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10. Anhang

10.1. Nummerierung der Nukleotidein tRNAs (nach Sprinzl et al. 1996):

Die in alen tRNAs konservierten Nukleotide sind innerhalb der dargestellten
Sekundarstruktur durch Fettdruck gekennzeichnet. Das Anticodon dr tRNA und de bei
vielen tRNAs fr die Aminocacyli erung bedeutende Diskriminatorbase N73 sind duch dickere
Punkte hervorgehoben.

Punkte stehen fur Nukleotide, die dlen tRNAs gemeinsam sind;, Kreise representieren
Nukleotide, die nicht in alen tRNAs vorkommen: Hierzu gehdren a) das Nukleotid O am 5'-
Ende der tRNA, b) die Nukleotide vor und rach den beiden invarianten GMP-Resten 18 und
19 des D-Arms und c) die Nukleotide des variablen Arms. Innerhalb des variablen Arms
werden de Nukleotide des Stammes mit el1l bs el7 sowie €1 ks €27 bezeichnet. Bis zu 5
Nukleotide gehdren der Schlaufe des variablen Arms an (el bis €5).
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10.2 Sequenzen der amber-Suppressor-tRNA-Gene

Alle tRNA-Gene wurden as Genkasstten tker PCR hergestellt und in den Vektor pSF64
(ACCESSON X65327,NID ¢g5822; erhdltlich bei Promega) kloniert. Fir die Klonierung
wurden verschiedene Strategien angewendet. Ein Tell der Genkasstten wurde Uber
EcoRI/BamHI kloniert. Hierfir muf@en de entsprechenden PCR-Produkte mit den beiden
Enzymen geschnitten werden. Ein anderer Teil der Genkassetten wurde Uber Smal “blunt
end’ kloniert. Hierzu wurden de af¥ren in der PCR verwendeten Oligos vor der Zugabe in
die PCR-Re&tion phaphayliert. Im Fale von tPhe, S.c.,, de e@ne EcoRI-Schnittstelle
innerhalb der tRNA-Sequenz enthdlt, wurde die entsprechende Genkassette tber Pvull/BamHI
in den Vektor kloniert. Dargestellt sind nu die in den Vektor klonierten Gensequenzen. Die
fr die Klonierung verwendeten Schnittstellen sind am Anfang und am Ende der dargestellten
Genkasstten angegeben. Die Erkennurgssequenzen der verwendeten
Restriktionschnittstellen sind, sofern in den neuen Konstrukten nach vorhanden, kursiv
gedruckt. Wurde “blunt end’ kloniert (Smal, Pvull), ist folglich nu noch ein Tel der
Erkennurgssequenz des entsprechenden Restriktionsenzyms dargestellt. Die Sequenzen der
tRNAs snd fett gedruckt, das Anticodonist zudem unterstrichen. Der T7-Promotor fir die
Transkription der tRNASs ist ebenfalls unterstrichen. Die Lage der tRNA-Gene relativ zum
SP6-Promotor des pSP64-V ektorsist durch Pfeile angegeben.

(€SPe-Promotor): Das tRNA-Gen ist entgegengesetzt zum SPF6-Promotor des pSP64-
Vektors orientiert. (SP6-Promotor=>»): Das tRNA-Gen hat dieselbe Orientierung wie der SF6-
Promotor des pSP64-V ektors.

tAla
EcoRI — GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGGCTATAGCTCAGCTGGGAGAG
CGCTTGCATCTAAAGCAAGAGGTCAGCGGTTCGATCCCGCTTAGCTCCACCA
GGTGATCCATCCGGATCC — BamHI (€ SF6-Promotor)

tArg
Smal — CCCACCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCATCCGTAGCTCAGCTG
GTAGAGTACTCGGCTCTAAACCGAGCGGTCGGAGGTTCGAATCCTCCCGGAT
GCACCAGGTGATCCATCCGGATCCGCGGGG — Smal (€ SPe-Promotor)

tCys
EcoRl — GAATTCTAATACGACTCACTATAGGCGCGTTAACAAAGCGGTTATGT
AGCGGATTCTAAATCCGTCTAGTCCGGTTCGACTCCGGAACGCGCCTCCAGGT
GATCCATCCGGATCC — BamHI (€ SPs-Promotor)

tGlyl
Smal - CCCACCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCGGGCGTAGTTCAATGG
TAGAACGAGAGCTTCTAAAGCTCTATACGAGGGTTCGATTCCCTTCGCCCGCT
CCAGGTGATCCATCCGGATCCGCGGGG — Smal (€SPs-Promotor)

tHisA
EcoRI — GAATTCTAATACGACTCACTATAGGTGGCTATAGCTCAGTTGGTAGA
GCCCTGGATTCTAAATCCAGTTGTCGTGGGTTCGAATCCCATTAGCCACCCCA
TTGGTGATCCATCCGGATCC —BamHI (€ SP5-Promotor)

tLeu(5)
EcoRI — GAATTCTAATACGACTCACTATAGCCCGGATGGTGGAATCGGTAGAC
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ACAAGGGATTCTAAATCCCTCGGCGTTCGCGCTGTGCGGGTTCAAGTCCCGC
TCCGGGTACCAGGTGATCCATCCGGATCC —BamHI (€SPs-Promotor)

tLeu, su+6
Smal - CCCACCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCCGAAGTGGCGAAATCG
GTAGACGCAGTTGATTCTAAATCAACCGTAGAAATACGTGCCGGTTCGAGTC
CGGCCTTCGGCACCAGGTGATCCATCCGGATCCGCGGGG — Smal (€Shs-
Promotor)

tLys (su+bh)
EcoRl — GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGTTAGCTCAGTTGGTAGAG
CAGTTGACTCTAAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCAG
GTGATCCATCCGGATCC —BamHI (€ SPRe-Promotor)

tPhe, E.c.
EcoRl — GAATTCTAATACGACTCACTATAGCCCGGATAGCTCAGTCGGTAGAG
CAGGGGATTCTAAATCCCCGTGTCCTTGGTTCGATTCCGAGTCCGGGCACCAG
GTGATCCATCCGGATCC —BamHI (€= SF5-Promotor)

tPheY
Pvull - CAGCCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCGGATTTAGCTCAGTTGG
GAGAGCGCCAGACTCTAAATCTGGAGGTCCTGTGTTCGATCCACAGAATTCG
CACCAGGTGATCCATCCGGATCC —BamHI (€= SF5-Promotor)

tSer (su+1)
(SP6-Promotor =») Smal — CCCACCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGAGAGA
TGCCGGAGCGGCTGAACGGACCGGTCTCTAAAACCGGAGTAGGGGCAACTCT
ACCGGGGGTTCAAATCCCCCTCTCTCCGCCAGGTGATCCATCCGGATCCGCGGG
G —Smal

tTyr (su+3)
Smal - CCCACCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGTGGGGTTCCCGAGCG
GCCAAAGGGAGCAGACTCTAAATCTGCCGTCATCGACTTCGAAGGTTCGAAT
CCTTCCCCCACCACCAGGTGATCCATCCGGATCCGCGGGG —Smal (SPe-Promotor
€); [zweite Version: (SF6-Promotor =»)]
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10.3 Sequenz des Expressions-Vektors pHMFA ampss:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

10

|
TCGCGCGTTT
CACCTTGICT
TTGGECGEGTG
ACCATATGCCG
ATTCGCCATT
TACGCCAGCT
TTTCCCAGTC
CGCCCAACAG
TGAGCCCGAA
CAACCGCACC
TCTCGATCCC

20

TGTGGECGCCG
GCGAAATTAA

AAATAATTTT
TGGAAGTI TAG
GCTACCAGGEC
ACAGTCATCA
GICGAGITCG
GGCGGCAAAC
ATGGTTGACG
TACGAGAAAC
ACTCCTGGAC
CCTTGACTGG
AAGCCCGAAA
TTGGEGECCTC
ATCCACAGGA
GCGAGCAGGA
AGAAATTGCA
GAATGGACGA
GCATCCAGGG
GCCTGACTGC
AGCTGTCAAA
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG
AAACCTGICG
TATTGGGCGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGAAAG
GITGCTGECG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTG
CCCTTCGGGA
GGICGITCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT
GAAGTGGTGG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGGGATTTTG
ATGAAGTTTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC
AATGATACCG
CGGAAGGGECC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGICCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
AAAACGTTCT

GITTAACTTT

TGGACAGCAA
AGGTGGGCAA
TAAAAACACA
ATGAGACCAC
TTGTCCACGT
GGAAACTCAT
AGGCATGACC
TCGGCACCAG
GGAAATTCTC
GGAAGCTGAG
TAAACGGGTC
CGGGTGIGGT
CTGGGECEECG
TCAACGCATA
TATCCCGCAA
TGACGGTGCC
GITAGCAATT
CATGAGAATT
ATTCCACACA
AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC
TCTTCCCCTT
TCAGCTCACT
AACATGTGAG
TTTTTCCATA
TGGCGAAACC
CGCTCTCCTG
AGCGTGGECCC
TCCAAGCTGG
AACTATCGTIC
GGTAACAGGEA
CCTAACTACG
ACCTTCGGAA
GGITTTTTTG
TTGATCTTTT
GTCATGAGAT
AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GIGTAGATAA
CGAGACCCAC
GAGCGCAGAA
GAAGCTAGAG
GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGITG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGGECGAA

30

|
GGTGAAAACC
GCCGGGAGCA
CTTAACTATG
CCGCACAGAT
AACTGTTGGG
GGATGTCCTG
AAAACGACGG
ACGGEGEECCTG
CGATCTTCCC
GTGATGCCGG
TACGACTCAC
AAGAAGGAGA
GAATTTCGAT
TATGACCAAG
AAGCACCTTC
AGCAGATGAC
GCAGAAGT GG
TCTGACACTC
TGCCCTCTCC
ATTGCCTCAT
CTGGGGTCAG
TTGGECTGCTG
TTGAGGGGTT
CGCCATGATC

CATTAATTGC
ATTAATGAAT
CCTCGCTCAC

TTCCGACCCT
TTTCTCATAG
GCTGTGIGCA
TTGAGICCAA
TTAGCAGAGC
GCTACACTAG
AAAGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGEEGTC
TATCAAAAAG
AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGEC
GIGGTCCTGC
TAAGTAGTTC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAA
TTACTGITCAT
TCTGAGAATA
CCGCGCCACA
AACTCTCAAG

40

|
TCTGACACAT
GACAAGCCCG
CGGCATCAGA
GCGTAAGGAG
AAGGGCGATC
CAAGGCGATT
CCAGTGCCAA
CCACCATACC
CATCGGTGAT
CCACGATGCG
TATAGGGAGA
TATACCATGG
GACTACATGA
CCTACCACAA
AAGAACACAG
AGGAAAGTCA
AATGGACAAG
ACCCACGGCA
TCCCACTGAC
TTTTCTCCTC
GT'GGCACCAG
CCACCCCTGA
TTTTGCTGAA
GCGTAGICGA
TCGGACAGTIG
AGCACGCCAT
AGTACCGGCA
ATGAGCGCAT
AAACTACCGC
GICATACCTG
CGGAAGCATA
GITGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCTG
AATACGGITA
GCAAAAGCCC
CCCTGACGAG
ATAAAGATAC
GCCGCTTACC
CTCACGCTGT
CGAACCCCCC
CCCGGTAAGA
GAGGTATGTA
AAGGACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAAACT
CTGICTATTT
GGAGGCECTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GICGTTTGGT
CCCCATGITG
GITGGCCGCA
GCCATCCGTA
GIGTATGCGG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG

50
|

GCAGCTCCCG
TCAGGGCGECG
GCAGATTGTA
AAAATACCGC
GGTGCGEECC
AAGTTGGGTA
GCTTGCATGC
CACGCCGAAA
GI'CGGCGATA
TCCGGCGTAG
CCACAACGGT
TGGACCGCCTT
AGTCACTCGG
TCATCGAAGT
AGATCAGCTT
AGTCCATCGT
AGACATCACT
CTGCAGITTG
TCCTCTTCTG
TGGCATTTTG
CCTGGATCCG
GCAATAACTA
AGGAGGAACT
TAGTGCECTCC
CTCCGAGAAC
AGTGACTGGC
TAACCAAGCC
TGITAGATTT
ATTAAAGCTT
TTTCCTGTGT
AAGTGTAAAG
CTGCCCCCTT
GCGGGGAGAG
CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGAACCGTA
CATCACAAAA
CAGCCGITTC
GGATACCTGT
AGGTATCTCA
GITCAGCCCG
CACGACTTAT
GGCGGTCGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCAAAC
CGCAGAAAAA
TGGAACGAAA
TAGATCCTTT
TGGTCTGACA
CGITCATCCA
CCATCTGCGCC
TCAGCAATAA
GCCTCCATCC
AGTTTGCGCA
ATGGCTTCAT
TGCAAAAAAG
GIGITATCAC
AGATCCTTTT
CGACCGAGTT
TTAAAAGTGC
CTGITGAGAT

60

|
GAGACGGTCA
TCAGCGGGTG
CTGAGAGTGC
ATCAGGCGCC
TCTTCCCTAT

AAGGAGATGG
CAAGCGCTCA
TAGGCGCCAG
AGGATCGAGA
TTCCCTCTAG
CGIGGGTACC
TGITCGGITTT
GAATGGGGAC
CAAGCTGGGA
GACCCTGTAG
TGTGCGGGAG
CACTCGTACT
TCAGTGGGCT
TATAAATCCA
GCTGCTAACA
GCATAACCCC
ATATCCGGAT
AAGTAGCGAA
GGGTGCGCAT
GATGCTGICG
TATGCCTACA
CATACACGGT
ATCGATGATA
GAAATTGITA
CCTGGGGTGC
TCCAGTCGGG
GCGGTTTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAA

ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCCCCTTTCT
GITCGGTGTA

CGCCACTGGEC
CAGAGTTCTT
GCGCTCTCGCT
AAACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGITA
TAAATTAAAA
GITACCAATG
TAGTTGCCTG
CCAGIGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTAA
ACGITGITGC
TCAGCTCCGG
CGGITACGCTC
TCATGGITAT
CTGIGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
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185

3661
3721
3781
3841
3901
3961

Tot al

nunber

GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGITTCTGG
GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGCGCGA CACGGAAATG
TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC ATTTATCAGG GITATTGICT
CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC
ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGICTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA
TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TC

of bases is:
DNA sequence conposition:

10.3.1 Sequenz von MFA ambss:

3992.
1009 A

1013 G,

1040 G

930

T, 0 OTHER

(Die mRNA "mFAambss” Wird durch T7-Transkription des mit ECORV linearisierten Vektors
PHM FA ampss €rzeugt.)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

Tot al

nunber

10

|
GGGAGACCAC
CCATGGTGEAA
ACATGAAGTC
CCACAATCAT
ACACAGAGAT
AAGTCAAGTC
GACAAGAGAC
ACGGCACTGC
ACTGACTCGCT
CTCCTCTGGC
CACCAGCCTG
CGCTGAGCAA
GCTGAAAGGA

of bases is:
DNA sequence conposition:

20

|
AACGGITTCC
CCCCTTCGTG
ACTCGGTGIC
CGAAGTGAAT
CAGCTTCAAG
CATCGTGACG
ATCACTTGIG
AGITTGCACT
CTTCTGICAG
ATTTTGTATA
GATCCGECTG
TAACTAGCAT
GGAACTATAT

746.
1

30

|

CTCTAGAAAT
GGTACCTGGA
GGTTTTGCTA
GGGGACACAG
CTGGGAGICG
CTGTAGGEECG
CCGGAGATGG
CGTACTTACG
TGGECTACTC
AATCCACCTT
CTAACAAAGC
AACCCCTTGG
CCGGAT

99 A

182 G,

40

50

|
AACTTTAAGA

AATTTTGITT
AGITAGT GGA
CCAGGCAGGT
TCATCATAAA
AGITCGATGA
GCAAACTTGT
TTGACGGGAA
AGAAACAGCEC
CTGGACTCGG
GACTGGGGAA
CCGAAAGGAA
GGCCTCTAAA

193 G

CAGCAAGAAT
GGGCAATATG
AACACAAAGC
GACCACAGCA
CCACGTGCAG
ACTCATTCTG
ATGACCTGCC
CACCAGATTG
ATTCTCCTGG
GCTGAGITGG
CGGEGTCTTGA

172 T,

60

|
AGGAGATATA
TTCGATGACT
ACCAAGCCTA
ACCTTCAAGA
GATGACAGA
AAGTGGAATG
ACACTCACCC
CTcrecrecce
CCTCATTTTT
GGTCAGGTGG
CTGCTGCCAC
GCGEGITTTTT

0 OTHER

10.3.2 DNA-Sequenz des kodierenden Bereichs und Aminosiduresequenz von FABP

700

ATG GITG GAC GCC TTC
MET Val

I
AAT TTC GAT GAC TAC
Asn Phe Asp Asp Tyr

|
Asp Al

750

790

I I
AGG CAG GIG GGEC AAT
Arg dn Val

I
AAT GGG GAC ACA GIC
Asn Ay Asp Thr Val

840

880

I I
ACA GAG ATC AGC TTC
Au lle Ser

Thr

930
I

Gy Asn

710
|

a Phe Val

760

800

850

890

Phe Lys L

940
I

720
|

730
|

770

Leu

810

Lys Pro

| |
ATG AAG TCA CTC GGT GIC GGT
MET Lys Ser

Gy val Gy

820

I I
ATG ACC AAG CCT ACC ACA ATC
MET Thr

Thr Thr 1le

860

900

eu Gy Val

I I
ATC ATA AAA ACA CAA AGC ACC
Ile Ile Lys Thr A n Ser Thr

910

I I
AAG CTG GGA GTC GAG TTC GAT

G u Phe Asp

950

740
|
Asp Ser Ly

780

GIG GGT ACC TGG AAG TTA GIG GAC AGC AAG
Gy Thr Trp Lys Leu Val

S

I
TTT GCT ACC

Phe Ala Th

830

Ile u Va

870

Phe Lys As
920

r

I
ATC GAA GIG

I
TTC AAG AAC

n

I
GAG ACC ACA

G u Thr Th

960
I

r
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GCA GAT GAC AGG AAA GIC AAG TCC ATC GIG ACG CTG GAT G&C G&C
Ala Asp Asp Arg Lys Val Lys Ser Ile Val Thr Leu Asp Gy Gy
970 980 990 1000 1010
| | | | |
AAA CTT GIC CAC GIG CAG AAG TGG AAT GGA CAA GAG ACA TCA CTT
Lys Leu Val His Val Adn Lys Trp Asn Ay @ n @u Thr Ser Leu
1020 1030 1040 1050
| | | |
GIG CGG GAG ATG GIT GAC GGG AAA CTC ATT CTG ACA CTC ACC CAC
Val Arg Gu MET Val Asp Gy Lys Leu Ile Leu Thr Leu Thr H's
1060 1070 1080 1090
| | | |
GGC ACT GCA GIT TGC ACT CGI ACT TAC GAG AAA CAG GCA TGA

@y Thr Ala Val Cys Thr Arg Thr Tyr Gu Lys G n Ala ---

Die Codors, die in den amber-Mutanten pHMFAams bzw. pHMFAAmss gegen TAG (amber)
ausgetauscht wurden, sind fettgedruckt. pHMFA amp3 entstand duch den Austausch des Codors GAC
an Aminosaurepasition 3, PHMFAamss duch den Austausch des Codors GAT an

Aminosaurepasition 88gegen TAG.

8.4. Sequenz des Expressions-Vektors pHMRBD,,:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

10

|
TCGCGCGTTT
CACCTTGICT
TTGGECGEGTG
ACCATATGCCG
ATTCGCCATT
TACGCCAGCT
TTTCCCAGTC
CGCCCAACAG
TGAGCCCGAA
CAACCGCACC
TCTCGATCCC

20

TGTGGCGCCG
GCGAAATTAA

AAATAATTTT

GITTAACTTT

30
|

GGTGAAAACC
GCCGGGAGCA
CTTAACTATG
CCGCACAGAT
AACTGTTGGG
GGATGTCCTG
AAAACGACGG
ACGGGECCTG
CGATCTTCCC
GTGATGCCGG
TACGACTCAC
AAGAAGGAGA

40

|
TCTGACACAT
GACAAGCCCG
CGGCATCAGA
GCGTAAGGAG
AAGGGCGATC
CAAGGCGATT
CCAGTGCCAA
CCACCATACC
CATCGGTGAT
CCACGATGCG
TATAGGGAGA

50
|

GCAGCTCCCG
TCAGGGCGCG
GCAGATTGTA
AAAATACCGC
GGTGCGEECC
AAGTTGGGTA
GCTTGCATGC
CACGCCGAAA
GICGGCGATA
TCCGGCGTAG
CCACAACGGT

60

|
GAGACGGTCA
TCAGCGGGTG
CTGAGAGTGC
ATCAGGCGCC
TCTTCCCTAT
ACGCCAGGGT
AAGGAGATGG
CAAGCGCTCA
TAGGCGCCAG
AGGATCGAGA
TTCCCTCTAG

TATACCATGG

ACCCGAGTAA

GACAAGCAAC

ACTATCCGIG

TTTTCTTGCC

GAACAAGCAA

AGAACAGT GG

TCAATGTGCG

AAATGGAATG

AGCTTGCATG

ACTGCCTTAT

GAAAGCACTC

AAGGT GAGGEG

GCCTGCAACC

AGAGTGCTGT

GCAGTGITCA

GACTTCTCCA

CGAACACAAA

GGTAAAAAAG

CACGCTTAGA

TTGGAATACT

GATGCTGCGT

CTTTGATTGG

AGAAGAACTT

CAAGTAGATT

TTCTAGATGT

CGACCATCAC

CATCACCATC

ATTAATACTA

AGCTGATCCG

GCTGCTAACA

AAGCCCGAAA

GGAAGCTGAG

TTGECTGCTG

CCACCCCTGA

GCAATAACTA

GCATAACCCC

TTGGEGECCTC

TAAACGGGTC

TTGAGGGGIT

TTTTGCTGAA

AGGAGGAACT

ATATCCGGAT

CGCCATGATC

GCGTAGICGA
TCGGACAGTIG
AGCACGCCAT
AGTACCGGCA
ATGAGCGCAT
AAACTACCGC
GICATACCTG
CGGAAGCATA
GITGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCCTG
AATACGGITA
GCAAAAGCCC
CCCTGACGAG
ATAAAGATAC
GCCCGCTTACC

TAGTGCCTCC
CTCCGAGAAC
AGTGACTGGC
TAACCAAGCC
TGITAGATTT
ATTAAAGCTT
TTTCCTGTGT
AAGTGTAAAG
CTGCCCCCTT
GCGGGGAGAG
CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGAACCGTA
CATCACAAAA
CAGCCGITTC
GGATACCTGT

AAGTAGCGAA
GGGTGCCGCAT
GATGCTGICG
TATGCCTACA
CATACACGGT
ATCGATGATA
GAAATTGITA
CCTGGGGTGC
TCCAGICGGG
GCGGTTTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAA
AAAAGGCCGC
ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCCCCTTTCT

ATCCACAGGA
GCGAGCAGGA
AGAAATTGCA
GAATGGACGA
GCATCCAGGG
GCCTGACTGC
AGCTGTCAAA
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG
AAACCTGICG
TATTGGGECGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGAAAG
GITGCTGECG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTG
CCCTTCGGGA

CGGGTGIGGT
CTGGGECEECG
TCAACGCATA
TATCCCGCAA
TGACGGTGCC
GITAGCAATT
CATGAGAATT
ATTCCACACA
AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC
TCTTCCCCTT
TCAGCTCACT
AACATGTGAG
TTTTTCCATA
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187

2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721

Tot al

nunber

TTTCTCATAG
GCTGTGIGCA
TTGAGICCAA
TTAGCAGAGC
GCTACACTAG
AAAGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGEGTC
TATCAAAAAG
AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGEC
GIGGTCCTGC
TAAGTAGTTC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAA
TTACTGITCAT
TCTGAGAATA
CCGCGCCACA
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCCC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGICTA
GGCCCTTTCG

of bases is:
DNA sequence conposition:

CTCACGCTGT
CGAACCCCCC
CCCGGTAAGA
GAGGTATGTA
AAGGACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAAACT
CTGICTATTT
GGAGGCECTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GICGTTTGGT
CCCCATGITG
GITGGCCGCA
GCCATCCGTA
GIGTATGCGG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTTT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATAAA
AGAAACCATT
TC

AGGTATCTCA
GITCAGCCCG
CACGACTTAT
GGCGGICGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCAAAC
CGCAGAAAAA
TGGAACGAAA
TAGATCCTTT
TGGTCTGACA
CGITCATCCA
CCATCTGCECC
TCAGCAATAA
GCCTCCATCC
AGTTTGCGCA
ATGGCTTCAT
TGCAAAAAAG
GIGITATCAC
AGATCCTTTT
CGACCGAGTT
TTAAAAGTGC
CTGITGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGGCGA
ATTTATCAGG
CAAATAGGEEG
ATTATCATGA

3732.
956 A;

936 G

GITCGGTGTA
ACCGCTGCGC
CGCCACTGGEC
CAGAGTTCTT
GCGCTCTCGCT
AAACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGITA
TAAATTAAAA
GITACCAATG
TAGTTGCCTG
CCAGIGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTAA
ACGITGTTGC
TCAGCTCCGG
CGGITACGCTC
TCATGGITAT
CTGIGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGITTCTGG
CACGGAAATG
GITATTGICT
TTCCGCGCAC
CATTAACCTA

965 G

GGICGITCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT
GAAGTGGTGG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGGGATTTTG
ATGAAGTTTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC
AATGATACCG
CGGAAGGECC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGICCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
AAAACGTTCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAAA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA
TAAAAATAGG

875 T;

TCCAAGCTGG
AACTATCGTIC
GGTAACAGEA
CCTAACTACG
ACCTTCGGAA
GGITTTTTTG
TTGATCTTTT
GTCATGAGAT
AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GIGTAGATAA
CGAGACCCAC
GAGCGCAGAA
GAAGCTAGAG
GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGITG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGGECGAA
CGTGCACCCA
ACAGGAAGGC
ATACTCTTCC
TACATATTTG
AAAGTGCCAC
CGTATCACGA

Anmerkung: Die gekoppelte Transkription/Translation oder die Herstellung von mRNA wird mit dem
mit EcoRV lineaisierten Vektor durchgefiihrt. Innerhalb der dargestellten Vektorsequenz ist der
transkribierte Bereich des Vektors unterstrichen. T7-Promotor, sowie Start- und Stopp-Codon a@s
RBD-kodierenden Bereichs snd fettgedr uckt.

10.4.1 DNA-Sequenz des proteinkodierenden Bereichs und Aminosauresegquenz von
RBD

700

710

I I I I I
ATG GAC CCG AGT AAG ACA AGC AAC ACT ATC CGT GIT TTC TTG CCG

MET Asp Pro Ser

I I I
AAC AAG CAA AGA ACA GTG GIC AAT GIG CGA AAT GGA
Asn Lys A n Arg Thr Val

CAT GAC TGC CTT ATG AAA GCA CTC AAG GIG AGG GGC
H's Asp Cys Leu MET Lys Ala Leu Lys Val

I I I
GAG TGC TGT GCA GIG TTC AGA CTT CTC CAC GAA CAC
G u Cys Cys Al a Vval

750

790

840

760

800
I

850

Val

Lys Thr Ser Asn Thr

720 730 740
Ile Arg Val Phe Leu Pro
770 780
I
ATG AGC TTG
Asn Val Arg Asn Ay MET Ser Leu
810 820 830
I I I
CTG CAA CCA
Arg Ay Leu Gn Pro
860 870
I
AAA GGT AAA
Phe Arg Leu Leu H's u Hs Lys Ay Lys
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880 890 900 910 920

I I I I I
AAA GCA CGC TTA GAT TGG AAT ACT GAT GCT GCG TCT TTG ATT GGA

Lys Ala Arg Leu Asp Trp Asn Thr Asp Ala Ala Ser Leu Ile Gy
930 940 950 960
I I I I
GAA GAA CTT CAA GTA GAT TTT CTA GAT GIC GAC CAT CAC CAT CAC
Gu Gu Leu Gn Val Asp Phe Leu Asp Val Asp His His His His
970 980

| |
CAT CAT TAA TAC TAA GCT
Hs HS --- --- == ---

Das Codon, das in der amber-Mutante pRBD ampaz gegen TAG (amber) ausgetauscht wurde,
ist fettgedruckt.
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10.5 Restriktionskarte' und Sequenz® des VektorspACYC184 (pCATy)

1) aus: New England BioLab (2001) Katalog & technische Referenzen
2) GenBank Accession Nr.: X06403

GroRe 4245 Bp
Chloramphenicol - Acetyl - Transferase - Gen: 3805 (Stop) — 219 (Start)
(komplementéare Sequenz in Fet t druck)
(Codon 11, das in der amber - Mutante
pCAT amb11 9egen UAG ausgetauscht wurde,

unterstric _hen)

BsrD 1 4233

Sty - Nesd 3008 :
ty _S col 3¢ pvu 11 103 BsaA 1310
> BsmB 1324

Pyull 515
Nhe I 583

BstB 13716 .
PAF 1 - Tth111 I 3698 Acc 1594
& Bs1Z17 I 594
DrdLseos Xmn 1635
Bsu36 1 359 37
Bel 13541 Bsg 1665
BsaB1 3441

BstY 13440,
Bspl [ 343"

Hinc 11 3211 BssS 1959

Eco57 13150

BsaA 13141 Nsp11157

BseR 1 1201
BseR 11274
< 938 -7 BsiB11318
PpuM 1 2932 Ase 1 1405
Sspl 1418
Xbal 1424
Earl 1446
Eco57 I 1463

Sty 12863

Bgl 1 2657
BspM I 2557
BstAP 1 2539

Sfe 11632~ Clal-BspD1 1517

EcoR V 1679 Hind I 1523
Nhel 1723

BamH 1 - BstY 1 1869

Acll 2394

PshA 12206 BspH 11983
Sph1- Nspl 2056
Bcg12202 | EcoN12116

Sall- Accl - Hinc 1l 2145

1 gaattccgga tgagcattca tcaggcgggc aagaat gt ga at aaaggccg gat aaaactt
61 gtgcttattt ttctttacgg tctttaaaaa ggccgtaata tccagctgaa cggtctggtt
121 ataggtacat tgagcaactg actgaaatgc ctcaaaatgt tctttacgat gccattggga
181 tatatcaacg gtggtatatc cagtgatttt tttctccattttagcttcct tagctectga
241 aaatctcgat aactcaaaaa atacgcccgg tagtgatctt atttcattat ggtgaaagtt
301 ggaacctctt acgtgccgat caacgtctca ttttcgccaa aagttggece agggcettcec
361 ggtatcaaca gggacaccag gatttattta ttctgcgaag tgatcttccg tca caggtat
421 ttattcggcg caaagtgcgt cgggtgatge tgccaactta ctgatttagt gtatgatggt
481 gtttttgagg tgctccagtg gettetgttt ctatcagetg tcectectgt tcagctactg
541 acggggtggt gcgtaacgge aaaagcaccg ccggacatca gegetagegg agtgtatact
601 ggcttactat gttggcactg atgagggtgt cagtgaagtg cttcatgtgg caggagaaaa
661 aaggctgcac cggtgcgtca gcagaatatg tgatacagga tatattccge ttcetcgctce
721 actgactcgc tacgctcggt cgttcgactg cggcgagegg aaatggctta cgaacggggc
781 ggagatttcc tggaagatgc caggaagata cttaacaggg aagtgagagg gccg cggcaa
841 agccgttttt ccataggctc cgcccccctg acaagcatca cgaaatctga cgctcaaatce
901 agtggtggcg aaacccgaca ggactataaa gataccaggc gtttcccect ggecggcteec
961 tcgtgcgctce tectgttect gectttcggt ttaccggtgt cattcegcty ttatggeege
1021 gtttgtctca ttccacgcect g acactcagt tccgggtagg cagttcgetc caagctggac
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1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201

t gt at gcacg
gagt ccaacc
agaggagtta
t gact gcgct
cgaaaaaccg
aaaacgat ct
atttatctct
atgtttgaca
aacgcagt ca
tcaccct gga
at at cgt cca
t gat gcaat t
cagt cct gct
ccgtcctgtg
cggt t gct gg
ggct cat gag
t gggcgccat
tactact ggg
t gagagcct t
cacttat gac
tcattttcgg
t at t cggaat
t cggcgagaa
tggcgttcge
gcat cgggat
gacagcttca
t cgt cacggc
gcgccgecct
cctcgacctg
agccaat caa
cat cgcgt cc
gccacgggt g
ccttact ggt
caaaacgt ct
t ct ggaaacg
aaccggt gat
ttctgagtta
gactatcgtc
ggcagcgccc
gccct gcacc
acct acat ct
at gat cat at
ttt gagaagc
acat aagcgg
aatttctgcc
gcaccaat aa
taattcatta
cgccageggce
ggcgaagaag
att ggct gag
accgt aacac
ttcactccag
aacact at cc

aaccccccgt
cggaaagaca
gt ctt gaagt
cct ccaagcc
ccct gcaagg
caagaagat c
t caaat gt ag
gcttatcatc
ggcaccgt gt
t gct gt aggce
ttccgacagc
tctatgcgca
cgcttcgcta
gatcctctac
cgcctatatc
cgcttgtttc
ctccttgcat
ctgcttccta
caacccagtc
tgtcttcttt
cgaggaccgc
cttgcacgcc
gcaggccatt
gacgcgaggc
gcccgegttg
aggat cgctc
gatttatgcc
ataccttgtc
aat ggaagcc
ttcttgcgga
gccatctcca
cgcat gat cg
tagcagaat g
gcgacct gag
cggaagt ccc
accacgat ac
caacagt ccg
gccgcactta
aacagt cccc
attatgttcc
gt att aacga
cgt caatt at
acacggt cac
ctatttaacg
attcatccgc
ctgccttaaa
agcattctgc
at cagcacct
ttgtccatat
acgaaaaaca
gccacatctt
agcgat gaaa
cat at cacca

t cagt ccgac
t gcaaaagca
cat gcgccgg
agttacctcg
cggttttttc
atcttattaa
cacct gaagt
gat aagcttt
at gaaat cta
at aggct t gg
at cgccagtc
ccecgttctcg
ctt ggagcca
gccggacgcea
gccgacat ca
ggcgt gggt a
gcaccattcc
at gcaggagt
agctccttcc
at cat gcaac
tttcgctgga
ct cgct caag
at cgccggcea
t ggat ggcct
caggccat gc
gcggctctta
gcct cggega
tgcctcccceg
ggcggcacct
gaact gt gaa
gcagccgcac
tgctcctgtc
aat caccgat
caacaacat g
ctacgtgctg
t at gact gag
caccgctgtc
tgactgtctt
cggccacggg
ggat ct gcat
agcgct aacc
tacctccacg
actgcttccg
accctgccct
ttattatcac
aaaat t acgc
cgacat ggaa
tgtcgecttg
tggccacgtt
tattctcaat
gcgaat at at
acgtttcagt
gct caccgtc

cgct gcgect
ccact ggcag
ttaaggct aa
gtt caaagag
gttttcagag
t cagat aaaa
cagccccat a
aat gcggt ag
acaat gcgct
ttatgccggt
act at ggcgt
gagcactgtc
ctatcgacta
t cgt ggccgg
ccgat gggga
t ggt ggcagg
ttgcggeggce
cgcat aaggg
ggt gggcgceg
t cgt aggaca
gcgcgacgat
ccttcgtcac
t ggcggecga
tccccattat
t gt ccaggca
ccagcct aac
gcacat ggaa
cgttgcgtcg
cgct aacgga
t gcgcaaacc
gcggcgceatc
gt t gaggacc
acgcgagcga
aatggtcttc
ct gaagttgc
agt caacgcc
cggt agct cc
ctttatcatg
gcctgccacc
cgcaggat gc
gtttttatca
gggagagcct
gt agt caat a
gaaccgacga
ttattcaggc
ccecgecctge
gccat cacag
cgt at aat at
t aaat caaaa
aaacccttta
gt gt agaaac
ttgctcatgg
tttcattgce

tat ccggt aa
cagccact gg
act gaaagga
ttggtagctc
caagagatta
tatttctaga
cgat at aagt
tttatcacag
catcgtcatc
act gccgggc
gct gct agcg
cgaccgcttt
cgcgatcatg
cat caccggc
agat cgggct
ccccgt ggece
ggt gct caac
agagcgt cga
gggcat gact
ggt gccggcea
gat cggcct g
t ggt cccgec
cgcgct gggce
gattcttctc
ggt agat gac
ttcgat cact
cgggt t ggca
cggt gcat gg
ttcaccactc
aacccttggc
t cgggcageg
cggct aggcet
acgt gaagcg
ggtttccgtg
ccgcaacaga
at gagcggcc
ttccggt ggg
caact cgt ag
at acccacgc
tgct ggct ac
ggct ct ggga
gagcaaact g
aaccggt aaa
ccgggt cgaa
gt agcaccag
cact cat cgc
acggcat gat
ttgcccatgg
ct ggt gaaac
gggaaat agg
t gccggaaat
aaaacggt gt
at acg

ctatcgtctt
taattgattt
caagttttgg
agagaacctt
cgcgcagacc
tttcagtgca
tgtaattctc
ttaaattgct
ct cggcaccg
ctcttgcggg
ct at at gcgt
ggccgecgcec
gcgaccacac
gccacaggt g
cgccacttcg
gggggact gt
ggcct caacc
ccgat gccct
at cgt cgccg
gcgct ct ggg
tcgcttgegg
accaaacgtt
tacgtcttgce
gcttccggcg
gaccat cagg
ggaccgct ga
tggattgtag
agccgggeca
caagaat t gg
agaacat at c
ttgggtcctg
ggcggggt tg
actgctgctg
tttcgtaaag
gagt ggaacc
tcatttctta
cgcggggeat
gacaggt gcc
cgaaacaagc
cct gt ggaac
ggcagaat aa
gcct caggca
ccagcaat ag
tttgctttcg
gcgtttaagg
agtactgttg
gaacct gaat
t gaaaacggg
t cacccaggg
ccaggttttc
cgtcgtggta
aacaagggt g



