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Abkürzungsverzeichnis 
 
In der deutschen Sprache gebräuchliche Abkürzungen, physikalische Einheiten 

und von der IUPAC festgelegte Abkürzungen werden nicht gesondert aufgeführt. 

 

AML Akute myeloische Leukämie 

ADP Adenosindiphosphat 

AK Antikörper 

AKK Atmungskettenkomplex 

Amp Ampicillin 

aqua dest. destilliertes Wasser 

AS Aminosäure 
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BSA bovines Serumalbumin 

CMXRos Derivat von X-Rosamin 

Cy3 Indocarbocyanin 3 

CytB Cytochrom b 

COX Cytochrom-c-Oxidase 

2-DE zweidimensionale Gelelektrophorese 

DAB 3,3-Diaminobenzidin 

dest. destilliert 
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1-DLC  eindimensionale „reversed phase high performance liquid 
chromatography” 
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DNA Desoxyribonukleinsäure 
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YFP gelb fluoreszierendes Protein 

FCS fetales Kälberserum 

IU internationale Einheit 

MACS Magnet-gekoppelte Zellsortierung 

MDS Myelodysplastisches Syndrom 

mt mitochondrial 
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I. Einleitung 

I. Einleitung 

 

1. Myelodysplastische Syndrome (MDS) 

 
Bei den myelodysplastischen (myelon = Knochenmark, dysplastisch = unförmig) 

Syndromen handelt es sich um seltene klonale Stammzellerkrankungen des 

Knochenmarks, die vorwiegend bei Menschen ab dem 60. Lebensjahr auftreten 

(Aul et al., 1995; Kuendgen et al., 2006).  

Der klonale Ursprung von MDS aus pluripotenten Progenitorzellen konnte anhand 

von RFLP- bzw. RFLP-Methylierungsanalysen des X-Chromosoms nachgewiesen 

werden (Tefferi et al., 1990; Tsukamoto et al., 1993). Zu zytogenetisch 

erkennbaren Chromosomenaberrationen innerhalb der Zellpopulation kommt es 

vermutlich erst während einer mehrstufigen Pathogenese (Jacobs et al., 1986; 

Jacobs, 1991; Mufti et al., 1992). Der pathologische Stammzellklon weist neben 

einem abnormen Wachstumsvorteil auch Differenzierungs- und 

Maturationsdefekte auf, die die Produktion funktionstüchtiger Blutzellen 

einschränken. Die reifungsgestörten Progenitorzellen sind durch dysplastische 

Morphologie einer oder mehrerer myeloischer Differenzierungslinien sowie eine 

gesteigerte Apoptoserate gekennzeichnet (Greenberg, 1998; Tehranchi et al., 

2005), welche sich vor allem durch Anämie, aber auch durch Leukopenie und 

Thrombozytopenie bemerkbar macht. Daher leiden die Patienten neben 

Schwäche und Abgeschlagenheit auch unter Infektanfälligkeit und 

 - 1 -



I. Einleitung 

hämorrhagischer Diathese. Des Weiteren haben MDS-Patienten ein erhöhtes 

Risiko, eine akute myeloische Leukämie (AML) zu entwickeln (Layton & Mufti, 

1986). 

 

WHO-Klassifizierung der myelodysplastischen Syndrome 

Subtyp Medullärer 
Blastenanteil 

peripherer 
Blastenanteil 

andere Kriterien 

RA 
(unilineäre Dysplasien) 

< 5% < 1%  

RARS 
(unilineäre Dysplasien) 

< 5% < 1% > 15% 
Ringsideroblasten

RCMD 
(RA mit multilineären Dysplasien) 

< 5% < 1%  

RSCMD 
(RARS mit multilineären Dysplasien)

< 5% < 1% > 15% 
Ringsideroblasten

RAEB I 5 - 10% < 5%  

RAEB II 11 – 19% < 20%  

5q-- Anomalien < 20% < 20%  

 
Tabelle 1.1.: Einteilung der myelodysplastischen Syndrome in Untergruppen anhand der WHO-

Klassifikation (Jaffe et al., 2001): RA (refraktäre Anämie), RARS (refraktäre Anämie mit 

Ringsideroblasten), RCMD (refraktäre Zytopenie mit multilineärer Dysplasie), RSCMD (refraktäre 

Zytopenie mit multilineärer Dysplasie und Ringsideroblasten), RAEB (refraktäre Anämie mit 

Blastenüberschuß) 

 

Die myelodysplastischen Syndrome werden in verschiedene Untergruppen 

gegliedert, die anhand morphologischer Merkmale der Zellen des Knochenmarks 

und des peripheren Bluts definiert sind. Diese MDS-Untergruppen unterscheiden 
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sich hinsichtlich ihres malignen Potentials voneinander (Mufti & Galton, 1986, 

Germing et al., 2006). Die Einteilung erfolgt sowohl nach der Klassifikationen der 

French-American-British (FAB) Cooperative Group (Bennett et al., 1982) als auch 

nach den Vorschlägen der WHO (Jaffe et al., 2001; Bennett & Komrokji, 2005; 

Tabelle 1.1.). Der vorliegenden Arbeit liegt die Unterteilung gemäß der WHO-

Klassifikation zu Grunde. 

Die initialen molekularen Veränderungen, die zum Entstehen der MDS-Erkrankung 

führen, konnten bisher nicht identifiziert werden, allerdings können bei allen MDS-

Untergruppen Ringsideroblasten auftreten (siehe I.2.), die jedoch vorwiegend bei 

RARS-Patienten gefunden werden (Tabelle 1.1). Bei diesen Zellen handelt es sich 

um erythropoietische Progenitorzellen, die Eisen in ihren Mitochondrien 

akkumulieren (Goodman & Hall, 1967). 

 

2. Mitochondriale Beteiligung an der MDS-Pathogenese? 

 
Die Existenz von Ringsideroblasten gibt einen Hinweis auf die mögliche 

Beteiligung der Mitochondrien an der MDS-Pathogenese. Wie oben erwähnt, 

handelt es sich bei diesen Zellen um erythropoietische Progenitorzellen, die nach 

Preußisch-Blau-Färbung lichtmikroskopisch nachweisbare perinukleäre 

Eisengranula (Fe3+) enthalten. Diese wurden erstmals von Dacie & Doniach (1947) 

lichtmikroskopisch im Zytoplasma und von Caroli et al. (1957) 

elektronenmikroskopisch in der Mitochondrienmatrix nachgewiesen. 
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Da das in den Ringsideroblasten dreiwertig vorliegende Eisen (Grasso et al., 

1980) nicht für enzymatische Reaktionen, wie z.B. den Einbau in Häm durch die 

Ferrochelatase (Porra & Jones, 1963), verwendet werden kann, akkumuliert es in 

den Mitochondrien. 

Bei einem zugrunde liegenden nukleär kodierten Defekt wäre zu erwarten, daß 

alle Zellen gleich stark betroffen sind; die erythropoietischen Progenitorzellen sind 

aber unterschiedlich stark von der Eisenakkumulation betroffen (Mizoguchi et al., 

1983; Amenomori et al., 1987), was für eine Beteiligung mitochondrial kodierter 

Proteine an der Pathogenese spricht, da Heteroplasmie und mitotische 

Segregation zu unterschiedlichen Verhältnissen mutierter mtDNA zu Wildtyp (wt)-

mtDNA in den einzelnen Zellen führen (Wallace, 1994). Die sideroblastischen 

Veränderungen in erythropoietischen Vorläuferzellen wurden zytomorphologisch 

schon früh in klonalen Zellkulturen untersucht (Hutcheson et al., 1979). Die 

Mechanismen, die zur klonalen Expansion von mutierten mtDNA-Molekülen 

führen, sind hingegen noch unklar und werden zum einen auf zufälligen „genetic 

drift“, als auch auf gerichtete Mechanismen zurückgeführt (Elson, 2001; Chinnery 

et al., 2002; Kraytsberg et al., 2003). 

Einen weiteren Hinweis auf eine mögliche mitochondriale Beteiligung an der MDS-

Pathogenese liefert das Pearson’s Syndrom. Diese Krankheit wird durch 

Deletionen der mitochondrialen DNA hervorgerufen und äußert sich neben 

Symptomen wie Pankreasinsuffizienz und gestörtem Energiestoffwechsel in 

dysplastischen Veränderungen des Knochenmarks einschließlich 
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sideroblastischer Anämie, häufig begleitet von Thrombozytopenie und 

Neutropenie. Bei längerer Chloramphenicolbehandlung werden ebenfalls 

Knochenmarkdysplasien mit gelegentlich auftretenden Ringsideroblasten 

beobachtet. Dieses Antibiotikum inhibiert die mitochondriale Proteinsynthese und 

hat nach langfristiger Behandlung eine ineffektive Hämatopoiese zur Folge 

(Gattermann, 1999). Eine defekte mitochondriale Atmungskette beeinträchtigt aber 

auch die Pyrimidin-Nukleotid-Synthese (Gattermann et al., 2004). Dies könnte die 

megaloblastären Veränderungen im MDS-Knochenmark erklären, die nicht auf 

einen Folsäure- oder Vitamin B12-Mangel zurückzuführen sind. Darüber hinaus 

könnte bei mitochondrialer Dysfunktion eine verminderte ATP-Synthese zu 

genetischer Instabilität beitragen, da sowohl DNA-Reparaturenzyme als auch der 

bei der Mitose benötigte Spindelapparat ATP-abhängig sind, und die 

zytogenetischen Veränderungen bei MDS interessanterweise in erster Linie durch 

Chromosomenfehlverteilungen (z.B. Monosomie 7 oder Trisomie 8) oder 

ausgedehnte Verluste von genetischem Material (z.B. 5q- oder 7q-) 

gekennzeichnet sind. 

 

3. Die mtDNA und ihre Beteiligung an Alterungsprozessen 

 
Da es sich bei MDS um ein vorwiegend altersassoziiertes Krankheitsbild handelt 

und die Ringsideroblasten erste Hinweise auf eine mitochondriale Beteiligung an 

der Pathogenese geben, muß zusätzlich berücksichtigt werden, dass es bereits 
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während des normalen Alterungsprozesses zu einer Schädigung der 

Mitochondrien kommt, die sich u.a. in einer verminderten Enzymaktivität der 

Atmungskettenkomplexe und einer Zunahme von Deletionen des mitochondrialen 

Genoms zeigt (Linnane et al., 1989; Wallace, 1999). So finden sich mit 

zunehmendem Alter auch in hämatopoietischen Stammzellen im Blut und 

Knochenmark gesunder Probanden vermehrt Mutationen (Gattermann et al., 

1995). Die im Vergleich zur nukleären DNA stark erhöhte Mutationsrate der 

mtDNA (Wallace, 1987) lässt sich sowohl auf das Fehlen von schützenden 

Histonen und Reparaturenzymen, als auch auf Reaktionen mit den ständig an der 

inneren Mitochondrienmembran gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

zurückführen (Shigenaga, 1994; Bohr et al., 2002a; Bohr, 2002b). Diese reaktiven 

Sauerstoffspezies führen nach einer Theorie von Harman (1956 und 2006) zu 

Mutationen der mitochondrialen DNA und damit zu einer Schädigung der 

mitochondrialen Atmungskette. Dies führt wiederum zu einer verstärkten ROS-

Produktion und zu einem „Teufelskreis“, der zum Alterungsprozeß beiträgt. Um 

jedoch Einfluß auf die Zellphysiologie zu nehmen, muß zunächst ein 

Schwellenwert an mutierten mtDNA-Molekülen überschritten werden, der durch 

die Vermehrung mutierter mitochondrialer DNA erreicht werden kann. Die 

intrazelluläre klonale Vermehrung mutierter mtDNA wurde zunächst in Muskeln 

durch den Nachweis von Deletionen und später auch anhand von 

Punktmutationen in Kardiomyozyten gezeigt (Coller et al., 2002). Derartige 

Veränderungen akkumulieren mit steigendem Lebensalter aber auch im nukleären 
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Genom; da die Mehrzahl der Atmungskettenuntereinheiten kernkodiert ist 

(Abb.1.2.), muß folglich auch eine Beeinflussung durch nukleäre Faktoren 

berücksichtigt werden (Hayashi et al., 1994). 

 

Mitochondriengenom ND1

ND2

COX1

COX2ATP8ATP6

COX3

ND3

ND4L

ND4

ND5

ND6

CYTB rRNA 1

rRNA 2

 
 

 

Abb. 1.1.: Organisation des mitochondrialen Genoms. Der nicht-kodierende D-loop (displacement 

loop) befindet sich zwischen CytB und rRNA1. Die mtDNA kodiert neben zwei rRNAs und 22 

tRNAs (│) für 13 Proteine der Komplexe I, III, IV und V der mitochondrialen Atmungskette. Die zu 

jeweils einem Enzymkomplex gehörenden Untereinheiten sind farblich einheitlich gestaltet. Im 

Folgenden wird diese Farbcodierung (Abb. 1.2. und Abb. 3.3.) beibehalten. 
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Die Zellen eines Menschen enthalten je nach Zelltyp mehrere hundert 

Mitochondrien, die wiederum mehrere zirkuläre doppelsträngige 

Mitochondriengenome enthalten (Abb. 1.1). Die ca. 16,5 kb große mitochondriale 

DNA (mtDNA) kodiert für zwei rRNAs, 22 tRNAs und 13 Proteine (Anderson et al., 

1981). Alle mitochondrial kodierten Proteine sind Untereinheiten der 

Enzymkomplexe I, III, IV und V der mitochondrialen Atmungskette. Bei den beiden 

Doppelsträngen wird zwischen dem Guanin-reichen schweren Strang (H strand) 

und dem Cytosin-reichen leichten Strang (L strand) unterschieden. Der leichte 

Strang kodiert für acht tRNAs und ein Proteingen (ND6), während die übrigen 

Gene auf dem schweren Strang kodiert sind. Der D-loop (displacement loop) ist 

eine nicht-kodierende Region, die die Kontrollsequenzen für die Transkription und 

Replikation enthält (Abb. 1.1). Die Mitochondrien verwenden einen veränderten 

genetischen Code (Barrell et al., 1979; Shoffner et al., 1990) und benötigen nur 22 

statt 32 tRNAs für die Translation (Attardi, 1985). 

Ein weiterer Unterschied zum nukleären Genom besteht in der vom Zellzyklus 

unabhängigen Replikation (Bogenhagen & Clayton, 1977); darüber hinaus enthält 

die mtDNA keine Introns. Daher entstehen polyzistronische Primärtranskripte, aus 

denen durch Prozessierung die eigentlichen mRNAs entstehen und außerdem die 

tRNAs und rRNAs freigesetzt werden (Clayton, 1992, Tzagoloff & Myers, 1986). 
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4. Die mitochondriale Atmungskette und die Untereinheiten  
     ND3, SDHB, CytB und COXI 
 
Mitochondrien sind Membran-umschlossene Organellen in eukaryotischen Zellen 

mit einer Vielzahl an metabolischen Funktionen. Zu diesen gehören neben 

intrazellulärer Kalziumhomeostase, Regulation von Apoptose und Synthese von 

Eisen-Schwefel-Clustern die zelluläre Atmung und oxidative Phosphorylierung zur 

Energiegewinnung. Eine typische Säugerzelle enthält ca. 1000 Mitochondrien – 

abhängig von Zelltyp und Zellgröße - mit von Organismus und Gewebe 

abhängiger heterogener Morphologie (www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/ 

workshop/EM/EM MitoE.html). 

Mitochondrien besitzen eine Doppelmembran, deren äußere Membran durchlässig 

für kleine Moleküle und Ionen ist. In der inneren Mitochondrienmembran befinden 

sich die Enzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette (Abb. 1.2.). Komplex I 

(NADH-Coenzym-Q-Reduktase) Iiefert, durch Oxidation von NADH und Reduktion 

von Coenzym Q, Elektronen für die Elektronentransportkette. Die Elektronen 

werden an Komplex III (Coenzym-Q-Cytochrome-c-Reduktase) durch Oxidation 

von CoQ auf Cytochrom c übertragen. Bei Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) 

handelt es sich um den terminalen Enzymkomplex der Elektronentransportkette. 

Er besteht aus drei mitochondrial kodierten Untereinheiten (COXI, COXII, COXIII), 

die zum katalytischen Zentrum des Enzymkomplexes gehören, und zehn 

kernkodierten Untereinheiten (Abb. 1.2.). Der Enzymkomplex besitzt vier 
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Redoxzentren (zwei Häm-Moleküle: a und a3; zwei Kupferzentren: CuA und CuB), 

von denen die beiden Häm-Moleküle und CuB in COXI gebunden sind. Die 

Struktur des in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten Enzymkomplexes 

wurde 1996 von der Arbeitsgruppe um Tsukihara aufgeklärt (Tsukihara et al., 

1996). Die Cytochrom-c-Oxidase überträgt Elektronen vom reduzierten Cytochrom 

c auf Sauerstoff, wobei die freigesetzte Energie für den Transport von Protonen 

über die innere Mitochondrienmembran verwendet wird (Capaldi et al., 1990). Die 

Translokation von Protonen aus der Mitochondrienmatrix (niedrige H+-

Konzentration, negatives elektrisches Potential) in den Intermembranraum (hohe 

H+-Konzentration, positives elektrisches Potential) erfolgt auch durch die 

Komplexe I und III. Der entstehende elektrochemische Gradient ermöglicht durch 

die in ihm enthaltene freie Enthalpie die endergonische ATP-Synthese, die durch 

die ATP-Synthase (Komplex V) katalysiert wird. 

Die mitochondriale Matrix enthält u.a. die Enzyme des Zitratzyklus. Zu diesen 

gehört auch die Succinat-Coenzym-Q-Reduktase, die gleichzeitig auch Bestandteil 

der Elektronentransportkette (Komplex II der mitochondrialen Atmungskette) der 

Mitochondrien ist und Elektronen für die oxidative Phosphorylierung liefert, aber 

nicht direkt zur Aufrechterhaltung des Protonengradienten beiträgt. Dieser 

Enzymkomplex besteht aus vier Untereinheiten und ist als einziger Komplex der 

Atmungskette ausschließlich kernkodiert (Sun et al., 2005; Abb.1.2.).  

Bei der Untereinheit B der Succinatdehydrogenase (SDHB) handelt es sich, wie 

bei ND3 (UE aus Komplex I) um ein Protein aus der Gruppe der Eisen-
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Schwefelproteine (FeS-Proteine) (Au et al., 1995; Ragan et al., 1982; Ohnishi et 

al., 1985; Chomyn et al., 1985). Diese Proteine werden in der Regel 

poststranskriptionell durch Bindung eines IRP (Iron-Regulatory-Protein) an ein 

oder mehrere IRE (Iron-Response-Elements) der mRNA reguliert. Durch die 

Bindung eines IRP kommt es zur Inhibierung der Translation und durch 

Eisenmangel in der Zelle zu einer verstärkten Bindung der IRP an die mRNA. 

Dieses Phänomen wurde in Drosophila untersucht, und es konnte gezeigt werden, 

dass die mRNA des Eisen-Schwefel-Proteins der Succinatdehydrogenase (SDH)  

 

 

UQ

Cyt c

23107

~141010439

Komplex VKomplex IVKomplex IIIKomplex IIKomplex I

 

Abb.1.2.: Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskette. Die Atmungskette besteht aus 

fünf Komplexen: NADH-Coenzym-Q-Reduktase (Komplex I), Succinat-Coenzym-Q-Reduktase 

(Komplex II), Coenzym-Q-Cytochrom-c-Reduktase (Komplex III), Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 

IV), sowie ATP-Synthase (Komplex V). Der Enzymkomplex II ist ausschließlich kernkodiert, 
während die anderen Enzymkomplexe sowohl mitochondrial, als auch kernkodierte 

Untereinheiten aufweisen (modifiziert nach: www.genome.ad.jp/kegg/ pathway/map/map00190) 
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I. Einleitung 

ein IRE in der untranslatierten 5’-Region besitzt und die zelluläre 

Eisenkonzentration Einfluß auf die Translationsregulation nimmt (Gray et al., 1996; 

Melefors, 1996). Das mitochondrial kodierte Protein CytB enthält zwei Häm-

Moleküle, die, wie auch die FeS-Proteine, Eisen im reaktiven Zentrum tragen 

(Lederer, 1994). Diese Untereinheit ist die einzige mitochondrial kodierte 

Untereinheit der Coenzym-Q-Cytochrome-c-Reduktase. 

 

5. Zielsetzung 

 
Verschiedene Hinweise führten zu der Hypothese, dass es möglicherweise eine 

Beteiligung der Mitochondrien an der MDS-Pathogenese gibt (siehe I.2.). 

Untersuchungen des mitochondrialen Genoms auf Mutationen bei MDS-Patienten 

verschiedener Untergruppen ergaben heteroplasmische mtDNA-Mutationen bei 

über 50% der Patienten, lieferten jedoch bislang keinen Hinweis auf einen 

spezifischen „hot spot“ (Wulfert et al., zur Publikation eingereicht). Da aber 

unterschiedlich lokalisierte mtDNA-Mutationen sehr ähnliche Phänotypen auf 

Transkriptionsebene (z.B. Stabilität und Menge der Transkripte) oder auf 

Proteinebene (Stabilität und Aktivität der Atmungskettenkomplexe) hervorrufen 

können, sollten im Rahmen dieser Arbeit durch Analyse des mitochondrialen 

Proteoms und der mitochondrialen Genexpression die molekularen Grundlagen 

der MDS-Pathogenese näher charakterisiert werden. 
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I. Einleitung 

Für die Analysen wurden aus Knochenmarkaspiraten gewonnene stammzellnahe 

Progenitorzellen verwendet, da wegen der Fähigkeit dieser Zellen zur identischen 

Selbstreplikation genetische Läsionen hier persistieren können, während sie in 

differenzierten Zellen des Bluts wegen deren begrenzter Lebensdauer sehr bald 

aus dem Organismus eliminiert werden. 

Bei MDS mit Ringsideroblasten kommt es in den Mitochondrien der 

erythropoietischen Vorläuferzellen zu einer Akkumulation von Fe3+, das nicht für 

die Hämsynthese genutzt werden kann. Deshalb sollte bei MDS-Patienten und 

zum Vergleich bei gesunden Spendern die mitochondriale Genexpression 

derjenigen Proteine der Elektronentransportkette untersucht werden, die FeS-

Zentren und Hämgruppen aufweisen. Dabei sollten möglicherweise vorliegende 

Defekte und stöchiometrische Veränderungen registriert werden. Bei den 

ausgewählten Untereinheiten (UE) handelt es sich um ND3 (Komplex I), SDHB 

(Komplex II), CytB (Komplex III) und COX I (Komplex IV) (s.o.). Weiterhin sollte 

die Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase in Vergleich mit der ausschließlich 

kernkodierten Succinatdehydrogenase (SDH) bestimmt werden. Diese Analysen 

sollten Aufschluß über potentielle Zielmoleküle für Proteomanalysen und mögliche 

diagnostische Marker geben. 

Da es sich bei MDS um ein altersassoziiertes Krankheitsbild handelt, sollte 

zusätzlich untersucht werden, ob neben vermuteten altersbedingten 

Veränderungen ein MDS-induzierter Effekt vorliegt, der zu einer schnelleren 

mitochondrialen Alterung der Zellen führt. 

 - 13 -



II. Material und Methoden 

II. Material und Methoden 
 

Die verwendeten Computerprogramme waren:  

VectorNTI© (Invitrogen), Meta View© (Visitron Systems), IC Capture 2.0© (The 

Imaging Source Europe GmbH) 

 

1. Material 
 
1.1. Stammlösungen und Puffer  
 
PBS 
(Carl Roth, Karlsruhe) 
 

8,0 g/l NaCl; 0,2 g/l KCl; 1,15 g/l Na2HPO4; 0,2 g/l KH2PO4; pH 7,4 

 

PBS Dulbecco (1x) 
(Biochrom AG, Berlin) 
 

Formulierung ohne Ca2+ und Mg2+

 

COX-Färbelösung 
 

750 mg Sucrose, 20 mg Cytochrom c; 10 mg DAB, 1,7 ml 50 mM NaH2PO4; 7,3 ml 

50 mM Na2HPO4; 3 µl Katalase (22 mg/ml); H2O add. 10 ml; pH: 7,4 
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SDH-Färbelösung 
 

118 mg Succinylsäure; 20 mg NBT; 1 ml 250 mM Tris; 250 µl 200 mM MgCl2; H2O 

add. 20 ml; pH: 7,4 

 

MACS-Puffer für Mitochondrienisolierung 
 

0,5% BSA (Sigma, Seelze/Hannover) und 2 mM EDTA in PBS (pH 7,2) 

 

MACS-Puffer für Isolierung von CD34+-Zellen  
 

0,5% humanes Albumin (ZLB Behring, Bern, Schweiz) und 2 mM EDTA in PBS 

(pH 7,2) 

 

 

1.2. Lösungen und Puffer für die Gelelektrophorese 
 

Gel-Ladepuffer für native Agarosegele 
(Blue/Orange 6x Loading Dye, Promega, Madison, USA) 
 

Der Puffer besteht aus 15% Ficoll®400, 0,03% Bromphenolblau, 0,03% 

Xylencyanol FF, 0,4% Orange G, 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 50 mM EDTA. 

 

5x TBE 
 

54 g Tris (Merck), 27,5 g Borsäure (Merck), 4,65 g EDTA (Roth), mit H2O add. 1l 
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DNA-Größenmarker 
(100 bp DNA Ladder, Promega, Madison, USA) 
 

Der Marker besteht aus doppelsträngigen DNA-Fragmenten der Größen: 100 bp, 

200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1000 bp und 

1500 bp. Die Konzentration beträgt 130 ng DNA in 1 µl Puffer (1 mM EDTA; 10 

mM Tris-HCl (pH 7,5))  

 

 

1.3. Medien und Medienzusätze für die Bakterienkultur 
 

Alle Nährmedien werden vor Gebrauch 20 Minuten bei 120°C mit Überdruck 

autoklaviert. Hitzelabile Zusätze (z.B. Antibiotika) werden dem Medium erst nach 

dem Autoklavieren bei geeigneter Temperatur zugegeben. 

 

LB-Medium (Lennox) 
(Carl Roth, Karlsruhe) 
 

10g/l Trypton; 10g/l NaCl; 5 g/l Hefe-Extrakt, mit H2O add. 1l 

 

LB-Agar 
(Carl Roth, Karlsruhe) 
 

LB-Medium mit 15g/l Agar 
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Ampicillin 
(Carl Roth, Karlsruhe) 
 

Zur Selektion Ampicillin-resistenter Bakterienklone werden 0,1 mg Ampicillin pro 

ml LB-Medium zugesetzt. 

 

 

1.4. Medien und Medienzusätze für die Zellkultur 
 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) 
(Gibco/Invitrogen, Eggenheim) 
 

Formulierung mit 4500 mg/l Glukose, GlutaMAXTM I und Pyruvat 

 

Fetales Kälberserum (FCS) 
(Gibco/Invitrogen, Eggenheim) 
 

Eingesetzte Konzentration: 10% in DMEM 

 

Penicillin-Streptomycin 
(Gibco/Invitrogen, Eggenheim) 
 

Eingesetzte Konzentration: 50 IU/ml Penicillin; 50 µg/ml Streptomycin 

 

Puromycin 
(Sigma, Seelze/Hannover) 
 

Eingesetzte Konzentration 0,6 µg/ml. Zur Selektion von H196 Zellen. 
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1.5. Zellinien 
 
HT1080 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) 
 

Humane Teratoma-Zellinie 

 

H196 
(freundlicherweise erhalten von: AG Prof. Dr. Boege, Institut für Klinische Chemie 
und Laboratoriumsdiagnostik, Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf) 
 

Zellen der Linie HT1080, die MTS-YFP exprimieren. Das Konstrukt besteht aus 

dem fluoreszierenden Protein (YFP) und einem mitochondrialen Targeting-Signal 

(MTS) der Cytochrom-c-Oxidase. 

 

 

1.6. Primäre Zellen 
 
Humane mononukleäre Zellen (MNCs) 
 

Die MNCs werden aus Knochenmarkaspiraten isoliert und stammen von MDS-

Patienten und gesunden Spendern des Universitätsklinikums Düsseldorf. 

 

Humane CD34+-Zellen 
 

Die CD34-positiven Zellen werden aus Knochenmarkaspiraten von MDS-Patienten 

und gesunden Spendern des Universitätsklinikums Düsseldorf isoliert. 
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1.7. Antikörper und Farbstoffe
 
1.7.1. Primärantikörper 
 
MAB 1273 
(Chemicon/Millipore, Hampshire, England) 
 

Muriner monoklonaler Antikörper mit einer Spezifität für eine nicht-glykosylierte 

Proteinkomponente humaner Mitochondrien. 

 

1.7.2. Konjugierte Sekundärantikörper 
 
Cy3-anti-Maus IgG 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Baltimore, USA) 
 

Es handelt sich um ein F(ab’)2 Ziege-anti Maus IgG (H+L)–Fragment. 

 

1.7.3. Farbstoffe 
 
CMXRos 
Mitotracker® Red (Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) 

 

Nitroblautetrazoliumsalz 
(Serva, Heidelberg) 

 

3,3-Diaminobenzidin 
(Sigma, Seelze/Hannover) 
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1.8. MACS-Technologie 
 
1.8.1. Magnetische “Beads” 
 
Ziege anti-Maus IgG MicroBeads 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 
 

Die MicroBeads sind mit affinitätsgereinigten Ziege F(ab’)2-Fragmenten konjugiert 

und dienen zur indirekten Separierung von MAB1273 markierten Mitochondrien. 

 

Maus anti-human CD34 Beads  
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 
 

Die MicroBeads werden zur direkten Separierung von CD34-exprimierenden 

hämatopoietischen Vorläuferzellen über einen direkt gekoppelten monoklonalen 

anti-CD34 Antikörper eingesetzt. 

 

1.8.2. Zubehör zur Magnetischen Separierung 
 
Magnetischer Zell-Separator 
(MACSTM-Separator, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 
 

Bei dem MiniMACSTM - und MidiMACSTM –Separator handelt es sich jeweils um 

starke Permanentmagneten, die an der MACS® Multi Stand Station befestigt 

werden und als Halterung für die entsprechenden MACS-Säulen dienen. 
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Separationssäulen 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 
 

Die Matrix der medium scale (MS)- bzw. large scale (LS)-Säulen dient der 

positiven Selektion von Bead-gebundenen Zellen oder Mitochondrien. 

 

 

1.9. Oligonukleotide 
(MWG-Biotech AG, Ebersberg) 
 

1.9.1. Oligonukleotide für Klonierungen 
 

Primer Sequenz 

ND3-A-F 5’- ATC AAC ACC CTC CTA GCC TTA CTA CTA -3’ 

ND3-A-R 5’- TTG TAG TCA CTC ATA GGC CAG ACT TAG -3’ 

CytB-A-F 5’- CAC TAC TCA CCA GAC GCC TCA ACC GCC -3’ 

CytB-A-R 5’- GAA GGC TGT TGC TAT AGT TGC AAG CAG -3’ 

CoxI-A-F 5’- ATG TTC GCC GAC CGT TGA CTA TTC TCT -3’ 

CoxI-A-R 5’- GGC ACC GAT TAT TAG GGG AAC TAG TCA -3’ 

SDHB-A-F 5’- GAC CTT AAT AAA TGT GGC CCC ATG GTA -3’ 

SDHB-A-R 5’- CAC ATA CAT GTG TGG AAG AGG GTA GAT -3’ 

18srRNA-A-F 5’- AGG ACT CTT TCG AGG CCC TGT AAT TGG -3’ 

18srRNA-A-R 5’- TTC ACC TCT AGC GGC GCA ATA CGA ATG -3’ 

 
Tabelle 2.1: Oligonukleotide für die Klonierung der in der real time RT-PCR eingesetzten 

Standardplasmide 
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1.9.2. Oligonukleotide für Sequenzierungen 
 

Primer Sequenz 

M13-F 5’- GTA AAA CGA CGG CCA G -3’ 

M13-R 5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’ 

 
Tabelle 2.2: Oligonukleotide für die Sequenzierung 

 

1.9.3. Oligonukleotide für quantitative PCR 
 

Primer Sequenz 

ND3-B-F 5’- CCT TAC GAG TGC GGC TTC GAC CCT ATA -3’ 

ND3-B-R 5’- TAG GGC TCA TGG TAG GGG TAA AAG GAG -3’ 

CytB-B-F 5’- ATC ACT CGA GAC GTA AAT TAT GGC TGA -3’ 

CytB-B-R 5’- AAT GCC GAT GTT TCA GGT TTC TGA GTA -3’ 

CoxI-B-F 5’- TAC CTA TTA TTC GGC GCA TGA GCT GGA -3’ 

CoxI-B-R 5’- TGC ATG GGC TGT GAC GAT AAC GTT GTA -3’ 

SDHB-B-F 5’- AGT TGA CTC TAC TTT GAC CTT CCG AAG -3’ 

SDHB-B-R 5’- GAC CTT ATT GAG GTT GGT GTC AAT CCT -3’ 

18srRNA-B-F 5’- ATT AGA GTG TTC AAA GCA GGC CCG AGC -3’ 

18srRNA-B-R 5’- CGT CCC TCT TAA TCA TGG CCT CAG TTC -3’ 

 
Tabelle 2.3: Oligonukleotide für die quantitative real time RT-PCR 
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2. Methoden 
 

2.1. Präparation von Nukleinsäuren 
 

2.1.1. Mini-Präparation von Plasmid-DNA durch Bindung an eine    
           Anionenaustauschersäule 
            (QIAprep® Miniprep Kit, Qiagen, Hilden) 
 

Eine drei Milliliter Bakterien-Übernachtkultur (LB-Medium; 100 µg/ml Ampicillin) 

wird über Nacht inkubiert. Die Bakteriensuspension wird bei 8000 x g für drei 

Minuten bei Raumtemperatur sedimentiert und das Bakterienpellet in 250 µl Puffer 

P1 resuspendiert. Die Bakterien werden durch die Zugabe von 250 µl Puffer P2 

lysiert. Nach fünfminütiger Inkubation wird die Probe mit 350 µl Puffer N3 

neutralisiert. Durch 10-minütige Zentrifugation bei Raumtemperatur bei 10000 x g 

wird die Debris aus der Suspension entfernt. Der Überstand wird anschließend auf 

eine QIAprep Säule gegeben. Die Säulen werden für 60 Sekunden bei 10000 x g 

bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Durchfluß verworfen. Anschließend 

erfolgt ein Waschschritt mit 500 µl Puffer PB für 60 Sekunden bei 10000 x g bei 

Raumtemperatur. In einem weiteren Waschschritt wird die Säule mit 750 µl Puffer 

PE für 60 Sekunden bei 10000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Um 

verbliebene Reste von Waschpuffer zu entfernen wird der Durchfluß verworfen 

und die Säule erneut bei 10000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Für die 

anschließende Elution wird die Säule in ein frisches Eppendorfgefäß überführt. Die 
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Elution erfolgt mit 50 µl EB Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5), wobei die Probe 

zunächst eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert wird, bevor sie für eine Minute 

bei 10000 x g zentrifugiert wird. 

 

2.1.2. Schnellpräparation von Plasmid-DNA 
 

Diese Methode wird verwendet, um nach der Klonierung eine schnelle 

Identifikation von positiven Klonen zu ermöglichen. Zunächst wird eine drei 

Milliliter Bakterien-Übernachtkultur (LB-Medium; 100 µg/ml Ampicillin) angeimpft 

und über Nacht inkubiert. Aus dieser Kultur werden 20 µl Bakteriensuspension 

entnommen und mit 20 µl dest. H2O gemischt. Die Probe wird anschließend für 

zwei Minuten in der Mikrowelle bei 800 Watt denaturiert. Danach werden die 

Zelltrümmer bei Raumtemperatur für eine Minute bei höchster Geschwindigkeit 

pelletiert. Der wässrige Überstand kann z.B. für PCR-Reaktionen („colony-PCR“) 

eingesetzt werden. 

 

2.1.3. RNA Präparation 
 

2.1.3.1. RNeasy® Mini Kit  (Qiagen, Hilden) 
 

Für die RNA-Präparation werden 5x 106 bis 1x 107 pelletierte Zellen in 600 µl RLT 

Puffer resuspendiert und homogenisiert, indem die Probe auf eine QIAshredder-
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Zentrifugensäule gegeben und zwei Minuten bei höchster Geschwindigkeit 

zentrifugiert wird. Zu dem Homogenat werden 600 µl 70% Ethanol gegeben und 

durch Pipettieren gemischt. Von der Probe werden 700 µl auf eine RNeasy Mini 

Säule gegeben und für 15 Sekunden bei ≥ 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluß 

wird verworfen. Anschließend werden 700 µl RW1 Puffer auf die Säule gegeben 

und wieder 15 Sekunden bei ≥ 8000 x g zentrifugiert. Für zwei weitere 

Waschschritte werden jeweils 500 µl RPE Puffer auf die Säule gegeben und für 15 

Sekunden bzw. 2 Minuten bei ≥ 8000 x g zentrifugiert. Danach wird die Säule für 

eine Minute bei Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert, um die RNeasy Silica-

Membran zu trocknen. Zuletzt wird die Säule in ein sauberes Mikroreaktionsgefäß 

überführt und die RNA mit 50 µl DEPC-H2O eluiert, indem das Wasser direkt auf 

die Membran pipettiert wird und die Säule eine Minute bei ≥ 8000 x g zentrifugiert 

wird. 

 

2.1.3.2. RNeasy® Micro Kit  (Qiagen, Hilden) 
 

Für die RNA-Präparation werden bis zu 5x 105 Zellen in 350 µl RLT Puffer 

resuspendiert und durch einminütiges Vortexen lysiert und homogenisiert. Zu dem 

Homogenat werden 350 µl 70% Ethanol gegeben und durch Pipettieren gemischt. 

Die Probe wird auf eine RNeasy MinElute Säule gegeben und für 15 Sekunden bei 

≥ 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluß wird verworfen. Anschließend werden 350 

µl RW1 Puffer auf die Säule gegeben und wieder 15 Sekunden bei ≥ 8000 x g 
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zentrifugiert und der Durchfluß verworfen. Dann wird eine 15 minütige DNAse- 

Behandlung mit 80 µl DNAse I – Lösung (10µl DNAse; 70 µl RDD-Puffer) bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Danach wird erneut mit 350 µl RW1-Puffer 

gewaschen. Für einen weiteren Waschschritt werden 500 µl RPE Puffer auf die 

Säule gegeben und für 15 Sekunden bei ≥ 8000 x g zentrifugiert. Im nächsten 

Schritt werden 500 µl 80%iger Ethanol auf die RNeasy MinElute Säule gegeben 

und für zwei Minuten bei ≥ 8000 x g zentrifugiert, um die Silica-Gel-Membran zu 

trocknen. Zusätzlich wird die Säule noch einmal fünf Minuten nach 

Herstellerangaben zentrifugiert. Zuletzt wird die Säule in ein sauberes 

Mikroreaktionsgefäß überführt und die RNA mit 14 µl DEPC-H2O eluiert, indem 

das Wasser direkt auf die Membran pipettiert und die Säule eine Minute bei 

Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert wird. Dieses Kit wird ebenfalls zur Reinigung 

bereits isolierter RNA verwendet, wenn eine DNase-Behandlung notwendig ist. 

 

2.1.4. Reinigung von PCR-Produkten für die Klonierung 
            (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) 
 

Die Reinigung der PCR-Ansätze für die Klonierung erfolgt mit dem QIAquick PCR 

Purification Kit. Hierzu wird die PCR-Probe mit dem fünffachen ihres Volumens an 

PB1 Puffer gemischt. Dieses Gemisch wird auf eine QIAquick Säule gegeben und 

für eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluß wird verworfen. Anschließend wird die 

Säule mit 750 µl PE Puffer gewaschen. Dann wird die Säule zusätzlich eine 
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Minute zentrifugiert. Die gebundene DNA wird mit 50 µl EB Puffer in ein sauberes 

Mikroreaktionsgefäß eluiert. 

 

2.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
        (NanoDrop, Peqlab, Erlangen) 
 

Die Bestimmung der Konzentration einer wässrigen Nukleinsäurelösung erfolgt 

mittels eines UV/Vis Spektralphotometers. Hierbei wird die Extinktion bei 260 nm 

und 280 nm für DNA und RNA gegen Wasser als Leerwert gemessen. Für die 

Konzentrationsbestimmung wird ein Mikroliter der zu bestimmenden Probe auf das 

Ende einer optischen Faser („receiving fiber“) pipettiert. Anschließend wird eine 

weitere optische Faser („source fiber“) mit der Probe in Kontakt gebracht. Der 

Lichtweg beträgt 1,0 mm. Der Reinheitsgrad der Lösung wird durch den 

Extinktionskoeffizient E260/E280 abgeschätzt. Eine DNA-Lösung wird als „rein“ 

bezeichnet, wenn ihr Extinktionskoeffizient bei ∼1,8 liegt; bei einer „reinen“ RNA-

Lösung beträgt er ∼2. 

 

2.3. RNA-Qualitätsbestimmung 
        (RNA 6000 LabChip®, Agilent Technologies, Waldbronn) 
 

Die Überprüfung sowohl der RNA-Qualität als auch der RNA-Integrität wurde beim 

BMFZ der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf mittels eines Agilent 2100 

Bioanalyzers durchgeführt.  
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Je nach Probenkonzentration wird entweder der Agilent RNA 6000 NanoChip® (5-

500 ng/µl total RNA) oder der Agilent RNA 6000 PicoChip® (200-5000 pg/µl total 

RNA) verwendet. Jede Probe eines Chips wird sequentiell in einen zentralen 

Separationskanal im Chip geleitet und die RNA-Fragmente entsprechend ihrer 

Größe aufgetrennt. Passieren sie nach der Separation den Detektionspunkt im 

Chip, wird die jeweilige Probe dokumentiert. 

 

2.4. Gelelektrophorese 
 
(nach Sambrook et al., „Molecular Cloning“, Cold Spring Harbor Laboratory Press  
 3. Aufl., 2001, New York) 
 

Bei der Gelelektrophorese werden die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe 

in einem Agarosegel aufgetrennt. Zur analytischen Auftrennung der DNA werden 

horizontale Agarosegele verwendet. Die Agarosekonzentration beträgt 2% (w/v). 

Als Laufpuffer wird 1x TBE verwendet, da sich dieser gut für längere 

Elektrophoresen eignet und eine gute Auftrennung von DNA-Fragmenten ≤1 kb 

liefert. Die Gelelektrophorese wird für 30 min–1h bei 80-110 V durchgeführt. Zur 

Anfärbung der DNA wird dem Agarosegel EtBr (0,5 µg/ml) zugesetzt. Die Analyse 

erfolgt unter UV-Licht (245 nm) durch Vergleich mit den oben beschriebenen 

Größenstandards. 
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2.5. Enzymatische Reaktionen
 

2.5.1. Synthese von cDNA 
            (ThermoScriptTM RT-PCR System, Invitrogen, Karlsruhe) 
 

Zunächst werden 1 µl 50 µM Oligo(dT)20 Primer, 2 µl 10mM dNTP Mix und 9 µl 

RNA gemischt und für fünf Minuten bei 65°C inkubiert. Während dieser Inkubation 

werden die Primer und Sekundärstrukturen der RNA denaturiert. Anschließend 

wird die Probe auf Eis gestellt. Zu der vorbereiteten RNA-Probe werden 8 µl 

Mastermix (4 µl 5x cDNA Synthese Puffer; 1 µl 0,1M DTT; 1 µl RNaseOUTTM (40 

U/µl); 1 µl DEPC-H2O; 1 µl ThermoScriptTMRT(15 U/µl)) gegeben. Dann wird die 

Probe für eine Stunde bei 55°C inkubiert. Diese Reaktion wird durch eine 

fünfminütige Inkubation bei 85°C terminiert. Zuletzt wird die Probe mit 1 µl 

RNaseH für 20 Minuten bei 37°C inkubiert um die komplementäre RNA zu 

entfernen. Die cDNA wird bei -20°C gelagert. 

 

2.5.2. Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) 
 

Für die Reaktionen werden die Thermocycler von Biometra (T3 Thermocycler) und 

Applied Biosystems (GeneAmp PCR System 9600) verwendet. 
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2.5.2.1. PCR für Klonierung der Standardplasmide 
             (Platinum®Taq DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen, Karlsruhe) 
 

Die benötigten Sequenzen werden durch Amplifikation aus cDNA gewonnen (5 µl 

10x High Fidelity PCR Puffer; 2 µl 50 mM MgSO4; 4 µl 2,5 mM dNTP Mix; 2 µl 10 

mM Forward-Primer; 2 µl 10 mM Reverse-Primer; 0,2 µl Platinum® Taq High 

Fidelity; 3 µl cDNA; 31,8 µl H2O). Zuerst wird die Probe für vier Minuten bei 94°C 

inkubiert. Der anschließende PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung der DNA 

bei 94°C für eine Minute. Die folgende Hybridisierung der Oligonukleotide bei 55°C 

und die Elongation bei 72°C erfolgen ebenfalls für eine Minute. Dieser Zyklus wird 

34x wiederholt. Die Reaktion wird mit einem Elongationsschritt von 10 Minuten bei 

72°C beendet. 

 

2.5.2.2. PCR zur Identifikation positiver Klone 
             (AmpliTaq Gold®, Applied Biosystems, Darmstadt) 
 

Für die PCR werden jeweils 5 µl der in 2.1.2 präparierten Plasmid DNA verwendet. 

Diese werden mit 45 µl Mastermix (5 µl GeneAmp 10x PCR Gold Puffer; 3 µl 25 

mM MgCl2; 4 µl 2,5 mM dNTP Mix; 2 µl 10 pmol Forwardprimer; 2 µl 10 pmol 

Reverseprimer; 0,2 µl AmpliTaq Gold®; 28,8 µl H2O) gemischt. Zunächst wird die 

Probe für vier Minuten bei 94°C denaturiert und die bis dahin inaktive Polymerase 

aktiviert („hot start“). Der PCR-Zyklus besteht aus der Denaturierung der 

doppelsträngigen DNA (94°C) mit anschließender Hybridisierung der 
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Oligonukleotide mit einem der beiden DNA-Einzelstränge (55°C) und 

abschließender Verlängerung der Moleküle entlang der Matrize (72°C), wobei 

jeder Schritt jeweils eine Minute dauert. Dieser Zyklus wird 35 mal durchgeführt. 

Zuletzt erfolgt ein verlängerter Elongationsschritt für 10 Minuten bei 72°C. 

 

2.5.2.3. Quantitative LightCycler PCR 
             (QuantiTect® SYBR® Green one-step RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden) 
 

Das One-step RT-PCR Kit ermöglicht die Durchführung sowohl der reversen 

Transkription als auch der anschließenden PCR in einem Reaktionsgefäß. 

Zunächst erfolgt die reverse Transkription. Während dieser liegt die DNA-

Polymerase in inaktivem Zustand vor und kann somit nicht mit der Reaktion 

interferieren. Erst durch einen „hot start“ wird die HotStar Taq DNA Polymerase® 

aktiviert. Gleichzeitig werden die Enzyme der reversen Transkription inaktiviert, so 

dass es zu einer zeitlichen Trennung der beiden Prozesse kommt. Für die 

Quantifizierung werden Zielsequenzen zwischen 130 bp und 150 bp amplifiziert. 

Die Reaktionen werden in einem LightCycler® System der Fa. Roche 

durchgeführt. Das Probenvolumen beträgt für dieses System 20 µl. In den 

Ansätzen werden 5 ng bzw. 5 pg RNA eingesetzt, die mit dem Mastermix (10 µl 2x 

QuantiTect SYBR Green; 1 µl 10 pmol Forwardprimer; 1 µl 10 pmol 

Reverseprimer; 0,2 µl QuantiTect RT Mix; H2O add. 20 µl) gemischt werden. Alle 

Reaktionen werden unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. Für die 
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Quantifizierung werden Standardplasmide verwendet, die in vier Verdünnungen 

(10 pg, 1 pg, 0,1 pg, 0,01 pg) jeweils als Doppelansatz eingesetzt werden. 

 

 

 Zeit Temperatur Ramp 

Reverse Transkription 20 Minuten 50°C 20°/sek 

Aktivierung 15 Minuten 95°C 20°/sek 

Amplifikation 

Denaturierung 

Hybridisierung 

Verlängerung 

 

15 Sekunden 

15 Sekunden 

20 Sekunden 

 

94°C 

59°C 

72°C 

 

20°/sek 

20°/sek 

2°/sek 

Renaturierung 5 Minuten 40°C 20°/sek 

Anzahl der Zyklen 40 

 
Tabelle 2.4: Bedingungen für die real time PCR mit dem LightCycler (Roche) 

 

 

Um die einzelnen Läufe miteinander vergleichen zu können, wird Zellkultur-RNA 

aus HT1080 Zellen als interne Kontrolle eingesetzt. Um eine Verfälschung durch 

Hintergrundfluoreszenz auszuschließen, werden die Ansätze jeweils mit und ohne 

RT-Mix angesetzt. Die Expressionswerte werden nach folgender Formel 

berechnet: 
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RQ(mtGen/18sRNA)
ExmtGen - ExHintergrund

Ex18sRNA - ExHintergrund
=

 

 

Die statistische Auswertung erfolgt mittels zweiseitigem unabhängigen Student’s 

T-Test. 

 

2.5.3. Klonierung der Standardplasmide 
                 (Topo TA Cloning® Kit für Sequenzierungen, Invitrogen, Karlsruhe) 
 

Für die Quantifizierung der Genexpression verschiedener mitochondrialer Gene in 

unterschiedlichen Proben werden die verwendeten Sequenzen in Plasmide 

kloniert, um eine möglichst genaue Quantifizierung zu ermöglichen. 

Hierzu werden die Sequenzen in den pCR® 4-TOPO® Vektor kloniert. Der Vektor 

liegt in linearisierter Form vor, wobei die Topoisomerase I des Vaccinia Virus 

kovalent über einen Tyrosinrest an das 3’-Phosphat des geschnitten DNA-Strangs 

gebunden ist. Da die Taq-Polymerase ein einzelnes Deoxyadenosin an das 3’-

Ende des PCR-Produktes anfügt und der Vektor ein einzelnes überhängendes 3’-

Deoxythymidin besitzt, können die beiden DNA-Komponenten effizient 

miteinander ligieren. 

Für den Ligationsansatz werden 4 µl PCR-Produkt mit 1 µl Salzlösung (1,2 M 

NaCl, 60 mM MgCl2) und 1 µl Vektor (10 ng/µl DNA) gemischt. Dieser Ansatz wird 

für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden 2 µl des 
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Ligationsansatzes zu 50 µl chemisch kompetenten TOP10-Bakterien (F- mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 

galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG) pipettiert und vorsichtig gemischt. Die 

Bakteriensuspension wird für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann erfolgt ein 

Hitzeschock der Bakterien für 30 Sekunden bei 42°C. Anschließend wird die 

Probe sofort auf Eis abgekühlt. Die transformierten Bakterien werden mit 250 µl 

S.O.C. Medium (2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM 

MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM Glukose) gemischt und für eine Stunde bei 37°C 

unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. Schließlich werden die Bakterien auf 

Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (100 µg/ml) ausgestrichen und über Nacht bei 

37°C inkubiert. Zur Analyse werden dann einzelne Klone gepickt. 

 

2.5.4. Plasmid-Sequenzierung 

            (Seqlab, Göttingen) 
 

Die Sequenzierungen werden von den Sequence Laboratories Göttingen GmbH 

(Seqlab) durchgeführt. Die Sequenzierungen erfolgen nach der 

Kettenabbruchmethode als HOT SHOTS. Hierzu werden jeweils 5 µl Plasmid-DNA 

mit entweder 2 µl des Oligonukleotids M13-F (10 pmol) oder M13-R (10 pmol) 

gemischt und verschickt. Die Sequenzen werden elektronisch übermittelt und 

mittels VektorNTI© ausgewertet. 
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2.6. Zellkultur 
 

Alle Zellkulturarbeiten werden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
 

2.6.1. Trypsinisierung und Resuspendierung adhärenter Zellen 
 

Nach Abnahme des Zellkulturüberstandes werden die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen und mit Trypsin bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, bis sie sich von der 

Kulturflasche ablösen. Anschließend werden die gelösten Zellen in geeignetem 

Medium mit 10% (v/v) fetalem Kälberserum resuspendiert, wodurch die 

Trypsinaktivität beendet wird. Einige Tropfen der Zellsuspension werden auf die 

Zellkulturflasche zurückgegeben und in 10-15 ml frischen Mediums aufgenommen. 

Werden die restlichen Zellen für Versuche benötigt, werden diese mit PBS bei 500 

x g für 4 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen und in einem geeigneten 

Volumen Medium oder PBS resuspendiert. 

 

2.6.2. Separierung mononukleärer Zellen mittels Dichtezentrifugation 
                  (LymphoprepTM, Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norwegen) 
 

Humane mononukleäre Zellen (MNCs) werden mittels Dichtezentrifugation aus 

humanem Knochenmark separiert. Dieses Verfahren macht sich die 

unterschiedliche Dichte der verschiedenen Zellarten des menschlichen Blutes 

zunutze, indem Knochenmark über eine hochmolekulare Flüssigkeit geschichtet 
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wird, in welcher sich die Zellen nach der Zentrifugation in verschiedene 

dichteabhängige Phasen aufteilen. 

Hierfür wird das gewonnene Knochenmark zunächst durch ein Nylonsieb gefiltert 

und 1:2 mit PBS verdünnt. Dann wird die Probe auf 15 ml Lymphoprep-Puffer 

geschichtet. Anschließend wird der Ansatz für 20 Minuten bei 400 x g bei 

Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase mit den 

mononukleären Zellen wird vorsichtig abgenommen und dreimal in ihrem 

dreifachen Volumen PBS gewaschen. Die so gewonnenen Zellen werden für 

weitere Versuche eingesetzt. 

 

2.6.3. Präparation von CD34+-Zellen  
            (Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, Miltenyi, Bergisch-Gladbach) 
 

Jeweils ≤108 aus Knochenmark separierte, pelletierte mononukleäre Zellen 

werden in 300 µl MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wird zunächst 

mit 100 µl FcR-Blocking Reagenz versetzt und sorgfältig gemischt, um eine 

unspezifische Fc-Rezeptor-vermittelte Bindung zu inhibieren. Danach wird die 

Probe mit 100 µl anti-CD34+ Beads gemischt und für 30 Minuten bei 6°-12°C 

inkubiert. Anschließend wird die Probe in dem 20fachen Volumen MACS-Puffer 

resuspendiert und bei 400 x g für fünf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

Je nach Zellzahl und verwendeter Säule wird das Pellet wird in 500 µl bzw. 3 ml 

MACS-Puffer resuspendiert und auf eine MS-MACS- bzw. LS-MACS-Säule 
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gegeben. Die Säulen werden zuvor im Zell-Separator fixiert und mit MACS-Puffer 

vorinkubiert. Sind die CD34+-Zellen über die magnetischen Beads an die Säule 

gebunden, wird diese dreimal mit 500 µl bzw. 3 ml MACS-Puffer gewaschen und 

anschließend vom Magneten entfernt. Ohne das Magnetfeld lösen sich die 

MicroBeads mit den an sie gebundenen Zellen von der Säulenmatrix und können 

mit 1 ml bzw. 5ml MACS-Puffer durch Druck eluiert werden. Um die Reinheit der 

Zellpopulation zu erhöhen, kann die eluierte Zellfraktion über eine zweite Säule 

gegeben werden. 

 

2.6.4. Zellzahlbestimmung 
 

2.6.4.1. Automatisierte Zellzahlbestimmung 
             (Coulter® MicroDiff II, Beckman Coulter, Krefeld) 
 

Für eine Messung werden 12 µl Zellsuspension benötigt, die nach dem Ansaugen 

im Gerät verdünnt werden. Da die Widerstandsänderung proportional zum 

Zellvolumen ist, erfolgt die Identifizierung der einzelnen Zellpopulationen anhand 

der Widerstandsänderungen, die beim Durchtritt einer Zelle durch die Kapillare 

auftreten. Bevor die verdünnte Probe mit Lysisreagenz versetzt wird, wird die 

Erythrozyten/Thrombozytenkonzentration gemessen. Anschließend wird in der 

lysierten Probe die Leukozytenzahl ermittelt. Diese setzt sich aus der Anzahl an 

Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten zusammen. 
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2.6.4.2. Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer 

 

Für die Zellzahlbestimmung wird eine Zellsuspension mit Trypanblau gemischt. 

Der Farbstoff diffundiert in Zellen ohne intakte Zellmembran, so dass diese Zellen 

dunkelblau erscheinen. Diese Zellen werden bei der Zellzahlbestimmung nicht 

berücksichtigt. 

 

2.6.5. Präparation von Mitochondrien 
 

2.6.5.1. Präparation von Mitochondrien aus Zellkultur 
             (Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells, Pierce/Perbio, Bonn) 
 

Es werden 2x 107 Zellen für die Mitochondrienisolation eingesetzt. Diese werden 

in 800 µl Reagenz A resuspendiert, bei mittlerer Stärke mit einem Vortex gemischt 

und für zwei Minuten auf Eis inkubiert. Dann wird die Zellsuspension mit 5 µl 

Reagenz B und einigen Glaskügelchen versetzt, auf höchster Stufe gemischt und 

für weitere fünf Minuten auf Eis inkubiert. Während der Inkubation wird die Probe 

jede Minute gemischt. Anschließend werden 800 µl Reagenz C zugegeben und 

durch „Kippen“ des Reaktionsgefäßes sorgfältig gemischt. Es folgt eine 

Zentrifugation bei 1000 x g für 10 Minuten, der Überstand wird abgenommen und 

bei 2000 x g erneut für fünf Minuten zentrifugiert. Der abgenommene Überstand 

wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Suspension bei 8000 x g für 

15 Minuten zentrifugiert. Das Pellet, welches die Mitochondrien enthält, wird mit 

- 38 - 



II. Material und Methoden 

500 µl Reagenz C gewaschen. Das Pellet beinhaltet eine grob gereinigte 

Mitochondrienfraktion. Für einige Versuche ist eine stärker gereinigte 

Mitochondrienfraktion nötig. Die hierzu verwendete Methode wurde im Rahmen 

dieser Arbeit etabliert (siehe 2.6.5.2). 

 

2.6.5.2. Immunpräzipitation von Mitochondrien aus Zellkultur 
 

Zunächst wird eine grobe Mitochondrienreinigung wie unter 2.6.5.1 beschrieben 

durchgeführt. Das so gewonnene Mitochondrienpellet wird in 100µl MAB1273 

(1:20 verd.) mit Proteaseinhibitor (Roche) resuspendiert und für eine Stunde bei 

4°C unter Rollen inkubiert. Anschließend werden 50 µl PBS mit Proteaseinhibitor 

zugegeben und die Probe mit 100 µl Ziege anti-Maus IgG MicroBeads gemischt. 

Die Inkubation erfolgt für eine Stunde bei 4°C unter Rollen. Danach wird die Probe 

mit einem Milliliter PBS mit Proteaseinhibitor gewaschen und die Mitochondrien 

bei Raumtemperatur bei 8000 x g für zwei Minuten pelletiert. Das 

Mitochondrienpellet wird in einem Milliliter PBS mit Proteaseinhibitor resuspendiert 

und die Suspension wird auf eine MS-Säule (Miltenyi) gegeben. Der Durchfluß 

wird erneut auf die Säule gegeben. Anschließend wird die Säule mit einem 

Milliliter PBS gewaschen und die Mitochondrien in einem Milliliter PBS eluiert. Die 

Mitochondriensuspension wird bei Raumtemperatur bei 8000 x g für 5 Minuten 

zentrifugiert. Die pelletierten Mitochondrien werden in 20 µl PBS resuspendiert 

und zur Analyse auf einem Objektträger eingedeckt. 
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2.6.6. Zentrifugation mit Cytospin 
            (CytospinTM 3 Shanon, Thermo Electron Corporation, Massachusets, USA) 
 

Mit Hilfe der Zytozentrifuge ist es möglich, Suspensionszellen als 

Einschichtpräparat auf einen Objektträger zu zentrifugieren. Mittels der 

Zentrifugation können die Zellen auf einen definierten Bereich des Objektträgers 

aufgebracht werden. Die Probenkammern werden wie in Abb. 2.1 gezeigt 

zusammengebaut. 

 

a  Objektträger
b  Filterkarte
c  Probenkammer
d  TPX-Kammer mit Haltefeder

 
Abb. 2.1: Aufbau der Probenkammer in der Zytospin (nach Thermo Electron Corporation,   

                Massachusets, USA) 

 

Anschließend werden die Probenkammern in die Zentrifuge gestellt und 5-7,5x 104 

Zellen in 150 µl Zellsuspension bei RT auf adhäsive Objektträger (HistoBond®, 

Marienfeld, Lauda-Königshofen) sedimentiert (5 min., 500 rpm, medium). So 
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werden die Zellen abgeflacht und die Restflüssigkeit durch eine Filterkarte 

absorbiert. 

 

2.7. Färbungen 
 

2.7.1. Enzymatische Färbung von CD34+-Zellen 
 

2.7.1.1. Reaktion der Succinatdehydrogenase 
             (HYBriteTM, Abbott Laboratories, Wiesbaden) 
 

Bei der SDH-Färbung handelt es sich um eine enzymatische Färbung, die 

spezifisch für die Succinatdehydrogenase (Komplex II der mitochondrialen 

Atmungskette) ist. Es werden Elektronen auf NBT (Nitroblautetrazoliumsalz), das 

in reduzierter Form einen blauen unlöslichen Niederschlag bildet, übertragen. Für 

die Färbung werden 150 µl Zellsuspension (ca. 5-7,5x 104 CD34+-Zellen) auf 

adhäsive Objektträger (HistoBond®; Marienfeld, Lauda-Königshofen) zentrifugiert. 

Die Zellen werden anschließend 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. 

Dann werden die Objektträger mit 250 µl SDH-Färbelösung für eine Stunde bei 

37°C im HYBriteTM inkubiert; als Kontrolle werden Zellen mit einer SDH-

Färbelösung ohne Succinat inkubiert. Danach wird der Objektträger in aqua dest. 

gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Durch eine fünfminütige 

Inkubation mit 4% PFA werden die Zellen fixiert. Das Eindecken der Präparate 
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erfolgt mit 75% Glycerin in PBS. Anschließend werden die Färbungen 

mikroskopisch ausgewertet (Axioskop3, Zeiss, Göttingen). 

 

2.7.1.2. Reaktion der Cytochrom-c-Oxidase 
             (HYBriteTM, Abbott Laboratories, Wiesbaden) 
 

Bei der COX-Färbung handelt es sich um eine enzymatische Färbung, die 

spezifisch für die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV der mitochondrialen 

Atmungskette) ist. DAB (Diaminobenzidin) wird durch Komplex IV und Cytochrom 

c oxidiert und bildet ein braunes unlösliches Polymer. 

Für die Färbung werden 150 µl Zellsuspension (ca. 5x 104 CD34+-Zellen) auf 

adhäsive Objektträger (HistoBond®; Marienfeld, Lauda-Königshofen) zentrifugiert. 

Die Zellen werden anschließend 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. 

Dann werden die Objektträger mit 250 µl COX-Färbelösung für eine Stunde bei 

37°C inkubiert; als Kontrolle werden Zellen mit einer COX-Färbelösung ohne 

Cytochrom c inkubiert. Danach wird der Objektträger in aqua dest. gewaschen und 

bei Raumtemperatur getrocknet. Durch eine fünfminütige Inkubation mit 4% 

Paraformaldehyd (PFA) werden die Zellen fixiert. Das Eindecken der Präparate 

erfolgt mit 75% Glycerin in PBS. Anschließend werden die Färbungen 

mikroskopisch ausgewertet (Axioskop3, Zeiss, Göttingen). 
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2.7.2. Immunchemische Färbung von Mitochondrien 
 

In Zellkulturschalen werden Deckgläschen (18 x 18 mm) gelegt. In die 

Zellkulturschalen werden Zellen der gewünschten adhärent wachsenden Zellinie 

ausgesät. Zunächst wird das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen 

einmal mit PBS gewaschen. Anschließend werden die Zellen für eine Stunde bei 

37°C bei 5% CO2 in 200 µl MAB1273 (1:500 verd.) inkubiert. Danach werden die 

Zellen dreimal mit PBS gewaschen und für eine Stunde bei 37°C bei 5% CO2 mit 

200 µl Cy3-anti-Maus IgG (1:1000 verd.) inkubiert. Anschließend werden die 

Zellen dreimal mit PBS gewaschen und bei Raumtemperatur für fünf Minuten mit 

4% PFA fixiert. Die Auswertung findet mit dem Axiovert 100 

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Göttingen) statt. 

 

2.7.3. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials mittels  
          CMXRos 
 

Mittels CMXRos (Invitrogen, Karlsruhe) kann das Membranpotential von 

Mitochondrien bestimmt werden. Bei dem Farbstoff handelt es sich um ein Derivat 

von X-Rosamin, das in aktiven Mitochondrien akkumuliert wird. 
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2.7.3.1. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials in Zellen 

 

In Zellkulturschalen werden Deckgläschen (18 x 18 mm) gelegt und die Zellen der 

zu untersuchenden Zellinie ausgesät. Wenn der Zellrasen konfluent ist, wird 

zunächst das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen. Anschließend werden die Zellen für 10 Minuten bei 37°C bei 5% CO2 

in 1 ml CMXRos (200 nM in DMEM) inkubiert. Die Akkumulation des 

Fluoreszenzfarbstoffs CMXRos in den Mitochondrien wird im 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 (Zeiss, Göttingen) überprüft. Anschließend 

werden die Mitochondrien isoliert. 

 

2.7.3.2. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials in isolierten  
             Mitochondrien 
 

Isolierte Mitochondrien werden in 100 µl CMXRos (200 nM in PBS) für 10 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird die Probe zweimal mit 1 ml PBS 

gewaschen und das Pellet in 20 µl PBS resuspendiert. Die 

Mitochondriensuspension wird auf einen Objektträger gegeben und die 

Akkumulation des Fluoreszenzfarbstoffs in den Mitochondrien wird im 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 (Zeiss, Göttingen) überprüft. 
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III. Ergebnisse 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte überprüft werden, ob in hämatopoietischen 

Progenitorzellen Defekte der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe vorliegen, 

die zur Pathogenese myelodysplastischer Syndrome (MDS) beitragen könnten. 

Dazu wurden zunächst enzymatische Färbungen für die Atmungskettenkomplexe 

Succinatdehydrogenase und Cytochrom-c-Oxidase durchgeführt. 

 

1. Funktionalität der Atmungskettenkomplexe in CD34+-Zellen 
 
Zur Überprüfung der Funktionalität der Succinatdehydrogenase (Komplex II der 

Atmungskette) und der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV der Atmungskette) 

wurden enzymatische Färbungen angewendet, die zur Untersuchung der Aktivität 

der Enzymkomplexe bereits in Muskelschnitten und Geweben zur Anwendung 

kamen (Boerian, 1991; Litwin &Furgal, 1990; Anderson et al., 1975; Perotti et al., 

1983). Diese Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit modifiziert und für die 

Färbung von hämatopoietischen Progenitorzellen etabliert. 

 

1.1. Aktivität der Succinatdehydrogenase (Komplex II) und der  
       Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) in CD34+-Zellen 
 
Es wurden CD34+-Zellen von gesunden Spendern und von MDS-Patienten 

verwendet, die aus Knochenmarkaspiraten gewonnen wurden. Je nach 
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Präparation wurden für die Histochemie 5-7,5 x 104 Zellen mittels Zyto-

zentrifugation auf einen Polylysin-beschichteten Objektträger aufgebracht. Die 

Zellen wurden mit 200 µl Färbelösung für 1h bei 37°C inkubiert. Die SDH-Lösung 

enthält Succinylsäure als Substrat und NBT als Indikator für die Enzymaktivität. Ist 

der Komplex II aktiv, wird Succinat zu Fumarat umgewandelt, und die 

entstehenden Elektronen werden auf das farblose NBT übertragen. Dieses fällt als 

blaues unlösliches Formazan aus. Man kann erkennen, dass die CD34+-Zellen 

aus einem großen Zellkern bestehen, der von einem dünnen Zytoplasmasaum 

umgeben ist (Abb. 3.1.), welcher unter anderem die Mitochondrien enthält. Bei der 

COX-Färbung wird die Farbstofflösung von der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV 

der Atmungskette) umgesetzt. In dieser Reaktion wird Cytochrom c reduziert und 

DAB oxidiert. Das oxidierte DAB bildet ein unlösliches Polymer, das als brauner 

Niederschlag ausfällt. Man kann erkennen, dass die Färbemethode erfolgreich auf 

hematopoietische Progenitorzellen übertragen werden konnte (blauer bzw. 

brauner Niederschlag im Zytoplasma (Abb. 3.1.). Die Intensität der Färbung 

variierte bei unterschiedlichen Patienten- und Spenderisolaten, allerdings färbten 

sich entgegen der Erwartungen auch die MDS-Zellen positiv. Erwartet wurde, 

ausgehend von der Hypothese, dass mitochondrial kodierte Atmungskettendefekte 

zur MDS-Pathogenese beitragen, dass bei Anwendung der COX-Färbung der 

Farbumschlag bei den MDS-Patienten vermindert ist. Bei der SDH-Färbung sollten 

alle Proben eine Färbung zeigen, da dieser Komplex nur von nukleären Genen 

kodiert wird (siehe IV. Diskussion). 
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Abb. 3.1.: Aktivitätsnachweis der Komplexe II und IV. Je nach Zellzahl wurden CD34+-Zellen (5-

7,5x 104) auf einen Objektträger zentrifugiert. Die Zellen wurden jeweils mit 200 µl Färbelösung für 

1h bei 37°C inkubiert. Die Zellen eines gesunden Spenders (A) zeigen sowohl eine COX- als auch 

eine SDH-Aktivität. (B) und (C) zeigen exemplarisch die Zellen zweier MDS-Patienten. Bei (B) ist 

eine stärkere Färbung zu erkennen als bei (C). Die Negativkontrollen (D) zeigen keine spezifische 

Färbung. 
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Tatsächlich waren alle Proben gefärbt, aber auch hier waren Varianzen zu 

erkennen (Abb. 3.1.). Insgesamt war kein Unterschied zwischen CD34+-Zellen 

gesunder Spender und CD34+-Zellen an MDS erkrankter Menschen zu erkennen. 

Als Negativkontrolle wurden separierte CD34+-Zellen für eine Stunde bei 37°C und 

5% CO2 sowohl mit 200 µl SDH- als auch COX-Lösung ohne Substrate inkubiert 

(Abb. 3.1. D). Hier erfolgte –erwartungsgemäß- keine Färbung, so dass man 

davon ausgehen kann, dass es sich um Reaktionen handelt, die für die jeweiligen 

Komplexe spezifisch sind. 

Die hier angewandte Methode der enzymatischen Färbung erlaubt allerdings keine 

quantitative Aussage über die Atmungskettenkomplexe II und IV sowie deren 

Funktionalität in CD34+ hämatopoietischen Progenitorzellen. Sie führte jedoch, 

nach Anwendung auf CD34+-Zellen einer Patientin (Nr. 44; siehe Anhang) zu einer 

ungewöhnlichen Fallbeobachtung (Abs. 1.2.). 

 

1.2. Fallbeobachtung 

 
Von einer 80-jährigen MDS-Patientin wurde ein Knochenmarkaspirat gewonnen 

und daraus die CD34+ Zellen isoliert. Zum Zeitpunkt der Punktion war die Patientin 

unbehandelt. Auch in diesen Zellen wurden mit SDH- bzw. COX- spezifischen 

Farbreaktionen die Aktivität dieser Enzymkomplexe untersucht. Beide Färbungen 

waren, analog zu den Färbungen unter 1.1., positiv (Abb. 3.2. A). Allerdings 
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fanden sich in den Präparaten Zellen mit bislang nicht identifizierten intrazellulären 

Strukturen (Abb. 3.2. B+C), bei denen es sich um Chromosomen handeln könnte. 

 

SDH COX

A

 

B

 
Abb. 3.2. (A+B): Aktivitätsnachweis der Komplexe II und IV. Es wurden 7,5x 104 CD34+-Zellen auf 

einen Objektträger zentrifugiert. Die Zellen wurden jeweils mit 200 µl Färbelösung für 1h bei 37°C 

inkubiert. Die Zellen der MDS-Patientin (Nr. 44, siehe Anhang) zeigten sowohl eine COX- als auch 

eine SDH-Aktivität (A). Außerdem fanden sich in den Präparaten Zellen mit bislang nicht 

identifizierten Strukturen im Zellinneren (B+C), bei denen es sich unter Umständen um 

Chromosomen handelt (siehe Diskussion). 
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Abb.3.2. Fortsetzung (C) : Aktivitätsnachweis der Komplexe II und IV. Es wurden 7,5x 104 CD34+-

Zellen auf einen Objektträger zentrifugiert. Die Zellen wurden jeweils mit 200 µl Färbelösung für 1h 

bei 37°C inkubiert. Es zeigte sich, dass man sowohl die COX-Färbung (C) als auch die SDH-

Färbung (Daten nicht gezeigt) für Fluoreszenzmikroskopie einsetzen kann. (1) zeigt exemplarisch 

eine der ungewöhnlichen Zellen nach COX-Färbung im Durchlicht. Außerdem ist die Fluoreszenz 

bei verschiedenen Anregungswellenlängen gezeigt (2) 495 nm, (3) 596 nm und (4) 358 nm. 

 

Da sich dieser Befund aber nicht eindeutig belegen ließ, wurden vom Institut für 

medizinische Mikrobiologie (Heinrich Heine Universität, Düsseldorf) LightCycler 

PCRs gegen Bakterien- und Pilz-RNA ohne Befund durchgeführt. Hierfür wurde 

DNA benötigt, die aus Knochenmark isoliert wurde. Die als Dauerpräparat fixierten 

und zuvor gefärbten Zellen (Abb. 3.2) wurden außerdem, da kein spezifischer 

hämatologischer Befund erhoben werden konnte, konsiliarisch der Zytopathologie 
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(Heinrich Heine Universität, Düsseldorf) zur Beurteilung vorgelegt, jedoch 

ebenfalls ohne eindeutigen Befund. 

 

Da die in den CD34+-Zellen angewandten enzymatischen Färbungen es nicht 

erlauben, einzelne Enzymkomplexe bezüglich ihrer Quantität und Funktionalität zu 

beurteilen, wurde im Folgenden das Atmungsketten-Transkriptom in 

hämatopoietischen Progenitorzellen aus Knochenmarkaspiraten gesunder 

Spender und MDS-Patienten quantitativ analysiert um zu untersuchen, ob 

mögliche Atmungskettendefekte auf ein Ungleichgewicht in der Stöchiometrie der 

einzelnen Enzymkomplexuntereinheiten auf Ebene der Transkription 

zurückgeführt werden können. 

 

2. Genexpressionsanalyse der Atmungskettenkomplexe 
 
Um zu überprüfen, ob trotz der wenig aussagekräftigen Ergebnisse der 

enzymatischen Färbungen (Abs. III.1.1. und III.1.2.) Defekte der mitochondrial 

kodierten Atmungskettenuntereinheiten vorliegen, die an der MDS-Pathogenese 

beteiligt sind, wurde im Folgenden die Genexpression mitochondrialer Gene der 

Elektronentransportkette analysiert. Die Untersuchung erfolgte mittels quantitativer 

real time RT-PCR auf dem LightCycler. 
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2.1. Generierung der Standardplasmide 
 
Bei den Genen, deren RNA-Expression untersucht wurde, handelt es sich um die 

mitochondrial kodierten Untereinheiten ND3 (Komplex I), CytB (Komplex III) und 

COXI (Komplex IV), sowie um das kernkodierte Gen SDHB (Komplex II). Für die 

relative Quantifizierung wurde 18sRNA als Bezugsgröße gewählt. Für die 

Generierung der Standardplasmide wurden Genabschnitte ohne bekannte 

Polymorphismen aus den oben genannten Genen mittels PCR amplifiziert. Um die 

Polymorphismus-freien Regionen zu identifizieren wurden die Sequenzen 

unterschiedlicher Prototyp-Mitochondriengenome (Genbanknummern: X93334; 

AB055387; D38112; NC_001807) verglichen und ein Alignment für die 

entsprechenden Gene und der Cambridge Reference Sequence (basiert auf 

Genbanknummern: J01415, M12548, M58503, M63932, M63933) mittels Vektor 

NTI erstellt (siehe Anhang). 

Zunächst wurde die gesamte RNA aus HT1080 Zellen isoliert und anschließend 

mittels Oligo(dT)20-Nukleotiden die cDNA synthetisiert. Mit Hilfe der 

genspezifischen Oligonukleotide wurden die erwarteten DNA-Fragmente 

amplifiziert (Abb. 3.3.). Für die Klonierung war es notwendig, eine Taq-Polymerase 

zu verwenden, da diese Enzym an die entstehenden PCR-Produkte endständige 

3’-Adenosine anfügt. Diese wiederum benötigt die an den pCRTOPO4 Vektor 

gebundene Topoisomerase I, um das PCR Produkt mit dem Vektor zu ligieren.  

 



III. Ergebnisse 

- 53 - 

Klonierungsschema 
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4388 bp

E

D
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Abb. 3.3.: Generierung der Standardplasmide (ausführliche Legende siehe nächste Seite) 
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Abb. 3.3. (Fortsetzung): Für die Amplifikation der genspezifischen Sequenzen wurde cDNA aus 

mRNA generiert, die wiederum aus Zellkultur (Zellen der Linie HT1080) isoliert worden war. Die 

Zielsequenzen wurden mit den genspezifischen Oligonukleotiden ND3-A-F/ND3-A-R, SDHB-A-F/ 

SDHB-A-R, CytB-A-F/CytB-A-R, COXI-A-F/COXI-A-R und 18sRNA-A-F/18sRNA-A-R mittels Taq-

Polymerase amplifiziert. Durch die 3’- Adeninüberhänge am PCR-Produkt kann dieses über die am 

pCR-TOPO4 Vektor gebundene Topoisomerase I inseriert werden. 

 

Der Klonierungserfolg und die Orientierung des Inserts im Plasmid wurden in einer 

PCR mit dem Oligonukleotid M13F und einem genspezifischen Oligonukleotid 

(ND3-A-R, SDHB-A-R, CytB-A-R, COXI-A-R, 18sRNA-A-R) bzw. dem 

Oligonukleotid M13R und einem genspezifischen Oligonukleotid (ND3-A-F, SDHB-

A-F, CytB-A-F, COXI-A-F, 18sRNA-A-F) überprüft. Die Integrität der Plasmide 

wurde mittels Gelelektrophorese und Sequenzierung überprüft. Die vollständigen 

Insert-Sequenzen sind im Anhang aufgeführt. 

 

2.2. Etablierung der Realtime PCR 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden one-step real time RT-PCRs für den 

LightCycler (Roche) etabliert. Hierfür wurde zunächst die aus HT1080 Zellen 

extrahierte, DNAse (RNAse frei) behandelte RNA verwendet. Um zu überprüfen, 

ob die korrekten Genabschnitte amplifiziert wurden, wurden sowohl die 

Standardplasmide als auch die Gesamt-RNA aus Zellen der Linie HT1080 mit den 

entsprechenden Oligonukleotidpaaren (ND3-B-F/ND3-B-R, SDHB-B-F/ SDHB-B-

R, CytB-B-F/ CytB-B-R, COXI-B-F/COXI-B-R und 18sRNA-B-F/18sRNA-B-R) 

gemischt und für die real time PCR eingesetzt. Die Negativkontrolle bestand aus 
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identischen Ansätzen ohne Zusatz reverser Transkriptase. Es wurden je 10 pg, 1 

pg, 0,1 pg und 0,01 pg Plasmid DNA eingesetzt. Von der Gesamt-RNA wurden 5 

ng für die Amplifikation von ND3, SDHB, CytB und COXI eingesetzt, während für 

die Amplifikation der 18sRNA 5 pg Gesamt-RNA verwendet wurden. Die 

Amplifikate wurden gelelektrophoretisch überprüft. Es ist zu erkennen (Abb. 3.4.), 

dass Fragmente der erwarteten Größen von 131 bp (ND3), 126 bp (SDHB), 146 

bp (CytB), 131 bp (COXI) und 115 bp (18sRNA) amplifiziert wurden, wobei jeweils 

 

1 32 4 5 6 87 9 10 11 12 1413 15 16 17

Standardplasmide RNA (mit RT) RNA (ohne RT)
 

Abb. 3.4.: Gelelektrophoretische Überprüfung der real time RT-PCR. Die Reaktionen wurden je mit 

den Oligonukleotidpaaren ND3-B-F/ND3-B-R, SDHB-B-F/SDHB-B-R, CytB-B-F/CytB-B-R, COXI-B-

F/COXI-B-R und 18sRNA-B-F/18sRNA-B-R durchgeführt. Die Reaktionen wurden im ersten Ansatz 

mit den Standardplasmiden ND3 (2), SDHB (3), CytB (4), COXI (5) und 18sRNA (6) (je 10 pg DNA) 

angesetzt. Ein weiterer Ansatz bestand aus je 5 ng Gesamt-RNA aus Zellen der Linie HT1080 für 

die Amplifikation von ND3 (7), SDHB (8), CytB (9) und COXI (10) und 5 pg Gesamt-RNA für die 

Amplifikation der 18sRNA (11). Als Kontrolle dienten die Reaktionsansätze mit Gesamt-RNA ohne 

reverse Transkriptase (ND3 (12), SDHB (13), CytB (14), COXI (15), 18sRNA (16)). Es ist zu 

erkennen, dass bei allen Reaktionen nur ein spezifisches Amplifikat entsteht (2-11) und in den 

Proben keine DNA-Kontamination vorliegt, die die Untersuchung beeinträchtigt (12-16). 
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Abb. 3.5.: Vergleich der Genexpression mittels one step real time RT-PCR im LightCycler 

(ausführliche Legende siehe nächste Seite) 
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Abb. 3.5.: Vergleich der Genexpression mittels one step real time RT-PCR im LightCycler (Roche). 

Es sind jeweils exemplarisch repräsentative Amplifikationskurven und die zum jeweiligen Lauf 

gehörenden Standardgeraden gezeigt. Die reverse Transkription und die Amplifikation erfolgten in 

einem Reaktionsgefäß (one step single tube). In der PCR wurden jeweils 5 ng Gesamt-RNA aus 

CD34+-Zellen aus Knochenmarkaspiraten zur Amplifikation von ND3 (B), SDHB (C), CytB (D) und 

COXI (E) eingesetzt. Für die Amplifikation der 18sRNA (A) wurden 5 pg Gesamt-RNA eingesetzt. 

Als Negativkontrolle wurden Ansätze ohne reverse Transkriptase angesetzt. Die Standardgeraden 

wurden anhand der Standardplasmide definierter Konzentration (10 pg, 1 pg, 0,1 pg 0,01 pg) durch 

Doppelbestimmung ermittelt. Es werden exemplarisch jeweils zwei Proben für jedes Gen gezeigt. 

 

nur ein spezifisches Amplifikat entstand. Die Negativkontrolle zeigte, dass nach 

zuvor durchgeführter DNase-Behandlung keine DNA-Kontaminationen in der 

RNA-Lösung vorlagen, die den Versuchsansatz hätten beeinträchtigten können 

(Abb. 3.4.). Um die Genexpression der Atmungskettenuntereinheiten in MDS-

Patienten zu untersuchen, wurden CD34+-Zellen aus Knochenmarkaspiraten 

separiert und die Gesamt-RNA extrahiert. Diese ebenfalls DNase behandelte RNA 

wurde in der etablierten One-Step real time RT-PCR eingesetzt (Abb. 3.5.; Abs. 

2.3.-2.5.). 

 

2.3. Vergleich der Genexpression der Atmungskettenkomplex- 
         untereinheiten bei Gesunden und MDS-Patienten  
 

Die Expressionsraten Atmungskettenkomplexuntereinheiten kodierender Gene 

wurden bei MDS-Patienten und gesunden Spendern verglichen. Hierzu wurden 

CD34+-Zellen aus Knochenmarkaspiraten isoliert und die Gesamt-RNA extrahiert. 

Mittels one step real time RT-PCR wurde die Expression der Gene ND3, SDHB, 
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CytB und COXI relativ zur Expression der 18sRNA quantifiziert (RQ). Bei allen 

Auswertungen wurde der Median bestimmt und mittels Student’s T-Test die 

statistische Signifikanz überprüft. Untersucht wurde ein Kollektiv von 51 MDS 

Patienten und 9 gesunden Spendern. Da sich die Gruppe der MDS-Patienten aus 

verschiedenen, zytomorphologisch definierten, Untergruppen zusammensetzt, 

wurden zunächst diese Untergruppen hinsichtlich ihrer Genexpressionsrate 

miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass sich die Gruppe der an akuter 

myeloischer Leukämie Erkrankten (n=14) bezüglich ihrer ND3-Expression nicht 

signifikant von den übrigen MDS-Patienten (n=37) unterscheiden (Abb. 3.6. A). 

Die Expression des mitochondrial kodierten Gens ND3 in CD34+-Zellen ist sowohl 

bei den MDS-Patienten (p=0,022), als auch bei den AML-Patienten (p=0,002) 

statistisch signifikant geringer als bei den gesunden Spendern (n=9) (Abb. 3.6. A). 

Sowohl bei der Expression von CytB (MDS: p=0,004; AML: p=0,011) als auch bei 

der Expression von COXI (MDS: p=0,005; AML: p=0,022) kommt es zu einer 

signifikanten Reduktion gegenüber den gesunden Spendern. Diese Verminderung 

betrifft auch das kernkodierte Gen SDHB (Daten nicht gezeigt). 



III. Ergebnisse 

- 59 - 

ND3
6

4

5

3

2

1

0
gesundAMLMDS

R
Q

 (N
D

3/
18

sR
N

A)
A

 

Abb. 3.6. A: Vergleich und relative Quantifizierung (RQ) der ND3-Expression mittels one step real 

time RT-PCR in CD34+-Zellen bei AML, MDS und gesunden Spendern. Die relative Quantifizierung 

erfolgte im Vergleich zu 18sRNA. Die Expression des mitochondrialen Gens ND3 ist sowohl bei 

den MDS-Patienten (n=37; p=0,022) als auch bei den AML-Patienten (n=14; p=0,002) signifikant 

niedriger als bei den gesunden Spendern (n=9). Die Gruppen der MDS- und AML-Patienten 

unterscheiden sich hinsichtlich der Expression von ND3 nicht voneinander. Es wurde der Median 

(─) bestimmt und mittels Student’s T-Test die statistische Signifikanz der Ergebnisse überprüft. 

 

Bei den MDS-Patienten wurde deutlich, dass sich die verschiedenen 

Untergruppen bezüglich der Genexpression nicht signifikant voneinander 

unterscheiden. Dies ist exemplarisch anhand des Gens ND3 gezeigt (Abb. 3.6. B), 

ein ähnliches Ergebnis findet sich auch für die anderen untersuchten Gene (Daten 

nicht gezeigt). Insbesondere die RAEBI- und AML- Patienten zeigen eine 

signifikante Reduktion der mitochondrialen Genexpression (p<0,05), zusätzlich 

aber auch eine signifikante Reduktion des kernkodierten Gens SDHB. Man kann 

folglich, basierend auf den hier durchgeführten molekularen Analysen, die 
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einzelnen Untergruppen zu einer weitgehend homogenen MDS-Gruppe 

zusammenfassen, zumal die bestehende MDS-Klassifizierung, abgesehen vom 

5q--Syndrom, nicht auf molekularen Markern begründet ist. 

 

ND3
6

4

5

3

2

1

0
gesundRCMD RSCMD RAEBII AMLRAEBI

R
Q

 (N
D

3/
18

sR
N

A)

B

 

Abb. 3.6. B: Vergleich und relative Quantifizierung (RQ) der ND3 Expression mittels One step real 

time RT-PCR in CD34+-Zellen von MDS-Untergruppen und gesunden Spendern. Die relative 

Quantifizierung erfolgte im Vergleich zu 18sRNA. Die Expression des mitochondrialen Gens ND3 

ist in allen MDS-Untergruppen (RCMD: n=10; RSCMD: n=12; RAEBI: n=9; RAEBII: n=6; AML: 

n=14) gegenüber der Genexpression der gesunden Spender (n=9) verringert. Die MDS-

Untergruppen unterscheiden sich hinsichtlich der Expression von ND3 nicht voneinander. Es wurde 

der Median (─) bestimmt und mittels Student’s T-Test die statistische Signifikanz der Ergebnisse 

überprüft (siehe Text). 

 

Betrachtet man die Gesamtheit der MDS-Patienten, so ist zu erkennen, dass der 

Median der ND3-Expression bei den MDS-Patienten etwa um die Hälfte im 

Vergleich zu den gesunden Spendern reduziert ist (p=0,008) (Abb. 3.7. A).  
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Abb. 3.7.: Vergleich der Genexpression in CD34+-Zellen gesunder Spender (n=9) und MDS-

Patienten (n=51). Mittels real time RT-PCR wurde die Expression mitochondrialer Gene 

untersucht. Diese wurde auf die Expression der 18sRNA bezogen und die relativen Werte 

miteinander verglichen (RQ). Es wurde der Median (─) bestimmt und mittels Student’s T-Test die 

Signifikanz der Ergebnisse überprüft. Bei allen untersuchten Genen ist eine signifikante Reduktion 

der RNA-Menge bei den an MDS erkrankten Personen zu beobachten (A): (p=0,008); (B): 
(p=0,044); (C) (p=0,004); (D) (p=0,005). 
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Die Expression des SDHB-Gens beträgt bei den MDS-Patienten nur ca. 75% der 

mRNA-Menge der Gesunden (p=0,044) (Abb. 3.7. B). Die CytB-Expression ist um 

30% und die COXI-Expression um 40% signifikant reduziert (p≤0,005) (Abb. 3.7. 

C+D). Zusammenfassend wurde beobachtet, dass die Genexpression der 

Atmungskettenuntereinheiten bei MDS-Patienten deutlich gegenüber den 

gesunden Spendern reduziert ist. 

 

2.4. Vergleich der Genexpression der Atmungskettenkomplex- 
        untereinheiten nach Geschlecht 
 

Die aus der quantitativen PCR gewonnenen Daten wurden nun nach Geschlecht 

ausgewertet, um zu untersuchen, ob geschlechtsspezifische Unterschiede der 

Genexpression zwischen gesunden Spendern und MDS-Patienten vorliegen. 

Dafür wurden CD34+-Zellen aus Knochenmarkaspiraten isoliert und die Gesamt-

RNA extrahiert. Mittels one step real time RT-PCR wurde die Expression der Gene 

ND3, SDHB, CytB und COXI relativ zur Expression der 18sRNA quantifiziert (RQ). 

Bei allen Auswertungen wurde der Median bestimmt und mittels Student’s T-Test 

die statistische Signifikanz überprüft. Untersucht wurde ein Kollektiv von 5 

gesunden und 27 an MDS erkrankten Frauen, sowie 4 gesunden Männern und 24 

männlichen MDS-Patienten. 
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Abb. 3.8. (A+B): Vergleich der Genexpression in CD34+-Zellen mittels relativer Quantifizierung 

(RQ): Auswertung nach Geschlecht. Das Kollektiv bestand aus 5 gesunden Frauen, 4 gesunden 

Männern, 27 an MDS erkrankten Frauen und 24 an MDS erkrankten Männern. Mittels real time RT-

PCR wurde die Expression mitochondrialer Gene untersucht. Diese wurde auf die Expression der 

18sRNA bezogen und die relativen Werte miteinander verglichen. Es wurden die Mediane (─) 

bestimmt und mittels Student’s T-Test die Signifikanz der Ergebnisse überprüft. Die Expression 

des Gens ND3 (A) ist sowohl bei den an MDS erkrankten Frauen als auch bei den an MDS 

erkrankten Männern verringert. Beim kernkodierten Gen SDHB (B) ist die RNA-Menge bei den 

männlichen stärker als bei den weiblichen MDS Patienten vermindert (p<0,05). 
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Abb. 3.8. Fortsetzung (C+D): Vergleich der Genexpression in CD34+-Zellen mittels relativer 

Quantifizierung (RQ): Auswertung nach Geschlecht. Mittels real time RT-PCR wurde die 

Expression mitochondrialer Gene untersucht. Diese wurde auf die Expression der 18sRNA 

bezogen und die relativen Werte miteinander verglichen. Es wurden die Mediane (─) bestimmt und 

mittels Student’s T-Test die Signifikanz der Ergebnisse überprüft. Zu erkennen ist, dass jeweils die 

Mediane bei gesunden Frauen und Männern ähnlich sind (A-D), bei männlichen MDS-Patienten 

die Genexpression jedoch stärker als bei den weiblichen MDS-Patienten vermindert ist. Sowohl bei 

CytB (C) als auch bei COXI (p=0,019) (D) ist der krankheitsbedingte Unterschied bei den Männern 

stärker ausgeprägt als bei den Frauen. 
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Hierbei stellte sich heraus, dass bei beiden Geschlechtern die Genexpression bei 

MDS verringert ist (Abb. 3.8. A-D). Die Genexpression von SDHB ist bei den an 

MDS erkrankten Männern signifikant geringer (p<0,05) als bei den gesunden 

männlichen Spendern (Abb. 3.8. B). Die CytB Expression zeigt nur eine geringe 

Abnahme der RNA-Menge bei den weiblichen MDS-Patienten, aber eine starke 

Reduktion bei den erkrankten Männern (Abb. 3.8. C). Auch der krankheitsbedingte 

Unterschied in der Transkriptmenge des Gens COXI ist bei den Männern größer 

(Abb. 3.8. D). Insgesamt zeigte sich, dass es zu einer Verminderung der 

Transkriptmenge bei den an MDS erkrankten Patienten im Vergleich zu den 

gesunden Spendern kommt. Auffällig ist außerdem, dass die Genexpression bei 

den männlichen MDS-Patienten niedriger als bei den weiblichen MDS-Patienten 

ist, dieser Unterschied aber nicht zwischen gesunden Männern und Frauen zu 

beobachten ist (Abb. 3.8. A-D). Es scheint folglich ein geschlechts-spezifischer 

Effekt vorhanden zu sein, der bei gesunden Menschen nicht ins Gewicht fällt und 

erst durch MDS verstärkt oder ausgelöst wird.  

 

2.5. Vergleich der Genexpression in verschiedenen Altersgruppen 

 
Die aus der quantitativen PCR gewonnenen Daten wurden weiterhin nach 

Altersgruppen ausgewertet, wobei eine Einteilung in eine jüngere (20-59 Jahre) 

und eine ältere (60-89 Jahre) Gruppe, vorgenommen wurde, da MDS-

Erkrankungen hauptsächlich ab dem 60. Lebensjahr auftreten. So sollte überprüft 
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werden, ob die veränderten Genexpressionsmuster bei MDS-Patienten auf 

Alterungseffekte zurückzuführen sind, oder MDS-spezifisch auftreten.  

Es wurden CD34+-Zellen aus Knochenmarkaspiraten isoliert und die Gesamt-RNA 

extrahiert. Mittels one step real time RT-PCR wurde die Expression der Gene 

ND3, SDHB, CytB und COXI relativ zur Expression der 18sRNA quantifiziert (RQ). 

Bei allen Auswertungen wurde der Median bestimmt und mittels Student’s T-Test 

die Signifikanz überprüft. Verglichen wurde ein Kollektiv von 5 jungen und 4 alten 

gesunden Spendern mit 10 jungen und 41 alten MDS Patienten. Beim Vergleich 

der Altersgruppen wurde deutlich, dass bereits bei den jungen MDS-Patienten 

eine verminderte Transkript-Menge der mitochondrial kodierten Untereinheiten 

vorliegt, die mit zunehmendem Alter noch weiter reduziert wird (Abb. 3.9. A, C u. 

D). Auffällig ist, dass sich bei den mitochondrial kodierten Genen ausschließlich im 

Fall von ND3 keine altersabhängige Änderung der Genexpression findet (Abb. 3.9. 

A). Daher kann man die Reduktion der ND3-Transkriptmenge nahezu vollständig 

auf einen, noch im Detail zu untersuchenden, MDS-Effekt zurückführen. Bei der 

Expression der anderen hier untersuchten mitochondrial kodierten Gene (CytB 

und COXI) kommt es dagegen bei gesunden Spendern zu einer deutlichen 

Abnahme der RNA-Menge im Alter (Abb. 3.9. C+D). 

Neben der stark reduzierten mitochondrialen Genexpression konnte bei der 

Gruppe der über 60-jährigen MDS-Patienten eine ebenfalls deutliche Abnahme 

des kernkodierten Transkripts SDHB beobachtet werden, die bei jüngeren MDS-

Patienten nicht nachweisbar war (Abb. 3.9. B). 
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Abb. 3.9. (A+B): Vergleich der Genexpression in CD34+-Zellen mittels relativer Quantifizierung 

(RQ), wobei die Auswertung nach Altersgruppen (20-59 Jahre= jung; 60-89 Jahre= alt) erfolgte. 

Das Kollektiv bestand aus 5 jungen und 4 alten gesunden Spendern, sowie 10 jungen und 41 alten 

MDS-Patienten. Mittels real time RT-PCR wurde die Expression mitochondrialer Gene untersucht. 

Diese wurde auf die Expression der 18sRNA bezogen und die relativen Werte miteinander 

verglichen. Es wurden die Mediane (─) bestimmt und mittels Student’s T-Test die Signifikanz der 

Ergebnisse überprüft. Bei ND3 (A) erkennt man sowohl in der jungen Gruppe (gesund vs. MDS 

(p=0,033)) als auch in der Gruppe der alten Menschen eine stark verringerte Transkriptmenge bei 

den MDS-Patienten. Die Genexpression von SDHB (B) sinkt dagegen nur bei den alten MDS-

Patienten (gesund vs. MDS (p=0,023)). 
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Abb. 3.9. Fortsetzung (C+D): Vergleich der Genexpression in CD34+-Zellen mittels relativer 

Quantifizierung (RQ), wobei die Auswertung nach Altersgruppen (20-59 Jahre= jung; 60-89 Jahre= 

alt) erfolgte. Mittels real time RT-PCR wurde die Expression mitochondrialer Gene untersucht. 

Diese wurde auf die Expression der 18sRNA bezogen und die relativen Werte miteinander 

verglichen. Es wurden die Mediane (─) bestimmt und mittels Student’s T-Test die Signifikanz der 

Ergebnisse überprüft. Auch die Genexpressionen von Cyt B (C) und COXI (gesund jung vs. MDS 

jung (p=0,045)) (D) zeigen in beiden Altersgruppen eine verminderte Expressionsrate bei MDS-

Patienten verglichen mit gesunden Spendern. Zusätzlich fällt bei den mitochondrial kodierten 

Genen CytB und COXI auf, dass bereits eine altersbedingte Abnahme der Transkriptmenge 

vorliegt, die bei ND3 (A) nicht zu beobachten ist. 
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Um zu überprüfen, ob es im Rahmen der reduzierten mitochondrialen 

Genexpression bei der MDS-Erkrankung zu einer stöchiometrischen Veränderung 

der mRNA-Spezies kommt, wurden die relativen Genexpressionswerte der 

mitochondrial kodierten Atmungskettenuntereinheiten ND3, CytB und COXI ins 

Verhältnis zu der kernkodierten Untereinheit SDHB gesetzt (RQmtGen/RQSDHB) 

(Abb. 3.10. A). Hierbei stellte sich heraus, dass bei den MDS-Patienten diese 

Quotienten individuell deutliche Unterschiede aufwiesen. 

Bei den gesunden Spendern verminderte sich die Menge der mitochondrial 

kodierten Transkripte in Relation zu SDHB mit steigendem Alter. Eine noch 

stärkere Verringerung der mitochondrial kodierten Transkripte im Verhältnis zur 

kernkodierten Untereinheit ließ sich bei den jungen MDS-Patienten erkennen. Bei 

den über 60-jährigen MDS-Patienten war eine breite Variabilität bezüglich der 

jeweiligen Verhältnisgrößen (RQmtGen/RQSDHB) zu beobachten. Beispielsweise 

lagen sie für den Quotienten ND3:SDHB in dieser Gruppe zwischen 2,5 und 10, 

während sie in der jüngeren gesunden Gruppe mit einer Ausnahme zwischen 9 

und 12 lagen. Auch in der älteren Gruppe der Gesunden variierte die 

Verhältnisgröße ND3:SDHB mit einer Ausnahme kaum (zwischen 7 und 8) (Abb. 

3.10. A). Betrachtet man die Quotienten CytB:SDHB und COXI:SDHB, ist im 

Vergleich zu den Kontrollen eine besonders auffällige interindividuelle Varianz bei 

den älteren MDS-Patienten zu erkennen (CytB: zwischen 1,8 und 12; COXI: 

zwischen 1,7 und 13,6). Bei einigen älteren MDS-Patienten kommt es darüber 
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hinaus auch zu auffälligen Unterschieden im Verhältnis der mitochondrial 

kodierten Transkripte zueinander. 
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Abb. 3.10. A: Transkriptmenge der mitochondrial kodierten Untereinheiten (RQmtGen) in Relation 

zur kernkodierten Untereinheit SDHB (RQSDHB). Bei den MDS-Patienten kommt es beim 

Quotienten ND3:SDHB zu deutlichen interindividuellen Unterschieden (jung = zwischen 2,5 und 

6,7; alt = zwischen 2,5 und 10). Diese interindividuellen Unterschiede sind bei den Gesunden 

weniger stark ausgeprägt (jung = zwischen 9 und 12; alt = zwischen 7 und 8). Bei den Genen CytB 

und COXI findet man dagegen lediglich bei den alten MDS-Patienten eine deutliche Varianz 

innerhalb der jeweiligen Verhältnisgrößen. CytB:SDHB (gesund jung = zwischen 3 und 9; MDS 

jung = zwischen 1,4 und 5,5; gesund alt = zwischen 3,6 und 6; MDS alt = zwischen 1,8 und 12) 

und COXI:SDHB (gesund jung = zwischen 4 und 10; MDS jung = zwischen 1,8 und 7,1; gesund alt 

= zwischen 3,7 und 5,8; MDS alt = zwischen 1,7 und 13,6). 
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In den einzelnen Gruppen liegen offensichtlich deutliche interindividuelle 

Unterschiede vor. Beim Vergleich der Mediane der jeweiligen Verhältnisse von 

ND3, CytB und COXI zu SDHB stellte sich heraus, dass sich das Verhältnis von 

ND3 zu SDHB zwischen Gesunden und MDS-Patienten am stärksten 

unterscheidet (Abb. 3.10. B). 
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Abb. 3.10. B: Transkriptmenge (Mediane) der mitochondrial kodierten Untereinheiten (RQmtGen) in 

Relation zur kernkodierten Untereinheit SDHB (RQSDHB). Beim Vergleich von ND3, CytB und COXI, 

jeweils in Relation zu SDHB, fällt auf, dass der größte Unterschied zwischen Gesunden und MDS-

Patienten die Verhältnisgröße ND3:SDHB betrifft. Außerdem ist zu erkennen, dass es bei den 

Gesunden lediglich altersbedingt zu einer Verringerung sämtlicher mtDNA-kodierten 

Untereinheiten im Verhältnis zu SDHB kommt, während sich bei den MDS-Patienten zusätzlich die 

Quotienten von COXI:SDHB und CytB:SDHB gegeneinander verschieben. 

 

Darüber hinaus ist zu erkennen, dass es bei den MDS-Patienten zu einer 

Änderung der Verhältnisgrößen von COXI:SDHB in Relation zu CytB:SDHB 
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kommt. Während bei den Gesunden die mRNA-Menge zwischen CytB und COXI 

bezogen auf SDHB ähnlich ist, ändert sich bei den MDS-Patienten dieser Quotient 

zugunsten von COXI:SDHB. Dieses Ungleichgewicht könnte zu einer 

Funktionsstörung der mitochondrialen Atmungskette führen und damit zu den 

pathophysiologischen Prozessen der MDS-Erkrankung beitragen. 

 

3. Etablierung der Mitochondrienisolierung für Proteomanalysen 
 
Da im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte (siehe Kapitel III.2.), 

dass es in CD34+-Zellen MDS-Patienten zu einem Ungleichgewicht im 

mitochondrialen Transkriptom kommt, ist es nahe liegend, die Auswirkungen in 

CD34+-Zellen auf mitochondrialer Proteinebene zu untersuchen. 

Die Untersuchung des mitochondrialen Proteoms, insbesondere bei Patienten mit 

vermuteten Defekten im mitochondrialen Stoffwechsel, ermöglicht evtl. neue 

Ansatzpunkte für das pathophysiologische Verständnis und für pharmakologische 

Interventionen. Zur Analyse des Mitochondrienproteoms ist die Isolierung reiner 

Mitochondrien wichtig, da Proteine anderer Zellkompartimente mit der Analyse 

empfindlich interferieren könnten. Bislang erfolgt die Reinigung von Mitochondrien 

meist über Dichtegradienten und Ultrazentrifugation. Diese Methoden sind 

zeitaufwändig und erfordern große Probenmengen, die aus 

Knochenmarkaspiraten von MDS-Patienten nicht gewonnen werden können. 

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die hier beschriebene Methode zur 
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Isolierung reiner Mitochondrien aus kleinen Probenvolumina entwickelt (Abb. 

3.12.). 

Für die Etablierung der Methode wurden Zellen der Linie H196 verwendet. Diese 

Zellen sind auf Zellen der Linie HT1080 zurückzuführen, die von Ilaria Dalla Rosa 

(AG Prof. Dr. Boege, Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, 

Heinrich Heine Universität Düsseldorf) stabil mit einem an eine mitochondriale 

Signalsequenz gekoppelten YF-Protein (YFP) transfiziert wurden. Das YFP 

befindet sich in der mitochondrialen Matrix. 

 

A B

 
Abb. 3.11.: Detektion der Mitochondrien in HT1080 Zellen mit MAB1273. Um die Bindung des anti-

Mitochondrien Antikörpers MAB1273 für spätere Immunpräzipitationen zu überprüfen, wurden 

konfluent gewachsene Zellen der Linie HT1080 mit 200 µl (1:500 verd.) Antikörperlösung für 1h bei 

37°C inkubiert. Nach sorgfältigem Waschen wurde der gebundene mAK MAB1273 mit 200 µl eines 

Cy3 gekoppelten anti-Maus AK (1:1000 verd.) detektiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Axiovert 

100 Mikroskop (Zeiss). Man kann erkennen, dass es zu einer spezifischen Bindung des 

Antikörpers an die Mitochondrien kommt; (A) zeigt den Phasenkontrast und (B) die Fluoreszenz. 
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Zunächst wurde überprüft, ob der monoklonale anti-Mitochondrien Antikörper 

MAB1273 (Chemicon) an die Mitochondrien bindet. Um dieses zu untersuchen, 

wurden konfluent gewachsen Zellen für eine Stunde mit 100 µl Antikörper (1:500 

verd.) inkubiert. Anschließend wurde der gebundene Antikörper mit einem Cy3-

gekoppelten anti-Maus mAK detektiert. Da eine spezifische Bindung von 

MAB1273 gezeigt werden konnte (Abb.3.11.), wurde als nächstes überprüft, ob 

MAB1273 für die Präzipitation von Mitochondrien eingesetzt werden kann 

(Abb.3.12.). 
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Abb. 3.12.: Mitochondrienisolierung mittels Immunpräzipitation. Zellen (2x 107 - 5x 105) werden 

lysiert, und mittels Zentrifugation wird die Debris (1) abzentrifugiert. Der Überstand wird in einem 

weiteren Zentrifugationsschritt eingesetzt und ein grobes Mitochondrienpellet (2) generiert. Das 

Pellet wird mit 100 µl MAB1273 (1:20 verd.) (3) bei 4°C für 1h inkubiert. Die Suspension wird 

anschließend mit 100 µl anti-Maus IgG MACS-Beads (4) gemischt, auf 250 µl mit PBS aufgefüllt 

und bei 4°C für 1h inkubiert. Die Probe wird dann mit PBS auf 1 ml aufgefüllt und auf eine 

vorbereitete MS-Säule (5a) in einem Separator (5b) gegeben. Nach einem Waschschritt werden 

die Mitochondrien (6) von der Säule eluiert. 

 



III. Ergebnisse 

- 75 - 

Zunächst wurde ein grobes Mitochondrienpellet mittels des Mitochondria Isolation 

Kits (PerBio) und differentieller Zentrifugation gewonnen. Nach der Zellyse wurden 

zunächst Zellkerne und Debris aus der Probe entfernt und anschließend die im 

Überstand befindlichen Mitochondrien sedimentiert. Diese groben 

Mitochondrienpellets wurden in MAB1273-Lösungen unterschiedlicher 

Konzentrationen resuspendiert und für 1h bei 4°C inkubiert. 

Die höchste Ausbeute wurde mit 100 µl MAB1273 (1:20 verd.) erzielt. Gemischt 

wurde die Mitochondriensuspension mit 100 µl MACS-Beads, auf 250 µl aufgefüllt 

und für 1h bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die mit PBS auf 1 ml aufgefüllte 

Probe auf eine MACS-Säule gegeben. Der Durchfluß wurde wie oben beschrieben 

noch ein weiteres Mal auf die Säule gegeben. Zuletzt wurden die gewaschenen 

Mitochondrien von der Säule eluiert (Abb. 3.12.). Da die Mitochondrien der H196-

Zellen aufgrund des exprimierten YFP grün fluoreszieren, konnte die Effizienz der 

Mitochondrienreinigung mittels Fluoreszensmikroskopie überprüft werden. Um die 

Integrität der Mitochondrien nach der Isolation zu untersuchen, wurden H196-

Zellen mit 200 nM CMXRos (Molecular Probes) für 10 Minuten bei 37°C inkubiert. 

Bei diesem Farbstoff handelt es sich um ein Derivat von X-Rosamin, das in 

aktiven Mitochondrien akkumuliert. Nach der Isolation wurden die Mitochondrien 

unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 3.13.) und die Effizienz der 

Isolation anhand der YFP-Fluoreszenz überprüft. 
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Abb. 3.13.: Inkubation von Zellen der Linie H196 mit CMXRos vor der Mitochondrienisolierung. Die 

Zellen werden mit 200 nM CMXRos für 10 Minuten bei 37°C inkubiert, wobei der Farbstoff in den 

aktiven Mitochondrien akkumuliert. Nach der Isolation wird die Effizienz der Isolation mittels YFP-

Fluoreszenz (A) und die Mitochondrienintegrität mittels CMXRos-Fluoreszenz (B) überprüft. Es ist 

evident, dass die Mitochondrien intakt bleiben. Die Auswertung erfolgte mit dem Axiovert 100 

Mikroskop (Zeiss). 

 

Die Integrität der Mitochondrien konnte mittels CMXRos-Fluoreszenz bestimmt 

werden, da intakte Mitochondrien den Farbstoff nicht verlieren. Es zeigte sich, 

dass die Mitochondrien während der Prozedur intakt bleiben (Abb. 3.13.). 

Zusätzlich sollte geprüft werden, ob die Mitochondrien auch nach der Isolation 

metabolisch aktiv bleiben. Hierfür wurden die Mitochondrien zuerst aus den H196 

Zellen separiert und anschließend für 10 Minuten mit 200 nM CMXRos bei RT 

inkubiert (Abb. 3.14). Die Auswertung fand wiederum mittels Fluoreszenz-

mikroskopie statt und zeigte, dass die Mitochondrien auch nach der Isolation aktiv 

waren. 
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Abb. 3.14.: Inkubation von Mitochondrien mit CMXRos nach der Isolierung. Die isolierten 

Mitochondrien werden mit 200 nM CMXRos für 10 Minuten bei RT inkubiert, wobei der Farbstoff in 

den aktiven Mitochondrien akkumuliert. Nach der Isolation wird die Effizienz der Isolation mittels 

YFP-Fluoreszenz (A) und die Mitochondrienaktivität mittels CMXRos-Fluoreszenz (B) überprüft. Da 

es auch nach der Separation zu einer Akkumulation von CMXRos kommt, kann davon 

ausgegangen werden, dass die Mitochondrien während der Isolierung aktiv bleiben. Die 

Auswertung erfolgte mit dem Axiovert 100 Mikroskop (Zeiss). 

 

Anschließend wurde anhand von Verdünnungsreihen festgestellt, dass aus 5x 105 

Zellen ausreichend viele Mitochondrien gewonnen werden konnten, um diese 

fluoreszenz-mikroskopisch nachzuweisen. Diese Zellzahl entsprach der realistisch 

zu gewinnenden Menge an CD34+-Zellen aus dem Knochenmark von MDS-

Patienten. Man kann diese Methode also anwenden, um aus kleinen 

Probenvolumina gereinigte, intakte und aktive Mitochondrien zu gewinnen. Die 

Methode kann somit, die Entwicklung geeigneter hochsensitiver Analysemethoden 

vorausgesetzt, eingesetzt werden, um das mitochondriale Proteom z.B. in CD34+-

Zellen aus dem Knochenmark von MDS-Patienten zu untersuchen. 
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IV. Diskussion 
 

Die myelodysplastischen Syndrome sind klonale Erkrankungen des 

Knochenmarks, die vorwiegend in höherem Lebensalter auftreten. Ihre Inzidenz 

liegt bei etwa 5 pro 100.000 pro Jahr. Ab dem 70. Lebensjahr steigt die Inzidenz 

auf mehr als 30 pro 100.000. Im Hinblick auf die zunehmend alternde Bevölkerung 

in den Industrieländern wird sich die Zahl der MDS-Erkrankungen in Zukunft 

erhöhen. 

 

Es gibt verschiedene Hinweise auf eine mitochondriale Beteiligung an den 

myelodysplastischen Syndromen (siehe I.2.). Defekte in Mitochondrien führen zu 

unterschiedlichen Krankheiten (Kadowaki, 1994; DiMauro & Schon, 2003), da 

diese Zellorganellen an wichtigen zellulären Prozessen (z.B.: ATP-Synthese, 

Apoptose, Hämsynthese) beteiligt sind. Mutationen der mtDNA können zu einer 

ineffizienten mitochondrialen Atmungskette und daraus resultierend zu einer 

vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen führen, was wiederum eine 

Schädigung der betroffenen Zelle bewirkt. Ausgehend von der Hypothese, dass 

Defekte der mitochondrialen Atmungskette zur Pathogenese von MDS beitragen, 

wurden in unserer Arbeitsgruppe hämatopoietische Zellen aus Knochenmark von 

MDS-Patienten auf Mutationen der mtDNA-Moleküle untersucht. Dabei wurden 

keine spezifischen „hot spots“ identifiziert (Wulfert et al., zur Publikation 

eingereicht), was sich möglicherweise dadurch erklären lässt, dass 
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unterschiedliche Mutationen der mtDNA zum selben Phänotyp führen können, da 

sie letzten Endes eine defekte Atmungskette zur Folge haben. Dass Erkrankungen 

mit mitochondrialer Beteiligung darüber hinaus eine schlechte Korrelation 

zwischen Genotyp und Phänotyp aufweisen ist, bereits länger bekannt (Wallace, 

1993; Lin & Beal, 2006; Hall & Unwin, 2007). 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte zunächst das mitochondriale Proteom der CD34+-

Progenitorzellen aus Knochenmarkaspiraten von MDS-Patienten im Hinblick auf 

Alters- und MDS-bedingte Veränderungen untersucht werden. Für die 

Untersuchung des Mitochondrienproteoms ist die Isolierung reiner Mitochondrien 

wichtig, da andere Zellkompartimente (Lysosomen, Peroxysomen) die Analyse 

empfindlich stören können. Bislang erfolgt die Reinigung meist über 

Dichtegradienten und Ultrazentrifugation (Da Cruz et al., 2005). Diese 

Separationsmethoden für Zellorganellen benötigen große Probenmengen, die mit 

Knochenmarkaspiraten nicht erreicht werden, da lediglich 1% des Knochenmarks 

aus CD34+ Progenitorzellen besteht. Daher wurde hier eine Methode 

weiterentwickelt, die fraktionelle Zentrifugation und spezifische indirekte 

Immunpräzipitation mittels magnetischer Separation verbindet. Entgegen einer 

früheren Arbeit der Arbeitsgruppe um Herrnstadt (1999), in der der Erfolg der 

Mitochondrienseparation mittels DynaBeads anhand von spezifischen PCR-

Produkten mitochondrial kodierter Gene überprüft wurde, wurde hier die MACS-

Technologie für die Immunpräzipitation eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit 
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konnte die Effizienz der Methode und die Integrität der Mitochondrien durch 

Fluoreszenzmikroskopie überprüft werden. Dabei war es möglich, die für die 

Gewinnung intakter Mitochondrien benötigte Zellzahl auf 5x 105 Zellen zu 

reduzieren, die der realistisch zu gewinnenden Menge an CD34+-Zellen aus MDS-

Knochenmarkaspiraten entspricht, für umfassende Proteomanalysen aber keine 

ausreichende Materialmenge darstellt. 

So benötigten Burri et al. (2006) für die Analyse integraler Membranproteine der 

äußeren Mitochondrienmembran aus Saccharomyces cerevisiae Hefezellen einer 

30 Liter Kultur. In weiteren Studien wurden für mitochondriale Proteomanalysen 

meist Muskeln, Herzen und Lebern von Mäusen, Ratten und Rindern verwendet 

(Fandino et al., 2005; Forner et al., 2006; Kiri et al., 2005; McDonald et al., 2006; 

Song et al., 2006), was die durchschnittliche Probenmenge aus MDS-

Knochenmarkaspiraten von 3x 105 - 5x 105 Zellen um ein Vielfaches übersteigt. 

Des Weiteren gibt es bislang keine Analysemethoden, die sensitiv genug wären, 

um das Proteom derart kleiner Probenmengen umfassend zu untersuchen. 

Darüber hinaus stellt sich die Frage, ob man ausreichend große Mengen an 

Ausgangsmaterial gewinnen kann, um gleichzeitig verschiedene biochemische 

und proteinanalytische Methoden für die Proteomanalyse zum Einsatz zu bringen. 

Die Arbeitsgruppe von van Eyk (2006) hat in diesem Zusammenhang die Methode 

der 2-DLC, der 1-DLC und der 2-DE miteinander verglichen (McDonald et al., 

2006) und dabei festgestellt, dass lediglich 7% aller identifizierten Proteine mit 

allen drei Methoden detektiert werden konnten. 
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In Zukunft eignet sich, die Entwicklung ausreichend sensitiver Analysemethoden 

vorausgesetzt, die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methode zur 

Mitochondrienisolierung, um intakte und reine Mitochondrien aus kleinen 

Probenmengen für Proteomanalysen zu separieren. Bei Patienten mit Defekten im 

mitochondrialen Stoffwechsel könnten somit Ansatzpunkte für pharmakologische 

Interventionen identifiziert und damit die Etablierung spezifischer Therapien 

ermöglicht werden. 

 

Um die Hypothese zu überprüfen, dass eine auf Mutationen der mtDNA 

beruhende Ineffizienz der Atmungskette zur Pathogenese von MDS beitragen 

könnte, wurde die Enzymaktivität der Cytochrom-c-Oxidase im Vergleich zur 

ausschließlich kernkodierten Succinatdehydrogenase in CD34+ Progenitorzellen 

von MDS-Patienten und gesunden (freiwilligen) Spendern untersucht. Hierfür 

wurden im Rahmen dieser Arbeit enzymatische Färbungen der beiden 

Atmungskettenkomplexe, die u.a. für Gewebeschnitte publiziert sind (Litwin & 

Furgal, 1990; Boerian et al., 1991; Taylor et al., 2003), für hämatopoietische 

Vorläuferzellen etabliert. 

Obwohl interindividuell unterschiedlich intensive Färbereaktionen auftraten, war 

kein quantifizierbarer Unterschied zwischen den CD34+-Zellen gesunder Spender 

und den CD34+-Zellen von MDS-Patienten zu erkennen. Über die Menge der 

Atmungskettenkomplexe II und IV sowie deren Funktionalität in CD34+ 

hämatopoietischen Progenitorzellen erlaubten die enzymatischen Färbungen 
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keine genauere Aussage. Diese immunhistochemischen Färbungen werden für 

die Diagnostik von COX-negativen und SDH-positiven Zellen verwendet (Tanji & 

Bonilla, 2001, Taylor et al., 2003), aber nur schwerwiegende Defekte des Komplex 

IV können mit dieser Methodik detektiert werden (Schmiedel et al., 2003). Auch 

gravierende Defekte können in hämatopoietischen Stammzellen möglicherweise 

nur schwer detektiert werden, da diese vorwiegend in der G0-G1-Phase ruhenden 

Zellen im Stande zu sein scheinen, ihren geringen Energiebedarf größtenteils 

durch anaeroben Metabolismus zu decken (Piccoli et al., 2005). In ihren 

Untersuchungen über den Sauerstoffverbrauch von hämatopoietischen 

Stammzellen konnten Piccoli und Mitarbeiter zeigen, dass diese Zellen neben 

einem zehnfach geringeren mitochondrialen Sauerstoffverbrauch auch eine 

wesentlich kleinere Menge an Atmungskettenkomplexen, verglichen mit anderen 

Zelltypen, aufweisen. Weiterhin zeigte sich auf Proteinebene, dass die 

Stöchiometrie der Enzymkomplexe der CD34+-Zellpopulation verglichen mit 

HepG2-Zellen (Leberzellen) ähnlich war (Piccoli et al., 2005). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde die Stöchiometrie der Atmungskettenuntereinheiten von 

MDS-Patienten und Gesunden auf Transkriptionsebene miteinander verglichen. 

Dabei ergab sich eine veränderte Stöchiometrie der mitochondrial kodierten 

Atmungsketten-untereinheiten in Relation zur kernkodierten Untereinheit SDHB 

(Abb. 3.10. A+B; siehe S. 91). 
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Hinsichtlich der enzymatischen Färbungen ergaben sich auffällige Befunde bei 

einer 80-jährigen, zum Zeitpunkt der Knochenmarkentnahme unbehandelten, 

MDS-Patientin. Hier waren in einigen Zellen sowohl in den positiven Färbungen 

als auch in den Negativkontrollen ungewöhnliche intrazelluläre Strukturen zu 

erkennen. Aufgrund der Struktur und Anzahl könnte es sich hierbei um 

Chromosomen handeln, zumal real time PCRs zur Detektion von Bakterien- oder 

Pilzbefall negativ blieben. Allerdings stellt sich die Frage, warum es zum Umsatz 

der Farbstoffe durch Chromosomen kommen sollte. 

Eine mögliche Erklärung ergibt sich aus verschiedenen Arbeiten, die sich mit der 

nicht-enzymatischen Glykosylierung von Aminen beschäftigen. So konnte die 

Arbeitsgruppe um Mironova zeigen, dass es unter physiologischen Bedingungen 

in E.coli zu einer nicht-enzymatischen Glykosylierung von Proteinen kommt 

(Mironova et al., 2005). Die so entstehenden Amadoriprodukte können NBT 

reduzieren und auf diese Weise photometrisch nachgewiesen werden. Die 

entstehenden Endprodukte akkumulieren in langlebigen Proteinen von 

diabetischen und urämischen Patienten, sowie mit zunehmender Lebensdauer 

auch bei Gesunden (Ulrich & Cerami, 2001). Die zu Grunde liegende, ursprünglich 

von Maillard beschriebene gleichnamige Reaktion (Maillard, 1913) bezeichnet die 

nicht-enzymatische Reaktion von Aminosäuren und reduzierenden Zuckern; es 

wurde aber gezeigt, dass diese Reaktionen auch zwischen anderen in vivo 

entstehenden Carbonylen einerseits und biologischen Aminen (z.B. DNA) 

andererseits erfolgen kann (Bucala et al., 1984; Bucala et al., 1993). Diese 
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Reaktionen führen zur Vernetzung von Nukleotiden sowie zur Depurinierung und 

Zerstörung des Phosphatrückgrats der DNA (Kasai et al., 1998; Pischetsrieder et 

al., 1999), was zu Mutationen mit carcinogenem Effekt führen könnte. Trotz dieser 

Hinweise wurden, abgesehen von E.coli (Mironova et al., 2005), bislang noch 

keine nicht-enzymatischen Glykosylierungsprodukte von chromosomaler DNA in 

vivo nachgewiesen. Möglicherweise handelt es sich bei den hier beobachteten 

intrazellulären Strukturen der unbehandelten Patientin um solche modifizierten 

Chromosomen. Um zu überprüfen, ob sich der hier diskutierte Befund verifizieren 

lässt, wäre es daher notwendig, die NBT-Färbungen im Rahmen einer erweiterten 

Untersuchung von CD34+-Zellen bei anderen unbehandelten MDS-Patienten 

durchzuführen. 

 

Da die Enzymkomplexe der Atmungskette sowohl aus nukleär kodierten als auch 

aus mitochondrial kodierten Untereinheiten bestehen, ist eine Interaktion der 

beiden Genome erforderlich, um Ungleichgewichte zwischen nukleärer und 

mitochondrialer Genexpression sowie daraus resultierende Veränderungen in der 

Stöchiometrie der mitochondrialen Atmungskettenuntereinheiten zu vermeiden, 

die zu einer zellulären Dysfunktion führen können (Ross, 2004). Bislang ist nicht 

bekannt, ob es bei MDS zu einem Ungleichgewicht der Atmungsketten-

untereinheiten kommt. Für Proteomanalysen aus CD34+-Zellen aus MDS-

Patienten standen nicht genug Material und darüber hinaus keine ausreichend 

sensitiven Analysemethoden zur Verfügung (s.o.); daher wurde die Expression 
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Atmungsketten-relevanter Gene hämatopoietischer Stammzellen aus 

Knochenmarkaspiraten von gesunden Spendern und MDS-Patienten auf 

Transkriptionsebene miteinander verglichen. 

Da es bei MDS aufgrund vermuteter Defekte der mitochondrialen Atmungskette zu 

einer Akkumulation von Fe3+ in den Mitochondrien und damit zu einem gestörten 

Eisenmetabolismus kommt, wurde die Expression von Untereinheiten der 

Elektronentransportkette mit FeS-Zentren (ND3 aus Komplex I und SDHB aus 

Komplex II) oder Hämgruppen (CytB aus Komplex III und COX I aus Komplex IV) 

untersucht. 

Die Untereinheiten ND3 und CytB weisen in Säugetieren die stärkste Korrelation 

zwischen Varianz der Aminosäuresequenz und Lebensspanne eines Organismus 

auf. Dabei findet eine adaptive Selektion von Mutationen statt, die die Produktion 

von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) minimiert (Rottenberg, 2006). Die 

theoretischen Berechnungen von Rottenberg werden von Daten einer japanischen 

Arbeitsgruppe unterstützt, die die mitochondrialen CytB-Varianten 100jähriger mit 

denen von Parkinson-Patienten verglichen hat. Hierbei stellte sich heraus, dass 

bei der Gruppe der 100jährigen kaum Aminosäureabweichungen von der 

Konsensussequenz vorlagen (Tanaka et al., 2002). Daten der Arbeitsgruppe von 

J.A. Enríquez, die den Einfluß verschiedener mitochondrialer Haplotypen auf die 

ROS-Produktion in Zellkultur belegen, unterstützen diese Hypothese ebenfalls 

(Moreno-Loshuertos et al., 2006). 
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Die an MDS erkrankten Patienten werden, ausgehend von der Zellmorphologie 

ihres Knochenmarks und des peripheren Bluts, gemäß WHO-Klassifikation 

verschiedenen Untergruppen zugeordnet (Jaffe et al., 2001; Bennett & Komrokji, 

2005). Da die Klassifikation der Untergruppen bislang nicht auf molekularen 

Markern beruht, wurden die Untergruppen in der vorliegenden Arbeit zunächst 

hinsichtlich ihrer Genexpressionsrate der oben aufgeführten mitochondrialen 

Untereinheiten untereinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass man basierend 

auf den in dieser Arbeit durchgeführten molekularen Analysen die einzelnen 

Untergruppen zu einer weitgehend homogenen MDS-Gruppe zusammenfassen 

kann, und sich die Gruppe der an akuter myeloischer Leukämie Erkrankten (nach 

vorheriger MDS-Erkrankung) bezüglich ihrer Expression nicht signifikant von den 

übrigen MDS-Patienten unterscheidet. Im Gegensatz dazu war die Expression der 

Atmungskettenuntereinheiten der MDS-Patienten gegenüber den gesunden 

Spendern deutlich reduziert (Abb. 3.7.). 

 

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Genexpressionsanalysen zeigten die 

Gruppen der RAEBI- und AML- Patienten in CD34+-Zellen sowohl eine statistisch 

signifikante Reduktion der mitochondrialen Genexpression als auch eine 

signifikante Reduktion des kernkodierten Gens SDHB (p<0,05). Die Arbeitsgruppe 

um Selak wiederum stellte fest, dass eine defiziente SDH-Aktivität zu einer 

Akkumulation von Succinat in den Mitochondrien führt, welches ins Zytosol 

transportiert wird und dort die Prolyl-Hydroxylasen (PDH) und damit auch die 
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Hydroxylierung von HIF-1α inhibiert (Selak et al., 2005). Als Folge wird HIF-1α 

nicht abgebaut und kann Gene, die die Tumorentstehung und Metastasierung 

begünstigen, induzieren (Kilic et al., 2006) und dabei die Apoptoseneigung von 

Tumor- bzw. Tumorvorläuferzellen verringern. Eine verringerte Apoptoseneigung 

beobachteten Berger et al. (2001) durch Messung des mitochondrialen 

Membranpotentials (∆ψm) auch in CD34+-Zellen von MDS-Patienten, die den 

blastären Gruppen RAEB, RAEB-t und sAML (FAB-Klassifikation) angehörten. Die 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete Abnahme der SDHB-Expression 

bei MDS-Patienten, vor allem in blastären Gruppen RAEBI und AML (WHO-

Klassifikation), könnte zu einer Anreicherung von Succinat führen. Gemäß der 

Hypothese von Selak et al. (2005) könnte Succinat bei der Tumorprogression als 

Botenmolekül zwischen Mitochondrium und Zellkernkern dienen. Weitere 

Hinweise auf eine Beteiligung der Succinat-Coenzym-Q-Reduktase an der 

Tumorentstehung liefern Mutationen u.a. im SDHB-Gen, die mit 

Phaeochromocytomata und Paragangliomata assoziiert sind (Maher & Eng, 2002; 

Baysal, 2002; Neumann et al., 2004). 

Bei hämatolgischen Krankheiten wie z.B. Non-Hodgkin Lymphomen, Multiplem 

Myelom und MDS ist eine erhöhte Krankheitsinzidenz bei Männern zu beobachten 

(Cartwright et al., 2002; Mauritzson et al., 2001). Aber auch bei Erkrankungen mit 

mitochondrialer Beteiligung sind Männern häufiger als Frauen betroffen (Chinnery 

& Turnbull, 2001; Frank & Hurst, 1996). Die Gründe für die erhöhte 

Krankheitsinzidenz der Männer sind bislang noch ungeklärt. Dieses Phänomen 
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wurde jedoch auch bei Experimenten mit Drosophila beobachtet. So exprimierte 

die Arbeitsgruppe von D.M. Rand die mitochondrialen Genome verschiedener 

Drosophila-Stämme vor dem nukleären Hintergrund anderer Stämme gleicher 

Spezies oder anderer Spezies und untersuchte die COX-Aktivität der Individuen 

(Sackton et al., 2003). Hierbei zeigte sich, dass bei interspezifischen Genotypen 

ausschließlich die Männchen unter einer verminderten COX-Aktivität litten. Die 

maternale Vererbung von Mitochondrien scheint somit die Evolution von 

Mechanismen zu verhindern, die bei männlichen Individuen eine Kompensation 

mitochondrialer Dysfunktion bewirken könnten. Ein mitigierender Effekt bei Frauen 

wiederum ist nur dann möglich, wenn man postuliert, dass es zu 

geschlechtsspezifischen Interaktionen von mitochondrial kodierten Genen mit 

nukleären Genen kommt (Rand et al., 2004). 

 

Es stellte sich bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Genexpressionsanalysen von ND3, SDHB, CytB und COXI heraus, dass es bei 

gesunden Menschen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bezüglich der 

Transkriptmenge gibt. Auffällig ist jedoch, dass neben der deutlich verminderten 

Expression dieser Gene bei MDS-Patienten die männlichen Patienten eine 

zusätzliche Reduktion der mitochondrialen RNA-Menge im Vergleich zu den 

erkrankten Frauen aufweisen. Die MDS-Erkrankung scheint folglich einen 

geschlechtsspezifischen Effekt zu haben, der die Expression mitochondrial 
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lokalisierter Proteine beeinflusst. Ein solcher Effekt könnte auf Ebene der 

Transkriptionsregulation hervorgerufen werden. 

Die Transkriptionsregulation wiederum kann über die Methylierung von DNA 

erfolgen, wobei die Methylierung von Promotorregionen häufig eine Rolle bei der 

Regulation gewebs-spezifischer Genexpression spielt (Müller et al., 2006). Das 

Methylierungsmuster wiederum wird parental festgelegt und darüber hinaus bei 

einigen Genen geschlechtsspezifisch durch genetische Prägung („imprinting“) 

determiniert (Swain et al., 1987). Von dieser genetischen Prägung sind u.a. die 

Chromosomen 7 (Katz et al., 1992; Hannula et al., 2001), 11 (Satoh et al., 2006; 

Rossignol, 2006), 15 und 20 (Butler, 2002) betroffen, die auch mit verschiedenen 

zytogenetischen Untergruppen von MDS assoziiert sind (Haase, 2006). Allerdings 

kann es im Laufe der Differenzierung zu einer Umgestaltung der allelischen 

Expression kommen. Ein Beispiel hierfür ist der IGF-2 (insulin-like growth factor 2), 

der im Knochenmark biallelisch, im peripheren Blut hingegen ausschließlich 

paternal exprimiert wird (Morison et al., 2000). Die Arbeitsgruppe von Reeve führt 

diese Beobachtung darauf zurück, dass die biallelische Genexpression in unreifen 

hämatopoietischen Zellen des Knochenmarks, durch eine Veränderung des 

imprintings während der Differenzierung, in eine monoallelische Expression des 

IGF-2 in reifen Zellen des peripheren Bluts übergeht. 

Eine solche monoallelische Expression von kernkodierten Genen könnte einen 

möglichen Regulationsmechanismus für ein stabiles Gleichgewicht zwischen 

Kern- und Mitochondriengenen darstellen. Da die Enzymkomplexe der 
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mitochondrialen Atmungskette sowohl aus nukleär kodierten als auch 

mitochondrial kodierten Untereinheiten bestehen, muß eine präzise Interaktion 

zwischen Zellkernen und Mitochondrien sichergestellt werden (Ross, 2004). Wenn 

diese strikten Regulationsmechanismen im Alter nachlassen, könnte dies zu 

ineffizienter Mitochondrienfunktion und somit zu Alterserscheinungen führen. 

 

Da es sich bei MDS um ein vorwiegend altersassoziiertes Krankheitsbild handelt, 

wurde in der vorliegenden Arbeit weiterhin untersucht, inwieweit Veränderungen 

der mitochondrialen Genexpression bei MDS-Patienten altersbedingt sind oder auf 

MDS-induzierte Effekte zurückgeführt werden können. 

In beiden hier zu Grunde gelegten Altersgruppen (20-59 Jahre und 60-89 Jahre; 

siehe Einleitung) zeigte sich ein deutlich vermindertes Atmungsketten-

Transkriptom bei MDS-Patienten gegenüber gesunden Spendern. Auffällig war 

dabei, dass die Genexpression von CytB und COXI auch bei den Gesunden im 

Alter vermindert war, wohingegen sich die ND3-Expression bei den Gesunden 

kaum änderte. Während es sich bei der verminderten Expression von CytB und 

COXI daher vermutlich um einen altersbedingten Effekt handelt, der bei den MDS-

Patienten verstärkt wird, scheint die reduzierte Expression von ND3 ein MDS-

assoziiertes Phänomen zu sein. Daher könnte ND3 als früher diagnostischer 

Marker in Betracht gezogen werden. In Zukunft sollten auch die übrigen 

Untereinheiten (mitochondrial- und kernkodiert) des Enzymkomplexes I untersucht 

werden, da auch ND3-unabhängige Dysfunktionen des Komplex I zu einer 
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verminderten ATP-Synthese und anderen metabolischen Folgen wie 

Übersäuerung der Zelle durch verstärkte Glykolyse oder verstärkte ROS-

Produktion führen könnten. 

Verstärkte ROS-Produktion führt zu erhöhter mtDNA-Schädigung, die aufgrund 

entstehender Mutationen/Deletionen eine defekte Atmungskette zur Folge haben 

kann. In diesem Teufelskreis begünstigt eine defekte Atmungskette wiederum die 

Entstehung weiterer reaktiver Sauerstoffspezies. Deren Bildung wird aber auch 

durch nicht-Transferrin-gebundenes Eisen (NTBI) katalysiert und kann durch Gabe 

von Eisenchelatoren vermindert werden (Breuer et al., 1997). Eine weitere 

Möglichkeit, ROS-bedingte Zellschädigungen einzuschränken, besteht in einer 

verringerten Elektroneneinspeisung in die mitochondriale Atmungskette. Dies 

könnte möglicherweise durch verminderte Expression der Komplex I-

Untereinheiten (hier: ND3) erreicht werden. 

In der Literatur ist bislang erst wenig über die Funktion und Regulation von ND3 

bekannt. Eine mögliche Regulation der ND3-Expression könnte über die 

Thyroidhormonkonzentration erfolgen. Iglesias et al. konnten zeigen, dass das 

ND3-Gen der Ratte eine (TR)/c-erbA Bindungsstelle für den Thyroidhormon-

Rezeptor enthält und es bei Hypothyroidismus zu einer Abnahme an ND3-

Transkript kommt (Iglesias et al., 1995). 

Dass hämatopoietische Stammzellen, insbesondere aus MDS-Knochenmark, 

empfindlich auf Sauerstoff reagieren, zeigten auch Experimente der Arbeitsgruppe 

um Thompson et al. (2007). Diese amerikanische Arbeitsgruppe kultivierte u.a. 
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CD34+-Zellen von MDS-Patienten unter hypoxischen, der physiologischen O2-

Spannung im Knochenmark ähnlichen, Bedingungen. Dabei zeigten die Zellen, 

verglichen mit gesunden hämatopoietischen Zellen, ein normales Wachstum. 

Unter atmosphärischer Sauerstoffkonzentration (18,6%) dagegen zeigten die 

MDS-Zellen eine stark eingeschränkte Wachstumskapazität. Die CD34+-

Zellpopulation von MDS-Patienten wies also eine erhöhte Sensitivität gegenüber 

der unphysiologisch hohen, aber üblichen Sauerstoffspannung in Zellkultur auf 

(Thompson et al., 2007). Dies könnte daran liegen, dass ein mitochondrialer 

Atmungskettendefekt zu verstärkten Bildung von ROS führt. 

 

Dass es sich bei der, in der vorliegenden Arbeit beobachteten, herabgesetzten 

Expression der Gene CytB und COXI in CD34+-Progenitorzellen in gesunden alten 

Spendern um eine normale altersbedingte Veränderungen handelt, wird u.a. durch 

Ergebnisse der Gruppe um Manczak unterstützt, die zeigen konnte, dass es im 

Alter zu einer Reduktion mitochondrial kodierter Transkripte im Mäusehirn kommt 

(Manczak et al., 2005). Hierfür wurde die Expression verschiedener mitochondrial 

kodierter Gene (u.a. CytB und COXI) in Mäusen unterschiedlicher Altersgruppen 

miteinander verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass es nach einem Anstieg der 

Expression bis zum 12. Monat zu einer massiven Verminderung der 

Transkriptmenge bis zum 24. Monat kommt, wobei die verschiedenen 

Atmungskettenuntereinheiten unterschiedlich stark betroffen sind. Die MDS-

Erkrankung allerdings scheint über die normale altersbedingte Beeinträchtigung 
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der Genexpression von CytB und COXI hinaus zu einem frühzeitigen bzw. 

verstärkten Alterungsprozeß der hämatopoietischen Zellen zu führen, da das 

Transkriptionsniveau bei jüngeren MDS-Patienten bereits genauso niedrig wie bei 

älteren MDS-Patienten ist. 

 

Bezogen auf das kernkodierte Gen SDHB (UE im Komplex II der Atmungskette) 

ergaben sich unterschiedliche Expressionsmuster der mitochondrial kodierten 

Gene beim Vergleich zwischen MDS-Patienten und gesunden Spendern (Abb. 

3.10. A+B). Während bei den Gesunden in beiden Altersgruppen die mRNA-

Menge von ND3 in Relation zur SDHB-mRNA am höchsten und die 

Verhältnisgrößen von CytB:SDHB und COXI:SDHB ähnlich waren, waren bei den 

MDS-Patienten Abweichungen von diesem Muster erkennbar. Der Quotient von 

ND3:SDHB war bei den MDS-Patienten deutlich gegenüber den gesunden 

Spendern reduziert, während die Verhältnisgröße von COXI:SDHB gegenüber 

CytB:SDHB erhöht war. Es scheint somit aufgrund eines MDS-spezifischen 

Defekts zu einer stöchiometrischen Änderung der mitochondrial kodierten 

Transkripte zu kommen. Dass aber ein bestimmtes gewebsspezifisches 

stöchiometrisches Verhältnis für eine voll funktionstüchtige Elektronen-

transportkette unerlässlich ist, wurde von verschieden Arbeitsgruppen 

nachgewiesen (Blakely et al., 2005; Bernard et al., 2006; D’Aurelio et al., 2006). 

Dieses Ungleichgewicht bewirkt vermutlich eine Dysfunktion der Atmungskette, die 

eine vorzeitige Alterung der Zellen zur Folge haben kann.  
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Da das Knochenmark der MDS-Patienten versucht, den apoptotischen Zellverlust 

durch eine gesteigerte Proliferation auszugleichen, werden die Mitochondrien der 

Stamm- und Progenitorzellen stärker als im gesunden Knochenmark gefordert, so 

dass sie möglicherweise schneller altern. Dieser Kreislauf könnte zu einem immer 

schnelleren Alterungsprozeß führen und damit die niedrige mitochondriale 

Genexpression vor allem bei den jüngeren MDS-Patienten erklären. 

 

Die oben beschriebenen Ergebnisse lassen also tatsächlich auf eine bislang nicht 

näher zu charakterisierende mitochondriale Beteiligung an der MDS-Pathogenese 

schließen. 

 

Weitere Untersuchungen können vielleicht in Zukunft am Tiermodel durchgeführt 

werden. Am Karolinska Institut (Schweden) wurde 2004 in der Arbeitsgruppe von 

N.-G. Larsson eine Knock-in Maus mit einer defekten Polymerase gamma 

generiert (Trifunovic et al., 2004). Wie zu erwarten, kam es bei dieser Maus zu 

einer 3-5fach erhöhten Mutationsrate der mtDNA und zu frühzeitigen 

Alterserscheinungen. Interessanterweise sind diese Mäuse auch anämisch, so 

dass es sich lohnen würde, ihr Knochenmark hinsichtlich zytomorphologischer 

Veränderungen, die einem MDS entsprechen, zu untersuchen. 

 

Ein experimenteller Atmungskettendefekt könnte auch durch den Einsatz der 

siRNA-Technologie erreicht werden. Durch die Inhibierung unterschiedlicher 

Atmungskettenuntereinheiten in hämatopoietischen Progenitorzellen könnte man 
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unter Umständen während der erythropoietischen Differenzierung in Zellkultur 

weitere Einblicke in die MDS-Pathogenese gewinnen. 
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V. Zusammenfassung 
 

V.a) Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden etabliert und eingesetzt, um der 
Hypothese nachzugehen, dass erworbene Defekte der mitochondrialen Atmungskette zur 
Pathogenese myelodysplastischer Syndrome beitragen. 

 Zunächst wurde eine Methode zur Isolierung reiner, intakter Mitochondrien aus kleinen 
Probenmengen (5x 105 Zellen) etabliert. In Zukunft kann diese Kombination aus 
differentieller Zentrifugation und MACS-Immunpräzipitation dazu verwendet werden, aus 
klinischem Probenmaterial reine, metabolisch aktive Mitochondrien für Proteomanalysen zu 
gewinnen. Für die aktuell zur Verfügung stehenden proteinanalytischen Methoden ist die 
Menge des aus Knochenmarkaspiraten gewonnen Materials jedoch nicht ausreichend. 

 Um die Aktivitäten des teilweise mitochondrial kodierten Atmungskettenenzymkomplexes 
Cytochrom-c-Oxidase und des ausschließlich nukleär kodierten Enzymkomplexes 
Succinatdehydrogenase in CD34+-Zellen aus dem Knochenmark von MDS-Patienten und 
gesunden Probanden zu untersuchen, wurden enzymatische Färbungen eingesetzt. In 
beiden Gruppen zeigten sich deutliche intraindividuelle Unterschiede; ein signifikanter 
Unterschied zwischen MDS und Kontrollpersonen konnte jedoch nicht festgestellt werden. 
In der Probe einer, zum Zeitpunkt der Entnahme unbehandelten, 80-jährigen Patientin 
färbten sich in einigen Zellen abnorme subzelluläre Strukturen an, deren Identität auch 
nach Konsultation verschiedener Experten noch nicht geklärt werden konnte. 

 Expressionsanalysen der Gene ND3 (Untereinheit des Atmungskettenenzymkom-plexes I), 
SDHB (Komplex II), CytB (Komplex III) und COXI (Komplex IV) mittels real time RT-PCR 
zeigten eine deutliche Reduktion der Transkriptmenge bei den MDS-Patienten gegenüber 
gesunden Probanden. Es fiel auf, dass männliche gegenüber weiblichen MDS-Patienten 
eine zusätzliche Verminderung der Expression aufwiesen. Im Vergleich verschiedener 
Altersgruppen kam es bei den gesunden Probanden zu einer altersassoziierten Reduktion 
der Transkripte von CytB und COXI. Ein solcher Rückgang der Transkriptmenge konnte bei 
ND3 nicht festgestellt werden. Wegen dieser „Altersstabilität“ könnten Verminderungen der 
ND3-Transkription möglicherweise als diagnostischer Marker für MDS gewertet werden. 
Beim Vergleich der Transkription der mitochondrial kodierten Atmungskettenuntereinheiten 
mit der kernkodierten Untereinheit SDHB zeigte sich bei MDS-Patienten ein 
stöchiometrisches Ungleichgewicht zwischen den verschiedenen mitochondrialen mRNA-
Spezies, das bei gesunden Probanden nicht zu beobachten war. 

 

Die erzielten Ergebnisse sind mit einer mitochondriale Beteiligung an der MDS-Pathogenese 
vereinbar. Anscheinend existiert ein MDS-assoziierter Effekt, der eine frühzeitige bzw. verstärkte 
mitochondriale Alterung der hämatopoietischen Progenitorzellen bewirkt.  
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V. Zusammenfassung 
 

V.b) Summary 
 

In this work, several techniques were established and employed to explore the possibility that 
acquired defects of the mitochondrial respiratory chain may contribute to the pathogenesis of 
myelodysplastic syndromes. 

 First, a method was developed to isolate pure intact mitochondria from samples as small as 
5x 105 cells. This method combines differential centrifugation and immunoprecipitation by 
MACS-technology. The effort was successful in generating samples of pure, metabolically 
active mitochondria. This technology was established to provide material from clinical 
samples, e.g. bone marrow aspirates, for proteomic analysis. However, it turned out that 
the quantity of the mitochondrial material out of bone marrow aspirates is too small for the 
current techniques of proteome analysis. 

 Cytochemical stainings were used to assess the activity of the partially mitochondrial 
encoded respiratory chain complex cytochrome c oxidase as well as the exclusively nuclear 
encoded respiratory chain complex succinate dehydrogenase in CD34+ bone marrow cells 
from MDS patients and healthy donors. Marked intra-individual differences were found in 
both groups. However, no significant difference was found between MDS patients and 
controls. In one of the patient samples from an 80-year-old female who was treatment 
naïve at the time point of bone marrow sampling hitherto unknown intracellular structures 
were observed in some of the CD34+ cells. Despite consultation with several experts, their 
identity remains to be clarified. 

 Gene expression analysis of ND3 (subunit of respiratory chain complex I), SDHB (complex 
II), CytB (complex III), and COXI (complex IV) by real time RT-PCR revealed a statistically 
significant reduction of transcript levels in CD34+ cells from MDS bone marrow as 
compared with healthy volunteers. In addition, male patients showed a more pronounced 
decrease in transcription than female patients. Healthy volunteers showed an age-related 
decrease in transcript levels of CytB and COXI, which did not apply to ND3. Therefore, this 
age-independence of ND3 expression may provide a basis for interpreting a decrease in 
ND3 expression as a diagnostic marker for MDS. Looking at mitochondrial gene expression 
in comparison to transcription of the nuclear encoded subunit SDHB, MDS patients 
displayed a stochiometric imbalance in the expression of their mitochondrial genes, which 
was not observed in healthy controls. 

 

The results of the aforementionend studies are compatible with a role of mitochondrial dysfunction 
in the pathogenesis of myelodysplastic syndromes. Apparently, an MDS-related mechanism 
produces earlier and more pronounced mitochondrial ageing in hematopoietic progenitor cells. 
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Liste der für den LightCycler verwendeten Patientenproben 
 
 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

1 m 57 RSCMD del(11q) Thalidomid, Desferal LDH: 253 

2 w 48 RCMD +1, Derivat 1,7   

3 w 75 AML  Decitabin LDH: 281  

4 m 71 AML Trisomie 8 Decitabin, ATRA, 
Valproinsäure LDH: 424 

5 w 70 RSCMD del(20q) Epo LDH: 180 

6 m 65 RCMD  normal unbehandelt LDH: 197 

7 m 68 RAEB I  unbehandelt LDH: 397 

8 m 48 RSCMD normal unbehandelt LDH: 219 

9 m 63 RCMD del(5q)  
 
 

10 w 58 RSCMD Trisomie 8 Desferal 
 

LDH: 122 

 

Anhang 



 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

11 w 66 RSCMD del(5), Trisomie 8 unbehandelt LDH: 261 

12 m 71 AML normal unbehandelt LDH: 240 

13 w 75 RCMD normal unbehandelt LDH: 310 

14 w 80 RAEB I Monosomie 7 Thalidomid (2Jahre), dann 
unbehandelt LDH: 156 

15 w 83 gesund / / / 

16 m 78 AML  unbehandelt LDH: 309 

17 m 52 AML Inv.3, 
Monosomie 7  LDH: 533 

18 w 61 RAEB I komplex unbehandelt LDH: 244 

19 m 71 RSCMD    

20 w 64 RCMD / / 
 

/ 

21 w 28 gesund / / / 
 

Anhang 



 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

22 w 66 AML komplex unbehandelt LDH: 249 

23 m 24 gesund / / / 

24 w 67 RCMD normal unbehandelt LDH: 226 

25 w 51 RCMD normal unbehandelt LDH: 118 

26 w 57 RSCMD normal unbehandelt LDH: 163 

27 w 67 AML normal unbehandelt LDH: 455 

28 w 62 AML    

29 m 64 RAEB I  Thalidomid  

30 w 64 AML del(5q), del(20q) unbehandelt LDH: 141 

31 m 72 RSCMD 45,X0,del(11)  
 

LDH: 190 

32 w 32 RSCMD normal Epo LDH: normal 

 

Anhang 



 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

33 m 79 AML    

34 m 67 RAEB I    

35 w 60 RAEB I Monosomie 7 
4x 

Farnesyltransferaseinhibitor,
DD:AA CyclosporinA

LDH: 162 

36 m 49 (kein MDS) normal unbehandelt LDH: 204 

37 m 35 gesund / / / 

38 w 77 gesund / / / 

39 m 65 RAEB I komplex Thalidomid LDH: 169 

40 w 79 RAEB I del(5q), 
Trisomie 8 Epo LDH:231 

41 m 70 RAEB II normal Thalidomid (2,5 Monate), 
unbehandelt LDH: 176 

42 w 77 RAEB II  Decortin LDH: 216 

43 m 72 RAEB II normal Farnesyltransferaseinhibitor 
 

LDH: 249 

 

Anhang 



 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

44 w 79 RSCMD normal unbehandelt LDH:239 

45 w 50 RSCMD normal unbehandelt LDH: 185 

46 w 68 RSCMD del(5q),-7,-22 unbehandelt LDH: 215 

47 m 61 RAEB II normal unbehandelt LDH: 92 

48 m 66 RCMD normal unbehandelt LDH: 261 

49 w 78 RAEB I del(12p) unbehandelt LDH: 313 

50 m 75 AML del(7) unbehandelt  

51 m 51 RCMD    

52 m 79 RAEB II del(20) unbehandelt LDH: 206 

53 m 69 RAEB I  unbehandelt 
 

LDH: 491 

54 w 85 gesund / / / 
 

Anhang 



 

Probe Geschlecht Alter MDS-Gruppe Karyotyp Behandlung LDH-Wert 

55 m 65 RCMD  Valproinsäure LDH:173 

56 w 85 AML  unbehandelt LDH: 248 

57 m 42 gesund / / / 

58 w 66 AML (M7) komplex unbehandelt LDH:normal 

59 w 67 AML komplex Thalidomid LDH: 399 

60 w 84 gesund  / / / 
 

Anhang 



 

Inserts der Standardplasmide 
 
Standardplasmid ND3 (300 bp): 
 

5’-atcaacaccctcctagccttactactaataattattacattttgactaccacaactcaacggctacatagaaaaatccaccc 
cttacgagtgcggcttcgaccccatatcccccgcccgcgtccctttctccataaaattcttcttagtagctattaccttcttattatttg
atctagaaattgccctccttttacccctaccatgagccctacaaacaactaacctgccactaatagttatgtcatccctcttattaat
catcatcctagccctaagtctggcctatgagtgactacaa-3’ 

 
Standardplasmid COXI (267 bp): 
 

5’-atgttcgccgaccgttgactattctctacaaaccacaaagacattggaacactatacctattattcggcgcatgagctggag 
tcctaggcacagctctaagcctccttattcgagccgagctgggccagccaggcaaccttctaggtaacgaccacatctacaa
cgttatcgtcacagcccatgcatttgtaataatcttcttcatagtaatacccatcataatcggaggctttggcaactgactagttccc
ctaataatcggtgcc-3’ 

 
Standardplasmid CytB (225 bp): 
 

5’-gaaggctgttgctatagttgcaagcaggaggataatgccgatgtttcaggtttctgagtagagaaatgatccgtaatatagg 
cctcgcccgatgtgtaggaagaggcagataaagaatattgaggcgccattggcgtgaaggtagcgatgattcagccataatt
tacgtctcgagtgatgtgggcgattgatgaaaaggcggttgaggcgtctggtgagtagtg-3’ 

 
Standardplasmid SDHB (216 bp): 
 

5’-gaccttaataaatgtggccccatggtattggatgctttaatcaagattaagaatgaagttgactctactttgaccttccgaaga 
tcatgcagagaaggcatctgtggctcttgtgcaatgaacatcaatggaggcaacactctagcttgcacccgaaggattgaca
ccaacctcaataaggtctcaaaaatctaccctcttccacacatgtatgtg-3’ 

 
Standardplasmid 18sRNA (431 bp): 
 

5’-aggactctttcgaggccctgtaattggaatgagtccactttaaatcctttaacgaggatccattggagggcaagtctggtgc 
cagcagccgcggtaattccagctccaatagcgtatattaaagttgctgcagttaaaaagctcgtagttggatcttgggagcggg
cgggcggtccgccgcgaggcgagccaccgcccgtccccgccccttgcctctcggcgccccctcgatgctcttagctgagtgt
cccgcggggcccgaagcgtttactttgaaaaaattagagtgttcaaagcaggcccgagccgcctggataccgcagctagga
ataatggaataggaccgcggttctattttgttggttttcggaactgaggccatgattaagagggacggccgggggcattcgtatt
gcgccgctagaggtgaa-3’ 

Anhang 



    601                                            650 
[a] AAGCAATACACTGAAAATGTTTAGACGGGCTCACATCACCCCATAAACAA 
[b] AAGCAATACACTGAAAATGTTTAGACGGGCTCACATCACCCCATAAACAA 
[c] AAGCAATACACTGAAAATGTTTAGACGGGCTCACATCACCCCATAAACAA 
[d] AAGCAATACACTGAAAATGTTTAGACGGGCTCACATCACCCCATAAACAA 
[e] AAGCAATACACTGAAAATGTTTAGACGGGCTCACATCACCCCATAAACAA 
 
    651                                            700 
[a] ATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACACATGC 
[b] ATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACACATGC 
[c] ATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACACATGC 
[d] ATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACACATGC 
[e] ATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACACATGC 
 
    701                                            750 
[a] AAGCATCCCCGTTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAG 
[b] AAGCATCCCCATTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAG 
[c] AAGCATCCCCGTTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAG 
[d] AAGCATCCCCATTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAG 
[e] AAGCATCCCCGTTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAG 
 
    751                                            800 
[a] GAACAAGCATCAAGCACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCC 
[b] GGACAAGCATCAAGCACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCC 
[c] GGACAAGCATCAAGCACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCC 
[d] GGACAAGCATCAAGCACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCC 
[e] GGACAAGCATCAAGCACGCAACAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCC 
 
    801                                            850 
[a] ACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAAGT 
[b] ACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAAGT 
[c] ACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAAGT 
[d] ACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAAGT 
[e] ACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATAAACCTTTAGCAATAAACGAAAGT 
 
    851                                            900 
[a] TTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACC 
[b] TTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACC 
[c] TTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACC 
[d] TTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACC 
[e] TTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACC 
 

    901                                            950 
[a] GCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTT 
[b] GCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTT 
[c] GCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTT 
[d] GCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTT 
[e] GCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTT 
 
    951                                           1000 
[a] TAGATCACCCCCTCCCCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAA 
[b] TAGATC-CCCCCTCCCCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAA 
[c] TAGATCACCCCCTCCCCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAA 
[d] TAGATCACCCCCTCCCCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAA 
[e] TAGATCACCCCCTCCCCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAA 
 
    1001                                          1050 
[a] CTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTAACATATCTGAAC 
[b] CTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTAACATATCTGAAC 
[c] CTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTAACATATCTGAAC 
[d] CTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTAACATATCTGAAC 
[e] CTCCAGTTGACACAAAATAAACTACGAAAGTGGCTTTAACATATCTGAAT 
 
    1051                                          1100 
[a] ACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGC 
[b] ACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGC 
[c] ACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGC 
[d] ACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGC 
[e] ACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGC 
 
    1101                                          1150 
[a] CCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGA 
[b] CCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGA 
[c] CCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGA 
[d] CCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGA 
[e] CCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGA 
 
    1151                                          1200 
[a] GCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGA 
[b] GCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGA 
[c] GCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGA 
[d] GCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGA 
[e] GCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGA 

Anhang 



    1201                                          1250 
[a] GGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGC 
[b] GGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGC 
[c] GGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGC 
[d] GGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGC 
[e] GGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGC 
 
    1251                                          1300 
[a] TCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGT 
[b] TCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGT 
[c] TCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGT 
[d] TCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGT 
[e] TCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGT 
 
    1301                                          1350 
[a] AAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGG 
[b] AAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGG 
[c] AAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGG 
[d] AAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGG 
[e] AAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGG 
 
    1351                                          1400 
[a] TGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAGCCCTT 
[b] TGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAGCCCTT 
[c] TGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAGCCCTT 
[d] TGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAGCCCTT 
[e] TGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAGCCCTT 
 
    1401                                          1450 
[a] ATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGAGT 
[b] ATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTGAGAGTAGAGT 
[c] ATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTGAGAGTAGAGT 
[d] ATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTGAGAGTAGAGT 
[e] ATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTGAGAGTAGAGT 
 
    1451                                          1500 
[a] GCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCC 
[b] GCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCC 
[c] GCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCC 
[d] GCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCC 
[e] GCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCC 

    1501                                          1550 
[a] TCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATA 
[b] TCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATA 
[c] TCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATA 
[d] TCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATA 
[e] TCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATA 
 
    1551                                          1600 
[a] GAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACG 
[b] GAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACA 
[c] GAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACG 
[d] GAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACG 
[e] GAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACG 
 
    1601                                          1650 
[a] AACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT 
[b] AACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT 
[c] AACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT 
[d] AACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT 
[e] AACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT 
 
    1651                                          1700 
[a] CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCAC 
[b] CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCAC 
[c] CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCAC 
[d] CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCAC 
[e] CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCAC 
 
    1701                                          1750 
[a] CTTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGG 
[b] CTTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGG 
[c] CTTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGG 
[d] CCTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGG 
[e] CTTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGG 
 
    1751                                          1800 
[a] CGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATATAGTACCGCAAGGGAAAGA 
[b] CGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATATAGTACCGCAAGGGAAAGA 
[c] CGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATATAGTACCGCAAGGGAAAGA 
[d] CGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATACAGTACCGCAAGGGAAAGA 
[e] CGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATATAGTACCGCAAGGGAAAGA 

Anhang 



    1801                                          1850 
[a] TGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTT 
[b] TGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTT 
[c] TGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTT 
[d] TGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTT 
[e] TGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTT 
 
    1851                                          1900 
[a] CTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAA 
[b] CTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAA 
[c] CTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAA 
[d] CTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAA 
[e] CTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAA 
 
    1901                                          1950 
[a] GACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCC 
[b] GACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCC 
[c] GACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCC 
[d] GACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCC 
[e] GACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCC 
 
    1951                                          2000 
[a] GTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCT 
[b] GTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCT 
[c] GTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCT 
[d] GTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCT 
[e] GTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCT 
 
    2001                                          2050 
[a] ACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTT 
[b] ACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTT 
[c] ACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTT 
[d] ACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTT 
[e] ACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTT 
 
    2051                                          2100 
[a] TAAATTTGCCCACAGAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAG 
[b] TAAATTTGCCCACAGAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAG 
[c] TAAATTTGCCCACAGAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAG 
[d] TAAATTTGCCCACAGAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAG 
[e] TAAATTTGCCCACAGAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAG 

    2101                                          2150 
[a] TCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGA 
[b] TCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGA 
[c] TCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGA 
[d] TCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGA 
[e] TCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGA 
 
    2151                                          2200 
[a] GTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGA 
[b] GTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGA 
[c] GTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGA 
[d] GTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGA 
[e] GTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGA 
 
    2201                                          2250 
[a] AAGCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATAACT 
[b] AAGCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATAACT 
[c] AAGCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATAACT 
[d] AAGCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATAACT 
[e] AAGCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATGACT 
 
    2251                                          2300 
[a] GAACTCCTCACACCCAATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAA 
[b] GAACTCCTCACACCCAATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAA 
[c] GAACTCCTCACACCCAATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAA 
[d] GAACTCCTCACACCCAATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAA 
[e] GAACTCCTCACACCCAATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAA 
 
    2301                                          2350 
[a] TGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAAGCCTGCGTCA 
[b] TGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAAGCCTGCGTCA 
[c] TGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAAGCCTGCGTCA 
[d] TGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAAGCCTGCGTCA 
[e] TGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAAGCCTGCGTCA 
 
    2351                                          2400 
[a] GATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCA 
[b] GATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCA 
[c] GATCAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCA 
[d] GATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCA 
[e] GATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCA 
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    2401                                          2450 
[a] ACAAGTCATTATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAG 
[b] ACAAGTCATTATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAG 
[c] ACAAGTCATTATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAG 
[d] ACAAGTCATTATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAG 
[e] ACAAGTCATTATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAG 
 
    2451                                          2500 
[a] GAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAATCTTACCCCGCCTGTT 
[b] GAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAATCTTACCCCGCCTGTT 
[c] GAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAACCTTACCCCGCCTGTT 
[d] GAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAATCTTACCCCGCCTGTT 
[e] GAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAATCTTACCCCGCCTGTT 
 
    2501                                          2550 
[a] TACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCCTGCC 
[b] TACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCCTGCC 
[c] TACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCCTGCC 
[d] TACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCCTGCC 
[e] TACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCCTGCC 
 
    2551                                          2600 
[a] CAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCA 
[b] CAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCA 
[c] CAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCA 
[d] CAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCA 
[e] CAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCA 
 
    2601                                          2650 
[a] TAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGT 
[b] TAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGT 
[c] TAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGT 
[d] TAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGT 
[e] TAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGT 
 
    2651                                          2700 
[a] TCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGACCTGCCCGTGAAGAGG 
[b] TCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGACCTGCCCGTGAAGAGG 
[c] TCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGACCTGCCCGTGAAGAGG 
[d] TCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGACCTGCCCGTGAAGAGG 
[e] TCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGACCTGCCCGTGAAGAGG 

    2701                                          2750 
[a] CGGGCATAACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTA 
[b] CGGGCATGACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTA 
[c] CGGGCATGACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTA 
[d] CGGGCATGACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTA 
[e] CGGGCATGACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTA 
 
    2751                                          2800 
[a] ATGCAAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCA 
[b] ATGCAAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCA 
[c] ATGCAAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCA 
[d] ATGCAAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCA 
[e] ATGCAAACAATACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCA 
 
    2801                                          2850 
[a] TTAAAAATTTCGGTTGGGGCGACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCA 
[b] TTAAAAATTTCGGTTGGGGCGACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCA 
[c] TTAAAAATTTCGGTTGGGGCGACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCA 
[d] TTAAAAATTTCGGTTGGGGCGACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCA 
[e] TTAAAAATTTCGGTTGGGGCGACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCA 
 
    2851                                          2900 
[a] GTACATGCTAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACTATACTCAATTGAT 
[b] GTACATGCTAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACTATACTCAATTGAT 
[c] GTACATGCTAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACTATACTCAATTGAT 
[d] GTACATGCTAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACTATACTCAATTGAT 
[e] GTACATGCCAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACCATACTCAATTGAT 
 
    2901                                          2950 
[a] CCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC 
[b] CCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC 
[c] CCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC 
[d] CCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC 
[e] CCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC 
 
    2951                                          3000 
[a] CTATTCTAGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT 
[b] CTATTCTAGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT 
[c] CTATTCTAGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT 
[d] CTATTCTAGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT 
[e] CTATTCTAGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT 
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    3001                                          3050 
[a] CAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA 
[b] CAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA 
[c] CAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA 
[d] CAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA 
[e] CAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA 
 
    3051                                          3100 
[a] TTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTT 
[b] TTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTT 
[c] TTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTT 
[d] TTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTT 
[e] TTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTT 
 
    3101                                          3150 
[a] CTATCTACNTTCAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 
[b] CTATCTACTT-CAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 
[c] CTATCTACTT-CAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 
[d] CTATCTACCTTCAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 
[e] CTATCTAC-TTCAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 
 
    3151                                          3200 
[a] CTACTTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGTA 
[b] CTACTTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGTA 
[c] CTACTTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGTA 
[d] CTACTTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGCA 
[e] CTACTTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGTA 
 
    3201                                          3250 
[a] TTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCAGAGCCCG 
[b] TTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCAGAGCCCG 
[c] TTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCAGAGCCCG 
[d] TTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCAGAGCCCG 
[e] TTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCAGAGCCCG 
 
    3251                                          3300 
[a] GTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTC 
[b] GTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTC 
[c] GTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTC 
[d] GTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTC 
[e] GTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTC 

    3301                                          3350 
[a] TTAACAACATACCCATGGCCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTA 
[b] TTAACAACATACCCATGGCCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTA 
[c] TTAACAACATACCCATGGCCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTA 
[d] TTAACAACATACCCATGACCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTA 
[e] TTAACAACATACCCATGGCCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTA 
 
    3351                                          3400 
[a] ATCGCAATGGCATTCCTAATGCTTACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATAT 
[b] ATCGCAATGGCATTCCTAATGCTTACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATAT 
[c] ATCGCAATGGCATTCCTAATGCTTACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATAT 
[d] ATCGCAATGGCATTCCTAATGCTTACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATAT 
[e] ATCGCAATGGCATTCCTAATGCTTACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATAT 
 
    3401                                          3450 
[a] ACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGCTACTACAAC 
[b] ACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGCTACTACAAC 
[c] ACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGCTACTACAAC 
[d] ACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGCTACTACAAC 
[e] ACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGCTACTACAAC 
 
    3451                                          3500 
[a] CCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCC 
[b] CCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCC 
[c] CCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCC 
[d] CCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCC 
[e] CCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCC 
 
    3501                                          3550 
[a] ACATCTACCATCACCCTCTACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCAT 
[b] ACATCTACCATCACCCTCTACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCAT 
[c] ACATCTACCATCACCCTCTACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCAT 
[d] ACATCTACCATCACCCTCTACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCAT 
[e] ACATCTACCATCACCCTATACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCAT 
 
    3551                                          3600 
[a] CGCTCTTCTACTATGAACCCCCCTCCCCATACCCAACCCCCTGGTCAACC 
[b] CGCTCTTCTACTATGAACCCCCCTCCCCATACCCAACCCCCTGGTCAACC 
[c] CGCTCTTCTACTATGAACCCCCCTCCCCATACCCAACCCCCTGGTCAACC 
[d] CGCTCTTCTACTATGAACCCCCCTCCCCATACCCAACCCCCTGGTCAACC 
[e] CGCTCTTCTACTATGAGCCCCCCTCCCCATACCCAACCCCCTGGTTAACC 
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    3601                                          3650 
[a] TCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 
[b] TCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 
[c] TCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 
[d] TCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 
[e] TCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 
 
    3651                                          3700 
[a] TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGG 
[b] TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGG 
[c] TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGG 
[d] TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGG 
[e] TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGG 
 
    3701                                          3750 
[a] CGCACTGCGAGCAGTAGCCCAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCA 
[b] CGCACTGCGAGCAGTAGCCCAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCA 
[c] CGCACTGCGAGCAGTAGCCCAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCA 
[d] CGCACTGCGAGCAGTAGCCCAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCA 
[e] CGCACTGCGAGCAGTAGCCCAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCA 
 
    3751                                          3800 
[a] TCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTAACCTCTCCACC 
[b] TCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTAACCTCTCCACC 
[c] TCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTAACCTCTCCACC 
[d] TCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTAACCTCTCCACC 
[e] TCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTAACCTCTCCACC 
 
    3801                                          3850 
[a] CTTATCACAACACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTT 
[b] CTTATCACAACACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTT 
[c] CTTATCACAACACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTT 
[d] CTTATCACAACACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTT 
[e] CTTATCACAGCACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTT 
 
    3851                                          3900 
[a] GGCCATAATATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCT 
[b] GGCCATAATATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCT 
[c] GGCCATAATATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCT 
[d] GGCCATAATATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCT 
[e] GGCCATAATATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCT 

    3901                                          3950 
[a] TCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACTAGTCTCAGGCTTCAACATCGAA 
[b] TCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACTAGTCTCAGGCTTCAACATCGAA 
[c] TCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACTAGTCTCAGGCTTCAACATCGAA 
[d] TCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACTAGTCTCAGGCTTCAACATCGAA 
[e] TCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACTAGTCTCAGGCTTCAACATCGAA 
 
    3951                                          4000 
[a] TACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAACAT 
[b] TACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAACAT 
[c] TACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAACAT 
[d] TACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAACAT 
[e] TACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAACAT 
 
    4001                                          4050 
[a] TATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATG 
[b] TATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATG 
[c] TATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATG 
[d] TATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATG 
[e] TATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATG 
 
    4051                                          4100 
[a] ACGCACTCTCCCCTGAACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTA 
[b] ACGCACTCTCCCCTGAACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTA 
[c] ACGCACTCTCCCCTGAACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTA 
[d] ACGCACTCTCCCCTGAACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTA 
[e] ACGCACTCTCCCCTGAACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTA 
 
    4101                                          4150 
[a] CTTCTAACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCATACCCCCGATTCCG 
[b] CTTCTAACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCATACCCCCGATTCCG 
[c] CTTCTAACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCATACCCCCGATTCCG 
[d] CTTCTAACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCATACCCCCGATTCCG 
[e] CTTCTGACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCATACCCCCGATTCCG 
 
    4151                                          4200 
[a] CTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCC 
[b] CTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCC 
[c] CTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCC 
[d] CTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCC 
[e] CTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCC 
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    4201                                          4250 
[a] TAGCATTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATT 
[b] TAGCATTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATT 
[c] TAGCATTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATT 
[d] TAGCATTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATT 
[e] TAGCATTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATT 
 
    4251                                          4300 
[a] CCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTCTGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAG 
[b] CCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTCTGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAG 
[c] CCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTCTGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAG 
[d] CCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTCTGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAG 
[e] CCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTCTGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAG 
 
    4301                                          4350 
[a] TAAATAATAGGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGAATCGAA 
[b] TAAATAATAGGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGAATCGAA 
[c] TAAATAATAGGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGAATCGAA 
[d] TAAATAATAGGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGAATCGAA 
[e] TAAATAATAGGAGTTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGAATCGAA 
 
    4351                                          4400 
[a] CCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCC 
[b] CCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCC 
[c] CCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCC 
[d] CCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCC 
[e] CCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCC 
 
    4401                                          4450 
[a] TAAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTT 
[b] TAAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTT 
[c] TAAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTT 
[d] TAAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTT 
[e] TAAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTT 
 
    4451                                          4500 
[a] GGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGCCCAACCCGTCATCTA 
[b] GGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGCCCAACCCGTCATCTA 
[c] GGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGCCCAACCCGTCATCTA 
[d] GGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGCCCAACCCGTCATCTA 
[e] GGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGCCCAACCCGTCATCTA 

    4501                                          4550 
[a] CTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 
[b] CTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 
[c] CTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 
[d] CTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 
[e] CTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 
 
    4551                                          4600 
[a] TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTT 
[b] TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTT 
[c] TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTT 
[d] TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTT 
[e] TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCCTTTATTCCAATT 
 
    4601                                          4650 
[a] CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 
[b] CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 
[c] CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 
[d] CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 
[e] CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 
 
    4651                                          4700 
[a] CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 
[b] CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 
[c] CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 
[d] CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 
[e] CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 
 
    4701                                          4750 
[a] ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 
[b] ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 
[c] ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 
[d] ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 
[e] ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 
 
    4751                                          4800 
[a] TCATCATTAATAATCATAATAGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCC 
[b] TCATCATTAATAATCATAATGGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCC 
[c] TCATCATTAATAATCATAATGGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCC 
[d] TCATCATTAATAATCATAATGGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCC 
[e] TCATCATTAATAATCATAATGGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCC 
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    4801                                          4850 
[a] CTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCG 
[b] CTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCG 
[c] CTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCG 
[d] CTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCG 
[e] CTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCG 
 
    4851                                          4900 
[a] GCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATAC 
[b] GCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATAC 
[c] GCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATAC 
[d] GCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATAC 
[e] GCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATAC 
 
    4901                                          4950 
[a] CAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTT 
[b] CAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTT 
[c] CAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTT 
[d] CAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTT 
[e] CAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTT 
 
    4951                                          5000 
[a] ATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCA 
[b] ATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCA 
[c] ATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCA 
[d] ATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCA 
[e] ATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCA 
 
    5001                                          5050 
[a] AAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTT 
[b] AAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTT 
[c] AAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTT 
[d] AAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTT 
[e] AAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTT 
 
    5051                                          5100 
[a] CTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTAT 
[b] CTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTAT 
[c] CTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTAT 
[d] CTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTAT 
[e] CTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTAT 

    5101                                          5150 
[a] CCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACGA 
[b] CCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACGA 
[c] CCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACGA 
[d] CCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACGA 
[e] CCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACAA 
 
    5151                                          5200 
[a] CCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCCTTA 
[b] CCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCCTTA 
[c] CCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCCTTA 
[d] CCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCCTTA 
[e] CCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCCTTA 
 
    5201                                          5250 
[a] ATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTT 
[b] ATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTT 
[c] ATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTT 
[d] ATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTT 
[e] ATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTT 
 
    5251                                          5300 
[a] TTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCA 
[b] TTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCA 
[c] TTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCA 
[d] TTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCA 
[e] TTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCA 
 
    5301                                          5350 
[a] TCATCCCCACCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTAC 
[b] TCATCCCCACCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTAC 
[c] TCATCCCCACCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTAC 
[d] TCATCCCCACCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTAC 
[e] TCATCCCCACCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTAC 
 
    5351                                          5400 
[a] CTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTACTCCCCATATCTAACAA 
[b] CTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTACTCCCCATATCTAACAA 
[c] CTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTACTCCCCATATCTAACAA 
[d] CTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTACTCCCCATATCTAACAA 
[e] CTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTACTCCCCATATCTAACAA 
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    5401                                          5450 
[a] CGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCATTCCTCC 
[b] CGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCATTCCTCC 
[c] CGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCATTCCTCC 
[d] CGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCATTCCTCC 
[e] CGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCACTCCTCC 
 
    5451                                          5500 
[a] CCACACTCATCGCCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTTATA 
[b] CCACACTCATCGCCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTTATA 
[c] CCACACTCATCGCCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTTATA 
[d] CCACACTCATCGCCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTCATA 
[e] CCACACTCATCACCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTTATA 
 
    5501                                          5550 
[a] CTAATAATCTTATAGAAATTTAGGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAA 
[b] CTAATAATCTTATAGAAATTTAGGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAA 
[c] CTAATAATCTTATAGAAATTTAGGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAA 
[d] CTAATAATCTTATAGAAATTTAGGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAA 
[e] CTAATAATCTTATAGAAATTTAGGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAA 
 
    5551                                          5600 
[a] GCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGTAACAGCTAAGGACTGCAA 
[b] GCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGTAACAGCTAAGGACTGCAA 
[c] GCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGCAACAGCTAAGGACTGCAA 
[d] GCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGTAACAGCTAAGGACTGCAA 
[e] GCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGTGACAGCTAAGGACTGCAA 
 
    5601                                          5650 
[a] AACCCCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTA 
[b] AACCCCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTA 
[c] AACCCCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTA 
[d] AACCCCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTA 
[e] AACCTCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTA 
 
    5651                                          5700 
[a] AGCCCTTACTAGACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAG 
[b] AGCCCTTACTAGACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAG 
[c] AGCCCTTACTAGACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAG 
[d] AGCCCTTACTAGACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAG 
[e] AGCCCTTACTAGACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAG 

    5701                                          5750 
[a] CTAAGCACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCGGGAA 
[b] CTAAGCACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCGGGAA 
[c] CTAAGCACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCGGGAA 
[d] CTAAGCACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCGGGAA 
[e] CTAAGCACCCTAGTCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCGGGAA 
 
    5751                                          5800 
[a] AAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGC 
[b] AAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGC 
[c] AAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGC 
[d] AAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGC 
[e] AAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGC 
 
    5801                                          5850 
[a] AATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCT 
[b] AATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCT 
[c] AATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCT 
[d] AATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCT 
[e] AATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCT 
 
    5851                                          5900 
[a] GTCTTTAGATTTACAGTCCAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCC 
[b] GTCTTTAGATTTACAGTCCAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCC 
[c] GTCTTTAGATTTACAGTCCAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCC 
[d] GTCTTTAGATTTACAGTCCAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCC 
[e] GTCTTTAGATTTACAGTCCAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCC 
 
    5901                                          5950 
[a] CACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGACATT 
[b] CACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGACATT 
[c] CACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGACATT 
[d] CACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGACATT 
[e] CACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGACATT 
 
    5951                                          6000 
[a] GGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGC 
[b] GGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGC 
[c] GGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGC 
[d] GGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGC 
[e] GGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGC 
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    6001                                          6050 
[a] TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAG 
[b] TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAG 
[c] TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAG 
[d] TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAG 
[e] TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAG 
 
    6051                                          6100 
[a] GTAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCATTTGTAATA 
[b] GTAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCATTTGTAATA 
[c] GTAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCATTTGTAATA 
[d] GTAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCATTTGTAATA 
[e] GTAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCATTTGTAATA 
 
    6101                                          6150 
[a] ATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACTGACT 
[b] ATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACTGACT 
[c] ATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACTGACT 
[d] ATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACTGACT 
[e] ATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACTGACT 
 
    6151                                          6200 
[a] AGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTTCCCCGCATAAACA 
[b] AGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTTCCCCGCATAAACA 
[c] AGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTTCCCCGCATAAACA 
[d] AGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTTCCCCGCATAAACA 
[e] AGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTCCCCCGCATAAACA 
 
    6201                                          6250 
[a] ACATAAGCTTCTGACTCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCT 
[b] ACATAAGCTTCTGACTCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCT 
[c] ACATAAGCTTCTGACTCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCT 
[d] ACATAAGCTTCTGACTCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCT 
[e] ACATAAGCTTCTGACTCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCT 
 
    6251                                          6300 
[a] GCTATAGTGGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 
[b] GCTATAGTGGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 
[c] GCTATAGTGGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 
[d] GCTATAGTGGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 
[e] GCTATAGTAGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 

    6301                                          6350 
[a] AGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCT 
[b] AGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCT 
[c] AGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCT 
[d] AGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCT 
[e] AGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCT 
 
    6351                                          6400 
[a] CCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATC 
[b] CCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATC 
[c] CCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATC 
[d] CCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATC 
[e] CCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATC 
 
    6401                                          6450 
[a] ACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCC 
[b] ACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCC 
[c] ACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCC 
[d] ACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCC 
[e] ACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCC 
 
    6451                                          6500 
[a] CCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTC 
[b] CCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTC 
[c] CCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTC 
[d] CCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTC 
[e] CCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTC 
 
    6501                                          6550 
[a] TCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTC 
[b] TCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTC 
[c] TCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTC 
[d] TCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTC 
[e] TCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTC 
 
    6551                                          6600 
[a] AACACCACCTTCTTCGACCCCGCCGGAGGAGGAGACCCCATTCTATACCA 
[b] AACACCACCTTCTTCGACCCCGCCGGAG-AGGAGACCCCATTCTATACCA 
[c] AACACCACCTTCTTCGACCCCGCCGGAGGAGGAGACCCCATTCTATACCA 
[d] AACACCACCTTCTTCGACCCCGCCGGAGGAGGAGACCCCATTCTATACCA 
[e] AACACCACCTTCTTCGACCCCGCCGGAGGAGGAGACCCCATTCTATACCA 
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    6601                                          6650 
[a] ACACCTATTCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC 
[b] ACACCTATTCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC 
[c] ACACCTATTCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC 
[d] ACACCTATTCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC 
[e] ACACCTATCCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC 
 
    6651                                          6700 
[a] CAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAA 
[b] CAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAA 
[c] CAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAA 
[d] CAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAA 
[e] CAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAA 
 
    6701                                          6750 
[a] GAACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTT 
[b] GAACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTT 
[c] GAACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTT 
[d] GAACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTT 
[e] GAACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTT 
 
    6751                                          6800 
[a] CCTAGGGTTTATCGTGTGAGCACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACG 
[b] CCTAGGGTTTATCGTGTGAGCACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACG 
[c] CCTAGGGTTTATCGTGTGAGCACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACG 
[d] CCTAGGGTTTATCGTGTGAGCACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACG 
[e] CCTAGGGTTTATCGTGTGAGCACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACG 
 
    6801                                          6850 
[a] TAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCATCGCTATCCCC 
[b] TAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCATCGCTATCCCC 
[c] TAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCATCGCTATCCCC 
[d] TAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCATCGCTATCCCC 
[e] TAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCATCGCTATCCCC 
 
    6851                                          6900 
[a] ACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATAT 
[b] ACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATAT 
[c] ACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATAT 
[d] ACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATAT 
[e] ACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATAT 

    6901                                          6950 
[a] GAAATGATCTGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCA 
[b] GAAATGATCTGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCA 
[c] GAAATGATCTGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCA 
[d] GAAATGATCTGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCA 
[e] GAAATGATCTGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCA 
 
    6951                                          7000 
[a] CCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATC 
[b] CCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATC 
[c] CCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATC 
[d] CCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATC 
[e] CCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATC 
 
    7001                                          7050 
[a] GTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCCCACTTCCACTATGTCCTATC 
[b] GTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCTCACTTCCACTATGTCCTATC 
[c] GTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCTCACTTCCACTATGTCCTATC 
[d] GTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCTCACTTCCACTATGTCCTATC 
[e] GTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCTCACTTCCACTATGTCCTATC 
 
    7051                                          7100 
[a] AATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCC 
[b] AATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCC 
[c] AATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCC 
[d] AATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCC 
[e] AATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCC 
 
    7101                                          7150 
[a] TATTCTCAGGCTACACCCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACT 
[b] TATTCTCAGGCTACACCCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACT 
[c] TATTCTCAGGCTACACCCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACT 
[d] TATTCTCAGGCTACACCCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACT 
[e] TATTCTCAGGCTACACCCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCGCT 
 
    7151                                          7200 
[a] ATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACAACACTTTCTCGG 
[b] ATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACAACACTTTCTCGG 
[c] ATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACAACACTTTCTCGG 
[d] ATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACAACACTTTCTCGG 
[e] ATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACAACACTTTCTCGG 
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    7201                                          7250 
[a] CCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCA 
[b] CCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCA 
[c] CCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCA 
[d] CCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCA 
[e] CCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCA 
 
    7251                                          7300 
[a] CATGAAACATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTA 
[b] CATGAAACATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTA 
[c] CATGAAACATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTA 
[d] CATGAAACATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTA 
[e] CATGAAATATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTA 
 
    7301                                          7350 
[a] ATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGT 
[b] ATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGT 
[c] ATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGT 
[d] ATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGT 
[e] ATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGT 
 
    7351                                          7400 
[a] CCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCC 
[b] CCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCC 
[c] CCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCC 
[d] CCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCC 
[e] CCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCC 
 
    7401                                          7450 
[a] CCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAA 
[b] CCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAA 
[c] CCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAA 
[d] CCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAA 
[e] CCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAA 
 
    7451                                          7500 
[a] AAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGG 
[b] AAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGG 
[c] AAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGG 
[d] AAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGG 
[e] AAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGG 

    7501                                          7550 
[a] CCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTG 
[b] CCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTG 
[c] CCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTG 
[d] CCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTG 
[e] CCTCCATGACTTTTTCAAAAAGATATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTG 
 
    7551                                          7600 
[a] TCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAG 
[b] TCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAG 
[c] TCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAG 
[d] TCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAG 
[e] TCAAAGTTAAATCATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAG 
 
    7601                                          7650 
[a] CGCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATC 
[b] CGCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATC 
[c] CGCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATC 
[d] CGCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATC 
[e] CGCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATC 
 
    7651                                          7700 
[a] ACCTTTCATGATCACGCCCTCATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGT 
[b] ACCTTTCATGATCACGCCCTCATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGT 
[c] ACCTTTCATGATCACGCCCTCATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGT 
[d] ACCTTTCATGATCACGCCCTCATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGT 
[e] ACCTTTCATGATCACGCCCTCATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGT 
 
    7701                                          7750 
[a] CCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACTAATACTAACA 
[b] CCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACTAATACTAACA 
[c] CCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACTAATACTAACA 
[d] CCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACTAATACTAACA 
[e] CCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACTAATACTAACA 
 
    7751                                          7800 
[a] TCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATC 
[b] TCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATC 
[c] TCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATC 
[d] TCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATC 
[e] TCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATC 
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    7801                                          7850 
[a] ATCCTAGTCCTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGA 
[b] ATCCTAGTCCTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGA 
[c] ATCCTAGTCCTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGA 
[d] ATCCTAGTCCTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGA 
[e] ATCCTAGTCCTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGA 
 
    7851                                          7900 
[a] CGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCAAATCAATTGGCCACCAATGGT 
[b] CGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCAAATCAATTGGCCACCAATGGT 
[c] CGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCAAATCAATTGGCCACCAATGGT 
[d] CGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCAAATCAATTGGCCACCAATGGT 
[e] CGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCAAATCAATTGGCCACCAATGGT 
 
    7901                                          7950 
[a] ACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCTAC 
[b] ACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCTAC 
[c] ACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCTAC 
[d] ACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCTAC 
[e] ACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCTAC 
 
    7951                                          8000 
[a] ATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGT 
[b] ATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGT 
[c] ATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGT 
[d] ATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGT 
[e] ATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGT 
 
    8001                                          8050 
[a] TGACAATCGAGTAGTACTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTA 
[b] TGACAATCGAGTAGTACTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTA 
[c] TGACAATCGAGTAGTACTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTA 
[d] TGACAATCGAGTAGTACTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTA 
[e] TGACAATCGAGTAGTACTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTA 
 
    8051                                          8100 
[a] CATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAA 
[b] CATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAA 
[c] CATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAA 
[d] CATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAA 
[e] CATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAA 

    8101                                          8150 
[a] ACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACG 
[b] ACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACG 
[c] ACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACG 
[d] ACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACG 
[e] ACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACG 
 
    8151                                          8200 
[a] ACCGGGGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACA 
[b] ACCGGGGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACA 
[c] ACCGGGGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACA 
[d] ACCGGGGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACA 
[e] ACCGGGGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACA 
 
    8201                                          8250 
[a] GTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATA 
[b] GTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATA 
[c] GTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATA 
[d] GTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATA 
[e] GTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATA 
 
    8251                                          8300 
[a] GGGCCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACT 
[b] GGGCCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTA---------GAGCCCACT 
[c] GGGCCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACT 
[d] GGGCCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACT 
[e] GGACCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTA---------GAGCCCACT 
 
    8301                                          8350 
[a] GTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAA 
[b] GTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAA 
[c] GTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAA 
[d] GTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAA 
[e] GTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAA 
 
    8351                                          8400 
[a] CACCTCTTTACAGTGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACC 
[b] CACCTCTTTACAGTGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACC 
[c] CACCTCTTTACAGTGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACC 
[d] CACCTCTTTACAGTGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACC 
[e] CACCTCTTTACAGTGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACC 
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    8401                                          8450 
[a] ATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCCTCATCACCCAACTAAAAAT 
[b] ATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCCTCATCACCCAACTAAAAAT 
[c] ATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCCTCATCACCCAACTAAAAAT 
[d] ATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCCTCATCACCCAACTAAAAAT 
[e] ATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTTCTCATCACCCAACTAAAAAT 
 
    8451                                          8500 
[a] ATTAAACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAA 
[b] ATTAAACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAA 
[c] ATTAAACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAA 
[d] ATTAAACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAA 
[e] ATTAAACACAAGCTACCACTTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAA 
 
    8501                                          8550 
[a] AAAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTT 
[b] AAAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTT 
[c] AAAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTT 
[d] AAAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTT 
[e] AAAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTT 
 
    8551                                          8600 
[a] CATTCATTGCCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCCGCAGTACTGATCATT 
[b] CATTCATTGCCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCCACAGTACTGATCATT 
[c] CATTCATTGCCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCCGCAGTACTGATCATT 
[d] CATTCATTGCCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCCGCAGTACTGATCATT 
[e] CATTCATTGCCCCCACAGTCCTAGGCCTACCCGCCGCAGTACTGATCATT 
 
    8601                                          8650 
[a] CTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCATCAACAACCG 
[b] CTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCATCAACAACCG 
[c] CTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCATCAACAACCG 
[d] CTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCATCAACAACCG 
[e] CTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCATCAACAACCG 
 
    8651                                          8700 
[a] ACTAATCACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGA 
[b] ACTAATCACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGA 
[c] ACTAATCACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGA 
[d] ACTAATCACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGA 
[e] ACTAATTACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGA 

    8701                                          8750 
[a] TAACCATACACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCC 
[b] TAACCATACACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCC 
[c] TAGCCATACACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCC 
[d] TAACCATACACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCC 
[e] TAGCCATACACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCC 
 
    8751                                          8800 
[a] TTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGACTCCTGCCTCACTC 
[b] TTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGGCTCCTGCCTCACTC 
[c] TTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGACTCCTGCCTCACTC 
[d] TTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGACTCCTGCCTCACTC 
[e] TTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGACTCCTGCCTCACTC 
 
    8801                                          8850 
[a] ATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAACCTAGCCATGGCCATCCCCT 
[b] ATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAATCTAGCCATGGCCATCCCCT 
[c] ATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAACCTAGCCATGGCCATCCCCT 
[d] ATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAACCTAGCCATGGCCATCCCCT 
[e] ATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAACCTAGCCATGGCCATCCCCT 
 
    8851                                          8900 
[a] TATGAGCGGGCACAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCC 
[b] TATGAGCGGGCGCAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCC 
[c] TATGAGCGGGCGCAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCC 
[d] TATGAGCGGGCGCAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCC 
[e] TATGAGCGGGCGCAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCC 
 
    8901                                          8950 
[a] CTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACT 
[b] CTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACT 
[c] CTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACT 
[d] CTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACT 
[e] CTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACT 
 
    8951                                          9000 
[a] AGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCG 
[b] AGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCG 
[c] AGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCG 
[d] AGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCG 
[e] AGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCG 
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    9001                                          9050 
[a] TACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATT 
[b] TACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATT 
[c] TACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATT 
[d] TACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATT 
[e] TACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCATCTAATT 
 
    9051                                          9100 
[a] GGAAGCGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTAT 
[b] GGAAGCGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTAT 
[c] GGAAGCGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTAT 
[d] GGAAGCGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTAT 
[e] GGAAGCGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTAT 
 
    9101                                          9150 
[a] CATCTTCACAATTCTAATTCTACTGACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCT 
[b] CATCTTCACAATTCTAATTCTACTGACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCT 
[c] CATCTTCACAATTCTAATTCTACTGACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCT 
[d] CATCTTCACAATTCTAATTCTACTGACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCT 
[e] CATCTTCACAATTCTAATTCTACTGACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCT 
 
    9151                                          9200 
[a] TAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGCACGAC 
[b] TAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGCACGAC 
[c] TAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGCACGAC 
[d] TAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGCACGAC 
[e] TAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGCACGAC 
 
    9201                                          9250 
[a] AACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGC 
[b] AACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGC 
[c] AACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGC 
[d] AACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGC 
[e] AACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGC 
 
    9251                                          9300 
[a] CCATGACCCCTAACAGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCT 
[b] CCATGACCCCTAACAGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCT 
[c] CCATGACCCCTAACAGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCT 
[d] CCATGACCCCTAACAGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCT 
[e] CCATGACCCCTAACAGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCT 

    9301                                          9350 
[a] AGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTCCTCATACTAGGCCTAC 
[b] AGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTCCTCATACTAGGCCTAC 
[c] AGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTCCTCATACTAGGCCTAC 
[d] AGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTCCTCATACTAGGCCTAC 
[e] AGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTCCTCATACTAGGCCTGC 
 
    9351                                          9400 
[a] TAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAA 
[b] TAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAA 
[c] TAACCAACACACTAACCATATACCAATGGTGGCGCGATGTAACACGAGAA 
[d] TAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAA 
[e] TAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAA 
 
    9401                                          9450 
[a] AGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATA 
[b] AGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATA 
[c] AGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATA 
[d] AGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATA 
[e] AGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATA 
 
    9451                                          9500 
[a] CGGGATAATCCTATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTT 
[b] CGGGATAATCCTATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTT 
[c] CGGGATAATCCTATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTT 
[d] CGGGATAATCCTATTTATTACCTCAGAAATTTTTTTCTTCGCAGGATTTT 
[e] CGGGATAATCCTATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTT 
 
    9501                                          9550 
[a] TCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAATTAGGAGGG 
[b] TCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAACTAGGAGGG 
[c] TCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAACTAGGAGGG 
[d] TCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAATTAGGAGGG 
[e] TCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAACTAGGAGGG 
 
    9551                                          9600 
[a] CACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACT 
[b] CACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACT 
[c] CACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACT 
[d] CACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACT 
[e] CACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACT 
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    9601                                          9650 
[a] CCTAAACACATCCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTC 
[b] CCTAAACACATCCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTC 
[c] CCTAAACACATCCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTC 
[d] CCTAAACACATCCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTC 
[e] CCTAAACACATCCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTC 
 
    9651                                          9700 
[a] ACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTT 
[b] ACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTT 
[c] ACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTT 
[d] ACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTT 
[e] ACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTT 
 
    9701                                          9750 
[a] ATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA 
[b] ATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA 
[c] ATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA 
[d] ATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA 
[e] ATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA 
 
    9751                                          9800 
[a] CTTCGAGTCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTT 
[b] CTTCGAGTCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTT 
[c] CTTCGAGTCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTT 
[d] CTTCGAGTCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTT 
[e] CTTCGAATCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTT 
 
    9801                                          9850 
[a] TTGTAGCCACAGGCTTCCACGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTC 
[b] TTGTAGCCACAGGCTTCCACGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTC 
[c] TTGTAGCCACAGGCTTCCACGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTC 
[d] TTGTAGCCACAGGCTTCCACGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTC 
[e] TTGTAGCCACAGGCTTCCATGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTC 
 
    9851                                          9900 
[a] CTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACA 
[b] CTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACA 
[c] CTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACA 
[d] CTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACA 
[e] CTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACA 

    9901                                          9950 
[a] TCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGG 
[b] TCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGG 
[c] TCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGG 
[d] TCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGG 
[e] TCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGG 
 
    9951                                         10000 
[a] TTTGACTATTTCTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTT 
[b] TCTGACTATTTCTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTT 
[c] TTTGACTATTTCTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTT 
[d] TTTGACTATTTCTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTT 
[e] TTTGACTATTTCTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTT 
 
    10001                                        10050 
[a] AGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCA 
[b] AGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCA 
[c] AGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCA 
[d] AGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCA 
[e] AGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCA 
 
    10051                                        10100 
[a] AAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG 
[b] AAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG 
[c] AAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG 
[d] AAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG 
[e] AAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG 
 
    10101                                        10150 
[a] CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTAC 
[b] CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTAC 
[c] CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTAC 
[d] CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTAC 
[e] CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTAC 
 
    10151                                        10200 
[a] ATAGAAAAATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGC 
[b] ATAGAAAAATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGC 
[c] ATAGAAAAATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGC 
[d] ATAGAAAAATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGC 
[e] ATAGAAAAATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGC 
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    10201                                        10250 
[a] CCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATTACCTTCTTAT 
[b] CCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATTACCTTCTTAT 
[c] CCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATTACCTTCTTAT 
[d] CCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATTACCTTCTTAT 
[e] CCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATTACCTTCTTAT 
 
    10251                                        10300 
[a] TATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAA 
[b] TATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAA 
[c] TATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAA 
[d] TATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAA 
[e] TATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAA 
 
    10301                                        10350 
[a] ACAACTAACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCAT 
[b] ACAACTAACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCAT 
[c] ACAACTAACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCAT 
[d] ACAACTAACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCAT 
[e] ACAACTAACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCAT 
 
    10351                                        10400 
[a] CCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAA 
[b] CCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAG 
[c] CCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAG 
[d] CCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAA 
[e] CCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAG 
 
    10401                                        10450 
[a] CCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAAT 
[b] CCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAAT 
[c] CCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAAT 
[d] CCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAAT 
[e] CCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAAT 
 
    10451                                        10500 
[a] TATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACT 
[b] TATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACT 
[c] TATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACT 
[d] TATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACT 
[e] TATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACT 

    10501                                        10550 
[a] AGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCA 
[b] AGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCA 
[c] AGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCA 
[d] AGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCA 
[e] AGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCA 
 
    10551                                        10600 
[a] TATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTGTTCATTATA 
[b] TATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTGTTCATTATA 
[c] TATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTGTTCATTATA 
[d] TATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTGTTCATTATA 
[e] TATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTATTCATTATA 
 
    10601                                        10650 
[a] GCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCC 
[b] GCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCC 
[c] GCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCC 
[d] GCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCC 
[e] GCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCC 
 
    10651                                        10700 
[a] TATTGCCATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCCC 
[b] TATTGCCATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCCC 
[c] TATTGCCATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCCC 
[d] TATTGCCATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCCC 
[e] TATTGCCATACTAGTTTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTAGGCCTAGCCC 
 
    10701                                        10750 
[a] TACTAGTCTCAATCTCCAACACATATGGCCTAGACTACGTACATAACCTA 
[b] TACTAGTCTCAATCTCCAACACATATGGCCTAGACTACGTACATAACCTA 
[c] TACTAGTCTCAATCTCCAACACATATGGCCTAGACTACGTACATAACCTA 
[d] TACTAGTCTCAATCTCCAACACATATGGCCTAGACTACGTACATAACCTA 
[e] TACTAGTCTCAATCTCCAACACATATGGCCTAGACTACGTACATAACCTA 
 
    10751                                        10800 
[a] AACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTACTACCA 
[b] AACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTACTACCA 
[c] AACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTACTACCA 
[d] AACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTACTACCA 
[e] AACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTACTACCA 
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    10801                                        10850 
[a] CTGACATGACTTTCCAAAAAACACATAATTTGAATCAACACAACCACCCA 
[b] CTGACATGACTTTCCAAAAAACACATAATTTGAATCAACACAACCACCCA 
[c] CTGACATGACTTTCCAAAAAGCACATAATTTGAATCAACACAACCACCCA 
[d] CTGACATGACTTTCCAAAAAACACATAATTTGAATCAACACAACCACCCA 
[e] CTGACATGACTCTCCAAAAAACACATAATTTGAATCAACACAACCACCCA 
 
    10851                                        10900 
[a] CAGCCTAATTATTAGCATCATCCCTCTACTATTTTTTAACCAAATCAACA 
[b] CAGCCTAATTATTAGCATCATCCCTCTACTATTTTTTAACCAAATCAACA 
[c] CAGCCTAATTATTAGCATCATCCCCCTACTATTTTTTAACCAAATCAACA 
[d] CAGCCTAATTATTAGCATCATCCCTCTACTATTTTTTAACCAAATCAACA 
[e] CAGCCTAATTATTAGCATCATCCCCCTACTATTTTTTAACCAAATCAACA 
 
    10901                                        10950 
[a] ACAACCTATTTAGCTGTTCCCCAACCTTTTCCTCCGACCCCCTAACAACC 
[b] ACAACCTATTTAGCTGTTCCCCAACCTTTTCCTCCGACCCCCTAACAACC 
[c] ACAACCTATTTAGCTGTTCCCCAACCTTTTCCTCCGACCCCCTAACAACC 
[d] ACAACCTATTTAGCTGTTCCCCAACCTTTTCCTCCGACCCCCTAACAACC 
[e] ACAACCTATTTAGCTGCTCCCCAACCTTTTCCTCCGACCCCCTAACAACC 
 
    10951                                        11000 
[a] CCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTCACAATCATGGCAAG 
[b] CCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTCACAATCATGGCAAG 
[c] CCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTCACAATCATGGCAAG 
[d] CCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTCACAATCATGGCAAG 
[e] CCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTGACAATCATGGCAAG 
 
    11001                                        11050 
[a] CCAACGCCACTTATCCAGTGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCT 
[b] CCAACGCCACTTATCCAGTGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCT 
[c] CCAACGCCACTTATCCAGCGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCT 
[d] CCAACGCCACTTATCCAGTGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCT 
[e] CCAACGCCACTTATCCAGTGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCT 
 
    11051                                        11100 
[a] CTATACTAATCTCCCTACAAATCTCCTTAATTATAACATTCACAGCCACA 
[b] CTATACTAATCTCCCTACAAATCTCCTTAATTATAACATTCACAGCCACA 
[c] CTATACTAATCTCCCTACAAATCTCCTTAATTATAACATTCACAGCCACA 
[d] CTATACTAATCTCCCTACAAATCTCCTTAATTATAACATTCACAGCCACA 
[e] CTATACTAATCTCCCTACAAATCTCCTTAATTATAACATTCACAGCCACA 

    11101                                        11150 
[a] GAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCCCACCTT 
[b] GAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCCCACTTT 
[c] GAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCCCACCTT 
[d] GAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCCCACCTT 
[e] GAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCCCACCTT 
 
    11151                                        11200 
[a] GGCTATCATCACCCGATGAGGCAACCAGCCAGAACGCCTGAACGCAGGCA 
[b] GGCTATCATCACCCGATGAGGCAACCAGCCAGAACGCCTGAACGCAGGCA 
[c] GGCTATCATCACCCGATGAGGCAACCAGCCAGAACGCCTGAACGCAGGCA 
[d] GGCTATCATCACCCGATGAGGCAACCAGCCAGAACGCCTGAACGCAGGCA 
[e] GGCTATCATCACCCGATGAGGCAGCCAACCAGAACGCCTGAACGCAGGCA 
 
    11201                                        11250 
[a] CATACTTCCTATTCTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCA 
[b] CATACTTCCTATTCTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCA 
[c] CATACTTCCTATTCTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCA 
[d] CATACTTCCTATTCTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCA 
[e] CATACTTCCTATTCTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCA 
 
    11251                                        11300 
[a] CTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTAAACATTCTACTACTCAC 
[b] CTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTAAACATTCTACTACTCAC 
[c] CTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTAAACATTCTACTACTCAC 
[d] CTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTAAACATTCTACTACTCAC 
[e] CTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTAAACATTCTACTACTCAC 
 
    11301                                        11350 
[a] TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 
[b] TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 
[c] TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 
[d] TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 
[e] TCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGAC 
 
    11351                                        11400 
[a] TAGCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCAC 
[b] TAGCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCAC 
[c] TAGCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCAC 
[d] TAGCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCAC 
[e] TAGCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCAC 
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    11401                                        11450 
[a] TTATGACTCCCTAAAGCCCATGTCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGT 
[b] TTATGACTCCCTAAAGCCCATGTCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGT 
[c] TTATGACTCCCTAAAGCCCATGTCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGT 
[d] TTATGACTCCCTAAAGCCCATGTCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGT 
[e] TTATGACTCCCTAAAGCCCATGTCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGT 
 
    11451                                        11500 
[a] ACTTGCCGCAGTACTCTTAAAACTAGGCGGCTATGGTATAATACGCCTCA 
[b] ACTTGCCGCAGTACTCTTAAAACTAGGCGGCTATGGTATAATACGCCTCA 
[c] ACTTGCCGCAGTACTCTTAAAACTAGGCGGCTATGGTATAATACGCCTCA 
[d] ACTTGCCGCAGTACTCTTGAAACTAGGCGGCTATGGTATAATACGCCTCA 
[e] ACTTGCCGCAGTACTCTTAAAACTAGGCGGCTATGGTATAATACGCCTCA 
 
    11501                                        11550 
[a] CACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTA 
[b] CACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTA 
[c] CACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTA 
[d] CACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTA 
[e] CACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTA 
 
    11551                                        11600 
[a] CTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAAC 
[b] CTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAAC 
[c] CTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAAC 
[d] CTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAAC 
[e] CTATCCCTATGAGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAAC 
 
    11601                                        11650 
[a] AGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTCAATCAGCCACATAGCCCTCG 
[b] AGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTCAATCAGCCACATAGCCCTCG 
[c] AGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTCAATCAGCCACATAGCCCTCG 
[d] AGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTCAATCAGCCACATAGCCCTCG 
[e] AGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTCAATCAGCCACATGGCCCTCG 
 
    11651                                        11700 
[a] TAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGTC 
[b] TAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGTC 
[c] TAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGTC 
[d] TAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGTC 
[e] TAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGTC 

    11701                                        11750 
[a] ATTCTCATAATCGCCCACGGGCTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGC 
[b] ATTCTCATAATCGCCCACGGACTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGC 
[c] ATTCTCATAATCGCCCACGGACTCACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGC 
[d] ATTCTCATAATCGCCCACGGACTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGC 
[e] ATTCTCATAATCGCCCACGGACTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGC 
 
    11751                                        11800 
[a] AAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAG 
[b] AAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAG 
[c] AAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAG 
[d] AAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAG 
[e] AAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAG 
 
    11801                                        11850 
[a] GACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGACTTCTAGCAAGC 
[b] GACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGACTTCTAGCAAGC 
[c] GACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGACTTCTAGCAAGC 
[d] GACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGACTTCTAGCAAGC 
[e] GACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGACTTCTAGCAAGC 
 
    11851                                        11900 
[a] CTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTC 
[b] CTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTC 
[c] CTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTC 
[d] CTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTC 
[e] CTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTC 
 
    11901                                        11950 
[a] TGTGCTAGTAACCACGTTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAG 
[b] TGTGCTAGTAACCACATTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAG 
[c] TGTGCTAGTAACCACGTTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAG 
[d] TGTGCTAGTAACCACGTTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAG 
[e] TGTGCTAGTAACCACATTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAG 
 
    11951                                        12000 
[a] GACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTACATATTTACCACA 
[b] GACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTACATATTTACCACA 
[c] GACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTACATATTTACCACA 
[d] GACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTACATATTTACCACA 
[e] GACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTACATATTTACCACA 
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    12001                                        12050 
[a] ACACAATGGGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCATT 
[b] ACACAATGGGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCATT 
[c] ACACAATGGGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCATT 
[d] ACACAATGGGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCATT 
[e] ACACAATGAGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCATT 
 
    12051                                        12100 
[a] CACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCC 
[b] CACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCC 
[c] CACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCC 
[d] CACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCC 
[e] CACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCC 
 
    12101                                        12150 
[a] TATCCCTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGT 
[b] TATCCCTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGT 
[c] TATCCCTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGT 
[d] TATCCCTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGT 
[e] TATCCCTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGT 
 
    12151                                        12200 
[a] TTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACGACCCCT 
[b] TTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACAACCCCT 
[c] TTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACGACCCCT 
[d] TTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACGACCCCT 
[e] TTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACGACCCCT 
 
    12201                                        12250 
[a] TATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTA 
[b] TATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTA 
[c] TATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTA 
[d] TATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTA 
[e] TATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTA 
 
    12251                                        12300 
[a] ACAACATGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTT 
[b] ACAACATGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTT 
[c] ACAACATGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTT 
[d] ACAACATGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTT 
[e] ACAACATGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTT 

    12301                                        12350 
[a] AGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAACCATGCAC 
[b] AGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAACCATGCAC 
[c] AGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAACCATGCAC 
[d] AGGCCCCAAGAATTTTGGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAACCATGCAC 
[e] AGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAACCATGCAC 
 
    12351                                        12400 
[a] ACTACTATAACCACCCTAACCCTGACTTCCCTAATTCCCCCCATCCTTAC 
[b] ACTACTATAACCGCCCTAACCCTGACTTCCCTAATTCCCCCCATCCTTAC 
[c] ACTACTATAACCACCCTAACCCTGACTTCCCTAATTCCCCCCATCCTTAC 
[d] ACTACTATAACCACCCTAACCCTAACTTCCCTAATTCCCCCCATCCTTAC 
[e] ACTACTATAACCACCCTAACCCTGACTTCCCTAATTCCCCCCATCCTTAC 
 
    12401                                        12450 
[a] CACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAAT 
[b] CACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAAT 
[c] CACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAAT 
[d] CACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAAT 
[e] CACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAAT 
 
    12451                                        12500 
[a] CCATTGTCGCATCCACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTC 
[b] CCATTGTCGCATCCACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTC 
[c] CCATTGTCGCATCCACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTC 
[d] CCATTGTCGCATCCACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTC 
[e] CCATTGTCGCATCCACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTC 
 
    12501                                        12550 
[a] ATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACTGACACTGAGCCACAAC 
[b] ATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACTGACACTGAGCCACAAC 
[c] ATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACTGACACTGAGCCACAAC 
[d] ATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACTGACACTGAGCCACAAC 
[e] ATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACTGACACTGAGCCACAAC 
 
    12551                                        12600 
[a] CCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAA 
[b] CCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAA 
[c] CCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAA 
[d] CCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAA 
[e] CCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAA 
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    12601                                        12650 
[a] TATTCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCA 
[b] TATTCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCA 
[c] TATTCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCA 
[d] TATTCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCA 
[e] TATTCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCA 
 
    12651                                        12700 
[a] CTGTGATATATAAACTCAGACCCAAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCT 
[b] CTGTGATATATAAACTCAGACCCAAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCT 
[c] CTGTGATATATAAACTCAGACCCAAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCT 
[d] CTGTGATATATAAACTCAGACCCAAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCT 
[e] CTGTGATATATAAACTCAGACCCAAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCT 
 
    12701                                        12750 
[a] ACTCATCTTCCTAATTACCATACTAATCTTAGTTACCGCTAACAACCTAT 
[b] ACTCATCTTCCTAATTACCATACTAATCTTAGTTACCGCTAACAACCTAT 
[c] ACTCATTTTCCTAATTACCATACTAATCTTAGTTACCGCTAACAACCTAT 
[d] ACTCATCTTCCTAATTACCATACTAATCTTAGTTACCGCTAACAACCTAT 
[e] ACTCATTTTCCTAATTACCATGCTAATCTTAGTTACCGCTAACAACCTAT 
 
    12751                                        12800 
[a] TCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTC 
[b] TCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTC 
[c] TCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTC 
[d] TCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTC 
[e] TCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTC 
 
    12801                                        12850 
[a] ATCAGTTGATGATACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGC 
[b] ATCAGTTGATGATACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGC 
[c] ATCAGTTGATGATACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGC 
[d] ATCAGTTGATGATACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGC 
[e] ATCAGTTGATGATACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGC 
 
    12851                                        12900 
[a] AATCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGTTTCATCCTCGCCTTAGCAT 
[b] AATCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGTTTCATCCTCGCCTTAGCAT 
[c] AGTCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGTTTCATCCTCGCCTTAGCAT 
[d] AATCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGTTTCATCCTCGCCTTAGCAT 
[e] AATCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGTTTCATCCTCGCCTTAGCAT 

    12901                                        12950 
[a] GATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTA 
[b] GATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTA 
[c] GATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTA 
[d] GATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTA 
[e] GATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTA 
 
    12951                                        13000 
[a] AACGCTAATCCAAGCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGC 
[b] AACGCTAATCCAAGCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGC 
[c] AACGCTAATCCAAGCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGC 
[d] AACGCTAATCCAAGCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGC 
[e] AACGCTAATCCAAGCCTCCCCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGC 
 
    13001                                        13050 
[a] AGGCAAATCAGCCCAATTAGGTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAG 
[b] AGGCAAATCAGCCCAATTAGGTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAG 
[c] AGGCAAATCAGCCCAATTAGGTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAG 
[d] AGGCAAATCAGCCCAATTAGGTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAG 
[e] AGGCAAATCAGCCCAATTAGGTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAG 
 
    13051                                        13100 
[a] AAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCACTATAGTTGTA 
[b] AAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCACTATAGTTGTA 
[c] AAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCACTATAGTTGTA 
[d] AAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCACTATAGTTGTA 
[e] AAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCACTATAGTTGTA 
 
    13101                                        13150 
[a] GCAGGAATCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCC 
[b] GCAGGAATCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCC 
[c] GCAGGAATCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCC 
[d] GCAGGAATCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCC 
[e] GCAGGAGTCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCC 
 
    13151                                        13200 
[a] ACTAATCCAAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCG 
[b] ACTAATCCAAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCG 
[c] ACTAATCCAAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCG 
[d] ACTAATCCAAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCG 
[e] ACTAATCCAAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCG 
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    13201                                        13250 
[a] CAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTTC 
[b] CAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTTC 
[c] CAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTTC 
[d] CAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTTC 
[e] CAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATGACATCAAAAAAATCGTAGCCTTC 
 
    13251                                        13300 
[a] TCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAATAGTTACAATCGGCATCAACCA 
[b] TCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAATAGTTACAATCGGCATCAACCA 
[c] TCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAATAGTTACAATCGGCATCAACCA 
[d] TCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAATAGTTACAATCGGCATCAACCA 
[e] TCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAGTAGTTACAATCGGCATCAACCA 
 
    13301                                        13350 
[a] ACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCA 
[b] ACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCA 
[c] ACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCA 
[d] ACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCA 
[e] ACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCA 
 
    13351                                        13400 
[a] TACTATTTATGTGCTCCGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAA 
[b] TACTATTTATGTGCTCCGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAA 
[c] TACTATTTATGTGCTCCGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAA 
[d] TACTATTTATGTGCTCCGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAA 
[e] TACTATTTATGTGCTCCGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAA 
 
    13401                                        13450 
[a] GATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCATACCTCTCACTTCAAC 
[b] GATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCATACCTCTCACTTCAAC 
[c] GATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCATACCTCTCACTTCAAC 
[d] GATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCATACCTCTCACTTCAAC 
[e] GATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCATACCTCTCACTTCAAC 
 
    13451                                        13500 
[a] CTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAG 
[b] CTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAG 
[c] CTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAG 
[d] CTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAG 
[e] CTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAG 

    13501                                        13550 
[a] GTTTCTACTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACA 
[b] GTTTCTACTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACA 
[c] GTTTCTACTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACA 
[d] GTTTCTACTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACA 
[e] GTTTCTATTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACA 
 
    13551                                        13600 
[a] AACGCCTGAGCCCTATCTATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGC 
[b] AACGCCTGAGCCCTATCTATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGC 
[c] AACGCCTGAGCCCTATCTATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGC 
[d] AACGCCTGAGCCCTATCTATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGC 
[e] AACGCCTGAGCCCTATCTATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGC 
 
    13601                                        13650 
[a] CTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCTCGCTTCC 
[b] CTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCTCGCTTCC 
[c] CTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCTCGCTTCC 
[d] CTATAGCACTCGAATAATCCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCTCGCTTCC 
[e] CTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCTCGCTTCC 
 
    13651                                        13700 
[a] CCACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATT 
[b] CCACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATT 
[c] CCACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATT 
[d] CCACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATT 
[e] CTACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATT 
 
    13701                                        13750 
[a] AAACGCCTGGCAGCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAA 
[b] AAACGCCTGGCAGCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAA 
[c] AAACGCCTGGCAGCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAA 
[d] AAACGCCTGGCAGCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAA 
[e] AAACGCCTGGCAGCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAA 
 
    13751                                        13800 
[a] CATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACAATCCCCCTCTACCTAAAAC 
[b] CATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACAATCCCCCTCTACCTAAAAC 
[c] CATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACAATCCCCCTCTACCTAAAAC 
[d] CATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACAATCCCCCTCTACCTAAAAC 
[e] CATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACAATCCCCCTCTACCTAAAAC 
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    13801                                        13850 
[a] TCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTC 
[b] TCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTC 
[c] TCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTC 
[d] TCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTC 
[e] TCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTC 
 
    13851                                        13900 
[a] AACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTA 
[b] AACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTA 
[c] AACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTA 
[d] AACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTA 
[e] AACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTA 
 
    13901                                        13950 
[a] TTTCTCCAACATACTCGGATTCTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCC 
[b] TTTCTCCAACATACTCGGATTCTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCC 
[c] TTTCTCCAACATACTCGGATTCTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCC 
[d] TTTCTCCAACATACTCGGATTCTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCC 
[e] TTTCTCCAACATACTCGGATTCTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCC 
 
    13951                                        14000 
[a] CCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACTCCTCCTAGAC 
[b] CCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACTCCTCCTAGAC 
[c] CCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACTCCTCCTAGAC 
[d] CCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACTCCTCCTAGAC 
[e] CCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACTCCTCCTAGAC 
 
    14001                                        14050 
[a] CTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAAT 
[b] CTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAAT 
[c] CTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAAT 
[d] CTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAAT 
[e] CTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAAT 
 
    14051                                        14100 
[a] CTCCACCTCCATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACT 
[b] CTCCACCTCCATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACT 
[c] CTCCACCTCCATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACT 
[d] CTCCACCTCCATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACT 
[e] CTCCACCTCCATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACT 

    14101                                        14150 
[a] TCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTAACCCTACTCCTAATCACATAA 
[b] TCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTAACCCTACTCCTAATCACATAA 
[c] TCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTAACCCTACTCCTAATCACATAA 
[d] TCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTAACCCTACTCCTAATCACATAA 
[e] TCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTAACCCTACTCCTAATCACATAA 
 
    14151                                        14200 
[a] CCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAATG 
[b] CCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAATG 
[c] CCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAATG 
[d] CCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAATG 
[e] CCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAATG 
 
    14201                                        14250 
[a] TTCAACCAGTAACTACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCC 
[b] TTCAACCAGTAACTACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCC 
[c] TTCAACCAGTAACCACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCC 
[d] TTCAACCAGTAACTACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCC 
[e] TTCAACCAGTAACTACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCC 
 
    14251                                        14300 
[a] GCACCAATAGGATCCTCCCGAATCAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAAT 
[b] GCACCAATAGGATCCTCCCGAATCAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAAT 
[c] GCACCAATAGGATCCTCCCGAATCAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAAT 
[d] GCACCAATAGGATCCTCCCGAATGAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAAT 
[e] GCACCAATAGGATCCTCCCGAATCAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAAT 
 
    14301                                        14350 
[a] TATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACCACCACCCCATCAT 
[b] TATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACCACCACCCCATCAT 
[c] TATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACCACCACCCCATCAT 
[d] TATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACCACCACCCCATCAT 
[e] TATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACCACCACCCCATCAT 
 
    14351                                        14400 
[a] ACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAA 
[b] ACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAA 
[c] ACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAA 
[d] ACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAA 
[e] ACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAA 
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    14401                                        14450 
[a] ACACTCACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTC 
[b] ACACTCACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTC 
[c] ACACTCACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTC 
[d] ACACTCACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTC 
[e] ACACTCACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTC 
 
    14451                                        14500 
[a] AATAGCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCCTAAAT 
[b] AATAGCCATCGCTGTAGTATACCCAAAGACAACCATCATTCCCCCTAAAT 
[c] AATAGCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCCTAAAT 
[d] AATAGCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCCTAAAT 
[e] AATAGCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCATCATTCCCCCTAAAT 
 
    14501                                        14550 
[a] AAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTCAGAATA 
[b] AAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTCAGAATA 
[c] AAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTCAGAATA 
[d] AAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTCAGAATA 
[e] AAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTCAGAATA 
 
    14551                                        14600 
[a] ATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAATACTAAACCCCCATAAAT 
[b] ATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAATACTAAACCCCCATAAAT 
[c] ATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAGTACTAAACCCCCATAAAT 
[d] ATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAATACTAAACCCCCATAAAT 
[e] ATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAATACTAAACCCCCATAAAT 
 
    14601                                        14650 
[a] AGGAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACAC 
[b] AGGAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACAC 
[c] AGGAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACAC 
[d] AGGAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACAC 
[e] AGGAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACAC 
 
    14651                                        14700 
[a] TCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTCTCGCACGGACTACAACCACG 
[b] TCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTCTCGCACGGACTACAACCACG 
[c] TCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTCTCGCACGGACTACAACCACG 
[d] TCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTCTCGCACGGACTACAACCACG 
[e] TCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTCTCGCACGGACTACAACCACG 

    14701                                        14750 
[a] ACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCAAT 
[b] ACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCAAT 
[c] ACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCAAT 
[d] ACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCAAT 
[e] ACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCAAT 
 
    14751                                        14800 
[a] GACCCCAATACGCAAAACTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCAT 
[b] GACCCCAATACGCAAAACTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCAT 
[c] GACCCCAATACGCAAAATTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCAT 
[d] GACCCCAATACGCAAAATTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCGCTCAT 
[e] GACCCCAATACGCAAAATTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCAT 
 
    14801                                        14850 
[a] TCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGC 
[b] TCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGC 
[c] TCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGC 
[d] TCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGC 
[e] TCATCGACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGC 
 
    14851                                        14900 
[a] TCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCT 
[b] TCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCT 
[c] TCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCT 
[d] TCACTCCTTGGCACCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCT 
[e] TCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCT 
 
    14901                                        14950 
[a] AGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC 
[b] AGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC 
[c] AGCCATACACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC 
[d] AGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC 
[e] AGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCC 
 
    14951                                        15000 
[a] ACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCC 
[b] ACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCC 
[c] ACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCC 
[d] ACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCC 
[e] ACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCC 
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    15001                                        15050 
[a] AATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGGCGAGG 
[b] AATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGGCGAGG 
[c] AATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGGCGAGG 
[d] AATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGGCGAGG 
[e] AATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGGCGAGG 
 
    15051                                        15100 
[a] CCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTA 
[b] CCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTA 
[c] CCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTA 
[d] CCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTA 
[e] CCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTA 
 
    15101                                        15150 
[a] TCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG 
[b] TCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG 
[c] TCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG 
[d] TCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG 
[e] TCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGTTATGTCCTCCCG 
 
    15151                                        15200 
[a] TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATC 
[b] TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATC 
[c] TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATC 
[d] TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATC 
[e] TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATC 
 
    15201                                        15250 
[a] CGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT 
[b] CGCCATCCCATACATTGGGACAGATCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT 
[c] CGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT 
[d] CGCCATCCCATACATTGGGGCAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT 
[e] CGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT 
 
    15251                                        15300 
[a] ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 
[b] ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 
[c] ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 
[d] ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 
[e] ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 

    15301                                        15350 
[a] TTGCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAACACTCCACCTCCTATTCTTGCA 
[b] TTGCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAGCACTCCACCTCCTATTCTTGCA 
[c] TTACCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAGCACTCCACCTCCTATTCTTGCA 
[d] TTGCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAGCACTCCACCTCCTATTCTTGCA 
[e] TTGCCCTTCATTATTGCAACCCTAGCAGCACTCCACCTCCTATTCTTGCA 
 
    15351                                        15400 
[a] CGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAA 
[b] CGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAA 
[c] CGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAA 
[d] CGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAA 
[e] CGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAA 
 
    15401                                        15450 
[a] TCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTC 
[b] TCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTC 
[c] TCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTC 
[d] TCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTC 
[e] TCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACACCCTCGGCTTACTTCTC 
 
    15451                                        15500 
[a] TTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGG 
[b] TTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGG 
[c] TTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGG 
[d] TTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGG 
[e] TTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGG 
 
    15501                                        15550 
[a] CGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACA 
[b] CGACCCAGATAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACA 
[c] CGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACA 
[d] CGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACA 
[e] CGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACA 
 
    15551                                        15600 
[a] TCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTC 
[b] TCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTC 
[c] TCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTC 
[d] TCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTC 
[e] TCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTC 

Anhang 



    15601                                        15650 
[a] CCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCT 
[b] CCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCT 
[c] CCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCT 
[d] CCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCT 
[e] CCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCT 
 
    15651                                        15700 
[a] AGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTC 
[b] AGCAATAATCCCCGTCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTC 
[c] AGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTC 
[d] AGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTC 
[e] AGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTC 
 
    15701                                        15750 
[a] GCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATT 
[b] GCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATT 
[c] GCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATT 
[d] GCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATT 
[e] GCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATT 
 
    15751                                        15800 
[a] CTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGG 
[b] CTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGG 
[c] CTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGG 
[d] CTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGG 
[e] CTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGG 
 
    15801                                        15850 
[a] ACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAA 
[b] ACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAA 
[c] ACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAA 
[d] ACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAA 
[e] ACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAA 
 
    15851                                        15900 
[a] CTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGT 
[b] CTGTCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGT 
[c] CTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGT 
[d] CTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGT 
[e] CTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGT 

    15901                                        15950 
[a] ATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAACCTTTTTCCAA 
[b] ATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCAGAGATGAAAACCTTTTTCCAA 
[c] ATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGACGAAAACCTTTTTCCAA 
[d] ATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAGCCGGAGATGAAAACCTTTTTCCAA 
[e] ATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAACCTTTTTCCAA 
 
    15951                                        16000 
[a] GGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTA 
[b] GGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTA 
[c] GGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTA 
[d] GGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTA 
[e] GGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTA 
 
    16001                                        16050 
[a] AGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGG 
[b] AGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGG 
[c] AGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGG 
[d] AGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGG 
[e] AGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGG 
 
    16051                                        16100 
[a] GTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTA 
[b] GTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTA 
[c] GTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTA 
[d] GTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATCTCGTA 
[e] GTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTA 
 
    16101                                        16150 
[a] CATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACC 
[b] CATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAACACTTGACC 
[c] CATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACC 
[d] CATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACC 
[e] CATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACT 
 
    16151                                        16200 
[a] ACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAA-AACCCCCTCCCCATGC 
[b] ACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAA-CCCCCCCCCCCCATGC 
[c] ACCTGTAGTACATAAAAACCCAACCCACATCAAACCCCCCCCCCCCATGC 
[d] ACCTATAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAA-AACCCCCTCCCCATGC 
[e] ACCTGTAGTACATAAAAACCCAACCCACATCAA-AATCCTACCCCCATGC 

Anhang 



    16201                                        16250 
[a] TTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAA 
[b] TTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCTTCAACTATCACACATCAACCGCAA 
[c] TTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCTTCAACTATCACACATCAACTGCAA 
[d] TTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAA 
[e] TTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCTTCAACTGTCACACATCAACTGCAA 
 
    16251                                        16300 
[a] CTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCT 
[b] CTCCAAAGCCACCCCTCGCCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCT 
[c] CTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCT 
[d] CTCCAAAGTCACCCCTCACCCATTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCT 
[e] CTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCT 
 
    16301                                        16350 
[a] TAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT 
[b] TAACAGTACATAGTACATAATACCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT 
[c] TAACAGTACATAGTACATAAAGTCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT 
[d] TAACAGTACATAGCACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT 
[e] TAACAGTACATAGCACATAAAGTCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT 
 
    16351                                        16400 
[a] CAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTT 
[b] CAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTT 
[c] CAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTT 
[d] CAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTT 
[e] CAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTT 
 
    16401                                        16450 
[a] GACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCC 
[b] GACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCC 
[c] GACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCC 
[d] GGCCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCC 
[e] GACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCC 
 
    16451                                        16500 
[a] TCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGA 
[b] TCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGA 
[c] TCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGA 
[d] TCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGA 
[e] TCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGA 

    16501                                        16550 
[a] CATCTGGTTCCTACTTCAGGGTCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCC 
[b] CATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCC 
[c] CATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCC 
[d] CATCTGGTTCCTACTTCAGGGTCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCC 
[e] CATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCC 
 
 
Alignment derjenigen Sequenzen, die der real time RT-PCR 
zugrunde liegen. Die Nummerierung basiert auf der Sequenz [a]. 
Farblich hervorgehoben sind die in der real time PCR amplifizierten 
Zielsequenzen ND3, CytB und COXI 
 
[a] AB055387 
[b] X93334 
[c] D38112 
[d] Cambridge Reference Sequence 
[e] NC_001807 
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