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. ZUSAMMENFASSUNG

Astacin (E.C. 3.4.24.21) aus dem Kaumagen des Flusskrebses Astacus astacus L. ist der
Prototyp einer Familie von Zink-Endopeptidasen (Familie M12A, nach der Nomenklatur
von Rawlings und Barrett), deren Mitglieder bel Vertebraten, Invertebraten und Bakterien
gefunden werden. Die Mehrzahl der bisher beschriebenen Astacine enthalten dabei neben
einem katalytischen Modul, der eigentlichen Astacin- Doméane, noch weitere Doméanen die
der Verankerung in der Zellmembran oder regul atorischen Aufgaben, etwa im Rahmen der
Morphogenese und Differenzierung, dienen. In den letzten Jahren haben insbesonders die
Genom und Transkriptom-Analysen vieler Organismen die Anzahl annotierter Sequenzen,
die Astacin-ghnliche Domanen enthalten, stark anwachsen lassen.

(1) Bei dem Nematoden Caenorhabditis elegans konnte durch Datenbanksuchen mit
dem BLAST-Algorithmus die Uberraschend grof3e Zahl von 40 Astacin- homologen Genen
identifiziert werden. Die Transkriptom Analyse durch RT-PCR Experimente sowie die
Auswertung der EST-Sequenzen und der microarray Ergebnisse von Kim et a. (2001)
ergab, dass mit Ausnahme eines Pseudogens alle anderen Astacin-homologen Proteine
auch tatsachlich exprimiert werden. Die gefundenen cDNA-Sequenzen wichen dabel zum
Teil erheblich von den Spleil3vorhersagen der wormpep oder Genie Gene Datenbanken ab
und wurden fiir eine richtige Ubersetzung der Transkripte in Protein-Sequenzen anhand der
experimentellen Daten korrigiert. Um erste Aussagen uber die Funktion dieser Proteine
machen zu konnen erfolgte an ausgewdahiten Beispielen die Lokalisierung in vivo durch
GFP-Reporter-Proteine. Anhand des Expressionmusters konnte fir zwei Proteine auf eine
Verdauungsfunktion und auf eine entwicklungsrelevante Rolle geschlossen werden. Die
Auswertung der RNAI Untersuchungen von Maeda et a. (2001) und der microarray
Analyse von Jiang et a. (2001) legen dabei fur einige weitere Astacin-homologe Proteine
in C. elegans eine entwicklungssteuernde Funktion nahe. Bei einer Proteom Analyse durch
2D-Elektrophorese konnten zwar keine Astacin-homologen Proteine identifiziert, jedoch
einige neue Proteine der C. elegans Proteinkarte (reference map) zugeordnet werden.

(2) Aus den Basisgruppen des Tierreichs (z.B. Cnidaria) lagen bisher kaum Daten tber
Astacin- homologe Proteine vor. Hier konnten nun zwel neue Astacin-homologe Gene bel
dem Modellorganismus Hydractinia echinata (Cnidaria, Hydrozoa) charakterisiert werden,
die as Hydractinia echinata Astacin 1 und 2 (HEA-1 und HEA-2) bezeichnet wurden. In
situ Hybridisierungen deuten eine Rolle bel der Kopfbildung wahrend der Metamorphose
und bei der Differenzierung von Tentakelzellen an.

(3) Durch BLAST- und FASTA-Suchen in den allen verfigbaren Datenbanken konnten
im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 106 verschiedene Astacin-homologe Proteine und 77
weitere unvollstandige Genom:, EST- oder N-terminale Sequenzfragmente gefunden
werden. Die phylogenetische Analyse und die Anayse der Domanenstruktur lief?en ein
allgemeines Evolutions-Prinzip erkennen, das an der Astacin-Protein-Familie insgesamt
beobachtet werden kann, welches aber bei den Astacinen von C. elegans besonders
ausgepragt und mit neuen Elementen in Erscheinung tritt. Die katalytische Kette des
Astacins kann nach Anhdngung von regulatorischen Einheiten in verschiedenen
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Kompositionen als ein Modul in unterschiedlicher Umgebung eingesetzt werden. Somit
entstehen strukturell neue Proteine, die verschiedene neue Funktionen Ubernehmen
koénnen. Weiterhin erlaubte die Stammbaum- Analyse (Neighbor-Joining) eine Einteilung
der Astacine in mehrere phylogenetische Gruppen (A: Cnidaria-Astacine, B: Meprine, C:
BMP-1/Tolloid-éhnliche Astacine) oder Subgruppen (D3: hatching-Enzyme, D2:
Drosophila Astacine, D1 und D4: C. elegans Astacine) die auf jeweils ein Vorlaufer-
Protein zurtickgehen muissen, das sich nach Genduplikationen divergent weiterentwickelte.

(4) Als Moddlprotein fur die Untersuchung eines maoglicherweise gemeinsamen
Aktivierungsmechansimus aller Pro-Astacine wurde das Flusskrebs-Astacin verwendet.
Die immunhistochemischen, proteinbiochemischen und die massenspektrometrischen
Untersuchungen von Substrat-Peptiden zeigten, dass Pro-Agtacin in Astacus astacus
autokatalytisch im proximalen Bereich des Hepatopankreas vor Ubertritt in den Magen
aktiviert wird. Dartber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass Astacin in der Lage i,
eine ArgininrAlanin Bindung zu hydrolysieren, die sich bei vielen Astacinen an der
Aktivierungsstelle findet. Dadurch kann die Mehrzahl der Pro-Astacine ebenfalls
autokatalytisch aktiviert werden.
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I[I. EINLEITUNG

1. Struktureleund funktionelle Vielfalt proteolytischer Enzyme

Eiweil3spaltende Enzyme spielen eine Schllsselrolle bel  den verschiedensten
physiologischen Vorgangen. Die Pionierarbeiten des Heidelberger Physiologen Wilhelm
Kuhne in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts lieferten erste Aufschltsse Uber die
Funktion von proteolytischen Enzymen bei der Proteinverdauung der Saugetiere (fir eine
Ubersicht siehe Neurath und Zwilling 1986). Der intestindle Abbau von
Nahrungsproteinen ergibt dabel allerdings weniger as die Hélfte der fur die
Proteinbiosynthese bendtigten Aminosduren (Barrett 1977). Ein wesentlicher Anteil wird
durch intrazellulare Degradation korpereigener Proteine bereitgestellt.  Dafir
verantwortlich sind grundlegende physiologische Ablaufe, wie die lysosomale Proteolyse
oder die ubiquitin-vermittelte Proteolyse im Cytoplasma (Bond und Butler 1987; Orlowski
1990; Rock und Goldberg 1999).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, das Zielsubstrat spezifisch erkennen zu kénnen, sind Peptidasen
auch fur die Aktivierung von Proteinvorstufen zustdndig. Das Prinzip der spezifischen
(,limitierten”) Proteolyse wurde am Beispiel der Verdauungsenzyme der Sauger
erschlossen, die as Pro-Enzyme (Zymogene) in Magen und Pankreas synthetisiert werden
(Palade 1975; Stroud et al. 1977; Huber und Bode 1978; Neurath 1984).

Waéhrend der Biosynthese von Proteinen kommt es zur co- und posttrandationalen
Prozessierung von Proteinvorstufen wie zum Beispiel bel der Abspaltung der
Signalsequenz durch den membransténdigen signal peptidase complex (SPC) oder der in
den Mitochondrien vorliegenden mitochondrial processing peptidase (MPP) (Shelness et
al. 1993; Ito 1999). Die Blutgerinnung wird Uber eine Kaskade von proteolytischen
Aktivierungen durch Serinproteasen vermittelt, die eine schnelle und wirksame Antwort
auf Verletzungen gewahrleisten. Das proteolytische Kaskadensystem der Fibrinolyse ist
zusténdig for den Abbau von Blutgerinnsel, wahrend die Komplementreaktion bei der
Beseitigung von inflammatorischen Partikeln und pathogenen Organismen zum Einsatz
kommt (Neurath 1986; Patthy 1990). Weitere proteolytische Kaskadensysteme finden sich
bei dem ReninAngiotensinsystems (Lumbers 1999), dem Kallikrein-Kinin-System
(Margolius 1984; Margolius 1998) oder der Akrosomenreaktion bel der Befruchtung
(Neurath 1986). Peptidhormone wie Insulin (Steiner et al. 1974; Steiner et a. 1996) und
Glukagon (Steiner et al. 1996) oder die Neuropeptide neuroendokriner Zellen (Muller und
Lindberg 1999) werden réumlich und zeitlich proteolytisch aktiviert und in ihrer
physiologischen Wirkung reguliert. Im Rahmen der Abwehr von Infektionen oder
Entzindungen werden verschiedene proteolytische Systeme gleichzeitig angeschaltet.
Neben den Komplementenzymen werden die Proteasen aus Mastzellen, neutrophilen
Granulozyten und cytotoxischen T-Lymphozyten aktiviert (Neurath 1989; Bond und Butler
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1987). Weiterhin erfolgt in verschiedenen B- und T-Zelltypen der intrazellulére Abbau von
Antigenstrukturen Uber das 26S- und das Immuno-Proteasom (York et al. 1999; Cascio et
al. 2001) und die Aktivierung des pl05 Vorlaufers des Transkriptionsfaktors NFkB,
welcher bei der Differenzierung der Immunzellen eine zentrale Bedeutung besitzt (Coux
und Goldberg 1998).

Im Verlauf der Entwicklung und Differenzierung von Organen oder Organismen spielen
stadienspezifisch exprimierte Proteasen eine grof3e Rolle. Dazu zdhlen beispielsweise
Proteasen, die den Transkriptionsfaktor Dorsal aus der NFkB-Familie proteolytisch
aktivieren und somit indirekt eine Rolle bei der Regulation der dorso-ventralen
Korpersymmetrie in Drosophila melanogaster spielen (Mohier 1993; Morisato und
Anderson 1995). Am Schlipfvorgang von Embryonen beteiligt sind die sogenannten
hatching enzymes (Inohaya et al. 1997; Geier und Zwilling 1998; Lei et a. 1999; Fan und
Katagiri 2001). Intensiv untersucht werden gegenwartig jene Proteasen (MMP, matrix
metallo proteases) die am Umbau der extrazelluld&ren Matrix beteiligt sind. Ihr
Wirkungsspektrum ist dabel nicht auf die Strukturproteine der extrazelluldren Matrix
beschrénkt, sondern umfasst auch die Regulation und Aktivierung anderer Proteasen, von
Protease-Inhibitoren, Wachstumsfaktoren,  Zelloberflachenrezeptoren oder  Zell-
Adhasionsmolekilen. Dementsprechend vielfadltig sind die physiologischen Aufgaben, die
Matrix-Metall oproteasen Ubernommen haben (Khasigov et a. 2001; Sternlicht und Werb
2001).

Fehlfunktionen der proteolytischen Steuerungssysteme haben unter Umstdnden schwere
pathologische Stérungen zur Folge. Beispiele sind Hamophilien (Geddes et al. 1989),
Lungenemphysem (Thompson 1982), die Auflosung des interstitiellen Bindegewebes
durch tumorassoziierte Enzyme (Curran and Murray 2000), die Alzheimer’sche und die
Huntington’ sche Krankheit (Nixon et al. 2000; Wellington und Hayden 2000; Checler et
al. 2000).

2. Klassen proteolytischer Enzyme

Zur Klassifizierung proteolytischer Enzyme (Proteasen, Peptidasen) schlug Hartley 1960
eine Einteilung nach dem katalytischen Mechanismus vor, wobei das Katalyse-Zentrum fur
die Namensgebung der Gruppe verwendet werden sollte (Hartley 1960). Auf dieser
Grundlage wurden von der internationalen Enzyme Commission (E.C.) ab 1972 die
Peptidasen in Klassen eingeteilt, wobei zusétzlich zwischen Endopeptidasen, die innerhalb
einer Polypeptidkette schneiden, und Exopeptidasen, die eine oder mehrere endstandige
Aminosaurereste abspalten, unterschieden wird. Seit 1992 wird diese aktuelle Liste
(Enzyme List), die dartber hinaus auch alle weiteren bekannten Enzyme systematisch
katalogisiert, von dem Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-1UBMB) herausgegeben
(http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/enzyme). Das NC-IUBMB sieht heute folgende
systematische Einteilung der proteolytischen Enzyme vor:
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Peptidasen (Proteasen)
E.C. 34
| |
Endopetidasen Exopetidasen

Serinendopeptidasen (E.C. 3.4.21) Amniopetidasen (E.C. 3.4.11)
Cysteinendopeptidasen (E.C. 3.4.22) Dipeptidasen (E.C. 3.4.13)
Aspartatendopeptidasen (E.C. 3.4.23) Di/Tri-Peptidyl-Peptidasen (E.C. 3.4.14)
Metall oendopeptidasen (E.C. 3.4.24) Peptidyl-Dipeptidasen (E.C. 3.4.15)
Threoninendopetidasen (E.C. 3.4.25) Serine-Carboxypeptidasen (E.C. 3.4.16)
Endopeptidasen mit unbekanntem Metallo-Carboxypeptidasen (E.C. 3.4.17)

katalytischen Zentrum (E.C. 3.4.99) Cystein-Carboxypeptidasen (E.C. 3.4.18)

Omega-Peptidssen (E.C. 3.4.19)

Ein Problem der Einteilung proteolytischer Enzyme allein aufgrund des katalytischen
Mechanismus ist, dass molekulare Strukturen oder Evolutionszusammenhange nicht
berticksichtigt werden. Rawlings und Barrett schlugen deshalb 1993 die Einfihrung eines
neuen Systems vor. Eine Protein-Familie muss danach ene satistisch signifikante
Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz aufweisen (Rawlings und Barrett 1993). Dies
basiert auf dem Evolutionsgedanken, dass Proteine aus der selben Familie sich aus einen
gemeinsamen Vorlaufer entwickelt haben und nach der Definition von (Reeck et al. 1987)
homologe Proteine sind. Jede ProteinFamilie wird in diesem System mit einem
Buchstaben nach dem Katalyse-Mechanismus (S, T, C, A, M oder U fir Serin, Threonin,
Cystein, Aspartat, Metallo- oder unknown) und einer arabischen Nummer benannt.
Dartiber hinaus werden homologe Familien zu clans zusammengefasst, bei denen die
einzelnen Mitglieder soweit divergiert sind, dass ene Verwandtschaft auf
Primérstrukturebene nicht mehr erkennbar ist. Daher wird hier eine Anayse der
dreidimensionalen Struktur mit einbezogen (Barrett et al. 1998).

3. Die Astacin-Protaein-Familie

Astacin (E.C. 3.4.24.21), eine kollagenolytische Zink-Endopeptidase aus dem Kaumagen
des Flusskrebses Astacus astacus L., wurde 1967 von Pfleiderer und Mitarbeiter erstmals
beschrieben (Pfleiderer et al. 1967; Stocker und Zwilling 1995). Das aus 200 Aminosauren
bestehende, aktive Verdauungsenzym besitzt ein Molekulargewicht von 22614 Dalton
(Titani et al. 1987). Es wird in den F-Zellen des Hepatopankreas als Pro-Enzym
synthetisiert und in aktiver Form extrazelluléar im Kaumagen gespeichert (Vogt et al. 1989;
Geler et a. 1997). Die Aminosauresequenz und die dreidimensionale Struktur des
Flusskrebsenzyms zeigten, dass es sich bel diesem Protein um den Prototyp einer neuen
Familie von Proteasen handelt (Titani et al. 1987; Stocker et al. 1993).

Im Unterschied zu den bisher bekannten Metalloproteasen, deren zentrales Zinkion im
Grundzustand tetraedrisch koordiniert vorliegt, besitzt das Zinkion des Astacins finf
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Zinkliganden in trigonal bipyramidaler Anordnung. Dabei sind die Histidinreste His-92,
His-102 und das katalytische Wassermolekil (Sol300) koplanar zum Zinkion angeordnet.
Ein weiterer Histidinrest (His-96) befindet sich oberhalb und ein Tyrosinrest (Tyr-149)
unterhalb dieser Ebene. Die dreidimensiorale Gesamt-Struktur des Astacinmolekuls ist
von nierenformiger Gestalt. Es ist aus einer aminoterminalen und carboxyterminalen
Domaéne aufgebaut, die durch den ausgedehnten Spalt des aktiven Zentrums voneinander
getrennt sind. Das katalytisch essentielle Zinkion ist am Boden dieses Spalts lokalisiert.
Die aminoterminale Domane besteht im wesentlichen aus vier paralelen und einem
antiparallelen b-Strang, und zwei langen a-Helices. Uber die Cysteinreste Cys42 und
Cyslo98 ist der antipardlele Strang mit der zentrden a-Helix B verknipft. Die
carboxyterminale Doméane weist bis auf eine a-Helix kaum regulére Strukturen auf. Beide
Doménen sind mittels einer Disulfidbriicke zwischen Cys42 und Cysl198 kovalent
miteinander verbunden. Eine zusdtzliche Verbindung der Domanen wird durch den
Aminoterminus des aktiven Proteins (Ala-1) hergestellt, der Uber eine Salzbriicke mit Glu-
103 verbunden ist. Betrachtet man die Aminosauresequenz, enthalt das bei allen Astacinen
stark konservierte, zinkbindende Motiv HEXXHXXGFXHExXXRXDRD die drel Histidin
Zink-Liganden, die katalytische Glutaminsdure Glu-93 und das strukturell wichtige Gly-
99, welches die zentrale a-Helix beendet und dem Protein die Rickfaltung des dritten
Higtidins in die Nahe des Zink-lons ermdglicht. Der Zinkligand Tyr-149 ist Teil eines
weiteren charakteristischen Strukturelements, des Methionin-haltigen 1,4-b-Turns mit dem
Motiv SXMHY (Bode et al. 1992; Gomis-Ruth et al. 1993; Stocker et al. 1993).

Die von Geier et a. anayserte genomische Organisation des Astacins weist auf eine Pro-
Form des Enzyms hin, die auf Proteinebene im Flusskrebs nicht isoliert werden konnte
(Geier et a. 1997). Demzufolge hat das Pré&Proenzym eine aminoterminale Verlangerung
von 49 Aminosaureresten, sodass in diesem Zustand die Salzbriicke zwischen Ala-1 und
Glu-103 offensichtlich nicht ausgebildet werden kann. Mdoglicherweise ist hier ein
proteolytischer Aktivierungsmechanismus ausgebildet, wie er in vergleichbarer Form bel
den trypsinahnlichen Serinproteasen beschrieben wurde (Huber und Bode 1978). Diese
werden aktiviert, indem das Propeptid vom inaktiven Zymogen abgespalten wird und der
neu entstandene Aminoterminus mit Asp-194, dem Nachbar des katalytisch aktiven Ser-
195, interagieren und so das aktive Zentrum des Enzyms stabilisieren kann (Stocker et al.
1993).

Die Astacin-Protein-Familie (Peptidase-Familie M12A, nach der Nomenklatur von
Rawlings und Barrett) kann strukturell eindeutig durch das konservierte zinkbindende
Motiv, den konservierten Methionin-haltigen Turn und die raumliche Anordnung der Zink-
Liganden von anderen Metalloproteasen unterschieden werden (Dumermuth et al. 1991;
Stocker et al. 1993; Bond and Beynon 1995).

Die Astacin-Protein-Familie umfasst nach dem aktuellen Stand der Literatur inzwischen
mehr as 40 Mitglieder. Dazu gehoren die membrangebundenen Meprine A und B aus der
Niere und dem Dinndarm von Maus, Ratte und Mensch. Ein morphogenetisch aktives
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Protein ist BMP-1 (bone morphogenetic protein 1), von dem gezeigt werden konnte, dass
es an der Knochen und Skelettbildung beim Menschen beteiligt ist. BMP-1 konnte als
Procollagen C-Proteinase | identifiziert werden, welche durch die Bildung reifer
Kollagenmonomere fir die Assemblierung der Kollagenfasern und damit der
extrazelluléren Matrix eine entscheidende Rolle spielt. HCE und LCE beim Knochenfisch
Oryzas latipes, CAM-1 bel der Wachtel und AEA bel Astacus astacus spielen eine Rolle
beim Schltpfvorgang der Embryonen. An der Musterbildung sind Tolloid und Tolkin bei
Drosophila melanogaster , UVS.2 bei Xenopus laevis, BP10 und SpAN bel Paracentrotus
lividus und HMP1, HMP2 sowie FARM-1 bei Hydra wulgaris betelligt. Ein
prokaryotischer Vertreter aus der Astacin Familie ist ebenfalls bekannt, das Flavastacin aus
Chryseobacterium meningosepticum.

Die folgende Auflistung gibt einen Uberblick und Literaturhinweise zu den bisher

beschriebenen Mitglieder der Astacin-Protein-Familie:

Protein Vorkommen Literatur (Ubersichtsartikel)

Astacin Astacus astacus Barrett et al. 1998, Kap. 405
Chionoecetes opilio Klimovaet al. 1991

AEA Astacus astacus Geier and Zwilling 1998

Alveolin Oryzias latipes Shibata et al. 2000

BMP-1 Mensch, M aus, Ratte, S. purpuratus,  Barrett et al. 1998, Kap.411
Xenopus laevis, Gallus gallus Reynolds et al. 2000 (Gallus)

BP-10 Paracentrotus lividus Lhomond et al. 1996

CAM-1 Coturnix coturnix Elaroussi and Del_uca 1994

Colloid Gallusgallus Liaubet et al. 2000

HCE-1 Oryzias latipes Barrett et a. 1998, Kap. 410

HCE-2 Oryzias latipes Barrett et al. 1998, Kap. 410

FARM-1 Hydravulgaris Kumpfmuller et al. 1999

Flavastacin Chryseobacterium meningosepticum  Tarentino et al. 1995

HCH-1 Caenorhabditis elegens Hishida et al. 1996

HMP-1 Hydravulgaris Yan et al. 1995

HMP-2 Hydravulgaris Yan et al. 2000a

LCE Oryzias latipes Barrett et al. 1998, Kap. 409

Meprin a Mensch, Maus, Ratte, Barrett et al. 1998, Kap.406, 408

Meprin b Mensch, Maus, Ratte, Barrett et al. 1998, Kap.407, 408

mTLL-1, colloid Mensch, Maus, Gallus gallus Scott et al. 1999

mTLL-2 Mensch, Maus Scott et al. 1999

Nephrosin Cyprinus carpio Hung et al. 1997

PMP-1 Podocoryne carnea Pan et al. 1998

SPAN Strongyl ocentrotus pur puratus Wardle et al. 1999

TBL-1 Aplysia californica Liuetal. 1997

Tolkin Drosophila melanogaster Barrett et al. 1998, Kap. 413

Tolloid Drosophila melanogaster Barrett et al. 1998, Kap. 413

Uvs-2 Xenopus laevis Fan and Katagiri 2001

Xolloid Xenopus laevis Piccolo et al. 1997

Zebrafisch-Tolloid

Daniorerio

Blader et al. 1997
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In dieser Liste sind ausschliefdich in wissenschaftlichen Publikationen veroffentlichte
Daten berticksichtigt. Hierin nicht eingeschlossen sind Gene oder Proteine, die allein durch
Genom- oder EST-Sequenzierungsprojekte identifiziert wurden und als nicht annotierte,
reine Sequenzdaten in verschiedenen Datenbanken gespeichert sind. Barrett et a. listen auf
Basis dieser Sequenzierungsprojekte aber schon eine Reihe weiterer Astacin-homologer
Proteine auf, wobei beispielsweise bei dem Nematoden Caenorhabditis elegans, neben
dem HCH-1 Protein (Hishida et al. 1996), nun noch die Uberraschende Anzahl von 14
weiteren Astacin-homologen Genen postuliert wird (Barrett et al. 1998).

Choriolysin L und H sind wie das Flusskrebsastacin kompakte kleine Proteasen. Die
anderen Mitglieder der Astacin-Familie besitzen dagegen carboxyterminal der Protease-
Doméne eine Vielzahl von regulatorischen Einheiten. Viele der Astacin-Familien
Mitglieder enthalten EGF- (epidermal growth factor) ahnliche Doménen, sowie die
sogenannten CUB- (complement subcomponents Cgr/C1s, embryonic sea urchin protein
Uegf, BMP-1) Domanen. Eine threoninreiche Domane ist bei SPAN und BP10, eine serin/-
threoninreiche Doméane bel BMP-1 des Seeigels zu finden. Die Meprine enthaten
zusdtzlich eine MAM-(meprin subunits, A-5 protein, and receptor protein tyrosin
phosphatse C m) Doméne, eine transmembrane und eine cytoplasmatische Doméne
(Ubersicht: Bond and Beynon 1995).

Alle Mitglieder der Astacin-Familie weisen aminoterminal der Protease-Doméne weitere
Sequenzabschnitte auf. Das Signa- oder PraPeptid dient as intrazelluldres
Lokalisationssignal und wird bereits wahrend der Proteinsynthese bei der Passage durch
das Endoplasmatische Reticulum abgespalten. Der Pro-Teil ist vermutlich fur die
Inaktivierung der Protease verantwortlich und muss zu deren Aktivierung abgespalten
werden. Obwohl alle Astacine als Pro-Enzym synthetisiert werden war bisher in keinem
Fall der Mechanismus oder der an der Aktivierung beteiligten Proteasen bekannt.

4. DieMetzinkine

Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass die Familie der Astacine sich mit
verwandten Proteinfamilien zur Super-Familie der Metzinkine zusammenfassen |asst.
Diese enthdlt als gemeinsame Struktur-Elemente das verkirzte zinkbindende Motiv
HExXxHxxGxxH und den methioninhaltigen Abschnitt mit der Sequenz MxY. Zur Super-
Familie der Metzinkine fassen Stocker et al. neben den Astacinen (M12A) die Familien der
Adamalysine (M12B,C; Schlangengiftproteinasen), der Serralysine (M10B; bakterielle
extrazelluldre Proteinasen) und der Matrixine/Matrix-Metalloproteasen (M10A;
Saugetierkollagenasen, MMP's) zusammen (Stocker et a. 1995). Schlangenhauf et al.
konnten 1998 den Metzinkinen als eine weitere Familie die Leishmanolysin-dhnlichen
Enzyme (M8) zuordnen (Schlangenhauf et a. 1998). Obwohl diese Familien nur geringe
Sequenzéhnlichkeiten zeigen, bestehen doch starke topologische Ubereinstimmungen
zwischen den Sekundarstrukturen der jeweiligen katalytischen Module der Proteine.
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Gemeinsame Strukturelemente sind die vier parallelen und der antiparallele b-Strang der
aminoterminalen Doméne, sowie die drei langen a-Helices, die bel allen Metzinkinen in
identischer Reihenfolge auftreten und die in der gleichen Weise raumlich angeordnet sind.
Die Metzinkine haben sich demnach durch divergente Evolution aus einem gemeinsamen
Vorlaufer-Enzym  entwickelt. Die groRe Zahl der Punktmutationen in den
Proteinsequenzen und das Vorkommen der Metzinkine sowohl bei Pro- wie auch bei
Eukaryonten spricht dafir, dass ein gemeinsames Vorlaufer-Enzym bereits in einem
Prokaryonten vorhanden war, der entwicklungsgeschichtlich noch vor der
Prokaryonten/EukaryontenDivergenz einzuordnen ist (Stocker et al. 1995; Rawlings und
Barrett 1995).

Rawlings und Barrett fassen die Metzinkine wiederum mit anderen Familien zu einem
Klan von Metalloproteasen (Clan MA) zusammen. Diese enthalten als gemeinsames
Element die kurze zinkbindende Konsensussequenz HExxH und einen Glutamatrest 18-72
Aminosdurereste carboxyterminal zu diesem Motiv. Zu diesem clan gehdren die Familien
der immune inhibitor A Proteine (M6), Snapalysine (M7), Saugetierkollagenasen (M 10),
Gametolysine (M11), Astacine (M12), Deuterolysine (M35), Cytophagalysine (M43),
pregnancy-associated plasma protein A (M46) und prtB (M57) (Barrett et al. 1998).
Allerdings liegen bisher kaum dreidimensionale Strukturanalysen fir diese Proteine vor.
Aufgrund der geringen Sequenzhomologie muss bei dieser Klassifizierung deshalb die
Frage offen bleiben, ob sich hier noch eine urspriingliche Verwandtschaft widerspiegelt,
oder ob es sich in manchen Féllen um konvergente Bildungen handelt.

5. Ausgangspunkt und Problemstellung

Durch die fast ubiquitére Verbreitung der Astacine von den Bakterien bis zum Menschen
und die unterschiedlichen physiologischen Funktionen dieser Enzyme, wird die Frage
aufgeworfen, welche molekularen Verdnderungen und Evolutionsablaufe dem zugrunde
liegen. Es stellt sich etwa das Problem, wie ein Verdauungsenzym des Flusskrebses im
Verlauf der Evolution zu einem menschlichen Knochenwachstumsfaktor werden kann.
Anhand solcher orthologen Sequenzen kann versucht werden den phylogenetischen
Stammbaum der Aufspaltung der Spezies und der damit einhergehenden Proteinevolution
nachzuvollziehen. Aufféllig ist in diessm Zusammenhang auch, dass innerhalb dieser
Protein-Familie eine Vielzahl regulatorischer Doménen as carboxyterminale
Erweiterungen der Protease-Domane auftreten kann. So findet sich die CUB-Doméne als
Regulations-Modul sowohl im Flusskrebs (AEA), as auch beim BMP-1 des Menschen
oder sogar als Bestandteil von Serinproteasen des Komplementsystems. Weliterhin stellt
sich die Frage weshalb bel einigen wenigen Organismen im Tierreich (C. elegans) sich
eine grofe Anzahl von paraogen Genen entwickelt hat, wahrend andere offenbar nur
wenige Genkopien aufweisen. Die innerhab von C. elegans auftretenden Gene muissen
durch Duplikationen entstanden sein und haben danach wahrscheinlich unterschiedliche
physiologische Funktionen Ubernommen. Durch den Vergleich der Struktur und Funktion
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von solchen orthologen und paralogen Proteinen konnen darlber hinaus auch neue
Einblicke in die molekulare Evolution Uberhaupt gewonnen werden. Neben alen
Veranderungen, die diese Proteine im Verlauf der Evolution erfahren haben, sind
moglicherweise einige allgemeine Mechanismen hoch konserviert. Ein Ansatzpunkt bietet
hier die Analyse der Propeptide und der Zymogenaktivierung, welche bel alen Astacin
homologen Proteinen gefunden werden.

Um anhand dieser Fragestellungen einen weiteren, vertieften Einblick in die molekulare
Evolution der Astacine zu bekommen, wurden verschiedene Ansétze gewahlt:

1. Untersuchung der Uberraschend grofRen Anzahl Astacin-homologer Gene bei
C. elegans, die gleichzeitig einen Beitrag zur Erforschung des Genoms und Proteoms
dieses Organismus liefern soll.

2. ldentifizierung und Charakteriserung neuer Astacin-homologer Proteine aus
Organismen an der Basis der Metazoen Hydractinia echinata, Hydrozoa). Diese sollen
vergleichend in die phylogenetischen Studien einbezogen werden.

3. Datenbankanalyse und phylogenetische Analyse aller Astacin-homologen Proteine.
Dies schlieft auch die Anadyse der im Rahmen der Genomsequenzierungsprojekte
angefallenen, nicht annotierten Sequenzdaten ein.

4. Untersuchung des Aktivierungsmechanismus der Zymogene am Beispiel des
Flusskrebses Astacus astacus.
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[Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Allgemeine Materialien

1.1. Gerate

Geratetyp
Branson Sonifiera L15
Chromatographie (HPLC)
HPLC-Pumpe 2248
HPLC-Controller 2152
Spectroflow 757
Fraktionssammler Foxy
Fluoreszenz Mikroskop
Geldokumentation BioDocAnalyzea
L umineszenz Spectrometer LS 50
PCR-Maschinen
Mini CyclerO
TGradientO
Semi- Dry Blotkammer CE
Speed Vac Concentrator
Stereomikroskop
Ultrazentrifuge L 70
UV/VIS Spectrometer Lambda 2S
Zentrifugen
Centrikon H401
Labofuge 400R

1.2. Chemikalien und Artikel

Lieferant/Her steller
Branson

LKB, Bromma

LKB, Bromma

Krates

ISCO

Zeiss

Biometra, Gottingen
Perkin-Elmer, Uberlingen

MJ Research, Watertown
Biometra, Gottingen
Sigma Aldrich, Deisendorf
Savant

Leica

Beckmann

Perkin-Elmer, Uberlingen

Kontron
Heraeus

Hier nicht verzeichnete laboribliche Chemikalien wurden in p.A. Qualitdt verwendet und
von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH (Darmstadt), Serva
Feinbiochemika GmbH (Heidelberg), Sigma Aldrich Chemikalien GmbH (Deisenhofen)
oder Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim) bezogen.

Bezeichnung

Agarose (Elektrophoresegrad, 100%)

Antibiotika ( Ampicillin, Carbenicillin,
Tertracyclin, Kanamycin )

Dextransulfat

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Ficoll Type 400

Imject Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)
Saccharose, Rnase/Dnase frei
Standard-1-Nahrbouillon

Lieferant
Roth, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Sigma, Deisendorf
Pierce, Rockford, Illinois
Roth, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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1.3. Puffer und Ldsungen

Fur das Ansetzen von Puffern und Losungen wurde Wasser aus einer Milli-Qa -Anlage
verwendet. Die Speisung dieser Anlage geschient mit voll entsalztem Wasser, der
Ohm’ sche Widerstand des Wassers bei der Entnahme betrégt 18,2 MW.

Alle Loésungen, die fir die Préparation von RNA verwendet wurden, enthielten DEPC-H,O
statt Milli-Q-Wasser. Zur DEPC-Behandlung wurde 1 | Milli-Q-Wasser mit 1 ml DEPC
versetzt, 24 h bei Raumtemperatur inkubiert und 30 min autoklaviert.

1.4. Bakterienstamme

Escherichia coli XL-1-Blue Stamm zur Vermehrung von bluescript und pBC V ektoren
(Stratagene, Heidelberg).

Escherichia coli OP 50 Der Uracil-auxotrophe Stamm dient als Nahrungsquelle fir
Caenorhabditis elegans Kulturen und wurde von Prof. E.
Schierenberg, Universitdt Koln, zur Verfigung gestellt.

1.5. Cosmide

Die C. elegans Cosmide C05D11, C07D10, KO4E7, F42A10 und TO4G9, die im Rahmen
C. elegans sequencing project zur Verfugung stehen, wurden von Dr. A.Coulson, Sanger
Center, Cambridge, bezogen.

1.6. Plasmide

Klonierungsvektoren wurden von folgenden Quellen bezogen:

pBluescript |1 SK+ (Genbank/EMBL accession number X53328), Stratagene, Heidelberg
puC18 (Genbank/EMBL accession number L09136), Amersham Pharmacia, Freiburg
pGEMa -T Vector, Promega, Mannheim.

Die Vektoren pPD95.85, pPD114.35 zur Herstellung von C. elegans Fusionsproteinen
stammen aus dem ,Fire Lab Vector Kit* und wurden von Dr. A. Fire, Department of
Embryology, Carnegie Institution of Washington, Baltimore bezogen.

Das Plasmid pBx, das als Injektionsmarker fur die Etablierung transgener C. elegans
Linien benutzt wurde, stammt on Prof. R. Schnabel, Institut fir Genetik, Technische
Universitdt Braunschweig.

1.7. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden im Synthesemal3stab 0,02 pumol von Interaktiva, Ulm
bezogen und wurden vom Hersteller RP-HPLC gereinigt. Aus den lyophylisierten Proben
wurden nach Angaben des Herstellers Stammlésungen mit einer Konzentration von 100
pmol/ul in DEPC-H,O hergestellt und bel —20°C gelagert. Die Konzentration der
Gebrauchd dsungen betrug, wenn nicht anders vermerkt, 10 pmol/ul.
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1.7.1. Oligonuclotide fir RT-PCR (C. elegany)

13

Bezeichnung Sequenz

C05D11.6/C48/F1 TCT GTA CCA CAA ACC GAA AC
C05D11.6/C48/R3 GCA TAA TGG AAG CGT AGT CA
C07D10.4/C13/F1 CEG TGG AAG TGG TAA ATG
C07D10.4/C13/R3 ATA ATT AAC CCG TCC TGA &C
C24F3/F1 ATT GEC AGC TGA TTG TAT TG
C24F3/R3 TGI TTG TCC TCG CAC TTT AC
C34D4/F1 TCC TAG AAC CCC TGT AGA CA
C34D4/R3 GTA GIT CGG TGG TGA TGC T
D1022/F1 TGC TAA TGT CGG GIC AAG
D1022/R3 ACC TTT ACA ATC G&CT TCC TC
FO9ES/F1 TTC GITA TGI' TGG CAG AGC
FO9ES/R3 TCG TCG TAC TTG TCA CCT TC
F20G2/F1 GGC AAC GIT TGA AGA TTT
F20G2/R3 GC CGI' ACA TAT CAC ATT TTC
F39D8/F1 CTT TCA CTT ATG CCA TCA CC
F39D8/R3 CCA TCG CCA AGA CTT ACT
F42A10/CO0/F1 GCT GCC TTA AAC TAC GGT
F42A10/CO0/R3 GCT TTG ATA TGC CAG TAA CA
FA6C5/F1 TGG GAT CGA GCA TAC TCA
FA6C5/R3 GAC AAT TAT TGG GGTI TTG GI
F54B8/F1 GIC AAG ACC ACC CAA ACT
F54B8/R1 TGG AGC CAT TTA TCT CTIG AG
F56A4/F1 GCC GGA AAT TTT TAG AGG
F56A4/R3 CIT TCG GAG CAA GIT TAC TG
F58A6/F1 GAA ATG ACG ATG GGTI GIT
F58A6/R3 GIT ACG GGA ATT AGI GAA GC
F58B4/F1 GGG ACA TGC TCT TGG ATT
F58B4/R3 ATC ACG AAG TGT TGG AAG TC
K03B8.1/F1 TCA CAA ACT TGC GIT ACT TTC
K03B8./R3 TCT TTC GGA GCA TTT ATT (A
K03B8.2/F1 GCG ATC CGA AAA GAT GIG
K03B8.2/R3 CAT TGT ACG TCG TTT GIT CA
K03B8.3/F1 ATC GCC TTA ACT TTA TCT GC
K03B8.3/R3 ACT TCT TGG GAA ACA TTG TC
K03B8.5/F1 TCC CCA CCG ATT TAC ATA
KO03B8.5/R3 ACT TCC GAT GGI ATC ACA AC
KO4E7.3/C39/F1 CAC TGI AAT CCC GIC CAG
K04E7.3/C39/R3 CCG AAA CAA TTC TCC AAT AA
K06A4.1/F1 CGA ACC TGA AAA AGA CGA T
K06A4.1/R3 GAC TTG GCA CGI' TGA TAG AT
TO2B11/F1 CCG GAT TGA ATG AGT ATT TG
T02B11/R3 GAT CTT TGG GCA CTA TGG
T04G9.2/CALF1 GIC TGA AGA CGG AAA GIG GT
T04G9.2/CA1R3 ATG AAA TTG GEC AGT TGG
T11F9.3/F1 CIT GIT CCG TTT GAT TAT GG
T11F9.3/R3 TCG CAT GTA TGI TGA CAG AA
T11F9.5/F1 CTT TAC GCA TGG ACA ATG A
T11F9.5/R3 CTT CCC CIT CAC AAG AAC AT
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T11F9.6/F1 GAA GAA ATG TCG CCG AAA AA
T11F9.6/R3 ATT GCA TGA CAC TCC CAA CA
T23F4/F1 TTC CGA TGC CTT ACT CIT T
T23F4/R3 ACT TTT GAT CTC TGG CGI AG
T23H4/F1 TTT TGA CTG TTT CGG TGG TC
T23H4/R3 GAA CGCA TCT TTG GGG TGA C
Y95B8A.1/F1 CAC CGG AGC CAT TCA CAT T
Y95B8A.1/R3 GGA CTG CTC GIG CCA AAA G
4R79.1/F1 TTT GAC AGT TAC CGA CRA AC
4R79.1/R3 GAC CGA ATT TTTATC CAC AAC
Gpd3/F1 GGA GAC TAC CTT CIT GIC GC
Gpd3/R1 AGI GGI' CAT AAG TCC CTC AA
Oligo dT primer [TT TTT TTT TTT TTT T

1.7.2. Oligonukleotide fur

GFP-Fusionsproteine (C.elegans)

CO05D11:GFP/Kpnl/F1 GEG GTA CCC TGA CAC GCT GAC CCA TAC
C05D11:GFP/Sacl/R1 CGA GCT CIT GAG TGA AGA TGC CAA (A
C07D19:GFP/BamHL/F1 GE3G GTA CCC GAT CCT CGC ATT CTA
C07D19:GFP/BamH1L/R1 CGG GAT CCT TCC GCC AAA GTIC ATT TAG
KO4E7:GFP/Kpnl/F1 GEG GTA CCC CGG ACC ACA GTA AAG AAT
KO4E7.GFP/Sacl/R1 CGA GCT CTG ACA AGA AAG GCA CAA AG
TO04G9:GFP/Kpnl/R1 G35 GTA CCC CCT GGG TAG TGG AGT TG
TO4G9:GFP/PstI/F1 AAC TGC AGC TTT TGG GAA GAC TTT TGC

1.7.3. Oligonukleotide fir RT-PCR und RACE (Hydractinia echinata)

HeAst(mpl)/F1 CAA ACG CAA TCA ACG AAG

HeAst(mpl)/R1 AAA TCA GCT TGG CCA AGT G

HeAst-mpl/F2 CAA GGC TGC AAA CGC AAT CAA CGA

HeAst-mpl/R2 GCT TTG CCA AGI GGA GCT GAC GAT G

HEA1/Pstl/F6 AAC TGC AGC AAG GCT GCA AAC GCA ATC AAC (A

HEA1/Notl/R6 TAG CGG CCG CAC TTT GCC AAG TGG AGC TGA
CAA TG

HEA2/Pstl/F7 AAC TGC AGA GGG CAT ATG GAA AAC TGG AAA
TGC TT

HEA2/Notl/R7 TAG CGEG CCG CGTI' GAA GAG CAG CCG CCT CCT
TTA TAG

HEA1/F8 AGG CTA ACA CCA AAT GCA TCA CAT

HEA1/R8 GGI' TCA AAC CTA AGG CGTI GIC CTA

HEA2/F9 GAA GAT GGC CCG GIG CAA AAA C

HEA2/F10 ATC CAG ACG AGA AGG AGG GC

HEA2/R10 GAT CGA TAA CCA ACT GGI GAA

SMART Il AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG

3-RACE-CDS AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA C(T) 3NN
(N=ACGoder T, N; = A Goder O

5-RACE-CDS (T)2sN N
(N=ACGoder T; N; = A G oder O

UPM long CTA TAT CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA TGT
GTA ACA ACG CAG AGT

UPM short AAG CAG TGG TAA CAA CCC ARA GT
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1.7.4. Sequenzierungs- und Transkriptions-Oligonuklectide

M13/22-mer sequencing primer

GCC AGG GIT TTC CCA GIC ACG A

M13revers/24-mer sequencing primer

GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG

GFP/F1 sequencing primer

GE3G CAC AAA TTT TCT GIC AGT G

GFP/R1 sequencing primer

TCT GCT AGI TGA ACG CTT CCA T

SP6/18-mer promoter primer

ATT TAG GIG ACA CTA TAG

T7/20-mer promoter primer

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

T3/24-mer promoter primer

GCG CGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG

1.8. Enzyme und Produkte fir molekular biologische M ethoden

Alle Enzyme wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Puffer-Stammldsungen

verwendet.
Enzym Aktivitat Hersteller/Lieferant
%'L'Pr;m' ne Alkaline Phosphatase | 4 /4 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
DNase | 10 U/nd Boehringer, Mannheim
Elongased Enzym Mix Life Technology, Karlsruhe
Klenow Fragment, exo’ 5U/n MBI Fermentas, St. LeonRot
Pfu DNA Polymerase 3U/n Promega, Mannheim
PowerScript™ Reverse Transcriptase | 200 U/n Clontech, Heidelberg
RevertAid H minus M-MuLV Reverse- | 51 /4 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Transkriptase
SP6 RNA Polymerase 20 U/ni MBI Fermentas, St. LeontRot
T3 RNA Polymerase 20 U/nl MBI Fermentas, St. LeontRot
T4 DNA Ligase 5U/ul MBI Fermentas, St. LeonRot
T4 Polynucleotid Kinase 10 U/nd MBI Fermentas, St. LeontRot
T7 RNA Polymerase 20 U/ni MBI Fermentas, St. LeonRot
Tag DNA Polymerase LC, recombinant | 1 U/ni MBI Fermentas, St. LeonRot
Tag DNA Polymerase, recombinant 5U/pl Life Technology, Karlsruhe
Restriktionsendonukleasen 10 U/ul MBI Fermentas, St. LeonRot

Bam HI; Bsh Tl (Agel); Eco 32| (Eco RV); Eco RI;
Hind I11; KpnI; Nhel; Not I; Pst I; Sacl; Sal |; Smal

Reaktionskomplettausstattungen

Hersteller/Lieferant

Oligotex MRNA Mini Kit
Oligotex direct mMRNA Micro Kit
QIAamp Blood And Tissue Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
NucloeSpina Plasmid Mini
NucleoSpina Extract
SureClone™ Ligation Kit

DNA T7 Sequencing Kit

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Macherey & Nagel, Duren
Macherey & Nagel, Duren
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
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Sonstige Produkte Konzentration|Hersteller/Lieferant
(a-*9dATP 10 mCi/mi Amersham Pharmacia, Freiburg
ATP 100 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot
dNTP 10 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot
dNTP fur long range PCR 10 mM Life Technology, Karlsruhe
NTP 10 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot
DNA-Marker MBI Fermentas, St. LeonRot

GeneRuler 100bp Ladder plus

GeneRuler 1kb Ladder

MassRuler low range

MassRuler high range
RNA-Marker low range MBI Fermentas, St. LeontRot
Ribonuclease Inhibitor 50 U/ni MBI Fermentas, St. LeontRot
1.9. Peptide

Peptide wurden auf einem modifizierten Applied Biosystems 430A Peptide Synthesizer
durch das in situ Neutralisations-Protokoll fir die Festphasen Boc-Chemie Peptidsynthese
nach Schnolzer et a. (1992) durchgefthrt. Die Entfernung der Schutzgruppen und die
Abspaltung des neu synthetiserten Peptids von der Saule wurde mit Fluorsdure
durchgefihrt. Die Peptide wurden anschlief3end RP-HPLC gereinigt und auf einem matrix-
assisted laser desorption/ionisation timeof-flight (MALDI-TOF) Massenspektrometer
(MS) Uberprift. Die Synthese efolgte durch Dr. H.-R. Rackwitz, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg.

Bezeichnung Aminosaur esequenz
CePepZinc_C07D10.6 HEMVHVVGFYHEHERC
CePepZinc KO4E7.3 HEVGHAL GFWHEQARC
ProAst-N SPI | PEAARALYYNDGVFEGDI KLR
ProAst-C CDGVFEGDI KLRAGRQPARVG
AstG RAGRQPARVGAAI LGDEY
AsiR RAGRQPARVRAAI LCGDEY
AgR* R* AGR* QPAR* VGAAI LGDEY

R* = D(-)-Arginin

2. Tierhaltung

2.1. Hydractinia echinata

Hydractinia echinata Kolonien als Auswuchs auf Schneckenschalen der Gattung Littorina
wurden im Wattenmeer der Insel Sylt, Deutschland, gesammelt. Die Kultivierung im Labor
erfolgt wiein Frank et al. (2001) beschrieben. Zur Herstellung des kinstlichen Seewassers
werden 4 kg Tropic Marine™ (Dr. Biener GmbH Aquarientechnik, Deutschland) in 95
destilliertem Wasser gelést. Die erhaltene Losung sollte eine Dichte von 1.023 g/cn? und
eine Osmolaritdt von 960 mOsm aufweisen. Der pH-Wert wird mit Salzsaure auf pH 8,2-
8,3 eingestellt.
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2.2. Caenorhabditis elegans

Als Labortier wurde der Wildtyp ,N2 Variante Bristol* von Caenorhabditis elegans
verwendet, den Sydney Brenner 1974 isolierte. Diese Variante wird seit 1988 in unserem
Labor kultiviert und stammte ursprunglich von Prof. E. Schierenberg, Zoologisches
Ingtitut, Universitdt Koln. Die Kulturtechniken wurden modifiziert nach Wood (1988) und
Lewiset a. (1995).

2.2.1. Kultivierung von C. elegansauf Agarplatten

Als Nahrungsguelle fUr die Nematoden wurde der Bakterienstamm Escherichia coli OP50
verwendet. Dieser Stamm ist Uracil auxotroph, so dass im Kulturmedium, das kein Uracil
enthdlt, ein zu starkes Wachstum der Bakterien verhindert wird. Als Anzuchtmedium
wurde Standard-I-Medium (Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 25 g/l
eingesetzt.

Fur die Herstellung von Agarplatten wurde das Kulturmedium (0,05 M NaCl; 0,1 M
KH2PO,, pH 6; 0,25% Pepton; 1,7% Agar) autoklaviert. Anschlief3end wurde bel etwa
70°C 1mM MgSO4, ImM CaCl, 0,005% Cholesterol zugegeben und das Medium in 14 cm
Petrischalen gegossen. Nach dem Aushéarten wurde auf der Agarflache ca. 1 ml E. coli
Uber-Nacht-Kultur zu einem Bakterienrasen ausgestrichen.

Diese Platten wurden mit Nematoden angeimpft, die sich bei 15°C und ener
Generationszeit von ungefdhr drel Tagen norma entwickeln konnen. Alle drel bis sieben
Tage wurden die Platten unter dem Binokular kontrolliert und nach Verschwinden des
Bakterienrasens (Futtermangel) wurden 10 bis 100 Nematoden mit einem Agarstiick der
alten Platte auf eine neue Platte transferiert. Die alten Platten wurden verworfen.

2.2.2. Kultivierung von C. elegansin Flussigkultur

Aus der Kultivierung von C. elegans im Flissgmedium konnen grofdere Mengen fir
RNA-, DNA- oder Protein-Praparationen erhalten werden.

Wachstum

1 Liter Ndhrmeduim (1000 ml S-Basal (0,1 M NaCl, 0,05 M KH;PO4, pH 6), 10 ml
Schwermetalllésung (5,0 mM N&EDTA, 2,5 mM FeSO4 7H,0, 1,0 mM MnCh 4 H,0, 1,0
mM ZnSO, 7 H,0, 0,1 mM CuSO4 5 H20), 10 ml 1M Kaliumcitrat, pH 6,0, 3 ml 1M CaCl
3 ml 1M MgSOa, 1 ml 5mg/ml Cholesterol und Bakterienpellet von 2 Litern E. coli OP50
Uber-Nacht-Kultur, siehe 2.2.1) wurde auf 4 Fermbach-Kolben verteilt und mit C. elegans
angeimpft. Zur Deckung des hohen Sauerstoffbedarfs einer dicht wachsenden Flssigkultur
wurden die Kolben bei 100 rpm auf einem Bakterienschittler standig bewegt. Um eine
geniigend grofRe Ausbeute an Nematoden zu erhalten, wurden die Kulturen 8 bis 14 Tage
bei 20°C inkubiert.

Reinigung einer Bakterien - Nematoden Suspension

Die aus der Flussigkultur gewonnene Nematodensuspension enthalt neben C. elegans noch
E. coli und Fragmente von toten Wirmern. Bevor mit einer Aufarbeitung begonnen
werden kann, missen diese Komponenten abgetrennt werden. Die Nematodensuspension
aus 1 Liter Flussigkultur wurde in einen hohen Standzylinder Uberfthrt und Gber Nacht bel
4°C sedimentiert. Das Pellet wurde einmal mit M9-Puffer (44 mM KH;PO4, 21 mM
NaHPO, x 2 H0,86 mM NaCl, pH 7,0) gewaschen und durch Zentrifugation bei 4500 g,
4°C, 3 min erneut pelletiert. Die Suspension wurde in M9-Puffer aufgenommen, auf 15 ml
Zentrifugenrdhrchen verteilt, das gleiche Volumen 70%ige (w/v) Saccharose zugegeben
und 10 min bei 3000 g zentrifugiert. Bakterien und Wurmfragmente befinden sich im
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Pellet, lebende Nematoden im Uberstand. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen
und noch zweima mit M9-Puffer gewaschen Das so préparierte Pellet enthdlt eine
Nematoden Gesamtfraktion, eine Mischung aus adulten Tieren, allen Larvenstadien und
Eiern. Das Pellet wurde bis zur RNA-, DNA- oder Protein-Isolierung in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.3. Transgene C. elegansLinien

Fur die Herstellung transgener C. elegans Linien wurde die pha-1 (pharynx devel opment
abnormal) 111.5.93 €2123 Mutante bei einer Temperatur von 15°C kultiviert. Diese Linie
entwickelt sich bel 15°C normal ist aber bei 25°C durch eine ausbleibende Pharynx-
Entwicklung zu 100% lethal. Nach der Injektion des rescue-Plasmids pBx wurden die
transgenen Wirmer dann auf Agarplatten bei 25°C gehalten (siehe auch 8.).

2.3. Astacusastacus

Astacus astacus (L.) 1758 wurde von der Krebszuchtstation Max Keller (Teichwirtschaft
Bernbachtal, Augsburg) bezogen und Uber mehrere Monate in 300 | fassenden Aquarien
mit konstantem Wasser- und BelUftungskreislauf bei 18°C im Zoologischen Institut
gehalten. Die Tierhaltung erfolgte dartiber hinaus wie in Vogt et al. (1989) beschrieben.
Eine Woche vor Préparation und Magensaftentnahme wurden einige Tiere ohne Nahrung
in en gesaubertes Aquarium gesetzt.

3. Allgemeine molekularbiologische M ethoden

Alle nicht n&her beschriebenen Methoden wurden nach den Protokollen des
L aborhandbuchs Molecular Cloning durchgefhrt (Sambrook und Russell 2001).

3.1. Arbeiten mit Escherichia coli

3.1.1. Kultivierung in FlUssigkultur

E. coli wurden bei 37°C bei ausreichender Belliftung in LB-Medium (1% Tryptone, 0,05%
Hefeextrakt, 0,05% Kochsalz, pH 7,5) kultiviert. Eine Ubernachtkultur enthielt ca. 1-2 x
10° Zelle/ml. Die Bestimmung des Bakterientiters erfolgte durch photometrische
Messung der Zellsuspension (1 ODggonm = 2,5 x 10® Bakterien/ml). Transformierte E. coli
Stémme wurden unter Antibiotika-Selektionsdruck kultiviert.

3.1.2. Kultivierung auf Agar platten und Blau-Well3-Selektion

Die Kultivierung von E. coli auf LB-Agarplatten (1% Tryptone, 0,05% Hefeextrakt, 0,05%
Kochsalz, pH 7,5, 1,5% Agar) erfolgte bel 37°C. Zur Selektion transformierter Bakterien
wurden entsprechend der erworbenen Resistenz dem Medium kurz vor der Herstellung der
Platten eines der folgenden Antibiotika zugegeben:

StammlGsung Endkonzentration
Amplicilin 50mg/ml in water 100 pg/ml
Carbenicillin -~ 50mg/ml in water 100 pg/ml

Kanamycin 10mg/ml in water 100 pg/ml
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Rekombinante wurden von nicht-rekombinanten Plasmiden durch die BlauwWeil3 Selektion
unterschieden. Dazu wurden als Substrate 1 h vor dem Ausplattieren der Bakterien 40 pl
einer 2%igen X-Gal Losung in DMSO in und 7 pl einer 20%igen IPTG Losung in Wasser
ausgestrichen.

3.1.3. Lagerung

Ubernachtkulturen wurden mit Glycerin (Endkonzentration 20%) versetzt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt. Sie kdnnen mehrere Jahre gelagert
werden.

3.1.4. Transformation

Zur Transformation extrachromosomaler DNA in E. coli wurde eine modifizierte Methode
von Hanahan et al. oder fur grof3e Plasmide und Cosmide die Elektroporation nach Dower
et a. angewandt (Hanahan 1983; Dower et al. 1988).

3.1.4.1. Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan

200 ml LB-Medium wurde mit 2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zum
Erreichen des Bakterientiters von ODgoonm = 0,4 bel 37°C inkubiert. Die Kultur wurde fur
15 min auf Eis gestellt und anschliefend 10 min bei 4°C, 6000 g zentrifugiert. Die
sedimentierten Zellen wurden in 80 ml TFB1 (10 mM MES; 100 mM RbCl; 10 mM
CaCly*6H,0, 50 mM MnChk*4H,0, pH 5,8) resuspendiert, weitere 15 min auf Eis gestellt
und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 8 ml TFB2 (10 mM MOPS, 75 mM
CaCl* 6H,0, 10 mM RDbCI, 15% Glycerin, pH 6,5) resuspendiert. Die kompetenten Zellen
wurden in 100 pl Portionen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

3.1.4.2. Transformation nach Hanahan

Gefrorene kompetente Zellen (100 pl) wurden bel Raumtemperatur aufgetaut und
anschlief?end 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 0,01 bis 0,05 pmol Plasmid-DNA
(in maximal 5 pl Volumen) kihlte man 30 min auf Eis. Nach dreiminttiger Inkubation bei
42°C und erneutem Kihlen fur 2 min auf Eis gab man 1 ml TY-Medium (2% Tryptone,
0,05% Hefeextrakt, 0,0058% Kochsalz, 20 mM MgSO4 x 7H,O, pH 7,0) zu und inkubierte
unter Schitteln fir 60 min bel 37°C. Von diesem Ansatz wurden 10 pl und 100 pl und der
Rest auf LB-Agarose-Platten verteilt und unter Antibiotika- und Blau-Wei3-Selektion Uber
Nacht bel 37°C kultiviert.

3.1.4.3. Herstellung elektroporationskompetenter Zellen

500 ml LB-Medium wurde mit 2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zum
Erreichen des Bakterientiters von ODegoonm = 0,4 bel 37°C inkubiert. Die Kultur wurde fir
15 min auf Eis gestellt und anschliefRend 10 min bel 4°C, 4000 g zentrifugiert. Die
sedimentierten Zellen wurden zweima mit 500 ml eiskaltem Milli-Q-Wasser gewaschen
und wie angegeben zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in 2 ml eiskaltem GYT-
Medium (10% Glycerin, 0,125% Hefeextrakt, 0,25% Tryptone) suspendiert. Von einer
1:100 Verdinnung dieser Suspension wurde die ODgoonm bestimmt. Die Zellen wurden
daraufhin bis zu einer Konzentration von 23 x 10'° Zellen/ml (1 ODgoonm = 2,5 x 10°
Zellen/ml) mit GYT verdinnt. Die Konduktivitdt der Suspension wurde in ener
Elektroporations-K tivette bestimmt und musste unter 5 mEq liegen. Andernfalls miissen
die Zellen weiter verdinnt werden. Die kompetenten Zellen wurden in 40 pl Portionen in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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3.1.4.4. Elektroporation

Gefrorene elektrokompetente Zellen (40 pl) wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von

1 pl Ligationsansatz wurde die Suspension in ene auf 4°C vorgekihite
Elektroporationskivette (Bridge, Spaltweite 2,5 mm) Uberfihrt. Die Elektroporation wurde
mit dem EQUIBIO Easyject Plus Pulser bei 2,5 kV, 25 pF, 201 W fur 5 ms durchgefihrt.
Sofort danach wurde 1 ml TY-Medium in die Kivette gegeben, gemischt und die
Suspension in einem 2 ml Eppendorfgefald unter Schitteln fir 60 min bel 37°C inkubiert.
Von diesem Ansatz wurden 10 pl und 100 pl und der Rest auf LB-Agarose-Platten verteilt
und unter Antibiotika- und Blau-Weil3-Selektion tUber Nacht bei 37°C kultiviert.

3.1.5. Reinigung von Plasmid/Cosmid-DNA

Fur Plasmid/Cosmid-Préparationen aus E. coli im kleinen Maf3stab (mini prep) wurde der
NucleoSpina Plasmid Purification Kit und fir Préparationen bis 100 ug DNA (midi prep)
wurde der Qiagena Plasmid Midi Kit nach Angaben der Hersteller Mascherey & Nagel
und Qiagen verwendet.

3.2. RNA-Isolierung

3.2.1. Total-RNA Isolierung

Fir die RNA-Isolierung wurde die GuanidinThiocyanat-Phenol-Chloroform Methode
nach Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefihrt.

Fur eine RNA-Aufarbeitung wurden 10 ul Pellet aus der C. elegans Flissigkultur (siehe
2.2.2) oder 1000-3000 Primérpolypen von Hydractinia echinata (sehe 9.) mit 1 ml
Solution D (4 M Guanidin Thiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, 0,5% Sarcosyl, 0,1 M 2
Mercaptoethanol) versetzt. Zur Homogenisierung der Tiere wurde die Suspension in einen
Glashomogenisator gegeben und 5 min auf Eis behandelt. Das Zell-Lysat wurde in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, mit dem ,VortexerO“ suspendiert und mit 0,1 ml 2 M
Natriumacetat, pH 4, 1 ml Phenol (wassergeséttigt), 0,2 ml Chloroform1soamylalkohol
(49:1) versetzt. Diese Suspension wurde gut gemischt, fir 15 min auf Eis gestellt und bel
4°C, 10000g zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde vorsichtig in ein frisches 2 ml
Eppendorfgefal tberfuhrt, wadhrend DNA und Proteine in der Interphase bzw. organischen
Phase verblieben. Nach Zugabe von 1 ml Isopropanol wurde die RNA 1 h bei - 20°C
prézipitiert und bei 10000g, 20 min in einer Eppendorf Zentrifuge sedimentiert. Das
erhaltene Pellet wurde in 0,3 ml Losung D aufgenommen, die LOsung in ein neues
Eppendorf-Gefald Uberfihrt, das gleiche Volumen Isopropanol zugegeben und die RNA
wie oben beschrieben prézipitiert. Nach der zweiten Fallung wurde das RNA-Pellet in 0,5
ml 75% Ethanol resuspendiert, sedimentiert, 15 min an der Luft getrocknet und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.2. mRNA | solierung

Die Isolierung der poly-A* mRNA aus einer Total RNA Probe wurde mit dem ,, Oligotex™™
mMRNA Mini Kit* nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Das aus der Total- RNA Extraktion erhaltene Pellet wurde in 200 pl DEPC-H,0 gel6st, die
RNA-Menge photometrisch bestimmt (vgl. 3.2.3) und mindestens 50 g fiir die poly A’
Selektion eingesetzt. Die Elution wurde zur Erhéhung der Ausbeute nochmals wiederholt.
Als Ergebnis lag die poly A" mRNA in 80 pl Elutionspuffer vor. Zur Konzentrierung kann
die mMRNA mit dem gleichen Volumen Ethanol versetzt, 1h bei -20°C prazipitiert und bei
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10000g 20 min sedimentiert werden. Das erhatene Pellet wird luftgetrocknet, in 10 pl
DEPC-H,0 aufgenommen und bei —80°C gelagert.

3.2.3. Photometrische Quantifizierung und Uber priifung der RNA

Die einfachste Methode zur Mengenbestimmung von Nukleinsduren ist die photometrische
Quantifizierung. Dazu wurde ein Aliquot der RNA in einer Quarzkivette verdinnt und die
Extinktion bel 260 nm im Photometer gemessen. Mit der nachstehenden Formel kann die
RNA-Konzentration direkt ermittelt werden:

[RNA] pg/ml = BExgp X Verdinnungsfaktor x 40
Um die Reinheit der RNA zu bestimmen, wurde ein Spektrum im Wellenlangenbereich
von 220 nm bis 320 nm aufgenommen. Saubere RNA hat das Absorptionsmaximum bei

260 nm. Der Quotient Exsp / Epgo betrégt 2.0 + 0,1.

3.2.4. RNA-Agarosegel-Elektrophorese

Fur ein 1 % iges Gel wurde 1 g Agarose in 62,1 ml DEPC-H,0-a aufgekocht, auf 60°C
abgekuhlt, 20 ml 5 x Laufpuffer (0,1 M MOPS ( 3-[N-Morpholino]propansulfonsaure ) pH
7,0, 40 mM NaAc, 5 mM EDTA pH 8,0) und 17,9 ml 37 % Formamid deionisiert
zugegeben und in die Form gegossen. Zur Probenvorbereitung wurden 4,5 ul RNA (2- 15
pug) mit 2,0 pl 5 x Laufpuffer, 3,5 pl Formadehyd und 10 pl Formamid (deionisiert)
gemischt, 15 min bei 65°C denaturiert und kurz auf Eis gestellt. Dann wurden 2 pl
Ladepuffer (50% Glycerin, 1 mM EDTA pH 80, 0,1 % Bromphenolblau, 0,1%
Xylencyanol) zugegeben und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x
Laufpuffer bei 5 V/cm und wurde gestoppt, sobald der Farbmarker 2/3 des Gels
durchlaufen hatte. Abschliefiend wurde 30 min in 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in 0,1 M
Ammoniumacetat gefarbt und die RNA auf einem UV-Transluminator Uberpruft.

3.3. DNA-Isolierung

Zur Isolierung von genomischer DNA aus C. elegans wurde das Protokoll von E. Moss,
Dartmouth College, Hannover, benutzt. Das Protokoll ist in einer C. elegans spezifischen
Methodensammlung  unter http://cobweb.dartmouth.edu/~ambros/worms/index.html
abrufbar. Fir eine Prgparation wurden 100 ul Pellet aus einer C. elegans Flissigkultur
(sehe 2.2.2) eingesetzt. Die Phenol/Chloroform Extraktion wurde zur Vermeidung von
RNA-Kontaminationen zweimal wiederholt.
Abschlief3end wurde die Konzentration der in 200 ul Puffer vorliegenden DNA im
Photometer wie in 3.2.3 fur RNA beschrieben bestimmt. Die Konzentration muss
allerdings fur DNA mit der folgenden Formel berechnet werden:

[DNA] pg/ml = Bgp X Verdinnungsfaktor x 50.
Die genomische DNA wurde bis zur Verwendung bel 4°C gelagert.

3.4. Reverse Transkription und Polymer asekettenr eaktion

3.4.1. Reverse Transkription (RT)

Als Standardprotokoll fur die Reverse Transkription wurde die RevertAid H minus M-
MuLV Reverse Transkriptase nach den Angaben des Herstellers MBI Fermentas benutzt.
Fur einen Reaktionsansatz wurden verwendet:
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Komponente eingesetzt | Endkonzentration

5 x RT-Buffer 4 ul 50 mM TrispH 8,3, 50 mM KCI, 4 mM
MgCh

dNTP-Mix 2ul 10mM

antisense bzw. oligo-dT primer |2 ul 20 pmol bzw. 0,5 pg

RNase Inhibitor 1l 50U

Enzym 1l 200U

DEPC-H,0 ad 15 pl

Es wurden 100 ng poly(A)"mRNA oder 3 pg RNA in 5 pl DEPC-H,0 gelost, 5 min auf
65°C erhitzt und sofort auf Eis gestellt. Die RNA-Probe wurde zum Reaktionsansatz
gegeben, 60 min bei 42°C inkubiert und bel Reaktionsende 10 min auf 70°C erhitzt. Die
neu synthetiserte cONA wurde mit DEPC-H20 auf 100 ul aufgeflllt und bis zum Start
der PCR bei -20°C gelagert.

3.4.2. Polymer asekettenr eaktion (PCR)

3.4.2.1. Standardprotokoll RT-PCR
Fur die Amplifizieeung von cDNA wurde die Tag-DNA Polymerase nach dem
modifizierten Protokoll des Herstellers MBI Fermentas benutzt. Zur Vermeidung von
Synthesefehlern wurden 100 U Tag-Polymerase 1 U Pfu DNA Polymerase zugegeben. Flr
einen 50 pl Ansatz wurden eingesetzt:

Komponente eingesetzt | Endkonzentration

MgCk 25mM 6 ul 3 mM

dNTP-Mix 2ul 0,2mM

antisense Primer 2 ul 2 UM

sense Primer 2ul 2 UM

10 x Puffer 5ul 10 mM Tris-HCI pH 8,8, 50 mM KCl,
0,08% Nonident P40

Tag-Polymerase 2ul 2U

RT-Ansatz 10 pl

H.O ad 50 pl

Die Reaktion wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

Denaturierung: 94°C fur 2 min

Zugabe der Tag-Polymerase (hot start)

Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C fir 45 sec
Annealing 52-64°C fur 1 min
Synthese 72 °Cfir 2 min

Syntheseende: 72 °C fur 10 min

Die amplifizierten DNA Molekile wurden bei -20°C gelagert.
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3.4.2.2. Standardprotokoll PCR

Fur die Amplifizierung von DNA Molekilen bis 4000 bp wurde das Standard RT-PCR
Protokoll (3.4.2.1) mit folgenden Anderungen verwendet:

A. Eswurden 10 pg-1 ug DNA template anstelle des RT-Ansatz eingesetzt.
B. PCR-Bedingungen fir Oligonukleotide mit einer Schmelztemperatur unter 66°C:

Denaturierung: 94°C fur 2 min
Zugabe der Tag-Polymerase (hot start)
Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C fir 45 sec
Annealing 52—64°C fur 1 min
Synthese 72 °C fur 1 min pro kb Produktlénge
Syntheseende: 72 °C fur 10 min
C. PCR-Bedingungen fur Oligonukleotide mit einer Schmelztemperatur tber 66°C:
Denaturierung: 94°C fur 2 min
Zugabe der Tag-Polymerase (hot start)
Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C fir 45 sec
Annealing und
Synthese 68°C fur 1 min pro kb Produktlange
Syntheseende: 72 °C fur 10 min

3.4.2.3. Amplifizierung von grof3en DNA Kopien (long range PCR)

Die Amplifizierung von Molekilen Gber 4000 bp aus genomischer DNA erfolgte mit dem
Elongased Enzym Mix und nach Angaben des Herstellers Life Technologies, Karlsruhe.

Fir einen 50 pl Ansatz wurden eingesetzt:

Komponente eingesetzt | Endkonzentration

dNTP-Mix long range 2 ul 0,2 mM

antisense Primer 2 ul 2 UM

sense Primer 2ul 2 UM

Puffer B 5ul 60 MM Tris-SO4 pH 9,1, 18 MM (NH4) SOy,
2 mM MgSO;4

Elongased Enzym 1l

DNA template 100 ng

H.O ad 50 pl

Die Reaktionen erfolgten wie unter 3.4.2.2 beschrieben.

3.5. Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Die Darstellung der 5° und 3" Enden von cDNA Molekilen wurde in Anlehnung an den
SVARTORACE cDNA Amplification Kit des Herstellers Clontech, Heidelberg

durchgefhrt.
3.5.1. Herstellung der cDNA

Fir eine Reaktion wurden 100 ng poly(A)* selektierte mRNA in 10 pul DEPC-H,0 gel6st.
Fur einen 5" oder 3° RACE wurden getrennt eingesetzt:
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K omponente | eingesetzt | Endkonzentration
RNA-L 6sung 10 pl

SMART II primer (20pmol/ul) |1 pl 2 uM

5" oder 3'CDS primer 1l 2 UM

(20pmol/ul)

Die Ldsung wurde 2 min auf 70°C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und kurz abzentrifugiert.
Dann gab man folgende Komponenten zu:

5 x RT-Buffer 4 ul

dNTP-Mix 2ul 20 mM
PowerScript™ RT 1l 200U
DTT 0,5 ul

DEPC-H,0 ad 20 pl

Der Reaktionsansatz wurde 90 min bel 42°C inkubiert, dann mit DEPC-H,O auf 100 pl
aufgefllt, 7 min auf 72°C erhitzt und anschlief3end bei -20°C eingefroren.

3.5.2.5und 3 PCR

Fur die Amplifizierung der 5" und 3° cDNA wurde die Tag-DNA Polymerase nach dem
modifizierten Protokoll des Herstellers MBI Fermentas benutzt. Zur Vermeidung von
Synthesefehlern wurden 100 U Tag-Polymerase 1 U Pfu DNA-Polymerase zugegeben. Fur
einen 50 pl Ansatz wurden eingesetzt:

Komponente eingesetzt | Endkonzentration
MgSO, 50mM 5ul 2,5mM
dNTP-Mix 2 ul 0,2mM
antisense Primer (5’ RACE) 2 ul 2 UM
oder sense Primer (3'RACE)
UPM Primer Mix (0,4 uM 2,5 ul
UPM short, 2 uM UPM long)
10 x Puffer mit (NH4)2SO4 5ul 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH4)2SO4,
0,01% Tween 20
RT-Ansatz 5" oder 3° cDNA 2 ul
Tag-Polymerase 2 ul 2U
H.O ad 50 pl
PCR-Bedingungen (touchdown PCR):
Denaturierung: 94°C fur 2 min
Zugabe der Tag-Polymerase (hot start)
Zyklen: 4 x  Denaturierung: 94 °C fir 40 sec
Annealing und
Synthese 72 °Cfur 2 min 40 sec
Zyklen: 4 x  Denaturierung: 94 °C fir 40 sec
Annealing 69°C fir 40 sec
Synthese 72 °Cflr 2 min
Zyklen: 30 x Denaturierung: 94 °C fur 40 sec
Annealing 66°C fur 40 sec
Synthese 72 °Cflr 2 min

Syntheseende: 72 °C fur 10 min
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Als Kontrolle wurde von jedem 5 und 3° cDNA-Ansatiz eine Reaktion mit zwei
genspezifischen (sense und antisense) Oligonukleotiden unter den gleichen PCR-
Bedingungen durchgefihrt. An Stelle des UPM  Primer Mix wurde 2 pl des
komplementaren Oligonukleotids verwendet.

3.6. Gelelektrophorese und Klonierung von DNA

3.6.1. DNA-Geldektrophorese

Entsprechend der Grole der aufzutrennenden DNA wurden Gele von 0,8% bis 2%
Agarose in 1 x TAE (50 x TAE: 2 M Tris-Acetat, pH 8,0, 50 mM EDTA) verwendet.
Sollten PCR-Proben analysiert werden, wurde zur Probenvorbereitung die DNA 5 min bei
65°C denaturiert und kurz auf Eis gestellt. Dann wurde 5 x Ladepuffer (50% Glycerin,
0,2% SDS, 0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol in 5 x TAE) zugegeben
(Endkonzentration 1 x) und auf das Gel aufgetragen. Von dem entsprechenden DNA-
Grolenmarker wurden jeweils 500 ng einer gleich behandelten Probe aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE bel 5 V/cm und wurde gestoppt, sobald der Farbmarker
2/3 des Gels durchlaufen hatte. Abschlief3end wurde 15 minin 0,5 pg / ml Ethidiumbromid
Losung gefarbt und die DNA auf einem UV-Transduminator Uberpruift.

3.6.2. Quantifizierung von DNA

Zur Konzentrationsbestimmung von Plasmiden, Cosmiden oder PCR-Fragmenten wurde
ein Aliquot der Probe zusammen mit einem DNA-Standard elektrophoretisch aufgetrennt
und die Bandenintensitét mit Hilfe der BioDocAnalyzed Software bestimmt. Durch
Vergleich mit den bekannten Konzentrationen des Standards wurde so die DNA
Konzentration der Probe berechnet.

3.6.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des NucleoSpina Extract Kitsnach
Angaben des Herstellers Macherey & Nagel, Duren, extrahiert.

3.6.4. Reinigung von DNA-Fragmenten

Zur Reinigung von wassrigen DNA-LGsungen wurde die Probe im Verhdltnis 1:1 mit
Phenol-Chloroform (1:1) vermischt, 1 min bei 13000g zentrifugiert und die wassrige Phase
in ein neues Eppendorfgefald gegeben. Dazu gab man die zweieinhabfache Menge 100%
Ethanol, prézipitierte die DNA fiur 1 Stunde bel —20°C, zentrifugierte bei 13000g fur 5 min
und verwarf den Uberstand. Das Pellet wurde noch mal mit 70% Ethanol gewaschen und
anschlief3end fur 5-10 min an der Luft getrocknet.

3.6.5. Klonierungen
Die Experimente wurden nach den algemein gebréuchlichen Standardvorschriften fir

molekulare Klonierungen durchgefihrt (Sambrook und Russell 2001).

3.6.5.1. Restriktion von DNA

Die Resktionsbedingungen fir die sequenzspezifische DNA-Hydrolyse mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers MBI
Fermentas gewahlt, von dem alle verwendeten Enzyme bezogen wurden. In der Regel
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wurde die Enzymmenge fir eine Reaktionszeit von einer Stunde berechnet (1U Enzym
hydrolysiert 1 pg DNA pro Stunde). Fur analytische Proben wurden 0,5-1 pg und fir
préparative Zwecke 1-10 pg DNA in 20 pl Gesamtvolumen eingesetzt. Fur den
gleichzeitigen Einsatz von zwei Enzymen in einer Reaktion (Doppelverdau, double
digestion) wurde nach Moglichkeit das Universal Y+/TangoO Buffer System des
Herstellers verwendet. Fur nicht kompatible Enzyme wurde nach der ersten Reaktion das
Enzym bel 80°C deaktiviert und der Ansatz Phenol-Chloroform gereinigt.

3.6.5.2. Auffullen von Uber stehenden DNA-Enden (blunting)

Mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase wurden Uberhangende einzelstréngige DNA-Enden,
wie sie beispielsweise bei PCR-Reaktionen entstehen, aufgefillt. Ein 20 pl Ansatz setzte
sich aus 1 pg DNA, 4 pl Reaktionspuffer (Endkonzentration 67 mM Tris-HCI pH 8,8, 6,6
mM MgCh, 1 mM DTT), 0,1 mM dNTP und 1 U T4-DNA-Polymerase zusammen. Nach
einer Inkubationszeit von 20 min bel 37°C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 70°C fir
10 min gestoppt. Anschlief3end wurde der Reaktionsansatz Phenol-Chloroform gereinigt.

3.6.5.3. Kinasierungvon DNA-Fragmenten

Nicht-phosphorilierte  DNA (aus Protokoll 3.6.5.2) muss vor der Ligation in
dephosphorilierte Vektoren mit dem Enzym T4-Polynukleotidkinase kinasiert werden. Fur
einen 20 ul Ansatz wurden 20 pmol DNA, 2 ul Reaktionspuffer (Endkonzentration 50mM
Tris pH 7,6, 10 mM MgChk, 5 mM DTT, 0,1 mM Spemidine, 0,1 mM EDTA), 40 pmol
ATP und 10 U T4-Polynukleotidkinase 30 min bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung
erfolgte durch Zugabe von 1 pl 0,5 M EDTA und 10 min bei 70°C.

3.6.5.4. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung einer Religation von einfach hydrolysierten Vektoren, werden die
5 Enden der DNA dephosphoriliert. 10 pmol DNA wurden mit 2,5 pl Reaktionspuffer
(Endkonzentration 10mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCh), 1 U CIAP vermischt und mit
Wasser auf 25 pl aufgefiillt. Die Reaktion wurde 30 min bei 37°C durchgefihrt und 15 min
bel 85°C gestoppt. Bel Einsatz einiger Restriktionsendonukleasen war es auch maéglich die
Reaktion direkt nach der DNA-Hydrolyse (3.6.5.1) durchzufiihren, indem lediglich 1 U
CIAP zugegeben wurde.

3.6.5.5. Ligation von DNA-Fragmenten in Vektor DNA

Fir Ligasereaktionen wurden ausschlieffdlich Gel-eluierte oder Phenol-Chloroform-
gereinigte DNA eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit T4-Ligase nach Angaben des
Herstellers MBI Fermentas. Fir einen Reaktionsansatz wurden verwendet:

Komponente eingesetzt Endkonzentration
Vektor-DNA in TE-Puffer variabel 50-400 ng/ 20 pl
DNA in TE-Puffer
mit glatten Enden (blunt ends) variabel Molaritét Vektor:Insert = 3:1
mit Uberhéngenden Enden (sticky ends) variabel Molaritét Vektor:Insert = 1:1
10 x Ligase-Buffer 2 ul 40 mM TrispH 8,3, 10 mM DTT, 10
mM MgCh, 0,5mM ATP, pH 7,8
T4-Ligase
Fur blunt ends 4l 4U
Fur sticky ends 2 ul 2U
50% PEG 4000 (nur far blunt ends) 2 ul

H.0O ad 20 pl
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Zur Berechnung der Molaritéten wurde folgende Formel benutzt: DNA-Enden in pmol =
[2 x DNA-Menge (in ng) x 10%] / [DNA-Lé&nge (in bp) x 649 Dalton].
Die Reaktion erfolgte fur 1 h bel 22°C und wurde fir 10 min bei 65°C gestoppt.

3.6.5.6. Klonierung von PCR-Fragmenten
Fir die schnelle Klonierung von PCR-Fragmenten, die keine Restriktionsschnittstellen

enthielten, wurde der SureClonea Ligation Kit nach Angaben des Herstellers Amersham
Pharmacia, Freiburg verwendet.

3.7. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde zu Beginn der Arbeit manuell nach der
Sanger-Methode durchgefiihrt (Sambrook and Russell 2001). Die Sequenzreaktion wurde
mit dem T7-Sequencing Kit nach Angaben des Herstellers Amersham Pharmacia, Freibug
durchgefihrt. Fir die Primer Anlagerung wurde dabei die Standard Annealing Methode
verwendet. Als radioaktives Nukleotid wurde [a-*’S]JdATP eingesetzt. Die
Gelelektrophorese und Herstellung der Autoradiogramme wurde nach den Protokollen aus
Sambrook und Russell (2001) durchgefihrt. Als Standard wurde ein 6%iges
Polyacrylamidgel mit 42% Harnstoff in der Sequenzgelkammer Model S2 (Life
Technologies, Karlsruhe) bei 1800 V und 40 W drei bis acht Stunden gefahren. Das
Autoradiogramm wurde auf einem hochauflésendem Film (HyperfilmO MP, Amersham
Pharmacia) aufgenommen und mit ener automatischen Entwicklermaschine
(HyperProcessor, Amersham Pharmacia) entwickelt. Die Auswertung erfolgte wie in
Sambrook und Russell (2001) beschrieben.

Mit dem Aufkommen kommerzieller Anbieter wurde die DN A-Sequenzierung durch die
Firma SegLab, Gottingen durchgefuhrt. Der Standard Sequenzierungs Service umfasste
hier eine Cycle Sequencing Reaktion mit Standardprimern, Gelelektrophorese, sowie die
Grundeditierung der Sequenzdaten und Elektrophogramme.

4. Allgemeine biochemische M ethoden

4.1. Herstellung von Antikorpern

Fur die immunhistochemischen und immunoblotting Methoden wurden verschiedene
polyklonale Antikdrper hergestellt. Das Anti-Astacin Antiserum wurde mit aus dem
Flusskrebs isolierten aktiven Enzym Astacin wie in Vogt et a. (1989) beschrieben
gewonnen. Die Antiseren Anti-ProAst-N, Anti-ProAst-C, Anti-CePepZinc_C07D10.6 und
Anti-CePepZinc_ KO4E7.3 wurden durch Immunsierung von Kaninchen mit den
entsprechenden synthetischen Peptiden (ProAst-N, ProAst-C, CePepZinc_C07D10.6 und
CePepZinc_KO04E7.3) gewonnen. Fir eine bessere Immunantwort der Versuchstiere
mussen die Peptide jedoch zundchst an ein Tragermolekil gekoppelt werden. Die
Kopplung erfolgte carboxy- oder aminoterminal Uber einen aktivierten Cysteinrest an
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) der Firma Pierce. KLH gilt als schwach antigen und
als gutes Adjuvants. Zu 200 pl wassriger KLH Ldsung (10 mg/ml) wurden 300 pl DMSO
und 2 mg MBS in 700 pul Wasser gegeben und 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem
Schitteln inkubiert. Gleichzeitig wurde eine Entsalzungsséaule (D-Salt Dextran) mit 15 ml
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Konjugationspuffer (0,083 M Natriumphosphat pH 7,2, 09 M NaCl, 0,1 M EDTA)
equilibriert. Die Reaktionsmischung wurde auf die Saule gegeben und mit
Konjugationspuffer in 0,5 ml Portionen eluiert. Die Fraktionen wurden
spektrophotometrisch  (Exsonm) vermessen, wobei  aktiviertes KLH im  ersten
Absorptionsmaximum eluiert. Danach wurden 2 mg eines Peptids in 500 pl
Konjugationspuffer gel6st, zu der KLH Ldsung gegeben und 2 h bel Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln inkubiert. Der Reaktion wurde anschlief3end gegen PBS (10 mM
Natriumphosphat pH 7,2, 140 mM NaCl) dialysiert und konnte direkt zur Immunisierung
von Kaninchen eingesetzt werden. Die Immunisierung wurde von der Firma Pineda
Antibody Service, Hamburg, durchgeftihrt. Booster injections mit 500 pg Protein wurden
14, 28 und 56 Tage nach der ersten Immunisierung durchgefiihrt. Nach den
Immunisierungen wurde die Antikorperreaktion des entnommenen Serums jeweils in
einem Immunoblot verfolgt. Das beste Ergebnis erhielt man 5 Tage nach der letzten
Injektion. Das danach gewonnene Antiserum wurde in Portionen bei —80°C gelagert.

4.2. Protein-lsolierung

4.2.1. Gewinnung von Proteinextrakten ausC. elegans

Die gereinigten Nematoden aus einer Flussigkultur wurden einma mit Milli-Q-Wasser
gewaschen und in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen Uberfdhrt. Zu 0,5 ml verdichteter
Wurmsuspension wurden 4 ml 50 mM Natriumphosphat, pH 7,5 gegeben. Diese Ldsung
wurde auf Eis direkt mit Ultraschall behandelt. Dazu wurde ein Sonifier (Cell Disrupter B
15, Branson) auf der Intensitétsstufe 3 bei 50% fur dreimal 5 Minuten benutzt. Dazwischen
wurde fir jeweils 5 Minuten auf Eis stehen gelassen, um eine zu starke Erwarmung des
Homogenats zu vermeiden. Zur Abtrennung der unldslichen Bestandteile zentrifugierte
man fir 30 min bei 20000g. Der klare Uberstand (Gesamtproteinextrakt) wurde in
Eppendorfgefalie tberfiihrt und bis zur Verwendung bel —80°C gelagert.

4.2.2. Proteinextraktion aus M agensaft und Hepatopankreas von Astacus
astacus

Magensaft wurde aus Astacus astacus wie in 10.1 beschrieben mit einer Pipette
entnommen. Dieses Extrakt kann dann direkt fir eine chromatographische Aufreinigung
verwendet werden. Fir die Immunoblot Experimente wurde der frisch entnommene
Magensaft in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 100 mM Dithiothreitol, 2%
SDS, 0.1% Bromphenol Blau, 10% Glycerol), der zusdtzlich 50 mM EDTA und 50 mM
EGTA as Metalloprotease-Inhibitoren enthielt, tberfuhrt und fur 5 min auf 100°C erhitzt.
Danach zentrifugierte man eventuell vorhandene, unlésliche Bestandteile fir 5 min bei
13000 g ab. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus dem Hepatopankreas fir die
Immunobl ot- Experimente wurde das Gewebe in SDS-Probenpuffer mit 50 mM EDTA und
50 mM EGTA Uberfuhrt. Die Proben wurden im Wasserbad auf 100°C erhitzt und mit
einem Glashomogenisator 10 min behandelt. Danach zentrifugierte man fir 10 min bel
13000g die unldslichen Zellbestandteile ab und lagerte die Proben bis zum Start der
Elektrophorese bei —20°C.
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4.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der Beobachtung, dass der Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G250 in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration in saurer
L 6sung einer Verschiebung des Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm unterliegt
(Bradford 1976). Zu 100 pl Probe wurde 1 ml Férbelosung (0.01% CBB G-250, 4.7%
Ethanol, 8.5% Phosphorsaure) gegeben. Nach 5 min Inkubationszeit wurde die OD bei 595
nm vermessen. Die Konzentration der gemessenen Probe musste zwischen 10ug/ml und
200ug/ml liegen (linearer Bereich), andernfalls mufdte vor der Messung verdiinnt werden.
Als Standard wurde eine definierte Reihe von 10 pg/ml bis 200 pg/ml BSA in 50 mM
Phosphatpuffer, pH 7,5 verwendet, wobei die Proteinkonzentration der Eichlésungen wie
in 4.2.4 beschrieben bestimmt wurde €2sonmpsa = 66,7-10° I/(molt-cmi?)). Die Ermittlung
der Proteinkonzentration der unbekannten Probe erfolgte dann tber lineare Regression mit
einer erstellten Standardgeraden.

4.2.4. Bestimmung der Protein/Peptidkonzentration im
Spektrophotometer bei 280 nm

Eine Mdoglichkeit der Konzentrationsbestimmung von Peptiden oder Proteinen, die in
reiner Losung vorliegen, ist die Messung der OD bel 280 nm. Die unbekannte
Proteinkonzentration kann dann nach dem Lambert- Beerschen Gesetz

Ezsonm= €28onm[cM? pmol™?] - ¢ [ mol/I] - d [cm] errechnet werden.
Voraussetzung fur diese Mef3methode ist alerdings, dass der molare Extinktionskoefizient
(e) bekannt ist und das untersuchte Peptid/Protein als Reinslbstanz vorliegt.

4.3. SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde nach der Methode von
Laemmli (1970) durchgefihrt. Eine Ubersicht der Methoden findet sich auch in Sambrook
und Russell (2001).

4.3.1. Zusammensetzung der Gelldsungen

Zusammensetzung des Trenngels

Acrylamidkonzentration 10% 125% 15% 18%

H20O [ml] 54 3,8 2,1 0,1

Acrylamid (29/1) [ml] 6,7 8,3 10,0 12,0

1M TrispH 8,8 [ml] 7,5 7,5 7,5 7,5

10% SDS [m] 0,2 0,2 0,2 0,2

10% APS [m] 0,2 0,2 0,2 0,2

TEMED [ml] 0,02 0,02 0,02 0,02
Zusammensetzung des Sammelgels

Acrylamidkonzentration 3%

H20 [ml] 7,5

Acrylamid (29/1) [ml] 1

1M TrispH 6,8 [ml] 1,25

10% SDS [m] 0,1

10% APS [ml] 0,1

TEMED [ml] 0,01
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4.3.2. Probenvor ber eitung

Es wurden jeweils 10 pl Probe mit Proteinkonzentrationen von 10 mg/ml fir komplexe
Proteingemische und 0,5 mg/ml fur gereinigte Proteine in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris-
HCI, pH 6.8; 100 mM Dithiothreitol, 2% SDS, 0.1% Bromphenol Blau, 10% Glycerol) 3
min auf 100°C erhitzt, kurz abzentrifugiert und auf ein Gel aufgetragen. Als GrofRenmarker
wurde der Dalton Mark VII-L Proteinstandard (Albumin, Rind, 66 000; Albumin, Huhn,
45 000; Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase, 36 000; Carboanhydrase, Rind, 29 000;
Trypsinogen, Rinderpankreas, 24 000; Trypsin Inhibitor, Soyabohne, 20 000; a-
Lactalbumin, Kuhmilch, 14 200) nach Angaben des Herstellers Sigma eingesetzt.

4.3.3. Elekrophorese

Der Elektrophoreselauf wurde bei maximal 4 mA / cm durchgefihrt und wurde gestoppt,
sobald die BromphenolblauLaufmittelfront den unteren Rand des Trenngels erreicht hatte.

4.3.4. Coomassie Farbung

Nach Durchfihrung der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in Coomassie Féarbel 6sung (0,06% Coomassie Brilinat Blue G250 in 50%
Methanol, 10% Eisessig) unter leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurde das Gel durch
mehrmaliges Wechseln der Entfarbelésung (7,5% Methanol, 5% Eisessig) bis zum
V erschwinden des Hintergrunds differenziert.

4.4. |mmunoblot

Der Immunoblot wurde modifiziert nach den Anleitungen in Sambrook und Russell (2001)
durchgefuhrt.

4.4.1. Transfer auf PVDF-Membranen (Western Blot)

Fir den Proteintransfer auf die PVDF-Membran (Porablot, Porenweite 0,2 nm, Machery-
Nagel) wurde die semi-dry Methode nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Membran wurde zunéchst fur 15 Minuten in 100% Methanol aktiviert. Membran und Gel
wurden anschliefRend fur 5 Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin pH 8,3
und 20 % Methanol) &quilibriert. Dann wurde auf die untere Stahlelektrodenplatte einer
Semi Dry Blotter Unit (Sigma) 6 Lagen mit Transferpuffer getranktes Filterpapier
(Whatmann 3MM) gelegt. Darauf wurden die Membran, das Gel und weitere 6 Lagen
getranktes Filterpapier aufgelegt und entstehende Luftblasen durch leichtes Rollen einer
Pasteurpipette vorsichtig herausgedriickt. Der Aufbau wurde dann mit der zweiten
platinbeschichteten Kathodenplatte verschlossen. Der Transfer fand bei Raumtemperatur
und 1,5 mA / cnt fiir 90 Minuten statt. Die Membran kann bei —20°C gelagert werden.

4.4.2. Farbung der Membran mit Coomassie-Farbelsung

Die Membran wurde in 40% Methanol, 10% Essigsaure, 0,1% Coomassie Brilliant Blue
G250 fur 5 min unter leichtem Schitteln gefarbt. Anschlief3end wurde in 40% Methanol,
10% Essigsdure bis zum Verschwinden des Hintergrunds entfarbt.

4.4.3. Immunologischer Nachwels

Die Immunoblot-Analyse dient dem Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen nach dem Transfer auf Membranen (Western Blot) mit spezifischen Antikorpern.
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Die Membran wurde nach dem Transfer Gber Nacht bel 4°C und leichtem Schiitteln in 1%
Blocking Powder& (Schleicher und Schill) in PBS (0,05 M Natriumphosphate, pH 7,4,
0,15 M NaCl) abgesittigt. Die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte bel
Raumtemperatur fur 2 Stunden in 0,5% Blocking Powder& in PBS. Die Antiseren wurden
in einer Verdinnung von 1:200 eingesetzt. Uberschiissiges Antissrum wurde durch
dreimaliges Waschen fur 10 min mit PBST (0,05 M Natriumphosphate, pH 7,4, 0,15 M
NaCl, 0,1% Triton X100) entfernt. Die Membran wurde anschlief3end fir 2 h mit dem
zweiten Antikorper (1:15000, alkalische Phosphatase gekoppelter goat anti rabbit 1gG,
Sigma) in 0,5% Blocking Powder& in PBS inkubiert. Danach wurde dreimal 10 min in
PBST und eéinma 5 min in Wasser gewaschen. Anschlielend wurde die Membran in
Farbelsung (0,1 M Trig/HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl, 5mM MgCh) tberfthrt und pro 10 ml
Losung 7 il NBT (50 mg/ml Nitrobluetetrazolium in 70% DMF) sowie 3,5 pl BCIP (20
mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphat-Na ) zugegeben. Die |6slichen Farbsubstrate
werden von der an den zweiten Antikorper gekoppelten Phosphatase zu einem unldslichen
dunkelvioletten Farbstoff umgesetzt und machen so die Proteinbanden indirekt sichtbar.
Gefarbt wurde fur hochstens 30 Minuten im Dunklen unter leichtem Schitteln. Die
Reaktion wurde fir zweimal 10 min in aqua dest. gestoppt. Die Dokumentation erfolgte
mit Hilfe des BioDocAnalyze® - Gelscanners (Biometra).

5. Zwedimensionale (2D-) Gelelektrophorese

Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese sollte versucht werden, durch
spezifische Antikdrper, Astacin- homologe Proteine in Protein-Extrakten von C. elegans zu
identifizieren. Die Arbeiten wurden, wenn nicht anders vermerkt, im Labor von Prof. V.
Pallini, Department fir Molekulare Biologie, Universitét Siena, Italien, durchgefiihrt.

5.1. 2D-Gelelektrophorese nach der |PG-SDS-PAGE Methode

Fir die 2D-Gelelektrophorese wurde fur die erste Dimersion die IPG-SDS-PAGE
Methode nach Gorg et al. (1988), mit Anderungen durch Bjellgvist et al. (1993b) und fir
die zweite Dimension die Methode nach Laemmli (1970), modifiziert durch Hochstrasser
et al. (1988a,b) verwendet. Als System wurde das MultiphorllO und Hoefer DALTO
System des Lieferanten Amersham Pharmacia, Freiburg, benutzt.

5.1.1. Vorbereitung der Probe

Lyophylisierte C. elegans Gesamt-Proteinextrakte (siehe 4.2.1) wurden in 8 M Harnstoff,
4% (w/v) CHAPS, 40 mM Tris, 65 mM Dithioerythritol und 0,001% Bromphenolblau
resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von (Bradford 1976)
bestimmt. Fir einen Gellauf wurden 50 pg (analytisches Gel) oder bis 1000 pg
(préparatives Gel) Proteinextrakt eingesetzt.

5.1.2. Isoelektrische Fokusierung

Immobiline DryStripO Gele fir die erste Dimension der Gelelektrophorese wurden
vorgefertigt in Form von dehydrierten Streifen von Amersham Pharmacia, Freiburg
bezogen und bei —20° C aufbewahrt. Es wurden Gel-Streifen mit einer Lange von 180 mm
und einem pH Gradienten von 3 bis 10 verwendet.
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5.1.2.1. Rehydrierung der Gel Streifen

Die Ge-Streifen muissen vor Gebrauch 10 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut und
rehydriert werden. Die Rehydrierungslésung (8M Harnstoff, 2 % (w/v)CHAPS, 10 mM
DTE, 0,8 % (w/v) Anfolin pH 310 und 0,001 % (w/v) Bromphenolblau) wurde mit der
entsprechenden Probenmenge des Proteinextrakts vermischt. Die Gelstreifen verblieben in
dieser Losung 6-18 Stunden.

5.1.2.2. Laufbedingungen fur dieisoelektrische Fokusierung

Die isoelektrische Fokusierung wurde bei10°C und unter Mineral 6l durchgefihrt.
Die Spannung wurde linear wie folgt erhoht:

300V 30 min
600V 30 min
1100V 30 min
1700V 30 min
2500V 30 min
3500V 30 min

Die letzte Phase wurde bei 5000 Volt durchgefihrt. Fur einen analytischen Lauf betrug die
Laufzeit 20 Stunden (insgesamt 100 kVh); fur einen préparativen Lauf wurde bis zu 4
Tagen fokusiert.

5.1.2.3. Aquilibrierung der Streifen

Bevor die Proteine in der zweiten Dimension getrennt werden konnen, muissen die
Gelstreifen mit SDS, DTE und Jodacetamid beladen werden. Nach Beendigung der ersten
Dimension, erfolgte die Aquilibrierung in 2 % (w/v) SDS, 6M Harnstoff, 30 % (v/v)
Glycerol, 0,5 M Tris HCl pH 6,8 und 2 % (w/v) DTE fur 12 Minuten und anschlief3end in
2 % (w/v) SDS, 6M Harnstoff, 30 % (v/v) Glycerol, 0,5 M Tris HCL pH 6,8 und 25 %
(w/v) Jodacetamid fir 4 Minuten.

5.1.3. Zweite Dimension: SDS-PAGE

Fur die zweite Dimension wurden 9-16%ige lineare Polyacryamid Gradientengele (18 cm
x 20 cm x 1,5 mm) verwendet.

5.1.3.1. Herstelung der Gele

Losung 1: 9 % Acrylamid ( Endvolumen fir 6 Gele 180 ml): 54 ml Acrylamid 30%-PDA
0,8%, 45,1 ml TrisHCL 1,5 M pH 8,8, 79.27 ml Milli-Q-H,0, 0,881 ml Na Thiosulfat
5%, 0,0678 ml TEMED und 0,678 ml APS 10 %

Ldsung 2: 16 % Acrylamid (Endvolumen fur 6 Gele 180 ml): 99ml Acrylamid 30 %-PDA
0,8 % (w/v), 45,1 ml TrisHCL 1.5 M pH 8,8, 34,27 ml H20 Bidest, 0,881 ml Na
Thiosulfat 5 % (w/v), 0,0678 ml TEMED und 0,678 APS 10 % (w/v).

Zur Erzeugung des linearen Polyacrylamid Gradienten wurde ein Gradienten
Mischbehélter benutzt. Nachdem die vermischten Gellésungen zwischen den Glasplatten
eingeflllt waren, wurde mit wassergeséttigtem Isobutanol (1ml/Gel) Uberschichtet,
wodurch eine Polymerisierung des Gels unter Luftabschluss erméglicht wird. Nach
Beendigung der Polymerisierung wurde aqua dest. aufgetragen (1ml), um das Austrocknen
des Gels zu verhindern.
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5.1.3.2. Beladen der zweiten Dimension mit den Gelstreifen

Die Gelstreifen wurden auf die Oberflache der Gele der 2. Dimension gelegt und mit
heil3er Agarose Losung (0,5% Agarose in Elektrodenpuffer) auf der Oberflache der Gele
fixiert.

5.1.3.3. Elektrophoreselauf

Die Gele wurden 5 Stunden bei 10 °C und einer konstanten Stromstarke von 40 mA/Gel
gefahren. Als Elektrodenpuffer wurde 2,88 % Glycin, 0,6 % Tris, 0,1 % SDS verwendet.

5.1.4. Silberfarbung

Die analytischen Gele wurden routineméaldig nach der Methode von Oakley et al. (1980)
und Hochstrasser et al. (1988b) mit Silbernitrat gefarbt.
Nach Beendigung des Elektrophoreselaufs wurden die Gele 5 Minuten in H,O gewaschen.
Alle folgenden Schritte mit Ausnahme der Entwicklung, wurden in Glasschalen (500 ml
Volumen) unter Bewegung ausgefihrt:
- Fixierung in Ethanol 40 % (v/v) und Essigsdure 10 % (v/v)

Fixierung fur mindestens 3 h bis 3 Tage in Ethanol 5 % (v/v)/ Essigsaure 5 %(Vv/v)

10 min in Milli-Q-H,0O bei 4°C waschen

30 min in Natriumacetat 0,5 M, Glutaraldehyd 2 %

3 x 10 min in Milli-Q-H,0 bei 4°C waschen

2x 30 minin 0,05% NDS L&sung

4 x 10 min in Milli-Q-H20 bel 4°C waschen

30 min in Silbernitrat Losung (9 g Silbernitrat, 15 ml Ammoniak 25 %, 2,25 ml

NaOH 10 N auf 1125 ml mit Bidest aufgefillt, reicht fir 12 Gele)

4 x 4 min in Milli-Q-H,O waschen

Entwicklung fir 12 min in 0,05 g/I Zitronensdure und 1ml/I Formaldehyd 37%

Sobald die Proteine dunkel gefarbt waren wurde die Reaktion in 5 % (v/v)

Essigsaure gestoppt und mehrmals mit Milli-Q-Wasser gewaschen.

5.1.5. Kolloidale Coomassie-Férbung

Die empfindliche kolloidale Coomassie-Farbung wurde nach der Methode von Neuhoff et
al. (1988) mit dem Blue Sain Kit nach Angaben des Herstellers Novex durchgefiihrt. Die
Fixierung erfolgte in 40% Methanol, 10% Essigsaure Uber Nacht. Die Farbung erfolgte in
500 ml Farbelosung (Stainer A und B in 20% Methanol). Nach 12 h konnte mit aqua dest.
entfarbt werden, bis der Hintergrund klar erschien.

5.1.6. Auswertung der 2D-Gde

Geféarbte Gele wurden auf einem Computing Densitometer 300S Scanner des Herstellers
Molecular Dynamics digitalisiert (4000 x 5000 pixels; 12 bits/pixel). Die Datenanalyse
wurde mit Hilfe des Programms MELANIE 1l (Medical Electrophoresis Analysis
Interactive Expert System; (Appel et a. 1997)) auf einer Sun PARCstation durchgefuhrt.
Damit konnten die Proteinspots durch einen Suchalgorithmus detektiert und ein Gelbild
mit allen quantitativ identifizierten Spots erstellt werden (matching). Fur die Kalibrierung
des pl und M, wurden humane Serumproteine als interner Standard benutzt (Bjellgvist et
al. 1993a). Durch Vergleich verschiedener Gelldufe ergibt sich so ein reproduzierbares
Proteinmuster, das in einer Referenzkarte festgehalten wird (reference map). Dies erlaubt
spdter auch die Zuordnung einzelner Proteinspots die beispielsweise durch ene
Immunoreaktion detektiert wurden. Die automatische Spoterkennung stellt allerdings ein
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groRes Problem dar, da sowohl unterschiedliche Laufverhalten als auch grofRe
Intensitétsunterschiede einzelner Proteinspots die Interpretation erschweren kénnen. In
solchen Féllen wurde in den Untersuchungen zum Teil auch auf manuelle Zurordnung
zuriickgegriffen.

5.2. Westernblot von 2D-Gelen
5.2.1. Western-Transfer

Fir den immunologischen Nachweis oder eine Microsequenzierung von einzelnen
Proteinen wurden die Proteine direkt nach dem Elektrophoreselauf auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Fir 2D-Gele wurde die semi-dry Methode nach Matsudaira (1987)
verwendet. Die Membran hatte eine Grof3e von 18 x 16 und eine Porenweite von 0,2 pum.
Membran und Gel wurden fir zundchst 15 Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris, 192
mM Glycin und 20 % Methanol) &quilibriert; der Transfer fand bei 4° C und 100 V fir 1
Stunde statt. Die Membran kann bei —20°C gelagert werden.

5.2.2. Poinceau S Farbung

Als Kontrollfarbung des WesternTransfers wurde die reversible Farbung mit Poinceau S
verwendet. Hierzu wurde die Membran kurz in 0,2% Poinceau S in 3 % Essigsdure
inkubiert und der tberschtissige Farbstoff mit Wasser abgewaschen.

5.2.3. Coomassie Farbung der Membranen

Fur die Mikroseguenzierung wurde die Membran in 40% Methanol, 10% Essigsaure, 0,1%
Coomassie Brilliant Blue G250 fir 5 min unter leichtem Schitteln geféarbt. Anschlief3end
wurde in 40% Methanol, 10% Essigsaure bis zum Verschwinden des Hintergrunds
entféarbt.

5.3. Immunoblot von 2D-Gelen

Die Membran wurde nach dem Transfer dreimal 10 Minuten in 3% Milchpulver in PBST
(0.05 M Natriumphosphate, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0,1 % Triton) blockiert. Die Inkubation
mit dem ersten Antikorper erfolgte Uber Nacht in 3% Milchpulver in PBST. Die Antiseren
wurden in einer Verdiinnung von 1:500 eingesetzt. Uberschiissiges Antiserum wurde durch
dreimaliges Waschen fir 10 min mit 3% Milchpulver in PBST entfernt. Die Membran
wurde anschlieffend fur 2 h mit dem zweiten Antikorper (MeerrettichPeroxidase
gekoppelter goat anti-rabbit 1gG, Sigma) in 3% Milchpulver in PBST inkubiert. Danach
wurde dreima 10 min in 3% Milchpulver in PBST, eénma 30 min in PBS (0.05 M
Natriumphosphate, pH 7.4, 0.15 M NaCl) mit 0,5 % Triton und dreimal 30 min in 0,05 M
Tris pH 6,8 gewaschen. Fir die Chemoluiniszenz-Reaktion wurde die ECL Enhanced
Chemoluminescence) Reaktionkomplettausstattung nach Angaben des Herstellers
Amersham Pharmacia benutzt. Die Expositionszeit der Autoradiographiefilme (Hyperfilm-
ECL, Amersham Pharmacia) betrug zwischen 1 und 5 min.

Diese identifizierten Proteinsignale der Filme wurden mit dem erstellten Referenzgel
verglichen (sehe 5.1.6) und die Identifizierung der Proteine erfolgte anschlief3end Uber
Mikrosequenzierung und  massenspektrometrische  Analyse der  verschiedenen
normalisierten Membranen oder Gelen.
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5.4. Mikrosequenzierung

Fur eine ldentifizierung von Proteinspots mit Hilfe der aminoterminalen Sequenzierung
wurde 1 mg Gesamtprotein benutzt und die Proteine nach dem Gellauf auf PVDF-
Membran transferiert. Einzelne Proteinflecke wurden aus der Coomassie geférbten PVDF-
Membran ausgeschnitten und auf einem Procice 494 Protein Sequence Apparatus der
Firma Applied Biosystems, Weiterstadt, analysiert. Die aminoterminale Sequenzierung
wurde von Dr. Hans Heid, Zentrale Proteinanalytik, Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg, durchgefihrt.

Die Sequenzidentifizierung wurde mit Hilfe der C. elegans BLAST Programme des Sanger
Centers (http://www.sanger.ac.uk) durchgefiihrt. Dabei wurde der Suchalgorithmus
BLASTP zur Suche in der Ubersetzten Peptiddatenbank WORMPEP und TBLASTN for
die genomische Datenbank verwendet.

5.5. Massenspektrometrische Analyse

Eine Silberfarbung der Proteingele ist fur die Analyse der Proteinspots durch MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight) Massenspektrometrie nicht
geeignet. Deshalb wurden die Gele hierfir mit der kolloidalen Coomassie-Farbel 6sung
entwickelt. Es wurde 1 mg Gesamtprotein fir einen Gellauf eingesetzt. Die
massenspektrometrische Analyse wurde im Labor von Dr. M. Schndlzer am Deutschen
Krebsforschungszentrum, Zentrale Proteinanalytik, Heidelberg durchgefthrt. Die
Durchfihrung erfolgte wie in Jensen et al. (1997) und Méhrlen et al. (2001) beschrieben.

5.5.1. Probenvorbereitung

Die Proteinflecken wurden aus dem Gel ausgeschnitten und je zweimal 15 min mit 100 pl
Wasser und 50 % Acetonitril gewaschen. Anschlief3end wurde for zweimal 15 min in
100% Acetonitril dehydriert und an der Luft getrocknet. Pro Gelstiick wurden 20 pl 40
mM  Ammoniumbicarbonat und 0,8 pl Schweine-Trypsin (0,5 pg/pl in 1 mM HCI,
sequencing grade, Promega) zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbel
quoll das Gelstiick wieder auf die urspringliche Grofe. Anschlief3end wurde kontrolliert,
ob das Gelstlick vollstéandig mit Puffer bedeckt war und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.5.2. Herstellung der Matrix

Fir die Herstellung der Matrix wurde von a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure und
Nitrozellulose eine gesdttigte Losung in Aceton hergestellt. Aul3erdem wurde eine Lésung
von 10 mg/ml Nitrocellulose in Aceton/Isopropanol (1:1) hergestellt. Als Gebrauchsl 6sung
wurden 40 pl der geséttigten Losung mit 10 pl der Nitrozellulose L ésung gemischt und 0,3
ul dieses Gemischs auf die einzelnen Positionen des Probentrégers (Metalltarget)
aufgetragen und antrocknen lassen. Danach wurden jeweils 0,8 pl 10% Ameisensdure und
0,5 pl der zu analysierenden Probe aufgetragen. Nach kurzem Trocknen wurde
Uberschiissiges Salz durch Waschen mit einem Tropfen 10%iger Ameisensaure und einem
Tropfen Wasser entfernt. Der getrocknete Probentréger wurde in das Massenspektrometer
eingebracht und vermessen.

5.5.3. Aufnahme der Massenspektren

Die MALDI-TOF Massenspektren wurden in einem Reflex |1 Flugzeitmassenspektrometer
der Firma Bruker Daltonik (Bremen) aufgenommen, der mit einem SCOUT multiprobe
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inlet und einem 337 nm Stickstofflaser ausgestattet ist. Die Beschleunigungsspannung
betrug 20 kV, die Reflektorspannung 21,5 kV und die Spannung an der ersten
Extraktionsplatte 15,4 kV. Die Massenspektren wurden im Positiv-lonen-Modus mit
verzogerter Extraktion aufgenommen und durch 10-100 einzelne Laserschiisse erhalten.
Die Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgte als lineare Zweipunktmessung mit
zwel externen Standardproteinen.

5.5.4. Auswertung der Spektren

Die ldentifizierung der Proteine efolgte mit Hilfe der Programme ProFound
(http://129.85.19.192/prowl-cgi/Profound.exe),  ProteinProspector  (http://prospector.
ucsf.edu) und MatrixScience (http://www.matrixscience.com) anhand der tryptischen
Peptidmassen. Die Ergebnisse wurden mit der nicht redundanten, genomischen wormbase
Datenbank und der wormpep Datenbank (beide http://www.wormbase.org) fur
C. elegans Proteine verglichen.

6. Chromatographische M ethoden

Astacin und Trypsin wurden aus dem Magensaft von Astacus astacus nach den Methoden
von Zwilling und Neurath (1981) prépariert. Astacin wurde dartiber hinaus nach Reyda et
al. (1999) affinitdtschromatographisch aufgereinigt.

6.1. Gewinnung des Krebstrypsinsdurch
Affinitatschromatographie

Mit Bromcyanaktivierter Sepharose 4 B (Amersham-Pharmacia) kdnnen alle Arten von
Proteinen und andere Liganden Uber primare Aminogruppen kovalent an den Tréger
gekoppelt werden. 1 Gramm Sepharose-Gel wurden in 50 ml 1 mM HCl 30 min
vorgequollen, auf einem G3-Glasfilter 15 min mit 200 ml 1 mM HCl gewaschen und
anschliefRend mit dem gleichen Volumen Kopplungs-Puffer (0,1 M NaHCOg3, 0,5 M NaCl,
pH 8.3) nachgewaschen. 15 mg SBTI (SojabohnenTrypsin-Inhibitor, Sigma) wurdenin 5
ml  Kupplungspuffer gelést und mit dem Gel unter leichtem Schitteln 4 h bel
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde ungebundenes Material mit 50 ml
Kupplungspuffer entfernt. Zur Beseitigung etwa verbliebener aktiver Gruppen wurde das
Sepharose-Gel 2 h mit 30 ml einer 1 M Athanolaminldsung bei pH 8.0 behandelt und in
abwechselnd je 3 Zyklen 30 ml Acetat-Puffer (1 M NaCl, 0,1 M Natrimacatat, pH 4.0) und
30 ml Borat-Puffer (1 M NaCl, 0,1 M Natriumborat pH 8.0) gewaschen. Das
Saulenmaterial wurde in Tris-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM CaCb) gel6ést und in
eine 10 ml Saule (AmershamPharmacia) gefullt. 10 ml Magensaft wurde mit Tris-Puffer
1. 50 verdinnt und auf die Saule aufgetragen. Danach wurde die Saule bel ener
Duchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min mit 100 ml Tris-Puffer bis zum Erreichen der
Grundlinie im Photometer bei 280 nm equilibriert. Die Elution erfolgte mit Natriumacetat
pH 3,0 in 1 ml Fraktionen. Zur Neutralisation wurden pro Fraktionsgefé 100 pl 1 M Tris-
HCIl vorgelegt. Die Trypsinfraktionen wurden durch Aktivitdtsmessung (BTNA-Substrat)
bestimmt und auf einem SDS-PAGE Uberprift. Die vereinigten Fraktionen wurden Uber
Nacht gegen 10 mM Tris-HCl dialysiert, anschlief3end lyophylisiert und bel —20°C
gelagert. Als Ausbeute waren etwa 10 mg Trypsin zu erwarten.
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6.2. Gewinnung des Astacins durch lonenaustausch-
Chromatographie und Gelfiltration

Eine DEAE-Sephacel® Saule (Amersham Pharmacia) wurde mit Trispuffer (50 mM Tris-
HCl pH 8,0) equilibriert. 10 ml Magensaft wurden aufgetragen und bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min 60 min bis zum Erreichen der Grundlinie bei 280
nm mit Trispuffer nachgesplilt. Die Elution erfolgte mit einem linearen Salzgradienten
(0,05 his 0,5 M NaCl in 50 mM TrissHCI pH 8,0) in 1 ml Fraktionen. Die Astacin
Fraktionen wurde durch Aktivitdétsmessung (STANA-Substrat) bestimmt, die vereinten
Fraktionen mit 70% Ammoniumsulfat gefdlt, in einem kleinen Volumen Tris-Puffer
aufgenommen und Uber Nacht gegen 50 mM Tris-HCI dialysiert. Die Lésung wurde auf
eine Sephacel S 3000 Gelfiltrationssdule aufgetragen und mit Tris-Puffer wieder eluiert.
Durch einen fir Astacin charakteristischen Retentionseffekt wird dieses stark verzogert bei
einem scheinbaren Molekulargewicht von < 10000 Da €eluiert. Fir weitere Experimente
wurden die Fraktionen wieder durch Aktivitatsmessungen bestimmt, Uber Nacht dialysiert,
lyophylisiert und bei —20°C gelagert. Aus 10 ml Magensaft konnten 5-6 mg lyophylisiertes
reines Astacin erhalten werden.

6.3. Reinigung von Astacin und Astacin-homologen Proteinen
durch Affinitatschromatographie

Der Astacin spezifische Inhibitor Pro-L eu-Gly-Hydroxamat (Bachem) wurde an aktivierte
CH-Sepharose 4B nach Angaben des Herstellers Amersham-Pharmacia und wie in 6.1.
beschrieben gekoppelt. 5 mg lyophylisiertes Flusskrebs-Astacin wurden in 50 ml Tris-
Puffer gelost (50 mM TrissHCI pH 8,0) und auf die Saule aufgetragen. Danach wurde bei
einer Duchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min mit mindstens 50 ml 0,5 M NaCl, 50 mM
TrissHCI pH 8,0 bis zum Erreichen der Grundlinie im Photometer bei 280 nm equilibriert.
Die Elution erfolgte mit Tris pH 11,0 in 1 ml Fraktionen. Zur Neutralisation wurden pro
Fraktionsgefald 100 ul 1 M TrissHCI vorgelegt. Die Astacin-Fraktionen wurden durch
Aktivitatsmessungen (STANA-Substrat) bestimmt und auf einem SDS-PAGE Uberpruift.
Die vereinigten Astacin-Fraktionen wurden tber Nacht gegen 10 mM Tris-HCI dialysiert,
anschlief3end lyophylisiert und bei —20°C gelagert.

Darliber hinaus wurde versucht, aus 10 ml Gesamtproteinextrakt von C. elegans Astacin
homologe Proteine in einem Schritt zu isolieren. Der Rohextrakt wurde mit Tris-Puffer 1.
50 verdunnt und auf die Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte wie oben beschrieben. Die
Fraktionen wurden durch Aktivitdtsmessungen (dansyliertes Oligopeptidsubstrat) und
SDS-PAGE analysiert.

7. Aktivitatsmessung proteolytischer Enzyme

Fur die Bestimmung der spezifischen Aktivitét proteolytischer Enzyme wurden
verschiedene M essmethoden eingesetzt.

Nitroanelidsubstrate setzen nach einer spezifischen proteolytischen Spaltung gelbes
Nirtoanelin frel und die Reaktion kann bel 405 nm photometrisch verfolgt werden. Nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz kann aus der erhaltenen Extinktionsanderung der
Substratumsatz pro Minute errechnet werden ( DEsos / min = e - ¢ - d). Die Formel wird
nach ¢ ( Substratkonzentration in mol/l ) aufgelost. Der Extinktionskoeffizient e fir
Nitroanelin betrégt essm = 10200 M tcm. Daraus I4sst sich die Aktivitét eines Enzymsin
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Units[ U ] berechnen: 1 U = 1 umol Substratumsatz (Konzentrationsanderung) / min. Die
Spezifische Aktivitét [ U / mg ] bezieht dann die Aktivitét auf ein mg Enzym.

Dansylierte Oligopeptide wie Dansyl-Pro-Lys-Phe-Ala-Pro-Trp-Val (Bachem) werden
spezifisch zwischen den zentralen Aminosaureresten Phe/Ala gespalten. Dies fuhrt zu einer
10 fach erhéhten Tryptophan Fluoreszenz bei 340 nm bel einer Anregungswellenlange von
280 nm. Im intakten Substrat ist die messbare TryptophanFluoreszenz durch die Dansyl-
Gruppe unterdriickt (quenching). Die Berechung der Substratkonzentrationen und
spezifischen Aktivitét erfolgt analog zu den Nitroanelidsubstraten (esonm der Dansyl-
Gruppe = 4300 M tcm?)

7.1. Aktivitatsmessung von Trypsin mit BAPNA

Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroanilid (BAPNA) ist ein Nitroanilid-Substrat, welches spezifisch
von Trypsin gespalten wird. Fir einen Reaktionsansatz wurden in eine 1 cmQuarzkivette
750 ul BAPNA-Substratlosung (1 mM BAPNA, 1,75% DMF, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10
mM CaChk ) mit 0,1-20 pM Enzyml6sung vermischt und in einem Spektral photometer
(Lambda S2, Perkin Elmer) bei 405 nm und 25°C die Extinktionszunahme pro Zeit 10 min
lang aufgezeichnet.

7.2. Aktivitatsmessung von Astacin mit STANA

Succinyl- Tri- Analin-4-Nitroanilid (STANA) ist ein spezifisches Nitroanilid-Substrat fur
Astacin (Stocker und Zwilling 1995). Fur einen Reaktionsansatz wurden in eine 1 cm-
Quarzkivette 750 pl STANA-Substratlésung (1 mM STANA, 50 mM Tris-HCI pH 8,0)
mit 0,1-20 pM Enzymlésung vermischt und in enem computergestiitzen
Spektralphotometer (Lambda S2, Perkin Elmer) bei 405 nm und 25°C die
Extinktionszunahme pro Zeit 10 min aufgezeichnet.

7.3. Aktivitatsmessungen mit dansylierten Substraten

Die spezifische Messung der Astacin Aktivitdt mit Dns-PKFAPWYV (dansyl-Pro-Lys-Phe-
Ala-Pro-Trp-Val) Substrat erfolgte wie in Stécker und Zwilling (1995) und Wagner et al.
(2001) beschrieben. Die Reaktion wurde bei 25°C in einer 300 pl Quarzkivette in einem
Fluoreszenz-Photometer (LS 50, Perkin Elmer) durchgefuhrt. 280 pl Substratlésung (0,1
mM Dns-Substrat in 50 mM Tris-HCI pH 8,0) wurden mit 20 pl Enzymldsung (0,1-4 nM)
vermischt und einer Anregungswellenlange von 280 nm (Spaltbreite 2,5 mm) bei 340 nm
(Spaltbreite 50 mm) far 10 min gemessen. Als Enzymldésung wurden sowohl
aufgereinigtes Astacin als auch verdiinnte Protein- Rohextrakte von C. elegans eingesetzt.

7.4. Aktivitdtsmessungen mit FITC-Casein

Bel Anregung mit Licht der Wellenlange von 490 nm emittiert Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC) Licht mit einer Wellenldnge von 515 nm. Dieser Farbstoff ist an Casein gekoppelt,
das as Substrat fur die Hydrolyse durch Proteasen dient. Nach der Spaltung konnen die
nicht-gespaltenen Proteine mit TCA ausgefdllt werden; Spaltprodukte verbleiben in
Losung. Die Fluoreszensintensitét des Uberstands kann im Fluorimeter gemessen werden
und ist ein direktes Mal3 fur die proteolytische Aktivitét der Probenl dsung.

In einem Eppendorfgefald wurden 100 m NaAcetat Puffer (0,25 M, pH 8) mit 1 pl
Probenldsung, 20 m Dithiothreitol-Ldsung (8 mM), und 30 pl FITC-Casein Lésung (0,5
mg/ml) gemischt. Dieser Ansatz wurde fir 2 Stunden bei 25°C im Wasserbad inkubiert.
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Die Proteolyse wurde durch Hinzufigen des gleichen Volumens 10%iger
Trichloressigsdure gestoppt und die Proteine ausgefdlt. Nach zehnminitigem
Abzentrifugieren bei 14000 rpm wurden 0,2 ml des Uberstands zu 1,8 ml 0,2 M
Natriumhydroxidlésung gegeben. Die Messung erfolgte in einer 3 ml Quarzkivette mit
dem Luminiszens-Fluoreszensspektrometer LS 50 des Herstellers Perkin Elmer. Die
Anregungswellenlange betrug 490 nm, bei ener Spaltbreite von 3,0. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte bel 515 nm, bei einer Spaltbreite von 5,0.

8. GFP-Fusionsproteine und Expressionsnachweisin
C. elegans

Die Herstellung und Expressionsanalyse von Fusionsproteinen in C. elegans wurde nach
den Standard-Methoden in Hope (1999) durchgefiihrt. Sie werden im Folgenden
zusammenfassend erléautert.

8.1. Expressionsvektoren

Als Expressionsvektoren wurden die Plasmide pPD95.85 und pPD114.35 aus dem Fire
Lab Vector Kit (Dr. A. Fire, Carnegie Institution of Washington, Baltimore) verwendet.
Diese pUC19 Derivate enthalten, neben einer Klonierungsstelle (multiple cloning site) und
einem Ampicilinresistenzgen, GFP (green fluorescent protein) as Reportergen. Uber eine
long range PCR (sehe 3.4.2.3) wurden die Astacinrhomologen Gene CO05D11.6,
C07D10.4, KO4E7.3 und T04G9.2 von genomischer DNA mit genspezifischen
Oligonukleotiden amplifiziert. Dabel wurde der genomische DNA-Abschnitt von ungefahr
5000 bp aufwarts des Startkodons (Promoterregion) bis kurz vor Ende des letzten Exons
vervielfatigt. Die Oligonukleotide enthielten jeweils verschiedene
Restriktionsschnittstellen, so dass nach einem Restriktionsverdau und der Gelelution diese
direkt in die Expressionsvektoren kloniert werden konnten.

8.2. Herstellung der Injektionslésung

Fir die Herstellung der 1njektionslésung wurden mit Hilfe des NucloeSpina Plasmid Mini
Kits aufgereinigtes Plasmid mit Wasser auf 50 ng/pl verdinnt. Der Transformationsmarker
(pBX) wurde ebenfals auf 50 ng/pl verdinnt und 1:1 mit dem Expressionsvektor
vermischt.

8.3. Herstellung der Injektionskanilen

Zur Herstellung der Injektionskanilen benutzte man Borsilikat-Glaskapillaren von 1mm
Durchmesser, deren feine Spitze auf einem MikropipettenAuszieher (needle puller)
hergestellt wurde. Die Beladung der Kanilen mit 2 ul Injektionsdsung geschah durch
Kapillarkréfte. Bevor mit einer Injektion begonnen werden konnte, wurde die Spitze an
kleinen Salzkristallen auf einem Objekttrager unter dem Mikroskop aufgebrochen.

8.4. Injektion

Die Wiurmer wurden fir die Injektion auf getrockneten, Agarose-beschichteten
Objekttragern immobilisiert. Zu deren Herstellung wurde 5% Agarose in Wasser auf 80°C
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erhitzt, ein Tropfen auf einen Objekttréger gegeben, sofort mit einem weiteren
Objekttrager abgedeckt, der obere Objekttrager wieder entfernt und die Agarschicht
eintrocknen lassen. Mit einer feinen Prapariernadel aus Platindraht wurden 5-10 Tiere auf
den Objekttrager gesetzt und zur Vermeidung des Austrocknens mit Mineradl
Uberschichtet. Die Injektion von ca. 100 nl Injektionddsung erfolgte mit Hilfe eines
Mikromanipulators und einem inversen Lichtmikroskop (Zeiss) direkt in die syncytiale
Gonade der Tiere. Die behandelten Wirmer wurden mit der Prépariernadel so schnell als
moglich einzeln zuriick auf Agarplatten gesetzt.

8.5. ldentifizierung von Transformanten

Die transgene F1 Generation der behandelten Tiere wurden durch Selektion des mutanten
Phenotyps pha-1 bei 25°C identifiziert (vergleiche 2.2.3). Bei dieser Temperatur konnten
von der pha-1 Linie nur Tiere Uberleben, die den Coinjektionsmarker pBx (rescue-plasmid)
as extrachromosomales DNA-arrays stabil intergriert hatten. Von jeder Agaroseplatte
wurde jewells nur ein Uberlebendes Tier der F1 Generation weliter als eigenstandige Linie
kultiviert. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde ab der F2 Generation begonnen.

8.6. Dokumentation

Zur Mikroskopie wurden die Tiere von einer 3 bis 6 Tage alten Agaroseplatte mit 1ml
Levamisole (50 mM) abgesplilt, in einem Eppendorfgefald sedimentiert und 10 pl dieses
Pellets auf einen Agarose-beschichteten Objekttrager vorsichtig aufgebracht. Die
Dokumentation erfolgte auf enem Fluoreszensmikroskop der Firma Zeiss mit
angeschlossener Digitalkamera. Fur die Fluoreszensaufnahmen wurde das vom Hersteller
mitgelieferte GFP- oder FITC-Filterset benutzt.

9. Expressionsnachweisdurch in situ Hybridisierung
in Hydractinia echinata

Die in situ Hybridisierung von Hydractinia echinata wurde nach der Methode von
Gaewski et a. (1996) und Plickert et al. (1997) durchgefuhrt. Die automatisierte in situ
Hybridisierung in dem Apparat der Firma Abimed wurde im Labor von Prof. G. Plickert,
Zoologisches Institut, Universitéat Koéln, durchgefiihrt.

9.1. Vorbehandlung der Tiere

Fur die in situ Experimente sollten Larven, verschiedene Metamorphosestadien und adulte
Polypen untersucht werden. Larven wurden aus dem Seewasser genommen und direkt
fixiert. Adulte Polypen wurden vorsichtig von einer Kolonie abgeschnitten und sofort,
sowie nach 4 h Regenerationszeit, fixiert. Dartberhinaus wurden adulte Polypen im
Bereich der Korperachse verletzt und wiederum sofort und nach 4 h fixiert. Zur
Untersuchung der Metamorphosestadien wurden ein bis drel Wochen ate Larven fir 3hin
112 mM CsCl in Seewasser inkubiert und anschlieffend dreimal mit Seewasser
ausgewaschen. Die sich entwickelnden Tiere wurden sofort, sowie 4 h, 12 h, 24 h und 48
h nach Metamorphoseaus 6sung fixiert.
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9.2. Herstellung der in situ Sonden

Die in situ Sonden wurden durch PCR-gestiitzte in vitro Transkription hergestellt. Dazu
wurden die in bluescript oder pPGMT Vektoren klonierten DNA-Fragmente Uber PCR mit
T3/T7 oder SP6/T7 Oligonukleotiden amplifiziert. Nach der Kontrolle und Isolierung des
PCR-Ansatzes aus einem Agarosegel wurden 100 ng des Produkts zur in vitro
Transkription eingesetzt. Ein 10 pl Ansatz enthielt 0,5 pl Digoxygenin- RNA Labbeling
Mix, 1 pl Transkriptionspuffer, 10 U T3, T7 oder SP6 Polymerase, 5 U RNase Inhibitor
(alles Boehringer Mannheim), 100 ng PCR Template und DEPC-behandeltes Wasser. Die
Transkription wurde Uber Nacht bei 37°C durchgefuhrt. 1 pl dieses Ansatzes wurde auf
einem Agarosegel Uberpruft. Der restliche Ansatz wurde mit 1 pl 200 mM EDTA pH 8,0
abgestoppt. Die Prézipitation erfolgte mit 1,25 pl LiCl und 75 pul 100% Ethanol. Das Pellet
wurde in 12,5 pul DEPC-H,0 und 5 U RNase Inhibitor bei 37°C fur 30 min gel6st.

9.3. Insitu Hybridisierung

10 bis 50 Tiere wurden 1 h bei Raumtemperatur in 1 ml 4% Paraformaldehyd in 0,1 M
HEPES ph 7,5, 0,42 M NaCl, 2 mM MgSO; fixiert. Anschlief3end wurde dreimal 10 min
mit 1 ml PBST (10 mM NaHPO,, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,1% Tween 20) gewaschen
und far 10 min auf 90°C erhitzt. Die weitere Prozedur erfolgte dann wie in Plickert et al.
(1997) beschrieben in einem automatisierten in situ Apparat (Abimed). Zusammengefasst
wurde zunéchst Proteinase K verdaut (20 pg proteinase K in PBST), gewaschen (2 mg/ml
Glycin in PBST und in PBST) , mit Paraformaldehyd nachfixiert, erneut gewaschen
(PBST), fur 2 h prahybridisiert (0,5 mg/ml Heringsperma DNA, 50% Formamid, 5x SSC
[0,75 M NaCl, 75 mM Natrimcitrat pH 7,0], 0,1 mg/ml Heparin, 0,1% Tween 20) Uber
Nacht mit 4-20 ng Digoxygenin markierter RNA bel 50°C hybridisiert und Uberschiissige
Sonde durch mehrmaliges Waschen (50% Formamid, 2x SSC, 0,1% Tween 20; 2x SSC,
0,1% Tween 20; PBST) entfernt. Die AntikOrperreaktion erfolgte fur 2 h mit Anti-
Digoxygenin Alkalische Phosphatase gekoppeltem 1gG (Boehringer) und wurde
anschliefend in AP-Puffer (0,1 M TrissHCI pH 9,5, 0,2 M NaCl, 50 mM MgCb, 0,1%
Tween 20) gestoppt. Fur die Substratreaktion wurden die Tiere aus dem Automaten in 24
Lochplatten tberfihrt, mit den Farbsubstraten NBT/BCIP in AP-Puffer versetzt und die
Reaktion unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach 15 min bis 4 h wurde die Reaktion in 10
mM EDTA in PBST gestoppt und die Tiere in 90% Gylcerol n 10 mM EDTA in PBST
auf Objekttrager Uberfuhrt. Die Praparate kénnen so bei —20°C gelagert werden. Die
Dokumentation erfolgte an einem Phasenkontrastmikroskop der Firma Zeiss mit
angeschlossener Digitalkamera (Nikon, DN100).

10. Préparation und Immunhistochemie von Astacus
astacus

10.1. M agensaftentnahme und Pr&par ation des Hepatopankr eas

Zur Gewinnung von Magensaft fur die Immunoblot-Experimente und zur Isolierung von
Astacin und Trypsin wurde Tieren, die eine Woche gehungert hatten, der Magensaft
entnommen. Dazu wurde eine Plastikpipette vorsichtig zwischen den Mandibeln in den
Osophagus eingefiihrt (Pfleiderer et al., 1967). Der Magensaft floss in die Pipette, wurdein
Eppendorfgefalien gesammelt und bis zur Verwendung bei —80°C eingefroren.
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Die Entnahme von Magensaft fuhrt gleichzeitig zu einer Stimulierung der Enzym-
Neusynthese im Hepatopankreas (Vogt et a. 1989). Deshalb wurden die so behandelten
Tieren nach 3 oder 7 Stunden fir die Praparation des Hepatopankreasgewebes durch
Abtrennung des Carapaxes getotet. Die braunlichen Hepatopankreashélften wurden mit
einem Skalpell herausprépariert. Als Kontrolle wurde zusétzlich der Hepatopankras von
einigen unbehandelten Tieren prapariert.

Die Fixierung fur immunhistologische Experimente erfolgte Uber Nacht bei 4°C mit
Bouin-Losung (60 ml Pikrinsaure, 20 ml 35 %Formol) oder Susa-Ldsung (4,5 g HgCh-
Sublimat, 0,5 g NaCl in 70 ml Aqua dest werden mit 10 ml 2% Trichloressigsaure, 20 ml
35 % Formol und 4 ml Eisessig vermischt).

10.2. Herstellung von Par affin-Schnitten
10.2.1. Einbettung

Die fixierten Gewebestiicke wurden mehrmals in Wasser gespilt und anschlief3end je eine
Stunde in 70, 80, 90 und 96%igem Ethanol entwassert. Danach wurden sie zweimal 30
Minuten in Isopropanol und Uber Nacht in Methylbenzoat inkubiert. Die
Methylbenzoatl 6sung wurde am néchsten Tag mehrmals gewechselt und erneut tber Nacht
in Methylbenzoat belassen. Das Gewebe wurde in Parrafin (Paraplast, Sherwood Medical)
3 Tage bel 60°C inkubiert wobei das Parrafin nach 2 Tagen einmal gewechselt wurde. Erst
dann erfolgte die endgultige Aushéartung bei Raumtemperatur in vorgeformten Blécken.

10.2.2. Herstellung der Schnitte

Von den fertigen Paraffinblockchen wurden 6 mm dicke Schnitte hergestellt
(Schneidegerét: Jung, Heidelberg). Die Schnitte wurden auf einem 37°C-Wasserbad
gestreckt und auf beschichtete Glasobjekttrager (HistoBond  Superior, Marienfeld)
aufgenommen.

10.2.3. Entpar affinierung

Fur die anschlieflenden Férbungen und immunhistologischen Experimente mussen die
Schnitte wieder entparaffiniert und in wassriges Milieu Uberfihrt werden. Dazu wurden
diese fur dreimal 10 Minuten in Xylol inkuiert und Uber eine absteigende Alkoholreihe von
zweima 5 min Isopropanol, je vierma 3 min 96%, 90%, 80%, 70% Ethanol in Wasser
Uberfhrt und abschliefiend mit aqua dest. gesplilt.

10.3. Ubersichtsfarbungen

Um einen Uberblick tiber den Gewebsaufbau des Hepatopankreas zu erhalten wurden die
histologischen Schnitte geférbt.

Verwendete Féarbelésungen:

- Eisenh@matoxylin nach Weigert:
Losung A: 1 g Hamatoxylin in 200 ml 96% Ethanol
Losung B: 1,16 g FeClk wurden in 98 ml Aqua dest. gelést und mit 1 ml 25% HCI
versetzt; die Losungen wurden vor Gebrauch 1:1 gemischt.

- Saurefuchsin-Ponceau-Azophloxin:
Losung A: 0.02 g Ponceau de Xylidine, 0,01 g Saurefuchsin und 0,06 ml Eisessig
in 30 ml aqua dest.
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Losung B: 0,05 g Azophloxin und 0,002 ml Eisessig in 10 ml aqua dest.
Gebrauchd 6sung: 16 ml Lésung A und 4 ml Lésung B in 176 ml 0,2% Essigsaure
- Phosphormolybdéansaure-Orange G:
8 g Phosphormolybdansdure und 4 g Orange G in 200 ml aqua dest.
- Lichtgrin: 0,4 g Lichtgriin und 0,4ml Eisessig in 200 ml agua dest.

Die erste Farbung erfolgt mit Eisenhamatoxylin nach Weigert fir 1 min. Hierbei werden,
durch die Anlagerung des basischen Farbstoffes Hamatoxylin an die sauren
Phosphatgruppen der DNA, die Zellkerne angefarbt. Durch anschliefiendes Spilen in
Leitungswasser (10 min) kommt es infolge einer pH-Verschiebung zur Blaufarbung der
Zellkerne. Danach wurde 5 Minuten mit Saurefuchsin-PonceauAzophloxin geférbt,
wenige Sekunden in 1% Essigsdure gespilt und dann in Phosphormolybdansiure-Orange
G fur wetere 5 Minuten gefarbt. Nach einer kurzen Spilung in 1% Essigsaure wurde 5
Minuten mit Lichtgrin gefarbt und wiederum fir 5 Minuten in 1% Essigséaure gespult. Die
letztgenannten Farbstoffe sind Dispersionsfarbstoffe, die durch ihre unterschiedliche
Diffusionsgeschwindigkeit die verschiedenen Gewebeteile unterschiedlich anfarben.
Feindispersive Komponenten wie Ponceau, Azophloxin und Orange G diffundieren im
Gewebe schneller a's grobdispersive wie Saurefuchsin und Lichtgrin.

Uber 100% Isopropanol und dreimal 10 Minuten Xylol wurden die Schnitte in DePeX
(Serva) eingebettet und mit einem Leitz Aristoplan Mikroskop ausgewertet (vergleiche
10.4.3).

10.4. Immunhistochemie

Die Methode der Immunhistochemie ermoglicht es, direkt in Gewebeschnitten mit Hilfe
von spezifischen Antikdrpern ein gesuchtes Protein zu lokalisieren.

Als Gegenprobe fur die Anti-Astacin und Anti-Proastacin Antikorper wurde ein Anti-
Hamocyanin Serum verwendet. Dieses Serum wurde von Prof. W. Stocker, Institut fir
Zoophysiologie, Universitét Munster, zur Verfigung gestellt. Als Zweitantikdrper wurde
immer FITC-konjugiertes Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege (Sigma) benutzt.

10.4.1. Anti-Hamocyanin Nachweis

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol und Alkohol entparaffiniert (siehe 10.2.3) und fir
zwei Stunden bel Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer mit Anti-Hamocyanin, 1:50
verdinnt in PBS-Puffer (0,15 M Natriumphosphat Puffer, pH 7,2) inkubiert. Nach drei 15-
mindtigen Spulungen in PBS wurden die Schnitte fir eine Stunde mit 1:40 verdinntem
HTC-konjugiertem Anti-KaninchenlgG aus der Ziege (Sigma) inkubiert und wiederum
dreima 15 Minuten in PBS gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte fur 5 Minuten mit
0,1% Evans Blue (Sigma) in PBS. Vor dem Mikroskopieren wurden die Schnitte mit PBS
und DABCO (25 mg/ml) eingedeckt, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu verhindern.

10.4.2. Anti-Astacin und Anti-Pro-Astacin Nachweis

Die entparaffinierten Schnitte wurden fir 10 Minuten mit 0,3% Triton behandelt, um ein
besseres Eindringen der AntikOrper zu ermdglichen, dann fir zwel Stunden bel
Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer mit Anti- Astacin bzw. Anti-Pro-Astacin, 1:10
verdinnt in PBS, inkubiert, dreimal 15 Minuten in PBS gewaschen und anschlief3end fur
eine Stunde mit 1:200 verdinntem FITC-konjugiertem Anti-KaninchenlgG inkubiert.
Nach dreimal 15 Minuten Waschen in PBS erfolgte die Gegenfarbung fir 10 Minuten mit
0,1 % Evans Blue in PBS. Eingedeckt wurde mit PBS und DABCO (25 mg/ml).
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10.4.3. Mikroskpische Auswertung

Die Auswetung efolgte mit enem Letz Aristoplan (Leitz, Wetzlar)
Fluoreszenzmikroskop. Bilder wurden mit einem Photoautomat (MPS 45, Wild) auf
verschiedenen Kodak Diafilmen dokumentiert.

11. Proteolyse und massenspektrometrische Analyse
von Modellpeptiden

11.1. Spaltungsver suche mit synthetischen Modellpeptiden

Die Spatungsversuche verschiedener Modellpeptide wurden mit affinitétsgereinigtem
Astacin und Trypsin (siehe 6) durchgefiihrt. Die lyophylisierten Enzyme und die Peptide
wurden in 50 mM Tris-HCI pH 8,0 aufgenommen. Fur einen Probenansatz von 20 pl in 50
mM Tris-HCI pH 8,0 wurden 0,5 pg des jeweiligen Enzyms und 5 pg der Peptide AstG,
AstR oder AstR* fir 2 h bel 30°C inkubiert. Fir die Ansdtze mit Trypsin wurde dem
Puffer zusdtzlich 10 mM CaCl, zugegeben. Die Quantifizierung der Enzymmenge basierte
auf der Messung bei 280 nm, die Substratkonzentration wurde durch Wagen bestimmt. Die
entstandenen Spaltprodukte wurden bis zur massenspektrometrischen Analyse bei —80°C

gelagert.
11.2. MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Herstellung der Matrix und die MALDI-TOF Messungen erfolgten wie in 5.5
beschrieben. Die aus den Spaltungsansétzen erhaltenen Proben wurden 1:10 mit 10%
Ameisensdure verdinnt und davon 0,5 pl direkt auf das vorbereitete Metaltarget
aufgetragen. Die Kalibrierung des Massenspektrometers geschah als lineare
Zweipunktmessung mit Angiotensin | (m/z 1269,65) und der oxidierten B-Kette des
Rinderinsulins (m/z 3494,65). Die protonierten Molekilmassen der Peptide und
enzymatischen Fragmente wurden mit Hilfe des Programms MacProMass Version 1.03
berechnet.

12. Computergestiitzte Analysen

12.1. Programme fir molekular genetische Analysen

Alle genspezifischen Oligonukleotide wurden mit dem Programm OLIGO 5.0,
Nationa Bioscience, Plymouth erstellt. Die Schmelztemperatur wurde entsprechend
der jeweiligen Anwendung zwischen 58°C und 74°C gewahlt.

Die Erstellung von Plasmidkarten und die Vorhersage von Restriktionsschnittstellen
wurde mit dem Programm CLONE 3.11, Scientific & Education Software
durchgefuhrt.

Fur das Editieren von Sequenzdaten wurde das STADEN PROGRAM PACKAGE
2001, Medical Research Council, Cambridge (http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/pubseq)
verwendet.

Die Berechnung der theoretischen Molekulargewichte und des isoelektrischen Punktes
eines Proteins erfolgte mit dem Programm Compute pl/Mw tool
(http://www.expasy.ch/tool §/pi_tool.html).
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12.2. Datenbankanalyse Astacin-homologer Gene

Fur die Ahnlichkeitssuche paraloger und orthologer Astacin Gene wurde die BLAST
(Basic Local Alignment Seatch Tool) und FASTA (Fast Alignment) Methode verwendet.
Als Vergleichssequenzen wurde die Astacin Sequenz (Astacus, Position +50 bis +251,
Swissprot Acc. PO7584), die Protease-Doméne von BMP-1 (Mensch, Position +121 bis
+321, Swissprot Acc. P13497), sowie das zinkbindende Motif und der Met-Turn (motif 2/3
CVYHGTIIHELMHAIGFYH/ EHTRMDRDNYVTINYQNV und motif 4 DYQYY
SIMHYGKYSFS; SPRINT Datenbank http://www.bioinf.man.ac.uk/dbbrowser/sprint)
benutzt.
Die erste Identifizierung erfolgte mit Hilfe des NCBI-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) und des EBI-BLAST Servers
(http://www.ebi.ac.uk/blast2). Als Programm wurde TBLATN verwendet, welches die
Aminosauresequenz mit Nukleinsduredatenbanken vergleicht, die in alen Leserastern
translatiert snd. Als Parameter wurden die Standard-Einstellungen mit einer Blosum62
Matrix und einem expected threshold Wert (E) = 10 verwendet. Die Suche erfolgte in der
NCBI Databank nr (ale nicht-redundanten GenBank CDS trandations, PDB, SwissProt,
PIR, PRF Daterbanken) und in der EMBL database (all divisions).
Die Identifizierung wurde im néchsten Schritt durch eine FASTA3 Suche auf Proteinebene
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) und auf Nukleinsdureebene (http://www.ebi.ac.uk/
fasta33/genomes.html) in der EMBL-Datenbank vervollstéandigt. Als Parameter wurden die
Standard- Einstellungen verwendet.
Die Sequenzdaten verschiedener Organismen, insbesondere solche mit laufenden Genom-
Sequenzierungsprojekten sind nicht vollstdndig in den bisher genannten Datenbanken
eingeschlossen. Deshalb mussten diese Daten mit Hilfe verschiedener BLAST-Suchen
vervollstéandigt werden. Die Programm:-Parameter wurden immer auf die Standard-Werte
mit einer Blosum62 Matrix und einem expected threshold Wert (E) = 10 eingestellt.
Fol gende BLAST Server wurden verwendet:

TBLASTN in EMBL updates: http://www.ebi.ac.uk/servicestmp/762905.9086-

125474 .htmi

TBLASTN in microbial genomes NCBI (133 Bakterien/14 Archeaebakterien):

http://www.nchi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_table cgi

TBLASTN in C. eegans genomic und BLASTP in wormpep:

http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegang/blast_server.shtml

TBLASTN in All Drosophila sequences (release2.9) und BLASTP in All Predicted

Proteins: http://edgp.ebi.ac.uk/ www-blast.html

TBLASTN in human , golden path® und BLASTP in human genscan/ensembl

peptides: http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/blastview

TBLASTN in mouse cDNA/latestgp und BLASTP in mouse peptides:

http://mouse.ensembl.org/Mus_musculus/blastview

TBLASTN in der Sequencing Projects Database des Sanger-Centers

http://www.sanger.ac.uk/DataSearch

Alle Suchergebnisse wurden auf Mehrfacheintrage untersucht. Zur Uberprifung erfolgte
ein Mehrfach-Sequenzvergleich (nultiple alignment) aler durch BLAST oder FASTA
identifizierten Proteine. Dazu wurden zunéchst die vollstandigen Protein-Sequenzen mit
Hilfe des Sequence  Retrieval System (SRS,  http://genius.embnet.dkfz-
heidelberg.de/menu/srs) kopiert. Die Drosophila bzw. C. elegans Sequenzen wurde direkt
aus der FlyBase Datenbank (http://flybase.bio.indiana.edu) bzw. wormbase Datenbank
(http://www.wormbase.org) erhalten. Gene, die ausschliefdlich in genomischen
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Datenbanken vorhanden waren, wurden mit Hilfe des Programms GenScan
(http://genome.dkfz- hei del berg.de/cgi- bin/fGENSCAN/genscan.cgi) oder Genfinder
(http:/www.softberry.com/nucleo.html) in Proteinsequenzen Ubersetzt. Der
Sequenzvergleich  wurde mit  dem  Programm  ClustalX  (ftp://ftp-igbmc.»
strasbg.fr/pub/Clustal X) durchgefihrt.

Die Daten wurden abschlief3end mit der MEROPS Datenbank (http://www.merops.co.uk)
verglichen, welche inzwischen einen umfassenden Uberblick (ber alle bekannten
proteol ytischen Enzyme gibt.

Fir die Ermittlung der Doménenstruktur eines Proteins wurden die Programme SMART
(Smple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de), PFAM
(Protein families database of alignments and HMMs,
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) und  ProfileScan  (http://hits.isb-sib.ch/cgi-
bin/PFSCAN) benutzt.

12.3. Phylogenetische Analyse

Der erste Schritt einer molekular-phylogenetischen Untersuchung ist das Erstellen eines
Mehrfach-Sequenzvergleichs (multiple alignment). Dieser wurde fir ale Astacin
homologen Proteine mit der gemeinsamen, 200 Aminosaurereste langen Protease-Doméne
durchgefiihrt. Dieser Abschnitt entspricht beim Astacin des Flusskrebses dem Teilstlick
von Position +50 bis +251 (Swissprot Acc. P07584). Der Sequenzvergleich wurde mit dem
Programm Clustal X (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X) und folgenden Parametern
berechnet: (1) pairwise alignment parameter: gap opening = 10, gap extension = 0,2,
protein weight matrix gonnet 250; (2) multiple alignment parameter: gap opening = 10,
gap extension = 0,2, delay divergent sequences 30%, protein weight matrix gonnet series,
(3) protein gap parameters. gap sepeartion distance = 5. Der erhatene Sequenzvergleich
wurde in das Programm GeneDoc (www.psc.edu/biomed/genedoc) geladen und manuell
anhand der Strukturdaten des Astacins korrigiert.

Die Stammbaumerstellung erfolgte auf Basis dieses Sequenzvergleichs mit dem
Programmpacket PHYLIP (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Dazu
wurde zunéchst eine Distanzmatrix mit dem Programm PROTDIST (PAM dayhoff matrix)
berechnet. Der Stammbaum wurde nach der Neighbor-joining Methode (Programm
NEIGHBOR) erstellt. Die Darstellung erfolgte in dem Programm Treeview
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.ntml).  Zur statistischen Uberprifung  der
Ergebnisse wurde eine bootstrap Analyse (Programme NEIGHBOR, CONSENSE) mit
100 Wiederholungen durchgefiihrt.

12.4.C. elegans und das I nternet

Jede Information zu C. elegans wird seit Beginn des Genom Projekts im Jahre 1991 in der
Datenbank wormbase (alter Name: ACeDB, A C. elegans Database) gespeichert und ist
unter der Internet-Adresse http://www.wormbase.org frei zuganglich. Diese Seite erlaubt
den Zugang Uber verschiedene Funktionen:
- BLAST Suche gegen die genomische Sequenzdaten oder die genefinder

Vorhersage der Proteine (siehe 12.2.).

Textsuchen Uber die gesamte Datenbank.

Textsuche nach Genen, Klonen, EST oder genomischen Sequenzen.

Suche Uber die physikalische Genkarte oder Klonkarte.
Uber diese reinen Sequenzdaten hinaus enthdlt die Datenbank fur jedes vorhergesagte oder
bereits identifizierte Gen eine Reihe weiterer Informationen. Dies beinhaltet zum einen alle
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bibliographischen Daten der bereits untersuchten Gene. Zum anderen sind alle
Informationen der funktionellen Genomanalyse (EST, ORFeome, gene expression map,
rever se genetics, gene expression patterns) fur das jeweilige Gen gespeichert.

Das C. elgans Sequencing Consortium hat mit Fertigstellung der genomischen
Sequenzierung im Jahr 1998 begonnen, systematisch alle durch genefinder vorhergesagten
Genevon C. elegans ndher zu charakterisieren. Diese Grof3projekte werden in Kooperation
mit verschiedenen Laboratorien durchgeftihrt. Alle Daten werden an die wormbase
Datenbank Ubermittelt und deren Herkunft mit einem Buchstabenkiirzel gekennzeichnet.
Ein Uberblick der an den jeweiligen Projekten beteiligten Forscher ist unter
http://biosci.umn.edu/CGC/CGChomepage.htm  abrufbar. Im Folgenden sind die
wichtigsten Projekte ndher beschrieben:
Alter native Spleifmuster (Intronerator)
Kent und Zahler haben im Jahr 2000 eine Datenbank mit alternativen Spleil3mustern
(Intronerator,  http://www.cse.ucsc.edu/~kent/intronerator/index.html) aler Gene
erstellt, die z.T. erheblich von den genefinder Vorhersagen abweichen. Der Vorteil
dieser Datenbank liegt in der Einbeziehung aller bis zu diesem Zeitpunkt verfligbaren
cDNA- oder EST-Daten in die Computervorhersage.
Transkriptom-Projekt (ORFeome)
Das ORFeome Projekt (http://worfdb.dfci.harvard.edu) versucht dagegen systematisch
Uber RT-PCR Experimente und Sequenzierung alle durch genefinder vorhergesagten
Gene zu bestatigen oder alternative Splei3varianten aufzuzeigen.
EST-Projekt
Die Analyse dler exprimierten Gene auf cDNA Ebene wurde in erster Linie von
Kohara und Mitarbeiter (http://www.ddbj.nig.ac.jp) durchgefihrt. EST-Klone sind
inzwischen fur ca. 40% der vorhergesagten Gene gefunden worden.
Expressionskarte (Topomap)
Kim und Mitarbeiter erstellten 2001 eine Expressiorskarte (Sk-map) mit 17,661 Genen
zur Anayse coregulierter Gene. Insgesamt wurden 537 micrarray-Experimente
durchgefiihrt, die auf der Internetseite http://cmgm.stanford.edu/~kimlab/
topomap/c._elegans_topomap.htm zusammengefasst sind.
microarray Experimente
Jang und Mitarbeiter erstellten zeitgleich eine 17 871 Gene umfassende microarray
Analyse, welche die relativen Expressionsraten wahrend der Entwicklung vom Ei zum
adulten Organismus aufzeigen sollten (http://www.proteome.com/databases).
RNA interference (RNAI)
Fur eine funktionelle Genomanalyse durch RNA-vermittelte Gen Inaktivierung (RNAI)
haben verschiedene Laboratorien bis heute Experimente mit 7200 Genen durchgefihrt
(http://mwww.wormbase.org/db/searches/rnai_search).
Expressionsmuster
Fir ungeféhr 1000 Gene wurde das Expressionsmuster durch GFP/lacZ Reporter
Konstrukte oder durch in situ Hybridisierung (nur fir Embryonen) ermittelt
(http://www.wormbase.org/db/searches/expr_search).
Mutanten
Alle verfligbaren und charakterisierten Mutanten von C. elegans konnen unter
http://www.wormbase.org/db/searches/strains gefunden werden.

Alle oben genannten Datenbanken wurden nach Eintragen auf die durch BLAST/FASTA
identifizierten Astacin-homologen Gene durchsucht.
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V. ERGEBNISSE

Ziel dieser Arbeit war es, einen umfassenden Uberblick tber die Struktur, Funktion und
Evolution der Astacin-Protein-Familie zu erhalten. Dazu wurden am Beispiel der
Modellorganismen C. elegans (1.) und Hydractinia echinata (2.) neue Astacin-homologe
Proteine identifiziert und naher charakterisiert. AuRerdem wurde eine vollstandige
Datenbank-Analyse und phylogenetische Analyse aler Astacinrhomologen Gene
durchgefuhrt (3.). Dartiber hinaus sollte der Aktivierungsmechanismus der Pro-Enzyme am
Modell des Flusskrebses Astacus astacus untersucht werden (4.).

1. Astacin-homologe Proteinein C. elegans

Vor Beginn dieser Arbeit im Jahre 1996 ergaben Voruntersuchungen (Dr. G. Geier,
Zoologisches Institut, Universitdt Heidelberg), dass im Genom des Nematoden
Caenorhabditis elegans mindestens 12 unterschiedliche Astacin-homologe Gene gefunden
werden. Diese Zahl erschien zunéchst Uberraschend grof3, waren in anderen Spezies doch
nur maximal 3 Gene (Maus, Mensch) beschrieben worden. Die Untersuchung der C.
elegans Astacine sollte daher neue Aufschlisse fur die Funktion und Evolution der
Astacin-Protein-Familie liefern.

1.1. Datenbankanalyse

Ein Projekt zur Sequenzierung des 97 Megabasen umfassenden Genoms von
Caenorhabditis elegans wurde 1991 unter Leitung des C. elegans Sequencing Consortium
begonnen und konnte im Dezember 1998 nahezu vollstandig publiziert werden (The C.
elegans Sequencing Consortium 1998). Diese frei zuganglichen Daten bildeten die Basis
fur alle weiteren Anaysen Astacin-homologer Genebei C. elegans.

Bel Beginn dieser Arbeit zeigte eine erste BLAST Suche nach Astacin-homologen
Proteinen in der zu dieser Zeit aktuellen wormpepll Datenbank (Juli 1996, enthielt 7299
vorhergesagte Proteine) die Zahl von 12 Astacin-homologen Proteinen. In der kurze Zeit
spater veroffentlichten wormpepl2 (November 1997, 12178 Proteine) konnten bereits Gber
20 homologe Proteine gefunden werden. Die hier présentierten Daten beziehen sich nun,
wenn nicht anders vermerkt, auf die aktuellen wormbase 73 und wormpep 73 (released 7th
February 2002, 20,379 predicted protein sequences) Datenbanken.

Um zunéchst Gberhaupt einen Uberblick Uber das Vorkommen von proteolytischen
Enzymen im Genom von C. elegans zu bekommen, wurde am Ende dieser Arbeit auch
eine Suche in der aktuellen Protease-Datenbank MEROPS (Release 5.7: 17-Dec-2001)
durchgefuhrt. Darin sind for C. elegans nun 353 Protease-Gene (E.C. 3.4.) insgesamt
verzeichnet. 149 Gene davon gehoren zur funktionellen Gruppe der Metalloproteasen (E.C.
3.4.24). Tabelle 1 zeigt die Zuordnung dieser Proteine zu den Clans und Familien nach der
Eintellung von Barrett et al. (1998). Die Metzinkine (Clan MA(M)) stellen mit 57
Vertretern dabel mehr als ein Drittel aller Metalloproteasen.
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Clan Familie Anzahl Clan Familie Anzahl
MA(E) | M1 aminopeptidase 15 ME M16X 1
M 2 peptidyl-dipeptidase 1 MF M 17 leucyl aminopeptidase | 2
M 3A oligopeptidase 2 MG M24A methionyl 6
aminopeptidase |
M13 neprilysin 22 M 24B aminopeptidase P 5
M41 E. coli endopeptidase | 3 MH M 18 aminopeptidase | 1
M48A Ste24 endopeptidase| 1 M20A glutamate 1
carboxypeptidase
MA(M) [ M8 leishmanolysin 1 M20B Gly-X 4
carboxypeptidase
M10A MMP 6 M 28B aminopeptidase Y 2
M12A Astacin 35 M28C IAP aminopeptidase | 1
M12B ADAM 8 M28X 3
M12C ADAM 2 MJ M 38 beta-aspartyl 1
dipeptidas
MC M14A carboxypeptidase A |9 MK M22 O-sialoglycoprotein 2
endopeptidase
M14B carboxypeptidase E | 3 MM M50 S2P protease 1
ME M16A pitrilysin 5 MX M49 dipeptidyl-peptidase |1
M16B mitochondrial 3 "
processing peptidase

Tabellel: 152 Gene fur Metaloproteasen in C. elegans zusammengestellt nach der MEROPS
Protease-Datenbank (Release 5.7: 17-Dec-2001). Die Gen-Anzahl fir die einzelnen Protease-
Familien ist jewells in der rechten Spalte angegeben.

Um einen vollstandigen Uberblick aller im Genom von C. elegans vorhandenen Astacin-
homologen Gene zu erhalten, mussten unabhéngig der in der aktuellen MERPOS
Datenbank (Release 5.7: 17-Dec-2001) postulierten Astacin-homologen, BLAST-Suchen
mit der Astacin-Domaéne, dem Zinkbindungsmotiv oder dem Bereich des Met-turns in den
C. elegans Datenbanken wormbase (GenomSegeunz) und wormpep (vorhergesagte
Proteine) durchgefihrt werden (vergleiche 111.12.2). Tabelle 2 zeigt das Ergebnis dieser
Anayse. Angegeben ist jeweils der Protein-Name der wormpep 73 Datenbank, die in
dieser Arbeit verwendete Bezeichnung und die Identifizierungsnummer (accesion number)
der an die SWISSPROT, EMBL oder GENBANK Ubermittelten Sequenzen. Es konnten
genau 40 Gene identifiziert werden, wobei im Vergleich zur MEROPS Datenbank finf
weitere Proteine gefunden werden. Drel Proteine (F54B8, D1022, F38E9) sind zudem
nicht in der wormpep Proteindatenbank verzeichnet, konnten aber nach der genomischen
Lokalisierung durch die TBLASTN-Suche mit Hilfe des Programms genescan postuliert
werden. Fir F54B8.m ergab die genescan Vorhersage alerdings kein vollstandiges
Protein, sondern nur ein insgesamt 88 Aminosaurereste umfassendes Fragment (vergleiche
VIl 6.2). Im Genom findet sich dieses Fragment in nur einem einzigen Leseraster, wobei
innerhalb der DNA-Sequenz zudem zwei Basentripletts fir Stopkodons kodieren und somit
zumindest eine Protein- Trand ation unmadglich machen.

Bis auf eine Ausnahme (HCH-1, Hishida et a. 1996) waren die in der wormbase
gefundenen Astacin-homologen Gene nicht ndher charakterisiert. Es lagen bisher nur die
durch das Programm genefinder postulierten Proteine und die partielle Transkripton:
Analyse durch die EST/ORFeome-Projekte (siehe 111.12.4) vor. Dartiber hinaus sind die
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Astacin-homologen Gene aber experimentell weder auf RNA— noch auf Proteinebene
bestédtigt worden. Im néchsten Schritt sollte deshalb zunéchst die Expression dieser Gene
auf RNA Ebene untersucht werden.

Gen Name MERNUM Swiss-Prot | TrEMBL EMBL / GenBank
(Release 5.8)

1 4R79.1 MERQ05846 QIU3s9 AL031254
2 C05D11.6 MER02346 P55112 U00048
3 C07D10.4 MER02282 P55113 U13072
4 C17G1.6 MER03171 Q93243 278415
5 C24F3.3 MERQ5120 QIXTD6 AL022716, 281055
6 C26C6.3 MER02349 Q18206 272503
7 C34D4.9 MERQ03819 Q18439 U58755
8 C37H5.9 MERQ03493 P91137 U88315
9 D1022.m MER05843 U23517
10 FO9E8.6 MERQ3972 Q19269 773896
11 F20G2.4 MERQ03172 Q93542 279753
12 F38E9.2 MERO03097 Q20176 U46668
13 F39D8.4 MER02352 Q20191 769791
14 F42A10.8 MER02171 PO8061 U10414
15 F45G2.1 MER05123 062243 793382
16 F46C5.3 MER02353 Q20459 754281
17 F54B8.m MERQ05847 793383
18 F56A4.1 MER12259 Q9N5R0 AC006645, AC006722
19 F57C12.1 MERQ02287 Q20942 U41554
20 F58A6.4 MERQ02354 Q20958 U53339
21 F58B4.1 MERQ3814 Q20975 774038
22 HCH-1 MER03163 D85744, 769792
23 K03B8.1 MER03164 Q21180 Z74039
24 K03B8.2 MER03115 Q21178 274039
25 K03B8.3 MERQ3116 Q21179 774039
26 K03B8.5 MERQ03165 Q21181 Z74039
27 KO4E7.3 MER02288 P55114 U39666
28 K06A4.1 M ER03096 Q21252 270755
29 K09C8.3 MERQ03166 Q21388 768006
30 K11G12.1 MERQ03167 Q21432 U23525
31 R151.5 MERQ02172 P98060 U00036
32 TO2B11.7 MER03831 016977 AF022979
33 T04G9.2 MER02291 P55115 U41274
34 T11F9.3 MERQ3174 Q22396 274042
35 T11F9.5 MERO03169 Q22401 274042
36 T11F9.6 MER03168 Q22398 274042
37 T23F4.4 MERQ03833 017264 AF025466
38 T23H4.3 MERQ03173 P91828 783240
39 T24A11.3 MER01112 Q22710 749072
40 Y95B8A.1 MER12278 Q9N2V2 AC024877

Tabelle2: 40 Astacin-homologe Proteinein C. elegans.
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1.2. Transkriptom-Analyse
1.2.1. RT-PCR und EST Projekte

Die Uber BLAST Suche der genomischen DNA identifizierten Astacin-homologen Gene
wurden mit den in der wormbase Datenbank gespeicherten experimentellen cDNA Daten
abgeglichen. Dabel zeigte dich, dass vor Beginn des hier durchgefihrten
Expressionsnachweises von 11 der insgesamt 40 Gene bereits EST- oder ORFeome-Klone
(vergleiche Tabelle 4) bekannt waren. Die Expression dieser Gene ist auf mRNA Ebene
damit eindeutig nachgewiesen. Die verbleibenden 29 Gene wurden durch RT-PCR und
anschlief3ende Sequenzierung der DNA-Fragmente untersucht. Dazu wurden fir jedes
dieser Gene spezifische Primer-Paare synthetisiert und die Genfragmente tber PCR
amplifiziert. Die Orientierung und Lage der verwendeten Primer ist im Anhang (VI1.6.1.1.
bis V11.6.1.40.) wiedergegeben. Abbildung 1 zeigt die Analyse der amplifizierten Produkte
auf Ethidiumbromid geférbten Agarosegelen. Fir jedes Gen wurde eine PCR Reaktion mit
revers transkribierter RNA (cDNA, ¢) und eine Kontrollreaktion mit genomischer DNA (Q)
durchgefiihrt. Da in adlen Falen ein oder mehrere Introns innerhalb des amplifizierten
DNA-Bereichs lagen, ergaben die Kontrollreaktionen jeweils grof3ere DNA-Fragmente.
Tabelle 3 (rechter Teil) gibt einen Uberblick der zu erwartenden GroRe der genomischen
PCR-Produkte (Spalte Genom) und der genefinder Vorhersagen der RNA-Transkripte
(Spate ORF cDNA) im Vergleich zu den experimentell gefundenen DNA-
Fragmentgrof3en (Spalten PCR Genom und PCR cDNA). Danach konnten fir ale
genomischen PCR-Ansédtze Fragmente der entsprechenden GroRRe erhalten werden. Auf
cDNA Ebene ergaben die Gene F54B8.m, F56A4.1, KO3B8.1, KO3B8.2, KO3B8.3 und
Y95B8A.1 auch unter modifizieten PCR Bedingungen kein Produkt. Alle anderen
untersuchten Gene ergaben in den RT-PCR Reaktionen aber ein spezifisches DNA-
Fragment (Abbildung 1). Allerdings zeigten die Gene C05D11.6, C07D10.4, C34DA4.9,
FA2A10.8 und KO4E7.3 eine gegentiber der genefinder Vorhersage abweichende DNA-
Grole. Um alle erhaltenen DNA-Fragmente eindeutig zu identifizieren und von der
theoretischen Vorhersage abweichende Spleifmuster aufzuzeigen, wurden die PCR-
Produkte aus einem Agarosegdl isoliert, mit glatten Enden (blunt end) in den Vektor puUC
18 kloniert und sequenziert. Die Bezeichnung der Klone sind in Tabelle 23 (rechte Spalte)
und die cDNA Sequenzen im Anhang (V11.6.1.1 bis VI11.6.1.40) wiedergegeben. Dabei ist
ersichtlich, dass die Gene C05D11.6, C07D10.4, C34D4.9, F42A10.8 und KO4E7.3
tatséchlich eine von der genefinder Vorhersage abwei chendes Splei3muster aufweisen. Die
Expression der verbleilbenden Gene, welche nach den PCR-Ergebnisse kein anderes
Soleilfmuster erwarten lassen, konnten durch die Sequenzierung alle bestétigt werden.

Fur die Gene F54B8.m, F56A4.1, KO3B8.1, K03B8.2, KO3B8.3 und Y95B8A.1 konnten
anhand dieser Daten noch keine eindeutigen Aussagen Uber deren Expression getroffen
werden. Das im Jahre 2001 begonnene ORFeome Projekt (vgl. Tabelle 3) und die
Expressionskarte von Kim et a. (Tabelle 3 und Abbildung 7) kdnnen dartiber aber weitere
Aussagen machen.
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M C05D11.6 C07D10.4 C24F3.3 C34D4.9 M M D1022.m FO9E8.6 F20G24 F39D84 M
¢cg ¢ g ¢ g ¢ g ¢c g ¢cg c g c g

M F42A10.8 F46C5.3 F56A4.1 F58A64 M M F58B4.1 KO03B81 KO03B82 K03B83 M
¢cg ¢ g ¢ g ¢ g ¢c gc g ¢c g cg

M KO03B85 KO4E7.3 K06A4.1 T02B11L7 M M T04G9.2 T11F93 TI11F95 TI11F96 M
cg ¢ g ¢ g c g ¢c g ¢c g c g c g

fHimet
L

L]
L]

M T23F44 T23H43 gpd-3 Kontrolle M 4r79.1 Y95BBA.1 F54B8 M M
cg ¢ g ¢ g c¢cg c g ¢c g ¢cg

Abbildung 1: 1,5 %ige Ethidiumbromid geférbte Agarosegele mit DNA-Fragmenten aus den RT-

PCR Experimenten. ¢ RT-PCR; g: Kontroll PCR mit genomischer DNA; M DNA-
GroRenmarker
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Expr essionsdatenbank EST SK- Ergebnisse RT-PCR / Klonierung
ORFeome map vgl. auch Abbildung 1
Gen Experi- | ORF [ PCR | ORF ORF [ Genom| PCR PCR | Sequenz/
ment cDNA eome cDNA cDNA | Genom | Klon siehe
(bp) | (bp) | (bp) mount | (bp) (bp) | (bp) | (bp)
4R79.1 208/D4 | 768 | 800 10 567 1256 600 1250 | VII6.11
C05D11.6 | 044/F2 | 1005 | 1200 1 14 742 1268 650 1250 | VII6.1.2
C07D10.4 | 108/B5 | 1257 | 1300 16 905 1585 850 1600 | VII6.1.3
C17G16 | 222/G1 | 2211 | 2200 2 38
C24F3.3 138/F2 | 1197 | 1200 03 603 1315 600 1300 | VII6.15
C26C6.3 | 088/B6 | 1956 | 2000 3 29
C34D4.9 138/D5 | 1176 - 03 688 1765 500 1800 | VII6.17
C37H5.9 196/G6 | 1554 [ 1650 4 08
D1022.m 536 619 530 650 VIl 6.1.9
FO9ES.6 140/ E9 | 1554 [ 1600 14 560 1119 560 1150 | VII 6.1.10
F20G2.4 179/D3 | 1101 | 1150 00 658 753 680 750 | VII6.1.11
F38E9.2 | 222/H10 | 2304 | 2500 5 03
F39D8.4 | 215/E11 | 1947 - 09 557 854 600 850 | VII6.113
F42A10.8 | 045/B3 [ 1254 | 1300| 6 17 773 1427 950 1400 | VIl 6.1.14
F45G2.1 043/G3 | 777 | 750 7
F46C5.3 105/H1 | 1038 [ 1300 8 13 362 448 350 450 | VII 6.1.16
F54B8.m 258 258 - 260
F56A4.1 | 163/C11 | 669 - 798 937 - 950 | VII6.1.18
F57C12.1 | 222/ G11 | 2313 | 2300 9 14
F58A6.4 108/E2 | 1320 | 1400 14 476 768 480 800 | VII6.1.20
F58B4.1 188/F5 | 1866 | 2000 06 511 652 500 650 | VIl 6121
HCH-1 154/E6 | 1818 | 1800 10 12
K03B8.1 | 184/B10 | 1356 - 00 683 810 - 800
K03B8.2 184/ A5 | 1347 - 00 535 704 - 700
K03B8.3 182/D6 | 1233 - 01 642 1350 - 1350
K03B8.5 185/ A9 | 1440 | 1600 26 509 552 500 550 | VII 6.1.26
KO4E7.3 215/B5 | 1656 - 13 929 1313 850 1250 | VII 6.1.27
K06A4.1 | 186/C6 | 1536 - 21 558 712 550 750 | VII6.1.28
K09C8.3 221/F3 | 1683 - 11 06
K11G12.1 | 221/H1 | 1764 - 12
R151.5 058/F8 | 1833 - 13 01
TO2B11.7 | 189/D9 | 2103 - 14 06 636 1970 640 2000 | VI16.1.32
T04G9.2 222/ A5 | 1866 | 1400 15 14 836 1204 830 1200 | VI16.1.33
T11F9.3 | 171/ G11 | 972 | 1000 22 458 557 450 550 | VII6.1.34
T11F9.5 | 166/C11 | 798 | 850 28 576 664 560 650 | VII6.1.35
T11F9.6 162/B4 | 603 | 650 03 513 556 500 550 | VII6.1.36
T23F4.4 109/B6 | 1395 [ 1600 29 519 1251 1250 | VI16.1.37
T23H4.3 | 081/B9 [ 1083 | 1100 00 664 1481 650 1500 | VI16.1.38
T24A11.3 | 057/C6 | 1179 - 16 16
Y95B8A.1| 089/D5 | 2241 - 01 773 1850 - 1900

Tabelle3: Transkriptom-Anayse der Astacin-homologen Gene. Dargestellt sind vergleichend die
Ergebnisse des ORFeome Projekts (http://worfdb.dfci.harvard.edu), des EST Projekts
(http://www.ddbj.nig.ac.jp), der Expressionskarte (SK-map) von Kim et a. (2001) und der RT-
PCR Analyse dieser Arbeit. Angegeben sind jeweils die theoretischen Fragmentlangen (ORF-
cDNA und Genom) sowie die experimentell gefundenen Fragmentlangen (PCR, PCR-cDNA
und PCR-Genom) der PCR-Produkte in Basenpaaren (bp). Zur Erlauterung der ORFeome- und
EST-Klone (Nr. 1-16, Fettdruck) siehe Tabdle 4. Fir die SK-map ist die Lokalisation in der
jeweiligen Koexpressionsgruppe (mount) angegeben.
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Nr.| Gen EST/ORFeomeKlone

C05D11.6| BI175418 (neu)

C17G1.6 | yk130e2.5 yk180all.5 yk180al1l.3 yk355c4.3 yk355c4.5 yk581h6.3 yk581h6.5
C26C6.3 | yk11f8.3 yk11f8.5

C37H5.9 | yk852b05.3 yk892d11.3 yk827h04.3 yk892d11.5 yk827h04.5 yk852b05.5
yk12082.3 yk12082.5 yk164b6.3 yk164b6.5 yk298f4.3 yk298f4.5 yk30008.3
yk300b8.5 yk581h5.3 yk581h5.5 yk722h5.5 yk1010b03.3 yk890g03.3
yk1011b03.3 yk722h5.3

F38E9.2 | yk414e5.3 yk414e5.5 yk839g10.5
F42A10.8| BI174472, BI175435 (neu)

F45G2.1 | BI174418, BI175363, BI175385

F46C5.3 | yk701a10.3 yk701a10.5
F57C12.1 | yk14896.3 yk14896.5 yk378d10.3 yk378d10.5 yk384c9.3 yk384c9.5

HCH-1 | CEESG73F yk82b7.3 yk82b7.5 yk167a12.3 yk167a12.5 yk628d7.3 yk628d7.5
yk435f3.3 yk435f3.5 yk376d4.3 yk376d4.5 yk486€2.5 yk508c7.3 yk64503.3
yk657¢10.3 yk663d6.3 yk508c7.5 yk64593.5 yk657¢10.5 yk663d6.5
Kompletter cONA Klon: D85744
11 | K09C8.3 | yk439a6.5
12 | K11G12.1| yk721e4.5, yk753c12.3, yk721e4.3, yk129a7.3, yk129a7.5
13| R151.5 |yk709e2.5, yk820f06.5, yk702c10.5, yk730d8.5, yk462f12.5, yk168f6.5,
yk456f9.5, yk7280d4.5, yk146b10.5, yk189d3.5, yk101h3.5, yk820f06.3,
yk168f6.3, yk7280d4.3, yk462f12.3, yk189d3.3, yk730d8.3, yk709e2.3,
yk146b10.3, yk456f9.3, yk702c¢10.3, yk101h3.3
14 | T02B11.7 | yk726g11.3, yk726911.5 (neu)
15 | T04G9.2 | yk118h9.3 yk118h9.5 yk275h5.5 yk366f6.3 yk366f6.5 (neu)
16 | T24A11.3| yk729e4.5 cm0l1al2 yk296d6.5 yk73a3.5 yk296d6.3 yk73a3.3
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Tabelle4: Bezeichnung der EST und ORFeome Klone nach der wormbase Datenbank
(vergleiche Tabdlle 3).

Das ORFeome Projekt hat dabel zum Ziel ale 20 000 vorhergesagten C. elegans
Transkripte durch spezifische Primer zu amplifizieren und durch vollstandige
Sequenzierung zu bestdtigen. Die PCR Ergebnisse zeigen aber, dass viele der
durchgefuhrten Reaktionen unter Standard-PCR Bedingungen keine Produkte ergeben. Im
Falle der C. elegans Gene gilt dies beispielsweise fir C34D4.9, KO4E7.3, KO6A4.1,
K09C8.3, K11G12.1, R151.5 und T24A11.3. Dartiber hinaus sind bisher nur wenige der
tatsachlich amplifizierten PCR-Produkte durch Sequenzierung bestétigt worden (Astacine:
C05D11.6, F42A10.8, F45G2.1). Die Aussagen die hier getroffen werden kdnnen sind also
nach derzeitigem Stand des Projektes grofitenteils nicht eindeutig.

Kim und Mitarbeitern ist es gelungen 1991 auf der Expressionskarte (SK-map) tber 90%
der vorhergesagten C. elegans Gene zu lokalisieren (Kim et a. 2001). Die Astacin
homologen Gene D1022.m, F54B8.m, F56A4.1 und K11G12.1 sind alerdings nicht
représentiert. Die bisher Uber PCR nicht nachgewiesenen Gene F56A4.1, K03B8.1,
K03B8.2, KO3B8.3 und Y95B8A.1 konnen dagegen auf der Expressionskarte gefunden
werden (Abbildung 7). Die hier verwendete microarray und Hybridisierungstechnik ist
aber hauptséchlich auf grofie Analysedaten von koexprimierten Gengruppen ausgelegt und
soll nicht explizit dem Nachweis einzelner Gene dienen. Deshalb wird auch in Kauf
genommen, dass im Einzelfall ein nicht signifikantes Hybridisierungssignal (Fluoreszenz)
positiv gewertet wird und damit falschlicherweise die Expression eines Genes als gegeben
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angenommen wird. Dennoch gibt die Lokalisierung der Gene F56A4.1, K03BS8.1,
K03B8.2, KO3B8.3 und Y95B8A.1 auf der SK-map einen deutlichen Hinweis auf die
tatséchliche Expression dieser Gene.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit Ausnahme F54B8.m alle Astacin
homolgen Gene auf Trarskriptionsebene nachgewiesen werden konnten, wenn auch fir die
Gene F56A4.1, KO3B8.1, KO3B8.2, KO3B8.3 und Y95B8A.1 eine endgultige Bestétigung
aussteht. Das experimentell gefundene Spleil3muster weicht in manchen Féllen deutlich
von der theoretischen Vorhersage von genefinder ab. Im néachsten Abschnitt sollen die
bereits bekannten cDNA-Sequenzen deshalb mit den genomischen Sequenzdaten
abgeglichen werden.

1.2.2. Abgleich der cDNA Sequenzen mit den genomischen Sequenzdaten

Fir eine korrekte Ubersetzung der Transkripte in Proteinsequenzen war es notig, die
experimentell noch nicht Uberpriften RNA-Vorhersagen mit den bereits bekannten cDNA-
Sequenzen zu vergleichen. Darlber hinaus sollte damit auch die Zuverlassigkeit
verschiedener Programme in der Strukturvorhersage analysiert werden. Dazu wurden
Sequenzvergleiche der genefinder Vorhersagen der wormpep 73 Datenbank und die
aternativen intronerator Vorhersagen von Kent et a. (Kent und Zahler 2000,
http://www.soe.ucsc.edu/~kent/intronerator, released 07-Dec-2001) mit den experimentell
ermittelten cDNA Sequenzen durchgefiihrt. Die Sequenzvergleiche sind im Anhang
VI11.6.1 dargestellt. Tabelle 5 zeigt die jeweiligen Gen-Bezeichnungen der wormpep 73
Datenbank, der Genie Gene (Intronerator) Datenbank und der sequenzierten
EST/OST/cDNA-Klone. Vallstandige cDNA Sequenzen liegen nur fir die Gene F45G2.1
HCH-1 und R151.5 vor. Fur die EST Klone fehlen in der Regel die 5 Bereiche der
MRNA, da in den cDNA Banken oft verklrzte Transkripte vorhanden sind. Fur die mit
RT-PCR und genspezifischen Primern ermittelten cDNA Sequenzen fehlt, methodisch
bedingt, immer die 5 und die 3 Region der mRNA. Die tatsdchlichen Transkriptions-
Start- und End-Punkte waren nur durch aufwendige 5 oder 3 RACE Experimente
zuganglich und wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefthrt. Dartiber hinaus
fehlen bei enigen sehr langen Transkripten noch Sequenzdaten aus den mittleren
Bereichen. Fir die vollstandige Ubersetzung der mRNA in Proteinsequenzen wurde
deshalb die Vorhersage (wormpep oder Genie Gene) verwendet, die den bisherigen
experimentellen cDNA Daten entspricht. Gegebenenfalls wurden zusétzliche aternative
Spleifmuster beriicksichtigt. Die Ubersetzung in Proteinsequenz geschah anschlief?end mit
dem Saden Programm Package und ist im FASTA Format im Anhang V11.6.2 dargestel|t.
In Tabelle 25 (rechte Spalte) ist die Kurzbezeichnung dieser korrigierten Proteinsequenzen
angegeben, wie sie fur die folgenden phylogenetischen und strukturellen Untersuchungen
(Ergebnisse V. 3) verwendet wurde.
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genefinder | Intronerator | genomische | EST/ Klon Beste ID
(wormpep) | (Genie Gene) Position ORF- Uber einstimmung Korrigierte

(Chromosom) | eome Protein Sequenz
4R79.1 g-1V-3005 IV: 30.16 VIl 6.1.1 Genie Gene C 4R79.1i
C05D11.6 g-111-1042 11:-1.33 1 VIl 6.1.2 Genie Gene C_CO05D11.6i
C07D10.4 g-11-1703 11:0.41 VIl 6.1.3 Genie Gene C_C07D10.4i
C17G1.6 g-X-2881 X:1.48 2 Genie Gene C_C17Gl.6i
C24F3.3 g-1Vv-1838 1V:4.54 VIl 6.1.5 wormpep C _C24F3.3
C26C6.3 g-1-1289 1:2.05 3 wormpep C_C26C6.3
C34D4.9 g-1v-1119 1V:3.29 VIl 6.1.7 Genie Gene C _C34DA4.9i
C37H5.9 g-V-856 V:-6.52 4 Genie Gene C_C37H5.9i
D1022.m 11:0.45 VIl 6.1.9 ORF Mernum C_D1022.m
FO9ES8.6 g-1VvV-2471 1V:8.02 VIl 6.1.10 Genie Gene C_FO9ES8.6i
F20G2.4 g-V-2804 V:5.42 VIl 6.1.11 Genie Gene C _F20G2.4i
F38E9.2 g-X-2544 X:23.83 5 wormpep 74 C_F38E9.2n
F39D8.4 g-X-2412 X:21.46 VIl 6.1.13 Genie Gene C_F39D8.4i
F42A10.8 g-111-995 111:-1.38 6 VIl 6.1.14 cDNA RT-PCR C_F42A10.8m
F45G2.1 g-111-2312 111:22.1 7 OST (vollstandig) C_F45G2.10
F46C5.3 g-11-2024 11:0.92 8 VIl 6.1.16 wormpep C_F46C5.3n
F54B8.m V:9.77 ORF Mernum C_F54B8.m
F56A4.1 g-V-409 V:-13.99 VIl 6.1.18 Genie Gene C_F56A4.1i
F57C12.1 g-X-41 X:-19.47 9 Genie Gene C _F57C12.1i
F58A6.4 g-11-1161 11:-1.98 VIl 6.1.20 Genie Gene C_F58A6.4i
F58B4.1 g-V-2200 V:2.87 VIl 6.1.21 wormpep C_F58B4.1
HCH-1 g-X-2296 X:19.9925 10 cDNA Hishidaet al. C HCH1
K03B8.1 g-V-2307 V:3.16 wormpep C_KO03B8.1
K03B8.2 g-V-2310 V:3.16 wormpep C _K03B8.2
K03B8.3 g-V-2309 V:3.16 wormpep C_K03B8.3
K03B8.5 g-V-2311 V:3.16 VIl 6.1.26 wormpep C_K03B8.5
KO4E7.3 g-X-945 X:-2.93 VIl 6.1.27 wormpep C _KO04E7.3
K06A4.1 g_V-1836 V:1.98 VIl 6.1.28 Genie Gene C_KO06A4.1i
K09C8.3 | g-X-1670g- X:251 1 wormpep C_K09Cs8.3

X-1671
K11G12.1 g-X-993 X:-2.66 12 wormpep C K11G12.1

R151.5 g-111-1186 I11:-0.76 13 EST (vollstandig) C R1515

TO2B11.7 g-V-166 V:-19.07 14 VIl 6.1.32 wormpep 74 C _T02B11.7n
T04G9.2 g-X-2732 X:-19.12 15 VIl 6.1.33 Genie Gene C_T04G9.2i
T11F9.3 g-V-2325 V:3.2 VIl 6.1.34 Genie Gene C _T11F9.3i
T11F9.5 g-V-2326 V:3.2 VIl 6.1.35 Genie Gene C_T11F9.5i
T11F9.6 g-V-2327 V:3.2 VIl 6.1.36 Genie Gene C_T11F9.6i
T23F4.4 g-11-266 11:-13.27 VIl 6.1.37 wormpep C T23F4.4
T23H4.3 g-1-1809 1:4.03 VIl 6.1.38 wormpep C _T23H4.3

T24A11.3 g-111-483 I11:-4.54 16 Genie Gene C T24A11.3i

Y95B8A.1 g-1-117 1:-20.88 wormpep C_Y95B8A.1

Tabelle5: Adacin-homologen Gene in C. elegans: Alternative Vorhersage der Splei3muster
(wormpep, Genie Gene), genomische Lokalisation (Chromosom), EST/ORFeome-Klone (Nr. 1-
16, siehe Tabelle 24), die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten cDNA-Klone (vergleiche
Anhang VI11.6.1.) und Kurzbezeichnung der anhand dieser Daten Ubersetzten Proteinsequenzen
(vergleiche Anhang VI11.6.2).
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1.3. Funktions-Analyse

Die Expression der Astacin-homologen Gene wurde bereits bei der Transkriptomanalyse
nachgewiesen. Weitergehende Untersuchungen sollten nun an ausgewahlten Beispielen die
Lokaliserung in vivo durch GFP-Reporter Proteine zeigen, um erste Aussagen Uber die
Funktion dieser Gene machen zu kénnen. Dartber hinaus sollten die bereits vorliegenden
Daten der RNAI, microarray oder GFP-Reporter Grof3projekte (siehe 111.12.4) mit in die
Funktions-Analyse einbezogen werden.

1.3.1. GFP-Fusionsproteine

Zur Herstellung der GFP-Reporter Konstrukte wurden die Gene C05D11.6, C07D10.4,
KO4E7.3 und T04G9.2 mit  spezifischen Primern  amplifiziert, mit
Redriktionsendonukleasen  verdaut und gerichtet in  die Vektoren bluescript
SK+/pBD114 35-GFP oder pBD 95 35 kloniert (Abbildung 2 bis 5).

A genoni sche Position |11:6475568. . 6495567
\ \
6480000 5490000
let-756
Co5011.4 COS0LL .6 CoS0LL.7 COSDLL .G
o T 1 N N iy WO kol i | gl
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05014 .5

Co301L
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i * = I:I"E:> A

Posi ti onen: Kl oni erter Abschnitt (relativ zum Cosm d):
Q05D11 6474532- 6519805 Position F: 10121-10138 3’ Ende
Q05D11. 5 6483251- 6481863 Position R 14369- 14387
Q05D11. 6 6486618- 6484524
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EcoRI (5222)

Stop
pbd114 35-GFP

Kpnl (4268)

Abbildung 2: A: Genomische Position des klonierten Abschnitts.
B: Bluescript Vektor mit kloniertem GFP und C05D11.
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Abbildung 3: A: Position des klonierten Abschnitts. B: Vektor mit kloniertemC07D10.
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Abbildung 4: A: Position des klonierten Abschnitts. B: Vektor mit kloniertem KO4E?7.
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Abbildung 5: A: Genomische Position des klonierten Abschnitts.
B: Vektor mit kloniertem TO4G9.

Im Falle der pBD 95 85 Vektoren (Abbildung 3 und 5) wurde der proteinkodierende Tell
des jeweiligen Gens unmittelbar vor dem Stop-Codon direkt im Leseraster vor die GFP-
Sequenz Kloniert. Durch die beschrankte  Verfligbarkeit geeigneter
Restriktionsschnittstellen mussten fir die Gene C05D11.6 und KO4E7.3 (Abbildung 2 und
4) die GFP-Sequenz des Vektors pBD 114 35 zunéchst in den bluescript Vektor
umkloniert werden, bevor die Genseguenzen in gleicher Weise wie fir pBD 95 85
eingefigt werden konnten. Durch die Lokalisation des strangaufwaérts gelegenen Primers
(upper oder forward primer) am Startpunkt des néchsten Genes wurde die gesamte
Promoterregion in die Vektoren kloniert. Damit soll sichergestellt werden, dass die in vivo
Expression alein unter der Kontrolle des genspezifischen Promotors erfolgt. Die
schwarzen Pfeile in den Abbildungen 2 bis 5 verdeutlichen den Bereich des zu
amplifizierenden Primértranskripts (pr& mRNA). Das Start-Codon des jeweiligen Genes
(ATG) und das Stop-Codon des GFP (Stop) wurden gesondert markiert. In der Darstellung
ist nicht berlicksichtigt, dass sowohl der proteinkodierende Tell der Gene, as auch das
GFP noch Intronsequenzen enthalten die in vivo im Spleil3apparat von C. elegans entfernt
werden und somit |etztendlich eine korrekte Translation erlauben.

Nach den Klonierungen wurden alle Plasmide durch PCR und Restriktionsanalyse sowie
durch Sequenzierung Uberpruift.
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Abbildung 6: Expression der GFP-Fusionsproteine BsSK:C05D11:GFP (A-E) und
pBD95_35:C07D10 (F-M) in C. elegans. L egende siehe néchste Seite.
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Abbildung 6, vorangegangene Seitee Expresson der GFP-Fusionsproteine BsSK:
C05D11:GFP114 (A — E) und pBD95 35.C07D10 (F - M) in C. elegans. (A) GFP-
Fluoreszenzsignae in adulten Hermaphroditen und L2 Larven, VergroRerung x18; (B) und (C)
AusschnittsvergrofRerung adulter Hermaphrodit und L2 Larve, x24 und x28 (D) Pharynxregion
eines Hermaphroditen, die intrazelluldre GFP-Fluoreszenz zeigt, x40 (E) Lichtmikroskopische
Aufnahme des in Bild (D) gezeigten Hermaphroditen. x 40; CL Cuticula Leisten, PC Procorpus,
MC, Metacorpus, | Isthmus, TB terminale Verdickung terminal bulb), L Lumen, D Darm. (F),
(G), (H), (1) Adulte Hermaphroditen mit GFP-Fluoreszenzen aul3erhalb des Pharynx (Pfeile).
Vergrolierung x30, x15, x30, x40 (J) Lichtmikroskopische Aufnahme des in Bild (I) gezeigten
Hermaphroditen, x40 (K), (L) In Eiern kurz vor dem Schltpfvorgang wird das Fusionsprotein
CO7D10:GFP in der Pharynregion und an der Eihllle gefunden (Pfelle), x65 (M)
Lichtmikroskopische Aufnahme, um den Entwicklungszustand des Eies zu demonstrieren, x65. Die
Dreiecke markieren die Autofluoreszenzen der Cuticulaleisten oder des Darms.

Die Transformation der Plasmide erfolgte zusammen mit einem Koinjektionsmarker in die
pha-1 Linie von C. elegans. Die transgene F1 Generation wurde durch Selektion des
mutanten Phenotyps bei 25°C identifiziert. Bel dieser Temperatur konnten von der pha-1
Linie nur Tiere Uberleben, welche das Plasmid und den Coinjektionsmarker pBx (rescue-
plasmid) als extrachromosomale DNA (arrays) integriert hatten. Von jeder Agaroseplatte
wurde dann ein Uberlebendes Tier der F1 Generation weiter als eigenstdndige Linie
kultiviert. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde ab der F2 Generation begonnen.
Mit den Plasmiden BsSK:K04E7:GFP114 und pBD95 35:T04G9 konnten in keiner der
transgenen Linien ein GFP-Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Dagegen zeigten die
Konstrukte BsSK:C05D11:GFP114 und pBD95 35:C07D10 die in Abbildung 6
dargestellten GFP-Fluoreszenzen.

In adulten Hermaphroditen ist das Fusionsprotein CO5D11:GFP in der Pharynxregion und
weliter posterior auch im gesamten Darmlumen (Abbildung 6 A, Pfelle) lokalisiert. Das
Dreieck markiert die im Fluoreszenzmikroskop immer dichtbare gelb-grine
Autofluoreszenz von granuléaren Darmstrukturen und stellt keine auf GFP basierende
Fluoreszenz dar. Frihe Entwicklungsstadien oder Larven zeigen keine Expression von
CO05D11:GFP. Die L2 Larve in Bild A und B lasst ausschliefdlich die unspezifische
Darmfluoreszenz erkennen. Abbildung 6 B, C und D zeigen in hoherer Vergrof3erung die
Lokaliserung von CO5D11:GFP in der Pharynxregion eines adulten Hermaphroditen. Das
Organ (Phasenkontrastaufnahme, Bild E) beginnt mit zwei starken Cuticulaleisten (CL) die
unmittelbar hinter der Mundregion liegen. Daran schlieft sich der Procorpus (PC),
Metacorpus (MC), Isthmus (1) und die terminale Verdickung {erminal bulb, TB) an. Das
gesamte System wird von nur 20 Muskelzellen (Zellinie pm 58), 20 Neuronen (I 46,
M1,2,5), 9 Epithelzellen und 9 spezialisierten Epithelzellen (z.B. Drisenzellen g1 und 2)
gebildet (Wood 1988, Seite 81 bis 122). Posterior geht der Pharynx direkt in den langen
Mitteldarm (D) Uber, der mit dem Anus endet. Aufgrund seiner zelluldren Verteilung
(Abbildung 6 D, Pfeile) scheint das Fusionsprotein CO5D11:GFP in den das Pharynxlumen
umschlieffenden Muskelzellen der terminalen Verdickung, des Metacorpus und etwas
schwécher entlang des Procorpus und Isthmus lokalisiert zu sein. Auch das Lumen (L) der
terminalen Verdickung zeigt ein starkes Signal. Das Dreieck in Bild D markiert die
Autofluoreszenzen der Cuticulaesten, die entsprechend den granuldren Darmstrukturen
(siehe oben) keine auf GFP basierende Fluoreszenz darstellen.
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Das Fusionsprotein C07D10:GFP wird sowohl in Eiern (Abbildung 6 K, L) as auch in
adulten Hermaphroditen (F-1) gefunden. In Larven konnte keine GFP-Fluoreszenz
beobachtet werden. Abbildung 6 G zeigt in adulten Hermaphroditen zwel sehr starke
Signale ausschliefdich im Bereich des Pharynx. Bel hoherer Vergroferung (Bild F, H und
I) wird sichtbar, dass die CO7D10:GFP Expression lateral auf den Procorpus und die
terminale Verdickung beschrankt ist (Pfeile). Das Fusionsprotein ist aber nicht direkt in
den Pharynxzellen lokalisiert (Bild I, J). Strukturell kdnnte das Protein mit dem in dieser
Region liegenden Exkretionssystem (Drusenzellen, H-Zelle, Exkretionsgang) assoziiert
sein. Die Dreiecke markieren wiederum die Autofluoreszenzen der Cutikulaleisten oder
des Darms. In spéten Entwicklungsstadien kurz vor dem Schltpfvorgang aus der Eihdlle
wird eine sehr starke Expression in Pharynxstrukturen bis in den vorderen Bereich des
Darmes gefunden (Abbildung 6 K und L). Auch an der Eihille finden sich an
verschiedenen Stellen Fluoreszenzsignale.  Ein mdglicher  Sekretionsweg von den
C07D10:GFP synthetisierenden Zellen nach aul3en ist allerdings nicht klar erkennbar.

1.3.2. Auswertung der GFP, RNAIi und microarray Projekte

Die Expressonskarte (SK-map) von Kim et al. (2001) kann der Identifizierung
koregulierter Gene wahrend verschiedener Wachstumsbedingungen, Entwicklungsstadien
oder Stoffwechselwegen dienen. Die Auswertung ergab, dass 36 der insgesamt 40 Astacin-
homologen Gene in sehr unterschiedlichen Koexpressions-Gruppen représentiert sind
(Abbildung 7). Die Gene D1022.m, F54B8.m, F56A4.1 und K11G12.1 sind nicht
vorhanden. In Tabelle 6 ist die Zuordnung der Gene zu den Koexpressionsgruppen
(mounts) und gegebenenfalls zu funktionellen Gruppen aufgefihrt. Dabei falt auf, dass in
keinem Fall eine Koexpression in einer spezifischen Gruppe von Genen festgestellt werden
kann. In einigen Fallen kann lediglich die recht ungenaue Zuordnung zur Gruppe der nicht-
proteasomalen Proteasen gefunden werden. Ausssagen Uber die Rolle dieser Proteasen im
Wechselspiel mit anderen, koexprimierten Proteinen konnen aber nicht getroffen werden.

Das microarray Projekt von Jiang et al. (2001) hatte zum Zidl fir alle 20 000 postulierten
C. elegans Gene die relativen Expressionsraten in Eiern, Larvenstadien (L1-L4), adulten
Hermaphroditen und Mannchen im Vergleich zu einer Gesamtpopulation zu ermitteln.
17800 Gene konnten tatsachlich auf den microarrays fixiert werden. Damit sollten Gene,
die eine Entwicklungs- oder Sex-spezifische Rolle haben, identifiziert werden. 20 Astacin
homologe Proteine weisen dabel eine verdnderte Expressionsrate in mindestens einem
Entwicklungsstadium auf (Tabelle 7). Endgultige Aussagen kdnnen aber auch hier nicht
getroffen werden, da die ein ganzes Genom umfassende Datenauswertung noch hohe
Fehlerquoten aufweist und in viden Falen von anderen Experimenten abweicht.
Beispielsweise postulieren Jiang und Mitarbeiter fir das hch-1 Gen eine geringere
Expression in L3 Larven und adulten Hermaphroditen im Vergleich zu einer Gesamtkultur.
Hishida et al. konnten aber eindeutig zeigen, dass hch1 ausschliefdich in Eiern kurz vor
dem Schltpfvorgang und in L1 Larven exprimiert wird. Gleiches gilt fir das in dieser
Arbeit untersuchte Gen C07D10.4 (Tabelle 7).
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Abbildung 7: Lokaisation Astacin-homologer Gene auf der Expressionskarte (SK-map) von

Kim et a. (2001).
SK-map SK-map
Gen koexprimiert in Gruppe, Gen-Anzahl Gen koexprimiert in Gruppe, Gen-Anzahl
4R79.1 | mount10, R=0.19, 635 HCH-1 mount12, R=0.29, 462; Proteases, 116
C05D11.6 | mountl14, R=0.38, 353 K03B8.1 | mount00, R=0.11, 2703
C07D10.4 | mount16, R=0.40, 230 K03B8.2 | mount00, R=0.11, 2703
C17G1.6 | mount38, R=0.44, 8; Proteases, 116 K03B8.3 mount01, R=0.15, 1818
C24F3.3 | mount03, R=0.13, 1363; Proteases, 116 K03B8.5 mount26, R=0.43, 95
C26C6.3 | mount29, R=0.53, 40; Proteases, 116 KO4E7.3 mount13, R=0.10, 396
C34D4.9 | mount03, R=0.13, 1363 K06A4.1 mount21, R=0.30, 154
C37H5.9 | mount08, R=0.21, 803 K09C8.3 | mount06, R=0.21, 909
FO9E8.6 | mount14, R=0.38, 353; Proteases, 116 R151.5 mount01, R=0.15, 1818
F20G2.4 | mount00, R=0.11, 2703; Proteases, 116 T02B11.7 | mount06, R=0.21, 909
F38ES.2 | mount03, R=0.13, 1363 T04G9.2 mount14, R=0.38, 353
F39D8.4 | mount09, R=0.16, 786; Proteases, 116 T11F9.3 mount22, R=0.58, 151
F42A10.8 | mount17, R=0.37, 210 T11F9.5 mount28, R=0.28, 61
FA5G2.1 | Proteases, 116 T11F9.6 mount03, R=0.13, 1363
F46C5.3 | mount13, R=0.10, 396; Proteases, 116 T23F4.4 mount29, R=0.53, 40
F57C12.1 | mount14, R=0.38, 353; Proteases, 116 T23H4.3 | mount00, R=0.11, 2703
F58A6.4 | mountl4, R=0.38, 353 T24A11.3 | mount16, R=0.40, 230
F58B4.1 | mount06, R=0.21, 909; Proteases, 116 Y95B8A.1 | mount0l, R=0.15, 1818

Tabelle6: Mit Astacin-homologen koexprimierte Gene in der Expressionskarte (SK-map) von
(Kim et a. 2001). R = Pearson Korrelation
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RNAI Proj ekt microarray Proj ekt GFP Analyse
Maeda et al. (2001) Jiang et al. (2001) siehel.3.1
Expresson im Verglech zu
Gen Experiment / Phenotyp Gesamtkultur L okalisation
(1t hoher, 8 geringer)
4R79.1 4 1L2-L4
CO5D1L6|  TH:304A8/ norma 8 Eier, L2-L4 Pharynx/Darm in adlten
Hermaphroditen
- Eier und Pharynxregion
C07D10.4 1 Eier, L1-L4 o it ] err";‘]rgphr c%'itm
C17G1.6 | SA:yk355¢c4 / 21% Defekt * Tt L2-L4
C24F3.3
C26C6.3 JA:C26C6.3 / normal
C34D4.9
C37H5.9 Maedaet al. 7 6% letha Tt L2-L4
FO9ES.6 1t BEler, L2-L4
F20G2.4 TL4
F38E9.2
F39D8.4
F42A10.8
F45G2.1
F46C5.3 1 BEle, L1-L4
F57C12.1 SA:yk384c9 / norma T L2-L4
F58A6.4 1t Eler L2und L4
F58B4.1 TL4
HCH-1 © hatching und Larverf hatching/Neurobl asten
(Hishida et al. 1996)
K03B8.1 ft o
K03B8.2 JL4 %
K03B8.3 LL3; ftEier,L4 und Adult
K03B8.5
KO4E7.3 SA:yk296d6 / norma nicht detektiert
K06A4.1 0 L2114
K09C8.3
K11G12.1] SA:yk300b8/ 100% lethal 1 L1-L4 und Adult
R151.5
TO2B11.7
T04G9.2 SA:yk366f6 / normal nicht detektiert
T11F9.3 ¥ Eier, L1-L4 und Adult
T11F9.5
T11F9.6 T Adult
T23F4.4
T23H4.3 JA:T23H4.3 / normal @ BEler L2und L4
T24A11.3 @t Eler L2und L4
Y 95B8A JA:Y95B8A 85/ normal

Tabelle7: Auswertung der RNAIi, microarray und GFP Projekte. In Spdte 2 ist die
Identifikationsnummer des jeweiligen RNAI-Experiments und der beobachtete Phenotyp
angegeben ( FuRnote *: Die Larven zeigen eine annormale morphologische Entwicklung in der
Né&he der Vulva). Die Pfeile in Spalte 3 geben symbolisch eine hohere (1) oder geringere (4)
Expressionsrate verschiedener Entwicklungsstadien (Eier, L1- bis L4-Larven, adulte
Hermaphroditen) im Vergleich zu einer Gesamtkultur an.

Das Genomweite RNAI Projekt von Maeda et al. (2001) soll durch das spezifische
Ausschalten einzelner Gene durch doppelstrangige RNA (RNAI) weitere funktionelle
Aussagen ermdglichen. Sieben der zehn bereits untersuchten Astacin-homologen Gene
zeigenaber keinen auffaligen Phanotyp (Tabelle 7). Dagegen scheint das Gen C17G1.6 an
der Vulva-Entwicklung in Larven betelligt zu sein (Experiment SA:yk355c4). C37H5.9
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und K11G12.1 missen zumindest eine entscheidende Rolle in  der frihen
Embryonalentwicklung spielen, da 6% bzw. 100% der Embryonen nach der RNAI
Behandlung absterben.

1.4. Proteom-Analyse

Zusétzlich zur Transkriptomanalyse sollte fur die Astacin-homologen Gene eine Analyse
auf Proteinebene durchgefihrt werden. In den publizierten zweidimensionalen (2D)
Proteinkarten war bisher noch keines dieser Proteine beschrieben worden (Bini et al. 1997;
Kai et a. 2000; Schrimpf et a. 2001). Dies war insofern Uberraschend, da insgesamt
bereits Uber 400 Proteine in den verschiedenen 2D-Proteingelen sequenziert wurden. Da
nicht zu erwarten war durch einfache Sequenzierung weiterer Spots auch nur enige
Astacin-homologe Proteine im Proteom von C. elegans zu identifizieren, sollten deshalb
spezifischere Methoden angewandt werden.

Als erster Ansatz wurde die Detektion verschiedener Astacin-homologer Gene durch
Antikorper auf elnem zweidimensionalen Immunoblot gewahlt. Die Antiseren wurden
durch  Immunisieeung von Kaninchen mit den  synthetischen  Peptiden
CePepzZinc_C07D10.6 und CePepZinc_K04E7.3 gewonnen. Die Sequenz dieser Peptide
umfasst dabel die konservierte Zinkbindungsregion der Protease-Doméne und ist im
aktiven Zentrum des Molekils lokalisiert.

Fur die Auswertung der Immunoblot Experimente sollte es hilfreich sein die ungefdhre
Lokalisation der gesuchten Proteine auf einem 2D-Gel zu kennen. Zu diesem Zweck
wurden die theoretischen isoelektrischen Punkte und Molekulargewichte der postulierten
Protein-Sequenzen berechnet (Tabelle 8) und ein simuliertes 2D-Experiment mit den 40
Astacin-homologen Proteinen durchgefuhrt (Abbildung 8). Die Mehrzahl der Proteine
findet sich bei dieser theoretischen Plazierung in eéinem Feld zwischen 45-75 kDA bei
einem |soel ektrischen Punkt von 6,5 bis 9.

Die Immunodetektion mit dem CePepZinc_C07D10.6 Antiserum (Abbildung 9 A) ergab
ungefahr 30 deutliche ECL (Enhanced Chemiluminescence) Signale auf dem Rontgenfilm,
wahrend mit dem CePepZinc_ KO4E7.3 Antiserum (Abbildung 9 B) ungefahr 25 Signale
detektiert werden konnten. Mit Hilfe des MELANIE Il (Medical Electrophoresis Analysis
Interactive Expert System) Programms wurde nun versucht, alle erhaltenen Signale dem
2D-Referenzgel von Bini et a. (1997) zuzuordnen (Abbildung 10). Dies gelang fir 26
Proteine der Anti-CePepZinc_C07D10.6 Reaktion (Abbildung 9A und 10A, Pfeile) und fir
22 Proteine der Anti-CePepZinc_KO04E7.3 Reaktion (Abbildung 9B und 10B, Pfeile). Die
Signae 3, 15 und 20 des Anti-CePepZinc_C07D10.6 Antikérpers wurden dabei auch von
dem Anti-CePepZinc_KO04E7.3 Antikorper erkannt (Signale 11,17 und 19). Bereits auf
dieser Stufe musste festgestellt werden, dass beide Antiseren nicht allein die Sequenz der
zur Immunisierung verwendeten Peptide CePepZinc_C07D10.6 und CePepZinc_KO04E7.3
erkennen kdnnen. Vielmehr schienen die Antikorper auch an andere, vielleicht dhnliche
Epitope auf anderen Proteinen zu binden. Die vorangegangene Transkriptom und
Datenbankanalyse hatte gezeigt, dass das hochkonservierte Zinkbindungsmotiv
(HExXxXHxxXGFXHExXXRXDRD) aber in 38 weiteren Astacin-homologen Proteinen und mit
einigen Aminosaureaustauschen in 17 anderen Metalloproteasen vorkommt.
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Protein IP MW Protein 1P MW
C 4R79. 1i 6,94 39277,63 C F58B4.1 8,04 70066,33
C _CO5D11. 6i 6,89 39830,50 C HCH1 8,02 66259,16
C _CO7D10. 4i 8,22 45547,02 C _K03B8. 1 8,63 51507,96
C C17Gl1. 6i 8,73 85179,71 C K03B8. 2 7,81 50992,62
C C24F3. 3 8,19 45740,35 C _K03B8. 3 8,46 46270,84
C _C26C6. 3 591 73372,50 C _K03B8. 5 7,19 54848,77
C C34D4. 9i 5,85 46095,16 C KO4E7. 3 8,65 61672,96
C _C37Hb. 9i 8,62 60977,22 C_KO6A4. 1i 9,73 34400,20
C _D1022. m 9,13 44140,70 C_K09Cs8. 3 9,31 63041,13
C FO9ES8. 6i 6,58 56911,27 C K11G12. 1 8,55 66096,01
C _F20Q@2. 4i 8,24 45161,84 C R151.5 8,28 69488,88
C_F38E9. 2n 6,20 105287,84 C _T02B11. 7i 8,44 74176,86
C F39D8. 4i 6,79 50760,09 C T04(@9. 2i 8,11 62830,61
C _F42A10. 8i 6,91 55787,05 C T11F9. 3i 551 43377,66
C F45@2. 10 8,87 30756,03 C _T11F9. 5i 6,67 37474,51
C F46C5. 3n 5,90 45456,20 C T11F9. 6i 512 68146,29
C F54B8. m 6,02 10222,07 C T23F4. 4 9,13 53291,28
C F56A4.1 9,62 33765,86 C T23H4. 3 7,92 40772,43
C F57C12. 1i 6,31 81023,43 C T24A11. 3i 8,10 47170,45
C F58A6. 4i 7,80 60394,59 C Y95B8A. 1 9,33 84191,38

Tabelle8: Theoretischer isolektrischer Punkt (IP) und Molekulargewicht (MW) aller Astacin-
homologer Proteinein C. elegans.
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Abbildung 8: Simuliertes 2D-Experiment mit den postulierten Astacin-homologen Proteinen von
C. elegans. Auf der x-Achse wurde der isoelktrische Punkt (pH) und auf der y-Achse das relative
Molekulargewicht (Mw) der theoretischen Proteine aufgetragen.
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A - nan lingar IPG 3-10

- nan lingar IFG3-10

Abbildung 9:  2D-Immunoblot mit  dem  Anti-CePepZinc_C07D10.6  (A) und
CePepZinc_KO04E7.3 (B) Antiserum. Die Signale wurden tiber eine Chemoluminiszenz-Reaktion
(ECL, Enhanced Chemiouminescence) auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Die Pfeile und
Nummern markieren die Proteine, welche dem Referenzgel (Abbildung 10) zugeordnet werden
konnten. Die unterschiedliche Farbgebung der Pfeile markiert Proteine, die ausschliefdlich von
dem Anti-CePepZinc_C07D10.6 (blau) oder CePepZinc_K04E7.3 (rot) Antikorper, sowie von
beiden (gelb) detektiert wurden.
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] non linear IPG 3-10

B =8 non linear IFG 3-10

kDa

Abbildung 10: Silber-geférbtes 2D-Referenzgel von C. elegans Gesamtproteinextrakt (Bini et a.,
1997; abrufbar unter http://www.bio-mol.unisi.it/2d/2d.html). Bild (A) zeigt die Lokalisation der
durch immunaoblotting mit dem Anti-CePepZinc_C07D10.6 Antiserum identifizierten Proteine
(Nummerierung und Pfeile); Bild (B) desgl., Antiserum: Anti-CePepZinc_KO04E7.3. Farbgebung
der Pfeile siehe Abbildung 9.
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Abbildung 11: Coomasse-geférbtes 2D-Ge von C. elegans Gesamtproteinextrakt. Die 37
markierten Proteine sind Uber Massenspektrometrie oder Edman-Sequenzierung analysiert
worden (siehe Tabelle 9).
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Spot | Detektion Blot Protein Funktion

Nr.

1 Edman (blockiert) K1

2 MS F25H2.11“ |Trandationally controlled
tumor protein

3 MS K2 TO7C4.9 nex-2, Annexin

4 MS C47E12.4 - |inorganic pyrophosphatase

5 Edman (blockiert) / MS C1 C18A11.7 ** |dim-1, immunglobolin family

6 Edman (PDGKAPXFXQ) / MS|C4 C18A11.7 ** |dim-1, immunglobolin family

7 Edman (blockiert) / MS C07D8.6 * aldehyde reductase

8 MS K6 C34E10.6“ |ATP synthase betachain

9 Edman (AAAATKVSAK) K7 C34E10.6 ATP synthase beta chain

10 MS K3 KO1G5.7 tubulin beta-chain

11 Edman (blockiert) K8

12 - Cc2

13 - C3

14 MS K10 F26D10.3° |hsp-1, heat shock 70 protein A

15 MS C6/K11 |[F26D10.3° |hsp-1, hea shock 70 protein A

16 MS C37H5.8 " | hsp-6, heat shock 70 protein

17 - c7

18 MS K12 F22B5.9° frs-2, phenylalany-tRNA
synthetase

19 - K14

20 MS C13 F32B6.2 carbomoyl-phosphate
carboxylase

21 - K16

22 MS C15/K17 | C03Gb.1° succinate dehydrogenase

23 -

24 Edman (AATLDAHSQ) C16 ZK829.4 *+° Glu/Leu/Phe/Va
dehydrogenase

25 C9

26 C8

27 Edman (PITKIHARQIY) C10 T21B10.2 *** | enolase

28 - Cl1

29 - Cl4

30 MS C24 LLCL3” dihydrolipoamide
dehydrogenase

31 MS (schlechtes Spektrum) C17

32 Edman (blockiert) / MS C18 F46H5.3 *“ |arginine kinase

3 MS K13 F39H11.5 pbs-7, Proteasome A- and B-
type

A Edman (blockiert) / MS C19

35 Edman (blockiert) / MS C20/ K19 [WO9H1.6 * [lec-1, gdactoside-binding
lectins

36 Edman (XXKFFVGGNX) F42F12.2 7ig-2, |G-like C2-type
domains

37 Edman (TRKFFVGNW) / MS Y17G7B.7° |tpi-1, Triosephosphate
isomerase

Tabelle9: Ubersicht der

in dieser Arbeit

nachgewiesenen Proteine

im C. €egans

Gesamtproteinextrakt. K1-19 bezeichnet die Protein-Nummer im CePepZinc_C07D10.6 und C1-
20 die Nummerierung im CePepZinc_KO04E7.3 Immunoblot (Abbildungen 9 und 10). Die
Fulnoten markieren die Proteine, deren Identifizierung bereits auf verschiedenen 2D-Karten
durch Kgji et al. (2000) ('), Schrimpf et al. (2001) () oder Bini et al. (1997) ( °) erfolgte.
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Auch der Vergleich mit dem simulierten 2D-Experiment (Abbildung 8), wonach die
Proteine im Bereich von 45-75 kDA bei einem Isoelektrischen Punkt von 6,5 bis 9 liegen
sollten, sprach fir diese Tatsache.

Deshalb wurden eine Coomassie- geférbte PV DF-Membran zur Edman Sequenzierung und
ein Coomassie-gefarbtes Gel zur massenspektrometrischen Identifizierung der detektierten
Proteinsignale angefertigt. Abbildung 11 zeigt das fur die Sequenzierung verwendete 2D-
Gel eines C. elegans Gesamtproteinextrakts. Wiederum wurde mit Hilfe der MELANIE 11
(Medical Electrophoresis Analysis Interactive Expert System) Software die detektierten
Signale dem 2D-Sequenzgel zugeordnet (Abbildung 11, Nr. £37). Die hier verwendete
Nummerierung ist in Tabelle 29 zusammen mit der Bezeichnung der Immunoblot
Experimente aufgefiihrt. Die Edman Sequenzierungen und die massenspektrometrischen
Analysen ergaben nun in keinem Fall die Detektion eines Astacin-homologen Proteins
(Tabelle 29). Im Vergleich zu den bereits publizierten 2D-Proteingelen von Bini et a.
(1997), Kagji et a. (2000) und Schrimpf et al. (2001) konnten aber einige neue Proteine
identifiziert werden.

Als zweiter Ansatz sollte deshalb versucht werden, die Astacin-homologen Proteine durch
Affinitdtschromatographie mit einem spezifischen Inhibitor aufzureinigen und die
isolierten Proteine anschlief3end durch massenspektrometrische Analyse nachzuweisen. Flr
die Affinitdtschromatographie stand der bereits gut charakterisierte Inhibitor Pro-LeuGly-
Hydroxamat zur Verfigung (Moore and Spilburg 1986; Reyda et al. 1999; Koéhler et al.
2000).
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Abbildung 12: Aktivitdtsmessung der durch Affinitétschromatographie mit dem Liganden Pro-
Leu-Gly-NHOH aufgereinigten Enzymfraktionen gegen FTC-Casein (Symbol D) und
Proteinkonzentration (OD,gonm durchgehende Linie). Die Elution mit Tris-HCl, pH 11 wurde bel
Fraktion 10 begonnen.
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Ein durch Ammoniumsulfat-Prézipitation vorgereinigter Protein-Gesamtextrakt wurde bel
pH 8,0 auf die Saule gegeben, nachgewaschen und mit einer pH Anderung (Tris-Puffer, pH
11) wieder eluiert. Als spezifischer Enzymtest wurde das dansylierte Substrat
DnsPKFAPWYV (Stocker et al. 1990; Wagner et al. 2002) verwendet. Abbildung 12 zeigt
den Verlauf der Elution (Extinktion bei 280 nm) und die mit dem Substrat DnsPKFAPWV
gemessene proteolytische Aktivitdt (relative Fluoreszenzeinheiten). Im  ersten
Elutionsmaximum (Fraktionen 17-21) ist eine deutliche Zunahme einer Astacin-ahnlichen
proteolytischen Aktivitét zu beobachten. Diese Fraktionen wurden vereinigt und
biochemisch weiter charakterisiert (Tabelle 10). Die Aktivitétsmessung erfolgte wiederum
mit dem Substrat DnsPKFAPWYV . Die Reaktion konnte durchden Einsatz des allgemeinen
Metalloprotease-Inhibitors 1, 10- Phenantrolin fast vollstandig gehemmt werden.

realtive Fluoreszenzeinheiten
Durchlauf 21,95
Fraktion 17-21 84,21
Phenantrolin Hemmung 20,31

Tabelle10: Fluoreszensintensitéten der vereinigten Fraktionen (17-21) gemessen mit dem
DnsPKFAPWYV Subgstat und biochemische Charakteriserung mit den Inhibitoren 1, 10
Phenantrolin sowie Pro-L eu-Gly-Hydroxamat.

Die vereinigten Fraktionen wurden anschlief3end direkt auf einem zweidimensionalen Gel
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Farbstoff sichtbar gemacht (Abbildung 13).
Dabel fallt auf, dass von der Affinitatssdule noch eine grof3e Zahl verschiedener Proteine
eluiert wurden. Dies konnte wiederum mit dem Vorhandensein der 40 Astacin-homologen
Proteine erklért werden. Durch die massenspektrometrische Analyse von 6 deutlichen
Spots konnte aber kein Astacin-homologes Protein identifiziert werden. Vielmehr wurden
zwei proteasomale Metalloproteasen, sowie eine Hydratase, Dehydrogenase oder
Isomerase (Tabelle 11) gefunden. Fir die mit dem Substrat DnsPKFAPWV gemessene
proteolytische Aktivitdt konnten also moglicherweise die proteasomalen Proteasen oder
andere hier nicht identifizierte Proteasen verantwortlich sein. Auf eine weitere
Untersuchung der Proteine  wurde alerdings  verzichtet, da die
affinitdtschromatographische Aufreinigung alleine nun nicht mehr geeignet erschien,
Astacin- homologe Proteine mit einem einfachen Verfahren anzureichern.
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Abbildung 13: Coomassie-geférbtes 2D-Gel der mit Pro-L eu-Gly-Hyroxamat affinitétsgereinigten
Proteinen. Die Uber Massenspektrometrie identifizierten Proteine sind mit ihren wormpep 73
Nummern im Gel verzeichnet.

Spot | Gen Protein

Nr.

1 C04C3.3 pyruvate dehydrogenase

2 F25H2.9 pas-5, proteasome zeta chain (Multispecific protease of the
proteasome)

3 C36B1.4 pas-4, proteasome A-type submit (Multispecific protease of
the proteasome)

4 T05Gb5.6 Enoyl-CoA hydratase

5 Y17G7B.7 tpi- 1, Triosephosphate isomerase

6 F25H2.5 nucleoside diphosphate kinase

Tabelle11: Ubersicht der mit Pro-Leu-Gly-Hyroxamat affinitatsgereinigten Proteine.
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2. Astacin-homologe Proteinein Hydractinia echinata

Aus den Basisgruppen des Tierreichs (Porifera, Ctenophora, Cnidaria) lagen bisher nur
wenige Daten Uber Astacin-homologe Proteine vor. Da mit Flavastacin (Tarentino et al.
1995) aber auch schon ein bakterieller Vertreter gefunden wurde, war es fir die Analyse
der molekularen Evolution der Protein-Familie wichtig, hier weitere vergleichende
Informationen zu erhalten. In dieser Arbeit sollten deshalb neue Astacin-homologe Gene
bei dem Modedlorganismus Hydractinia echinata (Cnidaria, Hydrozoa) naher
charakterisiert werden.

2.1. RT-PCR/RACE

Ausgangspunkt dieser Untersuchungen waren zwel kurze Genfragmente, die von Prof G.
Plickert (Zoologisches Institut, Universitdt Koln) in einem gene expression screening als
Astacin-homologe Sequenzen identifiziert worden sind. Diese Gene werden im folgenden
als Hydractinia echinata Astacin 1 und 2 (HEA-1, HEA-2) bezeichnet. Anhand dieser
Sequenzinformationen wurden in einem ersten Schritt genspezifische Oligonukleotide
hergestellt. Damit wurde Uber eine Reverse Transkription (RT) und Polymerase-Ketten
Reaktion (PCR) die entsprechende DNA vervielfaltigt (Abbildung 14, rechter Teil). Nach
einer Gelelution wurden die Produkte direkt mit glatten Enden (blunt end) in den pUC 18
Vektor oder mit A/T Uberhangen in den pGEM - T Vektor kloniert.

HEA?2 M HEA1 HEA?2 M K1 K2 | M
' 3 RV/F1 R6/F6 R7/F7 R7/F7

Abbildung 14: 1,5 %iges, Ethidiumbromid-geférbtes Agarosegel mit DNA-Fragmenten aus den
RACE/PCR Experimenten. HEA1 5': 5 RACE mit UAP und R6 primern; HEA1 3': 3 RACE
mit UAP und F6 primern; HEA2 5': 5 RACE mit UAP und R7 primern; HEA2 3': 3 RACE
mit UAP und F7 primern; HEA1 und HEA2 RUF1 R6/F6 R7/F7: PCR Fragemente mit den
angegebenen primer Kombinationen; M Marker DNA; K1 und K2: Kontroll-PCR mit R6/F6
bzw. R7/F7 ohne template; Pfeile: klonierte DNA -Fragemente der RACE Experimente.
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Um die vollstdndige cDNA Sequenzen zu erhalten wurden mit den gleichen
genspezifischen Oligonukleotiden die 5" und 3 RACE (rapid amplification of cDNA ends)
Experimente durchgefihrt. Abbildung 14 (linker Teil) zeigt das Ergebnis der
abschlieffenden PCR-Reaktionen. Alle prominenten Fragmente (Pfeile) wurden nach einer
Gelelution wiederum direkt in den pUC 18 Vektor kloniert.

2.2. Klonierung und Sequenzdaten von Hydractinia echinata
Astacin 1und 2 (HEA-1, HEA-2)

Klone mit korrekter Insertion wurden zundchst durch PCR bzw. Restriktionsanalyse und
letztlich durch Sequenzierung identifiziert. Dabei wurde von den Klonen zunéchst eine
einseitige 500 bp umfassende Sequenzreaktion durchgefihrt (,hot shot*). Die endguiltige
Sequenzierung erfolgte dann Uber eine Standardsequenzierung beider DNA-Strange. Die
Sequenzen der kurzen Uber PCR amplifizierten Genfragmente von HEA-1 und HEA-2 sind
in Abbildung 15 (Klonl) und Abbildung 19 (Klon5) dargestellt. Da der pUC 18 Vektor
Uber keine RNA-Polymerase Bindestellen verflgt, wurde Klonl fiir die Herstellung der in
situ Sonden (siehe IV 2.3) nochmals in den bluescript SK+ Vektor umkloniert (Abbildung
16, Klon2). Nach der hot shot Sequenzierung der 7 unterschiedlichen Klone, die aus den
RACE Experimenten erhalten wurden (Abbildung 14), stellten sich 3 Fragmente als
unspezifisch amplifizierte Produkte heraus. Dabei handelte es sich um das 650 bp
Fragment HEA1 5 RACE, sowie das 600 bp und das 1500 bp Fragment von HEA-2
3'RACE. Diese Sequenzen wurden hier nicht dargestellt. Abbildung 17, 18, 20 und 21
zeigen die Sequenzen der 5° und 3' cDNA von HEA-1 und HEA-2.

Kl'onl Bezei chnung: HEAI-VI-Gen3; kursiv: Vektor Sequenz
PCR Fragnent blunt end kloniert mt Snal in pUC18

Sacl Snal
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAAT TCGAGCT CGGTACCCCAAACGCAAT CAACGAAGCTTTGA
ML3 revers HeAst /[ F1
AAGCAATCGAGGCTAACACCAAATGCATCACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACTTCATTG
AATTCAAACAT GGAGGAGGATGT TACTCCTACGT TGGTATGATGAGGCGTACAAACCCGATTTATCTTT

CACCACCTTGT TACCGAAGCAAGGATATTGT CATGCATGAAGT AGGACACGCC TAGG TTGAACCAFgAcl
St
ATCCTGGTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACT TGGCAAAGCT GATTTGGGGATCCT CTAGAGTCGACCTG
HeAst 7 RL

CAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTAC

VLS

Abbildung 15: Nukleinsduresequenz des Klons 1 (HEA1-VI-Gend)

Kl'on 2 Bezei chnun HEAI- R1/ F1I-Dbs; kursi Vekt or Sequ
HEA- VI - Gen unklomert mt Pstl/S cI in bl uescr|pt Il SK (+)

GT. AAAACGACGGCCAGT GAATTGTAATACGACTCACT TATGGGCGAATTCGKGCI’CGGT ACCCCAAACCC
T7 promotor —HeAST/ F1

AATCAACGAAGCT TTGAAAGCAAT CGAGGCTAACACCAAAT GCAT CACATTCACACAAAAGACAGCCGCT
GACAAGAACTTCATTGAAT TCAAACAT GGAGGAGGATGT TACTCCTACGT TGGTATGAT GAGGCGTACAA
ACCCGATTTATCTTTCACCACCTTGT TACCGAAGCAAGGATAT TGTCATGCAT GAAGT AGGACACGCCTT
AGGTTTGAACCAACAT CCTGGT CAAAAGCCAT CGT CAGCTCCACT TGGCAAAGCT GATTTGGGGATCCTC
HeAst/ RL
Pst |
TAGAGT CGACCTGCAGCCCGGEGGEGAT CCACTAGT TCTAGAGCGGECCGCCACCGCGGT GGAGCTCCAGCTT

TTGITCCCTTTAGI GAGGGT TAATTCCGAGCT TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGITTCCTG
T3 pr onot or M3 TEevers

Abbildung 16: Nukleinsduresequenz des Klons 2 (HEA 1-R1/F1-bs)
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Kl'on3 Bezei chnung HEAL-R6- 5" RACE, = Vektrorsequenz Kkursiv
RACE Fragnment Smal kloniert in pUC 18

Sal
GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCT TGCATGCCTGCAGGT CGACTCTAGAGGATCCTTCTAATACGACTC

VL3 OPMTong
ACTATAGGGCAAGCAGT GGTAACAACGCAGAGT ACGGGGGACT GAAAAATAAGAT GGT TGATGCAAGAAA
TTAATTTAAATATGCAATCCGT TGAGTGTTTCTGCTTGTGTGCGTTCTTTACCTTTATACGTGI TATGTA
TTTCTAAAATTTCTAAAATCAAATTTTTACTACCCCCTTATTACTTTGGTGT GTGTCTTCAAACAACTAT
CTTCTGAGAGCAAGGTATAAATTGTAGGTAACATGITTTTTATTTAATTGTCTGT TTTGAAAACTTCGAC
GITCAACATGACTAACTTTACTTTCTTGGTTTTATGCGCGGT TGT GGGT GTCGCTATGAGCCAGAGGT TG
TGGCCGAATGGTAACGT TCCATACGT GAGCACTAT CAAGGCT GTAAACGCAAT CAACGAAGCTTTGCAAG
CAATCGAGGCTAACACCAAATGCATTACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACTTCATTGAATT
CAAACAT GGAGGAGGATGT TACTCCTACGT TGGT AT GATGAGGCGT ACAAACCCGATTTATCTTTCACCA
CCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGT CATGCATGAAGT AGGACACGCCTTAGGT TTGAACCAACATCCTG

Smal
GTCAAAAGCCATCGT CAGCTCCACTTGGCAAAGCGCGGECCGECTAGEGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCA
HEAL PSTT/RG

TGGTCATACCTGITTCCTG

VLS Tevers

Abbildung 17: Nukleinsduresequenz des Klons 3 (HEA1-R6-5' RACE)

Kl'on4 Bezel chnung HEAL- F6- 3" RACE; Vektrorsequenz kursiv
RACE Fragnment Smal kloniert in pUC 18
Snal

CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAAT TCGAGCT CGGT ACCCAACT GCAGCAAGGCT GCAAACGCAA
ML3 revers HEATT PStT/F6
TCAACGAAGCTTTGAAAGCAAT CGAGGCTAACACCAAAT GCATCACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGA
CAAGAACTTCATTGAATTCAAACAT GGAGGAGGATGT TACTCCTACGT TGGTATGATGAGGCGTACAAAC
CCGATTTATCTTTCACCACCTTGI TACCGAAGCAAGGATAT TGT CATGCATGAAGT AGGACACGCCTTAG
GI TTGAACCAACATCCTGGT CAAAAGCCATCGT CAGCTCCACTTGCCAAAGCTGATTTTGAAAAATTAAA
CAAAATGTATACATGT TAAGAAAAGAAAAAT CTTTTCCCCT AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Snal
AAGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCTTGCCCTATAGT GAGT CGTATTAGGGGGATCCTCTAGAGTCGACC
UPMTong

TGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGITTTAC

VLS

Abbildung 18: Nukleinsduresequenz des Klons 4 (HEA1-F6-3' RACE)

Kl'on5 Bezei chnung: HEAZ- GP-52; kursiv:; Vektor Sequenz
PCR Fragnent nmit Adaptoren kloniert in pGEMT

ATTTAGGT GACACTATAGAATACT CAAGCTATGCATCCAACGCGT TGGGAGCTCTCCCATATGGT CGACC
SP6 pr onot or
TGCAGGCGGECCGCACTAGT GATTACCGACGT CGACT AT CCAT GAACAAT CCAGACGAGAAGGAGGGCATA
Adaptor
TGGAAAACT GGAAAT GCTTTTGCCAGCATAAAAGGT GGAAGAT GGCCCGGT GCAAAAATTCCATATGTCG
TTGAGGGGT CAATCAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCAC
CTGCTTGAGATTTCACAGGAGAACT AATGAGAGAGCT CATATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGCECTGCTCT
TCACCAGTTGGTTATCGATCTGI TCATGGATAGT CGACGT CGGT AAT CCCGCGGCCAT GGCGGCCGEGAG
Adapt or

CATGCGACGT CGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGICGTATTA

7 promnmotor

Abbildung 19: Nukleinsduresequenz des Klons 5 (HEA 2-GP-52)

Kl'on6 Bezel chnung HEA2- R/-5" RACE- 7. 5; Vektrorsequenz kursiv
RACE Fragnment Smal kloniert in pUC 18

Smal
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCT CGGTACCCCTAATACGACTCACTATAGGGCAAG
M3 revers UAP Tong

CAGT GGTAACAACGCAGAGT ACGCGGGACATTAAGT GTTTCAAACAGACACCACAATGAATTCGATTACT
GICGCATTACTGITCCTGGECTTCTTGCTTATCTGTCACATGT GT TTGGGTAAAAGAAAT GGAAAACCCTG
GIGTTTTTGAGGGAGATATGGT TTTGGAT CCAGACGAGAAGGAGGGCATATGGAAAACTGGAAATGCTTT
TGCCAGCATAAAAGGT GGAAGAT GGCCCGGT GCAAAAATTCCATATGT CGT TGAGGGGT CAATCAGTAGC
AGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCACCTGCTTGAGATTTCACAGGA

Snal
GAACTAATGAGAGAGCTCATATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGECTGCTCTTCACGCGGECCGCTAGEEGAT
HEAZI NOT T 7T R/

CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGICGITTTAC
M3

Abbildung 20: Nukleinsiuresequenz des Klons 6 (HEA2-R7-5 RACE-7.5)
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Kl on7 _Bezei chnung HEA2-F7-37 RACE-2. 1; Vektrorsequenz kursiv
RACE Fragnment Smal kloniert in pUC 18

GIAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCT TGCATGCCTGCAGGT CGACTCT AGAGGATCSCWCBICAACT GCAGAGGG

M3 T HEAZIPSTITFT
CATATGGAAAACT GGAAAT GCTTTTGCCAGCATAAAAGGT GGAAGAT GGCCCGGT GCAAAAATTCCGTAT
GTI CGT TGAGGGGT CAATCAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAAT
TCACCTGCTTGAGATTTCACAGGAGAACTAATGAGAGAGCTCATATCAGCTTCTATAAAGGAGCGCGECTG
CTCTTCACCAGT TGGT TATCGAT CTGGGCGTATGAACAGGATAT CACTGGCTGGT GGT TGCTGGAATAAA
GGCATTGI TATGCATGAGAT TGGACACAGTATTGGAATCTAT CATGAACAAAGT AGACCT GATAGGGACA
ACTATGT GCGAATCTTGTGGAACAACATTTCT TCACGAGCAAAGT TCAATTTTAACAAACAAAGGACATC
CAACATTAATTCTCTTGGTACGCCTTATGACT TCAGATCAATGATGCACTACAGT TCCGGTGCTTTTGGT
GGT GGCAGAAGACCCATTGAAGT TAAGGATTCTCGGACACCAAATTTGAT GGGT CAAAGAAGT GGATTCA
GT GCAATTGACATAAAGCAAATCACCCTGATGTACT GCGGECGGT TCAGGT CCAAGCTTCCCCCCTCCTAC
TTGCGAAAACAGACCCAGCCGATGT GATGAAT GGGCAACCCGT GGAGAAT GCAAAAGGACCCCTGGT TAT
ATGCTAAAATATTGTAAAAAAGCATGTAGT GTTTGT TAAATATACCAAATATATGAAGACGAAATCGAAA
CCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGT ACT CTGCGT TGTTACCACT GCTTGCCCTATAGT GAGGCG

UPM T ong
Snal
TATTC-&T ACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTITTCCTG
M3 revers

Abbildung 21: Nukleinsduresequenz des Klons 7 (HEA2-F7-3' RACE-2.1)

Abbildung 22 und 23 zeigen as Ubersicht die vollstandige DNA- und abgeleitete
Proteinsequenz von HEA-1 und HEA-2. Die cDNA Sequenz beginnt mit dem ersten
Nukleotid nach dem 5 -RACE und endet mit dem letzten Nukleotid vor dem 3'-RACE
adaptor primer.

ACGCGGGGACT GAAAAATAAGATGGT TGATGCAAGAAATTAATTTAAATATGCAATCCGT TGAGTGI TTCT
GCTTGTGTGCGTTCTTTACCTTTATACGTGT TATGTATTTCTAAAATTTCTAAAATCAAATTTTTACTAC

CCCCTTATTACTTTGGTGTGTGTCTTCAAACAACT ATCT TCTGAGAGCAAGGTATAAATTGTAGGTAACA
TGTTTTTTATTTAATTGTCTGTTTTGAAAACT TCGACGT TCAAJATGACTAACTTTACTTTCTTGGTTTT
M TNFTF L V L

ATGCGCGGT TGT GGGT GT CGCTAT GAGCCAGAGGT TGT GGCCGAAT GGTAACGT TCCATACGT GAGCACT
C AVYV GVAMS OQRLWPNUGNVUZPY VST

HEA1/ F6 HeAst/F1

ATCAAGGCT GCAAACGCAAT CAACGRAGCT TT GAAAGCAAT CGAGGCT AACACCAAAT GCATCACATTCA
I K A ANAI NEAL KAI EANTI KT CI TF T

CACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACT TCATTGAAT TCAAACAT GGAGGAGGATGTTACTCCTACGT TGG
Q K TAADIKNZFI EFKHGS GG GTCY S Y VG

TATGATGAGGCGTACAAACCCGATTTATCTTTCACCACCT TGT TACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCAT
MMRRTNWPI YL SPPCYRSKWDI V MH-H

HEAL/ R6 HeAst/ Rl

< «————
GAAGTAGGACACGCCTTAGGT TTGAACCAACAT CCTGGT CAAAAGCCAT CGT CAGCTCCACT TGGCAAAG
E V G H AL GL NQHUPGOQKUPS S APUL GK A

CTGATTTTGAAAAATTAAACAAAAT GTATACATGT TAAGAAAAGAAAAAT CTTTTCCCCTAAAAAAAAAA
D FEKILNIKWMYT C *

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abbildung 22: DNA- und abgeleitete Proteinsequenz von HEA 1. Hervorgehoben wurde das
Startkodon (graue Box), die Astacin Doméane (grau) und das Zink-Bindungsmotif (doppelt
unterstrichen). Die Position und Orientierung der Oligonuklectide fur die PCR/RACE
Experimente sind mit Pfeilen markiert.




IV. Ergebnisse 78

ACGCGGGACATTAAGTGT TTCAAACAGACACCACA@AATTCGATTACT GICGCATTACTGITGCTGGC
M NS I TV AL L L L A

TTCTTGCTTATCTGI CACATGT GI TTGGGTAAAAGAAAT GGAAAACCCTGGTGTTTTTGAGGGAGATATG
SCLSVATCVWVKEMENPGVFEGDM
HEA2/ F10 HEA2/ F7

GTTTTGGAT CCAGACGAGAAGGAGGGCAT ATGGAAAACT GGAAAT GCTTTTGCCAGCATAAAAGGT GGAA
vV L DP DEIKIEGI WKTGNAZFASI KGGR

GATGGCCCGGT GCAAAAAT TCCATATGT CGT TGAGGGGT CAAT CAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAA
WP GAKI PYVVESGSI SSRGI S A I N

TGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCACCTGCTTGAGAT TTCACAGGAGAACTAATGAGAGAGCTCAT
AAAIl A DYHIKZFTO CLIRZFHRRTNIEIRAH

HEA2/ R7 HEA2/ R10

&

ATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGGCT GCT CT‘TCACCAGT TGGT TATCGATCTGGGCGTATGAACAGGATAT
I S F Y K GGGCSSPVGYRSGRMNRI S

CACTGGCTGGT GGT TGCT GGAATAAAGGCAT TGT TATGCAT GAGAT TGGACACAGTATTGGAATCTATCA
L AGGCWNIKGI VMHETILI G H S I G 1 Y H

TGAACAAAGT AGACCT GATAGGGACAACTAT GTGCGAAT CTTGT GGAACAACATTTCTTCACGAGCAAAG
E Q S R P DR DNYVRI L WNNI S SR A K

TTCAATTTTAACAAACAAAGGACATCCAACATTAATTCTCTTGGTACGCCT TATGACTTCAGATCAATGA
FNFNIKORTSNI NSLGTWPYDZFIRSMWM

TGCACTACAGT TCCGGT GCTTTTGGT GGT GGCAGAAGACCCAT TGAAGT TAAGGAT TCTCGGACACCAAA
HY SSGAFGGGRRPI EVKDSRTPN

TTTGATGGGT CAAAGAAGT GGATTCAGT GCAATTGACATAAAGCAAAT CACCCTGATGTACT GCGGCGGT
L M GQRSGFSAI DI KQI T L MY C G G

TCAGGTCCAAGCT TCCCCCCT CCTACT TGCGAAAACAGACCCAGCCGAT GT GATGAAT GGGCAACCCGT G
s|[GPSFPPPTI CENRPSRTCDEWATR (G

GAGAAT GCAAAAGGACCCCTGGT TATATGCTAAAATATTGTAAAAAAGCATGTAGTGTTTGTTAAATATA
| ECKRTUPGY ML KYCKIKATCSV C|*

CCAAATATATGAAGACGAAAT CGAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abbildung 23: DNA- und abgeleitete Proteinsequenz von HEA 2. Hervorgehoben wurde das
Startkodon (graue Box), die Astacin Doméne (grau), das Zink-Bindungsmotif (doppelt
unterstrichen), der Met-Turn (einfach unterstrichen) und die Toxin-Doméne (weil3e Box). Das
Dreieck markiert die durch das Programm SignalSeq vorhergesagte Spaltstelle des
Signalpeptides im Pr&Pro-Teil des Proteins. Die Position und Orientierung der Oligonuklectide
fir die PCR/RACE Experimente sind mit Pfeilen markiert.

In der HEA-1 cDNA-Sequenz (Abbildung 22) falt zundchst auf, dass ein sehr langer 5
nicht-trandatierter Bereich vorliegt. Auf Proteinebene konnte kein Signalpeptid
identifiziert werden. AulRerdem ist die normalerweise 200 AS lange Astacin-Domaéne
(Abbildung 22, grau hervorgehoben und Abbildung 24) unmittelbar nach dem Zink-
Bindungsmotiv um ca. 50 Aminosaurereste verkirzt. Carboxyterminal finden sich keine
weiteren Doméanen. Das Protein endet mit einem Cysteinrest, der im Flusskrebs Astacin am
carboxyterminalen Ende bei Position +198 liegt und Bestandtell der 2zweiten
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Disulfidbricke ist. Im HEA-2 Protein (Abbildung 23) findet sich demgegeniber nach dem
17 Aminosduren langen Propetid zunéchst ein kurzer Pro-Teil. Die Astacin Doméne ist mit
200 Aminosaureresten vollstandig vorhanden. Carboxyterminal schlieft sich eine
sogenannte Toxin-Domane (ShKT) an. Abbildung 24 zeigt einen schematischen Vergleich
der Domanenstruktur von HEA-1 und HEA-2 mit den anderen bei Cnidaria beschriebenen
Astacinen (Hydra HMP-1, HMP-2, FARM-1 und Podocoryne PMP-1). Welitere
strukturelle und phylogenetische Analysen sind in Abschnitt 1V.3. beschrieben.

HEA-1 [ |
g Pre
HEA-2 - e [ pro
HMP-1 [ s . [l Astacin
0 MAM
- (L
PMP-1 @ ST
FARM-1 T T
HMP-2 [ ]
200 aa

Abbildung 24: Domanenstruktur Astacin-homologer Proteine bei Cnidaria. Der Farbcode rechts
bezeichnet die unterschiedlichen Doménen.

2.3. Insitu Hybridisierung

Um erste Aussagen Uber die Funktion von HEA-1 und HEA-2 machen zu kdnnen, wurde
das Expressionsmuster durch in situ Hybridisierung bestimmt. Als Sonde wurde
Digoxygenin markierte antisense-RNA von Klon2 (HEA-1) und Klon5 (HEA-2) durch in
vitro RNA-Synthese hergestellt. Dabel wurde fur Kontrollreaktionen jewells auch eine
sense-RNA Sonde synthetisiert. Die Farbreaktion wurde mit Anti-Digoxygenin Alkalische
Phosphatase gekoppelten Antikdrpern und NBT/BCIP a's Substrat durchgeftihrt.

Diein situ Hybridisierung zeigte keine Expression von HEA-2 mRNA in Gonozoiden oder
Keimzellen (nicht dargestellt). HEA-2 mRNA konnte ebenfalls nicht wahrend der friihen
Embryogenese oder in Planula Larven (Abbildung 25 a, links) dedektiert werden. 12
Stunden nach Metamorphose Ausldsung wurden in Primérpolypen die ersten Transkripte
durch in situ Hybridisierung nachweisbar (25 a, rechts). In 24 -30 Stunden alten
Primarpolypen wurde das HEA-2 Signal ausschlief3dlich in endodermalen Zellen gefunden
(Abbildung 25 b). Dabei handelte es sich vermutlich um differenzierende Drisen-Zellen.
Die Expressionsstéarke, reprasentiert durch die Intensitét der Farbsubstrat-Reaktion, nimmt
innerhalb der Korpersdule vom Hypostome zur Fufdregion deutlich ab. Abbildung 25 ¢
zeigt eine Aufsicht auf das Hypostome und die Mundregion eines Primarpolypen. In
adulten Polypen wurde eine schwache Expression unterhalb der Tentakelbasis gefunden
(Abbildung 25 d, Pfeil).
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Abbildung 25: in situ Hybridisierung von HEA-2 (A-F) und HEA-1 (G-L). Legende siehe Seite 81.
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Abbildung 25, vorangegangene Seite: in Stu Hybridisierung von HEA-2 (A-F) und HEA-1 (G-
L). (A) Lave und 12 Stunden dter Primarpolyp. (B) Priméapolyp 24 Stunden nach
Metamorphoseausldsung (C) Aufsicht auf einen Primérpolypen (24 h) (D) Gastrozoid, latera
verletzt (E) Gastrozoid, median geschnitten (F) Ausschnittsvergrof3erung einer Schnittwunde (G)
Larve (H) 24 Stunden dter Primérpolyp (1) adulter Polyp (J) Gastrozoid, an der Ful¥egion
geschnitten (K) Gastrozoid, median geschnitten (L) Ausschnittsvergréfzerung einer Wundfléche.
Die Lénge des Bakens gibt die BildvergdRerung an: A,G 100um; B,C,H 150um; D,J 350 um; E,K
400 pm; F 40 um; 1 550 um; L 80 um

WeliterfUhrende Experimente wurden mit adulten Polypen durchgefihrt, die von einer
Kolonie isoliert wurden und einen Tag regenerieren konnten. Diese Gastrozoide wurden
dann lateral oder quer geschnitten und 30 Minuten spéter mit der in situ Hybridisierung
begonnen. Zellen der Wundflachen reaktivierten dabei transient die HEA-2 Expression
(Abbildung 25 d und e, Pfeile). Abbildung 25 e zeigt in hoherer Vergrél3erung, dass die
HEA-2 Expression der Wundflachen auf einzelne, endodermale Drisenzellen (Pfeile)
beschrankt ist. In der Nachbarschaft liegende Zellen des offensichtlich gleichen Typs
wurden nicht markiert.

Die in situ Hybridisierung mit den HEA-1 Sonden ergab ein dhnliches Expressionsmuster
wie fir HEA-2. HEA-1 ist weder in Gonozoiden, wadhrend der Embryonalentwicklung,
noch in Planula Larven exprimiert (Abbildung 25 g). mRNA Transkripte wurden erst 12
Stunden nach Metamorphose-Auslésung in Primérpolypen gefunden (25 h). Allerdings ist
die Expression hier im Gegensatz zu HEA-2 auf wenige endodermale Zellen (Pfeile) der
Korperachse beschrankt. In adulten Polypen wurde eine schwache Expression unterhalb
der Tentakelbasis gefunden (Abbildung 25 i, Pfel). In verletzten oder geschnittenen
Gastrozoiden konnte wiederum an den Schnittfléchen eine starke, transiente Expression
nachgewiesen werden (Abbildung 25 j und k). Das Gen wird also wie HEA-2 im Verlauf
einer Wund-Antwort oder Geweberegeneration aktiviert. Dabel wurden die Transkripte flr
HEA-1 in endodermalen Drisenzellen gefunden (Abbildung 25 1).

In den Kontrollreaktionen mit sense-Sonden konnte in keinem Fall ein Signal durch in situ
Hybridisierung nachgewiesen werden.

Durch die hier gezeigten Expressionsmuster konnte eine Beteiligung sowohl von HEA-2
als auch von HEA-1 an der Geweberegeneration und an der Normalentwicklung wahrend
der Metamorphose gezeigt werden. In adulten Polypen deutet die Expression unterhalb der
Tentakelbasis eine Beteiligung beider Gene an der standigen Bildung oder Neubildung von
Hypostom oder Tentakel-Strukturen an.
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3. Datenbankanalyse und phylogenetische Analyse

Mit der Aufklérung der Aminosduresequenz von Astacin durch Titani et al. zeigte sich,
dass diese Protease in keine bisher bekannte Enzymfamilie eingeordnet werden konnte und
den Prototyp einer neuen Familie von Zink-Endopeptidasen reprasentieren muss (Zwilling
et a., 1981, Krauhs et a., 1982, Titani et. al., 1987, Stocker et al., 1993). Neue Mitglieder
der ,Astacin-Protein-Familie* wurden tatséchlich kurze Zeit spéter von verschiedenen
Arbeitsgruppen entdeckt: BMP-1 (bone morphogenetic protein 1) im Menschen (Wozney
et al. 1988), UVS.2 beim Krallenfroschs Xenopus laevis (Sato und Sargent 1990) und die
Meprine von Maus und Mensch (Dummermuth et a. 1991). Bond und Beynon (1995)
sowie Zwilling und Stocker (1997) gaben dann letztmals einen Uberblick der Struktur und
Funktion der bis dahin etwa 20 Mitglieder der Astacin-Protein-Familie. Durch die in den
letzten Jahren stark angewachsenen Datenbank-1nformationen sollte deshalb ein aktueller
Uberblick der gesamten Astacin-Protein-Familie gegeben werden. Phylogenetische
Analysen aller n den Datenbanken gefundenen Astacine und die in dieser Arbeit neu
charakterisierten Astacin-homologen Proteine von C. elegans und Hydractinia echinata
sollten dartiber hinaus erstmals Ausssagen Uber die Evolution der Astacin Protein Familie
insgesamt ermdglichen.

3.1. ldentifizierung Astacin-homologer Gene (BLAST, FASTA)

Der erste Schritt einer weitergehenden strukturellen und phylogenetischen Analyse war die
Identifizierung aller Astacin-homologen Sequenzen in den Datenbanken. Dazu wurden als
Suchprogramme die BLAST und FASTA Methoden verwendet. Als Vergleichssequenzen
wurde die Astacin Sequenz, die Protease-Doméne von BMP-1 (Mensch), sowie das
zinkbindende Motif und der Met-Turn (motif 2/3 und motif 4 der SPRINT Datenbank)
benutzt, um auch unvollstandig sequenzierte Genfragmente zu erhaten. Alle
Suchergebnisse wurden auf Mehrfacheintrage untersucht. Zur Uberprifung erfolgte ein
Sequenzvergleich gnultiple alignment) aller durch BLAST oder FASTA identifizierten
Proteine. Insgesamt konnten 106 verschiedene Astacin-homologe Proteine identifiziert
werden (Tabelle 12). Davon werden 6 Proteine beim Menschen, 5 bei der Maus, 3 bei der
Ratte, 4 bei Vogeln (3 Huhn, 1 Wachtel), 5 bei Amphibien (Xenopus), 15 bei Fischen (5
Medaka, 7 Aal, 1 Zebrafisch, 1 Fugufisch, 1 Karpfen), 4 bel Seeigeln (1 Paracentrotus
lividus, 2 Strongyl ocentrotus purpuratus, 1 Strongyloides stercoralis), 14 bel Insekten (13
Drosophila melanogaster, 1 Glossina morsitans), 2 bei Crustacea (Astacus astacus), 40 bei
Caenorhabditis elegans (siehe auch I1V.1.), 6 bei Cnidaria (3 Hydra, 1 Podocoryne, 2
Hydractinia: siehe 1V.2)), 1 bel Aplysia californicum, 1 bel Ostertagia ostertagi, 1 bel
Ancylostoma caninum und ein bakterielles Protein (Flavobacterium meningosepticum)
gefunden. Unterschiedliche Spleilvarianten eines Genes werden beim BMP-1 des
Menschen (6 Formen), der Maus (3 Formen) oder Xenopus laevis (1 Form) gefunden.
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Organismus Gen Name | Bezeichnung MERNUM | Swiss- EMBL / Kommentar /
Prot / GenBank | korrigierte Sequenz
TrEMBL (sehelV.1.2.2)
Astacus AEA AA_AEA 044072 | AJ003190
astacus Astacin AA_AST MERO01104 | PO7584 AJ242595 Protein Sequenz
X95684 Genom, PIR: A58830
Aplysia californica | TBL-1, AC TBL1 MER03792 | P91972 U57369 PIR: T31069
Ancylostoma MTP-1 ACA_MTP1 MER15241 AY 036056
caninum
Anguilla EHE10 AJ EHE10 Q90Y86 | AB071426
japonica EHE12 AJ EHE12 Q90Y85 | ABO71427
EHE13 AJ EHE13 Q90Y84 | AB071428
EHE14 AJ EHE14 Q90Y83 | AB071429
EHE4 AJ EHE4 Q90Y89 | AB071423
EHEG6 AJ EHE6 Q90Y88 | AB071424
EHE7 AJ EHE7 Q90Y87 | AB071425
Brachydaniorerio | tolloid BR_TLD MER05126 | O57460 | AF027596
Caenorhabditis 4R79.1 C 4R79.1i MER05846 |Q9U3S9 |[AL031254 |4R79.1i
elegans C05D11.6 | C C05D11.6i | MER02346 |P55112 u00048 C05D11.6i

CO07D104 | C CO7D10.4i | MERO2282 | P55113 | U13072 CO7D10.4i

CI7G16 |C C17GL6i | MERO3L71L | Q93243 |Z78415 C17GL6i

C24F3.3 C C24F33 |MERO05120 |QOXTD6 | AL022716 | = 781055/ C24F3.3

C26C63 | C C26C6.3 | MER02349 | Q18206 | 272503 C26C6.3

C34D49 | C C34D49i | MER03819 |Q18439 | U58755 C34D4.9i

C37H59 | C C37H50i | MER03493 |P91137 | UB8315 C37H5.9i

DI022m | C D1022.m | MERO05843 U23517 D1022.m
FOOES.6 C FOOES.6i | MER03972 |QI19269 |Z73896 FO9ES.6i
F20G2.4 C F20G2.4i |MER03172 | Q03542 |Z79753 F20G2.4i
F38E9.2 C F38E9.2n | MER03097 |Q20176 | U46668 F38E9.2n
F39D84 | C F30D84i | MER02352 |Q20191 | Z69791 F39D8.4i
F42A108 | C F42A10.8m | MERO2171 | P98061 | U10414 F42A10.8m
F45G2.1 C F45G2.10 | MERO5123 | 062243 | 293382 F45G2.10
F46C5.3 C F46C5.3n | MER02353 | Q20459 | Z54281 F46C5.3n
F54B8m | C F54B8.m | MEROS847 793383 F54B8.m

FS6A4.1 C_F56A4.1i | MER12259 |QINSRO | AC006645 | = AC006722 / F56A4.1i

F57C121 | C F57C12.1i | MER02287 | Q20042 | U41554 F57C12.1i

F58A6.4 | C F58A6.4i | MERO2354 | Q20958 | U53339 F58A6.4i

F58B4.1 C F58B4.1 | MERO03814 | Q20075 | Z74038 F58B4.1
HCH1 C HCH1 MER03163 D85744 = 769792 /HCHL
KO3B81 |C KO3B8.1 | MERO3164 |Q21180 | Z74039 KO3BS.1
KO03B82 |C KO3B82 | MERO3115 |Q21178 |Z74039 K03B8.2
KO3B83 |C KO3B8.3 | MERO3116 |Q21179 |Z74039 KO3B8.3
KO3B85 |C KO3B85 | MERO3165 |Q21181 | Z74039 K03B85
KO4E73 | C KO4E7.3 | MER02288 |P55114 | U39666 KO4E7.3
KO6A41 | C KOB6A4.1 | MERO3096 |Q21252 |Z70755 KOGAZ1i
KO9C83 | C K09C8.3 | MERO3166 |Q21388 | 268006 K09C8.3
KIIGI21 |C K11G12.1 | MER03167 |Q21432 |U23525 K11G12.1
R151.5 C RI5L5 MERO2172 |P98060 | UO0036 R1515

TO02B11.7 C T02B11.7n | MERO3831 | 016977 | AF022979 | T02B11.7n

T04G92 | C T04G9.2i | MER02291 | P55115 | U41274 T04G9.2i

TIIF9.3 | C T11F9.3i | MERO3174 | Q22396 | Z74042 T11F9.3i

T11F9.5 C T11F9.5i MERO03169 |Q22401 | Z74042 T11F9.5i

T11F9.6 C T11F9.6i |MER03168 |[Q22398 | Z74042 T11F9.6i

T23F4.4 C T23F4.4 MERO3833 | 017264 | AF025466 | T23F4.4

T23H43 | C T23H43 | MERO3173 | PO1828 | 283240 T23H4.3

T24A11.3 C T24A11.3i | MERO01112 | Q22710 249072 T24A11.3i

YO95BBA.1 | C Y95B8A.1 | MER12278 | QON2V2 | AC024877 | YO5BBA.L

Tabelle12: Fortsetzung néchgte Seite
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Organismus Gen Name Bezeichnung | MERNUM | Swiss-Prot/ | EMBL / Kommentar
TrEMBL GenBank
Cyprinus carpio | Nephrosin CC_Nephr MERO03149 | 042326 U62621
Coturnix coturnix | CAM-1 CJ AST MERO01114 | P42662 U12642 N-terminus fehlt
Drosophila CG10280 DM_CG10280 | MER11298 | Q9VNK5 AE003601
melanogaster CG11864 DM_CG11864 | MER11333 | Q9VJIN9 AE003648
CG11865 DM_CG11865 | MER11336 AE003648
CG15253 DM_CG15253 | MER11335 AE003648
CG15254 DM_CG15254 | MER11334 | Q9V3M3 AEO003413 | = AE003648
CG15255 DM_CG15255 | MER11332 AC093096 | =AE003648
CG5715 DM_CG5715 | MER11416 AC008204
Q9vC98 AEO003747
CG6696 DM_CG6696 | MER03918 AC012164 | =AC012373
QIVWRE AEO003509
CG6763 DM_CG6763 | MER11411 AC010670
QI9VCN5 AEQ003742
CG6974 DM_CG6974 | MER11378 AC009457 | N-terminusfehlt
Q9VFD6 AEO003707
CG7631 DM_CG7631 | MER11337 AE003648
Tolloid, TLD | DM_TLD MERO01121 | P25723 AEO003749
M76976 PIR: A39288
u04239
Tolkin, TOK | DM_TOK MERO02301 | Q9vVC47 AE003749
AY 051585
Q23995 U12634
Q24132 usarr7
Flavobacterium | Flavastacin FM_Flavast MERO01612 | Q47899 L37784 Neu: Chryseobacterium
meningosepticum meningosepticum
Gallus gallus BMP-1 GG_BMP1 MERO05127 [ O57658 U75331
Colloid, TLL-1| GG_COLLOID | MER12218 | Q9DER7 AJ012462
TOLLOID GG_TOLLOID 057659 nur EGF/CUB-Domane
Glossina Astacin GM_M15242 | MER15242 AF329481
morsitans
Hydractinia HEA -1 HE _HEA1l Deletion von 50
echinata Aminoséureresten
HEA -2 HE_HEA2
Homo sapiens BMP-1, PCP, [ HS BMP-1 MERO01113 | P13497 BC002593 | weitere Accession
Bone morph. Nummern: Q13292;
protein 1, Pro Q99421; Q99422;
Collagen C Q99423; Q14874;
Proteinase Q9UL 38, 108629 (Patent)
BC009305
Q13872 L 35278 Splice Form, PIR:
A37278
HS BMP1spT Q14874 L35279 Splice Form BMP1-2
L 40486 5'UTR
HS BMP1spl P13497 M22488 Splice Form BMP1-1
U50330
HS BMP1lsp4 P13497 Y 08723 Splice Form BMP1-4
HS BMP1lsp5 P13497 Y 08724 Splice Form BMP1-5
HS BMP1sp6 P13497 Y 08725 Splice Form BMP1-6
HS BMP1sp7 P13497 Splice Form BMP1-7
Hatch 1 HS HCH1 Acc. in HUMAN PROT
XM_065448
Meprin a HS MEPA MERO01111 [ Q16819 AL161618
M82962 PIR: S60193
Meprinb HS MEPB MER05213 [ Q16820 X81333 PIR: $49383
TLL1, Tolloid| HS_TLL MERO05124 [ QINQ34 AF282732
like 1
043897 U91963
TLL2, Tolloid| HS TLL2 MERO05866 | Q9UQO0 AB023149 | weitere Accession
like 2 Nummern: AK026106,
AL136181, AL391136,
BC013871
Q9Y6L7 AF059516

Tabelle 12: Fortsetzung néchste Seite
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Organismus Gen Name Bezeichnung [MERNUM | Swiss-Prot/ | EMBL / Kommentar
TrEMBL GenBank
Hydravulgaris | FARM -1, HV_FARM1 | MER11835 | Q9U4X9 AF125506 | N-terminusfehlt
HMP-1 HV_HMP1 MERO01593 | Q25174 U22380
HMP-2 HV_HMP2 MER05667 | Q9XZGO0 AF140020
Mus musculus BMP-1, PCP | MM_BMP1 MERO02164 | P98063 AK004995
L24755 Tolloid Splice Form, PIR:
149540
Q61356 L35280 Splice Form
L 35281 Splice Form
Meprin a MM_MEPA MERO01108 | P28825 M74897
U62765 Fragment
Meprinb MM_MEPB MER05214 | Q61847 L15193
TLL1 MM_TLL MER03170 [ Q62381 U34042
TLL2 MM_TLL2 MERO05867 | QQWVM6 AF073526 | kein Signal peptid
Oryzas latipes Alveolin OL_Alveo MER12290 | Q9IBE7 ABO030957
ChoriolysinH | OL_CHOR_H | MER01105 | P31580 D83950 Precursor von HCE-1/ 2,
013116 in Merops=HCE-1
HCE-1 OL_HCE1 M96170
HCE-2 OL_HCE2 MER01106 | P31581 M96171
LCE OL_LCE MERO01107 | P31579 D83949 =M96169
Ostertagia 00_AJ419180 Q95PN5 00$419180 | Fragment
ostertagi
Podocoryne PMP-1 PC_PMP1 MER05122 | 062558 AJ005052
carnea
Paracentrotus BP10 PL_BP10 MERO01122 | P42674 S99978
lividus
X56224
Q26051 X65721
Rattus norvegicus | Meprin a RN_MEPA MERO01109 | Q64230 $43408 PIR: S24134
Meprinb RN_MEPB MERO05215 | P28826 M88601
BMP-1 MERO05387 | Q92135 AB012139 | Fragment
Strongylocentrotus | BMP-1 SP_BMPH MER02169 | P98069 L 23838
purpuratus
SPAN SP_SPAN MER01123 | P98068 M84144
Srongyloides Metalloprot. | StS_ MP Q968Y6 AF118022 | Fragment
stercoralis
Takifugu rubripes | HCE-1 TR_HCE1 AAL40376 | AC087333
Xenopus laevis BMP-1 XL_BMP1 MERO01120 | P98070 L12249 PIR: JC2218
BMP-1b XL_BMP1b 057381 Y 09660
uvs-2 XL_UVS2 MERO01115 | P42664 D89632
M27162 Fragment
Xolloid related | XL_XOL_R Q91925 D83476 BMP-1 Splice Form
XOLLOID XL_XOLLOID [ MER05125 | 057382 Y 09661

Tabelle 12: Ubersicht aller 107 annotierter Astacin-homologen Proteine.

Tabelle 12 beinhaltet keine EST-Klone, die identisch mit bereits bekannten, vollstandig
sequenzierten Klonen sind und auch nicht kurze, unvollstandige Genom (GSC)-, EST-
oder N-terminale Sequenzfragmente. Tabelle 13 gibt eine Ubersicht dieser 77 Protein-
Fragmente. Hierunter finden sich beispielsweise ein weiteres bakterielles Astacin
homologes Sequenzfragment von Legionella pneumophila sowie N-terminae
Aminosauresequenzen  von  Chionoecetes  opilio  (Crustaceae) und  enes
Verdauungsenzymes des Maikéfers (Melolontha melolontha). Xenopus laevis weist neben
den bereits bekannten BMP-1, UVS-2 und tolloid-8hnlichen Proteinen noch 4 weitere,
bisher nicht charakterisierte Sequenzen auf. Bel dem Nematoden Caenorhabditis briggsae
konnten analog zu C. elegans eine Uberraschend grof3e Kopienzahl von insgesamt 34
Genfragmente identifiziert werden.
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Organismus Quelldaten | Gen EMBL / Kommentar
Bezeichnung Genbank
Ancylostoma EST AC_BI704652 BI704652 identisch mit BM 130670
ceylanicum AC_BM130670 | BM130670 | identisch mit BM130670
AC _BI704826 BI704826
Caenorhabditis. GSC 34 Gene, nicht annotiert, nur in Wormbase:
briggsae ¢013600731; c010500107; c002600794; c001200679; c008200278; c002500858;
¢012300800; c004900169; c010301013; c003401041; c013200824; c002300559;
c001500442; c006900571; c001700704; c002500668; c006500442; c013100148;
c006700548; c009300834; c010200914; c006900534; c011800840; c003800791;
€008900679; c011300623; c009100728; c000100457; c007900654; c007500103;
c003500775; c010400911; c011600772; c003800198
Ciona intestinalis EST Cl_AV877936 AV 877936
Chionoecetes opilio | Edman CO_Ast.F 20 Aminosauren N-Terminus, SWISSPROT:
P34156, Merops: MER01893
Danio rerio EST DR_BI705073 BI705073.5 | Identisch mit BM025358, BM 155001
DR_BI708379 BI708379 Identisch mit BI708513, BI709736, BI866941,
BM082481, BM082751
DR_BI884917 BI884917
Drosophila GSC DS AF264913 | AF264913 | TrEMBL: Q9GTN4, MEROPS: MER12216
simulans DS AF264915 | AF264915 | TrEMBL: Q9GTN2, MEROPS: MER12238
Drosophila yakuba | GSC DY_AF264914 | AF264914 | TrEMBL: Q9GTN3, MEROPS: MER12226
Heterodera glycines | EST HG_BI748309 BI748309
Legionella GSC LP_MP-ORF-2 gnl|CUCGC_446|19, genomisches
pneumophila Sequenzierungsfragment von NCBI Bacteria
Meloidogyne EST MA_BI747415 | BI747415
arenaria
MA_BI747765 | BI747765
Melolontha Edman MeM_Ast.F N-Terminus (18 Aminosaurereste); Moehrlen und
melolontha Wagner, unpublished
Mus musculus EST MM_BB847373 | BB847373
Nippostrongylus EST BM279324 | Neu22.12.01
brasiliensis
Oryzias | atipes EST OL_BJ000733 BJO00733 Identisch mit: BJ012377, BJ013120, BJ015289,
BJ026641, BJ027405, BJ027922
OL_BJ006532 BJ006532 Identisch mit BJ010078, BJ010496, BJ011497,
BJ020406, BJ023882, BJ025747
OL_BJ011407 BJ011407 Identisch mit BJ025661
OL_BJ013894 BJ013894 Identisch mit BJ022807, BJ024300, BJ028053
Parastrongyloides | EST PT_BI742807 BI742807
trichosuri PT_BI1743922 BI743922
Salmo salar EST SS BG933928 BG933928
SS BG933935 BG933935
SS BG933936 BG933936
SS BG934059 BG934059
SS BG934150 BG934150
SS BG934168 BG934168
SS BG934270 BG934270
SS BG934609 BG934609
SS BG934688 BG934688
SS (G934654 (934654
Teladorsagia EST TC_BM052081 | BM052081
circumcincta TC BM052081 | BM052081
Xenopus laevis EST XL_BJ037887 BJ037887
XL_BJ068096 BJO68096
XL_BM179683 | BM179683
Xenopustropicalis | EST XT_AL641908 | AL641908
XT_AL644278 | AL644278 | Identisch mitAL652763
XT_AL650582 | AL650582
XT_AL662162 | AL662162

Tabelle13: Ubersicht aller 77 GSCs, ESTs und Edman-sequenzierter Fragmente.
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3.2. Analyse der Domanenstruktur

Uber die Struktur der meisten Astacinrhomologen Proteine ist wenig bekannt. Alle
Proteine sollten deshalb zundchst anhand ihrer Doméanenstruktur analysiert werden. Dazu
wurden die Programme SMART @mple Modular Architecture Research Tool), PFAM
(Protein families database of alignments and HMMs) und ProfileScan benutzt. Die
Aminosauresequenzen sind mit Ausnahme des Astacins von Astacus astacus (vollstandige
EdmanSequenzierung, Titani et a. 1987) ausnahmslos von cDNA oder genomischen
Sequenzdaten abgeleitet. Dabel wurden, soweit verflgbar die Proteinsequenzen der
SwissProt, TrEMBL, EMBL oder GenBank Datenbanken verwendet, deren
| dentifikationsnummern (Accession number) in Tabelle 12 angegeben sind. Lagen in den
Datenbank nur DNA-Sequenzen vor, wurden die offenen Leseraster mit dem
SadenProgramPackage in Aminosaure-Sequenzen Ubersetzt. Fur C. elegans wurden die
nach den cDNA Daten korrigierten genomischen Sequenzen (vergleiche 1V.1.2.2)
verwendet.

Die Abbildungen 26, 27 und 28 zeigen schematisch die Doméanenstruktur der 106
identifizierten Astacin-homologen Proteine. Fast alle Proteine weisen danach eine Pre-Pro-
Struktur aminoterminal der Proteasedoméne auf. Pre-Pro-Sequenzen werden bei CAM-1
der Wachtel, FARM-1 von Hydra, F54B8.m von C. elegansund CG6974 von Drosophila
nicht gefunden. Zudem zeigen diese Proteine eine aminotermina verkirzte
Proteasedomane. Signalpeptide konnten zudem nicht fir BMP-1 von Srongylocentrotus,
die C. elegans Proteine K09C8.3, KO3B8.3, KO3B8.1, KO3B8.5, F20G2.4, D1022.m,
Y95B8A.1, KO4E7.3, F38E9.2 und die Drosophila Proteine CG15255, CG10280 postuliert
werden. Einige Astacine bestehen, wie das Verdauungsenzym Astacin von Astacus
Astacus, nur aus der Protease-Domane. Das gilt fur 6 C. elegans Proteine (Abbildung 27),
11 Drosophila Proteine (Abbildung 28), 1 Hydractinia Astacin (HEA-1), die hatching
Enzyme von Anguilla (EHE-4, -6, -7, -10, -13 und -14), Cyprinus (Nephrosin), Oryzias
(Alveolin, HCE-1, HCE-2, LCE), Takifugu (HCE-1) und die Splei3variante 4 des humanen
BMP-1 (ale Abbildung 26). Alle anderen Proteine weisen carboxyterminal verschiedene
Doménen in einer oder mehreren Kopien auf (Abbildung 26 — 28). Haufig findet man
EGF- (epidermal growth factor) oder CUB-Doménen (complement components C1r/Cls,
embryonic sea urchin protein Uegf) die eine wichtige Rolle bel der Substratbindung durch
die Protease spielen konnten. Die BMP-1/Tolloid dhnlichen Proteine (Abbildung 26)
besitzen dabei die Anordnung von zwei CUB-, einer EGF-, einer CUB-, einer EGF- und
zwei CUB-Domanem. Verschiedenen BMP-1 Spleil3varianten des Menschen, BMP-H des
Seeigels und BMP1 des Huhns fehlen dabei die drei letzten Abschnitte. SpAN und BP10
besitzen in anderer Anordnung eine EGF und zwei CUB-Doméanen, die durch Ser/Thr
reiche Regionen voneinander getrennt sind. Die hatching Enzyme AEA von Astacus,
Astacin von Cortunix und UV S.2 von Xenopus enthalten dagegen nur CUB-Doménen. Bel
C. édegans (Abbildung 27) findet man ein Protein (F38E9.2) welches hinsichtlich der
Domanenstruktur mit den BMP-1/Tolloid dhnlichen Proteinen Ubereinstimmt. 23 weitere
C. elegans Proteine weisen mindestens eine EGF- oder CUB-Domaéne carboxyterminal der
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Abbildung 26: Vergleich der Domanenstruktur Astacin-homologer Proteine (C. elegans und
Drosophila melanogaster Proteine wurden nur exemplarisch berlicksichtigt). Proteine mit
ahnlicher Struktur wurden zusammengefasst: 1 EHE-10, EHE-12, EHE-13, EHE-14, EHE-4,
EHE-6, EHE-7; 2 Nephrosin (Cyprinus), M15242 (Glossina), HCE-1 (Takifugu); 3 Alveolin,
Choriolysin H, HCE-1, HCE-2, LCE; 4 Talloid (Drosophila), TLL (human, Maus), TLL-2
(human, Maus), Tolloid (Brachydanio), Colloid (Huhn); 5 Meprin B, (human, Maus, Ratte); 6
Meprin a, (human, Maus, Ratte). Der Farbcode oben rechts bezeichnet die unterschiedlichen
Domanen.
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Abbildung 27: Doménenstruktur Astacin-homologer Proteine bei C. elegans. Die Proteine
wurden entsprechend den Gen-Namen in Tabelle 12 bezeichnet. Der Farbcode
oben rechts bezei chnet die unterschiedlichen Domanen.
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Abbildung 28: Doménenstruktur Astacin-homologer Proteine bei Drosophila melanogaster. Der
Farbcode oben rechts bezeichnet die unterschiedlichen Doménen.

Protease-Domane auf. HCH-1, KO4E7.3, R151.5, F57C12.1, C17G1.6 und C26C6.3 von
C. €eegans enthadten interessanterweise zusédtzlich eine TSP-1-ghnliche Doméne
(Thrombospondin type 1). T02B11.7 und F58B4.1 (Abbildung 27) sowie MTP1 des
Nematoden Ancylostoma (Abbildung 26) besitzen neben eéinem EGF- und CUB-Motiv eine
sogenannte ShKT-Doméane, ein urspringlich bei Seeanemonen zum ersten Mal
beschriebenes Toxin (ShK toxin domain). Dieses Motif findet sich ohne EGF/CUB-
Domaénen auch bei HEA-2, HMP-1, PMP-1, FARM-1 (Abbildung 26) und bei weiteren 10
C. elegans Astacinen (Abbildung 27). LC-Regionen (low compositional complexity) sind
wie bei SpAN und BP10 (Abbildung 26) meist Ser/Thr-reiche Sequenzabschnitte, die as
O-Glykalisierungsstelle der Proteine dienen kdnnen und die bel vielen Astacinen gefunden
werden. MAM- (A5 receptor protein, tyrosine phosphatase 1 and others), MATH- (meprin
and TRAF homology) oder Transmembran-Doménen (TM) werden ausschliefdlich bei den
Meprinen und bei Hydra HMP-2 gefunden (Abbildung 26). Die Meprine bestehen dartiber
hinaus aus EGF- und noch nicht naher charakterisierten Zwischenbereichen (I-Domaéne,
intervening). Ungewohnlich erscheint das Vorkommen einer TT-Doméane (open reading
frame 2 des humanen TT-Virus) bel HCH-1 des Menschen, einer Ricin-Doméne (Lektin in
Ricinus communis) bel Flavastacin oder eines sogenannten EB Moduls (bestehend aus 8
konservierten Cysteinen) (Abbildung 26).
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3.3. Molekularphylogenetische Analyse

Die Anayse der Doméanenstruktur gibt bereits erste Hinweise auf die Evolution der
Astacin-Protein-Familie. Die unterschiedlichen Kompositionen verschiedener Doménen zu
neuen Proteinen innerhalb eines Organismus oder bei der Aufspaltung der Spezies im
Verlauf der Evolution mussen sich auch in der Primérstruktur der Protease-Doméne
widerspiegeln. Um einen tieferen Einblick in die Entwicklung der orthologen und
paraogen  Proteinsequenzen zu  bekommen wurde darlber hinaus eine
molekul arphylogenetische Analyse durchgefihrt. Ausgangspunkt war die Erstellung eines
M ehrfach Sequenzvergleichs (multiple alignment) der Protease-Domane. Hierbei kénnen
aber nur Proteine berlicksichtigt werden, die keine Deletionen in diesem Bereich
aufweisen. Die Proteine F54B8.m (C. elegans), CG6974 (Drosophila), CAM-1 (Wachtel),
FARM-1 (Hydra) und HEA-1 (Hydractinia) konnten hier deshalb nicht einbezogen
werden. Fur alle Ubrigen Proteine wurde mit Hilfe des Programms CLUSTALX ein
computergestutztes alignment hergestellt und anhand der bekannten Sekundérstrukturen
und konservierten Regionen des Astacins manuell Kkorrigiert. Abbildung 29 zeigt den
Sequenzvergleich der 200 Aminosdurereste umfassenden Astacin-Domane beginnend mit
dem Aminoterminus der aktiven Enzyme bis zu dem Cysteinrest der zweiten
Disulfidbriicke. Die Zinkliganden sind mit einem Dreieck und die zwei Disulfidbriicken
mit dem Symbol & hervorgehoben. Oberhalb der Aminosdure-Nummerierung ist die
Konsensussequenz der Astacin-Protein-Familie angegeben.

Da die hohe Kopienzahl der Astacin-homologen Gene bel C. elegans und Drosophila
melanogaster die Interpretation der folgenden phylogenetischen Analyse erschwert, wurde
ein welterer Sequenzvergleich durchgefthrt, der exemplarisch nur jewells drei Proteine
dieser Organsimen enthielt (Anhang V11.6.3).

Anhand  beider  Sequenzvergleiche  wurden nun  die  phylogenetischen
Verwandtschaftsverhdltnisse mit Hilfe der Neighbor-joining Methode berechnet und ein
Stammbaum erstellt (Abbildung 30 und 31). Als Aulengruppe putgroup) wurde das
entwicklungsgeschichtlich vermutlich &lteste, bakterielle Flavastacin verwendet. Zur
statistischen  Uberprifung der Ergebnisse (bootstrap analysis) wurde ein
Konsensusstammbaum mit 100 Datensdtzen ermittelt. Die statistische Unterstiitzung der
einzelnen Aste ist jeweils an den Knotenpunkten angegeben.

Die Astacine kénnen in verschiedene Stammbaum-Gruppen (Abbildung 30 A-D) unterteilt
werden. Die Cnidaria Proteine HMP-2, HEA-2 und PMP-1 (Gruppe A) liegen dabel basa
als néchste Verwandte des Flavastacins. Als Schwestergruppe erscheinen die Meprine
(Gruppe B), die aber Uberraschenderweise nur bei Sdugetieren gefunden werden. HMP-2
weist mit dem Vorhandensein einer MAM-Domaéne als einziges Astacin-Familien-Mitglied
eine weitere Ubereinstimmung mit den Meprinen auf.

Abbildung 29, néchste Seite: Sequenzvergleich der Astacin-Protein-Familie. & Cysteinreste von
Disulfidbricken, ¥ Zink-Liganden; oberhalb der Aminosdure-Nummerierung ist die
Konsensussequenz der Astacin-Protein-Familie (Kleinbuchstaben 80%, Grof3buchstaben 100%
konservierte Aminosaurereste) angegeben; Aminosdure-Positionen, die in mehr als 80 % der
Proteine konserviert sind, wurden zudem schwarz hinterlegt. Zur Erléuterung der hier verwendeten
Protein-Bezeichnung siehe Tabelle 12.
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Abbildung 29: Sequenzvergleich der Astacin-Protein-Familie. Legende siehe vorangegangene Seite.
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Abbildung 29: Fortsetzung
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Abbildung 29: Fortsetzung
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Abbildung 30: Stammbaum der Agtacin-Protein-Familie, erstellt nach der Neighboroining Methode.
Der besseren Ubersichtlichkeit wegen wurden bel C. elegans und Drosophila nur einige Proteine
exemplarisch berticksichtigt. Bootstrap-Werte (Mal3 fur die statistische Unterstiitzung, siehe 111.12.3)
sind an den Verzweigungspunkten angegeben, wobei Werte <20 durch einen Stern (*) dargestellt sind.
A bis D bezeichnen die im Text ndher beschriebenen Stammbaum-Gruppen. Zur Erlauterung der
Domanenstruktur am rechten Bildrand siehe Abbildungen 26 und 27. Die Protein-Bezeichnung ist in
Tabelle 12 erlautert. PAM = Accepted Point Muations.
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Abbildung 31: Stammbaum der Astacin-Protein-Familie erstellt nach der Neighbor-joining Methode.
Alle C. dlegans und Drosophila Proteine wurden in die Anayse einbezogen. Die Bootstrap-Werte (Mal3
fur die statistische Unterstiitzung, siehe 111.12.3) sind an den Verzweigungspunkten angegeben, wobel
Werte <20 durch einen Stern (*) dargestellt sind. A bis D bezeichnen die im Text naher beschriebenen
Stammbaum-Gruppen. Zur Erléuterung der Domanenstruktur am rechten Bildrand siehe Abbildungen
26 und 27. Die Protein-Bezeichnung ist in Tabelle 12 erlautert. PAM = Accepted Point Muations.
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Die BMP-1/Tolloid-dhnlichen Proteine bilden eine Stammbaum-Gruppe (Abbildung 30,
Gruppe C) mit gleicher Domanenstruktur und werden bel Nematoden (C. elegans
F38E9.2), Mollusken (TBL-1), Insekten (Tolloid, Tolkin), Seeigeln (BMPH) und
Vertebraten (BMP-1, TLL, TLL-2, Xolloid, Colloid) gefunden. Diesen stehen die Proteine
BP10 und SPAN des Seeigels nahe, die strukturell as verkirzte BMP-1/Tolloid-
V erwandte angesehen werden kdnnen.

Vor der néchsten grof3en Stammbaum: Gruppe der Astacine (Gruppe D), die funktionell
Uberwiegend als hatching-Enzyme charakterisiert werden konnen, erscheint HMP-1. Auch
wenn dieser Ast des Stammbaums nach der statistischen Uberpriifung nicht eindeutig
zugeordnet werden kann, scheint dieses Protein offensichtlich stark von den CUbrigen
Cnidaria Astacinen (Gruppe A) abzuweichen.

Allgemein scheint innerhalb der Gruppe D, aufgrund der zum Teil schlechten statistischen
Unterstiitzung der Verzweigungen, eine phylogenetische Interpretation schwierig.
Dennoch zeigen die hatching Enzyme der Fische (LCE, HCE, EHE, Nephrosin) mit den
hatching Enzymen von Astacus (AEA) und Xenopus (UVS-2) hohe Ubereinstimmungen.
Diese scheinen ebenfalls mit dem Verdauungsenzym Astacin des Flusskrebses, zwel
Insketenproteinen (M15242, CG15254) oder einem hatching-Enzym von C. elegans
(HCH-1) strukturell eng verwandt zu sein. Bemerkenswert ist noch, dass das neu
identifizierte Astacin-homologe Protein des Menschen HCH-1 ebenfalls in dieser Gruppe
zu finden ist. Die hatching Enzyme der Fische, Astacin, Alveolin und die zwe
Insketenproteinen (M15242, CG15254) zeigen dabel keine carboxyterminalen Anhénge,
wohingegen die hatching-Enzyme AEA (Astacus), UVS-2 (Seeigd), und HCH-1 (C.
elegans) sowie die Proteine MTP-1 (Ancylostoma) oder HCH-1 (Mensch) unterschiedliche
Domaénenanordnungen besitzen.

Bezieht man in die phylogenetische Analyse nun alle Astacin-homologen Proteine von C.
elegans und Drosophila melanogaster ein, ergibt sich prinzipiell das gleiche Bild
(Abbildung 31). Die Gruppen der Cnidaria- Astacine (Gruppe A), der Meprine (Gruppe B),
der BMP-1/Toalloid homologen Proteine mit BP-10 und SPAN (Gruppe C) unterscheiden
sich klar von der groRen Gruppe (D1 bis D4) der restlichen Astacine. Aufgrund der zum
Tell geringen Sequenzidentitét, verbunden mit einer schlechten statistischen Unterstiitzung
der Verzweigungen, ist eine vollstéandige phylogenetische Interpretation innerhalb der
Subgruppen D1 bis D4 wiederum schwer nachvollziehbar. Dennoch zeichnen sich einige
wichtige Tendenzen ab. Unter D1 ist eine Subgruppe von C. elegans Proteinen
zusammengefasst, die auch hinsichtlich ihrer Doméanenstruktur groRRe Ubereinstimmungen
(EGF, CUB, ShKT) zeigt und zu der beispielsweise auch das HCH-1 Protein von C.
elegans gehort. In Subgruppe D2 finden sich die Mehrzahl der kurzen, kompakten
Drosophila-Proteine. In Subgruppe D3, sind wie fur Abbildung 30, Gruppe D,
beschrieben, die hatching Enzyme der Fische, die von Astacus (AEA) und Xenopus
(UVS2), sowie das Astacin des Flusskrebses und das Nephrosin reprasentiert. Wiederum
scheint das menschliche HCH-1 Protein dieser Gruppe nahezustehen. HMP-1 bildet in
diesem Stammbaum zusammen mit einigen weiteren C. elegans Proteinen
unterschiedlicher Doménenstruktur eine eigene, klar abgegrenzte Subgruppe (D4). Das
Alveolin, das Drosophila Protein CG11865 und die C. elegans Proteine K09C8.3, C37H5.9
und K11G12.1 kdnnen keiner der genannten Subgruppen eindeutig zugeordnet werden.
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Die verschiedenen Stammbaum-Gruppen (Gruppen A bis D) der Astacine sind nach diesen
Ergebnissen wahrscheinlich durch mehrere Genduplikationen entstanden und haben sich
als orthologe Proteine getrennt weiterentwickelt. Dabel kann eindeutig zwischen den
Cnidaria-Astacinen (Gruppe A), den Meprinen (Gruppe B), den BMP-1/Tolloid-8hnlichen
Proteinen (Gruppe C) und einer heterogenen Restgruppe (Gruppe D), welche die hatching
Enzyme, Astacin und die Mehrzahl der C. elegans und Drosophila Proteine einschliesst,
unterschieden werden. Dartiber hinaus kann festgestellt werden, dass es sich bei den C.
elegans Proteinen der Subruppen D1 und D4 (Abbildung 31), der Drosophila Proteine der
Subgruppe D2 (Abbildung 31), sowie der hatching-Enzyme von Anguilla
(EHEA4,6,7,10,12,13,14; Abbildung 30 D) offenbar um paral oge Proteine handelt, die durch
zahlreiche Genduplikationen entstanden sind. Die Domanenanordnung scheint innerhalb
der Gruppen A bis C annghernd konserviert zu sein, ist aber in der Gruppe D und vor allem
bei den paralogen Genen von C. elegans sehr variabel. Bemerkenswert ist letztlich noch
die Tatsache, dass von C. elegans und Drosophila in der Gruppe D eine grofl3e Anzahl von
Genkopien, bei den BMP-1/Tolloid-8hnlichen Proteinen aber nur jeweils ein (F38E9.2)
bzw. zwei (Tolloid und Tolkin) Vertreter gefunden werden. Umgekehrt besitzt der Mensch
offensichtlich mehrere Genkopien fur BMP-1/Tolloid-&hnliche Proteine (TLL,TLL2,
BMP-1), aber nur ein Gen, das fur eine kurze, kompakte Protease kodiert (humanes HCH-
1).
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4. Aktivierung von Pro-Astacin

Der Aktivierungsmechanismus der Pro-Enzyme der Astacin-Protein-Familie wurde am
Modell des Astacins aus Astacus Astacus untersucht. Dazu sollte der Synthese- und
Aktivierungsort von Pro-Astacin im Flusskrebs mit Hilfe spezifischer Antikorper
lokalisiert werden. Darlber hinaus sollten die an der Aktivierung beteiligten
proteolytischen Enzyme durch Spaltung und massenspektrometrische Anayse
verschiedener Substrat-M odell peptide charakterisiert werden.

4.1. I'mmunhistochemie

Um einen Uberblick Uber den Gewebeaufbau des Verdauungstraktes von Astacus astacus
zu erhalten, wurden vor Beginn der immunhistochemischen Experimente zunachst
verschiedene histologische Préparate angefertigt. Die morphologische Beschreibung
bezieht sich dabei auf Arbeiten von (Vogt et al. 1989; Vogt 2002).

Das Verdauungssystem von Astacus astacus besteht aus Darm und Anhangsdriisen
(Abbildung 32). Der Darm setzt sich aus Vorderdarm, Mitteldarm und Enddarm
zusammen. Der Vorderdarm beginnt mit dem Mund und einem kurzen Osophagus.
Posterior schlief3en sich zwei Kammern an, deren spezielle Vorrichtungen die Nahrung
zerkleinern  und  filtern  (Cardia=Kaumagen und Pylorus=Filtermagen). Die
Mitteldarmdriise (Hepatopankreas) mindet kurz vor dem Mitteldarm in das Atrium, einen
Ubergangsbereich zwischen Mitteldarm und Pylorus. Resorption und Produktion der
Verdauungsséfte finden ausschliefdlich im Hepatopankreas statt. In der Mitteldarmdriise
laufen dementsprechend zwel Flissigkeitsstrome: der Verdauungssaft Richtung Cardia und
der Nahrungssaft zu den resorbierenden Zellen. Mitteldarm und Enddarm sind sehr kurz
und enden mit dem Anus.

Darm

Cardia

Oesophagus

Hepatopankreas
(Mitteldarmdriise)

Abbildung 32: Schematische Darstellung des Verdauungstraktes und des Weges der
Verdauungsflissigkeiten von Astacus astacus. Durchgezogene Pfeile: Weg der im Magen
verdauten  NahrungsflUssigkeit  (Richtung Hepatopankreas) und der  sezernierten
Verdauungsenzyme (Richtung Pylorug/Cardia). Gestrichelter Pfeil: Weg der fedten,
unverdaulichen Bestandteile (modifiziert nach Vogt et al. 1989).
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Der Hepatopankreas liegt entlang des Vorderdarms und ist von einer Bindegewebsschicht
umgeben. Er besteht aus zwel getrennten Organhdlften, die sich wiederum aus je drei
Lappen zusammensetzen. Das Organ ist nicht kompakt, sondern besteht aus zahlreichen
dinnen Tubuli, die blind beginnen, sich im Sammelkanal vereinigen und schliefdich ins
Atrium minden Der Raum zwischen den Tubuli, das Interstitium, ist vorwiegend mit
Hamolymphe gefillt.

Far die immunhistochemische Lokalisation von Astacin in verschiedenen Kompartimenten
des Hepatopankreas wurde ein Anti-Astacin Antiserum verwendet. Dieses Antiserum
wurde durch Immunisierung von Kaninchen mit gereinigtem, aktivem Astacin gewonnen
und kann dementsprechend sowohl das Pro-Enzym als auch das reife Enzym detektieren.
Fur die Lokalisation des Pro-Enzyms wurden nun zwei verschiedene Antiseren (Anti-
ProAst-N und Anti-ProAst-C) verwendet, welche spezifisch nur den N- oder C-terminalen
Bereich des Propetids erkennen. Abbildung 33 zeigt die Position und Sequenz der
synthetischen Peptide an, die zur Produktion der Anti-Pro-Astacin Antiseren in Kaninchen
verwendet wurden. Dartiber hinaus wurde ein Anti- Astacin Antikorper verwendet.

-49 -35 -11 6
MQCAVLLVLLGWAA SPI | PEAARALYYNDGVFEGDI KLRAGRQPARVG AAI LGD

Pr oAst- N

ProAst-C

Abbildung 33: Aminosaure Sequenz des Pre-Pro-Peptides und N-terminae Teil-Sequenz von
Astacin. Die Sequenz des Pre-Pro-Peptides wurde von der cDNA Sequenz von Geler et 4.
(1997) abgeleitet. Das Propeptid ist in Fettdruck hervorgehoben. Die Balken zeigen die Position
und Struktur der synthetischen Peptide an, die zur Produktion der Anti-Pro-Astacin Antikorper
verwendet wurden.

Um zunichst aber einen Uberblick tber den Gewebeaufbau des Hepatopankreas zu
erhalten, wurden histologische Schnitte nach Goldener geféarbt. Abbildung a zeigt einen
longitudinalen Schnitt durch die Tubuli und den zentrden Sammelkanal. Die Tubuli
bestehen aus einem einschichtigen Epithel. Am distalen Ende sind ausschlief3dich
undifferenzierte embryonale (E-) Zellen lokaisiert, media sind Midget (M-), Blasen (B-) ,
Resorption (R-) und Fibrillen (F-) Zellen vertreten und proximal nur R und F Zellen. R
Zellen (Abbildung 34 €) sind der haufigste Zelltyp des Hepatopankreas. Sie sind von den
anderen Zelltypen durch ihre Reservestoffeinschltisse und ihre Polaritét zu unterscheiden.
Am Zellapex sind, typisch fur eine Nahrstoffe resorbierende Zelle, Mikrovillisaum, glattes
ER und Mitochondrien assoziiert. Die FZellen (Abbildung 34 €) zeigen eine fibrillére
Struktur. Sie besitzen einen aufféllig grof3en Zellkern und viele Dictyosomen. Zur
Lumenseite hin verjingen sich die Zellen und schlief?en mit einem Mikrovillisaum ab. Am
Zellapex sind vermehrt Golgi-Vesikel zu finden, die sich dort sammeln, um ihren Inhalt
exocytotisch ins Tubuluslumen zu entleeren.
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In den immunhistochemischen Versuchen zeigte der Anti-Astacin Antikorper, nach
Stimulierung der Enzymneusynthese durch Entnahme von Magensaft (vergleiche 111.10.1),
eine Astacin-gekoppelte Fluoreszenz in alen F-Zellen des Tubulus-Epithels. Andere
Zélltypen wurden nicht markiert. Abbildung 34 d zeigt einen Schnitt durch das Epithel mit
F-, R, und B-Zellen. Innerhalb der FZellen ist das Fluoreszenzsignal auf Golgi- Vesikel
beschrénkt (Abbildung 34 f, Pfeil). Extrazelluldr wurde Astacin in allen Teilen der Tubuli-
Lumina sichtbar (Abbildung 34 c).

In den immunhistochemischen Versuchen mit dem Anti-Pro-Astacin Antikorper fand man
nach Stimulierung der Enzymneusynthese die gleichen Fluoreszenzsignale wie mit dem
Anti-Astacin  Antikorper. Nur die F-Zelen zeigten ene Pro-Astacin-gekoppelte
Fluoreszenz (Abbildung 34 i). Innerhab der F-Zellen wurde die Immunfluoreszenz
wiederum in den Golgi-Vesikeln sichtbar (Abbildung 34 g, h, Pfeile). Abbildung 34 g zeigt
dartber hinaus ein Signal am Mikrovillisaum einer ~Zelle, dem Ort der Enzym-Sekretion
in das Tubulus-Lumen. Extrazelluléar wurde Pro-Astacin interessanterweise auch noch in
allen Teilen des Tubulus-Lumens und des Sammelkanals gefunden (Abbildung 34 i-k). Die
ungleichméallige Farbung der grolen, extrazelluldren Kompartimente ist auf ene
Auswaschung der Enzyme wahrend der experimentellen Prozedur (vergleiche 111.10.4)
zurtickzuf Uhren.

In Kontroll- Versuchen wurde as primérer Antikorper Anti-Hamocyanin anstelle von Anti-
Astacin verwendet. Haemocyanin ist ausschliefdich in der Haemolymphflissigkeit
lokalisiert. In Abbildung 34 b ist deutlich erkennbar, dass der Haemolymphraum, nicht
aber das Tubulus-Lumen oder die Epithelzellen markiert wurden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Pro-Astacin auf dem gesamten Synthese
und Sekretionsweg von den F-Zellen bis in die Sammelkande nachgewiesen werden
konnte. Eine Aktivierung des Pro-Enzyms direkt nach der Sekretion aus den F-Zellen kann
damit ausgeschlossen werden. Der Ubergang des Hepatopankreas in den Magen-Darm:
Trakt (Atrium) sowie der gesamte Kaumagen (Cardia) und Filtermagen (Pylorus) entzogen
sich wegen ihrer GrofRe einer direkten immunhistochemischen Untersuchung. Fir den
Nachweis des Pro-Enzyms oder des bereits aktiven Enzyms im Magen musste deshalb ein
anderer Ansatz gewdhlt werden. Dazu wurde dem Flusskrebs artifiziell der Magensaft
entnommen und auf einem Immunoblot mit dem Astacin- Antikorper und den Pro-Astacin
Antikdrpern untersucht.

Abbildung 34, nachste Seite: Immunhistochemische Lokalisation von Astacin und Pro Astacin im
Hepatopankreas von Astacus astacus. (@) Schnitt durch Hepatopankras Tubuli (HT) und
Sammelkanal (CD); Goldner Férbung, x 34. (b) Querschnitt durch einen Tubulus, Anti-
Haemocyanin Antiserum (Kontrolle). Haemocyanin Fluoreszenz (gelb-griin) in der Haemolymphe
(HS). HE: Hepatopankras Epithel; TL: Tubulus Lumen; x 87. (c) Tubulus Lumen mit Astacin
(gelb-grin) erhalten mit Anti-Astacin Antiserum; x 80. (d) Schnitt durch das Hepatopankras
Epithel mit intrazellulérer Astacin Immunofluoreszenz in FZellen (Pfeile). B-Zellen (B) und R
Zdlen (R). N: Zellkern; x 370. (e) Schnitt durch R-Zellen and FZellen des Hepatopankras Epithel.
Goldner Farbung; x 490. (f-h) VergrofRerung von FZellen nach Inkubation mit Anti-Astacin (f),
Anti-ProAst-N (g) und Anti-ProAst-C (h) Antiserum.; x 480 (f), x 550 (g), x 820 (h). (i) Schnitt
durch einen Tubulus. ProAst-N Immunofluoreszenz in F-Zellen; x 180. (j-k) Pro-Agtacin
Fluoreszenz im Lumen der Tubuli und im Sammelkana erhalten mit Anti-ProAst-N (j) und Anti-
ProAst-C (k) Antiserum; x 80.
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Abbildung 34: Immunhistochemische Lokalisation von Asacin  und Pro-Astacin im
Hepatopankreas von Astacus astacus. Legende siehe vorherige Seite.
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4.2. Immunoblotting

Die Immunobl otting-Experimente sollten einerseits die Lokalisation von Astacin und Pro-
Astacin im Magen des Flusskrebses ermdglichen (vergleiche IV 4.1). Zum Anderen sollte
damit auch die Spezifitét der verwendeten Antikorper nachgewiesen werden.

Zur Gewinnung der Protein-Gesamtextrakte aus Mageninhalt und Mitteldarmdriise wurden
mehreren Tieren, die fir eine Woche gehungert hatten, der Magensaft entnommen (,,0h*).
Von enem Tier wurde gleichzeitig der Hepatopankreas fir eine Proteinextraktion
herausprapariert. Die vollstandige Entnahme des Magensaftes fihrte dabei gleichzeitig zu
einer Stimulierung der Enzym-Neusynthese im Hepatopankreas. Deshalb wurden den
behandelten Tieren nach 3 oder 7 Stunden erneut Magensaft entnommen und das
Hepatopankreasgewebe prapariert.
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Abbildung 35: Nachweis von Astacin und Pro-Astacin im Magensaft und Hepatopankreas
Homogenaten durch Immunoblotting. (a) Antiserum: Anti-Astacin; Antigene: Magensaft oder
Hepatopankreas Homogenate 0 h, 3 h, 7 h nach Stimulierung der Enzymneusynthese durch

Entleerung des Mageninhalts. Ast, aufgereinigtes, aktives Astacin; M, Marker Proteine. (b)
Antiserum: Anti-Pro-Astacin (Anti-ProAstN); Antigene: wiein (a).

Abbildung 35 zeigt, dass der aus der Cardia entnommene Magensaft mit dem Anti- Astacin
Antikorper eine deutliche Bande bei 22,6 kDa ergibt (a). Dies weist das Vorkommen von
aktivem Verdauungsenzym im Magen nach. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Tiere vor
der Entnahme eine Woche gehungert hatten (Oh) oder der Magen, durch die Entnahme von
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Magensaft stimuliert, nach 3 oder 7 Stunden (3h, 7h) mit neusynthetisiertem Enzym gefllt
war. Im Gegensatz dazu wurde im Magensaft mit dem Anti-ProAstN Antiserum Uberhaupt
kein Pro-Astacin gefunden (b). Gleichzeitig ist erkennbar, dass der Anti-ProAstN
Antikorper nicht mit dem aktiven Enzym des Magensaftes kreuzreagiert.

In den Hepatopankreas Homogenaten erkennt der Anti-Astacin Antikorper beide Formen:
Astacin (22,6 kDa) und Pro-Astacin (28 kDa) (a). Betrachtet man hier die Kinetik der
Enzym-Neusynthese, so féllt auf, dass auch im Hungerzustand (Oh) Pro-Astacin vorhanden
ist, was auf eine stetige Neusynthese des Enzyms schlief3en lésst. Drei Stunden nach
Stimulierung hatte die Menge an Pro-Astacin im Vergleich zu Astacin deutlich
zugenommen (3h). Dies konnte eine erhdhte Neusynthese-Rate des Zymogens
widerspiegeln. Nach sieben Stunden wird das urspriingliche Mengenverhéltnis wieder
erreicht (7h). Tell (b) zeigt wiederum, dass der Anti-Pro-Astacin Antikérper (Anti-
ProAstN) spezifisch mit dem Pro-Enzym des Hepatopankreas Homogenats, nicht aber mit
dem ebenfalls vorhandenen aktiven Astacin reagiert.

In einer Kontrollreaktion wurde aufgereinigtes, aktives Astacin nur durch den Astacin
Antikorper (a, Ast) und nicht durch den Pro-Astacin-Antikorper (b, Ast) erkannt.
Zusammenfassend zeigen die immunoblotting Experimente, dass im Magen des
Flusskrebses ausschliefdlich aktives Verdauungsenzym vorhanden ist. Wahrend im
Sammelkanal des Hepatopankreas noch Pro-Astacin nachgewiesen werden konnte (vgl. IV
4.1) ist schliefdlich in der Cardia kein Pro-Enzym mehr vorhanden. Die Abspaltung des
Pro-Peptides muss also in den unteren Teilen der Sammelkanéle oder beim Ubertritt in den
Pylorus (im Artrium) erfolgen.

4.3. Analyseder Aktivierungsstelle (Prozessierung)

Im Verdauungstrakt von Astacus astacus werden nur zwei Endopeptidasen gefunden,
welche fir die Aktivierung von Pro-Astacin in Frage kommen: Flusskrebs Trypsin und
Astacin (Pfleiderer et al. 1967; Vogt 2002). Die unterschiedliche Spaltspezifitét dieser
beiden Proteasen (Abbildung 36) und die Aminosduresequenz der Aktivierungsstelle
sollten dabel einen Hinwelis auf die korrekte Prozessierung von Pro-Astacin im Flusskrebs
geben.

Ast aci n P, P3 P, P P’ Py P P4
apol ar basi sch A Kkl ein apolar
T
S
G
Trypsi n P4 P3 P2 P]_ Pl’ Pz’ Ps’ P4’
X X X R X X X X

K

Abbildung 36: Spaltungsspezifitdt von Trypsin und Astacin. Die Substrat-Spezifitdt von
Astacin wurde durch Degradation der a und b Kette des Tubulins, sowie durch synthetische
Substrate bestimmt (Krauhs et al. 1982; Stocker et al. 1990; Stocker et a. 1991); die Substat-
Spezifitét von Flusskrebs-Trypsin wurde anhand der b Kette des Insulins und synthetischer
Substrate ermittelt (Zwilling und Neurath 1981).
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Darlber hinaus kénnen die Analysen am Modell des Flusskrebs-Astacins auch Aussagen
Uber einen maoglichen gemeinsamen Aktivierungsmechanismus anderer Astacin
Familienmitglieder machen. Ein Sequenzvergleich verschiedener Astacine im Bereich der
Aktivierungsstelle zeigt, dass in Position P1 haufig basische Aminosaurereste lokalisiert
sind (Abbildung 37). Auch findet man eine Haufung oder einen Cluster von Arginin- oder
LysinResten aminoterminal der Aktivierungsstelle. Das gleiche Bild ergibt sich beim
Vergleich der Aktivierungsstellen der Astacine von C. elegans und Drosophila (Abbildung
38). Das Vorkommen der basischen Reste in Position Pl legt in diesen Félen ene
Beteiligung von Trypsin am Aktivierungsmechanismus nahe. Denn nicht nur das Trypsin
des Flusskrebses zeigt eine Spezifitéat fur basische Reste in Position P1: Dies gilt fur ale
im Tierreich bekannten tryptischen Enzyme. Auf der anderen Seite fehlen in einigen
Proteinen solche basischen Aminosduren in Position P1. Dies gilt fur die bei Cnidariern
gefundenen Astacine (HEA-2, PMP-1, HMP-1), fur das bel Fischen gefundene Nephrosin
und fur einige C. elegans Astacine. Aber auch im Astacin des Flusskrebses ist der néchste
basische Aminosdurerest erst in Position P3 vorhanden.

P Py’
* 20 * 40 * 60 * 80
AA_AST © VWAASPI | PEAARAL YYNDGVFEGDI KLRAGR: - - - - - QPARVG - AAl LEDEY- - - - LWBGGV- - - - - - - | PYTF-
HE HEA2  : LLLLA-- SCLSVTCWWKENVENPGVFEGDWLDPDEKEG VKKTG - NAFAS| KGG- - - RWPGAK- - - - - - - | PYW-
PCPMWP1  : LLLLG - LCVSVKCVWAWDLMENAGVFEGDVEL DPDEKEGVLKTG - NAFAS| KGG- - - RWPGAK- - - - - - - | AYQ -
HV HW1  : AYl SAVRVNYGNPDAFEGDI GLDPETRAI | NG- - - - - QLTENGF- - - KGVTLDR: - - - | WPGAQ- - - - - - - | PYVF-
CC_Nephr  : DMP---- VPNLI E- TNQNAGQGVDGP: - LI TFG DI AVP- TGFQ - NADPCTAR- - RCKWRKSRNGL - - VYVPYK| -
AC TBL1  : RKQI KLRLHRLRKEl VQGDENESDGRPHSSSSR: - - - - - GRHRR- - ATPADRSK:- - - - LWDHGV- - - - - - - | PYVI -
BR_TLD . LLDR RRLG FESWPVNSSKDVSSI KTG RRVNSARNVKSRVPR: - AATSRAEK- - - - | WPGGV- - - - - - - | PYM -
HS BWP1  : | KAAVPGNTSTPSCQSTN GQPCRGAC- - - - - @R WRGRSRSRR: - AATSRPER: - - - VWWPDGV- - - - - - - | PFVI -
XL_BWPL  : | VDLTKHTI HTVSGAATNI SRPEKGRR- - - - - TRKERRRSREKR: - ASTSRPER- - - - VWWPDGV- - - - - - - | PYM -
HS TLL : LI DR RRl G FGLEQNNTVKGKVPLGF- - - - - - SGONEKNRVPR: - AATSRTER: - - - | WPGGV- - - - - - - | PYM -
DM_TLD : AALRLPPPFLWIDDAVDVLQHSHSPTL - - - - - - - NGQP| QRRRR: - AVTVRKER: - - - TWDYGV- - - - - - - | PYE! -
DM _TCK © YSPPGFNQSQQAQQUSVPENDLLKAET SKDEEP- - - - LRHRVAR: - AVTAKKER: - - - | WDYGV- - - - - - - | PYEI
XL_XOLLOI D : LNSKKVKKGSRLKLLI ABKAATETNSTFQVQTS- - - ND- - RVRR: - AATSRTER: - - - | WPGE - - - - - - - | PYAI
HV_HWP2  : PQA LFGEDI LLTPECKS! | EVGGDI SQAGLLK- - - - - TLRQKR: - AALSNSS! - - - - LMWLPNNK- - - - - WPWG! -
PL_BP10  : PKDEEPTPGAFQGDMM. TEDQQRES- KEAI DDE- - - MTGRKKRK- - AT YE- - - - - SRWP- YKV - - - - - | PYM -
SP_SPAN  : PKDEEPSPGAFQGDMMLTDDQL RKV- EEAl DDQ - - KAGRKKRK- - ATl YE- - - - - SQRWS- YK| - - - - - - | PYM -
XL_WS2  : SWK----TQDSMD | LSQ LEANKGI KLQTQEG DI | QK- - Q&R - SAl NDARF- - - - LWPKSADG - - VPVPYNL-
HS HCHL  : PEGTQASGIXDI PAI NQGLI LEETPESSFLI EG Di | - RPSPFR- - LLSATSN - - - - KWPM3GSG - WEVPFLL-
AA_AEA © FLALI | LALTYLI VYAPPLSADVEGAGPALLPT- - - - QLANKTR: - NAGGSM: - - - - - AWPKASEG- - FWWI PYW-
HS MEPA  : LPEENVHD- ADFGEQ- KDl SEI NLAAGLDLFQG DI LLQ - KSR- - NGLRDP- - - - NTRWIFP- - - - - - - - | PYI L-
HS MEPB  : LATPENF- - DVDGGVDQDI FDI NEGLGLDLFEG DI RLDRAQI R- - NS| | GE- - - - KYRWPHT- - - - - - - - | PYVL-
AJ_EHE : LI S| Q EDPDDVD | TTSI LQSNNGSSE! LMEG DLI VS- - NTR- - NAVKOWN- - QCLWRKSSDGL - - VEVPYTV-
OL_HCE . ECD--- - EDDFVD FTTR LTSNNNTDQLLLEG DLVAP- - TNR- - NAMKOWYN- - SCFWKKASNGF- - VI PYV -
OL_LCE . EID----ESELED VSSI | FRUNNNSVEELLEG DLVLP- - KTR- - NAVKCFGAPDSCRWPKSSNG - - VKVPYW-
O_Alve  : ATNQSAVASALQLANTSAETLPELQNDLSVAEG DI LLS- - DDR- - NAVNM - - - - - - LVAQGV- - - - - - - | PYTI -
TR WP © FLR--- - LKM YQGVNQGS| SSLRRPDEPLVI D DI AYSGEGER- - NADACTSR- - GOMAKSSDGK- - VWWPYV -
oo WP : - KNSEVDQYL YQEDWVL TEEQADE! VEDI EDQVAG- - - GNRTKR- - QAFKDHKYP- KTLWSQG - - - - - - - VNYYF-
ACA MTPL  : -EKSAl GQLLYQEDI VLTEKQAQQ TEDI ENDK:- - - - - @REKR- - QAFRDRNYP- RTLWBKG - - - - - - - VYFHF-
FM Fl avast : YVNEVNGEYFYADD! TI TAEQENQL KRMANPDI - - - - - - STVER - STI VSSFI K- - - TWPNAT- - - - - - - VYYTL
Ast G RAGRGPARVG  AAI LGDEY
AstR RAGRQPARVR  AAI LGDEY
AstR RAGRQPARVG  AAl LGDEY

Abbildung 37: Aktivierungsstelle der Astacin-Protein-Familie (ohne C. elegans und Drosophila
Astacine) und synthetische Peptide, die diese Spatdselle umfassen. Die potentielle
Aktivierungsstelle ist durch einen Pfeil markiert. Experimentell bestimmte N-Termini sind
unterstrichen. Basische Aminosduren im Propetid wurden durch Fettdruck hervorgehoben. AstG,
AsR, AstR*: synthetische Peptide, welche die Aktivierungsstelle tberlappen. AstG entspricht
der Astacin Sequenz, in AstR wurde Glycin —1 durch das bei anderen Astacinen haufig in dieser
Position vorkommende Arginin ersetzt, AstR* enthédlt D-(-) Arginin in Position —3, -7 und —10
und sollte somit durch Trypsin nicht spatbar sein.
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P Py’

* 20 * 40 * 60 * 80
DM OG11864 : FLF--------- TPTVFSELFKDPELLAGFYQG DI KAHPI RTR- - NG VNQI Y- - - - HWPNRT - - - - - - - VPYM -
DM OGL5253 : LLLLVWAVNVAWAAPS- - | R ETDPELTAGY! EG - DWPSGSSR- - Nl WRNETY- - - - RWPNRI - - - - - - - I YYH -
DM OGL5254 : LWWI FLASSCSAAPTTQNR ETDPELTAGY! EG - DWPSPEGR: - NGLRNETF- - - - RWPNRI - - - - - - - VYYYI -
DM C5255 : PLPAGVYDPEEAGGFVEGDMVL TEEQQRNLEQG - - - - - APKAR- - NGLI NTEK- - - - RAPGAV- - - - - - - VYR -
DM OG5715 : ETTGALVEALGVESPLNPEELGTYHEGDI LI PLSYRDARENGTR: - NG LALSS- - - - RWPGGV- - - - - - - VPYEI -
DM OG5696 : NMCM. RRHNSPAFNFWIEDSDTNI WEHOGLFEG Di MLHRELLR: - NGLLNERL- - - - TWPEAA- - - - - - - VPEYI -
DM OG6763 : DEELT-- ANRVGNFSADADEMNPEEL GSYLEGDM.VPQTDLI M- - NGLPTQSS- - - - RWPNGV- - - - - - - VPYE! -
DM OG7631 : FLLGTLCSG FPAPFNTHYDETDPEL TAGYFQG - DVMD- VDYAR: - NGQLSETR- - - - RWPNAT - - - - - - - VPYR! -
DM OGL1865 : | FGLGSSANGRPS| KLQEDDI | LI SEQLQYFEG - - - - - NLEGR: - WKSWBEY- - - - YWKGRT - - - - - - - LVYSY-
C4R79.1i : EDHRVTHHEWONSGKFQGD! DGVDPNLLKLPEG - - - - - - PVLF- - NALKNKQL- - - - TWEGGV- - - - - - - | PYEM
C TO4GO.2i : SDAMYS - - KDRFEGDI ANDNLNASTAEL FANGGSGKSEDEKW- - NAI KNRLQ - - - LWPEGR- - - - - - - | PYTI -
C_FO9ES. 6i : FEGD M3VPE! EKSDI LKRLRDDPLLDEDE- - - - | FRKPFHALS- - NLVTYPDK- - - - LWPEGQ- - - - - - - VPYM.-
CF58B4.1 : --vvmemn-- LREKPRDRVKMEGDTL HQVNKAAGLNDI LYQGDM - VLTEDRYYP- STTWGSS: - - - - - - - VYYYY-
C C05D11. 6 : TLG KVKDDPTI GNYSEGDI LLESPKK- - FVEE: - - - - NNKLGR: - NAI KQ YR- - - - RWPNNE- - - - - - - | PYTL-
C_C07D10. 4 : LEDFEFADKLTREELFGKH PVEVWNDFKS- - - - DI RLPRRHKR: - NGVSRAAK:- - - - LWPNAR- - - - - - - | PYA -
C T23H4.3 : R N YGAENGKSDI VQ RGPAEQLVYSSP! - - - - - - RERRPI FR- - NALLSNSP- - - LRWSKMODLDGNYLI PYM -
C C34D4.9i : LGEDHVPAGS! LVKQVYKKGDI RGKAAVKLDPKN: - - - SESLRR- - NGVI TGTR- - - - KWPNGR- - - - - - - | PYM -
C_F39D8. 4i : DSAMYN - - PLRFEGDI ANSGLNSRSI NTFFGDSPLFG FGVQR: - NAVRQTYL- - - - KWEQAR- - - - - - - | PYTI -
C_F38E9.2n : |1 VN | FLFI WEFVLPTFI RSGDVRERRYYRN: - - - - NGRVSR: - AATAKKER: - - - | WPEQ - - - - - - - | PRV -
C T23F4.4 : SLHAI PRGRRAVR\RNEGD! NSLVGVGQYLYQED AVWKSRARR: - AVl RQKHK- - - - KWKLP: - - - - - - - MPYSF-
C K09C8.3 : VFDKDLLLTETQANFM.NELGKGEE- GAl PMPG - - - - SAKAKR: - AS| FFEQNL - | QKWPSTSP- - - - - - | PYTF-
C Cl7GL. 6i : TVNRKLWNEVFENDI | LTLPQAESLL- - - SESN - - - - SPRSRR- - QAHPDP- - - - RNFWP- NLT- - - - - - | SYEF-
C_F42A10. 8 : ELNQDI NEYTFESDI MLNEKQAKH - ATAI ENG - - - - NYRSKR: - QAl VDT - - - - TNFWBVSVP- - - - - - | FYGF-
C T02B11.7 : MFEVNERAGLNEYLFQGDI NLNNNQ AKI SSEQ - SSKSRRKKR- - Q DNLAQ - - - - FWPGKV- - - - - - - VYYYF-
C_KO3B8.2 : RKDVDEFDSNKGKDG VDGDI ML.TEAQLR LNG - - - TAKRSKR: - Q TKI WKK- - - - - WPDAK- - - - - - - VFYYY-
C T11F9.3i : ------- MKl TVNFLLVALI GVPSVLSER: - - - - - - - H TRDKR- - QAVRDYAK:- - - - - VENNK- - - - - - - MBLFFY
C_F46C5.3n : YLG Tl CLVAFLTVI DCAl PYYRTHSNFGSLGR: - - - - - - RKVR- - QVQRDLTYR- - - - WPNNT- - - - - - - VPYYV-
C F58A6.4i : Al SYKQLSM VNGSTEYRKAI KSRRRGNKI NGES- - - - TDRTKR: - QAYLDNNYP- ATI VKNG - - - - - - - VAFMF-
C KO3B8.1 : HLTLSI VLI YGSDI GKDANEHVBSVPKKI | | EG - - - - - TRKR- - QNVTKLFSP- - - QABNAK- - - - - - - VFYCN-
CT1IF9. 5i : -cemmmcmmmmeoeamaes MRVGGSPETKRLE- - - - - - - RSKR- - QALRVDNEP- - - RWPRGT - - - - - - - | NYFFD
C T11F9.6i : | LQECYGKD VAR GERNVAEKI GGARHRR- - - - - - - - - QVLI R - GSDEERRHK- - - - WENNT- - - - - - - VHYYFY
C C24F3.3 : FGDMRELQLRRPSETAFSVLTPAQLIRYENS - - - - KDSDLSI R- - GVS| KGSSM\- - RABNNI - - - - - - - VPYMI -
C F45@. 10 : MYQFSFLTETDFRNALLLPTTNTRRVRSLYHDM - R PFQRFKR: - GGGVAVAAEKD- KWPNGR- - - - - - - VPYI L-
C_KOBA4. 1i : SKVSEPEKDDEI AVKI PTKRSVSEPPKDDDI AV- - - KI PMRKKR: - G Al HPWAESHLWPNAE- - - - - - - VPYD! -
C F56A4. 1i : PKVLEPEKDDEI A - | LTKLPTFEPSKYG - Hi - - - Nl PLRKKR- - G ALHPLQAASYLWPNAE- - - - - - - VPYD! -
C C26C6.3 : TINKKVSPFLFEGDI FLSRRQAVDI LKALSKDK- - - - - TKRLRR: - SFVSDK- - - - TATWK- TMP- - - - - - | KYRF-
C_HCHL . LFEGDW/LTDEQVDLI | KNVRDQYWARKSSTNEFL YA - - RGKR- - SMISFLSE- - - - RABFP- - - - - - - - VPYY- -
C K11Gl2.1 : VGDDEI PLPDADTD- DEDDDDSTNS- ASGAAPG - - - - SSRLKK- - SALYFEGNL - | KKWDPSSP- - - - - - | RYVL-
C C37H5.9i : VFDROVLLTEHQANFLLNELGEAGR- GADVGAGGEGG - GGRVPR: - SGVFFQESA- VQKWDI VKP- - - - - - | QVTL-
C D1022.m : -LSFEHLSNI VREQLDH---=--=--=--=--=mom=- SRTKR: - TAFRNAMYP- KTI WLPN - - - - - - - VPFEL-
C Y95B8A. 1 : GANRALTNKLFESDMWLTVKQVKA! VLAAGEAR: - NPHGRKKRK- - VI TGSVY- - - - - RWKSV- - - - - - - - | PFRF-
C F20@.4i : --- MTRWH | GAAFLLSSYAYCGLSRFNEHD! E- - - GGDSYKR: - VKREFERL- - GSKW.GGT - - - - - - - I NYYY-
C KO3B8.5 : HLEM/RLI HLI GAl | LLFSYAYCGLSRLNEHD! E- - - ESYSHKR: - VKRQFERL- - GTKWBYGV- - - - - - - VNYYY-
C T24A11.3 : AFGNSSK FEl PGLEVMASDKYPHFTTI ETVSR: - - TKVHRHRR: - EVl AGQ Y- - - - DWNSYE- - - - - - - | PFQ -
C F57Cl12.1 : ELAVNNADEYFQGEDVDLSEQQVKI | EDQFTQGK- - - - - - REKRK- - | GRNPLYK:- - - - KADTRGP- - - - - - | SFDY-
C_KO4E7.3 : YNNEMAANSKI AAVMFESDMVAL TVSQUNKVAQN - - - GFRVKRK- - MNLNGTT- - - - - - WBRN - - - - - - - | PYRF-
C RI51.5 : VLNPEEQGKFFQEDI VLYPEQAKALYEQALTEG - - - KTRVKRK- - FI GSN - - - - LRRWDASRP- - - - - - I 1 YAF-
C_KO3B8.3 : SLDNKYSFHNPSAPVPHSSHAL SSRQAHFTSFRAPVAPPSRPRR: - SQ - - === - = - - - LPSSAK- - - - - - LLYCF-

Abbildung 38: Potentielle Aktivierungsstellen bei den Astacinen von C. elegans und Drosophila
melanogaster. Legende siehe Abbildung 37.

Allerdings werden auch im embryonalen Astacin des Flusskrebses (AEA) durchaus Lysin
und Arginin in Position P1 und P3 gefunden. Diese Beobachtungen fihrten zu der
vorlaufigen Hypothese, dass eine tryptische Aktivierung moglicherweise eine Rolle bel der
Aktivierung von Astacinen spielen konnte. Andererseits missen in einigen Félen wegen
des Fehlens basischer Reste auch andere proteolytische Enzyme involviert sein. Diese
Hypothese sollte anhand des Spaltmusters synthetischer Modellpeptide (Abbildung 37,
unten) durch Astacin und Trypsin Uberpriift werden. Das Peptid AstG représentiert dabel
die natlirliche Astacin Sequenz; in AstR wurde Glycin —1 durch das sonst haufig in dieser
Position vorkommende Arginin ersetzt; AstR* enthdt D-(-) Arginin in Position -3, -7 und
=10 und ist somit durch Trypsin nicht mehr spaltbar. Dieser Kontrollansatz sollte die
Wirkung selbst geringster Trypsin-Kontaminationen in Astacin-Préparationen auschliefZen.
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4.4, Massenspektrometrische Analyse

Mit Hilfe der Massenspektrometrie sollte der Effekt von Trypsin und Astacin auf die
synthetische Peptide, welche die potentielle Aktivierungsstelle des Astacins Uberlappen,
untersucht werden (siehe 1V 4.3). Dazu wurden jeweils 0,5 ug Astacin oder Trypsin mit 5
Mg des entsprechenden Substrats (AstG, AstR, AstR*) 2 Stunden bel 30°C inkubiert und
die entstandenen Spaltprodukte durch MALD-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Auch
beim Arbeiten mit affinitdtsgereinigtem Astacin oder Trypsin stellte sich in den ersten
Versuchen heraus, dass schwache Kontaminationen mit anderen proteolytischen Enzymen
in den Massenspektren zu falschen Interpretationen fihren konnen. Deshalb wurde in den
Trypsin- Ansdtzen eine mogliche Verunreinigung mit dem Astacin-spezifischen Inhibitor
Pro-Leu-Gly-Hydroxamat oder mit dem Metalloprotease Inhibitor 1,10 Phenanthrolin
unterdriickt. In den Astacin Ansdtzen wurden etwaige tryptische Verunreinigung durch den
Einsatz von Sojabohnen Trypsin Inhibitor (SBTI) oder Phenyl-Methyl-Sulfonyl Fuorid
(PMSF) inhibiert. Zusétzlich wurden als Kontrolle einer Astacin-spezifischen Spaltung in
dem Peptid AstG alle L-(-)-Argininreste durch die isostereometrischen D-(-)-Argininreste
ausgetauscht und damit jede tryptische Spaltung verhindert.

In Kontrollansétzen wurden alle Peptide zundchst ohne Enzym- Zugabe inkubiert, um eine
spontane Hydrolyse der Peptide unter den Reaktionsbedingungen auszuschlief3en. In den
Massenspektren konnte ausschliefdlich die monoisitopische einfach protonierte Masse der
intakten Peptide (1899,0 Da fur AstG und AstR*; 1998,1 Da fur AstR) beobachtet werden.
Abbildung 39 zeigt die Massenspektren der Spaltprodikte von AstG, AstR und AStR* bei
Inkubation mit Astacin (ac) oder Trypsin (d-f). Astacin hydrolysierte im Peptid AstG
(Abbildung 39 a) ausschliefdlich die Gly-1/Ala+l Bindung, welche die tatsachliche
Aktivierungsstelle im Flusskrebs-Astacin reprasentiert. Astacin spaltete auch dann noch
exklusiv an dieser Position, wenn Gly-1 durch einen Argininrest substituiert wurde (AstR,
b). Ein basischer Rest kommt natirlicherweise im Verdauungsenzym Astacin in dieser
Position nicht vor, wohl aber im embryona exprimierten AEA (Astacus Egg Astacin) und
vielen anderen Vertretern der Astacin-Protein-Familie. Trypsin hydrolysierte die Peptide
erwartungsgemal? an allen vorhandenen basischen Aminosdureresten. AstG wurde in drel
Peptide gespalten, wobel der tatséchliche N-Terminus des reifen Astacin-Molekills nicht
entstanden ist (d). Nur bel Einfihrung eines Argininrestes in Position —1, welcher die bei
vielen Astacinen vorhandene Sequenz widerspiegelt, wurde die —1/+1 Bindung auch von
Trypsin gespalten (AR, €). In dem modifizierten Peptid AstR* produziert Astacin immer
noch den korrekten Aminoterminus von Astacin (c), wahrend Trypsin das Substrat
Uberhaupt nicht mehr umsetzen kann (f).

Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass das Astacin des
Flusskrebses in der Lage ist, seine eigene Aktivierung zu katalysieren. Eine Aktivierung
durch Trypsin wirde zusdtzliche Abspatungen durch eine Aminopeptidase erfordern.
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass Astacin auch in der Lage ist eine ArgAla
Bindung zu hydrolisieren. Damit konnte fir die Mehrzahl der Astacine neben einer
Aktivierung durch Trypsin (oder andere Proteasen mit derselben Spaltspezifitét) auch eine
autokatalytische Aktivierung in Frage kommen.
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Abbildung 39: Identifizierung der  Peptid-Spaltprodukte durch  MALDI-TOF Massen
spektrometrie. (a) Enzym: Adacin, Subgtrat: AStG; (b) Adtacin, ASR, (c) Astacin,
AstR*; (d) Trypsin, AstG; (e) Trypsin, AstR; (f) Trypsin, AstR*
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V. DISKUSSION

Astacin (E.C. 3.4.24.21) it eine kollagenolytische Zink-Endopeptidase aus dem
Kaumagen des Flusskrebses Astacus astacus L. und wurde 1967 von Pfleiderer und
Mitarbeiter erstmals beschrieben (Pfleiderer et al. 1967; Stocker und Zwilling 1995). Mit
der Aufklarung der Primérstruktur durch Titani et al. zeigte sich, dass diese Invertebraten
Protease in keine bisher bekannte Enzymfamilie eingeordnet werden konnte und den
Archetyp einer neuen Familie von Proteasen reprasentiert (Zwilling et a., 1981, Krauhs et
al., 1982, Titani et. a., 1987).

Neue Mitglieder der ,Astacin-Familie® wurden kurze Zeit spédter von verschiedenen
Arbeitsgruppen entdeckt: BMP-1 (bone morphogenetic protein 1), von dem gezeigt
werden konnte, dass es an der Knochent und Skelettbildung beim Menschen beteiligt ist
(Wozney et d., 1988); UVS.2, welches bel der Embryonalentwicklung des Krallenfroschs
Xenopus laevis stadienspezifisch exprimiert wird (Sato und Sargent, 1990) und die
Meprine aus Niere und Dinndarm von Mensch und Maus (Dummermuth et al., 1991). Die
Aufklarung der dreidimensionalen Struktur des Flusskrebsenzyms bestétigte dann
nochmals die Bedeutung des Flusskrebs-Astacin as einen Prototyp einer neuen Familie
von Zink-Endopeptidasen (Stocker et al. 1993).

In den letzten Jahren hat die intensive Charakterisierung verschiedener morphogenetisch
aktiver Astacine von Vertebraten, Seeigeln und Drosophila (fir einen Uberblick siehe
Einleitung) und insbesonders die Genom oder Transkriptom Analyse vieler Organismen
die Anzahl annotierter Sequenzen, die Astacin-dhnliche Doménen enthalten, stark
anwachsen lassen. Mitglieder der Agacin-Protein-Familie werden nunmehr fast ubiquitér
von den Bakterien bis zum Menschen gefunden (MEROPS, The Protease Database;
Release 5.5). Dennoch liegen seit 1995 (Bond und Beynon 1995) keine aktuelleren
Untersuchungen Uber die molekularen Veranderungen und Evolutionsablaufe der Astacin
Protein-Familie Uberhaupt vor. Auch sind weder die aus den Genom
Sequenzierungsprojekten erhaltenen Sequenzdaten bisher experimentell Gberprift worden,
noch lagen fir phylogenetische Vergleiche aus den Basisgruppen des Tierreichs (z.B.
Cnidaria) gentgende Informationen vor. Hinsichtlich einer gemeinsamen, funktionellen
Charakterisierung der Astacine war dartberhinaus die Frage nach einem moglicherweise
konservierten Aktivierungsmechanismus der als Pro-Enzyme synthetisierten Proteine nicht
ndher untersicht worden. In dieser Arbeit sollte nun neben ener funktionelen
Charakterisierung verschiedener Astacine ein umfassender Uberblick tiber die Struktur und
Evolution der Astacin-Protein-Familie gegeben werden.

1. Astacin-homologe Proteinein C. elegans

Mit C. elegans wurde im Jahre 1991 erstmals ein Projekt zur vollstéandigen Sequenzierung
des Genoms eines vielzelligen Organsismus begonnen, das 1998 seinen Abschluss fand
(The C. elegans Sequencing Consortium 1998). Als erste Untersuchung sollte im Rahmen
dieser Arbeit eine Analyse der im Laufe des Sequenzierungsprojektes identifizierten
Astacin-homologen Genen durchgefiihrt werden, womit gleichzeitig ein Beitrag zur
Erforschung des Transkriptoms und Proteoms dieses Organismus geliefert werdensollte.
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Die Datenbanksuchen nach Astacin-homologen Proteinen in den C. elegans spezifischen
Datenbanken wormbase und wor mpep wurden mit dem BLAST2 Algorithmus (Altschul et
al. 1990; Altschul und Gish 1996) durchgefihrt. Zu Beginn dieser Arbeit ergab eine erste
BLASTP-Suche in der zu dieser Zeit aktuellen wormpepll Protein- Datenbank (Juli 1996,
enthielt 7299 vorhergesagte Proteine) bereits die Uberraschende Anzahl von 12 Astacin
homologen Proteinen; in der kurze Zeit spéter vertffentlichten wormpepl2 Datenbank
(November 1997, 12178 Proteine) konnten bereits 20 Proteine und mit dem Vorliegen der
gesamten Genom-Sequenz (Dezember 1998, 18891 Proteine) schliefdich 37 Astacin
homol ge Proteine gefunden werden. Damit wurden aber nur Proteine erfasst, die durch das
Programm genefinder Uberhaupt erkannt werden und die mit dem richtigen Spleif3muster in
der wormpep Datenbank gespeichert sind. Um tatsachlich alle im Genom vorhandenen
Astacin-Gene zu identifizieren wurden deshalb auch TBLASTN-Suchen direkt in der in
ale Leserastern Ubersetzten genomischen wormbase Datenbank durchgefiihrt und am Ende
dieser Arbeit anhand der neuen wormbase 73 Datenbank (eleased 7th February 2002,
20,379 predicted protein sequences) nochmals Uberpriift. Als Vergle chssequenzen wurden
neben der gesamten Protease-Doméne des Flusskrebsenzyms und der Protease-Doméane
von BMP-1 auch das zinkbindende Motif und der Met-Turn der Astacine alein verwendet.
Damit ist sichergestellt, dass auch durch genefinder nicht erkannte Proteine, verkirzte
Genfragmente oder Proteine mit zunéchst falsch vorhergesagten Spleifdmustern erkannt
werden. In der Tat konnten dadurch zusétzlich drei Sequenzen (F54B8, D1022 und F38E9)
gefunden werden, die in der wormpep Datenbank nicht vorhanden waren. Die
genomischen Sequenzabschnitte wurden daraufhin mit dem Programm genescan in mRNA
und Protein Ubersetzt. Durch die standige Uberarbeitung der Computervorhersagen anhand
der zunehmenden cDNA Sequenzendaten ist das postulierte Protein F38E9.2 allerdings
inzwischen auch in die wormpep 76 (29 Marz 2002) aufgenommen worden. Durch einen
abschliefienden Sequenzvergleich @lignment) konnte die Identifizierung von insgesamt
nun 40 Astacin-homologen Proteinen auf Priméarstrukturebene eindeutig anhand der 200
Aminosaurereste umfassenden Protease-Domane mit dem stark  konservierten,
zinkbindenden Motiv  HEXXHXXGFXHEXXRXDRD und dem Methionin-haltigen 1,4-b-
Turns mit dem Motiv SXMHY erfolgen (Bode et al. 1992; Gomis-Rth et al. 1993; Stocker
et al. 1993).

Vergleicht man die Astacin-homologen Proteine mit anderen Proteasen von C. elegans, so
stellt man fest, dass in keinem Fall eine dhnliche Haufung homologer Gene beobachtet
wird (vergleiche Tabelle 1). Im Genom von C. elegans sind 353 Protease-Gene (E.C. 3.4.)
insgesamt zu finden, wovon 152 Gene zur funktionellen Gruppe der Metalloproteasen
(E.C. 3.4.24) gehoren. Die Metzinkine (Clan MA(M), nach der Nomenklatur von Barrett et
a. 1998) dellen mit 57 Vertretern dabel mehr as ein Drittel aler vorhandenen
Metalloproteasen. Homologe C. elegans Proteine werden dabei in allen Familien der
Metzinkine mit Ausnahme der Serralysine (M10B) gefunden. Bereits an dieser Stelle muss
man sich die Frage stellen, wozu ein relativ einfacher Organismus, der aus nur 959 Zellen
besteht, eine so grofe Zahl verschiedener Proteasen benttigt.
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Bis auf eine Ausnahme (HCH-1, Hishida et al. 1996) waren die im Genom gefundenen
Astacin-homologen Gene bisher nicht néher charakterisiert. Es lagen nur die durch die
Programme genefinder oder genescan postulierten Proteine und die partielle Transkriptom-
Analyse durch die EST/ORFeome oder microarray Grof3projekte vor. Ein Abgleich mit der
EST-Datenbank von Kohara et al. (http://www.ddbj.nig.ac.jp) und dem im Jahre 2001
begonnenen ORFeome Projekt (http://worfdb.dfci.harvard.edu) ergab, dass heute von 16
der insgesamt 40 Gene bereits ein oder mehrere EST/ORFeome-Klone vorliegen, womit
zunéchst die Expression dieser Gene auf mRNA-Ebene eindeutig nachgewiesen ist. Neue
cDNA-Sequenzen sind hier in Zukunft kaum noch zu erwarten, da das EST-Projekt nun
weitgehend abgeschlossen ist und die bisherigen Ergebnisse des ORFeome-Projekts
zeigten, dass viele der durchgefihrten Reaktioren unter Standard-PCR Bedingungen
Uberhaupt keine Produkte ergaben, auch wenn die Expression der Gene auf anderem Wege
(z.B. klonierte cDNA oder EST) eindeutig nachgewiesen werden konnte. Das
hochgesteckte Ziel des ORFeome-Projekts, in den nachsten Jahren routinemal3ig das
gesamte Transkriptom (rund 20 000 vorhergesagten Transkripte) durch spezifische Primer
zu amplifizieren und durch Sequenzierung zu bestétigen, scheint damit nicht weiter
erfolgversprechend zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 28 Astacin
homologe Gene durch RT-PCR mit genspezifischen Primern und anschlief3ende
Sequenzierung der DNA-Fragmente untersucht, wovon inzwischen die vier Gene
C05D11.6, F42A10.8, T02B11.7 und T04G9.2 zusétzlich als EST/ORFeome Klone (siehe
oben) bestétigt worden sind. Fir die Gene F54B8.m, F56A4.1, KO3B8.1, KO3B8.2,
K03B8.3 und Y95B8A.1 wurde auch unter modifizierten PCR-Bedingungen kein Produkt
erhalten, wobei Kontrollreaktionen mit genomischer DNA die erwarteten PCR-Fragmente
zeigten. Daraus kann geschlossen werden, dass diese Gene entweder tatséchlich nicht
exprimiert werden oder einer der verwendeten Primer mdoglicherweise durch ene
fehlerhafte Voraussage der cDNA Sequenz durch genefinder in einem Intron-Bereich des
Genes liegt. Es wére aber auch vorstellbar, dass diese Gene nur unter spezifischen
Umweltbedingungen (Hitzestress, Infektionen, Dauerlarven, etc.) exprimiert werden und
die MmRNA damit in der verwendeten C. elegans Gesamtkultur nicht représentiert ist. Die
Expression aller anderen untersuchten Gene konnte eindeutig nachgewiesen werden, wobei
die Sequenzierung der Gene C05D11.6, C07D10.4, C34D4.9, F42A10.8, KO4E7.3 zeigte,
dass diese eine von der genefinder-Vorhersage abweichendes Spleil3muster aufweisen.
Weitere Hinweise Uber die Expression der Gene F54B8.m, F56A4.1, KO3B8.1, KO3B8.2,
K03B8.3 und Y95B8A.1, die kein Produkt in den RT-RCR Experimenten ergaben, konnte
aber die Expressionskarte von Kim et al. geben, auf der Gber 90% der vorhergesagten C.
elegans Gene vertreten sind (Kim et al. 2001). Die Lokalisierung dieser Transkripte auf der
Expressionskarte (SK-map) ergab einen deutlichen Hinweis auf die tatséchliche Expression
dieser Gene. Allerdings ist die hier verwendete microarray und Hybridisierungstechnik mit
Oligonuklectiden hauptséchlich auf grof3e Analysedaten von koexprimierten Gengruppen
ausgelegt und soll nicht explizit dem Nachweis eines einzelnen Genes dienen. Deshalb
wird auch in Kauf genommen, dass im Einzelfall in der Computeranalyse ein nicht
signifikantes Hybridisierungssignal (Fluoreszenz) positiv gewertet wird und damit
falschlicherweise die Expression eines Genes als gegeben angenommen wird. Weiterhin
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kénnen mit dieser Technik direkt keine neuen Sequenzinformationen gewonnen werden,
sodass auch keine aternativen Spleil3muster erkannt werden.

Zusammenfassend kann dennoch festgestellt werden, dass mit Ausnahme von F54B8.m die
Expression aler Astacin-homolgen Gene auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden
konnten, wenn auch fir die Gene F56A4.1, KO3B8.1, KO3B8.2, KO3B8.3 und Y95B8A.1
eine endglltige Bestdtigung durch Sequenzierung offen bleibt. Im Fall von F54B8.m
scheint es sich dagegen um ein Pseudogen zu handeln. Dafir spricht auch die Tatsache,
dass sich nur ein sehr kurzes Genfragment erkennen lasst (vergleiche VII 6.1.17), das sich
in einem einzigen Leseraster befindet und zudem zwel Basentripletts fur Stopkodons
enthdlt (vergleiche VII 6.2). Welterhin werden in diesem Chromosomenbereich keine
weiteren offenen Leseraster gefunden, deren Ubersetzte Proteinsequenzen Homologien zu
der normalerwei se 200 Aminosauren umfassenden Astacin-Doméane aufwei sen.

Fur die folgenden phylogenetischen und strukturellen Untersuchungen war es nétig, die
RNA-Transkripte korrekt in Proteinsequenzen zu uUbersetzen. Dabel stellte sich das
Problem, dass den mit RT-PCR und genspezifischen Primern ermittelten cDNA Sequenzen
methodisch bedingt immer die terminale 5 und der 3' Region der mRNA und den EST-
Klone oft der 5° Bereich der Transkripte fehlt. Die tatsachlichen Transkriptions-Start und
Endpunkte wéren nur durch aufwendige 5 oder 3 RACE Experimente zuganglich, die im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurden. Dartiber hinaus wurden bei langen
Transkripten noch keine vollstdndige Sequenzierung aus den mittleren Bereichen
durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass bisher nur fir die Gene F45G2.1, HCH-1 und R151.5
vollstandige cDNA  Sequenzen vom 5-nichttrandatierten Bereich bis zum
Polyadenylierungssignal vorliegen. Fur die richtige Vorhersage der restlichen Transkripte
wurden deshalb Sequenzvergleiche der genefinder Vorhersagen der wormpep 73
Datenbank und die alternativen intronerator Vorhersagen von Kent und Zahler (2000) mit
den bekannten cDNA Fragmenten durchgefiihrt (Anhang VII. 6.1). Es zeigte sich, dass
keine Préferenz in der Zuverlassigkeit der genefinder oder intronerator Vorhersagen
erkannt werden konnte, da beide Programme etwa gleich haufig mit den experimentellen
Daten Ubereinstimmten oder davon abwichen (Tabelle 5). Es wurden die Sequenzen
ausgewahlt, welche in Ubereinstimmung mit den experimentellen cDNA Daten waren,
wobei gegebenenfalls zusétzliche alternative Spleildmuster berlicksichtigt wurden. Damit
konnten viele Spleif3stellen experimentell abgesichert werden und es ist davon auszugehen,
dass diese Sequenzvorhersagen nun den tatsichlichen Spleifmustern weitgehend
entsprechen und eine korrekte Ubersetzung der mRNA Sequenzen in Proteinstrukturen
erlauben. Die Transkriptions-Start und Endpunkte beruhen alerdings weiterhin allein auf
den Computermodellen. Die Ubersetzung der so ermittelten mRNA-Sequenzen in
Aminosaure-Sequenzen geschah abschlieffend mit dem Staden Programm Package (die
Proteinsequenzen im FASTA-Format finden sich im Anhang V11.6.2). Dabei konnte in
einem Alignment der Astacin-Doméne mit den korrigierten Proteinsequenzen nochmals
bestétigt werden, dass die Spleildmuster richtig ermittelt wurden, da die Protease- Doméne
(Abbildung 29) keine Insertionen oder Deletionen mehr zeigte, wie sie durch falsche
SpleiRvorhersagen entstehen wiirden.
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Die Analyse des Expressionsmuster eines Gens kann erste Aussagen auch Uber dessen
Funktion machen. An ausgewéhlten Beispielen sollte daher die Lokalisierung Adacin
homologer Proteine in vivo durch GFP- (green fluorescent protein) Reporter-Proteine
erfolgen. Diese Technik ist fur C. elegans gut etabliert (Chalfie et al. 1994) und mit dem
Fire Lab Vector Kit (Dr. A. Fire, Department of Embryology, Carnegie Institution of
Washington, Baltimore) stehen eine Rethe von Vektoren zur Verfigung, die eine einfache
Klonierung des zu untersuchenden Gens ermoglichen. Dabel wird der gesamte
Promotorbereich und der proteinkodierende Teil des jeweiligen Gens direkt im Leseraster
vor die GFP-Sequenz kloniert. Nach erfolgreicher Transformation dieser Vektoren in C.
elegans kann das unter der Kontrolle des genspezifischen Promotors exprimierte
Fusionsprotein dann direkt im lebenden Tier beobachtet werden (fir eine Ubersicht siehe
Hope 1999). Diese Untersuchungen wurden nun exemplarisch an vier Genen mit
unterschiedlicher Domanenkomposition (vergleiche Abbildung 27) durchgefihrt, die
dementsprecchend auch verschiedene physiol ogische Funktionen erwarten lassen.

Fur die Gene KO4E7.3 und T04G9.2 konnten allerdings in keiner der transgenen Linien ein
GFP-Fusionsprotein nachgewiesen werden. Beide Vektoren wurden daraufhin nochmals
durch Sequenzierung Uberprift, um sicherzustellen, dass durch die tGber PCR amplifizierte
DNA keine Mutationen eingefuihrt wurden. Ein eventuell auftretendes Stop-Codon wiirde
namlich zu einem Abbruch der Trandation fihren und es entstiinde kein funktionelles
Fusionsprotein. Das Ausbleiben eines Fluoreszenzsignals kann dann nur damit erklért
werden, dass die Tiere nach der Transformation entweder die Vektoren nicht stabil in den
Zellkern intergriert haben oder dass das Fusionsprotein nur kurzweilig wéahrend
spezifischer Entwicklungszeiten exprimiert wird und ein entsprechend schwaches Signal
im Fluoreszenzmikroskop nicht detektiert werden konnte. Fir eine transiente Expression
diessr Gene und einer damit einhergehenden entwicklungssteuernden Funktion spricht
auch das Vorkommen der regulatorischen carboxyterminalen Erweiterungen: Im Falle von
KO4E7.3 sind eine EGF, eine CUB und eine TSP-1 dhnliche Doméane, bel T04G9.2 sind
drei  ShKT &hnliche Doménen zu finden. Die moglichen Funktionen solcher
carboxyterminaen Doménen bel Astacinen wird bel der Diskussion der
mol ekularphylogenetischen Untersuchungen noch ausfuhrlich behandelt werden. Leider
lagen fur beide Gene noch keine Expressionsdaten der microarray Anayse von Jiang et al.
(2001) vor, die eine transiente Expression hétten bestdtigen konnen. Bezieht man aber die
funktionellen Analysen der RNA-Interferenz (RNAi) Experimente von Maeda et al. mit ein
(vergleiche Tabelle 7), so scheinen diese Gene alerdings nicht essentiell fir eine normale
Entwicklung zu sein, da bei deren Ausfall kein auffalliger Phenotyp beobachtet werden
konnte.

Das Fusionsprotein C05D11.6:GFP ist ausschliefdich in adulten Hermaphroditen in der
Pharynxregion und weiter posterior im Darmlumen lokalisiert. Offenbar wird das Protein
in einigen das Pharynxlumen umschlief3enden Muskelzellen synthetisiert (Zellinien pm 5
8), exocytotisch in das Lumen entlassen und schliefdlich im Darmkanal akkumuliert.
Funktionell steht das gesamte Pharynxsystem im Dienste der Nahrungsaufnahme, der
Konzentrierung und Vorverdauung der Nahrungsbestandteile, bevor diese in den Darm
gepumpt werden (einen Uberblick gibt Wood 1988). Dain C. elegans spezialisierte Organe
fur die Sekretion von Verdauungsenzymen fehlen, konnte sich bel diesem Protein also
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tatsachlich um ein von den Pharynxmuskelzellen sezerniertes Enzyms im Dienste der
Nahrungsverdauung handeln. Dafir spricht auch die Tatsache, dass das C05D11.6 Protein
wie das Verdauungsenzym des Flusskrebses keine carboxyterminalen regulatorischen
Doménen aufweist. Die RNAI Studien von Maeda et al. (2001) zeigen keinen auffélligen
Pherotyp, wobei diese Technik auf die Analyse von Entwicklungsstadien beschrankt ist
und im adulten Tier ohnehin keinen Effekt mehr zeigen kann. Auch ist nach
Untersuchungen von Geler et al. (1999) der Hauptteil proteolytischer Aktivitét in C.
elegans auf Asgparatproteasen zurtlickzufUhren, welche damit auch groftenteils die
Nahrungsverdauung Ubernehmen sollten. Dies schliefdt aber keineswegs die Beteiligung
anderer Verdauungsenzyme aus. So werden beispielsweise auch im Verdauungstrakt des
Flusskrebses sowohl Serinproteasen (Trypsin) als auch Astacin gemeinsam gefunden
(Pfleiderer et al., 1967, Zwilling und Neurath 1981). Ebenso sind bei Saugetieren mit
Pepsin und Trypsin Vertreter verschiedener ProteaseFamilien gleichzeitig an der
Nahrungsverdauung beteiligt. Die GFP-Reporter Experimente dieser Arbeit und die
microarray Analyse von Jiang et a (2001) zeigen in Ubereinstimmung aber keine
Expression des C05D11.6 Proteins in Eiern oder den Larvenstadien. Geht man von der
Annahme einer Verdauungsfunktion fir dieses Protein aus, missen die Larven dann
offenbar eine andere Zusammensetzung ihrer Verdauungsenzyme aufweisen.
Moglicherweise kdnnten, neben den Aspartatproteasen, eins oder mehrere der Astacin
homologen Proteine F45G2.1, F56A4.1, KO6A4.1 und T23H4.3, die wie das C05D11.6
Protein keine carboxyterminalen Domanen besitzen, diese Aufgabe tbernehmen.

Das Fusionsprotein C07D10.4:GFP wird sowohl in Eiern als auch in der Pharynxregion
adulter Hermaphroditen aber nicht in Larvenstadien gefunden. Im Gegensatz zu C05D11.6
ist die Expresson von C07D10.4 extrazellulér auf den Bereich des Procorpus und der
terminalen Verdickung des Parynx beschrankt. Damit kdnnte das Protein mit dem in dieser
Region liegenden Exkretionssystem (Drisenzellen, H-Zelle, Exkretionsgang) assoziiert
sein. Andere Drisenzellen des Pharynxsystems, deren Funktion nicht vollstandig gekléart
ist, haben direkten Kontakt zum Lumen und kdnnen Golgi-Vesikel exocytotisch entlassen
(Wood 1988). Allerdings kann hier nur spekuliert werden, ob diese Protease damit etwa
eine Rolle bei der mikrobiellen Abwehr spielen konnte. Das Vorkommen einer ShK-Toxin
Domédne in diesem Protein wirde diese Hypothese jedenfalls unterstitzen.
Uberraschenderweise findet sich aber auch eine Expression dieses Genes in
Entwicklungsstadien kurz vor dem Schlupfvorgang der Embryonen aus der Eihille. Eine
starke Expression ist dabei im Bereich des Pharynx (Exkretionssystem) und extrazellular
direkt an der Eihille zu finden. Dieses Muster gleicht dem von Hishida et al. (1996)
beschriebenen Astacin-homologen HCH-1 Protein, von dem gezeigt werden konnte, dass
es eine Rolle beim Schitipfvorgang (hatching) der Embryonen spielt.

C. elegans bot durch enige im Jahre 2001 vertffentlichte Grof3projekte zur
Charakterisierung des gesamten Transkriptoms (Kim et al. 2001; Jiang et a. 2001; Maeda
et al. 2001) darUber hinaus die Mdglichkeit, funktionelle Aussagen auch Uber die weiteren,
hier nicht naher charakteriserten Astacinrhomologen Gene machen zu konnen. Die
Analyse der Expressionskarte (§K-map) von Kim et a. (2001) hinsichtlich der Astacin-
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homologen Gene ergab aber keine signifikante Koexpression mit anderen Genen bel
verschiedenen Wachtumsbedingungen, Entwicklungsstadien oder Stoffwechsel vorgangen.
Das microarray Projekt von Jiang et a. (2001) zeigte dagegen, dass 20 Astacin-homologe
Proteine eine veranderte Expressionsrate in mindestens einem Entwicklungsstadium
aufweisen. Die nahezu das gesamte Transkriptom umfassende Datenauswertung (17800
Gene) weist aber die gleichen Fehlerquellen wie die SK-map von Kim et a. (2001) auf.
Jang und Mitarbeiter geben anhand der statistischen Auswertung der durchgefihrten
Hybridisierungsexperimente immerhin eine Fehlerquote von ungeféhr 5% an. So
postulieren Jiang et al. beispielsweise fur das hch-1 Gen eine geringere Expression in L3-
Larven und adulten Hermaphroditen im Vergleich zu einer Gesamtkultur; Hishida et al.
(1996) konnten aber eindeutig zeigen, dass HCH-1 ausschliefdlich in Eiern kurz vor dem
Schltipfvorgang und in L1 Larven exprimiert wird. Gleiches gilt fur die in vorliegender
Arbeit untersuchten Gene C05D11.6 und C07D10.4. Fur C05D11.6 wird von Jiang et al.
eine geringere Expression nur fur Eier und L2- bis L4-Larven, nicht aber fir L1-Larven
angegeben; C07D10.4 sollte nach Jiang et a. vermehrt auch in Larven exprimiert werden,
welches ebenfalls im Widerspruch zu unseren GFP-Experimenten steht. Die Auswertung
der microarray-Daten kann also lediglich einen Hinweis darauf geben, dass einige Astacin
homologe Gene tatsachlich stadienspezifisch exprimiert werden. Vielversprechender wird
auch in Zukunft sicher das RNAI Projekt von Maeda et a. (2001) sein, welches durch das
spezifische Ausschalten einzelner Gene durch doppelstrangige RNA (Fire et a. 1998)
weitere funktionelle Aussagen erméglicht. Sieben der zehn bereits untersuchten Astacin
homologen Gene zeigen aber keinen auffélligen Phenotyp (unter anderem KO4E7.3 und
T04G9.2, siehe oben). Dagegen scheint das Gen C17G1.6 an der Vulva-Entwicklung in
Larven beteiligt zu sein. C37H5.9 und K11G12.1 mussen zumindest eine entscheidende
Rolle in der frihen Embryonalentwicklung spielen, da 6% bzw. 100% der Embryonen
nach der RNA- Behandlung absterben.

Zusétzlich zur Transkriptomanalyse sollte fur die Astacin-homologen Gene eine Analyse
auf Proteinebene durchgefiihrt werden. Als Schitisseltechnologie der Proteomanalyse gilt
dabei die zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese. Die bisher erstellten 2D
Proteinkarten von C. elegans mit tUber 400 identifizierten Proteinen (Bini et a. 1997; Kagji
et a. 2000; Schrimpf et a. 2001) fuhrten bisher zu keinem Nachweis eines Astacin
homologen Proteins. Fur die Identifikation dieser Proteine auf der 2D-Proteinkarte sollten
deshalb spezifischere Methoden angewandt werden.

Als erster Ansatz wurde die Detektion verschiedener Astacin-homologer Proteine durch
Antikorper auf einem zweidimensionalen Immunoblot gewéhlt. Die Antiseren wurden
durch  Immunisierung von Kaninchen mit zwel  synthetischen  Peptiden
(CePepZinc_C07D10.6 und CePepZinc KO4E7.3) gewonnen, deren Sequenz die
konservierte Zinkbindungsregion der Protease-Doméne umfasst, welche im aktiven
Zertrum des Molekils lokalisert ist. Die Immunodetektion mit dem
CePepzinc_C07D10.6 Antiserum und dem CePepZinc_ KO4E7.3 Antiserum ergab jeweils
ungefahr 30 deutliche Signale (Abbildung 9), wovon drei von beiden Antikdrpern erkannt
wurden. FUr diese Ergebnisse gab es zunéchst keine schlissige Erklérung. Durch die
Transkriptomanalyse war aber die Expression von 37 weiteren Astacin-homologen
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Proteinen nachgewiesen worden, die ebenfalls das hochkonservierte Zinkbindungsmotiv
(HEXXHXxXGFXHEXXRXDRD) enthaten und deshab im Fale einer ausreichenden
Expression und Translation, mit den verwendeten Antikorpern kreuzreagieren konnen. Die
abschliefienden Sequenzierungen der reagierenden ,, Spots* durch EdmanAbbau oder die
Identifizierung mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie ergaben aber in keinem
Fal die Detektion eines Astacin-homologen Proteins. Vielmehr wurden eine Reihe sehr
unterschiedlicher Proteine wie Dehydrogenasen, ATP-Synthasen, Kinasen, |somerasen
oder heat shock Proteine erkannt (Tabelle 9). Die Frage, welche Epitope die verwendeten
Antiseren nun tatsachlich erkennen, muss dementsprechend offen bleiben. Alle Sequenz-
und massenspektrometrischen Daten werden in Kirze in Zusammenarbeit mit Dr. Luca
Bini, (Department of Molecular Biology, University of Siera) in der C. elegans
Referenzkarte der SIENA-2DPAGE Datenbank (Bini et a. 1997, http://www.bio-
mol.unisi.it/2d/2d.html) bereitgestellt, sodass unabhéngig von der Identifizierung Astacin
homologer Proteine ein Beitrag zur Aufklarung der Proteomorganistation von C. elegans
geleistet werden konnte. Die Mehrzahl der hier charakterisierten Proteine sind zwar bereits
in den 2D-Karten von Kgji et al. (2000) und Schrimpf et al. 2001 reprasentiert (Tabelle 9).
Da diese unterschiedlichen 2D-Karten aufgrund der gewahiten Versuchsbedingungen aber
untereinander kaum vergleichbar sind, ist es dennoch niitzlich und sinnvoll, diese in die
urspringliche Referenzkarte von Bini et al. (1997) aufzunehmen. Zukinftige Arbeiten
sollen diese Karte weiter vervollsténdigen.

Als weiterer Ansatz sollte versucht werden, die Astacin-homologen Proteine durch
Affinitétschromatographie mit dem Astacin-spezifischen Inhibitor Pro-LeuGly-
Hydroxamat aufzureinigen (Moore und Spilburg 1986) und anschlieffend durch
massenspektrometrische Analyse des gereinigten Proteinextrakts zu identifizieren. Als
spezifischer Enzymtest wurde das dansylierte Substrat DnsPKFAPWV (Spaltung der
Arg/Ala-Bindung mit einem Kca/Km = 1 x 10° fiir Astacin) verwendet (Stécker et al. 1990;
Stocker und Zwilling 1995; Wagner et a. 2002). Im ersten Elutionsmaximum der
Affinitétschromatographie war eine deutliche Zunahme einer Astacin-dhnlichen
proteolytischen Aktivitét zu beobachten. Die Aufreinigung Astacin-ahnlicher Proteasen
schien also zunéchst gelungen zu sein. Die Analyse dieser Fraktion auf einem 2D-Gel und
der anschlief3enden massenspektrometrischen Identifizierung der stérksten Proteinspots
zeigte dann aber lediglich zwel proteasomale Metalloproteasen, sowie eine Hydratase,
Dehydrogenase und Isomerase (Tabelle 11). Die anhand der Spaltung des
Heptapeptidsubstrats DnsPKFAPWYV  gefundene proteolytische Aktivitdt kann demnach
nur durch die proteosomalen Metalloproteasen oder hier nicht identifizierte Proteasen
erklart werden. Eine weitere Untersuchung erschien alerdings nicht mehr sinnvall, da es
sich zeigte, dass die affinitétchromatographische Aufreinigung nicht geeignet war,
Astacin-homologe Proteine mit einem einfachen Verfahren anzureichern. Mit einem
vergleichbaren Ansatz ist es Geier et al. (1999) dagegen Uber eine Pepstatin
Affinitétschromatographie in  einem Schritt gelungen  funf  der insgesamt 12
Aspartatproteasen von C. elegans aufzureinigen. Fur die Astacine scheint das Problem in
der Wahl eines geeigneten Inhibitors zu liegen. Pro-Leu-Gly-Hydroxamat wurde
ausgewahlt, well er der einzige verfligbare, reversible und weitgehend spezifische Inhibitor
mit einer hohen Bindungsaffinitét fir Astacine und einige Metzinkine (Adamlysinse und



V. Diskussion 117

MMP) ig (Moore and Spilburg 1986; Wolz et a. 1990; Stécker und Zwilling 1995).
Allerdings haben vorangegangene Untersuchungen auch gezeigt, dass die K; Werte
innerhalb der Astacin-Familie grof3e Unterschiede aufweisen. Die a Untereinheit des
Meprins [EC 3.4.24.18] wird beispielsweise mit einem K; von 0.45 uM inhibiert, wahrend
die homologe b-Untereinheit einen 100-fach hoheren Wert zeigt Kohler et al. 2000;
personliche Mitteilung Prof. W. Stocker, Universitét Minster). Der entsprechende Wert fir
Astacin [EC 3.4.24.21] liegt bei 16 uM. Dies bedeutet aber auch, dass Pro-LeuGly-
Hydroxamat schon fir eine Aufreinigung oder Inhibierung von Meprin b ungeignet ist.
Moglicherweise liegen die K Werte der Astacin-homologen Proteine von C .elegans in
eben diesem Bereich (K; > 30), sodass eine Aufreinigung mit Pro-LeuGly-Hydroxamat
nicht moglich ist.

2. Astacin-homologe Proteinein Hydractinia echinata

Aus den Basisgruppen des Tierreichs (Porifera, Ctenophora, Cnidaria) lagen mit
Ausnahme von Hydra vulgaris (Kumpfmuller et a. 1999; Yan et a. 20008, Yan et 4.
2000b; Yan et a. 1995) nur wenige Daten Uber Astacin-homologe Proteine vor. Da
Astacine aber schon auf der Ebene der Eubakterien gefunden werden (Tarentino et al.
1995), it es fur die Analyse der molekularen Evolution der Protein-Familie unerlasslich,
hier weitere vergleichende Informationen zu erhalten. Besonders interessant ist in diesem
Zusammenhang etwa die Frage, ob schon frih in der Evolution Genduplikationen
stattgefunden haben, die sich in der Folge getrennt zu strukturell oder funktionell
unterschiedlichen Astacin-homologen Proteinen entwickelt haben.

Mit vorliegender Arbeit konnten nun zwei neue Astacinrhomologe Gene bel dem
Modellorganismus Hydractinia echinata (Cnidaria, Hydrozoa) charakterisiert werden.
Diese Proteine wurden als Hydractinia echinata Astacin 1 und 2 (HEA-1 und HEA-2)
bezeichnet.

Die vollsténdige Sequenzierung der HEA-1 cDNA-Sequenz und der daraus abgeleiteten
Aminosauresequenz zeigte zundchst, dass die normalerweise 200 Aminosdurereste lange
Astacin- Doméne unmittelbar nach dem Zink-Bindungsmotiv um ca. 50 Aminosaurereste
verkirzt ist (Abbildung 22 und 24). Das Protein endet mit einem Cysteinrest, der im
Flusskrebs Astacin am carboxyterminalen Ende bel Position +198 liegt und Bestandteil der
zweiten Disulfidbriicke ist. Der deletierte Bereich umfasst also den Abschnitt von dem
dritten Histidin-Zink-Ligand (His-102 im Flusskrebs-Astacin) bis zu dem Met-Turn,
welcher den vierten Zinkliganden des Molekils enthalt (Tyr-149 im Astacin). Das Fehlen
dieses strukturell wichtigen Abschnittes erlaubt damit keine korrekte dreidimensionale
Struktur des Proteins mehr (Bode et al. 1992) und selbst die Komplexierung eines Zink-
lons im aktiven Zentrum erscheint unmaoglich. Dadurch muss dieses Protein auch seine
proteolytische Aktivitdt verloren haben. Da die Expression von HEA-1 auf mRNA-Ebene
aber eindeutig nachgewiesen werden konnte und es damit héchstwahrscheinlich auch zu
einer Trandation kommt, konnte dieses Protein andere physiologische Aufgaben
Ubernommen haben. Das klassische Beispiel hierfir ist das Haptoglobin des Menschen,
welches zur Familie der Serinproteasen gehort (Maeda et a. 1986). Ein weiteres gut
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untersuchtes Beispiel, in dem Enzyme ihre katalytischen Fahigkeiten verloren haben,
trotzdem aber weitere physiologisch wichtige Aufgaben Ubernehmen, sind die Pseudo-
Hamocyanine der Insekten (Burmester 1999; Burmester 2001; Burmester et a. 1998).

Das HEA-2 Protein (Abbildung 23) zeigt demgegeniber eine vollstandig vorhandene
Astacin- Domane und aulRerhalb dieser eine zusétzliche carboxyterminale Toxin-Doméne
(ShKT).

Diein situ Hybridisierung ergibt fir die mRNA von HEA-1 und HEA-2 zunéchst ein sehr
ahnliches Expressionsmuster (Abbildung 25). Beide mRNA Transkripte sind weder in
Gonozoiden, wahrend der Embryonalentwicklung, noch in Planula Larven exprimiert. Erst
12 Stunden nach Metamorphose-Auslosung werden in Primérpolypen die ersten
Transkripte gefunden, welche bel 24 —30 Stunden alten Primérpolypen ausschlief3dlich in
endodermalen, sich differenzierenden DrisenZellen gefunden werden. Die
Expressionsstéarke nimmt innerhalb der Korpersaule vom Hypostom zur Ful3region deutlich
ab. Die Expression von HEA-1 ist hier aber im Gegensatz zu HEA-2 auf wenige
endodermale Zellen der Korperachse beschrankt. In adulten Polypen wird fir beide Gene
eine schwache Expression unterhalb der Tentakelbasis gefunden. Weiterhin scheinen
sowohl HEA-2 als auch HEA-1 im Verlauf einer Wund-Antwort oder Geweberegeneration
aktiviert zu werden. Wahrend der Metamorphose scheinen beide Gene aufgrund der
gradientenartigen Verteilung in die Kopfbildung involviert zu sein. In adulten Polypen
deutet die Expression unterhalb der Tentakelbasis eine Beteiligung an der standigen
Neubildung von Hypostom oder Tentakel-Zellen an. So kénnten hier diese Proteasen,
durch Degradation der extrazelluléaren Matrix, im Rahmen der Wegfindung von Zellen aus
der Tentakelbasis in die apikalen Bereiche beteiligt sein. Vorldufige, hier nicht gezeigte
Experimente mit doppelstréngiger RNA (RNAI) unterstiitzen diese Hypothesen, da
behandelte Larven nach ca. 12 Stunden die Metamorphose nicht weiter fortsetzen und
adulte Polypen nach einiger Zeit ihre Tentakeln verlieren. Vergleicht man diese Daten mit
den bereits ndher charakterisierten Astacin-homologen Proteinen von Hydra vulgaris oder
Podocoryne carnea fallen ahnliche Expressionsmuster und entwicklungssteuernde
Mechanismen auf. Die Hydra Metalloprotease 1 (HMP-1) wurde in der extrazelluldren
Matrix an der Basis der Tentakeln gefunden und scheint eine Rolle bei der Kopf-
Regeneration und Differenzierung/Transdifferenzierung von Batteriezellen der Tentakeln
zu spiden (Yan et a. 1995 Yan et a. 2000). HMP-2 zeigt auch in
Regenerationsexperimenten das gleiche Expressonsmuster wie HEA-2 in Hydractinia,
wobei allerdings noch keine weitergehende funktionelle Charakterisierung erfolgte (Y an et
al. 2000). FARM-1 (Hydra foot activator reponsive metalloprotease 1) scheint dagegen
eine andere Aufgabe bel der Fulkdifferenzierung Ubernommen zu haben (Kumpfmuller et
a. 1999). Die Metaloproteinase 1 von Podocoryne carnea (PMP-1), die von alen
Cnidaria-Astacinen die hochste Sequenz-Homologie zu HEA-2 besitzt (vergleiche
Abschnitt V 3. dieser Diskussion), zeigt in Polypen dieses Tieres dagegen eine vallig
andere Funktion. Man findet das Protein ausschliefdlich im Manubrium, wobe die
Expression durch Nahrungsaufnahme eindeutig induziert werden kann. In dem
Medusenstadium von Podocoryne, welches bei Hydra und Hydractinia nicht ausgebildet
wird, findet man dagegen eine transente Expresson bei der Etablierung der
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Korpergrundgestalt. Damit scheint dieses Protein  eine  Doppelfunktion als
Verdauungsenzym im Polypen und eines Morphogens bei der Medusenentwicklung
Ubernommen zu haben (Pan et al. 1998). Sowohl bei Hydractinia as auch bei Hydra gibt
es keine Hinweise auf eine Funktion der Astacine bei der Nahrungsverdauung. Die Frage,
ob diese Verdauungsfunktion ein urspringliches Merkmal darstellt, das auch bei Crustacea
(Flusskrebs-Astacin) noch gefunden wird oder ob sich diese Funktion mindestens zweimal
im Tierreich unabhangig voneinander bel einigen Spezies entwickelt hat, muss aber
zunéchst noch offen bleiben.

3. Molekularphylogenetische und strukturelle
Unter suchungen der Astacin-Protein-Familie

Ausgangspunkt jeder molekular-phylogenetischen Untersuchung ist die Identifizierung
dler in den Datenbanken verfligbaren Sequenzen, die fir eine entsprechende Protein
Familie kodieren. Einen sehr guten, wenn auch nicht vollstandigen Uberblick fir
proteolytische Enzyme bietet inzwischen die MEROPS-Datenbank (Barrett @ a. 2001).
Alle Datenbanksuchen nach Astacin-homologen Proteinen mussten dennoch mit dem
BLAST2 Algorithmus (Altschul et al. 1990; Altschul und Gish 1996) und dem FASTAS3
Algorithmus (Pearson 2000) erganzt werden. Als Vergle chssequenzen wurden, wie schon
fur C. elegans beschrieben, neben der gesamten Protease-Domane des Flusskrebsenzyms
und der Protease-Domane von BMP-1 auch das zinkbindende Motif und der Met-Turn,
jewells alein, verwendet. Insgesamt werden heute 106 verschiedene Astacin-homologe
Proteine in den Datenbanken gefunden (Tabelle 12). Dartiber hinaus befinden sich weitere
77 kurze, unvollstndige Genom:, EST- oder N-terminale Sequenzfragmente in den
Datenbanken (Tabelle 13). Durch die Vielzahl der noch laufenden Genom oder EST-
Projekte wird aber die Anzahl Astacin-homologer Sequenzen in Zukunft rasch weiter
zunehmen. FUr eine strukturelle und molekularphylogenetische Analyse konnten nattirlich
nur vollstandige Protein-Sequenzen benutzt werden. Die 77 Sequenzfragmente wurden
deshab nicht in die Untersuchungen einbezogen.

Die Analyse der Doménenstruktur (Abbildung 26-28) zeigte zunéchst fir nahezu dle
Proteine eine Pre-Pro-Struktur aminoterminal von der Proteasedoméne. Die bei FARM-1
(Hydra), CAM-1 (Coturnix) und CG6974 (Drosophila) fehlende Pre-Pro-Struktur ist
vermutlich auf unvollsténdige cDNA-Klone (FARM-1, CAM-1) oder eine fasche
Spleilvorhersage der genomischen DNA (CG6974) zurlickzufthren. Das Pre- oder
Signalpeptid deutet dabel auf die Tatsache hin, dass es sich um sekretierte Proteine
handelt; die Pro-Sequenz spielt eine Rolle bel der Aktivierung dieser Proteasen und wird
im néchsten Abschnitt (V.4.) ausfihrlich diskutiert werden.

Carboxyterminal der Protease-Domaéne treten bei den Astacinen nun in unterschiedlichen
Kompositionen eine Vielzahl weiterer Proteindomanen auf. So finden sich CUB-Domanen
(complement subcomponents Cqgr/C1s, embryonic sea urchin protein Uegf, BMP-1,
SMART accession number: SM0042) bei allen BMP-1/ Tolloid-ahnlichen Proteasen (BMP-
1, Tolloid, Tolkin, TLL-1, TLL-2, BP10, SpAN, u.a.; vergleiche auch Abbildung 30), beim
hatching-Enzym AEA (Astacus embryonic astacin) aus Astacus astacus, beim UVS-2 aus
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Xenopus, beim MTP-1 in dem Nematoden Anclystoma canium, sowie bel einer Reihe von
C. elegans Astacinen. CUB-Domaénen kdnnen Calcium binden, spielen vermutlich eine
entscheidende Rolle bei der Substratbindung der Protease und kénnen durch CUB-CUB
oder CUB-Substrat Interaktionen diese beeinflussen. Sieron et al. konnten solche
Wechselwirkungen am Beispiel des menschlichen BMP-1 zeigen (Sieron et a. 2000).
Bekannt wurde die CUB-Doméne as Bestandteil der Serinproteasen C1r/Cls, die in der
klassischen Immunantwort des Komplementsystems aktiv sind (Bork und Beckmann
1993). EGF-dhnliche (epidermal growth factor, PFAM accession number: PFO0008)
Domaénen treten mit Ausnahme der Meprine und eines C. elegans Proteins (K0O3B8.3) bei
den Astacinen immer in Kombination mit CUB-Domanen auf, wobei nicht alle Astacine,
die CUB-Domanen besitzen auch EGF-Domanen aufweisen (AEA, UVS-1, CAM-1).
EGF-&hnliche Doménen werden darliber hinaus haufig bei anderen sezernierten Proteasen
gefunden, wie z.B. den Koagulationsfaktoren IX und X der Blutgerinnungskaskade, oder
den Plasminogenaktivatoren in Geweben von Saugern. Sie beinhalten Threonin-reiche
Abschnitte, die Ankntpfungspunkte der O-Glykosylierung bel der posttransationalen
Modifikation wahrend der Proteinreifung darstellen. EGF-ahnliche Doméanen kénnen aber
auch andere regul atorische Aufgaben Ubernehmen (Bond und Beynon 1995). Die Meprine
sowie HMP-2 von Hydra besitzen als einzige Vertreter der Astacin-Familie eine MAM-
Domane (meprin subunits, A-5 protein, and receptor protein tyrosin phosphatse C m
SMART accession number: SM0137), welche haufig bei membranstandigen Enzymen
vorkommt und als Adhasionsdomane dient (Marchand et al. 1996). Unterstitzt wird diese
Annahme durch vergleichbare Eigenschaften intestinaler Enteropeptidasen (E.C.3.4.21.9)
bei Vertebraten, die nach Bindung des Vorlaufers Trypsinogen, an denen die MAM und
CUB Doménen beteiligt sind, diesen zu reifem Trypsin proteolytisch spalten und dadurch
aktivieren (Barrett et al. 1998). Sp)AN und BP10 aus Seeigeln, das Drosophila Protein
CG6763, sowie einige C. elegans Proteine enthalten eine Ser/Thr-reiche Region, die auch
ads LC- (low compexity) Doméne bezeichnet wird. Diese Bereiche konnen bei der
posttrandationalen Modifikation der Proteine Stellen der O-Glykosilierung sein. Die
sogenannte ShKT-Domane (SMART accession number: SM0254) wird ausschliefflich bei
den Cnidaria-Astacinen (HMP-2, FARM-1, PMP-1, HEA-2, HMP-1) und bei Nematoden
(Ancylostoma MTP1 und 12 C. elegans Astacine) gefunden. Das ShK-Toxin Modul wurde
erstmals as eine 50 Amnisdurereste grof’e Domane in Metridin, einem Toxin der
Seeanemonen beschrieben. Dieses Toxin kann spannungsgesteuerte Kaliumkande
blockieren und so als Nervengift wirken (Schweitz et al. 1995). Bel Nematoden ist dieselbe
Domane auch als SXC (six cysteine) benannt worden, die sich im Genom von C. elegansin
184 Kopien findet (Gems et al. 1995; Blaxter 1998). Diese Module finden sich entweder
einzeln, in Clustern von einer bis zu vier Wiederholungen oder as carboxyterminale
Domanen in Thyrosinasen Myeloperoxidasen, Phosphatidylethanolamin-Bindeproteinen,
lonenkanden und Astacinen wieder. Es wird angenommen, dass die SXC-Domaéne hier in
Protein-Protein Interaktionen, moglicherweise spezifisch mit der Nematoden Cuticula in
der extrazellularen Matrix, beteiligt ist (Blaxter 1998). TSP-1-ahnliche (Thrombospondin
type 1, SMART accession number: SM0209) Doméanen werden innerhalb der Astacine
exklusiv bel 6 C. elegans Proteinen (vergleiche auch Abbildung 31, Stammbaum- Gruppe
D1) gefunden. Das Thromspondin 1 der Sdugetiere ist dabei ein Glycoprotein, das Zell-
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Zell oder Zell-Matrix Interaktionen vermittelt (Lawler und Hynes 1986; Lawler und Hynes
1987). Von den carboxyterminal gelegenen Typ 1 Doménen innerhalb des Thromspondin
Proteins konnte gezeigt werden, dass diese den TGF-beta Signal- Transduktionsweg
aktivieren kdnnen und dadurch auch an der Proliferation, Migration und Differenzierung
von Zellen direkt beteiligt sind (Crawford et al. 1998; Lawler et al. 1998). Bel dem
bakteriellen Flavastacin wird im carboxyterminalen Bereich weiterhin eine RicinrDoméane
(SMART accesson number: SM0458) gefunden. Ricin ist ein toxisches pflanzliches
Lektin, welches erstmals bel Ricinus communis beschrieben wurde. Einige weitere bel den
Astacinen gefundene Domanen sind bisher ausschliefdlich aufgrund von offensichtlichen
Sequenzhomologien beschrieben, aber in keinem Fall ndher untersucht worden. Dazu
gehdren die EB-Doméne (PFAM accesson number: PF01683), welche durch 8
konservierte Cysteinreste charakterisiert ist und ausschliefdlich in verschiedenen C. elegans
Proteinen gefunden wird (Astacine: C26C6.3), die MATH-Doméane (SMART accession
number: SM0061) der Meprine und die TT-Doméane (PFAM accession number: PF02957),
welche Homologien zu einem humanpathogenen TT-Virus aufweist. Fur die Meprine hat
man aus praktischen Gesichtspunkten weitere Doméanen benannt (Intervening, I-Domane,
Transmembran-Doméane), ohne dass hier bisher Homologien zu anderen Proteinen bekannt
wéren (Kumar und Bond 2001).

Anaysiert man die in den Abbildungen 26 bis 28 dargestellten Doméanenstrukturen aller
Mitglieder der Astacin-Protein-Familie auch hinsichtlich der physiologischen Funktionen,
die diese Proteine Ubernommen haben (fUr eine Literaturibersicht siehe Auflistung in der
Einleitung), kdnnen bereits einige Gemeinsamkeiten erkannt werden. Um aber gleichzeitig
weitere Aussagen Uber die Proteinevolution der Astacin-Familie machen zu kénnen, wurde
die molekularphylogenetische Analyse (Neighbor -Joining-Stammbaum, Abbildungen 30
und 31) mit in die Diskussion einbezogen.

Zunéchst konnte festgestellt werden, dass die Astacine in mehrere phylogenetische
Gruppen unterteilt werden koénnen. Die Stammbaum-Gruppen der Cnidaria-Astacine
(Gruppe A), der Meprine (Gruppe B), der BMP-1/Tolloid-homologen Proteine (Gruppe C)
unterscheiden sich im Stammbaum klar von der grofien Gruppe D der restlichen Astacine
(Abbildung 30). Unter Einbeziehung aller C. elegansund Drosophila Proteine, konnte die
Gruppe D nochmals in die vier Subgruppen D1 bis D4 eingeteilt werden (Abbildung 31).
Aufgrund der geringen Sequenzidentitét, verbunden mit einer schlechten statistischen
Unterstitzung der Verzweigungen (Bootstrap-Werte <20), ist eine vollstandige
phylogenetische Interpretation innerhalb der Gruppe D zum Teil jedoch schwer
durchfihrbar.

Innerhalb der Stammbaum-Gruppe A finden sich nun die Cnidaria-Astacine HMP-2, HEA-
2 und PMP-1, entsprechend ihrer basalen phylogenetischen Stellung im Tierreich, als
néchste Verwandte des bakteriellen Flavastacins. HMP-1 besitzt zwar die gleiche
Domaénenstruktur wie die anderen Cnidaria-Astacine, zeigt aber innerhalb der Protease-
Domaéne eine grofliere Homologie zu den Astacinen der Gruppe D. Als néchste Verwandte
erscheinen hier die C. elegans Proteine der Subgruppe D4. Uberraschend ist auch, dass
HMP-2 aufgrund der Sequenzhomologie der Protease-Domane der Gruppe A zugeordnet
wird, aber als einziges Astacin dieser Gruppe dartiber hinaus auch eine Meprin-spezifische



V. Diskussion 122

MAM-Doméne aufweist. Strukturell und funktionell ist allen Cnidaria-Astacinen (HEA-2,
HMP-1, HMP-2, PMP-1, FARM-1), unabhéngig von ihrer Stellung im Stammbaum, das
Auftreten einer ShKT-Doméne und die Beteiligung an entwicklungssteuernden Prozessen
(vergleiche V.2. ) gemeinsam.

In der phylogenetischen Analyse erscheinen die Meprine als klar abgegrenzte Gruppe (B),
die zwischen den Cnidaria-Astacinen der Gruppe A und den BMP-1/Tolloid-8hnlichen
Proteinen der Gruppe C stehen. Interessanterweise werden die Meprine aber nur bel
Saugetieren gefunden. Die Meprine besitzen innerhalb der Astacine eine einzigartige
Doménenstrukur mit einer  MAM-, MATH-, intervening-, Transmembran und
cytoplasmatischen Doméne. Sie sind die einzigen membranstandigen Enzyme und nur in
dimerisiertem Zustand aktiv. Die Domanenstruktur der Meprine ist funktionell also durch
diesen Zusammenhang begrindet.

Alle Proteine der Stammbaum-Gruppe C lassen sich von der Multi- Doméanenstruktur des
BMP-1 (Mensch) bzw. Tolloids (Drosophila) ableiten, die carboxytermina mehrere EGF-
und CUB-Doménen besitzen. Dazu gehoren Tolkin, TLL (Mensch, Maus), TLL-2
(Mensch, Maus), Tolloid (Zebrafisch), Colloid (Huhn) und die um zwei CUB-Doménen
verkurzten Proteine BMP-H (Seeigel) und BMP-1 (Xenopus, Huhn), sowie BP10 (Seeigel)
und SPAN (Seeigel). Diese Proteasen sind alle as Morphogene beschrieben worden und
spielen spezifische Rollen in der Embryonalentwicklung des jeweiligen Tieres. So konnte
beispielsweise fur Tolloid eine Beteiligung an der Etablierung der dorso-ventralen
Korperachse gezeigt werden, in dem der Transkriptionsfaktor short gastrulation (SOG),
einem Antagonisten des TGF3-dhnlichen decapentaplegic (DPP), proteolytisch gespalten
wird. Eine dhnliche Aktivitdt konnte fir BMP-1 gezeigt werden, wobei in \ertebraten
(Xenopus, Zebrafisch, Maus) das SOG-homologe Chordin gespalten wird und das TGFf3-
ghnliche BMP-4 freisetzt (fir einen Uberblick siehe auch Weinmaster 1998). Von
besonderem Interesse ist hier noch, dass in C. elegans ein Protein (F38E9.2) identifiziert
werden konnte, das sowohl hinsichtlich der Domanenstruktur als auch der
Sequenzhomologie innerhalb der Protease-Doméne (74% Sequenz-ldentitét zu BMP-1 des
Menschen), eindeutig den BMP-1/Tolloid-homologen Proteinen zugeordnet werden kann.
Weisen die Gruppen A, B und C sowohl hinsichtlich der Funktion, Doménenstruktur und
der Sequenzhomologie der Proteasedoméne hohe Ubereinstimmungen auf, so erweist sich
die Gruppe D as recht heterogen. Dennoch fallen zunéchst die hatching-Enzyme der
Fische (Abbildung 30: Anguilla EHE-4, -6, -7, -10, -13 und —14, Oryzias HCE-1, HCE-2
und LCE, Cyprinus Nephrosin, Takifugu HCE-1) auf, die nur aus der Protease-Doméane
bestehen und hier sehr hohe Sequenzhomologien aufweisen. Die sechs Anguilla-Astacine
mussen dabei aufgrund der hohen Sequenzidentitét (>90%) innerhalb dieser Spezies durch
Duplikation eines urspriinglichen Gens entstanden sein. Gleiches gilt fir die drel Oryzias-
Enzyme.

Bezieht man nun alle C. elegans und Drosophila Proteine in die Analyse ein, so lassen sich
die Subgruppen D1 bis D4 bilden (Abbildung 31). Subgruppe D3 enthalt danach die eben
genannten hatching-Enzyme der Fische und zusétzlich das Verdauungsenzym Astacin von
Astacus sowie die hatching-Enzyme AEA von Astacus und UVS-2 von Xenopus. Aul3er
AEA und UVS-2 bestehen diese Proteine alle nur aus der Protease-Doméne. Fur die
Ausiibung ihrer physiologischen Funktion werden offenbar auch keine regulatorischen
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Elemente benétigt, da sie an der einfachen Degradation der Eihllle oder von
Nahrungsbestandteilen beteiligt sind. Die zusdtzlichen CUB-Doméanen von AEA und
UVS-2 weisen moglicherweise auf eine unterstiitzende Funktion bel der Substratbindung
hin. Besonders interessant ist hier noch, dass innerhalb der Subgruppe D3 auch das neu
identifizierte humane HCH-1 Protein gefunden wird, welches carboxytermina der
Protease-Doméne nur eine kurze TT-Doméane unbekannter Funktion enthdt. Zukinftige
Untersuchungen sollen Aufschliisse Uber die Funktion dieses Astacin-homologen Proteins
beim Menschen geben.

Die Subgruppe D2 wird von 8 kleinen, kompakten Drosophila-Astacinen gebildet (CGx),
die vergleichbar den Anguilla- oder Oryzias-Astacinen, direkt als paraloge Drosophila-
Proteine erkannt werden kénnen. Ein weiteres Insekten Astacin (Glossina, M15242) wird
ebenfalls in dieser Subgruppe gefunden. Die Proteine CG10280 und CG11865 sind
wahrscheinlich ebenfalls dieser Subgruppe zuzuordnen und erscheinen im Stammbaum,
nur aufgrund der schlechten Unterstiitzung der Knotenpunkte [Bootstrap Werte <20) in
einer anderen Subgruppe. Da die genannten Insekten Astacine keine carboxyterminalen
Domanen enthaten, kénnten diese Gene in Drosophila oder Glossina méglicherweise wie
die Proteine der D3-Subgruppe eine Rolle be hatching-Prozessen oder der
Nahrungsverdauung spielen. Fur letzteres spricht auch die Tatsache, dass vor kurzem ein
Astacin-ahnliches Verdauungsenzym bei dem Maikéfer Melolontha melolontha (Wagner et
al. 2002) beschrieben wurde. Somit scheint sich innerhalb der Arthropoden nicht nur bei
den dekapoden Crustaceen, sondern auch den Insekten eine Verdauungsprotease vom
Agtacin-Typ zu finden.

In den Subgruppen D1 und D4 sind nun fast ausschlieffdlich C. elegans Astacine
reprasentiert. Hier treten nun weitere neue Domanenkompositionen auf, wobei keine
Ubereinstimmung zwischen der phylogenetischen Verwandtschaft dieser Proteine und der
Domaénenanordnung mehr erkannt werden kann. Zusammenfassend finden sich hier 5
Proteine ohne carboxyterminale Domanen, 10 Proteine mit einer bis drei ShKT Domanen,
sowie 15 Proteine mit einer EGF- und einer CUB-Domaéne, 2 Proteine mit einer EGF-,
einer CUB- und einer ShKT-Domane, sowie 6 Proteine mit einer EGF-, einer CUB- und
einer TSP-1-Domane. Hinsichtlich der Funktion dieser unterschiedlichen Proteine konnten
in dieser Arbeit exemplarisch die Proteine C05D11.6 (keine carboxyterminalen Doméanen)
und CO7D10.4 (mit ShKT-Domanen) bearbeitet werden (vergleiche V.1). Die
Expressionsanalysen durch GFP-Reporterproteine legten dabei eine Verdauungsfunktion
fir CO5D11.6 und eine Beteiligung von C07D10.4 am SchlUpfvorgang der Embryonen
nahe. Die RNAI Experimerte von Maeda et a. (2001) konnten darlber hinaus fur die
Proteine C37H5.9 und K11G12.1 (beide eine ShKT-Domane) eine entwicklungssteuernde
Funktion zeigen. Fir das HCH-1 Protein (carboxytermina eine EGF-, eine CUB- und eine
TSP-1-Doméne) konnten Hishida et al. (1996) ein Doppelfunktion beim SchlUpfen der
Embryonen und eine gestorte Wegfindung bestimmter Neuroblasten nachweisen. Das
C17G1.6 Protein hat die gleiche Domanenanordnung wie HCH-1, zeigt nach den RNAI
Experimenten von Maeda et al. (2001) aber eine vollig andere physiologische Funktion.
Danach ist es an der Vulva-Entwicklung in frihen Embryonalstadien beteiligt. Dennoch
deuten zusammenfassend alle bisherigen funktionellen Daten zusammen mit der
komplexen Domanenanordnung fur die Mehrzahl der Astacin-homologen Proteine in C.
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elegans verschiedene spezifische Rollen bei der Zelldifferenzierung oder Entwicklung an.
Die Funktionen aller Astacin-homologen Proteine von C. elegans missen fir ein besseres
Verstandnis der Evolution dieser Proteine aber sicherlich noch weiter analysiert werden.

Besonders interessant ist hier auch das Evolutions-Prinzip, welches an der Astacin-Protein
Familie insgesamt beobachtet wird, welches aber bei den Astacinen von C. elegans
besonders ausgepragt und mit neuen Elementen in Erscheinung tritt. An die katalytische
Kette, die eigentliche Astacin-Doméne, werden die carboxyterminalen Doméanen in
unterschiedlicher Komposition angehéngt und erlauben es, die Astacin-Doméane wie ein
Modul in wechselnder Umgebung und zu unterschiedlichen Zwecken einzusetzen.
Auffdlig ist bei C. elegans darliber hinaus auch, dass die Astacin-homologen Proteine
ohne erkennbare Préferenz auf ale Chromosomen verteilt sind, und dass sie untereinander
und im Vergleich zu anderen Astacinen nur geringe Sequenzhomologien aufweisen. Hier
zeichnet sich fur C. elegans das von Baxter (1998) beschriebene Phénomen ab, dass viele
Gene in diesem Organismus eine viel hohere Evolutionsgeschwindigkeit als dieselben
Gene in anderen Spezies aufweisen (Baxter 1998). Uberraschenderweise bildet aber das
BMP-1/Toalloid-&hnliche Protein F38E9.2 aus C. elegans (Gruppe C) eine Ausnahme. In
diesem Astacin-homologen Protein findet sich eine hohe Sequenzidentitét und eine exakt
gleiche Domanenstruktur wie bel den BMP-1-&hnlichen Astacinen der Vertebraten oder
den Tolloiden von Drosophila (siehe oben). Fur diese Genlinie scheint aso eine hohe
Konservierung vorzuliegen, die in der spezifischen Funktion dieses Proteins begriindet sein
konnte. Die restlichen 39 Astacin-homologen Proteine von C. elegans lassen sich aufgrund
der beobachteten hohen Evolutionsgeschwindigkeit wahrscheinlich auf nur zwel
(Subgruppen D1 und D4) Vorlaufer-Gene zuriickfuhren, wobei deren Entwicklungslinien
aber wegen der geringen Sequenzhomologien im Stammbaum nicht mehr klar erkennbar
sind.

Auf die Frage, ob die hohe Divergenz der Astacin-homologen Proteine von C. elegans nun
ein exklusves Merkma dieses Organismus darstellt, konnte das Genomprojekt von
Caenorhabditis briggsae Auskunft geben. Bei diesem Nematoden konnten analog zu C.
elegans die grofRe Kopienzahl von insgesamt 34 Genfragmenten identifiziert werden
(Tabelle 13). Vorlaufige Untersuchungen anhand der nur tellweise vorliegenden
Sequenzdaten zeigen, dass fur jedes C. briggsae Astacin ein orthologes Protein in C.
elegans gefunden werden kann. Inwiefern solche Genduplikationen nun aber auch bel
anderen weniger verwandten Spezies innerhalb des Tierstamms der Nematoden
vorkommen, werden aber erst die laufenden Genom oder EST-Projekte zeigen. In Kirze
sollen die ersten Daten des Genomprojekts des Sanger Instituts fur Brugia malayi
(http://www.sanger.ac.uk/ProjectsNematodes) und das Nematoden EST Sequencing
Project des Sanger Instituts in Kollaboration mit Mark Blaxter, University of Edinburgh,
fur Ascaris suum, Haemonchus contortus, Necator americanus, Teladorsagia
circumcincta, Trichuris muris (http://www.nematodes.org) vorliegen. Erst dann kann die
interessante Frage beantwortet werden, ob die grofe Anzahl von Genduplikationen
Astacin-homologer Proteine eine Sorderentwicklung innerhalb der Ordnung Rhabdita (C.
elegans und C. briggsae) darstellt oder ob dieses Phdnomen auch bei anderen Ordnungen
innerhalb der Nematoden gefunden wird.
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Eine vollsténdige Analyse aler paralogen und orthologen Astacine in einem Organismus
kann derzeit nur bel C. elegans Drosophila und dem Menschen erfolgen, da nur hier die
Genom-Sequenzierungs-Projekte abgeschlossen sind. Im Vergleich zu der bel bel C.
elegans bisher einzigartigen Komplexitédt, finden sich bei Drosophila nur 11 kleine
kompakte Proteasen (CG10280, CG11865, Subgruppe D2) und die beiden BMP-1-
ahnlichen Proteine Tolloid und Tolkin. Beim Menschen findet man dagegen nur 1
kompaktes Astacin (HCH-1) sowie 3 Gene fur BMP-1 &hnliche Proteine (BMP-1, TLL,
TLL-2), die aber in unterschiedlichen Splei3varianten (BMP-1 splice 1 bis 7) vorkommen.
Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf die Frage, wieso der Mensch viel weniger Gene
besitzt as urspringlich angenommen. Derzeit geht man bei einer Genomgréfie von 3000
Mio. Basenpaaren von 24.000 (genescan prediction) bis maximal 80 000 Gene aus
(Hubbard et al. 2002). Zum Vergleich werden bei C. elegans mit 97 Mio. Basenpaaren
20.000 Gene (vormbase) und bei Drosophila mit 180 Mio. Basenpaaren 14.000 Gene
(Adams et al. 2000) angenommen. Interessant ist in diesem Zusammenhang ebenfalls die
Tatsache, dass im Hefegenom (12 000 Kilo-Basenpaare, 7000 Gene; Goffeau et al. 1996)
kein Astacinrhomologes Gen gefunden wird, wobei aber in zwei Bakterienspezies
(Flavastacin in Flavobacterium; genomisches Sequenzfragment MP-ORF-2in Legionella
pneumophila) Astacin-homologe Proteine identifiziert werden konnten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die verschiedenen Gruppen und
Subgruppen der Astacinrhomologen Proteine jeweils auf ein Vorlaufer-Protein
zurtckzufuhren sein mussen, die ihrerseits durch Genduplikationen eines ursptinglichen
Vorlaufer-Gens entstanden sind. Dieser Vorgang muss sich in der Astacin-Protein-Familie
im Laufe der Evolution auf mehreren Ebenen wiederholt haben. In Bakterien wird
lediglich en Astacinrhomologes Protein gefunden (Legionella pneumophila,
Flacobacterium meningosepticum), wahrend innerhalb des basden Tierstamms der
Cnidaria bereits bis zu drel Kopien (Hydra) vorkommen. Die BMP-1/Tolloid-8hnlichen
Proteine und Meprine bilden dann klar abgegrenzte Gruppen, die im Verlauf der Evolution
auch dhnliche Funktionen beibehalten haben. Die grof3e Gruppe aller anderen Astacine ist
entwicklungsgeschichtlich nicht mehr eindeutig differenzierbar, doch grenzen sich
verschiedene Subgruppen, wie die hatching-Enzyme der Fische (Subgruppe D3) und die
Drosophila-Proteine der Subgruppe D2 voneinander ab.

4. Aktivierung von Pro-Astacin

Trotz aler Verénderungen, welche die Astacine im Verlauf der Evolution erfahren haben,
sind mdglicherweise einige allgemeine Mechanismen hoch konserviert. Ein Ansatzpunkt
sollte hier die Analyse der Propeptide (Zymogene) sein, welche bei alen Astacin
homologen Proteinen gefunden werden.

Als Modellprotein wurde fir diese Untersuchungen das Astacin des Flusskrebs Astacus
astacus verwendet, welches das innerhab der gesamten Protein-Familie am besten
charakterisierte Enzym darstellt. So steht seit langem ein einfaches biochemisches
Reinigungsverfahren der nativen Protease zur Verfigung (Pfleiderer et a. 1967). Auf
biochemischer Ebene konnte daraufhin die Spaltspezifitét (Sonneborn et al. 1969; Krauhs
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et al., 1982) und die vollsténdige Aminosauresequenz des nativen Proteins durch Edman
Abbau (Titani et al. 1987) ermittelt werden. Kinetische Untersuchungen mit dansylierten
Oligopeptid-Substrate (Ng and Auld 1989; Stocker et a. 1990), Nitroanilin-Substraten
(Stocker et al. 1991) oder verschiedene Inhibitoren (Grams et a. 1996; Yiallouros et al.
1998) erganzten die biochemischen Charakterisierungen. Schliefdlich konnte vom
Flusskrebs-Astacin als einzigem Mitglied dieser Protein-Familie auch die Raumstruktur
mit 1,8A° Auflésung ermittelt werden (Bode et al. 1992; Gomis-Rith et al. 1993). Die
Isolierung der cDNA und die bakterielle Expression des nativen Enzyms (Reyda et al.
1999) sowie verschiedener mutagenisierter Varianten erlaubten detailierte Aussagen Uber
den Katalyse-Mechanismus des Astacins (Yialouros et a. 2000). Darlber hinaus gelang
die Aufklérung der genomischen Struktur durch (Geier et al. 1997). Der Syntheseort des
Enyzms im Flusskrebs-Hepatopankreas konnte ebenfalls lokalisiert werden (Vogt et al.,
1989). Weiterhin sind das Verdauungsystem und die an dem Verdauungs-Prozess
beteiligten proteolytischen Enzyme des Flusskrebses Astacus astacus sehr gut
charakterisiert worden (einen Uberblick geben Zwilling und Neurath 1981; Vogt 1996 ;
Vogt 2002). Trotz dieser weitreichenden Kenntnisse ist weder fur das Pro-Enzym
(Zymogen) des Flusskrebs-Astacins noch fur irgendeinen anderen Vertreter der Astacin
Protein-Familie bisher der Aktivierungs-Mechanismus, der Ort der Aktivierung oder der in
vivo an der Aktivierung beteiligten Proteasen untersucht worden.

Immunhistochemische Experimente mit Antikorpern die gegen das reife Astacin gerichtet
snd und damit auch das Pro-Enzym erkennen konnen, bestétigten zundchst die
Untersuchungen von Vogt et al. (1989), wonach dieses Enzym ausschliefdlich in den F
Zellen des Hepatopankreas synthetisiert wird. Die punktformige intrazellulare Fluoreszenz
konnte bereits von Vogt et a. (1989) durch elektronenmikroskopische Vergleiche den
Golgi-Vesikeln zugeordenet werden. Extrazellulér konnte Astacin in alen Bereichen des
hepatopankreatischen Tubulus-Systems gefunden werden. Uberraschenderweise wurde
nun mit zwel verschiedenen Antikorpern (Pro-Ast-N, Pro-Ast-C), die spezifisch nur den N-
terminalen oder C-terminalen Tell des Pro-Peptids erkennen, Pro-Astacin vom Syntheseort
in den FZellen bis in die Lumina des Tubulus-Systems und selbst noch in dem zum
Magen fuhrenden Sammelkanal gefunden. Die Immunoblot Experimente zeigten dann
einerseits die Spezifitdt der verwendeten Antikorper, aber auch das ausschliefdiche
Vorkommen des aktiven Enzyms im Magen. Danach kann Pro-Astacin erst in den
proximalen Teilen des Sammelkanals oder direkt vor Ubertritt in den Magen aktiviert
werden. In den Immunoblot Experimenten konnte ebenfalls festgestellt werden, dass drei
Stunden nach der Stimulierung der Enzymneusynthese durch Entnahme von Magensaft die
Menge an Pro-Astacin im Vergleich zum reifen Enzym deutlich zugenommen hatte. Dies
stimmt mit den von Vogt et a. (1989) durchgefihrten Stimulierungs-Experimenten
Uberein. Eine mogliche Kreuzresktion der Pro-Astain Antikorper mit dem freien Propeptid
konnte dadurch ausgeschlossen werden, dass in den Immunoblot-Experimenten keine
Detektion des ca. 5 kDa grof3en Peptids beobachtet werden konnte. Um zu Uberprifen, ob
die geringe Grofie der Propeptide eine Immunodetektion mdglicherweise verhindern
konnte, wurden in Voruntersuchungen auch die synthetischen Pro-Peptide (Ast-C, Ast-N)
auf PVDF-Membranen Ubertragen, wobei diese eindeutig eine immunopositive Reaktion
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zeigten (Thesa, 1998). Diese Versuche sollten also eine Interferenz von freiem, vom Pro-
Enzym bereits abgespaltenen Pro-Peptid mit der tatséchlichen Pro-Astacin Lokalisation im
Hepatopankreas ausschlief3en. Darliberhinaus wirde ein freies Pro-Peptid natlrlich auch
bedeuten, dass bereits geniigend aktive Proteasen vorliegen, die das Peptid rasch weiter
degradieren wirden.

Ein Sequenzvergleich der gesamten Astacin-Protein-Familie im Bereich der
Aktivierungsstelle zeigt, dass in Position P1 haufig basische Aminosaurereste lokalisiert
sind und ene Haufung oder Cluster-Bildung von Arginin- oder Lysin-Resten
aminoterminal der Aktivierungsstelle (Abbildung 37 und 38) zu beobachteten. Das
Vorkommen der basischen Reste in Position P1 legt in diesen Féllen eine Betelligung von
Trypsin-ghnlichen  Proteasen am  Aktivierungsmechanismus nahe, da deren
Spaltungsspezifitadt auschliefdlich auf basische Reste (Arg, Lys) begrenzt ist (BRENDA
enzyme database). Bei BP10, SPAN den Tolloid/BMP-1-ahnlichen und einigen C. elegans
Proteinen findet sich in den Positionen P4 bis P1 auch eine Spaltstelle fur Furin (E.C.
3.4.21.75). Diese Serinprotease spaltet nach dem Motif Arg-Xaa-Yaa-Arg, wobel Xaa eine
beliebige und Yaa ein Arg oder Lys Rest représentiert. Furin-ahnliche Serinproteasen sind
tatsachlich bei Vertebraten, Drosophila und C. elegans (F11A6.1a) beschrieben worden
(BRENDA enzyme database). Auch konnte beispielsweise fur die Endopeptidase-24.18
der Ratte ein solcher Aktivierungsmechanismus gezeigt werden (Milhiet et a. 1995). Auf
der anderen Seite fehlen in mehreren anderen Astacinen basische Aminosduren in Position
P1. Dies gilt fUr die bei Cnidariern gefundenen Astacine (HEA-2, PMP-1, HMP-1), fir das
bei Fischen gefundene Nephrosin und fir einige C. elegans Astacine. Aber auch im
Astacin des Flusskrebses ist ein basischer Aminosdurerest erst in Position P3 vorhanden.
Hier missen also sicher auch andere proteolytische Enzyme in den Aktivierungsprozess
involviert sein.

Im Verdauungstrakt von Astacus astacus werden allerdings nur zwei Endopeptidasen
gefunden, welche Uberhaupt fur die Aktivierung von Pro-Astacin in Frage kommen:
Flusskrebs Trypsin und Astacin (Pfleiderer et al. 1967, Vogt 2002). Die Beteiligung dieser
Proteasen an der Aktivierung konnte anhand des Spatmusters synthetischer
Modellpeptide, welche die Aktivierungsstelle des Astacins umfassen (Abbildung 37)
Uberprift werden. Astacin oder Trypsin wurden dazu mit den Peptiden AStG (reprasentiert
dabei die Astacin Sequenz), AstR (Glycin —1 wurde durch das héufig bei anderen
Astacinen in dieser Position vorkommende Arginin ersetzt) und AstR* (enthélt D-(-)
Arginin in Position =3, -7 und —10, um as Kontrolle eine Kontamination der Astacin
Préparation mit  Trypsin  auszuschlief®en)  inkubiert und die  Produkte
massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 39). Astacin hydrolysierte im Peptid AstG
ausschliefdich die Gly-1/Alat+1 Bindung, welche die tatsachliche Aktivierungsstelle im
Protein reprasentiert und spaltete auch dann noch immer exklusiv an dieser Position, wenn
Gly-1 durch einen Argininrest substituiert wurde. Trypsin hydrolysierte die Peptide
erwartungsgemdld an allen vorhandenen basischen Aminosdureresten, wobel der
tatsichliche N-Terminus der reifen Astacin-Molekils nicht entstehen kann. Nur bel
Einfuhrung eines Argininrestes in Position —1, welcher die Sequenz bei vielen anderen
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Astacinen widerspiegelt, wurde die —1/+1 Bindung auch von Trypsin gespaten. Die
Kontrollreaktionen mit dem AstR* -Peptid konnten jede tryptische Verunreinigung in den
Astacin-Préparationen ausschlief?en. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Astacin des
Flusskrebses in der Lage ist, seine eigene Aktivierung zu katalysieren. Eine Aktivierung
durch Trypsin wirde die zusétzliche Einwirkung durch eine Aminopeptidase erfordern.
Fur Astacus astacus kann somit zusammenfassend festgestellt werden, dass Pro-Astacin
vermutlich autokatalytisch im proximalen Bereich des Sammelkanals vor Ubertritt in den
Magen (Cardia) aktiviert wird. Ob eine erste initiale Aktivierung allerdings einer noch
unbekannten membranstandigen Protease oder einer intrinsischen Aktivitdt von Pro-
Astacin zugeschrieben werden kann, mussen weitere Studien zeigen. Darlber hinaus
konnte aber auch gezeigt werden, dass Astacin in der Lage ist, eine Arg-Ala Bindung an
der Aktivierungsstelle zu hydrolisieren. Damit konnte fur die Mehrzahl der Astacine neben
einer Aktivierung durch tryptische Enzyme ebenfalls eine autokatalytische Aktivierung in
Frage kommen.

Vergleicht man die Erkennungssequenzen der Aktivierungsstelle mit der im vorigen
Abschnitt diskutierten Unterteilung der Astacin-Familie in die Stammbaum- Gruppen,
fallen einige Ubereinstimmungen auf. Die Vertreter der BMP-1/Tolloid Gruppe zeigen mit
Ausnahme des C. degans Proteins F38E9.2 alle eine FurinErkennungssequenz.
Zusammen mit den dhnlichen physiologischen Funktionen, die diese Proteine Gibernommen
haben, konnte sich hier ein besonderer Aktivierungsmechanismus entwickelt haben. Das
as urspriinglich anzusehende bakterielle Flavastacin, die hatching-Enzyme, die kurzen,
kompakten Drosophila Proteine und die Meprine weisen dagegen einen einzelnen
basischen Rest in Position P1 auf. Dieser scheint bei den Cnidaria-Astacinen, Nephrosin
und Astacin verloren gegangen zu sein. Dennoch konnte sich aufgrund der hier
dargestellten Ergebnisse fur alle diese Subgruppen ein gemeinsamer autokatalytischer
Aktivierungsmechanismus erhalten haben. In den 40 C. elegans Astacinen scheinen
dagegen ale Moglichkeiten unterschiedlicher Aktivierungen realisiert zu sein, soweit dies
die Pro-Peptid Struktur angeht. Es finden sich Furin-Erkennungssequenzen, basische
Aminosaurereste in P1 oder auch keine basischen Aminosaurereste in dieser Position.
Diese lassen sich aber weder mit der Doméanenstruktur noch mit den im Stammbaum
(Abbildung 31) abgeleiteten  Verwandtschaftsverhdtnissen homologisieren.
Moglicherweise unterliegt der hier jewells etablierte Aktivierungsmechanismus, begiinstigt
durch die grof3e Variabilitét dieser Gene in C. elegans, allein der Selektion durch die
Expression dieser Proteine in unterschiedlich spezialiserten Zelltypen. Je nach der
vorgefundenen Ausstattung mit anderen Proteasen kann sich dann eine autokatalytische,
tryptische oder Furin-ahnliche Aktivierung etabliert haben.
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1. Abkulrzungen
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bp
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Ci

Da
DEPC
DNA
DNase
Dns
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EDTA
EST
GFP
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HPLC
IEP
IPG
IPTG
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MALDI-TOFMS
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oD
ORF
PAGE
PCR
RACE
RNA
RNAI
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SDS
TEMED
Tris
UTP
uv
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Adenosintriphosphat

basepairs

bovine serum albumine

Curie

Dalton

Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease

Dansyl

double strand
Ethylendiamintetraacetat
expressed sequence tag

green fluorescent protein
geneome sequencing center

high performance liquid chromatography
| soel ektrischer Punkt

Immobiline polyacrylamide gel
Isopropylthio-b-D-Galaktose
kilobases

matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
M assenspektrometrie
Molekulargewicht

optische Dichte

open reading frame
Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
polymerase chain reaction

rapid amplification of cDNA ends
Ribonukleinséure

RNA interference

reversed phase

rounds per minute

Reverse Transkription

sense

Sodiumdodecylsulfat
N",N",N",N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Uraciltriphosphat

ultraviolett

Beliebige Aminosaure
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2.  Aminosauren und Nukleotide

<s<40TVOTVZZIrX"IOTMmMOO>

%C—|O0>
i
T

dCTP
dGTP
drTP

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg

Thr
val
Trp
Tyr

Alanin
Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin
Vadin
Tryptophan
Tyrosin

Adenosin

Cytosin

Guanosin

Thymidin

Uracil
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosi ntriphosphat
Desoxyguanosi ntriphosphat
Desoxythimidintriphosphat
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6. Seguenzdaten

6.1. Sequenzdaten der Astacin-homologen Gene von C. elegans

Die Graphiken zeigen die von wormpep oder Genie Gene (vergleiche 1V.1.2.2)
vorhergesagte genomische Organisation der Astacin-homologen Gene und die Abschnitte,
von denen experimentell ermittelte cDNA-Sequenzen vorliegen (modifiziert nach Kent
und Zahler, http://www.soe.ucsc.edu/~kent/intronerator). Die alignments zeigen in
Ausschnitten die Sequenzen der wormpep oder Genie Gene Vorhersagen im Vergleich zu
allen bekannten cDNA-Sequenzen. Die in vorliegender Arbeit fur die Transkriptomanalyse
verwendeten Oligonukleotide (vergleiche 1V.1.2.) sind jeweils unterstrichen.

6.1.1. Sequenzdaten 4R79.1

4RTD

AceDE Gene Fredictions

4R79.1
Gehie Gehe Fredictiohs
g-IWV-388%
. kriggsae homologies
COHA ATignments
Embrdanic cOMA A1ighments
soa| 16@a| 15@a| Zaaa| 25aa| ETTL 3580 4a88| 4508|
cDNA Al'i gnment Moehrl en
4R79. 1fm
4R79. 1 : 1930bp // acctgcaat ataagcgaaattttgaaccccatgtttttccagCACCGAATGAAATAAAAATTTTGGAAAA 501
g-1V-3005 : 1930bp // acctgcaatataagcgaaattttgaaccccatgtttttccagCACCGAATGAAATAAAAATTTTGGAAAA : 2000
4R79.1 1 AGCGITTGACAGT TACCGACGAACAACATGCATTAGAT TTGAAAAACGAGAAGGT CAAACAGACTACTTAAACATTGTAA @ 581
g- 1 V- 3005 : AGCGTITTGACAGT TACCGACGAACAACATGCATTAGATTTGAAAAACGAGAAGGT CAAACAGACTACTTAAACATTGTAA @ 2080
4R79.1 : AAGGATATGGgt aagaat at at at ctt at acaacccttactgaattttaattttt cagGTGCTACTCTCAAGTTGGACGA @ 661
g- 1 V- 3005 : AAGGATATGGgt aagaat at atatcttatacaacccttactgaattttaatttttcagGTGCTACTCTCAAGTTGGACGA : 2160
4R79. 1 : ACTGGAGGAAAACAGGAAATTTCTTTGGGACGT GGCTGCTTTTTTCATGAAATAATTGTACACGAACTGATGCATTCCGT @ 741
g- 1 V- 3005 : ACTGGAGGAAAACAGGAAATTTCTTTGGGACGT GGCTGCTTTTTTCATGAAATAATTGTACACGAACTGATGCATTCCGT @ 2240
4R79.1 : CGGATTTTGGCACGAACACTCGAGAGCTGgt cagt t cgt gt aaaaaaactttgtttacttaagatcttaaact gaataat : 821
g- 1 V- 3005 : CGGATTTTGGCACGAACACTCGAGAGCTGgt cagtt cgt gt aaaaaaactttgtttacttaagatcttaaactgaataat : 2320
4R79.1 : acttactttttagATCGCGATGATCACATTAAGATCAACT GGGATAATATTCTGCCTGGAATGAAGTCTCAATTCGATAA @ 901
g-1V-3005 : acttactttttagATCGCGATGATCACATTAAGATCAACTGGGATAATATTCTGCCTGGAATGAAGTCTCAATTCGATAA 2400
4R79.1 : AATTTCGGCAGTGITACAAgt gagcat t at aaat cacaaaaaat cat cggaact cgt gt aact caaaaatttttgacggc : 981
g- 1 V- 3005 : AATTTCGGCAGTGITACAAgt gagcatt at aaat cacaaaaaat cat cggaact cgt gt aact caaaaatttttgacggc : 2480
4R79. 1 : //lntron 420 bp // caatcgaagaagctgcgtttgtgggaaagttaaatagtaatttctagGATCTTCAAGGAGA : 1461
g-1V-3005 : //Intron 420 bp // caatcgaagaagctgcgtttgtgggaaagttaaatagtaatttctagGATCTTCAAGGAGA : 2960
4R79. 1 : AAACTACGATTACAAATCAATAAT GCACTATGACAGCACTGCGT TTTCAAGAAACGGACGAAACACAATAGAAACTGTAG @ 1541
g- 1 V- 3005 : AAACTACGATTACAAATCAATAATGCACTATGACAGCACT GCGT TTTCAAGAAACGGACGAAACACAATAGAAACTGTAG : 3040
4R79. 1 : AAAATGGATTCACACAGGT TATTGGGACCGCTATGGACTTGTCACCTCTGGATATTGTGAAAQt aaat aat t tt ggatat : 1621
g- 1 V- 3005 : AAAATGGATTCACACAGGT TATTGGGACCGCTATGGACTTGTCACCTCTGGATATTGTGAAAgt aaat aattttggatat : 3120
4R79. 1 © ttttcaaaataaattttaacat aaaaagtttagATCAACAAACTGTATTCGTGTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA : 1701
g-1V-3005 : ttttcaaaataaattttaacat aaaaagtttagATCAACAAACTGTATTCGTGTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA : 3200
AR79.AfM © c-ceceecmeieeeeciieeeie e CAAACTGTATTCGT GTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA :
4R79. 1 :  GCCTGCAACTACCGAGGAACCT CATCAACTGATTCCGCAAGT TGTGGATAAAAATTCGGTCGATTCTGGAGAAAgt t agt 1781

g- 1 V- 3005 : GCCTGCAACTACCGAGGAACCTCATCAACTGATTCCGCAAGT TGTGGATAAAAATTCGGT CGATTCTGGAGAAAgt t agt : 3280
4R79. 1f m : GCCTGCAACTACCGAGGAACCTCATCAACTGATTCCGCAAGTTGTGGATAAAAATTCGGTC. . ..o oo :

4R79.1 ©ogttttgtttcatttctgtgatcgcattgaaaaatgtttacagaaagttttcaaact gt aacattaaaaaaaaactcccaa @ 1861
g-1V-3005 : gttttgtttcatttctgtgatcgcattgaaaaatgtttacagaaagttttcaaactgtaacattaaaaaaaaactcccaa : 3360

4R79.1 : caaactttattttcagAATGTGTCGATCATTTTGCGGATTGCCCGCACTTTGCACAATACTGTACCCGTGCTTCATTTTT @ 1941
g-1V-3005 : caaactttattttcagAATGTGTCGATCATTTTGCGGATTGCCCGCACTTTGCACAATACTGTACCCGTGCTTCATTTTT 3440

4R79. 1 : CTTTGTTATGAAATCGTACTGTCCATTTACGT GTAAACATTGT CCTGGT GATCGAAAACT CAAAAAAT CGGGATGA- 1 2017
g-1V-3005 : CTTTGITATGAAATCGTACTGICCATTTACGTGTAAACATTGT CCTGGT GATCGAAAACT CAAAAAAT CGGGATGA- : 3516
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6.1.2. Sequenzdaten C05D11.6

Cosh ids
casoll . &es0iy |
AceDE Gene Fredictions
cashil. 6
Genie Gene Fredictions
g-III-1842
. brigosas homologies
cOHA Alighments
Embrdanic cOMA ATighments
Saa| 1868 1588| zaaa| 25a8| Saaa|
osT
BI 175418
cDNA Al i gnment Moehrl en
C05D11. 6f m
C05D11. 6 490bp // tccgcattttctaaaattattttcctattttcacaactaaatttgtaccaatttattgtttttagGIrAAT @ 560
g-111-1042 : 490bp // tccgcattttctaaaattattttcctattttcacaactaaatttgtaccaatttattgtttttagGrAAT @ 560
C05D11. 6 : AGATACATCTGTACCACAAACCGAAACGACACT GAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC @ 640
g-111-1042 : AGATACATCTGTACCACAAACCGAAACGACACTGAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC @ 640
Co5D11. 6fm: ....... TCTGTACCACAAACCGAAACGACACT GAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC 73
CO5D11. 6 AGACTCTTGgt aagaactttttaactgtttaatataaatttccaacttt ccagGAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA @ 720
g-111-1042 : AGACTCTTGgt aagaactttttaactgtttaatataaatttccaactttccagGAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA @ 720
CO5D11. 6fm: AGACTCTTG---------mmmmmmmmm oo m oo oo oo GAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA @ 109
C05D11. 6 : TTGGAAACTACAGT GAGGGAGATATTTTGT TGGAAAGCCCTAAGAAATTTGT GGAGGAGAACAATAAGT TGGGACGAAAT @ 800
g-111-1042 : TTGGAAACTACAGT GAGGGAGATATTTTGI TGGAAAGCCCTAAGAAATTTGT GGAGGAGAACAATAAGT TGGGACGAAAT @ 800
CO5D11. 6f m : TTGGAAACTACAGT GAGGGAGATATTTTGT TGGAAAGCCCTAAGAAATTTGTGGAGGAGAACAATAAGT TGGGACGAAAT : 189
CO5D11. 6 GCGATTAAACAAATATACACGGt gt gaat gttt agt t ccat at t t aaagt at aaacttt caagttgaaaatttcaagTTTT @ 880
g-111-1042 : GCGATTAAACAAATATACAGgt gt gaat gttt agttccatatttaaagtataaactttcaagttgaaaatttcaagtttt 880
CO5D11. 6f m: GCGATTAAACAAATATACAG: - - - - - - = - - oo s m oo oo oo 209
C05D11. 6 TGGAGCTACATTGT GGCAAATCCTCTAGAGGT TGACAAAGTAAAATTGACATTACCGATTTTTCATGT TCACTACAGTAG @ 960
g-111-1042 : tggagctacattgtggcaaatcctctagaggttgacaaagt aaaattgacattaccgatttttcatgttcactacagtag : 960
CO5 DL L. Bf M I - - oo - oo oo : -
CO5D11. 6 : TATAATGTCAACTCAATTCAGACGT TGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA @ 1040
g-111-1042 : tataatgtcaact caattcagACGTTGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA : 1040
C05D11. 6fm: -------m i - ACGTTGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA 268
C05D11. 6 GAAGT GTGATTGCCAACGCAAT GAACGAATAT CATACAAAAACAT GTGT CAAATTCGT TGCCAGAGATCCATCGAAGCAT @ 1120
g-111-1042 : GAAGTGTGATTGCCAACGCAATGAACGAATAT CATACAAAAACATGT GTCAAATTCGT TGCCAGAGATCCATCGAAGCAT @ 1120
Bl 175408 - - oo CAT : 3
CO5D11. 6f m : GAAGTGTGATTGCCAACGCAATGAACGAATAT CATACAAAAACAT GTGTCAAATTCGT TGCCAGAGATCCATCGAAGCAT @ 348
COo5D11. 6 : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGCGATGTTACAGTTTGGTTGGAAAgGE gagt agt aact gagagaaat gt gac : 1200
g-111-1042 : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGT TACAGTTTGGTTGGAAAgt gagt agt aact gagagaaat gt gac : 1200
Bl 175418 CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGT TGGAAA: - - - - - - - - o e e oo o - - - 56
C05D11. 6f m: CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGTTGGAAA: - - - - - - - oo oo mm e m oo - 401
C05D11. 6 aaact agaaaaat t t ag AACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGT TGGAACAATTGITCA @ 1280
g-111-1042 : aaact agaaaaattt agAACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGTTGGAACAATTGTTCA @ 1280
Bl 175418  © ----------------- AACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGT ATTCAAGT TGGAACAATTGT TCA @ 119
C05D11. 6fm: ---------------- - AACCGGAGGAAAGCAGCCAGT GTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGT TGGAACAATTGTITCA @ 464
C05D11. 6 CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAGgt aaagagaat at agccat at ct cacat ggaattggta : 1360
g-111-1042 : CGAGCTGATGCATGCTGITGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAGYt aaagagaat at agccat at ct cacat ggaattggta : 1360
Bl 175418 CGAGCT GATGCATGCTGTTGGGT TCTTCCATGAGCAGAGCAG- - - = === == s s m s mmmm o m oo mm oo oo : 161
C05D11. 6f m: CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAG- - - - - - === - - - - oo mmmm oo mmm oo oo o oo oo 506
COo5D11. 6 aaaat gt t gcct t gagaaat gggagagaagtt cat t aaaat gaacaggaaaccct attaccaacttctggcagtactgaa : 1440
g-111-1042 : aaaatgttgccttgagaaat gggagagaagttcattaaaat gaacaggaaaccctattaccaacttctggcagtactgaa : 1440
COo5D11. 6 aat ctgggacatttgtttcagaagtgcgtgcctaccccaaacctttttatgcctacttgectgecctttggcat gt agat 1520
g-111-1042 : aatctgggacatttgtttcagaagtgcgtgcctaccccaaacctttttatgectacttgectgecct ttggcatgtagat 1520
COo5D11. 6 ttgtttttttcctgaattgattaattcaagaatttaactgggaaattaacacaatataatttttctgtcaaactttgaaa : 1600
g-111-1042 : ttgtttttttcctgaattgattaattcaagaatttaactgggaaattaacacaatataatttttctgtcaaactttgaaa : 1600
COo5D11. 6 actttgtcttgaaaaaaaaaaat ct ct gccgaacttcggaaacttgcacagaagtgcgtgttctgecttgaatatttttt 1680
g-111-1042 : actttgtcttgaaaaaaaaaaat ctctgccgaacttcggaaacttgcacagaagtgcgtgttctgecttgaatatttttt 1680
C05D11. 6 ctgatttcact cgactt ccagACAAGACCGTGACAGTTATATCGACGTAGT CTGGCAGAATGT GATGAACGGCGCTGATG @ 1760
g-111-1042 : ctgatttcactcgacttccagACAAGACCGTGACAGT TATATCGACGTAGTCTGGCAGAATGTGATGAACGGCGCTGATG : 1760
Bl 175418 @ -------iaa oo ACAAGACCGT GACAGT TATATCGAGGTAGT CTGGCAGAATGT GATGAACGGCGCTGATG @ 220
CO5D11. 6fm: --------mooa oo ACAAGACCGT GACAGT TATATCGACGTAGT CTGGCAGAATGT GATGAACGGCGCTGATG @ 565
C05D11. 6 ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGCGA : 1840
g-111-1042 : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGCGA : 1840
Bl 175418 ATCAATTTGAGAAATACAACT TGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGGA @ 300
CO5D11. 6f m : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGC. . . .. . .. © 637
COo5D11. 6 CCATACGCATTCAGT GGATCCGGAAAGAAGACATTGGT GCCAAAGAAGYt aagacaaact ct gcagat t acaagaagata : 1920
g-111-1042 : CCATACGCATTCAGTGGATCCGGAAAGAAGACATTGGT GCCAAAGAAGYt aagacaaact ct gcagat t acaagaagata : 1920
Bl 175418 CCATACGCATTCAGT GGATCCGGAAAGAAGACATTGGTGCCAAAGAAG - - - - === - - - - - mmmmmmmmmm oo m oo 348



VII. Anhang

146

C05D11. 6
g-111-1042 :
Bl 175418 :
C05D11. 6 :
g-111-1042 :
Bl 175418 :
C05D11. 6 :
g-111-1042 :
g-111-1042
g-111-1042
g-111-1042
g-111-1042

taatttaatattttagTCTGGGTCCGAACGTATGGGT CAGCGTGTCAAGTTTTCTGACATTGACGTTAGAAAGATCAATA
taatttaatattttagTCTGGGTCCGAACGTATGGGT CAGCGTGTCAAGTTTTCTGACATTGACGT TAGAAAGATCAATA ©
---------------- TCTGGGT CCGAACGT ATGGGT CAGCGT GTCAAGT TTTCTGACATTGACGT TAGAAAGATCAATA

AGCTATACAATTGT CCAGGAGT CTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAATCAAATCAACTCAAATTCAATTGT CAAT ©
AGCTATACAATTGT CCAGGAGT CTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAAT CAAATCAACTCAAATTCAATTGT CAAT :

ACGCTATACAATTGT CCAGGAGT CTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAATCAAATCAACTCAAAT- - - - - - - - - - - -

o7 o1 oY1 1 n -

CATCCTCAGgt t t gagcacacct acccatcatcaatctcttttatcatttct at cat act aat gccggt agcgttaaagce :

gettttgctgtgtatccttagtttttgtgtgcagtgcgtgtgattcaccattgtcttcgcactcgcacttattacagtac :
cccgttcatttcatatgacggacgttactgtattttcgcaactgtactccgatgttatttggctccgcetactctctgaaa :
accaat aagt at cgt agt gcaaaaaat at at ct cttt ccacacaaaacaaaaaat tt tt cagTCGCGATACGCGGGATTG :

CCTCTATCAACATCTAACCAAGTAACTAACAATCGTCGGATGATTCGAATTTTTGGITAA

6.1.3. Sequenzdaten C07D10.4

2000
2000
412

2080
2080
480

2095
2160

2240
2320
2400
2460

COSm ids
CHTOLE
UK12EFE I
ACeCE Gene Fredictions
cavhia. 4
Genie Gene Fredictiohs
2-II-1783
C, kriggsas homolog ies
Embrdonic cOMA Alignments
San| 1a8| 1568| zaea| 2588|
cDNA Ali gnment Moehrl en
CO7D10. 4 m

C07D10. 4 ATGCTTTTGCCATGGATCATCACTATTGTAACTGTAATACCT GCTACATTAGGT CATAGGAATCGAGTACAAGATGATCA 80
g-11-1703 ATGCTTTTGCCATGGATCATCACTATTGTAACTGTAATACCTGCTACATTAGGTCATAGGAATCGAGTACAAGATGATGA 80
C07D10. 4 GATGCTTGTTATATCAGATAGCACAGATTCATTAAATTTGGAAGATTTCGAATTTGCTGATAAGT TAACCAGAGYt aata @ 160
g-11-1703 GATGCTTGTTATATCAGATAGCACAGATTCATTAAATTTGGAAGATTTCGAATTTGCTGATAAGTTAACCAGAGgt aata @ 160
C07D10. 4 tttgtagttttagat ggaattcaataatttgtaattccagAGGAACTGTTTGGAAAACACATTCCGGTGGAAGTGGTAAA @ 240
g-11-1703 tttgtagttttagatggaattcaataatttgtaattccagAGGAACTGITTGGAAAACACATTCCGGTGGAAGTGGTAAA @ 240
COTDL0. Af M I o CGGTGGAAGTGGTAAA : 16
C07D10. 4 TGATTTCAAGTCAGATATTCGGT TACCAAGACGGCACAAAgL aagct at t t agcact at t aaaaact gaacaaaaaat gt 320
g-11-1703 TGATTTCAAGTCAGATATTCGGT TACCAAGACGGCACAAAgt aagct at t t agcact at t aaaaact gaacaaaaaat gt 320
CO7D10. 4f m : TGATTTCAAGTCAGATATTCGGT TACCAAGACGGCACAAA:- - - - - - - o oo o 56
C07D10. 4 gatttctttctgaaattcatcct aaaaaaaatttcagtacatttttaagcattcttgtacaccatagagatttaattgag : 400
g-11-1703 gatttctttctgaaattcatcctaaaaaaaatttcagtacatttttaagcattcttgtacaccatagagatttaattgag : 400
CO7DL0. Af M & - - - - o s oo o m oo oo : -
C07D10. 4 attatctacacat gt aaaatt at gt gccact agaaatttctttaatacttgaaaattttgagGTACGCCAACCGCATGGG : 480
g-11-1703 attatctacacat gt aaaattatgtgccactagaaatttctttaatacttgaaaattttgaggtacgccaaccgcatggg : 480
CO7DL0. 4f M & - - - e oo : -
C07D10. 4 ATGAAAATTATAGGCAAAATTATTAATTTTATTTCTACACCATTTCAGAGAAAT GGAGT TTCCCGAGCAGCGAAACTATG @ 560
g-11-1703 at gaaaattat aggcaaaattattaattttatttctacaccatttcagAGAAATGGAGTTTCCCGAGCAGCGAAACTATG : 560
CO7D10. 4f M & = - s s s s e s e e AGAAATGGAGT TTCCCGAGCAGCGAAACTATG : 88
C07D10. 4 GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC @ 640
g-11-1703 : GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC 640
CO07D10. 4f m : GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC : 168
C07D10. 4 AGgtttttaattttatataatttcattgctggcaaatgccttgtaaacatatattacagTACCACGAAAAAACTTGCATC @ 720
g-11-1703 AGgtttttaattttatataatttcattgctggcaaatgeccttgtaaacat at att acagTACCACGAAAAAACTTGCATC @ 720
CO7D10. 4f M i AG - - - - - s s s m oo TACCACGAAAAAACTTGCATC : 191
C07D10. 4 AGATTTGT TCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATG gt at gt act aaatgttttcta : 800
g-11-1703 AGATTTGT TCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATGGt at gt act aaatgttttcta : 800
CO7D10. 4f m : AGATTTGITCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATGG- - === === === ===z caann : 250
C07D10. 4 ttgcatcagcgat acaatttttcagATGTTTCTCTGAAGT TGGTAGAACATCGGGAGT TCAGGTGTTATCTCTCGATAAT 880
g-11-1703 : ttgcatcagcgatacaatttttcagATGTTTCTCTGAAGT TGGTAGAACATCGGGAGTTCAGGTGTTATCTCTCGATAAT @ 880
CO7D10. 4fm @ -----mmee oo ATGTTTCTCTGAAGT TGGTAGAACAT CGGGAGT TCAGGTGTTATCTCTCGATAAT : 305
C07D10. 4 GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGTTGTCGGATTTTATCATGAACATGgt aagt cat at t t 960
g-11-1703 : GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGTTGTCGGATTTTATCATGAACATCGgt aagt catattt 960
CO7D10. 4f m : GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGT TGTCGGATTTTATCATGAACATG- - - - - - - - - - - - - 372
C07D10. 4 aaattttaaatcaatattgcaagttaatttttttctagAACGATGCGGATCGCCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA @ 1040
g-11-1703 aaattttaaatcaatattgcaagttaatttttttctagAACGATGGGATCGCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA @ 1040
CO7D10. 4f M & = e e e e e AACGATGGGATCGCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA 414
C07D10. 4 ATATTGATCGT GGAGCT CTTGATCAATTTGGAAAAGT TGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGT CAACCATATGATTAT @ 1120
g-11-1703 ATATTGATCGT GGAGCTCTTGATCAATTTGGAAAAGT TGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGT CAACCATATGATTAT @ 1120
CO7D10. 4f m: ATATTGATCGI GGAGCTCTTGATCAATTTGGAAAAGT TGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGTCAACCATATGATTAT . 494
C07D10. 4 AAATCGATTCTTCATTATGATAGT TTGGCATTCTCAAAAAACGGAT TCCCAACAATGT TGCCGAAAGT CAAATgL gagt t 1200
g-11-1703 : AAATCGATTCTTCATTATGATAGTTTGGCATTCTCAAAAAACGGATTCCCAACAATGT TGCCGAAAGTCAAATgL gagt t 1200
CO7D10. 4f m : AAATCGATTCTTCATTATGATAGT TTGGCATTCTCAAAAAACGGATTCCCAACAAT GTTGCCGAAAGT CAAAT- - - - - - - 567



VII. Anhang 147
C07D10. 4 tttattattcgaaaatttatataaaactgtgattaaataccgtaaatcctagtttccgtatttagtatcgcacaccgtaa : 1280
g-11-1703 tttattattcgaaaatttatataaaactgtgattaaataccgtaaatcctagtttccgtatttagtatcgcacaccgtaa : 1280
C07D10. 4 cacatttttgtttaaaaaaaactatttctttgctgataatttgttggtaaaat aaagaatcatcaagagttttcaaagtt 1360
g-11-1703 cacatttttgtttaaaaaaaactatttctttgctgataatttgttggt aaaat aaagaat cat caagagttttcaaagtt 1360
C07D10. 4 ggacaat gaggt gcaagact aat at at gct aat at at agact agat at agact aat at aagact agt acggttttattca : 1440
g-11-1703 ggacaat gaggt gcaagact aat at at gct aat at at agact agat at agact aat at aagact agt acggttttattca : 1440
C07D10. 4 atcaaagttttctgaatttaactttcaaaaatat gt aaatttacagCTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA : 1520
g-11-1703 : atcaaagttttctgaatttaactttcaaaaatatgtaaatttacagCTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA : 1520
CO7D10. 4f M & - - - - - - oo oo CTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA : 601
C07D10. 4 TGTGGATATTTCAAAAATCAACCGAAT GTACAAT TGCCCAGT TGAAAAGAGT GTGACAGCTCCATTTGCACGAGCACGGg @ 1600
g-11-1703 TGTGGATATTTCAAAAAT CAACCGAATGTACAAT TGCCCAGT TGAAAAGAGT GT GACAGCT CCATTTGCACGAGCACGGY : 1600
C07D10. 4f m : TGTGGATATTTCAAAAAT CAACCGAAT GTACAAT TGCCCAGT TGAAAAGAGT GTGACAGCTCCATTTGCACGAGCACGG @ 680
C07D10. 4 tttgtattttttcaggaattttattcaggaacttcattttcattttccagCACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT : 1680
g-11-1703 tttgtattttttcaggaattttattcaggaacttcattttcattttccagCACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT : 1680
Lo T4 o1 o R T CACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT : 710
C07D10. 4 AAATATGAAGATCGTCCAAAGATTCCACTTCGATCATTTGATATGCAACAAGGT CCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT @ 1760
g-11-1703 : AAATATGAAGATCGTCCAAAGATTCCACTTCGATCATTTGATATGCAACAAGGT CCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT @ 1760
Q07D10. 4f m :  AAATATGAAGATCGT CCAAAGAT TCCACT TCGATCATTTGATATGCAACAAGGT CCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT @ 790
C07D10. 4 ACCATCACAAAGTCTTGTTGTTTCAAGTAGCT CAGGACGGGT TAATTAT AATAGCAATAAACCATCATCTCGTAAGTTAT : 1840
g-11-1703 ACCATCACAAAGT CTTGT TGTTTCAAGTAGCT CAGGACGGGT TAATTATAATAGCAATAAACCATCATCTCGTAAGTTAT @ 1840
C07D10. 4f m : ACCATCACAAAGTCTTGITGTTTCAAGTAGCTCAGGACGGGTTAATTAT. . . oo ot : 839
C07D10. 4 ATGCATTTTATGGGGAAGAAGAATTAATTTTAGAAT GCGAGGATCGGATAACT GTATGCTGGT GGACAGCAGATCGTTGT @ 1920
g-11-1703 ATGCATTTTATGGGGAAGAAGAAT TAATTTTAGAAT GCGAGGAT CGGATAACT GTAT GCTGGTGGACAGCAGATCGTTGT @ 1920
C07D10. 4 AGGTCTCCTGCAATTTATCAAGTCATGTCTTCATTGT GT CCAAAAACATGCAAATTTTGTITAG : 1983
g-11-1703 AGGTCTCCTGCAATTTATCAAGT CATGTCTTCATTGT GTCCAAAAACATGCAAATTTTGITAG : 1983
6.1.4. Sequenzdaten C17G1.6
COSmids
1761
AcelE Gehe Fredictions
C17G1.6
o-H-2551
. kriggsae homologies
cDHA Alignment=

ukSESC4, 3 B R

ykSSihe . 3 FEERE

ykiSeall, 3 B IEEE

gkL1EAa11, 5 EB BRI

YkKSS1hE . 5 EE E

Uk1ZEe2,5 EE EER

YKISSC4 .5 A ER

Embrdanic cOMA ATighments
Sas| 1aa8| 1588| zaea| 2588| LY s588| 4aa8| 4584|

Cl7Gl. 6 250bp // tgaaaattcccttattgttttccattttttgtgatcaattactgaatttatactgtattatgttattgg : 320
g- X- 2881 250bp // tgaaaattcccttattgttttccattttttgtgatcaattactgaatttatactgtattatgttattgg : 320
Cl7Gl. 6 t caacagattagttttccagGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATTGCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA 400
g- X- 2881 tcaacagattagtttt ccagGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATT GCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA @ 400
YKI30E2.5 @ ---c-ccmcmemmm e n o CGCTATTCAAGCTATTGCT GAAAATATGGATAAATCAGT GAAGAATGACAAA 51
YK355C4 i ---------------- ATGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATTGCT GAAAATATGGATAAATCAGT GAAGAATGACAAA : 62
Cl7Gl. 6 ACTGAAGCAACT GTGAACAGAAAAT TGTGGAACGAAGT TTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC @ 480
g- X- 2881 ACTGAAGCAACT GT GAACAGAAAAT TGT GGAACGAAGT TTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC @ 480
YK130E2. 5 ACTGAAGCAACT GT GAACAGAAAATTGTGGAACGAAGT TTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC @ 131
YK355C4 ACTGAAGCAACT GTGAACAGAAAATTGTGGAACGAAGT TTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC @ 142
Cl7Gl. 6 ATTGTTATCAGAGTCTAgt acgttttttat ccagattcat aaat aagttcaaat aaat aaaat catt gt cagATTCACCA : 560
g- X- 2881 ATTGTITATCAGAGTCTAgt acgttttttatccagattcat aaat aagtt caaat aaataaaat catt gt cagATTCACCA : 560
YK130E2. 5 ATTGTTATCAGAGTCTA- - == = == == = e e m e e e e e e eaccccccccccccaccee aan- ATTCACCA : 156
YK355C4 ATTGTTATCAGAGTCTA- = - = = s e e e m e emceccemcecceceecaaccacacacaacnancnaaans ATTCACCA : 167
Cl7Gl. 6 AGATCAAGGCGACAAGCT CATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGTTCTACGGAGGAGA @ 640
g- X- 2881 AGATCAAGGCGACAAGCT CATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGT TCTACGGAGGAGA : 640
YK130E2. 5 AGATCAAGGCGACAAGCT CATCCAGAT CCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGT TCTACGGAGGAGA : 236
YK355C4 AGATCAAGGCGACAAGCT CATCCAGAT CCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGT TCTACGGAGGAGA @ 247
Cl7Gl. 6 AGAGACT TGGAGACAACT GATCAGAAGT GCTAT TAGACACGT TGAGCAGAACGT TTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG @ 720
g- X- 2881 AGAGACT TGGAGACAACT GATCAGAAGT GCTATTAGACACGT TGAGCAGAACGT TTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG @ 720
YK130E2. 5 AGAGACTNGGAGACAACT GATCAGAAGTGCTATTAGACACGT TGAGCAGAACGT TTGCTTTAAATTCANGGAAAATGGAG : 316
YK355C4 AGAGACT TGGAGACAACT GATCAGAAGTGCTATTAGACACGT TGAGCAGAACGT TTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG @ 327
YK581H6 ~ @ - TCACACGT TGAGCAGAACGT TTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG : 46
YKBIBEL2  © - cmcecmcmmceeaeaeaeaeaeceaeeaseaceaeeaeeceeeneeeaaan AAAAAAACAAGGAAAATGGAG 21
Cl7Gl. 6 GAGATAGAGAT GGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGT GT TGGT CAAACGT TGGTAGGGT TGGAGGAAGACAATTGGTT @ 800
g- X- 2881 GAGATAGAGATGGATTGAGATAT TATAGAGGAAACGGGT GT TGGT CAAACGT TGGTAGGGT TGGAGGAAGACAATTGGTT @ 800
YK130E2. 5 GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGENTGTTGG- - - - === === - - - mmmm o mmm o o oo oo oo : 360
YK355C4 GAGATAGAGATGGAT TGAGATATTATAGAGGAAA- - - - - - - - s oo oo m oo oo oo oo oo : 361
YK581H6 GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGT GTTGGT CAAACGT TGGTAGGGT TGGAGGAAGACAATTGGTT @ 126
YK816E12 GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGT GTTGGT CAAACGT TGGTAGGGT TGGAGGAAGACAATTCGTT @ 101



VII. Anhang 148
Cl7Gl. 6 TCTATTGGATACGGATGCGATAGT gt aagt aat gacagtt gt gt gt gaaagt agtt gt ggcttaagtttttt ggat caat 880
g- X- 2881 TCTATTGGATACGGATGCGATAGT gt aagt aat gacagt t gt gt gt gaaagt agt t gt ggct t aagttttttggat caat 880
YK581H6 TCTATTGGATACGGATGCGATAGT - - - - - - == m oo mmm s s oo oo oo oo oo oo o 150
YK816E12 TCTATTGGATACGGATGOGATAGT - - - = = - - o s m o m oo oo e o e oo oo 125
Cl7G1. 6 at gat aat gt gacatttttattgaaccaaattt cagCTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG @ 960
g- X- 2881 atgataatgtgacatttttattgaaccaaatttcagCTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG @ 960
YKBE81HE @ ----ccecemicieiiiieiee i eeeeeees CTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG @ 194
YKBL6EL2 @ ----ccmmmio oo CTTGGAATAGT GTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG : 169
Cl7Gl. 6 GCACGAACAGT CGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGTTGCTGATAAAATTACAAGAgt aagt t t gacaat gc : 1040
g- X- 2881 GCACGAACAGT CGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGT TGCTGATAAAATTACAAGAgt aagt t t gacaat gc @ 1040
YK581H6 GCACGAACAGT CGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTG- - - - - - - - oo e o e oo oo 238
YK816E12 GCACGAACAGT CGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGTTGCTGATAAAATTACAAGA- - - - - - - - - - - - - - - - 233
Cl17Gl. 6 tagaaagtatttaacaacaatttttttctcaagctttggttttcaatcct acaaaaaaaaaaaactttagtgatacttta : 1120
g- X- 2881 tagaaagtatttaacaacaatttttttctcaagctttggttttcaatcct acaaaaaaaaaaaactttagtgatacttta : 1120
Cl17Cl. 6 aacttttttgggat caagtattttaatcaacagtaaacatttgtcatttcaataaaattttcttacagGGAACAGAAGGA @ 1200
g- X- 2881 aacttttttgggatcaagtattttaatcaacagtaaacatttgtcatttcaataaaattttcttacagGGAACAGAAGGA @ 1200
NG =i R e e GGAACAGAAGGA : 245
Cl7Gl. 6 AACTTTGCCAAACGCACAGCT GCCAACAGCGACAACCTTGgt aagat t t aaacact ggt acagacaaat t aaaat aat ct 1280
g- X- 2881 AACTTTGCCAAACGCACAGCTGCCAACAGCGACAACCTTGgt aagat t t aaacact ggt acagacaaat t aaaat aat ct 1280
YK816E12 AACTTTGCCAAACGCACAGCTGCCAACAGCGACAACCTTG - - - === s - - - mmm s mmmm oo e o m oo oo - 285
Cl7Gl. 6 gaaaagataatcggttttgatgttttatggcaaaccacaacggctacacacactattttttcaatttttgttgtgttgtt 1360
g- X- 2881 gaaaagat aatcggttttgatgttttat ggcaaaccacaacggctacacacactattttttcaatttttgttgtgttgtt 1360
Cl7Gl. 6 gttctttatttgttaaaaattattttattaatagacacttttttcagGACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT : 1440
g- X- 2881 gttctttatttgttaaaaattattttattaatagacactttttt cagGACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT @ 1440
YKBLBEL2 i - --moom o e oo GACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT : 318
Cl7Gl. 6 ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGAT TGGT CTAGT GATACCATAAAAACT AGAGAT TGGAGATACCAAAATACCATTGCGA : 1520
g- X- 2881 ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGAT TGGT CTAGT GATACCATAAAAACTAGAGAT TGGAGATACCAAAATACCATTGGA : 1520
YK816E12 ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGATT GGT CTAGT GATACCATAAAAACTAGAGATTGGAGATACCAAAATACCATTGGA : 398
Cl17Cl. 6 CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGATGCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCAgt aagt gatt aattttcaaatg : 1600
g- X- 2881 CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGAT GCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCAgt aagt gatt aatttt caaatg : 1600
YK816E12 CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGAT GCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCA: - - - - - == - - - - - - o - - - 456
Cl7Gl. 6 aaact agt at caaaaat t t t cagACGTTTGI CAGAGAAGT CTTCCATGT TTAAATGAGGGT TACACGGATCCAAACAACT : 1680
g- X- 2881 aaact agt at caaaaat t t t cagACGTTTGI CAGAGAAGT CTTCCATGT TTAAATGAGGGT TACACGGATCCAAACAACT : 1680
YK816EL2  : ------mmmmaiaia o ACGTTTGTCAGAGAAGT CTTCCATGT TTAAATGAGGGT TACACGGATCCAAACAACT @ 513
YK180A1l @ -------mmmmmmmmemeeee s ACGT TTGTCAGAGAAGT CTTCCAT GT TTAAATGAGGGTTACACGGATCCAAACAACT 57
Cl17Cl. 6 GTGGACGTTGTCGT TGTCCATCTGGT TATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATAgt gagt agt t caaaaagttg : 1760
g- X- 2881 GTGGACGTTGTCGTTGT CCATCTGGTTATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATAgt gagt agt t caaaaagttg : 1760
YK816E12 GTGGACGT TGTCGT TGT CCATCTGGT TATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATA- - - - - - - - - - - - - - - - - - 573
YK180A11 GTGGACGTTGTCGTTGTCCATCTGGT T ATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATA- - - - - - - - - - oo o - - - 117
Cl7Gl. 6 atcgat aact aattgttttaat gat cagCATCTTGCGGAGGATCACTTACTGCTTCCAGT TCCTACAAAAAGATAGAAAG : 1840
g- X- 2881 atcgat aactaattgttttaat gat cagCATCTTGCGGAGGATCACTTACTCCTTCCAGTTCCTACAAAAAGATAGAAAG : 1840
YK816E12 @ --------mmmoaimaa o ATCAGCATCTTGCGGAGGATCACTTAC- - - - === === - - = - mm oo e e oo oo - - : 600
YKI80A11l @ -------mmmoiiea oo CATCTTGNGGAGGATCACT TACTGCTTCCAGTTCCTACAAAAAGATAGAAAG @ 169
Cl7Gl. 6 TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGT GTGTGGCGAATTAGAgGt aagcgat cgcaaagacat gt agt caat agaccgtg @ 1920
g- X- 2881 TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGT GTGTGGCGAATTAGAgt aagcgat cgcaaagacat gt agt caat agaccgtg @ 1920
YK180A11 TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGTGTGTGGCGAATTAGA - - - - - - - - - m oo mmm oo oo m oo oo 212
Cl7Gl. 6 aaattaactattgttttgttcagAATCCTGGAGGAAATGT GGAAGT GATGTTTGATCAGGTGAACTTQCAATGCGCAGAT : 2000
g- X- 2881 aaattaactattgttttgttcagAATCCTGGAGGAAATGT GGAAGT GATGTTTGATCAGGT GAACTTCCAATGCGCAGAT : 2000
YKL80ALl @ ----iimeiaaa oo AATCCT GGAGGAAAT GTGGAAGT GATGT TTGATCAGGT GAACT T CCAATGCGCAGAT @ 269
Cl7Cl. 6 CCATGCCAGAGT TACGTTGAAGTAAAATATCTCAGCCAGAAGACATCGACACgcaagt t cact act t aaaat gcattcca : 2080
g- X- 2881 CCATGCCAGAGT TACGT TGAAGTAAAATATCTCAGCCAGAAGACATCCGACAGgcaagt t cact act t aaaat gcattcca : 2080
YK180A11 CCATGCCAGAGT TACGT TGAAGTAAAATAT CTCAGACAGAAGACATCGACAG- - - - - - - - == - - s - - - oo oo oo - o - : 321
Cl7Gl. 6 actcact at at t t t agGCGCACGACTATGT TGTAGT TTACCGT CTGTCATTCGT TCCGAAGGAGATGATGTAATTATCAT : 2160
g- X- 2881 actcact at at t t t agGCGCACGACTATGTTGTAGTTTACCGTCTGTCATTCGT TCCGAAGGAGATGATGTAATTATCAT : 2160
YK180A1l  : ---------------- GCGCACGACTATGTTGTAGT TTACCNT- - - - - - m o s m e e oo e o oo oo : 348
Cl7Gl. 6 /1 970bp // ctggtatattctgaaataattcagGGGAAGCAATTTGGATAGAGAAAGTTGTAACGCTCACGCCTGCG @ 3120
g- X- 2881 /1 970bp // ctggtatattctgaaataattcagGGGAAGCAATTTGGATAGAGAAAGT TGTAACGCTCACGCCTGCG : 3120
Cl7Gl. 6 CTAAGCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGT CTCCTACTTCCGT GCGATTTGCTTGCCAAGCTCAATTTTGGATCC : 3200
g- X- 2881 CTAAGCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGT CTCCTACTTCCGTGCGATTTGCT TGCCAAGCTCAATTTTGGATCC @ 3200
YK816E12 - - - - GCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGTCTCCTACTTCCGTGCGATTTGCTTGCCAAGCT CAATTTTGGATCC @ 676
Cl7Gl. 6 AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGOGAGATgt aagtt gt tgttttt gt gtttttcaagggggga : 3280
g- X- 2881 AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGCGAGATgt aagt t gt tgtttttgtgttttt caagggggga : 3280
YK816E12 AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGCGAGAT- = = - = - - - s o s o e o e m o e : -
Cl7Cl. 6 at at gt t gaaact at aaacgt t t t acagCCAGCACGCT TCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA © 3360
g- X- 2881 at at gt t gaaact at aaacgt t t t acag CCAGCACGCT TCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA @ 3360
YKB816E12 @ ----ccccemccmeni e CCAGCACGCTTCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA -
Cl7Gl. 6 CGAgt gagt t caaaaaat at at t t gt gaacgacggagtattttttctagattggaagttcat ccaccaacagaaagattc : 3440
g- X- 2881 CGAgt gagt t caaaaaat at at t t gt gaacgacggagt atttttt ct agATTGGAAGT TCATCCACCAACAGAAAGATTC : 3440
YK816E12 CGA - - - - - i oo ATTGGAAGT TCATCCACCAACAGAAAGATTC -
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C17GlL. 6
g- % 2881
YK816E12

C17Gl. 6
- X 2881

C17Gl. 6
g- X 2881

C17Gl. 6
- X 2881

C17GlL. 6
- X 2881
YK355C4

YK816E12
YK180A11

C17GlL. 6
g- % 2881
YK355C4
YK581H6
YK816E12
YK180A11

C17Gl. 6
- X 2881
YK355C4
YK581H6
YK816E12
YK180A11

C17GL. 6
g- X 2881
YK355C4
YK581H6
YK816E12
YK180A11

ctct cat caagcacaagaagggt gaaaagacaaact gccaacagatttt gt gaaaagt aaggaat agt aaat t gaat gat
CTCTCATCAAGCACAAGAAGGGT GAAAAGACAAACTGCCAACAGATTTTGTGAAAAgt aaggaat agt aaat t gaat gat
CTCTCATCAAGCACAAGAAGGGT GAAA AGACAAACT GCCAACAGAT T TTGTGAAAA: - - - = = = = = = w = m e e m e e o

ttgaatataaaatatttttacattttggttaaaaaat aat gt aat aagt gaat agt aactttaacatttgttgaagt cat
ttgaatataaaatatttttacattttggttaaaaaat aat gt aat aagt gaat agt aactttaacatttgttgaagtcat

tt gagaaat cat aat ct ct cagaaagt aaaaaat t at caaaaacgaaact gt gaaat ctaaattatctatttttttaatc :
tt gagaaat cat aat ct ct cagaaagt aaaaaatt at caaaaacgaaact gt gaaat ctaaattatctatttttttaatc :

atcagtgtttttttacaattgagaaaagt gagaaaaatttcttcaaacataaattactactccttctatgtatgtaataa :
atcagtgtttttttacaattgagaaaagt gagaaaaatttcttcaaacataaattactactccttctatgtatgtaataa :

acttttttacctttttcagACGATTCATTTACCAGT GCCCAACAGCAT TACTCACCATCCAAAT GGAATATAAACCAGAT

acttttttacctttttcagACGATTCATTTACCAGT GCCCAACAGCAT TACTCACCATCCAAAT GGAATATAAACCAGAT
il GCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT
e ACGATTCATT TACCAGT GCCCAACAGCATT ACTCACCATCCAAATGGAAT ATAAACCAGAT
e CAACAGCATTACTCACCATCCAAAT GGAATATAAACCAGAT :

ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTCgt aagt t t aaaat t gaacgt t cat at ccat at t aaat t aat t t cagCAACAGT
ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTCgt aagt t t aaaat t gaacgt t cat at ccat at t aaat t aat t t cagCAACAGT

ACT CAAGGAACCAAT GATGCTTATTTCr - - - - = = = - = = = = = = @ e m e e e e e oo CAACAGT -
------------------------------------------------------------------------- CAACAGT-
ACTCAAGGAACCAATGATGCT TATTTCr = = = = = = = mm e e e e e e e e e e oo e oo oo oo oo CAACAGT -
ACT CAAGGAACCAAT GATGCTTATTTG = - - = - = = = = == == = == = w e mmm o mm o e e e m e eme e o CAACAGT

ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACTGAaaccgat attttttgtaatttttt
ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACTGAaaccgat attttttgtaatttttt

ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTT TTTGTAATTTTTT

ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACT GAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT

ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTT TTTGTAATTTTTT
ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGT TTGCTACAAAAACT GAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT

gtttttccttcccccacacgtttgatattgcetcatgatctgettctcaaactcgetttettttttatttttgttgataga :
gtttttccttccecccacacgtttgatattgetcatgatctgettctcaaactcgetttettttttatttttgttgataga :
GITTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCCCTTTCTTTTTTATTTTTGTITGATAGA
GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCCCTTTCTTTTTTATTTTTGTITGATAGA

: GITTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCECTTTCTTTTTTATTTTTGTTGATACGA
: GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCCCTTTCTTTTTTATTTTTGITGATAGA

6.1.5. Sequenzdaten C24F3.3

C24F 3
FalGia

C24F3. 2
C24F3. 3
FE1G1E.6

COosmids

AceDE Gene Fredictions

e iy e i =™

-TW-1557 'E

Genie Gene Fredictions

3-1v-1538 T e e

o-IW-1539
Sas| 1aaa| 1584 zaan| 2506| Zaa8|
cDNA Ali grmet Moehr | en
C24F3. 3fm

C24F3. 3 : 658bp // agcacggat cgt gt gt gat at t aat aaaat t acagGAAACAAATCCTGGTTTCTTCTCTTCGATACTTCG :
g-1Vv-1838 : 379bp // agcacggat cgt gt gt gat at t aat aaaat t acagGAAACAAATCCTGGTTTCTTCTCTTCGATACTTCG :
Q4F3.3 : AACGAGTATCTTGT TTCAAATTCGT CGAGCGTACAACACAAAACGATTACTTGT TCATTGT TCCACTAGACGGGTGTTATT
g- 1 V- 1838 : AACGAGTATCTTGTTTCAAATTCGT CGAGCGTACAACACAAAACGATTACTTGTTCATTGT TCCACTAGACGGGTGTTATT @
C24F3. 3 CGTATGT TGGGAAAAT TGGT GGTAGACAGACT TTGT CATTGGCAGCTGATTGTATTGCTGATTATATCATTTGGCATGAAA :
g- 1 V- 1838 : CGTATGTTGGGAAAATTGGT GGTAGACAGACTTTGTCATTGGCAGCTGATTGTATTGCTGATTATATCATTTGGCATGAAA :
C24F3. 3 TGATGCATGCAATAGGAT TCGAACATGAACAT CAGAGACCCGATAGAGATTCCTTTATTCGAGT TGATTATGCAAATGT TA
g- 1 V- 1838 : TGATGCATGCAATAGGATTCGAACATGAACAT CAGAGACCCGATAGAGAT TCCTTTATTCGAGT TGATTATGCAAATGTTA
C24F3.3 : TTCCTGGACAGATGAgt gagt tt gaaacgaaaacttttagaagttattttttacaagatttttgattccagTAAACTTTGA :
g-1V-1838 : TTCCTGGACAGATGAgt gagttt gaaacgaaaacttttagaagttattttttacaagatttttgattccagTAAACTTTGA :
C24F3. 3 TAAACTGAAAACT TCCCATGT CGAGTACCCTGACATTTACGATTTCAAATCAATTATGCATTATGATGGT TACGCATTTGG :
g-1V-1838 : TAAACTGAAAACTTCCCATGICGAGTACCCTGACATTTACGATTTCAAATCAATTATGCATTATGATGGTTACGCATTTGG
C24F3. 3 AAGAGT TGACACT GCCAGACGT GT TAGAT TAGCAACAAT GACT CCATTAAAACCCGGT GTAACTTTGGAAGACAATATGAA
g- 1 V- 1838 : AAGAGTTGACACT GCCAGACGT GTTAGAT TAGCAACAATGACT CCATTAAAACCCGGTGTAACTTTGGAAGACAATATGAA
C24F3. 3 . ATTCACTGCTACAGATATTGAAAAACT GAATAGGCT CGGT CAAT GT GGT GCCCGT GGCGGACA GTACAGTAACCAAGGAGT -
g- 1 V- 1838 : ATTCACTGCTACAGATATTGAAAAACT GAATAGGCTCGGT CAAT GT GGT GCCCGT GGCGGACAGT ACAGTAACCAAGGAGT  :
C24F3. 3fm : AACCAAGGAGT :
C24F3. 3 TGTCGCCTCAACT TGCCAAGATGTTGCAACCCCTGTTAGT TGTGAGGGAAATAGAAGCgt aagt acaaat attt at acata
g-1V-1838 : TGTCGCCTCAACTTGCCAAGATGT TGCAACCGCTGTTAGT TGTGAGGGAAATAGAAGCYt aagt acaaat attt at acata :
C24F3. 3f m : TGTCGCCTCAACT TGCCAAGATGT TGCAACCGCTGTTAGT TGT GAGGGAAATAGAAGG- - - - - - - - === - - - - - - - - - -

4083
4083

i

450

810
531

891
612

972
693

1053
774

1134
855

1215
936

1296
1017
11

1377
1098
69



VII. Anhang

150

C24F3. 3

g-1V-1838 :
C24F3. 3fm :

C24F3. 3

g-1Vv-1838 :
C24F3.3fm :

C24F3. 3

g-1Vv-1838 :
C24F3.3fm :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :

C24F3. 3

g-1V-1838 :
C24F3. 3t m :

C24F3. 3

g- 1V-1838 :

taacttagctactaaacatgtgttttactactcaaattgttaattgaaagtcatcccttccatctccaaaatctcttgttt
taacttagctactaaacatgtgttttactactcaaattgttaattgaaagtcatcccttccatctccaaaatctcttgttt

acagCGTGGAATGT GCAAAAAT CCGT TCTACAAACAAAT GATGATCAAGT CTTGCCAGAAAACATGCAGACTATGTTCGTA -
acagCGTGGAATGT GCAAAAATCCGT TCTACAAACAAAT GATGATCAAGT CT TGCCAGAAAACATGCAGACTATGT TCGTA
- - - - CGTGGAAT GT GCAAAAAT CCGT TCTACAAACAAAT GATGAT CAAGT CTTGCCAGAAAACATGCAGACTATGTTCGTA

CACAAGGATGATTGATGAAGATgt gagt t t at at t t caagagt gaat at t at t at aggggaaat gt act gaaaaacaaaat
CACAAGGATGATTGATGAAGATgt gagttt at at t t caagagt gaat att at t at aggggaaat gt act gaaaaacaaaat

at accaaacatcttaat aagaaaaacttttaaaat aaaaagattttctcaaactttaaggcaaagttttggtaaagtgcca :
ataccaaacatcttaat aagaaaaacttttaaaat aaaaagattttctcaaactttaaggcaaagttttggtaaagtgcca :

aattttccaaatagttcactattggtaaatttgagcactgctgtaggttcgaacccatatgatattttgacattttagcaa :
aattttccaaatagttcactattggtaaatttgagcactgctgtaggttcgaacccatatgatattttgacattttagcaa :

tttaaggagcggt gt t aaacaat t ccct act gacaat t aaacagt gaaaaaat aaaat t act tt gaagat t at t caaaact
tttaaggagcggt gt t aaacaat t ccct act gacaat t aaacagt gaaaaaat aaaat t act t t gaagat t at t caaaact

ccagttggttcacaaatttatgttttacatttctagaatttccatatttttggcgtgcacaatctttgaagttgttcattt
ccagttggttcacaaatttatgttttacatttctagaatttccatatttttggcgtgcacaatctttgaagttgttcattt

tcagctttgtctctttaaaattaaaaccattattccaatcgtacttgtttcgttttatttttgggttatttggcaatactt
tcagctttgtctctttaaaattaaaaccattattccaatcgtacttgtttcgttttatttttgggttatttggcaatactt

aattaattctgaagcctatcttctagtgaacatttacttaaaaatatcaaataagtctaatattttgcacatttcaatttt
aattaattctgaagcctatcttctagtgaacatttacttaaaaatatcaaataagtctaatattttgcacatttcaatttt

cagGACGATCTAACTCCAAATACTACAGTAAAATCTGT AAAGT GCGAGGACAAACACCCACGATGTGATATTTACTCACAC
cagGACGATCTAACTCCAAATACTACAGT AAAAT CT GT AAAGT GCGAGGACAAACACCCACGATGTGATATTTACTCACAC :

AATGGTTTCTGCACTCTTCCATTTTACGATGATGTACGATATCAGT TATGTGCTAAAACGTGTAATTTATGTTAA @ 2262
AATGGTTTCTGCACTCTTCCATTTTACGATGATGTACGATATCAGTTATGTGCTAAAACGTGTAATTTATGITAA @ 1983

6.1.6. Sequenzdaten C26C6.3

1458
1179

1539
1260
146

1620
1341
168

1701
1422

1782
1503

1863
1584

1944
1665

2025
1746

2106
1827

2187
1908
209

COsh oS
C2ECE =
AcelE Gehe Fredictions
C2ECE. 3
Genie Gene Fredictions
g-I-1259
cDHA Alignment=
YEL11FE, 5 Ea EEE &
JEL11FE, 3 EEEEER]
Embrdanic cOMA ATighments
Saa| 1aaa| 1568| zeap| 2586| kI-TL]| z586| 4080| 45a8| Sana|

C26C6. 3 ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTT 82
g-1-1289 : ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTT 82
YK11F8 : ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTG 82
C26C6.3 : TGGTTGCTAGTGAATTTAAGgtttgccaagatttttcagaaacatttccaaaatttcagttaaaaatttggcaatcggagga : 164
g-1-1289 : TGGTITGCTAGTGAATTTAAGgtttgccaagatttttcagaaacatttccaaaatttcagttaaaaatttggcaatcggagga : 164
YK11F8 T TGGTTGCTAGTGAAT TTAAG - - - - - - - - - - s o s oo oo oo oo oo oo ;102
C26C6.3 : ataaaattaatttagGAGCATTTCAATGTGGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTGCTTATTAAAATGAAAAAAT 656
g-1-1289 : ataaaattaatttagGAGCATTTCAATGTGGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTCCTTATTAAAATGAAAAAAT : 656
YKI1IF8 @ -cc-ccceccneanns GAGCATTTCAATGT GGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTGCTTATT AAAATGAAAAAAT : 169
C26C6.3 : TGGCGCATTCAAGAAGTTTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGATgt at gatttgtcatttata //Intron 420bp // 738
g-1-1289 : TGGCGCATTCAAGAAGTTTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGATgt at gatttgtcatttata //1ntron 420bp // 738
YK11F8 TGGCGCATTCAAGAAGT TTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGAT - - - - - - - - mm o s s s o e mm e oo e oo oo oo 213
C26C6.3 : gttt agGCAGTTGAAGACT CAAAGAAAGAAGT GGCAATTAGTACT CAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGTTTCACCGTTTT @ 820
g-1-1289 : gttt agGCAGITGAAGACTCAAAGAAAGAAGT GGCAATTAGTACTCAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGTTTCACCGTTTT @ 820
YK11F8 e GCAGT TGAAGACT CAAAGAAAGA AGT GGCAATTAGTACT CAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGT TTCACCGTTTG @ 289
C26C6.3 : TGITTGAAGgtatttattaagtttttgtgagtatcaaataatgctttcagGTGATATTTTTCTATCTCGACGTCAAGCAGTT @ 902
g-1-1289 : TGTTTGAAGgt atttattaagtttttgtgagtatcaaataatgctttcagGTGATATTTTTCTATCTCGACGTCAAGCAGTT @ 902
YK11F8 © T GBI GTGAAG - - - - - - s o s s m o s m m e oo T 299
C26C6.3 : GATATTCTGAAAGCTTTATCAAAAGATAAAACCAAACGATTGAGAACgt aattttttaaattatacattttaaagattgttc @ 984
g-1-1289 : GATATTCTGAAAGCTTTATCAAAAGATAAAACCAAACGATTGAGAACgt aattttttaaattatacattttaaagattgttc : 984
C26C6.3 : 2942bp // tgtattcggaacattgtatcgacaatttcgtctgaacattttccaacagattttcgttactttgaattct 3936
g-1-1289 : 2942bp // tgtattcggaacattgtatcgacaatttcgtctgaacattttccaacagattttcgttactttgaattct 3936
C26C6.3 : gttgtttttattttcaaaact gcagAAACGACATTGCAATATCGTCATGTGATGCTCCACAATGTTGTCCTCCGTTTATTAA @ 4018
g-1-1289 : gttgtttttattttcaaaact gcagAAACGACATTGCAATATCGTCATGTGATGCTCCACAATGTTGTCCTCCGTTTATTAA @ 4018
N R B e e AATGTTGTCCNCCGTTTATTAA : 23
C26C6.3 : TGI TGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAA--- @ 4082
g-1-1289 : TGITGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAA--- : 4082
YK11F8.3 : TGTTGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAATCA 90
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6.1.7. Sequenzdaten C34D4.9

Cosh s
20477 20477
CE404 [14
AcelB Gehe Fredictions
C3404 .9
G404 10 e R
Genie Gehe Fredictions
g-Iv-1119
grtumiiss reaaa's's
. kriggsae homologies
COHA ATignments
Embrdonic cOMA ATighments
—ioee| -So8| 8] Ses| 1ees| 1Se8] 2ees| 2568| Zees| 3508 4088 4560
cDNA Al i grmmet Moehrl en
C34D4. 9fm
C34D4. 9 311bp // tggaatattgttattagatgtattcatttataagtttacagGCATACCACGACAAAACCTGCGITCGAT : 381
g-1V-1119 : 2330bp // tggaatattgttattagatgtattcatttataagtttacagGCATACCACGACAAAACCTGCGTTCGAT : 2400
C34D4. 9 TTGITCCTAGAACCGCT GTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATGGgt t t gt t gt aaaat at cagaatatg : 461
g-1V-1119 : TTGTTCCTAGAACCGCTGTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATCGgt t t gt tgt aaaat at cagaatatg : 2480
C34D4. 9fm : TCCTAGAACCGCTGTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATGG- - - - - == === - - === - - - - - - - - :
C34D4.9 ttccaaacggatttt ccagATGI TATTCGGATGT TGGAAGAGCT GGAGGCAGGCAGGAGCTGTCATTGGACAATGGATGC @ 541
g-1V-1119 : ttccaaacggattttccagATGTTATTCGGATGTTGGAAGAGCT GGAGGCAGGCAGGAGCTGTCATTGGACAATGGATGC @ 2560
C34D4.9fm: --------mmaa oo ATGTTATTCGGAT GT TGGAAGAGCT GGAGGCAGGCAGGAGCT GTCATTGGACAATGGATGC :
C34D4. 9 . TTGCAGyt at gaaaaat attt ct gagaaaaaat aattat at agctttaaatattacaagataatctttaattttctaaaa : 621
g-1V-1119 : TTGCAGgt at gaaaaat atttct gagaaaaaat aattatatagctttaaatattacaagataatctttaattttctaaaa : 2640
C34D4. 9 . acttcgcaaaaaaat cagcgat gacct gt t t cagTACGACACAGCAATCCACGAACTAATGCATTCGGTAGGTTTCTATC @ 701
g-1V-1119 : acttcgcaaaaaaat cagcgat gacct gttt cagTACGACACAGCAATCCACGAACTAATGCATTCGGTAGGTTTCTATC : 2720
C34D4. 9 : /1 1290bp // cagACTGTCGTGATCGAACAAACCTTTGCTGGCGT TGGATTGATCGATGCAAATCATTTTTCTTCGA @ 1981
g-1V-1119 : // 1290bp // cagACTGICGTGATCGAACAAACCTTTGCTGGCGT TGGATTGATCGATGCAAATCATTTTTCTTCGA : 4000
C34D4. 9 : GCAAATAATGAAAGAATTTTGCTCTCTTTCGT GTGGT TACT GTACCCCAAAAGCT CTCCAAACT GCAAAAGCATCACCAC : 2061
g-1V-1119 : GCAAATAATGAAAGAATTTTGCTCTCTTTCGT GTGGT TACTGTACCCCAAAAGCT CTCCAAACT GCAAAAGCATCACCAC : 4080
C34m4. 9 : CGAACTACAGTAATACATTGCTAACAAAGT CGAGCACTTCGTATCTGCAGCATGgt t aat ct aaat t at t aat aat t aat 2141
g-1V-1119 : CGAACTACAGTAATACATTGCTAACAAAGT CGAGCACTTCGTATCTGCAGCATGGT TAA - - - - - - - - - - oo oo - - - - 4139
C34D4. 9 1039bp // ATCACAGCCGAGCCATTATGA : 3202

6.1.8. Sequenzdaten C37H5.9

Cos ids
CETHS [ ]
AcebDE Gene Fredictions
C3THS. 5 ——ﬂ
C3THS . 9
cenie Gene Fredictions
g-4-555 ——ﬂ
3-y-858 mow— | F Em e Ex xR
C. briggsase homologies
cOMA ATlighments
ykizea2,. 3 [ 4444 <]
yk29sf4,. 3 [< <]
ukSnabg,. S [ €< < 48]
ykSSihns. 3 [< <44 <]
uk164kE, 5 B |
kSRS, 5 EHE a3
uk29sf4.5 B A
ykiZ2ea2, 5 H Bl
ykIaens, S TR
yk164kE, 5 [ <] <]
e8| 1aaa| 15a8| zang| 25a0| ELLE] 3580 EY-T-L:]] 4585|
C37H5. 9 agaaaagt gacggcat gact at caat cagtctcctttttttt gagaatcagttcatcaa tcgcgcaattcatcattctg :
g- V- 856 agaaaagt gacggcat gact at caat cagtctccttttttttgagaatcagttcatcaa tcgcgcaattcatcattctg :
YK300B8 @ ----mmmiime e AATCANTTCATCNATTCGCGCAAT TCATCATTCTG
YKL20A2 1 - - m - o s oo e oo CGCAATTCATCATTCTG :
C37H5. 9 ttcaattctt cATGATATTTCTACTTTTTGITGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGT TATTAGCAGYt
g- V- 856 ttcaattctt cATGATATTTCTACTTTTTGITGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGTTATTAGCAGgt
YK300B8 : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGITGITTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCANAGT TNTTANCAGGT :
YK892D11 : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGITGITT TTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGT TATTAGCAG -
YK120A2 : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGITGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGNCAGAGT TATTAGCAG -
YK298F4 @ =cecccmcnameanaiicianaan TTTTGITGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCT TTTGCCAGAGT TATTAGCAG -
C37H5. 9 ttgtgttccaatttcgcatttttgtcggctaacactttttattgcaatttttt cagGTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :
g- V- 856 ttgtgttccaatttcgcatttttgtcggctaacactttttattgcaattttttcagGITTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :
YK300B8 : TTGTGITCCAATTTCGCATTTTTGICGGCTAACACTTTTTATTGCAATTTTTTCAGGTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :
YKB92DI1 : === - - e mmm e eeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaaaan GTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :
D 21 - I~ GTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :
YK298F4 & - -- o i oo oo GTTTTCAGAATGGAAGGT TTAGAG :

80
80
35
17

160
160
115
101
95
53

240
240
195
125
119

77
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C37H5. 9
- V- 856
YK300B8

YK892D11 :

YK120A2
YK298F4

C37H5. 9
g- \- 856
YK300B8

YK892D11 :

YK120A2
YK298F4

C37H5. 9
g- V- 856

YK892D11 :

YK120A2
YK298F4

C37H5. 9
g- \- 856

YK892D11 :

YK120A2
YK298F4

C37H5. 9
g- V- 856

YK892D11 :

YK120A2
YK298F4

C37H5. 9
g- V- 856

YK827H04 :

C37H5. 9
g- V- 856

YK892D11 :

C37H5. 9
- V- 856

YK892D11

C37H5. 9
g- V- 856

C37H5. 9
- V- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- V- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- V- 856

C37H5. 9
g- V- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- \- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- V- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- V- 856
YK581H5

C37H5. 9
g- \- 856
YK581H5

YK1010B03:

C37H5. 9
g- V- 856

YK1010B03:

C37H5. 9
g- V- 856

YK1010B03:

C37H5. 9
g- \- 856

YK1010B03:

C37H5. 9
g- V- 856
YK164B6

YK1010B03:

GGGGACCCGATGGT TTTAATAGAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGACCT GACGGCT TCGGGGGAGACCCTCGTGGCGAT
GGGGACCCGATGGT TTTAATAGAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGACCTGACGGCT TCGGGGGAGACCCTCGTGGCGET -
GGGGACCCGATGGT TTTAATACAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGACCTGACGGCT TCGGGGGATANNCTCTTGGCGGT -
GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGACCTGACGGCT TCCGCCGAGACCCTCGTGGCGGT -
GGGGACCCGATGGT TTTAATAGAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGAGCT GACGGCT TCGGGGGAGACCCTCGTGGNGGT
GGGGACCCGATGGT TTTAATAGAGGACCT GGAGGGT TTCATCGT GGACCTGACGGCT TCGGGGGAGACCCTCGT GGCGAT -

GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAAT GT TGGT CAAGAAAT GGGTCTAAACGATGCTGATGT TATTGG
GTAGACCTCGGCCACTTGAT TGGGAATAT TGCTGCAAATGT TGGT CAAGAAAT GGGTCTAAACGATGCTGATGTI TATTGG ©

GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATAT TGCTGCAAAT GT TGGTCAAGAAAT GGGT CTAAACGATGCTGATGT T- - - - -

GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATAT TGCTGCAAATGT TGGT CAAGAAAT GGGTCTAAACGATGCT GATGTTATTGG :
GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATAT TGCTGCAAATGT TGGT CAAGAAATGGGTCTAAACGATGCT GATGTTATTGG ©
GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATAT TGCTGCAAATGT TGGT CAAGAAATGGGTCTAAACGATGCT GATGTTATTGG -

AGATTTAAGAgt aggt t at t cacagcaaaat t at cagaacagt ttacgagaaattcaacgtttct cacagaaaaaaacta :
AGATTTAAGAgt aggt t at t cacagcaaaatt at cagaacagtttacgagaaattcaacgtttctcacagaaaaaaacta :

AGATTTAAGA: - == = = == e e e e e e e e e e e e e memcccmceaceeeeeem -

aacaattttattgaaccttttat agGGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCAT GGAGT GGGGACGGCGAGCCCGEL
aacaattttattgaaccttttatagGGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGT GGGGACGGCGAGCCCGEL :
......................... GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCAT CATCCAT GGAGT GGGGACGGCGAGCCCGEC :
......................... GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCAT GGAGT GGGGACGGCGAGCCCGEC :
......................... GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCAT GGAGT GGGGACGGCGAGCACGEL

ATTTCTGCAGGAGATAT CCGGGT CATCCAAAAT GTCAGCGAGGACAACTTCCACAGTTTACTGATGT TCCGACTATTATC
ATTTCTGCAGGAGATATCCGGGT CATCCAAAAT GTCAGCGAGGACAACTTCCACAGT TTACTGATGT TCCGACTATTATC
ATTTCTGCAGGAGATAT CCGGGT CATCCAAAAT GT CAGCGGGGACAACT TCCACAGT TTACTGATGTTCCGACTATTATC

ATTTCTGGAGGAGATA- - - = - - = = = = < = = = £ @ = x o m ot o f o m ot ettt e et i e e
ATTTCTGCACGAGATATCCGGGT CATCCAANAT GTCAGCNANGACNACTTCCACAGT T - - < = = = = === e e o - -

AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCTTCTTCCACGAGI TCCTACgt aagt t t caaat gt gaagagtt at t agaaaac :
AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCTTCTTCCACGAGTTCCTACgt aagt t t caaat gt gaagagtt at t agaaaac :

AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCT TCTTCCACGAGTTCCTAC: - - - = - = = = < = mmmmm e m e e e oo

tgtctgtttgaaaatattttattaacgttaaaaaatctcctttttgaaatcgatgtgtaagtcaggggtttttagtcaac :
tgtctgtttgaaaatattttattaacgttaaaaaatctcctttttgaaatcgatgtgtaagtcaggggtttttagtcaac :
------------------------------------- CCTAAACATCCATGACCCGT TGGCTGGACTAAACAGCGAACTG :

aaat t cggaaaat ggacaaat cgccggtttgcggatttgccggaaattttgaattccggcaact/ /I ntron 335bp//
aaat t cggaaaat ggacaaat cgccggtttgcggatttgccggaaattttgaattccggcaact//Intron 335bp//
GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAAG - - - - - == - s s s e e e e e oo oo

cctacctactttactttctgact gat caat att acagCCTAAACATCCATGACCCGT TGGCTGGACTAAACAGCGAACTG :
cctacctactttactttctgact gat caat att acagCCTAAACATCCATGACCCGTTGGCTGGACTAAACAGCGAACTG

. GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAACT CAGT TCCCAACAGAGAAACGAGAT TCACGATTCATGCAG
: GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAACT CAGT TCCCAACAGAGAAACGAGATTCACGATTCATGCAG :
e TCAGTTCCCAACAGAGAAACGAGAT TCACGATTCATGCAG

ATCATTCAAGT GCGATCAGCAGT CTCCT CAGAACACACAGGCAAAGCAGGAGCTATTGACAAAGYt aat t acct agt ct a -
ATCATTCAAGT GCGATCAGCAGT CTCCTCAGAACACACAGGCAAAGCAGGAGCTATTGACAAAGGt aat t acct agt cta

ATCATTCAAGT GCGAT CAGCAGT CTCCTCAGAACACACAGGCAAAGCAGGACCTATTGACAAAG- - - - - == === == - - - -

gggcttccaccctacgtttgect gcct ggt cgt aagcgt act gaagcgct aaatt gct aaaaagaggcgagaggcaggcg
gggcttccaccctacgtttgectgect ggt cgt aagcgt act gaagcgct aaat t gct aaaaagaggcgagaggcaggeg

: tgaggtaggcaggttttaagccgtct gccat ggaaccgct aacct ggcaagcetttaatctttcagATGCTCGCCTTCGAT
: tgaggtaggcaggttttaagccgtctgccat ggaaccgct aacct ggcaagcetttaatctttcagATGCTCGCCTTCGAT :
e e R ATGCTCGCCTTCGAT :

CAAGCGGT TGGCGGTAAAGCT GCTCCGGCT CAT GACAAGGT GAACCT CCGAT TCGACAGAACT CAGCAAGT GAAACAGGC
CAAGCGGT TGGCGGTAAAGCT GCTCCGGCT CATGACAAGGT GAACCT CCGATTCGACAGAACT CAGCAAGT GAAACAGGC
CAAGCGGT TGGCGGTAAAGCT GCTCCGGCTCATGACAAGGT GAACCT CCGATTCGACAGAACT CAGCAAGT GAAACAGGEC -

ATTGCTCAAAAGAGCAAATTTGTCGCATATTgt aagt at acct t ct ggcagt t t gaagaaaat t caagt t t gct t cagAT :
ATTGCTCAAAAGAGCAAATTTGTCGCATATTgt aagt at acct t ct ggcagt t t gaagaaaatt caagttt gctt cagAT :
ATTGCTCAAAAGAGCAAAT TTGTCGCATATT - - - - = = == == =i o AT :

CGTTCCAGCTGACAATGGAGT CTTCGACAGAGAT GT GT TGCTCACCGAGCATCAGGCTAACTTCCTGCTCAATGAGCTCG
CGTTCCAGCT GACAATGGAGT CTTCGACAGAGATGT GT TGCTCACCGAGCATCAGGCTAACT TCCTGCTCAATGAGCTCG :
CGTTCCAGCTGACAATGGAGT CTTCGACAGAGATGT GTTGCTCACCGAGCATCAGGCTAACTTCCTGCT CAATGAGCTCG -

GCGAGGCCGGGCGT GGAGCAGAT GT TGGAGCAGGAGGAGGT GGT GGT GGACGAGT TCCAAGATCCGGAGTTTTCTTCCAA
GCGAGGCCGGGCGT GGAGCAGAT GT TGGAGCAGGAGGAGGT GGT GGT GGACGAGT TCCAAGATCCGGAGT TTTCTTCCAA

GCGAGGCCGGGCGT GGAGCAGATGT TGGA GCAGGAGGAGGT GGTGGTGGACGAGT TC- - - - - == - mmmm mmm e e oo oo -

CGAGTTCCAAGATCCGGAGTTTTCTTCCAA

GAAAGT GCGGT TCAGAAATGGGATATTTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAGgt at aactctttgtca
GAAAGT GCGGT TCAGAAAT GGGATATTTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAGYt at aact ctttgtca

GAAAGT GCGGT TCAGAAAT GGGATAT TTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAG- - - - - === - - - - - - - -

aat t t gaagaaaaaccgt caaaat cct gacaagt t t ccagAAGAATCCGACAAAAAAGACAT CCGGGATGCTCTACACGA
aat tt gaagaaaaaccgt caaaat cct gacaagt t t ccagAAGAATCCGACAAAAAAGACAT CCGGGATGCTCTACACCA
———————————————————————————————————————— AAGAAT CCGACAAAAAAGACATCCGGGAT GCTCTACACGA :

AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATATGAAAGT TGATA :
AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATATGAAAGT TGATA
AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATAT GAAAGTTGATA

GCACGACCTTgt aagt t gact agagaat ct aagt gt gacgt cacttcctttt cagCTGCGGTCTATCCTACGT GGGACGG :
GCACGACCTTgt aagt t gact agagaat ct aagt gt gacgt cacttcctttt cagCTGCGGTCTATCCTACGT GGGACGE :
----------------------------------------------------------------- TCCT ACGTGGGACGG :
GCACGACCTT- - - === mm s s s s s s oo oo oo m oo oo CTGCGGTCTATCCTACGTGGGAGEG

320
320
275
205
199
157

400
400
350
285
279
237

480
480
295
289
247

560
560
350
344
302

640
640
430
360
360

720
720
460

800
800
520

880
880
560

1280
1280

1360
1360
41

1440
1440
105

1520
1520

1600
1600
120

1680
1680
200

1760
1760
233

1840
1840
313

1920
1920
370

2000
2000

2080
2080

2160
2160

2240
2240
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C37H5.9 : ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGATt acggtttcttcttcatttttt gggggaaaacac : 2320
g- V- 856 : ACCGATCOGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGATgt acggtttct tcttcattttttgggggaaaacac : 2320
YK827H04 : ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGAT- - - = - - = = = == = < m o mme o mmem oo o mmee o on : -
YK1010B03: ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGAT- - - = - = = = = == = = === == m o mmm o em o mmeo oo : -

C37H5.9 : gtggtgtcaaactgtcccattttggtgtgatctacaaaaaatgcggagaatcttctttgaaattcttgegtttttagtag : 2400
g- V- 856 : gtggtgtcaaactgtcccattttggtgtgatctacaaaaaatgcggagaatcttctttgaaattcttgegtttttagtag : 2400

C37H5.9 : atcacgccgaaat gggacactttgacaccacgt ggaaagat aat gcaaattcgat cgaaaactttcagaatcgaggagtt : 2480
g- V- 856 : atcacgccgaaat gggacactttgacaccacgt ggaaagat aat gcaaattcgat cgaaaactttcagAATCGAGGAGTIT : 2480
YKB27HO & - - - - - oo e oo AATCGAGGAGTT : -
C37H5.9 : gcaatgcacgaaacaat gcacgcgttgggcgt cagt caccaacactt gagact cgacagggat aagt at at caaggtttt : 2560
g- V- 856 : GCAATGCACGAAACAATGCACGCGT TGGGCGT CAGT CACCAACACT TGAGACTCGACAGGGATAAGTATATCAAGt ttt @ 2560
YK827H04 : GCAATGCACGAAACAATGCACGCGT TGGGCGTCAGT CACCAACACTTGAGACT CGACAGGGATAAGTATATCAAG- - - - - © -

C37H5.9 : // 1050 bp // aattccaaaaattgcctcttgttcgcgacgagacccagccgatttttaaaaaatttcaaaatttcc : 3600
g-V-856 : // 1050 bp // aattccaaaaattgcctcttgttcgcgacgagacccagccgatttttaaaaaatttcaaaatttcc : 3600

C37H5.9 : agATCGACTGGTCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT : 3680
g- V- 856 : agATCGACTGGTCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGT ACACATCCTACGGT : 3680

YK892D11 : - - ATCGACT GGTCAAACATCGACCCCCAA CACTATGACACATTTGCGAT ATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGET
YKLI20A2 ¢ = memmmma e TATGACACATTTGOGAT ATCCGACGCGAAACT GTACACATCCTACGGT -
YKE81H5 @ «-----nn-- TCAAACATCGACCOCCAACACTAT GACACAT TTQCGAT ATCCGACGCGAAACT GTACACATCCTACGGT -

C37H5.9 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGOGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC @ 3760
g- V-856 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC 3760
YK892D11 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCT CGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC -
YK120A2 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGOGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC ¢ -
YK298FA & - - s mm il AACAAGCCGACGATGATCCC : -
YK581H5 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC ¢ -

C37H5.9 : GITGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGT CAACGAGCCAAACT GACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA @ 3840
g- V-856 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGTCAACGAGCCAAACT GACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA & 3840
YK892D11 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGT CAACGAGCCAAA CTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA -
YK120A2 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGTCAACGAGCCAAA CTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA -
YKLIBABO i - - - - s s m s s mm e e oo AA -
YK298F4 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGTCAACGAGCCAAA CTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA - -
YK581H5 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACT GGGTCAACGAGCCAAA CTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA -

C37H5.9 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGT GCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG @ 3920
g- V-856 : AAATGTACTGCCGT CCGGGATGTGACGAT CAGAATGT GCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG @ 3920
YK892D11 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGT GACGAT CAGAATGT GCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATT GCAAGATGAAG -
YK120A2 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGAT CAGAATGT GCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATT GCAAGATGAAG -
YK164B6 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATONG - - - === == == - - - - : -
YK298F4 . AAATGTACTGCCGTCCGGGATGT GACGAT CAGAATGT GCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATT GCAAGATGAAG -
YK581H5 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGT GACGAT CAGAATGTGCACT GCGGCACGT GGGCTCTGCATGGCTATTG - ------- - : -

C37H5.9 : GAACAAATGAAATGGATGAATGAGAATTGTAAAGCTAGT TGTGATAAATGTTGA- - - - - - - - - - - o - oo oo oo o o © 3974
g- V- 856 : GAACAAATGAAATGGATGAATGAGAATTGTAAAGCTAGT TGTGATAAATGTTGA- - - - - - - - - - - - - - oo oo o - - - : 3974
YK892d11l : gAACAAA - - - - - - - - s s s s m s o s oo oo : -
yk120a2 : gaacanatgaaatggntgaatgag-------------------“=--"-““&-““-- - : -

6.1.9. Sequenzdaten D1022.m

Cosmids
TabiA p0]
01 a2 . niex=________________________________________]
E1aH1
Seea| 16888 15888 ELELEL] 25888 ELLEL] 35088 45880
D1022. g predi cted cDNA using genscan
D1022f m cDNA Ali gnnent Moehrlen
D1022. g : ATGGCATTCTGGGAGAAACACACATGTGTAGCTTTCAAAAAACGAACAT CTGAAAAAGTTTATCTGCTAATGTCGGGTCA - 80
DL022f M & TGCTAATGTCGGGTCA -

D1022.g : AGAAGAAGGATGT TGGAGTACT GTAGGAAGAGAT GAAGCT CAAGGAGCACAGATTTTGAATATTGGAACAGGTTGTGAGA : 160
D1022f m : AGAAGAAGGATGT TGGAGTACT GTAGGAAGAGAT GAAGCT CAAGGAGCACAGATTTTGAATATTGGAACAGGTTGTGAGA -

D1022. g : TGTTCGGAATAACATCACATGAAATAGCT CACGCACTCGGACTTTTCCACGAGCAATCGAGATATGACAGAGATAACTAT 240
D1022f m : TGTTCGGAATAACATCACATGAAATAGCT CACGCACTCGGACTTTTCCACGA GCAAT CGAGATATGACAGAGATAACTAT -

D1022. g : GTACAAATAGTGAAGTCCAGAATTGCACAGACGAATTTTTATGATTTTGCTGTGGT TGGAAAGAAGAATATGGAAACTTA @ 320
(D K0 b4 i B € R e e : -

D1022.
D1022.

TTTATCATGCTTGCCGCATTCCTCGGTGGAACTATCATTGT TCTGCTTTTAATCTGT CGCAGAAGCCAAAACTTCACAGA © 1520
CTACAAAGACTACATTGACTACAAACT AT GGACACACAGAATAAGCGCTTTATATATAGT GGAAGCAGT TTTCGAAAATA : 1600

D1022. g : TGGTCAGAAATATGACATTGGAAGT GTGATGCATTATAGACCAACAGAGT TTTCCCTCGATGGAGGTAACTCAATTATTG @ 400
D1022. g : CAAAAGATGTCAATATGCAAAACACAAT GGGACAATTCCGT GGTCCATCGTTCATTGATGT TGCCAAAATCAATAGACAC 480
D1022. g : TATAATTGIGAAAAGAATTGTAAAAATAAGATAACT TGTCTCAATGGT GGCTATCAACATCCGAAAAACTGTAAAATTTG 560
D1022. g : TGTGTGCCCACCTGGCTACGGAGGAAGCGATTGTAAAGGT ATTGAGGCT TCGAGT CCGGCCAAATGTACTGGAGTITTTGG @ 640
D1022. g : TTGCTGGAGAGACGCAGAGAAAATTTACGGCAAATATAAAGCCAAATAAAAAT GCAAAAGGAATTAGGAAGT GCAATTAT 720
D1022. g : CATATTGAGGCACCACCTGGAAAACGTATTGTITATCATTGTCGATTCTGTGATTGGAAATTGTGTTCAAGGATGITATCGA 800
D1022. g : AGAAGGTGTTGAGCTCAAAATGTATGAAGATAAAACTGTTACTGGT GCAAGATTTTGCTGTAAACTTCAAAAGCCTCAAA @ 880
D1022. g : CATTGATATCTCAAGGAAATACTGTTCCTTTGATGCTAGT GGCTGGAAAAGCT CAAGCATTTGTACAGCTAAGATATTCC @ 960
D1022. g : ACAGAACTAAGCTTGGTTTTTCAGT TGATGCTGGCAAGATTTTCGCACGAAAAACCATATGTTGCTCGAACTCCTGCAGC @ 1040
D1022.g : TATTGCTGACGCTGAAATGTTCATTAATCAGCATAAGT TGTCAGT CAAAATCGACAAGGCCACTAACAATAATTACGAAG @ 1120
D1022.g : ATAATTTGCGTTGTTTGGTCTTAATGT CGGATGACCTTTATCAAGAAGAGGAAAATCCAAATTTCTACCTTTACAACTAC : 1200
D1022. g : ATCACAGITTTTCATAATGCGCCACCACTTGCTGATGCTCTGACAACACCACCAGT TCTCAGAAAGAATGAAGATTGGGG @ 1280
D1022.g : AAGACGAGATGAATGGGTACATACTGCCATCATTACT GAAGAT GGGGAACCATTCGCAGATGGAACACATGTAATTGATA @ 1360
D1022. g : AAGGCTACACGACACATCAATTTGAAATTCAACAAGATCAGGATAATGCTAAATTTGGAATGATCAGTGGAATCATCGGT @ 1440

g:

g:



VII. Anhang

154

D1022.
D1022.
D1022.
D1022.
D1022.
D1022.
D1022.

Qoo Qe

6.1.10.

CCGGACAACTTCCTGT GGT CACAGT TAAAGAT CTACCAAAT CGGCCAACAAT CAATATAACAGGAGGACCAACAATCCCT
TATCGTTATAAACT CCATCAGGAATTTTTAGACCACGAGCAAATAAATTTAATTCAGATAAGCGTACACTTTGGAAGAGC
AGAT GAAGGAGAGAAAGGAT CAGAGCATACT GTAGACAGAGT TCGAT TTCCGGCGGAAATTCAGCTACTAGCATATAATA @

GTGCACTTTATCCAAATTTCAGT GT TGCAATGACATCACCAAGAGGGCTTCTTGCAGTTTCTGTAATTGTTGATTTAATT ¢

GTTCAGCAGTCTACTGTATCTTCAAGT TGT CCATCGAAT GTTTACGT GGAAAT GGGGTACCAAGCGAAT CCTGGTAGAAA
TAAGCGGAATGATTCGGT TTCTCGAAGATATGT TCCAACAT CGGAAGT TTTCGAAATCGATAGCATTCGTCCTGATGATG
TTTCCAAAGCCGGTTCATTTTAG - - - - = = = = = = = = = = @ = =% @ = x @@ f @@t e i i iii i e oo :

Sequenzdaten FO9ES8.6

1680
1760
1840
1920
2000
2080
2103

Cosn i
Fa3ES BAES
FEE02
AceDE Gene Fredictions
Fe2ES. &
Getie Gene Fredictions
g-Iv-2471
COMA ATignments
AYEE81 |
Embryonic COMA ATignments
68| 1684| 1588| 2a8a| 2584| Z684| 3568| 4n68|
cDNA Ali gnment Mehrlen
FO9E8. 6f m
FO9E8. 6 /1 890 bp ATTATATTTATGTGAAGAGAAATGTTGCTTTTGGATGCTCITCGTATGTTGGCAGAGCTGGTGGAAAT @ 960
g-1V-2471 : /] 890 bp ATTATATTTATGTGAAGAGAAATGTTGCTTTTGGATGCTCTTCGTATGT TGGCAGAGCTGGTGGAAAT @ 960
FO9E8. 6 CAGACTGTGTCGTTGGAGGT TGATAAGT GCTTTTCGAAGGT AAGAAAAAAT GAGCAGCCGACGCAAATGGAGGCCCGTAA @ 1040
g-1V- 2471 : CAGACTGTGTCGTTGGAGGTTGATAAGTGCTTTTCGAACGYt aagaaaaaat gagcagccgacgcaaat ggaggcccgt aa : 1040
FO9ES8. 6 Cgt gaaaaaat ct aaaaat aatt at caaaaat gcaagaaattcgatatctggttttttggaa// Inrton 500bp // 1120
g-1V-2471 : cgtgaaaaaatct aaaaat aatt at caaaaat gcaagaaattcgatatctggtttttaatcg// Inrton 500bp // 1120
FO9E8. 6 GGAATAATTGCTCACGAACT GATGCACGCTCTAGGATTCTTCCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA : 1680
g- 1 V- 2471 : GGAATAATTGCTCACGAACTGATGCACGCTCTAGGATTCTTCCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA : 1680
FO9EB. 6fm @ -----cmmmmmm e GGATTCT TGCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA :
FO9ES8. 6 : TATAAACGAGCGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGTATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA @ 1760
g- 1 V- 2471 : TATAAACGAGGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGT ATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA @ 1760
FO9ES8. 6f m : TATAAACGAGGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGTATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA
FO9E8. 6 : TGCCATATGACTACGAGT CTGT CATGCATTATCATAAGT TGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG @ 1840
g- 1 V- 2471 : TGCCATATGACTACGAGTCTGTCATGCATTATCATAAGT TGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG : 1840
FO9E8. 6f m : TGCCATATGACTAGGAGT CTGTCATGCATTATCATAAGT TGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG :
FO9E8. 6 GACAATGAAGCAGATGT TGGACAGAGATATAAGCT TTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGT TAATAAGCTTTATCAATGTGG @ 1920
g-1V- 2471 : GACAATGAAGCAGATGT TGGACAGAGATATAAGCTTTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGT TAATAAGCTTTATCAATGTGG @ 1920
FO9ES8. 6f m : GACAATGAAGCAGATGT TGGACAGAGATATAAGCT TTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGT TAATAAGCTTTATCAATGT GG :
FO9E8. 6 : AGAGTATTCGAAAACATCGT CAACTACAACTACTACAACCACT ACAACCACT ACAACCACT ACAGAGGAGCCAACTACAA @ 2000
g- 1 V- 2471 : AGAGTATTCGAAAACATCGTCAACTACAACTACTACAACCACTACAACCACTACAACCACTACAGAGGAGCCAACTACAA : 2000
FO9E8. 6f m : AGAGTATTCGAAAACATCGTCAACTACAACTACTACAACCACTACAACCACTACAACCACTACAGAGGAGCCAACTACAA
FO9E8. 6 CTACTGAAGT GGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGT GT CAAGTACGAGGACTACAACTAAGAAACCGACTACTACAACT @ 2080
g- 1 V- 2471 : CTACTGAAGTGGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGT GTCAAGTACGACGACTACAACTAAGAAACCGACTACTACAACT @ 2080
FO9ES8. 6f m : CTACTGAAGTGGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGTGTCAAGTACGACGA. . . o v vttt :
FO9E8. 6 /1 1041bp // TAATAGTGAGAGCAAGTTTATGAAAATATTCTGTAAAGCTTCGTGTGGGAAGTGITAA : 3111
g-1V-2471 : |/ 1041bp // TAATAGTGAGAGCAAGTTTATGAAAATATTCTGTAAAGCTTCGTGTGGGAAGTGTITAA @ 3111
6.1.11. Sequenzdaten F20G2.4
oS i ds
FanGa
ACEDE Gehe Fredictions
Fzez2. 4
Genie Gehe Fredictions
-\ -25 a4
. kbrigossae homologies
Saa| 1a68| 1568| 2an8| 25a8|
cDNA Ali gnment Mehrl en
F20G2. 4fm
F20G2. 4 /1 250 bp ttattatgcagacaacaacaatt cagTGAAGGAGAAGGT TAAAAGTGCAATTGCTTACATTGCAAATCAC @ 240
g-V-2804 : // 250 bp TTATTATGCAGACAACAACAATTCAGT GAAGGAGAAGGT TAAAAGTGCAATTGCTTACATTGCAAATCAC 240
F20@2. 4 ACTTGCATCAAGT TCAACGAAGATCCAACACATT GGCAACGT TTGAAGATTTTTACTTCAGAgt aagt tttatcaatttt 320
g- V- 2804 : ACTTGCATCAAGTTCAACGAAGATCCAACACATTGGCAACGTTTGAAGATTTTTACTTCAGAgt aagttttatcaatttt 320
F20G2.4 : agtttttcacaggtcatgttatattttagACTCTCTCATTGICGGT CAACAATCGGAGCTCCAGGCACTAGGAGTGGTTC @ 400
g- V-2804 : agtttttcacaggtcatgttatattttagACTCTCTCATTGTCGGT CAACAATCGGAGCTCCAGGCACTAGGAGTGGTITC @ 400
F20G2.4 : AGCTGGAGAGCTCAGTATGGAGACTGGATGGTGTGCTAATATTGGAAGTAT TGTTCATGAATTCTCACATTCACTCGGAA 480
g- V- 2804 : AGCTGGAGAGCTCAGTATGGAGACT GGATGGT GTGCTAATATTGGAAGTATTGTTCATGAATTCTCACATTCACTCGGAA 480
F20G2. 4 : GATATCATGAACATACTCGACCAGATCGTGATAATTCTTTGAAAGTAACATCCACTGATTACGAAGCACGACCAAGGCCA @ 560
g- V- 2804 : GATATCATGAACATACTCGACCAGATCGTGATAATTCTTTGAAAGTAACATCCACTGATTACGAAGCACGACCAAGGCCA @ 560
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F20@2. 4
o- V- 2804 :

F20G2. 4 :
o- V- 2804 :

F20G2. 4 :
o- V- 2804 :

F20&2.4
g- V- 2804 :

F20&2. 4

g- V- 2804 :
F20G2. 4f m
F20G2. 4
g- V- 2804 :
F20G&2. 4f m

F20&2. 4
g- V- 2804 :

6.1.12.

TGGGGAATGACAACAAT GTATGGACCATTTGAACATGGAAGTATCATGATGTATCATTCAAGCAACTATGGTGTTGGAAA
TGGGGAATGACAACAAT GTATGGACCATTTGAACATGGAAGTATCATGATGTATCATTCAAGCAACTATGGTGTTGGAAA

AATGGAACCATACGATAT GGAATACAAAAAT ACAAT GGGGAGTAGAAGAGT GACCTTTTATGATATGTATAAAATCAACC :
AATGGAACCATACGATATGGAATACAAAAATACAAT GGGGAGT AGAAGAGT GACCTTTTATGATATGTATAAAATCAACC :

AATACTACGGATGTGGGTGCTCCACTCAgt t ggaat gcaaaaat ggaggat at actt caccatctgattgttct agATGT :
AATACTACGGAT GTGGGT GCTCCACT CAGT TGGAATGCAAAAAT GGAGGATATACTTCACCATCTGATTGT TCTAGATGT

AATTGCCCGAAAGGATTCTTTGGAAAACT TTGTAACGAAAGACGT CAACAAGATTCATATGAACTAAAGGCTACCTACGG :
AAT TGCCCGAAAGGATTCTTTGGAAAACT TTGTAACGAAAGACGT CAACAAGATTCATATGAACTAAAGGCTACCTACGG

TCGATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTT TATTCAACTTTTGTGTACA
TCGATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTTTATTCAACTTTTGTGTACA
- - GATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTTTATTCAACTTTTGTGTACA

TTACTGGT GAAGCTAACTCAACAATTGAGATTACAAT GGAAGGCCTTGAAAATGT GATATGTACGGCTGGATGTACTTGG
TTACTGGTGAAGCTAACT CAACAAT TGAGAT TACAAT GGAAGGCCTTGAAAATGT GATATGTACGGCTGGATGTACTTGG
TTACTGGT GAAGCTAACT CAACAAT TGAGATTACAATGGAAGGCCTTGAAAATGTGATATGTACGGC. &« . . oo e . :

/| 560bp // TGITCGGATAA : 1611
/1 560bp // TGITCGGATAA : 1611

Sequenzdaten F38E9.2

Cosmids
=]

FZ5E9 e
AcelE Gene Fredictions
FI5ED. 2
FZ5E9. 1
Genie Gene Fredictions
a-K-2544
g-¥-2545
C, kbriggsas homologies
cOHA Alighments
yK414e5. 5 >>>| Embryonic cOMA Alighments
k41425, 5
ykE2iale, S
1aaa| zees|  Saes| 4paa|  Seas| geaa|  7aea| Sees|  o@ae|  1eeas|
F38E9. 2 ggcggcgacggeggt ct ccgget cgac ATGCGATTTTCTGCGAACATCGCCATCATCGTAAACATCATTTTTCTATTTATT

YK414E5

F38E9. 2
YK414E5

F38E9. 2
YK414E5
F38E9. 2

F38E9. 2
YK414E5

F38E9. 2
YK414E5

F38E9.2
g- X- 2544

F38E9.2 :
g- % 2544 :

F38E9.2
g- % 2544 :

F38E9.2
g- % 2544 :

F38E9. 2

g- X 2544 -

YK414ES5

F38E9. 2

g- X- 2544

YK414E5

F38E9.2 :
g- X- 2544 :
YK414E5
YK839G10 :

F38E9.2
g- X- 2544 :
YK414E5
YK839G10 :

F38E9.2 :
g- X- 2544 :
YK414E5
YK839G10 :

GGCGGCGACGGCGGT CTCCGGCTCGACAT GCGATTTTCTGCGAACATCGCCATCATCGTAAACATCATT TTTCTATTTATT &

GTCGTCGAGT TTGTGCTGCCCACGT TTATCCGAT CTGGT GACGT CAGGT TCCGAAGATACTACCGGAATAATGGGCGAGTT -
GTCGTCGAGT TTGTGCTGCCCACGT TTAT CCGATCT GGTGACGT CAGGT TCCGAAGATACTACCGGAAT AATGGGCGAGT T -

TCGAGAGCGGCGACGGCAAAAAAAGAAAGGATAT GGCCAGAAGGAATCATTCCATTCGT TATAGCATCCAATTTTTCAGgt
TCGAGAGCGGCGACGGCAAAAAAAGAAAGGATAT GGCCAGAAGGAATCATTCCATTCGT TATAGCATCCAATTTTTCAG- -

/1 810 bp// tacaaacagttttaccaat caaaaaaatggagagtttataaaatatcacaatcaagaaaattaattcag :

GGGAGCACCAGCACCTTTTTCTACGCGCAAT GCGGCATTGGGAGAACT TTACATGT GTCTCGTTCGTCCCACGACAACCAC
GGGAGCACCAGCACCTTTTTCTACGCGCAATGCGGCATTGGGAGAACTT TACATGT GTCTCGT TCGTCCCACGACAACCAC

ACCACAAACATTATATCACTTTCACTGTTGATAAATGCGGYt gagt t cttccagtttttttattcgt gt caattttcccac :
ACCACAAACATTATATCACTTTCACTGTT GATAAATGG - = - - - = = = = = == e m e me e dm e e e e e e e e e e

/1 1890bp // taaggcatcagacttcgaatctggggattgcaggttcgatccctgccgtggtcgtaattttttaaaac :
———————— ATGGATAAGGCATCAGACTTCGAATCTGGGGATTGCAGGTTCGATCCCTGCCGTGGTCgt aat ttt t t aaaac

catttttaagtatcgttacggtttactatttcaaagaagtatacgttctaaaaatttggecgecttattttaatttgactaaa :
catttttaagtatcgttacggtttactatttcaaagaagtatacgttctaaaaatttggcgcttattttaatttgactaaa :

taattattttcaattccagGIrCAGGACTATAATTTCGAGAAGT CCAAACCGGAAGAAGT TGATTCACTTGGGGAGCCATAT
taattattttcaattccagGIrCAGGACTATAATTTCGAGAAGT CCAAACCGGAAGAAGT TGATTCACTTGGGGAGCCATAT

/1 9783 // gagcaacaaagcgcgtttgttctgttgattcatacttttcct agATTTACGATGGACCTGAAGCTACATT :
/1 9783 /| gagcaacaaagcgcgtttgttctgttgattcatacttttcctagATTTACGATGGACCTGAAGCTACATT :

GGAGCGCCTTGTTGGCAGGT TTTGTGGTGATACTAGT CCGGAAGT TATAACTAGCACAGL at gaatttgttattttaatg :
GGAGCGCCTTGTTGGCAGGT T TTGTGGTGATACTAGT CCGGAAGT TATAACTAGCACAGGt at gaat ttgttattttaatg :
-------------------------------------- CGGAAGTTATAACTAGCACAG: - - = = < = === == === = e e oo

agttttttataaaccaacttgtttcagGrCCTGAGCTCCTGCTTATCATGCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT
agttttttataaaccaacttgtttcagGrCCTGAGCTCCTGCTTATCATGCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT
--------------------------- GT CATGAGCTCCTGCTTATCAT GCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT :

TTGT TGCGGAGTATCGAGAAGCT CCGAGAT CAAGCT CGACGAAACGAACTTTTGT CTCAAAGACACGT CACAGCCCATTAG
TTGTTGCGGAGT ATCGAGAAGCT CCGAGAT CAAGCTCGACGAAACGAACT TTTGT CTCAAAGACACGT CACAGCCCATTAG :
TTGT TGNGGAGT AT CGAGAAGCT CCGAGATCAAGCT CGACGAAACGAACTTTTGT CTCAAAGACACGT CACAGCCCATTAG
————————————————— GAAGCTCCGAGATCAAGCT CGACGAAACGAACTTTTGT CTCAAAGACACGTCACAGCCCATTAG

AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGAcgt tgcaacacttttatttttcattatacattttcccceccgecttcacttct
AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATCGAcgt t gcaacacttttatttttcattatacattttcccccecgecttcacttct
AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGACGNTGCNACANTTTTATTTT TCATTATACATTTTCCCCCCGCCTTCACTTCT
AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGACGTTGCAACACTTTTATTTT TCATTATACATTTTCCCCCCGCCTTCACTTCT @

atttttctttccgttcttttttggtatttgttgtcteatttattcggtttttgeegt cegect cctcatcgtttgect cgt
atttttctttccgttcttttttggtatttgttgtctcatttattcggtttttgeegt ccgect cctcatcgtttgect cgt

ATTTTTCTTTCCGTTCTTTTTTGGTATTT GTTGTCTCATTTATTCGGTT TTTGCOGT COGCCTCCTCAT - - - - - < < - - - - - :
ATTTTTCTTTCCGTTCTTTTTTGGTATTT GTTGTCTCATTTATTCGGTT TTTGCOGT COGCCTCCTCAT CGTTTGCCTCGT

640
640

720
720

800
800

880
880

960
960

1040
1040

r

81

162
162

243
241
1134

1215
322

1296
360

4131
73

4212
154

4293
235

13446
9388

13527
9469

13608
9550

13689
9631
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F38E9. 2 gctcaattctcaattttcaagattcttcgaaatcctaaatgaatgtgttttaggtaacaccaccagccacccaccaaacaa :
g- X- 2544 : gctcaattctcaattttcaagattcttcgaaatcctaaatgaatgtgttttaggtaacaccaccagccacccaccaaacaa :
YK839G10 : GCTCAATTCTCAATTTTCAAGATTCTTCGAAATCCTAAATGAATGT GT TTTAGGTAACACCACCAGCCACCCACCAAACAA :
F38E9.2 : ttaagccatgtcggattggat gggaagattgccat cgtcgat cagagagaagccattgtgcagcatttgcattccag :
g- X- 2544 : ttaagccat gt cggattggat gggaagatt gccat cgt cgat cagagagaagccatt gt gcagcatttgcattccag :
YK839G10 : TTAAGCCATGICGGATTGGATGGGAAGATTGCCATCGT CGAT CAGA GAGAAGCCATTGTGCAGCAT TTGCATTCCAG -
6.1.13. Sequenzdaten F39D8.3
Cosmn ids
F3abs
RA3A18 T T

AceDE Gene Fredictions

F3a05 ., 3 “\-E

F3a0s . 4

Genie Gene Fredictions

o-H-D411 “‘1
3-r-2412 Eaafa T | T mwmEmEn

C. kriggsas homologies
CONA Alighments
Embraonic cOMA Alignments

480

560
98

640
178

720
258

800
338

880
418

960
498

1040
578

1120
658

1200
738

1360
898

3280
2817

3360

CEEZZ33.3
Sag| 1aaa| 1588 ELLE]] 2500| SaaE| 3508| 4888|
cDNA al i gnnent Moehrl en
F39D8. 3f m

F39D8. 4 /'l 410bp // TCCTCTTTTTACTTTCGTCGTCAACCGATTCGTCACATACACTTTCACTTATGCCATCACCGACATCA
O- X 2402 1 - o e ATGCCATCACCGACATCA
F3ODB. 4f M == - - x oo m e CTTTCACTTATGCCATCACCGACATCA :
F39D8. 4 TCATCAGCCACGCGTGTTTTCATCTCACCTGTTTTTTGITTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGTTATGCTCAATT
g- X- 2412 : TCATCAGCCAGCGTGTTTTCATCTCACCTGITTTTTGTTTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGTTATGCTCAATT
F39D8. 4f m TCATCAGCCAGCGTGITTTCATCTCACCTGTTTTTTGTTTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGT TATGCTCAATT
F3908. 4 TAATAGAgt aagttttttctttgttgaaacgtttacctttttagaaataatactcttctaatattcatttcggaactaaa
g- X- 2412 : TAATAGAgtaagttttttctttgttgaaacgtttacctttttagaaataatactcttctaatattcatttcggaactaaa
F3OD8. 4f M TAATAGA: - - - - - - - o - oo oo oo oo oo :
F3908. 4 actatttctacttgaaaatgttgcctactttgataaaattggtttcagTTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC
g- X- 2412 : actatttctacttgaaaatgttgcctactttgataaaattggtttcagTTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC
F39D8. 4f M - - - - e oo TTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC :
F39D8.4 : TGTGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACT TCCGAGAAAAT GACCAATGGTTTGT CAATGATTCAGCTATGT :
g- X- 2412 : TGIGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACT TCCGAGAAAATGACCAATGGT TTGTCAATGATTCAGCTATGT
F39D8. 4f m TGTGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACT TCCGAGAAAATGACCAATGGT TTGTCAATGATTCAGC- - - - -
F39D8.4 : ACAACCCACTGAGGTTTGAAGGAGATATTGgt agattccctttgtgttacct aaaaaaaat cacaaaaccttttcagCCA
g- X- 2412 : ACAACCCACTGAGGTTTGAAGGAGATATTGgt agattccctttgt gttacct aaaaaaaat cacaaaaccttttcagCCA
F39D8. 4 ACAGTGGCCTGAATTCCCGATCTATAAACACCTTCTTCGGGGACAGT CCACTTTTTGGAATATTTGGTGT TCAAAGGAAC :
g- X- 2412 : ACAGTGGCCTGAATTCCCGATCTATAAACACCT TCTTCGGGGACAGT CCACTTTTTGGAATATTTGGTGT TCAAAGGAAC :
F39D8. 4 : GCAGTGCGGCAGACCTATTTAAAATGGGAGCAGGCT CGAATTCCATACACCATTAGT TCACAGTACTCCTCATACAGTCG :
g- X- 2412 : GCAGTGCGGCAGACCTATTTAAAAT GGGAGCAGGCTCGAATTCCATACACCATTAGT TCACAGTACTCCTCATACAGTCG :
F39D8. 4 : GTCAAAAATTGCGGAGGCTATCGAGGAGT ATCGGAAGAAAACGT GTATAGACTTCT CACCAAAAAGT GCTGGAGATCTGG :
g- X- 2412 : GICAAAAATTGCGGAGGCTATCGAGGAGTATCGGAAGAAAACGT GTATAGACT TCTCACCAAAAAGT GCTGGAGATCTGG :
F39D8.4 : ACTACATTCATATTGITCCAGACGACGgttgttattctctagttgggagaattggtgagttc//Intron 95bp//
g- X- 2412 : ACTACATTCATATTGTTCCAGACGACGGTTGTTATTCTCTAGITGGGAGAATTGgt gagttc/ /I ntron 95bp//
F39D08.4 : AAAGCAACCAGTAAGTCTTGGCGATGGCTGCATTCAAAAAGGAAT CATTATCCATGAGCT CATGCACGCAGTAGGCTTTT
g- X- 2412 : AAAGCAACCAGTAAGTCTTGGCGATGGCTGCATTCAAAAAGGAAT CATTATCCATGAGCT CATGCACGCAGTAGCCTTTT
F39D8.4 : // 1850 // tgtgcaaccaaacagt gttt aagGACTATATGCGACAGAAATGT GCGAAGAGCTGTAACTTCTGITAAT
g- X-2412 : // 1850 // TGTGCAACCAAACAGTGTTTAAGGACTATATGCGACAGAAATGTGCGAAGAGCTGTAACTTCTGTTAA-
F39D8. 4 AGATTTGAAATTCAAAAAGT TTTATATTTTATATTTTATTTATGTCTTGTTAAGCATATTATATTTTCAACAACAAAAAA
F39D8. 4 ACCGGTCATATTCCTTGTTCTTTCAAAAAAAATTGTGATGTAG : 3403

6.1.14.

Cosmids
FazALa
casGla 31 B
AceDE Gene Fredictions
F42A18.5
Genige Gene Fredictions
I-III-99%
C. kbriggsae homolofies
cOMA Alignments
EmkrJdonic cOMA ATignments
Saa| 1a@a| 1504| zaan| oSaa| Seaa|
OST
Bl 174472 >>>
Bl 175435

Sequenzdaten F42A10.8

cDNA Ali gnnent Mehrl en

F42AL0. 8fm
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F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 174472
F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 174472
F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 174472

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM
F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM
F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 174472
Bl 175435
F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 175435
F42A10FM

F42A10. 8

g-111-995 :

Bl 175435
F42A10FM

ATGTTCTTCCCCGTTGTATTCTTCATCCCT TTCGT GCT GGGT GCCCCGACT CAAAAGGCCCT GGAAAAGATTCTGGTGGA
ATGTTCTTCCCCGTTGTATTCTTCATCCCT TTCGT GCTGGGT GCCCCGACT CAAAAGGCCCT GGAAAAGATTCTGGTGGA
--------------------- TTCATCCCTTTCGTGCTGGGT GCCOCGACT CAAAAGGCCCT GGAAAAGATTCTGGTGEA

CAATAATCCTGATTCAGT TACAAAT CGAGAGAAGAT TCGT GGAAT TATCGATAAGGCGT TTGAGAATCGT GT TCCGAGGG :
CAATAATCCTGATTCAGTTACAAATCGAGAGAAGATTCGT GGAATTATCGATAAGGCGT TTGAGAATCGT GT TCCGAGGG -
CAATAATCCTGATTCAGT TACAAAT CGA GAGAAGAT TCGTGGAATTAT CGATAAGGCGT TTGAGAATCGT GT TCCGAGGG

TTCAAGGAAGACAAGGTGTTGCTCCTCCTGTTACTTTCgt aggt ttt agt t t aact t acaat t aaat gt aggt at caaaa :
TTCAAGGAAGACAAGGTGTTGCTCCTCCTGTTACTTTCgt aggt ttt agt t t aact t acaat t aaat gt aggt at caaaa :

TTCAAGGAAGACAAGGT GTTGCTCCTCC- - - = - = = = = = == = = = = = = == <= = m e o e e e e e oo oo

atactccaaccttcaatgaaatttttatccaaat agtaaattgtaaaggttatatttccagGCTGCCTTAAACTACGGTIC :
atactccaaccttcaat gaaatttttatccaaat agtaaattgtaaaggttatatttccagGCTGCCTTAAACTACGGTC :
------------------------------------------------------------- GCTGCCT TAAACTACGGTC

CAAAGAACAATCAGACAAAGAAATTTGAAGAACTGAATCAAGATATCAACGGCAAgt ttcttcgatttttt gagtt aaaa :
CAAAGAACAAT CAGACAAAGAAAT TTGAAGAACT GAAT CAAGATATCAACGGCAAGT TTCTTCGATTTTTTGAGT TAAAA

CAAAGAACAAT CAGACAAAGAAAT T TGAAGAACT GAATCAAGATATCAACG: - - - = = = === === === mcem oo mcao -

gaaactgtgttttgtagaatacacatttgaatct gacat cat gct gaat gagaaacaagccaaacacattgcaactgcaa :
GAAACTgt gttt t gt agaat acacat t t gaat ct gacat cat gct gaat gagaaacaagccaaacacat t gcaact gcaa :
————————————————— AATACACATTT GAATCTGACATCATCCTGAATGAGAAACAAGCCAAACACATTGCAACTGCAA

tt gaaaat ggaaat t at cgat caaagaggcaagcgatt gt agat act accaatttttggagtgtcagtgttccgatcttt
tt gaaaat ggaaat t at cgat caaagaggcaagcgat t gt agat act accaatttttggagtgtcagtgttccgatcttt

TTGAAAATGGAAATTATCGATCAAAGAGGCAAGCGATTGTAGATACTACCAATTTTTGGAGT GTCAGT GTTCCGATCTTT

tatcaatttgatactaaattatgtaagttctagtaaattttttgtttaaactgggaaaaaatattccagccgccaccaac
tatcaatttgatactaaattatgtaagttctagtaaattttttgtttaaact gggaaaaaat attccagccgccaccaac

TATCAATTTGATACTAAATTA- = - - = <= = == =@ o mxm o fmeo o iieo o olo i CCGCCACCAAC

at agccaat gt cagaaaagcaat t caat ttt ggaat gat aacagct gt ct gagcttcaaggtttccaacaatctattggt
at agccaat gt cagaaaagcaat t caat t tt ggaat gat aacagct gt ct gagctt caaggt tt ccaacaat ctatt ggt
ATAGCCAAT GTCAGAAAAGCAATTCAAT TTTGGAATGATAACAGCTGT CTGAGCTTCAAG- - - - - - - - === - - - - - - - - -

tcctttttcaaattataatttttcagGAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGITGG :
tcctttttcaaattataatttttcagGAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGTTGG
—————————————————————————— GAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGITGG :

TCATATGT CGGAAAGCAAGT TGACATGCCATACCAAATGGT TTCAGTTGGGCCAAACTgt gat acggt aatttttattca
TCATATGTCGGAAAGCAAGT TGACATGCCATACCAAATGGT TTCAGT TGGGCCAAACTGTGATACGgt aatttttattca

TCATATGT CGGAAAGCAAGT TGACATGCCATACCAAATGGT TTCAGT T GGGCCAAACTGTGATACG- - - - - - - - = = = - - -

tatttagacatttttacagaaaacattcaagtgttttatgtcttcctatgaagagctctaaaaacaatttattttcagTT :
tatttagacatttttacagaaaacattcaagtgttttatgtcttcctatgaagagctctaaaaacaatttattttcagTT :
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— TT

TGGTACTGCAACCCACGAGCT CATGCATGCCAT TGGCTTCTGGCACCAACAAT CACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT
TGGTACTGCAACCCACGAGCTCATGCATGCCATTGGCT TCTGGCACCAACAAT CACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT
TGGTACTGCAACCCACGAGCTCATGCAT GCCATTGGCTTCTGGCACCAACAAT CACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT @
ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGT CAGGCATACAATTTTCAAAAAAT GGCAGT GGATCAGGCACAGCTGTTGAAT
ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGT CAGGCATACAATTTTCAAAAAAT GGCAGT GGATCAGGCACAGCTGTTGAAT
ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGT CAGGCATACAATTTTCAAAAAAT GGCAGT GGATCAGGCACAGCTGTTGAAT :

TTGOCATATGATTATGGAAGTGTTATGCAGTATTACCCATgt aagagcaaaaat t aat t t gaat t ggt aat gaaaat at t
TTGCCATATGATTATGGAAGT GTTATGCAGTATTACCCATgt aagagcaaaaat t aat t t gaat t ggt aat gaaaat at t
TTGCCATATGAT TAT GGAAGT GTTATGCAGTATTACCCAT - = = = = = = = = = = == = xm e m e e e o a e me o

acagATGCATTTGCTGT TGACT CATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAAT GGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG
acagATGCATTTGCTGT TGACTCATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAATGGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG :
- - - - ATGCATTTGCTGT TGACTCATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAATGGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG :

AGAGGCACCAGCATTTTCAGATATTATCGGAGT GAACAAGT TGTACAATTGCACAAgt aagcacaat t gggt gat gt gt ¢
AGAGGCACCAGCATTTTCAGATATTATCGGAGT GAACAAGT TGTACAATTGCACAAgt aagcacaat t gggt gat gt gt ¢

ttgtaatatactctttgatggggtact gt agggtt caaaattggat aaacttact gt agacggact gt agact gt aaaat
ttgtaatatactctttgatggggtactgtagggttcaaaattggataaacttactgtagacggact gt agact gt aaaat

gtagctattaccaagccaaattttattactattcatttagccattaagcacttttcatttttt ccagGCCAATGCAAGAT :
gtagctattaccaagccaaattttattactattcatttagccattaagcacttttcattttttccagGCCAATGCAAGAT

ACAAATGAAGT GT TCAAAT TGT GGAAT CACAGACT CCCGT AACT GTAAT CAATGCAAATGT CCGCGCTATTTCACAGGAG
ACAAATGAAGT GT TCAAATTGT GGAATCACAGACT CCCGTAACT GTAAT CAATGCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG

—————————— TGTTCAAATTGTGGAATCACAGACT CCCGTAACTGTAATCAAT GCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG
ACAAATGAAGT GT TCAAAT TGT GGAATCACAGACT CCCGT AACGGTAATCAATGCAAATGTCCGCGCT ATTTCACAGGAG :

CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAGYt agat t gaaacaactttttg
CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAGYt agat t gaaacaactttttg

CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTG - - === == = mm e e e e e e -
CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAG - - - - === = == === m === - -

agaact aacagaacat aat gct t t cagGCTACATCCTCTTGGGAAACCT TCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCACCTT
agaact aacagaacat aat gct t t cagGCTACATCCTCT TGGGAAACCT TCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT
-------------------------- GGCTACATCCTCT TGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCACCTT
--------------------------- GCTACATCCT CTTGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT

80
80
59

160
160
139

240
240
167

320
320
19

400
400
70

480
480
133

560
560
213

640
640
245

720
720
305

800
800
359

880
880
425

960
960
427

1040
1040
507
1120
1120
587

1200
1200
627

1280
1280
703

1360
1360
759

1440
1440

1520
1520
772

1600
1600

70
852

1680
1680
127
911

1760
1760
181
964
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F42A10.8 : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAAT TGTTACTGGCATATCAAAGCTCCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA
g-111-995 : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAATTGI TACTGGCATATCAAAGCT CCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA
Bl 175435 : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAAT TGTTACTGGCATATCAAAGCTCCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA

F42A10FM : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAAT TGTTACTGGCATATCAAAGC - - - = = = === m s m s mmmmme e mme e eee e oo

F42A10.8 : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTATGCAAGAATGT CCATGGCAATCGATTGAAGT TAATCTTGGAAAGTTTGACTTA @
g-111-995 : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTATGCAAGAAT GT CCATGGCAATCGATTGAAGT TAATCTTGGAAAGTTTGACTTA
Bl 175435 : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTAT GCAAGAATGT CCATGGCAAT CGATTGAAGT TAATCTTGGAAAGTTTGACTTA

F42A10.8 : TTTGGAATGATgt gagtttagggtatactattgaattttcagttcgaaaattatttt ccagAACCTGCTGTGACACAATC :
g-111-995 : TTTGGAATGATgt gagtttagggtatactattgaattttcagttcgaaaattattttccagAACCTGCTGTGACACAATC :
Bl 175435 @ TTTGGAATGAT- - ------mm oo o mm o oo oo oo oo oo AACCTGCTGTGACACAATC

F42A10.8 : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGT GGAATAATTCGCTACAATCAGTTGACGTTTAGCAT
g-111-995 : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGTGGAATAATTCGCTACAATCAGT TGACGTTTAGCAT
Bl 175435 : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGTGGAATAATTCGCCTACAATCAGT T GACGTTTAGCAT

F42A10.8 : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGTTCGAAGCCTGCTTCAACCAATGCTTGCTTGAACCAGTGA @ 2141
g-111-995 : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGT TCGAAGCCTGCTTCAACCAAT GCTTGCTTGAACCAGTGA @ 2141
Bl 175435 : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGTTCGAAGCCTGCTTC: - - - - -« mmmm m e e oo oo . 487

6.1.15. Sequenzdaten F45G2.1

1840
1840

261
1012

1920
1920
341

2000
2000
371

2080
2080
451

Cosmids
F1iF1 FilFi
Fase2
AceDE Gene Fredictions
F11FL1.7 "
Fasee. 1 m e e ' B
F4sG2, 2 r“'ﬂ
Genie Gene Fredictions
g-111-2512
a-111-2313 E—*"ﬁh‘“
Z, brigosase homolodies

T cDNA Ali gnnents

EE
F4A5G2. 1 R R E LR T ATGCTCCCGATCGITGTG :
g-111-2312 : // aggaacataaaaattatttgttaaaattttctttatcaaaaatacttgcagATCCATAATGCTCCCGATCGITGIG :
F4A5G2. 1 1 TCCATCCTTTTGGCAACT CCCTTGGCACT GT GCCAAGCT CCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAATTCTCATTTTTAAC
g-111-2312 : TCCATCCTTTTGGCAACTCCCTTGGCACTGI GCCAAGCTCCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAATTCTCATTTTTAAC
Bl 174418 1 - CCATCCTTTTGGCAACTCCCTTGGCACTGT GCCAAGCT CCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAAT TCTCATTTTTAAC
F45G2. 1 : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCT TCTCTTGCCAACAACTAATACT CGACGGGT CAGAAGTCTTTATCATGATATGAGAA :
g-111-2312 : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCTTCTCTTGCCAACAACTAATACT CGACGGGTCAGAAGTCTTTATCATGATATGAGAA :
Bl 174418 : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCTTCT CTTGCCAACAACTAATACTCTACGGGT CAGAAGTCTTTAT CATGATATGAGAA
F45G2. 1 : TTCCATTCCAGgt at gat tt ggt caaaagt aat at ct at agaacacaaccct ggtttacaaaaaatt at aaaattaaact

g-111-2312 : TTCCATTCCAGgt at gattt ggt caaaagt aat at ct at agaacacaaccct ggtttacaaaaaatt at aaaattaaact

Bl 174418 I TTOCAT TOCAG- - - - - - == - - o m o o m oo oo oo

FA5G2. 1 . tgaataaacctcctaagttcagtttttcaaatgaaagaat ggcttgaaaattt gaaaaaaaatttctcccaaataatatt

g-111-2312 : tgaataaacctcctaagttcagtttttcaaat gaaagaatggcttgaaaatttgaaaaaaaatttctcccaaataatatt

FA5G2. 1 . gacttttaaaatcaagattatactggaaatccatcatttaaaaaaaaact ctaaat aat gagaaagt gggct gaaaaacqg :
g-111-2312 : gacttttaaaatcaagattatactggaaatccatcatttaaaaaaaaactctaaataatgagaaagtgggct gaaaaacg :
F45&2. 1 : ttttgataaacttttttctggtcaatttcttccacttttcagAGATTCAAACGCGGCGGTGGTGTCGCAGTGGCTGCTCA
g-111-2312 : ttttgataaacttttttctggtcaatttcttccacttttcagAGATTCAAACGCGGCGGTGGTGICGCAGTGGCTGCTGA
Bl 174418 R T T TP AGATT CAAACGCGGCGGTGGT GTCGCAGTGGCTGCTGA -
Bl 175363 e R LRI AGTGGCTGCTGA
F45G2. 1 : AAAGGACAAAT GGCCAAATGGAAGAGT TCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACAgt aattttgctatacttttgattattt

g-111-2312 : AAAGGACAAATGGCCAAATGGAAGAGTTCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACAgt aattttgctatacttttgattattt

Bl 174418 : AAAGGACAAAT GGCCAAAT GGAAGAGT TCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACA - - - - - - - - oo o oo mm oo oo o

Bl 175363 : AAAGGACAAAT GGCCAAAT GGAAGAGT TCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACA - - - - - - - - e o o emm oo m o - :
F45G2. 1 . aaattgaaaatttgttttcagCAAGT GCACAAAGAGCCGT GCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT
g-111-2312 : aaattgaaaatttgttttcagCAAGTGCACAAAGAGCCGT GCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT
Bl 174418 e T T T CAAGTGCACAAAGAGCCGCGCTAGCCCGAGCGT TTGAT ACATACGCCAAGAGAACTTGT -
Bl 175363 e T T CAAGTGCACAAAGAGCCGCGCTAGCCCGAGCGT TTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT :
F45G2. 1 : ATTCGCTTTGTTCCAAAGT CACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGGgt at gt t tt t caat aaaa :
g-111-2312 : ATTCGCTTTGTTCCAAAGT CACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGGgt at gttt tt caat aaaa
Bl 174418 : ATTCGCTTTGI TCCAAAGT CACCAGCT GATAAGGATTATATTGT CAT TCAGAAGTTGGATGG- - - --------------- :
Bl 175363 : ATTCGCTTTGI TCCAAAGT CACCAGCT GATAAGGATTATATTGT CAT TCAGAAGT TGGATGG- - - - - - === ---------

Bl 175385 B TCCAAAGTCACCAGCT GATAAGGATTATATAGTCAT TCAGAAGT TGGATGG- - - - - - - - === - == - - - -

F45G2. 1 : /] 810bp // ttaaaattaaaaaaggtgactttaaccatatattataagattcttcgccactttctagaatttttgaa :
g-111-2312 : // 810bp // ttaaaattaaaaaaggtgactttaaccatatattataagattcttcgccactttctagaatttttgaa :
F45G2. 1 : ttttcgaaaagctaaatttttctaaaacttaaaattacagATGITACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA :
g-111-2312 : ttttcgaaaagctaaatttttctaaaacttaaaattacagATGT TACGCAGACTTCTCACGTGT TGGAGGCCGTCAACAA
Bl 174418 B e ATGTTACGCAGACTTCTCACGT GT TGGAGGCCGT CAAC- -

Bl 175363 R LT T ATGTTACGCAGACT TCTCACGTGT TGGAGGCCGT CAACAA :

BI 175385 1 =c-ree-meomm e e e oo ATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA

Sew| 1ees|  15es| 2ees|  2S58A| 0 3ees| 3588 4008 4Sea| Seon
oS

338

418
480

498
560
208

12

578
640
261

65
658
720
320

83

738
800
382
145

51

1618
1680

1698
1760
420
184
91
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FA5G2. 1 GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGT TGATGCATGTTATTGgt t agt t gagat cata @ 1778
g-111-2312 : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGTTGATGCATGTITATTGgt t agt t gagat cata : 1840
Bl 175363 : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGAT TACGCAACTATCATCCATGAGI TGATGCATGTTATTG- - - - - -------- - - - 1 248
Bl 175385 GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGAT TACGCAACTATCATCCATGAGT TGATGCATGTTATTG- - - - - - - - - === - - - - 155
F45G2. 1 © gaatttgtttatttgtttaatttatttgtgtacttacgagaatctgctcat gagtagacaaacagagaaaatacaaaaaa : 1858
g-111-2312 : gaatttgtttatttgtttaatttatttgtgtacttacgagaatctgctcat gagtagacaaacagagaaaat acaaaaaa : 1920
F45G2.1 : aagttgtgatgccaat ggtatgggtgtacttgtattagagatcccatattttgatgattaaaaaatatatttaaacagga : 1938
g-111-2312 : aagttgtgatgccaat ggtatgggtgtacttgtattagagatcccatattttgatgattaaaaaatatatttaaacagGA : 2000
F45G2. 1 . ttcatccacgaacat caacgagaagat cgtgattcatatgtctccatcctgtatcaaaatgttattcaaggtacgcatga : 2018
g-111-2312 : TTCATCCACGAACATCAACGAGAAGATCGTGATTCATATGTCTCCATCCTGTATCAAAATGTTATTCAAGGt acgcat ga : 2080
Bl 175363 : TTCATCCACGAACATCAACGAGAAGATCGTGATTCATATGTCTCCATCCTGTATCAAAATGTTATTCAAG- - - ------- : 320
Bl 175385 TTCATCCACGAACAT CAACGAGAAGAT CGTGATTCATATGTCTCCAT CCTGTATCAAAATGT TATTCAAG- - - - - - - - - - 227
F45G2. 1 : //lntron 95 bp// aaattgaattatgatttttacagGAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT : 2178
g-111-2312 : //Intron 95 bp// aaattgaattatgatttttacagGAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT : 2240
Bl 175363 R TP GAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGT CAAACTTGGGACT @ 360
Bl 175385 & ---em oo GAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGICAAACTTGGGACT @ 267
F45G2. 1 : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGT TCTATCATGCATTACGAAGCGAAT GAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA : 2258
g-111-2312 : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGI TCTATCATGCATTACGAAGCGAAT GAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA @ 2320
Bl 175363 ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGT TCTATCATGCATTACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA @ 440
Bl 175385 ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGT TCTATCATGCAT TACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA @ 347
F45G2. 1 . CAATTGAGGCAAAGGTGAGATATTTAATTGTGCCTGATTTATGCCTAATAgt aagt atttctcatagttttatacattga : 2338
g-111-2312 : CAATTGAGGCAAAGQt gagat atttaattgtgcctgatttatgect aatagtaagtatttctcatagttttatacattga : 2400
Bl 175363 T CAAT TGAGCAAAG- - - - = = - - - o s oo o oo : 454
Bl 175385 CAATTGAGECAAAG- = = == == s e m e icmemciccem e ieciciecicmencicoecccaccceaccnaneas 361
F45G2. 1 : /1 170 bp // aatttattttcagAACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT : 2578
g-111-2312 : // 170 bp // aatttattttcagAACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT : 2640
Bl 175363 R AACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT @ 508
Bl 175385 @ -------eiioioaiia o AACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT @ 415
F45G2. 1 : CTTCGACGTGTCAATAGAGCCTATAAATGTTCCATTTTTGCGTTTTAA - --- - - © 2626

g-111-2312 : CTTCGACGTGTCAATAGAGCCTATAAATGTTCCATTTTTGCGTTTTAA - - - - - - : 2688

Bl 175363 cttcgacgtgtcaatagag-----------------------"-"------~-~----- © 527

Bl 175385 cttcgacgtgtcaatagag--------------------"----------~-~----- © 434

6.1.16.

Sequenzdaten F46C5.3

F4ECS
AceDB Gene Fredictiohs
F4ECS, 3
FasCs.2 = = a|b
Genie Gene Fredictiohs
g-II1-2824
3-11-2025 2 e amE
C. bBriggszae homologies
cOHA Alighments
Embrdanic cOMA A1ignments
=11 16@4| 15a0| Zaaa| 2584| Saad) 58|
cDNA Alignments
yk701a10 H B BB = =
F46C5. 3f m cDNA Ali gnnent Mehrlen
g-11-2024 : ATGCAGATCTATTTAGGTATCACAATTTGTICTCGTGGCTTTTTTGgt t agtttttaaaaggaagaat gcaaaaaaat att 80
YK701A10 ATGCAGATCTATTTAGGTATCACAATTTGTCTCGTGECTTTTTTG - - - - - == - - - - mmm o m e e oo e oo - o - 45
g-11-2024 : tttgacaagttcaagttaggaattcgaaaaatgtttaattacaaataattttcttggttgaggtataaaattttttcaga : 160
g-11-2024 : acagttgtttttacttactggtcatttttgatggaaacctataatagattttcatataaataatctcaatctccatttga : 240
g-11-2024 : aatattttgaaaataatgaattaattcgccatttttcaccatttcagACGGTCATCGACTGTGCCATTCCGTATTACCGC @ 320
YK70LIAL0 @ mmmmmmmmmm oo oo oo ACGGTCATCGACTGTGCCATT CCGTATTACCGC : 78
g-11-2024 : ACACATTCAAACTTTGGATCACTGGGCAGGgttcgtcatttt gt aaacaaat caatctaattctcaaataacgcgttttg : 400
YK701A10 ACACATTCAAACTTTGGATCACTGGGCAGG- - - - === === - mmmm o mmmmmmm oo oo oo o oo oo oo o o 108
g-11-2024 : ttatgtcaattctaaaataacaatttgtttaaaactcggacactcttcaatgactcaccaaataaaattttcagAGAAAA @ 480
YK7OLALO @ == - s mmmm e em e oo e e e e emeeeeeeemeee - AGAAAA 114
g-11-2024 : GITAGACAAGTCCAGAGAGATCTCACATATAGATGGCCAAACAATACGGTTCCATATTATGTGGGAAATGTGACAAgtta @ 560
YK701A10 : GITAGACAAGTCCAGAGAGATCTCACATATAGATGGCCAAACAATACGGTTCCATATTATGTGGGAAATGTGACAA---- @ 190
FA46C5. 3 R LR R R ATGTTGCTGGTGTACGT TGTGGT TTTAGGTACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA : 62
g-11-2024 : gttaacgaaagtcaagaaatgttgctggtgtacgttgtggttttagGrACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA @ 640
YK7OLAL0 @ =--e-emcecmecccaccacacccecccecneaecannaenn- GTACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA : 224
F46C5. 3 : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGTATTCGGTTTCAAAACGT TAATGAGAAATATTCAGYt aaat t t ct ggcagagt gaat at 142
g-11-2024 : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGTATTCGGTTTCAAAACGTTAATGAGAAATATTCAGgt aaat t t ct ggcagagt gaat at 720
YK701A10 : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGATTTCGGTTTCAAAACGTTAATGAGA - - - - - - - s - - oo e i e oo oo o - 271
F46C5. 3 : /] 250bp //gtaataggatattttgaaattagtaaataaagacaatttaagATGGGAACTGCAATTCACGAATTAATG @ 462
g-11-2024 : // 250bp //gtaataggatattttgaaattagtaaataaagacaatttaagATGGGAACTGCAATTCACGAATTAATG : 1040
FA46C5. 3 1 CATGCAATTGGGAT CGAGCATACT CAAT CCAGAAGT GACAGGAATCGATATTTAGATATTCTAGCTCAAAACATTGATgt 542
g-11-2024 : CATGCAATTGGGATCGAGCATACT CAATCCAGAAGT GACAGGAATCGATATTTAGATATTCTAGCT CAAAACATTGATgt 1120
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F46C5. 3 aagattttttaaaatatggtttttgaaatttgaactttcagAATCGCGATCTTCCGAATTTCGAACTACTATCGCCTCGT @ 622
g-11-2024 : aagattttttaaaatatggtttttgaaatttgaactttcagAATCGGGATCTTCCGAATTTCGAACTACTATCGCCTCGT : 1200
F46C5. 3 : CTCTGGGCTAACCTAGTACCGTATGATTATGGAAGTGTTATGCATTATTCAGCTGATTCgt aagagaat aaggagttttt 702
g-11-2024 : CTCTGGGCTAACCTAGTACCGTATGATTATGGAAGTGTTATGCATTATTCAGCTGATTCgt aagagaat aaggagttttt 1280
F46C5. 3 . caat caaat at caagacat ttt agTTTTTCGAACAAAGATGACGAACAAACAATGCTTCCAAAAGATCGATCATTTATCG : 782
g-11-2024 : caatcaaatatcaagacattttagTTTTTCGAACAAAGATGACGAACAAACAATGCTTCCAAAAGATCGATCATTTATCG : 1360
FABC5. 3f M & - - - - oo TTCCAAAAGATCGATCATTTATCG :
F46C5. 3 : AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACT TCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA 862
g-11-2024 : AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACTTCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA : 1440
FA6C5. 3f m :  AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACT TCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA :
F46C5. 3 : AATGCCGGGCAATTAGCTAATTGT GCAAAT GGGGGAAT ACCAAACCCCAATAATTGTCAAGTTTGTAACTGTCCAATGGG @ 942
g-11-2024 : AATGCCGGGCAATTAGCTAATTGTGCAAATGGGGGAATACCAAACCCCAATAATTGTCAAGTTTGTAACTGTCCAATGGG @ 1520
F46C5. 3f m :  AATGCCGGGCAATTAGCTAAT TGTGCAAAT GGGGGAATACCAAACCCCAATAATTGTC- - - - = - - - - - e e oo m - - :
F46C5. 3 . TTATGGTGGAGATCTCTGT GATCAGAGGGTAATTTGTACGTATACAAATTCTAAAACCAATATGAACCTGTTTCAGCCAG @ 1022
g-11-2024 : TTATGGTGGAGATCTCTGTGATCAGAGGgt aat tt gt acgt at acaaatt ct aaaaccaat at gaacct gttt cagCCAG : 1600
F46C5. 3 : AAGGATGTGGCAGTACACT CGT TGCAACAGAT CGCT GGCAAAAACAGAAGCT TTCTGT GAGATTCAGTAGAAATGATGAT @ 1102
g-11-2024 : AAGGATGTGGCAGTACACTCGTTGCAACAGAT CGCTGGCAAAAACAGAAGCT TTCTGTGAGATTCAGTAGAAATGATGAT : 1680
F46C5. 3 : CAGTATTTCACGTTTTGTAATTCATGGATTGTCGGACCCT CCGATCGAACATTGCAAGT TATTTATGAAATTACATCCGA @ 1182
g-11-2024 : CAGTATTTCACGTTTTGTAATTCATGGATTGTCGGACCCTCCGATCGAACATTGCAAGTTATTTATGAAATTACATCCGA @ 1760
YK701A10 @ ----------------- TAATTCATGGATTGT CGGACCCT CCGATCGAACATTGCAAGT TATTTATGAAATTACATCCGA @ 334
F46C5. 3 . TTCAATCAGACGACAAATTTGTTCATTTGGT TGT TATGAAGGAGGAAT TGAAGT GAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA @ 1262
g-11-2024 : TTCAATCAGACGACAAATTTGITCATTTGGT TGT TATGAAGGAGGAAT TGAAGT GAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA : 1840
YK701A10 TTCAATCAGACGACAAATTTGT TCATTT GGTTGT TATGAAGGAGGAAT TGAAGT GAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA @ 414
F46C5. 3 . CAAATGATAGGTACTTTTTGAAGT TATGCAAACTATCAATTGAGT TATTCTTTCAGAGATTGTTGTCTGAATACTCCATT @ 1342
g-11-2024 : CAAATGATAGgt actttttgaagttatgcaaactatcaattgagttattctttcagAGATTGTTGTCTGAATACTCCATT : 1920
YK701A10 CAAATGATAG - - - - - - s s s s s o oo oo oo AGATTGTTGTCT GAATACTCCATT : 448
F46C5. 3 AAAT CTAACAACT ACT G TAA- - - - - - - oo oo oo oo oo : 1363
g-11-2024 : AAATCTAACAACTACTGTTAATCCACTCCCAGTTATTCTATATACGT CGGGAGCAACTGTCACTTATGACTTTTCGTACA : 2000
YK701A10 AAATCTAACAACTACTGT TAATCCACTCCCAGT TATTCTATATACGT CGGGAGCAACTGTCACTTATGACTTTTCGTACA @ 528
g-11-2024 : GATACGIGIGAgctcgaactttgttaatcagttttgtt ---------------mmom oo 2011
YK701A10 GATACGTGTGAGT CAGAACT TTGTTAAT CAGT TTTGI T-- - - - - - - - - s o s o m i m s oo oo m e oo oo oo o 566
6.1.17. Sequenzdaten F54B8.m
COsmhids
FS4ES FE4ES
ICCEL]] 15868 Zeaaa|
Sequenz nicht inWormpep oder Genie Gene, Vorhersagein MERNUM (Acc. No.MER05847)
F54B8. m CCGT CAAGACCACCCAAACT GATTCGGCCACTTTCTGATCGGCAATTAGGT TCCAATCTGTAATAATTATTAATTACAAA :
F54B8. m AAATGAAAATAAACAAATAATTTAGAAGCAATCAAATTCAACGT TAAATTTTCTGATTTTTCTTACCATCCATCGTTGTG :
F54B8. m ACCAAGATCTCCGCCAGT TTCTCCAGCACAATTTTGTCAATCTTCGAATTTCTCAGGAACTTTTCGGCTTCTGCCAATGT
F54B8. m TGGAGCCATTTATCTCTGAGATT
6.1.18. Sequenzdaten F56A4.1
Cosmids
FSEA4 FSER4
fAcelE Gene Fredictions
FSEA4. K
Genie Gehe Fredictions
g-\-489
C. kriggsae homologies
cOMA Alignments
Embtgonic cOMA A1ighments
g LT 1884 1588| ELLL) 2568| Z6848|

g-V-409 : // 730p // GGAAATTTTCAATTTCGGCAATTTTCCCGATTTGCCGTT TGCGGGATATCAGATTT GCCGGAAATTTTT @ 800
g- V- 409 : AGAGGAATATTTTACAAGACGAAAACACTTTAAACTGGGTCTTTT TGAAATGTTTTCCGTTTTTTAAACATATTTTCATA @ 880
g-V-409 : taatttatttacttttcaaaatagatgtatgaacattcattggttgcgtacagttttgccgattgaaatttaaattctga : 960
g- V- 409 : aatttccgaaaaaaaagt gcacacccacactttgccgaaaattctcggcaattgeccgtttttcgggcatatacggcaaat : 1040
g- V-409 : cgacaattttccggtttgccggtttgccaatttgeccgaaaattttcaattccgecatttttgecgatttgeccgatttgac @ 1120
F56A4.1 : ------ ATGTTATTTTTCTCATTTTCCAGT CTCTGGCCAAACGCAGAAGT TCCATATGATATAGCCACCCATTACACTTC 74
g-V-409 : gattttatgttatttttctcattttccagTCTCTGGCCAAACGCAGAAGT TCCATATGATATAGCCACCCATTACACTTC @ 1200
F56A4.1 : // 410bp // CTTCCAAAATCTTCCTTGGCAGAGGAGAGATCATTTTTCGACGTCGGATATTATTAACATAAATACTTT @ 554
g-V-409 : // 410bp // CTTCCAAAATCTTCCTTGGCAGAGGAGAGATCATTTTTCGACGTCGGATATTATTAACATAAATACTTT : 1680
F56A4.1 : TTACAAGTGCAAGAACCTATTGAGCAGTAAACTTGCTCCGAAAGT CCCTATTAGTCCTACTTCAACTAGTACTACAGCCA @ 634
g- V- 409 : TTACAAGTGCAAGAACCTATTGAGCAGTAAACT TGCTCCGAAAGT CCCTATTAGTCCTACTTCAACTAGTACTACAGCCA @ 1760
F56A4. 1 : TTACTACAACAAATACTACTACCACTAAATTATGA- @ 669

g- V- 409 :

TTACTACAACAAATACTACTACCACTAAATTATGA- @ 1795
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6.1.19.

FS7C12
FZ7Ci2.1
FZ7C12. 4
Genie Gene FPredictions
o-r-41
a-E-42
C. hriggsae homologies
cDHA ATighment=
ykI7Ed18.5 EER [ 7]
k35409, 5 [] EER |
k14596, 5 EE 1
UkSE4C9, 3 1HHE
UkETEH18, 3 1HEE
k14596, 5 E BB
Se8| 1ee8| 1S68| 2e68| 2568| 3608| 3508 4888 4588 Seas| SSas| Se88|
F57C12.1 : // 3370bp // TTATCGCAGCGCCAATCGgt aaaat atcagttttaaattttactact atcattatatttcagAAGGAA :
g- X- 41 /1 3370bp // TTATCGCAGCGCCAATCCgt aaaat at cagttttaaattttactactatcattatatttcagAAGGAA :
YK378D10 : -------mmmmmmmaao AGCGOCAATCG = = - == s e meceememceccecceccacaacaacaacncaans AAGGAA :
F57C12. 1 : GAGIGITCATGGAATTTGAAGGAGATTTTGATTTTCTCTGCGAAGACACT TGCGACAAGGCATACGTAGAAGT TAAATAT
g- X- 41 : GAGTGTTCATGGAATTTGAAGGAGATTTTGATTTTCTCTGCGAAGACACT TGCGACAAGGCATACGTAGAAGT TAAATAT :
YK378D10 : GAGTGITCATGGAATTTGAAGGAGATTTT GATTTTCTCTGCGAAGACACTTGCGACAAGGCATACGTAGAAGT TAAATAT
F57C12.1 : CATAGTGACAAACGTCTTACTGGAGCCAGATACTGT TGCTCGCTGCTTCCAAAAAATCGATTCATCTCTTTCAAAAATGA :
g- X- 41 : CATAGTGACAAACGT CTTACT GGAGCCAGATACT GT TGCTCGCT GCTTCCAAAAAATCGATTCATCTCTTTCAAAAATGA :
yk378d10 : catagtgacaaacgtcttactggagccagatactgttgctcgcetgcettccaaaaaatcgattcatctctttcaaaaatga :
YKBBA G0 i L TCGATTCATCTCT TTCAAAAATCA :
F57C12. 1 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGT GGAGCT GGGT TTAAAGCCAAGT TCTGGTCTAATTTGGGAGAGCCAG :
g- X-41 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGT GGAGCT GGGT TTAAAGCCAAGT TCTGGT CTAATTTGGGAGAGCCAG
YK378D10 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGAT CAAGT GGAGCT GGGT TTAAAGCCAAGT TCTGGTCTAATTT GGGAGAGCCAG
YK384C9 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGAT CAAGT GGAGCT GGGT TTAAAGCCAAGTTCTGGTCTAATTT GGGAGAGCCAG :
F57C12.1 : AAGGAgtaagttgttttttccttagatagtttagaaaaaattgttgcattagttgtgaattaggtgtgtgtttttgaatg :
g- X 41 : AAGGAgt aagttgttttttccttagatagtttagaaaaaattgttgcattagttgtgaattaggtgtgtgtttttgaatg :
YK378D10 @ AAGGA - - - - - s oo s oo oo e oo e oo :
YKB84C9 & AAGGA - - - - - - - - oo oo oo o oo
F57C12.1 : // 570 bp //caggaaat agt agt aat att aaat gt t gt agGTTAGCACT CCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC :
g- X- 41 : /1 570 bp //caggaaat agt agt aat at t aaat gt t gt agGTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC
YK378DL10 @ ------mmmmmmmmm oo oo GTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC
YK384C9 & ---mmmmime oo GTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC
F57C12.1 : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACT GTACAATCTACAACTACATATACAACGGCAATTCCGCGG :
g- X-41 : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACT GTACAAT CTACAACTACATATACAACGGCAATTCCGCGE
YK378D10 : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACTGTACAATCTACAACTACATA- - - - - --- === - - - - - - - - :
YK384C9 CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAA CCACTGTACAAT CTACAACT ACATATACAACGGCAAT TCOGCGG
F57C12.1 : AGAACCGCAAAAAAACAGT TCTTCACAAGAAAACCCATCACAATCCCATTGACACCTCT AACTTCCTCGT CAACTACAAC
g- X-41 AGAACCGCAAAAAAACAGT TCT TCACAAGAAAACCCATCACAATCCCATTGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACAAC
YK384C9 AGAACCGCAAAAAAACAGT TCTTCACAAGAAAACCCATCACAATCCCAT TGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACAAC :
YKI48GE @ =-------ccmeeneicii e AGAAAA- CCATCACACTCCCATTGACACCT CTAACTTCCTCGTCAACTACANC
F57C12.1 : GGAGICTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACTgt aaggggaaaaacgt gattcggcttacaat caacatttttag :
g- X-41 : GGAGTCTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACTgt aaggggaaaaacgt gattcggcttacaat caacatttttag :
YK384C9 GGAGTCTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACT - - - - - - - - mmm s mmm o mmm o oo m oo oo oo oo :
YK148G6 GGAGTCTACCACTGTATCTGCTACGACACAAT CAANT - - - - - - o s e oo e e
F57C12.1 : ACCTGGITGCCAACTGAACCATCATTCGCTACCGGCGAAACGGAAAT CACAACT GCAAGCCCCACAATCACGTTATTCCC
g- X-41 ACCTGGT TGCCAACT GAACCAT CATTCGCTACCGGCGAAACGGAAAT CACAACT GCAAGCCCCACAATCACGT TATTCCC
YK384C9 ACCTGGT TGCCAACT GA- - - - - == - s = o o m oo m oo oo oo oo o oo :
YK148G6 ACCTGGT TGCCANCTGAACCAT CATTCGCTACCGGNGA. ACGGAAAT CACANCT GNAAGCCCCACAGTCACGTTATT CCC :
F57C12.1 : AAGITTATCAACTATgttagcttccaagtttttttgttgagaaattgtttttttccagACTTCCTCCTATCAATTCGTTA
g- X- 41 : AAGTTTATCAACTATgtt agcttccaagtttttttgttgagaaattgttttttt ccagACTTCCTCCTATCAATTCGITA :
YK148GC6 ANGTTTATCAACTNT- - - - - - o oo o e oo CTCCCTCCTATCACTTCGTTA
F57C12.1 : GCTGGAGITCTACCATCTACACAAGCTCCAGATATTATCAATAGTGTATTAGYt acggcggctttattcagacaaagttt
g- X- 41 GCTGGAGT TCTACCATCTACACAAGCTCCAGATATTATCAATAGTGTATTAGGt acggcggcet tt att cagacaaagttt
YK148G6 GCTGGAGTTCTACCATCTACACAAGCTCCAGA: - - - - == - - s m o m o s oo oo oo oo oo m o
F57C12.1 : //Intron 175bp// agcaaat gttttcagAATGCGGCTGIGGAGCT TGGTCTGAATGGCAAGGT GAATGCTCCCAGC :
g- X-41 Il ntron 175bp// agcaaat gttttcagAATGCCGCTGTGGAGCT TGGT CTGAAT GGCAAGGT GAATGCTCCCAGC
F57C12. 1 : AGTGIGGCGGATGCGGT CATCGACT GAGGAAGCGAGAGT GCAAAAAAGAAGCTTGCAGYt t t ggaaat t aaat gt cacat
g- X-41 : AGTGTGGCGGATGCGGT CATCGACT GAGGAAGCGAGAGT GCAAAAAAGAAGCTTGCAGYL t t ggaaat t aaat gt cacat
YK378D10 : -------------------- CGACTGAGGAAGCGAGAGT GCAAAAAAGAAGCTTGCAG - - - - - ----- === - - - - - - - -
YK384C9 : - --- TGGCGGATGCGGT CATCGACT GAGGAAGCGAGAGT GCAAAAAAGAAGCTTGCAG - - ------- - -----------
YK148G6 : ----------mmmao--- ATCGACTG- GGAAGCGAGAGT - - = - = s - - s m s s s mm o e e e oo
F57C12.1 : ttatgtctatcaataacattttgtagAAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACT TCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT
g- X-41 : ttatgtctatcaataacatttt gt agAAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACTTCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT
YK378D10 : =------ccccnccnicaaaaan AAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACT TCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT
YK384C9 @ ------oiiiieiio o AAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACT TCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT

YK148G6

Sequenzdaten F57C12.1

........................... ANAGAAGAA— ACGCCCATNCAACT TCTCAGCATGCCCCGCCGGNACTAACTT

3440
3440

3520
3520

3600
3600

3680
3680

3760
3760

4320
4320

4400
4400

4480
4480

4560
4560

4640
4640

4720
4720

4800
4800

5040

5040

5120
5120

5200
5200



VII. Anhang

162

F57C12.1 :
g- X% 41
YK378D10 :
YK384C9 :
YK148G6

F57C12.1 :
g- X% 41

YK378DL10

YK384C9
YK148G6

F57C12.1 :
g- %41
YK378D10 :
YK384C9
YK148G6

6.1.20.

oS ids
FSSAGE FE =
AcelB Gehe Fredictions
FSSAG. 2
FSSAG . 4
Genie Gehe Fredictions
g-II-1168
g-II-1161
cDHA Alighments
Embryonic cOMA ATignments
| taan| 1588| zean| 25a0| Z806| 3506| EY-LTT| 4586| Sana|
cDNA Ali gnnment Moehrl en
F58A6. 4f m
F58A6. 4 : /] 428bp // AAAGAGgttatccttttaaaaaatattagaactataattggaattttattcagTATCTCCTTTTTATCG :
g-11-1161 : //1210bp // AAAGAGgttatccttttaaaaaat attagaactataattggaattttattcagTATCTCCTTTTTATCG :
F58A6. 4 GAAAT GACGATGGGT GT T GGAGT ACAGT GGGACGAGAT GCATCACAAGGAAAACAAGT TGTTAGTATTGGAAACGGATGT
g-11-1161 : GAAATGACGATGGGT GTTGGAGTACAGT GGGACGAGAT GCAT CACAAGGAAAACAAGT TGT TAGT AT TGGAAACGGATGT
F58A6. 4f m : GAAATGACGATGGGT GT TGGAGT ACAGT GGGACGAGAT GCAT CACAAGGAAAACAAGT TGT TAGTATTGGAAACGGATGT  :
F58A6. 4 : GAGCATgttggtttttgttaatcgtcaattgtgctctaaaaaagacgtatttcagTTCGGAGTCACATCTCATGAGCTGG :
g-11-1161 : GAGCATgttggtttttgttaatcgtcaattgtgctctaaaaaagacgtatttcagTTCGGAGT CACATCTCATGAGCTGG :
F58A6. 4f M @ GAGCAT---- - - o - o i mm oo oo TTCGGAGTCACATCTCATGAGCTGG :
F58A6. 4 :  CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAAT CAAGATTTGATCGGGATGAAT CTGTAGT GTTCAATCCAAGAGT CGTTGAA
g-11-1161 : CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAATCAAGATTTGATCGGGATGAATCTGTAGT GT TCAATCCAAGAGTCGTTGAA
F58A6. 4f m : CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAAT CAAGATTTGATCGGGATGAATCTGTAGT GT TCAATCCAAGAGT CGTTGAA
F58A6. 4 AGAGATCTTTTATTCAATTTTGCAAAAgQt aggt at act ttt aaat t ggaaacaagat at ct aat t t gaagcaaagaaaat
g-11-1161 : AGAGATCTTTTATTCAATTTTGCAAAAgt aggt at actttt aaatt ggaaacaagat at ct aattt gaagcaaagaaaat
F58A6. 4fm : AGAGATCTTTTATTCAAT TTTGCAAAA: - - - - - oo oo oo oo oo oo :
F58A6. 4 : tgtttaaaacatttaggttgacagctgaaacccatcgttaaaacccattgat gataaaaaatccactttttaaatcagag :
g-11-1161 : tgtttaaaacatttaggttgacagct gaaacccatcgttaaaacccattgatgataaaaaatccactttttaaatcagag :
FB8AB. Af M I - - o oo oo oo
F58A6. 4 : ctt cagATATCCCCTCGT CAAATGT CGACT TACGGCT TGCCATATGATATTGGGAGCGT AATGCATTATACTCCAACTGA
g-11-1161 : cttcagATATCCCCTCGTCAAATGT CGACT TACGGCT TGCCATATGATATTGGGAGCGTAATGCATTATACTCCAACTGA
F58A6.4fm: ------ ATATCCCCTCGT CAAATGT CGACTTACGGCTTGCCATATGATATTGGGAGCGTAA:- - - - - - - - - - - oo oo - - :
F58A6. 4 gtgagtacaaaattgtttttattgaattttcaatatcacactt gagATTCTCAAACATCCCTTCCATACCAACGTTAGCT
g-11-1161 : gtgagtacaaaattgtttttattgaattttcaatatcacacttgagATTCTCAAACATCCCTTCCATACCAACGTTAGCT
F58A6. 4 :  GCAATCGACACAAATCTTCAGCAAACAAT GGGT CAATTGGAAGGACCTTCTTTTGT GGATGT GCATATTATGAATCAACA
g-11-1161 : GCAATCGACACAAATCTTCAGCAAACAATGGGT CAATT GGAAGGACCTTCTTTTGTGGATGT GCATATTATGAATCAACA
F58A6. 4 : TTATCAGTGCCAAGgtttgggtttttgttagattttgatttaaatgtaaatgtaatttgtttttaatttcagAAAAGTIGT
g-11-1161 : TTATCAGTGCCAACGgtttgggtttttgttagattttgatttaaatgtaaatgtaatttgtttttaatttcagAAAAGTGT
F58A6. 4 CCAACTCAAGCTCCTTGCCAAAATGGT GGCTTCACTAATTCCCGT AACTGCAAAGT TTGCAAATGT CCAACTGGCTTTGG
g-11-1161 : CCAACTCAAGCTCCTTGCCAAAATGGT GGCTTCACTAATTCCCGTAACT GCAAAGT TTGCAAATGT CCAACTGGCTTTGG
F58A6. 4 /1 960bp // GATGGAGTTTTTGTGI CCGACACTTCCCTACTTCAAAGGATAGGATTTAGAAGACAGTTATAG : 2332

g-11-1161

CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAGgt at t at at t t t caat aaac :
CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGITGTGTTGGGTTGTTCAGgt att at at t t t caat aaac
CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAG - - == == == == === === - - :
CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGT T GGGTTGTTCAG - - - == === === === - = -
CCTAATCAACNATGCTGNATTCCATATTCTTTGGAGAGSGTGNTGTGTTGGG - - == === === === === mmmmmmm o oo =

aaat ttcaaaat agctt at ct t agATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACT GAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA
aaatttcaaaatagcttat ctt agATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA
........................ ATCCGGAGAT CAAT GCTCCGCCCTGGAAACT GAATCGAACCCATT CTTCAAAATTA
........................ ATCCGGAGAT CAATGCTCCGOCCTGGAAACT GAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA
...................... AGATCCGGAGATCAATGCTCCCCCCTGGAAACT GAATCGAACCCATT CTTCCCAATTA

TCAACAGCCT GCT GAACAT TCAAGAT GCTAAGAACAAT GATACGT TAATAGCAAAAAGAAT GATGCGAGGAGAACACTAA
TCAACAGCCT GCTGAACAT TCAAGAT GCTAAGAACAAT GATACGT TAATAGCAAAAAGAAT GATGCGAGGAGAACACT AA
TCAACAGCCT GCTGAACATTCAAGAT GCT AAGAACAATGATACGT TAAT AGCAAAAAGAAT GATGCGAGGAGAACACTAA
TCAACAGCCTGCTGAACATTCAAGATGCT AAGAACAAT GATACGT TAAT AGCAAAAAGAATGATGCGAGGAGAACA: - - - ¢
TCAACAGCCTGCTGTACATTCAAGATNCT AAGAACAAT GATACGNTAAT ATCACCAAGAATGATGCGAGGAGAACACTAA ©

Sequenzdaten F58A6.4

/'] 960bp // GATGGAGTTTTTGTGTCCGACACTTCCCTACTTCAAAGGATAGGATTTAGAAGACAGTTATAG : 3114

5280
5280

5360
5360

5440
5440

498
1280

578
1360

658
1440

738
1520
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6.1.21. Sequenzdaten F58B4.1

Cosmids
FSSE4 FESE4
fAcebDE Gene Fredictiohs
FS5E4 .1
g-\-2288
C. briggsae homologies
cOHA Alignments=
Embdornic cOMA A1ignments
Saa| 1885| 1584 L] 2584 ELTL]| 3588
cDNA Ali gnment Mehrl en
F58B4. 1f m

F58B4.1 : //1130bp//gtttactgactaaacaaat gaaaaatttagTTTGGAACAGCTGCTCACGAGT TGGGACATGCTCTTGGAT : 1200
g- V-2200 : //1130bp//gtttactgact aaacaaat gaaaaatttagTTTGGAACAGCTGCTCACGAGTTGGGACATGCTCTTGGAT : 1200
FB58B4. 1f Ml - - - - - s e m e m e e e e e TTTGGAACAGCTGCTCACGAGT TGGGACATGCTCTTGGAT :

F58B4.1 : TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGATgt aagttatagagtt : 1280
g- V- 2200 : TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGATgt aagt t at agagtt : 1280
F58B4. 1f m TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGAT- - - - - - - - - - - - - - - :

F58B4.1 : taatggaatttaatttaatttcaatgggttggttacagCCTTCATACGTCGAACAATTTGACAAAGAAACATCAAACACA @ 1360
g- V- 2200 : taatggaatttaatttaatttcaatgggttggttacagCCTTCATACGTCGAACAATTTGACAAAGAAACATCAAACACA @ 1360
F58B4. 1fM ---ccmemcicmem i e e i e e e CCTTCATACGT CGAACAATTTGACAAAGAAACAT CAAACACA

F58B4.1 : AATTTCAACTATGGAATGCCTTATGATTATGGATCAATTATGCAATATGGT GCAACGAGT GCTTCTTCAAATGACAAGGC @ 1440
g- V- 2200 : AATTTCAACTATGGAATGCCTTATGATTATGGATCAATTATGCAATATGGT GCAACGAGTGCTTCTTCAAATGACAAGGC @ 1440
F58B4. 1f m @Attt Cad------- - m - oo m oo oo :

F58B4.1 : AACAATGATTGCACGGGATACTGAATATCAAGATACTATGGGATCGGATTTTGTTGGATTTTATGATATTTCCATGATGA : 1520
g- V- 2200 : AACAATGATTGCACGGGATACTGAATATCAAGATACTATGGGATCGGATTTTGTTGGATTTTATGATATTTCCATGATGA 1520

F58B4.1 : ATGAGCATTACAAATGCAAAGgttttatttccaaaat gt aaaat aaaaatacgtttattcagAGCTTTGTCCGGCTGCCT : 1600
g- V- 2200 : ATGAGCATTACAAATGCAAAGQttttatttccaaaat gt aaaat aaaaat acgtttattcagAGCTTTGTCCGGCTGCCT : 1600

F58B4.1 : CCTCTGCTCAATGCAAAAATGGTGGTTTTCCAAGTCCCAGAAACTGTGCCATTTGCATTTGICCATCGGGATACGGAGGT @ 1680
g- V- 2200 : CCTCTGCTCAATGCAAAAATGGT GGT TTTCCAAGT CCCAGAAACTGTGCCATTTGCATTTGTCCATCGGGATACGGAGGT @ 1680

F58B4.1 : ATACTTTGTGACCAAAGAgtt agtt gt gaact gct tt at caaat gggt cat ctttacctttccagCCTCCTGGATGTGGT @ 1760
g- V- 2200 : ATACTTTGTGACCAAAGAGL t agt t gt gaact gct t t at caaat gggt cat ctttacct t t ccagCCTCCTGGATGTGGT : 1760

F58B4.1 : GACAGIGIAACTGCCACGACTACATGGCAAACATTAACAAACACAATTGGAGATGGACTTCCAACACTTCGTGATAACCA @ 1840
g- V- 2200 : GACAGTGTAACTGCCACGACTACATGGCAAACAT TAACAAACACAATTGGAGATGGACTTCCAACACTTCGTGATAACCA @ 1840
F58B4.1 : //895bp// AATAATTTTTACTAA : 2815
g- V-2200 : //895bp// AATAATTTTTACTAA : 2815

6.1.22. Sequenzdaten F40E10.1 (HCH-1)

Cosmids
F4EEl@ FatBELH
AceDE Gene Fredictions
F48E18,1
Genie Gene Fredictions
o-F-2296
C. Briggzae homologies
COHA A 1ighments
DES 744 EEE] EEEEFFN] ER B EEEEXE BEER EEEFEEFFY EEFFE]

| Sag| 1088 1580| zoon| oEoa| ze00| a50a| 4008]

cDNA- Al i gnment si ehe Hishida et al. 1996

6.1.23. Sequenzdaten K03B8.1

Cosmids
KB3ES
AcelE Gehe Fredictions
KHBIES, 1
Gehie Gehe Fredictions
a-W-2387

. briggsas homololies
COMA A 1ighments
Embryonic COMA Alignments
Son| 1688 1580 copa| z5en|

KO3B8.1 : //410bp// ATATCTTCACAAACTTGCGITACTTTCGAAGAAAACTGTACTATTTCAACGAGAATAAAATTTGTTGACAG : 480

KO3B8.1 : TACTTTCTGIGCTTCATATGITGGAATGATTAACAGTGTACAAGAAATTTATTTTCCTGACTGGTGCATGCGGgt gagtt @ 560
g-V-2307 @ -----eemii e ATGATTAACAGT GTACAAGAAATTTATTTTCCTGACTGGTGCATGCGGyt gagt t - 55
KO3B8.1 : cttgcatactaggttttggggaaatcttacacgaaaataactattttaaatcgaatatttttagTTTGGATCCGCCGITC @ 640
g- V- 2307 : cttgcatactaggttttggggaaatcttacacgaaaataactattttaaatcgaatatttttagTTTGGATCCGCCGTITC @ 135

KO3B8.1 : ACGAACTAATGCATGCATTGGGTGTTCTGCACACTCATGCTCGTTTTGATCGAGATAACTTTCT TAATGTAAATCTGAAC @ 720
g- V- 2307 : ACGAACTAATGCATGCATTGGGTGT TCTGCACACTCATGCTCGTTTTGATCGAGATAACTTTCTTAATGTAAATCTGAAC © 215



VII. Anhang

164

KO3B8.1 : AAAGATGATGAAGACGACAGCAATTTTGAGATTGITTCTCCTCCCTTTTCTATAAACGTTGTACCATATGAGTATGGAAG © 800
g- V- 2307 : AAAGATGATGAAGACGACAGCAATTTTGAGATTGTITTCTCCTCCCTTTTCTATAAACGTTGTACCATATGAGTATGGAAG : 295

KO3B8.1 : CACTTTGCACTATACAGCCGATGTATCGGGAACAAATTCACTTCTTCCGAAACAAATGGAATATTATAGAACACTAGGAA @ 880
g- V- 2307 : CACTTTGCACTATACAGCCGATGTATCGGGAACAAATTCACTTCTTCCGAAACAAATGGAATATTATAGAACACTAGGAA @ 375

KO3B8.1 : ATCGAAGAGTTACATTTTATGATATGITAACTATAAACACTGCATACAACTGCAAATGTCCAAGTGAATTATTGTGTGCA @ 960
g- V- 2307 : ATCGAAGAGTTACATTTTATGATATGTTAACTATAAACACTGCATACAACTGCAAATGTCCAAGTGAATTATTGTGTGCA : 455

KO3B8.1 : AATGGAGGATATACAAATCCGTCCAATTGTTTGGAATGTATTTGTCCATTGGGATATGGAGGAGTGTTATGTGATCGAGT : 1040
g- V- 2307 : AATGGAGGATATACAAATCCGTCCAATTGTTTGGAATGTATTTGTCCATTGGGATATGGAGGAGTGTTATGTGATCGAGT : 535

KO3B8.1 : AgttagtttattatctgaattagtttctatcggtatttttaaaactgtatttttcagGITGCTTGTAGTGTCCAGITAAG @ 1120
g-V-2307 : AgttagtttattatctgaattagtttctatcggtatttttaaaactgtatttttcagGTTGCTTGTAGTGICCAGITAAG @ 615

KO3B8.1 : TGCAGATTCGTATTGGAAAGGATCCTGGATTTCTGITGGAAGTAGTGI TTTGAGAGATACTACAGACCCCGTTAAAGCGT @ 1200
g- V- 2307 : TGCAGATTCGTATTGGAAAGGATCCTGGATTTCTGT TGGAAGTAGTGTTTTGAGAGATACTACAGACCCCGTTAAAGCGT : 695

KO3B8. 1 : TTATCICAATAAATGCTCCGAAAGATAAAATTATTGAAGT TAAAATTGT GAAAATAGAAAATTTCTCGTGTGACTCTGGT @ 1280
g- V- 2307 : TTATCTCAATAAATGCTCCGAAAGATAAAAT TATTGAAGT TAAAATTGTGAAAATAGAAAATTTCTCGTGTGACTCTGGT @ 775

KO3B8.1 : // 240bp // TTGAGTAGCTACAATAAAACCACAAATGGATATGATAACTATGAATATTATGCCTAA : 1577
g-V-2307 : // 240bp // TTGAGTAGCTACAATAAAACCACAAATGGATATGATAACTATGAATATTATGCCTAA : 1072

6.1.24. Sequenzdaten K03B8.2

Cosmids
KBSES
AcebE Gere Fredictions
KBZES, 2
Genie Gene Fredictions
o-Y-231a
COMA ATignments
Saa| tesn| 1580| copa| oEon
KO3B8.2 : ATGCAAAAATATCAACTGTATAAAACAATGGAAGATGTCAAAGAAAATCACTTCGACATGTTTCTTCGACCATCTACCTT : 80
g- V-2310 : ATGCAAAAATATCAACTGTATAAAACAATGGAAGATGTCAAAGAAAATCACTTCGACATGTTTCTTCGACCATCTACCTT 80

KO3B8.2 : ACTTCTAACTTTATTCTTGGCATTGGTTGCTGGATCAGCGATCCGAAAAGATGTGGACGAGT TTGATTCAAATAAAGGAA @ 160
g- V- 2310 : ACTTCTAACTTTATTCTTGGCATTGGT TGCTGGATCAGCGATCCGAAAAGATGTGGACGAGTTTGATTCAAATAAAGGAA © 160

KO3B8. 2 : AAGATGGTATTGTAGATGGAGACATTATGCTTACTGAAGCTCAGCTTCGAATTCTCAATGGAACCGCAAAACGTTCAAAA @ 240
g- V- 2310 : AAGATGGTATTGTAGATGGAGACATTATGCTTACTGAAGCTCAGCTTCGAATTCTCAATGGAACCGCAAAACGTTCAAAA & 240

KO3B8. 2 : AGGCAGATCACAAAGATTTGGAAAAAAT GGCCAGATGCAAAAGTATTTTATTACTACGAAAATGAATTCAgt aagtttaa @ 320
g- V- 2310 : AGGCAGATCACAAAGATTTGGAAAAAAT GGCCAGATGCAAAAGTATTTTATTACTACGAAAATGAATTCAgt aagtttaa : 320

KO3B8.2 : aaaaatttatattcaagttgttatgtaaacttaattccagCAAGTICTTAAACGAGAATTGATGTCATATGCGATGGCCCA 400
g- V- 2310 : aaaaatttatattcaagttgttatgtaaacttaattccagCAAGTCTTAAACGAGAATTGATGTCATATGCGATGGCCCA @ 400

KO3B8. 2 : TATCAGITCGAACACTTGIGICAAATTCCAAGAAAGTAATTCAGCAACGAACAGAATTCGTTTTACAAATACAGGAGGAT @ 480
g- V- 2310 : TATCAGTTCGAACACTTGTGTCAAATTCCAAGAAAGT AATTCAGCAACGAACAGAATTCGT TTTACAAATACAGGAGGAT @ 480

KO3B8.2 : GTGCTTCCTATATTGGAATGAATGGAGGAGAACAAACCT TGTGGT TCGGAGATGGATGTCTTATCgt gagt t t gagacga : 560
0- V- 2310 : GTGCTTCCTATATTGGAATGAATGGAGGAGAACAAACCT TGTGGT TCGGAGATGGATGTCTTATCgt gagt t t gagacga : 560

KO3B8.2 : ctttgaaaaattagct gattttgagattagttagagttcaacctgaaaaatatgtttagctgatgttacaacgaaccccc @ 640
g- V- 2310 : ctttgaaaaattagctgattttgagattagttagagttcaacct gaaaaatatgtttagctgatgttacaacgaaccccc : 640

KO3B8. 2 : gtataaaataagaattaaatttagTTTGGTACTGCTGITCACGAAATCATGCACTCTCTTGGACTGTTCCACACGCACTC @ 720
g- V- 2310 : gt at aaaat aagaattaaatttagTTTGGTACTGCTGITCACGAAATCATGCACTCTCTTGGACTGTTCCACACGCACTC @ 720

KO3B8.2 : TCGTTTTGATCGTGATAACTTCCTGICGGT CAGCTACAAAGATGT TCCTGAAAATATGGT TGGAAACTTGGAAAAAGAAA @ 800
g- V- 2310 : TCGTTTTGATCGTGATAACTTCCTGT CGGT CAGCTACAAAGATGT TCCTGAAAATATGGT TGGAAACTTGGAAAAAGAAA @ 800

KO3B8.2 : CTGAACAAACGACGTACAATGCTGTACCTTTCGAATATGGAAGCACTATGTTGTACAGATACAACACCTTCGGAGAGGGA @ 880
g- V- 2310 : CTGAACAAACGACGTACAATGCTGTACCTTTCGAATATGGAAGCACTATGI TGTACAGATACAACACCTTCGGAGAGGGA @ 880

KO3B8.2 : //720 bp// GTATTACGTCTAA : 1613
g-V-2310 : //720 bp// GTATTACGICTAA : 1613

6.1.25. Sequenzdaten K03B8.3

idz
K BSES i S
AceDE Gene Fredictions
KB3ES . 3
Genie Gene Fredictions
g=-\-2389
cOMA ATignments
LT 1688| 1588| zaea| 25a8| Z684|
KO03B8. 3 ATGTGTGCATCGT GCCTCCACAAT GCCAAT GCTGCGAGT TTCCTAATGGAGACATTCTCAAGACATCGCCTTAACTTTAT 80
KO3B8. 3 CTGCATAGGTAAAATGAACATATTTTATAACGTAACATCATTAGATAACAgt acgat t at t gat agat ttt aat acaatt : 160
K03B8. 3 tccttgtaagat gaaccatattgttctcttctaacctcatatcagaatttaaattgaagttttggtttttcagtaactag : 240
KO3B8. 3 cat ggct gcaaaacgtttacaattaacgt at agaacaaacacaattcacttttgtgtgaaaatatgtctcaaagcaataa : 320
KO3B8. 3 tatgttcgcaagaaat t gattaatacatcttatgtagacactttggcagtttcagAATACTCTTTTCACAATCCGAGCCC : 400
K03B8. 3 GCCTGTTCCGCACTCCAGT CACGCCCTATCCTCGCGCCAGGCGCATTTCACCTCTTTTCGCGCGCCAGTCGCACCCCCTT @ 480
K03B8. 3 CGCGCCCCAGGAGGAGCCAACTACCGAGT AGTGCAAAATTATTATATTGCTTTGATTCTTCATTCAgt aagt tctattat @ 560
KO3B8. 3 attttgaagt agt gaaat acaactt at aaacat gt act t t gagGTACTGAAAAGCGAGAATTGATGCTTTTCTCCATGAA : 640
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KO3B8.3 : CTTCATATCTTCACAAACTTGCGIGACTTTTGAAGAAAACTGTTCAATTCCTAACAGGGTCCAACTTGTTAACGGTAAAG @ 720

KO3B8.3 : GCTGITCATCATACATTGGGATGAATAACATAGTACAACATCTAACATTTAACGATACGTGCATAGACgt gagtttttct : 800
g-V-2309 @ ------cciicnmenaaao ATGAATAACATAGTACAACATCTAACATTTAACGATACGTGCATAGACgt gagtttttct 60

KO3B8.3 : //320bp//tccaaacacggcacaccgaaagaat gat agacagat ct caat cacat aaactttcagTTTGGAACTGCTGT : 1200
g- V- 2309 : //320bp//tccaaacacggcacaccgaaagaat gat agacagat ct caat cacat aaactttcagTTTGGAACTGCTGT : 460

KO3B8.3 : TCATGAATTAATGCATGCATTAGGTGTTATTCACACCCACTCTAGACTTGATCGAGATAACTTTTTAAACATTAATCTGA @ 1280
g- V- 2309 : TCATGAATTAATGCATGCATTAGGTGTTATTCACACCCACTCTAGACTTGATCGAGATAACTTTTTAAACATTAATCTGA : 540

KO3B8.3 : CAAATGTGTCCAAGGAAATGATGCATAATTATGCAATTTTCAACCAATCTACAAACGT TGTACCTTATGAATACGGAAGC @ 1360
g- V- 2309 : CAAATGTGTCCAAGGAAATGATGCATAATTATGCAATTTTCAACCAATCTACAAACGTTGTACCTTATGAATACGGAAGC @ 620

KO3B8.3 : ACTATGCATTACTATGCGAATATATCGACAATGITTCCCAAGAAGT CAGAATACTCTGCCACACTTGGAATAGGAAGAGT @ 1440
g- V- 2309 : ACTATGCATTACTATGCGAATATATCGACAATGT TTCCCAAGAAGT CAGAATACTCTGCCACACTTGGAATAGGAAGAGT 700

KO3B8.3 : //560bp// ATGTGACTGAACGCT TGAGT GGCTACAATAAAACAACCAATGGATATGATAACTATGAGTATTATGATTAA @ 2071
g- V- 2309 : //560bp// ATGTGACTGAACGCT TGAGT GGCTACAATAAAACAACCAATGGATATGATAACTATGAGTATTATGATTAA : 1331

6.1.26. Sequenzdaten K03B8.5

Cosmids
KBZES
AceDE Gene Fredictiohs
KB3ES. S
Gehie Gene Fredictiohs
g-M-2511
cDOMA ATignments
Saa| 1a68| 1568]| EELLE] 25a8|
cDNA Ali gnnent Moehrlen
K0388. 5 m
KO3B8. 5 ATGTATCTAAAAATATTCAGACTACTATTGGAAATTAAAAGT TCAATTTTGAAAATATGCGTCTATTTTTCTTCGAAAAA : 80
K03B8. 5 CTACGGCATATTATCCATTAGTTTTGCATTTCTGTTGATTTACTTTGACGgtttattcattaattgtcgtttcaaatata : 160
KO3B8. 5 tcatcttctgaaatcttccagaaacagttttaaaactcttataccatgcactgtttgaagattttattcactttttgaac : 240
KO3B8. 5 tatgtataacgtctccatttaaatgttccttctggegttatgacacat gaaaaat att gt agTTTTATATGAAAAATTCC @ 320
K03B8. 5 CCACCGATTTACATATTCCCCTCGATTTTTCGTATAAGAATAAGGT TGAAAACGGTATAAATGAACACATTGCTGGTGGA @ 400

KO3B8.5 : AATATCATTCAGCATCTCGAGATGGTITCGGTTGATTCATCTTATTGGAGCTATTATTCTACTCTTTTCCTACGCCTACTG :© 480
g-V-2311 § -------memmmneeeeees ATGGTTCGGTTGATTCATCTTATTGGAGCTATTATTCTACTCTTTTCCTACGCCTACTG 59

KO3B8.5 : CGGACTTTCTCGGCTCAATGAGCATGATATCGAAGAAAGT TACTCTCATAAACGAGT TAAAAGACAATTCGAACGTCTTG @ 560
g- V- 2311 : CGGACTTTCTCGGCT CAATGAGCATGATATCGAAGAAAGT TACTCTCATAAACGAGT TAAAAGACAATTCGAACGTCTTG @ 139

KO3B8.5 : GAACAAAATGGTCATATGGAGTAGITAACTATTATTATGCGGACAAGAACAATGAAATAAAAGAGATGGTTGAAAGTGCG @ 640
g- V- 2311 : GAACAAAATGGTCATATGGAGTAGTTAACTATTATTATGCGGACAAGAACAAT GAAATAAAAGAGATGGT TGAAAGTGCG @ 219
KO3B8. 5f m  GAACAAAATGGT CATATGGAGTAGT TAACTATTATTAT GCGGACAAGAACAAT GAAATAAAAGAGAT GGT TGAAAGT GCG

KO3B8.5 : ATTGCTTACATTGCAAATCACACTTGCATCAGGTTCAATGAGGATCAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA @ 720
g- V- 2311 : ATTGCTTACATTGCAAATCACACT TGCATCAGGT TCAATGAGGATCAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA @ 299
KO3B8. 5f m ATTGCTTACATTGCAAATCACACT TGCATCAGGT TCAATGAGGAT CAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA :

KO3B8.5 : ACAgtttgtttcatttacgacttcctaacaaaccgttgtattgcagAAACTGGCTTTGTCAGTCGACAGTCGGAGCACCA 800
g-V-2311 : ACAgtttgtttcatttacgacttcctaacaaaccgttgtattgcagAAACTGGCTTTGTCAGTCGACAGTCGGAGCACCA @ 379
KO3B8. 5f M - -----ome o AAACTGGCTTTGT CAGT CGACAGT CGGAGCACCA :

KO3B8.5 : GGTATGAGTATGAGTAAGCCGATTGGAGAGCTTTCTATGTTGGTTCAAAGTTGTGATACCATCGGAAGT ATCGTTCATGA @ 880
g- V- 2311 : GGTATGAGTATGAGTAAGCCGATTGGAGAGCTTTCTATGT TGGT TCAAAGT TGTGATACCATCGGAAGTATCGTTCATGA @ 459
KO3B8. 5f m GGTATGAGTATGAGT AAGCCGAT TGGAGAGCTTTCTATGT TGGT TCAAAGT TGTGATACCATCGGAAGT - - - - - - - - - - - :

KO3B8.5 : GTACTCAAGGACGACTTTACCATCAGCTGTTACATTCAAATATCGCTTCACGAATGACAAAGTITGTGCTTGGTITAA @ 1916
g- V- 2311 : GTACTCAAGGACGACTTTACCATCAGCTGTTACATTCAAATATCGCTTCACGAATGACAAAGTTGTGCTTGGTTAA @ 1495

6.1.27. Sequenzdaten KO4E7.3

Cosmids
klacz
KB4ET EA4ET
AceDE Gene Fredictions

kiecz. 5

kilecz. &

KB4ET . 3

g-r=945

C. briggsae homologies
cOHA Alighments
Embryonic COMA ATignments
Saa| 1ama| 1568| 2E08| 2568| Zeaa) F5648| 4888| 45 08| Saaa| S5an
cDNA Ali gnnment Moehrl en

KO4E7. 3f m EEEEEE A REEEE
KO4E7. 3 R ATGGGTAACCAGCCTAAAACTACAAATTTTCATCAAAGGT TTAAGGGT : 48
g- X- 945 : /] 490bp// CTCCATGGCATAGAAGACCTCCATGGgt aaccagcect aaaact acaaatttt cat caaaggtttaagGGr @ 560
KO4E7. 3 :  CTCCCGCCACCGCCTCCT CCGCCT GAGCCGGAACCACAACAAGAT CAGCCGCAAGT TATGTTTAGTCAGGATATAGACAA @ 128
g- X- 945 :  CTCCCGCCACCGCCT CCTCCGCCT GAGCCGGAACCACAACAAGAT CAGCCGCAAGTTATGTTTAGTCAGGATATAGACAA : 640
KO4E7. 3 . Cgttagtttaatagaaaaaat at gcaaat acgtt agaatt cagGTTGTCAATAGTGTGAACCAGAATACAGCTGCGTITCC : 208
g- X- 945 : CGgttagtttaatagaaaaaat at gcaaat acgttagaatt cagGTTGTCAATAGT GTGAACCAGAATACAGCTGCGTITCC @ 720
KO4E7. 3 :  AGCGCCCCGGAGAAAGT TATGATAAAGT TATCCAGATTATGAGT TCTTATTTTAATCGAAAATCAGGATCTCAATATgt g @ 288

g- X- 945 : AGCGCCCCGGAGAAAGT TATGATAAAGI TATCCAGATTATGAGT TCTTATTTTAATCGAAAATCAGGATCTCAATATgt g @ 800
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KO4E7. 3
g- % 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7.3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- % 945

KO4E7. 3f m :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- % 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- % 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

KO4E7. 3fm :

KO4E7. 3
g- X- 945

g- X 945

6.1.28.

agtcattttttgaaatatttttataaaatttcctat gcagGATATAAACACTGIAATCCCGT CCAGTGGGATTTACAACA
agtcattttttgaaatatttttataaaatttcctat gcagGATATAAACACTGTAATCCCGTCCAGTGGGATTTACAACA :
------------------------------------------------ CACTGTAATCCCGTCCAGTGGGATTTACAACA :

ATGAAATGGCT GCAAATAGCAAAATTGCTGCAGT TATGTTTGAAAGTGATATGgt t agt t t agaaggt t t aaaaaat gct
ATGAAATGGCTGCAAATAGCAAAATTGCTGCAGTTATGTTTGAAAGTGATATGgt t agt t t agaaggt t t aaaaaat get
ATGAAAT GGCT GCAAATAGCAAAATTGCT GCAGT TATGTT TGAAAGT GATAT G- - = - = = = = === == c = mx e o e o -

gaataattttttttcagGCTTTAACGGTTTCACAAATGAATAAAGT AGCT CAAAACGGCTTTCGT GTGAAACGAAAAATG
gaataattttttttcagGCTTTAACGGTTTCACAAATGAATAAAGTAGCTCAAAACGGCTTTCGTGTGAAACGAAAAATG
----------------- GCTTTAACGGT TTCACAAATGAATAAAGT AGCT CAAAACGGCTTTCGT GTGAAACGAAAAATG

AATTTGAACGGAACAACGT GGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATGgt at gt acaaat aatgtttatc :

AATTTCAACGGAACAACGT GGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATGgt at gt acaaat aatgtttatc
AATTTGAACGGAACAACGT GGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATG-- - - = === === - - oo o o -

tgaaat t at caacat gt t t cagGTAACTGGCAATCTCAAATAACAAACGGT TTAAGACACTATGAAAGAAACACTTGCAT
t gaaat t at caacat gt t t cagGTAACTGGCAATCTCAAAT AACAAACGGT TTAAGACACTATGAAAGAAACACTTGCAT
---------------------- GTAACT GGCAAT CTCAAAT AACAAACGGT TTAAGACACTAT GAAAGAAACACT TGCAT

ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGT GGCTCGGATTACCTGGT TTTTAGCAAAGGAGAAGgt cecgttttgttttt agaaaaag
ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGT GGCTCGGATTACCTGGTTTTTAGCAAAGGAGAAGGgt cegttttgttttt agaaaaag :

ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGT GGCTCGGATTACCTGGT T TTTAGCAAAGGAGAAGG - - - = - === === s cssmmmo oo~

aat aacaacagcaaat att gattgattttagATGCTATTCTAGTGT TGGCAGAT TGCGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT
aat aacaacagcaaat att gattgattttagATGCTATTCTAGTGITGGCAGAT TGGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT
——————————————————————————————— ATGCTATTCTAGT GTTGGCAGAT TGGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT

GGTGATGGATGTGAAACGgt t agaaatttttttcatatatttact ggaaattacttttttaat agt ggaaat ggt gt aat
GGTGATGGATGTGAAACGgt t agaaatttttttcatatatttact ggaaattactttttt aat agt ggaaat ggt gt aat
GOTGATGGATGTGAAACG- - = - = - = = - - o s oo s o o oo oo oo

ttt agCTCGGAATTATTACT CATGAAGT GGGTCATGCTTTAGGAT TTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA ©
t t t agCTCGGAATTATTACT CATGAAGT GGGTCATGCTTTAGGATTTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA
----- CTCGGAATTATTACTCATGAAGTGGGTCATGCTTTAGGAT TTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA

TACGTTAGgt gagt t t t gaaaat t gaaaaat aaaacat gccagt t t at cagAATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC
TACGTITAGgt gagt t t t gaaaat t gaaaaat aaaacat gccagt t t at cagAATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC
TACGTTAG - -- - - - - - - - - s o i o oo AATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC :

TTGAAGGCCAATTCGACAAGAGAT CGT GGT CGGAAGT TAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGTTATGCAT ©
TTGAAGGCCAATTCGACAAGACGAT CGT GGT CGGAAGT TAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGT TATGCAT -
TTGAAGGCCAATTCGACAAGAGAT CGT GGTCGGAAGT TAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGT TATGCAT :

TACGGACCAAAAgt gt gt t cttacattgttgttccgtat gaatttaaccattttcagTCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT
TACGGACCAAAAgt gt gt t cttacattgttgttccgtat gaatttaaccattttcagTCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT
TACGGACCAAAA - - - - - oo oo oo e oo TCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT :

GAACACCGT TGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACTATTGGAAACAGAGT GGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT
GAACACCGT TGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACTATTGGAAACAGAGTGGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT
GAACACCGT TGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACT ATTGGAAACAGAGT GGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT

TGCTCAATACGCCTTTCTGITCTAgt cagttt acggaataatttttccacgtttatttcactt cagACATTTGCACCAAT :
TGCTCAATACGCCTTTCTGTTCTAgt cagttt acggaat aatttttccacgtttatttcactt cagACATTTGCACCAAT :
TGCTCAATACGGECTTTCTGTTCT A - - - - - - - - s s s e o e oo e oo oo oo o - ACATTTGCACCAAT :

CGGATAAACT GCCAACACGGCGGT TACGCGGATCCCAACAATTGT GGGCAATGTACGT GTCCGACAGGACT GGAAGGAAC :
CGGATAAACT GCCAACACGGCGGT TACGCGGAT CCCAACAATTGT GGGCAATGTACGT GTCCGACAGGACTGGAAGGAAC @
CGGATAAACT GCCAACACGGCGGT TACGCGGAT CCCAACAAT TGT GGGCAAT GTACGT GT CCGACAGGACT GGAAGGAAC

ATATTGTGAACGACTGCAAACTTCTAgt gagt cat t t t ccat agaggat ttt cat cggt gaagaaat t cagATTGCGGTG :
ATATTGTGAACGACTGCAAACTTCTAgt gagt cat ttt ccat agaggat t t t cat cggt gaagaaat t cagATTGCGGTG
ATATTGTGAACGACT GCAAACTTCTAr - - = = = = = =@ = m m o mmm e mee e e et o eeeaae ATTGCGGTG :

TGGAACT TCCACGGGCAGAT TACT CATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACT GTTATTGGAGAATTGTTTCG :
TGGAACT TCCACGGGCAGATTACT CATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACTGT TATTGGAGAATTGTITTCG

TGGAACTTCCACGGGCAGAT TACT CATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACT - - - == === === === === = = =

/1970bp/ |  AAGGAACCACCAGGGGAAAACGCAGT GTTCTTCAAACTCAGAGTAAGAACTAG- - - - - === === === == -~
/1970bp/ /| AAGGAACCACCAGGGGAAAACGCAGTGITCTTCAAACTCAGAgt aagaact aggaact gaaaaat t t aaat

/11850bp// ATTTAAGGAAGATGTCACCTGTTATGCATTCAAACCATTGCAATAA : 5099

Sequenzdaten K06A4.1

Casmid=
K BEAS F BERA4
ACeDE Gene Fredictions
KOEAS, 1
KBEAS . 6

Genie Gene Fredictions

g-M-1836 o ——t
2-v-1857 o

KO6A4. 1f m

K06A4. 1
g- V- 1836 :

K06A4. 1
g- V- 1836 :

K06A4. 1
g- V- 1836 :

C. Briggsae homolodies
CONA A 1ignments
Emkrdonic cOMA Alighments
Sea]  1ees| 1Ses| =2eee| 2Ses| Seee| 3Ses|  4pee|  45e8| Seee|  SSea

cDNA Ali gnment Moehrl en

ATGTACCGATTTATTATTTTCTTCTCCTTACTAGCATTGACAGCT TCAAAAGT TTCCGAACCT GAAAAAGACGATGAAAT :
ATGTACCGATTTATTATTTTCTTCTCCTTACTAGCATTGACAGCTTCAAAAGT TTCCGAACCTGAAAAAGACGATGAAAT

CGCCGTGAAGgt aggt gt t cat aatt aagt attcttccaattcaattaaaattttaat att ccagATTCCAACAAAACGG :
CGCCGTGAAGgt aggt gtt cat aatt aagt att ctt ccaatt caat t aaaat tttaat att ccagATTCCAACAAAACGG :

TCAGT CTCCGAACCACCAAAGGAT GACGATAT CGCCGT CAAGAT CCCAAT GAGGAAGAAACGCGGAATTGCTATTCACCC :
TCAGT CTCCGAACCACCAAAGGAT GACGATAT CGCCGT CAAGAT CCCAAT GAGGAAGAAACGCGGAATTGCTATTCACCC

80
80

160
160

240
240
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KO6A4. 1 ATGGCAATGGGAATCACAgt gagt gat cagtctcatatttgttctttctttcact aaactttct aaaaat caacattcac : 320
g- V- 1836 : ATGGCAATGGGAATCACAgt gagt gat cagtctcatatttgttctttctttcactaaactttctaaaaatcaacattcac : 320
KOBA4.1 : tctacttctcgtattcaaaataacaaactgttccttttcagTCTCTGGCCAAACGCTGAAGTACCTTATGATATTGCTTC @ 400
g-V-1836 : tctacttctcgtattcaaaataacaaactgttccttttcagTCTCTGGCCAAACGCTGAAGTACCTTATGATATTGCTTC @ 400
KO6A4.1 : TCACTACACTGCAACTGAAAGAGGAATAATTCTATCTGCAATGGAAGCATTCAGAGATGTCACTTGTGTTCGGTTCCGTC @ 480
g- V- 1836 : TCACTACACTGCAACTGAAAGAGGAATAATTCTATCTGCAATGGAAGCATTCAGAGATGTCACTTGTGTTCGGTTCCGTC @ 480
KO6A4. 1 CACGTCGTTCTACTGATAAGCATTATCTCCAAATAAACAAGCATTATCAGCTCGAACGATGCTTCTCCTATATTGGTICGT @ 560
g- V- 1836 : CACGTCGTITCTACTGATAAGCATTATCTCCAAATAAACAAGCATTATCAGCTCGAACGATGCTTCTCCTATATTGGTCGT @ 560
KOBAA, 1f M - - - oo oo oo oo ATGCTTCTCCTATATTGGTCGT :
KO6A4. 1 CAAAGCAGT CGCTGGCT CTTCGGAACT CGT GATGGAAAAGT TGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA @ 640
g- V- 1836 : CAAAGCAGTCGCTGGCTCT TCGGAACTCGT GATGGAAAAGT TGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA @ 640
KOB6A4. 1f m  CAAAGCAGT CGCTGGCTCTTCGGAACT CGT GATGGAAAAGT TGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA
KO6A4. 1 CAAT GGACGGGGAACT GTAATGCATGAGT TGATGCACATTCTCGGATTCTACCACGAGCAT CAGAGAGACGATCGTGACC @ 720
g- V- 1836 : CAATGGACGGGGAACTGTAATGCATGAGT TGATGCACATTCTCGGATTCTACCACGAGCATCAGAGAGACGATCGTGACC @ 720
KO6A4. 1f m  CAATGGACGGGGAACT GTAATGCATGAGT TGATGCACAT TCTCGGATTCTACCACGAGCAT CAGAGAGACGATCGTGACC :
KO6A4. 1 GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACT TCAAGATCTAT CAACGT GCCAAGT GGTACTACATGGGCGGT TACGAT @ 800
g- V- 1836 : GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACTTCAAGATCTATCAACGT GCCAAGTCGTACTACATGGGCGGTTACGAT @ 800
KOB6A4. 1f m  GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACTTCAAGATCTATCAACGTGCCAAGTG - - - - - - - === - - - - - - - - - 8
g-V-1836 : // 410bp// ATTCGAATTGT TCGAAAAGAAGCAAAT CGAGT CGAACAGT TTGT TTCGTAGAAGACGT TCCTAAa- - - - - 11199
KO6A4. 1 /1 4090 bp // : 4970
6.1.29. Sequenzdaten K09C8.3
Kaacs [
AcebDE Gene Fredictions
KeacE, 2 ﬁ’ﬁ"a
Kaacs, 5
Genie Gene Fredictions
3-K-1678 o =B
g-r-15872
cOMA ATlighments
k16309, 5 H EE B
k43946, 5 B B
Embraonic cOMA A1ignments
=1=0] la@n| 150a| zaen| 250a| Seeg| FSeE| 4aEE| 4508|

K09C8. 3 2010bp // ATCCATTATCAGGCATTAATAGT GATTTGAAGAATGCCCTGAATGGAATTCAAGTTCAATTTGGTCAAATA © 2080
YKAB9A6. 5 & - oo oo oo GAATGGAATTCAAGT TCAATTTGGT CAAATA 31
K09C8. 3 AGTCAGCAATTTGCAAATAACATCAGAgt aagt gttttttttttaataatttggaatttcatttggtttggaagagettg @ 2160
yk439a6. 5 AGTCAGCAAT TTGCAAATAACAT CAGA- - - - - - m o s s m s o s oo oo oo oo oo oo o o 58
K09C8. 3 gtttttcttattttaatttaaattttcaaaat aagacat caaaagt aaaattcattgtttaaccatagctcattcagatt 2240
K09C8. 3 tcaaatttttaggtttaaagttatcacgagtcaaaattttgtcaaataatcgaattgtttcagAATATTTGCCAACAAAT : 2320
g- X- 1671 tcaaatttttaggtttaaagttatcacgagtcaaaattttgtcaaataatcgaattgtttcagAATATTTGCCAACAAAT :
YKA43986. 5 1 -- - oo oo AATATTTGCCAACAAAT : 75
K09C8. 3 GAACTGCAAACAACAACAACAAAAGAAT GTTCAAAT GAAACAGGCAATATTAAAACAGACCGT TGATTTCGAGAAAAAAG : 2400
g- X- 1671 GAAct gcaaacaacaacaacaaaagaat gt t caaat gaaacaggcaat at t aaaacagac CGTTGATTTCGAGAAAAAAG :
yk439a6. 5 GAACT GCAAACAACAACAACAAAAGAAT GTTCAAATGAAACAGGCAATATTAAAACAGACCGT TGATTTCGAGAAAAAAG @ 155
K09C8. 3 TTTTCGGAAATAACGT GGCTGATAAAAT GAATTTGAGATTCGATAGAACT CTCCAATTAAAACAAGCTCTTTTGGAAAAG : 2480
g- X- 1671 TTTTCGGAAATAACGT GGCTGATAAAATGAATTTGAGAT TCGATAGAACT CTCCAATTAAAACAAGCTCTTTTGGAAAAG :
yk439a6. 5 TTTTCGGAAATAACGT GGCTGATAAAAT GAATTTGAGAT TCGATAGAACT CTCCAATTAAAACAACGCTCTTTTGGAAAAG @ 235
K09C8. 3 GCGCAACTTAAAGGAGTCGgt tt gt t aat aaacattttttt aaagt at caaaat act gtttt cagGTTGCCCCCGAGGACA : 2560
g- X- 1671 GCCGCAACTTAAAGGAGT gt tt gt t aat aaacattttttt aaagt at caaaat act gtttt cagGTTGCCCCCGAGGACA
yk439a6. 5 GCGCAACTTAAAGGAGTG - - - - == m - s mmmm s s mmm o oo e oo oo oo o GTTGCCCCCGAGGACA : 269
K09C8. 3 ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCTCCTTACTGAAACT CAGGCAAACT TTATGCTCAATGAGT TAGGAAAAGGCGGCGAG @ 2640
g- X- 1671 ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCTCCTTACt gaaact caggcaaact t t at gct caat gagt t aggaaaaggcggecgag
yk439a6. 5 ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCT CCTTACT GAAACT CAGGCAAACT TTATGCTCAATGAGT TAGGAAAAGGCGGCGAG @ 349
K09C8. 3 GGAGCAATTCCAATGCCT GGAT CAGCAAAAGCAAAACGT GCATCTATATTTTTCGAGCAAAACTTGATCCAAAAATGGCC @ 2720
g- X- 1671 ggagcaat t ccaat gcct ggat cagcaaaagcaaaacgt gcatctatattttt cgagcaaaac TTGATCCAAAAATGGCC :
yk439a6. 5 GGAGCAATTCCAAT GO T GGAT - - - = = = = - m s o oo s oo oo oo oo oo : 371
K09C8. 3 /1 1020bp/ / TAACAATCCAAATCACAATGT TTGGATGAGAAGTAACTGT CGGAAAAGTTGCAATTTCTGITGA : 3744
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6.1.30.

Cosmid
K11G12 } 1 ]
AceDE Gene Fredictions
KiiGiz.1
KiilG12,.3
Gehnie Gene Fredictions
g-R—993
g-r-994
C. briggsae homologies
cOMA A 1ignments
k12987, 3 E ER
yk129a7.5 B EEEE
=111 laem| 1580| zamn| 25ea| Faen| jet=7:1: ]
yk721e4.5 B
yk721e4.3 >>>> >>
yk753c12. 3 >>>>
g- X- 993 .../l ab Inron 15.............. aattttttaatagaaaact aat aatctatggctct gaat aagctactga
yk721e4 TGGCCTACTGGGGTTTAATTACCCAAGTTTG - - - - - - - - mmm o s s mmm o e oo oo oo oo oo oo o
N K 1 e e ATGCAGCAAATAAA
g- X- 993 caatttttgtcccctaggttctgattttattgtgtttttcagaaagtagtattgcatttaacact aatgcagcaaat aaa
K1l1Gl2. 1 TTTTTTCAGAATGACACCATCTTTGGTGT TTCTCATTGTGGT GATAGT CGT TGT GGAGGGGCAGGGGT GGCGACCAT GGG
g- X- 993 ttttttcag AATGACACCATCTTTGGTGTTTCTCATTGTGGTGATAGT CGT TGT GGAGGGGCAGGGGT GGCGACCATGGG
yk721e4 i ------- AGAATGNCACCATCTTTGGTGT TTCTCATTGTGGT GATAGT CGT TGT GGAGGGGCAGGGGT GGCGACCAT GGG :
K11Gl2.1 ATAGGT TCAAT CATCCT GGGAAT TTCGGAAACT GGGGT GGAAAT AAT TGGGGCACCCGT CAAAGGAAT CAAGAACCACAT
g- X- 993 ATAGGT TCAATCAT CCTGGGAATTTCGGAAACT GGGGT GGAAATAAT TGGGGCACCCGT CAAAGGAAT CAAGAACCACAT
yk721e4 ATAGGTTCAATCATCCTGGGAATTTCGGAAACT GGGGT GGAAAT AAT TGGGGCACCCGT CAAAGGAAT CAAGAACCACAT :
K11Gl2.1 GATATTCCACCTCCAGT TCCCCCGCCAGGATTTCGAGGAAATAAT GATCGATTTGGAGGTAACATAATCAAAGT TGTCGA :
g- X- 993 GATATTCCACCT CCAGT TCCCCCGCCAGGAT TTCGAGGAAATAAT GATCGAT TTGGAGGT AACATAATCAAAGT TGTCGA
yk721e4 GATATTCCACCT CCAGT TCCCCCGCCAGGAT TTCGAGGAAATAATGATCGATTTGGAGGTAACATAATCAAAGT TGTCGA :
K11Gl2. 1 AATCATCGACT TGGGTAAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAGGE act t gt agggt t aaaaaat at ac
g- X- 993 AATCATCGACT TGGGT AAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAGOE act t gt agggt t aaaaaat atac
yk721e4 AATCATCGACTTGGGT AAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAG - - - - - - === - - - - - - - o - - - -
K11Gl12.1 att aat aat agt t ttt cagGACGT GCACAAAAAACACAGGCACCT TGGT CGCAAAGAAT GGAAAGGCAAAGT AAAACAAT
g- X- 993 att aat aat agttttt cagGACGT GCACAAAAAACACAGGCACCT TGGT CGCAAAGAAT GGAAAGGCAAAGTAAAACAAT
yk721ed i ---eeeeeaaao- - GACGT GCACAAAAAACACAGGCAG - - == === - mmmmmmmmmmm oo o e oo oo :
K11Gl2.1 /1 1450bp/ / at t cagAGGATCTTGACAAAAAT GACGT TCGGGCAGCAATTTACGAGAT TGAAAAGAACACCTGCATAAG
g- X- 993 : /11450bp/ | at t cagAGGATCTTGACAAAAATGACGT TCGGGCAGCAAT TTACGAGAT TGAAAAGAACACCT GCATAAG
YK7B3C12. 8 & --mvrmm oo TTCGGGCAGCAATTTACGAGATTGAAAAGAACACCTGCATAAG
K11Gl12. 1 ATTCAAAGAGCT CAGTTCCCCACCAACTGGATCTCATATTGTTTACTACAAAGT TGACAGTCCGACATTgt gagt t cata
g- X- 993 : ATTCAAAGAGCT CAGT TCCCCACCAACTGGATCTCATATTGT TTACTACAAAGT TGACAGTCCGACATTgt gagt t cat a
yk753c12. 3 : ATTCAAAGAGCTCAGTTCCCCACCAACTGGATCTCATATTGTTT ACTACAAAGT TGACAGTCCGACATT - ---------- :
K11G12. 1 ttacacagaggt gttcttatcgagaggt caaact aaaat aagt agaacggttgtttaaaacttataacgtctgattcagC
g- X- 993 ttacacagaggt gttcttat cgagaggt caaact aaaat aagt agaacggttgtttaaaacttataacgtctgattcagC :
K11G12. 1 TGTGGTCTTTCGTATGT TGGT CGAGCT GACCCTGCCAACCCAGTTTATCTTAGT TTTGGATGTGACAATgt aagaaat ct
g- X- 993 : TGTGGTCTTTCGTATGT TGGT CGAGCT GACCCTGCCAACCCAGTTTATCTTAGTTTTGGATGTGACAATgt aagaaat ct
YK753€12. 3 @ TGTGG - - - - - - - - o oo oo oo oo oo
K11Gl2. 1 ttcatgtcattatttcccaattgaggaaattt cagAACAAAGGAGT TGCAATTCATGAAACAATGCATGCGCTCGGAGT T
g- X- 993 ttcatgtcattatttcccaattgaggaaattt cagAACAAAGGAGT TGCAATTCATGAAACAAT GCATGCGCTCGGAGTT
K11Gl2.1 GCCCATCAGCACCTTCGCAATGATCGTGATCAATTTATTACTATTAATTGGAGTAACATTGATCCACAACAATACGATGC
g- X- 993 GCCCATCAGCACCTTCGCAATGATCGT GATCAATTTATTACTATTAATTGGAGTAACATTGATCCACAACAATACGATGC :
K11Gl2. 1 ATTTGTTGTGGTGGATTCAAAACTGTACACTTCgt aagt gt t t agt aat ccat at ggt t caaaacaaaact t ct agATAC
g- X- 993 ATTTGTTGTGGTGGATTCAAAACTGTACACTTCgt aagt gt t t agt aat ccat at ggt t caaaacaaaact t ct agATAC :
yk721le4 i - AACTGTACACTTG - - - - - - - s m o m oo ATAC
K11Gl2.1 GGAGT GAAATACGCATACGACAGT AT CATGCAT TACAACGGT TACACTGCTGCTCAAAACATTGCGATTCCTACTATGAA :
g- X- 993 GGAGT GAAATACGCATACGACAGTATCAT GCATTACAACGGT TACACT GCTGCTCAAAACATTGCGATTCCT ACTATGAA :
yk721e4 GGAGT GAAATACGCATACGACAGTATCATGCATTACAACGGT TACACT GCTGCTCAAAACATTGCGATTCCTACTATGAA
K11Gl12. 1 CCCAAAAACAAACT CTGCCGT GAATCTTAAAGT TCTTGGACAAAGGCAAAAGAT GGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA
g- X- 993 CCCAAAAACAAACT CTGCCGT GAATCTTAAAGT TCT TGGACAAAGGCAAAAGAT GGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA
yk721e4 CCCAAAAACAAACT CTGCCGT GAATCTTAAAGT TCTTGGACAAAGGCAAAAGAT GGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA
yk129a7 i ------------------- GTGAATCTTAAAGT TCTTGGACAAAGGCAAAAGAT GGGGACAACCGATATTGAACTTCTAA -
K11Gl2.1 AAAAAATGTATTGTCAACCTGgt gagt ggaat gt gt gt t aat aat act gaaaat caaaat t t cagGATGCGATGACAAAA
g- X- 993 AAAAAATGTATTGTCAACCTGgt gagt ggaat gt gt gt t aat aat act gaaaat caaaat t t cagGATGCGATGACAAAA
yk721le4d AAAAAATGTATTGTCAACCTG - - - - - - s - - s s e e e oo oo GATGCGATGACAAAA
yk129a7 AAAAAATGTATTGTCAACCTG - = = = = == === === mmm i mm e e e e o e e e o e oo e e GATGCGATGACAAAA
K11G12.1 ATGTTTATTGCGGAGCAT GGGCT CTCAAAGACT TGTGCAAAAAT CCGGGACATGAT CAATACATGGCT GCCAATTGTAAG
g- X- 993 ATGTTTATTGCGGAGCAT GGGCT CTCAAAGACT TGT GCAAAAAT CCGGGACATGATCAATACATGGCTGCCAATTGTAAG
yk721e4 ATGTTTATTGCGGAGCAT GGGCTCTCAAAGACT TGT GCAAAAAT CCGGGACATGAT CAATACAT GGCTGCCAATTGTAAG
yk129a7 ATGTTTATTGCGGAGCATGGGCTCTCAAAGACT TGT GCAAAAAT CCGGGACATGATCAATACA: - - - - - - - - - - - - - - - - :
K11G12.1 AAGAGT TGTGGATTGTGTGCTAT TGGAAAAT AA - - - - - - - oo mm e oo m o oo oo oo
g- X- 993 AAGAGT TGTGGATTGTGTGCTATTGGAAAAT AA - - - - - - oo m oo oo oo oo

yk721e4

Sequenzdaten K11G12.1

49
31

14
129

94
209
104

174
289
184

254
369
264

334
449
319

414
529
343

1934
2049
43

2014
2129
112

2094
2209

2174
2289
118

2254
2369

2334
2449

2414
2529
360

2494
2609
440

2574
2689
520
61

2654
2769
556
97

2734
2849
636
160

2767
2885
643
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6.1.31.

REi151

R151.5

o-III-1156

full

R151.

R151

R151

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151.

R151

| enght CcDNA,

Sequenzdaten R151.5

Cosmids

AcelE Gene Fredictions

Genie Gene Fredictions

G, Briggsse homologies
cOHA Alignments

beset hend aus:

yk709e2. 5, yk820f06.5, yk702c10.5, yk730d8.5, yk462f12.5 yk168f6.5, yk456f9.5
yk728d4.5, yk146b10.5, yk189d3.5, yk101h3.5, yk820f06.3, yk168f6.3, yk728d4.3
yk462f12.3, yk189d3.3, yk730d8.3, yk709e2.3, yk146b10.3, yk456f9.3, yk702c10.3, yk101h3.3

5/g-111-1186
YK820F06. 5

.5/g-111-1186

YK820F06. 5

.5/g-111-1186

YK820F06. 5

5/g-111-1186
YK820F06. 5

5/g-111-1186
YK820F06. 5

5/g-111-1186
YK820F06. 5

5/g-111-1186
YK820F06. 5

5/g-111-1186

5/g-111-1186
YK820F06. 5
YK728D4. 5

5/g-111-1186
YK728D4. 5
YK146B10. 5

5/g-111-1186
YK146B10. 5

5/g-111-1186
YK146B10. 5

5/g-111-1186
YK146B10. 5

5/g-111-1186
YK146B10. 5
YK189D3. 5

5/g-111-1186
YK189D3. 5
YK101H3. 5

5/g-111-1186
YK189D3. 5
YK101H3. 5

5/g-111-1186
YK189D3. 5
YK101H3. 5

.5/g-111-1186

YK189D3. 5
YK101H3. 5

5/g-111-1186
YK101H3. 5

5/g-111-1186
YK101H3. 5
YK820F06. 3

5/g-111-1186
YK820F06. 3

5/g-111-1186
YK820F06. 3

5/g-111-1186
YK820F06. 3

5/g-111-1186
YK820F06. 3

.5/g-111-1186

YK820F06. 3

TGAGGAGGACCCT CCCTCTTCAGCT CCAGGT GT TAGAAAACGGAGAAT GATGT CAGAGGAAGATCAGAAAACAGT TGACT
TGAGGAGGACCCT CCCTCTTCAGCT CCAGGT GTTAGAAAACGGAGAAT GATGT CAGAGGAAGAT CAGAAAACAGT TGACT

ATTATATGGATAAACT GAATAAATTGGCTGATGAGAAGCACCCAGAGgt aaaatttttct // Intron 820 bp //
ATTATATGGATAAACTGAATAAATTGGCTGATGAGAAGCACCCAGAG- - = = = == === s s mmmmmmm o e e e

ccct cgt cat at aaat at t t t cagGAAATCGAACGACACAAGAAT CCAGAGT TGGTAGCATGGGATCGTAAGAGAGATAG
———————————————————————— GAAAT CGAACGACACAAGAAT CCAGAGT TGGTAGCATGGGATCGTAAGAGAGATAG

TGTGCTGAATCCAGAAGAGCAGGGAAAATTCTTTCAAGGAGATATTGTTCTCTATCCAGAGCAAGCAAAGGCTCTTTATG
TGT GCTGAAT CCAGAAGAGCAGGGAAAATTCTTTCAAGGAGATAT TGT TCTCTATCCAGAGCAAGCAAAGGCTCTTTATG

AGCAAGCACTAACTGAAGgt t ggt at aat att agcgcaccacatttcattttaaaat gt accaccaaaatttgaaattta
AGCAAGCACTAACTGAAG - - - == - - - m s s oo o oo oo oo oo oo e oo oo

aatttttaagaggcctttttttggtttgcaaaaaat attaaagaat gaattt cagGAAAAACAAGAGTAAAGAGAAAATT
------------------------------------------------------- GAAAAACAAGAGTAAAGAGAAAATT

CATTGGGT CTAACT TGAGAAGAT GGGA CGCCAGT CGACCGATAATTTATGCTTTTGATGGAAGT CACAgt gagt t t t caa
CATTGGGTCTAACTTGAGAAGA TGGGACGCCAGT CGACCGAT AATTTATGCTTTTGATGGAAGT CACA- - - - - - - - - - - -

/'l Intron 560bp // agatgtcatcaagtgtggattaagtctaaacgcacctattgtagtataacat gacggaat

gCCCAACGCGAACAAAGAAT CAT CGAACT TGCACT TGAACACT GGCACAATATAACT TGT CTCAACT TTCAAAGAAACGA
- CCCAACGCGAACAAAGAAT CATCGAACT TGCACT TGAACACTGGCACAATATAACTTGTICTG - - - - === - - m = - - -
- CCCAACGCGAACAAAGAAT CATCGAACT TGCACT TGAACACTGGCACAATATAACT TGTCT CAATTTTCAAAGAAACGA

TCAAGCTAACTCTGGAAATCGAATTGTATTCACT GATGT TGAT GGATGT GCATCAAAT GTTGGGAGACATCCACTCGGAG
TCAAGCTAACTCTGGAAATCGAAT TGTATTCCTGGATGT TGA TGGATGT GCAT CAAAT GT TGGGAGACATCCACTCGG -
--------------------------------- TGATGT TGNTGGAT GT GCATCAAAT GT TGGGAGACATCCACTCGGAG

AAGAACAACTTGT TTCACTTGCACCTGAATGTATTCGATTAGGAGT TATTGCTCATGAAGT TGCACATGCTCTTGGCTTC
AAGAACAACTTGTNTCACTTGCACCTGAATGTATTCGATTAGGAGT TATTGCTCATGAAGT TGCACATGCTCTTGGNTTC

TGGCATGAACAAT CGAGACCCGATAGAGAT CAATATGTAACAGT TAGATGGGAAAATATTGATAAAGAT TCAAAGGGGCA
TGGCATGAACAAT CGAGACCCGATAGAGATCAATATGTAACA GT TAGAT GGGAAAATAT TGATAAAGAT TCANNGGGGCA

ATTCTTGAAAGAAGATCCTGATGATGT TGATAATGCTGGAGTACCATATGATTATGGAAGTATCATGCATTACCGGT CCA
ATTCTTGAAAGAAGATCCTGAT GATGT TGATAATGCTGGAGT ACCATATGATTATGGAAGTATCATGCATTACCGGTCCA

AGGCATTCTCAAAGT TTGATGATTTGTATACAATCAGTACCTATGT CACGGATTATCAAAAAACTATTCGgt aagt ct at t
AGGNATTCTCAAAGTNTGATGATTTGTATACAATCAGTACCT ATGTCACGGATTATCAAAAAACTATTGGTCA- - - - - - -
AGGCAT - CTCAAAGTTTGATGATTTGTATACAATCAGTACCT ATGTCACGGATTATCAAAAAACTATTG ----------

/1 Intron 1140bp // ataggaacttgctaaaaaataatcttccagGTCAACGTGATCAGTTATCTTTTAACGAC
--------------------------------------------------- GTCAACGTGAT CAGTTATCTTTTAACGAC

ATCCGACTAATGAATAAAATCTACT GCTCCGCAGT CTGCCCATCAAAACTTCCATGT CAACGT GGAGGATACACGGATCC
ATCCGACTAATGAATAAAATCT ACTGCTCCGCAGT CTGCCCATCAAAACT TCCATGT CAACGTGGAGGATACACGGATCC
ATCCGACTAATGAATAAAATCT ACTGCTCCGCAGT CTGCCCATCAAAACT TCCATGT CAACGT GGAGGATACACGGATCC

ACGTCGT TGT GATCGT TGT CGAT GT CCTGAT GGAT TCACCGGGCAATACT GCGAACAAGT GATGCCTGGATACGGAGCCA
ACGTCGTTGTGATCGTTGTCGATGT CCTGATGGATTCACCGGGCAATACT GCGAACAAGT GATGCCTGGATACGGAGCCA
ACGI CGGTGT GATCGNT GT CGATGT CCTGATGGAT TCACCGGRCAATACT GCGAACAAGT GATGCCTGGATACGGAGCCA

CTTGTGGTGGAAAAATCAGT TTAACTAGATCTACAACTAGAATAT CATCACCT GGATAT CCAAGAGAAT TCAAAGAAGGA
CTTGTGGTGGAAAAATCAGT TT AACTAGATCTACAACTAGAATATCATCACCT GGATAT CCAAGAGAAT TCAAAGAAGG
CTTGTGGTGGAAAAATCAGT TT ANCTAGATCTACAACTAGAATATCATCACCTGGATAT CCAAGAGAATTCANAGAAGGA

CAAGAATGCTCATGGCTTCTCGT TGCTCCACCAGGT CATATTGTAGAATTTCAGT TTATTGGAGAATTTGAGATGTACTG
CAAGAATGCTCATGGNT TCTCGTNGCTCCACCAGGT CATATTGTAGAATCTCAGT TTATTGGAGAATNTGAGATGTACTG

CAAAATTAGACATTCTTTGT GCATGGACTACGTAGAAGT TAGAAACT CTACTGATTTTGCAAATACT GGAATGAGG at a
CAAAATTAGACATTCTGTGTGCATGGACTACGT- - - = - = - = = = = = = = = = =« = = mm e e e oo oo oo o
GTTTTTGCAAATACTGGAATGAG- - - - -

ttttgtaattgcatagtaattacctaacattatgataatttccagATATTGTTGCTATGGAACTCCTCCAACTAGAATCC
————————————————————————————————————————————— ATATTGTTGCTATGGAACTCCTCCAACTAGAATCC

GTTCTGCAACTACTGATATGGT TGTACTTTTCCGAAGCT TCTACCGT GGT GGTAAAGGCT TTGAAGCAAGAGCCCGT GCA
GTTCTGCAACTACTGATATGGT TGTACTTTTCCGAAGCT TCT ACCGT GGTGGTAAAGGCT TT GAAGCAAGAGCCCGT GCA

GTACCAGAGGCGGGTAACT GGAAT TCCT GGAGCCCCT GGACGGCAT GT TCCGCAACT TGT GGAGCAT GCGGAAGT CGCAT
GTACCAGAGGCGGGTAACT GGAATTCCTGGAGCCCCT GGACGGCATGT TCCGCAACT TGT GGAGCAT GCGGAAGT CGCAT

GAGAACCCGAACATGTCCACCTGGAAATGCATGCTCgt acgt t t ccc aaact aat caatt ggaccttt at at aaccat ag
GAGAACCCGAACATGTCCACCT GGAAATGCATGCTG - - === - - = - s s m s o mmm oo e oo e oo oo

ct aat gaaaat at aaaat aact gt aaat t t t t cag TGGGGAGCCAGTAGAAACACAAATTTGCAATACTCAAGCTTGTAC
——————————————————————————————————— TGGGGAGCCAGT AGAAACACAAATTTGCAATACTCAAGCTTGTAC
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R151.5/¢g-111-1186
YK820F06. 3

R151.5/¢g-111-1186
YK820F06. 3

R151.5/¢g-111-1186
YK820F06. 3

R151.5/¢g-111-1186
YK820F06. 3

R151.5/¢g-111-1186

GGGTATGT GCGCTCAGAAACGGGAGGAAGAGGGT CAATGTGGAGGT TTCCTTTCTTTGT TACGAGGCGT CCGT TGTAGAC
GGGTATGT GCGCTCAGAAACGGGAGGAAGAGGGT CAATGTGGAGGTTTCCTTTCTTTGT TACGAGGCGT CCGT TGTAGAC

Agt aagttcttcaat caaccaaaactttgaattttaaatttcattttttcagAGAGAAGACGGT GATGGCTCCATGCGAG
e LR L LT L] AGAGAAGACGGT GATGGCTCCATGCGAG

AACGCGTGCTGTCCAGGT TTCACTCTTCAGCGT GGCAGATGTGTCCGGTGAt caccaattt gt atccattatttcaattc
AACGCGT GCTGTCCAGGTTTCACT CTTCAGCGT GGCAGATGT GT CCGGTGATCACCAATTTGTATCCATTATTTCAATTC

catattttatcctgtaacctacagaactcttacgaagctacgggccaattcctaatcaaaccaaattgttataatcctta
CATATTTTATCCTGTAACCTACAGAACT CTTACGAAGCTACGGGCCAATTCCTAATCAAACCAAATTGT TATAATCCTTA

ttttcactgtttcatttttcttcttctaaattaaataccacctctttttatgttgtttcgagtttgtgtgtatgattgaa

YK820F06. 3 TTTTCACTGITTCATTTTTCTT CTTCTAAATTAAATACCACCTCTTTTTATGITGITTCGAGTTTGTGIGTA

6.1.32.

TH2E11
H2 4k 24

TB2E11.7

H24kz4 . b

a-Y-155
a-Y-165

Sequenzdaten TO2B11.7

Cosmids
TH2ELL

AcelDE Gene Fredictions

Genie Gene Fredictions

e

T T e EnE W

C. Brigg=zae homologies
cDHA Alignments

Jk43Shia, 3 XX

Jk43Shie. S
Saa| 1888 1568| ELLL] 25a8| s806| 35a0| EY-LY:]] 4588 Saaa|
yk726g11 B
cDNA Ali gnment Moehrl en
TO2B11. 7fm

TO2B11. 7 /1195bp// ttggtggccgagttttccagatttct agGCCAAAAAATGGAGCGT CGTAACCAAAATTTCACAGGACAAC @ 265
g- V- 166 /1 ab Intron 8 340 bp // tccagatttctaggccaaaaaat ggagcgt cgt aaccaaaatttcacagGACAAC : 400
YK7 26 G L. B & - - - - s m oo m e m e oo GACAAC 95
TO2B11. 7 AACAGT GAAGAAGAACGAGAT CGAAAAT TCGACT GGAAAT TCGAAAAT GAGAACGGAAAGCCTGAACATGAGACAGTAAC © 345
g- V- 166 AACAGT GAAGAAGAACGAGAT CGAAAATTCGACT GGAAAT TCGAAAAT GAGAACGGAAAGCCT GAACATGAGACAGTAAC 480
YK726Gl1. 5 : AACAGTGAAGAAGAACGAGATCGAAAATTCGACT GGAAATTCGAAAATGAGAACGGAAAGCCTGAACATGAGACAGTAAC : 175
TO2B11. 7 GGTACCCAAGCT GCCCGACGGGT CGTACTTTTGGAAAT GGACT TGGAAT TCGAGAAT CAACT CCACGACGGCCGCTACTC @ 425
g- V- 166 GGTACCCAAGCT GCCCGACGGGT CGTACTTTTGGAAAT GGACT TGGAAT TCGAGAATCAACT CCACGACGACCGCTACTC @ 560
YK726Gl1.5 : GGTACCCAAGCTGCCCGACGGGT CGTACTTTTGGAAATGGACT TGGAATTCGAGAATCAACT CCACGACGGCCGCTACTC @ 255
TO2B11. 7 CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGT GCACCTACAACGT CTCCACGAGT TTACAAGT TAAAGTCAGAAGCTAGGAAG @ 505
g- V- 166 : CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGT GCACCTACAACGT CTCCACGAGT TTACAAGT TAAAGTCAGAAGCTAGGAAG @ 640
YK726Gl1.5 : CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGTGCACCTACAACGT CTCCACGAGTTTACAAGTTAAAGTCAGAAGCTAGGAAG : 335
TO2B11. 7 /1330bp// CGAAGTCAATGAACGGGCCGGATTGAATGAGTATTTGTTTCAAGGAGACATCAATTTGAATAAgt aagt g : 905
g- V- 166 /1330bp// CGAAGTCAATGAACGGGCCGCAT TGAATGAGTAT TTGTTTCAAGGAGACATCAATTTGAATAAgt aagt g @ 1040
TO2B11. 7 /1l ntron 335bp// acccgctgcttgaatgataacttttacagCAACCAAATCGCGAAAATTTCCTCTGAACAGTCC : 1305
g- V- 166 /11 ntron 335bp// acccgctgcttgaatgataacttttacagCAACCAAATCGCGAAAATTTCCTCTGAACAGTCC @ 1440
TO2B11. 7 TCAAAAT CCCGACGAAAAAAGCGT CAAATCGATAACT TGGCT CAATTCTGGCCCGGAAAAGT TGTGTACTATTATTTCGA @ 1385
g- V- 166 TCAAAAT CCCGACGAAAAAAGCGT CAAAT CGATAACT TGGCTCAATTCTGGCCCGGAAAAGT TGTGTACTATTATTTCGA : 1520
TO02B11.7 TTCGGGT CTTACGACGACAGT TCAGCAAATTGT GCGT GATGCGATAACGT TCTTGGAATCGAATACATGCTTGAAATTCG @ 1465
g- V- 166 TTCGGGT CTTACGACGACAGT TCAGCAAAT TGT GCGTGATGCGATAACGT TCTTGGAATCGAATACATGCTTGAAATTCG @ 1600
TO2B11. 7 AATTGAATAGCACGGCCACAAATCGAgt aaaggt cct ct aaact actt cagccgacattttt caaacaaaaaacttgaaa : 1545
g- V- 166 AATTGAATAGCACGGCCACAAATCGAgt aaaggt cct ct aaact actt cagccgacattttt caaacaaaaaacttgaaa : 1680
TO2B11. 7 atttt cagATTTTCAGCGGT GT TGGATGCTACT CAGACACCGGAAT GCT CGGAGGGGAGCAAACCTTATCACTGGGCTAC : 1625
g- V- 166 att tt cagATTTTCAGCGGT GT TGGATGCTACT CAGACACCGGAAT GCTCGGAGGGGAGCAAACCTTATCACTGGGCTAC @ 1760
TO02B11. 7 GGGTGTGAAGTGgt aagat aaatttcttatttaaaaaaatttttttttcgtttcacccaaagttt ccagACCGGCACGEL @ 1705
g- V- 166 GGGTGIGAAGTGgt aagat aaatttcttatttaaaaaaatttttttttcgtttcacccaaagttt ccagACCGGCACGGC : 1840
TO2B11. 7 GGCTCACGAGATAGCCCACACTTTGGGGCTATTTCACACCCAGATGAGATCCGATCGTGATGATTATGTCACCATTGATC @ 1785
g- V- 166 GGCTCACGAGATAGCCCACACT TTGGGGCTATTTCACACCCAGAT GAGATCCGATCGTGATGATTATGTCACCATTGATC 1920
TO2B11. 7f m : - - - TCACGAGATAGCCCACACTTTGGGGCTATTTCACACCCAGATGAGATCCGATCGT GATGATTATGTCACCATTGATC :
TO2B11. 7 TTACCGATGT TCCGGAGT CTTCTCAACAAAACTTTATTAAATTGACTGAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA @ 1865
g- V- 166 TTACCGATGT TCCGGAGT CTTCTCAACAAAACT TTATTAAATTGACT GAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA @ 2000
TO02B11. 7f m : TTACCGATGTTCCGGAGTCTTCTCAACAAAACT TTATTAAATTGACT GAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA
TO2B11. 7 TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGCgt at gttt t gt t cat gaagcacataca // Intron 420bp // 1945
g- V- 166 : TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGCgt at gttt t gt t cat gaagcacataca // Intron 420bp // 2080
TO2B11. 7fm: TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGC- - - = = = = === === == === == s mmmmmmmmmmmmomeomeoooeoo
TO02B11. 7 CCTACAGTACCCCACTGAAAGGCCTTTCCAGGT TTGTCTCATCCGGCGGAGT TGATT CCATAGT GCCCAAAGATCCGGTG @ 2825
g- V- 166 cctacagtaccccact gaaaggccttt ccagGITTGICTCATCCGGCGGAGT TGATTCCATAGT GCCCAAAGATCCGGTG @ 2960
TO2B11. 7fmM @ - --- e e GTTTGTCTCATCCGGCGGAGT TGATTCCATAGT GCCCAAAGATC- - - - -
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TO2B11. 7 /1 400bp// GACTGCCGACTTCGGT GTCAATCCGATGCCCGT CTTCAGCTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA @ 3705
g- V- 166 /1 400bp// GACTGCCGACTTCGGT GTCAATCCGATGCCCGTCTTCAGCTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA @ 3840
YK726Qg11. 5 & - - e i CTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA : 366
TO2B11. 7 TGGTCATATCGATACGgt aagcgct aaat t aggcct gcct gectattttct ccgaaaaaccgt aggggt aggcacaagge : 3785
g- V- 166 : TGGTCATATCGATACGgt aagcgct aaat t aggcct gcct gecct atttt ct ccgaaaaaccgt aggggt aggcacaagge : 3920
yk726g11.5 1 TGGTCATATCGATACG - - - - - - - == - - oo o s o oo oo o oo oo 382
TO02B11. 7 aggccgcagt gt cactctattgctaattccat aaattt cagTGGACTCTAACGT CACCGCATGTGCTGATACATCCGACA @ 3865
g- V- 166 : aggccgcagtgtcactctattgctaattccat aaatttcagTGGACTCTAACGT CACCGCATGTGCTGATACATCCGACA : 4000
YK726Q911.5 & ----- oo TGGACTCTAACGTCACCGCATGTGCTGATACATCCGACA : 421
TO02B11. 7 AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGT GCAAAAGAGCAGGGT TGCTCAATTTATGACACT GCT CAGCTGAAGGTGATGTGT @ 3945
g- V- 166 © AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGT GCAAAAGAGCAGGGT TGCTCAATTTATGACACTGCTCAGCTGAAGGTGATGTGT @ 4080
yk726911.5 : AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGT GCAAAAGAGCAGGGT TGCTCAATTTATGACACT GCTCAGCTGAAGGTGATGTGT @ 501
TO2B11. 7 GCGGCGACTATGGATTTGT GT GGGAAGGT GGCGT CAGATGATGGGACATgt aaggacaggt t t cccaagagccagt gagt 4025
g- V- 166 1 GCGGCGACTATGGATTTGT GTGGGAAGGT GGCGT CAGAT GAT GGGACAT GTAAGGACAGGT TTCCCAAGAGCCAgt gagt 4160
yk726911.5 : GCGGCGACTATGGATTTGTGT GGGAAGGT GGCGT CAGAT GAT GGGACAT GTAAGGACAGGT TTCCCAAGAGCCA: - - - - - 575
TO02B11. 7 tttggggaggt cat ggaagaggagt gacgt cacaagt gt cct agattttaaaat cttcgaaatttcaccttccagATGCT : 4105
g- V- 166 : tttggggaggt cat ggaagaggagt gacgt cacaagt gt cct agattttaaaat cttcgaaatttcaccttccagATGCT : 4240
VKT 2601 0. B 1 - - m - oo ATGCT : 580
TO02B11. 7 CTACCTACT CCACGAACGGAAT GT GCACCCAACAACCGCCACT TGCCGCCGAATTCTCATGCGCTGAAACTTGCGGTTTC @ 4185
g- V- 166 :  CTACCTACTCCACGAACGGAAT GT GCACCCAACAACCGCCACT TGCCGCCGAATTCTCATGCGCTGAAACTTGCGGTTTC @ 4320
yk726911.5 : CTACCTACTCCACGAACGGAATGTGCACCCAACAACCGCCACTTGCCGCCGAA: - - - - - - - - - - mm oo oo oo - : 633
TO2B11. 7 TGTACTAATCCGGT TTGAAATAAAATATTTTGTGTTCGTTACTGT TCTTTTGACCAAGT TGAACTTTGATCATTTTACAT : 4265
g- V- 166 TGTACTAATCCGGT TTGAr = - - s s - e s s eeecemcecicmcec e e icmencicmencacmeaaceas © 4338
6.1.33. Sequenzdaten T04G9.2
Cosmids
Ta4:3 T 3459
AceDE Gene Fredictiohs
Ta4G9,2
TA4G9.6
Genie Gene Fredictions
o-K-2732
C. briggsae homologies
cDHA Alignments=
YESEEFE .5 EE EEE 1
yka27¥shs. 5 EEEET
YkIEEFE .3 EEEEE
Embrucrnic cOMA A1ignments
Yk113h8 .5 2 EE 1
ykilshe. 3 E
L] 1868| 1508 zaag| 2568 sees| 50| 4aa8| 4508| Saas|
cDNA Ali gnment Moehrlen
T04G0. 2 m
T04G9. 2 1450bp // tgtgttttcattcttcctatttcctcacttgtattgaatcatgcatttgcaatactttttctttttctt 1520
T04R9. 2 ccagGTATCGGT GCACAAT GAGAGAATACGT GCTGATATTTCTAGTAGCCCCAGTTTTTGCAGCCATCTTGGGTCCATAT @ 1600
g- %2732 @ oo ATGAGAGAATACGT GCTGATATTTCTAGTAGCCCCAGT TTTTGCAGCCATCTTGGGT CCATAT : 63
T04R9. 2 GATATTCCACCAGAGCTGCCACCTCTGAACGATGAAAACTTTgt aagt t ggt t gt t gct gat agcttattattct gaaaa : 1680
g- X- 2732 : GATATTCCACCAGAGCTGCCACCTCTGAACGATGAAAACTTTgt aagtt ggttgtt gct gat agcttattattctgaaaa : 143
yk118h9 @ -----ieii oo CGATGAAAA - - - - - - oo m oo :
TO4G9. 2 attttttaaattttaattttactgattttccagTTTGACCGI TCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA @ 1760
g- X 2732 : attttttaaattttaattttactgattttccagTTTGACCGTTCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA @ 223
yk118h9 @ ---miiee e TTGACCGTTCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA :
T04G9.2 : CTTTGAGCTCGGAACTCGCATCACCGCTGCAATGGCT CACGACAACGGCGACGACAT CTGGGATTCGGATGCCATGTACA @ 1840
g- X- 2732 : CTTTGAGCTCGGAACTCGCATCACCGCTGCAATGGCTCACGACAACGGCGACGACATCTGGGATTCGGATGCCATGTACA @ 303
yk118h9 CTTTGAGCTCGGAACT CGCATCACCGCT GCAAT GGCT CACGACAACGGCGACGACAT CTGGGATTCGGATGCCATGTACA
TO4G9. 2 GCAAAGACAGATTTGAAGGAGATATCGCTAATCGATAATgt t agt t ctt t cct t aaaggat ccgat aaaaaatttttgttt 1920
g- X- 2732 : GCAAAGACAGATTTGAAGGAGATATCGCTAATGATAATgt t agttctttcctt aaaggat ccgat aaaaaatttttgttt 383
yk118h9 GCAAAGACAGAT TTGAAGGAGATATCGCTAATGATAAT- - - - - - - - o oo mm oo e oo oo o
T04G9. 2 ccagCTCAATGCTTCTACTGCTGAGCTTTTTGCGAAT GGT GGCTCCGGAAA GT CT GAAGACGGAAAGT GGT ATAACGCTA @ 2000
g- X- 2732 : ccagCTCAATGCTTCTACTGCTGAGCT TTTTGCGAATGGT GGCTCCGGAAAGT CTGAAGACGGAAAGTGGTATAACGCTA @ 463
yk118h9 - - - - CTCAATGCTTCTACTGCTGAGCT TTTTGCGAATGGT GGCTCCGGAAAGT CTGAAGACGGAAAGT GGTATAACGCTA :
TO4GO. 2f M - - o s oo e GTCTGAAGACGGAAAGT GGTATAACGCTA
T04G9. 2 TCAAAAACCGACT TCAACT TTGGCCAGAGGGCAGAAT CCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAGgt t cgta @ 2080
g- X- 2732 : TCAAAAACCGACTTCAACTTTGGCCAGAGGGCAGAAT CCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAGgttcgta @ 543
yk118h9 TCAAAAACCGACT TCAACT TTGGCCAGAGGGCAGAATCCCATACACGATTTCGT CTCAATACAGCTCTTACAG - - - - - - :
T04G9. 2f m  TCAAAAACCGACT TCAACT TTGGCCAGAGGGCAGAAT CCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAG - - - - - -
TO4G9.2 : tttctaagatcataagacgatcttttcaagtgtcgcatccggtcaagccagacaattctattggtacttttttgtattag : 2160
g- X- 2732 : tttctaagatcataagacgatcttttcaagtgtcgcatccggtcaagccagacaattctattggtacttttttgtattag : 623
T04G9. 2 caaagagcaaacaat cacagagaaaacat gaaat ttgat gcgcgcctttt gt ggagt acagtttgagagattgtccagaa : 2240
g- X- 2732 : caaagagcaaacaat cacagagaaaacat gaaatttgatgcgcgccttttgtggagtacagtttgagagattgtccagaa : 703
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TO4G9.2 : acttgaaaat caaacaacaaagatcaacaatttattttttgcagTCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGE @ 2320
g- X- 2732 : acttgaaaat caaacaacaaagat caacaatttattttttgcagTCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC : 783
YKLLBAY ¢ - e m e e e CGNTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC
TOAGY. 2f MM = w o m e e et e e TCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGE

TO4G9.2 : ATCACATACTTGCATCAGATGGGTTCCAAAAGAGGCAGCT GATGTCAACTACGT CCACATCTACCCAGACAGAGGATGTT : 2400
g- X 2732 : ATCACATACTTGCATCAGATGGGTTCCAAAAGAGGCAGCT GATGTCAACTACGT CCACATCTACCCAGACAGAGGATGTT : 863
YK118N9 : ATCACATACTTG - - = - - - === = == @ m e @ m ot @ttt ettt e i oo :
T04GO. 2f m ATCACATACTTGCATCAGAT GGGT TCCAAAAGAGGCAGCT GATGTCAACTACGT CCACAT CTACCCAGACAGAGGATGTT

TO4G(9. 2 : ACTCGATGGTGGGAAAGATGGgt at gaact agaaat at atttcttagcgact aat cacaaact gt t aagGAGGAAAGCAA @ 2480
g- X- 2732 : ACTCGATGGTGGGAAAGATGGgt at gaact agaaat at attt ctt agcgact aat cacaaact gt t aagGAGGAAAGCAA @ 943
TO4G9. 2f m  ACTCGATGGTGGGAAAGAT GG - - - = = - - s mm o m s o oo oo GAGGAAAGCAA :

T04G9.2 : TCGCTATCACTTGGITCTGGT TGTATTCAAAAAGGAATCATTCTTCACGAGT TGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA : 2560
g- X- 2732 : TCGCTATCACTTGGTTCTGGT TGTATTCAAAAAGGAATCATTCTTCACGAGT TGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA : 1023
TO4G9. 2f m TCGCTATCACTTGGTTCTGGT TGTATTCAAAAAGGAAT CATTCTTCACGAGT TGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA

TO4G9. 2 : ACAATCCCGAACTGATCGTGACGATCATATCACAATTATGT GGAACAATATTCAAGCAGGAATGCAGGGACAGTTCGAGA @ 2640
g- X- 2732 . ACAATCCCGAACTGATCGTGACGATCATATCACAATTATGT GGAACAATATTCAAGCAGGAATGCAGGGACAGTTCGAGA 1103
TO4G9. 2f m  ACAATCCCGAACT GATCGT GACGATCATATCACAATTAT GTGGAACAATAT TCAAGCAGGAAT GCAGGGACAGTTCGAGA

TO4G9.2 : AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACTGGTTATGATTACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC © 2720
0- X- 2732 : AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACTGGTTATGATTACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC : 1183
< 1T A= TATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC :
T04G9. 2f m  AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACT GGTTATGAT TACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC :

TO4G9. 2 : TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAAT GGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTGA @ 2800
g- X- 2732 . TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAAT GGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTCGA @ 1263
yk366f 6. 5: TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAAT GGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGT TCTCAAAAGTTGA
TO4G9. 2f m  TCGAGAAATGGACAACCAACTATGAT TCCTAAGAAGAAT GGAGCCACTAT TGGACAGAGAAATGGGT TCTCAAAAGT TGA :

TO4G9.2 : CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTGgt atgtttacatcaattctcattaacttattcaagaagttaa : 2880
g- X- 2732 : CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTCGgt at gttt acat caattctcattaacttattcaagaagttaa : 1343
yk366f 6. 5: CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGITG - - - - - - - - s o s m o mm oo e oo o :
TO4G9. 2f m CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTG - - - - === - - - s s s oo mmmmm oo oo oo oo oo -

TO4G9.2 : atgtaacattttcagAAGGAGAAAAACCAACCACCT CCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT @ 2960
g- X-2732 : atgtaacattttcagAAGGAGAAAAACCAACCACCT CCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT 1423
yk366f6.5: --------------- AAGGAGAAAAACCAACCACCT CCGCTCCAACAT CGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT
TO4G9. 2fm --------------- AAGGAGAAAAACCAACCACCT CCGCTCCAACAT CGGGACCAATCGT TATCACTGTGAAGCCAGTT

T04G9. 2 : GITATAACAACCGGAAAGCCGCCAGT CATTCAAACAGT TTCCCCAGCCGT CCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT @ 3040
g- X- 2732 : GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGT CATTCAAACAGT TTCCCCAGCCGT CCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT @ 1503
yk366f 6. 5: GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGT CATTCAAACAGT TTCCCCAGCCGT CCCATTGAAGCCAAGCGAGT GCAGAAATCT
T04G9. 2f m  GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGT CATTCAAACAGT TTCCCCAGCCGT CCCATTGAAGCCAAGCGAGT GCAGAAATCT

TO4G9.2 : TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAGGL t cgct gaaaat aaact t t gaaaaaaacct gaaaatgtgtttttttt : 3120
0- X 2732 : TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAGQ! t cgct gaaaat aaact t t gaaaaaaacct gaaaatgtgtttttttt : 1583
yk366f 6. 5: TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAG: - - = = - = = = = = = = = = = = = == == m o m e mm oo oo oo o :
T04G9. 2f m  TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAG: - - = = - = = = = = = = <% = @ m @ ot e @ e ome o e ce e oo emes

TO4GO.2 : tcagGATGGTGCATCAGAAATCCAGGTTGGATGCGT GCCAACT GOCCAAT TTCATGT GGAATGTGCATTCCAACCAAGGA © 3200
g- X- 2732 : tcagGATGGTGCATCAGAAAT CCAGGT TGGATGCGT GCCAACT GCCCAAT T TCAT GT GGAAT GTGCATTCCAACCAAGGA © 1663
yk366f 6. 5: - - - - GATGGTGCATCAGAAATCCA - = - = - - = - = = = &« @ x @ x @ f @ f ot ot f o m et e oe oo :
T04G9. 2f m - - - - GATGGT GCATCAGAAAT CCAGGT TGGAT GCGT GCCAACT GOCCAAT TTCAT- - < = - - = = w = e e e me e e

TO4G®9.2 : //730bp// CTCCGATCGCAAACATTTTTGCTCACACT GGAAGAGCGCTGGATTCTGTGAAGGAATCTTCATGAACTAC @ 4000
g- X- 2732 : //730bp// CTCCGATCGCAAACATTTTTGCTCACACT GGAAGAGCGCTGGATTCTGTGAAGGAATCTTCATGAACTAC @ 2463

8 1 T T GAAGAGCGCTGGATTCTGT GTAGGAATCTTCNTGNGCTAC
YKBEBF 6 <= mm o m o m e o e e GTGAAGGAATCTTCATGAACTAC :
TO4G9.2 : ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGBOCTTTGCTAA - - = - < < -« << o xm w o m o e s e oc o e e e oo : 4039
g- X- 2732 : ATGAAAAAGAACT GCCCAGCATCATGTGGOCTTTGCTAA- - - - - - - = -« = - e e e e e e e e e : 2502

yk118h9. 3: ATGAAAAAGAACT GCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAAACGGTACCATTCCACAATTTCGAGTGCTTTTTCTTCTATTT
yk366f6 : ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAAACGGTACCATTCCACAATTTCGAGTGCTTTTTCTTCTATTT

6.1.34. Sequenzdaten T11F9.3

TiiFg T1iF9
AceDE Gene Fredictions

T11F9. 3
Genie Gene Fredictions
g-W-2325
cOMA A Tighments
Saa| 1868 15a8| 2688
cDNA Ali gnment Moehrl en

T11F9. 3fm
T11F9. 3 ¢ cccmmmmmmmeaaoo ATGTTCCGAGATGCGATAAATTACT TGGAAAATCACACTTGTCTTAAATTTGAGTATAACG : 61

g-V-2325 : //250bp// ATGCAAGCCATGTTCCGAGATGCGATAAATTACTTGGAAAATCACACTTGTCTTAAATTTGAGTATAACG @ 320
T11F9. 3 : AGAATGCAGAAACTGCAGT TAGAATTAGAAAAGGAAAT GGATGT TATTCATTGTATGGAATGCACGCAGGAGAAGTTCAA @ 141
g- V-2325 : AGAATGCAGAAACTGCAGTTAGAATTAGAAAAGGAAATGGATGT TATTCATTGTATGGAATGCACGCAGGAGAAGTTCAA @ 400

T11F9. 3 : GATCTTACATTAGATTACAATTGTGCATCTTTTGGAACAGCTGTTCACGAAATCATGCATGCACTTGGAATTGCCCATGG @ 221
g- V-2325 . GATCTTACATTAGATTACAATTGTGCATCTTTTGGAACAGCTGI TCACGAAATCATGCATGCACTTGGAATTGCCCATGG @ 480
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T11F9. 3 © TCAAGCTAGAAGT GATAGGGACGATTATCTTATAGT TGATTCAACTAATTCAAATGATGGTATTGAGAACACTGAAAATC :
g- V- 2325 : TCAAGCTAGAAGTGATAGGGACGATTATCTTAT AGT TGATTCAACTAATTCAAATGATGGTATTGAGAACACTGAAAATC
TAAFD. Bf M L - i C:
T11F9. 3 : TTGTTCCGTTTGATTATGGAAGCGTCATGCTTTATGCACGAGAgt gagt aaaattttacttttcagacttctttattaca :

g- V-2325 : TTGITCCGITTGATTATGGAAGCGTCATGCTTTATGCACGAGAgt gagt aaaattttacttttcagacttctttattaca :

T11F9. 3fm : TTGTTCCGTTTGATTATGGAAGCGT CATGCTTTATGCACGAGA - - - - - = - < = - = =« = == < m = ww e oe oo oe oo e e

T11F9.3 : actaggct gttt cagTCCTCACAGTGATAAACGAATTCCGATAGAT CCAGAATATAACTTCACAATGGGAAGCCTTCGAG :
g- V- 2325 : actaggct gttt cagTCCTCACAGT GATAAACGAATTCCGATAGAT CCAGAATATAACT TCACAATGGGAAGCCTTCGAG :
TIIF9.3fm: -------mmo- - TCCTCACAGT GATAAACGAATTCCGATAGATCCAGAATATAACTTCACAATGGGAAGCCTTCGAG
T11F9. 3 : TTGCGTTTTATGATATGGT TTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGT GATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA :

g- V-2325 : TTGCGTTTTATGATATGGTTTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGTGATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA
T11F9. 3f m : TTGCGTTTTATGATATGGTTTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGTGATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA :

T11F9. 3 : AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGTGAAGAATGT CTTTGTACTGACGGATTCAATGGT CAATTATGCGATCAGCA @
g- V- 2325 . AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGTGAAGAATGTCTTTGTACTGACGGATTCAATGGT CAATTATGCGATCAGCA
T11F9. 3f m : AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGT GAAGAATGTCTTTGTACT GACGGATTCAATGGT CAATTATGCGATCAGCA

T11F9. 3 : TGAAGGAGTTTACGT TTTGGAAGCTAAAAAAGAAT GGGAT GCAT CAGGAGT GCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA :
g- V- 2325 : TGAAGGAGTTTACGTTTTGGAAGCTAAAAAAGAAT GGGATGCAT CAGGAGT GCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA
T11F9. 3f m : TGAAGGAGT TTACGT TTTGGAAGCTAAAAAAGAAT GGGAT GCATCAGGAGT GCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA

T11F9.3 : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACTgt aagaact at cagagaact aaccagagaat t aaaaaaaat t
g- V- 2325 : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACTgt aagaact at cagagaact aaccagagaat t aaaaaaaat t
T11F9. 3fm : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACT - - - - - - - - s s oo e e oo oo

T11F9.3 . 11 cagGCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGT TCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGATTAT
g- V-2325 : ttcagGCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGTTCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGATTAT
T11F9.3fm: ----- GCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGT TCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGA- - - -
T11F9.3 © AATGGTGTTGAATTGAAATACAAAACT GATCGACGAATTGTGAGCCCATTAGTATGCTGTGATAATGATAATTTATGGAA :
g- V-2325 . AATGGTGITGAATTGAAATACAAAACTGATCGACGAATTGTGAGCCCATTAGTATGCTGTGATAATGATAATTTATGGAA
T11F9.3 . TAAGACACGATCATCAACCAATAATCCATTCATTATTGCAAAATATGGAAATAACCGAACACCTCACTTTGAATTCGAAT

g- V-2325 : TAAGACACGATCATCAACCAATAATCCATTCATTATTGCAAAATATGGAAATAACCGAACACCTCACTTTGAATTCGAAT

6.1.35. Sequenzdaten T11F9.5

oS ids
T11F9 T11F9
AceDE Gene Fredictions
Ti1F9.5
Genie Gene Fredictions
sv-oes gy
g=W-2326
cOMA Alignments
Saa| 1a8a| 1568|
cDNA Ali gnnent Moehrl en
TL1F. 5t m

T11F9.5 : ATGAACTATTTTATTACTTTCTTCTTTATGCATATTGCTGTATTGAATTTTTATTTTCGATTTTCGAATGGAAATAAGAT
T11F9.5 :  TGTAATGAGAGT CGGT GGTAGT CCTGAAACAAAAAGAT TGGAGCGAT CAAAGCGT CAAGCT TTACGCAT GGACAATGAAC
g- V-2326 : - ---ATGAGAGTCGGTGGTAGT CCTGAAACAAAAAGAT TGGAGCGAT CAAAGCGT CAAGCT TTACGCATGGACAATGAAC
T11F9.5 : CTCGATGGCCTCGTGGAACTATTAATTATTTTTTCGATGAACAACGTTTTGgt aaaact t caaattct ggcatttttagt
g- V- 2326 : CTCGATGGCCTCGTGGAACTATTAATTATTTTTTCGATGAACAACGTTTTCGgt aaaactt caaattctggecatttttagt
T11F9.5 © tattcattttcagATGAAAATTCGAGAGCAACCGT GCTGAGAGCAAT GGAAAAAATATCTAACCACACATGTATCAAGTT
g-V-2326 : tattcattttcagATGAAAATTCGAGAGCAACCGT GCTGAGAGCAATGGAAAAAATATCTAACCACACATGTATCAAGTT
T11F9.5 : TTCTCCAAAAGATGCACGAATAAAACTT CGAATTGT GAGT GATAAAGGAT GCCAAGCGGCCAT TGGACGAGT TGGGGGAG
g- V- 2326 : TTCTCCAAAAGATGCACGAATAAAACT TCGAATTGT GAGT GATAAAGGAT GCCAAGCGGCCAT TGGACGAGT TGGGGGAG
T11F9.5 : ATCAGCAATATTTGAGTTTTCCTACATCTTGCTATAGT GT TGGAAGT GCAAGTGAGCTGATTCATGTAATTGGCTTTCTT
g- V-2326 : ATCAGCAATATTTGAGTTTTCCTACATCTTGCTATAGTGTTGGAAGT GCAAGT GAGCTGATTCATGTAATTGCGCTTTCTT
T11F9.5 . CATTCTCATCAAAGGGCT GATCGT GACGAATACCT TAAGT TGAACT TGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGT TTCAAAC :
g- V- 2326 : CATTCTCATCAAAGGGCTGATCGT GACGAATACCT TAAGT TGAACT TGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGT TTCAAAC
TLILIFQ. 5FM © o memo e e AATACCTTAAGT TGAACT TGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGTTTCAAAC :
T11F9.5 : AATGCAGTATAAAAAGTATTTGGATCAATGGT GGATTGTACCATATGATTATGGTAGTATCATGCAATACCATGATTCTG :

g- V-2326 : AATGCAGTATAAAAAGTATTTGGATCAATGGT GGATTGTACCATATGATTATGGTAGTATCATGCAATACCATGATTCTG
T11F9.5fm : AATGCAGTATAAAAAGTATT TGGATCAATGGTGGATTGTACCATATGATTATGGTAGTAT CATGCAATACCATGATTCTG :

T11F9.5 : Agtaagtatgtttttggtgagaaaat aataagtttaagaaattccagTAATGAATATGGGCCTAAAAATTCAAAATACTT
g-V-2326 : Agtaagtatgtttttggtgagaaaataataagtttaagaaattccagtaatgaatatgggcctaaaaattcaaaatactt

TIIF9. 5fm i Ac--- o i oo e TAATGAATATGGGCCTAAAAATTCAAAATACTT
T11F9.5 . CCGAACAATGGGTTCGCAAATACCTTCGTATTTCGATTATCTGATGATTAACGAATACTACCAATGT TCTTGT GAAGGGG :
g-V-2326 : ccgaacaatgggttcgcaaataccttcgtatttcgattatctgatgattaacgaatactaccaatgttcttgtgaagggg :

T11F9. 5f m : CCGAACAATGGGT TCGCAAATACCTTCGTATTTCGATTAT CTGATGATTAACGAATACTACCAATGTTCTTGTGAAGGGG

T11F9.5 : AAGAACAAATAAACT GCAAGAAT CGAGGGT ATCCAAATCCAGGAAATTGTTCTGAATGCAATTGTCCTCTCGGTTTTGGG
g- V- 2326 : aagaacaaat aaact gcaagAATCGAGGGTATCCAAAT CCAGGAAATTGT TCTGAATGCAATTGTCCTCTCGGTTTTGEG

TLLFG, 5fM i AAG- = === === m s m e m e e e e e e e e e e

1 T T c o1 S
g- V- 2326 : GGCTGACTGTAGCGACGTTGCAAAACCAGCTGTCATTGTAGAATCA / /400 bp

301
560

381
640
19

461
720
84

541
800
164

621
880
244

701
960
324

781
1040
362

861
1120
422

941
1200

1021
1280

80

160
76

240
156

320
236

400
316

480
396

560
476
52

640
556
132

720
636
166

800
716
242
880
796

886
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6.1.36. Sequenzdaten T11F9.6

Ti1iF3 TiiF9
AcelE Gene Fredictions

Ti1F9. 6

TiLFg.Y e —

Genie Gene Fredictions

g-M-E3F2T
cOMA A1 ignments
a0 taga| 1568|
cDNA Al i gnment Moehrlen
T11F9. 6fm
T11F9.6 : ATGAAGTCGTTTTTTATTCTTCTCTCAATTTTACAAGAGT GCTATGGAAAGGATATTGTTGCAAGAATTGGTGGAAGAAA 80
g- V- 2327 : ATGAAGTCGTTTTTTATTCTTCTCTCAATTTTACAAGAGT GCTATGGAAAGCGATATTGT TGCAAGAATTGGT GGAAGAAA 80

T11F9.6 : TGICGCCGAAAAAATTGGTGGAGCCCGT CATAGGAGACAAGTATTGATTCGT GGGTCAGATGAAGAGCGACGACATAAAT @ 160
g- V- 2327 : TGTCGCCGAAAAAATTGGT GGAGCCCGT CATAGGAGACAAGTATTGATTCGT GGGTCAGATGAAGAGCGACGACATAAAT : 160

T11F9.6 : GGITCAACAATACAGTACATTATTATTTTTATGAAGAAAATTTCGgt t agt gt t cat gt gat gcaaattatttctcaaat : 240
g- V- 2327 : GGTTCAACAATACAGTACATTATTATTTTTATGAAGAAAATTTCGgt t agt gt t cat gt gat gcaaattatttctcaaat : 240

T11F9.6 : taattaagATTTCACTGTGAAAGAGT CAATACTTCGTGCAATGGAATTGATATCCAATCATACCTGCATTAAATTCTCAA @ 320
g- V- 2327 : taattaagATTTCACTGIGAAAGAGT CAATACTTCGTGCAATGGAATTGATATCCAATCATACCTGCATTAAATTCTCAA @ 320

T11F9.6 : CAGAACCATCTGAAAAATCAATTCGAATGGAAAGT GATTCCACGACAATCGCATGTTATGCAGAAATTGGTCAGGTCCGA @ 400
g- V- 2327 : CAGAACCATCTGAAAAAT CAATTCGAAT GGAAAGT GATTCCACGACAATCGCATGTTATGCAGAAATTGGTCAGGTCCGA : 400

T11F9. 6 : GAGAATCAACTTTTTAGTTTCAACTCAGACTGCTATTCTGCTGGTGTTGOCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT 480
0- V- 2327 : GAGAATCAACTTTTTAGTTTCAACTCAGACTGCTATTCTGCTGGTGTTGCCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT 480
=T 1 CTGCTGGTGTTGOCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT

T11F9.6 : TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC 560
g- V- 2327 : TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC . 560
T11F9. 6f m TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC :

T11F9.6 : AGGAACAATACAAAATTTGGGAATAT CAAGAGATACTTGTTCCATATGATGTTGGGAGI GTCATGCAATATCCAAATGAA 640
g- V- 2327 : AGGAACAATACAAAATTTGGGAATATCAAGAGATACTTGTTCCATATGATgt t gggagt gt cat gcaat at ccaaatgaa : 640
T11F9. 6f m AGGAACAATACAAAATTTGGGAATATCAAGAGATACTTGTTCCATATGATGTTGGGAGTGTCATGCAAT - - - - - - - - - - - :

TLIFO. B & GAGTAA- - - - - - - oo oo oo oo oo oo © 646
g- V- 2327 : gagt aagt cgggaat ct agcct aaatccacttatgtttcacaaatgtttaaaaaatgtgttatttgtttagaaacttcta : 720

g- V-2327 : 2418bp // GTGAAGAAACTTCATAG : 3148

6.1.37. Sequenzdaten T23F4.3

Ta2IF4 4
AcelE Gene Fredictions
Ta25F4. 3
Genie Gene Fredictions
g-II-266
COMA ATignments
8| Saa| 1688 1584| zaas| 25a0| L] 3584| 4588| 4584|
cDNA Ali gnment Moehrl en
T23F4. 3fm ==
T23F4.4 443bp/ /| CCGACAGAAGCACAAAAAGT GGAAGCTTCCGATGCCTTACTCTTTTGACAGGAATTTTCGTGAGTTTTTA 513
g-11-266 : 2251bp// CGACAGAAGCACAAAAAGT GGAAGCTTCCGATGCCTTACTCTTTTGACAGGAATTTTCgt gagttttta : 2320
T23F4.4 : CGCGAGAAAAATAGATCAAACTACAgt aatttatatttttagat agt aggt caaagt gcagtaaggtttat ggaaattag : 593
g-11-266 : cgcgagaaaaat agat caaactacagtaatttatatttttagatagtaggtcaaagtgcagtaaggtttatggaaattag : 2400
T23F4.4 : //1ntron 335bp//accccaccgtatt ccagCCTCCCGTTCCCGACAGCGAGTCCTTGAAGCCATGCAATTTTGGAGT 993

g-11-266 : //Intron 335bp//accccaccgtattccagCCTCCCGTTCCCGACAGCGAGTCCTTGAAGCCATGCAATTTTGGAGT @ 2800

T23F4.4 . GAAAAAACATGTGTAACATTCCATGAAAATCGATATGTATACCCCCATGT GAGCATATTCGAAGGAAATGGATGCTGGAG @ 1073
g-11-266 : GAAAAAACATGTGTAACATTCCATGAAAATCGATATGTATACCCCCATGT GAGCATATTCGAAGGAAATGGATGCTGGAG @ 2880

T23F4.4 . TTTTGITGGAAAGCAGCCAAGT CTCCGCGAGCAGT CGT TGT CACTGGAGCGCAGTTGCACCGATCACACTTTTGIGGTGG @ 1153
g-11-266 : TTTTGTTGGAAAGCAGCCAAGT CTCCGCGAGCAGT CGT TGT CACT GGAGCGCAGT TGCACCGATCACACTTTTGTGGTGG @ 2960

T23F4.4 . CCCATGAGATTGCACATACTCTTGGATTTTATCATGAACACGCAAGAGGCGATCGGGATCAATTTATATCGATTGATTAT @ 1233
g-11-266 : CCCATGAGATTGCACATACTCTTGGATTT TATCATGAACACGCAAGAGGCGATCGGGATCAATTTATATCGATTGATTAT @ 3040

T23F4.4 : TCGAATGTTAACCCGAATTTGACATTTGCGTTTGCAAAAgt gagtttttttgcaaattttg //Intron 255bp// © 1313
g-11-266 : TCGAATGTTAACCCGAATTTGACATTTGCGTTTGCAAAAgt gagtttttttgcaaattttg //Intron 255bp// : 3120

T23F4.4 : aaaagtttcagccaaaattagttttttcatttttagtttttttttcagGAATCCGAAAAACAACTGGACCATCAAGAAGC : 1633
g-11-266 : aaaagtttcagccaaaattagttttttcatttttagtttttttttcagGAATCCGAAAAACAACTGGACCATCAAGAAGC : 3440

T23F4.4 . GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGATCAGT TCGCCGTGAACACCAATCGCCCGGTGATCTACGCCA @ 1713
g-11-266 : GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGATCAGT TCGCCGT GAACACCAATCGCCCGGTGATCTACGCCA @ 3520
T23F4. 4f m GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGAT CAGT TCGCCGT GAACACCAAT CGCCCGGTGATCTACGCCA

T23F4.4 : GAGATCAAAAGTTCGCTCAGGCTATGGGAAATCGGATGAGAGCCACGT TTCAGGATGTCTCGAGGATG/ /  1560bp
g-11-266 : GAGATCAAAAGTTCGCTCAGGCTATGGGAAAT CGGATGAGAGCCACGT TTCAGGATGTCTCGAGGAT/ /| 6200bp
T23F4. 4 M GAGATCAAAAGT- - - = = = = <= = = = = & = & % & & & & f & il
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6.1.38. Sequenzdaten T23H4.3

TasH4
AceDE Gene Fredictiohs
Ta3H4 . 3
Genie Gene Fredictions
g-1-158a9
COMA A Tignments
e8| 1888| 1584 ELLE] 2580
T23H4.3 : ATGGACATCAAACAGTTATTGTTAAGCATTATTTTGACTGTTTCGGTGGTCAATGGACGGYt aagt gtttactgatttat 80
g-1-1809 : ATGGACATCAAACAGTTATTGTTAAGCATTATTTTGACTGITTCGGTGGTCAATGGACGGyt aagt gtttactgatttat 80
T23H4.3 : ggagaaat gct gat cagaactttaacttctt cagGGTCGACGGATCAATATATATGGTGCTGAAAAT/ / 1530bp/ / ;160
g-1-1809 : ggagaaat gct gat cagaactttaacttctt cagGGTCGACGGATCAATATATATGGTGCTGAAAAT/ / 1530bp/ / : 160

T23H4.3 : ttttcagAAAGTTATTGGT CACCCCAAAGATGCTTCTAGCAATGACTATAAGAAAGT GTGTGCAATCTAT/ / 285bp
g-1-1809 : ttttcagAAAGTTATTGGTCACCCCAAAGATGCTTCTAGCAATGACTATAAGAAAGT GTGTGCAATCTAT/ / 285bp

6.1.39. Sequenzdaten T24A11.3

Cosmids
Ta4A11 T24A11
AcelE Gehne Fredictions
T24A11.2 E

T4 e ww oy ®E
TE4A1L 4 e o
Genie Gene Fredictions

~III-452
= E

2-111-453 m e r Tmxam HE W@

G, Briggosas homologies
cOHA ATighments
cmalalz. 3
ykTIas. 3
Yk296d6. 3
gk7Ias. 5 EE
yk296dE. 5 EEEE
cmalalz. s

Embrdonic COMA Alignments
Sea|  i@pa|  1Ses|  2eea|  25Ses|  Se@s| SSes|  4pe8|  45ea|  Seed

T24A11.3 : 270bp // ACCAAATCCCTACTATTTTCAGATAACTTCCAAAGT TTGATCCGACGT GGAATTCGTATGT GGGAAGAT © 322

g-111-483 : 1530bp // accaaatccctactattttcagATAACTTCCAAAGTTTGATCCGACGT GGAATTCGTATGTGGGAAGAT : 1600
yk729€4.5 1 -----oie e ATAACTTCCAAAGT TTGATCCGACGT GGAATTCGTAT GTGGGAAG- - : 45
T24A11.3 : TCGACGTGCCTGAGATTTAAAGAAAATCAACAGgt t aggcgaagt gggat aaat ct gaaaacatttcggagaaaaattag : 402
g-111-483 : TCGACGTGCCTGAGATTTAAAGAAAATCAACAGQL t aggcgaagt gggat aaat ct gaaaacat t t cggagaaaaattag : 1680
T24A11.3 : // Intron 580bp // agaaaatcggaaaaaccaaattttcataactgtttttccagAGCCGTGACGCAATCCGAT : 1042
g-111-483 : // Intron 580bp // agaaaatcggaaaaaccaaattttcataactgtttttccagAGCCGTGACGCAATCCGAT : 2320
T24A11.3 : ATGITCTCGAAAAAGGAGACAGT TGTTTCACAGAATACATTGGCCGAAACGGAGGACATCAAGACATCATAATTGGCTCC @ 1122
g-111-483 : ATGTTCTCGAAAAAGGAGACAGT TGTTTCACAGAATACAT TGGCCGAAACGGAGGACAT CAAGACATCATAATTGGCTCC @ 2400
cnDlal2 R TTGTTTCACAGAATACAT TGGCCGAAACGGAGGACAT CAAGACATCATAATTGGCTCC : 58
T24A11.3 : GAGTGIGCAGAAGAATACGTAGT TGCTCACGAGACCGGGCATGCT CTCGGCT TCTGGCACACTCATCAGCGACCCGATAG @ 1202
g-111-483 : GAGTGIGCAGAAGAATACGTAGT TGCT CACGAGACCGGGCATGCTCTCGGCTTCTGGCACACT CATCAGCGACCCGATAG @ 2480
cnDlal2 :  GAGTGTGCAGAAGAATACGTAGT TGCTCACGAGACCGGGCATGCTCTCGGCTTCTGGCACACTCATCAGCGACCCGATAG @ 138
T24A11.3 : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGT GATGGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC @ 1282
g-111-483 : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGT GAT GGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC @ 2560
cnDlal2 : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGT GAT GGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGOCGT TCCGATCAATGCTTC @ 218
yk296d6 R GGAAAAGT GAT GGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGT TCCGATCAATGCTTC : 55
T24A11.3 : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGT CTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATACAGTTGCT @ 1362
g-111-483 : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGT CTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATACAGTTGCT @ 2640
cnDlal2 : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGT CTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATGCAGTTGCT @ 298
yk296d6 : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGT CTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGT CTGATGCATTATCATGCAGTTGCT @ 135
yk73a3 e GTCTGATGCATTATCATGCAGTTGCT : 26
T24A11.3 : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGT TCCAAAGGAAT TGAAGT ATGT CACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC @ 1442
g-111-483 : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGT TCCAAAGGAAT TGAAGTATGT CACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC @ 2720
cnDlal2 © CATGCGGT TANGGT- = = == = s = s o e e e e e e e e oo i e ee e oo oo aceoaa e nnns : 312
yk296d6 : CATGCGGT TAAGGT GTCGGATTTTACGAT TGTACCAAAGGAATTGAAGT AT GTCACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC @ 215
yk73a3 . CATGCGGT TAAGGT GTCGGATTTTACGAT TGTACCAAAGGAAT TGAAGTATGT CACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC @ 106
T24A11.3 : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGICCAAgt aagt attttctgggggt // Intron 255bp // : 1522
g-111-483 : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTICCAAgt aagt attttctgggggt // Intron 255bp // : 2800
yk296d6  : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTCCAA- - - = - - = = - o e mmm e s mm e e e e : 256
yk73a3 : ATTCCTAGATGCAAAAGT TATCAATGATATTTATTGTCCAA- - - - - - - - oo oo oo e oo oo oo o © 147
T24A11.3 : aatttctgaacagcaaaacaaatttt cagACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG @ 1842
g-111-483 : aatttctgaacagcaaaacaaatttt cagACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG : 3120
yk296d6 e ACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGT TATCCAG : 307

yk73a3 s ACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG © 198
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176

T24A11. 3
g-111-483
yk296d6
yk73a3

T24A11.3
g-111-483
yk296d6
yk73a3

T24A11.3 -
g-111-483 :
yk296d6
yk73a3

T24A11. 3
g-111-483 :

T24A11.3
g-111-483 :

T24A11.3
g-111-483 :

T24A11.3
g-111-483 :

T24A11.3
g-111-483 :

T24A11.3
g-111-483 :

T24A11. 3
g-111-483
yk296d6
yk73a3

yk296d6
yk73a3

yk296d6
yk73a3

yk296d6
yk73a3

yk296d6
yk73a3

6.1.40.

TASESA_SS ‘'3
AceDE Gene Fredictions
TASESA_SS. —“
¥95EEA_ES. 2 S| = e =] - Y
THSEEA_SS.h B ——
TaSESA_SS . B E"h
Genie Gehe Fredictions
g-I-117
cDHA Alighments
Saa| 1amg| 1588| zaan| 25an| Saan| I58E| 4a@n| EL1:0] =120
g-1-117 5130bp //  TGTACGAGGT GAACACCACACCAGCTCCTCACTTTGACAACT TCATCTGGCAACAAAATGCACCAGCTG
g-1-117 TCACACCGGAGCCATTCACATT TGCTCCATTCTCCTTCCCAACT CTTGCCACCGT CGCACCACCAGCT CCAGGACCCGGC
g-1-117 GGCCCGACTCTTGAGCCATTTTTACCGACGACAGCTAGT CCGAAGCT GTTAGCTCATAACACTGCTAGGgt at caaaaaa
YO5BBAB5. g @ ------mmmmoie oo ATGATCCGAGAAATCGCTTCATTTTCCGACGGAGGACG :
g-1-117 : tttgaatactgaatacctccctataactttttcaaattccagATGATCCGAGAAATCCCTTCATTTTCCGACGGAGGACG
Y95B8A85. g : //1530bp//ctactatactatttattttaaattcaaattttctagAAAGGAATCGTTGCTCACGAAGTCGGTCACTCCC
g-1-117 /11530bp//ctactatactatttattttaaattcaaattttctagAAAGGAATCGTTGCTCACGAAGTCGGTCACTCCC
Y95B8A85. g : TAGGCTTTTGGCACGAGCAGT COCGT CCGGATCGGGATGACTACATCCATTTAAGAAAAGACTGGATTA/ / 890bp

g-1-117

ATCCAAACAACTGCAACGT TTGTAGGT GT CCTGAAGGACT TGGAGGACCCGACT GTGGTCGACTTCAGCCATCACgt gag -
ATCCAAACAACTGCAACGT TTGTAGGT GT CCT GAAGGACT TGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGCCATCACgt gag
ATCCAAACAACTGCAACGT T TGTANGT GT CCTGAANGACT TGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGG - - - - - - - - - - :
ATCCAAACAACT GCAACGT TTGTAGGT GT CCT GAAGGACT TGGAGGACCCGACT GT GGT CGACT TCAGCCATCAG - - - -

tttttgatgcgtttcttgatttaaaaat gtatatttgtagCTTGTGGTGGAGAAATTCATGCATCTGATCAATGGCAGAC
tttttgatgcgtttcttgatttaaaaat gtatatttgtagCTTGTGGTGGAGAAATTCATGCATCTGATCAATGGCAGAC :

ACTCTCCAGTCCGTCTGGACGTGATGTTCACTGTTATTGGAGGATTTCTgt aagt tttat tttt aaaaat t caaaaat gc
ACTCTCCAGTCCGTCTGGACGTGATGTTCACTGTTATTGGAGGATTTCTgt aagt tttattt t t aaaaat t caaaaat gc

ggtcat attaggctttacagcttacttttagacagcgcaaaagggcaacgt agcatttatttat gcgaat gagt ct gaca
ggtcatattaggctttacagcttacttttagacagcgcaaaagggcaacgtagcatttatttat gcgaatgagtctgaca

ggagcact ccgacct gt t t gaaacat ggt gcat cgaat t ggatttttagat gttcggct cacccattt aat gcat caage
ggagcact ccgacct gttt gaaacat ggt gcat cgaatt ggatttttagat gttcggcet cacccatttaatgcat caage

gctctgcaccat ccct gaaatt aacaaaattt ct aatt ccagGTICCCCGAAGGCTCCCGAGTTCGTTTCCGTTTGTCAGA
gctctgcaccat ccct gaaat t aacaaaat tt ct aatt ccagGTCCCCGAAGGCTCCCGAGT TCGTTTCCGTTTGTCAGA

TGGAGAATTCCCATGCTCCTACGGATGT CAATCGTACGT CGAAAT CAAGCACAAGCTTGATGTAAGGT TGACTGGTTTCA
TGGAGAATTCCCATGCTCCTACGGATGT CAATCGTACGT CGAAAT CAAGCACAAGCTTGATGTAAGGTTGACTGGTTTCA

GAAGgt aagt aagattgctttttgtctgectgectatcttagtgectgtgtttctcccaacggect gaacaat ggtgcat
GAAGgt aagt aagattgctttttgtctgectgectatcttagt gcct gt gtttctcccaacggect gaacaat ggt gcat

caaaact cacgagccaact at aaaact t t cagTTGT TGCTACCGT CCAAAAGAGGACACAGT CTCGGAAAGCAATCAAAT
caaaact cacgagccaact at aaaact t t cagTTGTTGCTACCGT CCAAAAGAGGACACAGT CTCGGAAAGCAATCAAAT

TTTTGTGATCTACCATCCAAAT GGCCGTACCGCGCGATTCTCCCTCCGATTCCGCCGGCAAGCCTAA: - - - - - - - - - - - -
TTTTGTGATCTACCATCCAAAT GGCCGTACCGCGCGATTCTCCCTCCGATTCCGCCGGCAAGCCTAA - - - = - - == - - - -
————————————————————————————————————— TTNTCCTTCGGATTCOGCCGGCAAGCNTAAATTCATTTTNTAG
----------------------------------------------------------- AAGCCTAAATTCATTTTCTAG

TTNTTNTACTCNTTCCCATTTNTCTNGAATCCCAGGCTTTTTGTTATTGATCTCTTTGITCTGTTTTCCCAGTITTTTCAA
TTCTTCTACTCCTTCCCATTTCTCTCGAATCCCAGCCTTTTTGTTATTGATCTCTTTGITCTGTTTTCCCAGTTTTTCAA

AATACAATTCCTTTATTACGCCCCCGGT GACCTACAAATTAAATGCTCAGT TTCAGGT TTCCTCTCCCAAACACCCTCGA
AANACAATTCCTTTATTACGCCCCCGGT GACCTACAAATTAAATGCTCAGT TTCAGGT TTCCTCTCCCAAACACCCTCGA

ATTTCTGTATATTTCTGCCTCTAATTTTTAATAATTGTCCGTTTTCCCTTATTTTTGCATTTCTTGTCAACTAATTTTTG

ATTTCTGTATATTTCTGCCTCTAATTTTTAATAATTGTCCGTTTTCCCTTATTTTTGCATTTCTTGTCAACTAATTTTTG
8 Yo I o o . 676
TTTCACTTTCATTTTTATACGGGATTNCTATGCACATCTTTGTTTTTCCCCACATTTCAGCGCCCAATG - @ 691

Sequenzdaten Y95B8A.1 (Y95B8A _85.9)

Cosmids

TAGGCTTT TGGCACGAGCAGT CCCGT CCGGATCGGGATGACTACAT CCATTTAAGAAAAGACTGGATTA/ / 1760bp

1922
3200
376
273

2002
3280
313

2082
3360

361

2162
3440

2242
3520

2322
3600

2402
3680

2482
3760

2562
3840

2629
3907
419
382

499
462

579
542

659
622

5200
5280
5360

38
5440

1638
7040
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6.2. Korrigierte Proteinsequenzen von C. elegans
(FASTA Format)

>C 4R79.1i Intronerator prediction g-1V-3005

M_DHVLLLTYCLVSTWRSQPSADVFRSFAGY! PEDHRVTHHEWINSGKFQGDI DGVDPNL LKL PEGPVL FNALKNKQL TWEGGVI PYENMD
TAFSPNEI KI LEKAFDSYRRTTCl RFEKREGQTDYLNI VKGYGCYSQVGRTGEKQE! SLGRGCFFHE! | VHEL MHSVGFWHEHSRADRDDH
I KI NWDNI LPGVKSQFDKI SAVL QDL QGENYDYKSI MHYDSTAFSRNGRNTI ETVENGFTQVI GTAMDLSPLDI VKI NKLYSCKTKKKEKY
KPATTEEPHQLI PQVVDKNSVDSCGEKCVDHFADCPHFAQYCTRASFFFVMKSYCPFTCKHCPGDRKLKKSG

>C _C05D11. 6i Intronerator prediction g-111-1042

M YMBSFYCl SEKMSHSPKNSTFFNLFDQYSMI'SEPSLWWI DTSVPQTET TLNDADFHSDLHQRYDLQTLA KVKDDPTI GNYSECGD! LLE
SPKKFVEENNKLGRNAI KQI YRRWPNNEI PYTLSSQYGSYARSVI ANAMNEYHTKTCVKFVARDPSKHHDYLW HPDEGCYSLVGKTGEKQ
PVSLDSGC QVGTI VHEL MHAVGFFHEQSRQDRDSYI DVWWONVINGADDQFEKYNLNVI SHLDEPYDYASI MHYGPYAFSGSGKKTLVPK
KSGSERMBQRVKFSDI DVRKI NKL YNCPGVSGNNNNNNNNQ NSNS| VNHPQSRYAGLPLSTSNQVTNNRRM Rl FG

>C Q07D10. 4i Intronerator prediction g-11-1703

M_LLPW | TI VTVI PATLGHRNRVCQDDEM_VI SDSTDSL NL EDFEFADKL TREEL FGKH PVEVVNDFKSDI RL PRRHKRNGVSRAAKLWPN
ARl PYAI SPHYSPHERAL L AKAVKQYHEKTCI RFVPRQTGEPDYLFI GKVDGCFSEVGRTSGVQVL SLDNGCVEYAT! | HEMVHWGFYHE
HERWDRDNFI DI | WQNI DRGAL DQFGKVDL SKTSYYGQPYDYKS| LHYDSLAFSKNGFPTM.PKVKSATI GNARDFSDVDI SKI NRMYNCP
VEKSVTAPFARARHVPI YSPQYHKYEDRPKI PLRSFDMQQGPI NPPMAQ PSQSL VWSSSSGRVNYNSNKPSSRKL YAFYGEEEL | LECED
Rl TVCWATADRCRSPAI YQVMSSLCPKTCKFC

>C C17GlL. 6i Intronerator prediction g- X 2881

MKSQACLKVCLALI GLVSI VSTAYI ANDWSDYAEVKEL L AAFYRKHAKKYGHDYDPAAI QAI AENIVDKSVKNDKTEATVNRKLVWNEVFEN
Dl | LTLPQAESL L SESNSPRSRRQAHPDPRNFWPNLTI SYEFYGGEETVWRQLI RSAI RHVEQNVCFKFKENGGDRDGL RYYRGNGCWENVG
RVGGRQLVSI GYGCDSLA VSHETLHAL GLWHEQSRDDRDNFI S| VADKI TRGTEGNFAKRTAANSDNL GQPYDL GSVMHYGAKSFAYDWS
SDTI KTRDWRYQNTI GQRDGLSFKDAKM NTRYCSNVCQRSL PCLNEGYTDPNNCGRCRCPSGYGGT YCETVEYTSCGGSLTASSSYKKI E
SA VQPDANCWIRI RNPGGNVEVM-DQVNFQCADPCQSYVEVKYL SQKTSTGAR_CCSLPSVI RSEGDDVI | | LRGTPNTAVGARGFTLKY
RAlI GGTPI TPATVRPTYATTTRPYWTRTASGN HI KNPPLYKPDGQ YTSDEQSAETKYSSEEL YDPSTFLSPSSSSASPALLLPSDASPQ
RPSAQEHDL SQL SQNAL TRPTPTT TVAPDTASWSAWGEWEACSQPCGGEOGT KTRVRACYGGENQVCPGSNL DRESCNAHACAKPKKGM CNG
RLLLPCDLLAKLNFGSNNYLNPKLKQSGFARSSTLPLPRI SQRKPVFVNEL EVHPPTERFL SSSTRRVKRQTANRFCEKRFI YQCPTALLT
| QVEYKPDTQGTNDAYFQQYPECCSGYTPRRGVCYKN

>C _C24F3. 3 wornpep prediction

MYl PQFSI YFCLGYLLLFCKI SNAVKQSVEI NQELI TEANKEHTVFGDIVREL QL RRPSETAFSVLTPAQLI RYENSKDSDL S| RGVSI KG
SSMNRWBNNI VPYVI SPQYSPAQKQ LVSSLRYFERVSCFKFVERTTQNDYLFI VPLDGCYSYVGKI GGRQTLSLAADCI ADYI | WHEMVH
Al GFEHEHQRPDRDSFI RVDYANVI PGQM NFDKLKTSHVEYPDI YDFKSI MHYDGYAFGRVDTARRVRLATMIPLKPGVTLEDNVKFTAT
DI EKLNRL GQOCGARGEQYSNQGVVASTCQDVATAVSCEGNRRRGVCKNPFYKQWM KSCQKTCRLCSYTRM DEDDDLTPNTTVKSVKCED
KHPRCDI YSHNGFCTLPFYDDVRYQLCAKTCNLC

>C _C26C6. 3 wor npep prediction

MRLCHSI | LFNSLI SI S| CSKADDPAL LVASEFKEHFNVEEKQLETVEEL LI KMKKLAHSRSFKGREFGHDAVEDSKKEVAI STQQGTI NK
KVSPFLFEGD! FLSRRQAVDI LKAL SKDKTKRLRRSFVSDKTATWKTMPI KYRFHESI DFYTI SQ | AAl RFWEDSTCI TFENVSDSPDGD
Yl EFFSGQGCYSM GRNGGRQAE SI GESCVKASFFVMGVI EHEI GHAL GLVWHEQSRPDAL GYVTI ERDFI LPSYI SDFLQRDDEI DTLG P
YDL GSVMHYGSTAFSVDQKSKTWTRDSL YQQT|I GOREKL SFYDVATI NTAYCKDECKSEKTKCENGGYMRPSKCSECL CPDGAL GGEKCEK
NEDSKNAECGA | KLTEEWKEI ESPNYPDPGYEADQKCSW.LKAEKGKRVEI EFI EDFSFLCTSTCVDFVELKI SDDLRNTGFRFCCYDKP
El SFVSQTDTAI | | FRSQLSTDI GFKI QAKSNEL| | KTFKNSQKTKMY LFPKLSLKNNSADAEPRTTI APTI | TTTLAPI TVDAPNVWAD
WEEWBMCSRTOGGE0A RSRVRSCRSKKCEGRRQEFGT CNL KACPVDKHCAKL L SNNRLCNGKVCTKNDI Al SSCDAPQCCPPFI NVDGVCQ
SDQENQHDELWLSI

>C C34D4.9i Intronerator prediction g-1V-1119

MRRNDLLNNKI Tl FLSSLSLFVI | | PI YAABKDLLPPSTSSETFL TDEDFL RPLNDDETFL TEKDFKNGEKL GEDHVPAGS| LVWKQVYKKG
DI RGKAAWKL DPKNSESL RRNGVI TGTRKWPNGRI PYVI SNQYNDRERAVL ARSFQAYHDKTCVRFVPRTAVDNDYL Yl GKI DGCYSDVGR
AGGRQEL SLDNGCLQYDTAI HEL MHSVGFYHEHERVWDRDEHI Tl LWANI DREAYDQFGKVDLAESSYYGQLYDYYS| MHYDSLAFSKNGFE
TMVAKQSEMTAVI GAAI DFSPI DI LKMNLMYQCSDVKLPPTWGT TDKTI VPVPAPSVTWEDDCRDRTNL CARW DRCKSFFFEQ MKEF
CSLSCGYCTPKALQTAKASPPNYSNTLLTKSSTSYLQHG

>C C37H5.9i Intronerator prediction g-V-856

M FLLFWFPFVYAQL L PEL L AGFQNGRFRGGPDGFNRGPGGFHRGPDGFGGEDPRGGVDL GHLI GNI AANVGQEMGLNDADVI GDLRA SR
GPRPSSVEWERRARHFCRRYPGHPKCQRGQLPQFTDVPTI | NTI | YNAGDLLPRVPTLN HDPLAGLNSEL VGFI KSLQSQFGQLSSQORN
El HDSCRSFKCDQREPQNTQAKQEL L TKM_ AFDQAVGGEKAAPAHDKVNL RFDRTQQVKQALLKRANLSHI | VPADNGVFDRDVLLTEHQAN
FLLNEL GEAGRGADVGAGGEEGEERVPRSGVFFQESAVQKWD WKPI QYTLDDSLEESDKKDI RDALHEI SI NTCl LFRYNATPKGYHLNYM
KVDSTTFCGLSYVGRTDPANPI YL SFQCGDNRGVAVHETMHAL GVSHQHLRLDRDKY! KI DWENI DPQHYDTFAI SDAKLYTSYGTKYAYD
S| MVHYNAYLGAKDPNKPTM PLVNPQENTPKLGQRAKLTRGDI RLL KKMYCRPGCDDQNVHCGTWAL HGY CKMKEQVKWWYNENCKASCDKC
>C D1022. mnot in wornpep/ | ntronerator MERNUM MERO5843

LSFEHLSNI VREQL DHSRTKRTAFRNAMYPKTI VW.PNVPFEL HGSL SAKSRSSL VAAVARWEKHT CVAFKKRT SEKVYL L MSGQEEGCWST
VGRDEAQGAQ LNI GTGCEMFG TSHEI AHALGLFHEQSRYDRDNYVQ VKSR AQTNFYDFAVWGKKNVETYGQKYDI GSVVHYRPTEFS
LDGGNSI | AKDVNMNTMBQFRGPSFI DVAKI NRHYNCEKNCKNKI TCLNGGYQHPKNCKI YYTCRCPPGYGGSDCKG@ EASSPAKCTGVL
VAGETQRKFTANI KPNKNAKG RKCNYHI EAPPGKRI VI | VDSVI GNCVQGCYEEGVEL KMYEDKTVTGARFCCKLQKPQTLI SQGNTVPL
M_VAGKAQAFVQLRYSTGRLFFNFHRKLP

>C FO9E8. 6i Intronerator prediction g-1V-2471

MRLLYSLFHCSAFLVGFTLSVGVLPI PNEHAASI KAKFDDYAEHYL L PEDFHNAETAPVKKPTDAEI ESMONSLLFEGDI MGVPEI EKSDI

LKRLRDDPL L DEDEI FRKPFHSALNLVTYPDKL WPEGQVPYM.EEGMINDQRTAI AQAFDEYKTKTCVRFVPKTDDDFDY! YVKRNVAFGC
SSYVGRAGGNQTVSLEVDKCFSKA | AHEL MHAL GFFHEHSRTDRDDFVDI NEDNI RPGUVRNFEKYPRKI | DSLGVPYDYESVIVHYHKLA
FSRNGKPTI | PKDNEADVGQRYKL SEMDSKKVNKLYQCGEYSKTSSTTTTTTTTTTTTTTEEPTTTTEVEEKPKDKKVSSTTTTTKKPTTT
TTTTPKPVERSRNKKCEDL NAHCGMNEQL GHOQHSVKYMAHYCRKACNL CEVEVTTTTT TTPKPVPRNKEKENKSASSTTRGTSTATSTTP
KTTTTTTSAPKEKCEDKNL FCSYWAKI GECNSESKFMKI FCKASCGKC
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>C F20@. 4i Intronerator prediction g-V-2804

MIRVWHI | GAAFLLSSYAYCGL SRFNEHDI EGGDSYKRVKREFERL GSKW.GGTI NYYYADNNNSVKEKVKSAI AYl ANHTCI KFNEDPTH
WRLKI FTSELSHCRSTI GAPGTRSGSAGEL SMETGACANI GSI VHEFSHSL GRYHEHTRPDRDNSL KVTSTDYEARPRPWEMI TMYGPFE
HGSI MWHSSNYGVGKMEPYDVEYKNTMGSRRVTFYDMYKI NQYYGCGCSTQL ECKNGGY T SPSDCSRCNCPKGFFGKL CNERRQQODSYEL
KATYGRWITQTI SFNYKPEPVSDGFYSTFVYI TGEANSTI El TMEGLENVI CTAGCTWANGVEI KSREDSRI TSPVMCCKDEPL YKKVFKSL
HNPTI | ELYSKETAPSTATFKYRFMNDKI VFG

>C _F38E9. 2n new wornep prediction rel ease W573: 08 Feb 2002

MRFSANI Al | VNI | FLFI WEFVLPTFI RSGCDVRFRRYYRNNGRVSRAATAKKERI WPEQ | PFVI ASNFSGEHQHL FLRAMRHVENFTCV
SFVPRQPHHKHY! TFTVDKCGCCSYVGRRGEGPQAI SI GKNCDKFA WHEL GHWGEFWHEHTRPDRDMYVDI FYKSI QTGQDYNFEKSKP
EEVDSLGEPYDFSS| MHYARDTFSRGAFYDTI LPKPNSGFRLEI GQRVQLSEGDI RQTKKL YKCAECGGTLMESGNLAI QHAGVCTVH |
SPQGHTI FLNI TGGLKLI | M | FLTDEKLEDLTEI FKPNI LKKNQTYLHWKTFLI YYTNSFFHFEI LDRI CGGDSLFRTI ASSGNRMLI QV
RSSTPAASLPFATYYAI CGGPl YANEGVI HSPKYPESYPPNSDCQATI HVDENSQVAI EFVYFHLEQHKECI YDRLI LTEQ SKNSKKDGK
EVMSETFCGLI EKKTI VSKTNQ SLRFFSDNSVQKTGFELRFTKELNECATDKNI CHHYCVNTVGGFKCACRVGYSL SSNGFSCDSTCGGYL
KASNGSI SSPNFPEMYPNSKTCI WEI EAPDGYH FLNFTKFNVEGWKTECAYDYVKI GDSEKL CGEYHEALLFTTPRNRVRI EFSSDSSVE
RDGFFANFI ADFDECQNDNAGCEHTCONRL GSYVCTCNPGY| LAEDKHNCKEGSCFFEVNAPAGD! NSPNYPNDYPKGNCSWHFVT TPCGH
RLM_TFSSFQVEEHAQCKYDAVSVYDGGEDGSAQL AGABFSACSAAW. HPHSFYRPPTSSI SLFRRTRRSLDEAFRLI TLLDCSW VRAKSP
GRGVRI QFSTFNI ESEEGOQYDY! El YDGPEATLERLVGRFCGDTSPEVI TSTGPELLLI MHTDNAEEEKGFVAEYREAPRSSSTKRTFVS
KTRHSPLEEPI HDRNE

>C F39D8. 4i Intronerator prediction g- X 2412

MPSPTSSSASVFSSHLFFVFCl FSQ AQSYAQFNRFFDPS| PEQETVLTDYDYNM GHFRENDQAFVNDSAMYNPLRFEGDI ANSGLNSRS
I NTFFGDSPLFA FGVQRNAVRQTYLKWEQAR! PYTI SSQYSSYSRSKI AEAI EEYRKKTCl DFSPKSAGDLDYI H VPDDGCYSLVGRI G
GKQPVSLGEDAC! KA | | HELIMHAVGFFHEQSRADRDEYVKI NWBNVEAGL QDQFDKYSLNM DHL GTKYDYGSVMHYAPTAFSKNGKPTI
EPI EKNVEI GQRAGFSENDI YKI NMLYNCPTFTATTLAPENTKRVKS| TKKVTSATGSPL SKKCGEI GSSI GCDKGDRGDNSVLSSLI Sl HSG
L GKCEDRRKDCEFL ARAGHCESRFSI RFMIENCANSCGKCI AEEKRKEVCEDARTWCERWANSGVENQTVFKDYMRQKCAKSCNFC

>C _F42A10. 8f m wor npep prediction corrected after cDNA sequence this work

MFFPWFFI PFVLGAPTQKAL EKI LVDNNPDSVTNREKI RG | DKAFENRVPRVQGRQGVAPPVTFAAL NYGPKNNQTKKFEELNQDI NEY
TFESDI MLNEKQAKHI ATAI ENGNYRSKRQAI VDTTNFWBVSVPI FYQFDTKLSATNI ANVRKAI QFVWNDNSCL SFKEDNNAKNRLFLSSA
GEOVEYVEKQVDVPYQWSVGPNCDTFGTATHEL MHAI GFWHEQSRADRDNYVYVDFSNI | PSQAYNFQKVAVDQAQL LNL PYDYGSVMY
YPYAFAVDSSKYTI LAKENGFQNSMEQREAPAFSDI | GVNKL YNCTSQCKI QVKCSNCGA TDSRNCNQCKCPRYFTGASCDSL PSGTAPNC
NGAVL QAT SSVETFDAKAGDPSSFSSSTDNSTNCYWH KAPEGQQ EFKMTKTPLAAI CMECPWSI EVNLGKFDLFGM TCCDTI LNQV
FTSELNM ALRG | RYNQLTFSI QYRAVPSSKPASTNACLNQ

>C F45@. 10 full |enght OST cl one OSTF043G3

MLPI WSI LLATPLAL CQAPFWVYPNMQQFSFLTETDFRNALLLPTTNTRRVRSL YHDIVRI PFQRFKRGGGVAVAAEKDKWPNGRVPY! LSA
AYTSAQRAVLARAFDTYAKRTCI RFVPKSPADKDY! VI QKL DGCYADFSRVGGERQQVSLADEC DYATI | HELMHVI GFI HEHQREDRDSY
VS| LYQNVI QGANTDFDKLSNLGLSYYGEHYDYSS| MHYEANEGSRNGKNTI EAKNSHFTAI MAKASDFSTSDL RRVNRAYKCS| FAF

>C _F46C5. 3n new wornep prediction rel ease W573: 08 Feb 2002

MQ YLG TI CLVAFLTVI DCAI PYYRTHSNFGSL GRRKVRQVQRDL TYRWPNNTVPYYVGNVTSTI KKSVRLAI EEL QAWICI RFQNVNEK
YSDGEDSVRI VDLGSCSSPI GRQQ GTQDVSL TKNCWEMGTAI HELIVHAI G EHTQSRSDRNRYLDI LAQNI DNRDL PNFEL L SPRLWANLYV
PYDYGSVMHYSADSFSNKDDEQTM.PKDRSFI ETMGSM PNFYDFDQ NQYYQCYDSCRNAGQLANCANGG PNPNNCQVCNCPMGYGGDL
CDQRPEGOGST L VATDRWKQKL SVRFSRNDDQYFTFCNSW VGPSDRTLQVI YEI TSDSI RRQ CSFGCYEGE EVKHLQDPRI TNDRDC
CLNTPLNLTTTVNPLPVI LYTSGATVTYDFSYRYV

>C _F54B8. m not in wornpep/|Intronerator, genescan, MER05847

AHEI | HALGSMHTQSRYDRDEYVI VKTNDVWSLHFEELVI * * RFSPVGESFPSTSHS|I QFHFDFASVMLYHYSDLLKPI NPl WKHTI G

>C F56A4. 1i Intronerator prediction g-V-409

M VLAMIVPKVHLMVRI PHDL QESEAYRTAPKVL EPEKDDE! Al LTKLPTFEPSKYGHI NI PLRKKRG ALHPLQASYLWPNAEVPYDI AT
HYTSTEKSI | LSAMEAFKNVTCVRFRPRAATDKHYLQ NKYFNVERCFSYI GRQSSRTLFGTPEGNVETRVRLDPACLRGNGRG VVHELM
HI LGFYHEHQRDDRDRRI VGSAVHYNFKI YRRAKTL YMGAYDANSI MHYNFQNL PWORRDHFSTSDI | NI NTFYKCKNLLSSKLAPKVPI S
PTSTSTTAI TTTNTTTTKL

>C F57C12.1i Intronerator prediction g-X-41

MPSPSYNRHI | | ASCFCCLLI FSSAARVPKASKKHL ARVKQL L NDEAERHNTL | QSDSVTVFDDI QRNPNT GVHHDEL AVNNADEYFQGDV
DL SEQQVKI | EDQFTQGKREKRKI GRNPLYKKWDTRGPI SFDYAES| PFQTRQKI RSAM.LWQQHT CL RFEEGGPNVDRL EFFDGEGCSSF
VGRVGGTQE S| STPGCDWA | SHEI GHALG FHEQARPDQERH! Al NYNNI PL SRANNFQAVGENHAET YNLPYDT GSVVHYGPYGFAS
DPYTPTI RTLERVQQSTI GQRAGPSFLDYQAI NVAYGCTESCADL PCL RNGYTHPNNCSMCACPEGL SGRYCEQVYPSNAQCGGVI FATKE
VKYI TSPNYPDKFPI DTECNW | AAPI EGRVFMEFEGDFDFL CEDTCDKAYVEVKYHSDKRL TGARYCCSLLPKNRFI SFKNEM | | MRGY
RSSGAGFKAKFWENL GEPEGVSTPLPPTTAPLPElI SETTQKPEPTTVQSTTTYTTAI PRRTAKKQFFTRKPI TI PLTPLTSSSTTTESTTV
SSTTQSTTW.PTEPSFATGETEI TTASPTI TLFPSLSTI LPPI NSLAGVLPSTQAPDI | NSVL ECCCGAWBEWQGECSQRCGECGHRLRKR
ECKKEACRKEEKRPCNFSACPDGTNFLI NNAEFH LWRGCCVGLFRSGDQCSALETESNPFFKI | NSLLNI QDAKNNDTLI AKRMVRGEH
>C F58A6.4i Intronerator prediction g-11-1161

M SKNTSFCGFLI LVLATCVBAQFVSNES! KLHDI LKPSATHRLFDTLQYSVEEQYSDSHL SFDVSTI YNYSEKPI SI GKLNKKYRDI LFE
GDVAI SYKQLSM VNGSTEYRKAI KSRRRGNKI NGESTDRTKRQAYL DNNYPATI WKNGVAFMFHESLTPI AKTAI LKAVHFWYRETC EF
HPRTFQKEYLLFI GNDDGCWSTVGRDASQEKQWVSI GNGCEHFGVTSHELAHAL G FHEQSRFDRDESVWFNPRVVERDLL FNFAKI SPRQ
MSTYGLPYDI GSVIVHYTPTEFSNI PSI PTLAAI DTNLQQTIM3QLEGPSFVDVH MNCHYQCQEKCPTQAPCONGGFTNSRNCKVCKCPTGF
GGAYCQL| ASSFSPFCGGYLNAEETTRRFDI TI RQSTTTRSKTCVYH KAPEGKR! | | DI LKI DSKCl EGCWDGL EL KMKKDFRPVGYRF
CCPESSRRKVI SEGNWPFMWFSKEHDFSVSFEYSFVSTSAGFDDEKNDSDVI VDNLDGVFVSDTSLLQRI GFRRQL

>C F58B4. 1 wornpep prediction

M LQLLFYSLFTHLAVSQ DVNQALNONKLNI DTI SSSAI SDAEL EKTFPRTNL SRVRNAL KSL RQNVEAKL QAMPARNYQNAGTNQENGA
TEQRKPL REKPRDRVKMEGDTL HQVNKAAGLNDI L YQGDWL TEDRYYPSTTWESSVYYYYDRTATPKI VKAFEQAVAFWONVTCI NI MBS
STAI NRI RVFKGQGCYSYVGRI SGVQDL SL GT GCEEFGTAAHEL GHAL GFFHTQSRYDRDNY! SI NYANI DPSYVEQFDKETSNTNFNYGM
PYDYGS| MQYGATSASSNDKATM ARDTEYQDTMSSDFVGFYDI SMNEHYKCKEL CPAASSAQCKNGGFPSPRNCAI Cl CPSGYGA LCD
QRPPGCGDSVTATTTWITLTNTI GDGLPTL RDNHTMCNYWKAPDNQAVEI RI SGLTTVTI DGCl FGGVEl KTHKDQKL TGYRYCSSADON
TVHRSTGSLVPI | LFNRYASTKAVLEYRAVTPSVDVSATYTTFAPI VNSCQDL HPNCDFYKFFGMCRSKKI RSNCKFTCHDCNNNNASPFG
SNFFNNNYNSFNNVYTNKNKNYYPYSNSNNNKPW CAAYAVWNGFCVNPFYSMQARHYYCAY T CGL CWWNNNNNFY
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>C HCHL full lenght cDNA clone H shida et al.

MVSYWPVLI VLCLLPI CHAKSYFADFVNGKGPFKQADAL KFVDKMT I LNKLQADI LG PQPDEFSALDFEDKI ESKPDEI PYLFEGDWLT
DEQVDLI | KNVRDQYWARKSSTNEFL YAl RGKRSMTSFLSERWSFPVPYYI DTSSGVNTNAVLAGVAKWEQET CARFTRLNSYSSSSRQONA
LRFI SGNGCYSNI GKVSRFPQDVS| GAGCTSLGTVCHEI GHAL GFYHEQARYDRDDYVSI LTQNI QDMYL SQFTKQSASSM/DYGVGYDYG
SVIVHYDQAAFSSTGGNTI ATRDPNFQATI GQRVAPSFADVKRI NFAYCNSTCSNYL DCQNGGY! NPNDCNNCKCPPGFGEQLCDVAGTNSN
GCGAGDI TATSSI QT SASGALTCNYVI KAPVGAKVYFQVITAATFSRYSPCTTNYLEI NYGRDFSRVGARFCASYPTI SLSETNTLWWI YK
GVNGARFSLNYRYDPVTFSTSAPTTTSTTTTTAPI TVPTVSPTTTTTRQTTTTARTSTTTTTTQAPPTTTTSTSQCASWSACSAQCGEOGT
QSRRCGTYVETVYCNTNPCTGGYCCRPFFYVTSFGT GYCRRPGADTPAAPQRYVEQRKG

>C _KO03B8. 1 wor npep prediction

MGENLFKFSLNCI KYRSENL EKSKMFYQYFYFHLTLSI VLI YGSDI GKDANEHVESVPKKI | | EGTRQKRQVVTKL FSPQABNAKVFYCNAD
SFSKLQLKKLKLKKNSDTVKRKLMKFAMNFI SSQTCVTFEENCTI STRI KFVDSTFCASYVGM NSVQE! YFPDWOVRFGSAVHELMHAL G
VLHTHARFDRDNFL NVNL NKDDEDDSNFEI VSPPFSI NVWPYEYGSTLHYTADVSGTNSLLPKQVEYYRTLGNRRVTFYDMLTI NTAYNCK
CPSELLCANGGYTNPSNCLEC! CPLGYGGVLCDRVVACSVQLSADSYWKGSW SVGSSVLRDTTDPVKAFI SI NAPKDKI | EVKI VKI ENF
SCDSGCNNNGVEI KYMEDPRI TNPI | CCENQVDPSNKGYKAKLNPLLI NI YTFLGKNKVTFHYRYVNERL SSYNKTTNGYDNYEYYA
>C_KO03B8. 2 wor npep prediction

MKYQL YKTVEDVKENHFDMFLRPSTLLL TLFLALVAGSAI RKDVDEFDSNKGKDA VDGDI MLTEAQLRI LNGTAKRSKRQ TKI VVKKWP
DAKVFYYYENEFTSLKRELMSYAVAH SSNTCVKFQESNSATNRI RFTNTGGCASYI GYNGGEQTLWFGDGCLI FGTAVHEI MHSLGLFHT
HSRFDRDNFL SVSYKDVPENWGNL EKETEQT TYNAVPFEYGSTM. YRYNTFGEGT L VSKNEDYQKTMGALRRVSFYDL VNI NVRYSCGCAK
SLTCENGGYTNPSNCATCVCPTGFAGTLCNEAPSNTI KLTAESYWKGYWNFGYSTSI QTTNYYLAYLW TAPADKT! EVKI MDLSGFTCS
YGCNYNGVEVKYMEDPRI TNPLRCCAQDTEYLNQVI SSKQNPTPI VMQQRYGSSKLTI HYRYVDTPL SSNKKSTNGYDNYQYYV
>C_KO03B8. 3 wor npep prediction

MCASCL HNANAASFLVETFSRHRLNFI CI GKMNI FYNVT SLDNKYSFHNPSAPVPHSSHAL SSRQAHFTSFRAPVAPPSRPRRSQL PSSAK
LLYCFDSSFSTEKRELM_FSMNFI SSQTCVTFEENCSI PNRVQLVNGKGCSSYI GUNNI VQHLTFNDTCl DFGTAVHEL MHAL GVI HTHSR
L DRDNFLNI NLTNVSKEMVHNYAI FNQSTNWPYEYGSTVHYYANI STMFPKKSEYSATLG GRVTFYDWI LNTAYNCKCPNEL LCGNGG
YTNPSKCSECI CPLGYGGVLCDRPSLI GKDTGLPLEVKDKI | EVKWG DNFFSYPTCLI NGLEI KYMEDPRI TNPI YCSADLI NGKSFRS
KLNPLLMNI HTLFGKNKVTFHYRYVTERL SGYNKTTNGYDNYEYYD

>C_KO03B8.5 wornpep prediction

MYLKI FRLLLEI KSSI LKI CVYFSSKNYQ LS| SFAFLLI YFDVLYEKFPTDLH PLDFSYKNKVENG NEHI AGGNI | QHLEMVRLI HLI
GAl | LLFSYAYCGLSRLNEHDI EESYSHKRVKRQFERL GTKWSYGVVNYYYADKNNEI KEMVESAI AYl ANHTCI RFNEDQNAVQRVQ RM
QQNVLCQSTVGAPGQVBVBKPI GEL SMLVQSCDTI GSI VHEFSHSL GRFHEHTRPDRDNFMKVT T TVHEARPRPSGMI TMYGPFEHGSVMWY
HADTYGPGT VDPL DVDYKQTMENRRVTFYDMYKI NQYYGCOWCSKQL ECKNGGY T SPSDCSRCNCPKGFFGNL CDERQQDSYEL MAVNNLWQ
S| TI PFAYKPEPGSDGFYSTFVYI TGKANSTI El TLEGLQDVI CTAGCTVNGVE! KFKEDSKI TSPWCCTDKPPYKNVFKSSHNPTI | EL
YSRTTLPSAVTFKYRFTNDKWLG

>C_KO4E7. 3 wor npep prediction

MGENQPKTTNFHQRFKGL PPPPPPPEPEPQQDQPQVIVFSCQDI DKVVNSVNQNTAAFQRPGESYDKVI Q MSSYFNRKSGSQYDI NTVI PSSG
1 YNNEMAANSKI AAVMFESDIVAL TVSQWINKVAQNGFRVKRKMNLNGT TWERNI PYRFLDTDGNWSQ TNGLRHYERNTCI RFSLNGGGSD
YLVFSKGEGCYSSVGRLGGPQE! SI GDGCETLA | THEVGHAL GFWHEQARPERDSYVRI NRQNAI NGLEGQFDKRSWEEVNEYSLPYDYG
SVVHYGPKSFSKSSTINTVEPVDPAFI NTI GNRVEPSFLDLKLLNTAFCSNI CTNRI NCQHGGYADPNNCGQCTCPTALEGTYCERLQI'SN
CGVELPRADYSVIRNI SYSGSSDCYWRl VSANGGNVRFEL TYVMYRCSPVCEEFVEMKAEYSHEATGYRQUCKAVL GERI SKGNSVLI | SKA
TAQNSQFVLRYREDGT APTQRPPPVRVAAPRSY SL L WSGATRCSENCGSCGT QYRERCT ST TNCL RSAKQTRVCNTQPCAQGT TRGKRSVLQ
TQSKN

>C_KO06A4. 1i Intronerator prediction g-V-1836

MYRFI | FFSLLALTASKVSEPEKDDEI AVKI PTKRSVSEPPKDDDI AVKI PMRKKRG Al HPWWNESHLWPNAEVPYDI ASHYTATERG |
L SAVEAFRDVTCVRFRPRRSTDKHYLQ NKHYQLERCFSY! GRQSSRW.FGTRDGKVETRVKL DPSCLL YNGRGTVMHEL VHI LGFYHEHQ
RDDRDRRI GGSASHYNFKI YQRAKSYYMGGYDANSI MHYNFGSVPWKRDYFSPSDI RNI NTLYKCNNRWSKFPSTI PSTSTTTTKAPQF
ELFEKKQ ESNSLFRRRRS

>C_K09C8. 3 wor npep prediction

MYTI TDLKTI NRKQKQAYLQEKLI CSRHOW.THTTSKHI NIl QM TLI PH RCRGFNNGPHPNSRPGSRPNSPLGDI FGNI NGWKA TDQ
GKI AQGL DVNNDL GKVAHGPPPPQSEW/EHARRFCRRFPGHPKCRGQLPQFNDI GSMLNG LVDSGKW._PKVPFI NI RDPLSG NSDLKNA
LNG QVQFGQ SQQFANNI RNI' CQQVNCKQRQRKNVQVKQAI LKQTVDFEKKVFGNNVADKMNL RFDRTL QL KQAL L EKAQLKGVWAPEDN
GVFDKDLL LTETQANFM_NEL GKGGEGAI PMPGSAKAKRAS!| FFEQNLI QKWPSTSPI PYTFDSSLDNL DQNDVRGA! SEI EQKTCI RFKY
FASPPKGNH NYQKVNSPSFCGLSYI GRVEPANPVYL SFQOGNGRG AVHETMHAL GVNHCQHL RVDRDKHI KVDWENI NPQQYDAFVWADS
KLYTTYGVKYAYDSI MHYNAYTGAVNI AKPTM PLVNQQANI GLL GQRAKIVSNADVEI L NKMYCKSAGCDDKNVYCGAWAL QDL CNNPNHN
VWIWRSNCRKSCNFC

>C K11Gl12.1 wor npep prediction

MQ NFFRMIPSLVFLI WI WVEGQGNRPWDRFNHPGNFGNWEGNNWGT RORNQEPHDI PPPVPPPGFRGNNDRFGGNI | KWEI | DLGK
SKNRGDI L SDFKDVHKKHRHL GRKEVWKGKVKQFCHRFPGHPNCRRGKVPDQKEL EEM GQFSKGA GRFLKRVPKI YI EDPLARVDPKLKG
FLENAGRGFGHVSSEHVNKLRDI CKRRKCREQPESAKKTREL FTQKLADFETKI AGKDKTDSVQLRFDRTLQ KEALLEKGNLTADI VPVD
NGVYDLDTMLTEEQANI LLNELNKAGVGDDE! PLPDADTDDEDDDDSTNSASGAAPGSSRLKKSAL YFEGNLI KKWDPSSPI RYVLDSSLE
DLDKNDVRAAI YEI EKNTCI RFKELSSPPTGSHI VYYKVDSPTFCG. SYVGRADPANPVYL SFGCDNNKGVAI HETMHAL GVAHQHLRNDR
DQF TI NBNI DPQQYDAFVVWDSKL YTSYGVKYAYDSI MVHYNGYTAAQNI Al PTMNPKTNSAVNL KVL GORQKMGTTDI ELLKKMYCQPG
CDDKNVYCGAWAL KDL CKNPGHDQYMAANCKKSCGL CAl &K

>C R151.5 wornpep prediction confirnmed by EST data (full |enght)

MHKI FI | FGLLSLCAAHSL RDL SNKDEEDPPSSAPGVRKRRMVBEEDQKTVDYYNMDKL NK L ADEKHPEE! ERHKNPEL VAVWDRKRDSVLNP
EEQGKFFQGED! VL YPEQAKAL YEQAL TEGKTRVKRKFI GSNLRRADASRPI | YAFDGSHTQREQR! | ELALEHWHNI TCLNFQRNDQANSG
NR VFTDVDGCASNVGRHPL GEEQLVSLAPEC! RLGVI AHEVAHAL GFWHEQSRPDRDQYVTVRVWENI DKDSKGQFL KEDPDDVDNAGVPY
DYGSI MHYRSKAFSKFDDLYTI STYVTDYQKTI GORDQLSFNDI RLMNKI YCSAVCPSKL PCQRGGYTDPRRCDRCRCPDGFTGQYCEQVM
PGYGATCGEKI SLTRSTTRI SSPGYPREFKEGQECSW.LVAPPGHI VEFQFI GEFEMYCKI RHSLCVDYVEVRNSTDFANTGVRYCCYGTP
PTRI RSATTDWVL FRSFYRGGKGFEARARAVPEAGNWNSWEPWI ACSAT CGACGSRIVRTRTCPPGNACSGEPVETQ CNTQACTGMCAQK
REEEGQCGGFL SLL RGVRCRQEKTVNMAPCENACCPGFTL QRGRCVRYLI RCKKHFTLI | FVLKN




VII. Anhang 180

>C TO02B11. 7n new wormep prediction rel ease W573: 08 Feb 2002

MRRFFI CYI GFLSI FLDFI LADKDNNSEEERDRKFDWKFENENGKPEHETVTVPKL PDGSYFWKWIVIWSRI NSTTAATPTSTVTTSTSAPT
TSPRVYKLKSEARKSL RKAL RGVPPEKRKKQL KKMEKKMWKI PKI TKKESNKL HKSYRKVKI TENPPAL DMFEVNERAGLNEYLFQGDI NL
NNNQ AKI SSEQSSKSRRKKRQ DNLAQFWPGKVWYYYFDSGLTTTVQQ VRDAI TFLESNTCLKFELNSTATNRI FSGVGCYSDTGVLGG
EQTLSLGYCCEVTGTAAHEI AHTLGLFHTQVRSDRDDYVTI DLTDVPESSQONFI KLTEATSTNLVDYEYGSFMHYSGRANPTYSTPLKGL
SRFVSSGGVDS| VPKDPVMYYTMEGRI VTFLDLKMLNTHYSCSCPTI L SCGNGGFTNPANCSVCI CPYGFGGAL CTERTDYGCGSTLTATD
TWXETYTFGNASNSATARPSAVYCNHW QAPVGKQ QFRI DSTYNTQCVYGCTFNGVEPKLKSDMIT TQARYCCDEFNAEI MTADFGVNP
MPVFSFNRYYKTTYTWSYRYVDSNVTACADT SDKATCL SLKSAKEQGCSI YDTAQL KVMCAATMDL CGKVASDDGT CKDRFPKSQCSTYST
NGMCT QQPPLAAEFSCAETCGFCTNPV

>C TO4@. 2i Intronerator prediction g-X 2732

MREYVLI FLVAPVFAAI LGPYDI PPEL PPLNDENFFDRSHSEYETVLTPEDFELGTRI TAAMAHDNGDD! WDSDAMYSKDRFEGDI ANDNL
NASTAEL FANGGSGKSEDGKWWNAI KNRLQLWPEGR! PYTI SSQYSSYSRSLI AASMEYASHTCI RW/PKEAADVNYVH YPDRGCYSW
GKMGEGKQSLSLGSGCI QKA | LHEL MHAVGRFHEQSRTDRDDHI T MANNI QAGMQGQFEKYGHGT T QSLGTGYDYGSI MHYGTKAFSRNG
QPTM PKKNGATI GQRNGFSKVDKFKI NTLYGCPVEGEKPTTSAPTSGPI VI TVKPWI TTGKPPVI QTVSPAVPLKPSECRNL RGDCDDL
AKQGACI RNPGAVRANCPI SCGMCI PTKETQKPYVQT TTQAATT TARPQKPVTQPI QPLPPVPPLPPTTPEDCEDLRVDCLVLVSQRYCKI
SQNFMKSYCAKSCGE-CFKPPPTE! PDNRPTWTTRPLVTLPPAVI RSRSPAPPVSTTTKAAPTTSTTSAAPYSPTPLPSECSDRKHFCSHW
KSAGFCEGA FMNYMKKNCPASCG.C

>C T11F9. 3i Intronerator prediction g-V-2325

MKl TVNFLLVALI GVPSVLSDRH TRDKRQAVRDYAKWENNKIVSL FFYNL PLEMQAMFRDAI NYLENHTCLKFEYNENAETAVRI RKGNGC
YSLYGVHAGEVQDL TLDYNCASFGTAVHEI MHALG AHGQARSDRDDYL| VDSTNSNDG ENTENLVPFDYGSVM.YARDPHSDKRI PI DP
EYNFTMGSL RVAFYDIWL L NKFYGCNCDNHPRKL DCKNGGYQNPANCEECL CT DGFNGQL CDQHEGVYVL EAKKEWDASGVRNNYRKG ET
NTMPEYTYFALTAPEGST! EVRI TKLSGFFCQHTCDYNGVELKYKTDRRI VSPLVCCDNDNLVWAKTRSSTNNPFI | AKYGNNRTPHFEFEY
RYl PGNATAAPEENN

>C T11F9.5i Intronerator prediction g-V-2326

MRVGGSPETKRL ERSKRQAL RVDNEPRWPRGT | NYFFDEQRFDENSRATVL RAVEKI SNHTCl KFSPKDARI KLRI VSDKGCQAAI GRVGG
DQQYLSFPTSCYSVGSASEL | HVI GFL HSHQRADRDEYL KL NL QPWRL NDWFQTMQYKKYL DQMN VPYDYGSI MQYHDSEI EG Q QEI V
LNAI VL SVLGADCSDVAKPAVI VESSEEVWKNI TLNLDAGYMSLQNGTKLHQ DFVFRYLSI SAPANKTI EVDI REI TGVECNYGCYI Gd E
VKTHEDRRMTI'SPRLCCKNDNE! YKSRNNPTI VVAFNSEGLDKYNI FYRFTD

>C T11F9. 6i Intronerator prediction g-V-2327

MKSFFI LLSI LQECYGKDI VAR GGRNVAEKI GGARHRRQVLI RGSDEERRHKWFNNTVHYYFYEENFDFTVKES| LRAMELI SNHTCI KF
STEPSEKSI RVESDSTTI ACYAEl GQVRENQLFSFNSDCYSAGVAVHEL | HSLGFI HAHQRSDRDQYL EFKKNL DEL NQT YQEQYKI VEYQ
El LVPYDVEDESSAKYPYRESMPRAERVSMKAL QDEVWRHL FI TRAEGENNI HNPKI PEDTNDFDDDIVPI ECNESEEES| TGDREVFSVHHN
EEDEDQEDSSQ CEESEPQELFEMFDLSLDI SGLYLPQTLLTGRI DLNDEFVASI EVEDAEKSKEI LRRRRERPLAL RQFSHAL SRAMANL
RTYHYDVTTEKI ERCPMRNSCKGHL KWEQVRKYRAQCKKNFKDPSLATVEDM DEEYYPVRKYRTMANTMSSAI VAFYDYLM NKYYECSC
ANNL SCKNHGYPNPSNCSQCNCPYG-GGADCSQRAEPGATFQATETWINVTI SLDAGYRYLENNCQKLPQVDFI YQFLW MAPANKTTQ RV
EKFVEGKCLPGCI RGGVElI KTNEDPRLTSPRLCCEETS

>C T23F4. 4 wornpep prediction

MFNGKI HTSRKI ARKKVSRGLSVNMQ LPI FFPLLI TSLHAI PRGRRAVRNRNEGDI NSLVGVGQYLYQED!I AVWKSRARRAVI RQKHKKW
KLPMPYSFDRNFREFL REKNRSNY TSRSRQRVL EAMQFWSEKT CVTFHENRYVYPHVS| FEGNGCWEFVGKQPSLREQSL SLERSCTDHTF
VWAHEI AHTLGFYHEHARGDRDQFI SI DYSNVNPNL TFAFAKESEKQL DHQEAAYEYGSVIVHY SVDQFAVNTNRPVI YARDQKFAQAMENR
MRATFQDVSRMNVL YNCHERCANT L NRCQQGGYPAPSDCSQCVCPDGFGANFCETI EAHSVGOKDNSDCGGVLWASETSQTFYGAVRTRVH
SNSVLPTPEHCFWHI RASQCKSI El Q KNI | SPCSMSCSFNAL EL KL SNFTMIGPRFCCDEHI YNRYSQPKVFQSEGPLAVI GAYARYDYL
DFNI EYRAV

>C T23H4. 3 wornpep prediction

MDI KQLLLSI I LTVSVVNGRGRRI NI YGAENGKSDI VQLRGPAEQLVYSSPI RERRPI FRNAL L SNSPL RWSKMDLDGNYLI PYVI SGNY
DTVERDTI KTAMEKI ANNTCI RLI PRTNQPDYAEI NNKKGQGCYASI GRFPGKNVWMLESNDDQSCl QEDTVI HEL FHVI GLWHEHVRADR
DAFI NVLYKNI EPAQYPQFEKL SSRDATTYSVPYDYNSVIVHYDENAFAKPGKI SMVITKDSKFQKVI GHPKDASSNDYKKVCAI YHCSKCIVH
QDFQQ VEQEH ELNNPI | TNAPVQQGDSCTDRLG CPMLKSREMLNCKVVATFCCSSCSAPTSTTTTTSGTPSDGSLWRI KSI FQ

>C T24A11. 3i Intronerator prediction g-111-483

MI'SSLVLI LAPLALVAI GEAAFGNSSKI FEI PGLEVIVASDKYPHFTTI ETVSRTKVHRHRREVI AGQ YDWNSYEI PFQ WECDYNFQSLI
RRG RMAEDSTCL RFKENQQSRDAI RYVLEKCGDSCFTEYI GRNGGHQD! | | GSECAEEYWWAHET GHAL GFWHTHCQRPDRDRHI SI NVIKNV
MEEATASFMPFRSMLQAFA RQVSPRRVPYDYGSLMHYHTVAHAVKVSDFTI VPKELKYVTTMGTEKVAFLDAKVI NDI' YCPNACQGRNHL
NCL AGGYPDPNNCNVCRCPEGL GGPDCGRL QPSPCGCEl HASDQAQTL SSPSGRDVHCYWRI SVPEGSRVRFRL SDGEFPCSYGCQSYVE!
KHKLDVRLTGFRSCCYRPKEDTVSESNQ FVI YHPNGRTARFSLRFRRQA

>C_Y95B8A. 1 wor npep prediction

MFQKLSFGTI LRVTRNTFFVSFFSLKFRFI PNl Q EMYM QGCY1 PAKSDKI LETI FSDAPPVYRQPRTKAEKI ERFRNI ARTFSPFVYEV
NTTPAPHFDNFI WQONAPAVTPEPFTFAPFSFPTLATVAPPAPGPGGPTLEPFLPTTASPKLLAHNTARM REl ASFSDGGRSRDQDFGAV
QT LMAFFEAVSSGNNGGAGAAAGAGT AL GDAPM- QAHRDGT EL GANRAL TNKL FESDIWL TVKQWKAI VLAAQEARNPHGRKKRKVI TGS
VYRVWKSVI PFRFKGEDAKVKKL I REGL GLVWEKETCVRWEENGPGKDYVI FFRGSGCYSSVGRTGGESQLI SI GYGCEDKG VAHEVGHSLGF
WHEQSRPDRDDY! HLRKDW | KGTDGNFEKRSWEEI EDMGVPYDVGSVMHYGSNAFTKDWDQ T ETKDSRYQGT1 GQRQKLSFI DVKQVN
RL YCNSVCPVAL PCVHGGYPDPNNCAVCKCPDGL GGKL CGRAAKGT DHDKCGGEL TATAEWQEMYYKGKRTCNVKVKSPSGGRVRL VL TEL
RYQCAPACKAY! El KHNTDFQQTGFRVCCFNKTYDVI SDQSEALI LSNANI VDYEVSYKLQW QGTPPPPPFLSI ERTFFQT TEKL FHHRN
PRRPGCPEKRI DHSAEVRTRAAPSKSSSCKRSQRSETRI GHWRVLLVLLRNM/SQRYLVYRI MESSPFGTI FAI VRA YI YI CKFCTI PKI
QFFFHNFQNLLI FHNYSG
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6.3. Sequenzvergleich der Protease-Domane der Astacin-
Protein-Familie

C. elegans und Drosophila Proteine sind nur exemplarisch berticksichtigt.

* 20 * 40 * 60 * 80
AA_AEA © NAGG------ SMAWPKASEGFWVI PYWTDQYD- - KENI DI Al DAMAEFDEI TCVRFVPR: - - - - - - RTETDFLLI DSRS :
AA_AST . - AAILG- - - DEYLWSGG- - - - - - VI PYTFAGVS- - GADQSAI LSGMQELEEKTCI RFVPR- - - - - - - TTESDYVEI FTSG :
AC_TBL1 . - ATPAD- - - RSKLWDHG- - - - - VI PYVI ESNYS- - GENKDLFKLAVRHWENL TCLVFKDKG - - - - - PEDTNY! LFTQTD :
ACA_MIP1  : NY------- PRTLWSKG- - - - - - VYFHFHRNAT- - PEVRSVFVKGAKLWVKDTCI DFFES- - - - - - - NSAPDRI RVFKEN :
AJ_EHEL0  : NAMKCW - NNQCLWKTSSDGRVEVPYTVSNEFP- - YYQKKRI ENAMKTENTETCl RFVPR- - - - - - - SSQRDFI SI ESRD :
AJ_EHEL2  : NAMKCR- - NNRCLMKKSSNGLVEVPYTVSRQFS - YYQGRRI VKAMKTENTQTCl RFVPR:- - - - - - - SRQRDY! SI KSRG :
AJ_EHEL3  : NAI NCW - NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSSEFS - YYHKKRI ENAMETENTETCI RFVPR- - - - - - - SSQRDFI SI ESRD :
AJ_EHE14  : NANMKCR- - NNRCLWKKSSNGLVEVPYTVSRQFS - YYQRKRI VKAMKTFNTQTCl RFVPR- - - - - - - SRQRDY! SI QSRG :
AJ_EHE4 : NAMKCW: - NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSNEFS - YYHKKRI ENAMKTFNTETCI REVPR: - - - - - - SSQRDFI SI ESRD :
AJ_EHE6 ;' NAMKCW: - NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSNEFS- - YYHKKRI ENANMKTLNTETCI RFVPR- - - - - - - SSQRDFI SI ESRD :
AJ_EHE7 : NANMKCR- - NNRCLWKKSSNGLVEVPYTVSRQFS- - YYQRKRI VKAMKTFNTQTCl RFVPR: - - - - - - SRQRDY! SI KSRG :
BR_TLD . - AATSR- - - AEKI WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GSQRAMLKQAMRHWEKQTCVTFI EK- - - - - - - TDEESY! VFTYRP :
C_HCH1 . SMISF-- - - LSERWSFP- - - - - - VPYYI DTSSG - VNTN- AVLAGVAKWEQETCARFTRLN SYSS- SSRQNALRFI SGN :
CC_Nephr  : NADPCT- - ARRCKWRKSRNGL VYVPYKI SNQYS- - PDEI KVI KQGLNSFTG SCI RFVPH- - - - - - - NGQRDFLNI QSDS :
DM _TLD : - AVTVR- - - KERTWDYG- - - - - VI PYEI DTI FS- - GAHKAL FKQAMRHVENFTCI KFVERDP- - - - - NLHANY! YFTVKN :
DM TOK . - AVTAK- - - KERI WDYG- - - - - VI PYEI DGNFS- - G| HKAL FKLAVMRHVWENSTCI KFVERDP- - - - - EI HPNY! VFTVRS :
FM Fl avast : STIVS - - SFI KTWPNAT- VYYTLPSQGSLSTQAYNTFLTNI NKAFDM SSKTSVKFVQR- - - - - - - TNQTEYI TFTYST :
GG_BMWP1 . - AATSR- - - PERVWWPDG- - - - - VI PYVI SGNFS- - GSQRAVFRQANRHWERHTCVTFLER: - - - - - - SDEDSY! VFTYRP :
GG COLLOI D : - AATSR- - - TER WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GTQRAMFKQAMRHWEKYTCVTFI ER- - - - - - - SDEESY! VFTYRP :
GM_ML5242 : NGLR- - - - DEVWRWPNN- - - - - TVYYKFFTVFD - EDHHNY! LRGMKI | EEl SCI RFEEADA- - - - - TT- PNYVNI TGFV :
HE_HEA2 : NAFAS - - | KGGRWPGAK: - - - - | PYWEGS! S - SRGI SAl NAAI ADYHKFTCLRFHRR:- - - - - - - TNERAHI SFYKGG :
HS_BMP1 . - AATSR- - - PERVWPDG- - - - - VI PFVI GGNFT- - GSQRAVFRQANRHWEKHTCVTFLER: - - - - - - TDEDSY! VFTYRP :
HS_HCHL : - LLSA - - - TSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYD - EPSRQVI LEALAEFERSTCI RFVTY- - - - - - - QDQRDFI SI | PMY :
HS_MEPA  : NGLRD -- - PNTRWIFP- - - - - - | PYI LADNLG - LNAKGAI L YAFEMFRLKSCVDFKPY- - - - - - - EGESSY! | FQQFD :
HS MEPB  : NSIIG --- EKYRWPHT- - - - - - | PYVLEDSLE - MNAKGVI LNAFERYRLKTCI DFKPW - - - - - - AGETNY!I SVFKGS :
HS_TLL : - AATSR- - - TERI WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GSQRAMFKQANMRHWEKHTCVTFI ER- - - - - - - SDEESY! VFTYRP :
HS_TLL2 . - ATTSR- - - TER WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GSQRAI FKQANMRHWEKHTCVTFI ER- - - - - - - TDEESFI VFSYRT :
HV_HWPL . - KGVT- - - - LDRI WPGA- - - - - Q PYVFDNNFD- - NRRRQLVNQAI TSYNQHTCVRFAPR: - - - - - - TNQRDFVHM/NEQ :
HV_HVP2 : - AALSN- - - SSI LW.PNNK- - - VWPWSI TKQLENTAEATFGL MAAFREWEERSCLTFKRR: - - - - - - TDEKDY! EFFQGS :
MV_BMPL . - AATSR- - - PERVWPDG- - - - - VI PFVI GGNFT- - GSQRAVFRQANRHWEKHTCVTFLER: - - - - - - TDEDSY! VFTYRP :
MM MEPA  : NANRD - - - PSSRWKLP- - - - - - | PYl LADNLE - LNAKGAI LHAFEMFRLKSCVDFKPY- - - - - - - EGESSY! | FQKLS :
MM MEPB  : NSIIG --- DHKRWPHT- - - - - - | PYVLEDSLE - MNAKGVI LNAFERYRLKTCI DFKPW - - - - - - SGEANY! SVFKGS :
MM _TLL . - AATSR- - - TER WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GSQRAMFKQANMRHWEKHTCVTFTER- - - - - - - SDEESY! VFTYRP :
MV TLL2 : - ATTSR- - - TER WPGG- - - - - VI PYVI GGNFT- - GTQRAI FKQAMRHWEKHTCVTFVER:- - - - - - - TDEESFI VFSYRT :
OL_Alveo : NA------- VNMLWAQG- - - - - VI PYTI SMELA- - HRQ SEI KEAFSM TSATCl RFQER- - - - - - - TYEANYLDI KDGD :
OL_HCE1 : NAMKCW: - SSSCFWKKASNGLWVI PYVI SSEYS- - GGEVATI EGAMRAFNGKTCI RFVRR: - - - - - - TNEYDFI SWSKT :
OL_HCE2 : NAMKCW: - YNSCFWKKASNGFWVI PYVI SSQYS- - RGEVATI EGAMRAFNGRTCI RFVRR: - - - - - - TNEYDFI SWSKN :
OL_LCE : NAMKCFGAPDSCRWPKSSNG! VKVPYVVSDNYE: - SDEKETI RNAMKEFAEKTCI HFVPR- - - - - - - NNERAYLSLEPRF :
00_MP : QAFKDHKY- PKTLWSQG- - - - - - VNYYFHDMAS: - KQVKSVFVKGAKWAEKDTCI NFTEN- - - - - - - RSAEDRI WFPQK :
PC_PMP1 . NAFAS - - | KGGRWPGAK: - - - - | AYQI ERSI G - SGGRTAI ANAI AQYHKHTCLRFHKR:- - - - - - - TNERSHI SFYKGG :
PL_BP10 . - ATI Y- - - - ESQRWPYKV- - - - - PYVI SPSSS- - GBS~ LI RNAMDHWEQNTCL RFEPRTSSHSRQLGHNAYL SFFRGS :
RN_MEPA  : NALRD -- - PSSRWKPP- - - - - - | PYI LADNLD - LNAKGAI LNAFEMFRLKSCVDFKPY- - - - - - - EGESSY! | FQQFS :
RN_MEPB  : NSIIG--- DNYRWPHT- - - - - - | PYVLEDSLE- - MNAKGVI LNAFERYRLKTCI DFKPW - - - - - - SGEENYI SVFKGS :
SP_ BWPH  : - AVTAR- - - PERRWIDA- - - - - VI PYEI DGNFT- - GSQRAMFKQAMRHVWENYTCI TFVERNPAN- - - SEHDNHI VFTYQA :
SP_SPAN  : -ATIY---- ESQRWSYKI- - - - - | PYVI ESSSS - GQSS- LI RSANDHWEQNTCL RFEPL TSSHSSRLGHTSY! SFFRGN :
TR_WP : NADACT - - SRGCMAAKSSDGKVYVPYVI ASHYS- - SRERSI | ERGLLSFHDVSCI RFTPR- - - - - - - RNQRDFLSI VSDS :
XL_BMP1 . - ASTSR- - - PERVWPDG- - - - - VI PYVI SGNFS- - GSQRAI FRQAVRHWEKHTCVTFLER:- - - - - - - TDEDSY! VFTYRP :
XL_BWPlb  : - AATSR--- PERVWPDG- - - - - VI PYVI SGNFS- - GSQRAI FRQAVRHWEKHTCVTFLER: - - - - - - TDEDSYI | FTYRP :
XL_UVS2 . SAI NDA- - - - RFLWPKSADGI VPVPYNLSYSYN - ADQLAL FKKAI QEFEALTCVRFVPW - - - - - - TTEVNFLNI MSNG :
XL_XOL_R  : - ASTSR--- PERVWPDG- - - - - VI PYVI SGNFS- - GSQRAI FRQAVRHWEKHTCVTFLER: - - - - - - TDEDSY! VFTYRP :
XL_XOLLOI D : - AATSR- - - TER WPGG- - - - - I | PYAI AGNFT- - GTQRAI FKQAVRHWKKHTCVTFVER: - - - - - - TDEESFI VFTYRP :
C _CO5D11.6 : NAIKQ--- | YRRWPNN- - - - - El PYTLSSQYG - SYARSVI ANAMNEYHTKTCVKFVARDP- - - - - SKHHDYLW HPDE :
C_F38E9. 2n : - AATAK- - - KER WPEG- - - - - I | PFVI ASNFS- - GEHQHL FLRAVMRHWENFTCVSFVPRQ - - - - - PHHKHY! TFTVDK :
DM CG15254 : NGLRN - - - ETFRWPNR- - - - - I VYYYI NRDI D- - TEHRNHI LRGI RI | EQSSCLVFKEAT- - - - - - TDQEYYVNVTSEA :
* 100 * 120 * 140 * 160
AA_AEA : - GOKSI | GKLG- EL- QKI SLEKM - - - GCMNTG - | | QHEL EHAL GFYHEHSRSDRDTYVKI MAENI SPDNVRVFDKEMN
AA_AST . SGCWSYVGRI S- GA- QQVSLQAN - - - GCVYHG - TI | HELMHAI GFYHEHTRVDRDNYVTI NYQNVDPSMTSNFDI DTY
AC TBL1 . CGCCSFVGKHGSGA- QU SLGK- - - - - GCYYFG - TVWHEL GHVVGFWHEHNRPDRDKYVQ | RKNI MPGKESEFNI LDE :
ACA_MIP1  : - GOWSYVGRLG- GE- QDLSLGE- - - - - GCQSVG - TAAHEI GHAI GFYHTHARHDRDNFI TFNAQNVKPDW.DQFTLQTP
AJ_EHE10  : - GCYSYLGRTG- GK- QUWSLAKY- - - - GCVYHG - | | QHEL SHAL GFYHEHTRSDRNKYVRI NWENVAPHT! YNFQEQDT
AJ_EHE12  : - GCYSYLGRTG- GK- QUWSLAKY- - - - GCVYHG - | | QHEL SHAL GFYHEHTRSDRNKYVKI NVENVAPRSI YNFQKQNT
AJ_EHE13  : - GCYSYLGRTG- GK- QUWWSLARY- - - - GCVYHG - | | QHELNHAL GFYHEHTRSDRDEYVKI NWENVAPHT! YNFQEQDT :
AJ_EHE14  : - GCYSYLGRTG- GK- QUVSLARY- - - - GCVYHG - | | QHEL SHAL GFYHEHTRSDRNEYVRI NVENVAPRS! YNFQKQNT
AJ_EHE4 . - GCYSYLGRTG- GK- QUVSLARY- - - - GCVYHG - | | QHELNHAL GFYHEHTRSDRDEYVKI NVENVAPHT! YNFQTQDT :
AJ_EHE6 . - GCYSYLGRTG- GK- QUWVSLARY- - - - GCVYHG - | | QHELNHAL GFYHEHTRSDRDEYVKI NVENVAPHT! YNFQTQDT :
AJ_EHE7 : - GCYSYLGRTG- GK- QUVSLAKY- - - - GCVYHG - | | QHEL SHAL GFYHEHTRSDRNKYVKI NWENVAPRSI YNFQKQNT
BR_TLD . CGCCSYVGRRGNGP- QAl S| GK- - - - - NCDKFG - | VWWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDDHVTI | RDNI QPGQEYNFI KVEP
C_HeCHL : - GCYSNI GKVSRFP- QDVS| GWG - - - - CTSLG - TVCHEI GHAL GFYHEQARYDRDDYVSI LTONI QDMYLSQFTKQSA :
CC_Nephr  : - GCYSYLGRQG- GG- QUWSLQRR - - - GCVYDY- - | VOHELL HAL GFHHEQNRSDRDKHI KI LFQNI | PQQEHNFKKRKT
DM _TLD . CGCCSFLGKNGNGR- QPI S| GR- - - - - NCEKFG - | | | HELGHTI GFHHEHARGDRDKHI VI NKGNI MRGQEYNFDVLSP :
DM TOK : OGCCSFVGKRGNGP- QAl S| GR- - - - - NCDKFG - | VWWHEL GHVWGFWHEHTRPDREKHVVI EHNNI MKGQDYNFNMLSP
FM Fl avast : - GNSSPLGWHKN- RVNG KI YN- - - - - - TTYPA- - | | AHEI MHSMGI MHEQCRPDRDQY! | VDTNRAQDGTRHNFNLYND :
GG_BMWPL . CGCCSYVGRRGGGP- QAI S| GK- - - - - NCDKFG - | WWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDHHVAI | RDNI QPGQEYNFLKMEP :
GG COLLOI D : CGCCSYVGRRGNGP- QAl SI GK- - - - - NCDKFG - | VWWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDDHVTI | RENI QPGQEYNFLKMEP :
GM ML5242 : GGCYSEVGW.NEGA- QAYNLEMYALDTGCFRLG - Tl VHEFLHTL GFFHMQSATNRDDYVHI VEGNI DPRNLHNFNKYNE :
HE_HEA2 : - GCSSPVGYRS- GRMNRI SLAGG - - - - CANKG - | VVHEI GHSI G YHEQSRPDRDNYVRI LWNNI SSRAKFNFNKQRT
HS_BMP1 . CGCCSYVGRRGGGP- QAl S| GK- - - - - NCDKFG - | VWWHEL GHVWGFWHEHTRPDRDRHVSI VRENI QPGQEYNFLKMEP :

HS_HCH1 © - GCFSSVGRSG- GW QVVSLAP- - - - - TCLQKGRG VLHELMHVL GFWHEHTRADRDRYI RVNWNEI LPGFEI NFI KSQS :
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VII. Anhang

182

HS_NEPA
HS_MEPB
HS_TLL
HS_TLL2
HV_HWP1
HV_HWP2
MM_BMP1
MM_MEPA
MM_MEPB
MM TLL
MM TLL2
QL_Al veo
OL_HCE1
OL_HCE2
OL_LCE
OO0 _MP
PC_PMP1
PL_BP10
RN_MEPA
RN_NEPB
SP_BMPH
SP_SPAN
TR_MP
XL_BMP1
XL_BMP1b
XL_WVS2
XL_XOL_R
XL_XOLLO D :

C_CO5D11. 6 :

C_F38E9. 2n :

DM_CG15254 :

AA_AEA
AA_AST
AC_TBL1
ACA_MTP1
AJ_EHE10
AJ_EHE12
AJ_EHE13
AJ_EHE14
AJ_EHE4
AJ_EHE6
AJ_EHE7
BR_TLD
C_HCH1
CC_Nephr
DM TLD
DM _TOK

FM _Fl avast
GG _BMP1
GG_COLLAO D :
GM_ML5242
HE_HEA2
HS_BMP1
HS_HCH1
HS_MEPA
HS_MEPB
HS_TLL
HS TLL2
HV_HWP1
HV_HWP2
MM_BMP1
MV MEPA
MM_MEPB
MM TLL
MM TLL2
OL_Al veo
OL_HCE1
OL_HCE2
OL_LCE
oo_MP
PC_PMP1
PL_BP10
RN_VEPA
RN_MEPB
SP_BMPH
SP_SPAN
TR_MP
XL_BMP1
XL_BMP1b
XL_UVS2
XL_XOL_R
XL_XOLLO D :

C_CO5D11. 6 :

C_F38E9. 2n :

DM_CG15254 :

- GCWSEVGDQHVG - QNI SI GQG - - - - CAYKA- - | | EHEI LHALGFYHEQSRTDRDDYVNI WADQI LSGYQHNFDTYDD :
- GCCWBSVGNRRVGK - QELSI GAN- - - - - CDRI A- - TVOQHEFL HAL GFWHEQSRSDRDDYVRI MADRI L SGREHNFNTYSD :
CGCCSYVGRRGNGP- QAI SI K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDNHVTI | RENI QPGQEYNFLKMEP :
CGCCSYVGRRGGGP- QAI SI (K- - - - - NCDKFG - | VAHEL GHVVGFWHEHTRPDRDQHVTI | RENI QPGQEYNFLKMEA :
- GOWBI | GRQG- NS- QKLKLGD- - - - - WCLDI G - TAl HEMVHAAGFYHEQSRNDRDDHVVI FWANNI QRGEDYNFQKYRT
- GCOWBYLGRVG- G- QNI SLDDG - - - - CWGKG - Tl VHEI GHAMGFGHEQNRPDRDQY! TI RAENI PESKKHNFRL YSN :
CGCCSYVGRRGGGP- (Al SI GK- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDRHVSI VRENI QPGQEYNFLKMEV

- GCWSM GDQQVG - ONI SI GEG - - - - CDFKA- - TI EHEI LHAL GFFHEQSRTDRDDYVNI WADQI | TDYEHNFNTYDD :
- GCCWESVGNI HAGK- QELSI GTN- - - - - CDRI A- - TVOQHEFL HAL GFWHEQSRADRDDYVI | VDRI QPGKEHNFNI YND :

CGCCSYVGRRGNGP- QAI SI K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDNHVTI | RENI QPGQEYNFLKMEP :
CGCCSYVGRRGGGP- (Al SI &K- - - - - NCDKFG - | VAHEL GHVVGFWHEHTRPDRDQHVTI | RENI QPGQEYNFLKMEA :
- GCASYVGCSG- GA- QSVYFGS- - - - - TCS- VG - NLCHEL VHAVGWYHEHTRYDRDQF! SVI WDNI KPGKQGNFDVKMG

- GCYSELGRKG- Q- QELSI NRG - - - GCMYSG - | | QHEL NHAL GFQHEQTRSDRDSYVRI NVENI | PASAYNFNKHDT :
- GCYSELGRKG- Q- QELSLNRG - - - GCMYSG - | | QHELNHAL GFQHEQTRSDRDSYVRI NVONI | PASAYNFNKHDT  :
- GCCKSMVIGYVG- DK- QVWLQRF - - - GCI KHA- - VI QHEL LHAL GFYHEHTRSDRDQHVKI NVENI | KDFTHNFDKNDT

- GCCWBNI GKI G- GE- OKI SLGG- - - - - GCHSVS- - | AAHEI GHAI GFFHTMSRHDRDEFI TVNVHNVDVHW. SQFNKETT :
- GCSSPVGYRS- GRONRI SLAGG - - - - CWRTG - | VMHEI GHSI G YHEQSRPDRDSYVEI VWGNI PSSKKFNFNKKSS
- GCOWBYVGKAFNGE- QQI SI GNG - - - - CAYFG - Tl VHEI GHAI GFHHEQSRPDRDDY! NVL YONI QSGRQHNFAKYTW :
- GCCWBMVGDQHVG - ONI SI GEG - - - - CDYKA- - | | EHEI LHALGFFHEQSRTDRDDYVNI WANEI MTDYEHNFNTYDD :
- GCCWBSVGNI HAGK- QELSI GTN- - - - - CDRI A- - TVOQHEFL HAL GFWHEQSRADRDDY! T1 VWDRI LSGKEHNFNI YND :
CGCCSFVGRKGDGA- QAVSVK- - - - - NCDKFG - VWVHEL GHVWWGFWHEHTRPDRNEFVG VHONI VPGQEYNFRVLDA
- GCWSHVGRSFTNQ- QQI SI GPQ - - - - CGYFG - Tl VHEI GHAI GFHHEQSRPDRDEY! NVHFENVQSGREHNFAKYTW :
- GCYSYVGRQG- YS- QTLSLDRQ - - - GCLYHS- - TVQHEL LHAL GFHHEQCRSDRDNHI RVLVEENI QPGLAYAFDKIMNT :
CGCCSYVGRRGGGP- QAl SI GK- - - - - NCDKFG - | VWHELGHVI GFWHEHTRPDRDDHVSI | RENI QP GQEYNFLKNVEP
CGCCSYVGRRGGGP- QAI SI K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDDHVSI | RENI QPGQEYNFLKMEP :
- GCGSLI GKNG- GA- QRLELDAN- - - - GCMNMG - | | QHELNHAL GFYHEQNRSDRDDYVI | HTENI | PDFLKMFEKYNT :
CGCCSYVGRRGGGP- QAI SI K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVI GFWHEHTRPDRDDNVSI | RENI QPGQEYNFLKMEP
CGCCSYVGRRGGGP- QAI SI &K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVWWGFWHEHTRPDRDEHVSI | RENI QPGQEYNFLKMEP :
- GCYSLVGKTGGK- - QPVSLDS- - - - - GCl QVG - Tl VHEL MHAVGFFHEQSRQDRDSYI DVVWONVMNGADDQFEKYNL
CGCCSYVGRRGEGP- QAI SI &K- - - - - NCDKFG - | VWHEL GHVWGFWHEHTRPDRDMYVDI FYKSI QT GODYNFEKSKP

GGCYSYVGYRNRV- - QQLNLQTYALDTGCFRLG - Tl VHEFLHAL GFYHQQSTWNRDDYVRI AEENI TEGTEGNFNKYDN :

* 180 * 200 * 220 *
- - - MQLGLPYEYTSI MHYARYVYSI E- - GDESI DPAPN- - - - GNVPI GORDGI SQYDI AKI NKLYN- - CAI A : 197
SR- - YVGEDYQYYSI MHYGKYSFSI QAGVLETI VPLON - Gl DLTDPYDKAHMLQTDANQ NNLYTNECSLR : 201
DKVDSL GEPYDYGSI MHYSRDKFSKHS- YLDTI RPFRQRGM ALPRI GONI RLNDGDVRQTNKLYK- - CPTC : 204
ATNENYG TYDYGSI MHYGANSASONG- - RPTMVPHDP- - - - KYVETLGSPI | SFYELLM NKHYD- - CTKN : 192

- - - NNLNTPYDYTSI MHYGRTAFSTN - GLDTI TPVPN- - - - PNQSI GORRSMSKGDI LRI NKLYS- -C--- @ 198
- - - NNLNTPYDYTSI MHYGKTAFSTN- - GKDTI TPI PN- - - - PKQSI GORRSMSKGDI LRI KKLYN- - CCKK : 201
- - - NNLNTPYDYTSI MHYGRTAFSTN - GMDTI TPVPN- - - - PNQSI GORRSMSKGDI LRI NKLYS- -C--- @ 198
- - - NNLHTPYDYTSI MHYGKTAFSTN - GKDTI TTI PN - - - PKQSI GORRSMSRWDI LRI KKLYN - CCKK : 201
- - -NNLNTPYDYTSI MHYGRTAFSTN- - GVDTI TPVPN- - - - PNQSI GORRSMSRGDI LRI KKLYS- -C--- @ 198
- - - NNLNTPYDYTSI MHYGRTAFSTN - GMDTI TPVPN- - - - PNQSI GORRSMSRGDI LRI KKLYS- -C--- @ 198

- - - NNLNTPYDYTSI MHYGKAAFSTN - GKDTI TPI PN - - - PKQSI GORRSMSKGDI LRI KKLYN - CCKK : 201
GDVNSL GEPYDFDSI MHYARNTFSRGM- FLDTI LPSRD- ENGVRPAI GORTRLSKGDI SQAKKLYR - CPAC : 202
SSMVDYGVGYDYGSVMHYDQAAFSSTGG - NTI ATRDPN- - - FQATI GORVAPSFADVKRI NFAY- - -CNST : 200
- - - NNLGTPYDYNSVMHYSRFAFSKN - NEPTM PI PN - - - RNVVI GEARKMSPNDI LRI NRLY---CR-- : 198
EEVDLPLLPYDLNSI MHYAKNSFSKSP- YLDTI TPI Gl - PPGTHLEL GORKRLSRGDI VQANLLYK- - CASC : 204
DEVDSL GVAYDYDSI MHYARNTFSKGT - YLDTI LPI EM KGRKRPEI GORLRLSQGDI AQANLLYK- - CPKC : 204
- - - YAGHCEFDFGSVMWYKSTDFAI DP- NLPVMTKLDG - - - - STFGKQRDGLSAGDYAGI NHLYG -PVNS : 200
DEVESLGETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI LPKYD- | NGVRPSI GORTRLSKGDI AQARKLYR - CPAC : 202
GEVNSL GEPYDFDSI MHYARNTFSRGM- FLDTI LPSRD- DNGI RPAI GORTRLSKGDI AQARKLYR- - CPAC : 202
TQVNDFDQEYDYGSVMHYGPKAFSI NG- - EDTI | PLYEN- - EAAGNMGORLGVSEKDI NKLNLMYR- - CPI E @ 206
SNI NSLGTPYDFRSMVHYSSGAFGGG - - RRPI EVKDSRTPN- - - LMGORSGFSAI DI KQI TLMY- - -CGGS : 197
QEVESLGETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI VPKYE- VNGVKPPI GORTRLSKGDI AQARKLYK- - CPAC : 202
S--- NMLTPYDYSSVMHYGRLAFSRR - GLPTI TPLWA- - - - PSVHI GORWNLSASDI TRVLKLYG -CSPS : 199
SLI TDLNTPYDYESL MHYQPFSFNKNAS- VPTI TAKI PE- - - FNSI | GORLDFSAI DLERLNRMYN- - CTTT : 197
DI SDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF ONGT- EPTI VTRI SD- - - FEDVI GORVDFSDSDLLKLNQLYN- -CSSS : 197
GEVNSLGERYDFDSI MHYARNTFSRGMW- FLDTI LPSRDD- NGl RPAI GORTRLSKGDI AQARKLYR - CPAC : 202
GEVSSLGETYDFDSI VHYARNTFSRGV- FLDTI LPRQD- DNGVRPTI GQRVRLSQGDI AQARKLYK- - CPAC : 202
- - - EYYGQTYDHNSI MHYRNDEFSAN- - GKNTI QAKN- - - - NPGLKLGNN- QF SKSDI AAI NOMYK- - CSGV : 191
SLVDSLNSPYDYRSYMQYSKTAFG ND- - SVTLDPKL - - - - PG FQLGORVGFTEHDQYQAMQLYR- - CQGK : 200
QEVESLGETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI VPKYE- VNGVKPSI GORTRLSKGDI AQARKLYK- - CPAC : 202
NTI TDLNTPYDYESLMHYGPFSFNKNES- | PTI TTKI PE- - - FNTI | GQLPDFSAI DLI RLNRMYN- - CTAT : 197
SVSDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF ONGT- ESTI VTRI SE- - - FEDVI GORMDFSDYDLLKLNQLYN- -CTSS : 197
GEVNSLGERYDFDSI MHYARNTFSRGMW- FLDTI LPSRD DNGI RPAI GOQRTRLSKGDI AQARKLYR - CPAC : 202
GEVSSLGETYDFDSI MHYARNTFSRGV- FLDTI LPRRD- DNGVRPTI GORVRLSQGDI AQARKLYK- - CPAC : 202

- - - DTLNLPYDFGSI MHYGTSYFSKD- - GSPTI QPNEG - - - - - VNI GORKRLSQLDI QKI NTLYR -CGSK : 186
- - - NNLNTPYDYSSI MHYGRDAFSI AY - GRDSI TPI PN - - - PNVPI GORNGMSRWDI TRI NVLYN -CR-- @ 200
- - -NNLNTPYDYSSI MHYGRDAFSI AY- GRDSI TPI PN- - - - PNVPI GORNGVSRWDI TRSNVLYN -CR-- : 200
- - - DNLGTPYDYGSI MHYGRTAFGKD- - RKETI TPI PN- - - - PKAAI GQTERMSDI DI LRVNKLYK- -C--- : 200

KRNDNYGMTYDYGSI MHYGGTSASYNN- - KPTMWPFDV- - - - DYQQTLGSPFI SFI ELSM NEHYK- - CKEN : 198
SSI NSLGTPYDFRSMVHYSTTAI GGG - - RTTI RTKNPSNQ - - RLLGORSGFSEI DI KQI NLMY- - -CNGV : 197
GRVTSRNVEYDVGSI MHYGGYGFSSNGR - PTI TTRDPR- - - LNSRLGQRI ALSPADI ELANLI YE- -CDDI @ 203
KTl TDLNTPYDYESLMHYGPFSFNKNET- | PTI TTKI PE- - - FNAI | GORLDFSATDLTRLNRMYN - CTRT : 197
SVSDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF- QNGT- ESTI | TKI SD- - - FEDVI GQRVMDFSDYDLLKLNQLYS- -CTSS : 197
AEVDSLGETYDFASI MHYARNTFSRGH - W.DTI LPRKDPESGI RPEI GORKHLSEGDI | QANLLYK- -CPSC : 207
GSVTSSNVEYDVGSI MHYGGYGFSSNGR - PTI TTI DPR- - - LNSRLGORTALSAADI ELANRI YE- - CDDV : 203
- - -LNLNTPYDYNSVMQYHRYAFSGN- - GKPTMAPI PN- - - - ANl QFGEATQVSRNDI TRLNTLYK- -C--- : 198
EEVESLGETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI LPKYD VNGVRPPI GORTRLSSGDVAQARKL YK- - CPAC : 202
EEVESI GETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI LPKYD- VNGVRPPI GORTRLSSGDI AQAKKLYR - CPAC : 202
- - -NNLG EYDYASVMHYSRYHYSI N- - GDI Tl EPKPD- - - - PNVPI GORDGLSI LDI SKI NKLYE- -CNVC : 199
EEVESLGETYDFDSI MHYARNTFSRG - FLDTI LPKYD- VNGVRPPI GORTRLSSGDVAQARKL YK- - CPAC : 202
GEVSSLGETYDFDSI MHYARNTFSRGV- FLDTI LPRRI - DTSVRPTI GORI RLSQGDI AQAKKLYK- - CPAC : 202
NVI SHLDEPYDYASI MHYGPYAFSGS- - GKKTLVPKKS:- - - - GSERMGORVKFSDI DVRKI NKLYN- - CPGV : 198
EEVDSLGEPYDFSSI MHYARDTFSRG AFYDTI LPKPNSG- - FRLEI GORVQLSEGDI RQTKKLYK- - CAEC : 202
ETVEDYGEPYDYSSVLHYTAYAFSKN - GEMT| VPLQEG- - - AEEL MGORLQMTQSDI NKLNVMYK- - CPRQ : 204
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