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VERFAHREN ZUR FESTSTELLUNG VON FRAMESHIFT-MUTATIONEN IN
KODIERENDEN NUKLEINSAUREN

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von
Frameshift-Mutationen in kodierenden Nukleinsauresequenzen.

~ Genetische Information ist in kodierenden Nukleinsauren in Form von
Basentriplets oder Kodons organisiert. Bei der Gensynthese treten jedoch
haufig Fehler in Form unterschiedlicher Arten von Mutationen auf. Bei den
Mutationen handelt es sich grofdteils um Einzelbasendeletionen und
Insertionen (ca. 90 %). Im Gegensatz zu den meisten Substitutionen fiihren
nahezu alle Insertionen und Deletionen zu so genannten Frameshifts. Geht
eine Base eines Gens im Rahmen einer Mutation verloren (Deletion) oder
wird eine Base hinzugefiigt (Insertion), so verandert sich das Leseraster der
nachfolgenden Basentriplets. Eine Frameshift-Mutation hat biologisch
wesentlich groBere Auswirkungen als eine Substitution. Ab der Insertion/
Deletion werden andere Aminosauren kodiert und es kommt meist zu einem
Abbruch der Translation durch out-of-frame Stoppkodons.

Mit zunehmender Lange eines synthetisierten Gens steigt die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Mutation stark an. Der GroRteil
der ungewollten Mutationen kommt durch das Fehlen oder die Insertion von
Einzelbasen in Oligonukleotiden zustande. Die Wahrscheinlichkeit einer
Substitution einer Base liegt bei der Synthese von Genen oder
Genbibliotheken bei etwa 0,1-0,2 %o pro Position, die Wahrscheinlichkeit fur
eine Insertion/Deletion liegt bei 1,0-1,56 %0 pro Position. Beispielsweise
beobachteten Kong et al., Nucleic Acids Res. (2007), 35:e61 bei der Chip-
basierten Gensynthese eine Deletionsrate von 1,48 %o pro Position und eine
Substitutionsrate von 0,3 %. pro Position. Etwa die Halfte der Substitutionen
kommt wiederum durch PCR-Fehler zustande.
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Die bei Insertionen und Deletionen auftretende Verschiebung des
Leserasters kann genutzt werden, um Uber einen Reportervektor solche
Nukleinsdure-Fragmente zu selektieren, deren Leseraster intakt ist. So
offenbart die europaische Patentanmeldung EP 0 872 560 ein Verfahren zur
Bestimmung von Frameshift-Mutationen, bei dem mittels homologer
Rekombination ein Konstrukt erzeugt wird, das einen Promotor, ein zu
untersuchendes Gen und im gleichen Leseraster mit dem zu
untersuchenden Gen ein Reportergen enthalt. Bei der Expression des
Leserasters wird ein  Fusionsprotein  erhalten, welches die
Reportergenfunktion beinhaltet. Dieses kann Uber phénotypische

Eigenschaften nachgewiesen werden.

Problematisch ist allerdings, dass das zu untersuchende Gen fir die in
EPO 872 560 beschriebene Vorgehensweise keine internen Stoppkodons
innerhalb des offenen Leserasters (ORF) aufweisen darf. Dies ist jedoch bei
vielen synthetisierten Genen der Fall.

Angesichts der obigen Problematik war die Aufgabe der vorliegenden
Erfindung, ein Verfahren zur Bestimmung von Frameshift-Mutationen
bereitzustellen, das flir beliebige codierende Nukleinsduren und
insbesondere auch fir Nukleinsduren, welche interne Stoppkodons
umfassen, geeignet ist.

Erfindungsgemal wird diese Aufgabe gelést durch ein Verfahren zur
Bestimmung von Frameshift-Mutationen in kodierenden Zielnukleinsauren,
welche die Schritte umfasst:

(i) Bereitstellen einer Wirtszelle, umfassend eine doppelstrangige
Nukleinsdure, welche eine kodierende Zielnukleinsaure und eine dazu
komplementére, kodierende Gegenstrangnukleinsdure umfasst, worin
die Gegenstrangnukleinsdure in operativer Verknipfung mit einem
Reportergen in 3' Position vorliegt;

(i) Bewirken der Expression der Gegenstrangnukleinsaure; und

(iii) Bestimmen, ob in der Wirtszelle eine Expression des Reportergens
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erfolgt,
worin die Expression des Reportergens anzeigt, dass die Zielnukleinsiure
keine Frameshift-Mutation aufweist.

Der Begriff ,keine Frameshift-Mutation” ist erfindungsgemall so zu
verstehen, dass die Zielnukleinsdure entweder lberhaupt keine Frameshift-
Mutation aufweist oder dass in der Zielnukleinsaure mehrere Mutationen
vorliegen, die fiir sich betrachtet, zu einer Verschiebung des Leserahmens
filhren wiirden, die sich aber gegenseitig wieder aufheben. Beispielsweise
kann in der Zielnukleinsdure eine Kombination von Insertionen und
Deletionen vorliegen, die sich aber gegenseitig wieder aufheben, so dass
keine Anderung des Leserasters auftritt und das Reportergen weiter korrekt

abgelesen werden kann.

Die Erfinder haben herausgefunden, dass fiir die Bestimmung von
Frameshift-Mutationen anstelle der kodierenden Zielnukleinsaure eine dazu
komplementére kodierende Gegenstrangnukleinsdure genutzt werden kann.

Der Begriff ,kodierend” ist in diesem Zusammenhang so zu verstehen, dass
die Gegenstrangnukleinsaure so beschaffen ist, dass sie die Expression des
3' verkniipften Reportergens ermoglicht. Die Gegenstrangnukleinsdure muss
zu diesem Zweck aber nicht unbedingt durch einen offenen Leserahmen

definiert sein.

Bei der Durchfiihnrung des erfindungsgemaRen Verfahrens wird zunachst
eine Wirtszelle bereitgestellt, die eine doppelstrangige Nukleinsaure umfasst,
welche eine kodierende Zielnukleinsdure und eine dazu komplementare,
kodierende Gegenstrangnukleinsdure enthalt. Bei der Zielnukleinsdure
handelt es sich vorzugsweise um eine synthetisch erzeugte Sequenz. Die
Gegenstrangnukieinsdure ist in der Wirtszelle operativ mit einem
Reportergen verkniipft, welches sich stromabwarts in 3'-Position befindet.

Wenn die Gegenstrangnukleinsdure intakt ist, d.h. keine Mutationen wie
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insbesondere Insertionen oder Deletionen aufweist, die eine Anderung des
Leserasters zur Folge haben, so wird bei der Expression ein
Fusionspolypeptid erhalten,. das die von der Gegenstrangnukleinsaure
kodierte Aminosauresequenz sowie C-terminal davon die
Aminoséauresequenz des von dem Reportergen kodierten Produkts aufweist.
Wenn die Gegenstrangnukleinsdure dagegen eine Frameshift-Mutation
aufweist, d.h. insbesondere eine Insertion oder Deletion, durch die sich das
Leseraster dndert, so flihrt diese Verschiebung des Leserasters dazu, dass
das Reportergen nicht in-frame zu der kodierenden
Gegenstrangnukleinsaure liegt. Folglich wird das Reportergen nicht
exprimiert. Der Reporter wird also nur dann exprimiert, wenn das Leseraster
des Gegenstrangs intakt ist.

Wenn die Gegenstrangnukleinsdure keine Frameshift-Mutationen aufweist,
so kann daraus geschlossen werden, dass auch die komplementare

Zielnukleinsaure selbst intakt ist und keine Frameshift-Mutationen aufweist.

Das Verfahren der vorliegenden Erfindung hat den Vorteil, dass selbst bei
Vorliegen von internen Stoppkodons in der Zielnukleinsdure eine
Bestimmung von Frameshift-Mutationen mittels Verwendung eines
Reportergens maoglich ist. Interne Stoppkodons der Zielnukleinsdure werden
bei der Nutzung des Leserasters im Gegenstrang als Leu bzw. Ser
translatiert. Die Nutzung eines Leserasters im Gegenstrang hat weiterhin
den Vorteil, dass eine mdogliche Toxizitdt des von der eigentlichen
Zielnukleinsdure kodierten Proteins fiir die Wirtszelle nicht relevant ist, da
nur der Gegenstrang translatiert wird.

Fir die Durchfuhrung des erfindungsgemaRen Verfahrens ist eine
kodierende Gegenstrangnukleinsdure erforderlich. Ein Leseraster im
Gegenstrang kann ggf. durch entsprechende Optimierung der
Gegenstrangsequenz erreicht werden. Weiterhin solite die
Gegenstrangnukleinsdure keine internen Stoppkodons enthalten. Die
komplementiren Kodons zu den drei Stoppkodons sind relativ selten, daher
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enthilt ein Leseraster im Gegenstrang in der Regel keine Stoppkodons. In
einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Gegenstrangnukleinsiure ggf.

so optimiert, dass keine internen Stoppkodons enthalten sind.

In einer bevorzugten erfindungsgemaBen Ausfihrungsform ist die
Gegenstrangnukleinsaure in der Wirtszelle in 3'-Position operativ mit einem
Reportergen  verknipft und in 5-Position operativ. mit einer

Expressionskontrollsequenz verknipft.

Eine Expressionskontrollsequenz ist erfindungsgeman eine
Nukleinsduresequenz, welche die Transkription und Translation kontrolliert
und reguliert. Die Expressionskontrollsequenz kann in der Wirtszelle
konstitutiv oder regulierbar aktiv sein. Die Formulierung ,operativ verknupft*
schlieBt ein geeignetes Startsignal (z.B. ATG oder AUG) vor der zu
exprimierenden Nukleinsaduresequenz und die Beibehaltung des korrekten
Leserasters ein, sodass die Expression der Nukleinsauresequenz unter der
Kontrolle der Expressionskontrollsequenz und die Erzeugung des von der
Nukleinsduresequenz kodierten Produktes ermdglicht wird. Wenn eine
Nukleinsdure kein geeignetes Startsignal enthélt, so kann ein solches
Startsignal vor der Nukleinsdure eingefiigt werden.

Die Bereitstellung einer Wirtszelle in Schritt (i) des erfindungsgeméfien
Verfahrens beinhaltet in einer Ausfiihrungsform das Einbringen eines
Expressionsvektors in eine Wirtszelle, wobei der Expressionsvektor die
doppelstrangige  Nukleinsaure umfasst, welche eine kodierende
Zielnukleinsaure und eine dazu komplementare kodierende
Gegenstrangnukleinsédure umfasst.

Expressionsvektoren sind dem Fachmann auf dem Gebiet der
Molekularbiologie bekannt und beispielsweise in Sambrook et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbour, Laboratory
Press, beschrieben. Als Expressionsvektor kann beispielsweise ein Plasmid

oder ein viraler Vektor verwendet werden.
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Die Gegenstrangnukleinsiaure kann in dem Expressionsvektor in einer
Ausfiihrungsform in operativer Verkniipfung mit einem Reportergen in 3'-
Position vorliegen. Alternativ kann der Expressionsvektor in einer anderen
Ausfuhrungsform zusammen mit einem Reportervektor, welcher das
Reportergen umfasst, in eine Wirtszelle eingebracht werden. In einer
weiteren Ausfiihrungsform kann der Expressionsvektor auch in eine

Wirtszelle eingebracht werden, die bereits ein Reportergen enthait.

Vorzugsweise ist die Gegenstrangnukleinséure in dem Expressionsvektor
operativ mit einer Expressionskontrollsequenz in 5'-Position verknipft. In
einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform ist die
Gegenstrangnukleinsaure in dem Expressionsvektor in 3'-Position mit einem
Reportergen und in 5'-Position mit einer Expressionskontrollsequenz

operativ verknipft.

Ein erfindungsgemafRer Expressionsvektor kann auf beliebige Weise erzeugt
werden, beispielsweise durch Kultivierung in Wirtszellen, vorzugsweise in
Bakterienzellen wie etwa E. coli-Zellen. ZweckmaBigerweise beinhaltet der
Expressionsvektor Elemente, die eine Replikation und Selektion in der
Wirtszelle ermdglichen. Alternativ kann ein Expressionsvektor auch in vitro
durch Amplifikation in ausreichender Menge erzeugt werden, beispielsweise
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Ligase-Kettenreaktion (LCR) oder
Rolling-Circle-Amplifikation.

Als Wirtszellen kénnen prokaryotische oder eukaryotische Zellen oder
Mikroorganismen verwendet werden. Bei den Wirtszellen kann es sich um
Wildtyp-Varianten handeln oder es konnen mutierte oder genetisch
manipulierte Wirtszellen verwendet werden. |

Als Reportergen kann gemafl der Erfindung ein fiir ein nachweisbares
Genprodukt kodierendes Gen verwendet werden. Beispielsweise kann das

Reportergen ein Antibiotika-Resistenzgen, vorzugsweise Kanamycin-
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Resistenz umfassen. In einer anderen Ausfihrungsform kann ein
Reportergen verwendet werden, welches fir ein Fluoreszenzprotein wie
etwa GFP kodiert. Weiterhin kann ein Reportergen verwendet werden, das
fir ein Enzym kodiert, durch das eine colorimetrisch messbare Reaktion
katalysiert wird (z.B. B-Galaktosidase). In einer weiteren Ausfiihrungsform
kann das Reportergen fiir ein Genprodukt kodieren, welches mit einer in der
Wirtszelle vorhandenen Nukleinsduresequenz oder mit einem in der
Wirtszelle expremierten Genprodukt wechselwirkt, wodurch es zu einer
messbaren Veranderung einer Stoffwechselleistung kommt.

Das Einbringen von Expressionsvektor und gegebenenfalls Reportervektor
in die Wirtszelle erfolgt nach im Stand der Technik bekannten Verfahren,
beispielsweise  durch  (Co)Transfektion, (Co)Transformation  oder
(Co)lInfektion von Zellen. Vorzugsweise wird das Verfahren so gewahlt, dass
die doppelstrangige Nukleinsaure in die Wirtszelle eingebracht wird, sodass
in der Wirtszelle die Gegenstrangsequenz operativ mit dem Reportergen
verknupft ist.

Bei eukaryotischen Wirtszellen kann die Transfektion bzw. Cotransfektion
beispielsweise  durch  Calciumphosphat-Coprazipitation, Lipofektion,
Elektroporatioh, Partikelbeschuss, Verwendung von Bakterienproteinen oder
durch virale Infektion liber Retroviren, Adenoviren etc. erfolgen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird in Schritt (i) des
Verfahrens ein Vektor bereitgestellt, der zusatzlich zu dem operativ mit der
Gegenstrangnukleinsdure verkniipften Reportergen mindestens ein
Selektionsmarkergen umfasst. Das mindestens eine Selektionsmarkergen ist
ausgewahlt aus beliebigen fiir ein nachweisbares Genprodukt kodierenden
Genen, wobei das Genprodukt vorzugsweise von dem Genprodukt des
Reportergens verschieden ist. Beispielsweise kann das
Selektionsmarkergen ein Antibiotikaresistenzgen wie etwa B-Lactamase fir
Ampicilinresistenz umfassen. Alternativ kann als Selektionsmarkergen ein fiir
ein Fluoreszenzprotein wie etwa GFP kodierendes Gen verwendet werden.
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Uber das Selektionsmarkergen kann unabhéngig von dem Reportergen eine
Selektion erfolgen. Beispielsweise kann ein Konstrukt nach erfolgter
Selektion auf das  erste Reportergen (beispielsweise auf
Kanamycinresistenz) uber Selektion mittels des weiteren
Selektionsmarkergens (z.B. fiir Ampicillinresistenz) weiter hochamplifiziert
werden. Darliber hinaus besteht die Mdglichkeit, Konstrukte die eine
Frameshift-Mutation enthalten (z.B. eine absichtliche Frameshift-Mutation)
durch Selektion Uber das zweite Selektionsmarkergen weiter zu

amplifizieren.

SchlieRlich kann das zweite Selektionsmarkergen dazu beitragen, die
Existenz des Reportergens im Zusammenhang mit einer stattgefundenen
Selektion zu verschleiern, um so das Verfahren vor Nachahmung zu
schutzen.

Schritt (ii) des erfindungsgeméaRen Verfahrens beinhaltet das Bewirken der
Expression der Gegenstrangnukleinséure in der Wirtszelle. Hierzu wird die
Wirtszelle unter geeigneten Bedingungen kultiviert, die eine Expression der

Gegenstrangnukleinsaure erlauben.

Schritt (iii) beinhaltet die Bestimmung, ob in der Wirtszelle eine Expression
des Reportergens erfolgt. Die Bestimmung beruht darauf, dass ein von dem
Reportervektor codiertes Genprodukt nachgewiesen wird. Die Bestimmung
kann abhdngig von dem verwendeten Reportergen grundsatzlich die
Bestimmung beliebiger phanotypisch erkennbarer Effekte umfassen,
beispielsweise  morphologische  Verdnderungen, Anderungen des
Wachstumsverhaltens, etc. Wenn das Reportergen beispielsweise ein
Fluoreszenzprotein wie GFP kodiert, so kann das Vorhandensein und/oder
die Intensitdt der Lumineszenz z.B. mittels Fluoreszenzcytometrie oder
Imaging-Assays bestimmt werden. Wenn als Reportergen ein Antibiotika-
Resistenzgen verwendet wird, so kann die Bestimmung auf Grundlage des
Wachstums von Wirtszellen in Gegenwart von Antibiotika erfolgen.
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“In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann eine Zielnukleinsdure aus

zwei, drei oder mehreren Teilfragmenten zusammengesetzt sein.
Beispielsweise kénnen bei einem Konstrukt mit 3 kB zunachst drei
Teilfragmente aus Oligonukleotiden hergestellt werden und diese
Teilfragmente dann z.B. {iber Fusions-PCR zu einem 3 kB-Fragment
fusioniert werden. Ein so fusioniertes Konstrukt aus zwei oder mehreren
Teilfragmenten kann dann direkt in einen erfindungsgeméaen
Expressionsvektor ligiert werden.

Da mit dem erfindungsgemalRen Verfahren Frameshift-Mutationen, aber
keine Mutationen unter Erhalt des Leserasters bestimmt werden konnen,
wird bei der Synthese der Zielnukleinsaure durch PCR vorzugsweise der
Amplifikationsprimer zu einem mdéglichst spaten Zeitpunkt zugegeben, um
die Anzahl der Amplifikationsschritte méglichst klein zu halten. Je hoher die
Anzahl amplifizierbarer Volllangenmolekiile, desto weniger durch PCR
zustandegekommene Mutationen sind im PCR-Produkt enthalten.

Um Substitutionen noch weiter zu verringern, kann beispielsweise Ofloxazin
nach der Transformation eingesetzt werden. Ofloxazin ist ein
Gyrasehemmer, der die DNA-Replikation hemmt, Wirtszellen wie E. coli-
Zellen jedoch kurzfristig nicht totet. Wahrend dieses Zeitraums besteht fiir
eine Wirtszelle die Madoglichkeit, Heterodimere Uber einen internen
Reparaturmechanismus zu spalten. Vorzugsweise kann Ofloxazin im
Medium nach der Elektroporation oder Hitzeschocktransformation enthalten
sein (0,5-1 h bei 37 °C). Im Anschluss werden die Zellen abzentrifugiert, das
Medium zusammen mit dem Ofloxazin entfernt und die Zellen werden
ausplattiert.
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Figuren

Figur 1 zeigt die Plasmidkarte eines erfindungsgemalen
Expressionsvektors. Als Reportergen ist Kanamycinresistenz stromabwaérts
der Gegenstrangnukleinsdure MCS enthalten.

Figur 2 Ausstribhplatten von Kolonien mit Kanamycin-Selektionsvektoren
(pFrame2A3b und pFrameT1) mit unterschiedlichen Kpnl/Sacl Insertionen.
Bei den Insertionen auf Platte A) und B) handelt es sich einerseits um beta-
Lactamase inclusive Promotor (A und B, oben), welche in umgekehrter
Orientierung zum Kanamyéin-Resistenzgen kloniert vorliegt und Amp-
Resistenz vermittelt, jedoch keine Kana-Resistenz zuldsst, da der
Gegenstrang von Promotor+beta-Lactamase keinen offenen Leserahmen
beinhaltet, sowie andererseits um eGFP (A und B, unten), welches hier in
gleicher Orientierung und in-frame zum Kanamycin-Resistenzgen kloniert
vorliegt. Hier ermdéglicht der durchgehende Leserahmen des Plusstranges
von eGFP die Expression der Kanamycin-Resistenz, wahrend die fehlende
Ampicillin-Kassette natirlich kein Wachstum auf Ampicillin zulasst. Diese
Daten zeigen, dass eine Selektion auf Sequenzen mit offenem Leserahmen
mit Hilfe des erfindungsgeméaRen Verfahrens maglich ist.

Demgegeniiber sind auf den Platten C) und D) drei Kolonien ausgestrichen,
welche im Kanamycin-Selektionsvektor pFrame2A3b drei unterschiedliche
Insertionen in negativer Orientierung beinhalten, wobei alle drei einen
offenen Leserahmen auch im Minusstrang besitzen. Bei den Insertionen
handelt es sich um die Gene fir eGFP (735 bp), Influenza-Neuraminidase
(1398 bp) und humanes CpG-bindendes Protein MBD4 (1755 bp).

Alle drei Konstrukte sind dazu in der Lage, auf Kanamycin zu wachsen. Es
ist jedoch auch deutlich, dass im Einzelfall - hier insbesondere MBD4 (-) und
im geringerem MalRe auch Neuraminidase(-) und eGFP(-) - das Wachstum
bei 30 °C anstelle von 37 °C stabiler ist.
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Diese drei Fusionsproteine aus Minusstrang-Translation plus Neomycin-
Phosphotransferase sind also dazu in der Lage, die phanotypische &

selektierbare Kanamycin-Resistenz zu vermittein.

Figur 3 zeigt die Sequenzen der drei Insertionen aus Fig. 2 mit
annotierter Plus- und Minustranslation.

Figur4  veranschaulicht einen Vergleich der Selektion codierender
Nukleinsaurekonstrukte auf Abwesenheit von Framshiftmutationen mit Hilfe
eines klassischen Klonierungsvektors und eines erfindungsgeméafien
Klonierungsvektors. Die grauen Balken zeigen das Ergebnis der Selektion
unter Verwendung des klassischen Klonierungssektors pCR-Skript, die
weillen Balken zeigen das Ergebnis der Selektion unter Verwendung des
erfindungsgemalen Selektionsvektors pFr2b.

Beispiel
Selektion auf Abwesenheit von Frameshiftmutationen

Ein komplett aus Oligonukleotiden hergestelltes Konstrukt mit einer Lange
von 684 bp wurde {ber die Restriktionsenzyme Kpnl/Sacl in den
herkomlichen Klonierungssektor pCR-Skript und in den erfindungsgemaRien
Selektionsvektor pFr2b kloniert. Die Sequenz des Konstrukts wurde Uber
alternative Codonwahl so konzipiert, dass sie neben dem biologisch
relevanten Leserahmen (mit terminalem Stoppkodon) einen zweiten offenen
Leserahmen in Gegenrichtung aufweist. Dies hat jedoch kein Einfluss auf
das auf dem Sinnstrang kodierte biologisch relevante Protein.

Durch die Ligation des Konstrukts (Insert) in den Vektor pFr2b entsteht ein
offener Leserahmlen innerhalb des Vektors, der sich zusammensetzt aus

Start + reverses Insert + Selektionsgen : (Kana). Nur bei intaktem

Leserahmen des Inserts kann Kana korrekt translatiert werden und der Zelle/
Kolonie das Wachstum erméglichen.
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Die Ligationen wurden in E. coli transformiert und auf Selektionsplatten mit
50 ug/ml Kanamycin ausplattiert. Von gewachsenen Einzelkolonien wurde
Plasmid-DNA prapariert, sequenziert und nach den folgenden, in Tabelle 1
aufgefiihrten Kriterien analysiert.

Tabelle 1

Konstrukt
Vektor

Orientierung
GrofRle
Peer Gruppe

Insertionen Gesamt
Insertionen pro Konstrukt
Insertionen pro kb

Deletionen Gesamt

Deletionen pro Konstrukt \ 047
Deletionen pro kb 0.79 0.25
Konstrukte mit InDel 22 3
Konstrukte m|t in-frame InDe 3
Konstrukte mit in-frame InDel (%) 13%
Transitionen Gesamt. 2 2
Transitionen pro Konstrukt 0.05 0.09
Transitionen pro kb 0.08 0.13
Transversionen Gesamt 1 0
Transversionen pro Konstrukt 0.03 0.00
Transversioen pro kb 0.04 0.00

Konstrukte mit Substitution -3
Konst Substitution (°

Konstrukte mit ORF 17
ETRE: o 46%

iKonstrukie mitORE(

Konstrukte ohne InDels 15 20
Konstrukte ohne InDels (%) 41% 87%
Korrekte Konstrukte 15

[Korrekte Konstrukte: (%) *. w00 4%
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Die in der vorstehenden Tabelle 1 verwendeten Begriffe und Abkirzungen

haben die nachstehenden Bedeutungen:

Konstrukt

Vektor

Orientierung

Grofe
Peer Gruppe

Insertionen Gesamt

Insertionen pro Konstrukt
Insertionen pro kb

Deletionen Gesamt

Deletionen pro Konstrukt
Deletionen pro kb

Konstrukte mit InDel

Bezeichnung des Konstrukis. Das Gen wurde
jeweils Gber Kpnl/Sacl in die Vektoren kloniert.

...........

pER=Scnpt: klassischer Klonierungsvektor;

pFEr2b: erfindungsgeméRer Selektionsvektor fir
offene Leserahmen

Orientierung, in die in den Vektor kloniert wurde.
Nur relevant fur pFr2b. Hier wurde also so kloniert,
dass der reverse Leserahmen des Gens mit der

Selektionskassette fusioniert vorliegt.
Lange des Gens in bp.
Anzahl der sequenzierten Klone.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
Insertionen.

Berechnete Insertionen pro Konstrukt.
Beréchnete Insertionen pro Kilobase.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
Deletionen.

Berechnete Deletionen pro Konstrukt.
Berechnete Deletionen pro Kilobase.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen



10

15

20

25

30

35

WO 2009/056343

Konstrukfe mit InDel {%)

PCT/EP2008/009223
-14 -

Konstrukte mit mindestens einer Insertion oder
Deletion. Im Falle von pFr2b ist dies nicht
identisch mit der Summe aller Insertionen +
Deletionen, da es hier z.B ein Konstrukt mit zwei
Deletionen gibt.

Prozentualer Anteil an Konstrukten in der
Stichprobe mit mindestens einer Insertion oder
Deletion. Im Falle von pFr2b werden deutlich
weniger Konstrukte mit inDels gefunden (13%
gegeniiber 59%). Siehe Figur 4.

Konstrukte mit in-frame InDel Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen

Konstrukte mit mindestens einer Insertion oder
Deletion, die jedoch nicht zu einer Unterbrechung
des offenen reversen Leserahmens fuhren. Man
beachte, dass im Falle von pFr2b die drei
Konstrukte mit einer InDel noch immer einen
intakten offenen reversen Leserahmen aufweisen.
Dies liegt daran, dass zwei Konstrukte eine
Deletion von 3 bp haben, ein Konstrukt eine
Deletion von 1 bp und kurz dahinter noch einmal
eine Deletion von 2 bp - die Leserahmen werden
hier nicht unterbrochen, da die Deletionen durch
drei teilbar sind, wie im allgemeinen Teil der
Beschreibung erwahnt ist.

Konstrukte mit in-frame InDel (%) Prozentualer Anteil an Konstrukten in

Transitionen Gesamt

der Stichprobe, mit mindestens einer Insertion
oder Deletion, die jedoch nicht zu einer
Unterbrechung des offenen reversen
Leserahmens fiihren.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
Transitionen. (Purin <-> Purin oder Pyrimidin <->
Pyrimidin).

Die Tatsache, dass Transitionen haufiger

beobachtet werden als Transversionen, deutet
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darauf hin, dass die Substitutionen nicht durch
Oligonukleotidfehler eingefuhrt wurden, sondem
durch PCR-Fehler.

Berechnete Transitionen pro Konstrukt.
Berechnete Transitionen pro Kilobase.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen

Transversionen. (Purin <-> Pyrimidin).

Transversionen pro Konstrukt Berechnete Transversionen pro Konstrukt.

Transversionen pro kb

Konstrukte mit Substitution

Berechnete Transversionen pro Kilobase.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen

Transitionen + Transversionen (= Substitutionen)

Konstriikte mit Substitution (%) Prozentualer Anteil an Konstrukten in

Konstrukte mit ORF

Konstrukfe mit ORF (%)

Konstrukte ohne InDels

Konstrukte ohne InDels (%)

Korrekte Konstrukte

der Stichprobe, mit mindestens einer Substitution.
Beziiglich der Substitutionen findet keine
Selektion durch pFr2b statt. Siehe Figur 4.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
Konstrukte mit einem offenen reversen
Leserahmen.

Prozentualer Anteil an Konstrukten in der
Stichprobe mit einem offenen reversen
Leserahmen. Man beachte, dass dieser Wert im
Falle von pFr2b bei 100% liegt. Siehe Figur 2.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
Konstrukte ohne eine Insertion oder Deletion.
Prozentualer Anteil an Konstrukten in der
Stichprobe ohne Insertion oder Deletion. Man
beachte, dass dieser Wert im Falle von pFr2b bei
87% liegt, also mehr als doppelt so hoch ist wie
ohne entsprechende Selektion.

Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen
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Konstrukte, die weder eine Insertion oder
Deletion, noch eine Substitution haben - also zu
100% korrekt sind.

Korrekte Konstrukte (%) Prozentualer Anteil an Konstrukten in der

Stichprobe die weder eine Insertion oder Deletion,
noch eine Substitution haben - also zu 100%
korrekt sind. Man beachte, dass dieser Wert bei
im Falle von pFr2b bei 87% liegt, also fast doppelt
so hoch ist wie ohne entsprechende Selektion.

Siehe Figur 4.

Del >3 (Grofe) Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Deletionen
> 3 bp und deren GréRe.

Del 3 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Deletionen von 3 bp.
Del 2 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Deletionen von 2 bp.
Del 1 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Deletionen von 1 bp.
ins1 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Insertionen von 1 bp.
Ins 2 ' Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Insertionen von 2 bp.
Ins 3 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Insertionen von 3 bp.
Ins >3 Gesamtzahl der in der Stichprobe gefundenen Deletionen > 3 bp.

Ergebnis:

Die Klonierung in den Selektionsvektor pFr2b fiihrt im gegebenen Beispiel zu
einer 100 %igen Eliminierung von Inserts, deren Leserahmen durch
Insertionen oder Deletionen zerstort ist. Eine Selektion auf die weitaus
selteneren Substitutionsmutationen  findet jedoch nicht statt. Auch
Insertionen/Deletionen, die den Leserahmen intakt lassen, werden nicht

eliminiert.

insgesamt fiihrte die Selektion im gegebenen Beispiel zu einer Ausbeute von
78 % korrekter Konstrukte, wiahrend ohne Selektion nur 41 % der Konstrukte
korrekt waren. Das Ergebnis der Untersuchung der Selektion ist in Figur 2

veranschaulicht.
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Anspriiche

Verfahren zur Bestimmung von Frameshift-Mutationen in kodierenden

Zielnukleinsauren, welches die Schritte umfasst:

(i) Bereitstellen einer Wirtszelle, umfassend eine doppelstrangige
Nukleinsdure, welche eine kodierende Zielnukleinsdure und eine
dazu komplementidre, kodierende Gegenstrangnukleinsaure
umfasst, worin die Gegenstrangnukieinsdure in operativer
Verkniipfung mit einem Reportergen in 3' Position vorliegt;

(i) Bewirken der Expression der Gegenstrangnukleins&aure; und

(iii) Bestimmen, ob in der Wirtszelle eine Expression des Reportergens
erfolgt, '

worin die Expression des Reportergens anzeigt, dass die

Zielnukleins&ure keine Frameshift-Mutation aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1, worin die Gegenstrangnukleinsaure
weiterhin in opei‘ativer Verkniipfung mit einer Expressionskontroll-

sequenz in 5'-Position vorliegt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin Schritt (i) umfasst:

Einbringen eines Expressionsvektors, umfassend die doppelstréngige
Nukleinsdure, welche eine kodierende Zielnukleinsaure und eine dazu
komplementére, kodierende Gegenstrangnukleinséure umfasst, in eine
Wirtszelle.

Verfahren nach Anspruch 3, worin die Gegenstrangnukleinséure in dem
Expressionsvektor in operativer Verkniipfung mit einem Reportergen in
3' Position und/oder mit einer Expressionskontrolisequenz in 5' Position

vorliegt.

Verfahren nach Anspruch 3, worin der Expressionsvektor zusammen mit
einem Reportervektor, welcher das Reportergen umfasst, in die
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Wirtszelle eingebracht wird.

Verfahren nach Anspruch 3, worin der Expressionsvektor in eine
Wirtszelle eingebracht wird, die bereits ein Reportergen enthalt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, worin in Schritt (i) ein
Expressionsvektor verwendet wird, der zusatzlich mindestens ein

Selektionsmarkergen umfasst.

Verfahren nach Anspruch 7, worin das Selektionsmarkergen konstitutiv

exprimiert wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, worin die
Gegenstrangnukleinsdure so optimiert wird, dass sie keine Stopp-

Kodons umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die
Nukleinsauresequenz aus genomischen Sequenzen, cDNA-Sequenzen,
oder cDNA-Fragmenten stammt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die
Nukleinsduresequenz aus einer Bibliothek, die eine Kollektion von
Sequenzen enthalt, stammt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die
Zielnukleinsduresequenz aus einer normalisierten cDNA-Bibliothek
stammt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin als
Expressionsvektor ein Plasmid verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin als
Wirtszelle eine eukaryotische Zelle verwendet werden.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 3 - 14, worin das Einbringen des
Expressionsvektors durch Calciumphosphat-Copréazipitation, Lipofektion,
Elektroporation, Partikelbeschuss oder virale Infektion erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin das
Reportergen ein fiir ein nachweisbares Genprodukt codierendes Gen
enthalt.

Verfahren nach Anspruch 16, worin das Reportergen ein Antibiotika-
Resistenzgen wie etwa Kanamycin-Resistenz umfasst.

Verfahren nach Anspruch 16, worin das nachweisbare Genprodukt aus

Fluoreszenzproteinen wie vorzugsweise GFP ausgewahit wird.

Verfahren nach Anspruch 16, worin das nachweisbare Genprodukt eine
colorimetrisch messbare Reaktion katalysiert.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die
Bestimmung in Schritt (iii) durch Fluoreszenzcytometrie oder Iimaging-
Assays erfoigt.
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Figur 1 |

pFrame2 (Kana)
2564 bp

TAALLLSLSLSL,
Gy

mit 8 out-of-frame Stopps & ohne Met
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Figur 3

A) eGFP(-) Sequenzkarte (reverse complement)

Oben: Translation 'des Minusstranges
Unten: Translation des Plusstranges (wt Protein)

E L KL V QF I HAQ G NTS G G HEVF Q QHHV I T
1 GAGCTCAAGCTTGTACAGTTCATCCATGCCCAGGGTAATACCAGCGGCGGTCACGAATTCCAGCAGCACCATGTGATCAC 80
1 CTCGAGTTCGAACATGTCAAGTAGGTACGGGTCCCATTATGGTCGCCGCCAGTGCTTAAGGTCGTCGTGGTACACTAGTG 80
L E L K YL EDMGTULTTIGAA ATV F EULTULVMUHETDR

F F VRITFA AZGQGALSGA AO QVV YV IRUOQOQHTR RA ATIT
81 GTTTTTCGTTCGGATCTTTGCTCAGGGCGCTCTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTATCCGGCAGCAGCACCGGGCCATCACCA 160
81 CAAAAAGCAAGCCTAGAAACGAGTCCCGCGAGACCCACGAGTCCATCACCAATAGGCCGTCGTCGTGGCCCGGTAGTGGT 160
K E NP D K S L A S QT SL YHUNDUZPTLTULVUPGTD G

N RGVLL VVIG6 QL HAATITFDVV ADTFEVUHTF
161 ATCGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGATCGGCCAGCTGCACGCTGCCATCTTCGATGTTGTGGCGGATTTTGAAGTTCACTTT 240
161 TAGCCCCACAAGACGACCATCACTAGCCGGTCGACGTGCGACGGTAGAAGCTACAACACCGCCTAAAACTTCAAGTGAAA 240
I P T N QQ Y HUDAULOQV S G D ETZINUHIR RTII KT FNUVK

D AV FUL F I GHDV HVYV V AV YV V YV F Q F V AQ DV
241 GATGCCGTTTTTCTGTTTATCGGCCATGATGTACACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTATTCCAGTTTGTGGCCCAGGATGT 320
241 CTACGGCAAAAAGACAAATAGCCGGTACTACATGTGCAACACCGACAACATCAACATAAGGTCAAACACCGGGTCCTACA 320
I 6 N K Q KD AMI Y VNHSNYNZYETULI KU HSGTULTIN

T VL F KV DA ATFQF DTV HOQG I AF ETFHTF FG T
321 TACCGTCCTCTTTAAAGTCGATGCCTTTCAGTTCGATACGGTTCACCAGGGTATCGCCTTCGAATTTCACTTCGGCACGG 400
321 ATGGCAGGAGAAATTTCAGCTACGGAAAGTCAAGCTATGCCAAGTGGTCCCATAGCGGAAGCTTAAAGTGAAGCCGTGCC 400
G D E K F D IG KILETIWRNUVILTDGETFI KV E AR

G F VV A I I F EENGTTFULHUVA ATFURUHGA ATFETEI
401 GTTTTGTAGTTGCCATCATCTTTGAAGAAAATGGTACGTTCCTGCACGTAGCCTTCCGGCATGGCGCTTTTGAAGAAATC 480
401 CAAAACATCAACGGTAGTAGAAACTTCTTTTACCATGCAAGGACGTGCATCGGAAGGCCGTACCGCGAAAACTTCTTTAG 480
T K YN G D D K F F I TREIGQV Y G EPMASIKTFF D

VL F HV IR RVAREA AWLUHAVG QGG HOQGUZ R PR H
481 GTGCTGTTTCATGTGATCCGGGTAGCGAGAGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAGGGTGGTCACCAGGGTCGGCCACGGCA 560
481 CACGACAAAGTACACTAGGCCCATCGCTCTCTTCGTGACGTGCGGCATCCAGTCCCACCAGTGGTCCCAGCCGGTGCCGT S60
H Q KMHDUPYURSF CQV G Y TULTTVULTUPWPV

R Q F AG G TDEVF QG QF AV G 6 I TFTF A G H
561 CCGGCAGTTTGCCGGTGGTACAGATGAATTTCAGGGTCAGTTTGCCGTAGGTGGCATCACCTTCACCTTCGCCGGACACG 640
561 GGCCGTCAAACGGCCACCATGTCTACTTAAAGTCCCAGTCAAACGGCATCCACCGTAGTGGAAGTGGAAGCGGCCTGTGC 640
P L KGTTOTCTIVF X KULTULIKGYTADGETGTETG S vV

A E F V AV HI A I QF HQNURUHHAGTEUGQTFTFATFG
641 CTGAATTTGTGGCCGTTCACATCGCCATCCAGTTCCACCAGAATCGGCACCACGCCGGTGAACAGTTCTTCGCCTTTGGA 720
641 GACTTAAACACCGGCAAGTGTAGCGGTAGGTCAAGGTGGTCTTAGCCGTGGTGCGGCCACTTGTCAAGAAGCGGAAACCT 720
S F X H 6 N VD GDPLEVLILIUPVV TV FTLEEG K S

H H M G T
721 CACCATATGGGTACC 735
721 GTGGTATACCCATGG 735
V M H TG
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B) Neuraminidase(?) Sequenzkarte (reverse complement)

Oben: Translation des Minusstranges
Unten: Translation des Plusstranges(wt protein)

E L T A A ALULTFTINGI KU RUGQTF®RATIWRZPA APA AIHGTI
1 GAGCTCACGGCTGCTGCCTTATTATTTATCAATGGTAAACGGCAGTTCCGCGCCATCCGGCCAGCTCCAGCTCACGGTAT 80
1 CTCGAGTGCCGACGACGGAATAATAAATAGTTACCATTTGCCGTCAAGGCGCGGTAGGCCGGTCGAGGTCGAGTGCCATA 80
L ER S S5 6 ¢ * KD I T F P L EASGUDUPW S W S V T D

A V HA A KA ANWAAAAGUPNGATFFRTA ATNGQTF
81 CGCTGTTCACGCCGCAAAAGCTAATGCTGCTGCCGCTGGTCCAAATGGTGCTTTCTTTCGGACGGCCACGAATCAGTTCC 160
81 GCGACAAGTGCGGCGTTTTCGATTACGACGACGGCGACCAGGTTTACCACGAAAGAAAGCCTGCCGGTGCTTAGTCAAGG 160
S N Vv 6 CF 5 I S S 66 S T W I TS EI KUZPIZ RGTU RTI UL E

HPKARTWNATIUGQAGU QT F RMTULHI KA AARBATIW BAAPI
161 ACCCAAAAGCACGGACGAATGCAATCCAGGCCGGTCAGTTCCGGATGCTGCACAAAGCTGCCGCTATAGCCGCTCCAATC 240
161 TGGGTTTTCGTGCCTGCTTACGTTAGGTCCGGCCAGTCAAGGCCTACGACGTGTTTCGACGGCGATATCGGCGAGGTTAG 240
VWFCUPRTIZCDULGTTULEUPHU GV F S G S Y G S WD

G NR HN I L F HAI KA AATIGA AGUPAVRTIUPNUHTF K
241 GGTAATCGCCACAATATCCTGTTTCACGCTAAAGCTGCTATCGGTGCCGGTCCAGCCGTTCGGATCCCAAATCATTTCAA 320
241 CCATTAGCGGTGTTATAGGACAAAGTGCGATTTCGACGATAGCCACGGCCAGGTCGGCAAGCCTAGGGTTTAGTAAAGTT 320
T I AV I D Q KV S F S S b TG TWG NP D W I MEF

A ATAV G AT F G T A ANUPUHA ATIA ATITF KA AI KA ATFH A
321 AGCCGCTACGGCTGTTGGTGCTTTTGGTACGGCCAATCCACACGCCATCGCCATATTTAAAGCTAAAGCCTTTCACGCCA 400
321 TCGGCGATGCCGACAACCACGAAAACCATGCCGGTTAGGTGTGCGGTAGCGETATAAATTTCGATTTCGGAAAGTGCGGT 400
G S R S NT S K TURGI WUV G DG Y XKV F S F G K VG

I R AV RAHURAAAAGATI VR RTR®RUYVIAIKUHAA BNA
401 TACGCGCCGTTCGGGCTCATCGGGCCGCAGCTGCCGGTGCCATCGTTCGGACGCGGGTTATCGCCARACACGCLGCTGCA 480
401 ATGCGCGGCAAGCCCGAGTAGCCCGGCGTCGACGGCCACGGTAGCAAGCCTGCGCCCAATAGCGGTTTGTGCGGCGACGT 480
Y AG NP S MPGC S GTGDNUZPIRUPNDGT FV G s C

N I A NL I F Q VLV KA AUHRPUR RTVAAMUPWUV I T AIH-H
481 AATATAGCCAATCTGATATTICCAGGTTICTGGTTAAAGCTCACCCACGGACGGTTGCTGCCATGCCAGTTATCACGGCACA 560
481 TTATATCGGT TAGACTATAAGGTCCAAGACCAATTTCGAGTGGGTGCCTGCCAACGACGGTACGGTCAATAGTGCCGTGT 560
I Y G I ¢ ¥ EL NQNTF S V WP RN S G HWNDR C V

A G N F AR I RIAAAVF F I M I VRIRTIQTFHATF
561 CGCAGGTAATTTCGCCCGCATCCGGATAGCAGCTGCATTCTTCATAATGATAGTTCGGCGCATCCAGTTCCACGCTTTTC 640
561 GCGTCCATTAAAGCGGGCGTAGGCCTATCGTCGACGTAAGAAGTATTACTATCAAGCCGCGTAGGTCAAGGTGCGAAAAG 640
cC T I E G A DUP Y C S CEEYHYNUPA ADILEV S K

H HF A F F HF KNV FTIARULAVARAIGUHUHGIK A
641 ACCACTTTGCCTTTTTCCATTTTAAAAATTTTATAGCTCGCCTGGCCGTTGCTCGGGCCATCGGTCATCACGGTAAAGCA 720
641 TGGTGAAACGGAAAAAGGTAAAATTTTTAAAATATCGAGCGGACCGGCAACGAGCCCGGTAGCCAGTAGTGCCATTTCGT 720
VV KG KEMZE KT FTI K Y S A Q@GNS PGDTMVTTFC

A AV HARR AMTFAFLGTOQNUVV TUZPAFNUZGISGNN
721 GCTGCCGTTCACGCACGCGCATTCGCTTTCCTGGGTACGCAGAATGTTGTTACGCCAGCTTTTAATGGTATCGGTAATAA 800
721 CGACGGCAAGTGCGTGCGCGTAAGCGAAAGGACCCATGCGTCTTACAACAATGCGGTCGAAAATTACCATAGCCATTATT 800
S GN V C A CE S E Q T RULINNDNIRUWSKTITUDTI I

A V I F Q H R HRAVIIRAANAWANGU QP AGA ATIM
801 TGCCGTTATATTTCAGCACCGCCACCGCGCCGTTATCCGGGCCGCTAATGCCAATGGTCAGCCAGCTGGTGCCATCATGG 880
801 ACGGCAATATAAAGTCGTGGCGGTGGCGCGGCAATAGGCCCGGCGATTACGGTTACCAGTCGGTCGACCACGGTAGTACC 880
G N Y KL VAV AGNDUZPGSTIGITTULW S TG DH
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A R ARAPURUHAFI KT AV IURARIRBRTFAMHIRAAIHDZQ
881 CACGCGCTCGCGCTCCACGCCACGCTTTCAAAACGGCTGTTATACGGGCTCGGCGCTTCGCCCACCGGGCAGCTCATCAG 960
881 GTGCGCGAGCGCGAGGTGCGGTGCGAAAGTTITGCCGACAATATGCCCGAGCCGCGAAGCGGGTGGCCCGTCGAGTAGTC 960
C A S A S WAV S EVFURSNYUZPSUPAEGVPC S ML

G T MRATTIU FHGAVAMTFIVQQRATLGUQIKKG
961 GGTACGATGCGGGCTACGATCTTTCACGGTGCCGTTGCTATGTTTATCGTTCAGCAGCGCGCCCTGGGTCAGAAAAAAGG 1040
961 CCATGCTACGCCCGATGCTAGAAAGTGCCACGGCAACGATACAAATAGCAAGTCGTCGCGCGGGACCCAGTCTTTTTTCC 1040
T R HP S RDI KV T GNSHIKUDNIULTLASGUZGQTTULTFF T

T A F Q M AAANI KR RTFTNUHIKIHEIATFAAMANTNUYV
1041 TACGGCATTCCAGATGGCTGCAGCTAATAAACGGTTCACGAATCACAAACACATCGCCTTTGCTGCCAATACGAATGTTG 1120
1041 ATGCCGTAAGGTCTACCGACGTCGATTATTTGCCAAGTGCTTAGTGTTTGTGTAGCGGAAACGACGGTTATGCTTACAAC 1120
R C EL HS C s I FPEZRTIVFVDGIE K S G IRTIN

VI F A MHRZPATNRA AUGQMAAV AR OQGHA ARUHRF
1121 TTATCTTTGCTATGCACCGCCCAGCCACGAATCGGGCACAGGCTGCTGTTGCCCGCCAGGGTCACGCTCGCCACCGCTTT 1200
1121 AATAGAAACGATACGTGGCGGGTCGGTGCTTAGCCCGTGTCCGACGACAACGGGCGGTCCCAGTGCGAGCGGTGGCGAAA 1200
N D K s HV A WG RTIUPICL S S NGALTV S A V A K

F G Q RV 6V ANATFI RILMLAAGT LN AMAMHUPNA
1201 TTCGGTCAGCGGGTTGGTGTTGCTAATGCTTTCCGCCTGATGCTGGCTGCCGGICTGAATGCTATGGCTCACCCAAATGC 1280
1201 AAGCCAGTCGCCCAACCACAACGATTACGAAAGGCGGACTACGACCGACGGCCAGACTTACGATACCGAGTGGGTTTACG 1280
E T L P N TN $ I 8 E A Q HQ S G T Q I 58 H S V W I s

N H V A NL 0 HQ A HGANUHUHA AN AMANGNNF L
1281 TAATCATGTTGCCAATCTGCAGCATCAGGCTCACGGTGCCAATCACCATGCAAATGCTGCCAATGGTAATAATTTICTGG 1360
1281 ATTAGTACAACGGTTAGACGTCGTAGTCCGAGTGCCACGGTTAGTGGTACGTTTACGACGGTTACCATTATTAAAAGACC 1360
I M NG I QL ML S VT GTIVMOCTI S GTITTI I KQ

VRV HGRTA ATTITGT
1361 TTCGGGTTCATGGTCGCACGGCCACGATAACGGGTACC 1398
1361 AAGCCCAAGTACCAGCGTGCCGGTGCTATTGCCCATGG 1398
N P NMTARGRYRTG

C) MBD4(-) Sequenzkarte (reverse complement)

Oben: Translation des Minusstranges
Unten: Translation des Minusstranges (wt protein)

E L Q L L A Q AQFF MV F P OQPIMIVFVQFMTITF
1 GAGCTCCAGTTATTAGCTCAGGCTCAGTTTTTCATGGTTTTCCCACAGCCAATCATGATATTTGTTCAGTTTATGATCTT 80
1 CTCGAGGTCAATAATCGAGTCCGAGTCAAAAAGTACCAAAAGGGTGTCGGTTAGTACTATAAACAAGTCAAATACTAGAA 80
L E L *:.*% S L S L K E HNE W L W D H Y K NUL K H D E

R M H L F P F V HAIKNTTIATIUVATITVFA ANAMZGUQTF
81 CCGGATGCACCTGTTTCCATTCGTTCACGCAAAAAATACGATAGCTATCGTTGCCATATTTGCCAATGCCATGCAGTTCA 160
81 GGCCTACGTGGACAAAGGTAAGCAAGTGCGTTTTTTATGCTATCGATAGCAACGGTATAAACGGTTACGGTACGTCAAGT 160
P HV Q K WENVCTFIRY SDINUGVYIKGTIGHTLE

N R I F PL F 6 Q I FI A KV FHNGT FIRTUGQTITIOQADQ
16l ATCGGATATTTCCACTGTTTGGTCAGATATTCATCGCTAAATTTCACAATGGTTTTCGCACGCAGATCATACAGGCCCAG 240
161 TAGCCTATAAAGGTGACAAACCAGTCTATAAGTAGCGATTTAAAGTGTTACCAAAAGCGTGCGTCTAGTATGTCCGGGTC 240
I P Y K W Q K TUL Y ED S F KV I TI KA AIZRULDYTUL G L

R F Q Q F A HITU®PIIRUGTURUHEFIRARTITFTFQIXKF P
241 CGGTTTCAGCAGTTCGCTCACATCACGCCAATCCGCGGTACGCGCCACTTCCGCGCTCGGATATTTTTCCAGAAATTTCC 320
241 GCCAAAGTCGTCAAGCGAGTGTAGTGCGGTTAGGCGCCATGCGCGGTGAAGGCGCGAGCCTATAAAAAGGTCTTTAAAGG 320
P K L L E S V DRWUDATURAVEWA ASUP Y KETULTF K W
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g H G D G H L A AGUPV Q K DG GDOQQLUPGV V E
321 ACAGCACGGGGATGGCCATCTTGCCGCTGGTCCGGTTCAGAAAGATGGTGGCGATCAGCAGCTTCCAGGGGTCGTGGAAC 400
321 TGTCGTGCCCCTACCGGTAGAACGGCGACCAGGCCAAGTCTTTCTACCACCGCTAGTCGTCGAAGGTCCCCAGCACCTTG 400
L VvV P I A M KSG S TRNILTFTITA ATIILTLIKU WPDHF

Q 6 FLDQVESGASZGSGSTG®PULLEGLUPPGS G AQG
401 AGGGTTTCCTGGACCAGGTTGAAGGGGCTTCTGGGGGGGGTCCACTTCTTGAAGGCCTTCCGCCTGGGGGGGCTCAGGGC 480
401 TCCCAAAGGACCTGGTCCAACTTCCCCGAAGACCCCCCCCAGGTGAAGAACTTCCGGAAGGCGGACCCCCCCGAGTCCCG 480
L T E Q VL NVFUP S RPUPTWI KU KT FAI KU RIRUPUPS LA

L F VVLAAEVQAGL S PLUDILGZPGDG VL G E
481 CTCTTTGTTGTACTTGCTGCTGAAGTACAGGCTGGTCTTTCTCCGCTCGATCTGGGTCCGGGGGATGGTGTCCTCGGTGA 560
481 GAGAAACAACATGAACGACGACTTCATGTCCGACCAGAAAGAGGCGAGCTAGACCCAGGCCCCCTACCACAGGAGCCACT 560
E KN Y K 858 S F YL S T KM RURETIUGQTR RUPTITDTETF

VL P GG A AV V V HL A APLGQDUV G V Q VL F P
s61 AGTCCTTCCGGGTGGGGCTGCAGTTGTTGTCCATCTCGCTGCCCCTCTTCAGGATGTCGGTGTGCAGGTGCTCTTTCCGC 640
561 TCAGGAAGGCCCACCCCGACGTCAACAACAGGTAGAGCGACGGGGAGAAGTCCTACAGCCACACGTCCACGAGAAAGGCG 640
D K R TP S CNNDME S G RIKILTIUDTUHTLHE KR,

L HHL HL G A DV F L AVFQEGVIL VL LV VL AUVL
641 TCCACCACCTCCACCTTGGTGCCGATTTCCTCGCT TTCCAGGAAGGTGTCCTCGTACTTCTCGTTGTGCTCGCTGTCCTT 720
641 AGGTGGTGGAGGTGGAACCACGGCTAAAGGAGCGAAAGGTCCTTCCACAGGAGCATGAAGAGCAACACGAGCGACAGGAA 720
E V V E V KT G6G I E E § E L F TUDEYU KENUHES DK

G A A EL VDDA AAGT FULULA AAEUVAAAAUQA APLF
721 GGCGCTGCAGAACTTGTTGATGATGCCGCTGGTITTCTGCTCGCTGCAGAAGTTGCTGCCGCTGCTCAGGCTCCGCTCTT 800
721 CCGCGACGTCTTIGAACAACTACTACGGCGACCAAAAGACGAGCGACGTCTTCAACGACGGCGACGAGTCCGAGGCGAGAA 800
A S C F K N I I 6 S T K QQE S OCTFNSGS SUL S REK

L L HQ AV FULAGUHA AUQT CLA AAG S GV AUDA AHG
801 TCTTCTTCACCAGGCTGTTTTCCTCGCTGGTCACGCTCAGTGTCTCGCCGCAGGCTCCGGCGTCGCTGATGCACACGGTC 880
801 AGAAGAAGTGGTCCGACAAAAGGAGCGACCAGTGCGAGTCACAGAGCGGCGTCCGAGGCCGCAGCGACTACGTGTGCCAG 880
K K VL S NEE 8TV S LTUEGT CAGADSTIOCUVT

PV QL ALULGHGLALGVGLVAUHGLUPTLAUVA
881 CGGTCCAGCTGGCTCTTCTGGGCCACGGGCTCGCTCTCGGCGTCGGCCTTGTTGCACACGGACTCCCGCTTGCTGTCGCT 960
881 GCCAGGTCGACCGAGAAGACCCGGTGCCCGAGCGAGAGCCGCAGCCGGAACAACGTGTGCCTGAGGGCGAACGACAGCGA 960
R DL QS K Q AV P E S EADAIKNTCV S ERIKSD s

L HEAAAALUPAALULGT FULDGDA AL GQDGHTUL A
961 CTGCACGAAGCCGCTGCAGCTCTTCCTGCAGCCCTTCTTGGTTTTCTTGATGGGGATGCCCTTCAGGATGGTCACCTTGC 1040
961 GACGTGCTTCGGCGACGTCGAGAAGGACGTCGGGAAGAACCAAAAGAACTACCCCTACGGGAAGTCCTACCAGTGGAACG 1040
Q VF GS CS KR CGI XK KTI KT KTIUZPTIGI KTLTITUVKG

L G L PHF P EVHVVDALTIULTFWGQQAQV G A G E
1041 CCTTGGGCTTCCGCACTTTCCGGAAGT TCACGTCGTCGACGCCCTCATCCTCTTTCAGCAGCAGGTGGGTGCTGGTGAAG 1120
1041 GGAACCCGAAGGCGTGAAAGGCCTTCAAGTGCAGCAGCTGCGGGAGTAGGAGAAAGTCGTCGTCCACCCACGACCACTTC 1120
K P KRV KRVFNVDDV G EDEI KT LTLIULUHTS TF

VA QAUPATFULGQF GAURAGG GHEUHV VT FLA ALGTUZPG
1121 TTGCTCAGGCCCCTGCTTTCCTGCAGTTCGGAGCTAGAGCTGGGGGGCATGAACACGTCTTTICTTGCACTTGGACCGGGT 1200
1121 AACGAGTCCGGGGACGAAAGGACGTCAAGCCTCGATCTCGACCCCCCGTACTTGTGCAGAAAGAACGTGAACCTGGCCCA 1200
N S L GR S E QL E S S S S P PMTFUVDIKI KTCI KSRT

P QV PV AV YV ALVLQVAGQG G GHA AAVLVPA
1201 CCGCAGGTTCCAGTTGCTGTTGTTGCTCTGGTTCTGCAGGTGGCTGG TCAGGGCGGCCATGCTGCAGTCCTTGTACCGGC 1280
1201 GGCGTCCAAGGTCAACGACAACAACGAGACCAAGACGTCCACCGACCAGTCCCGCCGGTACGACGTCAGGAACATGGCCG 1280
R L NWN S NNZSG QN QLUHSTULAAMS ST G CDIKTYR S



WO 2009/056343 PCT/EP2008/009223

7/8

L DA PUL G OQH G EV EVL G6L QATCLAVLVYVQYV
1281 TCTTGATGCCCCGCTTGGACAGCACGGTGAAGTCGAAGTCCTCGGGCTTCAGGCTTGTCTCGCCGTTCTTGTGCAGGTAG 1360
1281 AGAACTACGGGGCGAACCTGTCGTGCCACTTCAGC TTCAGGAGCCCGAAGTCCGAACAGAGCGGCAAGAACACGTCCATC 1360
K I G R K S5 ULV TVFDF DEUZPI KTULSTETGNT KU HTLY

VG QA ALWASETLUG QALGADEVHVESAGTGTL A
1361 TTGGCCAGGCTGCTCTTGCTTCTGAACTTCAGGCCCTGGGGGC TGATGAAGTACACGTCGAATCTGCCGGCGGTCTTGCC 1440
1361 AACCGGTCCGACGAGAACGAAGACT TGAAGTCCGGGACCCCCGACTACTTCATGTGCAGCTTAGACGGCCGCCAGAACGG 1440
N AL S S K SRVFKLG QPSS TIFYVDTFUR RTGA ATIKG

E QP L L HHPLUPA AAGHALUTPTLGS S GG GATETL
1441 GAACAGCCGCTGCTTCACCACCCGCTCCCAGCCGCAGGGCACGCTCTTCCGACACTCGGTTCCGGCGGTGGCGCCGAACT 1520
1441 CTTGTCGGCGACGAAGTGGTGGGCGAGGGTCGGCGTCCCGTGCGAGAAGGCTGTGAGCCAAGGCCGCCACCGCGGCTTGA 1520
F LRQKVVREUWGT CZPVS I KRT CETTGATA AGTFQ

G A GDRTFULQQGV A LAAUPTULUDUHU HTLTFTULUVTLA
1521 GGGCGCTGGCGATAGGTTCCTGCAGCAGGGGGTTGCACTCGCTGCTCCGC TTGATCATCATCTGTTCCTCGTCCTCGCCC 1600
1521 CCCGCGACCGCTATCCAAGGACGTCGTCCCCCAACGTGAGCGACGAGGCGAAC TAGTAGTAGACAAGGAGCAGGAGCGGE 1600
A S A I PEQLULUPNTGCES S SR RIEKTIMMG QETETDTEG

H S F Q F B GHI1IVFULUPOQVV 6 6 V 6 H QPULAA ATGH
1601 ACTCTTTCCAGTTCCATGGCCACATCTTCC TTCCGCAGGTCCTTGGGGGEGTCGGGCACCAGCCGCTCGCTGCTGGTCAL 1680
1601 TGAGAAAGGTCAAGGTACCGGTGTAGAAGGARGGCGTCCAGCAACCCCCCCAGCCCGTGGTCGGCGAGCGACGACCAGTG 1680
VRETLEMAVYVDEI KT RTLUDNUPUPUDUZPUVTILTR RETSS STV

G R 6 G S AV A Q A QAF QAGGA AUHBGGI KTULGT
1681 GGTAGGGGCGGCTCCGCGGTCGLCCAGGCTCAGGCTTTCCAGGCCGGTGGTGCCCATGGTGGCAAGCTTGGTACC 175%
1681 CCATCCCCGCCGAGGCGCCAGCGGGTCCGAGTCCGAAAGGTCCGGCCACCACGGGTACCACCGTTCGAACCATGG 1758
T P AAGRDGTL SL S EULGTTGMTA ATLIK KT G
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