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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose von hypoxisch ischamischen Zustéanden pnd
Krankheitsbildern.

Die Pathomechanismen bei der perinataien Asphyxie (Pa) auf Genexpressions-Niveau| im
allgemeinen und die Rolle von Transkriptionsfaktoren (TF) im besonderen sind bis jetzt noch njcht
aufgeklart. Im Hirn, dem besonders dramatischen Ziel von asphyktischen Schaden, sind Informa-
tionen uber die Rolle von TF nicht verfugbar. Dies kann dem Umstand zugeschrieben werden, dal
kein geeignetes Tiermodell fur PA verfugbar war und die bestehenden Modelle eher den Schlag-
anfall oder die Ischamie als PA wiedergaben (1).

Es gibt jedoch Berichte Gber TF in Hypoxie, einem pathophysiologischen Zustand, der der|PA
wenigstens ahnelt: Giacca und Mitarbeiter berichteten die Aktivierung des Hitzeschocktranskrpti-
onsfaktors in normalen und Tumorzeliinien mit maximaler Induktion bei oder nach 3 Stunden |(2).
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 durch Hypoxie in Tumorzellen wurde von Yao pind
Mitarbeitern 1994 berichtet (3) und die Analyse der Kinetik der TF-Expression zeigte an, dal3|die
Expression von c-jun und junD wahrend der hypoxischen Exposition induziert wurde und daf|die
mRNA-Niveaus wahrend der erneuten Sauerstoffzufuhr abnahmen. AP-1-Induktion durch |die
Hypoxie aktivierenden Gene wie Endothelin-1, platichenabgeleiteter Wachstumsfaktor, Collagegna-
se IV, wurde dann in endothelialen Zellen durch Banyopadhyay (4) und in HeLa-Zellen durch aride-
re (5) bestatigt.

Ein wichtiger TF, allgegenwartig spezifisch und gut dokumentiert, ist der Hypoxie induzierhjare
Faktor (6-12): Er wurde zuerst als eine DNA bindende Aktivitat beschrieben, die insbesondere|ein
8bp-Motiv erkennt, das als wesentlich fir die Hypoxie induzierbare Erythropoietin-Gentranskriplion
bekannt ist. Spater wurde HIF-1-Aktivitat auch in Zellinien gefunden, die Erythropoietin nicht expri-
mieren, was nahelegt, dal HIF-1 Teil eines weitreichenden Sauerstoff erfassenden Mechanisrpus
ist. Es ist ein heterodimerer, basischer Helix-Schleifen-Helix- TF, der Gene steuert, deren Prodykte
Schlusselrollen im Beibehalten der O,-Homeostase spielen. Kvietikova und Mitarbeiter hapen
berichtet, daR die TF ATF-1 und CREB-1 konstitutiv an das HIF-1 binden (13). Wir fanden die Hirn
HIF-1-Expression im Hirn von hypoxischen Ratten Stunden nach der hypoxischen Expositjon,
waren jedoch nicht in der Lage, dessen Expression im Hirn von Ratten mit PA und einer asphyk-
tischen Phase von 20 min zu entdecken (14). Ein anderer TF, EPAS1, verwandt zum HIF-1 uind
durch Hypoxie in endothelialen Zellen induzierbar, wurde unlangst durch Tian und Mitarbeiter yer-
offentlicht (15); er bildet mit dem Arylkohlenwasserstoff-Kerntransporter vor der transkriptionglen
Aktivierung der Zielgene, wie beispielsweise dem Tyrosinkinasegen Tie-2, einen heterodimgren
Komplex. Die Aktivierung von TF NF-kappa B p65, gefolgt von einer Induktion von Cyclooxyge-
nase-2 in menschlichen, vasuldren Endotheliaizellen wurde von Schmedtje und seiner Gruppe
gezeigt (16): menschliche endotheliale Zellen der Nabelvene zeigten eine mehr als vierfaghe
Induktion von COX-2-Protein bei 1 % Sauerstoff, vermittelt durch Binden von NF-kappa B p6§ zu
dem 3'NF kappa B Konsensus-Etement in der Promotorregion stromaufwarts von COX-2. Yan jind
Mitarbeiter berichteten unlangst, da? Kernfaktor Interleukin 6-Motive die gewebespezifische Gen-
transkription in Hypoxie mediierte (17); Aktivierung der Transkription beim Nuklearfaktor-Interleykin

zwischen dem normoxischen und dem asphyktischen Rattenhirn in einem gut dokumentierten
modell von PA aufzuzeigen.

von einem Patienten mit Verdacht auf hypoxisch ischamische Zustande und Krankheitsbilder
nommenen Probe, die Anwesenheit und Menge wenigstens eines Transkriptionsfaktor-(TF)-cCiNA
in vitro festgestellt wird.

Bevorzugterweise werden dabei ein oder mehrere Transkriptionsfaktoren der Gruppe
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NFI/CAAT-Bindungsprotein (EMBL X92857), NF-kappa-B p65-Untereinheit (EMBL M62399),
N-myc (EMBL X63281), basisches Helix-Schiaufen-Helix-Protein (EMBL D82868), MIBP1 (c-myc
intron-Bindungsprotein) (EMBL D37951), SOX4 (EMBL X70683), neuronaler Todesfaktor (EMBL
D83697), c-maf=c-Maf-Protein (Protooncogen) (EMBL S74567), PEBP2alphaA (PEBP major-
Transkriptionsfaktor) (EMBL Af005936), DNA-Bindungsprotein (Brn-2) (EMBL L27663), Homeodo-
mainprotein (EMBL Af004431) und Zink-Finger-Transkriptionsfaktor (EMBL M65008), detektiert
und quantifiziert.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele, auf die sie jedoch nicht beschrankt
sein soll, naher erldutert.

Beispiel:
Verfahren: Tiere und Versuchsmuster

Asphyxie wurde induziert in Jungtieren, die durch Kaiserschnitt trachtiger Sprague-Dawley-
Ratten (18, Review in 18) gewonnen wurden. Innerhalb des letzten Tages der Trachtigkeit, ermittelt
durch Estabularium-Protokolle, wurden die Tiere durch Halsdislokation getstet und hysterektomiert.
Die noch die Féten enthaltenden Geb&rmutterhdrner wurden 20 min lang in ein Wasserbad bei
37°C gegeben. Durch Kaiserschnitt gewonnene Kontrolljungtiere und asphyktische Jungtiere stam-
men von der selben Mutter, da jede Ratte etwa 10 bis 14 Jungtiere ergab. Nach der asphyktischen
Phase von 10 oder 20 min, - d.h. Inkubation bei 37°C - wurden die Gebarmutterhérner rasch gesff-
net und die Jungtiere entnommen. Die Jungtiere wurden durch Enthaupten 10 min nach der
asphyktischen Phase getdtet und die Gehirne rasch entfernt. Es wurden nur Wirfe mit Jungtieren
mit einem Gewicht von mehr als 4,5 g zum Zeitpunkt des Gewinnens in den Versuchen verwendet.

Die Tierversuche wurden gemaf den Richtlinien der American Physiological Society durchge-
fuhrt.

Ganze Hirne (ein Vorrat von drei jeder Gruppe, d.h. von normoxischen Tieren, 10 min Asphyxie
und 20 min Asphyxie) die fur die subtraktiven Hybridisierungsstudien verwendet wurden, wurden
bei -80° aufgehoben, bis die Versuche ausgefithrt wurden.

Subtraktive Hybridisierung (SH)-Protokoll (20, 21)

Die gepoolten Gehirne von normoxischen und 10 oder 20 min asphyktischen Ratten-Jungtieren
wurden far die Isolierung von mRNA zur Verwendung des Quick Prep Micro mRNA-Reinigungs-
Kits (Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Sweden, Kat. 27 92 55 01) herangezogen.

1 Mikrogramm mRNA aus jeder Praparation wurde mit einem cDNA-Klonierungs-Kit (Gibco,
Life Technologies, Eggenstein, Germany, Kat. 18248013) hinsichtlich Qualitat tuberpruft, wobei der
Einbau von [Alpha-*?P)dATP] (Amersham, Buckinghamshire, UK, Kat. AA0004)) mit nachfolgender
Elektrophorese auf 1%-ig Agarose gefolgt von Autoradiographie verwendet wurde. Der Reflexions-
film (Dupont NEF 496) wurde dem Gel fiir eine Zeitspanne von zwei Stunden bei Raumtemperatur
exponiert.

Konstruktion der der subtraktiven Bank: 10 Mikrogramm jeweils von mRNA von Hirn von PA
und Kontrolitieren wurden durch UV-Bestrahlung bei 360 nm gemaf den Vorschriften in dem Sub-
traktor-Kit (Invitrogen, Leek, Netherlands, Kat. K432001) biotinyliert. 1 Mikrogramm mRNA-Pools
jeweils von dem DS-Hirn Probe wurden der reversen Transkriptasereaktion (Subtraktor-Satz, Invi-
trogen) unterworfen und die ¢cDNA-Vorrate wurden mit der entsprechenden biotinylierten mRNAs
aus den Versuchstieren hybridisiert.

Die SH-Mischung wurde mit Streptavidin gemaf dem obigen Subtraktor-Kit inkubiert und so die
biotinylierten Molekule (nichtinduzierte, biotinylierte mRNAs und das Hybrid [biotinylierte mRNAs /
cDNAs]) komplexiert. Die Streptavidinkomplexe wurden durch wiederhoite Phenol-Chloroform-
Extraktion entfernt und die subtrahierten cDNAs wurden aus der wésserigen Phase durch Alkohol-
fallung (Subtraktor-Kit) abgetrennt.

Um subtrahierte cDNAs zu vermehren und zu klonieren, wurden sie mit Not I-Linkern ligiert,
gefolgt durch Not I-Verdau. Die Not I-Linker tragenden cDNAs wurde in die Not I-Stelle des sSPORT
1-Klonierungsvektors (cDNA-Klonierungs-Kit, Gibco) ligiert.

Um die Visualisierung von subtrahierten cDNAs zu ermaéglichen, wurden die klonierten cDNAs
unter Verwendung der universellen Primer
| 8-GTAAAACGACGACGGCCAGT-3' und
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Il 5-ACAGCTATGACCATG-3'

aus der multiplen Klonierungsstelle des sPORT-1-Vektors (cDNA-Klonierungs-Kit Gibco) amplifi-

ziert. Die amplifizierten cDNAs wurden durch 1%ige Agarose-Elektrophorese analysiert.
Kionieren von subtrahierten Not I-gelinkten cDNAs

Not |-geklingte cDNAs, ligiert mit SPORT 1-Vektor, wurden fur die Transformation von hoch-

kompetenten INFalphaF' E. coli-Zellen (Invitrogen, Leek, Netherlands, Kat. C2020-03) verwe
und platierte Kione wurden durch einen Plasmidisolations-Kit (Quiagen, Hilden, Germany,

det
at.

12245) und Verdau mit Eco RI/Hind Ill analysiert. Rekombinante Klone wurden durch K. Gfan-

derath, MWG-Biotech (Ebersberg, Germany) sequenziert.

Homologien wurden durch computergestiitzen Vergleich der Daten aus der Genbanksequ
bank: fastA@ebi.ac.uk (GBALL, Gen, Bank, EMBL, Heidelberg, Germany) bestimmt.

SH wurde kreuzweise ausgefiihrt, d.h. PA-Proben mRNA-Subtraktion von der Kontrolle
umgekehrt beim 1:3-Niveau (asphyktisches Hirn-mRNA : normoxisches Hirn mRNA).

Ergebnisse

nz-

und

SH zeigte, daR eine Reihe von Sequenzen im PA-Hirn verschieden ist vom normoxischen Hirn,

die wie in Tabelle 1 gezeigt, als TF identifiziert wurden.
Tabelle 1

Bei 10 min Asphyxie wurden funf TF aufwartsreguliert (NFI/CAAT-Bindungsprotein, NF-kappa-

B p65, N-myc, basisches Helix-Schlaufen-Helix-Protein, c-myc-intronbindungsprotein). Bei 20

min

Asphyxie wurden nur zwei TF, SOX4 und der neurale Totfaktor als aufwartsreguliert gefungen,
eine Reihe von sechs TF (NF-H-Gen, c-maf, PEB-Haupttranskriptionsfaktor, brn-2, Homoedomain-

protein und Zinkfingertranskriptionsfaktor) wurden hinunterreguliert.

Die Unterschiede in der TF-Expression waren wenigstens dreifach, da in der subtraktjven
Hybridisierungsprozedur ein dreifacher UberschuR der entsprechenden mRNAs, wie oben angege-

ben, verwendet wurden.

Fig. 1 (a-1) zeigt die Ausrichtung der Sequenzen, die in unseren Klonen gefunden sind (agph)
zu den Sequenzen aus der Genbank EMBL. Nur Sequenzen mit einer Homologie mehr als $0%

wurden ausgerichtet.

TABELLE 1. TRANSKRIPTIONSFAKTOREN aufwiérts- oder hinunterreguliert in
perinataler Asphyxie

Nr.Bank Dauerd. Named. EMBL Orga- Lidnge der % Homolog
Asphyxie Gen Nummer nis- cDNA Uberlap- der cDNA
mus pung
(bp)

| A/IC 10 min NFI/CAAT- X92857 hs 234 200 56
Bind.prot.

] A/C 10 min NF-kappa-B M62389 hs 513 513 90
p65 Untereinheit

i A/C 10 min N-myc X63281 rat 272 272 100

v  A/C 10min basisches Helix- D82868 rat 349 349 100
Schlaufen-Helix-
Protein

\Y A/IC 10 min MIBP1 D37951 rat 477 477 100

(c-myc intron
Bindungsprotein)

VI A/C 20 min SOX4 X70683 hs 388 388 94

ViIl  A/IC 20 min Neuronaler D83697 rat 373 373 100
Todesfaktor

VIl C/A 20 min c-maf=c-Maf S74567 mouse 410 404 53
Protein
(Protooncogen)
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Nr.Bank Dauerd. Name d. EMBL Orga- Liange der % Homologie
Asphyxie Gen Nummer nis- cDNA Uberlap- der cDNA
mus pung
(bp)
IX C/A 20 min PEBP2alphaA  Af005936 mouse 323 323 97
{PEBP major-
Transcriptions-
faktor)
X C/A 20 min DNA Bindungs- L27663 rat 235 235 100
protein (Brn-2)
Xl C/A 20 min Homeodomain- Af004431  rat 237 237 100
protein
Xit  C/A 20 min Zink-Finger- M65008 rat 405 405 100
Transcriptions-
faktor

AJ/C - Durch Asphyxie induzierte Transkription
C/A - Durch Asphyxie hinunterregulierte Transkription

Die etwa 5000 TF in einem Saugetierhirn sind von fundamentaler Bedeutung fur die Hirn-
funktionen, wie Verknlipfungen im Hirn, Entwicklung, Reparatur, Plastizitat, um einige wenige zu
nennen (22). Wir fanden eine Anderung der steady-state von TF-mRNA im neonatalen Rattenhirn
mit PA schon ab 10 min nach 10 oder 20 min Asphyxie.

Bei 10 min PA war eine Sequenz die den nuklearen Faktor I/CAAT-Bindungsprotein reprasen-
tiert aufwartsreguliert. Bislang wurde diesem spezifischen TF keine Funktion zugeordnet (23) und
dies ist der erste Bericht der NFI in der Saugetierpathophysiologie eine mégliche Rolle zuordnet.

NF-kappa B p65 (p65) wurde in unserer Studie bei 10 min Asphyxie aufwartsreguliert und ist
bereits als in Hypoxie verwickelt gezeigt worden, indem es die NAD(P) H:Quinonoxidoreduktase in
vitro induziert (24). Koong und Mitarbeiter haben gezeigt, dal Hypoxie die Aktivierung des Nuklear-
faktors kappa B in vitro durch die Phosphorylierung von | kappa B Alpha auf Tyrosinresten
verursacht. Es ist bekannt, daf} die Aktivierung von NF-kappa B eine Vielzah! von frithen Antwort-
genen induziert (25). Wir konnten hiermit die Relevanz dieses TF fur den hypoxischen Zustand von
PA in vivo bestétigen.

Die Aufwartsregulieren von N-myc, das im Hirn von Ratten mit einer asphyktischen Spanne
von 10 min gefunden wurde, kann die Verwicklung in den apoptotischen Wegen reflektieren. Die
Teilnahme einer Reihe von myc-Protoonkogenen in den apoptotischen Wegen wurde beschrieben
(26) und wir haben beschrieben, dal die Apoptose im Hirn von perinatal asphyktischen Ratten in
dem oben beschriebenen Modell (27) stattfindet.

Das neue basische Helix-Schiaufen-Helix-Protein (bHLH) D82868 wurde bei 10 min von PA
aufwartsreguliert. Es ist einer der bHLH-TF, der bei der Entwickiung des zentralen Nervensystems
eine wesentliche Rolle spielt und der ausschlieflich im Hirn exprimiert wird (28). Die einzige Verof-
fentlichung, die Uber diesen TF erhéltlich ist, beschreibt das molekulare Kionieren aus dem Ratten-
hirn und wir ordnen der Pathophysiologie von PA in der frihen Phase eine vorlaufige Rolle zu. Es
wurde bereits beschrieben, dal Mitglieder der bHLH-Familie in hypoxischen Zusténden involviert
sind: Das am meisten bekannte Mitglied ist das HIF-1, Sim-2 hemmt die Transkription durch aktive
Repression und funktionelle Interferenz des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 (29) und ein bHLH-
PAS-Faktor mit einer Sequenzhomologie zu HIF-1 bindet in der Hypoxie zu dem HIF-1 kontrol-
lierenden, vakuidren, endothelischen Wachstumsfaktor (30).

Der funfte TF, der bei 10 min von PA Uiberexprimiert wird, ist das c-myc-Intron-Bindungsprotein
(MIBP1). Der einzige vertffentlichte Bericht beschreibt das Kionieren und die Charakterisierung
aus der Ratte, es ist reichlich im Hirn und enthalt Zinkfingerregionen und bis jetzt wurde keine
Funktion gezeigt. Wie oben vorgeschlagen, kann es sehr wohl mit myc-Motiven in dem Verfahren
der Apoptose im Hirn von Ratten mit PA wechselwirken {31).

Zwei TFs werden bei 20 min PA im Rattenhirn aufwartsreguliert: SOX4 ist ein Mitglied der
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hochbeweglichen Gruppen TF und es wurde gezeigt, daR es den menschlichen CD2-Verstarker
transaktiviert (32). Die beschriebene T-Zellen- und lymphoidspezifische Transkriptionsfunktion von
SOX4 kann auf das Hirn ausgedehnt werden, wo es eine Funktion unterschiedlich zu der in Lym-
phozyten haben kann. Es kann durch seine Wechselwirkungen mit Interleukin - 2 NF-AT (32)|zur
PA-Pathophysiologie beitragen.

Der neuronale Todesfaktor D83697 wurde durch differentielles Dispiay-Screening gefun
ein Verfahren zum Suchen von Genen vergleichbar mit unserer Methode von SH. Dieser Faktor
wurde durch Deprivation des Nervenwachstumsfaktors mit einer Spitze 15 Stunden nach |der
Induktion dessen programmierten, neuronalen Todes induziert. Uberexpression des neuronalen
Todesfaktors in kultivierten Neuronen war fur sich hinreichend, um Apoptose zu induzieren (B33).
Diese Feststellungen zusammen mit unserer Beobachtung der frihen Aufwartsregulierung [legt
eine Funktion im apoptosischen ProzeR nahe, die in der PA stattfindet.

Funf TF wurden im Rattenhirn bei 20 min PA hinunterreguliert. Eine besondere Feststellung,
wenn beriicksichtigt wird, daR im Hirn etwa 5000 TF exprimiert werden:

Das Protooncogen c-maf ist ein basischer Zipper TF und ist verantwortlich fur die gewebegpe-
zifische Expression von Interleukin-4 (34). Es wird im Hirn stark exprimiert und kann in der konger-
tierten Aktion mit anderen Protoonkogenen in Entwickiungsprozessen involviert sein (22, 35). Kur-
schner und Morgan haben gefunden, da® maf die Transkription von mehrfachen Stellen in einem
Promotor stimuliert, der die Purkinje neuron-spezifische Genexpression dirigiert (36). Uberpies
kann Maf an AP-1-Stellen binden und bildet mit Fos und Jun Heterodimere (37) und dieses bjldet
eine Verbindung zu einer Bedeutung von AP-1 in Hypoxie wie oben in der Einleitung erwahnt (3).

Die Regulierung von PEBP2alpha bei 20 min PA nach unten kann als die Regulierung rnach
unten eines anderen Protooncogens angesehen werden, zumal Stewart und Mitarbeiter dieseg TF
als ein direktes Onkogen beschrieben haben und Uberdies eine Wechselwirkung mit myc Proto-
oncogenen berichtet worden ist (38).

Brn-2 ist ein zentrales Nervensystem-spezifischer POU-Domain TF, das in Migratipns-
und/oder Reifungsprozessen im Hirn eine Rolle spielt (39). Die Entfernung des genomischen
2-Lokus beeinfluRt die terminale Differenzierung und/oder die Beibehaltung von hypothalamischen,
neurosekretorischen Neuronen (40, 41) und in der Tat haben wir in dem Tiermodell von PA, das fur
die vorliegende Studie verwendet worden ist (nicht veréffentlicht) morphologische Abnormalitaten
in Ratten festgestellt, die 20 min Asphyxie drei Monate lang uberlebt haben. Fuji und Ha ada
berichteten 1993, dak Brn-2 uberhaupt fur die Bildung neuralen Zeli-Linien von Saugetieren bgno-
tigt wird: Wenn die Brn-2-Induktion durch Antisense-RNA blockiert oder verzdgert wurde, waren
undifferenzierte Zellen nicht in der Lage sich zu Neuronen und Astrozyten zu differenzieren. Staft-
dessen differenzierten sie in nonneurale Zellen einschiieRlich glatter und Skelettmuskelzellen {42).
Die Regulierung nach unten bei 20 min PA kann sehr woh! Defekte der Hirnentwicklung und der
Funktion erlautert werden, die PA begleitet und foigt (19).

Es gibt nur einen molekular-biologischen Nachweis fir das homoedoméane Protein Af004431
und es sind keine funktionellen oder biologischen Daten verfugbar und SchiuRfoigerungen konnen
nicht direkt von Funktionen der homeodomanen Superfamilie gezogen werden. Manak und $cott
haben zusammengefaRt, was tber die konservierten Homeobox-Gen-Funktionen bekannt ist {43).
Das Ergebnis dieses individuellen homeodomanen Proteins - Regulation nach unten im perinata-
len, asphyktischen Hirn ist ein erster, vorlaufiger Schlissel zu einer méglichen Rolle in dem Patho-
mechanismus von PA.

Die frihe und verlangerte Expression der sechs TF "Zinkfingersofortfrihgene”, na
NGFI-A, NGFI-B, NGFI-C, egr-2, egr-3 und Nurr1 wéhrend des hypoxischen/ischemischen Zustan-
des in der Ratte wurde beschrieben (44). Wir berichten die Regulation eines Zingfinger| TF,
MB5008 in PA schon 10 min nach einer asphyktischen Periode von 20 min nach unten. Diesgr TF
ist ein Zinkfinger-Transkriptions-Aktivator und ein Mitglied der GSG-Element-Bindeprotein-Familie
und reprasentiert das Nervenwachstumsfaktor-induzierte fruhe Antwortgen NGFi-C. NGFi-C
mRNA ist innerhalb von Minuten der Stimulation von PC12-Zellen durch den Nervenwachstyms-
faktor induziert (45).

In unserem Tiermodell von PA, eine Sequenz 100% homolog zu dem Nervenwachstumsfaktor
J04154 wird etwa dreifach bei 20 min PA Uberexpremiert (nicht veroffentlicht), moglicherweige zu
spat, um den Zinkfinger TF M65008 (NGFI-C) zu induzieren. Da die Tiere unseres Versu
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asphyktische Perioden langer als 20 min nicht Uberleben, kann die Regulation von NGFi-C nach
oben, die in chronischen, hypoxischen Zustédnden gefunden wurde, fir unsere derzeitigen PA-Stu-
dien nicht relevant sein. .

Zusammenfassend haben wir durch Anwendung der Genauffindungsmethode der SH ein Mus-
ter von TF-Expression in einem einfachen, gut dokumentierten Tiermodell von PA etabliert. Modifi-
kation der TF-Expression schiof? verschiedene Klassen von TF einschlieBlich POU, Zinkfinger,
Homeodomain und basische Helix-Schlaufen-Helix-Motive ein. Diese Anderungen kénnen mithel-
fen, die Hirnschadigung und Zerstorungsfunktion wahrend und nach PA zu erklaren. Unsere Fest-
stellungen kdnnen zum Verstehen der postnatalen gestérten Hirnentwicklung hinsichtlich Struktur,
Verknupfung und Pathologie von perinataler Asphyxie beitragen. Die Anderung der konzentrierten
Wirkung von TF, namlich das pathophysiologische Muster von TF, das entwickelt wurde, kann
auch die Basis fur das Auffinden von Markern fur die Hirnschadigung in PA bilden.

Obwohl Expressionsunterschiede individueller Transkriptionsfaktoren (TF) bei Ischamie und
Hypoxie berichtet wurden, ist keine Information Uber TF in perinataler Asphyxie (PA) verfiigbar.
Daten tber TF aus Ischamie oder Hypoxie kénnen nicht einfach auf PA iibertragen werden und es
wurden keine Studien berichtet, wie ein Expressionsmuster oder eine konzentrierte Aktion von TF
zeigen.

Wir haben daher eine Genauffindungstechnik, subtraktive Hybridisierung angewendet, um die
Sequenzen verschieden im Hirn von normoxischen und perinatalen, asphyktischen (10 und 20 min
von Asphyxie) Ratten zu zeigen. Diese subtrahierten Sequenzen wurden durch Genbank identi-
fiziert und einzelnen Genen zugeordnet.

Bei 10 min PA wurden die TP NFI/CAAT-Bindungsprotein, NF-kappa-B p65, N-myc, basisches
Helix-Schlaufen-Helix-Protein D82868 und c¢c-myc intron Bindungsprotein aufwartsreguliert. Bei
20 min PA wurden die TF SOX4 und neuronaler Todesfaktor aufwartsreguliert, wogegen die TF
c-maf, PEBP major Transkriptionsfaktor, brn-2, Homeodomain-Protein Af004431 und Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor M65008 nach unten reguliert wurden.

Die biologische Bedeutung unserer Feststellung, ist das Aufzeigen des pathophysiologischen
Musters von TF einschlieBlich POU, Zinkfinger, Homeodomane und basisches Helix-Schlaufen-
Helix-Motiv in PA, das Vorschlagen von Pathomechanismen fir die Hirnschadigung durch PA,
Erlauterung transkriptionaler Anderungen im allgemeinen (wie beispielsweise NF-kappa-B p65,
usw) oder in speziellen Begriffen (wie beispielsweise der neuronale Todesfaktor).

Diese Ergebnisse stellen die molekular-biclogische Basis fiir weitere Studien der bislang
schlecht verstandenen komplexen Pathophysiologie von PA dar und fordern diese heraus.
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PATENTANSPRUCHE:

1. Verfahren zur Diagnose von hypoxisch ischamischen Zustanden und Krankheitsbildern,
dadurch gekennzeichnet, daR in einer von einem Patienten mit Verdacht auf hypoxisch
ischamische Zusténde und Krankheitsbilder entnommenen Probe die Anwesenheit und
Menge wenigstens eines Transkriptionsfaktor-(TF)-cDNA in vitro festgestellt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal in der entnommenen Probe die
Anwesenheit und Menge wenigstens eines Transkriptionsfaktors, ausgewahlt aus der
Gruppe NFI/CAAT-Bindungsprotein (EMBL X92857), NF-kappa-B p65-Untereinheit (EMBL
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M62399), N-myc (EMBL X63281), basisches Helix-Schlaufen-Helix-Protein  (EMBL
D82868), MIBP1 (c-myc intron-Bindungsprotein) (EMBL D37951), SOX4 (EMBL X70683),
neuronaler Todesfaktor (EMBL D83697), c-maf=c-Maf-Protein (Protooncogen) (EMBL
S74567), PEBP2alphaA (PEBP major-Transkriptionsfaktor) (EMBL Af005936), DNA-
Bindungsprotein (Brn-2) (EMBL L27663), Homeodomainprotein (EMBL Af004431) (ind
Zink-Finger-Transkriptionsfaktor (EMBL M65008), festgestellt wird.

HIEZU 12 BLATT ZEICHNUNGEN

10
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%12492 (EM HUM)MensSChlmRNA fiir cAAT-box bindendes Protein {1755 nt)

10 20 30 40 50 60
asph7, ACCGTTATTTCCACTGGGGTGGGCAAGGTGGGGAT CCACGCTGAuAGTAACACAGG;AC

P Tt s eeea T
.....

EM HUM GCTGGACCTPGTCATGGTCATCCTGTTCAAGGGCATCCCGCTGuAGAG CAC"CACGGCG
430 440 4590 460 470 480

70 80 S0 100 110 120
asph7, ATCTGCTGGTCCAGGCTGCGCAGTGCGTGGAAGGTGGGCTGTCTGTGTTGCTGTA CAAA

EM_HUM AGCGCCTGvTCAAGGCTGCGCAGTGCGGTCACCCGGL CCTGTGCGTGCAGCCGCACCA\,A
490 500 510 520 530 540

130 i40 150 160 170
asph7, TAG-—GTGCCCACCATTGACCTGG———"TGACCACGATGACTTCCACACTGATACCA“CA

LS T T R
.....

EM_HUM "TGGCGTGGCCGTCAAGGACLTGGACCTCTACCTGGCCTACTTLGTGCGTG*—AGCGAGA
550 560 570 5890 590 600

180 190 200 210 220 230
asph7, GGCAGCATGAGCCACGATGTCATCGG-CAGGGA—AGGCAGTGCCAGAGAACGCAGCGGTG

228 s v eas se
M s e

EM HUM TGCAG—AGCAAAG»GGCAGTCCCCGGAC GuATGGGCTCTGACCAGGAGGACAGCAAGC
610 620 630 640 650 660
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Fig. 1b
M62399 menschl. Transkriptions-Faktor p65 {NF-kappa-B p65 Untereinheit), 1767bp

10 20 30 40
asph30 ACCGGAACTCTGGGAGCTGCCTCGGTGGGGATGAGATCTTCTT
m62395 CAAG}\.TCTGCCGAG’fGAACCGAA’\CTCTGGCAC"TGCCTCGGTGGGGATGAGA'“CTTCCT

670 680 690 700 7190 720
50 60 70 80 S¢ 100

asph30 ACTGTGCGACAAGGTGCAGAAAGAAGACAT TGAGGTGTATTTCACGGGACCAGGCTGGGA

m62399 ACTGT GTGACAAGGTGCAGAAAGAGGACATTGAGETGTATTTCACGGGACCAGGCTGGGA
730 740 750 760 770 780

110 120 130 140 150 160
asph30 GGCACGAGGCTCCTTTTCTCAAGCTG ATGTGCATCGGCAAG GGCCATTGTGTTCCGGAC

m623293 GGCCC GAGGCT CC'I"I'TTCGCAAGCTGATGTGCACCGACAAGTGGCCATTGTGTT\_ CGGAC
790 800 810 820 830 840

170 180 180 200 210 220
asph30 TCCTCCGTACGCCGACCCCAGCCT CCAGGCTCC’I‘GTTCGAGTC'Y‘CCATGCAGCTACGGCG

m6239S CC CTCCCTACGCACACCCCAGCC’I‘GCAGGCTCCTCTGCGTGTC‘I‘CCATGCAGCTG;.GGCG
850 860 870 880 890 900

230 240 250 260 270 280
asph30 GCl CTTCTGACCGCGAGCTCAGTGAGCCCATGGAGTTCCAGTACTTGCCAGACACAGATGA

m62399 GCCTTCCGACCGGGAGCTCAGT GAGCCCATGGAATTCCAGTACCTGCCAGA’”ACAGAC GA
910 520 930 S40 950 960

290 300 310 320 330 340
asph30 TCGCCAC CGGA""TGAAGA.GAAGC GCAARAGGACCTATGAGACCTTCAAGAGTATCATGAA
m62399 TCGTCACCGGATTGAGCAGAAACG’I‘AAAAGGA\..ATATGAGACC‘I‘TCAAGAGCATCATCAA

970 980 9990 1000 1010 1020

350 360 370 380 390 406
asph30 GAAGAG‘I'CCT’I‘TCAAAGGACCATCAGAAC\_CCGGCCTCCAACCCGGCTCATTGCTGTGCC

m62399 GAAGAG;CCTTT\,AGCGGACCCACCGACCCCCGGCCTCCA(‘C'I‘CGACGCATT CTGTGCC
1030 1040 1050 10€0 1070 1080

410 420 430 440 450 460
asph30 'I’ACC"GAN\CTCAACTTCTGTCCCCAAGCCAGCCCL.GCAGCCC"‘}\\.ACCTT\:GCTTCA”‘C

me2399 TTCC(.G\.AGu.TCACCT"‘C'l G'I‘CCCCAAGCCAC\.ACCCCAGCCCTAT CTTTACa TCATC
1090 1100 1110 1120 1139 1140

470 480 490 500 s1¢
asph30 CCTCAGCACCATCAACTTTGATGA TTTT CCC"CATGCTGTTAGCTTC'T‘G
m62355 CCT(;A(:CAC\_AT(‘Z\ACTAI‘\..Z‘\TGAGTTTCCCACCA"‘G"T Tx CCTTCTGGGCAGATC
1150 1160 1170 1180 1190
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Fig.
X63281

asph3s

X63281

asph38

X63281

asph38

X63281

asph38

X63281

aspk38

X63281

1c

R.norvegicus N-myc -Gen (6551 nt)

10 20 30 40 50 60
T”PGACTCGGAGGACAGCGAGCGCCGCCGAAACCACAACATCCTGGAGCGCCAGCCCCGC

............................................................
............................................................

TCAGACTCGGAGGACAGCGAGCGCCGCCGAAAuCACAACATCC TGGAGCGCCAGCGCCGC
5570 5580 5580 5600 5810 5620

70 8C 90 100 110 120
AAC”ACCTGCGCTCCAGCTTCCTGAHGC"CAGGGACCATGTGCCCGAGCTGGTGAAGAAC

...........................................................
..........................................................

AACGACCTGCGCTCCAGCTTCCTGACGCTCAGGGACCATG”GCCCGAGCTGGTCAAGAAb
5630 5640 5650 5660 5670 5680

130 140 150 160 170 180
GAGAAGGCCGCCAAGGTGG*CATCTTAAAAAAGC”CACCGAGTACGTCCACGCCCTACAG

..... . .........-........................................
...........................................................

GAuAAGGCCGCCAAGGTGGTCATCTTAAAAAAGGCCACCGAGTACGmCCACGCCCTACAC
5690 5700 5710 5720 5730 5740

190 200 210 220 23¢C 240
GbCAACGAGCACCAGCTCCTGCTGGAAAAGGAGAAACTGCAGGCGAGuCAGCAGCAGTTG

.................................
............................................................

GCCAACGAGCACCAGCTCCTGCTGGAAAAGGAGAAACTGCAGGCGAGGCAGCAGCAGTTG
5750 5760 5770 5780 5790 5800

...........................

250 260 270
CTAAAGAAGATCGAAuACGCTCGGACTTGCTA
CTAAAGAAGATCGAACACGCTCGGACTTGCTA

5810 5820 5830
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D82868 Ratten mRNA fiir bHLH Protein {1843 nt)

asphd4l

d82868

asph4l

d82868

asph4l

d82868

asphdl

ds2ge68

asphdl

dB2868

asphdl

d8z2868

10 20 30 40 g9 60
GAGGAAGGAGAuCTCGGCGGCGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAGcAGGAGgAAGGACTAGAL

...........................................................

GAGGAAGGAGAGCTGGCCC CGAGGAGGAGGAGGAAGA”GAGGACGAGCAAGuACTAGAC
260 270 280 290 300 310

70 80O 90 100 1190 12¢
GAGGCGGAAGGCGAGCGGCCCAAGAAGCGCGGGCCGAAGARACGCARGATGACCAAGGCG

...........................................................

GAGGCGGAAGGCGAGCOGCCCAAGAAGLGCGGG»CuAAGAAACGCAAuATCA»CAAGGCG
320 330 340 350 380 370

130 140 150 160 170 180
CGCCTGGAGCGCTCCAAGCTGCGGCGA»AGAAGGCCAACGCGCGGCAC;GCAACCGCATG

............................................................

CGCCTGGAGCGCTCCAAGCTGCGGCuACAGAAGGCCAACGCuCGuGAGvaAACCGCATG
380 390 400 410 420 430

180 200 210 220 230 240
CACGACCTGAACGCGGCGCTGGACAACCTGCGCAAGGTGGTGCCCTGCTACTCCAAGALG

CACGACCTGAACGCGGCGCTGGACAACCTGCGCAAGGTGETGCCCTGCTACTCCAAGACG
440 450 460 470 480 490

250 260 270 280 290 300
CAGAAGCTGTCCAAGATCGAAACG”TGCGCCTGGCLAAGAACTACATCTGG CTCTCTCG

......................................................

CAGAAGCTGTCCAAuATCGAAACCCTuCuCCTCGCCAAGAACTACATCTCCGCTCTCTCG
500 510 520 530 540 550

310 320 336 340
GAGATCTTGCGCTCCGGGAAGCGGCCGGATCTGGTGTCCTACGTGCAGA

....................
.................................................

GAGATCTTGCGCTCCGGGAAGCGGCCGGATCTGGTGTCCTACGTGCAGA
560 570 580 590
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D37951 Ratten mRNA fiir MIBP1 (c-myc Intron bindendes Protein) (9731 nt)

10 20 30 40 50 60
asph12 ACACCAAAACAGAGCT? z*.CAG.’USJ\'.[‘ATC'T‘C'I‘TG(.'I"I. GAGCACCTTCAAACATGGAGGGGAA

d37951 AC ACCAPAACAGAG" TACAGAGATATCTCTTGCTTCAGCACCTITCAAACATEGAGGGGAA
2730 2740 2150 2760 2770 2780

70 80 90 100 110 120
asphié?2 TATTTTATGGACCCCTCAGTGCCATTGCCGGGAGT GCCAACCATCTTCGGGACGACCTGE

d37651 TATTTTATGGACCCCTCAGTGCCATTGCCGGGAGTGCCARCCATGTTCGGGACGACCTGE
2790 2800 2810 2820 2830 2840

130 140 150 160 170 180
asph42 GAGAACAG! AAAGCGCAGGAAGGAGAAAAGTGTAGGGGACGAGGAGGATACGCCTATGATC

37951 GAG.AACAGAAAG"GCAGGAAGCAGAAAAGTG’T‘AGGGGACGAGGAuGATAC GCETATGATC
2850 2860 2870 2880 2890 2300

190 200 210 220 230 240
asph42 TGTGGTGGCATGGGGAGTGCT CCTGGGAGCATGATGTCCTCAGAGTATGACTCCAAGCTG
437951 TGTGGTGGCATGGGGAGTGCTCCTGGGAGCATGATGTCCTCAGAGTATGACTCCAAGCTG

2910 2520 2930 2940 2950 2960

250 260 270 280 2S0 300
2sph4? CAGGACGGAGGAAGGAGTGGCTTCACCATGACTGGACATGAGAGTCT TCCTCATGGTTAC

d37951 CAGGACGGAGGAAGGAGTGGCTTCACCATGACTGGACATGAGAGTCTTCCTCATGGTTAC
2570 2980 29%0 3000 3010 3020

310 320 330 340 350 360
asph42 TCCGATCGTTTAGACCTGGCCCGGCCCCAGCTGCCGTCTAGAAGTCCGTCTCTTGGGTCT

37951 TCC(:!-\T("GTTTAGACCTGGCCCGGCCCCAGC’I‘GCCGTCTAGAAGTCCGTCT CTTGGGTCT
3030 3040 3050 3060 3070 3080

370 380 380 400 410 420
asphé42 GAGGATTTGCCCTCGGCTGETGAT CCTCACAAGATGA CAGACCTGGGCAAGAAGCCTCCG

d37951 GAGGATTTGCCCTCGGCTGGTGATCCTGACAAGATGACAGACCTGGGCAAGARGCCTCCG
3030 3100 3110 3120 3130 31490

430 440 450 460 479
asphd2 GGARATGTGATTTCGGTGATTCAGCACACAAACTCGCTGAGCCGGCCCAATTCCTTC

d37951 GGARATGTGATTTCGGTGATTCAGCACACAAACTCGCTGAGCCGGCCCAATTCCTTCGAA
3150 3160 3170 3180 31380 3200
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x70683 menschl SOX4 mRNA (2979bp)

asph33

x70683

asph33

®70683

asph33

x70683

asph33

x70683

asph33

x70683

asph33

x70683

asph33

x70683

10 20 30 40 50 €0

..................................
.......................................

6990 700 710 720 730 740

70 80 90 100 110 129

.............................. . P
....................................................

ATCGCCTCCTCCCCCACGCCCGGCTCCACCGCCTCCACGGGCGGCAAGGCCGACGACCCG
750 760 770 780 790 800

130 140 150 160 170 180
AGCTGGTGCAAGACCCCGAGTGGGCACATCAAGCGGCCCATGAACGCCTTTATGGTGTGG

.......................................................
..........................................................

AGCTGGTGCAAGACCCCGAGTGGGCACATCAAGCGACCCATGAACGCCTTCATGGTGTGG
810 820 830 840 850 860

130 200 210 220 236 2490
TCGCAGATCGAGCGGCGCAAGATCATGGAGCAGTCGCCCGACATGCACAACGCCGAGATC

............................................................
............................................................

TCGCAGATCGAGCGGCGCAAGATCATGGAGCAGTCGCCCGACATGCACAACGCCGAGATC
870 880 890 900 910 920

250 260 270 280 290 300
TCCAAGCGGCTAGGCAAACGCTGGAAGCTGCTCAAGGACAGCGACAAGATTCCATTCATA

..................................

.....................................................

TCCAAGCGGCTGGGCAAACGCTGGAAGCTGCTCAAAGACAGCGACAAGATCCCTTTCATT
930 940 950 360 970 980

310 320 330 340 35¢ 360
CGAGAGGCGGAGCGCCTGCGCCTCAAGCACATGGCTGACTACCCTGACTACAAGTACCGG

..........................................................
..........................................................

CGAGAGGCGGAGCGGCTGCGCCTCAAGCACATGGCTGACTACCCCGACTACAAGTACCGG
990 1000 1010 1020 1030 1040

370 380

.....................
.....................

CCCAGGAAGAAGGTGAAGTCCGGCAACGCGGGCGCGGGATCGGCGGCCACAG
1050 1060 1070 1080 1090
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D83697 Ratten-Hirn mRNA fiir Neuronal-Todes-Faktor (5253 nt)

asph35

d83697

asph3l5

d83697

asph35

d83657

asph35

c83637

asph35

dB3697

asph35

d83697

asph35

d8369%7

10 2C 30
TGTGCCCGTGTCCCCGGCATCGCGGCCECGGGCC

..................................
..................................

GTCCAGGEAGGCTCCTCCGCACGCCATETGCCCGTGTCCCCGGCATCGCEECCGCGGGET
10 20 30 40 50 60

40 50 60 70 80 90
CCCGGCCGTETGCGETTGCGGCGACGCTCECCCCGGEET GCGCTGGGCGGLGGCGCAGGT

............................................................
............................................................

CCCGGLLETGTGCGETTGCGGECGACGCTCGCCCCGEGECTGCGCTGGEGCGGCEGCGCAGET
70 80 80 100 110 120

100 210 120 130 140 150
GACCGCGCTGCGGCTGCAGGCGCTGEGCGACGAGCTGCACCGACGCGCCATGAGGCGTCG

.................
............................................................

GACCGCGCTGCGGCTGCAGGCGCTGGGCGACGAGCTGCACCGACGCGCCATGAGGCGTCS
130 140 150 160 170 180

160 170 180 190 200 210
CGCGCEGLCCCGGEGACCCGCTGCCCGLGCTGCTGLCCGCGCTCCGCECCCGCTGGCCCTE

............................................................
...........................................................

CGCGCGGCLCCGGGACCCGTTGCCCGCGCTGCTGCCCGCGCTCCGCGCCCGCTGGCCCTE
190 200 210 220 230 240

220 230 249 250 260 270
GCTGTGCGCGECCGCECAGGTGGCGECGCTGGCEGCCTGGCTGCTCGGCAGGCGGAGCGE

............................................................
...........................................................

GCTGTGCGCGGCCGCGCAGGTGGCGGCECTGGCGECCTGGCTGCTCGGCAGGCGGAGCGE
250 260 270 280 250 300

280 29¢ 300 310 320 330
GTAGGCGGLGCGCGLEEGEGCCTTCTTGGTGGGGEGGACCGGAGCCEAGACCCAGCCCGGA

.............................................

...............
.........................

...................................

GTAGGCGGLGCGCGCGGGGCCTTCTTGGTGGGEGEGACCGGAGCCGAGACCCAGCCCGGA
310 320 330 340 350 360

340 350 360 370
CCGAGCAACAGGTTGGCGAAACCCTGTGTCCTTGGAGGA

....................

...................
................

...................

CCGAGCAACAGGTTGGCGAAACCCTGTGTCCTTGGAGGA
370 380 3%9¢
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574567 (EM_RO) c-maf=c-Maf Protein {Proto-Onkogen) (2736 nt}

1¢ 20 30
asphl9 TTCGCTGCGCACCGTCCGGGCATGATCETCG
EM RO: AGC”AGTGCCGCCGTCTCATCGCCGGGGGCTCG”TGTCCTCVACCC-—CCATGAC»#ACG

1070 1080 10%0 1100 1110
40 50 60 70 80 30

asphl9 ATGACAAGGCGGTTTCCGCCGuGuTCCACTATCG”GGCGCCCCCGATCAQGCGCG»GCyG

$1 f tee et 4aees s .

EM RO: CCCTGCAGC”CGGTGCCCCCGTCCCCCRGCTTCTyGGCG CCCAGCC»GGCCTCGCG&AC

1120 1130 1140 1150 1160 117¢
100 110 120 130 140
asphl® CCGAGGCG”TGGCCGACC ————— GCCTGCAGATCGA-AApCGGTCTGACGCTGCAGCCCG
EM _RO: -CGAACAGAACGCGCACCTGGAAGACTACTACTGGATGACCGGCTACC"GCAGCAGCTCA
1180 1180 1200 121¢ 1220 1230
150 160 170 180 130 200

asphlB GCCATATGGTGuTGGAuCTGAAGACGCCCGGCGCGACCAAPC ~GCACGGCCTTGACLCGCC

..... s i s e [ ar .4

EM RO: ACCCGGAGGCGCTCGGCTTCAG;CCGGAGGACGCGGTC;AGGCGCTCATCAGCAACAGCC
1240 1250 1280 1270 1280 1260

210 220 230 240 250 260
asphls TTCATGCGCGAGuC’CCGTTyAAAGACGCCCTGCCCG”CATGGTCGGGGACGACGTGACC

[ S IR S . - ..

EM RO: ACCA-GvTCCACGGTGGCTTCCATG--GCTATGCGCG——--GGGAGCCCAGCAGCTGG;C
1300 1310 1320 1330 1340

270 280 290 300 310 32C
asphl9 GATGAAGACGGGTTCGAGGCCGCCAAGGCﬁCTGGGbGGCMACGGLGTTCTGGTPGGCCCC

L I L L L R R T
......................

EM RO: GCGGCAG»GGGGGC»GGCGCCGGCG;CTvCCTGGGCGGCAGCGGCGACuAGATGGGCCC"

1350 1360 1370 1380 1399 1400
330 340 350 360 370 380
asphl9 GTCCGCCCGACCGCCGCCCGTTACGGuCTGuACGACGTCGACGCCGTCCTGACCTGGCTG
EM RO: G-CCG-~—--- CCGCCGMGUTGTCCGCCGTUATCGCCGCGGCCcCCGCCCAGAGCGCCGyG
1410 1420 1430 1440 1450 1460
390 400 410

asphlS GAAGCACTCGCCGAGuCCCAGACGTG

EM RO: GCACCCCACTACCATCACCACpACCA
1470 1480 1490
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Af005936 Mus musculus PEBP2alphaA Mgor Transkriptions-Faktor (2315 nt)

10 20
asph31l ATCCTCCCCAAGTGGGCACTTACCACAG
2af0059 GAGTTTCACCTTGACCATAACAGTCTTCACAAATCCTCCCCAAGTGGCCACTTACCACAG
970 280 930 1000 1010 1020

30 40 50 60 70

asph31 AGCTATTAATGTGACAGTGGACGGTCCCCGGGAACCAAGAAGGCACAGATAGAAGTTTGA

...........................................................
...........................................................

af0059 AGCTATTAAAGTGACAGTGGACGCTCCCCGGGAACCAAGAAGGCACAGACRGAAGCTTGA
1030 1040 1050 1060 1070 1080

80 S0 100 110 122
asph31 TGACTCTAAACCTAGITTGTTCTCTGATCGGCTCAGTGATTTAGGGCGCATTCCTCATCC

...........................................................
...........................................................

af005% TGACTCTAAACCTAGTTTGTTCTCTGATCGCCTCAGTGATTTAGGGCGCATTCCTCATCC
109¢C 1100 1110 1120 1130 1140

130 140 150 160 170
asph3l CACTAEGAGAGTAGGTCMCCCGpC”CAGAACGGACGGCCCTCCCTGAACTCTGCACCAAG
af0059 CAGTATGAGAGTAGGTGTCCCGCCTCAGAACCCACGGCCCTCCCTGAACTCTGCACCAAG
1150 1180 1170 1180 1180 1200

180 190 200 210 220
asph31 TCCTTTTAATCCACAAGGACAGAGTCAGATTACAGATCCCAGGCAGGCACAGTCTTCCCC
af0059 TCCTTTTAATCCACAAGGACAGAGTCAGATTACAGATCCCAGGCAGGCACACTCTTCCCS
1210 1220 1230 1240 1250 1260

230 240 250 260 270
asph3l ACCoTGGT”CTATGACCAGTCTTACGCC”CCTATCTGAGCCAGATGACATCCACATCuAT
af0059 ACCGTGGTCCTATGACCAGTCTTACCCCTCC”AIC“CAGCCAGATGACATC»CCATCCAT
1270 1280 1290 1300 1310 1320

280 230 300 310 3z40
asph31l CCACTCCACCACGCCGCTGTCTTCCACACGGGGECACCGGGCTACCTGCCATCACT

.......................................................
.......................................................

af003% CCACTCCACCACGCCGCTGTCTTCCACACGGGGCACCGGGCTACCTGCCATCACTGACGT
1330 1340 1350 1360 1370 1380
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L27663 Ratten DNA bindends Protein{Brn-2) mRNA (1814 nt)

asph36

L27663

asph3é

L27663

asph36

L27663

asph36

L27663

10 20 30 40 50 60
CGGCTCCCCGTGGTCCACCAGCCCCCTAGGCCAGCCGGACATCAAGCCCTCGGTGGTGGT

............................................................

CGGCTCCCCGTGGTCCACCAGCCCCCTAGGCCAGCCGGACATCAAGCCCTCGGTGGTGGT
340 350 360 370 380 390

70 890 20 100 110 120
ACAGCAGGGTGGCCGAGGCGACGAGCTGCACGGGCCAGGAGCGCTGCAGCAGCAGCACCA

............................................................
............................................................

ACAGCAGGGTGGCCGAGGCGACGAGCTGCACGEGCCAGGAGCGCTGCAGCAGCAGCACCA
400 410 420 430 440 450

130 140 150 16C 170 1890
ACAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAACAACAGCAACAGCAGCAGCAGCA

............................................................
............................................................

ACAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAACAACAGCAACAGCAGCAGCAGCA
460 470 480 490 500 510

190 200 210 220 230
ACRACAGCGACCGCCACATCTGGTGCACCACGCTGCCAACAACCATCCCGGGCCC

.......................................................
.......................................................

ACAACAGCGACCGCCACATCTGGTGCACCACGCTGCCAACAACCATCCCGGGLCC
520 530 540 550 56C 570
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Af004431 Rattus norvegicus Homeodomair -Protein (3211 nt)

10 20 30 40 50 60
asph39% GCAGCCCCCCGCAGCAGCTTTCGGCGGCTACTCCGCACGGCATCAACGACATCCTGAGCC

...........-.......-.-..-........:..:'.:Z.::::.:Z:.:..--ZZIZ:

2£0044 GCAGCCCCCCGCAGCAGCTTTCGGCGGCCACTCCGCACGGCATCAACGACATCCTGAGCC
1040 1050 1060 1070 1080 1090

70 80 90 100 110 120
asph39 GGCCCTCCATGCCGGTGGCCTCGGGGGCCGCCCTGCCCTCCGCCTCGCCCTCGEGETCTT

............................................................
............................................................

af0044 GGCCCTCCATGCCGGTGGCCTCGGGGGECCGCTCTECCCTCCGCCTCECCCTCGGGGTCTT
1100 1110 1120 1130 1140 1150

130 140 150 160 170 180
asph39 CTTCCTCCTCCTCCTCGTCCGCCTCCGCCACCTCGGCCTCTGCGGCCGCCGLTGCTGCTG

............................................................
............................................................

af0044 CTT CCTCCTCCTCCTCGTCCGCCTCCGCCACCTCGGCCTCTGCGGCCGCCGCTGCTGCTG
1160 1170 1180 1190 1200 1210

1380 200 210 220 230
asph39 CCGCTGCCGCCGCCGCTGCCGCCTCATCGCCCGCCGGGCTGTTGGCCGGCCTGCLCC

.........................................................
.........................................................

af0044 CCGCTGCCGCCGCCGCTGCCGCCTCATCGCCCGCCGGGCTGTTGGCCGGCCTGCCCCGLT
1220 1230 1240 1250 1260 1270
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M650C8 Ratrtus rattus 7Zink-Finger-TranskriptionsFaktor (2093 nt)

asph40

m65008

asph40

m65008

asphd0

m65008

asph40

m565008

asph40

m65008

asph490

m65008

asph40

m65008

10 20 30 40 50 60
GCCTTCATCCCCCGCCACCTCCTTCCCCGCGGCCARAGCCCGGCGCANGGGACECLGGEG

............................................................
............................................................

GCCTTCATCCCCCGCCACCTCCTTCCCCGCGGCCAAAGCCCGGCGCAAGGGACGTCEGEE

1150 1160 1170 1180 1190 1200
70 80 S0 100 110 120
CGGCAAGTGCAGCGCGCGCTGCTTCTGCCCGCGGCCGCACGTCAAGGCCTTCGCCTGLCC
CGGCAAGTGCAGCGCGCGCTGCTTCTGCCCGCGGCCGCACGTCRAGGCCTTCELCTCELCC
1210 1220 1230 124¢ 1250 1260
130 140 150 160 170 180

CGTGGAGAGCTGCGTGCGGACGTTCGCGCGCTCCGACGAGCTCAACCGCCACCTGIGCAT

............................................................
...........................................................

CGTGGAGAGCTGCGTGCGGACGTTCGCGCGCTCCGACGAGCTCAACCGCCACCTGCGCAT
1270 1280 1230 1300 1310 1320

190 200 210 220 230 240
CCACACGGGCCACAAGCCCTTCCAGTGCCGCATCTGCCTGCGCAACTTCAGCCECAGCGA

............................................................
.............................................................

CCACACGGGCCACAAGCCCTTCCAGTGCCGCATCTGCCTGCGCAACTTCAGCCGCAGLGA
1330 1340 1350 1360 1370 1380

250 260 270 280 290 300
CCACCTCACCACGCACGTGCGCACCCACACCGGCEAGARGCCCTTCGCCTGCGACGTGTG
CCACCTCACCACGCACGTGCGCACCCACACCGGCGAGAAGCCCTTCGCCTGCGACGTGTG

1390 1400 1410 1420 1430 1440

310 320 330 340 350 360
CGGCCGCCGCT TCGCGCGCAGCGACGAGAAGAAGCGACACAGCAAGGTGCACCTCAAGCA

............................................................
............................................................

CGGCC GCCGCTTCGCGCGCAGCGACGAGAAGAAGCGACACAGCAAGGTGCACCTCARGCA
1450 1460 1470 1480 14830 1500

370 380 390 400
GAAGGCGCGCGCCGAGGAGCGCCTCARGGGCCTGGGCTTCTACTC

.............................................

GAAGGCGCGCGCCGAGGAGCGCCTCAAGGGCETGGGCTTCTACTC
1510 1520 1530 1540
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