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I. 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 bei Vertebraten, Invertebraten und Bakterien 
gefunden werden. Die Mehrzahl der bisher beschriebenen Astacine enthalten dabei neben 
einem katalytischen Modul, der eigentlichen Astacin-Domäne, noch weitere Domänen die 
der Verankerung in der Zellmembran oder regulatorischen 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-ähnliche Domänen enthalten, stark anwachsen lassen.  
    (1) Bei dem Nematoden Caenorhabditis elegans konnte durch Datenbanksuchen mit 
dem BLAST-Algorithmus die überraschend große 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 al. (2001) 
ergab, dass mit Ausnahme eines Pseudogens alle anderen Astacin-homologen Proteine 
auch tatsächlich exprimiert werden. Die gefundenen cDNA-Sequenzen wichen dabei zum 
Teil erheblich von den Spleißvorhersagen der wormpep oder Genie Gene Datenbanken ab 
und wurden für eine richtige Übersetzung der Transkripte in Protein-Sequenzen anhand der 
experimentellen Daten korrigiert. Um erste Aussagen über die Funktion dieser Proteine 
machen zu können erfolgte an ausgewählten Beispielen die Lokalisierung in vivo durch 
GFP-Reporter-Proteine. Anhand des Expressionmusters konnte für zwei Proteine auf eine 
Verdauungsfunktion und auf eine entwicklungsrelevante Rolle geschlossen werden. Die 
Auswertung der RNAi Untersuchungen von Maeda et al. (2001) und der microarray 
Analyse von Jiang et al. (2001) legen dabei für 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 über 
Astacin-homologe Proteine vor. Hier konnten nun zwei neue Astacin-homologe Gene bei 
dem Modellorganismus Hydractinia echinata (Cnidaria, Hydrozoa) charakterisiert werden, 
die als Hydractinia echinata Astacin 1 und 2 (HEA-1 und HEA-2) bezeichnet wurden. In 
situ Hybridisierungen deuten eine Rolle bei der Kopfbildung während der Metamorphose 
und bei der Differenzierung von Tentakelzellen an. 
    (3) Durch BLAST- und FASTA-Suchen in den allen verfügbaren Datenbanken konnten 
im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 106 verschiedene Astacin-homologe Proteine und 77 
weitere unvollständige Genom-, EST- oder N-terminale Sequenzfragmente gefunden 
werden. Die phylogenetische Analyse und die Analyse der Domänenstruktur ließen ein 
allgemeines Evolutions-Prinzip erkennen, das an der Astacin-Protein-Familie insgesamt 
beobachtet werden kann, welches aber bei den Astacinen von C. elegans besonders 
ausgeprägt und mit neuen Elementen in Erscheinung tritt. Die katalytische Kette des 
Astacins kann nach Anhängung 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 übernehmen 
können. Weiterhin erlaubte die Stammbaum-Analyse (Neighbor-Joining) eine Einteilung 
der Astacine in mehrere phylogenetische Gruppen (A: Cnidaria-Astacine, B: Meprine, C: 
BMP-1/Tolloid-ähnliche Astacine) oder Subgruppen (D3: hatching-Enzyme, D2: 
Drosophila Astacine, D1 und D4: C. elegans Astacine) die auf jeweils ein Vorläufer-
Protein zurückgehen müssen, das sich nach Genduplikationen divergent weiterentwickelte.  
    (4) Als Modellprotein für die Untersuchung eines möglicherweise gemeinsamen 
Aktivierungsmechansimus aller Pro-Astacine wurde das Flusskrebs-Astacin verwendet. 
Die immunhistochemischen, proteinbiochemischen und die massenspektrometrischen 
Untersuchungen von Substrat-Peptiden zeigten, dass Pro-Astacin in Astacus astacus 
autokatalytisch im proximalen Bereich des Hepatopankreas vor Übertritt in den Magen 
aktiviert wird. Darüber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass Astacin in der Lage ist, 
eine Arginin-Alanin 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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II. EINLEITUNG 
 
 
1.  Strukturelle und funktionelle Vielfalt proteolytischer Enzyme 
 
Eiweißspaltende Enzyme spielen eine Schlüsselrolle bei den verschiedensten 
physiologischen Vorgängen. Die Pionierarbeiten des Heidelberger Physiologen Wilhelm 
Kühne in der zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts lieferten erste Aufschlüsse über die 
Funktion von proteolytischen Enzymen bei der Proteinverdauung der Säugetiere (für eine 
Übersicht siehe Neurath und Zwilling 1986). Der intestinale Abbau von 
Nahrungsproteinen ergibt dabei allerdings weniger als die Hälfte der für die 
Proteinbiosynthese benötigten Aminosäuren (Barrett 1977). Ein wesentlicher Anteil wird 
durch intrazelluläre Degradation körpereigener Proteine bereitgestellt. Dafür 
verantwortlich sind grundlegende physiologische Abläufe, wie die lysosomale Proteolyse 
oder die ubiquitin-vermittelte Proteolyse im Cytoplasma (Bond und Butler 1987; Orlowski 
1990; Rock und Goldberg 1999). 
 
Aufgrund ihrer Fähigkeit, das Zielsubstrat spezifisch erkennen zu können, sind Peptidasen 
auch für die Aktivierung von Proteinvorstufen zuständig. Das Prinzip der spezifischen 
(„limitierten“) Proteolyse wurde am Beispiel der Verdauungsenzyme der Säuger 
erschlossen, die als Pro-Enzyme (Zymogene) in Magen und Pankreas synthetisiert werden 
(Palade 1975; Stroud et al. 1977; Huber und Bode 1978; Neurath 1984).  
 
Während der Biosynthese von Proteinen kommt es zur co- und posttranslationalen 
Prozessierung von Proteinvorstufen wie zum Beispiel bei der Abspaltung der 
Signalsequenz durch den membranständigen signal peptidase complex (SPC) oder der in 
den Mitochondrien vorliegenden mitochondrial processing peptidase (MPP) (Shelness et 
al. 1993; Ito 1999). Die Blutgerinnung wird über eine Kaskade von proteolytischen 
Aktivierungen durch Serinproteasen vermittelt, die eine schnelle und wirksame Antwort 
auf Verletzungen gewährleisten. Das proteolytische Kaskadensystem der Fibrinolyse ist 
zuständig für den Abbau von Blutgerinnsel, während 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 Renin-Angiotensinsystems (Lumbers 1999), dem Kallikrein-Kinin-System 
(Margolius 1984; Margolius 1998) oder der Akrosomenreaktion bei der Befruchtung 
(Neurath 1986). Peptidhormone wie Insulin (Steiner et al. 1974; Steiner et al. 1996) und 
Glukagon (Steiner et al. 1996) oder die Neuropeptide neuroendokriner Zellen (Muller und 
Lindberg 1999) werden räumlich und zeitlich proteolytisch aktiviert und in ihrer 
physiologischen Wirkung reguliert. Im Rahmen der Abwehr von Infektionen oder 
Entzündungen 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 intrazelluläre Abbau von 
Antigenstrukturen über das 26S- und das Immuno-Proteasom (York et al. 1999; Cascio et 
al. 2001) und die Aktivierung des p105 Vorläufers des Transkriptionsfaktors NFκB, 
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 große Rolle. Dazu zählen beispielsweise 
Proteasen, die den Transkriptionsfaktor Dorsal aus der NFκB-Familie proteolytisch 
aktivieren und somit indirekt eine Rolle bei der Regulation der dorso-ventralen 
Körpersymmetrie in Drosophila melanogaster spielen (Mohier 1993; Morisato und 
Anderson 1995). Am Schlüpfvorgang von Embryonen beteiligt sind die sogenannten 
hatching enzymes (Inohaya et al. 1997; Geier und Zwilling 1998; Lei et al. 1999; Fan und 
Katagiri 2001). Intensiv untersucht werden gegenwärtig jene Proteasen (MMP, matrix 
metallo proteases) die am Umbau der extrazellulären Matrix beteiligt sind. Ihr 
Wirkungsspektrum ist dabei nicht auf die Strukturproteine der extrazellulären Matrix 
beschränkt, sondern umfasst auch die Regulation und Aktivierung anderer Proteasen, von 
Protease–Inhibitoren, Wachstumsfaktoren, Zelloberflächenrezeptoren oder Zell-
Adhäsionsmolekülen. Dementsprechend vielfältig sind die physiologischen Aufgaben, die 
Matrix-Metalloproteasen übernommen haben (Khasigov et al. 2001; Sternlicht und Werb 
2001). 
 
Fehlfunktionen der proteolytischen Steuerungssysteme haben unter Umständen schwere 
pathologische Störungen zur Folge. Beispiele sind Hämophilien (Geddes et al. 1989), 
Lungenemphysem (Thompson 1982), die Auflösung 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 für 
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 zusätzlich zwischen Endopeptidasen, die innerhalb 
einer Polypeptidkette schneiden, und Exopeptidasen, die eine oder mehrere endständige 
Aminosäurereste abspalten, unterschieden wird. Seit 1992 wird diese aktuelle Liste 
(Enzyme List), die darüber hinaus auch alle weiteren bekannten Enzyme systematisch 
katalogisiert, von dem Nomenclature Committee of the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) herausgegeben 
(http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme). Das NC-IUBMB sieht heute folgende 
systematische Einteilung der proteolytischen Enzyme vor:  
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    Peptidasen (Proteasen)  
E.C. 3.4. 

    

            
            
 Endopetidasen   Exopetidasen  
  

Serinendopeptidasen (E.C. 3.4.21) 
Cysteinendopeptidasen (E.C. 3.4.22) 
Aspartatendopeptidasen (E.C. 3.4.23) 
Metalloendopeptidasen (E.C. 3.4.24) 
Threoninendopetidasen (E.C. 3.4.25) 
Endopeptidasen mit unbekanntem  
      katalytischen Zentrum (E.C. 3.4.99)  

  
Amniopetidasen (E.C. 3.4.11)  
Dipeptidasen (E.C. 3.4.13) 
Di/Tri-Peptidyl-Peptidasen (E.C. 3.4.14) 
Peptidyl-Dipeptidasen (E.C. 3.4.15) 
Serine-Carboxypeptidasen (E.C. 3.4.16) 
Metallo-Carboxypeptidasen (E.C. 3.4.17) 
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 Evolutionszusammenhänge nicht 
berücksichtigt werden. Rawlings und Barrett schlugen deshalb 1993 die Einführung eines 
neuen Systems vor. Eine Protein-Familie muss danach eine statistisch signifikante 
Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz aufweisen (Rawlings und Barrett 1993). Dies 
basiert auf dem Evolutionsgedanken, dass Proteine aus der selben Familie sich aus einen 
gemeinsamen Vorläufer entwickelt haben und nach der Definition von (Reeck et al. 1987) 
homologe Proteine sind. Jede Protein-Familie wird in diesem System mit einem 
Buchstaben nach dem Katalyse-Mechanismus (S, T, C, A, M oder U für Serin, Threonin, 
Cystein, Aspartat, Metallo- oder unknown) und einer arabischen Nummer benannt. 
Darüber hinaus werden homologe Familien zu clans zusammengefasst, bei denen die 
einzelnen Mitglieder soweit divergiert sind, dass eine Verwandtschaft auf 
Primärstrukturebene nicht mehr erkennbar ist. Daher wird hier eine Analyse der 
dreidimensionalen Struktur mit einbezogen (Barrett et al. 1998). 
 
 
3.  Die Astacin-Protein-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; Stöcker und Zwilling 1995). Das aus 200 Aminosäuren 
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 extrazellulär im Kaumagen gespeichert (Vogt et al. 1989; 
Geier et al. 1997). Die Aminosäuresequenz und die dreidimensionale Struktur des 
Flusskrebsenzyms zeigten, dass es sich bei diesem Protein um den Prototyp einer neuen 
Familie von Proteasen handelt (Titani et al. 1987; Stöcker et al. 1993).  
 
Im Unterschied zu den bisher bekannten Metalloproteasen, deren zentrales Zinkion im 
Grundzustand tetraedrisch koordiniert vorliegt, besitzt das Zinkion des Astacins fünf 
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Zinkliganden in trigonal bipyramidaler Anordnung. Dabei sind die Histidinreste His-92, 
His-102 und das katalytische Wassermolekül (Sol300) koplanar zum Zinkion angeordnet. 
Ein weiterer Histidinrest (His-96) befindet sich oberhalb und ein Tyrosinrest (Tyr-149) 
unterhalb dieser Ebene. Die dreidimensionale Gesamt-Struktur des Astacinmoleküls ist 
von nierenförmiger Gestalt. Es ist aus einer aminoterminalen und carboxyterminalen 
Domäne aufgebaut, die durch den ausgedehnten Spalt des aktiven Zentrums voneinander 
getrennt sind. Das katalytisch essentielle Zinkion ist am Boden dieses Spalts lokalisiert. 
Die aminoterminale Domäne besteht im wesentlichen aus vier parallelen und einem 
antiparallelen β-Strang, und zwei langen α-Helices. Über die Cysteinreste Cys42 und 
Cys198 ist der antiparallele Strang mit der zentralen α-Helix B verknüpft. Die 
carboxyterminale Domäne weist bis auf eine α-Helix kaum reguläre Strukturen auf. Beide 
Domänen sind mittels einer Disulfidbrücke zwischen Cys42 und Cys198 kovalent 
miteinander verbunden. Eine zusätzliche Verbindung der Domänen wird durch den 
Aminoterminus des aktiven Proteins (Ala-1) hergestellt, der über eine Salzbrücke mit Glu-
103 verbunden ist. Betrachtet man die Aminosäuresequenz, enthält das bei allen Astacinen 
stark konservierte, zinkbindende Motiv HExxHxxGFxHExxRxDRD die drei Histidin-
Zink-Liganden, die katalytische Glutaminsäure Glu-93 und das strukturell wichtige Gly-
99, welches die zentrale α-Helix beendet und dem Protein die Rückfaltung des dritten 
Histidins in die Nähe des Zink-Ions ermöglicht. Der Zinkligand Tyr-149 ist Teil eines 
weiteren charakteristischen Strukturelements, des Methionin-haltigen 1,4-β-Turns mit dem 
Motiv SxMHY (Bode et al. 1992; Gomis-Rüth et al. 1993; Stöcker et al. 1993). 
 
Die von Geier et al. analysierte genomische Organisation des Astacins weist auf eine Pro-
Form des Enzyms hin, die auf Proteinebene im Flusskrebs nicht isoliert werden konnte 
(Geier et al. 1997). Demzufolge hat das Prä-Proenzym eine aminoterminale Verlängerung 
von 49 Aminosäureresten, sodass in diesem Zustand die Salzbrücke zwischen Ala-1 und 
Glu-103 offensichtlich nicht ausgebildet werden kann. Möglicherweise ist hier ein 
proteolytischer Aktivierungsmechanismus ausgebildet, wie er in vergleichbarer Form bei 
den trypsinähnlichen 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 (Stöcker 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 räumliche Anordnung der Zink-
Liganden von anderen Metalloproteasen unterschieden werden (Dumermuth et al. 1991; 
Stöcker et al. 1993; Bond and Beynon 1995).  
 
Die Astacin-Protein-Familie umfasst nach dem aktuellen Stand der Literatur inzwischen 
mehr als 40 Mitglieder. Dazu gehören die membrangebundenen Meprine A und B aus der 
Niere und dem Dünndarm 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 I identifiziert werden, welche durch die Bildung reifer 
Kollagenmonomere für die Assemblierung der Kollagenfasern und damit der 
extrazellulären Matrix eine entscheidende Rolle spielt. HCE und LCE beim Knochenfisch 
Oryzias latipes, CAM-1 bei der Wachtel und AEA bei Astacus astacus spielen eine Rolle 
beim Schlüpfvorgang der Embryonen. An der Musterbildung sind Tolloid und Tolkin bei 
Drosophila melanogaster , UVS.2 bei Xenopus laevis, BP10 und SpAN bei Paracentrotus 
lividus und HMP1, HMP2 sowie FARM-1 bei Hydra vulgaris beteiligt. Ein 
prokaryotischer Vertreter aus der Astacin Familie ist ebenfalls bekannt, das Flavastacin aus 
Chryseobacterium meningosepticum.  
 
Die folgende Auflistung gibt einen Überblick und Literaturhinweise zu den bisher 
beschriebenen Mitglieder der Astacin-Protein-Familie:  
 
Protein Vorkommen Literatur (Übersichtsartikel) 
Astacin Astacus astacus Barrett et al. 1998, Kap. 405 

 Chionoecetes opilio Klimova et al. 1991 

AEA Astacus astacus Geier and Zwilling 1998 

Alveolin Oryzias latipes Shibata et al. 2000 

BMP-1 Mensch, Maus, Ratte, S. purpuratus, 
Xenopus laevis, Gallus gallus 

Barrett et al. 1998, Kap.411 

Reynolds et al. 2000 (Gallus) 
BP-10 Paracentrotus lividus Lhomond et al. 1996 

CAM-1 Coturnix coturnix Elaroussi and DeLuca 1994 

Colloid Gallus gallus Liaubet et al. 2000 

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

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

FARM-1 Hydra vulgaris Kumpfmuller et al. 1999 

Flavastacin Chryseobacterium meningosepticum Tarentino et al. 1995 

HCH-1 Caenorhabditis elegens Hishida et al. 1996 

HMP-1 Hydra vulgaris Yan et al. 1995 

HMP-2 Hydra vulgaris Yan et al. 2000a 

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

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

Meprin β 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 Strongylocentrotus purpuratus Wardle et al. 1999 

TBL-1 Aplysia californica Liu et al. 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 Danio rerio Blader et al. 1997 
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In dieser Liste sind ausschließlich in wissenschaftlichen Publikationen veröffentlichte 
Daten berücksichtigt. 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 al. 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 überraschende 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-
Domäne eine Vielzahl von regulatorischen Einheiten. Viele der Astacin-Familien-
Mitglieder enthalten EGF- (epidermal growth factor) ähnliche Domänen, sowie die 
sogenannten CUB- (complement subcomponents Cqr/C1s, embryonic sea urchin protein 
Uegf, BMP-1) Domänen. Eine threoninreiche Domäne ist bei SPAN und BP10, eine serin/-
threoninreiche Domäne bei BMP-1 des Seeigels zu finden. Die Meprine enthalten 
zusätzlich eine MAM-(meprin subunits, A-5 protein, and receptor protein tyrosin 
phosphatse C µµ) Domäne, eine transmembrane und eine cytoplasmatische Domäne 
(Übersicht: Bond and Beynon 1995). 
 
Alle Mitglieder der Astacin-Familie weisen aminoterminal der Protease-Domäne weitere 
Sequenzabschnitte auf. Das Signal- oder Prä-Peptid dient als intrazelluläres 
Lokalisationssignal und wird bereits während der Proteinsynthese bei der Passage durch 
das Endoplasmatische Reticulum abgespalten. Der Pro-Teil ist vermutlich für 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.  Die Metzinkine 
 
Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass die Familie der Astacine sich mit 
verwandten Proteinfamilien zur Super-Familie der Metzinkine zusammenfassen lässt. 
Diese enthält als gemeinsame Struktur-Elemente das verkürzte zinkbindende Motiv 
HExxHxxGxxH und den methioninhaltigen Abschnitt mit der Sequenz MxY. Zur Super-
Familie der Metzinkine fassen Stöcker et al. neben den Astacinen (M12A) die Familien der 
Adamalysine (M12B,C; Schlangengiftproteinasen), der Serralysine (M10B; bakterielle 
extrazelluläre Proteinasen) und der Matrixine/Matrix-Metalloproteasen (M10A; 
Säugetierkollagenasen, MMP`s) zusammen (Stöcker et al. 1995). Schlangenhauf et al. 
konnten 1998 den Metzinkinen als eine weitere Familie die Leishmanolysin-ähnlichen 
Enzyme (M8) zuordnen (Schlangenhauf et al. 1998). Obwohl diese Familien nur geringe 
Sequenzähnlichkeiten zeigen, bestehen doch starke topologische Übereinstimmungen 
zwischen den Sekundärstrukturen der jeweiligen katalytischen Module der Proteine. 



II. Einleitung 9

Gemeinsame Strukturelemente sind die vier parallelen und der antiparallele β-Strang der 
aminoterminalen Domäne, sowie die drei langen α-Helices, die bei allen Metzinkinen in 
identischer Reihenfolge auftreten und die in der gleichen Weise räumlich angeordnet sind. 
Die Metzinkine haben sich demnach durch divergente Evolution aus einem gemeinsamen 
Vorläufer-Enzym entwickelt. Die große Zahl der Punktmutationen in den 
Proteinsequenzen und das Vorkommen der Metzinkine sowohl bei Pro- wie auch bei 
Eukaryonten spricht dafür, dass ein gemeinsames Vorläufer-Enzym bereits in einem 
Prokaryonten vorhanden war, der entwicklungsgeschichtlich noch vor der 
Prokaryonten/Eukaryonten-Divergenz einzuordnen ist (Stöcker 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 
Aminosäurereste carboxyterminal zu diesem Motiv. Zu diesem clan gehören die Familien 
der immune inhibitor A Proteine (M6), Snapalysine (M7), Säugetierkollagenasen (M10), 
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 für diese Proteine vor. 
Aufgrund der geringen Sequenzhomologie muss bei dieser Klassifizierung deshalb die 
Frage offen bleiben, ob sich hier noch eine ursprüngliche Verwandtschaft widerspiegelt, 
oder ob es sich in manchen Fällen um konvergente Bildungen handelt. 
 
 
5.  Ausgangspunkt und Problemstellung 
 
Durch die fast ubiquitäre Verbreitung der Astacine von den Bakterien bis zum Menschen 
und die unterschiedlichen physiologischen Funktionen dieser Enzyme, wird die Frage 
aufgeworfen, welche molekularen Veränderungen und Evolutionsabläufe 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. Auffällig ist in diesem Zusammenhang auch, dass innerhalb dieser 
Protein-Familie eine Vielzahl regulatorischer Domänen als carboxyterminale 
Erweiterungen der Protease-Domäne auftreten kann. So findet sich die CUB-Domäne als 
Regulations-Modul sowohl im Flusskrebs (AEA), als auch beim BMP-1 des Menschen 
oder sogar als Bestandteil von Serinproteasen des Komplementsystems. Weiterhin stellt 
sich die Frage weshalb bei einigen wenigen Organismen im Tierreich (C. elegans) sich 
eine große Anzahl von paralogen Genen entwickelt hat, während andere offenbar nur 
wenige Genkopien aufweisen. Die innerhalb von C. elegans auftretenden Gene müssen 
durch Duplikationen entstanden sein und haben danach wahrscheinlich unterschiedliche 
physiologische Funktionen übernommen. Durch den Vergleich der Struktur und Funktion 
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von solchen orthologen und paralogen Proteinen können darüber hinaus auch neue 
Einblicke in die molekulare Evolution überhaupt gewonnen werden. Neben allen 
Veränderungen, die diese Proteine im Verlauf der Evolution erfahren haben, sind 
möglicherweise einige allgemeine Mechanismen hoch konserviert. Ein Ansatzpunkt bietet 
hier die Analyse der Propeptide und der Zymogenaktivierung, welche bei allen Astacin-
homologen Proteinen gefunden werden. 
 
Um anhand dieser Fragestellungen einen weiteren, vertieften Einblick in die molekulare 
Evolution der Astacine zu bekommen, wurden verschiedene Ansätze gewählt:  
 
1. Untersuchung der überraschend großen Anzahl Astacin-homologer Gene bei  
C. elegans, die gleichzeitig einen Beitrag zur Erforschung des Genoms und Proteoms 
dieses Organismus liefern soll.  
2. Identifizierung und Charakterisierung 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 schließt auch die Analyse 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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III. MATERIAL UND METHODEN 
 
 

1. Allgemeine Materialien 

1.1. Geräte 

Gerätetyp Lieferant/Hersteller 
Branson Sonifier L15 Branson 
Chromatographie (HPLC) 
   HPLC-Pumpe 2248 
   HPLC-Controller 2152 
   Spectroflow 757 
   Fraktionssammler Foxy 

 
LKB, Bromma 
LKB, Bromma 
Krates 
ISCO 

Fluoreszenz Mikroskop  Zeiss 
Geldokumentation BioDocAnalyze Biometra, Göttingen 
Lumineszenz Spectrometer LS 50 Perkin-Elmer, Überlingen 
PCR-Maschinen 
   Mini Cycler 
   TGradient 

 
MJ Research, Watertown 
Biometra, Göttingen 

Semi-Dry Blotkammer CE Sigma Aldrich, Deisendorf 
Speed Vac Concent rator Savant 
Stereomikroskop Leica 
Ultrazentrifuge L70 Beckmann 
UV/VIS Spectrometer Lambda 2S Perkin-Elmer, Überlingen 
Zentrifugen 
   Centrikon H401 
   Labofuge 400R 

 
Kontron 
Heraeus 

1.2. Chemikalien und Artikel 

Hier nicht verzeichnete laborübliche Chemikalien wurden in p.A. Qualität 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 Lieferant 
Agarose (Elektrophoresegrad, 100%) Roth, Darmstadt 
Antibiotika ( Ampicillin, Carbenicillin,   
                      Tertracyclin, Kanamycin ) 

Serva, Heidelberg 

 
Dextransulfat Sigma, Deisendorf 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma, Deisendorf 
Ficoll Type 400 Sigma, Deisendorf 
Imject Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) Pierce, Rockford, Illinois 
Saccharose, Rnase/Dnase frei Roth, Darmstadt 
Standard-I-Nährbouillon Merck, Darmstadt 
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1.3. Puffer und Lösungen 

Für das Ansetzen von Puffern und Lösungen wurde Wasser aus einer Milli-Q-Anlage 
verwendet. Die Speisung dieser Anlage geschieht mit voll entsalztem Wasser, der 
Ohm’sche Widerstand des Wassers bei der Entnahme beträgt 18,2 MΩ. 
Alle Lösungen, die für die Präparation von RNA verwendet wurden, enthielten DEPC-H2O 
statt Milli-Q-Wasser. Zur DEPC-Behandlung wurde 1 l Milli-Q-Wasser mit 1 ml DEPC 
versetzt, 24 h bei Raumtemperatur inkubiert und 30 min autoklaviert. 

1.4. Bakterienstämme 

Escherichia coli XL-1-Blue Stamm zur Vermehrung von bluescript und pBC Vektoren 
    (Stratagene, Heidelberg). 
 
Escherichia coli OP 50 Der Uracil-auxotrophe Stamm dient als Nahrungsquelle für 

Caenorhabditis elegans Kulturen und wurde von Prof. E. 
Schierenberg, Universität Köln, zur Verfügung gestellt. 

1.5. Cosmide 

Die C. elegans Cosmide C05D11, C07D10, K04E7, F42A10 und T04G9, die im Rahmen 
C. elegans sequencing project zur Verfügung stehen, wurden von Dr. A.Coulson, Sanger 
Center, Cambridge, bezogen. 

1.6. Plasmide 

Klonierungsvektoren wurden von folgenden Quellen bezogen: 

pBluescript II SK+ (Genbank/EMBL accession number X53328), Stratagene, Heidelberg 
puC18 (Genbank/EMBL accession number L09136), Amersham Pharmacia, Freiburg 
pGEM-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 für die Etablierung transgener C. elegans 
Linien benutzt wurde, stammt von Prof. R. Schnabel, Institut für Genetik, Technische 
Universität Braunschweig. 

1.7. Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden im Synthesemaßstab 0,02 µmol von Interaktiva, Ulm 
bezogen und wurden vom Hersteller RP-HPLC gereinigt. Aus den lyophylisierten Proben 
wurden nach Angaben des Herstellers Stammlösungen mit einer Konzentration von 100 
pmol/µl in DEPC-H2O hergestellt und bei –20°C gelagert. Die Konzentration der 
Gebrauchslösungen betrug, wenn nicht anders vermerkt, 10 pmol/µl.  
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1.7.1. Oligonuclotide für RT-PCR (C. elegans) 
 

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 CGG TGG AAG TGG TAA ATG 
C07D10.4/C13/R3 ATA ATT AAC CCG TCC TGA GC 
C24F3/F1 
C24F3/R3 

ATT GGC AGC TGA TTG TAT TG 
TGT TTG TCC TCG CAC TTT AC 

C34D4/F1 
C34D4/R3 

TCC TAG AAC CGC TGT AGA CA 
GTA GTT CGG TGG TGA TGC T 

D1022/F1 
D1022/R3 

TGC TAA TGT CGG GTC AAG 
ACC TTT ACA ATC GCT TCC TC 

F09E8/F1 
F09E8/R3 

TTC GTA TGT TGG CAG AGC  
TCG TCG TAC TTG TCA CCT TC 

F20G2/F1 
F20G2/R3 

GGC AAC GTT TGA AGA TTT  
GC CGT ACA TAT CAC ATT TTC  

F39D8/F1 
F39D8/R3 

CTT TCA CTT ATG CCA TCA CC 
CCA TCG CCA AGA CTT ACT  

F42A10/C00/F1 GCT GCC TTA AAC TAC GGT 
F42A10/C00/R3 GCT TTG ATA TGC CAG TAA CA 
F46C5/F1 
F46C5/R3 

TGG GAT CGA GCA TAC TCA  
GAC AAT TAT TGG GGT TTG GT  

F54B8/F1 
F54B8/R1 

GTC AAG ACC ACC CAA ACT 
TGG AGC CAT TTA TCT CTG AG 

F56A4/F1 
F56A4/R3 

GCC GGA AAT TTT TAG AGG  
CTT TCG GAG CAA GTT TAC TG  

F58A6/F1 
F58A6/R3 

GAA ATG ACG ATG GGT GTT  
GTT ACG GGA ATT AGT GAA GC  

F58B4/F1 
F58B4/R3 

GGG ACA TGC TCT TGG ATT  
ATC ACG AAG TGT TGG AAG TC 

K03B8.1/F1  
K03B8.1/R3 

TCA CAA ACT TGC GTT ACT TTC  
TCT TTC GGA GCA TTT ATT GA  

K03B8.2/F1 
K03B8.2/R3 

GCG ATC CGA AAA GAT GTG  
CAT TGT ACG TCG TTT GTT CA  

K03B8.3/F1 
K03B8.3/R3 

ATC GCC TTA ACT TTA TCT GC 
ACT TCT TGG GAA ACA TTG TC 

K03B8.5/F1 
K03B8.5/R3 

TCC CCA CCG ATT TAC ATA  
ACT TCC GAT GGT ATC ACA AC  

K04E7.3/C39/F1 CAC TGT AAT CCC GTC CAG 
K04E7.3/C39/R3 CCG AAA CAA TTC TCC AAT AA 
K06A4.1/F1 
K06A4.1/R3 

CGA ACC TGA AAA AGA CGA T 
GAC TTG GCA CGT TGA TAG AT 

T02B11/F1 
T02B11/R3 

CCG GAT TGA ATG AGT ATT TG 
GAT CTT TGG GCA CTA TGG  

T04G9.2/C41/F1 GTC TGA AGA CGG AAA GTG GT 
T04G9.2/C41/R3 ATG AAA TTG GGC AGT TGG 
T11F9.3/F1 
T11F9.3/R3 

CTT GTT CCG TTT GAT TAT GG 
TCG CAT GTA TGT TGA CAG AA 

T11F9.5/F1 
T11F9.5/R3 

CTT TAC GCA TGG ACA ATG A 
CTT CCC CTT CAC AAG AAC AT 
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T11F9.6/F1 
T11F9.6/R3 

GAA GAA ATG TCG CCG AAA AA 
ATT GCA TGA CAC TCC CAA CA 

T23F4/F1 
T23F4/R3 

TTC CGA TGC CTT ACT CTT T 
ACT TTT GAT CTC TGG CGT AG 

T23H4/F1 
T23H4/R3 

TTT TGA CTG TTT CGG TGG TC 
GAA GCA TCT TTG GGG TGA C 

Y95B8A.1/F1 
Y95B8A.1/R3 

CAC CGG AGC CAT TCA CAT T 
GGA CTG CTC GTG CCA AAA G 

4R79.1/F1 
4R79.1/R3 

TTT GAC AGT TAC CGA CGA AC 
GAC CGA ATT TTTATC CAC AAC 

Gpd3/F1 
Gpd3/R1 

GGA GAC TAC CTT CTT GTC GC 
AGT GGT CAT AAG TCC CTC AA  

Oligo dT primer TTT TTT TTT TTT TTT T 
 

1.7.2. Oligonukleotide für GFP-Fusionsproteine (C.elegans) 
C05D11:GFP/Kpn1/F1  GGG GTA CCC TGA CAC GCT GAC CCA TAC 
C05D11:GFP/Sac1/R1 CGA GCT CTT GAG TGA AGA TGC CAA GA 
C07D19:GFP/BamH1/F1 GGG GTA CCC GAT CCT CGC ATT CTA 
C07D19:GFP/BamH1/R1 CGG GAT CCT TCC GCC AAA GTC ATT TAG 
K04E7:GFP/Kpn1/F1 GGG GTA CCC CGG ACC ACA GTA AAG AAT 
K04E7:GFP/Sac1/R1 CGA GCT CTG ACA AGA AAG GCA CAA AG 
T04G9:GFP/Kpn1/R1 GGG GTA CCC GCT GGG TAG TGG AGT TG 
T04G9:GFP/Pst1/F1 AAC TGC AGC TTT TCG GAA GAC TTT TGC 

 

1.7.3. Oligonukleotide für RT-PCR und RACE (Hydractinia echinata) 
HeAst(mp1)/F1 CAA ACG CAA TCA ACG AAG 
HeAst(mp1)/R1 AAA TCA GCT TGG CCA AGT G 
HeAst-mp1/F2 CAA GGC TGC AAA CGC AAT CAA CGA 
HeAst-mp1/R2 GCT TTG CCA AGT GGA GCT GAC GAT G 
HEA1/PstI/F6 AAC TGC AGC AAG GCT GCA AAC GCA ATC AAC GA 
HEA1/NotI/R6 TAG CGG CCG CGC TTT GCC AAG TGG AGC TGA 

CGA TG 
HEA2/PstI/F7 AAC TGC AGA GGG CAT ATG GAA AAC TGG AAA 

TGC TT 
HEA2/NotI/R7 TAG CGG CCG CGT GAA GAG CAG CCG CCT CCT 

TTA TAG 
HEA1/F8 AGG CTA ACA CCA AAT GCA TCA CAT 
HEA1/R8 GGT TCA AAC CTA AGG CGT GTC CTA 
HEA2/F9 GAA GAT GGC CCG GTG CAA AAA C 
HEA2/F10 ATC CAG ACG AGA AGG AGG GC 
HEA2/R10 GAT CGA TAA CCA ACT GGT GAA 
SMART II AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG 
3’-RACE-CDS AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA C(T)30N-1N 

(N = A,C,G oder T; N-1 = A,G oder C) 
5’-RACE-CDS (T)25N-1N 

(N = A,C,G oder T; N-1 = A,G oder C) 
UPM long CTA TAT CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA TGT 

GTA ACA ACG CAG AGT 
UPM short AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GT 
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1.7.4. Sequenzierungs- und Transkriptions-Oligonukleotide 
M13/22-mer sequencing primer GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A 
M13revers/24-mer sequencing primer GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG 
GFP/F1 sequencing primer GGG CAC AAA TTT TCT GTC AGT G 
GFP/R1 sequencing primer TCT GCT AGT TGA ACG CTT CCA T 
SP6/18-mer promoter primer ATT TAG GTG 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 für molekularbiologische Methoden 

Alle Enzyme wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Puffer-Stammlösungen 
verwendet. 
 
Enzym Aktivität Hersteller/Lieferant 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase 
(CIAP) 

1 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

DNase I 10 U/µl Boehringer, Mannheim 
ElongaseEnzym Mix  Life Technology, Karlsruhe 
Klenow Fragment, exo- 5 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Pfu DNA Polymerase 3 U/µl Promega, Mannheim 
PowerScript™ Reverse Transcriptase 200 U/µl Clontech, Heidelberg 
RevertAid H minus M-MuLV Reverse-
Transkriptase 

200 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

SP6 RNA Polymerase 20 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T3 RNA Polymerase 20 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4 DNA Ligase 5 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4 Polynucleotid Kinase 10 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T7 RNA Polymerase 20 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq DNA Polymerase LC, recombinant 1 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq DNA Polymerase, recombinant 5 U/µl Life Technology, Karlsruhe 
Restriktionsendonukleasen 10 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Bam HI; Bsh TI (Age I); Eco 32 I (Eco RV); Eco RI; 
Hind III; Kpn I; Nhe I; Not I; Pst I; SacI; Sal I; Sma I 

 
 
 

Reaktionskomplettausstattungen Hersteller/Lieferant 
Oligotex mRNA Mini Kit QIAGEN, Hilden 
Oligotex direct mRNA Micro Kit QIAGEN, Hilden 
QIAamp Blood And Tissue Kit QIAGEN, Hilden 
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN, Hilden 
NucloeSpin Plasmid Mini Macherey & Nagel, Düren 
NucleoSpin Extract Macherey & Nagel, Düren 
SureClone™ Ligation Kit Amersham Pharmacia, Freiburg 
DNA T7 Sequencing Kit Amersham Pharmacia, Freiburg 
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Sonstige Produkte Konzentration Hersteller/Lieferant 
(α-35S)dATP 10 mCi/ml Amersham Pharmacia, Freiburg 
ATP 100 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
dNTP  10 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
dNTP für long range PCR 10 mM Life Technology, Karlsruhe 
NTP 10 mM MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
DNA-Marker 
   GeneRuler 100bp Ladder plus 
   GeneRuler 1kb Ladder 
   MassRuler low range 
   MassRuler high range 

 

MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

RNA-Marker low range  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Ribonuclease Inhibitor 50 U/µl MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

 

1.9. Peptide  

Peptide wurden auf einem modifizierten Applied Biosystems 430A Peptide Synthesizer 
durch das in situ Neutralisations-Protokoll für die Festphasen Boc-Chemie Peptidsynthese 
nach Schnölzer et al. (1992) durchgeführt. Die Entfernung der Schutzgruppen und die 
Abspaltung des neu synthetisierten Peptids von der Säule wurde mit Fluorsäure 
durchgeführt. Die Peptide wurden anschließend RP-HPLC gereinigt und auf einem matrix-
assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) Massenspektrometer 
(MS) überprüft. Die Synthese erfolgte durch Dr. H.-R. Rackwitz, Deutsches 
Krebsforschungszentrum, Heidelberg. 
 

Bezeichnung Aminosäuresequenz 
CePepZinc_C07D10.6 HEMMHVVGFYHEHERC 
CePepZinc_K04E7.3 HEVGHALGFWHEQARC 
ProAst-N SPIIPEAARALYYNDGMFEGDIKLR 
ProAst-C CDGMFEGDIKLRAGRQPARVG 
AstG RAGRQPARVGAAILGDEY 
AstR RAGRQPARVRAAILGDEY 
AstR* R*AGR*QPAR*VGAAILGDEY  

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 wie in Frank et al. (2001) beschrieben. Zur Herstellung des künstlichen Seewassers 
werden 4 kg Tropic Marine™ (Dr. Biener GmbH Aquarientechnik, Deutschland) in 95l 
destilliertem Wasser gelöst. Die erhaltene Lösung sollte eine Dichte von 1.023 g/cm3 und 
eine Osmolarität von 960 mOsm aufweisen. Der pH-Wert wird mit Salzsäure 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 ursprünglich von Prof. E. Schierenberg, Zoologisches 
Institut, Universität Köln. Die Kulturtechniken wurden modifiziert nach Wood (1988) und 
Lewis et al. (1995). 

2.2.1. Kultivierung von C. elegans auf Agarplatten 

Als Nahrungsquelle für die Nematoden wurde der Bakterienstamm Escherichia coli OP50 
verwendet. Dieser Stamm ist Uracil auxotroph, so dass im Kulturmedium, das kein Uracil 
enthält, ein zu starkes Wachstum der Bakterien verhindert wird. Als Anzuchtmedium 
wurde Standard-I-Medium (Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 25 g/l 
eingesetzt.  
Für die Herstellung von Agarplatten wurde das Kulturmedium (0,05 M NaCl; 0,1 M 
KH2PO4, pH 6; 0,25% Pepton; 1,7% Agar) autoklaviert. Anschließend wurde bei etwa 
70°C 1mM MgSO4, 1mM CaCl2, 0,005% Cholesterol zugegeben und das Medium in 14 cm 
Petrischalen gegossen. Nach dem Aushärten wurde auf der Agarfläche ca. 1 ml E. coli 
Über-Nacht-Kultur zu einem Bakterienrasen ausgestrichen.  
Diese Platten wurden mit Nematoden angeimpft, die sich bei 15°C und einer 
Generationszeit von ungefähr drei Tagen normal entwickeln können. Alle drei bis sieben 
Tage wurden die Platten unter dem Binokular kontrolliert und nach Verschwinden des 
Bakterienrasens (Futtermangel) wurden 10 bis 100 Nematoden mit einem Agarstück der 
alten Platte auf eine neue Platte transferiert. Die alten Platten wurden verworfen. 

2.2.2. Kultivierung von C. elegans in Flüssigkultur 

Aus der Kultivierung von C. elegans im Flüssigmedium können größere Mengen für  
RNA-, DNA- oder Protein-Präparationen erhalten werden.  
 

Wachstum 
1 Liter Nährmeduim (1000 ml S-Basal (0,1 M NaCl, 0,05 M KH2PO4, pH 6), 10 ml 
Schwermetalllösung (5,0 mM Na2EDTA, 2,5 mM FeSO4 7H20, 1,0 mM MnCl2 4 H20, 1,0 
mM ZnSO4 7 H20, 0,1 mM CuSO4 5 H20), 10 ml 1M Kaliumcitrat, pH 6,0, 3 ml 1M CaCl2 
3 ml 1M MgSO4, 1 ml 5mg/ml Cholesterol und Bakterienpellet von 2 Litern E. coli OP50 
Über-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 Flüssigkultur 
wurden die Kolben bei 100 rpm auf einem Bakterienschüttler ständig bewegt. Um eine 
genügend große Ausbeute an Nematoden zu erhalten, wurden die Kulturen 8 bis 14 Tage 
bei 20°C inkubiert.  
 

Reinigung einer Bakterien - Nematoden Suspension 
Die aus der Flüssigkultur gewonnene Nematodensuspension enthält neben C. elegans noch 
E. coli und Fragmente von toten Würmern. Bevor mit einer Aufarbeitung begonnen 
werden kann, müssen diese Komponenten abgetrennt werden. Die Nematodensuspension 
aus 1 Liter Flüssigkultur wurde in einen hohen Standzylinder überführt und über Nacht bei 
4°C sedimentiert. Das Pellet wurde einmal mit M9-Puffer (44 mM KH2PO4, 21 mM 
Na2HPO4 x 2 H2O,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 
Zentrifugenröhrchen 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 Überstand. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen 
und noch zweimal mit M9-Puffer gewaschen. Das so präparierte Pellet enthält eine 
Nematoden-Gesamtfraktion, eine Mischung aus adulten Tieren, allen Larvenstadien und 
Eiern. Das Pellet wurde bis zur RNA-, DNA- oder Protein-Isolierung in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.  

2.2.3. Transgene C. elegans Linien 

Für die Herstellung transgener C. elegans Linien wurde die pha-1 (pharynx development 
abnormal) III.5.93 e2123 Mutante bei einer Temperatur von 15°C kultiviert. Diese Linie 
entwickelt sich bei 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 Würmer dann auf Agarplatten bei 25°C gehalten (siehe auch 8.). 

2.3. Astacus astacus  

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

3. Allgemeine molekularbiologische Methoden 

Alle nicht näher beschriebenen Methoden wurden nach den Protokollen des 
Laborhandbuchs Molecular Cloning durchgeführt (Sambrook und Russell 2001). 

3.1. Arbeiten mit Escherichia coli  

3.1.1. Kultivierung in Flüssigkultur 
E. coli wurden bei 37°C bei ausreichender Belüftung in LB-Medium (1% Tryptone, 0,05% 
Hefeextrakt, 0,05% Kochsalz, pH 7,5) kultiviert. Eine Übernachtkultur enthielt ca. 1-2 x 
109 Zellen/ml. Die Bestimmung des Bakterientiters erfolgte durch photometrische 
Messung der Zellsuspension (1 OD600nm = 2,5 x 108 Bakterien/ml). Transformierte E. coli 
Stämme wurden unter Antibiotika-Selektionsdruck kultiviert. 

3.1.2. Kultivierung auf Agarplatten und Blau-Weiß-Selektion 

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

 Stammlösung Endkonzentration 
• Amplicilin 50mg/ml in water 100 µg/ml 
• Carbenicillin  50mg/ml in water 100 µg/ml 
• Kanamycin 10mg/ml in water 100 µg/ml 
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Rekombinante wurden von nicht-rekombinanten Plasmiden durch die Blau-Weiß Selektion 
unterschieden. Dazu wurden als Substrate 1 h vor dem Ausplattieren der Bakterien 40 µl 
einer 2%igen X-Gal Lösung in DMSO in und 7 µl einer 20%igen IPTG Lösung in Wasser 
ausgestrichen. 

3.1.3. Lagerung 

Übernachtkulturen wurden mit Glycerin (Endkonzentration 20%) versetzt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei –80°C aufbewahrt. Sie können mehrere Jahre gelagert 
werden. 

3.1.4. Transformation 
Zur Transformation extrachromosomaler DNA in E. coli wurde eine modifizierte Methode 
von Hanahan et al. oder für große Plasmide und Cosmide die Elektroporation nach Dower 
et al. 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 Übernachtkultur angeimpft und bis zum 
Erreichen des Bakterientiters von OD600nm = 0,4 bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde für 
15 min auf Eis gestellt und anschließend 10 min bei 4°C, 6000 g zentrifugiert. Die 
sedimentierten Zellen wurden in 80 ml TFB1 (10 mM MES; 100 mM RbCl; 10 mM 
CaCl2*6H2O, 50 mM MnCl2*4H2O, 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 
CaCl2*6H2O, 10 mM RbCl, 15% Glycerin, pH 6,5) resuspendiert. Die kompetenten Zellen 
wurden in 100 µl Portionen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C gelagert. 

3.1.4.2. Transformation nach Hanahan 
Gefrorene kompetente Zellen (100 µl) wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und 
anschließend 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 0,01 bis 0,05 pmol Plasmid-DNA 
(in maximal 5 µl Volumen) kühlte man 30 min auf Eis. Nach dreiminütiger Inkubation bei 
42°C und erneutem Kühlen für 2 min auf Eis gab man 1 ml TY-Medium (2% Tryptone, 
0,05% Hefeextrakt, 0,0058% Kochsalz, 20 mM MgSO4 x 7H2O, pH 7,0) zu und inkubierte 
unter Schütteln für 60 min bei 37°C. Von diesem Ansatz wurden 10 µl und 100 µl und der 
Rest auf LB-Agarose-Platten verteilt und unter Antibiotika- und Blau-Weiß-Selektion über 
Nacht bei 37°C kultiviert. 

3.1.4.3. Herstellung elektroporationskompetenter Zellen 
500 ml LB-Medium wurde mit 2 ml einer Übernachtkultur angeimpft und bis zum 
Erreichen des Bakterientiters von OD600nm = 0,4 bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde für 
15 min auf Eis gestellt und anschließend 10 min bei 4°C, 4000 g zentrifugiert. Die 
sedimentierten Zellen wurden zweimal 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 Verdünnung dieser Suspension wurde die OD600nm bestimmt. Die Zellen wurden 
daraufhin bis zu einer Konzentration von 2-3 x 1010 Zellen/ml (1 OD600nm = 2,5 x 108 
Zellen/ml) mit GYT verdünnt. Die Konduktivität der Suspension wurde in einer 
Elektroporations-Küvette bestimmt und musste unter 5 mEq liegen. Andernfalls müssen 
die Zellen weiter verdünnt werden. Die kompetenten Zellen wurden in 40 µl Portionen in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C gelagert. 
 



III. Material und Methoden 20

3.1.4.4. Elektroporation 
Gefrorene elektrokompetente Zellen (40 µl) wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von   
1 µl Ligationsansatz wurde die Suspension in eine auf 4°C vorgekühlte 
Elektroporationsküvette (Bridge, Spaltweite 2,5 mm) überführt. Die Elektroporation wurde 
mit dem EQUIBIO Easyject Plus Pulser bei 2,5 kV, 25 µF, 201 Ω für 5 ms durchgeführt. 
Sofort danach wurde 1 ml TY-Medium in die Küvette gegeben, gemischt und die 
Suspension in einem 2 ml Eppendorfgefäß unter Schütteln für 60 min bei 37°C inkubiert. 
Von diesem Ansatz wurden 10 µl und 100 µl und der Rest auf LB-Agarose-Platten verteilt 
und unter Antibiotika- und Blau-Weiß-Selektion über Nacht bei 37°C kultiviert. 

3.1.5. Reinigung von Plasmid/Cosmid-DNA 

Für Plasmid/Cosmid-Präparationen aus E. coli im kleinen Maßstab (mini prep) wurde der 
NucleoSpin Plasmid Purification Kit und für Präparationen bis 100 µg DNA (midi prep) 
wurde der Qiagen Plasmid Midi Kit nach Angaben der Hersteller Mascherey & Nagel 
und Qiagen verwendet. 

3.2. RNA-Isolierung 

3.2.1. Total-RNA Isolierung 

Für die RNA-Isolierung wurde die Guanidin-Thiocyanat-Phenol-Chloroform Methode 
nach Chomczynski und Sacchi (1987) durchgeführt. 
Für eine RNA-Aufarbeitung wurden 10 µl Pellet aus der C. elegans Flüssigkultur (siehe 
2.2.2) oder 1000-3000 Primärpolypen von Hydractinia echinata (siehe 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 
Zentrifugenröhrchen überführt, mit dem „Vortexer“ suspendiert und mit 0,1 ml 2 M 
Natriumacetat, pH 4, 1 ml Phenol (wassergesättigt), 0,2 ml Chloroform-Isoamylalkohol 
(49:1) versetzt. Diese Suspension wurde gut gemischt, für 15 min auf Eis gestellt und bei 
4°C, 10000g zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde vorsichtig in ein frisches 2 ml 
Eppendorfgefäß überführt, während DNA und Proteine in der Interphase bzw. organischen 
Phase verblieben. Nach Zugabe von 1 ml Isopropanol wurde die RNA 1 h bei - 20°C 
präzipitiert und bei 10000g, 20 min in einer Eppendorf Zentrifuge sedimentiert. Das 
erhaltene Pellet wurde in 0,3 ml Lösung D aufgenommen, die Lösung in ein neues 
Eppendorf-Gefäß überführt, das gleiche Volumen Isopropanol zugegeben und die RNA 
wie oben beschrieben präzipitiert. Nach der zweiten Fällung 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 Isolierung 
Die Isolierung der poly-A+ mRNA aus einer Total RNA Probe wurde mit dem „OligotexTM 
mRNA Mini Kit“ nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Das aus der Total-RNA Extraktion erhaltene Pellet wurde in 200 µl DEPC-H2O gelöst, die 
RNA-Menge photometrisch bestimmt (vgl. 3.2.3) und mindestens 50 µg für die poly A+ 

Selektion eingesetzt. Die Elution wurde zur Erhöhung der Ausbeute nochmals wiederholt. 
Als Ergebnis lag die poly A+ mRNA in 80 µl Elutionspuffer vor. Zur Konzentrierung kann 
die mRNA mit dem gleichen Volumen Ethanol versetzt, 1h bei -20°C präzipitiert und bei 
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10000g 20 min sedimentiert werden. Das erhaltene Pellet wird luftgetrocknet, in 10 µl 
DEPC-H2O aufgenommen und bei –80°C gelagert. 

3.2.3. Photometrische Quantifizierung und Überprüfung der RNA 

Die einfachste Methode zur Mengenbestimmung von Nukleinsäuren ist die photometrische 
Quantifizierung. Dazu wurde ein Aliquot der RNA in einer Quarzküvette verdünnt und die 
Extinktion bei 260 nm im Photometer gemessen. Mit der nachstehenden Formel kann die 
RNA-Konzentration direkt ermittelt werden: 
  [RNA] µg/ml = E260 x Verdünnungsfaktor x 40 
Um die Reinheit der RNA zu bestimmen, wurde ein Spektrum im Wellenlängenbereich 
von 220 nm bis 320 nm aufgenommen. Saubere RNA hat das Absorptionsmaximum bei 
260 nm. Der Quotient E260 / E280 beträgt 2.0 ± 0,1.  

3.2.4. RNA-Agarosegel-Elektrophorese 

Für ein 1 % iges Gel wurde 1 g Agarose in 62,1 ml DEPC-H2O-a aufgekocht, auf 60°C 
abgekühlt, 20 ml 5 x Laufpuffer (0,1 M MOPS ( 3-[N-Morpholino]propansulfonsäure ) 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 µl RNA (2- 15 
µg) mit 2,0 µl 5 x Laufpuffer, 3,5 µl Formaldehyd und 10 µl Formamid (deionisiert) 
gemischt, 15 min bei 65°C denaturiert und kurz auf Eis gestellt. Dann wurden 2 µl 
Ladepuffer (50% Glycerin, 1 mM EDTA pH 8,0, 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. Abschließend wurde 30 min in 0,5 µg/ml Ethidiumbromid in 0,1 M 
Ammoniumacetat gefärbt und die RNA auf einem UV-Transluminator überprüft. 
 

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. Für eine Präparation wurden 100 µl Pellet aus einer C. elegans Flüssigkultur 
(siehe 2.2.2) eingesetzt. Die Phenol/Chloroform Extraktion wurde zur Vermeidung von 
RNA-Kontaminationen zweimal wiederholt.  
Abschließend wurde die Konzentration der in 200 µl Puffer vorliegenden DNA im 
Photometer wie in 3.2.3 für RNA beschrieben bestimmt. Die Konzentration muss 
allerdings für DNA mit der folgenden Formel berechnet werden: 
  [DNA] µg/ml = E260 x Verdünnungsfaktor x 50. 
Die genomische DNA wurde bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. 
 

3.4. Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion  

3.4.1. Reverse Transkription (RT) 
Als Standardprotokoll für die Reverse Transkription wurde die RevertAid H minus M-
MuLV Reverse-Transkriptase nach den Angaben des Herstellers MBI Fermentas benutzt. 
Für einen Reaktionsansatz wurden verwendet: 
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Komponente eingesetzt Endkonzentration 
5 x RT-Buffer 4 µl 50 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCl, 4 mM 

MgCl2 
dNTP-Mix 2 µl 10 mM 
antisense bzw. oligo-dT primer 2 µl 20 pmol bzw. 0,5 µg 
RNase Inhibitor 1 µl 50 U 
Enzym 1 µl 200 U 
DEPC-H2O ad 15 µl  

 
Es wurden 100 ng poly(A)+mRNA oder 3 µg RNA in 5 µl DEPC-H2O gelöst, 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 bei Reaktionsende 10 min auf 70°C erhitzt. Die 
neu synthetisie rte cDNA wurde mit DEPC-H2O auf 100 µl aufgefüllt und bis zum Start 
der PCR bei -20°C gelagert. 

3.4.2. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

3.4.2.1. Standardprotokoll RT-PCR 
Für die Amplifizierung von cDNA wurde die Taq-DNA Polymerase nach dem 
modifizierten Protokoll des Herstellers MBI Fermentas benutzt. Zur Vermeidung von 
Synthesefehlern wurden 100 U Taq-Polymerase 1 U Pfu DNA Polymerase zugegeben. Für 
einen 50 µl Ansatz wurden eingesetzt: 
 
Komponente  eingesetzt Endkonzentration 
MgCl2 25mM 6 µl 3 mM 
dNTP-Mix 2 µl 0,2 mM 
antisense Primer 2 µl 2 µM 
sense Primer 2 µl 2 µM 
10 x Puffer 5 µl 10 mM Tris-HCl pH 8,8, 50 mM KCl, 

0,08% Nonident P40 
Taq-Polymerase 2 µl 2 U 
RT-Ansatz  10 µl  
H2O ad 50 µl  

 
 
Die Reaktion wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 
 

Denaturierung:   94°C für 2 min 
 Zugabe der Taq-Polymerase (hot start) 

Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C für 45 sec  
Annealing   52–64°C für 1 min   
Synthese  72 °C für 2 min  

Syntheseende:    72 °C für 10 min 
 

Die amplifizierten DNA Moleküle wurden bei -20°C gelagert. 
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3.4.2.2. Standardprotokoll PCR 
Für die Amplifizierung von DNA Molekülen bis 4000 bp wurde das Standard RT-PCR 
Protokoll (3.4.2.1) mit folgenden Änderungen verwendet:  
 

A. Es wurden 10 pg-1 µg DNA template anstelle des RT-Ansatz eingesetzt. 
 

B. PCR-Bedingungen für Oligonukleotide mit einer Schmelztemperatur unter 66°C: 
Denaturierung:   94°C für 2 min 

 Zugabe der Taq-Polymerase (hot start) 
Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C für 45 sec  

Annealing   52–64°C für 1 min  
Synthese  72 °C für 1 min pro kb Produktlänge   

Syntheseende:    72 °C für 10 min 
 

C. PCR-Bedingungen für Oligonukleotide mit einer Schmelztemperatur über 66°C: 
Denaturierung:   94°C für 2 min 

 Zugabe der Taq-Polymerase (hot start) 
Zyklen: 35 x Denaturierung: 94 °C für 45 sec  

Annealing und  
Synthese  68°C für 1 min pro kb Produktlänge 

Syntheseende:    72 °C für 10 min 

3.4.2.3. Amplifizierung von großen DNA Kopien (long range PCR) 
Die Amplifizierung von Molekülen über 4000 bp aus genomischer DNA erfolgte mit dem 
Elongase Enzym Mix und nach Angaben des Herstellers Life Technologies, Karlsruhe.  
 
Für einen 50 µl Ansatz wurden eingesetzt: 
 
Komponente  eingesetzt Endkonzentration 
dNTP-Mix long range 2 µl 0,2 mM 
antisense Primer 2 µl 2 µM 
sense Primer 2 µl 2 µM 
Puffer B 5 µl 60 mM Tris-SO4 pH 9,1, 18 mM (NH4)SO4,  

2 mM MgSO4 
Elongase Enzym 1 µl  
DNA template 100 ng  
H2O ad 50 µl  

 
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 Molekülen wurde in Anlehnung an den 
SMARTRACE cDNA Amplification Kit des Herstellers Clontech, Heidelberg 
durchgeführt. 

3.5.1. Herstellung der cDNA 
Für eine Reaktion wurden 100 ng poly(A)+ selektierte mRNA in 10 µl DEPC-H2O gelöst. 
Für einen 5` oder 3` RACE wurden getrennt eingesetzt: 
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Komponente eingesetzt Endkonzentration 
RNA-Lösung 10 µl  
SMART II primer (20pmol/µl) 1 µl 2 µM 
5` oder 3`CDS primer 
(20pmol/µl) 

1 µl 2 µM 

Die Lösung 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 µl  
dNTP-Mix 2 µl 20 mM 
PowerScript™ RT 1 µl 200 U 
DTT  0,5 µl  
DEPC-H2O ad 20 µl  

 
 

Der Reaktionsansatz wurde 90 min bei 42°C inkubiert, dann mit DEPC-H2O auf 100 µl 
aufgefüllt, 7 min auf 72°C erhitzt und anschließend bei -20°C eingefroren. 

3.5.2. 5`und 3` PCR 

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

Komponente  eingesetzt Endkonzentration 
MgSO4 50mM 5 µl 2,5 mM 
dNTP-Mix 2 µl 0,2 mM 
antisense Primer (5`RACE) 
oder sense Primer (3`RACE) 

2 µl 2 µM 

UPM Primer Mix (0,4 µM 
UPM short, 2 µM UPM long) 

2,5 µl  

10 x Puffer mit (NH4)2SO4 5 µl 75 mM Tris-HCl pH 8,8, 20 mM (NH4)2SO4, 
0,01% Tween 20 

RT-Ansatz 5` oder 3` cDNA 2 µl  
Taq-Polymerase 2 µl 2 U 
H2O ad 50 µl  

 

PCR-Bedingungen (touchdown PCR): 
Denaturierung:   94°C für 2 min 

 Zugabe der Taq-Polymerase (hot start) 
Zyklen: 4 x Denaturierung: 94 °C für 40 sec  

Annealing und   
Synthese  72 °C für 2 min 40 sec 

Zyklen: 4 x Denaturierung: 94 °C für 40 sec  
Annealing   69°C für 40 sec  
Synthese  72 °C für 2 min  

Zyklen: 30 x Denaturierung: 94 °C für 40 sec  
Annealing   66°C für 40 sec  
Synthese  72 °C für 2 min  

Syntheseende:    72 °C für 10 min 
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Als Kontrolle wurde von jedem 5` und 3` cDNA-Ansatz eine Reaktion mit zwei 
genspezifischen (sense und antisense) Oligonukleotiden unter den gleichen PCR-
Bedingungen durchgeführt. An Stelle des UPM Primer Mix wurde 2 µl des 
komplementären Oligonukleotids verwendet. 
 

3.6. Gelelektrophorese und Klonierung von DNA 

3.6.1. DNA-Gelelektrophorese 

Entsprechend der Größe 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-
Größenmarker wurden jeweils 500 ng einer gleich behandelten Probe aufgetragen. Die 
Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE bei 5 V/cm und wurde gestoppt, sobald der Farbmarker 
2/3 des Gels durchlaufen hatte. Abschließend wurde 15 min in 0,5 µg / ml Ethidiumbromid 
Lösung gefärbt und die DNA auf einem UV-Transluminator überprüft. 

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 Bandenintensität mit Hilfe der BioDocAnalyze 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 Agarosegelen 

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des NucleoSpin Extract Kits nach 
Angaben des Herstellers Macherey & Nagel, Düren, extrahiert. 

3.6.4. Reinigung von DNA-Fragmenten  
Zur Reinigung von wässrigen DNA-Lösungen wurde die Probe im Verhältnis 1:1 mit 
Phenol-Chloroform (1:1) vermischt, 1 min bei 13000g zentrifugiert und die wässrige Phase 
in ein neues Eppendorfgefäß gegeben. Dazu gab man die zweieinhalbfache Menge 100% 
Ethanol, präzipitierte die DNA für 1 Stunde bei –20°C, zentrifugierte bei 13000g für 5 min 
und verwarf den Überstand. Das Pellet wurde noch mal mit 70% Ethanol gewaschen und 
anschließend für 5-10 min an der Luft getrocknet. 

3.6.5. Klonierungen 

Die Experimente wurden nach den allgemein gebräuchlichen Standardvorschriften für 
molekulare Klonierungen durchgeführt (Sambrook und Russell 2001). 

3.6.5.1. Restriktion von DNA 
Die Reaktionsbedingungen für die sequenzspezifische DNA-Hydrolyse mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers MBI 
Fermentas gewählt, von dem alle verwendeten Enzyme bezogen wurden. In der Regel 
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wurde die Enzymmenge für eine Reaktionszeit von einer Stunde berechnet (1U Enzym 
hydrolysiert 1 µg DNA pro Stunde). Für analytische Proben wurden 0,5-1 µg und für 
präparative Zwecke 1–10 µg DNA in 20 µl Gesamtvolumen eingesetzt. Für den 
gleichzeitigen Einsatz von zwei Enzymen in einer Reaktion (Doppelverdau, double 
digestion) wurde nach Möglichkeit das Universal Y+/Tango Buffer System des 
Herstellers verwendet. Für nicht kompatible Enzyme wurde nach der ersten Reaktion das 
Enzym bei 80°C deaktiviert und der Ansatz Phenol-Chloroform gereinigt.  

3.6.5.2. Auffüllen von überstehenden DNA-Enden (blunting) 
Mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase wurden überhängende einzelsträngige DNA-Enden, 
wie sie beispielsweise bei PCR-Reaktionen entstehen, aufgefüllt. Ein 20 µl Ansatz setzte 
sich aus 1 µg DNA, 4 µl Reaktionspuffer (Endkonzentration 67 mM Tris-HCl pH 8,8, 6,6 
mM MgCl2, 1 mM DTT), 0,1 mM dNTP und 1 U T4-DNA-Polymerase zusammen. Nach 
einer Inkubationszeit von 20 min bei 37°C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 70°C für 
10 min gestoppt. Anschließend wurde der Reaktionsansatz Phenol-Chloroform gereinigt. 

3.6.5.3. Kinasierung von 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. Für 
einen 20 µl Ansatz wurden 20 pmol DNA, 2 µl Reaktionspuffer (Endkonzentration 50mM 
Tris pH 7,6, 10 mM MgCl2, 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 µl 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 µl Reaktionspuffer 
(Endkonzentration 10mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl2), 1 U CIAP vermischt und mit 
Wasser auf 25 µl aufgefüllt. Die Reaktion wurde 30 min bei 37°C durchgeführt und 15 min 
bei 85°C gestoppt. Bei Einsatz einiger Restriktionsendonukleasen war es auch möglich die 
Reaktion direkt nach der DNA-Hydrolyse (3.6.5.1) durchzuführen, indem lediglich 1 U 
CIAP zugegeben wurde. 

3.6.5.5. Ligation von DNA-Fragmenten in Vektor DNA  
Für Ligasereaktionen wurden ausschließlich Gel-eluierte oder Phenol-Chloroform-
gereinigte DNA eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit T4-Ligase nach Angaben des 
Herstellers MBI Fermentas. Für einen Reaktionsansatz wurden verwendet: 
 
Komponente eingesetzt Endkonzentration 
Vektor-DNA in TE-Puffer variabel 50-400 ng / 20 µl 
DNA in TE-Puffer 
  mit glatten Enden (blunt ends) 
  mit überhängenden Enden (sticky ends) 

 
variabel 
variabel 

 
Molarität Vektor:Insert = 3:1 
Molarität Vektor:Insert = 1:1 

10 x Ligase-Buffer 2 µl 40 mM Tris pH 8,3, 10 mM DTT, 10 
mM MgCl2, 0,5mM ATP, pH 7,8 

T4-Ligase 
  Für blunt ends   
  Für sticky ends 

 
4 µl 
2 µl 

 
4 U 
2 U 

50% PEG 4000 (nur für blunt ends) 2 µl  
H2O ad 20 µl  
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Zur Berechnung der Molaritäten wurde folgende Formel benutzt: DNA-Enden in pmol =  
[2 x DNA-Menge (in ng) x 103] / [DNA-Länge (in bp) x 649 Dalton]. 

Die Reaktion erfolgte für 1 h bei 22°C und wurde für 10 min bei 65°C gestoppt.  

3.6.5.6. Klonierung von PCR-Fragmenten  
Für die schnelle Klonierung von PCR-Fragmenten, die keine Restriktionsschnittstellen 
enthielten, wurde der SureClone 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 durchgeführt (Sambrook and Russell 2001). Die Sequenzreaktion wurde 
mit dem T7-Sequencing Kit nach Angaben des Herstellers Amersham Pharmacia, Freibug 
durchgeführt. Für die Primer Anlagerung wurde dabei die Standard Annealing Methode 
verwendet. Als radioaktives Nukleotid wurde [α-32S]dATP eingesetzt. Die 
Gelelektrophorese und Herstellung der Autoradiogramme wurde nach den Protokollen aus 
Sambrook und Russell (2001) durchgeführt. 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 hochauflösendem Film (HyperfilmMP, Amersham 
Pharmacia) aufgenommen und mit einer automatischen Entwicklermaschine 
(HyperProcessor, Amersham Pharmacia) entwickelt. Die Auswertung erfolgte wie in 
Sambrook und Russell (2001) beschrieben. 
Mit dem Aufkommen kommerzieller Anbieter wurde die DNA-Sequenzierung durch die 
Firma SeqLab, Göttingen durchgeführt. Der Standard Sequenzierungs Service umfasste 
hier eine Cycle Sequencing Reaktion mit Standardprimern, Gelelektrophorese, sowie die 
Grundeditierung der Sequenzdaten und Elektrophogramme.  
 
 
 

4. Allgemeine biochemische Methoden 

4.1. Herstellung von Antikörpern 

Für die immunhistochemischen und immunoblotting Methoden wurden verschiedene 
polyklonale Antikörper hergestellt. Das Anti-Astacin Antiserum wurde mit aus dem 
Flusskrebs isolierten aktiven Enzym Astacin wie in Vogt et al. (1989) beschr ieben 
gewonnen. Die Antiseren Anti-ProAst-N, Anti-ProAst-C, Anti-CePepZinc_C07D10.6 und 
Anti-CePepZinc_K04E7.3 wurden durch Immunsierung von Kaninchen mit den 
entsprechenden synthetischen Peptiden (ProAst-N, ProAst-C, CePepZinc_C07D10.6 und 
CePepZinc_K04E7.3) gewonnen. Für eine bessere Immunantwort der Versuchstiere 
müssen die Peptide jedoch zunächst an ein Trägermolekül gekoppelt werden. Die 
Kopplung erfolgte carboxy- oder aminoterminal über einen aktivierten Cysteinrest an 
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) der Firma Pierce. KLH gilt als schwach antigen und 
als gutes Adjuvants. Zu 200 µl wässriger KLH Lösung (10 mg/ml) wurden 300 µl DMSO 
und 2 mg MBS in 700 µl Wasser gegeben und 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Gleichzeitig wurde eine Entsalzungssäule (D-Salt Dextran) mit 15 ml 
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Konjugationspuffer (0,083 M Natriumphosphat pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1 M EDTA) 
equilibriert. Die Reaktionsmischung wurde auf die Säule gegeben und mit 
Konjugationspuffer in 0,5 ml Portionen eluiert. Die Fraktionen wurden 
spektrophotometrisch (E280nm) vermessen, wobei aktiviertes KLH im ersten 
Absorptionsmaximum eluiert. Danach wurden 2 mg eines Peptids in 500 µl 
Konjugationspuffer gelöst, zu der KLH Lösung gegeben und 2 h bei Raumtemperatur unter 
leichtem Schütteln inkubiert. Der Reaktion wurde anschließend 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, durchgeführt. Booster injections mit 500 µg Protein wurden 
14, 28 und 56 Tage nach der ersten Immunisierung durchgeführt. Nach den 
Immunisierungen wurde die Antikörperreaktion 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-Isolierung 

4.2.1. Gewinnung von Proteinextrakten aus C. elegans 

Die gereinigten Nematoden aus einer Flüssigkultur wurden einmal mit Milli-Q-Wasser 
gewaschen und in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Zu 0,5 ml verdichteter 
Wurmsuspension wurden 4 ml 50 mM Natriumphosphat, pH 7,5 gegeben. Diese Lösung 
wurde auf Eis direkt mit Ultraschall behandelt. Dazu wurde ein Sonifier (Cell Disrupter B 
15, Branson) auf der Intensitätsstufe 3 bei 50% für dreimal 5 Minuten benutzt. Dazwischen 
wurde für jeweils 5 Minuten auf Eis stehen gelassen, um eine zu starke Erwärmung des 
Homogenats zu vermeiden. Zur Abtrennung der unlöslichen Bestandteile zentrifugierte 
man für 30 min bei 20000g. Der klare Überstand (Gesamtproteinextrakt) wurde in 
Eppendorfgefäße überführt und bis zur Verwendung bei –80°C gelagert. 

4.2.2. Proteinextraktion aus Magensaft und Hepatopankreas von Astacus 
astacus  

Magensaft wurde aus Astacus astacus wie in 10.1 beschrieben mit einer Pipette 
entnommen. Dieses Extrakt kann dann direkt für eine chromatographische Aufreinigung 
verwendet werden. Für die Immunoblot Experimente wurde der frisch entnommene 
Magensaft in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8; 100 mM Dithiothreitol, 2% 
SDS, 0.1% Bromphenol Blau, 10% Glycerol), der zusätzlich 50 mM EDTA und 50 mM 
EGTA als Metalloprotease-Inhibitoren enthielt, überführt und für 5 min auf 100°C erhitzt. 
Danach zentrifugierte man eventuell vorhandene, unlösliche Bestandteile für 5 min bei 
13000 g ab. Die Lagerung erfolgte bei –20°C. 
Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus dem Hepatopankreas für die 
Immunoblot-Experimente wurde das Gewebe in SDS-Probenpuffer mit 50 mM EDTA und 
50 mM EGTA überführt. Die Proben wurden im Wasserbad auf 100°C erhitzt und mit 
einem Glashomogenisator 10 min behandelt. Danach zentrifugierte man für 10 min bei 
13000g die unlöslichen 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 G-250 in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration in saurer 
Lösung einer Verschiebung des Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm unterliegt 
(Bradford 1976). Zu 100 µl Probe wurde 1 ml Färbelösung (0.01% CBB G-250, 4.7% 
Ethanol, 8.5% Phosphorsäure) gegeben. Nach 5 min Inkubationszeit wurde die OD bei 595 
nm vermessen. Die Konzentration der gemessenen Probe musste zwischen 10µg/ml und 
200µg/ml liegen (linearer Bereich), andernfalls mußte vor der Messung verdünnt werden. 
Als Standard wurde eine definierte Reihe von 10 µg/ml bis 200 µg/ml BSA in 50 mM 
Phosphatpuffer, pH 7,5 verwendet, wobei die Proteinkonzentration der Eichlösungen wie 
in 4.2.4 beschrieben bestimmt wurde (ε280nm,BSA = 66,7·103 l/(mol-1·cm-1)). Die Ermittlung 
der Proteinkonzentration der unbekannten Probe erfolgte dann über lineare Regression mit 
einer erstellten Standardgeraden. 

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

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

E280nm= ε280nm[cm2 µmol-1] · c [ mol/l] · d [cm] errechnet werden. 
Voraussetzung für diese Meßmethode ist allerdings, dass der molare Extinktionskoefizient 
(ε) bekannt ist und das untersuchte Peptid/Protein als Reinsubstanz vorliegt. 
 

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

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

4.3.1. Zusammensetzung der Gellösungen  
Zusammensetzung des Trenngels  

Acrylamidkonzentration 10 % 12,5 % 15 % 18 % 
H2O [ml] 5,4 3,8 2,1 0,1 
Acrylamid (29/1) [ml] 6,7 8,3 10,0 12,0 
1 M Tris pH 8,8 [ml] 7,5 7,5 7,5 7,5 
10% SDS [ml] 0,2 0,2 0,2 0,2 
10% APS [ml] 0,2 0,2 0,2 0,2 
TEMED [ml] 0,02 0,02 0,02 0,02 

Zusammensetzung des Sammelgels 

Acrylamidkonzentration 3% 
H2O [ml] 7,5 
Acrylamid (29/1) [ml] 1 
1 M Tris pH 6,8 [ml] 1,25 
10% SDS [ml] 0,1 
10% APS [ml] 0,1 
TEMED [ml] 0,01 
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4.3.2. Probenvorbereitung 
Es wurden jeweils 10 µl Probe mit Proteinkonzentrationen von 10 mg/ml für komplexe 
Proteingemische und 0,5 mg/ml für gereinigte Proteine in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris-
HCl, 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 Größenmarker 
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; α-
Lactalbumin, Kuhmilch, 14 200) nach Angaben des Herstellers Sigma eingesetzt.  

4.3.3. Elekrophorese 

Der Elektrophoreselauf wurde bei maximal 4 mA / cm durchgeführt und wurde gestoppt, 
sobald die Bromphenolblau-Laufmittelfront den unteren Rand des Trenngels erreicht hatte. 

4.3.4. Coomassie Färbung 
Nach Durchführung der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur in Coomassie Färbelösung (0,06% Coomassie Brilinat Blue G250 in 50% 
Methanol, 10% Eisessig) unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde das Gel durch 
mehrmaliges Wechseln der Entfärbelösung (7,5% Methanol, 5% Eisessig) bis zum 
Verschwinden des Hintergrunds differenziert.  

4.4. Immunoblot 

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

4.4.1. Transfer auf PVDF-Membranen (Western Blot) 

Für den Proteintransfer auf die PVDF-Membran (Porablot, Porenweite 0,2 µm, Machery-
Nagel) wurde die semi-dry Methode nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die 
Membran wurde zunächst für 15 Minuten in 100% Methanol aktiviert. Membran und Gel 
wurden anschließend für 5 Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin pH 8,3 
und 20 % Methanol) äquilibriert. Dann wurde auf die untere Stahlelektrodenplatte einer 
Semi Dry Blotter Unit (Sigma) 6 Lagen mit Transferpuffer getränktes Filterpapier 
(Whatmann 3MM) gelegt. Darauf wurden die Membran, das Gel und weitere 6 Lagen 
getränktes Filterpapier aufgelegt und entstehende Luftblasen durch leichtes Rollen einer 
Pasteurpipette vorsichtig herausgedrückt. Der Aufbau wurde dann mit der zweiten 
platinbeschichteten Kathodenplatte verschlossen. Der Transfer fand bei Raumtemperatur 
und 1,5 mA / cm2 für 90 Minuten statt. Die Membran kann bei –20°C gelagert werden. 

4.4.2. Färbung der Membran mit Coomassie-Färbelösung 

Die Membran wurde in 40% Methanol, 10% Essigsäure, 0,1% Coomassie Brilliant Blue 
G250 für 5 min unter leichtem Schütteln gefärbt. Anschließend wurde in 40% Methanol, 
10% Essigsäure bis zum Verschwinden des Hintergrunds entfärbt. 

4.4.3. Immunologischer Nachweis 

Die Immunoblot-Analyse dient dem Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten 
Proteinen nach dem Transfer auf Membranen (Western Blot) mit spezifischen Antikörpern.  
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Die Membran wurde nach dem Transfer über Nacht bei 4°C und leichtem Schütteln in 1% 
Blocking Powder (Schleicher und Schüll) in PBS (0,05 M Natriumphospha te, pH 7,4, 
0,15 M NaCl) abgesättigt. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgte bei 
Raumtemperatur für 2 Stunden in 0,5% Blocking Powder in PBS. Die Antiseren wurden 
in einer Verdünnung von 1:200 eingesetzt. Überschüssiges Antiserum wurde durch 
dreimaliges Waschen für 10 min mit PBST (0,05 M Natriumphosphate, pH 7,4, 0,15 M 
NaCl, 0,1% Triton X100) entfernt. Die Membran wurde anschließend für 2 h mit dem 
zweiten Antikörper (1:15000, alkalische Phosphatase gekoppelter goat anti rabbit IgG, 
Sigma) in 0,5% Blocking Powder in PBS inkubiert. Danach wurde dreimal 10 min in 
PBST und einmal 5 min in Wasser gewaschen. Anschließend wurde die Membran in 
Färbelösung (0,1 M Tris/HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl, 5mM MgCl2) überführt und pro 10 ml 
Lösung 7 µl NBT (50 mg/ml Nitrobluetetrazolium in 70% DMF) sowie 3,5 µl BCIP (20 
mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphat-Na ) zugegeben. Die löslichen Farbsubstrate 
werden von der an den zweiten Antikörper gekoppelten Phosphatase zu einem unlöslichen 
dunkelvioletten Farbstoff umgesetzt und machen so die Proteinbanden indirekt sichtbar. 
Gefärbt wurde für höchstens 30 Minuten im Dunklen unter leichtem Schütteln. Die 
Reaktion wurde für zweimal 10 min in aqua dest. gestoppt. Die Dokumentation erfolgte 
mit Hilfe des BioDocAnalyze-Gelscanners (Biometra). 
 
 

5. Zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese 

Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese sollte versucht werden, durch 
spezifische Antikörper, 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 für Molekulare Biologie, Universität Siena, Italien, durchgeführt.  

5.1. 2D-Gelelektrophorese nach der IPG-SDS-PAGE Methode 

Für die 2D-Gelelektrophorese wurde für die erste Dimension die IPG-SDS-PAGE 
Methode nach Görg et al. (1988), mit Änderungen durch Bjellqvist et al. (1993b) und für 
die zweite Dimension die Methode nach Laemmli (1970), modifiziert durch Hochstrasser 
et al. (1988a,b) verwendet. Als System wurde das MultiphorII und Hoefer DALT 
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. Für einen Gellauf wurden 50 µg (analytisches Gel) oder bis 1000 µg 
(präparatives Gel) Proteinextrakt eingesetzt. 

5.1.2. Isoelektrische Fokusierung 

Immobiline DryStrip Gele für 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 Länge von 180 mm 
und einem pH Gradienten von 3 bis 10 verwendet.  
 



III. Material und Methoden 32

5.1.2.1. Rehydrierung der Gel Streifen 
Die Gel-Streifen müssen vor Gebrauch 10 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut und 
rehydriert werden. Die Rehydrierungslösung (8M Harnstoff, 2 % (w/v)CHAPS, 10 mM 
DTE, 0,8 % (w/v) Anfolin pH 3-10 und 0,001 % (w/v) Bromphenolblau) wurde mit der 
entsprechenden Probenmenge des Proteinextrakts vermischt. Die Gelstreifen verblieben in 
dieser Lösung 6-18 Stunden. 

5.1.2.2. Laufbedingungen für die isoelektrische Fokusierung 
Die isoelektrische Fokusierung wurde bei10°C und unter Mineralöl durchgeführt.  
Die Spannung wurde linear wie folgt erhöht: 

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

Die letzte Phase wurde bei 5000 Volt durchgeführt. Für einen analytischen Lauf betrug die 
Laufzeit 20 Stunden (insgesamt 100 kVh); für einen präparativen Lauf wurde bis zu 4 
Tagen fokusiert.  

5.1.2.3. Äquilibrierung der Streifen 
Bevor die Proteine in der zweiten Dimension getrennt werden können, müssen die 
Gelstreifen mit SDS, DTE und Jodacetamid beladen werden. Nach Beendigung der ersten 
Dimension, erfolgte die Äquilibrierung in 2 % (w/v) SDS, 6M Harnstoff, 30 % (v/v) 
Glycerol, 0,5 M Tris HCl pH 6,8 und 2 % (w/v) DTE für 12 Minuten und anschließend in 
2 % (w/v) SDS, 6M Harnstoff, 30 % (v/v) Glycerol, 0,5 M Tris HCL pH 6,8 und 25 % 
(w/v) Jodacetamid für 4 Minuten. 

5.1.3. Zweite Dimension: SDS-PAGE 

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

5.1.3.1. Herstellung der Gele 
Lösung 1: 9 % Acrylamid ( Endvolumen für 6 Gele 180 ml): 54 ml Acrylamid 30%-PDA 
0,8%, 45,1 ml Tris-HCL 1,5 M pH 8,8, 79.27 ml Milli-Q-H2O, 0,881 ml Na-Thiosulfat 
5%, 0,0678 ml TEMED und 0,678 ml APS 10 %  
Lösung 2: 16 % Acrylamid (Endvolumen für 6 Gele 180 ml): 99ml Acrylamid 30 %-PDA 
0,8 % (w/v), 45,1 ml Tris-HCL 1.,5 M pH 8,8, 34,27 ml H2O 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-
Mischbehälter benutzt. Nachdem die vermischten Gellösungen zwischen den Glasplatten 
eingefüllt waren, wurde mit wassergesättigtem Isobutanol (1ml/Gel) überschichtet, 
wodurch eine Polymerisierung des Gels unter Luftabschluss ermöglicht 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 Oberfläche der Gele der 2. Dimension gelegt und mit 
heißer Agarose Lösung (0,5% Agarose in Elektrodenpuffer) auf der Oberfläche der Gele 
fixiert. 

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

5.1.4. Silberfärbung  

Die analytischen Gele wurden routinemäßig nach der Methode von Oakley et al. (1980) 
und Hochstrasser et al. (1988b) mit Silbernitrat gefärbt. 
Nach Beendigung des Elektrophoreselaufs wurden die Gele 5 Minuten in H2O gewaschen. 
Alle folgenden Schritte mit Ausnahme der Entwicklung, wurden in Glasschalen (500 ml 
Volumen) unter Bewegung ausgeführt:  

• Fixierung in Ethanol 40 % (v/v) und Essigsäure 10 % (v/v) 
• Fixierung für mindestens 3 h bis 3 Tage in Ethanol 5 % (v/v)/ Essigsäure 5 %(v/v)  
• 10 min in Milli-Q-H2O bei 4°C waschen 
• 30 min in Natriumacetat 0,5 M, Glutaraldehyd 2 % 
• 3 x 10 min in Milli-Q-H2O bei 4°C waschen 
• 2 x 30 min in 0,05 % NDS Lösung  
• 4 x 10 min in Milli-Q-H2O bei 4°C waschen 
• 30 min in Silbernitrat Lösung (9 g Silbernitrat, 15 ml Ammoniak 25 %, 2,25 ml 

NaOH 10 N auf 1125 ml mit Bidest aufgefüllt, reicht für 12 Gele)  
• 4 x 4 min in Milli-Q-H2O waschen 
• Entwicklung für 12 min in 0,05 g/l Zitronensäure und 1ml/l Formaldehyd 37% 
• Sobald die Proteine dunkel gefärbt waren wurde die Reaktion in 5 % (v/v) 

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

5.1.5. Kolloidale Coomassie-Färbung 
Die empfindliche kolloidale Coomassie-Färbung wurde nach der Methode von Neuhoff et 
al. (1988) mit dem Blue Stain Kit nach Angaben des Herstellers Novex durchgeführt. Die 
Fixierung erfolgte in 40% Methanol, 10% Essigsäure über Nacht. Die Färbung erfolgte in 
500 ml Färbelösung (Stainer A und B in 20% Methanol). Nach 12 h konnte mit aqua dest. 
entfärbt werden, bis der Hintergrund klar erschien.  

5.1.6. Auswertung der 2D-Gele 

Gefärbte 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 II (Medical Electrophoresis Analysis 
Interactive Expert System; (Appel et al. 1997)) auf einer Sun PARCstation durchgeführt. 
Damit konnten die Proteinspots durch einen Suchalgorithmus detektiert und ein Gelbild 
mit allen quantitativ identifizierten Spots erstellt werden (matching). Für die Kalibrierung 
des pI und Mr wurden humane Serumproteine als interner Standard benutzt (Bjellqvist et 
al. 1993a). Durch Vergleich verschiedener Gelläufe ergibt sich so ein reproduzierbares 
Proteinmuster, das in einer Referenzkarte festgehalten wird (reference map). Dies erlaubt 
später auch die Zuordnung einzelner Proteinspots die beispielsweise durch eine 
Immunoreaktion detektiert wurden. Die automatische Spoterkennung stellt allerdings ein 
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großes Problem dar, da sowohl unterschiedliche Laufverhalten als auch große 
Intensitätsunterschiede einzelner Proteinspots die Interpretation erschweren können. In 
solchen Fällen wurde in den Untersuchungen zum Teil auch auf manuelle Zurordnung 
zurückgegriffen. 
 

5.2. Westernblot von 2D-Gelen 

5.2.1. Western-Transfer 

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

5.2.2. Poinceau S Färbung 

Als Kontrollfärbung des Western-Transfers wurde die reversible Färbung mit Poinceau S 
verwendet. Hierzu wurde die Membran kurz in 0,2% Poinceau S in 3 % Essigsäure 
inkubiert und der überschüssige Farbstoff mit Wasser abgewaschen.  

5.2.3. Coomassie Färbung der Membranen 
Für die Mikrosequenzierung wurde die Membran in 40% Methanol, 10% Essigsäure, 0,1% 
Coomassie Brilliant Blue G250 für 5 min unter leichtem Schütteln gefärbt. Anschließend 
wurde in 40% Methanol, 10% Essigsäure bis zum Verschwinden des Hintergrunds 
entfärbt. 
 

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 Antikörper erfolgte über Nacht in 3% Milchpulver in PBST. Die Antiseren 
wurden in einer Verdünnung von 1:500 eingesetzt. Überschüssiges Antiserum wurde durch 
dreimaliges Waschen für 10 min mit 3% Milchpulver in PBST entfernt. Die Membran 
wurde anschließend für 2 h mit dem zweiten Antikörper (Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelter goat anti-rabbit IgG, Sigma) in 3% Milchpulver in PBST inkubiert. Danach 
wurde dreimal 10 min in 3% Milchpulver in PBST, einmal 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. Für 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 (siehe 5.1.6) und die Identifizierung der Proteine erfolgte anschließend über 
Mikrosequenzierung und massenspektrometrische Analyse der verschiedenen 
normalisierten Membranen oder Gelen. 
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5.4. Mikrosequenzierung 

Für eine Identifizierung 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 gefärbten 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, durchgeführt.  
Die Sequenzidentifizierung wurde mit Hilfe der C. elegans BLAST Programme des Sanger 
Centers (http://www.sanger.ac.uk) durchgeführt. Dabei wurde der Suchalgorithmus 
BLASTP zur Suche in der übersetzten Peptiddatenbank WORMPEP und TBLASTN für 
die genomische Datenbank verwendet. 

5.5. Massenspektrometrische Analyse 

Eine Silberfärbung der Proteingele ist für die Analyse der Proteinspots durch MALDI-TOF 
(matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight) Massenspektrometrie nicht 
geeignet. Deshalb wurden die Gele hierfür mit der kolloidalen Coomassie-Färbelösung 
entwickelt. Es wurde 1 mg Gesamtprotein für einen Gellauf eingesetzt. Die 
massenspektrometrische Analyse wurde im Labor von Dr. M. Schnölzer am Deutschen 
Krebsforschungszentrum, Zentrale Proteinanalytik, Heidelberg durchgeführt. Die 
Durchführung erfolgte wie in Jensen et al. (1997) und Möhrlen et al. (2001) beschrieben.  

5.5.1. Probenvorbereitung  
Die Proteinflecken wurden aus dem Gel ausgeschnitten und je zweimal 15 min mit 100 µl 
Wasser und 50 % Acetonitril gewaschen. Anschließend wurde für zweimal 15 min in 
100% Acetonitril dehydriert und an der Luft getrocknet. Pro Gelstück wurden 20 µl 40 
mM Ammoniumbicarbonat und 0,8 µl Schweine-Trypsin (0,5 µg/µl in 1 mM HCl, 
sequencing grade, Promega) zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei 
quoll das Gelstück wieder auf die ursprüngliche Größe. Anschließend wurde kontrolliert, 
ob das Gelstück vollständig mit Puffer bedeckt war und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

5.5.2. Herstellung der Matrix 

Für die Herstellung der Matrix wurde von α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure und 
Nitrozellulose eine gesättigte Lösung in Aceton hergestellt. Außerdem wurde eine Lösung 
von 10 mg/ml Nitrocellulose in Aceton/Isopropanol (1:1) hergestellt. Als Gebrauchslösung 
wurden 40 µl der gesättigten Lösung mit 10 µl der Nitrozellulose Lösung gemischt und 0,3 
µl dieses Gemischs auf die einzelnen Positionen des Probenträgers (Metalltarget) 
aufgetragen und antrocknen lassen. Danach wurden jeweils 0,8 µl 10% Ameisensäure und 
0,5 µl der zu analysierenden Probe aufgetragen. Nach kurzem Trocknen wurde 
überschüssiges Salz durch Waschen mit einem Tropfen 10%iger Ameisensäure und einem 
Tropfen Wasser entfernt. Der getrocknete Probenträger wurde in das Massenspektrometer 
eingebracht und vermessen. 

5.5.3. Aufnahme der Massenspektren 
Die MALDI-TOF Massenspektren wurden in einem Reflex II 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-Ionen-Modus mit 
verzögerter Extraktion aufgenommen und durch 10-100 einzelne Laserschüsse erhalten. 
Die Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgte als lineare Zweipunktmessung mit 
zwei externen Standardproteinen.  

5.5.4. Auswertung der Spektren 
Die Identifizierung der Proteine erfolgte 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) für  
C. elegans Proteine verglichen. 
 
 

6. Chromatographische Methoden 

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

6.1. Gewinnung des Krebstrypsins durch 
Affinitätschromatographie 

Mit Bromcyan-aktivierter Sepharose 4 B (Amersham-Pharmacia) können alle Arten von 
Proteinen und andere Liganden über primäre Aminogruppen kovalent an den Träger 
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 
anschließend mit dem gleichen Volumen Kopplungs-Puffer (0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, 
pH 8.3) nachgewaschen. 15 mg SBTI (Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor, Sigma) wurden in 5 
ml Kupplungspuffer gelöst und mit dem Gel unter leichtem Schütteln 4 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 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 Äthanolaminlösung 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 
Säulenmaterial wurde in Tris-Puffer (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM CaCl2) gelöst und in 
eine 10 ml Säule (Amersham-Pharmacia) gefüllt. 10 ml Magensaft wurde mit Tris-Puffer 
1: 50 verdünnt und auf die Säule aufgetragen. Danach wurde die Säule bei einer 
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 Fraktionsgefäß 100 µl 1 M Tris-
HCl vorgelegt. Die Trypsinfraktionen wurden durch Aktivitätsmessung (BTNA-Substrat) 
bestimmt und auf einem SDS-PAGE überprüft. Die vereinigten Fraktionen wurden über 
Nacht gegen 10 mM Tris-HCl dialysiert, anschließend lyophylisiert und bei –20°C 
gelagert. Als Ausbeute waren etwa 10 mg Trypsin zu erwarten. 
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6.2. Gewinnung des Astacins durch Ionenaustausch-
Chromatographie und Gelfiltration 

Eine DEAE-Sephacel Säule (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 nachgespült. Die Elution erfolgte mit einem linearen Salzgradienten 
(0,05 bis 0,5 M NaCl in 50 mM Tris-HCl pH 8,0) in 1 ml Fraktionen. Die Astacin 
Fraktionen wurde durch Aktivitätsmessung (STANA-Substrat) bestimmt, die vereinten 
Fraktionen mit 70% Ammoniumsulfat gefällt, in einem kleinen Volumen Tris-Puffer 
aufgenommen und über Nacht gegen 50 mM Tris-HCl dialysiert. Die Lösung wurde auf 
eine Sephacel S 3000 Gelfiltrationssäule aufgetragen und mit Tris-Puffer wieder eluiert. 
Durch einen für Astacin charakteristischen Retentionseffekt wird dieses stark verzögert bei 
einem scheinbaren Molekulargewicht von < 10000 Da eluiert. Für weitere Experimente 
wurden die Fraktionen wieder durch Aktivitätsmessungen bestimmt, über 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 Affinitätschromatographie 

Der Astacin spezifische Inhibitor Pro-Leu-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 gelöst (50 mM Tris-HCl pH 8,0) und auf die Säule aufgetragen. Danach wurde bei 
einer Duchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min mit mindstens 50 ml 0,5 M NaCl, 50 mM 
Tris-HCl 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 
Fraktionsgefäß 100 µl 1 M Tris-HCl vorgelegt. Die Astacin-Fraktionen wurden durch 
Aktivitätsmessungen (STANA-Substrat) bestimmt und auf einem SDS-PAGE überprüft. 
Die vereinigten Astacin-Fraktionen wurden über Nacht gegen 10 mM Tris-HCl dialysiert, 
anschließend lyophylisiert und bei –20°C gelagert.  
Darüber 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 verdünnt und auf die Säule aufgetragen. Die Elution erfolgte wie oben beschrieben. Die 
Fraktionen wurden durch Aktivitätsmessungen (dansyliertes Oligopeptidsubstrat) und 
SDS-PAGE analysiert. 
 
 

7. Aktivitätsmessung proteolytischer Enzyme 

Für die Bestimmung der spezifischen Aktivität proteolytischer Enzyme wurden 
verschiedene Messmethoden eingesetzt.  
Nitroanelidsubstrate setzen nach einer spezifischen proteolytischen Spaltung gelbes 
Nirtoanelin frei und die Reaktion kann bei 405 nm photometrisch verfolgt werden. Nach 
dem Lambert-Beerschen Gesetz kann aus der erhaltenen Extinktionsänderung der 
Substratumsatz pro Minute errechnet werden ( ∆E405 / min = ε · c · d). Die Formel wird 
nach c ( Substratkonzentration in mol/l ) aufgelöst. Der Extinktionskoeffizient ε für 
Nitroanelin beträgt ε405nm = 10200 M-1cm-1. Daraus lässt sich die Aktivität eines Enzyms in 
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Units [ U ] berechnen: 1 U = 1 µmol Substratumsatz (Konzentrationsänderung) / min. Die 
Spezifische Aktivität [ U / mg ] bezieht dann die Aktivität auf ein mg Enzym. 
Dansylierte Oligopeptide wie Dansyl-Pro-Lys-Phe-Ala-Pro-Trp-Val (Bachem) werden 
spezifisch zwischen den zentralen Aminosäureresten Phe/Ala gespalten. Dies führt zu einer 
10 fach erhöhten Tryptophan-Fluoreszenz bei 340 nm bei einer Anregungswellenlänge von 
280 nm. Im intakten Substrat ist die messbare Tryptophan-Fluoreszenz durch die Dansyl-
Gruppe unterdrückt (quenching). Die Berechung der Substratkonzentrationen und 
spezifischen Aktivität erfolgt analog zu den Nitroanelidsubstraten (ε340nm der Dansyl-
Gruppe = 4300 M-1cm-1) 

7.1. Aktivitätsmessung von Trypsin mit BAPNA 

Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroanilid (BAPNA) ist ein Nitroanilid-Substrat, welches spezifisch 
von Trypsin gespalten wird. Für einen Reaktionsansatz wurden in eine 1 cm-Quarzküvette 
750 µl BAPNA-Substratlösung (1 mM BAPNA, 1,75% DMF, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 
mM CaCl2 ) mit 0,1-20 µM Enzymlösung vermischt und in einem Spektralphotometer 
(Lambda S2, Perkin Elmer) bei 405 nm und 25°C die Extinktionszunahme pro Zeit 10 min 
lang aufgezeichnet. 

7.2. Aktivitätsmessung von Astacin mit STANA 

Succinyl-Tri-Analin-4-Nitroanilid (STANA) ist ein spezifisches Nitroanilid-Substrat für 
Astacin (Stöcker und Zwilling 1995). Für einen Reaktionsansatz wurden in eine 1 cm-
Quarzküvette 750 µl STANA-Substratlösung (1 mM STANA, 50 mM Tris-HCl pH 8,0) 
mit 0,1-20 µM Enzymlösung vermischt und in einem computergestützen 
Spektralphotometer (Lambda S2, Perkin Elmer) bei 405 nm und 25°C die 
Extinktionszunahme pro Zeit 10 min aufgezeichnet. 

7.3. Aktivitätsmessungen mit dansylierten Substraten 

Die spezifische Messung der Astacin Aktivität mit Dns-PKFAPWV (dansyl-Pro-Lys-Phe-
Ala-Pro-Trp-Val) Substrat erfolgte wie in Stöcker und Zwilling (1995) und Wagner et al. 
(2001) beschrieben. Die Reaktion wurde bei 25°C in einer 300 µl Quarzküvette in einem 
Fluoreszenz-Photometer (LS 50, Perkin Elmer) durchgeführt. 280 µl Substratlösung (0,1 
mM Dns-Substrat in 50 mM Tris-HCl pH 8,0) wurden mit 20 µl Enzymlösung (0,1-4 nM) 
vermischt und einer Anregungswellenlänge von 280 nm (Spaltbreite 2,5 mm) bei 340 nm 
(Spaltbreite 5,0 mm) für 10 min gemessen. Als Enzymlösung wurden sowohl 
aufgereinigtes Astacin als auch verdünnte Protein-Rohextrakte von C. elegans eingesetzt. 

7.4. Aktivitätsmessungen mit FITC-Casein 

Bei Anregung mit Licht der Wellenlänge von 490 nm emittiert Fluoreszeinisothiocyanat 
(FITC) Licht mit einer Wellenlänge von 515 nm. Dieser Farbstoff ist an Casein gekoppelt, 
das als Substrat für die Hydrolyse durch Proteasen dient. Nach der Spaltung können die 
nicht-gespaltenen Proteine mit TCA ausgefällt werden; Spaltprodukte verbleiben in 
Lösung. Die Fluoreszensintensität des Überstands kann im Fluorimeter gemessen werden 
und ist ein direktes Maß für die proteolytische Aktivität der Probenlösung. 
In einem Eppendorfgefäß wurden 100 µl Na-Acetat Puffer (0,25 M, pH 8) mit 1 µl 
Probenlösung, 20 µl Dithiothreitol-Lösung (8 mM), und 30 µl FITC-Casein Lösung (0,5 
mg/ml) gemischt. Dieser Ansatz wurde für 2 Stunden bei 25°C im Wasserbad inkubiert. 
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Die Proteolyse wurde durch Hinzufügen des gleichen Volumens 10%iger 
Trichloressigsäure gestoppt und die Proteine ausgefällt. Nach zehnminütigem 
Abzentrifugieren bei 14000 rpm wurden 0,2 ml des Überstands zu 1,8 ml 0,2 M 
Natriumhydroxidlösung gegeben. Die Messung erfolgte in einer 3 ml Quarzküvette mit 
dem Luminiszens-Fluoreszensspektrometer LS 50 des Herstellers Perkin Elmer. Die 
Anregungswellenlänge betrug 490 nm, bei einer Spaltbreite von 3,0. Die 
Fluoreszenzmessung erfolgte bei 515 nm, bei einer Spaltbreite von 5,0. 
 
 

8. GFP-Fusionsproteine und Expressionsnachweis in 
C. elegans  

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

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) als Reportergen. Über eine 
long range PCR (siehe 3.4.2.3) wurden die Astacin-homologen Gene C05D11.6, 
C07D10.4, K04E7.3 und T04G9.2 von genomischer DNA mit genspezifischen 
Oligonukleotiden amplifiziert. Dabei wurde der genomische DNA-Abschnitt von ungefähr 
5000 bp aufwärts des Startkodons (Promoterregion) bis kurz vor Ende des letzten Exons 
vervielfältigt. 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 Injektionslösung 

Für die Herstellung der Injektionslösung wurden mit Hilfe des NucloeSpin Plasmid Mini 
Kits aufgereinigtes Plasmid mit Wasser auf 50 ng/µl verdünnt. Der Transformationsmarker 
(pBX) wurde ebenfalls auf 50 ng/µl verdünnt und 1:1 mit dem Expressionsvektor 
vermischt. 

8.3. Herstellung der Injektionskanülen 

Zur Herstellung der Injektionskanülen benutzte man Borsilikat-Glaskapillaren von 1mm 
Durchmesser, deren feine Spitze auf einem Mikropipetten-Auszieher (needle puller) 
hergestellt wurde. Die Beladung der Kanülen mit 2 µl Injektionslösung geschah durch 
Kapillarkräfte. Bevor mit einer Injektion begonnen werden konnte, wurde die Spitze an 
kleinen Salzkristallen auf einem Objektträger unter dem Mikroskop aufgebrochen. 

8.4. Injektion 

Die Würmer wurden für die Injektion auf getrockneten, Agarose-beschichteten 
Objektträgern immobilisiert. Zu deren Herstellung wurde 5% Agarose in Wasser auf 80°C 
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erhitzt, ein Tropfen auf einen Objektträger gegeben, sofort mit einem weiteren 
Objektträger abgedeckt, der obere Objektträger wieder entfernt und die Agarschicht 
eintrocknen lassen. Mit einer feinen Präpariernadel aus Platindraht wurden 5-10 Tiere auf 
den Objektträger gesetzt und zur Vermeidung des Austrocknens mit Mineralöl 
überschichtet. Die Injektion von ca. 100 nl Injektionslösung erfolgte mit Hilfe eines 
Mikromanipulators und einem inversen Lichtmikroskop (Zeiss) direkt in die syncytiale 
Gonade der Tiere. Die behandelten Würmer wurden mit der Präpariernadel so schnell als 
möglich einzeln zurück auf Agarplatten gesetzt. 

8.5. Identifizierung 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 überleben, die den Coinjektionsmarker pBx (rescue-plasmid) 
als extrachromosomales DNA-arrays stabil intergriert hatten. Von jeder Agaroseplatte 
wurde jeweils nur ein überlebendes Tier der F1 Generation weiter als eigenständige 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) abgespült, in einem Eppendorfgefäß sedimentiert und 10 µl dieses 
Pellets auf einen Agarose-beschichteten Objektträger vorsichtig aufgebracht. Die 
Dokumentation erfolgte auf einem Fluoreszensmikroskop der Firma Zeiss mit 
angeschlossener Digitalkamera. Für die Fluoreszensaufnahmen wurde das vom Hersteller 
mitgelieferte GFP- oder FITC-Filterset benutzt. 
 

9. Expressionsnachweis durch in situ Hybridisierung 
in Hydractinia echinata  

Die in situ Hybridisierung von Hydractinia echinata wurde nach der Methode von 
Gajewski et al. (1996) und Plickert et al. (1997) durchgeführt. Die automatisierte in situ 
Hybridisierung in dem Apparat der Firma Abimed wurde im Labor von Prof. G. Plickert, 
Zoologisches Institut, Universität Köln, durchgeführt. 

9.1. Vorbehandlung der Tiere 

Für 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. Darüberhinaus wurden adulte Polypen im 
Bereich der Körperachse verletzt und wiederum sofort und nach 4 h fixiert. Zur 
Untersuchung der Metamorphosestadien wurden ein bis drei Wochen alte Larven für 3 h in 
112 mM CsCl in Seewasser inkubiert und anschließend dreimal mit Seewasser 
ausgewaschen. Die sich entwickelnden Tiere wurden sofort, sowie 4 h , 12 h, 24 h und 48 
h nach Metamorphoseauslösung fixiert.  
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9.2. Herstellung der in situ Sonden 

Die in situ Sonden wurden durch PCR-gestützte in vitro Transkription hergestellt. Dazu 
wurden die in bluescript oder pGMT Vektoren klonierten DNA-Fragmente über 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 µl Ansatz enthielt 0,5 µl Digoxygenin-RNA Labbeling 
Mix, 1 µl 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 über Nacht bei 37°C durchgeführt. 1 µl dieses Ansatzes wurde auf 
einem Agarosegel überprüft. Der restliche Ansatz wurde mit 1 µl 200 mM EDTA pH 8,0 
abgestoppt. Die Präzipitation erfolgte mit 1,25 µl LiCl und 75 µl 100% Ethanol. Das Pellet 
wurde in 12,5 µl DEPC-H2O und 5 U RNase Inhibitor bei 37°C für 30 min gelöst. 

9.3. In situ 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 MgSO4 fixiert. Anschließend wurde dreimal 10 min 
mit 1 ml PBST (10 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,1% Tween 20) gewaschen 
und für 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 zunächst Proteinase K verdaut (20 µg proteinase K in PBST), gewaschen (2 mg/ml 
Glycin in PBST und in PBST) , mit Paraformaldehyd nachfixiert, erneut gewaschen 
(PBST), für 2 h prähybridisiert (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) über 
Nacht mit 4-20 ng Digoxygenin markierter RNA bei 50°C hybridisiert und überschüssige 
Sonde durch mehrmaliges Waschen (50% Formamid, 2x SSC, 0,1% Tween 20; 2x SSC, 
0,1% Tween 20; PBST) entfernt. Die Antikörperreaktion erfolgte für 2 h mit Anti-
Digoxygenin Alkalische Phosphatase gekoppeltem IgG (Boehringer) und wurde 
anschließend in AP-Puffer (0,1 M Tris-HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 0,1% 
Tween 20) gestoppt. Für die Substratreaktion wurden die Tiere aus dem Automaten in 24 
Lochplatten überführt, 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 in 10 mM EDTA in PBST 
auf Objektträger überführt. Die Präparate können so bei –20°C gelagert werden. Die 
Dokumentation erfolgte an einem Phasenkontrastmikroskop der Firma Zeiss mit 
angeschlossener Digitalkamera (Nikon, DN100). 
 

10. Präparation und Immunhistochemie von Astacus 
astacus  

10.1. Magensaftentnahme und Präparation des Hepatopankreas 

Zur Gewinnung von Magensaft für 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 
Ösophagus eingeführt (Pfleiderer et al., 1967). Der Magensaft floss in die Pipette, wurde in 
Eppendorfgefäßen gesammelt und bis zur Verwendung bei –80°C eingefroren.  
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Die Entnahme von Magensaft führt gleichzeitig zu einer Stimulierung der Enzym-
Neusynthese im Hepatopankreas (Vogt et al. 1989). Deshalb wurden die so behandelten 
Tieren nach 3 oder 7 Stunden für die Präparation des Hepatopankreasgewebes durch 
Abtrennung des Carapaxes getötet. Die bräunlichen Hepatopankreashälften wurden mit 
einem Skalpell herauspräpariert. Als Kontrolle wurde zusätzlich der Hepatopankras von 
einigen unbehandelten Tieren präpariert. 
Die Fixierung für immunhistologische Experimente erfolgte über Nacht bei 4°C mit 
Bouin-Lösung (60 ml Pikrinsäure, 20 ml 35 %Formol) oder Susa-Lösung (4,5 g HgCl2-
Sublimat, 0,5 g NaCl in 70 ml Aqua dest werden mit 10 ml 2% Trichloressigsäure, 20 ml 
35 % Formol und 4 ml Eisessig vermischt).  

10.2. Herstellung von Paraffin-Schnitten 

10.2.1. Einbettung 

Die fixierten Gewebestücke wurden mehrmals in Wasser gespült und anschließend je eine 
Stunde in 70, 80, 90 und 96%igem Ethanol entwässert. Danach wurden sie zweimal 30 
Minuten in Isopropanol und über Nacht in Methylbenzoat inkubiert. Die 
Methylbenzoatlösung wurde am nächsten Tag mehrmals gewechselt und erneut über Nacht 
in Methylbenzoat belassen. Das Gewebe wurde in Parrafin (Paraplast, Sherwood Medical) 
3 Tage bei 60°C inkubiert wobei das Parrafin nach 2 Tagen einmal gewechselt wurde. Erst 
dann erfolgte die endgültige Aushärtung bei Raumtemperatur in vorgeformten Blöcken. 

10.2.2. Herstellung der Schnitte  

Von den fertigen Paraffinblöckchen wurden 6 µm dicke Schnitte hergestellt 
(Schneidegerät: Jung, Heidelberg). Die Schnitte wurden auf einem 37°C-Wasserbad 
gestreckt und auf beschichtete Glasobjektträger (HistoBond  Superior, Marienfeld) 
aufgenommen.  

10.2.3. Entparaffinierung 
Für die anschließenden Färbungen und immunhistologischen Experimente müssen die 
Schnitte wieder entparaffiniert und in wässriges Milieu überführt werden. Dazu wurden 
diese für dreimal 10 Minuten in Xylol inkuiert und über eine absteigende Alkoholreihe von 
zweimal 5 min Isopropanol, je viermal 3 min 96%, 90%, 80%, 70% Ethanol in Wasser 
überführt und abschließend mit aqua dest. gespült.  

10.3. Übersichtsfärbungen  

Um einen Überblick über den Gewebsaufbau des Hepatopankreas zu erhalten wurden die 
histologischen Schnitte gefärbt. 
 
Verwendete Färbelösungen: 
• Eisenhämatoxylin nach Weigert:  

Lösung A: 1 g Hämatoxylin in 100 ml 96% Ethanol 
Lösung B: 1,16 g FeCl3 wurden in 98 ml Aqua dest. gelöst und mit 1 ml 25% HCl 
versetzt; die Lösungen wurden vor Gebrauch 1:1 gemischt. 

• Säurefuchsin-Ponceau-Azophloxin:  
Lösung A: 0.02 g Ponceau de Xylidine, 0,01 g Säurefuchsin und 0,06 ml Eisessig 
in 30 ml aqua dest.  
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 Lösung B: 0,05 g Azophloxin und 0,002 ml Eisessig in 10 ml aqua dest.  
 Gebrauchslösung: 16 ml Lösung A und 4 ml Lösung B in 176 ml 0,2% Essigsäure 
• Phosphormolybdänsäure-Orange G: 
 8 g Phosphormolybdänsäure und 4 g Orange G in 200 ml aqua dest. 
• Lichtgrün: 0,4 g Lichtgrün und 0,4ml Eisessig in 200 ml aqua dest.  
 
Die erste Färbung erfolgt mit Eisenhämatoxylin nach Weigert für 1 min. Hierbei werden, 
durch die Anlagerung des basischen Farbstoffes Hämatoxylin an die sauren 
Phosphatgruppen der DNA, die Zellkerne angefärbt. Durch anschließendes Spülen in 
Leitungswasser (10 min) kommt es infolge einer pH-Verschiebung zur Blaufärbung der 
Zellkerne. Danach wurde 5 Minuten mit Säurefuchsin-Ponceau-Azophloxin gefärbt, 
wenige Sekunden in 1% Essigsäure gespült und dann in Phosphormolybdänsäure-Orange 
G für weitere 5 Minuten gefärbt. Nach einer kurzen Spülung in 1% Essigsäure wurde 5 
Minuten mit Lichtgrün gefärbt und wiederum für 5 Minuten in 1% Essigsäure gespült. Die 
letztgenannten Farbstoffe sind Dispersionsfarbstoffe, die durch ihre unterschiedliche 
Diffusionsgeschwindigkeit die verschiedenen Gewebeteile unterschiedlich anfärben. 
Feindispersive Komponenten wie Ponceau, Azophloxin und Orange G diffundieren im 
Gewebe schneller als grobdispersive wie Säurefuchsin und Lichtgrün. 
Über 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 ermöglicht es, direkt in Gewebeschnitten mit Hilfe 
von spezifischen Antikörpern ein gesuchtes Protein zu lokalisieren.  
Als Gegenprobe für die Anti-Astacin und Anti-Proastacin Antikörper wurde ein Anti-
Hämocyanin Serum verwendet. Dieses Serum wurde von Prof. W. Stöcker, Institut für 
Zoophysiologie, Universität Münster, zur Verfügung gestellt. Als Zweitantikörper wurde 
immer FITC-konjugiertes Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege (Sigma) benutzt. 

10.4.1. Anti-Hämocyanin Nachweis  

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol und Alkohol entparaffiniert (siehe 10.2.3) und für 
zwei Stunden bei Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer mit Anti-Hämocyanin, 1:50 
verdünnt in PBS-Puffer (0,15 M Natriumphosphat Puffer, pH 7,2) inkubiert. Nach drei 15-
minütigen Spülungen in PBS wurden die Schnitte für eine Stunde mit 1:40 verdünntem 
FITC-konjugiertem Anti-Kaninchen-IgG aus der Ziege (Sigma) inkubiert und wiederum 
dreimal 15 Minuten in PBS gewaschen. Die Gegenfärbung erfolgte für 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 für 10 Minuten mit 0,3% Triton behandelt, um ein 
besseres Eindringen der Antikörper zu ermöglichen, dann für zwei Stunden bei 
Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer mit Anti-Astacin bzw. Anti-Pro-Astacin, 1:10 
verdünnt in PBS, inkubiert, dreimal 15 Minuten in PBS gewaschen und anschließend für 
eine Stunde mit 1:200 verdünntem FITC-konjugiertem Anti-Kaninchen-IgG inkubiert. 
Nach dreimal 15 Minuten Waschen in PBS erfolgte die Gegenfärbung für 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 Auswertung erfolgte mit einem Leitz 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. Spaltungsversuche mit synthetischen Modellpeptiden 

Die Spaltungsversuche verschiedener Modellpeptide wurden mit affinitätsgereinigtem 
Astacin und Trypsin (siehe 6) durchgeführt. Die lyophylisierten Enzyme und die Peptide 
wurden in 50 mM Tris-HCl pH 8,0 aufgenommen. Für einen Probenansatz von 20 µl in 50 
mM Tris-HCl pH 8,0 wurden 0,5 µg des jeweiligen Enzyms und 5 µg der Peptide AstG, 
AstR oder AstR* für 2 h bei 30°C inkubiert. Für die Ansätze mit Trypsin wurde dem 
Puffer zusätzlich 10 mM CaCl2 zugegeben. Die Quantifizierung der Enzymmenge basierte 
auf der Messung bei 280 nm, die Substratkonzentration wurde durch Wägen 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 Spaltungsansätzen erhaltenen Proben wurden 1:10 mit 10% 
Ameisensäure verdünnt und davon 0,5 µl direkt auf das vorbereitete Metalltarget 
aufgetragen. Die Kalibrierung des Massenspektrometers geschah als lineare 
Zweipunktmessung mit Angiotensin I (m/z 1269,65) und der oxidierten B-Kette des 
Rinderinsulins (m/z 3494,65). Die protonierten Molekülmassen der Peptide und 
enzymatischen Fragmente wurden mit Hilfe des Programms MacProMass Version 1.03 
berechnet. 
 

12. Computergestützte Analysen 

12.1. Programme für molekulargenetische Analysen 

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

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

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

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

Für die Ähnlichkeitssuche 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. P07584), die Protease-Domäne 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 
Aminosäuresequenz mit Nukleinsäuredatenbanken vergleicht, die in allen Leserastern 
translatiert sind. 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 (alle nicht-redundanten GenBank CDS translations, PDB, SwissProt, 
PIR, PRF Datenbanken) und in der EMBL database (all divisions).  
Die Identifizierung wurde im nächsten Schritt durch eine FASTA3 Suche auf Proteinebene  
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) und auf Nukleinsäureebene (http://www.ebi.ac.uk/ 
fasta33/genomes.html) in der EMBL-Datenbank vervollständigt. Als Parameter wurden die 
Standard-Einstellungen verwendet. 
Die Sequenzdaten verschiedener Organismen, insbesondere solche mit laufenden Genom-
Sequenzierungsprojekten sind nicht vollständig in den bisher genannten Datenbanken 
eingeschlossen. Deshalb mussten diese Daten mit Hilfe verschiedener BLAST-Suchen 
vervollständigt werden. Die Programm-Parameter wurden immer auf die Standard-Werte 
mit einer Blosum62 Matrix und einem expected threshold Wert (E) = 10 eingestellt.  
Folgende BLAST Server wurden verwendet: 

• TBLASTN in EMBL updates: http://www.ebi.ac.uk/servicestmp/762905.9086-
125474.html  

• TBLASTN in microbial genomes NCBI (133 Bakterien/14 Archeaebakterien): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_table_cgi 

• TBLASTN in C. elegans genomic und BLASTP in wormpep: 
http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/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 Mehrfacheinträge untersucht. Zur Überprüfung erfolgte 
ein Mehrfach-Sequenzvergleich (multiple alignment) aller durch BLAST oder FASTA 
identifizierten Proteine. Dazu wurden zunächst die vollständigen 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 ausschließlich in genomischen 
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Datenbanken vorhanden waren, wurden mit Hilfe des Programms GenScan 
(http://genome.dkfz-heidelberg.de/cgi-bin/GENSCAN/genscan.cgi) oder Genfinder 
(http://www.softberry.com/nucleo.html) in Proteinsequenzen übersetzt. Der 
Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustalX (ftp://ftp- igbmc.u-
strasbg.fr/pub/ClustalX) durchgeführt.  
Die Daten wurden abschließend mit der MEROPS Datenbank (http://www.merops.co.uk) 
verglichen, welche inzwischen einen umfassenden Überblick über alle bekannten 
proteolytischen Enzyme gibt.  
Für die Ermittlung der Domänenstruktur eines Proteins wurden die Programme SMART 
(Simple 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 für alle Astacin-
homologen Proteine mit der gemeinsamen, 200 Aminosäurereste langen Protease-Domäne 
durchgeführt. Dieser Abschnitt entspricht beim Astacin des Flusskrebses dem Teilstück 
von Position +50 bis +251 (Swissprot Acc. P07584). Der Sequenzvergleich wurde mit dem 
Programm ClustalX (ftp://ftp- igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX) 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 erhaltene 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 zunächst 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.html). Zur statistischen Überprüfung der 
Ergebnisse wurde eine bootstrap Analyse (Programme NEIGHBOR, CONSENSE) mit 
100 Wiederholungen durchgeführt. 

12.4. C. elegans und das Internet 

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 zugänglich. Diese Seite erlaubt 
den Zugang über verschiedene Funktionen: 

• BLAST Suche gegen die genomische Sequenzdaten oder die genefinder 
Vorhersage der Proteine (siehe 12.2.). 

• Textsuchen über die gesamte Datenbank. 
• Textsuche nach Genen, Klonen, EST oder genomischen Sequenzen. 
• Suche über die physikalische Genkarte oder Klonkarte. 

Über diese reinen Sequenzdaten hinaus enthält die Datenbank für 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, 
reverse genetics, gene expression patterns) für das jeweilige Gen gespeichert.  
 
Das C. elgans Sequencing Consortium hat mit Fertigstellung der genomischen 
Sequenzierung im Jahr 1998 begonnen, systematisch alle durch genefinder vorhergesagten 
Gene von C. elegans näher zu charakterisieren. Diese Großprojekte werden in Kooperation 
mit verschiedenen Laboratorien durchgeführt. Alle Daten werden an die wormbase 
Datenbank übermittelt und deren Herkunft mit einem Buchstabenkürzel gekennzeichnet. 
Ein Überblick der an den jeweiligen Projekten beteiligten Forscher ist unter 
http://biosci.umn.edu/CGC/CGChomepage.htm abrufbar. Im Folgenden sind die 
wichtigsten Projekte näher beschrieben: 

• Alternative Spleißmuster (Intronerator) 
Kent und Zahler haben im Jahr 2000 eine Datenbank mit alternativen Spleißmustern 
(Intronerator, http://www.cse.ucsc.edu/~kent/intronerator/index.html) aller Gene 
erstellt, die z.T. erheblich von den genefinder Vorhersagen abweichen. Der Vorteil 
dieser Datenbank liegt in der Einbeziehung aller bis zu diesem Zeitpunkt verfügbaren 
cDNA- oder EST-Daten in die Computervorhersage.  
• Transkriptom-Projekt (ORFeome) 
Das ORFeome Projekt (http://worfdb.dfci.harvard.edu) versucht dagegen systematisch 
über RT-PCR Experimente und Sequenzierung alle durch genefinder vorhergesagten 
Gene zu bestätigen oder alternative Spleißvarianten aufzuzeigen. 
• EST-Projekt  
Die Analyse aller exprimierten Gene auf cDNA Ebene wurde in erster Linie von 
Kohara und Mitarbeiter (http://www.ddbj.nig.ac.jp) durchgeführt. EST-Klone sind 
inzwischen für ca. 40% der vorhergesagten Gene gefunden worden. 
• Expressionskarte (Topomap)  
Kim und Mitarbeiter erstellten 2001 eine Expressionskarte (Sk-map) mit 17,661 Genen 
zur Analyse coregulierter Gene. Insgesamt wurden 537 micrarray-Experimente 
durchgeführt, die auf der Internetseite http://cmgm.stanford.edu/~kimlab/ 
topomap/c._elegans_topomap.htm zusammengefasst sind. 
• microarray Experimente  
Jiang und Mitarbeiter erstellten zeitgleich eine 17 871 Gene umfassende microarray 
Analyse, welche die relativen Expressionsraten während der Entwicklung vom Ei zum 
adulten Organismus aufzeigen sollten (http://www.proteome.com/databases). 
• RNA interference (RNAi)  
Für eine funktionelle Genomanalyse durch RNA-vermittelte Gen Inaktivierung (RNAi) 
haben verschiedene Laboratorien bis heute Experimente mit 7200 Genen durchgeführt 
(http://www.wormbase.org/db/searches/rnai_search).  
• Expressionsmuster 
Für ungefähr 1000 Gene wurde das Expressionsmuster durch GFP/lacZ Reporter 
Konstrukte oder durch in situ Hybridisierung (nur für Embryonen) ermittelt 
(http://www.wormbase.org/db/searches/expr_search). 
• Mutanten 
Alle verfügbaren und charakterisierten Mutanten von C. elegans können unter 
http://www.wormbase.org/db/searches/strains gefunden werden. 
 

Alle oben genannten Datenbanken wurden nach Einträgen auf die durch BLAST/FASTA 
identifizierten Astacin-homologen Gene durchsucht. 
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IV. ERGEBNISSE 
 
Ziel dieser Arbeit war es, einen umfassenden Überblick über 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 näher charakterisiert. Außerdem wurde eine vollständige 
Datenbank-Analyse und phylogenetische Analyse aller Astacin-homologen Gene 
durchgeführt (3.). Darüber hinaus sollte der Aktivierungsmechanismus der Pro-Enzyme am 
Modell des Flusskrebses Astacus astacus untersucht werden (4.). 
 

1. Astacin-homologe Proteine in C. elegans  

Vor Beginn dieser Arbeit im Jahre 1996 ergaben Voruntersuchungen (Dr. G. Geier, 
Zoologisches Institut, Universität Heidelberg), dass im Genom des Nematoden 
Caenorhabditis elegans mindestens 12 unterschiedliche Astacin-homologe Gene gefunden 
werden. Diese Zahl erschien zunächst überraschend groß, waren in anderen Spezies doch 
nur maximal 3 Gene (Maus, Mensch) beschrieben worden. Die Untersuchung der C. 
elegans Astacine sollte daher neue Aufschlüsse für 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 vollständig publiziert werden (The C. 
elegans Sequencing Consortium 1998). Diese frei zugänglichen Daten bildeten die Basis 
für alle weiteren Analysen Astacin-homologer Gene bei C. elegans.  
Bei Beginn dieser Arbeit zeigte eine erste BLAST Suche nach Astacin-homologen 
Proteinen in der zu dieser Zeit aktuellen wormpep11 Datenbank (Juli 1996, enthielt 7299 
vorhergesagte Proteine) die Zahl von 12 Astacin-homologen Proteinen. In der kurze Zeit 
später veröffentlichten wormpep12 (November 1997, 12178 Proteine) konnten bereits über 
20 homologe Proteine gefunden werden. Die hier präsentierten 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 zunächst überhaupt einen Überblick über 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) 
durchgeführt. Darin sind für C. elegans nun 353 Protease-Gene (E.C. 3.4.) insgesamt 
verzeichnet. 149 Gene davon gehören zur funktionellen Gruppe der Metalloproteasen (E.C. 
3.4.24). Tabelle 1 zeigt die Zuordnung dieser Proteine zu den Clans und Familien nach der 
Einteilung von Barrett et al. (1998). Die Metzinkine (Clan MA(M)) stellen mit 57 
Vertretern dabei mehr als ein Drittel aller Metalloproteasen.  



IV. Ergebnisse 49

 
Clan Familie Anzahl  Clan Familie Anzahl 
MA(E) M1 aminopeptidase 15  ME M16X 1 
 M2 peptidyl-dipeptidase 1  MF M17 leucyl aminopeptidase 2 
 M3A oligopeptidase 2  MG M24A methionyl 

aminopeptidase I 
6 

 M13 neprilysin 22   M24B aminopeptidase P 5 
 M41 E. coli endopeptidase 3  MH M18 aminopeptidase I 1 
 M48A Ste24 endopeptidase 1   M20A glutamate 

carboxypeptidase 
1 

MA(M) M8 leishmanolysin 1   M20B Gly -X 
carboxypeptidase 

4 

 M10A MMP 6   M28B aminopeptidase Y 2 
 M12A Astacin 35   M28C IAP aminopeptidase 1 
 M12B ADAM 8   M28X 3 
 M12C ADAM 2  MJ M38 beta-aspartyl 

dipeptidas 
1 

MC M14A carboxypeptidase A 9  MK M22 O-sialoglycoprotein 
endopeptidase 

2 

 M14B carboxypeptidase E 3  MM M50 S2P protease 1 
ME M16A pitrilysin 5  MX M49 dipeptidyl-peptidase  1 
 M16B mitochondrial 

processing peptidase 
3   III  

Tabelle 1: 152 Gene für Metalloproteasen in C. elegans zusammengestellt nach der MEROPS 
Protease-Datenbank (Release 5.7: 17-Dec-2001). Die Gen-Anzahl für die einzelnen Protease-
Familien ist jeweils in der rechten Spalte angegeben. 

 
Um einen vollständigen Überblick aller im Genom von C. elegans vorhandenen Astacin-
homologen Gene zu erhalten, mussten unabhängig der in der aktuellen MERPOS 
Datenbank (Release 5.7: 17-Dec-2001) postulierten Astacin-homologen, BLAST-Suchen 
mit der Astacin-Domäne, dem Zinkbindungsmotiv oder dem Bereich des Met-turns in den 
C. elegans Datenbanken wormbase (Genom-Seqeunz) und wormpep (vorhergesagte 
Proteine) durchgeführt werden (vergleiche III.12.2). Tabelle 2 zeigt das Ergebnis dieser 
Analyse. 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 übermittelten Sequenzen. Es konnten 
genau 40 Gene identifiziert werden, wobei im Vergleich zur MEROPS Datenbank fünf 
weitere Proteine gefunden werden. Drei 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. Für F54B8.m ergab die genescan Vorhersage allerdings kein vollständiges 
Protein, sondern nur ein insgesamt 88 Aminosäurereste umfassendes Fragment (vergleiche 
VII 6.2). Im Genom findet sich dieses Fragment in nur einem einzigen Leseraster, wobei 
innerhalb der DNA-Sequenz zudem zwei Basentripletts für Stopkodons kodieren und somit 
zumindest eine Protein-Translation unmöglich machen.  
Bis auf eine Ausnahme (HCH-1, Hishida et al. 1996) waren die in der wormbase 
gefundenen Astacin-homologen Gene nicht näher charakterisiert. Es lagen bisher nur die 
durch das Programm genefinder postulierten Proteine und die partielle Transkriptom-
Analyse durch die EST/ORFeome-Projekte (siehe III.12.4) vor. Darüber hinaus sind die 
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Astacin-homologen Gene aber experimentell weder auf RNA– noch auf Proteinebene 
bestätigt worden. Im nächsten Schritt sollte deshalb zunächst die Expression dieser Gene 
auf RNA Ebene untersucht werden. 
 
 
 Gen Name  MERNUM 

(Release 5.8) 
Swiss-Prot TrEMBL EMBL / GenBank 

1 4R79.1 MER05846  Q9U3S9 AL031254 
2 C05D11.6 MER02346 P55112  U00048 
3 C07D10.4 MER02282 P55113  U13072 
4 C17G1.6 MER03171  Q93243 Z78415 
5 C24F3.3 MER05120  Q9XTD6 AL022716, Z81055 
6 C26C6.3 MER02349  Q18206 Z72503 
7 C34D4.9 MER03819  Q18439 U58755 
8 C37H5.9 MER03493  P91137 U88315 
9 D1022.m MER05843   U23517 
10 F09E8.6 MER03972  Q19269 Z73896 
11 F20G2.4 MER03172  Q93542 Z79753 
12 F38E9.2 MER03097  Q20176 U46668 
13 F39D8.4 MER02352  Q20191 Z69791 
14 F42A10.8 MER02171 P98061  U10414 
15 F45G2.1 MER05123  O62243 Z93382 
16 F46C5.3 MER02353  Q20459 Z54281 
17 F54B8.m MER05847   Z93383 
18 F56A4.1 MER12259  Q9N5R0 AC006645, AC006722 
19 F57C12.1 MER02287  Q20942 U41554 
20 F58A6.4 MER02354  Q20958 U53339 
21 F58B4.1 MER03814  Q20975 Z74038 
22 HCH-1 MER03163   D85744, Z69792 
23 K03B8.1 MER03164  Q21180 Z74039 
24 K03B8.2 MER03115  Q21178 Z74039 
25 K03B8.3 MER03116  Q21179 Z74039 
26 K03B8.5 MER03165  Q21181 Z74039 
27 K04E7.3 MER02288 P55114  U39666 
28 K06A4.1 MER03096  Q21252 Z70755 
29 K09C8.3 MER03166  Q21388 Z68006 
30 K11G12.1 MER03167  Q21432 U23525 
31 R151.5 MER02172 P98060  U00036 
32 T02B11.7 MER03831  O16977 AF022979 
33 T04G9.2 MER02291 P55115  U41274 
34 T11F9.3 MER03174  Q22396 Z74042 
35 T11F9.5 MER03169  Q22401 Z74042 
36 T11F9.6 MER03168  Q22398 Z74042 
37 T23F4.4 MER03833  O17264 AF025466 
38 T23H4.3 MER03173  P91828 Z83240 
39 T24A11.3 MER01112  Q22710 Z49072 
40 Y95B8A.1 MER12278  Q9N2V2 AC024877 

Tabelle 2: 40 Astacin-homologe Proteine in C. elegans. 
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1.2. Transkriptom-Analyse 

1.2.1. RT-PCR und EST Projekte 

Die über BLAST Suche der genomischen DNA identifizierten Astacin-homologen Gene 
wurden mit den in der wormbase Datenbank gespeicherten experimentellen cDNA Daten 
abgeglichen. Dabei zeigte sich, dass vor Beginn des hier durchgeführten 
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 
anschließende Sequenzierung der DNA-Fragmente untersucht. Dazu wurden für jedes 
dieser Gene spezifische Primer-Paare synthetisiert und die Genfragmente über PCR 
amplifiziert. Die Orientierung und Lage der verwendeten Primer ist im Anhang (VII.6.1.1. 
bis VII.6.1.40.) wiedergegeben. Abbildung 1 zeigt die Analyse der amplifizierten Produkte 
auf Ethidiumbromid gefärbten Agarosegelen. Für jedes Gen wurde eine PCR Reaktion mit 
revers transkribierter RNA (cDNA, c) und eine Kontrollreaktion mit genomischer DNA (g) 
durchgeführt. Da in allen Fällen ein oder mehrere Introns innerhalb des amplifizierten 
DNA-Bereichs lagen, ergaben die Kontrollreaktionen jeweils größere DNA-Fragmente. 
Tabelle 3 (rechter Teil) gibt einen Überblick der zu erwartenden Größe der genomischen 
PCR-Produkte (Spalte Genom) und der genefinder Vorhersagen der RNA-Transkripte 
(Spalte ORF cDNA) im Vergleich zu den experimentell gefundenen DNA-
Fragmentgrößen (Spalten PCR Genom und PCR cDNA). Danach konnten für alle 
genomischen PCR-Ansätze Fragmente der entsprechenden Größe erhalten werden. Auf 
cDNA Ebene ergaben die Gene F54B8.m, F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, K03B8.3 und 
Y95B8A.1 auch unter modifizierten 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, C34D4.9, 
F42A10.8 und K04E7.3 eine gegenüber der genefinder Vorhersage abweichende DNA-
Größe. Um alle erhaltenen DNA-Fragmente eindeutig zu identifizieren und von der 
theoretischen Vorhersage abweichende Spleißmuster aufzuzeigen, wurden die PCR-
Produkte aus einem Agarosegel isoliert, mit glatten Enden (blunt end) in den Vektor pUC 
18 kloniert und sequenziert. Die Bezeichnung der Klone sind in Tabelle 23 (rechte Spalte) 
und die cDNA Sequenzen im Anhang (VII.6.1.1 bis VII.6.1.40) wiedergegeben. Dabei ist 
ersichtlich, dass die Gene C05D11.6, C07D10.4, C34D4.9, F42A10.8 und K04E7.3 
tatsächlich eine von der genefinder Vorhersage abweichendes Spleißmuster aufweisen. Die 
Expression der verbleibenden Gene, welche nach den PCR-Ergebnisse kein anderes 
Spleißmuster erwarten lassen, konnten durch die Sequenzierung alle bestätigt werden.  
Für die Gene F54B8.m, F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, K03B8.3 und Y95B8A.1 konnten 
anhand dieser Daten noch keine eindeutigen Aussagen über deren Expression getroffen 
werden. Das im Jahre 2001 begonnene ORFeome Projekt (vgl. Tabelle 3) und die 
Expressionskarte von Kim et al. (Tabelle 3 und Abbildung 7) können darüber aber weitere 
Aussagen machen.  
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Abbildung 1: 1,5 %ige Ethidiumbromid gefärbte Agarosegele mit DNA-Fragmenten aus den RT-
PCR Experimenten. c: RT-PCR; g: Kontroll PCR mit genomischer DNA; M DNA-
Größenmarker 

M C05D11.6 C07D10.4  C24F3.3   C34D4.9        M          M   D1022.m  F09E8.6    F20G2.4    F39D8.4     M

       c    g      c      g      c     g     c     g                        c     g      c     g     c     g     c     g  

M  F42A10.8   F46C5.3   F56A4.1   F58A6.4    M            M   F58B4.1   K03B8.1    K03B8.2   K03B8.3    M 
       c    g      c     g     c      g     c     g                        c     g     c     g      c     g     c     g  

M   K03B8.5   K04E7.3   K06A4.1  T02B11.7    M         M    T04G9.2     T11F9.3   T11F9.5    T11F9.6    M 
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Expressionsdatenbank 
ORFeome 

EST 
SK-
map  

Ergebnisse RT-PCR / Klonierung 
vgl. auch Abbildung 1 

Gen Experi-
ment 

ORF
cDNA  
(bp) 

PCR 
 

(bp) 

ORF
eome
(bp) 

  
 

mount 

ORF 
cDNA 
(bp) 

Genom 
 

(bp) 

PCR 
cDNA 
(bp) 

PCR 
Genom 

(bp) 

Sequenz/ 
Klon siehe 

4R79.1 208 / D4 768 800   10 567 1256 600 1250 VII 6.1.1 

C05D11.6 044 / F2 1005 1200 1  14 742 1268 650 1250 VII 6.1.2 

C07D10.4 108 / B5 1257 1300   16 905 1585 850 1600 VII 6.1.3 

C17G1.6 222 / G1 2211 2200  2 38      

C24F3.3 138 / F2 1197 1200   03 603 1315 600 1300 VII 6.1.5 

C26C6.3 088 / B6 1956 2000  3 29      

C34D4.9 138 / D5 1176 -   03 688 1765 500 1800 VII 6.1.7 

C37H5.9 196 / G6 1554 1650  4 08      

D1022.m       536 619 530 650 VII 6.1.9 

F09E8.6 140 / E9 1554 1600   14 560 1119 560 1150 VII 6.1.10 

F20G2.4 179 / D3 1101 1150   00 658 753 680 750 VII 6.1.11 

F38E9.2 222 / H10 2304 2500  5 03      

F39D8.4 215 / E11 1947 -   09 557 854 600 850 VII 6.1.13 

F42A10.8 045 / B3 1254 1300 6  17 773 1427 950 1400 VII 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 VII 6.1.18 

F57C12.1 222 / G11 2313 2300  9 14      

F58A6.4 108 / E2 1320 1400   14 476 768 480 800 VII 6.1.20 

F58B4.1 188 / F5 1866 2000   06 511 652 500 650 VII 6.1.21 

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 

K04E7.3 215 / B5 1656 -   13 929 1313 850 1250 VII 6.1.27 

K06A4.1 186 / C6 1536 -   21 558 712 550 750 VII 6.1.28 

K09C8.3 221 / F3 1683 -  11 06      

K11G12.1 221 / H1 1764 -  12       

R151.5 058 / F8 1833 -  13 01      

T02B11.7 189 / D9 2103 -  14 06 636 1970 640 2000 VII 6.1.32 

T04G9.2 222 / A5 1866 1400  15 14 836 1204 830 1200 VII 6.1.33 

T11F9.3 171 / G11 972 1000   22 458 557 450 550 VII 6.1.34 

T11F9.5 166 / C11 798 850   28 576 664 560 650 VII 6.1.35 

T11F9.6 162 / B4 603 650   03 513 556 500 550 VII 6.1.36 

T23F4.4 109 / B6 1395 1600   29 519 1251  1250 VII 6.1.37 

T23H4.3 081 / B9 1083 1100   00 664 1481 650 1500 VII 6.1.38 

T24A11.3 057 / C6 1179 -  16 16      

Y95B8A.1 089 / D5 2241 -   01 773 1850 - 1900  

Tabelle 3: Transkriptom-Analyse 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 al. (2001) und der RT-
PCR Analyse dieser Arbeit. Angegeben sind jeweils die theoretischen Fragmentlängen (ORF-
cDNA und Genom) sowie die experimentell gefundenen Fragmentlängen (PCR, PCR-cDNA 
und PCR-Genom) der PCR-Produkte in Basenpaaren (bp). Zur Erläuterung der ORFeome- und 
EST-Klone (Nr. 1-16, Fettdruck) siehe Tabelle 4. Für die SK-map ist die Lokalisation in der 
jeweiligen Koexpressionsgruppe (mount) angegeben.  
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Nr. Gen EST/ORFeome Klone  
 

1 C05D11.6 BI175418 (neu) 
2 C17G1.6 yk130e2.5 yk180a11.5 yk180a11.3 yk355c4.3 yk355c4.5 yk581h6.3 yk581h6.5 
3 C26C6.3 yk11f8.3 yk11f8.5 
4 C37H5.9 yk852b05.3 yk892d11.3 yk827h04.3 yk892d11.5 yk827h04.5 yk852b05.5 

yk120a2.3 yk120a2.5 yk164b6.3 yk164b6.5 yk298f4.3 yk298f4.5 yk300b8.3 
yk300b8.5 yk581h5.3 yk581h5.5 yk722h5.5 yk1010b03.3 yk890g03.3 
yk1011b03.3 yk722h5.3 

5 F38E9.2 yk414e5.3 yk414e5.5 yk839g10.5 
6 F42A10.8 BI174472, BI175435 (neu) 
7 F45G2.1 BI174418, BI175363, BI175385 
8 F46C5.3 yk701a10.3 yk701a10.5 
9 F57C12.1 yk148g6.3 yk148g6.5 yk378d10.3 yk378d10.5 yk384c9.3 yk384c9.5 

10 HCH-1 CEESG73F yk82b7.3 yk82b7.5 yk167a12.3 yk167a12.5 yk628d7.3 yk628d7.5 
yk435f3.3 yk435f3.5 yk376d4.3 yk376d4.5 yk486e2.5 yk508c7.3 yk645g3.3 
yk657c10.3 yk663d6.3 yk508c7.5 yk645g3.5 yk657c10.5 yk663d6.5 
Kompletter cDNA 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, 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 

14 T02B11.7 yk726g11.3, yk726g11.5 (neu) 
15 T04G9.2 yk118h9.3 yk118h9.5 yk275h5.5 yk366f6.3 yk366f6.5 (neu) 
16 T24A11.3 yk729e4.5 cm01a12 yk296d6.5 yk73a3.5 yk296d6.3 yk73a3.3 

Tabelle 4: Bezeichnung der EST und ORFeome Klone nach der wormbase Datenbank 
(vergleiche Tabelle 3). 

 
Das ORFeome Projekt hat dabei zum Ziel alle 20 000 vorhergesagten C. elegans 
Transkripte durch spezifische Primer zu amplifizieren und durch vollständige 
Sequenzierung zu bestätigen. Die PCR Ergebnisse zeigen aber, dass viele der 
durchgeführten Reaktionen unter Standard-PCR Bedingungen keine Produkte ergeben. Im 
Falle der C. elegans Gene gilt dies beispielsweise für C34D4.9, K04E7.3, K06A4.1, 
K09C8.3, K11G12.1, R151.5 und T24A11.3. Darüber hinaus sind bisher nur wenige der 
tatsächlich amplifizierten PCR-Produkte durch Sequenzierung bestätigt worden (Astacine: 
C05D11.6, F42A10.8, F45G2.1). Die Aussagen die hier getroffen werden können sind also 
nach derzeitigem Stand des Projektes größtenteils nicht eindeutig.  
Kim und Mitarbeitern ist es gelungen 1991 auf der Expressionskarte (SK-map) über 90% 
der vorhergesagten C. elegans Gene zu lokalisieren (Kim et al. 2001). Die Astacin-
homologen Gene D1022.m, F54B8.m, F56A4.1 und K11G12.1 sind allerdings nicht 
repräsentiert. Die bisher über PCR nicht nachgewiesenen Gene F56A4.1, K03B8.1, 
K03B8.2, K03B8.3 und Y95B8A.1 können dagegen auf der Expressionskarte gefunden 
werden (Abbildung 7). Die hier verwendete microarray und Hybridisierungstechnik ist 
aber hauptsächlich auf große 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 fälschlicherweise die Expression eines Genes als gegeben 
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angenommen wird. Dennoch gibt die Lokalisierung der Gene F56A4.1, K03B8.1, 
K03B8.2, K03B8.3 und Y95B8A.1 auf der SK-map einen deutlichen Hinweis auf die 
tatsächliche Expression dieser Gene.  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit Ausnahme F54B8.m alle Astacin-
homolgen Gene auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden konnten, wenn auch für die 
Gene F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, K03B8.3 und Y95B8A.1 eine endgültige Bestätigung 
aussteht. Das experimentell gefundene Spleißmuster weicht in manchen Fällen deutlich 
von der theoretischen Vorhersage von genefinder ab. Im nächsten 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 

Für eine korrekte Übersetzung der Transkripte in Proteinsequenzen war es nötig, die 
experimentell noch nicht überprüften RNA-Vorhersagen mit den bereits bekannten cDNA-
Sequenzen zu vergleichen. Darüber hinaus sollte damit auch die Zuverlässigkeit 
verschiedener Programme in der Strukturvorhersage analysiert werden. Dazu wurden 
Sequenzvergleiche der genefinder Vorhersagen der wormpep 73 Datenbank und die 
alternativen intronerator Vorhersagen von Kent et al. (Kent und Zahler 2000, 
http://www.soe.ucsc.edu/~kent/intronerator, released 07-Dec-2001) mit den experimentell 
ermittelten cDNA Sequenzen durchgeführt. Die Sequenzvergleiche sind im Anhang 
VII.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. Vollständige cDNA Sequenzen liegen nur für die Gene F45G2.1 
HCH-1 und R151.5 vor. Für die EST Klone fehlen in der Regel die 5’ Bereiche der 
mRNA, da in den cDNA Banken oft verkürzte Transkripte vorhanden sind. Für die mit 
RT-PCR und genspezifischen Primern ermittelten cDNA Sequenzen fehlt, methodisch 
bedingt, immer die 5’ und die 3’ Region der mRNA. Die tatsächlichen Transkriptions-
Start- und End-Punkte wären nur durch aufwendige 5’ oder 3’ RACE Experimente 
zugänglich und wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. Darüber hinaus 
fehlen bei einigen sehr langen Transkripten noch Sequenzdaten aus den mittleren 
Bereichen. Für die vollständige Übersetzung der mRNA in Proteinsequenzen wurde 
deshalb die Vorhersage (wormpep oder Genie Gene) verwendet, die den bisherigen 
experimentellen cDNA Daten entspricht. Gegebenenfalls wurden zusätzliche alternative 
Spleißmuster berücksichtigt. Die Übersetzung in Proteinsequenz geschah anschließend mit 
dem Staden Programm Package und ist im FASTA Format im Anhang VII.6.2 dargestellt. 
In Tabelle 25 (rechte Spalte) ist die Kurzbezeichnung dieser korrigierten Proteinsequenzen 
angegeben, wie sie für die folgenden phylogenetischen und strukturellen Untersuchungen 
(Ergebnisse IV. 3) verwendet wurde. 



IV. Ergebnisse 56

 
genefinder 
(wormpep) 

Intronerator 
(Genie Gene) 

genomische 
Position 

(Chromosom) 

EST/
ORF- 
eome 

Klon Beste  
Übereinstimmung 

ID 
Korrigierte 

Protein Sequenz 
4R79.1 g-IV-3005 IV: 30.16  VII 6.1.1 Genie Gene C_4R79.1i 

C05D11.6 g-III-1042 III:-1.33 1 VII 6.1.2 Genie Gene C_C05D11.6i 

C07D10.4 g-II-1703 II:0.41  VII 6.1.3 Genie Gene C_C07D10.4i 

C17G1.6 g-X-2881 X:1.48 2  Genie Gene C_C17G1.6i 

C24F3.3 g-IV-1838 IV:4.54  VII 6.1.5 wormpep C_C24F3.3 

C26C6.3 g-I-1289 I:2.05 3  wormpep C_C26C6.3 

C34D4.9 g-IV-1119 IV:3.29  VII 6.1.7 Genie Gene C_C34D4.9i 

C37H5.9 g-V-856 V:-6.52 4  Genie Gene C_C37H5.9i 

D1022.m  II:0.45  VII 6.1.9 ORF Mernum C_D1022.m 

F09E8.6 g-IV-2471 IV:8.02  VII 6.1.10 Genie Gene C_F09E8.6i 

F20G2.4 g-V-2804 V:5.42  VII 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  VII 6.1.13 Genie Gene C_F39D8.4i 

F42A10.8 g-III-995 III:-1.38 6 VII 6.1.14 cDNA RT -PCR C_F42A10.8m 

F45G2.1 g-III-2312 III:22.1 7  OST (vollständig) C_F45G2.1o 

F46C5.3 g-II-2024 II:0.92 8 VII 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  VII 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-II-1161 II:-1.98  VII 6.1.20 Genie Gene C_F58A6.4i 

F58B4.1 g-V-2200 V:2.87  VII 6.1.21 wormpep C_F58B4.1 

HCH-1 g-X-2296 X:19.9925 10  cDNA Hishida et al. C_HCH1 

K03B8.1 g-V-2307 V:3.16   wormpep C_K03B8.1 

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  VII 6.1.26 wormpep C_K03B8.5 

K04E7.3 g-X-945 X:-2.93  VII 6.1.27 wormpep C_K04E7.3 

K06A4.1 g_V-1836 V:1.98  VII 6.1.28 Genie Gene C_K06A4.1i 

K09C8.3 g-X-1670 g-
X-1671 

X:2.51 11  wormpep C_K09C8.3 

K11G12.1 g-X-993 X:-2.66 12  wormpep C_K11G12.1 

R151.5 g-III-1186 III:-0.76 13  EST (vollständig) C_R151.5 

T02B11.7 g-V-166 V:-19.07 14 VII 6.1.32 wormpep 74 C_T02B11.7n 

T04G9.2 g-X-2732 X:-19.12 15 VII 6.1.33 Genie Gene C_T04G9.2i 

T11F9.3 g-V-2325 V:3.2  VII 6.1.34 Genie Gene C_T11F9.3i 

T11F9.5 g-V-2326 V:3.2  VII 6.1.35 Genie Gene C_T11F9.5i 

T11F9.6 g-V-2327 V:3.2  VII 6.1.36 Genie Gene C_T11F9.6i 

T23F4.4 g-II-266 II:-13.27  VII 6.1.37 wormpep C_T23F4.4 

T23H4.3 g-I-1809 I:4.03  VII 6.1.38 wormpep C_T23H4.3 

T24A11.3 g-III-483 III:-4.54 16  Genie Gene C_T24A11.3i 

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

 

Tabelle 5: Astacin-homologen Gene in C. elegans: Alternative Vorhersage der Spleißmuster 
(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 VII.6.1.) und Kurzbezeichnung der anhand dieser Daten übersetzten Proteinsequenzen 
(vergleiche Anhang VII.6.2.).  
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KpnI (4268) 

1.3.  Funktions-Analyse 

Die Expression der Astacin-homologen Gene wurde bereits bei der Transkriptomanalyse 
nachgewiesen. Weitergehende Untersuchungen sollten nun an ausgewählten Beispielen die 
Lokalisierung in vivo durch GFP-Reporter Proteine zeigen, um erste Aussagen über die 
Funktion dieser Gene machen zu können. Darüber hinaus sollten die bereits vorliegenden 
Daten der RNAi, microarray oder GFP-Reporter Großprojekte (siehe III.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, 
K04E7.3 und T04G9.2 mit spezifischen Primern amplifiziert, mit 
Restriktionsendonukleasen verdaut und gerichtet in die Vektoren bluescript 
SK+/pBD114_35-GFP oder pBD 95_35 kloniert (Abbildung 2 bis 5).  
 
 
 
 

A genomische Position III:6475568..6495567 

 
Positionen:                                  Klonierter Abschnitt (relativ zum Cosmid): 
  C05D11                 6474532-6519805       Position F:            10121-10138 3’Ende 
  C05D11.5               6483251-6481863       Position R:            14369-14387 
  C05D11.6               6486618-6484524      
  C05D11.7               6491215-6488248 

 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 2: A: Genomische Position des klonierten Abschnitts.  
B: Bluescript Vektor mit kloniertem GFP und C05D11. 

 ←← Klonierter Abschnitt 

SacI (1) 

CO5D11 

pbd114_35-GFP 

Promotor Region 

ATG 

C05D11:GFP 

Bluescript 
SK+ 

BsSK:C05D11:GFP114 
8101 bp 

EcoRI (5222) 
                 Stop  
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BamHI (1) 

KpnI (5175) 

Promotor Region 

ATG  

C07D10:GFP 

pbd 95_85 pBD95_35:C07D10 
9461 bp 

Stop  

CO7D10 

SacI (1) 

KpnI (4433) 

 

A Genomische Position II:7391645..7411644 

  
Positionen:  
  C07D10                 7378542-7406476    Klonierter Abschnitt (relativ zum Cosmid): 
  C07D10.1               7398962-7400358      Position F:            22212-22228 3’Ende 
  C07D10.4               7402639-7400657      Position R:            27359-27377 
  K02A2.2                7408425-7410680 

 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 3:  A: Position des klonierten Abschnitts. B: Vektor mit kloniertemC07D10. 

 
A Genomische Position X:6482770..6492769 

 
Positionen:                                   Klonierter Abschnitt (relativ zum Cosmid): 
  K10C2.5               6486204-6485301         Position F:           444-462 3’Ende 
  K10C2.6               6486609-6487126         Position R:           5851-5870 
  K04E7.3               6489887-6487218 
  K04E7.2               6492298-6496906  

 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 4:  A: Position des klonierten Abschnitts. B: Vektor mit kloniertem K04E7. 

 ←← Klonierter Abschnitt 

 ←← Klonierter Abschnitt 

Promotor Region

ATG  

K04E7:GFP 

Bluescript 
SK+ 

pbd114_35-GFP 

BsSK:K04E7:GFP114 
8293 bp 

EcoRI (5387) 
                 Stop  

K04E7 
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A Genomische Position X:802796..822795 

 
Positionen:                                 Klonierter Abschnitt (relativ zum Cosmid): 
  T04G9                  801794-838706        Position F:              7020-7038 
  T04G9.2                811505-815543        Position R:              13620-13638 3’Ende 
  T04G9.6                820932-815836 
  T04G9.4                807814-810513 

 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 5: A: Genomische Position des klonierten Abschnitts.  
B: Vektor mit kloniertem T04G9. 

 
Im Falle der pBD 95_85 Vektoren (Abbildung 3 und 5) wurde der proteinkodierende Teil 
des jeweiligen Gens unmittelbar vor dem Stop-Codon direkt im Leseraster vor die GFP-
Sequenz kloniert. Durch die beschränkte Verfügbarkeit geeigneter 
Restriktionsschnittstellen mussten für die Gene C05D11.6 und K04E7.3 (Abbildung 2 und 
4) die GFP-Sequenz des Vektors pBD 114_35 zunächst in den bluescript Vektor 
umkloniert werden, bevor die Gensequenzen in gleicher Weise wie für pBD 95_85 
eingefügt werden konnten. Durch die Lokalisation des strangaufwärts gelegenen Primers 
(upper oder forward primer) am Startpunkt des nächsten Genes wurde die gesamte 
Promoterregion in die Vektoren kloniert. Damit soll sichergestellt werden, dass die in vivo 
Expression allein unter der Kontrolle des genspezifischen Promotors erfolgt. Die 
schwarzen Pfeile in den Abbildungen 2 bis 5 verdeutlichen den Bereich des zu 
amplifizierenden Primärtranskripts (prä-mRNA). Das Start-Codon des jeweiligen Genes 
(ATG) und das Stop-Codon des GFP (Stop) wurden gesondert markiert. In der Darstellung 
ist nicht berücksichtigt, dass sowohl der proteinkodierende Teil der Gene, als auch das 
GFP noch Intronsequenzen enthalten die in vivo im Spleißapparat von C. elegans entfernt 
werden und somit letztendlich eine korrekte Translation erlauben.  
 
Nach den Klonierungen wurden alle Plasmide durch PCR und Restriktionsanalyse sowie 
durch Sequenzierung überprüft.  
 
 

 →→ Klonierter Abschnitt 

KpnI (6625) 

Promotor Region 

ATG  

T04G9:GFP 

pbd 95_85 

pBD95_35:T04G9 
10896 bp 

Stop  

PstI (1) 

T04G9 
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    Abbildung 6:  Expression der GFP-Fusionsproteine BsSK:C05D11:GFP (A-E) und  
           pBD95_35:C07D10 (F-M) in C. elegans. Legende siehe nächste Seite. 
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Abbildung 6, vorangegangene Seite: Expression der GFP-Fusionsproteine BsSK: 
C05D11:GFP114 (A – E) und pBD95_35:C07D10 (F - M) in C. elegans. (A) GFP-
Fluoreszenzsignale in adulten Hermaphroditen und L2 Larven, Vergrößerung x18; (B) und (C) 
Ausschnittsvergrößerung adulter Hermaphrodit und L2 Larve, x24 und x28 (D) Pharynxregion 
eines Hermaphroditen, die intrazelluläre GFP-Fluoreszenz zeigt, x40 (E) Lichtmikroskopische 
Aufnahme des in Bild (D) gezeigten Hermaphroditen. x 40; CL Cuticula Leisten, PC Procorpus, 
MC, Metacorpus, I Isthmus, TB terminale Verdickung (terminal bulb), L Lumen, D Darm. (F), 
(G), (H), (I) Adulte Hermaphroditen mit GFP-Fluoreszenzen außerhalb des Pharynx (Pfeile). 
Vergrößerung x30, x15, x30, x40 (J) Lichtmikroskopische Aufnahme des in Bild (I) gezeigten 
Hermaphroditen, x40 (K), (L) In Eiern kurz vor dem Schlüpfvorgang wird das Fusionsprotein 
C07D10:GFP in der Pharynregion und an der Eihülle gefunden (Pfeile), 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. Bei dieser Temperatur konnten von der pha-1 
Linie nur Tiere überleben, welche das Plasmid und den Coinjektionsmarker pBx  (rescue-
plasmid) als extrachromosomale DNA (arrays) integriert hatten. Von jeder Agaroseplatte 
wurde dann ein überlebendes Tier der F1 Generation weiter als eigenständige 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 C05D11:GFP in der Pharynxregion und 
weiter posterior auch im gesamten Darmlumen (Abbildung 6 A, Pfeile) lokalisiert. Das 
Dreieck markiert die im Fluoreszenzmikroskop immer sichtbare gelb-grüne 
Autofluoreszenz von granulären Darmstrukturen und stellt keine auf GFP basierende 
Fluoreszenz dar. Frühe Entwicklungsstadien oder Larven zeigen keine Expression von 
C05D11:GFP. Die L2 Larve in Bild A und B lässt ausschließlich die unspezifische 
Darmfluoreszenz erkennen. Abbildung 6 B, C und D zeigen in höherer Vergrößerung die 
Lokalisierung von C05D11: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 schließt sich der Procorpus (PC), 
Metacorpus (MC), Isthmus (I) und die terminale Verdickung (terminal bulb, TB) an. Das 
gesamte System wird von nur 20 Muskelzellen (Zellinie pm 5-8), 20 Neuronen (I 4-6, 
M1,2,5), 9 Epithelzellen und 9 spezialisierten Epithelzellen (z.B. Drüsenzellen g1 und 2) 
gebildet (Wood 1988, Seite 81 bis 122). Posterior geht der Pharynx direkt in den langen 
Mitteldarm (D) über, der mit dem Anus endet. Aufgrund seiner zellulären Verteilung 
(Abbildung 6 D, Pfeile) scheint das Fusionsprotein C05D11:GFP in den das Pharynxlumen 
umschließenden Muskelzellen der terminalen Verdickung, des Metacorpus und etwas 
schwächer 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 Cuticulaleisten, die entsprechend den granulären 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) als auch in 
adulten Hermaphroditen (F-I) gefunden. In Larven konnte keine GFP-Fluoreszenz 
beobachtet werden. Abbildung 6 G zeigt in adulten Hermaphroditen zwei sehr starke 
Signale ausschließlich im Bereich des Pharynx. Bei höherer Vergrößerung (Bild F, H und 
I) wird sichtbar, dass die C07D10:GFP Expression lateral auf den Procorpus und die 
terminale Verdickung beschränkt ist (Pfeile). Das Fusionsprotein ist aber nicht direkt in 
den Pharynxzellen lokalisiert (Bild I, J). Strukturell könnte das Protein mit dem in dieser 
Region liegenden Exkretionssystem (Drüsenzellen, H-Zelle, Exkretionsgang) assoziiert 
sein. Die Dreiecke markieren wiederum die Autofluoreszenzen der Cutikulaleisten oder 
des Darms. In späten Entwicklungsstadien kurz vor dem Schlüpfvorgang aus der Eihülle 
wird eine sehr starke Expression in Pharynxstrukturen bis in den vorderen Bereich des 
Darmes gefunden (Abbildung 6 K und L). Auch an der Eihülle finden sich an 
verschiedenen Stellen Fluoreszenzsignale. Ein möglicher Sekretionsweg von den 
C07D10:GFP synthetisierenden Zellen nach außen ist allerdings nicht klar erkennbar.  
 

1.3.2. Auswertung der GFP, RNAi und microarray Projekte 

Die Expressionskarte (SK-map) von Kim et al. (2001) kann der Identifizierung 
koregulierter Gene während verschiedener Wachstumsbedingungen, Entwicklungsstadien 
oder Stoffwechselwegen dienen. Die Auswertung ergab, dass 36 der insgesamt 40 Astacin-
homologen Gene in sehr unterschiedlichen Koexpressions-Gruppen repräsentiert 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 aufgeführt. Dabei fällt auf, dass in 
keinem Fall eine Koexpression in einer spezifischen Gruppe von Genen festgestellt werden 
kann. In einigen Fällen kann lediglich die recht ungenaue Zuordnung zur Gruppe der nicht-
proteasomalen Proteasen gefunden werden. Ausssagen über die Rolle dieser Proteasen im 
Wechselspiel mit anderen, koexprimierten Proteinen können aber nicht getroffen werden.  
 
Das microarray Projekt von Jiang et al. (2001) hatte zum Ziel für alle 20 000 postulierten 
C. elegans Gene die relativen Expressionsraten in Eiern, Larvenstadien (L1-L4), adulten 
Hermaphroditen und Männchen im Vergleich zu einer Gesamtpopulation zu ermitteln. 
17800 Gene konnten tatsächlich auf den microarrays fixiert werden. Damit sollten Gene, 
die eine Entwicklungs- oder Sex-spezifische Rolle haben, identifiziert werden. 20 Astacin-
homologe Proteine weisen dabei eine veränderte Expressionsrate in mindestens einem 
Entwicklungsstadium auf (Tabelle 7). Endgültige Aussagen können aber auch hier nicht 
getroffen werden, da die ein ganzes Genom umfassende Datenauswertung noch hohe 
Fehlerquoten aufweist und in vielen Fällen von anderen Experimenten abweicht. 
Beispielsweise postulieren Jiang und Mitarbeiter für 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 hch-1 ausschließlich in Eiern kurz vor 
dem Schlüpfvorgang und in L1 Larven exprimiert wird. Gleiches gilt für das in dieser 
Arbeit untersuchte Gen C07D10.4 (Tabelle 7). 
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Abbildung 7: Lokalisation Astacin-homologer Gene auf der Expressionskarte (SK-map) von  

Kim et al. (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 mount14, 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  K04E7.3 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  
F09E8.6 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 
F38E9.2 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  
F45G2.1 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 mount14, R=0.38, 353  T24A11.3 mount16, R=0.40, 230  
F58B4.1 mount06, R=0.21, 909; Proteases, 116  Y95B8A.1 mount01, R=0.15, 1818  

Tabelle 6: Mit Astacin-homologen koexprimierte Gene in der Expressionskarte (SK-map) von 
(Kim et al. 2001). R = Pearson Korrelation 
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 RNAi Projekt 
Maeda et al. (2001) 

microarray Projekt 
Jiang et al. (2001) 

GFP Analyse 
siehe 1.3.1 

Gen Experiment / Phenotyp 
Expression im Vergleich zu 

Gesamtkultur 
(ññ  höher, òò  geringer) 

Lokalisation 

4R79.1  òò L2-L4  

C05D11.6 TH:304A8 / normal òò Eier, L2-L4  Pharynx/Darm in adulten 
Hermaphroditen 

C07D10.4  ññ Eier, L1-L4  Eier und Pharynxregion 
adulter Hermaphroditen 

C17G1.6 SA:yk355c4 / 21% Defekt 1 ññ L2-L4  
C24F3.3    
C26C6.3 JA:C26C6.3 / normal   
C34D4.9    
C37H5.9 Maeda et al. / 6% lethal ññ L2-L4  
F09E8.6  ññ Eier, L2-L4   
F20G2.4  òòL4  
F38E9.2    
F39D8.4    

F42A10.8    
F45G2.1    
F46C5.3  ññ Eier, L1-L4   
F57C12.1 SA:yk384c9 / normal ññ L2-L4  
F58A6.4  ññ Eier L2und L4  
F58B4.1  òòL4  

HCH-12  ññ hatching und Larven2 hatching/Neuroblasten 
(Hishida et al. 1996) 

K03B8.1  ññ %%  
K03B8.2  òòL4, ññ %%  
K03B8.3  òòL3; ññEier,L4 und Adult  
K03B8.5    
K04E7.3 SA:yk296d6 / normal  nicht detektiert 
K06A4.1  òò L2-L4  
K09C8.3    

K11G12.1 SA:yk300b8 / 100% lethal ññ L1-L4 und Adult  
R151.5    

T02B11.7    
T04G9.2 SA:yk366f6 / normal  nicht detektiert 
T11F9.3  òò Eier, L1-L4 und Adult  
T11F9.5    
T11F9.6  ññ Adult  
T23F4.4    
T23H4.3 JA:T23H4.3 / normal ññ Eier L2und L4  
T24A11.3  ññ Eier L2und L4  
Y95B8A JA:Y95B8A_85 / normal   

Tabelle 7: Auswertung der RNAi, microarray und GFP Projekte. In Spalte 2 ist die 
Identifikationsnummer des jeweiligen RNAi-Experiments und der beobachtete Phenotyp 
angegeben ( Fußnote 1: Die Larven zeigen eine annormale morphologische Entwicklung in der 
Nähe der Vulva). Die Pfeile in Spalte 3 geben symbolisch eine höhere (ñ) oder geringere (ò) 
Expressionsrate verschiedener Entwicklungsstadien (Eier, L1- bis L4-Larven, adulte 
Hermaphroditen) im Vergleich zu einer Gesamtkultur an.  

Das Genom-weite RNAi Projekt von Maeda et al. (2001) soll durch das spezifische 
Ausschalten einzelner Gene durch doppelsträngige RNA (RNAi) weitere funktionelle 
Aussagen ermöglichen. Sieben der zehn bereits untersuchten Astacin-homologen Gene 
zeigen aber keinen auffälligen Phänotyp (Tabelle 7). Dagegen scheint das Gen C17G1.6 an 
der Vulva-Entwicklung in Larven beteiligt zu sein (Experiment SA:yk355c4). C37H5.9 
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und K11G12.1 müssen zumindest eine entscheidende Rolle in der frühen 
Embryonalentwicklung spielen, da 6% bzw. 100% der Embryonen nach der RNAi 
Behandlung absterben. 

1.4. Proteom-Analyse 

Zusätzlich zur Transkriptomanalyse sollte für die Astacin-homologen Gene eine Analyse 
auf Proteinebene durchgeführt werden. In den publizierten zweidimensionalen (2D) 
Proteinkarten war bisher noch keines dieser Proteine beschrieben worden (Bini et al. 1997; 
Kaji et al. 2000; Schrimpf et al. 2001). Dies war insofern überraschend, da insgesamt 
bereits über 400 Proteine in den verschiedenen 2D-Proteingelen sequenziert wurden. Da 
nicht zu erwarten war durch einfache Sequenzierung weiterer Spots auch nur einige 
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 
Antikörper auf einem zweidimensionalen Immunoblot gewählt. Die Antiseren wurden 
durch Immunisierung von Kaninchen mit den synthetischen Peptiden 
CePepZinc_C07D10.6 und CePepZinc_K04E7.3 gewonnen. Die Sequenz dieser Peptide 
umfasst dabei die konservierte Zinkbindungsregion der Protease-Domäne und ist im 
aktiven Zentrum des Moleküls lokalisiert.  
Für die Auswertung der Immunoblot Experimente sollte es hilfreich sein die ungefähre 
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 durchgeführt (Abbildung 8). Die Mehrzahl der Proteine 
findet sich bei dieser theoretischen Plazierung in einem Feld zwischen 45-75 kDA bei 
einem Isoelektrischen Punkt von 6,5 bis 9.  
Die Immunodetektion mit dem CePepZinc_C07D10.6 Antiserum (Abbildung 9 A) ergab 
ungefähr 30 deutliche ECL (Enhanced Chemiluminescence) Signale auf dem Röntgenfilm, 
während mit dem CePepZinc_K04E7.3 Antiserum (Abbildung 9 B) ungefähr 25 Signale 
detektiert werden konnten. Mit Hilfe des MELANIE II (Medical Electrophoresis Analysis 
Interactive Expert System) Programms wurde nun versucht, alle erhaltenen Signale dem 
2D-Referenzge l von Bini et al. (1997) zuzuordnen (Abbildung 10). Dies gelang für 26 
Proteine der Anti-CePepZinc_C07D10.6 Reaktion (Abbildung 9A und 10A, Pfeile) und für 
22 Proteine der Anti-CePepZinc_K04E7.3 Reaktion (Abbildung 9B und 10B, Pfeile). Die 
Signale 3, 15 und 20 des Anti-CePepZinc_C07D10.6 Antikörpers wurden dabei auch von 
dem Anti-CePepZinc_K04E7.3 Antikörper 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_K04E7.3 
erkennen können. Vielmehr schienen die Antikörper auch an andere, vielleicht ähnliche 
Epitope auf anderen Proteinen zu binden. Die vorangegangene Transkriptom- und 
Datenbankanalyse hatte gezeigt, dass das hochkonservierte Zinkbindungsmotiv 
(HExxHxxGFxHExxRxDRD) aber in 38 weiteren Astacin-homologen Proteinen und mit 
einigen Aminosäureaustauschen in 17 anderen Metalloproteasen vorkommt.  
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Protein IP MW  Protein IP MW 

C_4R79.1i 6,94 39277,63  C_F58B4.1 8,04 70066,33 
C_C05D11.6i 6,89 39830,50  C_HCH1 8,02 66259,16 
C_C07D10.4i 8,22 45547,02  C_K03B8.1 8,63 51507,96 
C_C17G1.6i 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 5,91 73372,50  C_K03B8.5 7,19 54848,77 
C_C34D4.9i 5,85 46095,16  C_K04E7.3 8,65 61672,96 
C_C37H5.9i 8,62 60977,22  C_K06A4.1i 9,73 34400,20 
C_D1022.m 9,13 44140,70  C_K09C8.3 9,31 63041,13 
C_F09E8.6i 6,58 56911,27  C_K11G12.1 8,55 66096,01 
C_F20G2.4i 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_T04G9.2i 8,11 62830,61 
C_F42A10.8i 6,91 55787,05  C_T11F9.3i 5,51 43377,66 
C_F45G2.1o 8,87 30756,03  C_T11F9.5i 6,67 37474,51 
C_F46C5.3n 5,90 45456,20  C_T11F9.6i 5,12 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 

Tabelle 8: Theoretischer isolektrischer Punkt (IP) und Molekulargewicht (MW) aller Astacin-
homologer Proteine in C. elegans.  

pH

3 4 5 6 7 8 9 10

M
w

 (D
a)

 
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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Abbildung 9:  2D-Immunoblot mit dem Anti-CePepZinc_C07D10.6 (A) und 

CePepZinc_K04E7.3 (B) Antiserum. Die Signale wurden über eine Chemoluminiszenz-Reaktion 
(ECL, Enhanced Chemiouminescence) auf Röntgenfilmen 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 ausschließlich von 
dem Anti-CePepZinc_C07D10.6 (blau) oder CePepZinc_K04E7.3 (rot) Antikörper, sowie von 
beiden (gelb) detektiert wurden. 

A 

B 
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Abbildung 10: Silber-gefärbtes 2D-Referenzgel von C. elegans Gesamtproteinextrakt (Bini et al., 
1997; abrufbar unter http://www.bio-mol.unisi.it/2d/2d.html). Bild (A) zeigt die Lokalisation der 
durch immunoblotting mit dem Anti-CePepZinc_C07D10.6 Antiserum identifizierten Proteine 
(Nummerierung und Pfeile); Bild (B) desgl., Antiserum: Anti-CePepZinc_K04E7.3. Farbgebung 
der Pfeile siehe Abbildung 9. 
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Abbildung 11:  Coomassie-gefärbtes 2D-Gel von C. elegans Gesamtproteinextrakt. Die 37  
     markierten Proteine sind über Massenspektrometrie oder Edman-Sequenzierung analysiert  
     worden (siehe Tabelle 9). 
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Spot  
Nr. 

Detektion Blot Protein Funktion 

1 Edman (blockiert) K1   
2 MS  F25H2.11 2 Translationally controlled 

tumor protein 
3 MS K2 T07C4.9 nex-2, Annexin 
4 MS  C47E12.4 1,2 inorganic pyrophosphatase 
5 Edman (blockiert) / MS C1 C18A11.7 1,2 dim-1, immunglobolin family 
6 Edman (PDGKAPXFXQ) / MS C4 C18A11.7 1,2 dim-1, immunglobolin family 
7 Edman (blockiert) / MS  C07D8.6 2 aldehyde reductase 
8 MS K6 C34E10.6 2 ATP synthase beta chain 
9 Edman (AAAATKVSAK) K7 C34E10.6 2 ATP synthase beta chain 
10 MS K3 K01G5.7 2 tubulin beta-chain 
11 Edman (blockiert) K8   
12 - C2   
13 - C3   
14 MS K10 F26D10.3 2 hsp-1, heat shock 70 protein A 
15 MS C6 / K11 F26D10.3 2 hsp-1, heat shock 70 protein A 
16 MS  C37H5.8 1,2 hsp-6, heat shock 70 protein 
17 - C7   
18 MS K12 F22B5.9 2 frs-2, phenyla lanyl-tRNA 

synthetase 
19 - K14   
20 MS C13 F32B6.2 carbomoyl-phosphate 

carboxylase 
21 - K16   
22 MS C15 / K17 C03G5.1 2 succinate dehydrogenase 
23 -    
24 Edman (AATLDAHSQ) C16 ZK829.4 1,2 Glu/Leu/Phe/Val 

dehydrogenase 
25  C9   
26  C8   
27 Edman (PITKIHARQIY) C10 T21B10.2 1,2,3 enolase 
28 - C11   
29 - C14   
30 MS C24 LLC1.3 2 dihydrolipoamide 

dehydrogenase 
31 MS (schlechtes Spektrum) C17   
32 Edman (blockiert) / MS C18 F46H5.3 1,2 arginine kinase 
33 MS K13 F39H11.5 pbs-7, Proteasome A- and B-

type 
34 Edman (blockiert) / MS C19   
35 Edman (blockiert) / MS C20 / K19 W09H1.6 1,2 lec-1, galactoside-binding 

lectins 
36 Edman (XXKFFVGGNX)  F42F12.2 zig-2, IG-like C2-type 

domains 
37 Edman (TRKFFVGNW) / MS  Y17G7B.7 2 tpi-1, Triosephosphate 

isomerase 

Tabelle 9: Übersicht der in dieser Arbeit nachgewiesenen Proteine im C. elegans 
Gesamtproteinextrakt. K1-19 bezeichnet die Protein-Nummer im CePepZinc_C07D10.6 und C1-
20 die Nummerierung im CePepZinc_K04E7.3 Immunoblot (Abbildungen 9 und 10). Die 
Fußnoten markieren die Proteine, deren Identifizierung bereits auf verschiedenen 2D-Karten 
durch Kaji et al. (2000) ( 1 ), Schrimpf et al. (2001) ( 2 ) oder Bini et al. (1997) ( 3 ) 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 für diese Tatsache. 
Deshalb wurden eine Coomassie-gefärbte PVDF-Membran zur Edman Sequenzierung und 
ein Coomassie-gefärbtes Gel zur massenspektrometrischen Identifizierung der detektierten 
Proteinsignale angefertigt. Abbildung 11 zeigt das für die Sequenzierung verwendete 2D-
Gel eines C. elegans Gesamtproteinextrakts. Wiederum wurde mit Hilfe der MELANIE II 
(Medical Electrophoresis Analysis Interactive Expert System) Software die detektierten 
Signale dem 2D-Sequenzgel zugeordnet (Abbildung 11, Nr. 1-37). Die hier verwendete 
Nummerierung ist in Tabelle 29 zusammen mit der Bezeichnung der Immunoblot 
Experimente aufgeführt. 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 al. 
(1997), Kaji et al. (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 
Affinitätschromatographie mit einem spezifischen Inhibitor aufzureinigen und die 
isolierten Proteine anschließend durch massenspektrometrische Analyse nachzuweisen. Für 
die Affinitätschromatographie stand der bereits gut charakterisierte Inhibitor Pro-Leu-Gly-
Hydroxamat zur Verfügung (Moore and Spilburg 1986; Reyda et al. 1999; Köhler et al. 
2000).  
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Abbildung 12:  Aktivitätsmessung der durch Affinitätschromatographie mit dem Liganden Pro-
Leu-Gly-NHOH aufgereinigten Enzymfraktionen gegen FITC-Casein (Symbol ∆) und 
Proteinkonzentration (OD280nm, durchgehende Linie). Die Elution mit Tris-HCl, pH 11 wurde bei 
Fraktion 10 begonnen.  
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Ein durch Ammoniumsulfat-Präzipitation vorgereinigter Protein-Gesamtextrakt wurde bei 
pH 8,0 auf die Säule gegeben, nachgewaschen und mit einer pH Änderung (Tris-Puffer, pH 
11) wieder eluiert. Als spezifischer Enzymtest wurde das dansylierte Substrat 
DnsPKFAPWV (Stöcker 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 Aktivität (relative Fluoreszenzeinheiten). Im ersten 
Elutionsmaximum (Fraktionen 17-21) ist eine deutliche Zunahme einer Astacin-ähnlichen 
proteolytischen Aktivität zu beobachten. Diese Fraktionen wurden vereinigt und 
biochemisch weiter charakterisiert (Tabelle 10). Die Aktivitätsmessung erfolgte wiederum 
mit dem Substrat DnsPKFAPWV. Die Reaktion konnte durch den Einsatz des allgemeinen 
Metalloprotease-Inhibitors 1, 10- Phenantrolin fast vollständig gehemmt werden.  
 

 

 realtive Fluoreszenzeinheiten 

Durchlauf 21,95 

Fraktion 17-21 84,21 

Phenantrolin Hemmung 20,31 

Tabelle 10:  Fluoreszensintensitäten der vereinigten Fraktionen (17-21) gemessen mit dem 
DnsPKFAPWV Substat und biochemische Charakterisierung mit den Inhibitoren 1, 10 
Phenantrolin sowie Pro-Leu-Gly-Hydroxamat. 

 
 
Die vereinigten Fraktionen wurden anschließend direkt auf einem zweidimensionalen Gel 
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Farbstoff sichtbar gemacht (Abbildung 13). 
Dabei fällt auf, dass von der Affinitätssäule noch eine große Zahl verschiedener Proteine 
eluiert wurden. Dies könnte wiederum mit dem Vorhandensein der 40 Astacin-homologen 
Proteine erklärt 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. Für die mit dem Substrat DnsPKFAPWV gemessene 
proteolytische Aktivität könnten also möglicherweise die proteasomalen Proteasen oder 
andere hier nicht identifizierte Proteasen verantwortlich sein. Auf eine weitere 
Untersuchung der Proteine wurde allerdings verzichtet, da die 
affinitätschromatographische Aufreinigung alleine nun nicht mehr geeignet erschien, 
Astacin-homologe Proteine mit einem einfachen Verfahren anzureichern.  
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Abbildung 13:  Coomassie-gefärbtes 2D-Gel der mit Pro-Leu-Gly-Hyroxamat affinitätsgereinigten 

Proteinen. Die über Massenspektrometrie identifizierten Proteine sind mit ihren wormpep 73 
Nummern im Gel verzeichnet. 

 
 
Spot  
Nr. 

Gen Protein 
 

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 T05G5.6 Enoyl-CoA hydratase 
5 Y17G7B.7 tpi-1, Triosephosphate isomerase 
6 F25H2.5 nucleoside diphosphate kinase 

Tabelle 11:  Übersicht der mit Pro-Leu-Gly-Hyroxamat affinitätsgereinigten Proteine. 
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2. Astacin-homologe Proteine in Hydractinia echinata 

Aus den Basisgruppen des Tierreichs (Porifera, Ctenophora, Cnidaria) lagen bisher nur 
wenige Daten über Astacin-homologe Proteine vor. Da mit Flavastacin (Tarentino et al. 
1995) aber auch schon ein bakterieller Vertreter gefunden wurde, war es für 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 Modellorganismus Hydractinia echinata (Cnidaria, Hydrozoa) näher 
charakterisiert werden.  
 

2.1. RT-PCR/RACE 

Ausgangspunkt dieser Untersuchungen waren zwei kurze Genfragmente, die von Prof G. 
Plickert (Zoologisches Institut, Universität Köln) 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 über eine Reverse Transkription (RT) und Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) die entsprechende DNA vervielfältigt (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 Überhängen in den pGEM-T Vektor kloniert. 
 
 

 
 
 

 
 

Abbildung 14:  1,5 %iges, Ethidiumbromid-gefärbtes 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 R1/F1 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 vollständige cDNA Sequenzen zu erhalten wurden mit den gleichen 
genspezifischen Oligonukleotiden die 5’ und 3’ RACE (rapid amplification of cDNA ends) 
Experimente durchgeführt. Abbildung 14 (linker Teil) zeigt das Ergebnis der 
abschließenden 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 1 und 2 (HEA-1, HEA-2) 

Klone mit korrekter Insertion wurden zunächst durch PCR bzw. Restriktionsanalyse und 
letztlich durch Sequenzierung identifiziert. Dabei wurde von den Klonen zunächst eine 
einseitige 500 bp umfassende Sequenzreaktion durchgeführt („hot shot“). Die endgültige 
Sequenzierung erfolgte dann über eine Standardsequenzierung beider DNA-Stränge. Die 
Sequenzen der kurzen über PCR amplifizierten Genfragmente von HEA-1 und HEA-2 sind 
in Abbildung 15 (Klon1) und Abbildung 19 (Klon5) dargestellt. Da der pUC 18 Vektor 
über keine RNA-Polymerase Bindestellen verfügt, wurde Klon1 fü r 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. 
 

Klon1  Bezeichnung: HEA1-VI-Gen3; kursiv: Vektor Sequenz 
       PCR Fragment blunt end kloniert mit SmaI in pUC18 
 
                                          SacI       SmaI 
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCCAAACGCAATCAACGAAGCTTTGA 
     M13 revers                                                 HeAst/F1 
AAGCAATCGAGGCTAACACCAAATGCATCACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACTTCATTG 
AATTCAAACATGGAGGAGGATGTTACTCCTACGTTGGTATGATGAGGCGTACAAACCCGATTTATCTTT 
CACCACCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCATGAAGTAGGACACGCCTTAGGTTTGAACCAAC 
                                                   SmaI                   PstI 
ATCCTGGTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACTTGGCAAAGCTGATTTGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTG 
                                         HeAst/R1 
 
CAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTAC 
                               M13 

Abbildung 15:  Nukleinsäuresequenz des Klons 1 (HEA1-VI-Gen3) 
 
Klon 2  Bezeichnung: HEA1-R1/F1-bs; kursiv: Vektor Sequenz 
        HEA-VI-Gen3 umkloniert mit PstI/SacI in bluescript II SK (+) 
 
                                                                SacI      
GTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTTATGGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCCAAACGC 
      M13                          T7 promotor                                  HeAst/F1 

AATCAACGAAGCTTTGAAAGCAATCGAGGCTAACACCAAATGCATCACATTCACACAAAAGACAGCCGCT 
GACAAGAACTTCATTGAATTCAAACATGGAGGAGGATGTTACTCCTACGTTGGTATGATGAGGCGTACAA 
ACCCGATTTATCTTTCACCACCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCATGAAGTAGGACACGCCTT 
AGGTTTGAACCAACATCCTGGTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACTTGGCAAAGCTGATTTGGGGATCCTC 
                                                           HeAst/R1 
             PstI 
TAGAGTCGACCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTT 
 
TTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG 
           T3 promotor                                        M13 revers 

Abbildung 16:  Nukleinsäuresequenz des Klons 2 (HEA1-R1/F1-bs) 
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Klon3  Bezeichnung HEA1-R6-5’RACE;  Vektrorsequenz kursiv 
       RACE Fragment SmaI kloniert in pUC 18 
                                                                     SmaI 
GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCTAATACGACTC 
         M13                                                                    UPM long 
ACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGGGGGACTGAAAAATAAGATGGTTGATGCAAGAAA 
TTAATTTAAATATGCAATCCGTTGAGTGTTTCTGCTTGTGTGCGTTCTTTACCTTTATACGTGTTATGTA 
TTTCTAAAATTTCTAAAATCAAATTTTTACTACCCCCTTATTACTTTGGTGTGTGTCTTCAAACAACTAT 
CTTCTGAGAGCAAGGTATAAATTGTAGGTAACATGTTTTTTATTTAATTGTCTGTTTTGAAAACTTCGAC 
GTTCAACATGACTAACTTTACTTTCTTGGTTTTATGCGCGGTTGTGGGTGTCGCTATGAGCCAGAGGTTG 
TGGCCGAATGGTAACGTTCCATACGTGAGCACTATCAAGGCTGTAAACGCAATCAACGAAGCTTTGCAAG 
CAATCGAGGCTAACACCAAATGCATTACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACTTCATTGAATT 
CAAACATGGAGGAGGATGTTACTCCTACGTTGGTATGATGAGGCGTACAAACCCGATTTATCTTTCACCA 
CCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCATGAAGTAGGACACGCCTTAGGTTTGAACCAACATCCTG 
                                                       SmaI 
GTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACTTGGCAAAGCGCGGCCGCTAGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCA 
                      HEA1/PstI/R6 
 
TGGTCATAGCTGTTTCCTG 
         M13 revers 

Abbildung 17:  Nukleinsäuresequenz des Klons 3 (HEA1-R6-5’RACE) 
 

Klon4  Bezeichnung HEA1-F6-3’RACE; Vektrorsequenz kursiv 
       RACE Fragment SmaI kloniert in pUC 18 
                                                     SmaI 
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCAACTGCAGCAAGGCTGCAAACGCAA 
     M13 revers                                                  HEA1/PstI/F6 
 

TCAACGAAGCTTTGAAAGCAATCGAGGCTAACACCAAATGCATCACATTCACACAAAAGACAGCCGCTGA 
CAAGAACTTCATTGAATTCAAACATGGAGGAGGATGTTACTCCTACGTTGGTATGATGAGGCGTACAAAC 
CCGATTTATCTTTCACCACCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCATGAAGTAGGACACGCCTTAG 
GTTTGAACCAACATCCTGGTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACTTGGCAAAGCTGATTTTGAAAAATTAAA 
CAAAATGTATACATGTTAAGAAAAGAAAAATCTTTTCCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 

                                                              SmaI 
AAGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGGGGGATCCTCTAGAGTCGACC 
                              UPM long  
TGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTAC 
                                M13 

Abbildung 18:  Nukleinsäuresequenz des Klons 4 (HEA1-F6-3’RACE) 
 

Klon5  Bezeichnung: HEA2-GP-52; kursiv: Vektor Sequenz 
       PCR Fragment mit Adaptoren kloniert in pGEM-T 
ATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACC 
      SP6 promotor 
 
TGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTACCGACGTCGACTATCCATGAACAATCCAGACGAGAAGGAGGGCATA 
                                       Adaptor 
TGGAAAACTGGAAATGCTTTTGCCAGCATAAAAGGTGGAAGATGGCCCGGTGCAAAAATTCCATATGTCG 
TTGAGGGGTCAATCAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCAC 
CTGCTTGAGATTTCACAGGAGAACTAATGAGAGAGCTCATATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGGCTGCTCT 
TCACCAGTTGGTTATCGATCTGTTCATGGATAGTCGACGTCGGTAATCCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAG 
                                         Adaptor  
CATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 
                                    T7 promotor 

Abbildung 19:  Nukleinsäuresequenz des Klons 5 (HEA2-GP-52) 
 

Klon6  Bezeichnung HEA2-R7-5’RACE-7.5; Vektrorsequenz kursiv 
       RACE Fragment SmaI kloniert in pUC 18 
                                                     SmaI 
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCCTAATACGACTCACTATAGGGCAAG 
     M13 revers                                                   UAP long  
CAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGACATTAAGTGTTTCAAACAGACACCACAATGAATTCGATTACT 
GTCGCATTACTGTTGCTGGCTTCTTGCTTATCTGTCACATGTGTTTGGGTAAAAGAAATGGAAAACCCTG 
GTGTTTTTGAGGGAGATATGGTTTTGGATCCAGACGAGAAGGAGGGCATATGGAAAACTGGAAATGCTTT 
TGCCAGCATAAAAGGTGGAAGATGGCCCGGTGCAAAAATTCCATATGTCGTTGAGGGGTCAATCAGTAGC 
AGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCACCTGCTTGAGATTTCACAGGA  
                                                                       SmaI   
GAACTAATGAGAGAGCTCATATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGGCTGCTCTTCACGCGGCCGCTAGGGGAT 
                                                 HEA2/NotI/R7 
 
CCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTAC 
                                                    M13 

Abbildung 20:  Nukleinsäuresequenz des Klons 6 (HEA2-R7-5’RACE-7.5) 
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       Klon7  Bezeichnung HEA2-F7-3’RACE-2.1; Vektrorsequenz kursiv 
       RACE Fragment SmaI kloniert in pUC 18  
                                                                     SmaI 
GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCAACTGCAGAGGG 
         M13                                                               HEA2/PstI/F7  
CATATGGAAAACTGGAAATGCTTTTGCCAGCATAAAAGGTGGAAGATGGCCCGGTGCAAAAATTCCGTAT 
GTCGTTGAGGGGTCAATCAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAATGCAGCCATTGCTGATTATCACAAAT 
TCACCTGCTTGAGATTTCACAGGAGAACTAATGAGAGAGCTCATATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGGCTG 
CTCTTCACCAGTTGGTTATCGATCTGGGCGTATGAACAGGATATCACTGGCTGGTGGTTGCTGGAATAAA 
GGCATTGTTATGCATGAGATTGGACACAGTATTGGAATCTATCATGAACAAAGTAGACCTGATAGGGACA 
ACTATGTGCGAATCTTGTGGAACAACATTTCTTCACGAGCAAAGTTCAATTTTAACAAACAAAGGACATC 
CAACATTAATTCTCTTGGTACGCCTTATGACTTCAGATCAATGATGCACTACAGTTCCGGTGCTTTTGGT 
GGTGGCAGAAGACCCATTGAAGTTAAGGATTCTCGGACACCAAATTTGATGGGTCAAAGAAGTGGATTCA 
GTGCAATTGACATAAAGCAAATCACCCTGATGTACTGCGGCGGTTCAGGTCCAAGCTTCCCCCCTCCTAC 
TTGCGAAAACAGACCCAGCCGATGTGATGAATGGGCAACCCGTGGAGAATGCAAAAGGACCCCTGGTTAT 
ATGCTAAAATATTGTAAAAAAGCATGTAGTGTTTGTTAAATATACCAAATATATGAAGACGAAATCGAAA 
CCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCTTGCCCTATAGTGAGGCG 
                                                     UPM long 
      SmaI 
TATTGGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG 
                                                 M13 revers 

Abbildung 21:  Nukleinsäuresequenz des Klons 7 (HEA2-F7-3’RACE-2.1) 

 
Abbildung 22 und 23 zeigen als Übersicht die vollständige 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.  
 
 

ACGGGGGACTGAAAAATAAGATGGTTGATGCAAGAAATTAATTTAAATATGCAATCCGTTGAGTGTTTCT 

GCTTGTGTGCGTTCTTTACCTTTATACGTGTTATGTATTTCTAAAATTTCTAAAATCAAATTTTTACTAC 

CCCCTTATTACTTTGGTGTGTGTCTTCAAACAACTATCTTCTGAGAGCAAGGTATAAATTGTAGGTAACA 
TGTTTTTTATTTAATTGTCTGTTTTGAAAACTTCGACGTTCAACATGACTAACTTTACTTTCTTGGTTTT 
                                            M  T  N  F  T  F  L  V  L 
 
ATGCGCGGTTGTGGGTGTCGCTATGAGCCAGAGGTTGTGGCCGAATGGTAACGTTCCATACGTGAGCACT 
 C .A  V  V  G  V  A  M  S  Q  R  L  W  P  N  G  N  V  P  Y  V  S  T.. 
 

         HEA1/F6  HeAst/F1 
 

ATCAAGGCTGCAAACGCAATCAACGAAGCTTTGAAAGCAATCGAGGCTAACACCAAATGCATCACATTCA 
I  K  A  A  N  A  I  N  E  A  L  K  A  I  E  A  N  T  K  C  I  T  F  T 
 
CACAAAAGACAGCCGCTGACAAGAACTTCATTGAATTCAAACATGGAGGAGGATGTTACTCCTACGTTGG 
..Q  K  T  A  A  D  K  N  F  I  E  F  K  H  G  G  G  C  Y  S  Y  V  G. 
 
TATGATGAGGCGTACAAACCCGATTTATCTTTCACCACCTTGTTACCGAAGCAAGGATATTGTCATGCAT 
.M  M  R  R  T  N  P  I  Y  L  S  P  P  C  Y  R  S  K  D  I  V  M  H.. 
 

                                                               HEA1/R6       HeAst/R1 
 

GAAGTAGGACACGCCTTAGGTTTGAACCAACATCCTGGTCAAAAGCCATCGTCAGCTCCACTTGGCAAAG 
E  V  G  H  A  L  G  L  N  Q  H  P  G  Q  K  P  S  S  A  P  L  G  K  A 
 
CTGATTTTGAAAAATTAAACAAAATGTATACATGTTAAGAAAAGAAAAATCTTTTCCCCTAAAAAAAAAA 
..D  F  E  K  L  N  K  M  Y  T  C. *   
 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 

Abbildung 22:  DNA- und abgeleitete Proteinsequenz von HEA 1. Hervorgehoben wurde das 
Startkodon (graue Box), die Astacin Domäne (grau) und das Zink-Bindungsmotif (doppelt 
unterstrichen). Die Position und Orientierung der Oligonukleotide für die PCR/RACE 
Experimente sind mit Pfeilen markiert.  
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ACGCGGGACATTAAGTGTTTCAAACAGACACCACAATGAATTCGATTACTGTCGCATTACTGTTGCTGGC 
                                   M  N  S  I  T  V  A  L  L  L  L  A  
 
TTCTTGCTTATCTGTCACATGTGTTTGGGTAAAAGAAATGGAAAACCCTGGTGTTTTTGAGGGAGATATG 
 S  C  L  S  V  T  C  V  W  V  K  E  M  E  N  P  G  V  F  E  G  D  M   
 

                 HEA2/F10                HEA2/F7  
 

GTTTTGGATCCAGACGAGAAGGAGGGCATATGGAAAACTGGAAATGCTTTTGCCAGCATAAAAGGTGGAA  
V  L  D  P  D  E  K  E  G  I  W  K  T  G .N  A  F  A  S  I  K  G  G  R 
 
GATGGCCCGGTGCAAAAATTCCATATGTCGTTGAGGGGTCAATCAGTAGCAGAGGGATTTCAGCTATTAA  
..W  P  G  A  K  I  P  Y  V  V  E  G  S  I  S  S  R  G  I  S  A  I  N. 
 
TGCAGCCATTGCTGATTATCACAAATTCACCTGCTTGAGATTTCACAGGAGAACTAATGAGAGAGCTCAT  
.A  A  I  A  D  Y  H  K  F  T  C  L  R  F  H  R  R  T  N  E  R  A  H.. 
 

                     HEA2/R7                  HEA2/R10 
 

ATCAGCTTCTATAAAGGAGGCGGCTGCTCTTCACCAGTTGGTTATCGATCTGGGCGTATGAACAGGATAT  
I  S  F  Y  K  G  G  G  C  S  S  P  V  G  Y  R  S  G  R  M  N  R  I  S 
 
CACTGGCTGGTGGTTGCTGGAATAAAGGCATTGTTATGCATGAGATTGGACACAGTATTGGAATCTATCA 
..L  A  G  G  C  W  N  K  G  I  V  M  H  E  I  G  H  S  I  G  I  Y  H.  
 
TGAACAAAGTAGACCTGATAGGGACAACTATGTGCGAATCTTGTGGAACAACATTTCTTCACGAGCAAAG 
.E  Q  S  R  P  D  R  D  N  Y  V  R  I  L  W  N  N  I  S  S  R  A  K.. 
 
TTCAATTTTAACAAACAAAGGACATCCAACATTAATTCTCTTGGTACGCCTTATGACTTCAGATCAATGA 
F  N  F  N  K  Q  R  T  S  N  I  N  S  L  G  T  P  Y  D  F  R  S  M  M 
 
TGCACTACAGTTCCGGTGCTTTTGGTGGTGGCAGAAGACCCATTGAAGTTAAGGATTCTCGGACACCAAA 
..H  Y  S  S  G  A  F  G  G  G  R  R  P  I  E  V  K  D  S  R  T  P  N. 
 
TTTGATGGGTCAAAGAAGTGGATTCAGTGCAATTGACATAAAGCAAATCACCCTGATGTACTGCGGCGGT 
.L  M  G  Q  R  S  G  F  S  A  I  D  I  K  Q  I  T  L  M  Y  C  G. G   
 
TCAGGTCCAAGCTTCCCCCCTCCTACTTGCGAAAACAGACCCAGCCGATGTGATGAATGGGCAACCCGTG 
S .G  P  S  F  P  P  P  T  C  E  N  R  P  S  R  C  D  E  W  A  T  R  G  
 
GAGAATGCAAAAGGACCCCTGGTTATATGCTAAAATATTGTAAAAAAGCATGTAGTGTTTGTTAAATATA 
..E  C  K  R  T  P  G  Y  M  L  K  Y  C  K  K  A  C  S  V  C. * 
 
CCAAATATATGAAGACGAAATCGAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 

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

 
In der HEA-1 cDNA-Sequenz (Abbildung 22) fällt zunächst auf, dass ein sehr langer 5’ 
nicht-translatierter Bereich vorliegt. Auf Proteinebene konnte kein Signalpeptid 
identifiziert werden. Außerdem ist die normalerweise 200 AS lange Astacin-Domäne 
(Abbildung 22, grau hervorgehoben und Abbildung 24) unmittelbar nach dem Zink-
Bindungsmotiv um ca. 50 Aminosäurereste verkürzt. Carboxyterminal finden sich keine  
weiteren Domänen. Das Protein endet mit einem Cysteinrest, der im Flusskrebs Astacin am 
carboxyterminalen Ende bei Position +198 liegt und Bestandteil der zweiten 
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200 aa 

Disulfidbrücke ist. Im HEA-2 Protein (Abbildung 23) findet sich demgegenüber nach dem 
17 Aminosäuren langen Propetid zunächst ein kurzer Pro-Teil. Die Astacin Domäne ist mit 
200 Aminosäureresten vollständig vorhanden. Carboxyterminal schließt sich eine 
sogenannte Toxin-Domäne (ShKT) an. Abbildung 24 zeigt einen schematischen Vergleich 
der Domänenstruktur von HEA-1 und HEA-2 mit den anderen bei Cnidaria beschriebenen 
Astacinen (Hydra HMP-1, HMP-2, FARM-1 und Podocoryne PMP-1). Weitere 
strukturelle und phylogenetische Analysen sind in Abschnitt IV.3. beschrieben.  
 

      HEA-1  

      HEA-2  

      HMP-1  

      PMP-1  

      FARM-1  

      HMP-2   

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

2.3. In situ Hybridisierung 

Um erste Aussagen über die Funktion von HEA-1 und HEA-2 machen zu können, 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. Dabei wurde für Kontrollreaktionen jeweils auch eine 
sense-RNA Sonde synthetisiert. Die Farbreaktion wurde mit Anti-Digoxygenin Alkalische 
Phosphatase gekoppelten Antikörpern und NBT/BCIP als Substrat durchgeführt.  
Die in situ Hybridisierung zeigte keine Expression von HEA-2 mRNA in Gonozoiden oder 
Keimzellen (nicht dargestellt). HEA-2 mRNA konnte ebenfalls nicht während der frühen 
Embryogenese oder in Planula Larven (Abbildung 25 a, links) dedektiert werden. 12 
Stunden nach Metamorphose Auslösung wurden in Primärpolypen die ersten Transkripte 
durch in situ Hybridisierung nachweisbar (25 a, rechts). In 24 –30 Stunden alten 
Primärpolypen wurde das HEA-2 Signal ausschließlich in endodermalen Zellen gefunden 
(Abbildung 25 b). Dabei handelte es sich vermutlich um differenzierende Drüsen-Zellen. 
Die Expressionsstärke, repräsentiert durch die Intensität der Farbsubstrat-Reaktion, nimmt 
innerhalb der Körpersäule vom Hypostome zur Fußregion deutlich ab. Abbildung 25 c 
zeigt eine Aufsicht auf das Hypostome und die Mundregion eines Primärpolypen. In 
adulten Polypen wurde eine schwache Expression unterhalb der Tentakelbasis gefunden 
(Abbildung 25 d, Pfeil). 

pre 

pro 

Astacin 

MAM 

ShKT 
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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 situ  Hybridisierung von HEA-2 (A-F) und HEA-1 (G-
L). (A) Larve und 12 Stunden alter Primärpolyp. (B) Primärpolyp 24 Stunden nach 

Metamorphoseauslösung (C) Aufsicht auf einen Primärpolypen (24 h) (D) Gastrozoid, lateral 

verletzt (E) Gastrozoid, median geschnitten (F) Ausschnittsvergrößerung einer Schnittwunde (G) 
Larve (H) 24 Stunden alter Primärpolyp (I) adulter Polyp (J) Gastrozoid, an der Fußregion 

geschnitten (K) Gastrozoid, median geschnitten (L) Ausschnittsvergrößerung einer Wundfläche. 

Die Länge des Balkens gibt die Bildvergößerung an: A,G 100µm; B,C,H 150µm; D,J 350 µm; E,K 

400 µm; F 40 µm; I 550 µm; L 80 µm 
 

 

Weiterführende Experimente wurden mit adulten Polypen durchgeführt, die von einer 
Kolonie isoliert wurden und einen Tag regenerieren konnten. Diese Gastrozoide wurden 
dann lateral oder quer geschnitten und 30 Minuten später mit der in situ Hybridisierung 
begonnen. Zellen der Wundflächen reaktivierten dabei transient die HEA-2 Expression 
(Abbildung 25 d und e, Pfeile). Abbildung 25 e zeigt in höherer Vergrößerung, dass die 
HEA-2 Expression der Wundflächen auf einzelne, endodermale Drüsenzellen (Pfeile) 
beschränkt ist. In der Nachbarschaft liegende Zellen des offensichtlich gleichen Typs 
wurden nicht markiert. 
Die in situ Hybridisierung mit den HEA-1 Sonden ergab ein ähnliches Expressionsmuster 
wie für HEA-2. HEA-1 ist weder in Gonozoiden, während der Embryonalentwicklung, 
noch in Planula Larven exprimiert (Abbildung 25 g). mRNA Transkripte wurden erst 12 
Stunden nach Metamorphose-Auslösung in Primärpolypen gefunden (25 h). Allerdings ist 
die Expression hier im Gegensatz zu HEA-2 auf wenige endodermale Zellen (Pfeile) der 
Körperachse beschränkt. In adulten Polypen wurde eine schwache Expression unterhalb 
der Tentakelbasis gefunden (Abbildung 25 i, Pfeil). In verletzten oder geschnittenen 
Gastrozoiden konnte wiederum an den Schnittflächen 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. Dabei wurden die Transkripte für 
HEA-1 in endodermalen Drüsenzellen gefunden (Abbildung 25 l). 
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 während 
der Metamorphose gezeigt werden. In adulten Polypen deutet die Expression unterhalb der 
Tentakelbasis eine Beteiligung beider Gene an der ständigen Bildung oder Neubildung von 
Hypostom- oder Tentakel-Strukturen an. 
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3. Datenbankanalyse und phylogenetische Analyse 

Mit der Aufklärung der Aminosäuresequenz 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 repräsentieren muss (Zwilling 
et al., 1981, Krauhs et al., 1982, Titani et. al., 1987, Stöcker et al., 1993). Neue Mitglieder 
der „Astacin-Protein-Familie“ wurden tatsächlich kurze Zeit später 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 al. 1991). Bond und Beynon (1995) 
sowie Zwilling und Stöcker (1997) gaben dann letztmals einen Überblick der Struktur und 
Funktion der bis dahin etwa 20 Mitglieder der Astacin-Protein-Familie. Durch die in den 
letzten Jahren stark angewachsenen Datenbank-Informationen sollte deshalb ein aktueller 
Überblick der gesamten Astacin-Protein-Familie gegeben werden. Phylogenetische 
Analysen aller in den Datenbanken gefundenen Astacine und die in dieser Arbeit neu 
charakterisierten Astacin-homologen Proteine von C. elegans und Hydractinia echinata 
sollten darüber hinaus erstmals Ausssagen über die Evolution der Astacin Protein Familie 
insgesamt ermöglichen. 
 

3.1. Identifizierung 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-Domäne von BMP-1 (Mensch), sowie das 
zinkbindende Motif und der Met-Turn (motif 2/3 und motif 4 der SPRINT Datenbank) 
benutzt, um auch unvollständig sequenzierte Genfragmente zu erhalten. Alle 
Suchergebnisse wurden auf Mehrfacheinträge untersucht. Zur Überprüfung erfolgte ein 
Sequenzvergleich (multiple 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 Vögeln (3 Huhn, 1 Wachtel), 5 bei Amphibien (Xenopus), 15 bei Fischen (5 
Medaka, 7 Aal, 1 Zebrafisch, 1 Fugufisch, 1 Karpfen), 4 bei Seeigeln (1 Paracentrotus 
lividus, 2 Strongylocentrotus purpuratus, 1 Strongyloides stercoralis), 14 bei Insekten (13 
Drosophila melanogaster, 1 Glossina morsitans), 2 bei Crustacea (Astacus astacus), 40 bei 
Caenorhabditis elegans (siehe auch IV.1.), 6 bei Cnidaria (3 Hydra, 1 Podocoryne, 2 
Hydractinia: siehe IV.2.), 1 bei Aplysia californicum, 1 bei Ostertagia ostertagi, 1 bei 
Ancylostoma caninum und ein bakterielles Protein (Flavobacterium meningosepticum) 
gefunden. Unterschiedliche Spleißvarianten 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-
Prot / 
TrEMBL 

EMBL / 
GenBank 

Kommentar /  
korrigierte Sequenz 
(siehe IV.1.2.2) 

Astacus  AEA  AA_AEA   O44072 AJ003190  
astacus Astacin AA_AST MER01104 P07584 AJ242595 Protein Sequenz 
     X95684 Genom, PIR: A58830 
Aplysia californica TBL-1,  AC_TBL1 MER03792 P91972 U57369 PIR: T31069 
Ancylostoma 
caninum 

MTP-1 ACA_MTP1 MER15241  AY036056  

Anguilla  EHE10 AJ_EHE10  Q90Y86 AB071426  
japonica EHE12 AJ_EHE12  Q90Y85 AB071427  
 EHE13 AJ_EHE13  Q90Y84 AB071428  
 EHE14 AJ_EHE14  Q90Y83 AB071429  
 EHE4 AJ_EHE4  Q90Y89 AB071423  
 EHE6 AJ_EHE6  Q90Y88 AB071424  
 EHE7 AJ_EHE7  Q90Y87 AB071425  
Brachydanio rerio 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 
 C07D10.4 C_C07D10.4i MER02282 P55113 U13072 C07D10.4i 
 C17G1.6 C_C17G1.6i MER03171 Q93243 Z78415 C17G1.6i 
 C24F3.3 C_C24F3.3 MER05120 Q9XTD6 AL022716 = Z81055 / C24F3.3 
 C26C6.3 C_C26C6.3 MER02349 Q18206 Z72503 C26C6.3 
 C34D4.9 C_C34D4.9i MER03819 Q18439 U58755 C34D4.9i 
 C37H5.9 C_C37H5.9i MER03493 P91137 U88315 C37H5.9i 
 D1022.m C_D1022.m MER05843  U23517 D1022.m 
 F09E8.6 C_F09E8.6i MER03972 Q19269 Z73896 F09E8.6i 
 F20G2.4 C_F20G2.4i MER03172 Q93542 Z79753 F20G2.4i 
 F38E9.2 C_F38E9.2n MER03097 Q20176 U46668 F38E9.2n 
 F39D8.4 C_F39D8.4i MER02352 Q20191 Z69791 F39D8.4i 
 F42A10.8 C_F42A10.8m MER02171 P98061 U10414 F42A10.8m 
 F45G2.1 C_F45G2.1o MER05123 O62243 Z93382 F45G2.1o 
 F46C5.3 C_F46C5.3n MER02353 Q20459 Z54281 F46C5.3n 
 F54B8.m C_F54B8.m MER05847  Z93383 F54B8.m 
 F56A4.1 C_F56A4.1i MER12259 Q9N5R0 AC006645 = AC006722 / F56A4.1i 
 F57C12.1 C_F57C12.1i MER02287 Q20942 U41554 F57C12.1i 
 F58A6.4 C_F58A6.4i MER02354 Q20958 U53339 F58A6.4i 
 F58B4.1 C_F58B4.1 MER03814 Q20975 Z74038 F58B4.1 
 HCH1 C_HCH1 MER03163  D85744 = Z69792 / HCH1 
 K03B8.1 C_K03B8.1 MER03164 Q21180 Z74039 K03B8.1 
 K03B8.2 C_K03B8.2 MER03115 Q21178 Z74039 K03B8.2 
 K03B8.3 C_K03B8.3 MER03116 Q21179 Z74039 K03B8.3 
 K03B8.5 C_K03B8.5 MER03165 Q21181 Z74039 K03B8.5 
 K04E7.3 C_K04E7.3 MER02288 P55114 U39666 K04E7.3 
 K06A4.1 C_K06A4.1i MER03096 Q21252 Z70755 K06A4.1i 
 K09C8.3 C_K09C8.3 MER03166 Q21388 Z68006 K09C8.3 
 K11G12.1 C_K11G12.1 MER03167 Q21432 U23525 K11G12.1 
 R151.5 C_R151.5 MER02172 P98060 U00036 R151.5 
 T02B11.7 C_T02B11.7n MER03831 O16977 AF022979 T02B11.7n 
 T04G9.2 C_T04G9.2i MER02291 P55115 U41274 T04G9.2i 
 T11F9.3 C_T11F9.3i MER03174 Q22396 Z74042 T11F9.3i 
 T11F9.5 C_T11F9.5i MER03169 Q22401 Z74042 T11F9.5i 
 T11F9.6 C_T11F9.6i MER03168 Q22398 Z74042 T11F9.6i 
 T23F4.4 C_T23F4.4 MER03833 O17264 AF025466 T23F4.4 
 T23H4.3 C_T23H4.3 MER03173 P91828 Z83240 T23H4.3 
 T24A11.3 C_T24A11.3i MER01112 Q22710 Z49072 T24A11.3i 
 Y95B8A.1 C_Y95B8A.1 MER12278 Q9N2V2 AC024877 Y95B8A.1 

 

Tabelle 12: Fortsetzung nächste Seite 
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Organismus Gen Name  Bezeichnung MERNUM Swiss-Prot / 
TrEMBL 

EMBL / 
GenBank 

Kommentar 

Cyprinus carpio Nephrosin  CC_Nephr MER03149 O42326 U62621  
Coturnix coturnix CAM-1 CJ_AST MER01114 P42662 U12642 N-terminus fehlt 
Drosophila  CG10280 DM_CG10280 MER11298 Q9VNK5 AE003601  
melanogaster CG11864 DM_CG11864 MER11333 Q9VJN9 AE003648  
 CG11865 DM_CG11865 MER11336  AE003648  
 CG15253 DM_CG15253 MER11335  AE003648  
 CG15254 DM_CG15254 MER11334 Q9V3M3 AE003413 = AE003648 
 CG15255 DM_CG15255 MER11332  AC093096 = AE003648 
 CG5715 DM_CG5715 MER11416  AC008204  
    Q9VC98 AE003747  
 CG6696 DM_CG6696 MER03918  AC012164 = AC012373 
    Q9VWR6 AE003509  
 CG6763 DM_CG6763 MER11411  AC010670  
    Q9VCN5 AE003742  
 CG6974 DM_CG6974 MER11378  AC009457 N-terminus fehlt 
    Q9VFD6 AE003707  
 CG7631 DM_CG7631 MER11337  AE003648  
 Tolloid, TLD DM_TLD MER01121 P25723 AE003749  
     M76976 PIR: A39288 
     U04239  
 Tolkin, TOK DM_TOK MER02301 Q9VC47 AE003749  
     AY051585  
    Q23995 U12634  
    Q24132 U34777  
Flavobacterium 
meningosepticum 

Flavastacin FM_Flavast MER01612 Q47899 L37784 Neu: Chryseobacterium 
meningosepticum 

Gallus gallus BMP-1 GG_BMP1 MER05127 O57658 U75331  
 Colloid, TLL-1 GG_COLLOID MER12218 Q9DER7 AJ012462  
 TOLLOID GG_TOLLOID  O57659  nur EGF/CUB-Domäne 
Glossina 
morsitans 

Astacin GM_M15242 MER15242  AF329481  

Hydractinia 
echinata 

HEA -1 HE_HEA1    Deletion von 50 
Aminosäureresten 

 HEA -2 HE_HEA2     
Homo sapiens BMP-1, PCP, 

Bone morph. 
protein 1, Pro 
Collagen C 
Proteinase 

HS_BMP-1 MER01113 P13497 BC002593 weitere Accession 
Nummern: Q13292; 
Q99421; Q99422; 
Q99423; Q14874; 
Q9UL38, I08629 (Patent) 

     BC009305  
    Q13872 L35278 Splice Form, PIR: 

A37278 
  HS_BMP1spT  Q14874 L35279 Splice Form BMP1-2 
     L40486 5' UTR 
  HS_BMP1sp1  P13497 M22488 Splice Form BMP1-1 
     U50330  
  HS_BMP1sp4  P13497 Y08723 Splice Form BMP1-4 
  HS_BMP1sp5  P13497 Y08724 Splice Form BMP1-5 
  HS_BMP1sp6  P13497 Y08725 Splice Form BMP1-6 
  HS_BMP1sp7  P13497  Splice Form BMP1-7 
 Hatch 1 HS_HCH1    Acc. in HUMAN PROT 

XM_O65448 
 Meprin a HS_MEPA  MER01111 Q16819 AL161618  
     M82962 PIR: S60193 
 Meprin b  HS_MEPB MER05213 Q16820 X81333 PIR: S49383 
 TLL1,  Tolloid 

like 1 
HS_TLL MER05124 Q9NQS4 AF282732  

    O43897 U91963  
 TLL2,  Tolloid 

like 2 
HS_TLL2 MER05866 Q9UQ00 AB023149 weitere Accession 

Nummern: AK026106, 
AL136181, AL391136, 
BC013871 

    Q9Y6L7 AF059516  
 

Tabelle 12: Fortsetzung nächste Seite
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Organismus Gen Name  Bezeichnung MERNUM Swiss-Prot / 
TrEMBL 

EMBL / 
GenBank 

Kommentar 

Hydra vulgaris FARM -1,  HV_FARM1 MER11835 Q9U4X9 AF125506 N-terminus fehlt 
 HMP-1 HV_HMP1 MER01593 Q25174 U22380  
 HMP-2 HV_HMP2 MER05667 Q9XZG0 AF140020  
Mus musculus BMP-1, PCP MM_BMP1 MER02164 P98063 AK004995  
     L24755 Tolloid Splice Form, PIR: 

I49540 
    Q61356 L35280 Splice Form 
     L35281 Splice Form 
 Meprin a MM_MEPA  MER01108 P28825 M74897  
     U62765 Fragment 
 Meprin b  MM_MEPB MER05214 Q61847 L15193  
 TLL1 MM_TLL MER03170 Q62381 U34042  
 TLL2 MM_TLL2 MER05867 Q9WVM6 AF073526 kein Signalpeptid  
Oryzias latipes Alveolin OL_Alveo MER12290 Q9IBE7 AB030957  
 Choriolysin H OL_CHOR_H MER01105 P31580 

O13116 
D83950 Precursor von HCE-1 / 2, 

in Merops = HCE-1 
 HCE-1 OL_HCE1   M96170  
 HCE-2 OL_HCE2 MER01106 P31581 M96171  
 LCE OL_LCE MER01107 P31579 D83949 = M96169 
Ostertagia 
ostertagi 

 OO_AJ419180  Q95PN5 OOS419180 Fragment 

Podocoryne 
carnea 

PMP-1  PC_PMP1 MER05122 O62558 AJ005052  

Paracentrotus 
lividus 

BP10 PL_BP10 MER01122 P42674 S99978  

     X56224  
    Q26051 X65721  
Rattus norvegicus Meprin a RN_MEPA  MER01109 Q64230 S43408 PIR: S24134 
 Meprin b  RN_MEPB MER05215 P28826 M88601  
 BMP-1  MER05387 Q9Z135 AB012139 Fragment 
Strongylocentrotus 
purpuratus 

BMP-1 SP_BMPH MER02169 P98069 L23838  

 SPAN SP_SPAN MER01123 P98068 M84144  
Strongyloides 
stercoralis 

Metalloprot. StS_MP  Q968Y6 AF118022 Fragment 

Takifugu rubripes HCE-1 TR_HCE1  AAL40376 AC087333  
Xenopus laevis BMP-1 XL_BMP1 MER01120 P98070 L12249 PIR: JC2218 
 BMP-1b XL_BMP1b   O57381 Y09660  
 UVS-2 XL_UVS2 MER01115 P42664 D89632  
     M27162 Fragment 
 Xolloid related XL_XOL_R  Q91925 D83476 BMP-1 Splice Form 
 XOLLOID XL_XOLLOID MER05125 O57382 Y09661  

 
Tabelle 12:  Übersicht aller 107 annotierter Astacin-homologen Proteine. 
 
Tabelle 12 beinhaltet keine EST-Klone, die identisch mit bereits bekannten, vollständig 
sequenzierten Klonen sind und auch nicht kurze, unvollständige Genom (GSC)-, EST- 
oder N-terminale Sequenzfragmente. Tabelle 13 gibt eine Übersicht dieser 77 Protein-
Fragmente. Hierunter finden sich beispielsweise ein weiteres bakterielles Astacin-
homologes Sequenzfragment von Legionella pneumophila sowie N-terminale 
Aminosäuresequenzen von Chionoecetes opilio (Crustaceae) und eines 
Verdauungsenzymes des Maikäfers (Melolontha melolontha). Xenopus laevis weist neben 
den bereits bekannten BMP-1, UVS-2 und tolloid-ähnlichen Proteinen noch 4 weitere, 
bisher nicht charakterisierte Sequenzen auf. Bei dem Nematoden Caenorhabditis briggsae 
konnten analog zu C. elegans eine überraschend große Kopienzahl von insgesamt 34 
Genfragmente identifiziert werden.  
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Organismus Quelldaten Gen 
Bezeichnung 

EMBL / 
Genbank 

Kommentar 

Ancylostoma  EST AC_BI704652  BI704652 identisch mit BM130670  
ceylanicum  AC_BM130670 BM130670 identisch mit BM130670  
  AC_BI704826 BI704826  
Caenorhabditis. 
briggsae 

GSC                                                         34 Gene, nicht annotiert, nur in Wormbase: 
c013600731; c010500107; c002600794; c001200679; c008200278; c002500858; 
c012300800; c004900169; c010301013; c003401041; c013200824; c002300559; 
c001500442; c006900571; c001700704; c002500668; c006500442; c013100148; 
c006700548; c009300834; c010200914; c006900534; c011800840; c003800791; 
c008900679; c011300623; c009100728; c000100457; c007900654; c007500103; 
c003500775; c010400911; c011600772; c003800198 

Ciona intestinalis EST CI_AV877936 AV877936  
Chionoecetes opilio Edman CO_Ast.F    20 Aminosäuren N-Terminus, SWISSPROT: 

P34156, Merops: MER01893 
Danio rerio EST DR_BI705073 BI705073.5 Identisch mit BM025358, BM155001 
  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 
pneumophila 

GSC LP_MP-ORF-2   gnl|CUCGC_446|19, genomisches 
Sequenzierungsfragment von NCBI Bacteria 

Meloidogyne 
arenaria 

EST MA_BI747415  BI747415  

  MA_BI747765  BI747765  
Melolontha 
melolontha 

Edman MeM_Ast.F   N-Terminus (18 Aminosäurereste); Moehrlen und 
Wagner, unpublished 

Mus musculus EST MM_BB847373  BB847373  
Nippostrongylus 
brasiliensis 

EST  BM279324 Neu 22.12.01 

Oryzias latipes EST  OL_BJ000733 BJ000733  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_BI743922   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   G934654    
Teladorsagia  EST TC_BM052081   BM052081  
circumcincta  TC_BM052081   BM052081  
Xenopus laevis EST XL_BJ037887 BJ037887  
  XL_BJ068096 BJ068096  
  XL_BM179683  BM179683  
Xenopus tropicalis EST XT_AL641908  AL641908  
  XT_AL644278   AL644278 Identisch mit AL652763 
  XT_AL650582  AL650582  
  XT_AL662162  AL662162  

 

Tabelle 13:  Übersicht aller 77 GSCs, ESTs und Edman-sequenzierter Fragmente. 
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3.2. Analyse der Domänenstruktur 

Über die Struktur der meisten Astacin-homologen Proteine ist wenig bekannt. Alle 
Proteine sollten deshalb zunächst anhand ihrer Domänenstruktur analysiert werden. Dazu 
wurden die Programme SMART (Simple Modular Architecture Research Tool), PFAM 
(Protein families database of alignments and HMMs) und ProfileScan benutzt. Die 
Aminosäuresequenzen sind mit Ausnahme des Astacins von Astacus astacus (vollständige 
Edman-Sequenzierung, Titani et al. 1987) ausnahmslos von cDNA oder genomischen 
Sequenzdaten abgeleitet. Dabei wurden, soweit verfügbar die Proteinsequenzen der 
SwissProt, TrEMBL, EMBL oder GenBank Datenbanken verwendet, deren 
Identifikationsnummern (Accession number) in Tabelle 12 angegeben sind. Lagen in den 
Datenbank nur DNA-Sequenzen vor, wurden die offenen Leseraster mit dem 
StadenProgramPackage in Aminosäure-Sequenzen übersetzt. Für C. elegans wurden die 
nach den cDNA Daten korrigierten genomischen Sequenzen (vergleiche IV.1.2.2) 
verwendet.  
Die Abbildungen 26, 27 und 28 zeigen schematisch die Domänenstruktur der 106 
identifizierten Astacin-homologen Proteine. Fast alle Proteine weisen danach eine Pre-Pro-
Struktur aminoterminal der Proteasedomäne auf. Pre-Pro-Sequenzen werden bei CAM-1 
der Wachtel, FARM-1 von Hydra, F54B8.m von C. elegans und CG6974 von Drosophila 
nicht gefunden. Zudem zeigen diese Proteine eine aminoterminal verkürzte 
Proteasedomäne. Signalpeptide konnten zudem nicht für BMP-1 von Strongylocentrotus, 
die C. elegans Proteine K09C8.3, K03B8.3, K03B8.1, K03B8.5, F20G2.4, D1022.m, 
Y95B8A.1, K04E7.3, F38E9.2 und die Drosophila Proteine CG15255, CG10280 postuliert 
werden. Einige Astacine bestehen, wie das Verdauungsenzym Astacin von Astacus 
Astacus, nur aus der Protease-Domäne. Das gilt für 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 Spleißvariante 4 des humanen 
BMP-1 (alle Abbildung 26). Alle anderen Proteine weisen carboxyterminal verschiedene 
Domänen in einer oder mehreren Kopien auf (Abbildung 26 – 28). Häufig findet man 
EGF- (epidermal growth factor) oder CUB-Domänen (complement components C1r/C1s, 
embryonic sea urchin protein Uegf) die eine wichtige Rolle bei der Substratbindung durch 
die Protease spielen könnten. Die BMP-1/Tolloid ähnlichen Proteine (Abbildung 26) 
besitzen dabei die Anordnung von zwei CUB-, einer EGF-, einer CUB-, einer EGF- und 
zwei CUB-Domänem. Verschiedenen BMP-1 Spleißvarianten 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-Domänen, die durch Ser/Thr 
reiche Regionen voneinander getrennt sind. Die hatching Enzyme AEA von Astacus, 
Astacin von Cortunix und UVS.2 von Xenopus enthalten dagegen nur CUB-Domänen. Bei 
C. elegans (Abbildung 27) findet man ein Protein (F38E9.2) welches hinsichtlich der 
Domänenstruktur mit den BMP-1/Tolloid ähnlichen Proteinen übereinstimmt. 23 weitere 
C. elegans Proteine weisen mindestens eine EGF- oder CUB-Domäne carboxyterminal der  
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Astacin (Astacus) 
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BMP-1 splice4 (human) 
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Xolloid (Xenopus) 
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Meprine β5 

Meprine α 6 

Flavastacin  

 

Abbildung 26: Vergleich der Domänenstruktur Astacin-homologer Proteine (C. elegans und 
Drosophila melanogaster Proteine wurden nur exemplarisch berücksichtigt). Proteine mit 
ähnlicher 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 Tolloid (Drosophila), TLL (human, Maus), TLL-2 
(human, Maus), Tolloid (Brachydanio), Colloid (Huhn); 5 Meprin β, (human, Maus, Ratte); 6 
Meprin α, (human, Maus, Ratte). Der Farbcode oben rechts bezeichnet die unterschiedlichen 
Domänen.  
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F54B8.m  
F45G2.1 
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Abbildung 27: Domänenstruktur Astacin-homologer Proteine bei C. elegans. Die Proteine 
    wurden entsprechend den Gen-Namen in Tabelle 12 bezeichnet. Der Farbcode 
    oben rechts bezeichnet die unterschiedlichen Domänen.  
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CG6974  

CG15255 

CG11865 

CG15253 

CG11864 

CG15254 

CG7631  

CG5715  

CG10280 

CG6696  

CG6763 

Tolloid 

Tolkin 

 

Abbildung 28: Domänenstruktur Astacin-homologer Proteine bei Drosophila melanogaster. Der 
Farbcode oben rechts bezeichnet die unterschiedlichen Domänen. 

 

 

Protease-Domäne auf. HCH-1, K04E7.3, R151.5, F57C12.1, C17G1.6 und C26C6.3 von 
C. elegans enthalten interessanterweise zusätzlich eine TSP-1-ähnliche Domäne 
(Thrombospondin type 1). T02B11.7 und F58B4.1 (Abbildung 27) sowie MTP1 des 
Nematoden Ancylostoma (Abbildung 26) besitzen neben einem EGF- und CUB-Motiv eine 
sogenannte ShKT-Domäne, ein ursprünglich bei Seeanemonen zum ersten Mal 
beschriebenes Toxin (ShK toxin domain). Dieses Motif findet sich ohne EGF/CUB-
Domänen 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 als 
O-Glykolisierungsstelle der Proteine dienen können und die bei vielen Astacinen gefunden 
werden. MAM- (A5 receptor protein, tyrosine phosphatase µ and others), MATH- (meprin 
and TRAF homology) oder Transmembran-Domänen (TM) werden ausschließlich bei den 
Meprinen und bei Hydra HMP-2 gefunden (Abbildung 26). Die Meprine bestehen darüber 
hinaus aus EGF- und noch nicht näher charakterisierten Zwischenbereichen (I-Domäne, 
intervening). Ungewöhnlich erscheint das Vorkommen einer TT-Domäne (open reading 
frame 2 des humanen TT-Virus) bei HCH-1 des Menschen, einer Ricin-Domäne (Lektin in 
Ricinus communis) bei Flavastacin oder eines sogenannten EB Moduls (bestehend aus 8 
konservierten Cysteinen) (Abbildung 26).  
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3.3. Molekularphylogenetische Analyse 

Die Analyse der Domänenstruktur gibt bereits erste Hinweise auf die Evolution der 
Astacin-Protein-Familie. Die unterschiedlichen Kompositionen verschiedener Domänen zu 
neuen Proteinen innerhalb eines Organismus oder bei der Aufspaltung der Spezies im 
Verlauf der Evolution müssen sich auch in der Primärstruktur der Protease-Domäne 
widerspiegeln. Um einen tieferen Einblick in die Entwicklung der orthologen und 
paralogen Proteinsequenzen zu bekommen wurde darüber hinaus eine 
molekularphylogenetische Analyse durchgeführt. Ausgangspunkt war die Erstellung eines 
Mehrfach-Sequenzvergleichs (multiple alignment) der Protease-Domäne. Hierbei können 
aber nur Proteine berücksichtigt 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. Für alle übrigen Proteine wurde mit Hilfe des Programms CLUSTALX ein 
computergestütztes alignment hergestellt und anhand der bekannten Sekundärstrukturen 
und konservierten Regionen des Astacins manuell korrigiert. Abbildung 29 zeigt den 
Sequenzvergleich der 200 Aminosäurereste umfassenden Astacin-Domäne beginnend mit 
dem Aminoterminus der aktiven Enzyme bis zu dem Cysteinrest der zweiten 
Disulfidbrücke. Die Zinkliganden sind mit einem Dreieck und die zwei Disulfidbrücken 
mit dem Symbol  hervorgehoben. Oberhalb der Aminosäure-Nummerierung ist die 
Konsensussequenz der Astacin-Protein-Familie angegeben.  
Da die hohe Kopienzahl der Astacin-homologen Gene bei C. elegans und Drosophila 
melanogaster die Interpretation der folgenden phylogenetischen Analyse erschwert, wurde 
ein weiterer Sequenzvergleich durchgeführt, der exemplarisch nur jeweils drei Proteine 
dieser Organsimen enthielt (Anhang VII.6.3). 
Anhand beider Sequenzvergleiche wurden nun die phylogenetischen 
Verwandtschaftsverhältnisse mit Hilfe der Neighbor-joining Methode berechnet und ein 
Stammbaum erstellt (Abbildung 30 und 31). Als Außengruppe (outgroup) wurde das 
entwicklungsgeschichtlich vermutlich älteste, bakterielle Flavastacin verwendet. Zur 
statistischen Überprüfung der Ergebnisse (bootstrap analysis) wurde ein 
Konsensusstammbaum mit 100 Datensätzen ermittelt. Die statistische Unterstützung der 
einzelnen Äste ist jeweils an den Knotenpunkten angegeben.  
Die Astacine können in verschiedene Stammbaum-Gruppen (Abbildung 30 A-D) unterteilt 
werden. Die Cnidaria Proteine HMP-2, HEA-2 und PMP-1 (Gruppe A) liegen dabei basal 
als nächste Verwandte des Flavastacins. Als Schwestergruppe erscheinen die Meprine 
(Gruppe B), die aber überraschenderweise nur bei Säugetieren gefunden werden. HMP-2 
weist mit dem Vorhandensein einer MAM-Domäne als einziges Astacin-Familien-Mitglied 
eine weitere Übereinstimmung mit den Meprinen auf.  
 
Abbildung 29, nächste Seite: Sequenzvergleich der Astacin-Protein-Familie .  Cysteinreste von 
Disulfidbrücken, – Zink-Liganden; oberhalb der Aminosäure-Nummerierung ist die 
Konsensussequenz der Astacin-Protein-Familie (Kleinbuchstaben 80%, Großbuchstaben 100% 
konservierte Aminosäurereste) angegeben; Aminosäure-Positionen, die in mehr als 80 % der 
Proteine konserviert sind, wurden zudem schwarz hinterlegt. Zur Erläuterung der hier verwendeten 
Protein-Bezeichnung siehe Tabelle 12. 
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                                                                     
                          w                                a        c                              
                               20                  40                   60                  80      
AA_AST     : -AAILG---DEYLWSGGV-------IPYTFAG-VS--GADQSAILSGMQELEEKTCIRFVPR-------TTESDYVEIFTSGS-- 
HV_HMP2    : -AALSN---SSILWLPNNKV-----VPWSITKQLENTAEATFGLMAAFREWEERSCLTFKRR-------TDEKDYIEFFQGS--- 
HE_HEA2    : NAFAS---IKGGRWPGAK-------IPYVVEGSIS--SRGISAINAAIADYHKFTCLRFHRR-------TNERAHISFYKGG--- 
PC_PMP1    : NAFAS---IKGGRWPGAK-------IAYQIERSIG--SGGRTAIANAIAQYHKHTCLRFHKR-------TNERSHISFYKGG--- 
HS_MEPA    : NGLRD----PNTRWTFP--------IPYILADNLG--LNAKGAILYAFEMFRLKSCVDFKPY-------EGESSYIIFQQFD--- 
MM_MEPA    : NAMRD----PSSRWKLP--------IPYILADNLE--LNAKGAILHAFEMFRLKSCVDFKPY-------EGESSYIIFQKLS--- 
HS_MEPB    : NSIIG----EKYRWPHT--------IPYVLEDSLE--MNAKGVILNAFERYRLKTCIDFKPW-------AGETNYISVFKGS--- 
MM_MEPB    : NSIIG----DHKRWPHT--------IPYVLEDSLE--MNAKGVILNAFERYRLKTCIDFKPW-------SGEANYISVFKGS--- 
AC_TBL1    : -ATPAD---RSKLWDHGV-------IPYVIESNYS--GENKDLFKLAMRHWENLTCLVFKDKG------PEDTNYILFTQTDC-- 
C_F38E9.2n : -AATAK---KERIWPEGI-------IPFVIASNFS--GEHQHLFLRAMRHWENFTCVSFVPRQ------PHHKHYITFTVDKC-- 
SP_BMPH    : -AVTAR---PERRWTDAV-------IPYEIDGNFT--GSQRAMFKQAMRHWENYTCITFVERNPAN---SEHDNHIVFTYQAC-- 
BR_TLD     : -AATSR---AEKIWPGGV-------IPYVIGGNFT--GSQRAMLKQAMRHWEKQTCVTFIEK-------TDEESYIVFTYRPC-- 
HS_TLL     : -AATSR---TERIWPGGV-------IPYVIGGNFT--GSQRAMFKQAMRHWEKHTCVTFIER-------SDEESYIVFTYRPC-- 
HS_TLL2    : -ATTSR---TERIWPGGV-------IPYVIGGNFT--GSQRAIFKQAMRHWEKHTCVTFIER-------TDEESFIVFSYRTC-- 
XL_XOLLOID : -AATSR---TERIWPGGI-------IPYAIAGNFT--GTQRAIFKQAMRHWKKHTCVTFVER-------TDEESFIVFTYRPC-- 
XL_BMP1    : -ASTSR---PERVWPDGV-------IPYVISGNFS--GSQRAIFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRPC-- 
HS_BMP1    : -AATSR---PERVWPDGV-------IPFVIGGNFT--GSQRAVFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRPC-- 
MM_BMP1    : -AATSR---PERVWPDGV-------IPFVIGGNFT--GSQRAVFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRPC-- 
DM_TLD     : -AVTVR---KERTWDYGV-------IPYEIDTIFS--GAHKALFKQAMRHWENFTCIKFVERDP-----NLHANYIYFTVKNC-- 
DM_TOK     : -AVTAK---KERIWDYGV-------IPYEIDGNFS--GIHKALFKLAMRHWENSTCIKFVERDP-----EIHPNYIVFTVRSC-- 
PL_BP10    : -ATIY----ESQRWPYKV-------IPYVISPSSS--GQSS-LIRNAMDHWEQNTCLRFEPRTSSHSRQLGHNAYLSFFRGS--- 
SP_SPAN    : -ATIY----ESQRWSYKI-------IPYVIESSSS--GQSS-LIRSAMDHWEQNTCLRFEPLTSSHSSRLGHTSYISFFRGN--- 
C_R151.5   : -----FIGSNLRRWDASRP------IIYAFDGSHT--QREQRIIELALEHWHNITCLNFQRNDQ-----ANSGNRIVFTDVD--- 
C_HCH1     : SMTSF----LSERWSFP--------VPYYIDTSSG---VNTNAVLAGVAKWEQETCARFTRLNSYSS--SSRQNALRFISGN--- 
C_F58B4.1  : -------YYPSTTWGSS--------VYYYYDRTAT--PKIVKAFEQAVAFWQNVTCINIMQS-------STAINRIRVFKGQ--- 
ACA_MTP1   : NY-------PRTLWSKG--------VYFHFHRNAT--PEVRSVFVKGAKLWMKDTCIDFFES-------NSAPDRIRVFKEN--- 
OO_MP      : QAFKDHKY-PKTLWSQG--------VNYYFHDMAS--KQMKSVFVKGAKWWEKDTCINFTEN-------RSAEDRIMVFPQK--- 
C_F46C5.3n : QVQRD----LTYRWPNNT-------VPYYVGN-VT--STIKKSVRLAIEELQAWTCIRFQNVNEK----YSDGDSVRIVDLG--- 
C_F20G2.4i : -----EFERLGSKWLGGT-------INYYYADNNN---SVKEKVKSAIAYIANHTCIKFNED-------PTHWQRLKIFTSELS- 
C_K03B8.5  : QFERL-----GTKWSYGV-------VNYYYADKNN---EIKEMVESAIAYIANHTCIRFNED-------QNAVQRVQIRMQQNW- 
C_K03B8.2  : QITKI-----WKKWPDAK-------VFYYYENEFT--SLKRELMSYAMAHISSNTCVKFQES-------NSATNRIRFTNTG--- 
C_K03B8.1  : QVVTKL---FSPQWSNAK-------VFYCNADSFS---KLQLLMKFAMNFISSQTCVTFEEN-------CTISTRIKFVDST--- 
C_K03B8.3  : ----------SQLPSSAK-------LLYCFDSSFS--TEKRELMLFSMNFISSQTCVTFEEN-------CSIPNRVQLVNGK--- 
C_T02B11.7n: QIDN-----LAQFWPGKV-------VYYYFDSGLT--TTVQQIVRDAITFLESNTCLKFELN-------STATN--RIFSGV--- 
C_T11F9.3i : QAMRD-----YAKWENNKM------SLFFYNLPL----EMQAMFRDAINYLENHTCLKFEYN-------ENAETAVRIRKGN--- 
C_D1022.m  : NAMY-----PKTIWLPN--------VPFELHGSLS--AKSRSSLVAAMAFWEKHTCVAFKKR-------TSEKVYLLMSGQEE-- 
C_F58A6.4i : QAYLDNN-YPATIWKNG--------VAFMFHESLT--PIAKTAILKAVHFWYRETCIEFHPR-------TFQKEYLLFIGNDD-- 
C_T24A11.3i: ----EVIAGQIYDWNSYE-------IPFQIWGGDY---NFQSLIRRGIRMWEDSTCLRFKEN-------QQSRDAIRYVLEKGD- 
C_K04E7.3  : ------MNLNGTTWSRN--------IPYRFLD-TD--GNWQSQITNGLRHYERNTCIRFSLN-------GGGSDYLVFSKGE--- 
C_C17G1.6i : QAHPD----PRNFWPNLT-------ISYEFYG-GE--ETWRQLIRSAIRHVEQNVCFKFKEN-------GGDRDGLRYYRGN--- 
C_Y95B8A.1 : -----VITGSVYRWKSV--------IPFRFKGGDA---KWKKLIREGLGLWEKETCVRWSEN-------GPGKDYVIFFRGS--- 
C_C26C6.3  : ----SFVSDKTATWKTMP-------IKYRFHESID--FYTISQIIAAIRFWEDSTCITFENVSD-----SPDGDYIEFFSGQ--- 
C_F57C12.1i: ----IGRNPLYKKWDTRGP------ISFDYAESIP--FQTRQKIRSAMLLWQQHTCLRFEEG-------GPNVDRLEFFDGG--- 
C_F42A10.8m: QAIVDT----TNFWSVSVP------IFYQFDTKLS--ATNIANVRKAIQFWNDNSCLSFKED-------NNAKN--RLFLSSAG- 
C_T23F4.4  : -AVIRQ---KHKKWKLPMP------YSFDRNFREF---LREKNVLEAMQFWSEKTCVTFHEN-------RYVYPHVSIFEGN--- 
OL_Alveo   : NA-------VNMLWAQGV-------IPYTISMELA--HRQ-SEIKEAFSMITSATCIRFQER-------TYEANYLDIKDGD--- 
DM_CG11865 : VVKSW----SEYYWKGRT-------LVYSYAGGFS--SLDIASIESAMAEISSKTCVKFRRTEY-----KREP-QVVIQKEGS-- 
C_K09C8.3  : -ASIFFEQNLIQKWPSTSP------IPYTFDSSLD--NLDQNDVRGAISEIEQKTCIRFKYFAS-----PPKGNHINYQKVNSPS 
C_C37H5.9i : -SGVFFQESAVQKWDIWKP------IQYTLDDSLE--ESDKKDIRDALHEISINTCILFRYNA------TPKGYHLNYMKVDSTT 
C_K11G12.1 : -SALYFEGNLIKKWDPSSP------IRYVLDSSLE--DLDKNDVRAAIYEIEKNTCIRFKELSS-----PPTGSHIVYYKVDSPT 
DM_CG6696  : NGLLN----ERLTWPEAA-------VPFYIDPQDFN-ANQTMVILKAFKEYHDRTCIRFRPYE------QGDKHWLLIKGNYS-- 
DM_CG15255 : NGLIN----TEKRWPGNV-------VVYRISDDFD--TAHKKAIQTGIDTLELHTCLRFREAT------DEDKAYLTVTAKSG-- 
DM_CG7631  : NGQLS----ETRRWPNAT-------VPYRISEEFD--APHVEYIKLGMQFIEYSSCIRFVPAD------EDEENYLFVLPSTS-- 
DM_CG11864 : NGIVN----QIYHWPNRT-------VPYMIEDDAFA-DSHYREILRAISIIEENSCVIFKPATE-----MDFPMALVITSKGL-- 
GM_M15242  : NGLR----DEVWRWPNNT-------VYYKFFTVFD--EDHHNYILRGMKIIEEISCIRFEEADA-----TT-PNYVNITGFVG-- 
DM_CG15253 : NIWRN----ETYRWPNRI-------IYYHINSYID--EEHRNHIVSAIQKIESISCLTFKEAT------TDQKYYVNVTSEEG-- 
DM_CG15254 : NGLRN----ETFRWPNRI-------VYYYINRDID--TEHRNHILRGIRIIEQSSCLVFKEAT------TDQEYYVNVTSEAG-- 
DM_CG5715  : NGILA----LSSRWPGGV-------VPYEIKGPFT--SQELGNINHAFKEYHTKTCVRFKPRT------T-EKDYISIGSGKS-- 
DM_CG6763  : NGLPT----QSSRWPNGV-------VPYEIRG-NFN-ARDMATIENAIGEYHRRTCIRFVKRS------S-ERDYISIRGDNS-- 
C_F09E8.6i : ALNLVTY--PDKLWPEGQ-------VPYMLEEGMT--NDQRTAIAQAFDEYKTKTCVRFVPKT------DDDFDYIYVKRNVA-- 
XL_UVS2    : SAINDA----RFLWPKSADGI--VPVPYNLSYSYN--ADQLALFKKAIQEFEALTCVRFVPW-------TTEVNFLNIMSNG--- 
AA_AEA     : NAGG------SMAWPKASEGF--VVIPYVVTDQYD--KENIDIAIDAMAEFDEITCVRFVPR-------RTETDFLLID-SRS-- 
OL_LCE     : NAMKCFGAPDSCRWPKSSNGI--VKVPYVVSDNYE--SDEKETIRNAMKEFAEKTCIHFVPR-------NNERAYLSLEPRF--- 
OL_HCE1    : NAMKCW--SSSCFWKKASNGL--VVIPYVISSEYS--GGEVATIEGAMRAFNGKTCIRFVRR-------TNEYDFISVVSKT--- 
AJ_EHE4    : NAMKCW--NNQCLWRKSSDGL--VEVPYTVSNEFS--YYHKKRIENAMKTFNTETCIRFVPR-------SSQRDFISIESRD--- 
AJ_EHE7    : NAMKCR--NNRCLWKKSSNGL--VEVPYTVSRQFS--YYQRKRIVKAMKTFNTQTCIRFVPR-------SRQRDYISIKSRG--- 
CC_Nephr   : NADPCT--ARRCKWRKSRNGL--VYVPYKISNQYS--PDEIKVIKQGLNSFTGISCIRFVPH-------NGQRDFLNIQSDS--- 
TR_MP      : NADACT--SRGCMWAKSSDGK--VYVPYVIASHYS--SRERSIIERGLLSFHDVSCIRFTPR-------RNQRDFLSIVSDS--- 
DM_CG10280 : NPMRH----PKRLWPNG-------TIPFEISPRYA--NQERQAIIQAVKTFNSLTCVHFVPYD------GEVDDYLLIEPPLEGP 
HS_HCH1    : -LLSA----TSNKWPMGGSGV--VEVPFLLSSKYD--EPSRQVILEALAEFERSTCIRFVTY-------QDQRDFISIIPMY--- 
C_4R79.1i  : NALKN----KQLTWEGG-------VIPYEMDTAFS--PNEIKILEKAFDSYRRTTCIRFEKR-------EGQTDYLNIVKGY--- 
C_C24F3.3  : -GVSIKGS-SMNRWSNNI-------VPYVISPQYS--PAQKQILVSSLRYFERVSCFKFVERTT-----QNDYLFIVPLD----- 
C_F45G2.1o : -GGGVAVAAEKDKWPNGR-------VPYILSAAYT--SAQRAVLARAFDTYAKRTCIRFVPKS------PADKDYIVIQKLD--- 
C_C07D10.4i: NGVSR----AAKLWPNAR-------IPYAISPHYS--PHERALLAKAVKQYHEKTCIRFVPRQ------TGEPDYLFIGKVD--- 
C_C34D4.9i : NGVIT----GTRKWPNGR-------IPYVISNQYN--DRERAVLARSFQAYHDKTCVRFVPRT------AVDNDYLYIGKID--- 
HV_HMP1    : KGVT-----LDRIWPGAQ-------IPYVFDNNFD--NRRRQLVNQAITSYNQHTCVRFAPR-------TNQRDFVHMVNEQ--- 
C_T23H4.3  : NALLSN---SPLRWSKMQDLDGNYLIPYVISGNYD--TVERDTIKTAMEKIANNTCIRLIPR-------TNQPDYAEINNKKGQ- 
C_F56A4.1i : GIALHPLQWASYLWPNAE-------VPYDIATHYT--STEKSIILSAMEAFKNVTCVRFRPRA------ATDKHYLQINKYFNV- 
C_K06A4.1i : GIAIHPWQWESHLWPNAE-------VPYDIASHYT--ATERGIILSAMEAFRDVTCVRFRPRR------STDKHYLQINKHYQ-L 
C_C05D11.6i: NAIKQ----IYRRWPNNE-------IPYTLSSQYG--SYARSVIANAMNEYHTKTCVKFVARDP-----SKHHDYLWIHPDE--- 
C_F39D8.4i : NAVRQT----YLKWEQAR-------IPYTISSQYS--SYSRSKIAEAIEEYRKKTCIDFSPKS------AGDLDYIHIVPDD--- 
C_T04G9.2i : NRLQ--------LWPEGR-------IPYTISSQYS--SYSRSLIAASMQEYASHTCIRWVPKE------AADVNYVHIYPDR--- 
FM_Flavast : STIVS---SFIKTWPNATV---YYTLPSQGSLSTQAYNTFLTNINKAFDMISSKTSVKFVQR-------TNQTEYITFTYST--- 

Abbildung 29:  Sequenzvergleich der Astacin-Protein-Familie. Legende siehe vorangegangene Seite.  
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                         100                 120                 140                 160           
AA_AST     : -GCWS-YVGRIS-GA----------QQVSLQAN-----GCVYHG---TIIHELMHAIGFYHEHTRMDRDNYVTINYQNVDPSMTS 
HV_HMP2    : -GCWS-YLGRVG-GL----------QNISLDD------GCWGKG---TIVHEIGHAMGFGHEQNRPDRDQYITIRWENIPESKKH 
HE_HEA2    : -GCSS-PVGYRS-GRM---------NRISLAG------GCWNKG---IVMHEIGHSIGIYHEQSRPDRDNYVRILWNNISSRAKF 
PC_PMP1    : -GCSS-PVGYRS-GRQ---------NRISLAG------GCWRTG---IVMHEIGHSIGIYHEQSRPDRDSYVEIVWGNIPSSKKF 
HS_MEPA    : -GCWS-EVGDQHVG-----------QNISIGQ------GCAYKA---IIEHEILHALGFYHEQSRTDRDDYVNIWWDQILSGYQH 
MM_MEPA    : -GCWS-MIGDQQVG-----------QNISIGE------GCDFKA---TIEHEILHALGFFHEQSRTDRDDYVNIWWDQIITDYEH 
HS_MEPB    : -GCWS-SVGNRRVGK----------QELSIGA------NCDRIA---TVQHEFLHALGFWHEQSRSDRDDYVRIMWDRILSGREH 
MM_MEPB    : -GCWS-SVGNIHAGK----------QELSIGT------NCDRIA---TVQHEFLHALGFWHEQSRADRDDYVIIVWDRIQPGKEH 
AC_TBL1    : -GCCS-FVGKHGSGA----------QVISLGK------GCYYFG---TVVHELGHVVGFWHEHNRPDRDKYVQIIRKNIMPGKES 
C_F38E9.2n : -GCCS-YVGRRGEGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDMYVDIFYKSIQTGQDY 
SP_BMPH    : -GCCS-FVGRKGDGA----------QAVSVGK------NCDKFG---VVVHELGHVVGFWHEHTRPDRNEFVGIVHQNIVPGQEY 
BR_TLD     : -GCCS-YVGRRGNGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVTIIRDNIQPGQEY 
HS_TLL     : -GCCS-YVGRRGNGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDNHVTIIRENIQPGQEY 
HS_TLL2    : -GCCS-YVGRRGGGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVAHELGHVVGFWHEHTRPDRDQHVTIIRENIQPGQEY 
XL_XOLLOID : -GCCS-YVGRRGGGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDEHVSIIRENIQPGQEY 
XL_BMP1    : -GCCS-YVGRRGGGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVSIIRENIQPGQEY 
HS_BMP1    : -GCCS-YVGRRGGGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDRHVSIVRENIQPGQEY 
MM_BMP1    : -GCCS-YVGRRGGGP----------QAISIGK------NCDKFG---IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDRHVSIVRENIQPGQEY 
DM_TLD     : -GCCS-FLGKNGNGR----------QPISIGR------NCEKFG---IIIHELGHTIGFHHEHARGDRDKHIVINKGNIMRGQEY 
DM_TOK     : -GCCS-FVGKRGNGP----------QAISIGR------NCDKFG---IVVHELGHVVGFWHEHTRPDREKHVVIEHNNIMKGQDY 
PL_BP10    : -GCWS-YVGKAFNGE----------QQISIGN------GCAYFG---TIVHEIGHAIGFHHEQSRPDRDDYINVLYQNIQSGRQH 
SP_SPAN    : -GCWS-HVGRSFTNQ----------QQISIGP------QCGYFG---TIVHEIGHAIGFHHEQSRPDRDEYINVHFENVQSGREH 
C_R151.5   : -GCAS-NVGRHPLGEE---------QLVSLAP------ECIRLG---VIAHEVAHALGFWHEQSRPDRDQYVTVRWENIDKDSKG 
C_HCH1     : -GCYS-NIGKVSRFP----------QDVSIGW------GCTSLG---TVCHEIGHALGFYHEQARYDRDDYVSILTQNIQDMYLS 
C_F58B4.1  : -GCYS-YVGRIS-GV----------QDLSLGT------GCEEFG---TAAHELGHALGFFHTQSRYDRDNYISINYANIDPSYVE 
ACA_MTP1   : -GCWS-YVGRLG-GE----------QDLSLGE------GCQSVG---TAAHEIGHAIGFYHTHARHDRDNFITFNAQNVKPDWLD 
OO_MP      : -GCWS-NIGKIG-GE----------QKISLGG------GCHSVS---IAAHEIGHAIGFFHTMSRHDRDEFITVNMHNVDVHWLS 
C_F46C5.3n : -SCSS-PIGRQQIGT----------QDVSLTK------NCWGMG---TAIHELMHAIGIEHTQSRSDRNRYLDILAQNIDNRDLP 
C_F20G2.4i : -HCRS-TIGAPG-TRS-----GSAGELSMETG------WCANIG---SIVHEFSHSLGRYHEHTRPDRDNSLKVTSTDYEARPR- 
C_K03B8.5  : -LCQS-TVGAPG-MSMS----KPIGELSMLVQ------SCDTIG---SIVHEFSHSLGRFHEHTRPDRDNFMKVTTTVHEARPR- 
C_K03B8.2  : -GCAS-YIGMNG-GE----------QTLWFGD------GCLIFG---TAVHEIMHSLGLFHTHSRFDRDNFLSVSYKDVPENMVG 
C_K03B8.1  : -FCAS-YVGMIN-SV----------QEIYFPD------WCMRFG---SAVHELMHALGVLHTHARFDRDNFLNVNLN-KDDEDDS 
C_K03B8.3  : -GCSS-YIGMNN-IV----------QHLTFND------TCIDFG---TAVHELMHALGVIHTHSRLDRDNFLNINLTNVSKEMMH 
C_T02B11.7n: -GCYS-DTGMLG-GE----------QTLSLGY------GCEVTG---TAAHEIAHTLGLFHTQMRSDRDDYVTIDLTDVPESSQQ 
C_T11F9.3i : -GCYS-LYGMHA-GEV---------QDLTLDY------NCASFG---TAVHEIMHALGIAHGQARSDRDDYLIVDSTNSNDGIEN 
C_D1022.m  : -GCWS-TVGRDEAQGA---------QILNIGT------GCEMFG---ITSHEIAHALGLFHEQSRYDRDNYVQIVKSRIAQTNFY 
C_F58A6.4i : -GCWS-TVGRDASQGK---------QVVSIGN------GCEHFG---VTSHELAHALGIFHEQSRFDRDESVVFNPRVVERDLLF 
C_T24A11.3i: -SCFTEYIGRNG-GH----------QDIIIGS------ECAEEY---VVAHETGHALGFWHTHQRPDRDRHISINWKNVMEEATA 
C_K04E7.3  : -GCYS-SVGRLG-GP----------QEISIGD------GCETLG---IITHEVGHALGFWHEQARPERDSYVRINRQNAINGLEG 
C_C17G1.6i : -GCWS-NVGRVG-GR----------QLVSIGY------GCDSLG---IVSHETLHALGLWHEQSRDDRDNFISIVADKITRGTEG 
C_Y95B8A.1 : -GCYS-SVGRTG-GS----------QLISIGY------GCEDKG---IVAHEVGHSLGFWHEQSRPDRDDYIHLRKDWIIKGTDG 
C_C26C6.3  : -GCYS-MIGRNG-GR----------QGISIGESCVK-ASFFVMG---VIEHEIGHALGLWHEQSRPDALGYVTIERDFILPSYIS 
C_F57C12.1i: -GCSS-FVGRVG-GT----------QGISIST-----PGCDVVG---IISHEIGHALGIFHEQARPDQERHIAINYNNIPLSRWN 
C_F42A10.8m: -GCWS-YVGKQVDMPY---------QMVSVGP------NCDTFG---TATHELMHAIGFWHEQSRADRDNYVYVDFSNIIPSQAY 
C_T23F4.4  : -GCWS-FVGKQPSLRE---------QSLSLER------SCTDHTF--VVAHEIAHTLGFYHEHARGDRDQFISIDYSNVNPNLTF 
OL_Alveo   : -GCAS-YVGCSG-GA----------QSVYFGS------TCS-VG---NLCHELVHAVGMYHEHTRYDRDQFISVIWDNIKPGKQG 
DM_CG11865 : -GCWS-YVGYLGRAD----------QTLNLGS------GCMSNR---TIQHELLHALGFFHTHSDPQRDKYVRIQTDNIRSGHEH 
C_K09C8.3  : FCGLS-YIGRVEPA-----------NPVYLSF------QCGNGRG--IAVHETMHALGVNHQHLRMDRDKHIKVDWSNINPQQYD 
C_C37H5.9i : FCGLS-YVGRTD-PA----------NPIYLSF------QCGDNRG--VAMHETMHALGVSHQHLRLDRDKYIKIDWSNIDPQHYD 
C_K11G12.1 : FCGLS-YVGRADPA-----------NPVYLSF------GCDNNKG--VAIHETMHALGVAHQHLRNDRDQFITINWSNIDPQQYD 
DM_CG6696  : -GCWS-SVGRRS-GG----------QVLNLNT-----PKCVTHG---VVVHELLHALGFYHQQSATERDEYVKINWENILDGHAH 
DM_CG15255 : -GCYT-AVGYQGAP-----------QEMNLEIYPLG-EGCFRPG---TILHEFMHALGFYHQQSSSIRDDFINVIYENIVPGKEF 
DM_CG7631  : -GCSS-KVGYQP-GE----------RTVKLKPGSLD-TGCFKLG---TIQHELLHTLGFHHQQCSPNRDEFVKIVEENISEGHEK 
DM_CG11864 : -GCNTVHLGYRNKT-----------QVVNLEIYPLG-EGCFRIG---SIIHELLHVLGFEHQHVSQNRDQYVSIQWKNINPQYNI 
GM_M15242  : -GCYS-EVGWLNEGA----------QAYNLEMYALD-TGCFRLG---TIVHEFLHTLGFFHMQSATNRDDYVHIVEGNIDPRNLH 
DM_CG15253 : -GCFS-YIGYLNRV-----------QQLNLQNNEIG-VGCFRLY---TIVHEFLHALGFFHQQSAADRDDYVQIVEENITEGMEF 
DM_CG15254 : -GCYS-YVGYRNRV-----------QQLNLQTYALD-TGCFRLG---TIVHEFLHALGFYHQQSTWNRDDYVRIAEENITEGTEG 
DM_CG5715  : -GCWS-SIGRLG-GR----------QEVNLQS-----PNCLRTYG--TPIHELMHALGFFHEQNRHERDSYVRVMKDNIKPEMMV 
DM_CG6763  : -GCWS-SVGRVG-GK----------QEVNLQS-----PGCLSRPG--TAMHELMHALGFLHEQNRMERDGYVAIQYNNVQSSAMN 
C_F09E8.6i : FGCSS-YVGRAG-GN----------QTVSLEVD-----KCFSKG---IIAHELMHALGFFHEHSRTDRDDFVDINEDNIRPGMMR 
XL_UVS2    : -GCGS-LIGKNG-GA----------QRLELDAN-----GCMNMG---IIQHELNHALGFYHEQNRSDRDDYVIIHTENIIPDFLK 
AA_AEA     : -GCKS-IIGKLG-EL----------QKISLEKM-----GCMNTG---IIQHELEHALGFYHEHSRSDRDTYVKIMWENISPDNVR 
OL_LCE     : -GCKS-MMGYVG-DK----------QVVVLQRF-----GCIKHA---VIQHELLHALGFYHEHTRSDRDQHVKINWENIIKDFTH 
OL_HCE1    : -GCYS-ELGRKG-GQ----------QELSINRG-----GCMYSG---IIQHELNHALGFQHEQTRSDRDSYVRINWENIIPASAY 
AJ_EHE4    : -GCYS-YLGRTG-GK----------QVVSLARY-----GCVYHG---IIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIY 
AJ_EHE7    : -GCYS-YLGRTG-GK----------QVVSLAKY-----GCVYHG---IIQHELSHALGFYHEHTRSDRNKYVKINWENVAPRSIY 
CC_Nephr   : -GCYS-YLGRQG-GG----------QVVSLQRR-----GCVYDY---IVQHELLHALGFHHEQNRSDRDKHIKILFQNIIPQQEH 
TR_MP      : -GCYS-YVGRQGYS-----------QTLSLDRQ-----GCLYHS---TVQHELLHALGFHHEQCRSDRDNHIRVLWENIQPGLAY 
DM_CG10280 : QGCWS-YVGRRG-GE----------QVVSLQRPDENSAHCFSSEG--RIMHELMHAIGIYHEQSRADRDNFVKIHWDNIVPRFRK 
HS_HCH1    : -GCFS-SVGRSG-GM----------QVVSLAP------TCLQKGRG-IVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEI 
C_4R79.1i  : -GCYS-QVGRTG-GK----------QEISLGR------GCFFHE---IIVHELMHSVGFWHEHSRADRDDHIKINWDNILPGMKS 
C_C24F3.3  : -GCYS-YVGKIG-GR----------QTLSLAAD------CIADY---IIWHEMMHAIGFEHEHQRPDRDSFIRVDYANVIPGQMI 
C_F45G2.1o : -GCYA-DFSRVG-GR----------QQVSLAD------ECIDYA---TIIHELMHVIGFIHEHQREDRDSYVSILYQNVIQGANT 
C_C07D10.4i: -GCFS-EVGRTS-GV----------QVLSLDN------GCMEYA---TIIHEMMHVVGFYHEHERWDRDNFIDIIWQNIDRGALD 
C_C34D4.9i : -GCYS-DVGRAG-GR----------QELSLDN------GCLQYD---TAIHELMHSVGFYHEHERWDRDEHITILWHNIDREAYD 
HV_HMP1    : -GCWS-IIGRQGNS-----------QKLKLGD------WCLDIG---TAIHEMMHAAGFYHEQSRNDRDDHVVIFWNNIQRGEDY 
C_T23H4.3  : -GCYA-SIGRFP-GK----------NVVMLESNDDQ--SCIQED---TVIHELFHVIGLWHEHMRADRDAFINVLYKNIEPAQYP 
C_F56A4.1i : ERCFS-YIGRQSSRTLFGTPEGNVETRMRLDP------ACLRGNGRGIVMHELMHILGFYHEHQRDDRD------RRIVGSAVHY 
C_K06A4.1i : ERCFS-YIGRQSSRWLFGTRDGKVETRMKLDP------SCLLYNGRGTVMHELMHILGFYHEHQRDDRD------RRIGGSASHY 
C_C05D11.6i: -GCYS-LVGKTG-GK----------QPVSLDS------GCIQVG---TIVHELMHAVGFFHEQSRQDRDSYIDVVWQNVMNGADD 
C_F39D8.4i : -GCYS-LVGRIG-GK----------QPVSLGD------GCIQKG---IIIHELMHAVGFFHEQSRADRDEYVKINWSNVEAGLQD 
C_T04G9.2i : -GCYS-MVGKMG-GK----------QSLSLGS------GCIQKG---IILHELMHAVGFFHEQSRTDRDDHITIMWNNIQAGMQG 
FM_Flavast : -GNSS-PLGWVKNRV----------NGIKIYN------TTYPA----IIAHEIMHSMGIMHEQCRPDRDQYIIVDTNRAQDGTRH 
 
Abbildung 29:  Fortsetzung
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AA_AST     : NFDI-DTYSR--YVGEDYQYYSIMHYGKYSFSIQW----GVLETIVPLQN--GIDLTDPYDKAHMLQTDANQINNLYTNECSLR 
HV_HMP2    : NFRL-YSNSLVDSLNSPYDYRSYMQYSKTAFGIND------SVTLDPKLP--GIF--QLGQRVGFTEHDQYQAMQLYR--CQGK 
HE_HEA2    : NFNK-QRTSNINSLGTPYDFRSMMHYSSGAFGGG-------RRPIEVKDSR---TPNLMGQRSGFSAIDIKQITLMY---CGGS 
PC_PMP1    : NFNK-KSSSSINSLGTPYDFRSMMHYSTTAIGGG-------RTTIRTKNPS---NQRLLGQRSGFSEIDIKQINLMY---CNGV 
HS_MEPA    : NFDT-YDDSLITDLNTPYDYESLMHYQPFSFNKNA-----SVPTITAKIPE---FNSIIGQRLDFSAIDLERLNRMYN--CTTT 
MM_MEPA    : NFNT-YDDNTITDLNTPYDYESLMHYGPFSFNKNE-----SIPTITTKIPE---FNTIIGQLPDFSAIDLIRLNRMYN--CTAT 
HS_MEPB    : NFNT-YSDDISDSLNVPYDYTSVMHYSKTAFQNGT------EPTIVTRISD---FEDVIGQRMDFSDSDLLKLNQLYN--CSSS 
MM_MEPB    : NFNI-YNDSVSDSLNVPYDYTSVMHYSKTAFQNGT------ESTIVTRISE---FEDVIGQRMDFSDYDLLKLNQLYN--CTSS 
AC_TBL1    : EFNI-LDEDKVDSLGEPYDYGSIMHYSRDKFSKHS-----YLDTIRPFRQRGMIALPRIGQNIRLNDGDVRQTNKLYK--CPTC 
C_F38E9.2n : NFEK-SKPEEVDSLGEPYDFSSIMHYARDTFSRGA-----FYDTILPKPNSG--FRLEIGQRVQLSEGDIRQTKKLYK--CAEC 
SP_BMPH    : NFRV-LDAAEVDSLGETYDFASIMHYARNTFSRGI-----WLDTILPRKDPESGIRPEIGQRKHLSEGDIIQANLLYK--CPSC 
BR_TLD     : NFIK-MEPGDVNSLGEPYDFDSIMHYARNTFSRGM-----FLDTILPSRD-ENGVRPAIGQRTRLSKGDISQAKKLYR--CPAC 
HS_TLL     : NFLK-MEPGEVNSLGERYDFDSIMHYARNTFSRGM-----FLDTILPSRD-DNGIRPAIGQRTRLSKGDIAQARKLYR--CPAC 
HS_TLL2    : NFLK-MEAGEVSSLGETYDFDSIMHYARNTFSRGV-----FLDTILPRQD-DNGVRPTIGQRVRLSQGDIAQARKLYK--CPAC 
XL_XOLLOID : NFLK-MEPGEVSSLGETYDFDSIMHYARNTFSRGV-----FLDTILPRRI-DTSVRPTIGQRIRLSQGDIAQAKKLYK--CPAC 
XL_BMP1    : NFLK-MEPEEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-----FLDTILPKYD-VNGVRPPIGQRTRLSSGDVAQARKLYK--CPAC 
HS_BMP1    : NFLK-MEPQEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-----FLDTIVPKYE-VNGVKPPIGQRTRLSKGDIAQARKLYK--CPAC 
MM_BMP1    : NFLK-MEVQEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-----FLDTIVPKYE-VNGVKPSIGQRTRLSKGDIAQARKLYK--CPAC 
DM_TLD     : NFDV-LSPEEVDLPLLPYDLNSIMHYAKNSFSKSP-----YLDTITPIGI-PPGTHLELGQRKRLSRGDIVQANLLYK--CASC 
DM_TOK     : NFNM-LSPDEVDSLGMAYDYDSIMHYARNTFSKGT-----YLDTILPIEM-KGRKRPEIGQRLRLSQGDIAQANLLYK--CPKC 
PL_BP10    : NFAK-YTWGRVTSRNVEYDVGSIMHYGGYGFSSNG------RPTITTRDPR---LNSRLGQRIALSPADIELANLIYE--CDDI 
SP_SPAN    : NFAK-YTWGSVTSSNVEYDVGSIMHYGGYGFSSNG------RPTITTIDPR---LNSRLGQRTALSAADIELANRIYE--CDDV 
C_R151.5   : QFLK-EDPDDVDNAGVPYDYGSIMHYRSKAFSKFD-----DLYTISTYVTD---YQKTIGQRDQLSFNDIRLMNKIY---CSAV 
C_HCH1     : QFTK-QSASSMVDYGVGYDYGSVMHYDQAAFSST------GGNTIATRDPN---FQATIGQRVAPSFADVKRINFAY---CNST 
C_F58B4.1  : QFDK-ETSNTNFNYGMPYDYGSIMQYGATSASSN------DKATMIARDTE---YQDTMGSDF-VGFYDISMMNEHYK--CKEL 
ACA_MTP1   : QFTL-QTPATNENYGITYDYGSIMHYGANSASQN------GRPTMVPHDPK---YVETLG-SPIISFYELLMINKHYD--CTKN 
OO_MP      : QFNK-ETTKRNDNYGMTYDYGSIMHYGGTSASYN------NKPTMVPFDVD---YQQTLG-SPFISFIELSMINEHYK--CKEN 
C_F46C5.3n : NFE--LLSPRLWANLVPYDYGSVMHYSADSFSNK-----DDEQTMLPKDRS---FIETMGSMI-PNFYDFDQINQYYQ--CYDS 
C_F20G2.4i : -------PWGMTTMYGPFEHGSIMMYH---SSNY------GVGKMEPYDME---YKNTMGSRR-VTFYDMYKINQYYG--CGCS 
C_K03B8.5  : -------PSGMTTMYGPFEHGSVMMYHAD---------TYGPGTMDPLDMD---YKQTMGNRR-VTFYDMYKINQYYG--CWCS 
C_K03B8.2  : NLE--KETEQTTYNAVPFEYGSTMLYRYN---------TFGEGTLVSKNED---YQKTMGLRR-VSFYDLVNINVRYS--CGCA 
C_K03B8.1  : NFE--IVSPPFSINVVPYEYGSTLHYTAD-----------VSGTNSLLPKQME-YYRTLGNRR-VTFYDMLTINTAYN--CKCP 
C_K03B8.3  : NYA--IFN--QSTNVVPYEYGSTMHYYAN------------ISTMFPKKSE---YSATLGIGR-VTFYDMVILNTAYN--CKCP 
C_T02B11.7n: NFIK-LTEATSTNLVD-YEYGSFMHYSGRANPT-----YGGVDSIVPKDPV---MVYTMGGRI-VTFLDLKMLNTHYS--CSCP 
C_T11F9.3i : ----------TENLVP-FDYGSVMLYARDPH---------SDKRIPIDPE----YNFTMGSLR-VAFYDMVLLNKFYG--CNCD 
C_D1022.m  : DFAV-VGKKNMETYGQKYDIGSVMHYRPTEFS------LDGGNSIIAKDVN---MQNTMGQFRGPSFIDVAKINRHYN--CEKN 
C_F58A6.4i : NFAK-ISPRQMSTYGLPYDIGSVMHYTPTEFSN-----IPSIPTLAAIDTN---LQQTMGQLEGPSFVDVHIMNQHYQ--CQEK 
C_T24A11.3i: SFMA-FGIRQVSPRRVPYDYGSLMHYHTVAHAV-----KVSDFTIVPKELK---YVTTMG-TEKMAFLDAKVINDIY---CPNA 
C_K04E7.3  : QFDK-RSWSEVNEYSLPYDYGSVMHYGPKSFSK-----SSTMNTVEPVDPA---FINTIGNRVEPSFLDLKLLNTAF---CSNI 
C_C17G1.6i : NFAK-RTAANSDNLGQPYDLGSVMHYGAKSFAY-----DWSSDTIKTRDWR---YQNTIGQRDGLSFKDAKMINTRY---CSNV 
C_Y95B8A.1 : NFEK-RSWEEIEDMGVPYDVGSVMHYGSNAFTK-----DWDQITIETKDSR---YQGTIGQRQKLSFIDVKQVNRLY---CNSV 
C_C26C6.3  : DFL--QRDDEIDTLGIPYDLGSVMHYGSTAFSV-----DQKSKTVVTRDSL---YQQTIGQREKLSFYDVATINTAY---CKDE 
C_F57C12.1i: NFQA-VGENHAETYNLPYDTGSVMHYGPYGFAS-----DPYTPTIRTLERV---QQSTIGQRAGPSFLDYQAINMAYG--CTES 
C_F42A10.8i: NFQK-MAVDQAQLLNLPYDYGSVMQYYPYAFAV-----DSSKYTILAKENG---FQNSMGQREAPAFSDIIGVNKLYN--CTSQ 
C_T23F4.4  : AFAK-ESEKQLDHQEAAYEYGSVMHYSVDQFAV-----NTNRPVIYARDQK---FAQAMGNRMRATFQDVSRMNVLYN--CHER 
OL_Alveo   : NFDV-KMG---DTLNLPYDFGSIMHYGTSYFSK------DGSPTIQPNEG------VNIGQRKRLSQLDIQKINTLYR--CGSK 
DM_CG11865 : NFQR-LRANGVTNYGFGYDYDSIMHYGPFAFSK------NGQSTIVPLK-----SHAKIGQATQMSPKDVQTLKRMY---C--- 
C_K09C8.3  : AFVV-ADSKLYTTYGVKYAYDSIMHYNAYTGAV-----NIAKPTMIPLVNQQA-NIGLLGQRAKMSNADVEILNKMY---CKSA 
C_C37H5.9i : TFAI-SDAKLYTSYGTKYAYDSIMHYNAYLGAK-----DPNKPTMIPLVNPQE-NTPKLGQRAKLTRGDIRLLKKMY---CRPG 
C_K11G12.1 : AFVV-VDSKLYTSYGVKYAYDSIMHYNGYTAAQ-----NIAIPTMNPKTNSAV-NLKVLGQRQKMGTTDIELLKKMY---CQPG 
DM_CG6696  : NFNK-YARTHITNFGVEYDYQSVMHYSSRAFSK------NGKATIEPLD-----PYASLGQRRGLSDKDVSKLNEMYEQDCSED 
DM_CG15255 : NFQK-YADTVVTDFEVGYDYDSCLHYRPGAFSI------NGEDTIVPLD-----SSAVIGQRVGLSSKDIDKINIMYK--CPIL 
DM_CG7631  : NFVK-YEEDEVGDFDQPYDYGSILHYSSLAFSI------NGEATIVALNPE---GQEQMGQRLMMSDTDVKRLNTMYK--CPIQ 
DM_CG11864 : NFVNNDNSTAWHDFDEGYDYESVMHYVPRAFSR------NGQPTIVPLRE----GAENMGQRFYMSEKDIRKLNKMYR--CPDH 
GM_M15242  : NFNK-YNETQVNDFDQEYDYGSVMHYGPKAFSI------NGEDTIIPLYENE--AAGNMGQRLGMSEKDINKLNLMYR--CPIE 
DM_CG15253 : NFDK-YTEETVNDFGEKYDYGSVMHYGPYAFSK------NGERTILALEEG---KEDVIGQRLELSETDIRKLNAIYK--CPTV 
DM_CG15254 : NFNK-YDNETVEDYGEPYDYSSVLHYTAYAFSK------NGEMTIVPLQEG---AEELMGQRLQMTQSDINKLNVMYK--CPRQ 
DM_CG5715  : NFEK-SSSRTQYGFGVEYDYGSVMHYSPTSFTR------NGQPTLKALRATS--DASQMGQRKGFSAGDVRKINAMYK--CKV- 
DM_CG6763  : NFEK--AARTEA-FGVPYDYGSVMHYSKNAFSI------NGQPTILAMQAN---GADKMGQRNGFSDYDIQKLNRMYD--CGTV 
C_F09E8.6i : NFEK-YPRKIIDSLGMPYDYESVMHYHKLAFS------RNGKPTIIPKD-----NEADVGQRYKLSEMDSKKVNKLYQ--CGEY 
XL_UVS2    : MFEK-YNT---NNLGIEYDYASVMHYSRYHYSI------NGDITIEPKPD----PNVPIGQRDGLSILDISKINKLYE--CNVC 
AA_AEA     : MFDK-EMN---MQLGLPYEYTSIMHYARYVYSI------EGDESIDPAPN----GNVPIGQRDGISQYDIAKINKLYN--CAIA 
OL_LCE     : NFDK-NDT---DNLGTPYDYGSIMHYGRTAFGK------DRKETITPIPN----PKAAIGQTERMSDIDILRVNKLYK--C--- 
OL_HCE1    : NFNK-HDT---NNLNTPYDYSSIMHYGRDAFSI-----AYGRDSITPIPN----PNVPIGQRNGMSRWDITRINVLYN--CR-- 
AJ_EHE4    : NFQT-QDT---NNLNTPYDYTSIMHYGRTAFST------NGMDTITPVPN----PNQSIGQRRSMSRGDILRIKKLYS--C--- 
AJ_EHE7    : NFQK-QNT---NNLNTPYDYTSIMHYGKAAFST------NGKDTITPIPN----PKQSIGQRRSMSKGDILRIKKLYN--CCKK 
CC_Nephr   : NFKK----RKTNNLGTPYDYNSVMHYSRFAFSK-----NNEPTMIPIPN-----RNVVIGEARKMSPNDILRINRLY---CR-- 
TR_MP      : AFDK-MNT---LNLNTPYDYNSVMQYHRYAFSG------NGKPTMAPIPN----ANIQFGEATQMSRNDITRLNTLYK--C--- 
DM_CG10280 : NFKL-VS-KKKGKYAFDYDYNSVMHYGEFYFSK----RKGEKPTMTPLQ-----PGVRIGQRKTISKIDCLKINELYG--CLQG 
HS_HCH1    : NFIK-SQSS---NMLTPYDYSSVMHYGRLAFSR-----R-GLPTITPLWA----PSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYG--CSPS 
C_4R79.1i  : QFDK-ISAVLQDLQGENYDYKSIMHYDSTAFS------RNGRNTIETVENG---FTQVIGTAMDLSPLDIVKINKLYS--CKTK 
C_C24F3.3  : NFDK-LKTSH-VEYPDIYDFKSIMHYDGYAFGRVDTARRVRLATMTPLKPG-----VTLEDNMKFTATDIEKLNRLG--QCGAR 
C_F45G2.1o : DFDK-LSNLGLSYYGEHYDYSSIMHYEANEGS------RNGKNTIEAKNSH---FTAIMGKASDFSTSDLRRVNRAYK--CSIF 
C_C07D10.4i: QFGK-VDLSKTSYYGQPYDYKSILHYDSLAFS------KNGFPTMLPKV-----KSATIGNARDFSDVDISKINRMYN--CPVE 
C_C34D4.9i : QFGK-VDLAESSYYGQLYDYYSIMHYDSLAFS------KNGFETMVAKQSE---MTAVIGAAIDFSPIDILKMNLMYQ--CSDV 
HV_HMP1    : NFQK-YRT---EYYGQTYDHNSIMHYRNDEFS------ANGKNTIQAKN-----NPGLKLGNNQFSKSDIAAINQMYK--CSGV 
C_T23H4.3  : QFEK-LSSRDATTYSVPYDYNSVMHYDENAFA--------KPGKISMMTKDSK-FQKVIGHPKDASSNDYKKVCAIYH--CSKC 
C_F56A4.1i : NFKI-YRRA-KTLYMGAYDANSIMHYNFQNLP-------WQRR-------------------DHFSTSDIININTFYK--CKNL 
C_K06A4.1i : NFKI-YQRA-KSYYMGGYDANSIMHYNFGSVP-------WQKR-------------------DYFSPSDIRNINTLYK--CNNR 
C_C05D11.6i: QFEK-YNLNVISHLDEPYDYASIMHYGPYAFS------GSGKKTLVPKKS----GSERMGQRVKFSDIDVRKINKLYN--CPGV 
C_F39D8.4i : QFDK-YSLNMIDHLGTKYDYGSVMHYAPTAFS------KNGKPTIEPIE-----KNVEIGQRAGFSENDIYKINMLYN--CPTF 
C_T04G9.2i : QFEK-YGHGTIQSLGTGYDYGSIMHYGTKAFS------RNGQPTMIPKK-----NGATIGQRNGFSKVDKFKINTLYG--CPVE 
FM_Flavast : NFNL-YND---YAGHGEFDFGSVMMYKSTDFAIDP----NLPVMTKLDG------STFGKQRDGLSAGDYAGINHLYG--PVNS 
 
Abbildung 29:  Fortsetzung
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Abbildung 30:  Stammbaum der Astacin-Protein-Familie, erstellt nach der Neighbor-joining Methode. 

Der besseren Übersichtlichkeit wegen wurden bei C. elegans und Drosophila  nur einige Proteine 
exemplarisch berücksichtigt. Bootstrap-Werte (Maß für die statistische Unterstützung, siehe III.12.3) 
sind an den Verzweigungspunkten angegeben, wobei Werte <20 durch einen Stern (*) dargestellt sind. 
A bis D bezeichnen die im Text näher beschriebenen Stammbaum-Gruppen. Zur Erläuterung der 
Domänenstruktur am rechten Bildrand siehe Abbildungen 26 und 27. Die Protein-Bezeichnung ist in 
Tabelle 12 erläutert. PAM = Accepted Point Muations. 
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Abbildung 31:  Stammbaum der Astacin-Protein-Familie erstellt nach der Neighbor-joining Methode. 

Alle C. elegans und Drosophila  Proteine wurden in die Analyse einbezogen. Die  Bootstrap-Werte (Maß 
für die statistische Unterstützung, siehe III.12.3) sind an den Verzweigungspunkten angegeben, wobei 
Werte <20 durch einen Stern (*) dargestellt sind. A bis D bezeichnen die im Text näher beschriebenen 
Stammbaum-Gruppen. Zur Erläuterung der Domänenstruktur am rechten Bildrand siehe Abbildungen 
26 und 27. Die Protein-Bezeichnung ist in Tabelle 12 erläutert. PAM = Accepted Point Muations. 
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Die BMP-1/Tolloid-ähnlichen Proteine bilden eine Stammbaum-Gruppe (Abbildung 30, 
Gruppe C) mit gleicher Domänenstruktur und werden bei 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 als verkürzte BMP-1/Tolloid-
Verwandte angesehen werden können.  
Vor der nächsten großen Stammbaum-Gruppe der Astacine (Gruppe D), die funktionell 
überwiegend als hatching-Enzyme charakterisiert werden können, erscheint HMP-1. Auch 
wenn dieser Ast des Stammbaums nach der statistischen Überprüfung nicht eindeutig 
zugeordnet werden kann, scheint dieses Protein offensichtlich stark von den übrigen 
Cnidaria Astacinen (Gruppe A) abzuweichen. 
Allgemein scheint innerhalb der Gruppe D, aufgrund der zum Teil schlechten statistischen 
Unterstützung 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 Übereinstimmungen. 
Diese scheinen ebenfalls mit dem Verdauungsenzym Astacin des Flusskrebses, zwei 
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 zwei 
Insketenproteinen (M15242, CG15254) zeigen dabei keine carboxyterminalen Anhänge, 
wohingegen die hatching-Enzyme AEA (Astacus), UVS-2 (Seeigel), und HCH-1 (C. 
elegans) sowie die Proteine MTP-1 (Ancylostoma) oder HCH-1 (Mensch) unterschiedliche 
Domänenanordnungen 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/Tolloid homologen Proteine mit BP-10 und SPAN (Gruppe C) unterscheiden 
sich klar von der großen Gruppe (D1 bis D4) der restlichen Astacine. Aufgrund der zum 
Teil geringen Sequenzidentität, verbunden mit einer schlechten statistischen Unterstützung 
der Verzweigungen, ist eine vollständige 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 Domänenstruktur große Übereinstimmungen 
(EGF, CUB, ShKT) zeigt und zu der beispielsweise auch das HCH-1 Protein von C. 
elegans gehört. In Subgruppe D2 finden sich die Mehrzahl der kurzen, kompakten 
Drosophila-Proteine. In Subgruppe D3, sind wie für 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 repräsentiert. Wiederum 
scheint das menschliche HCH-1 Protein dieser Gruppe nahezustehen. HMP-1 bildet in 
diesem Stammbaum zusammen mit einigen weiteren C. elegans Proteinen 
unterschiedlicher Domänenstruktur eine eigene, klar abgegrenzte Subgruppe (D4). Das 
Alveolin, das Drosophila Protein CG11865 und die C. elegans Proteine K09C8.3, C37H5.9 
und K11G12.1 können 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. Dabei kann eindeutig zwischen den 
Cnidaria-Astacinen (Gruppe A), den Meprinen (Gruppe B), den BMP-1/Tolloid-ähnlichen 
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. Darüber 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 
(EHE4,6,7,10,12,13,14; Abbildung 30 D) offenbar um paraloge Proteine handelt, die durch 
zahlreiche Genduplikationen entstanden sind. Die Domänenanordnung scheint innerhalb 
der Gruppen A bis C annähernd 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 große Anzahl von 
Genkopien, bei den BMP-1/Tolloid-ähnlichen Proteinen aber nur jeweils ein (F38E9.2) 
bzw. zwei (Tolloid und Tolkin) Vertreter gefunden werden. Umgekehrt besitzt der Mensch 
offensichtlich mehrere Genkopien für BMP-1/Tolloid-ähnliche Proteine (TLL,TLL2, 
BMP-1), aber nur ein Gen, das für eine kurze, kompakte Protease kodiert (humanes HCH-
1).  



IV. Ergebnisse 99 

 

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 Antikörper 
lokalisiert werden. Darüber hinaus sollten die an der Aktivierung beteiligten 
proteolytischen Enzyme durch Spaltung und massenspektrometrische Analyse 
verschiedener Substrat-Modellpeptide charakterisiert werden. 

4.1. Immunhistochemie 

Um einen Überblick über den Gewebeaufbau des Verdauungstraktes von Astacus astacus 
zu erhalten, wurden vor Beginn der immunhistochemischen Experimente zunächst 
verschiedene histologische Präparate 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 Anhangsdrüsen 
(Abbildung 32). Der Darm setzt sich aus Vorderdarm, Mitteldarm und Enddarm 
zusammen. Der Vorderdarm beginnt mit dem Mund und einem kurzen Ösophagus. 
Posterior schließen sich zwei Kammern an, deren spezielle Vorrichtungen die Nahrung 
zerkleinern und filtern (Cardia=Kaumagen und Pylorus=Filtermagen). Die 
Mitteldarmdrüse (Hepatopankreas) mündet kurz vor dem Mitteldarm in das Atrium, einen 
Übergangsbereich zwischen Mitteldarm und Pylorus. Resorption und Produktion der 
Verdauungssäfte finden ausschließlich im Hepatopankreas statt. In der Mitteldarmdrüse 
laufen dementsprechend zwei Flüssigkeitsströme: der Verdauungssaft Richtung Cardia und 
der Nahrungssaft zu den resorbierenden Zellen. Mitteldarm und Enddarm sind sehr kurz 
und enden mit dem Anus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 32:  Schematische Darstellung des Verdauungstraktes und des Weges der 

Verdauungsflüssigkeiten von Astacus astacus. Durchgezogene Pfeile: Weg der im Magen 

verdauten Nahrungsflüssigkeit (Richtung Hepatopankreas) und der sezernierten 

Verdauungsenzyme (Richtung Pylorus/Cardia). Gestrichelter Pfeil: Weg der festen, 

unverdaulichen Bestandteile (modifiziert nach Vogt et al. 1989). 

Pylorus Cardia 

Oesophagus 

Hepatopankreas 
(Mitteldarmdrüse) 

Darm 
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Der Hepatopankreas liegt entlang des Vorderdarms und ist von einer Bindegewebsschicht 
umgeben. Er besteht aus zwei getrennten Organhälften, die sich wiederum aus je drei 
Lappen zusammensetzen. Das Organ ist nicht kompakt, sondern besteht aus zahlreichen 
dünnen Tubuli, die blind beginnen, sich im Sammelkanal vereinigen und schließlich ins 
Atrium münden Der Raum zwischen den Tubuli, das Interstitium, ist vorwiegend mit 
Hämolymphe gefüllt. 
 
Für 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. 
Für 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. Darüber hinaus wurde ein Anti-Astacin Antikörper verwendet.  
 
   -49             -35                                       -1 1     6 
 MQCAVLLVLLGVVAA SPIIPEAARALYYNDGMFEGDIKLRAGRQPARVG AAILGD 
 
                         ProAst-N  
 
                                      ProAst-C 

Abbildung 33:  Aminosäure Sequenz des Pre-Pro-Peptides und N-terminale Teil-Sequenz von 

Astacin. Die Sequenz des Pre-Pro-Peptides wurde von der cDNA Sequenz von Geier et al. 

(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 Antikörper 

verwendet wurden. 

 
Um zunächst aber einen Überblick über den Gewebeaufbau des Hepatopankreas zu 
erhalten, wurden histologische Schnitte nach Goldener gefärbt. Abbildung a zeigt einen 
longitudinalen Schnitt durch die Tubuli und den zentralen Sammelkanal. Die Tubuli 
bestehen aus einem einschichtigen Epithel. Am distalen Ende sind ausschließlich 
undifferenzierte embryonale (E-) Zellen lokalisiert, medial sind Midget (M-), Blasen (B-) , 
Resorption (R-) und Fibrillen (F-) Zellen vertreten und proximal nur R- und F- Zellen. R-
Zellen (Abbildung 34 e) sind der häufigste Zelltyp des Hepatopankreas. Sie sind von den 
anderen Zelltypen durch ihre Reservestoffeinschlüsse und ihre Polarität zu unterscheiden. 
Am Zellapex sind, typisch für eine Nährstoffe resorbierende Zelle, Mikrovillisaum, glattes 
ER und Mitochondrien assoziiert. Die F-Zellen (Abbildung 34 e) zeigen eine fibrilläre 
Struktur. Sie besitzen einen auffällig großen Zellkern und viele Dictyosomen. Zur 
Lumenseite hin verjüngen sich die Zellen und schließen 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 Antikörper, nach 
Stimulierung der Enzymneusynthese durch Entnahme von Magensaft (vergleiche III.10.1), 
eine Astacin-gekoppelte Fluoreszenz in allen F-Zellen des Tubulus-Epithels. Andere 
Zelltypen wurden nicht markiert. Abbildung 34 d zeigt einen Schnitt durch das Epithel mit 
F-, R-, und B-Zellen. Innerhalb der F-Zellen ist das Fluoreszenzsignal auf Golgi-Vesikel 
beschränkt (Abbildung 34 f, Pfeil). Extrazellulär wurde Astacin in allen Teilen der Tubuli-
Lumina sichtbar (Abbildung 34 c). 
In den immunhistochemischen Versuchen mit dem Anti-Pro-Astacin Antikörper fand man 
nach Stimulierung der Enzymneusynthese die gleichen Fluoreszenzsignale wie mit dem 
Anti-Astacin Antikörper. Nur die F-Zellen zeigten eine Pro-Astacin-gekoppelte 
Fluoreszenz (Abbildung 34 i). Innerhalb der F-Zellen wurde die Immunfluoreszenz 
wiederum in den Golgi-Vesikeln sichtbar (Abbildung 34 g, h, Pfeile). Abbildung 34 g zeigt 
darüber hinaus ein Signal am Mikrovillisaum einer F-Zelle, dem Ort der Enzym-Sekretion 
in das Tubulus-Lumen. Extrazellulär wurde Pro-Astacin interessanterweise auch noch in 
allen Teilen des Tubulus-Lumens und des Sammelkanals gefunden (Abbildung 34 i-k). Die 
ungleichmäßige Färbung der großen, extrazellulären Kompartimente ist auf eine 
Auswaschung der Enzyme während der experimentellen Prozedur (vergleiche III.10.4) 
zurückzuführen.  
In Kontroll-Versuchen wurde als primärer Antikörper Anti-Hämocyanin anstelle von Anti-
Astacin verwendet. Haemocyanin ist ausschließlich in der Haemolymphflüssigkeit 
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 Sammelkanäle nachgewiesen werden 
konnte. Eine Aktivierung des Pro-Enzyms direkt nach der Sekretion aus den F-Zellen kann 
damit ausgeschlossen werden. Der Übergang des Hepatopankreas in den Magen-Darm-
Trakt (Atrium) sowie der gesamte Kaumagen (Cardia) und Filtermagen (Pylorus) entzogen 
sich wegen ihrer Größe einer direkten immunhistochemischen Untersuchung. Für den 
Nachweis des Pro-Enzyms oder des bereits aktiven Enzyms im Magen musste deshalb ein 
anderer Ansatz gewählt werden. Dazu wurde dem Flusskrebs artifiziell der Magensaft 
entnommen und auf einem Immunoblot mit dem Astacin-Antikörper und den Pro-Astacin-
Antikörpern untersucht. 
 
Abbildung 34, nächste Seite: Immunhistochemische Lokalisation von Astacin und Pro Astacin im 
Hepatopankreas von Astacus astacus. (a) Schnitt durch Hepatopankras Tubuli (HT) und 
Sammelkanal (CD); Goldner Färbung, x 34. (b) Querschnitt durch einen Tubulus, Anti-
Haemocyanin Antiserum (Kontrolle). Haemocyanin Fluoreszenz (gelb-grün) in der Haemolymphe 
(HS). HE: Hepatopankras Epithel; TL: Tubulus Lumen; x 87. (c) Tubulus Lumen mit Astacin 
(gelb-grün) erhalten mit Anti-Astacin Antiserum; x 80. (d) Schnitt durch das Hepatopankras 
Epithel mit intrazellulärer Astacin Immunofluoreszenz in F-Zellen (Pfeile). B-Zellen (B) und R-
Zellen (R). N: Zellkern; x 370. (e) Schnitt durch R-Zellen and F-Zellen des Hepatopankras Epithel. 
Goldner Färbung; x 490. (f-h) Vergrößerung von F-Zellen 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-Astacin 
Fluoreszenz im Lumen der Tubuli und im Sammelkanal erhalten mit Anti-ProAst-N (j) und Anti-
ProAst-C (k) Antiserum; x 80. 
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Abbildung 34: Immunhistochemische Lokalisation von Astacin und Pro-Astacin im 
Hepatopankreas von Astacus astacus. Legende siehe vorherige Seite. 
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4.2. Immunoblotting  

Die Immunoblotting-Experimente sollten einerseits die Lokalisation von Astacin und Pro-
Astacin im Magen des Flusskrebses ermöglichen (vergleiche IV 4.1). Zum Anderen sollte 
damit auch die Spezifität der verwendeten Antikörper nachgewiesen werden.  
Zur Gewinnung der Protein-Gesamtextrakte aus Mageninhalt und Mitteldarmdrüse wurden 
mehreren Tieren, die für eine Woche gehungert hatten, der Magensaft entnommen („0h“). 
Von einem Tier wurde gleichzeitig der Hepatopankreas für eine Proteinextraktion 
herauspräpariert. Die vollständige Entnahme des Magensaftes führte 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 präpariert. 
 

 
 

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: wie in (a). 

 
Abbildung 35 zeigt, dass der aus der Cardia entnommene Magensaft mit dem Anti-Astacin 
Antikörper 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 (0h) oder der Magen, durch die Entnahme von 
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Magensaft stimuliert, nach 3 oder 7 Stunden (3h, 7h) mit neusynthetisiertem Enzym gefüllt 
war. Im Gegensatz dazu wurde im Magensaft mit dem Anti-ProAstN Antiserum überhaupt 
kein Pro-Astacin gefunden (b). Gleichzeitig ist erkennbar, dass der Anti-ProAstN 
Antikörper nicht mit dem aktiven Enzym des Magensaftes kreuzreagiert.  
In den Hepatopankreas Homogenaten erkennt der Anti-Astacin Antikörper beide Formen: 
Astacin (22,6 kDa) und Pro-Astacin (28 kDa) (a). Betrachtet man hier die Kinetik der 
Enzym-Neusynthese, so fällt auf, dass auch im Hungerzustand (0h) Pro-Astacin vorhanden 
ist, was auf eine stetige Neusynthese des Enzyms schließen lässt. Drei Stunden nach 
Stimulierung hatte die Menge an Pro-Astacin im Vergleich zu Astacin deutlich 
zugenommen (3h). Dies könnte eine erhöhte Neusynthese-Rate des Zymogens 
widerspiegeln. Nach sieben Stunden wird das ursprüngliche Mengenverhältnis wieder 
erreicht (7h). Teil (b) zeigt wiederum, dass der Anti-Pro-Astacin Antikörper (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-
Antikörper (a, Ast) und nicht durch den Pro-Astacin-Antikörper (b, Ast) erkannt.  
Zusammenfassend zeigen die immunoblotting Experimente, dass im Magen des 
Flusskrebses ausschließlich aktives Verdauungsenzym vorhanden ist. Während im 
Sammelkanal des Hepatopankreas noch Pro-Astacin nachgewiesen werden konnte (vgl. IV 
4.1) ist schließlich in der Cardia kein Pro-Enzym mehr vorhanden. Die Abspaltung des 
Pro-Peptides muss also in den unteren Teilen der Sammelkanäle oder beim Übertritt in den 
Pylorus (im Artrium) erfolgen.  

4.3. Analyse der Aktivierungsstelle (Prozessierung) 

Im Verdauungstrakt von Astacus astacus werden nur zwei Endopeptidasen gefunden, 
welche für die Aktivierung von Pro-Astacin in Frage kommen: Flusskrebs Trypsin und 
Astacin (Pfleiderer et al. 1967; Vogt 2002). Die unterschiedliche Spaltspezifität dieser 
beiden Proteasen (Abbildung 36) und die Aminosäuresequenz der Aktivierungsstelle 
sollten dabei einen Hinweis auf die korrekte Prozessierung von Pro-Astacin im Flusskrebs 
geben.  
 
    Astacin     P4   P3   P2   P1    P1’  P2’  P3’  P4’     
                apolar   basisch    A  klein  apolar 
                                    T    
                                    S 
                                    G 
 
    Trypsin     P4   P3   P2   P1    P1’  P2’  P3’  P4’     
                X    X    X    R     X    X    X    X 
                              K 

Abbildung 36: Spaltungsspezifität von Trypsin und Astacin. Die Substrat-Spezifität von 
Astacin wurde durch Degradation der α und β Kette des Tubulins, sowie durch synthetische 
Substrate bestimmt (Krauhs et al. 1982; Stöcker et al. 1990; Stöcker et al. 1991); die Substat-
Spezifität von Flusskrebs-Trypsin wurde anhand der β Kette des Insulins und synthetischer 
Substrate ermittelt (Zwilling und Neurath 1981).  
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Darüber hinaus können die Analysen am Modell des Flusskrebs-Astacins auch Aussagen 
über einen möglichen gemeinsamen Aktivierungsmechanismus anderer Astacin-
Familienmitglieder machen. Ein Sequenzvergleich verschiedener Astacine im Bereich der 
Aktivierungsstelle zeigt, dass in Position P1 häufig basische Aminosäurereste lokalisiert 
sind (Abbildung 37). Auch findet man eine Häufung oder einen Cluster von Arginin- oder 
Lysin-Resten 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 P1 legt in diesen Fällen eine 
Beteiligung von Trypsin am Aktivierungsmechanismus nahe. Denn nicht nur das Trypsin 
des Flusskrebses zeigt eine Spezifität für basische Reste in Position P1: Dies gilt für alle 
im Tierreich bekannten tryptischen Enzyme. Auf der anderen Seite fehlen in einigen 
Proteinen solche basischen Aminosäuren in Position P1. Dies gilt für die bei Cnidariern 
gefundenen Astacine (HEA-2, PMP-1, HMP-1), für das bei Fischen gefundene Nephrosin 
und für einige C. elegans Astacine. Aber auch im Astacin des Flusskrebses ist der nächste 
basische Aminosäurerest erst in Position P3 vorhanden.  
 

                                                         ↓↓ 
                                                  P1 P1’ 
                   *        20         *        40         *        60         *        80  
AA_AST     : VVAASPIIPEAARALYYNDGMFEGDIKLRAGR------QPARVG--AAILGDEY----LWSGGV-------IPYTF-  
 
HE_HEA2    : LLLLA--SCLSVTCVWVKEMENPGVFEGDMVLDPDEKEGIWKTG--NAFASIKGG---RWPGAK-------IPYVV-  
PC_PMP1    : LLLLG--LCVSVKCVWVDLMENAGMFEGDMELDPDEKEGVLKTG--NAFASIKGG---RWPGAK-------IAYQI-  
HV_HMP1    : AYISAVRVNYGNPDAFEGDIGLDPETRAIING-----QLTENQF---KGVTLDR----IWPGAQ-------IPYVF-  
CC_Nephr   : DMP----VPNLIE-TNQNAGQGMDGP--LITFG-DIAVP-TGFQ--NADPCTAR--RCKWRKSRNGL--VYVPYKI-  
AC_TBL1    : RKQIKLRLHRLRKEIVQGDENESDGRPHSSSSR------GRHRR--ATPADRSK----LWDHGV-------IPYVI-  
BR_TLD     : LLDRIRRLG-FESWPVNSSKDVSSIKTGIRRVNSARNVKSRVPR--AATSRAEK----IWPGGV-------IPYVI-  
HS_BMP1    : IKAAVPGNTSTPSCQSTN-GQPQRGAC-----GR-WRGRSRSRR--AATSRPER----VWPDGV-------IPFVI-  
XL_BMP1    : IVDLTKHTIHTVSGAATNISRPEKGRR-----TRKERRRSREKR--ASTSRPER----VWPDGV-------IPYVI-  
HS_TLL      :LIDRIRRIG-FGLEQNNTVKGKVPLQF------SGQNEKNRVPR--AATSRTER----IWPGGV-------IPYVI-  
DM_TLD     : AALRLPPPFLWTDDAVDVLQHSHSPTL-------NGQPIQRRRR--AVTVRKER----TWDYGV-------IPYEI- 
DM_TOK     : YSPPGFNQSQQAQQQSVPEMDLLKAETSKDEEP----LRHRVAR--AVTAKKER----IWDYGV-------IPYEI-  
XL_XOLLOID : LNSKKVKKGSRLKLLIAEKAATETNSTFQVQTS---ND--RVRR--AATSRTER----IWPGGI-------IPYAI-  
HV_HMP2    : PQGILFGGDILLTPEQKSIIEVGGDISQAGLLK-----TLRQKR--AALSNSSI----LWLPNNK-----VVPWSI- 
PL_BP10    : PKDEEPTPGAFQGDMMLTEDQQRES-KEAIDDE---MTGRKKRK--ATIYE-----SQRWP-YKV------IPYVI-  
SP_SPAN    : PKDEEPSPGAFQGDMMLTDDQLRKV-EEAIDDQ---KAGRKKRK--ATIYE-----SQRWS-YKI------IPYVI-  
XL_UVS2    : SVK----TQDSMD-ILSQILEANKGIKLQTQEG-DIIQK--QGR--SAINDARF----LWPKSADGI--VPVPYNL-  
HS_HCH1    : PEGTQASGDKDIPAINQGLILEETPESSFLIEG-DII-RPSPFR--LLSATSN-----KWPMGGSG--VVEVPFLL-  
AA_AEA     : FLALIILALTYLIVYAPPLSADVEGWGPALLPT----QLANKTR--NAGGSM------AWPKASEG--FVVIPYVV-  
HS_MEPA    : LPEENVHD-ADFGEQ-KDISEINLAAGLDLFQG-DILLQ--KSR--NGLRDP----NTRWTFP--------IPYIL-  
HS_MEPB    : LATPENF--DVDGGMDQDIFDINEGLGLDLFEG-DIRLDRAQIR--NSIIGE----KYRWPHT--------IPYVL-  
AJ_EHE     : LISIQIEDPDDVD-ITTSILQSNNGSSEILMEG-DLIVS--NTR--NAMKCWNN--QCLWRKSSDGL--VEVPYTV-  
OL_HCE     : EGD----EDDFVD-FTTRILTSNNNTDQLLLEG-DLVAP--TNR--NAMKCWYN--SCFWKKASNGF--VVIPYVI-  
OL_LCE     : EID----ESELED-VSSIIFRMNNNSMEELLEG-DLVLP--KTR--NAMKCFGAPDSCRWPKSSNGI--VKVPYVV-  
OL_ALve    : ATNQSAVASALQLANTSAETLPELQNDLSVAEG-DILLS--DDR--NAVNM-------LWAQGV-------IPYTI-  
TR_MP      : FLR----LKMIYQGVNQGSISSLRRPDEPLVID-DIAYSGEGER--NADACTSR--GCMWAKSSDGK--VYVPYVI-  
OO_MP      : -KNSEVDQYLYQGDMVLTEEQADEIVEDIEDQVAG---GNRTKR--QAFKDHKYP-KTLWSQG--------VNYYF-  
ACA_MTP1   : -EKSAIGQLLYQGDIVLTEKQAQQITEDIENDK-----GDREKR--QAFRDRNYP-RTLWSKG--------VYFHF-  
FM_Flavast : YVNEVNGEYFYADDITITAEQFNQLKRMANPDI------STVER--STIVSSFIK---TWPNAT-------VYYTL-  
 
      AstG                                     RAGRQPARVG  AAILGDEY                        
      AstR                                     RAGRQPARVR  AAILGDEY           *                                     *    *     * 
      AstR                                     RAGRQPARVG  AAILGDEY 
 

Abbildung 37: Aktivierungsstelle der Astacin-Protein-Familie (ohne C. elegans und Drosophila 
Astacine) und synthetische Peptide, die diese Spaltstelle umfassen. Die potentielle 
Aktivierungsstelle ist durch einen Pfeil markiert. Experimentell bestimmte N-Termini sind 
unterstrichen. Basische Aminosäuren im Propetid wurden durch Fettdruck hervorgehoben. AstG, 
AstR, AstR*: synthetische Peptide, welche die Aktivierungsstelle überlappen. AstG entspricht 
der Astacin Sequenz, in AstR wurde Glycin –1 durch das bei anderen Astacinen häufig in dieser 
Position vorkommende Arginin ersetzt, AstR* enthält D-(-) Arginin in Position –3, -7 und –10 
und sollte somit durch Trypsin nicht spaltbar sein. 
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                                                         ↓↓ 
                                                  P1 P1’ 
                   *        20         *        40         *        60         *        80  
DM_CG11864 : FLF---------TPTVFSELFKDPELLAGFYQG-DIKAHPIRTR--NGIVNQIY----HWPNRT-------VPYMI-  
DM_CG15253 : LLLLVVVNVAWAAPS--IRIETDPELTAGYIEG--DMVPSGSSR--NIWRNETY----RWPNRI-------IYYHI-  
DM_CG15254 : LVVIFLASSCSAAPTTQNRIETDPELTAGYIEG--DMVPSPEGR--NGLRNETF----RWPNRI-------VYYYI-  
DM_C5255   : PLPAGVYDPEEAGGFVEGDMMLTEEQQRNLEQG------APKAR--NGLINTEK----RWPGNV-------VVYRI-  
DM_CG5715  : ETTGALVEALGVESPLNPEELGTYHEGDILIPLSYRDARFNGTR--NGILALSS----RWPGGV-------VPYEI-  
DM_CG6696  : NMQMLRRHNSPAFNFWTEDSDTNIWEHCGLFEG-DIMLHRELLR--NGLLNERL----TWPEAA-------VPFYI-  
DM_CG6763  : DEELT--ANRVGNFSADADEMNPEELGSYLEGDMLVPQTDLIMK--NGLPTQSS----RWPNGV-------VPYEI-  
DM_CG7631  : FLLGTLCSGIFPAPFNTHYDETDPELTAGYFQG--DMD-VDYAR--NGQLSETR----RWPNAT-------VPYRI-  
DM_CG11865 : IFGLGSSANGRPSIKLQEDDIILISEQLQYFEG------NLEGR--VVKSWSEY----YWKGRT-------LVYSY-  
 
C_4R79.1i  : EDHRVTHHEWQNSGKFQGDIDGVDPNLLKLPEG-------PVLF--NALKNKQL----TWEGGV-------IPYEM-  
C_T04G9.2i : SDAMYS---KDRFEGDIANDNLNASTAELFANGGSGKSEDGKWY--NAIKNRLQ----LWPEGR-------IPYTI-  
C_F09E8.6i : FEGDIMGVPEIEKSDILKRLRDDPLLDEDE----IFRKPFHALS--NLVTYPDK----LWPEGQ-------VPYML-  
C_F58B4.1  : ----------LREKPRDRVKMEGDTLHQVNKAAGLNDILYQGDM--VLTEDRYYP-STTWGSS--------VYYYY-  
 
C_C05D11.6 : TLGIKVKDDPTIGNYSEGDILLESPKK--FVEE-----NNKLGR--NAIKQIYR----RWPNNE-------IPYTL-  
C_C07D10.4 : LEDFEFADKLTREELFGKHIPVEVVNDFKS----DIRLPRRHKR--NGVSRAAK----LWPNAR-------IPYAI-  
C_T23H4.3  : RINIYGAENGKSDIVQLRGPAEQLVYSSPI------RERRPIFR--NALLSNSP---LRWSKMQDLDGNYLIPYVI-  
C_C34D4.9i : LGEDHVPAGSILWKQVYKKGDIRGKAAWKLDPKN----SESLRR--NGVITGTR----KWPNGR-------IPYVI-  
C_F39D8.4i : DSAMYN---PLRFEGDIANSGLNSRSINTFFGDSPLFGIFGVQR--NAVRQTYL----KWEQAR-------IPYTI-  
C_F38E9.2n : IIVNIIFLFIVVEFVLPTFIRSGDVRFRRYYRN-----NGRVSR--AATAKKER----IWPEGI-------IPFVI-  
C_T23F4.4  : SLHAIPRGRRAVRNRNEGDINSLVGVGQYLYQGDIAVVKSRARR--AVIRQKHK----KWKLP--------MPYSF-  
C_K09C8.3  : VFDKDLLLTETQANFMLNELGKGGE-GAIPMPG-----SAKAKR--ASIFFEQNL-IQKWPSTSP------IPYTF-  
C_C17G1.6i : TVNRKLWNEVFENDIILTLPQAESLL---SESN-----SPRSRR--QAHPDP----RNFWP-NLT------ISYEF-  
C_F42A10.8 : ELNQDINEYTFESDIMLNEKQAKHI-ATAIENG-----NYRSKR--QAIVDT----TNFWSVSVP------IFYQF-  
C_T02B11.7 : MFEVNERAGLNEYLFQGDINLNNNQIAKISSEQ--SSKSRRKKR--QIDNLAQ-----FWPGKV-------VYYYF-  
C_K03B8.2  : RKDVDEFDSNKGKDGIVDGDIMLTEAQLRILNG----TAKRSKR--QITKIWKK-----WPDAK-------VFYYY-  
C_T11F9.3i : -------MKITVNFLLVALIGVPSVLSDR--------HITRDKR--QAMRDYAK-----WENNK-------MSLFFY  
C_F46C5.3n : YLGITICLVAFLTVIDCAIPYYRTHSNFGSLGR-------RKVR--QVQRDLTYR----WPNNT-------VPYYV-  
C_F58A6.4i : AISYKQLSMIVNGSTEYRKAIKSRRRGNKINGES----TDRTKR--QAYLDNNYP-ATIWKNG--------VAFMF-  
C_K03B8.1  : HLTLSIVLIYGSDIGKDANEHMSSVPKKIIIEG------TRQKR--QVVTKLFSP---QWSNAK-------VFYCN-  
C_T11F9.5i : --------------------MRVGGSPETKRLE-------RSKR--QALRMDNEP---RWPRGT-------INYFFD  
C_T11F9.6i : ILQECYGKDIVARIGGRNVAEKIGGARHRR---------QVLIR--GSDEERRHK----WFNNT-------VHYYFY  
C_C24F3.3  : FGDMRELQLRRPSETAFSVLTPAQLIRYENS-----KDSDLSIR--GVSIKGSSMN--RWSNNI-------VPYVI-  
C_F45G2.1o : MQQFSFLTETDFRNALLLPTTNTRRVRSLYHDM--RIPFQRFKR--GGGVAVAAEKD-KWPNGR-------VPYIL-  
C_K06A4.1i : SKVSEPEKDDEIAVKIPTKRSVSEPPKDDDIAV---KIPMRKKR--GIAIHPWQWESHLWPNAE-------VPYDI-  
C_F56A4.1i : PKVLEPEKDDEIA--ILTKLPTFEPSKYG--HI---NIPLRKKR--GIALHPLQWASYLWPNAE-------VPYDI-  
C_C26C6.3  : TINKKVSPFLFEGDIFLSRRQAVDILKALSKDK-----TKRLRR--SFVSDK----TATWK-TMP------IKYRF-  
C_HCH1     : LFEGDMVLTDEQMDLIIKNVRDQYWARKSSTNEFLYAI--RGKR--SMTSFLSE----RWSFP--------VPYY--  
C_K11G12.1 : VGDDEIPLPDADTD-DEDDDDSTNS-ASGAAPG-----SSRLKK--SALYFEGNL-IKKWDPSSP------IRYVL-  
C_C37H5.9i : VFDRDVLLTEHQANFLLNELGEAGR-GADVGAGGGG--GGRVPR--SGVFFQESA-VQKWDIWKP------IQYTL-  
C_D1022.m  : -LSFEHLSNIVREQLDH----------------------SRTKR--TAFRNAMYP-KTIWLPN--------VPFEL-  
C_Y95B8A.1 : GANRALTNKLFESDMVLTVKQMKAIVLAAQEAR--NPHGRKKRK--VITGSVY-----RWKSV--------IPFRF-  
C_F20G2.4i : ---MTRVVHIIGAAFLLSSYAYCGLSRFNEHDIE---GGDSYKR--VKREFERL--GSKWLGGT-------INYYY-  
C_K03B8.5  : HLEMVRLIHLIGAIILLFSYAYCGLSRLNEHDIE---ESYSHKR--VKRQFERL--GTKWSYGV-------VNYYY-  
C_T24A11.3 : AFGNSSKIFEIPGLEVMASDKYPHFTTIETVSR---TKVHRHRR--EVIAGQIY----DWNSYE-------IPFQI-  
C_F57C12.1 : ELAVNNADEYFQGDVDLSEQQVKIIEDQFTQGK------REKRK--IGRNPLYK----KWDTRGP------ISFDY-  
C_K04E7.3  : YNNEMAANSKIAAVMFESDMALTVSQMNKVAQN----GFRVKRK--MNLNGTT------WSRN--------IPYRF-  
C_R151.5   : VLNPEEQGKFFQGDIVLYPEQAKALYEQALTEG----KTRVKRK--FIGSN-----LRRWDASRP------IIYAF-  
C_K03B8.3  : SLDNKYSFHNPSAPVPHSSHALSSRQAHFTSFRAPVAPPSRPRR--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 führten zu der 
vorläufigen Hypothese, dass eine tryptische Aktivierung möglicherweise eine Rolle bei der 
Aktivierung von Astacinen spielen könnte. Andererseits müssen in einigen Fällen 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 überprüft werden. Das Peptid AstG repräsentiert dabei 
die natürliche Astacin Sequenz; in AstR wurde Glycin –1 durch das sonst häufig in dieser 
Position vorkommende Arginin ersetzt; AstR* enthält 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-Präparationen auschließen.  
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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 potentie lle Aktivierungsstelle des Astacins überlappen, 
untersucht werden (siehe IV 4.3). Dazu wurden jeweils 0,5 µg Astacin oder Trypsin mit 5 
µg des entsprechenden Substrats (AstG, AstR, AstR*) 2 Stunden bei 30°C inkubiert und 
die entstandenen Spaltprodukte durch MALD-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Auch 
beim Arbeiten mit affinitätsgereinigtem Astacin oder Trypsin stellte sich in den ersten 
Versuchen heraus, dass schwache Kontaminationen mit anderen proteolytischen Enzymen 
in den Massenspektren zu falschen Interpretationen führen können. Deshalb wurde in den 
Trypsin-Ansätzen eine mögliche Verunreinigung mit dem Astacin-spezifischen Inhibitor 
Pro-Leu-Gly-Hydroxamat oder mit dem Metalloprotease Inhibitor 1,10 Phenanthrolin 
unterdrückt. In den Astacin Ansätzen wurden etwaige tryptische Verunreinigung durch den 
Einsatz von Sojabohnen Trypsin Inhibitor (SBTI) oder Phenyl-Methyl-Sulfonyl Fuorid 
(PMSF) inhibiert. Zusätzlich 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 Kontrollansätzen wurden alle Peptide zunächst ohne Enzym-Zugabe inkubiert, um eine 
spontane Hydrolyse der Peptide unter den Reaktionsbedingungen auszuschließen. In den 
Massenspektren konnte ausschließlich die monoisitopische einfach protonierte Masse der 
intakten Peptide (1899,0 Da für AstG und AstR*; 1998,1 Da für AstR) beobachtet werden. 
Abbildung 39 zeigt die Massenspektren der Spaltprodukte von AstG, AstR und AstR* bei 
Inkubation mit Astacin (a-c) oder Trypsin (d-f). Astacin hydrolysierte im Peptid AstG 
(Abbildung 39 a) ausschließlich die Gly-1/Ala+1 Bindung, welche die tatsächliche 
Aktivierungsstelle im Flusskrebs-Astacin repräsentiert. Astacin spaltete auch dann noch 
exklusiv an dieser Position, wenn Gly-1 durch einen Argininrest substituiert wurde (AstR, 
b). Ein basischer Rest kommt natürlicherweise im Verdauungsenzym Astacin in dieser 
Position nicht vor, wohl aber im embryonal exprimierten AEA (Astacus Egg Astacin) und 
vielen anderen Vertretern der Astacin-Protein-Familie. Trypsin hydrolysierte die Peptide 
erwartungsgemäß an allen vorhandenen basischen Aminosäureresten. AstG wurde in drei 
Peptide gespalten, wobei der tatsächliche N-Terminus des reifen Astacin-Moleküls nicht 
entstanden ist (d). Nur bei Einführung eines Argininrestes in Position –1, welcher die bei 
vielen Astacinen vorhandene Sequenz widerspiegelt, wurde die –1/+1 Bindung auch von 
Trypsin gespalten (AstR, e). In dem modifizierten Peptid AstR* produziert Astacin immer 
noch den korrekten Aminoterminus von Astacin (c), während Trypsin das Substrat 
überhaupt 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 würde zusätzliche Abspaltungen durch eine Aminopeptidase erfordern. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Astacin auch in der Lage ist eine Arg-Ala 
Bindung zu hydrolisieren. Damit könnte für die Mehrzahl der Astacine neben einer 
Aktivierung durch Trypsin (oder andere Proteasen mit derselben Spaltspezifität) auch eine 
autokatalytische Aktivierung in Frage kommen.  
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Abbildung 39: Identifizierung der Peptid-Spaltprodukte durch MALDI-TOF Massen- 
     spektrometrie. (a) Enzym: Astacin, Substrat: AstG; (b) Astacin, AstR, (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) ist 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; Stöcker und Zwilling 1995). Mit 
der Aufklärung der Primärstruktur 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 repräsentiert (Zwilling et al., 1981, Krauhs et 
al., 1982, Titani et. al., 1987).  
Neue Mitglieder der „Astacin-Familie“ wurden kurze Zeit später von verschiedenen 
Arbeitsgruppen entdeckt: BMP-1 (bone morphogenetic protein 1), von dem gezeigt 
werden konnte, dass es an der Knochen- und Skelettbildung beim Menschen beteiligt ist 
(Wozney et al., 1988); UVS.2, welches bei der Embryonalentwicklung des Krallenfroschs 
Xenopus laevis stadienspezifisch exprimiert wird (Sato und Sargent, 1990) und die 
Meprine aus Niere und Dünndarm von Mensch und Maus (Dummermuth et al., 1991). Die 
Aufklärung der dreidimensionalen Struktur des Flusskrebsenzyms bestätigte dann 
nochmals die Bedeutung des Flusskrebs-Astacin als einen Prototyp einer neuen Familie 
von Zink-Endopeptidasen (Stöcker et al. 1993).  
In den letzten Jahren hat die intensive Charakterisierung verschiedener morphogenetisch 
aktiver Astacine von Vertebraten, Seeigeln und  Drosophila (für einen Überblick siehe 
Einleitung) und insbesonders die Genom- oder Transkriptom-Analyse vieler Organismen 
die Anzahl annotierter Sequenzen, die Astacin-ähnliche Domänen enthalten, stark 
anwachsen lassen. Mitglieder der Astacin-Protein-Familie werden nunmehr fast ubiquitär 
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 über die molekularen Veränderungen und Evolutionsabläufe der Astacin-
Protein-Familie überhaupt vor. Auch sind weder die aus den Genom-
Sequenzierungsprojekten erhaltenen Sequenzdaten bisher experimentell überprüft worden, 
noch lagen für phylogenetische Vergleiche aus den Basisgruppen des Tierreichs (z.B. 
Cnidaria) genügende Informationen vor. Hinsichtlich einer gemeinsamen, funktionellen 
Charakterisierung der Astacine war darüberhinaus die Frage nach einem möglicherweise 
konservierten Aktivierungsmechanismus der als Pro-Enzyme synthetisierten Proteine nicht 
näher untersucht worden. In dieser Arbeit sollte nun neben einer funktionellen 
Charakterisierung verschiedener Astacine ein umfassender Überblick über die Struktur und 
Evolution der Astacin-Protein-Familie gegeben werden.  
 

1. Astacin-homologe Proteine in C. elegans 

Mit C. elegans wurde im Jahre 1991 erstmals ein Projekt zur vollständigen 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 durchgeführt werden, womit gleichzeitig ein Beitrag zur 
Erforschung des Transkriptoms und Proteoms dieses Organismus geliefert werden sollte. 
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Die Datenbanksuchen nach Astacin-homologen Proteinen in den C. elegans spezifischen 
Datenbanken wormbase und wormpep wurden mit dem BLAST2 Algorithmus (Altschul et 
al. 1990; Altschul und Gish 1996) durchgeführt. Zu Beginn dieser Arbeit ergab eine erste 
BLASTP-Suche in der zu dieser Zeit aktuellen wormpep11 Protein-Datenbank (Juli 1996, 
enthielt 7299 vorhergesagte Proteine) bereits die überraschende Anzahl von 12 Astacin-
homologen Proteinen; in der kurze Zeit später veröffentlichten wormpep12 Datenbank 
(November 1997, 12178 Proteine) konnten bereits 20 Proteine und mit dem Vorliegen der 
gesamten Genom-Sequenz (Dezember 1998, 18891 Proteine) schließlich 37 Astacin-
homolge Proteine gefunden werden. Damit wurden aber nur Proteine erfasst, die durch das 
Programm genefinder überhaupt erkannt werden und die mit dem richtigen Spleißmuster in 
der wormpep Datenbank gespeichert sind. Um tatsächlich alle im Genom vorhandenen 
Astacin-Gene zu identifizieren wurden deshalb auch TBLASTN-Suchen direkt in der in 
alle Leserastern übersetzten genomischen wormbase Datenbank durchgeführt und am Ende 
dieser Arbeit anhand der neuen wormbase 73 Datenbank (released 7th February 2002, 
20,379 predicted protein sequences) nochmals überprüft. Als Vergleichssequenzen wurden 
neben der gesamten Protease-Domäne des Flusskrebsenzyms und der Protease-Domäne 
von BMP-1 auch das zinkbindende Motif und der Met-Turn der Astacine allein verwendet. 
Damit ist sichergestellt, dass auch durch genefinder nicht erkannte Proteine, verkürzte 
Genfragmente oder Proteine mit zunächst falsch vorhergesagten Spleißmustern erkannt 
werden. In der Tat konnten dadurch zusätzlich 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 übersetzt. Durch die ständige Überarbeitung der Computervorhersagen anhand 
der zunehmenden cDNA Sequenzendaten ist das postulierte Protein F38E9.2 allerdings 
inzwischen auch in die wormpep 76 (29 März 2002) aufgenommen worden. Durch einen 
abschließenden Sequenzvergleich (alignment) konnte die Identifizierung von insgesamt 
nun 40 Astacin-homologen Proteinen auf Primärstrukturebene eindeutig anhand der 200 
Aminosäurereste umfassenden Protease-Domäne mit dem stark konservierten, 
zinkbindenden Motiv HExxHxxGFxHExxRxDRD und dem Methionin-haltigen 1,4-β-
Turns mit dem Motiv SxMHY erfolgen (Bode et al. 1992; Gomis-Rüth et al. 1993; Stöcker 
et al. 1993).  
 
Vergleicht man die Astacin-homologen Proteine mit anderen Proteasen von C. elegans, so 
stellt man fest, dass in keinem Fall eine ähnliche Häufung 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) gehören. Die Metzinkine (C lan MA(M), nach der Nomenklatur von Barrett et 
al. 1998) stellen mit 57 Vertretern dabei mehr als ein Drittel aller 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 große Zahl verschiedener Proteasen benötigt. 
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Bis auf eine Ausnahme (HCH-1, Hishida et al. 1996) waren die im Genom gefundenen 
Astacin-homologen Gene bisher nicht näher charakterisiert. Es lagen nur die durch die 
Programme genefinder oder genescan postulierten Proteine und die partielle Transkriptom-
Analyse durch die EST/ORFeome oder microarray Großprojekte 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 
zunächst 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 durchgeführten Reaktionen unter Standard-PCR Bedingungen 
überhaupt 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 nächsten Jahren routinemäßig das 
gesamte Transkriptom (rund 20 000 vorhergesagten Transkripte) durch spezifische Primer 
zu amplifizieren und durch Sequenzierung zu bestätigen, scheint damit nicht weiter 
erfolgversprechend zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 28 Astacin-
homologe Gene durch RT-PCR mit genspezifischen Primern und anschließende 
Sequenzierung der DNA-Fragmente untersucht, wovon inzwischen die vier Gene 
C05D11.6, F42A10.8, T02B11.7 und T04G9.2 zusätzlich als EST/ORFeome Klone (siehe 
oben) bestätigt worden sind. Für die Gene F54B8.m, F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, 
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 tatsächlich nicht 
exprimiert werden oder einer der verwendeten Primer möglicherweise durch eine 
fehlerhafte Voraussage der cDNA Sequenz durch genefinder in einem Intron-Bereich des 
Genes liegt. Es wäre aber auch vorstellbar, dass diese Gene nur unter spezifischen 
Umweltbedingungen (Hitzestress, Infektionen, Dauerlarven, etc.) exprimiert werden und 
die mRNA damit in der verwendeten C. elegans Gesamtkultur nicht repräsentiert ist. Die 
Expression aller anderen untersuchten Gene konnte eindeutig nachgewiesen werden, wobei 
die Sequenzierung der Gene C05D11.6, C07D10.4, C34D4.9, F42A10.8, K04E7.3 zeigte, 
dass diese eine von der genefinder-Vorhersage abweichendes Spleißmuster aufweisen. 
Weitere Hinweise über die Expression der Gene F54B8.m, F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, 
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 über 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 tatsächliche Expression 
dieser Gene. Allerdings ist die hier verwendete microarray und Hybridisierungstechnik mit 
Oligonukleotiden hauptsächlich auf große Analysedaten von koexprimierten Gengruppen 
ausgelegt und soll nicht exp lizit 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 
fälschlicherweise die Expression eines Genes als gegeben angenommen wird. Weiterhin 
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können mit dieser Technik direkt keine neuen Sequenzinformationen gewonnen werden, 
sodass auch keine alternativen Spleißmuster erkannt werden. 
Zusammenfassend kann dennoch festgestellt werden, dass mit Ausnahme von F54B8.m die 
Expression aller Astacin-homolgen Gene auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden 
konnten, wenn auch für die Gene F56A4.1, K03B8.1, K03B8.2, K03B8.3 und Y95B8A.1 
eine endgültige Bestätigung durch Sequenzierung offen bleibt. Im Fall von F54B8.m 
scheint es sich dagegen um ein Pseudogen zu handeln. Dafür spricht auch die Tatsache, 
dass sich nur ein sehr kurzes Genfragment erkennen lässt (vergleiche VII 6.1.17), das sich 
in einem einzigen Leseraster befindet und zudem zwei Basentripletts für Stopkodons 
enthält (vergleiche VII 6.2). Weiterhin werden in diesem Chromosomenbereich keine 
weiteren offenen Leseraster gefunden, deren übersetzte Proteinsequenzen Homologien zu 
der normalerweise 200 Aminosäuren umfassenden Astacin-Domäne aufweisen.  
 
Für die folgenden phylogenetischen und strukturellen Untersuchungen war es nötig, die 
RNA-Transkripte korrekt in Proteinsequenzen zu übersetzen. Dabei 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 tatsächlichen Transkriptions-Start und 
Endpunkte wären nur durch aufwendige 5’ oder 3’ RACE Experimente zugänglich, die im 
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt wurden. Darüber hinaus wurden bei langen 
Transkripten noch keine vollständige Sequenzierung aus den mittleren Bereichen 
durchgeführt. Dies bedeutet, dass bisher nur für die Gene F45G2.1, HCH-1 und R151.5 
vollständige cDNA Sequenzen vom 5`-nichttranslatierten Bereich bis zum 
Polyadenylierungssignal vorliegen. Für 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 durchgeführt (Anhang VII. 6.1). Es zeigte sich, dass 
keine Präferenz in der Zuverlässigkeit der genefinder oder intronerator Vorhersagen 
erkannt werden konnte, da beide Programme etwa gleich häufig mit den experimentellen 
Daten übereinstimmten oder davon abwichen (Tabelle 5). Es wurden die Sequenzen 
ausgewählt, welche in Übereinstimmung mit den experimentellen cDNA Daten waren, 
wobei gegebenenfalls zusätzliche alternative Spleißmuster berücksichtigt wurden. Damit 
konnten viele Spleißstellen experimentell abgesichert werden und es ist davon auszugehen, 
dass diese Sequenzvorhersagen nun den tatsächlichen Spleißmustern weitgehend 
entsprechen und eine korrekte Übersetzung der mRNA Sequenzen in Proteinstrukturen 
erlauben. Die Transkriptions-Start und Endpunkte beruhen allerdings weiterhin allein auf 
den Computermodellen. Die Übersetzung der so ermittelten mRNA-Sequenzen in 
Aminosäure-Sequenzen geschah abschließend mit dem Staden Programm Package (die 
Proteinsequenzen im FASTA-Format finden sich im Anhang VII.6.2). Dabei konnte in 
einem Alignment der Astacin-Domäne mit den korrigierten Proteinsequenzen nochmals 
bestätigt werden, dass die Spleißmuster richtig ermittelt wurden, da die Protease-Domäne 
(Abbildung 29) keine Insertionen oder Deletionen mehr zeigte, wie sie durch falsche 
Spleißvorhersagen entstehen würden.  
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Die Analyse des Expressionsmuster eines Gens kann erste Aussagen auch über dessen 
Funktion machen. An ausgewählten Beispielen sollte daher die Lokalisierung Astacin-
homologer Proteine in vivo durch GFP- (green fluorescent protein) Reporter-Proteine 
erfolgen. Diese Technik ist für 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 Reihe von Vektoren zur Verfügung, die eine einfache 
Klonierung des zu untersuchenden Gens ermöglichen. Dabei 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 (für eine Übersicht siehe 
Hope 1999). Diese Untersuchungen wurden nun exemplarisch an vier Genen mit 
unterschiedlicher Domänenkomposition (vergleiche Abbildung 27) durchgeführt, die 
dementsprecchend auch verschiedene physiologische Funktionen erwarten lassen.  
Für die Gene K04E7.3 und T04G9.2 konnten allerdings in keiner der transgenen Linien ein 
GFP-Fusionsprotein nachgewiesen werden. Beide Vektoren wurden daraufhin nochmals 
durch Sequenzierung überprüft, um sicherzustellen, dass durch die über PCR amplifizierte 
DNA keine Mutationen eingeführt wurden. Ein eventuell auftretendes Stop-Codon würde 
nämlich zu einem Abbruch der Translation führen und es entstünde kein funktionelles 
Fusionsprotein. Das Ausbleiben eines Fluoreszenzsignals kann dann nur damit erklärt 
werden, dass die Tiere nach der Transformation entweder die Vektoren nicht stabil in den 
Zellkern intergriert haben oder dass das Fusionsprotein nur kurzweilig während 
spezifischer Entwicklungszeiten exprimiert wird und ein entsprechend schwaches Signal 
im Fluoreszenzmikroskop nicht detektiert werden konnte. Für eine transiente Expression 
dieser Gene und einer damit einhergehenden entwicklungssteuernden Funktion spricht 
auch das Vorkommen der regulatorischen carboxyterminalen Erweiterungen: Im Falle von 
K04E7.3 sind eine EGF, eine CUB und eine TSP-1 ähnliche Domäne, bei T04G9.2 sind 
drei ShKT ähnliche Domänen zu finden. Die möglichen Funktionen solcher 
carboxyterminalen Domänen bei Astacinen wird bei der Diskussion der 
molekularphylogenetischen Untersuchungen noch ausführlich behandelt werden. Leider 
lagen für beide Gene noch keine Expressionsdaten der microarray Analyse von Jiang et al. 
(2001) vor, die eine transiente Expression hätten bestätigen können. Bezieht man aber die 
funktionellen Analysen der RNA-Interferenz (RNAi) Experimente von Maeda et al. mit ein 
(vergleiche Tabelle 7), so scheinen diese Gene allerdings nicht essentiell für eine normale 
Entwicklung zu sein, da bei deren Ausfall kein auffälliger Phenotyp beobachtet werden 
konnte.  
Das Fusionsprotein C05D11.6:GFP ist ausschließlich in adulten Hermaphroditen in der 
Pharynxregion und weiter posterior im Darmlumen lokalisiert. Offenbar wird das Protein 
in einigen das Pharynxlumen umschließenden Muskelzellen synthetisiert (Zellinien pm 5-
8), exocytotisch in das Lumen entlassen und schließlich 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 Überblick gibt Wood 1988). Da in C. elegans spezialisierte Organe 
für die Sekretion von Verdauungsenzymen fehlen, könnte sich bei diesem Protein also 
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tatsächlich um ein von den Pharynxmuskelzellen sezerniertes Enzyms im Dienste der 
Nahrungsverdauung handeln. Dafür spricht auch die Tatsache, dass das C05D11.6 Protein 
wie das Verdauungsenzym des Flusskrebses keine carboxyterminalen regulatorischen 
Domänen aufweist. Die RNAi Studien von Maeda et al. (2001) zeigen keinen auffälligen 
Phenotyp, wobei diese Technik auf die Analyse von Entwicklungsstadien beschränkt ist 
und im adulten Tier ohnehin keinen Effekt mehr zeigen kann. Auch ist nach 
Untersuchungen von Geier et al. (1999) der Hauptteil proteolytischer Aktivität in C. 
elegans auf Asparatproteasen zurückzuführen, welche damit auch größtenteils die 
Nahrungsverdauung übernehmen sollten. Dies schließt 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 Säugetieren mit 
Pepsin und Trypsin Vertreter verschiedener Protease-Familien gleichzeitig an der 
Nahrungsverdauung beteiligt. Die GFP-Reporter Experimente dieser Arbeit und die 
microarray Analyse von Jiang et al (2001) zeigen in Übereinstimmung aber keine 
Expression des C05D11.6 Proteins in Eiern oder den Larvenstadien. Geht man von der 
Annahme einer Verdauungsfunktion für dieses Protein aus, müssen die Larven dann 
offenbar eine andere Zusammensetzung ihrer Verdauungsenzyme aufweisen. 
Möglicherweise könnten, neben den Aspartatproteasen, eins oder mehrere der Astacin-
homologen Proteine F45G2.1, F56A4.1, K06A4.1 und T23H4.3, die wie das C05D11.6 
Protein keine carboxyterminalen Domänen besitzen, diese Aufgabe übernehmen. 
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 Expression von C07D10.4 extrazellulär auf den Bereich des Procorpus und der 
terminalen Verdickung des Parynx beschränkt. Damit könnte das Protein mit dem in dieser 
Region liegenden Exkretionssystem (Drüsenzellen, H-Zelle, Exkretionsgang) assoziiert 
sein. Andere Drüsenzellen des Pharynxsystems, deren Funktion nicht vollständig geklärt 
ist, haben direkten Kontakt zum Lumen und können Golgi-Vesikel exocytotisch entlassen 
(Wood 1988). Allerdings kann hier nur spekuliert werden, ob diese Protease damit etwa 
eine Rolle bei der mikrobiellen Abwehr spielen könnte. Das Vorkommen einer ShK-Toxin 
Domäne in diesem Protein würde diese Hypothese jedenfalls unterstützen. 
Überraschenderweise findet sich aber auch eine Expression dieses Genes in 
Entwicklungsstadien kurz vor dem Schlüpfvorgang der Embryonen aus der Eihülle. Eine 
starke Expression ist dabei im Bereich des Pharynx (Exkretionssystem) und extrazellulär 
direkt an der Eihülle 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 Schlüpfvorgang (hatching) der Embryonen spielt.  
 
C. elegans bot durch einige im Jahre 2001 veröffentlichte Großprojekte zur 
Charakterisierung des gesamten Transkriptoms (Kim et al. 2001; Jiang et al. 2001; Maeda 
et al. 2001) darüber hinaus die Möglichkeit, funktionelle Aussagen auch über die weiteren, 
hier nicht näher charakterisierten Astacin-homologen Gene machen zu können. Die 
Analyse der Expressionskarte (SK-map) von Kim et al. (2001) hinsichtlich der Astacin-
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homologen Gene ergab aber keine signifikante Koexpression mit anderen Genen bei 
verschiedenen Wachtumsbedingungen, Entwicklungsstadien oder Stoffwechselvorgängen.  
Das microarray Projekt von Jiang et al. (2001) zeigte dagegen, dass 20 Astacin-homologe 
Proteine eine veränderte 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 al. (2001) auf. 
Jiang und Mitarbeiter geben anhand der statistischen Auswertung der durchgeführten 
Hybridisierungsexperimente immerhin eine Fehlerquote von ungefähr 5% an. So 
postulieren Jiang et al. beispielsweise für 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 ausschließlich in Eiern kurz vor dem 
Schlüpfvorgang und in L1 Larven exprimiert wird. Gleiches gilt für die in vorliegender 
Arbeit untersuchten Gene C05D11.6 und C07D10.4. Für C05D11.6 wird von Jiang et al. 
eine geringere Expression nur für Eier und L2- bis L4-Larven, nicht aber für L1-Larven 
angegeben; C07D10.4 sollte nach Jiang et al. 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 tatsächlich stadienspezifisch exprimiert werden. Vielversprechender wird 
auch in Zukunft sicher das RNAi Projekt von Maeda et al. (2001) sein, welches durch das 
spezifische Ausschalten einzelner Gene durch doppelsträngige RNA (Fire et al. 1998) 
weitere funktionelle Aussagen ermöglicht. Sieben der zehn bereits untersuchten Astacin-
homologen Gene zeigen aber keinen auffälligen Phenotyp (unter anderem K04E7.3 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 müssen zumindest eine entscheidende 
Rolle in der frühen Embryonalentwicklung spielen, da 6% bzw. 100% der Embryonen 
nach der RNAi-Behandlung absterben.  
 
Zusätzlich zur Transkriptomanalyse sollte für die Astacin-homologen Gene eine Analyse 
auf Proteinebene durchgeführt werden. Als Schlüsseltechnologie der Proteomanalyse gilt 
dabei die  zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese. Die bisher erstellten 2D-
Proteinkarten von C. elegans mit über 400 identifizierten Proteinen (Bini et al. 1997; Kaji 
et al. 2000; Schrimpf et al. 2001) führten bisher zu keinem Nachweis eines Astacin-
homologen Proteins. Für 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 
Antikörper auf einem zweidimensionalen Immunoblot gewählt. Die Antiseren wurden 
durch Immunisierung von Kaninchen mit zwei synthetischen Peptiden 
(CePepZinc_C07D10.6 und CePepZinc_K04E7.3) gewonnen, deren Sequenz die 
konservierte Zinkbindungsregion der Protease-Domäne umfasst, welche im aktiven 
Zentrum des Moleküls lokalisiert ist. Die Immunodetektion mit dem 
CePepZinc_C07D10.6 Antiserum und dem CePepZinc_K04E7.3 Antiserum ergab jeweils 
ungefähr 30 deutliche Signale (Abbildung 9), wovon drei von beiden Antikörpern erkannt 
wurden. Für diese Ergebnisse gab es zunächst keine schlüssige Erklärung. Durch die 
Transkriptomanalyse war aber die Expression von 37 weiteren Astacin-homologen 
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Proteinen nachgewiesen worden, die ebenfalls das hochkonservierte Zinkbindungsmotiv 
(HExxHxxGFxHExxRxDRD) enthalten und deshalb im Falle einer ausreichenden 
Expression und Translation, mit den verwendeten Antikörpern kreuzreagieren können. Die 
abschließenden Sequenzierungen der reagierenden „Spots“ durch Edman-Abbau oder die 
Identifizierung mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie ergaben aber in keinem 
Fall die Detektion eines Astacin-homologen Proteins. Vielmehr wurden eine Reihe sehr 
unterschiedlicher Proteine wie Dehydrogenasen, ATP-Synthasen, Kinasen, Isomerasen 
oder heat shock Proteine erkannt (Tabelle 9). Die Frage, welche Epitope die verwendeten 
Antiseren nun tatsächlich erkennen, muss dementsprechend offen bleiben. Alle Sequenz- 
und massenspektrometrischen Daten werden in Kürze in Zusammenarbeit mit Dr. Luca 
Bini, (Department of Molecular Biology, University of Siena) in der C. elegans 
Referenzkarte der SIENA-2DPAGE Datenbank (Bini et al. 1997, http://www.bio-
mol.unisi.it/2d/2d.html) bereitgestellt, sodass unabhängig von der Identifizierung Astacin-
homologer Proteine ein Beitrag zur Aufklärung der Proteomorganistation von C. elegans 
geleistet werden konnte. Die Mehrzahl der hier charakterisierten Proteine sind zwar bereits 
in den 2D-Karten von Kaji et al. (2000) und Schrimpf et al. 2001 repräsentiert (Tabelle 9). 
Da diese unterschiedlichen 2D-Karten aufgrund der gewählten Versuchsbedingungen aber 
untereinander kaum vergleichbar sind, ist es dennoch nützlich und sinnvoll, diese in die 
ursprüngliche Referenzkarte von Bini et al. (1997) aufzunehmen. Zukünftige Arbeiten 
sollen diese Karte weiter vervollständigen.  
Als weiterer Ansatz sollte versucht werden, die Astacin-homologen Proteine durch 
Affinitätschromatographie mit dem Astacin-spezifischen Inhibitor Pro-Leu-Gly-
Hydroxamat aufzureinigen (Moore und Spilburg 1986) und anschließend durch 
massenspektrometrische Analyse des gereinigten Proteinextrakts zu identifizieren. Als 
spezifischer Enzymtest wurde das dansylierte Substrat DnsPKFAPWV (Spaltung der 
Arg/Ala-Bindung mit einem Kcat/Km = 1 x 105 für Astacin) verwendet (Stöcker et al. 1990; 
Stöcker und Zwilling 1995; Wagner et al. 2002). Im ersten Elutionsmaximum der 
Affinitätschromatographie war eine deutliche Zunahme einer Astacin-ähnlichen 
proteolytischen Aktivität zu beobachten. Die Aufreinigung Astacin-ähnlicher Proteasen 
schien also zunächst gelungen zu sein. Die Analyse dieser Fraktion auf einem 2D-Gel und 
der anschließenden massenspektrometrischen Identifizierung der stärksten Proteinspots 
zeigte dann aber lediglich zwei proteasomale Metalloproteasen, sowie eine Hydratase, 
Dehydrogenase und Isomerase (Tabelle 11). Die anhand der Spaltung des 
Heptapeptidsubstrats DnsPKFAPWV gefundene proteolytische Aktivität kann demnach 
nur durch die proteosomalen Metalloproteasen oder hier nicht identifizierte Proteasen 
erklärt werden. Eine weitere Untersuchung erschien allerdings nicht mehr sinnvoll, da es 
sich zeigte, dass die affinitätchromatographische Aufreinigung nicht geeignet war, 
Astacin-homologe Proteine mit einem einfachen Verfahren anzureichern. Mit einem 
vergleichbaren Ansatz ist es Geier et al. (1999) dagegen über eine Pepstatin-
Affinitätschromatographie in einem Schritt gelungen fünf der insgesamt 12 
Aspartatproteasen von C. elegans aufzureinigen. Für die Astacine scheint das Problem in 
der Wahl eines geeigneten Inhibitors zu liegen. Pro-Leu-Gly-Hydroxamat wurde 
ausgewählt, weil er der einzige verfügbare, reversible und weitgehend spezifische Inhibitor 
mit einer hohen Bindungsaffinität für Astacine und einige Metzinkine (Adamlysinse und 
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MMP) ist (Moore and Spilburg 1986; Wolz et al. 1990; Stöcker und Zwilling 1995). 
Allerdings haben vorangegangene Untersuchungen auch gezeigt, dass die Ki Werte 
innerhalb der Astacin-Familie große Unterschiede aufweisen. Die α Untereinheit des 
Meprins [EC 3.4.24.18] wird beispielsweise mit einem Ki von 0.45 µM inhibiert, während 
die homologe β-Untereinheit einen 100-fach höheren Wert zeigt (Köhler et al. 2000; 
persönliche Mitteilung Prof. W. Stöcker, Universität Münster). Der entsprechende Wert für 
Astacin [EC 3.4.24.21] liegt bei 16 µM. Dies bedeutet aber auch, dass Pro-Leu-Gly-
Hydroxamat schon für eine Aufreinigung oder Inhibierung von Meprin β  ungeignet ist. 
Möglicherweise liegen die Ki Werte der Astacin-homologen Proteine von C .elegans in 
eben diesem Bereich (Ki > 30), sodass eine Aufreinigung mit Pro-Leu-Gly-Hydroxamat 
nicht möglich ist. 
 

2. Astacin-homologe Proteine in Hydractinia echinata 

Aus den Basisgruppen des Tierreichs (Porifera, Ctenophora, Cnidaria) lagen mit 
Ausnahme von Hydra vulgaris (Kumpfmuller et al. 1999; Yan et al. 2000a; Yan et al. 
2000b; Yan et al. 1995) nur wenige Daten über Astacin-homologe Proteine vor. Da 
Astacine aber schon auf der Ebene der Eubakterien gefunden werden (Tarentino et al. 
1995), ist es für die Analyse der molekularen Evolution der Protein-Familie unerlässlich, 
hier weitere vergleichende Informationen zu erhalten. Besonders interessant ist in diesem 
Zusammenhang etwa die Frage, ob schon früh 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 Astacin-homologe Gene bei 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 vollständige Sequenzierung der HEA-1 cDNA-Sequenz und der daraus abgeleiteten 
Aminosäuresequenz zeigte zunächst, dass die normalerweise 200 Aminosäurereste lange 
Astacin-Domäne unmittelbar nach dem Zink-Bindungsmotiv um ca. 50 Aminosäurereste 
verkürzt ist (Abbildung 22 und 24). Das Protein endet mit einem Cysteinrest, der im 
Flusskrebs Astacin am carboxyterminalen Ende bei Position +198 liegt und Bestandteil der 
zweiten Disulfidbrücke 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 Moleküls enthält (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-
Ions im aktiven Zentrum erscheint unmöglich. Dadurch muss dieses Protein auch seine 
proteolytische Aktivität verloren haben. Da die Expression von HEA-1 auf mRNA-Ebene 
aber eindeutig nachgewiesen werden konnte und es damit höchstwahrscheinlich auch zu 
einer Translation kommt, könnte dieses Protein andere physiologische Aufgaben 
übernommen haben. Das klassische Beispiel hierfür ist das Haptoglobin des Menschen, 
welches zur Familie der Serinproteasen gehört (Maeda et al. 1986). Ein weiteres gut 
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untersuchtes Beispiel, in dem Enzyme ihre katalytischen Fähigkeiten verloren haben, 
trotzdem aber weitere physiologisch wichtige Aufgaben übernehmen, sind die Pseudo-
Hämocyanine der Insekten (Burmester 1999; Burmester 2001; Burmester et al. 1998).  
Das HEA-2 Protein (Abbildung 23) zeigt demgegenüber eine vollständig vorhandene 
Astacin-Domäne und außerhalb dieser eine zusätzliche carboxyterminale Toxin-Domäne 
(ShKT).  
 
Die in situ Hybridisierung ergibt für die mRNA von HEA-1 und HEA-2 zunächst ein sehr 
ähnliches Expressionsmuster (Abbildung 25). Beide mRNA Transkripte sind weder in 
Gonozoiden, während der Embryonalentwicklung, noch in Planula Larven exprimiert. Erst 
12 Stunden nach Metamorphose-Auslösung werden in Primärpolypen die ersten 
Transkripte gefunden, welche bei 24 –30 Stunden alten Primärpolypen ausschließlich in 
endodermalen, sich differenzierenden Drüsen-Zellen gefunden werden. Die 
Expressionsstärke nimmt innerhalb der Körpersäule vom Hypostom zur Fußregion deutlich 
ab. Die Expression von HEA-1 ist hier aber im Gegensatz zu HEA-2 auf wenige 
endodermale Zellen der Körperachse beschränkt. In adulten Polypen wird für 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. Während 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 ständigen 
Neubildung von Hypostom- oder Tentakel-Zellen an. So könnten hier diese Proteasen, 
durch Degradation der extrazellulären Matrix, im Rahmen der Wegfindung von Zellen aus 
der Tentakelbasis in die apikalen Bereiche beteiligt sein. Vorläufige, hier nicht gezeigte 
Experimente mit doppelsträngiger RNA (RNAi) unterstützen 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 näher charakterisierten Astacin-homologen Proteinen von Hydra vulgaris oder 
Podocoryne carnea fallen ähnliche Expressionsmuster und entwicklungssteuernde 
Mechanismen auf. Die Hydra Metalloprotease 1 (HMP-1) wurde in der extrazellulären 
Matrix an der Basis der Tentakeln gefunden und scheint eine Rolle bei der Kopf-
Regeneration und Differenzierung/Transdifferenzierung von Batteriezellen der Tentakeln 
zu spielen (Yan et al. 1995; Yan et al. 2000). HMP-2 zeigt auch in 
Regenerationsexperimenten das gleiche Expressionsmuster wie HEA-2 in Hydractinia, 
wobei allerdings noch keine weitergehende funktionelle Charakterisierung erfolgte (Yan et 
al. 2000). FARM-1 (Hydra foot activator reponsive metalloprotease 1) scheint dagegen 
eine andere Aufgabe bei der Fußdifferenzierung übernommen zu haben (Kumpfmuller et 
al. 1999). Die Metalloproteinase 1 von Podocoryne carnea (PMP-1), die von allen 
Cnidaria-Astacinen die höchste Sequenz-Homologie zu HEA-2 besitzt (vergleiche 
Abschnitt V 3. dieser Diskussion), zeigt in Polypen dieses Tieres dagegen eine völlig 
andere Funktion. Man findet das Protein ausschließlich im Manubrium, wobei 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 transiente Expression bei der Etablierung der 
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Körpergrundgestalt. Damit scheint dieses Protein eine Doppelfunktion als 
Verdauungsenzym im Polypen und eines Morphogens bei der Medusenentwicklung 
übernommen zu haben (Pan et al. 1998). Sowohl bei Hydractinia als auch bei Hydra gibt 
es keine Hinweise auf eine Funktion der Astacine bei der Nahrungsverdauung. Die Frage, 
ob diese Verdauungsfunktion ein ursprüngliches Merkmal darstellt, das auch bei Crustacea 
(Flusskrebs-Astacin) noch gefunden wird oder ob sich diese Funktion mindestens zweimal 
im Tierreich unabhängig voneinander bei einigen Spezies entwickelt hat, muss aber 
zunächst noch offen bleiben.  
 

3. Molekularphylogenetische und strukturelle 
Untersuchungen der Astacin-Protein-Familie 

Ausgangspunkt jeder molekular-phylogenetischen Untersuchung ist die Identifizierung 
aller in den Datenbanken verfügbaren Sequenzen, die für eine entsprechende Protein-
Familie kodieren. Einen sehr guten, wenn auch nicht vollständigen Überblick für 
proteolytische Enzyme bietet inzwischen die MEROPS-Datenbank (Barrett et al. 2001). 
Alle Datenbanksuchen nach Astacin-homologen Proteinen mussten dennoch mit dem 
BLAST2 Algorithmus (Altschul et al. 1990; Altschul und Gish 1996) und dem FASTA3 
Algorithmus (Pearson 2000) ergänzt werden. Als Vergleichssequenzen wurden, wie schon 
für C. elegans beschrieben, neben der gesamten Protease-Domäne des Flusskrebsenzyms 
und der Protease-Domäne von BMP-1 auch das zinkbindende Motif und der Met-Turn, 
jeweils allein, verwendet. Insgesamt werden heute 106 verschiedene Astacin-homologe 
Proteine in den Datenbanken gefunden (Tabelle 12). Darüber hinaus befinden sich weitere 
77 kurze, unvollständige 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. Für eine strukturelle und molekularphylogenetische Analyse konnten natürlich 
nur vollständige Protein-Sequenzen benutzt werden. Die 77 Sequenzfragmente wurden 
deshalb nicht in die Untersuchungen einbezogen.  
 
Die Analyse der Domänenstruktur (Abbildung 26-28) zeigte zunächst für nahezu alle 
Proteine eine Pre-Pro-Struktur aminoterminal von der Proteasedomäne. Die bei FARM-1 
(Hydra), CAM-1 (Coturnix) und CG6974 (Drosophila) fehlende Pre-Pro-Struktur ist 
vermutlich auf unvollständige cDNA-Klone (FARM-1, CAM-1) oder eine falsche 
Spleißvorhersage der genomischen DNA (CG6974) zurückzuführen. Das Pre- oder 
Signalpeptid deutet dabei auf die Tatsache hin, dass es sich um sekretierte Proteine 
handelt; die Pro-Sequenz spielt eine Rolle bei der Aktivierung dieser Proteasen und wird 
im nächsten Abschnitt (V.4.) ausführlich diskutiert werden.  
Carboxyterminal der Protease-Domäne treten bei den Astacinen nun in unterschiedlichen 
Kompositionen eine Vielzahl weiterer Proteindomänen auf. So finden sich CUB-Domänen 
(complement subcomponents Cqr/C1s, embryonic sea urchin protein Uegf, BMP-1, 
SMART accession number: SM0042) bei allen BMP-1 / Tolloid-ähnlichen 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 bei einer Reihe von 
C. elegans Astacinen. CUB-Domänen können Calcium binden, spielen vermutlich eine 
entscheidende Rolle bei der Substratbindung der Protease und können durch CUB-CUB 
oder CUB-Substrat Interaktionen diese beeinflussen. Sieron et al. konnten solche 
Wechselwirkungen am Beispiel des menschlichen BMP-1 zeigen (Sieron et al. 2000). 
Bekannt wurde die CUB-Domäne als Bestandteil der Serinproteasen C1r/C1s, die in der 
klassischen Immunantwort des Komplementsystems aktiv sind (Bork und Beckmann 
1993). EGF-ähnliche (epidermal growth factor, PFAM accession number: PF00008) 
Domänen treten mit Ausnahme der Meprine und eines C. elegans Proteins (K03B8.3) bei 
den Astacinen immer in Kombination mit CUB-Domänen auf, wobei nicht alle Astacine, 
die CUB-Domänen besitzen auch EGF-Domänen aufweisen (AEA, UVS-1, CAM-1). 
EGF-ähnliche Domänen werden darüber hinaus häufig bei anderen sezernierten Proteasen 
gefunden, wie z.B. den Koagulationsfaktoren IX und X der Blutgerinnungskaskade, oder 
den Plasminogenaktivatoren in Geweben von Säugern. Sie beinhalten Threonin-reiche 
Abschnitte, die Anknüpfungspunkte der O-Glykosylierung bei der posttranslationalen 
Modifikation während der Proteinreifung darstellen. EGF-ähnliche Domänen können aber 
auch andere regulatorische Aufgaben übernehmen (Bond und Beynon 1995). Die Meprine 
sowie HMP-2 von Hydra besitzen als einzige Vertreter der Astacin-Familie eine MAM-
Domäne (meprin subunits, A-5 protein, and receptor protein tyrosin phosphatse C µµ, 

SMART accession number: SM0137), welche häufig bei membranständigen Enzymen 
vorkommt und als Adhäsionsdomäne dient (Marchand et al. 1996). Unterstützt wird diese 
Annahme durch vergleichbare Eigenschaften intestinaler Enteropeptidasen (E.C.3.4.21.9) 
bei Vertebraten, die nach Bindung des Vorläufers Trypsinogen, an denen die MAM und 
CUB Domänen beteiligt sind, diesen zu reifem Trypsin proteolytisch spalten und dadurch 
aktivieren (Barrett et al. 1998). SpAN und BP10 aus Seeigeln, das Drosophila Protein 
CG6763, sowie einige C. elegans Proteine enthalten eine Ser/Thr-reiche Region, die auch 
als LC- (low compexity) Domäne bezeichnet wird. Diese Bereiche können bei der 
posttranslationalen Modifikation der Proteine Stellen der O-Glykosilierung sein. Die 
sogenannte ShKT-Domäne (SMART accession number: SM0254) wird ausschließlich 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 als eine 50 Amnisäurereste große Domäne in Metridin, einem Toxin der 
Seeanemonen beschrieben. Dieses Toxin kann spannungsgesteuerte Kaliumkanäle 
blockieren und so als Nervengift wirken (Schweitz et al. 1995). Bei Nematoden ist dieselbe 
Domäne auch als SXC (six cysteine) benannt worden, die sich im Genom von C. elegans in 
184 Kopien findet (Gems et al. 1995; Blaxter 1998). Diese Module finden sich entweder 
einzeln, in Clustern von einer bis zu vier Wiederholungen oder als carboxyterminale 
Domänen in Thyrosinasen, Myeloperoxidasen, Phosphatidylethanolamin-Bindeproteinen, 
Ionenkanälen und Astacinen wieder. Es wird angenommen, dass die SXC-Domäne hier in 
Protein-Protein Interaktionen, möglicherweise spezifisch mit der Nematoden Cuticula in 
der extrazellulären Matrix, beteiligt ist (Blaxter 1998). TSP-1-ähnliche (Thrombospondin 
type 1, SMART accession number: SM0209) Domänen werden innerhalb der Astacine 
exklusiv bei 6 C. elegans Proteinen (vergleiche auch Abbildung 31, Stammbaum-Gruppe 
D1) gefunden. Das Thromspondin 1 der Säugetiere 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 Domänen innerhalb des Thromspondin-
Proteins konnte gezeigt werden, dass diese den TGF-beta Signal-Transduktionsweg 
aktivieren können und dadurch auch an der Proliferation, Migration und Differenzierung 
von Zellen direkt beteiligt sind (Crawford et al. 1998; Lawler et al. 1998). Bei dem 
bakteriellen Flavastacin wird im carboxyterminalen Bereich weiterhin eine Ricin-Domäne 
(SMART accession number: SM0458) gefunden. Ricin ist ein toxisches pflanzliches 
Lektin, welches erstmals bei Ricinus communis beschrieben wurde. Einige weitere bei den 
Astacinen gefundene Domänen sind bisher ausschließlich aufgrund von offensichtlichen 
Sequenzhomologien beschrieben, aber in keinem Fall näher untersucht worden. Dazu 
gehören die EB-Domäne (PFAM accession number: PF01683), welche durch 8 
konservierte Cysteinreste charakterisiert ist und ausschließlich in verschiedenen C. elegans 
Proteinen gefunden wird (Astacine: C26C6.3), die MATH-Domäne (SMART accession 
number: SM0061) der Meprine und die TT-Domäne (PFAM accession number: PF02957), 
welche Homologien zu einem humanpathogenen TT-Virus aufweist. Für die Meprine hat 
man aus praktischen Gesichtspunkten weitere Domänen benannt (Intervening, I-Domäne, 
Transmembran-Domäne), ohne dass hier bisher Homologien zu anderen Proteinen bekannt 
wären (Kumar und Bond 2001).  
 
Analysiert man die in den Abbildungen 26 bis 28 dargestellten Domänenstrukturen aller 
Mitglieder der Astacin-Protein-Familie auch hinsichtlich der physiologischen Funktionen, 
die diese Proteine übernommen haben (für eine Literaturübersicht siehe Auflistung in der 
Einleitung), können bereits einige Gemeinsamkeiten erkannt werden. Um aber gleichzeitig 
weitere Aussagen über die Proteinevolution der Astacin-Familie machen zu können, wurde 
die molekularphylogenetische Analyse (Neighbor-Joining-Stammbaum, Abbildungen 30 
und 31) mit in die Diskussion einbezogen.  
Zunächst konnte festgestellt werden, dass die Astacine in mehrere phylogenetische 
Gruppen unterteilt werden können. 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 großen Gruppe D der restlichen Astacine 
(Abbildung 30). Unter Einbeziehung aller C. elegans und Drosophila Proteine, konnte die 
Gruppe D nochmals in die vier Subgruppen D1 bis D4 eingeteilt werden (Abbildung 31). 
Aufgrund der geringen Sequenzidentität, verbunden mit einer schlechten statistischen 
Unterstützung der Verzweigungen (Bootstrap-Werte <20), ist eine vollständige 
phylogenetische Interpretation innerhalb der Gruppe D zum Teil jedoch schwer 
durchführbar. 
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 
nächste Verwandte des bakteriellen Flavastacins. HMP-1 besitzt zwar die gleiche 
Domänenstruktur wie die anderen Cnidaria-Astacine, zeigt aber innerhalb der Protease-
Domäne eine größere Homologie zu den Astacinen der Gruppe D. Als nächste Verwandte 
erscheinen hier die C. elegans Proteine der Subgruppe D4. Überraschend ist auch, dass 
HMP-2 aufgrund der Sequenzhomologie der Protease-Domäne der Gruppe A zugeordnet 
wird, aber als einziges Astacin dieser Gruppe darüber hinaus auch eine Meprin-spezifische 
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MAM-Domäne aufweist. Strukturell und funktionell ist allen Cnidaria-Astacinen (HEA-2, 
HMP-1, HMP–2, PMP-1, FARM-1), unabhängig von ihrer Stellung im Stammbaum, das 
Auftreten einer ShKT-Domäne 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-ähnlichen 
Proteinen der Gruppe C stehen. Interessanterweise werden die Meprine aber nur bei 
Säugetieren gefunden. Die Meprine besitzen innerhalb der Astacine eine einzigartige 
Domänenstrukur mit einer MAM-, MATH-, intervening-, Transmembran- und 
cytoplasmatischen Domäne. Sie sind die einzigen membranständigen Enzyme und nur in 
dimerisiertem Zustand aktiv. Die Domänenstruktur der Meprine ist funktionell also durch 
diesen Zusammenhang begründet.  
Alle Proteine der Stammbaum-Gruppe C lassen sich von der Multi-Domänenstruktur des 
BMP-1 (Mensch) bzw. Tolloids (Drosophila) ableiten, die carboxyterminal mehrere EGF- 
und CUB-Domänen besitzen. Dazu gehören Tolkin, TLL (Mensch, Maus), TLL-2 
(Mensch, Maus), Tolloid (Zebrafisch), Colloid (Huhn) und die um zwei CUB-Domänen 
verkürzten Proteine BMP-H (Seeigel) und BMP-1 (Xenopus, Huhn), sowie BP10 (Seeigel) 
und SPAN (Seeigel). Diese Proteasen sind alle als Morphogene beschrieben worden und 
spielen spezifische Rollen in der Embryonalentwicklung des jeweiligen Tieres. So konnte 
beispielsweise für Tolloid eine Beteiligung an der Etablierung der dorso-ventralen 
Körperachse gezeigt werden, in dem der Transkriptionsfaktor short gastrulation (SOG), 
einem Antagonisten des TGFß-ähnlichen decapentaplegic (DPP), proteolytisch gespalten 
wird. Eine ähnliche Aktivität konnte für BMP-1 gezeigt werden, wobei in Vertebraten 
(Xenopus, Zebrafisch, Maus) das SOG-homologe Chordin gespalten wird und das TGFß-
ähnliche BMP-4 freisetzt (für einen Überblick 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 Domänenstruktur als auch der 
Sequenzhomologie innerhalb der Protease-Domäne (74% Sequenz-Identität 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, Domänenstruktur und 
der Sequenzhomologie der Proteasedomäne hohe Übereinstimmungen auf, so erweist sich 
die Gruppe D als recht heterogen. Dennoch fallen zunächst 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-Domäne 
bestehen und hier sehr hohe Sequenzhomologien aufweisen. Die sechs Anguilla-Astacine 
müssen dabei aufgrund der hohen Sequenzidentität (>90%) innerhalb dieser Spezies durch 
Duplikation eines ursprünglichen Gens entstanden sein. Gleiches gilt für die drei 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 enthält danach die eben 
genannten hatching-Enzyme der Fische und zusätzlich das Verdauungsenzym Astacin von 
Astacus sowie die hatching-Enzyme AEA von Astacus und UVS-2 von Xenopus. Außer 
AEA und UVS-2 bestehen diese Proteine alle nur aus der Protease-Domäne. Für die 
Ausübung ihrer physiologischen Funktion werden offenbar auch keine regulatorischen 
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Elemente benötigt, da sie an der einfachen Degradation der Eihülle oder von 
Nahrungsbestandteilen beteiligt sind. Die zusätzlichen CUB-Domänen von AEA und 
UVS-2 weisen möglicherweise auf eine unterstützende Funktion bei der Substratbindung 
hin. Besonders interessant ist hier noch, dass innerhalb der Subgruppe D3 auch das neu 
identifizierte humane HCH-1 Protein gefunden wird, welches carboxyterminal der 
Protease-Domäne nur eine kurze TT-Domäne unbekannter Funktion enthält. Zukünftige 
Untersuchungen sollen Aufschlüsse über 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 können. 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 Unterstützung der Knotenpunkte (Bootstrap Werte <20) in 
einer anderen Subgruppe. Da die genannten Insekten Astacine keine carboxyterminalen 
Domänen enthalten, könnten diese Gene in Drosophila oder Glossina möglicherweise wie 
die Proteine der D3-Subgruppe eine Rolle bei hatching-Prozessen oder der 
Nahrungsverdauung spielen. Für letzteres spricht auch die Tatsache, dass vor kurzem ein 
Astacin-ähnliches Verdauungsenzym bei dem Maikäfer 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 
Astacin-Typ zu finden.  
In den Subgruppen D1 und D4 sind nun fast ausschließlich C. elegans Astacine 
repräsentiert. Hier treten nun weitere neue Domänenkompositionen auf, wobei keine 
Übereinstimmung zwischen der phylogenetischen Verwandtschaft dieser Proteine und der 
Domänenanordnung mehr erkannt werden kann. Zusammenfassend finden sich hier 5 
Proteine ohne carboxyterminale Domänen, 10 Proteine mit einer bis drei ShKT Domänen, 
sowie 15 Proteine mit einer EGF- und einer CUB-Domäne, 2 Proteine mit einer EGF-, 
einer CUB- und einer ShKT-Domäne, sowie 6 Proteine mit einer EGF-, einer CUB- und 
einer TSP-1-Domäne. Hinsichtlich der Funktion dieser unterschiedlichen Proteine konnten 
in dieser Arbeit exemplarisch die Proteine C05D11.6 (keine carboxyterminalen Domänen) 
und C07D10.4 (mit ShKT-Domänen) bearbeitet werden (vergleiche V.1). Die 
Expressionsanalysen durch GFP-Reporterproteine legten dabei eine Verdauungsfunktion 
für C05D11.6 und eine Beteiligung von C07D10.4 am Schlüpfvorgang der Embryonen 
nahe. Die RNAi Experimente von Maeda et al. (2001) konnten darüber hinaus für die 
Proteine C37H5.9 und K11G12.1 (beide eine ShKT-Domäne) eine entwicklungssteuernde 
Funktion zeigen. Für das HCH-1 Protein (carboxyterminal eine EGF-, eine CUB- und eine 
TSP-1-Domäne) konnten Hishida et al. (1996) ein Doppelfunktion beim Schlüpfen der 
Embryonen und eine gestörte Wegfindung bestimmter Neuroblasten nachweisen. Das 
C17G1.6 Protein hat die gleiche Domänenanordnung wie HCH-1, zeigt nach den RNAi 
Experimenten von Maeda et al. (2001) aber eine völlig andere physiologische Funktion. 
Danach ist es an der Vulva-Entwicklung in frühen Embryonalstadien beteiligt. Dennoch 
deuten zusammenfassend alle bisherigen funktionellen Daten zusammen mit der 
komplexen Domänenanordnung für 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 müssen für ein besseres 
Verständnis 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 ausgeprägt und mit neuen Elementen in Erscheinung tritt. An die katalytische 
Kette, die eigentliche Astacin-Domäne, werden die carboxyterminalen Domänen in 
unterschiedlicher Komposition angehängt und erlauben es, die Astacin-Domäne wie ein 
Modul in wechselnder Umgebung und zu unterschiedlichen Zwecken einzusetzen. 
Auffällig ist bei C. elegans darüber hinaus auch, dass die Astacin-homologen Proteine 
ohne erkennbare Präferenz auf alle Chromosomen verteilt sind, und dass sie untereinander 
und im Vergleich zu anderen Astacinen nur geringe Sequenzhomologien aufweisen. Hier 
zeichnet sich für C. elegans das von Baxter (1998) beschriebene Phänomen ab, dass viele 
Gene in diesem Organismus eine viel höhere Evolutionsgeschwindigkeit als dieselben 
Gene in anderen Spezies aufweisen (Baxter 1998). Überraschenderweise bildet aber das 
BMP-1/Tolloid-ähnliche Protein F38E9.2 aus C. elegans (Gruppe C) eine Ausnahme. In 
diesem Astacin-homologen Protein findet sich eine hohe Sequenzidentität und eine exakt 
gleiche Domänenstruktur wie bei den BMP-1-ähnlichen Astacinen der Vertebraten oder 
den Tolloiden von Drosophila (siehe oben). Für diese Genlinie scheint also eine hohe 
Konservierung vorzuliegen, die in der spezifischen Funktion dieses Proteins begründet sein 
könnte. Die restlichen 39 Astacin-homologen Proteine von C. elegans lassen sich aufgrund 
der beobachteten hohen Evolutionsgeschwindigkeit wahrscheinlich auf nur zwei 
(Subgruppen D1 und D4) Vorläufer-Gene zurückführen, 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 exklusives Merkmal dieses Organismus darstellt, konnte das Genomprojekt von 
Caenorhabditis briggsae Auskunft geben.  Bei diesem Nematoden konnten analog zu C. 
elegans die große Kopienzahl von insgesamt 34 Genfragmenten identifiziert werden 
(Tabelle 13). Vorläufige Untersuchungen anhand der nur teilweise vorliegenden 
Sequenzdaten zeigen, dass für jedes C. briggsae Astacin ein orthologes Protein in C. 
elegans gefunden werden kann. Inwiefern solche Genduplikationen nun aber auch bei 
anderen weniger verwandten Spezies innerhalb des Tierstamms der Nematoden 
vorkommen, werden aber erst die laufenden Genom- oder EST-Projekte zeigen. In Kürze 
sollen die ersten Daten des Genomprojekts des Sanger Instituts für Brugia malayi 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/Nematodes) und das Nematoden EST Sequencing 
Project des Sanger Instituts in Kollaboration mit Mark Blaxter, University of Edinburgh, 
für 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 große Anzahl von Genduplikationen 
Astacin-homologer Proteine eine Sonderentwicklung innerhalb der Ordnung Rhabdita (C. 
elegans und C. briggsae) darstellt oder ob dieses Phänomen auch bei anderen Ordnungen 
innerhalb der Nematoden gefunden wird. 
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Eine vollständige Analyse aller paralogen und orthologen Astacine in einem Organismus 
kann derzeit nur bei C. elegans, Drosophila und dem Menschen erfolgen, da nur hier die 
Genom-Sequenzierungs-Projekte abgeschlossen sind. Im Vergleich zu der bei bei C. 
elegans bisher einzigartigen Komplexität, finden sich bei Drosophila nur 11 kleine 
kompakte Proteasen (CG10280, CG11865, Subgruppe D2) und die beiden BMP-1-
ähnlichen Proteine Tolloid und Tolkin. Beim Menschen findet man dagegen nur 1 
kompaktes Astacin (HCH-1) sowie 3 Gene für BMP-1 ähnliche Proteine (BMP-1, TLL, 
TLL-2), die aber in unterschiedlichen Spleißvarianten (BMP-1 splice 1 bis 7) vorkommen. 
Möglicherweise ist dies ein Hinweis auf die Frage, wieso der Mensch viel weniger Gene 
besitzt als ursprünglich angenommen. Derzeit geht man bei einer Genomgröße 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 (wormbase) und bei Drosophila mit 180 Mio. Basenpaaren 14.000 Gene 
(Adams et al. 2000) angenommen. Interessant ist in diesem Zusammenhang ebenfa lls die 
Tatsache, dass im Hefegenom (12 000 Kilo-Basenpaare, 7000 Gene; Goffeau et al. 1996) 
kein Astacin-homologes Gen gefunden wird, wobei aber in zwei Bakterienspezies 
(Flavastacin in Flavobacterium; genomisches Sequenzfragment MP-ORF-2 in Legionella 
pneumophila) Astacin-homologe Proteine identifiziert werden konnten.  
 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die verschiedenen Gruppen und 
Subgruppen der Astacin-homologen Proteine jeweils auf ein Vorläufer-Protein 
zurückzuführen sein müssen, die ihrerseits durch Genduplikationen eines urspünglichen 
Vorläufer-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 ein Astacin-homologes Protein gefunden (Legionella pneumophila, 
Flacobacterium meningosepticum), während innerhalb des basalen Tierstamms der 
Cnidaria bereits bis zu drei Kopien (Hydra) vorkommen. Die BMP-1/Tolloid-ähnlichen 
Proteine und Meprine bilden dann klar abgegrenzte Gruppen, die im Verlauf der Evolution 
auch ähnliche Funktionen beibehalten haben. Die große 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 aller Veränderungen, welche die Astacine im Verlauf der Evolution erfahren haben, 
sind möglicherweise einige allgemeine Mechanismen hoch konserviert. Ein Ansatzpunkt 
sollte hier die Analyse der Propeptide (Zymogene) sein, welche bei allen Astacin-
homologen Proteinen gefunden werden.  
Als Modellprotein wurde für diese Untersuchungen das Astacin des Flusskrebs Astacus 
astacus verwendet, welches das innerhalb der gesamten Protein-Familie am besten 
charakterisierte Enzym darstellt. So steht seit langem ein einfaches biochemisches 
Reinigungsverfahren der nativen Protease zur Verfügung (Pfleiderer et al. 1967). Auf 
biochemischer Ebene konnte daraufhin die Spaltspezifität (Sonneborn et al. 1969; Krauhs 
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et al., 1982) und die vollständige Aminosäuresequenz des nativen Proteins durch Edman-
Abbau (Titani et al. 1987) ermittelt werden. Kinetische Untersuchungen mit dansylierten 
Oligopeptid-Substrate (Ng and Auld 1989; Stöcker et al. 1990), Nitroanilin-Substraten 
(Stöcker et al. 1991) oder verschiedene Inhibitoren (Grams et al. 1996; Yiallouros et al. 
1998) ergänzten die biochemischen Charakterisierungen. Schließlich konnte vom 
Flusskrebs-Astacin als einzigem Mitglied dieser Protein-Familie auch die Raumstruktur 
mit 1,8A° Auflösung ermittelt werden (Bode et al. 1992; Gomis-Rüth 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 über 
den Katalyse-Mechanismus des Astacins (Yiallouros et al. 2000). Darüber hinaus gelang 
die Aufklärung 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 Überblick geben Zwilling und Neurath 1981; Vogt 1996 ; 
Vogt 2002). Trotz dieser weitreichenden Kenntnisse ist weder für das Pro-Enzym 
(Zymogen) des Flusskrebs-Astacins noch für 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 Antikörpern die gegen das reife Astacin gerichtet 
sind und damit auch das Pro-Enzym erkennen können, bestätigten zunächst die 
Untersuchungen von Vogt et al. (1989), wonach dieses Enzym ausschließlich in den F-
Zellen des Hepatopankreas synthetisiert wird. Die punktförmige intrazelluläre Fluoreszenz 
konnte bereits von Vogt et al. (1989) durch elektronenmikroskopische Vergleiche den 
Golgi-Vesikeln zugeordenet werden. Extrazellulär konnte Astacin in allen Bereichen des 
hepatopankreatischen Tubulus-Systems gefunden werden. Überraschenderweise wurde 
nun mit zwei verschiedenen Antikörpern (Pro-Ast-N, Pro-Ast-C), die spezifisch nur den N-
terminalen oder C-terminalen Teil des Pro-Peptids erkennen, Pro-Astacin vom Syntheseort 
in den F-Zellen bis in die Lumina des Tubulus-Systems und selbst noch in dem zum 
Magen führenden Sammelkanal gefunden. Die Immunoblot Experimente zeigten dann 
einerseits die Spezifität der verwendeten Antikörper, aber auch das ausschließliche 
Vorkommen des aktiven Enzyms im Magen. Danach kann Pro-Astacin erst in den 
proximalen Teilen des Sammelkanals oder direkt vor Übertritt 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 al. (1989) durchgeführten Stimulierungs-Experimenten 
überein. Eine mögliche Kreuzreaktion der Pro-Astain Antikörper mit dem freien Propeptid 
konnte dadurch ausgeschlossen werden, dass in den Immunoblot-Experimenten keine 
Detektion des ca. 5 kDa großen Peptids beobachtet werden konnte. Um zu überprüfen, ob 
die geringe Größe der Propeptide eine Immunodetektion möglicherweise verhindern 
könnte, wurden in Voruntersuchungen auch die synthetischen Pro-Peptide (Ast-C, Ast-N) 
auf PVDF-Membranen übertragen, 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 tatsächlichen Pro-Astacin Lokalisation im 
Hepatopankreas ausschließen. Darüberhinaus würde ein freies Pro-Peptid natürlich auch 
bedeuten, dass bereits genügend aktive Proteasen vorliegen, die das Peptid rasch weiter 
degradieren würden.  
 
Ein Sequenzvergleich der gesamten Astacin-Protein-Familie im Bereich der 
Aktivierungsstelle zeigt, dass in Position P1 häufig basische Aminosäurereste lokalisiert 
sind und eine Häufung 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 Fällen eine Beteiligung von 
Trypsin-ähnlichen Proteasen am Aktivierungsmechanismus nahe, da deren 
Spaltungsspezifität auschließlich auf basische Reste (Arg, Lys) begrenzt ist (BRENDA 
enzyme database). Bei BP10, SPAN den Tolloid/BMP-1-ähnlichen und einigen C. elegans 
Proteinen findet sich in den Positionen P4 bis P1 auch eine Spaltstelle für Furin (E.C. 
3.4.21.75). Diese Serinprotease spaltet nach dem Motif Arg-Xaa-Yaa-Arg, wobei Xaa eine 
beliebige und Yaa ein Arg oder Lys Rest repräsentiert. Furin-ähnliche Serinproteasen sind 
tatsächlich bei Vertebraten, Drosophila und C. elegans (F11A6.1a) beschrieben worden 
(BRENDA enzyme database). Auch konnte beispielsweise für die Endopeptidase-24.18 
der Ratte ein solcher Aktivierungsmechanismus gezeigt werden (Milhiet et al. 1995). Auf 
der anderen Seite fehlen in mehreren anderen Astacinen basische Aminosäuren in Position 
P1. Dies gilt für die bei Cnidariern gefundenen Astacine (HEA-2, PMP-1, HMP-1), für das 
bei Fischen gefundene Nephrosin und für einige C. elegans Astacine. Aber auch im 
Astacin des Flusskrebses ist ein basischer Aminosäurerest erst in Position P3 vorhanden. 
Hier müssen also sicher auch andere proteolytische Enzyme in den Aktivierungsprozess 
involviert sein.  
 
Im Verdauungstrakt von Astacus astacus werden allerdings nur zwei Endopeptidasen 
gefunden, welche überhaupt für 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 Spaltmusters synthetischer 
Modellpeptide, welche die Aktivierungsstelle des Astacins umfassen (Abbildung 37) 
überprüft werden. Astacin oder Trypsin wurden dazu mit den Peptiden AstG (repräsentiert 
dabei die Astacin Sequenz), AstR (Glycin –1 wurde durch das häufig bei anderen 
Astacinen in dieser Position vorkommende Arginin ersetzt) und AstR* (enthält D-(-) 
Arginin in Position –3, -7 und –10, um als Kontrolle eine Kontamination der Astacin-
Präparation mit Trypsin auszuschließen) inkubiert und die Produkte 
massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 39). Astacin hydrolysierte im Peptid AstG 
ausschließlich die Gly-1/Ala+1 Bindung, welche die tatsächliche Aktivierungsstelle im 
Protein repräsentiert und spaltete auch dann noch immer exklusiv an dieser Position, wenn 
Gly-1 durch einen Argininrest substituiert wurde. Trypsin hydrolysierte die Peptide 
erwartungsgemäß an allen vorhandenen basischen Aminosäureresten, wobei der 
tatsächliche N-Terminus der reifen Astacin-Moleküls nicht entstehen kann. Nur bei 
Einführung 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 gespalten. Die 
Kontrollreaktionen mit dem AstR*-Peptid konnten jede tryptische Verunreinigung in den 
Astacin-Präparationen ausschließen. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Astacin des 
Flusskrebses in der Lage ist, seine eigene Aktivierung zu katalysieren. Eine Aktivierung 
durch Trypsin würde die zusätzliche Einwirkung durch eine Aminopeptidase erfordern. 
Für Astacus astacus kann somit zusammenfassend festgestellt werden, dass Pro-Astacin 
vermutlich autokatalytisch im proximalen Bereich des Sammelkanals vor Übertritt in den 
Magen (Cardia) aktiviert wird. Ob eine erste initiale Aktivierung allerdings einer noch 
unbekannten membranständigen Protease oder einer intrinsischen Aktivität von Pro-
Astacin zugeschrieben werden kann, müssen weitere Studien zeigen. Darüber hinaus 
konnte aber auch gezeigt werden, dass Astacin in der Lage ist, eine Arg-Ala Bindung an 
der Aktivierungsstelle zu hydrolisieren. Damit könnte für 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 Übereinstimmungen auf. Die Vertreter der BMP-1/Tolloid Gruppe zeigen mit 
Ausnahme des C. elegans Proteins F38E9.2 alle eine Furin-Erkennungssequenz. 
Zusammen mit den ähnlichen physiologischen Funktionen, die diese Proteine übernommen 
haben, könnte sich hier ein besonderer Aktivierungsmechanismus entwickelt haben. Das 
als ursprünglich 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 könnte sich aufgrund der hier 
dargestellten Ergebnisse für alle diese Subgruppen ein gemeinsamer autokatalytischer 
Aktivierungsmechanismus erhalten haben. In den 40 C. elegans Astacinen scheinen 
dagegen alle Möglichkeiten unterschiedlicher Aktivierungen realisiert zu sein, soweit dies 
die Pro-Peptid Struktur angeht. Es finden sich Furin-Erkennungssequenzen, basische 
Aminosäurereste in P1 oder auch keine basischen Aminosäurereste in dieser Position. 
Diese lassen sich aber weder mit der Domänenstruktur noch mit den im Stammbaum 
(Abbildung 31) abgeleiteten Verwandtschaftsverhältnissen homologisieren. 
Möglicherweise unterliegt der hier jeweils etablierte Aktivierungsmechanismus, begünstigt 
durch die große Variabilität dieser Gene in C. elegans, allein der Selektion durch die 
Expression dieser Proteine in unterschiedlich spezialisierten Zelltypen. Je nach der 
vorgefundenen Ausstattung mit anderen Proteasen kann sich dann eine autokatalytische, 
tryptische oder Furin-ähnliche Aktivierung etabliert haben.  
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VII.ANHANG 
 

1. Abkürzungen 

2D zweidimensional 
APS Amoniumpersulfat 
as  antisense 
ATP Adenosintriphosphat 
bp basepairs  
BSA bovine serum albumine  
Ci Curie 
Da Dalton 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
Dns Dansyl 
ds double strand 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EST expressed sequence tag 
GFP green fluorescent protein 
GSC geneome sequencing center 
HPLC high performance liquid chromatography 
IEP  Isoelektrischer Punkt 
IPG Immobiline polyacrylamide gel 
IPTG Isopropylthio-β-D-Galaktose 
kb kilobases 
MALDI-TOF MS matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight 

Massenspektrometrie 
Mr Molekulargewicht 
OD optische Dichte 
ORF open reading frame 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR polymerase chain reaction  
RACE rapid amplification of cDNA ends 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAi RNA interference 
RP reversed phase  
rpm rounds per minute  
RT Reverse Transkription 
s sense 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
TEMED N´,N´,N´,N -́Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 
UTP Uraciltriphosphat 
UV ultraviolett 
X Beliebige Aminosäure 
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2. Aminosäuren und Nukleotide 

 
 

A Ala  Alanin 
C Cys  Cystein 
D Asp  Asparaginsäure 
E Glu  Glutaminsäure 
F Phe  Phenylalanin 
G Gly  Glycin 
H His  Histidin 
I Ile  Isoleucin 
K Lys  Lysin 
L Leu  Leucin 
M Met  Methionin 
N Asn  Asparagin 
P Pro  Prolin 
Q Gln  Glutamin 
R Arg  Arginin 
S Ser  Serin 
T Thr  Threonin 
V Val  Valin 
W Trp  Tryptophan 
Y Tyr  Tyrosin 

 
 
 
 

A Adenosin 
C Cytosin 
G Guanosin 
T Thymidin 
U Uracil 
dATP Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP Desoxycytosintriphosphat 
dGTP Desoxyguanosintriphospha t 
dTTP Desoxythimidintriphosphat 
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6. Sequenzdaten 

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

Die Graphiken zeigen die von wormpep oder Genie Gene (vergleiche IV.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 für die Transkriptomanalyse 
verwendeten Oligonukleotide (vergleiche IV.1.2.) sind jeweils unterstrichen. 

6.1.1. Sequenzdaten 4R79.1  

 
                                               cDNA Alignment Moehrlen 
   4R79.1fm                                                                 >> 
                                                                                                    
 4R79.1   : 1930bp // acctgcaatataagcgaaattttgaaccccatgtttttccagCACCGAATGAAATAAAAATTTTGGAAAA :  501 
g-IV-3005 : 1930bp // acctgcaatataagcgaaattttgaaccccatgtttttccagCACCGAATGAAATAAAAATTTTGGAAAA : 2000 
                                                                                                    
 4R79.1   : AGCGTTTGACAGTTACCGACGAACAACATGCATTAGATTTGAAAAACGAGAAGGTCAAACAGACTACTTAAACATTGTAA :  581 
g-IV-3005 : AGCGTTTGACAGTTACCGACGAACAACATGCATTAGATTTGAAAAACGAGAAGGTCAAACAGACTACTTAAACATTGTAA : 2080 
                                                                                                    
 4R79.1   : AAGGATATGGgtaagaatatatatcttatacaacccttactgaattttaatttttcagGTGCTACTCTCAAGTTGGACGA :  661 
g-IV-3005 : AAGGATATGGgtaagaatatatatcttatacaacccttactgaattttaatttttcagGTGCTACTCTCAAGTTGGACGA : 2160 
                                                                                                    
 4R79.1   : ACTGGAGGAAAACAGGAAATTTCTTTGGGACGTGGCTGCTTTTTTCATGAAATAATTGTACACGAACTGATGCATTCCGT :  741 
g-IV-3005 : ACTGGAGGAAAACAGGAAATTTCTTTGGGACGTGGCTGCTTTTTTCATGAAATAATTGTACACGAACTGATGCATTCCGT : 2240 
                                                                                                    
 4R79.1   : CGGATTTTGGCACGAACACTCGAGAGCTGgtcagttcgtgtaaaaaaactttgtttacttaagatcttaaactgaataat :  821 
g-IV-3005 : CGGATTTTGGCACGAACACTCGAGAGCTGgtcagttcgtgtaaaaaaactttgtttacttaagatcttaaactgaataat : 2320 
                                                                                                    
 4R79.1   : acttactttttagATCGCGATGATCACATTAAGATCAACTGGGATAATATTCTGCCTGGAATGAAGTCTCAATTCGATAA :  901 
g-IV-3005 : acttactttttagATCGCGATGATCACATTAAGATCAACTGGGATAATATTCTGCCTGGAATGAAGTCTCAATTCGATAA : 2400 
                                                                                                    
 4R79.1   : AATTTCGGCAGTGTTACAAgtgagcattataaatcacaaaaaatcatcggaactcgtgtaactcaaaaatttttgacggc :  981 
g-IV-3005 : AATTTCGGCAGTGTTACAAgtgagcattataaatcacaaaaaatcatcggaactcgtgtaactcaaaaatttttgacggc : 2480 
                                                                                                    
4R79.1   :  //Intron 420 bp // caatcgaagaagctgcgtttgtgggaaagttaaatagtaatttctagGATCTTCAAGGAGA : 1461 
g-IV-3005 : //Intron 420 bp // caatcgaagaagctgcgtttgtgggaaagttaaatagtaatttctagGATCTTCAAGGAGA : 2960 
                                                                                                    
 4R79.1   : AAACTACGATTACAAATCAATAATGCACTATGACAGCACTGCGTTTTCAAGAAACGGACGAAACACAATAGAAACTGTAG : 1541 
g-IV-3005 : AAACTACGATTACAAATCAATAATGCACTATGACAGCACTGCGTTTTCAAGAAACGGACGAAACACAATAGAAACTGTAG : 3040 
 
 4R79.1   : AAAATGGATTCACACAGGTTATTGGGACCGCTATGGACTTGTCACCTCTGGATATTGTGAAAgtaaataattttggatat : 1621 
g-IV-3005 : AAAATGGATTCACACAGGTTATTGGGACCGCTATGGACTTGTCACCTCTGGATATTGTGAAAgtaaataattttggatat : 3120 
                                                                                                    
 4R79.1   : ttttcaaaataaattttaacataaaaagtttagATCAACAAACTGTATTCGTGTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA : 1701 
g-IV-3005 : ttttcaaaataaattttaacataaaaagtttagATCAACAAACTGTATTCGTGTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA : 3200 
4R79.1fm  : --------------------------------------CAAACTGTATTCGTGTAAAACTAAGAAGAAAGAGAAAGTAAA : 
 
 4R79.1   : GCCTGCAACTACCGAGGAACCTCATCAACTGATTCCGCAAGTTGTGGATAAAAATTCGGTCGATTCTGGAGAAAgttagt : 1781 
g-IV-3005 : GCCTGCAACTACCGAGGAACCTCATCAACTGATTCCGCAAGTTGTGGATAAAAATTCGGTCGATTCTGGAGAAAgttagt : 3280 
4R79.1fm  : GCCTGCAACTACCGAGGAACCTCATCAACTGATTCCGCAAGTTGTGGATAAAAATTCGGTC................... : 
                                                                                                    
 4R79.1   : gttttgtttcatttctgtgatcgcattgaaaaatgtttacagaaagttttcaaactgtaacattaaaaaaaaactcccaa : 1861 
g-IV-3005 : gttttgtttcatttctgtgatcgcattgaaaaatgtttacagaaagttttcaaactgtaacattaaaaaaaaactcccaa : 3360 
                                                                                                    
 4R79.1   : caaactttattttcagAATGTGTCGATCATTTTGCGGATTGCCCGCACTTTGCACAATACTGTACCCGTGCTTCATTTTT : 1941 
g-IV-3005 : caaactttattttcagAATGTGTCGATCATTTTGCGGATTGCCCGCACTTTGCACAATACTGTACCCGTGCTTCATTTTT : 3440 
                                                                                                 
 4R79.1   : CTTTGTTATGAAATCGTACTGTCCATTTACGTGTAAACATTGTCCTGGTGATCGAAAACTCAAAAAATCGGGATGA-    : 2017 
g-IV-3005 : CTTTGTTATGAAATCGTACTGTCCATTTACGTGTAAACATTGTCCTGGTGATCGAAAACTCAAAAAATCGGGATGA-    : 3516 
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6.1.2. Sequenzdaten C05D11.6  

 
                                                          OST 
   BI175418                                                >>  >>               >>>>> >>> 
                                                 cDNA Alignment Moehrlen 
   C05D11.6fm                                >>  >>>    >>>>>  >>               >>>>>  
 
C05D11.6   :  490bp // tccgcattttctaaaattattttcctattttcacaactaaatttgtaccaatttattgtttttagGTAAT :  560 
g-III-1042 :  490bp // tccgcattttctaaaattattttcctattttcacaactaaatttgtaccaatttattgtttttagGTAAT :  560 
                                                                                                     
C05D11.6   : AGATACATCTGTACCACAAACCGAAACGACACTGAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC :  640 
g-III-1042 : AGATACATCTGTACCACAAACCGAAACGACACTGAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC :  640 
C05D11.6fm : .......TCTGTACCACAAACCGAAACGACACTGAATGATGCTGATTTCCATAGTGATTTACACCAGAGATACGATTTGC :   73 
                                                                                                     
C05D11.6   : AGACTCTTGgtaagaactttttaactgtttaatataaatttccaactttccagGAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA :  720 
g-III-1042 : AGACTCTTGgtaagaactttttaactgtttaatataaatttccaactttccagGAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA :  720 
C05D11.6fm : AGACTCTTG--------------------------------------------GAATAAAAGTAAAAGACGATCCAACTA :  109 
                                                                                                     
C05D11.6   : TTGGAAACTACAGTGAGGGAGATATTTTGTTGGAAAGCCCTAAGAAATTTGTGGAGGAGAACAATAAGTTGGGACGAAAT :  800 
g-III-1042 : TTGGAAACTACAGTGAGGGAGATATTTTGTTGGAAAGCCCTAAGAAATTTGTGGAGGAGAACAATAAGTTGGGACGAAAT :  800 
C05D11.6fm : TTGGAAACTACAGTGAGGGAGATATTTTGTTGGAAAGCCCTAAGAAATTTGTGGAGGAGAACAATAAGTTGGGACGAAAT :  189 
                                                                                                     
C05D11.6   : GCGATTAAACAAATATACAGgtgtgaatgtttagttccatatttaaagtataaactttcaagttgaaaatttcaagTTTT :  880 
g-III-1042 : GCGATTAAACAAATATACAGgtgtgaatgtttagttccatatttaaagtataaactttcaagttgaaaatttcaagtttt :  880 
C05D11.6fm : GCGATTAAACAAATATACAG------------------------------------------------------------ :  209 
                                                                                                     
C05D11.6   : TGGAGCTACATTGTGGCAAATCCTCTAGAGGTTGACAAAGTAAAATTGACATTACCGATTTTTCATGTTCACTACAGTAG :  960 
g-III-1042 : tggagctacattgtggcaaatcctctagaggttgacaaagtaaaattgacattaccgatttttcatgttcactacagtag :  960 
C05D11.6fm : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                     
C05D11.6   : TATAATGTCAACTCAATTCAGACGTTGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA : 1040 
g-III-1042 : tataatgtcaactcaattcagACGTTGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA : 1040 
C05D11.6fm : ---------------------ACGTTGGCCAAATAACGAGATTCCATACACCCTGTCTTCACAATACGGTTCCTATGCAA :  268 
                                                                                                     
C05D11.6   : GAAGTGTGATTGCCAACGCAATGAACGAATATCATACAAAAACATGTGTCAAATTCGTTGCCAGAGATCCATCGAAGCAT : 1120 
g-III-1042 : GAAGTGTGATTGCCAACGCAATGAACGAATATCATACAAAAACATGTGTCAAATTCGTTGCCAGAGATCCATCGAAGCAT : 1120 
BI175418   : -----------------------------------------------------------------------------CAT :    3 
C05D11.6fm : GAAGTGTGATTGCCAACGCAATGAACGAATATCATACAAAAACATGTGTCAAATTCGTTGCCAGAGATCCATCGAAGCAT :  348 
                                                                                                     
C05D11.6   : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGTTGGAAAgtgagtagtaactgagagaaatgtgac : 1200 
g-III-1042 : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGTTGGAAAgtgagtagtaactgagagaaatgtgac : 1200 
BI175418   : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGTTGGAAA--------------------------- :   56 
C05D11.6fm : CACGATTATCTATGGATTCATCCAGACGAAGGATGTTACAGTTTGGTTGGAAA--------------------------- :  401 
                                                                                                     
C05D11.6   : aaactagaaaaatttagAACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGTTGGAACAATTGTTCA : 1280 
g-III-1042 : aaactagaaaaatttagAACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGTTGGAACAATTGTTCA : 1280 
BI175418   : -----------------AACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGTTGGAACAATTGTTCA :  119 
C05D11.6fm : -----------------AACCGGAGGAAAGCAGCCAGTGTCTTTGGATTCTGGATGTATTCAAGTTGGAACAATTGTTCA :  464 
                                                                                                     
C05D11.6   : CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAGgtaaagagaatatagccatatctcacatggaattggta : 1360 
g-III-1042 : CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAGgtaaagagaatatagccatatctcacatggaattggta : 1360 
BI175418   : CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAG-------------------------------------- :  161 
C05D11.6fm : CGAGCTGATGCATGCTGTTGGGTTCTTCCATGAGCAGAGCAG-------------------------------------- :  506 
                                                                                                     
C05D11.6   : aaaatgttgccttgagaaatgggagagaagttcattaaaatgaacaggaaaccctattaccaacttctggcagtactgaa : 1440 
g-III-1042 : aaaatgttgccttgagaaatgggagagaagttcattaaaatgaacaggaaaccctattaccaacttctggcagtactgaa : 1440 
                                                                                                     
C05D11.6   : aatctgggacatttgtttcagaagtgcgtgcctaccccaaacctttttatgcctacttgcctgccctttggcatgtagat : 1520 
g-III-1042 : aatctgggacatttgtttcagaagtgcgtgcctaccccaaacctttttatgcctacttgcctgccctttggcatgtagat : 1520 
                                                                                                     
C05D11.6   : ttgtttttttcctgaattgattaattcaagaatttaactgggaaattaacacaatataatttttctgtcaaactttgaaa : 1600 
g-III-1042 : ttgtttttttcctgaattgattaattcaagaatttaactgggaaattaacacaatataatttttctgtcaaactttgaaa : 1600 
 
C05D11.6   : actttgtcttgaaaaaaaaaaatctctgccgaacttcggaaacttgcacagaagtgcgtgttctgccttgaatatttttt : 1680 
g-III-1042 : actttgtcttgaaaaaaaaaaatctctgccgaacttcggaaacttgcacagaagtgcgtgttctgccttgaatatttttt : 1680 
C05D11.6   : ctgatttcactcgacttccagACAAGACCGTGACAGTTATATCGACGTAGTCTGGCAGAATGTGATGAACGGCGCTGATG : 1760 
g-III-1042 : ctgatttcactcgacttccagACAAGACCGTGACAGTTATATCGACGTAGTCTGGCAGAATGTGATGAACGGCGCTGATG : 1760 
BI175418   : ---------------------ACAAGACCGTGACAGTTATATCGACGTAGTCTGGCAGAATGTGATGAACGGCGCTGATG :  220 
C05D11.6fm : ---------------------ACAAGACCGTGACAGTTATATCGACGTAGTCTGGCAGAATGTGATGAACGGCGCTGATG :  565 
                                                                                                     
C05D11.6   : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGGA : 1840 
g-III-1042 : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGGA : 1840 
BI175418   : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGCATTACGGA :  300 
C05D11.6fm : ATCAATTTGAGAAATACAACTTGAATGTGATTTCCCATTTGGATGAACCATATGACTACGCTTCCATTATGC........ :  637 
                                                                                                     
C05D11.6   : CCATACGCATTCAGTGGATCCGGAAAGAAGACATTGGTGCCAAAGAAGgtaagacaaactctgcagattacaagaagata : 1920 
g-III-1042 : CCATACGCATTCAGTGGATCCGGAAAGAAGACATTGGTGCCAAAGAAGgtaagacaaactctgcagattacaagaagata : 1920 
BI175418   : CCATACGCATTCAGTGGATCCGGAAAGAAGACATTGGTGCCAAAGAAG-------------------------------- :  348 
 
 



VII. Anhang 146

C05D11.6   : taatttaatattttagTCTGGGTCCGAACGTATGGGTCAGCGTGTCAAGTTTTCTGACATTGACGTTAGAAAGATCAATA : 2000 
g-III-1042 : taatttaatattttagTCTGGGTCCGAACGTATGGGTCAGCGTGTCAAGTTTTCTGACATTGACGTTAGAAAGATCAATA : 2000 
BI175418   : ----------------TCTGGGTCCGAACGTATGGGTCAGCGTGTCAAGTTTTCTGACATTGACGTTAGAAAGATCAATA :  412 
                                                                                                     
C05D11.6   : AGCTATACAATTGTCCAGGAGTCTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAATCAAATCAACTCAAATTCAATTGTCAAT : 2080 
g-III-1042 : AGCTATACAATTGTCCAGGAGTCTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAATCAAATCAACTCAAATTCAATTGTCAAT : 2080 
BI175418   : AGCTATACAATTGTCCAGGAGTCTCCGGTAACAATAATAATAACAACAACAATCAAATCAACTCAAAT------------ :  480 
                                                                                                     
C05D11.6   : CATCCTCAGGTTTGA----------------------------------------------------------------- : 2095 
g-III-1042 : CATCCTCAGgtttgagcacacctacccatcatcaatctcttttatcatttctatcatactaatgccggtagcgttaaagc : 2160 
                                                                                                     
g-III-1042 : gcttttgctgtgtatccttagtttttgtgtgcagtgcgtgtgattcaccattgtcttcgcactcgcacttattacagtac : 2240 
g-III-1042 : cccgttcatttcatatgacggacgttactgtattttcgcaactgtactccgatgttatttggctccgctactctctgaaa : 2320 
g-III-1042 : accaataagtatcgtagtgcaaaaaatatatctctttccacacaaaacaaaaaatttttcagTCGCGATACGCGGGATTG : 2400 
g-III-1042 : CCTCTATCAACATCTAACCAAGTAACTAACAATCGTCGGATGATTCGAATTTTTGGTTAA :                     2460 

6.1.3. Sequenzdaten C07D10.4 

 
                                               cDNA Alignment Moehrlen 
   C07D10.4fm                     <<        <<<<<< <<<  <<  <<<       << << 
 
C07D10.4   : ATGCTTTTGCCATGGATCATCACTATTGTAACTGTAATACCTGCTACATTAGGTCATAGGAATCGAGTACAAGATGATGA :   80 
g-II-1703  : ATGCTTTTGCCATGGATCATCACTATTGTAACTGTAATACCTGCTACATTAGGTCATAGGAATCGAGTACAAGATGATGA :   80 
                                                                                                     
C07D10.4   : GATGCTTGTTATATCAGATAGCACAGATTCATTAAATTTGGAAGATTTCGAATTTGCTGATAAGTTAACCAGAGgtaata :  160 
g-II-1703  : GATGCTTGTTATATCAGATAGCACAGATTCATTAAATTTGGAAGATTTCGAATTTGCTGATAAGTTAACCAGAGgtaata :  160 
                                                                                                     
C07D10.4   : tttgtagttttagatggaattcaataatttgtaattccagAGGAACTGTTTGGAAAACACATTCCGGTGGAAGTGGTAAA :  240 
g-II-1703  : tttgtagttttagatggaattcaataatttgtaattccagAGGAACTGTTTGGAAAACACATTCCGGTGGAAGTGGTAAA :  240 
C07D10.4fm : ................................................................CGGTGGAAGTGGTAAA :   16 
                                                                                                     
C07D10.4   : TGATTTCAAGTCAGATATTCGGTTACCAAGACGGCACAAAgtaagctatttagcactattaaaaactgaacaaaaaatgt :  320 
g-II-1703  : TGATTTCAAGTCAGATATTCGGTTACCAAGACGGCACAAAgtaagctatttagcactattaaaaactgaacaaaaaatgt :  320 
C07D10.4fm : TGATTTCAAGTCAGATATTCGGTTACCAAGACGGCACAAA---------------------------------------- :   56 
                                                                                                     
C07D10.4   : gatttctttctgaaattcatcctaaaaaaaatttcagtacatttttaagcattcttgtacaccatagagatttaattgag :  400 
g-II-1703  : gatttctttctgaaattcatcctaaaaaaaatttcagtacatttttaagcattcttgtacaccatagagatttaattgag :  400 
C07D10.4fm : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                     
C07D10.4   : attatctacacatgtaaaattatgtgccactagaaatttctttaatacttgaaaattttgagGTACGCCAACCGCATGGG :  480 
g-II-1703  : attatctacacatgtaaaattatgtgccactagaaatttctttaatacttgaaaattttgaggtacgccaaccgcatggg :  480 
C07D10.4fm : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                     
C07D10.4   : ATGAAAATTATAGGCAAAATTATTAATTTTATTTCTACACCATTTCAGAGAAATGGAGTTTCCCGAGCAGCGAAACTATG :  560 
g-II-1703  : atgaaaattataggcaaaattattaattttatttctacaccatttcagAGAAATGGAGTTTCCCGAGCAGCGAAACTATG :  560 
C07D10.4fm : ------------------------------------------------AGAAATGGAGTTTCCCGAGCAGCGAAACTATG :   88 
                                                                                                     
C07D10.4   : GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC :  640 
g-II-1703  : GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC :  640 
C07D10.4fm : GCCGAACGCTAGAATTCCATATGCAATATCTCCACACTATTCTCCTCATGAAAGAGCACTTCTTGCGAAAGCTGTGAAAC :  168 
                                                                                                     
C07D10.4   : AGgtttttaattttatataatttcattgctggcaaatgccttgtaaacatatattacagTACCACGAAAAAACTTGCATC :  720 
g-II-1703  : AGgtttttaattttatataatttcattgctggcaaatgccttgtaaacatatattacagTACCACGAAAAAACTTGCATC :  720 
C07D10.4fm : AG---------------------------------------------------------TACCACGAAAAAACTTGCATC :  191 
                                                                                                     
C07D10.4   : AGATTTGTTCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATGGgtatgtactaaatgttttcta :  800 
g-II-1703  : AGATTTGTTCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATGGgtatgtactaaatgttttcta :  800 
C07D10.4fm : AGATTTGTTCCACGACAGACCGGAGAGCCAGATTATCTTTTTATTGGAAAAGTTGATGG--------------------- :  250 
 
C07D10.4   : ttgcatcagcgatacaatttttcagATGTTTCTCTGAAGTTGGTAGAACATCGGGAGTTCAGGTGTTATCTCTCGATAAT :  880 
g-II-1703  : ttgcatcagcgatacaatttttcagATGTTTCTCTGAAGTTGGTAGAACATCGGGAGTTCAGGTGTTATCTCTCGATAAT :  880 
C07D10.4fm : -------------------------ATGTTTCTCTGAAGTTGGTAGAACATCGGGAGTTCAGGTGTTATCTCTCGATAAT :  305 
                                                                                                     
C07D10.4   : GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGTTGTCGGATTTTATCATGAACATGgtaagtcatattt :  960 
g-II-1703  : GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGTTGTCGGATTTTATCATGAACATGgtaagtcatattt :  960 
C07D10.4fm : GGATGTATGGAATATGCAACAATTATTCACGAAATGATGCATGTTGTCGGATTTTATCATGAACATG------------- :  372 
                                                                                                     
C07D10.4   : aaattttaaatcaatattgcaagttaatttttttctagAACGATGGGATCGCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA : 1040 
g-II-1703  : aaattttaaatcaatattgcaagttaatttttttctagAACGATGGGATCGCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA : 1040 
C07D10.4fm : --------------------------------------AACGATGGGATCGCGACAACTTCATTGATATTATCTGGCAAA :  414 
                                                                                                     
C07D10.4   : ATATTGATCGTGGAGCTCTTGATCAATTTGGAAAAGTTGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGTCAACCATATGATTAT : 1120 
g-II-1703  : ATATTGATCGTGGAGCTCTTGATCAATTTGGAAAAGTTGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGTCAACCATATGATTAT : 1120 
C07D10.4fm : ATATTGATCGTGGAGCTCTTGATCAATTTGGAAAAGTTGATTTATCGAAGACATCGTATTACGGTCAACCATATGATTAT :  494 
 
C07D10.4   : AAATCGATTCTTCATTATGATAGTTTGGCATTCTCAAAAAACGGATTCCCAACAATGTTGCCGAAAGTCAAATgtgagtt : 1200 
g-II-1703  : AAATCGATTCTTCATTATGATAGTTTGGCATTCTCAAAAAACGGATTCCCAACAATGTTGCCGAAAGTCAAATgtgagtt : 1200 
C07D10.4fm : AAATCGATTCTTCATTATGATAGTTTGGCATTCTCAAAAAACGGATTCCCAACAATGTTGCCGAAAGTCAAAT------- :  567 
                                                                                                     
 



VII. Anhang 147

C07D10.4   : tttattattcgaaaatttatataaaactgtgattaaataccgtaaatcctagtttccgtatttagtatcgcacaccgtaa : 1280 
g-II-1703  : tttattattcgaaaatttatataaaactgtgattaaataccgtaaatcctagtttccgtatttagtatcgcacaccgtaa : 1280 
                                                                                                     
C07D10.4   : cacatttttgtttaaaaaaaactatttctttgctgataatttgttggtaaaataaagaatcatcaagagttttcaaagtt : 1360 
g-II-1703  : cacatttttgtttaaaaaaaactatttctttgctgataatttgttggtaaaataaagaatcatcaagagttttcaaagtt : 1360 
                                                                                                     
C07D10.4   : ggacaatgaggtgcaagactaatatatgctaatatatagactagatatagactaatataagactagtacggttttattca : 1440 
g-II-1703  : ggacaatgaggtgcaagactaatatatgctaatatatagactagatatagactaatataagactagtacggttttattca : 1440 
                                                                                                     
C07D10.4   : atcaaagttttctgaatttaactttcaaaaatatgtaaatttacagCTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA : 1520 
g-II-1703  : atcaaagttttctgaatttaactttcaaaaatatgtaaatttacagCTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA : 1520 
C07D10.4fm : ----------------------------------------------CTGCAACCATCGGAAACGCTCGTGACTTTTCTGA :  601 
                                                                                                     
C07D10.4   : TGTGGATATTTCAAAAATCAACCGAATGTACAATTGCCCAGTTGAAAAGAGTGTGACAGCTCCATTTGCACGAGCACGGg : 1600 
g-II-1703  : TGTGGATATTTCAAAAATCAACCGAATGTACAATTGCCCAGTTGAAAAGAGTGTGACAGCTCCATTTGCACGAGCACGGg : 1600 
C07D10.4fm : TGTGGATATTTCAAAAATCAACCGAATGTACAATTGCCCAGTTGAAAAGAGTGTGACAGCTCCATTTGCACGAGCACGG- :  680 
                                                                                                     
C07D10.4   : tttgtattttttcaggaattttattcaggaacttcattttcattttccagCACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT : 1680 
g-II-1703  : tttgtattttttcaggaattttattcaggaacttcattttcattttccagCACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT : 1680 
C07D10.4fm : --------------------------------------------------CACGTTCCAATATATTCACCACAATACCAT :  710 
                                                                                                     
C07D10.4   : AAATATGAAGATCGTCCAAAGATTCCACTTCGATCATTTGATATGCAACAAGGTCCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT : 1760 
g-II-1703  : AAATATGAAGATCGTCCAAAGATTCCACTTCGATCATTTGATATGCAACAAGGTCCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT : 1760 
C07D10.4fm : AAATATGAAGATCGTCCAAAGATTCCACTTCGATCATTTGATATGCAACAAGGTCCAATTAATCCACCAATGGCACAAAT :  790 
                                                                                                     
C07D10.4   : ACCATCACAAAGTCTTGTTGTTTCAAGTAGCTCAGGACGGGTTAATTATAATAGCAATAAACCATCATCTCGTAAGTTAT : 1840 
g-II-1703  : ACCATCACAAAGTCTTGTTGTTTCAAGTAGCTCAGGACGGGTTAATTATAATAGCAATAAACCATCATCTCGTAAGTTAT : 1840 
C07D10.4fm : ACCATCACAAAGTCTTGTTGTTTCAAGTAGCTCAGGACGGGTTAATTAT............................... :  839 
                                                                                                     
C07D10.4   : ATGCATTTTATGGGGAAGAAGAATTAATTTTAGAATGCGAGGATCGGATAACTGTATGCTGGTGGACAGCAGATCGTTGT : 1920 
g-II-1703  : ATGCATTTTATGGGGAAGAAGAATTAATTTTAGAATGCGAGGATCGGATAACTGTATGCTGGTGGACAGCAGATCGTTGT : 1920 
                                                                                    
C07D10.4   : AGGTCTCCTGCAATTTATCAAGTCATGTCTTCATTGTGTCCAAAAACATGCAAATTTTGTTAG : 1983 
g-II-1703  : AGGTCTCCTGCAATTTATCAAGTCATGTCTTCATTGTGTCCAAAAACATGCAAATTTTGTTAG : 1983 

6.1.4. Sequenzdaten C17G1.6 

 
 
C17G1.6    : 250bp //   tgaaaattcccttattgttttccattttttgtgatcaattactgaatttatactgtattatgttattgg :  320 
g-X-2881   : 250bp //   tgaaaattcccttattgttttccattttttgtgatcaattactgaatttatactgtattatgttattgg :  320 
                                                                                                     

C17G1.6    : tcaacagattagttttccagGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATTGCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA :  400 
g-X-2881   : tcaacagattagttttccagGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATTGCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA :  400 
YK130E2.5  : -----------------------------GCTATTCAAGCTATTGCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA :   51 
YK355C4    : ------------------ATGATCCTGCTGCTATTCAAGCTATTGCTGAAAATATGGATAAATCAGTGAAGAATGACAAA :   62 
                                                                                                     

C17G1.6    : ACTGAAGCAACTGTGAACAGAAAATTGTGGAACGAAGTTTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC :  480 
g-X-2881   : ACTGAAGCAACTGTGAACAGAAAATTGTGGAACGAAGTTTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC :  480 
YK130E2.5  : ACTGAAGCAACTGTGAACAGAAAATTGTGGAACGAAGTTTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC :  131 
YK355C4    : ACTGAAGCAACTGTGAACAGAAAATTGTGGAACGAAGTTTTTGAAAATGACATAATTTTAACACTTCCACAGGCTGAGTC :  142 
                                                                                                     
C17G1.6    : ATTGTTATCAGAGTCTAgtacgttttttatccagattcataaataagttcaaataaataaaatcattgtcagATTCACCA :  560 
g-X-2881   : ATTGTTATCAGAGTCTAgtacgttttttatccagattcataaataagttcaaataaataaaatcattgtcagATTCACCA :  560 
YK130E2.5  : ATTGTTATCAGAGTCTA-------------------------------------------------------ATTCACCA :  156 
YK355C4    : ATTGTTATCAGAGTCTA-------------------------------------------------------ATTCACCA :  167 
                                                                                                     
C17G1.6    : AGATCAAGGCGACAAGCTCATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGTTCTACGGAGGAGA :  640 
g-X-2881   : AGATCAAGGCGACAAGCTCATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGTTCTACGGAGGAGA :  640 
YK130E2.5  : AGATCAAGGCGACAAGCTCATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGTTCTACGGAGGAGA :  236 
YK355C4    : AGATCAAGGCGACAAGCTCATCCAGATCCACGTAATTTCTGGCCAAATCTCACAATTTCATACGAGTTCTACGGAGGAGA :  247 
                                                                                                     
C17G1.6    : AGAGACTTGGAGACAACTGATCAGAAGTGCTATTAGACACGTTGAGCAGAACGTTTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG :  720 
g-X-2881   : AGAGACTTGGAGACAACTGATCAGAAGTGCTATTAGACACGTTGAGCAGAACGTTTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG :  720 
YK130E2.5  : AGAGACTNGGAGACAACTGATCAGAAGTGCTATTAGACACGTTGAGCAGAACGTTTGCTTTAAATTCANGGAAAATGGAG :  316 
YK355C4    : AGAGACTTGGAGACAACTGATCAGAAGTGCTATTAGACACGTTGAGCAGAACGTTTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG :  327 
YK581H6    : ----------------------------------TCACACGTTGAGCAGAACGTTTGCTTTAAATTCAAGGAAAATGGAG :   46 
YK816E12   : -----------------------------------------------------------AAAAAAACAAGGAAAATGGAG :   21 
 
C17G1.6    : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGTGTTGGTCAAACGTTGGTAGGGTTGGAGGAAGACAATTGGTT :  800 
g-X-2881   : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGTGTTGGTCAAACGTTGGTAGGGTTGGAGGAAGACAATTGGTT :  800 
YK130E2.5  : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGNTGTTGG------------------------------------ :  360 
YK355C4    : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAA---------------------------------------------- :  361 
YK581H6    : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGTGTTGGTCAAACGTTGGTAGGGTTGGAGGAAGACAATTGGTT :  126 
YK816E12   : GAGATAGAGATGGATTGAGATATTATAGAGGAAACGGGTGTTGGTCAAACGTTGGTAGGGTTGGAGGAAGACAATTGGTT :  101 



VII. Anhang 148

C17G1.6    : TCTATTGGATACGGATGCGATAGTgtaagtaatgacagttgtgtgtgaaagtagttgtggcttaagttttttggatcaat :  880 
g-X-2881   : TCTATTGGATACGGATGCGATAGTgtaagtaatgacagttgtgtgtgaaagtagttgtggcttaagttttttggatcaat :  880 
YK581H6    : TCTATTGGATACGGATGCGATAGT-------------------------------------------------------- :  150 
YK816E12   : TCTATTGGATACGGATGCGATAGT-------------------------------------------------------- :  125 
                                                                                                     
C17G1.6    : atgataatgtgacatttttattgaaccaaatttcagCTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG :  960 
g-X-2881   : atgataatgtgacatttttattgaaccaaatttcagCTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG :  960 
YK581H6    : ------------------------------------CTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG :  194 
YK816E12   : ------------------------------------CTTGGAATAGTGTCTCATGAGACTCTGCACGCCTTGGGACTTTG :  169 
                                                                                                     
C17G1.6    : GCACGAACAGTCGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGTTGCTGATAAAATTACAAGAgtaagtttgacaatgc : 1040 
g-X-2881   : GCACGAACAGTCGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGTTGCTGATAAAATTACAAGAgtaagtttgacaatgc : 1040 
YK581H6    : GCACGAACAGTCGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTG------------------------------------ :  238 
YK816E12   : GCACGAACAGTCGAGAGATGATAGAGACAATTTCATTAGTATTGTTGCTGATAAAATTACAAGA---------------- :  233 
                                                                                                     
C17G1.6    : tagaaagtatttaacaacaatttttttctcaagctttggttttcaatcctacaaaaaaaaaaaactttagtgatacttta : 1120 
g-X-2881   : tagaaagtatttaacaacaatttttttctcaagctttggttttcaatcctacaaaaaaaaaaaactttagtgatacttta : 1120 
                                                                                                     
C17G1.6    : aacttttttgggatcaagtattttaatcaacagtaaacatttgtcatttcaataaaattttcttacagGGAACAGAAGGA : 1200 
g-X-2881   : aacttttttgggatcaagtattttaatcaacagtaaacatttgtcatttcaataaaattttcttacagGGAACAGAAGGA : 1200 
YK816E12   : --------------------------------------------------------------------GGAACAGAAGGA :  245 
                                                                                                     
C17G1.6    : AACTTTGCCAAACGCACAGCTGCCAACAGCGACAACCTTGgtaagatttaaacactggtacagacaaattaaaataatct : 1280 
g-X-2881   : AACTTTGCCAAACGCACAGCTGCCAACAGCGACAACCTTGgtaagatttaaacactggtacagacaaattaaaataatct : 1280 
YK816E12   : AACTTTGCCAAACGCACAGCTGCCAACAGCGACAACCTTG---------------------------------------- :  285 
                                                                                                     
C17G1.6    : gaaaagataatcggttttgatgttttatggcaaaccacaacggctacacacactattttttcaatttttgttgtgttgtt : 1360 
g-X-2881   : gaaaagataatcggttttgatgttttatggcaaaccacaacggctacacacactattttttcaatttttgttgtgttgtt : 1360 
                                                                                                     
C17G1.6    : gttctttatttgttaaaaattattttattaatagacacttttttcagGACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT : 1440 
g-X-2881   : gttctttatttgttaaaaattattttattaatagacacttttttcagGACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT : 1440 
YK816E12   : -----------------------------------------------GACAACCGTATGATTTGGGATCGGTTATGCATT :  318 
                                                                                                     
C17G1.6    : ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGATTGGTCTAGTGATACCATAAAAACTAGAGATTGGAGATACCAAAATACCATTGGA : 1520 
g-X-2881   : ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGATTGGTCTAGTGATACCATAAAAACTAGAGATTGGAGATACCAAAATACCATTGGA : 1520 
YK816E12   : ATGGAGCAAAATCATTTGCATATGATTGGTCTAGTGATACCATAAAAACTAGAGATTGGAGATACCAAAATACCATTGGA :  398 
                                                                                                     
C17G1.6    : CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGATGCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCAgtaagtgattaattttcaaatg : 1600 
g-X-2881   : CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGATGCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCAgtaagtgattaattttcaaatg : 1600 
YK816E12   : CAAAGAGATGGGCTTTCATTTAAAGATGCCAAAATGATTAATACCAGATATTGCAGCA---------------------- :  456 
                                                                                                     
C17G1.6    : aaactagtatcaaaaattttcagACGTTTGTCAGAGAAGTCTTCCATGTTTAAATGAGGGTTACACGGATCCAAACAACT : 1680 
g-X-2881   : aaactagtatcaaaaattttcagACGTTTGTCAGAGAAGTCTTCCATGTTTAAATGAGGGTTACACGGATCCAAACAACT : 1680 
YK816E12   : -----------------------ACGTTTGTCAGAGAAGTCTTCCATGTTTAAATGAGGGTTACACGGATCCAAACAACT :  513 
YK180A11   : -----------------------ACGTTTGTCAGAGAAGTCTTCCATGTTTAAATGAGGGTTACACGGATCCAAACAACT :   57 
                                                                                                     
C17G1.6    : GTGGACGTTGTCGTTGTCCATCTGGTTATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATAgtgagtagttcaaaaagttg : 1760 
g-X-2881   : GTGGACGTTGTCGTTGTCCATCTGGTTATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATAgtgagtagttcaaaaagttg : 1760 
YK816E12   : GTGGACGTTGTCGTTGTCCATCTGGTTATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATA-------------------- :  573 
YK180A11   : GTGGACGTTGTCGTTGTCCATCTGGTTATGGAGGAACATATTGTGAAACTGTAGAGTATA-------------------- :  117 
                                                                                                     
C17G1.6    : atcgataactaattgttttaatgatcagCATCTTGCGGAGGATCACTTACTGCTTCCAGTTCCTACAAAAAGATAGAAAG : 1840 
g-X-2881   : atcgataactaattgttttaatgatcagCATCTTGCGGAGGATCACTTACTGCTTCCAGTTCCTACAAAAAGATAGAAAG : 1840 
YK816E12   : -----------------------ATCAGCATCTTGCGGAGGATCACTTAC------------------------------ :  600 
YK180A11   : ----------------------------CATCTTGNGGAGGATCACTTACTGCTTCCAGTTCCTACAAAAAGATAGAAAG :  169 
                                                                                                     
C17G1.6    : TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGTGTGTGGCGAATTAGAgtaagcgatcgcaaagacatgtagtcaatagaccgtg : 1920 
g-X-2881   : TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGTGTGTGGCGAATTAGAgtaagcgatcgcaaagacatgtagtcaatagaccgtg : 1920 
YK180A11   : TGGTATTGTGCAACCAGATGCGAATTGTGTGTGGCGAATTAGA------------------------------------- :  212 
                                                                                                     
C17G1.6    : aaattaactattgttttgttcagAATCCTGGAGGAAATGTGGAAGTGATGTTTGATCAGGTGAACTTCCAATGCGCAGAT : 2000 
g-X-2881   : aaattaactattgttttgttcagAATCCTGGAGGAAATGTGGAAGTGATGTTTGATCAGGTGAACTTCCAATGCGCAGAT : 2000 
YK180A11   : -----------------------AATCCTGGAGGAAATGTGGAAGTGATGTTTGATCAGGTGAACTTCCAATGCGCAGAT :  269 
                                                                                                     
C17G1.6    : CCATGCCAGAGTTACGTTGAAGTAAAATATCTCAGCCAGAAGACATCGACAGgcaagttcactacttaaaatgcattcca : 2080 
g-X-2881   : CCATGCCAGAGTTACGTTGAAGTAAAATATCTCAGCCAGAAGACATCGACAGgcaagttcactacttaaaatgcattcca : 2080 
YK180A11   : CCATGCCAGAGTTACGTTGAAGTAAAATATCTCAGACAGAAGACATCGACAG---------------------------- :  321 
 
C17G1.6    : actcactatattttagGCGCACGACTATGTTGTAGTTTACCGTCTGTCATTCGTTCCGAAGGAGATGATGTAATTATCAT : 2160 
g-X-2881   : actcactatattttagGCGCACGACTATGTTGTAGTTTACCGTCTGTCATTCGTTCCGAAGGAGATGATGTAATTATCAT : 2160 
YK180A11   : ----------------GCGCACGACTATGTTGTAGTTTACCNT------------------------------------- :  348 
                                                                                                     
C17G1.6    : // 970bp // ctggtatattctgaaataattcagGGGAAGCAATTTGGATAGAGAAAGTTGTAACGCTCACGCCTGCG : 3120 
g-X-2881   : // 970bp // ctggtatattctgaaataattcagGGGAAGCAATTTGGATAGAGAAAGTTGTAACGCTCACGCCTGCG : 3120 
                                                                                                     
C17G1.6    : CTAAGCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGTCTCCTACTTCCGTGCGATTTGCTTGCCAAGCTCAATTTTGGATCC : 3200 
g-X-2881   : CTAAGCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGTCTCCTACTTCCGTGCGATTTGCTTGCCAAGCTCAATTTTGGATCC : 3200 
YK816E12   : ----GCCTAAGAAAGGAATGATCTGTAATGGACGTCTCCTACTTCCGTGCGATTTGCTTGCCAAGCTCAATTTTGGATCC :  676 
                                                                                                     
C17G1.6    : AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGCGAGATgtaagttgttgtttttgtgtttttcaagggggga : 3280 
g-X-2881   : AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGCGAGATgtaagttgttgtttttgtgtttttcaagggggga : 3280 
YK816E12   : AACAACTACTTGAACCCCAAATTGAAACAATCCGGATTTGCGAGAT---------------------------------- :    - 
                                                                                                     
C17G1.6    : atatgttgaaactataaacgttttacagCCAGCACGCTTCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA : 3360 
g-X-2881   : atatgttgaaactataaacgttttacagCCAGCACGCTTCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA : 3360 
YK816E12   : ----------------------------CCAGCACGCTTCCGCTACCACGTATCTCGCAACGTAAACCAGTTTTCGTTAA :    - 
                                                                                                     
C17G1.6    : CGAgtgagttcaaaaaatatatttgtgaacgacggagtattttttctagattggaagttcatccaccaacagaaagattc : 3440 
g-X-2881   : CGAgtgagttcaaaaaatatatttgtgaacgacggagtattttttctagATTGGAAGTTCATCCACCAACAGAAAGATTC : 3440 
YK816E12   : CGA----------------------------------------------ATTGGAAGTTCATCCACCAACAGAAAGATTC :    - 
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C17G1.6    : ctctcatcaagcacaagaagggtgaaaagacaaactgccaacagattttgtgaaaagtaaggaatagtaaattgaatgat : 3520 
g-X-2881   : CTCTCATCAAGCACAAGAAGGGTGAAAAGACAAACTGCCAACAGATTTTGTGAAAAgtaaggaatagtaaattgaatgat : 3520 
YK816E12   : CTCTCATCAAGCACAAGAAGGGTGAAAAGACAAACTGCCAACAGATTTTGTGAAAA------------------------ :    - 
                                                                                                     
C17G1.6    : ttgaatataaaatatttttacattttggttaaaaaataatgtaataagtgaatagtaactttaacatttgttgaagtcat : 3600 
g-X-2881   : ttgaatataaaatatttttacattttggttaaaaaataatgtaataagtgaatagtaactttaacatttgttgaagtcat : 3600 
                                                                                                     
C17G1.6    : ttgagaaatcataatctctcagaaagtaaaaaattatcaaaaacgaaactgtgaaatctaaattatctatttttttaatc : 3680 
g-X-2881   : ttgagaaatcataatctctcagaaagtaaaaaattatcaaaaacgaaactgtgaaatctaaattatctatttttttaatc : 3680 
                                                                                                     
C17G1.6    : atcagtgtttttttacaattgagaaaagtgagaaaaatttcttcaaacataaattactactccttctatgtatgtaataa : 3760 
g-X-2881   : atcagtgtttttttacaattgagaaaagtgagaaaaatttcttcaaacataaattactactccttctatgtatgtaataa : 3760 
                                                                                                     
C17G1.6    : acttttttacctttttcagACGATTCATTTACCAGTGCCCAACAGCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT : 3840 
g-X-2881   : acttttttacctttttcagACGATTCATTTACCAGTGCCCAACAGCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT : 3840 
YK355C4    : --------------------------------------------GCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT :    - 
YK816E12   : -------------------ACGATTCATTTACCAGTGCCCAACAGCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT :    - 
YK180A11    : ---------------------------------------CAACAGCATTACTCACCATCCAAATGGAATATAAACCAGAT :    - 
                                                                                                     
C17G1.6    : ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTCgtaagtttaaaattgaacgttcatatccatattaaattaatttcagCAACAGT : 3920 
g-X-2881   : ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTCgtaagtttaaaattgaacgttcatatccatattaaattaatttcagCAACAGT : 3920 
YK355C4    : ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTC----------------------------------------------CAACAGT :    - 
YK581H6    : -------------------------------------------------------------------------CAACAGT- :   - 
YK816E12   : ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTC----------------------------------------------CAACAGT :    - 
YK180A11    : ACTCAAGGAACCAATGATGCTTATTTC----------------------------------------------CAACAGT :    - 
                                                                                                     
C17G1.6    : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAaaccgatattttttgtaatttttt : 4003 
g-X-2881   : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAaaccgatattttttgtaatttttt : 4003 
YK355C4    : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT :    - 
YK581H6    : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT :    - 
YK816E12   : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT :    - 
YK180A11    : ACCCAGAATGCTGCTCTGGATATACGCCTAGAAGAGGAGTTTGCTACAAAAACTGAAACCGATATTTTTTGTAATTTTTT :    - 
 
C17G1.6    : gtttttccttcccccacacgtttgatattgctcatgatctgcttctcaaactcgctttcttttttatttttgttgataga : 4083 
g-X-2881   : gtttttccttcccccacacgtttgatattgctcatgatctgcttctcaaactcgctttcttttttatttttgttgataga : 4083 
YK355C4    : GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCGCTTTCTTTTTTATTTTTGTTGATAGA :    - 
YK581H6    : GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCGCTTTCTTTTTTATTTTTGTTGATAGA :    - 
YK816E12   : GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCGCTTTCTTTTTTATTTTTGTTGATAGA :    - 
YK180A11    :GTTTTTCCTTCCCCCACACGTTTGATATTGCTCATGATCTGCTTCTCAAACTCGCTTTCTTTTTTATTTTTGTTGATAGA :    - 

6.1.5. Sequenzdaten C24F3.3 

 
 
                                       cDNA Aligmnet Moehrlen 
    C24F3.3fm                                                      >>             >> 
 
C24F3.3   : 658bp //   agcacggatcgtgtgtgatattaataaaattacagGAAACAAATCCTGGTTTCTTCTCTTCGATACTTCG :  729 
g-IV-1838 : 379bp //   agcacggatcgtgtgtgatattaataaaattacagGAAACAAATCCTGGTTTCTTCTCTTCGATACTTCG :  450 
 
C24F3.3   : AACGAGTATCTTGTTTCAAATTCGTCGAGCGTACAACACAAAACGATTACTTGTTCATTGTTCCACTAGACGGGTGTTATT :  810 
g-IV-1838 : AACGAGTATCTTGTTTCAAATTCGTCGAGCGTACAACACAAAACGATTACTTGTTCATTGTTCCACTAGACGGGTGTTATT :  531 
                                                                                                     
C24F3.3   : CGTATGTTGGGAAAATTGGTGGTAGACAGACTTTGTCATTGGCAGCTGATTGTATTGCTGATTATATCATTTGGCATGAAA :  891 
g-IV-1838 : CGTATGTTGGGAAAATTGGTGGTAGACAGACTTTGTCATTGGCAGCTGATTGTATTGCTGATTATATCATTTGGCATGAAA :  612 
                                                                                                     
C24F3.3   : TGATGCATGCAATAGGATTCGAACATGAACATCAGAGACCCGATAGAGATTCCTTTATTCGAGTTGATTATGCAAATGTTA :  972 
g-IV-1838 : TGATGCATGCAATAGGATTCGAACATGAACATCAGAGACCCGATAGAGATTCCTTTATTCGAGTTGATTATGCAAATGTTA :  693 
                                                                                                     
C24F3.3   : TTCCTGGACAGATGAgtgagtttgaaacgaaaacttttagaagttattttttacaagatttttgattccagTAAACTTTGA : 1053 
g-IV-1838 : TTCCTGGACAGATGAgtgagtttgaaacgaaaacttttagaagttattttttacaagatttttgattccagTAAACTTTGA :  774 
                                                                                                     
C24F3.3   : TAAACTGAAAACTTCCCATGTCGAGTACCCTGACATTTACGATTTCAAATCAATTATGCATTATGATGGTTACGCATTTGG : 1134 
g-IV-1838 : TAAACTGAAAACTTCCCATGTCGAGTACCCTGACATTTACGATTTCAAATCAATTATGCATTATGATGGTTACGCATTTGG :  855 
 
C24F3.3   : AAGAGTTGACACTGCCAGACGTGTTAGATTAGCAACAATGACTCCATTAAAACCCGGTGTAACTTTGGAAGACAATATGAA : 1215 
g-IV-1838 : AAGAGTTGACACTGCCAGACGTGTTAGATTAGCAACAATGACTCCATTAAAACCCGGTGTAACTTTGGAAGACAATATGAA :  936 
                                                                                                     
C24F3.3   : ATTCACTGCTACAGATATTGAAAAACTGAATAGGCTCGGTCAATGTGGTGCCCGTGGCGGACAGTACAGTAACCAAGGAGT : 1296 
g-IV-1838 : ATTCACTGCTACAGATATTGAAAAACTGAATAGGCTCGGTCAATGTGGTGCCCGTGGCGGACAGTACAGTAACCAAGGAGT : 1017 
C24F3.3fm :                                                                       AACCAAGGAGT :   11 
                                                                                                     
C24F3.3   : TGTCGCCTCAACTTGCCAAGATGTTGCAACCGCTGTTAGTTGTGAGGGAAATAGAAGGgtaagtacaaatatttatacata : 1377 
g-IV-1838 : TGTCGCCTCAACTTGCCAAGATGTTGCAACCGCTGTTAGTTGTGAGGGAAATAGAAGGgtaagtacaaatatttatacata : 1098 
C24F3.3fm : TGTCGCCTCAACTTGCCAAGATGTTGCAACCGCTGTTAGTTGTGAGGGAAATAGAAGG----------------------- :   69 
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C24F3.3   : taacttagctactaaacatgtgttttactactcaaattgttaattgaaagtcatcccttccatctccaaaatctcttgttt : 1458 
g-IV-1838 : taacttagctactaaacatgtgttttactactcaaattgttaattgaaagtcatcccttccatctccaaaatctcttgttt : 1179 
C24F3.3fm : --------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                     
C24F3.3   : acagCGTGGAATGTGCAAAAATCCGTTCTACAAACAAATGATGATCAAGTCTTGCCAGAAAACATGCAGACTATGTTCGTA : 1539 
g-IV-1838 : acagCGTGGAATGTGCAAAAATCCGTTCTACAAACAAATGATGATCAAGTCTTGCCAGAAAACATGCAGACTATGTTCGTA : 1260 
C24F3.3fm : ----CGTGGAATGTGCAAAAATCCGTTCTACAAACAAATGATGATCAAGTCTTGCCAGAAAACATGCAGACTATGTTCGTA :  146 
                                                                                                     
C24F3.3   : CACAAGGATGATTGATGAAGATgtgagtttatatttcaagagtgaatattattataggggaaatgtactgaaaaacaaaat : 1620 
g-IV-1838 : CACAAGGATGATTGATGAAGATgtgagtttatatttcaagagtgaatattattataggggaaatgtactgaaaaacaaaat : 1341 
C24F3.3fm : CACAAGGATGATTGATGAAGAT----------------------------------------------------------- :  168 
                                                                                                     
C24F3.3   : ataccaaacatcttaataagaaaaacttttaaaataaaaagattttctcaaactttaaggcaaagttttggtaaagtgcca : 1701 
g-IV-1838 : ataccaaacatcttaataagaaaaacttttaaaataaaaagattttctcaaactttaaggcaaagttttggtaaagtgcca : 1422 
                                                                                                     
C24F3.3   : aattttccaaatagttcactattggtaaatttgagcactgctgtaggttcgaacccatatgatattttgacattttagcaa : 1782 
g-IV-1838 : aattttccaaatagttcactattggtaaatttgagcactgctgtaggttcgaacccatatgatattttgacattttagcaa : 1503 
                                                                                                     
C24F3.3   : tttaaggagcggtgttaaacaattccctactgacaattaaacagtgaaaaaataaaattactttgaagattattcaaaact : 1863 
g-IV-1838 : tttaaggagcggtgttaaacaattccctactgacaattaaacagtgaaaaaataaaattactttgaagattattcaaaact : 1584 
                                                                                                     
C24F3.3   : ccagttggttcacaaatttatgttttacatttctagaatttccatatttttggcgtgcacaatctttgaagttgttcattt : 1944 
g-IV-1838 : ccagttggttcacaaatttatgttttacatttctagaatttccatatttttggcgtgcacaatctttgaagttgttcattt : 1665 
                                                                                                     
C24F3.3   : tcagctttgtctctttaaaattaaaaccattattccaatcgtacttgtttcgttttatttttgggttatttggcaatactt : 2025 
g-IV-1838 : tcagctttgtctctttaaaattaaaaccattattccaatcgtacttgtttcgttttatttttgggttatttggcaatactt : 1746 
                                                                                                     
C24F3.3   : aattaattctgaagcctatcttctagtgaacatttacttaaaaatatcaaataagtctaatattttgcacatttcaatttt : 2106 
g-IV-1838 : aattaattctgaagcctatcttctagtgaacatttacttaaaaatatcaaataagtctaatattttgcacatttcaatttt : 1827 
                                                                                                     
C24F3.3   : cagGACGATCTAACTCCAAATACTACAGTAAAATCTGTAAAGTGCGAGGACAAACACCCACGATGTGATATTTACTCACAC : 2187 
g-IV-1838 : cagGACGATCTAACTCCAAATACTACAGTAAAATCTGTAAAGTGCGAGGACAAACACCCACGATGTGATATTTACTCACAC : 1908 
C24F3.3fm : ---GACGATCTAACTCCAAATACTACAGTAAAATCTGTAAAGTGCGAGGACAAACA------------------------- :  209 
                                                                                               
C24F3.3   : AATGGTTTCTGCACTCTTCCATTTTACGATGATGTACGATATCAGTTATGTGCTAAAACGTGTAATTTATGTTAA : 2262 
g-IV-1838 : AATGGTTTCTGCACTCTTCCATTTTACGATGATGTACGATATCAGTTATGTGCTAAAACGTGTAATTTATGTTAA : 1983 

6.1.6. Sequenzdaten C26C6.3 

 
 
C26C6.3  : ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTT :   82 
g-I-1289 : ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTT :   82 
YK11F8   : ATGAGATTATGTCATTCAATTATTTTATTTAATTCTTTAATTTCTATTTCTATTTGCTCGAAAGCTGATGATCCTGCACTTG :   82 
 

C26C6.3  : TGGTTGCTAGTGAATTTAAGgtttgccaagatttttcagaaacatttccaaaatttcagttaaaaatttggcaatcggagga :  164 
g-I-1289 : TGGTTGCTAGTGAATTTAAGgtttgccaagatttttcagaaacatttccaaaatttcagttaaaaatttggcaatcggagga :  164 
YK11F8   : TGGTTGCTAGTGAATTTAAG-------------------------------------------------------------- :  102 
 

C26C6.3  : ataaaattaatttagGAGCATTTCAATGTGGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTGCTTATTAAAATGAAAAAAT :  656 
g-I-1289 : ataaaattaatttagGAGCATTTCAATGTGGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTGCTTATTAAAATGAAAAAAT :  656 
YK11F8   : ---------------GAGCATTTCAATGTGGAAGAAAAACAATTGGAAACTGTTGAAGAATTGCTTATTAAAATGAAAAAAT :  169 
 
C26C6.3  : TGGCGCATTCAAGAAGTTTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGATgtatgatttgtcatttata //Intron 420bp //  :  738 
g-I-1289 : TGGCGCATTCAAGAAGTTTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGATgtatgatttgtcatttata //Intron 420bp //  :  738 
YK11F8   : TGGCGCATTCAAGAAGTTTTAAGGGAAGAGAATTTGGTCATGAT-------------------------------------- :  213 
                                                                                                     
C26C6.3  : gtttagGCAGTTGAAGACTCAAAGAAAGAAGTGGCAATTAGTACTCAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGTTTCACCGTTTT :  820 
g-I-1289 : gtttagGCAGTTGAAGACTCAAAGAAAGAAGTGGCAATTAGTACTCAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGTTTCACCGTTTT :  820 
YK11F8   : ------GCAGTTGAAGACTCAAAGAAAGAAGTGGCAATTAGTACTCAACAAGGAACAATTAATAAAAAAGTTTCACCGTTTG :  289 
                                                                                                     
C26C6.3  : TGTTTGAAGgtatttattaagtttttgtgagtatcaaataatgctttcagGTGATATTTTTCTATCTCGACGTCAAGCAGTT :  902 
g-I-1289 : TGTTTGAAGgtatttattaagtttttgtgagtatcaaataatgctttcagGTGATATTTTTCTATCTCGACGTCAAGCAGTT :  902 
YK11F8   : TGGTGTGAAG------------------------------------------------------------------------ :  299 
                                                                                                     
C26C6.3  : GATATTCTGAAAGCTTTATCAAAAGATAAAACCAAACGATTGAGAAGgtaattttttaaattatacattttaaagattgttc :  984 
g-I-1289 : GATATTCTGAAAGCTTTATCAAAAGATAAAACCAAACGATTGAGAAGgtaattttttaaattatacattttaaagattgttc :  984 
                                                                                                     
 
C26C6.3  : 2942bp //   tgtattcggaacattgtatcgacaatttcgtctgaacattttccaacagattttcgttactttgaattct : 3936 
g-I-1289 : 2942bp //   tgtattcggaacattgtatcgacaatttcgtctgaacattttccaacagattttcgttactttgaattct : 3936 
                                                                                                     
C26C6.3  : gttgtttttattttcaaaactgcagAAACGACATTGCAATATCGTCATGTGATGCTCCACAATGTTGTCCTCCGTTTATTAA : 4018 
g-I-1289 : gttgtttttattttcaaaactgcagAAACGACATTGCAATATCGTCATGTGATGCTCCACAATGTTGTCCTCCGTTTATTAA : 4018 
YK11F8.3 : ------------------------------------------------------------AATGTTGTCCNCCGTTTATTAA :   23 
 
C26C6.3  : TGTTGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAA--- : 4082 
g-I-1289 : TGTTGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAA--- : 4082 
YK11F8.3 : TGTTGATGGAGTATGCCAATCTGATCAAGAAAATCAACATGATGAATTATGGCTTTCTATTTAATCA :   90 



VII. Anhang 151

6.1.7. Sequenzdaten C34D4.9 

 
                                               cDNA Aligmnet Moehrlen 
C34D4.9fm                                          > > 
 
C34D4.9   :  311bp //  tggaatattgttattagatgtattcatttataagtttacagGCATACCACGACAAAACCTGCGTTCGAT :  381 
g-IV-1119 : 2330bp //  tggaatattgttattagatgtattcatttataagtttacagGCATACCACGACAAAACCTGCGTTCGAT : 2400 
 
C34D4.9   : TTGTTCCTAGAACCGCTGTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATGGgtttgttgtaaaatatcagaatatg :  461 
g-IV-1119 : TTGTTCCTAGAACCGCTGTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATGGgtttgttgtaaaatatcagaatatg : 2480 
C34D4.9fm :     TCCTAGAACCGCTGTAGACAACGATTATTTATACATTGGGAAGATCGATGG------------------------- : 
                                                                                                    
C34D4.9   : ttccaaacggattttccagATGTTATTCGGATGTTGGAAGAGCTGGAGGCAGGCAGGAGCTGTCATTGGACAATGGATGC :  541 
g-IV-1119 : ttccaaacggattttccagATGTTATTCGGATGTTGGAAGAGCTGGAGGCAGGCAGGAGCTGTCATTGGACAATGGATGC : 2560 
C34D4.9fm : -------------------ATGTTATTCGGATGTTGGAAGAGCTGGAGGCAGGCAGGAGCTGTCATTGGACAATGGATGC :   
                                                                                                    
C34D4.9   : TTGCAGgtatgaaaaatatttctgagaaaaaataattatatagctttaaatattacaagataatctttaattttctaaaa :  621 
g-IV-1119 : TTGCAGgtatgaaaaatatttctgagaaaaaataattatatagctttaaatattacaagataatctttaattttctaaaa : 2640 
                                                                                                    
C34D4.9   : acttcgcaaaaaaatcagcgatgacctgtttcagTACGACACAGCAATCCACGAACTAATGCATTCGGTAGGTTTCTATC :  701 
g-IV-1119 : acttcgcaaaaaaatcagcgatgacctgtttcagTACGACACAGCAATCCACGAACTAATGCATTCGGTAGGTTTCTATC : 2720 
                                                                                                    
C34D4.9   : // 1290bp // cagACTGTCGTGATCGAACAAACCTTTGCTGGCGTTGGATTGATCGATGCAAATCATTTTTCTTCGA : 1981 
g-IV-1119 : // 1290bp // cagACTGTCGTGATCGAACAAACCTTTGCTGGCGTTGGATTGATCGATGCAAATCATTTTTCTTCGA : 4000 
                                                                                                    
C34D4.9   : GCAAATAATGAAAGAATTTTGCTCTCTTTCGTGTGGTTACTGTACCCCAAAAGCTCTCCAAACTGCAAAAGCATCACCAC : 2061 
g-IV-1119 : GCAAATAATGAAAGAATTTTGCTCTCTTTCGTGTGGTTACTGTACCCCAAAAGCTCTCCAAACTGCAAAAGCATCACCAC : 4080 
 
C34D4.9   : CGAACTACAGTAATACATTGCTAACAAAGTCGAGCACTTCGTATCTGCAGCATGgttaatctaaattattaataattaat : 2141 
g-IV-1119 : CGAACTACAGTAATACATTGCTAACAAAGTCGAGCACTTCGTATCTGCAGCATGGTTAA--------------------- : 4139 
 
C34D4.9   :  1039bp // ATCACAGCCGAGCCATTATGA- : 3202 

6.1.8. Sequenzdaten C37H5.9 

 
 
C37H5.9  : agaaaagtgacggcatgactatcaatcagtctccttttttttgagaatcagttcatcaa tcgcgcaattcatcattctg :   80 
g-V-856  : agaaaagtgacggcatgactatcaatcagtctccttttttttgagaatcagttcatcaa tcgcgcaattcatcattctg :   80 
YK300B8  : ---------------------------------------------AATCANTTCATCNATTCGCGCAATTCATCATTCTG :   35 
YK120A2  : ---------------------------------------------------------------CGCAATTCATCATTCTG :   17 
                                                                                                   

C37H5.9  : ttcaattcttcATGATATTTCTACTTTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGTTATTAGCAGgt :  160 
g-V-856  : ttcaattcttcATGATATTTCTACTTTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGTTATTAGCAGgt :  160 
YK300B8  : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCANAGTTNTTANCAGGT :  115 
YK892D11 : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGTTATTAGCAG-- :  101 
YK120A2  : TTCAATTCTTCATGATATTTCTACTTTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGNCAGAGTTATTAGCAG-- :   95 
YK298F4  : -------------------------TTTTGTTGTTTTTCCATTTGTATATGCACAGCTTTTGCCAGAGTTATTAGCAG-- :   53 
 
C37H5.9  : ttgtgttccaatttcgcatttttgtcggctaacactttttattgcaattttttcagGTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :  240 
g-V-856  : ttgtgttccaatttcgcatttttgtcggctaacactttttattgcaattttttcagGTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :  240 
YK300B8  : TTGTGTTCCAATTTCGCATTTTTGTCGGCTAACACTTTTTATTGCAATTTTTTCAGGTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :  195 
YK892D11 : --------------------------------------------------------GTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :  125 
YK120A2  : --------------------------------------------------------GTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :  119 
YK298F4  : --------------------------------------------------------GTTTTCAGAATGGAAGGTTTAGAG :   77 



VII. Anhang 152

C37H5.9  : GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGAGACCCTCGTGGCGGT :  320 
g-V-856  : GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGAGACCCTCGTGGCGGT :  320 
YK300B8  : GGGGACCCGATGGTTTTAATACAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGATANNCTCTTGGCGGT :  275 
YK892D11 : GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGAGACCCTCGTGGCGGT :  205 
YK120A2  : GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGAGACCCTCGTGGNGGT :  199 
YK298F4  : GGGGACCCGATGGTTTTAATAGAGGACCTGGAGGGTTTCATCGTGGACCTGACGGCTTCGGGGGAGACCCTCGTGGCGGT :  157 
                                                                                                   

C37H5.9  : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTTATTGG :  400 
g-V-856  : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTTATTGG :  400 
YK300B8  : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTT----- :  350 
YK892D11 : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTTATTGG :  285 
YK120A2  : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTTATTGG :  279 
YK298F4  : GTAGACCTCGGCCACTTGATTGGGAATATTGCTGCAAATGTTGGTCAAGAAATGGGTCTAAACGATGCTGATGTTATTGG :  237 
                                                                                                   

C37H5.9  : AGATTTAAGAgtaggttattcacagcaaaattatcagaacagtttacgagaaattcaacgtttctcacagaaaaaaacta :  480 
g-V-856  : AGATTTAAGAgtaggttattcacagcaaaattatcagaacagtttacgagaaattcaacgtttctcacagaaaaaaacta :  480 
YK892D11 : AGATTTAAGA---------------------------------------------------------------------- :  295 
YK120A2  : AGATTTAAGA---------------------------------------------------------------------- :  289 
YK298F4  : AGATTTAAGA---------------------------------------------------------------------- :  247 
                                                                                                   

C37H5.9  : aacaattttattgaaccttttatagGGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGTGGGGACGGCGAGCCCGGC :  560 
g-V-856  : aacaattttattgaaccttttatagGGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGTGGGGACGGCGAGCCCGGC :  560 
YK892D11 : -------------------------GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGTGGGGACGGCGAGCCCGGC :  350 
YK120A2  : -------------------------GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGTGGGGACGGCGAGCCCGGC :  344 
YK298F4  : -------------------------GGAATCTCTCGAGGACCCCGACCATCATCCATGGAGTGGGGACGGCGAGCCCGGC :  302 
                                                                                                   

C37H5.9  : ATTTCTGCAGGAGATATCCGGGTCATCCAAAATGTCAGCGAGGACAACTTCCACAGTTTACTGATGTTCCGACTATTATC :  640 
g-V-856  : ATTTCTGCAGGAGATATCCGGGTCATCCAAAATGTCAGCGAGGACAACTTCCACAGTTTACTGATGTTCCGACTATTATC :  640 
YK892D11 : ATTTCTGCAGGAGATATCCGGGTCATCCAAAATGTCAGCGGGGACAACTTCCACAGTTTACTGATGTTCCGACTATTATC :  430 
YK120A2  : ATTTCTGGAGGAGATA---------------------------------------------------------------- :  360 
YK298F4  : ATTTCTGCACGAGATATCCGGGTCATCCAANATGTCAGCNANGACNACTTCCACAGTT---------------------- :  360 
                                                                                                   

C37H5.9  : AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCTTCTTCCACGAGTTCCTACgtaagtttcaaatgtgaagagttattagaaaac :  720 
g-V-856  : AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCTTCTTCCACGAGTTCCTACgtaagtttcaaatgtgaagagttattagaaaac :  720 
YK827H04 : AACACTATTATCTACAACGCGGGAGATCTTCTTCCACGAGTTCCTAC--------------------------------- :  460 
 

C37H5.9  : tgtctgtttgaaaatattttattaacgttaaaaaatctcctttttgaaatcgatgtgtaagtcaggggtttttagtcaac :  800 
g-V-856  : tgtctgtttgaaaatattttattaacgttaaaaaatctcctttttgaaatcgatgtgtaagtcaggggtttttagtcaac :  800 
YK892D11 : -------------------------------------CCTAAACATCCATGACCCGTTGGCTGGACTAAACAGCGAACTG :  520 
                                                                                                   

C37H5.9  : aaattcggaaaatggacaaatcgccggtttgcggatttgccggaaattttgaattccggcaact//Intron 335bp// :  880 
g-V-856  : aaattcggaaaatggacaaatcgccggtttgcggatttgccggaaattttgaattccggcaact//Intron 335bp// :  880 
YK892D11 : GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAAC---------------------------------------- :  560 
                                                                                                   

C37H5.9  : cctacctactttactttctgactgatcaatattacagCCTAAACATCCATGACCCGTTGGCTGGACTAAACAGCGAACTG : 1280 
g-V-856  : cctacctactttactttctgactgatcaatattacagCCTAAACATCCATGACCCGTTGGCTGGACTAAACAGCGAACTG : 1280 
                                                                                                   

C37H5.9  : GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAACTCAGTTCCCAACAGAGAAACGAGATTCACGATTCATGCAG : 1360 
g-V-856  : GTTGGATTCATCAAGAGTCTTCAGTCACAATTTGGACAACTCAGTTCCCAACAGAGAAACGAGATTCACGATTCATGCAG : 1360 
YK581H5  : ----------------------------------------TCAGTTCCCAACAGAGAAACGAGATTCACGATTCATGCAG :   41 
                                                                                                   
C37H5.9  : ATCATTCAAGTGCGATCAGCAGTCTCCTCAGAACACACAGGCAAAGCAGGAGCTATTGACAAAGgtaattacctagtcta : 1440 
g-V-856  : ATCATTCAAGTGCGATCAGCAGTCTCCTCAGAACACACAGGCAAAGCAGGAGCTATTGACAAAGgtaattacctagtcta : 1440 
YK581H5  : ATCATTCAAGTGCGATCAGCAGTCTCCTCAGAACACACAGGCAAAGCAGGAGCTATTGACAAAG---------------- :  105 
                                                                                                   
C37H5.9  : gggcttccaccctacgtttgcctgcctggtcgtaagcgtactgaagcgctaaattgctaaaaagaggcgagaggcaggcg : 1520 
g-V-856  : gggcttccaccctacgtttgcctgcctggtcgtaagcgtactgaagcgctaaattgctaaaaagaggcgagaggcaggcg : 1520 
 
C37H5.9  : tgaggtaggcaggttttaagccgtctgccatggaaccgctaacctggcaagctttaatctttcagATGCTCGCCTTCGAT : 1600 
g-V-856  : tgaggtaggcaggttttaagccgtctgccatggaaccgctaacctggcaagctttaatctttcagATGCTCGCCTTCGAT : 1600 
YK581H5  : -----------------------------------------------------------------ATGCTCGCCTTCGAT :  120 
                                                                                                   
C37H5.9  : CAAGCGGTTGGCGGTAAAGCTGCTCCGGCTCATGACAAGGTGAACCTCCGATTCGACAGAACTCAGCAAGTGAAACAGGC : 1680 
g-V-856  : CAAGCGGTTGGCGGTAAAGCTGCTCCGGCTCATGACAAGGTGAACCTCCGATTCGACAGAACTCAGCAAGTGAAACAGGC : 1680 
YK581H5  : CAAGCGGTTGGCGGTAAAGCTGCTCCGGCTCATGACAAGGTGAACCTCCGATTCGACAGAACTCAGCAAGTGAAACAGGC :  200 
                                                                                                   
C37H5.9  : ATTGCTCAAAAGAGCAAATTTGTCGCATATTgtaagtataccttctggcagtttgaagaaaattcaagtttgcttcagAT : 1760 
g-V-856  : ATTGCTCAAAAGAGCAAATTTGTCGCATATTgtaagtataccttctggcagtttgaagaaaattcaagtttgcttcagAT : 1760 
YK581H5  : ATTGCTCAAAAGAGCAAATTTGTCGCATATT-----------------------------------------------AT :  233 
                                                                                                   
C37H5.9  : CGTTCCAGCTGACAATGGAGTCTTCGACAGAGATGTGTTGCTCACCGAGCATCAGGCTAACTTCCTGCTCAATGAGCTCG : 1840 
g-V-856  : CGTTCCAGCTGACAATGGAGTCTTCGACAGAGATGTGTTGCTCACCGAGCATCAGGCTAACTTCCTGCTCAATGAGCTCG : 1840 
YK581H5  : CGTTCCAGCTGACAATGGAGTCTTCGACAGAGATGTGTTGCTCACCGAGCATCAGGCTAACTTCCTGCTCAATGAGCTCG :  313 
                                                                                                   
C37H5.9  : GCGAGGCCGGGCGTGGAGCAGATGTTGGAGCAGGAGGAGGTGGTGGTGGACGAGTTCCAAGATCCGGAGTTTTCTTCCAA : 1920 
g-V-856  : GCGAGGCCGGGCGTGGAGCAGATGTTGGAGCAGGAGGAGGTGGTGGTGGACGAGTTCCAAGATCCGGAGTTTTCTTCCAA : 1920 
YK581H5  : GCGAGGCCGGGCGTGGAGCAGATGTTGGAGCAGGAGGAGGTGGTGGTGGACGAGTTC----------------------- :  370 
YK1010B03:                                                   CGAGTTCCAAGATCCGGAGTTTTCTTCCAA      - 
                                                                                                   
C37H5.9  : GAAAGTGCGGTTCAGAAATGGGATATTTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAGgtataactctttgtca : 2000 
g-V-856  : GAAAGTGCGGTTCAGAAATGGGATATTTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAGgtataactctttgtca : 2000 
YK1010B03: GAAAGTGCGGTTCAGAAATGGGATATTTGGAAGCCTATTCAGTATACTTTGGATGATTCATTAG---------------- :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : aatttgaagaaaaaccgtcaaaatcctgacaagtttccagAAGAATCCGACAAAAAAGACATCCGGGATGCTCTACACGA : 2080 
g-V-856  : aatttgaagaaaaaccgtcaaaatcctgacaagtttccagAAGAATCCGACAAAAAAGACATCCGGGATGCTCTACACGA : 2080 
YK1010B03: ----------------------------------------AAGAATCCGACAAAAAAGACATCCGGGATGCTCTACACGA :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATATGAAAGTTGATA : 2160 
g-V-856  : AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATATGAAAGTTGATA : 2160 
YK1010B03: AATTTCAATCAACACCTGCATCCTATTCAGGTACAATGCAACGCCAAAAGGATATCACTTGAATTATATGAAAGTTGATA :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : GCACGACCTTgtaagttgactagagaatctaagtgtgacgtcacttccttttcagCTGCGGTCTATCCTACGTGGGACGG : 2240 
g-V-856  : GCACGACCTTgtaagttgactagagaatctaagtgtgacgtcacttccttttcagCTGCGGTCTATCCTACGTGGGACGG : 2240 
YK164B6  : -----------------------------------------------------------------TCCTACGTGGGACGG :    - 
YK1010B03: GCACGACCTT---------------------------------------------CTGCGGTCTATCCTACGTGGGACGG :    - 



VII. Anhang 153

C37H5.9  : ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGATgtacggtttcttcttcattttttgggggaaaacac : 2320 
g-V-856  : ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGATgtacggtttcttcttcattttttgggggaaaacac : 2320 
YK827H04 : ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGAT----------------------------------- :    - 
YK1010B03: ACCGATCCGGCCAACCCGATTTACTTGAGCTTCCAGTGTGGGGAT----------------------------------- :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : gtggtgtcaaactgtcccattttggtgtgatctacaaaaaatgcggagaatcttctttgaaattcttgcgtttttagtag : 2400 
g-V-856  : gtggtgtcaaactgtcccattttggtgtgatctacaaaaaatgcggagaatcttctttgaaattcttgcgtttttagtag : 2400 
                                                                                                   
C37H5.9  : atcacgccgaaatgggacactttgacaccacgtggaaagataatgcaaattcgatcgaaaactttcagaatcgaggagtt : 2480 
g-V-856  : atcacgccgaaatgggacactttgacaccacgtggaaagataatgcaaattcgatcgaaaactttcagAATCGAGGAGTT : 2480 
YK827H04 : --------------------------------------------------------------------AATCGAGGAGTT :    - 
C37H5.9  : gcaatgcacgaaacaatgcacgcgttgggcgtcagtcaccaacacttgagactcgacagggataagtatatcaaggtttt : 2560 
g-V-856  : GCAATGCACGAAACAATGCACGCGTTGGGCGTCAGTCACCAACACTTGAGACTCGACAGGGATAAGTATATCAAGgtttt : 2560 
YK827H04 : GCAATGCACGAAACAATGCACGCGTTGGGCGTCAGTCACCAACACTTGAGACTCGACAGGGATAAGTATATCAAG----- :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : // 1050 bp // aattccaaaaattgcctcttgttcgcgacgagacccagccgatttttaaaaaatttcaaaatttcc : 3600 
g-V-856  : // 1050 bp // aattccaaaaattgcctcttgttcgcgacgagacccagccgatttttaaaaaatttcaaaatttcc : 3600 
                                                                                                   
C37H5.9  : agATCGACTGGTCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT : 3680 
g-V-856  : agATCGACTGGTCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT : 3680 
YK892D11 : --ATCGACTGGTCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT :    - 
YK120A2  : --------------------------------TATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT :    - 
YK581H5  : -----------TCAAACATCGACCCCCAACACTATGACACATTTGCGATATCCGACGCGAAACTGTACACATCCTACGGT :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC : 3760 
g-V-856  : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC : 3760 
YK892D11 : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC :    - 
YK120A2  : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC :    - 
YK298F4  : ------------------------------------------------------------AACAAGCCGACGATGATCCC :    - 
YK581H5  : ACCAAGTACGCCTACGACTCTATAATGCACTATAACGCATATCTCGGCGCCAAGGACCCCAACAAGCCGACGATGATCCC :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA : 3840 
g-V-856  : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA : 3840 
YK892D11 : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA :    - 
YK120A2  : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA :    - 
YK164B6  : ------------------------------------------------------------------------------AA :    - 
YK298F4  : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA :    - 
YK581H5  : GTTGGTGAATCCACAGGAGAACACCCCGAAACTGGGTCAACGAGCCAAACTGACCCGCGGCGACATCCGGTTGCTCAAAA :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG : 3920 
g-V-856  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG : 3920 
YK892D11 : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG :    - 
YK120A2  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG :    - 
YK164B6  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGNC--------------- :    - 
YK298F4  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTGCAAGATGAAG :    - 
YK581H5  : AAATGTACTGCCGTCCGGGATGTGACGATCAGAATGTGCACTGCGGCACGTGGGCTCTGCATGGCTATTG---------- :    - 
                                                                                                   
C37H5.9  : GAACAAATGAAATGGATGAATGAGAATTGTAAAGCTAGTTGTGATAAATGTTGA-------------------------- : 3974 
g-V-856  : GAACAAATGAAATGGATGAATGAGAATTGTAAAGCTAGTTGTGATAAATGTTGA-------------------------- : 3974 
yk892d11 : gaacaaa------------------------------------------------------------------------- :    - 
yk120a2  : gaacanatgaaatggntgaatgag-------------------------------------------------------- :    - 

6.1.9. Sequenzdaten D1022.m 

 
    D1022.g                             predicted cDNA using genscan 
    D1022fm                                cDNA Alignment Moehrlen 
                                                                                                  
D1022.g : ATGGCATTCTGGGAGAAACACACATGTGTAGCTTTCAAAAAACGAACATCTGAAAAAGTTTATCTGCTAATGTCGGGTCA :   80 
D1022fm : ................................................................TGCTAATGTCGGGTCA :    - 
                                                                                                  
D1022.g : AGAAGAAGGATGTTGGAGTACTGTAGGAAGAGATGAAGCTCAAGGAGCACAGATTTTGAATATTGGAACAGGTTGTGAGA :  160 
D1022fm : AGAAGAAGGATGTTGGAGTACTGTAGGAAGAGATGAAGCTCAAGGAGCACAGATTTTGAATATTGGAACAGGTTGTGAGA :    - 
                                                                                                  
D1022.g : TGTTCGGAATAACATCACATGAAATAGCTCACGCACTCGGACTTTTCCACGAGCAATCGAGATATGACAGAGATAACTAT :  240 
D1022fm : TGTTCGGAATAACATCACATGAAATAGCTCACGCACTCGGACTTTTCCACGAGCAATCGAGATATGACAGAGATAACTAT :    - 
                                                                                                  
D1022.g : GTACAAATAGTGAAGTCCAGAATTGCACAGACGAATTTTTATGATTTTGCTGTGGTTGGAAAGAAGAATATGGAAACTTA :  320 
D1022fm : GT------------------------------------------------------------------------------ :    - 
                                                                                                  
D1022.g : TGGTCAGAAATATGACATTGGAAGTGTGATGCATTATAGACCAACAGAGTTTTCCCTCGATGGAGGTAACTCAATTATTG :  400 
D1022.g : CAAAAGATGTCAATATGCAAAACACAATGGGACAATTCCGTGGTCCATCGTTCATTGATGTTGCCAAAATCAATAGACAC :  480 
D1022.g : TATAATTGTGAAAAGAATTGTAAAAATAAGATAACTTGTCTCAATGGTGGCTATCAACATCCGAAAAACTGTAAAATTTG :  560 
D1022.g : TGTGTGCCCACCTGGCTACGGAGGAAGCGATTGTAAAGGTATTGAGGCTTCGAGTCCGGCCAAATGTACTGGAGTTTTGG :  640 
D1022.g : TTGCTGGAGAGACGCAGAGAAAATTTACGGCAAATATAAAGCCAAATAAAAATGCAAAAGGAATTAGGAAGTGCAATTAT :  720 
D1022.g : CATATTGAGGCACCACCTGGAAAACGTATTGTTATCATTGTCGATTCTGTGATTGGAAATTGTGTTCAAGGATGTTATGA :  800 
D1022.g : AGAAGGTGTTGAGCTCAAAATGTATGAAGATAAAACTGTTACTGGTGCAAGATTTTGCTGTAAACTTCAAAAGCCTCAAA :  880 
D1022.g : CATTGATATCTCAAGGAAATACTGTTCCTTTGATGCTAGTGGCTGGAAAAGCTCAAGCATTTGTACAGCTAAGATATTCC :  960 
D1022.g : ACAGAACTAAGCTTGGTTTTTCAGTTGATGCTGGCAAGATTTTCGCACGAAAAACCATATGTTGCTCGAACTCCTGCAGC : 1040 
D1022.g : TATTGCTGACGCTGAAATGTTCATTAATCAGCATAAGTTGTCAGTCAAAATCGACAAGGCCACTAACAATAATTACGAAG : 1120 
D1022.g : ATAATTTGCGTTGTTTGGTCTTAATGTCGGATGACCTTTATCAAGAAGAGGAAAATCCAAATTTCTACCTTTACAACTAC : 1200 
D1022.g : ATCACAGTTTTTCATAATGCGCCACCACTTGCTGATGCTCTGACAACACCACCAGTTCTCAGAAAGAATGAAGATTGGGG : 1280 
D1022.g : AAGACGAGATGAATGGGTACATACTGCCATCATTACTGAAGATGGGGAACCATTCGCAGATGGAACACATGTAATTGATA : 1360 
D1022.g : AAGGCTACACGACACATCAATTTGAAATTCAACAAGATCAGGATAATGCTAAATTTGGAATGATCAGTGGAATCATCGGT : 1440 
D1022.g : TTTATCATGCTTGCCGCATTCCTCGGTGGAACTATCATTGTTCTGCTTTTAATCTGTCGCAGAAGCCAAAACTTCACAGA : 1520 
D1022.g : CTACAAAGACTACATTGACTACAAACTATGGACACACAGAATAAGCGCTTTATATATAGTGGAAGCAGTTTTCGAAAATA : 1600 



VII. Anhang 154

D1022.g : CCGGACAACTTCCTGTGGTCACAGTTAAAGATCTACCAAATCGGCCAACAATCAATATAACAGGAGGACCAACAATGCCT : 1680 
D1022.g : TATCGTTATAAACTCCATCAGGAATTTTTAGACCACGAGCAAATAAATTTAATTCAGATAAGCGTACACTTTGGAAGAGC : 1760 
D1022.g : AGATGAAGGAGAGAAAGGATCAGAGCATACTGTAGACAGAGTTCGATTTCCGGCGGAAATTCAGCTACTAGCATATAATA : 1840 
D1022.g : GTGCACTTTATCCAAATTTCAGTGTTGCAATGACATCACCAAGAGGGCTTCTTGCAGTTTCTGTAATTGTTGATTTAATT : 1920 
D1022.g : GTTCAGCAGTCTACTGTATCTTCAAGTTGTCCATCGAATGTTTACGTGGAAATGGGGTACCAAGCGAATCCTGGTAGAAA : 2000 
D1022.g : TAAGCGGAATGATTCGGTTTCTCGAAGATATGTTCCAACATCGGAAGTTTTCGAAATCGATAGCATTCGTCCTGATGATG : 2080 
D1022.g : TTTCCAAAGCCGGTTCATTTTAG--------------------------------------------------------- : 2103 

6.1.10. Sequenzdaten F09E8.6 

 
                                             cDNA Alignment Moehrlen 
   F09E8.6fm                                                >>>>>>> 
                                                                                                    
F09E8.6   :  // 890 bp  ATTATATTTATGTGAAGAGAAATGTTGCTTTTGGATGCTCTTCGTATGTTGGCAGAGCTGGTGGAAAT :  960 
g-IV-2471 :  // 890 bp  ATTATATTTATGTGAAGAGAAATGTTGCTTTTGGATGCTCTTCGTATGTTGGCAGAGCTGGTGGAAAT :  960 
                                                                                                    
F09E8.6   : CAGACTGTGTCGTTGGAGGTTGATAAGTGCTTTTCGAAGGTAAGAAAAAATGAGCAGCCGACGCAAATGGAGGCCCGTAA : 1040 
g-IV-2471 : CAGACTGTGTCGTTGGAGGTTGATAAGTGCTTTTCGAAGgtaagaaaaaatgagcagccgacgcaaatggaggcccgtaa : 1040 
                                                                                                    
F09E8.6   : Cgtgaaaaaatctaaaaataattatcaaaaatgcaagaaattcgatatctggttttttggaa// Inrton 500bp // : 1120 
g-IV-2471 : cgtgaaaaaatctaaaaataattatcaaaaatgcaagaaattcgatatctggtttttaatcg// Inrton 500bp // : 1120 
                                                                                                    
F09E8.6   : GGAATAATTGCTCACGAACTGATGCACGCTCTAGGATTCTTCCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA : 1680 
g-IV-2471 : GGAATAATTGCTCACGAACTGATGCACGCTCTAGGATTCTTCCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA : 1680 
F09E8.6fm : ---------------------------------GGATTCTTCCACGAACATTCACGAACCGATCGAGACGATTTCGTAGA :      
                                                                                                    
F09E8.6   : TATAAACGAGGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGTATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA : 1760 
g-IV-2471 : TATAAACGAGGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGTATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA : 1760 
F09E8.6fm : TATAAACGAGGATAATATTCGACCAGGAATGATGCGTAATTTTGAAAAGTATCCAAGAAAAATTATTGATTCACTTGGAA :  
                                                                                                    
F09E8.6   : TGCCATATGACTACGAGTCTGTCATGCATTATCATAAGTTGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG : 1840 
g-IV-2471 : TGCCATATGACTACGAGTCTGTCATGCATTATCATAAGTTGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG : 1840 
F09E8.6fm : TGCCATATGACTACGAGTCTGTCATGCATTATCATAAGTTGGCATTCTCCAGAAATGGTAAACCAACTATTATTCCAAAG :  
                                                                                                    
F09E8.6   : GACAATGAAGCAGATGTTGGACAGAGATATAAGCTTTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGTTAATAAGCTTTATCAATGTGG : 1920 
g-IV-2471 : GACAATGAAGCAGATGTTGGACAGAGATATAAGCTTTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGTTAATAAGCTTTATCAATGTGG : 1920 
F09E8.6fm : GACAATGAAGCAGATGTTGGACAGAGATATAAGCTTTCTGAGATGGATTCTAAGAAGGTTAATAAGCTTTATCAATGTGG :  
                                                                                                    
 
F09E8.6   : AGAGTATTCGAAAACATCGTCAACTACAACTACTACAACCACTACAACCACTACAACCACTACAGAGGAGCCAACTACAA : 2000 
g-IV-2471 : AGAGTATTCGAAAACATCGTCAACTACAACTACTACAACCACTACAACCACTACAACCACTACAGAGGAGCCAACTACAA : 2000 
F09E8.6fm : AGAGTATTCGAAAACATCGTCAACTACAACTACTACAACCACTACAACCACTACAACCACTACAGAGGAGCCAACTACAA :  
                                                                                                    
F09E8.6   : CTACTGAAGTGGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGTGTCAAGTACGACGACTACAACTAAGAAACCGACTACTACAACT : 2080 
g-IV-2471 : CTACTGAAGTGGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGTGTCAAGTACGACGACTACAACTAAGAAACCGACTACTACAACT : 2080 
F09E8.6fm : CTACTGAAGTGGAGGAGAAGCCGAAGGATAAGAAGGTGTCAAGTACGACGA............................. :  
                                                                                                    
F09E8.6   : // 1041bp // TAATAGTGAGAGCAAGTTTATGAAAATATTCTGTAAAGCTTCGTGTGGGAAGTGTTAA : 3111 
g-IV-2471 : // 1041bp // TAATAGTGAGAGCAAGTTTATGAAAATATTCTGTAAAGCTTCGTGTGGGAAGTGTTAA : 3111 

6.1.11. Sequenzdaten F20G2.4 

 
                                                cDNA Alignment Moehrlen 
F20G2.4fm                                              >>>>>>>>>>>>> 
 
F20G2.4  : // 250 bp ttattatgcagacaacaacaattcagTGAAGGAGAAGGTTAAAAGTGCAATTGCTTACATTGCAAATCAC :  240 
g-V-2804 : // 250 bp TTATTATGCAGACAACAACAATTCAGTGAAGGAGAAGGTTAAAAGTGCAATTGCTTACATTGCAAATCAC :  240 
                                                                                                   
F20G2.4  : ACTTGCATCAAGTTCAACGAAGATCCAACACATTGGCAACGTTTGAAGATTTTTACTTCAGAgtaagttttatcaatttt :  320 
g-V-2804 : ACTTGCATCAAGTTCAACGAAGATCCAACACATTGGCAACGTTTGAAGATTTTTACTTCAGAgtaagttttatcaatttt :  320 
F20G2.4  : agtttttcacaggtcatgttatattttagACTCTCTCATTGTCGGTCAACAATCGGAGCTCCAGGCACTAGGAGTGGTTC :  400 
g-V-2804 : agtttttcacaggtcatgttatattttagACTCTCTCATTGTCGGTCAACAATCGGAGCTCCAGGCACTAGGAGTGGTTC :  400 
                                                                                                   
F20G2.4  : AGCTGGAGAGCTCAGTATGGAGACTGGATGGTGTGCTAATATTGGAAGTATTGTTCATGAATTCTCACATTCACTCGGAA :  480 
g-V-2804 : AGCTGGAGAGCTCAGTATGGAGACTGGATGGTGTGCTAATATTGGAAGTATTGTTCATGAATTCTCACATTCACTCGGAA :  480 
                                                                                                   
F20G2.4  : GATATCATGAACATACTCGACCAGATCGTGATAATTCTTTGAAAGTAACATCCACTGATTACGAAGCACGACCAAGGCCA :  560 
g-V-2804 : GATATCATGAACATACTCGACCAGATCGTGATAATTCTTTGAAAGTAACATCCACTGATTACGAAGCACGACCAAGGCCA :  560 
                                                                                                   



VII. Anhang 155

F20G2.4  : TGGGGAATGACAACAATGTATGGACCATTTGAACATGGAAGTATCATGATGTATCATTCAAGCAACTATGGTGTTGGAAA :  640 
g-V-2804 : TGGGGAATGACAACAATGTATGGACCATTTGAACATGGAAGTATCATGATGTATCATTCAAGCAACTATGGTGTTGGAAA :  640 
                                                                                                   
F20G2.4  : AATGGAACCATACGATATGGAATACAAAAATACAATGGGGAGTAGAAGAGTGACCTTTTATGATATGTATAAAATCAACC :  720 
g-V-2804 : AATGGAACCATACGATATGGAATACAAAAATACAATGGGGAGTAGAAGAGTGACCTTTTATGATATGTATAAAATCAACC :  720 
                                                                                                   
F20G2.4  : AATACTACGGATGTGGGTGCTCCACTCAgttggaatgcaaaaatggaggatatacttcaccatctgattgttctagATGT :  800 
g-V-2804 : AATACTACGGATGTGGGTGCTCCACTCAGTTGGAATGCAAAAATGGAGGATATACTTCACCATCTGATTGTTCTAGATGT :  800 
                                                                                                   
F20G2.4  : AATTGCCCGAAAGGATTCTTTGGAAAACTTTGTAACGAAAGACGTCAACAAGATTCATATGAACTAAAGGCTACCTACGG :  880 
g-V-2804 : AATTGCCCGAAAGGATTCTTTGGAAAACTTTGTAACGAAAGACGTCAACAAGATTCATATGAACTAAAGGCTACCTACGG :  880 
                                                                                                   
F20G2.4  : TCGATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTTTATTCAACTTTTGTGTACA :  960 
g-V-2804 : TCGATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTTTATTCAACTTTTGTGTACA :  960 
F20G2.4fm: --GATGGCAGACACAGACTATCTCATTTAACTACAAGCCAGAACCAGTCTCTGATGGTTTTTATTCAACTTTTGTGTACA :   
                                                                                                   
F20G2.4  : TTACTGGTGAAGCTAACTCAACAATTGAGATTACAATGGAAGGCCTTGAAAATGTGATATGTACGGCTGGATGTACTTGG : 1040 
g-V-2804 : TTACTGGTGAAGCTAACTCAACAATTGAGATTACAATGGAAGGCCTTGAAAATGTGATATGTACGGCTGGATGTACTTGG : 1040 
F20G2.4fm: TTACTGGTGAAGCTAACTCAACAATTGAGATTACAATGGAAGGCCTTGAAAATGTGATATGTACGGC............. :  
                                                                                                   
F20G2.4  : // 560bp // TGTTCGGATAA : 1611 
g-V-2804 : // 560bp // TGTTCGGATAA : 1611 

6.1.12. Sequenzdaten F38E9.2 

 
 
F38E9.2  : ggcggcgacggcggtctccggctcgacATGCGATTTTCTGCGAACATCGCCATCATCGTAAACATCATTTTTCTATTTATT :    81 
YK414E5  : GGCGGCGACGGCGGTCTCCGGCTCGACATGCGATTTTCTGCGAACATCGCCATCATCGTAAACATCATTTTTCTATTTATT :    81 
 

F38E9.2  : GTCGTCGAGTTTGTGCTGCCCACGTTTATCCGATCTGGTGACGTCAGGTTCCGAAGATACTACCGGAATAATGGGCGAGTT :   162 
YK414E5  : GTCGTCGAGTTTGTGCTGCCCACGTTTATCCGATCTGGTGACGTCAGGTTCCGAAGATACTACCGGAATAATGGGCGAGTT :   162 
                                                                                                     

F38E9.2  : TCGAGAGCGGCGACGGCAAAAAAAGAAAGGATATGGCCAGAAGGAATCATTCCATTCGTTATAGCATCCAATTTTTCAGgt :   243 
YK414E5  : TCGAGAGCGGCGACGGCAAAAAAAGAAAGGATATGGCCAGAAGGAATCATTCCATTCGTTATAGCATCCAATTTTTCAG-- :   241 
                                                                                                     
F38E9.2  : // 810 bp// tacaaacagttttaccaatcaaaaaaatggagagtttataaaatatcacaatcaagaaaattaattcag :  1134 
                                                                                                     

F38E9.2  : GGGAGCACCAGCACCTTTTTCTACGCGCAATGCGGCATTGGGAGAACTTTACATGTGTCTCGTTCGTCCCACGACAACCAC :  1215 
YK414E5  : GGGAGCACCAGCACCTTTTTCTACGCGCAATGCGGCATTGGGAGAACTTTACATGTGTCTCGTTCGTCCCACGACAACCAC :   322 
                                                                                                     

F38E9.2  : ACCACAAACATTATATCACTTTCACTGTTGATAAATGCGGgtgagttcttccagtttttttattcgtgtcaattttcccac :  1296 
YK414E5  : ACCACAAACATTATATCACTTTCACTGTTGATAAATGC------------------------------------------- :   360 
 

F38E9.2  : // 1890bp // taaggcatcagacttcgaatctggggattgcaggttcgatccctgccgtggtcgtaattttttaaaac :  4131 
g-X-2544 : --------ATGGATAAGGCATCAGACTTCGAATCTGGGGATTGCAGGTTCGATCCCTGCCGTGGTCgtaattttttaaaac :    73 
 

F38E9.2  : catttttaagtatcgttacggtttactatttcaaagaagtatacgttctaaaaatttggcgcttattttaatttgactaaa :  4212 
g-X-2544 : catttttaagtatcgttacggtttactatttcaaagaagtatacgttctaaaaatttggcgcttattttaatttgactaaa :   154 
                                                                                                     
F38E9.2  : taattattttcaattccagGTCAGGACTATAATTTCGAGAAGTCCAAACCGGAAGAAGTTGATTCACTTGGGGAGCCATAT :  4293 
g-X-2544 : taattattttcaattccagGTCAGGACTATAATTTCGAGAAGTCCAAACCGGAAGAAGTTGATTCACTTGGGGAGCCATAT :   235 
                                                                                                     
F38E9.2  : // 9783 // gagcaacaaagcgcgtttgttctgttgattcatacttttcctagATTTACGATGGACCTGAAGCTACATT : 13446 
g-X-2544 : // 9783 // gagcaacaaagcgcgtttgttctgttgattcatacttttcctagATTTACGATGGACCTGAAGCTACATT :  9388 
                                                                                                     
F38E9.2  : GGAGCGCCTTGTTGGCAGGTTTTGTGGTGATACTAGTCCGGAAGTTATAACTAGCACAGgtatgaatttgttattttaatg : 13527 
g-X-2544 : GGAGCGCCTTGTTGGCAGGTTTTGTGGTGATACTAGTCCGGAAGTTATAACTAGCACAGgtatgaatttgttattttaatg :  9469 
YK414E5  : --------------------------------------CGGAAGTTATAACTAGCACAG---------------------- :     - 
 
F38E9.2  : agttttttataaaccaacttgtttcagGTCCTGAGCTCCTGCTTATCATGCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT : 13608 
g-X-2544 : agttttttataaaccaacttgtttcagGTCCTGAGCTCCTGCTTATCATGCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT :  9550 
YK414E5  : ---------------------------GTCATGAGCTCCTGCTTATCATGCATACGGACAATGCTGAGGAAGAAAAAGGTT :     - 
                                                                                                     
F38E9.2  : TTGTTGCGGAGTATCGAGAAGCTCCGAGATCAAGCTCGACGAAACGAACTTTTGTCTCAAAGACACGTCACAGCCCATTAG : 13689 
g-X-2544 : TTGTTGCGGAGTATCGAGAAGCTCCGAGATCAAGCTCGACGAAACGAACTTTTGTCTCAAAGACACGTCACAGCCCATTAG :  9631 
YK414E5  : TTGTTGNGGAGTATCGAGAAGCTCCGAGATCAAGCTCGACGAAACGAACTTTTGTCTCAAAGACACGTCACAGCCCATTAG :     - 
YK839G10 : -----------------GAAGCTCCGAGATCAAGCTCGACGAAACGAACTTTTGTCTCAAAGACACGTCACAGCCCATTAG :     - 
 
F38E9.2  : AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGAcgttgcaacacttttatttttcattatacattttccccccgccttcacttct :       
g-X-2544 : AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGAcgttgcaacacttttatttttcattatacattttccccccgccttcacttct :       
YK414E5  : AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGACGNTGCNACANTTTTATTTTTCATTATACATTTTCCCCCCGCCTTCACTTCT :     - 
YK839G10 : AAGAGCCAATACATGATCGGAATGAATGACGTTGCAACACTTTTATTTTTCATTATACATTTTCCCCCCGCCTTCACTTCT :     - 
 
F38E9.2  : atttttctttccgttcttttttggtatttgttgtctcatttattcggtttttgccgtccgcctcctcatcgtttgcctcgt :       
g-X-2544 : atttttctttccgttcttttttggtatttgttgtctcatttattcggtttttgccgtccgcctcctcatcgtttgcctcgt :       
YK414E5  : ATTTTTCTTTCCGTTCTTTTTTGGTATTTGTTGTCTCATTTATTCGGTTTTTGCCGTCCGCCTCCTCAT------------ :     - 
YK839G10 : ATTTTTCTTTCCGTTCTTTTTTGGTATTTGTTGTCTCATTTATTCGGTTTTTGCCGTCCGCCTCCTCATCGTTTGCCTCGT :     - 

yK414e5.5    >>> 



VII. Anhang 156

F38E9.2  : gctcaattctcaattttcaagattcttcgaaatcctaaatgaatgtgttttaggtaacaccaccagccacccaccaaacaa :       
g-X-2544 : gctcaattctcaattttcaagattcttcgaaatcctaaatgaatgtgttttaggtaacaccaccagccacccaccaaacaa :       
YK839G10 : GCTCAATTCTCAATTTTCAAGATTCTTCGAAATCCTAAATGAATGTGTTTTAGGTAACACCACCAGCCACCCACCAAACAA :     - 
 

F38E9.2  : ttaagccatgtcggattggatgggaagattgccatcgtcgatcagagagaagccattgtgcagcatttgcattccag :       
g-X-2544 : ttaagccatgtcggattggatgggaagattgccatcgtcgatcagagagaagccattgtgcagcatttgcattccag :       
YK839G10 : TTAAGCCATGTCGGATTGGATGGGAAGATTGCCATCGTCGATCAGAGAGAAGCCATTGTGCAGCATTTGCATTCCAG :     - 

6.1.13. Sequenzdaten F39D8.3 

 
                                                  cDNA alignment Moehrlen 
    F39D8.3fm                                                         <<< <<< 
 
F39D8.4  : // 410bp // TCCTCTTTTTACTTTCGTCGTCAACCGATTCGTCACATACACTTTCACTTATGCCATCACCGACATCA :  480 
g-X-2412 : --------------------------------------------------------------ATGCCATCACCGACATCA :   18 
F39D8.4fm: -----------------------------------------------------CTTTCACTTATGCCATCACCGACATCA :   
                                                                                                   

F39D8.4  : TCATCAGCCAGCGTGTTTTCATCTCACCTGTTTTTTGTTTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGTTATGCTCAATT :  560 
g-X-2412 : TCATCAGCCAGCGTGTTTTCATCTCACCTGTTTTTTGTTTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGTTATGCTCAATT :   98 
F39D8.4fm: TCATCAGCCAGCGTGTTTTCATCTCACCTGTTTTTTGTTTTTTGCATTTTTTCACAGATTGCTCAAAGTTATGCTCAATT :   
                                                                                                   

F39D8.4  : TAATAGAgtaagttttttctttgttgaaacgtttacctttttagaaataatactcttctaatattcatttcggaactaaa :  640 
g-X-2412 : TAATAGAgtaagttttttctttgttgaaacgtttacctttttagaaataatactcttctaatattcatttcggaactaaa :  178 
F39D8.4fm: TAATAGA------------------------------------------------------------------------- :   
                                                                                                   

F39D8.4  : actatttctacttgaaaatgttgcctactttgataaaattggtttcagTTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC :  720 
g-X-2412 : actatttctacttgaaaatgttgcctactttgataaaattggtttcagTTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC :  258 
F39D8.4fm: ------------------------------------------------TTTTTCGATCCTTCAATCCCGGAGCAAGAAAC :  
                                                                                                   

F39D8.4  : TGTGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACTTCCGAGAAAATGACCAATGGTTTGTCAATGATTCAGCTATGT :  800 
g-X-2412 : TGTGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACTTCCGAGAAAATGACCAATGGTTTGTCAATGATTCAGCTATGT :  338 
F39D8.4fm: TGTGCTCACAGACTATGATTACAATATGATTGGCCACTTCCGAGAAAATGACCAATGGTTTGTCAATGATTCAGC----- :   
                                                                                                   

F39D8.4  : ACAACCCACTGAGGTTTGAAGGAGATATTGgtagattccctttgtgttacctaaaaaaaatcacaaaaccttttcagCCA :  880 
g-X-2412 : ACAACCCACTGAGGTTTGAAGGAGATATTGgtagattccctttgtgttacctaaaaaaaatcacaaaaccttttcagCCA :  418 
                                                                                                   

F39D8.4  : ACAGTGGCCTGAATTCCCGATCTATAAACACCTTCTTCGGGGACAGTCCACTTTTTGGAATATTTGGTGTTCAAAGGAAC :  960 
g-X-2412 : ACAGTGGCCTGAATTCCCGATCTATAAACACCTTCTTCGGGGACAGTCCACTTTTTGGAATATTTGGTGTTCAAAGGAAC :  498 
                                                                                                   
F39D8.4  : GCAGTGCGGCAGACCTATTTAAAATGGGAGCAGGCTCGAATTCCATACACCATTAGTTCACAGTACTCCTCATACAGTCG : 1040 
g-X-2412 : GCAGTGCGGCAGACCTATTTAAAATGGGAGCAGGCTCGAATTCCATACACCATTAGTTCACAGTACTCCTCATACAGTCG :  578 
                                                                                                   
F39D8.4  : GTCAAAAATTGCGGAGGCTATCGAGGAGTATCGGAAGAAAACGTGTATAGACTTCTCACCAAAAAGTGCTGGAGATCTGG : 1120 
g-X-2412 : GTCAAAAATTGCGGAGGCTATCGAGGAGTATCGGAAGAAAACGTGTATAGACTTCTCACCAAAAAGTGCTGGAGATCTGG :  658 
                                                                                                   
F39D8.4  : ACTACATTCATATTGTTCCAGACGACGgttgttattctctagttgggagaattggtgagttc//Intron 95bp//    : 1200 
g-X-2412 : ACTACATTCATATTGTTCCAGACGACGGTTGTTATTCTCTAGTTGGGAGAATTGgtgagttc//Intron 95bp//    :  738 
 
F39D8.4  : AAAGCAACCAGTAAGTCTTGGCGATGGCTGCATTCAAAAAGGAATCATTATCCATGAGCTCATGCACGCAGTAGGCTTTT : 1360 
g-X-2412 : AAAGCAACCAGTAAGTCTTGGCGATGGCTGCATTCAAAAAGGAATCATTATCCATGAGCTCATGCACGCAGTAGGCTTTT :  898 
 
F39D8.4  : // 1850 // tgtgcaaccaaacagtgtttaagGACTATATGCGACAGAAATGTGCGAAGAGCTGTAACTTCTGTTAAT : 3280 
g-X-2412 : // 1850 // TGTGCAACCAAACAGTGTTTAAGGACTATATGCGACAGAAATGTGCGAAGAGCTGTAACTTCTGTTAA- : 2817 
                                                                                                   
F39D8.4  : AGATTTGAAATTCAAAAAGTTTTATATTTTATATTTTATTTATGTCTTGTTAAGCATATTATATTTTCAACAACAAAAAA : 3360 
F39D8.4  : ACCGGTCATATTCCTTGTTCTTTCAAAAAAAATTGTGATGTAG : 3403 

6.1.14. Sequenzdaten F42A10.8 

 
                                                        OST 
    BI174472                  >>>> 
    BI175435                                                           >>>  >>>>>  >> 
                                               cDNA Alignment Moehrlen 
    F42A10.8fm                        >>   >> >>  >>>   >>>> >>>       >>>  >>> 
 



VII. Anhang 157

F42A10.8  : ATGTTCTTCCCCGTTGTATTCTTCATCCCTTTCGTGCTGGGTGCCCCGACTCAAAAGGCCCTGGAAAAGATTCTGGTGGA :   80 
g-III-995 : ATGTTCTTCCCCGTTGTATTCTTCATCCCTTTCGTGCTGGGTGCCCCGACTCAAAAGGCCCTGGAAAAGATTCTGGTGGA :   80 
BI174472  : ---------------------TTCATCCCTTTCGTGCTGGGTGCCCCGACTCAAAAGGCCCTGGAAAAGATTCTGGTGGA :   59 
                                                                                                    

F42A10.8  : CAATAATCCTGATTCAGTTACAAATCGAGAGAAGATTCGTGGAATTATCGATAAGGCGTTTGAGAATCGTGTTCCGAGGG :  160 
g-III-995 : CAATAATCCTGATTCAGTTACAAATCGAGAGAAGATTCGTGGAATTATCGATAAGGCGTTTGAGAATCGTGTTCCGAGGG :  160 
BI174472  : CAATAATCCTGATTCAGTTACAAATCGAGAGAAGATTCGTGGAATTATCGATAAGGCGTTTGAGAATCGTGTTCCGAGGG :  139 
                                                                                                    

F42A10.8  : TTCAAGGAAGACAAGGTGTTGCTCCTCCTGTTACTTTCgtaggttttagtttaacttacaattaaatgtaggtatcaaaa :  240 
g-III-995 : TTCAAGGAAGACAAGGTGTTGCTCCTCCTGTTACTTTCgtaggttttagtttaacttacaattaaatgtaggtatcaaaa :  240 
BI174472  : TTCAAGGAAGACAAGGTGTTGCTCCTCC---------------------------------------------------- :  167 
                                                                                                    
F42A10.8  : atactccaaccttcaatgaaatttttatccaaatagtaaattgtaaaggttatatttccagGCTGCCTTAAACTACGGTC :  320 
g-III-995 : atactccaaccttcaatgaaatttttatccaaatagtaaattgtaaaggttatatttccagGCTGCCTTAAACTACGGTC :  320 
F42A10FM  : -------------------------------------------------------------GCTGCCTTAAACTACGGTC :   19 
                                                                                                    

F42A10.8  : CAAAGAACAATCAGACAAAGAAATTTGAAGAACTGAATCAAGATATCAACGGCAAgtttcttcgattttttgagttaaaa :  400 
g-III-995 : CAAAGAACAATCAGACAAAGAAATTTGAAGAACTGAATCAAGATATCAACGGCAAGTTTCTTCGATTTTTTGAGTTAAAA :  400 
F42A10FM  : CAAAGAACAATCAGACAAAGAAATTTGAAGAACTGAATCAAGATATCAACG----------------------------- :   70 
                                                                                                    
F42A10.8  : gaaactgtgttttgtagaatacacatttgaatctgacatcatgctgaatgagaaacaagccaaacacattgcaactgcaa :  480 
g-III-995 : GAAACTgtgttttgtagaatacacatttgaatctgacatcatgctgaatgagaaacaagccaaacacattgcaactgcaa :  480 
F42A10FM  : -----------------AATACACATTTGAATCTGACATCATGCTGAATGAGAAACAAGCCAAACACATTGCAACTGCAA :  133 
                                                                                                    
F42A10.8  : ttgaaaatggaaattatcgatcaaagaggcaagcgattgtagatactaccaatttttggagtgtcagtgttccgatcttt :  560 
g-III-995 : ttgaaaatggaaattatcgatcaaagaggcaagcgattgtagatactaccaatttttggagtgtcagtgttccgatcttt :  560 
F42A10FM  : TTGAAAATGGAAATTATCGATCAAAGAGGCAAGCGATTGTAGATACTACCAATTTTTGGAGTGTCAGTGTTCCGATCTTT :  213 
                                                                                                    
F42A10.8  : tatcaatttgatactaaattatgtaagttctagtaaattttttgtttaaactgggaaaaaatattccagccgccaccaac :  640 
g-III-995 : tatcaatttgatactaaattatgtaagttctagtaaattttttgtttaaactgggaaaaaatattccagccgccaccaac :  640 
F42A10FM  : TATCAATTTGATACTAAATTA------------------------------------------------CCGCCACCAAC :  245 
                                                                                                    
F42A10.8  : atagccaatgtcagaaaagcaattcaattttggaatgataacagctgtctgagcttcaaggtttccaacaatctattggt :  720 
g-III-995 : atagccaatgtcagaaaagcaattcaattttggaatgataacagctgtctgagcttcaaggtttccaacaatctattggt :  720 
F42A10FM  : ATAGCCAATGTCAGAAAAGCAATTCAATTTTGGAATGATAACAGCTGTCTGAGCTTCAAG-------------------- :  305 
 
F42A10.8  : tcctttttcaaattataatttttcagGAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGTTGG :  800 
g-III-995 : tcctttttcaaattataatttttcagGAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGTTGG :  800 
F42A10FM  : --------------------------GAAGACAATAATGCTAAAAACCGTCTCTTTTTATCATCTGCAGGAGGATGTTGG :  359 
                                                                                                    
F42A10.8  : TCATATGTCGGAAAGCAAGTTGACATGCCATACCAAATGGTTTCAGTTGGGCCAAACTgtgatacggtaatttttattca :  880 
g-III-995 : TCATATGTCGGAAAGCAAGTTGACATGCCATACCAAATGGTTTCAGTTGGGCCAAACTGTGATACGgtaatttttattca :  880 
F42A10FM  : TCATATGTCGGAAAGCAAGTTGACATGCCATACCAAATGGTTTCAGTTGGGCCAAACTGTGATACG-------------- :  425 
                                                                                                    
F42A10.8  : tatttagacatttttacagaaaacattcaagtgttttatgtcttcctatgaagagctctaaaaacaatttattttcagTT :  960 
g-III-995 : tatttagacatttttacagaaaacattcaagtgttttatgtcttcctatgaagagctctaaaaacaatttattttcagTT :  960 
F42A10FM  : ------------------------------------------------------------------------------TT :  427 
                                                                                                    
F42A10.8  : TGGTACTGCAACCCACGAGCTCATGCATGCCATTGGCTTCTGGCACCAACAATCACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT : 1040 
g-III-995 : TGGTACTGCAACCCACGAGCTCATGCATGCCATTGGCTTCTGGCACCAACAATCACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT : 1040 
F42A10FM  : TGGTACTGCAACCCACGAGCTCATGCATGCCATTGGCTTCTGGCACCAACAATCACGCGCCGATCGGGATAACTACGTCT :  507 
F42A10.8  : ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGTCAGGCATACAATTTTCAAAAAATGGCAGTGGATCAGGCACAGCTGTTGAAT : 1120 
g-III-995 : ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGTCAGGCATACAATTTTCAAAAAATGGCAGTGGATCAGGCACAGCTGTTGAAT : 1120 
F42A10FM  : ATGTGGACTTTAGCAATATCATTCCAAGTCAGGCATACAATTTTCAAAAAATGGCAGTGGATCAGGCACAGCTGTTGAAT :  587 
                                                                                                    
F42A10.8  : TTGCCATATGATTATGGAAGTGTTATGCAGTATTACCCATgtaagagcaaaaattaatttgaattggtaatgaaaatatt : 1200 
g-III-995 : TTGCCATATGATTATGGAAGTGTTATGCAGTATTACCCATgtaagagcaaaaattaatttgaattggtaatgaaaatatt : 1200 
F42A10FM  : TTGCCATATGATTATGGAAGTGTTATGCAGTATTACCCAT---------------------------------------- :  627 
 
F42A10.8  : acagATGCATTTGCTGTTGACTCATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAATGGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG : 1280 
g-III-995 : acagATGCATTTGCTGTTGACTCATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAATGGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG : 1280 
F42A10FM  : ----ATGCATTTGCTGTTGACTCATCGAAGTATACAATTTTGGCAAAGGAGAATGGATTCCAGAATAGTATGGGACAACG :  703 
                                                                                                    
F42A10.8  : AGAGGCACCAGCATTTTCAGATATTATCGGAGTGAACAAGTTGTACAATTGCACAAgtaagcacaattgggtgatgtgtc : 1360 
g-III-995 : AGAGGCACCAGCATTTTCAGATATTATCGGAGTGAACAAGTTGTACAATTGCACAAgtaagcacaattgggtgatgtgtc : 1360 
F42A10FM  : AGAGGCACCAGCATTTTCAGATATTATCGGAGTGAACAAGTTGTACAATTGCACAA------------------------ :  759 
                                                                                                    
F42A10.8  : ttgtaatatactctttgatggggtactgtagggttcaaaattggataaacttactgtagacggactgtagactgtaaaat : 1440 
g-III-995 : ttgtaatatactctttgatggggtactgtagggttcaaaattggataaacttactgtagacggactgtagactgtaaaat : 1440 
F42A10FM  : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                    
F42A10.8  : gtagctattaccaagccaaattttattactattcatttagccattaagcacttttcattttttccagGCCAATGCAAGAT : 1520 
g-III-995 : gtagctattaccaagccaaattttattactattcatttagccattaagcacttttcattttttccagGCCAATGCAAGAT : 1520 
F42A10FM  : -------------------------------------------------------------------GCCAATGCAAGAT :  772 
                                                                                                    
F42A10.8  : ACAAATGAAGTGTTCAAATTGTGGAATCACAGACTCCCGTAACTGTAATCAATGCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG : 1600 
g-III-995 : ACAAATGAAGTGTTCAAATTGTGGAATCACAGACTCCCGTAACTGTAATCAATGCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG : 1600 
BI174472  : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
BI175435  : ----------TGTTCAAATTGTGGAATCACAGACTCCCGTAACTGTAATCAATGCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG :   70 
F42A10FM  : ACAAATGAAGTGTTCAAATTGTGGAATCACAGACTCCCGTAACGGTAATCAATGCAAATGTCCGCGCTATTTCACAGGAG :  852 
                                                                                                    
F42A10.8  : CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAGgtagattgaaacaactttttg : 1680 
g-III-995 : CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAGgtagattgaaacaactttttg : 1680 
BI175435  : CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTC----------------------- :  127 
F42A10FM  : CTAGCTGCGATAGCTTACCATCTGGTACTGCTCCAAATTGTAATGGAGCCGTGCTTCAG--------------------- :  911 
                                                                                                    
F42A10.8  : agaactaacagaacataatgctttcagGCTACATCCTCTTGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT : 1760 
g-III-995 : agaactaacagaacataatgctttcagGCTACATCCTCTTGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT : 1760 
BI175435  : --------------------------GGCTACATCCTCTTGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT :  181 
F42A10FM  : ---------------------------GCTACATCCTCTTGGGAAACCTTCGACGCAAAAGCCGGAGACCCATCCAGCTT :  964 
                                                                                                    
 



VII. Anhang 158

F42A10.8  : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAATTGTTACTGGCATATCAAAGCTCCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA : 1840 
g-III-995 : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAATTGTTACTGGCATATCAAAGCTCCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA : 1840 
BI175435  : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAATTGTTACTGGCATATCAAAGCTCCAGAAGGACAACAAATTGAATTCAAAATGA :  261 
F42A10FM  : CTCTTCTTCCACAGACAATTCGACCAATTGTTACTGGCATATCAAAGC-------------------------------- : 1012 
                                                                                                    
F42A10.8  : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTATGCAAGAATGTCCATGGCAATCGATTGAAGTTAATCTTGGAAAGTTTGACTTA : 1920 
g-III-995 : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTATGCAAGAATGTCCATGGCAATCGATTGAAGTTAATCTTGGAAAGTTTGACTTA : 1920 
BI175435  : CAAAAACTCCATTGGCAGCAATATGTATGCAAGAATGTCCATGGCAATCGATTGAAGTTAATCTTGGAAAGTTTGACTTA :  341 
                                                                                                    
F42A10.8  : TTTGGAATGATgtgagtttagggtatactattgaattttcagttcgaaaattattttccagAACCTGCTGTGACACAATC : 2000 
g-III-995 : TTTGGAATGATgtgagtttagggtatactattgaattttcagttcgaaaattattttccagAACCTGCTGTGACACAATC : 2000 
BI175435  : TTTGGAATGAT--------------------------------------------------AACCTGCTGTGACACAATC :  371 
                                                                                                    
F42A10.8  : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGTGGAATAATTCGCTACAATCAGTTGACGTTTAGCAT : 2080 
g-III-995 : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGTGGAATAATTCGCTACAATCAGTTGACGTTTAGCAT : 2080 
BI175435  : CTAAACCAAGTGTTCACCTCTGAGCTTAATATGATTGCTCTTCGTGGAATAATTCGCTACAATCAGTTGACGTTTAGCAT :  451 
                                                                                                    
F42A10.8  : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGTTCGAAGCCTGCTTCAACCAATGCTTGCTTGAACCAGTGA : 2141 
g-III-995 : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGTTCGAAGCCTGCTTCAACCAATGCTTGCTTGAACCAGTGA : 2141 
BI175435  : TCAATATCGAGCAGTGCCAAGTTCGAAGCCTGCTTC------------------------- :  487 

6.1.15. Sequenzdaten F45G2.1 

 
                                                OST cDNA Alignments  
                                      >>>    > >>              >>      >>    >> 
 
F45G2.1    : --------------------------------------------------------------ATGCTCCCGATCGTTGTG :   18 
g-III-2312 :  // aggaacataaaaattatttgttaaaattttctttatcaaaaatacttgcagATCCATAATGCTCCCGATCGTTGTG :   80 
                                                                                                     
F45G2.1    : TCCATCCTTTTGGCAACTCCCTTGGCACTGTGCCAAGCTCCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAATTCTCATTTTTAAC :   98 
g-III-2312 : TCCATCCTTTTGGCAACTCCCTTGGCACTGTGCCAAGCTCCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAATTCTCATTTTTAAC :  160 
BI174418   : -CCATCCTTTTGGCAACTCCCTTGGCACTGTGCCAAGCTCCCTTCTGGATGCCTAATATGCAGCAATTCTCATTTTTAAC :   79 
                                                                                                     
F45G2.1    : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCTTCTCTTGCCAACAACTAATACTCGACGGGTCAGAAGTCTTTATCATGATATGAGAA :  178 
g-III-2312 : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCTTCTCTTGCCAACAACTAATACTCGACGGGTCAGAAGTCTTTATCATGATATGAGAA :  240 
BI174418   : CGAAACAGATTTTCGTAATGCTCTTCTCTTGCCAACAACTAATACTCTACGGGTCAGAAGTCTTTATCATGATATGAGAA :  159 
                                                                                                     
F45G2.1    : TTCCATTCCAGgtatgatttggtcaaaagtaatatctatagaacacaaccctggtttacaaaaaattataaaattaaact :  258 
g-III-2312 : TTCCATTCCAGgtatgatttggtcaaaagtaatatctatagaacacaaccctggtttacaaaaaattataaaattaaact :  320 
BI174418   : TTCCATTCCAG--------------------------------------------------------------------- :  170 
                                                                                                     
F45G2.1    : tgaataaacctcctaagttcagtttttcaaatgaaagaatggcttgaaaatttgaaaaaaaatttctcccaaataatatt :  338 
g-III-2312 : tgaataaacctcctaagttcagtttttcaaatgaaagaatggcttgaaaatttgaaaaaaaatttctcccaaataatatt :  400 
                                                                                                     
F45G2.1    : gacttttaaaatcaagattatactggaaatccatcatttaaaaaaaaactctaaataatgagaaagtgggctgaaaaacg :  418 
g-III-2312 : gacttttaaaatcaagattatactggaaatccatcatttaaaaaaaaactctaaataatgagaaagtgggctgaaaaacg :  480 
                                                                                                     
F45G2.1    : ttttgataaacttttttctggtcaatttcttccacttttcagAGATTCAAACGCGGCGGTGGTGTCGCAGTGGCTGCTGA :  498 
g-III-2312 : ttttgataaacttttttctggtcaatttcttccacttttcagAGATTCAAACGCGGCGGTGGTGTCGCAGTGGCTGCTGA :  560 
BI174418   : ------------------------------------------AGATTCAAACGCGGCGGTGGTGTCGCAGTGGCTGCTGA :  208 
BI175363   : --------------------------------------------------------------------AGTGGCTGCTGA :   12 
                                                                                                     
F45G2.1    : AAAGGACAAATGGCCAAATGGAAGAGTTCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACAgtaattttgctatacttttgattattt :  578 
g-III-2312 : AAAGGACAAATGGCCAAATGGAAGAGTTCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACAgtaattttgctatacttttgattattt :  640 
BI174418   : AAAGGACAAATGGCCAAATGGAAGAGTTCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACA--------------------------- :  261 
BI175363   : AAAGGACAAATGGCCAAATGGAAGAGTTCCCTATATTCTATCTGCAGCTTACA--------------------------- :   65 
F45G2.1    : aaattgaaaatttgttttcagCAAGTGCACAAAGAGCCGTGCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT :  658 
g-III-2312 : aaattgaaaatttgttttcagCAAGTGCACAAAGAGCCGTGCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT :  720 
BI174418   : ---------------------CAAGTGCACAAAGAGCCGCGCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT :  320 
BI175363   : ---------------------CAAGTGCACAAAGAGCCGCGCTAGCCCGAGCGTTTGATACATACGCCAAGAGAACTTGT :   83 
                                                                                                     
F45G2.1    : ATTCGCTTTGTTCCAAAGTCACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGGgtatgtttttcaataaaa :  738 
g-III-2312 : ATTCGCTTTGTTCCAAAGTCACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGGgtatgtttttcaataaaa :  800 
BI174418   : ATTCGCTTTGTTCCAAAGTCACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGG------------------ :  382 
BI175363   : ATTCGCTTTGTTCCAAAGTCACCAGCTGATAAGGATTATATTGTCATTCAGAAGTTGGATGG------------------ :  145 
BI175385   : -----------TCCAAAGTCACCAGCTGATAAGGATTATATAGTCATTCAGAAGTTGGATGG------------------ :   51 
                                                                                                     
F45G2.1    : // 810bp // ttaaaattaaaaaaggtgactttaaccatatattataagattcttcgccactttctagaatttttgaa : 1618 
g-III-2312 : // 810bp // ttaaaattaaaaaaggtgactttaaccatatattataagattcttcgccactttctagaatttttgaa : 1680 
                                                                                                     
F45G2.1    : ttttcgaaaagctaaatttttctaaaacttaaaattacagATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA : 1698 
g-III-2312 : ttttcgaaaagctaaatttttctaaaacttaaaattacagATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA : 1760 
BI174418   : ----------------------------------------ATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAAC-- :  420 
BI175363   : ----------------------------------------ATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA :  184 
BI175385   : ----------------------------------------ATGTTACGCAGACTTCTCACGTGTTGGAGGCCGTCAACAA :   91 
                                                                                                     



VII. Anhang 159

F45G2.1    : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGTTGATGCATGTTATTGgttagttgagatcata : 1778 
g-III-2312 : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGTTGATGCATGTTATTGgttagttgagatcata : 1840 
BI175363   : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGTTGATGCATGTTATTG---------------- :  248 
BI175385   : GTGTCTCTGGCTGATGAGTGTATTGATTACGCAACTATCATCCATGAGTTGATGCATGTTATTG---------------- :  155 
                                                                                                     
F45G2.1    : gaatttgtttatttgtttaatttatttgtgtacttacgagaatctgctcatgagtagacaaacagagaaaatacaaaaaa : 1858 
g-III-2312 : gaatttgtttatttgtttaatttatttgtgtacttacgagaatctgctcatgagtagacaaacagagaaaatacaaaaaa : 1920 
                                                                                                     
F45G2.1    : aagttgtgatgccaatggtatgggtgtacttgtattagagatcccatattttgatgattaaaaaatatatttaaacagga : 1938 
g-III-2312 : aagttgtgatgccaatggtatgggtgtacttgtattagagatcccatattttgatgattaaaaaatatatttaaacagGA : 2000 
                                                                                                     
F45G2.1    : ttcatccacgaacatcaacgagaagatcgtgattcatatgtctccatcctgtatcaaaatgttattcaaggtacgcatga : 2018 
g-III-2312 : TTCATCCACGAACATCAACGAGAAGATCGTGATTCATATGTCTCCATCCTGTATCAAAATGTTATTCAAGgtacgcatga : 2080 
BI175363   : TTCATCCACGAACATCAACGAGAAGATCGTGATTCATATGTCTCCATCCTGTATCAAAATGTTATTCAAG---------- :  320 
BI175385   : TTCATCCACGAACATCAACGAGAAGATCGTGATTCATATGTCTCCATCCTGTATCAAAATGTTATTCAAG---------- :  227 
 
F45G2.1    : //Intron 95 bp// aaattgaattatgatttttacagGAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT : 2178 
g-III-2312 : //Intron 95 bp// aaattgaattatgatttttacagGAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT : 2240 
BI175363   : ----------------------------------------GAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT :  360 
BI175385   : ----------------------------------------GAGCTAACACTGACTTCGACAAGCTGTCAAACTTGGGACT :  267 
                                                                                                     
F45G2.1    : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGTTCTATCATGCATTACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA : 2258 
g-III-2312 : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGTTCTATCATGCATTACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA : 2320 
BI175363   : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGTTCTATCATGCATTACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA :  440 
BI175385   : ATCCTATTATGGAGAACATTACGATTATAGTTCTATCATGCATTACGAAGCGAATGAAGGATCTCGAAATGGAAAGAACA :  347 
                                                                                                     
F45G2.1    : CAATTGAGGCAAAGGTGAGATATTTAATTGTGCCTGATTTATGCCTAATAgtaagtatttctcatagttttatacattga : 2338 
g-III-2312 : CAATTGAGGCAAAGgtgagatatttaattgtgcctgatttatgcctaatagtaagtatttctcatagttttatacattga : 2400 
BI175363   : CAATTGAGGCAAAG------------------------------------------------------------------ :  454 
BI175385   : CAATTGAGGCAAAG------------------------------------------------------------------ :  361 
 
F45G2.1    : // 170 bp // aatttattttcagAACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT : 2578 
g-III-2312 : // 170 bp // aatttattttcagAACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT : 2640 
BI175363   : --------------------------AACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT :  508 
BI175385   : --------------------------AACTCCCACTTCACAGCAATAATGGGAAAAGCCAGCGACTTCTCGACTTCAGAT :  415 
                                                                                                     
F45G2.1    : CTTCGACGTGTCAATAGAGCCTATAAATGTTCCATTTTTGCGTTTTAA------- : 2626 
g-III-2312 : CTTCGACGTGTCAATAGAGCCTATAAATGTTCCATTTTTGCGTTTTAA------- : 2688 
BI175363   : cttcgacgtgtcaatagag------------------------------------ :  527 
BI175385   : cttcgacgtgtcaatagag------------------------------------ :  434 

6.1.16. Sequenzdaten F46C5.3 

 
                                                   cDNA Alignments 
    yk701a10                >       >    >  >>                            >>>  >> 
    F46C5.3fm                                 cDNA Alignment Moehrlen 
                                                     >> 
 

g-II-2024 : ATGCAGATCTATTTAGGTATCACAATTTGTCTCGTGGCTTTTTTGgttagtttttaaaaggaagaatgcaaaaaaatatt :   80 
YK701A10  : ATGCAGATCTATTTAGGTATCACAATTTGTCTCGTGGCTTTTTTG----------------------------------- :   45 
                                                                                                    

g-II-2024 : tttgacaagttcaagttaggaattcgaaaaatgtttaattacaaataattttcttggttgaggtataaaattttttcaga :  160 
g-II-2024 : acagttgtttttacttactggtcatttttgatggaaacctataatagattttcatataaataatctcaatctccatttga :  240 
                                                                                                    
g-II-2024 : aatattttgaaaataatgaattaattcgccatttttcaccatttcagACGGTCATCGACTGTGCCATTCCGTATTACCGC :  320 
YK701A10  : -----------------------------------------------ACGGTCATCGACTGTGCCATTCCGTATTACCGC :   78 
                                                                                                    

g-II-2024 : ACACATTCAAACTTTGGATCACTGGGCAGGgttcgtcattttgtaaacaaatcaatctaattctcaaataacgcgttttg :  400 
YK701A10  : ACACATTCAAACTTTGGATCACTGGGCAGG-------------------------------------------------- :  108 
                                                                                                    

g-II-2024 : ttatgtcaattctaaaataacaatttgtttaaaactcggacactcttcaatgactcaccaaataaaattttcagAGAAAA :  480 
YK701A10  : --------------------------------------------------------------------------AGAAAA :  114 
                                                                                                    

g-II-2024 : GTTAGACAAGTCCAGAGAGATCTCACATATAGATGGCCAAACAATACGGTTCCATATTATGTGGGAAATGTGACAAgtta :  560 
YK701A10  : GTTAGACAAGTCCAGAGAGATCTCACATATAGATGGCCAAACAATACGGTTCCATATTATGTGGGAAATGTGACAA---- :  190 
                                                                                                    

F46C5.3   : ------------------ATGTTGCTGGTGTACGTTGTGGTTTTAGGTACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA :   62 
g-II-2024 : gttaacgaaagtcaagaaatgttgctggtgtacgttgtggttttagGTACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA :  640 
YK701A10  : ----------------------------------------------GTACAATCAAGAAATCTGTGAGATTAGCTATTGA :  224 
                                                                                                    

F46C5.3   : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGTATTCGGTTTCAAAACGTTAATGAGAAATATTCAGgtaaatttctggcagagtgaatat :  142 
g-II-2024 : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGTATTCGGTTTCAAAACGTTAATGAGAAATATTCAGgtaaatttctggcagagtgaatat :  720 
YK701A10  : GGAGCTTCAGGCATGGACTTGATTTCGGTTTCAAAACGTTAATGAGA--------------------------------- :  271 
                                                                                                    

F46C5.3   : // 250bp //gtaataggatattttgaaattagtaaataaagacaatttaagATGGGAACTGCAATTCACGAATTAATG :  462 
g-II-2024 : // 250bp //gtaataggatattttgaaattagtaaataaagacaatttaagATGGGAACTGCAATTCACGAATTAATG : 1040 
                                                                                                    

F46C5.3   : CATGCAATTGGGATCGAGCATACTCAATCCAGAAGTGACAGGAATCGATATTTAGATATTCTAGCTCAAAACATTGATgt :  542 
g-II-2024 : CATGCAATTGGGATCGAGCATACTCAATCCAGAAGTGACAGGAATCGATATTTAGATATTCTAGCTCAAAACATTGATgt : 1120 
                                                                                                    



VII. Anhang 160

F46C5.3   : aagattttttaaaatatggtttttgaaatttgaactttcagAATCGGGATCTTCCGAATTTCGAACTACTATCGCCTCGT :  622 
g-II-2024 : aagattttttaaaatatggtttttgaaatttgaactttcagAATCGGGATCTTCCGAATTTCGAACTACTATCGCCTCGT : 1200 
                                                                                                    

F46C5.3   : CTCTGGGCTAACCTAGTACCGTATGATTATGGAAGTGTTATGCATTATTCAGCTGATTCgtaagagaataaggagttttt :  702 
g-II-2024 : CTCTGGGCTAACCTAGTACCGTATGATTATGGAAGTGTTATGCATTATTCAGCTGATTCgtaagagaataaggagttttt : 1280 
                                                                                                    

F46C5.3   : caatcaaatatcaagacattttagTTTTTCGAACAAAGATGACGAACAAACAATGCTTCCAAAAGATCGATCATTTATCG :  782 
g-II-2024 : caatcaaatatcaagacattttagTTTTTCGAACAAAGATGACGAACAAACAATGCTTCCAAAAGATCGATCATTTATCG : 1360 
F46C5.3fm : --------------------------------------------------------TTCCAAAAGATCGATCATTTATCG :   
                                                                                                    

F46C5.3   : AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACTTCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA :  862 
g-II-2024 : AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACTTCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA : 1440 
F46C5.3fm : AAACAATGGGAAGTATGATTCCAAACTTTTACGACTTCGATCAAATTAATCAGTATTATCAGTGTTATGACTCATGCAGA :   
                                                                                                    

F46C5.3   : AATGCCGGGCAATTAGCTAATTGTGCAAATGGGGGAATACCAAACCCCAATAATTGTCAAGTTTGTAACTGTCCAATGGG :  942 
g-II-2024 : AATGCCGGGCAATTAGCTAATTGTGCAAATGGGGGAATACCAAACCCCAATAATTGTCAAGTTTGTAACTGTCCAATGGG : 1520 
F46C5.3fm : AATGCCGGGCAATTAGCTAATTGTGCAAATGGGGGAATACCAAACCCCAATAATTGTC---------------------- :   
                                                                                                    

F46C5.3   : TTATGGTGGAGATCTCTGTGATCAGAGGGTAATTTGTACGTATACAAATTCTAAAACCAATATGAACCTGTTTCAGCCAG : 1022 
g-II-2024 : TTATGGTGGAGATCTCTGTGATCAGAGGgtaatttgtacgtatacaaattctaaaaccaatatgaacctgtttcagCCAG : 1600 
                                                                                                    

F46C5.3   : AAGGATGTGGCAGTACACTCGTTGCAACAGATCGCTGGCAAAAACAGAAGCTTTCTGTGAGATTCAGTAGAAATGATGAT : 1102 
g-II-2024 : AAGGATGTGGCAGTACACTCGTTGCAACAGATCGCTGGCAAAAACAGAAGCTTTCTGTGAGATTCAGTAGAAATGATGAT : 1680 
                                                                                                    

F46C5.3   : CAGTATTTCACGTTTTGTAATTCATGGATTGTCGGACCCTCCGATCGAACATTGCAAGTTATTTATGAAATTACATCCGA : 1182 
g-II-2024 : CAGTATTTCACGTTTTGTAATTCATGGATTGTCGGACCCTCCGATCGAACATTGCAAGTTATTTATGAAATTACATCCGA : 1760 
YK701A10  : -----------------TAATTCATGGATTGTCGGACCCTCCGATCGAACATTGCAAGTTATTTATGAAATTACATCCGA :  334 
                                                                                                    

F46C5.3   : TTCAATCAGACGACAAATTTGTTCATTTGGTTGTTATGAAGGAGGAATTGAAGTGAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA : 1262 
g-II-2024 : TTCAATCAGACGACAAATTTGTTCATTTGGTTGTTATGAAGGAGGAATTGAAGTGAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA : 1840 
YK701A10  : TTCAATCAGACGACAAATTTGTTCATTTGGTTGTTATGAAGGAGGAATTGAAGTGAAACATCTTCAGGACCCAAGGATAA :  414 
                                                                                                    

F46C5.3   : CAAATGATAGGTACTTTTTGAAGTTATGCAAACTATCAATTGAGTTATTCTTTCAGAGATTGTTGTCTGAATACTCCATT : 1342 
g-II-2024 : CAAATGATAGgtactttttgaagttatgcaaactatcaattgagttattctttcagAGATTGTTGTCTGAATACTCCATT : 1920 
YK701A10  : CAAATGATAG----------------------------------------------AGATTGTTGTCTGAATACTCCATT :  448 
 

F46C5.3   : AAATCTAACAACTACTGTTAA----------------------------------------------------------- : 1363 
g-II-2024 : AAATCTAACAACTACTGTTAATCCACTCCCAGTTATTCTATATACGTCGGGAGCAACTGTCACTTATGACTTTTCGTACA : 2000 
YK701A10  : AAATCTAACAACTACTGTTAATCCACTCCCAGTTATTCTATATACGTCGGGAGCAACTGTCACTTATGACTTTTCGTACA :  528 
                                                                                                    
g-II-2024 : GATACGTGTGAgctcgaactttgttaatcagttttgtt------------------------------------------ : 2011 
YK701A10  : GATACGTGTGAGTCAGAACTTTGTTAATCAGTTTTGTT------------------------------------------ :  566 

6.1.17. Sequenzdaten F54B8.m 

 
Sequenz nicht in Wormpep oder Genie Gene, Vorhersage in MERNUM (Acc. No.MER05847) 
 
F54B8.m   : CCGTCAAGACCACCCAAACTGATTCGGCCACTTTCTGATCGGCAATTAGGTTCCAATCTGTAATAATTATTAATTACAAA : 
F54B8.m   : AAATGAAAATAAACAAATAATTTAGAAGCAATCAAATTCAACGTTAAATTTTCTGATTTTTCTTACCATCCATCGTTGTG : 
F54B8.m   : ACCAAGATCTCCGCCAGTTTCTCCAGCACAATTTTGTCAATCTTCGAATTTCTCAGGAACTTTTCGGCTTCTGCCAATGT : 
F54B8.m   : TGGAGCCATTTATCTCTGAGATT 

6.1.18. Sequenzdaten F56A4.1 

 
 
g-V-409 : // 730p // GGAAATTTTCAATTTCGGCAATTTTCCCGATTTGCCGTTTGCGGGATATCAGATTTGCCGGAAATTTTT :  800 
g-V-409 : AGAGGAATATTTTACAAGACGAAAACACTTTAAACTGGGTCTTTTTGAAATGTTTTCCGTTTTTTAAACATATTTTCATA :  880 
g-V-409 : taatttatttacttttcaaaatagatgtatgaacattcattggttgcgtacagttttgccgattgaaatttaaattctga :  960 
g-V-409 : aatttccgaaaaaaaagtgcacacccacactttgccgaaaattctcggcaattgccgtttttcgggcatatacggcaaat : 1040 
g-V-409 : cgacaattttccggtttgccggtttgccaatttgccgaaaattttcaattccgccatttttgccgatttgccgatttgac : 1120 
 
F56A4.1 : ------ATGTTATTTTTCTCATTTTCCAGTCTCTGGCCAAACGCAGAAGTTCCATATGATATAGCCACCCATTACACTTC :   74 
g-V-409 : gattttatgttatttttctcattttccagTCTCTGGCCAAACGCAGAAGTTCCATATGATATAGCCACCCATTACACTTC : 1200 
                                                                                                  
F56A4.1 : // 410bp //CTTCCAAAATCTTCCTTGGCAGAGGAGAGATCATTTTTCGACGTCGGATATTATTAACATAAATACTTT :  554 
g-V-409 : // 410bp //CTTCCAAAATCTTCCTTGGCAGAGGAGAGATCATTTTTCGACGTCGGATATTATTAACATAAATACTTT : 1680 
                                                                                                  
F56A4.1 : TTACAAGTGCAAGAACCTATTGAGCAGTAAACTTGCTCCGAAAGTCCCTATTAGTCCTACTTCAACTAGTACTACAGCCA :  634 
g-V-409 : TTACAAGTGCAAGAACCTATTGAGCAGTAAACTTGCTCCGAAAGTCCCTATTAGTCCTACTTCAACTAGTACTACAGCCA : 1760 
                                                                                                  
F56A4.1 : TTACTACAACAAATACTACTACCACTAAATTATGA- :  669 
g-V-409 : TTACTACAACAAATACTACTACCACTAAATTATGA- : 1795 



VII. Anhang 161

6.1.19. Sequenzdaten F57C12.1 

 
 
F57C12.1 : // 3370bp //TTATCGCAGCGCCAATCGgtaaaatatcagttttaaattttactactatcattatatttcagAAGGAA : 3440 
g-X-41   : // 3370bp //TTATCGCAGCGCCAATCGgtaaaatatcagttttaaattttactactatcattatatttcagAAGGAA : 3440 
YK378D10 : -------------------AGCGCCAATCG--------------------------------------------AAGGAA : 
                                                                                                   

F57C12.1 : GAGTGTTCATGGAATTTGAAGGAGATTTTGATTTTCTCTGCGAAGACACTTGCGACAAGGCATACGTAGAAGTTAAATAT : 3520 
g-X-41   : GAGTGTTCATGGAATTTGAAGGAGATTTTGATTTTCTCTGCGAAGACACTTGCGACAAGGCATACGTAGAAGTTAAATAT : 3520 
YK378D10 : GAGTGTTCATGGAATTTGAAGGAGATTTTGATTTTCTCTGCGAAGACACTTGCGACAAGGCATACGTAGAAGTTAAATAT : 
 

F57C12.1 : CATAGTGACAAACGTCTTACTGGAGCCAGATACTGTTGCTCGCTGCTTCCAAAAAATCGATTCATCTCTTTCAAAAATGA : 3600 
g-X-41   : CATAGTGACAAACGTCTTACTGGAGCCAGATACTGTTGCTCGCTGCTTCCAAAAAATCGATTCATCTCTTTCAAAAATGA : 3600 
yk378d10 : catagtgacaaacgtcttactggagccagatactgttgctcgctgcttccaaaaaatcgattcatctctttcaaaaatga : 
YK384C9  : ........................................................TCGATTCATCTCTTTCAAAAATGA : 
 

F57C12.1 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGTGGAGCTGGGTTTAAAGCCAAGTTCTGGTCTAATTTGGGAGAGCCAG : 3680 
g-X-41   : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGTGGAGCTGGGTTTAAAGCCAAGTTCTGGTCTAATTTGGGAGAGCCAG : 3680 
YK378D10 : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGTGGAGCTGGGTTTAAAGCCAAGTTCTGGTCTAATTTGGGAGAGCCAG : 
YK384C9  : GATGATTATTATAATGAGAGGGTATAGATCAAGTGGAGCTGGGTTTAAAGCCAAGTTCTGGTCTAATTTGGGAGAGCCAG : 
 
F57C12.1 : AAGGAgtaagttgttttttccttagatagtttagaaaaaattgttgcattagttgtgaattaggtgtgtgtttttgaatg : 3760 
g-X-41   : AAGGAgtaagttgttttttccttagatagtttagaaaaaattgttgcattagttgtgaattaggtgtgtgtttttgaatg : 3760 
YK378D10 : AAGGA--------------------------------------------------------------------------- : 
YK384C9  : AAGGA--------------------------------------------------------------------------- : 
 
F57C12.1 : // 570 bp //caggaaatagtagtaatattaaatgttgtagGTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC : 4320 
g-X-41   : // 570 bp //caggaaatagtagtaatattaaatgttgtagGTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC : 4320 
YK378D10 : -------------------------------------------GTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC :  
YK384C9  : -------------------------------------------GTTAGCACTCCATTGCCGCCAACAACAGCTCCGCTCC : 
                                                                                                   
F57C12.1 : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACTGTACAATCTACAACTACATATACAACGGCAATTCCGCGG : 4400 
g-X-41   : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACTGTACAATCTACAACTACATATACAACGGCAATTCCGCGG : 4400 
YK378D10 : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACTGTACAATCTACAACTACATA------------------- : 
YK384C9  : CAGAAATTTCGGAAACAACACAAAAGCCAGAACCAACCACTGTACAATCTACAACTACATATACAACGGCAATTCCGCGG : 
                                                                                                   
F57C12.1 : AGAACCGCAAAAAAACAGTTCTTCACAAGAAAACCCATCACAATCCCATTGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACAAC : 4480 
g-X-41   : AGAACCGCAAAAAAACAGTTCTTCACAAGAAAACCCATCACAATCCCATTGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACAAC : 4480 
YK384C9  : AGAACCGCAAAAAAACAGTTCTTCACAAGAAAACCCATCACAATCCCATTGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACAAC : 
YK148G6  : ---------------------------AGAAAA-CCATCACACTCCCATTGACACCTCTAACTTCCTCGTCAACTACANC : 
                                                                                                   
F57C12.1 : GGAGTCTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACTgtaaggggaaaaacgtgattcggcttacaatcaacatttttag : 4560 
g-X-41   : GGAGTCTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACTgtaaggggaaaaacgtgattcggcttacaatcaacatttttag : 4560 
YK384C9  : GGAGTCTACCACTGTATCTTCTACGACACAATCAACT------------------------------------------- : 
YK148G6  : GGAGTCTACCACTGTATCTGCTACGACACAATCAANT------------------------------------------- : 
                                                                                                   
F57C12.1 : ACCTGGTTGCCAACTGAACCATCATTCGCTACCGGCGAAACGGAAATCACAACTGCAAGCCCCACAATCACGTTATTCCC : 4640 
g-X-41   : ACCTGGTTGCCAACTGAACCATCATTCGCTACCGGCGAAACGGAAATCACAACTGCAAGCCCCACAATCACGTTATTCCC : 4640 
YK384C9  : ACCTGGTTGCCAACTGA--------------------------------------------------------------- : 
YK148G6  : ACCTGGTTGCCANCTGAACCATCATTCGCTACCGGNGA.ACGGAAATCACANCTGNAAGCCCCACAGTCACGTTATTCCC : 
                                                                                                   
F57C12.1 : AAGTTTATCAACTATgttagcttccaagtttttttgttgagaaattgtttttttccagACTTCCTCCTATCAATTCGTTA : 4720 
g-X-41   : AAGTTTATCAACTATgttagcttccaagtttttttgttgagaaattgtttttttccagACTTCCTCCTATCAATTCGTTA : 4720 
YK148G6  : ANGTTTATCAACTNT--------------------------------------------CTCCCTCCTATCACTTCGTTA : 
                                                                                                   
F57C12.1 : GCTGGAGTTCTACCATCTACACAAGCTCCAGATATTATCAATAGTGTATTAGgtacggcggctttattcagacaaagttt : 4800 
g-X-41   : GCTGGAGTTCTACCATCTACACAAGCTCCAGATATTATCAATAGTGTATTAGgtacggcggctttattcagacaaagttt : 4800 
YK148G6  : GCTGGAGTTCTACCATCTACACAAGCTCCAGA------------------------------------------------ : 
 
F57C12.1 : //Intron 175bp// agcaaatgttttcagAATGCGGCTGTGGAGCTTGGTCTGAATGGCAAGGTGAATGCTCCCAGC : 5040 
g-X-41   : //Intron 175bp// agcaaatgttttcagAATGCGGCTGTGGAGCTTGGTCTGAATGGCAAGGTGAATGCTCCCAGC : 5040 
                                                                                                   
F57C12.1 : AGTGTGGCGGATGCGGTCATCGACTGAGGAAGCGAGAGTGCAAAAAAGAAGCTTGCAGgtttggaaattaaatgtcacat : 5120 
g-X-41   : AGTGTGGCGGATGCGGTCATCGACTGAGGAAGCGAGAGTGCAAAAAAGAAGCTTGCAGgtttggaaattaaatgtcacat : 5120 
YK378D10 : --------------------CGACTGAGGAAGCGAGAGTGCAAAAAAGAAGCTTGCAG---------------------- : 
YK384C9  : ----TGGCGGATGCGGTCATCGACTGAGGAAGCGAGAGTGCAAAAAAGAAGCTTGCAG---------------------- : 
YK148G6  : ------------------ATCGACTG-GGAAGCGAGAGT----------------------------------------- : 
                                                                                                   
F57C12.1 : ttatgtctatcaataacattttgtagAAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACTTCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT : 5200 
g-X-41   : ttatgtctatcaataacattttgtagAAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACTTCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT : 5200 
YK378D10 : --------------------------AAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACTTCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT : 
YK384C9  : --------------------------AAAAGAAGAAAAACGCCCATGCAACTTCTCAGCATGCCCCGACGGCACTAACTT : 
YK148G6  : ---------------------------ANAGAAGAA—-ACGCCCATNCAACTTCTCAGCATGCCCCGCCGGNACTAACTT : 
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F57C12.1 : CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAGgtattatattttcaataaac : 5280 
g-X-41   : CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAGgtattatattttcaataaac : 5280 
YK378D10 : CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAG-------------------- : 
YK384C9  : CCTAATCAACAATGCTGAATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGTTGTGTTGGGTTGTTCAG-------------------- : 
YK148G6  : CCTAATCAACNATGCTGNATTCCATATTCTTTGGAGAGGGTGNTGTGTTGGG---------------------------- : 
                                                                                                   
F57C12.1 : aaatttcaaaatagcttatcttagATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA : 5360 
g-X-41   : aaatttcaaaatagcttatcttagATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA : 5360 
YK378D10 : ------------------------ATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA : 
YK384C9  : ------------------------ATCCGGAGATCAATGCTCCGCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCAAAATTA : 
YK148G6  : ----------------------AGATCCGGAGATCAATGCTCCCCCCTGGAAACTGAATCGAACCCATTCTTCCCAATTA : 
                                                                                                   
F57C12.1 : TCAACAGCCTGCTGAACATTCAAGATGCTAAGAACAATGATACGTTAATAGCAAAAAGAATGATGCGAGGAGAACACTAA : 5440 
g-X-41   : TCAACAGCCTGCTGAACATTCAAGATGCTAAGAACAATGATACGTTAATAGCAAAAAGAATGATGCGAGGAGAACACTAA : 5440 
YK378D10 : TCAACAGCCTGCTGAACATTCAAGATGCTAAGAACAATGATACGTTAATAGCAAAAAGAATGATGCGAGGAGAACACTAA : 
YK384C9  : TCAACAGCCTGCTGAACATTCAAGATGCTAAGAACAATGATACGTTAATAGCAAAAAGAATGATGCGAGGAGAACA---- : 
YK148G6  : TCAACAGCCTGCTGTACATTCAAGATNCTAAGAACAATGATACGNTAATATCACCAAGAATGATGCGAGGAGAACACTAA : 

6.1.20. Sequenzdaten F58A6.4 

 
                                               cDNA Alignment Moehrlen 
   F58A6.4fm                                         > > >> 
                                                                                                    
F58A6.4   : // 428bp //AAAGAGgttatccttttaaaaaatattagaactataattggaattttattcagTATCTCCTTTTTATCG :  498 
g-II-1161 : //1210bp //AAAGAGgttatccttttaaaaaatattagaactataattggaattttattcagTATCTCCTTTTTATCG : 1280 
                                                                                                    
F58A6.4   : GAAATGACGATGGGTGTTGGAGTACAGTGGGACGAGATGCATCACAAGGAAAACAAGTTGTTAGTATTGGAAACGGATGT :  578 
g-II-1161 : GAAATGACGATGGGTGTTGGAGTACAGTGGGACGAGATGCATCACAAGGAAAACAAGTTGTTAGTATTGGAAACGGATGT : 1360 
F58A6.4fm : GAAATGACGATGGGTGTTGGAGTACAGTGGGACGAGATGCATCACAAGGAAAACAAGTTGTTAGTATTGGAAACGGATGT :   
                                                                                                    
F58A6.4   : GAGCATgttggtttttgttaatcgtcaattgtgctctaaaaaagacgtatttcagTTCGGAGTCACATCTCATGAGCTGG :  658 
g-II-1161 : GAGCATgttggtttttgttaatcgtcaattgtgctctaaaaaagacgtatttcagTTCGGAGTCACATCTCATGAGCTGG : 1440 
F58A6.4fm : GAGCAT-------------------------------------------------TTCGGAGTCACATCTCATGAGCTGG :   
                                                                                                    
F58A6.4   : CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAATCAAGATTTGATCGGGATGAATCTGTAGTGTTCAATCCAAGAGTCGTTGAA :  738 
g-II-1161 : CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAATCAAGATTTGATCGGGATGAATCTGTAGTGTTCAATCCAAGAGTCGTTGAA : 1520 
F58A6.4fm : CACACGCATTGGGAATATTCCACGAACAATCAAGATTTGATCGGGATGAATCTGTAGTGTTCAATCCAAGAGTCGTTGAA :   
                                                                                                    
F58A6.4   : AGAGATCTTTTATTCAATTTTGCAAAAgtaggtatacttttaaattggaaacaagatatctaatttgaagcaaagaaaat :  818 
g-II-1161 : AGAGATCTTTTATTCAATTTTGCAAAAgtaggtatacttttaaattggaaacaagatatctaatttgaagcaaagaaaat : 1600 
F58A6.4fm : AGAGATCTTTTATTCAATTTTGCAAAA------------------------------------------------------: - 
                                                                                                    
F58A6.4   : tgtttaaaacatttaggttgacagctgaaacccatcgttaaaacccattgatgataaaaaatccactttttaaatcagag :  898 
g-II-1161 : tgtttaaaacatttaggttgacagctgaaacccatcgttaaaacccattgatgataaaaaatccactttttaaatcagag : 1680 
F58A6.4fm : ---------------------------------------------------------------------------------: - 
                                                                                                    
F58A6.4   : cttcagATATCCCCTCGTCAAATGTCGACTTACGGCTTGCCATATGATATTGGGAGCGTAATGCATTATACTCCAACTGA :  978 
g-II-1161 : cttcagATATCCCCTCGTCAAATGTCGACTTACGGCTTGCCATATGATATTGGGAGCGTAATGCATTATACTCCAACTGA : 1760 
F58A6.4fm : ------ATATCCCCTCGTCAAATGTCGACTTACGGCTTGCCATATGATATTGGGAGCGTAA--------------------: - 
                                                                                                    
F58A6.4   : gtgagtacaaaattgtttttattgaattttcaatatcacacttgagATTCTCAAACATCCCTTCCATACCAACGTTAGCT : 1058 
g-II-1161 : gtgagtacaaaattgtttttattgaattttcaatatcacacttgagATTCTCAAACATCCCTTCCATACCAACGTTAGCT : 1840 
                                                                                                    
F58A6.4   : GCAATCGACACAAATCTTCAGCAAACAATGGGTCAATTGGAAGGACCTTCTTTTGTGGATGTGCATATTATGAATCAACA : 1138 
g-II-1161 : GCAATCGACACAAATCTTCAGCAAACAATGGGTCAATTGGAAGGACCTTCTTTTGTGGATGTGCATATTATGAATCAACA : 1920 
                                                                                                    
F58A6.4   : TTATCAGTGCCAAGgtttgggtttttgttagattttgatttaaatgtaaatgtaatttgtttttaatttcagAAAAGTGT : 1218 
g-II-1161 : TTATCAGTGCCAAGgtttgggtttttgttagattttgatttaaatgtaaatgtaatttgtttttaatttcagAAAAGTGT : 2000 
                                                                                                    
F58A6.4   : CCAACTCAAGCTCCTTGCCAAAATGGTGGCTTCACTAATTCCCGTAACTGCAAAGTTTGCAAATGTCCAACTGGCTTTGG : 1298 
g-II-1161 : CCAACTCAAGCTCCTTGCCAAAATGGTGGCTTCACTAATTCCCGTAACTGCAAAGTTTGCAAATGTCCAACTGGCTTTGG : 2080 
                                                                                                    
F58A6.4   : // 960bp //GATGGAGTTTTTGTGTCCGACACTTCCCTACTTCAAAGGATAGGATTTAGAAGACAGTTATAG : 2332 
g-II-1161 : // 960bp //GATGGAGTTTTTGTGTCCGACACTTCCCTACTTCAAAGGATAGGATTTAGAAGACAGTTATAG : 3114 
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6.1.21. Sequenzdaten F58B4.1 

 
                                             cDNA Alignment Moehrlen 
   F58B4.1fm                                     >> >> 
 
F58B4.1  : //1130bp//gtttactgactaaacaaatgaaaaatttagTTTGGAACAGCTGCTCACGAGTTGGGACATGCTCTTGGAT : 1200 
g-V-2200 : //1130bp//gtttactgactaaacaaatgaaaaatttagTTTGGAACAGCTGCTCACGAGTTGGGACATGCTCTTGGAT : 1200 
F58B4.1fm: ----------------------------------------TTTGGAACAGCTGCTCACGAGTTGGGACATGCTCTTGGAT :  
                                                                                                   
F58B4.1  : TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGATgtaagttatagagtt : 1280 
g-V-2200 : TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGATgtaagttatagagtt : 1280 
F58B4.1fm: TCTTTCATACACAATCTAGATACGACAGAGATAATTATATTTCAATCAACTATGCGAATATTGAT--------------- :  
                                                                                                   
F58B4.1  : taatggaatttaatttaatttcaatgggttggttacagCCTTCATACGTCGAACAATTTGACAAAGAAACATCAAACACA : 1360 
g-V-2200 : taatggaatttaatttaatttcaatgggttggttacagCCTTCATACGTCGAACAATTTGACAAAGAAACATCAAACACA : 1360 
F58B4.1fm: --------------------------------------CCTTCATACGTCGAACAATTTGACAAAGAAACATCAAACACA :  
                                                                                                   
F58B4.1  : AATTTCAACTATGGAATGCCTTATGATTATGGATCAATTATGCAATATGGTGCAACGAGTGCTTCTTCAAATGACAAGGC : 1440 
g-V-2200 : AATTTCAACTATGGAATGCCTTATGATTATGGATCAATTATGCAATATGGTGCAACGAGTGCTTCTTCAAATGACAAGGC : 1440 
F58B4.1fm: aatttcaa------------------------------------------------------------------------ :  
                                                                                                   
F58B4.1  : AACAATGATTGCACGGGATACTGAATATCAAGATACTATGGGATCGGATTTTGTTGGATTTTATGATATTTCCATGATGA : 1520 
g-V-2200 : AACAATGATTGCACGGGATACTGAATATCAAGATACTATGGGATCGGATTTTGTTGGATTTTATGATATTTCCATGATGA : 1520 
                                                                                                   
F58B4.1  : ATGAGCATTACAAATGCAAAGgttttatttccaaaatgtaaaataaaaatacgtttattcagAGCTTTGTCCGGCTGCCT : 1600 
g-V-2200 : ATGAGCATTACAAATGCAAAGgttttatttccaaaatgtaaaataaaaatacgtttattcagAGCTTTGTCCGGCTGCCT : 1600 
                                                                                                   
F58B4.1  : CCTCTGCTCAATGCAAAAATGGTGGTTTTCCAAGTCCCAGAAACTGTGCCATTTGCATTTGTCCATCGGGATACGGAGGT : 1680 
g-V-2200 : CCTCTGCTCAATGCAAAAATGGTGGTTTTCCAAGTCCCAGAAACTGTGCCATTTGCATTTGTCCATCGGGATACGGAGGT : 1680 
                                                                                                   
F58B4.1  : ATACTTTGTGACCAAAGAgttagttgtgaactgctttatcaaatgggtcatctttacctttccagCCTCCTGGATGTGGT : 1760 
g-V-2200 : ATACTTTGTGACCAAAGAgttagttgtgaactgctttatcaaatgggtcatctttacctttccagCCTCCTGGATGTGGT : 1760 
                                                                                                   
F58B4.1  : GACAGTGTAACTGCCACGACTACATGGCAAACATTAACAAACACAATTGGAGATGGACTTCCAACACTTCGTGATAACCA : 1840 
g-V-2200 : GACAGTGTAACTGCCACGACTACATGGCAAACATTAACAAACACAATTGGAGATGGACTTCCAACACTTCGTGATAACCA : 1840 
F58B4.1  : //895bp//AATAATTTTTACTAA : 2815 
g-V-2200 : //895bp//AATAATTTTTACTAA : 2815 
                                  

6.1.22. Sequenzdaten F40E10.1 (HCH-1) 

 
cDNA-Alignment siehe Hishida et al. 1996 

6.1.23. Sequenzdaten K03B8.1 

 
 
K03B8.1  : //410bp//ATATCTTCACAAACTTGCGTTACTTTCGAAGAAAACTGTACTATTTCAACGAGAATAAAATTTGTTGACAG :  480 
                                                                                                   
K03B8.1  : TACTTTCTGTGCTTCATATGTTGGAATGATTAACAGTGTACAAGAAATTTATTTTCCTGACTGGTGCATGCGGgtgagtt :  560 
g-V-2307 : -------------------------ATGATTAACAGTGTACAAGAAATTTATTTTCCTGACTGGTGCATGCGGgtgagtt :   55 
K03B8.1  : cttgcatactaggttttggggaaatcttacacgaaaataactattttaaatcgaatatttttagTTTGGATCCGCCGTTC :  640 
g-V-2307 : cttgcatactaggttttggggaaatcttacacgaaaataactattttaaatcgaatatttttagTTTGGATCCGCCGTTC :  135 
                                                                                                   

K03B8.1  : ACGAACTAATGCATGCATTGGGTGTTCTGCACACTCATGCTCGTTTTGATCGAGATAACTTTCTTAATGTAAATCTGAAC :  720 
g-V-2307 : ACGAACTAATGCATGCATTGGGTGTTCTGCACACTCATGCTCGTTTTGATCGAGATAACTTTCTTAATGTAAATCTGAAC :  215 
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K03B8.1  : AAAGATGATGAAGACGACAGCAATTTTGAGATTGTTTCTCCTCCCTTTTCTATAAACGTTGTACCATATGAGTATGGAAG :  800 
g-V-2307 : AAAGATGATGAAGACGACAGCAATTTTGAGATTGTTTCTCCTCCCTTTTCTATAAACGTTGTACCATATGAGTATGGAAG :  295 
                                                                                                   

K03B8.1  : CACTTTGCACTATACAGCCGATGTATCGGGAACAAATTCACTTCTTCCGAAACAAATGGAATATTATAGAACACTAGGAA :  880 
g-V-2307 : CACTTTGCACTATACAGCCGATGTATCGGGAACAAATTCACTTCTTCCGAAACAAATGGAATATTATAGAACACTAGGAA :  375 
                                                                                                   

K03B8.1  : ATCGAAGAGTTACATTTTATGATATGTTAACTATAAACACTGCATACAACTGCAAATGTCCAAGTGAATTATTGTGTGCA :  960 
g-V-2307 : ATCGAAGAGTTACATTTTATGATATGTTAACTATAAACACTGCATACAACTGCAAATGTCCAAGTGAATTATTGTGTGCA :  455 
 

K03B8.1  : AATGGAGGATATACAAATCCGTCCAATTGTTTGGAATGTATTTGTCCATTGGGATATGGAGGAGTGTTATGTGATCGAGT : 1040 
g-V-2307 : AATGGAGGATATACAAATCCGTCCAATTGTTTGGAATGTATTTGTCCATTGGGATATGGAGGAGTGTTATGTGATCGAGT :  535 
                                                                                                   

K03B8.1  : AgttagtttattatctgaattagtttctatcggtatttttaaaactgtatttttcagGTTGCTTGTAGTGTCCAGTTAAG : 1120 
g-V-2307 : AgttagtttattatctgaattagtttctatcggtatttttaaaactgtatttttcagGTTGCTTGTAGTGTCCAGTTAAG :  615 
                                                                                                   

K03B8.1  : TGCAGATTCGTATTGGAAAGGATCCTGGATTTCTGTTGGAAGTAGTGTTTTGAGAGATACTACAGACCCCGTTAAAGCGT : 1200 
g-V-2307 : TGCAGATTCGTATTGGAAAGGATCCTGGATTTCTGTTGGAAGTAGTGTTTTGAGAGATACTACAGACCCCGTTAAAGCGT :  695 
                                                                                                   

K03B8.1  : TTATCTCAATAAATGCTCCGAAAGATAAAATTATTGAAGTTAAAATTGTGAAAATAGAAAATTTCTCGTGTGACTCTGGT : 1280 
g-V-2307 : TTATCTCAATAAATGCTCCGAAAGATAAAATTATTGAAGTTAAAATTGTGAAAATAGAAAATTTCTCGTGTGACTCTGGT :  775 
                                                                                                   
K03B8.1  : // 240bp // TTGAGTAGCTACAATAAAACCACAAATGGATATGATAACTATGAATATTATGCCTAA : 1577 
g-V-2307 : // 240bp // TTGAGTAGCTACAATAAAACCACAAATGGATATGATAACTATGAATATTATGCCTAA : 1072 

6.1.24. Sequenzdaten K03B8.2 

 
                                                                                                   
K03B8.2  : ATGCAAAAATATCAACTGTATAAAACAATGGAAGATGTCAAAGAAAATCACTTCGACATGTTTCTTCGACCATCTACCTT :   80 
g-V-2310 : ATGCAAAAATATCAACTGTATAAAACAATGGAAGATGTCAAAGAAAATCACTTCGACATGTTTCTTCGACCATCTACCTT :   80 
                                                                                                   
K03B8.2  : ACTTCTAACTTTATTCTTGGCATTGGTTGCTGGATCAGCGATCCGAAAAGATGTGGACGAGTTTGATTCAAATAAAGGAA :  160 
g-V-2310 : ACTTCTAACTTTATTCTTGGCATTGGTTGCTGGATCAGCGATCCGAAAAGATGTGGACGAGTTTGATTCAAATAAAGGAA :  160 
                                                                                                   
K03B8.2  : AAGATGGTATTGTAGATGGAGACATTATGCTTACTGAAGCTCAGCTTCGAATTCTCAATGGAACCGCAAAACGTTCAAAA :  240 
g-V-2310 : AAGATGGTATTGTAGATGGAGACATTATGCTTACTGAAGCTCAGCTTCGAATTCTCAATGGAACCGCAAAACGTTCAAAA :  240 
                                                                                                   
K03B8.2  : AGGCAGATCACAAAGATTTGGAAAAAATGGCCAGATGCAAAAGTATTTTATTACTACGAAAATGAATTCAgtaagtttaa :  320 
g-V-2310 : AGGCAGATCACAAAGATTTGGAAAAAATGGCCAGATGCAAAAGTATTTTATTACTACGAAAATGAATTCAgtaagtttaa :  320 
                                                                                                   
K03B8.2  : aaaaatttatattcaagttgttatgtaaacttaattccagCAAGTCTTAAACGAGAATTGATGTCATATGCGATGGCCCA :  400 
g-V-2310 : aaaaatttatattcaagttgttatgtaaacttaattccagCAAGTCTTAAACGAGAATTGATGTCATATGCGATGGCCCA :  400 
                                                                                                   
K03B8.2  : TATCAGTTCGAACACTTGTGTCAAATTCCAAGAAAGTAATTCAGCAACGAACAGAATTCGTTTTACAAATACAGGAGGAT :  480 
g-V-2310 : TATCAGTTCGAACACTTGTGTCAAATTCCAAGAAAGTAATTCAGCAACGAACAGAATTCGTTTTACAAATACAGGAGGAT :  480 
                                                                                                   
K03B8.2  : GTGCTTCCTATATTGGAATGAATGGAGGAGAACAAACCTTGTGGTTCGGAGATGGATGTCTTATCgtgagtttgagacga :  560 
g-V-2310 : GTGCTTCCTATATTGGAATGAATGGAGGAGAACAAACCTTGTGGTTCGGAGATGGATGTCTTATCgtgagtttgagacga :  560 
                                                                                                   
K03B8.2  : ctttgaaaaattagctgattttgagattagttagagttcaacctgaaaaatatgtttagctgatgttacaacgaaccccc :  640 
g-V-2310 : ctttgaaaaattagctgattttgagattagttagagttcaacctgaaaaatatgtttagctgatgttacaacgaaccccc :  640 
                                                                                                   
K03B8.2  : gtataaaataagaattaaatttagTTTGGTACTGCTGTTCACGAAATCATGCACTCTCTTGGACTGTTCCACACGCACTC :  720 
g-V-2310 : gtataaaataagaattaaatttagTTTGGTACTGCTGTTCACGAAATCATGCACTCTCTTGGACTGTTCCACACGCACTC :  720 
                                                                                                   
K03B8.2  : TCGTTTTGATCGTGATAACTTCCTGTCGGTCAGCTACAAAGATGTTCCTGAAAATATGGTTGGAAACTTGGAAAAAGAAA :  800 
g-V-2310 : TCGTTTTGATCGTGATAACTTCCTGTCGGTCAGCTACAAAGATGTTCCTGAAAATATGGTTGGAAACTTGGAAAAAGAAA :  800 
                                                                                                   
K03B8.2  : CTGAACAAACGACGTACAATGCTGTACCTTTCGAATATGGAAGCACTATGTTGTACAGATACAACACCTTCGGAGAGGGA :  880 
g-V-2310 : CTGAACAAACGACGTACAATGCTGTACCTTTCGAATATGGAAGCACTATGTTGTACAGATACAACACCTTCGGAGAGGGA :  880 
                                                                                                   
K03B8.2  : //720 bp// GTATTACGTCTAA : 1613 
g-V-2310 : //720 bp// GTATTACGTCTAA : 1613 

6.1.25. Sequenzdaten K03B8.3 

  
                                                                                                  
K03B8.3  : ATGTGTGCATCGTGCCTCCACAATGCCAATGCTGCGAGTTTCCTAATGGAGACATTCTCAAGACATCGCCTTAACTTTAT :   80 
K03B8.3  : CTGCATAGGTAAAATGAACATATTTTATAACGTAACATCATTAGATAACAgtacgattattgatagattttaatacaatt :  160 
K03B8.3  : tccttgtaagatgaaccatattgttctcttctaacctcatatcagaatttaaattgaagttttggtttttcagtaactag :  240 
K03B8.3  : catggctgcaaaacgtttacaattaacgtatagaacaaacacaattcacttttgtgtgaaaatatgtctcaaagcaataa :  320 
K03B8.3  : tatgttcgcaagaaattgattaatacatcttatgtagacactttggcagtttcagAATACTCTTTTCACAATCCGAGCGC :  400 
K03B8.3  : GCCTGTTCCGCACTCCAGTCACGCCCTATCCTCGCGCCAGGCGCATTTCACCTCTTTTCGCGCGCCAGTCGCACCCCCTT :  480 
K03B8.3  : CGCGCCCCAGGAGGAGCCAACTACCGAGTAGTGCAAAATTATTATATTGCTTTGATTCTTCATTCAgtaagttctattat :  560 
K03B8.3  : attttgaagtagtgaaatacaacttataaacatgtactttgagGTACTGAAAAGCGAGAATTGATGCTTTTCTCCATGAA :  640 



VII. Anhang 165

K03B8.3  : CTTCATATCTTCACAAACTTGCGTGACTTTTGAAGAAAACTGTTCAATTCCTAACAGGGTCCAACTTGTTAACGGTAAAG :  720 
 

K03B8.3  : GCTGTTCATCATACATTGGGATGAATAACATAGTACAACATCTAACATTTAACGATACGTGCATAGACgtgagtttttct :  800 
g-V-2309 : --------------------ATGAATAACATAGTACAACATCTAACATTTAACGATACGTGCATAGACgtgagtttttct :   60 
                                                                                                   

K03B8.3  : //320bp//tccaaacacggcacaccgaaagaatgatagacagatctcaatcacataaactttcagTTTGGAACTGCTGT : 1200 
g-V-2309 : //320bp//tccaaacacggcacaccgaaagaatgatagacagatctcaatcacataaactttcagTTTGGAACTGCTGT :  460 
                                                                                                   

K03B8.3  : TCATGAATTAATGCATGCATTAGGTGTTATTCACACCCACTCTAGACTTGATCGAGATAACTTTTTAAACATTAATCTGA : 1280 
g-V-2309 : TCATGAATTAATGCATGCATTAGGTGTTATTCACACCCACTCTAGACTTGATCGAGATAACTTTTTAAACATTAATCTGA :  540 
                                                                                                   

K03B8.3  : CAAATGTGTCCAAGGAAATGATGCATAATTATGCAATTTTCAACCAATCTACAAACGTTGTACCTTATGAATACGGAAGC : 1360 
g-V-2309 : CAAATGTGTCCAAGGAAATGATGCATAATTATGCAATTTTCAACCAATCTACAAACGTTGTACCTTATGAATACGGAAGC :  620 
                                                                                                   

K03B8.3  : ACTATGCATTACTATGCGAATATATCGACAATGTTTCCCAAGAAGTCAGAATACTCTGCCACACTTGGAATAGGAAGAGT : 1440 
g-V-2309 : ACTATGCATTACTATGCGAATATATCGACAATGTTTCCCAAGAAGTCAGAATACTCTGCCACACTTGGAATAGGAAGAGT :  700 
 

K03B8.3  : //560bp//ATGTGACTGAACGCTTGAGTGGCTACAATAAAACAACCAATGGATATGATAACTATGAGTATTATGATTAA : 2071 
g-V-2309 : //560bp//ATGTGACTGAACGCTTGAGTGGCTACAATAAAACAACCAATGGATATGATAACTATGAGTATTATGATTAA : 1331 

6.1.26. Sequenzdaten K03B8.5 

 
                                           cDNA Alignment Moehrlen 
    K03B8.5fm                                               >>>>>>>>>>>>>>>>>        >>> 
 
K03B8.5  : ATGTATCTAAAAATATTCAGACTACTATTGGAAATTAAAAGTTCAATTTTGAAAATATGCGTCTATTTTTCTTCGAAAAA :   80 
K03B8.5  : CTACGGCATATTATCCATTAGTTTTGCATTTCTGTTGATTTACTTTGACGgtttattcattaattgtcgtttcaaatata :  160 
K03B8.5  : tcatcttctgaaatcttccagaaacagttttaaaactcttataccatgcactgtttgaagattttattcactttttgaac :  240 
K03B8.5  : tatgtataacgtctccatttaaatgttccttctggcgttatgacacatgaaaaatattgtagTTTTATATGAAAAATTCC :  320 
K03B8.5  : CCACCGATTTACATATTCCCCTCGATTTTTCGTATAAGAATAAGGTTGAAAACGGTATAAATGAACACATTGCTGGTGGA :  400 
                                                                                                   
K03B8.5  : AATATCATTCAGCATCTCGAGATGGTTCGGTTGATTCATCTTATTGGAGCTATTATTCTACTCTTTTCCTACGCCTACTG :  480 
g-V-2311 : ---------------------ATGGTTCGGTTGATTCATCTTATTGGAGCTATTATTCTACTCTTTTCCTACGCCTACTG :   59 
                                                                                                   

K03B8.5  : CGGACTTTCTCGGCTCAATGAGCATGATATCGAAGAAAGTTACTCTCATAAACGAGTTAAAAGACAATTCGAACGTCTTG :  560 
g-V-2311 : CGGACTTTCTCGGCTCAATGAGCATGATATCGAAGAAAGTTACTCTCATAAACGAGTTAAAAGACAATTCGAACGTCTTG :  139 
                                                                                                   
K03B8.5  : GAACAAAATGGTCATATGGAGTAGTTAACTATTATTATGCGGACAAGAACAATGAAATAAAAGAGATGGTTGAAAGTGCG :  640 
g-V-2311 : GAACAAAATGGTCATATGGAGTAGTTAACTATTATTATGCGGACAAGAACAATGAAATAAAAGAGATGGTTGAAAGTGCG :  219 
K03B8.5fm: GAACAAAATGGTCATATGGAGTAGTTAACTATTATTATGCGGACAAGAACAATGAAATAAAAGAGATGGTTGAAAGTGCG : 
                                                                                                   

K03B8.5  : ATTGCTTACATTGCAAATCACACTTGCATCAGGTTCAATGAGGATCAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA :  720 
g-V-2311 : ATTGCTTACATTGCAAATCACACTTGCATCAGGTTCAATGAGGATCAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA :  299 
K03B8.5fm: ATTGCTTACATTGCAAATCACACTTGCATCAGGTTCAATGAGGATCAAAATGCTGTACAGCGTGTGCAGATTCGGATGCA : 
                                                                                                   

K03B8.5  : ACAgtttgtttcatttacgacttcctaacaaaccgttgtattgcagAAACTGGCTTTGTCAGTCGACAGTCGGAGCACCA :  800 
g-V-2311 : ACAgtttgtttcatttacgacttcctaacaaaccgttgtattgcagAAACTGGCTTTGTCAGTCGACAGTCGGAGCACCA :  379 
K03B8.5fm: ----------------------------------------------AAACTGGCTTTGTCAGTCGACAGTCGGAGCACCA :   
                                                                                                   

K03B8.5  : GGTATGAGTATGAGTAAGCCGATTGGAGAGCTTTCTATGTTGGTTCAAAGTTGTGATACCATCGGAAGTATCGTTCATGA :  880 
g-V-2311 : GGTATGAGTATGAGTAAGCCGATTGGAGAGCTTTCTATGTTGGTTCAAAGTTGTGATACCATCGGAAGTATCGTTCATGA :  459 
K03B8.5fm: GGTATGAGTATGAGTAAGCCGATTGGAGAGCTTTCTATGTTGGTTCAAAGTTGTGATACCATCGGAAGT----------- :   
                                                                                               

K03B8.5  : GTACTCAAGGACGACTTTACCATCAGCTGTTACATTCAAATATCGCTTCACGAATGACAAAGTTGTGCTTGGTTAA : 1916 
g-V-2311 : GTACTCAAGGACGACTTTACCATCAGCTGTTACATTCAAATATCGCTTCACGAATGACAAAGTTGTGCTTGGTTAA : 1495 

6.1.27. Sequenzdaten K04E7.3 

 
                                            cDNA Alignment Moehrlen 
K04E7.3fm                                                         < << << << < < < << < < < < 
                                                                                                    
K04E7.3   : --------------------------------ATGGGTAACCAGCCTAAAACTACAAATTTTCATCAAAGGTTTAAGGGT :   48 
g-X-945   : // 490bp//CTCCATGGCATAGAAGACCTCCATGGgtaaccagcctaaaactacaaattttcatcaaaggtttaagGGT :  560 
                                                                                                    

K04E7.3   : CTCCCGCCACCGCCTCCTCCGCCTGAGCCGGAACCACAACAAGATCAGCCGCAAGTTATGTTTAGTCAGGATATAGACAA :  128 
g-X-945   : CTCCCGCCACCGCCTCCTCCGCCTGAGCCGGAACCACAACAAGATCAGCCGCAAGTTATGTTTAGTCAGGATATAGACAA :  640 
K04E7.3   : GgttagtttaatagaaaaaatatgcaaatacgttagaattcagGTTGTCAATAGTGTGAACCAGAATACAGCTGCGTTCC :  208 
g-X-945   : GgttagtttaatagaaaaaatatgcaaatacgttagaattcagGTTGTCAATAGTGTGAACCAGAATACAGCTGCGTTCC :  720 
                                                                                                    

K04E7.3   : AGCGCCCCGGAGAAAGTTATGATAAAGTTATCCAGATTATGAGTTCTTATTTTAATCGAAAATCAGGATCTCAATATgtg :  288 
g-X-945   : AGCGCCCCGGAGAAAGTTATGATAAAGTTATCCAGATTATGAGTTCTTATTTTAATCGAAAATCAGGATCTCAATATgtg :  800 
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K04E7.3   : agtcattttttgaaatatttttataaaatttcctatgcagGATATAAACACTGTAATCCCGTCCAGTGGGATTTACAACA :  368 
g-X-945   : agtcattttttgaaatatttttataaaatttcctatgcagGATATAAACACTGTAATCCCGTCCAGTGGGATTTACAACA :  880 
K04E7.3fm : ------------------------------------------------CACTGTAATCCCGTCCAGTGGGATTTACAACA :   32 
                                                                                                    

K04E7.3   : ATGAAATGGCTGCAAATAGCAAAATTGCTGCAGTTATGTTTGAAAGTGATATGgttagtttagaaggtttaaaaaatgct :  448 
g-X-945   : ATGAAATGGCTGCAAATAGCAAAATTGCTGCAGTTATGTTTGAAAGTGATATGgttagtttagaaggtttaaaaaatgct :  960 
K04E7.3fm : ATGAAATGGCTGCAAATAGCAAAATTGCTGCAGTTATGTTTGAAAGTGATATG--------------------------- :   85 
K04E7.3   : gaataattttttttcagGCTTTAACGGTTTCACAAATGAATAAAGTAGCTCAAAACGGCTTTCGTGTGAAACGAAAAATG :  528 
g-X-945   : gaataattttttttcagGCTTTAACGGTTTCACAAATGAATAAAGTAGCTCAAAACGGCTTTCGTGTGAAACGAAAAATG : 1040 
K04E7.3fm : -----------------GCTTTAACGGTTTCACAAATGAATAAAGTAGCTCAAAACGGCTTTCGTGTGAAACGAAAAATG :  148 
                                                                                                    

K04E7.3   : AATTTGAACGGAACAACGTGGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATGgtatgtacaaataatgtttatc :  608 
g-X-945   : AATTTGAACGGAACAACGTGGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATGgtatgtacaaataatgtttatc : 1120 
K04E7.3fm : AATTTGAACGGAACAACGTGGTCTCGAAACATTCCTTATCGTTTTTTAGATACTGATG---------------------- :  206 
                                                                                                    

K04E7.3   : tgaaattatcaacatgtttcagGTAACTGGCAATCTCAAATAACAAACGGTTTAAGACACTATGAAAGAAACACTTGCAT :  688 
g-X-945   : tgaaattatcaacatgtttcagGTAACTGGCAATCTCAAATAACAAACGGTTTAAGACACTATGAAAGAAACACTTGCAT : 1200 
K04E7.3fm : ----------------------GTAACTGGCAATCTCAAATAACAAACGGTTTAAGACACTATGAAAGAAACACTTGCAT :  264 
                                                                                                    

K04E7.3   : ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGTGGCTCGGATTACCTGGTTTTTAGCAAAGGAGAAGGgtccgttttgtttttagaaaaag :  768 
g-X-945   : ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGTGGCTCGGATTACCTGGTTTTTAGCAAAGGAGAAGGgtccgttttgtttttagaaaaag : 1280 
K04E7.3fm : ACGTTTTTCTCTCAATGGAGGTGGCTCGGATTACCTGGTTTTTAGCAAAGGAGAAGG----------------------- :  321 
                                                                                                    

K04E7.3   : aataacaacagcaaatattgattgattttagATGCTATTCTAGTGTTGGCAGATTGGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT :  848 
g-X-945   : aataacaacagcaaatattgattgattttagATGCTATTCTAGTGTTGGCAGATTGGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT : 1360 
K04E7.3fm : -------------------------------ATGCTATTCTAGTGTTGGCAGATTGGGAGGCCCTCAGGAAATTTCTATT :  370 
                                                                                                    

K04E7.3   : GGTGATGGATGTGAAACGgttagaaatttttttcatatatttactggaaattacttttttaatagtggaaatggtgtaat :  928 
g-X-945   : GGTGATGGATGTGAAACGgttagaaatttttttcatatatttactggaaattacttttttaatagtggaaatggtgtaat : 1440 
K04E7.3fm : GGTGATGGATGTGAAACG-------------------------------------------------------------- :  388 
                                                                                                    

K04E7.3   : tttagCTCGGAATTATTACTCATGAAGTGGGTCATGCTTTAGGATTTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA : 1008 
g-X-945   : tttagCTCGGAATTATTACTCATGAAGTGGGTCATGCTTTAGGATTTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA : 1520 
K04E7.3fm : -----CTCGGAATTATTACTCATGAAGTGGGTCATGCTTTAGGATTTTGGCATGAACAAGCGAGACCTGAACGAGATTCA :  463 
                                                                                                    

K04E7.3   : TACGTTAGgtgagttttgaaaattgaaaaataaaacatgccagtttatcagAATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC : 1088 
g-X-945   : TACGTTAGgtgagttttgaaaattgaaaaataaaacatgccagtttatcagAATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC : 1600 
K04E7.3fm : TACGTTAG-------------------------------------------AATCAATCGCCAAAATGCTATAAATGGTC :  500 
                                                                                                    

K04E7.3   : TTGAAGGCCAATTCGACAAGAGATCGTGGTCGGAAGTTAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGTTATGCAT : 1168 
g-X-945   : TTGAAGGCCAATTCGACAAGAGATCGTGGTCGGAAGTTAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGTTATGCAT : 1680 
K04E7.3fm : TTGAAGGCCAATTCGACAAGAGATCGTGGTCGGAAGTTAACGAATACAGCTTACCTTATGATTATGGATCGGTTATGCAT :  580 
                                                                                                    

K04E7.3   : TACGGACCAAAAgtgtgttcttacattgttgttccgtatgaatttaaccattttcagTCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT : 1248 
g-X-945   : TACGGACCAAAAgtgtgttcttacattgttgttccgtatgaatttaaccattttcagTCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT : 1760 
K04E7.3fm : TACGGACCAAAA---------------------------------------------TCTTTTTCCAAATCTTCAACAAT :  615 
                                                                                                    

K04E7.3   : GAACACCGTTGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACTATTGGAAACAGAGTGGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT : 1328 
g-X-945   : GAACACCGTTGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACTATTGGAAACAGAGTGGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT : 1840 
K04E7.3fm : GAACACCGTTGAACCAGTAGATCCTGCATTCATTAACACTATTGGAAACAGAGTGGAACCTTCATTCCTTGATCTTAAGT :  695 
                                                                                                    

K04E7.3   : TGCTCAATACGGCTTTCTGTTCTAgtcagtttacggaataatttttccacgtttatttcacttcagACATTTGCACCAAT : 1408 
g-X-945   : TGCTCAATACGGCTTTCTGTTCTAgtcagtttacggaataatttttccacgtttatttcacttcagACATTTGCACCAAT : 1920 
K04E7.3fm : TGCTCAATACGGCTTTCTGTTCTA------------------------------------------ACATTTGCACCAAT :  733 
                                                                                                    

K04E7.3   : CGGATAAACTGCCAACACGGCGGTTACGCGGATCCCAACAATTGTGGGCAATGTACGTGTCCGACAGGACTGGAAGGAAC : 1488 
g-X-945   : CGGATAAACTGCCAACACGGCGGTTACGCGGATCCCAACAATTGTGGGCAATGTACGTGTCCGACAGGACTGGAAGGAAC : 2000 
K04E7.3fm : CGGATAAACTGCCAACACGGCGGTTACGCGGATCCCAACAATTGTGGGCAATGTACGTGTCCGACAGGACTGGAAGGAAC :  813 
                                                                                                    

K04E7.3   : ATATTGTGAACGACTGCAAACTTCTAgtgagtcattttccatagaggattttcatcggtgaagaaattcagATTGCGGTG : 1568 
g-X-945   : ATATTGTGAACGACTGCAAACTTCTAgtgagtcattttccatagaggattttcatcggtgaagaaattcagATTGCGGTG : 2080 
K04E7.3fm : ATATTGTGAACGACTGCAAACTTCTA---------------------------------------------ATTGCGGTG :  848 
                                                                                                    

K04E7.3   : TGGAACTTCCACGGGCAGATTACTCATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACTGTTATTGGAGAATTGTTTCG : 1648 
g-X-945   : TGGAACTTCCACGGGCAGATTACTCATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACTGTTATTGGAGAATTGTTTCG : 2160 
K04E7.3fm : TGGAACTTCCACGGGCAGATTACTCATGGAGAAATATTTCCTATTCGGGATCATCTGACT-------------------- :  908 
                                                                                                    

K04E7.3   : //970bp// AAGGAACCACCAGGGGAAAACGCAGTGTTCTTCAAACTCAGAGTAAGAACTAG------------------ : 2670 
g-X-945   : //970bp// AAGGAACCACCAGGGGAAAACGCAGTGTTCTTCAAACTCAGAgtaagaactaggaactgaaaaatttaaat : 3200 
                                                                               

g-X-945   : //1850bp// ATTTAAGGAAGATGTCACCTGTTATGCATTCAAACCATTGCAATAA : 5099 

6.1.28. Sequenzdaten K06A4.1 

 
                                              cDNA Alignment Moehrlen 
K06A4.1fm                    >>>>>> 
 
K06A4.1  : ATGTACCGATTTATTATTTTCTTCTCCTTACTAGCATTGACAGCTTCAAAAGTTTCCGAACCTGAAAAAGACGATGAAAT :   80 
g-V-1836 : ATGTACCGATTTATTATTTTCTTCTCCTTACTAGCATTGACAGCTTCAAAAGTTTCCGAACCTGAAAAAGACGATGAAAT :   80 
                                                                                                   
K06A4.1  : CGCCGTGAAGgtaggtgttcataattaagtattcttccaattcaattaaaattttaatattccagATTCCAACAAAACGG :  160 
g-V-1836 : CGCCGTGAAGgtaggtgttcataattaagtattcttccaattcaattaaaattttaatattccagATTCCAACAAAACGG :  160 
                                                                                                   
K06A4.1  : TCAGTCTCCGAACCACCAAAGGATGACGATATCGCCGTCAAGATCCCAATGAGGAAGAAACGCGGAATTGCTATTCACCC :  240 
g-V-1836 : TCAGTCTCCGAACCACCAAAGGATGACGATATCGCCGTCAAGATCCCAATGAGGAAGAAACGCGGAATTGCTATTCACCC :  240 



VII. Anhang 167

K06A4.1  : ATGGCAATGGGAATCACAgtgagtgatcagtctcatatttgttctttctttcactaaactttctaaaaatcaacattcac :  320 
g-V-1836 : ATGGCAATGGGAATCACAgtgagtgatcagtctcatatttgttctttctttcactaaactttctaaaaatcaacattcac :  320 
                                                                                                   
K06A4.1  : tctacttctcgtattcaaaataacaaactgttccttttcagTCTCTGGCCAAACGCTGAAGTACCTTATGATATTGCTTC :  400 
g-V-1836 : tctacttctcgtattcaaaataacaaactgttccttttcagTCTCTGGCCAAACGCTGAAGTACCTTATGATATTGCTTC :  400 
                                                                                                   
K06A4.1  : TCACTACACTGCAACTGAAAGAGGAATAATTCTATCTGCAATGGAAGCATTCAGAGATGTCACTTGTGTTCGGTTCCGTC :  480 
g-V-1836 : TCACTACACTGCAACTGAAAGAGGAATAATTCTATCTGCAATGGAAGCATTCAGAGATGTCACTTGTGTTCGGTTCCGTC :  480 
                                                                                                   
K06A4.1  : CACGTCGTTCTACTGATAAGCATTATCTCCAAATAAACAAGCATTATCAGCTCGAACGATGCTTCTCCTATATTGGTCGT :  560 
g-V-1836 : CACGTCGTTCTACTGATAAGCATTATCTCCAAATAAACAAGCATTATCAGCTCGAACGATGCTTCTCCTATATTGGTCGT :  560 
K06A4.1fm: ----------------------------------------------------------ATGCTTCTCCTATATTGGTCGT :   
                                                                                                   
K06A4.1  : CAAAGCAGTCGCTGGCTCTTCGGAACTCGTGATGGAAAAGTTGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA :  640 
g-V-1836 : CAAAGCAGTCGCTGGCTCTTCGGAACTCGTGATGGAAAAGTTGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA :  640 
K06A4.1fm: CAAAGCAGTCGCTGGCTCTTCGGAACTCGTGATGGAAAAGTTGAAACCCGCATGAAGCTTGATCCTTCCTGCCTTCTCTA :   
                                                                                                   
K06A4.1  : CAATGGACGGGGAACTGTAATGCATGAGTTGATGCACATTCTCGGATTCTACCACGAGCATCAGAGAGACGATCGTGACC :  720 
g-V-1836 : CAATGGACGGGGAACTGTAATGCATGAGTTGATGCACATTCTCGGATTCTACCACGAGCATCAGAGAGACGATCGTGACC :  720 
K06A4.1fm: CAATGGACGGGGAACTGTAATGCATGAGTTGATGCACATTCTCGGATTCTACCACGAGCATCAGAGAGACGATCGTGACC :   
                                                                                                   
K06A4.1  : GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACTTCAAGATCTATCAACGTGCCAAGTCGTACTACATGGGCGGTTACGAT :  800 
g-V-1836 : GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACTTCAAGATCTATCAACGTGCCAAGTCGTACTACATGGGCGGTTACGAT :  800 
K06A4.1fm: GCCGTATTGGAGGATCAGCATCTCATTACAACTTCAAGATCTATCAACGTGCCAAGTC---------------------- :  8 
                                                                                                   
g-V-1836 : // 410bp//ATTCGAATTGTTCGAAAAGAAGCAAATCGAGTCGAACAGTTTGTTTCGTAGAAGACGTTCCTAAa----- : 1199 
K06A4.1  : // 4090 bp //                                                                    : 4970 

6.1.29. Sequenzdaten K09C8.3 

 
                                                                                                     
K09C8.3    : 2010bp //ATCCATTATCAGGCATTAATAGTGATTTGAAGAATGCCCTGAATGGAATTCAAGTTCAATTTGGTCAAATA : 2080 
yk439A6.5  : -------------------------------------------------GAATGGAATTCAAGTTCAATTTGGTCAAATA :   31 
                                                                                                     
K09C8.3    : AGTCAGCAATTTGCAAATAACATCAGAgtaagtgttttttttttaataatttggaatttcatttggtttggaagagcttg : 2160 
yk439a6.5  : AGTCAGCAATTTGCAAATAACATCAGA----------------------------------------------------- :   58 
                                                                                                     
K09C8.3    : gtttttcttattttaatttaaattttcaaaataagacatcaaaagtaaaattcattgtttaaccatagctcattcagatt : 2240 
                                                                                                     
K09C8.3    : tcaaatttttaggtttaaagttatcacgagtcaaaattttgtcaaataatcgaattgtttcagAATATTTGCCAACAAAT : 2320 
g-X-1671   : tcaaatttttaggtttaaagttatcacgagtcaaaattttgtcaaataatcgaattgtttcagAATATTTGCCAACAAAT :   
yk439a6.5  : ---------------------------------------------------------------AATATTTGCCAACAAAT :   75 
                                                                                                     
K09C8.3    : GAACTGCAAACAACAACAACAAAAGAATGTTCAAATGAAACAGGCAATATTAAAACAGACCGTTGATTTCGAGAAAAAAG : 2400 
g-X-1671   : GAActgcaaacaacaacaacaaaagaatgttcaaatgaaacaggcaatattaaaacagacCGTTGATTTCGAGAAAAAAG :   
yk439a6.5  : GAACTGCAAACAACAACAACAAAAGAATGTTCAAATGAAACAGGCAATATTAAAACAGACCGTTGATTTCGAGAAAAAAG :  155 
                                                                                                     
K09C8.3    : TTTTCGGAAATAACGTGGCTGATAAAATGAATTTGAGATTCGATAGAACTCTCCAATTAAAACAAGCTCTTTTGGAAAAG : 2480 
g-X-1671   : TTTTCGGAAATAACGTGGCTGATAAAATGAATTTGAGATTCGATAGAACTCTCCAATTAAAACAAGCTCTTTTGGAAAAG :  
yk439a6.5  : TTTTCGGAAATAACGTGGCTGATAAAATGAATTTGAGATTCGATAGAACTCTCCAATTAAAACAAGCTCTTTTGGAAAAG :  235 
                                                                                                     
K09C8.3    : GCGCAACTTAAAGGAGTGgtttgttaataaacatttttttaaagtatcaaaatactgttttcagGTTGCCCCCGAGGACA : 2560 
g-X-1671   : GCGCAACTTAAAGGAGTGgtttgttaataaacatttttttaaagtatcaaaatactgttttcagGTTGCCCCCGAGGACA :  
yk439a6.5  : GCGCAACTTAAAGGAGTG----------------------------------------------GTTGCCCCCGAGGACA :  269 
                                                                                                     
K09C8.3    : ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCTCCTTACTGAAACTCAGGCAAACTTTATGCTCAATGAGTTAGGAAAAGGCGGCGAG : 2640 
g-X-1671   : ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCTCCTTActgaaactcaggcaaactttatgctcaatgagttaggaaaaggcggcgag :  
yk439a6.5  : ACGGAGTATTTGACAAAGATCTGCTCCTTACTGAAACTCAGGCAAACTTTATGCTCAATGAGTTAGGAAAAGGCGGCGAG :  349 
                                                                                                     
K09C8.3    : GGAGCAATTCCAATGCCTGGATCAGCAAAAGCAAAACGTGCATCTATATTTTTCGAGCAAAACTTGATCCAAAAATGGCC : 2720 
g-X-1671   : ggagcaattccaatgcctggatcagcaaaagcaaaacgtgcatctatatttttcgagcaaaacTTGATCCAAAAATGGCC :  
yk439a6.5  : GGAGCAATTCCAATGCCTGGAT---------------------------------------------------------- :  371 
                                                                                     
K09C8.3    : //1020bp//TAACAATCCAAATCACAATGTTTGGATGAGAAGTAACTGTCGGAAAAGTTGCAATTTCTGTTGA : 3744 



VII. Anhang 168

6.1.30. Sequenzdaten K11G12.1 

 
     yk721e4.5             >>>>>>> >>>                         
     yk721e4.3                                                                   >>>> >> 
     yk753c12.3                                                             >>>> 
 
g-X-993    : ...// ab Inron 15..............aattttttaatagaaaactaataatctatggctctgaataagctactga :   49 
yk721e4    : TGGCCTACTGGGGTTTAATTACCCAAGTTTG------------------------------------------------- :   31 
                                                                                                     
K11G12.1   : ------------------------------------------------------------------ATGCAGCAAATAAA :   14 
g-X-993    : caatttttgtcccctaggttctgattttattgtgtttttcagaaagtagtattgcatttaacactaatgcagcaaataaa :  129 
                                                                                                     

K11G12.1   : TTTTTTCAGAATGACACCATCTTTGGTGTTTCTCATTGTGGTGATAGTCGTTGTGGAGGGGCAGGGGTGGCGACCATGGG :   94 
g-X-993    : ttttttcagAATGACACCATCTTTGGTGTTTCTCATTGTGGTGATAGTCGTTGTGGAGGGGCAGGGGTGGCGACCATGGG :  209 
yk721e4    : -------AGAATGNCACCATCTTTGGTGTTTCTCATTGTGGTGATAGTCGTTGTGGAGGGGCAGGGGTGGCGACCATGGG :  104 
                                                                                                     

K11G12.1   : ATAGGTTCAATCATCCTGGGAATTTCGGAAACTGGGGTGGAAATAATTGGGGCACCCGTCAAAGGAATCAAGAACCACAT :  174 
g-X-993    : ATAGGTTCAATCATCCTGGGAATTTCGGAAACTGGGGTGGAAATAATTGGGGCACCCGTCAAAGGAATCAAGAACCACAT :  289 
yk721e4    : ATAGGTTCAATCATCCTGGGAATTTCGGAAACTGGGGTGGAAATAATTGGGGCACCCGTCAAAGGAATCAAGAACCACAT :  184 
                                                                                                     

K11G12.1   : GATATTCCACCTCCAGTTCCCCCGCCAGGATTTCGAGGAAATAATGATCGATTTGGAGGTAACATAATCAAAGTTGTCGA :  254 
g-X-993    : GATATTCCACCTCCAGTTCCCCCGCCAGGATTTCGAGGAAATAATGATCGATTTGGAGGTAACATAATCAAAGTTGTCGA :  369 
yk721e4    : GATATTCCACCTCCAGTTCCCCCGCCAGGATTTCGAGGAAATAATGATCGATTTGGAGGTAACATAATCAAAGTTGTCGA :  264 
                                                                                                     

K11G12.1   : AATCATCGACTTGGGTAAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAGgtacttgtagggttaaaaaatatac :  334 
g-X-993    : AATCATCGACTTGGGTAAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAGgtacttgtagggttaaaaaatatac :  449 
yk721e4    : AATCATCGACTTGGGTAAAAGCAAAAACCGCGGAGATATCCTATCGGATTTTAAG------------------------- :  319 
                                                                                                     

K11G12.1   : attaataatagtttttcagGACGTGCACAAAAAACACAGGCACCTTGGTCGCAAAGAATGGAAAGGCAAAGTAAAACAAT :  414 
g-X-993    : attaataatagtttttcagGACGTGCACAAAAAACACAGGCACCTTGGTCGCAAAGAATGGAAAGGCAAAGTAAAACAAT :  529 
yk721e4    : -------------------GACGTGCACAAAAAACACAGGCAC------------------------------------- :  343 
                                                                                                     

K11G12.1   : //1450bp//attcagAGGATCTTGACAAAAATGACGTTCGGGCAGCAATTTACGAGATTGAAAAGAACACCTGCATAAG : 1934 
g-X-993    : //1450bp//attcagAGGATCTTGACAAAAATGACGTTCGGGCAGCAATTTACGAGATTGAAAAGAACACCTGCATAAG : 2049 
yk753c12.3 : -------------------------------------TTCGGGCAGCAATTTACGAGATTGAAAAGAACACCTGCATAAG :   43 
                                                                                                     
K11G12.1   : ATTCAAAGAGCTCAGTTCCCCACCAACTGGATCTCATATTGTTTACTACAAAGTTGACAGTCCGACATTgtgagttcata : 2014 
g-X-993    : ATTCAAAGAGCTCAGTTCCCCACCAACTGGATCTCATATTGTTTACTACAAAGTTGACAGTCCGACATTgtgagttcata : 2129 
yk753c12.3 : ATTCAAAGAGCTCAGTTCCCCACCAACTGGATCTCATATTGTTTACTACAAAGTTGACAGTCCGACATT----------- :  112 
                                                                                                     
K11G12.1   : ttacacagaggtgttcttatcgagaggtcaaactaaaataagtagaacggttgtttaaaacttataacgtctgattcagC : 2094 
g-X-993    : ttacacagaggtgttcttatcgagaggtcaaactaaaataagtagaacggttgtttaaaacttataacgtctgattcagC : 2209 
                                                                                                     
K11G12.1   : TGTGGTCTTTCGTATGTTGGTCGAGCTGACCCTGCCAACCCAGTTTATCTTAGTTTTGGATGTGACAATgtaagaaatct : 2174 
g-X-993    : TGTGGTCTTTCGTATGTTGGTCGAGCTGACCCTGCCAACCCAGTTTATCTTAGTTTTGGATGTGACAATgtaagaaatct : 2289 
yk753c12.3 : TGTGG--------------------------------------------------------------------------- :  118 
                                                                                                     
K11G12.1   : ttcatgtcattatttcccaattgaggaaatttcagAACAAAGGAGTTGCAATTCATGAAACAATGCATGCGCTCGGAGTT : 2254 
g-X-993    : ttcatgtcattatttcccaattgaggaaatttcagAACAAAGGAGTTGCAATTCATGAAACAATGCATGCGCTCGGAGTT : 2369 
                                                                                                     
K11G12.1   : GCCCATCAGCACCTTCGCAATGATCGTGATCAATTTATTACTATTAATTGGAGTAACATTGATCCACAACAATACGATGC : 2334 
g-X-993    : GCCCATCAGCACCTTCGCAATGATCGTGATCAATTTATTACTATTAATTGGAGTAACATTGATCCACAACAATACGATGC : 2449 
                                                                                                     
K11G12.1   : ATTTGTTGTGGTGGATTCAAAACTGTACACTTCgtaagtgtttagtaatccatatggttcaaaacaaaacttctagATAC : 2414 
g-X-993    : ATTTGTTGTGGTGGATTCAAAACTGTACACTTCgtaagtgtttagtaatccatatggttcaaaacaaaacttctagATAC : 2529 
yk721e4    : --------------------AACTGTACACTTC-------------------------------------------ATAC :  360 
                                                                                                     
K11G12.1   : GGAGTGAAATACGCATACGACAGTATCATGCATTACAACGGTTACACTGCTGCTCAAAACATTGCGATTCCTACTATGAA : 2494 
g-X-993    : GGAGTGAAATACGCATACGACAGTATCATGCATTACAACGGTTACACTGCTGCTCAAAACATTGCGATTCCTACTATGAA : 2609 
yk721e4    : GGAGTGAAATACGCATACGACAGTATCATGCATTACAACGGTTACACTGCTGCTCAAAACATTGCGATTCCTACTATGAA :  440 
                                                                                                     
K11G12.1   : CCCAAAAACAAACTCTGCCGTGAATCTTAAAGTTCTTGGACAAAGGCAAAAGATGGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA : 2574 
g-X-993    : CCCAAAAACAAACTCTGCCGTGAATCTTAAAGTTCTTGGACAAAGGCAAAAGATGGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA : 2689 
yk721e4    : CCCAAAAACAAACTCTGCCGTGAATCTTAAAGTTCTTGGACAAAGGCAAAAGATGGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA :  520 
yk129a7    : -------------------GTGAATCTTAAAGTTCTTGGACAAAGGCAAAAGATGGGGACAACCGATATTGAACTTCTGA :   61 
                                                                                                     
K11G12.1   : AAAAAATGTATTGTCAACCTGgtgagtggaatgtgtgttaataatactgaaaatcaaaatttcagGATGCGATGACAAAA : 2654 
g-X-993    : AAAAAATGTATTGTCAACCTGgtgagtggaatgtgtgttaataatactgaaaatcaaaatttcagGATGCGATGACAAAA : 2769 
yk721e4    : AAAAAATGTATTGTCAACCTG--------------------------------------------GATGCGATGACAAAA :  556 
yk129a7    : AAAAAATGTATTGTCAACCTG--------------------------------------------GATGCGATGACAAAA :   97 
                                                                                                     
K11G12.1   : ATGTTTATTGCGGAGCATGGGCTCTCAAAGACTTGTGCAAAAATCCGGGACATGATCAATACATGGCTGCCAATTGTAAG : 2734 
g-X-993    : ATGTTTATTGCGGAGCATGGGCTCTCAAAGACTTGTGCAAAAATCCGGGACATGATCAATACATGGCTGCCAATTGTAAG : 2849 
yk721e4    : ATGTTTATTGCGGAGCATGGGCTCTCAAAGACTTGTGCAAAAATCCGGGACATGATCAATACATGGCTGCCAATTGTAAG :  636 
yk129a7    : ATGTTTATTGCGGAGCATGGGCTCTCAAAGACTTGTGCAAAAATCCGGGACATGATCAATACA----------------- :  160 
                                                                                                     
K11G12.1   : AAGAGTTGTGGATTGTGTGCTATTGGAAAATAA----------------------------------------------- : 2767 
g-X-993    : AAGAGTTGTGGATTGTGTGCTATTGGAAAATAA----------------------------------------------- : 2885 
yk721e4    : AAGAGTT------------------------------------------------------------------------- :  643 



VII. Anhang 169

6.1.31. Sequenzdaten R151.5 

 
full lenght cDNA, besethend 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 

 
R151.5/g-III-1186 TGAGGAGGACCCTCCCTCTTCAGCTCCAGGTGTTAGAAAACGGAGAATGATGTCAGAGGAAGATCAGAAAACAGTTGACT 
       YK820F06.5 TGAGGAGGACCCTCCCTCTTCAGCTCCAGGTGTTAGAAAACGGAGAATGATGTCAGAGGAAGATCAGAAAACAGTTGACT 
 

R151.5/g-III-1186 ATTATATGGATAAACTGAATAAATTGGCTGATGAGAAGCACCCAGAGgtaaaatttttct // Intron 820 bp // 
       YK820F06.5 ATTATATGGATAAACTGAATAAATTGGCTGATGAGAAGCACCCAGAG--------------------------------- 
 

R151.5/g-III-1186 ccctcgtcatataaatattttcagGAAATCGAACGACACAAGAATCCAGAGTTGGTAGCATGGGATCGTAAGAGAGATAG 
       YK820F06.5 ------------------------GAAATCGAACGACACAAGAATCCAGAGTTGGTAGCATGGGATCGTAAGAGAGATAG 
 

R151.5/g-III-1186 TGTGCTGAATCCAGAAGAGCAGGGAAAATTCTTTCAAGGAGATATTGTTCTCTATCCAGAGCAAGCAAAGGCTCTTTATG 
       YK820F06.5 TGTGCTGAATCCAGAAGAGCAGGGAAAATTCTTTCAAGGAGATATTGTTCTCTATCCAGAGCAAGCAAAGGCTCTTTATG 
 

R151.5/g-III-1186 AGCAAGCACTAACTGAAGgttggtataatattagcgcaccacatttcattttaaaatgtaccaccaaaatttgaaattta 
       YK820F06.5 AGCAAGCACTAACTGAAG-------------------------------------------------------------- 
 

R151.5/g-III-1186 aatttttaagaggcctttttttggtttgcaaaaaatattaaagaatgaatttcagGAAAAACAAGAGTAAAGAGAAAATT 
       YK820F06.5 -------------------------------------------------------GAAAAACAAGAGTAAAGAGAAAATT 
 

R151.5/g-III-1186 CATTGGGTCTAACTTGAGAAGATGGGACGCCAGTCGACCGATAATTTATGCTTTTGATGGAAGTCACAgtgagttttcaa 
       YK820F06.5 CATTGGGTCTAACTTGAGAAGATGGGACGCCAGTCGACCGATAATTTATGCTTTTGATGGAAGTCACA------------ 
 

R151.5/g-III-1186  // Intron 560bp // agatgtcatcaagtgtggattaagtctaaacgcacctattgtagtataacatgacggaat 
 

R151.5/g-III-1186 gCCCAACGCGAACAAAGAATCATCGAACTTGCACTTGAACACTGGCACAATATAACTTGTCTCAACTTTCAAAGAAACGA 
       YK820F06.5 -CCCAACGCGAACAAAGAATCATCGAACTTGCACTTGAACACTGGCACAATATAACTTGTCTC----------------- 
        YK728D4.5 -CCCAACGCGAACAAAGAATCATCGAACTTGCACTTGAACACTGGCACAATATAACTTGTCTCAATTTTCAAAGAAACGA 
 

R151.5/g-III-1186 TCAAGCTAACTCTGGAAATCGAATTGTATTCACTGATGTTGATGGATGTGCATCAAATGTTGGGAGACATCCACTCGGAG 
        YK728D4.5 TCAAGCTAACTCTGGAAATCGAATTGTATTCCTGGATGTTGATGGATGTGCATCAAATGTTGGGAGACATCCACTCGG-- 
       YK146B10.5 ---------------------------------TGATGTTGNTGGATGTGCATCAAATGTTGGGAGACATCCACTCGGAG 
 

R151.5/g-III-1186 AAGAACAACTTGTTTCACTTGCACCTGAATGTATTCGATTAGGAGTTATTGCTCATGAAGTTGCACATGCTCTTGGCTTC 
       YK146B10.5 AAGAACAACTTGTNTCACTTGCACCTGAATGTATTCGATTAGGAGTTATTGCTCATGAAGTTGCACATGCTCTTGGNTTC 
 

R151.5/g-III-1186 TGGCATGAACAATCGAGACCCGATAGAGATCAATATGTAACAGTTAGATGGGAAAATATTGATAAAGATTCAAAGGGGCA 
       YK146B10.5 TGGCATGAACAATCGAGACCCGATAGAGATCAATATGTAACAGTTAGATGGGAAAATATTGATAAAGATTCANNGGGGCA 
 

R151.5/g-III-1186 ATTCTTGAAAGAAGATCCTGATGATGTTGATAATGCTGGAGTACCATATGATTATGGAAGTATCATGCATTACCGGTCCA 
       YK146B10.5 ATTCTTGAAAGAAGATCCTGATGATGTTGATAATGCTGGAGTACCATATGATTATGGAAGTATCATGCATTACCGGTCCA 
 

R151.5/g-III-1186 AGGCATTCTCAAAGTTTGATGATTTGTATACAATCAGTACCTATGTCACGGATTATCAAAAAACTATTGgtaagtctatt 
       YK146B10.5 AGGNATTCTCAAAGTNTGATGATTTGTATACAATCAGTACCTATGTCACGGATTATCAAAAAACTATTGGTCA------- 
        YK189D3.5 AGGCAT-CTCAAAGTTTGATGATTTGTATACAATCAGTACCTATGTCACGGATTATCAAAAAACTATTG----------- 
 

R151.5/g-III-1186  // Intron 1140bp // ataggaacttgctaaaaaataatcttccagGTCAACGTGATCAGTTATCTTTTAACGAC 
        YK189D3.5 ---------------------------------------------------GTCAACGTGATCAGTTATCTTTTAACGAC 
        YK101H3.5 -------------------------------------------------------------------------TAACGAC 
 

R151.5/g-III-1186 ATCCGACTAATGAATAAAATCTACTGCTCCGCAGTCTGCCCATCAAAACTTCCATGTCAACGTGGAGGATACACGGATCC 
        YK189D3.5 ATCCGACTAATGAATAAAATCTACTGCTCCGCAGTCTGCCCATCAAAACTTCCATGTCAACGTGGAGGATACACGGATCC 
        YK101H3.5 ATCCGACTAATGAATAAAATCTACTGCTCCGCAGTCTGCCCATCAAAACTTCCATGTCAACGTGGAGGATACACGGATCC 
 

R151.5/g-III-1186 ACGTCGTTGTGATCGTTGTCGATGTCCTGATGGATTCACCGGGCAATACTGCGAACAAGTGATGCCTGGATACGGAGCCA 
        YK189D3.5 ACGTCGTTGTGATCGTTGTCGATGTCCTGATGGATTCACCGGGCAATACTGCGAACAAGTGATGCCTGGATACGGAGCCA 
        YK101H3.5 ACGTCGGTGTGATCGNTGTCGATGTCCTGATGGATTCACCGGGCAATACTGCGAACAAGTGATGCCTGGATACGGAGCCA 
 

R151.5/g-III-1186 CTTGTGGTGGAAAAATCAGTTTAACTAGATCTACAACTAGAATATCATCACCTGGATATCCAAGAGAATTCAAAGAAGGA 
        YK189D3.5 CTTGTGGTGGAAAAATCAGTTTAACTAGATCTACAACTAGAATATCATCACCTGGATATCCAAGAGAATTCAAAGAAGG- 
        YK101H3.5 CTTGTGGTGGAAAAATCAGTTTANCTAGATCTACAACTAGAATATCATCACCTGGATATCCAAGAGAATTCANAGAAGGA 
 

R151.5/g-III-1186 CAAGAATGCTCATGGCTTCTCGTTGCTCCACCAGGTCATATTGTAGAATTTCAGTTTATTGGAGAATTTGAGATGTACTG 
        YK101H3.5 CAAGAATGCTCATGGNTTCTCGTNGCTCCACCAGGTCATATTGTAGAATCTCAGTTTATTGGAGAATNTGAGATGTACTG 
 

R151.5/g-III-1186 CAAAATTAGACATTCTTTGTGCATGGACTACGTAGAAGTTAGAAACTCTACTGATTTTGCAAATACTGGAATGAGgtata 
        YK101H3.5 CAAAATTAGACATTCTGTGTGCATGGACTACGT----------------------------------------------- 
       YK820F06.3 ----------------------------------------------------GTTTTTGCAAATACTGGAATGAG----- 
 
R151.5/g-III-1186 ttttgtaattgcatagtaattacctaacattatgataatttccagATATTGTTGCTATGGAACTCCTCCAACTAGAATCC 
       YK820F06.3 ---------------------------------------------ATATTGTTGCTATGGAACTCCTCCAACTAGAATCC 
 
R151.5/g-III-1186 GTTCTGCAACTACTGATATGGTTGTACTTTTCCGAAGCTTCTACCGTGGTGGTAAAGGCTTTGAAGCAAGAGCCCGTGCA 
       YK820F06.3 GTTCTGCAACTACTGATATGGTTGTACTTTTCCGAAGCTTCTACCGTGGTGGTAAAGGCTTTGAAGCAAGAGCCCGTGCA 
 
R151.5/g-III-1186 GTACCAGAGGCGGGTAACTGGAATTCCTGGAGCCCCTGGACGGCATGTTCCGCAACTTGTGGAGCATGCGGAAGTCGCAT 
       YK820F06.3 GTACCAGAGGCGGGTAACTGGAATTCCTGGAGCCCCTGGACGGCATGTTCCGCAACTTGTGGAGCATGCGGAAGTCGCAT 
 
R151.5/g-III-1186 GAGAACCCGAACATGTCCACCTGGAAATGCATGCTCgtacgtttcccaaactaatcaattggacctttatataaccatag 
       YK820F06.3 GAGAACCCGAACATGTCCACCTGGAAATGCATGCTC-------------------------------------------- 
 
R151.5/g-III-1186 ctaatgaaaatataaaataactgtaaatttttcagTGGGGAGCCAGTAGAAACACAAATTTGCAATACTCAAGCTTGTAC 
       YK820F06.3 -----------------------------------TGGGGAGCCAGTAGAAACACAAATTTGCAATACTCAAGCTTGTAC 



VII. Anhang 170

R151.5/g-III-1186 GGGTATGTGCGCTCAGAAACGGGAGGAAGAGGGTCAATGTGGAGGTTTCCTTTCTTTGTTACGAGGCGTCCGTTGTAGAC 
       YK820F06.3 GGGTATGTGCGCTCAGAAACGGGAGGAAGAGGGTCAATGTGGAGGTTTCCTTTCTTTGTTACGAGGCGTCCGTTGTAGAC 
 
R151.5/g-III-1186 AgtaagttcttcaatcaaccaaaactttgaattttaaatttcattttttcagAGAGAAGACGGTGATGGCTCCATGCGAG 
       YK820F06.3 A---------------------------------------------------AGAGAAGACGGTGATGGCTCCATGCGAG 
 
R151.5/g-III-1186 AACGCGTGCTGTCCAGGTTTCACTCTTCAGCGTGGCAGATGTGTCCGGTGAtcaccaatttgtatccattatttcaattc 
       YK820F06.3 AACGCGTGCTGTCCAGGTTTCACTCTTCAGCGTGGCAGATGTGTCCGGTGATCACCAATTTGTATCCATTATTTCAATTC 
 
R151.5/g-III-1186 catattttatcctgtaacctacagaactcttacgaagctacgggccaattcctaatcaaaccaaattgttataatcctta 
       YK820F06.3 CATATTTTATCCTGTAACCTACAGAACTCTTACGAAGCTACGGGCCAATTCCTAATCAAACCAAATTGTTATAATCCTTA 
 
R151.5/g-III-1186 ttttcactgtttcatttttcttcttctaaattaaataccacctctttttatgttgtttcgagtttgtgtgtatgattgaa 
       YK820F06.3 TTTTCACTGTTTCATTTTTCTTCTTCTAAATTAAATACCACCTCTTTTTATGTTGTTTCGAGTTTGTGTGTA-------- 

6.1.32. Sequenzdaten T02B11.7 

 
    yk726g11             >  >>>>                                                 >> >>> >> 
                                              cDNA Alignment Moehrlen 
   T02B11.7fm                                      >>> 
 
T02B11.7   : //195bp// ttggtggccgagttttccagatttctagGCCAAAAAATGGAGCGTCGTAACCAAAATTTCACAGGACAAC :  265 
g-V-166    : // ab Intron 8 340 bp // tccagatttctaggccaaaaaatggagcgtcgtaaccaaaatttcacagGACAAC :  400 
YK726G11.5 : --------------------------------------------------------------------------GACAAC :   95 
                                                                                                     
T02B11.7   : AACAGTGAAGAAGAACGAGATCGAAAATTCGACTGGAAATTCGAAAATGAGAACGGAAAGCCTGAACATGAGACAGTAAC :  345 
g-V-166    : AACAGTGAAGAAGAACGAGATCGAAAATTCGACTGGAAATTCGAAAATGAGAACGGAAAGCCTGAACATGAGACAGTAAC :  480 
YK726G11.5 : AACAGTGAAGAAGAACGAGATCGAAAATTCGACTGGAAATTCGAAAATGAGAACGGAAAGCCTGAACATGAGACAGTAAC :  175 
                                                                                                     
T02B11.7   : GGTACCCAAGCTGCCCGACGGGTCGTACTTTTGGAAATGGACTTGGAATTCGAGAATCAACTCCACGACGGCCGCTACTC :  425 
g-V-166    : GGTACCCAAGCTGCCCGACGGGTCGTACTTTTGGAAATGGACTTGGAATTCGAGAATCAACTCCACGACGGCCGCTACTC :  560 
YK726G11.5 : GGTACCCAAGCTGCCCGACGGGTCGTACTTTTGGAAATGGACTTGGAATTCGAGAATCAACTCCACGACGGCCGCTACTC :  255 
                                                                                                     
T02B11.7   : CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGTGCACCTACAACGTCTCCACGAGTTTACAAGTTAAAGTCAGAAGCTAGGAAG :  505 
g-V-166    : CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGTGCACCTACAACGTCTCCACGAGTTTACAAGTTAAAGTCAGAAGCTAGGAAG :  640 
YK726G11.5 : CAACAAGTACTGTAACTACATCCACTAGTGCACCTACAACGTCTCCACGAGTTTACAAGTTAAAGTCAGAAGCTAGGAAG :  335 
                                                                                                     
T02B11.7   : //330bp// CGAAGTCAATGAACGGGCCGGATTGAATGAGTATTTGTTTCAAGGAGACATCAATTTGAATAAgtaagtg :  905 
g-V-166    : //330bp// CGAAGTCAATGAACGGGCCGGATTGAATGAGTATTTGTTTCAAGGAGACATCAATTTGAATAAgtaagtg : 1040 
                                                                                                     
T02B11.7   : //Intron 335bp// acccgctgcttgaatgataacttttacagCAACCAAATCGCGAAAATTTCCTCTGAACAGTCC : 1305 
g-V-166    : //Intron 335bp// acccgctgcttgaatgataacttttacagCAACCAAATCGCGAAAATTTCCTCTGAACAGTCC : 1440 
                                                                                                     
T02B11.7   : TCAAAATCCCGACGAAAAAAGCGTCAAATCGATAACTTGGCTCAATTCTGGCCCGGAAAAGTTGTGTACTATTATTTCGA : 1385 
g-V-166    : TCAAAATCCCGACGAAAAAAGCGTCAAATCGATAACTTGGCTCAATTCTGGCCCGGAAAAGTTGTGTACTATTATTTCGA : 1520 
                                                                                                     
T02B11.7   : TTCGGGTCTTACGACGACAGTTCAGCAAATTGTGCGTGATGCGATAACGTTCTTGGAATCGAATACATGCTTGAAATTCG : 1465 
g-V-166    : TTCGGGTCTTACGACGACAGTTCAGCAAATTGTGCGTGATGCGATAACGTTCTTGGAATCGAATACATGCTTGAAATTCG : 1600 
                                                                                                     
T02B11.7   : AATTGAATAGCACGGCCACAAATCGAgtaaaggtcctctaaactacttcagccgacatttttcaaacaaaaaacttgaaa : 1545 
g-V-166    : AATTGAATAGCACGGCCACAAATCGAgtaaaggtcctctaaactacttcagccgacatttttcaaacaaaaaacttgaaa : 1680 
                                                                                                     
T02B11.7   : attttcagATTTTCAGCGGTGTTGGATGCTACTCAGACACCGGAATGCTCGGAGGGGAGCAAACCTTATCACTGGGCTAC : 1625 
g-V-166    : attttcagATTTTCAGCGGTGTTGGATGCTACTCAGACACCGGAATGCTCGGAGGGGAGCAAACCTTATCACTGGGCTAC : 1760 
                                                                                                     
T02B11.7   : GGGTGTGAAGTGgtaagataaatttcttatttaaaaaaatttttttttcgtttcacccaaagtttccagACCGGCACGGC : 1705 
g-V-166    : GGGTGTGAAGTGgtaagataaatttcttatttaaaaaaatttttttttcgtttcacccaaagtttccagACCGGCACGGC : 1840 
                                                                                                     
T02B11.7   : GGCTCACGAGATAGCCCACACTTTGGGGCTATTTCACACCCAGATGAGATCCGATCGTGATGATTATGTCACCATTGATC : 1785 
g-V-166    : GGCTCACGAGATAGCCCACACTTTGGGGCTATTTCACACCCAGATGAGATCCGATCGTGATGATTATGTCACCATTGATC : 1920 
T02B11.7fm : ---TCACGAGATAGCCCACACTTTGGGGCTATTTCACACCCAGATGAGATCCGATCGTGATGATTATGTCACCATTGATC :  
                                                                                                     
T02B11.7   : TTACCGATGTTCCGGAGTCTTCTCAACAAAACTTTATTAAATTGACTGAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA : 1865 
g-V-166    : TTACCGATGTTCCGGAGTCTTCTCAACAAAACTTTATTAAATTGACTGAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA : 2000 
T02B11.7fm : TTACCGATGTTCCGGAGTCTTCTCAACAAAACTTTATTAAATTGACTGAAGCGACATCGACAAACCTCGTTGATTATGAA :  
                                                                                                     
T02B11.7   : TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGCgtatgttttgttcatgaagcacataca // Intron 420bp //   : 1945 
g-V-166    : TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGCgtatgttttgttcatgaagcacataca // Intron 420bp //   : 2080 
T02B11.7fm : TATGGAAGCTTCATGCATTATTCGGGAAGAGC------------------------------------------------ :  
                                                                                                     
T02B11.7   : CCTACAGTACCCCACTGAAAGGCCTTTCCAGGTTTGTCTCATCCGGCGGAGTTGATTCCATAGTGCCCAAAGATCCGGTG : 2825 
g-V-166    : cctacagtaccccactgaaaggcctttccagGTTTGTCTCATCCGGCGGAGTTGATTCCATAGTGCCCAAAGATCCGGTG : 2960 
T02B11.7fm : -------------------------------GTTTGTCTCATCCGGCGGAGTTGATTCCATAGTGCCCAAAGATC----- :  
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T02B11.7   : //400bp// GACTGCCGACTTCGGTGTCAATCCGATGCCCGTCTTCAGCTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA : 3705 
g-V-166    : //400bp// GACTGCCGACTTCGGTGTCAATCCGATGCCCGTCTTCAGCTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA : 3840 
yk726g11.5 : -------------------------------------------------CTTTAATCGGTACTACAAAACCACGTACACA :  366 
                                                                                                     
T02B11.7   : TGGTCATATCGATACGgtaagcgctaaattaggcctgcctgcctattttctccgaaaaaccgtaggggtaggcacaaggc : 3785 
g-V-166    : TGGTCATATCGATACGgtaagcgctaaattaggcctgcctgcctattttctccgaaaaaccgtaggggtaggcacaaggc : 3920 
yk726g11.5 : TGGTCATATCGATACG---------------------------------------------------------------- :  382 
                                                                                                     
T02B11.7   : aggccgcagtgtcactctattgctaattccataaatttcagTGGACTCTAACGTCACCGCATGTGCTGATACATCCGACA : 3865 
g-V-166    : aggccgcagtgtcactctattgctaattccataaatttcagTGGACTCTAACGTCACCGCATGTGCTGATACATCCGACA : 4000 
yk726g11.5 : -----------------------------------------TGGACTCTAACGTCACCGCATGTGCTGATACATCCGACA :  421 
                                                                                                     
T02B11.7   : AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGTGCAAAAGAGCAGGGTTGCTCAATTTATGACACTGCTCAGCTGAAGGTGATGTGT : 3945 
g-V-166    : AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGTGCAAAAGAGCAGGGTTGCTCAATTTATGACACTGCTCAGCTGAAGGTGATGTGT : 4080 
yk726g11.5 : AAGCCACGTGTCTTTCTTTGAAAAGTGCAAAAGAGCAGGGTTGCTCAATTTATGACACTGCTCAGCTGAAGGTGATGTGT :  501 
                                                                                                     
T02B11.7   : GCGGCGACTATGGATTTGTGTGGGAAGGTGGCGTCAGATGATGGGACATgtaaggacaggtttcccaagagccagtgagt : 4025 
g-V-166    : GCGGCGACTATGGATTTGTGTGGGAAGGTGGCGTCAGATGATGGGACATGTAAGGACAGGTTTCCCAAGAGCCAgtgagt : 4160 
yk726g11.5 : GCGGCGACTATGGATTTGTGTGGGAAGGTGGCGTCAGATGATGGGACATGTAAGGACAGGTTTCCCAAGAGCCA------ :  575 
                                                                                                     
T02B11.7   : tttggggaggtcatggaagaggagtgacgtcacaagtgtcctagattttaaaatcttcgaaatttcaccttccagATGCT : 4105 
g-V-166    : tttggggaggtcatggaagaggagtgacgtcacaagtgtcctagattttaaaatcttcgaaatttcaccttccagATGCT : 4240 
yk726g11.5 : ---------------------------------------------------------------------------ATGCT :  580 
                                                                                                     
T02B11.7   : CTACCTACTCCACGAACGGAATGTGCACCCAACAACCGCCACTTGCCGCCGAATTCTCATGCGCTGAAACTTGCGGTTTC : 4185 
g-V-166    : CTACCTACTCCACGAACGGAATGTGCACCCAACAACCGCCACTTGCCGCCGAATTCTCATGCGCTGAAACTTGCGGTTTC : 4320 
yk726g11.5 : CTACCTACTCCACGAACGGAATGTGCACCCAACAACCGCCACTTGCCGCCGAA--------------------------- :  633 
                                                                                                     
T02B11.7   : TGTACTAATCCGGTTTGAAATAAAATATTTTGTGTTCGTTACTGTTCTTTTGACCAAGTTGAACTTTGATCATTTTACAT : 4265 
g-V-166    : TGTACTAATCCGGTTTGA-------------------------------------------------------------- : 4338 

6.1.33. Sequenzdaten T04G9.2 

 
                                           cDNA Alignment Moehrlen 
T04G9.2fm                                               >>    >> >>>>>  >>> >> 
 
T04G9.2  : 1450bp //  tgtgttttcattcttcctatttcctcacttgtattgaatcatgcatttgcaatactttttctttttctt : 1520 
                                                                                                   
T04G9.2  : ccagGTATCGGTGCACAATGAGAGAATACGTGCTGATATTTCTAGTAGCCCCAGTTTTTGCAGCCATCTTGGGTCCATAT : 1600 
g-X-2732 : -----------------ATGAGAGAATACGTGCTGATATTTCTAGTAGCCCCAGTTTTTGCAGCCATCTTGGGTCCATAT :   63 
                                                                                                   
T04G9.2  : GATATTCCACCAGAGCTGCCACCTCTGAACGATGAAAACTTTgtaagttggttgttgctgatagcttattattctgaaaa : 1680 
g-X-2732 : GATATTCCACCAGAGCTGCCACCTCTGAACGATGAAAACTTTgtaagttggttgttgctgatagcttattattctgaaaa :  143 
yk118h9  : -----------------------------CGATGAAAA-------------------------------------------: 
                                                                                                   
T04G9.2  : attttttaaattttaattttactgattttccagTTTGACCGTTCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA : 1760 
g-X-2732 : attttttaaattttaattttactgattttccagTTTGACCGTTCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA :  223 
yk118h9  : ----------------------------------TTGACCGTTCCCACTCTGAATATGAAACTGTGCTCACCCCAGAAGA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : CTTTGAGCTCGGAACTCGCATCACCGCTGCAATGGCTCACGACAACGGCGACGACATCTGGGATTCGGATGCCATGTACA : 1840 
g-X-2732 : CTTTGAGCTCGGAACTCGCATCACCGCTGCAATGGCTCACGACAACGGCGACGACATCTGGGATTCGGATGCCATGTACA :  303 
yk118h9  : CTTTGAGCTCGGAACTCGCATCACCGCTGCAATGGCTCACGACAACGGCGACGACATCTGGGATTCGGATGCCATGTACA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : GCAAAGACAGATTTGAAGGAGATATCGCTAATGATAATgttagttctttccttaaaggatccgataaaaaatttttgttt : 1920 
g-X-2732 : GCAAAGACAGATTTGAAGGAGATATCGCTAATGATAATgttagttctttccttaaaggatccgataaaaaatttttgttt :  383 
yk118h9  : GCAAAGACAGATTTGAAGGAGATATCGCTAATGATAAT------------------------------------------ : 
                                                                                                   
T04G9.2  : ccagCTCAATGCTTCTACTGCTGAGCTTTTTGCGAATGGTGGCTCCGGAAAGTCTGAAGACGGAAAGTGGTATAACGCTA : 2000 
g-X-2732 : ccagCTCAATGCTTCTACTGCTGAGCTTTTTGCGAATGGTGGCTCCGGAAAGTCTGAAGACGGAAAGTGGTATAACGCTA :  463 
yk118h9  : ----CTCAATGCTTCTACTGCTGAGCTTTTTGCGAATGGTGGCTCCGGAAAGTCTGAAGACGGAAAGTGGTATAACGCTA :  
T04G9.2fm: ---------------------------------------------------GTCTGAAGACGGAAAGTGGTATAACGCTA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : TCAAAAACCGACTTCAACTTTGGCCAGAGGGCAGAATCCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAGgttcgta : 2080 
g-X-2732 : TCAAAAACCGACTTCAACTTTGGCCAGAGGGCAGAATCCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAGgttcgta :  543 
yk118h9  : TCAAAAACCGACTTCAACTTTGGCCAGAGGGCAGAATCCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAG------- :  
T04G9.2fm: TCAAAAACCGACTTCAACTTTGGCCAGAGGGCAGAATCCCATACACGATTTCGTCTCAATACAGCTCTTACAG------- :  
                                                                                                   
T04G9.2  : tttctaagatcataagacgatcttttcaagtgtcgcatccggtcaagccagacaattctattggtacttttttgtattag : 2160 
g-X-2732 : tttctaagatcataagacgatcttttcaagtgtcgcatccggtcaagccagacaattctattggtacttttttgtattag :  623 
 
T04G9.2  : caaagagcaaacaatcacagagaaaacatgaaatttgatgcgcgccttttgtggagtacagtttgagagattgtccagaa : 2240 
g-X-2732 : caaagagcaaacaatcacagagaaaacatgaaatttgatgcgcgccttttgtggagtacagtttgagagattgtccagaa :  703 
                                                                                                   



VII. Anhang 172

T04G9.2  : acttgaaaatcaaacaacaaagatcaacaatttattttttgcagTCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC : 2320 
g-X-2732 : acttgaaaatcaaacaacaaagatcaacaatttattttttgcagTCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC :  783 
yk118h9  : ---------------------------------------------CGNTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC : 
T04G9.2fm: --------------------------------------------TCGTTCTCTGATAGCTGCGTCTATGCAAGAGTATGC : 
                                                                                                   
T04G9.2  : ATCACATACTTGCATCAGATGGGTTCCAAAAGAGGCAGCTGATGTCAACTACGTCCACATCTACCCAGACAGAGGATGTT : 2400 
g-X-2732 : ATCACATACTTGCATCAGATGGGTTCCAAAAGAGGCAGCTGATGTCAACTACGTCCACATCTACCCAGACAGAGGATGTT :  863 
yk118h9  : ATCACATACTTG---------------------------------------------------------------------: 
T04G9.2fm: ATCACATACTTGCATCAGATGGGTTCCAAAAGAGGCAGCTGATGTCAACTACGTCCACATCTACCCAGACAGAGGATGTT : 
                                                                                                   
T04G9.2  : ACTCGATGGTGGGAAAGATGGgtatgaactagaaatatatttcttagcgactaatcacaaactgttaagGAGGAAAGCAA : 2480 
g-X-2732 : ACTCGATGGTGGGAAAGATGGgtatgaactagaaatatatttcttagcgactaatcacaaactgttaagGAGGAAAGCAA :  943 
T04G9.2fm: ACTCGATGGTGGGAAAGATGG------------------------------------------------GAGGAAAGCAA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : TCGCTATCACTTGGTTCTGGTTGTATTCAAAAAGGAATCATTCTTCACGAGTTGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA : 2560 
g-X-2732 : TCGCTATCACTTGGTTCTGGTTGTATTCAAAAAGGAATCATTCTTCACGAGTTGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA : 1023 
T04G9.2fm: TCGCTATCACTTGGTTCTGGTTGTATTCAAAAAGGAATCATTCTTCACGAGTTGATGCACGCCGTTGGTTTTTTCCACGA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : ACAATCCCGAACTGATCGTGACGATCATATCACAATTATGTGGAACAATATTCAAGCAGGAATGCAGGGACAGTTCGAGA : 2640 
g-X-2732 : ACAATCCCGAACTGATCGTGACGATCATATCACAATTATGTGGAACAATATTCAAGCAGGAATGCAGGGACAGTTCGAGA : 1103 
T04G9.2fm: ACAATCCCGAACTGATCGTGACGATCATATCACAATTATGTGGAACAATATTCAAGCAGGAATGCAGGGACAGTTCGAGA :  
                                                                                                   
T04G9.2  : AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACTGGTTATGATTACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC : 2720 
g-X-2732 : AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACTGGTTATGATTACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC : 1183 
yk366f6.5: ----------------------------------------------------TATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC : 
T04G9.2fm: AGTACGGCCACGGGACTATTCAGTCATTGGGTACTGGTTATGATTACGGAAGTATTATGCATTATGGAACAAAGGCTTTC :  
                                                                                                   
T04G9.2  : TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAATGGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTGA : 2800 
g-X-2732 : TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAATGGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTGA : 1263 
yk366f6.5: TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAATGGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTGA : 
T04G9.2fm: TCGAGAAATGGACAACCAACTATGATTCCTAAGAAGAATGGAGCCACTATTGGACAGAGAAATGGGTTCTCAAAAGTTGA : 
                                                                                                   
T04G9.2  : CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTGgtatgtttacatcaattctcattaacttattcaagaagttaa : 2880 
g-X-2732 : CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTGgtatgtttacatcaattctcattaacttattcaagaagttaa : 1343 
yk366f6.5: CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTG------------------------------------------ :  
T04G9.2fm: CAAATTTAAGATCAACACTCTTTATGGATGTCCAGTTG------------------------------------------ :  
                                                                                                   
T04G9.2  : atgtaacattttcagAAGGAGAAAAACCAACCACCTCCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT : 2960 
g-X-2732 : atgtaacattttcagAAGGAGAAAAACCAACCACCTCCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT : 1423 
yk366f6.5: ---------------AAGGAGAAAAACCAACCACCTCCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT :  
T04G9.2fm: ---------------AAGGAGAAAAACCAACCACCTCCGCTCCAACATCGGGACCAATCGTTATCACTGTGAAGCCAGTT :  
                                                                                                   
T04G9.2  : GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGTCATTCAAACAGTTTCCCCAGCCGTCCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT : 3040 
g-X-2732 : GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGTCATTCAAACAGTTTCCCCAGCCGTCCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT : 1503 
yk366f6.5: GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGTCATTCAAACAGTTTCCCCAGCCGTCCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT :  
T04G9.2fm: GTTATAACAACCGGAAAGCCGCCAGTCATTCAAACAGTTTCCCCAGCCGTCCCATTGAAGCCAAGCGAGTGCAGAAATCT :  
                                                                                                   
T04G9.2  : TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAGgttcgctgaaaataaactttgaaaaaaacctgaaaatgtgtttttttt : 3120 
g-X-2732 : TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAGgttcgctgaaaataaactttgaaaaaaacctgaaaatgtgtttttttt : 1583 
yk366f6.5: TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAG------------------------------------------------ :  
T04G9.2fm: TAGAGGAGATTGTGATGACCTTGCTAAACAAG------------------------------------------------ :  
                                                                                                   
T04G9.2  : tcagGATGGTGCATCAGAAATCCAGGTTGGATGCGTGCCAACTGCCCAATTTCATGTGGAATGTGCATTCCAACCAAGGA : 3200 
g-X-2732 : tcagGATGGTGCATCAGAAATCCAGGTTGGATGCGTGCCAACTGCCCAATTTCATGTGGAATGTGCATTCCAACCAAGGA : 1663 
yk366f6.5: ----GATGGTGCATCAGAAATCCA-------------------------------------------------------- :  
T04G9.2fm: ----GATGGTGCATCAGAAATCCAGGTTGGATGCGTGCCAACTGCCCAATTTCAT------------------------- :  
                                                                                                   
T04G9.2  : //730bp// CTCCGATCGCAAACATTTTTGCTCACACTGGAAGAGCGCTGGATTCTGTGAAGGAATCTTCATGAACTAC : 4000 
g-X-2732 : //730bp// CTCCGATCGCAAACATTTTTGCTCACACTGGAAGAGCGCTGGATTCTGTGAAGGAATCTTCATGAACTAC : 2463 
yk118h9.3: ----------------------------------------GAAGAGCGCTGGATTCTGTGTAGGAATCTTCNTGNGCTAC : 
yk366f6  : ---------------------------------------------------------GTGAAGGAATCTTCATGAACTAC : 
                                                                         
T04G9.2  : ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAA----------------------------------------- : 4039 
g-X-2732 : ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAA----------------------------------------- : 2502 
yk118h9.3: ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAAACGGTACCATTCCACAATTTCGAGTGCTTTTTCTTCTATTT : 
yk366f6  : ATGAAAAAGAACTGCCCAGCATCATGTGGCCTTTGCTAAACGGTACCATTCCACAATTTCGAGTGCTTTTTCTTCTATTT : 

6.1.34. Sequenzdaten T11F9.3 

 
                                            cDNA Alignment Moehrlen 
T11F9.3fm                                >>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>> 
                                                                                                    
T11F9.3   : -------------------ATGTTCCGAGATGCGATAAATTACTTGGAAAATCACACTTGTCTTAAATTTGAGTATAACG :   61 
g-V-2325  : //250bp// ATGCAAGCCATGTTCCGAGATGCGATAAATTACTTGGAAAATCACACTTGTCTTAAATTTGAGTATAACG :  320 
                                                                                                    
 
T11F9.3   : AGAATGCAGAAACTGCAGTTAGAATTAGAAAAGGAAATGGATGTTATTCATTGTATGGAATGCACGCAGGAGAAGTTCAA :  141 
g-V-2325  : AGAATGCAGAAACTGCAGTTAGAATTAGAAAAGGAAATGGATGTTATTCATTGTATGGAATGCACGCAGGAGAAGTTCAA :  400 
                                                                                                    
T11F9.3   : GATCTTACATTAGATTACAATTGTGCATCTTTTGGAACAGCTGTTCACGAAATCATGCATGCACTTGGAATTGCCCATGG :  221 
g-V-2325  : GATCTTACATTAGATTACAATTGTGCATCTTTTGGAACAGCTGTTCACGAAATCATGCATGCACTTGGAATTGCCCATGG :  480 



VII. Anhang 173

T11F9.3   : TCAAGCTAGAAGTGATAGGGACGATTATCTTATAGTTGATTCAACTAATTCAAATGATGGTATTGAGAACACTGAAAATC :  301 
g-V-2325  : TCAAGCTAGAAGTGATAGGGACGATTATCTTATAGTTGATTCAACTAATTCAAATGATGGTATTGAGAACACTGAAAATC :  560 
T11F9.3fm : -------------------------------------------------------------------------------C :    - 
                                                                                                    

T11F9.3   : TTGTTCCGTTTGATTATGGAAGCGTCATGCTTTATGCACGAGAgtgagtaaaattttacttttcagacttctttattaca :  381 
g-V-2325  : TTGTTCCGTTTGATTATGGAAGCGTCATGCTTTATGCACGAGAgtgagtaaaattttacttttcagacttctttattaca :  640 
T11F9.3fm : TTGTTCCGTTTGATTATGGAAGCGTCATGCTTTATGCACGAGA------------------------------------- :   19 
                                                                                                    

T11F9.3   : actaggctgtttcagTCCTCACAGTGATAAACGAATTCCGATAGATCCAGAATATAACTTCACAATGGGAAGCCTTCGAG :  461 
g-V-2325  : actaggctgtttcagTCCTCACAGTGATAAACGAATTCCGATAGATCCAGAATATAACTTCACAATGGGAAGCCTTCGAG :  720 
T11F9.3fm : ---------------TCCTCACAGTGATAAACGAATTCCGATAGATCCAGAATATAACTTCACAATGGGAAGCCTTCGAG :   84 
                                                                                                    

T11F9.3   : TTGCGTTTTATGATATGGTTTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGTGATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA :  541 
g-V-2325  : TTGCGTTTTATGATATGGTTTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGTGATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA :  800 
T11F9.3fm : TTGCGTTTTATGATATGGTTTTATTGAACAAATTCTATGGCTGCAACTGTGATAATCATCCAAGAAAATTGGATTGTAAA :  164 
                                                                                                    

T11F9.3   : AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGTGAAGAATGTCTTTGTACTGACGGATTCAATGGTCAATTATGCGATCAGCA :  621 
g-V-2325  : AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGTGAAGAATGTCTTTGTACTGACGGATTCAATGGTCAATTATGCGATCAGCA :  880 
T11F9.3fm : AATGGCGGCTATCAGAATCCGGCCAACTGTGAAGAATGTCTTTGTACTGACGGATTCAATGGTCAATTATGCGATCAGCA :  244 
                                                                                                    

T11F9.3   : TGAAGGAGTTTACGTTTTGGAAGCTAAAAAAGAATGGGATGCATCAGGAGTGCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA :  701 
g-V-2325  : TGAAGGAGTTTACGTTTTGGAAGCTAAAAAAGAATGGGATGCATCAGGAGTGCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA :  960 
T11F9.3fm : TGAAGGAGTTTACGTTTTGGAAGCTAAAAAAGAATGGGATGCATCAGGAGTGCGTAATAATTACAGAAAAGGAATTGAAA :  324 
                                                                                                    

T11F9.3   : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACTgtaagaactatcagagaactaaccagagaattaaaaaaaatt :  781 
g-V-2325  : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACTgtaagaactatcagagaactaaccagagaattaaaaaaaatt : 1040 
T11F9.3fm : CAAATACTATGCCGGAGTATACTTATTTTGCATTGACT------------------------------------------ :  362 
                                                                                                    

T11F9.3   : ttcagGCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGTTCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGATTAT :  861 
g-V-2325  : ttcagGCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGTTCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGATTAT : 1120 
T11F9.3fm : -----GCTCCAGAAGGATCCACAATTGAGGTTCGTATCACCAAACTATCCGGATTTTTCTGTCAACATACATGCGA---- :  422 
                                                                                                    

T11F9.3   : AATGGTGTTGAATTGAAATACAAAACTGATCGACGAATTGTGAGCCCATTAGTATGCTGTGATAATGATAATTTATGGAA :  941 
g-V-2325  : AATGGTGTTGAATTGAAATACAAAACTGATCGACGAATTGTGAGCCCATTAGTATGCTGTGATAATGATAATTTATGGAA : 1200 
                                                                                                    

T11F9.3   : TAAGACACGATCATCAACCAATAATCCATTCATTATTGCAAAATATGGAAATAACCGAACACCTCACTTTGAATTCGAAT : 1021 
g-V-2325  : TAAGACACGATCATCAACCAATAATCCATTCATTATTGCAAAATATGGAAATAACCGAACACCTCACTTTGAATTCGAAT : 1280 

6.1.35. Sequenzdaten T11F9.5 

 
                                            cDNA Alignment Moehrlen 
   T11F9.5fm                                            >>>>>>>>>>>   >>>>> 
 
T11F9.5   : ATGAACTATTTTATTACTTTCTTCTTTATGCATATTGCTGTATTGAATTTTTATTTTCGATTTTCGAATGGAAATAAGAT :   80 
                                                                                                    
T11F9.5   : TGTAATGAGAGTCGGTGGTAGTCCTGAAACAAAAAGATTGGAGCGATCAAAGCGTCAAGCTTTACGCATGGACAATGAAC :  160 
g-V-2326  : ----ATGAGAGTCGGTGGTAGTCCTGAAACAAAAAGATTGGAGCGATCAAAGCGTCAAGCTTTACGCATGGACAATGAAC :   76 
                                                                                                    
 
T11F9.5   : CTCGATGGCCTCGTGGAACTATTAATTATTTTTTCGATGAACAACGTTTTGgtaaaacttcaaattctggcatttttagt :  240 
g-V-2326  : CTCGATGGCCTCGTGGAACTATTAATTATTTTTTCGATGAACAACGTTTTGgtaaaacttcaaattctggcatttttagt :  156 
                                                                                                    
T11F9.5   : tattcattttcagATGAAAATTCGAGAGCAACCGTGCTGAGAGCAATGGAAAAAATATCTAACCACACATGTATCAAGTT :  320 
g-V-2326  : tattcattttcagATGAAAATTCGAGAGCAACCGTGCTGAGAGCAATGGAAAAAATATCTAACCACACATGTATCAAGTT :  236 
                                                                                                    
T11F9.5   : TTCTCCAAAAGATGCACGAATAAAACTTCGAATTGTGAGTGATAAAGGATGCCAAGCGGCCATTGGACGAGTTGGGGGAG :  400 
g-V-2326  : TTCTCCAAAAGATGCACGAATAAAACTTCGAATTGTGAGTGATAAAGGATGCCAAGCGGCCATTGGACGAGTTGGGGGAG :  316 
                                                                                                    
T11F9.5   : ATCAGCAATATTTGAGTTTTCCTACATCTTGCTATAGTGTTGGAAGTGCAAGTGAGCTGATTCATGTAATTGGCTTTCTT :  480 
g-V-2326  : ATCAGCAATATTTGAGTTTTCCTACATCTTGCTATAGTGTTGGAAGTGCAAGTGAGCTGATTCATGTAATTGGCTTTCTT :  396 
                                                                                                    
T11F9.5   : CATTCTCATCAAAGGGCTGATCGTGACGAATACCTTAAGTTGAACTTGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGTTTCAAAC :  560 
g-V-2326  : CATTCTCATCAAAGGGCTGATCGTGACGAATACCTTAAGTTGAACTTGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGTTTCAAAC :  476 
T11F9.5fm : ----------------------------AATACCTTAAGTTGAACTTGCAACCATGGAGATTGAATGATTGGTTTCAAAC :   52 
                                                                                                    
T11F9.5   : AATGCAGTATAAAAAGTATTTGGATCAATGGTGGATTGTACCATATGATTATGGTAGTATCATGCAATACCATGATTCTG :  640 
g-V-2326  : AATGCAGTATAAAAAGTATTTGGATCAATGGTGGATTGTACCATATGATTATGGTAGTATCATGCAATACCATGATTCTG :  556 
T11F9.5fm : AATGCAGTATAAAAAGTATTTGGATCAATGGTGGATTGTACCATATGATTATGGTAGTATCATGCAATACCATGATTCTG :  132 
                                                                                                    
T11F9.5   : AgtaagtatgtttttggtgagaaaataataagtttaagaaattccagTAATGAATATGGGCCTAAAAATTCAAAATACTT :  720 
g-V-2326  : Agtaagtatgtttttggtgagaaaataataagtttaagaaattccagtaatgaatatgggcctaaaaattcaaaatactt :  636 
T11F9.5fm : A----------------------------------------------TAATGAATATGGGCCTAAAAATTCAAAATACTT :  166 
                                                                                                    
T11F9.5   : CCGAACAATGGGTTCGCAAATACCTTCGTATTTCGATTATCTGATGATTAACGAATACTACCAATGTTCTTGTGAAGGGG :  800 
g-V-2326  : ccgaacaatgggttcgcaaataccttcgtatttcgattatctgatgattaacgaatactaccaatgttcttgtgaagggg :  716 
T11F9.5fm : CCGAACAATGGGTTCGCAAATACCTTCGTATTTCGATTATCTGATGATTAACGAATACTACCAATGTTCTTGTGAAGGGG :  242 
                                                                                                    
T11F9.5   : AAGAACAAATAAACTGCAAGAATCGAGGGTATCCAAATCCAGGAAATTGTTCTGAATGCAATTGTCCTCTCGGTTTTGGG :  880 
g-V-2326  : aagaacaaataaactgcaagAATCGAGGGTATCCAAATCCAGGAAATTGTTCTGAATGCAATTGTCCTCTCGGTTTTGGG :  796 
T11F9.5fm : AAG----------------------------------------------------------------------------- :    - 
                                                                                                    
T11F9.5   : GGCTGA-------------------------------------------------------------------------- :  886 
g-V-2326  : GGCTGACTGTAGCGACGTTGCAAAACCAGCTGTCATTGTAGAATCA //400 bp                          :   



VII. Anhang 174

6.1.36. Sequenzdaten T11F9.6 

 
                                              cDNA Alignment Moehrlen 
     T11F9.6fm                             >>>>>>>>>>>>>>> 
 
T11F9.6  : ATGAAGTCGTTTTTTATTCTTCTCTCAATTTTACAAGAGTGCTATGGAAAGGATATTGTTGCAAGAATTGGTGGAAGAAA :   80 
g-V-2327 : ATGAAGTCGTTTTTTATTCTTCTCTCAATTTTACAAGAGTGCTATGGAAAGGATATTGTTGCAAGAATTGGTGGAAGAAA :   80 
 

T11F9.6  : TGTCGCCGAAAAAATTGGTGGAGCCCGTCATAGGAGACAAGTATTGATTCGTGGGTCAGATGAAGAGCGACGACATAAAT :  160 
g-V-2327 : TGTCGCCGAAAAAATTGGTGGAGCCCGTCATAGGAGACAAGTATTGATTCGTGGGTCAGATGAAGAGCGACGACATAAAT :  160 
                                                                                                   

T11F9.6  : GGTTCAACAATACAGTACATTATTATTTTTATGAAGAAAATTTCGgttagtgttcatgtgatgcaaattatttctcaaat :  240 
g-V-2327 : GGTTCAACAATACAGTACATTATTATTTTTATGAAGAAAATTTCGgttagtgttcatgtgatgcaaattatttctcaaat :  240 
                                                                                                   

T11F9.6  : taattaagATTTCACTGTGAAAGAGTCAATACTTCGTGCAATGGAATTGATATCCAATCATACCTGCATTAAATTCTCAA :  320 
g-V-2327 : taattaagATTTCACTGTGAAAGAGTCAATACTTCGTGCAATGGAATTGATATCCAATCATACCTGCATTAAATTCTCAA :  320 
                                                                                                   

T11F9.6  : CAGAACCATCTGAAAAATCAATTCGAATGGAAAGTGATTCCACGACAATCGCATGTTATGCAGAAATTGGTCAGGTCCGA :  400 
g-V-2327 : CAGAACCATCTGAAAAATCAATTCGAATGGAAAGTGATTCCACGACAATCGCATGTTATGCAGAAATTGGTCAGGTCCGA :  400 
                                                                                                   
T11F9.6  : GAGAATCAACTTTTTAGTTTCAACTCAGACTGCTATTCTGCTGGTGTTGCCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT :  480 
g-V-2327 : GAGAATCAACTTTTTAGTTTCAACTCAGACTGCTATTCTGCTGGTGTTGCCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT :  480 
T11F9.6fm: -------------------------------------CTGCTGGTGTTGCCGTTCATGAACTTATTCACAGTTTGGGATT :   
                                                                                                   

T11F9.6  : TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC :  560 
g-V-2327 : TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC :  560 
T11F9.6fm: TATTCATGCACATCAGAGATCCGATAGAGATCAGTATCTCGAATTCAAGAAAAATCTCGATGAATTAAACCAAACTTATC :   
                                                                                                   

T11F9.6  : AGGAACAATACAAAATTTGGGAATATCAAGAGATACTTGTTCCATATGATGTTGGGAGTGTCATGCAATATCCAAATGAA :  640 
g-V-2327 : AGGAACAATACAAAATTTGGGAATATCAAGAGATACTTGTTCCATATGATgttgggagtgtcatgcaatatccaaatgaa :  640 
T11F9.6fm: AGGAACAATACAAAATTTGGGAATATCAAGAGATACTTGTTCCATATGATGTTGGGAGTGTCATGCAAT----------- :   
                                                                                                   

T11F9.6  : GAGTAA-------------------------------------------------------------------------- :  646 
g-V-2327 : gagtaagtcgggaatctagcctaaatccacttatgtttcacaaatgtttaaaaaatgtgttatttgtttagaaacttcta :  720 
                                                                                                   
g-V-2327 : 2418bp //  GTGAAGAAACTTCATAG : 3148 
                                               

6.1.37. Sequenzdaten T23F4.3 

 
                                               cDNA Alignment Moehrlen 
   T23F4.3fm                                                              >>> 
                                                                                                    
T23F4.4  :   443bp// CCGACAGAAGCACAAAAAGTGGAAGCTTCCGATGCCTTACTCTTTTGACAGGAATTTTCGTGAGTTTTTA :   513 
g-II-266 :   2251bp// CGACAGAAGCACAAAAAGTGGAAGCTTCCGATGCCTTACTCTTTTGACAGGAATTTTCgtgagttttta :  2320 
                                                                                                    
T23F4.4  : CGCGAGAAAAATAGATCAAACTACAgtaatttatatttttagatagtaggtcaaagtgcagtaaggtttatggaaattag :   593 
g-II-266 : cgcgagaaaaatagatcaaactacagtaatttatatttttagatagtaggtcaaagtgcagtaaggtttatggaaattag :  2400 
 
T23F4.4  : //Intron 335bp//accccaccgtattccagCCTCCCGTTCCCGACAGCGAGTCCTTGAAGCCATGCAATTTTGGAGT :   993 
g-II-266 : //Intron 335bp//accccaccgtattccagCCTCCCGTTCCCGACAGCGAGTCCTTGAAGCCATGCAATTTTGGAGT :  2800 
                                                                                                    
T23F4.4  : GAAAAAACATGTGTAACATTCCATGAAAATCGATATGTATACCCCCATGTGAGCATATTCGAAGGAAATGGATGCTGGAG :  1073 
g-II-266 : GAAAAAACATGTGTAACATTCCATGAAAATCGATATGTATACCCCCATGTGAGCATATTCGAAGGAAATGGATGCTGGAG :  2880 
                                                                                                    
T23F4.4  : TTTTGTTGGAAAGCAGCCAAGTCTCCGCGAGCAGTCGTTGTCACTGGAGCGCAGTTGCACCGATCACACTTTTGTGGTGG :  1153 
g-II-266 : TTTTGTTGGAAAGCAGCCAAGTCTCCGCGAGCAGTCGTTGTCACTGGAGCGCAGTTGCACCGATCACACTTTTGTGGTGG :  2960 
                                                                                                    
T23F4.4  : CCCATGAGATTGCACATACTCTTGGATTTTATCATGAACACGCAAGAGGCGATCGGGATCAATTTATATCGATTGATTAT :  1233 
g-II-266 : CCCATGAGATTGCACATACTCTTGGATTTTATCATGAACACGCAAGAGGCGATCGGGATCAATTTATATCGATTGATTAT :  3040 
                                                                                                    
T23F4.4  : TCGAATGTTAACCCGAATTTGACATTTGCGTTTGCAAAAgtgagtttttttgcaaattttg //Intron 255bp//   :  1313 
g-II-266 : TCGAATGTTAACCCGAATTTGACATTTGCGTTTGCAAAAgtgagtttttttgcaaattttg //Intron 255bp//   :  3120 
 
T23F4.4  : aaaagtttcagccaaaattagttttttcatttttagtttttttttcagGAATCCGAAAAACAACTGGACCATCAAGAAGC :  1633 
g-II-266 : aaaagtttcagccaaaattagttttttcatttttagtttttttttcagGAATCCGAAAAACAACTGGACCATCAAGAAGC :  3440 
                                                                                                    
T23F4.4  : GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGATCAGTTCGCCGTGAACACCAATCGCCCGGTGATCTACGCCA :  1713 
g-II-266 : GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGATCAGTTCGCCGTGAACACCAATCGCCCGGTGATCTACGCCA :  3520 
T23F4.4fm: GGCTTATGAATACGGTAGTGTGATGCACTATTCGGTAGATCAGTTCGCCGTGAACACCAATCGCCCGGTGATCTACGCCA :   
                                                                                                    
T23F4.4  : GAGATCAAAAGTTCGCTCAGGCTATGGGAAATCGGATGAGAGCCACGTTTCAGGATGTCTCGAGGATG// 1560bp    :   
g-II-266 : GAGATCAAAAGTTCGCTCAGGCTATGGGAAATCGGATGAGAGCCACGTTTCAGGATGTCTCGAGGAT// 6200bp     :   
T23F4.4fm: GAGATCAAAAGT-------------------------------------------------------------------- :   
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6.1.38. Sequenzdaten T23H4.3 

 
 
T23H4.3  : ATGGACATCAAACAGTTATTGTTAAGCATTATTTTGACTGTTTCGGTGGTCAATGGACGGgtaagtgtttactgatttat :   80 
g-I-1809 : ATGGACATCAAACAGTTATTGTTAAGCATTATTTTGACTGTTTCGGTGGTCAATGGACGGgtaagtgtttactgatttat :   80 
                                                                                                   

T23H4.3  : ggagaaatgctgatcagaactttaacttcttcagGGTCGACGGATCAATATATATGGTGCTGAAAAT//1530bp//    :  160 
g-I-1809 : ggagaaatgctgatcagaactttaacttcttcagGGTCGACGGATCAATATATATGGTGCTGAAAAT//1530bp//    :  160 
                                                                                                   

T23H4.3  : ttttcagAAAGTTATTGGTCACCCCAAAGATGCTTCTAGCAATGACTATAAGAAAGTGTGTGCAATCTAT//285bp    :  
g-I-1809 : ttttcagAAAGTTATTGGTCACCCCAAAGATGCTTCTAGCAATGACTATAAGAAAGTGTGTGCAATCTAT//285bp    :  

6.1.39. Sequenzdaten T24A11.3 

 
 
                                                                                                    
T24A11.3  : 270bp //   ACCAAATCCCTACTATTTTCAGATAACTTCCAAAGTTTGATCCGACGTGGAATTCGTATGTGGGAAGAT :  322 
g-III-483 : 1530bp //  accaaatccctactattttcagATAACTTCCAAAGTTTGATCCGACGTGGAATTCGTATGTGGGAAGAT : 1600 
yk729e4.5 : ---------------------------------ATAACTTCCAAAGTTTGATCCGACGTGGAATTCGTATGTGGGAAG-- :   45 
                                                                                                    

T24A11.3  : TCGACGTGCCTGAGATTTAAAGAAAATCAACAGgttaggcgaagtgggataaatctgaaaacatttcggagaaaaattag :  402 
g-III-483 : TCGACGTGCCTGAGATTTAAAGAAAATCAACAGgttaggcgaagtgggataaatctgaaaacatttcggagaaaaattag : 1680 
                                                                                                    

T24A11.3  : // Intron 580bp //  agaaaatcggaaaaaccaaattttcataactgtttttccagAGCCGTGACGCAATCCGAT : 1042 
g-III-483 : // Intron 580bp //  agaaaatcggaaaaaccaaattttcataactgtttttccagAGCCGTGACGCAATCCGAT : 2320 
                                                                                                    
T24A11.3  : ATGTTCTCGAAAAAGGAGACAGTTGTTTCACAGAATACATTGGCCGAAACGGAGGACATCAAGACATCATAATTGGCTCC : 1122 
g-III-483 : ATGTTCTCGAAAAAGGAGACAGTTGTTTCACAGAATACATTGGCCGAAACGGAGGACATCAAGACATCATAATTGGCTCC : 2400 
cm01a12   : ----------------------TTGTTTCACAGAATACATTGGCCGAAACGGAGGACATCAAGACATCATAATTGGCTCC :   58 
                                                                                                    
T24A11.3  : GAGTGTGCAGAAGAATACGTAGTTGCTCACGAGACCGGGCATGCTCTCGGCTTCTGGCACACTCATCAGCGACCCGATAG : 1202 
g-III-483 : GAGTGTGCAGAAGAATACGTAGTTGCTCACGAGACCGGGCATGCTCTCGGCTTCTGGCACACTCATCAGCGACCCGATAG : 2480 
cm01a12   : GAGTGTGCAGAAGAATACGTAGTTGCTCACGAGACCGGGCATGCTCTCGGCTTCTGGCACACTCATCAGCGACCCGATAG :  138 
                                                                                                    
T24A11.3  : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGTGATGGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC : 1282 
g-III-483 : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGTGATGGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC : 2560 
cm01a12   : AGATCGGCATATCTCGATTAATTGGAAGAACGTGATGGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC :  218 
yk296d6   : -------------------------GGAAAAGTGATGGAGGAAGCCACTGCTTCATTTATGCCGTTCCGATCAATGCTTC :   55 
                                                                                                    
T24A11.3  : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGTCTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATACAGTTGCT : 1362 
g-III-483 : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGTCTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATACAGTTGCT : 2640 
cm01a12   : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGTCTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATGCAGTTGCT :  298 
yk296d6   : AAGCATTCGGTATTCGGCAGGTCTCGCCACGAAGGGTACCGTACGATTACGGTAGTCTGATGCATTATCATGCAGTTGCT :  135 
yk73a3    : ------------------------------------------------------GTCTGATGCATTATCATGCAGTTGCT :   26 
                                                                                                    
T24A11.3  : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGTTCCAAAGGAATTGAAGTATGTCACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC : 1442 
g-III-483 : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGTTCCAAAGGAATTGAAGTATGTCACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC : 2720 
cm01a12   : CATGCGGTTANGGT------------------------------------------------------------------ :  312 
yk296d6   : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGTACCAAAGGAATTGAAGTATGTCACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC :  215 
yk73a3    : CATGCGGTTAAGGTGTCGGATTTTACGATTGTACCAAAGGAATTGAAGTATGTCACAACGATGGGAACTGAGAAAATGGC :  106 
                                                                                                    
T24A11.3  : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTCCAAgtaagtattttctgggggt // Intron 255bp //  : 1522 
g-III-483 : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTCCAAgtaagtattttctgggggt // Intron 255bp //  : 2800 
yk296d6   : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTCCAA--------------------------------------- :  256 
yk73a3    : ATTCCTAGATGCAAAAGTTATCAATGATATTTATTGTCCAA--------------------------------------- :  147 
                                                                                                    
T24A11.3  : aatttctgaacagcaaaacaaattttcagACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG : 1842 
g-III-483 : aatttctgaacagcaaaacaaattttcagACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG : 3120 
yk296d6   : -----------------------------ACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG :  307 
yk73a3    : -----------------------------ACGCATGCCAAGGAAGAAATCATTTGAACTGTCTTGCTGGAGGTTATCCAG :  198 
 
 



VII. Anhang 176

T24A11.3  : ATCCAAACAACTGCAACGTTTGTAGGTGTCCTGAAGGACTTGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGCCATCACgtgag : 1922 
g-III-483 : ATCCAAACAACTGCAACGTTTGTAGGTGTCCTGAAGGACTTGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGCCATCACgtgag : 3200 
yk296d6   : ATCCAAACAACTGCAACGTTTGTANGTGTCCTGAANGACTTGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGC----------- :  376 
yk73a3    : ATCCAAACAACTGCAACGTTTGTAGGTGTCCTGAAGGACTTGGAGGACCCGACTGTGGTCGACTTCAGCCATCAC----- :  273 
                                                                                                    
T24A11.3  : tttttgatgcgtttcttgatttaaaaatgtatatttgtagCTTGTGGTGGAGAAATTCATGCATCTGATCAATGGCAGAC : 2002 
g-III-483 : tttttgatgcgtttcttgatttaaaaatgtatatttgtagCTTGTGGTGGAGAAATTCATGCATCTGATCAATGGCAGAC : 3280 
yk296d6   : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
yk73a3    : ----------------------------------------CTTGTGGTGGAGAAATTCATGCATCTGATCAATGGCAGAC :  313 
                                                                                                    
T24A11.3  : ACTCTCCAGTCCGTCTGGACGTGATGTTCACTGTTATTGGAGGATTTCTgtaagttttatttttaaaaattcaaaaatgc : 2082 
g-III-483 : ACTCTCCAGTCCGTCTGGACGTGATGTTCACTGTTATTGGAGGATTTCTgtaagttttatttttaaaaattcaaaaatgc : 3360 
yk296d6   : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 
yk73a3    : ACTCTCCAGTCCGTCTGGACGTGATGTTCACTGTTATTGGNGGGAGNC-------------------------------- :  361 
                                                                                                    
T24A11.3  : ggtcatattaggctttacagcttacttttagacagcgcaaaagggcaacgtagcatttatttatgcgaatgagtctgaca : 2162 
g-III-483 : ggtcatattaggctttacagcttacttttagacagcgcaaaagggcaacgtagcatttatttatgcgaatgagtctgaca : 3440 
                                                                                                    
T24A11.3  : ggagcactccgacctgtttgaaacatggtgcatcgaattggatttttagatgttcggctcacccatttaatgcatcaagc : 2242 
g-III-483 : ggagcactccgacctgtttgaaacatggtgcatcgaattggatttttagatgttcggctcacccatttaatgcatcaagc : 3520 
 
T24A11.3  : gctctgcaccatccctgaaattaacaaaatttctaattccagGTCCCCGAAGGCTCCCGAGTTCGTTTCCGTTTGTCAGA : 2322 
g-III-483 : gctctgcaccatccctgaaattaacaaaatttctaattccagGTCCCCGAAGGCTCCCGAGTTCGTTTCCGTTTGTCAGA : 3600 
                                                                                                    
T24A11.3  : TGGAGAATTCCCATGCTCCTACGGATGTCAATCGTACGTCGAAATCAAGCACAAGCTTGATGTAAGGTTGACTGGTTTCA : 2402 
g-III-483 : TGGAGAATTCCCATGCTCCTACGGATGTCAATCGTACGTCGAAATCAAGCACAAGCTTGATGTAAGGTTGACTGGTTTCA : 3680 
                                                                                                    
T24A11.3  : GAAGgtaagtaagattgctttttgtctgcctgcctatcttagtgcctgtgtttctcccaacggcctgaacaatggtgcat : 2482 
g-III-483 : GAAGgtaagtaagattgctttttgtctgcctgcctatcttagtgcctgtgtttctcccaacggcctgaacaatggtgcat : 3760 
                                                                                                    
T24A11.3  : caaaactcacgagccaactataaaactttcagTTGTTGCTACCGTCCAAAAGAGGACACAGTCTCGGAAAGCAATCAAAT : 2562 
g-III-483 : caaaactcacgagccaactataaaactttcagTTGTTGCTACCGTCCAAAAGAGGACACAGTCTCGGAAAGCAATCAAAT : 3840 
                                                                                                    
T24A11.3  : TTTTGTGATCTACCATCCAAATGGCCGTACCGCGCGATTCTCCCTCCGATTCCGCCGGCAAGCCTAA------------- : 2629 
g-III-483 : TTTTGTGATCTACCATCCAAATGGCCGTACCGCGCGATTCTCCCTCCGATTCCGCCGGCAAGCCTAA------------- : 3907 
yk296d6   : -------------------------------------TTNTCCTTCGGATTCCGCCGGCAAGCNTAAATTCATTTTNTAG :  419 
yk73a3    : -----------------------------------------------------------AAGCCTAAATTCATTTTCTAG :  382 
                                                                                                    
yk296d6   : TTNTTNTACTCNTTCCCATTTNTCTNGAATCCCAGGCTTTTTGTTATTGATCTCTTTGTTCTGTTTTCCCAGTTTTTCAA :  499 
yk73a3    : TTCTTCTACTCCTTCCCATTTCTCTCGAATCCCAGGCTTTTTGTTATTGATCTCTTTGTTCTGTTTTCCCAGTTTTTCAA :  462 
                                                                                                    
yk296d6   : AATACAATTCCTTTATTACGCCCCCGGTGACCTACAAATTAAATGCTCAGTTTCAGGTTTCCTCTCCCAAACACCCTCGA :  579 
yk73a3    : AANACAATTCCTTTATTACGCCCCCGGTGACCTACAAATTAAATGCTCAGTTTCAGGTTTCCTCTCCCAAACACCCTCGA :  542 
                                                                                                    
yk296d6   : ATTTCTGTATATTTCTGCCTCTAATTTTTAATAATTGTCCGTTTTCCCTTATTTTTGCATTTCTTGTCAACTAATTTTTG :  659 
yk73a3    : ATTTCTGTATATTTCTGCCTCTAATTTTTAATAATTGTCCGTTTTCCCTTATTTTTGCATTTCTTGTCAACTAATTTTTG :  622 
                                                                                           
yk296d6   : TTTCACTTTCATTTTTA------------------------------------------------------ :  676 
yk73a3    : TTTCACTTTCATTTTTATACGGGATTNCTATGCACATCTTTGTTTTTCCCCACATTTCAGCGCCCAATG-- :  691 
                                                                                           

6.1.40. Sequenzdaten Y95B8A.1 (Y95B8A_85.g) 

 
 
g-I-117    : 5130bp //  TGTACGAGGTGAACACCACACCAGCTCCTCACTTTGACAACTTCATCTGGCAACAAAATGCACCAGCTG : 5200 
                                                                                                     

g-I-117    : TCACACCGGAGCCATTCACATTTGCTCCATTCTCCTTCCCAACTCTTGCCACCGTCGCACCACCAGCTCCAGGACCCGGC : 5280 
                                                                                                     

g-I-117    : GGCCCGACTCTTGAGCCATTTTTACCGACGACAGCTAGTCCGAAGCTGTTAGCTCATAACACTGCTAGGgtatcaaaaaa : 5360 
                                                                                                     

Y95B8A85.g : ------------------------------------------ATGATCCGAGAAATCGCTTCATTTTCCGACGGAGGACG :   38 
g-I-117    : tttgaatactgaatacctccctataactttttcaaattccagATGATCCGAGAAATCGCTTCATTTTCCGACGGAGGACG : 5440 
                                                                                                     

Y95B8A85.g : //1530bp//ctactatactatttattttaaattcaaattttctagAAAGGAATCGTTGCTCACGAAGTCGGTCACTCCC : 1638 
g-I-117    : //1530bp//ctactatactatttattttaaattcaaattttctagAAAGGAATCGTTGCTCACGAAGTCGGTCACTCCC : 7040 
                                                                                                     

Y95B8A85.g : TAGGCTTTTGGCACGAGCAGTCCCGTCCGGATCGGGATGACTACATCCATTTAAGAAAAGACTGGATTA//890bp     :  
g-I-117    : TAGGCTTTTGGCACGAGCAGTCCCGTCCGGATCGGGATGACTACATCCATTTAAGAAAAGACTGGATTA//1760bp    :  
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6.2. Korrigierte Proteinsequenzen von C. elegans  
(FASTA Format) 

>C_4R79.1i Intronerator prediction g-IV-3005 
MLDHVLLLTYCLVSTVVRSQPSADVFRSFAGYIPEDHRVTHHEWQNSGKFQGDIDGVDPNLLKLPEGPVLFNALKNKQLTWEGGVIPYEMD
TAFSPNEIKILEKAFDSYRRTTCIRFEKREGQTDYLNIVKGYGCYSQVGRTGGKQEISLGRGCFFHEIIVHELMHSVGFWHEHSRADRDDH
IKINWDNILPGMKSQFDKISAVLQDLQGENYDYKSIMHYDSTAFSRNGRNTIETVENGFTQVIGTAMDLSPLDIVKINKLYSCKTKKKEKV
KPATTEEPHQLIPQVVDKNSVDSGEKCVDHFADCPHFAQYCTRASFFFVMKSYCPFTCKHCPGDRKLKKSG 
>C_C05D11.6i Intronerator prediction g-III-1042 
MIYMSSFYCISEKMSHSPKNSTFFNLFDQYSMTSEPSLVVIDTSVPQTETTLNDADFHSDLHQRYDLQTLGIKVKDDPTIGNYSEGDILLE
SPKKFVEENNKLGRNAIKQIYRRWPNNEIPYTLSSQYGSYARSVIANAMNEYHTKTCVKFVARDPSKHHDYLWIHPDEGCYSLVGKTGGKQ
PVSLDSGCIQVGTIVHELMHAVGFFHEQSRQDRDSYIDVVWQNVMNGADDQFEKYNLNVISHLDEPYDYASIMHYGPYAFSGSGKKTLVPK
KSGSERMGQRVKFSDIDVRKINKLYNCPGVSGNNNNNNNNQINSNSIVNHPQSRYAGLPLSTSNQVTNNRRMIRIFG 
>C_C07D10.4i Intronerator prediction g-II-1703 
MLLPWIITIVTVIPATLGHRNRVQDDEMLVISDSTDSLNLEDFEFADKLTREELFGKHIPVEVVNDFKSDIRLPRRHKRNGVSRAAKLWPN
ARIPYAISPHYSPHERALLAKAVKQYHEKTCIRFVPRQTGEPDYLFIGKVDGCFSEVGRTSGVQVLSLDNGCMEYATIIHEMMHVVGFYHE
HERWDRDNFIDIIWQNIDRGALDQFGKVDLSKTSYYGQPYDYKSILHYDSLAFSKNGFPTMLPKVKSATIGNARDFSDVDISKINRMYNCP
VEKSVTAPFARARHVPIYSPQYHKYEDRPKIPLRSFDMQQGPINPPMAQIPSQSLVVSSSSGRVNYNSNKPSSRKLYAFYGEEELILECED
RITVCWWTADRCRSPAIYQVMSSLCPKTCKFC 
>C_C17G1.6i Intronerator prediction g-X-2881 
MKSQACLKVCLALIGLVSIVSTAYIANDVVSDYAEVKELLAAFYRKHAKKYGHDYDPAAIQAIAENMDKSVKNDKTEATVNRKLWNEVFEN
DIILTLPQAESLLSESNSPRSRRQAHPDPRNFWPNLTISYEFYGGEETWRQLIRSAIRHVEQNVCFKFKENGGDRDGLRYYRGNGCWSNVG
RVGGRQLVSIGYGCDSLGIVSHETLHALGLWHEQSRDDRDNFISIVADKITRGTEGNFAKRTAANSDNLGQPYDLGSVMHYGAKSFAYDWS
SDTIKTRDWRYQNTIGQRDGLSFKDAKMINTRYCSNVCQRSLPCLNEGYTDPNNCGRCRCPSGYGGTYCETVEYTSCGGSLTASSSYKKIE
SGIVQPDANCVWRIRNPGGNVEVMFDQVNFQCADPCQSYVEVKYLSQKTSTGARLCCSLPSVIRSEGDDVIIILRGTPNTAVGWRGFTLKY
RAIGGTPITPATVRPTYATTTRPYWTRTASGWIHIKNPPLYKPDGQIYTSDEQSAETKYSSEELYDPSTFLSPSSSSASPALLLPSDASPQ
RPSAQEHDLSQLSQNALTRPTPTTTVAPDTASWSAWGEWSACSQPCGGCGTKTRVRACYGGNQVCPGSNLDRESCNAHACAKPKKGMICNG
RLLLPCDLLAKLNFGSNNYLNPKLKQSGFARSSTLPLPRISQRKPVFVNELEVHPPTERFLSSSTRRVKRQTANRFCEKRFIYQCPTALLT
IQMEYKPDTQGTNDAYFQQYPECCSGYTPRRGVCYKN 
>C_C24F3.3 wormpep prediction 
MLYIPQFSIYFCLGYLLLFCKISNAVKQSWEINQELITEANKEHTVFGDMRELQLRRPSETAFSVLTPAQLIRYENSKDSDLSIRGVSIKG
SSMNRWSNNIVPYVISPQYSPAQKQILVSSLRYFERVSCFKFVERTTQNDYLFIVPLDGCYSYVGKIGGRQTLSLAADCIADYIIWHEMMH
AIGFEHEHQRPDRDSFIRVDYANVIPGQMINFDKLKTSHVEYPDIYDFKSIMHYDGYAFGRVDTARRVRLATMTPLKPGVTLEDNMKFTAT
DIEKLNRLGQCGARGGQYSNQGVVASTCQDVATAVSCEGNRRRGMCKNPFYKQMMIKSCQKTCRLCSYTRMIDEDDDLTPNTTVKSVKCED
KHPRCDIYSHNGFCTLPFYDDVRYQLCAKTCNLC 
>C_C26C6.3 wormpep prediction 
MRLCHSIILFNSLISISICSKADDPALLVASEFKEHFNVEEKQLETVEELLIKMKKLAHSRSFKGREFGHDAVEDSKKEVAISTQQGTINK
KVSPFLFEGDIFLSRRQAVDILKALSKDKTKRLRRSFVSDKTATWKTMPIKYRFHESIDFYTISQIIAAIRFWEDSTCITFENVSDSPDGD
YIEFFSGQGCYSMIGRNGGRQGISIGESCVKASFFVMGVIEHEIGHALGLWHEQSRPDALGYVTIERDFILPSYISDFLQRDDEIDTLGIP
YDLGSVMHYGSTAFSVDQKSKTVVTRDSLYQQTIGQREKLSFYDVATINTAYCKDECKSEKTKCENGGYMRPSKCSECLCPDGLGGEKCEK
NEDSKNAECGGIIKLTEEWKEIESPNYPDPGYEADQKCSWLLKAEKGKRVEIEFIEDFSFLCTSTCVDFVELKISDDLRNTGFRFCCYDKP
EISFVSQTDTAIIIFRSQLSTDIGFKIQAKSNELIIKTFKNSQKTKMQILFPKLSLKNNSADAEPRTTIAPTIITTTLAPITVDAPNVWAD
WGEWSMCSRTCGGCGIRSRVRSCRSKKCEGRRQEFGTCNLKACPVDKHCAKLLSNNRLCNGKVCTKNDIAISSCDAPQCCPPFINVDGVCQ
SDQENQHDELWLSI 
>C_C34D4.9i Intronerator prediction g-IV-1119 
MRRNDLLNNKITIFLSSLSLFVIIIPIYAAEKDLLPPSTSSETFLTDEDFLRPLNDDETFLTEKDFKNGEKLGEDHVPAGSILWKQVYKKG
DIRGKAAWKLDPKNSESLRRNGVITGTRKWPNGRIPYVISNQYNDRERAVLARSFQAYHDKTCVRFVPRTAVDNDYLYIGKIDGCYSDVGR
AGGRQELSLDNGCLQYDTAIHELMHSVGFYHEHERWDRDEHITILWHNIDREAYDQFGKVDLAESSYYGQLYDYYSIMHYDSLAFSKNGFE
TMVAKQSEMTAVIGAAIDFSPIDILKMNLMYQCSDVKLPPTVVGTTDKTIVPVPAPSVTVVEDDCRDRTNLCWRWIDRCKSFFFEQIMKEF
CSLSCGYCTPKALQTAKASPPNYSNTLLTKSSTSYLQHG 
>C_C37H5.9i Intronerator prediction g-V-856 
MIFLLFVVFPFVYAQLLPELLAGFQNGRFRGGPDGFNRGPGGFHRGPDGFGGDPRGGVDLGHLIGNIAANVGQEMGLNDADVIGDLRGISR
GPRPSSMEWGRRARHFCRRYPGHPKCQRGQLPQFTDVPTIINTIIYNAGDLLPRVPTLNIHDPLAGLNSELVGFIKSLQSQFGQLSSQQRN
EIHDSCRSFKCDQQSPQNTQAKQELLTKMLAFDQAVGGKAAPAHDKVNLRFDRTQQVKQALLKRANLSHIIVPADNGVFDRDVLLTEHQAN
FLLNELGEAGRGADVGAGGGGGGRVPRSGVFFQESAVQKWDIWKPIQYTLDDSLEESDKKDIRDALHEISINTCILFRYNATPKGYHLNYM
KVDSTTFCGLSYVGRTDPANPIYLSFQCGDNRGVAMHETMHALGVSHQHLRLDRDKYIKIDWSNIDPQHYDTFAISDAKLYTSYGTKYAYD
SIMHYNAYLGAKDPNKPTMIPLVNPQENTPKLGQRAKLTRGDIRLLKKMYCRPGCDDQNVHCGTWALHGYCKMKEQMKWMNENCKASCDKC 
>C_D1022.m not in wormpep/Intronerator MERNUM MER05843  
LSFEHLSNIVREQLDHSRTKRTAFRNAMYPKTIWLPNVPFELHGSLSAKSRSSLVAAMAFWEKHTCVAFKKRTSEKVYLLMSGQEEGCWST
VGRDEAQGAQILNIGTGCEMFGITSHEIAHALGLFHEQSRYDRDNYVQIVKSRIAQTNFYDFAVVGKKNMETYGQKYDIGSVMHYRPTEFS
LDGGNSIIAKDVNMQNTMGQFRGPSFIDVAKINRHYNCEKNCKNKITCLNGGYQHPKNCKIYYTCRCPPGYGGSDCKGIEASSPAKCTGVL
VAGETQRKFTANIKPNKNAKGIRKCNYHIEAPPGKRIVIIVDSVIGNCVQGCYEEGVELKMYEDKTVTGARFCCKLQKPQTLISQGNTVPL
MLVAGKAQAFVQLRYSTGRLFFNFHRKLP 
>C_F09E8.6i Intronerator prediction g-IV-2471 
MRLLYSLFHCSAFLVGFTLSVGVLPIPNEHAASIKAKFDDYAEHYLLPEDFHNAETAPVKKPTDAEIESMQNSLLFEGDIMGVPEIEKSDI
LKRLRDDPLLDEDEIFRKPFHSALNLVTYPDKLWPEGQVPYMLEEGMTNDQRTAIAQAFDEYKTKTCVRFVPKTDDDFDYIYVKRNVAFGC
SSYVGRAGGNQTVSLEVDKCFSKGIIAHELMHALGFFHEHSRTDRDDFVDINEDNIRPGMMRNFEKYPRKIIDSLGMPYDYESVMHYHKLA
FSRNGKPTIIPKDNEADVGQRYKLSEMDSKKVNKLYQCGEYSKTSSTTTTTTTTTTTTTTEEPTTTTEVEEKPKDKKVSSTTTTTKKPTTT
TTTTPKPVERSRNKKCEDLNAHCGMWEQLGHCQHSVKYMAHYCRKACNLCEVEVTTTTTTTPKPVPRNKEKENKSASSTTRGTSTATSTTP
KTTTTTTSAPKEKCEDKNLFCSYWAKIGECNSESKFMKIFCKASCGKC 



VII. Anhang 178

>C_F20G2.4i Intronerator prediction g-V-2804 
MTRVVHIIGAAFLLSSYAYCGLSRFNEHDIEGGDSYKRVKREFERLGSKWLGGTINYYYADNNNSVKEKVKSAIAYIANHTCIKFNEDPTH
WQRLKIFTSELSHCRSTIGAPGTRSGSAGELSMETGWCANIGSIVHEFSHSLGRYHEHTRPDRDNSLKVTSTDYEARPRPWGMTTMYGPFE
HGSIMMYHSSNYGVGKMEPYDMEYKNTMGSRRVTFYDMYKINQYYGCGCSTQLECKNGGYTSPSDCSRCNCPKGFFGKLCNERRQQDSYEL
KATYGRWQTQTISFNYKPEPVSDGFYSTFVYITGEANSTIEITMEGLENVICTAGCTWNGVEIKSREDSRITSPVMCCKDEPLYKKVFKSL
HNPTIIELYSKETAPSTATFKYRFMNDKIVFG 
>C_F38E9.2n new wormep prediction release WS73: 08 Feb 2002 
MRFSANIAIIVNIIFLFIVVEFVLPTFIRSGDVRFRRYYRNNGRVSRAATAKKERIWPEGIIPFVIASNFSGEHQHLFLRAMRHWENFTCV
SFVPRQPHHKHYITFTVDKCGCCSYVGRRGEGPQAISIGKNCDKFGIVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDMYVDIFYKSIQTGQDYNFEKSKP
EEVDSLGEPYDFSSIMHYARDTFSRGAFYDTILPKPNSGFRLEIGQRVQLSEGDIRQTKKLYKCAECGGTLMQESGNLAIQHAGVCTWHII
SPQGHTIFLNITGGLKLIIMIIFLTDEKLEDLTEIFKPNILKKNQTYLHWKTFLIYYTNSFFHFEILDRICGGDSLFRTIASSGNRMLIQV
RSSTPAASLPFATYYAICGGPIYANEGVIHSPKYPESYPPNSDCQWTIHVDENSQVAIEFVYFHLEQHKECIYDRLILTEGISKNSKKDGK
EMSETFCGLIEKKTIVSKTNQISLRFFSDNSVQKTGFELRFTKELNECATDKNICHHYCVNTVGGFKCACRVGYSLSSNGFSCDSTCGGYL
KASNGSISSPNFPEMYPNSKTCIWEIEAPDGYHIFLNFTKFNVEGMKTECAYDYVKIGDSEKLCGEYHEALLFTTPRNRVRIEFSSDSSVE
RDGFFANFIADFDECQNDNAGCEHTCQNRLGSYVCTCNPGYILAEDKHNCKEGSCFFEVNAPAGDINSPNYPNDYPKGQNCSWHFVTTPGH
RLMLTFSSFQVEEHAQCKYDAVSVYDGGDGSAQLAGWSFSACSAAWLHPHSFYRPPTSSISLFRRTRRSLDEAFRLITLLDCSWIVRAKSP
GRGVRIQFSTFNIESEEGCQYDYIEIYDGPEATLERLVGRFCGDTSPEVITSTGPELLLIMHTDNAEEEKGFVAEYREAPRSSSTKRTFVS
KTRHSPLEEPIHDRNE 
>C_F39D8.4i Intronerator prediction g-X-2412 
MPSPTSSSASVFSSHLFFVFCIFSQIAQSYAQFNRFFDPSIPEQETVLTDYDYNMIGHFRENDQWFVNDSAMYNPLRFEGDIANSGLNSRS
INTFFGDSPLFGIFGVQRNAVRQTYLKWEQARIPYTISSQYSSYSRSKIAEAIEEYRKKTCIDFSPKSAGDLDYIHIVPDDGCYSLVGRIG
GKQPVSLGDGCIQKGIIIHELMHAVGFFHEQSRADRDEYVKINWSNVEAGLQDQFDKYSLNMIDHLGTKYDYGSVMHYAPTAFSKNGKPTI
EPIEKNVEIGQRAGFSENDIYKINMLYNCPTFTATTLAPENTKRVKSITKKVTSATGSPLSKKGEIGSSIGDKGDRGDNSVLSSLISIHSG
LGKCEDRRKDCEFLARAGHCESRFSIRFMTENCANSCGKCIAEEKRKEVCEDARTWCERWANSGMCNQTVFKDYMRQKCAKSCNFC 
>C_F42A10.8fm wormpep prediction corrected after cDNA sequence this work 
MFFPVVFFIPFVLGAPTQKALEKILVDNNPDSVTNREKIRGIIDKAFENRVPRVQGRQGVAPPVTFAALNYGPKNNQTKKFEELNQDINEY
TFESDIMLNEKQAKHIATAIENGNYRSKRQAIVDTTNFWSVSVPIFYQFDTKLSATNIANVRKAIQFWNDNSCLSFKEDNNAKNRLFLSSA
GGCWSYVGKQVDMPYQMVSVGPNCDTFGTATHELMHAIGFWHEQSRADRDNYVYVDFSNIIPSQAYNFQKMAVDQAQLLNLPYDYGSVMQY
YPYAFAVDSSKYTILAKENGFQNSMGQREAPAFSDIIGVNKLYNCTSQCKIQMKCSNCGITDSRNCNQCKCPRYFTGASCDSLPSGTAPNC
NGAVLQATSSWETFDAKAGDPSSFSSSTDNSTNCYWHIKAPEGQQIEFKMTKTPLAAICMQECPWQSIEVNLGKFDLFGMITCCDTILNQV
FTSELNMIALRGIIRYNQLTFSIQYRAVPSSKPASTNACLNQ 
>C_F45G2.1o full lenght OST clone OSTF043G3 
MLPIVVSILLATPLALCQAPFWMPNMQQFSFLTETDFRNALLLPTTNTRRVRSLYHDMRIPFQRFKRGGGVAVAAEKDKWPNGRVPYILSA
AYTSAQRAVLARAFDTYAKRTCIRFVPKSPADKDYIVIQKLDGCYADFSRVGGRQQVSLADECIDYATIIHELMHVIGFIHEHQREDRDSY
VSILYQNVIQGANTDFDKLSNLGLSYYGEHYDYSSIMHYEANEGSRNGKNTIEAKNSHFTAIMGKASDFSTSDLRRVNRAYKCSIFAF 
>C_F46C5.3n new wormep prediction release WS73: 08 Feb 2002 
MQIYLGITICLVAFLTVIDCAIPYYRTHSNFGSLGRRKVRQVQRDLTYRWPNNTVPYYVGNVTSTIKKSVRLAIEELQAWTCIRFQNVNEK
YSDGDSVRIVDLGSCSSPIGRQQIGTQDVSLTKNCWGMGTAIHELMHAIGIEHTQSRSDRNRYLDILAQNIDNRDLPNFELLSPRLWANLV
PYDYGSVMHYSADSFSNKDDEQTMLPKDRSFIETMGSMIPNFYDFDQINQYYQCYDSCRNAGQLANCANGGIPNPNNCQVCNCPMGYGGDL
CDQRPEGCGSTLVATDRWQKQKLSVRFSRNDDQYFTFCNSWIVGPSDRTLQVIYEITSDSIRRQICSFGCYEGGIEVKHLQDPRITNDRDC
CLNTPLNLTTTVNPLPVILYTSGATVTYDFSYRYV 
>C_F54B8.m not in wormpep/Intronerator, genescan, MER05847 
AHEIIHALGSMHTQSRYDRDEYVIVKTNDVVSLHFEELVI**RFSPVGESFPSTSHSIQFHFDFASVMLYHYSDLLKPINPIWKHTIG 
>C_F56A4.1i Intronerator prediction g-V-409 
MIVLAMTVPKVHLMRIPHDLQESEAYRTAPKVLEPEKDDEIAILTKLPTFEPSKYGHINIPLRKKRGIALHPLQWASYLWPNAEVPYDIAT
HYTSTEKSIILSAMEAFKNVTCVRFRPRAATDKHYLQINKYFNVERCFSYIGRQSSRTLFGTPEGNVETRMRLDPACLRGNGRGIVMHELM
HILGFYHEHQRDDRDRRIVGSAVHYNFKIYRRAKTLYMGAYDANSIMHYNFQNLPWQRRDHFSTSDIININTFYKCKNLLSSKLAPKVPIS
PTSTSTTAITTTNTTTTKL 
>C_F57C12.1i Intronerator prediction g-X-41 
MPSPSYNRHIIIASCFCCLLIFSSAARVPKASKKHLARVKQLLNDEAERHNTLIQSDSVTVFDDIQRNPNTGVHHDELAVNNADEYFQGDV
DLSEQQVKIIEDQFTQGKREKRKIGRNPLYKKWDTRGPISFDYAESIPFQTRQKIRSAMLLWQQHTCLRFEEGGPNVDRLEFFDGGGCSSF
VGRVGGTQGISISTPGCDVVGIISHEIGHALGIFHEQARPDQERHIAINYNNIPLSRWNNFQAVGENHAETYNLPYDTGSVMHYGPYGFAS
DPYTPTIRTLERVQQSTIGQRAGPSFLDYQAINMAYGCTESCADLPCLRNGYTHPNNCSMCACPEGLSGRYCEQVYPSNAQCGGVIFATKE
VKYITSPNYPDKFPIDTECNWIIAAPIEGRVFMEFEGDFDFLCEDTCDKAYVEVKYHSDKRLTGARYCCSLLPKNRFISFKNEMIIIMRGY
RSSGAGFKAKFWSNLGEPEGVSTPLPPTTAPLPEISETTQKPEPTTVQSTTTYTTAIPRRTAKKQFFTRKPITIPLTPLTSSSTTTESTTV
SSTTQSTTWLPTEPSFATGETEITTASPTITLFPSLSTILPPINSLAGVLPSTQAPDIINSVLECGCGAWSEWQGECSQQCGGCGHRLRKR
ECKKEACRKEEKRPCNFSACPDGTNFLINNAEFHILWRGCCVGLFRSGDQCSALETESNPFFKIINSLLNIQDAKNNDTLIAKRMMRGEH 
>C_F58A6.4i Intronerator prediction g-II-1161 
MISKNTSFCGFLILVLATCMSAQFVSNESIKLHDILKPSATHRLFDTLQYSVEEQYSDSHLSFDVSTIYNYSEKPISIGKLNKKYRDILFE
GDMAISYKQLSMIVNGSTEYRKAIKSRRRGNKINGESTDRTKRQAYLDNNYPATIWKNGVAFMFHESLTPIAKTAILKAVHFWYRETCIEF
HPRTFQKEYLLFIGNDDGCWSTVGRDASQGKQVVSIGNGCEHFGVTSHELAHALGIFHEQSRFDRDESVVFNPRVVERDLLFNFAKISPRQ
MSTYGLPYDIGSVMHYTPTEFSNIPSIPTLAAIDTNLQQTMGQLEGPSFVDVHIMNQHYQCQEKCPTQAPCQNGGFTNSRNCKVCKCPTGF
GGAYCQLIASSFSPFCGGYLNAEETTRRFDITIRQSTTTRSKTCVYHIKAPEGKRIIIDILKIDSKCIEGCWQDGLELKMKKDFRPVGYRF
CCPESSRRKVISEGNMVPFMVFSKEHDFSVSFEYSFVSTSAGFDDEKNDSDVIVDNLDGVFVSDTSLLQRIGFRRQL 
>C_F58B4.1 wormpep prediction 
MILQLLFYSLFTHLAVSQIDVNQALNQNKLNIDTISSSAISDAELEKTFPRTNLSRMRNALKSLRQNWSAKLQAMPARNYQNAGTNQENGA
TEQQKPLREKPRDRVKMEGDTLHQVNKAAGLNDILYQGDMVLTEDRYYPSTTWGSSVYYYYDRTATPKIVKAFEQAVAFWQNVTCINIMQS
STAINRIRVFKGQGCYSYVGRISGVQDLSLGTGCEEFGTAAHELGHALGFFHTQSRYDRDNYISINYANIDPSYVEQFDKETSNTNFNYGM
PYDYGSIMQYGATSASSNDKATMIARDTEYQDTMGSDFVGFYDISMMNEHYKCKELCPAASSAQCKNGGFPSPRNCAICICPSGYGGILCD
QRPPGCGDSVTATTTWQTLTNTIGDGLPTLRDNHTMCNYWVKAPDNQAVEIRISGLTTVTIDGCIFGGVEIKTHKDQKLTGYRYCSSADQN
TVHRSTGSLVPIILFNRYASTKAVLEYRAVTPSVDVSATYTTFAPIVNSCQDLHPNCDFYKFFGMCRSKKIRSNCKFTCHDCNNNNASPFG
SNFFNNNYNSFNNWYTNKNKNYYPYSNSNNNKPWICAAYAWNGFCVNPFYSMQARHYYCAYTCGLCWMNNNNNFY 



VII. Anhang 179

>C_HCH1 full lenght cDNA clone Hishida et al. 
MVSYWPVLIVLCLLPICHAKSYFADFVNGKGPFKQADALKFMDKMTILNKLQADILGIPQPDEFSALDFEDKIESKPDEIPYLFEGDMVLT
DEQMDLIIKNVRDQYWARKSSTNEFLYAIRGKRSMTSFLSERWSFPVPYYIDTSSGVNTNAVLAGVAKWEQETCARFTRLNSYSSSSRQNA
LRFISGNGCYSNIGKVSRFPQDVSIGWGCTSLGTVCHEIGHALGFYHEQARYDRDDYVSILTQNIQDMYLSQFTKQSASSMVDYGVGYDYG
SVMHYDQAAFSSTGGNTIATRDPNFQATIGQRVAPSFADVKRINFAYCNSTCSNYLDCQNGGYINPNDCNNCKCPPGFGGQLCDVAGTNSN
GCGAGDITATSSIQTISASGALTCNYVIKAPVGAKVYFQMTAATFSRYSPCTTNYLEINYGRDFSRVGARFCASYPTISLSETNTLVVIYK
GVNGARFSLNYRYDPVTFSTSAPTTTSTTTTTAPITVPTVSPTTTTTRQTTTTARTSTTTTTTQAPPTTTTSTSQCASWSACSAQCGGCGT
QSRRCGTYVETVYCNTNPCTGGYCCRPFFYVTSFGTGYCRRPGADTPAAPQRYVEQRKG 
>C_K03B8.1 wormpep prediction 
MGNLFKFSLNCIKYRSENLEKSKMFYQYFYFHLTLSIVLIYGSDIGKDANEHMSSVPKKIIIEGTRQKRQVVTKLFSPQWSNAKVFYCNAD
SFSKLQLKKLKLKKNSDTVKRKLMKFAMNFISSQTCVTFEENCTISTRIKFVDSTFCASYVGMINSVQEIYFPDWCMRFGSAVHELMHALG
VLHTHARFDRDNFLNVNLNKDDEDDSNFEIVSPPFSINVVPYEYGSTLHYTADVSGTNSLLPKQMEYYRTLGNRRVTFYDMLTINTAYNCK
CPSELLCANGGYTNPSNCLECICPLGYGGVLCDRVVACSVQLSADSYWKGSWISVGSSVLRDTTDPVKAFISINAPKDKIIEVKIVKIENF
SCDSGCNNNGVEIKYMGDPRITNPIICCENQVDPSNKGYKAKLNPLLINIYTFLGKNKVTFHYRYVNERLSSYNKTTNGYDNYEYYA 
>C_K03B8.2 wormpep prediction 
MQKYQLYKTMEDVKENHFDMFLRPSTLLLTLFLALVAGSAIRKDVDEFDSNKGKDGIVDGDIMLTEAQLRILNGTAKRSKRQITKIWKKWP
DAKVFYYYENEFTSLKRELMSYAMAHISSNTCVKFQESNSATNRIRFTNTGGCASYIGMNGGEQTLWFGDGCLIFGTAVHEIMHSLGLFHT
HSRFDRDNFLSVSYKDVPENMVGNLEKETEQTTYNAVPFEYGSTMLYRYNTFGEGTLVSKNEDYQKTMGLRRVSFYDLVNINVRYSCGCAK
SLTCENGGYTNPSNCATCVCPTGFAGTLCNEAPSNTIKLTAESYWKGYWVNFGYSTSIQTTNYYLAYLWITAPADKTIEVKIMDLSGFTCS
YGCNYNGVEVKYMGDPRITNPLRCCAQDTEYLNQVISSKQNPTPIVMQQRYGSSKLTIHYRYVDTPLSSNKKSTNGYDNYQYYV 
>C_K03B8.3 wormpep prediction 
MCASCLHNANAASFLMETFSRHRLNFICIGKMNIFYNVTSLDNKYSFHNPSAPVPHSSHALSSRQAHFTSFRAPVAPPSRPRRSQLPSSAK
LLYCFDSSFSTEKRELMLFSMNFISSQTCVTFEENCSIPNRVQLVNGKGCSSYIGMNNIVQHLTFNDTCIDFGTAVHELMHALGVIHTHSR
LDRDNFLNINLTNVSKEMMHNYAIFNQSTNVVPYEYGSTMHYYANISTMFPKKSEYSATLGIGRVTFYDMVILNTAYNCKCPNELLCGNGG
YTNPSKCSECICPLGYGGVLCDRPSLIGKDTGLPLEVKDKIIEVKVVGIDNFFSYPTCLINGLEIKYMGDPRITNPIYCSADLINGKSFRS
KLNPLLMNIHTLFGKNKVTFHYRYVTERLSGYNKTTNGYDNYEYYD 
>C_K03B8.5 wormpep prediction 
MYLKIFRLLLEIKSSILKICVYFSSKNYGILSISFAFLLIYFDVLYEKFPTDLHIPLDFSYKNKVENGINEHIAGGNIIQHLEMVRLIHLI
GAIILLFSYAYCGLSRLNEHDIEESYSHKRVKRQFERLGTKWSYGVVNYYYADKNNEIKEMVESAIAYIANHTCIRFNEDQNAVQRVQIRM
QQNWLCQSTVGAPGMSMSKPIGELSMLVQSCDTIGSIVHEFSHSLGRFHEHTRPDRDNFMKVTTTVHEARPRPSGMTTMYGPFEHGSVMMY
HADTYGPGTMDPLDMDYKQTMGNRRVTFYDMYKINQYYGCWCSKQLECKNGGYTSPSDCSRCNCPKGFFGNLCDERQQDSYELMAVNNLWQ
SITIPFAYKPEPGSDGFYSTFVYITGKANSTIEITLEGLQDVICTAGCTVNGVEIKFKEDSKITSPVVCCTDKPPYKNVFKSSHNPTIIEL
YSRTTLPSAVTFKYRFTNDKVVLG 
>C_K04E7.3 wormpep prediction 
MGNQPKTTNFHQRFKGLPPPPPPPEPEPQQDQPQVMFSQDIDKVVNSVNQNTAAFQRPGESYDKVIQIMSSYFNRKSGSQYDINTVIPSSG
IYNNEMAANSKIAAVMFESDMALTVSQMNKVAQNGFRVKRKMNLNGTTWSRNIPYRFLDTDGNWQSQITNGLRHYERNTCIRFSLNGGGSD
YLVFSKGEGCYSSVGRLGGPQEISIGDGCETLGIITHEVGHALGFWHEQARPERDSYVRINRQNAINGLEGQFDKRSWSEVNEYSLPYDYG
SVMHYGPKSFSKSSTMNTVEPVDPAFINTIGNRVEPSFLDLKLLNTAFCSNICTNRINCQHGGYADPNNCGQCTCPTGLEGTYCERLQTSN
CGVELPRADYSWRNISYSGSSDCYWRIVSANGGNVRFELTYVMYRCSPVCEEFVEMKAEYSHEATGYRQCCKAVLGERISKGNSVLIISKA
TQNSQFVLRYREDGTAPTQRPPPVRVAAPRSYSLLWSGWTRCSENCGSCGTQYRERCTSTTNCLRSAKQTRVCNTQPCAQGTTRGKRSVLQ
TQSKN 
>C_K06A4.1i Intronerator prediction g-V-1836 
MYRFIIFFSLLALTASKVSEPEKDDEIAVKIPTKRSVSEPPKDDDIAVKIPMRKKRGIAIHPWQWESHLWPNAEVPYDIASHYTATERGII
LSAMEAFRDVTCVRFRPRRSTDKHYLQINKHYQLERCFSYIGRQSSRWLFGTRDGKVETRMKLDPSCLLYNGRGTVMHELMHILGFYHEHQ
RDDRDRRIGGSASHYNFKIYQRAKSYYMGGYDANSIMHYNFGSVPWQKRDYFSPSDIRNINTLYKCNNRVVSKFPSTIPSTSTTTTKAPQF
ELFEKKQIESNSLFRRRRS 
>C_K09C8.3 wormpep prediction 
MYTITDLKTINRKQKQAYLQEKLICSRHCWLTHTTSKHINIQWTTLIPHIRCRGFNNGPHPNSRPGSRPNSPLGDIFGNINGMVKGITDQI
GKIAQGLDVNNDLGKMAHGPPPPQSEWVEHARRFCRRFPGHPKCRGQLPQFNDIGSMLNGILVDSGKWLPKVPFINIRDPLSGINSDLKNA
LNGIQVQFGQISQQFANNIRNICQQMNCKQQQQKNVQMKQAILKQTVDFEKKVFGNNVADKMNLRFDRTLQLKQALLEKAQLKGVVAPEDN
GVFDKDLLLTETQANFMLNELGKGGEGAIPMPGSAKAKRASIFFEQNLIQKWPSTSPIPYTFDSSLDNLDQNDVRGAISEIEQKTCIRFKY
FASPPKGNHINYQKVNSPSFCGLSYIGRVEPANPVYLSFQCGNGRGIAVHETMHALGVNHQHLRMDRDKHIKVDWSNINPQQYDAFVVADS
KLYTTYGVKYAYDSIMHYNAYTGAVNIAKPTMIPLVNQQANIGLLGQRAKMSNADVEILNKMYCKSAGCDDKNVYCGAWALQDLCNNPNHN
VWMRSNCRKSCNFC 
>C_K11G12.1 wormpep prediction 
MQQINFFRMTPSLVFLIVVIVVVEGQGWRPWDRFNHPGNFGNWGGNNWGTRQRNQEPHDIPPPVPPPGFRGNNDRFGGNIIKVVEIIDLGK
SKNRGDILSDFKDVHKKHRHLGRKEWKGKVKQFCHRFPGHPNCRRGKVPDQKELEEMIGQFSKGGIGRFLKRVPKIYIEDPLARVDPKLKG
FLENAGRGFGHVSSEHVNKLRDICKRRKCREQPESAKKTRELFTQKLADFETKIAGKDKTDSVQLRFDRTLQIKEALLEKGNLTADIVPVD
NGVYDLDTMLTEEQANILLNELNKAGVGDDEIPLPDADTDDEDDDDSTNSASGAAPGSSRLKKSALYFEGNLIKKWDPSSPIRYVLDSSLE
DLDKNDVRAAIYEIEKNTCIRFKELSSPPTGSHIVYYKVDSPTFCGLSYVGRADPANPVYLSFGCDNNKGVAIHETMHALGVAHQHLRNDR
DQFITINWSNIDPQQYDAFVVVDSKLYTSYGVKYAYDSIMHYNGYTAAQNIAIPTMNPKTNSAVNLKVLGQRQKMGTTDIELLKKMYCQPG
CDDKNVYCGAWALKDLCKNPGHDQYMAANCKKSCGLCAIGK 
>C_R151.5 wormpep prediction confirmed by EST data (full lenght) 
MHKIFIIFGLLSLCAAHSLRDLSNKDEEDPPSSAPGVRKRRMMSEEDQKTVDYYMDKLNKLADEKHPEEIERHKNPELVAWDRKRDSVLNP
EEQGKFFQGDIVLYPEQAKALYEQALTEGKTRVKRKFIGSNLRRWDASRPIIYAFDGSHTQREQRIIELALEHWHNITCLNFQRNDQANSG
NRIVFTDVDGCASNVGRHPLGEEQLVSLAPECIRLGVIAHEVAHALGFWHEQSRPDRDQYVTVRWENIDKDSKGQFLKEDPDDVDNAGVPY
DYGSIMHYRSKAFSKFDDLYTISTYVTDYQKTIGQRDQLSFNDIRLMNKIYCSAVCPSKLPCQRGGYTDPRRCDRCRCPDGFTGQYCEQVM
PGYGATCGGKISLTRSTTRISSPGYPREFKEGQECSWLLVAPPGHIVEFQFIGEFEMYCKIRHSLCMDYVEVRNSTDFANTGMRYCCYGTP
PTRIRSATTDMVVLFRSFYRGGKGFEARARAVPEAGNWNSWSPWTACSATCGACGSRMRTRTCPPGNACSGEPVETQICNTQACTGMCAQK
REEEGQCGGFLSLLRGVRCRQEKTVMAPCENACCPGFTLQRGRCVRYLIRCKKHFTLIIFVLKN 



VII. Anhang 180

>C_T02B11.7n new wormep prediction release WS73: 08 Feb 2002 
MRRFFICYIGFLSIFLDFILADKDNNSEEERDRKFDWKFENENGKPEHETVTVPKLPDGSYFWKWTWNSRINSTTAATPTSTVTTSTSAPT
TSPRVYKLKSEARKSLRKALRGVPPEKRKKQLKKMGKKMMKIPKITKKESNKLHKSYRKVKITENPPALDMFEVNERAGLNEYLFQGDINL
NNNQIAKISSEQSSKSRRKKRQIDNLAQFWPGKVVYYYFDSGLTTTVQQIVRDAITFLESNTCLKFELNSTATNRIFSGVGCYSDTGMLGG
EQTLSLGYGCEVTGTAAHEIAHTLGLFHTQMRSDRDDYVTIDLTDVPESSQQNFIKLTEATSTNLVDYEYGSFMHYSGRANPTYSTPLKGL
SRFVSSGGVDSIVPKDPVMVYTMGGRIVTFLDLKMLNTHYSCSCPTILSCGNGGFTNPANCSVCICPYGFGGALCTERTDYGCGSTLTATD
TWQQETYTFGNASNSATARPSAVYCNHWIQAPVGKQIQFRIDSTYNTQCVYGCTFNGVEPKLKSDMTITQARYCCDEFNAEIMTADFGVNP
MPVFSFNRYYKTTYTWSYRYVDSNVTACADTSDKATCLSLKSAKEQGCSIYDTAQLKVMCAATMDLCGKVASDDGTCKDRFPKSQCSTYST
NGMCTQQPPLAAEFSCAETCGFCTNPV 
>C_T04G9.2i Intronerator prediction g-X-2732 
MREYVLIFLVAPVFAAILGPYDIPPELPPLNDENFFDRSHSEYETVLTPEDFELGTRITAAMAHDNGDDIWDSDAMYSKDRFEGDIANDNL
NASTAELFANGGSGKSEDGKWYNAIKNRLQLWPEGRIPYTISSQYSSYSRSLIAASMQEYASHTCIRWVPKEAADVNYVHIYPDRGCYSMV
GKMGGKQSLSLGSGCIQKGIILHELMHAVGFFHEQSRTDRDDHITIMWNNIQAGMQGQFEKYGHGTIQSLGTGYDYGSIMHYGTKAFSRNG
QPTMIPKKNGATIGQRNGFSKVDKFKINTLYGCPVEGEKPTTSAPTSGPIVITVKPVVITTGKPPVIQTVSPAVPLKPSECRNLRGDCDDL
AKQGWCIRNPGWMRANCPISCGMCIPTKETQKPYVQTTTQAATTTARPQKPVTQPIQPLPPVPPLPPTTPEDCEDLRVDCLVLVSQRYCKI
SQNFMKSYCAKSCGFCFKPPPTEIPDNRPTVVTTRPLVTLPPAVIRSRSPAPPVSTTTKAAPTTSTTSAAPYSPTPLPSECSDRKHFCSHW
KSAGFCEGIFMNYMKKNCPASCGLC 
>C_T11F9.3i Intronerator prediction g-V-2325 
MKITVNFLLVALIGVPSVLSDRHITRDKRQAMRDYAKWENNKMSLFFYNLPLEMQAMFRDAINYLENHTCLKFEYNENAETAVRIRKGNGC
YSLYGMHAGEVQDLTLDYNCASFGTAVHEIMHALGIAHGQARSDRDDYLIVDSTNSNDGIENTENLVPFDYGSVMLYARDPHSDKRIPIDP
EYNFTMGSLRVAFYDMVLLNKFYGCNCDNHPRKLDCKNGGYQNPANCEECLCTDGFNGQLCDQHEGVYVLEAKKEWDASGVRNNYRKGIET
NTMPEYTYFALTAPEGSTIEVRITKLSGFFCQHTCDYNGVELKYKTDRRIVSPLVCCDNDNLWNKTRSSTNNPFIIAKYGNNRTPHFEFEY
RYIPGNATAAPEENN 
>C_T11F9.5i Intronerator prediction g-V-2326 
MRVGGSPETKRLERSKRQALRMDNEPRWPRGTINYFFDEQRFDENSRATVLRAMEKISNHTCIKFSPKDARIKLRIVSDKGCQAAIGRVGG
DQQYLSFPTSCYSVGSASELIHVIGFLHSHQRADRDEYLKLNLQPWRLNDWFQTMQYKKYLDQWWIVPYDYGSIMQYHDSEIEGIQIQEIV
LNAIVLSVLGADCSDVAKPAVIVESSEEWKNITLNLDAGYMSLQNGTKLHQIDFVFRYLSISAPANKTIEVDIREITGVECNYGCYIGGIE
VKTHEDRRMTSPRLCCKNDNEIYKSRNNPTIVMAFNSEGLDKYNIFYRFTD 
>C_T11F9.6i Intronerator prediction g-V-2327 
MKSFFILLSILQECYGKDIVARIGGRNVAEKIGGARHRRQVLIRGSDEERRHKWFNNTVHYYFYEENFDFTVKESILRAMELISNHTCIKF
STEPSEKSIRMESDSTTIACYAEIGQVRENQLFSFNSDCYSAGVAVHELIHSLGFIHAHQRSDRDQYLEFKKNLDELNQTYQEQYKIWEYQ
EILVPYDMEDESSAKYPYRESMPRAERVSMKALQDEWRHLFITRAEGENNIHNPKIPEDTNDFDDDMPIECNESEEESITGDREVFSVHHN
EEDEDQEDSSQICEESEPQELFEMFDLSLDISGLYLPQTLLTGRIDLNDEFVASIEVEDAEKSKEILRRRRERPLALRQFSHALSRAMANL
RTYHYDVTTEKIERCPMRNSCKGHLKWEQMRKYRAQCKKNFKDPSLATVEDMIDEEYYPVRKYRTMANTMGSAIVAFYDYLMINKYYECSC
ANNLSCKNHGYPNPSNCSQCNCPYGFGGADCSQRAEPGATFQATETWQNVTISLDAGYRYLENNQKLPQVDFIYQFLWIMAPANKTTQIRV
EKFVEGKCLPGCIRGGVEIKTNEDPRLTSPRLCCEETS 
>C_T23F4.4 wormpep prediction 
MFNGKIHTSRKIARKKVSRGLSVNMQILPIFFPLLITSLHAIPRGRRAVRNRNEGDINSLVGVGQYLYQGDIAVVKSRARRAVIRQKHKKW
KLPMPYSFDRNFREFLREKNRSNYTSRSRQRVLEAMQFWSEKTCVTFHENRYVYPHVSIFEGNGCWSFVGKQPSLREQSLSLERSCTDHTF
VVAHEIAHTLGFYHEHARGDRDQFISIDYSNVNPNLTFAFAKESEKQLDHQEAAYEYGSVMHYSVDQFAVNTNRPVIYARDQKFAQAMGNR
MRATFQDVSRMNVLYNCHERCANTLNRCQQGGYPAPSDCSQCVCPDGFGGNFCETIEAHSVGQKDNSDCGGVLWASETSQTFYGAVRTRVH
SNSVLPTPEHCFWHIRASQGKSIEIQIKNIISPCSMSCSFNALELKLSNFTMTGPRFCCDEHIYNRYSQPKVFQSEGPLAVIGAYARYDYL
DFNIEYRAV 
>C_T23H4.3 wormpep prediction 
MDIKQLLLSIILTVSVVNGRGRRINIYGAENGKSDIVQLRGPAEQLVYSSPIRERRPIFRNALLSNSPLRWSKMQDLDGNYLIPYVISGNY
DTVERDTIKTAMEKIANNTCIRLIPRTNQPDYAEINNKKGQGCYASIGRFPGKNVVMLESNDDQSCIQEDTVIHELFHVIGLWHEHMRADR
DAFINVLYKNIEPAQYPQFEKLSSRDATTYSVPYDYNSVMHYDENAFAKPGKISMMTKDSKFQKVIGHPKDASSNDYKKVCAIYHCSKCMH
QDFQQIVEQEHIELNNPIITNAPVQQGDSCTDRLGICPMLKSREMLNCKVMATFCCSSCSAPTSTTTTTSGTPSDGSLWQRIKSIFQ 
>C_T24A11.3i Intronerator prediction g-III-483 
MTSSLVLILAPLALVAIGEAAFGNSSKIFEIPGLEVMASDKYPHFTTIETVSRTKVHRHRREVIAGQIYDWNSYEIPFQIWGGDYNFQSLI
RRGIRMWEDSTCLRFKENQQSRDAIRYVLEKGDSCFTEYIGRNGGHQDIIIGSECAEEYVVAHETGHALGFWHTHQRPDRDRHISINWKNV
MEEATASFMPFRSMLQAFGIRQVSPRRVPYDYGSLMHYHTVAHAVKVSDFTIVPKELKYVTTMGTEKMAFLDAKVINDIYCPNACQGRNHL
NCLAGGYPDPNNCNVCRCPEGLGGPDCGRLQPSPCGGEIHASDQWQTLSSPSGRDVHCYWRISVPEGSRVRFRLSDGEFPCSYGCQSYVEI
KHKLDVRLTGFRSCCYRPKEDTVSESNQIFVIYHPNGRTARFSLRFRRQA 
>C_Y95B8A.1 wormpep prediction 
MFQKLSFGTILRVTRNTFFVSFFSLKFRFIPNIQIEMYMIQGCYIPAKSDKILETIFSDAPPVYRQPRTKAEKIERFRNIARTFSPFVYEV
NTTPAPHFDNFIWQQNAPAVTPEPFTFAPFSFPTLATVAPPAPGPGGPTLEPFLPTTASPKLLAHNTARMIREIASFSDGGRSRDQDFGAV
QTLMQAFFEAVSSGNNGGAGAAAGAGTALGDAPMLQAHRDGTELGANRALTNKLFESDMVLTVKQMKAIVLAAQEARNPHGRKKRKVITGS
VYRWKSVIPFRFKGGDAKWKKLIREGLGLWEKETCVRWSENGPGKDYVIFFRGSGCYSSVGRTGGSQLISIGYGCEDKGIVAHEVGHSLGF
WHEQSRPDRDDYIHLRKDWIIKGTDGNFEKRSWEEIEDMGVPYDVGSVMHYGSNAFTKDWDQITIETKDSRYQGTIGQRQKLSFIDVKQVN
RLYCNSVCPVALPCMHGGYPDPNNCAVCKCPDGLGGKLCGRAAKGTDHDKCGGELTATAEWQEMVYKGKRTCNWKVKSPSGGRVRLVLTEL
RYQCAPACKAYIEIKHNTDFQQTGFRVCCFNKTYDVISDQSEALILSNANIVDYEVSYKLQWIQGTPPPPPFLSIERTFFQTTEKLFHHRN
PRRPGCPEKRIDHSAEWRTRAAPSKSSSCKRSQRSETRIGHWRVLLVLLRNMVSQRYLVYRIMESSPFGTIFAIVRGIYIYICKFCTIPKI
QFFFHNFQNLLIFHNYSG 
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6.3. Sequenzvergleich der Protease-Domäne der Astacin-
Protein-Familie  

C. elegans und Drosophila Proteine sind nur exemplarisch berücksichtigt.  
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80       
AA_AEA     : NAGG------SMAWPKASEGFVVIPYVVTDQYD--KENIDIAIDAMAEFDEITCVRFVPR-------RTETDFLLIDSRS :  65 
AA_AST     : -AAILG---DEYLWSGG------VIPYTFAGVS--GADQSAILSGMQELEEKTCIRFVPR-------TTESDYVEIFTSG :  61 
AC_TBL1    : -ATPAD---RSKLWDHG-----VIPYVIESNYS--GENKDLFKLAMRHWENLTCLVFKDKG------PEDTNYILFTQTD :  63 
ACA_MTP1   : NY-------PRTLWSKG------VYFHFHRNAT--PEVRSVFVKGAKLWMKDTCIDFFES-------NSAPDRIRVFKEN :  58 
AJ_EHE10   : NAMKCW--NNQCLWKTSSDGRVEVPYTVSNEFP--YYQKKRIENAMKTFNTETCIRFVPR-------SSQRDFISIESRD :  69 
AJ_EHE12   : NAMKCR--NNRCLWKKSSNGLVEVPYTVSRQFS--YYQGRRIVKAMKTFNTQTCIRFVPR-------SRQRDYISIKSRG :  69 
AJ_EHE13   : NAINCW--NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSSEFS--YYHKKRIENAMETFNTETCIRFVPR-------SSQRDFISIESRD :  69 
AJ_EHE14   : NAMKCR--NNRCLWKKSSNGLVEVPYTVSRQFS--YYQRKRIVKAMKTFNTQTCIRFVPR-------SRQRDYISIQSRG :  69 
AJ_EHE4    : NAMKCW--NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSNEFS--YYHKKRIENAMKTFNTETCIRFVPR-------SSQRDFISIESRD :  69 
AJ_EHE6    : NAMKCW--NNQCLWRKSSDGLVEVPYTVSNEFS--YYHKKRIENAMKTLNTETCIRFVPR-------SSQRDFISIESRD :  69 
AJ_EHE7    : NAMKCR--NNRCLWKKSSNGLVEVPYTVSRQFS--YYQRKRIVKAMKTFNTQTCIRFVPR-------SRQRDYISIKSRG :  69 
BR_TLD     : -AATSR---AEKIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GSQRAMLKQAMRHWEKQTCVTFIEK-------TDEESYIVFTYRP :  62 
C_HCH1     : SMTSF----LSERWSFP------VPYYIDTSSG--VNTN-AVLAGVAKWEQETCARFTRLN-SYSS-SSRQNALRFISGN :  65 
CC_Nephr   : NADPCT--ARRCKWRKSRNGLVYVPYKISNQYS--PDEIKVIKQGLNSFTGISCIRFVPH-------NGQRDFLNIQSDS :  69 
DM_TLD     : -AVTVR---KERTWDYG-----VIPYEIDTIFS--GAHKALFKQAMRHWENFTCIKFVERDP-----NLHANYIYFTVKN :  64 
DM_TOK     : -AVTAK---KERIWDYG-----VIPYEIDGNFS--GIHKALFKLAMRHWENSTCIKFVERDP-----EIHPNYIVFTVRS :  64 
FM_Flavast : STIVS---SFIKTWPNAT-VYYTLPSQGSLSTQAYNTFLTNINKAFDMISSKTSVKFVQR-------TNQTEYITFTYST :  69 
GG_BMP1    : -AATSR---PERVWPDG-----VIPYVISGNFS--GSQRAVFRQAMRHWERHTCVTFLER-------SDEDSYIVFTYRP :  62 
GG_COLLOID : -AATSR---TERIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GTQRAMFKQAMRHWEKYTCVTFIER-------SDEESYIVFTYRP :  62 
GM_M15242  : NGLR----DEVWRWPNN-----TVYYKFFTVFD--EDHHNYILRGMKIIEEISCIRFEEADA-----TT-PNYVNITGFV :  63 
HE_HEA2    : NAFAS---IKGGRWPGAK-----IPYVVEGSIS--SRGISAINAAIADYHKFTCLRFHRR-------TNERAHISFYKGG :  63 
HS_BMP1    : -AATSR---PERVWPDG-----VIPFVIGGNFT--GSQRAVFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRP :  62 
HS_HCH1    : -LLSA----TSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYD--EPSRQVILEALAEFERSTCIRFVTY-------QDQRDFISIIPMY :  66 
HS_MEPA    : NGLRD----PNTRWTFP------IPYILADNLG--LNAKGAILYAFEMFRLKSCVDFKPY-------EGESSYIIFQQFD :  61 
HS_MEPB    : NSIIG----EKYRWPHT------IPYVLEDSLE--MNAKGVILNAFERYRLKTCIDFKPW-------AGETNYISVFKGS :  61 
HS_TLL     : -AATSR---TERIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GSQRAMFKQAMRHWEKHTCVTFIER-------SDEESYIVFTYRP :  62 
HS_TLL2    : -ATTSR---TERIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GSQRAIFKQAMRHWEKHTCVTFIER-------TDEESFIVFSYRT :  62 
HV_HMP1    : -KGVT----LDRIWPGA-----QIPYVFDNNFD--NRRRQLVNQAITSYNQHTCVRFAPR-------TNQRDFVHMVNEQ :  61 
HV_HMP2    : -AALSN---SSILWLPNNK---VVPWSITKQLENTAEATFGLMAAFREWEERSCLTFKRR-------TDEKDYIEFFQGS :  66 
MM_BMP1    : -AATSR---PERVWPDG-----VIPFVIGGNFT--GSQRAVFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRP :  62 
MM_MEPA    : NAMRD----PSSRWKLP------IPYILADNLE--LNAKGAILHAFEMFRLKSCVDFKPY-------EGESSYIIFQKLS :  61 
MM_MEPB    : NSIIG----DHKRWPHT------IPYVLEDSLE--MNAKGVILNAFERYRLKTCIDFKPW-------SGEANYISVFKGS :  61 
MM_TLL     : -AATSR---TERIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GSQRAMFKQAMRHWEKHTCVTFTER-------SDEESYIVFTYRP :  62 
MM_TLL2    : -ATTSR---TERIWPGG-----VIPYVIGGNFT--GTQRAIFKQAMRHWEKHTCVTFVER-------TDEESFIVFSYRT :  62 
OL_Alveo   : NA-------VNMLWAQG-----VIPYTISMELA--HRQ-SEIKEAFSMITSATCIRFQER-------TYEANYLDIKDGD :  58 
OL_HCE1    : NAMKCW--SSSCFWKKASNGLVVIPYVISSEYS--GGEVATIEGAMRAFNGKTCIRFVRR-------TNEYDFISVVSKT :  69 
OL_HCE2    : NAMKCW--YNSCFWKKASNGFVVIPYVISSQYS--RGEVATIEGAMRAFNGRTCIRFVRR-------TNEYDFISVVSKN :  69 
OL_LCE     : NAMKCFGAPDSCRWPKSSNGIVKVPYVVSDNYE--SDEKETIRNAMKEFAEKTCIHFVPR-------NNERAYLSLEPRF :  71 
OO_MP      : QAFKDHKY-PKTLWSQG------VNYYFHDMAS--KQMKSVFVKGAKWWEKDTCINFTEN-------RSAEDRIMVFPQK :  64 
PC_PMP1    : NAFAS---IKGGRWPGAK-----IAYQIERSIG--SGGRTAIANAIAQYHKHTCLRFHKR-------TNERSHISFYKGG :  63 
PL_BP10    : -ATIY----ESQRWPYKV-----IPYVISPSSS--GQSS-LIRNAMDHWEQNTCLRFEPRTSSHSRQLGHNAYLSFFRGS :  67 
RN_MEPA    : NALRD----PSSRWKPP------IPYILADNLD--LNAKGAILNAFEMFRLKSCVDFKPY-------EGESSYIIFQQFS :  61 
RN_MEPB    : NSIIG----DNYRWPHT------IPYVLEDSLE--MNAKGVILNAFERYRLKTCIDFKPW-------SGEENYISVFKGS :  61 
SP_BMPH    : -AVTAR---PERRWTDA-----VIPYEIDGNFT--GSQRAMFKQAMRHWENYTCITFVERNPAN---SEHDNHIVFTYQA :  66 
SP_SPAN    : -ATIY----ESQRWSYKI-----IPYVIESSSS--GQSS-LIRSAMDHWEQNTCLRFEPLTSSHSSRLGHTSYISFFRGN :  67 
TR_MP      : NADACT--SRGCMWAKSSDGKVYVPYVIASHYS--SRERSIIERGLLSFHDVSCIRFTPR-------RNQRDFLSIVSDS :  69 
XL_BMP1    : -ASTSR---PERVWPDG-----VIPYVISGNFS--GSQRAIFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRP :  62 
XL_BMP1b   : -AATSR---PERVWPDG-----VIPYVISGNFS--GSQRAIFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIIFTYRP :  62 
XL_UVS2    : SAINDA----RFLWPKSADGIVPVPYNLSYSYN--ADQLALFKKAIQEFEALTCVRFVPW-------TTEVNFLNIMSNG :  67 
XL_XOL_R   : -ASTSR---PERVWPDG-----VIPYVISGNFS--GSQRAIFRQAMRHWEKHTCVTFLER-------TDEDSYIVFTYRP :  62 
XL_XOLLOID : -AATSR---TERIWPGG-----IIPYAIAGNFT--GTQRAIFKQAMRHWKKHTCVTFVER-------TDEESFIVFTYRP :  62 
C_C05D11.6 : NAIKQ----IYRRWPNN-----EIPYTLSSQYG--SYARSVIANAMNEYHTKTCVKFVARDP-----SKHHDYLWIHPDE :  64 
C_F38E9.2n : -AATAK---KERIWPEG-----IIPFVIASNFS--GEHQHLFLRAMRHWENFTCVSFVPRQ------PHHKHYITFTVDK :  63 
DM_CG15254 : NGLRN----ETFRWPNR-----IVYYYINRDID--TEHRNHILRGIRIIEQSSCLVFKEAT------TDQEYYVNVTSEA :  63 
 
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
AA_AEA     : -GCKSIIGKLG-EL-QKISLEKM----GCMNTG--IIQHELEHALGFYHEHSRSDRDTYVKIMWENISPDNVRMFDKEMN : 136 
AA_AST     : SGCWSYVGRIS-GA-QQVSLQAN----GCVYHG--TIIHELMHAIGFYHEHTRMDRDNYVTINYQNVDPSMTSNFDIDTY : 133 
AC_TBL1    : CGCCSFVGKHGSGA-QVISLGK-----GCYYFG--TVVHELGHVVGFWHEHNRPDRDKYVQIIRKNIMPGKESEFNILDE : 135 
ACA_MTP1   : -GCWSYVGRLG-GE-QDLSLGE-----GCQSVG--TAAHEIGHAIGFYHTHARHDRDNFITFNAQNVKPDWLDQFTLQTP : 128 
AJ_EHE10   : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLAKY----GCVYHG--IIQHELSHALGFYHEHTRSDRNKYVRINWENVAPHTIYNFQEQDT : 140 
AJ_EHE12   : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLAKY----GCVYHG--IIQHELSHALGFYHEHTRSDRNKYVKINWENVAPRSIYNFQKQNT : 140 
AJ_EHE13   : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLARY----GCVYHG--IIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNFQEQDT : 140 
AJ_EHE14   : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLARY----GCVYHG--IIQHELSHALGFYHEHTRSDRNEYVRINWENVAPRSIYNFQKQNT : 140 
AJ_EHE4    : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLARY----GCVYHG--IIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNFQTQDT : 140 
AJ_EHE6    : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLARY----GCVYHG--IIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNFQTQDT : 140 
AJ_EHE7    : -GCYSYLGRTG-GK-QVVSLAKY----GCVYHG--IIQHELSHALGFYHEHTRSDRNKYVKINWENVAPRSIYNFQKQNT : 140 
BR_TLD     : CGCCSYVGRRGNGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVTIIRDNIQPGQEYNFIKMEP : 134 
C_HCH1     : -GCYSNIGKVSRFP-QDVSIGWG-----CTSLG--TVCHEIGHALGFYHEQARYDRDDYVSILTQNIQDMYLSQFTKQSA : 136 
CC_Nephr   : -GCYSYLGRQG-GG-QVVSLQRR----GCVYDY--IVQHELLHALGFHHEQNRSDRDKHIKILFQNIIPQQEHNFKKRKT : 140 
DM_TLD     : CGCCSFLGKNGNGR-QPISIGR-----NCEKFG--IIIHELGHTIGFHHEHARGDRDKHIVINKGNIMRGQEYNFDVLSP : 136 
DM_TOK     : CGCCSFVGKRGNGP-QAISIGR-----NCDKFG--IVVHELGHVVGFWHEHTRPDREKHVVIEHNNIMKGQDYNFNMLSP : 136 
FM_Flavast : -GNSSPLGWVKN-RVNGIKIYN------TTYPA--IIAHEIMHSMGIMHEQCRPDRDQYIIVDTNRAQDGTRHNFNLYND : 139 
GG_BMP1    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDHHVAIIRDNIQPGQEYNFLKMEP : 134 
GG_COLLOID : CGCCSYVGRRGNGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVTIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
GM_M15242  : GGCYSEVGWLNEGA-QAYNLEMYALDTGCFRLG--TIVHEFLHTLGFFHMQSATNRDDYVHIVEGNIDPRNLHNFNKYNE : 140 
HE_HEA2    : -GCSSPVGYRS-GRMNRISLAGG-----CWNKG--IVMHEIGHSIGIYHEQSRPDRDNYVRILWNNISSRAKFNFNKQRT : 134 
HS_BMP1    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDRHVSIVRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
HS_HCH1    : -GCFSSVGRSG-GM-QVVSLAP-----TCLQKGRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSQS : 138 
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HS_MEPA    : -GCWSEVGDQHVG--QNISIGQG-----CAYKA--IIEHEILHALGFYHEQSRTDRDDYVNIWWDQILSGYQHNFDTYDD : 131 
HS_MEPB    : -GCWSSVGNRRVGK-QELSIGAN-----CDRIA--TVQHEFLHALGFWHEQSRSDRDDYVRIMWDRILSGREHNFNTYSD : 132 
HS_TLL     : CGCCSYVGRRGNGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDNHVTIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
HS_TLL2    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVAHELGHVVGFWHEHTRPDRDQHVTIIRENIQPGQEYNFLKMEA : 134 
HV_HMP1    : -GCWSIIGRQG-NS-QKLKLGD-----WCLDIG--TAIHEMMHAAGFYHEQSRNDRDDHVVIFWNNIQRGEDYNFQKYRT : 131 
HV_HMP2    : -GCWSYLGRVG-GL-QNISLDDG-----CWGKG--TIVHEIGHAMGFGHEQNRPDRDQYITIRWENIPESKKHNFRLYSN : 136 
MM_BMP1    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDRHVSIVRENIQPGQEYNFLKMEV : 134 
MM_MEPA    : -GCWSMIGDQQVG--QNISIGEG-----CDFKA--TIEHEILHALGFFHEQSRTDRDDYVNIWWDQIITDYEHNFNTYDD : 131 
MM_MEPB    : -GCWSSVGNIHAGK-QELSIGTN-----CDRIA--TVQHEFLHALGFWHEQSRADRDDYVIIVWDRIQPGKEHNFNIYND : 132 
MM_TLL     : CGCCSYVGRRGNGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDNHVTIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
MM_TLL2    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVAHELGHVVGFWHEHTRPDRDQHVTIIRENIQPGQEYNFLKMEA : 134 
OL_Alveo   : -GCASYVGCSG-GA-QSVYFGS-----TCS-VG--NLCHELVHAVGMYHEHTRYDRDQFISVIWDNIKPGKQGNFDVKMG : 127 
OL_HCE1    : -GCYSELGRKG-GQ-QELSINRG----GCMYSG--IIQHELNHALGFQHEQTRSDRDSYVRINWENIIPASAYNFNKHDT : 140 
OL_HCE2    : -GCYSELGRKG-GQ-QELSLNRG----GCMYSG--IIQHELNHALGFQHEQTRSDRDSYVRINWQNIIPASAYNFNKHDT : 140 
OL_LCE     : -GCKSMMGYVG-DK-QVVVLQRF----GCIKHA--VIQHELLHALGFYHEHTRSDRDQHVKINWENIIKDFTHNFDKNDT : 142 
OO_MP      : -GCWSNIGKIG-GE-QKISLGG-----GCHSVS--IAAHEIGHAIGFFHTMSRHDRDEFITVNMHNVDVHWLSQFNKETT : 134 
PC_PMP1    : -GCSSPVGYRS-GRQNRISLAGG-----CWRTG--IVMHEIGHSIGIYHEQSRPDRDSYVEIVWGNIPSSKKFNFNKKSS : 134 
PL_BP10    : -GCWSYVGKAFNGE-QQISIGNG-----CAYFG--TIVHEIGHAIGFHHEQSRPDRDDYINVLYQNIQSGRQHNFAKYTW : 138 
RN_MEPA    : -GCWSMVGDQHVG--QNISIGEG-----CDYKA--IIEHEILHALGFFHEQSRTDRDDYVNIWWNEIMTDYEHNFNTYDD : 131 
RN_MEPB    : -GCWSSVGNIHAGK-QELSIGTN-----CDRIA--TVQHEFLHALGFWHEQSRADRDDYITIVWDRILSGKEHNFNIYND : 132 
SP_BMPH    : CGCCSFVGRKGDGA-QAVSVGK-----NCDKFG--VVVHELGHVVGFWHEHTRPDRNEFVGIVHQNIVPGQEYNFRVLDA : 138 
SP_SPAN    : -GCWSHVGRSFTNQ-QQISIGPQ-----CGYFG--TIVHEIGHAIGFHHEQSRPDRDEYINVHFENVQSGREHNFAKYTW : 138 
TR_MP      : -GCYSYVGRQG-YS-QTLSLDRQ----GCLYHS--TVQHELLHALGFHHEQCRSDRDNHIRVLWENIQPGLAYAFDKMNT : 140 
XL_BMP1    : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVSIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
XL_BMP1b   : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDHVSIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
XL_UVS2    : -GCGSLIGKNG-GA-QRLELDAN----GCMNMG--IIQHELNHALGFYHEQNRSDRDDYVIIHTENIIPDFLKMFEKYNT : 138 
XL_XOL_R   : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVIGFWHEHTRPDRDDNVSIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
XL_XOLLOID : CGCCSYVGRRGGGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDEHVSIIRENIQPGQEYNFLKMEP : 134 
C_C05D11.6 : -GCYSLVGKTGGK--QPVSLDS-----GCIQVG--TIVHELMHAVGFFHEQSRQDRDSYIDVVWQNVMNGADDQFEKYNL : 134 
C_F38E9.2n : CGCCSYVGRRGEGP-QAISIGK-----NCDKFG--IVVHELGHVVGFWHEHTRPDRDMYVDIFYKSIQTGQDYNFEKSKP : 135 
DM_CG15254 : GGCYSYVGYRNRV--QQLNLQTYALDTGCFRLG--TIVHEFLHALGFYHQQSTWNRDDYVRIAEENITEGTEGNFNKYDN : 139 
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AA_AEA     : ---MQLGLPYEYTSIMHYARYVYSIE--GDESIDPAPN----GNVPIGQRDGISQYDIAKINKLYN--CAIA : 197 
AA_AST     : SR--YVGEDYQYYSIMHYGKYSFSIQWGVLETIVPLQN--GIDLTDPYDKAHMLQTDANQINNLYTNECSLR : 201 
AC_TBL1    : DKVDSLGEPYDYGSIMHYSRDKFSKHS-YLDTIRPFRQRGMIALPRIGQNIRLNDGDVRQTNKLYK--CPTC : 204 
ACA_MTP1   : ATNENYGITYDYGSIMHYGANSASQNG--RPTMVPHDP----KYVETLGSPIISFYELLMINKHYD--CTKN : 192 
AJ_EHE10   : ---NNLNTPYDYTSIMHYGRTAFSTN--GLDTITPVPN----PNQSIGQRRSMSKGDILRINKLYS--C--- : 198 
AJ_EHE12   : ---NNLNTPYDYTSIMHYGKTAFSTN--GKDTITPIPN----PKQSIGQRRSMSKGDILRIKKLYN--CCKK : 201 
AJ_EHE13   : ---NNLNTPYDYTSIMHYGRTAFSTN--GMDTITPVPN----PNQSIGQRRSMSKGDILRINKLYS--C--- : 198 
AJ_EHE14   : ---NNLHTPYDYTSIMHYGKTAFSTN--GKDTITTIPN----PKQSIGQRRSMSRWDILRIKKLYN--CCKK : 201 
AJ_EHE4    : ---NNLNTPYDYTSIMHYGRTAFSTN--GMDTITPVPN----PNQSIGQRRSMSRGDILRIKKLYS--C--- : 198 
AJ_EHE6    : ---NNLNTPYDYTSIMHYGRTAFSTN--GMDTITPVPN----PNQSIGQRRSMSRGDILRIKKLYS--C--- : 198 
AJ_EHE7    : ---NNLNTPYDYTSIMHYGKAAFSTN--GKDTITPIPN----PKQSIGQRRSMSKGDILRIKKLYN--CCKK : 201 
BR_TLD     : GDVNSLGEPYDFDSIMHYARNTFSRGM-FLDTILPSRD-ENGVRPAIGQRTRLSKGDISQAKKLYR--CPAC : 202 
C_HCH1     : SSMVDYGVGYDYGSVMHYDQAAFSSTGG--NTIATRDPN---FQATIGQRVAPSFADVKRINFAY---CNST : 200 
CC_Nephr   : ---NNLGTPYDYNSVMHYSRFAFSKN--NEPTMIPIPN----RNVVIGEARKMSPNDILRINRLY---CR-- : 198 
DM_TLD     : EEVDLPLLPYDLNSIMHYAKNSFSKSP-YLDTITPIGI-PPGTHLELGQRKRLSRGDIVQANLLYK--CASC : 204 
DM_TOK     : DEVDSLGMAYDYDSIMHYARNTFSKGT-YLDTILPIEM-KGRKRPEIGQRLRLSQGDIAQANLLYK--CPKC : 204 
FM_Flavast : ---YAGHGEFDFGSVMMYKSTDFAIDP-NLPVMTKLDG-----STFGKQRDGLSAGDYAGINHLYG--PVNS : 200 
GG_BMP1    : DEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTILPKYD-INGVRPSIGQRTRLSKGDIAQARKLYR--CPAC : 202 
GG_COLLOID : GEVNSLGEPYDFDSIMHYARNTFSRGM-FLDTILPSRD-DNGIRPAIGQRTRLSKGDIAQARKLYR--CPAC : 202 
GM_M15242  : TQVNDFDQEYDYGSVMHYGPKAFSING--EDTIIPLYEN--EAAGNMGQRLGMSEKDINKLNLMYR--CPIE : 206 
HE_HEA2    : SNINSLGTPYDFRSMMHYSSGAFGGG---RRPIEVKDSRTPN---LMGQRSGFSAIDIKQITLMY---CGGS : 197 
HS_BMP1    : QEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTIVPKYE-VNGVKPPIGQRTRLSKGDIAQARKLYK--CPAC : 202 
HS_HCH1    : S---NMLTPYDYSSVMHYGRLAFSRR--GLPTITPLWA----PSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYG--CSPS : 199 
HS_MEPA    : SLITDLNTPYDYESLMHYQPFSFNKNAS-VPTITAKIPE---FNSIIGQRLDFSAIDLERLNRMYN--CTTT : 197 
HS_MEPB    : DISDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF-QNGT-EPTIVTRISD---FEDVIGQRMDFSDSDLLKLNQLYN--CSSS : 197 
HS_TLL     : GEVNSLGERYDFDSIMHYARNTFSRGM-FLDTILPSRDD-NGIRPAIGQRTRLSKGDIAQARKLYR--CPAC : 202 
HS_TLL2    : GEVSSLGETYDFDSIMHYARNTFSRGV-FLDTILPRQD-DNGVRPTIGQRVRLSQGDIAQARKLYK--CPAC : 202 
HV_HMP1    : ---EYYGQTYDHNSIMHYRNDEFSAN--GKNTIQAKN----NPGLKLGNN-QFSKSDIAAINQMYK--CSGV : 191 
HV_HMP2    : SLVDSLNSPYDYRSYMQYSKTAFGIND--SVTLDPKL----PGIFQLGQRVGFTEHDQYQAMQLYR--CQGK : 200 
MM_BMP1    : QEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTIVPKYE-VNGVKPSIGQRTRLSKGDIAQARKLYK--CPAC : 202 
MM_MEPA    : NTITDLNTPYDYESLMHYGPFSFNKNES-IPTITTKIPE---FNTIIGQLPDFSAIDLIRLNRMYN--CTAT : 197 
MM_MEPB    : SVSDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF-QNGT-ESTIVTRISE---FEDVIGQRMDFSDYDLLKLNQLYN--CTSS : 197 
MM_TLL     : GEVNSLGERYDFDSIMHYARNTFSRGM-FLDTILPSRD-DNGIRPAIGQRTRLSKGDIAQARKLYR--CPAC : 202 
MM_TLL2    : GEVSSLGETYDFDSIMHYARNTFSRGV-FLDTILPRRD-DNGVRPTIGQRVRLSQGDIAQARKLYK--CPAC : 202 
OL_Alveo   : ---DTLNLPYDFGSIMHYGTSYFSKD--GSPTIQPNEG------VNIGQRKRLSQLDIQKINTLYR--CGSK : 186 
OL_HCE1    : ---NNLNTPYDYSSIMHYGRDAFSIAY-GRDSITPIPN----PNVPIGQRNGMSRWDITRINVLYN--CR-- : 200 
OL_HCE2    : ---NNLNTPYDYSSIMHYGRDAFSIAY-GRDSITPIPN----PNVPIGQRNGMSRWDITRSNVLYN--CR-- : 200 
OL_LCE     : ---DNLGTPYDYGSIMHYGRTAFGKD--RKETITPIPN----PKAAIGQTERMSDIDILRVNKLYK--C--- : 200 
OO_MP      : KRNDNYGMTYDYGSIMHYGGTSASYNN--KPTMVPFDV----DYQQTLGSPFISFIELSMINEHYK--CKEN : 198 
PC_PMP1    : SSINSLGTPYDFRSMMHYSTTAIGGG---RTTIRTKNPSNQ---RLLGQRSGFSEIDIKQINLMY---CNGV : 197 
PL_BP10    : GRVTSRNVEYDVGSIMHYGGYGFSSNGR--PTITTRDPR---LNSRLGQRIALSPADIELANLIYE--CDDI : 203 
RN_MEPA    : KTITDLNTPYDYESLMHYGPFSFNKNET-IPTITTKIPE---FNAIIGQRLDFSATDLTRLNRMYN--CTRT : 197 
RN_MEPB    : SVSDSLNVPYDYTSVMHYSKTAF-QNGT-ESTIITKISD---FEDVIGQRMDFSDYDLLKLNQLYS--CTSS : 197 
SP_BMPH    : AEVDSLGETYDFASIMHYARNTFSRGI-WLDTILPRKDPESGIRPEIGQRKHLSEGDIIQANLLYK--CPSC : 207 
SP_SPAN    : GSVTSSNVEYDVGSIMHYGGYGFSSNGR--PTITTIDPR---LNSRLGQRTALSAADIELANRIYE--CDDV : 203 
TR_MP      : ---LNLNTPYDYNSVMQYHRYAFSGN--GKPTMAPIPN----ANIQFGEATQMSRNDITRLNTLYK--C--- : 198 
XL_BMP1    : EEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTILPKYD-VNGVRPPIGQRTRLSSGDVAQARKLYK--CPAC : 202 
XL_BMP1b   : EEVESIGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTILPKYD-VNGVRPPIGQRTRLSSGDIAQAKKLYR--CPAC : 202 
XL_UVS2    : ---NNLGIEYDYASVMHYSRYHYSIN--GDITIEPKPD----PNVPIGQRDGLSILDISKINKLYE--CNVC : 199 
XL_XOL_R   : EEVESLGETYDFDSIMHYARNTFSRGI-FLDTILPKYD-VNGVRPPIGQRTRLSSGDVAQARKLYK--CPAC : 202 
XL_XOLLOID : GEVSSLGETYDFDSIMHYARNTFSRGV-FLDTILPRRI-DTSVRPTIGQRIRLSQGDIAQAKKLYK--CPAC : 202 
C_C05D11.6 : NVISHLDEPYDYASIMHYGPYAFSGS--GKKTLVPKKS----GSERMGQRVKFSDIDVRKINKLYN--CPGV : 198 
C_F38E9.2n : EEVDSLGEPYDFSSIMHYARDTFSRG-AFYDTILPKPNSG--FRLEIGQRVQLSEGDIRQTKKLYK--CAEC : 202 
DM_CG15254 : ETVEDYGEPYDYSSVLHYTAYAFSKN--GEMTIVPLQEG---AEELMGQRLQMTQSDINKLNVMYK--CPRQ : 204 

 


