2-7
Vava-NKG2-8

Vava-CD94-1

Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-Ly49L

Vava-NKG2D

Vava-NKG2-1
Vava-NKG2-2
Vava-NKG2-3
Vava-NKG2-4
Vava-NKG2-5
Vava-NKG2-6*01
Vava-NKG2-6*02
Vava-NKG2-7
Vava-NKG2-8

Vava-CD94-1

Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-Ly49L

Vava-NKG2D

Vava-NKG2-1
Vava-NKG2-2
Vava-NKG2-3
Vava-NKG2-4
Vava-NKG2-5
Vava-NKG2-6*01
Vava-NKG2-6*02
Vava-NKG2-7
Vava-NKG2-8

Vava-CD94-1

Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-Ly49L

Vava-NKG2D

ZY

MDNQRVIYSEMKLAKNPKRQQRKSKDTKSSISETEWELTYAELNLONAAQDLRGDDTSYH

K....T..G.N...Devvrun... GK..... V..Q...QV..|..... PL..Q.K.KICY

NL Lo IN...... Q...ET.G.vvvrnnn. RV PO...K...

K....T..G.N...Devvru.... GG...T.V..Q./.IQV..[.F...PL..Q.KEKTCY

K. T..G.N...Duvvune... GG..... V..E...QV...F...TL..QEKEKTCY

.K....T..GLN Moo GG...F.V..Q./..PV..[..E..TL..Q.N.N.CY

.K...l.T..GLN Moo GG...F.V..Q...PV..[..E..TL..Q.N.N.CY

JK..T.T..G.N...D..... T...GG...T.V..Q.|..QV..|..... PL..Q.KEKICY

Eooue... N....S.S...... Geveeenn OKL o i Q...N
Position 1 Position 2

IYSTVRFVRSPSESGSEQRSDVTQRPGKT
MNKVHNYNLKLAKHNTCTQWQKQRSPLI

ZY ™

CKDLLLPPEK LIAGILGIICLVLMFM-VA--GVLIA 93

Y.FS....G. T.E..AV..I..VGS-.LRMI-... 94

...................... FTSA-.V-TR--1v 92

Y.FS...... T.E..AV..I..VGS-.LBM-.... 94

Y.FS..S.G T.E..AV..I..VGS-.LBMI-... 94

R.FS...... T.E..AV..I..VGS-.LBM-...V 94

R.FS...... T.E..A...I..VGS-.LBM-...V 94

Y.FS. G T.E..AV..I..VGS-.LBMI-... 94

........................ SV-IIMC---VI 92

MAVSQTTRWR LISGTLGVVCLLLLATLGILW 31

.................. I M.o...... 31

.................. I Moo, 31

....... W. SRR SORPS ¥ ) B PSS FRC B

....... W.. ieeee...I....MV..A..L 31

GDKVEFSVSWR FIAVSLGILCLLLLMIVIVLVT 61

TSKCTENSSP YFLC]SIAIALGIHFIIMVTIL 60

Hals I

-——SMVKEMONNSLQTMGTQKAYNCSH 117

RIPFTLTQKP...S...R..... D.GR 121

-NP--LPQN....SK.IR C.RG. 116

LIP--LTQ--.S.S..V...... Y.GR 117

RIP----LKL.S.S..IR..... D.GR 117

LIPFTIM.K....F.NVK..... D.G. 121

LIPFTIM.K....F.NVKI....D.G. 121

RIPFTLTQKP...F..IR.H..... G. 121

~—P--LPQK..D.S..TR......... 115

KLY-——————— MELISSPGLNTELQEGSDCCS 55

Pl.———————— T.P..... PMeveuenunn.. 55

PI.———————— T.P..... P.Mevuuronn.. 55

QPLFLPFTGLRIQPTL.S...I..H....... 63

QPLFLPFTGLRIQPTL.S...I..H....... 63

60
60
60
60
60
60
60
60
60

29

25

KMFQCIQERHQQEILRDLSQONDNYLKEQLLTNKTLEYDILKNESLQQKKELDSLFLKKN 120

SAIFINSLFNQGVPISLKESYCGP 84
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Hals CTLD
CPEEWETYSTNCYYIGRELKTWDESVTACAS
............... S..S. .. i,
............... S..F.......M
............... S
.................. B............
Gevnnnns Soeeia.. Yoo,
Gevvvnnin S, Yoo
............... S
............... S
CPERWVGYRCNCYFISSEVKTWEESRNFCLF
.................. M..........VS
.................. M..........VS
ICHTKNDIFSKSLENT GKRYEGHWSCCGLSCYYFTMENKNWKGCKQT
CPKNWVCYRNNCYQFEFNESKNWYESQASCVS
CTLD
ONSSLLYIDNEEEMKFLDSLSLLSWIGVSRKSHRHPWVSLRGSTFKLKIAETEYAERNCA
............... L.G.F.KQA....F.T.SH.....RN........K..I.GTHH..
NLLLL Koo, G...GKT....F.NTSHY....RN....Q..VE.II.GKHH
N.TN.......... R..G...EK...E.FHN.SH..... RN.L...... K..I.GKHH
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O I..G..LRQ..... F.N.SD...... HS.A...Q....AH.K....
N I..G..LRQ..... F.N.SD...... HS.A...Q....AH.K....
...... S I ot
N..N.o.o.o.oooooa.. L.G...KQA....F.N.SH..... IN. ... K..I.GKHH
QNSSLLQLQNRDELAFTQFSQQF?WIGLSYNEERGDWLWEDGSAPSWDLFSSLETPDPNN
.............. RM.L.RR.............o. .. TLUR.LL. .. VLSL LK.
.............. G.M.L.PR........cvveeeee. . TOUROLLLLLVLSL LK
2 N.MHSG.H.........oiiii... TL.ON.......... K
Rooooooooii, N.MHSG.H........iii.. TL.ON.......... K

CRSYRSSLLKIDDEDELAEFVQLOTYKNYYWIGLSYDEKERKWKWVDSGSSPGLNFAIMNL

ONSSLLKIYSRVDODFLKLVKSYHWMGLVOMSTNGSWQWEDGTILSPNQLTVIEMQKGTC

CTLD
MLYKRRLORDECGSSKPYICKHKE* 232
A.DSL...STG...N.T..... EL* 236
V.QSL...SAG.....R...... I* 231
A.DSL...SS....N.T..... EL* 232
A.DSLT..SAG.....T...... I* 232
I.HSD...SNG....NR.H .L* 236
I.HSD...SNG....NR.H....L* 236
........ S i e R 236
A.DSLN..SAG.....A..... EL* 230
CVAYEPIISAVDEPCERENHYICKQQHI* 174
ILKUMNGV. ... Y....K...* 174
I..K.MNG.......... Y....K...* 174
IVLKLMK. oo e e e K.L.* 182
IV.K.MK. . ..o e e i it K.L.* 182

TSGRGQCAFLSSTRVAVIDCIKTYNCICEKRIDCIFSASASTKKKR* 273

VVYGSSFKGYTENCSTPYMYICMRRIV* 202

148
152
147
148
148
152
152
152
146

86
86
86
94
94

167

115

208
212
207
208
208
212
212
212
206

146
146
146
154
154

227

175
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Abb. 25 Aminosiiuresequenzen der NKC-Gene des Varis

Die Aminoséuresequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion (ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-
Typ Lektin-ghnliche Doméne (CTLD). Punkte zeigen identische Aminoséduren der NKG2-Sequenzen zu NKG2-1
sowie der CD94-Sequenzen zu CD94-1 an. Striche kennzeichnen Deletionen. ITIM-Sequenzen an den Positionen
1 und 2 sind grim und YxxM-Motive gelb markiert. Positiv geladene Arginin- und Lysinreste in der
Transmembranregion sind 8 hinterlegt. Aminosiureaustausche zwischen verschiedenen Allelen sind grau
dargestellt. Putative Ligandenbindebereiche von CD94 und NKG?2 sind orange hinterlegt (Sullivan et al., 2007).
Heterodimerkontakte zwischen CD94 und NKG2 (blaue Balken oberhalb der Sequenz) basieren auf der
Kristallstruktur von CD94-NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Ly49L ist am N-Terminus
unvollstandig. Sternchen (*) zeigen Stopkodons. Vava, Varecia variegata.

3.3.1.1 Expression von CD94 im Vari

Die Sequenzidentititen der drei CD94-Gene des Varis betragen auf Nukleotidebene
91,8-92,2 % (proteinkodierender Bereich) und auf Aminosdureebene 80,5-83,3 % (siche
Anhang unter 7.2.1). Wie im Mausmaki sind sowohl die Zytoplasma- als auch die
Transmembranregion der drei CD94-Molekiile stark konserviert, wahrend die Halsregion sehr
divers ist (Abb. 25). Mit Hilfe der bekannten Exonstrukturen von CD94 im Mausmaki konnten
die wahrscheinlichen Exongrenzen fiir die drei CD94-Sequenzen im Vari bestimmt werden.
Dementsprechend betrdgt die voraussichtliche Lange von Exon 3, welches fiir die Halsregion
kodiert, in CD94-1 und CD94-2 48 bp und in CD94-3 72 bp (Abb. 28). Diversitit tritt
aulerdem wie im Mausmaki in den C-terminal gelegenen Resten des putativen
Heterodimerkontaktbereichs der CTLD auf (sieche Aminosdurepositionen 101-106 von
CDY4-1 und entsprechenden Positionen in CD94-2 und CD94-3 in Abb. 25). Die N-terminal
gelegenen Reste des putativen Heterodimerkontaktbereichs sind dagegen stark konserviert.

Wie in anderen Primaten ist die Zytoplasmaregion der drei CD94-Molekiile im Vari verkiirzt
und weist keine Signalmotive auf. Ebenso fehlt erwartungsgemdll eine positiv geladene
Aminoséure in der Transmembranregion (Abb. 25). Keine der drei CD94-Sequenzen des Varis
hat eine verlangerte CTLD wie CD94-2 im Mausmaki. Fir CD94-2 im Vari wurde eine
Spleifivariante gefunden, die das zusétzliche Kodon CAG am 5’-Ende von Exon 5 aufweist

(Abb. 28).

3.3.1.2 Expression von NKG2D im Vari

Bei dem NKG2D-Molekiil im Vari handelt es sich um einen aktivierenden Rezeptor, der an
gleicher Position wie der NKG2D-Rezeptor des Mausmakis einen Argininrest und einen

Histidinrest in der Transmembranregion aufweist (Abb. 25, Abb. 30).
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Im Vari wird NKG2D am 5’-Ende entsprechend der NKG2D-S- und NKG2D-L-Variante der
Maus gespleiit (Abb. 26). Im Gegensatz zur Maus weisen beide Varianten allerdings nur das
weiter strangabwarts gelegene Startkodon auf. Mittels 5’-RACE-PCR mit dem forward-Primer
GeneRacer™ 5’Primer und dem reverse-Primer 3461 wurden lediglich NKG2D-Transkripte
gefunden, die wie die murine NKG2D-S-Form gespleifst werden (Abb. 26). Eine RT-PCR mit
dem forward-Primer 3038, der an homologe Bereiche des Exons 1 der murinen NKG2D-L-
Form bindet sowie dem reverse-Primer 3039, ergab jedoch, dass eine dquivalent zur murinen
NKG2D-L-Form gespleiite Variante ebenfalls existiert (Abb. 26). In der zu Exon 1 der
murinen NKG2D-L-Form homologen Sequenz wies der Vari jedoch kein zusitzliches
Startkodon auf, sondern stattdessen ein im Leserahmen befindliches Stopkodon (sieche Anhang
unter 7.7.4). Demzufolge ist das NKG2D-Protein des Varis, wie im Mausmaki, am N-
Terminus 14 Aminosduren kiirzer als NKG2D in den bisher untersuchten hoheren Primaten
(Abb. 30).

ATG

ATG TAA
e RRRREE |
(genomisch)

ATG

TAA
e i 11111 n
(CDNA)

ATG ATG TAA
Mus- NKG2D- L i I I
(cCDNA)
ATG TAA
Vava- NKG2D-L
(cDNA)
-> «
3038 3039
ATG TAA
Vava- NKG2D-S I i I I I n
(cDNA)
-»> -«
GeneRacer™ 3461

5'Primer

Abb. 26 NKG2D-SpleiBiprodukte des Varis und der Maus (verindert nach Diefenbach et al., 2002)

Proteinkodierende Exons sind rot markiert. Der 5°-UTR der murinen NKG2D-L-Form ist durch ein gelbes
Kastchen dargestellt und der NKG2D-S-Form durch ein blaues Késtchen. Ein griines Késtchen signalisiert den
3’-UTR. Startkodons (ATG) und Stopkodons (TAA) sowie Primer, mit denen der 5’-UTR der Vava-NKG2D-
Transkripte amplifiziert wurde, sind eingezeichnet. NKG2D im Vari wird analog zu NKG2D-S und NKG2D-L
der Maus gespleifit. Beide Varianten weisen im Vari allerdings nur das weiter strangabwirts gelegene Startkodon
auf. Mus, Mus musculus; Vava, Varecia variegata.
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Es wurden drei weitere SpleiBBvarianten fir NKG2D gefunden. In der einen Spleillvariante
(Svl) fehlen 31 bp am 3’-Ende von Exon 2, in der zweiten Spleiflvariante (Sv2) fehlt Exon 3
und in der dritten fehlen Exon 3 und Exon 4 (Abb. 28). Alle drei Varianten kodieren fiir stark
verkiirzte NKG2D-Proteine, denen die komplette CTLD fehlt.

3.3.1.3 Expression von NKG2 im Vari

Die Sequenzidentitdten der NKG2-(1-8)-Sequenzen (proteinkodierender Bereich) betragen auf
Nukleotidebene 80,3-93,1 % und auf Aminosdureebene 62,8-88,8 % (siche Anhang unter
7.2.4). Die NKG2-Molekiile zeigen analog zum Mausmaki eine besonders hohe Diversitét in
der Halsregion und im putativen Ligandenbindebereich der CTLD (Abb. 25). Wie im
Mausmaki ist im putativen Heterodimerkontaktbereich (Sullivan et al., 2007) der am weitesten
C-terminal gelegene Aminoséurerest sehr divers (Aminosdureposition 170 von NKG2-1 und
entsprechende Reste der anderen NKG2-Molekiile in Abb. 25). An dieser Position treten in
den NKG2-Molekiilen flinf verschiedene Aminosduren mit sehr unterschiedlichen
Eigenschaften auf (Leucin, Lysin, Glycin, Glutamat und Arginin).

Wie fiir CD94 wurden mit Hilfe der bekannten Exonstrukturen der NKG2-Gene des
Mausmakis die wahrscheinlichen Exongrenzen fiir die NKG2-Sequenzen im Vari ermittelt.
Demnach unterscheiden sich die NKG2-Sequenzen in der Lédnge von Exon 2 und Exon 3, die
fiir die Transmembran- und Halsregion kodieren, wihrend die Lénge der anderen Exons
zwischen den verschiedenen NKG2-Sequenzen nicht variiert (Abb. 28). Fiir NKG2-1, NKG2-
2 und NKG2-5 wurden alternative Spleivarianten gefunden, denen das fiir die Halsregion
kodierende Exon 3 fehlt. Der offene Leserahmen wird dadurch nicht verdndert (Abb. 28). Eine
Analyse der Zytoplasma- und Transmembranregion der NKG2-Proteine ergab wie beim
Mausmaki verschiedene Kombinationen an Signalmotiven in den einzelnen Sequenzen (Abb.
25, Tab. 16). Zwei Rezeptoren, NKG2-3 und NKG2-6, besitzen ein N-terminal gelegenes
ITIM (Position 1 in Abb. 25), wihrend alle tibrigen Rezeptoren an dieser Position ein YxxM-
Motiv aufweisen. Ein zweites weiter C-terminal gelegenes ITIM (Position 2 in Abb. 25)
existiert in den Rezeptoren NKG2-1, NKG2-3 und NKG2-8. Bis auf NKG2-1 tragen alle
Rezeptoren zusétzlich eine positiv geladene Aminosdure in der Transmembranregion. Dabei
handelt es sich um einen Lysinrest in den Rezeptoren NKG2-2, -4, -5, -6, -7 und -8 und um
einen Argininrest in dem Rezeptor NKG2-3 (Abb. 25, Tab. 16). Der Argininrest in NKG2-3

liegt weiter C-terminal in der Transmembranregion als der Lysinrest in den anderen NKG2-
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Rezeptoren (Abb. 25). Einen Argininrest in der Transmembranregion wie NKG2-3 tragen
auch die aktivierenden Rezeptoren NKG2C und NKG2E der Maus (Abb. 27) (Vance et al.,
1999).

™
Vava-NKG2-3 LIAGILGIICLVFTSAVV--TRLV
Mus-NKG2C LIAGILGTIWFTLLIALVISTRIV
Mus-NKG2E LIAGILGTIWFTLLIALVISTRIV

Abb. 27 Vergleich der Transmembranregion von NKG2-3 des Varis mit NKG2C und NKG2E der Maus

Die positiv geladene Aminoséure Arginin ist rot hinterlegt. Zugangsnummern der Maus-Sequenzen siche Tab. 3
in Material und Methoden. TM, Transmembranregion; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.

Somit gibt es im Vari NKG2-Rezeptoren, die sowohl ein YxxM-Motiv als auch ein ITIM
aufweisen, aber keine positiv geladene Aminosdure in der Transmembranregion (NKG2-1),
Rezeptoren, die ein YxxM-Motiv und eine positiv geladene Aminosdure in der
Transmembranregion besitzen, aber kein ITIM (NKG2-2, -4, -5, -7), Rezeptoren, die ein oder
zwel ITIM und eine positiv geladene Aminosédure in der Transmembranregion haben, aber
kein YxxM-Motiv (NKG2-3, NKG2-6), sowie Rezeptoren, die sowohl ein YxxM-Motiv, ein
ITIM und eine positiv geladene Aminosdure in der Transmembranregion vorweisen (NKG2-8)

(Tab. 16).

Tab. 16 Signalmotive in den NKG2-Sequenzen des Varis

Das YxxM-Motiv und das ITIM treten an zwei verschiedenen Positionen innerhalb der Zytoplasmaregion auf.
AS, Aminosdure; TM, Transmembranregion; K, Lysin; R, Arginin; Vava, Varecia variegata.

Protein Position 1 Position 2 pos:ltg ’%‘?\lfil-dl::;ias m
Vava-NKG2-1 YxxM ITIM -
Vava-NKG2-2 YxxM - K
Vava-NKG2-3 ITIM ITIM R
Vava-NKG2-4 YxxM - K
Vava-NKG2-5 YxxM - K
Vava-NKG2-6 ITIM - K
Vava-NKG2-7 YxxM - K
Vava-NKG2-8 YxxM ITIM K
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3.3.1.4 Expression von Ly49L im Vari

Das Ly49L-Transkript des Varis wird wie im Mausmaki (3.2.2.4), Orang-Utan (Guethlein et
al., 2002) und Mantelpavian (Mager et al., 2001) zum ldngsten offenen Leserahmen gespleif3t
und kodiert fiir einen Rezeptor mit vollstindiger CTLD. Analog zum Mausmaki besitzt der
Ly49L-Rezeptor des Varis keine positiv geladene Aminosédure in der Transmembranregion,
sondern ein ITIM in der Zytoplasmaregion mit einem Tyrosinrest und mit einem Valinrest an
Position Y+3 (Abb. 32). Der Aminosdurerest an Position Y-2 ist unbekannt, da an diesen
Bereich der fiir die RT-PCR verwendete Mausmaki-spezifische forward-Primer (3047)
gebunden hat. Somit kann nicht eindeutig gesagt werden, ob Ly49L im Vari ein
,.funktionelles” ITIM besitzt. Bei dem Versuch das 5’-Ende iiber 5’-RACE-PCR mit dem
Primerpaar GeneRacer'™ 5’Primer/3462 zu amplifizieren, wurde kein PCR-Produkt erhalten.

Auch fiir Ly49L wurden im Vari alternative Spleilprodukte gefunden. Bei einer
Spleivariante (Svl) fehlen Exon 2, 3 und 4 und bei einer anderen (Sv2) fehlt Exon 5 (Abb.
28); in beiden Féllen &ndert sich der offene Leserahmen, was zum frithzeitigen Abbruch der

Translation fihrt.
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zY ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD
Vava- x
1 525 bp
cpoer 1NN BN N R
Exon-Lange 7 bp 93 bp 48 bp 152 bp 104 bp 121bp
zY ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD
Vava- i
525 bp
CD94-2 1I\/n\/a\/n\/n\/“ (174 AS)
Exon-Linge 7 bp 93 bp 48 bp 152 bp 104 bp 121bp
*
Svi1 1 528 bp
CAG (175 AS)
7 bp 93 bp 48 bp 152 bp 104 bp 121bp
Vava- zZy ZY+TM Hals CTLD CTLD CTLD
d 1 549 bp
CD9%4-3 (182 AS)
Exon-Linge 7 bp 93 bp 72 bp 152 bp 104 bp 121bp
Vava- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
609 bp
vl B W
Exon-Linge 106 bp 93 bp 36 bp 152 bp 104 bp 118 bp
Svi - 201 bp
(66 AS)
62 bp

%*

Sv2 201 bp
(66 AS)
201 bp
- HEN_H = K KN T

Vava- FA ¢ ™ Hals CTLD CTLD CTLD ,
Ly49L [
Exon-Lange 97 bp 90 bp 222 bp 143 bp 107 bp 163 bp
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Vava- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
699 bp
NKG2-1 (232 AS)
Exon-Lénge 187 bp 93 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp
Sv1 ) 645 bp
(214 AS)
Vava- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD
*
o 711 bp
NKG2-2 (236 As)
Exon-Lange 187 bp 105 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp
g 657b
p
Sv1 w (218 As)
Vava- 'S ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
- 696 bp
NKG2-3 (231 AS)
Exon-Ldnge 187 bp 96 bp 48 bp 152 bp 101 bp 112 bp
Vava- Y ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
699 bp
NKG2-4 (232 AS)
Exon-Lange 187 bp 105 bp 42 bp 152 bp 101 bp 112 bp
Vava- zy ™ Hals CTLD CTLD C:TLI';:r oot
P
NKG2-5 (232 AS)
Exon-Ldnge 187 bp 105 bp 42 bp 152 bp 101 bp 112 bp
*
Sv1 657 bp
(218 AS)
Vava- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD,
i 711 bp
NKG2-6 (236 AS)
Exon-Lange 187 bp 105 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp
Vava- zY ™ Hals CTLD CTLD CTLD
¥
711 bp
Exon-Ldnge 187 bp 105 bp 54 bp 152 bp 101 bp 112 bp
vava_ Y ™ Hals CTLD CTLD CTLD*
693 bp
NKG2-8 E B = EE E K 7

Exon-Lidnge 187 bp 93 bp 48 bp 152 bp 101 bp 112 bp
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Abb. 28 Schematische Darstellung der kompletten und alternativ gespleiiten CD94-, NKG2D-, NKG2-
und Ly49L-cDNA-Sequenzen im Vari

Exons sind durch einen schwarzen Kasten dargestellt. Die wahrscheinlichen Exongrenzen wurden anhand der
genomischen Sequenz des Mausmakis bestimmt. Auf der rechten Seite ist jeweils die Linge der
proteinkodierenden Nukleotidsequenzen sowie der abgeleiteten Aminosduresequenzen dargestellt, mit Ausnahme
der Ly49L-cDNA-Sequenz, dic am 5’-Ende unvollstindig ist (graues Késtchen). Von den Exons kodierte
Proteindoménen sind ebenfalls aufgefiihrt: ZY, Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion, CTLD, C-Typ
Lektin-ahnliche Doméne. Sternchen (¥) stellen Stopkodons dar. Vava, Varecia variegata.

3.3.2 Diversititsanalyse der NKC-Gene im Vari

Bei der Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte, die von einem Vari-Individuum
stammen, wurden fiir die Gene CD94-2, CD94-3, NKG2-6 und Ly49L verschiedene Allele
gefunden. Mit Ausnahme von Ly49L weisen die Gene mehr nicht-synonyme als synonyme
Austausche auf (Tab. 17). In den beiden Allelen von CD94-2 treten fiinf SNP auf, von denen
zwei synonym und drei nicht-synonym sind. Der Aminosdureaustausch an Position 101
(Arginin versus Glycin) betrifft den vermutlichen Heterodimerkontaktbereich mit NKG2 und
die Aminosdureaustausche an den Positionen 107 (Arginin versus Prolin) und 156 (Valin
versus Alanin) befinden sich im putativen Ligandenbindebereich (Abb. 29) (Sullivan et al.,
2007). Fir CD94-3 wurden zwei SNP nachgewiesen, die nicht-synonym sind und die
Transmembranregion betreffen. Die beiden NKG2-6-Allele unterscheiden sich an zwei
Nukleotidpositionen, die jeweils zum Aminosdureaustausch in der Transmembran- und der
Halsregion fiithren. Fiir Ly49L wurde lediglich ein synonymer Austausch in der
Zytoplasmaregion gefunden. Da nur einzelne Klone sequenziert wurden und keine
aufgereinigten PCR-Produkte, ist ungewiss, ob verschiedene Allele fiir die Gene CD94-1,
NKG2D, NKG2-1, -2, -3, -4, -5, -7, und -8 im untersuchten Vari existieren. PCR-bedingte
Mutationen in den Klonen erschwerten zum Teil die Identifizierung von echten Allelen. Als
allelischer Austausch wurde daher nur ein Austausch betrachtet, der in mindestens zwei

Klonen auftrat.
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Tab. 17 Synonyme und nicht-synonyme SNP zwischen CD94-, NKG2- und Ly49L.-Allelen von einem Vari-
Individuum

Nukleotid- und Aminosdurepositionen fiir Vava-Ly49L beziehen sich auf die am 5’-Ende unvollstdndige Sequenz
(sieche Anhang unter 7.7.13). ZY, Zytoplasmaregion; TM, Transmembranregion; CTLD, C-Typ Lektin-dhnliche
Domine; Vava, Varecia variegata.

- Nukleotid- Nukleotid- Aminosiure- Aminosiure- Region/
en
position (bp) austausch position austausch Domiéine
Vava- *01 *02
CD94-2 117 C G 39 - Hals
301 C G 101 R/G CTLD
320 G C 107 R/P CTLD
403 C T 135 - CTLD
467 T C 156 V/A CTLD
Vava- *01 *02
CD9%4-3 74 cC T 25 A/V ™
83 G C 28 G/A ™
Vava- *01 *02
NKG2-6 232 G A 78 V/1 ™
338 C T 113 T/I Hals
Vava- *01 *02
Ly49L 12 C T 4 - A%
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3.4  Vergleich der C-Typ Lektin-ihnlichen NK-Zell-Rezeptoren

Die abgeleiteten Aminosduresequenzen von CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49L vom
Weillbiischelaffen, Mausmaki und Vari wurden mit den Aminosduresequenzen der

entsprechenden Rezeptoren anderer Primaten und gegebenenfalls der Maus verglichen.

3.4.1 CDY94-Aminosiurevergleich

Der CD94-Aminosdurevergleich (Abb. 29) enthdlt Sequenzen von vier Altweltaffen (Mensch,
Schimpanse, Orang-Utan, Rhesusaffe), einem Neuweltaffen (WeiBlbiischelaffe) und zwei
Lemuren (Mausmaki, Vari). Die CD94-Sequenzen der Altweltaffen und des in dieser Arbeit
untersuchten Neuweltaffen sind stark konserviert. Die Aminosduresequenzidentitit zwischen
der CD94-Sequenz des Weillbiischelaffen und der CD94-Sequenz des Menschen betrigt
87,1 %. CD94 im Mausmaki und im Vari ist weniger stark konserviert als CD94 im
WeiBbiischelaffen. Die drei CD94-Sequenzen des Mausmakis und des Varis besitzen auf
Aminosdureebene Identitdten von 71,8-79,9 % (siche Anhang unter 7.2.1). Die Identitidten
zwischen den drei CD94-Sequenzen des Mausmakis und der humanen CD94-Sequenz
betragen 63,8-70,3 % und zwischen den drei CD94-Sequenzen des Varis und der humanen
CD9%4-Sequenz 67,2-68,7 % (siche Anhang unter 7.2.1). Sowohl im Mausmaki als auch im
Vari zeigt CD94-3 die hochste Identitdit zum humanen CD94. Die CD94-Sequenzen der
Lemuren unterscheiden sich untereinander und zu den CD94-Sequenzen der Altweltaffen vor
allem in der Halsregion. Die Zytoplasma- und Transmembranregion ist dagegen in allen
CD9%4-Sequenzen stark konserviert (Abb. 29). Im Gegensatz zu den Lemuren sind die C-
terminal gelegenen Reste des Heterodimerkontaktbereichs innerhalb der CTLD in den
Altweltaffen stark konserviert (siche Aminosdurepositionen 106-111 von Hosa-CD94 in
loop 3 und entsprechende Positionen der anderen CD94-Sequenzen in Abb. 29). Die N-
terminal gelegenen Reste des Heterodimerkontaktbereichs sind in allen Primaten konserviert.

Sechs Cysteinreste in der CTLD des humanen CD94-Molekiils, die an der Ausbildung von
drei intrachenaren Disulfidbriicken beteiligt sind (Boyington et al., 1999; Sullivan et al.,
2007), sind in allen CD94-Sequenzen erhalten (Abb. 29). Ebenfalls erhalten ist der Cysteinrest
an Aminosdureposition 59 in der Halsregion des humanen CD94-Molekiils, der an einer

interchenaren Disulfidbriicke zwischen CD94 und NKG?2 beteiligt ist (Sullivan et al., 2007).
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Hosa-CD94
Patr-CD94
Popy-CD94
Mamu-CD94
Caja-CD94*01
Caja-CD94*02
Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-2*02
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3A*02
Mimu-CD94-3B*01
Mimu-CD94-3B*02
Vava-CD94-1
Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Hosa-CD94
Patr-CD94
Popy-CD94
Mamu-CD94
Caja-CD94*01
Caja-CD94*02
Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-2*02
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3A*02
Mimu-CD94-3B*01
Mimu-CD94-3B*02
Vava-CD94-1
Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Hosa-CD94
Patr-CD94
Popy-CD94
Mamu-CD94
Caja-CD94*01
Caja-CD94*02
Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-2*02
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3A*02
Mimu-CD94-3B*01
Mimu-CD94-3B*02
Vava-CD94-1
Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02
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.S0..R.. .. V...L..V...M.. 31
.SQ..R.. .. VV..L.L...... W 31
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SL———————— TLQT.T.ATHS-.RL.-—..EG..... 58
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Hosa-CD94
Patr-CD94
Popy-CD94
Mamu-CD94
Caja-CD94*01
Caja-CD94*02
Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2*01
Mimu-CD94-2*02
Mimu-CD94-3A*01
Mimu-CD94-3A*02
Mimu-CD94-3B*01
Mimu-CD94-3B*02
Vava-CD94-1
Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02
Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02
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Mimu-CD94-1
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Mimu-CD94-2*02
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Vava-CD94-3*02
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Abb. 29 Aminosiurevergleich der CD94-Sequenzen
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Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja, Callithrix
jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata. Zugangsnummern der im Vergleich verwendeten
Sequenzen siche Tab. 3 in Material und Methoden. Die Proteinsequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion
(ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-Typ Lektin-dhnliche Domédne (CTLD). Punkte zeigen identische
Aminosduren zur humanen Referenzsequenz an und Striche Deletionen. Sekundérstrukturelemente basieren auf
der Kristallstruktur von CD94 (Boyington et al., 1999). Putative Ligandenbindebereiche sind orange markiert
(Sullivan et al., 2007). Heterodimerkontakte zwischen CD94 und NKG2 (blaue Balken oberhalb der Sequenz)
beziehen sich auf die Kristallstruktur von CD94-NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Cysteinreste, die
intrachenare Disulfidbriicken ausbilden, sind durch eine Zahl gekennzeichnet und Cysteinpaare mit der gleichen
Zahl versehen (Boyington et al., 1999; Sullivan et al., 2007). Der Cysteinrest in der Halsregion, der an einer
interchenaren Disulfidbriicke mit NKG2 beteiligt ist, ist durch ein Doppelkreuz (+) angezeigt (Sullivan et al.,
2007). Hoch konservierte Bereiche zwischen CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49L sind hellblau hinterlegt.
Aminosdureaustausche zwischen zwei Allelen sind grau markiert. Sternchen (*) kennzeichen Stopkodons.
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3.4.2

NKG2D-Aminosiurevergleich

Der Aminosédurevergleich enthélt die NKG2D-Sequenzen von vier Altweltaffen (Mensch,

Schimpanse, Orang-Utan, Rhesusaffe), einem Neuweltaffen (WeiB3biischelaffe) sowie zwei

Lemuren (Vari, Mausmaki) (Abb. 30). NKG2D der Lemuren ist am N-Terminus 14

Aminosduren kiirzer als NKG2D in den hoéheren Primaten. Die NKG2D-Sequenzen aller

Primaten sind stark konserviert. Die Aminosduresequenzidentitit zwischen Weil3bilischelaffe

und Mensch betrigt 87,0 %, zwischen Mausmaki und Mensch 72,3 % und zwischen Vari und

Mensch 72,8 %. Acht Cysteinreste, die im humanen NKG2D an vier intrachenaren

Disulfidbriicken beteilgt sind (Li et al., 2001), sind in allen NKG2D-Sequenzen konserviert.

Interchenare Disulfidbriicken existieren im NKG2D-Homodimer nicht (Li et al., 2001).
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Abb. 30 Aminosiurevergleich der NKG2D-Sequenzen

Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja, Callithrix
jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata. Zugangsnummern der im Vergleich verwendeten
Sequenzen siche Tab. 3 in Material und Methoden. Die Proteinsequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion
(ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-Typ Lektin-dhnliche Domédne (CTLD). Punkte zeigen identische
Aminosduren zur humanen NKG2D-Referenzsequenz an und Striche Deletionen. Positiv geladene Argininreste
in der Transmembranregion sind [l hinterlegt. Sekundirstrukturelemente basieren auf der Kristallstruktur von
NKG2D im Komplex mit MICA (Li et al., 2001). MICA-Bindestellen sind durch griine Dreiecke () dargestellt
(Li et al., 2001) und ULBP3-Bindestellen durch braune Dreiecke (¥) (Radaev et al., 2001). Cysteinreste, die
intrachenare Disulfidbriicken ausbilden, sind durch eine Zahl gekennzeichnet und Cysteinpaare mit der gleichen
Zahl versehen (Li et al., 2001). Hoch konservierte Bereiche zwischen CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49L sind
hellblau hinterlegt. Aminosdurcaustausche zwischen zwei Allelen sind grau markiert. Sternchen (*)
kennzeichnen Stopkodons.

3.43 NKG2-Aminosaurevergleich

Der Vergleich umfasst die NKG2A-, -F- und -C/E-Sequenzen von Mensch, Schimpanse,
Orang-Utan und Rhesusaffe, NKG2A und NKG2CE des Weilbiischelaffen sowie NKG2-1, -
2, -3, -5 und -8 des Mausmakis und NKG2-1 bis NKG2-8 des Varis (Abb. 31).

Im Vergleich zu den CD94- und NKG2D-Sequenzen sind die NKG2-Sequenzen des
WeiBbiischelaffen und der Lemuren weniger konserviert. Die Aminosduresequenzidentitét
zwischen NKG2A des Weilbiischelaffen und NKG2A des Menschen betrigt 80,7 %,
zwischen NKG2CE des WeiBlbiischelaffen und NKG2C des Menschen 81,8 % sowie zwischen
NKG2CE des Weilbiischelaffen und NKG2E des Menschen 78,8 %. Die NKG2-Sequenzen
des Mausmakis weisen zum humanen NKG2A 54,4-64,8 % Identitdt, zum humanen NKG2C
55,0-60,6 % Identitit, zum humanen NKG2E 52,4-57,6 % Identitit und zum humanen
NKG2F 48,7-57,8 % Identitdt auf (siche Anhang unter 7.2.2). Die Vari-NKG2-Sequenzen
zeigen zum humanen NKG2A 54,3-63,9 % Identitdt, zum humanen NKG2C 57,1-62,3 %
Identitdt, zum humanen NKG2E 56,1-61,0 % Identitit und zum humanen NKG2F 53,2-



ERGEBNISSE 117

58,3 % Identitét auf (sieche Anhang unter 7.2.2). Die Sequenzidentitdten zwischen den NKG2-
Sequenzen des Mausmakis und des Varis betragen 56,8-82,2 % (siehe Anhang unter 7.2.2).
Die NKG2-Sequenzen der hoheren Primaten unterscheiden sich in ihrer Zytoplasma- und
Transmembranregion entsprechend aktivierender (positiv geladenene Aminosdure in der
Transmembranregion) und  inhibierender = NK-Zell-Rezeptoren (ITIM in  der
Zytoplasmaregion). Die NKG2-Sequenzen der Lemuren besitzen dagegen eine
unterschiedliche Kombination an ITIM-Sequenzen und YxxM-Motiven in der
Zytoplasmaregion sowie positiv geladener Aminosduren in der Transmembranregion (Abb.
31), so dass ihre Funktionen moglicherweise vielfaltiger sind.

Die Halsregion ist besonders divers in den NKG2-Sequenzen der Lemuren, aber auch die
NKG2-Sequenzen der hoheren Primaten unterscheiden sich in dieser Region. Der N-terminale
Bereich der CTLD ist in allen NKG2-Sequenzen eher konserviert, wihrend im C-terminalen
Bereich grofle Sequenzunterschiede zwischen den NKG2-Sequenzen der Lemuren und den
hoheren Primaten auftreten (Abb. 31). Auch der C-terminal gelegene Heterodimer-
kontaktbereich unterscheidet sich stark zwischen den Lemuren und den héheren Primaten. Der
am weitesten C-terminal gelegene Rest des Heterodimerkontaktbereichs (Aminoséureposition
169 im humanen NKG2C und entsprechende Position in den anderen NKG2-Molekiilen) ist,
wie bereits erwdhnt, besonders divers in den Lemuren, wiahrend er in den hoheren Primaten
eher konserviert ist. Der putative Ligandenbindebereich der NKG2-Molekiile unterscheidet
sich zwischen den verschiedenen Spezies. Innerhalb der einzelnen Spezies ist er in den
Lemuren diverser als in den hoheren Primaten.

Sechs Cysteinreste in der CTLD des humanen NKG2A-Molekiils, die an der Ausbildung von
drei intrachenaren Disulfidbriicken beteiligt sind (Sullivan et al., 2007), sind mit Ausnahme
der NKG2F-Sequenzen und der NKG2CII-Sequenz des Schimpansen in allen NKG2-
Sequenzen konserviert. Der Cysteinrest an Aminosdureposition 116 des humanen NKG2A-
Molekiils, der an einer interchenaren Disulfidbriicke mit CD94 beteiligt ist (Sullivan et al.,
2007), ist mit Ausnahme von NKG2-3 des Varis ebenfalls in allen NKG2-Sequenzen erhalten.
NKG2-3 im Vari besitzt zwei Aminosdurepositionen weiter N-terminal einen Cysteinrest, der

moglicherweise diese Funktion tibernimmt (Abb. 31).
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Vava-NKG2-2 RI.FTLTQKP....QTM....—-———— .YD..R L. F TN....S 137
Vava-NKG2-3 -N.--LPQN..... KTI....-———- .CNR.. ..., F TN....S 132
Vava-NKG2-4 LI.--LTQ--.S..QTVG...-———-— YY..R ... F TN....S 133
Vava-NKG2-5 RI.--—-.KL.S..QTI....-———- YD..R ... F TN..... 133
Vava-NKG2-6*01 LI.FTIMEK....FQ.VK...-———-— YD G.F TN..S 137
Vava-NKG2-6*02 LI.FTIMEK....FQ.VKI..-—-—-—-— YD G.F TN..S.. 137
Vava-NKG2-7 RI.FTLTQKP...FQTI..H.-—-—-—-— YN... ... F TN .S 137
Vava-NKG2-8 -—.--LPQK..D..QT.....-———- YN.S. .. F TN .S 131
—’——
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CTLD 2
Hosa-NKG2C KERRTWEESLLACTSKNSS-LLSIDNEEEMKFLASILPSSWIGVFRNSSHHPWVTINGLA 191
Patr-NKG2CI ... ... .. (e S 191
Patr-NKG2ClI 1 RKEELGKRVCWPVLRRTPVCF . * 154
Mamu-NKG2C LCKOLLAL L. A..... = - RN R 1N P T 191
Hosa-NKG2E ~  .......... Q..A..... spe......A..8........A. . 8........8....... 192
Patr-NKG2E .......... Q..A..... spN......A..N........A. .8 Coveeeieieeenn 192
Popy-NKG2CE .LJKLLLAL LML LA, ... GK...... T.....4..8. .. 162
Caja-NKG2CE oG A..... - V.L...... R...T.S.Fuiiiiinnnnnnn. S.DS.T 191
Hosa-NKG2F  ........ RVCWPVLRRTLICFL* 158
Patr-NKG2F  ........ GVCWPVLQRTLICFL* 158
Mamu-NKG2F2 I P T.A...Comeeiinnnn. QL.G.LSVL..V..SAV.AAVIIHGCQ* 191
Hosa-NKG2A ... .. ... - - . & ST .Sttt iiie e M. . 193
Patr-NKG2A ... ... Gm et ie e i S S 193
Popy-NKG2A N P PR - A..... -......A. .8 1 P 193
Mamu-NKG2A K...A....... L. = NN RN & TA.S..T.T D..Quvvnnn.. T 193
Caja-NKG2A ... ...... A..... AP P V..A.SSP.......... R. S.D..T 193
Mimu-NKG2-1*01 LK..D..VT..A.N..N-.FYTE........ G.LSLL..F..S D LRD.ST 192
Mimu-NKG2-1*02 LK..D..VM..A.N..N-.FYTE........ G.LSLL..F..S D LRD.ST 192
Mimu-NKG2-2*01 TK..DD.VT..A....N-..Y.......... S.LSKKA......... EQ SR..ST 197
Mimu-NKG2-2*02 TK..DD.VK..A....N-..Y.......... S.LSKKA. ........ EQ SR..ST 197
Mimu-NKG2-2*03 TK..DD.VK..A....N-..Y.......... S.LSKKA......... EQ SR..ST 197
Mimu-NKG2-2*04 TK..DD.VT..A....N-..Y.......... S.LSKKA. ........ EQ...SR..ST 197
Mimu-NKG2-3*01 TK..DD.VK..A....N-..Y.......... S.LSKKA......... EQ..ISR..ST 194
Mimu-NKG2-3*02 TK..DD.VK..A....N-..Y.......... S.LSKKA. ........ EQ..ISR..ST 194
Mimu-NKG2-3*03 TK..DD.VK..A....N-..Y.......... S.LSKKA......... EQ...SR..ST 194
Mimu-NKG2-5*01 FK..D...M..A..S..-..Y..D....... G.LSNQA....... G.DR...S ST 191
Mimu-NKG2-5*02 FK..D...I..A..S..-..Y..D....... G.LSNQA....... G.DR...S...ST 191
Mimu-NKG2-5A*03 FK..D...I..A..S..-..Y..D....... G.LSNQA....... G.DR...S...ST 191
Mimu-NKG2-5B*03 FK..D...I..A..S..-..Y..D....... G.LSNQA....... G.DR...S...ST 189
Mimu-NKG2-8*01 FK..D..VT..A.N..N-..Y...A..II..G.L.RO. et vernnunnn. S...ST 194
Mimu-NKG2-8*02 FK..D..VT..A.N..N-..Y...A..IT..G.L.RQ: et vienennnn. S...ST 194
Mimu-NKG2-8*03 FK..D..VT..A.N..N-..Y...A..IT..G.L.RO. et vernnunnn. S...ST 194
Vava-NKG2-1 LK..D..VT..A.Q...—.. ¥ eeun.. D.LSLL..... S.K.HR SLR.ST 192
Vava-NKG2-2 SK..D..VT..A.Q...-..Y.uuu.on.. L.G.FSKQA...... Tevenn.. SR..ST 196
Vava-NKG2-3 FK..D..VM..A.Q..N-..Y..K....... G.LSGKT....... T..Y...SR..ST 191
Vava-NKG2-4 LK..D..VT..A.N.TN-..Y....... R..G.LSEK...E..H........ SR...T 192
Vava-NKG2-5 FK..D..VT..A.N...-..Y....... R..G.LSKQA. ... vuuun.. SR..ST 192
Vava-NKG2-6*01 LK..Y..VT..A.Q..N-..Y....... I..G.L.RQ..vvvunnn. D....SLHSS. 196
Vava-NKG2-6*02 LK..Y..VT..A.Q..N-..Y....... I..G.L.RQ..vvennnn. D....SLHSS. 196
Vava-NKG2-7 LK..D..VT. . AQueim e it eeennnn L.G.LSLL..... S.K.RR .SLR.ST 196
Vava-NKG2-8 LK..D..VT..A.N..N-..Y........ L.G.LSKQA . v v it ieennnn. S...ST 190

D o SE— S S >
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CTLD 3 3 2
Hosa-NKG2C FK-HKIKDSDNAELNCAVLQVNRLKSAQCGSSMIYHCKHKL* 231
Patr-NKG2CI L.-.E.I...H..e........ KG...vunn.. T YR* 233
Mamu-NKG2C ..-.E..E..... H...M.HARG...DR...TI........ * 231
Hosa-NKG2E ..—-.E..... H..R...M.H.RG.I.D..... R.IRRGFIMLTRLVLNS* 240
Patr-NKG2E ..-.E..... H..R...M.H.CG.I.D..... R.IRRGFIMLTRLVLNS* 240
Caja-NKG2CE ..YYI....N...H..... H..G.IAKP....IT....... * 232
Hosa-NKG2A B S P I P A T..oeon.. * 233
Patr-NKG2A B Gevivennnn T, * 233
Popy-NKG2A B HD....HTRG.I.DK....KL....... * 233
Mamu-NKG2A T H...M.HARG...DK....K........ * 233
Caja-NKG2A LN-YT....N.E.R...M.H.DGF..EP....I.H...C..QN¥* 235
Mimu-NKG2-1*01 ..-LN.IETEYGNR..... YKY..Q.DE.R..KL.I....R* 235
Mimu-NKG2-1*02 ..-LN.IETEYDNR...L.YKY..Q.DE.R..KL.I....R* 235
Mimu-NKG2-2*01 ..-L..EE.IPGRH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EF* 237
Mimu-NKG2-2*02 ..-L..EE.IPGKH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EF¥* 237
Mimu-NKG2-2*03 ..-L..EE.IPG.H...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EF* 237
Mimu-NKG2-2*04 ..-L..EE.IPGKH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EF¥* 237
Mimu-NKG2-3*01 ..-L..EETVSGRH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EP* 234
Mimu-NKG2-3*02 ..-L..EETVSGRH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EP* 234
Mimu-NKG2-3*03 ..-L..EETVSGRH...... SPS.H.GG.E.TKT.I...EP* 234
Mimu-NKG2-5*01 N-L..EEILYGRNH....YSSS.H.SG.R.PKT.I..... * 231
Mimu-NKG2-5*02 .N-L..EEILYGRNH....YSSS.H.SG.R.PKT.I..... * 231
Mimu-NKG2-5A*03 N-L..EEILYGRNH....YSSS.H.SG.R.PKT.I..... * 231
Mimu-NKG2-5B*03 N-L..EEILYGRNH....YSSS.H.SG.R.PKT.I..... * 229
Mimu-NKG2-8*01 ..-LQ.VETATGKR...I.HSDG.Q.DG.E.LKR....... * 234
Mimu-NKG2-8*02 ..-LO.VETATGKR...I.HSDG.Q.DG.E.LKR....... * 234
Mimu-NKG2-8*03 ..-LQ.VETATGKR...I.HSDG.Q.DG.E.LKR. ...... * 234
Vava-NKG2-1 ..-L..AETEY..R...M.YKR..QRDE....KP.I....F* 232
Vava-NKG2-2 ..-L...ETIYGTHH..A.DSL..Q.TG...NKT.I...E.* 236
Vava-NKG2-3 .Q-L.VEEIIYGKHH..... SL..Q..G....KR.I....I* 231
Vava-NKG2-4 ..-L...ETIYGKHH..A.DSL..Q.SE...NKT.I...E.* 232
Vava-NKG2-5 ..-L..EETIYGKHH..A.DSLT.Q..G....KT.I LI* 232
Vava-NKG2-6*01 ..-LQ.AETAH.KR...I.HSD..Q.NG....NR....... * 236
Vava-NKG2-6*02 ..-LQO.AETAH.KR...I.HSD..Q.NG....NR....... * 236
Vava-NKG2-7 ..-L..AETEY..H...M.YKR..Q.DE....KP.I....F* 236
Vava-NKG2-8 ..-L...ETIYGKHH..A.DSIN.Q..G....KA.I...E.* 230
e e = =
BS po B7

Abb. 31 Aminosiurevergleich der NKG2-Sequenzen

Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja, Callithrix
jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata. Zugangsnummern der im Vergleich verwendeten
Sequenzen siche Tab. 3 in Material und Methoden. Die Proteinsequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion
(ZY), Transmembranregion (TM), Hals und C-Typ Lektin-dhnliche Domédne (CTLD). Punkte zeigen identische
Aminosduren zur humanen NKG2C-Referenzsequenz an und Striche Deletionen. ITIM-Sequenzen sind griin und
YxxM-Sequenzen gelb markiert. Positiv geladene Aminoséuren in der Transmembranregion sind . hinterlegt.
Sekundarstrukturelemente und Heterodimerkontakte zwischen CD94 und NKG2 (blaue Balken oberhalb der
Sequenz) basieren auf der Kristallstruktur von CD94-NKG2A des Menschen (Sullivan et al., 2007). Der putative
Ligandenbindebereich ist orange markiert (Sullivan et al., 2007). Cysteinreste, die intrachenare Disulfidbriicken
ausbilden, sind durch eine Zahl gekennzeichnet und Cysteinpaare mit der gleichen Zahl versehen (Sullivan et al.,
2007). Der Cysteinrest, der an einer interchenaren Disulfidbriicke mit CD94 beteiligt ist, ist durch ein
Doppelkreuz (+) angezeigt (Sullivan et al., 2007). Hoch konservierte Bereiche zwischen CD94, NKG2D, NKG2
und Ly49L sind hellblau hinterlegt. Aminosdureaustausche zwischen zwei Allelen sind grau markiert. Die Popy-
NKG2CE-Sequenz ist am N- und C-Terminus unvollstdndig und die Popy-NKG2F-Sequenz ist am N-Terminus
unvollstdndig. In den von der genomischen Sequenz abgeleiteten Allelen Mimu-NKG2-5*01/*%02 konnte nicht
zwischen den differentiell gespleiiten NKG2-5A/B-Transkripten unterschieden werden. Der differentiell
gespleifite Bereich ist in diesen Sequenzen durch eine eckige Klammer gekennzeichnet. Sternchen (*)
kennzeichnen Stopkodons.



ERGEBNISSE 123

3.44 Ly49-Aminosiurevergleich

Der Vergleich enthdlt die Ly49L-Sequenzen von drei Altweltaffen (Mensch, Orang-Utan,
Mantelpavian) und zwei Lemuren (Mausmaki, Vari) sowie Ly49a, -c und -h der Maus (Abb.
32). Von den 23 bekannten Ly49-Sequenzen der Maus (Anderson et al., 2001; Dimasi und
Biassoni, 2005) wurden die inhibierenden Rezeptoren Ly49a und Ly49c ausgewdhlt, da die
Rontgenkristallstrukturen von Ly49a im Komplex mit H2-D* (Tormo et al., 1999) und von
Ly49c¢ im Komplex mit H2-K® (Dam et al., 2003) bekannt sind. Ly49h wurde als Beispiel fiir
einen aktivierenden Ly49-Rezeptor ausgewéhlt. Die Ly49L-Proteinsequenzen sind innerhalb
der Primaten recht konserviert. Sequenzidentititen wurden zwischen den Ly49L-Sequenzen
der Lemuren und des Orang-Utans berechnet, da die humane Sequenz verkiirzt ist. Sowohl die
Ly49L-Sequenz des Mausmakis als auch des Varis zeigt eine Identitit von 70,7 % zur
Sequenz des Orang-Utans. Die Sequenzidentitit von Ly49a der Maus zu Ly49L des
Mausmakis betragt 41,8 % und zu Ly49L des Varis 40,8 %.

Acht Cysteinreste in der CTLD sind sowohl in den Ly49-Sequenzen der Maus, als auch in den
Ly49L-Sequenzen der Primaten konserviert (mit Ausnahme der verkiirzten Ly49L-Sequenz
des Menschen). Neben den konservierten Cysteinresten weisen die Ly49L-Sequenzen der

Primaten noch weitere Cysteinreste in der CTLD auf (Abb. 32).
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Mus-Ly49a
Mus-Ly49c
Mus-Ly49h
Mimu-Ly49L*01
Mimu-Ly49L*02
Vava-Ly49L
Paha-Ly49L
Popy-Ly49L
Hosa-Ly49L

Mus-Ly49a
Mus-Ly49c
Mus-Ly49h
Mimu-Ly49L*01
Mimu-Ly49L*02
Vava-Ly49L
Paha-Ly49L
Popy-Ly49L
Hosa-Ly49L

Mus-Ly49a
Mus-Ly49c
Mus-Ly49h
Mimu-Ly49L*01
Mimu-Ly49L*02
Vava-Ly49L
Paha-Ly49L
Popy-Ly49L
Hosa-Ly49L

Mus-Ly49a
Mus-Ly49c
Mus-Ly49h
Mimu-Ly49L*01
Mimu-Ly49L*02
Vava-Ly49L
Paha-Ly49L
Popy-Ly49L
Hosa-Ly49L

Mus-Ly49a
Mus-Ly49c
Mus-Ly49h
Mimu-Ly49L*01
Mimu-Ly49L*02
Vava-Ly49L
Paha-Ly49L
Popy-Ly49L
Hosa-Ly49L

ZY
MSEQEVTYSMVRFHKSA-GLOKQVRPEETKGPREAGYRRCSFHWK 44
P T..L...5-....L..H...Q....V.N.K..AP.Q 44
....... FPTM.....S-..NS...L.G.QRS.K..L.V..VP.Q 44
.D.G.0..T...LQ.SSESESGRS.DV.LR.EKTDDKEF.VS.R 45
.D.G.1..T...LQ.SSESESGQS.DV.LK.GKTDDKEF.VS.R 45
I..T...VR.PSESGSEQ.SDV.QR.GKT.DKVF.VS.R 39
.ND.GEV..TL..LQ.PSES.NRL.HDD.QR.GKTDDKEF.VP.R 45
.ND.GEI..TL..LQ.PSES.NRL..DD.QR.GKTDDKEF.VR.R 45
.ND.GEI..TL..LQ.PSES.NRL..DD.QR.GKTDDKEF.VP.H 45
™ Hals
FIVIALGIFCFLLLVAVSVLAI KIFQYDQQK-KLOEFLNHHNNCSNMQSDI
L..K....L...... T.A...V ..., N.H.QEIN.T....H...... RAF
L., L.s.R..T.A.FVT .F...S.H.QEIN.T...RH...... R.F
L.AVS...L.LV...I.T..VT ..CI.ERHQQ..I.G---—- HLS.K.N
L.AVS...L.LV...I.T..VT ....CI.ERHHQ..I.G-———-— HLS.K.N
AVS...L.L...MI.I..VT .M..CI.ERH-Q..I.R---—-— DLS.N.N
L.AVT...L.LF..MI.T..VT ..CV.E.HEQ..I.RNCSEKYI..N.N
L.AVT...L.L...MIIT..VT ....CI.E.HQQ.AI.RNCSEKYI..N.N
L.AVT...L.L...MI.T..VT N...CI.E.HQR..I.RNCSEKYI..N.N
Hals
NLKDEMLKNKSMEC----DLLESLNRDONRLYNKTKTVLDSL-—-—-——— QHT 135
.E...T...ID.RPSNET..YIK.E.D.WDS........ S——————= RD. 140
...E...T...ID.RPSYE...YIK.E.E.WDSE..S.S..S-——————- RD. 140
Y..EQL.I..TL.YDILKNESLQQKKKLDS.FL.NNICHIKNEIFSKSLEN. 143
Y..EQL.I..TL.YDILKNESLQQKKKLDS.FL.NNICHIKNEIFSKSLEN. 143
Y..EQL.T..TL.YDILKNESLQQKKELDS.FL.KNICHTKNDIFSKSLEN. 136
Y..EQL.T..TLKYDILKKDSFLQOKKELDS . LMLKSRCHRENEIVLKFL.N. 148
Y..EQL.T..TLKYDVLKNDSFQQKKELDSHLIQKNRCHRENEIVFKVL.N. 148
Y..EQI.T..TLKYDVLKN-SFQQOKKELDSRLIQKNRCHRENEIVFKVL.N. 147
v
CTLD 1 1 v 2V 3 vvy
GRGDKVYWFCYGMKCYYFVMDRKTWSGCKQTCQSSSLSLLKIDDEDELKFLQLVVPSDSC
“VK..... ST..... I.NKT...... AN..HY.VPI...E......... RH.IPENY
.- VK...... T..... I.NKT...... AN..HY.VPIV..E......... RH.ILE.Y
.KRYEAH.T.C.LS....A.EN.N.K........ YKS . oo iieennn. T.V..QIYKNNY
.KRYEAH.T.C.LS AVEN.N.K...... R.YKS..eeerunn.. T.V..QIYKNNY
.KRYEGH.S.C.LS. T.EN.N.K...... R.YRS. .o vevnnn. A.V..QTYKNYY
.KFSEDH.S.C.VN....T.QK.D.K....... HCRS....... K...A.I.SQIYENNY
.KFSEDH.S.C.VS....T.RK.D.K....... HCRA....... K...A.I.SQIYENNY
.KFSEDHGS.C.VN. T.QK.D.K....... HCRS....... K...V.YIHFYSLGL.
> o NE— S E—
po p1 al 02 B2
CTLD v; vzvvvvvv 4 ;v;:v;; ;4vvvv 2 3
WVGLSYDNKKKDWAWIDNRPS-KLALNTRKYNIRDGGCMLLSKTRLDNGNCDQVEFICICG
I..... K...E...... G..-..DMKI..M.FKSR..VF...A.IEDID.NIPYY....
I.o.... K...E....H.GQ.-..DMKIK.M.FTSR..VF...A.IEDTD.NTPYY....
I..... ERESK.K.V.SGS.PGINVGIMNSSSGR.K.GF..S..VAAID.I.TYN...E
- ERESK.K.V.SGS.PGINVGIMNSSSGR.K.AF..S..VAAID.I.TYN...E
Io.... E.ERK.K.V.SGS.PG.NFAIMNLTSGR.Q.AF..S..VAVID.IKTYN...E
I..... KRESK.K .GT.PGINSTIMRSSSGR.E.AF.TS..MATID.I.KYN...E
I..... ERESK.K .GT.PGIDSTIMRFSSGR.E.AF.TS..MTTID.I.MYN...E
FSM.DLRY*

q—#—#—#——

B2 B2’

B3 p4 BS

94
95
95
91
91
84
96
96
96

195
199
199
203
203
196
208
208
207

254
258
258
263
263
256
268
268
216
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CTLD
Mus-Ly49a KRLDKFPH* 262
Mus-Ly49c Koo... D* 266
Mus-Ly49h Koo, D* 266
Mimu-Ly49L*01 ..IGCSIFSASACTEKKR* 281
Mimu-Ly49L*02 ..IGCSIFSASACTEKKR* 281
Vava-Ly49L ..I.C-IFSASASTKKKR* 273
Paha-Ly49L .. T-DSIFSDSVCAKKKR* 285
Popy-Ly49L . .T-DSIFSDSVCAK 282

> —

pS

Abb. 32 Aminosidurevergleich der Ly49-Sequenzen

Hosa, Homo sapiens; Popy, Pongo pygmaeus; Paha, Papio hamadryas; Mimu, Microcebus murinus; Vava,
Varecia variegata; Mus, Mus musculus. Zugangsnummern der im Vergleich verwendeten Sequenzen siehe Tab. 3
in Material und Methoden. Die Proteinsequenzen sind unterteilt in Zytoplasmaregion (ZY), Transmembranregion
(TM), Hals und C-Typ Lektin-dhnliche Doméine (CTLD). Punkte zeigen identische Aminoséuren zur Ly49a-
Sequenz der Maus an und Striche Deletionen. ITIM-Sequenzen sind griln markiert. Die positiv geladene
Aminosiure in der Transmembranregion von Ly49h ist [l hinterlegt. Sekundirstrukturelemente basieren auf der
Kristallstruktur von Ly49a im Komplex mit H2-D? (Tormo et al., 1999). Bindestellen zwischen Ly49a und H2-D?
sind durch griine Dreiecke (v) dargestellt (Tormo et al., 1999) und Bindestellen zwischen Ly49¢ und H2-K°
durch braune Dreiecke (¥) (Dam et al.,, 2003). Cysteinreste von Ly49a, die intrachenare Disulfidbriicken
ausbilden sind durch eine Zahl gekennzeichnet und Cysteinpaare mit der gleichen Zahl versehen (Tormo et al.,
1999). Zusitzliche Cysteinreste in der CTLD der Ly49L-Sequenzen der Primaten sind gelb markiert. Hoch
konservierte Bereiche zwischen CD94, NKG2D, NKG2 wund Ly49 sind hellblau hinterlegt.
Aminosdureaustausche zwischen zwei Allelen sind grau markiert. Vava-Ly49L ist am N-Terminus und Popy-
Ly49L ist am C-Terminus unvollstdndig. Sternchen (*) kennzeichen Stopkodons.

3.5 Phylogenetische Analyse der C-Typ Lektin-dhnlichen NK-Zell-
Rezeptoren

Aus Aminosduresequenzvergleichen von CD94, NKG2D, NKG2 und Ly49 wurden mit Hilfe
des Programms MEGA 3.1 nach der Neighbor-Joining-Methode auf Basis des Distanz-

Evolutionsmodells JTT (Jones-Taylor-Thorton) phylogenetische Stammbé&ume errechnet.
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3.5.1 Stammbaum der CD94-Sequenzen der Primaten

Fiir CD94 bestehen orthologe Beziehungen zwischen der Sequenz des Weillbiischelaffen und
den Sequenzen der Altweltaffen (99 % Bootstrap-Wert) (Abb. 33). Die drei CD94-Sequenzen
des Varis und des Mausmakis bilden einen getrennten Ast (100%). Innerhalb dieses Astes
gruppieren CD94-1, -2 und -3 des Varis miteinander, sowie CD94-1 und CD94-2 des
Mausmakis. Allerdings ist diese Anordnung nur durch geringe Bootstrap-Werte gesichert.
Einen Unterast bilden CD94-1 und CD94-2 des Varis, der durch einen verhiltnismafig hohen
Bootstrap-Wert von 90 % gestiitzt wird. CD94-3 des Mausmakis steht basal zu den restlichen
CD9%4-Sequenzen der Lemuren (68 %). Die verschiedenen CD94-Sequenzen der Lemuren sind

durch lange Aste voneinander getrennt, was eine hohe Diversitit in diesen Sequenzen

widerspiegelt.
401 Hosa-CD94
99 —— Popy-CD94
60] Patr-CD94
%9 Mamu-CD94
Caja-CD94
90 Vava-CD94-1
38 L Vawa-CD9%4-2
68 Vava-CD94-3
Mimu-CD94-1
100 45 Mimu-CD94-2
Mimu-CD94-3
Mus-CD9%4
—
0.05

Abb. 33 Phylogenetische Analyse der CD94-Aminosiuresequenzen verschiedener Primaten

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die CD94-
Sequenz der Maus diente als AuBengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten (Bootstrap-Werte) geben die
Prozentzahlen an, wie hiufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden 1000 Teildatensétze erstellt. Die
Distanzmarkierung beschreibt 0,05 Aminosduresubstitutionen pro Position (korrigiert nach JTT).
Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten Sequenzen siche Tab. 3 in Material und Methoden. Hosa,
Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja, Callithrix jacchus;
Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.
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3.5.2 Stammbaum der NKG2D-Sequenzen der Primaten

Fir NKG2D bestehen orthologe Beziehungen zwischen den NKG2D-Sequenzen des
untersuchten Mausmakis, Varis und Weillbiischelaffen und den NKG2D-Sequenzen der
Altweltaffen (Abb. 34). Der Stammbaum entspricht mit Ausnahme des Rhesusaffen und des
Orang-Utans den Verwandtschaftsverhéltnissen der Primaten. Duplikationen oder Deletionen

von NKG2D treten in keiner der Spezies auf.

ﬁr Hosa-NKG2D
91 Patr-NKG2D

91 L Mamu-NKG2D
100 L Popy-NKG2D
Caja-NKG2D
Vava-NKG2D
ol Mimu-NKG2D
Mus-NKG2D-L
—
0.05

Abb. 34 Phylogenetische Analyse der NKG2D-Aminosiuresequenzen verschiedener Primaten

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die
NKG2D-L-Sequenz der Maus diente als AuBlengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten (Bootstrap-
Werte) geben die Prozentzahlen an, wie hiufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden 1000
Teildatensétze erstellt. Die Distanzmarkierung beschreibt 0,05 Aminoséduresubstitutionen pro Position (korrigiert
nach JTT). Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten Sequenzen siche Tab. 3 in Material und
Methoden. Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja,
Callithrix jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.
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3.5.3 Stammbaum der NKG2-Sequenzen der Primaten

Fiir die NKG2-Sequenzen wurden drei verschiedene Stammbéaume erstellt (Abb. 35-37). Der
Stammbaum in Abb. 35 wurde aus den kompletten Aminosduresequenzen berechnet, der
Stammbaum in Abb. 36 aus der Zytoplasma-, Transmembran- und Halsregion und der
Stammbaum in Abb. 37 aus der CTLD der NKG2-Sequenzen. Die NKG2F-Sequenzen sowie
NKG2CE des Orang-Utans und NKG2CII des Schimpansen wurden in die
Stammbaumberechnungen nicht mit einbezogen, da diesen Sequenzen ein groBer Teil der
CTLD fehlt (Abb. 31). Im Stammbaum, der mit den kompletten Aminosiduresequenzen erstellt
wurde (Abb. 35), gruppieren die NKG2-Sequenzen der Altwelt- und des untersuchten
Neuweltaffen miteinander (100 %). Die NKG2A-Sequenzen sowie die NKG2C/NKG2E-
Sequenzen bilden zwei getrennte Cluster (97 % respektive 98 %). NKG2A des
WeiBbiischelaffen steht basal zu den NKG2A-Sequenzen der Altweltaffen (52 %) und
NKG2CE des Weilbiischelaffen steht basal zu den NKG2C- und NKG2E-Sequenzen der
Altweltaffen (85 %). Somit dhnelt NKG2CE des WeiBbiischelaffen moglicherweise einem
urspriinglichen Gen aus dem durch Genduplikation die NKG2C- und NKG2E-Sequenzen der
hoheren Primaten hervorgegangen sind. Die NKG2-Sequenzen der Lemuren bilden einen
separaten Ast zu den NKG2-Sequenzen der Trockennasenaffen (82 %). Orthologe
Beziehungen zwischen den einzelnen NKG2-Sequenzen des Mausmakis und des Varis
konnten wie bei CD94 nicht nachgewiesen werden. Lediglich NKG2-1 des Mausmakis
gruppiert mit NKG2-1 des Varis. Der Bootstrap-Wert fiir diese Gruppierung ist allerdings nur
méBig hoch (68 %).
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Abb. 35 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosiuresequenzen verschiedener Primaten (komplette
Proteinsequenz)

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die
NKG2A-, -C- und -E-Sequenzen der Maus dienten als AuBlengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten
(Bootstrap-Werte) geben die Prozentzahlen an, wie héufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden
1000 Teildatensétze erstellt. Die Distanzmarkierung beschreibt 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Position
(korrigiert nach JTT). Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten Sequenzen siche Tab. 3 in Material
und Methoden. Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta;
Caja, Callithrix jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.
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In dem Stammbaum in dem nur die Zytoplasma-, Transmembran- und Halsregion der NKG2-
Sequenzen analysiert wurde (Abb. 36), gruppieren NKG2-2 und NKG2-5 des Mausmakis mit
NKG2-2, -4, -5, -6 und -7 des Varis mit einem Bootstrap-Wert von 100 % und stellen eine
Schwesterngruppe zu den NKG2C/E-Sequenzen der Trockennasenaffen dar (55 %). Die
Zytoplasma- und Transmembranregion sind verantwortlich fiir die Funktion des Rezeptors.
Die NKG2-Sequenzen des Varis und des Mausmakis, die mit den NKG2C/E-Sequenzen
gruppieren, besitzen analog zu aktivierenden Rezeptoren alle eine positiv geladene
Aminosédure (Lysin) in der Transmembranregion und zusétzlich ein ITIM oder YxxM-Motiv
(Abb. 31).

NKG2-1, -3 und -8 des Mausmakis und des Varis bilden einen separaten Ast (79 %), genauso
wie die NKG2A-Sequenzen der Trockennasenaffen (99 %). Die basale Stellung der NKG2A-
Sequenzen zu den iibrigen NKG2-Sequenzen der Primaten wird nur schwach unterstiitzt
(35 %). NKG2-1, -3 und -8 des Mausmakis und NKG2-1, -3 und -8 des Varis besitzen wie
inhibierende Rezeptoren ein bis zwei ITIM und zusédtzlich (mit Ausnahme des Allels Mimu-
NKG2-3*01) eine positiv geladene Aminosdure in der Transmembranregion und/oder ein
YxxM-Motiv (Abb. 31). In allen sechs Sequenzen befindet sich ein ITIM an Position 2,
wiahrend in den NKG2-Sequenzen, die eine Schwesterngruppe zu den NKG2C/E-Sequenzen
bilden, keine Sequenz ein ITIM an dieser Position aufweist (Abb. 31).



ERGEBNISSE

131

Patr-NKG2E
78
Hosa-NKG2E
o0 | 56 Patr-NKG2Cl
60 |- Hosa-NKG2C
39 Mamu-NKG2C
55
Caja-NKG2CE
Vava-NKG2-6
Mimu-NKG2-2
100
Mimu-NKG2-5
62
Vava-NKG2-2
35_ 22
3 Vava-NKG2-7
31 Vava-NKG2-5
30 Vava-NKG2-4
Vava-NKG2-3
Vava-NKG2-8
79
100 = Vava-NKG2-1
37
” Mimu-NKG2-1
25 Mimu-NKG2-8
80 Mimu-NKG2-3
gg | Hosa-NKG2A
41 Patr-NKG2A
Mamu-NKG2A
Popy-NKG2A
28 Caja-NKG2A
Mus-NKG2A
Mus-NKG2C
100 L—— Mus-NKG2E

0,2

Abb. 36 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosiuresequenzen verschiedener Primaten (Zytoplasma-,

Transmembran- und Halsregion)

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die
NKG2A-, -C- und -E-Sequenzen der Maus dienten als AuBengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten
(Bootstrap-Werte) geben die Prozentzahlen an, wie héufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden
1000 Teildatensédtze erstellt. Die Distanzmarkierung beschreibt 0,2 Aminosduresubstitutionen pro Position
(korrigiert nach JTT). Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten Sequenzen siche Tab. 3 in Material
und Methoden. Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta;

Caja, Callithrix jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.
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In dem Stammbaum, in dem die CTLD analysiert wurde (Abb. 37), gruppieren die NKG2-
Sequenzen der Trockennasenaffen nicht nach aktivierenden bzw. inhibierenden Rezeptoren
wie in den Stammbaumen in Abb. 35 und Abb. 36, sondern speziesspezifisch. So gruppieren
NKG2A und NKG2CE des WeiBlbiischelaffen zusammen (92 %). Dasselbe gilt fiir NKG2A
und NKG2C des Rhesusaffen (84 %). Die NKG2A-, -C- und -E-Sequenzen des Menschen und
Schimpansen gruppieren zusammen (39 %), wobei die NKG2A- und NKG2C-Sequenzen eine
Schwesterngruppe zu den NKG2E-Sequenzen bilden.

Fir die NKG2-Sequenzen der Lemuren ist keine klare speziesspezifische Aufspaltung
sichtbar. Dennoch unterscheidet sich die Anordnung der NKG2-Sequenzen deutlich von der
im Stammbaum in Abb. 36 (ZY, TM, Hals). Eine groe Gruppe mit relativ hoher
Unterstlitzung (91 %) bilden NKG2-2, -3, -4, -5 und -8 des Varis mit NKG2-2, -3, und -5 des
Mausmakis. Innerhalb dieser Gruppe ist die Gruppierung von Mimu-NKG2-2 mit Mimu-
NKG2-3 (100 %) und auBerhalb dieser Gruppe die Gruppierung von Vava-NKG2-7 mit Vava-
NKG2-1 (93 %) sowie Vava-NKG2-6 mit Mimu-NKG2-8 (95 %) weiterhin sehr gut
unterstiitzt. Interessanterweise gruppieren Mimu-NKG2-2, Vava-NKG2-7 und Vava-NKG2-6
im Stammbaum in Abb. 36 getrennt von Mimu-NKG2-3, Vava-NKG2-1 und Mimu-NKG2-8.
Entsprechend zeigt ein Vergleich der Aminosduresequenzen der Zytoplasma-, Transmembran-
und Halsregion fiir Mimu-NKG2-2 und Mimu-NKG2-3 eine geringe Identitit von 52,1 %, fiir
Vava-NKG2-1 und Vava-NKG2-7 eine Identitdt von 57,3 % sowie fiir Mimu-NKG2-8 und
Vava-NKG2-6 eine Identitdt von 58,8 %. Die Identititen der CTLD sind dagegen sehr hoch
und betragen 93,9 % sowohl fiir Mimu-NKG2-2 und Mimu-NKG2-3 als auch fiir Vava-
NKG2-1 und Vava-NKG2-7. Fiir Mimu-NKG2-8 und Vava-NKG2-6 betrdgt die Identitit der
CTLD 82,6 %.
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Abb. 37 Phylogenetische Analyse der NKG2-Aminosiduresequenzen verschiedener Primaten (CTLD)

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die
NKG2A-, -C- und -E-Sequenzen der Maus dienten als AuBengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten
(Bootstrap-Werte) geben die Prozentzahlen an, wie héufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden
1000 Teildatensédtze erstellt. Die Distanzmarkierung beschreibt 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Position
(korrigiert nach JTT). Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten Sequenzen siche Tab. 3 in Material
und Methoden. Hosa, Homo sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta;
Caja, Callithrix jacchus; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Mus, Mus musculus.
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3.5.4 Stammbaum der Ly49-Sequenzen der Siugetiere

Fir Ly49 wurde ein Stammbaum erstellt, der neben den Sequenzen der Primaten und der
Maus (verschiedene Mausstimme) Ly49-Sequenzen von weiteren Sédugetieren wie Hund,
Katze, Schwein, Rind und Pferd enthilt (Abb. 38). Wihrend in den Raubtieren (Hund, Katze)
und den Paarhufern (Schwein, Rind) nur ein Ly49-Gen vorliegt (Gagnier et al., 2003), ist
Ly49 im Pferd vervielfacht (Ly49A bis -E) (Takahashi et al., 2004). Obwohl die Primaten
ndher mit der Maus verwandt sind (Madsen et al., 2001; Murphy et al., 2001), gruppieren die
Ly49L-Sequenzen der Primaten mit den Ly49-Sequenzen von Hund, Katze, Schwein, Rind
und Pferd (100 %). Innerhalb dieser Gruppe bilden die Ly49A- bis -E-Sequenzen des Pferdes
einen separaten Ast (98 %). Demzufolge wurden die Ly49-Sequenzen im Pferd und der Maus
unabhingig voneinander vervielfacht. Die Anordnung der Ly49-Sequenzen in den Nicht-
Nagetieren entspricht den bekannten phylogenetischen Beziehungen zwischen diesen Sdugern

(Madsen et al., 2001).
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Abb. 38 Phylogenetische Analyse der Ly49-Aminosiuresequenzen verschiedener Siugetiere

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die Zahlen
an den Aufspaltungspunkten (Bootstrap-Werte) geben die Prozentzahlen an, wie hdufig diese Verzweigung
rekonstruiert wurde. Es wurden 1000 Teildatensédtze erstellt. Die Distanzmarkierung beschreibt 0,1
Aminosduresubstitutionen pro Position (korrigiert nach JTT). Zugangsnummern der im Stammbaum verwendeten
Sequenzen sieche Tab. 3 in Material und Methoden. Die im Stammbaum verwendete humane Ly49L-
Aminosiuresequenz stellt eine hypothetische Sequenz dar, die von der genomischen Sequenz abgeleitet wurde
und eine vollstindige CTLD enthdlt (Zugangsnummer: EAW96194). Primaten: Hosa, Homo sapiens; Popy,
Pongo pygmaeus; Paha, Papio hamadryas; Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Nagetiere:
Mus, Mus musculus; Raubtiere: Feca, Felis catus (Katze); Cafa, Canis familiaris (Hund); Unpaarhufer: Eqca,
Equus caballus (Pferd); Paarhufer: Susc, Sus scrofa (Schwein); Bota, Bos taurus (Rind).
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3.6 CDY%4-Gene im Potto

Es wurde untersucht, ob in ecinem weiteren Feuchtnasenaffen, dem afrikanischen Potto
(Perodicticus potto ibeanus), der zu den Loriartigen zéhlt, ebenso wie in den beiden Vertretern
der Lemuren (Mausmaki, Vari) mehrere CD94-Gene vorliegen. Dazu wurden anhand eines
Vergleichs der CD94-Sequenzen von verschiedenen Primatenspezies Primer ausgewéhlt, die
an konservierte Bereiche der CD94-Sequenzen in Exon 4 (Primer: 3626 forward, 3628
forward, 5027 forward, 3627 reverse) und Exon 5 (Primer: 3625 reverse) binden. Mit
genomischer DNA von einem Potto-Individuum wurden mit den Primerpaaren 3628/3627 und
3626/3625 PCR-Analysen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden kloniert und anschlieBend
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen sind in Abb. 39 dargestellt. Mit dem Primerpaar
3628/3627 konnte die Sequenz Pepo-CD94h und mit dem Primerpaar 3626/3625 die
Sequenzen Pepo-CD94a, -b und -c amplifiziert werden. Mit den Primaten-spezifischen
forward-Primern (3628, 5027) und einem weiteren Potto-spezifischen reverse-Primer (5026),
der in Intron 4 bindet, konnten die Sequenzen Pepo-CD94d und -e (Primerpaar: 3628/5026)
sowie die Sequenzen Pepo-CD94f und -g (Primerpaar: 5027/5026) amplifiziert werden. Auch
diese PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert. Um PCR-bedingte Sequenzfehler
auszuschlieBen, wurden fiir jede Sequenz mindestens zwei Klone analysiert.

Somit konnten iiber PCR mit verschiedenen Primerkombinationen (siehe Tab. 8 in Material
und Methoden) insgesamt acht verschiedene CD94-Teilsequenzen aus genomischer DNA
eines Potto-Individuums amplifiziert werden (Abb. 39). Unter Beriicksichtigung, dass es sich
bei diesen Sequenzen teilweise um Allele handeln kann, besitzt der Potto folglich mindestens
vier verschiedene CD94-Gene.

In den Sequenzen Pepo-CD9%4d, -e, -f und -g tritt in Intron 4 jeweils an gleicher Position ein
Alu-Element auf, das in den Sequenzen Pepo-CD94a, -b und -c fehlt (Abb. 39). Die
Orientierung des Alu-Elementes in den Sequenzen CD94d und -e ist identisch und
entgegengesetzt zur Orientierung des Alu-Elementes in den Sequenzen CD94f und -g. In den
Intron 4-Sequenzen der CD94-Gene des Mausmakis befinden sich dagegen keine Alu-

Elemente.
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Exon 4
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGAGAAAACTTGGGAGGGAAG
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGAGAAAACTTGGGAGGGAAG
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGACAACTTGGGAAGAAAG
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAG
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAG
CGAAGCAACTGTTACTTCATTTCTACTGAAGTGACAACTTGGGAAGAAAG
CGAAGCAACTGTTACTTCATTTCTACTGAAGTGACAACTTGGGAAGARAAG
CAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAGGAGAAAACTTGGGAGGAAAG

Intron 4
TAGGAAAGTCTGCATCTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCGAAACAAAGATGAACTGECATGTACT
TAGGAAAGTCTGCATCTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCGAAACAAAGATGAACTG[ECATGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCGAAACAAAGATGAACTG[ECACGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACGAAGAAGAACTGECATGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACGAAGAAGAACTGECATGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTGGAAACAAAGATGAACTG[ECATGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTGGAAACAAAGATGAACTG[ECATGTACT
TAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG

TGAATCTAGCCTCCTATATTTTCTTTGCTCT----ATCAAAGTATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC
TGAATCTAGCCTCCTATATTTTCTTTGCTCT----ATCAAAGTATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC
TGAATCTAGCCTCCTATATTTTCTTTGCTCT----TTCAAAGCATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC

TGAATCTAGCCTCCTATATTTTCTTTGCTCTGGATATCAAAGTATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC
TGAATCTAGCCTCCTATATTTTCTTTGCTCTGGATATCAAAGTATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC
TGAATCTAGCCTCCCATATTTTCTTTGCTCTGGATAGCAAAATATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC
TGAATCTAGCCTCCCATATTTTCTTTGCTCTGGATAGCAAAATATCTAAATAAGCTAAACACTTTGATTC

AAGTCTTTAATCAGATTACAGGCAGTCTCCAGGTTATGAACGAGATAGGTTCTGTAGGTTTGTTCTTAGT
AAGTCTTTAATCAGATTACAGGCAGTCTCCAGGTTATGAACGAGATAGGTTCTGTAGGTTTGTTCTTAGT
AAGTCTTTAATCAGATTATAGGCAGTCTCCAGGTTATGAATGAGATAGGTTCTGTAGGTTTGTTCTTAGT
AACTCTTTAATCAGATTACAGGCAGTCTCCTGGTTATGAACAAGATAGGTTCTATATGTTTATTGTTAGC
AACTCTTTAATCAGATTACAGGCAGTCTCCTGGTTATGAACAAGATAGGTTCTATATGTTTATTGTTAGC
AAGTCTTTAATTAGATTATAGGTGGTCTCCAGATTATGAACGAGATAGGTTCTGTATGTTTATTCCTAGT
AAGTCTTTAATTAGATTATAAGTGGTCTCCAGATTATGAACGAGATAGGTTCTGTATGTTTATTCCTAGT

TGAACCTGTTGCAAGTTGGAACAGGTACCTATTATCCCCATTCATAAGCGAGCCGCACGTCAGTGGGATG
TGAACCTGTTGCAAGTTGGAACAGGTACCTATTATCCCCATTCATAAGCGAGCCGCACGTCAGTGGGATG
TGAACCTGTTGCAAGTTGGAAGAGGTACCTATTATCCGCATTCGTAAGCGAGTCACATGACAGTGGGATG
TGAATCCATTGCAATTTGGAACAGGTACCTATTATTCCCATTCGTAAGTGAGCCGCACGTCAGTGGGATG
TGAATCCATTGCAATTTGGAACAGGTACCTATTATTCCCGTTCGTAAGTGAGCCGCACGTCAGTGAGATG
TGAATACATTGCAAGTTGTAACAGGTACCTGTTATCCCCATTCGTAAGGGAGCAGCACGTCAGTGGGATG
TGAATACATTGCAAGTTGTAACAGGTACCTGTTATCCCCATTCGTAAGGGAGCAGCACGTCAGTGGGATG

TTCGTAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGGACTCATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAAACTAT
TTCGTAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGGACTCATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAAACTAT
TTTGTAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTGAATAGAATTCATGACCTATCAATTTCATGTACCTTAAAACTAT
TTTGTAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGAACCAATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAGATTAT
TTTGTAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGAACCAATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAGATTAT
TTTGCAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGAACTAATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAAACTAT
TTTGCAGCTCAGGGACTCTCTGTAGTAAATAGAACTAATGACCTATCAATTCCATGTACCTTAAAACTAT

CATTGTAAAACCCACATAAAATTCCTCAAAGAATTACATCATAGAGATAAAAATTAAGATAAGTGACA--
CATTGTAAAACCCACATAAAATTCCTCAAAGAATTACATCATAGAGATAAAAATTAAGATAAGTGACA--
CATTGTAAAACCCACATAAAATTCTTCAACGATTTACATCTTAGAGATAAAAATTAAGATAGGTGACAGA
CATTGTAAAACCCACATACAATTCCTCAAAGAATTACATTTTAGAGATAAAAATTAAGATAGGTGACAGA
CATTGTAAAACCCACATACAATTCCTCAAAGAATTACATTTTAGAGATAAAAATTAAGATAGGTGACAGA
CATTGTAAAACCCACATAAAATTCCTCAAA-AATTACATCTTAGAGATAAAAATTAAGTTGGGTGACAGA
CATTGTAAAACCCACATAAAATTCCTCAAAGAATTACATCTTAGAGATAAAAATTAAGTTGGGTGACAGA

70
70
70
70
70
50
50
70

140
140
140
140
140
120
120
104

206
206
206
210
210
190
190

276
276
276
280
280
260
260

346
346
346
350
350
330
330

416
416
416
420
420
400
400

484
484
486
490
490
469
470
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Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD94e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g

—-AAGTGCGAGAAACTTTTCATGGAAAATTCAAAGAAGAAATAACAGGTCACTGCTTTGGACTTTGCAAT
--AAGTGCGAGAAACTTTTCATGGAAAATTCAAAGAAGAAATAACAGGTCACTGCTTTGGACTTTGCAAT
TAAAGTGCGAGAAACTTTTCAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAATAGGTCATTATTTTGGACTTTGCAAT
G-AAGTACAAGCAATTTCTCAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAATAGTTCATTATTTTGGACTTTGCAAT
G-AAGTACAAGCAATTTCTCAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAATAGTTCATTATTTTGGACTTTGCAAT
TAAAGTGGGAGGAACTTTTCAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAACAGGTCATTATTTTGGACTTTGCAAT
TAAAGTGGGAGGAACTTTTCAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAACAGGTCATTATTTTGGACTTTGCAAT

GTTTAGTTCTTTCAATGGAATTTATAATTTCTTTTGTAACTATGTATCTTTTGGCATTTTTCTAGCTTAT
GTTTAGTTCTTTCAATGGAATTTTTAATTTCTTTTGTAACTATGTATCTTTTGGCATTTTTCTAGCTTAT
GTTTAGTTCTTTCAATAGAATTTATCATTTCTTTTGTAACTACATATCTTTTGGCATTTTTCTAGCTTAT
TTTTACTTCCTTTAATGGAATTTATAATTTCTTTTGTAACTATACAGCTTTTGGCATCTTTCTAGGATAA
TTTTACTTCCTTTAATGGAATTTATAATTTCTTTTGTAACTATACAGCTTTTGGCATCTTTCTAGGATAA
TTTTAATTCTTTCAGTATAATTTATAATTTCTTTTGTAACTACCTATCCTTTGGCATTTTTCTAACTTAT
TTTTAATTCTTTCAGTATAATTTATAATTTCTTTTGTAACTACCTATCCTTTGGCATTTTTCTAGCTTAT

AACATGTAACAAGTATGGAAAGGATAATCATAAAAATTGCCCACTTCTT---——-—-—-—-—-——————=—————
AACATGTAACAAGTATGGAAAGGATAATCATAAAAATTGCCCACTTCTT---————-—-—-—————-———————
AACATGTAACAAGTATGGAAAGGATAATCATAAAAATTGCCCACTTCTT--———————————————————
AATATGAAAGAAGTATGGAAAGGATAATCATAGAAATTTCCCATTTCTTGGCTTGGCACCTGTAACTCAA
AATATGAAAGAAGTATGGAAAGGATAATCATAGAAATTTCCCATTTCTTGGCTTGGCACCTGTAACTCAA
AATATGTAACAAGTATGGAAAGGATAATCATAAAAATTACCCACATCTTxxXXXXXXXXAAGAGACAAAGT
AATATGTAACAAGTATGGAAAGGATAATCATAAAAATTACCCACATCTTxxXXXXXxXXAAGAGACAAAGT

GCAGCTAGAGCGCCAGCCACATACACCAGAGCTGGCAGGTTCAAATCCAGAACAACAATCACAACTAAAA
GCAGCTAGAGCGCCAGCCACATACACCAGAGCTGGCAGGTTCAAATCCAGAACAACAATCACAACTAAAA
TTCGCTTTATCGCCCTTGGTAGAGTGCCGTGTGGCGTCACACAGCTCACAGCAACCTCCAACTCLCTGGGC
TTCGCTTTATCGCCCTTGGTAGAGTGCCGTGTGGCGTCACACAGCTCACAGCAACCTCCAACTCLCTGGGC

CCAGAAAATAACCAGGCATTGTGGTGGGCACCTGTAGTCCCAACTATCTGGGAAACTGAGGTAAGAGAAT
CCAGAAAATAACCAGGCATTGTGGTGGGCACCTGTAGTTCCAACTATCTGGGAAACTGAGGTAAGAGAAT
TTAGGTTATTCTCTTACCTCAGCCTICCTAAGTACCTGGAACTACAGGCGCCTGCCACAACCGGCAGTTCG
TTAGGTTATTCTCTTACCTCAGCCTICCTGAGTACCTGGAACTACAGGCGCCCGCCACAACCGGCAGTTCG

CACTAAAGCCCAAGCATTTGAGTTTGCTGTGAGCTGTGATGCCACAGCACTCTGTCCAGGGTGACAACTT
CACTAAAGCCCAAGCATTTGAGTTTGCTGTGAGCTGTGATGCCACAGCACTCTGTCCAGGGTGACAACTT
GCCGGGACGGGGTTTGAACCTGCCACCCTCAGTATATGGGGCTGGTGCTCTACCCACTGAACCACAGGTG
GCCGGGACGGGGTTTGAACCTGCCACCCTCAGTATATGGGGCTGGTGCTCTACCCACTGAACCACAGGTG

———————————————————————————————————————— AAGAAAAAGTGAA---TGTCTCCAGTTTCA
———————————————————————————————————————— AAGAAAAAGTGAA---TGTCCCCAGTTTCA
———————————————————————————————————————— ARGAAAAAGTGAAAAATGTCTCCCTTTTCA
ARGACTCTATCTCAAAAAAAGAAACAATTGCCCACTTCTTAAGAAAAAGTGAATAATGTCTCCAGTTTCA
ARGACTCTATCTCAAAAAAAGAAACAATTGCCCACTTCTTAAGAAAAAGTGAATAATGTCTCCAGTTTCA
CTGCCCCA-------—————————- AATTACCCACTTCTTAAGAAACAGTGAAAAATGTCTCCAGTTTCA
CTGCCCCA--——————————————~- AATTACCCACTTCTTAAGAAACAGTGAAAAATGTCTCCAGTTTCA

TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGTCGAGTAGGTTATAACCCTGGGATTCATCCTTCATGATAGTGTTAA
TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGTCGAGTAGGTTATAACCCTGGGATTCATCCTTCATGATAGTGTTAA
TACAGTGTTTGTACTGAGTTGAGGTTGAGTAGGTTATAATGCTGGGATTCATCCTTCATGATGGTATTAA
TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGT
TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGT
TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGT
TGCAGTGTCTGTGCTGAGTTGAGGT

552
552
556
559
559
539
540

622
622
626
629
629
609
610

671
671
675
699
699
679
680

671
671
675
769
769
749
750

671
671
675
839
839
819
820

671
671
675
909
909
889
890

698
698
705
979
979
942
943

768
768
775
1004
1004
967
968
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Pepo-CD94a TTTAGGATCAAATTTGATCATGGATCCCCTGTGAAGGAAGCTGTCATGAAAACTATCTTCCTTTAAGCTT 838
Pepo-CD94b TTTAGGATCAAATTTGATCATGGATCCCCTGTGAAGGAAGCTGTCATGAAAACTATCTTCCTTTAAGCTT 838
Pepo-CD94c TTTAGGATCAAATTTGATCATGGATCCCCTGTGAAGGAAGCTACCATGAAAATTATCTTTCTTTAAGCTT 845

Pepo-CD94a TCTTATTCCTTCAAGAAGTAAGATTTTGCGGT---TTTTTTTC-A-AAATAAATGGGCCTGATAAATGAG 903
Pepo-CD94b TCTTATTCCTTCAAGAAGTAAGATTTTGCGGT---TTTTTTTC-A-AAATAAATGGGCCTGATAAATGAG 903
Pepo-CD94c TTTTATTCCTTCAAGAAGTAAGATTTTGCGGTATTTTTTTTTCCATAAATAAATGGGCCTGATAAATGAG 915

Pepo-CD94a CAATTTGAGGCATCTGACTATACTTTCTAAATTAAAAGTTAAAAGTAATTTGTATGATGGACAAGCTGAA 973
Pepo-CD94b CAATTTGAGGCATCTGACTATACTTTCTAAATTAAAAGTTAAAAGTAATTTGTATGATGGACAAGCTGAA 973
Pepo-CD9%4c CAATTTGAGGCCTCTGACTATACTTTCTAAATTGGCAGTTAAAAGTAATTTGTATGATGGACAAGCTGAA 985

Pepo-CD94a TCTTATTCTGAATGCTGATGTCCTTAGAAAGATGTTGTACCCAGAAAATATTCAAATCAGCTAATATGTT 1043
Pepo-CD94b TCTTATTCTGAATGCTGATGTCCTTAGARAAGATGTTGTACCCAGAAAATATTCAAATCAGCTAATATGTT 1043
Pepo-CD94c TCTTATTCTGAACGCTCATGTCCTTAAAAAGACGTTGTACCCAGAAAATATTCAAATCAGCTAATATGTT 1055

Exon 5
Pepo-CD94a TGTCTCTGACTCTAAGCAGGCTTTTATGACCTCCAATCAAGAC 1086
Pepo-CD94b TGTCTCTGACTCTAAGCAGGCTTTTATGACCTCCAATCAAGAC 1086
Pepo-CD94c TGTCTCTGACTCTAAGCAGGCTTTTATGCCCTACAATCAACAG 1098

Abb. 39 Vergleich der CD94-Sequenzen (Exon 4-5) im Potto

Der Nukleotidsequenzvergleich wurde mit dem Programm Bioedit erstellt. Striche zeigen Deletionen an. Grau
unterlegte Bereiche: > 50 % identitische Sequenzen. x steht fiir eine unbekannte Anzahl an Thymidinresten (T) in
CD94f und CD94g. Die Position der Alu-Elemente in den Sequenzen CD94d, -e, -f, -g ist durch eine Linie
unterhalb der Sequenzen dargestellt. Pepo, Perodicticus potto.

Die Sequenzidentititen der acht verschiedenen CD94-Sequenzen des Pottos sind in Tab. 18
aufgefiihrt. Fiir die CD94h-Sequenz wurden aufgrund der kurzen Lénge von nur 104 bp keine
Identititen berechnet. CD94a weist eine hohe Sequenzidentitit zu CD94b auf (99,8 %). Das
gleiche gilt fiir CD94d und CD9%4e (99,7 %) sowie CD94f und CD94g (99,4 %). Somit handelt
es sich bei diesen Sequenzen moglicherweise um verschiedene Allele eines Gens. Die {ibrigen
Sequenzidentitéten liegen zwischen 65,0 % und 92,8 % (Tab. 18). Die Sequenzidentidéten des
Exon 4/Intron 4-Bereichs der drei CD94-Sequenzen des Mausmakis betragen im Vergleich
dazu 75,8-81,8 %. Dass die kurze CD94h-Sequenz ein Allel von CD94c darstellt, ist eher
unwahrscheinlich, da in der fiir Exon 4 kodierenden, 104 bp langen Sequenz von CD94h
bereits flinf Austausche im Vergleich zur CD94c-Sequenz auftreten. Somit besitzt der Potto
fiinf potentielle CD94-Gene. Inwiefern diese alle funktionell sind und ob es noch weitere
Sequenzen gibt, die mit den hier verwendeten Primern nicht amplifiziert werden konnten, ist

ungewiss.
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Tab. 18 Nukleotidsequenzidentititen der Potto-CD94-Sequenzen (in %)

Sequenzidentititen wurden paarweise mit dem Programm Bioedit berechnet. Deletionen bzw. Insertionen in den
Sequenzen wurden in die Berechnung mit einbezogen. Der poly-T-Bereich unbekannter Lange von Pepo-CD94f
und -g wurde nicht mit berechnet.

Pepo-CD94b Pepo-CD9%4c Pepo-CD94d Pepo-CD94e Pepo-CD94f Pepo-CD94¢g
Pepo-CD9%4a 99,8 92,8 65,6 65,4 66,9 67,0
Pepo-CD94b 92,6 65,4 65,2 66,7 66,8
Pepo-CD9%4c 65,2 65,0 67,5 67,6
Pepo-CD9%4d 99,7 73,5 73,6
Pepo-CD9%4e 73,3 73,4
Pepo-CD94f 99,4
3.7 CDY94-Gene im Koboldmaki

Wihrend Vertreter der Altwelt- und Neuweltaffen nur ein CD94-Gen besitzen, wurden bei
allen in dieser Arbeit untersuchten Feuchtnasenaffen mehrere CD94-Gene gefunden. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob CD94 in einem der urspriinglichsten
Vertreter der Trockennasenaffen, dem Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta), ein
einzelnes Gen darstellt oder wie bei den Feuchtnasenaffen vervielfacht ist. Analog zum Potto
wurden mit genomischer DNA eines Koboldmaki-Individuums und den Primerpaaren
3628/3627 und 3626/3625 PCR-Analysen durchgefiihrt und die PCR-Produkte kloniert und
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen sind in Abb. 40 dargestellt. Mit dem Primerpaar
3628/3627 konnte die Sequenz Tasy-CD94j und mit dem Primerpaar 3626/3625 die
Sequenzen Tasy-CD94a und -b amplifiziert werden. Mit dem Primaten-spezifischen forward-
Primer (3626), der in Exon 4 bindet, konnten zusammen mit einem Koboldmaki-spezifischen
reverse-Primer (4758), der in Intron 4 bindet, die Sequenzen Tasy-CD%c, -d, -e, -f, -g, -h
und -i amplifiziert werden. Auch diese PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert. Um
PCR-bedingte Sequenzfehler auszuschlieBen, wurden auch beim Koboldmaki fiir jede
Sequenz mindestens zwei Klone analysiert.

Somit konnten aus genomischer DNA eines Koboldmaki-Individuums mittels PCR mit
verschiedenen Primerkombinationen (siehe Tab. 8 in Material und Methoden) insgesamt zehn
verschiedene CD94-Teilsequenzen amplifiziert werden (Abb. 40). Alle Sequenzen beinhalten
ein Alu-Element in Intron 4 (Abb. 40), welches allerdings an anderer Position integriert ist als

die Alu-Elemente in CD94d, -e, -f und -g des Pottos (Abb. 39).
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Tasy-CD9%4a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94fT
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i
Tasy-CD94j

Tasy-CD9%4a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94fT
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i
Tasy-CD94j

Tasy-CD94a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94f
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i

Tasy-CD94a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94f
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i

Tasy-CD9%4a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94fT
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i

Tasy-CD94a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94f
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD941i

Tasy-CD94a
Tasy-CD94b

Exon 4

CAGAAAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAAAAAG
CAGAAAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAARAAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGCAGAAAACTTGAGAAGAAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGAAGAAAACTTGGGAAGAAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGAAAG
CAGAGAAGTGGATTGGGTACCGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGAAAG

Intron 4
TAGGCAGTTCTGTGATTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACCG[ECATGTACT
TAGGCAGTTCTGTGATTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACCGECATGTACT
TAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTGECATGTACC
TAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTG[ECATGTACC
TAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTG[ECATGTACC
TAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTGECATGTATC
TAGGCAGTTCTGTGCTTCTCTCAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAATCAGAGATGAACCGECATGCACT
TAGGCAGTCCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTG[ECATGTACT
TAGGCAGTCCCGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTACTTCAACTTCAAACCAGAGATGAACTG[ECATGTACT
TAGGCAGTCCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA

AAGTCTGGTTTCATACATTTT-TTTGACCTAGAAAAATATACTATCTAATTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTGGTTTCATACATTTT-TTTGACCTAGAAAAATATACTATCTAATTAAGCTAAATAATGTAGTTC
ACGTCTGGTGTCATACATTTTCTTTAACCTAGAAAAATATACTATCTAACTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTGGTGTCATACATTTTCTTTAACCTAGAAAAATATACTATCTAACTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTGGTGTCATACATTTTCTTTAACCTAGAAAAATATACTATCTAACTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTGGTGTCATACATTTTCTTTAACCTAGAAAAATATACTATCTAACTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTAAGTT------- TTTCTTTAACCTAGAAAAATATACTATCTAACTGAGCTAAATAATGTGGTTC
AAGTCTGGTTTCCTACATTTTCTTTA----— GAAAAATATACTATCTAACTAAGCTAAATAATGTAGTTC
AAGTCTGGTTTCCAACATTTTCTTTA----- GAAAAATATACTATATAACTAAGCTAACTAATGTAGTTC

GAGTGTATTTTATTTTTT----—————-—— GTGAGCTTGAGTCTCATTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTCCAG
GAGTGTATTTTATTTTTT-—-———————— GTGAGCTTGAGTCTCATTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTCCAG
AAGTGTATTT-ATTTATTTATTTTTCTTTTTGAGCTTGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAG
AAGTGTATTT-ATTTATTTATTTTTCTTTTTGAGCTTGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAG
AAGTGTATTT-ATTTATTTATTTTTCTTTTTGAGCTTGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAG
AAGTGTATTT-ATTTATTTATTTTTCTTTTTGAGCTTGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAG
AAGTGTTTTTTTTCGTTTGTTTGTTTT----GAGCTTGAGTCGCACT-T-TTGCCCAGGCTGGAGTGCAG
AAGTGTTTTTCTTTTTTTTTTTTT————---— GAGCTTGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGATTGCAG
AAGTGTATXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGAGCTTGAGTCTCACTCTGTCGGCCAGGCTGGATTGCAG

TGGCACACTCATGGCCACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTCAGCCTTTCAAG
TGGCACACTCATGGCCACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTCAGCCTTTCAAG
GGGCACACTCATGGACACCCCAGTGTCTACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTTAGTCTTTCAAG
GGGCACACTCATGGACACCCCAGTGTCTACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTTAGTCTTTCAAG
TGGCACACTCATGGACACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTTAGTCTTTCAAG
TGGCACACTCATGGACACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGACGATCCTTCTGCCTTAGTCTTTCAAG
TGGCACACTCATGGCCACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGACGATCATTCTGCCTCAGCCTTTCAAG
TGGAACACTCATGGCCACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGATGATCCTTCTGCCTCAGCCTTTCAAG
TGGCACACTCATGGCCACCCCAGTGTCGACCTGCTGGGCACTGATGATCCTTCTGCCTCAGCCTTTCAAG

TAGCTGCAATTTTGCGTGCATGCTACCACACCCGGCTAATTTTTGCTTTATCATAGAAACGAGGTCTCAC
TAGCTGCAATTTTGCGTGCATGCTACCACACCCGGCTAATTTTTGCTTTATCATAGAAACGAGGTCTCAC
TAGCTGGAATTTTGG

TAGCTGGAATTTTGG

TAGCTGGAATTTTGG

TAGCTGGAATTTTGG

CAGCTGGAATTTTGG

TACCTGGAATTTTG

TACCTGGAATTTTG

CAAATTGCCTGGGCTGGTCTTGAACCTGAAGGCTCCAGCAATTCTGTCACCTCGGCATCCCAAAGTGCTC
CAAATTGCCTGGGCTGGTCTTGAACCTGAAGGCTCCAGCAATTCTGTCACCTCGGCATCCCAAAGTGCTC

70
70
70
70
70
70
70
70
70
70

140
140
140
140
140
140
140
140
140
104

209
209
210
210
210
210
203
205
205

268
268
279
279
279
279
267
268
275

338
338
349
349
349
349
337
338
345

408
408
364
364
364
364
352
352
359

478
478
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Tasy-CD94a AGATTACAGGCTGAGCCACTGAGTCCAGCTTTATTCCAGTGTTTAATCAGATGGTAAATGAATGAACCAA 548
Tasy-CD94b AGATTACAGGCTGAGCCACTGAGTCCAGCTTTATTCCAGTGTTTAATCAGATGGTAAATGAATGAACCAA 548
Tasy-CD94a TGACCTATCAATTCCATGTCCCGTGAAATAATCAACATAAAACTTGCATAAAAGATCTTTAAGATTTATG 618
Tasy-CD94b TGACCTATCAATTCCATGTCCCGTGAAATAATCACCATACAACTTGCATAAAAGATCTTTAAGATTTATG 618
Tasy-CD94a TCATAGGAAAAAGATCAAGAGAATTACCAAATGAAGGCAAAAGAAAGTTTTCAGGGAGAATTCAAAGAAC 688
Tasy-CD94b TCATAGGAAAAAGATCAAGATAATTACCAAATGAAGGCAAAAGAAAGTTTTCAGGGAGAATTCAAAGAAC 688
Tasy-CD94a GAAACAATAGGTCATCATATTTACCCATTTTATTAAGGAAACTCAACTAAATTTCTTTTTGATTTTTAGC 758
Tasy-CD94b GAAACAATAGGTCATCATATTTACCCATTTTATTAAGGAAACTCAACTAAATTTCTTTTTGATTTTTAGC 758
Tasy-CD94a TATTTTAATGGAATTTATAATTTATTTTGTAATTTTACAGGTTTTGTCATTTTTCTGTTATATAATATGG 828
Tasy-CD94b TATTTTAATGGAATTTATAATTTATTTTGTAATTTTACAGGTTTTGTCATTTTTCTGTTATATAATATGG 828
Tasy-CD94a AACTAGTATGGAGATTATGATCATATAAATCACTCAATTCTTAAGAAAAAGTGAAAAACTTCTTCAGCTA 898
Tasy-CD94b AACTAGTATGGAGATTATGATCATATAAATCACTCAATTCTTAAGAAAAAGTGAAAAACTTCTTCAGCTA 898
Tasy-CD94a CATGCTAGCACCTGTGCTGACTATAGATTAAATAGATTTATCATTAAAATACTATTCATTTGGAATCAAA 968
Tasy-CD94b CATGCTAGCACCTGTGCTGACTATAGATTAAATAGATTTATCATTAAAATACTATTCATTTGGAATCAAA 968
Tasy-CD94a TTTGATGGTTGAATCTTGTGGAGGAAGTGTTTCATGTAAAGTCTACCTCCCTTTATAAGGCTTTTCTTTT 1038
Tasy-CD94b TTTGATGGTTGAATCTTGTGGAGGAAGTGTTTCATGTAAAGTCTACCTCCCTTTATAAGGCTTTTCTTTT 1038
Tasy-CD94a CTTCAAGAAGTGAGATTTTGTGTTATTTTTATCTTGCTAAATGAATGTGCCTGATCGATAAAAAATGTGA 1108
Tasy-CD94b CTTCAAGAAGTGAGATTTTGTGTTATTTTTATCTTGCTAAATGAATGTGCCTGATCGATAAAAAATGTGA 1108
Tasy-CD94a GGCCTGGACTATACCTTCTATATTAGAAATTAAAAATAAGTTCAGTTTGTGTAACGGAAAGGCTGAATTT 1178
Tasy-CD94b GGCCTGGACTATACCTTCTATATTAGAAATTAAAAATAAGTTCAGTTTGTGTAACGGAAAGGCTGAATTT 1178
Tasy-CD94a TATTCTAAATGCAAACTTTCTTTAGAACATGTTATTTCCAAGGTACTTAAAATTATATTACTTTGTTTTT 1248
Tasy-CD94b TATTCTAAATGCAAACTTTCTTTAGAACATGTTATTTCCAAGGTACTTAAAATTATATTACTTTGTTTTT 1248
Exon 5
Tasy-CD94a CTCTGTCTCTTTGCAGFATTTCATGCACTCCAGTCAGTAC 1288
Tasy-CD94b CTCTGTCTCTTTGCAGFATTTCATGCACTCCAGTCAGTAC 1288

Abb. 40 Vergleich der CD94-Sequenzen (Exon 4-5) im Koboldmaki

Der Nukleotidsequenzvergleich wurde mit dem Programm Bioedit erstellt. Striche zeigen Deletionen an. Grau
unterlegte Bereiche: > 50 % identitische Sequenzen. x steht fiir eine unbekannte Anzahl an Thymidinresten (T) in
Tasy-CD94i. Ein Stopkodon in Tasy-CD94-g ist fett und unterstrichen. Die Position der Alu-Elemente ist durch
eine Linie unterhalb der Sequenzen dargestellt. Tasy, Tarsius syrichta.

Die Sequenzidentititen der verschiedenen CD94-Sequenzen des Koboldmakis sind in Tab. 19
angegeben. Fiir die Sequenz CD94j wurden aufgrund ihrer kurzen Lange von nur 104 bp keine
Identititen berechnet. Eine sehr hohe Sequenzidentitit zueinander weisen CD94a und CD94b
(99,8 %), CD94c und CD94d (99,7 %) sowie CD94e und CD94f (99,7 %) auf, so dass diese
Sequenzen potentielle Allele darstellen (Tab. 19). CD94c und CD94d zeigen ebenfalls eine
hohe Sequenzidentitit zu CD94f und CD94e (98,9-99.,4 %). Moglicherweise handelt es sich

um zwei sehr nah verwandte Gene. Die Sequenzidentitit zwischen CD94g und CD94h betriagt
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88,0 % und zwischen CD94g und CD9%4i 88,2 %. Diese Werte sprechen eher dafiir, dass es
sich um verschiedene Gene handelt. CD94i und CD94h zeigen eine verhéltnisméBig hohe
Identitdt von 97,3 % und konnten somit verschiedene Gene oder auch Allele darstellen. Die
104 bp lange Sequenz von CD94j weist fiinf Austausche zu CD94g und je einen Austausch zu
CD94h und CD941 auf. Ob CD9%4j ein Allel von CD941 oder CD94h darstellt, ist aufgrund der
Kiirze der verglichenen Sequenz schwer zu beantworten.

Somit repridsentieren die Sequenzen CD94a, -b, -c, -d, -e und -f voraussichtlich drei
verschiedene Gene, CD94g ein weiteres Gen, sowie CD94h, -i und -j zwei oder drei
verschiedene Gene. Folglich besitzt der Koboldmaki sechs bis sieben potentielle CD94-Gene.
Interessanterweise wurde in der Exon 4-Sequenz von CD94g ein Stopkodon (im Leserahmen)

gefunden (Abb. 40), so dass dieses Gen vorraussichtlich ein Pseudogen darstellt.

Tab. 19 Nukleotidsequenzidentititen der Koboldmaki-CD94-Sequenzen (in %)

Sequenzidentititen wurden paarweise mit dem Programm Bioedit berechnet. Deletionen bzw. Insertionen in den
Sequenzen wurden in die Berechnung mit einbezogen. Der poly-T-Bereich unbekannter Lange von Tasy-CD94i
wurde nicht mit berechnet. Tasy, Tarsius syrichta.

Tasy- Tasy- Tasy- Tasy- Tasy- Tasy- Tasy- Tasy-

CD%b | CD94c CD%d | CDY%4e CDY4f CD%g | CD9%4h | CDY4i
(T:;')sg;a 99,8 90,1 90, 4 90,9 90,6 86,7 90,0 91,4
g')sg;b 90,1 90, 4 90,9 90,6 86,7 90,0 91,4
g,sg;c 99,7 99,1 98,9 87,1 90,1 91,7
(T;Z‘,s;;d 99,4 99,1 87,3 90, 4 92,0
f;i‘,sg;e 99,7 87,9 90,9 92,6
g)sg:f 87,6 90, 6 92,3
gll)s;:g 88,0 88,2
Choah
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3.8 Phylogenetische Analyse der Exon 4-Sequenzen von CD94

Aus einem Nukleotidvergleich von 84 bp der Exon 4-Sequenzen von CD94 verschiedener
Primatenspezies und der Maus als AuBlengruppe (siche Anhang unter 7.5) wurde mit Hilfe der
MEGA 3.1 Software nach der Neighbor-Joining-Methode auf Basis des Distanz-
Evolutionsmodells K2P (Kimura-2-Parameter) ein Stammbaum errechnet. Es wurde nur ein
Teil von Exon 4 analysiert, der von allen Sequenzen bekannt ist. Der Stammbaum sollte einen
Hinweis auf die Verwandtschaftsverhiltnisse der CD94-Gene des Pottos und des Koboldmakis
zu den tibrigen Primaten geben.

Die Exon 4-Sequenzen des Koboldmakis gruppieren mit einem hohen Bootstrap-Wert von
92 % zusammen. Sie bilden mit einer Unterstiitzung von 54 % eine iibergeordnete Gruppe mit
den Exon 4-Sequenzen des Pottos und der Lemuren. Diese Anordnung entspricht nicht den
wahren Verwandtschaftverhéltnissen, nach denen der Koboldmaki nidher mit den hoheren
Primaten verwandt ist (Schmitz et al., 2005). Die Stellung der Potto-Sequenzen im
Stammbaum ist weniger signifikant als die des Koboldmakis. Fiinf Sequenzen des Pottos
gruppieren miteinander (68 %). Die Gruppierung dieser Sequenzen mit den Sequenzen der
Lemuren sowie die basale Stellung der anderen drei Potto-Sequenzen zu dieser Gruppe wird
nur schwach unterstiitzt. Die Anordnung der Exon-4-Sequenzen der Lemuren stimmt nicht mit
dem Stammbaum der vollstindigen CD94-Sequenzen in Abb. 33 {iberein. Ursache hierfiir ist
moglicherweise die Rekombination von Exons (Exon-Shuffling) zwischen verschiedenen
CD94-Genen innerhalb einer Spezies, dhnlich wie fiir KIR-Gene beschrieben (Rajalingam et

al., 2004).
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Abb. 41 Phylogenetische Analyse der Exon 4-Nukleotidsequenzen von CD94 in verschiedenen Primaten

Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-Joining-Methode mit dem Programm MEGA 3.1 erstellt. Die CD94-
Sequenz der Maus diente als AuBengruppe. Die Zahlen an den Aufspaltungspunkten (Bootstrap-Werte) geben die
Prozentzahlen an, wie héufig diese Verzweigung rekonstruiert wurde. Es wurden 1000 Teildatensétze erstellt. Die
Distanzmarkierung beschreibt 0,05 Nukleotidsubstitutionen pro Position (korrigiert nach K2P). Hosa, Homo
sapiens; Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmaeus; Mamu, Macaca mulatta; Caja, Callithrix jacchus; Mimu,
Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Tasy, Tarsius syrichta; Pepo, Perodicticus potto; Mus, Mus
musculus. Zugangsnummern der Sequenzen siche Tab. 3 in Material und Methoden.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gene des CD94-Ly49L-Intervalls der NKC-Region in
einem Neuweltaffen (Weilbiischelaffe) sowie in zwei Lemuren (Mausmaki, Vari) untersucht.
Wihrend sich im CD94-Ly49L-Intervall des Weilbiischelaffen im Vergleich zum Menschen
eine geringere Anzahl potentiell funktioneller Gene befindet, ist im Mausmaki genau das
Gegenteil der Fall. In den Lemuren hat eine Vervielfachung und Diversifizierung der CD94-
und NKG2-Gene stattgefunden. Damit éhnelt die CD94/NKG2-Rezeptorfamilie der Lemuren
der KIR-Genfamilie der Altweltaffen sowie der Ly49-Genfamilie der Nagetiere und
tibernimmt mdoglicherweise dquivalente Funktionen, ndmlich die Bindung klassischer MHC-
Klasse-I-Molekiile. Mehrere CD94-Gene konnten auch im Potto und im Koboldmaki
nachgewiesen werden, so dass ein diverses CD94/NKG2-Rezeptor-Repertoire moglicherweise
auch in diesen Spezies existiert und somit nicht auf die madagassischen Feuchtnasenaffen
beschrinkt ist. Die Daten liefern neue Hinweise iiber die Evolution der MHC-Klasse-I-

spezifischen NK-Zell-Rezeptoren in Sdugetieren.

4.1 NKC des Weillbiischelaffen

4.1.1 Reduziertes C-Typ Lektin-ihnliches Rezeptor-Repertoire im Weiflbiischelaffen

Das CD94-Ly49L-Intervall im WeiBbiischelaffen ist mit einer Linge von 171 kb ~ 40 %
kiirzer als das CD94-Ly49L-Intervall im Menschen, dessen Lénge 274 kb betrigt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Das liegt zum einen daran, dass der Wei3biischelaffe ein
NKG2-Gen weniger besitzt als der Mensch und zum anderen daran, dass die Sequenzbereiche
zwischen den verschiedenen NKC-Genen, insbesondere zwischen NKG2A und Ly49L, im
Weilbiischelaffen kiirzer sind. Die genomische Organisation sowie 5°-3’-Orientierung der
NKC-Gene des Weillbiischelaffen entspricht der des Menschen (Sobanov et al., 1999). Es
wurden orthologe Gene zu den humanen Genen CD94, NKG2D, NKG2F, NKG2A und Ly49L
gefunden sowie ein Gen, welches paralog zu den humanen Genen NKG2C und NKG2E ist
und entsprechend phylogenetischer Analysen als NKG2CE bezeichnet wurde. Im Stammbaum
der NKG2-Sequenzen (komplette Proteinsequenz, Abb. 35) steht NKG2CE des
WeiBbiischelaffen basal zu den NKG2C- und -E-Sequenzen der Altweltaffen. Somit besal} ein
Vorfahre der Neuwelt- und Altweltaffen moglicherweise ein NKG2CE-dhnliches Gen, aus
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dem durch Genduplikationen die NKG2C- und -E-Gene der héheren Primaten hervorgegangen
sind. Analog zum Weilbiischelaffen wurde beim Erstellen dieser Arbeit eine CD94-, NKG2A-
und NKG2CE-Sequenz von einem weiteren Neuweltaffen, dem Totenkopfaffen Saimiri
sciureus, veroffentlicht (LaBonte et al., 2007).

NKG2F und Ly49L représentieren Pseudogene im Weillbiischelaffen. Beide Gene besitzen im
ersten proteinkodierenden Exon ein Stopkodon. Dariiber hinaus fehlen im Ly49L-Gen des
Weilbiischelaffen die fiir die Halsregion und CTLD kodierenden Exons 4-7 (Exon-
Bezeichnung siehe Barten und Trowsdale, 1999). Im Menschen kodieren NKG2F und Ly49L
aufgrund von vorzeitigen Stopkodons in Exon 4 (NKG2F) (Glienke et al., 1998) bzw. Exon 5
(Ly49L) (Westgaard et al., 1998) fiir Rezeptoren mit stark verkiirzter CTLD. Transkripte
wurden im Menschen sowohl fiir NKG2F (Glienke et al., 1998; Kim et al., 2004) als auch fiir
Ly49L (Westgaard et al., 1998) nachgewiesen. Weiterhin bindet NKG2F im Menschen
intrazelluldir an DAP12 (Kim et al., 2004). Somit wiére eine funktionelle Bedeutung fiir
NKG2F und Ly49L im Menschen moglich, die im Wei3biischelaffen eher unwahrscheinlich
ist.

Neben der verringerten Anzahl an C-Typ Lektin-dhnlichen Rezeptoren wurden bis jetzt erst
zwei KIR-Gene (KIR3DLO1 und KIR3DLO02) im Weilbiischelaffen beschrieben (Sambrook et
al., 2006a). Ob weitere KIR-Gene im Weillbiischelaffen existieren, ist bislang unbekannt.
Ferner zeigen MHC-Klasse-I-Molekiile in Spezies der Familie Callithrichidae (Krallenaffen)
einen ungewoOhnlich geringen Grad an Diversitit (Watkins et al., 1990; Watkins et al., 1991).
Callithrichiden gebéren in der Regel Zwillinge, die aufgrund einer gemeinsamen Plazenta mit
Gefaflanastomosen Zellchimédren sind (Ross et al., 2007). Watkins und Mitarbeiter nahmen an,
dass eine geringe Diversitit der MHC-Klasse-I-Molekiile Zellchimdrismus ermoglicht, ohne
AbstoBungsreaktionen gegen Zellen hervorzurufen, die MHC-Klasse-I-Molekiile des
Zwillings exprimieren (Watkins et al., 1990; Watkins et al., 1991). Ein reduziertes NK-Zell-
Rezeptor-Repertoire in Callithrichiden konnte wiederum eine Anpassung an wenig

polymorphe MHC-Klasse-I-Liganden darstellen.

4.1.2 Diversititsanalyse im Weilbiischelaffen

Ahnlich wie in Altweltaffen zeigten sich die CD94-, NKG2A- und NKG2CE-Gene des
Weillbiischelaffen in zehn analysierten Individuen als moderat polymorph (sieche 3.1.3).

Passend dazu ist der potentielle Ligand, das nicht-klassische MHC-Klasse-I-Molekiil Caja-E,
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im WeilBlbiischelaffen ebenfalls wenig polymorph (Knapp et al., 1998). NKG2D erwies sich in
den analysierten Individuen als monomorph und stellt auch in Altweltaffen ein wenig
polymorphes Gen dar (Guethlein et al., 2002; Shum et al, 2002). Aufgrund des
Zellchimérismus in Weilbiischelaffen (siche oben) (Ross et al., 2007), konnen einzelne
Individuen allerdings bis zu vier verschiedene Allele eines Gens besitzen, wodurch sich die
NK-Zell-Rezeptor-Diversitdt und auch die Diversitit der Liganden im einzelnen Individuum

erhohen kann.

4.1.3 Alternatives Spleifien der NKC-Gene im Weillbiischelaffen

Neben den vollstindigen cDNA-Sequenzen wurden alternative SpleiB3varianten von CD94,
NKG2A und NKG2D gefunden (Abb. 15). In den Spleiflvarianten Sv4 bis Svl1 von CD9%4
fiihren Leserasterverschiebungen zum frithzeitigen Abbruch der Translation. Den
entsprechenden Proteinen fehlt ein groBer Teil oder sogar die vollstindige CTLD. Daher sind
diese verkiirzten Proteine vermutlich nicht in der Lage, mit NKG2 zu heterodimerisieren und
MHC-Klasse-I-Molekiile zu binden. Dennoch konnten diese Spleiflvarianten andere, bisher
unbekannte, Funktionen haben. Die Spleilvariante Svl1, die auch als CD94B bezeichnet wird
(Shum et al., 2002), kodiert eine zusitzliche Aminosdure Glutamin in der CTLD, die sich in
unmittelbarer Ndhe zum Heterodimerkontaktbereich von CD94 und NKG2 befindet. Fiir
NKG2A und NKG2C im Menschen wurde gezeigt, dass Sequenzunterschiede im
Heterodimerkontaktbereich die Affinitdt zu HLA-E stark beeinflussen (Sullivan et al., 2007).
Dementsprechend wire es auch moglich, dass die zusdtzliche Aminosdure im CD94B-Protein
Einfluss auf die Bindung des Liganden nimmt, der voraussichtlich das zu HLA-E homologe
Caja-E-Molekiil ist (Knapp et al., 1998). Fiir eine bedeutsame Funktion dieser Spleillvariante
spricht ebenfalls, dass sie in fast allen bisher untersuchten Primatenspezies gefunden wurde
wie Mensch, Schimpanse, Rhesusaffe, Totenkopfaffe (LaBonte et al., 2001; LaBonte et al.,
2007; Shum et al., 2002) sowie den in dieser Arbeit untersuchten Lemuren. Auerdem tritt die
zusdtzliche Aminosdure Glutamin auch in vier weiteren Splei3varianten von CD94 auf (Sv3,
Sv5, Sv7 und Sv10).

Eine wichtige Funktion {iben mdoglicherweise auch die Spleivarianten Sv2 und Sv3 von
CD9%4 aus, die fiir Proteine kodieren, denen die Halsregion fehlt. Lieto und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass eine entsprechende CD94-Isoform im Menschen (CD94-T4) mit NKG2A
und vorzugsweise einer Isoform von NKG2A, der ebenfalls die Halsregion fehlt (NKG2B),
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assoziiert und inhibierende Signale weiterleitet (Lieto et al., 2006). Es wurde diskutiert, dass
aufgrund seiner geringeren Grofle der CD94-T4/NKG2B-Rezeptor moglicherweise in andere
Mikrodominen innerhalb der immunologischen Synapse (Kontaktbereich zwischen NK-Zell-
Rezeptoren und Zielzelle) vordringen kann, als der CD94/NKG2A-Rezeptor und damit zur
Plastizitdt der immunologischen Synapse beitragt (Lieto et al., 2006). Die Spleillvariante
NKG2B wurde im Weillbiischelaffen nicht gefunden, was aber auch damit zusammenhéngen
kann, dass die Expression in dem untersuchten Individuum eventuell herunterreguliert war und
deshalb kein Transkript nachgewiesen werden konnte. LaBonte und Letvin konnten zeigen,
dass die mRNA-Expression verschiedener NKG2-Molekiile und deren Splei3varianten im
Rhesusaffen zwischen verschiedenen Individuen und auch innerhalb eines Individuums iiber
einen untersuchten Zeitraum von 1,5 Jahren stark variiert (LaBonte und Letvin, 2004).

Fir NKG2A und NKG2D wurden jeweils Isoformen identifiziert, denen die
Transmembranregion fehlt. Da diese Isoformen nicht auf der Zelloberfliche exprimiert
werden konnen, bleiben sie moglicherweise im Zytoplasma und regulieren die Expression der
vollstindigen Rezeptoren. Diese Funktion wurde fiir Isoformen von CD94 und NKG2 ohne
Transmembranregion im Menschen (Furukawa et al., 1998) und im Rhesusaffen (LaBonte et
al., 2001; LaBonte et al., 2000) diskutiert.

Eine weitere Funktion dieser Isoformen konnte sein, dass sie als 16sliche Rezeptoren die
Bindung der membrangebundenen Rezeptoren an ihre Liganden blockieren und somit als

negative Regulatoren wirken.

4.1.4 5-RACE-PCR-Analyse im Weillbiischelaffen

Uber 5’-RACE-PCR wurden alternative Transkriptionsstartpunkte fiir die Gene CD94,
NKG2D, NKG2A und NKG2CE im Weilbiischelaffen gefunden (Abb. 16).

Fir NKG2A existieren zwei potentielle Translationsstartpunkte, die sich in Exon 1 bzw.
Exon 2 befinden. Das humane NKG2A-Transkript besitzt aufgrund einer alternativen
SpleiBakzeptorstelle zwei zusitzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 2 im Vergleich zum
Transkript des WeiBlbiischelaffen (Plougastel et al., 1996). Translation vom Startkodon in
Exon 1 wirde zur Leserasterverschiebung und zum Abbruch der Translation an
Kodonposition 13 fithren. Somit erfolgt die Translation im humanen NKG2A vom Startkodon

in Exon 2.
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Nach Kozak wird die Translation gewohnlich vom am weitesten 5°-wirts gelegenen
Startkodon initiiert (Kozak, 1999). Da dieses im NKG2A-Gen des Weilbiischelaffen an
Position +4 einen Thymidinrest aufweist, der nicht der Kozak-Konsensussequenz
((A/G)xxATGG) entspricht (Kozak, 1999), wire auch hier eine Initiation der Translation vom
weiter strangabwirts gelegenen Startkodon in Exon 2 denkbar. Translation vom
strangaufwirts gelegenen Startkodon in Exon 1 wiirde zu einem NKG2A-Protein mit einer um
18 Aminoséduren verlingerten Zytoplasmaregion im Vergleich zum humanen NKG2A-Protein
filhren. Die verldngerte Sequenz weist allerdings keine bekannten Signalmotive wie ITIM oder
YxxM-Motive auf.

Es existiert eine alternative Spleiflvariante von NKG2A im WeiBblischelaffen, welche analog
zum humanen NKG2A-Transkript, zwei zusdtzliche Nukleotide am 5’-Ende von Exon 2
aufweist (Abb. 15). Translation vom strangaufwirts gelegenen Startkodon in dieser Variante
wiirde wie im humanen NKG2A zur Leserasterverschiebung und frithzeitigem Abbruch der
Translation fiihren. Daneben beginnen einige Transkripte 3’-wirts des strangaufwirts
gelegenen Startkodons in Intron 1, so dass im WeiBbiischelaffen moglicherweise zwei
verschiedene NKG2A-Transkripte mit unterschiedlichen Translationsstartpunkten existieren.
Die 5’-RACE-PCR-Analysen ergaben weiterhin, dass NKG2D im Weilbiischelaffen analog
zu NKG2D der bisher untersuchten Altweltaffen (Abb. 30) (Glienke et al., 1998; Guethlein et
al., 2002; LaBonte et al., 2000; LaBonte et al., 2007; Shum et al., 2002) und zu NKG2D-L der
Maus (Diefenbach et al., 2002) gespleilit wird. Alle analysierten NKG2D-Transkripte des
Weilbiischelaffen besitzen im Gegensatz zu NKG2D der Lemuren (Abb. 30) und NKG2D-S
der Maus (Diefenbach et al., 2002) ein weiter strangaufwirts gelegenes Startkodon. Das
entsprechende NKG2D-Protein des Weillbiischelaffen weist damit eine um 14 Aminoséduren
langere Zytoplasmaregion als NKG2D der Lemuren und NKG2D-S der Maus auf. Im
Gegensatz zum Menschen, wo einige NKG2D-Transkripte bis zu drei nicht-translatierte Exons
am 5’-Ende aufweisen (Glienke et al., 1998), besitzen die durch 5’-RACE-PCR amplifizierten
NKG2D-Transkripte des Weilbiischelaffen nur ein nicht-translatiertes Exon am 5’-Ende.
CD9%4 und NKG2CE besitzen keine zuséitzlichen nicht-translatierten Exons am 5’-Ende. Damit
unterscheidet sich CD94 des WeiBbiischelaffen von CD94 des Menschen, wo zwei
verschiedene Splei3varianten existieren. Die eine Variante, CD94, entspricht den Transkripten
des Weilbiischelaffen und die zweite, CD94C, besitzt ein zusitzliches nicht-translatiertes

Exon am 5’-Ende (Lieto et al., 2003). Die Expression von CD94 wird von einem proximalen
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Promotor und von CD94C von einem distalen Promotor reguliert (Lieto et al., 2003). Im
untersuchten Weillbiischelaffen scheint nur der proximale Promotor aktiv zu sein oder aber
CD94C-Transkripte wurden schwicher exprimiert und deshalb nicht nachgewiesen.

Analog zu NKG2CE des WeiBbiischelaffen besitzen auch NKG2C und -E des Menschen keine
zusdtzlichen nicht-translatierten Exons am 5’-Ende (Glienke et al., 1998).

Variabilitdt im 5°-UTR, wie sie zwischen Transkripten der NKC-Gene vorliegt und fiir viele
andere Gene beschrieben wurde (Mironov et al., 1999), kann zum einen wie bei NKG2D der
Maus und mdglicherweise auch NKG2A des Weillbiischelaffen zu verschiedenen Protein-
Isoformen fiihren, die potentiell unterschiedliche Funktionen ausiiben. Weiterhin wird die
Translationseffizienz von verschiedenen strukturellen Elementen des 5’-UTR beeinflusst.
Dazu zihlen die Lange und Sekundérstrukturen des 5’-UTR sowie die Anzahl der zusétzlichen
Startkodons stromaufwirts des kanonischen Startkodons, bei denen es zum vorzeitigen
Abbruch der Translation kommt (Kozak, 1994). Ein langer 5’-UTR erhoht in der Regel die
Translationseffizienz, solange er keine inhibierenden Sekundérstrukturen aufweist, wihrend
mehrere stromaufwirts gelegene Startkodons die Translationseffizienz erniedrigen (Kozak,
1994). Somit wird tiiber die unterschiedlich langen 5’-UTR-Bereiche der NKC-Gene

moglicherweise die Translationseffizienz reguliert.

Zusammenfassend entspricht die genomische Organisation des verkiirzten CD94-Ly49L-
Intervalls im Weillblischelaffen der des Menschen und weist, mit Ausnahme des Gens
NKG2CE, orthologe Gene zu den humanen NKC-Genen auf. Analog zu den NKC-Genen der
Altweltaffen unterliegen die NKC-Gene des Weillbiischelaffen alternativen Spleilvorgéngen
(mit Ausnahme von NKG2CE) und sind méBig polymorph. Transkripte mit alternativen
Translationsstartpunkten existieren moglicherweise fiir NKG2A des Weillbiischelaffen. Somit
tiben die aktivierenden Rezeptoren NKG2D und CD94/NKG2CE sowie der inhibierende
Rezeptor CD94/NKG2A des WeiBbiischelaffen vermutlich dquivalente Funktionen zu den

entsprechenden Rezeptoren im Menschen aus.
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4.2 NKC der Lemuren

4.2.1 Erweitertes C-Typ Lektin-dhnliches Rezeptor-Repertoire in Lemuren

Die Expression von C-Typ Lektin-dhnlichen NK-Zell-Rezeptoren wurde weiterhin in zwei
madagassischen Lemuren, dem Grauen Mausmaki (Microcebus murinus) und dem
Schwarzweiflen Vari (Varecia variegata variegata), untersucht. Die genomische Organisation
der NKC-Region wurde im Mausmaki iiber die Analyse von BAC-Klonen der BAC-Bank
»CHORI-257* ermittelt. Mit 489 kb ist das CD94-Ly49L-Intervall im Mausmaki ~ 45 %
grofBer als im Menschen (http://www.ncbi.nlm.nith.gov/) und ~ 65 % grofer als im
WeiBbiischelaffen (4.1.1). Ursache hierfiir ist eine Vervielfachung der CD94- und NKG2-
Loci. Es wurden neben einem NKG2D- und einem Ly49L-Gen drei CD94-Gene (CD94-(1-3))
und acht NKG2-Gene (NKG2-(1-8)) identifiziert. Drei NKG2-Gene stellen Pseudogene dar.
Auch im Vari konnten iiber Expressionsanalyse ein NKG2D- und ein Ly49L-Gen sowie drei
CD9%4-Gene (CD94-(1-3)) und acht NKG2-Gene (NKG2-(1-8)) nachgewiesen werden. Die
CD94- und NKG2-Gene des Varis sind allerdings nicht ortholog zu einzelnen CD94- und
NKG2-Genen des Mausmakis, was darauf hindeutet, dass diese Gene schnell evolvieren.

Damit besitzt der Vari drei funktionelle NKG2-Gene mehr als der Mausmaki. Im Vari besteht
allerdings die Mdoglichkeit, dass noch weitere CD94- und NKG2-Gene existieren, die mit den
Mausmaki-spezifischen Primern nicht amplifiziert werden konnten. Eventuell wurden in den
Leukozyten des untersuchten Vari-Individuums auch nicht alle CD94- und NKG2-Gene
exprimiert. So konnte beispielsweise im Mausmaki NKG2-1 nicht aus Lebergewebe eines
Individuums, wohl aber aus Leukozyten eines anderen Individuums amplifiziert werden. Dies
deutet an, dass die Expression der NKG2-Gene starken Schwankungen unterliegt, wie dies

bereits im Rhesusaffen nachgewiesen wurde (LaBonte und Letvin, 2004).

4.2.1.1 Diverse CD94/NKG2-Rezeptoren der Lemuren

Der iiberraschendste Befund war die Existenz mehrerer CD94-Gene in den Lemuren, da
CD9%4, dhnlich wie NKG2D, in hoheren Primaten wie Mensch, Schimpanse, Orang-Utan,
Rhesusaffe, Totenkopfaffe und Weilbiischelaffe (Guethlein et al., 2002; LaBonte et al., 2000;
LaBonte et al., 2007; Shum et al., 2002; Sobanov et al., 1999) sowie in Nagetieren wie Maus
und Ratte (Dissen et al., 1997; Vance et al., 1997) ein einzelnes stark konserviertes Gen

darstellt. Beispielsweise unterscheidet sich CD94 zwischen Mensch und Schimpanse nur in
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einer Aminosdure (Shum et al., 2002). Zudem gibt es kaum allelische Austausche (Guethlein
et al., 2002; Shum et al., 2002).

Mehrere CD94-Gene liegen moglicherweise auch im Rind vor. Es wurden zwei putative
CD9%4-Gene auf einem Contig im Rind gefunden. Eines der CD94-Gene war allerdings nicht
komplett im Contig enthalten (Birch und Ellis, 2007).

CD94-2 des Mausmakis unterscheidet sich von den anderen CD94-Molekiilen, indem es eine
verlangerte CTLD aufweist. Ursache hierfiir ist eine Deletion in Exon 6, die sich in der Linie
der Maus- und Katzenmakis ereignet haben muss, da eine solche Deletion in keinem CD94-
Gen des Varis gefunden wurde.

Beatrix Petersen konnte im Rahmen ihrer Diplomarbeit zeigen, dass im Mausmaki NKG2-8
und NKG2-3 mit allen drei CD94-Molekiilen interagieren konnen, was fiir die tibrigen NKG2-
Molekiile noch nicht endgiiltig geklirt ist (Petersen, 2007). Dadurch, dass im Mausmaki
moglicherweise drei CD94-Molekiile mit fiinf NKG2-Molekiilen interagieren konnen, steigt
die Anzahl der putativen CD94/NKG2-Rezeptoren auf 15. Im Vari existieren sogar 24
putative CD94/NKG2-Rezeptoren, was die Anzahl von drei CD94/NKG2-Rezeptoren im
Menschen oder von zwei im Weilbiischelaffen weit {ibersteigt.

Die drei CD94-Molekiile sind innerhalb der einzelnen Lemurenspezies weniger stark
konserviert als die CD94-Molekiile der hoheren Primaten untereinander. Besonders divers
gegeniiber den CD94-Molekiilen der hoheren Primaten ist die Halsregion (Abb. 29). Auch die
NKG2-Sequenzen der Lemuren sind in dieser Region enorm divers (Abb. 31).
Interessanterweise existieren im Mausmaki fir CD94-3 und NKG2-5 zwei verschiedene
Isoformen, die sich in der Linge der Halsregion unterscheiden. Die Kristallstruktur der
Halsregion von CD94 und NKG2 ist nur vom dulersten C-terminalen Teil bekannt. Dieser
bildet sowohl in CD94 als auch in NKG2 Heterodimerkontaktbereiche aus und beinhaltet
einen Cysteinrest, der an einer Disulfidbriicke zwischen CD94 und NKG2 beteiligt ist
(Sullivan et al., 2007). In fritheren Studien wurde gezeigt, dass ein CD94-Molekiil, dem der N-
terminale und mittlere Bereich der Halsregion fehlt, weniger stark die Tendenz zeigt,
Homodimere auszubilden, als ein CD94-Molekiil mit vollstdndiger Halsregion (Boyington et
al., 2000). Auch die Tatsache, dass im Menschen die beiden Isoformen ohne Halsregion,
CD94-T4 und NKG2B, vorzugsweise miteinander interagieren, zeigt, dass dieser Bereich eine
wichtige Rolle bei der Heterodimerisierung spielt (Lieto et al., 2006). Somit wire eine

mogliche Konsequenz der Diversitit der Halsregion in den Lemuren, dass die verschiedenen
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CD94-Molekiile bevorzugt mit bestimmten NKG2-Molekiilen auf der Zelloberflache
exprimiert werden. Dies trifft zumindest fiir NKG2-8 und NKG2-3 des Mausmakis nicht zu
(Petersen, 2007). Es wire aber auch denkbar, dass die Halsregion die Konformation des
Rezeptors beeinflusst und dadurch Auswirkungen auf die Ligandenbindung hat. Sullivan und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass die unterschiedlichen Bindeaffinititen zwischen
CD94/NKG2A und CD94/NKG2C des Menschen zu HLA-E, von einem Bereich innerhalb
der CTLD von NKG2 (C-terminales Ende der a2-Helix) herriihren, der nicht direkt mit HLA-
E interagiert, sondern mit CD94 (Sullivan et al., 2007). Folglich konnten Sequenzunterschiede
in der Halsregion, die ebenfalls eine Rolle bei der Heterodimerisierung spielen, auch die
Ligandenbindung beeinflussen.

Im CD94/NKG2A-Rezeptor des Menschen wurden zwei verschiedene Kontaktbereiche
nachgewiesen. Reste, die fiir die unterschiedlichen HLA-E-Bindeaffinitdten von NKG2A und
NKG2C verantwortlich sind, befinden sich im Kontaktbereich 2 (Sullivan et al., 2007).
Innerhalb dieses Bereiches weisen auch die NKG2-Molekiile der Lemuren eine sehr
polymorphe Aminosdureposition auf (Position 173 in NKG2-1 des Mausmakis bzw.
Position 170 in NKG2-1 des Varis und entsprechende Positionen in den anderen NKG2-
Sequenzen in Abb. 31). Von CD94 umfasst der Kontaktbereich 2 in loop 3 gelegene Reste der
CTLD, die in den Lemuren duBlerst divers sind und in den CD94-Sequenzen der hdheren
Primaten stark konserviert sind (Abb. 29). Somit scheint der Kontaktbereich 2 in den Lemuren
einer positiven Selektion zu unterliegen und iibt moglicherweise wie im Menschen Einfluss
auf die Ligandenbindung aus.

Ebenfalls divers zeigt sich der putative Ligandenbindebereich der NKG2-Molekiile der
Lemuren (Abb. 31). Der potentielle Ligandenbindebereich von CD94 ist dagegen nicht
auffillig divers (Abb. 29). Die putativen Ligandenbindebereiche basieren auf Mutations-
studien an CD94 und NKG2A und ergaben, dass CD94 eine weitaus wichtigere Rolle bei der
Ligandenbindung spielt als NKG2A (Sullivan et al., 2007). In einem vorldufigen Modell der
CD94/NKG2A-Interaktion mit HLA-E tritt CD94 mit der al1-Helix und dem Peptid von HLA-
E in Kontakt, und NKG2A mit der a2-Helix (Sullivan et al., 2007). In den CD94/NKG2-
Rezeptoren der Lemuren wiére es aber auch denkbar, dass andere Reste eine Rolle bei der
Ligandenbindung spielen als im Menschen, zumal vollig unklar ist, welches Molekiil als

Ligand in den Lemuren fungiert.
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Im Mausmaki wurden mehrere MHC-Klasse-I-Gene identifiziert (Fliigge et al., 2002; Neff,
2005), jedoch kein MHC-E homologes Gen (personliche Mitteilung von PD Dr. Lutz Walter,
DPZ). Im Vari liegen diesbeziiglich keine Daten vor. Es besteht dariiber hinaus die
Moglichkeit, dass polymorphe klassische MHC-Klasse-I-Molekiile die Liganden der
CD94/NKG2-Rezeptoren darstellen, insbesondere da im Mausmaki bis jetzt erst ein
fragmentéres KIR-Gen gefunden wurde (personliche Mitteilung von Dr. Stephan Beck, Sanger
Centre, Hinxton, UK) sowie ein Ly49L-Gen (diese Arbeit). In den Altweltaffen binden
polymorphe KIR die klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile (Hao und Nei, 2005) und in den
Nagetieren ibernehmen polymorphe Ly49-Rezeptoren diese Funktion (Hao und Nei, 2004).
Im Stammbaum der CTLD der NKG2-Sequenzen (Abb. 37) clustern die NKG2-Sequenzen
der hoheren Primaten (mit Ausnahme von Mensch und Schimpanse) speziesspezifisch.
Homogenisierung von Genen innerhalb einer Spezies (,,konzertierte* Evolution) wurde fiir
viele Multigenfamilien beschrieben (Dover, 1982; Ohta, 1980). Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind wahrscheinlich ungleiches Crossingover und Genkonversion (Li, 1997).
Homogenisierung der NKG2-CTLD in den einzelnen Spezies der hoheren Primaten erfolgte
wahrscheinlich in Koevolution mit dem Liganden MHC-E.

Fiir die CTLD der NKG2-Sequenzen der Lemuren wurde keine klare speziesspezifische
Aufspaltung gefunden. Es konnen grob drei {ibergeordnete Interspeziesgruppen unterschieden
werden, wenn NKG2-1 des Mausmakis zu einer Gruppe mit NKG2-1 und NKG2-7 des Varis
gezéhlt wird (Abb. 37). Dies konnte darauf hindeuten, dass von den CD94/NKG2-Rezeptoren
der Lemuren mehrere Liganden, wie etwa verschiedene klassische MHC-Klasse-I-Molekiile
gebunden werden. Beispielsweise wurde in phylogenetischen Analysen gezeigt, dass KIR-
Molekiile des Schimpansen und des Menschen zusammen in drei Gruppen clustern, die
unterschiedliche MHC-Klasse-I-Spezifititen aufzeigen (Hao und Nei, 2005; Khakoo et al.,
2000).

Die Trennung der Maus- und Katzenmakis, zu denen der Mausmaki gehort, von den ,,echten
Lemuren®, zu denen der Vari gehort, erfolgte vor circa 40 Millionen Jahren, etwa zeitgleich
mit der Trennung der Neuweltaffen von den Altweltaffen, die vor circa 43 Millionen Jahren
stattfand (Steiper und Young, 2006). Damit kann die interspezies-spezifische Gruppierung der
NKG2-Sequenzen in den Lemuren nicht durch einen kurzen Evolutionszeitraum erklart

werden.
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Wihrend in iibergeordneten Gruppen die NKG2-Sequenzen des Mausmakis und des Varis
zusammen gruppieren, clustern die Sequenzen innerhalb dieser Gruppen speziesspezifisch, so
dass in den Gruppen wahrscheinlich auch Homogenisierung stattfand. Hohe Ahnlichkeiten
zeigen insbesondere die CTLD-Sequenzen von NKG2-2 und NKG2-3 des Mausmakis sowie
von NKG2-1 und NKG2-7 des Varis. Die Identititen der gesamten Zytoplasma-,
Transmembran- und Halsregionen dieser Sequenzen sind dagegen um etwa 40 % geringer als
die der CTLD. Somit weisen diese Rezeptoren moglicherweise dhnliche Ligandenspezifititen
auf, liben aber diverse Funktionen aus. Dies konnte wie im Fall des inhibierenden Ly49i- und
des aktivierenden Ly49h-Rezeptors der Maus zu Resistenz gegeniiber bestimmten Pathogenen
fiihren. Beide Ly49-Rezeptoren der Maus binden das vom Maus-Cytomegalievirus (MCMV)
kodierte, MHC-dhnliche Protein m157 (Arase et al.,, 2002). Mausstimme, die den
aktivierenden Ly49h-Rezeptor exprimieren, sind resistent gegeniiber MCMYV, wihrend
Mausstdmme, die den inhibierenden Ly49i-Rezeptor exprimieren, empfanglich fir MCMV
sind (Arase et al., 2002).

Hohe Identititen in der CTLD und geringe Identititen in der Zytoplasma-, Transmembran-
und Halsregion wurden auch zwischen der NKG2-8-Sequenz des Mausmakis und der
NKG2-6-Sequenz des Varis gefunden, die eine der potentiell drei iibergeordneten Gruppen im
Stammbaum der CTLD bilden. Somit haben wahrscheinlich Rekombinationsereignisse
und/oder Genkonversion die heute vorliegenden NKG2-Gene in den Lemuren geprigt,

angetrieben durch den dufleren Selektionsdruck von Pathogenen.

Ein hoher Grad an allelischen Polymorphismen der CD94- und NKG2-Gene im Mausmaki
(3.2.3) deutet ebenfalls auf eine Anpassung an polymorphe Liganden hin, wie es die
klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile darstellen. Im Vergleich zum Weilbiischelaffen, in dem
die Diversitit in zehn Tieren analysiert wurde, erwiesen sich insbesondere die NKG2-Gene im
Mausmaki, in nur zwei analysierten Individuen pro Gen, als deutlich polymorpher. Die
CTLD-Sequenzen von CD94 wurden in 46 weiteren Individuen untersucht und weisen 8
(CD94-1), 16 (CDY94-2) bzw. 12 SNP (CD94-3) auf. Die CTLD-Sequenzen der NKG2-Gene,
die nur in 12 Tieren von Frau Petersen analysiert wurden, sind dagegen im Durchschnitt etwas
polymorpher und weisen 7 bis 29 SNP auf (Petersen, 2007). Fiir CD94-1 und CD94-2 wurden
deutlich mehr nicht-synonyme als synonyme Austausche gefunden, wéhrend fiir CD94-3 die

Anzahl der synonymen Austausche leicht liberwiegt. Die meisten Austausche wurden fiir
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CD94-2 identifiziert. Die in der Diplomarbeit von Frau Petersen untersuchten NKG2-CTLD
weisen alle mehr nicht-synoynme als synonyme Austausche auf. Die hochste Diversitit wurde
fiir NKG2-8 und NKG2-3 beschrieben (Petersen, 2007).

Im Vari wurden die CD94- und NKG2-Gene nur in einem Individuum analysiert und zwei
verschiedene Allele fiir CD94-2, CD94-3 und NKG2-6 gefunden. Die Allele weisen fiinf
(CD94-2) bzw. zwei SNP (CD94-3 und NKG2-6) auf. Anhand der geringen Datenmenge ist es
schwer, eine Aussage dariiber zu treffen, ob die NK-Zell-Rezeptoren im Vari &hnlich

polymorph sind wie im Mausmaki. Lediglich die beiden Allele von CD94-2 deuten darauf hin.

Ein weiteres Merkmal, in dem sich die CD94/NKG2-Rezeptoren der Lemuren von den
hoheren Primaten unterscheiden, sind die Signalmotive in der Zytoplasma- und
Transmembranregion der NKG2-Sequenzen. Im  Stammbaum der Zytoplasma-,
Transmembran- und Halsregion der NKG2-Sequenzen (Abb. 36) spalten sich die Sequenzen
der Lemuren in zwei Gruppen auf, wie die NKG2-Sequenzen der hoheren Primaten. Eine
Analyse der Sequenzen zeigt allerdings eine deutliche funktionelle Diversifizierung dieser
Regionen in den Lemuren.

In den bisher untersuchten Primaten besitzen die inhibierenden NKG2A-Molekiile zwei ITIM
in der Zytoplasmaregion und die aktivierenden NKG2C-, -E-Molekiile sowie die NKG2F-
Molekiile, deren Funktion bislang unbekannt ist, eine positiv geladene Aminosdure Lysin in
der Transmembranregion (Abb. 31), wodurch sie im Menschen mit dem Adaptermolekiil
DAPI12 assoziieren (Kim et al.,, 2004; Lanier et al.,, 1998a). Die NKG2-Sequenzen der
Lemuren entsprechen mit einer Ausnahme (Mimu-NKG2-3*01) nicht den typischen
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren der hoheren Primaten. Neben ITIM-Sequenzen
treten hier so genannte YxxM-Motive in der Zytoplasmaregion auf, die vom ITIM an der
Position Y+3 abweichen, indem sie hier die Aminosdure Methionin aufweisen. Dieses Motiv
ist bekannt von Adaptermolekiilen wie DAP10 (Trinchieri, 2003) und Ko-Rezeptoren des T-
Zell-Rezeptors (CD28, ICOS, CTLA4) (Rudd und Schneider, 2003) und stellt eine
Erkennungssequenz der p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) dar, deren
Aktivierung zur Lyse der Zielzelle fithren kann.

Die NKG2-Molekiile der Lemuren besitzen unterschiedliche Kombinationen an ITIM-
Sequenzen, YxxM-Motiven und positiv geladener Aminosdure in der Transmembranregion

(Abb. 31) und sind somit moglicherweise multifunktional. Im GroBlen und Ganzen kénnen



DISKUSSION 158

insgesamt fiinf verschiedene Rezeptor-Typen unterschieden werden. Rezeptoren vom Typ 1
besitzen ein ITIM und ein YxxM-Motiv (Mimu-NKG2-3*02/*03, Mimu-NKG2-8, Vava-
NKG2-1), Rezeptoren vom Typ 2 zeigen neben einem ITIM und einem YxxM-Motiv
zusétzlich eine positiv geladene Aminoséure in der Transmembranregion (Mimu-NKG2-1,
Vava-NKG2-8), Rezeptoren vom Typ 3 haben ein bis zwei ITIM und eine positiv geladene
Aminosdure in der Transmembranregion, aber kein YxxM-Motiv (Mimu-NKG2-
2*02/*03/*04, Mimu-NKG2-5, Vava-NKG2-3, -6), Rezeptoren vom Typ 4 haben ein YxxM-
Motiv und eine positiv geladene Aminosdure, aber kein ITIM (Mimu-NKG2-2*01, Vava-
NKG2-2, -4, -5, -7) und Rezeptoren vom Typ 5 entsprechen mit zwei ITIM dem klassischen
inhibierenden Rezeptor der Primaten (Mimu-NKG2-3*01). Typ 5 wurde innerhalb der
Feuchtnasenaffen nur im Mausmaki nachgewiesen. Dadurch, dass verschiedene Allele im
Mausmaki von NKG2-2 und NKG2-3 unterschiedliche Signalmotive aufweisen, erweitert sich
zusétzlich die Rezeptorvielfalt.

Eine dhnliche Vielfalt an Rezeptor-Typen wie in den Lemuren wurde fiir Ig-dhnliche
Immunrezeptoren des Huhns beschrieben (Viertlboeck et al., 2005). Dariiber hinaus existieren
zwei NK-Zell-Rezeptoren in Primaten, die wie Rezeptoren vom Typ 3 eine positiv geladene
Aminosédure und ein ITIM aufweisen: KIR2DL4 und NKp44 (Rajagopalan und Long, 1999;
Vitale et al., 1998). Fiir beide Rezeptoren wurden trotz ITIM aktivierende Funktionen
nachgewiesen (Campbell et al.,, 2004; Kikuchi-Maki et al., 2003). Dennoch besitzt
beispielsweise das ITIM in KIR2DL4 das Potential SHP1 zu binden, was Studien zeigen, in
denen die positiv geladene Aminoséure in der Transmembranregion mutiert wurde (Faure und
Long, 2002). Im Rind wurde ebenfalls eine NKG2A-Sequenz nachgewiesen, die zwei ITIM
und eine positiv geladene Aminosédure aufweist (Birch und Ellis, 2007).

Ein Rezeptor, der sowohl ITIM als auch YxxM-Motive aufweist (Typ 1), stellt der humane
IREM-1-Rezeptor dar, der von myeloiden Zellen exprimiert wird (Alvarez-Errico et al., 2007).
Er besitzt zwei ITIM sowie zwei YxxM-Motive und iibt inhibierende Funktionen aus. Es
konnte gezeigt werden, dass die ITIM-Sequenzen die Tyrosinphosphatase SHP1 und die
YxxM-Motive die p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) binden
(Alvarez-Errico et al., 2007). Wenn SHP1 an IREM-1 bindet, wird allerdings die p85-
Untereinheit dephosphoryliert, so dass der PI3K-Signalweg und damit die Zellaktivierung
unterdriickt wird. Eine Mutation der Tyrosinreste in den ITIM-Sequenzen von IREM-1,

wodurch die Bindung von SHP1 unterbunden wird, fithrte dagegen, vermittelt durch PI3K, zur
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Aktivierung in RBL (rat basophilic leukemia)-Zellen (Alvarez-Errico et al., 2007). Somit
besitzen die Rezeptoren vom Typ 4, die ein YxxM-Motiv, eine positiv geladene Aminoséure,
aber kein ITIM aufweisen, womdglich die Féhigkeit, den PI3K-Signalweg iiber das YxxM-
Motiv und den Syk/ZAP70-Signalweg iiber das Adaptermolekiil DAP12 zu aktivieren.
Wahrscheinlich ist auch die Anzahl und Position der ITIM-Sequenzen in der
Zytoplasmaregion von funktioneller Bedeutung. So wurde beispielsweise im humanen
NKG2A nachgewiesen, dass beide ITIM fiir eine maximale inhibierende Wirkung erforderlich
sind, jedoch das membran-distale von groBerer Bedeutung ist (Kabat et al., 2002). Dafiir
spricht auch, dass in NKG2A der Maus (Lohwasser et al., 1999) und der Ratte (Berg et al.,
1998) nur das membran-distale ITIM vorhanden ist. NKG2-Molekiile der Lemuren besitzen
ein bis zwei ITIM, die im Mausmaki an drei und im Vari an zwei verschiedenen Positionen
auftreten. Position 1 (membran-distal) und Position 2 (membran-proximal) entsprechen den
Positionen der ITIM in den hoheren Primaten. YxxM-Motive treten ausschlielich an Position
1 auf. Somit wire es durchaus moglich, dass NKG2-Molekiile vom Typ 1, die ein YxxM-
Motiv an Position 1 (membran-distal) und ein ITIM an Position 2 (membran-proximal)
aufweisen, kaum SHP1 und SHP2 binden und damit der PI3K-Signalweg, vermittelt durch das
YxxM-Motiv, nicht vollstdndig unterdriickt wird, wie dies im Beispiel des IREM-1-Rezeptors
der Fall ist (Alvarez-Errico et al., 2007). Ob das ITIM in NKG2-5 des Mausmakis, welches
weiter C-terminal als die anderen ITIM an Position 3 in der Zytoplasmaregion auftritt, eine
Tyrosinphosphatase rekrutieren kann und somit funktionell ist, ist ungewiss.

Eine Besonderheit wurde fiir NKG2-3 des Varis gefunden. Die Proteinsequenz weist zwei
ITIM und eine positiv geladene Aminosdure Arginin in der Transmembranregion auf, wéhrend
die anderen NKG2-Molekiile alle einen Lysinrest besitzen. Zudem befindet sich der
Argininrest weiter C-terminal (in Richtung Extrazelluldrbereich) in der Transmembranregion.
Auch NKG2C und -E der Maus weisen einen Argininrest an entsprechenden Positionen auf
(Vance et al., 1999). Es wurde nachgewiesen, dass die Art der positiv geladenen Aminosédure
sowie die Position innerhalb der Transmembranregion die Bindung spezifischer
Adaptermolekiile beeinflusst (Feng et al., 2006). Rezeptoren mit einem Argininrest, der in der
Transmembranregion weiter in Richtung Extrazelluldrbereich positioniert ist, wie dies zum
Beispiel im Fc-Rezeptor fiir IgA (FcaRI) oder in KIR2DL4 der Fall ist, assoziieren in der
Regel mit dem Adaptermolekiil FceRlIy statt mit DAP12 (Feng et al., 2006; Kikuchi-Maki et
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al., 2005; Pfefferkorn und Yeaman, 1994). Somit assoziiert eventuell auch NKG2-3 des Varis
mit FceRly. Das Adaptermolekiil von NKG2C und -E der Maus ist bislang unbekannt.

Zusammenfassend scheinen die Funktionen der CD94/NKG2-Rezeptoren der Lemuren
vielfaltiger zu sein, als die der hoheren Primaten und auch der Nagetiere. Um jedoch die
genauen Funktionen der einzelnen Rezeptoren zu bestimmen, bedarf es weiterer funktioneller

Analysen.

4.2.1.2 NKG2D der Lemuren

Neben den CD94- und NKG2-Genen weisen die BAC-Sequenzen des Mausmakis ein
NKG2D-Gen auf. Auch im Vari konnte iiber RT-PCR ein NKG2D-Gen nachgewiesen
werden. Die NKG2D-Sequenzen der Lemuren und der hoheren Primaten sind ortholog
zueinander (Abb. 34) und recht konserviert (Abb. 30). Im Gegensatz zu den NKG2D-
Sequenzen der hoheren Primaten besitzt NKG2D der Lemuren allerdings eine um 14
Aminosduren verkiirzte Zytoplasmaregion. Das NKG2D-Transkript des Mausmakis wird
analog zu NKG2D-S der Maus gespleifit und besitzt nicht wie NKG2D der hoheren Primaten
und die murine NKG2D-L-Spleivariante ein Exon am 5’-Ende, welches ein zusétzliches
Startkodon kodiert (Diefenbach et al., 2002). Im Vari gibt es zwei verschiedene
Spleifivarianten, die analog zu NKG2D-S und NKG2D-L der Maus gespleifit werden,
allerdings zeigen beide Varianten nur das weiter strangabwérts gelegene Startkodon auf.
Welche Funktion die unterschiedlich langen Zytoplasmaregionen der NKG2D-Proteine haben,
ist bislang unbekannt. Wihrend urspriinglich angenommen wurde, dass die lédngere
Zytoplasmaregion die Bindung des Adaptermolekiils DAP12 an NKG2D-L der Maus und
NKG2D des Menschen verhindert (Diefenbach et al., 2002; Rosen et al., 2004), wurde dies in
spiteren Studien widerlegt, die zeigten, dass auch NKG2D-L der Maus DAP12 bindet
(Rabinovich et al., 2006).

Ein weiterer Punkt, in dem sich NKG2D der Lemuren von den hoheren Primaten
unterscheidet, ist, dass der Argininrest in der Transmembranregion weiter N-terminal liegt
(Abb. 30). Wie bereits erwidhnt, ist die Position der positiv geladenen Aminosdure in der
Transmembranregion entscheidend fiir die Bindung des Adaptermolekiils (Feng et al., 2006).
NKG2D von Maus, Ratte, Rind und Schwein weist ebenfalls einen Argininrest an
entsprechender Position wie die Lemuren auf (Feng et al., 2006). Allerdings besitzen die

Sequenzen dieser Spezies einen weiteren Argininrest an der gleichen Position wie die hoheren
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Primaten (Feng et al., 2006). In der Maus wurde gezeigt, dass eine Mutation des weiter N-
terminal gelegenen Argininrestes nicht die Bindung mit DAP10 (Feng et al., 2006) oder
DAPI12 unterbindet (Rosen et al., 2004), so dass dieser Rest voraussichtlich nicht an der
Bindung dieser Adaptermolekiile beteiligt ist. Jedoch konnte er fiir die Bindung anderer
Adaptermolekiile, wie z.B. FceRly, verantwortlich sein. An entsprechender Position des
Argininrestes der hoheren Primaten besitzen die NKG2D-Sequenzen der Lemuren einen
Histidinrest. Histidin ist leicht positiv geladen und besitzt moglicherweise ebenfalls die
Féhigkeit, mit Adaptermolekiilen zu assoziieren, auch wenn die meisten aktivierenden NK-
Zell-Rezeptoren einen Lysin- oder Argininrest in ihrer Transmembranregion aufweisen
(Radaev und Sun, 2003). Einen Histidinrest in der Transmembranregion besitzt beispielsweise
auch der Immunrezeptor CHIR-A (Chicken Ig-like receptor A) des Huhns (Dennis et al.,
2000).

Im Vergleich zu NKG2D der hoheren Primaten (Guethlein et al., 2002; Shum et al., 2002)
zeigte sich NKG2D im Mausmaki polymorpher (3.2.3.1). Allerdings wurden sowohl in den
drei NKG2D-Sequenzen, von zwei in dieser Arbeit untersuchten Mausmaki-Individuen, als
auch in den NKG2D-CTLD von 12 weiteren Individuen, die von Frau Petersen untersucht
wurden (Petersen, 2007), etwas mehr synonyme als nicht-synonyme Austausche gefunden.
Dies spricht dafiir, dass NKG2D in Lemuren, dhnlich wie in den héheren Primaten, keiner

positiven Selektion unterliegt.

4.2.1.3 Ly49L der Lemuren

Die BAC-Sequenzen des Mausmakis weisen ein Ly49L-Gen auf. Ebenso konnte im Vari iiber
RT-PCR ein Ly49L-Gen nachgewiesen werden. Die Ly49L-Proteinsequenzen der Lemuren
und der hoheren Primaten sind untereinander recht konserviert, unterscheiden sich jedoch in
ithrer Sequenz stark von den polymorphen Ly49-Rezeptoren der Nagetiere. Im Gegensatz zum
Menschen (Westgaard et al., 1998) kodiert Ly49L der Lemuren wie Ly49L des Orang-Utans,
des Mantelpavians und Ly49 anderer Sdugetiere wie Hund, Katze, Schwein, Rind und Pferd
fiir eine vollstdndige CTLD (Gagnier et al., 2003; Guethlein et al., 2002; Mager et al., 2001;
McQueen et al., 2002; Takahashi et al., 2004). Neben den Nagetieren ist das Pferd bis jetzt das
einzige weitere Séugetier, in dem mehr als ein Ly49-Gen beschrieben wurde (Takahashi et al.,
2004). Ly49 in den Nagetieren und im Pferd hat sich jedoch hochstwahrscheinlich unabhéngig
voneinander vervielfacht (Abb. 38) (Takahashi et al., 2004). Mensch, Mantelpavian und
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Orang-Utan besitzen eine ITIM-dhnliche Sequenz in der Zytoplasmaregion, welche einen
Glutamatrest an Position Y+2 aufweist und damit nicht der Konsensussequenz entspricht
(Abb. 32) (Mager et al., 2001). Ly49L des Mausmakis sowie Ly49 der weiter entfernt
verwandten Sdugetiere (Anderson et al., 2001; Gagnier et al., 2003; Takahashi et al., 2004)
weisen dagegen ein ITIM auf, welches der Konsensussequenz entspricht. Von der Ly49L-
Sequenz des Varis ist die Position Y+2 des ITIM nicht bekannt.

Dariiber hinaus sind alle Cysteinreste, die interchenare Disulfidbriicken in Ly49 der Maus
ausbilden (Tormo et al., 1999) und damit fiir die Struktur des Proteins von Bedeutung sind, in
den Sequenzen der Lemuren konserviert. Somit besteht die Moglichkeit, dass Ly49L des
Mausmakis und vielleicht auch des Varis funktionelle inhibierende Rezeptoren darstellen und
dquivalent zu den Ly49-Rezeptoren der Maus MHC-Klasse-I-Molekiile binden.

Im Mausmaki scheint Ly49L eher polymorph zu sein. So wurde eine hohe Anzahl von sieben
nicht-synonymen Austauschen in zwei Allelen von zwei Mausmaki-Individuen gefunden. Eine
Analyse der Ly49L-CTLD in 12 weiteren Mausmaki-Individuen von Frau Petersen ergab eine
schwach positive Selektion der CTLD (Petersen, 2007). Im Vari zeigten sich dagegen zwei
verschiedene Allele eines Individuums mit nur einem synonymen Austausch als wenig

polymorph.

4.2.2 Alternatives Spleifien der NKC-Gene in Lemuren

Neben den bereits erwidhnten alternativen Spleilvarianten von CD94-3 und NKG2-5 des
Mausmakis, die sich in der Lénge des fiir die Halsregion kodierenden Exons 3 unterscheiden,
wurden weitere Spleilvarianten der NKC-Gene in den Lemuren identifiziert (Abb. 23, Abb.
28). Fiir CD94-1 und CD9%4-2 des Mausmakis, sowie CD94-2 des Varis wurde die CD94B-
Variante (Shum et al., 2002) gefunden, die fiir eine zusétzliche Aminosdure Glutamin in der
CTLD kodiert. Mogliche Funktionen dieser Variante wurden bereits fiir CD94B des
WeiBbiischelaffen beschrieben (4.1.3). Eine Isoform, die ebenfalls schon fiir den
Weillbiischelaffen beschrieben wurde und auch im Mausmaki auftritt, ist die NKG2D-Isoform
ohne Transmembranregion. Isoformen, denen die Transmembranregion fehlt, sowie ein Teil
der Zytoplasmaregion, wurden auch fiir CD94-1 und CD94-2 des Mausmakis gefunden.
Isoformen ohne Halsregion liegen im WeiBbiischelaffen fiir CD94 vor und wurden im
Mausmaki fir NKG2-2 und im Vari fir NKG2-1, -2 und -5 identifiziert. Diese Isoformen

entsprechen der NKG2B-Variante, die bereits im Menschen, Schimpansen und Rhesusaffen
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beschrieben wurde (LaBonte et al., 2001; Shum et al., 2002). In anderen Splei3varianten der
NKC-Gene des Mausmakis und des Varis fithren, wie dies ebenfalls fiir SpleiBvarianten des
Weilbiischelaffen beschrieben wurde, Leserasterverschiebungen zum frithzeitigen Abbruch
der Translation, so dass die entsprechenden Proteine keine vollstindige CTLD aufweisen. In
einigen Féllen fehlen auch noch weitere Regionen. Fiir diese Varianten wiren hdochstens
regulatorische Funktionen denkbar, da sie voraussichtlich nicht in der Lage sind, Liganden zu
binden.

Die Vielfalt der Spleifvarianten und auch die Konserviertheit zwischen verschiedenen Spezies
spricht dafiir, dass sie von essentieller funktioneller Bedeutung sind, was fiir einige
Spleivarianten, wie CD94-T4 und NKG2B im Menschen (Lieto et al., 2006), bereits
nachgewiesen wurde. Auch die starke Regulation der Expression der Spleivarianten, wie sie
im Rhesusaffen gezeigt wurde (LaBonte und Letvin, 2004), unterstiitzt diese Annahme und
erklart moglicherweise auch, dass in den verschiedenen Spezies nicht immer die gleichen

Spleiflvarianten exprimiert werden.

4.3 CDY%4 im Potto und im Koboldmaki

Mittels Primern, die an konservierte Bereiche von Exon 4 bis Exon 5 des CD94-Gens binden,
konnten aus genomischer DNA des Pottos acht und aus genomischer DNA des Koboldmakis
zehn verschiedene Sequenzen amplifiziert werden. Einige Sequenzen zeigten Identitdten von
mehr als 99 % auf und wurden verschiedenen Allelen eines Gens zugeordnet (3.6, 3.7). Somit
konnten im Potto fiinf und im Koboldmaki sechs bis sieben potentielle CD94-Gene
nachgewiesen werden. Es muss beachtet werden, dass mit den verwendeten Primern
moglicherweise nicht alle Sequenzen in den Spezies amplifiziert werden konnten oder
verschiedene Gene im amplifizierten Bereich (insbesondere bei den kiirzeren Amplifikaten)
identisch sind, so dass die Anzahl der CD94-Gene noch hoher sein konnte. Auch gibt die
Anzahl der potentiellen Gene keine Auskunft {iber ihre Funktionalitit. So stellt die CD94g-
Sequenz des Koboldmakis, aufgrund eines Stopkodons in Exon 4, welches sich im
Leserahmen befindet, ein potentielles Pseudogen dar.

Die groBe Anzahl der identifizierten CD94-Sequenzen in beiden Spezies ldsst jedoch
annehmen, dass diese Spezies moglicherweise ein noch diverseres CD94/NKG2-Rezeptor-

Repertoire aufweisen als die Lemuren. In Bezug auf NKG2 liegen bislang keine Daten in
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diesen Spezies vor. Damit ist die Vervielfachung der CD94-Gene nicht auf die
madagassischen Feuchtnasenaffen beschrinkt, sondern existiert auch im afrikanischen Potto,
einem weiteren Feuchtnasenaffen der Infraordnung Loriartige, sowie im Philippinen-
Koboldmaki, der zu den Trockennasenaffen, Infraordnung Koboldmakis, zihlt. Die Tatsache,
dass mehrere CD94-Gene sowohl in drei Vertretern der Feuchtnasenaffen als auch in einem
Vertreter der Trockennasenaffen auftreten, legt zundchst die Vermutung nahe, dass CD94
bereits am Ursprung der Primaten vervielfacht war und in den héheren Primaten auf ein Gen
reduziert wurde. Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass alle CD94-Sequenzen des
Koboldmakis in Intron 4 ein Alu-Element an der gleichen Position besitzen (Abb. 40),
welches an entsprechender Position der Potto- und Mausmaki-Sequenzen fehlt. Vier
Sequenzen des Pottos besitzen ebenfalls Alu-Elemente in Intron 4, die sich allerdings an
anderer Position als im Koboldmaki befinden. Dieser Befund spricht dafiir, dass sich CD94 in
der Linie der Koboldmakis und der Feuchtnasenaffen unabhingig voneinander vervielfacht hat
und das Alu-Element in Intron 4 des Philippinen-Koboldmakis in ein urspriingliches CD94-
Gen der Koboldmakis integriert ist, welches sich im Laufe der Evolution dupliziert hat. Auch
die phylogenetische Analyse der Exon 4-Sequenzen unterstiitzt diese Theorie, indem die
Sequenzen des Koboldmakis mit einem hohen Bootstrap-Wert eine monophyletische Gruppe
im Stammbaum bilden (Abb. 41). Allerdings kénnte hier auch Homogenisierung, wie sie fiir
die NKG2-CTLD beschrieben wurde (4.2.1.1), eine Rolle spielen.

Ferner stellt CD94 in den nichsten Verwandten der Primaten, der Maus (Vance et al., 1997)
und der Ratte (Dissen et al., 1997), ein einzelnes Gen dar. In einer weiter entfernt verwandten

Spezies, dem Rind, ist CD94 allerdings wahrscheinlich auch dupliziert (Birch und Ellis, 2007).

4.4 Evolution der MHC-Klasse-I-spezifischen NK-Zell-Rezeptoren in
Sdugetieren

Die Ursache fiir die unabhéngige Selektion mehrerer CD94-Gene und ein damit potentiell
verbundenes diverses CD94/NKG2-Rezeptor-Repertoire in verschiedenen Spezies erfolgte
moglicherweise als Anpassung an polymorphe Liganden wie es die klassischen MHC-Klasse-
[-Molekiile darstellen. Wéhrend in den hoheren Primaten die Bindung klassischer MHC-
Klasse-I-Molekiile von den KIR erfolgt (Hao und Nei, 2005), hat in den Nagetieren die Ly49-
Rezeptorfamilie diese Funktion iibernommen (Hao und Nei, 2004). Im Fall der KIR-Molekiile
werden zwei urspriingliche Linien unterschieden: 3DL und 3DX (Guethlein et al., 2007). Die
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polymorphen KIR der héheren Primaten stammen von der 3DL-Linie ab, wihrend KIR3DX
dort ein einzelnes Gen darstellt (Guethlein et al., 2007). Neben den héheren Primaten ist das
Rind bisher das einzige Sdugetier in dem ebenfalls polymorphe KIR auftreten (Dobromylsky;j
und Ellis, 2007; Storset et al., 2003). Allerdings stammen die polymorphen KIR des Rindes
von der 3DX-Linie ab, wihrend die 3DL-Linie durch ein Gen und ein verwandtes
Genfragment reprisentiert wird (Guethlein et al., 2007). Damit haben sich die KIR zweimal
unabhéngig voneinander vervielfacht. Dasselbe wurde fiir Ly49 bereits in Nagetieren und im
Pferd beschrieben (Takahashi et al., 2004). Somit erscheint es durchaus plausibel, dass in den
Feuchtnasenaffen, in denen weder polymorphe KIR noch polymorphe Ly49-Rezeptoren
auftreten, es zur Vervielfachung der CD94- und NKG2-Gene kam, die dquivalente Funktionen

ubernahmen.

4.5  Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der NKC-Region in verschiedenen
Primatenspezies liefert neue Erkenntnisse iiber die Evolution der MHC-Klasse-I-spezifischen
NK-Zell-Rezeptoren und bildet die Grundlage fiir weiterfithrende funktionelle Analysen dieser
Rezeptoren.

Die Diversitdt der CD94/NKG2-Rezeptoren in den Lemuren legt die Vermutung nahe, dass
diese Rezeptoren polymorphe Liganden wie die klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile binden
und damit dquivalente Funktionen zu den KIR der hoheren Primaten und den Ly49-
Rezeptoren der Nagetiere iibernechmen. Dies wird zurzeit experimentell in Interaktionsstudien
zwischen den CD94/NKG2-Rezeptoren und den klassischen MHC-Klasse-I-Molekiilen des
Mausmakis tiberpriift.

Dariiber hinaus wire es interessant zu untersuchen, ob die NKG2-Gene neben den CD94-
Genen in den Spezies Potto und Philippinen-Koboldmaki ebenfalls vervielfacht sind und ob
andere Sdugetiere wie beispielsweise das Schwein oder die Katze, die nur ein KIR- und ein
Ly49-Gen besitzen (Gagnier et al., 2003; Guethlein et al., 2007; Sambrook et al., 2006b),
mehrere CD94- und NKG2-Gene aufweisen.

Weiterhin stellt sich die Frage, welche Signalfunktionen die einzelnen Rezeptoren der

Lemuren ausiiben, aufgrund ihrer unterschiedlichen Kombinationen an Signalmotiven. Die
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erworbenen Erkenntnisse konnten auf andere Rezeptoren mit dhnlichen Kombinationen an
Signalmotiven iibertragen werden.

Einen weiteren interessanten Punkt stellt die Diversitdt der Halsregion in den CD94/NKG2-
Rezeptoren der Lemuren dar. Hier konnte untersucht werden, welche funktionellen
Konsequenzen der Austausch dieser Region zwischen zwei verschiedenen Rezeptoren hat und
damit neue Erkenntnisse {iber die Funktion der Halsregion liefern.

In Bezug auf die identifizierten SNP-Positionen in den CD94- und NKG2-Genen konnte
analysiert werden, ob sich verschiedene Allele in der Ligandenbindung oder Hetero-

dimerisierung unterscheiden.
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5 Zusammenfassung

MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptoren sind im Leukozyten Rezeptor Komplex
(LRC) und im Natiirlichen Killer Komplex (NKC) kodiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die genomische Organisation des CD94-Ly49L-Intervalls der NKC-Region in einem
Neuweltaffen, dem WeiBbiischelaffen (Callithrix jacchus), sowie einem Lemuren, dem
Grauen Mausmaki (Microcebus murinus), iber Screening von BAC-Banken und
Sequenzanalyse von BAC-Contigs untersucht.

Das CD94-Ly49L-Intervall im Weillbiischelaffen ist mit 171 kb ~ 40 % kleiner als im
Menschen. Es wurden orthologe Gene zu allen humanen NKC-Genen gefunden, mit
Ausnahme des Gens NKG2CE, welches dquidistant zu den humanen Genen NKG2C und
NKG2E ist. NKG2F und Ly49L stellen Pseudogene dar.

Expressionsanalysen der NKC-Gene in neun Weillbiischelaffen-Individuen lieferten einen
méBigen Grad an allelischen Polymorphismen. Alternative Spleilprodukte wurden fiir CD94,
NKG2D und NKG2A nachgewiesen. Einige Spleiprodukte wie CD94B und Spleiflvarianten,
die fiir Rezeptoren ohne Transmembran- oder Halsregion kodieren, sind auch in hoheren
Primaten konserviert.

Die Analyse der 5’-UTR iiber 5’-RACE-PCR ergab, dass fiir NKG2A des Weibiischelaffen
verschiedene Transkripte mit potentiell unterschiedlichen Translationsstartpunkten existieren.
Die entsprechenden Proteine unterscheiden sich in der Liange ihrer Zytoplasmaregion um 18
Aminoséuren.

Im Grauen Mausmaki ist das CD94-Ly49L-Intervall mit 489 kb ~ 45 % grofler als im
Menschen. Die CD94- und NKG2-Gene sind vervielfacht und nicht-ortholog zu den humanen
CD9%4- und NKG2-Genen. Es treten insgesamt drei CD94- (CD94-(1-3)) und acht NKG2-
Gene (NKG2-(1-8)) auf. NKG2-4, -6 und -7 repriasentieren Pseudogene. Die Gene NKG2D
und Ly49L sind ortholog zu den entsprechenden Genen des Menschen.

Expressionsanalysen der NKC-Gene wurden im Mausmaki und einem weiteren Lemuren, dem
Schwarzweilen Vari (Varecia variegata variegata), durchgefiihrt. Neben einer NKG2D- und
einer Ly49L-Sequenz wurden im Vari drei CD94- (CD94-(1-3)) und acht NKG2-Sequenzen
(NKG2-(1-8)) nachgewiesen. Phylogenetische Analysen zeigten jedoch keine orthologen
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Beziehungen zwischen einzelnen CD94- und NKG2-Sequenzen des Mausmakis und des
Varis. Ly49L der Lemuren stellt einen potentiell funktionellen inhibierenden Rezeptor dar.
Die NKC-Gene des Mausmakis zeigen einen deutlich hdheren Grad an allelischen
Polymorphismen als im Menschen. Hier wurden die kompletten kodierenden Sequenzen in
zweil Individuen pro Gen und die C-Typ Lektin-dhnlichen Domédnen von CD94 in 46
verschiedenen Individuen untersucht.

Im Mausmaki und im Vari wurden &hnliche alternative Spleilprodukte wie im
Weilbiischelaffen gefunden. Betroffen von alternativen Spleilvorgdngen ist hdufig die
Halsregion, die zudem in den CD94- und NKG2-Sequenzen sehr divers ist, was eine wichtige
funktionelle Bedeutung dieser Region indiziert.

NKG2D der Lemuren besitzt analog zur NKG2D-S-Isoform der Maus eine um 14
Aminosduren verkiirzte Zytoplasmaregion im Vergleich zu NKG2D der héheren Primaten
einschlieBlich des Weilbiischelaffen.

Im Gegensatz zu den NKG2-Sequenzen der hoheren Primaten, die zwei ITIM in der
Zytoplasmaregion (inhibierend) oder eine positiv geladenen Aminosdure in der
Transmembranregion (aktivierend) aufweisen, besitzen die meisten NKG2-Sequenzen der
Lemuren eine positiv geladene Aminosédure in der Transmembranregion sowie zusétzlich ein
ITIM und/oder ein YxxM-Motiv in der Zytoplasmaregion. Hierdurch besteht die Moglichkeit,
dass ein einzelner CD94/NKG2-Rezeptor der Lemuren verschiedene Signalwege aktivieren
kann.

Ob CD94 auch in Primatenspezies auBlerhalb Madagaskars dupliziert ist, wurde durch
Amplifikation von Exon 4-5 im afrikanischen Potto (Perodicticus potto ibeanus), einem
weiteren Feuchtnasenaffen sowie in einem urspriinglichen Trockennasenaffen, dem
Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta), untersucht. Mit  verschiedenen
Primerkombinationen konnten aus genomischer DNA eines Pottos acht und aus genomischer
DNA eines Koboldmakis zehn verschiedene CD94-Sequenzen amplifiziert werden.
Sequenzvergleiche ergaben im Potto fiinf und im Koboldmaki sechs bis sieben potentielle
CD9%4-Gene. Da alle CD94-Sequenzen des Koboldmakis an derselben Position in Intron 4 ein
Alu-Element aufweisen, welches an entsprechenden Positionen im Potto und im Mausmaki
fehlt, hat sich CD94 in den Feuchtnasenaffen und in der Linie der Koboldmakis

wahrscheinlich unabhéngig voneinander vervielfacht.
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7 Anhang

7.1  Nukleotidsequenzen der verwendeten Sonden
Zur Amplifikation verwendete Primer sind in der Sequenz fett und unterstrichen.

Humane CD94-Sonde
TGTTTAAGACCACTCTGTGGAGGTTAATTTCTGGGACCTTAGGGATAATATGCCTTTCGTTGATGGCTACGTTGG
GAATTTTGTTGAAAAATTGTAAGTTTTTCTAAGCAAGTCTCCATAAAAATCAAAACTGTGAAGACATCATTTAAT
AATAAAGGCTTCATCTTGCTAATGTGTAATATTTTAGTATTTCATAAACCCATACCTAATTAAACAAATTTCTAA
TCATTTCTTATAGCTTTTACTAAACTGAGTATTGAGCCAGCATTTACTCCAGGACCCAACATAGAACTCCAGAAA
G

Humane NKG2A-Sonde
AGTACAGTCCCTGACATCACACACTGCAGAGATGGATAACCAAGGAGTAATCTACTCAGACCTGAATCTGCCCCC
AAACCCAAAGAGGCAGCAACGAAAACCTAAAGGCAATAAAAGCTCCATTTTAGCAACTGAACAGGAAATAACCTA
TGCGGAATTAAACCTTCAAAAAGCTTCTCAGGATTTTCAAGGGAATGACAAAACCTATCACTGCAAAGGTAAAGC
ATTTAAAAGATCCTCAATATAACAGTCTAGGATGTGCAGCTTGGGGTACAGGAATGTGGGGAAAGAGAAGGGAGT
GCTCATATATCTTCTATTTGCAAAGATCAGAATTCCAAGTTGAGATATGCTATTTCAATGTAAAGTATGAAGACT
GATTGAACTCATTGTTGAAGTTTGTAGTCTTTGTCAAATAATTCATGGAGCATTATTTTTCCTGAAAATTCAATG
GTATATTATTCTGAGAAAAAGATTACAATGGGAGATGAGGGTTTGGGGTCCAAGTTTCTCTGTATGATTCCTGTG
CATTCAGGTTCTCTTGTCTGTGAATCTTCTAAACGACTGTATCCACCTCTCCTTTCGCACTGTTCCCATTTCTCT
CCCTGCAGATTTACCATCAGCTCCAGAGAAGCTCATTGTTGGGATCCTGGGAATTATCTGTCTTATCTTAATGGC
CTCTGTGGTAACGATAGTTGTTATTCCCT

Humane Ly49L-Sonde
CAGTGCCCTGGCACCTCATTGCAGTGACTCTTGGGATCCTCTGTTTACTTCTTCTGATGATAGTCACAGTGTTGG
TGACAAATAGTGAGTAATAAAATACAGCTTTCTCGTCCGAGTAGCAGCAGTAACCACTGATTGTGCAGATATTAA
CCATGCTCCGTCCATTGTTCCCCGTCTGTAATCAGAGAATGTCCCAGGTGGCTCTGGCCTTTGTTGGTAATTTTT
TTCTGGGCATATGACAGTGTCATTTTTAATTTACTTAACCTTGACTCTGAATCTGTGATGAGCTGTCTCACTGTG
TATAATACATGGTAATATTCCTTCTCATAGAGGATTTAGTAATACATGTATTCTGCCATTTGGGTTTGATTATTG
TGAATCTGAGATAAACATTCTTTGAGAGACAACTGTTCAAAAGAAATTATGGCTTTCTCTTGACATTTCTCAAAG
TATGTAATGACGAAATGGTTTAGTAAAAGAAAGAATCTACACATGCAGTTATATAATATTAAATTCAAGCTTTAC
CTTTTGTTTGAATTCCTTCATATCTTTTGAAAAAAATCACTGATATTTTATATTCAGATAAAATTACGTATCTGG
ATCTTACTCTCTTTTCTGCTGCGGATAGTCTATCTGCCCCAATAATAATTGTGCTATCACTTCATGTTTCTTTCT
TAGTTCAGATTTTCATATGCAGAAGATATGTGGTTAAATGTTGGCAAACTGACTTTTACTTTAGTGCTTATTTGT
AAATGATGAGTTATTAAAAATAAACTAAACTGAGAAGTAAGGTGTCACCTTCATAATTTTATTCAGATATGTTAT
TTATCCTACACTTAAGTTGCTAATGGTGAGAAATTTATGTTTCCCTTTTTATGGCCAGTTCGTTGAGGTGTTACT
TTCTAAATGTCAAATTACTAATCAAAGTAATGACTAATTAAAGTAATGATTAATGGTTGTCAGAGTGAAATTTTT
TCTTTTGTCTTAAATTTCAATATTTAATTATTATGAGTACTTATTTGTATTATATCTATGCCATTAATTTTAGTC
TTTCAGTGTATTCAAGAAAAACATCAACGGCAGGAAATTCTAAGAAACTGTAGTGAAAAGTACATCATGCAAAAT
GACAACTACTTAAAAGAGCAGATTTTGACAAATAAGACTTTAAAATTTGACGTTCTCAAAAATAGCTTTCAGCAG
AAAAAGGAACTGGATTCACGCCTTATACAAAAGAACAGATGTCATAGAGA
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Murine NKG2D-Sonde
CATAATGGCATTGATTCGTGATCGAAAGTCTCATCACTCAGAGATGAGCAAATGCCATAATTACGACCTCAAGCC
AGCAAAGTGGGATACTTCTCAAGAACAACAGAAACAAAGATTAGCACTAACTACCAGTCAACCTGGAGAAAATGG
TATCATAAGAGGAAGATACCCTATAGAAAAACTCAAAATATCTCCAATGTTCGTTGTTCGAGTCCTTGCTATAGC
CTTGGCAATTCGATTCACCCTTAACACATTGATGTGGCTTGCCATTTTCAAAGAGACGTTTCAGCCAGTATTGTG
CAACAAGGAAGTCCCAGTTTCCTCAAGAGAGGGCTACTGTGGCCCATGCCCTAACAACTGGATATGTCACAGAAA
CAACTGTTACCAATTTTTTAATGAAGAGAAAACCTGGAACCAGAGCCAAGCTTCCTGTTTGTCTCAAAATTCCAG
CCTTCTGAAGATATACAGTAAAGAAGAACAGGATTTCTTAAAGCTGGTTAAGTCCTATCACTGGATGGGACTGGT
CCAGATCCCAGCAAATGGCTCCTGGCAGTGGGAAGATGGCTCCTCTCTCTCATACAATCAGTTAACTCTGGTGGA
AATACCAAAAGGATCCTGTGCTGTCTATGGCTCAAGCTTTAAGGCTTACACAGAAGACTGTGCAAATCTAAACAC

GTACATCTGCATGAAAAGGGCGGTGTAAAA

7.2  Aminosiure- und Nukleotidsequenzidentititen

7.2.1 CD94-Aminosiure- und -Nukleotidsequenzidentititen

Nukleotidsequenzidentititen (NS; proteinkodierender

Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Hosa, Homo sapiens.

Bereich)

sind

oberen Diagonale und
Aminosduresequenzidentitidten (AS) in der unteren Diagonale in % angegeben. Fiir die humane CD94-Sequenz
sind nur Aminoséuresequenzidentititen angegeben, da nur diese im Text erwihnt sind. Die Identititen wurden
paarweise mit dem Programm Bioedit berechnet. Insertionen und Deletionen wurden nicht mit berechnet. Mimu,

CD9%4

NS Mimu- Mimu- Mimu- Vava- Vava- Vava-

AS CDY4-1 CDY4-2 CD94-3 CDY4-1 CDY4-2 CDY4-3
ggf,‘;‘fi - 88,6 88,7 86,7 86,1 88,0
ggf";‘; 76,8 - 88,4 88,6 88,6 90,1
gg;‘g 77,1 76,8 - 89,1 89,5 88,3
C‘;;‘;:_'l 71,8 73,6 793 - 91,8 92,0
c\g‘;::z 75,3 74,1 79,9 83,3 - 92,2

c‘g;:-—s 75.4 79,7 75,8 81,0 80,5 -

Lo 66,4 63,8 70,3 67,2 67,8 68,7
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7.2.2 NKG2-Aminosiduresequenzidentititen zwischen Mausmaki, Vari und Mensch

Die Identititen (in %) wurden paarweise mit dem Programm Bioedit berechnet. Insertionen und Deletionen
wurden nicht mit berechnet. Mimu, Microcebus murinus; Vava, Varecia variegata; Hosa, Homo sapiens.

Hosa- Hosa- Hosa- Hosa- Mimu- Mimu- Mimu- Mimu- Mimu-
NKG2C | NKG2E | NKG2A | NKG2F | NKG2-1 | NKG2-2 | NKG2-3 | NKG2-5 | NKG2-8
;‘i‘(vé“ 57,1 57,6 61,6 53,8 82,2 60,8 68,1 62,1 72,8
;;'(Vé“ 62,3 59,7 57,5 56,3 67,0 81,4 65,4 78,4 67,5
;;'(Vé“ 57,6 56,1 62,8 55,2 71.3 66,2 73,2 65,0 73,2
;‘i‘(véz 4| 004 57,8 54,3 58,3 65,7 78,9 63,4 78,0 65,9
;;'(Vézs 58,9 56,3 55,2 55,8 65,7 80,2 64,7 79,3 66,4
;;'(Vé'z_G 62,3 61,0 57,9 55,1 66,1 68,6 56,8 73,2 70,5
;‘i‘(vé” 60,6 60,7 56,2 54,8 69,1 76,7 50.8 732 62.8
xi‘(vé-z-s 58,7 56,5 63,9 53,2 77,0 68,3 73,9 65,3 78,7
11:1/[12231 583 56,1 64,8 57,8
gII‘(né““ 58,9 57,6 56,2 54,4
M | o | e | w2 | wy | Ao eime:
1111411(%1;5 60,6 57,5 54,4 53,6
g | 576 56,3 61,8 53,2

7.2.3 NKG2-Aminosiure- und -Nukleotidsequenzidentititen des Mausmakis

Nukleotidsequenzidentititen (NS; proteinkodierender Bereich) sind in der oberen Diagonale und
Aminosduresequenzidentitidten (AS) in der unteren Diagonale in % angegeben. Die Identitéiten wurden paarweise
mit dem Programm Bioedit berechnet. Insertionen und Deletionen wurden nicht mit berechnet. Mimu,
Microcebus murinus.

NS Mimu- Mimu- Mimu- Mimu- Mimu-
AS NKG2-1 NKG2-2 NKG2-3 NKG2-5 NKG2-8
g’[I‘(“é‘;I - 77,8 83,8 79,6 86,9
g’[I‘(“é‘;z 63,9 - 82,6 87,1 77,2
g’[I‘(“é‘;s 70,0 72,6 - 78,6 84,3
11:141‘(‘2;5 62,7 76,2 62,9 - 77,9
rli(‘g‘;_s 77,0 64,1 73,9 63,8 -
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7.2.4 NKG2-Aminosidure- und -Nukleotidsequenzidentititen des Varis

Nukleotidsequenzidentititen (NS; proteinkodierender Bereich) sind in der oberen Diagonale und
Aminosduresequenzidentititen (AS) in der unteren Diagonale in % angegeben. Die Identititen wurden paarweise
mit dem Programm Bioedit berechnet. Insertionen und Deletionen wurden nicht mit berechnet. Vava, Varecia
variegata.

NS | Vava- Vava- Vava- Vava- Vava- Vava- Vava- Vava-
AS NKG2-1 | NKG2-2 | NKG2-3 | NKG2-4 | NKG2-5 | NKG2-6 | NKG2-7 | NKG2-8
E;?Gau - 80,8 85,6 80,3 80,8 82,8 86,3 86,0
&(vézz 65,5 - 83,0 92,2 92,7 86,6 89,5 85.1
§?<Vézs 70,6 68.8 - 83,0 84,0 81,0 81,0 89,0
E?gé-z-4 63,4 86.6 66,7 - 93,1 87,3 88,4 84,9
ﬁ(vézs 63,8 88,8 69,7 86,6 - 87.1 88,8 85,9
K?lé'z-s 66,8 75,0 62,8 75,9 754 ; 88.3 80,4
§?<Véz7 74,1 84,3 63,6 79,7 80,6 75,0 . 81,1
xi‘gézs 5.7 76,1 79,6 72,6 73,5 66,5 67,4 ]

7.3  Genotypisierung der NKC-Gene von neun Weillbiischelaffen

7.3.1 CD94-Genotypen der Weillbiischelaffen

Genotyp C/T G/A Del./ACT A/G G/A G/A
Nukleotidposition 21 66 136-138 215 235 368
Individuum

nightfire cC GG Del. AA GG GG
piroschka cc GG Del. AA GG GG
orla CT AG Del. AG GG GG
iringa CT GG Del. AA GG AG
ohara cc GG Del. AA GG GG
obelisk ccC GG ACT AA AG GG
aschenputel ccC GG Del. AA GG GG
blanche cc GG Del. AA AG GG
wonny cc GG Del. AA GG GG
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7.3.2 NKG2CE-Genotypen der Weil}biischelaffen

Genotyp T/G C/A T/C C/T
Nukleotidposition 301 463 550 567
Individuum

nightfire TT cC TT cC
piroschka TT cC TT CC
orla TT cc CT cC
iringa TG CA TT CT
ohara TT cc TT cC
obelisk TT cc TT cC
aschenputel TT cC TT cC
blanche TT cC TT cC
wonny TT cC TT cC
7.3.3 NKG2A-Genotypen der Weillbiischelaffen
Genotyp C/A A/G A/G T/A C/A
Nukleotidposition 43 176 353 474 597
Individuum

nightfire cC AA AG TT CA
piroschka cC AA AG TT CA
orla cc AA AG TT CA
iringa AA AG AA AT AA
ohara cC AA GG TT cC
obelisk cc AA AG TT CA
aschenputel CC AA GG TT cC
blanche cc AA AG TT CA
wonny cC AA AG TT CA

7.4  Genotypisierung der CD94-CTLD von 46 Mausmakis

Die Tabellen wurden von Dr. Richard Reinhardt (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik in Berlin) zur

Verfligung gestellt. Der BAC-Klon 5012 diente als Referenzsequenz.
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7.4.1

CDY94-1-Genotypen der Mausmakis

n.v., nicht vorhanden (fiir diese Position liegt keine Sequenzinformation vor).

Exon 4 4 5 5 5 5 6 6
Genotyp: G/C C/T A/G G/A A/G G/A G/A T/A
Nukleotid- 187 272 332 376 394 403 474 527
position

Individuum

BAC-5012 G C A G A G G T
L 3 CC CC AA GG AA AG GG AA
L5 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 19 CC CC AA GG AA GG GG AA
L_27 GG CC AA GG AA GG AA AA
L_28 CC CC AA GG AA GG GG AA
L_39 CC CT AA GG AA GG GG AA
L_46 n.v. n.v. AA GG AA GG GG AA
L 48 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 49 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 51 CC CC AA AG AA GG AG AA
L 54 CC CC AA GG AA GG AG AA
L_57 n.v. n.v. AA GG AA GG GG AA
L_58 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 61 CC CT AA AG AA GG GG AA
L_64 CC CC AA AG AA GG AG AA
L 74 CC CC AA GG AA GG GG AA
L_75 CC CC AA AG AA GG AA AA
L_80 CC CC AA AG AA GG AG AA
L_85 CC CC AA AA AA GG AG AA
L_90 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 101 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 102 CC CC n.v. n.v. n.v. n.v. GG AA
L 123 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 133 CC CC AA GG AA GG n.v. n.v.
L_140 n.v. n.v. AA AG AA GG AG AA
L 141 CC CC AA GG AA GG AG AA
L_158 CC CC AA AG AA GG AG AA
L_161 CC CC AA GG AA GG AG AA
L 179 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 181 n.v. n.v. AA GG AA GG GG AA
L 189 CG CC AA GG AA GG GG AA
L 212 CC CC AA GG AA GG AG AA
L 224 n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. GG AA
L 228 CC CC AA GG AA GG AG AA
L_240 CC CC AA GG AA GG AG AA
L_244 n.v. n.v. AA GG AA GG GG AA
L_245 n.v. n.v. AA GG AA GG GG AA
L_248 CC CC AA GG AA GG AG AA
L_254 CC CC n.v. n.v. n.v. n.v. GG AA
L_258 n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
L_268 CC CC AA GG AA GG GG AA
L_302 CC CC AA GG AA GG GG AA
L_304 n.v. n.v. AA GG AA GG AA AA
L 316 CC CC AA AG AA GG AA AA
L 320 CC CC AA GG AA GG GG AA
L 322 n.v. n.v. AG GG AG GG GG n.v.
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7.4.2

n.v., nicht vorhanden (fiir diese Position liegt keine Sequenzinformation vor).

CDY94-2-Genotypen der Mausmakis

Exon 4 [ aJaJaJala] aJals[sIs]sle]lesloel]e
Genotyp: | A/G | G/a | Gialcor | e [aclomalaaltclaclaoalc]nclaoalc]co
Nukleotid- | 184 | 190 | 200 | 213 | 222 | 262 | 267 | 299 | 331 | 362 | 373 | 400 | 455 | 463 | 467 | 597
position

Individuum

BAC-5012 A G G C T A T G T C G T T G T C
L3 AG | AG | AG | CC TT | AA GG GG | CC | CC | GG | TT | nwv. | nv n.v n.v
L_5 AA | AA | AA | CC CC | AA GG GG | TT CC | GG | TT nv | nv. | n.v. | nv.
L_19 AG | AG | AG | CC | CT | AA| GG | GG | CT | CC |GG | TT | nv. | nv. | nv. | nv.
L_27 AG | AG | AG | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L_28 AG | AG | AG | CC TT | AA AG GG | TT CC | GG | TT TT | GG | TT CC
L_39 AA | AA | AA | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CG
L_46 AG | AG | AG | CC CC | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L_48 AG | AG | AG | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 49 AG | AG | AG | CC CT | AA GT GG | TT CC | GG | TT CC | GG | CC CC
L 51 GG | GG | AG | CC CT | AA GT GG | TT CC | GG | TT TT | AA | TT CC
L 54 nv. | nv. | nv. | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT CT | GG | CT | n.v.
L 57 AA | GG | AG | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT TT | GG | TT | n.v.
L_58 GG | AG | AG | CC | TT | AA GG GG | CT | CC | GG | TT TT | GG | TT | n.v.
L 61 nv. |nv. |nv. | nv. | nv. | nv.| nv. | nv. | TT | CC | GG | TT | TT | GG | TT | CG
L_64 nv. | nv. | nv. | CC TT | AA GG GG TT CC | GG TT CT | GG | CT CC
L 74 AG | GG | AG | CC TT | AA GG GG TT CC | GG | TT CT | GG | CT CC
L 75 nv. | AG | AA | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT TT | AA | TT CC
L 80 GG | GG | GG | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT CT | GG | CT CC
L_85 GG | GG | GG | CC CC | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L_90 AA | AA | AA | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT CT | AG | CT CC
L 101 GG | GG | GG | CC | TT | AA AG GG | nv. | GG | GG | CC | nv. | nv. | nv. | nv.
L 102 AA | AA | AA | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 123 AG | AG | GG | CC | TT | AA | AG | GG | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv.
L 133 GG | AG | GG | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 140 nv. | nv. | nv. | nov. | nv. [ nv. | mv. | mv. | TT | CC | GG | TT | TT | AA | TT | CC
L 141 GG | GG | GG | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L_158 nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | mv. | nv. | TT | CC | GG | TT | TT | AG | TT | CC
L 161 AA | AA | AA | CC CT | AA GG nv. | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 179 nv. | nv. | nv. | nv. | nwv. | nv. | mv. | nv. | TT | CC | GG | TT | TT | GG | TT | CC
L 181 AA | AG | AA | CC | TT | AA GG GG | TT | CC | GG | TT | CC | GG | CC | CC
L_189 nv. | GG | GG | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT TT | AG TT CC
L_212 AA | AA | AA | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 224 GG | GG | GG | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L 228 AA | AA | AA | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT CC | GG | CC | CC
L_240 nv. | nv. | nv. | CC TT | AA GG GG | TT CC | GG | TT TT | GG | TT | n.v.
L_244 GG | GG | GG | CC CC | AA GG GG | TT CC | GG | TT TT | AA | TT CC
L_245 GG | GG | GG | CC | TT | AA GG GG | TT | CC | GG | TT TT | GG | TT | CC
L_248 GG | GG | GG | CC | TT | AA TT GG | CC | GG | AA | CC | nv. | nv. | nv. | nv.
L_254 GG | GG | GG | CC CT | AA GT GG | TT CC | GG | TT T | AG | TT CC
L_258 AA | GG | AA | TT | TT [ GG | TT | AA | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv.
L 268 AG | AG | AG | CC TT | AA GT GG | TT CC | GG | TT CC | GG | CC | CC
L 302 AG | nwv. | nv. | CC TT | AA AG GG | TT CC | GG | TT T | GG | TT CC
L_304 AG | AG | AG | CC | TT | AA | AG | GG | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv. | nv.
L_316 nv. | AG | AA | CC CT | AA GG GG | TT CC | GG | TT CT | AG | CT CC
L_320 nv. | nv. | nv. | CC | TT | AA GG GG | TT | CC | GG | TT TT | GG | TT | CC
L_322 AA | GG | AA | CC | TT | AA GG GG | nv. | CC |GG | CT | ITT | GG | TT | n.v.
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7.4.3

n.v., nicht vorhanden (fiir diese Position liegt keine Sequenzinformation vor).

CDY94-3-Genotypen der Mausmakis

Exon 4 4 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6

Genotyp: AT |G/A| C/T|AG|TIC|AG|GT]|T/IC|CT|AG|CT]|T/C
Nukleotid- 325 | 331 | 354 | 396 | 454 | 471 | 474 | 485 | 506 | 552 | 558 | 561
position

Individuum

BAC-5012 A G C A T A G T C A C T

L3 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L5 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 19 AA | AA | CT | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 27 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GT | CT | CC | AA| CC | TT
L_28 AA | AA| CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_39 AA | AA| CC |AA | TT | GG | GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_46 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 48 AT | AA| CC | AA | TT |GG | GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 49 AA | AA | CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | CC
L_51 AA | AA| CC | AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | CC
L_54 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_57 nv. [nv. | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 58 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 61 AA | AA | CC|AA | TT |GG | GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_64 AA | AA| CC | AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_74 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_75 nv. [nv. | CC | AG | TT | AG| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_80 nv. [nv. | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_85 AA | AA | CT | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_90 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GT | TT | CC | AA | CC | TT
L_101 AA | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_102 AA | AA [ nwv. | nv. | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 123 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_133 AA | AA| CC | AA | TT | AA| TT | TT | CC | AA | CC | TT
L_140 AA | AA| CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_141 AT | AA| CC | AA| TT | AA| TT | TT | CC | AA | CC | TT
L_158 AT | AA | CC | AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L 161 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_179 AA | AA| CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_181 AA | AA| CC |AA | TT | AG| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_189 nv. |nv. | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_212 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_224 nv. [nv. | CC | AA| TT | AA| TT | TT | CC | AA | CC | TT
L_228 AA | AA| CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_240 AA | AA| CC | AA | TT | AA| GT | TT | CC | AA | CC | TT
L_244 nv. |nv. | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_245 AT | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_248 AA | AA | CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | CC
L_254 AA | AA| CC | AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_258 AA | AA| CC | AA| CC|AA | GG | TT | TT | GG | TT | TT
L_268 AT | AA | CC | AA | nv. | nv. | nv. | nv. | nve | v, | nv. | nv.
L_302 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_304 AA | AA | CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
L_316 AA | AA| CC |AA | TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_320 AA | AA| CC | AA| TT | AA| GG | TT | CC | AA| CC | TT
L_322 AT | A A nv | nv | TT | AA| GG | TT | CC | AA | CC | TT
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7.5  Exon 4-Nukleotidvergleich von CD94

Dieser Nukeotidvergleich diente als Grundlage fiir phylogenetische Analysen.
Zur Erlduterung der Abkiirzungen siche Legende zu Abb. 41.

Mus-CD94
Hosa-CD94
Patr-CD94
Popy-CD94
Mamu-CD94
Caja-CD94
Tasy-CD94a
Tasy-CD94b
Tasy-CD94c
Tasy-CD94d
Tasy-CD94e
Tasy-CD94f
Tasy-CD94g
Tasy-CD94h
Tasy-CD94i
Tasy-CD94j
Mimu-CD94-1
Mimu-CD94-2
Mimu-CD94-3
Vava-CD94-1
Vava-CD94-2
Vava-CD94-3
Pepo-CD94a
Pepo-CD94b
Pepo-CD94c
Pepo-CD94d
Pepo-CD9%4e
Pepo-CD94f
Pepo-CD94g
Pepo-CD94h

CAGTGCAATTGTTACTTTATTTCCAAAGAAGAAAAGTCTTGGAAAAGAAGCAGAGATTTCTGTGCTTCGCAGAATTCCAGCCTT
CGGTGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAACAGAAAACTTGGAACGAAAGTCGGCATCTCTGTGCTTCTCAGAAATCCAGCCTG
CGGTGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAACAGAAAACTTGGAACGAAAGTAGGCATCTCTGTGCTTCTCAGAAATCCAGCCTG
AGATGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAACAGAAAACTTGGAACGAAAGTAGGCATCTCTGTGCTTCTCAGAAATCCAGTCTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAAGAGAAAACGTGGAACGAAAGTAGGCATTTCTGCGCCTCTCAGAAATCCAGTCTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCAGCGAATCTAGAACCTGGAATGAAAGTAGGCATCTCTGTGCTTCTCAGAAATCCAGTCTT
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAAAAAGTAGGCAGTTCTGTGATTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAAAAAGTAGGCAGTTCTGTGATTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAGTAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAGTAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAGTAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGGAAGTAGGCAATTCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCTAATGAGCAGAAAACTTGAGAAGAAAGTAGGCAGTTCTGTGCTTCTCTCAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGAAGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGCAGTCCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGCAGTCCCGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGTTACTTCGTTTCTAATGAGGAGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGCAGTCCTGTGCTTCTCTGAACTCCAGTCTA
CGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGCTACTTCATTTCTGGCTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGTATTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGGAACTGCTACTTCATCTCTAGTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGTGCTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGAAATTTCTGTCTTTTTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAAATGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGAATTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGAAATTTCTGTCTTTTTCGGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGAGAAAACTTGGGAGGGAAGTAGGAAAGTCTGCATCTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGAGAAAACTTGGGAGGGAAGTAGGAAAGTCTGCATCTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGACAACTTGGGAAGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCACTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGAAGCAACTGTTACTTCATTTCTACTGAAGTGACAACTTGGGAAGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGAAGCAACTGTTACTTCATTTCTACTGAAGTGACAACTTGGGAAGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
CGATGCAACTGTTACTTCATTTCCAGTGAGGAGAAAACTTGGGAGGAAAGTAGGAAGTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTG
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7.6  cDNA-Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis

Dargestellt sind alle identifizierten Allele sowie Spleiivarianten (Sv). Ein ,,c* hinter dem Sequenznamen gibt an,
dass die Sequenz aus cDNA amplifiziert wurde und ein ,,g* bedeutet dass sic aus genomischer BAC-Sequenz
abgeleitet wurde. Bei Sequenzen, die aus cDNA amplifiziert wurden, sind die verwendeten Primer in griiner
Schrift markiert. Start- und Stopkodons sind rot hinterlegt.

7.6.1 Nukleotidvergleich der CD94-Sequenzen des Mausmakis

Der vollstdndige 3’-UTR von CD94-2 konnte iiber 3’-RACE-PCR ermittelt werden und wurde aufgrund der
100 %igen Ubereinstimmung mit der genomischen BAC-Sequenz von CD94-2 dem Allel CD94-2%01
zugeordnet. Der flir die 3’-RACE-PCR verwendete forward-Primer ist in blauer Schrift markiert. g, genomisch;
¢, cDNA; Sv, SpleiBvariante; Mimu, Microcebus murinus.

Mimu-CD94-1,gc -BACCTTGCAACATCECETTCACATGECAG————————————————————————————————————————— 28
Mimu-CD94-1-Sv1 —GACCTTGGAACATCEET TCACATGGCAG-———————————————————m 28
Mimu-CD94-1-Sv2 -GACCTTGGAACATCEET TCACATGGCAG -~~~ ———————————————m e 28
Mimu-CD94-1-Sv3 -GACCTTGGAACATCEET TCACATGGCAG -~~~ —————————————m—m e 28
Mimu-CD94-1-Sv4 -GACCTTGGAACATCEETTCACATGGCAG-———————————————————————————————————————— 28
Mimu-CD94-1-Sv5 -GACCTTGGAACATCGGTTCACATGGCAGTATTTTCCAGAGAAAATACAAGTAAATATGTGTTATATAAG 69
Mimu-CD94-2*01,gc  [TGGCCTTGCAACATCAGTTCTCATCGCAG - ————————————————— === —— o — e 29
Mimu-CD94-2*02,c TGGCCTTGGAACATCAGT TCTCATGGCAG—————— === === — — —m o 29
Mimu-CD94-2*01-Svl [TGGCCTTGGAACATCAGTTCTCATGGCAG-———————————————————————————————————————— 29
Mimu-CD94-2*01-Sv2 [TGGCCTTGGAACATCAGTTCTCATGGCAG————————————————————————————————————————— 29
Mimu-CD94-2*02-Sv2 [TGGCCTTGEAACATCAGTTCTCATCGCAG - ———————————————— === = —— e — 29
Mimu-CD94-2*02-Sv3 [TGGCCTTGGAACATCAGTTCTCATGGCAG-—————————————————mmm o 29
Mimu-CD94-3A*01,gc -GACCTTGGAACATCGGTTCTCATGGCAG-———————————————————————————————————————— 28
Mimu-CD94-3A*02,c  -GACCTTGGAACATCGGTTCTCATGEGCAG————————————————————————————————————————— 28
Mimu-CD94-3B*01,gc -GACCTTGGAACATCCETTCTCATCGCAG— —————————————————— == —— o —— 28
Mimu-CD94-3B*02,c  -GACCTTGGAACATCGGETTCTCATGGCAG-—————————————————mm e 28
Mimu-CD94-1,gC = —————————mmmm e 28
MEIMU-CD94-1-SV]l ——m oo oo 28
MEIMU-CD94-1-SV2 =  —cmm e e e 28
Mimu-CD94-1-Sv3 - 28
MIMU-CD94-1-Sv4 —— 28
Mimu-CD94-1-Sv5 CCCATGGAACACAAATTGGTGCCTGTCGATGCCTTCTTAGCTTCTCAGAAAATCTAARAAAATAGATGGCA 139
MEIMU-CD94-2%*01,gC @ ——— === m oo 29
MImu-CD94-2*02,C  ————————————m 29
MIMU-CD94-2*01-SV]l —————mmmm 29
MEIMU-CD94-2*01-SV2 ————mmmm 29
MEIMU-CD94-2*02- SV 2  ———m oo oo oo 29
Mimu-CD94-2*02-Sv3 ———————mm oo 29
Mimu-CD94-3A*01,0C ———————————————— = 28
Mimu-CD94-3A*02,C  ——————————————— 28
Mimu-CD94-3B*01,gC ————————————— o 28
MIMU-CD94-3B*02,C @ ——— === oo oo oo 28
Mimu-CD94-1,gC = = ——————— o TGTCT 33
MEIMU-CD94-1-SV1 @ —— oo oo TGTICT 33
MImu-CD94-1-Sv2 =  ——— oo 28
MIMU-CD94-1-Sv3 @ ———m oo 28
Mimu-CD94-1-Sv4 @ ——— e TGTCT 33
Mimu-CD94-1-Sv5 AATCTACTTTATTGGGGCAGAGCTGTAGAGAAGAAAATGTATGGATGATCACACTGAAGAACAAGTGTCT 209
MEIMU-CD94-2%01,0C @ ——————— oo TGTCT 34
Mimu-CD94-2*02,C  —————————— === TGICT 34
MIMU-CD94-2*01-SV]l ———————mmm oo e TGTCT 34
MEIMU-CD94-2%01-SV2 ——-m e e e e e e e e e e e e 29
Mimu-CD94-2*02-Sv2 - 29
Mimu-CD94-2*02-Sv3 -—————————————— TGTCT 34
MIMU-CD94-3A*01,gC ———————————mmmmm oo TGTCT 33
MIMU-CD94-3A*02,C  —=—=— - e e e e TGTCT 33
MIMU-CD94-3B*01,gC ———————— o mm TGTCT 33

MIMU-CD94-3B*02,C  —— === == m oo TGTCT 33
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Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,9gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

CAGACCACTAGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTAGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG

CAGACCACTAGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTAGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTATTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTATTGATGGTTACTTTGG

CAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGCGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGCGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGCGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG
CAGACCACTCGGTGGCGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGG

GAATGTTGTTGAAATCTT----————-—-—————————————-—-—— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
GAATGTTGTTGAAATCTT----—-———-—-———————————————— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
——————————————————————————————————————————— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
——————————————————————————————————————————— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
GAATGTTGTTGAAATCTT---—-————————————————————— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
GAATGTTGTTGAAATCTT----————-—-—————————————-—-—— TACCTAATGAAATAGATATTAAGCCAA
GAATATTGTTGAAATCTT----—-———-—-———————————————— TAATTCTTCAAACAAGTACTGAGGCCA
GAATGTTGTTGAAATCTT---—-—-———————————————————— TAATTCTTCAAACAAGTACTGAGGCCA
GAATATTGTTGAAATCTT---—-————-————————————————— TAATTCTTCAAACAAGTACTGAGGCCA

——————————————————————————————————————————— TAATICTTCAAACAAGTACTGAGGCCA
——————————————————————————————————————————— TAATICTTCAAACAAGTACTGAGGCCA
GAATGTTGTTGAAATCTTGCAAATTTGTAATCATTTCTTATAGTAATTCTTCAAACAAGTACTGAGGCCA
GAATGTTGTTGAAATCTT-CAAATTTCGAATCATTTCTTATGGCACACACTAAAACAGATGTGGAGTCAA

GAATGTTGTTGAAATCTT-CAAATTTCGAATCATTTCTTATGGCACACACTAAAACAGATGTGGAGTCAG
GAATGTTGTTGAAATCTT —————— === === ——— === ===~ —— o~ ATGTGGAGTCAA
GAATGTTGTTGAAATCTT -~ ——————===—=——— === === —————m—— ATGTGGAGTCAG

CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT

CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CATCCTCTTCACTCCCCAACAAAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC----—- CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC--—-—-— CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGGAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC-—-———— CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC-—-———— CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGAAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC-————— CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGGAGTGGGT
CACACTCTCCAAGACTCAAC-——--—- CTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGCTCTTGCCCAGAGGAGTGGGT

CATCCTCTCCAGGACCCGACAGAGAACTCCAGGAAGGCCCTGACTGCTGTTCTTGCCCAAAGAAGTGGGT
CATCCTCTCCAGGACCCGACAGAGAACTCCAGGAAGGCCCTGACTGCTGTTCTTGCCCAAAGAAGTGGGT
CATCCTCTCCAGGACCCGACAGAGAACTCCAGGAAGGCCCTGACTGCTGTTCTTGCCCAAAGAAGTGGGT
CATCCTCTCCAGGACCCGACAGAGAACTCCAGGAAGGCCCTGACTGCTGTTCTTGCCCAARAGAAGTGGGT

TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTCTTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCCGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCTGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCCGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCCGGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGATTTTCTGT
TGGGTACCGATGGAACTGCTACTTCATCTCTAGTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGGAACTGCTACTTCATCTCTAGTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGGAACTGCTACTTCATCTCTAGTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT
TGGGTACCGATGGAACTGCTACTTCATCTCTAGTGAAATGAAAACTTGGAATGAAAGTAGAAATTTCTGT

103
103
28

28

103
279
104
104
104
29

29

104
103
103
103
103

148
148
55

55

148
324
149
149
149
56

56

174
172
172
133
133

218
218
125
125
218
394
213
213
213
120
120
238
242
242
203
203

288
288
195
195
288
464
283
283
283
190
190
308
312
312
273
273
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Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,9gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

Mimu-CD94-1,gc
Mimu-CD94-1-Sv1l
Mimu-CD94-1-Sv2
Mimu-CD94-1-Sv3
Mimu-CD94-1-Sv4
Mimu-CD94-1-Sv5
Mimu-CD94-2*01,gc
Mimu-CD94-2*02,c
Mimu-CD94-2*01-Sv1
Mimu-CD94-2*01-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv2
Mimu-CD94-2*02-Sv3
Mimu-CD94-3A*01,gc
Mimu-CD94-3A*02,c
Mimu-CD94-3B*01,gc
Mimu-CD94-3B*02,c

GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG-——-———— CCTTTCATGCACTCC
GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG----CAGCCTTTCATGCACTCC
GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG---——-— CCTTTCATGCACTCC
GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG----CAGCCTTTCATGCACTCC
GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTGGCATCAGCCTTTCATGCACTCC
GTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG--—-———-— CCTTTCATGCACTCC
ATTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG-----—- GCTTTTATGTACTCC
ATTTCGCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG--—-—-——-— GCTTTTATGTACTCC
ATTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG----CAGGCTTTTATGTACTCC
ATTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG-—-—-——— GCTTTTATGTACTCC
ATTTCGCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG-----—- GCTTTTATGTACTCC
ATTTCGCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG---—-——- GCTTTTATGTACTCC
GCTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG-—————— AATTTTATGAACTTC
GCTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG--—-———-— AATTTTATGAACTTC
GCTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG---——-— AATTTTATGAACTTC
GCTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTG--—-———-— AATTTTATGAACTTC

AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATACAAAGTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGTCTGGCAGTGGGAGAATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGCAGGATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGGAGGATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGGAGGATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGGAGGATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGGAGGATGGCT
AATCAATACTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATACAGAACGTGGAGACTGGCAGTGGGAGGATGGCT
AGTCAACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATGAAGAACGTGGGGCCTGGCTGTGGGAGAATGGCT
AGTCAACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATGAAGAACGTGGGGCCTGGCTGTGGGAGAATGGCT
AGTCAACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATGAAGAACGTGGGGCCTGGCTGTGGGAGAATGGCT
AGTCAACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCCTACAATGAAGAACGTGGGGCCTGGCTGTGGGAGAATGGCT

CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTGCTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGATCCAGAAAACTGCATATTGTATGATCT
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTAATTTTTCCCGGAATCTATTTTCATCATTTGAAACTCCAGACCCAAAGAACTGCATAGTGTATGACGC
CTGCTTTTTCCTGGGATCTATTTTCATCATTGGAAACTCCAGATACAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCC
CTGCTTTTTCCTGGGATCTATTTTCATCATTGGAAACTCCAGATACAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCC
CTGCTTTTTCCTGGGATCTATTTTCATCATTGGAAACTCCAGATACAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCC
CTGCTTTTTCCTGGGATCTATTTTCATCATTGGAAACTCCAGATACAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCC

AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AACGAACAATACTATGGATGAACCGTGTGAAAGAAAGAATCATTACATCTGTATACTACAGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGACAGAATCATTTCATCTGTAAAAAA-AGCTTATTTAA
AATGAACAGTGCTATGGATGAACCATGTGAAAGAGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCTCATTTAA
AATGAACAGTGCTATGGATGAACCATGTGAAAGAGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCTCATTTAA
AATGAACAGTGCTATGGATGAACCATGTGAAAGAGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCTCATTTAA
AATGAACAGTGCTATGGATGAACCATGTGAAAGAGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCTCATTTAA

351
354
258
261
358
527
346
346
349
253
253
371
375
375
336
336

421
424
328
331
428
597
416
416
419
323
323
441
445
445
406
406

491
494
398
401
498
667
486
486
489
393
393
511
515
515
476
476

561
564
468
471
568
737
555
555
558
462
462
580
585
585
546
546
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Mimu-CD94-1,gc GTCTTTATTEEAACAAAGAGACEE - —————— = m e 585
Mimu-CD94-1-Sv1 GTCTTTATTEEAACAAAGAGACEG-——— === = = oo e 588
Mimu-CD94-1-Sv2 GTGTTTATTCCAACAAAGAGACEE - —— = —— == — oo e 492
Mimu-CD94-1-Sv3 GTGTITTAT TGCAACAAAGAGACGE - ————————m e e 495
Mimu-CD94-1-Sv4 GTGTTTATTEGCAACAAAGAGACEG - —————— = mm e e 592
Mimu-CD94-1-Sv5 GTCTTTATTEEAACAAAGAGACEG - ——— === == m o e 761
Mimu-CD94-2*01,gc GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 625
Mimu-CD94-2*02,c GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 625
Mimu-CD94-2*01-Svl GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 628
Mimu-CD94-2*01-Sv2 GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 532
Mimu-CD94-2*02-Sv2 GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 532
Mimu-CD94-2*02-Sv3 GTGCTTCTTAGGACAGAGAGGTGGGGACAACCAATCCAGTATTACTACAAATAGTATTTTTACCCCACAT 650
Mimu-CD94-3A*01,gc GTGCCCCTTGEETCAGAGAGG G- ———————— e 608
Mimu-CD94-3A*02,c GTGCCCLTTEEETCACAGCAGG TG ———————— o 608
Mimu-CD94-3B*01,gc GTGCCCCTTGGETCAGAGAGGTG-—————————————————————————— 569
Mimu-CD94-3B*02,c GTGCCCCTTECEETCACAGAGGT G- — — - — === === mm o m e 569
Mimu-CD94-2*01,gc TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCTGTAAAATGTGTCAAACTGTCTTATGATACAATTTTC 695
Mimu-CD94-2*02,c TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCTGTAAAATGTGTCAAACTGTCT-——-—-—————————- 680
Mimu-CD94-2*01-Svl TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCIGCTAAAATGCTGCTCAAACTGICT-—————————————-— 683
Mimu-CD94-2*01-Sv2 TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCIGCTAAAATGTGCTCAAACTGICT-——————————————-— 587
Mimu-CD94-2*02-Sv2 TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCTCTAAAATCTGCTCAAACTGTCT-—————————————— 587
Mimu-CD94-2*02-Sv3 TATTGCTATTAATAATTATCTATTTCTTAGTTCTCTAAAATCTGCTCAAACTGTCT----——————————- 705
Mimu-CD94-2*01,gc CTATATTTAAAGACATGTGCTTTAAAATTGATGAAATTTGTACACCTACCTACATCTGAAATTATAAAGT 765
Mimu-CD94-2*01,gc GCAAGTTAAATTTATGAATTTTTAAATGCATTTTAATATATATGGTTCATATAAAATTCAATGTAGTTTT 835
Mimu-CD94-2*01,gc AGTGCATATTCGTGTGATTTTCTTTATATCTTTATAAATTCTCTTGGCAGAAATTTAAATAAAATGTAAT 905

Mimu-CD94-2*01,gc

7.6.2

TCACACTCAATAAAAAAAAAAAAAAA 931

Nukleotidvergleich der NKG2D-Sequenzen des Mausmakis

g, genomisch; ¢, cDNA; Sv, Spleilvariante; Mimu, Microcebus murinus.

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,9g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,9g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,9g
Mimu-NKG2D*01-Sv1
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAATGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70
CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAACGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70
CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAATGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70
CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAATGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70
CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAATGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70
CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGAGATGAATGAATTCCATAATTATAACTGGAAACTGGCA 70

AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTACACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT
AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTAAACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT
AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTACACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT
AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTACACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT
AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTACACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT
AAGCGTGATACTTCTACACAATGGAAAAAGCAAAGATCTACACTAATCACAAGCAGATGTACAGAAAACT

140
140
140
140
140
140

CATCTCCATTTTTTCTCTGCCGTTCCATTGCTATAGCTATGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAAT
CATCTCCATTTTTTCTCTGCCGTTCCATTGCTATAGCTATGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAAT
CATCTCCATTTTTTCTCTGCCGTTCCATTGCTATAGCTATGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAAT
CATCTCCATTTTTTCTCTGCCGTTCCATTGCTATAGCTATGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAAT
CATCTCCATTTTTTCTCTGCCGTTCCATTGCTATAGCTATGGGAATCCATTTCATTATTATG-———-—-——

210
210
210
140
210
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Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,9g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

Mimu-NKG2D*01,gc
Mimu-NKG2D*02,c
Mimu-NKG2D*03,g
Mimu-NKG2D*01-Sv1l
Mimu-NKG2D*01-Sv2
Mimu-NKG2D*01-Sv3

ACTGAGTGCCATATTCATAAATTCACTATTCAACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGGAAGGAAGTTACTGT
ACTGAGTGCCATATTCATAAATTCACTATTCAACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGGAAGGAAGTTACTGT
ACTGAGTGCCATATTCATAAATTCACTATTCAACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGGAAGGAAGTTACTGT
——————————————————————— CACTATTCAACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGGAAGGAAGTTACTGT
ACTGAGTGCCATATTCATAAAT [— === —mmm e e e e e e e GAAGTTACTGT
——————————————————————— CACTATTCAACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGGAAGGAAGTTACTGT

GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT
GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT
GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT
GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT
GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT
GGCCCATGTCCTAAAAACTGGTTATGCTATAGAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACT

GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA
GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA
GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA
GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA
GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA
GGTATGAGAGCCAAGCTTCTTGCATGTCTCAAAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCA

GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG
GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG
GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG
GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG
GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG
GGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGG

CAGTGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG
CAGTGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTAATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG
CAATGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG
CAGTGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG
CAGTGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG
CAGTGGGACGATGGTACCATTCTGTCACCTAACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAGGGGAAGCTGTG

TGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG
TGGTCTATGGCTCAAACTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG
TGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG
TGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG
TGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG
TGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATACAGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCG

GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA
GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA
GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA
GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA
GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA
GAGAATTATGTAAGTACTTAATCAACCATCTCAACAAAAGCCA

673
673
673
580
637
642

280
280
280
187
244
249

350
350
350
257
314
319

420
420
420
327
384
389

490
490
490
397
454
459

560
560
560
467
524
529

630
630
630
537
594
599
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7.6.3 Nukleotidvergleich der NKG2-Sequenzen des Mausmakis

Fiir die aus den genomischen BAC-Sequenzen abgeleiteten cDNA-Sequenzen von NKG2-5 ist die NKG2-5A-

Variante angegeben. g, genomisch; ¢, cDNA; Sv, Spleiivariante; Mimu, Microcebus murinus.

Mimu-NKG2-1*01,9g TCCCTGACATCACACAGCTGTAGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCAAA 70
Mimu-NKG2-1*02,gc TCCCTGACATCACACAGCTGTAGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCAAA 70
Mimu-NKG2-2*01,9  ---————————————————- CAGAGATGAAGAACCAGAAAGTGACCTACTCAGGAATGAACCTGGCCAAG 50
Mimu-NKG2-2*02,9 ~ --——————————————————— CAGAGATGAAGAACCAGAAAGTAACCTACTCAGGACTGAACCTGGCCAAG 50
Mimu-NKG2-2*03,c  --—————————————————— CAGAGATGAAGAACCAGAAAGTGACCTACTCAGGACTGAACCTGGCCAAG 50
Mimu-NKG2-2*04,c  --—————————————————— CAGAGATGAAGAACCAGAAAGTGACCTACTCAGGACTGAACCTGGCCAAG 50
Mimu-NKG2-2*04-Svl ---------——-————————— CAGAGATGAAGAACCAGAAAGTGACCTACTCAGGACTGAACCTGGCCAAG 50
Mimu-NKG2-3*01,gc -GTCTGACATCACACAGTTGCAGAGATGGATAATCAAACAGTAATCTACTCTGAAATCCTTCTGGCCAAA 69
Mimu-NKG2-3*02,9g ~GTCTGACATCACACAGTTGCAGAGATGGATAATCAAACAGTAATCTACTCTGAAATGCTTCTGGCCAAA 69
Mimu-NKG2-3*03,c -GTCTGACATCACACAGTTGCAGAGATGGATAATCAAACAGTAATCTACTCTGAAATGCTTCTGGCCAAR 69
Mimu-NKG2-5A*01,9 --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT ——————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5A*02,g --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT-—————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5A*03,c --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT ——————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5B*03,c --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT-—————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5*03-Svl --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT-—————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 --TCTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT-—————————————— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 --[ICTGA-GTCACACAGCTGCGGAGATGAAGAACCAAAGAGT——————————————~— GAATCTGGCCAAG 52
Mimu-NKG2-8*01,9g --CCTGACATTACACAGCAGCGGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCCAA 68
Mimu-NKG2-8*02,9 --TCTGACATTACACAGCAGCTGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCCAR 68
Mimu-NKG2-8*03, c --CCTGACATTACACAGCAGCGGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCCAA 68
Mimu-NKG2-8*03-Svl --CCTGACATTACACAGCAGCGGAGATGGATAACCAAAGAGTAATCTACTCTGAAATGAATCTGGCCCAA 68
Mimu-NKG2-1*01,9g AACCCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAAAGCTCCATTTCAAAAACTGAACAGGAAATAA 140
Mimu-NKG2-1*02,gc AACCCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAAAGCTCCATTTCAAAAACTGAACAGGAAATAA 140
Mimu-NKG2-2*01,9 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATTTAAGGGTGATAAAAGCTCCATTTCAGTAACTGAACAGGAAATAA 120
Mimu-NKG2-2*02,9g GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGATAAAAGCTCCATTTCAGTAACTGAACAGGAAATAA 120
Mimu-NKG2-2*03, c GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGATAAAAGCTCCATTTCAGTAACTGAACAGGAAATAA 120
Mimu-NKG2-2*04,c GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGATAAAAGCTCCATTTCAGTAACTGAACAGGARATAA 120
Mimu-NKG2-2*04-Svl GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGATAAAAGCTCCATTTCAGTAACTGAACAGGAAATAA 120
Mimu-NKG2-3*01,gc ACTCCAAAGAGGCAGCAAAAGAAATCTAAGGACACTACGAGCTCCATTTCAGAAACTGACCAAGAAATAA 139
Mimu-NKG2-3*02,9g ACTCCAAAAAGGCAGCAAAAGAAATCTAAGGACACTACGAGCTCCATTTCAGAAACTGACCAGGAAATAA 139
Mimu-NKG2-3*03, c ACTCCAAAAAGGCAGCAAAAGAAATCTAAGGACACTACGAGCTCCATTTCAGAAACTGACCAGGAAATAA 139
Mimu-NKG2-5A*01,9 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGARATAG 122
Mimu-NKG2-5A*02,9 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGARATAG 122
Mimu-NKG2-5A*03,c GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGAAATAG 122
Mimu-NKG2-5B*03, c GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGAAATAG 122
Mimu-NKG2-5*03-Svl GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGARAATAG 122
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGAAATAG 122
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGAAATAG 122
Mimu-NKG2-8*01,9g AACTCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAGAGCTCCATTTCAGAAACCAAACAGGAAATAA 138
Mimu-NKG2-8*02,9 AACTCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAGAGCTCCATTTCAGAAACCAAACAGGAAATAA 138
Mimu-NKG2-8*03, c AACTCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAGAGCTCCATTTCAGAAACCGAACAGGAAATAA 138
Mimu-NKG2-8*03-Svl AACTCAAAGAGGCAGCAAAGGAAATCTAAGGACACTAAGAGCTCCATTTCAGAAACCGAACAGGAAATAA 138
Mimu-NKG2-1*01,9g CCTATGCAGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA--—-GGATCTTCAAGGCGATGACAGATCTTACCACTG 207
Mimu-NKG2-1*02,gc CCTATGCAGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAGGTGATGACAGATCTTACCACTG 207
Mimu-NKG2-2*01,9 CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTTCAGGGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAGACCTGCTACTA 190
Mimu-NKG2-2*02,9g CCCAAGTGGAATTAAACCTTCACAATGCTACTTCAGGGGATCTTCAGGGGAAAGAGAAGACCTGCTACTA 190
Mimu-NKG2-2*03, c CCCAAGTGGAATTAAACCTTCACAATGCTACTTCAGGGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAGACCTGCTACTA 190
Mimu-NKG2-2*04,c CCCAAGTGGAATTAAACCTTCACAATGCTACTTCAGGGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAGACCTGCTACTA 190
Mimu-NKG2-2*04-Svl CCCAAGTGGAATTAAACCTTCACAATGCTACTTCAGGGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAGACCTGCTACTA 190
Mimu-NKG2-3*01,gc CCTATGCTGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAAGGGTTGACAGATCTTACCACTA 206
Mimu-NKG2-3*02,9g CCTATGCTGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAAGGGTTGACAGATCTTACCACTA 206
Mimu-NKG2-3*03, c CCTATGCTGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA-—-GGATCTTCAAAGGGTTGACAGATCTTACCACTA 206
Mimu-NKG2-5A*01,9 CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5A*02,9 CCCAAGTGGAATTAAaCCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5A*03,c CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5B*03, c CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5*03-Svl CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 CCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTACTCT---GGATCTTTCAGGGAAGGAGAAGATCTGCTACTA 189
Mimu-NKG2-8*01,9g CCTATGCGGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA-—-GGATCTTCAAGGAGATGACAGATCTTATCACTG 205
Mimu-NKG2-8*02,9 CCTATGCAGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAGGAGATGACAGATCTTATCACTG 205
Mimu-NKG2-8*03, c CCTATGCAGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAGGAGATGACAGATCTTACCACTG 205
Mimu-NKG2-8*03-Svl CCTATGCAGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCA---GGATCTTCAAGGAGATGACAGATCTTACCACTG 205
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Mimu-NKG2-1*01,9g CAAAGATTTACTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTATCTTAATG 277
Mimu-NKG2-1*02,gc CAAAGATTTACTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTATCTTAATG 277
Mimu-NKG2-2*01,9 CCAATTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCGTCATTTGCACTGTCCTAGTG 260
Mimu-NKG2-2*02,9g CCAATTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCATCATTTGCACTGTCCTAGTG 260
Mimu-NKG2-2*03,c CCAATTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCATCATTTGCACTGTCCTAGTG 260
Mimu-NKG2-2*04,c CCAATTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCATCATTTGCACTGTCCTAGTG 260
Mimu-NKG2-2*04-Svl CCAATTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCATCATTTGCACTGTCCTAGTG 260
Mimu-NKG2-3*01,gc CAAAGATTTACTGTTACCTCAAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATTCTCTGTCTTGTCTTAATA 276
Mimu-NKG2-3*02,9g CAAAGATTTACTGTTACCTCAAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATTCTCTGTCTTGTCTTAATA 276
Mimu-NKG2-3*03,c CAAAGATTTACTGTTACCTCAAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATTCTCTGTCTTGTCTTAATA 276
Mimu-NKG2-5A*01,9 CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5A*02,g CAACGTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5A*03,c CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5B*03,c CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5*03-Svl CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 CAAACTTTCACTGCTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCTGTCATTTGCGTTGTCCTAGTG 259
Mimu-NKG2-8*01,9 CAAAGATTTGCTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTAATA 275
Mimu-NKG2-8*02,9 CAAAGATTTGCTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTICTTGTCTTAATA 275
Mimu-NKG2-8*03,c CAAAGATTTGCTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTAATA 275
Mimu-NKG2-8*03-Svl CAAAGATTTGCTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTAATA 275
Mimu-NKG2-1*01,9 CCTATGGTAATAAAA-——————————— CTTGTCATTCCCTC--—---— AAGACTGATGCAGAATAATTCTC 329
Mimu-NKG2-1*02,gc TCTATGGTAATAAAA-——————————— CTTGTCATTCCCTC--—---— AAGACTGATGCAGAAGAATTCTC 329
Mimu-NKG2-2*01,9g AGCTCTGTGTTAAAAATGATATTACTAGCTCACATTCCCTGTACATTAACACAGAAGCCAAACATTTCTT 330
Mimu-NKG2-2*02,9g GGCTCTGTGTTAAAAATGATATTAATAGCTCACATTCCCTGTACATTAACACAGAAGCCAAACATTTICTT 330
Mimu-NKG2-2*03, c GGCTCTGTGTTAAAAATGATATTACTAGCTCACATTCCCTGTACATTAACACAGAAGCCAAACATTTCTT 330
Mimu-NKG2-2*04,c AGCTCTGTGTTAAAAATGATATTACTAGCTCACATTCCCTGTACATTAACACACAAGCCAAACATTTCTT 330
Mimu-NKG2-2*04-Svl AGCTCTGTGTTAAAAATGATATTACTAGCTCACATTCCCT-—————————————=———————————————— 300
Mimu-NKG2-3*01,gc ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTIGTCAATTCCTCCAGAGTACCTCAGGAACAGAATAATTTTIT 340
Mimu-NKG2-3*02,9 ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTIGTCAATTCCTCCAGAGTACCTCAGGAACAGAATAATTTIT 340
Mimu-NKG2-3*03,c ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTTIGTCAATTCCTCCAGAGTACCTCAGGAACAGAATAATTTTT 340
Mimu-NKG2-5A*01,g GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCTTTACAGTAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 329
Mimu-NKG2-5A*02,9 GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCTTTACAGTAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 329
Mimu-NKG2-5A*03,c GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCTTTACAGTAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 329
Mimu-NKG2-5B*03,c GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCT-—-——- TAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 323
Mimu-NKG2-5*03-Svl GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCT-——---— TAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 323
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTITATTCCCTTTACAGTAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 329
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCT-—--—- TAATAAAGAAGCAGGACAATTCTT 323
Mimu-NKG2-8*01,9 ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTGGTCTATCCCTCTACAGAAACAAAGAAGCAGAACAATACTC 339
Mimu-NKG2-8*02,9g ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTGGTCTATCCCTCTACAGAAACAAAGAAGCAGAACAATACTC 339
Mimu-NKG2-8*03,c ATGTCCACTGT-----— GGTAACAAGTCTGGTCTATCCCTCTACAGAAACAAAGAAGCAGAACAATACTC 339
Mimu-NKG2-8*03-Svl ATGTCCACTGT------ GGTAACAAGTCTGGTICTATCCCTCTACAGAAACAAAGAAGCAGAACAATACTC 339
Mimu-NKG2-1*01,9g TCCAGAATATGAGAACTCAGAAAGATAGTGATTCTTCAGCATATCACTGTGCTCATTGTCCAGAGGAGTG 399
Mimu-NKG2-1*02,gc TCCAGAATATGAGAACTCAGAAAGATAGTGATTCTTCAGCATATCACTGTGCTCATTGTCCAGAGGAGTG 399
Mimu-NKG2-2*01,9 TTCAGACTATAAGAACTCAGAAAG-—————————————~— CATATGGTTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 385
Mimu-NKG2-2*02,9g TTCAGGCTATAAGAACTCAGAAAG-—————————————~— CATACGGTTGTGGTCGTTGTCCAGAAGAGTG 385
Mimu-NKG2-2*03, c TTCAGACTATAAGAACTCAGAAAG-—————————————— CATACGGTTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 385
Mimu-NKG2-2*04,c TTCAGACTATAAGAACTCAGAAAG-—————————————— CATATGGTTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 385
Mimu-NKG2-2*04-Svl --------—-———— - CATATGGTTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 331
Mimu-NKG2-3*01,gc CCCAGACTACAAGAACCCAGAAAG---—-—————————— CATGTAATTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 395
Mimu-NKG2-3*02,9g CCCAGACTACAAGAACCCAGAAAG--—————————————— CATGTAATTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 395
Mimu-NKG2-3*03, c CCCAGACTACAAGAACCCAGAAAG-—————————————— CATGTAATTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTG 395
Mimu-NKG2-5A*01,9 TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-—————————————~— CATATGATTGTGGCCGTTGTCTAGAGGAGTG 384
Mimu-NKG2-5A*02,g TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-—————————————~— CATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 384
Mimu-NKG2-5A*03, c TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-—————————————— CATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 384
Mimu-NKG2-5B*03,c TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-—————————————— CATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 378
Mimu-NKG2-5*03-Svl TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-———————————————————————————— 347
Mimu-NKG2-5*03-Sv2 TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG-———————————— === 353
Mimu-NKG2-5*03-Sv3 TCCAGAATGTGAAAACTCAGAAAG----TCTTTCTTCAGCATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 389
Mimu-NKG2-8*01,g TCCAGACTGTAAGAACTCAGAAAG-—————————————~— CATATCATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 394
Mimu-NKG2-8*02,9 TCCAGACTGTAAGAACTCCGAAAG-—————————————— CATATCATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 394
Mimu-NKG2-8*03,c TCCAGACTGTAAGAACTCAGAAAG-—————————————~— CATATCATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 394
Mimu-NKG2-8*03-Svl TCCAGACTGTAAGAACTCAGAAAG--—-———————————— CATATCATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTG 394



ANHANG

201

Mimu-NKG2-1*01,g
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,9
Mimu-NKG2-2*02,9g
Mimu-NKG2-2*03,c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9g
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,9
Mimu-NKG2-5A*02,g
Mimu-NKG2-5A*03, c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,g
Mimu-NKG2-8*02,9
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

Mimu-NKG2-1*01,9
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,g
Mimu-NKG2-2*02,g
Mimu-NKG2-2*03, c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,g
Mimu-NKG2-5A*02,9g
Mimu-NKG2-5A*03,c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,9
Mimu-NKG2-8*02,9g
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

Mimu-NKG2-1*01,g
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,9
Mimu-NKG2-2*02,9g
Mimu-NKG2-2*03, c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9g
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,9
Mimu-NKG2-5A*02,g
Mimu-NKG2-5A*03, c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,g
Mimu-NKG2-8*02,9
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTGGTAAGGAACTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCC
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTGGTAAGGAACTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGATGGCC
GCTTGCATATTCCACCAATTGTTACTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGACAGCC
GCTCGCATATTCCACCAATTGTTACTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGAAGGCC
GCTCGCATATTCCACCAATTGTTACTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGAAGGCC
GCTTGCATATTCCACCAATTGTTACTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGACAGCC
GCTTGCATATTCCACCAATTGTTACTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGACAGCC
GCTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGAAGGCC
GCTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGAAGGCC
GCTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAAACAAAAACTTGGGATGACAGTGTGAAGGCC
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAGACTTGGGATGAGAGTTTGATGGCC
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAGACTTGGGATGAGAGTTTGATAGCC
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAGACTTGGGATGAGAGTTTGATAGCC
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAGACTTGGGATGAGAGTTTGATAGCC

GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAGACTTGGGATGAGAGTTTCGATAGCC
GTTCACATATTCCACCAACTGTTATTCCATCAGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCC
GTTCACATATTCCAGCAACTGTTATTCCATCAGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCC
GTTCACATATTCCAGCAACTGTTATTCCATCAGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCC
GTTCACATATTCCAGCAACTGTTATTCCATCAGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCC

TGTGCTTCTAACAACTCTAATCTGTTTTATACAGAGAATGAAGAAGAGATG--————-——-—-————— AAATT
TGTGCTTCTAACAACTCTAATCTGTTTTATACAGAGAATGAAGAAGAGATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG-—————-—-—-—-————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG--———————-————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG-—————-——-——-———— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGATAATGAAGAAGAAATG-————————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGACAATGAAGAAGAAATG--———————-————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATATAGACAATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAGCTCTAGTCTGCTTTACATAGATGATGAAGAAGAAATG-——————-—-——-———— AAATT
TGTGCTTCTAAGAGCTCTAGTCTGCTTTACATAGATGATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAGCTCTAGTCTGCTTTACATAGATGATGAAGAAGAAATG--———————-————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAGCTCTAGTCTGCTTTACATAGATGATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
————————————————————————————————————————————————————————————————— AAATT
TGTGCTTCTAAGAGCTCTAGTCTGCTTTACATAGATGATGAAGAAGAAATG--———————————— AAATT
TGTGCTTCAAACAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATGCAGAAGAAATA--—————-——————— ATTTT
TGTGCTTCTAACAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATGCAGAAGAAATA-————————————— ATATT
TGTGCTTCTAACAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATGCAGAAGAAATA-————————————— ATATT

TGTGCTTCTAACAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATGCAGAAGAAATAGTAAGATGT TAAAGATATT

TCTGGGCTCCCTGTCTCTTCTGTCATGGTTTGGAGTCTCTCGTAATAGCAGTGATCATCCATGGGTGTTA
TCTGGGCTCCCTGTCTCTTCTGTCATGGTTTGGAGTCTCTCGTAATAGCAGTGATCATCCATGGGTGTTA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCGTGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCGTGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCGTGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCGTGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCATGGATATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCATGGATATCA
TCTGAGCTCCCTTTCAAAGAAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGAGCAACCCTGGGTATCA
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTTTCAAACCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTAATGGCAGCGATCGTCCATGGGTGTCT
TCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTTTTCCGTAACAGCAGTCATCACCCATGGGTGTCA
TCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTTTTTCGTAACAGCAGTCATCACCCATGGGTGTCA
TCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTTTTTCGTAACAGCAGTCATCACCCATGGGTGTCA
TCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTTTTTCGTAACAGCAGTCATCACCCATGGGTGTCA

469
469
455
455
455
455
401
465
465
465
454
454
454
448
347
353
459
464
464
464
464

525
525
511
511
511
511
457
521
521
521
510
510
510
504
352
353
515
520
520
520
534

595
595
581
581
581
581
527
591
591
591
580
580
580
574
422
353
585
590
590
590
604
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Mimu-NKG2-1*01,g
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,9
Mimu-NKG2-2*02,9g
Mimu-NKG2-2*03,c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9g
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,9
Mimu-NKG2-5A*02,g
Mimu-NKG2-5A*03, c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,g
Mimu-NKG2-8*02,9
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

Mimu-NKG2-1*01,9
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,g
Mimu-NKG2-2*02,g
Mimu-NKG2-2*03, c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,g
Mimu-NKG2-5A*02,9g
Mimu-NKG2-5A*03,c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,9
Mimu-NKG2-8*02,9g
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

Mimu-NKG2-1*01,g
Mimu-NKG2-1*02,gc
Mimu-NKG2-2*01,9
Mimu-NKG2-2*02,9g
Mimu-NKG2-2*03, c
Mimu-NKG2-2*04,c
Mimu-NKG2-2*04-Sv1
Mimu-NKG2-3*01,gc
Mimu-NKG2-3*02,9g
Mimu-NKG2-3*03,c
Mimu-NKG2-5A*01,9
Mimu-NKG2-5A*02,g
Mimu-NKG2-5A*03, c
Mimu-NKG2-5B*03,c
Mimu-NKG2-5*03-Sv1
Mimu-NKG2-5*03-Sv2
Mimu-NKG2-5*03-Sv3
Mimu-NKG2-8*01,g
Mimu-NKG2-8*02,9
Mimu-NKG2-8*03,c
Mimu-NKG2-8*03-Sv1

AGAGATGGCTCAACTTTCAAACTTAATATAATAGAAACAGAATATGGTAACCGTAACTGTGCTGTGCTAT
AGAGATGGCTCAACTTTCAAACTTAATATAATAGAAACAGAATATGATAACCGTAACTGTGCTCTGCTAT
AGAAATGGCTCAACTTTTAAACTTAAAATAGAGGAATCAATACCTGGTAGACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGGTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAATCAATACCTGGTAAACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGCTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAATCAATACCTGGTGAACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGGTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAATCAATACCTGGTAAACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGGTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAATCAATACCTGGTAAACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGTTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAAACAGTATCTGGTAGACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGTTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAAACAGTATCTGGTAGACATAACTGTGCTGTGCTAC
AGAAATGGCTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAAACAGTATCTGGTAGACATAACTGTGCTGTGCTAC
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
—————————————————————————— AATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAACCTTAAAATAGAGGAAATATTATATGGTAGAAATCACTGTGCTGTGCTAT
ATAAATGGCTCAACTTTCAAACTTCAAATAGTAGAAACAGCAACCGGTAAACGTAACTGTGCTATTCTAC
ATAAATGGCTCAACTTTCAAACTTCAAATAGTAGAAACAGCAACTGGTAAACGTAACTGTGCTATTCTAC
ATAAATGGCTCAACTTTCAAACTTCAAATAGTAGAAACAGCAACTGGTAAACGTAACTGTGCTATTCTAC
ATAAATGGCTCAACTTTCAAACTTCAAATAGTAGAAACAGCAACTGGTAAACGTAACTGTGCTATTCTAC

ACAAATATAGACTTCAATCAGATGAATGCAGATCTTCAAAACTGTATATTTGTAAGCACAAGCGTTAGAA
ACAAATATAGACTTCAATCAGATGAATGCAGATCTTCAAAACTGTATATTTGTAAGCACAAGCGTTAGAA
AGTCACCCAGTCTTCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGTTTTAGAA
AGTCACCCAGTICTTCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGTTTTAGAA
AGTCACCCAGTCTTCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGTTTTAGAA
AGTCACCCAGTICTTCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGTTTTAGAA
AGTCACCCAGTCTTCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGTTTTAGAA
AGTCACCCAGTCTGCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCACGAGCCTTAGAA
AGTCACCCAGTCTGCACTCAGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCACGAGCCTTAGAA
AGTCACCCAGTCTGCACTCGGGTGGATGTGAATCTACAAAAACATATATTTGTAAGCATGAGCCTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCATCAAGTCTTCACTCAAGTGGATGTAGGTCTCCAAAAACATATATTTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCAGATGGACTTCAATCAGATGGATGCGAATCTTTGAAAAGATACCATTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCAGATGGACTTCAATCAGATGGATGCGAATCTTTGAAAAGATACCACTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCAGATGGACTTCAGTCAGATGGATGCGAATCTTTGAAAAGATACCATTGTAAGCACAAGCTTTAGAA
ACTCAGATGGACTTCAGTCAGATGGATGCGAATCTTTGAAAAGATACCATTGTAAGCACAAGCTTTAGAA

GAAAAGCACCTGAGTTGGGAGT---
GGAAAGCACCTGAGTTGGGAGT --~-
GTAAAGCACCTGATTTTGGAGTC--
GTAAAGCACCTGATTTTGGAGTC--
GTAAAGCACCTGATTTTGGAGTC--
GTAAAGCACCTGATTTTGGAGTC-~-
GTAAAGCACCTGATTTTGGAGTC-~
GAAAAGCACCTGAGTTTGGAGC--~
GAAAAGCACCTGAGTTTGGAGC---
GAAAAGCACCTGAGTTTGGAGC--~-
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTARAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGCACCTGAGTTTGGAGTTGA
GTAAAGTGTCTGACTTTGGAGTTGG
GTAAAGTGTCTGACTTTGGAGTTGG
GTAAAGTGTCTGACTTTGGAGTTGG
GTAAAGTGTCTGACTTTGGAGTTGG

757
757
744
744
744
744
690
753
753
753
745
745
745
739
587
492
750
755
755
755
769

665
665
651
651
651
651
597
661
661
661
650
650
650
644
492
397
655
660
660
660
674

735
735
721
721
721
721
667
731
731
731
720
720
720
714
562
467
725
730
730
730
744
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7.6.4 Nukleotidvergleich der Ly49L-Sequenzen des Mausmakis

g, genomisch; ¢, cDNA; Sv, Spleivariante; Mimu, Microcebus murinus.

Mimu-Ly49L*01,9g
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9g
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9g
Mimu-Ly49L*02,c
Mimu-Ly49L*01,9g
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9
Mimu-Ly49L*02,c

Mimu-Ly49L*01,9g
Mimu-Ly49L*02,c

AAGATGAGTGATCAGGGAGTGATTTATTCAACGGTGAGATTTCTGCAGTCTTCTTCAGAGTCAGAGAGTG
AAGATGAGTGATCAGGGAGTGATTTATTCAACCGTGAGATTTCTGCAGTCTTCTTCAGAGTCAGAGAGTG

GACGAAGTCCTGATGTTACTCTGAGGCCTGAGAAGACTGACGACAAAGAGTTTTCAGTGTCCTGGCGTCT
GACAAAGTCCTGATGTTACTCTGAAGCCTGGGAAGACTGACGACAAAGAGTTTTCAGTGTCCTGGCGTCT

CATTGCAGTGAGTCTTGGGATCCTCTGTTTAGTTCTGTTGGTGATAGTCACAGTGTTGGTGACAAAGATT
CATTGCAGTGAGTCTTGGGATCCTCTGTTTAGTTCTGTTGGTGATAGTCACAGTGTTGGTGACAAAGATT

TTTCAGTGCATTCAAGAAAGACATCAGCAGCAGGAAATTCTAGGACACCTTAGTCAAAAGGACAACTATT
TTTCAGTGCATTCAAGAAAGACATCATCAGCAGGAAATTCTAGGACACCTTAGTCAAAAGGACAACTATT

TAAAGGAGCAACTTTTGATAAATAAGACTTTAGAATATGACATTTTAAAAAATGAAAGCCTTCAGCAGAA
TAAAGGAGCAACTTTTGATAAATAAGACTTTAGAATATGACATTTTAAAAAATGAAAGCCTTCAGCAGAA

AAAGAAACTGGATTCACTCTTTCTGAAAAACAACATATGTCATATAAAAAATGAGATCTTTTCAAAATCT
AAAGAAACTGGATTCACTCTTTCTGAAAAACAACATATGTCATATAAAAAATGAGATCTTTTCAAAATCT

TTGGAAAATACAGGCAAACGTTATGAAGCCCACTGGACCTGTTGTGGATTAAGCTGTTATTATTTTGCCA
TTGGAAAATACAGGCAAACGTTATGAAGCCCACTGGACCTGTTGTGGATTAAGCTGTTATTATTTTGCCG

TGGAAAATAAAAACTGGAAGGGATGCAAACAGACTTGCCAAAGTTACAAATCCTCCCTTTTGAAGATAGA
TGGAAAATAAAAACTGGAAGGGATGCAAACAGACTTGCCGAAGTTACAAATCCTCCCTTTTGAAGATAGA

TGATGAAGATGAACTGACCTTCGTTCAACTCCAGATTTATAAAAATAATTACTGGATCGGATTATCATAT
TGATGAAGATGAACTGACCTTCGTTCAACTCCAGATTTATAAAAATAATTACTGGATCGGATTATCATAT

GATGAGAGGGAAAGTAAATGGAAATGGGTTGATAGTGGCTCGTCTCCCGGAATTAATGTTGGAATAATGA
GATGAGAGGGAAAGTAAATGGAAATGGGTTGATAGTGGCTCGTCTCCCGGAATTAATGTTGGAATAATGA

ATTCGTCTTCTGGGAGAGGAAAATGTGGATTTTTATCCTCAACAAGAGTAGCAGCTATTGATTGCATTCA
ATTCGTCTTCTGGGAGAGGAAAATGTGCATTTTTATCCTCAACAAGAGTAGCAGCTATTGATTGCATTCA
AACTTACAACTGTATCTGTGAAAAGAGAATTGGCTGTAGTATTTTCTCTGCTTCAGCATGCACTGAGAAG

AACTTACAACTGTATCTGTGAAAAGAGAATTGGCTGTAGTATTTTCTCTGCTTCAGCGTGCACTGAGAAG

AAAAGGTGAAAATGGAATGTTGTICTTTTTTTGTTTACTTCTTCTAATAATTTCTGATTACTTTCAAACAA
AAAAGGTGAAAATGGAATGTTGTCTTTTTTTGTTTACTTCTTCTAATAATTTCTGATTACTTTCAAACAA

ATGTTTTTACCTGCAGGACTTAGTCCATTGTTG 943
ATGTTTTTACCTGCAGGACTTAGTCCATTGTTG 943

70
70

140
140

210
210

280
280

350
350

420
420

490
490

560
560

630
630

700
700

770
770
840

840

910
910
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7.7 cDNA-Sequenzen der NKC-Gene des Varis

Fiir alle NKC-Gene des Varis ist eine schematische Darstellung der durchgefiihrten PCR-Analysen jeweils in A.
und die sich aus den Teilsequenzen ergebende Konsensus-Nukleotidsequenz jeweils in B. aufgefiihrt. 5’-UTR der
cDNA-Sequenzen ist gelb, 3’-UTR griin und Polyadenylierungssignale (nach Beaudoing et al., 2000) violett
hinterlegt. Start- und Stopkodons sind rot markiert. Horizontale Pfeile geben die Position und 5°-3’-Orientierung
der verwendeten Primer an. Schwarz markierte Primer entsprechen der jeweiligen Konsensus-cDNA-Sequenz,
wihrend orange markierte Primer Nukleotidaustausche zur Konsensus-cDNA-Sequenz aufweisen. Vertikale
Pfeile zeigen unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte und -Endpunkte an. Gestrichelte Linien unterhalb der
Sequenz sind deletierte Bereiche in den Spleif3varianten.

7.7.1 Vava-CD9%4-1
A.
PCR 1
3-RACE-PCR
5'-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ATC ORF TAA 3’-UTR
f T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)

5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3485 63

3’-RACE-PCR 3854 GeneRacer™ 3’Primer 63

PCR 1 4932 4934 55
B.

v
Vava-CD94-1 ATTGCTTTACTGCTTCATGCCATCCAAACATATCTCACCAATAGATGACTCAAGAGAATCATTTAAACAT 70
Vava-CD94-1 ACAATTTTTCTTTCTCTTTTTGTGTTAAATTTCTTCATAGTCAACGTTAGGATTCCTTCACATCCAGCTC 140
4932

Vava-CD94-1 AGCTCCAATGACCCAGCACCGTTCCTCCTGAACAAGCGCATCGTGTCTICTCTGCGTTGAGCTGTTGAGE 210
Vava-CD94-1 TTGGGACATCAGTTCTCHBGCAGTGTCTCAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGT 280
Vava-CD94-1 CGTATGCCTTTTGTTGTTGGCTACTTTGGGAATTTTGTGGAAACTTTATATGGAGCTAATATCCTCTCCA 350

3854
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Vava-CD94-1 GGACTCAACACAGAACTCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGAT 420
=y <
3485
Vava-CD94-1 GCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAAGTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGAAATTTCTGTCTTTTTCAGAA 490
Vava-CD94-1 TTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACAGAGATGAACTGGCTTTTACGCAATTCAGTCAACAGTTTTACTGG 560
Vava-CD94-1 ATTGGACTCTCTTACAATGAAGAACGTGGGGACTGGCTGTGGGAGGACGGCTCTGCTCCTTCCTGGGATC 630
Vava-CD94-1 TATTTTCATCACTTGAAACTCCAGACCCAAATAACTGTGTAGCGTATGAGCCAATTATAAGTGCTGTAGA 700
Vava-CD94-1 TGAACCGTGTGAAAGGGAGAATCATTACATCTGTAAACAACAGCATATT_ 770
4934
Vava-CD94-1 AAGTGGGGACTATGGATCCAGGATTACTACGAATAGTATTTTTACCTCATATTATTACTATTAATAATTA 840
Vava-CD94-1 TCTATTTCTTAATTCTGTAARATGITTTGAACTGICTTATAAAATTTICATATATTTGAAGACATGITTT 710
Vava-CD94-1 # 980
Vava-CDOA-l  TCATGORTITTANTGTATATGICTCATATAARAGTCANTCTAGITITARIEE poly-n-cebuzn: 1032
7.7.2 Vava-CD94-2
A.
PCR 1
| ORF | 3-UTR
ATG TAA
I | | I |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 kb
Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:
forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR 1 3037 3217 55
B.
Vava-CD94-2*01 CBGCAGTGTCTCAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTG 70
Vava-CD94-2*02 e GCAGTGTCTCAGACCACTCGGTGGAGGTTGATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTG 70
3037
Vava-CD94-2*01 ATGGCTACTTTGGGAATTTTGTGGCCAATTTATACTGAGCCAATATCCTCTCCAGGACCCAACATGGAAC 140
Vava-CD94-2*02 ATGGCTACTTTGGGAATTTTGTGGCCAATTTATACTGAGCCAATATCGTCTCCAGGACCCAACATGGAAC 140
Vava-CD94-2*01 TCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCAT 210
Vava-CD94-2*02 TCCAGGAAGGCTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCAT 210
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Vava-CD94-2*01 TTCCAGTGAAATGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGAATTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAG 280
Vava-CD94-2*02 TTCCAGTGAAATGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGGAATTTCTGTGTTTCTCAGAATTCCAGTTTGCTTCAG 280
Vava-CD94-2*01 CTTCAAAACAGAGATGAACTG---CGTTTTATGCAATTAAGTCGACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCTT 347
Vava-CD94-2*02 CTTCAAAACAGAGATGAACTG---GGTTTTATGCAATTAAGTCCACGCTTTTACTGGATTGGACTCTCTT 347
Svl: CAG
Vava-CD94-2*01 ACAATGAAGAACGTGGGGACTGGCTGTGGGAGGACGGCTCCACTCCTTCCCGGGATCTATTTTCATCACT 417
Vava-CD94-2*02 ACAATGAAGAACGTGGGGACTGGCTGTGGGAGGACGGCTCCACTCCTTCCCGGGATTTATTTTCATCACT 417
Vava-CD94-2*01 TGTAACTTCAGACCCAAAGAATTGCATAGCATATAAGCCAATGAACGGTGTTGTGGATGAACCGTGTGAA 487
Vava-CD94-2*02 TGTAACTTCAGACCCAAAGAATTGCATAGCATATAAGCCAATGAACGGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAA 487
Vava-CD94-2*01 AGAGAAAATTATTACATCTGTAAAAAACAGCATATT 557
Vava-CD94-2*02 AGAGAAAATTATTACATCTGTAAAAAACAGCATATT 557
Vava-CD94-2*01 627
Vava-CD94-2*02 627

Vava-CD94-2*01
Vava-CD94-2*02

628
628

3217

Es wurden zwei verschiedene Allele amplifiziert (Vava-CD94-2*01 und Vava-CD94-2*02). Nukleotidaustausche
zwischen beiden Allelen sind grau markiert. Fiir beide Allele existiert die Spleifivariante Sv1, die drei zusétzliche
Nukleotide CAG aufweist.

7.7.3 Vava-CD9%4-3

A.
PCR 1
5'-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
, I
S-UTR ATG ORF TAA
I | | |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer

reverse-Primer

Annealing-Temp. (°C)

5’-RACE-PCR

GeneRacer™ 5°Primer

3485

63

PCR1

3035

3034

51
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B.

Vava-CD94-3*01

Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01

Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01

Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

Vava-CD94-3*01
Vava-CD94-3*02

ATTGCTTTACTGCTTCATGCCATCCAAAC%

GTATTGTCGTTCCTGGAACACTTCAGAACCCTGTGATTTTATTGCTTTACTGCTTCATGCCATCdgAACA

TATCTCACCAATAGATGACTCAAGAGf%TCATTTAAATATACAATTTTTCTTTTTATGTTAAATTTCTTC

TATCTCACCAATAGATGACTCAAGAGTGTCATTTAAATATACAATTTTTCTTTTTATGTTAAATTTCTTC

ATATCCAACGTTAGGATTCCTTCACATCACCTCCAATGACTCAGCACCGCTCTTCCTGAACAAGCTCACC

ATATCCAACGTTAGGATTCCTTCACATCACCTCCAATGACTCAGCACCGCTCTTCCTGAACAAGCTCACC

GAGTCTTCTCTGCGTTGACCTTGGAACATCATTTCTC| GCAGTGTCTCAGACCACTTGGTGGAGGTTG
GAGTCTTCTCTGCGTTGACCTTGGAACATCATTTCTC| GCAGTGTCTCAGACCACTTGGTGGAGGTTG
3035

ATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGCTACTTTGGGAATTTTGTTGCAACCTTTAT
ATTTCTGGGACCTTAGGAGTCATATGCCTTTTGTTGATGGTTACTTTGGCAATTTTGTTGCAACCTTTAT

TTCTACCATTTACTGGACTACGTATTCAGCCAACACTCTCTTCAGGACTCAACATAGAACTCCACGAAGG
TTCTACCATTTACTGGACTACGTATTCAGCCAACACTCTCTTCAGGACTCAACATAGAACTCCACGAAGG

CTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAA
CTCTGACTGCTGTTCTTGCCCAGAGAAGTGGGTTGGGTACCGATGCAACTGCTACTTCATTTCCAGTGAA
) 3485

GTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGAAATTTCTGTCTTTTTCGGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACA
GTGAAAACTTGGGAAGAAAGTAGAAATTTCTGTCTTTTTCGGAATTCCAGTTTGCTTCAGCTTCAAAACA

GAGATGAACTGAATTTTATGCACTCTGGTCAACACTTTTACTGGATTGGACTCTCTTACAATGAAGAACG
GAGATGAACTGAATTTTATGCACTCTGGTCAACACTTTTACTGGATTGGACTCTCTTACAATGAAGAACG

TGGAGACTGGCTGTGGGAGGACGGCTCTACTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCACTTGAAACTCCAGAC
TGGAGACTGGCTGTGGGAGGACGGCTCTACTCTTTCCCAGAATCTATTTTCATCACTTGAAACTCCAGAC

CCAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCCAATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGAGAGAATCATT
CCAAAGAACTGCATAGTGTATAAGCCAATGAAAAGTGCTGTGGATGAACCGTGTGAAAGAGAGAATCATT

ACATCTGTAAAAAACAGCTTATT] 761
ACATCTGTAAAAAACAGCTTATT] 801

3034

30

70

100

140

170

210

240
280

310
350

380
420

450
490

520
560

590
630

660
700

730
770

Es wurden zwei verschiedene Allele (Vava-CD94-3*01 und Vava-CD94-3*02) amplifiziert. Nukleotidaustausche
zwischen beiden Sequenzen sind grau markiert.
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7.7.4 Vava-NKG2D
A.
PCR1
5'-RACE-PCR
PCR2
Konsensus-Sequenz
" ORF
S-UTR ATG TAA
I T T T 1
0 0,2 0.4 0,6 0,8 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR1 3038 3039 51
5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3461 63
PCR2 3887 4187 54
B.

Vava-NKG2D-S

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

Vava-NKG2D-S
Vava-NKG2D-L

vy

ATCAGATCTTACTCAGAGGTTGAAATTAACTGAAAAGCTGTACTTTTAGTTCTAAATTAGGAACTCAGTA

CACGTCTGCATTTTQngTTTTATAGAAGGCTTTTATCAACAAGAATCAAGATCTTCCTCCTCTTGATCA
3887 4 AATTATATAACTGATTCGTGGTCAGAGGGCTTATCACAGTTTG

3038

GAG] AATAAAGTCCATAATTATAACTTGAAACTGGCAAAGCATAATACTTGTACACAATGGCAAAAGC
GA! AATAAAGTCCATAATTATAACTTGAAACTGGCAAAGCATAATACTTGTACACAATGGCAAAAGC

AAAGATCTCCACTAATCACAAGCAAATGCACAGAAAACTCATCTCCATATTTTCTCTGCCGTTCCATTGC
AAAGATCTCCACTAATCACAAGCAAATGCACAGAAAACTCATCTCCATATTTTCTCTGCCGTTCCATTGC

TATAGCTCTGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAATATTGAGTGCCATATTCATAAATTCATTATTC
TATAGCTCTGGGAATCCATTTCATTATTATGGTAACAATATTGAGTGCCATATTCATAAATTCATTATTC
3461 Fommmm oo oo

AACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGAAAGAAAGTTACTGTGGTCCATGTCCTAAAAACTGGGTATGTTATA
AACCAAGGAGTTCCAATATCCTTGAAAGAAAGTTACTGTGGTCCATGTCCTAAAAACTGGGTATGTTATA

Sv2 + Sv3

GAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACTGGTACGAGAGCCAAGCTTCTTGCGTATCTCA
GAAATAACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAACTGGTACGAGAGCCAAGCTTCTTGCGTATCTCA

AAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCAGGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCAT
AAATTCCAGCCTTCTGAAGATATACAGCAGAGTGGACCAGGATTTCCTTAAATTGGTGAAGTCATATCAT

70

140
43

210
113

280
183

350
253

420
323

490
393

560
463
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Vava-NKG2D-S TGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGGCAGTGGGAAGATGGCACCATTCTCTCACCTA 630

Vava-NKG2D-L TGGATGGGACTAGTACAAATGTCAACAAATGGATCCTGGCAGTGGGAAGATGGCACCATTCTCTCACCTA 533

Vava-NKG2D-S ACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAAAGGAACCTGTGTGGTCTATGGCTCAAGCTTTARAGGCTATAC 700

Vava-NKG2D-L ACCAACTAACAGTGATTGAAATGCAGAAAGGAACCTGTGTGGTCTATGGCTCAAGCTTTAAAGGCTATAC 603

Vava-NKG2D-S AGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCGGAGGATTGTG GGACTTAGT 761

Vava-NKG2D-L AGAAAACTGTTCCACTCCATACATGTACATTTGTATGCGGAGGATTGTG GGACTTAGT 664
h 4187 3039

Die erhaltenen PCR-Produkte weisen unterschiedliche 5°-UTR auf. Der 5°-UTR des Produktes der PCR 1 (Vava-
NKG2D-L) ist homolog zu Exon 1 der murinen NKG2D-L-Variante (orange markiert in A. und B.), enthilt
jedoch kein zusitzliches Startkodon wie NKG2D-L in der Maus. Stattdessen enthilt die 5’-UTR-Sequenz ein
Stopkodon im Leserahmen (fett und unterstrichen in der Sequenz). Die Produkte der 5’-RACE-PCR und der
PCR-2 (Vava-NKG2D-S) entsprechen im 5’-UTR (gelb markiert in A. und B.) Exon 1 der murinen NKG2D-S-
Variante.

7.7.5 Vava-NKG2-1

A.

PCR 1
5'-RACE-PCR
3'-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
5-UTR ORF 3-UTR
ATG TAG
f T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR 1 3330 3329 50
5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3414 63
3’-RACE-PCR 3417 GeneRacer™ 3’Primer 63
B.
R
Vava-NKG2-1 ACTCACTCTGAGCCTTCACAGGGCACTCTCTGTAGATCACAGACATTGTTTGTTCTTCTCCTGGGTCGCT 70
Vava-NKG2-1 GCCTTTAAATTTCATCTTTTATTTCCCAGTCACTGCAGGCCTTTGAATGAGAGTAACCTGGCCTCTGCAC 140

Vava-NKG2-1 TAAAGGACACAGGACTTTCTGGGGACAGAAGGTATCATAGAGCACAGTCCCTGACATCACGCAGCTGTAG 210
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Vava-NKG2-1 AGHEBGATAACCARAGAGTAATCTACTCTGAAATGAAGCTGGCCAAARACCCARAAGAGGCAGCARAGGAR 280
3330
Vava-NKG2-1 ATCTAAGGACACTAAAAGCTCCATTTCAGAAACTGAATGGGAAATAACCTATGCAGAATTAAACCTTCAA 350
Vava-NKG2-1 AATGCTGCTCAGGATCTTCGAGGGGATGACACATCTTACCACTGCAAAGATTTACTGTTACCTCCAGAGA 420
h 3414
Vava-NKG2-1 AGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTAATGTTCATGGTAGCAGGTGTTCTCATTGC 490
Vava-NKG2-1 CTCTATGGTAAAAGAGATGCAAAACAATTCTCTCCAGACTATGGGAACTCAGAAAGCATATAATTGTAGT 560
[ ] |
Svl
Vava-NKG2-1 CATTGTCCAGAGGAGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTGGTAAGGAATTGARAACTTGGG 630
Vava-NKG2-1 ATGAGAGTGTGACGGCCTGTGCTTCCCAGAACTCTAGTCTGCTTTACATAGATAATGAAGAAGAAATGAA 700
Vava-NKG2-1 ATTTCTGGACTCCCTGTCACTTCTGTCATGGATTGGAGTCTCTCGTAAAAGCCATCGTCATCCATGGGTG 770
3417 '
Vava-NKG2-1 TCATTACGTGGCTCAACTTTCAAACTTAAAATAGCAGAAACAGAATATGCTGAACGTAACTGTGCTATGC 840
Vava-NKG2-1 TATACAARACGTAGACTTCAAARGAGATGAATGCGGATCTTCAAAACCATATATTTGTAAGCACAAGTTTHE 910
3329
Vava-NKG2-1 BAAGTAAAGTGCCTGAGT TTGGAATTGGCCAGGTAATTTTTTATTTTGTGAAATGCTAATAATATTATGA 980
Vava-NKG2-1 TTGCATAAATCAAAATGAACTGTAATTTGTTTTAAGKRTARAAATATTTTCAAAAAAAAAAAAAAARAAR 1050
Vava-NKG2-1 BRRRA 1055

7.7.6 Vava-NKG2-2

A.
5'-RACE-PCR
3'-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ORF 3'-UTR
ATG TAG
[ 1 | | | 1
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer

reverse-Primer

Annealing-Temp. (°C)

5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3464 63
3’-RACE-PCR 4130 GeneRacer™ 3’Primer 63
Sequenzierprimer 4406
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B.

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

Vava-NKG2-2

ACGGGGCACTCTGCGAAGATCACAGACGTTTCTTCTTTCTTATCAGGAGTGGCCTAGACTCTAACGGCTA

CAGGACGTTCTGGGGACAGAAGGTGCAGAGHBALGAACCAAAGAGTARCATACTCAGGAATGAATCTGG
4130 e
CCAAGGACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGCAAGAAAAGCTCCATTTCTGTAACTGAACAGGA
AATAACCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTCCTCTGGATCTTCAGGGGAAGGACAAGACCTGCTAC
TACAAATTTTCACTGTTACCTCCAGGGAAGCTCACTGCCGAGATCCTGGCCGTCATTTGCATTGTCCTAG
TGGGCTCTGTGTTAAAAATGATATTAATAGCTCGCATTCCCTTTACATTAACACAGAAGCCARACAATTC
Svil
TTCACAGACTATGAGAACTCAGAAAGCATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTGGTTCACATATTCC
ACCAATTGTTATTATATTAGTAAGGAATCGAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCTTGTGCTTCCCAGA

ACTCTAGTCTCCTTTACATAGATAATGAGGAAGAAATGAAACTTCTGGGCTCCTTTTCAAAACAAGCGTG

GATTGGAGTCTTTCGTACCAGCAGTCATCATCCATGGGTGTCAAGAAATGGCTCAACTTTCAAACTTAAA
4406 -

ATAAAGGAAACAATATATGGTACACATCACTGTGCTGCGCTAGACTCACTCAGACTTCAGTCAACTGGAT
h 3464

GTGGATCTAATAAAACATATATTTGTAAGCACGAGCT TNBAAGTAAAGCACCTGAGT I TGCAGTCAGET
ARAARAARARAAAARAAAAA (00

140

210

280

350

420

490

560

630

700

770

840

910

980
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7.7.7 Vava-NKG2-3

A.
PCR1
PCR2
5'-RACE-PCR
3’-RACE-PCR
PCR 3
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ORF 3'-UTR
ATG TAG
| | | | | | | | | 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR1 3028 3289 51
PCR2 3399 3405 55
PCR3 4129 4128 55
5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3418 63
3’-RACE-PCR 3467 GeneRacer™ 3’Primer 61
Sequenzierprimer 4360
B.
Vava-NKG2-3 ACTCTGAGCCTTCACAGGGCATTCTGAAGATCACAGACATTGTTTGTTCTTGTTCTGGATTTATGCCTTG 70
Vava-NKG2-3 AAATTTTACATTTTATTTCTCAGCTACCGTAGGGATTTTTATGAGAGTAACCTGGCCTCTGCACTAAAGG 140
Vava-NKG2-3 ATGCATGACTTTCTGGGGACAGAAGTCCAGGTATCATAGAGCACAGTCTGACATCACACAGCTGCAAACH 210
3028 R
4129
Vava-NKG2-3 BB2ATARCCARAGAGTAATCTACTCTGAACTGAATCTGGCCARARACCCAAAGCAGCAGCARAGGGARAC 280
3399
Vava-NKG2-3 GABAGGCACTAAAAGCTCCATTTCAGAAACTGAACGAGAAATAACCTACGTGGAATTARACCTTCARRAT 350
Vava-NKG2-3 GCTGCTCAGGATCCACAAGGGGATGACAAATCTTACCACTGCAAAGATTTACTGTTACCTCCAGAGAAGC 420
Vava-NKG2-3 TCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTCACATCCGCTGTGGTAACAAGACTTGTCAATCC 490
3418
Vava-NKG2-3 CTTACCTCAGAACCAGAATAATTCTTCCAAGACTATAAGAACTCAGAAAGCATGTAATCGTGGTCATTGT 560
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Vava-NKG2-3 CCAGAGGAGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGA 630
Vava-NKG2-3 GTGTGATGGCCTGTGCTTCCCAGAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAAAGAAGAAGAAATGAAATTTCT 700
3289
Vava-NKG2-3 GGGCTCCCTTTCAGGGAAAACATGGATTGGAGTCTTTCGTAACACCAGCCATTATCCATGGGTGTCAAGA 770
3467 -
Vava-NKG2-3 AATGGCTCAACTTTCCAACTTAAAGTAGAGGAAATAATATATGGTAAACATCACTGTGCTGTGCTACAGT 840
Vava-NKG2-3 CTCTCAGACTTCAATCAGCTGGATGTGGATCTTCAAARAGATATATTTGTAAGCACAAGATTIMBARGTE 910
3405
Vava-NKG2-3  TGGAGITAGCCAGGTGOCATAAATATTICATTIATITIGCTGTCTAGATTITTATTTTCRATGATGAAGR &)
Vava-NKG2-3 GAAGGTGTAATACTGGTTCTATGTATATCATATGTATTATTTCCTGTTTTTGATGAAATTTCAACATTTIC 1050
Vava-NKG2-3 GTATTTTTGAATTTTCTTATAACTTTTACATATTCAAGCAATTTTATAGCATTCCCATTTTCTAATAGAT 1120
Vava-NKG2-3 TTTGCTTTAAATCCTTGTTAAATTTTACAATTTTTGCATCAATTGAAATGGTATATATTTTCTATGTGTA 1190
Vava-NKG2-3  ATGITTGTAATCTAAACTACTTTTATTTCTTTTAAATGTTAAACCAGICTTGCATTTCTTAGATAAAATC 1760
vava-NKG2-3  ATACTAGICATTCGTATTATCTCTTTAATGTAAATCAGTGCATATAGIATATTAGAGTAACATTTCTTTC 1330
Vava-NKG2-3  ATGATCCATGTTCACAGGGAGATTCTATTATGITITTATTCATIGCTACGTACTTGARAGTICTIGCTTT 1400
4360

Vava-NKG2-3  CATGGCTACACTGGGAAGCATTTATTTTTTGATAACCTGGAAGCCTCTGTGTACTAGTACTGITTATTAC 470
Vava-NKG2-3 TCATTAGTGATGCCATCTGAGTTTGTAGAATATATTGATAAGGATGTTTATATAACAAACTCATTTTTTT 1540
Vava-NKG2-3 TAGTACATGTAAGGTTTACTCAGATGTCTGTTCTTTTACTATATTTTGGTAATTTGCACATTTTAAGAAT 1610
Vava-NKG2-3  TTTTTATTTCACATTGATCTTAAATTTTATTCATAARATGTTTCCATACTTTTTGATATCTGICARAACC 650
Vava-NKG2-3 ATAAAATATTCATACATTTAATTGAGAAAAAAAATACTTGTGCCTTCCCTGCTTCTTTCTTARATAGTCT 1750
Vava-NKG2-3 TTTATCAATTTTATTAATTGTTTTCEARTARBAATATCTTTGGCTTTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAARAAR 1820
Vava-NKG2-3 EAA 1823
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7.7.8 Vava-NKG2-4
A.
PCR 1
PCR2
PCR 3
5°-RACE-PCR 1
5°-RACE-PCR 2
Konsensus-Sequenz
5°-UTR ORF
ATG TAG
| | | | |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 kb
Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:
forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)

PCR1 3361 3025 50

PCR2 3330 3329 50

PCR3 3020 3021 52

5°-RACE-PCR 1 GeneRacer™ 5°Primer 4361 63

5’-RACE-PCR 2 GeneRacer' " 5’Primer 3464 63
B.
Vava-NKG2-4 #AGACCCTGAAGTGCCACATTGATGAGAAATCTACC‘TTCTCCACTCTTGCCTC%—\CTCTGAGCCTTCACAGG 70
Vava-NKG2-4 GCACTCTGCAAAGATCACACACATCTTCTTTCTTATTAGGAGTGGCCTGGTCTCTCTTCTARAGGCTGCA 140
Vava-NKG2-4 GGACATTCTGAAGACAGAAGCTGCAGACHEA2GAACCARAGAGTAACCTACTCAGGAATGAATCTGGCC 210

3020
3330

Vava-NKG2-4 AAGGACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGCGGGAAAAGCTCCACTTCTGTAACTGAACAGGAAA 280
Vava-NKG2-4 TAATCCAAGTGGAATTAAACTTTCAAAATGCTCCTCTGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAGACCTGCTACTA 350
Vava-NKG2-4 CAAATTTTCACTGTTACCTCCAGAGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCGTCATTTGCATTGTCCTAGTG 420
Vava-NKG2-4 GGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAATAGCTCTTATTCCCTTAACACAGAACAGTTCTTCCCAGACTGTAG 490
Vava-NKG2-4 GAACTCAGAAAGCATATTATTGTGGTCGTTGTCCAGAGGAGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTA 560
Vava-NKG2-4 CATTAGTAAGGAGTTGAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCCTGTGCTTCTAACAACACCAATCTGCTT 630
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Vava-NKG2-4 TACATAGATAATGAGGAAGAAATGAGATTTCTGGGCTCCCTTTCAGAGARATCATGGATTGAAGTCTTTC 700
3361
Vava-NKG2-4 ATAACAGCAGCCACCATCCATGGGTGTCAAGAAATGGCTTAACTTTCAAACTTAARATAAAGGARACAAT 770
Vava-NKG2-4 ATATGGTAAACATCACTGTGCTGCACTAGACTCACTCAGACTTCAATCAAGTGAATGTGGATCTAATAAR 840
- 3464
Vava-NKG2-4 ACATATATTTGTAAGCACGAGCTTHMEAAG 870
3329 3025
3021

7.7.9 Vava-NKG2-5

A.
PCR1
5’-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ORF
ATG TAG
[ | | | | 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR 1 3280 3027 50
5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5’Primer 4361 63
B.
Vava-NKG2-5 ACTCTGAGCCTTCACAGGGCACTCTGCGAAGATCACAGACATTTCTTCTTTCTTATCAAGAGTGGCCTGG 70
Vava-NKG2-5 ACTCTACACTAACAGCTGCAGGACATTCTGGGGACAGAAGGCTGGTCTCGAACTCCTGAGCTCAAGCAAT 140
Vava-NKG2-5 CCTCTCTTCTGGGCCTTCCAGACTGCTAGGATTACAGAAGTGAGCCACCACACCCGGCCAAAAGTTTAAA 210
Vava-NKG2-5 TTCTATAAATCACACAGCTTCAGAGHEEAAGAACCAAAGAGTAACCTACTCAGGAATGAATCTGGCCAAG 280
3280
Vava-NKG2-5 GACCCAAAGAGGCAGCAAAGAAAATCTAAGGGTGGGAAAAGCTCCATTTCAGTAACCGAAGAGGAAATAA 350
Vava-NKG2-5 CCCAAGTGGAATTAAACTTTCAAAATGCTACTCTGGATCTCCAGGAGAAGGAGAAGACCTGCTACTACAA 420

Vava-NKG2-5 ATTTTCACTGTTGTCTCCAGGGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCGTCATTTGCATTGTCCTAGTGGGC 490
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Vava-NKG2-5 TCTGTGTTAAAAATGATATTAATAGCTCGCATTCCCTTAAAACTGAACAGTTCTTCCCAGACTATAAGAA 560
| _________________________________
Svl
Vava-NKG2-5 CTCAGAAAGCATATGATTGTGGCCGTTGTCCAGAGGAGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACAT 630
————————— |
Vava-NKG2-5 TGGTAAGGAATTCAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACGGCCTGTGCTTCTAACAACTCTAGTCTGCTTTAC 700
N 4361
Vava-NKG2-5 ATAGATAATGAGGAGGAAATGAGATTTCTGGGGTCCCTTTCAAAGCAAGCATGGATTGGAGTCTTTCGTA 770
Vava-NKG2-5 ACAGCAGCCATCATCCATGGGTGTCAAGAAATGGCTCAACTTTCAAACTTAAAATAGAGGAAACAATATA 840
Vava-NKG2-5 TGGTAAACATCACTGTGCTGCGCTAGACTCACTCACTCTTCAATCAGCTGGATGTGGATCTTCAAAAACA 910
Vava-NKG2-5 TATATTTGTAAGCACAAGAT THEEAR 936
3027

7.7.10 Vava-NKG2-6

PCR 1

ORF

ATG TAG

| | | | 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 kb
Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)

PCR 1 3020 3021 52
Vava-NKG2-6*01 GAG AAGAACCAAAGAGTAACCTACTCAGGACTGAATCTGGCCAAGGACCCAAAGATGCAGCAAAGAA 70
Vava-NKG2-6*02 GAG] AAGAACCAAAGAGTAACCTACTCAGGACTGAATCTGGCCAAGGACCCAAAGATGCAGCAAAGAA 70

3020
Vava-NKG2-6*01 AATCTAAGGGCGGAAAAAGCTCCTTTTCTGTAACTGAACAGGAAATAACCCCAGTGGAATTAAACCTTGA 140
Vava-NKG2-6*02 AATCTAAGGGCGGAAAAAGCTCCTTTTCTGTAACTGAACAGGAAATAACCCCAGTGGAATTAAACCTTGA 140
Vava-NKG2-6*01 AAATGCTACTCTGGATCTTCAAGGGAATGACAATAGCTGCTACCGCAAATTTTCACTGTTACCTCCAGAG 210
Vava-NKG2-6*02 AAATGCTACTCTGGATCTTCAAGGGAATGACAATAGCTGCTACCGCAAATTTTCACTGTTACCTCCAGAG 210
Vava-NKG2-6*01 AAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCGTCATTTGCATTGTCCTAGTGGGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAA 280
Vava-NKG2-6*02 AAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCATCATTTGCATTGTCCTAGTGGGCTCTGTGTTAAAAATGGTATTAA 280
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Vava-NKG2-6*01 TAGTTCTTATTCCCTTTACCATAATGGAGAAGCAGAACAATTCTTTCCAGAATGTAAAAACCCAGAAAGC 350
Vava-NKG2-6*02 TAGTTCTTATTCCCTTTACCATAATGGAGAAGCAGAACAATTCTTTCCAGAATGTAAAAATCCAGAAAGC 350
Vava-NKG2-6*01 ATATGATTGTGGCCATTGTCCAGAGGGGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTCCATTGGTAAGGAA 420
Vava-NKG2-6*02 ATATGATTGTGGCCATTGTCCAGAGGGGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTCCATTGGTAAGGAA 420
Vava-NKG2-6*01 TTGAAAACTTGGTATGAGAGTGTGACAGCCTGTGCTTCCCAGAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATG 490
Vava-NKG2-6*02 TTGAAAACTTGGTATGAGAGTGTGACAGCCTGTGCTTCCCAGAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATG 490
Vava-NKG2-6*01 AAGAAGAAATGATATTTCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGA 560
Vava-NKG2-6*02 AAGAAGAAATGATATTTCTGGGCTCCCTGCTACGTCAGTCATGGATTGGAGTCTTTCGTAACAGCAGTGA 560
Vava-NKG2-6*01 TCATCCATGGGTGTCATTACATAGCTCAGCTTTCAAACTTCAAATAGCAGAAACAGCACATGCTAAACGT 630
Vava-NKG2-6*02 TCATCCATGGGTGTCATTACATAGCTCAGCTTTCAAACTTCAAATAGCAGAAACAGCACATGCTAAACGT 630
Vava-NKG2-6*01 AACTGTGCTATTCTACACTCAGATAGACTTCAATCAAATGGATGTGGATCTTCAAACAGATATCATTGTA 700
Vava-NKG2-6*02 AACTGTGCTATTCTACACTCAGATAGACTTCAATCAAATGGATGTGGATCTTCAAACAGATATCATTGTA 700

Vava-NKG2-6*01
Vava-NKG2-6*02

AGCACAAGCTT] G 717
AGCACAAGCTT] G_717

3021

Es wurden zwei verschiedene Allele (Vava-NKG2-6*01 und Vava-NKG2-6*02) amplifiziert. Nukleotid-
austausche zwischen beiden Sequenzen sind grau markiert.

7.7.11 Vava NKG2-7

A.
5'-RACE-PCR
3’-RACE-PCR
PCR 1
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ORF 3’-UTR
ATG TAG
f T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR 1 3020 3021 52
5’-RACE-PCR GeneRacer™ 5°Primer 3465 63
3’-RACE-PCR 3466 GeneRacer™ 3’Primer 63
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B.
Vava-NKG2-7 ATCTACCTTCTCCACTCTTGCCTCTCTTTGAGCCTTCACAGGGCACTCTGCGAAGATCACAGACGTTTCT 70
Vava-NKG2-7 TCTTTCTTATCAGGAGTAGCCTGGACTCTCCACTAAAGGCTGCAGGACATTCTGGGGACAGAAGTACAGT 140
Vava-NKG2-7 TATCACAGAGCACAGTCTCTGAATCACACACCTGCAGAGHIMEAAGAACCARACAGTAACATACTCAGGAA 210
3020 .
Vava-NKG2-7 TGAATCTGGCCAAGGACCCAAAGAGGCAGCAAACAAAATCTAAGGGCGGGARAAGCTCCACTTCTGTAAC 280
3465
Vava-NKG2-7 TGAACAAGAAATAACCCAAGTGGAATTAAACCTTCAAAATGCTCCTCTGGATCTTCAGGGGAAGGAGAAG 350
Vava-NKG2-7 ACCTGCTACTACAAATTTTCACTGTTACCTCCAGGGAAGCTCACTGCTGAGATCCTGGCCGTCATTTGCA 420
Vava-NKG2-7 TTGTCCTAGTGGGCTCTGTGTTARAAATGATATTAATAGCTCGCATTCCCTTTACATTAACACAGAAGCC 490
Vava-NKG2-7 GAATAATTCTTTCCAGACTATAAGAACACATAAAGCATATAATTGTGGTCATTGTCCAGAGGAGTGGTTC 560
Vava-NKG2-7 ACATATTCCACCAATTGTTATTACATTAGTAAGGAGTTGARAACCTGGGATGAGAGTGTGACGGCCTGTG 630
Vava-NKG2-7 CTTCCCAGAACTCTAGTCTGCTTTCCATAGATAATGAAGAAGAAATGARATTGCTGGGCTCTCTGTCACT 700
3466
Vava-NKG2-7 TCTGTCATGGATTGGAGTCTCTCGTARAAGCCGTCGTCATCCATGGGTGTCATTACGTGGCTCTACTTTC 770
Vava-NKG2-7 AAACTTAARATAGCAGARACAGAATATGCTGAACATAACTGTGCTATGCTTTACARACGTAGACTTCAAT 840
Vava-NKG2-7 CAGATGAATGTGGATCTTCAAAACCATATATTTGTAAGCACAAGT T T [ ARCTARACCACCTEACTTNG ©10
3021
Vava-NKG2-7  GAATTGGCCAGGAAATTATGGCGGTACAAACATTTTGGTTACATGCTATGACTTTGCCACATCCCAACCA 350
Vava-NKG2-7  TGATTTAAGAGAACAGTGTGCTGTGACACTTACCCATGARATACAGTAGAATCTCTACTGTICCTATICT 1050
Vava-NKG2-7  CAATTCCCAGAAATAATAAGGAGAAAATGATGGATCACAGGTGAAATCACTGTTACCGTGATTARAACAA 1120
Vava-NKG2-7  ACAAGAACTAATATCTAAAACAAACAAGTACAATGTTAAAATCCARATARATTAAATGTTCAGAACAT - 1168
Vava-NKG2-7 -poly-A-Schwanz



ANHANG 219
7.7.12 Vava-NKG2-8
A.
PCR 1
5-RACE-PCR
Konsensus-Sequenz
5'-UTR ORF
ATG TAG
| | | | | 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 kb

Primerkombinationen, die fiir die jeweiligen PCR-Analysen verwendet wurden:

forward-Primer

reverse-Primer

Annealing-Temp. (°C)

PCR1 3280 3027 50
™ :
5’-RACE-PCR GeneRacer ™ 5’Primer 3418 63

B.

Vava-NKG2-8 GTTCAGACCTTCAGTGACACAGTACTGAGAAATCTACTTTTTéd%cTCTTGCCTéACTCTGAGCCTTékC 70
Vava-NKG2-8 AGGTTACTGTGAAGATCACAGACATTGTTTGTTCTTATCCTGGATTTATGCCTTGARATTTTACGTTTTA 140
Vava-NKG2-8 TTTCCCAGCGACCACAGGGCTTTTTATGAGCATAACCTTGCCTCTGCACTACATGACTTTCGGGGGACAG 210
Vava-NKG2-8 AAGTCCAGGTATCATAGAGCACAGCTGCAGAANMMBGATAACGAAAGAGTAATATACTCTGARATGAATCT 280

3280
Vava-NKG2-8 GGCCAAAAATTCAAAGAGTCAGCARAGGARATCTAAGGGCACTAAAAGCTCCATTTCAGARACCGAACAG 350
Vava-NKG2-8 AAAATAACCTATGCTGAATTAAACCTTCAARATGCTGCTCAGGATCTTCAAGGGGATGACAACTCTTACC 420
Vava-NKG2-8 ACTGCAAAGATTTACTGTTACCTCCAGAAAAGCTCATTGCTGGGATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTT 490
) 3418

Vava-NKG2-8 AATGTCCGTGATAATAARATGTGTCATTCCCTTACCTCAGAAACAGAATGATTCTTCCCAGACTACAAGA 560
Vava-NKG2-8 ACTCAGAAAGCATATAATTGCAGTCATTGTCCAGAGGAGTGGTTCACATATTCCACCAATTGTTATTACA 630
Vava-NKG2-8 TTAGTAAGGAATTAAAAACTTGGGATGAGAGTGTGACAGCCTGTGCTTCTAACAACTCCAATCTGCTTTA 700
Vava-NKG2-8 CATAGATAATGAAGAAGAAATGARACTTCTGGGCTCCCTTTCARAAGCAAGCGTGGATTGGAGTCTTTCGT 770
Vava-NKG2-8 AACAGCAGCCATCATCCATGGGTGTCTATAAATGGCTCAACTTTCARACTTAAAATAAAGGAAACAATAT 840
Vava-NKG2-8 ATGGTAAACATCACTGTGCTGCGCTAGACTCACTCAATCTTCAATCAGCTGGATGTGGATCTTCAAARAGC 910
Vava-NKG2-8 ATATATTTGTAAGCACGAGCTTHEEARE 938

3027
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7.7.13 Vava-Ly49L
PCR 1
ORF 3’-UTR
TGA
| ] | | | |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 kb
Primerkombination, die fiir die PCR verwendet wurde:
forward-Primer reverse-Primer Annealing-Temp. (°C)
PCR 1 3047 3040 53
Vava-Ly49L*01 ATTTATTCAACCGTGAGATTTGTGCGGTCTCCTTCAGAGTCAGGGAGTGAACAAAGGTCTGATGTTACTC 70
Vava-Ly49L*02 ATTTATTCAACTGTGAGATTTGTGCGGTCTCCTTCAGAGTCAGGGAGTGAACAAAGGTCTGATGTTACTC 70
3047
Vava-Ly49L*01 AGAGGCCTGGGAAGACTGGCGACAAAGTGTTTTCAGTGTCCTGGCGTTTCATTGCAGTGAGTCTTGGGAT 140
Vava-Ly49L*02 AGAGGCCTGGGAAGACTGGCGACAAAGTGTTTTCAGTGTCCTGGCGTTTCATTGCAGTGAGTCTTGGGAT 140
|_ __________________________________________
Svl
Vava-Ly49L*01 CCTCTGTTTACTTCTGTTGATGATAGTCATAGTGTTGGTGACAAAGATGTTTCAGTGCATTCAAGAAAGA 210
Vava-Ly49L*02 CCTCTGTTTACTTCTGTTGATGATAGTCATAGTGTTGGTGACAAAGATGTTTCAGTGCATTCAAGAAAGA 210
Vava-Ly49L*01 CATCAGCAGGAARATTCTAAGAGACCTTAGTCAAAATGACAACTATTTAAAGGAGCAACTTTTGACAAATA 280
Vava-Ly49L*02 CATCAGCAGGAAATTCTAAGAGACCTTAGTCAAAATGACAACTATTTAAAGGAGCAACTTTTGACAAATA 280
Vava-Ly49L*01 AGACTTTAGAATATGACATTTTAAAAAATGAAAGCCTTCAGCAGAAAAAGGAACTGGACTCACTCTTTCT 350
Vava-Ly49L*02 AGACTTTAGAATATGACATTTTAAAAAATGAAAGCCTTCAGCAGAAAAAGGAACTGGACTCACTCTTTCT 350
Vava-Ly49L*01 AAAAAAGAACATATGTCATACAAAAAATGATATCTTTTCAAAATCTTTGGAAAATACAGGCAAACGTTAT 420
Vava-Ly49L*02 AAAAAAGAACATATGTCATACAAAAAATGATATCTTTTCAAAATCTTTGGAAAATACAGGCAAACGTTAT 420
Vava-Ly49L*01 GAAGGCCACTGGTCCTGTTGTGGATTAAGCTGTTATTATTTTACCATGGAAAATAAAAACTGGAAGGGAT 490
Vava-Ly49L*02 GAAGGCCACTGGTCCTGTTGTGGATTAAGCTGTTATTATTTTACCATGGAAAATAAAAACTGGAAGGGAT 490
Vava-Ly49L*01 GTAAACAGACTTGCCGAAGTTACAGATCATCCCTTTTGAAGATAGATGATGAAGATGAACTGGCCTTCGT 560
Vava-Ly49L*02 GTAAACAGACTTGCCGAAGTTACAGATCATCCCTTTTGAAGATAGATGATGAAGATGAACTGGCCTTCGT 560
_____________________________________________________________ _|_ —————
Sv2
Vava-Ly49L*01 TCAACTCCAGACTTATAAAAATTATTACTGGATTGGATTATCATATGATGAGAAGGAAAGAAAATGGAAA 630
Vava-Ly49L*02 TCAACTCCAGACTTATAAAAATTATTACTGGATTGGATTATCATATGATGAGAAGGAAAGAAAATGGAAA 630
Vava-Ly49L*01 TGGGTTGATAGTGGCTCATCTCCTGGACTTAATTTTGCAATAATGAATTTGACTTCTGGGAGAGGACAAT 700
Vava-Ly49L*02 TGGGTTGATAGTGGCTCATCTCCTGGACTTAATTTTGCAATAATGAATTTGACTTCTGGGAGAGGACAAT 700
____________________________ _|
Vava-Ly49L*01 GTGCATTTTTATCCTCAACAAGAGTAGCAGTTATTGATTGCATTAAAACTTACAACTGTATCTGTGAARA 770
Vava-Ly49L*02 GTGCATTTTTATCCTCAACAAGAGTAGCAGTTATTGATTGCATTAAAACTTACAACTGTATCTGTGAAAA 770
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Vava-Ly49L*01 GAGAATTGACTGTATTTTCTCTGCTTCAGCGTCCACTAAGAAGAAAAGG 840
Vava-Ly49L*02 GAGAATTGACTGTATTTTCTCTGCTTCAGCGTCCACTAAGAAGAAAAGG 840

Vava-Ly49L*01 895
Vava-Ly49L*02 895

“ 3040

Es wurden zwei verschiedene Allele (Vava-Ly49L*01 wund Vava-Ly49L*02) amplifiziert. Der
Nukleotidaustausch zwischen beiden Sequenzen ist grau markiert. Der proteinkodierende Bereich der Ly49L-
Allele ist am 5’-Ende unvollsténdig.
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7.8  Genomische Sequenzen der NKC-Gene des Weillbiischelaffen

Dargestellt sind die genomischen Sequenzen der NKC-Gene des BAC-Klons 188C15. Der 5°-UTR ist gelb,
proteinkodierende Exons rot, amplifizierter 3’-UTR griin und Start- bzw. Stopkodons blau markiert. Der 5’-UTR
wurde experimentell iiber 5’-RACE-PCR ermittelt. Homologe Bereiche in den Pseudogenen zu Exons humaner
NKC-Gene sind grau hinterlegt. Primer, die zur Expressionsanalyse verwendet wurden, sind fett und

unterstrichen.

7.8.1 Caja-CD9%4

ATTTTACTGCTTCTTATTCGTATGGTAATACATGGCTCATCAATAGGTAATTCAAAAACA
TCATTTAAATACACAATTTTTCATTCTACTTTTTTGCTATATTTCTTCACACTCAACTTT
CCGAGTCTTTCAACTCCAGCTCAGCTCCAACAATTCAACGCTGTTTTTTCTGAACAAGTA
CACATCGTGCCTTCTCTACATTGCTCTTGGAACATAACTTCTCIAYKE GTATGTGTGA
TTTCAATCGCCAAATTAAAAATAACCAGAAAAGCTATTTCTGGGATTGGCTAATTTTGGG
GTAGTGCTTTAAGAGAAAAGGACATGATTAACAGTGGATATTTTCAGGCTTTTCATGCAT
TAGCACTTTTCCATTCATTTTAGTTTCCTGATTCTTCATTGTTTAACTCAGAAATGATTC
TATGAAATTTTTATGACAGGTTTAACGAGTGGCTTCTGGCAGGGCTACCTCTAAATTCTG
AACAAGAACTGAACTCTAACCTGGTTAAATTGTGAGCAACGGAATTCTAATATAGAAATA
GAAAGTGCCAAATATTAATGGCGCAATGCTTAAAAGTTTTAAACTTACTGTTTATGTGGT
GACATCTAGAAATTACACAAATGAACAGTTTGACATATTGTACTGTTGTTAATGACAACA
TCATTATTTGAGAGTGTGGCAGTGTCAGCACAGAATCTCCTAATGTTGAAATGTTTTAGG
TCAAAAGCCTAGAAACAAGCAATCTTGAGTGTGAACAAATGTAATGTTCTTGGGGAAGAA
AAGATTGTTTGCGTATCATAATTCAATGTACTGCGAAATGAACCCAGGCCTCCAAGGCAT
CACCCATCTATTGGTTGTAGAAAGAGTTATCACATGAAGTCCAGAATGTTTCTATGTCTT
CTTTTCCCTGCAATATCTCTATGAAGCCATGAGCGGCTAGACATTTATCAGAGCAAAGCT
GCACTGAGATGAGGAGAGGACACACTCTCAAGTAGTATTACTGTGACAATGGTAGATTAC
GTTAAGTGAAAGATCCTTGAGCTAGACCCACTTTCATTTGATTTCGGACTTGGATACTTG
CTTGCTTGGATAACTTGAGAAAATAACATTATTACTGGACCTTATGTTTTCTCACCTACC
TAATGAGAATCACACTATCTATCTTACGATTTGGTTGAGAGAAGAAAAATAAATGGCAAT
TATGTAAGTTCATAAAACACAACTTGGTGCCTGCTAATATCTTCTTCCTCTGGATCTTTA
AGCTTCTCTGTCGGTTTTAAACATACATGGTAAATTCACTTTACTGAGACAGAGCTGGTA
GAGTAGAAAATGTTTGAATAATCTCCGTGAAGAATAAGATACATCACATAAAAATGCTGG
TGTTGGGTGAAGTCCTGATTGGAAAGTCTTCATTTTTCAGTGTTTTATTGGCAAGCTGAC
ACCCTTATCAAATGAAAGAATGTTTTGGATTCCCTCTCACTAGTTTCTGCTTTTAAGATC
TCAGCTCCCGTGTTTGCTCTTTAAGTCATTACCCTGTCTGTCTTTCTTACAG

GTAAGTTCTTCTAAGCACGTCTCCATCAAAATCAA
AACTGTGATGACATCATTTAATAATAAAGGCTTCATCTTACTAATGTTAATATGTTATTA

TTTCAGAAACCCATATCTAATTAAACAAATTTCTAATCATTCATTATAG
GTAGGGCA

TATTTTTTGGAAAGCTTGGCATTGGTAAAGGATGAAATAAGCAGTTCTTTGTTTCTCACA
CGAAGAAGCATGATAGAATATTATACTTAGTAATAGAAATTTGCCTGCCAGTGTAGGATA
GTCTCATTTTACTGTTCTCTAATGTAAACATGATTAAATTACATTGAATGTGCATCATTT
ATACATTTAACTAATTAGGAAAATGGTATCTGAAATGAAAAATACATGAGTGGTCATCAT
TAGGTAACAAAAACTAAACCGCAGGAAACATTACAGTTAATCCTCATTACCTGCCTGAAT
TTGCTTATGATCTATACTTTTGCATCTCATACTTTTCCCTTTTGATTCTTAAATGATGCA
AAATATAGTGCACAGATTTCTAAATCTTACTTATCCAATGGAAGCCAGCTCAAAGTCCAA
TTTTCTTTCTTTCTTTTATTTTTAGAGACAGAGTTTTGCTCTTGTCTCCCAGGTTGGAGT
GCAGTGGTGCTATCTCAGCTCACTGCCACCTTCTCCTCCTGGGTTCAAGAGATTTTCCTG
CCTCAGCCTCCCACGTAGGTGGAACTACAAGCACCCACCACCGTGCCCGGCTAATTTTTG
TATTTTTAGTATAGAGAGGGTTTCGCCATGTTGGCCATGCTGGTCTTGAAATCCTGACCT
TAGGTGATCCACCCGCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGACGACAGGCATGAGCCACTCTGC
CCGGCAGAGCCACAGCACCCAGCCCAGATTTTCTAAATATATTTTTTTCCAAATGCACCC
CAAGTTGTCTCATCATCTTCTGTGATCATATACTGCTTCATTTACAGTGTAACATCTTGG
CCGGGCGCAGTGGCTCATGCCTGTAATCCGAGCACTTTGGAAGGCTGGAGGTAGGCATAT
TACTTGAGGTCAGAAGTTTGAGACAAGCCTGGCCAACATAGTGAAACCTCATCTCTACTA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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AAAATACAAAAATTAGCCAGGCATAGTGGTGCACACCTGTAGTCTCTGTTACATAGGAAG
CTGAGGCATGGAGAATTGCTCGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATGGCA
CCACTGCACTCCAGCCTGGGCAACGCAGCAAGACTCTGTCTCAAAAATAAATAAATAAAT
ACATACATACATAAATGGTGCAACATCTTCAGCACCACTTATATGGCAACAATTTGAGTG
CCTATGCTATGTCATGCTTTTTATTACTGTAGATAACAAATGTTGAAAACACTATTATGG
ATAAACTATGTAATTAAGACTCAAGATAATTGGTTTATTTATATTTCCTTTCAAACATAT
CAGAATTCTCCAAATGTACCAAAAATCCCACCCCCCTCATCATTTTTTCTTTTTTTTTTG
AGACAGAGTTTCACTCTTGTTACCCAGGCTGGAGTGCAGTAGTGCAATCTCAGCTCACCA
CAACCTCCACCTCCTGGGTTCCAGCGATTCTCCTACCTCAGCCTCCCGAGTACCTAGGAT
TACAGACATGTGCCACCACACTCAGCTGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTATTTTTAGTA
GGGACAGGGTTTCTCCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCAAACTCCCGACCTCAAGTGATCTG
CCCACCTCAGCCTCCCAAAGTTCTGGAATTATAGGTGTGAGCCATAATTCTGTATGTATA
TACATACATAATATATATGTATATATACACTCCTGACCAGTGCCATATTCTTTTCTGACT
CAGAAAACATGCTAAAATGTTTTCCTCCTTTCAGTCTCTTTCATCTAGTTAACTTCTATT
TCTGCTACAGTACTTAGTTTCGAGTTACTTCCTCAAAAAAGGTTCTTCTAACTGCCCCTC
ATCTTACACTCTGCTACATGCTGTTTTAAAATACTTAATTGTTTTTGTGTACTTACCTAA
ATCATCATTAAGTATCGTTAATAAATTATTGAAAATTATATAATTCTGGTTCTATCTCTA
GAATATAATCTCCATGAGGAAAAAATACCGTGTTCATGTCTAATTAGTTCACATTAATAG
CCCCTGAACTGTGGTGTAAACAGTAGATTCTGAAAGAATGTTAAAAGAATAAACAGCAAA
TAAATGTTGCATAATGAAATGGCATTGAAGGAAACGTCATCTCCTATGTCATTAGCTATG
TTTTATCTTTTCTGTCAG

GCATGTACTA
AGTCTGATTTTCTACATTTTCTTTGATCTAGAAAAATATACTATCTAAACAAGTTAAATA
CTTTAAGTAATTAATCAGATCATAAGTGGATGGTTATATTGGAATTGAGTTATTGATTCC
GTGTACCTTAAAATAGTCATTGTAATATTAAATTTCTTGGTGATTTATATCATAGGAATA
CAAATCAAGATAGGTGCAAAATAAAGTGAAAGAAACTTTTCAGGAAGAATCCAAAGTCAT
ATTTACCCATTTTAGATAATAGGTCATTATATTTACCCATTTTATTTAAAGAGCCAACTA
AATGTGATTTTTAGCTCTTTCAATTAAATTTCTTTTTTTAAAATAATTTTCTAGTTTTTG
TCATCCTTCTGGCATATAAGCTAGTATGGAAAATATGGTAAGAAAAATTACTAAATTTTT
TTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTTTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCACTGGCATGA
TCTCAGCTCACTACAACCTCTACCTCCTTGGTTCAAGCAATACTACTGTCTCAGCCTCCT
GAGTAGCTGGGATGACGGGTGCATGCCATCAGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCGCTA
TGTTAGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGATCTTGGGTGGTCCACCCGCCTCTGCCTCCCA
AAGTGCTAGGATTACAGGTGTGAGATGCCATGCATGGCCCTAATTGCCCAATCCATAAGA
AAAAGTGAAAAATTCTCCAGATGCATGCAGCACCTGTGCTGATTATAGGTTGAGTAGATT
ATACTCATGAGGTGAATCTTATCATTCATCATTTCAGAATACCATCATTTAGGAATCAAA
TTTAATTGATCCCCTGTAAAGAAAGTGTTACACGAAGACTCTGTCTCCTTTTATAAGGGT
TTTAATTCTTCAAGAAGTGAGATTTTGTGGTATTTTTCATCCATATATGAATGGGCCAGA
TAAATAAGAACTTTGAGTCATTATTTATCAAAGGTATTATTTGACTATACCTTTTGTGTG
ATGGACAGGCTGAATCTTACTCTGAACACTGACTTTCCTTCAAAATCTGTTATCCTCAGA
GTAGATTAAAATTAGATTAATGTGATTGTCTTTTACTTGAAGCAG

GTAAGTTTCTGCCAGTCATTACCTTTTTTGC
TCTTTATGAATTTGTCCTTAGATGTGACTAGCAAAGGTAAAATCCAGGAGCACTGTGGCT
GAAATAACCTTCTCTAGGGCATGAAAATACAGAAAAAGGAAAAGGTACAACAAAATAACA
ATTTTAGATCTGCCTAGAACATCCAAGTTTATGTTCAAGTGACATAAAGTTAGTGTATTT
GTGGACATAAAATAACTTTAACATATGCTTTTTTTTTTGCCTTAGTACAAGCACTTGGCA
GTATATGTGCATGTACAGATACTCGTATACACAGAGGCAATCCAGATAAAACAGTATATC
CATTATTTTATTTATTCTGGCAGACGCCAATATTCTTAGCATCCTTTTATATTTTGTATA
CTGTAGAATTATTTTCAGTATATGTGTACTTTTTCAATCTCATTTTCATTTATAAACATG
AGATTTGCAACATCACACAGGGACAAAGTTTATGCTCTGGCTTGTTTCTGCTTTCCTAGA
CTAGATCAGATAATACATCTTAAACAAAATAAAAGTAAAGCATATCACACATTTAAACCA
TTAATGACAACAGAAAATCAACAAGGAAAAATCCCTGGCCTCAGTGATACTGATTGGTGA
GAAAACAACTGGGTATTTCATAGCATTGTACTAGAGAATCATGAAAATTGTGGTTACTGA
AAAAGAAAAAAGGACTCGATATGTTAATATCTCACTCAAATGCTTTTCAAGTTACATCAT
TTAATTGAAAACTTCCCTGATAATTCTCACTTCCTTTTTCCATATGTTAACGCTTTCTTC

AT AGATTTCCATTGTTTGGAACTTCTAATCGARAGAACTGCATAGCATATAATC

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
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7.8.2 Caja-NKG2D

TTTCTCAAAGATAAAAATGTACTGAGTATCTCTACTTTCAATTCAAGATGAGGAATTCGG
GGCATGTCTAAATTTTCTAGTTTTATAGAAGGCTTTTATCCACAAGAATCAAGATCATCC
CTTTCTGAGCAGGTGTGTGTATGTGTGTACATGTGTGTGTTTATTCAATATATGAGGAAC
TATATTTCAATTCAAAAAACTAAAATATTTATGCTATAAGGTAATTCTAATTGTTTCTTA
GGTGCTCGAATAGAGCTCCTGAGATAGAGAATGTTTATCATTTCTGGTGTATGTTCTATC
ACCTTATCTGATGATAGGTAATTAGGATATACTTACTGAAGAGTCAGAAGTTGTAATGTT
GCCATAAAAAGAAGCTTTGTCTCTAAGCAAAACTGGAAARATGAATCTATATTTCGGATT
AAAAGAGTTGAGTTTCTATTTGAATTCTCAAATGTATGAGTTTTCTGATGTTTTAGGGGC
AACCTTTGATACACATCTTTACATGCAAGGTGAAACAAGTCGTGTCTGTGCTTCCCAACT
ATCATAATCAAATGTGAAATAGCTTTTATTTTTTAAATCTAAGCAGTATGCATATTTACT
AAATAGTTATTTTTTCTGGAAGCTCTGCTATGCATTACTAAGATGTTACTATATAAACAT
GTGARATTAGTTTTGTTAATGATGATGGTGACAATGATTTGTTGATGATAATATGGGCAT
GTTGGATTAAAATGCACTAGGCAAAGACACTGAGCAAAAACGCATATAACTTACCTGAGT
TTCGCTTGCAGAAAACTAAATTATCACCAAATAAAATAAACAAGTATAAACACTTGATCT
TAGCTAAAAGGCCAAGAAGCAGTAAACAACTATAAAGAGAAAACTATGTGTGTTGTTATC
TAATATCAGTAATATAAACTATTTGTATTAAATATCTCAACGTAGGTGAATTAAAATAGT
CATTATATTGTTATGACATTTTGAAATAATTGGCAATTCTTTCACAACCAAGAGAAATGT
ATAAAATTAATTTTGCCCAGCTTTATGTGAATTGTTATTCCATTCTTTCCTTAGAGACAT
GCACAGGGGAAAAGTTTCTGCATTTTACTTTTCTATTCAAAATATTGTATCTCACCACAA
GGAAAGAAAAGAAAACACCAATGCTCAATTTTTTTTTTATTCAGGAATCCTTTGTGGATT
GAAGACTTCAGATTCTTTTCTGAGGTATAATTATACAN[ IO CIECICEEAE
B s - 7~ TG T T TTTTCCACT TAAGTGTGTAGTTTTGTTTTTATACAA
TTTTAAGATACTGAGAATTGTATACAAGCATATAAGGTATAGGCAAGCAATTTACTCCAA
TTCTTTTCATGTTCTATTTATGTCGATTTCATGTTAGGTTCATATTGTATTTTAAATCAA
GTCCAAAAACTTAAAAAGTTTTTCCCTTTATTTTATTAACTATACTATGGTAAAGTCACT
CACAATTTGGGACAGCTTGAAATCGAGGAAGAGATGTGGAGTCAGACTTGAATTTTACTC
AACGTTGACCACCCTCTAGATTTGAAGTGGAGTCAATTACAACCTCTGTGTAGTTTCGTT
TCTTTTTCCATCACATACAGGCATGAAACATTCCATATTTATCTTAGTAGATTTGTGCAA
TATACAAATCAAGTGACATGTATTTTGAAGTGCTTCTTATCTTAAAGGTGTTTATTAATT
TATAACTTATTCACAGTTGCTAACATATTAAATAAGCTATATGATTTTTGCCATCTCTAA
CATTAAATTTCTCCATCCATAAAGTGATACCTACACTCTTTACTCCAAATGTTTAATAAC
TGAGTTAGATATTACATTTGCAAACAATGTCAAAGTGATACCTATACTCTTTACTCCATA
TGTTTAATAACTGAGTTAGATATTACATTTGCAAACAATGTCTAATTTTAGCTATAAAAG
ATACTTCATATTATCATTCACTTTGTAAAAGGCTTTCGTACAACAAACCCCTGTGACATA
AGTTTACCTATGTAACAAACCTTCACATGCACCCCTGAACCTAARAGTTTTAAAAAAGGC
TTTTAAGTAAATATTAATCATCAGTAAATAATTAGTATTTCAAGAAAGTAAAATGATTCT
TTAGGTATTTTGTTCAGAGGCAAGATTATCTGTCCTTGTTCCAAAGTGTTAGATCCTACT
ATTTTAGCCTGTGTATATCCTTCACTATAAAGAAAATTAGACACTCTAGTATTTACTAAG
AGTTTACTAAATGATTGATGTCATTGATGCTAAGTTCATTATATTTTATTTTTAAAATAC
CCATACTTGATTGTAARAGTATCCTCTTCTTTTTGATTTCTTTATTCTTTTGTGTGTTAG
GAAACCGGGATGCAAAGGCTAAATTATTTGTGAAGTTATCAAGTTTGTATGTATGGATCT
GTGATCTAAATACATGTCTTTCTCCCTACATCTGTCTTTTTACTGTATCAAGGCTCTTTC
TTGTAATGTTACATTTTATGATACATTATGAATTAACTAATTTTAATAGTATATAGGATT
TTGCTAACGATACTTTCCCATGGAATAAATATAATTTTATTTATATAGTAAAGTGTAAAC
ATAATAATGTAGTCATATAAAACAAAAGTAAGTTCATGTTGTACTTTTAAAAGGATACTC
ATGGGAAGTACATCGATGGAAACAGCAAGTTGAATTTTTAAAATTTATGCCCCARATGGC
AGAAAGGTCTTGACTCATGTATACAAACCTGAATTCTTTTTCTCTAG

GTAAGTCCTGTGTTCCATTTGTCTT
CTCTCAGTATATTAAAATAAATCTTGGAAACGATGTGATTAGATCATGACAACCATTCAG
TTTACCTTCATGAGGAAAGTAGGAATAATACGAACTATAATATAATATTAAAATATATAA
TAAAATTATGGTATTAAAAGCTACTGAGTTTGGAATCTTATCATGCCCTAAAAATGATGA

6360
6404
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360
420
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600
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720
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1020
1080
1140
1200
1260
1320
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GCTTATTTATTAGGAGTTCCTACGAGAACACTGAAAAAAACAAACAAACAAAAAACTAAA
TAGAAATCAGAAACAGAAGAGAAAAGAAATTAAAAAATCTTCCAGAGATATGTTCTTAAA
CATTATAGAAGTGATAACTTGATTATTATTTATAGAATTGTGTCTGAGTGCAGTGAAGAA
GATATGCTCTCCAAGGTCTATTTTCAAGGCAGAATATTTTTGATAGTAGACCTGTATATA
GTTGGTATGAAAAAGAAGAAAACAGATGACCCTCACCTATTCATTTTGATTAAAAACTAA
GAAATAAATTGTTGACAAATAGCATCACTTTTCCAGAATTAATTTAGGAATGCAAAGTGC
TGTATGCAATAATCCCTCTTTGGACTGAAATTTTCGACTCTTAACCAAAATTTAAAACAC
ACATGCCCTTCCACTCAGTAATTATCATTGTGGGAATTTATCCCAGATCGGGACTCAAAA
ATATGCACAGATGGGTATGAAATTCATCATTATTTCTAATAGCAAGACCCAAGAAACAAG
TTAAATATCCACTGGAAAAAATTGAAAGTCTGTCAAAAATTAGATTCTGTCCAGAGTTGT
CAGTGAAATACAGTGCAGCTATTTATAAACTGTATCCTTATATGCCATGATATGGACTAA
TCATCAGGATAGTCTTAGGTAAAAAAAAAAATACATGGGATATTTTGTATATTATACTTT
CTTTAAAATGTATTTTTAATATGTAGTTAAGGGGAATGATATTTTTTATTCTTTTTAGTT
GACATGTAATAATTATATATACGAATGGGATACAGTGGTATTTCCATACAACTATACAAT
GTGTAATGACCAAATCAAGGTAATTGGCACATCCATCACCTCAAACAGTTATCATTTCTT
TTTCTACTCTCTACTTCTATGACCTAAAAGTCTTTATCTCCCACATATGAGTGGGAACAT
GTGGTATTTAACTTTCCATGCCTGGTTTACTTAACATAATGTGCTTCTGACTCATCCATG
TTGGTGCAAATAATAGGATTTCATTCTTTTCACACTTTTTTATGACTGAATGGTATTCCA
TTGTGTTTCTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTCTGTGTGTGTGTGAATACACATCCATATAT
ACACATGTATGTATATATATACATACACACACATTTGGTTTAGCCATTCTTCTTTAATGG
ACACAGGTTAATTCCATATCTTGGCTATTGTGAATAATGCTGCAGTAAGCATGGGGATGC
AGACATTGCTTCAGTATACTGATTTCCTTTCCATTGGACAAAGTGAGATTGCTGAATCAT
ATGGTAGTTCTATTTTTAGTTTTCTAAGGGACCTCCATACTGTTTCCATAATGACTATAC
TAATTTACATTCCCACCAACATTAAATAAACCTTAGACTTTCCGTGAATCCTCACTGTCA
TTTGTTATTTTTGTCTATTTAATAATAGCTATTCTAACTAGGGTGAGATGATATCCATTG
TGGTTTTGATTTTGGTCTTCTTGATGATGAATGGCATTTAACTTTTAAAAAATATATTTT
GTGGCTATTTGTGTTTCTTCTGAGAAATATCTATTCAAATCCTTTGCCCATTTTCAAATT
GGTGGTTGTTGTTGTGGCTGCTACTGCTATTCCTTGAATTCCTTGTGTATTCTGGATATT
GGTCTCTTGTCAGAGGAATCATTTGCAAGTATTTTCTCTCATTCTACAAGTTGTCTCTTC
ACTCTGTAAATTGTTTCCTATTCAGTAAAGAAGTGTTTTAGTTTGATACAGCCTCATTTG
TTTCATTTTGCTTTTGTTGCCTGTACTTTTGAAGTCTTATCCATAAAATCTTTGCCTAAT
GTCCTATGGTGTTTCTCCAATCTCTTCTAGTAGTTTTATAGATTTGGATCTTACATTTAA
GTCATTAATCCATTTTGAGTTGATTTTTGTATATGGTGTGAGATCAGGGACTAATTTCAT
TCCTCTATGTGGATATCCAGTTTTTTCAGCACCATTTATTGAAGAGGCTGTTCTTTCCAG
TGTATGCTAATGGTGTCTTTCTGGAAAAATCAGTTGGCTGTAAATACATGAATTTATTTC
TGGGTTGTCTATTCTGTTTTATTGGTGTAAATGTCTATTTTTATACCAATGCCATACTGT
TTTGGTTATTATGGTTTTATAGTATATATTGAAGTTAGGTAATGTGATGCCACCTGTTTT
CTTCATTTTTGTTCAAGATTGCTTTGGCTATTTAGTCTTTTGTGATACCATATAAATTTT
AGGATTTTTTTTTCTATTTCCATAGAGAATGTTATTGGTATTGTGATATGAACTGCATTG
AATCTGTAGATTGCTTTGAGTGGTATGATTACTTTAATAATATTCTTTCAGTCTATGAAC
ATGAGATATCTTTCCATTATTTTTGCATCCTCCTCAGTTTTATTCATCAGTATTTTTCAC
TGTAGAGAGTTTTCAAAAGAATGTTGTTCAATTTTCATACATCTGTGCAGTTTCCAAAAT
TCCTCTTGTTATAAATTTCTAGTTTTATTCCACCGTTGTTAGAAAATTACTTGATGTAAT
ATTGAATTTTGAAACTTTGTTGAGACTTGTCACCTAACATGTGGTGTATCCTGAAGAATG
TTCCATGTGCTGATAAGAAGAATGTGGATTTTTTTAGCAGTTGGGTGAAATGTTCTGTAC
ATTTAGTTAGGTTCATTAGGTCTAGATTATAGTTTTACTCTGATGTTTCTTTTCTGATTT
TCTGCCTGAATGATCTGTCCATTGCTGGAAATGAGTGGTTGAACTACCTTACCCTTATTG
TATTAATCTATTTCTCCTTTCAGGTCTATTAATATTTGTTTAATATATCTGAATGCTGTA
GTATTGGGTGCATATGTATACATATACATATTATATTGCTGAATTGACCCGTTTATCATT
ATATAATGGTCTTCTTTGTCTCTTCTTAGTGTTTTGACTTAAAGATTGTTTTGTCTAAGT
ATAGCTATGCCTGCTCTTTACTGGTTTTTATTTTCATGGAATATTTGTTTTCATCCCTAT
AGTGTCAGTCTATGTGTGTTTTTACAAGCAAAGTGAGTTTCTTATAAGCAATATATAGTT
TTGTTTTGTTTAATCCATTCACTTACTCTGTATCTTTACTTGGAGAATTTAGACCCATTG
CATTTAATGTTGTTATTATTGGTAGATAAGAACTTACTATTGCCATTTTGTTCCTTGTTT
TCTAGTGGTTTTCTAACTCTTCCTTTCTTCTCGTCTTTCTTTATGATTAAGTTACTTTCT
CTAGCAGTGTATTTTAATTCCTTGATTTTCATTTTAGTGTATCTATTACAGGGTTTTGTT
TTGTGGTTACTATGAGACTTAAATGGCCATCTTATAGCTACAGCAATTATTTTATACCGA
TGACAACTTAACTTTGATCACAAAGAAAAGAAAAGGAAAAACTAAACAACTCTACACTTT
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AATTCCATCTCCTCTCACATGTTTATTTATGTTTGTGTGGAGTTACATCATTTTACATTG
ACTATCTCTTAACAAACTGTAGTCATTATTATTTTGATAGAGTTGTTTTTTGGTCTTCAT
ACTAAAGATCTGAGTGGTTGATGCACCACAACTACAGTATTAGAATATTCTGAATTTGTC
TGTGTACTTACTTTTATCAATGAGTTTTATACCTTCAAATGTTTTCTTATTGTACATTTG
TATTCTTTTTTTCTGACGGAAAAACTCTCTTTAGCATAGCATGTAAGACAGATCTGCTGG
TAACAATTTCACTAAACTTCTGTTTGCCTGAGAAATACCTTTTATCTCCATAGTGTTGAT
AGTTTTGTTGGGTACAGTATCTCAGTTGGCATGTTTTTTCCCTCAGCTCTTTGAATATGT
CACCCCACTTCCTCTTGGCTTGTAAAGTTGCTGCAGAGAAGTCTGCTAACAGATGTGTTG
AAGCTTCTTTTTATTTTATTTTGCTTTTTAAATTTTGTTTTCTTTAAAATTCTCACTATG
TCTCAACCTTTGAACATTTAAATTTTATATGCCTTGTGGTCATCTTATTTGGGTTGAATC
TGCTCGATAATCTTCGACCTTCCTATATTTGGTTATTCATATCTTTCTCTGGGTTTGGAA
AGCTTTCTGTTTGTCCACAGCCTCCCAGACCAGTGCTGTGCCAGGACTTGCCCAAGGGCC
ATAGTTGCTGTGGCCAGCAGCCACTGAAATTTTCTGGGGACTCAAGGCCACTTTAGTCAG
CTGATGATAAAGTGGGCTGAGGCTAAGTTTCCTCCTGCCTAGGCAGTGGACTCCCCTCTG
GCCCATGATGGGTCAAAATACTCCCCATATGAGCACTGGTTTGAAATCAAGGGCCCTGCA
GTCTCTGTCTTTTGCCGTGTTCCAATGTGGTGGGGCCAGTACTAAGTTCCAACACAAAGT
CCCACACTGTTATTTCCCTTTCCCAAGCAGGCAGTTTCTCTCTAAGCACTGAACTACCTG
GGTTTGGAAGAGGCAAGGCAAGGCCATCTTTTCTTACCTATTTAATGTGTTTTTTTCTTG
TTATAATGCTAAAATCAGGGTACTGTGATAATTCACTTAATTTCTTGAATTCTTTTAAAC
ATACTTTTTTGCATGTATAGTTATTTAATTTGATGTTTCTGTGAGAAGATAATCACTAAA
GGGTTCTTCGCAGCCACCTTGCTCTTAATTGTTTTATGGTATACACATTGTTCTGCATAC
CTACTGATTTTTTCTCCTCTATTATTGCTTTGTTTATCTTTGTGGTTTGCTGGTTCTCTG
TGGTGATAATGTTTGATTCCTTTCTCTTTCTTATTTGTATATCTGCCCTACCAGTTCAAT
ACTTCTGTGTATTTTCATGATGATAGATATTATCCTTTTGCTTCCAGATATAGGACTCCC
TTAAGCATCCCTTGTGCAGCTAGTCTAGTGGTGATGAATTCCTTCAGTTTTTGCTTGTCT
GGAAAAGAATATTTCTCCTTTATTTCTAAAGGATAGCTTTGCTTGATACAGTATTCTTGT
TTGGCAAAAGGTTTTTCTGGCATTTTGAATATATCATTCCATGCTCTTCTGGCCTGCTGC
TGGGGAAAGTAGGATTGTTGGCAGTGGTGGCAGTGGGCCCCAAGCAAGTGGCTCTGGGAA
TCTGAGGGGCACATGCATGACTCTCTTTATGCTGAGGACACACTCCCTACTTGGCTGCAT
CACTTGTTCCCTGGACATAGGGCTCTTTATGGGCTTGATGCAAGGGTCACACCTACGCCA
CTGACTGGGATCACCTGGTGTTACTATGCTGCAGTCGTCTAGGTGGATTTGGTGGAATGT
CAGCAGGGCCCCAGGCATGTGAAGATGCAGAAGCTATTGGGACCCAAGGATGTGAAGATG
AAGGAACTGCTAGGCCCCAGAGCAGGGTGTACTTTGGTGGTGGCTACACTCTCAAACTGG
TGCAGTTTGTACCCGAGAAGACAGGGGAGCCCAGTGTGAATTCCCACTCTGGAATAATGC
AGTTATGTGGATTCCAGTCAACTCCCTATACTGGACTTGGGGCTAGTAAGGAATGCGGAG
CTCTCCTATAGCTAGGATAGCAGGCATTTGTAATGGGAATGTGGACTTCTCGGGAGCTCC
TGTTTGCCTTTTCTCCTCCATGGAGAGTCCCTCTTGGCTCCAAGCTGATCCTTGTCACCT
GCTTCTCTTCCATTTCTGTACTATCACCCTGAGTGTCTGTGCCTTAGAGAGACTTGGTGC
CTTTCTTGCTGAATTCCAGCATTCTCCCTTCAACACTATTCAATGTGTGGTTATCTACTC
GTTGTTTTGGTCCTTCTTTGTGAAAGTGAGTGCTGGGTGCCTGTAGTTAGCCATCTTGAT
GATGCTTCCTCTTTCTTTGTTTATGTTTATTATCATATCTGCATAGAAAATAATAAATCA
TAAGCATAATTTACTCTTGGGATGACTGGGGAACTTTTACAGAAGGATAGGAGGAAATAT
TATGTTGTTGTACTCTTCATTTTTGATCATTTGCAAGGTATTCACATTCTGTTCTGGGAA
AAAAAATTAAGGCAGGAAAAGGACTTATACTACATTAAAAAAGTAACTCTAATATTTATA
TTAAATACGAAGATACCAAACCCTTTATGCCTCCTCTTCTGATCTGTCTCTTTTTTCTTT
GACAG]

GTAAGTGAAAATAGAGAGGTAG
ATTGCAACATTGTTAACAATTATAATGTACTGCCTTTGTTAGTATTCAGAAACACAGAAA
CATAAACTAGAAATATTGAATTTACCTTTGTCACATTTTTGCTATTAGCCCAGAAATTTG
TAAACTATATTTGCTTATATTATGTTACCAACAATACAAACTTTTTCAATATTTACGGTT
arrrranTac O - - 12T T
AAAATATTTTAGAGCATATATTGTATGTATTTACCTACACTATTGTGTAGGCATGTATTC
GATGATGTAAAAAAAAAAAGGAAAAAGTAAATACTTAATTCTAGTCCATAATGCACTATG
GCTTCTGTTTTTCTTTTAACAATGAGGAAATACTTATAAGAGCAGAGGCTACTTAGGTTT
GACATCCTTCTCTCTCTCTTTTTGAGATGGAGTCTCTCTCTGTCACCTAGGCTGGAGTGG
AATGGGGTGATCTCAGAACTCTGCCTCCCAGGTTCAAGAGATTCTCATGCCTCAGCCGCC
CAAGTACCTGGGACCATAACCTCTATCCCCTGGGTTCAAGTGATTCTCATACCTCAGCTT
CCCAAGTGACTGGGACTGCAGGCATGTGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTGT
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AGAGGAGGAGTTTCATCATGTTGTCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTAACCTCAAATGTGTC
ACCCGCCTAGGGCTCCCAAAGTGTTAAGATTACAGGCATGAGACACCACACCCTCCCTGG
CCTCTGTCTATGAATATGTAGAGATATGTCTTTGGTTATGACTGTAATAATTTAATAATC
TGAAATTTTAGCATTGGAGTGAAAAAGACATTTAACTTGTCTAGATAACATCTGCTATAA
TGTTCAGATGTATGGTGTTAATAATATATTCTCTCTTTCTAG

GTTGAGTAATTTAATTTCCCATCCTATGTTTAATCCTAACATCTGA
GGCAACTCACTGGAATATGAACCTGAAACATAAAAGAGACACTGTGACTTGGTTATTCTA
ATAACAACCCTAAATCTTTCTTCATTAAAAATAAAGCACAGAGGCCGGGCGCGGTGGCTC
ACGCCTATAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATC
GAGACCATCCTGGTCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCTG
GGCATGGTGGCACATGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCC
TGAACCCAGGAGGTGGAAGTTGCGGTGAGCCGAGATCGCGCCATTGCACTCCAGCCTGGG
TAACAAGAGCGAAACTCCGTCCGTCTCAAAAAAAAAAAACAAAAGCACAGAAATTGCAGG
TATCATGTATGTGTTGCCCAGATGGAAATTATGCTATTTAGGGGACAGAATGTATTTTTT
TTACAAGTGTGAGAACAGATGAAATAGTTACGATCTTGAATTTACTAAAATTATGAACAC
TGATTTTACTTGTAGTTTATTTGTGGTTTCAAACAG

GTAAGTCTCTGACCCAAGGGGTCTATAGTTTTGGATTTTT
TTTCCCTAAACTTTCCCTGTAATCATTCTAATCACTCATTTCACAAAATCTCAGGATATT
TGCACATTTTAATAGATCTAGTAAAAAGTGTTTAGGCCCTAAATTTGGGAGAAAGTTATG
TTAGTTGTAGAGCAGTCAACACAAATACTAGTGAGTAATATAAATTGTTTACTATATGCT
AAGCACTATGGAAGGCAGGTCTAATATTGTGTTCATCTTACAGATAAAAAGACAGGAGGA
GAGACATTAAGTATCACACATATATCTTTCTGAATTTATTACCAGATATGTTGAGATATA
ATTAACATTGCACATATATAAAGTATATAATCTGATGTCTCAAGAAAATATATATGCACA
AAACCATAAGAACATCAATATAATTAACATATAAATTACCTGGAAAAGATTCTCTAAGCC
TGTACCTTTGTGATTTCTCCTGTGTTCCTGCCTACTTACCTCTGTTTTTTTCCAGTCAAT
CAATTTTCTGTCACTTTAGATTAGTTTGCAATTCATAGAATTTAATGTAAATGAAGTCCT
TCAATATATATCATTTTTAATGTCTTATTTTCACTTAGCAAAGTTATCTTGAGATTCATC
TATCTCACTGCATGAGTAAAGAATTAATTTCTTTTTATCTCTTGACATATTGATGTATAT
TTGGGCAATTCCCAGTTATTGATCATTATAAATCATGCTACTTGCAAATATTTGTGTACA
AGTCTTTGTATCACATTAATGAAGTCTTTCTTTTCCTTAATATAAATTCCTAGAAACAAA
ATGGCTGAATCATATCATAAGTATATATTTAACTTTTTAAAAAGTGCCACACTGTTATCC
AAAGTGGTGGTATTTTTCAAATTTACTTTCTCTCTAGCAGTATTTAAGAGAAAATCTGAG
CGAGAGGTTGCTTCACATCCTAGTCAACATTTGTTTTGATCAGCCTCTTAAATTTTATAC
TGGCTGGGTGCACTTTGGGAGGCTGAGGTGGATGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGAGA
CCAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAGTACAAAAATTAGCCAAGCG
TGGTGGCAGGCACCTATAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAAGATAATCGCTTGAA
CCTGGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCGCACCACTGCTCTCCAGCATGGGTGAC
AAAGCAAAACCCTGTTTCATAAATAAGTAAATAAATAAATAAATTTTAGACATACTAAAC
TATGTGTTTTGGTATATCACTGTAGTTTTAACTTGCATTTTACTAATGACTAATGATAAG
TAGCATTTTTTTGTGCTTATTTACCATTCAGGTAAAAATTTTCTTTTCACTGATTTCTGC
TTTATTAGTTACTGTCTTCTTACAGTAGGTTAAATTTGCTTTTCTAGTTTCTTATATTGA
TAGCTGATATGTTGATTTGAAATCTCTTTTCTAATAAAAGCTTTTTATGCTATTAATATG
TAAGATGATTTGGCAACATAAATATTTTAAGATATTTTTTATTTTCATTCAGTTAAAAAT
AGTTTCTAAATTATCTTTTACATTCTTTGATTCATTGATTATTTACATGTGTCATTTAGT
TTTCAATATTTGTGAATTTTTCAGACATATTTTTATTATTGATTTCTAATTTCATTTCAT
TTTCATTAGAGAATTATTTTGTATAATTTAAAACTTAAATTTATAGACATCAGTTTTATG
GACTAGACTATAGTGTGTTTTTAAAAATGTTTTACGTGTATTTAATCAGAAATTGTATTT
TGCTGTTTTTGAATAGAATGGGTTTTTTTTCTTTCTTTTTTTTTTTGAGATGGATTCTCA
CTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCATGATCTTGGTTCACTGTAACCTCTGCCTTC
TGGGTTCAAGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTGACTGGGATTACAGGCGTCCACC
ACTGTATCGGGCTAATTTTTGTATTTTTGGTACAGATGGGATTTCACCATGTTGGCCATG
CTGGTTTCAAACTCGACCCTAGGCGATCTGCCTGCCTCGGCCGACCAAAGTGCTGGGATT
ACAGGTGTGAGCCACCACATCCAGCCAGAGTAGTATTTTATAAGAGTCAGTTTAGTCAAG
TTGGTTGAGAGTTGCTCAAGTCTTCTACAGTTTTTTCTGATTTTCTGTATATTTGGTTGG
TTGGTTGTTTTTTGATAGAGGTATCTGTTAAAACGTGCATGCTGAATGAAGAGACCCCCC
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AAATAGGCTTCACCTGGTTGCAGGTGGACTGAGGCCAAAAATGGCGTCAGTGAGGGGCAG 13620
AGGGATAGGAGTTGGTTTTGTAGGTTTGGGATGGGCTGTGGAAAGTTACAGTTTAAGGAG 13680
GTTTTCTACAAGCTGGGAGGGGGTTGTAGGGTATGGAGTCACGAGGTTGACCAAGGTCAG 13740
TTACAAAGGCCAATAGCCTTATCAATTGGGGCGGGAATAAGCAACAATAGAGAACATCTA 13800
AAAGTTAAGTAAGGGTTGATCATTTCTTCCTCTTTTCAGGGTCTTCTACTTACTTTAGAT 13860
TTTCCAGGAACTCATCTGGAGTGTCCATGCAGGTCACAGAGGTTAACATGGTGTCCATGA 13920
CACCATCAGTCAGGCTAAAAGACCATAGAGTATCAATTATTTAAAAATAAGGCTGGGCAC 13980
AGTGGCTCACACCTATAATCCCAGGATTTTGGGAGGCTGAGGGGTGCAGATCACCTGAGG 14040
GCAGGAGTTTGAAACCAGCCTGGCCAGCATGACAAAACCCCATCTTTACTAAAAATACAA 14100
AAATTAACCTGGTGTGGTGGTGGGTACCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCCGAGGAAG 14160
GAGAATGACTTGAACCCAGGAGGGGAAGGTTGCAGTGAGCCAAGATGATGCCATTGTACT 14220
CCAGCCTGGGCAACCCAGCAAGACTCTGTCTCAGAAAAAAAAAAGTATCAAACTCTTGAT 14280
GTGTAATAATGGATGTATGTATTTCTCCTTGCAGGTCAAGAAAATTTTTGCCTTATATAT 14340
TTTGAAGCTCTGTTTTCAGTTGCATAAATGTTTAATATTGTTGCATAATCCTAATGAATT 14400
TATGAGTTTAACATTATGTAATGAACACTTTAACTAATGATATTTTGTGTGTTGTAATGC 14460
TACTTTGAGTAATATAAATATAACCACTCTAGTTTCCTTTTGTTTAGTACTAGAGTGGTA 14520
TATATTTTCAGCTTATATTAACAGTGAGTTTCTTATAGACAGAATATAGTTGAATCTCAC 14580
TTTTTAAATCTAATCTAACAATTTCTGCTTTTAAAATTGGAATGTTTAGGACATTTCTAT 14640
TAAATGTGATTAGGTATGCTTTAAGTTATCTTACTGTTTGTTATTTGTTCCATTTGGTTT 14700
TCTTTTTCTATTTGCCTTTCCTTCAGTCTTTTAAAAATATTTTGTTTTATGCTAACATAT 14760
CATCATAGTTTAGTAAATATTTATATTTAGGCTGGGGCTGGTCATGGTGGCTCACACCCT 14820
ATAATCCCGGCACTTTGGGAGGGCGAGGTGGGTGGATCGCTTTAGGTGAGGAGTTTGTGA 14880
CCAGCCTGAGCCTGGTCAACATGGTGAAACACTGTTTCTACTAAAAATACAAAAATTAGT 14940
CAGACATGGTGGCACATGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGAAACTGAGACAGAAGAATCAC 15000
TTGAACCTGGGAGTCAGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATTGAGCCACTGCACTCCAGCCTGG 15060
GCAACAGAGCAAGATCTGTCTCAAAAAAAAAAAAATTGTTTTCTCCCTATAGCGGCCAAT 15120
TATTCAATTATAGAACAGAGGTTATTACATTGTTCTTTTAAATAGGGATAGCATTAGACC 15180
ATAATCTTTTTCATTTTTTGCCCATTTTACATTGAAGTGACATCCTCACTCTTTCTTGAG 15240
CTATTTCTCATCTGCTATGAAAGAAAACAAATTATATTAATTAAACAAGTTATATTAATC 15300
ATATAACTCCAAAAGATTAAAGATGCTAGAGTAAAACACATATGTAGATGTAGAAATCTC 15360
TACATGGAATGCCTAACACATGCACACAAACACACACATGTGAATGTGTGTATATATGGA 15420
TTAGACGATTTTAAATTTTGTTTTCATTTCCTTACCAAGTAAAACTGCGTACATCTGAAG 15480
AAAATGTTTTATTTTTCCACAAACCACAGTATCAAATTCTAAGTTGAATTATGAATTTAT 15540
TTTTAATGTAAATATTTGTTTTAAAATAAACATTTTAAAGCTTTCATTTAACTTGGGTAT 15600
ACATATGAAGAGATTTTAGATTCAGAAGTGATTAGTTTCCAGTGTAACTAATTGGAATGT 15660
AAAAAATGGTGGCATATTATTTACAATAGAAAGGAATTTTTACTTTTATTATCTGAGTTG 15720
GCTGTATTTTGTTCATGAATTGGGACCAGGTATGGTCCTAAAATCTCCTCAAATGATATT 15780
AAATTCCTATATTTGAAGTTTAGTAGGTATTATTCATTTTTATTTTCCTGCATTAATAAA 15840

ATCATTAATGTAACTTCTAATTGTCTCTTCTCTAG 15900
15960
16020
16056

7.8.3 Caja-NKG2F

AGTCCCTGACATCACACAGCTGCAGAGINEYAATAAACAAAGAGGAACCTACTCAGAAGTG 60

AGTGGCCCAGGACCCAAAGAGGCGGCAAAGGAAACCIYAGGGTAATAAAACATCCATTTC 120
AGGAACCGAACAGGAAAGAATTCCAGTAGAATAAAATCTTCAAAATGCTTTTCTGGATTG 180
TCAAGGAAATGACAAGACGTATCACTGCAAAGGTGAAACATTAAATAGATCTTCAATATT 240
ATTGTTCTAGGATGTGCAGTTGAATACAGAAGGCTGGGAAAAAAATAGGGAATAATTTGC 300
ACTTGTGAGAATCAGAGGTCAATGTCCTGATCTAATATTCTAATATGAAGTCTGAGGCCT 360
CATTTTATTCGGGTATTGTTCAATTGTGATCTGTGATCAGCAACTCATGGGGCATTATAT 420
TTACTGAAAATGAAATGGTATATTCTGAGAGAAAGATTACTATAGTAGATGTAGATTTAG 480
GGGACAGAGTTGATCATTATGTTTCCCTGTGCATGTGGGTTCTCTTGCATGAAAATCTTC 540
TCATCAACTCTCTATCTCCCTTCTCAGTGCCTCTATTTCTCTCCCTGCAGGTTTGCTGCC 600
ACCTCCAGAGAAACTCACTGCTGAGGTCCTGGGAATCATTTGCATTGTCCTGATGGCCAC 660
TATGTTAAAAACAATAGTTCTTATTCCTTGTAAGCATATTTTTGAAAGATTATAGGAGAA 720
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CTTTTCCCTATAATGATTGAAAGTGCCTTGAAATATTTCACAGTAATAAGGAATAGAACT
CTTTTTAATTTATACATCTGAACCCCAAGATAATACGGTTCTCTGAACTTTTCAAAATTA
TGACAGAATAATTATAGAAAACATTTGTTATTTTGTGTGTGTATAAAATATATATGTATA
TATGATACACAAGAGATGTGTTCTGATTTAATGATTCAAAGACATGTTTTAAATGAAAAA
ATATTTAGAAAAACAAACAAATTTTTGGAAGAGGTTAAATCAAATACTGCAAGAGATGGT
GACGTTTTATGCTAATGGTTTTAAAAGTATTTGTTTTAAAGATCTCATTACTTTGTTTAT
TTTTATAGAAGAGTCAATTCAGTTTGATTTCAGATTGTTTCCGTTTTAAATAACACAGAA
TTTCAAAGTAAGCAACTAAAATTATTATGGTTTATCTAGATGTTAATTTTACTGGAATTA
CTTGAACTTTTCTAGGTATTGGGGAACTGGAGCAGAACGATTTTTCACTGAATGCAGGAA
CCCATAAAGGCACATTATGATTGTCGATGTTCCCATGTTAGAACAATTTGTATTTTGTCT
CTATCTTATGACATGCAAAATGATAATAGAAATTTAGGGGAAAATAAACTGTAAACCATA
GATGTTTATAAAACCATAGATGTTTATAGATGTATATGAGGGCATTTCGTTTTCTCCAAT
AATAAGTAGAAATACTCAGTTAAAATCATTAAACCCTCTTGTTGCTAATTAACTGAAATT
TTCTACTACCATAAGACAATAAGAGACAAATAATTTTACTATACTAAAAAAGCAGTTTTG
TTCAGTGATGTTTAAGACATGTGTAGGGTGAATTTTTGTTTGCTGGTTTGTTTTATATGG
GAACACAATTAGGGGATGAGAGGTGGACTTTTTATTGTGCATTTGTGTAACAGTGACGAG
GTATTTAAAAATACATATTTAACAGCCTGTGAGAATGTATAGATATGTTGCATACCTATA
TGTTTATAGCTTTGCAAATATGTAAAATAATTTTCATTTGTAAACATTCATATTTTCTGC
ATAGTAATTCATATCTTTATTCAGCACATCATTGTGGACATTCATTGTCCTGAGGAGTGG
ATTGCATGTTCCAACAGTTGTTATTACACTGGTAAGGAAGAAAGAACTAGGGAAGAGAGT
TTGCTGGCCTGTGCTTTGAAGAATTCTGATTTGCTTTCTATAGATAATGAAGARAATGGTA
AGATGTAAATGTTTCAACACTTATTAAAAGCTTATTTCAGTCAATATCGTATTTGTAGAA
ATCATCCATATGTTTATACATCTATTTACCTCATAGATTTTTAAGTCTGTATGATATTCA
ATTGACTTCATAATATTTTCTATTCATATACCGTTAATGCACATTTGATTATTTCCAGTT
TTGCTTTTCATGGCAATCCATGCTTCTGTAAATGTTTTTATCCCAAAATAAATATAAAAA
AGACTAAGCCTGTCATGGTCATGCATATTGATCACAAAGTGAATGGACTTGTTATACAAG
GCAGATCACGAAATAGAAGTTTCCAGCCGCAGCAGTCCTGCCCCTGTATGCCTTCCTCAC
TTTTCCTGCCTCCTCTCCAAACCACTGTATTGACTTTTAATGTGATAAATAAGCTTTGCT
TATTTATCATTTGTTTTTGAATTTACATCAAGTGAATCATGCAGTGTGTATTTTTTCACC
TGTGTCTTCTTTTACTCCTGCATGATATTTGTGCAGCAATGCAGTTAGCTGTTGTTTGTT
ACTGTTCATTGCTGCATGATGTACATAGAACATTTACAATCCATTCAGGCCTGTGTCTCT
GGATGGGGGAGTGAGTCTCATGTCTTCAGGGACAAAGGAGAACCTGGATGGTGCACGTGT
AGTCATGGGGTTCCTTTGCTGACCCCTCTCACCCACACCTTCCCTGGTGTCTTTTGGTGT
GGGAGGAGAAGCCCTTCCTCTGACACCTAACTGGTAGCAGGTCTCCTGTTCAATCATCCT
TGCCAGTGGCACCAACCTTGCCTAGTGTTGATGGCAGGACTCACTTTCAGTACAGAGCAG
CAGGAGGCTTAGCTGAGCCACCTCCTGTTGCCAGATTGGGTTCTGAGAAACAGAGACCTA
GATCATTTTCTTCTGCTGGATGGGGGACTGAAGATGCCTGGACACTCTGTTGATCCCTGA
TTCTGGGGTCTCAAACCATTTTGTCTTCCTCTTTCCACCTTTCAGAGTTTTCCTATGTGT
CTTTCATTACTTCCAGAGTTCATAGTTGTATTTAGTAGGGAGTAGCAGAGGAAAATGATT
CCGTGTACCTGGTCAAGACCATTGTTATTCCACCAAAACCGAATCAGATAAAAGTGAGCG
CTTATCTAGTTAAAGACTGGTGTGGTGTCCAGAAAGGCCTGTTTTTGTCCTCTGTGTCAT
TTATTTCCTCAATCTTTCAATTTCCTTCTAAACTTCAAGCAGGAAAGTTCCACTATGAGA
ACCATAGTGGAAAAGTACATTGATTTAATCAGAATATCTGGAGAAATAAATGTGGAGTAT
TAGGAAATTTATTTCAGTCCTTACTGAAGGATGGAAGGTCTGTCTTACCCAACAAGAGCA
ATTGTCAAATTACATGAATCACAGTTTTGCTTATCAAAATAAGAAGAATGAATGTACTAA
ATATAAAAACGAAAGTGTTCCTTTTAAGTCAAAATTACAAAAATTCCTAACAGTTTTTGA
CACTATAAAATGTCAAGTTTACTATTTTGTTTAATGTATTTATTTTGTTTTGAAAATTAA
GCATCTTATGAAAGAATGTATCACTTGCACTTTTAAAAATTAATAAAAACTTAATGAAAG
TTTGGAATTCAAAGAAAGCGCCTAAAAGTTAATTAAAACTTTTATAATTATTATTTAAAT
GAAAATTTTTTATTTTCCATTAGAAATTTCTGGGCTCCCTGTCAGTTCTCTAATGGGTTG
GTGTCTCTTGTAGCAGCAGTGATCATCCATGGGTGTCAATAAATTTGAACGTTTGAATGT
CAACATTCAAATTTAAGTAAGTTTTTGAATGATTCTATTTAGTAGAAGAATATAAAAGAA
CATGTTCAGAATAACATTATGAATAAATTTAAGTGCAATTATAGCCATAAAGATGTTGAA
AGTTAGTGAAATGTTGATATAGATATTAAGAAATATTCCACAATGACACTTTCTGTGGTT
TTAGTGACCCATGCTCAACCACCGCCAAAAATAGGAAGGAACAATTCATGAGTTTTAAAT
TTTGCACTGTTCTGAGTAGTGTAATCAAATTCTTTATATAGTGTATGGATCTGTCTCACC
TGGGACATGAATCATTGCTTCACCCAGGATACCTGCACAGCCTAAGTTCCCTGTGCATAA
GTCATTTGGCTGTCTCAGTTAGGAGATCGACTATCGCAGTATTGTAGTGCTTCTGTTTAA
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GTCACTCTTAGTTTACTTCATAACGGCCCCAAAATGCAAGAGTATTTTTGCCGGTTATTG 4260
TTATAATTGTTCTTTTTTCATTATTATTAGTTTGTTTTCATCTCTTACTGTGCCTAATTT 4320
ATAAATGAAAGTTTATCAGAGTTATATATGTATAGATAAAACACAGCATATATACAGTTC 4380
AGTACTATCTGTGATATCAGACATCCACTGGGGGTATTAGAACATCTCCTGAGACAAAAG 4440
GAATACTTCATTCAATTTTCATAATAACCAACTCATAATCATATGGGGAAAATATCAGTT 4500
GTTTCATAATGTTCTTTTCTTACACTGTGTGGAAAATGCTCTTGTTTCATGAATTGTCCC 4560
CATACAGTCTAATGGGATTATGGATTTTTCTCCATTACAGGATAACAGAATCAGATATCA 4620
GTAAACATAACTGGGCAATGCTGCACTCATCTGGACTTAAATCACACAGGTGTGGATCTT 4680
CACAACTATATAATTGTAAGCATAAACTTTAGAATTAAAGCAACTGAATTTGGAGTCTCT 4740
TCAGGCAATTTTAATTTCATAAAATGGAAATAATATTTTGATTGAAAAAGTTTTAAAATA 4800
AA 4802

7.84 Caja-NKG2CE

Die zum Exon 7 (proteinkodierender Bereich) des humanen NKG2E-Gens homologe Sequenz ist in weiler
Schrift dargestellt und das darin enthaltene Stopkodon ist blau markiert. Das AluJb-Element ist dunkelgrau
hinterlegt.

ACCATTTATATCTTCTTAAGTACAGTTATCACAGAGCACAGTCCCTGAGATCACACAACT 60
120
180
240
GTAAAACATTAAATGCATCTGCCATATTATTGTTTTGGGATGTGCAG 300
TTGAATATAAAAGGGTGGGGGGAAAGTAGGGAATAATTTGCACTTGTAAGAATCAGAGTT 360
CATAATTGGGATCTAATACTCTAATATGAAATAGGAAGACTAATTTTATTCAAGCATTGT 420
TCAACTGTAATCTGTGATCAGCAACTCATGAAGCATTATATTTCCTAAAAATGAAATGAT 480
ATCTTCTGAGAGAAAGATTACTATAATAGATATAGATTTAGAGGGCAGAGTTTACCATTG 540
TTTCCCTGTGCATGTGGGTTCTCTTATACGTAATCCTAATAAACTATCTCCCCTCTCTCA 600
GTGCCTCTATTTCTCTCCCTGCAG] 660
720
GTAAGCATATTTTTGTGAGATTAGAAGGGAACTGTTTACTTTAATACTTGCAACTGC 780
CTCAAAATATTTTATAATATTGAGGAACAGAACTTTTATTTTAATGTATATATTTGGACC 840
CAAAAGTATTAGAGTTATTCTGAACTTTTCACAACTACAAACAACAAAATAATTGCGGGG 900
AACATTTTTTTTGGCGTGTGTAATCTATATATGTATGCACACACAAAGATAGATATATTT 960
TCTGATTTCATAATTCAAAGCCACACAATAGGAGAAAAGTATTTAGAAAAATTAATTTTT 1020
GAAAGTGGATACATCAAATACTACAAGAGACGGTGCAGTTTTGTGCTAAAGTCTTTAAAA 1080
ATATTTATTTCAAACATCTATCGCTTCATTTATTTTTGTTTAAAAAGTTAGTTTTATTTA 1140
AGATTGTACCCATTTTAAATAACACACAACGTGTCAAAGTAAGAAACTAAACTCTTTATG 1200
GTTTATCTAGATATTAGTTCTAATAAAAATCATTTTAATTTTTCTATTATACHEEEE 1260
S AEAE T A CATTTTGATTTTCAATGTTC 1320
TGATATTAGTACAGTTTATATTTTATGTCTGTTTTAAGGCATGTAAAATAACAATAGCAT 1380
TACTGGAGAAAATAAGCCATTAAATTGATCCACAAATATTTACAAACAAAGACTATAAGG 1440
AAGCATTTCCTTTTCTTCAATAAGTAGAAATATTCACTTAAAATCATTCTGCCCTTTTTT 1500
TCCCAATTAAAAGAAGTTTCCTAGTGCTGTGAGATGATAAGAAATAAATAATTTTACTAC 1560
CCTCAAAAAGTAGTTTTGTATCAGTGATGCTGAAGACATGTGTAGGGTGTATTTTTGTTT 1620
GTTGGTTTGCTTTATATGGAAACACAATTAGGGGATGAGAGGCCGACCCTTTTCTGTAAA 1680
TGTGTGTATGAGTGACTGGGTTATTAAAATATATATATTTATAATCATGTAAGGATGCAT 1740
CAATATGGTAAGTACATATATGTAAATTCCATTGTGAATATGTAAAATAATTTTCATTTT 1800
TAAAAATTCATATTGTTCTGCATAGTAATTTATATCTTTCACAG 1860
1920
1980
GTAAGATGTAAATGTTTTAAACACTTTATGAAAAGCTTATTTTG 2040
GTCAATAATACATTTACAGAAATCATTAATATGTGCGTACATATACTTAGCTGATATATT 2100
ATCAAGTTTATGTAATATTCAATTGAGTGACTTATTGTTTTAATTTATATACAATGAATG 2160
TACATTTATTTTCAGTTTTTGCTTTTCGTGGAAAACCATGCTTCTATAAATGCTTTGAAT 2220
CCACAATGAATTTTGCTATTTAATTTTGTTGAGCATGATATGATCCAGTCATGCAGATTG 2280
ATTGCAAAGGGAATGAATTCATGCCATGCAAGTCAGATCATGAAAGAAAAGTTTCCAGCT 2340
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CCAGCAGTTCCACCCTGTGCGTGCCCTCATCACTTATCCTGACTCCTCTCCAAAACACTG
TCTTGATTTTTAACATTATAAATAATGTTTGCCTGTTCTTGAATGTATGTAAAGGGAATA
ATACAGTGTGAATTTTCATGTCTGCCTTTTTCACTCCTATCTGATATTTGTGCAATTCCT
CTATATTCTTACAGTTATTTGTAGTTTGCTACTGTTCACCGCTGTACTGTGCACAAAGAA
CACCAACAATCCATTCAATCTTGTGTCTCTGGATGGGGAAGTGAGTTTCACGTCCTCAAG
GGCAAAGAGGACCCTGGATGGTGCACTCATAGACATGGGGTCCGTTTGCTGATCCTCTTC
ACCCACACTCACCCTGGTGTCTCTTGCTATGAGAACAAAGCACCTCCTCTGGTTCTGAAT
TGTAGCATGTCTCCTGAAAGATCATGCTTGCCAGCGGTATGAGCCTTGCCTGGTCTTGTG
GAGGGGACCCCCTTCAACACAAGCAGGAATGAGCTTTGCTGAGCCTCCTCCTACTGTCAG
GTCGGGTGCTAGGAAACAGCAGACCTAGGTCACCTTTTTCTGTCGGGCGGGGGACTTATC
ATGCTCGCTCGGACACTTTGTTGGTCCCTGATGCTAGGGTCCCAGACAATTTTCTCTTTC
TCTTTCCACCTTTCAGAGTTCTCCATTGCTTTTGTCTTTCATTAATTCCAGCGTTTATAG
TAGTTTTTAGTAGAGAGTAGCTAGTCCACACCACCTGGTCAGGATCACTCTTATTCCACC
AAACCGAGTCAGATAAAAGTGAGGGCTTATCTAGTTAAAGAATGGTGTGGTGCCCAGAAA
ACCCAATCTGTAGCTTCTATGTCTTTTATTTCCGAATGACAACCCCTCAATTCCCTTCCA
AGTCTCCAGCTCTGAGAAATATAGTACAAAAATAGATTGATTAGTCACAGTATCTGGAGG
AATGAATGCACAGTAGCAGGAAACTCATTTAAACCCTTACTGTGTTTATTCTGCCAACTG
GGGTAACTATTAATTGCAAGAATTAAAATGTCCTTATTAACATGAGAATAAGAATAAARAA
TACTAAGTATAAACGTTGAAGAGTTCATTTAAATCAAAATTACACACACTTATGGAAGTT
TTTGGCACTGCAAATAGTAGTTTTCAACTTTAATATATTGTTATTATAATGCTTTCATGA
TTGTTATTTAAGTGAAAATTCTTTATTTTCTTTTAG

GTAAGTTGTTTTGTATGATGCTATATTAAAAAAAAACACA
TATAAAGGATATATTCAGAAGAATAATATGAATAGATTTATGTGAAATTATAGACATGAA
GAAAGATGTAGAAAGTTAATGAAATGTCCATATAAATAGTTTACAATGGACCATCGTAGT
CCTTAAGGTCTACATGCTCATTACTCAGCTAGTACCCTTCTTGGTTATCAGATGCACAGG
GGTGTCCAATCTTTGGCTTCTGTGGGCCATGTTGGAAGAAGAATTGTCTTGGGCCATACA
TATAATACACTAACAGTAACGACAGCTGATGAGCTAAAACAAAACAAAACAAAATTGCAA
AAATACCTAAGAATGTTTTAAGAAAGTTTATAAATTTATGTTGGGCTGCATTTCGAGCTG
TCCTGGACCATGAGTTGGACAAACTTGAGATGGACGATTAGCTAATTGCAGTGCTTGTTT
TTATTAAAAAGTCACCCTTATTTTACTTAAGAATATCCGGCCAGGCGTGGCGGCTCAAGC
CTGTAATCCCAGGACTTTGGGAGGCCAAGGCGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGA
CCATCCTGGTCAACTTGATGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAAATTAGCTGGGC
ATGGTGGCGCATGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGG
AGGTTGCGGTGAGCCAAGATGGCACCATTGCACTCCAGCCTGAGTAACAAGAGCGAAACT
CCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAAAAATATCCTCAGGCTGGGCACAGTGGCT
CTCGCCTATAATCCCAGCATTTTGAGAGGCCAAGGCAGGTAGATCATGAGGTCAGGAGTT
TGAGACCAGCCTGGCCAATATAATAAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAGAAATTAGCT
GGGTGTGGTGGCATGTGCCTATCGTCCCAGCTACTTGGGAGACTGCAGCAGGAGAATCAC
TTGAACCTGGGAGGCGGTGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACACCACTGCACTCCCACCTGG
GCAACACAGTGAGACTCTGTCTCAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAAAGAATA
TCCTCAAAGCACAATAGTAGTGCTGTTGGCATATTGCTATACTTTTTTTATTAGTAGTTA
TTGTTGGCAATCTCTTACTGTGCCTAATTTACAAATTAAACTTTATCATAGTTATGAGTG
GGTAGAGAAAACATAATCCATCTATAGGTTCTGTACTATCTGCCATTTCACGCATTCACT
GGGGTTTTGAAACATATCCTCCATGGATGAAGGAGGACTACAGTATTGAGTGTTCAGAGT
AATGACTTTTACTAATAGTGTTTGAAAAATTTAATTACCCTTTCTCATAAAATTATTTTT
TTACAGTACATGGAAAACACTCTTGTCTCATAGATTATTTGCATAAAATGTAACCGAATT
ATGGATTTTTCTTCATTACAG

GATAAATTTTATATTTG
TTAAAATAGAAATAAGATGATTGAATAAGTCTTAAAATGAATCATGTTATTTGCTGTAAT
AATAAGAAAATTCTAAATCGTTATTGAAATATAATACACAGTTACAAAAGTCCAGATCTC
CTAGCATTTGCGTCAGGCTTATTTTGCTCAACTTGATGTTTGTGGCATTCAGTCTTCCTA
AAAGGTGCATATTATGTGAGTCAGTTTATATGAAGTAGCAAGAACAGGCAAACTCATGGA
GACAGAGAGTAGAAGAGTGATTGCCAATGCCCAAGGAAGGTTGAAATAGGAGATGGCCAC
TAATTGCTAGAATGTTTCTTTGTGTCAGTGATGAAAACTTTCTAAATTTCAACCTTAGTG
GCGTTGGTTGGAACTCTGGGAATATGCTAAAAATCACTGATTTGTAATCATTTTAAGTGG
ATGAAATTTATGCTGTGTGCATGATACCTCAATAAAGCTGTCAAATAAAAACAAACAAAC
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AAACAAAACCTCTCATGTGGTTGTTTGTGACTGCATTTAATCCCTAAGGTAATTTTTAAA
GATTAGCTTCTTGACTTTTCAATTAATATCATATTGTGTCCTTCAATGCACTGTGTTCAA
TGTACTGGGTTCTCTTTAATTTCTCTCTATCATATTATGCATTTTGGGGGATTTAATCAT
ACAGAAATGCAGATGTTTTACATTCATGCTTTTGTAAATGGCATCCTGATTTTAATATTC
CTTTTAGTAATTTTTGTTGTAAATAGAAATACAATTGATGTCTGCATTTTGATGTTTTAT
CTAGTTATTTCACTTATTTTACATATTTAAATCTATCATTTCAAATATAGCTTTTTCTGG
ATTTTCTATATAAACATCAATTTTATCTGCAAATAATCGCACTTTTTTTTCTATCCATGT
GCAATAACTTATTTTTTCTACATTTATTTTCACTGGGTAGGGCTTTATATCCCTAACTGA
ATAGAAGGTACAGTCAAATTCTGTGTGTATCATATGTATCATTTTCTCATTTTGGCAAAA
AAATTCAAAATATTATTCATATTTACAAAATTCATTTTTTATTGTATCGTTCTTATGTTG
AAGCAGTTTTATAATATTCCTTTTTTAATAGAGTTTATCAATTGTCACATTTTTATTATT
TTTTATTAGTTGGAATGATATATGTTTTCTTTATATAACATTTGACAAAAATAAAACTAG
TTTATTTTTGTCAAATGTTAAACTAGTCTTTGTTTCAGAAACAAATCCATGCTGATTATT
GTATATGGCCCCTTATAAAATATCAGTGCATATATTATATCTACGGTAAGATTTGTTTCT
TTTTCCATGTTCACAAGGATATTTGACCTTGTTTTTATTTATAGCTATGTACTTGAAAAG
TTTTGGTATCAGGCTATCTTGGGAAGATTTTCTCTTTTTCTATAATCGGGAAGCATCTGT
TAAGAGTACTGGCCGGGCGCGGTGGCTTAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGA
GGCGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGTCAACATGGTGAAACCCCG
TATCTACTAAAGATACAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAAATCCCAGC
TACTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGC
CGAGACTGCGCCATTGCACTCCAGCCTGGGTAAAAAGAGTGAAACTCCGTCTCAAAAARAA
AAAAAAAAAAGAGTACTGCTTTATTTTAAATGTTATTCACTAGTAATGTCATCAGAGTTT
GTAGGCTATTTTTGTAGGAATGTTTATGTCTAAAGTGAATTTCTTTCATACATTTAGGGT
TTACTCAGATTTCTATTTGAGGTACTATGTTTTGGTAATGAGCATTTTCTAGAAATTTTC
TATTTCATATGAAAATTACAATGCAATGATAATATGGCTTTATTGACAGTTTAATAACGG
TAAAGACCATAATGGTATTGCCATGTTTAAACTAGAAATAATTTTATTTATTTATTTATT
TTTAAGACGGAGTTTCGCTCTTGTTACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGCGATCTCGGCTC
ACCGCAACCTCCACCTCCTGGGTTCAGGCAATTCTCCTGTCTCAGCCTCCTGAGTAGCTG
GGATTACAGGCACACGCCACCATGCCCAGCTCATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGG
TTTCACCATGTTGACCATGATGGTGTCGATCTCTTGACCTCGTGATCCACCCGCCTCGGC
CTCCCAAAGTGCTGGGATTATAGGCGTGAGCCACCATGCCCAGCCTAGAAATAAAATATT
TATGCCTTTTCAAAATCTTCTTTCTAGTCTTTTGTGACCATTCATCTTGATCATTTCTTT
GGCCCATATGTTATTTAGATACATATTCCTGAATTTAAAACCGTATAAGAATCTCAGATT
TTTGTTTATCGACTTCTATTGTAGGTAAAATATAGTTAGAACATTTTTTACAAAGCTGGA
AATGTTCTTCATCTCTCTATAAATGTGGCTCATGTGGTGAGGAATTGGTTTTAAATGTTT
ACTTTTTAATAATGAATGTTAAAGTTTAATAGCTATATTTCAGCTGTCTCCTGGACAAGC
GTGGTTAGTGGTACTATATTGAAATTGAGTATATATGTGAGTGTGTGTGTGAATGTGTGC
ATATAAGTGATGGTTACTTGCCTAGTTTAAATCTTTCTATAGGCTCACTGTCCTGTCTTG
TATTAAGCATCAAGAGTCTTTAAAATCCCATTAGGATTTTTCACTTGTTCACTTTATTCA
ATTATGTGTTGAACTTGTATCATTAGATATATGCAATGATAAAAAATGTATTACTAATGG
TTTGGAAAATTCATTTTCCATTATGAAGCATATTTCTCCAATTTCAGTAAATTTCATCTC

AGACGGGGTTTTATCATGTTGACCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGA

AGTGCTCATGTAG

7.8.5 Caja-NKG2A

AGTAACACGTTGATAAGAAATCTACTATTTCCACTCTTCACTCACTCTGAGTCTTCACGG
GGCAGTCTGCAAAGATCACAGACACTGTTTGTTCTTGTCCTGGATTTATGCCTTTAATTT
CACCTTTTATTACTCAACTATAGCAGGCCTTTTTATGAGACTAACCTGGCCTCTCCACTA
AAGGATGTGTGACTTTCTGGGGACAGAAGGTATGTGTTGCTACTCTCGAACGCGCTACTA
GCCTACCTCATTTAGTGGGTGATTATAAGTGCTCAATATGATGCATCAGAGCTTTAATTA
ATATACAATAAAATCAAAGTAGAACATTGCTGTCTTCATTTGAATAACTAAGGTTAAAAA
CCTAAAAAATTAAATATGTTGGAGGATTTCTTAAAGTTTTTAAATTATTGTTTGTGGAAA

5880
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ACTAGTAGGTCTGTTTAATATAATTTAGATGAAACCTATTAACATCACAATAATGAACAA
TTAATTTTATATTTTATAATCAGTACATCATGTAGCTTTGAATAATCATAATTGATATTT
AGTTTAGCCATTATAGATTATTAAAATAAATTAATCAATTGATGAAAGCCAAATACAATT
TCTCAGACACATAGATTAAATAAATAAAAGCGGTTTTTATTTTTAATAAAAATCAGAATG
AGGTAGATTACATAAAATGCTAAAGGTAATACAAAAATCAAAATACTTTTTAAAAATTGG
TCAAAATATTGCAAAGAAAAATGTAGCACACGGACATAGGAGACTTATCTGAAGATTTAT
TTTCCATGCTTTCACTGACATGAATCAGAGACAGTAACATAACAATTGTTACTATATAAT
AATCAAAAAGCTAACGCTTATTGAGAACTTTAAGTGCCAGGTTGAGTGGTAAATGTTTTA
CATGCAACGTTTTATGTGTTCTTATTCCCGGTTTAGATTAACAATCTGGGTTATTAAACA
CAGAATAACTTTTTAAAGGTCACACATTATAAGTGTCAAAGCCAGAATTAATTCTAGATC
TCACTGACTCCAGAGCCATTGACTAAACGGTTTAATTACATTACCTGAAATTTTACAAGT
GCTTATACAACTAACGTAGCCATTACTCACTTTGGCAACCGTAAAATGTTTCTATAAGTT
TAAATGAAATGTGCTTTAACATAAATTACCTATACTTTCGTTTATCATTTTATGGTTTAT
AGTTTATCCAGGAAATAACTTGCCAACACTTCCATCAGGTAAGTATTAGCAGTTTTTGTA
GTGTTTGTAACACTGTTTAGGTTATGAATAACTTAACTGTTGCATAAGATTTTCCGATAT
ATACAAATATTGAAATTTTCAATAATTTCTTAAAATGTTTCAGCCATTAAGAGAAACCCA
TTTAATACCCCATCAATTTTAATAAATACGTGTAAATTACTAAATAAAACTTATTTATTG
CAAGAATATATATATATATCACCCTTACTATTAATCATGTGCAGATCACATAGTCTAAAC
ATTACTGGATTTCAAAATTAAAATAAAAAATGAGTGCAGAAGTATCTATACTACAACATT
TTAATTTTTAATACAAGTTGTGTTTGGTATTATGTTAAAATATATCTGTGGCATCAGACA
TTAACTAAGAAATATCTTTTCATTCCTGAACTTCTTTATTCCTTACTAATGTATTGCTTC
TCATTGCCCCAGCAATAATATTTTGTCAAATGTAGAAAATCTTTTTTTTTTTGAGATGGA
GTTCCACTCTGTCACCCAGGCTGGCGTGCAATGGCGCAATCTCAGCTCACTGCAACCTCC
ACCTCCAGGGTTCAAGCAGTTCCTCAGTCTCAGCTTCCCTAGTAGCTTGAACTACAAGTG
CATGTCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGGAGAGATGAGGTTTCACCATATTG
GCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTTGTGATCAGCCCACCTTGGCCTCTCAAAGTGTT
GAGATTACAGGCATGACCCACTACGAGCTTGGCCCTAGAAAAATCTTAAAAAAAAGCCAG
GCGCGGTGGCTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCACGA
GGTCAACAGATCGAGACCATCCTGGTCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATAC
AAAAAATTACCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGTGG
CAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGCGGTGAGCCGAGATCACACCATTGC
ACTCCAGCCTGGGTAACAAGAGCGAAACTCCGTCTCAAACAAAACAAAACAAAACCAAAC
AAACAAACAAACAAACAAAAAAAAAAACTATTTCCCATAAGAAGCTTGTTTAAGCTGGAA
GAAAATTAGAGAAAGAACTTTAGATTCTTCAATGCAAAATTAGCTCTAATACTCATTCTC
CACCTCACCCTTTTAACTGCGCTAGAGAGCTTGTATACAAACCATTTATTAACTTCTTAA
CTACTCTTATTATACAGCACAGTCCCTGACATCACACACTGCAAAG

ATTGAAAAGCTCCTCAGTATAACAGTCTAGGATGTGCAGCTTGGGGTACAGGGATATGTG
GGGAAAGAGCAGGGAGTGCTTACATATTTTCTATTTGCAAAGATCAGAATTCCAAGTGGA
GACATGCGATTTCAATATAAAACATGAACACTGATTTAACTCATTGTTGAAATTTGTAGT
CTTTGTCCAATAATTCATGGAGCATTATTTTTCCTGAAATGCAATATTATATTATTCTGA
AAGAAAGATTACAATATGACATGAGGGTTTGGGGCCCACGCTTCTCTGTATGATCCCTGT
GCATTCAGGTTCTCTTGTCTGGGAATCTTCTAAACAACTGTATCCACCTCTCCTTTTGCC
TGCTTCTCATTTCTGTCCCTGCAG

GTAAGTCTATTTTAGAAGATTACAAGGAAAATTCTCTCATTAATAATTGAATATGCCCCT
AAACATTTCATATTTTCAGGGAATAGTATTCTCATTGTAATGTATATATTTGGACTAAAT
GTGGAATGGTTATTCTGAATTTGTCAAAGAATAAATGAAAGAATGATTGTTGAAAGCATT
TCCTTCTGATTCAATTGTGTGTATATATTTTTATTTCATAACTCAAAAATGAAGGGGTCT
GAAAAATCTTTCTGAGAAAAGAAATTAATTTTTGAAAGTAGTTAAATCACAAACTATAAG
AACTATACGAGATGGTGAAATTTGGTTCTTTAGGTCTTTGAAATACTTTTGTAAAAAAAC
CATAATTACTTTATCAAAATTTTTCTTAAAATCAATTTTATTCTATATTATTCTAACTCT
AAATAATATAACGAATTTCAAACAAAAACTAAAATTTTTCTGATTGATTTAGATGCTAAT
TTTTACAGATTACTTTATTTTTTTCTAG

e - T2 CATAATAATTTTTAAAGT TCTAATATTGTACAGTT

TTCTCGATCTTAGGCTGTGCAAAAATAGAATTTGGGGGCTAAGCGCAGTGGCTCATGCCT
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GTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCTGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCAAGACC
ATCCTGGTCAACTTGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAATTAGCTAGGCAT
GGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAAC
CCAGGAGGCGGAGGTTGTGGTGAGCCGAGATCGCGCCATTGCACTCCAGCCTGGGTAACA
AGAGCGAAACTCCGTCTCAAAAATAAATAAAATAAAATAAAATAAAATTTGGGGTGATAA
ATAAGTTATAAAAATTGGCAATAAATGTTCATAAATAAAGATGAGGGTATTACCTTGTCA
TTAACTATAAGTAAAATCACTATACCTTCTTTTGTCTGTTGCGTTCAAATTCTTATTGCT
GTAATATGATAAGATACAAGTTATTTACTATTTTTTTTAAAGCAGCTTGGTTTGTTCATT
GATTTTCAAGACACGTATAGAGTGGATTTTTGTTTGCTGGTTTGCTTTATATGGGAACAC
AATTAGGACATGAGAGGCTGACCCTTTATTGTGCATGTGTGTATAAGTGACTGGGTATTT
TAAAAGTATGTATTTACCAGCCTGTGAGGATGGATAGATATGTTGCAGACATGTAGCTTT
ATGCCTTTGCAAGTATGTTAAATAATTTTTATTTTAAAAATTCACATTGTTCTGGATAGT
AATTCCTGCTCTTTATTTAG

TAAATGTTTTAAACACTTTACGAAAAGCTTATTTCAGTCAATAGCATATTTGTAACATAT
TTGTAGAAATCATATATATATTTAGCTTATATATTTTAAAGTCTGTGTAATATTCAATAG
TTTGACTTAATGATGTTTTAAAATTTGTATACTGCTAATGTACTTTTGATAATTTTCAGT
TTTTGCTTTTCATGGAAAACCATGCTTCTGTAAATGCTTTGAACCCACAATAAATTTTGC
TATCTAATTTTATCAAGCAAGATATGATCTGGTCATGCAGGTTGATCACAAAGTGAATGA
ACTCACGTGATACAAGTCAGATCAGAAAACAGAAGTTCCAGCTCCAGCAGTTCACCCTGT
GCGTGCCCTCATCACTTATCCTGGCTCCTCTCTGAAACACTGTCTTGATTTATAACGTTA
TAAATAATGTTTGCCTGTTCTTGAATTTATATAAAGGGAATAATACAGTGTGAATTTTCA
TGTCTGTCTTTTCCACTCCTGTCTGATATTTGTGCAATTCCTTCATATTATTGCAGTTAC
CAGTCGTTTGTTACTGTTCACTGCTATATATATACAAAGAACACTAACAATCCATTCAGT
CCCGTGTCTCTGGATGGGGAAGTGAGCCTCATGTCCTCAAAGACAAAGAGGAACCTGGAT
GGTGCACTGATAGTCATGGGGTCCCTTTGCTGATCCTCCTCACCCACACTCATCCTGGTG
TCTATTGGTATCAGAAGGAAGCACTTCCTCTGGCTCCTAATTGGTAGCAGATCTCCTGGT
AGATCATCCTTGCCTTACCTGGCGTTGTGGAGGGGACTCTTCCTCAATACACAGTGGAAG
TGAGCTTTGCTGAGCCTCCTCCTTTTGCCAGGTAAAGTGCTGGGAAACAGCAGACCTATG
TCACTTTCTTCTGGGTGGAGAACTTAACATGCTCCCTTGGACACTTGGTTGATCCCCAAT
GCTAGGGTCCCAGACAATTTCATCTTTCTCTTTCCAACTTTCAGAGTTCTCTATTGCTTT
TGTCTTTCGTTAATCCCAGAGTTTAAGTTGTTTTTAGTAGGGAGTAGCAGAGAGGAAGTA
GCGGAGAGGGACATTTCTATACCACCTGGTAAGGACCACTGTTATTCCACCAAACCGAAT
CAGATGAAAGTATAAAAGTGAGGGTTTATCTAGTTAAAGAAGGTGCCCAGAAAACCCAAT
CTGTAGCTTCTATGTCATTTATTTCTGAATGACAACCCCTCTATTCTCTTCTAAGTCTAC
AACTCTGAGAAATATATAGTACAAAAGTAGGTTGATTTAGTCACAGTATCTGGAGGAATA
AATACACAGTATCAGGAAATTCATAAAGCCTTACTGTGTTTATTCTGTCAATTGGGGTAA
CTATAATATTGCAAGAATTAAAATTTTTTAATTAACATGAGAAGAATGAAAGTACTACTG
AAGAGTTCATTTAAATCAAATTACAAACATTTATGAAAGTTTTTGGCCTTGCCAATAGTG
GTTTTCAACTTTAATATATTGTTTTTATAATGTTTTCATAACTGTTATTTAAGTGAAAAT
TCTTTATTTGCTTTCAG

GT
AAGTTGTTTTGTATGTTGCTTTATAAAAAAACACATATAAAGGATAAATTCAAAAGAACG
ATATGAATAAATTTATGTGGAATCATAGACATGAAGAAAGATGTAGAAAGTTAGTGAAAT
TGTGATATAAATATTTTACAATAGACCATCGTGGTCCATATATGTCTATCCACTCATTAG
TCAGCTAGTACCCTTCTTGGTTATCAGATGGACCAGGGGTGTCCAATCTTTGGCTTCTGT
GGGCCACATTGGAAGAAGTGTGTTGGGCCACACATAAAATACACTAACACTAATGATAGC
TGATAAACTAAAAATAAATTGCAAAAATATCTCAGAACGTTTTAAGAACATTTATGAAGC
TGTCCTGGGCCACATTCCAAACTGTCCTTGGCCACATGTGGCCCATGGGCCGCAAGTTGG
ACAACCTTGAGATGGATGACAGGAAATCGTGGTGCTTGTTTTATTAAAAAGTCACCCTTA
TTTTACTTAAGAATATCCTCAAAGCACAAGAGTAGTGCTGTTGGCATATTGCTACCATTT
TATCAGTATTATTTTCATCCATCTCTTATTGTGTCTAATTTATAAATTAAACTTCATCAT
AGTTATGAACGTGTAGAGAAAACATAATCTCTCTGTAGGTTCTGTACTATCAGCTGTTTC
AGGCATTCAATGGCATCTTGAAACATATCCCCCATGGATGAAGGAGAACAACTCTATTAC
GTTTTTAGAATAATAACATTTGCTAATATTATATGAAAAAGTTTATTACCCTTTTCCATG
AAATTATTTTCTTACAGTACATGGAAAATGCTCTTGTCTCGTGAATCATTTGCATAAAAT

GTAATAGAATTATGGATTTTTCTCCATTACACH e
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7440
AAGCATCTGAGTTGGCAGCACAT 7492

7.8.6 Caja-Ly49L

Homologe Bereiche zu Exon 2 (erstes proteinkodierendes Exon) sowie Exon 3 des humanen Ly49L-Gens sind
grau hinterlegt. Die Insert-Sequenz von BAC-Klon 188C15 beginnt im Intron 2 des Ly49L-Gens
(gekennzeichnet durch einen Pfeil). Das 3’-Ende von Exon 2 und das 5’-Ende von Intron 2 wurden mittels PCR
von dem iiberlappenden BAC-Klon 162P15 amplifiziert. Das Stopkodon in Exon 2, welches sich im Leserahmen
befindet, ist blau markiert. Nach Nukleotidposition 2060 zeigt die Sequenz von BAC-Klon 188C15 keine
Homologien zur Sequenz des humanen Ly49L-Gens.

BAC-Klon 162P15
CCTTAGATTATTGCCTGTGACTTCAGAGTCACAAEHEATTAAGGCCTGATGATACTCAAA 60
GGCCTGAGAAAACTAATGACAGAGGTATGTTTTAAGCATCTAAATTCACCTGTTTCTTAT 120
GGATTGTAAAACTTTTGACATTCGAAAAAAGATTCCTATCTGTATTTCTGGTTCTTGGCT 180
GGTAATAAGAAACTATAAGGAAGTATAGTAGTAGACGTATTTTTTTTAAGTTGTGAGAAT 240
GCAGAAATGAATGAATTC 258

v BAC-Klon 188C15

TTTTAAACTTAAGAAGTTGGTAGAATGTTTTCATTTAAATCT 300
GGTCAAGAATTTATGAGGTCTTGAAAATAAAGGACAGACTAGAGTCTGAAGAAAATAAGA 360
CATTTCCTAGAGAAATCAAAGTATCAGAGAATGCGTAAGAAATGAAAAACAAATGTCAAA 420
AACATTTTTATTCAGATAGAAGATATTTTAGGTGTCTTGAGTATTTACCAAATCTTAATT 480
GCCACGATGCAGTAACAATGTTTGAATCAAAAGGGGCGTTCTAATTTTTCTATGCTCTCT 540
CTCCCTTCAAATACGGTCACTGTTCAACTCTACATCGAGAATAACTTTTACTACTTTAAC 600
TTAGAGATAATCAGAGATACAACTTCGGACACTGAGGATCTCAAAAGCAAAAGGATGAAT 660
ATAGTATTGTTTAGAGAAAAATGGAATTGATGAAAAGAAAGAAAAGTTGCTTCCTGGAAA 720
CTCCCTCAAGGATGGTGGACCCATCCACATTTGCAGCTTCAGAATATCCACTATTGGCTG 780
TAATTTCTTAGCACTATTGACTGCTTTTTCCTTTCTCTTCATGATTAGTTGTGATCACAG 840
GAAGGAGCACACGTCAACTTAGATTTTGCTGATGTTTTGTGTCTACTGTCATTGGTGCTT 900
TTATGTGGGATGGACTTTTAAAATCCTATAGAACTATTCTTTTGTGTGGGATTTCTACAA 960
TGTGTGCATGTAATTTCTAGATTACAAATTTAAATAAACTTGTATGATATATTTTTGCCA 1020
AAGTTTTAGAAAAGAGTGTCTCTTTATTTCAAATGAGATCTTGGTTTCCCAGATCAAGGT 1080
TAGTAGTGAGCCAAGCTCTTCCCCTGGTGATTATTTTCCTTCTTTTTACATTTAAAGAAT 1140
TTTCAGTGCCCTGGTGTCTAATTGCAGTGACTCTTGGGATCCTCTGTTAACTTCTTCTGA 1200
TGATAGTCACAATGTTGGTGACAAAGAGTGAGTAATAAAATGCACCTTCCTGTCTGAGTA 1260
GCATCAGTAATCACTGATTGTGCAGATACTAACCATGCTCCATCCATTGTTCCCTGTCTG 1320
TAATCAGAAAACGTTCCAAGCGACTCTGGCTTTTGTTGGTCATTTTTTTTCTGGACATAT 1380
CACAGTGTCATTTTTAATTTACTTAACCTTGACTCTGAAGTTGTGATGAGCTGTTTTACT 1440
GTGTATAATACATGGTAATAGCCCTTCTCATAGAGGATTTAGCAATACATGTATTCTACC 1500
ATTTGGGCTTGATTATTATGAATCTGAGATAACCATTCTTTGAGAGATAACAGTTCAAAA 1560
GAAATCATGGTTTTCTCTTGACATTTCTCAAAGTATATAATGAGGTAATGGTTTAGTAGC 1620
ATCTACACATGCTATTACATAATATTAAATTCCAGCTTTATCTTTTGTTTGAATTCTTTC 1680
ATCTCTTTAGAAAAATCACTGATATTTTATATTCAGAAAAAATTACACATCTGGATCTTA 1740
CTCTATTTTCTGCTGTGGAAATTCCATCTGCTCCAATAATAATTGTGTTATCTCTTCATG 1800
TTTCTTAGTTCAGATTTTCATATGCCAAAGATATGGAGTTAGATGTTGGCAAACTGATTT 1860
TTACATTGGTGCTTGTTTGTAAATGATGTGTTATTAAAAATGAACTAAACTGAAAACTAT 1920
GGTGTTACCTTCATCATTTTACTCAGATATTTTATTTATCCTACACTTAAGCTGCTAATG 1980
GTGAGAAATTTATGTTTCTATTTTTATGGTCAGTTCGCTGAGGTGTTACATTCTAAATGT 2040
CAAATTATTAATTAAAGTAA 2060




ANHANG

236

7.9  Genomische Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis

Dargestellt sind die genomischen Sequenzen der NKC-Gene des Mausmakis. Der amplifizierte 5°-UTR ist gelb,
proteinkodierende Exons rot, amplifizierter 3’-UTR griin und Start- bzw. Stopkodons blau markiert. Homologe
Bereiche in den Pseudogenen zu Exons humaner NKC-Gene sind grau hinterlegt. Primer, die zur

Expressionsanalyse verwendet wurden sind fett und unterstrichen. Die Sequenzen stammen vom Haplotyp 1.

7.9.1 Mimu-CD9%-1

GACCTTGGAACATCGGTTCACIYKS] GTATGTGTGACCCCAGTCACAAAATTAAAAAA
AATGAAAAGTAACCAGAAAAGATATTTAGTGGATTGGCTAATTTGGGGTCAGTGCTTTAA
GAGAAAAGCACAAGGTTAATAGTGGATATATTTAGGCTTTTCATGTATCAGCACTTTGCA
CATTCAAAGAATGTGCAGAGAACATTTATTTTCCTGATTCCTGAATCTGTAACTTAGATG
ATTTTGTGAAACTTTTCCAACAGAAAAGTTTTAATCCACTTAAAAAGTGGCTTCTGACAG
GGATACCTCCAAATTCTGAATGAGAATCAAACTTATCTGTGTAAATCGTGAGCATCGAAA
TTCTGGCATAGAAATAGAGCATGCCAAATATTAATGACACAATGCTTAAAAGTTTTAAAA
AATTTATTCTTTGTGTTATGACATCCAAAAATAATACAGATTAACAGTGTGACACATCGT
ACTACTGTTAACAGCAGCATCACTTCTTGAGAGTGTGCTAATGTTAATGTAGAATGTCCT
AATGTTAAAACATTTTAGGGGAAAAGCCATTAAACAATTTCGAGTATGAGTAAATGTAAT
GTTCTTGGGAAAAAAAGATTGTTTATGTATCATAATTCAATGTACTGTGATTTAAACCCA
GGTCTCCAAGAAATACCCATACATTGTTTGTAGAACTAGTTATCACACCAAGTCCAGAAT
GTTCCTATGATTCTCTTCCCTATAATACCTCAAAAGCTTATGAGATCTAGACATTTATCA
GAGTAGAGCCTGTGTGAGACTAGGAGAGGACACACTCCTAAGTAATATTATTGTGACAAT
GATATAATATATTAAATGAAAAAGTCTGGGCCTAGGCCAAATTTCATTTGATTTCTGGCT
TGGGTACTTACTAGCTTTGGAGCTTTGGTACTTTGAGAAAATGACATTATTACTGGACTC
TGTTTTCTCAACTACCTAATGGGAATTATACTTACTGTTTATCTTAGTATTTTCCAGAGA
AAATACAAGTAAATATGTGTTATATAAGCCCATGGAACACAAATTGGTGCCTGTCGATGC
CTTCTTAGCTTCTCAGAAAATCTAAAAAATAGATGGCAAATCTACTTTATTGGGGCAGAG
CTGTAGAGAAGAAAATGTATGGATGATCACACTGAAGAACAAGGTACACCGCATAAAAAT
GTTGATATTCGGTGAACTCTTGAATGGAATGTCTTCATTTTTTAATGTTTTATTGACAAG
ATAACTGTGTTATCAAGTGAAAGAACATTTTGGATCCTACATCATTGATTTCTGTTTTTA
AGAACCTCAGCTCCTGTATTTGTTCTTTAAGTCATTATTCCATTTGTCTTTCTCTACAG

GTAAGTTTTTCTAGACAAATCTGCACAA
AAATCAAAAGTTTAACAAAATAATTTAATGATACATATTTCATCTTACTAATGTGTAATA

TTTTATTATTTCACAAAACTGTATCTCATTAAGCAAATTTCTAAT CATTTCTTATAG.

GTAGGTTAGACAGTTTCTTGTTTTTACATACAGGAGCAAGATAAAATAAATATTATACTT
GGTAATACAATTTGCCTACTAATTATAGGATAGTGTCATTTTTATTGTTCTCTAGTGTAA
GAATCATTAAGTTAAATTGAATATGCATCATTTATGTATTAACTAATAGGGAAAATAGTA
ACCTGAAATGACAGACGTTTCCTATATGAGTGCTCAAGATTAAGTAACAAATAGAAAATA
ATCTACATTAAATATTACCGCTAATCCTAATTACCTGTATGTGTTTGTGTATAAGCTATA
CTTTCATATCTCTTAACCTTTTCTTCTGATTCTCACAAGAAAACTCAGAATATAGTGCAC
AGATTTCTGCAATCCTAAACCTTACTTAACCAGTGAATGCAGTTCAAAGTCCAATTTTTT
AAGTGTATTTTTTCCTAAAATTTCCCCATGTTTTCTCTTCCTCTTCTGTGACAACAAAGT
AGTACTTCATTTATATCTACATCGTTTCTTAACATCTTTACCACCCATTTATATGGCAAA
GATTTGTCCACCATGTGTTATGACTATAAATATTGTGCATAAGTAGTGTTGCATTCACTG
ATAAACTGTATAATTGCACCTCAAGCTAATTAATTGGTTTATCTTCCTTTTTGAAAAATA
AAATACCCAAATGTATATCAGAATTCTCCCAATGTACCATATTCTATCCTCACTCAGGAA
ATATGCTGAATATTTTCCTCCTTTAAATCTCTCATCTGGTTAACTCCTGTTAGCACCACA
GTGCTCAGCTGTGGGTCACGTCTTCAGAAAAGTGCTTCTAACTGCCCCCACCCCATACGC
TACTGTGTCTTGTATTAACATATTGAATTGCTTTTGTAGACTCACGTAAGTTGTCATCAT
ATATAGTTAATAAATGATTGGAAATTATATAATTTTGGATCTATCCCTGGAATATATTCT
CCATGAGGAAAAAGTGTCATATATATAATCTCTTCTCATTAATAGCCACTGAACAAAGAA
TATTTGTAGAAAAAAATAAATAGTAAATTACTTTTGAATAATTAAAATGCACTGAAAAAA
ATTTTAATCTCCAATGTCATTTGTGATATTTTATTTTTTTCTCT TAC G

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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GCATGTACTTATTTGTGGCTTCCTACACTTTCTTTAATCTA
GAAAAATATACAATCTAAGTAAGCTAAACACTTTGATTCTAGTCTTACATCAGATAGTAA
ATGGACAGTTATTTTTGAACAAATGACCTATCAATTCTATATACCCTGAAACTACCATTC
TAAAACCTATATTAAGTTCTTCAAAGATTTACATCACAGGGATAAAGACTTAGATAGGCA
CCACATAAAATAAAAGAACTTTTTAGGGAAAATTCAAAGAAAAAATAATAAGGTTATTAA
TTTGGATTTTGTAATTTTTAGTTCTTTTAATGAAATTTATAATTTTTCTTACATGGCTTT
TGTCATATAGCTATATATAACTATATATAAAACTATACAATTATAATTGTATATAACTAT
ATAGCTTTTGTCATCTTTCTGGGATATAATAGGAAACCAGTATGGATAGTAAAATCATAA
AAGGTACCCAGTTCTTAAGAAAAAGTGAAAAATTTCTCCAGATGCATCTAGCATCTGTGC
TGAGTCTACATTGTACCCATGAGATTTTTGCTTCAAGTTACTGCTAATTTGGGATCACAT
TTGATCATTGAAGCCTGTGAAGGAAATGTACCATGAAAACTATCGCCCTTTACGAGGTTT
CTCTTTCTTTCAGGAGGAGATTTTTGTGGTATTTTTTCTCTGTAAATGAGTGGGCCTGTT
AAAAAAAGAACTTTGAGGCATATGACTGACTATACCTACTAAATTGGCAGTTAATAATCA
TTTGTATGATGAGCAGGCTGAATCTTATTCTGAGCACTGATGTTCTCAGAAGTATGCTGT
ACCCAGAATAGATTAAACTCAGATTAATATGTTTGTTTTTGACTCCAAGCAG

GTAAGTTTCTAGGGGCCTTTTTTG
ATCTTTGTGAATTTACCTTTAGATCTGACAAGGGAGGTAGCATCCAGGAGCACTGAAGCT
AAAATCACCCACTTAGGGCTTGAGAACACAGAAAAAATGGGACAGTGGGATAGAACAACA
ATTTTGGCTCCACCTACAATATCCAAGTTTATGCTCAAGTGACATGAAAATTGGTGAGCT
TGTGGTCATGAAAGAACTCTTGACATATTCTTTATTTTGTCTTATTACCGTACTTAAAGG
TATATGTACCAGTACAGATAGATGCTCATGAACACAAGGGCAGCCAGAGAAAACGGTATA
TCCATTATTTTCTTTATTCTTGGTGGAGCCTAATACTCTCAGCATCCTCTCATCTTTTAA
ATATCTTGGGCTTATTTTCTGTATATTTGTAAATTTTGAATCTCATTTTCATTCATAAAT
GTGAGATTTACAGCATCATACTATGCCAAAGTTTATGCTCTGGTTTGTTTTCCTAGACTA
GGTCAGCTGATACATCTTAAAAAAACAGAAATAAAGCATTTCATACATCAATCTGTTACT
GACAAGAGCAAAAACTAAAAACTCCCTGGCCTCAATGCTACTGATGAGTAAGGGAATAAC
TGAGTGTTTTATGGTATTATACTCTAGAGTCATGAGAAATGTGGTTATGGCTCTAAAATA
ATAATGATTCAACATGTTAATATCTTACTTAAATGCTTTTAAAATTCTATAGTTTAATAA
AAAGATCAGCCCTGAGGATCTCTCTTCCTTTTCCCATGTGTTAACATTTTCTTCTGCATT
ACAG]

7.9.2 Mimu-CD9%4-2

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4889

Das 3’-Ende fiir CD94-2 wurde iiber 3’-RACE-PCR ermittelt. Das Polyadenylierungssignal ist pink hinterlegt.

TGGCCTTGGAACATCAGTTCTClLYKE! GTATGTGTGACCCCAGTGACAAAGTTAAAAA
ATAAAAAGTAACCAGAGAAGATATTTTGTGGATTGGCTAGTTTTGGGGCAGTGCTGTAAG
AGAAAAGCACATGGTTAACAGTGATATTTTGGGGCCTTTCATGTATCAGCACTTTCATTT
TATTTTCCTGATTCTTGAATCCATAACTTAGATATGATTTTGTGAAATTTTTACAACAGT
TTTAAAAAGTGGCTTTTGATGGAGATACCTCTAAATTAGGAATGAAATAAAACTTATCTG
GTTAACTTTTGAGCATGATAATTTCTTCATTGAAATAAAGAATGCCAAATATTAATAACA
GAATGCTTAAAAGTTTTTAAAAATTTATACTTCATGTTATGACATGCAAAAATTATACAA
ATTAACAGTTTGGCACATGGCACTATTGTTAACAGCAACACTTCTTGAGAGTGTGCTGAT
GTTAATGTAGAGTCTTCTAATGTTAAAACGTTTTAGAGGAAAAGGCTTTAAGCAAGTAAT
TTTGAGTATGAGTAAATTTAATGTTCTTGGAAAAAAAGATTGGTTATGTATTATAATTCA
GTGTACTGTGATATAAATCCAGGTCCCCAGAATAATACCTATATTTTGGTTGTAGAAGCA
GTTATCACATCAAATCCAGAAAGTTCCTATGACTTCTCTTCCCTATAACACCTCAGCAAG
CCTATGAGAGCTAGACATTTATCAGAGCAGAGCCTGTGTGAGACGAGAAGAGGGCACACT
CCCAAGTAATATTCTTGTGACAGGGATAGAATATGTGAAATGAAAGAGTCTGAGCCTAGG
CCAACTGTCATTTGATTTCTGGTTTGGGTACTTACTAGCTTTGATACCTGGAGAAAATAA
CATTATTATTAGACTGTATGTTTTCTCATGTATCTAATGGGAATCATACTGTCTATCTTA
TGATTTTGTAGAGAGAATGCAAGTAAATATGTGTTATATAAGCCCATGGAAAACAAATTG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
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GTGCCTCTTCTTACTCCTGATCTTTACACTTCTCAGACAATTTAAAAAATAGGTTGCAAA
TCTACTGCATTGAAACAGAGATGGCAGAGAAGAAAATGTATGGATGATTACACCAAAGAA
CAATGCACTATGCATAAAAGTATTGATATTGGGTGAACTCTTGAATGTTTTCATTTTCAG
TGTTTAATTGACAAGATGACTGTGTTATCAAATGAAAGAACGTTTTGCATCATACATCAC
TGATTTCTGTTTTTAAGAACTTCACTAGCACTCTGGGAGGCCGAGGCGGGAGGATCGCTC
AAGGTCAGGAGTTCGAAACCAGCCTGAGCAAGAGTGAGACCCTGACTCTACTAAAAATAG
AAAGAAATTAATTGGCCAACTAAAAATACATAGAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCA
TGCCTGTAGTCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATTGCTTGAGACCAGGAGCT
TGAGGTTGTTGTGAGCTAGGTTGATGCCAGGGCACTCTAATACGGGCAAAGAGGGAGACT
CTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAGAGAAAGAAAAGAAAAGTAAAAAAGAACTTCAGCCAC
TTTGTTTGTTTAAGTCATTATTCCATTTGTCTTTCTCTGCAG

GTAAGTTTTTCTTGACAAGTCTGCACAAAAGTCAAAAGTTTAAGG
AAATACTTTAAGGATAACTTTTCATTTTATTAATGTGTTATTTTTTTTATTTCATGATTT
CATAAACCTATACTTGGTCAAGCAAATTTGTAATCATTTCTTATACH A
S SR 7 7 G T TAGACAGT TTT
TTGTTTTTTACACATAGGAGCAAAATTAAATAATTATTATACTTGGTCATAAAATTTACC
TATTAATTGTAGGATAGTTACATTTTATTGCTCTCTAATGTAAGAATGATTAAATAGCAT
TGAATGTGCATGACATATATATTAACTAAAAAGGAAAATAGTAGCCTGAGATGACAGATG
TTTCCTAATAAGTGTTCATGATTAAGTAACACATTAAAAATAATCTACAGTAAATATTAC
AGCCAATCCTAATCACCTGCCTGTGTTTGGGTATAACCTGTATTTTCCTATCTCTTTACC
TTTTTTTCCGCCTCTTCTATGACTCAGAATATATTGCATAGATTTCTGCAATTCTAAACC
TTTCTTCTCTAGCAAATGTAGCTCAAAGTCAAATTTTCTAACTGTGTTTTTTTCCCAAAT
GCTCCCCATGTTTTCTCATCATCTTCTGTGCCCACACAGTAGTACTTCATTTATAATTTT
ATTTTATCTCAACACCTCCACCACCATTATACAGCAAAGATTTGAGTATCTACCATGTGT
TATGACTATAATTACTGTGTGTAAATGTTGCAGATATTAACAGATACACTGTATAATCAG
ACCTCAAGCTAATTAATTGGTTTATCTTCCTTTTAGAAAAATAAAATACCCAAACCTATA
TCAGAATTCTCTCAATGTACCATATTCTTCACTCACTCAGGAAATATGTTAAATATTTTC
CTCTTTTAACTCTCTCATCTGGTTAACTCCTATTTGCACCACAGGGCTCAGCTTCGGGTC
ACATCTTCAAAAAAATGTTCTTCTAACTGCCCCCACCCCGTATACTACTATGTACTGTAT
TAACGTACTGAATTTCTTTTGTAAACTCACCTAAGTTGTCATTACCTATAGTTAATAAAT
GATTGGAAATTATATAATTTTGGATCTATCCCTGGAATATATTCTCCATGAGGAAAAAAA
AACATAATATAATTTGTTCATGTTAATAGTCCCTGAACTGTGGTATATATAGACTTTCAA
AGAATATTTGTAGAAAAAAAATGGATAAATGGTAAATTACTTTTGAATAACTAAATTGCA
TTAAAAAGAATTTTAAATCCCAATGTCATATGCAATGTTTTATTTTTTCTGTTAG

GCATGTACTTATTTGTGGCTTCCTACAGTTTTT
TTTTAATCTAGAAAAATATACTATCTAAGTAAGCCAAACACTTTGATTCAAGTCTTTAAT
CAGATAGTAAAGGGACAGTTATTTTTGAACTAATGACCGATCAATTCCATGTACCTTGAA
ACTACCATTGTAAAACATATATCAAGTTCTTCAAAGATTTACATCATAGGGATAAAGATT
CAGATAGTTGTCACATAAAGTACAAGAAACTTTTTAGGGAAAATTCAAAGAAGAAATAAT
AGGTTATTAATTTGAACTTTGTAATTTTTAGTTCTTTTAATGAAATTTATAATTTCTCTT
GTAACTATATAGTTTTGTCATCTTTCTGGGATATAATATGAAAGCACTATGGAGAGTAAA
ATCATAAAAGGTACCCAGTTCTTAAGAAAAAGGGAAAAATTTCCTCAGCTGCATGCAGCA
TTTGTGCGGGGTCTAGATTGTACCCATGAGATTTATCCTTTAAGATACTGGTAGTTTGGG
ATCACATTTGATCATTGATCCCCTGCGAAGGAAATGTACTGTGAAAACTATTTCCCTCTA
TGAGGTTTCTCATTCCTCCAAGAAGGGAAATTTTGTGGTATTTTTATTTCCGTATATGAG
TGGGCCTGATCAATGAGAACTTTGAGGATGTGACTATATCTACTAAATTAGCAGTTAAAA
ATCATGTGTCTGTATGAGGGACAGGTTGAATCTTATTCAAACACTGAAGTATGGTATACG
CAGAATAGATTAAACTCAGTTTAATCTGTTTATCTCTGACTCCAAGCAG

GTAAGTTTTTAGGGGCCTTTTTTGATC
TTTGTGAATTAATGCTTGGATCTGCCAAGGGAGTTTTAAAATGCTTTTAAAATTGTATTG
TTTAATATAAAGGTCACCCCTGAACATCTCACTCCCTGTTCCCATGTGTTAAAATTTTCT
TCTGCATTACAG

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
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TAA 4560
4620
4680
4740
4800
4815

7.9.3 Mimu-CD9%4-3
Die 39 zusitzlichen Nukleotide am 5’-Ende von Exon 3 der CD94-3A-Variante sind orange markiert.

GACCTTGGAACATCGGTTCT ClaYKe] GTATGTGTGACCCCAGTCACAAAATTTAAAAA 60
ATAAAAAGTAACCAGGAAAGATATTTAGTGGATTGGCTAATTTGGGGTCAGTGCTTTAAG 120
AGAAAAGCACATGGTTAACGGTGGATATGTTTAGGCTTTTCATGTATCAGCACTTTGCAC 180
ATTCTTTTTATCGTCTTGATTCTTGAATCCATAACTTAGAGAGACGATTTTGTGAAACTT 240
TTACAACGGGTTTAAAAAGTGGTTTCTGACAGAGATACCTCCAAATTCTGAATGAGAATC 300
ATGCTTATCTGTTTAAATCGTGAACATTGAAATTCTGGCATAGAAATACAGAATGCCAAA 360
TATTAATGACACAATGCTTACACGTTTTTAAAAATTTATTATTAGATGACACAATGCTTA 420
TAAGTTTTTAAAAATTTATTATTAGTGTTATGACATCCAAAAATTATACAGATTAACAGT 480
GTGACACATTGTACTAAGTTAACAACAACATCACTTCTTCAGAGTGTGCTAATGTTAATG 540
TAGAATCTCCTAATATTAAAATGTTTCAGGGGGAAAAGCCTTTAAGCAAATAATTTTGAG 600
TATGAATAAATGTAATGTTCTTGGGGAAAATTTATTTATGTATCATAATTCAATGTACTA 660
TGATTTAAACTCAGATCATCAAGAAATTACCCATACTTTGTAGAACCAGTCATCACACCA 720
AGTCCAGAATGTTACTATGCCTTCTCTTCCCTATAATACCTCAACAATCCTATGAGAGGT 780
AGACATGTATCAGAGCAGAGCCTGTGTGAGACTAGGAGAGGGCACACTCCTAAGTAATAT 840
TATTGTGGCAATGATAGAATATGTGAAATCAGAGTCTGGGCCTAGGCCAACTTTCATTTG 900
ATTTCTGGCTTGGGTACTTACTAGCTTTGATACCTTGAGAAAATGACATAATTATTAGAC 960
TCTATGTTTTCTTATCTCCCTAATGGGAATCATACTGTTTATATTATGATTTCTTAGAGA 1020
AAATATAAGTACATATCTGTTATATAAGCCCATGGAACACAAATTGGCACCTGTCGATGT 1080
CTTCTTAGTCCAGAACTTTACACTTCTCAGAAAATCTAAACAATAGATGGCAAATGTACT 1140
TCTTTGGGACAGAGATGGCAGAGAAGAAAATGTGTGGATAAGCACACTGAAGATCAAGGT 1200
ACACAACATAAAAATGTTGATATTGGGTGAACTCTTGAATGGAATGTCTTCATTTTTCAG 1260
TGTTTTATTGACAAGATGACTGCGTTATCAAATGAAAGAACGTTTGGATCCCACATCACT 1320
GATTTTGTTTTTAAGAACTTCAGCTCTTGCATTTGTTCTTTAAATAATTATTCCATTTGT 1380

CTTTCTCTACAG 1440
GTAAGTTTTTCTAGA 1500

CAAGTGTAGACAATAATCAAAAATTTAAGGAAATAATTTAATAATAATAGGTTCATTTCA 1560
CTAATGTGTAATATTTTATTATTTTATAAACCTATACCTCATTAAGCAAATTTCGAATCA 1620

TTTCTTATGGCACACACTAAAACAGHICHGCNCIONCRICONOICONCCNUCOGRONGE 1650

GTTGGTTAAACCTTTTCCTATTTTTAAGCTTCTTATAGGAGCAAGAT 1740
GAATAAAAATTTGCCTACTAATTGTCAGATAGTATCATTTTATTATTTTCTAATGTAAGA 1800
ATTATTAAATTGAATGTGCATCATTTAGATATTAACAATGAGGAAAGCAGTAGCCTGAARA 1860
TGACATGTATTTCCTGCATGAGTGCTCCTGATTAAGTAACAAAGAATAATCTACAGTAAA 1920
TATTACAACTAATCCTTATTACCTGTGTTTGTGTATAAGCTATACTTTCCTAACTCTTAA 1980
CAGTTACTTCTGCTTCTTCTATGACTCAGAATATACTGCACAGATTTCTGCAATTCTAAA 2040
CCTTACTTGTCCAGTGAATGCAGCTCAAAGTCTAATTTTTTGAGTATATTTTTCCCCAAA 2100
TGCTCCCCATGTTTTCTCATCGTCTTCTGTGACCATAGAGTAGTACTTCATTTATGATTT 2160
TTATCTTATCTCAACACTTTCACCAACCTTTATATAGCGGAGATTTGTCTACCATGTGTT 2220
ATGGCTATAATTACTGTGCTTAAGTAGTGTTGCAGATATTGACAGATAAACTGTATAACC 2280
AGACCTCAAGCTAATTAATTGGTTTATCTTCCTTTTTGAAAAATAAAATACCCAAACCTG 2340
TATCAGAATTCTCCCAATGTACCATATCTTTCATTGCTCAGAAAATATGCTAAATATTTC 2400
CCTCCTTTAGCTCTCTCATGTGGTTAACTCCTATTTGCACCTCAGTGCTCAGCTTCAGGG 2460
CACGTCTTCAGAAAAGTTCTAACTGCCTCCACCCCATAAGCTACTGTGTGCTGTATCAAC 2520
ATACTGAATTGCTTTTGCAAACTCACCTAAGTTGTCATTACCTATAGTTAATAAATTACT 2580
GGAAATTATATAATTCTGGAACTATCCCTGGAATATATTCTCTATGAGGAAAAAGTGTCA 2640
TATATAACCTGTTCACATTAATAGCCACTGAACAAAGAATATTTGTAGAAAAAATAAATA 2700
GTAAATTATTTTCAAATAATTGAATTGCATTGAAAAAAATTTTAATCTCCAATGTCATTT 2760
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GTGATGTTTTATTTTTTTTTGTCTTAG

CATGTACTTATTTGTGGCTTCCTACAGTTTTTTTTTCTTTTTAATCTAGAAAAATATACT
ATCTAAGTAAGCCAAACACTTTGATTCAAGTCTTTAATCAGATAGTAAAGGGACAGTTAT
TTTTGAACTAATGACCTATCAATTTCATGTACCTTGAAACCACCATTGTAAAACCTATAT
CAAGTTCTTCAAAGATTTACATTATAGGCATAAAGACTCAGATAGGCACCAAATAAAGTA
CAAGAAACTTTTTAGGGAGAATTCAAAGAAGAAATAATACGTTATTAGTTTGAACTTTGT
AATTTTTAGTTCTTTTTATGAAATTTAGAATTTCTCTTGTAACTTTTGTCATCTTTTTGG
GATATAATATGAAAGCAGAATGGAGAATAAAATCACAAAAATTACCCAGTTCTTAAGAAA
AAGTGAAAAATTTCTGCAGCTGCATCTAACATCTGTGCTGAGTCTATATTCATGAGATTT
ATCCTTCATATTACTACTAATTTGGAATCACATTTGACCATTGTTTTCTTTTTTATTTCT
GTATATTATTGGGCTATAAATGTTTAGGTTATGTACTTTGCCCTTGCCCCACCCCACATT
GATCATTGATTCCCTGTGAAGGAAATGTACCATGGAAACTATCTCCCTTTATGAGGTTTC
TTGTTCGTTTAATACGTGAGATTTTGTGGTATTTTTCTCGGTAAATGAGTGGGCTTGATC
AATGAGAAATTTGAGGATGTGACTTTACCTAACTAAATTAGCAGTTAAAAATCATGTGTT
TGTATGACAGACAGGGTGAATCTTATTCTGAACACTGTTGTTCTTAAAAGTATGCTATAT
GCAGAACAGATTAAAATCAGGTTAATATGTTTGTCTCTGACTCCAAGTAG

GTAAGTTTCTAGGACCCTTTTTGATG
TTTGTGAATTTATCCTTAGAACTAACAAGGGAAGGTAGCATCCAGGAGCACTGAAGCTAA
AATCACCTACCTAGGGCACGAGAATACAGGAAAAAGAGAAGGTGCGGCAAAATAACAATT
TTGGCTCCACATAGAATATCCAAGTCTATGCTCAAGTGACATGAAAATTGCTGAGCTTGT
GATCATGAAAGAACTTTGCCATATGCTTTATTTTGCCTTGGTACTGTACTTGGAGATTTA
TGTGCCTGTACAGATAGAGGCTCCCATACACAGGGGCAGCCAGAGAAAACGGTATATCCA
TTATTCTCTTGATGCTGGTGGAACCCAACGTTCTCAGCATCTCTCATCTTTTAAATATCC
TGGGCTTATCTTCTTGTATAGTCGTAAACTTTGAATCTCATTGTCATTGTTTAGTGTGGG
TCTGCAGCATCACACTATGTCAAAGTTTATGCTCTGGTTTGTTTCCCTAGACTGCCTCAG
CCAATACGTCTTAAACAAAACAGAAGTGAAGCATTTCATATATCAAATCTATTACTGACA
ACAGCAAAAACTAAAAACTCCCTGGCCTCAATATTACTATTAGTAAGAGAATAACTGAGT
GTTTTATGATATTGTATTCTAGAAACATGAGATCTGTGTTTATTGAAAGAAAGTAATAAT
TATTCAACATGTTAATATCTTACTTAAATACTTTAAAAATTCTATAGTATAATAAAAGAT
CACTCCAAACATCTCACTTTGTTTTCCCACATATTAACATTTTCTTCTGCATTGCAG

7.9.4 Mimu-NKG2D
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Das zum ersten proteinkodierenden Exon des humanen NKG2D-Gens homologe Exon, welches im Mausmaki
nicht transkribiert wird, ist grau hinterlegt und das darin enthaltene Startkodon ist blau markiert.

CACAAGCATCCAGATCTTCCTCCTCTGATCAGGTGTGTGTCTCTGTGTGTGCATGTGTGT
GTTTCTGTTATTCAAGAAATGAGGAACTATATTGCAACCTCAGGAAAGTTTCTAAAAATA
TTTATACCGTAAGATAATTCTGTTTCTTAAGTATTGGAATAGAATTACCAAGGGCAGGGA
AAGCTTATCTTTCTAAGGTGCATATATTCTTTATCATTGTGTGTGATGATAGGTAATCAG
GACATACTTAGTGAAGAATCAGAAGTTATGATGTTCCTGTAAGAAGAAGCCTTGTCTCTA
AGCAAACCAAGAGGAATGAATCTTTACATGTTGGGTTAGAAGTGTTGGGATTCAATTTGA
ATTCCCAAACTTAAGAGTTTTCTGATCTTGTGGAAGGCATTTACCTTTGATACACACATT
ACATGCAAGATGAAACAAGTTATATTCATGCCTTTCAACTATCATGATCAAATATGAAAT
AACTTTTATTTTTAAAATCTAAGCACTATGCATATTTATTAAGTAGCCAATTTTTTCTGG
GAGCTGTGCTAGACACTGTAAGATGCTACTATATAAACATATGTGAGATTATTTTTGCTA
ATGATGATGGTGATGGTGATAATTTGTTGCTGTTGTTGCTGATGCTGATGATGCCATGGA
CAGAAGTTGAATGAGAATGTATTAGAAAAAAACAGTCAACAAAAATTCATATGTCTGATC
TGAGTTTAGCTTGCAAAGAAATAAATTATCACCATATTAAATAAACTACTGTAAATACTT
GATTTTAGCCAATGGCTAATAAGTGACAAAACTATAAATAAAAAACTATGTGTGCTGTTA
TTCAATATCAGTAATGTGAAATGTTTTTATTATCTTAATATAGATGAATTAAAATACCCA
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TTATATTGTTATGACATTTAAAATAATTAGCCATTATTTTACAACCAAGATAAATCTATA
AAATTAATTTTACCTGGCTTTATGTGACTTTTCATTTCCATTCTTTCTTTTTTTTTTTCC
TAAGACATGAATTGGAGGAAATTTTTCTGTATTTCAGTTTTCCATTACAAATATTTTATC
TCAATGTAAGGGAAGAAAATAGAAAAAATACATATCCAGTTTTACTTTATTCTGGATTCC
TTTGTGAATTGAAGACTTTAGATTCATCTGICTGGTGGATGTGTAGTCACAATTATATAR
IEGGGTTAATTCATGGTCGGAGGGCTCATCACAGTTTGGGTATGTATTTGCCACACARAT
GTGTAGTTTTGCTTCTGTATAATTTGAAGATACTGGGAACTTTATGCAAACATACAAGGC
ATAGGACAGCAATTTACTCTAATTCATCTTATGTTCACTTTATGTTTATTTCATGTTATG
TTAATGTTATTTTTAAATCAAGTCTTCAAAACTTGAAATCATTTTTCACTTTATTTCATT
AACTACTTGTGGTAAAGACACACAATTTGAGCCAGCTTGGCATTAGGATATGGAGTCAGA
ACTGAATTTTTTTCAAACTCTTACCACTCTCTAGCTTAGAAATGGGGTTTATTCACAACC
TCTATGCACTTTAGTTTCTTTTTCTACCAAATAGAGATCAATAATATACCATGTTTACCT
TCGCAGATTTATTATTATTCAGATCAATTGATATGTATTTGAAAGTGCCTCTTATCCTAA
AAGTGTTACAAATTGCTCAAAGTTAGTAACACATTATATAAGCAGTATGATTTTGGCCAT
CTGTAAGATTGAATTTCTTCTCTCATAAAATGATACATACACTTAACTTCATATGTTTAA
AAAATCAAATTATATATTATGTATACAATGTTTAATTTTTAGGTATAATCAGTATTATCA
TTATGTTATAAAATGTTTTTAAGTATTTAGTAAATTATTTAAATGTCAAGAAGAGAGTAA
AATGATTCTTGTTTTGTTCAGAAGCAAGATCCTTCATTTATCTTTATCCTAAAACTTTCA
ATTCTACTATTTTAGCTTACATATGTCCTTCACTATAAAGAAAATTAAATGCACTAACAT
TTACTAAATGTATACTGTGTGATTGGTGTTATTGACACTAAGTTCATCATATTTTTTTCC
ACTTTTTAAATATCTGTACCAGATTATGTTGATGCCTTTTCCTTTCTTTCTTCTTTTGGG
AGTTGGAGCCTGGGGTGCAAAAGTTAAATTGTGTGTGAAGT TATCAAGT TAGTAAATGTG
GATCCGTGATTTAAATACATGGCTATCTCCCTACTCCTGTCTTTTTCACTGTAACAAGTG
TCTTTATTCTAATGCTGAATTTTATTATACATTATGAATTAACTCATCTAATAGCACATA
GGATTTTGCTAAAAATACTGTGCCATGGAATAAATATAATTTTATTTATACAGCAAAATA
AAACCATCCCAATAATGAAATAATATAAAACAAAAGTAAATTCATGTTATACATTTAAAA
GAATATTCACTGGAAGTATATGCATGGAAATGGCAAGTTGAATTTTAAAAATTGAAGCTC
CAAATGGCTGACAGGCCATGACTCATATCAGCCTGAATTGTTTTTCTCCAGAG

GTAAGTCCTATATTCCTTTTG
TCTTCTCAGTATACTGAAGTGAATCTTGGACACTGTGTGATTAAATCTATGGCAATCATT
CAGTTAATTTTACCTTCATGAGGAAAGCAGAAATGACATCAACTCCAATATAATTTTGGA
ATATATGACAAAATTATGGTGCTAGAAACTATTGAGTTTAGGATCTTTTGGGGACCTGAA
AAAAATGATGAGATTACTTATCGTGATAATGACAATTGAGATTAAGGGATCACTAAGAAA
CTAGCTTTAAGGAATACTAAATAGAAGTGAAAAACAGGAGAGAAAAGAAATTTTAAAAAA
ATACTCTATTGTTAAGTTCTTTAACAATATAGAAGTGATGACTTATTATTTACAGAAATG
TTTCTGAGCATAATAAAGAAGTTATGCTTTTCAATGTCTTTGTTAAGCTAGAACATTATT
GATAAGAGAACTTCAAATAGCTTACACAAAAAGGAAAACAACAGACCACCCTCACCTATA
CATTTTGATTATCGACTAAGAAATGAATTATTAACAAATATCATCACTTCACAAGAGTTA
ATTTAAGGAATTCAAATGTGCCCTATGCAAAATTCCTCTTTGGACTGAAATTTTCAGACA
TTACAAAAATTTAAAACACATGTGTCCTTGACTCAGCAATTACTGTGATAGGAATTTCTC
CTTGAGAAGGACTGAAAAATATGCACAGGGTATATGAAATGTAGCATTATTTCTAATAGC
GAAAACTAAGAAACTGTTTAAGTGTCCATTTGAAAAAACTAGAAAGTCTGTCAATAATTA
GATGTCAATAATGTCCAGATGTCAATAAACTACAATGCAGCTGTTTATAAAAATTTGGCA
TCATTATAAGCCCCTATATGGAATAACCATCAGAATAACCTCTTAAGTAAAAAAAAATAA
TAATGAACAGATTATTTTATATAGCTTCTTAAATATGTGCTTTAAAAACATGGTTGAAGG
GAGCAGTCTTTTATTTTTTATTTACAGTAGAGATGTAATAGTTACCCATATGTATGGGAT
ACAGAGTGATATTTACACACAAGTGTACAGTGTGTAATGATCAAATCAGAGTAATCACCT
CAAACCTTTATCATTTGTTTGTGTTGGGAACATTCAAACCTTTTTCTTCTAGCCGTTTGA
AGATATGCAATAAATTGTTGTTGACTATAGTCTCCCTACAGTGCTATAGAACACTGGAAA
TGATTACTCCCCTCTAGCTGTAATTTTTTATCTATTAGCCAATCTCTCCAGATCCTCCCT
GATCTTCATTTCCCAGCCTCTAGTAATCACAATTCTACTCACTACGTCTGTGAGCTAAAT
TTTTTTAGTTCACATATATTAGTGAGAACATGAGGTATTTATCTTTCTGTGCCTGACTTG
TTTCACTTAACATAATGTCCTACAGACTCATCCATGTTTGAGAGAATGATAGGATTTCAT
TATTTTGTATGGCTGAATAGTATTCCATTGTGTATATATACCACATTTTCTTTATCCATT
CACTATTGATGGGCCCTTAGGTTGATTCCATATCTTGGCTATTGTGAATAGTGTCACGAT
AAACATGGGATGCAGATATCTCTTCAATATACTAATTTCCTTTTCTTCACATAAATACTC
AGTAGTGGGATTGCTGGATCACATGGTAACTCTATTTTTAGTTTATTGAGAAATTCCATT
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GTGTTTTCCATAATTATTGCCCTAATTTACATCCCTTCAACAATGTACCAACATTCTGCT
GTCACCGCATCCTCAGTAGCATTCTTTTTGTTGTTGTTGTTCCTGTCTTTTTGATAATAG
CCATTCTAACTGGGGAGAGATGGTATCTCCTTGTGATTTTGATTTTTTGTTGAGCATTTT
TCATGTACTTTTTAGCTAATTGTATGTCTGTTTTTGAGAAATATCTATTCTGATCCTCTG
CCCACTTTTAATCATATATATATATATATATATATATATTTTATTTTATTTTTGCTGTTG
AGTTCTTTGTATATTCTGGATATTAATCCCTTGTCATATGAATAGTTTGCAAACATTTTC
TCCCATTCTACAGGTTGTCACTTCACTCCGTCAATTGTTTCCTTTTCAGTGCAGACACTT
TTCAGTTTGACAGAACCCCATTTGTCTATTTTTCCTTCTGTTGCCTATGATTTTCAAGTC
TTACCCATAAAATTTTTGCCTAGACATATGTCCTGCACTGTTTCCCCTATGATTTCTTCT
AGTAGTTATATACTCTCAGGTCTTATAGTTAAGTCTTTAATCCATTTTGAGTTTACTTTT
GCATATGATGAGAGATAGAGGTCTAGATTCATTCTTCTGTATATGCATCCTTCTGCAAAT
GGTGTTCTTTTCCCAGCACCATTTATTGTAGAGGCTGCCCTTTTCCTAATGTATGTTCTT
GGTGCTTTTGTTGAAAATGAGTTGGCTGTAAATACATGGATTTATTTCTGGGATCTCTAT
TCTGTTCTATTGGTCTGTTTATAGCAGTACCATGCTATTTTGGTAGTTCACGCCTGCAAT
CCTAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCATGAGAATTGCTTGAGACCAGTAGTTCCAGACCAGC
CTGAGCAAGAGTGAGTCCCCATCTCTACAAAAAAAAAAAAAAAAATAGAAAAATTAGCTT
AGTGTGGTGGCTCACACCTGTAGTCCCACACCTAGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCCTTC
CAAGTCCAGGAGTTTGAGGTTACAGTGAGCTATGATGACGGCACTGCACTCTAGTGCAGG
TGACAGAGAGAGACCCTGTCTCAAGAAAAAAATTGAGGATTGTTTTTTTCAATTTTTGTG
AAGAATGTTATTGGAATTTTGATACAGATTGCATTGAATCTGTAGATTGCTTTGGGCAAT
ATGGTTATTTTAACAATTATTCTTCTATTTCATGAACATGAATGAGATGAATTTCCATTT
TTTTGTGTTCTCTTCAACTTCATTCATCAATGTTTTATAGTTTGCATTGTAGAGATTTTT
CACTTCTGTGGTTAAATTTATTCCTGGGTATTTTAGTTTTGTAGATATTATAAATATAAC
TGTTTTCTTGAGTTCTTTTTCAGCTGCCTTGTATATGGGAATGCTACTGATTTTTATATG
TCGATCTTGTGTCCTGCAACTTTATTGAATTTGACACTTCTAAGGGTCTTTTCCCAGAGT
CTTTAGGTTTCTCGAGATATAAGATCATATCATCAGCAAAGAGGAACAATTTGAGTTCCC
TTTTCAATGGGATGCCCTTTATTTCTTCCTCTTGACTGATTGCTCTGGCTAGGACTCCAG
TGCTATGTTGAATAAGAGTGGTAAAAATGGTCATCCTTGTCTTGTTCCAGTTCTTAGAGG
AAAATTTTTACCTTTTACCTGTTCAGGATAATGCTAGCTCTGGGCTAATCATACATGGCC
TTTGTTGTTTTTAGGTACATTTTCTTCTACACCTAATTTGTTGAGTTTTTATTATAAAAA
GATGTTTAACTTTATCAAATATTTTATAGGCATCTATTGAGAAGTTCATATTGTTTTTAT
GCTTGATTGCATTGATGTGATATATCACATTTATTGATTTGCATTTCTCAAACTATCCCT
ACCTGCCTGGTATGAATCTCATTTGATTATGAGGTATTATATTTTTTTATTTGCTGTTTG
ATTCAGTTTCCTAGTATTTTGTTGAAGATTTTTGTGTTTATGTTCATCAGGGATGTTGAA
ATAAGAAAAATATTCTTATTTTTTTCTCCTTGCCTGATTTTGGTATTATGGTAACGCTGG
CCTCATACAATGAGTGAGCAAGTATTTCCTCCACTTTGTTTATTTTTTTTTTACTAGTTT
GCATAGAACTAGTATTAGTTCTTCTCCTCACAAATTGTTGCAGTAATTAATATTTTGATA
GATTTATCTTTTAGTCTTCATACTAAAGATATAAGTAGTTTACACACCACAATTATAGTA
TTAGACTATTCTGAATTTGTCTGTGCATACTTTTAACAGTGGGTTTTATGCCTTTAAATG
TTTTCTTATTGCATGTTAGTGTCCTTCTCTTGCTACCTGAAGAATCCCCTTTAATGTATC
TTGTAAGACAGATCCGTTGGTGATGAACTCTATCAGCTTTTGTCTTGGAAAGTCTTTTTC
TTTGCATCATGCTGAAGGATAGTTTTGCTGGGTATAATATTTCAGTTTTGTTGTTGTTGT
TTTTTCATTTAGCACTTTGGATGTACCATCCCACTCCCTCTACTCTGTAAGGTTTCTAAG
ATGTCTGCTAATAGATGTTTCAAAGTTCCTTTATATATTATTTACTTCTTTTCTCCTGCT
TCTTTTAGAGTCATCTCTTTGTCCTTGACCTTTGAGAATTTGAATATTATATGATATAGA
ATAGTCTTATTTGGGTCAAATCTGCTTGGTAATCTTTAACTTTACTGTATTTGGCATACA
CTCTCCCAGACCAGCACCACACTGGGACTTGCCCACTCACCATGGTTGTTATGTCCAGTG
GCCACTGAAATTTACTTGGGGTCTTAGGCTATTTTACTCAGCCAGTGGGGAAGTGGGCTA
GGACTCCCACTCAGGTACCTTTGGACTGGCCAGTAGATTCTTCTCTGGCCCAAGGATGGT
CTAAATGTTCCCTCTATGGGCACCAATCTGAAATCAAGGGCTGTAAGGACACCGTCTTGT
GCTGTGTTCCAATGTGGTAGGAACAGCACTAAGTTACAATGCAAGGTCCAATGCTAACTT
TCATTTCTTTCCCTTTAGCAAGCAGTTTTTTTCCTATGCACTGTACTGCCTGAGGTTGGG
GGAGAGATGGTTTAGGCAATGTGAGACTTACCTTTTTAACCTCTTTAATGTGTTTTTTTC
ACCTTGTCATTATGCTAAAATCAGGTACTGTGATAGTTCACCTAATATCTTTAGCTCTTT
TGAATGTGCTTTCTTGCACGGGTAGTTATTCAATCTGATATTTCTGTGAGAGGACAATTG
TTGAAGGGTTCTAATTGGCCATCTTGCTCTCTTGTCTTTTTCTTAATTATTTACTGGTGG
TTTTGTACACGCTTTGTGTCTTTCTCCTCTCTTATTGTTTATCTTTGTGATTTGATAGTT
TTCTGTAGTGAAAATGTTTGATTCCTTTCTGTTTCTCATTTGTGTGTCTGCTCTACCAGT
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GATTTATACTTTTCTGTGTTTACATGATGGTAGATATTGACCTTTTGCTTCCAGATACAG
GAATCCTTTAAGCATTTCTTGTAAGGTCAATCTAACAGAGATCAATTTTCTAAATTTTCA
CTTTTCTAGGAAAGAATTTATTTCTCCTTCAATACTAATGACTAGCTTTACTAGGTCTAG
TATTTTTGGTTTAGAGAAATTCTTCCAACACTTGGAATATATTATTCCATTCTCTCCTGG
CCTGCTGCTGGACAAAGTGGTATTGCTGGTGGTAGTGGCAGTGGAGCACCAGGAAGTGGC
TTTCAGGCTCTGAGGAGGATGTGAATTGGCTCCCTCCATTCTGGGGGCAGCACCCCTGCT
GGAAAGGATCACCTGTTCTCTGGGATTAAGGCTCTGGGTGGATTTGATGCCAGGGTCATG
GCTACATCATTGAGTTCCACTATGTCACTATGCTGCAGACCTCATGGTGGACATGATGAG
ATGACACCTGGGCCACAAGGATGCAGGAGCTATTGGGCCTCAGGGATGTGAAGATGTATG
AGCTATTGGGCCCTAGGAAAAGTTGTACTTTTGTGGTGATTACACTCTCAAAATGTTACA
GTGCTTCGCTAGTCTGGATCTCGAGGAAGGAGGAGGATCAAGAGTAAATTTCCACTCTGG
AATAATGCAGTTGCATGGACTCCACAACACTCTCTATACTGGACTCAGGGCCTGTGAGGG
CTGTGGGGCTCTCTTGTAGCCAGGACTGCAGGTGTTTATGATACAGATGTGGGCTGTAAG
GGATCTCCTGCTTACCATATTCCCACAGCGGGCAGTCTCTCTTGGCTCCAAGCTGATCCA
TGTCAGCTACTTCACTTCCCTTGCTATGCTGCCACCCCTAGTTTCTGTGCCTCAGAGAGT
CTTTGTGTTTTCTATGCTGAATTCCAGTGTTCTCCCTTAGACACTCCACTCAATATGTAG
TTATATATTGTTGTGTTGGTCCTTCTTTGTGGAGGTGAGTACTAGGTGCCTCTAGTCAGC
CATTTTATGGTGCTCTATTTTTTCTCTTTCTACATTTATTATTGTATCTGCATAGAAAAT
GATAAATGATAAGCAGAACTTATTCTGGGGGGTTATTGGTGAACTTGTAAGGAAGCATAG
GAGGGAATATTACATTTTTGTATTTTTATTTTTTAGTTATTTACAGTGTACTTATGTTAC
CTGTTCTGGGGAAAAAAATAAAGCAGAAAAAGGACTGATACTACCCCCTCATAAAAAAAT
AATGTTTATACTAAATACAAAGATGCCTAAACCATTTATGATTCTTTTTCTGATATTACA
CTTTCTCTCTTTTTCTTTGACAG

GTGA
GTGGTAACAGAAGTAAATTGCAGCATTGTTGATATAAGAATTCTAATGTATTACTTTGAT
TAGTATTCATAAACACAGAAACATAAACTAGTAATACTGTGTCCTTATCATATTTTTGTT
GTCACTCTAGAAATTTGCAAACCATATTTGCTTAGACTGTAAGTTGTTGTCAACACAAAT
CTTTTTAATAATTATGATTATTTTAATAGAAAAAAAGATTACTCTTTTTCTATTTTTGCT
GTTACTCTAGAAATTTGTAAACTATATTTGCTTAGACTGTAAGTTGCTATCAACACAAAT
CTTTTTAATAATTATGATTATTTTAATAG
-GTAAGTGAATTTTTTAAATATTTTAAAGCATAAATTATGTATACACACACATACA
CACACATGCAAACCAGGATATAATATCTCTATATAAGTATTATATATATAGTGTGTATAT
ATATATAGTGTATATATATATATATATATATATATATATCTTATAAAGTATAATATCTAT
CCCATGGTGTTTTAAAAGTATAAAAGAAATTATTAAATGTAGCCCATAACTCACTGTAGC
TTTTACTTTTCTTTTAATAATGAGAGAGTATTTGTAAAAAGTAGAAAATCTTTAGGTTTG
GCGTCTCTTTTTCTATGAATGTATGAAGATATGTCTTTGGGTATGACCATGTCTTAGTGA
TCTGAAATTTCAGAGTTCCCATGACAAAAGCTTTTAATTTGTCTAGACAAAATCTGCTGT
AATATTTAGACATGTGAAGAATTCATAATATATTTTCCCCTTTTAG

GTTGAGTATTTGTTTTAATTCTATATTCTATATTTTGTTCTA
ACATATGAGGCAGCTCACCGGAGTATGAACATGGAACATAAGAGAAGTACTAAAACTTAG
ATATTCTAATACTCACCTCAAATCTTCCCTCATTAAAAATAAATAAGGACAGAATTTTCA
ATAGTATCTATGTTTTGCTTAGGTGGGAATTATGCTAGTTAGGGAAGAAAATTCATTTTT
TTCCAAGCGTAGGAAAAATTATTAAATGGTTATAGCCTTGTATTTTACTAAAATTGTGAT
CAGTGGTTTCATTGGTAGTGTATTTCTTATTCAAACAG

GTAAGTCTCTGGCCAAATAGGTCTCTGGTTTTTGTATT
TTTTCCCTATGATCACTCTGATCTCTCATTTCACACCATCCCAGGACATTACCACATTCT
AAAAGATTTAGCAAAAAGTGCTTAGGCCTCAAATTTAAGAGGGTATTGTGTTGGTTGCAG
AGCATCCAGGACAAATAATAACTAGTTACACAATTTGAAAACTATATGCTAAATCCTGGG
CAAGATACATCTACTATTATGTCCATTTTACAGATAAGGAGACTGAAGCAGAGAGGTTAA
GTATCACATGCACTCTTTTTGAATTTATTACCAGATTTGTTGAGCTATAACTGATATATA
ATAAACTGCACATATACAAAGTATAAAATTTTATAAATTTTGACAAATACATACACTCAT
GAAATCATTAATAACATCAAAATAATTAACATATTAATTACCTAGAAAATTTTTTGTCTG
TACTTTTGTGATCCCTTCCCCATGCCTCTCTCTAGTTACCTCTTTCTGTTCCCAGGCGAC
TAATCTGTTTTCTGTCACTTTAGATTAATTTGCAATTCTTAGAATTTAATATAAATGGAG
TCTTATGGTATGTATCATTTTTAATGTGTCCTTTTTTCACTTAGCAAAATTATTTTGAGA
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TTCAGCTATCTCATTGCATCAATGAGCAGTTAAATTATTTTTATTACTGAGAGGTACTCC
ATTATGGATGTAGCACAATTTATTTATCCTTTCATTTGTTGTTGTATATTTAGGTAGTTC
CCAGTTGTTACAAATAAAGGTACTTGTAGAAAAGTTTAAGCTGTTAAAAAAAATAAAAAT
AAAAAATAACTCTTGTTCCTGTGAATATCTGTCTACAAGTCTTTGTATGAACAGAGATCT
TCCTTTCACTTTCATGAGTATCTAGAAGCAGAATGGCTAAACCATATGATAGGTATATGT
TTAACATTTTAAAAAGTGCCAAACTGTTACCTAAAGTGGTTGTGAAATTTTACAAATTTT
ACATTTCCTCTAGCAGTATGCAAAAGAAAAATCTAAGGGGCAGTTTCCCCACATCCCAGC
CAACACTTGTTTTGATTACCCTCTTAAATTTTAGAGATACCAATAGTTGTGTATTGGTAT
ATCACTATGGCTTAAACTTGCATTTCTTTAGTGACTAATGATGTTGAGTATGACTTTTTG
TGCTTATTTGCCATTCGTTTAAAATTTTTCTATTTTGGTGGAGTGTGGTGGCTCACGCCT
GTAATCCTAGCACTCTGGGAGGAAGGGGTGGGTGGACCGTTTGAGCTCAAGAGTTTGAGA
CCAGCCTGAGCAAGAGCAAAACCCCATCTCTACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAANAG
ATAGAAAGAAATTAGCTGGACAACTAAAACTATATAAAAAAATTTAGCCTGGCATGGTGG
CTCATGCCTGTAGTCCCAGCTACTCCGGAGGCTGAGGGAGCAGGATCACTTTGAACCCAG
GAGTTTGAGGTTGCCGTAAGCTAGGCTGACACCATGGCACTCTAGCCCACACAACAGCGC
AAGACTCTGTCTCAAAAAATATATATATATGCATATATATATATATGTATATATATGCAT
AAATATATATGTATGTATATATATATATACATATATATATAAAATTTTTCTATTTCACTA
GTTTCTGCTTTGATCCTTATTATTTACTATTTTTACTATTTTCTTACTCTGGGTTAAATT
TTCTTTCCCTAGTTTCTTATGGTGAAAGCTGAGATACTGATTTGAAACCTTTCTTCTTTT
CTAATAAATGTTTTTATATTATTAATATATAAGATTATTTGACAACATCCTCACATATTT
AAAAATACTTTTGTCATTTCCATTAAGTTAAAAATAGTTTATATTTTCCTTTTGCATTCT
TCTATAATTCATTGATCATTTACAAGTGTATTATTTAGTTTCCAACATTTGTGAATTTTC
AATAAACTTTCTTGTTATTTATTTCTAATTTAGGTCCACTTTGATTAGAGAATATATGTT
ATATAGTCATGCCTTAAATTTATTGAAATTGGTTTTATGGACTAGATGATACTCTATAGT
CTATCTTTGGAAATGTTTTATGTGCATTTGAAGAAAATGTCTATTCTGATATTTAAGCTT
TTATTTAACTCAAGTACTTATATGAAGAGAGATTTTAGACTTCCAAATTGATTAATTTCC
AATGTATGGAAAAAAACAATGGCACATTATTTGTAAGAGAATGTAATTTTTACTTTTATT
ATTCTGAATTGGCTATATTTTGCATCTCTGTGAACTAGAAGGGCCAGACATGGTCCTAAA
ATCTCCTGAAATGGTATTAAGTTTTATATCTGAAGTCCAATAAATATTTCATTTTTATAT
TACTGCATAAAAAATAAAAAGTCATAAATATAATTTGTAATTTTCTCTCATCTAG

7.9.5 Mimu-NKG2-1

TCCCTGACATCACACAGCTGTAGAG

GTAAAGCACGTAACAGCTCCTCAATACA
ACTGTTCTAGGATGTGCAGTTGGGGTGCAGGTGTTGGGAGCTGATTCTGGTGTTATGCCT
TATACTAATCATTCACTATAGCCTGTAATGCACGTGTGCTGCATGATGCAGTGGTAGCCA
GCATTTTCTTCTAGTCAGCATTTTCTTAAGACACAGTTACTGCCTTGGGACATAACAAGA
GGCCTGAGTTTCTGCACATAAGCAAATATTGCCCAGCTCCGACATGGAGGGCCCCCGTGG
TGGGAGTCTGGAAGCCATAAAGATAAGAAGAACATTCCCAAGGCCCGGCCCCGTATGATG
GTTGGTTGTTAATGACGGGTAAGACTCCCCATGGGAGGGGGGCGACCTAAGACAGGCACA
ACCGTGGGGGTCGCTGCTGGCTGGGAGAGAGTCACTGGCTGGGAAAGAGCATGAGAAGTT
CTTCTAATGGCTGCATTGTTCATTATTGCTTATCTTGGTCTTGGTTTTTGAGTTATGTCT
GGTGCTGGCGCCTCAAGTAACTGTTTTGAGGTCTGAGACCATGAGAAATTGTTCCCTTTT
GAAACAACTCCAGAATTGACTGATATGCTCAGATGCTCATGCACAAGGAACTAACCTTGG
GTCTGGGGGGTATAAAAATAAAGCAACCGGTGTATTAGTCACTCGAGTCATTGTCATGTC
CATGTGCGTCTATGTTGTTATTTCATGTTCTGTGTTCATTCCCCATCCTATAATTGGGCC
ACATCAACAGGGGTGTAGGGAAAAGGCAGGGTGTGCTCACAAAGTTTTATTCATGGAAAT
AAGAGTTCTAAGTTGACATATGGTATTTTCATATGAAATATGCAGACAGATTTTACTCAC
ACATTGTAGAAATGTGTAGCCTTTCTGCAACAACTCATGGAGCACTACATTTACTGAAAA
TGCAATGGTATATTCTGAGAGAAAGATTACTATGGTAAATGTGGGTTTGGGATCCAACTT
TATCTTTGATTCTCTGTGTATGTAGGGTCTCTTGTATCAAAATATTCTAACCAACCATCT
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CTGTCTCTCCTTTCTCAGTGTTTCTGTTTCTCTCCTTGCAG

GTAAGTATGTTTCAGAAGAATTAAAGGAAACTTTAACATTTAATGA
TTGGAAGTGCTTCTAAACTTTCATGATATCAAGGAACAGAATTCAAATTTTAACATATGT
TTAGACTGAGAAATGGTTATTCTTAATTTTTCAAAAGTATAAATGAAAGAATAATTATAC
AGAGTCTTTGATTTTAATTAAAGGTATATATTCAAATTTCATAACTTAAAGACAAGTTTT
AGGAGATTGAAAAAGCTCATGGAGAAATAGAAATTAATTTTTGGAAGTGGTTAAATCAGA
TACTTACAATATATTAATATAAGGTAGACTGAGATGGTGAAGTTTTGTTTTGTAGGCTTT
GGAAGCTTTTTTCCCCAAAATTTTCACTACTTTATTTTTTCTTGCTGAAATCAATTTTAC
TCCAGATAATTATAATTCTAAGTGATACACCAAATTTCAAACAAAATTTAAAATTATTGT
GACTTATTTATATATTAATTTTTAATACAGATTACTTTAATTTTTCCAACTATAG_
TCTTGCCTCAATCTTATGCTGTGCAAATTTGATAATACATATCTTTTGGGGAAATAAATT
AAAACATTGGGCTATAAACTTTCATAAACAAAGATTATAAGAAGGCATTCCTTTTTCTTC
AAAAATAAGTAGAAATATTGACTTAAAATCACTATACATCTTTTTGCTTTTGACTTGAAT
AACTAGTAATATCTTATAACAGTTAAATAATTTTGCTATTCCAGAAAGGTGGTATTGTTC
ACCACTTTTTCAGACATGTACAGGGTGGATTAGTGTTTGATGTTTTGCTTTATGTGGCAA
TATAATTAGGGGAGGAGAGGCTGACCCTTTTTCTGTGCATATGTGTGTGAGTGAGTGTTT
TTTCTTTTATATTTATCAGCCTATGAGGATTAAAAGACATGTTTATATATTTTTATATCT
TTGAAAATATGTAAATTAATTTTAATTGTGAAAATTCATATTTTTTACAG

GTAAGTGTTTTAAACCCTTTATT
AGAAGTTTATTATAGTCAATATTACATTTGTAGAATTAATCCTATTCTTTTATGTATTTT
CTTTTAAGTATTTCCATGTCTGTATATTATTCTGTTGTGTGACTTCACAATAGTTTTCTA
TTTAAACACTGCTAATGCATATCCAATTATTGCCAATTCTTGCTGTTCATGGAAAACCAT
CCTTCTACAAATGCTTTTACACTAAATTAAATTTTGCTATTTAATTATAGTAGATATAAG
CACATGATGTTACAGATTTATCACGAAGTGCACGGACTCTTGTAGTACAAGTCAGATCAC
AAAATAGGAGTTTCCAGCCCCAGCAGCCCTGCCCCTGTGCATGTCCTTATCACTCCTCCT
TTCTACTCCTCAAAACACTGTCCTTACTTTTAATATTATGAATAAAATTTACCAGTTTTT
GAATTTTCATAAATGGAATTATATAGTATGCACTTTTATGCCTGTCTCATTGCACTCCTG
TGTGATACTTGTGCAATTCATCCATATTAATGCAGTGAGCAGTAGTTTATTAGCATTCTC
TACTGCATTGTGTACATATGACATATTAAAATCCTTTCTGTCTGGTGTCTCTGGATGGGG
GACGTGAATCTCATGCCCTAAGGGACGCAGAGGCTTCCTGGATGGAGCACTTGTAGTCAT
GGGATGCCTTTCCTGATCCCCCTCAGCCACACCTACCCTGGTGTGTCTTGGTGGGGACAG
AAGCACTTCCTCTGGCTACTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATAGAGCCCCCTTGCCAGTG
GTGCCAGCCTTGCTGGAGTTGCTGGCAGGACTCCCTCTTAGTACAGAGGGGGAATGAGCT
CATTTGAGGCACCTCTCAATGCCAGGTTTGATGCTGGGAACAGCAGGAATAGGTCATTTT
CTTCTGTTGGGTGGGGACTTAAGATGCCCAGACACTGTGTTGATCCCTGATCCTGGGGTC
CCAATCCACTCCACCTTTCCCTTCATCCTTTCAGAATCTCCTTTGCTTGTGTCTTTCATG
AGGTCCAGAGGATATAGTTGTATTCAGTGTAGAGTAGCACTTGTTTTGGACCATTGGTGT
TCCACTAACACAGAAACAGAAAAAAAACTGGGGGCATAGCTAGTTAGAGAATGGTTTGGT
GACCAGAAAACTGCATTTTTGGCTTATATGTCATTTATTTCCTCAGTGACACCCCTTTCA
ATTCCCATCTAAACCCCAAACTATTAGAAATGTAATAGAAATATACATTGATTTAATATT
AGCAACAAGAGAAATGTTTGTACATTCTCTGGAAATTTATTTAAATTCATGCTATATTTG
TTTTGCCAACATGGATACTATTAAATTACATGGGTCATAATTTTCCTCATTAACATAAGA
ATAATAATGAAACTAAAAAGTATAAATGTGTAAGAGTTCAATTTAAGAAATAATTACATA
TTTGTGAAAATTTTTAGCAATATAAAAAGTGGTTTTCAACTCTAATATTGCTTAAAATAC
TAACTTTGTTTTTCAAATTATAGACTCAATGAAAGAACATATTATTTACACTTGTAAAAA
TTTGTAAACTTTTTGACAATTATTTAAACGTAAAATATTCACATTCCCATAG

GTAAGTATTTTTGAATGGTGCTGTATA
GTAGAAAAAATATAAAAAGGAAAAATTCAGAGGAATAATATGAGTACGTTTAAGTTGAAT
TATAAACATTAAAAAGATGTTGGAAGTTAGTGAAATGTTGCTATAAATGTTAAACAATGG
ACCACAGTACTCTCTCCTTACTTGTGGTTTCACTTTTTGTGGTTTGAGGTACCTACAATC
AATCATGGCCAGAAATATTTGAAATGAAAATTCTAGAAAAAAGCACTTTATGAGCATTAA
ATTGCTCAGTGTTCTGAGTAGTGTGAGCAATTTCACACTGTCCCACTCTGTCTTGCCTGG
GATGTGAATCATCTCTTTGACCAGCAGATCCACACTGTACAGGCAACCCACCCTTTAGCC

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



ANHANG

246

AGATCAGTTGTCCAGTATCTCAGTGTTTGGGTTCAAGTGCCTCTTATTTTACTTGATGGG
GCAAAAGCCCAAGGGTAGTGATGCTGGCACATTGTTATATTTACTCTTTTGTATCATTAG
TTATTGTTCTTAATCCCTTCTTATGCCTAATTTATAATTTAAACGTTATCACAGGTGTGT
ATAAATAGAACAAACATAGTATGTACTAGGGTTCAGTATAATAGTGATTCCAGGCATCCA
TTGGTGGTCTTGAAACACAACCCCTATATATACGGGGGACTACAGTGGTCAGTTTTCATA
ATAAGCAACCCATTATTTAATTGACCATTCTCATATAATTATTTTCTTAAAGCTTACAGA
AAATGCTCTTGTTTCATGAATTGTCCCTATAAAACATGACAGAAGTATGGATTTTTCTCC
ATTACAG

7.9.6 Mimu-NKG2-2

GTAAGCAGTTACTCTATCCTCAATAACTATTCTGGGATATGCCAT
TTTAGTGAAGAGTTGTAAGAAAGATGAGGGAATATTTTTCATTCGTGAGGATATGGTACT
CTAATCCGAATCTGAAGGCTAATTATATTCAGAATTGTTAAGCTTGTAGGCTTTCATCAA
CAAATCATGGGGCATAATATTTACTGAATATGCAACAGTGTATTTTGAGAGAAATATTAT
TATGTAGATGTGGGTTTAGAGACAAGAATTTATCCCTTAGATTCCCTGTACATGTGAGTT
GTCTTGTATGTAAACCTTCTAATCAACTGTCTCCATCTCTCCTTTCTCAGTGTTTCTGTT

TCTCTCCCTGCAG

GT

AAGTGTATTTTTGAACGGTTATAATAGAACTTTTCATATTAATAATGGAAAGTGCCTCTA
AGCATTTTATAATAATAGGAAATAGGATATTAAGATTTTAATTATTTAATAAGGAGTATT
TCARTTTOTTU O GTACATTAACACAGAAGCCARACATTTCTTTTCAGACTATAAGAAC
GTACATTTTATATTTTGTCTCTATCTTAGTCCGTGCAAAAACAAAATAGATT
TTGGGGGGTAAATAAATTAGAATATTGGACAATAAATGTTTGTGAATAAATATTATAAGA
GGACATTCTCTTTTCTTTAACAATAAGTAGAAATACTTATTAAAATGACTATACCCTCTT
TTTGCCATTTTACTCCAATTGTTACTACTGTCATATGATAAGGATTATATAGCTGTGTTA
TTCTAAAAAAATTGTTTTGTTCAGTGATATCTCAGACATGTGTAGGGAGGATTTTGTTTA
ATTTTTTCTTTAAGTGGGAACATAATTAGGACAGGAGAGACTTAACATTTTCAGTGTGTG
CGTGTATGAGCGAGAATGTGTTTTTTAAATGTACCCGCTGTCCGGATGCAAGGATATGTG
CATATAAGTTTATATCTTTACAAACACACAGATTGATTATTTTAAAAAAATTCATATTGC
TTCTTGATAATAATTCAGAGTCTTTCTTCAG

GTAAGGTGTTAAATGTTTCAAATTTATTAGAAGCCTCTTGCATTCAATATGATATTT
ATAGAATTCATCATATTGTACATATTTTAGTCTCATTATCTTAAGATCTATATAAATAAT
AATTTATTTCAATTAATACACTGCTAATGCTGATTTAATTATTACCAATTCTTGCTATTT
AAGGAAAACCATGCTTCTATAAAAGTTTTTGTTCTAAATTGAATTTTACTATTTAGTTGT
ACTAGAAATCACATCGTGATTGTACACATTGATCACAAAGTGAATGGACTCCTGTAATAC
AAGTCAGATCACAAAATAGGCATTTCCATCCCAGCAGCCTGGCTGATGTTCATGTCCTCA
ACACTTCTCCCTTATCCTCAAACCACTGTCCTGACTGTTAATATTACAAATAAACTTTAT
GTGATTTTGAAGTTTTATAAATGGAGTCATTTAGCATGCACTTTGATATCACTCTCTGTT
CATTCGTATTCATGCACTGAACTGTGAGTCTCAGGCTCTGAGGGACACAGAGGCTTCCTG
GATGGAGCACTTGTAGTCGTGGGGCTCCTTTGCTGGTCCCCCTCAGCCACACCTACCCTG
GTGTGTCTTGGTAAGGGCAGAAGCACTTCCTCTGGCTGTTAGTAGGTCTCCTGATAGATC
CCCCTTTACCAGTGGTGCCAGCCTTGCTGGTGTTGCTAGCAGGACTCTTTCTCAATGCAG
AGGGGGAATGAGCTCATCTGAGGCACCTCTCATTGCCAGGTGGGTGCTGGGAAAAAGCCG
GCGTAGGTCCCTTTCTTCTGTAGGGTGGGGGCTTAAAATTCCCAGCCAGTGTGTTGGTCC
CTGATCCTGGAGTCCTAAGCCACTCCTCCTTTCTCTTTCCAACTTTCAGATTCTACTTGC
TTGTGTCTTTCATAAGTTCCAGAATTTATAGTGGTATATAGTAAAGGGAAGCACCGGATT
TGGACCAGTGGTGTTCATCCTGTACCAAAACAGACAAACTGTGGCCTTAGCTAGTTAAAG
ACTTGTGTGATGCCCAGAAAACCATATTTTGGCTTCTATATCATTTATCTCCTGAATGGC
AGCCCTTTGAATTTCCTTCTAAACCCCAAACTCTCAGAAATGTATAAATATACATTGATT
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TAATATTACATTGATTTAATATTATCAGCAGGAGAAATATATGTACAGTGTCTGGAAAGT
TATTTAAATTCATTTATACTAGTTTTGCCAATTACTGGTTACTCTTAAATTACATGGGTC
ATAATTTTCTTCATTAACAAAAGAAGAAGAATGACACTATTAAGTATAAATATTTAAGAG
TTCATTTTAAATGAAAATTATGACTTTTTTGAAAGTTCTTAGCACTTTATAAAGAGATTT
TCAACTTAATCTTGCTTAAAACAGTAATTTTATTTTGACAGTTATAGATCCAATGAAAGA
ACACACTACTGTCACTTTAAAAAATTGTTACATATTTGATAATTATTTAAATATACAATA
TTTATATTTCTGTAG

GTAA

GTGTTTTGAGTGGTGGGATATAGTAGAAAAAAATATAAATAGAAGAAATTCAGGAGAATA
ATATGAGTAAGTTAACATTGAATTAAAGACATGAAAAAGATGTAGAAATTTAGTGACATG
CTGATATAAATATTAAAGAATGGGCAACACTTGTTTCCCTTTATTGGTGGTTTTATTTTC
TGTAGTTTGAGGGTATGGCATTCAACTGTGTAACAACCAACAACCAGTTTTGGATATTAC
ATTAAAATGTGATTAAATGACAAAATCCTTTTCTTAAAAAACATGAAAAATCCTGTTGTT
TCATGGATTGTCTCCATAAAATATAAAAGAAGTATGAATTTTTCTCCATCACAG

7.9.7 Mimu-NKG2-3

GTCTGACATCACACAGTTGCAGAG

GTACAGCACTTAATAGCTCCACAATGCAA
CTGTTCTAGGATGTGTAGTTGGGGACAGGGGTGAGGGGAAAGAGCAGGATGTGCTCCCAT
AGCTAATTCATGAAGACCAGAGTTCTAAGTTGAGATATGGTATTTAATATGAAATATGCA
GCTGAATTTTACTCACACATTGTCGAAATTTGTACTTTTAGTACCACAACTCACAGAGCA
CTGCATTTACTGAAAAATGCAATGGTATATTCTGAGAGAAAGATTACTGTGGTAGATGTG
GATTTGAGGTCCAAGTTTATCTTTGATTCCCTGTGTATGTGGGGTCTCGTGTATCAAAAT

ATTCTAACCAACCATCTCTGTCTCTCCTTTCTCAGTGTTTCTGTTTCTCTCCCTGCAG

GTAAGTAGATTTTGGAAGAATAA
AAGGAAACTTTTACACTTAATGATTAGAAGTGCCTATAAACATTTCATAATATTAGAGAA
TAGTTTTCTGGTTTTAACAGTATTATTAAACTAAATGAGGAATAGTTATTCTGATTTTTT
CAGAAATATAAATGAAACAATAATTACAGTCTTTGCTTTTAATTATATGTAAGTTCAAAT
TTGATAACTCAAAGATATATTTTAGGAGACTGTAAAAGCTTACCTAGAAATAGAAATTAA
TGTCTGAAAGTGGAAAAATCAAATATAGTATTATAAGATATAAAGTAGGAAGAAGTGGTG
AAGTTTAGTTTTGTAGGCTTTGGAAGGTTATTTTTCCCAATACCTTCACTAATTTATTAA
GTTTTCTTGATAAAATCAATTTTACTCATGATAATTCTAATCCTAAGTGATATACCAATT
TTCAAACAAAAACTAAAATTAGTGTGACTTACTGAGATTCTAATTTTTAATAAGGATTAC
TTTCATTTTTCTAG

BEREEE A CTGACATTAATCATTTTAATTTTATATCTATCTT TGGCTATGCAAAAAT
TAAAATCAATATTTCTGGGATAAATAATTTAGGATATAGGCAATAAACACTCCTGAATAA
TGGTTTAGGAGGGCATTCCATTTTCTTCAGGAAGAAGCAATCTTGTGAAATCATTATAAC
TGTTTGCTATTTGACTCAAATTACTACTACTTTCATATAATAAAAGTAAAATAATTTTGC
TGTTCCACAAAAGTGATTTTGTTAAGTGATTTTTCAGACATGTGCAAGGTGGATTTATGT
TTAATGTGGCAATATAATTAGGCGAGGAGAGGCTAACTCTTTTCATTGTGTGAGTGGGAT
TTTTTTATATTTACCAGCCTTCGAGGATGCAAAGATATGTACATATATTTCTATACCTTT
GAAAATGTTAATTAATTTTCACTTTAAAAATTCATGTCTAGATAGTAACTCATAATTTTT

GTAAGGCGTTAAATGTTTCAAG
TACTTTATTAGAAGCTTATTGCATTTAATATGATATTTGTAGAATTCATTATATTGCACA
TATTTTAATTTCATTATCTTAAGGACTATATAATATAATAATTTATTTCAATTAATACAC
TGATAATGCTGATTTAATGATTACCAATTCTTGCTATTTATGGAAAACCATGCTTCTATA
AAAGTTTTTGTTCTAAATTGAATTTGCTATTTAATTGTACTAGATATTATCACATCATGA
TTGTGCACATTGATCACAAAGTGAATGGACTCCTGTAATACAAGTCAGATCACAAAATGG
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GCATTTCCATCCCAGCAGCCAGCACATGTTCATGTCCTGAACACTTCCTCTCCCTGATCC
TCAAACCACGGTCCTGACTGTTAATATTATAAATAAACTTTATGTGTTTTTGAAGTTTTA
TAAATGGAGTCATTAGGATGCACTTTGATGTCACTCTTTGTTCATTCGTATTAATGCACT
GAACTGTGAGTCTCAGGCCCTGAAGGACACAGAGGCTTCCTGGATGGAGCACTTGTAGTC
ATAGGACTCCTTTGCTGGTCCCCTCAGCCACACCTACCCTGGTGTGTCTTGGTGGGGAGC
AGAAGCACTTCCTCTGGCTACTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATAGAGCCCCCTTGCCAT
AGTGCCAGCCTTGCCAGAGTTGCTGGCAGGACTCCCTCTCAGTGCAGAGGGGCAAGGAGC
TCACCTGAGGCATCTCGCGTTGCCAGTGTGGGTTCTGGGAACAGCAGGCCTAGGTCACTT
TCTTCTGTTGGGTGGGGACTTAAGATTCCCAGCCAGTGTGTTGATCCCTGATCCTGGAGT
CCTAAGCCACTCCACCTTTCTCTTTCCAACTTTCAGAGTCTACTTGCTTGTGTTTTTCAT
AAGTTCCAGAATTTATGGTGCTATATAGTAAGGAGAGGCACCGGATTTAGACCAGTGGTG
TTCATCCTGTACCAAAACAGACAAACTGTGGGCTTTGCTAGTTAAATAATTGTGTGATGC
CCAGAAAATGATATTTTGGCTTCTATATCATTTATCTCCTGAATGGCAGCCCTTTGAATT
CCCTTCTAAACACCAAACTCTCAGAAATGTATAAATATACATGTATATTGATTTAATATA
CATTATATATAATAAATATATATAAATAACATAACATGTAAAAATATAATAAAATATATA
TAAATATTATTATATATAAATGATATATAATGTATAGAGATAATATAATAAAATATAAAT
ATAATAAATATATATTTAATAATAATGTATATTGATTTAATATTATCAGCAGGAGAAATG
TATTTACAGTGTCTCAAAAGTTATTAAAATTCATTTATACTAGTTTTGTCAATATTGGTT
ACTCTTAAATTACATGGATACTAAATTTTTTCATTAATAAAAGAAGAATGACACTACTAA
GTATGAATATTTAAGAGTTCATTTTAAGTGAAAATTATGACTTTTGTGAAAATTATTAGC
ACTTTATAAAGAGATTTTCAACTTAATCTTGCTTAAAACAGTAATTTTATTTTGATAGTT
ATAGATCCAATGTAAGAACACACTACTGGCACTTTAAAAAATGTTAAATATTTGATAATT
ATTTAAATATATAATATTTATATTTCTGTAG

GTAAGTGTTTTGAGTGGTGGGATATAGTAGAAAAAAATATAAAAAGAA
GAAATTCAGGAGAATAATATGAGTAAGTTTACATTGAATTAAAGACATGAAAAAGATGTA
GAAATTTAGTGGCATGCTGATGTAAATATTAAACAATTGACGACACTTGTTTCCTTTTAT
TGGTGGTTTTATTTTCTGTAGTTTGAGGGTATGGCATTCAACTGTGTTCAGTTTTGTAAC
AACCAACTCTTATGAATATTACGTTAAAATGTGATTAAATGACAAAATCCTTTTCTTAAA
AAACATGAAAAATCCTACTGTTTCATGAATTGTCCCCATAAAATATAAAAGAAGTATGAA
TTTTTCTCCATCACAG

7.9.8 Mimu-NKG2-4

AATAAACAAAGAAGAATCTACTCTGAACCAAATCTGACCCAAATCCCAAAGTAGCAG
CAAAAGAAAACGAAGGGCACTAAAAGATCCATTTCAGAAAGTGAGCAGGAAATAACCTAT
GCAGAATTAAACCCTAAAGTGCTGCTCAGGATCCTCAAGGCAATGACAGATCTTACCACT
GCAAAGGTAAAGCACTTAACAGCTCCTCAGTACAACTGTTCTAGGATGTGCAGTGGAGTG
CAGGGGTGTGGAGAAAGAGCACATGGCATGCTTACACATTTTTATTGACAAATAAAGTTG
AGATATGCTATTTTAATATAAAATATGAAGATAATGTTGCTCACACATTGTTGAAATTTG
TAATCTTTGTCCAACAACTTATTTTATCTGGTGTCACTGGCTGGGGGACATGAGTCTCAC
GCCTTCAGGGACACAGAGGCTTCCTGGATGGAGCACTTGTAGTCATGGGACTCCTTTGCT
GGTCCCCTCAGCCACACCTACCCTGGTGTCTTTTGGTGGGGGACAGAAGCACTTCCTCTG
GCTCCTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATAGACCACCCTTGCTGGTGGTGCCAGCCTTGCC
AGAGATGCTGGCAGGATTCCCTCTCAGTACAGAGGGGGAATGAACTTACCTGAGGCACTT
CTCATTGCCAGGGTAGGTGCTGGGGGACAGCAGGCCTAGGTTACTTCCTTGTTGAGTGGG
GACTTAAGATGCCCAGCCACTACGTGGATCCCTGATCACGGGGTCCCAAACCACTCCATC
CTTCTTATTCTATCTTTATGAGTTTCCTTTGCTTGTTTCTTTCATAAGTTTCATAGTTTA
TTGCTGTATTAGTAGGGAGCAGCCCCAGTTTTTTACCTTTGGTGTTCCACCAATATGAAA
ACAGGCAAAAGTGGGGACTTAAATAGGTAAAGAATGGTGTGGTGACCAGAAAACCATATT
TTTGGCTTATATATTGTTTATTTCCTCAATGGCAGCCTTTTAAATTCCCTTCTAAACCCT
AAACTCTTAGAAATATAGTAGAAATATGCATTAATTTCATATTACCACCAGTAGAAATAT
ATATACAATGTCTGCAAATGTATATTCATGCTATATTAGTTTTGCCAACATGGGTAACTA
TTAAATTACATGGTTCATAATTTTCCTCATTAACACAGAAGAATGAAATGCTAAGTATAA
ATGTTTAAAAGTTTAAAGTTTAAAAACCAAAGTTGCAAATATTTGGGAAAGCTTTTAGCT
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ATAGAAAAACTGGTTTTCAGCTTTAATATTGCCTAAAATATTAATTTTGTTTTGACAATT
ATAGATCCAATGAAAGGATGCACTGCTTACAGGCACATTTAAAAATTTGTAAACCCTTTA
GTAACTATTTAAATATAAAATATTTGTATTCCTATATGAATTTCTGGGCTCCCTGTCAGG
TCAATCACGGTTGGAGTCTTTTGTAACAGCAGTGATCATCCATGGGTGTCAATAAATGGC
TCAACTTTCAAACTCAA

7.9.9 Mimu-NKG2-5

Die sechs zusitzlichen Nukleotide am 5’-Ende von Exon 3 der NKG2-5A-Variante sind orange markiert.

TCTGAGTCACACAGCTGCGGAG

GTAAGCATTTACTAGATCCTCACTATAACTGTTCTGGGATATATAG
TTTTGGTGAAGAGTTGTGGGAAAGATGAGGGAACATTTTTCATATGCGAGGATGAGAACT
CAAAGTTTGTACATGGTACTCTAATATGAATCTGAGGGCCGAATTTATTCAGGCATTGTT
AAACTCATAGGCCTTCATCAACAAATCCTGGGGCATTATATTTACTGAATATGCAACAGT
GTACTTTCTGAGAATGATTACAATGTAGATGCGGGTTTAGAGACAAGAGTTTATCCCTTT
GGTTCCCTGTACACATGGGTTGTCCTGTATGTAAACCTTCTAATCAACTGTCTCCATCTC
TCCTTTCTCAGTGTTTCTGTTTCTCCCCCTGCAG

GTAAGTATATTTTTGAAAGATTACAATAGAATTTTTCACTT

TAATGATTGAAAGTGCCCCTAAACATTTCATAAAAGCAGGGAATAGGATATTTAGATATT

AATTATTTACTAAGGATTACTTTAATTTTTCTAGITACACH I
e - T A CATTTTATAT TT TATCTCTATCTTAGTCT

GTGCAAAATATATAATAGATTTTTGGGGGGGAAAATAAATTAGAATATTGGACAATAAAT
ATTCACAATTAAAGACTGTAGGACGATATTCTCTTTTGTTCGACAATAAGTAGGAATGCT
AATTAAAATCACTATACCCTCTTTTTGTCATCATACTGAAATTACTACTGCTGTCATATA
ATAAGAATTAAATACTTCTGCTAGTCTAAAAATGATTTGTTCAGTCATTTCTCAGACATG
TGTAGGGTGGATTTAGTTTAATTTTTTCTTTATGTAGGAACATAATTAGGGCAGGAGAGA
CTTTCCAACTTCAACGTGTGTGTATATGAGTGAGAATGTTTTTTGCCTGTATCAGCTTTC
TGGATGGTCAGATATGTTATGTGCATGTAAGTTTACATCCTCACAAATATATAGCTTAAT
TTTTACTCTAAAAAATTTACATTCTTTCTGGATAATAATTCAGTCTTTCTTCAG

GTAAGATGCTAAAGTTAAAAACACTTTATTAAAA
GCTTCTATCAGCTAGTATTATATTTATAGAATTCATAAATATTTATAAACATATAATTAG
CTACTTTATTTTCAAACCTGTAAATAATCCATTGATTGACTTCACAATAGGTTATTTATA
TTCATATGCTGATAATACACATTAAATTATTTTCACATCTTGCTTCTCACAGAAAACCAT
GCTCGTATCCATGTTTTAATTTGAAAATAAATATTGCTATTTAATTTTATTATATATTAA
GAACTAAGCACATTATAATTGTGCAGACTGATCATGCTGTGAATGGACTCATGTAGTATA
AGACAAATCATTAGAAGTTTCCAACCCCAACAGCCTCACCCCTGTGTATACCTTGATCTC
TTTTCCTTCCCTTTCCCCAAAATACTGTCCTGACATCTGATACATGATTAAGCTTCACCT
TTTTTAGAATTCACATAAATGGAGTCATTCATTATACATTCTTATGTCTGTGTCCTTCAC
TCCCATGTGACATTTTTGCAATTTATTTATACTAATGAATTAGCTATAGTTTAATAATTT
TCACTGCAGTATTATGTACATACAACATTTTAAAATTCATTCCATGTGGTGTCTGGATGA
GGACATGAGTCTCAGGCCCTCAGGGACACAGAGGCTTCCTGGATGGAGCATTTGTAGCCA
TGGGACTCCTTTGCTGGTCCCCCTCAGCCACACAAACCCTGGTGTCTCTTGGTGAGGTAC
AGAAGCACTTCCTCTGGCTACTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATAGATCACCCTTACCAG
TGGTGCCAGCCTTGCTGGAGTTGCTGGCAGGACTCCCTCTCAATACAGAAGGGGAATGAG
CTTACCTGAGGCACCTCTCATTGCCTGGTTGGGTGCTGGGGACAGCAGGCCTAGGTCACT
TTCTTCTGTTGGGTGGGGACTTAAGATGCCCAGTTAGTATGTTGATCCCTGATCCTGGGT
TTCCAAACCATTCCACCTTTCTTTTTCCAACTTTCGGAGTATGCTTGCTTGTGTCTTTCA
TAAGTTCCAGAATTTATGGTTGTATTTAGTGAGGTGAAGCACCCGCTTTGGACCACTGGT
GTTCCACCAGTACTAAAACAGACAAAACTGGGGGCTTAGCTAGTTTAAAAATGGTGTGGT
GTCCAGAAAACTGCATTTTGGCTTATGTGTCATTTATTTTCTGAATGGCAACCCTTTTAA
TTTTCTTCTAAACCCCCAAATCTCAGAGTTGTATAGAAATATAGATTGATTTAACATTAA
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CAGCAGGAGAAAAGTATGTTCAGTATCTCAAATGTTATTTAAATTCATTTATATTAGTTA
CTGTTAAATTACATGCATCATAATTTTCTTCATTAGCATAAGAAGCATGACACTAGTAAG
TATAAATGATTAAGAGTTCTTTTTAAGTGAAAATTACAAACTTGTGCGAAAGTTCTTAGC
ACTAAATAAAGGAGTTTTCAACTTTAATATTGCTTAAAACAGTAATTTTGACAGTTATAG
ATGCAATGAGCAAACACACTACTGGCACTTTAAAAATTGTTAAATATTTAATAATTATTT
AAATATACAATATTTATATTCCTGTAG

GTAAGTTTTTTTGAGTAGTGGGATATAGTAGAAAAAAATATAAAAAGGAGAA
ATTCAGGAGAGTAATATGGGTAAGTTTAAGTTGAATTAAAGACATGAATAAGATGTTGAA
AGTTAGTGAAATGCTGATGTAAATATTAAACAATGGACCACACTTGTCCCCCCTTATAGG
TGGTTTTGTTTCTGTAGTTTGACAGTAAGGCACTCAACCATGTTTGGAAAATTTTGAATT
AAATATCCAGAAAACACCACTTTATGAGCTTTAAATTGCTCAGAGTTCTGAGTAGTGTAA
TGACATTTCACACTGTCCCACTCTGTCTTGCCCTGGATGTGAATCATCTTTTGACCAGCA
GGTCCACAGTGTATAGGTGACCCACCCTTTAGTCACTTAGGAGCCCTCTGGTGATCAGAT
CAATTGTCACAGTATCTCAGTGCTTGGGTTCAAGTGCCTCTTATTTTACTTAATGGGGCA
AAAGCCCAAGGGTAGTGATGCTGGTATGTTGTTATATTTACTCCTTTGTATTATTAGTTA
TTGCTGTTAATTCTTTCTTGTGCCTAATTTATAAATTAAACTTTACCAAAGGTGTGTATA
TATAGAATAAACATAATGTATAATAAGGTTCAGTAAAATAGGTGATTTCTGGCATCCACT
GGTGTCTTGAAACACATCCCTTATAGATATGGGGGACCACTGTGTTCAGTTTTCATAATA
ACCAACTCTTACTCATATTACATTAAAATGTGATTAAATGATAAAATTCTTTTCTTAAAG
GACATGGAAAATCCTGTTGTTTCATGAATTGTCCTCATAAAATATAAAAGAAGTATGAAT
TTTTGTCTATTACAG

7.9.10 Mimu-NKG2-6

CTCTAATCCTGACTTGAGTGGGGCAAAGTCATAACATGTAATAAAAATGTTTGCACCCCC
ATAATATCCTGAAATGAAAAAATAAAGAATAAAAATAAAAACACCCAACACATTGCATTG
TAAAAAACAAAAAACCAAAATGCTACTCAAGATCTTCGAGGGATGACAAATTTTAACACT
GCAAAGGTAAAGCACTTAATAGCTCCTCAATACAACTGTTCTAGGAAGTGCAGTCGGGGT
GACAGGGTGGGGAAGAGCAGGGCATGCTCACATATTTTTGTTCATGGAGATCAGCGTTCT
AAGTTGAGATATGACATTTTAATATGAAATATTCAGAAGAATTTTACTGCCACATTGATG
AAATTTCTAGTCTTTGTGCAACAACTCATGGAGCACTACATTTACTGAAAATGAAACGGT
ATATTTTGAGAGAAAGATTACTATGGTAGATGTGGTCTTGGAGTCCAATTTTATCTATGT
GTCCCTGTGCATGTGGGTCTCTTGCATGTAAATATTCTTACCAACCATCTCCATCTCTCC
TTTCTCAGTGTTTCTGTTTCTCTCCCTACAGATTTATTGTTACCTCCAGAGAAGCTCATT
GCTGGAATCCTGGGAATCATCTGTCTTGTCTTCATGTCTACTGTGGTAACAAGACTTGTC
AATCCCTGTAAGTAGGTTTTAGAAGAATAAAAGTGCACTTTAAAGTTAATGATTGAAAGT
GTCTCTAAACATACCATAATATCAGGCACTATAATTCTCATTTTAATGTATGTTTTGAAC
TAAATGAGGAATGGTTATTTTGAACTTTTCAAAAGTATAAATGAAAGATTAATTGTAGAG
GGTCTTTGCTTTTAATTATAGGCATTTATTCAAATTTCATAATTCAGAGACTTTCTGTAG
TAGACTGAAAAAGCTTACCAATAAATAGAAATTAATTGTTGAAAGTGGTTAAATCACATA
GTTACAATATTATAATATATAATGTAGACAGAGATTGTAAAGTTTATTTTGTAGACTTTT
GATGTTTTTTCCCCCAAACTTTCATAACTTTATTAATTTTCTAGCTAATATCAACTTTAC
TACAGATAATTCTAATTCTAAGTGATATATGAAATTTCAAACAAAAACAAAATTATTGTG
ACTTATTTAGATTGCTAATTTTTAACAAGGATTACTTTAATTTTTGTAGCTATAGTAACA
GAGAAGCAGAGCAATTCTTTCCAGGCTATAAGCACTCAAAAAGGTCCTGATATTCGTCAT
ATTATATTTTGTCTCTATCTTAGGTTATGCAAAAATGATAATAGATTTTTTTTGGAAATA
AATTAAAATTTGGGGCAATAAATATTCATAAATAAAAGTTATAGAAGGGCATTCCCTTTT
TAAAAAAAATTAGTGATACTTATTTAAAATCACTATACTCTCTATTTGTATTTAACTCAA
ATTATTACTGCTATCATATAATAACAGCTAAATACATTTTCTATCCTAAGAAAAGTGGTT
TTGCTCAGTGATTTTTCATACAGGTGCAAGGTGGATTTTTGTTTGGTGTTTCACTTTATG
TTGCAATAAAATTATGGAATGAGAGACTGATCCTTTTCCCAGTGGAATGTGTATGAGTGG
TTTCTCTTATATATTTACCAGACTATAAGGAACCAAAGACACGTACATATATTTTTCTAC
CTTTGAAAATATGTAAATTAGTTTTCATTTTAAAAATTCATATTGCTTACAGATAGGAAT
TCATAATTTTTTTCTCAGCATATGATTGTGGCCATTGTCCAGAGGAGTGGTTCACAAATT
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CCACCAATTGTTGTTCCATTGGTAAAGAATTCAAAACTTGAGATGATAGTTTGATGGCCT 1860
ATTCTTCTAAGAACTCTAATCTGCTTTATACAGATAATGAAGGAAAAATGACAAGGTGTT 1920
AAATGTTTCAAGCACTCTGTTAGAAGCTTATTGCAATCAATATTATAATTGTAGAGTTCA 1980
TTATATTCTTGTGCAAATTTAATTATTTTCAGATCTATATAATATTCTGTTGTTTGAATT 2040
CATCAATATTTATATTCATATACCACTAACGCATATTTAATTATTAACTACTCTAGCTGT 2100
TAATGGAAAACTATGCTTCTATAAATGCATTTAATCTCAAACAAATTTTGCTATTTTATA 2160
TTTACATGTAAACACATCATTATTGTACAGATTTACCACAACGTGAATAGAGTCCTGTAA 2220
TACAAGTCAGATCACAAAATAGGAGCTCCCAGCCTTTTATCACTCCTGCCCCTTCTTCCA 2280
CAAACTACTGTCCTTACTTTTAACATGAGAAATAAACTTTACCTGTTTTTGAATTTTCAT 2340
AAGTGGAGTCATATAGTATGCACTTTTATGTCTGTCTCCTTTCACTCCCATACGACATCT 2400
GTGCAATTCACACGTATTAATGCAGTGAGCTGTAGTTTGTTTACCTTCGCTGCTATCTCA 2460
TATGTGTAAAGCATTTTTTTTTTTTAAATTTCAGCATATTCCATTTTTACCTGGTGTCTC 2520
TGGATAAAGGAAGTGAGTCTCATGCCCCCAGGGACACAGAGTTTTCCTGGATGGAGCACT 2580
TGTAGTCATGGGACTCCTTTGCTGGTCCCCCTCAGCCACACCTACCCTGGTGTCTCTTGG 2640
TGGGGACAGAAGCACTTCCTCTGGCTACTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATCCAGCCCCC 2700
TTGCCATAGTGCCAGCCTTGCTGGAGTTGCTGGCAGGACACTCTCTGGATACAGAGGGGG 2760
AATGACCTTACCCAAACCTACTTTCATTGTCAGGTTGGGTGCTAGGAATCTAGTTCTCTT 2820
TCTTCTGTTGCGTGGAGGATTTAAGTTGCCCCATTACTCTGTTAATCCCTGATCCTGGAA 2880
TCCCAAACCATTTCACCTTTCTCTTTCCACCTCTGAGAGTCCCCTTTGCTTATGTCTTTC 2940
ACAGTTTCTGGGCTTGTAGTTGTATTTCCTAGGGAGTAGCACAGAGGTTCCACCAACACC 3000
AAATCAGATAAAAAAAGGGGCTTATCTATTTAGAGAATACTGTGGTCCCCAGAAAACCTA 3060
ATTTTCTCTTCTATGTCATTTATTTGCTCAATGGCAACTTCATAATTCCCTTGTAAATGC 3120
CAAACTTTGAGACACATAGTAGAAAAATACATTGATTTAATTATTTGTATACTAGATAAA 3180
TGAATATATACCATTGAAATTTATTCGAATTCATGGTATATTTGCTTTGTCAACACAGGT 3240
AACTATTAATTCATGTGAATCAAAATTTTCGTTATTAACGTGAAAACGAATGAAACTACT 3300
AAGTATAAACATCTAAAATTTCATTTTAAATCAAGATTACAAATATTTGTGAAACATTTT 3360
GGCACTATAATAAGTGGTTTTCTTCTTAATATATTGTTTAACATATTCATTTTGTTTTAA 3420
AAATTAAGAATTCTATGAACAAATATTTTACATTTTTCATAAATTAATGAAAGCTGTCAC 3480
AATGATTATTTAAATAAAATTATGGAATGTTCTGATGGAAATTTCTGGTCTCCTTGCCAT 3540
TTCTGTCATGGAATGAAGTCTTTCATAACAGCAGTGACCATCCACAGGTATCAATAAATG 3600
ACTCAACTTTCAAACTTAACTTTTTTTAATGGCGCTATATAGAAGAAAAAATATAAAATG 3660
AGAAAAGAAAAAATATAAAATAAGAAATTCTGAAGAATATTCTACATAAGTTTCATTTGA 3720
GTTATACACATGAAATATTTTGAAAGTTACTAAAATGTTGATATAAATATTAAAGAATGA 3780
GCTACAGTTCCTCTGCCCCCCCTGCCACCCATCCATTATTTAGCTTTCTGCAGTTTTAGT 3840
TGCACTTGGTCATCTGTAGTTTGAAAATATTAAACGGAAAATTCCAGAAAAAAACAATTC 3900
ATGAGTTTTAAATTGTGTGCTGCTCTGAGTAGCATGATGTAATCTCATTTAGAATCAATC 3960
TGTGCCTCTGAAATTTGAATCGTTTCTTTGTCCTGAGTATCCATGCTGTCTATACTACCT 4020
GCCTGTTAGTCACTGAGTAGCCATCTGGGTGAGCAGATGGACTGTCATGGTGTGCAGTGC 4080
TTGAATTCAGGTTATCCTTATTTTACTTAACAATGGTCCCATAGAGTAAGAGTAGTGGTA 4140
TTGGACTATTGTTATAATTGTTCTTTTATATTTTGGGTTATTGTTGATAATCTCTTTCTG 4200
TGCGCAATTTATAAACTAAACTTTTTCATTGATATGCATGTATAGAAACAACAGAATATA 4260
TAGGATTTGGTAATATCCATAGTTTCGAGCATCTGCTGGGGGTATTGAAGCATATTCCCC 4320
ACAGATAATGGGGGACTACTGTTGGTTATTAGTCTTCTTAATAACCAACTCTTACAATAT 4380
ATTAAAAATGTCATCTGTTTTCATAATATTCTTTTCTAACATAGAAATGCTCTTTTTAAT 4440
GGATTGTCCCCATAAAATACAACAAAATTATGGATTTTTCTGTATTACAGGATAGTCACA 4500
TCAGATCATAACTGTGGAAGGCTATACCCAAATGGATTTATATTGGACACTTGTAGATCC 4560
TCACAAATATATAGTTGTAAATATAAGCTTTGTAATGCATCTGAGTTTGGAGTAG 4618

7.9.11 Mimu-NKG2-7

GATAACTGAAGAATAATCTACTCTGAACTGAATCTGGCCAAAAACCCAAAGAAGGAG 60
CAAAGGAAACCTAAGGGTACTAAAAGATCCATTTCAGAAACTAAATAGGAAATAACCTAT 120
ATGGAATTAAACCTTCAAAATGCTGCTCAAGATCTCCAAGGGGATGACAGATCTTGCCAG 180
TGCAAAGGTAAAGTACTTAATAGCTCCTCAATACAACTGTTCTAGGATGTGCAGTTGGGG 240
TGTGAGGAAAGAACACATGGTGTGCTCACATATTTTTATTCATGAAGATCAGAGTTCTAA 300
GTTGAGATATGCTATTTTAATACGAAATATACAGATAATTTTATTCATACATTGTTGAAA 360
TATGTAATTTTTGTCCATCAACTCATTCTATCTGGTGACTCTGGATAGGTGATGTGAATC 420
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TCATGCCTTCAGGGACACAGAGGCTTCCTGGATGGAGCACTTGTAGTCATGGGACTCCTT
TGCTGGTCCCCTCACCTACAACTACCCTGGTGTGTCTTGGTGGGGGACAGAAGGACTTTC
TCTGGCTACTTACTGTTAGCAGGTCTCCTGATAGATCCCCCTTGCCAGTGGTGCCAGCCT
TACTGGAGTTGCTAGCAGGACTCCCTCTTGATACAGAGGGGGAATGAGCTCATCTGAGGT
ACCTCTCATTGCCAGGTTGGGTGATGGGATCTAGGTCTCTTTTTCCTCTTGTGTGGAGGA
TTTAAGTTGTCCTATTACTCTGTTGATCCCTGCTCCTGGAGTTCGAAACCATTTCTTCTG
TCTCTTTCCATGTTCCCCCATAAAGCAAAACATCAAGCAAAAATCCACCCTATACATATC
TGAGAAATTACTGAACAAAATATTTTTTAGAATAACAAAATTATTTAACTCTTATATGAT
AGTAGTAGTAATTTGAGTAAAATGGCAAAAGGAGTATATAGTTATTTTAATGAGTATTTC
TACTTATTGTTGAAGTAATGGGTATACCCTCCTACACCCTTATTTATGAACATTTATTGC
CCAATGTTCTAATTTATGTACCCCCCAAAAATCTATTATAATTTGACACAGACTAACATA
GAGATAAAATTTTAAAATTTTAAAATGTACCTTTCTGAGTACTCATATTCCAGAAAGAAT
TGTTCTGTATCAGCATGATTAGGAGATGAGAGACTGACCCTTTTCTGTGTGTGTTTATGA
GTAAGCATGTGCTATTTACATGTACCAGCTTATCTGGATGCATAGATAAGTTATGCACTT
ATAAGTTTCTACCTTTACAAATACATAGATTGATTTTTATTTAAAAAATTAATATTCTTT
CTGGAGAGTAATTCGTAGTCTTTCCTCAGCATATCATTGCAGTCATTGTCCAGAGGAGTG
GTTCACATATTCCACCAATTGTTATTCCATTGGTAAGGAATTCAGAACTTGGGATGAGAG
TGTGATGGCCTGTGCTTCCAAGAACTCTAATCTGCTTTACATAGATAATGAAGAAGAAAT
A

7.9.12 Mimu-NKG2-8

CCTGACATTACACAGCAGCGGAG

GTAAAGCACTTAATACCTCTTCAATACAAA
TGTTCTAGGATGTGCAGTTGGGGACAGGGGTGTGGGGAAAGAGTAGGGTATGCTCACATA
TTTTTATTCATGAAGATTAGAGTTCTAAGTTGAGACATGTTATTTTAATGTGAAATATGC
AGACTAATTTTACTCACGTTGAAATTTGTAGTTTTTTCCATAAGCTCATGGAATACTACG
TTTACTGAAAATGCAGTAATATATCCTGAGAGAAATATTACTATGGTAGATGCAGGTTTG
GGGTCCAAGTTTATGAGTCTCTGTTTATGTGGGGTGTCTTATATGTAAATATTCCAACCA
ACCTTCTCTGTCTCTCCTTTCTCAGTGTTTCTGTTTCTCTCCCTGCAG

GTAAGTAGGTTTTGGAAGAATAAAAGGAAACTT
TTACACTTAATGATTGGAAGTACCTTCAAACATTGCATAATATCAAGAAATAGAATATGC
ATTATAATGTATGTTTTGGACTTAATGAGGAATGGTTAATCTGAATTTTTCAAAAGTATA
AATGAATAATTGTACAGAACCCTTGCTTTTAATTATATATGTGTTTTCAAATTTTGTAAC
TCAAATACATGTTGTATGAGACTGAAAAAGCTTACCAATAAATAGAAATTAATTATTGAA
AGTGGATAAATTAAATATTTACTGCATTGTATTACATAAAGTAGACAGACATGGTGAAGT
TTGGTTTTGTAGTCTTTGCAAGGATTTATTTCCCAAAACCTTCACTACTTTATTCGTTTT
TTCTTGCTAAAATCAATTTTACTTCATATAATTCTAATGCTAAGGGATACACTGAATTTC
AAGAAAAAATTAAAATTATTGTGACTTACTTAGATACTAATTTTTAATAAAGATTACTTT
AATTTTTCTAG
-GTACTGATATGGGTCATTTTTTACTTTGTCTCGATCTTGGCTGTGCAAAAATGAT
AATAGATTTTTTTGGGGAAATTACTTAAAATATTGGGCAATAAACATTCATAAATAAAGG
TAATAAGAAAGTATGCCTTTTATTCATCAATAAGTAGAAATATTCATTTAAAATCACTCT
ACCTCTTTTTGCTTTTTAATATTTGACTCAAATTACTCTTGCTATAATAAGATAACAGTT
AAATAATTTTGCTATTCCAAAAAAGTGGTTTTATTCAGTGATTTTTCAGACATATTGCAG
GGTGGATTTGTGTTTGATAATTTGCTTTATGTGGCAATATAATTAGGGGATGAGAGGCTG
ACCCTTTTCTGTGCATGTGTGTGTGTGAGTGGTTTTTCTTTGTATTTACCAGCTTTGAGG
ATACATAGACATGTACATATATTTTTATAACTTTTAAAATATGTAAATTAATTTTCATTT
AAAAATTCATATTGTGTTTAGATAGTAATTCATAATTTTTCCTCAG

GTAAGATGTTAAAGGTTTCAAATACTTTATTAAAAGCTTCAA
ACACTTTATTAAAAGCTTCTATCTGACATTATATTTGTAGAATTCATCATATTCTTGTAC
ACAGTTGAGTTTAATTATTTTCAGATATGTACAATATTCTCTTGTTTGACTTCATAATAG
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TTTGTTTCCATTCGTACACTGCTAAAAAAACATGTAATTATTACCAATTCTTGCTGTTCA
TGGAAAACCATGCTTCTATAAATGTAACAAATTAAGTAACAAATTTTGCTACTTAATTGC
ACTACATATAAGCAAGTCATAATGGTGCAGATTCACAAAGTGAATGGACTCCTATAATAC
AATTTAGATTACAAAATAGGAGTCTCCAGCCCCAGCAGCTCTGCCCGTGTGCAAGCCCTC
AACACTTCTCCTCCCTCCTCCTCAAATCACTGTCCTGACTTTTAATATTATAAATAAACC
CTACCTCTTTTTGAATTTTCATAAATGGAGTCATATAGTGTGCACATTTTTGTCTGTCTT
CTTTCACGGCTATGTGGTATTGGTCCAATTCATTCATATTAGTGCAGTTAGCTGTAGTTT
GTTAACTTTCATGCTATATCATGTACATATATTAATCACATTTAAAAATCCATCTGCTGT
TTCTGACTGGGGGACGCTAGTCTCATGTTTTCAGGGACACGGAGGCTTTCTGGATGGAGC
ACGTATAGTCATGGGACTCCTTTGCTGGTCCCCTCAGCCACACTTACCCTGGTGTCTCTT
GGTGGGGACAGAAGCACTTCCTCTGGCTACTTACTGTTGGCAGGTCTCCTGATAGATCCC
CCTTGCCAGTGGTGCCAGCCTTACTGGAGTTGCTGGCAGGACTCCCTCTCAATACAGAGG
GAAGTGAGTTTACCTGAGGCACCTCTCATTGCCAGGGTGGGTGCTGGGAAATAACAGGCT
CTGAGTCACTTTCTTTTGTTGGGTGGGGAAATTAAGATGCCCACTGTGTTGATCCCTGAT
CCTGGGATCCCACTCCACCTTTCTCTTTTCAATTTTCAGAGTCTACTTGCTTGTGTCTTT
CATAAGTTCCAGAATTTATGGTTGTATTTAGTAAGGAGAAGCAGATGTTTTGGACCACTG
CTGTTCTACCAGTACCAAAGTAGGCAAAATTGGGGGCTTAGCTAGCGAAAGAACGGTACG
GTGCCCAGAAAACCATATTTTTAGAGTACATATCATTTATTTCCTCAATAGAAAAACTTT
TAATTTCCTCCTAAACCCCAAATGCTGAGAAATGTAGTAGAAATATACATTGATTTAATA
TTAGCATTGAGAGAAATCTATGTACAGTGTCTGGAAATTTATTTATGTTCATGCTATATT
TGCTTTGCCTACATGAGTTACTATTAAATTATTAATACATGGCTCATCATTATACTCATT
ATGTAAGAATAGGAATGAAACTACTGAGTATAAATGTTTTAAGGTTCATTTTAAGGAAAA
ATTACAAATACTTGTGAAATGTTTTGGCCAAATGTTTTGGCCATAAAGTGGTTTTCAATC
TTAATATATTGGTTAAATATTCATTTTGTTTATAATTATAGATCCAGTGTAAGAACATGC
TACTTGCATATTAAAATTTTGTGAAATCTTTAATAATTATTTAAATGTAAAACATTTATA
TTCCTGTAG

GTAAGTTCCT
CTGAATGGTGCTATATAGTAGAAAAAATATAAAAAGGAAAAATTTAGAAGAATAATATAA
GTGAGTTTAAGTTGAATTATAGACATAAAAGTATGTTGAAAGTTAGAGAAATGTTGATAT
AATATTAAGGAATGAACCACAGCAGTCCCCCTTATGTTGTTTTCACATTCTGTAGCGTGA
GGTAGCTGCAGTCAACCATGGTCATAAAATTTTGAAATGAAAATTCCAGAAAAAAAACAT
TTTATGAGCTTTAAATTGTTCAGTGTTCTGAGTAGCATGATGAAATTTCGTACTGTCCCA
TCTGTCTTGCTTGGATGTGAATCATCTCTTTGACCAGCAGATCTACATTGTAGAGGTGAC
TCACACTTTAGTTACTTATTAGCCCTCTGGTGAGTAGATCAATTGTCACAGTATCGCCGT
GCTTGTGTTCAAGTACCTCTTATATTACTTAATAATAACCCAAAAGCCCAAGTATAGTGA
TGGTGGCATATTGCTATATTTGCTCTTTTGTGTCATTAGTTATTGTTATTAATGTCTCCT
TGTGCTTATTTTCTAAATTAAACGTTACCACAGGTGTGTATATGTAGAATGAACATAGTA
CATAAGAGGGTTCAATAAAATAGGTGGTTTCAGGCATCACTGGTGGGCTTGAAACACATC
CCCTATAGATACGGGGGAGTGTTGTGTTCAGTTTTCATAATAACCAACTCTTACTAATGT
TGTATTAAAATGACATTAACTGTTTTTATAAAATTCTTAAAGTACATGGAAAATGCTATG
GCTTCATGTATTGTCCCCTTAACATATAACAGAAGTATGGATTTTTCTCCATTACAG

7.9.13 Mimu-Ly49L

AAGINTS

GT
ATGTGTTTTAAGCATCTAAATTCGCCTGTCTCTTACGGATCGACAAACATTTGATGTTTG
AAAGATGTTTCCGTCTGTACTTCTGGTTCTTAGCTGGTAATAAAATACTATAATGGGCAA
GGATACTAGGACAGATGTCTTTTTAAAAGAATAAAAGACTGTGAGAATAGAAAAATTAAT
TCTTTTAAATTTAAGAAGCTAGTAAAATGTTTTTATTCAGATCTGATCAAGAAGAATTTG
TGAAGCATTTAAATGTAAAGGACAGAATAGAGTCTGAAAAAAAAAAAACAAAAACAAACC
ACAGCATTTCTTAGACAAATAAGAGTCTTGGAGAATATTTAAGAAATGAAAAATATGTGT
TAAAACAATGTTTATATTCAGACCAAAGATGTTTTAGGTGTCTTAAATATTTAGCAACCC
TTAATGGCAATGAAGCAGCAAAAATATTCAAATTAAAAGGGGTGTTCTAATTTTTCTACC
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CTCTTTCCCTTTTTTCAAATATTGTATCAGTTAAACTCTAAATTGAGAATAACCACTACT
GCTTCAGTTTAGTGATAATCAGAGCTACAACTTTCAGATACTGAGGACCTCAAAAGCAAA
AGGATAACTGTAGGATTGTCTAGAGAAAAATAGAACTTATGAAAAATATAGGCAAGTTGA
TTTCCAGAAACTCTTTTATGGATCACCCCAATCACATTTGCAGCTTCAGAATATCCACTA
TCAGATACCAATTTCTCAAGAATATTGACTGCTTTTACCTTCCTCTTCATGATGAGTTGT
GACCACAGTAAGGAGCATGTGTATCAGTTTGGATTCTCCTGCATGTTTTGCATCTATTGC
CATCAGTGCTTTTGTAAAGGATGTACTTTTGAAATCCTATAGAACCATTCCCGTATTAGC
ATATCTACAATGGGTGCGTGTGTCAGCCAGAAATCTGAAACTTCAAAACTAAGTTATAGG
GGTTACAAATTTTATATTTATTTATTTATTTCTGAGACAGGTTCTTGCACTGTCGCTCAG
GCTAGAGTGCAGTGGCGTTATCATAGCTCATGGCACCTTAAATTCCTGAGCTCAAGCAAT
CCTCCTACCTCACCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCGCAACACCACGCCCGGCTA
ATTTTTCTATTTTTTGTGGAGATAGGGGTAGAAGGGTGTGGGTGGGGGGGCATGAGGGGT
TGCTCTCTTGTTCAGGCTGGTCTTGAACTCCTAGCCTCAAGCAGTCCTCCTACCTCTGCC
TCCCAGAGTGCTAGGATTATAGGCCTGAGCCACCACACCTGGCACTATCGGCTACAAATT
TAAATCAATTTGCATGCTATATTTCTGTAAAATTTTTAGAGATGATTGTCCCTTTGTTTC
ACATGATGTTCTAGGTCAAGGTTAGTAGTGAGCCATCGTCTTCACTTGATGATTATTTTC

TCCCCTTTTTTATTTCAAG
GTGAGTAATTG

AAATACATATTTCTTGTCTGAGTAATAGCAGTAAACACTAACAGTAAACACTGTGCAGAT
ATTAACCGTGCTCCCTCCATTGTTCCCTGTCTGTAATCAGGGAATGTCCCAGGTGGCTCT
GGACTATGTAGGTGATTTTTTCCTGGCCCTGCCACGTGTCATTTTCATTTTATTTAACCT
TGACTCTGAAGCTGGGATGAGACCATTCTGTATGATACATGGTAATATTTCTTCTGATCG
AGGATTTAGTAGTACATGTATTCTGCCAAATGAGTTTAGATTCATTGTGAATGTAAGATT
AAGCATTCTTTGAGAAACAGGTGTTCAAAAGAAATTATGGCTTTCTATCAACTTTTTTCA
AAGTATATAAGGAAGAATGGTTTAGTAAAAGAATGAATCTATATATGTATGTTAGATCTT
GAATTCAAACTTTATCTTTTATTTGAATTCCTTTACATCTTTGAGAAAATCACTGATATG
TTATACTCAGGTAAAATTACATATCTGGATCGTACTCTCTTTTCTCCTATGAAGACTCCT
TCTGCTCCAGTAATAATTGTGCTATCTGTTCATGTTTCAAATAGTTCAGATACACACAAG
ATATGTTGTTAAATGTTGACCGATTTCACACTGGTACTTACTTGTAAATAATGTGCTATT
AAAAATGAACTAACATGAAAGATAAGGAGTTACCATCATAATTTTATTCAGATATCTTAT
TCTATTTATCCTACAATTAAGTTGCTAATAGTGAGAAATTTATGTTTCCATAGCTATGGT
CAGTTCATTGAGGTGTACTTCGTAAATGTCAAATTACTAATCAAAGTAATGATATGAGTT
GGTTGTCAAAGTGAGACTTTTTTCTCTTGTCTTAAATTTCTATATATATATATATATTTT
GGAGACAGAGTCTCTCTTTGTTGCCCAGGCTAGAGTGAGTGCCATGGCATCAGCCTAGCT
CATAGCAACCTCAAACTCCTGGGCTCAAGCGATCCTTCTGCCTCAGCCTCCCGAGCAGCT
GGGACTACAGGCATGCGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTTCTGTATATATTAGTTGGCCA
ATTAATTTCTTTCTATTTATAGTAGAGATGGGTCTCACTCTTGCTCAGGCTGGTTTCGAA
CTCCTGATCTAGAGCAATCCGCCCGCCTCGGCCTCCCAGAGTGCTAGGATTACAGGCGTG
AGCCACTGCACCCAGCCCATGAAATTTCTATATTTGTTATGAGTATGTTTTGTATTATGT
TTATACGATTAATTTTAG

GTATGGAGGAAATCTTGAATGTAAGATTGCATGATTTTTCATTTCTTTCCTCTCTAG
AAACTTTGAAGTTGAATAAACAGGTTTATGATATGTACTAGTGATCTATGGGGTCTACTG
GACAACTTTTAATTTGTGCCTCTTGCATGTAATATAGTATTTGGGGTTGCTTATTTCAAA
TATGGGATTAGGACCCTGGGAGCCATGTTTGGATCAGTAGACTCCTATAGTTCCCATAAC
TCAATGGCAGCTCTTACATTCTTACTGCTCTGAAAAGGTGAAATAGCATGTCAGCTCTTC
TGAAAATTCAGATCATTTTGGTCCTGTGGCAAATTAAAGATTCCCGCTCTTTGTTGGCAT
AGAATATGGAGGCTGGGCCATCAGTAAAAGTATATTTAGGCTAAAATGGGCAAAAGAGCT
TTTAGTTGGATGCTTTTATAAAGAAAATTGTGTGTGTTTTCATTCTGCCTTGACTTCAGA
TATTTGGTCTATTTGTGACCGGTATATCTGCAGTATGTCTGAAAGATTTGCTATCGTGTT
GATGTTTGCGTAACTCCACGTGATCATACCATTAAAAACACTCAAGAGATAAACATATTA
CATCTCATACAATGAACGTCCTTATCTTGCATAATGAAAGAATGAATTGACCTAGTTAAT
CAACAACTACTGAGTATTTGTTTAGGATTTAGAGTTCCCAAAGAGCTTTTGTGTATTTAA
TCTCATTTAAGTATGGTACTAAAAATTTATTGTCTCTATTATTACAGGGTCTATAATATT
TTAAAATTTTGGTACATATTAAATACATGAAAGGAAAAGAACAAATTCTAAAAAATAATG
TTTCTATTACTTAGAAGGCATTCCAGAATTTTTTAAAATTTAATTTTATTATTTTTTAGG
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CAGCTATATTAAAGTATTATTGATATACAAAAACTGCACATATTTAATATATTCAATTGG
ATGAGTTTGAACATATGTGTACAACTGTGAAATCAACACCACAATCAAGGTTATAAACAT
AGCTATCACTTCCAAAATTTTCCTCATGTTTATTTATTTATTTATGGTGAGAACATTTAA
CATGAGATCTACCCTCTTAGCAAGTGTTAAGTGTACAATACAAAATCGTTAACTATTGGC
ACTATGTTGTACAGTAGATCTCTAGAACTTATTCATCTTGCATAATTGAAACTTCATACC
TAAGTTACAGCTCTTCATTTCTCCCTGCCCCCAGCCCCAGGCAACCACCATTCTATTCTC
TGCTTCCATGAGTTTGACTATTTTCGATACCTTATCTAAGTGGAATCATAAAGTGTTTGT
CCTTCTGTGATTGCCTTATTTCATGTAGCATAACGTCTTCAAGGTTTATCCGTGTTGTTG
GACATAGCAGGATTTACTTATTTTTAAAGGCGGAATAATATTCCATTGTATGTATATGCC
ACATTTTCTTTATATTTATCCACCCTTGGACATTTAGGTTGTTACCGGATCTTGGCTATT
GGGAATAAAGCCGCATTAACCATGGGAATGCAGGTGTCTCCTGGTATTCCGGAATCTTGA
GGAGCCTCGTATTATCATTATTGACAGCTACTGAGATTTTATTTAGTCATGGAGAGCTGA
TAAATACATTGCTCTGGTTGACAGAATCCAGATGACAAGAAATGCAATGATTCACCTGAT

GTACCGTGGACTCTTACATTCACTTTTA
TTCTCTTGGACTCTGTCTTTCACCCTTGAACTTAAGATATTGAGGACAGGCAGGAATCCA
GAAAGAGAGACCTTTAGCTGTTGTTCGTGTTGTGCCTATTGTGTGAGCAAAAACTGTATA
GTTAAGAGTCTCATAGGAGACCCCTGCCTGCTAATAGGGATATGATCCTGTTACTTACTA
AGTACCTAATACATATTATCTATTTTGATGACAGTTATTATTAAGGATGCAGTTTGGGTC
TTTGCAATCATCTCCCTTTCCAAGGAGTTTGCAATAGAGCCACTCACAGAGAAATATGCT
TTTCCTTCTTTGAAGTACTTAACCCTTTGGTAAATTGTGGCTTGGAACCAACAGTTATTT
ATCTCTATAAGGTAGCAACTAAGAATTGGGATGCAGAATAGTCTAGTAGTTACTATCAGG
AACCCAGGAGCCAGGCTGCCTGGGGGCAAATCCAGCTCTACTACGTATTTAGCTGCGTGA
CTTTCAGTATTACTTACCCTCTCTGGGCCTATTTGCAAAATGGAGATAATAATGAGGAAC
TTAAAAGTGGTAAGATTTACAAATTAGCCTCATAGTGATTTTCATTGCATCTGCAGGTAA
CATTTACTTGATTAACATTCTTATATATTACATCCAGGTATATCTCCTTAAGACATAAAA
AGAGAAAAATATAGTGACAACAATACTGAATTTTAAAAAGTTTACTACTAACAAAAATTA
TCCAGATACACAAAATGCGTTTTTTATAGAGACATGTTTGCAAAGATCAGCCTGAAACCT
CTGTTTATCATTTAGGAAAACAATACAACATTTGTATGTAAATCTAATAAATGTTTAAAA
TCACAACAAAAAGAATTCTTGATATTGTCATGAAATAATTGTTTATGTTCAAATCAGTAA
AATGTAGTTACATTTAAACTTACAGTTTAAAATATATTCAGTCATGTAATCAAACATTAT
GTAATATGTCACTTTGATATATCACATTTTAGATATAGTTAAATACTTCCAAATACTGCC
TCCTTTCCCTTCACCCCCTTCCAACTACTGAATTCTAGCAAGAGGCTGAAGCTTTTAATG
CTGCCCTCACACAAACACTTTTTATTTTAATAAATTTGTTTTGAAGATTTCATCTTTAAC
TTATGATTGGGTGATGATCAATTTTCTACATCCTAAATATTTTGGGGGAGCCTGATGTTG
AATAGTTTCAGAAAGCATCATAAATTATTTAACAAGTCTTCTATTGCTAGATATTTAGAT
TTTTTAAATTTTCCCTATTTTAAATAATCTATGAGAGCAGCAGCCATTTTTAACATAAAT
AAATAATGTATTAGGGGGACATTGCTTTGGAAAATGAAAACACAGGGATTGAGGGGAGAG
AGGTTAGTTCTCTAGCAAGGAGGAATGAAGGATGCTGCTGAGAGTAGCAGAGACAGCTGG
CCCTTCAGCCTGTCCTTCTCTGCACTCCTCTACCGGATGGGAGTTGAATCACATGATGTG
TTTTGTTTCCTTCATAG

GTAAGTTTCTAGAGAGTCCTCAAACCCTGACATTGGTGGGGGGTTGAAAGGATTGT
GTCTAAAAAGAATTTTTTTCTAATTTCACACAGCTTTACTCATTTTCAAGTAGCAGTCAT
TGGTAAGAATAAAAGGGATGAGTAAGGAAGTGTTTTAGGAAGTGTAGTTAAAAAAGGAAG
AGAAGTGTCATGCACAGTAACAGTGAAAGAGTATGATGCTAAACAAATGCCCAGAGGCAC
ACAAAATGAAACAAAATCATAAAATAAGATGATATAAAGTGATTGGACCATCTTGACTTA
GCTATAAGGATCTCTCCCACAACCACAAATCAGTGTACCGAGCATTGCCAAAATTCATTT
GAAATCCCTTTATATAATTAGTTTCTACATCTCTATATTTATTTATATGTTATTTATAAA
TATATATATATACACATATATTCACTGTTGTTCTATTTTGAAGTACGGTATTATGTAAAC
TCTCAGGTTTACCTTTAGTTCTAATCTGCTGTTAAATGGTTCATTGATTTGTAAAAAARAA
TCTCAACTATTTTATTTCTAGGAATTCTGTTTTGGGTTTTCAAATATCCTTGCTAGTTAC
TCATATTTTTAAGCTGTATTTTATTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCAC
TTTGTTGTCCAGGCTAGAGTGAGTGCCATGGCATCAGCCTAGCTCACAGCAACCTCAAAC
TCCTGGGCTCAAGCGATCCTGCTGCCTCAGCCTGGCGTGAGCCACCGCGCCCGGCCTGTA
TTTTATTTCTTGAAAGATATTAAACACACTTATTTTACACATGATATCTGATAATTCTTT
TTTTTGTTTTTTGAGGGGGAGTCTTGTTCTGTTACCCAGTTAGAGTGCAGTAGCGTCAAC

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560



ANHANG

256

ATAGCTCACTACAACCTCAAACTCCTGGGCTCAAGTGATCCTCCTGCCTCAGCCTCCTGA
ATAGTTGGCACTGCAGGTGTGCATCACCAAGCCCCAGCTAATTTTTTTTCCTTTTTGTGT
AGAGACCGAGTCTCACTCCTGCTCAGGCTGGTCTTCTAGACTCCTGAGCTCATGTGATTC
TCCTGCCTCGGCCCCCCAGAGTGCTAGAATTACTGTGCCGGGCCCTGATAATTCTAACAT
TTGAAGTTTTGTGGGTCTAATCTATTATTTCTGCTGTTTTTTGTTCATCATCCCATTTTC
TTTGTAGTATTTAGTGATTTATTTTTCTTTTTGAGCTGCTTTTGACACTATTTGAGGCCT
GAGATGAAGTTGGTACCTTCCTTAAGAAAGAATTTGCTGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGC
CTGTAATCCTAGCTCTCTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATTGCTCAAGGTCAGGAGTTCGA
AACCAGCCTGAGCAAGAGCGAGACCCGTCTCTACTATAAATAGAAAGAAACTAATTGGCC
AACTAATATACATAGAAAAAATTAGCTGGGCATAGTGGCTCATGCCTGTAGTCCCAGCTA
CTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATTGCTTGAGCCCAGGAGTTTGAGCTTGCTGTGAGCTA
GGCTGACGCCATAGCACTCACTCTAGCCTAGGCAACAAAGCAAGACTCTGTCTCAAAAAA
AAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAATTTGCTTTTGTTGGATGGCTTGGGGCACTGTGAGTCTG
GGTCACTTTTGATTACAAATTTAAGCCTTGCAAGTATCATTAGTTCTGGGCTGCAAATCT
ACAAACAATGTCATGCAGGAAATTACCTTGATGTGATTTGTATCCCCCAAGCACACTCCC
AGGAAACCTAACCCAGAGGTCACACAATAGAAAAGCTAATAAGCCAAATTAAGCTGCTCA
AGTCACACAGTTAATTAAATCACTTTAAAAACCCATAGCACAATGCAAAGGGACAGCAAT
AGGTTAGATTGTTGCACGTAGGATAAGGTACGAGAGGGTGAAAGGAACACCTAAACCCTG
GGCGCTGCAATCTCCATATTGCCTGACTCTCTTTGCTGCAAAACCCTCGCTTGATGATGT
GGTCGTGGTTTCTAGGGGCAAACTTGAGGTTTGAGTAAGAGAGCCCAACAGCCAGAAGGT
TTTTGTGGCCAGCACACACATTTTCTCGACCAGGGAGGTGCAGAAGCATGTAAGTGTGGC
CACAGCTGCAACTTTCCTATTAACCTGATAAGAAGATATGTATTTAATTTGTGTTTCTTG
GGCAGAGGCCAGAATGGGTAGTGAACTGAAGACCTCATGAATGCTGAGTGTGTATGTCCC
TCATGTATATTTTGTGTATATTGAGTGTCGACTTGGTCCTTCCTTCCTTTTTTGTCTGTG
TTCAGCACACACATCCTCTACTCACTGTATCTCTACCTGTCTCATAGGTTACTAATTTAC
CTATCCATTGCTACCACACTTTGTGTTCTACCTATGCCTTGCGAGCTATTGTACTTGGTT
TCATTTATCCTCATTTGTTTCTTTTTTCCTATGCCAGATTTGACTATTCTTAAGTAATAT
AGCACATGCAAATTACATGTGGGATGCTTTGTGATGTTGAGTTCTCAGGTGGGATTATTC
TTTTTGTCTTCTGCTTAAATCCAAGGTTCAAGACAGTTCTAGGTGGTTTACATTGAAGAT
ATATCCTCTTTGGGGTCTCTGCCCTATGCAGCTTGTGGAGATTCTGGATCTCCATGTCAG
TGGGATTCATCTCAGCCTATTATATCCATCACGGGAAAAAATGGCTTCAGTGCTTTCCTT
ACTCTCGTGGGTCCCCACATTTACTTAATCTTCAGCCTGAGTATGAATCTGCTTCTTATC
ACTTTATGAATTTATTTTATATGGTTTAAATTTTTTTCATTCAGCATTTTTAATTGTGTT
CAGTAGAAAGTTGGTTATGGCACCTAATCCACCATTTTGCTGAAATAGATGTCCTGCTTT
AGATATTTCTCAATGGATTGTCATGTGTTAACTATTAGGAAAAGAGACAATAAAACGAAA
ACAGGAAACAGCCTCATTTCTGAGTTTATTCTAATTCTACTTTTTTCTCCTGGAAGTATA
TTACATGAGATGTGGTTATCTGTGTCACTCAGGAATTCAGTTCTTCTTTTTTCATCTCTC
ACTTTTATTGAAATAAAATGAACCAAAGAAAGCAGGTTTGGAATATCACAGTCCCATTTG
CAATGCTATAAGGTAATTTTATCTTCTGACCAAAAATTGTCAGTGTGGAATAAAATGGGA
GATTTTGGGTGTGATTAAGAGGCACGATTGTATTTAAAGGACTAAGAGCCAAAGACAGTC
TTTCAGTGATGAAGCTATGGTTAACGCTTCCATATTCCAGATATTTAGCCAATATAATTT
TTAAAAAAAATCATGATTTATGTAATTGCAAGCTTCCAAATTAAACAATTGGCCATGTAT
GTTTTCTGTTTTACAG
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