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9 Anhang

9.1 Abkürzungen

β-ME Beta-Mercaptoethanol
32P radioaktives Nuklid des Phosphors

A Adenin

Ab Antikörper

Abb. Abbildung

AS Aminosäure

bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

cDNA komplementäre DNA

Ci Curie

cpm Zählereignisse pro Minute

dATP 2´-Desoxyadenosin-5´-triphosphat

DBD DNA-Bindungsdomäne

dCTP 2´-Desoxycytidin-5´-triphosphat

ddNTP 2´,3´-Didesoxynukleosid-5´-triphosphat

dGTP 2´-Desoxyguanosin-5´-triphosphat

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2´-Desoxynukleosid-5´-triphosphat

dsDNA doppelsträngige DNA

E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzym-gebundener Immunoassay

Fa. Firma

FCS fötales Kälberserum

G Guanosin

Gal4AD Transaktivierungsdomäne des Transkriptionsfaktors GAL4
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Gal4DBD DNA-Bindungsdomäne des Transkriptionsfaktors GAL4

GCNF germ cell nuclear factor

GFP green fluorescent protein

h Stunde(n)

kb Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

L Liter

LacZ β-Galaktosidase

LB Luria Broth

LBD Ligandenbindungsdomäne

M mol/l

mA Milliampère

Min Minute(n)

mRNA Boten RNA

MW Molekulargewicht

NCoRID-I/-II nuclear corepressor, Interaktionsdomäne I und II

nt Nukleotid

ODx optische Dichte bei x nm Wellenlänge

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinsäure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR PCR nach reverser Transkription

s Sekunden

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SSC Natriumchlorid-Natriumzitrat-Lösung

ssDNA einzelsträngige DNA

T Thymidin

TAE Tris-Azetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TBS Trisbase-gepufferte Kochsalzlösung
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TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Einheiten

Ura Uracil

UV Ultraviolett

V Volt

v/v Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

wt Wildtyp

Aminosäure Einbuchstabenkode Dreibuchstabenkode

Alanin A Ala

Arginin R Arg

Asparaginsäure D Asn

Cystein C Cys

Glutamin Q Gln

Glutaminsäure E Glu

Glycin G Gly

Histidin H His

Isoleucin I Ile

Leucin L Leu

Methionin M Met

Phenylalanin F Phe

Prolin P Pro

Serin S Ser

Threonin T Thr

Tryptophan W Trp

Tyrosin Y Tyr

Valin V Val
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9.2 cDNA-Sequenzen

hGCNF:

1 CGGCGCGGAGCCGGGCGGCTCGGGGCCCAGAGAGAGCCGCGGCCGGGAGCTCGCGGGCTC
61 CTGACAACCTCCTCCCCTCGGCGGACGACGACCACGGCGACTAGGGCGCCGGTCATGGCG
121 GAGCAACAAACCCGGCGCGGACCCTAGGCACCACCGCATGGAGCGGGACGAACCGCCGCC
1 M E R D E P P P

181 TAGCGGAGGGGGAGGCGGCGGGGGCTCGGCGGGGTTCCTGGAGCCTCCCGCCGCGCTCCC
9 S G G G G G G G S A G F L E P P A A L P

>< ><

241 TCCGCCGCCGCGCAACGGTTTCTGTCAGGATGAATTGGCAGAGCTTGACCCAGGCACTAT
29 P P P R N G F C Q D E L A E L D P G T I

____________________

301 TTCTGTTTCAGATGATCGGGCTGAACAACGAACCTGTCTCATTTGTGGGGACCGCGCTAC
49 S V S D D R A E Q R T C L I C G D R A T

361 AGGCTTGCACTATGGGATCATCTCCTGTGAGGGCTGCAAAGGGTTTTTCAAGCGGAGCAT
69 G L H Y G I I S C E G C K G F F K R S I

421 TTGCAACAAACGGGTATATCGATGCAGTCGTGACAAGAACTGTGTCATGTCTCGGAAGCA
89 C N K R V Y R C S R D K N C V M S R K Q

____________________

481 GAGGAACAGGTGCCAGTACTGCCGCCTGCTCAAATGCCTCCAGATGGGGATGAACCGGAA
109 R N R C Q Y C R L L K C L Q M G M N R K

541 GGCTATCAGAGAAGATGGCATGCCTGGAGGCCGGAATAAGAGCATTGGGCCAGTCCAGAT
129 A I R E D G M P G G R N K S I G P V Q I

601 ATCGGAAGAAGAAATCGAAAGGATCATGTCTGGGCAGGAGTTTGAGGAAGAGGCCAATCA
149 S E E E I E R I M S G Q E F E E E A N H

661 CTGGAGCAACCATGGTGATAGTGACCACAGTTCCCCTGGGAACAGGGCTTCGGAGAGCAA
169 W S N H G D S D H S S P G N R A S E S N

(---)

721 CCAGCCCTCACCAGGCTCCACACTGTCTTCCAGTAGGTCTGTGGAACTGAATGGATTCAT
189 Q P S P G S T L S S S R S V E L N G F M

781 GGCCTTCAGGGAACAGTACATGGGAATGTCTGTGCCTCCACATTACCAATATATACCGCA
209 A F R E Q Y M G M S V P P H Y Q Y I P H

841 CCTTTTTAGCTATTCTGGCCACTCACCACTTCTGCCCCAACAAGCTCGCAGCCTGGATCC
229 L F S Y S G H S P L L P Q Q A R S L D P

901 CCAGTCATACAGTCTGATTCACCAGCTGTTATCAGCCGAGGACCTGGAACCATTGGGCAC
249 Q S Y S L I H Q L L S A E D L E P L G T

961 GCCCATGTTGATTGAAGATGGATACGCTGTGACACAGGCAGAACTATTTGCCCTGCTTTG
269 P M L I E D G Y A V T Q A E L F A L L C

1021 CCGCCTGGCCGACGAGCTGCTCTTTAGGCAGATTGCCTGGATCAAGAAACTGCCTTTCTT
289 R L A D E L L F R Q I A W I K K L P F F

1081 CTGCGAGCTCTCAATCAAGGATTACACGTGCCTCTTGAGCTCTACGTGGCAGGAGCTAAT
309 C E L S I K D Y T C L L S S T W Q E L I
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1141 CCTGCTGTCTTCCCTCACCGTTTACAGCAAGCAGATCTTTGGGGAACTGGCTGATGTCAC
329 L L S S L T V Y S K Q I F G E L A D V T

1201 TGCCAAGTACTCGCCCTCCGATGAAGAACTACACAGATTTAGTGATGAAGGGATGGAGGT
349 A K Y S P S D E E L H R F S D E G M E V

1261 GATCGAGCGGCTCATCTACCTCTATCACAAGTTCCATCAGCTAAAGGTCAGCAACGAGGA

369 I E R L I Y L Y H K F H Q L K V S N E E

1321 GTATGCTTGCATGAAAGCAATTAACTTCCTAAATCAAGATATCAGGGGTCTGACCAGTGC
389 Y A C M K A I N F L N Q D I R G L T S A

1381 CTCACAGCTGGAACAATTGAATAAACGATACTGGTACATTTGCCAGGATTTTACTGAATA
409 S Q L E Q L N K R Y W Y I C Q D F T E Y

1441 TAAATACACACATCAGCCGAACCGCTTTCCTGATCTCATGATGTGCTTACCTGAGATTCG
429 K Y T H Q P N R F P D L M M C L P E I R

1501 ATATATTGCAGGAAAGATGGTGAATGTGCCCCTGGAGCAGCTGCCCCTCCTCTTTAAGGT
449 Y I A G K M V N V P L E Q L P L L F K V

1561 GGTGCTGCATTCCTGCAAGACCAGTGTGGGCAAGGAATGACCTGTTCCAGGCGCCCTCCT
469 V L H S C K T S V G K E *

1621 CAGGCCAACCACAGCGTCTTGGGTGGGCAGGACAGGCTCTGGAGGGAAAAGCCAGAGAGA
1681 CCAAGATGGAGGCTGTGGAGCAGCATTTCCCGTTGCCTCCATAGCAAGAAGAGTTTTTGT
1741 TTGTTTGTCTGTTTTTTTAACCTCATTTTTCTATATATTTATTTCACGACAGAGTTGAAT
1801 GTATGGCCTTCAACATGATGCACATGCTTTTGTGTGAATGCAGCCAATGCATTTTCTTAC
1861 AGTTTACAGAATGTGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

|
(AAAAAAAAAAAAAAAA)

Abb. 35: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäurensequenz der beiden vollständigen
hGCNF-cDNAs Klon#5 und Klon#1. Die interne Deletion von 3 bp (Nukleotidposition 752-754) bei
Klon#1, die zum Fehlen der Aminosäure Serin in der kodierten Proteinsequenz führt, und die
alternative Polyadenylierungstelle sind in Klammern dargestellt. Die Regionen, die den PCR-Primern
zur Erstellung der 170 bp hGCNF-Sonde entsprechen, sind überstrichen. Die putative Lage zweier
Introns im hGCNF-Gen (nach Position 257 und 299) sind durch (><) markiert. Die Sequenz ist in der
Genbank unter der accession number U80802 abgelegt worden.
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hNCoR:

1 AAGCATGAAGCTGCCAGGTTAGAAGAAAATTTGAGAAGCAGGTCAGCAGCAGTTAGTGAA
1 K H E A A R L E E N L R S R S A A V S E

61 CAGCAGCAGCTAGAGCAGAAAACCCTGGAGGTGGAGAAGAGATCTGTTCAGTGTTTATAC
21 Q Q Q L E Q K T L E V E K R S V Q C L Y

121 ACTTCTTCAGCCTTTCCAAGTGGCAAGCCCCAGCCTCATTCTTCAGTAGTTTATTCTGAG
41 T S S A F P S G K P Q P H S S V V Y S E

181 GCTGGGAAAGATAAAGGGCCTCCTCCAAAATCCAGATATGAGGAAGAGCTAAGGACCAGA
61 A G K D K G P P P K S R Y E E E L R T R

241 GGGAAGACTACCATTACTGCAGCTAACTTCATAGACGTGATCATCACCCGGCAAATTGCC
81 G K T T I T A A N F I D V I I T R Q I A

301 TCGGACAAGGATGCGAGGGAACGTGGCTCTCAAAGTTCAGACTCTTCTAGTAGCTTATCT
101 S D K D A R E R G S Q S S D S S S S L S

361 TCTCACAGGTATGAAACACCTAGCGATGCTATTGAGGTGATAAGTCCTGCCAGCTCACCT
121 S H R Y E T P S D A I E V I S P A S S P

421 GCGCCACCCCAGGAGAAACTGCAGACCTATCAGCCAGAGGTTGTTAAGGCAAATCAAGCG
141 A P P Q E K L Q T Y Q P E V V K A N Q A

481 GAAAATGATCCTACCAGACAATATGAAGGACCATTACATCACTATCGACCACAGCAGGAA
161 E N D P T R Q Y E G P L H H Y R P Q Q E

541 TCACCATCTCCCCAACAACAGCTGCCCCCTTCTTCACAGGCAGAGGGAATGGGGCAAGTG
181 S P S P Q Q Q L P P S S Q A E G M G Q V

601 CCCAGGACCCATCGGCTGATCACACTTGCTGATCACATCTGTCAAATTATCACACAAGAT
201 P R T H R L I T L A D H I C Q I I T Q D

661 TTTGCTAGAAATCAAGTTTCCTCGCAGACTCCCCAGCAGCCTCCTACTTCTACATTCCAG
221 F A R N Q V S S Q T P Q Q P P T S T F Q

721 AACTCACCTTCTGCTTTGGTATCTACACCTGTGAGGACTAAAACATCAAACCGTTACAGC
241 N S P S A L V S T P V R T K T S N R Y S

781 CCAGAATCCCAGGCTCAGTCTGTCCATCATCAAAGACCAGGTTCAAGGGTCTCTCCAGAA
261 P E S Q A Q S V H H Q R P G S R V S P E

841 AATCTTGTGGACAAATCCAGGGGAAGTAGGCCTGGAAAATCCCCAGAGAGGAGTCACGTC
281 N L V D K S R G S R P G K S P E R S H V

901 TCTTCGGAGCCCTACGAGCCCATCTCCCCACCCCAGGTTCCGGTTGTGCATGAGAAACAG
301 S S E P Y E P I S P P Q V P V V H E K Q

961 GACAGCTTGCTGCTCTTGTCTCAGAGGGGCGCAGAGCCTGCAGAGCAGAGGAATGATGCC
321 D S L L L L S Q R G A E P A E Q R N D A

1021 CGCTCACCAGGGAGTATAAGCTACTTGCCTTCATTCTTCACCAAGCTTGAAAATACATCA
341 R S P G S I S Y L P S F F T K L E N T S

1081 CCCATGGTTAAATCAAAGAAGCAGGAGATTTTTCGTAAGTTGAACTCCTCTGGTGGAGGT
361 P M V K S K K Q E I F R K L N S S G G G

1141 GACTCTGATATGGCAGCTGCTCAGCCAGGAACTGAGATCTTTAATCTGCCAGCAGTTACT
381 D S D M A A A Q P G T E I F N L P A V T

1201 ACGTCAGGCTCAGTTAGCTCTAGAGGCCATTCTTTTGCTGATCCTGCCAGTAATCTTGGG
401 T S G S V S S R G H S F A D P A S N L G

1261 CTGGAAGACATTATCAGGAAGGCTCTCATGGGAAGCTTTGATGACAAAGTTGAGGATCAT
421 L E D I I R K A L M G S F D D K V E D H

1321 GGAGTTGTCATGTCCCAGCCTATGGGAGTAGTGCCTGGTACTGCCAACACCTCAGTTGTG
441 G V V M S Q P M G V V P G T A N T S V V

1381 ACCAGTGGTGAGACACGAAGAGAGGAAGGGGACCCATCACCTCATTCAGGAGGAGTTTGC
461 T S G E T R R E E G D P S P H S G G V C
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1441 AAACCAAAGCTGATCAGCAAGTCAAACAGCAGGAAATCTAAGTCTCCTATACCTGGGCAA
481 K P K L I S K S N S R K S K S P I P G Q

1501 GGCTACTTAGGAACGGAACGGCCCTCTTCAGTCTCCTCTGTACATTCAGAAGGGGATTAC
501 G Y L G T E R P S S V S S V H S E G D Y

1561 CATAGGCAGACGCCAGGGTGGGCCTGGGAAGACAGGCCCTCTTCAACAGGCTCAACTCAG
521 H R Q T P G W A W E D R P S S T G S T Q

1621 TTTCCTTATAACCCTCTGACTATGCGGATGCTCAGCAGTACTCCACCAACACCGATTGCA
541 F P Y N P L T M R M L S S T P P T P I A

1681 TGTGCTCCCTCTGCGGTGAACCAAGCAGCTCCTCACCAACAGAACAGGATCTGGGAGCGA
561 C A P S A V N Q A A P H Q Q N R I W E R

1741 GAGCCTGCCCCACTGCTCTCAGCACAGTACGAGACCCTGTCGGATAGTGATGACTGA
581 E P A P L L S A Q Y E T L S D S D D *

Abb. 36: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäurensequenz der isolierten hNCoR-cDNA. Die
isolierte cDNA entspricht dem 3´-Terminus der Maus NCoR-Sequenz von Nukleotidposition 5691-
7478 (siehe Abb. 25).
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