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1 - EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Einfldhrung

Das menschliche Gehor ist eines unserer komplexesten Sinnesorgane und
ermdglicht zusammen mit dem zentralen Nervensystem (ZNS) die
Wahrnehmung von Schall in Form von Ténen, Sprache oder Musik. Grundlage
hierfir ist die Umwandlung von mechanischen Wellen in neuroelektrische
Signale. Dieser Mechanismus ist unter dem Begriff der mechano-sensorischen
Transduktion bekannt und findet innerhalb der Cochlea am Corti-Organ statt
(Hudspeth, 1989, Corey and Hudspeth, 1979). Wéahrend diesem Prozess kommt
es zu einer Anhaufung von Kalium (K*) in der direkten Umgebung der
Haarsinneszellen (Johnstone and Sellick, 1972). Zur Regulation der
lonenkonzentration folgt unter anderem Uber den Kanal Kir 4.1 eine Aufnahme
des Kaliums in die Stitzzellen des Ductus cochlearis (DC). Im Rahmen dieser
lonenstrome entsteht ein osmotischer Stress, der durch neutralisierende
Wasserflisse reduziert werden muss (Eckhard et al., 2012b, Li and Verkman,
2001).

Wie in den Gliazellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) und der Netzhaut
(Retina) erfolgt die Regulation dieser Kalium- und Volumenhomgostase im DC
Uber das kolokalisierte Kanalsystem Kir 4.1 und AQP4 (Gleiser et al., 2016,
Eckhard et al., 2012b, Haj-Yasein et al., 2015, Hibino et al., 1997, Nagelhus et
al., 1999, Nagelhus et al., 2004, Eckhard, 2012). Pathophysiologische Symptome
sowohl bei AQP4-Knockout Mausen als auch bei Menschen mit Einzelnukleotid-
Polymorphismen im AQP4-Gen verdeutlichen die zentrale Bedeutung des
Wasserkanals im Horprozess. In beiden Féllen lassen sich eine deutliche
Horbeeintrachtigung, teils sogar vollige Taubheit feststellen (Li and Verkman,
2001, Nicchia et al., 2011). Interessanterweise konnte speziell fir die Stitzzellen
der sensorischen Doméne bisher keine Expression von AQP4 gezeigt werden
(Eckhard et al., 2012b, Takumi et al., 1998, Hirt et al., 2011, Mhatre et al., 2002,
Huang et al., 2002). Diese Zellen befinden sich in direkter Nachbarschaft zu den

Haarzellen und werden so im Rahmen der mechano-sensorischen Transduktion
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mit hohen K*-Konzentrationen konfrontiert, was einen besonders starken
osmotischen Stress zur Folge hat. Analog den Gliazellen des ZNS (Astrozyten)
sowie der Retina (Mduller-Zellen), welche unmittelbar neben exzitatorischen
Zellen lokalisiert sind und zur Regulation der gekoppelten Kalium- und
Volumenhomoostase das Kanalsystem aus Kir 4.1 und AQP4 exprimieren, wirde
man gerade hier am Ort der Transduktion das Vorkommen des Wasserkanals
vermuten (Gleiser et al., 2016, Eckhard, 2012, Gleiser, 2012). Das fehlende
Signal von AQP4 in den Stitzzellen der sensorischen Domane (Eckhard et al.,
2012b) steht damit im Gegensatz zu den Regulationsmechanismen des ,K* -
Spatial Buffering“ im ZNS (Nagelhus et al., 2004, Orkand et al., 1966) bzw. dem
,K*-Siphoning“ (Nagelhus et al., 1999, Newman et al., 1984) der Retina (Gleiser
et al., 2016, Gleiser, 2012).

Ein besonderes Charakteristikum von AQP4 ist das Vorkommen zahlreicher
Isoformen (Moe et al., 2008, De Bellis et al., 2014, De Bellis et al., 2017).
Innerhalb der Familie der Aquaporine handelt es sich um eine sehr heterogene
Untergruppe. Neben den vorwiegend bekannten AQP4-Isoformen mit
modifiziertem N-Terminus bei gleichem COOH-Ende, konnte kirzlich auch eine
Isoform mit verandertem C-Terminus identifiziert werden (De Bellis et al., 2017).
Alle bisher publizierten Immunmarkierungen im DC sind mit einem kommerziell
erhaltlichen Antikorper durchgefuhrt worden, der gegen eine spezifische Region
am C-Terminus von AQP4 gerichtet ist. Im Rahmen zweier Dissertationsarbeiten
konnte bei Immunmarkierungen des DC mit Hilfe eines neu generierten
Antikorpers gegen den N-Terminus der AQP4 M1-Isoform erstmals ein Signal
von AQP4 in den Stitzzellen des Corti-Organs nachgewiesen werden (Eckhard,
2012, Gleiser, 2012). Auf Grund der Tatsache, dass diese Signale mit den
kommerziellen Antikdrpern nicht detektiert werden konnten, liegt die Vermutung

nach einer weiteren AQP4-Isoform mit modifiziertem C-Terminus nahe.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die
Immunmarkierungen in den Stitzzellen der sensorischen Doméne des Corti-

Organs der Ratte das Korrelat einer echten, neuen AQP4-Isoform mit
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modifiziertem C-Terminus sein konnen oder ob es sich lediglich um

posttranslationale Modifikationen der bekannten AQP4-Untergruppe handelt.

In den folgenden Kapiteln sollen zunachst die anatomischen (Kapitel 1.2) und
physiologischen Grundlagen (Kapitel 1.3) der Cochlea dargestellt werden. Nach
einer Einfihrung in das Thema Aquaporine, insbesondere den Subtyp AQP4 und
dessen Funktion und Vorkommen im DC (Kapitel 1.4) soll zum Schluss die
genaue Zielsetzung und der Aufbau der vorliegenden Arbeit geschildert werden
(Kapitel 1.5).

1.2 Anatomische Grundlagen des auditiven Systems

1.2.1 Makroskopische Anatomie der Cochlea

Die Cochlea (Gehdrschnecke) verfiigt Uber die strukturelle Ausstattung zur
Umwandlung von Schallwellen in neuronale Signale und wird deshalb im engeren
Sinne als das eigentliche Hororgan betrachtet (Welsch, 2010). Als Teil des
Innenohres befindet sie sich im mittleren, vorderen Abschnitt eines mit Periost
ausgekleideten Hohlraumsystems im Felsenbein (Pars petrosa ossis temporalis),
dem sogenannten kndchernen Labyrinth (Labyrinthus osseus) (Drenckhahn,
2004). Die Cochlea selbst ist ein ca. 35 mm langes kndchernes Rohr (Canalis
spiralis cochlea), welches sich in mehreren Ubereinanderliegenden Windungen
spiralférmig um eine Langsachse (Modiolus) anordnet und so der Form eines
Schneckenhauses gleicht (Lullmann-Rauch, 2006). Grundséatzlich lasst sich der
Canalis spiralis cochlea in drei unterschiedliche Raume gliedern - Scala vestibuli,
Scala media bzw. DC und Scala tympani (Lullmann-Rauch, 2006). Der DC ist der
cochleare Anteil des allseitig umschlossenen hautigen Gangsystems
(Labyrinthus membranaceus) welches mit Endolymphe gefillt und in das
knécherne Labyrinth eingebettet ist (Drenckhahn, 2004). Scala tympani und
Scala vestibuli sind jeweils mit Perilymphe geftillt und fillen den Raum zwischen
DC und der knéchernen Schneckenkapsel. Die Scala vestibuli wird an der
Schneckenbasis durch eine Membran (ovales Fenster) zum Mittelohr hin
abgeschlossen und steht Uber den in diese Membran eingelassenen Steigbugel
in Kontakt zum beweglichen Trommelfell (Drenckhahn, 2004). Scala tympani und

3
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Scala vestibuli sind an der Spitze der Gehérschnecke Uber das Helicotrema
verbunden (Ldllmann-Rauch, 2006). Die Scala tympani ist wiederum zum
Mittelohr hin durch eine Membran (rundes Fenster) verschlossen (Drenckhahn,
2004).

1.2.2 Mikroskopische Anatomie des Ductus cochlearis

Der Ductus cochlearis (DC, Scala media) ist ein in sich abgeschlossener Raum,
der mit kaliumreicher Endolymphe gefullt ist und das auditive Sinnesepithel in
Form des Corti-Organs beinhaltet. Im histologischen Querschnitt lassen sich,
bedingt durch die Form, grundsatzlich drei Abschnitte differenzieren
(Drenckhahn, 2004). Erstens der laterale Abschnitt mit der Stria vascularis,
zweitens der vestibulare Abschnitt mit der Reissner-Membran sowie drittens der

tympanale Abschnitt mit dem Corti-Organ und der Basilarmembran.

Die laterale Wand der Scala media besteht aus dem bindegewebigen
Ligamentum spirale und der bedeckenden Stria vascularis. Wé&hrend das
fibrozytenreiche Bindegewebe eine mechanische Verankerungsfunktion
zwischen DC und dem Knochen der Cochlea darstellt (Drenckhahn, 2004), spielt
die Stria vascularis eine zentrale Rolle bei der Bildung der Endolymphe und bei
der Re-zirkulation des Kaliums aus dem Corti-Organ (Lullmann-Rauch, 2006). Im
vestibularen Wandabschnitt bildet die diinne Reissner-Membran das Dach des
DC und trennt dadurch sowohl topografisch als auch funktionell Scala vestibuli
und Scala media (Welsch, 2010). Im tympanalen Wandabschnitt bilden die
mediale Knochenleiste (Limbus spiralis) und die von ihr entspringende,
bewegliche Basilarmembran (Membrana basilaris), den Boden des DC
(Lullmann-Rauch, 2006). Am lateralen Ende erfolgt der Ubergang in das
Ligamentum spirale (Drenckhahn, 2004). Auf der Basilarmembran verankert,
befindet sich das Corti-Organ, der eigentliche Ort der mechano-sensorischen
Transduktion. Es stellt ein komplexes Konstrukt aus spezialisierten Sinneszellen

(Haarzellen) und Stutzzellen dar (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines midmodiolaren Schnittes durch den Ductus
cochlearis. Abbildung modifiziert nach (Hirt et al., 2011). Lateraler Wandabschnitt des DC
bestehend aus Ligamentum spirale und Stria vascularis (SV). Vestibularer Wandabschnitt mit
Reissner-Membran (RM), welche das Dach des DC bildet und ihn zur Scala vestibuli abgrenzt.
Der tympanale Wandabschnitt bildet mit der Basilarmembran, ausgehend vom Limbus spiralis
mit den Interdentalzellen (IDZ), den Boden des DC und grenzt ihn zur Scala tympani ab.
Aufsitzend auf der Basilarmembran die sensorische Doméne mit spezialisierten Haarzellen (IHZ:
innere Haarzelle, AHZ: &uRere Haarzellen) sowie den epithelialen Stiitzzellen (IPhZ: innere
Phalangenzelle, IPZ: innere Pfeilerzelle, APZ: duRere Pfeilerzelle, DZ: Deiters-Zellen). Medial
flankierend die Epithelzellen des inneren Sulkus (1SZ), lateral die Hensenzellen (HZ), die
Claudiuszellen (CZ) sowie die Zellen des AuRReren Sulkus (ASZ). Der Corti-Tunnel unterteilt das

Corti-Organ in einen medialen und lateralen Teil.

Unter den Sinneszellen unterscheidet man innere und auf3ere Haarzellen. Bei
den Stutzzellen differenziert man zwischen Pfeilerzellen und Phalangenzellen.
Die inneren und aul3eren Pfeilerzellen haben vorwiegend mechanische Funktion
und stutzen das Corti-Organ (Drenckhahn, 2004). Insgesamt begrenzen sie
einen Hohlraum, der als Corti-Tunnel bezeichnet wird und mit Corti-Lymphe
(Perilymphe) gefullt ist (Welsch, 2010). Ausgehend von diesem Tunnel werden
Strukturen des Corti-Organs in mediale (innere) und laterale (&ufR3ere) Anteile

unterteilt. Bei den Phalangenzellen differenziert man zwischen den einreihigen
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inneren Phalangenzellen (IPhZ) und den drei- bis vierreihigen aul3eren
Phalangenzellen, die auch als Deiters-Zellen (DZ) bekannt sind (Drenckhahn,
2004). Diese Phalangenzellen erfiillen einerseits mechanische Stutzfunktion fur
die jeweiligen Haarzellen, andererseits spielen sie eine Rolle beim Abtransport
des Kaliums, welches wéhrend der mechanosensorischen Transduktion anfallt.
Medial der inneren Haar- und Phalangenzellen schliel3t sich der innere Sulkus
(Sulcus spiralis internus) an, welcher durch kubische Epithelzellen gebildet wird,
die die Verbindung zu den Interdentalzellen des Limbus spiralis herstellen
(Drenckhahn, 2004). Lateral der Deiters- und auf3eren Haarzellen fungieren die
Hensen-Zellen mit den nachfolgenden flachen, kubischen Claudius-Zellen als
Kopplung zum &ulReren ein- bis zweischichtigen Epithel des Sulcus spiralis
externus welcher schlief3lich in die Stria vascularis tibergeht (Drenckhahn, 2004).
Neben dem bereits erwahnten Corti-Tunnel lassen sich noch zwei weitere mit
Perilymphe (Corti-Lymphe) gefillte Hohlrdume im Aufbau des Corti-Organs
erkennen. Zum einen ist dies der Nuel-Raum, der zwischen dem lateralen Anteil
der aufleren Pfeilerzelle und der medialsten &uf3eren Haarzelle und deren
Deiters-Zelle liegt, zum anderen der &uf3ere Tunnel, der sich zwischen dem
Kopffortsatz der lateralsten Deiters-Zelle und der medialsten Hensen-Zelle bildet
(Drenckhahn, 2004). Funktionell wichtig ist die Tatsache, dass alle epithelialen
Sinnes- und Stitzzellen des DC durch spezielle Zell-Zell-Kontakte, Tight
Junctions, untereinander verbunden sind und so einen in sich abgeschlossenen
Flissigkeitsraum bilden. Insbesondere entsteht auf diese Weise die fir die Corti-
Funktion wichtige Diffusionsbarriere zwischen Endolymphe im DC und
Perilymphe im Nuel-Raum (Jahnke, 1975). Sie ermdglicht den physiologisch
wichtigen Konzentrationsunterschied zwischen Endo- und Perilymphe, welcher
zu einer Potenzialdifferenz von ca. 80mV zwischen Scala media und Scala
tympani bzw. Scala vestibuli (Dallos, 1985, Oliver et al., 2003) fuhrt, dem

sogenannten endocochlearen Potenzial.

1.3 Physiologische Grundlagen des auditiven Systems

Ein Uber die Ohrmuschel aufgenommenes Schallsignal wird {ber das

Trommelfell, die Gehoérkndchelchenkette und das ovale Fenster als mechanische
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Welle an die mit Perilymphe geflllte Scala vestibuli Ubertragen. Als Folge der
Druckwelle wird die Basilarmembran einschlie3lich des aufsitzenden Corti-
Organs in Schwingungen versetzt (Stenfelt, 2015). Dort erfolgt an den Haarzellen
der sensorischen Doméne die eigentliche Transformation der mechanischen
Druckwelle in ein neuronales Signal (Denk et al., 1995, Corey and Hudspeth,
1979). Dieser Umwandlungsprozess ist allgemein als mechano-sensorische
Transduktion bekannt. Im engeren Sinne lauft der Mechanismus vorwiegend an
den apikalen Oberflachendifferenzierungen der Haarzellen (Stereozilien) ab, die
in direktem Kontakt mit der K*-reichen Endolymphe stehen (Bosher and Warren,
1968, Kimura, 1966). Da sich Tektorialmembran und Corti-Organ im Verlauf der
Schwingungen gegeneinander bewegen, erfolgt eine Deflektion der Stereozilien.
Der dabei tber , Tip-Links* ibertragene Zug fiihrt zu einer mechanischen Offnung
von assoziierten Kationenkanalen (Osborne et al., 1984, Pickles, 1985). In der
Folge erfolgt anhand der Triebkraft des endocochlearen Potenzials ein Fluss von
K*-lonen aus der Endolymphe in die Haarzellen (Kros, 1996). Diese
lonenverschiebung Iost eine Depolarisation der Haarzelle aus, welche einerseits
zur Erzeugung eines Generatorpotentials fihrt (Russell and Sellick, 1977),
andererseits 6ffnen sich basolateral lokalisierte spannungsaktivierte K*-Kanéle
des Typs KCNQ4 (Lang et al., 2007, Kubisch et al., 1999). Uber diese strémen
die eingeflossenen K*-lonen aus den Haarzellen in die sie umgebende Corti-
bzw. Perilymphe wieder ab und haufen sich dort an (Johnstone and Sellick,
1972). Es ist nachvollziehbar, dass sich durch diesen Prozess die sonst stark
unterschiedlichen lonenkonzentrationen von Endo- und Perilymphe auf Dauer
ausgleichen wirden. Die Folge ware ein Zusammenbruch des endocochlearen
Potenzials, einer dadurch verminderten Triebkraft fir K*-lonen in die Haarzellen
im Rahmen der mechano-sensorischen Transduktion mit resultierender
Horminderung (Zenner et al., 1994, Jentsch, 2000). Zur Aufrechterhaltung der
lonenkonzentrationen muss daher ein kontinuierlicher Ab- und Weitertransport
von Kalium aus der Corti-Lymphe erfolgen. Hierfir sind verschiedene
Rezirkulationskonzepte Uber bestimmte Routen im DC beschrieben. Die erste
Theorie schildert einen extraepithelialen Weg, bei dem das Kalium Uber die

permeable Membrana basilaris in die Scala tympani diffundiert (Hibino et al.,
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1997, Zidanic and Brownell, 1990, Salt and Ohyama, 1993, Mountain and Cody,
1999, Jahnke, 1980) und Uber das Ligamentum spirale in die Stria vascularis
weitergeleitet wird (Spicer and Schulte, 1996, Weber et al., 2001). Die zweite
Theorie schildert einen intraepithelialen Weg, bei dem die in die Corti-Lymphe
freigesetzten K*-lonen von den jeweils umgebenden Stitzzellen aufgenommen
und anschlieRend entlang einer medialen oder lateralen Route wieder der
Endolymphe zugefuhrt werden (Spicer and Schulte, 1996, Spicer and Schulte,
1998). Molekulare Grundlage stellen zum einen porenbildende Komplexe aus
Connexinen, sog. Gap-Junctions, dar, die das Stutzzellepithel des DC zu einem
Synzytium koppeln (Kikuchi et al., 1995, Kikuchi et al., 2000a). Die zweite
wesentliche molekulare Grundlage stellt der Kaliumkanal Kir 4.1 dar. Eine
intrazellulare Aufnahme von Kalium tber diesen Kanal fiihrt zwingenderweise zu
einem osmotischen Stress der betroffenen Zelle (Li and Verkman, 2001). Dieser
muss in logischer Konsequenz durch Wasserfliisse neutralisiert werden, welche

vorwiegend Uber Wasserkanéle, insbesondere AQP4 erfolgen.

1.4 Aquaporine

1.4.1 Grundlagen der Aquaporine

Eukaryontische Zellen sind unter physiologischen Bedingungen standig
variierenden intra- bzw. extrazellularen lonenkonzentrationen ausgesetzt. Auf
Grund der Osmolaritéatsunterschiede und dem dadurch entstehenden
osmotischen Druck treten einwarts- bzw. auswartsgerichtete Wasserfllisse
entlang der Zellmembran auf, die eine lonenhomoéostase und folglich eine
normale Zellfunktion gewdahrleisten. Entgegen der Vorstellung, dass sich das
Wasser dabei in allen Geweben mit nahezu gleicher Geschwindigkeit, nur frei
nach dem Prinzip der passiven Diffusion tber die Lipiddoppelschicht beweqgt,
offenbarten biophysikalische Studien gewebsspezifische, unterschiedliche
Wasserpermeabilitaten (Paganelli and Solomon, 1957, Sidel and Solomon,
1957). Auf Grundlage dieser Beobachtungen wurde die Theorie eines speziellen
Kanals aufgestellt, der den Wassertransport vermittelt (Solomon et al., 1983,
Macey, 1984). Die Identifizierung des ersten Proteins, der als Aquaporine

8
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bezeichneten Wasserkanalfamilie, gelang in Erythrozyten und gilt als Revolution
in der Erforschung der intra- und extrazellularen Wasserhomoostase (Preston et
al., 1992, Agre et al., 1993). Fir die Entdeckung dieses Transmembranproteins,
zunéchst als Chip28, spater als AQP1 bekannt, wurde Peter Agre 2003 mit dem
Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet (Agre, 2004). Bis zum heutigen Zeitpunkt
sind in der Familie der Aquaporine 13 verschiedene Subtypen (AQPO — AQP12)
beschrieben, wobei sich eine ubiquitdre Expression bei nahezu allen Spezies
einschlie3lich Bakterien, Viren und Pflanzen zeigt (Ishibashi et al., 2017).
Innerhalb der Gruppe der Saugetiere findet sich eine quantitative Haufung in
Geweben, die aus funktionellen Grinden eine hohe wund schnelle
Wasserpermeabilitat bendtigen. Typische Lokalisationen sind z.B. Niere,
Zentralnervensystem, Auge, Cochlea, Speicheldrisen und Haut (Verkman, 2011,
Gleiser et al., 2016).

Die klassischen Aquaporine sind auf den beschleunigten Transport grol3er
Wassermengen spezialisiert (Verkman et al., 2014), wobei dieser passiv, entlang
eines osmotischen Konzentrationsgradienten, frei nach dem Prinzip der
erleichterten Diffusion erfolgt (Agre et al., 1993, Agre, 2004, Verkman et al.,
2014). Im Vergleich zu anderen Transmembranproteinen, wie z.B. lonenkandlen,
ist der strukturelle Aufbau aller bisher bekannten Aquaporine relativ homogen.
Die AQP-Monomere haben eine Masse von ca. 26-34 kDa und bestehen aus
sechs a-helikalen Segmenten, welche die Lipiddoppelschicht durchspannen
(Verkman and Mitra, 2000, Agre et al., 1993). Diese transmembranaren
Abschnitte sind durch extra- bzw. intrazellular lokalisierte Schlaufen verbunden,
die ausgehend vom N-Terminus mit den Buchstaben A-E bezeichnet werden. Die
Amino (N) - und Carboxy (C) — terminalen Doméanen des Proteins sind jeweils
intrazellular lokalisiert. Funktionell wichtig sind die extrazellularen B- sowie
intrazellularen E-Schlaufen. Sie beinhalten jeweils ein sogenanntes NPA-Motiv.
Dieses charakteristische Aminosauren-Triplett besteht aus der Abfolge der
Aminosauren Asparagin—Prolin—Alanin und ist Gber alle bisher bekannten,
funktionell wasserleitenden Aquaporine konserviert. Nach dem

,~Sanduhrenmodell® von Jung interagieren die B- und E-Schlaufe Uber ihre NPA-
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Motive miteinander und bilden so die selektive Wasserpore mit einem
Durchmesser von 2,8 Angstrém, was der Grol3e eines H20-Molekils entspricht
(Agre et al., 1993, Jung et al., 1994b, Murata et al., 2000, Sui et al., 2001). Die
AQP-Monomere lagern sich in der Zellmembran gewohnlich zu stabilen
tetrameren Komplexen zusammen, wobei jedes dieser vier Einzelmolekile

unabhangig voneinander Wasser leitet (Sui et al., 2001).

1.4.2 Aquaporin 4

Das Transmembranprotein Aquaporin 4 (AQP4) ist ein Subtyp aus der Familie
der Wasserkanale, welcher als erstes im ZNS entdeckt wurde und die dort
dominierende Form darstellt (Jung et al., 1994a, Nielsen et al., 1997). Neben der
typischen Expression in neurosensorischen Organen wie dem Stitzzellepithel
des DC oder dem olfaktorischen Epithel findet sich der Kanal auch in
Epithelgewebe von Niere, Speicheldriise, Prostata, GI-Trakt oder
Skelettmuskulatur, wobei eine vorwiegend basolaterale Expression beobachtet
wird (Mobasheri et al., 2007, Gleiser et al., 2016). Nach aktuellem Stand der
Wissenschaft zeigt AQP4 eine reine Selektivitat fir Wassermolekuile und gehort
daher zur Subfamilie der klassischen Aquaporine (King et al., 2004, Ishibashi et
al., 2017). Ein spezifisches Charakteristikum von AQP4 ist das Auftreten von
multiplen Protein-Isoformen. Bislang sind innerhalb der Gruppe der Saugetiere
insgesamt neun unterschiedliche AQP4-Isoformen bekannt (siehe Abbildung 2).
Diese unterscheiden sich untereinander durch Modifikationen am Anfang (N-
Terminus), am Ende (C-Terminus) aber auch innerhalb des Proteins (Moe et al.,
2008, De Bellis et al., 2014, De Bellis et al., 2017). Die zwei etablierten und am
besten untersuchten Isoformen sind AQP4-M1 (AQP4a) und AQP4-M23
(AQP4c). Sie entstehen auf Grund von unterschiedlichen
Transkriptionsstartpunkten innerhalb des gleichen Gens (Jung et al., 1994a). Ein
am 5 Ende zusatzlich vorkommendes Exon O codiert dabei den um 22
Aminosauren verlangerten N-Terminus der M1-Isoform bei sonst identischem
COOH-Ende. Die funktionelle Wassertransportkapazitat dieser zwei Proteine ist

trotz der strukturellen Variation jedoch nahezu identisch (Neely et al., 1999).
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mMRNA Protein Aa kDa
AQP4a (M) s I N v EC 323 345
AQP4b (M142) s T v 268 ~28.8
AQP4c (M23) i O E NI I C 301 ~32.2
AQP4d (M2342) sHEN N iy B [« 246 ~26.5
AQP4e (M2) s N VIO EEC ¢ -39
AQPAf (MzA2) G S e N & 309 ~33.2
AQP4g (M123) s' I > N I 296 ~31.4
AQPah (M1ex) s I v D C 352 376
AQP4i (M23ex) s D N Bc 330 ~35.3

Abbildung 2: Schematische Auflistung aller bekannten AQP4-Isoformen in DNA-, mRNA-
und Protein-Form. Abbildung in Anlehnung und modifiziert nach (Moe et al., 2008).
Darstellung aller neun AQP4-Isoformen mit Modifikationen an N / (5°) - oder C / (3) -Terminus
bzw. innerhalb des Proteins inklusive der Angaben tber Anzahl der Aminosauren (Aa) und des
Molekulargewichtes in kDa. AQP4 a, c, e zeigen eine transmembranére Lokalisation und
funktionelle Wasserleitfahigkeit, AQP4 b, d, f mit fehlendem Exon-2 zeigen eine zytosolische

Lokalisation und fehlende funktionelle Wasserleitfahigkeit.

Die Mz-Isoform (AQP4e) hat auf Grund eines zusatzlich vorhandenen Exon Z,
einen um weitere 41 Aminosauren verlangerten N-Terminus im Vergleich zur M1-
Isoform bei identischem C-Terminus und stellt das aktuell langste AQP4-Protein
dar (Moe et al.,, 2008). AQP4-Mz leitet experimentell Wasser (Fenton et al.,
2010), wird jedoch nach bisherigem Stand der Forschung nur bei der Ratte, aber
nicht beim Menschen exprimiert (Rossi et al., 2011). Daruber hinaus konnten
ausgehend von all diesen drei Hauptformen, jeweils Isoformen mit fehlendem
Exon 2 identifiziert werden, die durch alternatives Spleil3en erzeugt werden und
als AQP4b, AQP4d bzw. AQP4f bezeichnet werden (Moe et al., 2008).
Funktionell interessant ist die Erkenntnis, dass die Isoformen AQP4a, AQP4c und
AQP4e in vitro transmembranar lokalisiert sind und Wasser leiten, wéahrend die
Isoformen AQP4b, AQP4d und AQPA4f intrazellular lokalisiert sind und keine
Wasserleitfahigkeit zeigen (Moe et al., 2008). Analog hierzu konnten AQP4
Proteine mit fehlendem Exon 3 identifiziert werden (De Bellis et al., 2014). Diese

zeigen eine ebenfalls intrazellulare Lokalisation bei fehlender funktioneller
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Wasserleitfahigkeit (De Bellis et al., 2014). Neben diesen beschriebenen AQP4-
Isoformen mit modifiziertem N-Terminus bei gleichem COOH-Ende, wurden
kdrzlich auch Isoformen mit verdndertem C-Terminus identifiziert die als AQP4-
Mlex bzw. AQP4-M23ex bekannt sind (De Bellis et al., 2017). Hierbei handelt es
sich jeweils um C-terminal verlangerte M1- bzw. M23-Proteine, die durch
Uberlesen des primaren Stopcodons generiert werden (translational
readthrough, TRT). Eine funktionelle Wasserleitfahigkeit konnte nachgewiesen
werden (De Bellis et al., 2017). Ein weiteres Charakteristikum von AQP4-
Molekulen ist die Fahigkeit, gréRere, supramolekulare Komplexe zu bilden, die
als orthogonale Partikelkomplexe (OPKSs) bekannt sind (Wolburg, 1995, Wolburg
etal., 2011, Rash et al., 1998). Diese bestehen vorwiegend aus der M23-Isoform,
weil der verlangerte N-Terminus der M1-Isoform die Bildung dieser Komplexe zu
storen scheint (Furman et al., 2003, Fenton et al., 2010, Suzuki et al., 2008).
Beschrieben sind sie im ZNS an den Endfiiien der Astrozyten (Dermietzel,
1974), sowie im Stitzzellepithel des DC (Hirt et al., 2011). Hypothesen gehen
davon aus, dass sie u.a. die Wasserpermeabilitat steigern (Fenton et al., 2010,
Crane et al., 2010), dennoch bleibt deren genaue Funktion bis heute teils
ungeklart (Verkman, 2013).

1.4.3 Aquaporin 4 im Ductus cochlearis der Ratte

Der Wasserkanal AQP4 spielt im DC eine entscheidende Rolle in der K*- und
Volumenhomdostase (Eckhard, 2012). Beim Ab- und Weitertransport des bei der
mechano-sensorischen Transduktion anfallenden Kalium Uber den Kanal Kir4.1
entsteht osmotischer Stress (Eckhard, 2012, Li and Verkman, 2001). Dabei tragt
AQP4 mit neutralisierenden Wasserflissen wesentlich zum Erhalt des
osmotischen Gleichgewichts bei. Immunmarkierungen von APQ4 und Kir 4.1 im
DC offenbaren eine Expression und Kolokalisation dieser Proteine in nahezu
allen epithelialen Stiutzzellen, die das Corti-Organ bilateral flankieren (Hibino et
al., 1997, Jagger et al., 2010, Hirt et al., 2011, Hirt et al., 2010, Mhatre et al.,
2002, Miyabe et al., 2002, Takumi et al., 1998, Eckhard et al., 2012b, Taylor et
al., 2012). Auffallig ist jedoch die Tatsache, dass in allen bisher publizierten
Studien, speziell fir die Stiitzzellen des Corti-Organs (IPhZ, IPZ, APZ und DZ)

12
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keine Markierung von AQP4 gezeigt werden konnte sondern nur eine Expression
von Kir 4.1 (Huang et al., 2002, Mhatre et al., 2002, Takumi et al., 1998, Eckhard
et al., 2012b).

Die Stutzzellen werden auf Grund ihrer engen topografischen Beziehung zu den
Haarsinneszellen mit besonders hohen Kalium-Konzentrationen konfrontiert.
Dies bedeutet folglich einen besonders hohen osmotischen Stress. Analog den
Gliazellen des ZNS (Astrozyten) sowie der Retina (Miller-Zellen), welche
unmittelbar neben exzitatorischen Zellen lokalisiert sind und zur Regulation der
gekoppelten Kalium- und Volumenhomdoostase das Kanalsystem aus Kir 4.1 und
AQP4 exprimieren, wirde man gerade hier am Ort der Transduktion das
Vorkommen des Wasserkanals erwarten (Eckhard, 2012, Gleiser, 2012). Die
beobachtete Expressionslicke von AQP4 in der sensorischen Doméane (Eckhard
et al., 2012b) korreliert daher nicht mit den bekannten Mechanismen des ,Kalium-
Siphoning“ (Nagelhus et al., 1999, Newman et al., 1984) in der Retina oder dem
,Kalium-Spatial Buffering“ (Nagelhus et al., 2004, Orkand et al., 1966) im ZNS
(Gleiser et al., 2016).

Alle bisher publizierten Immunmarkierungen im DC der Ratte sind mit
kommerziell erhaltlichen Antikérpern durchgefiihrt worden, die gegen ein Epitop
am C-Terminus von AQP4 gerichtet sind (Anti-AQP4-CT). Interessant ist jedoch
die Tatsache, dass im Zuge zweier Promotionen mit Hilfe eines neu generierten
Antikodrpers, der eine Spezifitat fur den N-Terminus der AQP4-M1-Isoform
aufweist (Anti-AQP4-NT), erstmalig eine Markierung von AQP4 in den
Stutzzellen der sensorischen Doméne beobachtet wurde (Eckhard, 2012,
Gleiser, 2012).

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Wahrend Immunmarkierungen des DC mit kommerziellen Anti-AQP4-CT-
Antikorpern kein Signal in den Stitzzellen der sensorischen Doméne erkennen

lassen, zeigen Untersuchungen unter Verwendung eines Anti-AQP4-NT-
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Antikdrpers, Markierungen innerhalb dieser Zellpopulation (Eckhard, 2012,
Gleiser, 2012). Diese Beobachtung liel3e sich durch die Tatsache erklaren, dass
es eine weitere AQP4-Isoform gibt, die am N-Terminus ein Epitop analog der M1-
Isoform besitzt, jedoch einen komplett verédnderten C-Terminus aufweist. Es liegt
also die Vermutung nach einer neuen, weiteren AQP4-Isoform mit modifiziertem

C-Terminus nahe (siehe Abbildung 3).

PUNTUEEEY  w
Anti-AQP4
R P AQP4b (M142 N & . .
Anti-AQps O rerminal a2 Anti-AQP4  Anti-AQP4
N-Terminal AQP4c (M23) VBN EEC  N-Terminal C-Terminal
AQPAd (M2342) N
AQPds (vz) N I T
AQP4f (MzA2) N T
N 7777 7]c  COretd N € v T —C
AQP4h (M1ex) N [ T
AQP4i (M23ex) N

Abbildung 3: Vergleich der Bindungsmoglichkeiten von Anti-AQP4-CT- und Anti-AQP4-NT-
Antikdrpern an einer potenziell neuen AQP4-Isoform mit modifiziertem C-Terminus sowie
der bekannten M1l-Isoform. (Links) Potenzielle, neue AQP4-Isoform mit modifiziertem C-
Terminus, welche zwar von einem Anti-AQP4-NT-Antikdrper erfasst wird, nicht jedoch von einem
Anti-AQP4-CT-Antikorper. (Mitte) Schema aller bisher bekannten AQP4-Isoformen. (Rechts)
AQP4-M1-Isoform, welche sowohl von einem Anti-AQP4-NT-Antikdrper als auch von einem Anti-
AQP4-CT-Antikorper detektiert wird.

Die vorliegende Studie hatte somit als Ziel die Klarung der Frage, ob die
Immunmarkierungen mit Anti-AQP4-NT in den Stitzzellen der sensorischen
Domane das Korrelat einer echten, neuen AQP4-Isoform darstellen konnten oder
ob es sich lediglich um posttranslationale Modifikationen der bekannten AQP4-
Untergruppe handelt. Einer echten Isoform mit modifiziertem C-Terminus sollte
ein entsprechendes mRNA-Transkript mit modifiziertem 3‘Ende zu Grunde
liegen. Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen in dieser Arbeit
vorwiegend auf mRNA-Ebene durchgefuhrt. Der detaillierte Aufbau soll im

Folgenden noch genauer erlautert werden.
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Aufbau der vorliegenden Arbeit sowie konkrete Fragen und Ziele:

Teil A:

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die grundsatzliche Frage geklart werden, ob es
AQP4 spezifische mMRNA-Transkripte mit verandertem 3‘Ende gibt. Die Existenz
einer solchen Boten-RNA wirde fur das Vorkommen weiterer Isoformen mit
modifiziertem C-Terminus sprechen. Methodisch erfolgte das Screening auf
solche mRNA-Transkripte mit Hilfe der 3'RACE-PCR inklusive anschliel3ender

Klonierung und Sequenzanalyse der Produkte.

Teil B:

Auf Grund der methodisch bedingten, relativen Unspezifitat einer 3*RACE-PCR
sollte im zweiten Teil dieser Arbeit validiert werden, ob die identifizierten, AQP4-
spezifischen mRNA-Transkripte mit verandertem 3’Ende tatsachlich existieren.
Methodisch wurde diese Uberprufung unter Entwicklung neuer Primerpaare mit
einer RT-PCR inklusive anschlieRender Klonierung und Sequenzanalyse der
Produkte durchgefiihrt. Weiterhin erfolgte auf Grundlage aller gewonnenen
Sequenzdaten eine Theoretisierung der im Rahmen der Translation
resultierenden Proteine. Im engeren Sinne wurden aus den ermittelten mRNA-
Transkripten Modelle der neuen AQP4-Isoformen mit modifiziertem C-Terminus

abgeleitet.

Teil C:

Im dritten Teil dieser Arbeit wurden Immunmarkierungen mit Antikbrpern
durchgefiihrt, die zur Bestéatigung der bereits immunhistochemisch erzielten
Ergebnisse vorhergegangener Arbeiten dienen sollten. Im Rahmen der
Validierung der AQP4-spezifischen Signale in den Stiitzzellen der sensorischen
Doméane wurde auch ein neuer Antikorper gegen den C-Loop von AQP4
generiert. Im engeren Sinne sollte die zellulare und subzellulare Lokalisation der

Signale Uberpruft werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiere und Gewebeproben

Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte an adulten Wistar Ratten, welche tber
die Firma ,,Charles River Wiga GmbH* (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden.
Die Versorgung und Pflege der Tiere erfolgte in der Tierhaltung des Instituts fur
Klinische Anatomie und Zellanalytik der Universitat Tubingen, wobei freier
Zugang zu Futter und Trinkwasser bei einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus
bestand.

Der nach dem aktuellen TierSchG fur die Toétung und Organentnahme
erforderliche Antrag vom 05.06.2014 lautete: ,Immunhistochemische,
molekularbiologische, ultrastrukturelle und funktionelle Untersuchung von
wassertransportierenden Kanalen an Innenohren aus der Ratte“. Die
Genehmigung erfolgte am 04.07.2014 durch das Regierungsprasidium
Tldbingen, BW.

Fur die Praparation und Gewebegewinnung wurden die hérreifen Ratten im
postnatalen Alter von 32 Tagen (p32) mit CO2 narkotisiert. Es folgte die sagittale
Spaltung des abgetrennten Rattenschadels und die Entfernung des Grol3hirns
von der Schadelbasis. Zur Gewinnung von Cochlea-Gewebe wurde an jeder
Schadelhélfte die kndcherne Labyrinthkapsel von der Basis cranii abgetrennt. Fir
molekularbiologische Untersuchungen folgte die Befreiung der Gehérschnecke
von der kndchernen Bedeckung mit Hilfe einer Pinzette. Durch anschlieende
Losung des hautigen Labyrinths vom Modiolus wurde das eigentliche
Probenmaterial isoliert. Jeweils 6-8 Cochleas wurden zu einer Probe
zusammengefasst. Fir immunhistochemische Untersuchungen ist das Gewebe
innerhalb der knochernen Labyrinthkapsel Uber drei kleinflachige Offnungen der
Fixierlosung zuganglich gemacht worden. Hierfir wurde die Ful3platte des
Steigbugels aus dem ovalen Fenster luxiert, die Membran des runden Fensters

entfernt und die kndcherne Spitze der Gehérschnecke eroffnet.
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Zur Gewinnung von Cerebellum-Gewebe sind nach Entfernung des GroRRhirns
von der Schadelbasis und dem dadurch direkt exponierten Kleinhirn,

wiurfelfdrmige, ca. 3x3x3 mm grol3e Proben entnommen worden.

Zur Gewinnung von Retina-Gewebe sind von denselben Tieren zunachst die
Augen in toto, im Sinne einer Exenteratio bulbi, entfernt worden. Nach spitzer
Inzision der Bulbuswand kurz hinter dem Ubergang zwischen Cornea und Sklera
mit anschlielender zirkularer Abtrennung der vorderen Halbkugel unter
Benutzung einer Praparationsschere, wurden der Glaskorper sowie der
dioptrische Apparat entfernt. Mit Hilfe einer Pinzette erfolgte schliel3lich die
Probengewinnung durch vorsichtiges Ablésen der Netzhaut im Sinne einer
,2Hautchenpraparation®. Alle Praparationsschritte wurden in kihlem 1x PBS
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) mit Hilfe einer Binokularlupe (M125,
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt. Auf3erdem
erfolgte die Gewinnung der Proben in einem mdoglichst RNase-freien Umfeld.
Hierzu wurde die Oberflachen-RNAse-Dekontaminationslésung RNaseZapR

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) eingesetzt.

2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

2.2.1 Vorbereitung der Gewebeproben fir molekularbiologische

Untersuchungen inklusive Isolierung von RNA

Die praparativ gewonnenen Gewebeproben von Cochlea, Cerebellum und Retina
wurden jeweils sofort in die mit 100 pl RNA Lysis Buffer T-P befullten
Aufbewahrungs- bzw. LysegefalRe des Precellys Ceramic Kit 1.4 / 2.8 mm (VWR
Peglab, Erlangen, Deutschland) Gberfiihrt, mehrmals geschwenkt und ad hoc in
flissigem Stickstoff bei -196°C tiefgefroren.

Fur die Gewinnung von Gesamt-RNA aus den biologischen Proben erfolgte
zuerst der Aufschluss des Gewebes mit Hilfe des MINILYS Arbeitsplatz-
Homogenisators (VWR Peglab, Erlangen, Deutschland). Die eigentliche RNA-
Isolierung wurde unter Anwendung des Precellys Tissue RNA Kit (VWR Peqglab,
Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt, wobei bei den Arbeitsschritten
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entsprechend dem Protokoll des Herstellers verfahren wurde. Der optionale
DNase | Verdau ist fur alle Experimente durchgefuhrt worden. Hierdurch sollten
alle potentiell verbliebenen DNA-Reste (genomische DNA) entfernt werden. Die
isolierte RNA wurde mit 40 pl RNase-freiem Wasser (DEPC) in ein steriles
Eppendorf Safe-Lock Tube (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) eluiert. Die
Messung der jeweiligen RNA Konzentration erfolgte mit Hilfe des Qubit RNA
Assay Kit in einem Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland). Die isolierte RNA wurde entweder sofort

weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

2.2.2 3'RACE-PCR zum Screening nach putativen AQP4 mRNA-
Transkripten mit Modifikation am 3‘-Ende in Cochlea, Cerebellum

und Retina

Die Durchfuhrung einer 3'RACE-PCR ermdglicht die Detektion von mRNA-
Transkripten mit verandertem 3‘Terminus. Das Grundprinzip besteht dabei in der
Vervielfaltigung einer Basensequenz zwischen einer definierten, genspezifischen
Region innerhalb einer zytosolischen mMRNA und deren Poly-A-Schwanzes (3'-
Ende) (Scotto-Lavino et al., 2006). Auf diese Weise wird neben dem codierenden
Bereich auch die untranslatierte Region am 3'-Ende (3‘UTR) amplifiziert. Fur die
vorliegenden Experimente wurde das ,,3'RACE System Kit for Rapid Amplification
of cDNA Ends® (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Die Erststrangsynthese von cDNA erfolgte entsprechend den
Anweisungen des Herstellers, wobei jeweils 5 pg der isolierten RNA eingesetzt
wurden. Das Priming des Poly-A-Schwanzes der mRNA erfolgte durch die
Anlagerung eines ,Oligo-dT Adapter Primers (AP)“ mit spezieller Ankersequenz.
Die cDNA-Synthese ist mit der SuperScript Il RT (Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) als Reverse Transkriptase durchgefihrt
worden. Die RNA-Uberreste wurden mit RNase H (Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) degradiert. AnschlieBend erfolgte die
eigentliche PCR. Eine zusammenfassende, schematische Darstellung aller

Schritte dieser speziellen PCR zeigt Abbildung 4.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schritte einer 3*RACE-PCR. (A) Priming des
Poly-A-Schwanzes (3 Ende) mit oligo-dT Adapter Primer (AP). (B) Erststrangsynthese von cDNA
aus Gesamt-RNA mit Reverser Transkriptase. (C) RNA-Verdau mit RNase H. (D) Amplifikation
von cDNA zwischen einer definierten genspezifischen Region und dem Poly-A-Schwanz mit Hilfe
von GSP- und AUAP-Primern.

Als Vorwartsprimer fur die eigentliche PCR kamen dabei zwei genspezifische
Primer (GSP) zum Einsatz, die an jeweils unterschiedlichen Regionen im
bekannten codierenden Bereich binden. Der GSP1 bindet im Exon 2 von AQP4
und stellte den verwendeten Hauptprimer dar. Der GSP2 lagert sich etwa 100
Basenpaare weiter stromaufwarts im Exon 1 von AQP4 an und diente vorwiegend
der internen Kontrolle der 3'RACE-PCR Ergebnisse. Als Ruckwartsprimer wurde
der AUAP-Primer verwendet, der sich an die entsprechende ,AP-Ankersequenz*
anlagert. Tabelle 1 zeigt die Nukleotidsequenzen sowie die Lokalisation der in
der 3 RACE verwendeten Primer. Als essenzielle Abwandlung des
Herstellerprotokolls erfolgte fur die PCR der Einsatz einer ,High Fidelity Platinum
Taqg DNA Polymerase“ (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Darmstadt,
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Deutschland), die einerseits eine groRe Ausbeute, anderseits durch die

integrierte Korrekturlesefunktion einer 3'-5‘Exonukleaseaktivitat eine sehr hohe

Genauigkeit ermdglicht. Tabelle 2 zeigt das verwendete Protokoll der
durchgefiihrten 3'RACE-PCR. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch

Visualisierung in einem Agarose-Gel, Gel-Extraktion, TOPO-TA-Klonierung und

anschlielBender Sequenzierung.

Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten Primer fiir 3’RACE-PCR.

Name des Sequenz des Oligonukleotids Bindung Annealing-
Primers (5>-3) Temperatur
Poly-A
AP GGCCACGCGTCGACTAGTACT (TTT)s T 70°C
(mMRNA)
GSP1 Exon 2
ATCTTTGCCAGCTGTGATTC 56°C
(Vorwarts) (AQP4)
GSP2 Exon 1
TGGGAGGATTGGGAGTCACC 56°C
(Vorwarts) (AQP4)
AUAP AP-Anker
GGCCACGCGTCGACTAGTAC 56°C
(Ruckwarts) (cDNA)

Tabelle 2: PCR-Protokoll der 3*RACE-PCR

Temperatur Zeit Anzahl der
PCR-Schritt
in °C in Sekunden Zyklen

1. Pra-Denaturierung 95 120 1

1

1
2. Amplifikation !

|

1
2.1 Denaturierung 95 30 !

35
2.2 Annealing 56 30 1

|

1
2.3 Elongation 72 120 :

1
3. Endelongation 72 600 1
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2.2.3 RT-PCR zur Validierung der in der 3‘RACE-PCR identifizierten AQP4-
Isoformen mit Modifikation am 3‘Terminus mit neu-generierten

Primern

Die Datenanalyse der 3'RACE-PCR Produkte deutet die Existenz von zwei
weiteren AQP4-mRNA-Transkripten an, die sich am 3‘Ende von den bekannten
Isoformen unterscheiden. Zur Validierung und exakteren Charakterisierung
dieser Transkripte wurde im weiteren Verlauf eine RT-PCR durchgefihrt.

Die Gewinnung von Erststrang-cDNA erfolgte mit Hilfe des cDNA-Synthesis Kit
H Plus (VWR Peglab, Erlangen, Deutschland). Die Arbeitsschritte wurden nach
dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Synthese erfolgte durch Einsatz
von jeweils 5 pg der isolierten RNA sowie Anwendung des ,random hexamer
primers“ und der ,peqGOLD M-MuLV H Plus® (VWR Peglab, Erlangen,
Deutschland) als Reverse Transkriptase.

Fur die anschlieRende PCR wurden neue Primerpaare generiert. Hierfur erfolgte
der Einsatz des Primer-Select-Programmes der Software ,DNASTAR Lasergene
— Version 8“ (https://www.dnastar.com). Insgesamt wurden zwei unterschiedliche
Vorwartsprimer erstellt, die an unterschiedlichen Regionen im bekannten
codierenden Bereich binden. Der Primer M1_56 bindet dabei im Exon O von
AQP4, der Primer M1_491 im Exon 1 (siehe Tabelle 3). Der Grund fiir das Design
von zwei Primern ist durch die Tatsache bedingt, dass Exon 1 bei allen bekannten
AQP4-Isoformen vorkommt, das vorangestellte Exon O jedoch nur bei M1- und
Mz-Isoformen. Durch die Primer-Staffelung sollte eine annahernde
Charakterisierung des 5'‘Endes der neuen Transkripte ermdglicht werden.
Darlber hinaus stellt die Verwendung eines zweiten Primerpaares eine doppelte
Kontrolle dar und sichert die erhaltenen Ergebnisse. Die Generierung des
Ruckwartsprimer CX_AQP4 erfolgte anhand der Uber die 3‘RACE-PCR
gewonnen Sequenzdaten. Die Bindungsstelle wurde so gewdhlt, dass er
innerhalb des modifizierten 3‘Endes (Sequenz C) moglichst weit strangabwarts,
jedoch vor dem Poly-A-Signal liegt und dariber hinaus mit beiden
Vorwartsprimern verwendet werden kann (siehe Abbildung 5 sowie Tabelle 3).
Unter Einsatz von 2 pl der RT-Reaktion, d.h. ca. 10 ug DNA, erfolgte die
Durchfihrung der PCR mit Hilfe einer Taq DNA-Polymerase (peqGOLD Tag-
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DNA-Polymerase all inclusive; VWR Peqglab, Erlangen, Deutschland) nach
Protokoll des Herstellers unter Anwendung von Reaction Buffer Y und Enhancer
Solution P. Es wurden 35 Zyklen gefahren (Denaturierung: 95°C fur 30
Sekunden, Annealing: 56°C fur 30 Sekunden, Elongation: 72°C fur 120
Sekunden). Die Analyse der Produkte erfolgte wiederum durch Visualisierung in
einem Agarose-Gel, Gel-Extraktion, TOPO-TA-Klonierung und anschliel3ender

Sequenzierung.

M1_56 M1_491 CX_AQP4

I ]

Abbildung 5: Bindungsstellen der neu generierten Primerpaare zur Validierung der

modifizierten AQP4 mRNA-Transkripte. Der Vorwartsprimer M1 56 liegt am Beginn des
bekannten Exon 0O, der Forwartsprimer M1_491 im bekannten Exon 1 von AQP4. Der
Ruckwartsprimer CX_AQP4 liegt im Endbereich der Sequenz C, welche das modifizierte 3 Ende
der neuen AQP4 mRNA-Transkripte definiert.

Tabelle 3: Eigenschaften der neu generierten Primerpaare zur Validierung der
modifizierten AQP4-Transkripte Uber eine RT-PCR

. Sequenz des Oligonukleotids Annealing-
Name des Primers o
(5>-3) Temperatur
M1 56
- CCAGGGAAGGCATGAGTGACG 56°C
(Vorwarts)
M1_491
TGGGAGGATTGGGAGTCACC 56°C
(Vorwarts)
CX_AQP4
AACCCATAAATATTCGGCTGTA 56°C
(Ruckwarts)

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die gréRenmalfige Auftrennung und Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte
Uber Standard-Agarosegele (Universal-Agarose peqGOLD, VWR Peqglab,
Erlangen, Deutschland) variabler Konzentrationen (2,0-3,0%) bei einer
Spannung von 90 Volt. Die In-Gel Farbung des PCR-Produktes wurde mit Midori
Green Advance (Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) als DNA-
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Farbstoff durchgefiihrt. Fur die Gelextraktion von PCR-Produkten wurde bei
sonst gleichen Bedingungen eine Low-Melting-Agarose (LM Plague Agarose,
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) eingesetzt. Die fotografischen
Aufnahmen der DNA-Agarosegele erfolgten unter UV-Licht in einem
Geldokumentationssystem (E-Box VX2, Vilber Lourmat, Eberhardzell,
Deutschland).

2.2.5 Isolierung und Aufreinigung der PCR-Produkte aus Agarosegelen

Die Extraktion der geféarbten Banden aus den Low-Melting Agarosegelen erfolgte
auf einem UV-Lichttisch bei mdglichst kurzer Belichtungszeit und wurde zur
Vermeidung von Kreuzkontaminationen mit Einmalstanzen (X-Tracta Disposable
Gel Extraction Tool, Starlab, Hamburg, Deutschland) durchgefihrt. Zur Erh6hung
der quantitativen Ausbeute ist dabei pro Gewebe jeweils ein Pool aus zwei
identischen Banden erstellt worden. Die eigentliche Isolation und Aufreinigung
der cDNA aus den herausgestanzten Gelstlcken erfolgte mittels des peqGOLD
Gel Extraction Kit (VWR Peglab, Erlangen, Deutschland), wobei die
Arbeitsschritte inklusive aller optionalen Mallnahmen nach Herstellerangaben
ausgefuhrt wurden. Die extrahierte cDNA ist anschlieBend mit jeweils mit 40 pl
Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 9.0) in ein steriles Eppendorf Safe-Lock Tube
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) eluiert und bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt worden.

2.2.6 TOPO-TA Klonierung der extrahierten PCR-Produkte

Die isolierten PCR-Produkte wurden vor der vollstdndigen Sequenzierung Uber
die molekularbiologische Methode des Klonierens amplifiziert. In der
vorliegenden Arbeit ist hierfir das ,TOPO-TA Cloning Kit for Sequencing*
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) gemald den
Angaben des Herstellers verwendet worden. Nach Ligation des aufgereinigten
PCR-Produktes in den ,pCR4-TOPO-Vektor® (Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) erfolgte eine chemische Transformation des
pCR4-TOPO-Konstruktes in chemisch kompetente ,One Shot TOP 10 E.coli-
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Bakterien (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland). Hierfur
wurden die Bakterien in einem Wasserbad mit 42°C fur 30 Sekunden einem
Hitzeschock ausgesetzt und nach Hinzufiigen von 250 pl S.0.C. Medium eine
Stunde bei 37°C und 200 RPM kontinuierlich horizontal geschttelt. 150 pl dieser
Zellsuspension wurden mit einem abgeglihten Drigalski-Spatel gleichmaRig auf
ampicillinhaltigen (50 pg/ml) LB-Platten ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit
von ca. 24 Stunden bei 37°C wurden die Platten auf das Wachstum von E.coli-
Kolonien inspiziert. Die Identifikation einer Kolonie mit der entsprechenden
klonierten cDNA erfolgte Uber eine Mini-PCR (Kolonie-PCR) mit M13-Primern
und einer ,Dream Tag-Polymerase“ (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland), gefolgt von einer konventionellen 1,5% Agarose-
Gelelektrophorese. Durch Re-suspension der positiven Bakterienkolonien in 5 ml
ampicillinhaltigem (50 pg/ml) LB-Medium wurden Ubernachtkulturen angelegt.
Die Isolation der Plasmid-DNA aus diesen Kulturen erfolgte mittels des ,GeneJET
Plasmid Miniprep Kit® (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die extrahierte und aufgereinigte
DNA wurde schlielich mit 50 pl Elution Buffer in ein steriles Eppendorf Tube

eluiert und bis zur Sequenzierung bei -20°C gelagert.

2.2.7 Glycerin-Dauerkulturen

Um die erfolgreich cDNA-transfizierten E.coli-Klone langerfristig aufzubewahren,
wurden Glycerin-Dauerkulturen hergestellt. Hierfur wurden Ubernachtkulturen in
flissigem LB-Medium mit Ampicillin angezogen und am folgenden Tag 1:1 mit
Glycerin (autoklaviert) gemischt. Diese Bakterien-Glycerin-Mischung wurde bei

-80°C gelagert.

2.2.8 Sequenzierung und Analyse der klonierten PCR-Produkte

Die Sequenzierung der klonierten PCR-Fragmente erfolgte im Sinne einer
automatisierten Sanger-Sequenzierung mit dem System LIGHTRUN TUBE
durch die Firma GATC BIOTECH (Konstanz, Deutschland). Nach
Herstellerangaben sind vollstdndige Sequenzierungen von DNA-Fragmenten bis
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zu einer Lange von 1.100 Nukleotiden in Phred20 - Qualitdt, also einer
Genauigkeit von 99% mdoglich. Es wurden funf Mikroliter der aufgereinigten
Plasmid-DNA (Konzentration: 100 ng/pl) mit funf Mikroliter M13 Primer
(Konzentration: 5 pmol/ul) in einem 1,5 ml Safe-Lock Tube (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) gemischt, das Tube mit einem Barcode versehen und
anschlieBend der zustandigen Firma zugesandt. Die Lieferung der Rohdaten
erfolgte online dber ein myGATC-Konto. Die anschlieRende Analyse der
Sequenzdaten erfolgte mit dem kostenlosen Programm ,4Peaks“ von
Nucleobytes (http://nucleobytes.com/4peaks/), den online zugéanglichen
Datenbanken des Nationalen Zentrums fir Biotechnologieinformation
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) sowie der Onlineversion des Programms ,Clustal
Omega“ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

2.2.9 Theoretisierung der neuen AQP4-Isoformen

Fir die Theoretisierung der neuen AQP4-Isoformen erfolgte mit Hilfe des Online-
Programmes ExPASy (http://web.expasy.org/translate/) eine Ubersetzung der
neuen Nukleotidsequenzen in eine Aminosauresequenz. Die voraussichtliche
Masse der Proteine wurde mit dem Onlineprogramm ,Protein Molecular Weight
Calculator® (http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm) berechnet.
Weiterhin erfolgte ein rechnergesttitztes Modelling der Transmembrandoméanen
sowie eine Vorhersage der intra- bzw. extrazellularen Lokalisation von N- und C-
Terminus. Dieses Modelling wurde mit dem Onlineprogramm ,OCTOPUS*
(http://octopus.cbr.su.se/index.php?about=OCTOPUS) durchgeftihrt.

2.3 Immunmarkierungen des Ductus cochlearis

2.3.1 Vorbereitung der Gewebeproben

Die Fixation des Innenohrgewebes erfolgte durch vorsichtige Perfusion der
Labyrinthkapsel tiber die praparativ geschaffenen Offnungen mit einer 4%-igen
phosphatgepufferten (pH7) Formaldehydlésung (Roti Histofix 4%, Carl Roth,

Karlsruhe, Deutschland). Nach zwei Stunden wurde mehrmals mit 1xPBS
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(phosphatgepufferte Salzlésung; pH 7,4; PBS-Tabletten fir 500 ml dH20, 2,7 mM
KCI; 140 mM NacCl; 10mM Phosphat; PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) gewaschen. Um die Anfertigung von Kryoschnitten der Cochlea zu
ermoglichen wurde die cochleare kndcherne Labyrinthkapsel bei 4°C in EDTA-
PBS-Losung (150 mmol/l EDTA; PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland, pH 8, in 1xPBS geldst) fur ca. 2 Tage entkalkt. Nach dreimaliger
Spulung mit PBS (1x) wurde das Praparat zur Gefrierprotektion in 30%
Saccharose in PBS (pH 7,4) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Zum Schluss erfolgte
die Einbettung der fixierten Gewebe in ,Tissue-Tec" Kryo-Gel (Sakura Finetek,
Staufen im Breisgau, Deutschland) und die Anfertigung von ca. 14 um dicken
Kryoschnitten mit einem Kryostat-Mikrotom (CM3050S, Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Deutschland). Die Schnitte der Cochlea wurden mittig im Modiolus
durchgefuihrt und auf einem entsprechenden Objekttrager (SuperFrost, R.
Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgezogen. Die retinalen und
cerebellaren Gewebeproben wurden jeweils fur 2 Stunden in 4%-iger
phosphatgepufferten (pH7) Formaldehydlésung (Roti Histofix 4%, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Nach mehrmaligem Spulen 1X PBS folgte
eine eintagige Lagerung in 30%-iger Saccharose-Losung bei 4°C. Die
Anfertigung von Schnitten sowie deren Einbettung erfolgte analog den

Gewebeproben aus der Cochlea.

2.3.2 Antikdrper

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Immunmarkierungen des DC
wurden drei Anti-AQP4-Antikorper verwendet, die sich jeweils durch ihre
spezifischen Bindungsstellen unterscheiden. Neben einem konventionell
erhaltlichen Antikérper mit einer Epitospezifitat fir den C-Terminus von AQP4
(Exon 4, Anti-AQP4-CT) wurde ein Antikérper mit einer Spezifitat fir den N-
Terminus (Exon O der M1-Isoform, Anti-AQP4-NT) verwendet. Dieser wurde
bereits im Rahmen der Promotionsarbeit von Dr. Andreas Eckhard (Eckhard,
2012) in Zusammenarbeit mit Dr. Hubert Kalbacher (Interfakultares Institut fir
Biochemie der Universitat Tubingen) synthetisiert. Weiterhin wurde im Rahmen

der vorliegenden Arbeit, zusammen mit der Firma Abmart (China), ein Antikdrper
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mit einer Spezifitédt gegen den C-Loop von AQP4 generiert (Anti-AQP4-C-Loop).
Die veranderten Bindungsstellen von Anti-AQP4-NT sowie Anti-AQP4-C-Loop im
Vergleich zu den konventionell erhaltlichen Anti-AQP4-CT-Antikbrpern
ermdglicht u.a. die Detektion von Isoformen mit modifiziertem C-Terminus. Ein
Schema der verschiedenen Bindungsstellen der beschriebenen Antikdrper zeigt
Abbildung 6.

(A)
Anti-AQP4-CT
(B)
Anti-AQP4-NT
(C)

Anti-AQP4-C-Loop

Abbildung 6: Bindungsstellen der verwendeten Anti-AQP4-Antikdrper. (A) Kauflich

=z
Q

erhéltlicher Anti-AQP4-CT Antikdrper mit Epitopspezifitdt gegen den C-Terminus. (B) Antikorper
mit Spezifitdt gegen den N-Terminus der AQP4 M1-Isoform, generiert von Dr. Hubert Kalbacher.
(C) Neuer, Anti-AQP4-C-Loop Antikdrper mit Spezifitit gegen den extrazellularen C-Loop.

Entwicklung und Synthese in Kooperation mit der Firma Abmart (China).

2.3.3 Farbeprotokoll und Mikroskopische Analyse

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Immunmarkierungen des DC
erfolgten unter Anwendung eines Farbeprotokolls mit SDS-Antigen-Retrival.

Nach initialem Auftauen der Gewebeschnitte wurden sie zunachst in 1x PBS flr
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funf Minuten renaturiert. Die Antigendemaskierung erfolgte durch 10-minitige
Inkubation in Denaturierungspuffer (0,1% SDS in 1x PBS), gefolgt von
dreimaligem, jeweils 5-minitigem Waschen der Proben in 1x PBS. Nach einer
15-minutigen Lagerung in einem Blockierungspuffer (1% NDS in 1x PBS) erfolgte
eine nachtliche Inkubation der Gewebeproben bei 4°C mit den Primérantikérpern
(1:50 bzw. 1:100 geldst in Reaktionspuffer (0,5 % NDS in 1x PBS). Am folgenden
Tag wurden die Schnitte zunachst wieder dreimal, fur jeweils funf Minuten in 1x
PBS gewaschen. Anschlie3end erfolgte die abgedunkelte Inkubation der Schnitte
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur mit den Sekundarantikérpern (1:400 in
Reaktionspuffer (0,5 % NDS in 1x PBS). Eine Auflistung der jeweils verwendeten
Primér- und Sekundarantikorper zeigt Tabelle 4. Nach erneutem Waschen mit 1x
PBS (3-mal) erfolgte die Zellkern-Gegenfarbung mit Syto60 (1:5.000) im
Reaktionspuffer fir 10 Minuten. Nach abschlielendem, dreimaligem Spulen in
1x PBS fur funf Minuten, wurden die Proben mit Flour Save Eindeckmedium
(Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland) unter einem Deckglas (Dicke: 0,13
- 0,16 mm, A. Hartenstein GmbH, Wiurzburg, Deutschland) eingebettet. Die
Analyse erfolgte anschlieRend mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop
(LSM 510 Meta, Zeiss, Gottingen, Deutschland).

Tabelle 4: Priméar- und Sekundarantikdrper fur Inmunmarkierungen des DC

Primarer Antikorper Sekundarer Antikdrper

Anti-AQP4-NT (Rabbit, polyklonal, 1:50, Dr. Hubert Donkey anti-Rabbit, Alexa 546
Kalbacher, Interfakultéres Institut fur Biochemie, 1:400, Invitrogen

Universitat Tubingen)
Anti-AQP4-CT (C-19, Goat, polyklonal, 1:100, Santa | Donkey anti-Goat, Alexa 488

Cruz Biotechnology) 1:400, Invitrogen
Anti-AQP4-C-Loop (polyklonal, 1:100, Abmart, Donkey anti-Rabbit, Alexa 546
China) 1:400, Life-Technologies
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

3.1.1 3'*RACE-PCR zum Screening nach putativen AQP4 mRNA-
Transkripten mit Modifikation am 3‘ Ende

Mit Hilfe einer 3‘RACE-PCR wurde ein Screening nach putativen mRNA-
Transkripten mit modifiziertem 3‘Terminus durchgefiihrt. Neben Cochlea-
Gewebe erfolgte der Einsatz von Proben aus Retina und Cerebellum als
Positivkontrolle. Es wurden zwei unterschiedliche Vorwartsprimer verwendet:
Zum einen der AQP4-spezifische Primer ,GSP1“ und zum anderen, zur internen
Kontrolle der RACE-Ergebnisse, der ca. 100 Basenpaare weiter upstream
bindende, AQP4-spezifische Vorwartsprimer ,GSP2“ (siehe Abbildung 7 - A). Die

Primer wurden jeweils separat und nicht im Sinne einer nested-PCR verwendet.

Bei Verwendung des ,GSP1“ zeigte sich eine schwache Bande von ungefahr
6.000 Basenpaaren (#), welche der bekannten AQP4 M1-Isoform entspricht
(siehe Abbildung 7 — B). Diese Bande war jedoch auf Grund ihrer Lange nur
schwer zu amplifizieren und deshalb nicht immer detektierbar. Unterhalb dieses
Produktes lassen sich zusatzliche, multiple Banden erkennen, die die Existenz
weiterer AQP4 mRNA-Transkripte vermuten lassen. Deutliche Banden finden
sich bei 450 (*) und 600 (+) Basenpaaren, die sich reproduzierbar in allen
Versuchsdurchfihrungen und getesteten Geweben amplifizieren lieRen.
Wahrend in Cochlea und Cerebellum die 450 bp Produkte deutlich prominenter
als die 600 bp Produkte exprimiert sind, ist dieses Verhéltnis in der Retina
umgekehrt. Neben diesen reproduzierbaren Banden zeigen sich unterschiedlich
starke Banden in den Bereichen von 500, 700 und 1.000 Basenpaaren.
Unabhéangig von der Art des untersuchten Gewebes war jedoch das Auftreten
dieser Produkte Uber alle Versuche hinweg inkonsistent und sehr heterogen
(siehe Abbildung 7 — B und C).
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Bei der separaten Kontrollverwendung des ,GSP2“ zeigten sich in allen Geweben
zwei schwache Banden bei 550 (*) und 700 (+') Basenpaaren. Diese
entsprechen jeweils den um 100 bp verlangerten Produkten von 450 (*) und 600
(+) Basenpaaren unter Verwendung von ,GSP1“ und bestatigen damit das
Ergebnis. Zusatzlich zeigt sich jeweils noch eine Bande bei 350 Basenpaaren
(Abbildung 7 — C).

(A) (B) Cerebellum

Marker GSP1

6.000
GSP2, GSP1 AUAP
100 bp
500
© g Cochlea Retina Cerebellum
s GsP1 | GsP2 | GsPt | GsP2 | GSP1 i  GsP2

1.000 &

700

Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophoresen von Amplifikaten nach 3‘RACE-PCR mit AQP4-
spezifischen Vorwértsprimern ,,GSP1“ bzw. ,,GSP2“ zum Screening nach neuen mRNA-
Transkripten mit Modifikation am 3‘Ende. (A) Bindungsstellen der AQP4-spezifischen
Forwartsprimer GSP1 und GSP2. GSP2 liegt ca. 100 bp upstream von GSP1. (B) Produkte aus
Cerebellum-Gewebe mit GSP1. Die schwache Bande von 6.000 bp (#) entspricht der bekannten
AQP4 M1-Isoform. Darunter weitere Banden bei 450, 500, 600, 700 und 1.000 bp, wobei sich nur
die Produkte von 450 bp (*) und 600 bp (+) konsistent amplifizieren lieRen. (C) Ubersicht aller
Produkte aus Cochlea, Retina und Cerebellum. Mit GSP1 deutliche Banden in allen Geweben bei
450 (*) und 600 bp (+) sowie schwache Banden bei 500, 700 und 1.000 bp. Mit GSP2 Banden
bei 550 (**) und 700 bp (+‘) sowie einer zusatzlichen Bande bei 350 bp.
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3.1.2 Sequenzanalyse der TOPO-TA klonierten 3*‘RACE-Produkte von 450

und 600 Basenpaaren

Fir die Charakterisierung der Produkte von 450 und 600 Basenpaaren wurden
diese kloniert und sequenziert. AnschlieBend erfolgte ein Alignment mit den
bekannten Sequenzen der AQP4-Isoformen. Bei beiden Produkten zeigt sich
eine Ubereinstimmung uber Teilabschnitte der Exone 2 und 3 bis zur Base 759
der klassischen M1-Isoform (siehe Abbildung 8 und Abbildung 9).

Exon 2 Exon 2

AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GGGCTCCTGGTGEAGCTAATAATCACTTTCCAGCTGGTATTCACH
3RACE-PCR_0SFC22:
3RACE-PCR_0OSFCO1:
3RACE-PCR_0SFB9S:
3RACE-PCR_0SFC23:
3RACE-PCR_0S5FB99:
3RACE-PCR_0SFC20:
3RACE-PCR_0SFC21:

L ad e o e e e e e e e e

Exon 2 Exon 2

AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GATTCCARACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCARTTGGGTTITICCGTTIGCA 660
3RACE-PCR_05FC22: GATTCCAAACGGACTGATGTTTCTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGEGGTITTICCGTITIGCA 75
3RACE-PCR_0SFCO1: GATTCCARACGGACTGATGTTACTGGI TCCETTGCTTTAGCARTTGGGTTTTCCGTIGCA 75
3RACE-PCR_0S5FB98: GATTC-ARACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTITCCGTIGCA 74
3RACE-PCR_05FC23: GATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTICCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTITICCGTITIGCA 75
3RACE-PCR_0SFB99: GATTCCAARACGGACTGATGTTACTGGTICCGTTGCTTTAGCAATIGGGTTTICCGTIGCA 75
3RACE-PCR_0S5FC20: GATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTITAGCARTTIGGGTTTITCCGTIGCA 75
3RACE-PCR_0SFC21: CARACGGACTGATGTTACTGGTTICCGTTGCTTITAGCAATIGGGTITICCGTIGCA 74

Fhkkd RhRRAR R R AR AR AR R AR AR AR AR AR AR AR R AR ARk Rk Rk

Exon 2

AQP4_M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 ATTGGACATTTIGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 720
3RACE-PCR_0SFC22: ATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTTGATCCTIT 135
SRACE-PCR_0SFCO1: ATTGGACATTTGTTTIGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTTIT 135
3RACE-PCR_0SFB98: ATTGEACATTTIGTITGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGARTCCAGCTCGATCCTTT 134
3RACE-PCR_0SFC23: ATTGGACATITGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTTIT 135
3RACE-PCR_0S5FB99: ATTGGACATTIGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 135
3RACE-PCR_05FC20: ATTGGACATTITGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTTIT 135
3RACE-PCR_0SFC21: ATTGGACATTIGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTTT 134

R e e e e s e s

v

AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGATATATIGGGTTGGAC————- 775
3RACE-PCR_0SFC22: GGCCCTGCAGTTTTCATGGGAAACTGGGARAACCCCTGGGG---~----GGTAGAGARAGT 188
3RACE-PCR_0SFCO1: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGG--~---—-AGTAGAGARAGT 188
3RACE-PCR_0SFB92: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGEE-—————~. AGTAGAGARAGT 127
3RACE-PCR_0SFC23: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGARAACCACTGGEE-—————-. AGTAGAGRARGT 128
3RACE-PCR_0S5FB99: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGE——————-. AGTAGAGARAGT 128
3RACE-PCR_0SFC20: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAARACCACTGGGE--————~. AGTAGAGARAGT 128
3RACE-PCR_0S5FC21: GGCCCTGCAGTTATCATGGGARACTGGCARAACCACTGEEE--—————. AGTAGAGARAGT 1237

AR RRARRARE KRR AR AR AR AR IR AR AR R AR * wx

Exon 4 Exon 4

AQP4_M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 CARTCATAGGCGCTIGTGCTGGCAGGTGCACTTTACGAGTATGICTIC-----TGICCIGA 230
3RACE-PCR_0SFC22: CCAGCAGAGGCCTGGTGCAACAAA------TTTCA--ARATGTTTIGTTTTAGGTITICA 240
3RACE-PCR_0SFCO1: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA-—-——- TCTICA--TAGTGTICTGTTCTAGGICTICA 240
3RACE-PCR_0SFB98: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA------TCTCA--TAGTGTTCTIGTICTAGGICTICA 239
3RACE-PCR_0SFC23: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA------TCTCA--TAGTGTTCIGTICTAGGICTICA 240
3RACE-PCR_0SFB99: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA------TCTCA--TAGTGTTCTGTICTAGGTICTICA 240
3RACE-PCR_05FC20: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA-————- -TCTCA--TAGTGTTCTGTICTAGGICTTICA 240
3RACE-PCR_0S5FC21: CCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGA--———-' TCICA--TAGTGITCTGTICTAGGICITICA 239

* k kR kkkk *hk L B *hw * *k . SN ]

Abbildung 8: Ausschnitt des Sequenzalignments der klassischen M1l-Isoform
(NM_012825.4) mit den kurzen RACE-Produkten von 450 Basenpaaren. Farbliche
Markierung der bekannten Exone der M1-Isoform. Schwarzer Pfeil zeigt Base 759 der M1-
Isoform. Blaue Box: GSP1, Markierung griin: Ubereinstimmung mit klassischer AQP4 M1-
Isoform, Markierung orange: Beginn der abweichenden Nukleotidsequenz zur M1-Isoform

(Nukleotidsequenz A).
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Exon 2 Exon 2

AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GGGCTCCTGGTGGAGCTAATAATCACTTTCCAGCTGGTATTCACCATTITTGCCAGCTIGT 600
3RACE-PCR_0SFC19: ATCTTTGOCAGCTET 15

3RACE-PCR_0SFC02: 15
3RACE-PCR_0S5SFCO03: 15
3RACE-PCR_0SFC12: 15

3RACE-PCR_OSFC14: 15
3RACE-PCR_05FC13: 15
3RACE-PCR_0SFC15: - 15
dede e e e e e e e e o e e e
Exon 2 Exon 2
AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GATTCCARACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTIGCTITAGCAATTGGGTITICCGTIGCA €60
3RACE-PCR_0SFC19: CCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTITAGCARTTIGGGT-TICCGTIGCA 74
3RACE-PCR_0SFC02: CCARACGGACTGATGTITACTGGTTCCGTIGCTTTAGCARTIGGGTITICCGTIGCA 75
3RACE-PCR_0SFCO03: CCARACGGACTGATGITACTGGTTICCGTIGCTTITAGCAATTIGGGTTITTICCGTIGCA 75
3RACE-PCR_OSFC12: C-AAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTITICCGTTIGCA 74
3RACE-PCR_05FC14: C-CAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTITTCCGTIGCA 74
3RACE-PCR_0OSFC13: COCARACGGACTGATGTTACTGGTITCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTITITCCGTIGCA 75
3RACE-PCR_0SFC1S: CARACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCARTTGGGTTITTCCETIGCA 75
e e e e hhkhk ko kR
Exon 2
AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 ATTGGACATTTIGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGRATCCAGCTCGATCCTIT 720
3RACE-PCR_0SFC19: ATTGGACATTITGITIGCAATCARTTATACCGGAGCCAGCATGRAATCCAGCTCGRAICCTTIT 134
3RACE-PCR_0SFC02: ATTGGACATTITGTITTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGRATCCAGCTCGATCCTIT 135
3RACE-PCR_OSFC03: ATTGGACATITGTTTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 135
3RACE-PCR_0SFC12: ATTGGACATITGTITTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGRAATCCAGCTCGATCCTTIT 134
3RACE-PCR_0OSFC14: ATTGGACATITGTTIGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 134
3RACE-PCR_0SFC13: ATTGGACATITGTITIGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 135
3RACE-PCR_OSFC15: ATTGGACATITGTTIGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCCTIT 135
EE R R e e e e e e e e e e e e et
Exon4
AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGATATAT--TGGGTTGGACCRA 778
3RACE-PCR_0SFC19: GGCCCIGCAGTTATCATGGGARACTGGGARAACCACTGGETARCTACTARGTIG————~ 188
3RACE-PCR_0OSFC02: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGTAACTACTAAGTTG-—-—-- 189
3RACE-PCR_0SFCO03: GGCCCTGCAGTTATCATGGGARACTGGGAARACCACTGGETARCTACTARGTTIG-————- 189
3RACE-PCR_0SFC12: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGEGTAACTACTAAGTTIG-—-——— 188
3RACE-PCR_0SFC14: GGCCCTGCAGTTATCATGGGARACTGGGARRACCACTGGETAACTACTAAGTIG-————— 188
3RACE-PCR_0SFC13: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGTAACTACTAAGTTG-—-—-— 189
3RACE-PCR_0OSFC15: GGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGTAACTACTAAGTTIG-————- 189
Shhhhk ko hk ko * * ek
Exon 4 Exon 4
AQP4 M1 Rattus_norvegicus_NM 012825.4 TCATAGGCGCTGIGCTGGCAGGTGCACTITACGAGTATGTCTICTGICCTGACGTGGAGC 838
3RACE-PCR_0SFC19: --ATATGCCCC A CCTTICTGAGGTIGGGA 215
3RACE-PCR_0SFC02: --ATATGCCCC A CCTTICIGAGGTTIGGGA 216
3RACE-PCR_0OSFC03: --ATATGCCCC A CCTTITCTGAGGTTIGGGA 216
3RACE-PCR_05FC12: --ATATGCCCC A CCTTTCTIGAGGTTIGGGA 215
3RACE-PCR_OSFC14: --ATATGCCCC 20 CCTTICTGAGGTIGGGA 215
3RACE-PCR_0SFC13: --ATATGCCCC A CCTTICTGAGGTIGGGA 216
3RACE-PCR_0OSFC15: --ATATGCCCC A CCTTTICTGAGGTIGGGA 216
-

wkE kR W * R kkkR Rk ok ok

Abbildung 9: Ausschnitt des Sequenzalignments der klassischen M1l-Isoform
(NM_012825.4) mit den langen RACE-Produkten von 600 Basenpaaren. Farbliche
Markierung der bekannten Exone der M1-Isoform. Schwarzer Pfeil zeigt Base 759 der M1-
Isoform. Blaue Box: GSP1, Markierung griin: Ubereinstimmung mit klassischer AQP4 M1-
Isoform, Markierung violett: Beginn der abweichenden Nukleotidsequenz zur M1-Isoform
(Nukleotidsequenz B).

Die Abweichung des dritten Nukleotids der RACE-Produkte von der M1-Sequenz
(C anstatt T) ist bedingt durch die Konstruktion des GSP1, da dieser nicht nur
Ratten-AQP4 sondern auch Human-AQP4 spezifisch ist. Die Position der Base
759 liegt exakt drei Nukleotide vor dem Ende des Exon 3 der M1-Isoform.
Anschlie3end folgt jeweils eine abweichende Basenabfolge. Im Folgenden wird
diese beim kurzen Produkt (450bp) als Nukleotidsequenz A, beim langen Produkt
(600 bp) als Nukleotidsequenz B bezeichnet. In einem weiteren
Sequenzalignment wurden die Produkte von 450 und 600 Basenpaaren direkt
miteinander verglichen. Dabei konnten diese als neue AQP4 mRNA-Transkripte
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mit modifiziertem 3‘Terminus identifiziert werden. Das kirzere PCR-Produkt
besteht aus 458, das langere aus 634 Nukleotiden, wobei sich bei beiden
Transkripten zwei charakteristische Abschnitte identifizieren lassen (siehe
Abbildung 10).

A)
kurzes mRNA-Transkript (458 bp)

<— AQP4-Homologie —> ‘-'F neue Nukleotidsequenz A —:»;

langes mRNA-Transkript (634 bp)

BN oo oo SRR o D

| «<— AQP4-Homologie —> i<— neue NukleotidsequenzB —> |

kurzes mRNA-Transkript (458 bp)

ATCTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTTTCC
GTTGCAATTGGACATTTGTTTGCA

GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTGCT
GCAACAGATCTCATAGTGTTCTGTTCTAGGTCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGT
CTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAATCATAAATGTATGCTG
AATATTACTGCTTAAATCATTGAAAGAAAGCCTTCGTAGCAACAATAGAAAATAAAGTGATTCCTTAAA
GGAG GTACTAGTCGACGCGTGGCC

langes mRNA-Transkript (634 bp)

ATCTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTTTCCGTTGCAAT
TGGACATTTGTTTGCA

GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCTGAGGTTGGGAACAATTATCCAAAAG
CCTCTTTTTTTATTAACATAACTTAGCTCACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACTCTCAACTTGTTATTTC
ATTTCACAGGGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGATCTCATAGTGTTCTGTTCTAGGTCTTCAC
TAACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTTTCCCATGTAGAATA
AATTTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCTTAAATCATTGAAAGAAAGCCTTCGTAGCAACAATAGAAAATAA
AGTGATTCCTTAAAGGAG GTACTA
GTCGACGCGTGGCC

Abbildung 10: Charakteristika der uber 3’ RACE-PCR identifizierten AQP4 mRNA-
Transkripte mit modifiziertem 3° Terminus. (A) Schematische Darstellung der mRNA-
Transkripte mit 458 und 634 Nukleotiden. Darstellung der Exone bzw. Sequenzabschnitte als
farbliche Boxen. (B) Nukleotidsequenzen der identifizierten mRNA-Transkripte. Farbliche
Markierung entsprechend der Boxen in (A). Unterstreichung griin: GSP1, Unterstreichung rot:
Poly-A-Signal, Unterstreichung schwarz: AUAP-Primer
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Der erste Abschnitt stellt die mit der bekannten AQP4 Ma1-Isoform
Ubereinstimmende Basenabfolge Uber die Exone 2 und 3 bis zur Base 759 dar
und wird daher als ,AQP4-homologer® Anteil bezeichnet. Dieser Teil ist bei
beiden Transkripten identisch. Als zweiten charakteristischen Abschnitt lassen
sich jeweils die von den bekannten AQP4-Isoformen abweichenden
Basenabfolgen definieren, bezeichnet als neue Nukleotidsequenz A (kurzes

Transkript) bzw. Nukleotidsequenz B (langes Transkript).

Eine detailliertere Analyse der ,Nukleotidsequenz A“ lIasst drei Unterabschnitte
erkennen (siehe Abbildung 10). Den in der 3‘RACE verwendeten und an den
Poly-A-Schwanz bindenden AUAP-Primer (schwarz), den Poly-A-Schwanz
selbst (gelb) sowie eine neue Basenpaarfolge, die im Folgenden als ,Sequenz
C“ (rot) bezeichnet werden soll. Diese Sequenz C ist das eigentliche, modifizierte
3‘Ende des kurzen Transkriptes und reprasentiert damit sowohl dessen
codierenden Anteil (CDS) als auch die 3‘UTR-Region mit dem Poly-A-Signal
(AAUAAA).

Im Vergleich hierzu lassen sich bei einer Analyse der ,Nukleotidsequenz B* vier
Unterabschnitte differenzieren. Neben der identischen Sequenz C, dem Poly-A-
Schwanz sowie dem AUAP-Primer lasst sich eine zusatzliche, 145 lange
Basenpaarfolge erkennen, die als ,Sequenz X* (grau) bezeichnet werden soll.
Die Nukleotidsequenz B unterscheidet sich von der Nukleotidsequenz A also nur
durch das zusatzliche Vorkommen der Sequenz X. Folglich bildet die Gesamtheit
der Sequenzen X und C das modifizierte 3'‘Ende des langen Transkriptes und
reprasentiert dessen CDS sowie 3'UTR-Region. Das mRNA-Transkript mit 458
Basenpaaren entspricht also exakt dem langen Produkt mit 634 Basenpaaren

ohne die Sequenz X.
Insgesamt liefert die Sequenzanalyse der RACE-Produkte also zwei neue,

AQP4-spezifische mRNA-Transkripte von 458 und 634 Basenpaaren mit

modifiziertem 3’Terminus.
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Es ist weiterhin festzustellen, dass der Sequenzabgleich des kurzen mRNA-
Transkriptes aus 458 Basenpaaren eine Ubereinstimmung von 99% mit einer
gemodelten mRNA-Sequenz zeigt, die mit Hilfe der genomischen AQP4-
Sequenz bioinformatisch vorhergesagt wurde (Gendatenbank National Center for
Biotechnology, Accession ID: XM_006254430.1) (siehe Abbildung 11).

A)
i1 Alignments o
e scoe comt g | Accession

| EREDICTED. Rafus norveqicus aguaponn 4 (Aqpd). transcripl vanant X2 mRNA 708 708 96% 0.0 99% XM 0062544301

| PREDICTED Rafus norvegicus aguapornn 4 (Agpd), ranscript MRNA 302 302 41% Te-81 99% XM

] PREDICTED Raftus nonvegicus aquaponn 4 (Agp4). transcript variant X1, mRNA 302 302 41% Te-81 99% M

] Rattus norvegicus aguaoris 2. MRNA 302 302 41% 7e-81 99%

] Raftus norvegicus aguagonn mRN. 302 302 41% T7e81 99% 1D

| Ralis nonsaleus aouaseds nRNA 147 147 19% 4e-34 100% ©

] Raftus norvegicus aquaporin 4 (A MRN 147 147 19% 4e-34 100% NM 0012
B)

PREDICTED: Rattus norvegicus aquaporin 4 (Agp4), transcript variant X2, mRNA
Sequence ID: refi)XM_006254430.1] Length: 1180 Number of Matches: 1

Range 1: 782 to 1180 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
708 bits(784) 0.0 397/399(99%) 1/399(0%) Plus/Plus
Query 1 ATCTTTGCCAGCTIGTGATTC-AAACGGACTGATGTTACTIGGTICCGTTGCTITAGCAATT 59

PEPRERRErrr e e e bbb bbb erriigl
Sbjct 782 ATTTTTGCCAGCIGIGATTCCAAACGGACTGATGITACTGGTTCCGITGCTTTAGCAATIT 841

Query €0 GGGTITTICCGTTGCARTTGGACATTTGTITGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGAAT 119
FPEEERERRR bbb e b e e bbb bbb irrennl
Sbjct 842 GGGITTICCGTTGCAATTGGACATTIGITTGCAATCARATTATACCGGAGCCAGCATGAAT 901

Query 120 CCAGCTCGATCCTTTGGCCCTIGCAGTTATCATGGGARACTGGGARAACCACTGGGGAGTA 179
PEEEEREREE e bbb e bbb el
Sbjct 902 CCAGCTCGATCCTITIGGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGARAACCACTGGGGAGTA 961

Query 180 GAGARAGTCCAGCAGAGGCCTIGCTGCAACAGATCTCATAGIGTICTIGTICTAGGICITICA 239
Sbjt 962 GAGARAGTCCAGCAGAGGCCTGCTGCARCAGATCTCATAGTGTICTGIICTAGTCTICA 1021
Query 240 CTAACAGTTGAGTTTTCGARACGTCAGATATGTICTGACAGAGTACAGCCGARTATTITATG 299
Sbjct 1022 CTAACAGTTGAGTITICGARACGTCAGATATGICTGACAGAGTACAGCCGRATATITATG 1081
Query 300 GGTTTCCCATGTAGARTARRTTTAAATCATARATGTATGCTGAATATTACTGCTTARATC 359
Sbjot 1082 GGTTTCCCATGTAGRATAAATTTARATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCITARAIC 1141
Query 360  ATTGAAAGAAAGCCTTCGTAGCAACAARTAGARAATRAAG 398

Sbjct 1142 ATTGARAGARAGCCTICTAGCRACAATAGARMATAMAG 1180

Abbildung 11: Ubereinstimmung der Sequenzen des kurzen mRNA-Transkriptes (458 bp)
mit einer ,,Predicted_AQP4 Isoform_X2“. (A und B) Ein Sequenzabgleich des kurzen
3'RACE-PCR Produktes (458 Basenpaare) Uber die Nukleotiddatenbank des NCBI liefert eine
Ubereinstimmung von 99% mit einer gemodelten ,Predicted_AQP4_lsoform_X2“
(XM_006254430.1) [Online-Zugriff: 29.04.2014].
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3.1.3 RT-PCR zur Validierung der tber 3‘RACE-PCR identifizierten, AQP4

MRNA-Transkripte mit modifiziertem 3‘Ende

Die Ergebnisse der 3'RACE-PCR deuten die Existenz von zwei AQP4 mRNA-
Transkripten an, die sich am 3Terminus von den bekannten Isoformen
unterscheiden. Zur Validierung und Charakterisierung dieser Transkripte wurde
im weiteren Verlauf eine RT-PCR mit neu generierten Primerpaaren durchgefthrt
(siehe Abbildung 12).

E Cochlea E Retina ; Cerebellum
gie 8 5 | % 8 5 | 3 8§ 5
> = = = H = = = ] = = =

1.000 B S
700

500 R

400 B

Abbildung 12: Agarose-Gelelektrophorese (3%) von Amplifikaten nach RT-PCR mit neu
generierten Primerpaaren zur Validierung der AQP4 mRNA-Transkipte. Mit M1_491 /
CX_AQP4 zwei deutliche Banden bei 400 und 550 bp in allen Geweben. Mit M1_56 / CX_AQP4
ebenfalls zwei Banden bei 850 und 1.000 bp. Die Positivkontrolle (M1_pr / +530) zeigt jeweils nur

eine Bande bei 600 bp, die klassische M1-Isoform.

Bei der Verwendung des im Exon 1 bindenden Vorwértsprimers M1_491 sowie
des am modifizierten 3’'Ende (Sequenz C) bindenden RuUckwartsprimers
CX_AQP4 liel3en sich in allen untersuchten Geweben zwei Banden identifizieren.
Die kirzere liegt bei 400, die langere bei 550 Basenpaaren. Der
GroRRenunterschied zwischen den Amplifikaten (150 bp) entspricht der
Basenpaardifferenz  der zwei AQP4-mRNA-Transkripte, die in der

vorangegangenen RACE-PCR identifiziert wurden.

Bei der Verwendung des ca. 450 Basenpaare weiter upstream im Exon O

bindenden Vorwartsprimers M1 _56 sowie des am modifizierten 3° Ende
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(Sequenz C) bindenden Rickwartsprimers CX_AQP4 lieRen sich in allen
untersuchten Geweben ebenfalls zwei Banden identifizieren. Die kiirzere liegt bei
850, die langere bei 1.000 Basenpaaren. Die Basenpaardifferenz von 150
zwischen den Amplifikaten entspricht dem Grol3enunterschied der zwei AQP4-

MRNA-Transkripte, die in der vorangegangenen RACE-PCR identifiziert wurden.

Bei der Positivkontrolle (M1_pr / +530) liel3 sich in allen Geweben jeweils nur eine
Bande bei ca. 600 Basenpaaren amplifizieren. Diese entspricht der bekannten
AQP4-M1-Isoform ohne modifiziertes 3’Ende.

Insgesamt bestatigt die RT-PCR die Expression zweier neuer AQP4-mRNA-

Transkripte mit verandertem 3'Terminus in Cochlea, Retina und Cerebellum.

3.1.4 Sequenzanalyse der TOPO-TA klonierten RT-PCR-Produkte

Die klonierten Produkte aus der RT-PCR wurden zur weiteren Charakterisierung
sequenziert. In den gewonnenen Daten, inklusive Vektoranteilen, wurden
zunachst die in der PCR verwendeten Vorwarts- und Ruickwartsprimer
aufgesucht und auf die Bereiche zwischen diesen Primerpaaren reduziert. Aus

den Analysen lassen sich grundsatzlich zwei Ergebnisse schlussfolgern:

Der Datenabgleich bestatigt das Vorkommen von zwei unterschiedlich langen
AQP4-Transkripten mit modifiziertem 3‘Terminus (siehe Abbildung 13). Analog
den Ergebnissen der 3'RACE-PCR lasst sich uber die Exone 0-3 bis zur Base
759 der bekannten AQP4 M1-Isoform ein AQP4-homologer Anteil identifizieren.
Es folgt die Sequenz der verdnderten 3‘Enden (Nukleotidsequenz A bzw. B). Die
Differenz von ca. 150 Nukleotiden zwischen den Produkten ist bedingt durch die
im l&ngeren Transkript zusatzlich vorkommende ,Sequenz X*. Weiterhin lasst
sich der 5Terminus der Transkripte etwas genauer charakterisieren. Dabei zeigt
sich, dass die Produkte sowohl ein Exon 1, entsprechend der AQP4 M23-Isoform,

als auch ein Exon 0, entsprechend der AQP4 M1-Isoform umfassen.
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Abbildung 13: Charakteristika der Uber RT-PCR bestatigten AQP4 mRNA-Transkripte mit
modifiziertem 3‘Terminus. (A) Schematische Darstellung der analysierten RT-PCR-Produkte
von 400 und 550 bp unter Verwendung der Primer M1_491 und CX_AQP4. (B) Schematische
Darstellung der analysierten RT-PCR-Produkte von 850 und 1.000 bp unter Verwendung der
Primer M1_56 und CX_AQP4. Es bestétigen sich zwei unterschiedlich lange AQP4-Transkripte
mit modifiziertem 3‘Terminus, die am 5’Ende sowohl ein Exon 1 als auch ein Exon 0 aufweisen.

Darstellung der Exone bzw. Sequenzabschnitte als farbliche Boxen.
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3.1.5 Theoretisierung der Full-Length AQP4 mRNA-Transkripte mit

modifiziertem 3‘Terminus

Durch Zusammenfiigen der ermittelten Sequenzdaten aus der 3'RACE-PCR
sowie der RT-PCR wurde jeweils ein Full-Length Modell des kurzen und langen
AQP4 mRNA-Transkriptes mit modifiziertem 3‘Terminus generiert, wobei von
einem M1l-analogem N-Terminus mit Exon 0 ausgegangen wird. Da die 5'UTR-
Region des mRNA-Transkriptes nicht vollstandig experimentell ermittelt werden
konnte, wird auf Grund der hohen Analogie zur M1-Isoform deren 5°'UTR aus den
offiziellen Datenbanken des NCBI Gbernommen. Das Modell des so ermittelten
kurzen mRNA-Transkriptes lasst sich grundsatzlich in zwei charakteristische
Abschnitte unterteilen (siehe Abbildung 14).

Der erste Abschnitt entspricht einer AQP4-Homologie Uber die Exone 0, 1, 2 und
3 der M1-Isoform. Ab der Base 760, also exakt drei Nukleotide vor Ende des
konventionellen Exons 3 erfolgt der Ubergang in den zweiten Teil des
Transkriptes, die Nukleotidsequenz A, den modifizierten 3‘Terminus.

Dieser zweite Abschnitt stellt das neue charakteristische 3‘Ende dar, welches
wiederum aus der Sequenz C und nachfolgendem Poly-A-Schwanz besteht. Die
zentrale Sequenz C wiederum beinhaltet im engeren Sinne einen codierenden
Nukleotidanteil (CDS), das Stopcodon (UAA) sowie die 3‘UTR-Region mit dem
spezifischen Poly-A-Signal. Zur Differenzierung dieser Regionen ist es notig, das
erste Stopcodon innerhalb der gesamten Nukleotidsequenz zu bestimmen.
Ausgehend von dem Startcodon ,AUG" im Exon 0, liegt das erste Stopcodon
,UAA" im Bereich der Nukleotide 874 — 876. Diese entsprechen den Basen 181
- 183 innerhalb der Sequenz C. Alles davor stellt die CDS dar, entsprechend
einem neuen putativen Exon, welches das modifizierte 3‘Ende codiert. Dieses

wird im Folgenden als Exon C2 bezeichnet.

Die Nukleotidsequenz hinter dem Stopcodon stellt die 3‘UTR-Region des
gesamten mMRNA-Transkriptes dar und Dbeinhaltet das spezifische

Polyadenylierungssignal (AAUAAA).
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(A)

AATCTGATTCCCGAGCACTGGAGCCTGGGGGCAGGCAATGAGAGCTGCACTCCGGCCAG
GGAAGGCATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTGCA
GCAGAGAGAGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTTCTGGAAGGCGG
TCACAGCAGAGTTCCTGGCCATGCTCATCTTTGTTCTGCTCAGCGTGGGATCCACCATTAA
CTGGGGTGGCTCAGAGAACCCCCTACCTGTGGACATGGTCCTCATCTCCCTCTGCTTTGG
ACTCAGCATTGCCACCATGGTTCAGTGCTTCGGCCACATCAGCGGTGGCCACATCAACCC
AGCGGTGACAGTGGCCATGGTGTGCACACGAAAGATCAGCATCGCCAAGTCCGTCTTCTA
CATCACTGCGCAGTGCCTGGGGGCCATCATCGGAGCTGGGATCCTCTACCTGGTCACACC
CCCCAGCGTGGIGGGAGGATTGGGAGTCACCACGGTTCATGGAAACCTCACTGCTGGCC
ATGGGCTCCTGGTGGAGCTAATAATCACTTTCCAGCTGGTATTCACCATTTTTGCCAGCTG
TGATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTTTCCGTTGCAA
TTGGACATTTGTTTGCA

GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAG
GCCTGCTGCAACAGATCTCATAGTGTTCTGTTCTAGGTCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCGA
AACGTCAGATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAAT
TTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCTIHMBATCATTGAAAGAAAGCCTTCGTAGCAA
CAATAGAAAATAAAGTGATTCCTTAAAGGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(B)

-

AQP4-Homologie 1€<— mod. 3 Terminus —>1

Abbildung 14: Full-Length Modell des kurzen AQP4 mRNA-Transkriptes mit modifiziertem
3‘Terminus. (A) Zusammengefiigte Nukleotidsequenz aller Klone aus 3‘RACE-PCR, RT-PCR
sowie der Datenbank des NCBI. Farbliche Markierung der Exone sowie spezifischer Abschnitte.
Unterstreichung mit grauer Unterlegung: Primer M1_56, M1 491 bzw. CX_AQP4, rote
Unterlegung: Stopcodon TAA, gelbe Unterlegung: Poly-A-Signal AATAAA sowie Poly-A-Schwanz
AAAAn. (B) Schematische Darstellung des kurzen Full-Length AQP4 mRNA-Transkriptes mit
seinen charakteristischen Anteilen. Darstellung der Exone bzw. Sequenzabschnitte als farbliche
Boxen, coloriert analog Teilabbildung (A). 5/ 3'UTR: 5° bzw. 3‘ untranslatierter Bereich, CDS:
codierender Bereich, Stop: Stopcodon, AAAAAA: Poly-A-Schwanz.
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Das Modell des langen mRNA-Transkriptes lasst sich ebenfalls in zwei
charakteristische Abschnitte unterteilen (siehe Abbildung 15). Der erste Abschnitt
mit dem 5Terminus ist analog dem des kurzen Transkriptes und zeigt die
bekannte AQP4-Homologie tber die Exone 0-3 bis zur Base 759 der M1-Isoform.

Es folgt wiederum der Ubergang in den zweiten Teil des Transkriptes, die
Nukleotidsequenz B, das charakteristisch modifizierte 3‘Ende. Im Vergleich zum
kurzen Transkript lasst sich hier eine zuséatzliche, 145 Basenpaare lange
,Sequenz X“ identifizieren. AnschlieRend folgen wiederum die bereits bekannte
,Sequenz C*“ und der Poly-A-Schwanz. Im engeren Sinne bildet in diesem Fall
die Gesamtheit der Sequenzen X und C das modifizierte 3'Ende, bestehend aus
dem codierenden Basenanteil (CDS), dem Stopcodon sowie der 3*UTR-Region
mit dem spezifischen Poly-A-Signal. Zur Differenzierung der einzelnen Regionen
wurde wiederum das erste Stopcodon innerhalb der gesamten Nukleotidsequenz
bestimmt. Ausgehend von dem Startcodon ,AUG" im Exon O, liegt das erste
Stopcodon ,UAA" im Bereich der Nukleotide 769 — 771. Diese entsprechen den
Basen 76 — 78 innerhalb der Sequenz X. Alles davor repréasentiert wiederum den
codierenden Abschnitt (CDS), entsprechend einem weiteren putativen Exon,
welches das modifizierte 3‘Ende codiert. Dieses wird im Folgenden als Exon C1

bezeichnet.

Die Nukleotidsequenz hinter dem Stopcodon stellt die 3'UTR-Region des
gesamten mMRNA-Transkriptes dar und beinhaltet das spezifische
Polyadenylierungssignal (AAUAAA). Bedingt durch die Tatsache, dass sich in der
Sequenz X bereits ein Stopcodon befindet, wird in diesem langeren Transkript
die Sequenz C zu einem Teil der 3'UTR-Region. Es muss erwahnt werden, dass
der Beginn und das Ende der Sequenz X einem GT-AG-Intron &hneln, was spater

noch diskutiert wird.
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(A)

AATCTGATTCCCGAGCACTGGAGCCTGGGGGCAGGCAATGAGAGCTGCACTCCGGLCAG
GGAAGGCATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTGCA
GCAGAGAGAGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTTCTGGAAGGCGG
TCACAGCAGAGTTCCTGGCCATGCTCATCTTTGTTCTGCTCAGCGTGGGATCCACCATTAA
CTGGGGTGGCTCAGAGAACCCCCTACCTGTGGACATGGTCCTCATCTCCCTCTGCTTTGG
ACTCAGCATTGCCACCATGGTTCAGTGCTTCGGCCACATCAGCGGTGGCCACATCAACCC
AGCGGTGACAGTGGCCATGGTGTGCACACGAAAGATCAGCATCGCCAAGTCCGTCTTCTA
CATCACTGCGCAGTGCCTGGGGGCCATCATCGGAGCTGGGATCCTCTACCTGGTCACACC
CCCCAGCGTGGIGGGAGGATTGGGAGTCACCACGGTTCATGGAAACCTCACTGCTGGCC
ATGGGCTCCTGGTGGAGCTAATAATCACTTTCCAGCTGGTATTCACCATTTTTGCCAGCTG
TGATTCCAAACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATTGGGTTTTCCGTTGCAA
TTGGACATTTGTTTGCA

GTAACTACTAAGTTGATATGCCCC
ACCTTTCTGAGGTTGGGAACAATTATCCAAAAGCCTCTTTTTTTATTAACAIMBCTTAGCTCA
CTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACTCTCAACTTGTTATTTCATTTCACAGGGAG
TAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGATCTCATAGTGTTCTGTTCTAGGTCTTC
ACTAACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGG
GTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCTIMATCATTG
AAAGAAAGCCTTCGTAGCAACAATAGAAAATAAAGTGATTCCTTAAAGGAGAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(B)
CDS - JUTR

.

-~

1
mod. 3 Terminus —>

AQP4-Homologie

Abbildung 15: Full-Length Modell des langen AQP4 mRNA-Transkriptes mit modifiziertem
3‘Terminus. (A) Zusammengefiigte Nukleotidsequenz aller Klone aus 3‘RACE-PCR, RT-PCR
sowie der Datenbank des NCBI. Farbliche Markierung der Exone sowie spezifischer Abschnitte.
Unterstreichung mit grauer Unterlegung: Primer M1_56, M1_491 bzw. CX_AQP4, rote
Unterlegung: Stopcodon TAA, gelbe Unterlegung: Poly-A-Signal AATAAA sowie Poly-A-Schwanz
AAAAn. (B) Schematische Darstellung des langen Full-Length AQP4 mRNA-Transkriptes mit
seinen charakteristischen Anteilen. Darstellung der Exone bzw. Sequenzabschnitte als farbliche
Boxen, coloriert analog Teilabbildung (A). 5/ 3'UTR: 5 bzw. 3‘ untranslatierter Bereich, CDS:
codierender Bereich, Stop: Stopcodon, AAAAAA: Poly-A-Schwanz.
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3.1.6 Theoretisierung der aus den 3 modifizierten AQP4 mMRNA-

Transkripten resultierenden Proteinen

Unter der Annahme, dass die kurzen und langen AQP4 mRNA-Transkripte mit
modifiziertem 3‘Terminus im Rahmen der Translation tatsachlich in eine
Aminosauresequenz Ubersetzt werden, so sollen im Folgenden die daraus

resultierenden Proteine theoretisiert werden.

Das kurzere der beiden mRNA-Transkripte codiert ein Protein, das aus
insgesamt 291 Aminosauren besteht und sich in finf Exone unterteilt (siehe
Abbildung 16 - A). Die Exone 0, 1 und 2 entsprechen dabei vollstandig dem
Aufbau der AQP4 M1-Isoform. Dem Exon 3 fehlt die letzte Aminosaure, bedingt
durch das fehlende letzte Basentriplett. AnschlieRend erfolgt der Ubergang in das
neue Exon C2. Auf Grund dieses Exons C2, welches den modifizierten C-
Terminus charakterisiert, wird das resultierende Protein im Folgenden als AQP4-
C2X-Isoform benannt. Das X in der Bezeichnung soll verdeutlichen, dass zum
aktuellen Zeitpunkt noch kein endgiltiger experimenteller Nachweis fur die
tatsachliche Expression dieses Proteins vorliegt. Eine computergestitzte

Berechnung veranschlagt fur die C2X-Isoform eine Masse von ~ 31,20 kDa.

Bei genauer Betrachtung der Aminosauresequenz kann man in der AQP4-C2X-
Isoform Proteinmotive erkennen (siehe Abbildung 16 - B). So lasst sich in den

Exonen 1 und 3 jeweils ein NPA-Motiv (Asparagin-Prolin-Alanin) nachweisen.

Die Bestimmung von Transmembranstruktur und -topologie als weitere
Charakteristika des Proteins erfolgte mit Hilfe eines rechnergenerierten Modells.
Dabei zeigen sich fur die AQP4-C2X-Isoform der Ratte insgesamt funf a-helikale
Transmembrandoménen, die durch vier Schleifen miteinander verbunden sind.
Betrachtet man die vorhergesagte Membrantopologie, so lasst sich fr den N-
Terminus eine intrazellulare, fir den C-Terminus jedoch eine extrazellulare
Lokalisation feststellen (siehe Abbildung 16 — C).
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(A)

MRNA:

Protein:

(B)

atgagtgacggagctgcagcgaggcggtggggtaagtgtggacctecctgecage

M S b G A A A RURW®WGIKCGUP P C S
agagagagcatcatggtggctttcaaaggecgtctggactcaageccttectggaaggeggtoc
R E & T M v A F K G V W T Q A F W K A V

acagcagagttcctggeccatgctecatctttgttectgectcagegtgggateccaccattaac
T A E F L. A M L T F vV L L 8 VvV G 5 T I N
tggggtggctcagagaaccccecctacctgtggacatggtecctecatecteccectetgetttgga
w & 66 s EN P L PV DMV L I § L C F G
thagcattgccaccatggttcagtgcttcggccacaccagcggtggccacatcaacccd
LsIATMYQCTFSGHTISGGHTIIN P
gcggtgacagtggccatggtgtgcacacgaaagatcagcategeccaagtececgtettetac
III vy T v. A M VvV C T R K I 8 I A K S V F Y
atcactgcgcagtgecctgggggccatcatecggagectgggatectectacctggtcacacce
I T A Q € L G A I I 6 A G I L ¥ L v T P
cccagcgtggtgggaggattgggagtcaccacggtlicatggaaacctcactgectggecat
P 8 VV GG G66L GV T T V HG N L T A G H
gggctectggtggagetaataatcactttecagetggtattecaccatttttgecagetgt
G L L VvV E L I I T F 0Q L VvV F T I F A S (&
gattccaaacggactgatgttactggttcecgttgectttagecaattgggttttcegttgea
p s ¥ R TD VT G S V A L A I G F 5 V A
attggacatttgtttgca
1 G H L F A [::::::]
gqgagtagagaaagtccagcag
G V E K V Q ©Q
aggcctgctgcaacagatctcatagtgttectgttctaggtecttcactaacagttgagttt
R P A A T DL I V F C S R S 8§ L T V E F
tcgaaacgtcagatatgtctgacagagtacagccgaatatttatgggttteccatgtaga
S K R @ I ¢ L T E Y S R I FM G F P C R
ataaatttaaatcataaatgtatgctgaatattactgcttaa
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Abbildung 16: Theoretisierung der neuen AQP4-C2X-Isoform der Ratte. (A) Schematische
Darstellung des kurzen mRNA-Transkriptes und das daraus resultierende Protein AQP4-C2X mit
3'modifiziertem Exon C2. (B) Codierende Nukleotid- und Aminosduresequenz mit farbiger
Markierung der Exone sowie der NPA-Proteinmotive. (C) Rechnergestitztes Modell der
Transmembrantopologie zeigt finf a-helikale Transmembrandomé&nen, bei intrazelluléarer
Lokalisation des N-Terminus aber extrazellularer Lokalisation des C-Terminus

(http://octopus.cbr.su.se/).
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Das langere der beiden mRNA-Transkripte hingen codiert ein Protein, das aus
insgesamt 256 Aminosauren besteht und sich in die Exone 1-5 unterteilen lasst
(siehe Abbildung 17 - A). Aus dem langeren mRNA-Transkript resultiert also ein
kirzeres Protein als aus dem kurzeren mRNA-Transkript. Dies erklart sich aus
der Tatsache, dass die zusatzliche Sequenz X des langen Transkriptes bereits
ein Stopcodon enthalt, was zu einem frihzeitigen Translationsstopp fuhrt. Die
Exone 0, 1 und 2 entsprechen dem Aufbau der AQP4 M1-Isoform und dem Exon
3 fehlt wiederum die letzte Aminosaure. AnschlieBend erfolgt der Ubergang in
das neue Exon C1, welches durch die Sequenz X codiert wird. Auf Grund dieses
Exons C1, welches den modifizierten C-Terminus charakterisiert, wird das
resultierende Protein im Folgenden als AQP4-C1X-Isoform benannt. Das X in der
Bezeichnung soll wiederum verdeutlichen, dass zum aktuellen Zeitpunkt noch
kein endgultiger experimenteller Nachweis fir die tatsachliche Expression dieses
Proteins vorliegt. Die computergestiitzte Berechnung veranschlagt fur diese

Isoform eine Masse von ~ 27,13 kDa.

Auch in der AQP4 Ci1X-Isoform kann man Proteinmotive erkennen (siehe
Abbildung 17 — B). So lassen sich in den Exonen 1 und 3 wieder jeweils ein NPA-

Motiv (Asparagin-Prolin-Alanin) nachweisen.

Als weiteres Charakteristikum des Proteins wurde ebenfalls mit Hilfe eines
rechnergenerierten Modells die Transmembranstruktur und -topologie bestimmt.
Dabei zeigen sich fur die AQP4-C1X-Isoform der Ratte insgesamt sechs a-
helikale Transmembrandomanen, die durch funf Schleifen miteinander
verbunden sind. Betrachtet man die vorhergesagte Membrantopologie, so lasst
sich sowohl fir den N-Terminus als auch fur den C-Terminus eine intrazelluléare
Lokalisation feststellen (siehe Abbildung 17 — C).
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(A)

Exon C1 - 3'UTR

MmRNA:

Protein:

I =0 oo

(B)

at gagtgacgga gct gcagcgaggcggt ggggtaa f'ﬂ' g t ggacctccctgcagc

M s D GA A A RRWG K CG P P C =S
agagagagcalbcatggtggctttcaaaggecgtctggactcaagecttetggaaggeggte
R E 5 I M V A F K GGV W T Q A F W K A V
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Abbildung 17: Theoretisierung der neuen AQP4-C1X-Isoform der Ratte. (A) Schematische
Darstellung des langen mRNA-Transkriptes und das daraus resultierenden Protein AQP4-C1X
mit 3‘modifiziertem Exon C1. (B) Codierende Nukleotid- und Aminosauresequenz mit farbiger
Markierung der Exone sowie der NPA-Proteinmotive. (C) Rechnergestitztes Modell der
Transmembrantopologie zeigt sechs a-helikale Transmembrandomanen, bei jeweils

intrazellularer Lokalisation von N- und C-Terminus (http://octopus.cbr.su.se/).
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3.2 Ergebnisse der Immunmarkierungen des Ductus cochlearis
der adulten Ratte (p32)

3.2.1 Immunmarkierung des DC mit einem Anti-AQP4-Antikodrper, der eine
Spezifitat fur ein Epitop am N-Terminus der AQP4 M1l-Isoform
aufweist (Anti-AQP4-NT)

Die Immunmarkierung des DC mit Anti-AQP4-NT zeigt Signale von AQP4
vorwiegend in den epithelialen Stitzzellen des &aufReren Sulkus und im
Stutzzellepithel der sensorischen Doméne (siehe Abbildung 18 - A). Eine diskrete
Markierung findet sich auch in den Stitzzellen des inneren Sulkus. Auf zellularer
Ebene lassen sich die Signale innerhalb des Corti-Organs vorwiegend in den
inneren Phalangenzellen (IPhC) sowie den Deiterszellen (DZ), teils aber auch in
den inneren Pfeilerzellen (IPZ) identifizieren. Dabei kann man auf subzelluléarer
Ebene eine vorwiegend zytoplasmatische, supra- bzw. perinukledre Markierung
erkennen (siehe Abbildung 18 — B). Die auRReren Pfeilerzellen sind nicht

ausreichend zu beurteilen. Weiterhin zeigt sich ein Signal in der Basilarmembran.

Abbildung 18: Immunmarkierung des DC mit Anti-AQP4-NT (rot) der adulten Ratte (p32).

(A) Es zeigt sich eine vorwiegende Markierung von AQP4 in den Stlitzzellen des lateralen Sulkus

sowie im Stitzzellepithel der sensorischen Doméane. Weiterhin zeigt sich ein diskretes Signal in
den Stutzzellen des inneren Sulkus sowie den inneren Pfeilerzellen. (MaRstab: 20 pum) (B)
Subzellulére Lokalisation von Anti-AQP4-NT in der sensorischen Doméne (Asterisk markiert den
Corti-Tunnel). In den inneren Phalangenzellen (IPhZ) sowie den Deiterszellen (DZ) lasst sich eine
vorwiegend zytoplasmatische, supra-bzw. perinukledre Markierung erkennen. Die inneren

Pfeilerzellen (IPZ) lassen ebenfalls ein positives Signal erahnen. (Maf3stab: 10 pum)
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3.2.2 Immunmarkierung des DC mit zwei Anti-AQP4-Antikdrpern, von
denen einer eine Spezifitat fur ein Epitop am C-Loop von AQP4 (Anti-
AQP4-C-Loop), der andere eine Spezifitdt fur ein Epitop am C-
Terminus von AQP4 (Anti-AQP4-CT) aufweist

Die Immunmarkierung des DC mit Anti-AQP4-C-Loop und Anti-AQP4-CT lasst in
den an die sensorische Domane angrenzenden Stitzzellen des inneren und
aul3eren Sulkus eine Ubereinstimmende Lokalisation beider Antikdrpersignale
erkennen (siehe Abbildung 19). Im Stitzzellepithel der sensorischen Doméne
hingegen lasst sich diese nicht identifizieren. Dort zeigt sich ausschlielich ein
Signal fur Anti-AQP4-C-Loop. Die exklusive Markierung findet sich in den inneren

Phalangenzellen (IPhC), den inneren Pfeilerzellen (IPZ) sowie den Deiterszellen

(DZ), wobei eine Uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation des Signals von
Anti-AQP4-C-Loop offensichtlich erscheint.

Abbildung 19: Immunmarkierung des DC der adulten Ratte mit Anti-AQP4-C-Loop (rot) und
Anti-AQP4-CT (griin). (A) Ubersichtsaufnahme des Corti-Organs, Kolokalisation von Anti-AQP4-
C-Loop und Anti-AQP4-CT in den Zellen des inneren und aufl3eren Sulkus (gelb) sowie exklusiver
Markierung von Anti-AQP4-C-Loop in den Stitzzellen der sensorischen Doméne (rot). (B-B™)
Exklusive Markierung von Anti-AQP4-C-Loop (rot) in den Stutzzellen der sensorischen Doméne
(rot) mit deutlichem Signal in den inneren Pfeilerzellen (IPZ). Auffallig ist die vorwiegend
zytoplasmatische Lokalisation. (C-C™") Kolokalisation von Anti-AQP4-C-Loop und Anti-AQP4-CT
in den an die sensorische Doméne lateral grenzenden &uf3eren Sulkuszellen (Hensenzellen).
Exklusive Markierung von Anti-AQP4-C-Loop (rot) in den Deiterszellen (rot) mit vorwiegend

zytoplasmatischer Lokalisation. (Maf3stab: 20um).
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3.2.3 Immunmarkierungen mit Anti-AQP4-CT, Anti-AQP4-C-Loop sowie
Anti-AQP4-NT in Kontrollgewebe der Retina der adulten Ratte (p32)

Fir alle verwendeten Anti-AQP4-Antikorper fungierte Retina-Gewebe aus der
adulten Ratte jeweils als Kontrollgewebe (siehe Abbildung 20). Es lassen sich bei
allen drei Antikérpern jeweils Signale im Bereich der inneren Grenzschicht,
angrenzend an die Ganglienzellschicht (GCL), der &uReren plexiformen Schicht
sowie der inneren Kérnerschicht (INL) nachweisen. Die Signale von Anti-AQP4-
Anti-AQP4-C-Loop und Anti-AQP4-NT sind jedoch sichtbar schwacher als die
von Anti-AQP4-CT, insbesondere im Bereich der inneren Kornerschicht. Die
Beobachtungen entsprechen der bekannten perivaskularen Lokalisation von
AQP4 in der Ratten-Retina (Nagelhus et al., 1998, Nagelhus et al., 2004).

Anti-AQP4-CT Anti-AQP4-C-Loop Anti-AQP4-NT

Retina

Abbildung 20: Immunmarkierungen mit Anti-AQP4-CT, Anti-AQP4-C-Loop und Anti-AQP4-
NT in Kontrollgewebe der Retina der adulten Ratte. Perivaskulédre Expression von AQP4 im
Bereich der inneren Grenzschicht, der &uReren plexiformen Schicht sowie der inneren
Kdrnerschicht (INL). ONL: &ufRere Kornerschicht, INL: innere Kornerschicht, GCL:
Ganglienzellschicht. (MaRstab: 20um)
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4 DISKUSSION

4.1 Die Expression von neuen AQP4-Isoformen mit
modifiziertem C-Terminus in den Stutzzellen der

sensorischen Domaéane des Ductus cochlearis der Ratte

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine grundséatzliche Expression bzw. die
Existenz von putativen AQP4-Isoformen mit modifiziertem C-Terminus im DC der
Ratte, insbesondere in den Stitzzellen der sensorischen Doméne zu

untersuchen.

Eine charakteristische Eigenschaft des Wasserkanals AQP4 ist das Vorkommen
von multiplen Isoformen. Der Grof3teil dieser Proteine unterscheiden sich durch
ihre Modifikation am N-Terminus (AQP4 a-f) bei identischem C-Terminus (Moe
et al., 2008). Erst kirzlich wurden in humanem Gewebe zwei weitere AQP4-
Isoformen (AQP4-Mlex, AQP4-M23ex) mit erstmals modifiziertem C-Terminus
entdeckt, welche durch den Mechanismus des ,translational readthrough (TRT)*

generiert werden (De Bellis et al., 2017).

Mit Hilfe molekularbiologischer Untersuchungen, bestehend aus 3‘RACE-PCR,
RT-PCR, TOPO-TA-Klonierung sowie anschlieRender Sequenzierung lie3en
sich in der vorliegenden Studie zwei unterschiedlich lange, AQP4-spezifische
MRNA-Transkripte mit modifiziertem 3‘Ende im DC der Ratte identifizieren.
Theoretischen Analysen zufolge resultieren im Prozess der Translation daraus
ebenfalls zwei weitere AQP4-Proteine mit verandertem C-Terminus, welche als
AQP4-C1X bzw. AQP4-C2X bezeichnet werden sollen. Weiterhin lielRen sich
diese Transkripte auch in retinalem und cerebellarem Gewebe aus der Ratte
nachweisen. Beide modifizierten mRNA-Transkripte sind vorwiegend
charakterisiert durch den Verlust des Exon 4, welches den konventionellen C-
Terminus der AQP4-Isoformen codiert.
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Das kiurzere mRNA-Transkript besitzt anstelle des Exon 4 eine ,Sequenz C*
welche das modifizierende Exon C2 beinhaltet und das Protein AQP4-C2X mit
291 Aminoséauren codiert. Das langere mRNA-Transkript beinhaltet zusatzlich
zur ,Sequenz C“ noch eine vorangestellte ,Sequenz X“. Insgesamt resultiert
dieses mMRNA-Transkript in dem Protein AQP4-C1X mit 256 Aminoséauren.

Die neu identifizierten mRNA-Transkripte unterscheiden sich voneinander also
nur durch das zusatzliche Vorkommen der ,Sequenz X*. Diese beinhaltet bereits
ein Stopcodon und fuhrt auf diese Weise zu einem kirzeren Protein. Eine
auffallige Eigenschaft dieser ,Sequenz X“ ist der Beginn mit der Basenabfolge
,GT“sowie das Ende mit der Basenabfolge ,AG", weshalb diese Sequenz X auch
als GT-AG-Intron charakterisiert werden kann. Das Belassen bzw.
Herausschneiden dieser ,Sequenz X" kann eventuell als
Regulationsmechanismus verstanden werden, wodurch zwei unterschiedliche
Proteine auf mMRNA-Ebene codiert werden. Eine solche mRNA-Intron-Retention
wurde lange Zeit als unsinnig betrachtet, scheint aber nach neueren
Untersuchungen als weitere Form des alternativen Spleil3ens eine essenzielle
Rolle in der normalen Zellphysiologie bzw. Regulation der Proteinvielfalt zu
spielen (Wong et al.,, 2016). Es ist jedoch zu bedenken, dass diese Intron-
Retention auch Folge eines fehlerhaften Spleil3-Mechanismus sein kann und
dass das mRNA-Transkript ohne funktionellen Gebrauchswert ist, abgebaut und
somit nie in ein Protein Uberfihrt wird (Roy and Irimia, 2008, Jaillon et al., 2008).
Weiterhin wurde in den theoretischen Analysen der vorliegenden Studie das
zusatzlich vorhandene Stopcodon innerhalb der ,Sequenz X* streng als solches
beachtet, wodurch ein vorzeitiger Abbruch der Translation erfolgt, mit der
logischen Folge eines klrzeren Proteins. Im Sinne eines ,translational
readthrough® (TRT) wie er erst kirzlich bei einer AQP4-Isoform mit ebenfalls
verandertem C-Terminus beobachtet wurde (De Bellis et al., 2017), kdnnte
jedoch auch dieses Stopcodon nicht beachtet werden. Das Signal fur den
Translationsstopp wirde dann wieder in der ,Sequenz C* liegen und somit ein
weiteres, potenzielles Protein generieren. Das Vorkommen eines solchen TRT-

Mechanismus bei der AQP4 C1X-Isoform sollte weiter untersucht werden.
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In die Diskussion der modifizierten AQP4 mRNA-Transkripte muss weiterhin
auch das 5‘Ende bzw. der potenzielle N-Terminus miteinbezogen werden. In den
vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dieser zumindest
eine vollstandige Ubereinstimmung entsprechend der M1-Isoform aufweist. Da
auf Grund der primaren Fragestellung nach Isoformen mit modifizierten 3‘Enden
jedoch keine zusatzliche 5'RACE durchgefuhrt wurde, ist an dieser Stelle zu
erwédhnen, dass die Analyse der 5‘Regionen der neuen Isoformen noch nicht
endgultig abgeschlossen bzw. inkomplett ist. Die Aufklarung der tatséchlichen
,Full-Length-Sequenzen® ist noch Gegenstand der Forschung und wird aktuell im
Rahmen der Masterarbeit von Frau Lydia Garcia-Pradas am Department fur
Anatomie der Eberhard Karls Universitat Ttubingen durchgefiihrt. Nach aktuellem
Forschungsstand (September 2017) ist neben dem in dieser Arbeit gezeigten
M1l-analogen N-Terminus zusatzlich auch die Existenz eines Mz-analogen N-
Terminus annehmbar.

Die Aufklarung der vollstdndigen Sequenzen ist dringende Voraussetzung fur
weitere Untersuchungen. Anschlieend muss geklart werden, ob die
identifizierten neuen AQP4-mRNA-Transkripte auch tatséchlich in Proteine

translatiert werden und ob diese eine funktionelle Wasserleitfahigkeit besitzen.

Betrachtet man die bereits bekannte hohe Variabilitat des N-Terminus von AQP4-
Isoformen, wie sie z.B. Uber Variation des Translationsstarts bzw. Leaky-
Scanning-Mechanismen (Pisani et al., 2011) erzeugt werden, so spiegelt sich die
hohe Variationsbreite durch die in dieser Arbeit identifizierten Isoformen und
deren potenziellen Regulationsmechanismen des ,TRT“ bzw. der Intron-
Retention auch fur den C-Terminus wieder. Entsprechend dieser ,Spiegeltheorie®
ist es durch Variation von sowohl N- als auch C-Terminus mdglich, eine sehr
hohe Variabilitdt an AQP4-Isoformen zu generieren. Die AQP4-Vielfalt ist
dadurch womoglich noch weitaus hoher, als bisher angenommen und muss in

allen kiinftigen Studien beachtet werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Studie wurde mit Hilfe von Immunmarkierungen

die Expression von putativen AQP4-Isoformen mit modifiziertem C-Terminus im
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DC der Ratte untersucht. Vergangene Arbeiten zum Verteilungsmuster von
AQP4 zeigten dessen Expression in den epithelialen Stiitzzellen entlang dem
inneren und auflleren Sulkus, nicht jedoch in den Stutzzellen der sensorischen
Domane des Ductus cochlearis (Eckhard et al., 2012b, Hirt et al., 2011, Takumi
et al., 1998). Diese Untersuchungen wurden weitestgehend mit einem Anti-
AQP4-Antikorper durchgefuhrt, der eine Epitopspezifitat fur den konventionellen
C-Terminus von AQP4 besitzt. Im Gegensatz zu diesen Studien konnten im
Rahmen zweier Doktorarbeiten mit Hilfe eines Antikorpers mit einer
Epitopspezifitat gegen den Aminoterminus der AQP4 M1l-Isoform erstmals
Signale in den epithelialen Stlitzzellen der sensorischen Domane des Corti-
Organs der Ratte detektiert werden (Eckhard, 2012, Gleiser, 2012) . Diese
Beobachtungen sollten im Rahmen dieser Arbeit weiter Gberprift werden. Hierfur
wurden die Immunmarkierungen des DC nochmals durchgefihrt und sollten mit

einem neuen Anti-AQP4-C-Loop-Antikorper validiert werden.

Die Immunmarkierung mit Anti-AQP4-NT bestatigen eine Expression von AQP4
sowohl in den Stitzzellen des inneren und &uf3eren Sulkus als auch in den
Stutzzellen des Corti-Organs, insbesondere den inneren Phalangenzellen, sowie
den Deiterszellen. Ein Signal in den auf3eren Pfeilerzellen fehlt weiterhin. Diese
Ergebnisse sind folgendermal3en zu werten: Die Signale im inneren und &uf3eren
Sulkus entsprechen den AQP4 M1- bzw. AQP4-Mz-Isoformen. Die positiven
Signale in den Stitzzellen der sensorischen Domane sprechen hingegen fir eine
neuartige AQP4-Isoform mit modifiziertem C-Terminus. Analog den
molekularbiologisch identifizierten mRNA-Transkripten mit verandertem 3‘Ende
jedoch M1l-analogem 5‘Ende, detektieren die Anti-AQP4-NT-Antikorper
entsprechende Isoformen. Da die bisherigen Anti-AQP4-CT-Antikdrper gegen
das Exon 4 gerichtet waren, dieses jedoch bei den modifizierten Isoformen fehlt,

erklart logisch, weshalb diese bisher nicht erfolgreich detektiert wurden.

Eine ebenfalls durchgefiihrte Doppelmarkierung mit einem Anti-AQP4-C-Loop-
Antikorper sowie einem konventionellen Anti-AQP4-CT-Antikdrper zeigt fur den

inneren und aufReren Sulkus ein Kolokalisationssignal, fur die Stitzzellen der
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sensorischen Doméne jedoch nur ein Signal fur den Anti-AQP4-C-Loop-

Antikdrper. Diese Ergebnisse sind folgendermalen zu bewerten:

Der Anti-AQP4-CT-Antikorper detektiert nur die altbekannten AQP4-Isoformen
mit konventionellem C-Terminus. Die Signale in den Stiitzzellen des inneren und
aufReren Sulkus stimmen mit friiheren Untersuchungen tUberein (Eckhard et al.,
2012b, Hirt et al., 2011, Mhatre et al., 2002, Miyabe et al., 2002, Takumi et al.,
1998). Der neue Anti-AQP4-C-Loop-Antikorper detektiert hingegen sowohl die
konventionellen als auch die neuen AQP4-Isoformen mit modifiziertem C-
Terminus. Daher erklaren sich die Kolokalisationssignale in den epithelialen
Stiutzzellen des inneren und &ulReren Sulkus. Die positiven Signale in den inneren
Phalangenzellen, der inneren Pfeilerzellen sowie den Deiterszellen hingegen,
zeigen mit hoher Wahrscheinlichkeit eine AQP4-Isoform mit modifiziertem C-
Terminus. Die Immunmarkierungen mit dem Anti-AQP4-C-Loop-Antikbrper
validieren damit die Ergebnisse, die mit dem Anti-AQP4-NT-Antikdrper erzielt
wurden und festigen die Beweise fir die Expression einer speziellen AQP4-

Isoform in den Stitzzellen des Corti-Organs.

Auffallig ist im Zusammenhang mit allen durchgefuhrten Immunmarkierungen die
teils membranare, vorwiegend jedoch intrazellulare Lokalisation der AQP4-
Isoformen mit modifiziertem C-Terminus. Dies spricht daflr, dass sich der gréfite
Anteil der neuen Isoformen vorwiegend zytoplasmatisch und nur ein kleiner Anteil
transmembranar befindet. Es lasst sich vermuten, dass diese Lokalisation je
nach extrazellularem Milieu bzw. physiologischen Begebenheiten in bzw. aus der
Zellmembran transloziert werden kann. In weiterfihrenden, bisher
unveroffentlichten  Untersuchungen (nicht Teil dieser Promotion) zur
Kolokalisation von Anti-AQP4-C-Loop sowie Kir 4.1 im Ductus cochlearis der
adulten Ratte, wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe Hinweise auf eine
gekoppelte Expression der Kanadle AQP4 und Kir 4.1 in den Stutzzellen der

sensorischen Doméane gefunden.
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Die in dieser Arbeit erstmalig molekularbiologisch identifizierten AQP4-
Transkripte mit modifiziertem 3‘Ende, die Immunmarkierung von AQP4-
Isoformen mit modifiziertem C-Terminus in den Stiutzzellen der sensorischen
Domane der Ratte, sowie das komplementare Expressionsmuster von AQP4 und
Kir 4.1 im Stutzzellepithel des Corti-Organs kdnnten in toto eine grof3e Bedeutung
bei der weiteren Aufklarung der Funktion von AQP4 im Horprozess spielen und
daher neue Einblicke in das physiologische und pathophysiologische Verstandnis
der Cochlea ermoglichen.

Wie bereits postuliert (Gleiser, 2012, Eckhard, 2012), spricht die gemeinsame
Expression von AQP4 und Kir 4.1 in nachster Nachbarschaft zum Ort der
Transduktion fur eine AQP4 vermittelte osmotische Volumenhomdostase der
Stiutzzellen, wahrend der Uber Kir 4.1 ablaufenden K*-Strome. Auf Basis der aus
der vorliegenden Arbeit gewonnen neuen Erkenntnissen, verdichten sich die
Hinweise dass die Mechanismen in den Stitzzellen des Corti-Organs daher
tatsachlich als komplementar den Mechanismen des zentralen ,K*-Spatial
buffering“ bzw. des retinalen ,K*-Siphoning“ (Newman et al., 1984, Orkand et al.,
1966, Nagelhus et al., 1999, Nagelhus et al., 2004) betrachtet werden kénnen. In
weiterem Sinne koénnen nach dieser funktionellen Theorie die epithelialen
Stutzzellen als ,Gliazellen® des DC betrachtet werden, analog den Gliazellen des
ZNS (Astrozyten) sowie der Retina (Millerzellen).

Ein Problem dieser theoretisch Uber AQP4 vermittelten, &aquilibrierenden
Wasserflisse ist jedoch, dass sie zu einer Volumenanderung der Stitzzelle
fuhren. Hierdurch kann es zu einer Storung des zellularen Aufbaus des Corti-
Organs kommen. In der Folge wéare mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einer
Stérung bzw. einem Ausfall des Transduktionsmechanismus zu rechnen (Vollrath
et al., 2007). Auf Grund dieser theoretischen Uberlegung scheint es keine
Vorteile zu haben, wenn die AQP4-Isoformen standig in der Zellmembran
lokalisiert sind. Womdgglich ist die beobachtete, vorwiegend intrazellulare
Lokalisation in den Stltzzellen der sensorischen Domane Hintergrund dieser
Problematik. Wie bereits postuliert (Eckhard, 2012) l&asst sich vermuten, dass die

Wasserkandle priméar zytosolisch in Vesikeln lokalisiert sind und bei Bedarf in die
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Zellmembran transloziert werden. Auf Basis der aus der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Fakten, konnte der bereits diskutierte Intron-
Retentionsmechanismus der ,Sequenz X* und das dadurch veranderte
Stopcodon hierbei maf3geblich beteiligt sein.

Es ist zu vermuten, dass das Kaliumrecycling vorwiegend Uber das Gap-
Junctions System ablauft (Kikuchi et al., 2000a, Kikuchi et al., 2000b, Suzuki et
al., 2004) und das AQP4/Ki4.1-System in besonderen Situationen, ahnlich einem
Notfallmechanismus, eine zusatzliche Rolle spielt. Beispielhaft sei eine
vorubergehende sehr hohe extrazellulare K*-Konzentration erwahnt. Zur
Kompensation des Uber die Kaliumstrome auftretenden starken osmotischen
Stresses werden die Wasserkanéle in die Membran transloziert. Es liegt auf der
Hand, dass dieser Translokation neben der Intron-Retention noch weitere
Regulationsmechanismen zu Grunde liegen kénnen, die im weiteren Verlauf

noch diskutiert werden

Im Rahmen dieser Diskussion soll im Weiteren noch die Korrelation zwischen
den in der vorliegenden Arbeit molekularbiologisch identifizierten AQP4-mRNA-
Transkripten mit modifiziertem 3‘Ende, sowie den immunhistochemisch tber
Anti-AQP4-NT bzw. Anti-AQP4-C-Loop detektieren Signalen in den Stitzzellen
der sensorischen Doméne besprochen werden. Beide Teilergebnisse sprechen
aus bereits erwahnten Grinden eindeutig fur die Existenz von AQP4-Isoformen
mit modifiziertem C-Terminus. Es ist jedoch zu bedenken, dass es bisher noch
keinen eindeutigen experimentellen Nachweis fir die direkte Korrelation dieser
Teilergebnisse gibt, also, dass die detektierten Signale in den Stitzzellen exakt
den Proteinen entsprechen, die aus den modifizierten mRNA-Transkripten
entstehen. Neben den in dieser Arbeit detektierten Transkripten sind bisher
weiterhin  nur AQ4-Mlex, sowie AQP4-M23ex als AQP4-Proteine mit
verandertem C-Terminus bekannt (De Bellis et al., 2017). Diese Isoformen waren
theoretisch jedoch trotz Modifikation am C-Terminus durch die bisher
konventionell verwendeten Anti-AQP4-CT-Antikorper detektiert worden. Aus

diesem Grund lasst sich ein direkter Zusammenhang zwischen den
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Teilergebnissen zwar vermuten, dieser muss jedoch noch wissenschaftlich

bewiesen werden.

Fur den eindeutigen Nachweis dieser Korrelation empfiehlt sich die Synthese
eines Anti-AQP4-Antikérpers mit einer Epitopspezifitat gegen den modifizierten
C-Terminus der neuen identifizierten Isoformen (Sequenz C von AQP4-C1X/-
C2X). Mit diesem sollte das Protein Uber eine Western-Blot ggf. mit
vorausgehender Immunopréazipitation identifiziert werden. Weiterfihrend kann
die Aminosauresequenz massenspektrometrisch Gber MALDI-TOF bzw.
Tandem-Massenspektrometrie bestimmt werden. Damit wére gezeigt, dass die
in der vorliegenden Arbeit identifizierten AQP4 mRNA-Transkripte tatséachlich in
Proteine translatiert werden. Weiterfihrend sollte der Nachweis erfolgen, dass
die in den Stitzzellen der sensorischen Doméne detektierten Signale mit den
Anti-AQP4-NT bzw. Anti-AQP4-C-Loop Antikdrpern tatsachlich den C-Terminal
modifizierten Isoformen (AQP4-C1X / -C2X) entsprechen. Hierfur sollte mit dem
Anti-AQP4-Antikdrper mit einer Epitopspezifitat gegen die ,Sequenz C* wiederum
eine Immunmarkierung des Ductus cochlearis der Ratte durchgefiihrt werden.
Mit einem weiteren Anti-AQP4-Antikdrper, der eine Spezifitdt gegen die
,Sequenz X“ der modifizierten Isoformen besitzt, konnte dartiber hinaus zwischen
den AQP4-Isoformen C1X und C2X differenziert werden. So liel3e sich eindeutig

deren subzellulare Lokalisation (intrazellular / transmembranér) nachweisen.

Im Rahmen der Western-Blot Analyse liel3e sich eventuell weiterhin eine bisher
ungeklarte Frage klaren. Bei der Durchfiihrung von Immunoblots aus Hirngewebe
wurde in friiheren Untersuchungen interessanterweise mit einem Anti-AQP4-NT-
Antikdrper eine Proteinbande von 38 kDa detektiert, die jedoch mit einem Anti-
AQP4-CT-Antikorper nicht identifiziert werden konnte (Neely et al., 1999). Bereits
damals stellte sich die Frage nach weiteren AQP4-Isoformen mit potenzieller
Modifikation am C-Terminus. Zwar entsprechen die in dieser Arbeit identifizierten
AQP4-C1X bzw. AQP4-C2X-Isoformen mit ca. 27 bzw. 32 kDa rein rechnerisch
nicht dieser Bande. Durch die bisher jedoch nicht vollstandig aufgeklarten ,Full-

Length-Sequenzen® bzw. zusatzliche TRT-Mechanismen st eine
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Ubereinstimmung mit dem Protein von 38 kDa aber rein theoretisch mdglich.
Weiterhin kdnnten sich hinter der Proteinbande noch weitere, bisher nicht

identifizierte AQP4-Isoformen mit modifiziertem C-Terminus verbergen.

4.2 Struktur, Funktion und Regulation der neuen AQP4-

Isoformen mit modifiziertem C-Terminus

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit identifizierten AQP4-Isoformen mit
modifiziertem C-Terminus hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer potenziellen
funktionellen Wasserleitfahigkeit sowie die moglicherweise zu Grunde liegenden

Regulationsmechanismen diskutiert werden.

Nahezu alle bisher bekannten Aquaporine zeigen einen ahnlichen strukturellen
Aufbau. Sie bestehen aus sechs Transmembrandoménen, wobei Amino- (N) und
Carboxy- (C) Terminus jeweils intrazellular lokalisiert sind (Agre et al., 1993,
Verkman and Mitra, 2000). Ein rechnergesttitztes Modell sagt fur die AQP4 C1X-
Isoform sechs a-helikale Transmembrandoméanen, bei jeweils intrazellularer
Lokalisation von N- bzw. C-Terminus, voraus. Rein strukturell reiht sich diese
Isoform somit problemlos in die Familie der Aquaporine ein. Abweichend hiervon
zeigen sich fir das Modell der AQP4 C2X-Isoform funf a-helikale
Transmembrandoménen, die durch vier Schleifen miteinander verbunden sind.
Dabei lassen sich eine intrazellulare Lokalisation des N-Terminus, jedoch eine
extrazellulare Lokalisation des C-Terminus feststellen. Die
Transmembranstruktur sowie -topologie weichen also von der generellen
Aquaporin-Struktur ab. Diese Anomalie kann rein theoretisch durch das
rechnergestutzte Modell an sich bedingt sein und in Wirklichkeit gar nicht
vorliegen. Andererseits wurde in friheren Studien bereits Uber mehrere
Aquaporine mit veranderter Transmembranstruktur berichtet, die jedoch teilweise
funktionelle Beeintrachtigungen aufwiesen (Moe et al., 2008, De Bellis et al.,
2014).

In diesem Zusammenhang stellt sich selbstverstandlich die grundlegende Frage

nach einer funktionellen Wasserleitfahigkeit der C-terminal modifizierten AQP4-
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Isoformen, die im Folgenden diskutiert werden soll. Eine zentrale Bedeutung fur
die Wasserleitfahigkeit spielt das Vorkommen der NPA-Motive (Asparagin-Prolin-
Alanin), welche die selektive Wasserpore bilden (Agre et al., 1993, Jung et al.,
1994b, Murata et al., 2000, Sui et al., 2001). Entsprechend den bekannten AQP4-
Kanalen zeigen die theoretisierten Aminosauresequenzen der neuen Isoformen
ebenfalls NPA-Motive. Hierdurch besitzen sie zunachst die grundlegende
Voraussetzung zur Bildung einer funktionellen, wasserselektiven Pore. Initiale
Untersuchungen zur Wasserleitfahigkeit der Stitzzellen der sensorischen
Domaéne des Ductus cochlearis der Ratte stiitzen weiterhin die Theorie einer

vorhandenen Konduktivitat fur Wasser (Gleiser, 2012).

Es muss jedoch erwahnt werden, dass fir alle bisher identifizierten AQP4-
Proteine mit intrazellularer Lokalisation (AQP4b, AQP4d, AQP4f sowie AQP4-
A4) keine funktionelle Wasserleitfahigkeit nachweisbar war (Moe et al., 2008, De
Bellis et al, 2014). Diese resultierten aus einer veranderten
Transmembranstruktur bei vorhanden NPA-Motiven. Wéahrend die AQP4 C1X-
Isoform mit sechs Transmembrandomanen und NPA-Motiv alle strukturellen
Voraussetzungen erflllt, so lasst sich auf Basis bisheriger Studien (Murata et al.,
2000) fur die AQP4 C2X-lsoform mit funf Transmembrandomanen eine
zumindest verminderte, wenn nicht sogar fehlende Wasserleitfahigkeit erahnen.
Analog einem kurzlich gezeigten dominant-negativem Effekt der intrazellular
lokalisierten AQP4-A4-Isoform auf die konventionellen AQP4-Isoformen (De
Bellis et al., 2014), kdnnte die AQP4-C2X-Isoform die Wasserleitfahigkeit der
C1X-Isoform modifizierend beeinflussen.

Abschliel3end kann die Frage nach der Wasserleitfahigkeit der AQP4-Isoformen
mit modifiziertem C-Terminus jedoch nicht rein theoretisch, sondern nur durch
weiterfihrende experimentelle Untersuchungen geklart werden. Hierfir bietet
sich die in-vitro Transkription und Translation der neuen Isoformen in Oozyten
oder in immortalisierten Zelllinien an. AnschlieBend konnen diverse
transmembrandre Wasserpermeabilitdtsmessungen durchgefihrt werden

(Kuppers et al.,, 2008, Zelenina and Brismar, 2000). Im Rahmen dieser
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Experimente lassen sich durch Veranderung der Versuchsbedingungen auch

maogliche Regulationsmechanismen studieren.

Wie bereits beschrieben, zeigen die Immunmarkierungen der neuen AQP4-
Isoformen eine teils transmembranare, vorwiegend jedoch zytoplasmatische
Lokalisation in den epithelialen Stiutzzellen der sensorischen Doméne des DC.
Weiterhin lasst sich auf Grund der erwdhnten Zytoarchitekturstérung in
Zusammenhang mit kontinuierlichen, osmotisch aquilibrierenden Wasserflissen
vermuten, dass die neuen AQP4-Isoformen nur bei Bedarf in die Zellmembran
transloziert  werden und dieser Lokalisationswechsel speziellen
Regulationsmechanismen unterliegt. Diese koénnen dynamisch-schnell oder
langfristig reguliert sein (Zelenina, 2010). Grundséatzlich sind bereits fir mehrere
Aquaporine (AQP2, AQP4, AQP5) solche Translokationsmechanismen
nachgewiesen worden (Nielsen et al., 1995, Ishikawa et al., 2002, Conner et al.,
2012, Taylor, 2012).

Mehrere Fakten sprechen fur eine schnelle, osmotisch regulierte Translokation
der modifizierten AQP4-Isoformen. So konnte in friiheren Untersuchungen fur
AQP4 grundlegend gezeigt werden, dass ein hypoosmolares Milieu Uber die
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) zu einer reversiblen, zeitlich leicht
verzogerten Translokation des Wasserkanals in die Zellmembran und damit
veranderten Wasserpermeabilitat fuhrt  (Taylor, 2012). Weiterhin konnte
innerhalb unserer Arbeitsgruppe fir die Teile der epithelialen Stitzzellen des DC,
in denen vorwiegend die neue AQP4-Isoform mit modifiziertem C-Terminus
identifiziert wurde, eine zeitlich nahezu identische, leicht verzdgerte

Schwellreaktion auf hypoosmolare Stimulation gezeigt werden (Gleiser, 2012).

In Analogie zu AQP2 in der Niere kdnnte die Translokation weiterhin Uber eine
Vasopressin induzierte, PKC-vermittelte Signalkaskade reguliert sein (Nielsen et
al.,, 1995), auch wenn eine solche bisher noch nicht exakt fur AQP4
nachgewiesen wurde. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine lange PKC-

Aktivierung in-vitro zu einer Internalisierung von AQP4 fuhrt (Moeller et al., 2009).
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In Zusammenhang mit diesen Signalkaskaden soll noch die Phosphorylierbarkeit
des C-Terminus diskutiert werden. Wahrend manche Untersuchungen eine
zentrale Rolle der COOH-terminalen Serin- bzw. Threoninreste fur die
Translozierbarkeit propagierten (Zelenina et al., 2002, Han et al., 1998,
Gunnarson et al., 2008) zeigen andere Studien, dass diese
Phosphorylierungsstellen hingegen einen wesentlichen Einfluss auf das
Schicksal der AQP4-Wasserkanale im zytosolischen Kompartiment haben
(Assentoft et al., 2014, Madrid et al., 2001, Kadohira et al., 2008). Dabei fuhrt die
Phosphorylierung zu einem lysosomalen Abbau (Kadohira et al., 2008). Bei den
zwei  modifizierten  AQP4-Proteinen lassen  sich unterschiedliche
Phosphorylierungsstellen am C-Terminus eruieren. Die AQP4 C1X-Isoform zeigt
dabei im Vergleich zur C2X-Isoform ein stark vermindertes Vorkommen von
Serin- bzw. Threoninresten. Bei einer voribergehenden, Clathrin-vermittelten
Internalisierung der C1X-Isoform ware dieses Protein dabei vor dem schnellen
lysosomalen Abbau geschitzt und kénnte bei Bedarf schnell wieder in die
Membran transloziert werden um die Wasserleitfahigkeit der Stutzzellen des

Ductus cochlearis zu beeinflussen.

Neben dieser schnellen, dynamischen Regulation sind auch langsame,
langerfristige Mechanismen denkbar (Zelenina, 2010). Unter der Annahme, dass
eine der C-terminal modifizierten AQP4-Isoformen innerhalb der Zellmembran
und die andere zytosolisch lokalisiert ist, ist auch eine Regulation auf mRNA-
Ebene durch ,Alternatives Splicing“ denkbar. Wie bereits beschrieben hat die
,~sequenz X“ den Charakter eines ,GT-AG-Intron®. Als Folge der Entfernung bzw.
Retention dieser ,Sequenz X entstehen zwei unterschiedliche AQP4-Isoformen
mit jeweils funf- bzw. sechs Transmembrandomanen und annehmbarer
unterschiedlicher subzellularer Lokalisation. Theoretisch konnte so die
Regulation der transmembranéren Wasserpermeabilitét in den Stiutzzellen des
Ductus cochlearis auch durch ,Alternatives Splicing“ bzw. ,Intron-Retention®
erfolgen, im Endeffekt also auf der vorwiegenden Expression einer der Isoformen
beruhen. Zur Sicherung dieser Theorie misste jedoch zunachst untersucht

werden, ob die in dieser Arbeit identifizierten AQP4 Protein-Isoformen tatsachlich
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in ihrer zellularen Lokalisation differieren. Weiterhin ist eine gegenseitige
Beeinflussung der modifizierten Isoformen C1X und C2X mdglich, was in einer
veranderten Wasserleitfahigkeit der Zellen resultiert. Fur AQP4-Proteine mit
veranderter Transmembranstruktur und intrazellularer Lokalisation konnte ein
dominant-negativer Effekt auf andere AQP4-Isoformen gezeigt werden (De Bellis
et al.,, 2014). Dabei konnte die AQP4-CX2-lsoform sowohl indirekt Uber
Hemmung der C1X-Synthese als auch Uber direkte Interaktion mit der C1X-
Isoform deren Wasserleitfahigkeit bidirektional modulieren. Insgesamt wird
deutlich, dass sowohl die Aufklarung des grundlegenden
Translokationsmechanismus von AQP4 als auch die Regulation der spezifischen
Isoformen in der sensorischen Doméne des Ductus cochlearis weitere intensive
Forschung. Die Aufklarung dieser Mechanismen ist unter anderem
Voraussetzung fur eine potenzielle therapeutische Intervention von AQP4-

Pathologien mit veranderten Wasserpermeabilitat.

4.3 Die klinische Relevanz der neuen AQP4-Isoformen mit

modifiziertem C-Terminus

Die Tatsache, dass die modifizierten AQP4-Isoformen teils transmembranar, teils
zytosolisch  lokalisiert sind, lassen wie bereits beschrieben einen
Regulationsmechanismus zur Translokation bzw. Beeinflussung der
Wasserleitfahigkeit der Stitzzellen vermuten. Vor diesem Hintergrund sind viele

potenzielle therapeutische Interventionen denkbar.

Ein Grol3teil der Bevolkerung ist mit zunehmendem Alter von der
Altersschwerhorigkeit (Presbyakusis) betroffen. In einem Mausmodell konnte bei
Betroffenen eine verminderte AQP4-Expression festgestellt werden (Christensen
et al., 2009). Unter der Annahme, dass auch die C-terminal modifizierten AQP4-
Isoformen hierbei eine Rolle spielen, kénnte durch eine pharmakologische
verstarkte Translokation der AQPA4-Isoformen aus dem Zytosol in die

Zellmembran bzw. Induktion der Transkription dieser Expressionsveranderung
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entgegengewirkt werden. Auf diese Weise konnte in Zukunft auf externe
Horgerate verzichtet und die eigentliche Ursache therapiert werden. Weitere
pharmakologische Interventionen sind auch bei grundlegenden Stérungen der
Volumen- und lonenhomdostase des Innenohres mit Beteilung von AQP4
denkbar, so z.B. bei der Morbus Meniére-Erkrankung.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten AQP4 mRNA-Transkripte
mit modifiziertem 3‘Ende liel3en sich weiterhin auch in Gewebe aus Cerebellum
und Retina nachweisen. Unter der Annahme, dass die resultierenden Proteine in
den entsprechenden Geweben ebenfalls exprimiert werden, so ist in
Pathomechanismen dieser Gewebe die Rolle der neuen AQP4-Proteine
ebenfalls zu bedenken. So scheint AQP4 im zentralen Nervensystem unter
anderem eine grofRe Bedeutung bei der Entstehung von Hirnddemen in Folge
eines Schlaganfalls zu spielen. Untersuchungen deuten als pathophysiologische
Ursache auf eine verstarkte Expression von AQP4 hin (Tang and Yang, 2016,
Rao etal., 2011). Im Falle einer wie oben erwahnten PKC-abh&ngigen Regulation
der Translokation kénnte im Sinne einer pharmakologischen, antidematdsen
Therapie eine Hemmung dieser Kaskade (z.B. Vasopressin-Inhibitor) mit
Internalisierung der AQP4-Isoformen erfolgen und in Folge die
Wasserleitfahigkeit vermindert werden. Weiterhin ist auch an eine Antikdrper-
vermittelte Blockade der Aquaporine zu denken. Hierbei sind die neu
identifizierten ebenfalls AQP4-Isoformen zu bedenken. Mdglicherweise kdonnte
durch Herstellung eines blockierenden Antikorpers, der alle Isoformen detektiert
ein besseres klinisches Resultat erreicht werden. Eine solche Bindestelle kénnte

im C-Loop in direkter Nachbarschaft zur Wasserpore liegen.

Zusammenfassend stellen die in dieser Arbeit generierten Daten Grundlage bzw.
Ausgangpunkt fur weiterfihrende funktionelle Analysen der AQP4-Isoformen mit
modifiziertem C-Terminus im Ductus cochlearis der Ratte dar, die eine hohe

klinische Relevanz vermuten lassen.

63



5 - ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Wasserkanal Aquaporin-4 spielt eine zentrale Rolle im HOrprozess.
Essenziell ist die Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts in den
epithelialen Stlitzzellen des Ductus cochlearis (DC) durch ausgleichende
Wasserflisse im Rahmen der Kaliumhomdostase (Li and Verkman, 2001,
Eckhard et al., 2012a). Anschaulich wird die Bedeutsamkeit des Wasserkanals
bei AQP4-Knockout-Mausen und Menschen mit Mutationen im AQP4-Gen, die
eine verminderte Horfahigkeit aufweisen (Li and Verkman, 2001, Nicchia et al.,
2011). Eine spezifische Eigenschaft von AQP4 ist die Existenz multipler
Isoformen (Moe et al.,, 2008, De Bellis et al., 2014, De Bellis et al., 2017).
Immunmarkierungen des DC mit Antikdrpern die eine Spezifitat fur den C-
Terminus von AQP4 aufweisen, konnten keine Expression des Kanals in den
Stutzzellen des Corti-Organs zeigen (Eckhard et al., 2012b, Hirt et al., 2011,
Takumi et al., 1998). Bei Verwendung eines Antikérpers mit einer Spezifitat flr
den N-Terminus der M1-Isoform wurde jedoch auch in diesen Zellen ein Signal
detektiert (Eckhard, 2012, Gleiser, 2012). Aus dieser Beobachtung resultiert der
Verdacht nach einer C-terminal modifizierten AQP4-Isoform. In der vorliegenden
Studie konnten Uber 3‘RACE-PCR, RT-PCR, TOPO-TA-Klonierung und
Sequenzanalysen zwei neue, AQP4-spezifische mMRNA-Transkripte mit
veranderten 3‘Enden identifiziert werden. Wahrend der Translation resultiert
daraus theoretisch jeweils ein Protein, AQP4-C1X bzw. AQP4-C2X. Damit liefert
diese Arbeit ein molekularbiologisches Korrelat fur die Existenz von AQP4-
Isoformen mit modifiziertem C-Terminus im DC der Ratte. Immunmarkierungen
des DC mit neu generierten Antikdrpern, die eine Spezifitat gegen den C-Loop
von AQP4 aufweisen, lassen spezifische Signale in den epithelialen Stitzzellen
des Corti-Organs erkennen. Damit festigen sich die Hinweise vorheriger
Untersuchungen (Gleiser, 2012, Eckhard, 2012), dass in diesen Zellen eine
spezifische, C-terminal modifizierte AQP4-Isoform exprimiert ist. Weitere
Untersuchungen missen folgen, eine pharmakologische Beeinflussung der
neuen AQP4-Isoformen ist jedoch denkbar und kénnte die Therapie AQP4-

bedingter Schwerhdorigkeit erméglichen.
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1. Durchfiihrung und Konzeption der vorliegenden Studie zu AQP4-Isoformen:

Die Arbeit wurde am Department fir Anatomie TUbingen, Institut fur Klinische
Anatomie und Zellanalytik, unter Betreuung von Prof. Dr. Bernhard Hirt
durchgeftihrt. Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr.

Corinna Gleiser und Florian Sigg.

2. Planung, Durchfiihrung und Auswertunqg der Versuche:

Bei allen eigenstandig durchgefuhrten Versuchen erfolgte jeweils eine

Einarbeitung durch Dr. Corinna Gleiser.

a) 3'RACE-PCR zum Screening nach modifizierten AQP4-Isoformen:
o Planung und Etablierung der 3'RACE-PCR

=>» Dr. Corinna Gleiser und Florian Sigg
o Préaparation Felsenbein inklusive Cochlea:
=> Prof. Dr. Bernhard Hirt und Dr. Gleiser
o Praparation Cerebellum und Retina:
=>» Florian Sigg
o RNA-Isolierung und cDNA-Synthese:
=> Florian Sigg
o PCR und Gel-Elektrophorese:
=>» Florian Sigg
o Gelextraktion und Aufreinigung fur Klonierung:
=> Florian Sigg
o Auswertung:
=>» Florian Sigg und Dr. Corinna Gleiser
b) TOPO-TA-Klonierung und Sequenzierung im Rahmen der 3'RACE- und
RT-PCR:
o Planung und Etablierung:
=>» Florian Sigg und Ulrike Kohler
o Durchfuhrung der Klonierungen, Anlage Dauerkulturen:
= Ulrike Kohler
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©)

Auswertung der Sequenzen:

= Florian Sigg

c) RT-PCR zur Bestéatigung der modifizierten AQP4-Isoformen:

O

Planung und Etablierung der RT-PCR

=>» Florian Sigg und Dr. Corinna Gleiser
Praparation Felsenbein inklusive Cochlea:

=> Prof. Dr. Bernhard Hirt und Dr. Corinna Gleiser
Praparation Cerebellum und Retina:

=>» Florian Sigg

Primer-Design:

=> Florian Sigg

RNA-Isolierung und cDNA-Synthese:

=>» Florian Sigg und Lydia Garcia Pradas

PCR und Gel-Elektrophorese:

=> Florian Sigg

Gelextraktion und Aufreinigung fur Klonierung:
=>» Florian Sigg

Auswertung:

=>» Florian Sigg

d) Immunmarkierung des DC mit Anti-AQP4-NT-Antikdrper:

o

Planung und Etablierung

=>» Dr. Corinna Gleiser und Dr. Andreas Eckhard
Praparation Felsenbein inklusive Cochlea:

=> Prof. Dr. Bernhard Hirt und Dr. Corinna Gleiser
Praparation Cerebellum und Retina:

=>» Florian Sigg

Anfertigung der Kryo-Schnnitte

=>» Dr. Corinna Gleiser

Immunmarkierungen / Farbungen:

=>» Florian Sigg und Dr. Andreas Wagner
cLSM-Aufnahmen:

=>» Florian Sigg und Dr. Andreas Wagner
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©)

Auswertung der Aufnahmen:

=>» Florian Sigg und Dr. Corinna Gleiser

e) Immunmarkierung des DC mit Anti-AQP4-C-Loop und Anti-AQP4-CT

Antikorper:

©)

Planung und Etablierung der neuen Antikoérper

=>» Dr. Corinna Gleiser und Florian Sigg
Praparation Felsenbein inklusive Cochlea:

=> Prof. Dr. Bernhard Hirt und Dr. Corinna Gleiser
Praparation Cerebellum und Retina:

=>» Florian Sigg

Anfertigung der Kryo-Schnitte:

=> Dr. Corinna Gleiser

Immunmarkierungen / Farbungen:

=>» Lydia Garcia Pradas, Dr. Andreas Wagner
cLSM-Aufnahmen:

= Dr. Andreas Wagner, Dr. Corinna Gleiser und Florian Sigg
Auswertung der Aufnahmen:

=>» Florian Sigg und Dr. Corinna Gleiser

3. Durchfiihrung von Daten-Recherchen:

* Florian Sigg und Dr. Corinna Gleiser

4. Verfassen der Dissertationsschrift:

» Florian Sigg

Ich versichere, das vorliegende Manuskript selbststéandig nach Anleitung durch

Dr. Corinna Gleiser verfasst zu haben und keine weiteren als die von mir in dieser

Arbeit angegebenen Quellen verwendet zu haben. Prof. Dr. Bernhard Hirt und

Dr. Corinna Gleiser betreuten die Arbeit. Dr. Corinna Gleiser korrigierte das

Manuskript der vorliegenden Dissertationsschrift.

Leinfelden-Echterdingen, den 05.09.2018

Florian Sigg
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Anhang 1: Ubersicht iiber alle in dieser Arbeit verwendeten Primer

Primer Sequenz [5°- 37] Funktion Organismus Annealing  Publikation
P3 (for.) ATCTTTGCCAGCTGTGATTC 3°'RACE-PCR Humanund g0 (ISP
Ratte 2014)
ZAQP4 (for.) AACCGCCCTGTGTCTATAGT RT-PCR Ratte 56°C (Moe et al., 2008)
M1_56 (for.) CCAGGGAAGGCATGAGTGACG RT-PCR Ratte 56°C Eigendesign
M1_491 (for.) TGGGAGGATTGGGAGTCACC RT-PCR / 3'RACE-PCR Ratte 56°C Eigendesign
CX_AQP4 (rev.)  AACCCATAAATATTCGGCTGTA RT-PCR Ratte 56°C Eigendesign
MZ_pr (for.) AGGGAAGGCATGAGTGACGG RT-PCR Ratte 56°C (Moe et al., 2008)
+530 (rev.) CCAATTGCTAAAGCAACGGA RT-PCR Ratte 56°C (Moe et al., 2008)
AP GGCCACGCGTCGACTAGTACT (TTT)sT  3'RACE-PCR 70°C '\K"i‘t’i”“a' »3'RACE-
AUAP (rev.) GGCCACGCGTCGACTAGT 3'RACE-PCR 55-60°C '\K/'i?‘”“a' OIRAE
M13F (for.) GTAAAACGACGGCCAG Kolonie-PCR / 55-60°C Manual ,TOPO-
Sequenzierung TA-Cloning Kit
M13R (rev.) CAGGAAACAGCTATGAC AL 55-60°C LEITEIIIOIE0S
Sequenzierung TA-Cloning Kit
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Anhang 2: Ubereinstimmung der Sequenzen des kurzen mRNA-Transkriptes mit einer

gemodelten ,,Predicted_AQP4_lsoform_X2 (XM_006254430.1)

Distribution of 20 Blast Hits on the Query Sequence 4

(Mouse over 1o see the define, chck 1o show algemerts

Color key for alignment scores

T

i Abgnments

PREDICTED. Rafua noe

PRE]

D RS NofeGIoUS QUASNN 4 (A4 ) ¥anSCrct vinae X

708 708 9% 00
302 302 41% Te81

Ghn3 20N {Aged) vanacnelvarnaen x2

PREDICTED: Raftus ¢

Baius non

52030000 4 (A3p4) anacnctvanaet X1, mRNA 02 302 4% Te8
302 302 41% Tedt
302 302 41% T8

ER I

WU 19N deM 0N

Accession

o

XN_004254420 1

Rafhus N0NVegIcUs 3quS0ONn & (AGD4) Y ANSCNpt \anant 3 mRNA W7 4T 1% de3d4 100% NM 0017704581
[BDownload v GenBank Graphics
PREDICTED: Rattus norvegicus aquaporin 4 (Aqp4), transcript variant X2, mRNA
S 10: refiXM_006254430 1| Length: 1180 Number of Matches: 1
Range 1: 782 to 1180 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
708 bits(784) 0.0 397/399(99%) 1/399(0%) Plus/Plus
Query 1 ATCTTTGCCAGCTGTGATTC-ARACGGACTGATGTTACTGGTTCCGTTGCTTTAGCAATT 59
PO RO Rt RErn bbb e bbbl
Sbjct 782 ATTTITTGCCAGCTGIGATTCCARACGGACTGAIGTTACTGGITCCGITGCITTAGCAATI 841
Query &0 GGGTTTICCGTIIGCARTIGGACATTIGTITGCARTCARTTATACCGGAGCCAGCATGAAT 119
PORRRRRET R R R bR r et et e nineriinnd
Sbjct 842 GGGITTTICCGITGCAATIGGACATITGITTGCAATCAATTATACCGGAGCCAGCATGRAT 901
Query 120 CCAGCTCGATCCTTTGGCCCTGCAGTTATCATGGGAAACTGGGAAAACCACTGGGGAGTA 179
EREERRE R R e et b e e e rnetierintl
Sbjct 902 CCAGCTCGATCCTITIGGCCCIGCAGTITATCATGGGAAACTGGGARAACCACTGGGGAGTA 961
Query 180  GAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGATCTCATAGIGTICTIGTICTAGGICIICA 239
EERRRRRE R e bR ene e e et nneerrntl
Sbjct 962  GAGAARGICCAGCAGAGGCCTGCTGCAACAGATCTCATAGTGTICIGTICTAGGICTICA 1021
Query 240 CTAACAGTTGAGTTTITCGAAACGTCAGATATGTCTIGACAGAGTACAGCCGAATATITATG 299
ELTREERL R e e e bbb inritprintl
Sbjct 1022 CTARCAGTTGAGTITICGAAARCGTCAGATATGICTGACAGAGTACAGCCGAATATITATG 1081
Query 300 GGITTCCCATGIAGAATAAATTITAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACIGCTITAAATC 359
FORRERRE IR R r e e e e e e e ennrrprinnl
Sbjct 1082 GGITICCCATGIAGAATAAATITAAATCATAARIGTATGCTGAATATTACTIGCITAAATC 1141
Query 360  ATTGARAGARAGCCTTICGTAGCAARCAATAGAARATARAG 398
FERRERRET IR e e prnnntl
Sbjct 1142 ATTGAAAGAARGCCTICGTAGCAACAATAGAARATARAG 1180

PREDICTED: Rattus norvegicus aquaporin 4 (Aqp4), transcript variant X2, mRNA

NCBI Reference Sequence XM_D06254430 1

Locus
DEFINITION

ACCESSTON
VERSICH
DBLINR
FEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

Xe_006254430 2580 Bp #RNA linear ROD 09-DEC-2013

PREDICTED: Ractus norvegicus agquaporin & (Aqpé), transcript variant

X2, mRNA.
04006254430
XH_006254430.1 GI:564392683

BioProject: PRI
Re1Seq.
Rattus norvegicus (Norway rat)
Rat -

2458

norvegicus
Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eutelecstomi;
; Butheria; Euarchontoglizes; Glires; Rodeatiar

This record is predicted by sutomated computational
Tecord is derived from & QeRcmic sequence
annotated using gene prediction method: Gnomon,
EST evidence.
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Anhang 3: Sequenzvergleich der 3‘RACE-Produkte mit 450 Basenpaaren (kurzes mRNA-

Transkript)

3BACE-PCR_05SECZZ:
3HACE-PCR_05ECOL:
2RACE-PTR_05SFESE -
ARACE-PTR_OSECZ:
3BACE-PCR_0SEECG:
3BACE-PCR_0SECZ0:
JBACE-PCR_DSECZL:

PACE-PCR 0SECZZ:
APACE-PCR_0SECOL:
APACE-PCR_0SEECE:
3BACE-PCR_0SECZ3:
3RACE-PCR_05SFESG:
ARACE-PTR_OSECZ0:
PACE-PTR O0SECZL:

3BACE-PCR_05FCZZ:
JBACE-PCR_05ECOL:
3HACE-PCR_05SEESE -
PACE-PCR 0SECZ:
ABACE-PCR_0SEECG:
3BACE-BCR_0SECZ0:
3BACE-PCR_0SECZL:

PACE-PTR OSECZZ:
APACE-PCR 0SECOL:
APACE-PCR OSEECE:
JBACE-PCR_05ECZ2:
3HACE-PCR_05SFESS:
3RACE-PCR_0SECZ0:
ARACE-PTR_OSECZL-

JBACE-PCR_0SECZZ:
3BACE-PCR_0SECOL:
JBACE-PCR_05SFECE -
PACE-PCR 0SECZ:
APACE-PCR 0SEECG:
APACE-BCR_0SECZ0:
APACE-PCR_0SECZL:

ARACE-PTR_OSECZZ:
APACE-BTR_0SECOL:
APACE-PCR OSEECE:
JBACE-PCR_0SECZ3:
JBACE-PCR_0SFECD:
JBACE-PCR_0SECZ0:
3HACE-PCR_05ECZL:

3BACE-PCR_0SECZZ:
3BACE-PCR_0SECOL:
JBACE-PCB_0SEECE:
PACE-BTR O0SECZI:
ABACE-PTR 0SEEDG:
APACE-PCR 0SECZ0:
PACE-PCR 0SECZL:

ARACE-PTR_0SECZZ:
2RACE-PTR_O0SECOL-
3BACE-PTR OSEESE:
3BACE-PCR_0SECZ3:
JBACE-PCR_0SFECG:
3BACE-PCR_0SECZ0:
JBACE-PCR_0SFCIL:

APACE-PCR_0SECZZ:
3BACE-BCR_0SECOL:
3HACE-PCR_05SEESE -
ARACE-PTR_OSECZ:
3RACE-PTR_05SFESG:
BACE-BTR O0SECZ0:
PACE-PCR 0SECZL:

ATTT T e ARG TeeE AT IO AR RO TEATET T ICIEET TS TTGCTTTAECARTT
AT e ARG TETEAT IO AR RO TE AT T TACTEET TS TTGCTTTASCARTT
AT CAG T e T e AT T - AR A AT T A T T TACTEET T O TTECTTTASCAATT
AT e CAE T e e AT T A A A A T A T T TACTEET T OO TTGCTTTAECAATT
AT T e CaE T TE AT T oA A A AT ATET TACTEET TOOETTECTTTARCARTT
AT e e Te e AT T A A A AT A TETTACTEET T TTECTTTARCARTT
AT- I e CaE e TE AT T A A A AT A TETTACTEET T TTECTTTARCARTT

Ah RAAAAAARRE AhAdd AhahAdd AR b hh R hahdhh b dhh bbb b A h

BT TT T OO I eCARTTEEACAT T TET T I CARTCAATTATADDSEAGCCACCATEAAT
BT TT T OO I eCARTTEEACAT T TET T I CARTCAATTATADDSEAGCCACCATEAAT
BT TT T OO I eCARTTEEACAT T TET T I CARTCAATTATADDSEAGCCACCATEAAT
EEETTT T OO T e C AR T TEEACAT T TET T I AAT CAATTATADDEEAGCCACTATEART
BT TT T ST T e AR TT A ATTTET T T A AT CAATTATADDSEAEOCAEIATEART
BT TT T ST T e AR TT A ATTTET T T A AT CAATTATADDSEAEOCAEIATEART

TTTT T AR T EEA AT T I ET T I e AR T CAATTATAC DR EARDCABCATEART
B L L L L L L L LT

AAAAAAAAAAARAAAAARARAE AAAAAAE Ah AAE 4 ALAA Adsd AAAAL ALAA

CT. TTEEETTITT ETTAGATATTTIT AETACKECCEARTATTITATE
CTARCACTTEAGTTTT ACETCAGATATETCT ACTACAGTCGAATATTTATE
ICT. AETTEAGTTIT ROETT TATETCT AETACREODGAATATITATE

AR AT T EAET T T IO EA AR ST CARATATETCTEACREAETACRECCEAATATTTATE
AR AT T EAET T T IO EA AR ST CARATATETCTEACREAETACRECCEAATATTTATE
AR AT T EAET T T IO EA AR ST CARATATETCTEACREAETACRECCEAATATTTATE
AR AT T EAET T T I CEARAR ST CARATETET CTEACREAETACAECCEAATATTTATE

Ahhhkd hhh hhbhh Ahdh Ak AAAE A b AAARAAAAAAEAEAhd AR dhd AL

GETTTOO T eTAGAATARATTTARAT AR AR AR RTATE TEARAATTACTE TTARATC
ST T A T A AR T A A TT T AR AT A TA R TETATECTEARTATTACTE TTARATC
ST T AT A AR T AR AT T T AR AT A TARA TETATECTEARTATTACTE CTTARATC
BT T AT A AR T AR AT T T AR T AT AR A TETATECTEARTATTACTECTTARATC
GETTT OO AT TACART AR ATTTAR AT AT ARATETATECTEARTATTACTECTTARATC
GETTT OO AT TACART AR ATTTAR AT AT ARATETATECTEARTATTACTECTTARATC
BETTTOOCATETAGARTARATTTARRTCATARATSTATE TEARTATTACTECTTARATC
AAARARAE AARARAAAAARARARAAARE AAd AAARAAARAE ARAAAAAEARAS AL

ATTE: JCTTTETARE .TTCCTT
ATTE JCTTOETARC T TAAAETEATTOCTTARAGEAGRARAR
ATTE JCTTOETARC T TAAAETEATTOCTTARAGEAGRARAR

AT AR AR T OETAGCA R A ATACARAATARARTEATTOCTTARAGEASARARR
AT AR AR T OETAGCA R A ATACARAATARARTEATTOCTTARAGEASARARR
AT AR AR AR CT IO TAGC AR AR TACARARTARARTEATTOCTTARASEARARAAR
AT AR AR AR CT IO TAGC AR AR TACARARTARARTEATTOCTTARASEARARAAR

AhAhhdh Ahhhhbhh Ahdhbbhddd A hhdd Ahhd AdAhAAbhddids dkddh

AAEAR. AAARAAMAAACA A,
ARA AR ARAAE
AR Y —

AN Y —

AN Y —

AR T

EETS LTS LT
TACTAETCSACECETEECC

TACTAGACSACEEET-—

TACTASTCEACECETEECE

TACTASTCEACECETEECE

TACTASTCEACECETEECE

TACTASTCEACECETEECE

TACTAETCSACECETEECC

P L T
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Anhang 4: Sequenzvergleich der 3’'RACE-Produkte mit 600 Basenpaaren (langes mRNA-

Transkript)
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ECE_
PCE_
ECE,

-ECE_
ECE_
ECE_
ECE,

e T- T o T T e AR T T A CA T T TSI T T GO AR T CARTTATACCGSASOCASCATSART

RCTARCTTZATAT RCCTTTCTCACCTT ARCAATTATOCARARCOCTCTITIT
ACTARSTTSATAT RCCTTTCTGASSTT ARCAATTATOCARARSCOCTCTITIT
ACTARSTTSATAT RCCTTTCTGASSTT ARCAATTATOCARARSCOCTCTITIT

TR TARCAT AR TTRGC T CACTASTTICT T TGO T T IO CACCCARCTORSACTCTOARD
TR TARCAT AR TTRGC T CACTASTTICT T TGO T T IO CACCCARCTORSACTCTOARD

TTATTRRCATARCTTACCTCACTACTTTICTTITICCTTIT
TIRITRRCATARCTTRGCTCACTRAGTTITICTITTISCTTIT
TTATTARCATARCTTRASCTCACTRSTIT

ERCRGR ST AR eRRT AT T TAT ST T IO CAT S TAGARTARATTTARATCATARATS
ARSI AR AATATTTAT ST T T O CATSTAGARTARATTTARATCATRARATS
ARSI AR AATATTTAT ST T T O CATSTAGARTARATTTARATCATRARATS

ERCRGR ST AR eRRT AT T TAT ST T IO CAT S TAGARTARATTTARATCATARATS

AL T AR T AT T AT T T AR T A T T A A RS A R RS OO T IO TACC AR R ATRACARAAT
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Anhang 5: Direkter Sequenzvergleich aller 3’'RACE-Produkte mit 450 und 600

Basenpaaren — Teil 1

SRACE-PCR_O5FCGL1S
SRACE-FCR_0SFCOZ_
SRACE-PCR_OSFCO3_
SRACE-PCR_O5FCG1ZT
2RACE-PCR_QSFC14_
ARACE-PCR_OSFPC12
ARACE-FCR _OSFC1S
2RACE-PCR_QSFCOL
SRACE-PCR_OSFBO0_
ARACE-PCR_OSFC23
IRACE-FCR_QSFBOO_
SRACE-PCR_OSFC20_
2RACE-EFCR_OSECZL

2RACE-PCR_OSFC22

IRACE-PCR_OSEC1S
IRACE-PCR_OSPCOZ
2RACE-ECR_QSECO2
ZRACE - PCR_OSFC1Z2
EFRACE BCR_OSFC14
2RACE-PCR_OSFC12
ARACE - PCR_OSFC1S5
BARACE-BCOROSFCOL
2RACE-PCR_OSFEOS
2RACE-PCR_OSFC22
ARACE - PCR.OSFEROO
2RACE-PCR_OSECZO_
ESRACE-PCR_OSFCZ1_
ERACE-PCR_OSFCGZRE_

SRACE-PCR_OSFCL9
2RACE-PCR_OSFCOZ_
ERACE - BPCR_OSFCOR
SRACE-FCR_QSFC12_
SRACE-PCR_O5FC14”
2RACE - PCR_OSFC13

ZRACE-PCR_OS5FC15T
BRACE-PCR_OSFCO1_
SRACE-PCR_OSFBSE_
SRACE-FPCR_05FC23
ERACE-PCR_OSFB29_
SRACE-PCR_OSFCZ0_
FRACE-PCR_0O5FC21
ERACE-PCR_OSE

=

—PCR_OSFC1S
—FCR_OSECOZ
—FPCR_OSECO3_
—PCR_OSFC1Z
—-FCR_O0SFC14a
—FPCR_OSFC13_
—PCR_O5FC15T

SRACE-PCR_OSFC1O
ARACE-PCR_OSFCO2

2RACE -
ARACE
ARACE -
2RACE
RRACE
2RACE

2RACE -
ARACE

ERACE-PCR_OS5FC19_
PCR_OSFCOZ

2RACE

SRACE— - -
BRACE-PCR_OSFC1R
ERACE-PCR_OSFC1A
SRACE-PCR_OS5EC1E
ERACE-PCR_OSFCLS
SRACE-PCR_OSFCOL
2RACE-PCR_OSFROE,
ERACE - BPCR_OSFCZE
2RACE - PCR_OSFEOSO
SRACE-PCR_OSFC20_
SRACE-PCR_OSFCGZ1
SRACE-FCR_OSFCZ2_

BRACE—-PCR_OS5FC19_
3RACE-PCR_OS5FCOZ_
2RACE-FPCR_OSF —
ARACE-PCR_OSFC1Z2
ARACE-PCR_OSFC14
IRACE-FCR_QSFC13_
SRACE-PCR_OSFC1S
ARACE-PCR_OSFCOLl
IRACE-FCR_QSFB90
SRACE—FCR_QSECZ2
ARACE-FCR_OSFESS
IRACE-FCR_OSEC20
ARACE-PCR_OSPCZ1
2RACE-PCR_OSFC2Z

—ECR_OSEFC19
5 PCR_OSEFCOZ2
BCROSFCO2
PCR_OSFC1Z2
PCR_OSFC14_
BCROS5FCLIRT
PCR_OSFC1S
PCR_OSFPCOL
PCR_OSFES8
ECR_OSECZ2
ERACE-PCR_OSFBES9
ERACE-PCR_OS5FCZ0
ERACE-PCR_OSFC21
2ERACE-PCR OSFC22

TGO

TTTAGCEAATT

101
ATACCGEAGE
ATACCGEAGT
ATACCGERACT

AT ACCGEAGC
ALACCGEAGT
ATACCGEAGT
ADACCGEAGE
AT A G EAGC

CTTTCTGASS
CTTTCTCASS
CTTTCTSASS
CTTTCTGAGE
CTTTCTCASS
CTTTCTSASS

251
ADCTTAGOTC
AACTTAGCTC
AACTTAGCTC
AACTTAGCTC
APCTTAGET
AACTTAGCTC

SO G GAT T

GOTGEGATTC

GGET . TTCCG
SSSTTTTCCC
SEETITTCCS
CEGTTTTCCG
CECTTTTCCS
CEGTTTTCCE
CEGTTTTCCS
CEETTTTCCCS
CEGTTTTCCC
CEGTTTTCCG
CSCTTTTC S
CSOCTTTTCCS
CEGTTTTCCG
CEETTTTCEC

CAGOATGART
CAGCATGAAT

CALGGOAT GANT

TTOGGARCAR
TTCGGARCAR
TTSSSARCAR
TTEGGARCAR
TTCGGARCAR
TTEEGARCAR

ACTAGTTT T
ACTACTTTCT
ACTAGTTTCT
ACTAGTTTCT
ACTAGTTT T
ACTAGTTTCT
ACTAGTTTCT

CRARAACGGACT

TTGCAATTGG
TTSCAATTSS
TTSCAATTSS
TTGOAATTSGS

TTGOAAT TGS

COAGCTOGEGAT
COAGCTCGAT

COAGCTT GEAT

CTGEETAACT

T GO T

GATGDTACTG
GATGLIACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACIC
GATGTTACTG
GATGTTACTS
GATGLTACIG
GATGTTACTG

GATGTTTCTG

ACATTTGETTT
ACATTTESTTT
ACATTTETIT
ACATTTGTTT

ACATTTETTT

COTTTEECCC
COTTTGEECC
COTT TG
COTTTEECCC
COTTTGEECC
COTTTGEECCC
COTTTEECCC
COTTTGEECC
COTTTGECCG
COT T GO0
COTTTGEEECC
COTTTGEECC
COT TGO
O G

ACTAAGT TG

ACCCAACTOG
ACCOARCTOG
ACCCARCTOG

50
EDTCCETT GG
ETC G G
GITCCGTT G
EITCCGETT G
GLTCCGTTEC
GITCCGTTGET
STTCCGTTEC

GTTCCGT TG

100
GCARTCAATT
SCARTCAATT

SCAAT CAATT

150
TGOAGTTATC
TGOCAGTTATC

A GT T AT C
DGR GTT T

zo00
TATGCCOCAC

TATGOCCOAC

GACT CTCAAC

CAACAGATCT
CAATAAATTT

CATAGTGTTC
CATAGTGTTC
CATACTSTTS
CATAGTGTTC
CATAGTGTTC
CATAGTSTTC
CATACTSTTC
CATAGTGTTC
CATAGTGTTC
CATASTSTTC
CATAGTGTTC
CATAGTGTTC
CATAGTGTTC
CAAAATGTTT

TETTCTAGET
TGTTCTAGET
TCTTCTASST
TGTTCTAGST
TGTTCTAGET
TETTCTASEST
TCTTCTAGST
TGTTCTAGET
TGTTCTAGST
TESTTCTASST
TGTTCTAGET
TETTCTAGET
TETTCTAGET
TGTTTTAGET

CTTCACTARC
CTTCACTAAC
TTTCACTAAC

ASSCOTGETS

400
ASTIGAGTTIT
AGTTGAGTTT
ASTTCSACTTT
ASTTGAGTTT
AGTTGAGTTT
ASTTEGAGTTT
ACTTGACTTIT
ASTTEGAGTTT
ASTTGAGTTT
ASTTGACTTIT
AGTTGAGTTT
ACTTEASTTT
AGTTEAGTTT
AATTGGETTT
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Anhang 6: Direkter Sequenzvergleich aller 3’'RACE-Produkte mit 450 und 600
Basenpaaren — Teil 2

BRACE-PCR_OSFC19
BRACE-PCR_OSEFC0Z
3RACE-PCR_0SFC03
3RACE-PCR_OSFC12
SRACE-PCR_O0SFC14
BERACE—-PCR_OSFC13_
2RACE-PCR O0OS5FC15

2RACE-PCR_OS5FC01
S3RACE—PCR_0OSFB96_
BRACE—-PCR_OSFCZ3_
BRACE-PCR_OSFE99

BRACE-PCR_OSFCZ20
3RACE-PCR_OSFCZ21__
3RACE-PCR_OSEC22

SRACE—PCR_OS5FCL9_
BRACE—-PCR_OSFCOZ__
ZRACE-PCR_OS5FCO032

ZRACE-PCR_OSFC1Z2
BRACE-PCR_OSFCLl4_
BRACE—PCR_OSFCL3
SRACE-PCR_OSFCL5
ZRACE-PCR_QSFCO1

IRACE—PCR_OS5FBOS8
SRACE—PCR_OS5FC23_
SRACE—PCR_OSFB29_
BRACE-PCR_OS5FCZ20

2RACE-PCR_OSFCZ21_
2RACE-PCR_OS5FCZZ_

BRACE-PCR_OSFC19
3RACE-PCR_OS5FC0Z2__
3RACE-PCR_OSFCO3

SRACE-PCR_OSFC12_
3RACE-PCR_0QSEFCLl4

3RACE-PCR_OS5FC13_
3RACE-PCR_OSFC15_
3RACE-PCR_OSFCO1_
3RACE-PCR_OSFBO8__
2RACE-PCR_OSEFCZ232

3RACE-PCR_OS5FB29
SRACE—-PCR_0OSFCZ0_
SRACE-PCR_OSFCZ1
IRACE-PCR_OSECZ2Z2

BRACE—-PCR_OSFC19
BRACE-PCR_ O0OS5FC02
BRACE-PCR_0OS5FC03
3RACE-PCR_OSFC12
3RACE-PCR_O0SFC1l4
SRACE-PCR_OSEFCL3
2RACE-PCR_O0OS5FC1S5
SRACE—-PCR_OSFCO1_
3RACE-PCR_OSFBO98_
BRACE—-PCR_OSFCZ23
ERACE-PCR_OS5FE99
2RACE-PCR_OSFCZ20
SRACE—-PCR_OSFCZ1_
SRACE-PCR_O0SFCZZ__

3RACE-PCR_OSFC19
3RACE-PCR_OQSEFC0Z2
3RACE-PCR_OSFCO3

3RACE-PCR_OSFC12_
SRACE-PCR_OS5FC14_
3RACE-PCR_OSFC13_
3RACE-PCR_OSFCLS

2RACE-PCR_OSFCO1
FRACE-PCR_OS5FB98
SRACE-PCR_OSFCZ3_
3RACE-PCR_OSFB99
3RACE-PCR_OSEFCZ20
2RACE-PCR_OSFC21_
3RACE—-PCR O0OS5FCZ2

401

TCGARNACGTC
TCGARACGTC
TCGAAACGTC
TCGAAACGTC
TCEAANACETC
TCEAANCGETC
TCOCEGARNCGEGTC
TCGARNACGTC
TCEAAACGETC
TCEAANACGTC
TCGARANACGTC
TCGARAACGTC
TCGAAACGTC
TTGAAAAGTT

451

CCOATGTAGA
CCCATGETAGA
CCCATGTAGH
CCCATGTAGHA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGA
CCCATGTAGHA
CCCATGTAGHA
CCCOTGTAGA

501
AARTCATTGA
ADRATCATTGA
AA”AATCATTGEA
AA”ARTCATTGA
AARTCATTGA
AARDTCATTGEA
AR”RATCATTGA
AAATCATTGA
AARTCATTGHA
AARNTCATTGA
AADTCATTGA
AAATCATTGA
ARAATCATTGR
ARRTCATTGA

551

CTTAANAGGAS
CTTAAAGGAS
CTTAMAGGAS
CTTARAGGAG
CTTARALGCGGAG
CITTAARGGAG
CTTAARGGAG
CTTAARAGGAG
CTTAAAGGAG
CTTAAAGGAS
CTTAANAGGAS
CTTAMNAGGAS
CTTAAAGGAG
CITTAANGGGE

ACGATATGTCT
ACGATATGTCT
AGATATGTCT
AGATATGTCT
ACGATATETCT
ACGATATGEGTCT
ACGATATGTCT
ACATATGTCT
AGATATGETCT
ACGCATATGTCT
ACATATGTCT
ACATATGTCT
AGATGTGTCT
AGATATTTTT

ATAANTTTAN
AT TTAN
ATANATTTARN
ATANATTTAR
ATAAATTTAR
ATAAANTTTAR
ATAAATTTAR
ATARPATTTAR
ATAANATTTAR
ATARATTTAA
ATAAATTTAA
ATAAATTTARN
ATAPATTTAR
ATADNATTTAR

ARGARARAGCCT
ADGANAGCCT
ARGAANGCCT
ARCARARGCCT
ARCGAARPGCCT
AA”GAARGCCT
ARGAANGCCT
A”GAANGCCT
ANGANNGCCT
ARCGADAGCCT
ARGADRAGCCT
AAGAMAGCCT
ARGRAARGCCT
ARRPARGCCT

GACAGAGTAC
GACAGAGTAC

GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC
GACAGAGTAC

ATCATAAATG
ATCATARANTG
ATCATARANATG
ATCATARAATG
ATCATARAATG
ATCATARAATG
ATCATARATG
ATCATARATG
ATCATARAAT G
ATCATARAATG
ATCATAAATG
ATCATARAATG
ATCATARAATG
ATCARADRNADG

TCGTAGCAAC
TCGTAGCAAC
TCETAGCAAC
TCGTAGCARAC
TCETAGCARC
TCETAGCAAC
TCGTAGCAAC
TCGTAGCAAC
TCGTAGCARNC
TCGTAGCARC
TCGTAGCARDC
TCGTAGCAAC
TCGTAGCAACT
TTGTAGCAAC

AAANGTACTA
AA”ARRCTACTA
ARARRGTACTA
ARARRNGTACTA
ARANGTACTA
ARANGTACTA
ARANAGTACTA
AGANCTACTA
ARG TACTA
ARARNNGTACTA
AR”RANGTACTA
AARRGTACTA
APRAPCGTACTA
ARARGTACTA

AGCCGAATAT
AGCCEGAATAT
AGCCEAATAT
AGCCGEGARATAT
AGCCEGAATAT
AGCCGEAATAT
AGCCGANTAT
AGCCGARATAT
AGCCEAATAT
AGCCGAATAT
AGCCGAATAT
AGCCGAATAT
AGCCGAATAT
AGCCGAATAT

TATGCTGAAT
TATGCTEAAT
TATGCTGEAAT
TATGCTGAAT
TATGCTGAAT
TATGCTGAAT
TATGCGCTGAAT
TATGCTGAAT
TATGCTGAAT
TATGCTGEAAT
TATGCTGEAAT
TATGCTGEAAT
TATGCTGEGAAT
TATGCTGARN

GITCAACGCGT
GCTCCGACGCET
GTCGACGCGET
GTCGEGACGCGET
GTCGACGCGET
GTCGACGCGET
GTCGACGCGEGT
GACGACGGGET
GTCGACGCGT
GICGACGCGET
GTCEACGCET
GTCGACGCGET
GTCEGACGCET
GTCEACGCET

450
TTATGGGTTT
TTATGGGTTT
TTATGGGETTT
TTATGGGTTT
TTATGGETTT
TTATGGGEGTTT
TTATGGGEGTTT
TTATGGGTTT
TTATGGGETTT
TTATGGGTTT
TTATGGGTTT
TTATGGGTTT
TTATGGGTTT
TTATGGGETTT

500
ATTACTGCTT
ATCACTGECTT
ATCACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT
ATTACTGCTT

550
ARRGTGATTC
AAAGTGATTC
ARAGTGEATTC
AA”ARCGTGATITC
AARGTGATTC
AARGTGEATTC
ARAGTGATTC
A”AAGTGEATTC
A”ARAGTGATTC
AADGTGATTC
AA”ARGTGATTC
AAAGTGATTC
ARAAGTGATTC
ARRGGGATTC
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Anhang 7: Sequenzvergleich aller kurzen RT-PCT Produkte aus Cochlea, Retina und

Cerebellum - Teil 1

RT-ECE_IDGTEELY_M1 56_<Cochlea kurze_ Bande_
AT-DCFR_IDGTEEQZ M1 56 Retina kurze Bands
RT-PCR_IDETEREZE_M1_56_Retina_kurze_Bande
RT-FPCR_IDETEE3Q Hl 5¢_Retina_kurze_ Bands
RT-PCR_IDGTEDS Ml 56 Ce:e]:ellu.m ku:ze Bande
RT-PCP_IDGTEEIZ_M1_56_cCersbellum kurzs_Bands_
RT-FCR_IDETEE34 M1l 56 Cerebellum kurze Bande
RT-FCR_TDG6TEEL13 M1 431 Cochlea kurze Bande
RT-PCR_TIDGTEE14 Ml 491 Cachlea kurzs Eande
RT- PCR IDETEELS Ml 491 CaChLea kurze Eaun.de

RT- EC'R_IDG'? EECIO_MZL_‘! Bl l_cezabel lum_kurz e_Bande_

RT-PCR_IDETEEL?_M1_56_Cochlea kurze_ Bande_
RT-PCR_IDETEEQOZ_M1_ 56 _Retina kurze_ Randse_
RT-DCF_IDGTEEZE_M1_56_Retina_kurze Bande_

RT- PCR IDSTEEZO Ml 56 Retlna kurze Ba.nc'le

RT- E'CTLiI'DG'?EI'DQEIiMliSGiCerebellumﬁkurzeiBandei
RT-FCR_TD6TEE3Z_M1_ 56 Careballum_ kurze Bandea
RT-PCFR_IDGTEEZ34_M1_56_Cerebellum kurze_Bancs_
RT-PCR_IDGTEEL3_M1_491 Cochlesa kurze Bands_
RT-PCR_IDGTEEL14_Ml_491l Cochlea_kurze_ Pande_
RT- PCR ID6TEELS Ml 491 Cachlaa kurze | Bancle

RT-ECR_IDG7TEBOO_M1_491 Cerebellum kurze_ Bande_

RT-PCR_IDGTEELY_M1l_5¢é_cCochlea kurze_Bands_
RT-PCR_IDG7EEOZ M1 56 Retina kurze Bands
RT-FCR_TIDGETEEZS M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCR_IDG7EB3I0_M1_56_Retina kurze_Banda_
RT-PCR_IDGTEDZE_M1_56_Cerebellum kurzs_Bands_
RT-PCR_IDGTEEZZ_M1_56_Cerekbellum kurze Bands_
RT-FCER_IDG&TEEZd_M1 56 _Cerebellum kurze_ Bande
RT-DCR_IDGTEELZ M1 431 Cochles kurze Bands
RT-PCR_IDGTEEL4_M1_49]1 Cochlea kurze_ Bands_
RT-PCR_IDETEELS_M1_491 cochlea kurze Banda_

RT- PCIF\_IDG'.’ EEOO_M1_4 3 l_::e:cebellum_kurz e_:B.a_nde_

RT-PCR_TD67EE17 M1 56 Cochlea kurze_ Bande
RT-PCR_TD6TEEOZ Ml 56_Retina | kurze Bd_ude
RT-PCR_IDGTEEZS_M1_56_Retina kurze Bands_
RT-FCR_IDETEEI0O_M1_56 Retina kurze_ Rande
RT-FCR_IDETEDSE M1 56 Cerebellum_kurze Bande
RT-ECER IDGTEEDIZ Ml Sa CG:e]:ellu.m kurze Barx.da
RT-FPCR_ID6TEE34 M:l 56 C‘erehellu.m kurzs_ Bande
RT-PCR_IDGTEEL3_M1l_491_ cochlea_kurze Bands
RT- PCR IDGTEEL4 Ml 491 Cachlaa kurze_ Earu:le
RT-EPCR_IDGTEELS M1 4351 Cochlea kurze_ Bands

RT-PCR_IDETEEOD M1 491 Cerebellum kurze Bande

RT-PCR_IDSTEEL7_M1_56_Cochlea kurze Bande
RT-FCR_IDETEEQZ M1l 56 Retina kurze_ Bande
RT-PCR_IDGTEEZH M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCR_IDGTEE3I0_M1_56 Retina kurze_ Bands
RT-FPCR_IDGTEDIS_M1_56_C=rebsllum kurze_ Bands
RT-PCR_IDGTEEIZ_M1 5¢_cCeorebellun kurze_ Banda_
RT-PCF_IDGTEE34_M1_56é_Cerebellum kurze_Bande_
RT-PCR_IDGTEELZ_M1_451 Cochles kurze_ Bands_
RT=FPCR_ TDRTEELS 1\!1 491 Ec\chlea kurze Eande
RT-PCR_TIDGTEELS Ml 491 Cuthes kurze Eslnde
RT-PCF_IDGTEEQO_M1_491 Cersbellum kurzes_Bands_

RT-ECER IDGTEELY M1 5¢ <ochlea kurze Bande
RT-PCR_TIDGTEEOZ_ M1 56 Retina kurze_ BRands
RT-PCR_ID6TEEZS Hl 56_Ratina_kurze_ Bancle
RT-ECF_IDG6TEE3OD_M1_56_ Retina_kurze Bande_
RT-DCR_IDGTEDSS_M1_ 56 _Cerebellum kurze_Bands_
RT-FCR_IDGTEE3IZ_M1_56 Cerebellum kurze Bande
RT-FCR_TIDGETEE34 Hl 56_Cerebellum kurze Bande
RT-PCR_TDG7EEL3 Ml 491 Cochleaa kurze Eande
RT-PCR_IDGTEEL4_M1_491 Cochles kurzs_Bands_
RT-FCR_IDETEELI_M1_491 Cochles kurze Bands

RT-PCR_IDGTEEQQ_M1 431 Cerebellum kurze_Bande_

RT-FCR_TDETEBEL?_M1_56_Cochlsa kurze Bande
RT-PCR_IDGTEEQZ_M1 5¢_Retina kurze_PRande_
AT-DCR_IDGTEEZE_M1_ 56 Retina kurze_ Bands
RT-FPCR_IDETEE3I0_M1_56 Retina kurze Bande
RT-FCR_ID&TEDSE M1 56 Cerebellum kurze Bande
RT-FCR_TD67EE3Z_ M1 56 Ceareballum kurze Banda
RT-PCR_IDGTEEZ4_M1_56_Cerebellum kurze Bands_
RT-FPCR_IDETEEL3_M1_491 Cochles_kurze Bands_
RT-DCR IDGTEELd M1 491 cochles kurze Bande
AT-BCFR_IDGTEELS M1 4981 Cochles kurze Bands

RT-POR_ID6ETEROO0_M1_491 Cershellum_ kurze_ Bande

AT-DCFR_IDGTEELY_M1_5&_Cochles kurze_ Bands_
RT-FCR_IDETEEOZ M1l 56 Retina kurze Bande
RT-PCR_TDG6VEEZS Hl 56 _Retina | kurze Bande
RT-PCR_ID&TEE3Q I{l 5¢_Retina kurze Ba.n.de
RT-DPCR_IDGTEDSE_M1_56_Cerebellum kurzs_Bands_
RT-FPCR_IDETEE3SZ_ M1 56 Cerebellum_kurze Bande
RT-CCR_IDGETEEIL Ml 56 cete]:ellu.m kurze_ Bancie
RT-EPCR_TIDG6TEEL3_MI1_ . 491 Cochles kurze Eancle
RT-FCR_TIDETEEL4 1‘{1 491 Cachlea kurze | E&nde
RT— PCR_IDG?EELS_H1_4Sl_cochlea_kurze_ﬂande_

RT-DCR_IDG7EEQ0_M1_491 Cerebellum kurze_®zande_

RT-FCR_TD6TEELY M1 56 Cochlea kurze Bande
RT-PCR_IDG7EEOZ_M1_56_Retina kur=ze_Bands
RT-PCR_IDETEEZS _M1_56_Retina kurze Bands
RT-PCR_IDETEEIO_M1_5¢_Retina_kurze_Rande_
RT-FCER_IDGTEDST_M1 56 _Cerebellum kurze_ Bande
RT-FPCOR_IDGTEEIZ_M1_56 Cersbellum kurzs_Bands_
AT-PCR_IDGTEEI4_M1_ 56 Cerebellum kurze Bands
RT-PCR_IDGTEEL3_M1 491 cCochlea_kurze Bande_
AT-DCF_IDGTEELd M1 451 Cochles kurze Bands_
RT-PCR_IDGTEELS M1 491 Cochlea kurze Bande

RT-PCR_IDGTEEQOD M1 491 Cerebellum kurze Bande

1

~CCSEEARCE
~CCEEEARGE
CCAGGGAAGE
COACGEARGE
~CCCOCARCE
CCRCECEARCE
~CCGEEGARGE

51

GEACCTCCOT
CoACCTCCOT
CCACCTCCCT
GEACCTCCCOT
GEACCTCCCOT
GGEACCTCCOT
GCEACCTCCCT

101

GRCTCRACCC
GERCTCRAGCC
GACTCAAGCC
GACTCRAGCC
GACTCAAGCC
GACTCARGCC
GRCTCARGCC

151

TCTTTGTTCT
TCTTTETTCT
TCTTTETTOT
TCTTTETTCT
TCTTTETTCT
TCTTTSTTCT
TCTTTETTCT

201

ArCcoCcCcoTAC
AACCCCOTAC
ARCCCCCTAC
ARCOCCOCTAC
BACCCOCTARD
ALCCCCOTAC
ARCCCCCTAC

z51

CATTCCCROC
CATTECCRCC
CATTGOCACS
CATTCCCACC
CATTCCCACC
CATTECCACT
CATTGCCACC

201

ACCOAGCGGT
ACCCRGCGEET
ACCCASCEET
ACCCAGCEET
ACCCRAGCGGT
ACCOAGCGET
ACCCAGCGET

351

ARCTCCETCT
ARGTCCGTCT
ARCTCTGTCT
ARGETCCETCT
ARCTCCETCT
AAGTCCETCT
ARCTCIETCT

401

TEEEATCCTE
TGEEEATCCTC
TEEEATCCTC
TEEEATCCTC
TEESRTCCTC
TSEEATC T
TEEEATCCTO

CATGAGTGAC
CATGAGTGEAD
CATGAGTGEAD
CATGAGTGAC
CATCAGCTGAC
CATCACGTGERAC
CATGAGTGAC

GCOAGCAGAGE
GCOAGCAGRGD
CCACTRACRGD
COAGCACRAGA
GCAGCAGAGR
GOCAGCRAGRGE
CCAGCAGAGE

TICT=EARCE
TTCTEEARCE
TTCTEEARGE
TTCTEEARGE
TICTCECAAGT
TTCTEEAAGE
TTCTEERAREE

GOTCAGCGTS
COTCAGOGTS
COTCAGOETE
GCTCAGCGETS
EOTCRAGCETS
COTCAGCETS
COTOAGOETE

CTETEEACAT
CTETEEACAT
CTETEEACAT
CTETEEACAT
CTETEERCAT
CTETEGEACAT
CTCTGGACAT

ATCETCCRAST
ATEETTCAST
ATGGTTCAGT
ATCETTCAGT
ATCCTTCACT
ATEETTCAGT
ATGETTCRGT

GARCAGTGEGEOD
CRCAGTEEOC
ERACAETEECC
CACAGETEEEC
GRCAGTGGECC
CACAGTGEOT
CACACTGCGECC

TCTRACATCRAC
TCTACRATCAC
TCTACATCAS
TCTACATCAC
TCTACATCAC
TCTACATCAC
TCTACATCAC

TACCTGETCR
TRCCTEETOR
TRCCTEETOR
TACCTGETCR
TACCTECETCR
TRCOTEETOR
THRCOTEETOR

CEACCTECAR
EEAGCTECAS
GEAGCTGEOAG
GEAGCCECAG
CERACCTCCAC
CEACCTECAG
GGRAGOCTGCAG

CAGOATOATS
GAGCATCATG
CACCATCATC
EACCATOATS
GAGCATCATG
GAGCATOCATG
CAGCATCATGC

CeCTCACARC
CEETCACAGST
CEETCACAGT
CEETCACAGT
CoCTCACAGSC
CoETCACAGC
CeETCACREC

GEATCCACCR
GEATCCACCA
CEATCCACCA
GEATCCACCA
GERTCCACCR
CEATCCACCA
GEATCCACTA

CETCOTOATC
GETCCTCATC
CETCCTCATC
EETCCTCATCS
GETCCTORTE
CoTCCTCATC
CETCCTCATC

CoTTCCECCR
EGOTTCEECCA
GOTTOGGCOA
CoTTCCECCn
CCTTCCECCR
GOTTOEECCA
GCTTCEECCR

ATGETETGOA
ATGEETETGECS
ATCETETECR
ATGETETEOA
ATGETGETGCAR
ATGETETGCA
ATCETCETCCA

TECECAETECD
TECGCAGTEC
TEOGCASTES
TECECAETEC
TECECARTEC
TECECAGTECS
TeCECASTEC

CACCCCOCAG
CACCCCOCAS
CACCOCOCAG
CRCCCCCCAG
CACCCCCCAG
CRACOOCDCASG
CACCOCOOAS

CEACZCGETS
CEAGEOGETE
CEAGECGETE
CERGECGETE
CGAGCCGCETS
CEACZCOEETE
CGAGECGETE

GTGEOTTTOA
GIGECTTTCR
GCICCCTTTCR
EIEECTTTOR
GTEECTTTOR
GTGGECTTTCR
GICCCTTTCR

ACACTTCCTE
ACRSTTCOTE
AGAGTTCCTS
AGRETTCCTS
AGACTTCCTS
AGACTTCCTS
AEAGCTTCCTE

TTAACTGEEGEE
TTAACTGEES
TOAACTEEEE
TTAACTGEEEE
TTARCTGEGEE
TTAACTGZES
TTAACTESEE

ToCCTCTECT
TCCCTOTECT
TCOCTOTECT
TCOCTOTECT
TCOCTOTEDT
TCCCTCTECT
TCCCTCTECT

CATCRZCZET
CATCRGCEET
CATCAGOGET
CATCACCEET
CATCACCCGT
CATCAGCEET
CATCAGCGEET

CACGARRAGAT
CRACGARRGAT
CARCCRARRSAT
CACEARAGAT
CRCGARRGAT
CACGARRGAT
CACCARACAT

CIEEEEEOCR
CTGGEEGECCR
CTEGEEEOCR
CIGEEEEoCA
CrIoCCoGooh
CTEGEEEECCR
CTCCCEEOCR

CETGETGEEGER
CETEETEEER
CETEETEEER
COTGETEEER
CETEETEEER
CETEETEEEA
COETEETEEER

e e TSR B
e~ TEEER

Els)
CEETRAZTCT
GEETAASTET
GGETAAGTGT
GEETARGTGET
GCCTAARGTCT
CEETRAZTCET
GGETAAGTGT

100
ARGGOETOTE
AAGGCETCTG
ARCCCETCTG
AACCCESTCTE
ARAGGCGTCAG
AAGGOETCTG
ARCGCCCETCTG

150
CCCATCZCTCR
GCCATECTCR
GCCATECTCA
GCCATECTCR
GCCCATCCTCA
GCCATGCTCA
GCCCRTCCTCR

Z00
TGEOTCAGRAG
TCEOTCAGAS
TEECTCAGAS
TGEOTCAGAG
TEECTCRAGRG
TCECOTCAGAS
TEEOTCAGRS

250
TTCCACTCAG
TTEEACTCAG
TTEZARCTCAGC
TTEERCTCAG
TTEEACTOAS
TTCCRACTCAG
TTCCACTCAG

=00
CCCCRCATCR
GECCGECATCR
GGOCOCACATCA
CCCCRCATCR
GCCCCACATCA
GEOCACATCAR
GECCRCATCR

250
CAGCATCGCC
CAGCATCGCC
CRACCATCEOC
CAGCATCGOD
CAGCATCGCC
CAGCATCGOC
CARCCATCGCC

400
TCATCEZREC
TCATCGGRGC
TCATCGEAGT
TCATCEEAGT
TCATCCEACT
TCATCGERGC
TCRATCCZRCC

450
GEATTGEETE
GEATTEEEAE
GEATTEEEAG
GEATTGEEAG
CERATTCEERG
SR T TSR
GEATTEEEAG
GATTGGEEAGET
CERATTEEEAS
GEATTEEEAS
GGATTGEGAG
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Anhang 8: Sequenzvergleich aller kurzen RT-PCR Produkte aus Cochlea, Retina und

Cerebellum - Teil 2

RT-PCR_IDG7EEL1l7_ M1l 56 Cochlea kurze Bande
RT-PCE_IDG7EEQ2 M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCE_IDG7EE2S_ M1 56 Retina kurze Bande_
RT-PCE_IDG7EE30_M1_56_Retina_kurze_Bande_
RT-PCR_IDG7EDSS8_M1_56 Cerebellum kurze Bande
RT-PCR_ID&TE L32_Ml_5b_cerebellum_kurze_jande_
RT-PCR_ID&TEE34_ Ml 56 Cerebellum kurze Dande
RT-FPCR _ID&7REEL3 M1 491 Cochlea kurze Bande

RT DFR IDGTEEL4 Ml 491 Cochlea kurze Eande
RT- PCR ID&ETEELY Ml 491 cochlea kurze Eande

RT-FCR_IDE7EECO M1 491 Cersbellum kurze Bande_

RT-PCR_IDGTREEL7_ M1 _56_Cochlea kurze Bande_

RT- PCR IDETEECZ M1 56 Retlna kurze Bande

RT- PCR ID&TEEZS M:L 56 _Retina kurze Bande
RT-FCR_ID&7EE30 Ml 5¢_Retina “kurze Bande_
RT-PCR_IDG7ED93_M1_56_Cerebellum_kurze_Bande_
RT— ECR_ID67AE32_M1_56_Cerebellum_kurze_Bande_
RT-PCR_IDETREE3Z4_M1_56 Cerebellumn_kurze_Bande_
RT-FCR_IDGTEEL3_ M1l 491 Cochlea_ kurze_ Bande_
RT-PCR_IDEJEEl14_M1_491 Cochlea_kurze_Bande_
RT- PCR ID&TEELY Ml 491 cochlea kurze Eande

RT-FCR_IDE7JEECO M1 491 Cersbellum kurze Bande_

RT-FCR_IDGTREEL7 M1 _56 Cochlea kurze Bande_
RT-PCR_IDS7REECZ_M1_56_Retina_kurze_Bande_
RT-PCR_ID&TEEZS_M1_ 56 Retina_ kurze Bande_
RT-PCR_ID&ETEE30_M1_66_Retina_kurze_Bande_
RT-PCR_IDETEDSS_M1_56_cCerebellum_kurze_Bande_
RT-PCR_IDETEE32 M1 56 Cerebellum kurze Bande_
AT-PCR_IDETEE34 M1 56 Cerebellum kurze Bande
RT-FCR_IDG7REEL3 M1 491 Cochlea kurze Bande
RT-FPCR_ID67EEL4_M1_491 Cochlea kurze Bande_
RT-PCR_ID67EELY_M1_491_Cochlea kurze Bande
RT-PCR_ID67EECO_M1_491 cerebellum kurze_ Bande_

RT-PCR_IDE7EEL7_M1l_56_Cochlea kurze_ Fande_
RT-PCR_ID&VEECZ_M1_E56_Retina_kurze_Bande_
RT-PCR_IDG7EE28_M1_566_Retina_kurze_Bande_
RT-PCR_IDGTEE3ZO_M1_56_Retina kurze Bande_
RT-PCR_IDGTEDSS_M1 56_Cerebellum_kurze_PBande_
RT-PCR_IDG7EE32 Ml 586 Cerebellum kurze Bande
RT-FCR_ID6TEE34 M1 56 Cerebellum kurze Bande
RT-PCR_ID67EEL3 M1 491 Cochlea kurze Bande_
RT-PCE_IDG7EEl4 M1 491 cochlea kurze Bande
RT-PCR_IDSGTEEL1S_M1_491 Cochlea_kurze_ Bande_

RT-PCR_IDGTEECO_M1_491_Cerebellum_kurze_Bande_

RT-PCR_IDSJEE17_Ml_56_Cochlea_kurze_Bande_
RT-FCR_ID6JEEO2_M1l_56_Retina_kurze_ Bande_
RT-PCR_ID6JEEZ8 M1 56 Retina kurze Bande
RT-FCR_IDG67EE3Z0 M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCR_IDGTJTEDSS_M1l_ 56_Cerebellum kurze_Bande_
RT-FPCR_IDGVEE3Z Ml 56 _Cerebellum_kurze_ Bande
RT-PCR_ID&TEEZ4 Ml 56_Cerebellum kurze 3d“d=7
RT-PCR_ID&7EEL3 Ml 491 cochlea kurze _Bande_
RT-PCR_IDG7EEl4 M1 491 Cochlea kurze Bande
RT— ECRilDGT-E19iM174BlicochleaikurzeiBande

RI*ECR_1U67$EOO_M1_491_Cerebellum_kurze_ﬁa;de_

RT-PCR_IDGTEELT_Ml_66_Cochlea kurze Bande_
RT-FCR_ID6JEEO2_M1l_56_Retina_kurze_Bande_
RT-BCR_ID6JEEZ8_M1_56_ Retina kurze Bande_
RT-FCR_IDG67EE3Z0 M1 56 Retina kurze Bande
RT-FCR_IDGVEDSE8_ M1 56 Cerebellum kurze Bands_
RT-PCE_IDG7EE32_M1_56_Cerebellum_kurze_ Bande_
RT-PCR_ID&7EE34_Ml_ 56 Cerebellum kurze 33nd57
RT-PCR_IDSTEEL3_M1_ 491 Cochlea_ kurze Bande_
RT-FPCR_IDS7EEl4 M1 491 Cochlea kurze Bande_
RT-PCE_IDG7EELY M1 491 Cochlea kurze Bande

RT-PCR_IDE7EEO0_M1_ 491 Cerebellum kurze_ Bande_

RT-PCR_IDGJEEL7_Ml_56_Cochlea_kurze_Bande_
RT-PCR_IDGTEEOZ Ml 56_Retina kUL4E EduLie
RT-PCR_ID6TEEZS_M1_56_Retina_kurze_ Bande_
RT-PCE_IDG7EE30_ M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCE_IDG7EDS3 M1 56 cCerebellum kurze Bande
RT-PCE_IDG7EE32_M1_56_Cerebellum_kurze_ Bande_
RT-PCR_IDSGTEEZ4_M1_56_Cerebellum_ _kurze_ Bande_
RT-PCR_ID&7EE13_M1_491_Cochlea_kurze_Bande_
RT-PCR_ID&TEEL4 NI:L 491 _Cochlea_kurze_PBande_
RT- PCR IDGTEELS Ml 491 _rcochlea kurze Bande

RT-BCR_ID67EEC0_M1_ 491 terebellum kurze_Bande_

RT-FCR_IDGS7EEL7 M1 56 Cochlsa kurzs Bands_
RT-FCR_IDSTEEC2 M1 56 Retina kurze Bande
RT-PCR_ID&T7EEZ8_ M1l 56 Retina_ kurze_ Bande_
RT-PCR_TID&TEE30 M1 56 _Retina kurze Bande

RT- PCR ID&TEDYS Ml 56 Cerebﬂllum kurze 33nde
RT-PCR_IDEJEE32_M1_56_cCerebellum kurze Bande_
RT-PCR_IDEJEE34_M1_56_Cerebellum kurze Bande_
RT-PCR_ID67EE13_M1_ 491 cCochlea_kurze_Bande_
RT-PCH_ID67EEL4 M1 491 Cochlea kurze Bande
RT-PCR_IDGJEEL19 M1 491 Cochlea_ kurze Bande_

RT-PCR_IDG7REECO_MI1l_491 Cerebellum kurze Bande_

451

TCACCACGGET
TCACCACGGT
TCACCACGGST
TCACCACGGST
TCACCACGGET
TCACCACGEGT
TCACCACGEGT
CACCACGEGT
TCACCACGGT
TCACCACGGET
TCACCACGGET

501

CTAATAATCA
CTAATAATCA
CTAATAATCA
CTAARTAARTCA
CTAARTAARTCA
CTAATAATCA
CTAATAATCA
CTARTARTCA
CTAARTAATCA
CTARTAATCA
CTARTAATCA

551

CAAACGGACT
CAAACGGACT
CAARCGGACT
CAARCGGACT
CAARCGGACT
CAARCGGACT
CAARCGGACT
CAARCGEACT
CAAACGGACT
CAAARCGGACT
CAARCGGACT

G001

TCGCAATIGG
TIGCAATIGE
TTGCAATTGE
TTGCAATTGS
TTGCAATTGS
TTGCAATTGGS
TTGCAATT.G
TTGCAATTGGE
TIGCAATICGE
TIGCAATIGE
TTGCAATTGG

651

CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGEAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT
CCAGCTCGAT

FOoL

CTGGGEAGTA
CTGGGEAGTA
CTGGEGGAGTA
CTGGEGEAGTA
CTEEEEAGTA
CIGGGGAGTA
CTGEEEAETA
CTIGEGEEAGETA
CTIGGEEEAGTA
CIGGSGAGTA
CTGGGGAGTA

751

TETTCTGETTC
TETTCTGTTC
TETTCTGTTC
TETTCIGITC
TGTTCIGITC
TGTTCIGITIC
TGTTCTIGITTC
TETTCTGTTC
TETTCTGTTC
TETTCTGTTC
TETTCTGTTC

801

TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TCTCTSACAG
TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TGTCTGACAG
TETCTGACAG
TGTCTITGACAG

TCATGGAAAC
TCATCGARAC
TCATCGARAAC
TCATCGAAAC
TCATCGGAAAC
TCATGGAAAC
TCATGGARAC
TCATSGARRC
TCATGGARAC
TCATGGARAC
TCATGGARAAC

CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTIICCAGCT
CTTICCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT
CTTTCCAGCT

GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATEGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATGTTACTG
GATETTACTG

ACATTIGITT
ACATTTIGITT
ACATTTGETTT
ACATTTSTTT
ACATTTSTTT
ACATTTGTTT
ACATTTGTTT
ACATTTGTTT
ACATTTGITT
ACATTTGITT
ACATTTGTTT

CCTTTGGCCC
CCTTTGGCCC
CCTTTGGCCC
CCTTTGGCCC
CCTTTGGCCC
CCTTITGGCCC
CCTTTGGECCC
CCITTGGCCC
CCITTGGCCT
CCTITGGCCC
CCTTTGGCCC

GAGAAARGTCC
GAGAARGTCC
GAGAARGTCC
GAGAARGTCC
GAGAAAGTCC
GAGAAGGICC
GAGAAAGTCC
GAGAAAGTICC
GAGAARAGTICC
GAGAAAGICC
GAGAARGTCC

TAGSTCTTCA
TAGETCTTCA
TAGETCTTCA
TAGEZTCIICA
TAGSTCIICA
TAGCETCITICA
TAGETCITTICA
TAGETCTTCA
TAGETCTTCA
TAGETCTTCA
TAGETCTTCA

AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCG
AGTACAGCCGE
AGTACAGCCG

CTCACTGECTG
CTCACTGCTG
CTCACTIGCTG
CTCACTIGCTIG
CTCACTGCTG
CTCACTGECTGE
CTCACTGCTG
CTCACTGSCTG
CTCACTGCTG
CTCACTGCTG
CTCACTGCTG

GGTATTCACC
GGTATTCACC
GGTATTCACC
GGITATICACC
GGETATTICACC
GGTATTCACC
GGTATTCACC
GETATTCACC
GGTATTCACC
GGTATTCACC
GGTATTCACC

GTTCCETTGE
GTITCCGTTGC
GTTCCETTGE
GTTCCGTTGC
GTTCCGTTGC
GTTCCGTTGC
GTTCCGTTGC
GTTCCETTGEC
GTITCCETTGEE
GTITCCETTGO
GTICCETTGO

GCAARTCAATT
GCAATCAATT
GCAATCAATT
GCAATCAATT
GCAATCAATT
GCAATCAATT
GCAATCAARTT
GCAATCAATT
GCCAATCAARTT
GCAATCAATT
GCAATCAATT

TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TCCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC
TGCAGTTATC

AGCAGAGGCC
AGCAGAGGCC
AGCAGAGGCC
AGCAGAGGCC
AGCGEEAGGCC
AGCAGAGGCC
AGCAGAGGCIC
AGCAGAGGIC
AGCAGAGGECC
AGCAGAGGECC
AGCAGAGGCC

CTAACAGTTG
CTAACAGTTG
CTARACAGTTG
CTAACAGTTG
CTAACAGTIG
CTAACAGTIG
CTAACAGTIG
CTAACAGTTGE
CTAACAGTTG
CTAACAGTTE
CTAACAGTTE

AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AATATTTATG
AARTATTTATG
ARTATTTATG
AATATTTATG

GCCATGGECT
GCCATGGEGECT
GCCATGGGCT
GCCATGGEGCT
GCCATGGEGCT
GCCATGEGCT
GCCATGGEECT
GCCATGEGCT
GCCATGGGCT
GCCATGGGECT
GCCATGGGCT

ATTTTTGCCA
ATTTTTGCCA
ATTTTTGCCA
ATTTITGCCA
ATTTITGCCA
ATTTTTGCCA
ACTTTTGCCA
ATTTTTGCCA
ATTTTTGCCA
ATTTTTGCCA
ATTTTTGCCA

TTTAGCAATT
TTTAGCAATT
TTTAGCAATA
TTTAGCAATT
TTTAGCAATT
TTTAGCAATT
TTTAGCAATT
TTTAGCAATT
TITTAGCAATT
TITAGCAATT
TITAGCAATT

ATACCGGAGC
ATACCGGAGT
ATACCGGAGC
ATACCGGAGT
ATACCGGAGT
ATACCGGAGT
ATACCGGAGC
ATACCGGAGC
ATACCGGAGC
ATACCGGAGC
AAACCGGAGT

ATGGGAAACT
ATGGGAAACT
ATGGGAAACT
ATGGGAAACT
ATGGGEAAACT
ATGGGAAACT
ATGGEAAACT
ATGGEAAACT
ATGGGAARCT
ATGGGAAACT
ATGGGAAACT

TGCTGCAACA
TGCTGCAACAE
TGCTGCAACA
TGCTGCAACA
TGCTGECAACA
TGCTGCAACA
TGCTECAACA
TGCTECAACA
TGCTECAACA
TGCTSCAACA
TGCTGCAACE

AGTTTTCGAR
AGTTTTCGAA
AGTTTTCGAA
AGITITCGARA
AGITITCGAR
AGITITCGAA
AGTTITCGAA
AG TCGAR
AGTTTTCGAR
AGTTTTCGAN
AGTTTTCGAA

834
EETT
EETT
GGTT
GGTT
GGTT
GGTT
GGTT
GGTT
GGTT
EETT
GETT

500
CCTGETEGAG
CCIGCTGGAG
CCIGGTGGAG
CCIGGTGGAG
CCIGGETGGEAG
CCTGETGEEAG
CCTGETEGEAG
CCTGETGGAG
CCTGETGGAG
CCTGETGGAG
CCTGGTGGAG

5850
GCTGTGATTC
GCTGTGATTC
GCTGTGATTC
GCIGIGATTIC
GCITGITGATTC
GCTGTIGATTC
GCTETGATTC
GUTETGATTC
GCTGTGATTC
GCTGTGATTC
GCTGTGATTC

600
GGETITTCCG
GGGETITICCG
GGGETTTTCCG
GGGTTITTICCG
GGGTITTICCG
GGGTTITTICCG
GGGTTTTCCG
GGETTTTCCG
GEETITTTCCGE
GEETTTTCCG
GEETITICCG

650
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT
CAGCATGAAT

TO0
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA
GGEGAAAACCA
GGEGARARCCA
CEGARAACCA
GGGAAAACCA
GGGAAAACCA

750
GATCTCATAG
GATCTCATAG
GATCTCATAG
GATCTCATAG
GATCTCATAG
GATCTICATAG
GATCTCATAG
GATCTICATAG
GATCTICATAG
GATCTICATAG
GATCTCATAG

800
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGICAGATA
ACGICAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
ACGTCAGATA
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Anhang 9: Sequenzvergleich aller langen RT-PCR Produkte aus Cochlea, Retina und

Cerebellum - Teil 1

RT-FCR_ID67VEEL1S_M1_56_Cochles
RT-PCR_ID67EElGe_M1l_S56_ Cochlea
RT-PCR_IDETEE20_M1_56 Cochlea lange Bande
RT-PCR_IDE7EEQL_MI1_56_Retina_lange_Bande_
RT—:CPL IDS7EEZ7 Ml ._16 Retina_langes_] Bands_
RT*?CR71D67EE297M175Eiﬂetltailangei}aandei
RTI-DPCR_IDE7ED27_M1_ 56 Cerepellum_ lange_ Dande
RT-BCR_IDG7EEZ1 M1l 56 Cerebellum
RT-PCR_IDS7EER

lange Bande
“lange Bande

RT-PCR_TIDE7EELS M1 56 Cochlea 1
RT-FCR_ID67VEElS M1 56 Cochlea
RL-PCR_IDE7EEZ0_M1 56 Cochlea lange Bande
RT-PCR_IDETEEDL_M1_56_Retina_lange_ bande_
RT-PCE_TIDS7ERE27_M1_56_Retina_lange_ bande_
RT-FCR_TID§7EEZ9_M1_56_ Retina_ lange_ Bande
RI-PCR_IDGJTEDST7 M1l 56 Cerebsllum lange | :anole
RT-PCR_TIDE7EEZ1 M1 56 Cerebellum lange Bande

ange Bande
lange Bande

RT-PCR_IDG7EE33_M1_56_Cerebellum lange Bande_

RT-FPCR_IDS7EE1S_M1_S6_Cochlea_1l
RT-FCR_ID67EE16 M1 56 Cochlea lange Bande
RT-PCR_ID67EEZ0 M1 56 Cochlea lange Bande
RT-PCR_IDE7EECL M1 56 Retina lange Bande
RT-PCR__ IDETEEZ2T I"Il 56 Retina l:lngc Bande
RT-PCR_TID&E7EFE29_M1_56 Retina_lange Bande
RT-FCR_IDG7EDS7_M1_

ange_FEande_

RT-PCR_ID&E7EEZE M1 56 Cerebpellum lange Bande

RT-PCR_TIDETEELS_M1_56_Cochlea -
RT— 5CR IDS7EELS Ml 56 Cochlea lange_Bande_
RT-BCR_ID&67EE20 M1l 56 Cochlea lange Bands
RT-PCR_ID67VEECL M1 56 Retina_ lange Bande

RIT— ?CR IDETEEZT Ml 55 _Retina _lange_ | Bande
RT-PCR_ID&TEE29_M1_&56 Retina_lange_Banda_
RT-PCR_ID67EDS7 M1 ‘EE Cerebellum __lange_ :an(‘]@
RT-FCR_IDSTEEZ]1 Ml 56 Ceraﬁellum lange Bands

lange_Bande

RI‘*?CR_ID»:’?EEBB_MI_S 6_Cereoel lum_lange_ﬁanole_

RIT-FCR_ID&7EELS_M1_56 Cochlea_
RT-PCR_IDSTEELS_M1_56_Cochlea
RT-PCR_TIDS7EEZ20 M1 56 Cochlea lange Bande
RT-PCR_ID67EECl1 M1 56 Retina lange Bands
RT-PCR_IDS7EE27 M1 56 Retina lange Bands
RT-DCR_IDS7EE29 M1 56 Retina lange Bande
RT-BCR_ID67EDS7_M1_56_ Cerebellum_lange_Bande_
RT-FCR_IDG67EE31_M1_S6 Cerebellum lange Bande
RT-FPCR_IDG7EE33_M1_5

lange_ Bande_
_lange_Bande_

RT-PCR_IDS7EELS_M1 56 Cochlea
RI-FCR_IDSTEELS_M1_S56 Cochlea
RT— =L,R_IE167EE2$_M1_56_Cochlea_-ange_ﬁande_
RT-PCR_IDETEEDL_MI1_56_Retina_lange_sande_
RT-PCR_TDE7EE27_M1_S56_Retina lange Bande
RL-PCR_ID&67EEZ29 M1 56 Retina_ lange Bande
RT-PCR_IDETEDST7_M1_EB6_Cerebellum lange_ Bande_
RT—dCR IDE7EE31 Ml 56 Cerebellum_ L_lange_ =ande
RT-PCR_IDE7EEZ3_M1_56 Cersbellum lange 5

lange Bande
_lange_Bande_

RT-PCR_ID67EELS M1 56 Cochlea lange Bande
RT-FCR_IDG67EELS_M1_56_ Cochlea lange Bande_
RT-PCR_ID67EEZ0_M1_ 56 Cochlea lange Bande
RI-PCR_IDS7EEOL_M1 56 Retina_ lange Bande
RT-PCR_TIDETERE27_M1_S56_Retina_lange_ bBande_
PT*JCF{ ITDE7EEZ29 Ml 56 Retina_lange_ ] Bande_
RT-PCR_ID&7ED2T7 M1 56 Cerebellum lange . ’ande
RT-PCR_IDE7EEZ21_M1l_ 56 Cerebellum_ lange_ Bande
RT-PCR_IDSTEEZZE M1 56 Cerebellum

RT-PCR_ID&S7EELlS M1 56 Cochlea 1
RT-PCR_IDS7EELS_M1_56_Cochlea_lange_Bande_
RT-PCR_ID67EE20 M1 56 Cochlea lange Bande
RIT-PCR_ID67EE0Ll Ml 56 Retina lange Bande
RT-PCR__ IDE7EEZT I’Jl 55 Retina langc E:Ix.’ld(:
RT-PCR_ TDE7TEEZS Ml 56 Retina lange Bande_
RT-FCR_ID67EDS7 _M1_S6 Cerebellum lange Bande

ange Bande

RT—?&,RiID67EE317M175 Eiceranellumilangeiianolei
RI-PCR_IDE7EEZ2_M1l_56 Cerepellum_ lange_ Dande

RT-FCR_IDSTEELS_M1_56_Cochlea_lange_Bande_
RI-FPCR_IDETEELS_MI1_S56_Cochlea_lange_Bande_
RT-PCR_TDET7EE20_M1_56 Cochlea lange Bande
RT-FCR_ID6VEE0L M1 56 Retina_lange_ Bands
RT-PCR_ID67EEZ7 M1l 56 Retina_lange_ Bande
RT-PCR_IDETEE29_M1_56 Retina_lange Bande
RT-PCR_TID67EDS7_M1_56_Cerebellum_lange_Bande
RT-FCR_

RT-FCR_ID67EELS_M1_56_Cochlea
RT-FPCR_IDG7EELS_M1_S56_Cochlea_ lange Bande_
RT— °CR IDS7EEZ0 Ml .;6 Cochlea_ _lange_Bande_
RT-PCR_IDG7EEDL M1 56 Retina lange Bande
RT-FCR_ID6VEEZ7 M1 56 Retina_lange_ Bands
RT-PCR_IDS7EEZ29 M1 56 Retina lange Bande
RI-PCR_IDETEDST_M1_56_Cersbellum lange_=sande
RT-PCE_TIDS7ERE31_M1_56
RT-FCR_TDETER33_M1_!

_lange_Bande_

. lange_ Bande
"M1_56 Cerebellum lange Bande

56 Cerebellum_lange_ Bande_
RI-PCR_IDGTEEZ1_M1l_56_Cerebellum lange Bands_

Giceraﬁel lumilanqeiﬁandei

. lange_ Bande

T ID67EE21_M1_56 Cersbellum lange Bande_
RT-PCR_IDGTEEZZ M1 56 Cerebellum lange Bands

. Cerebellum_lange Bande
56 _Cersbellum_ lange Bande

1

~CCGGEAAGE
~CCGEEAAGS
CCAGGGAAGS
COAGGGARGS
CCAGGGRAAGS
CCAGGGARAGG
CCAGGEARGT
CCAGGGAAGS
COAGGGAAGS

51

AGTGTGGACC
AGTGTGGACC
AGTETIGEEACC
AGTGETGEACT
AGTETGEACC
AGTGTGGACC
GGTGTGSGACT
AGTGTGGACC
CTETGEEACCT

101

CGTCTGGRCT
CGETCTGGACT
CGTCTGGACT
CETCTEEACT
CETCTGEACT
CETCTGEACT
CGETCTGGACT
CGICTGGACT
CGTCTGGACT

151

TGCTCATCTT
TGCTCATCTT
TGCTCATCTT
TGCTCATCTT
ITGCTCATCTT
TGOTCATCTT
TGOTCATCTT
TGCTCATCTT
TGCTCATCTT

201

TCAGAGAACC
TCAGAGARCC
TCAGAGARACC
TCAGAGARCC
TCAGAGARCC
TCAGAGAACT
TCAGAGAACT
TCAGAGARCC
TCAGAGARCC

251

ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT
ACTCAGCATT

301
ACATCARCCC
TCARCCC
ACATCAACCC
ACATCAACCC
ACATCAACCC
ACATCAACCC
ACATCAACCC
ACATCAACCC
ACATCAMCCC

=]

351

ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCAAGT
ATCGCCARGT

4071

CHEAGCTEEE
CGGAGCTGGEG
CGEGAGCTGGS
COGAGCTGGES
COGAGCIGESE
CHEAGCTGGE
CEEAGCTGGE
CEGEAGCTGGEE
CGEGAGCTGGGE

4571

TGEEEAGTCAC
TGEEEAGTCAC
TGGEGAGTCAC
TGGGAGTCAC
TGGEAGTCAC
TEEEAGTCAT
TGGEAGTOAC
TGGEAGTOAC
TGGEAGTCAC

CATGAGTGAC
CALTGAGTGAC
CATGAGTGAC
CATGAGT G
CATGAGTGAC
CATGAGTGAC
CATCGAGTICAC
CATCASTGCAT
CATGAGTGAC

TCCCTGCAGT
TCCCTGCAGT
TCCCTGCAGT
TCCCTGOAGT
TCCCTGOAGS
TCCCTGECAGT
TCCCTIGCAGT
TCCCTGCAGT
CCCCTCAAGT

CAAGCCTICT
CAAGCCTTCT
CAAGCCTTICT
CAAGCCTICT
CAAGCCTTCT
CAAGCCTTCT
CAAGCCTTCT
CAACCCTICT
CAAGCCTTICT

TETTCTGCTC
TGTITCTGCTIC
TGTTCTGCTC
TGITTCTGCTC
TGITCTGC
TETTCTGCTO
TGETTC
TGETTCTGCTC
TGITCTGCTC

COCTACCGEET
CCCTACCTGT
CCCTACCGGT
CCCTACCTGT
CCCTACCTGT
CCCTACCTGT
CCCTACCTGT
CCCTACCTGT
CCCTACCTGT

GCCRACCATGG
GOCACCATEE
GCCACCATGS
GOCACCATGE
GCCACCATGEG
GUCACCATGG
GCCRACCATGG
GOORCCATGE
GOCACCATGE

AGCGGTGACA
AGCGEETGACA
AGCGETGACR
AGCGGTGACA
AGCGETGACAE
AGCGETGACA
AGCGGTGACA

CCGTICTTICTA
CCGTICTTCTA
CCGTCTTCTA
CCOGLOCTTCLA
CCGICTTCTA
CCGTCTTCTA
CCGTCTTCTA
CCGTCTTCTA
CCGICTICTIA

ATCCTCTACC
ATCCTCTACC
ATCCTCTACC
ATCCTCTACC
ATCCIOTACC
ATCCTCTACC
ATCCTCTACC
ATCCTCTACC
ATCCTCTACC

CACGETTCAT
CACGGTTCAT
CACGGETTCAT
CACGGTTCAT
CACGGTTCAT
CACGETTCAT
CACGETTCAT
CACGGSTTCAT
CACGGTTCAT

GGAGCTGCAG
GCEAGCTGCAG
CEAGCTGCAG
GEAGCTECAG
GGAGCTGCAG
GGAGCTGCAG
GEAGCTGCAG
CCAGCTCCAG
GCEAAGCTGORA

AGAGAGAGCA
AGAGAGAGCA
AGAGAGAGCA
ACAGAGRGCR
AGAGAGRGTA
AGAGAGAGCTA
AGAGAGAGCA
AGAGAGAGCA
ACAGACAGCCA

GGAAGGCGGET
GGARAGECGGET
GGAAGGCGGET
GEAAGECGEET
CEAAGECGEET
GEAAGECGEET
GGAAGECGGET
GGAAGGCGGT
GCGAAGETGGET

AGCGTG

AT

AGCETEECEAT

AGCGTGGGAT
AGCGEIGEEEAT
AGCGTGGEEAT
AGCGTE T
AGCGETEEGAT
AGCETGGEGAT

GEACATEETC
GGACATGGTC

GCEACATEETC
GEACAT TC
GGACATGGTC

TTCAGTGCTT
TTCAGLECTT
TTCAGTECTT
TTCAGTGCTT
TTCAGTGCTT
TICAGTGECTT
TTCAGTGSTT
TTCAGTGCTT
TTCAGTGESTT

CTCGCCATGEE
GTGEC TGE
GTGGCCATGE
GCLGEGCCATGE
GTGGOCATGE
GTGGCCATGG
GIGEGEOCETEE
GIGGCCATGE
CTCGCCATGS

CATCACTGCG
CATCACTGCG
CATCACTGCG
CATCACTECE
CATCACTGCG
CATCACTGECG
CATCACTGCG
CATCACTGCG
CATCRCTCCG

TEETCACATC
TGGTCACACC
TGGTCACACC
TGGETCACACC
TECETCACACC
TGEETCACACC
TEETCACACC
TGGTCACACC
TGGTCACACC

GEAAMCCTCRA
GEAAACCTCA
GGAARCCTCA
GGAARRCCTCA
GGAARCCTCA
GEAARCCTCA
CGEAAACCTCR
GEAARCCTOR
GGAARACCTCA

. CGAGGC
- CGAGEC
L CGAGEC
L CGAGGC
. CGAGGC
. CGAGGC
- CGAGGC
.. COAGGC
AGCGAGGCGE

TCATGGTGGC
TCATGGTGGC
TCATGELGEGEC
TCATGETGEC
TCATGGTGES
TCATGEETGEEC
TCATGGIGGC
TCATGGTGGC
TCATGETGGEE

CRCAGCAGAG
CACAGCAGAG
CACAGCAGAG
CACAGCAGAG
CACAGCAGAG
CACAGCAGAG

CACAGCAGAG

CACAGCAGAG

CCACCATTAR
CCACCATTAR
CCACCATTAA
CCACCATTAA
CCACCATTAA
CCACCATTAR
CCACCATTAA
CCACCATTAA
CCACCATTAR

CTCATCTCCC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCOC
CTCATCTCCC
CTCATCTCCC

CGGCCACATC

COGCCACATC
CEGECCACATC
CEGOCCACATO
CHGOCACATC

TGTGCACACG
TGLGCACACE
TGTGCACACG
TELGECACACE
TGETGCACACE
TGTGCACACG
TETGCACACS
TGTSCACACGS
TGTGCACACG

CAGTGCCTGG
CAGTGCCTGG
CAGTGCCTGE
CAGLIGCCTLIGE
CAGTGECCTGE
CAGTGECCTGE
CAGTGCCTGG
GTGCCTGEGE
CIGCCTEE

CCCCAGCGT G
CCCCAGCGTG
CCCCAGCGTG
CCCCAGCGTG
CCCCAGUGTG
COCCAGOGT G
COCCAGCGTG
CCCCAGCGTG
CCCCAGCGTG

CTHOTEECCA
CTGCTGECCA
CTGCTGGICA
CTGCTGGCCA
CTGCTGGCCA
CTECTEECCA

CTGCTG ]
CTGCTGGCCA

50
< GGTGGGETA
- GETGEEEETA
L GETGEGETA
GETGEEETA
« GETGGEETA
« GGTGGGGTA
<GGT....GG
. GOTGCGGETA
TGEEEETARAA

100
T.TTCARAGS
T.TTCAAAGS
I.ITTCAAAGS
T.TTCARRGG
T.TTCARRGS
T.TTCAARAGE
IT.TTCARACC
T.TTCAAAGS
TTTCAAARAGSS

150
TICCTGECCA
TTCCTGGCCA
TTCCTGGCCA
TICCTEETCA
TTCCTGEOCA
TTCCT GG
TTCCTGEECCA
ITICCTCGCCA
TTCCTGGICA

200
CAGGGEETGGEC
CIGEEETEEC
CAGGEGEGTGEEC
CTGGGGETGGET
CIGEEETGEET
CIGGGGTGGC

CTEEEETEEC
CTIGEEETGEEC

250
TCTECTTTGEE
TCTGCTTTGG
TCTGCTTTGS
TCTGCTTTGGE
TCTGCTTTGE
TCTGCTTTGS
TCTGCTTTGE
TCTGECTTTGEE
TCTGCTTTGGS

200
AGCGGTGGECC
AGCEETGEECT
AGCGETGEECCT
AGCGETEECC
AGCEETGECC
AGCGGTLGECT
AGCGETEECC
AGCGGETGEGECC
AGCG

ARRAGATCAGC
ARAGATCAGT
ARAGATCAGT
ABACATCAGC

400
SOGCCATCAT
GGGCCATCAT
GEGCCATCAT
SEGCCATCAT
GGGCCATCAT
GGGCCATCAT
GGGCCATCAT
GGGCCATCAT
GEGCCATCAT

450
GTEEEAGEEAT
GITGGGAGGAT
GTGGGAGGAT
GTGEGAGGAT
GIGGGAGEAT
GIGGGEAGEAT
GTGGEAGEAT
GTGEEAGEAT
GTGGGAGGAT

500
TGEECTCCTE
TGEEECTCCTE
TGEECTCCTS
TGGGCTCCTGS
TSAGCTCCTG
IGEECICCTE
TGGGETCCTG
TGEEOT =]
TGGECTCCTE
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Anhang 10: Sequenzvergleich aller langen RT-PCR Produkte aus Cochlea, Retina und

Cerebellum - Teil 2

501 5850
RI-PCR_IDG7EELlS_ M1l 546 Cochlea lange EBands GIGGAGCTAR TAATCACTIIT CCACCIGETIA TICACCATIT TIGCCARAGCTG
RI-FCFR_IDGT7EELS }[l 56 ¢ . Cochlea _langs_ Eande GIGGAGCTAA TAATCACTIT CCAGUTGGTIA TTCACCATIT TIGCCAGCTG
RT-FCR_IDSETERZ0_M1_56& Cochlea_ lange Bande GITGGAGCTAA TAATCACTIT CCAGCTGGEIA TTCACCATTIT TIGCCAGCTG
RT-PCR_IDG67EE0DL1_M1l_ 56 Retina_ lange PBande_ GITGGAGCTAA TAATCACTIT CCAGUTGETA TTCACCATIT TIGCCAGUTG
RT-PCR_IDGTEE27 }[1 -1  Retina lange ! Bands GTGGAGCTAA TAATCACTTIT CCAGCTGGTA TTCACCATTIT TTGCCAGCTG
RT— PLR71D67EE2 97}‘[175 GiRetlnailangeiBandei GTGGAGCTAA TAATCACTTT CCAGCTGGTA TTCACCATTT TTGOCAGCTG
RT—-PCR_ID67EDS7_M1l_56_Cerebellum_lange Bande_ GTGEEAGCTAA TAATCACTTT CCAGUTGEETA TTCACCATITT TTGEECAGCTG
RT-PCR_TIDG7EE3Z1_M1l_5656_Cerebellum lange Bande_ GTGGAGCTAA TAATCACTTT CCAGCTGGETA TTCACCATTT TTGCCAGCTG
RT-FPCR_TIDGVEE23_Ml_ 565 Cersbellum_ lange Bande_ GTGGAGCTARA TAATCACTTIT CCAGCTGGETA TTCACCATTT TTGCCAGCTG
551 600
RT-PCR_ID&TER1SE_MI_56_Cochlea_lange_Bande_ TGATTCCAAA COGACTCGATG TTACTGGTTC CGTTGCTTTA GOAATTGSGET
RT-PCR _IDETERLE M1l 56 Cochlea _lange Bande TGATTCCARR CGGACTGATS TTACTSGTTIC CGTIGSCTTITA GCAATTGSST
RI- PCR_IDE"’EEZ O_}[l_S G_Cochlea_l aﬁge_Eande_ TGATICCRAR CGGACTGATG TTIACTIGGTIC CCETIGCTIITA GCAATIGGEST
RT-PCR_ID&E7EEQOL_M1_56_Retina_lange_Bande_ TGATTCCAAA CGGACTGATG TTACTGGTIC CGITIGCTITA GCAATTGGGST
RT-PCR_ID&TEERZ7_M1_56 Retina_ lange Bande TGATTCCAAR CEGACTGATG TIACTGGTIC CGETIGCTITA GCAATTGGGET
RT-PCR_IDGTEEZS }[l -1  Retina lange ! Bande TESATTCCARAR COECACTGATG TTACTCGETIC CETIGCTITA CGCAATTGOGEGST
RT-FPCFR IDGTEDS7 }[1 56 Cerebel lum langs | Bande TGATTCCAARA CGGACTGATG TTACTGGTTIC CGTTGCTTITA GCAATTGGGT
RT— PCRﬁIDC-’EES 17]‘417.) Gicerebellumﬁlanqeﬁﬂandei TEATTCCAAL CEEACTGATG TTACTGETTIC CGTTGCTTTA GCAATTGGESET
RT-PCR_IDG7EE33_Ml_56_ Cerebellum lange Bande TGATTCCAAR CEEACTGATG TTACTGGTIC CETTGCTTITA GCAATTGGST
601 650
RT—-PCR_IDG67EE1S5_M1_56_Cochlea_lange_Bande_ TTTCCGTTGEE AATTGEACAT TTGTTTGCAA TCAATTATAC CEGEAGCCAGC
RT-PCR_TID&VERle_M1I_56_Cochlea_lange_Bande_ TTTCCSTTGE AATTGGACAT TTGTTTCCARA TCAATTATAS COGAGCTOAGT
RT— PCR ID&7EEZ20 ]"[1 5 =) Cochlea lange_ Eande TTTCCGTTGC AATTGGACAT TTGTTTGCAA TCAATTATAC COGAGCCAGC
RT-PCR_IDE7EEOL M1l 56 Retina lanqe Bande TTTCCSTTGSC AATTIGGACAT TTIGTTTGCAR TCAATTATAC CGGAGCCAGC
RT-PCR_IDS7EEZ7_M1_56_Retina_lange_FBande_ TTITCCGTITGC AATIGGACAT TIGITIGCAA TCAATTATAC CGGAGCTAGC
RT-PCR_ID&TERZ2Y_M1_56_Retina_lange_Bande_ TTTCCGTTGC AATTGGACAT TTGTTTGCAA TCAATTATAC CGGAGCCAGC
RT P\.R IDETEDIY Ml 56 Cerebel lum lange ! Bande TITCCSITCOC AATICCGACAT TIGITIIGCAR TCAATTIATAC COGAGCCCAGSC
RI-PCR_ID&7EEZL }[l 56 Cerskellum ._lange Ban de_ TITCCGITGC GATIGGACAT TIGITIIGCAR TCAATTATAC CSGAGCCAGC
RT— PCRﬁID€7EE337}[175 Sicerebel lumﬁlangeﬁBandei TITCCGTTGC AATIGGACAT TIGITTIGCAA TCAATTATAC CGGAGCCTAGC
651 700
RT-PCR_IDGT7EEL1S M1l 56 Cochlea langs Bandse ATGRATCCAG CTCGATCCTT TGGCCCTGCA GTTATCATGGE GARAAACTGGGA
RT-FCR_IDG7EE1S ]“[1 56 CDGhlea l ange_ Eande ATGAATCCAG CTCGATCCTT TGEGCCCTGCA GTTATCATGGE GAAACTGEGEEA
RT-PCR_ID67EEZ0_M1_56_Cochlea_lange_Bande_ ATGAATCCAG CTCGATCCTT TGGCOCTGCA GTTATCATGE GAAACTGHGEA
RT-PCR_ID&G7EEOL Ml 5 6_Retina_lange_ Bands_ ATGAATCCAG CTCGATCCTT TOGCCOCOTGCA SGTTATCATGE GTAACTGGGR
RT-FCR_TIDGVEEZ7_M1l_56_ Retina_langs_Bande_ ATGRAATCCAG CTCGATCCTT TGGECCCTGCA GTTATCATGE GAAACTGEGGA
RT— PCR ID&7EEZ29 }[1 56 _Retina_lange | Bande ATGAATCCAG CTCGATCCTT TGGCCCTGCA GTTATCATGGE GAAACTGGGA
RT-PCR_ID&7EDS7_ML_56_Cerebellum_lange_Bande_ ATGAATCCAG CTCGATCCTT TEGCOCTGECA GTTATCATGSE GAARACTAGGH
RT-PCR_ID&T7EE31, Ml 5 =) Cerel"el Lum_ _lange ] Bande ATCGAATCCAG CTCCGATCCTT TOGCCOTECA GTTATCATGS CGAAACTGCGGA
RT— PCRﬁIDE"/EEB_‘)i}[liS Gicerebel lumﬁlangeﬁBahdei ATGAATCCAG CTCGATCCTIT TGGCCCTGECA GTTATCATGS GAAACTGGGR
701 750
RTI-PCR_ID&TVEElS M1l 546 Cochlea lange Bande AAACCACTGS GTAACTACTA AGTIGATATGC CCCCACCTIIT CIGAGSTIGS
RTI-PCR_IDGT7EELS }[l 56 Cochlesa 1 ange_ Bands ARACCACTGS GTAACTACTA AGTTGATATGC CCCCACCIIT CIGAGETIGS
RT— PCR71D67EEL 07}[175 bicoc:hleail angeiﬁandei ARRACCACTGGE GTAACTACTA AGTTGATATGE CCCCACCTIT CTGAGGTIGG
RT-PCR_ID&7EEQL_M1l_56 Retina_lange_ Bande AAACCACTGE GTAACTACTA AGTIGATATG CCCCACCTITT CTGAGGTIGEH
RT-FCR_TIDGVEEZ7_M1l_56 Retina_lange_Bande ARACCACTGE GTAACTACTA AGTTGATATG CCCCACCTIT CTGAGGTIGG
RT— PCR IDSTEEZS }[1 56 Rﬂtlna . langs Bande ARACCACTGGE GTAACTACTA AGTTGATATG CCCCACCTIT CTGAGGTIGG
RT-FCR_IDG7EDS 77}‘[175 & _Cerebel lumﬁlangeﬁﬂandei ARACCACTGE GTAACTACTA AGTTGATATG CCCCACCTTIT CTGAGGTIGGH
RT-FCR_TIDE7ERE3L_MI1_56 Cerebellum_lange Bande_  ARACCACTGE GTAACTACTA AGTTGATATG CCCCACCTTT CTGAGETTGE
RT-PCR_ID&TVEE33_M1l_56_Cerebellum_ lange_ Bande_ AAACCACTGCE GTAACTACTA ACTTGATATGE CCOCACCTTIT CTGAGCGTIGS
751 800
RT-PCR_ID&7EELS_MI_56_Cochlea_lange_Bande_ GAACAATTAT CCAAAAGOCT CTTT TTAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RT-PCR_ID&TERElS_M1_56_Cochlea_lange_Bande GAACAATTAT CCARAAGCCT CTTTTTITAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RI-PCR _ID&7EEZ0 M1l 5% Cochlea lange FPands GAACAATTAT CCARAAGCCT CIITITITAT TAACATAACT TAGCTICACTA
RT-FCR_IDS7EEQL_MI_56 Retina_ lange Bande_ GAACAATTAT CCAAMAGCCT CITTTTITAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RT-PCR_ID6G7EEZ7_M1l_ 56 Retina_ lange PBande_ GAACAATTAT CCAARAGCCT CITTTTTITAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RT- PCR IDETEEZD Ml 5 =] Retlha _lange Bande GAACAATTAT CCARAAGCCT CTITTTTITAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RI-PCR_ID&7EDS7 }[l -1 Cerebel lum langes ! Bande GAACAATTAT CCARAARAACGCCT CITTITITAT TAACATAACT TAGCICACTA
RT-FPCR_IDGTER31 }[1 56 Lerebel lum langs | Bande GAARACAATTAT CCARAAAAGCCT CTTTTTTITAT TAACATAACT TAGCTCACTA
RT-PCR_ID&VEE33_M1_56_Cerebellum_ lange_ Bande_ GAACAATTAT CCAAAAGCCT CTTTTTTTAT TAACATAACT TAGCTCACTA
801 850
RT-PCR_IDG7EE1S_M1l_ 56 Cochlea_ lange Bande_ GITTTCTTTTG CTTTCCACCC AACTCGGACT CTCARACTTGT TATTTCATTT
RT-PCR_ID&7EEl&_M1l_56_Cochlea_lange_Bande_ GTTTCTTTTG CTTTCCACCC AACTCGGACT CTCAACTTGT TATTTCATTT
RI-PCR _ID&TVEEZ0 M1l 5% Cochlea lange EBands GITTICTIITIC CITICCACCT AACTCCCGACT CICAACTICT TATTICAITT
RT-PCR_IDGVEEQOL_M1l_56 Retina lange Dande_ GITTCTITIC CITICCACCC ARACTCGGACT CTCAACTTCET TATTICATITT
RT-PCR_ID&ETEE27_M1l_56 Retina_lange_Bande GITTCTTTTG CTTICCACCT AACTCGGACT CTCAACTTIGT TATTTCATCT
RT-PCR_ID&JTEEZZ M1 56 Retina_ lange Bande GITTCTITTIGE CITICCACCS AACTCGGACT CTCAACTIET TATTTCATTT
RT— PCR ID&ETEDS7 ]\[1 55 Carebel lum_lange | Bande GTTTCTTTTG CTTTCCACCT AACTCGGACT CTOCAACTTGT TATTTCATTT
RT-FPCR_ IDGTER31 }[1 56 Cerebel lum langs | Bande GTITTCTTTTG CTTTCCACCC AARACTCGGACT CTCARACTTGT TATTTCATTT
RT— PCRﬁIDC"EEBJil“fli & _Cerebel lumilanqeiﬂandei GTTTCTTTTG CTTTCCACCC AACTCGEACT CTCAACTTGT TATTTCATTT
851 200
RI-PCR_IDG7EEL1S M1l 56 Cochlea lange Bandse CACAG.GGAG TAGAGAARACGCT CCAGCAGAGGE CCTGCTIGCAA CAGATCTCAT
RT-PCR_ID&7EEl1&_M1l_56_Cochlea_lange_Bande__ CACAG. GGAG TAGAGAAAGT CCAGCAGAGG CCTGETGCAA CAGATCTCAT
RT-PCR_TID&JVEEZ0_ML_56_Cochlea_lange_Bande_ CACAG. GGAG TAGAGAAACT CCAGCAGAGSE CCTGOTGOARA CAGATCTCAT
RT-PCR_TID&TVEEOL_M1_55 Retina_ lange_Bande_ CACAGGGGAG TAGAGAAAGT CCAGCAGAGG CCTCGCTGCAA CAGATCTCAT
RT-PCR_TIDETEEZ7_M1_56 Retina lange_ Bands CACAG.GGAG TAGAGARAGT CCAGCAGAGG CCTGCTGCAA CAGATCTCAT
RT-PCR_IDG67EEZ32_M1_56_Retina_lange_Fande_ CACAG. GGAG TAGAGAAAGT CCAGCAGAGG CCTGCTGCAA CAGATCTCAT
RT-PCR_TID&T7EDS7_M1l_ 56 Cerebellum_ lange Bande CACAGGGAAG TAGAGARAAGT CCAGCAGAGG CCTGCTGCAA CAGATCTCAT
RT P\.R IDETEEZL Ml Y Cerebel lum lange ! Bande_  CACAG.GGAG TAGAGAAAGT CCAGCAGAGGE CCTGCIGCAA CAGATCTCAT
RT— PCRiIDE"’EEB_)i}[liS 67Cereb-=l lum_lange Ban de7 CARCAGG.GAG TAGAGAARRCT CCAGCAGAGSGE CCTGCTIGCAARA CAGATCTCAT
201 950
RI-PCR_IDG7EEl1S M1l 56 Cochlea lange PBande AGITGITCTGT TCTAGGTCIT CACTAACAGT TCGACGTITICS ARACGTIC.AG
RT-FPCFR IDET7ERLS }[1 -1 Coc:hlea _langs_ Bands AGTGTTCTGEST TCTAGGTCTT CACTAACAGT TGAGTITTCG ARACGTC.AG
RT— PCR71D67EEZ 07}‘[175 Eicochleail a‘lgeiﬁandei AGTETTCTGET TCTAGGTCTT CACTAACAGT TGAGTTITTCG AAACGETC.AG
RT-PCR_ID67EEQOL_M1l_56_Retina_lange_ Bande_ AGTGTTCTGT TCTAGGTCTT CACTAACAGT TGAGTTITTCG AAACGTC.AG
RT-PCR_TID&TEE2T Ml 5 6 _Retina_lange Bande AGTGTTCTGST TCTAGGTCTT CACTAACAGT TCAGTITTCS AAACGTC.AG
RT-PCR_IDE7EEZY ]“[1 5 6 Retina_lange Bande AGTGTTCTGST TCTAGGTCTIT CACTARACAGT TGAGTITTCG AAACGTC.AG
RT— PCR_ID6'7ED9 7_}[1_5 S_Cerebel lum_lange_Bande_ AGTGTTCTGET TCTAGGTCTT CACTAACAGT TGAGTTTTCG AAACGTC.AG
RT-PCR_ID&7EE3]L_ML_56_Cerebellum_lange_Bande_ AGTGTTCTST TCTAGGTCTT CACTAACAGST TCGAGTITTCS AAACGTOCAG
RT-PCR_TID&TEREZE M1 55 Cerspellum lange Bande_ ACGTGCTCTGST TCTAGGTCTT CACTAACAGST TOAGTTITTCS AAACGTC . AG
951 288
RT-PCR_IDETEE1S_M1l_ 56 Cochlea_lange_Bande ATATGTCTGA CAGAGTACAG CCGAATATIT ATGGGTT-
RT- P(‘P. IDETEELS Ml =5 f”oc‘hlea _lange Bande ATATGTICTGA CAGAGTACAG CCGAATATIT ATGEETT~
RI-PCR_IDGTEEZ0 }[l 56 _cochlea 1 ange_ Bands ATATCTCTCA CAGCAGTACAG CCGAATATIT ATGCCOGCIT~
RT— PCR71D67EEO 17]“[175 biRetlnailanqeiBandei ATATGTCTGEA CAGAGTACAG CCGAATATTT ATTGGGETT
RT-PCR_ID&7EEZ27_M1l_56 Retina_lange_ Bande ATATGTGGEA CAGAGTACAG CCGAATATIT ATGGEETT~
RT-PCR_TIDG7EEZ22 M1 _56_Retina lange_ Bande ATATGTCTGA CAGAGTACAG CCGAATATTT ATGGGTT~
RT-FCR_ID&7EDS7 ]“[1 -1 Cﬁrebel lum_lange ! Eande ATATGTCTGA CAGAGTACAG CCGAATATTT ATGEETT-~
RT— PCR IDG7EE31 ]“[1 56 Cercbellum_ . langes ] Bande ATATGTCTGEA CAGAGTACAG CCGAATATTT ATGGEETT~
RT-PCR_TID67EE33 Ml 56 Cerebellum lange Bande ATATGTOTGA CAGAGTACAG COGAATATTT ATGGETT~
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Anhang 11: Sequenzvergleich der 3’Enden aller kurzen Transkripte aus 3’RACE-PCR und
RT-PCR in Cochlea, Retina und Cerebellum

RT-PCR_IDE7ERLT_Cochlea_kurz:
RT-PCR_ID&7EEL3_Cochlea leurz:
RT-PCR_IDEVERE14_Cochlea_kurz:
RI-PCR_IDE7EELS_Cochlea_kurz:
RT-PCR_ID&E7EROZ_Retina_kurz:
RI-PCR_IDEVEEZS R
RI-PCR_IDE7EE30_R.
RT-PCR_ID&E7EDIS_C ] :
RI-PCR_IDEVEE3Z Cerebellum kurz:
RI-PCR_IDE7EES34_Cerelellum lurz:
RI-PCR_IDETEEOO_Cerebellum kurz:
3RACE-PCR_05FB28 Cerebellum kurz
3RACE-PCR_O0S5FB2S_ Cersbellum kurz
3RACE-PCR_0BFCO]_Carebellum kurz

z

z

z

3RACE-PCR_O5FC20 Cerebellim Kur
JRACE-PCR_05FCZl Cerebellum kur
3RACE-PCR_O0S5FC23_Cerebellum_kur

RTI-FCR_IDETERLT7_Cochlea kurz:
RI-PCR_ID&7EEL3 Cochlea kurz:
RI-PCR_IDE7EE1l4_Cochlea kurz:
RTI-FCR_ID&7EELS Cochlea kurz:
ina_lkurz:

RT-PCR_IDE7EEOQZ_Ret
RT-PCR_ID&7EE28_R
RI-PCR_IDE7EE30_R
RT-FCR_IDG7EDIB_C: .
RT-PCR_ID&7EE32_Cerebellum lourz
RI-PCR_ID&7EE34_Cerebellum kurz
RT-PCR_ID&7ER00_Cerebellum_laurz
SRACE-PCR_DBFBSE_Cerebellum_lurz
SRACE-PCR_0BFB99_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OSFCO1_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OBFC20_Cerebellum_kurz
3RACE-PCR_OQS5FC2]1_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OBFC23_Cerebellum kurz

RI-PCR_IDEVEEL7_Cochlea_kurz:
RI-PCR_ID&J7EEL3_Cochlea kurz:
RI-PCR_ID&7ER14_Cochlea kurz:
RI-PCR_ID&VEELS_ Cochlea kurz:
RI-PCR_IDE7EEQOZ_Retina_kurz:
RI-PCR_ID&7EEZE_R
RI-FCR_ID&7EE30 Retina kurz:
RI-PCR_IDETEDSS Cerelsellum lurz:
RI-PCR_ID&7ERE32Z_Cerebellum_kurz:

RI-PCR_IDG7EE34 Cerebellum kurz
RT-PCR_IDE7ERQ00_Cerebellum lkurz:
3RACE-PCR_OLBFB98_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OS5FBE99 Cerebellum kurz
3RACE-PCR_O0BFCO01l_Cerebellum kurz
JRACE-FCR_0O5FC20_Cersbellum lurs
3RACE-PCR_OS5FCZ1_Cerebellum_ kurz
3RACE-PCR_0BFCZ23 Cerebellum kurz

RT-PCR_ID&7EEL7_cochlea_kurz
RT-PCR_ID&7EE13_Cochlea_kurz
RT-PCR_ID&E7EREL4_Cochlea_lkurz
RI-PCR_IDE7EELS Cochlea kurz
RT-PCR_ID67EEO2_Retina_ kurz:
RI-PCR_IDE7EE2E_R
RT-PCR_IDE7EE30_Retina_
RI-PCR_IDE7EDSE_Cerelellum lurz
RI-PCR_ID&7EE3Z_ Cerebellum kurz
RT-PCR_ID&7EE34_Cerebellum_lkurz
RI-PCR_ID&7EREOO_ Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OQOS5FBS8_Cerebellum_kurz
SRACE-PCR_OSFB99 Cerebellum kurz
JRACE-PCR_O05FC0l Cerebellum kurz
JRACE-PCR_OQL5FCZ0_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_O0S5FCZ]l_Ceresbellum_ kurz
SRACE-PCR_O0O5FCZ3_Cerebellum kurz

RI-PCR_IDE7EEL7_Cochlea kurz:
RI-PCR_IDE7EEL3_ Cochlea kurz
RI-PCR_IDE7EREL4 Cochlesa kurz
RT-PCR_IDE7EELS_cochlea_kurz
RT-PCR_ID&VEEOZ_Retina_kurz:
RT-PCR_IDGE7EE28 Retina kurz:
RT-PCR_IDE7EE30_Retina_kurz:
RT-PCR_ID&TEDY8_Cerebellum kurz
RT-PCR_IDE7EE32_Cerebellum lkurz
RT-PCR_IDE7EE3L_Cerebellum laurz
RT-PCR_ID&VEEOO_Cerebellum_ kurz
3RACE-FCR_OBFB%E8_Cerebellum kurz
3RACE-FPCR_0O5FB99 Cerebellum kurz
SRACE-PCR_OSFCO1_Cerebellum kurz
3RACE-PCR_OQ5FC20_Cerebellum_kurz
3RACE-PCR_OS5FCZ1_Cerebellum_kurz
3RACE-PCR_DBFC23_Cerebellum kurz

GEAGTAGAGARAGTCOAGOAGAG T GOTGOARCAGA' CATAG TETTOTAS
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCACAGGCCT GCTGCAACACATCTCATAGTGTTCTGT TCTACGS
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTIGCTGCAACAGATCTCATAGTGTITCTGTITCTAGS
GGEAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGUCT GCIGCAACAGATCT CATAGT GTITCT GI TCTAGG
GEAGTAGACAAACTCCAGCACAGCCCT GCTGCAACASATCT CATAGTGTTCTGT TCTACS
GGAGTAGAGRAAAGTCCAGCAGAGGCCTIGCTGCAACAGATCTCATAGTGTITCTGITCTAGS
GGAGTAGAGARAGTCCAGCAGAGGCCIGCIGCAACAGATCT CATAGTIGITCIGITCTAGG
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCGGAGGCCTGCTGCAACACATCT CATAGTGTTCTGT TCTAGS
GEAGTAGAGAAGETCCAGCAGAGECCI GCIGCAACAGATCICATAGIGIICIGITCIACS
GGAGTAGAGARRAGTCCAGCAGAGECCIGCIGCAACAGATCT CATAGTIGITCIGITCTIAGG
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCTGCTGCAACACGATCT CATAGTGTTCTGT TCTAGS
GEAGTAGAGARAGTCCAGCAGAGECCIGCIGCAACAGATCICATAGIGITICIGITCIACS
GGAGTAGAGARAGTCCAGCAGAGECCIGCIGCAACAGATCT CATAGTIGIICIGITCIAGS
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCT GCTGCAACAGATCT CATAGIGTTCTIGT TCTAGS
GEAGTAGAGARAGT CCAGCAGAGGCCIGCIGCAACAGATCTICATAGIGITICTIGITCIAGS
GGAGIAGACGAAAGTICCAGCAGAGEGCCIGCIGCAACAGATCTICATAGIGITICIGITCIAGS
GGAGTAGAGAAAGTCCAGCAGAGGCCT GCTGCAACAGATCT CATAGIGTTCTGT TCTAGS
R I e

TCTTCACTARACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
ITCITCACTIAACAGTITIGAGITTITCGAAACGTICAGATATGICT GACAGAGTIACAGCCGAAT A
TCTTCACTARACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TOTTCACT AACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCOGAAT A
TCTTCACTAACAGTTIGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGICGAATA
TCTTCACTAACAGTT GAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAAT A
TCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCCAAACCTCACGATATCGTCT GACAGACSTACAGCCGAATA
TCTTCACTAACAGTTGAGTITTTCGAAACGT CAGATATGTCT GACAGAGTACAGICGAATA
TCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCCAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TCTTCACTAACAGTTGAGTTTTCCAAACGCTCAGATATCGTCT GACAGACSTACAGCCGAAT A
TCTTCACTAACAGTTIGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TCTTCACTARACAGTTIGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAATA
TCTTCACTAACAGTT GAGTTTTCEGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGAAT A
ICTITICACTARCAGTTIGAGIITTCGAAACGICAGATGIGICT GACAGAGTIACAGCCGAATA
TCTTCACTARACAGTTIGAGTTTTCGAAACGTCAGATATGTCT GACAGAGTACAGCCGARATA
B T T T Tk T T T I

ITTATGGGITI-
ITTATGGGTT—
TTTATGGGTT—
ITTATGGGITI-
ITTATGGGIT—
ITTATGGGTT—
TTTATGGGTT—
ITTATGGGITI—
TTTATGGETT
ITTATGGGITI-
TTTATGGGTT—

TTTATCGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAATCATAAATGTATGCTCAATATTACTGCT
ITTATGGGIITCCCATGTAGAATAAAT I TAAATCATAAATGTIATGCIGAATATTIACTGCT
ITTTATGGGTTTCCCATGTAGAATARATTTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCT
TTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAATCAT AAATGTATGCTGAATATTACTGET
TTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCT

TTTATGGGTTTCCCATGTAGAATARATTTAAATCATAAATGTATGCTGAATATTACTGCT
rEErEr e

IAAATCAT TGAAAGAAAGCCITCGTIAGCAACAATAGAAARTAAAGTIGATITICCITIARAGGA
TAAATCATTGAAAGAAAGCCITCGTAGCAACAATAGAAAATAAAGTIGATITICCTTARAGGA
IAAATCAITCGAAAGAARAGCCITCCTAGCAACAATACARRARTARRAGTCGATTICCITARAGCA
IAARATCATTIGRAAGRARAGCCITCSTAGCAACARTAGARRRTARRAGTGATITCCITIARACGTA
TAAATCATTGAAAGAAAGCCITCGTAGCAACAATAGARAAATAAAGTCGATTICCTITARAGGA
TAAATCAT TGAAAGAAAGCCITCGTIAGCAACAATAGAAAATAAAGTIGATICCTITAAAGGA

150
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
GAAARARAAARAAARAAAGTACTAGT CGACGCGTGGCC 277
£ 277
GAAAARARAARAAAAARMAAAACAACTACTAGACGACCSGT 279
GAAAMMAAARAR AR AR AAGTIACTAGTCGACGCCIGGECC—— 277
GARAABAALARAARAAAGTACTAG-TCGACGCET GGCC— 277
GARAAARARARAAARRAANGTACTAGTCGACGCGT GGCC— 278

120
1z0
120
120
120
120
1z0
120
120
1z0
120
120
1z0
120
120
120
120

130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
120
120
180
180
180
180

130
130
130
130
130
130
130
130

240
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Anhang 12: Sequenzvergleich der 3’Enden aller langen Transkripte aus 3’RACE-PCR und
RT-PCR in Cochlea, Retina und Cerebellum - Teil 1

RI-PCR_ID&E7EELS_Cochlea_lang:
RT-PCR_IDE7EELE Cochlea lang:
RI-PCR_ID&7EEZ0_Cochlea lang
RI-PCR_IDE7EE1l Cochlea lang:
RI-PCR_IDE7EE1Z Cochlsax lang

RT-FCR_ID&7EE0Q]l_Retina_ lang:

AT-PCR_IDE7EE27 Retina_ lang
RI-PCR_ID&7EE29_Retina_lang:
RT-PCR_ID&E7EDS7_Cersbellum_lang
RT-PCR_IDS7EE31_Cerebellum lang
RI-PCR_ID&7EE33_ Cerepellum lang
3RACE-PCR_O0GFCO0Z2_ Cerebellum lang:
SRACE-PCR_O0GFCO3_ Cershkellum lang:
3RACE-FCR_0S5FC12 Cerebellum lang:
3RACE-PCR_OSFC13_Cerebellum lang:
SRACE-PCR_05FC14_Cerepellum_lang:
3RACE-FCR_O5FC15_Cerebellum_lang:
3RACE-PCR_05FCl9 Cerebellum lang:

RT-PCR_ID&7EEL1S_Cochlea lang:
RT-FCR_IDE7EE16_Cochlea lang:
RT-PCR_IDE7EE20_Cochlea_lang
RI-PCR_ID&VEEll Cochlea lang
RT-PCR_ID&E7EELZ_Cochlea_lang
RI-PCR_ID&VEECLl Retina lang:
RI-PCR_IDE7EEZ7 Retina lang:
RI-PCR_IDE7EEZ2 Retina lang:
RT-PCR_IDE7EDY7_Cerebellum_langs:
RTI-PCR_ID&E7EE3]_Cerebellun_lang
RT-PCR_IDE7EE33_Cerebellum_langs:
3RACE-FCR_OS5FC0Z_Cerebellum_lang:
3RACE-PCR_OSBFCO03_Cerebellum lang:
SRACE-PCR_O0GFC12_ Cersbkellum lang:
3RACE-FCR_0SFC13 Cerebellum lang:
3RACE-PCR_O0S5FCld_Cerebellum lang:
3RACE-FCR_0GFC15 Cerebellum lang
3RACE-FPCR_0S5FC19 Cerebellum lang:

RI-PCR_IDE7EELS Cochlea lang
RI-PCR_IDE7EE1E Cochlsax lang
RI-PCR_IDE7EEZ0_ Cochlea lang
AT-PCR_IDE7EE1]l_Cochlea_ lang
RI-PCR_IDE7EELZ_Cochlea_lang:
RT-PCR_ID&E7EEO]_Retina_lang:
RI-PCR_ID&VEEZ7 Retina lang:
RI-PCR_IDE7EEZS Retina lang:
RI-PCR_IDE7EDS7_ Cerebellum lang
RI-PCR_IDE7EE31l_Cersbsllum_ lang
RT-PCR_IDE7EE33 Cersbellum lang
3RACE-PCR_OSFCOZ_Cerebellum_lang:
3RACE-FCR_OS5FCO3_Cerepel lum_lang:
3RACE-FCR_O5FC12_Cerebellum_lang:
SRACE-PCR_05FC1l3 Cerebellum lang:
3RACE-PCR_0LFCl4d_ Cerebellum lang:
SRACE-PCR_O0OGFC15_Cersbellum lang:
3RACE-PCR_OSFC18 Cerebellum lang:

RT-PCR_ID&E7EELS_Cochlea_lang:
RT-PCR_ID&7EEL6_Cochlea lang
RI-PCR_ID&7EEZ0_Cochlea lang:
RI-PCR_IDE7EEL1l Cochlea lang
RI-PCR_IDE7EE1Z Cochlea lang
RT-FCR_ID&7EE0] _Retina lang
RT-PCR_ID67EE27_Retina_lang
RT-PCR_ID&E7EEZ9_Retina_lang:
RT-PCR_ID&E7EDS7_Cerebellum_lar
RT-PCR_IDS7EE31 Cerebellum lang
RI-PCR_ID&7EE33 Cerebellum lang
JRACE-PCR_O0OGFCOZ_ Cerehbellum lang:
3RACE-PCR_OGFCO03_Cersbellum lang:
SRACE-PCR_05FC12 Cershellum lang:
3RACE-PCR_O0SFC13_Cerebellum_lang:
3RACE-FCR_OS5FCl4_Cerepellum_lang:
3RACE-FCR_O5FC1l5_Cerebellum_lang:
SRACE-PCR_05FC1lY9 Cerebellum lang:

RI-PCR_IDE7EE1E Cochlsa lang:
RT-PCR_IDE7EE1G6_Cochlea lang
RT-PCR_IDE7EEZ20_Cochlea_lang
RT-PCR_ID&E7EEL]l_Cochlea_lang:
RT-PCR_IDS7EE1Z_Cochlea_lang
RI-PCR_ID&VEECL Retina lang:
RI-PCR_IDE7EEZ7 Retina lang
RI-PCR_IDE7EEZ2 Retina_ lang:
RT-FCR_ID&7EDS7_ Cershsllum lang
RT-PCR_ID67EE3]1_Cerebellum lang
RT-PCR_ID&E7EE33_Cerebellum_lan
3RACE-FCR_OS5FC0Z_Cerebellum_lang
SRACE-PCR_OSFCO3_Cerepellim lang:
SRACE-PCR_OGFC1Z_Cersbellum lang:
3RACE-PCR_O0LFCl3_ Cerebellum lang:
SRACE-PCR_0GFCld_Cersbellum lang:
SRACE-PCR_0SFC1S Cershellum lang:
3RACE-PCR_0S5FC19 Cerebellum lang:

CTAACTACTAAGT TCATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGCAACAAT TAT CCAAALGCCT
CTAACTACTAAGT TCATATGCCCCACCTTTCTGAGGTT GGGAACAAT TATCCAAAAGCCT
CGIAACTACTAAGITGATATIGCCCCACCITICTIGAGEGITIGGCARACAATTATCCARRARAGCCT
CIAACTACTIAAGITCGATATGCCCCACCITICIGAGGITIGGCAACAAT TAT CCARRRAGUCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCTIGAGGTT GGGAACAATTAT CCAARRGCCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGGAACAATTAT CCAAARAGCCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGGAACAAT TAT CCAAALGCCT
GIAACTACTAAGTITCGATAT GCCCCACCTTTICT GAGETT GGEAACAAT TAT CCAAANGCCT
CTAACTACTAAGTTCATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGCAACAAT TAT CCAAALGCCT
CTAACTACTAAGTTCATATGCCCCACCTTTCTGAGGTT GGGAACAAT TATCCAAAAGCCT
CGIAACTACTAAGITGATATIGCCCCACCITICTIGAGEGITIGGGAACAATTATCCARRARAGCCT
CIAACTACTIAAGITCGATATGCCCCACCITTICICGAGGITIGGCAACAAT TAT CCARRRACGUCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCTIGAGGTT GGGAACAATTAT CCAARARAGCCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGGAACAAT TAT CCAAARAGCCT
GTAACTACTAAGTTGATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGGAACAAT TAT CCAAAAGCCT
GITAACTIACTAAGTITGATATGCCOCACCTTICT GAGGTT GGCAACAAT TAT CCAAAAGCCT
CTAACTACTAAGTTCATATGCCCCACCTTTCT GAGGTT GGCAACAAT TAT CCAAANLGCCT
GCIAACTACTAAGITCGATATIGCCCCACCTITICTIGAGEGTITIGGCAACAATTAT CCAAAAGCCT

B T o

CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTITTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGT TTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CITIIITTATTAACATAACITAGCICACTAGIITCITIITGCTITIICCACCCARACACGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
CITIIITTATTAACATAACITAGCICACTAGIITCITIITIGCTITIICCACCCAACTCGGACT
CITITITTATTAACATAACTITAGCICACTAGITTCTITITITIGCTITICCACCCAACTCOGGACT
CITTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTITTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGT TTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGT TTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCTCACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CITTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTITTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTITTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTITTGCTTTCCACCCAACTCGGACT
CTTTTTTTATTAACATAACT TAGCT CACTAGTTTCTTTTGCTTTCCACCCAACT CGGACT
b i e T o e e e e

CICAACTTGITIATTTCAT I I CACAG- CCAGTIAGACGARAAGI CCAGCAGAGCCCIGCTGUAR
CTCAACTTGTTATTTCATTT CACAG-GGEAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCTGCAR
CICAACTTGITIATTTCAT I I CACAG- CCAGTIAGACGARARAGI CCAGCAGAGCGCCIGCTGUAR
CTCAACTTGTTATTTCAT I T CACAG-GGAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGUT GCAA
CTCAACTTGTTATTTCATTT CACAG-GGAGT AGACGAAAGT CCAGCAGAGCGCCTGCT GCARA
CTCAACTTCTTATTTCATTIT CACAGCGGAGTAGACGAAAGT CCAGCAGAGCCCTGCT GCAR
CICAACTIGITATTTCAT CICACAG - CCACTACGAGAAAGTI CCAGCAGAGCGCCIGCTGCAR
CICAACTIGITATTTCATIIICACAG-GEAGCTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGICTIGCTGCAR
CTCAACTTGTITATTTCATTT CACAGGGAAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCTGCAR
CTCAACTTGTTATTTCATTITT CACAG-GGAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCTGCARA
CTCAACTTGTTATTTCATTT CACAG-GEAGT AGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCT GCAA
CTCAACTTGTTATTTCAT T CACAG-GGAGT AGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCT GCAA
CTCAACTTGTTATTTCATTT CACAG-GEAGTAGACGAAAGT CCAGCAGAGCGCCTGCT GCAR
CTCAACTTCTTATTTCATTT CACAG-GOAGCTAGACGAAAGT CCAGCAGAGCCCTGCT GCAR
CICAACTIGITATTTCAITIICACAG - CCACTACGAGAAAGT CCAGCAGACGCGCICIGTTGCAR
CICAACTIGITATTTCATI T I CACAG-GEAGCTACGAGAAAGT CCAGCAGAGGICTIGCTGCAR
CTCAACTTGTTATTTCATTT CACAG-GGAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCTGCAR
CTCAACTTGTTATTTCATTITT CACAG-GGEAGTAGAGAAAGT CCAGCAGAGGCCTGCT GCAA
B T e T

CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGIGITCIGITCIAGGICTICACTARACAGITCGAGIIITCGARACGTC-AG
CAGATCICATAGIGIICIGITCIAGGICIICACTAACAGITCGAGITITCCGARAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTIGTI TCTAGGTCTTCACTAACAGTI TGAGTITTTCGARACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TGAGTTTTCGARACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGTI TCTAGGTCTTCACTAACAGT TGAGT TTTCGAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGTI TCTAGGTCTTCACTARCAGT TCGAGTTT TCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCARAACGTCCAG
CAGATCTICATAGIGCICIGITCIAGGICTIICACTARACAGITCAGITIITCGARRACCGTIC-AG
CAGATCICATAGIGIICIGITCIAGGICTIICACTAACAGITCGAGITITCCGAAACGTIC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TGAGTTTTCGARACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TGAGTTTTCGARACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGI TCTAGGTCTTCACTAACAGT TGAGTTTTCGAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGI TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGTGTTCTGT TCTAGGTCTTCACTAACAGT TCAGTTTTCCAAACGTC-AG
CAGATCTCATAGIGITICIGITCIAGOICTIICACTAACAGITCAGITIITCGARACCSTIC-AG

Ak k kb d A khh bk Ak k kA d E Ek ok ko k ko k ok ok hh khhhhkd ko h Ak kk ko h F

ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGGETT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGETT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT G
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGGTT
ATATGTCTGACAGACGTACAGCCGAATATTTATGGGTT
ATATGICIGACAGAGTIACAGCCGAATATTITATTGGGIT
ATATGIGCCACAGAGTIACA
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGGTT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGETT
ATATGTCTGACAGACTACAGCCGAATATTTATGGST T ————————————————— —— ——— —
ATATGTCTCACAGAGTACAGCCGAATATTTATCGCTTTCCCATCTAGAATAAATTTAAAT
ATATGTCTGACAGACTACAGCCGAATATTTATGGCTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAAT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAAT
ATATGICTGACAGAGTIACAGCCGAATATTITATGGCIITCCCATCIAGAATAAATTTAAAT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTATGGGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAAT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGEGTTTCCCATGTAGAATAAATTTAAAT
ATATGTCTGACAGAGTACAGCCGAATATTTAT GGETTTCCCATGT AGAATAAAT TTAAAT
I S T S S S

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

179
179
179
179
179
180
179
179
180
179
179
179
179
179
179
179
179
179

238
238
238
238
238
239
238
238
239
259
238
238
238
238
238
238
238
238

275
275
275
275
275

275

276
276
275
298
298
298
298
298
298
298
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Anhang 13: Sequenzvergleich der 3’Enden aller langen

RT-PCR in Cochlea, Retina und Cerebellum - Teil 2

RI-PCR_ID&7EE1l5_ Cochlea lang:
RI-PCR_ IDO7EEJ.6 Cochlea
RI-PCR_ID&7EEZ20_Cochle
RI-PCR_ID&7EE1l Cochlsa lang
RT-FCR_ID&7EE1Z_ Cochlsa lang:
RT-PCR_IDE7EE0]l_Retina_ lang:
RI-PCRE_ID&7EEZ7_Retina_lang:
RT-PCR_ID&E7EEZ29_Retina_lang:
RI-PCR_ID&YVEDS7 Cersbellum lang
RI-PCR_ID&7EE31l Cerebellum lang
RI-PCR_ID6&7EE33 Cersbellum lang
3RACE-FPCR_ 05FC02_Cersbellum _lang
3RACE-FCR_0OSFC03 Cerebellum lang:
3RACE-FCR_OSFC12_Cerebellum_lang:
3RACE-P 0S5FCl3_Cerebellum_lang:
3RACE- PC—«\ 05FC14 rerebellum _lang:
ZRACE-PCR_O0G5FCLlE Cerebell\.\m _lang:
3RACE- Pk.? QO5FC19 Cﬂrebellumilanq'

QT-PCR_IDE7EE1S Cochlea lang:
RT-PCR_IDE7EE16_Cochlea_lang
RT-PCR_IDE7EEZ0_Cochlea_lang:
RTI-PCR_ID&VEE1l Cochlea lang
RI-PCR_  IDE7EE1Z Cochlea _lang
RI-PCR_IDE7EEOQL Ret:\_ra lang
RI-PCR_  IDETEEZT _Retina lang
RT-FCR_ID&7EE29 Retina lang:

RT-PCR_ID&7EDS7_ Cerebellum lang:
RI-PCR_ID&7EE31l Cerebellum lang
RI-PCR_IDG7EE33 Cerebellum lang
SRACE- PC‘-k O5FCOZ Cerebellum _lang:
3RACE-PCR_O0LFCO3 “Cerebellum _lang:
SRACE— PCRiﬂE\FClzicerebellumilu g
3RACE-FCR_OSFC13_Cerebellum_lang:
3RACE-FCR_O5FC1l4_Cerepbellum_lang:
3RACE-FPCR_OBFC15_Cerebellum lang:
3RACE-FCR_OS5FC19_Cerebellum_lang:

RI-FPCR_IDE7EE1S_Cochlsa lang:
RT-PCR_IDE7EE16_Cochlea lang
RT-PCR_IDE7EE20_Cochlea_lang
RT-FCR_ID&7EE11l_Cochlea lang
RT-PCR_TID&7EE1Z_ Cochlea lan
RI-PCR_ID&7EEOLl Retina lang
RI- PCR71307EE277Ret1railang
RI-PCR_IDE7EEZ% Retina lang:

RT-FCR_ID&7ED97_ Cersbsellum lang
QT-PCR_IDE7EE31_Cerebellum_lang
RI-PCR_ID&7EE3S3_Cerepellum_lan
3RACE- PC:{ 05FCOZ CextbelLum _lang
SRACE- P("_-\ OSFCO3 Cerebellum _lang:
SRACE-PCR_O0OGLFCL2 Cﬂrebellum _lang:
3RACE-PCR_0GFCl3 Cerebellum _lang:
3RACE-PCR_05FC14_Cersbellum_lang
SRACE-PCR_0S5FC1S Cershellum lang:
3RACE-PCR_O0SFC19_ Cerebellum_lang:

CATAAATGTATGCTGAATAT CACTGCTTAAATCATT GAAAGARAGLCTTCGTAGCAACAR
CATAAATGTATGCTGAATATCACTGCTTARATCATT GAAAGARAGCCTTCGTAGCARACAR
CATAAATGTATGCTGAATAT TACT GCTTAAAT CATT GAAAGAAAGCCTTCGT AGCAACAA
CATAAATGTAT GCTGAATAT TACT GCTTAAAT CATT GAAAGARAGCCTTCGTAGCAACAR
CATAAATGTATGCTCGAATAT TACTGCTTAAATCATTGAAAGAAAGCCTTCGTAGCAACAR
CATAAATCGIATGCTIGAATATTACTIGCITAAAT CATTIGARAGARAGCCTICGIAGTARACAR
CAIARATGIATGCTCGAATATI TACTIGCTITAAAT CATTGAARAGARAGUCTTICGIAGCARACAR

TAGAAAATAAAGIGATTICCITARAGCAGAAAARARAPAAARRARAPMAARAR
TAGAAAATAAAGIGATTCCITARAGCACARR AR AR AR R R AR ARRRRD.

TAGARARAATAAAGTGATTCCITAAAGGAGARARARRRAAARAARADARRRALARAARBDLAAMN—
TAGAAAATAARGTGATTCCT TAAAGGAGARAAARLMNAANADDANAADLDARAADD AN —
TAGAAAATAMAGTGATTCCT TAAAGCAGAAAAMMDAAARADRDADAPAADADANDD DDA N —
TAGAAAATAAAGTGATTCCT TAAAGGAGAAAAAAARAAAAAAAAAAAALARAAARADNAANA —
TAGAAAATAAMAGTGATTCCT TAAAGCAGAAAAMMDAAANABDDAADDDADANDD DD DN AR

—GTACTAGTCGACGCGTGGCC 427
—-GIACTAGCTICGACGCGIGGCC 4zv
~AAGTACTAGICGACGCGIGECC 439
—AAGTACTAGTCGACGCGTGGCC 439
- AAGTACTAGTCGACGCGTGGCC 439
- AAGTACTAGTCGACGCGTGGCC 439
ADPAAAANDAAPMAALANARAANLGTACTAGTCAACGCGTGGEC 460

275
275
275
275
275
277
275
275
27é
27¢a
275
358
358
358
358
358
358
358

275
275
275
275

277
275
275
276
276
275
407
407
417
417
417
417
418

Transkripte aus 3’RACE-PCR und
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