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resistens mot infeksigs pankreasnekrose (IPN) i
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Search for DNA variations that affect resistance to infectious
pancreatic necrosis (IPN) in Atlantic salmon (Salmo salar).
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Forord

Etter & ha fullfart en bachelor i Molekyler biologi ved Universitetet i Bergen hadde jeg et
gnske om & fordype meg i genetikk. Valget falt derfor p& Bioteknologi ved Universitetet i As.
Jeg har hatt to fantastiske ar ved UMB, deriblant et semester med utveksling til USA.
Masteroppgaven har gitt meg nye kunnskaper innen genetikk, praktiske metoder og
bioinformatikk.

| begynnelsen av farste aret pa masterprogrammet hadde jeg en meget interessant forlesing
med Professor Sigbjagrn Lien. Forlesingen omhandlet ”Single Nucleotide Polymorphisms” 0g
bruken av disse innenfor avl. Det ble ogsa gjort rede for arbeidet hos CIGENE og hva slags
forskning som ble gjort der. Forelesningen og arbeidet ved CIGENE fremstod som serdeles
interessant og utfordrende, derfor valgte jeg a ta masteroppgaven min hos CIGENE.

Oppgaven har gitt meg inspirasjon til & fortsette a jobbe innenfor genetikk. Prosessen har veert
leererik og utfordrende og jeg har leert mange nye metoder og teknikker. Neste steg er a finne

en jobb som er like utfordrende og intressant som denne masteroppgaven.

Jeg vil takke Tomas Moen og Professor Sigbjern Lien for god veiledning gjennom hele
oppgaven. Tusen takk for all hjelp. Jeg vil ogsa takke Kent Matthew som har gitt god
veiledning i labratoriet. I tillegg vil jeg takke Kristil Sundsaasen, Helene Meaas Svendsen,
Linda Ripel, Anne Guri Margy og Hanne Hellerud Hansen som alle har vaert sveert

hjelpsomme med mitt labarbeid.

As, mai 2013

Bente Kristin Velle



Sammendrag

IPNV infiserer Atlantisk laks i oppdrettsanlegg som skaper store gkonomiske kostnader for
oppdrettsnzringen og lidelse for laksen. Avisselskap har tatt i bruk en ny metode for a avle
frem laks som har forbedret resistens mot infeksjon av IPNV. Metoden benytter seg av
genetiske markgrer som er koblet til en QTL som forklarer store deler av variasjonen i
egenskapen. Det eksisterer to genotyper for dette omradet, der den ene er koblet til den
resistente genotypen(QQ), og den andre er koblet til den ikke-resistente genotypen (qq). |
QTL omradet er det identifisert to gener som kan vaere ansvarlige for resistens mot IPNV.
Den beste kandidaten er E-cadherin, som fungerer som en transmembran reseptor i epitelia-
vevet, men det har ikke blitt identifisert et kausativt gen og polymorfisme som forklarer denne
variasjonen. Malet med denne avhandlingen var & analysere mRNA sekvensen til E-cadherin

for & identifisere mulige variasjoner mellom de to genotypene.

Ved hjelp av genetisk bioteknologiske metoder har mRNA sekvensen blitt studert ved
benyttelse av 31 prever av Atlantisk laks i voksen- og yngelfase. Dette har fart til deteksjon
av en mulig kausativ SNP som forarsaker skifte av aminosyre i posisjon 325 i protein-
sekvensen. Variasjonen er en punktmutasjon som medfgrer en endring fra serine til proline.
Disse aminosyrene har forskjellige egenskaper som kan forarsake endringer i
proteinsekvensen. | tillegg er det mulighet for at punktmutasjonen er i et sensitivt omrade i
enden av EC2-domenet og i begynnelsen av EC3-domenet. SNPen er en meget god kandidat,
men videre arbeid er ngdvendig for & bekrefte om mutasjonen er kausal i forhold til & gjare
laks resistent mot IPNV.



Abstract

IPNV infecting of Atlantic salmon creates substantial economic costs for the aquaculture and
suffering for salmon. Breeding companies have adopted a new method to breed salmon that
have a higher resistance to infection to IPNV. In this method they are using markers linked to
a QTL that accounts for 83% of the variation. There are two genotypes for this area on
chromosome 26; one connected to the resistance phenotype (QQ) and one connected to the
non-resistant phenotype (qq). In the QTL area it has been identified two genes that may be
responsible for the IPNV resistance. The main candidate is E-cadherin, which functions as a
transmembrane receptor in epithelia tissue. The causative gene and underlying causative DNA
variation explaining this variation has not yet been identified. The aim of this thesis is to
analyze the mRNA sequence of the E-cadherin and to identify possible differences between

the two genotypes.

Using genetic biotechnological methods, the mRNA has been characterized by sequencing 31
samples of Atlantic salmon. The animals were either adults or in the fry stage. This has led to
the observation of a possible causative SNP result in a change from serine to proline at
position 325 in the amino acid sequence. Such a structural change at the end of EC-2 domain
can maybe affect how Ca2 + bind to the link between EC2 and EC-3. This may change the
structure of the enzyme, which in turn may affect the function. Although these results are
promising it is premature to conclude that this is the causative mutation given the limited
number of salmon included in the study. Ongoing work is needed to verify that this is the

causative SNP that make some individuals more resistance against IPNV than others.
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1. INTRODUKSJON

1.1 Atlantisk laks

Atlantisk laks (Salmo salar) har gjennom tidene vert en fisk som har fanget menneskets
oppmerksomhet. Under Julius Caesars tid ble fiskens evne til & hoppe opp Gallias elven lagt
merke til av soldatene hans. Fisken ble gitt navnet ”Salmo the leaper” (Johansson 1997).
Denne fasinasjonen har vart fram til i dag, hvor den har gjort laksen til en sentral del, blant
annet innen sportsfiske og matproduksjon i Norge og resten av verden.

Avlselskaper, som Aqua Gen, har hatt stor framgang i a avle frem gunstige egenskaper i
Atlantisk laks. Her har seleksjon pa gkonomiske viktige fenotyper, som blant annet resistens
mot alvorlige sykdommer, filefarge og tilvekst statt i fokus. Her mgter avisselskapene mange
utfordringer og det er stor interesse for a bruke genominformasjon for a gke presisjonen i
avlarbeidet. Atlantisk Laks tilhgrer subfamilien Salmonidae i ordenen Salmoniformes
sammen med arter som grret, harr og regnbuegrret. Forfedre til artene har trolig gjennomgatt
en hel genom duplisering for 25-100 millioner ar siden. Data tyder pa at stamfedre av
subfamilien Salmonidae har eksistert som tetraploid og dette har gitt oss de ulike artene vi har
i dag. Tetraploidseringen genererte homologe kromosom, og dermed dannet paraloge gener pa
ulike kromosom (Venkatesh 2003). | dag eksisterer det fortsatt stor sekvenslikhet mellom de
dupliserte sekvensomradene noe som vanskeliggjer konstruksjonen av en god
genomsesekvens for Atlantisk laks (Davidson 2010) og kompliserer arbeidet med a kartlegge
gener som pavirker viktige egenskaper i oppdrettslaks og villaks. Eksempel pa dette er to
immunoglobulin ”heavy chain” (IgH) ”locus”, IGH-A og IGH-B, som har 81-85% likhet i
deler av sekvensen (Yasuike, de Boer et al. 2010). Genomet til laks er fortsatt i endring og er
trolig pa vei tilbake til en stabil diploid tilstand (Lien, Gidskehaug et al. 2011).

En annen utfordring med genomet til laks er repeterende elementer. Disse finnes i store deler
av genomet og har ofte en lengde pa mer enn 1500 bp (Davidson, Koop et al. 2010 B).
Sammen med store sekvenslikheter mellom de dupliserte omradene, skaper dette problemer
for dannelsen av en fullstendig referansesekvens. | dag eksisterer det kun en midlertidig
referansesekvens av genomet til laks i databasen Genbank(AGKDO00000000.1), men dette er
ikke en fullstendig sekvens. Denne ble dannet av “’International Collaboration to Sequence the
Atlantic Salmon Genom”(ICSASG). Referansesekvensen er basert pa sekvensering av

genomet til Europeisk Atlantisk laks som bestar av 29 par kromosomer, vist i figur 1



(Davidson, Koop et al. 2010 A). Malet for ICSASG er a danne en fullstendig og annotert
genomsekvens (Davidson, Koop et al. 2010). Denne genomsekvensen kan blant annet
benyttes i arbeidet mot sykdommer i oppdrettsnaeringen. Det har blitt forsket pa
immunforsvaret i mange ar og man har klart & utvikle vaksiner mot diverse bakterier.
Problemet ligger i utvikling av vaksiner mot virus, da det viser seg at man ikke har
tilstrekkelig med informasjon om immunresponsen til & danne en effektiv vaksine. Her kan
genomsekvensen benyttes til & organisere kjente immunogener samt a identifisere nye. Dette
vil veaere en begynnelse i arbeidet for & bygge opp kunnskapen om immunresponsen til laks
ved infeksjon av virus (Fiskeri-og-havbruksneringens-forskningsfond. 2012 s. 35).

Figur 1: Kromosomene til laks
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Figur 1 viser oversikten over de 29 ulike kromosomene som danner genomet til Europeisk laks.
(Phillips, Keatley et al. 2009)



1.2 Betydningen av Atlantisk laks i akvakultur

Akvakultur bidrar til & tilfredsstille den gkende ettersparselen etter mat med produksjon av
ulike fiskearter. Mens antall fisk fanget under fiske i hele verden har stagnert, har den totale
produksjonen i akvakultur hatt en positiv gkning fra 47,3 million tonn fisk i 2008 til hele 63,6
millioner tonn i 2011. Produksjonen i Norge fglger den samme trenden, fra 151 000 tonn i
1990 til 1,46 millioner tonn i 2010. Dette gjer Norge til den ledende produsenten i Europa
(39,95 % ), og den sjuende starste produsenten (1,68% ) pa verdensmarkedet i 2010. Den
arten som har vaert den viktigste bidragsyteren til denne produksjonsveksten i Norge er
nettopp Atlantisk laks. Norge er en av de dominerende produsentene av laks (Food-and-
Agriculture-Organization 2012) og i 2012 kom hele 60% av produksjonsmengden av laks fra
Norge (Bessesen 08.04.2013). Selv om akvakulturen har en positiv gkning i antall fisk
produsert, er det fortsatt mange faktorer rundt produksjonen av laks som farer til store
gkonomiske tap. Her er det muligheter for optimalisering av disse faktorene og gke

produksjonsmengden.

1.3 Produksjonen av Atlantisk laks i norsk akvakultur

Produksjonen av laks i norske oppdrettsanlegg etterligner den anadrome livsstilen til
villaksen. Dette innebzrer at den lever de farste to til fem arene av livssyklusen som
plommesekkyngel og yngel i ferskvann (Mgller Christensen 1977). Neste fase starter med
smoltifisering, der yngelen gjennomgar komplekse endringer i atferd, morfologi og fysiologi,
for & kunne vandre ut i havet. Disse endringene inkluderer utvikling av hypoosmo-
regulatorisk evne og gkning i veksthormon (Handeland, Imsland et al. 2013). Farste fase i
livssyklusen hos oppdrettslaks er mellom 8 til 18 maneder med foring i ferskvann. Den vil
deretter gjennomga smoltifisering, som starter den neste fasen i livssyklusen. Smolten blir
plassert i merder i saltvann, der den vokser til 3-6 kg i lgpet av 12-18 maneder

(Havforskningsinstituttet 2009; http://www.imr.no/temasider/fisk/laks/laks_i_oppdrett/nb-no
).

Det er mange utfordringer for a finne de optimale forholdene i produksjonen av laks.
Foringstype, antall individer, merde starrelse og lokalitet er alle faktorer som pavirker
lakseproduksjonen (Havforskningsinstituttet 2009;
http://www.imr.no/temasider/akvakultur/lakseoppdrett/). Et stort antall individer samlet pa et
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lite omrade, medfarer at fisken blir mer sarbar for infeksjon av patogener, ettersom
patogenene da lettere kan formere seg og spre seg til andre verter. Resultatet er stor
dedelighet som farer til store gkonomiske kostnader og lidelse for fisken. Hovedutforingen
innenfor infeksjon av patogener, er for tiden virus og lakselus. VVed infeksjon av virus har
serlig infeksigs lakseanemi (ILA), Pankreas sykdom (PD), hjerte- og
skjelettmuskelbetennelse (HSMB) og Infeksigs pankreasnekrose (IPN), skapt store problemer
(Veterinarinstituttet 2013 s. 8-14). | naturlige biologiske fauna har ikke disse virusene store
skadevirkninger, trolig fordi fisken har et stort omrade a bevege seg pa. I tillegg har villaksen
hatt lengre tid til a tilpasse seg disse utfordringene, blant annet ved a fa et motstandsdyktig
immunforsvar. Derimot har oppdrettslaksen et genom og immunforsvar som trolig ikke er
godt nok tilpasset det nye sykdomspresset i merdene. | oppdrettsanlegg er det ogsa faktorer
som kan ha medfart gkt stresspakjenning for laksen. Stresset pavirker trolig immunforsvaret
0g gjer den svakere i kampen mot infeksjoner (Veteringrinstituttet 2013 s. 13).
Kombinasjonen av disse faktorene har trolig fert til stor dgdelighet av laks ved infeksjon av
IPN viruset (IPNV).

IPNV har veert kjent helt siden 1940 tallet (M'Gonigle 1941), og ble isolert fra laks i Norge i
1975 (Hastein and Krogsrud 1976). Det var ikke for i 1985 det ble oppdaget stor mortalitet i
Atlantisk fisk post smolts ved oppdrettsanlegg (Krogsrud, Hastein et al. 1989). Siden da har
IPNV blitt en av de mest alvorlige virusinfeksjonene i Norge. 1 2009 var det hele 223
utbrudds tilfeller i Norge ved ulike anlegg (Veteringrinstituttet 2013 s. 7). Dette har medfert

store produksjons- og gkonomiske tap, bade i ferskvannfasen og saltvannsfasen.
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Figur 2: Livssyklusen til villaks
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Figur 2 viser livssyklusen til villaks. @yerogn blir klekt i ferskvann. | ferskvann er fasene yngel, Parr
og smolt. Smolt gjennomgar smoltifisering som gjer at den kan vandre ut i havet. Der vokser den seg
stor til en voksen laks som kan komme tilbake til ferskvann for a gyte.

1.4 1PNV

IPN viruset stammer fra slekta Aquabirnavirus som hgrer til familien Birnaviridae (Kelly and
Loh 1972, Dobos 1995). Det finnes to serotyper av IPNV, disse heter Serogruppe A og
Serogruppe B. Til dags dato er det ti ulike serotyper kjent, og 9 av disse hgre til Serogruppe A
(Hill and Way 1995). IPNV er et bi-segmentert dobbeltradet RNA virus, som bestar av et 60
nm diameter ikosaedrisk symmetrisk kapsid (figur 4). Dette kapsidet beskytter RNA traden
med et enkelt membranlgst skall. RNA tradene er dannet av segment A og segment B, som
koder for fem ulike protein (VP1, VP2, VP3, VP4 og VP5) (Dobos 1995). Denne
bearbeidelsen av RNA tradene, som danner proteinene, er illustrert i figur 3. Funksjonen til
disse proteinene er kjent med unntatt av det ikke strukturelle argenin-rike proteinet VP5
(Heppell, Tarrab et al. 1995). VP1 er et RNA-avhengig RNA polymerase som replikerer
genomet til viruset. VP2 og VP3 er strukturelle proteiner som bygger opp det ytre og det indre
av kapsidet. Det siste proteinet, VP4, fungerer som en protease under RNA bearbeidelse

(Dobos 1995). Lokaliteten til proteinene i kapsidet er vist i figur 4.
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Figur 3: Genomet til IPN viruset
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Figur 3 viser genomet til IPN viruset. Genomet bestar av segment A og segment B som koder for fem ulike
proteiner. Segment A blir transkribert til mMRNA som koder for fire protein (VP2, VP3, VP4 og VP5).
Dette segmentet har to overlappende leserammer som koder for proteinet VP5 og et polyprotein (Heppell,
Tarrab et al. 1995). Polyproteinet blir klgyvet av proteinet VP4 som er en virale protease (Duncan, Nagy
et al. 1987). Dette danner proteinene preVP2, VP4 og VP3, og deretter blir preVP2 bearbeidet av vertens
protease til VP2. Segment B koder kun for en mRNA sekvens som blir translert til et RNA-avhengig RNA

polymerase (VP1) (Duncan, Mason et al. 1991). Figuren er hentet fra boken ”Fiskehelse og

fiskesykdommer” (Bergh and Poppe 1999).

Figur 4: Kapsidet til IPN viruset
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Figuren viser oppbyggningen av skallet til IPN viruset og hvor hvert enkelt protein er lokalisert.
VP1 finnes i kapsidet, bade som fri form og bundet form(VPg), til dSsSRNA A og dsRNA B. VP2
dekker den ytre siden av skallet til IPN viruset. Den indre strukturen til kapsidet er bygget opp av
en ”ribonucleoprotein” kjernestruktur, som kan bestd av VP3 bundet til dsRNA (Hjalmarsson,
Carlemalm et al. 1999). Figuren er hentet fra boken Fiskehelse og fiskesykdommer” (Bergh and

Poppe 1999).
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Viruset er kjent for & ramme et mangfold av arter, bade i saltvann og i ferskvann. IPNV har
minst 32 ulike verter, blant annet bekkergye, torsk, regnbuegrret, kveite og laks (Bergh and
Poppe 1999). | Norge er det hovedsaklig laks i fiskeoppdrett som er den meste kjente verten
(Veterinzrinstituttet 2013 s.13). Det har blitt gjort mye forskning pa dette omradet, men
fremdeles vet man ikke hvordan viruset infiserer verten. IPNV infeksjon forarsaker alt fra 0 til
100% mortalitet hos laks i oppdrettsanlegg (Bergh and Poppe 1999 s. 190). Infeksjonen skjer
spesielt i yngelfasen i ferskvann, og i post-smoltfasen i saltvann. Individer som overlever
infeksjonen blir en smittebaerer som varer livet ut. Viruset blir skilt ut i vannet og kan
overleve en lengre periode (Veteringrinstituttet 2012 s.13). Symptomene for en infisert fisk
er; sideveis svamming, markere farge, utstaende gyner og utspilt buk. Infeksjonen forarsaker
ogsa indre symptomer, som indre blgdninger i buken, blodfattige indre organer og en tom
tarm. Arsaken er at IPN viruset angriper acinarcellene og fettvev i den eksokrine delen av
bukspyttkjertelen, som forarsaker fokale nekrose (Bergh and Poppe 1999, Sandtrg 2011).

1.5 Avl av IPN resistente laks basert pa familie seleksjon

Fra 2001 har Aqua Gen, i sitt avisprogram pa laks, selektert for familier som er resistente mot
IPN (familie seleksjon). Denne klassiske seleksjonsprosessen har blitt basert pa en smittetest
for & plukke ut de dyra som er mest resistente mot IPN. Under testen blir flere sgskengrupper
utsatt for smitte fra viruset. Deretter registrerer man dedeligheten i de ulike sgskengruppene
og individer fra familiene med hgyest overlevelse blir valgt som stamfisker for neste
generasjon. Individer som har veert i kontakt med IPN viruset kan ikke brukes som foreldre
for neste generasjon. Med andre ord blir det et tilfeldig valg mellom ikke-testede individer fra
samme familien. Denne typen seleksjon har vist seg a vaere effektiv (Storset, Strand et al.
2007), men man gar glipp av muligheten til & velge ut de beste fiskene fra de beste familiene.
Dette er ikke optimalt, fordi halvparten av den genetiske variasjonen er & finne mellom

fullsgsken. Man ser derfor etter nye muligheter for a selektere for IPN resistens i laks.
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1.6 Markarassistert seleksjon (MAS) for gkt IPN-resistens

En Quantitative Trait Locus (QTL) er et omrade pa genomet hvor det ligger en eller flere
gener som virker inn pa en egenskap. Den omtrentlige plasseringen til en QTL i genomet kan
bestemmes ved hjelp av sakalt QTL-kartlegging. En identifisert QTL kan videre brukes i avl
til & velge ut den beste stamfisken, ved hjelp av sakalt markar-assistert seleksjon (MAS).
MAS er en metode som kan brukes til & selektere avilsdyr med de gnskede egenskapene, for a
benytte disse som foreldre til neste generasjon. Metoden benytter DNA-markgrer som gjar
den ogsa gyldig i de tilfeller man ikke har direkte mulighet til & male egenskapen man
selekterer for. Ved bruk av metoden er man altsa i stand til & teste individuelle fisker for den
resistente genotypen, uten at fisken kommer i kontakt med viruset. Fisken kan derfor brukes
videre som stamfisk til neste generasjon. Metoden sgrger altsa for at hele det genetiske
potensialet blir fult utnyttet.

Aqua Gen, CIGENE og Nofima har siden 2005 jobbet med identifisering av QTL for resistens
mot IPN i laks, med formal & bruke QTL i MAS for gkt IPN-resistens. Deler av disse
arbeidene ble publisert i 2009 der man blant annet beskriver DNA markgrer koblet til en QTL
for IPN resistens. Denne QTLen forklarte 29% og 83% av de fenotypiske og genetiske
variasjonene, og lokalisjonen ble identifisert til en 4 cM region pa kromosom 26 (Moen,
Baranski et al. 2009). Liknende resultater er ogsa funnet i Skottland (Houston, Haley et al.
2008). Begge forskingsgruppene har konkludert med at markarer koblet til QTLen sammen

med markarene, kan benyttes i MAS til & forbedre egenskapen.

Moen (2009) brukte i sitt opprinnelige ”genom-scan” rundt 150 mikrosatelitter spredt utover
genomet. Senere la de til enda flere mikrosatelitter i omradet rundt QTLen, for a plassere
QTLen med starre ngyaktighet (Moen, Baranski et al. 2009). Videre fant de ut at dersom man
lager en haplotype av tre mikrosatelitt-markgrene i QTL-omradet, vil allelene til denne
haplotypen veere sterkt korrelerte med graden av IPN-resistens, pa tvers av familier. Dette var
utgangspunktet for en DNA-test som Aqua Gen har anvendt til & bestemme genotypen til
IPN-QTLen i dyr fra sin populasjon. Testen kategoriserer dyra som qq, Qq eller QQ, avhengig

av om de har 0,1 eller 2 kopier av allelet som gir hgy resistens (Moen, upublisert).

| 2009 begynte Aqua Gen a bruke denne DNA-testen til & produsere lakserogn med gkt
resistens mot IPN. Siden den gang har andelen sakalte "QTL-rogn" vokst kraftig, og i dag
selger Aqua Gen nesten bare rogn som er selektert pa denne maten. Laboratorieforsgk og data

fra oppdrettsnaringen har vist at QTL-rogna gir fisk med sterkt forbedret resistens mot IPN
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(Aquagen 2012). | den norske fiskehelserapporten fra 2012 ble det rapportert 119 tilfeller av
IPN infeksjon i fisk i Norske oppdrett. 110 av disse tilfellene var infeksjon av laks, bade i
settefisk anlegg og i sjgfase anlegg. | tidligere ar har det blitt diagnostisert hagyere tilfeller av
IPN utbrudd, fra 174 tilfeller i 2002 til hele 223 tilfeller i 2009 (Veterinarinstituttet 2013 s.
7). Deler av nedgangen fra 2009 til 2011 skyldes trolig benyttelsen av MAS i avl av laks.

1.7 ldentifikasjon av enkel nukleotid polymorfisme (SNP)
mellom ulike IPN-QTL genotyper

MAS er ofte begrenset til seleksjon innenfor de familiene hvor man kjenner koblingsfasen
mellom markgrene og den kausale DNA-variasjonen. En kausativ DNA-variasjon, eller SNP i
veldig sterk LD med denne, vil kunne brukes i seleksjon pa tvers av familier. P4 denne maten
har man en bedre metode til & selektere for IPN-resistens. | tillegg er det interessant &
identifisere genet som blir pavirket av denne DNA-variasjonen for & fa en forstaelse av den
biologiske prosessen bak. For a identifisere variasjonen mellom de to genotypene, ble 22 QQ
0g 23 qq dyr sekvensert med ny sekvenseringsteknologi (Illumina PE (Bentley,
Balasubramanian et al. 2008)). Resultatet var sekvensmengde to ganger hele genomet per dyr,
som ble sammenlignet med en referansesekvens. Variasjoner mellom QQ og qq gjorde det
mulig & identifisere flere enkeltbasemutasjoner (single nucleotide polymorphisms = SNPs),
som for det meste (men ikke alltid) nedarves sammen med QTLen. Det vil si at disse SNPene
kan brukes til & beregne genotypen til QTLen, og den antatte genotypen er vanligvis, men
altsa ikke alltid rett. Disse SNPene ligger innenfor et omrade pa omtrent 30 000 basepar pa
kromosom 26. Aqua Gen bruker na disse SNPene i sin DNA-test for IPN- resistens, men for &
gke ngyaktigheten bruker man en haplotype av to SNPer framfor en enkelt SNP (Thomas

Moen, upublisert).

Ingen av de identifiserte SNPene gir en endring i et protein, og ingen av dem har en apenbar
funksjonell betydning, og som nevnt nedarves ingen av dem etter helt samme mgnster som
QTLen. Allikevel er de en viktig ledetrad i sgket etter den kausale mutasjonen, fordi de peker
mot et lite omrade pa genomet. Dette omradet inneholder to gener, Epitelial(E)-cadherin og
FAMO96b. Det har forelgpig ikke lykkes forskerne i Aqua Gen og CIGENE a finne
polymorfismer innenfor dette omrade som er enda sterkere korrelert med QTLen (Thomas

Moen, upublisert).
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1.8 E-cadherin

E-cadherin er en del av en stor superfamilie, kalt cadherin, med over 350 medlemmer
(Hulpiau and van Roy 2009). Den bestar av glycoproteiner, som fungerer som celleoverflate
reseptorer. Her bidrar de farst og fremst i kalsium-avhengig celle-celle gjenkjennelser
(Takeichi 1988) og til & binde cellene sammen. Dette pavirker hvordan cellene beveger seg og
kommuniserer med hverandre. | tillegg kan de ha innvirkning pa hvordan cellen gjennomgar
morfogenetiske endringer (Gumbiner 2005, Brasch, Harrison et al. 2012, Saito, Tucker et al.
2012).

Superfamilien er delt inn i flere undergrupper. Noen av disse gruppene er klassiske cadherin,
desmosomal cadherin og protocadherin. Denne inndelingen er basert pa sekvenslikheter,
domene arrangering og antall ekstracelluleer cadherin (EC) domene. EC domene kan variere i
antall domener og struktur. Klassisk Cadherin i vertebrater har fem EC domener og en enkel
cytoplasmisk domene. Denne er naermere beskrevet i figur 5. Klassisk Cadherin er delt inn i
gruppene Type 1 og Type 2 (Brasch, Harrison et al. 2012). Type 1 bestar blant annet av E-
cadherin, N-cadherin og P-cadherin (Saito, Tucker et al. 2012).
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Figur 5: Klassisk Cadherin
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Figuren viser strukturen til klassisk cadherin. Cadherin bestar av tre hoveddeler; Ectodomene,
transmembran domene og cytoplasmisk domene. | N-terminalen er ectodomenet som bestar av
fem EC-domener, som blir bundet av Ca2+ (grenne prikker). Disse stabiliserer EC-domenet, som
far en vinkel pa 90 grader. Noe av strukturen er ukjent, dette er vist som en prikkete linje. Det
konserverte cytoplasmiske domenet binder til p120 og beta-catenin. For & bli linket til cytoskjellet
bindes Beta-catenin til alfa-catenin. Figuren er hentet fra: (Brasch, Harrison et al. 2012).

E-cadherin regner for & veere et av de mest kjente proteinene i gruppen cadherin (Alberts B
2002). Det er et transemembran glycoprotein. Den er blant annet uttrykt i epitelcellevev, som
danner og opprettholder strukturen av vevet. Dette skjer ved at det blir dannet en stor klynge
av E-cadherin pa celleoverflaten. Her vil E-cadherin danne en binding til nabo reseptoren pa
samme celle samtidig som den binder til en reseptor pa motsatt celle. Dette styrker de

intracellulere bindingene mellom cellene (Ozaki, Obata et al. 2010).
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Forskning i menneske og andre vertebrater har gitt oss mye informasjon om E-cadherin,
deriblant hvordan dens struktur er bygget opp. Far E-cadherin er et aktivt protein har den en
aminosyresekvens rundt 850 aminosyrer (Figur 6). For & danne et aktivt protein blir et
domene pa rundt 129 aa pa aminoenden klgyvet av (Ozawa and Kemler 1990). Proteinet er pa
rundt 700 aminosyrer og bestar av et ekstracellulert domene, transmembran domene og et
cytoplasmisk domene. Det cytoplasmiske domenet er veldig konservert og har en lengde pa
rundt 150 aminosyrer pa den carboxy” terminalen (Nagafuchi and Takeichi 1988). Det
ekstracelluleere domenet har fem EC-domener pa 110 aminosyrer hver, disse finnes pa
aminoenden av sekvensen. EC-domenet blir stabilisert ved binding av CA?* til linkene
mellom EC-domenene (Brasch, Harrison et al. 2012).

Figur 6: E-Cadherin
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Figuren viser strukturen til E-cadherin. SIG=signal peptid. PRE= ende som blir klgyvet av. EC=
Det ekstracelluleere domenet med fem EC-domener. TM=transmembran domenet. CP= Det

cytoplasmiske domenet. Figuren er hentet fra (Berx, Cleton-Jansen et al. 1995).

I mennesket er tap av funksjon mutasjon i dette genet korrelert med ulike typer kreft. Det
skjer ofte mutasjoner i exon 7, 8 og 9 som tilsvarer domenene EC2 og EC3 (Endo, Ashida et
al. 2001). Det er ogsa kjent at mutasjoner i konsensus splise setet kan skape ulike typer
MRNA som kan skape sykdommer (Li, Gao et al. 2013). Ved infeksjoner i pattedyr er E-
cadherin kjent for & bli brukt av patogener. Bakterier bruker domenet pa den ekstracellulare
siden til & feste seg til celleoverflaten, og deretter starter en “endocytosis” prosess for a

komme inn i cellen (Mengaud, Ohayon et al. 1996, Pizarro-Cerda, Kuhbacher et al. 2012).

I genomet til laks eksisterer det to kopier av E-cadherin med full lengde. Disse er lokalisert til
kromosom 11 og kromosom 26. Begge genene bestar av 16 exoner og er stgrre en 3500

nukleotider (Figur 7). Kromosom 11 og 26 inneholder "homeologe” kromosomomrader som
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oppstod fra samme kromosom etter den siste dupliseringen av laksegenomet. Det er fortsatt
ukjent om begge genene er uttrykt i levra til laks, men det er kjent at proteinet er uttrykt i
epiteliavev til mange andre arter, som menneske og zebrafisk. Hypotesen er at reseptoren E-
cadherin pa kromosom 26 blir brukt av IPN viruset i infeksjonsprosessen av laks. Variasjonen
i sekvensen i genotype QQ kan forarsake en endring i reseptoren som gjer at IPN viruset ikke
kan bruke den. Som en konsekvens kan ikke viruset komme seg inn i cellene for a fa replikert
genomet.

Figur 7: Genet E-cadherin pa kromosom 26 og dens mMRNA sekvens
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Figuren viser en oversikt over de 16 ulike exon i genet E-cadherin pa kromosom 26 som er”alignet”
mot genomsekvensen til laks. | tillegg er det en oversikt over mRNA sekvensen med exon spleiset
sammen. Dette er en oversikt tatt fra programmet UGENE.

1.9 Mulige kilder til variasjon

Dersom E-cadherin er det genet som forarsaker forskjellen mellom de to allelene Q og q i
QTLen, er det mulig at dette skjer ved at det finnes to varianter av genet med ulike
aminosyresekvenser. | sa fall finnes det en eller flere polymorfismer (for eksempel SNPer) i
genet som gir endringen av aminosyresekvensen. Men det kan ogsa finnes polymorfismer som
gir andre typer endringer i genet. For eksempel kan det dannes alternative mRNA ved bruk av
alternative promotorer, alternativ spleising og/eller polyadenylering. Alternative prosesser kan
oppsta ved dannelsen av en mutasjon i et sensitivt omrade som vil gi et anerledes sluttresultat.
Dette kan pavirke strukturen og funksjonen til proteinet. Ved transkripsjon av DNA kan det

benyttes alternative promotorer som kan ligge utenfor eller i det tidligere transkriberte

20



omradet. Dette vil gi et mMRNA produkt med ulik lengde som ogsa vil inneholde ulike exoner.
Alternativ polyadenylering er en annen bearbeidelses prosess som gir ulike ender pa mRNAet.
Nar transkripsjonen er ferdig vil mRNAet bli kuttet ved polyadenyleringssetet og deretter fa
festet pa en poly(A) hale. Et mRNA produkt kan inneholde flere slike seter, som kan gi
variasjon i 3’ ende av mRNAet. I noen sjeldne tilfeller kan ogsa setet veere i exon omradet,
noe som vil pavirke det endelige protein produktet. Den siste av de tre nevnte kildene for
variasjon i mMRNA er alternativ spleising. Ved normal spleising blir alle intron mellom exon
fjernet og alle exon blir spleiset sammen i samme rekkefglge. Denne prosessen blir
gjennomfart av spleisosomet som er et stort RNA-protein-kompleks. Alternativ spleising er
en prosess som forarsaker ulike protein isoformer fra et enkelt gen. Dette ble oppdaget
pal1980-tallet, og ga en forklaring til hvorfor man fant flere proteiner i proteomen enn
eksisterende gen i genomet. Nar et gen bestar av flere exon kan et eller flere exon bli eliminert
fra det endelige produktet (Lodish 2008). I tillegg kan en mutasjon i konsensus spleisesete
forarsake exon delesjon i mMRNA fordi dette punktet pa sekvensen er veldig sensitiv til
endringer (Li, Gao et al. 2013). Ved a undersgke mRNA sekvensen til E-cadherin kan en

bekrefte om det eksisterer variasjoner mellom de ulike genotypene.

1.10 Mal for oppgaven

- Undersgke om E-cadherin pa kromosom 11 og kromosom 26 er uttrykt i leveren til
laks.

- Finne sekvensene til "messenger” RNA (mRNA) av begge versjonene av E-cadherin.

- Bruke disse sekvensene til & undersgke om det eksisterer variasjon som SNP, exon
insersjoner og delesjoner og spleisevarianter mellom genotypene QQ, Qg og qgq til E-
cadherin pa Kromosom 26.

- Male ekspresjonsnivaet av E-cadherin (qQPCR) pa kromosom 11 og kromosom 26 ved

prever tatt fra
O individ med genotype QQ og genotype qq

O IPN smittet og ikke-smittede individer
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2. MATRIAL OG METODER

For & analysere mRNA sekvensen og ekspresjonsnivaet til genet E-cadherin pa kromosom 26
og dens paraloge gen pa kromosom 11 ble det i denne oppgaven brukt disse metodene;
polymerase kjedereaksjon(PCR), sekvensering og Realt-time PCR (qPCR). Her ble det
benyttet individer som hadde ulik genotype for QTLen for IPN-resistens. | farste del blir det
gjennomgatt ulike forberedelser for de laboratoriske metodene. | den andre delen blir disse
laboratoriske metodene beskrevet og det blir forklart hvordan hver metode bidrar til & besvare
malene for oppgaven.

2.1 Dannelse av en referansesekvens av cDNA til E-cadherin
0g dens paraloge gen.

En referansesekvens kan brukes som grunnlag nar en designer primere og skal analysere et
eventuelt resultat. Derfor var det viktig a lage en referansesekvens som dekker hele genet. En
slik cDNA sekvens var ikke tilgjengelig for E-cadherin i laks. Dersom primere blir basert pa
en darlig referansesekvens kan dette lede til at primerne ikke binder til cDNA produktet, selv
om det er tilstede i genomet. | tillegg vil dette gjare det vanskeligere a analysere resultatet.
For a danne en referansesekvens med god kvalitet ble det brukt ulike dataprogrammer. Denne
prosessen blir beskrevet under, samtidig som det blir forklar hvorfor man bruker akkurat disse

programmene.

Sekvens material
Dannelsen av en referansesekvens ble basert pa flere cDNA sekvenser og en genomsekvens.

Genomsekvensen ble utviklet av CIGENE (upublisert), mens cDNA sekvensene ble dannet i
et upublisert arbeid ledet av Ben Koop. | dette arbeidet ble det benyttet ca. 500 000 EST som
er tilgjengelig i databasen Genbank. EST sekvensene ble slatt sammen for & danne flere contig
av cDNA sekvenser fra laks. Et contig er et sett av overlappende DNA sekvenser som
overlapper pa et bestemt omrade pa nukletidsekvensen. Noen av contig bestod blant annet av
cDNA sekvenser for E-cadherin og dens paralog. Hver contig dannet en konsensussekvens
som kunne inneholde alt fra en liten del av et exon til mange exoner. Enkelte av delene i de

ulike konsensussekvensene kunne i tillegg overlappe hverandre. | denne oppgaven ble det
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benyttet konsensussekvenser basert pa contig 34030 for cDNA sekvensen til E-cadherin pa
kromosom 26. For paralogen pa kromosom 11 ble det benyttet to konsensussekvenser basert
pa contig 20606 og contig 6256. Dannelsen av disse referansesekvensene blir beskrevet

under.

est2genom
Ved dannelse av en referansesekvens var det viktig & definere exon-intron overganger

grensene. Primerepar som skulle binde til cDNA sekvensen til E-cadherin, under metodene
PCR og sekvensering, kunne ikke binde i overgangen mellom exonene. | metoden qPCR var
det derimot viktig at primerparet festet seg i overgangen mellom exonene. Det var derfor
ngdvendig a finne ut ngyaktig hvor overgangene mellom exonene i cDNA-sekvensen var.
Programmet est2genom ble brukt til & definere exon-intron overgangene i genomsekvensen.
Dette programmet er et gen prediksjonsprogram som er basert pa sekvens homologi mellom
en cDNA-sekvens og en ikke spleiset genom sekvens. Programmet bruker en modifisert
”Smith-Waterman” algoritme for & detektere like omrader mellom sekvensene (Mott 1997).
est2genom "aligner” cDNA-sekvenser fra laks opp mot en genomsekvens. cDNA-sekvensene
som passet til genomsekvensen var farst blitt plukket ut fra et starre sett med cDNA-
sekvenser, ved hjelp av BLAST. Denne alignment” var basert pa “default” verdier.
Resultatet ble en oversikt over alle exon for genet E-cadherin og dens paraloge gen i
genomsekvensen. Oversikten ble tilslutt benyttet til & finne overgangene mellom exonene i

MmRNA-sekvensen.

UGENE
For a visualisere resultatet framstilt i est2genom, ble multiplattform programmet UGENE

benyttet. UGENE er et program som forenkler arbeidet for forskere gjennom a samle diverse
programmer innenfor bioinformatikk for bearbeiding, analyse og visualisering av
informasjon. Programmet gjar det mulig & visualisere annoterte genomsekvenser, multiple
sekvens “alignments” og diverse andre biologiske objekter (Okonechnikov, Golosova et al.
2012). UGENE er derfor et godt egnet verktay for a visualisere aligment” mellom genom-
sekvensen og cDNA sekvensene. Ved a kopiere cDNA sekvensen for hvert exon og sgke etter
exonet i de ulike konsensussekvensene, er man i stand til & definere overgangen mellom

exonene. Ved a sgke etter exonene ble det ogsa mulig a finne konsensussekvenser som
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inneholdt alle exonene. Det ble funnet en konsensussekvens for genet E-cadherin pa
kromosom 26 som inneholdt alle exonene som er basert pa contig 34030. Derimot ble det ikke
funnet en konsensussekvens som representerte hele cDNA-sekvensen til det paraloge genet pa
kromosom 11. | dette tilfellet ble det benyttet konsensussekvensen til contig 20606 og contig
6256, som representerte begynnelsen og slutten pa cDNA sekvensen. | tillegg ble det benyttet
deler av genomsekvensen for a fylle ut et omrade pa rundt 600 nuklotider som manglet i

referansesekvensen.

ExPasy Translate
Etter dannelsen av referansesekvensen (mMRNA) var det behov for & kontrollere at den var satt

sammen pa riktig mate. Dette kunne kontrolleres ved a translatere cDNA sekvensen til en
aminosyresekvens for a se om den inneholdt minst en lang apen leseramme (ORF). Et
program som gjar akkurat dette er ExPasy Translate (Gasteiger, Gattiker et al. 2003).
Programmet oversetter cDNA sekvensen til alle seks leserammer som gjar det mulig a lete

etter en lang sekvens uten stopp kodon.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
En siste kontroll av referansesekvensen ble gjort for kontrollere likheten mellom sekvensen

og andre cDNA sekvenser av E-cadherin i ’nucleotide collection” (nr/nt) databasen. | denne
prosessen ble det benyttet programmet ”Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST). Dette
programmet er et lokalt ”alignment” program som sammenligner nukleotid og aminosyre
sekvenser opp mot en sekvensdatabase eller egne sekvenser. Sgket er basert pa en algoritme
som gér hurtigere enn andre “alignment” programmer, samtidig som den opprettholder
sensitiviteten i sgket. (Ferst lager den en oversikt med ordet som bestar av alle mulige
sekvensmgnster pa 11 nukleotider. Nar den har funnet sekvenser med stor signifikans, vil den
starte “alignment” prosessen pa begge sider av sekvensen (Altschul, Gish et al. 1990, Mount
2007)).
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2.2 Primerdesign:

Referansesekvensen ble videre brukt som grunnlag for design av primere som skulle binde til
mRNA for E-cadherin pa kromosom 26 eller dens paralog pa kromosom 11. | farste del av
dette kapittelet beskrives prosessen rundt dannelsen av primerparene i programmet Primer3.
Det var behov for to ulike typer primere som skulle fungere i ulike metoder. Den ene primer
typen skulle fungere under PCR og sekvensering, mens den andre primer typen skulle fungere
under gPCR. Under design av primerparene i laks er det i tillegg viktig & ta hensyn til
sekvenslikheten mellom de paraloge genene. Her er det viktig & velge primerpar som binder
til det ene av de to paralogene genene, men ikke til begge. Derfor ble det laget nye
programmer som gjer det lettere a ta hensyn til dette kriteriet. Disse programmene blir forklart
i siste del av dette kapittelet.

Primer3
For & kunne analysere resultatet fra PCR, sekvensering og qPCR trenger man et produkt med

hay konsentrasjon og god spesifisitet. For a produsere et bra produkt trenger man primere som
fungerer optimalt under reaksjonen. Det er derfor viktig & designe primere etter forholdene til
den spesifikke reaksjonen. Ved benyttelse av programmet Primer3 ved kommandolinjen kan
man spesifisere akkurat disse verdiene. Primer3 er et program som designer og analyserer
primere basert pa “default” - og egenspesifiserte verdier. Disse egenspesifiserte verdiene
kunne man bestemme far programmet ble kjert (Untergasser, Cutcutache et al. 2012).
Verdiene kan inkludere bindingsomrade, primerlengde, produktlenge etc. De fleste verdier ble
Kjort i en ”default” modus, dvs standerverdier som er spesifisert i manualen til primer3. Her
har smeltetemperaturen(Tm) blitt basert pa “thermodynamic approach”

(http://primer3.wi.mit.edu/primer3web_help.htm). De egenspesifiserte verdiene varierte ut fra

hvilken metode de skulle benyttes i. Disse blir na beskrevet hver for seg som Primersett 1 og

Primersett 2.

Primersett 1 ble brukt i bade PCR og sekvensering for a finne eventuelle forskjeller mellom
de to genotypene QQ og qqg. Dette kunne blant annet veere variasjoner som alternativ
spleising. Bindingsomradet til primerne ble derfor spesifisert, slik at primerne ikke festet seg
ved eller i overgangene mellom exonene. I tillegg var primerlengden satt mellom 18 bp til 22

bp og produktlengde varierte mellom 500bp til 2000 bp.
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Primersett 2 var designet for a finne forskjell i konsentrasjonen mellom mRNA produktet fra
genotypene QQ og qq. | motsetning til Primersett 1 var det viktig at primerne festet seg til
overgangene mellom exonene. | gPCR med CyberGreen er det ikke mulig & kontrollere om
primerne har festet seq til flere produkter, som man kan gjegres ved PCR ved benyttelsen av
gel elektroforese. RNA pravene kan vere forurenset av genomisk DNA som kan pavirke
resultatet. For a veere sikker pa at ikke genomisk DNA ble registrert, matte primerne binde i
omradet i mMRNA som var forskjellig fra det genomiske DNA. Andre forhold som ble
spesifisert var primerlengde, som skulle vaere mellom 18bp og 22bp, og produktlengde som
kunne variere mellom 400bp til 500bp.

Sluttresultatet fra Primer3 for hvert primersett var flere lister pA 1000 mulige primerpar. Hver
liste representerte et bindingsomrade i cDA-sekvensen (til E-cadherin pa kromosom 26 eller
dens paralog pa kromosom 11) og hver cDNA-sekvens hadde flere bindingsomrader. For a
velge det best tilpassede primerparet innenfor hvert bindingsomrade matte man spesifisere

forskjeller mellom mRNA sekvensen til E-cadherin og dens paralog.

”Mismatch” program
Et viktig kriterium ved designet av primere er at den kun binder seg til ett bestemt cDNA

produkt. Den store likheten mellom de to paraloge E-cadherin genene kan fare til at
primerparet binder seg til begge gen under PCR. For & finne primerpar som bare bindes til
cDNA fra ett gen ble det brukt et Python-program av Thomas Moen (upublisert). Dette
programmet kjgres ved kommandolinjen og det bruker BLAST til & "aligne”
referansesekvensen til de to genene. Programmet lager en mismatch” fil som viser antall
“mismatcher” mellom de to genene for alle mulige primere med lengde mellom 17bp til 30bp
innenfor den overlappende sekvensen. Hver base i den overlappende sekvensen vil altsa
fungere som et startpunkt for primere og hver base har fjorten primere som varierer i lengde.

Denne listen kan kombineres med resultatet fra Primer3 for & velge ut de beste primerparene.

Sammenligning av ”mismach” fil og Primer3 fil
For a finne det mest optimale primerparet fra listen pa 1000 primerpar ble den kombinert med

“Mismatch” filen. For & kombinere disse listene ble det brukt et annet program. (Thomas

Moen. upublisert). Dette python baserte programmet kjgres ved kommandolinjen for &
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kombinere disse filene. Resultatet blir en liste med 1000 primerpar som ogsa viste antall

’mismatch” hver primer hadde. For a finne det mest optimale primerparet ma det tilfredsstille

et minimumskrav pa minst to ulike baser mellom primeren og den paraloge sekvensen. |
tillegg matte primerparet ha en lav samlet ”penalty” verdi. Dette er en verdi som
oppsummerer hvor bra primersettet er, tatt i betraktning til viktige parametere, deriblant
smeltetemperaturen. GC-prosenten beskriver sannsynligheten for at et primermoleky! skal
“anneales” til et annet osv. Den endelige listen over primerpar finnes i tabell 2 0og 3 i
appendiks, og viser antall "mismatch” og den samlede ”penalty” verdien. Figur 8 viser det

hvor primerparene binder pa E-cadherin og dens paraloge gen.
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Figur 8: Primerpar i Primersett 1
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Primerpar 5:
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E-cadherin p3 kromosom 11:
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Primerpar 20:
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Figuren viser primerpar i Primersett 1. Hver enkel primer er vist med en grgnn pil og omradet som den
binder til er beskrevet i basepar (bp). Omradet som danner PCR produktet er vist i bl&, som ogsa
beskriver hvilke exon som er del av dette produktet. Hele lengden av exonet er vist i den bla delen
(Beskrevet i basepar). Fragmentlengden tilsvarer lengden pa PCR produktet.
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2.3 Laboratoriemetoder

| dette avsnittet gis en oversikt over bioteknologiske metoder som er brukt i laboratoriet i
dette eksperimentet. | farste del beskrives hele prosessen fra nedbryting av vev til dannelse av
cDNA. cDNA blir videre brukt i kvalitative metoder for & avgjere hvorvidt E-cadherin og
dens paraloge gen er uttrykt i leveren til laks og hvorvidt det finnes sekvensvariasjon mellom
de dyr som har de to ulike homozygote genotypene for QTLen for IPN-resistens. | siste del
blir det beskrevet et mindre kvantitativt eksperiment basert pa cDNA prgvene. Dette kan vise
om genet E-cadherin og dens paraloge gen er hgyere eller lavere uttrykt i individer med
genotype QQ i forhold til individer med genotype qq. Effekten av IPN smitte ble ogsa
undersgkt, herunder om smitten forandrer ekspresjonsnivaet av E-cadherin og dens paraloge

gen.

Forberedelse til PCR, sekvensering og gPCR

Dyremateriale

Eksperimentet ble basert pa praver tatt fra leveren hos laks i enten voksen eller yngel fase.
Fiskene ble delt opp i grupper basert pa deres genotype (QQ, Qg og qq). Yngelen kom fra
Aqua Gen sin stamme. Denne stammen er en oppdrettspopulasjon med opphav i fisk samlet
fra 41 elever i Norge tidlig pa 1970-tallet. Yngelen har gjennomgatt et smitteforsgk hos
Havbruksstasjonen i Tromsg i 2010. Smitteforsgket begynte med en startforing, seks dager far
fisken ble utsatt for IPN gjennom metoden Badsmitte. Det ble samplet prover fra
smitteforsgket bade far og etter smitte med IPN-viruset. Det ble ogsa brukt praver fra laks i
voksen fase for & dekke ulike faser i syklusen. Disse voksne individene ble hentet fra en
slaktetest hos Aqua Gen. Slaktetesten ble gjennomfgrt nar laksen var tilnaermet 4 kg, som er
normal standardvekt for slakting. Laksen som ble brukt i denne oppgaven hadde alle fatt
bestemt en genotype for QTLen for IPN-resistens. Denne genotypen hadde laksen fatt ved
hjelp av DNA-testen som Aqua Gen bruker nar de selekterer fisk for gkt IPN-resistens. Testen
bruker SNPer lokalisert i nerheten av E-cadherin genet, i tillegg til andre SNPer. Denne

testen bestemmer genotypen til QTLen med stor sikkerhet, men 100 % sikker er den ikke.
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RNA ekstrahering
Pravene tatt fra leveren til laksen ble brukt til & danne hgy kvalitets RNA prgver som kunne

brukes i PCR og qPCR. For a rense RNA fra 10mg vevspravene ble det benyttet RNeasy Mini
Kit (Qiagen,Hilden, Tyskland). Denne prosessen ble fulgt i henhold til RNeasy Mini
Handbook (Qiagen 2006) for rensing av total RNA dyre vev side 39. Prosessen bestar av tre
hoveddeler. Farst lysering og homogenisering, deretter fjerning av genomisk DNA og tilslutt
rensing. Vevet ble lysert og homogenisert i en Tissuelyser utfra protokollen pa side 16 i
TissueLyser Handbook (Qiagen 2010). Her ble vevet lagt i en 350 ul guanidine-thiocyanate
(RLT) lgsning i en 2 ml microsentrifuge tube. Tuben inneholdt en liten metallkule som
kolliderte med vevet under ristingen for & lgse opp vevet. Her ble cellemembranen til cellen
knust, og RNA og andre biologiske molekyler ble frigjort. Store proteiner og karbohydrater
ble kuttet opp i biter som dannet en homogenisert vaeske. Dette er en viktig prosess fordi den
bidrar til & fijerne RNase som kan skade det frie RNA i lgsningen. Supernatanten fra RNA
prgven ble deretter blandet med 50% ethanol som hjalp RNA i bindingen til en silica-basert
membran filter i ’spin column”. Etter at RNA hadde festet seqg til denne membranen ble
DNase, fra DNaseFree DNase “’kit” (Qiagen, Hilden, Tyskland), tilsatt for a fjerne alt
genomisk DNA. Det er ngdvendig a fierne genomisk DNA fordi det kan medfare
kontaminering og et falskt resultat under PCR, gPCR og sekvensering. Denne prosessen
falger protokoll pa side 69 i appendiks D i RNeasy Mini Handbook (Qiagen 2006). Under det
siste steget, vasking, blir alle andre partikler enn RNA skylt bort. Etter tre vaskesteg ble RNA
fortynnet i 50 ul RNase fritt vann. Denne fortynnede RNA prgven ble malt med Nanodrop, for

a kontrollere at RNA ekstraheringer hadde fungert.

Revers Transkripsjon av RNA
RNA pragvene ble videre brukt til & danne cDNA som videre kan brukes i metoder som PCR

0g qPCR. Teknikken som ble brukt kalles Revers transkripsjon, og det ble benyttet
QuantiTect® Revers Transkripsjons Kit (Qiagen,Hilden, Tyskland). Metoden ble fulgt i
henhold til protokoll pa side 12 i Quantitect Revers Transcription Handbook (Qiagen 2005).
Denne reaksjonen er avhengig av et enzym, kalt Revers Transkriptase, som fester seg til et
RNA templat og danner flere kopier av cDNA. Revers transkriptase er et multifunksjonelt
enzym som til vanlig dannes i retrovirus, men som na er mulig a produsere i Escherichia coli
(E.coli). I dette kit” brukes en optimalisert blanding av ’rekombinante heterodimeric” enzym

uttrykt i E.Coli, kalt Omniscript Revers Transcriptase og Sensiscript Revers Transcriptase.
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Den farste delen av protokollen bestar av en elimineringsprosess av genomisk DNA som
innebar at 0.5 ul av RNA templatet ble renset. Revers transkripsjon reaksjonen (Figur 9)
starter med at forskjellige primere og oligo-dT binder seg til RNA molekylet. Ved binding i
ulike omrader, sikrer denne blandingen av primere og oligo-dT, at Revers transkriptase kan
binde seg til ulike omrader i RNA molekylet. Binding til RNA molekylet gjer at enzymet kan
bruke sin RNA-avhengige DNA polymerase funksjon til a transkribere en komplementeer
cDNA-sekvens. Det blir da dannet et RNA:DNA hybrid som polymerasen bruker sin hybrid-
avhengige exoribonuklease (RNase H) aktivitet pa. RNA i komplekset blir da brytt ned og
danner tilslutt et enkeltrad cDNA. Sluttproduktet ble en 20 ul cDNA prgve som ble fortynnet
1:1 med destillert H,O. Disse cDNA prgvene ble videre benyttet i kvalitative og kvantitative

metoder.

Figur 9: Qiagen Revers Transkripsjon

mRMNA ARAAAA
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|
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Figuren viser Qiagen Revers Transkripsjon. Fgrst vil oligo(dT) pog rimerene anneale til RNA
sekvensen, som vil etterfglges av at RNA-avhengig DNA polymerasen binder seg til RNA. Den vil
danne et RNA:DNA hybrid, som vil bli brutt opp av RNase H aktivitet av DNA polymersen som
degraderer RNA. Sluttproduktet blir et enkeltrddet cDNA. Figuren er tatt fra Quantitect Revers
Transcription Handbook (Qiagen 2005)

Kvalitative metoder
For & avgjere om genet E-cadherin pa kromosom 26 og dens paralog pa kromosom 11 er

uttrykt i leveren pa laks, ble det benyttet metodene PCR og sekvensering av PCR-produkt. |
dette kapittelet blir det i farste del beskrevet hvordan cDNA blir amplifisert under metoden

PCR ved bruk av Primersett 1. For a kontrollere at det ble dannet et produkt ved bruk av disse
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primerne ble det gjennomfart gel elektroforse. I neste steg beskrives prosessen far
sekvenseringen og selve sekvenseringen av produktet. Her blir det dannet flere sma sekvenser
som, i siste del av kapittelet, blir samlet og analysert ved bruk av ulike bioinformatikk
programmer. Konsensussekvensen ble benyttet til & vise om genet var aktivt og for finne

mulige variasjoner mellom de ulike genotypene.

- PCR
For & avgjere om genet E-cadherin og dens paralog er uttrykt i leveren hos laks ma man

bevise at det eksisterer mRNA fra disse genene. Dette kan gjores ved sekvensering av cDNA
prgver som er tatt fra dette vevet. Prgvene ma ha hgy konsentrasjon av den spesifikke cDNA
sekvensen for & oppna et godt resultat under sekvensering. Ved & benytte teknikken PCR kan
man fa dannet prgver med hgy konsentrasjon av den spesifikke cDNA. Metoden ble publisert
i en artikkel i Science (1985) skrevet av Kary B. Mullis (Saiki, Scharf et al. 1985). Dette er en
”in-vitro” teknikk som, ved bruk av spesialdesignede primere, bruker en varmestabil DNA
polymerase til & amplifisere en spesifikk DNA sekvens. PCR reaksjonen gjennomfares i tre
trinn, disse bestar av denaturering, hybridisering og polymerisering. De tre stegene ble
gjentatt 30 sykluser for & amplifisere opp store mengder av den utvalgte DNA sekvensen. For
mer detaljer rundt PCR se (Sjgberg 2006).Under dette eksperimentet ble det benyttet 31
cDNA prgver fra individer som representerte alle genotyper (QQ, Qq, qq). Framgangsmaten

er beskrevet i avsnitt VII i appendiks.

- Agarose gel elektroforese:
For & avgjere hvorvidt PCR reaksjonen fungerte optimalt og om det ble produsert et produkt

med hgy konsentrasjon og med riktig lengde, ble prgvene kjart i en gel elektroforese
(Protokoll er i appendiks, avsnitt VI11). Gel elektroforese brukes til & separere de negativt
ladde DNA molekylene basert pa starrelse, ved bruk av elektrisk strem. Under elektroforesen
ble det benyttet agarose som gel material. 1% agarose gel kan separere DNA fra 500 bp til
6000 bp. Med mindre DNA molekyler ma man gke til 2% agarose for & gke spesifisiteten
(Sjoberg 2006 s. 174-175). Denne metoden kan brukes til & gi antydninger om lengden pa
produktet og om hvor hgy konsentrasjonen er. Ved a sammenligne hvor langt cDNAet har
vandret pa gelen, med ”Mass DNA ladder” (N3237S, New England Biolabs, Ipswich,

England )(Appendiks avsnitt X11), kan man beregne lengden pa produktet. Dersom man har et
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tydelig band, er det en indikasjon pa at PCR reaksjonen mest sannsynlig har fungert og at man
har en bra konsentrasjon av produktet. | figur 10 er det vist et eksempel pa et typisk oppsett
ved gel elektroforese. Under disse PCR forholdene fungerte ikke alle primerpar (1,7,8,9,
12,13 og 20) ettersom de ga svake eller ingen band. Se for eksempel Primerparl2 og
Primerpar 13 i Figur 10. Primerparene ble derfor optimalisert ved a endre pa ulike forhold i
reaksjonen som ble benyttet i protokollen i avsnitt VI i appendiks.

Figur 10:Agarose gel med PCR produkt av Primersett 1
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Figuren viser resultatet av agarose gel med PCR produkt av primersett 1 for E-cadherin pa
kromosom 11. Her ser man at alle primerpar fungerer med unntak av primerpar 12, primerparl3 og
primerpar 20. Banen viser folgende prover:(1) ”Mass” ladder (2-8)Primerpar 12; (9-15) Primerpar
13; (16-22) Primerpar 14; (23-29) Primerpar 15; (30-36) Primerpar 16; (37-43) Primerpar 17; (44-50);
Primerpar 18 (51) Kontroll uten primerpar (52) ”Mass” ladder; (53-59) Primerpar 19; (60-66)
Primerpar 20; (67-73); Primerpar 21; (74-80) Primerpar 22, (81-87) Primerpar 22. Hvert primerpar
har sju bregnner med ulikt cDNA og kontroller: (A) cDNA 1 (B) cDNA 3; (C) cDNA5; (D) cDNA 7;
(E) cDNA 11; (F) Negativ kontroll uten cDNA; (J) Positiv kontroll (gamle PCR praver).

- Gradient PCR med endring i MGCI, konsentrasjonen
Under PCR er det ikke alltid slik at alle primerpar fungerer under samme forhold. Det er

mange forhold som kan varieres for & fa primerparene til a fungere optimalt og danne et
produkt med hgy konsentrasjon. De primerparene som ikke fungerte under normale forhold,
ble testet i en gradient PCR med varierende MgCl, konsentrasjon. Denne protokollen er
beskrevet i avsnitt VI i appendiks. Gradient PCR er en metode som optimaliserer ”annealing”
temperaturen for a sgrge for optimal primerbinding til templat. Det var ni forskjellige

temperaturer i ”annealing” fasen under PCR reaksjonen, disse varierte i temperatur fra 46.3
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grader Celsius til 59.7 grader Celsius. I tillegg ble MgCl, konsentrasjon endret, som pavirker
bindingsforholdet mellom polymerasen og dNTP. MgCl; funger som en kofaktor for
polymerasen ved a binde til ANTP. Ved a variere konsentrasjonen av MgCl; finner man det
optimale forholdet mellom disse reagensene. | bufferen som ble brukt under normale forhold
var det allerede tilsatt 1.5mM MgCl,, med en stock” konsentrasjon pa 15mM. | protokollen
fra Qiagen anbefales det & gke MgCl, gradvis til en endelig konsentrasjon rundt 5 mM i
prgven (Qiagen 2010 s. 32). (Den ble gkt til 4.5 i dette eksperimentet). I tillegg til & endre pa
disse forholdene, ble en ekstra reagent tilsatt i mastermiksen, Q-Solution. Denne reagensen
kan forbedre opplgsningen av tradene i en dsDNA kompleks. Ofte eksisterer det sekundeere
strukturer og hgy GC i cDNA templat som kan ha negativ pavirkning pa smelteoppfarselen av
cDNA. Q-Solution reduserer effekten av disse faktorene (Qiagen 2010). Ved a endre alle
disse forholdene ble det produsert produkt under PCR som ble bekreftet ved gel elektroforese.
De endelige PCR forholdene for disse primerparene er beskrevet i avsnitt XII i appendiks.

- DNA sekvensering
For a bekrefte at PCR produktene var cDNA fra E-cadherin og dens paraloge, matte produktet

renses og sekvenseres. | 1977 ble det publisert en metode for DNA sekvensering av Sanger
som var basert pa gel elektroforese (Sanger, Nicklen et al. 1977). | dag har man videreutviklet
Sanger metoden til en moderne automatisk sekvensering basert pa kapillaer elektroforese.
Sanger-kjede termineringsmetoden er basert pa bruk av DNA polymerase, fluorescerende
”dideoxsyribonucleotides” (ddNTP) og ’deoxyribonucleotider” (ANTP) i en
innmerkingsreaksjon (Figurll). De fire ulike fluorescerende ddNTP er i begrenset mengde,
noe som medfarer tilfeldig terminering av sekvensen ved binding. De ulike fluorescerende
ddNTP vil ha ulik farge, som gjar at vi kan identifisere ende nukleotid. Etter
innmerkingsreaksjonen ble prgven kjart i en kapiller elektroforese for a separere
fragmentene. Lengden pa produktet vil avgjgre rekkefglgen pa fragmentene som kommer ut
av kapillere kollonen. De minste fragmentene kommer farst, som tilsvarer den farste
nukleotid i sekvensen. Deretter bygger den sekvensen bortover (Sjgberg 2006 s. 187-189).
Protokollen som ble benyttet er beskrevet i avsnitt IX i appendiks. Det endelige produktet

etter sekvensering ble sa analysert med ulike bioinformatikk verktay.
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Figur 11: Innmerkingsreaksjon
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Figuren viser framgangsmaten i innmerkingsreaksjonen. Fgrst vil det skje en denaturering av

dobbeltradet DNA template. Deretter vil primeren »anneale” til en singelstrandet DNA sekvens.
Polymerasen vil danne sekvenser med ulik lengde pa grunn av ddNTP og dNTP. Bildet er hentet fra
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Life Technologies (Life-Technologies)

- Analyse av kvantitativ metode resultat
Under sekvenseringen dannes flere sekvenser fra samme cDNA. For & sette disse riktig

sammen og danne en fullstendig sekvens, ble det benyttet flere bioinformatikk programmer.
Ved & benytte programmene Blast og PolyPhrap ble den resulterende sekvensen analysert for

a identifisere eventuell variasjon.

- Phred
For & kunne samle sekvensen til en lang konsensussekvens er det ngdvendig a vite hvor sikker

hver base i alle sekvensene var. Basert pa basene som hadde best kvalitet kunne man danne
den sekvensen som var sikrest. For & bestemme kvalitetsverdien pa enkeltbasene ble
kommandolinjeprogrammet Phred benyttet. Programmet brukte cDNA sekvensens “trace” fil
som har blitt dannet under sekvensering. Phred gir enkeltbasene en kvalitetsverdi basert pa en
log-transformed error sannsynlighet, som danner filer som kan leses av Phrap(Ewing and
Green 1998, Ewing, Hillier et al. 1998).
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- Phrap
For a samle disse sekvensene til en sekvens basert pa den beste kvalitetsverdien, ble

programmet Phrap benyttet. Dette er et kommandolinje program som bruker Phred
kvalitetsscore for a samle sekvenser og danne en eller flere contig. Resultatet vil se ut som en
’mosaic” av sekvenser med bade darlig og god kvalitetsverdi alignet sammen (Green 1994).

- Consed
For & vurdere sammensetningen av sekvensene, kan man visualisere resultatet fra Phrap i

Consed (Gordon, Abajian et al. 1998). Pa denne maten er det mulig a redigere og kontrollere
kvaliteten pa filene. I tillegg ble det foreslatt en mulig konsensussekvens basert pa basene
med den beste kvaliteten. Denne sekvensen ble blastet opp mot nr/nt databasen, for & bekrefte
at sekvensen tilhgrte E-cadherin eller dens paraloge gen. Sekvensen ble ogsa blastet opp mot

referansensekvensen for a se etter mulige variasjoner i sekvensen, som alternativ spleising.

- PolyPhred
Mulige sekvens produkter fra Phrap ble benyttet i en analyse for a identifisere mulige SNPer i

hver genotype. Det ble benyttet et program kalt PolyPhred (Bhangale, Stephens et al. 20086,
Stephens, Sloan et al. 2006). Programmet bruker filene fra Phrap til & finne mulige variasjoner
mellom individene innenfor en genotype. Dette programmet tar hensyn til kvaliteten pa hver
base, og basert pa dette produserer den en liste over mulige SNPer. Det endelige resultatet ble
vist i programmet Consed for & kunne kontrollere resultatet manuelt. Her ble SNP mgnsteret
mellom genotype QQ og genotype qq sammenlignet for a finne mulige forskjeller og likheter.
Nuleotidesekvensen ble tilslutt translatert til en aminosyresekvens ved bruk av programmet
Expasy Translate. En apen leseramme med en mulig proteinsekvens ble observert for begge
genotype (QQ og qq). Disse aminosyresekvensene ble deretter sammenlignet ved bruk av
BLAST for & se etter eventuelle forskjeller mellom genotypene. I tillegg ble
aminosyresekvensen til E-cadherin sammenlignet ved bruk av ClustalW(Chenna, Sugawara et
al. 2003).
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Kvantitative metoder
For a se etter forskjell i uttrykkningen mellom genotypene (QQ,qq) ble det benyttet kvantative

metoder for & male konsentrasjonen til cDNA. Det ble benyttet bade dyr samplet far smitte og
dyr samplet etter smitte, fordi man gnsket a se om en eventuell forskjell mellom genotypene
var til stede bade far og etter smitte. Det ble brukt atte forskjellige dyr som hadde forskjellige
genotyper (qg, QQ). For & kunne sammenligne de ulike cDNA pravene var det viktig at de
hadde lik konsentrasjon. Dette fjerner muligheten for at en eventuell forskjell mellom QQ og
qq er et resultat av ulik startkonsentrasjon. Konsentrasjonen til RNA prgvene ble malt tre
ganger ved bruk av Qubit. Her ble det benyttet Quant-IT RNA Assay Kit (Life Technologies,
Carlsbad, California, USA) som ble utfart ngyaktig etter protokoll som var vedlagt. Det ble
brukt 1 ul av RNA i en 200 ul total blanding, som ble lest av Qubit maleren. Basert pa den
gjennomsnittlige verdien ble prevene fortynnet til den laveste konsentrasjonen (Appendiks,
avsnitt X). Disse prgvene ble videre benyttet i en kvantativ metode kalt Real-time
PCR(qPCR).

- gPCR
For a kunne male konsentrasjonen i de ulike genotypene og deretter sammenligne de, ble det

benyttet metoden qPCR. Under denne metoden blir en spesifikk cDNA sekvens amplifisert
samtidig som cDNA mengden blir kvantifisert. Teknikken er basert pa registrering av et
signal fra en fluorescens farge bundet til nukleinsyren. Dette signalet vil vaere proporsjonalt
med konsentrasjonen av PCR produktet i alle sykluser. Dette gjgr det mulig a gjennomfgre
sammenligningsanalyse mellom ulike individer av et spesifikt gen, uttrykt i et bestemt vev
(Invitrogen 2008 s. 4). Grunnen til at man kan sammenligne de ulike prevene, er fordi
resultatet fra hver primer blir normalisert ved bruk av en referanseprimer. Det ble benyttet to
referanseprimerpar som heter EF1AB Olsvik(Olsvik, Lie et al. 2005) og EF1IAB SMJ(Skjesol,
Skjaeveland et al. 2011) (Metabion, Martinsried, Tyskland). Benyttelsen av disse er naermere
forklart under metoden Delta Delta Ct. Farst ble amplifiseringseffektiviteten testet for

referanseprimerne og primerepar i Primersett 2.
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- Effektivitets test
Under forberedelse for gPCR reaksjonen ble amplifiserings effektivitet til primerparene

(Primersett 2) testet. | reaksjonen ble det benyttet SYBR Select Master Mix (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) og vedlagt protokoll fra Life technologie (Life-
technologies 2012). Dette er et viktig steg far en kjarer gPCR, fordi ulik effektivitet ved
amplifiseringen kan gi falskt resultat. Testen bestar av a kjgre vanlig gPCR med en
fortynningsrekke pa seks ulike konsentrasjoner av et cDNA med to replikater. Det ble
benyttet fortynningene 1:1, 1:5, 1:25, 1:125 og 1:625. Hver prgve i fortynningsrekken ble
fortynnet i 20 ul dH20, med unntak av startkonsentrasjonen. Det ble tatt 2 ul av de fortynnede
cDNA progvene i en 20 ul total mastermiks. Denne masermiksen inneholdt 0,5 av hver 10 uM
primer og det fluorescerende kjemikaliet SYBR® GreenER™, som binder RNA (og DNA).
Den endelige mastermiksen ble tatt i en 96-Brgnn Plate, som ble tatt i en 7500 Real Time
PCR maskin fra Applied Biosystems. Under reaksjonen vil SYBR Green binde seg direkte til
alle dobbel strandet DNA og sende ut et fluorescens signal. Pa grunn av denne uspesifikke
bindingen kan den ogsa binde til ugnsket dobbel strandet DNA og primer-dimere (Qiagen
2004 s. 5). For a unnga falskt resultat er det derfor ngdvendig med hayt spesifikke primere i

tillegg til & teste for primer-dimer med smeltekurve.

| resultatet ble det dannet et amplifiseringsplott og en standardkurve. Amplifiseringsplottet
(Figur 12) viser mengde fluroscent signal pa y aksen mot antall sykluser pa x-aksen. Dette gir
en oversikt over dannelse av produkt over et bestemt tidsrom. Na vil det veere mulig a finne
viktige verdier som baseline”, ”Threshold line”, og ”Threshold syklus”. ”Baseline” er
syklusene i begynnelsen av PCR reaksjonen, som har ingen endringer i det fluorescerende
signalet. Nar det skjer en signifikant gkning i det fluorescerende signalet, vil dette nivaet i
fluorescerende signalet tilsvare ”Threshold”. Antall sykluser det tar er "Threshold” syklusen
(Ct). Denne Ct verdien blir deretter plottet mot startkonsentrasjonen pa de ulike cDNA
pravene. Dette danner standardkurven (Figur 13) som beskriver primer effektiviteten. Den gir
en “slope” verdi som ber ligge rundt -3.364 for a ha en amplifiserings effektivitet tilsvarende
100 % (Invitrogen 2008 s. 4-12). For & kunne sammenligne resultatet mellom primerene bar

alle primere ligge rundt 100 prosent med et mulig avvik pa 5%.
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Figur 12: Eksempel pa et amplifikasjonsplott
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Figuren viser et eksempel pa et amplifikasjonsplott fra effektivitetstesten av primersett 2 og
primereparene for referansegenet. (A)SMJ; (B)Olsvik; (C)Primerpar 1; (E)Primerpar 2. Her
representer delta R, skningen i fluorescerende signalet pa y aksen mot antall sykluser pa X-
aksen. Her vises Basline, Thresholde line og C+ verdien. Det er viktig at replikatene fra en
fortynning for et primerepar ligger veldig tett, i tillegg til & ha en fin stigende bue.

Figur 13: Standardkurve fra samme eksperiment som amplifiseringsplottet
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Figuren viser et eksempel pa en standerkurve fra samme eksperiment som amplifiseringsplottet i
figur 12. A) SMJ og Olsvik; B) Primerpar 1; C) Primerpar 2. (Siste linje er fra en primer som
ikke var med i gPCR). Her er Cy verdien pa Y-aksen plottet mot kvantiteten pa X-aksen. Linjene
til replikaten bgr ligge tett inntil hverandre. Hver linje som synker representerer en gkning i
startkonsentrasjon. ”Slope” nummeret til denne linjen avgjoer effektiviteten til primerene.
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- gPCR reaksjonen
Selve gPCR reaksjonen er basert pa samme protokoll som effektivitetstesten. Alle de atte 40

ul cDNA prgvene ble fortynnet 1:1 med dH20. Under denne reaksjonen ble det benyttet tre
replikater fra samme cDNA som alle har lik konsentrasjon. Basert pa resultatet fra reaksjonen
ble det dannet et amplifiseringsplott og en standerkurve. Her ble Ct verdien veldig sentral for
a finne variasjonene mellom genotypene. For & kvantifisere konsentrasjonen av de ulike
prgvene for et utvalgt gen, og deretter finne eventuelle forskjeller, kan en bruke en teknikk
kalt Relativ kvantifisering (Qiagen 2004 s. 15). Teknikken bestar av a sammenligne uttrykket
av et gen i to ulike prgver. Her kan man finne ut om genet er oppregulert eller nedregulert i
forhold til den andre praven. Utregningen i denne metoden ble basert pa Delta Delta Ct

metoden.

- Delta Delta Ct
Metoden Delta Delta Ct er basert pa normalisering av gen uttrykt i de eventuelle prgvene, ved

bruk av et endogent referansegen til & korrigere for mulig variasjon mellom dem. Denne
variasjonen kan innebare ulikt RNA innhold, ulik effektivitet i revers transkriptase, mulig
RNA degresjon og hemmer i RNA prgven. Et referansegen ma ha et stabilt uttrykk i alle
prgver, uansett tilstand. 1 laks er genet EF1-AB antatt  vere stabilt, derfor ble brukt to
primerpar som binder til akkurat dette genet (Olsvik, Lie et al. 2005, Skjesol, Skjaeveland et
al. 2011). For & normalisere prgvene ble den gjennomsnittlige Ct verdien for referanse genet i
en bestemt cDNA prave, trukket fra Ct verdien til primerparene i samme cDNA prgve.
Deretter ble det dannet en gjennomsnittlig normalisert Ct verdi basert pa prevene med
genotype qg. Den gjennomsnittlige Ct verdien ble trukket fra alle de fire normaliserte prgvene
med genotype QQ individer. Ved a opphgye tallet 2 med disse verdiene(2), vet man hvor
mye, mer eller mindre, hver enkel QQ prave er uttrykt i forhold til den gjennomsnittlige
verdien av prgvene med genotype qq (Qiagen 2004 s.20). Samme fremgangsmate ble brukt
for & finne forskjellen mellom smittet og ikke-smittet laks innenfor en genotype. Her ble den
gjennomsnittlige normaliserte Ct verdien av ikke-smittet praver trukket fra hver enkelt smittet

prove.
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3. Resultat og Diskusjon

3.1 Sekvenser av mRNA til E-cadherin pa kromosom 26 og
kromosom 11

| farste del av oppgaven ble det benyttet cDNA fra leveren til 31 ulike laks (voksen og yngel),
for & undersgke om genet E-cadherin og dens paralog pa kromosom 11 var uttrykt i leveren til
fisken. cDNA sekvensene ble kopiert opp ved bruk av PCR og deretter sekvensert.
Sekvensene var mellom 500 til 1000 basepar og ble tilslutt samlet i tre grupper basert pa
genotypene innenfor hvert gen. Det ble dannet tre ulike konsensussekvenser, QQ, Qq og qq,
for E-cadherin pa kromosom 26, og en konsensussekvens for paralogen pa kromosom 11.
Sekvens materialet som konsensussekvensene var basert pa hadde variabel kvalitet og lengde.
Dette var et resultat av at flere primerpar ikke fungerte optimalt under reaksjonen i
kombinasjon med lav konsentrasjon av E-cadherin i cDNA fra yngel. Under designet av
primerparene kunne man ikke alltid velge det primerparet som var best tilpasset forholdene i
PCR. Noen av de beste primerne kunne binde seg til MRNA fra det paraloge genet, noe som
kunne ha gitt falskt resultat under PCR.

Flere forhold i reaksjonen ble optimalisert, i tillegg til at det ble inkludert flere cDNA praver
fra voksne individer. Dette ga flere og bedre produkter av E-cadherin pa kromosom 26 selv
om det fortsatt var variabel kvalitet og lengde pa produktene. Variasjonen var spesielt
gjeldende for produktene for genotype Qqg, som dannet en kortere konsensus sekvens med stor
variasjon i kvaliteten. Her ble det ogsa benyttet et mindre antall individer i forhold til de andre
genotypene. For de to andre konsensussekvensene hadde man en fullstendig sekvens med den
forventede lengden. Noen deler av sekvensene hadde bra dekningsgrad og hgy kvalitet mens
andre omrader hadde fa sekvenser og darlig kvalitet. Ved & sammenligne sekvensen opp mot
referansesekvensen manglet det fire basepar pa 5’ enden og 53 basepar pa 3’ enden for
genotype qq og QQ. Dette var forventet ettersom ingen av primerparene festet seg til den
ytterste delen av sekvensen. Primerpar som ble foreslatt i dette omradet hadde darlig
primerpar “penalty” verdi og for fi “mismatch” til det paraloge genet. For E-cadherin pa
kromosom 11 ble det ikke dannet en fullstendig sekvens. Det var mangelende sekvens fra
basepar 2171 til basepar 2644 som tilsvarer et omrade pa 473 basepar. Dette omradet var

basert pa to primerpar som ikke fungerte optimalt under PCR. PCR produktet hadde for lav
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konsentrasjon til & gi et bra sekvenseringsresultat. Optimaliseringen av forholdene rundt
primerparet fungerte delvis, men det var ikke nok tid til a teste ut andre forhold i reaksjonen.

Nar man laget primerparene ble det tatt hgyde for at primerene ikke skulle binde til begge
paraloge gen samtidig. Dette var basert pa forskjeller mellom referansesekvensen til de
paraloge genene. For a kontrollere at det ogsa eksisterte forskjell mellom konsensus-
sekvensene til de paraloge genene ble sekvensene sammenlignet. Sammenligningen ble utfart
ved a benytte programmet BLAST, og resultatet er vist i avsnitt XVI1I i appendiks. Ved a

sammenligne disse sekvensene ble det observert forskjell mellom konsensussekvensene.

Alle sekvensene ble sammenlignet med referansesekvensen for a kontrollere at sekvensen
tilharte genet E-cadherin og dens paralog. Det er Kjent at det er store likheter mellom
bestemte domener av cadherin familien. Derfor er det desto viktigere a kontrollere at vi har
rett gen. Det ble observert stor likhet mellom sekvensene, noe som antyder at sekvensen
tilhgrer E-cadherin. Konsensussekvensene ble ogsa kontrollert ved a blaste de opp mot nr/nt
databasen. Det ble kun observert sekvenser fra cDNA til E-cadherin fra laks og andre arter
som hadde store likheter. Derfor konkluderes det med at E-cadhering pa kromosom 26 og det

paraloge genet pa kromosom 11 er uttrykt i leveren til laks.

3.2 Variasjon mellom mRNA sekvensen til genotype qq og
QQ til E-cadherin

Pa grunnlag av konsensussekvensene til genotypene gg og QQ kan man identifisere
eventuelle variasjoner. Variasjonene mellom sekvensene kan veere arsaken til at noen
individer har stgrre sannsynlighet for a bli smittet av IPN viruset. Ved & sammenligne begge
sekvensene med referansesekvensen ble det tidligere observert stor likhet mellom de ulike
genotypene og referansesekvensen. Alle exon ble observert i sekvensen. Dette betyr at mMRNA
ikke har gjennomgatt alternativ spleising. Heller ingen andre deler av sekvensen manglet, noe
som antyder at det ikke eksisterer andre prosesser som kan endre mRNA sekvensen. Pa en
annen side ville man ikke observert om det ble benyttet en promotor som ligger upstream” i
samme leseramme, ettersom sekvensen da hadde ligget utenfor omradet som primerene binder
til. Fremdeles er det altsa en mulighet for at andre mekanismer skaper individer som varierer i

overlevelsesevne ved infeksjon av IPNV.
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Ved deteksjon av mulige SNPer i sekvensene, innenfor hver genotype, ble det observert
tilsammen sju SNPer for begge genotyper (Tabell 1). To av disse forskjellene ble identifisert i
begge genotyper, mens de resterende fem SNP kun var til stede i den ene av de to genotypene.
Den ene SNP ved posisjon 1123 i genotype QQ hadde variasjon mellom CC,CT og TT. Det
var 12 individer som hadde CC, mens det var kun et individ som hadde TT. Individet med TT
kan ha feil genotype siden QTL genotypen har blitt beregnet pa grunnlag av DNA-tester som
ikke 100% sikre. | genotype qq eksisterte det ingen variasjon i denne posisjonen, den hadde
kun varianten TT (i 17 individer). Det var tydelig forskjell mellom de homozygote
genotypene, der den ene har C og den andre har T. (Figur 14). Sekvensomradet som SNPen
var detektert i ble basert pa flere sekvenser av god kvalitet.

| tidligere arbeider for a finne variasjon mellom genotypene har man ikke pavist denne
forskjellen i nukleotidsekvensen. Gjennom a sekvensere hele genomet til dyr med kjent
genotype qq eller QQ, identifiserte Thomas Moen et al. andre SNPer med stor forskjell
mellom qqg og QQ (upublisert). Sekvensene fra disse dyrene ble alignet” opp mot en
helgenom referansesekvens. | omradet til den aktuelle SNPen (i posisjon 1123/1281 i
nukleotidsekvensene) var det ingen sekvenser fra qg-eller QQ-dyrene alignet” til
referansesekvensen. En mulig feil i referansesekvensen kan vaere arsaken til at sekvensene
ikke ble ~alignet” til dette omradet, noe som kan forklare hvorfor denne SNPen ikke har blitt
funnet far. Oppgaven viser en antydning til at den aktuelle SNPen kan vare den ansvalige for
varisjonen mellom genotypene til E-cadherin. Resultatet indikerer dermed at individer med

CC kan ha stgrre sannsynlighet for & overleve en infeksjon av IPNV.

Forsgket er likevel basert pa for fa individer til & konkludere med at dette er den kausative
mutasjonen. | tillegg kan det fortsatt eksistere andre mutasjoner som ikke ble detektert pa

grunn av den darlige sekvenskvaliteten i noen omrader av genet.
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Tabell 1: Identifiserte SNPer

qq CC(11) AC(l) AAQ) QQ 1193 CC(17) CA(0) AA(l)
1351

qq CC(13) GC(l) GG(1) QQ 1255 CC(17) CG(0) GG(1)
1413

qq 1710 AA(14) AG@B) GG(1) QQ 1552 AA(l7) - -

qq 1868 CC(11) CT(5) TT(1) QQ 1709 CC(12) - -

qq 2039 CC(9) CT() TT(0) QQ 1881 CC(15) - -

QQ 1089 TT(9) CT(1) CC@) Qq 1247 TT(8) - -

QQ 1123 CC(12) CT@3) TT() Qq 1281 TT(12) - -

QQ CC(17) CA(0) AA(Ql) Qq 1351 CC(11) AC(l) AAQL)
1193

QQ 1255 CC(17) CG(0) GG(1) Qq 1413 CC(13) GC() GG(1)

Tabellen viser identifiserte SNPer i begge genotyper. | tillegg viser den variasjonen i samme posisjon i den
andre genotypen. Her ser man posisjonen SNPen ble identifisert i og hvilken genotype den hgrer til. Alle
ulike variasjoner per SNP vises, med antall individer som har denne varianten i parentes. Rosa farge
indikerer like SNPer, som og er identifisert i begge genotyper. Gul farge indikerer den mulige kausale
SNPen.

Figur 14: Alignment av sekvenser

ContiglAR AAGCATCARRRAACCAGGTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGG 1200
ContigRR AAGCATCARRACCAGGTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGG 1042
e e i i b S e i e e e i i e e e e e i e e e i e S e e i i i i e e e i e e e e i i e e e e e
ContiglAR GCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCC 1260
ContigRR GCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCRAAGCC 1102
e e i i b S e i e e e i i e e e e e i e e e i e S e e i i i i e e e i e e e e i i e e e e e
ContiglAR CCAACATGTTTGTCATCAAQTITGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGG 1320
ContigRR CCAACATGTTTGTCATCAAQCITGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGG 1162
R o o e e i i e e i o o o 2 o e e e e i i o e e e e e e e i e e e e i i
ContighARA ACAGAGAGRAAATTCCCARAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATG 1380
ContigRR ACAGAGAGRRAAATTCCCARAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGARATG 1222
Ea o o o o o o o o o o i o o i i o o i i e o o i o o o il e o i e S
ContighARA GCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACARCGCGCCAC 1440
ContigRR GCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACARCGCGCCAC 1282
Ea o o o o o o o o o o i o o i i o o i i e o o i o o o il e o i e S
ContighARA AGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCAGAGAATAAAGTGGATGCCTTGGTGG 1500
ContigRR AGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCAGAGAATARAGTGGATGCCTTGGTGG 1342
R e
ContighR TGRARAATGCCAGTGACTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACA 1560
ContigRR TGRARAATGCCAGTGACTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACA 1402

FFFREFF TR FFRAFIF R R FTFRAFTF R FAFFAFIF R FIF R A FF A FF R A FFAFT IR A FF AT IR FAF R A FHHH

Figuren viser ”alignment” av sekvenser fra genotype gqq og genotype QQ. Her er det en mulig variasjon
mellom sekvensene, i genotype qq er det basen T posisjon 1181, mens i genotype QQ er det basen C i
posisjon 1123.
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3.3 Fra mRNA til aminosyre sekvens

Endringer i mRNA sekvens trenger ngdvendigvis ikke ha store konsekvenser for proteinet.
Denne endringen kan lede til samme aminosyre, eller en kjemisk lik aminosyre, som ikke vil
forandre strukturen til proteinet. Ved kjemiske ulike aminosyrer kan dette resultere i endring i
struktur og funksjon. Ved a sammenligne aminosyresekvensen for mulige endringer vil man
kunne fa en indikasjon om hvorvidt SNPen, i posisjon 1123/1281 i nukleotidsekvensen, kan
endre proteinstrukturen. Nukleotidsekvensen ble translert til en aminosyresekvens ved bruk av
Expasy Translate (Gasteiger, Gattiker et al. 2003). Aminosyren i posisjon 325 tilsvarer samme
posisjon i nukleotidsekvensen som den SNPen som ble detektert mellom genotypene. For
MRNA i genotype QQ ble det observert aminosyre prolin, mens for genotype qq ble det
observert aminosyren serine (se figur 16). Dette viser at endringen i nukleotidsekvensen har
ledet til endringer i aminosyresekvensen. Aminosyrene har forskjellige egenskaper som kan
pavirke strukturen i proteinet. Proline er en hydrofobisk aminosyre som har en veldig stiv
struktur pa grunn av sidekjeden sin. Den bestar av en 5-sidet ring hvor amin-nitrogenet er
bundet til to karbonmolekyler (se figur 15). Med denne aminosyren i proteinkjeden vil den
skape en kink som farer til begrensinger i folde muligheter. I tillegg har den hydrofobiske
sidegruppen darlig evne til & binde til vann og vil vende inn mot aminosyrekjeden. Serine
derimot er en hydrofil aminosyre med en polar uladd sidegruppe (se figur 15). Den hydrofile
sidegruppen kan danne hydrogenbindinger med H,O, som vil gjegre at denne sidegruppen
vender ut fra aminosyrekjeden. Den danner ingen kink i proteinsekvensen som gjar at den
ikke lager samme type begrensing i foldemulighetene slik som sidegruppen i Proline (Lodish
2008 s. 41-43 og s. 1161). Skifte av aminosyre i proteinsekvensen kan endre strukturen til
proteinet, som igjen kan pavirke egenskapene til reseptoren. Dette kan videre endre hvordan
reseptoren kommuniserer med andre molekylaer. Dersom dette er reseptoren som IPNV
bruker for & binde seg til cellen, kan denne prosessen lede til at IPNV viruset ikke kommer
seg inn i cellen. Dette er i samsvar med andre resultater som viser at QQ-fisken i liten grad er
smittebeerere etter en IPN-infeksjon, mens qqg-fisken vanligvis er smittebzerer selv om den
overlever en IPN-infeksjon (Aqua Gen, upubliserte data). At fisken ikke er smittebeerer

indikerer at viruset ikke klarer & komme seg inn i cellene.
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Figur 15: Serine og Proline

C00- Eoo-
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Serine (Ser)[S] Proline (Pro)[P]

Figuren viser strukturen av serine og proline.
Figuren er hentet fra ”Kimball’s Biology Pages” (Kimball 1994)



Figur 16: Sammenligning av aminosyresekvensen til genotype QQ og
genotype qq

Query 1 MEAFWFVELGVLILFLOAFKPGSSESTCLPGFNSEIYIFEVERNHLOSGRRELGEVVEFDDC 60
MEAFWFVELGVLILFLOAFKPGSSESTCLPGFHSEIY IFEVERNHLOSGRRLGEVVEDDC
Sbjct 1 MEAFWFVELGVLILFLOAFKPGSSESTCLPGFNSEIYIFEVERNHLOSGRRELGEVVEFDDC 60

Query 61 TSRTSFLFHSEDSHFEVDGDGT LELERGLTLHNGHEEVYVSTQSEGEEITVEVEVLHEAR 120
TSRTSFLFHSEDSHFEVDGDGTLELERGLT LHNGHEEVYVSTQSKEGEEITVEVREVLHEAR
Sbijct 61 TSRTSFLFHSEDSHFEVDGDGT LELERGLTLHNGHEEVYVSTQSEGEEITVEVEVLHEAR 120

Query 121 HGHHHNHHEMTTOPEPGASLSLEVLNFPESSGGLERRERDWVIPPINFFENDRGFFFEIM 180
HGHHANHHEMT TQPEPGASLSLEPVLNFPES SGGLERRERDWVIPPINFPENDRGFFFEIM
Sbjct 121 HGHHHNHHEMTTOPEPGASLSLEVLNFPESSGGLERRERDWVIPPFINFFENDRGFFFEIM 180

Query 181 VOIRSHNDEEVEIQYSITGTGADLPEVGIFIVDENSGHNLYVIEPLDREEEDEYILLAHAYV 240
VO IRSHNDEEVEIQY SITGTGADLPPVGIFTVDEN SGHLYVIEPLDREEKDEY ILLAHAV
Sbjet 181 VOIRSHNNDEEVEIQYSITGIGADLPPVGIFTVDEMNSGNLYVIEPLDREEEDEYILLAHAYV 240

Query 241 AVGAGIAEDPMEITVEVIDMWDNEPFVFIQDPFMGIVPEASKPGDEVMOVTATDADEEGSS 300
AVEAGTAEDPME I IVEVIDMNDNEPVETQDPFMGIVEPEASKPGDEVHOVIATDADEEGSA
Sbijct 241 AVGAGIAEDPMEITVEVIDMWDNEPFVFIQDPFMGIVPEASKPGDEVMOVTATDADEEGSS 300

Query 301 HNSDVRYTILSQEPPLPSPHMEFVINFVIGGIRVHAPGLDREETPEYTLATQAADMEGNGLT 360
NSDVRYTILSQEPPFLESPNMEVI TGGIRVHNAPGLDRERIPEYTLATQALADMEGHNGLT
Sbjct 301 HNSDVRYTILSQEPPLPSPHMEVINSNIGGIRVHAPGLDREETPEYTLATQAADMEGNGLT 360

Query 36l SFGEAIITLTDSHNDNAPQFVIESYIVSVPENEVDALVVEMPVIDGDEPHSSAWATTYEIV 420
SFGEAIITLTDSHDHNAPQEVIEPSYIVSVEENEVDALVVEMPVIDGDEPHS SAWNATTYRIV
Sbijct 36l SFGEAIITLTDSHNDNAPQFVIPSYIVSVPENEVDALVVEMPVIDGDEPHSSAWATTYEIV 420

Query 421 DGDPOGLFNVSTGPSKLEGIITTARPLDFEFNNEYTLLVIVONEVPFTISMPTSTATVVYV 480
DEDPOGLFNYVSTGPSELEGIITTAKPLDFEENNEY T LLVIVOQNEVPFT ISMPTSTATVVV
Sbijct 421 DGDPOGLFNVSTGPSKELEGIITTARPLDFEFNNEYTLLVIVONEVPFTISMPTSTATVVYV 480

Query 481 HNVEDVHEAPVFTEVEKITREPEDLEVDSDLVLYTATDPDTARNOEVIYEIRNDNAGWLSI 540
NVEDVHEAPVFIEFVEKIIRKPEDLEVDSDLVLYTATDPDTARNOEVI YETRNDNAGWLST
Sbjct 481 HNVEDVHEAPVFTEVEKITREFEDLEVDSDLVLYTATDPDTARNOEVIYEIRNDNAGWLSI 540

Query 541 HNEDIGLIEVESLMDRESTEVQDNEYSVIVLGIDNDEIPATGTGTLITELEDVHNDNAPFTID &00
NEDTGLIEVESLMDRE STFVQDNEY SVIVLGIDNDEIPATGTGTLITELEDVNDNAPTID
Sbjct 541 HNEDIGLIEVESLMDRESTEVQDNEYSVIVLGIDNDEIPATGTGTLITELEDVHNDNAPFTID &00

Query 601 ESVIRVCHEESSPOLLSVIDEDGAGFTAPYTIVQLOGSSHSHNWTARMNDTETGIILTLETM &&0
ESVIRVCHEESSPQLLSVIDEDGAGFTAPY TV LGS SHSNWTARMNDTETGITLTLETM
Sbijct 601 ESVIRVCHEESSPOLLSVIDEDGAGFTAPYTIVQLOGSSHSHNWTARMNDTETGIILTLETM &&0

Query 66l LDSGDYIVVLEVSDNQGLHHDSTIQASVCDCEGADVQUSDEAVAGFGISSILGILGAVLL 720
LDSGDYTVVLREVSDNQGLHADST IQASVCDCEGADVOCSDEAVAGFGISSILGILGAVLL
Sbjct 66l LDSGDYIVVLEVSDNQGLHHDSTIQASVCDCEGADVOQUSDEAVAGFGISSILGILGAVLL 720

Query 7T21 LLLLSLLLIMFLEKRGGEFKFEPLLOEDDVRDNIYYYDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNR T80
LLLLSLLLILMFLRERGGEKKEPLLOEDDVRDN IY Y YDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNR
Sbjct 721 LLLLSLLLIMFLRERGGEKEEPLLOEDDVRDNIYYYDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNE T80

Query 781 PDVFRENDIAPTMARPEYRPFREFAWNPADIGHNFIDDWNLEAADWNDPTAPPYDSLLVFDYEGGES 840
FOVFRNDIAFTHARPEYRPRPANPADIGHFIDDNLEALDNDEFTAPPYDSLLVEFDYEGGGS
Sbjct 781 PONFRENDIAPTHMARPEYRPFREAWNPADIGHNFIDDWNLEAADWDPTAPPYDSLLVFDYEGGGES 840

Query 841 EAGSLS5LMNS555GDDQDYDLLOEWGPRFEELSIMYGEGED 881
EAGSLS5LNS5555GDDQDY DLLOENGPRFEELSDMYGGGED
Sbijct 841 EAGSLS5LMNS555GDDQDYDLLOEWGPRFEFELSIMYGEGED 881

Figuren viser en sammenligning av aminosyresekvensen, til E-cadherin p& kromosom 26, mellom
genotype QQ og qg. Her er det en forskjell i posisjon 325
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3.4 Komparativ analyse mellom begge genotypene

Komparativ analyse mellom ulike arter kan bidra til & fa en bedre forstaelse av gen i arter som
nettopp har blitt identifisert. Ved & sammenligne aminosyresekvensen for begge homozygote
genotyper for E-cadherin, med andre aminosyresekvenser av E-cadherin, kan man fa en
indikasjon av hva som er den opprinnelige aminosyren i posisjon 325. Det ble brukt
aminosyresekvenser av E-cadherin fra andre fiskearter og paralogen pa kromosom 11 i laks.
Fiskearter som ble inkludert i analysen var zebrafisk (Danio rerio), blasefisk (Tetraodon
nigroviridis), Japansk Risfisk (Oryzias latipes, Medaka). Ettersom det ikke var tilgjengelige
sekvenser i de forskjellige databasene (nr/nt og ensembl(Flicek, Amode et al. 2010)) ble ikke
sekvensene fra E-cadherin i Torsk (Gadus morhua) og Stingsild (Gasterosteidae) benyttet. |
figur 17 ser man at Japansk risfisk og laks(qq) har aminosyren serine, mens de resterende
artene har aminosyren proline. Dette gir ingen indikasjon pa hva som kan veare den
opprinnelige aminosyren i E-cadherin. Dersom man kun sammenligner aminosyresekvensen
til paralogene av E-cadherin i laks fremstar proline som den beste kandidaten. Prolin finnes
bade i proteinet til paralogen pa kromosom 11 og i E-cadherin med genotype QQ. Basert pa
denne informasjonen er det derimot ikke mulig & konkludere med hva som er den

opprinnelige aminosyren i posisjon 325 i E-cadherin.

Figur 17: E-cadherin sammenligning

TetraodonNigroviridis NFEVIQVNRTDLDE—PNSYNSDIRYHILSQEPKLPSDNLFTID%TTGWIR 194

OryziasLatipes GTTVIQVKATDADE-PGNDNSIIKYTILSQEPKLPSDSMEFAINSENGAIM 343

SalmoSalarQQ GDEVMQVTATDADE-EGSANSDVRYTILSQEPPLPSPNMEVINPTGGIR 331

SalmoSalarqgqg GDEVMQVTATDADE-EGSANSDVRYTILSQEPPLPSPNMEVINSTGGIR 331

SalmoSalarll GDEFMQVTATDADE-EGSANSDVRYTILSQEPPLPSPNMEVINPTGGIR 202

DanioRerio GEVFMTVTATDADDKENTDNADISYVIISQDPPSPKPNMFAINPW/SGGIS 313
sk _kkk Kk L ke ek kexkex Kok xA ) x &

Figuren viser sammenligning av E-cadherin mellom Danio rerio, Oryzias latipes(Medaka), Tetraodon
Nigroviridis og laks. Salmo Salar QQ og Salmo Salar qq representer de ulike homozygote genotypene for
E-cadherin. Zebrafisk, Tetraodon Nigroviridis og laks(QQ) har aminosyren Proline. laks(qq) og Oryzias
Latipes har Serine(S) i posisjon 325 i E-cadherin (merket rgdt i figuren).

Det har blitt forsket pa genene og genomsekvensen til mennesker og zebrafisk i mange ar.
Ved a sammenligne genet E-cadherin fra disse (og andre arter) med E-cadherin fra laks kan

man fa en forstaelse av oppbyggingen av ulike domener og funksjon. Sammenligningen av
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aminosyresekvensen viste stor likhet i de siste 150 aminosyrene i ”carboxy” terminalen
(sekvens sammenligningen vises i kapittel XVII1 i Appendiks). Domenet er i den
cytoplasmiske siden av cellen og er veldig konservert i de fleste arter. | aminoenden var det
mindre likheter mellom sekvensen fra de ulike artene. Posisjon 325 i aminosyresekvensen
ligger trolig i enden av EC-2 domenet mot EC-3 domenet (Figur 6), som er rundt samme
omradet hvor Ca?* binder. Endringer i omradet til EC-2 og EC-3 i E-cadherin er ofte involvert
i utvikling av kreft i mennesker. Dette kan antyde at omradet er viktig for funksjonen til
reseptoren. Alle disse antydningene er basert pa informasjon om E-cadherin fra andre
organismer, som kan variere fra den virkelige strukturen til E-cadherin i laks. Derfor er det
viktig & studere strukturen til proteinet i laks for & fa en bedre forstaelse om konsekvensen av

denne variasjonen.

3.5 Male ekspresjons niva av E-cadherin (QPCR)

Den totale mengden av mRNA i leveren pa laks kan muligens pavirke evnen til & motsta
infeksjon av IPN viruset. Evne til & motsta infeksjon kan gjenspeiles i forskjeller i
uttrykkingen av genet. Her kan en mulig mutasjon pavirke aktivitetsnivaet (genekspresjon) til
E-cadherin genet pa kromosom 26. Derfor var det interessant & undersgke om genotype QQ
har lavere eller hgyere konsentrasjon av mRNA i forhold til genotype qq. Ved a benytte atte
cDNA prgver fra leveren til laks ble gPCR metoden benyttet til 3 kvantifisere konsentrasjonen
i hver prgve. Dette viste at individer med genotype qqg og individer med genotype QQ hadde
veldig liten forskjell i ekspresjon av E-cadherin genet. | figur 18 ser man at E-cadherin pa
kromosom 26 er ca. 0,9 ganger hgyere uttrykt i individer med genotype QQ i forhold til
individer med genotype qqg. | forsgket ble det kun benyttet fire individer innenfor hver
genotype, som farer til at hvert individ kan ha stor innflytelse. Antallet dyr som er undersgkt
er for lite til at man kan si noe sikkert om forskjellene i uttrykk mellom qg og QQ. Samtidig
er det slik at man, pa grunn av den store forskjellen i IPN-resistens mellom qg-dyr og QQ-dyr,
forventer en stor forskjell i uttrykk av E-cadherin mellom qg-dyr og QQ-dyr, dersom forskjell
i uttrykk av dette genet henger sammen med IPN-resistensen. Derfor tyder resultatene pa at
forskijell i uttrykk av E-cadherin ikke henger sammen med IPN-resistensen. For a fa et sikkert

svar pa dette spgrsmalet bar eksperimentet gjentas pa et sterre antall dyr fra populasjonen..
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Heller ikke E-cadherin pa kromosom 11 ser ut til & veere hgyere uttrykt i individer med
genotype QQ i forhold til individer med genotype qq (Figur 19). Dette var imidlertid heller
ikke forventet, ettersom QTLen for IPN-resistens ligger pa kromosom 26 og ikke pa

kromosom 11.

Figur 18: Genotype qq mot genotype QQ

Kromosom 26
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Figuren viser forskjellen i genuttrykk mellom genotype gq og genotype QQ av E-cadherin pa
kromosom 26. Genotype qq er satt til 0. Hgyden pa radene tilsvarer hvor mange ganger mer E-
cadherin pa QQ er uttrykket i forhold til qg.



Figur 19: Genotype qq mot genotype QQ
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Figuren viser forskjellen i genuttrykk mellom genotype qq og genotype QQ av E-cadherin pa
kromosom 11. Genotype qq er satt til 0. Hgyden pa radene tilsvarer hvor mange ganger mer E-
cadherin p& QQ er uttrykket i forhold til qq.

For a se om smitte av IPN vil endre aktivitetsnivaet av genet E-cadherin pa kromosom 26 ble
individene delt opp i enda mindre grupper innenfor hver genotype. Det var to individer som
hadde blitt smittet av IPN, mens to individer ikke hadde veert i kontakt med IPN. I figur 20 og
figur 21 vises forskjellen mellom usmitta og smitta individer pa kromosom 26. Her ligger de
fleste prevene rundt samme verdi, som viser at IPN mest sannsynlig ikke pavirker
uttrykkelsen av genet E-cadherin. Dette resultatet er ogsa basert pa veldig fa individer.
Forsgket bar derfor gjentas med et starre antall individer innenfor populasjon for a oppna et

mer signifikant resultat.
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Figur 20: Smittet mot ikke smittet i genotype QQ
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Figuren viser smittet mot ikke smittet i QQ for E-cadherin pa kromosom 26. Usmittet er satt til 0.

Hgyden pa radene tilsvarer hvor mange ganger mer E-cadherin i smittet er uttrykket i forhold til

ikke-smittet individer.

Figur 21: Smittet mot ikke smittet i genotype qq
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Figuren viser smittet mot ikke smittet i qq for E-cadherin pa kromosom 26. Usmittet er satt til 0.

Hgyden pa radene tilsvarer hvor mange ganger mer E-cadherin i smittet indivd er uttrykket i

forhold E-cadherin til ikke-smittet individer.
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4, Oppsummering

| denne oppgaven ble det bekreftet av E-cadherin og dens paraloge gen pa kromosom 11 er
aktive. Det ble dannet en sekvens for hver genotype til E-cadherin pa kromosom 26 og en
samla sekvens for det paraloge genet pa kromosom 11. Det ble identifisert en mulig
funksjonell variasjon mellom genotype QQ og genotype gg som kan forarsake endringer i
proteinstrukturen. Det ble ikke observert noen form for forskjeller i ekspresjonen av E-
cadherin mellom de to genotypene. Det er fortsatt mulighet for at det eksisterer andre
variasjoner mellom disse genotypene ettersom konsensussekvensen for hver av dem var basert
pa sekvensmaterial som varierte i kvalitet. | tillegg ble det benyttet et mindre antall individer
per genotype. Derfor er det mulighet at denne SNPen mellom de to genotypene ikke er ekte
og at men ved en tilfeldighet har valgt prgver med samme variasjon. Eksperimentet bar derfor
gjentas for a bekrefte resultatet ved bruk av et starre antall individer.

Denne SNPen er en lovende kandidat som en mulig kausal variasjon for genetiske forskjeller i
resistens mot IPN i laks. Punktmutasjonen er i posisjon 325 i proteinsekvensen. Denne
forarsaker et skifte fra serine til proline i aminosyresekvensen. Disse aminosyrene har
forskjellige egenskaper som kan forarsake endringer i proteinsekvensen. I tillegg er det
mulighet for at punktmutasjonen er i et sensitivt omrade i enden av EC2-domenet og i
begynnelsen av EC3-domenet. Videre studie av strukturen til proteinet og strukturen for de
ulike genotypene, kan bidra til & finne ut om denne mutasjonen forarsaker endringer i reseptor

egenskapene.
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5. Framtidig perspektiv

Denne masteroppgaven har beskrevet variasjonen mellom genotype QQ og genotype qq i
laks. Det ble detektert en SNP i posisjon 325 i aminosyresekvensen som er en punktmutasjon
og som kan veere ansvarlig for variasjonen mellom genotypene. Dette ma bekreftes med et
storre antall individer med bruk av andre funksjonelle og bioinformatiske metoder.

Farste fase vil vaere @ sammenligne nedarvingsmgnsteret av SNPen og QTLen. Om de falger
det samme nedarvingsmansteret kan dette gi en indikasjon pa at dette er en mulig kausativ
mutasjon. Eksperimentet kan besta av & genotype SNPen i et stort materiale som bestar av dyr
fra en smittetest for IPN. I tillegg vil man genotype bade foreldre og avkom for hvert enkelt
dyr. Disse dyra blir delt inn i sgskengrupper og en kan dermed falge nedarvingen av bade
QTLen og SNPen for tre generasjoner. Her kan man bestemme om nedarvingen av SNPen

falger samme mgnster som nedarvingen av QTLen.

Neste steg blir & bevise at dette er den SNPen som er ansvarlig for QTLen. Her kan man teste
ut den mest sannsynlige hypotesen, at E-cadherin fungerer som reseptor for viruset. Man kan
bruke ulike funksjonelle analyser for a se pa hvordan E-cadherin interagerer med
overflateproteinet til viruset. For eksempel kan man se om de to ulike formene av E-cadherin
(med serin eller prolin) virker som reseptor for viruset, ved hjelp av sakalt fluorescence

resonance energy transfer (FRET).

Dersom dette er den kausative mutasjonen kan man bruke denne SNPen for & direkte avle for
denne resistente egenskapen hos laks. Dette vil i sa fall vaere et mer presist verktgy i arbeidet
mot IPNV. Resultatet blir trolig store gkonomiske fordeler samt at man sparer laksen for store

lidelser forarsaket av dette viruset.
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Appendix:

I. Primersett 1.

Tabell 2: Primersett 1

Primer  Framover TTCGTGGAGTTGGGCGTATT 121 20 59,678 50 2
1F

Primer  Revers AGGGCTCGGTCACATAGAGAT 778 21 60,133 52 3 1,46
1R

Primer  Framover CATGGCCACCACCACAATCA 466 20 60,899 55 7

oF

Primer  Revers CGTTACCTGCATGACCTCGT 975 20 60,109 55 3 1,02
2R

Primer  Framover AGCTGAGGATCCCATGGAGA 843 20 59,733 55 3

3F

Primer  Revers CGTTGAAAAGGCCTTGAGGG 1393 20 59,402 55 3 0,86
3R

Primer  Framover TGGGAACAGTTCCTGAAGCA 923 20 59,157 50 2

4F

Primer  Revers CACTGTCAACAGGGAGGTCC 1630 20 59,965 60 3 088
4R

Primer  Framover CCCTCAAGGCCTTTTCAACG 1374 20 59,402 55 3

5F

Primer  Revers TGCAGACCCTGATCACACTC 1927 20 59,39 55 4 121
5R

Primer  Framover GGACGACACAAAGACTGGCA 2043 20 60,532 55 4

6F

Primer  Revers GTTGAGGGAACTGAGGGAGC 2652 20 60,036 60 2 057
6R

Primer  Framover CCAGAAAGCACACGTTTGAA 5 20 57,158 45 K]

7F

Primer  Revers GACAGACTTGCTCCTGGCTT 527 20 59,94 55 3 2,88
7R

Primer  Framover GCTCCCTCAGTTCCCTCAAC 2633 20 60,036 60 2

8F

Primer  Revers AGCAGAACTGTGAGCTTCTTCA 3311 20 59,896 45 1 214
8R

Primer  Framover GCCAAATCAGCCTTACGATGT 3140 21 58983 47 3

9F

Primer  Revers AAGGCACCTCAGGGTTTTGT 3682 20 59,738 50 1 2,28
9R

Primer  Framover  GTGACTGCAAAGGAGCGGA 2169 19 60,302 58 2

10F

Primer  Revers TGGTCCCATGTCTGCACAAA 2902 20 59,815 50 2 1.49
10R

Primer  Framover  ACAATCAGCATGCCCACCTC 1505 20 60,682 55 7

11F

Primer  Revers ACATCCGCTCCTTTGCAGTC 2190 20 60,675 55 3 1.36
11R

Primer  Framover CCCGTCTACGCGTAAACTGA 4 20 59,831 55 1

12F 0,42
Primer  Revers GTCCAAAGGCTGGGTCACAT 747 20 60,251 55 2

12R

Primer  Framover CCCGTCTACGCGTAAACTGA 4 20 59,831 55 1

13F 2,25
Primer  Revers TTGCCAGTGATGCTGTACATG 668 21 58914 47 3

13R
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Primer  Framover GCATGAGGCCAGACACTACC 423 20 60,463 60 4
14F

Primer  Revers CATCACCTGGTTTTGCTGCC 922 20 60,038 55 3 05
14R

Primer  Framover GTAAGGCTGAGGCACCCATG 803 20 60,749 60 4

15F

Primer  Revers TGCTCACACTGAAAAGGCCT 1363 20 59,817 50 2 093
15R

Primer  Framover GCTGCTGATTTGGAGGGAGA 1120 20 59,746 55 3

16F

Primer  Revers TGAGCCATCCAGCAACATCA 1684 20 59,671 50 2 058
16R

Primer  Framover  TCCCATTTGCCATCCCTCTG 1463 20 59,47 55 7

17F

Primer  Revers TCCAGTTGGAAAGGGACGAC 1996 20 59,605 55 2 065
17R

Primer  Framover GACCTGAGGACCTCCATGTG 1568 20 59,461 60 3

18F

Primer  Revers TATTGGCGCACTGGACATCA 2170 20 59,748 50 3 0,79
18R

Primer  Framover TGACAACCCTCCAACCATCG 1848 20 59,964 55 4

19F

Primer  Revers CGGACGGTTATCCAGACCTC 2412 20 59,615 60 2 042
19R

Primer  Framover TGATGTCCAGTGCGCCAATA 2151 20 59,748 50 3

20F

Primer  Revers CCACGGCTGCACAAATCAAA 2861 20 59,068 50 8 028
20R

Primer _ Framover CCAACCCAGCCGACATAGG 2474 19 60,153 63 2

21F

Primer  Revers  AGAAGCAAGAACCAGCAAACA 3045 21 58622 43 9 3%
21R

Primer  Framover CCATCTTGTGTGTTTCGGGC 2812 20 59,759 55 5

20F

Primer  Revers GGCCATCAATGTACCAAAGGG 3313 21 59,243 52 K] 2
22R

Primer  Framover CCATCTTGTGTGTTTCGGGC 2812 20 59,759 55 5

23F 5,16
Primer  Revers ATTCACATGGCCATCAATGTAC 3321 22 57,076 41 K]

23R

Tabellen viser en oversikt over Primersett 1 med primer ”stock” konsentrasjon pa 200 pmol/ul (Metabion,

Martinsried, Tyskland). Bindingspunktet viser farste base som primeren binder til. Lengden
representerer hvor mange nukleotider primeren bestar av. Ty, representerer smeltetempraturen til

primerene og GC viser antall g og c i sekvensen. ”Mismatch” viser antall baser som er forskjellige mellom

de paraloge sekvensene. Primerpar ”penalty” gar fra 0 og opp. 0 er den optimale primeren og desto

hayere den blir detso darligere tilpasset er den til forholdene i reaksjonen.
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Primersett 2

Tabell 3: Primersett 2

Primer 1 26 Framove  TGGAGATGAGCCTCACTCC 1317 20 59,66 55 2
r T 2 0,59 139
Primer 2 26 Revers CTCAAAGTCAAGCGGCTTG 1455 20 59,76 55 3
G 1
Primer 3 11 Framove  TTGCTGTGGGTGCAGGTAA 788 20 60,53 55 2
r G 7 0,59 135
Primer 4 11 Revers CATCACCTGGTTTTGCTGCC 922 20 60,03 55 3

8

Tabellen viser en oversikt over Primersett 2 med primer ”stock” konsentrasjon pa 200 pmol/ul (Metabion,
Martinsried, Tyskland). Bindingspunktet viser farste base som primeren binder til. Lengden
representerer hvor mange nukleotider primeren bestar av. Ty, representerer smeltetempraturen til
primerene og GC viser antall g og c i sekvensen. ”Mismatch” viser antall baser som er forskjellige mellom
de paraloge sekvensene. Primerpar ”penalty” gir fra 0 og opp. 0 er den optimale primeren og desto hgyre
den blir detso darligere tilpasset er den til forholdene i reaksjonen.

I11. Buffer og lgsninger

Tabell 4: Buffere

400 ul 1X TE-Buffer 400 ul Tris-EDTA Buffer 100x Concentrate
40 mL destilert H20

160 mL TAE buffer, 50x

Resten dH20

Endelig volum 8L

TAE buffer, 50X

Tabellen viser buffere brukt i ulike reaksjoner.

IV. Referansesekvensen til cDNA av E-cadherin pa kromosom
26

>E-cadherin kromosom 26
TTGGCCAGAAAGCACACGTTTGAAAAATAGACTTTTCTCATCTACACGTAAAGGGATTACTTGTTACTATTGGTGGAACGACT
ATCCAAAAATTATTCAAAACAAATGGGGGCATTTTGGTTCGTGGAGTTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAAC
CAGGGTCGTCGGAGTCAACATGTCTACCAGGTTTCAATTCAGAAATATACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAAAGT
GGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTCTTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAA
AGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGGGGGCTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAG
TCCAAGGGCAAGAAGATCACGGTTCCAGTCAGAGTGCTGCATGAGGCCAGACATGGCCACCACCACAATCACCATGAGATGA
CCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAA
GAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCAACTTCCCAGAGAATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCA
ACAATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCACTGGCACTGGGGCAGACCTACCTCCTGTGGGAATCTTCACTGTGGA
CAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCTTGGACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTT
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GCAGTGGGTGCAGGTATAGCTGAGGATCCCATGGAGATCATTGTGAAAGTCATCGATATGAATGACAACAAACCTGTATTTA
CCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAAAACCAGGTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGA
TGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCA
TCAACTCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCCCAAATATACTTTGGCAATCCA
AGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCA
CAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCAGAGAATAAAGTGGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGG
AGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACAAGATAGTTGACGGGGACCCTCAAGGCCTTTTCAACGTGAGCACAG
GCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGCCAAGCCGCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCAC
TGTGCAGAATGAAGTCCCATTCACAATCAGCATGCCCACCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAG
CTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAACCTGAGGACCTCCCTGTTGACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCC
ACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTCACATACAAGATACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAA
GACACTGGGCTGATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCTGTTATTGTTCT
GGGCATCGACAACGATGAAATTCCAGCAACTGGCACTGGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCA
ACCATTGACGAGAGTGTGATCAGGGTCTGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGG
GCTTCACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCATTCTAACTGGACTGCCAGAATGGACGACACAAAGACTGGC
ATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGATTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCA
TGACAGCACCATCCAGGCCTCCGTCTGTGACTGCAAAGGAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAAAGCTGTAGCAGGCTTCGGC
ATCTCTAGCATTCTGGGAATTCTAGGAGCAGTCTTACTACTCCTATTGTTGTCTCTTCTGCTGCTCATGTTCCTGAGGAAGAGA
GGTGGCGAGAAGAAGGAGCCTCTGCTGCAGGAGGACGATGTCAGGGACAACATCTACTACTATGACGAGGAGGGAGGTGGC
GAGGATGACCAGGATTTCGACTTGAGCGTTCTGCACAGAGGTCTGGATAACCGTCCTGATGTTTTCCGTAATGACATCGCTCC
AACCATGGCCCGGCCAGAGTATCGTCCACGACCCGCCAACCCAGCCGACATTGGCAACTTCATTGATGATAACCTGAAGGCA
GCTGACAACGACCCCACTGCTCCTCCCTACGACTCCCTCCTGGTGTTTGACTATGAAGGAGGTGGCTCTGAGGCTGGCTCCCT
CAGTTCCCTCAACTCCTCCAGCTCAGGAGACGACCAGGACTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGT
CTGACATGTACGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTCTCCACAC
TTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCGGGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTG
CAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATGTGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTA
GCAGGATGTTGACATGGATTTTACACAATTCAGCAGTTCTTTCTAATGGACTCTTAACAACCCCAGATTGTACTTGAATTTAAT
ATGCTTCTTTTGGCGTCGTATCGAAGTTCTTTTTTTTTTATATATATGACTATCCTTTGGCATGAAATTGAAGTTACTGAAAGCC
AAATCAGCCTTACGATGTTTTTGTTAACTGAGATTAATTATCAAGCTCAATAAATGCTTTTAAAAATGTTTGATAAACAACTA
AGTTTGGGTTGTTTTATTCCTTTTCATTTTAATCATATTAATCACTAATTATATATTTTTTTCCTGAAGAAGCTCACAGTTCTGC
TTTTTATTTTATTACAGTTCTGCTTTTTTAAATTAAAGATATCCTTTTGGTACAATGATGGATGTGAATATTTGTATTAAATACA
TTGTAATTTGTCTTATTTTGAGCTCAATTATTCAAATTCACAGCTGAGACACTAGATGGCGACAATTGAATAAAACAGGTCTT
GGTCAATGAATGATGGCATTTCCTTGTCCCGCAGAACAGATTGTACAAATTATATTTAAGTAATAAGGCTGGAGGGGGTGTGG
TGTATGTGGCCAACATATCTCGGCTAGGGGCTGTACTTATGCACGATGCAACACGGAGTGCCTGGACAGAGCCCTTAGCCGTG
GCTTATTGGCCATATACCACAAAACCCTGAGGTGCCTTACTGCTATTATAAACTGGTTACCAATGTAATTGGAGCAATAAAAA
TGTGTCTTGCC

V. Referansesekvensen til cDNA av det paraloge genet pa
kromosom 11.

>E-cadherin kromosom 11
CCTCCCGTCTACGCGTAAACTGATTACTTTTTACTGTTGGTGGAACGACTATTCTGAAATTATTCAAAACAAATGGGGGCCTTT
TGGTTCGTGGAGTTGGGGTTATTAACATTGTTTCTCCAGGCTTTCAAGCCAGGGTCGTCGGAGGAGTCAAAATGTATACCAGG
TTTCAATTCGGAAATGTACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAAAGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGAT
GACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTCTTTCACTCCGAGGATTCACGCTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGAA
GAGGGGGGTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGTTCTATGTCTCTACCCAGTCCATGGGCAAGAAGATCACTGTTCCAGTC
AGAGTGTTGCATGAGGCCAGACACTACCACCATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCCAGCCTGGATCAAGTCTGTCTCTACC
TGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCGTCAACTTCCCAGAGA
ATGAGCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAGCAATGATAAAGAGGTGAAGATCATGTACAGCATCAC
TGGCAATGGGGCAGACCAACCTCCTGTGGGACTCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGATTCTCTATGTGACCCAGCCTTTGG
ACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCTGTGGGTGCAGGTAAGGCTGAGGCACCCATGGAGGT
CATTGTGAAAGTCATCGACCAAAATGACAACAAACCTGTATTTACCCAAAATCCATTTATGGGAACAGTCCCTGAGGCAGCA
AAACCAGGTGATGAGTTCATGCAGGTAACAGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCA
TTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAACGCACCT
GGGTTGGACAGAGAGAAAATTCTTAAATATACTTTGGAAATCCAAGCTGCTGATTTGGAGGGAGATGGCCTTACCAGCTTTG
GCAAAGCCATCATTACAGTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACTGTGTCAGTCCCAGA
GAATAAAGTAGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGGGATGATCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTTCA
AGATAGTTGACGGGGACCCTGAAGGCCTTTTCAGTGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAAGGCATCATTACGACAGAAAA
GCCCCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGGTGAATGAAGTCCCATTTGCCATCCCTCTGCCCA
CCTCCACTGCTACTGTTATAGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCAAACCAGTGGAGAAGATGATCAGAAG
ACCTGAGGACCTCCATGTGGACAGCGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACTGCAAGGAATCAGAAAGTCACA
TACAAGATTAAGAATGATGTTGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTGATAAAAGTCAAGACTCTCATGGACA
GAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCTGTTGTTGTTCTGGGCACTGACAACGATGAAATCCCAGCAACGGGCACT
GGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGACAACCCTCCAACCATCGACGAGAGGATGATTAAGGTCTGCAACAAGG
AGTCCTCCCCACAGCTGCTGTCAATCACTGATAAAGACGGAGCGGGCTTCGCTGCTCCATACACTGTACAGCTTCAGGGGTCG
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TCCCTTTCCAACTGGACTGCCAGAATGAATGACTCAAAAACTGGCATTATCCTGACACTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGA
TTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCAGGAGAGCACCATCCTGGCCTCCGTGTGTGACTGCAAA
GGAGCTGATGTCCAGTGCGCCAATAAAGTTGTAGCAAGCTTCGGCCTCTCTAGCATTCTGGGAATTCTAGGAGCCATTTTACT
ACTCCTATTGTTGTCTCTTCTGCTGCTCATGTTCCTGAGGAAGAGAGGTGGTGAGAAGAAGGAGCCTCTGCTGCAGGAGGACG
ATGTCAGGGACAACATCTACTACTACGACGAGGAGGGAGGTGGCGAGGATGACCAGGATTTCGACTTGAGTGTTCTGCACAG
AGGTCTGGATAACCGTCCGGATGTTTTCCGTAATGACATCGCTCCAACCATGGCCCGGCCAGAGTATCGCCCACGACCCGCCA
ACCCAGCCGACATAGGCAACTTCATTGATGATAACCTGAAGGCAGCTGACAACGACCCCACTGCTCCTCCCTACGACTCCCTC
CTGGTGTTTGACTATGAAGGAGGTGGCTCTGGGGCCGGCTCTCTCAGCTCCCTCAACTCCTCCAGCTCAGGAGACGACCAGGA
CTACGACCTCCTTCAACAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTATGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCAGT
CAGCCTCTCTACCTTTTTGCTTGGAAAGCGTCCAGTTCTCCACACTTGGGTCTGTAGGCTGAAGACCCTTTTTTTTAACTTTATT
TCCCATCTTGTGTGTTTCGGGCACATTTACAGTTTGATTTGTGCAGCCGTGGGAACATTTTAGAGAATTGTGTTCAATGCTCGT
CTTCAGCATGGGGAGGGTGGCACACTCTTGGCTCTGTACTAGCAGGATGTTGACATAGATTTTACACAGTTCAGCAGTGCTTT
CTAATGGACTCTTAATAACCCCAGATTGTACTTGAATTTAATATGCATTGTTTGCTGGTTCTTGCTTCTATGTTGGTGTCATATC
ATAAAGTTTCTATAAAGACTATACATTGGCATGTAATGTAAGTTACTTCAAATCCAAATCAGCCTTAGGATTTTTTTGTTAACT
GAGATGAATTATCAAGCTCAAACGCTTTTTAAAAATGTTTGATAAAAATATAAGTTTGGGTCTTTTGTGTTCCTTTTCATTTTA
AATGTTTTTTGTTTCTACTTGCTTCTGAAGAAGCACTTGTGAATTTTTTTTTATAAAGGATATCCCTTTGGTACATTGATGGCCA
TGTGAATAGTTTTAATAAATAAATTACAACAT

V1. Protokoll til PCR

Material:

- cDNA

- 200 pmol/ul Primere (se tabell i 2)

- Hot StarTaqg®Plus DNA Polymerase, 5 units/ul (Qiagen,Hilden, Tyskland).
- PCR Buffer, 10x (15mM MgCl,) (Qiagen,Hilden, Tyskland).

- dNTP (200 puM)

- Destillert H,O

- Plast tube eller 96-brgnn plate (Avhengig av antall prgver)

- Is

Protokoll:

1. Etoppsett for en typisk PCR reaksjon finner man i tabell 5. Den ble satt opp pa is for &
forhindre at primerne festet seg til templat, og degradering av cDNA.

2. Reagensene ble blandet og sentrifugert far brettet ble plassert i en PCR maskin.
Reaksjonen fulgte det termiske syklusoppsettet fra tabell 6.

3. Etter prgvene hadde gjennomgatt PCR reaksjonen, ble de lagret ved -18 grader Celsius for
a forhindre degradering av PCR produktet.

75



Tabell 5: Mastermiks for PCR reaksjon

H,0 - - 13.7
Buffer 10X 1X 2.0
dNTP 2.5mM 200 pM 1.6
Primer R 10 uM 40pmol/100ul 0.8
Primer F 10 uM 40pmol/100ul 0.8
Polymerase 5U/ul 2.5U/100u 0.1
Templat 1 Ukjent 1.0
Total - - 20 pL

Tabellen viser mastermiks for PCR reaksjon.

Tabell 6: PCR program

94,0C 5,0 min 1 syklus

94,0C 0,30 min

55,0 C 0,30 min 30 sykluser- 35 sykluser
72,0 0,45 min

72,0 7,0 min 1 syklus

10 Uendelig

Tabellen viser PCR program.

VIl. Protokoll til gradient PCR:

Material:

cDNA

- 200 pmol/ul Primere (se tabell 2)

- Hot StarTaqg®PIlus DNA Polymerase, 5 units/ul (Qiagen,Hilden, Tyskland).
- PCR Buffer, 10x (15mM MgCl,) (Qiagen,Hilden, Tyskland).

- 200 uM dNTP (Qiagen,Hilden, Tyskland).

- Destillert H,0O



- Plast tube eller 96-brenn plate (Avhengig av antall prgver)
- s

- 25mM MgCl, (Qiagen,Hilden, Tyskland).

- Q-Solution (Qiagen,Hilden, Tyskland).

Protokoll:

1. Etoppsett for en typisk gradient PCR reaksjon finnes i tabell 7. Den ble satt opp pa is for
a forhindre at primerne festet seg til templatene, og degradering av cDNA. Oppsett for
variabel konsentrasjon til MgCl, stér i tabell 8. Konsentrasjonen MgCl, varierer mellom
15mM til 19,5 mM. Endelig mengde H-O vil variere avhengig av mengde MgCls tilsatt, se
oversikt i tabell 8.

2. Reagensene ble blandet og sentrifugert far brettet ble plassert i en PCR maskin.
Reaksjonen fulgte det termiske syklus oppsettet fra tabell 9, med variasjon i temperatur ut
fra tabell 10.

3. Etter prgvene hadde gjennomgatt PCR reaksjonen, ble prgvene lagret ved -18 grader

Celsius for a forhindre degradering av PCR produktet.

Tabell 7: Mastermiks for gradient PCR

H,O Variabel
Q-Solution 5x 1x 4
MgClI2 25mM Variabel Variabel
Buffer 10X 1X 2
dNTP 2.5mM 200 pm 1.6
F-Primer 10uM 40pmol/100 pL 0.8
R-Primer 10uM 40pmol/100 pL 0.8
Polymerase 5U/ L 2.5U/100 pL 0.1
Templat 1L Unknown 1
Total - - 20

Tabellen viser mastermiks for gradient PCR.
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Tabell 8: Mengde av MgCl, og H,0.

1 15 0 9.7
2 2.0 1.6 8.1
3 2.5 2.0 7.7
4 3.0 25 7.2
5 3.5 2.8 6.9
6 45 3.6 6.1

Tabellen viser mengde av MgCl, og H,O tilsatt til en tempratur.

Tabell 9: Program for PCR

94,0 5,0 1 syklus
94,0 0,30

46.3-59,6 0,30 35 sykluser
72 0,45

72 7,0 1 syklus
10 Uendelig

Tabellen viser program for PCR

Tabell 10: Temperatur under amplifisering

1 Blank
2 Blank
3 46.3
4 47.5
5 49.2
6 51.4
7 53.9

78



8 56.0
9 57.7
10 58.8
11 59.7
12 Blank

Tabellen viser en oversikt over temperaturer under amplifisering.

VIII.

Protokoll til gel elektroforese:

Forberedelse av 1% /2% agarose gel:

Material:

- Tubeglass

- Gelformings sett

- Agarose (Sigma, Missouri, USA)
- TEA-buffer (Tabell 4)

- RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) (iNtRON Biotechnology, Boca

Raton, USA)
- 50 pg/ml Mass DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, England )
- 6x Gel Loading Dye Orange (New England Biolabs, Ipswich, England)

Protokoll:

1. Ved forberedelsen av en 100 ul stock lgsning for 1 % agrose gel, ble 1 gram Agarose

pulver lgst opp i 100 ul 50x TAE buffer. For 2 % agarose gel innholdet av Agarose pulver

dobblet.

2. Lasning varmes deretter opp i mikrobglgeovn til den har nadd kokepunktet, dette for &

lgse opp Agarose pulvere i TAE bufferen. Deretter kjgles lgsningen ned i romtemperatur

til den har nadd ca. 60 grader Celsius.

3. Det ble tilsatt 1 ul Red Safe per 100 ml gel, blandet godt, ogsa tilsatt i en gelform. Den ble

liggende i ca. 20-30 min slik at gelen stivnet.
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4. Agarose gelen ble lagt i elektroforese kammeret med tilsatt TAE buffer.

5. 1ulav 6x Gel Loading Dye Orange Dye ble blandet med 5 ul prave (6x). Etter prgvene
ble satt i brgnnene, ble pravene satt pa 70 volt i 30-40 min. Gelen ble studert i BioRad
Molecular Imager GelDoc™ XR+.

IX. Forberedelse til Sanger Sekvensering.

Material:

- Montage-PCRugs Renseplate

- Montage-SEQgs Renseplate

- Vakuumpumpe

- PCR produkt

- 200 pmol/ul Primere (Se tabell 2)

- BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad,
California, USA)

- dHO

Protokoll:

Rensing av PCR produkt:

1. Startet med a tilsette 75 ul 1X TE-buffer til PCR produktet som ble blandet ved &
pipettere 10 ganger opp og ned. Lasningen ble deretter overfert til en Montage-
PCRUgs Renseplate, og satt pa vakuum med et trykk pa 14-15, til brgnnene var tomme
for veeske.

2. 50 ul sequencing wash solution” ble tilsatt til hver brgnn far renseplaten ble satt pa
vakuum igjen. For a vaske PCR produktet ble samme prosedyre ble gjentatt en gang.

3. Etter vasking av PCR produktet ble det tilsatt 20 ul 1 XTE buffer til renseplaten.
Deretter ble platen satt pa risting i 10 min for & lesne DNA fra membranen i
renseplaten. VVeeske ble overfart fra renseplate til ny AB plate, som var Kklar for

innmerkingsreaksjon.

80



Innmerkingsreaksjon:

1. En 96 brgnn AB plate med renset PCR produkt gir to innmerkingsreaksjonsplater (en
“forward” primer og en Revers primer). Et eksempel pa oppsettet av mastermiksen

vises i tabell 11. Reaksjonen fulgte PCR programmet satt opp i tabell 12.

Tabell 11: Mastermiks for inmerkningsreaksjonen

Primer ”Forward” eller 10 pmol/ul 0.5
”Reverse”

Seq BigDye Terminator 5x 0.5
buffer

Templat Ukjent 2
dH,0 - 6
BigDye Terminator - 1
Total 10

Tabellen viser mastermiks for innmerkingsreaksjonen.

Tabell 12: PCR programmet for innmerkingsreaksjonen

96 10sec
50 5 sek
60 4min
10 uendelig.

Tabellen viser PCR programmet for innmerkingsreaksjonen

Rensing av innmerkingsprodukt:

1. Innmerkingsproduktet er nd lyssensitivt og ble derfor dekt med aluminiumsfolie for &
forhindre degradering av den fluorescense fargen. Det ble tilsatt 25ul ”injection solution”

til innmerkings-PCR platen og deretter mikset ved pipettering.
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2. Lesningen ble overfart til en bla renseplate for a fjerne reagenser fra innmerkings-
prosessen. Platen ble satt pa vakuum med et trykk pa 14-15 til brgnnene var tomme for
veeske.

3. 1 Montage-SEQ,9s Renseplate ble det tilsatt 25 ul "injection solution” i hver brgnn,
deretter ble den satt pa vakuum med likt trykk. Prosessen ble gjentatt en gang.

4. Tilslutt ble det tilsatt 25 ul ”injection solution” til hver prgve som deretter ble satt pa en
rister i 10 min. Lgsningen med innmerkingsproduktet ble overfort fra renseplaten til en ny
AB 96-brgnn. AB 96-brgnnplaten ble spunnet ned og satt i en sekvenseringsbeholder klar

for sekvensering.

X. Oversikt over konsentrasjonen over mRNA brukt i g°PCR

Tabell 13: Konsentrasjonen til RNA prgvene brukt i g°PCR

4 48,1 26,7 35,8 36,87
5 42,7 40,5 38 40,40
9 81,6 60,9 58,1 66,87
19 100 90,1 83,4 91,17
20 33,8 31,8 32,2 32,60
26 32,5 24 39,7 32,07
29 36,7 31 42,7 36,80
40 36,2 22,6 37,2 32,00

Tabellen viser konsentrasjonen til RNA prgvene brukt i gPCR.

XI.  Optimaliserte primerpar

Tabell 14: Forholdene for optimaliseringen av primerpar i Primersett 1

Primerpar 1 0,5 59.7
Primerpar 7 2 53.9
Primerpar 8 2.5 57.7
Primerpar 9 2 58.8
Primerpar 13 3.5 57.7

Tabellen viser forholdene for optimaliseringen av primerepar i Primersett 1.



XIl. Ladder som ble brukt i gel elektroforese

Figur 22: ”Mass DNA ladder”
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Figuren viser”Mass DNA ladder” (N3237S, New England Biolabs, Ipswich, England ).
Bildet er hentet fra; https://www.neb.com/products/n3237-mass-dna-ladder

XI11.  Sekvens til E-cadherin pa kromosom 26 (genotype QQ)

>Contig QQ

AAGATAATAGGAGGAGGGTAGAGATAAAAAAAGAT AAAGTTAATTAGTTCCAGAAAGCACACGTTTGAAAAATAGACTTTT

CTCATCTACACGTAAAGGGATTACTTGTTACTATTGGTGGAACGACTATCCAAAAATTATTCAAAACAAATGGGGGCATTTTG
GTTCGTGGAGTTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTCGGAGTCAACATGTCTACCAGGTTTCA

ATTCAGAAATATACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAAAGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTG
CACCAGCCGCACCAGCTTTCTCTTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGG

GGGCTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAGTCCAAGGGCAAGAAGATCACGGTTCCAGTCAGAG
TGCTGCATGAGGCCAGACATGGCCACCACCACAATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCT
ACCTGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCAACTTCCCAG
AGAATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAACAATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCAT
CACTGGCACTGGGGCAGACCTACCTCCTGTGGGAATCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCT
TGGACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGTGGGTGCAGGTATAGCTGAGGATCCCATGGA
GATCATTGTGAAAGTCATCGATATGAATGACAACAAACCTGTATTTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCAT
CAAAACCAGGTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACAC
CATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCAC
CTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCCCAAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTT

TGGCAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCA

GAGAATAAAGTGGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCT

ACAAGATAGTTGACGGGGACCCTCAAGGCCTTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGC
CAAGCCGCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGAATGAAGTCCCATTCACAATCAGCATG

CCCACCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAG
GAAACCTGAGGACCTCCCTGTTGACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTC
ACATACAAGATACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTGATCAAAGTCAAGAGCCTCATGG
ACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCTGTTATTGTTCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACTGGC
ACTGGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGTGTGATCAGGGTCTGCAACA

AGGAGTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGGGCTTCACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGG
TCGTCCCATTCTAACTGGACTGCCAGAATGAACGACACAAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGG
AGATTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGCACCATCCAGGCCTCCGTCTGTGACTGCA
AAGGAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAAAGCTGTAGCAGGCTTCGGCATCTCTAGCATTCTGGGAATTCTAGGAGCAGTCTTA
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CTACTCCTATTGTTGTCTCTTCTGCTGCTCATGTTCCTGAGGAAGAGAGGTGGCGAGAAGAAGGAGCCTCTGCTGCAGGAGGA
CGATGTCAGGGACAACATCTACTACTATGACGAGGAGGGAGGTGGCGAGGATGACCAGGATTTCGACTTGAGCGTTCTGCAC
AGAGGTCTGGATAACCGTCCTGATGTTTTCCGTAATGACATCGCTCCAACCATGGCCCGGCCAGAGTATCGTCCACGACCCGC
CAACCCAGCCGACATTGGCAACTTCATTGATGATAACCTGAAGGCAGCTGACAACGACCCCACTGCTCCTCCCTACGACTCCC
TCCTGGTGTTTGACTATGAAGGAGGTGGCTCTGAGGCTGGCTCCCTCAGTTCCCTCAACTCCTCCAGCTCAGGAGACGACCAG
GACTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCA
GTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTCTCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCC
TTTTTATGCGTTTCGGGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATGTGTTCAATG
CTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGGATGTTGACATGGATTTTACACAATTCAGCAGT
TCTTTCTAATGGACTCTTAACAACCCCAGATTGTACTTGAATTTAATATGCTTCTTTTGGCGTCGTATCGAAGTTCTTTTTTTTT
ATATATGACTATCCTTTGGCATGAAATTGAAGTTACTGAAAGCCAAATCAGCCTTACGATGTTTTTGTTAACTGAGATTAATTA
TCAAGCTCAATAAATGCTTTTAAAAATGTTTGATAAACAACTAAGTTTGGGTTGTTTTATTCCTTTTCATTTTAATCATATTAAT
CACTAATTATATATTTTTTTCCTGAAGAAGCTCACAGTTCTGCTTTTTATTTTATTACAGTTCTGCTTTTTTAAATTAAAGATAT
CCTTTTGGTACAATGATGGATGTGAATATTTGTATTAAATACATTGTAATTTGTCTTATTTTGAGCTCAATTATTCAAATTCAC
AGCTGAGACACTAGATGGCGACAATTGAATAAAACAGGTCTTGGTCAATGAATGATGGCATTTCCTTGTCCCGCAGAACAGA
TTGTACAAATTATATTTAAGTAATAAGGCTGGAGGGGGTGTGGTGTATATGGCCAACATATCTCGGCTAAGGGCTGTACTTAT
GCACGATGCAACACGGAGTGCCTGGACAGAGCCCTTGGCCGTGGCTTATTGGCCATATACCACAAAACCCTGAGGTGCCTTA
TTNCTTTNNTTTNNTTTGTTCTTTCCGGTTTGTTCTNNTTNTCTTTTTTTTGCCTTCTCTTCTTGTCTCTTCCTTGTTTTTTTTCTCT
TTCTCCCTCCCTTGTCCTTCTCGTCTTTTCTCCTCTTTCTCTTTCCCTTTCCTTTCTTTCCTGTTGTTTTCTCTCTTTTTCCTTCCTC
TTTGGTTCGTGGCGCTTTCTTTTCTTTCCGCTTCCTCTTCTCGCTTCCTTCCNGTTTGGCGGTGTGTTTCCTTTTTTCTCTCTTCTT
TCCTTTTTGTCTTGTCTTGCTTCTCTTTTGGGGTGGTTTTTTCCCCCTCTTTTTTTCTTTCTCCTTTTCTGTGTTTTTTTTTTTCTTT
GTTTTGTTCTTCTTTGCTCCTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTCTTTCGGCCGTCTTGTCTTGTCTGTTTTTTCTCCCTTTCTGCTTCTTC
CCTTCTTTTTCTTTCCTCTCTTTCTCGTCTCTCCTTCTTTTTCGCGCTCTTTCCCCTGTCGCTTCCTGTCTGCGTCCTCTCTCTCTCT
TTTCTTGCCTCCTTGTCCGTCCGTCTTTTCTGCTGTTCTCTTCTCCTCTTTCGNTTCTCTTCGTGCTTGCTTTCTCTTGTCTTGCTT
TTTCTCTT

XIV. Sekvensen til E-cadherin pa kromosom 26 (genotype qq)

>Contig qq

AAAAAAAAAAAAATGAAGAAAAAAAATAAATTTAATAGAAATATAATAGAAAT AGAGAGATTGAGTAATTGAAAGAAAAA
AGGAAAAAAAGAAGGAAAAGAT AATAAAGAATATAAGAGAGAATAAGAAGATGATTAAATTAATAGAGAAGTAAAAGTGA
AGGGAGGGGGGAGGGGGGGGAGAGGTGATAAGTGAAGTTGGTTATTTCCAGAAAGCACACGTTTGAAAAATAGACTTTTTTC
ATCTACACGTAAAGAGATTACTTGTTACTATTGGTGGAACGACTATCCAAAAATTATTCAAAACAAATGGGGGCATTTTGGTT
CGTGGAGTTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTCGGAGTCAACATGTCTACCAGGTTTCAATTC
AGAAATATACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAAAGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACC
AGCCGCACCAGCTTTCTCTTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGGGGGC
TGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAGTCCAAGGGCAAGAAGATCACGGTTCCAGTCAGAGTGCT
GCATGAGGCCAGACATGGCCACCACCACAATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTACCT
GTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCAACTTCCCAGAGA
ATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAACAATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCAC
TGGCACTGGGGCAGACCTACCTCCTGTGGGAATCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCTTGG
ACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGTGGGTGCAGGTATAGCTGAGGATCCCATGGAGAT
CATTGTGAAAGTCATCGATATGAATGACAACAAACCTGTATTTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAA
AACCAGGTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCAT
TCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACTCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTG
GGTTGGACAGAGAGAAAATTCCCAAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTTTGG
CAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCAGAG
AATAAAGTGGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACA
AGATAGTTGACGGGGACCCTCAAGGCCTTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGCCAA
GCCGCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGAATGAAGTCCCATTCACAATCAGCATGCCCA
CCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAA
CCTGAGGACCTCCCTGTTGACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTCACAT
ACAAGATACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTGATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAG
AGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCTGTTATTGTTCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACTGGCACTG
GCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGTGTGATCAGGGTCTGCAACAAGGA
GTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGGGCTTCACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGT
CCCATTCTAACTGGACTGCCAGAATGAACGACACAAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGA
TTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGCACCATCCAGGCCTCCGTCTGTGACTGCAAAG
GAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAAAGCTGTAGCAGGCTTCGGCATCTCTAGCATTCTGGGAATTCTAGGAGCAGTCTTACTA
CTCCTATTGTTGTCTCTTCTGCTGCTCATGTTCCTGAGGAAGAGAGGTGGCGAGAAGAAGGAGCCTCTGCTGCAGGAGGACGA
TGTCAGGGACAACATCTACTACTATGACGAGGAGGGAGGTGGCGAGGATGACCAGGATTTCGACTTGAGCGTTCTGCACAGA
GGTCTGGATAACCGTCCTGATGTTTTCCGTAATGACATCGCTCCAACCATGGCCCGGCCAGAGTATCGTCCACGACCCGCCAA
CCCAGCCGACATTGGCAACTTCATTGATGATAACCTGAAGGCAGCTGACAACGACCCCACTGCTCCTCCCTACGACTCCCTCC
TGGTGTTTGACTATGAAGGAGGTGGCTCTGAGGCTGGCTCCCTCAGTTCCCTCAACTCCTCCAGCTCAGGAGACGACCAGGAC
TACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTC
AGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTCTCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTT
TTATGCGTTTCGGGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATGTGTTCAATGCTC
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GTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGGATGTTGACATGGATTTTACACAATTCAGCAGTTCT
TTCTAATGGACTCTTAACAACCCCAGATTGTACTTGAATTTAATATGCTTCTTTTGGCGTCGTATCGAAGTTCTTTTTTTTTATA
TATGACTATCCTTTGGCATGAAATTGAAGTTACTGAAAGCCAAATCAACCTTACGATGTTTTTGTTAACTGAGATTAATTATCA
AGCTCAATAAATGCTTTTAAAATGTTTGATAAACAACTAAGTTTGGGTTGTTTTATTCCTTTTCATTTTAATCATATTAATCACT
AATTATATATTTTTTTCCTGAAGAAGCTCACAGTTCTGCTTTTTATTTTATTACAGTTCTGCTTTTTTAAATTAAAGATATCCTTT
TGGTACAATGATGGATGTGAATATTTGTATTAAATACATTGTAATTTGTCTTATTTTGAGCTCAATTATTCAAATTCACAGCTG
AGACACTAGATGGCGACAATTGAATAAAACAGGTCTTGGTCAATGAATGATGGCATTTCCTTGTCCCGCAGAACAGATTGTA
CAAATTATATTTAAGTAATAAGGCTGGAGGGGGTGTGGTGTATATGGCCAACATATCTCGGCTAAGGGCTGTACTTATGCACG
ATGCAACACGGAGTGCCTGGACAGAGCCCTTGGCCGTGGCTTATTGGCCATATACCACAAAACCCTGAGGTGCCTTATTTCTT
TNCTTTTTTTTGTTC

XV. Sekvensen til E-cadherin pa kromosom 26 (genotype Qq)

>ContigQq
TACTTGTGACTATGTGGTGGAACGACTATCCAAAAATTATTCAAAACCCCCCTTACTATGTTGGTTCGTGGAGTTGGGCGTATT
AATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTCGGAGTCAACATGTCTACCAGGTTTCAATTCAGAAATATACATTTTCAA
AGTGGAAAGAAATCACTTACAAAGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTC
TTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGGGGGCTGACTCTGCATAATGGAC
ATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAGTCCAAGGGCAAGAAGATCACGGTTCCAGTCAGAGTGCTGCATGAGGCCAGACATGG
CCACCACCACAATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACTTCCCCAAGT
CTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCAACTTCCCAGAGAATGACCGAGGCCCCTTCCC
CAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAACAATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCACTGGCACTGGGGCAGACCTA
CCTCCTGTGGGAATCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCTTGGACAGGGAGAAAAAAGACA
AATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGTGGGTGCAGGTATAGCTGAGGATCCCATGGAGATCATTGTGAAAGTCATCGAT
ATGAATGACAACAAACCTGTATTTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAAAACCAGGTGACGAGGTCA
TGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCA
CTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACTCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAA
TTCCCAAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCATTACACTA
ACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGTCAGTCCCAGAGAATAAAGTGGATGCCTTGG
TGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACAAGATAGTTGACGGGGACCC
TCAAGGCCTTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGCCAAGCCGCTTGACTTTGAGAAG
AACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGAATGAAGTCCCATTCACAATCAGCATGCCCACCTCCACTGCTACTGTTGT
AGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAACCTGAGGACCTCCCTGTT
GACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTCACATACAAGATACGCAATGATA
ATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTGATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCA
AGACAACAAATACTCTGTTATTGTTCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACTGGCACTGGCACCCTTATCATAGAGC
TGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGTGTGATCAGGGTCTGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGTTGTT
GTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGGGCTTCACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCATTCTAACTGGACTG
CCAGAATGAACGACACAAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGATTACACGGTTGTCCTGAG
AGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGCACCATCCAGGCCTCCGTCTGTGACTGCAAAGGAGCGGATGTCCAGTGC
TCCGATAAAGCTGTAGCAGGCTTCGGCATCTCTAGCATTCTGGGAATTCTAGGAGCAGTCTTACTACTCCTATTGTTGTCTCTT
CTGCTGCTCATGTTCCTGAGGAAGAGAGGTGGCGAGAAGAAGGAGCCTCTGCTGCAGGAGGACGATGTCAGGGACAACATCT
ACTACTATGACGAGGAGGGAGGTGGCGAGGATGACCAGGATTTCGACTTGAGCGTTCTGCACAGAGGTCTGGATAACCGTCC
TGATGTTTTCCGTAATGACATCGCTCCAACCATGGCCCGGCCAGAGTATCGTCCACGACCCGCCAACCCAGCCGACATTGGCA
ACTTCATTGATGATAACCTGAAGGCAGCTGACAACGACCCCACTGCTCCTCCCTACGACTCCCTCCTGGTGTTTGACTATGAA
GGAGGTGGCTCTGAGGCTGGCTCCCTCAGTTCCCTCAACTCCTCCAGCTCAGGAGACGACCAGGACTACGACCTCCTTCAAGA
GTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTT
GCTTGGAAACTGTCCGGTTCTCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCGGGCAC
ATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATGTGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGAGA
GGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGGATGTTGACATGCATTTTACACAATTCAACAGTTCTTTCTAATGTTTTCTTAA
CAACGCCCCATTGTACTTGAATTTAATATGCTTCTTTTGACGTCGTATCGAAGTTCTTTTTTTTTAAAATGAAAAACCTTTGGTC
AGAAATTGAAACTAATGGAAGCCAAACCCACCTTACCAAGGTTTTGGTAATTGGGGTTAAATAACCTCCCCAACCAATGCCTT
TAAAAAAGTTTGAAAAACAATTAAGTTTGGGGGGCTCTAATCCTTTTCATTTTAAACAAATTAGTCACTAATTATATATTTTTT
TCCGGAAGACGCTCAAGTTCTGCTTTTTATTTTATTACAGTTCTGCTTTTTTAAATTAAAGATATCCTTTTGGTACAATGATGGA
TGTGAATATTTGTATTAAATACATTGTAATTTGTCTTATTTTGAGCTCAATTATTCAAATTCACAGCTGAGACACTAGATGGCG
ACAATTGAATAAAACAGGTCTTGGTCAATGAATGATGGCATTTCCTTGTCCCGCAGAACAGATTGTACAAATTATATTTAAGT
AATAAGGCTGGAGGGGGTGTGGTGTATATGGCCAACATATCTCGGCTAAGGGCTGTACTTATGCACGATGCATTTCGGAGTG
CCTGGACAGAGCCCTTAGCCGTGGCTTATTGGCCATATACCACAAAACCCTGAAGGTGCCTTA

85



XVI. Sekvensen til det paraloge genet pa kromosom 11

>Kromosom11l
ATCCCTGTTCTCCCGAGTACGGAATGATCTTCACGTTGGTGGAACGACTAGTCTGAAATTATTCAAAACAAATGGGGACCGTC
TGGTTCGCGGAGTTGGGGTTATTAACAGAGGATATCCAGGCTTTCAAGCCAGGGTTGTCGGAGGAGTCAAAATGTATACCAG
GTTTCAATTCGGAAATGTACATTTTCAAAGTGGAGAGAAATCACTTACAAAGTGGGCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGA
TGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTCTTTCGCTCCGAGGATTCACGCTTCAAAGTAAATGGCGACGGGACGCTGAAACTGA
AGAGGGGGGTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGTTCTATGTCTCTACCCAGTCCATGAGCAAGAAGATCAGCTGTTCCAG
TCAGAGTGAGTGCATGAGGCCAGACACTACCACCATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCCAGCCTGGATCAAGTCTGTCTC
TACCTGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCGTCAACTTCCCA
GAGAATGAGCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAGCAATGATAAAGAGGTGAAGATCATGTACAGCA
TCACTGGCAATGGGGCAGACCAACCTCCTGTGGGACTCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGATTCTCTATGTGACCCAGCCT
TTGGACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCTGTGGGTGCAGGTAAGGCTGAGGCACCCATGG
AGGTCATTGTGAAAGTCATCGACCAAAATGACAACAAACCTGTATTTACCCAAAATCCATTTATGGGAACAGTCCCTGAGGC
AGCAAAACCAGGTGATGAGTTCATGCAGGTAACAGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATAC
ACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAACGC
ACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCTTAAATATACTTTGGAAATCCAAGCTGCTGATTTGGAGGGAGATGGCCTTACCAGC
TTTGGCAAAGCCATCATTACAGTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACTGTGTCAGTCCC
AGAGAATAAAGTAGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGGGATGATCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACC
TTCAAGATAGTTGACGGGGACCCTGAAGGCCTTTTCAGTGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAAGGCATCATTACGACAG
AAAAGCCCCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGGTGAATGAAGTCCCATTTGCCATCCCTCTG
CCCACCTCCACTGCTACTGTTATAGTGAATGTGGAGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCAAACCAGTGGAGAAGATGATCA
GAAGACCTGAGGACCTCCATGTGGACAGCGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACTGCAAGGAATCAGAAAGT
CACATACAAGATTAAGAATGATGTTGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTGATAAAAGTCAAGACTCTCATG
GACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCTGTTGTTGTTCTGGGCACTGACAACGATGAAATCCCAGCAACGG
GCACTGGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGACAACCCTCCAACCATCGACGAGAGGATGATTAAGGTCTGCAA
CAAGGAGTCCTCCCCACAGCTGCTGTCAATCACTGATAAAGACGGAGCAGGCTTCGCTGCTCCATACACTGTACAGCTTCAGG
GGTCGTCCCTTTCCAACTGGACTGCCAGAATGAATGACTCAAAAACTGGCATTATCCTGACACTGAGTACTATGTTGGACAGT
GGAGATTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCAGGAGAGCACCATCCTGGCCTCCGTGTGTGACT
GCAAAGGAGCTGATGTCCAGTGCGCCAATAATTATTTCCTTCTTTCTATCTTTTTTCTCTCTCTTTCCTAATATATTTTTATTCTA
TACTTCTATACTATCTATTCATGATTCTTTAGATTTCATTCCTTTTCATTTTTTCTTTTCTATTTCTCTTTTTCATCCCCTTATTCT
CTTTCATCCTTCTCTTACTTCCTATTTCTCTCTTTTTCTTATTTCTTTTTATTTTTTCTCTTCTTCTTCTTTCTTCTCTCTATCTTATA
TATTTCTCTACTCCTTATTTTATACTACAACTTTTTTTATCTTATACTTTACATCTATTACTGCTTTCTTTTCATTATTTTCTATTT
TTATATATCCTTCTTTAACTCTTATGTATTTTCTTCTATCTGCTTTACATTCTTCCTGTCATCTTTCTACTTTTTACTTTTTCGTAC
CTAATTTACTACTACTTTCTCTATTTTTATCATTCCTATTGTTCTATACTATATCTGTATACAACTTTTATTACTATCTACTTACT
ATTATCCTTCTATTCTTACTTAATCTTCGTTAGACTTGTATATCTTTTTATAGTCTCGCATACATCCTACGACCTCCTTCAAGAG
TGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGGAGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTG
CTTGGAAACTGTCCGGTTCTCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCGGGCACA
TTTACAGTTTATTTGTGCAACCGTGGGAACATTTTAGAGAATTGTGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCACAC
TCTTGGCTCTGCACTAGCAGGATGTTGACATAGATTTTACACAGTTCAGCAGTGCTTTCTAATGGACTCTTAATAACCCCAGAT
TGTACTTGAATTTAATATGCATTGTTTGCTGGTTCTTGCTTCTATGTTGGTGTCATATCATAAAGTTTCTATAAAGACTATACAT
TGGCATGTAATGTAAGTTACTTCAAATCCAAATCAGCCTTAGGATTTTTTTGTTAACTGAGATGAATTATCAAGCTCAAACGCT
TTTTAAAAATGTTTGATAAAAATATAAGTTTGGGTCTTTTGTGTTCCTTTTCATTTTAAATGTTTTTTGTTTCTACTTGCTTCTGA
AGAAGCACTTGTGAATTTTTTTTTATAAAGGATATCCCTTTGGTACATTGATGGCCATGTGAATAAAA
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XVII.

Sammenligning av konsensussekvensene til ulike genotypene

til E-cadherin pa kromosom 26 til konsensussekvensen til

paralog pa kromosom 11.

Sammenligning av konsensussekvensen for genotype QQ med konsensussekvensen
for paralog pa kromosom 11.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

36

115

96

175

156

232

216

292

276

352

336

412

396

472

450

530

510

TTGGTGGAACGACTAGTCTGAAATTATTCAAAACAAATGGGGACCGTCTGGTTCGCGGAG

Feerrerrerrrerr o rrrrrrrrrrerrrrerrrrrtr b e et
TTGGTGGAACGACTATCCAAAAATTATTCAAAACAAAT GGGGGCATTTTGGTTCGTGGAG

TTGGGGTTATTAACAGAGGATATCCAGGCTTTCAAGCCAGGGTTGTCGGAGGAGTCAAAA

FEEEE e oLt rrrr e rrrrrrr rd FEEEEEET
TTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTC~~~GGAGTCAACA

TGTATACCAGGTTTCAATTCGGAAATGTACATTTTCAAAGTGGAGAGAAATCACTTACAA

FErrrrrrrrrrrrerr e teerr rrrrrr e e trr e e
TGTCTACCAGGTTTCAATTCAGAAATATACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAA

AGTGGGCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTC

PEEEE frrrrrrrr et er e et et e e e e e e e e
AGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTITTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTC

TTTCGCTCCGAGGATTCACGCTTCAAAGTAAATGGCGACGGGACGCTGAAACTGAAGAGG

FEErrrrrrrrrrrrrrr rrrrrrr ettt et e e e e e rere
TTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGG

GGGGTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGTTCTATGTCTCTACCCAGTCCATGAGCAAG

L Lrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere e rerrrr e e e e e e e bt
GGGCTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGT CTCTACCCAGTCCAAGGGCAAG

AAGATCAGCTGTTCCAGTCAGAGTGAGTGCATGAGGCCAGACA---CTACCA-C-C-ATC

Ferrerr e rrrerrrrrrrrrerrrr e e e e P bl
AAGATCA-CGGTTCCAGTCAGAGTG-CTGCATGAGGCCAGACATGGCCACCACCACAATC

ACCATGAGATGACCACCCAGCCCCAGCCTGGATCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACT

FEErrrrrrrrrererrrererr reer rer rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACT

TCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCGTCA
Frerrrrreerrrrerrrrrerrrrrrrrrerrr et e e e e e rr

95

174

155

231

215

291

275

351

335

411

395

471

449

529

509

589

569
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Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbict

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

590

570

650

630

710

690

770

750

830

810

890

870

950

930

1010

990

1070

1050

1130

1110

1190

1170

TCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCA

ACTTCCCAGAGAATGAGCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAGCA

FEEErrrrrrrrrrer rererrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer r
ACTTCCCAGAGAATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAACA

ATGATAAAGAGGTGAAGATCATGTACAGCATCACTGGCAATGGGGCAGACCAACCTCCTG

Frerrrrrerrrrreerert rerrrrrrerrrr e rrrrrrrrrrr rerrrr
ATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCACTGGCACTGGGGCAGACCTACCTCCTG

TGGGACTCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGATTCTCTATGTGACCCAGCCTTTGGACA

PEErr rrrrrrrrrrrrr et e rrre et e et rerr e e et rrrr e
TGGGAATCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCTTGGACA

GGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCTGTGGGTGCAGGTAAGG

Frrrrrrrrrrrerrrrrr et e et e e e e e e et e e e
GGGAGAARAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGT GGGTGCAGGTATAG

CTGAGGCACCCATGGAGGTCATTGTGAAAGTCATCGACCAAAATGACAACAAACCTGTAT

FEEEEr rrrrrr e terr e e FEEEEEEEErEr et
CTGAGGATCCCATGGAGATCATTGTGAAAGTCATCGATATGAATGACAACAAACCTGTAT

TTACCCAAAATCCATTTATGGGAACAGTCCCTGAGGCAGCAAAACCAGGTGATGAGTTCA

FEErrrrr rerrrrrrrrrer e reert rer rrr e e et
TTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAAAACCAGGT GACGAGGTCA

TGCAGGTAACAGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACA

FEEEErrrrr rrrrrrr et r e e e e e e e e e
TGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACA

CCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGA

PEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGA

CTGGAGGGATTCGGGTTAACGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCTTAAATATACTT

PEEEErrrrrrrr e e e et e e e e e e e et
CTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCCCAAATATACTT

TGGAAATCCAAGCTGCTGATTTGGAGGGAGATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCA

TGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCA

TTACAGTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACTGTGT

649

629

709

689

769

749

829

809

889

869

949

929

1009

989

1069

1049

1129

1109

1189

1169

1249

1229
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Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

1250

1230

1310

1290

1370

1350

1430

1410

1490

1470

1550

1530

1610

1590

1670

1650

1730

1709

1789

1769

1849

Feerr rrerrrrrrerrrrrrrrrrr e ettt e e e e e
TTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGTGT

CAGTCCCAGAGAATAAAGTAGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGGGATG

Frerrrrrrrrrerrrrrr trrrrr e et e e e e e e e e e
CAGTCCCAGAGAATAAAGTGGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGAGATG

ATCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTTCAAGATAGTTGACGGGGACCCTGAAGGCC

Forrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrr et e rrre e rr et rrrr
AGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACAAGATAGTTGACGGGGACCCTCAAGGCC

TTTTCAGTGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAAGGCATCATTACGACAGAAAAGCCCC

FEErrr o rrrrrrrrrrr et e e e e e et rrrrrrrrrr e rrer rreer
TTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGCCAAGCCGC

TTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGGTGAATGAAGTCCCAT

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrerrre et e e e et rrr e e
TTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGAATGAAGTCCCAT

TTGCCATCCCTCTGCCCACCTCCACTGCTACTGTTATAGTGAATGTGGAGGATGTGAATG

N FEErrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e
TCACAATCAGCATGCCCACCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGT GGAGGATGTGAATG

AAGCTCCAGTCTTCAAACCAGTGGAGAAGATGATCAGAAGACCTGAGGACCTCCATGTGG

Frrrrrrrrrrrerr rrrrrrrrre e rerer et e e e e
AAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAACCTGAGGACCTCCCTGTTG

ACAGCGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACTGCAAGGAATCAGAAAGTCA

PEEE T rr e e e e e e e e e e e e et e e
ACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTCA

CATACAAGATTAAG-AATGATGTTGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTG

R e e
CATACAAGAT-ACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTG

ATAAAAGTCAAGACTCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCT

PEorrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCT

GTTGTTGTTCTGGGCACTGACAACGATGAAATCCCAGCAACGGGCACTGGCACCCTTATC

Leerrrrerrrrrer rrrrrrrrrrrrerrrr rrrer rrrrrr e e e
GTTATTGTTCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACTGGCACTGGCACCCTTATC

1309

1289

1369

1349

1429

1409

1489

1469

1549

1529

1609

1589

1669

1649

1729

1708

1788

1768

1848

1828

1908

89



Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

HULL

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

1829

1909

1889

1969

1949

2029

2009

2089

2069

2149

2129

2209

2730

2724

2790

2784

2850

2844

2910

2904

2960

ATAGAGCTGGAGGATGTGAATGACAACCCTCCAACCATCGACGAGAGGATGATTAAGGTC

Frerrrrrrrrrerrerrrerrr e rrrrrrrerr rrrrrr et et b
ATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGTGTGATCAGGGTC

TGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGCTGCTGTCAATCACTGATAAAGACGGAGCAGGCTTC

Frerrrrrerrrrreererrerer rrrreer rrrrr e e et e rrrr
TGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGGGCTTC

GCTGCTCCATACACTGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCTTTCCAACTGGACTGCCAGAATG

FErrrrrrrrrer reeererrrrrrrrrrrrrr e rer terrrrrr e
ACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCATTCTAACTGGACTGCCAGAATG

AATGACTCAAAAACTGGCATTATCCTGACACTGAGTACTATGTTGGACAGTGGAGATTAC

FEorrrrrrrrerrrrrerrerrre et eeet  rrr e e e e e e
AACGACACARAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGATTAC

ACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCAGGAGAGCACCATCCTGGCC

FEErrrrrrrrrerrrrrrerr e e e e e e e et e e et
ACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGCACCATCCAGGCC

TCCGTGTGTGACTGCAAAGGAGCTGATGTCCAGTGCGCCAATAA 2172

FEErr trrrrrrrrrrrrrrrr rrrrrrrrrr et re
TCCGTCTGTGACTGCAAAGGAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAA 2252

CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGG

PEEEEErrrrrr et e et et e e e e e e e e e e e e
CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCT GTCTGACATGTACGGAGG

AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTC

PEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTC

TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG

FPEEEErrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e e e
TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG

GGCACATTTACAGTTT---A-TTTG-T--G--CAACCGTGGGAACATTTTAGAGAAT-TG

GGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATG

TGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCACACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG

1888

1968

1948

2028

2008

2088

2068

2148

2128

2208

2789

2783

2849

2843

2909

2903

2959

2963

3019

90



Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

2964

3020

3024

3080

3084

3139

3136

3199

3187

3256

3246

FEErrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrr e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
TGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG

ATGTTGACATAGATTTTACACAGTTCAGCAGTGCTTTCTAATGGACTCTTAATAACCCCA

FErrrrrrrr rerrrrrrerr rrreerr e trerr e e e e e
ATGTTGACATGGATTTTACACAATTCAGCAGTTCTTTCTAATGGACTCTTAACAACCCCA

GATTGTACTTGAATTTAATATGCATTGTTTGCTGGT -TCTTGCTTCTATGTTGGTGTCAT

T I I O O O e N N
GATTGTACTTGAATTTAATATGC-TTCTTT--TGGCGTCGTA-T-CGAAGTTCTT-T-~T

ATCATAAAGTTTCTATAAAGACTATACATTGGCATGTAATGTAAGTTACTTCAAATCCAA

I e e e R R R
-T--T----TTTATATAT-GACTATCCTTTGGCATGAAATTGAAGTTACTG-AAAGCCAA

ATCAGCCTTAGGALLLLLLtGTTAACTGAGATGAATTATCAAGCTCAA-AC--GCTTTTT

PEErrrrrrr e rrrrerrr e e et e trerr e e FEEE
ATCAGCCTTACGATGTTTTTGTTAACTGAGATTAATTATCAAGCTCAATARATGCTTITT -

AAAAATGTTTGATAAAAATATAAGTTTGGGTCTTTTGTGTTCCTTTTCATTTTAA 3310

Frerrrrrerrrerer trrrrrrrerrr e e e e
AAAAATGTTTGATAAACAACTAAGTTTGGGTTGTTT ~TATTCCTTTTCATTTTAA 3299

3023

3079

3083

3138

3135

3198

3186

3255

3245

Sammenligning av konsensussekvensen for genotype qq med paraloge pa kromosom

11

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

273

96

333

156

390

216

450

276

TTGGTGGAACGACTAGTCTGAAATTATTCAAAACAAATGGGGACCGTCTGGTTCGCGGAG

Feerrerrerrrerr o rrrrrrr e e e e et b e e e
TTGGTGGAACGACTATCCAAAAATTATTCAAAACAAAT GGGGGCATTTTGGTTCGTGGAG

TTGGGGTTATTAACAGAGGATATCCAGGCTTTCAAGCCAGGGTTGTCGGAGGAGTCAAAA

PEEEE rrrren | Forrrrrrrrererr rerrrrr FEEETEET
TTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTC~~~GGAGTCAACA

TGTATACCAGGTTTCAATTCGGAAATGTACATTTTCAAAGTGGAGAGAAATCACTTACAA

FPEE o brrrrrrrrrrrrrer et rerr e e e e e e e e
TGICTACCAGGTTTICAATTCAGAAATATACATTTTCAAAGTGGAAAGAAATCACTTACAA

AGTGGGCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTC

AGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGCACCAGCTTTCTC

TTTCGCTCCGAGGATTCACGCTTCAAAGTAAATGGCGACGGGACGCTGAAACTGAAGAGG

95

332

155

389

215

449

275

509

335

91



Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

510

336

570

396

630

450

688

510

748

570

808

630

868

690

928

750

988

810

1048

870

1108

FErrrrrrrrrrrrrrrr rrrrrr e et rr e e e e
TTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTGAAACTGGAGAGG

GGGGTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGTTCTATGTCTCTACCCAGTCCATGAGCAAG

e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer rerrrrrrrrr e e b
GGGCTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAGTCCAAGGGCAAG

AAGATCAGCTGTTCCAGTCAGAGTGAGTGCATGAGGCCAGACA---CTACCA-C-C-ATC

Ferrrrr o rrrrrrrrrrrre et e e e P bl
AAGATCA-CGGTTCCAGTCAGAGTG-CTGCATGAGGCCAGACATGGCCACCACCACAATC

ACCATGAGATGACCACCCAGCCCCAGCCTGGATCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACT

Frerrrrrrrrrerrrrrrerrr reer rer rrrrr e e e e e e
ACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTACCTGTTCTGAACT

TCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCGTCA

FErrrrrrrrrrerrrrr et rr e et er e e e e e e e e
TCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCATTCCTCCCATCA

ACTTCCCAGAGAATGAGCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAGCA

FErrrrrrrrrrrr e rrrrt e et e et e e e e e e e
ACTTCCCAGAGAATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGATCAGGTCCAACA

ATGATAAAGAGGTGAAGATCATGTACAGCATCACTGGCAATGGGGCAGACCAACCTCCTG

Frrrrrrrrrrrerrerrrr rrrre et e e et e e e
ATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCACTGGCACTGGGGCAGACCTACCTCCTIG

TGGGACTCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGATTCTCTATGTGACCCAGCCTTTGGACA

PEErE rrrrrrrrrrrrrrrrrrererererr rerrr e e e e e rrrrrn
TGGGAATCTTCACTGTGGACAARAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCGAGCCCTTGGACA

GGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCTGTGGGTGCAGGTAAGG

PR e e e e e e e e e e e e e e ter e
GGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGTGGGTGCAGGTATAG

CTGAGGCACCCATGGAGGTCATTGTGAAAGTCATCGACCAAAATGACAACAAACCTGTAT

PR bt trr e e e et PEEEETEEEEE et
CTGAGGATCCCATGGAGATCATTGTGAAAGT CATCGATATGAATGACAACAAACCTGTAT

TTACCCAAAATCCATTTATGGGAACAGTCCCTGAGGCAGCAAAACCAGGTGATGAGTTCA

PErrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrre e reerr rrr rrrr e e e rer
TTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAAAACCAGGTGACGAGGTCA

569

395

629

449

509

747

569

807

629

867

689

927

749

987

809

1047

869

1107

929

1167

92



Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

930

1168

990

1228

1050

1288

1110

1348

1170

1408

1230

1468

1290

1528

1350

1588

1410

1648

1470

1708

1530

1768

TGCAGGTAACAGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACA

PErrrrrrrr rerrrrrr et e et e et e e e e e e e e e e
TGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTGATGTCAGATACA

CCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACCCTGTGA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e et e e e e e e e Frr e
CCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCATCAACTCTGTGA

CTGGAGGGATTCGGGTTAACGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCTTAAATATACTT

Frerrrrrrrrrerrerrr rrererrrrrrrrr e e rerrrerr e e
CTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTCCCAAATATACTT

TGGAAATCCAAGCTGCTGATTTGGAGGGAGATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCA

PErrrrrrrrrr rrr rrrrr e et rerr e e e e e e e e e e
TGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAAATGGCCTTACCAGCTTTGGCAAAGCCATCA

TTACAGTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACTGTGT

PEEEE trrrrrrrrrrr ettt e et e e e et e e e e e
TTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTTCGTACACCGIGT

CAGTCCCAGAGAATAAAGTAGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGGGATG

FErrrrrrrrrrerrrrrr trrrr e et e e e e e e e e
CAGTCCCAGAGAATAAAGT GGATGCCT TGGT GGTGAAAATGCCAGTGACTGATGGAGATG

ATCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTTCAAGATAGTTGACGGGGACCCTGAAGGCC

Forrrrrrrrrrrrrrrrrert e et e et e et r e et Frrrrd
AGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACAAGATAGT TGACGGGGACCCTCAAGGCC

TTTTCAGTGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAAGGCATCATTACGACAGAAAAGCCCC

PEErer rrrrrrrrrrrrrrrrererererer rerrrrrrere veerrrrrr
TTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAACAGCCAAGCCGC

TTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGGTGAATGAAGTCCCAT

PEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e P e
TTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGAATGAAGTCCCAT

TTGCCATCCCTCTGCCCACCTCCACTGCTACTGTTATAGTGAATGTGGAGGATGTGAATG

A Frrrrrrrrrrrrrrrrrrer et e e e e e e e e e
TCACAATCAGCATGCCCACCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGTGGAGGATGTGAATG

AAGCTCCAGTCTTCAAACCAGTGGAGAAGATGATCAGAAGACCTGAGGACCTCCATGTGG

Lrererrreerrrrr rrrrrerrrrrrrr rerr et e e et
AAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAACCTGAGGACCTCCCTGTTG

989

1227

1049

1287

1109

1347

1169

1407

1229

1467

1289

1527

1349

1587

1409

1647

1469

1707

1529

1767

1589

1827

93



Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

HULL

1590

1828

1650

1888

1709

1947

1769

2007

1829

2067

1889

2127

1949

2187

2009

2247

2069

2307

2129

2367

ACAGCGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACTGCAAGGAATCAGAAAGTCA

Leer trrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrr et e e e
ACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGAATCAGAAAGTCA

CATACAAGATTAAG-AATGATGTTGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTG

Feerrrrrrr o rrrrer  rrrr e e e e e e e e e e
CATACAAGAT-ACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAAGACACTGGGCTG

ATAAAAGTCAAGACTCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACAAATACTCT

FEorrrrrrrrrr o rrrrrr e et e et e e e e e e e e e
ATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGACAACARATACTCT

GTTGTTGTTCTGGGCACTGACAACGATGAAATCCCAGCAACGGGCACTGGCACCCTTATC

Ferrerrrrrrerrr rrerrrrrrrrr et rerer rerr e e
GTTATTGTTCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACT GGCACTGGCACCCTTATC

ATAGAGCTGGAGGATGTGAATGACAACCCTCCAACCATCGACGAGAGGATGATTAAGGTC

Feerrrrrerrrerrerrrerrr rerrrrrrrerr rerrrrr e b
ATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGT GTGATCAGGGTC

TGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGCTGCTGTCAATCACTGATAAAGACGGAGCAGGCTTC

Frrrrrrrrrrrerrrrrrerr e e rrrer rerrrrrr ettt
TGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGATGGTGCGGGCTTC

GCTGCTCCATACACTGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCTTTCCAACTGGACTGCCAGAATG

FErrrrrrrrrer rerrrrrrrrrrrrrerrr e ter terrrrrr e
ACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCATTCTAACTGGACTGCCAGAATG

AATGACTCAAAAACTGGCATTATCCTGACACTGAGTACTATGTTGGACAGTGGAGATTAC

Ot rrrr rrrrrrrrrrrrerere veer e e e e e e e e e
AACGACACAAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGACAGTGGAGATTAC

ACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCAGGAGAGCACCATCCTGGCC

PR e e e e e e e e e e e et b e rrerd
ACGGTTGTCCTGAGAGT GTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGCACCATCCAGGCC

TCCGTGTGTGACTGCAAAGGAGCTGATGTCCAGTGCGCCAATAA 2172

Frerr rrerrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrr re e
TCCGTCTGTGACTGCAAAGGAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAA 2410

1649

1887

1708

1946

1768

2006

1828

2066

1888

2126

1948

2186

2008

2246

2068

2306

2128

2366

94



Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

2730

2882

2790

2942

2850

3002

2910

3062

2960

3122

3020

3182

3080

3242

3139

3294

3199

3345

3256

3404

CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGG

Frerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrr e et r e e e e
CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGG

AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTC

PErrrrrrrrrrrrrrrr et rr e et e e e e e e e e e
AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTC

TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG

Frerrrrrrrrrrrrrrrr et rr e et e e e e e e e e
TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG

GGCACATTTACAGTTT---A-TTTG-T--G--CAACCGTGGGAACATTTTAGAGAAT-TG

AERERRRRRRREREN R R R R
GGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGAAAAAATG

TGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCACACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG

Frrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrerreerrrr trr et e e e e e
TGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG

ATGTTGACATAGATTTTACACAGTTCAGCAGTGCTTTCTAATGGACTCTTAATAACCCCA

FEErrrrrrr rerrrrrrerr rrrrrrr e rrrrrrrrr e e et
ATGTTGACATGGATTTTACACAATTCAGCAGTTCTTTCTAATGGACTCTTAACAACCCCA

GATTGTACTTGAATTTAATATGCATTGTTTGCTGGT -TCTTGCTTCTATGTTGGTGTCAT

T 1 I O A A N N R N
GATTGTACTTGAATTTAATATGC-TTCTTT--TGGCGTCGTA-T~-CGAAGTTCTT-T~~T

ATCATAAAGTTTCTATAAAGACTATACATTGGCATGTAATGTAAGTTACTTCAAATCCAA

I N A na e
~T--T----TTTATATAT-GACTATCCTTTGGCATGAAATTGAAGTTACTG-AAAGCCAA

ATCAGCCTTAGGALLLLLLEGTTAACTGAGATGAATTATCAAGCTCAA-AC--GCTTTTT

PEEE rrrer rer trr e et e e e e et P e e RRRN
ATCAACCTTACGATGTTITTGTTAACTGAGATTAATTATCAAGCTCAATARATGCTTTT -

AAAAATGTTTGATAAAAATATAAGTTTGGGTCTTTTGTGTTCCTTTTCATTTTAA 3310

NN R e N R R
AAAA-TGITTGATAAACAACTAAGTTTGGGITGITT-TATTCCTTTTCATTTTAA 3456

2789

2941

2849

3001

2909

3061

2959

3121

3019

3181

3079

3241

3138

3293

3198

3344

3255

3403

95



Sammenligning av konsensussekvensen for genotype Qg med konsensussekvensen
til paraloge pa kromosom 11

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbict

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

84

62

144

121

204

179

264

239

324

299

384

359

441

417

498

477

558

537

618

597

TGGTTCGCGGAGTTGGGGTTATTAACAGAGGATATCCAGGCTTTCAAGCCAGGGTTGTCG

PEEEErr rrrrrrrrr rrrrer Forrrrrrrrrr et
TGGTTCGTGGAGTTGGGCGTATTAATATTATTTCTCCAGGCTTTCAAACCAGGGTCGTC-

GAGGAGTCAAAATGTATACCAGGTTTCAATTCGGAAATGTACATTTTCAAAGTGGAGAGA

FEErrerr rerr rrerrrrrrerrr et et rrrrr e e e
--GGAGTCAACATGTCTACCAGGTTTCAATTCAGAAATATACATTTTCAAAGTGGARAGA

AATCACTTACAAAGTGGGCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGC

Frrrrrrrrrrrerrer et e et e et e e e e e e e e
AATCACTTACAAAGTGGCCGGAGACTAGGAAAAGTGGTTTTTGATGACTGCACCAGCCGC

ACCAGCTTTCTCTTTCGCTCCGAGGATTCACGCTTCAAAGTAAATGGCGACGGGACGCTG

FErrrrrrrrrrerrr rrerrerrre e rrrrrr et trr e e e
ACCAGCTTTCTCTTTCACTCCGAGGATTCACACTTCAAAGTAGATGGCGACGGGACGCTG

AAACTGAAGAGGGGGGTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGTTCTATGTCTCTACCCAG

PEErrr rrrrrerr rrrrrr et e e e e et et e e e
AAACTGGAGAGGGGGCTGACTCTGCATAATGGACATAAGGAGGTCTATGTCTCTACCCAG

TCCATGAGCAAGAAGATCAGCTGTTCCAGTCAGAGTGAGTGCATGAGGCCAGACA---CT

FEEr b rrrrrrrrrerr o rrrrrrrr e et rrr e e |
TCCAAGGGCAAGAAGATCA-CGGTTCCAGTCAGAGTG-CTGCATGAGGCCAGACATGGCC

ACCA-C-C-ATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCCAGCCTGGATCAAGTCTGTCTCTAC

AN RN R R R e R
ACCACCACAATCACCATGAGATGACCACCCAGCCCAAGCCAGGAGCAAGTCTGTCTCTAC

CTGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCTGAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCA

PR e et e et e et e e e e e e e e e e e e
CTGTTCTGAACTTCCCCAAGTCTTCAGGAGGTCT GAAAAGAAGGAAGAGGGACTGGGTCA

TTCCTCCCGTCAACTTCCCAGAGAATGAGCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGA

PEEEErrr e rrr e e et e e e e e e e e
TTCCTCCCATCAACTTCCCAGAGAATGACCGAGGCCCCTTCCCCAAGATTATGGTGCAGA

TCAGGTCCAGCAATGATAAAGAGGTGAAGATCATGTACAGCATCACTGGCAATGGGGCAG

Frerrrerrr rrerrrrrrerrererrrere s rrrr e e e e et
TCAGGTCCAACAATGATAAAGAGGTGAAGATCCAGTACAGCATCACTGGCACTGGGGCAG

143

120

203

178

263

238

323

298

383

358

440

416

497

476

557

536

617

596

677

656

96



Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

678

657

738

717

798

777

858

837

918

897

978

957

1038

1017

1098

1077

1158

1137

1218

1197

1278

1257

ACCAACCTCCTGTGGGACTCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGATTCTCTATGTGACCC

Ferrrrrrrrrrrrrr rerrrrrrerrr e e e e e e re e e e
ACCTACCTCCTGTGGGAATCTTCACTGTGGACAAAAACTCTGGGAATCTCTATGTGACCG

AGCCTTTGGACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCTGTGG

Feer trrerrrrrrrrerrrrerrrrrrre et et e e e e e e
AGCCCTTGGACAGGGAGAAAAAAGACAAATACATTCTCCTAGCCCATGCTGTTGCAGTGG

GTGCAGGTAAGGCTGAGGCACCCATGGAGGTCATTGTGAAAGTCATCGACCAAAATGACA

Ferrrrrrr rerrrrr rrrrrr e et e e e FEETET
GTGCAGGTATAGCTGAGGATCCCATGGAGATCATTGTGAAAGTCATCGATATGAATGACA

ACAAACCTGTATTTACCCAAAATCCATTTATGGGAACAGTCCCTGAGGCAGCAAAACCAG

FErrrrrrrrrrerrerr e terrre et e e e rrer ettt e e
ACAAACCTGTATTTACCCAAGATCCATTTATGGGAACAGTTCCTGAAGCATCAAAACCAG

GTGATGAGTTCATGCAGGTAACAGCCACTGATGCTGATGAGGAGGGCTCTGCCAATTCTG

FEEr e rrrrrrrrrr et rrr e et e e e e e e e e e e
GTGACGAGGTCATGCAGGTAACGGCCACTGATGCTGAT GAGGAGGGCTCTGCCAATTCTG

ATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTGTCA

FEErrrrrrrrrrrr e ettt e et e et e et e e e e e
ATGTCAGATACACCATTCTCAGTCAGGAGCCTCCACTACCAAGCCCCAACATGTTTIGTCA

TCAACCCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAACGCACCTGGGTTGGACAGAGAGAAAATTC

FEEEE rrrrrrrrrrrrrerre et e et trrrr et r e e e
TCAACTCTGTGACTGGAGGGATTCGGGTTAATGCACCT GGGT TGGACAGAGAGAAAATTC

TTAAATATACTTTGGAAATCCAAGCTGCTGATTTGGAGGGAGATGGCCTTACCAGCTTTG

FPEEEErrr e rrrr e e e et ettt e e r e e e
CCAAATATACTTTGGCAATCCAAGCTGCCGATATGGAGGGAARATGGCCTTACCAGCTTTG

GCAAAGCCATCATTACAGTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTT

PR e rrr e et e e e e e e e e e e e e
GCAAAGCCATCATTACACTAACGGACAGCAATGACAACGCGCCACAGTTTGTGACGCCTT

CGTACACTGTGTCAGTCCCAGAGAATAAAGTAGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGA

PEErErE rrrrrrrrrrrrrrrrererere rrrrr e e e e e e e e e
CGTACACCGTGTCAGTCCCAGAGAATAAAGTGGATGCCTTGGTGGTGAAAATGCCAGTGA

CTGATGGGGATGATCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTTCAAGATAGTTGACGGGG

Frerrrr rerrr rrerrrrrrrrrrrrreerrrrrerrrr rrr e
CTGATGGAGATGAGCCTCACTCCTCTGCCTGGGCCACCACCTACAAGATAGTTGACGGGG
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1338

1317

1398

1377

1458

1437

1518

1497

1578

1557

1638

1617

1697

1676

1757

1736

1817

1796

1877
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1937

ACCCTGAAGGCCTTTTCAGTGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAAGGCATCATTACGA

Feerr reerrrrreerr o rreerrrrrrrrrrrrr e e e rrr e e
ACCCTCAAGGCCTTTTCAACGTGAGCACAGGCCCTAGCAAGCTGGAGGGCATCATTACAA

CAGAAAAGCCCCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGGTGA

FEE o rrrrr rrerrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
CAGCCAAGCCGCTTGACTTTGAGAAGAACAACAAGTACACTCTGCTGGTCACTGTGCAGA

ATGAAGTCCCATTTGCCATCCCTCTGCCCACCTCCACTGCTACTGTTATAGTGAATGTGG

FEErrrrrrrrrr CEErrrrrrrr e e et
ATGAAGTCCCATTCACAATCAGCATGCCCACCTCCACTGCTACTGTTGTAGTGAATGTGG

AGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCAAACCAGTGGAGAAGATGATCAGAAGACCTGAGG

Frrrrrrrrrrrerrerrrerreerrs rrrrrrrrr ettt et b e
AGGATGTGAATGAAGCTCCAGTCTTCACCCCAGTGGAGAAGATTATCAGGAAACCTGAGG

ACCTCCATGTGGACAGCGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACTGCAAGGA

PEEErr rrr vt rrrrr et e et e e e e e e e
ACCTCCCTGTTGACAGTGACCTGGTTCTGTACACAGCCACAGACCCAGACACCGCAAGGA

ATCAGAAAGTCACATACAAGATTAAG-AATGATGTTGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAA

Ferrrrrrrrrrerrerrrert o rrreer  rrr e e e e e
ATCAGAAAGTCACATACAAGAT-ACGCAATGATAATGCTGGATGGCTCAGTATCAACAAA

GACACTGGGCTGATAAAAGTCAAGACTCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGAC

Frrrrrrrrrrrer verrerreer rrr e e e e e e e e e
GACACTGGGCTGATCAAAGTCAAGAGCCTCATGGACAGAGAATCCACTTTTGTCCAAGAC

AACAAATACTCTGTTGTTGTTCTGGGCACTGACAACGATGAAATCCCAGCAACGGGCACT

PEEEErEr e rerrerererer rrrrrrrrr e e e e e rrrrn
AACAAATACTCTGITATTIGTITCTGGGCATCGACAACGATGAAATCCCGGCAACTGGCACT

GGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGACAACCCTCCAACCATCGACGAGAGG

PEEEErrrrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrr et e rrrrr e rrrrrrn
GGCACCCTTATCATAGAGCTGGAGGATGTGAATGATAATGCTCCAACCATTGACGAGAGT

ATGATTAAGGTCTGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGCTGCTGTCAATCACTGATAAAGAC

FPErrrrrrrrrrrerererrrerrrerrrrr e e rrrer rerr e
GTGATCAGGGTCTGCAACAAGGAGTCCTCCCCACAGTTGTTGTCAGTCACTGATAAAGAT

GGAGCAGGCTTCGCTGCTCCATACACTGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCTTTCCAACTGG
LErrrrerrr reerrrrrrrrrr rererrrrr e e e e e e rrrr
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2863
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2983

GGTGCGGGCTTCACTGCTCCATACACCGTACAGCTTCAGGGGTCGTCCCATTCTAACTGG 1975

ACTGCCAGAATGAATGACTCAAAAACTGGCATTATCCTGACACTGAGTACTATGTTGGAC 2056

Frerrrrrrrrrer rer eerr rrrerrerrrrere e et e
ACTGCCAGAATGAACGACACAAAGACTGGCATTATCCTGACTCTGAAGACTATGTTGGAC 2035

AGTGGAGATTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCAGGAGAGC 2116

Frerrrrrrrrrerrrrrrerrrrerererre et et e e e et e
AGTGGAGATTACACGGTTGTCCTGAGAGTGTCTGACAACCAGGGCCTGCACCATGACAGC 2095

ACCATCCTGGCCTCCGTGTGTGACTGCAAAGGAGCTGATGTCCAGTGCGCCAATAA 2172

FErrrer rerrrrrrr rerrrrrrrerrr e rrrr e e e rrn
ACCATCCAGGCCTCCGTCTGTGACTGCAAAGGAGCGGATGTCCAGTGCTCCGATAA 2151

CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGG 2789

FErrrrrrrrrrerrrrr et e et e e e e e e e e
CTACGACCTCCTTCAAGAGTGGGGCCCGCGCTTCAAGAAGCTGTCTGACATGTACGGAGG 2682

AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGTTC 2849

FEErrrrrrrrrrrr e ettt e et e et e et e e e e e
AGGAGAGGATTGAGAAGTCAGTCAGCCACTAAACCTTTTTGCTTGGAAACTGTCCGGITC 2742

TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG 2909

FEErrrrrrrrrrrr e ettt e et et e e et e e e e e e
TCCACACTTTGGTCTGTAAACTGAAGACCTTTTCTTTATTTCCCCTTTTTATGCGTTTCG 2802

GGCACATTTACAGTTT---A-TTTG-T--G--CAACCGTGGGAACATTTTAGAGAAT-TG 2959

RN RN RN e e e R R R AR R
GGCACATTTACAGTTTGGCAATTTGATTTGTGCAGACATGGGACCATTTTAGARARAATG 2862

TGTTCAATGCTCGTCTTCAGCATGGGGAGGGTGGCACACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG 3019

PEEErrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrr e et e e e e e e e
TGITCAATGCTCGICTTCAGCATGGAGAGGGTGGCATACTCTTGGCTCTGCACTAGCAGG 2922

ATGTTGACATAGATTTTACACAGTTCAGCAGTGCTTTCTAATGGACTCTTAATAACCCCA 3079

PEEEEErrer et e ety PEEEEE Trr 1
ATGTTGACATGCATTTTACACAATTCAACAGTTCTTTCTAATGTTTTCTTAACAACGCCC 2982

GATTGTACTTGAATTTAATATGCATTGTTT 3109

FPEEErrrrrrrrrrrrrrrrrr el
CATTGTACTTGAATTTAATATGC-TTCTTT 3011
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MGPWSR-—-————— SLSALLLLLQVSSWLCQ--EPEP--CHPGFDAESYTF
MGPWSR---—-—--- SLSALLLLLQVSSWLCQ--EPEP--CHPGFDAESYTF
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TLHEGHKVFSVHAWDSSGMKHTASVRVERVPAQ-——————-—-—————————

PPHOASVSGIQ-———-—---— AELLTFPNSSPG-LRRQKRDWVIPPISCPEN
PPHQASVSGIQ-——————-— AELLTFPNSSPG-LRRQKRDWVIPPISCPEN
PPLHASVSGVQ-——————-— AELLTFPNSSPG-LRRWKRDWVIPPISCPEN
H--HDAPSKTQ-——————— TEVLTFPSSQHG-LRRQKRDWVIPPISCPEN
HSHHDSPSGTQ-——————— TEVLTFPGPHHG-LRRQKRDWVIPPISCPEN
HHHRDPASESN-——————— PELLMFPSVYPG-LRROQKRDWVIPPISCPEN
HHHRDPVSESN—-——————— PELLTFPSFHQG-LRROQKRDWVIPPINCPEN
HHHNHHLODTT-——————— PAVLTFPKHDPGFLRRQKRDWVIPPISCLEN
HHHNHHEMTTQPKPGASLSLPVLNFPKSSGG-LKRRKRDWVIPPINFPEN
HHHNHHEMTTQPKPGASLSLPVLNFPKSSGG-LKRRKRDWVIPPINFPEN
——————— MEAQ-—--—-—-—---VPVVYFHKSGEG-LKRRKRDMVIPPLNVPEN
HHNTEVDSADTKETAGHPDVAVLYFPKSSKG-LRRRKRDWVIPPINIPEN
————— VESSSD-—-—-—-—-——-—-—-—--VDLTKN-----KRVKRGWIIPPISVSEN
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EKGPFPKNLVQIKSNKDKEGKVEYSITGQGADTPPVGVEFIIERETGWLKV
EKGPFPKNLVQIKSNRDKEIKVEYSITGQGADAPPVGVEFIIERETGWLKV
EKGPFPKSLVQIKSNKEKETQVEYSITGQRADTPPVGVEFIIERETGWLKV
EKGEFPKNLVQIKSNRDKETKVEYSITGQGADKPPVGVFIIERETGWLKV
QKGEFPQRLVQIKSNRDKETTVEYSITGPGADKPPVGVEFIIERETGWLKV
HRGPYPMRLVQIKSNKDKESKVYYSITGQGADSPPVGIFIIERETGWLEV
DRGPFPKIMVQIRSNNDKEVKIQYSITGTGADLPPVGIFTVDKNSGNLYV
DRGPFPKIMVQIRSNNDKEVKIQYSITGTGADLPPVGIFTVDKNSGNLYV
HRGPYPLKISQIRSNKDDTTRIYYSISGPGANQPPVNLEFTMDRVSGTLEV
SNGPFPLKMVTIRSSEDKIKKIIYSITGPGANEDPVGLFTMDKDTGDLYV
SKGPFPMRLVQIKSDYAIETRLAYKITGEGADLDPKGIFTIDRLSGWVSV

* .k * .k *x ok ek * . * .k ... . % . *

TEPLDRERIATYTLFSHAVSSNGNAVEDPMEILITVTDONDNKPEFTQEV
TEPLDRERIATYTLFSHAVSSNGNAVEDPMEILITVTDONDNKPEFTQEV
TEPLDRENIATYTLFSHAVSSNGNAVEDPMEILITVTDONDNKPVETQEV
TEPLDREQIAKYILYSHAVSSNGNAVEDPMEIVITVTDONDNKPEFTQAV
TQPLDREQIAKYILFSHAVSSNGQAIEEPMEIVITVTDONDNKPQFTQEV
TQPLDREAIAKYILYSHAVSSNGEAVEDPMEIVITVTDONDNRPEFTQPV
TQPLDREAIDKYLLYSHAVSSNGEAVEDPMEIVVTVTDONDNRPEFIQEV
TEQLDREKIDRYTLLSHAVSASGQPVEDPMEIIITVMDONDNKPVEIKEV
TEPLDREKKDKYILLAHAVAVGAGIAEDPMEI IVKVIDMNDNKPVETQDP
TEPLDREKKDKYILLAHAVAVGAGIAEDPMEI IVKVIDMNDNKPVETQDP
TOQOLDREQQASYMLKAYAVAEGSGTAEEPMDI IVNVIDONDNKPAEFVKDT
HORLDREKQAHYTLLAHADV-—---- EDPMEITIINVIDMNDNKPIFEQTS
TQLLDREKKASYKLRAHANGVDADVTEKPMDI IVTVTDONDNKPVETQNP

* % k% * ke ek * kkekoeo *x Kk kkhkk ok K

FKGSVMEGALPGTSVMEVTATDADDDVNTYNAAIAYTILSQDPELPDKNM
FKGSVMEGALPGTSVMEVTATDADDDVNTYNAATAYTILSQDPELPDKNM
FKGSVMEGALPGTSVMEVTATDADDDVNTYNAATAYSILSQDPELPDKNM
FOGSVTEGALPGTSVMQVTATDADDDVNTYNAATAYSILTQDPLLPSSMM
FKASALEGALPGTSVMQVTATDIDDEVNTYTAAIGYTIPAQDPMLPHNKM
FEGEVAEGAVPGTSVMKVSATDADDDVNTYNAATAYTIVSQDPELPHKNM
FEGSVAEGALPGTSVMQVSATDADDDINTYNAATAYTILSQDPELPHKNM
FVGYIEENAKPGTSVMTVNATDADDAVNTDNGIVSYSIVSQQPPRPHPQOM
FMGTVPEASKPGDEVMQVTATDADE-EGSANSDVRYTILSQEPPLPSPNM
FMGTVPEASKPGDEVMQVTATDADE-EGSANSDVRYTILSQEPPLPSPNM
FLGEVPEASPTNFEVIQVNATDLDE-PNSYNSDIRYKILSQEPKLPSDNL
YVAEVAESSPKGTTVIQVKATDADE-PGNDNSIIKYTILSQEPKLPSDSM
FNGNVPEALEKGEVFMTVTATDADDKENTDNADISYVIISQDPPSPKPNM

* s K KkKk Kk * ok ek ek K

FTINRNTGVISVVTTGLDRESFPTYTLVVQAADLQGEGLSTTATAVITVT
FTINRNTGVISVVTTGLDRESFPTYTLVVQAADLQGEGLSTTATAVITVT
FTINKNTGVISVVTTGLDRESFPMYTLVVQAADLQGEGLSTTATAVITVT
FTINKDTGVISVLTTGLDREGVPMYTLVVQAADLQGEGLTTTATAVITVT
FTINKETGVISVLTTGLDRESFPTYTLMVQAADLNGEGLSTTATAVITVL
FTVNRDTGVISVLTSGLDRESYPTYTLVVQAADLQGEGLSTTAKAVITVK
FTVNRDTGVISVVTSGLDRESYPTYTLVVQAADLQGEGLSTTAKAVITVK
FTIDPAKGIISVLGTGLDRETTPNYTLIVQATDQEGKGLSNTATAIIEVT
FVINPVTGGIRVNAPGLDREKIPKYTLAIQAADMEGNGLTSFGKAIITLT
FVINSVTGGIRVNAPGLDREKIPKYTLAIQAADMEGNGLTSFGKAIITLT
FTINPTTGVIRVNAGGLDREKYPEYTLEVQAADLEGIGLTGVAKVILTVT
FAINSEFNGAIMVEGVGLDREKYPEYTLEIQAADTKGEGLTGKTKVTLKVT
FAINPVSGGISVLEKGLDREQWFRYTLVITATDMNGEGLSTTGTAVITVT

* .. * * K * Kk Kk kK * Kk Kk * * * **

DTNDNPPIEFNPTTYKGQVPENEANVVITTLKVTDADAPNTPAWEAVYTIL
DTNDNPPIEFNPTTYKGQVPENEANVIITTLKVTDADAPNTPAWEAVYTIL
DTNDNPPVENPTTYKGQVPENQANEVITTLKVTDADAPNTPAWEAVYTIL
DINDNPPIEFNPTTYQGRVPENKANVEIAVLKVTDADVPDTPAWRAVYTIL
DTNDNAPRENPTTYVGSVPENEANVAITTLTVTDADDPNTPAWEAVYTVL
DINDNAPVENPSTYQGQVPENEVNARIATLKVTDDDAPNT PAWKAVYTVV
DINDNAPIEFNPSTYQGQVLENEVGARIATLKVTDDDAPNTPAWNAVYTVV
DANDNIPIFNPTMYEGVVEENKPGTEVARLTVTDQDAPGSPAWQAVYHIK
DSNDNAPQFVTPSYTVSVPENKVDALVVKMPVTDGDEPHSSAWATTYKIV
DSNDNAPQFVTPSYTVSVPENKVDALVVKMPVTDGDEPHSSAWATTYKIV
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DSNDNAPAFTQASYETSVAENKADSQILRMLVTDGDEPHSAAWNAKFTIV 283
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DSNDNAPLFEQSSYTASVPENQVGVEVAKLPVTDGDEPESTAWSTKYQITI 402

*x k) kx x . * * kK *k)k*k Kk X :.** . . .

N-DDGGQFVVTTNPVNNDGILKTAKG-—-—-==-—-—-—-———————————————— 441
N-DDGGQFVVTTNPVNNDGILKTAKG-—-—-—=-—-—-=-———————————————— 441
N-DNDGQFVVTTNPVINDGILKTAKG-—-—-—-—-—-—-———————————————— 441
N-NNNDQFVVTTDPVINDGILKTTKG-—-—-—--—-=-=-———————————————— 443
N-DNEKQFIVVTDPVINEGTLKTAKG-—-—-—-—-—-—-———————————————— 441
N-DPDQQFVVVTDPTTNDGILKTAKG-—-—-==-—-—-=-———————————————— 443
N-DPDHQFTVITDPKTNEGILKTAKG-—-—-—-—-—-—-—————————-——————— 445
SGNLDGAFSIITDPSTNNGILKTAKG-—---—-=-———————-——————————— 448
DGDPQGLENVSTGPSKLEGIITTAKP--———————-——-————————————— 446
DGDPQGLENVSTGPSKLEGIITTAKP--—-——————-——-————————————— 446
SGDPGGFFSVKTGTNKQEGILSTAKVHFSHRKFGTLMSRLKKIRTLLLLC 333
GGDPDKFFSIETGTNKQEGIIKTIKG--———————-——————————————— 458
AGDKGGFFNISTGPSRLEGIITTVKP-———=-—-—-—-———————————————— 428

*onox L. H I

——————— LDFEAKQQYILHVAVTNVVPFEVSLTTSTATVTVDVLDVNEAP 484
——————— LDFEAKQQYILHVAVINVVPFEVSLTTSTATVIVDVLDVNEAP 484
——————— LDFEAKQQYILHVAVINVAPFEVSLTTSTATVIVDVLDVNEAP 484
——————— LDFEDKQQYVLYVTVVNVTPFEVILSTSTATVIVDVEDVNEAP 486
——————— LDFEAKQQYILYVAVINVAPFEVTLPTSTATVIVDVIDVNEAP 484
——————— LDFEAKQQYILHVRVENEEPFEGSLVPSTATVTVDVVDVNEAP 486
——————— LDFEAKQQYILHVIVENEEPFEGSLVPSTATVIVDVVDVNEAP 488
——————— LDYETKSRYDLVVTVENKVPLSVPITLSTASVLVIVLDVNEPP 491
——————— LDFEKNNKYTLLVTVQONEVPEFTISMPTSTATVVVNVEDVNEAP 489
——————— LDFEKNNKYTLLVTVQONEVPEFTISMPTSTATVVVNVEDVNEAP 489
CPLPTKGLDFEKNSKHTLLIAVENEVPFAVALPTATATVVVTVQDVNEAP 383
——————— LDFETNRKHTLLVRVENDVPFAIPVVTSTATVVVTVKDVNEPP 501
——————— LDYEKTKQYILSVIVVNDDKEFVGPLPTSTATVTVNVKDVNEPP 471

* Kk o % DIETEE R ekk ek Kk ok kkkk *x

IFVPPEKRVEVSEDFGVGQEITSYTAQEPDTFMEQKITYRIWRDTANWLE 534
IFVPPEKRVEVSEDFGVGQEITSYTAQEPDTFMEQKITYRIWRDTANWLE 534
IFVPPEKRVEVSEDFGVGQEITSYTAREPDTFMEQKITYRIWRDAANWLE 534
IFIPCPKVVSIPEDFGVGQEITSYTAEDPDTYMEQRITYRIWRDAAGWLE 536
IFVPPQKRVEVPEDFGVGLEITSYTAREPDTFMEQKITYRIWRDTANWLE 534
IFMPAERRVEVPEDFGVGQEITSYTAREPDTFMDQKITYRIWRDTANWLE 536
IFVPAEKRVEVPEDFGVGLEIASYTAREPDTFMEQKITYRIWRDTANWLE 538
VEVPPIKRVGVPEDLPVGQQVTSYTAQDPDRDMRQKITYRMGSDPAGWLY 541
VFTPVEKIIRKPEDLPVDSDLVLYTATDPDTARNQKVTYKIRNDNAGWLS 539
VFTPVEKIIRKPEDLPVDSDLVLYTATDPDTARNQKVTYKIRNDNAGWLS 539
IFDPPEKQVSKGEDLPVGTDVVQYTASDPDTARKQKVMYRILNDPAGWLN 433
IFKEKEMTVQKREDLSVESVVIKSEAEDPDFARENIVKYKIINDPDNWLK 551
EFIPKEKFISRPENLPVGSNLIPFTAIDPDTEKKQONITYRIGNDPSDWLN 521

* . * e . * . * . Kk k . . * e e * * *

INPDTGAISTRAELDREDFEHVKNSTYTALIIATDNG-SPVATGTGTLLL 583
INPDTGAISTRAELDREDLEHVKNSTYTALIIATDNG-SPVATGTGTLLL 583
INPDTGAISTRAELDREDVEHVKNSTYTALITATDND-HHLCD-—-————— 576
VNPESGAIFTRAELDREDFEHVKNSTYEALIIAIDNG-SPVATGTGTLLL 585
INPETGAISTRAELDREDVDHVKNSTYTALIIATDNG-SPPATGTGTLLL 583
INPETGAIFTRAEMDREDAEHVKNSTYVALIIATDDG-SPIATGTGTLLL 585
INPETGVISTRAEMDREDSEHVKNSTYTALIIATDDG-SPIATGTGTLLL 587
IHPENGIVTATQPLDRES-VHAINSTYKAIILAVDNG-IPDTTGTGTLLL 589
INKDTGLIKVKSLMDRES-TEVQDNKYSVIVLGIDND-EIPATGTGTLII 587
INKDTGLIKVKSLMDRES-TEVQDNKYSVIVLGIDND-EIPATGTGTLII 587
VDKETGVIKVKTSMDRES-LEVKDNKYTALIGAYDDD-EVPATGTGTLMV 481
VDEDSGLVKVKSDMDRE S -PNVKDNKYTVLLGAYDND-PVPATGTGTLII 599
ITG-SGQIQVKNALDRES-SNVKDGKYKALILALDNDVESPATGTGTLVI 569

* . ok kk . * .. * .

ILSDVNDNAPIPEPRTIFFCERNPKPQVINIIDADLPPNTSPEFTAELTHG 633
ILSDVNDNAPIPEPRTIFFCERNPKPQVINIIDADLPPNTSPEFTAELTHG 633
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CanisLupusFamiliaris
BosTaurus

MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis

VLSDVNDNGPIPEPRNMDFCOKNPQPHVINIIDPDLPPNTSPFTAELTHG
FLDDVNDNGPVPEPRTMDEFCQRNPEPHIININDPDLPPNTSPFTAELTHG
VLLDVNDNAPIPEPRNMQFCORNPQPHIITILDPDLPPNTSPFTAELTHG
VLSDVNDNAPIPEPRNMQFCORNPKPHVITILDPDLPPNTSPFTAELTHG
LLODVNDNGPTPEPRSFEICSRQPEKQILSIVDKDLPPHTYPFKAALEHG
ELEDVNDNAPTIDESVIRVCNKESSPQLLSVTDKDGAGFTAPYTVQLQGS
ELEDVNDNAPTIDESVIRVCNKESSPQLLSVTDKDGAGFTAPYTVQLQGS
LLEDVNDNAPVIEERAFQVCRNKPAPQLLSVTDKDGPGNGAPEFSVSLQDP
ILEDVNDNAPAIVERETQICKHQRTPALLSIVDKDEAAHSAPYSVAVHEK
ELQDVNDNAPVINERTIKLCNRESAPVLLSITDKDLPPFAGPEFKVEPQGD

ASANWTIQYNDPTQESIILKPKMALEVGDYKINLKLMDNQNKDQVTTLEV
ASANWTIQYNDPTQESIILKPKMALEVGDYKINLKLMDNQNKDQVTTLEV
——————————— IAQESIILKPKIALEVGDYKINLKLMDNQKKDQVTTLEV
ASVNWTIEYNDPARESLILKPKKTLELGDYKINLKLTDNQNKDQVTTLDV
ASVNWTIEYNDQERESLILKPKKTLELGDHKINLKLIDNQNKDQVTTLDV
ASVNWTIEYNDAAQESLILQPRKDLEIGEYKIHLKLADNQNKDQVTTLDV
ASVNWTIEYNDAEQESLILQPRKDLEIGEYKINLKLSDNQNKDQVTTLEV
SSNNWTVEIR--GODELAMGLKKELEPGEYNIFVKLTDSQGKAQVTQVKA
SHSNWTARMND-TKTGIILTLKTMLDSGDYTVVLRVSDNQGLHHDSTIQA
SHSNWTARMND-TKTGIILTLKTMLDSGDYTVVLRVSDNQGLHHDSTIQA
SRSNWTARMND-SKTGIILQLTKALESGQYTVVLRVADNRGRDQDNTVQA
YSANWTAKMNE -SKTGIELFLKSDIPEGKYKVVLRVADRGNLDQESSINV

TSKNWSVEFEFNE-TGHEFLNIKPQSQLEQGEYKVVLRVADREGESQENITIQA
.. e T T T . .

SVCDCEGAAGVCRKAQP-VEAGLQIP-AILGILGGILALLILILLLLLFL
SVCDCEGAAGVCRKAQP-VEAGLQIP-AILGILGGILALLILILLLLLFL
SVCDCEGAAGICKKAPL-VEAGMQIP-AILGILGGILALLILILLLLLFL
FVCDCEGVVNSCKRTAPYAEAGLQVP-AILGILGGILALLILILLLLLEV
HVCDCDGIVSNCRKARP-AEAGLQVP-AILGILGGILAFLILILLLLLLV
HVCDCEGTVNNCMKAGI -VAAGLQVP-AILGILGGILALLILILLLLLEL
HVCDCEGTVNNCMKAIS-LEAGLQVP-AILGILGGILALLILILLLLLEL
QVCECEGTAKNCERRSY-IVGGLGVP-AILGILGGILALLILLLLLLLFA
SVCDCKGADVQCSDKAV---AGFGIS-SILGILGAVLLLLLLSLLLLMFL
SVCDCKGADVQCSDKAV---AGFGIS-SILGILGAVLLLLLLSLLLLMFL
TVCECTGEDNQCQERVA---AGTNLP-VILGVLAGILLLLMLVLLLLMFA
EVCTCLENGLCSLARIG---GQEEMSPYIWGILGALLLLLVIAVLGLYAY
SVCDCKGEAFQCTDKQV———AGIPLF GVLGVLGGILLLLLLALLLLMFL

**x % Kok ek ke ok X

RRR--AVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--AVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--AVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--RVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--RVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--TVVKEPLLPPDDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--TVVKEPLLPPDDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDAR
RRR--KVEKEPLLPPEDDMRDNVYNYDEEGGGEEDQDYDLSQLHRGLDAR
RKR--GGEKKEPLLQEDDVRDNIYYYDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNR
RKR--GGEKKEPLLQEDDVRDNIYYYDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNR
RRR--RGPQKEPLLODTDTRDNIFYYDEEGGGEDDQDYDLSVLHRGLDNR
NKRQKKGEIGEPFEKD-IIRDNIYHYAEEGGGEDDONEDLSVLHYGLDNK
RRK——SNSKKEPLLPEDDVRDNIYYYDEEGGGEDDQDFDLSVLHRGLDNR

'k'k'k * ****** ** *** * Kk Kk k%K

PEVTRNDVAPTLMSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTAPPYDS
PEVTRNDVAPTLMSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTAPPYDS
PEVTRNDVAPTLLSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADSDPTAPPYDS
PEVTRNDVAPTLLSVPQYRPRPANPDEIGNEFIDENLKAADTDPTAPPYDS
PEVTRNDVAPTLMSVPQYRPRPANPDE IGNFIDENLKAADSDPTAPPYDS
PEVTRNDVAPTLMSVPQYRPRPANPDEIGNEFIDENLKAADSDPTAPPYDS
PEVIRNDVAPTLMSMPQYRPRPANPDEIGNEFIDENLKAADSDPTAPPYDS
PEVIRNDVAPPLMAAPQYRPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTAPPYDS
PDVFRNDIAP-TMARPEYRPRPANPADIGNFIDDNLKAADNDPTAPPYDS
PDVFRNDIAP-TMARPEYRPRPANPADIGNFIDDNLKAADNDPTAPPYDS
PEVFRNDVMPNEMPAPQYQPRPANPEEIGNEFIDNNLKTADNDPTAPPYDS

635
633
635
637
639
637
637
531
649
619

683
683
631
685
683
685
687
687
686
686
580
698
668

731
731
679
734
731
733
735
735
732
732
626
745
714

779
779
727
782
779
781
783
783
780
780
674
794
762

829
829
777
832
829
831
833
833
829
829
724
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OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

HomoSapiens
PanTroglodytes
MacacaMulatta
CanisLupusFamiliaris
BosTaurus
MusMusculus
RattusNorvegicus
GallusGallus
SalmoSalarQQ
SalmoSalarqq
TetraodonNigroviridis
OryziasLatipes
DanioRerio

PDVLRSDMMPVTMSRPTYRTLPANPDEIGNFIEDNLKAADEDPTAPPYDS
PEVFRNDVAPTFMPAPQYRPRPANPEEIGTFIDDNLKAADNDPTAPPYDS

Kk ek Kk ke K * X * Kk kK ekk hkk e oekkhkkoekk kAkAkAkKkhKh kK

LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNREFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDQODQODYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAATLSSLNSSESDQDODYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDQDQODYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDQDODYDYLNEWGNRFKKLADMYGGG
LLVEFDYEGGGSEATSLSSLNSSASDQDODYDYLNEWGNRFKKLAELYGGG
LLVEFDYEGGGSEAGSLSSLNSSSSGDDODYDLLOQEWGPRFKKLSDMYGGG
LLVFDYEGGGSEAGSLSSLNSSSSGDDQODYDLLOEWGPRFKKLSDMYGGG
LLVFDYEGGGSDSGSLSSLNSSSSGD-QDYDCLSQWGPRFKKLADMYGGG
LLVFDYEGGGSDAGSLSSLNSSNSGD-QDYNCLTEWGPRFKKLADMYGGG
LLVEFDYEGGGSDAGSLSSLNTSSSGNDQDYDEFLNEWGPRFKKLADMYGGG

kAhkkhkkhkkhkkx Khkeoo okkkhkkk ok Kk Kkke ok ekk kkkkok .. kkokok

EDD---- 882
EDD---- 882
EDD---- 830
EDD---- 885
EDD---- 882
EDD---- 884
EED---- 886
EDDE--- 887
ED-—--- 881
ED-—--- 881
EDD---- 776
EDDDDML 900

864

844
812

879
879
827
882
879
881
883
883
879
879
773
893
862
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	Tittel: Søk etter DNA-variasjon som virker inn på resistens mot infeksiøs pankreasnekrose (IPN) i Atlantisk laks (Salmo salar).
 
 
Search for DNA variations that affect resistance to infectious pancreatic necrosis (IPN) in Atlantic salmon (Salmo salar). 
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