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1 Einleitung

1.1 Genome und Genfamilien

Im Laufe der Evolution haben sich Lebewesen in unzédhligen 6kologischen Nischen
angesiedelt und sich spezifisch an die dort herrschenden Bedingungen angepafit. Da
die physiologischen Eigenschaften eines Organismus von dessen genetischer Ausstat-
tung bestimmt werden, bilden Verdnderungen im Genrepertoire die Grundlage fiir
die Entstehung neuer Merkmale und somit fiir die Evolution von Lebewesen. Ei-
ner der wichtigsten Prozesse, der auf molekularer Ebene zur Evolution des Genoms
beitrigt, ist zweifellos die Bereitstellung neuer DNA-Abschnitte durch Duplikations-
Ereignisse. Hierbei kénnen Genteile, einzelne Gene, Chromosomenabschnitte, Chro-
mosomen oder auch komplette Genome vervielféltigt werden. Schon Haldane (1932)
und Muller (1935) vermuteten, dal Genduplikationen und die dadurch entstehende
Redundanz von Genen die Grundlage fiir die Entstehung komplexer Genome bildet.

Gruppen von Genen, die sich durch eine iiberdurchschnittlich hohe Sequenz-
Verwandtschaft auszeichnen, findet man im Genom aller bekannten Organismen.
Man geht davon aus, daf3 solche Gengruppen meist durch aufeinanderfolgende Duplika-
tionsereignisse aus einem anzestralen Vorldufer-Gen entstanden sind. Gene mit ei-
nem gemeinsamen stammesgeschichtlichen Ursprung werden auch in Genfamilien
oder im Falle sehr grofler Gengruppen, in Multigenfamilien zusammengefafit. Be-
kannte Beispiele sind die RNA-Gene, die Histon-Gene, die Collagen-Gene (Yama-
da et al., 1980; Boedtker et al., 1985) oder die Hox-Gene (Zhang und Nei, 1996),
sowie die Gene fiir Aktine und Immunglobuline (Ubersicht in Li (1997)). Auch die
Alpha-Globingene, die Beta-Globingene und das Myoglobingen der Vertebraten sind
Mitglieder einer Genfamilie. Gene, die aus einem gemeinsamen Vorldufer-Gen her-
vorgegangenen sind, werden allgemein als homolog (,,ursprungsgleich“) bezeichnet.
Zur Unterscheidung, ob es sich dabei um verwandte Gene innerhalb einer Spezies
oder um homologe Gene verwandter Spezies handelt, sind die Begriffe ,,paralog“ und
,;ortholog* eingefithrt worden. Aus einem gemeinsamen Vorlaufer-Gen hervorgegan-
gene Genkopien im Genom einer Spezies werden in ihrer Beziehung zueinander als
,,paralog® bezeichnet. Ursprungsgleiche Gene in unterschiedlichen Spezies werden
hingegen als ,,ortholog* definiert. Den Unterschied verdeutlicht die Abb. 1.1.

Die Ermittlung der Nukleotid-Sequenzen ganzer Genome hat gezeigt, dal der An-
teil repetitiver Gene am gesamten Genbestand einer Art iiberraschend hoch ist. So
besitzt das Archaebakterium Methanococcus jannaschii etwa 100 Genfamilien (Bult
et al., 1996). 47% aller potentiellen Gene des gram-positiven Bakteriums Bacillus
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1 FEinleitung

Paraloge

4>

Gen A Gen B Spezies 1

Orthologe

Gen A’ Gen B’ Spezies 2

4>

Paraloge

Abbildung 1.1: Definition der Begriffe ,,paralog* und ,,ortholog*

subtilis besitzen ein oder mehrere paraloge Gegenstiicke (Kunst et al., 1997). Auch
die auf Plasmiden lokalisierten Gene des Borreliose-Erregers Borrelia burgdorfer:
sind zu 39% Mitglieder von insgesamt 47 Genfamilien (Fraser et al., 1997). Das
Genom der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae weist ebenfalls einen hohen Anteil
paraloger Gene auf: mindestens 20% der Gene des Chromosoms IV haben para-
loge Partner (Jacq et al., 1997). Eine Vielzahl langer, genhaltiger Chromosomenab-
schnitte liegen in der Hefe als Duplikationen vor. Solche Duplikationen ganzer Gen-
gruppen erzeugen ein duferst komplexes Muster von Verwandtschaften zwischen den
einzelnen Hefe-Chromosomen (Mewes et al., 1997) und geben einen Einblick in das
Ausmafl der Duplikationsprozesse, die eukaryotische Genome verédndern.

Die Organisation der Mitglieder einer Genfamilie im Genom kann sehr vielféltig
sein. So sind beispielsweise bei den Genen fiir ribosomale RNA oft mehr als 100
Kopien streng tandemartig hintereinander angeordnet und an einem Ort im Genom
konzentriert (Gerbi, 1985). Bei anderen Genfamilien hingegen (wie bei den Alpha-
und Beta-Globingenen der Sduger) liegen die Gene in Gruppen (,,Cluster ) in rdum-
licher Néhe zueinander auf den Chromosomen (Efstratiadis et al., 1980). Mitglieder
der Familie der Geruchsrezeptorgene sind dagegen iiber das gesamte Genom ver-
streut (Sullivan et al., 1996). Trotz unterschiedlicher rdumlicher Organisation weist
jedoch alles darauf hin, dal Genvermehrung ein entscheidender Motor der Evolution
der Genome darstellt.

14



1.2 Mechanismen der Genduplikation

1.2 Mechanismen der Genduplikation

Die Entstehung einer Genfamilie beginnt stets mit der Duplikation eines zunéchst
singuldr vorliegenden Gens. Grundsétzlich gibt es alternative Moglichkeiten, durch
die Gene vervielfacht werden kénnen: (1) Die Duplikation des gesamten Genoms ei-
nes Organismus oder zumindest einzelner Chromosomen (Ohno, 1970), und (2) die
Duplikation chromosomaler Teilabschnitte, z. B. einzelner Gene.

Genom-Duplikationen

Werden die Schwesterchromatiden eines Chromosomensatzes nach erfolgter Repli-
kation nicht auf die Tochterzellen verteilt, so fiihrt dies zu einer Verdopplung des
Gesamt-Genoms. In Pflanzen ist eine solche Polyploidisierung ein weit verbreitetes
Phénomen (Miintzing, 1936; Lewis, 1980). So weisen beispielsweise die Genomgrofien
verschiedener Monokotyledonen darauf hin, daf§ diese ihr Genom im Verlauf ihrer
Evolution schrittweise dupliziert haben (Sparrow und Naumann, 1976).

Héaufig resultiert die Duplikation des kompletten Genoms in Storungen der Gen-
balance und des Zellzyklus und ist somit von Nachteil fiir das Individuum (Stebbins,
1971; Dewey, 1980). Hingegen scheint bei Pflanzen die Bildung von Hybridformen
durch die Kombination verschiedener Genom-Typen (z. B. Arten, Rassen) wahrend
der Evolution Vorteile bei der Anpassung an verdnderte Lebensbedingungen oder
neue Lebensrdume gebracht zu haben. Bei sich bisexuell fortpflanzenden Tieren ist
die Polyploidisierung stets von grolem Nachteil und daher selten. Bereits 1925 wies
Muller darauf hin, daf§ der Mechanismus der heterogametischen Geschlechtsbestim-
mung durch Polyploidisierung aus dem Gleichgewicht gebracht werden konnte.

Gegenwiartig wird davon ausgegangen, dafl wihrend der Evolution der frithen
Vertebraten zumindest zwei Duplikationen des Gesamt-Genoms stattgefunden ha-
ben (Sidow, 1996). Phylogenetische Analysen von Genfamilien, wie beispielsweise
der fiir die Entwicklung eines Organismus wichtigen Hom6obox-Gene, unterstiitzen
diese Annahme (Holland und Garcia-Fernandez, 1996; Lundin, 1993).

Auch fiir die Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dafi 13% al-
ler Gene paraloge Kopien besitzen (Wolfe und Shields, 1997). Da die identifizierten
Blocke, die die duplizierten Gene enthalten, nicht durch unabhéngige Duplikations-
Ereignisse erklart werden konnen, wird von einer Verdopplung des Gesamt-Genoms
im Verlauf der Hefe-Evolution ausgegangen. Wéahrend Genomduplikationen sich of-
fensichtlich 6fter wiahrend der Evolution ereignet haben, sind Verdopplungen einzel-
ner Chromosomen weniger haufig. Aufgrund von Gendosiseffekten sind Aneuploidien
in der Regel mit katastrophalen Auswirkungen fiir den betroffenen Organismus ver-
bunden. Es ist daher zu vermuten, daf} sie eine weniger bedeutende Rolle in der
Evolution von Genomen gespielt haben.

15



1 FEinleitung

Duplikation von Teilabschnitten des Genoms

Duplikationen kurzer bis mittelgrofler Chromosomenabschnitte sind ein héufig zu
beobachtendes Phéanomen. Als Mechanismen kommen dafiir das indquale Crossing-
over, sowie die Retroposition in Frage.

Der vermutlich wichtigste Prozef3, durch den funktionelle Genkopien initial ent-
stehen, ist die Duplikation von Genomabschnitten durch indquales Crossing-over.
Hierbei fiithrt die versetzte (indquale) Paarung von Nichtschwester-Chromatiden oder
Schwesterchromatiden bei nachfolgendem Crossing-over zu einem reziproken DNA-
Austausch. Wahrend die eine Chromatide die Duplikation eines DNA-Abschnittes
aufweist, ist dieser auf der anderen Chromatide deletiert. In der Regel erfolgt indqua-
les Crossing-over zwischen DNA-Abschnitten, die eine deutliche Sequenzihnlich-
keit besitzen, und wird dann auch als homologe Rekombination bezeichnet. So
findet man z. B. innerhalb der menschlichen Beta-Globingen-Gruppe bevorzugt
Rekombinations-Ereignisse an Orten, die eine etwa 50 bp lange identische Sequenz
aufweisen (Metzenberg et al., 1991). Interspergiert organisierte, nichtkodierende re-
petitive Elemente schaffen nahezu iiberall in einem komplexen Genom Orte, an de-
nen eine lingere Sequenz-Ubereinstimmung existiert. Diese Repetitionen dienen als
Ausgangspunkte fiir Crossing-over-Ereignisse (siehe Abb. 1.2A). Eine Reihe mensch-
licher Erkrankungen sind auf indquale Crossing-over zwischen interspergiert-repetitiven
Alu-Elementen zuriickzufiihren, die in den Introns der betroffenen Gene vorkommen
(z. B. Muskeldystrophie, Hu et al. (1991); Wachstumshormondefizienz, Vnencak-
Jones et al. (1988)). In selteneren Fillen erfolgt Crossing-over auch an Positionen,
an denen die beteiligten Stringe entweder keine erkennbare Sequenziahnlichkeit auf-
weisen, oder an denen lediglich kurze Homologien von 3-5 bp Lénge zu finden sind
(Ruley und Fried, 1983). Solche Rekombinations-Ereignisse werden als ,illegitim “
bezeichnet und konnen ebenfalls zu Genvermehrung oder Genverlust fithren (siche
Abb. 1.2B).

Die Verbreitung von Genen durch Retrotransposition erfordert das Uberschrei-
ben der mRNA des Gens in die ¢cDNA durch das Enzym Reverse Transkriptase.
Diese neugebildete cDNA kann anschliefend in das Genom reintegrieren. Das Feh-
len von Introns, der Promotoregion im 5°-Bereich des Gens, sowie der Besitz einer
von der mRNA stammenden polyA-Sequenz am 3‘-Ende, sind typische Erkennungs-
merkmale solcher aus Retrotransposition hervorgegangener Genduplikate. Aufgrund
dieser Eigenschaften sind diese Gene in der Regel nicht funktionstiichtig und werden
daher auch als ,,prozessierte Retro-Pseudogene“ bezeichnet (Weiner et al., 1986). Je
nach Integrationsort konnen Retro-Gene jedoch auch mit einem neuen Promotor
ausgestattet werden. So finden sich z. B. in der Glycerinkinase- und in der GA733-
Genfamilie des Menschen (Sargent et al., 1994; Linnenbach et al., 1993), sowie im
Falle des Pra-Proinsulingens in Maus und Ratte (Soares et al., 1985) solche tran-
skriptionsaktiven Genkopien (siehe Abb. 1.2C).
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A. In quale, homologe Rekombination zwischen repetitiven Elementen
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Abbildung 1.2: Mechanismen der Duplikation von DN A-Abschnitten

A) Indquales, homologes Crossing-over zwischen repetitiven Elementen

B) Iniiquales Crossing-over an Stellen ohne deutliche Sequenzhomologie

C) Genvermehrung durch RNA-vermittelte Transposition (,,Retropositon‘) Nach Ma-
eda und Smithies (1986).

1.3 Die Evolution duplizierter Gene

Das Schicksal duplizierter Gene kann vielfaltig sein. Zunéchst bietet eine zusétzliche
Genkopie die Moglichkeit, eine grofiere Menge des entsprechenden Transkriptions-
produktes oder Proteins bereitzustellen. Wie sich am Beispiel der rRNA-, tRNA- und
Histon-Genfamilie (Elgin und Weintraub, 1975) zeigt, werden die Gensequenzen der
duplizierten Gene bei entsprechendem Bedarf am Genprodukt fixiert (Ohno, 1970).
Die Genkopien unterliegen in einem solchen Fall einer stabilisierenden Selektion.
Auch konnen duplizierte Gene durch die vermehrte Bereitstellung ihres Produktes
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als Reaktion auf einen Umwelt-Stimulus die Uberlebenschancen eines Organismus
spezifisch verbessern. Beispielsweise bewirkt bei dem Californischen Mosquito Culex
pipiens ein amplifiziertes Esterase-Gen eine erhohte Resistenz gegeniiber Insektizi-
den (Mouches et al., 1986).

Prinzipiell konnen beide Genduplikate auch unabhéngig voneinander evolvieren.
So sind héaufig zusétzliche Genkopien nicht von direktem Selektionsvorteil fiir die
Spezies und degenerieren durch zuféllig auftretende Mutationen wieder. Die resul-
tierenden Pseudogene konnen in Abhéngigkeit von der Populationsgrofle, der Mu-
tationsrate und der genetischen Drift in einer Population zufillig fixiert werden
(Fisher, 1935; Nei und Roychoudhury, 1973; Bailey et al., 1978; Kimura und King,
1979; Li, 1997; Watterson, 1983). Aus Duplikationen hervorgegangene Pseudogene
wurden bislang in allen genauer untersuchten Genfamilien wie beispielsweise den
Immunglobulingenen (Huang et al., 1981), den Globingenen (Nishioka et al., 1980;
Proudfoot und Maniatis, 1980; Little, 1982) oder den 5S rRNA-Genen (Jacq et al.,
1977) nachgewiesen.

Mutationen fithren jedoch nicht zwangsldufig zur Inaktivierung eines Gens, oft
sind sie neutral und somit ohne Auswirkung auf die Funktion. In anderen Féllen
kénnen sie die Funktion eines Genproduktes verdindern und somit den Organis-
mus mit neuen Eigenschaften ausstatten. Ein Beispiel hierfiir ist die Entstehung
des trichromatischen Sehens bei Altweltaffen, Menschenaffen und Menschen. Di-
chromaten besitzen zwei Pigmentgruppen mit unterschiedlichen Absorbtionsspek-
tren, die von zwei paralogen Genen kodiert werden. Durch die Duplikation des X-
chromosomal gekoppelten Pigmentgens vor ca. 35-40 Millionen Jahren entstand im
gemeinsamen Vorfahren von Altweltaffen, Menschenaffen und Menschen eine zusétz-
liche Genkopie. Diese fiihrte im Verlauf der Evolution zu einem dritten Photopigment
mit einer gednderten spektralen Empfindlichkeit (Nathans et al., 1986; Yokoyama
und Yokoyama, 1989; Neitz et al., 1991).

1.4 Die Genfamilie der Globine

Auch die Globin-Genfamilie ist ein typisches Produkt von aufeinanderfolgenden
Genduplikationen mit anschlieBender Diversifizierung der Gene. Durch Stammbaum-
Rekonstruktion anhand von Sequenzdaten 1&8t sich ausgehend von einem ,,Urglobin “
eine phylogenetische Entwicklung verfolgen (siehe Abb. 1.3).

Wiéhrend dieser Entwicklung hat sich das Myoglobin vor ca. 600-800 Millionen
Jahren durch einen Duplikationsschritt von der Hamoglobin-Genfamilie abgetrennt
(Dayhoff, 1972; Doolittle, 1987). Eine weitere Differenzierung des Hamoglobins in
Saugern erfolgte durch die Trennung der a- und [-Unterfamilie. Die Gene fiir a-
und [-Ketten sind als Gengruppen auf den Chromosomen 16 und 11 lokalisiert. Die
verschiedenen Gene werden in unterschiedlichen Entwicklungsstadien exprimiert.
Beim Menschen folgt auf das embryonale Hamoglobin ({2€2) das fotale Himoglobin
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Abbildung 1.3: Stammbaum der Vertebraten-Globine

Der Balken zeigt die Lage der Himoglobin-Gene innerhalb der alpha- und beta-
Gencluster. Pseudogene sind grau dargestellt. An den Verzweigungen des Stammbau-

mes sind die geschiitzten Divergenzzeiten in Millionen Jahren gezeigt (nach Jeffreys
et al. (1983)).

(a272), das schlieBlich durch das Hamoglobin des Erwachsenen (a232) abgelost
wird (Karlsson und Nienhuis, 1985). Das phylogenetisch jiingste Gen kodiert fiir das
0-Globin, das nur beim Menschen und Menschenaffen vorkommt und den iibrigen
Primaten fehlt.

Daf es sich bei den Globin-Genen um eine sehr alte Genfamilie handelt, zeigt ihr
Auftreten in allen fiinf Organismenreichen. Sowohl in Bakterien, Einzellern, Pilzen
und Pflanzen sind sporadisch Globin-Gene vorhanden (siche Tabelle 1.1).

Im Gegensatz zu den Vertebraten-Hédmoglobinen zeichnen sich die Globine der
Invertebraten durch eine enorme strukturelle und funktionelle Vielfalt aus (zusam-
mengefafit in Dewilde (1999)). Der Vergleich ihrer Primérstrukturen zeigte, daf§
ausschlielich die beiden Aminoséuren, die fiir die Ausbildung der molekiiltypischen
Faltung verantwortlich sind (Phe CD1 und His F8), konserviert vorliegen (Moens
et al., 1996). Auch die Tertiar-Struktur der Invertebraten-Globine weist groe Unter-
schiede auf. Sie kénnen eine, zwei aber auch mehrere Sauerstoffbindende Doménen
besitzen. Einige der Invertebraten-Globine werden in die Hamolymphe sekretiert,
wéhrend andere intrazelluldr vorliegen. Auch die Molekulargewichte schwanken zwi-
schen ca. 17 kD und ca. 800 kD sehr stark (zusammengefafit in Dewilde (1999)).Trotz
all dieser Unterschiede ist anzunehmen, dafl auch die Globine der Invertebraten auf
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einen gemeinsamen phylogenetischen Ursprung zuriickzufithren sind (Vinogradov,
1985; Vinogradov et al., 1993; Bolognesi et al., 1997)

Tiere Pflanzen Pilze Einzeller | Prokaryoten
Vertebraten alle Leguminosen || Hefen Ciliaten
Invertebraten Glycine Saccharo- || Paramecium || E. Coli
Arthropoda: Chironomus myces Tetrahymena || Baccillus sub.
Drosophila Pichia Vitreoscilla
Gastrophilus
Mollusca: Biomphalaria || Ulmaceen Algen
Aplysia Chlamydom. Synechocystis
Barbartia Nostoc Mycobacterium
Lucina Erwinia chrys.
Annelida: Lumbricus
Arenicola
Nematoda Ascaris
Mermis
C. elegans
Trematoda Fasciola
Paramphist.

Tabelle 1.1: Beispiele fiir die Verbreitung von Hidmoglobinen in den fiinf Organismenrei-
chen (nach Dewilde (1999), veréndert).

1.5 Die Evolution der Himoglobin-Genfamilie der

Chironomiden

Zuckmiicken (Diptera, Chironomidae) stellen mit einer geschétzten Anzahl von mehr
als 10000 Arten eine der erfolgreichsten Insektenfamilien dar. Thre Larven leben
im Sediment meist sauerstoffarmer Gewésser. Es zeichnet sie aus, dafl sie sich an
sehr verschiedene, zum Teil extreme Lebensbedingungen angepafit haben. In Ther-
malgewéssern Nordamerikas, Islands und Europas wurden Chironomiden-Larven
bei Temperaturen von 40-50 °C gefunden. Im Gegensatz zu diesen wirmelieben-
den Formen gibt es auch Arten, die in arktischen Gletscherseen bei Temperaturen
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knapp iiber dem Gefrierpunkt existieren und sogar monatelanges Einfrieren iiber-
leben konnen. Auch extreme chemische Bedingungen werden von vielen Arten to-
leriert. So treten selbst in schwefelsauren Gewéssern bei einem pH-Wert von 1,4
noch Chironomiden auf. Auch in Schwefelwasserstoffquellen mit einem Gehalt von
25 mg Schwefel pro Liter Wasser sowie in Seen, die einen Salzgehalt von 28 % auf-
weisen, sind Chironomiden-Larven zu finden. Viele Chironomiden-Arten iiberleben
unter extrem sauerstoffarmen Bedingungen im Sediment stehender Gewésser. Bei
Hypoxie (pO, < 15 Torr) kénnen die Larven sogar zu einem anaeroben Stoffwechsel
iibergehen, bei dem sie als Produkt der alkoholischen Géirung Ethanol ausschei-
den (Redecker und Zebe, 1988). Als eine Anpassung der Larven an sauerstoffarme
Lebensbedingungen ist auch der Besitz des roten Blutfarbstoffes aufzufassen, der
erstmals von Rollet im Jahre 1861 beschrieben (zitiert in Weber (1980)) und von
Lankaster 1867 als ,,Hamoglobin“ bezeichnet wurde.

Das Hamoglobin der Chironomiden wird in den Zellen der Fettkorper aller vier
Larvenstadien synthetisiert (Shilova, 1958; Bergtrom et al., 1976) und kann schlief3-
lich bis zu 90 % der gesamten Hamolymphproteine ausmachen (English, 1969; Tichy,
1980). Desweiteren konnte Hamoglobin in Ovarien erwachsener Miicken sowie in Ei-
ern und Embryonen nachgewiesen werden (Trewitt und Bergtrom, 1981; Trewitt
et al., 1986). Eine zusitzliche Funktion des Hamoglobins als mogliche Nahrungs-
quelle wahrend der Embryonalentwicklung wurde in diesem Zusammenhang disku-
tiert. Der enzymatische Abbau des Hamoglobins beginnt mit der Verpuppung der
Larve (Laufer und and, 1971; Schin et al., 1974), so dafl in der Hamolymphe der
erwachsenen Zuckmiicke kein Hdmoglobin mehr zu finden ist.

Die fundamentale Bedeutung des Chironomiden-Hamoglobins fiir die Aufnahme
von Sauerstoff unter hypoxischen Bedingungen wird durch die Beobachtung un-
terstiitzt, dafl der Hamoglobingehalt der Larven in Abhéngigkeit vom Sauerstoffge-
halt des Wassers schwankt. So weisen Larven der Sommergeneration von C. thummi
sowie C. plumosus etwa die doppelte Menge an Hiamoglobin auf als die Larven der
entsprechenden Friithjahrsgeneration (Czeczuga, 1960; Leyko und Osmulski, 1985).
Einen weiteren Hinweis auf die Funktion des Hdmoglobins als Sauerstoff-Bindungs-
und Transportmolekiil liefert der Befund, daf die respiratorische Aktivitat von Lar-
ven eingeschréinkt ist, deren Hamoglobine bei geringem Sauerstoffpartialdruck (<50
Torr) durch Kohlenmonoxid inhibiert wurden (Zebe, 1991).

Bereits 1934 zeigten Svedberg und Eriksson-Quensel durch Ultrazentrifugation,
daf es sich bei den Hamoglobinen der Chironomiden um dimere Molekiile mit ei-
nem vergleichsweise geringen Molekulargewicht von 34 000 Da handelt. Dies ist
insofern bemerkenswert, als die Blutfarbstoffe anderer Invertebraten haufig hoch-
molekulare Komplexe bilden (Uberblick in Vinogradov et al. (1993)). Auch werden
die Hamoglobine der Chironomiden sekretiert und liegen gelost in der Hamolymphe
der Larven vor. Zu diesem Zweck besitzen die priméren Translationsprodukte der
Hamoglobin-mRNAs an ihrem N-Terminus ein meist 16 Aminoséuren langes, hydro-
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phobes Signalpeptid, das die Sekretion des Molekiils aus den Fettzellen ermoglicht
und dabei abgespalten wird (Baldwin et al., 1981; Antoine und Niessing, 1984).

Thompson und English konnten 1966 zeigen, dafl das ,,Chironomiden-Hamoglo-
bin“ in Wirklichkeit eine Mischung unterschiedlicher Protein-Varianten darstellt, die
nicht auf allele Polymorphismen, sondern auf multiple Gene zuriickzufiihren ist. Der
Gruppe um Gerhard Braunitzer gelang es in den folgenden Jahren, 12 unterschied-
liche Hamoglobin-Komponenten aus C. thummi zu isolieren und deren Aminoséure-
sequenz zu bestimmen (Braun et al. (1968), Uberblick in Goodman et al. (1983,
1988)). Wéhrend fiinf dieser Varianten monomere Hémoglobine ausbilden (I, IA,
III, TITA, 1V), liegen die Varianten I8, VI, VIIA, VIIB, VIII und IX als Homodi-
mere in der Hamolymphe vor. Das Hédmoglobin X kann in Abhéngigkeit von den
pH-Bedingungen sowohl in der monomeren, als auch in der dimeren Form auftreten.
Von diesen 12 Proteinen haben sich nach Analyse der entsprechenden Gene nur die
Varianten I und IA nachtriglich als Allele herausgestellt (Kao et al., 1995).

Erste phylogenetische Vergleiche der Aminosiure-Sequenzen deuteten darauf hin,
dafl vermutlich die monomeren Hamoglobine die stammesgeschichtlich &lteren Va-
rianten darstellen (Goodman et al., 1983, 1988). Der Vergleich der rekonstruierten,
hypothetischen Vorldufer monomerer und dimerer Hdmoglobin-Varianten von Chi-
ronomus mit den Alpha- und Beta-Hédmoglobin-Ketten des Menschen zeigt, dafl
iiber einen Bereich von 140 Aminosduren noch 20 funktionell bedeutende Positionen
konserviert sind (Goodman et al., 1983).

Zahlreiche Untersuchungen der chromosomalen und molekularen Organisation
der Hamoglobin-Gene in den letzten 15 Jahren sollten die genetischen Grundlagen
der Hamoglobin-Multiplizitdt in Chironomus aufkléren. Gleichzeitig erhoffte man
sich eine Antwort auf die Frage nach der funktionellen Bedeutung dieser aufler-
gewohnlichen Proteinvielfalt.

Durch cytogenetische Kartierung und erste in situ-Hybridisierungexperimente
war die Existenz von mindestens zwei Genorten im Genom der Chironomiden vor-
hergesagt worden (Tichy, 1970, 1975; Laufer et al., 1982). Nachdem entsprechen-
de Gensonden kloniert vorlagen, konnten tatséchlich zwei getrennte Genloci den
Chromosomenarmen E und D nachgewiesen werden (Hankeln et al., 1988; Schmidt
et al., 1988). Hier liegen die Hamoglobin-Gene dicht gepackt in Gengruppen, die
entsprechend ihrer Zugehorigkeit zu dem einen oder anderen Chromosomenarm als
Cluster E bzw. Cluster D bezeichnet werden (siche Abb. 1.4).

Die Analyse auf genomischer Ebene zeigte, dafl die Vielfalt der Himoglobin-Gene
die der bekannten Protein-Varianten noch bei weitem iibersteigt. Der genaue Um-
fang dieser Hamoglobin-Multigenfamilie ist bislang unbekannt. Die von Braunitzers
Gruppe beschriebenen Hamoglobine konnten nahezu alle auf Genebene identifiziert
werden. Es zeigte sich sogar, dafl einige dieser Varianten durch mehrere z.T. nur
leicht unterschiedliche Gene kodiert werden (Kao und Bergtrom, 1995; Kao et al.,
1995; Antoine et al., 1987; Rozynek et al., 1991; Kao et al., 1994; Gruhl et al., 1997;
Hankeln et al., 1988; Hankeln und Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1998; Trewitt et al.,
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Abbildung 1.4: Die Lokalisation der Himoglobin-Gene im Genom von Zuckmiicken

Die Himoglobin-Gene sind im Chironomiden-Genom in zwei Gengruppen organisiert.
Diese werden entsprechend den Chromosomen-Armen als Gen-Cluster E und Gen-
Cluster D bezeichnet. Die Abbildung zeigt ein Polytinchromosom von C. tentans. Als
Sonde diente das Hamoglobin-Gen 4 aus C. thumm:. Es hybridisiert unter relaxierten
Bedingungen mit Himoglobin-Genen der Gengruppe E sowie der Gengruppe D.

1995). Zusétzlich wurden zahlreiche neue Hamoglobin-Gene identifiziert, deren Pro-
teine in der Hamolymphe bislang nicht nachgewiesen werden konnten (Antoine et al.,
1987; Hankeln und Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1998; Rozynek et al., 1991; Gruhl
et al., 1997).

1.6 Die Intron-/Exon-Struktur der Himoglobin-Gene

Bei den Hémoglobin-Genen handelt es sich um eine sehr alte Genfamilie, die im
gesamten Organismenreich verbreitet ist. Thre Intron/Exon-Struktur ist daher seit
langem von besonderem Interesse, um das stammesgeschichtliche Alter von Introns
einzugrenzen. Die meisten der bislang untersuchten Hamoglobin-Gene bei Pflanzen,
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Vertebraten und auch Invertebraten besitzen zumeist mehrere Introns (Reviews:
Hardison (1996); Moens et al. (1996); Vinogradov et al. (1992)). Die Intronvertei-
lung in Vertebraten-Hamoglobin-Genen ist ausgesprochen einheitlich. Es existiert
durchgéngig eine drei Exon/zwei Intron-Struktur, wobei die Introns in den Helices
B und G des korrespondierenden Proteins liegen (Hardison, 1991; Blanchetot et al.,
1983, 1986; Weller et al., 1984). Die Hamoglobine der Pflanzen besitzen zusétzlich
ein drittes Intron in der Helix E, das aufgrund dieser Lage auch als ,,zentrales“ Intron
bezeichnet wird (Go, 1981; Wiborg et al., 1982; Jensen et al., 1981). Im Gegensatz
zu den Hamoglobinen der Vertebraten weisen die Hamoglobine der Invertebraten
eine erstaunliche Variabilitat in ihrer Struktur auf. Wahrend der Annelide Lumbri-
cus terrestris die fur Vertebraten typischen zwei Introns besitzt (Jhiang und Riggs,
1989), finden sich bei den Nematoden Pseudoterranova decipiens, Ascaris suum und
Caenorhabditis elegans ein fiir den Pflanzentypus charakteristisches ,,zentrales* In-
tron innerhalb der Proteinhelix E (Dixon et al., 1992; Sherman et al., 1992; Kloek
et al., 1993).

Molekulare Analysen von Hamoglobin-Genen der Chironomiden zeigten, dafl die
meisten der untersuchten Gene keinerlei Introns besitzen (Antoine und Niessing,
1984; Antoine et al., 1987; Trewitt et al., 1987; Hankeln et al., 1988; Hankeln und
Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1997; Rozynek et al., 1989, 1991). Drei Himoglobin-
Gene (28, 9 und 7A) weisen jedoch in einigen Chironomus-Arten ein Intron innerhalb
der Protein-Helix E auf (Kao et al., 1994; Gruhl et al., 1997; Hankeln et al., 1997).
Diese Intronverteilung ist insofern iiberraschend, als die orthologen Gene in vielen
anderen Chironomiden-Spezies kein Intron enthalten (Rozynek et al., 1991; Hankeln
et al., 1997). Es stellte sich daher die Frage, ob die Himoglobin-Gen-Introns der
Chironomiden den ,,zentralen® Introns der anderen Organismen entsprechen und
damit einen Beweis fiir das phylogenetisch hohe Alter dieses Hamoglobin-Introns
liefern (,,intron-early“ Hypothese; Moens et al. (1992)). In diesem Fall miifite ein
Verlust dieses urspriinglichen Introns in der Entwicklungslinie der Vertebraten po-
stuliert werden. Alternativ konnte das Vorhandensein dieser Introns durch mehrere,
unabhéngige Integrationsereignisse erkliart werden (,,intron-late“-Hypothese). Um
die stammesgeschichtliche Herkunft dieses Introns einzugrenzen, wurden daher or-
thologe Gene in einer Vielzahl européischer und australoasiatischer Chironomiden
Spezies auf den Besitz dieses Introns hin untersucht (Hankeln et al., 1997). Es zeigte
sich, daf} die Introns in den untersuchten Genen dieser Spezies nur sporadisch auf-
treten und auch die Intronpositionen nicht konserviert sind. Es ist deshalb fraglich,
ob die vielfiltigen ,,zentralen Introns“ in den Hadmoglobin-Genen von Invertebra-
ten und Pflanzen tatsédchlich von einem Vorldufer-Intron im Ur-Hémoglobin-Gen
abstammen. Vielmehr weisen die Ergebnisse darauf hin, daf§ Introns durch ein Inte-
grationsereignis Teil von Hamoglobin-Genen werden. Die Analyse der Intron-/Exon-
Struktur insbesondere aus Chironomiden ist fiir die Absicherung dieser Hypothese
von grofler Wichtigkeit.
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1.7 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Chironomiden gehoren zu den wenigen Insekten-Familien, die den roten Blutfarb-
stoff Hamoglobin besitzen. Bereits frithe Arbeiten an Himolymphe der Zuckmiicken
haben gezeigt, dafl eine Vielzahl unterschiedlicher Himoglobin-Varianten darin ent-
halten sind (Thompson und English, 1966; Tichy, 1970; Goodman et al., 1983). Die-
se werden entsprechend von vielen verschiedenen Genen kodiert. Die Hamoglobin-
Gene der Chironomiden sind chromosomal in zwei Gen-Gruppen organisiert (Tichy,
1970, 1975; Laufer et al., 1982; Hankeln et al., 1988; Schmidt et al., 1988). Durch
in situ-Hybridisierung an Polytdnchromosomen wurde eine Gen-Gruppe auf dem
Chromosomen-Arm E lokalisiert, die daher auch als Gen-Cluster E bezeichnet wird
(Hankeln et al. (1988); Schmidt et al. (1988); siche Abb. 1.4). Sie enthélt je nach
Spezies fiinf oder sechs Gene und wurde im Rahmen eines vergleichenden Ansatzes
bereits von den Arten C. thummi, C. piger, C. pallidivittatus und auch C. ten-
tans molekular und phylogenetisch charakterisiert (Hankeln et al. (1998); Hankeln
et al., unpubliziert). Die zweite, umfangreichere Gen-Gruppe wird aufgrund ihrer
Lage auf dem Chromosomen-Arm D als Cluster D bezeichnet. Die Ausdehnung die-
ser Gen-Gruppe, sowie die Anzahl ihrer Himoglobin-Gene ist noch nicht vollstandig
bekannt. Zu Beginn dieser Arbeit war nur klar, dafl das Hb-Cluster D eine grofie
Anzahl von Hb-Genen enthalten mufite. Das primére Ziel dieser Arbeit ist es da-
her das Hb-Cluster D von C. tentans molekular zu charakterisieren. Exemplarisch
wurde hierfiir die Art C. tentans ausgewihlt, die neben C. thummi als Referenz-
spezies fiir molekularbiologische Analysen bei Chironomus gilt. Bereits vorliegende
Teil-Sequenzdaten aus dem Bereich des Hamoglobingen-Clusters D von C. tentans
(Rozynek et al., 1991) ermoglichen, einen raschen experimentellen Zugang zu der
genomischen Region.

Ausgehend von zwei bereits vorliegenden Lambda-Phagenklonen kann ein Chro-
mosomenmarsch durchgefithrt werden, um moglichst grofie Bereiche des Hémo-
globingen-Clusters D zusammenhéngend zu klonieren. Durch vollstéandige Sequenzie-
rung ist es anschlieBend moglich die Anzahl der vorhandenen Hamoglobin-Gene so-
wie ihre chromosomale Organisation zu ermitteln. Die Identifizierung der Haimoglobin-
Gene soll hierbei aufgrund ihrer im wesentlichen gut konservierten Nukleotid-Sequenz
durch einfache Sequenz-Vergleiche z. B. im Rahmen von Datenbanksuchen erfol-
gen. Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen auf Genebene legen nahe, dafl
bislang nicht alle bei Chironomien vorhandenen H&moglobin-Varianten beschrie-
ben wurden. Durch den Vergleich aller verfiigharen Hamoglobin-Gene der Gen-
Gruppe D von C. tentans mit bereits publizierten orthologen Gen-Varianten an-
derer Chironomiden-Spezies sollen neue Hamoglobin-Gene identifiziert werden. Auf
Grundlage der DNA-Sequenzen kénnen die gefundenen Gene auf ihre Funktionalitét
hin untersucht werden und eventuell vorhandene Pseudogene identifiziert werden.
Durch die Sequenzierung liangerer genomischer Abschnitte wird es ferner moglich,
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1 FEinleitung

auch grofiraumig die Architektur dieses Gen-Clusters mitsamt seinen Intergen-Regionen
inklusive aller Gene sowie moglicher repetitiver DNA-Seqgenzen zu erfassen.

Es sollte moglich sein, durch den Vergleich paraloger Hamoglobin-Gene von
C. tentans die Sequenz-Verwandtschaften der unterschiedlichen Hamoglobin-Varianten
zu ermitteln. So kann beispielsweise iiberpriift werden, ob sich die Genkopien der
Gruppe D bestimmten Subfamilien zuordnen lassen und ob es Hinweise auf die re-
zente Entstehung von Hamoglobin-Genkopien z.B. durch Genduplikation gibt.

Eine weiterfithrende Aufklarung iiber die molekulare Evolution der Gen-Gruppe
ist durch den interspezies Vergleich orthologer Hadmoglobine mdglich. Hierdurch
konnen die Verdnderungen des Genrepertoires und der Clusterstruktur nach der
Trennung der Arten aufgezeigt und Mechanismen der molekularen Evolution rekon-
struiert werden. Es soll gezeigt werden, welchen Anteil Prozesse wie Insertion, Dupli-
kation, Deletion, Genkonversion und Transposition an der Evolution der Himoglobin-
Gengruppe haben.

Die Intron-/Exon-Struktur der Invertebraten-Hémoglobine wird von den Befiir-
wortern der ,,intron-early “-Hypothese hiufig als Hinweis auf die Existenz eines ur-
spriinglichen, zentralen Introns im H&moglobin-Vorldufer-Gen gewertet. Auch in
Chironomiden Hémoglobin-Genen wurden Introns an zentralen Positionen gefun-
den (Hankeln et al., 1997). Die Art C. tentans ist insofern ungewohnlich, als daf
keines der bisher analysierten Himoglobin-Gene dieser Spezies Introns besitzt. Alle
neu identifizierten Hiamoglobin-Gene werden daher auf ihren Gehalt an Introns hin
iiberpriift. Um zu beurteilen, ob neu identifizierte Introns urspriinglicher Natur sind,
kénnen ihre Positionen mit denen anderer Invertebraten- und Pflanzen-Introns ver-
lichen werden. Identische Positionen sprechen hierbei fiir die Orthologie von Introns.
Eine zufillige Intronverteilung wiirde hingegen auf unabhéngige Insertionsereignisse
im Sinne der ,,intron-late “-Hypothese hinweisen.

Die funktionelle Bedeutung der Hamoglobin-Multiplizitdt bei Chironomiden ist
nach wie vor unklar. Gewihrleistet die Vielzahl unterschiedlicher Hamoglobin-Vari-
anten ausschliefllich die Bereitstellung einer ausreichenden Hamoglobindosis oder
besitzen die verschiedenen Hamoglobine aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften
(z. B. unterschiedlicher O,-Affinitéiten) funktionell differenzierte Aufgaben? Es soll-
te moglich sein, Gene, die in mehreren Arten konserviert sind und daher als essentiell
betrachtet werden konnen, zu identifizieren. Die Anzahl der Nukleotid- und Ami-
nosaure-Austausche zwischen diesen Hamoglobin-Varianten kann hierbei als Maf fiir
die funktionelle Konservierung einzelner Genkopien dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden Zuckmiickenlarven der Art C. tentans
(Chironomidae, Diptera) verwendet. Die Gelege wurden von Herrn Prof. M. Lezzi
zur Verfiigung gestellt und stammten aus der permanenten Laborzucht des Inst. fiir
Zellbiologie der Eidgendssischen Technischen Hochschule in Ziirich. Nach Vereinze-
lung der Gelege wurden die Larven bis zum vierten Larvenstadium in beliifteten
Schalen bei Raumtemperatur aufgezogen. Als Futter diente insektizidfreies Bren-
nesselpulver und Zellstoff. Die Spezies wurde anhand ihres Chromosomensatzes be-
stimmt (Keyl und Strenzke, 1956; Keyl, 1962).

2.2 Standardmethoden

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte nach Zugabe von
0,2 Vol. DNA-Stoppuffer (siehe Kapitel 2.12) auf 0,8-1,6%igen vertikalen Agaro-
segelen (2-4mm dick) bei einer Stromstérke von 25-30mA. Als Laufpuffer diente
1x TBE- oder 1x E-Puffer. Anschlieend wurden die Agarosegele in einer Ethidium-
bromidlosung (5pg/ml in 1x E-Puffer) geférbt. Im UV-Licht (302nm) konnte die
DNA sichtbar gemacht und mit einer digitalen Kamera fotografiert werden. Als Mo-
lekulargewichtstandards dienten mit HindIII restringierte Lambda-DNA und mit
Alul restringierte pBR322-DNA. Die Wiedergewinnung der DNA-Fragmente aus
dem Agarosegel erfolgte entweder durch Elektroelution (McDonell et al., 1977) oder
alternativ mit Hilfe des ,,QIAquick Gel Extraktion Kits“ der Firma QIAGEN (Hil-
den) nach Angaben des Herstellers. Die Fallung von DNA erfolgte nach Zugabe von
0.1 Vol. 10x Dialysepuffer und 2 Volumen Ethanol abs. fiir 10-30 min bei -20°C. Nach
15-30 miniitigem Abzentrifugieren der DNA bei 1000g und 4°C wurde das Pellet
mit 70%igem Ethanol gewaschen und erneut 5min zentrifugiert. Die in einer Va-
kuumzentrifuge getrocknete DNA wurde in Aqua bidest gelost. Die aus Geweben,
Bakterien oder Phagen isolierte DNA wurde durch mehrfaches Extrahieren mit 1
Vol. Phenol (Tris pH 7,6-geséttigt) gereinigt. Um gelostes Phenol aus der wissrigen
DNA-Phase zu entfernen, folgte hierauf eine Extraktion mit 1 Vol. eines Chloro-
form /Isoamylalkohol (24:1) Gemisches. Die Restriktion von DNA wurde unter den
von dem Enzymhersteller empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt.

RNA-Molekiile wurden mit Hilfe von vertikalen 0,8-1,2%igen Agarosegelen mit
einer Endkonzentration von 5,5% Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt. Als
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Laufpuffer diente 1x MOPS. Zur Denaturierung von Sekundérstrukturen wurde die
aufzutrennende RNA-Probe mit 1pl Ethidiumbromid-Stammlosung (5 mg/ml) so-
wie mit 3 Vol. RNA-Lade-Puffer vermischt und fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Nach
Abkiihlen der Probe auf Eis und Zugabe von 1/10 Vol. RNA-Firbelosung wurde
sie auf das Gel geladen. Nach erfolgter Elektrophorese konnte das Agarosegel unter
UV-Licht mit einer digitalen Kamera aufgenommen werden.

Restriktionskarten von Lambda- bzw. Plasmid-Klonen wurden durch kombi-
nierten Verdau mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen und anschlieBender
Southern-Hybridisierung (siehe Kapitel 2.8.1) ermittelt.

2.3 Konstruktion von genomischen DNA-Bibliotheken

Fiir die Konstruktion genomischer DNA-Bibliotheken stand hochmolekulare DNA
von C. tentans Larven des 3.-4. Larvenstadiums zur Verfiigung. Diese DNA wur-
de mit dem Restriktionsenzym Sau3A unvollstandig verdaut und auf einem 0,8%igen
Agarosegel mit 1x E-Puffer/0,1%SDS elektrophoretisch aufgetrennt. DNA-Fragmente
einer Grofle zwischen 14 kB und 24 kB wurden durch Elektroelution wiedergewon-
nen und fiir die Ligation in die Sau3A-kompatible BamHI-Schnittstelle des Lamb-
davektors EMBL 3 eingesetzt (Frischauf et al., 1983). Hierbei wurden dquimolare
Mengen der mit Sau3A restringierten Genom-DNA und ligationsbereite Lambda-
Arme (Stratagene Cloning Systems, Heidelberg) in einem Volumen von 20 ul mit
Hilfe der T4-Ligase (Boehringer, Mannheim) nach den Empfehlungen des Herstellers
verkniipft.

Der Phagentiter der Genbanken konnte durch Ausplattieren verschiedener Ver-
diinnungsstufen und Auszédhlen der Plaques bestimmt werden. Als Wirtsbakteri-
um zur Vermehrung rekombinanter EMBL3 Phagen diente der Bakterienstamm
FEscherichia Coli P2392 (Stratagene Cloning Systems, Heidelberg). Die Lambda-
phagen wurden mit 250l der Wirtsbakteriensuspension (ODgyy = 0,7; gelost in
10mM MgCl,) fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Mit 3 ml Weichagar (max. 50°C) ge-
mischt wurde dieser Praadsoptionsansatz auf Agar-Platten ausgegossen und {iber
Nacht bei 37°C bebriitet. Fiir die Selektion von Phagenklonen wurden jeweils 10°
Phagen einer Genbank ausgeplattet, ihre Identifizierung erfolgte durch Plaquefil-
terhybridisierung (siehe Kapitel 2.8.2).

2.4 Praparation von DNA

2.4.1 Priparation genomischer DNA von Zuckmiickenlarven

Die Isolierung von genomischer DNA aus Chironomiden des 4. Larvenstadiums er-
folgte mit geringen Modifikationen nach der von Schmidt et al. (1980) entwickelten
Methode. Abweichend hierzu erfolgte die Kernlyse in 1% SDS/1x Dialysepuffer. Nach
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zweistiindiger Inkubation bei 60°C wurden 0,1 Vol. geséttigter Tris-Losung pH 8,5
und 0,25 Vol. 5M NaClO, zugegeben. Zur Reinigung der DNA wurden mehrere Ex-
traktionen mit Tris-geséttigtem Phenol pH 7,6 und eine Extraktion mit Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) durchgefiihrt. Die Féallung der DNA erfolgte bei Raumtempe-
ratur.

2.4.2 Préaparation von Phagen-DNA

Phagen-DNA wurde nach einer von Marzluff entwickelten Methode (unveroffent-
licht) gewonnen. Durch Plaquefilterhybridisierung identifizierte Phagenklone wurden
aus der Agar-Platte ausgestochen und zusammen mit einigen Tropfen Chloroform
in 500 pl SM-Medium (siehe Kapitel 2.12) tiberfiihrt. Nach Amplifikation der Klo-
ne durch erneutes Ausplattieren einer solchen Phagensuspension und Waschen der
Platten mit SM-Medium erfolgte die Praadsorption der Phagen an die Wirtsbak-
terien wie in Kapitel 2.3 beschrieben (Phagen: Bakterien-Verhiltnis 10°:10%). Der
gesamte Priaadsorptionsansatz wurde in 50-250ml NZY-Medium oder L-Medium
mit 10 mM MgCl, iiberfithrt und bei 37°C bis zur Lyse der Zellen geschiittelt (ca.
12-20h). Das Abtoten der Bakterien erfolgte durch Zugabe einiger Tropfen Chloro-
form. Nach der Inkubation des Lysats fiir mindestens 30 min bei 4°C konnten die
Bakterienreste durch Zentrifugation (3800 x g, 15 min, 4°C) abgetrennt werden. Die
Fillung der Phagenpartikel aus dem klaren Uberstand erfolgte durch Zugabe von
NaCl (0,06 g/ml) und PEG 6000 (0,07 g/ml) in Eiswasser fiir mindestens 1 Stunde.
Das durch Zentrifugation (9000 Upm, 4°C, 30 min) gewonnene Phagenpellet wur-
de in 2ml SM-Medium/10mM MgCl, resuspendiert. Bakterielle DNA und RNA
wurde durch Zugabe von 25pul DNase I (1 mg/ml) und 5ul RNase A (10 mg/ml)
30 min bei 37°C verdaut. Durch 10 miniitige Inkubation mit 0,1 Vol. SDS-Mix bei
37°C und anschliefenden Extraktionen mit 1 Vol. Tris-geséttigtem Phenol wurden
die Phagenkopfe aufgebrochen und die Phagen-DNA von den Phagenhiillproteinen
getrennt. Nach Extraktion mit 1 Vol. eines Chloroform-/Isoamylalkohol-Gemisches
(24:1) zur Beseitigung von Phenolresten aus der DNA-Losung erfolgte die Fallung
der DNA mit 0,1 Vol. 2M NaCl und 2 Vol. EtOH.

Altermativ zu dieser Methode wurde Phagen-DNA mit dem Lambda-Kit der
Firma QIAGEN (Hilden) prapariert. Die so gewonnene Phagen-DNA konnte direkt
zur Sequenzierung eingesetzt werden.

2.4.3 Préaparation von Plasmid-DNA

Kleinere Mengen Plasmid-DNA zur Verifizierung rekombinanter Bakterienklone wur-
den mit Hilfe des TELT-Puffers ( Triton x 100/ EDTA/ Lithiumchlorid/ Tris-HCI)
nach der Methode von He et al. (1989) gewonnen. Nach der von Clewell und Helinski
(1969) entwickelten und durch Schmidt et al. (1982) modifizierten ’'cleared lysate’-
Methode wurden groflere Mengen Plasmid-DNA fiir die Restriktionskartierung und
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Subklonierung gewonnen. Diese Methode beruht auf dem Prinzip der schonenden
Lyse der Bakterienzellwand durch Lysozym bei Anwesenheit von EDTA.

Plasmid-DNA fiir die nicht-radioaktive Sequenzierung wurde mit Hilfe des ‘QIA-
well-8 Plasmid Kits* bzw. des ‘QIAprep Spin Plasmid Kits® der Firma QIAGEN
(Hilden) nach Angaben des Herstellers gewonnen. Diese DNA-Isolierung beruht auf
dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979).

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.5.1 PCR aus genomischer und klonierter DN A

Mit Hilfe der PCR-Technik (Saiki et al., 1988) wurden durch Einsatz spezifischer
Primer genomische sowie klonierte DNA-Abschnitte selektiv amplifiziert. 50-100 ng
genomische DNA (bzw. 10 ng Plasmid-DNA ) wurden in 50 ul Ansétzen mit 1x Tag-
Puffer (40 mM KCIl; 10 mM Tris-HCI pH 8,3; 0,1 mg/ml Gelatine; 1,5 mM MgCl,)
je 0,2mM der vier dNTPs, je 10 nmol der beiden Primer und 2,5 U Taq-Polymerase
amplifiziert. Vor Zugabe der Primer, der ANTPs und der Polymerase wurde die DNA
fiir 3min bei 96°C denaturiert und der Ansatz in Eiswasser iiberfiihrt. Die Amplifi-
kation erfolgte im Standardfall in dem Thermocycler PTC-200 (MJ Research, USA)
unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung:  94°C, 1,0 min;

,,Annealing “: 52°C, 1,0 min;
Polymerisation: 72°C, 2,5 min;
33 Zyklen

Zur Uberpriifung der Amplifikation wurden 1 /10 Vol. des Reaktionsansatzes gelelek-
trophoretisch aufgetrennt. Die Subklonierung der Amplifikationsprodukte erfolgte
nach Ausschneiden der Banden und Elution oder direkt nach Fillung des PCR-
Ansatzes. Mit Hilfe des ‘QIAquick PCR, Purification Kits' (QIAGEN, Hilden) gerei-
nigte DNA-Fragmente konnten direkt fiir die Sequenzierung eingesetzt werden.

2.5.2 Inverse-PCR

Um Sequenzen zu erhalten, die an bereits klonierte DNA-Abschnitte angrenzen, wur-
de die Methode der Inversen-PCR (Innis et al., 1990) durchgefiihrt. Dabei wurde
ca. 1pg genomischer C. tentans DNA in getrennten Ansétzen mit Restriktionsen-
donukleasen verdaut, die eine 4 bp lange Erkennungssequenz aufweisen. Bevorzugt
wurden hierbei Enzyme ausgewéhlt, die bereits eine Schnittstelle nahe der unbe-
kannten Sequenz aufwiesen. Die entstandenen Restriktionsfragmente wurden mit
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sich selbst religiert. Daraufhin konnte mit einem Primerpaar aus der bereits bekann-
ten Sequenz die angrenzende genomische DNA in einer PCR-Reaktion amplifiziert
werden. Die Reaktionsbedingungen entsprachen hierbei den unter 2.5.1 beschriebe-
nen. Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte auch hier nach Aufreinigung mit

dem ,,QIAquick PCR Purification Kit“ (QIAGEN, Hilden).

2.5.3 RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) mit
intronspezifischen Primern

Zur exakten Lokalisation der Introngrenzen in dem Hamoglobin-Gen Cte N wurden
spezifisch cDNA-Fragmente dieses Gens in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Dazu
wurde zunéchst eine einzelstrangige cDNA aus ca. 1pg larvaler C. tentans gesamt
RNA mit Hilfe des Thermoscript RT-PCR Systems (Gibco BRL Life Technologies
GmbH, Karlsruhe) unter Verwendung eines genspezifischen Primers (pten61, sie-
he CD-Datentrédger im Anhang; Ordner: Primer ) nach Angaben des Herstellers
synthetisiert. Bei dem verwendeten Enzym ., ,Superscript RT* handelt es sich um
eine gentechnisch modifizierte Reverse Transkriptase aus M-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus) ohne RNase Aktivitat. Die cDNA wurde anschlieend mit dem
‘QIAquick PCR Purifi-cation Kits* (QIAGEN, Hilden) gereinigt. Ein Aliquot (0,1-
0,2 Vol.) dieser cDNA diente dann als Matrize fiir die Amplifikation mit weiteren
genspezifischen Primerpaaren (ptenl31/ptenl65 bzw. ptenl31/ptenl66, siehe CD
im Anhang) unter den in Kapitel 2.5.1 beschriebenen Bedingungen.

2.6 Oligonukleotidsynthese

Die Synthese der fiir die Sequenzierung und PCR verwendeten Primer erfolgte auf
den Oligonukleotidsynthesegeriten ,,Gene Assembler Plus* (Pharmacia, Freiburg)
oder ,,392A RNA/DNA Synthesizer“ (Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt).
Nach erfolgter Synthese wurden die Oligonukleotide durch eine 16 stiindige Inku-
bation bei 55°C in konzentrierter Ammoniak-Losung abgespalten und anschlieend
auf einer NAP-10-Séule (Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) entsalzt. Die Aus-
beute der Synthese wurde photometrisch ermittelt und belief sich auf 50-300 pg/ml
DNA. Zusétzlich wurden Oligonukleotide bei der Firma Gibco BRL Life Technolo-
gies GmbH (Karlsruhe) bezogen. Die Nukleotid-Sequenzen aller, in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Primer, sind auf der beiliegenden CD aufgefiihrt.

2.7 Subklonierung in Plasmidvektoren

Zur Subklonierung von Restriktionsfragmenten sowie von PCR-~Produkten wurde der
Plasmidvektor pUC18 verwendet (Yanisch-Perron et al., 1985). pUC 18 ist doppel-
strangig und zirkuldr mit einer Lange von 2686 bp. Er tragt Gene, die fiir das Enzym
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B-Lactamase (Ampicillinresistenz) und fiir einen Teil der B-Galaktosidase (lacZ’-
Gen) codieren. Wird das lacZ’-Gen durch Integration von Fremd-DNA in eine der
Klonierungsschnittstellen zerstort, sind transformierte Bakterien des Wirtsstammes
E.coli RRI (M15 Riither (1982)) nicht in der Lage, durch Alpha-Komplementation ei-
ne funktionstiichtige 8-Galaktosidase zu bilden (Langley et al., 1975). Dies ermoglicht
die Farbselektion rekombinanter Bakterien auf IPTG / X-Gal-haltigen N&hrboden.

Restriktionsfragmente mit nicht-kompatiblen Schnittstellen sowie PCR-Produkte
wurden durch das Klenow-Fragment der Escherichia coli DNA-Polymerase I mit
glatten Enden versehen (Maniatis et al., 1982).

Die Ligation von 0,5-1ng geschnittener Vektor DNA mit 1-5ng Fremd-DNA
erfolgte mittels T4-DNA-Ligase (Boehringer, Mannheim) in einem Volumen von 15-
20 pl iber Nacht bei Raumtemperatur. Der Ligationsansatz wurde anschliefend mit
Hilfe des ,,QIAquick Purification Kits“ (QIAGEN, Hilden) gereinigt.

Die Transformation der Bakterien erfolgte entweder durch eine modifizierte CaCl,-
Methode (Mandel und Higa, 1970) oder durch Elektroporation (1500-2000 Volt, 5 ms
Impulsdauer). Fiir die Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurden 2 ml
einer Ubernacht-Kultur in 500 ml L-Medium {iberimpft und bis zu einer optischen
Dichte ODggp= 0,6-0,8 bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden abzentrifugiert
(4000 x g, 15 min, 4°C) und mehrmals mit 100 ml eiskaltem A. bidest gewaschen. Der
letzte Waschschritt erfolgte mit eiskaltem A. bidest/10% Glyzerin. Das Bakterien-
pellet wurde schliellich in 1 Vol. eiskaltem A. bidest/10% Glyzerin resuspendiert, in
50 ul Portionen aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die elektro-
kompetenten Bakterien wurden bei -70°C gelagert. Die Selektion positiver Klone
erfolgte mittels Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA oder durch Koloniefilterhybri-
disierung (siehe Kapitel 2.8.3). Bakterienkulturen positiver Klone wurden in einem
Glycerin/ 2x L-Medium (1:1) Gemisch bei -20°C als Dauerkultur gelagert.

2.8 Hybridisierungsmethoden

2.8.1 ,,Southern-Blot*“ Hybridisierung

In Anlehnung an die von Southern (1975) entwickelte Technik wurden DNA- Restrik-
tionsfragmente von Agarosegelen auf Nitrocellulose oder Nylonmembranen iibertra-
gen und anschliefend mit radioaktiv markierter DNA hybridisiert. In der Regel
wurden mit der in Sambrook et al. (1989) beschriebenen ‘Sandwich‘-Technik paral-
lel zwei Filter aus einem Gel hergestellt. Die DNA wurde bei 80°C fiir 2 Stunden auf
dem Nitrozellulosefilter fixiert und dieser in 2x PM (Denhardt, 1966) / 1% SDS fiir
mindestens 3 Stunden zur Abséttigung freier Bindungsstellen bei 60°C prainkubiert.
In Anschluf§ an die Hybridisierung mit einer in 1x PM/ 0,5% SDS gelosten, radio-
aktiv markierten DNA Sonde (65°C fiir 6-15 Stunden) wurden die Filter dreimal in
2x SSC und einmal in 0,1xSSC/ 0,1% (w/v) SDS bei 65°C fiir jeweils 30 min gewa-
schen, um freie radioaktive Sondenmolekiile zu entfernen. Fiir die Hybridisierung
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von Chironomiden-DNA mit einer heterologen Sonde aus anderen Spezies wurden
weniger stringente Temperaturbedingungen (55-60°C) gew#hlt. Gewaschen wurde in
diesem Fall ausschliellich mit 2x SSC bei 60°C. Zur Detektion der Signale wurden die
getrockneten Blots mit einem Rontgenfilm (Kodak Xomat AR oder Fuji-RX) und
Verstérkerfolie (Dupont cronex Hi-Plus, Dr. Groos-Suprema) bei -80°C exponiert.
Fiir die nichtradioaktive Hybridisierung wurde die DNA auf eine Nylon-Membran
(Boehringer Mannheim) transferiert und bei 120°C fiir 2 Stunden fixiert. Nach Préin-
kubation in Hybridisierungspuffer ohne Formamid (hergestellt nach Anweisung des
AMPPD-Herstellers Roche, Mannheim) bei 65°C erfolgte die Hybridisierung mit 10-
20ng/ml DIG-markierter DNA (siche Kapitel 2.9) bei 65°C fiir 14 Stunden. Als
Hybridisierungspuffer diente 1xPM/ 0,5% SDS. Das Waschen der Blots erfolgte
unter stringenten Bedingungen (2x30min in 2x SSC, 2x30min in 0,1xSSC/ 0,1%
(w/v) SDS, bei 65°C). Der Nachweis DIG-markierter DNA Sonden erfolgte mit
dem Chemilumineszenzsubstrat AMPPD (3-(2’Spiroadamantan)-4-methoxy-4-(3"-
phosphoryloxy)-phenyl-1,2-dioxetan, Boehringer, Mannheim) . Dieses wird durch
die alkalische Phosphataseaktivitéit des Anti-Digoxigenin-AP-Konjugats (Boehrin-
ger, Mannheim) in das instabile AMPD iiberfiihrt, dessen Zerfallsprodukt Licht der
Wellenléinge 477 nm emittiert. Die Durchfithrung erfolgte nach dem Protokoll des
Reagenzienherstellers. Nach Inkubation mit dem Anti-DIG-AP-Konjugat und der
AMPPD-Lo6sung wurde der in Frischhaltefolie eingeschlagene Blot mit einem Ko-
dak X Omat AR-Film 30 min exponiert.

2.8.2 Plaquefilterhybridisierung

Nach der von Benton und Davis (1977) entwickelten Methode konnten Lambda-
Klone mit Hilfe radioakiver Sonden aus Genbanken selektiert werden. Zum Transfer
der Phagen-DNA aus den Plaques wurden ein Nitrozellulose Filter fiir 4 min auf die
gekiihlte Agarplatte gelegt und seine Orientierung markiert. Nach Denaturierung
der Phagen-DNA auf mit 0,1 M NaOH/ 1,5M NaCl getranktem Filterpapier fir
2 min und anschlieender Neutralisierung mit 0,2 M Tris/ HCl1 pH7,5/ 2x SSC (2 min)
wurden die Filter zweimal 15 min in 2x SSC gewaschen, 2 Stunden bei 80°C fixiert
und wie unter 2.8.1 beschrieben hybridisiert, gewaschen und autoradiographiert.
Plaque-Bereiche, die nach der Autoradiographie mit einem Signal korrespondierten,
wurden aus dem Weichagar ausgestochen und in 500 pl SM-Medium iiberfiihrt, dem
einige Tropfen Chloroform zugesetzt waren. Diese Phagensuspension wurde erneut
ausplattiert und einer weiteren Plaquefilterhybridisierung unterzogen, bis eindeutig
Einzelplaques isoliert werden konnten. Diese wurden wiederum aus dem Weichagar
ausgestochen und in 500 pl SM-Medium mit CHCl; iiberfiihrt und bei 4°C dauerhaft
aufbewahrt.

Zur Verifizierung positiver Phagenklone wurden ,,Plaque dots“ angefertigt. Hier-
zu wurden 200l des Bakterienstammes p2392 (in 10 mM MgCl, ) mit 3 ml Weich-
agar ausgeplattet. 20 pl der zu testenden Phagensuspension wurden dann auf die
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erhéirtete Oberfliche an definierte Stellen aufgetropft. Die Platten wurden {iber
Nacht bei 37°C bebriitet. AnschlieBend wurde eine erneute Plaquefilterhybridisie-
rung durchgefiihrt.

2.8.3 Koloniefilterhybridisierung

Rekombinante Plasmidklone konnten in groflerer Anzahl nach der von Grunstein
und Hogness (1975) entwickelten Methode selektiert werden. Es wurden zu unter-
suchende Bakterienkolonien an identische Positionen auf zwei Nitrozellulosefilter
tiberimpft, die zuvor auf Ampicillin-haltige (100 pg/ml) N&hrboden gelegt worden
waren und iiber Nacht bei 37°C angeziichtet. Einer der beiden Replikafilter wurde
zur Denaturierung der Bakterien-DNA fiir 7 min auf ein mit 0,5 M NaOH getrianktes
Filterpapier gelegt, getrocknet und fiir 5min auf einem mit 1,5M Tris-HCI1 pH 7.4
getrinkten Filterpapier neutralisiert. Der Nitrozellulosefilter wurde 5min in 0,5M
Tris/ 1,5 M NaCl pH7,4 untergetaucht und erneut getrocknet. Es folgte der Abbau
der bakteriellen Proteine durch Proteinase K (1 mg/ml in 1xSSC). Durch Tauchen
des Nitrozellulosefilters in EtOH abs. wurde die Reaktion nach 30 min gestoppt.
Der erneut getrocknete Koloniefilter wurde fiir 5min in 0,3 M NaCl inkubiert und
anschliefend zwischen zwei Filterpapierbogen kurz geprefit, um Bakterienreste zu
entfernen. Nach dem Fixieren der DNA fiir 2 Stunden bei 80°C erfolgte die Hybri-
disierung und Detektion wie unter 2.8.1 beschrieben.

2.8.4 In situ-Hybridisierung an Polytinchromosomen

Zur Lokalisation klonierter DNA sowie von PCR-Produkten auf den Polytdnchro-
mosomen von Chironomiden wurde die Technik der FISH (fluorescence in situ hy-
bridisation) angewandst.

Die Durchfithrung erfolgte entsprechend dem von Schmidt (1992) veréffentlichten
Protokoll. Essigséure- (50%) fixierte Chromosomenpréparate aus Tieren des vierten
Larvenstadiums wurden hitzestabilisiert (Bonner und Pardue, 1976) und mit NaOH
denaturiert (Singh et al., 1977). Auf eine Behandlung der Chromosomen mit RNase
wurde verzichtet. Die Hybridisierung der so vorbereiteten Chromosomen mit Biotin-
oder Digoxygenin-markierten DNA-Sonden (siehe Kapitel 2.9) erfolgte bei 55°C fiir
6-12 Stunden entprechend der von Langer-Safer et al. (1982) beschriebenen Methode,
die von Schmidt et al. (1988) fiir Chironomus optimiert wurde.

Nach erfolgter Hybridisierung und Detektion wurden 10 jl eines Gemisches aus p-
Phenyldiamin und Glycerin auf das Préaparat gebracht, diese mit einem Deckglédschen
verschlossen. Die Préparate wurden mit einem confokalen Mikroskop betrachtet(Leica).
Aufnahmen der Priaparate wurden an dem Leitz Aristoplan-Photomikroskop (Film
Iiford HP5) bzw. mit der digitalen SenSynTM-Kamera (Photometrics, Miinchen)
gemacht. Die Bildverarbeitung erfolgte mit den Programmen ,,IPLabTM Spectrum
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version 3.0.1¢ (Signal Analytics Corporation, USA) und ,,Adobe Photoshop 4.0¢
(Adobe Systems Inc., USA) fiir Macintosh Power PCs.

2.9 DNA-Markierung

2.9.1 Random-primed oligo-labelling

Die Herstellung radioaktiv oder Digoxygenin-markierter DNA-Sonden erfolgte nach
einer von Feinberg und Vogelstein (1983) entwickelten Technik mit Hilfe von Markie-
rungssystemen der Firma Boehringer (Mannheim). Diese Methode beruht auf der
enzymatischen Synthese eines DNA-Stranges in Anwesenheit markierter dNTPs.
Als Matrize diente 1-10 pg hitzedenaturierte DNA. Der Synthesestart wird durch
Primer mit zufilliger Basenzusammensetzung garantiert. Bei radioaktiven Markie-
rungen wurden 35 1Ci 3?P-dATP (3000 Ci/mMol) eingesetzt. Zur Entfernung nicht-
eingebauter radioaktiver Nukleotide wurde die DNA im Anschlufl an die Markierungs-
reaktion gefillt. Die in Aqua bidest. geloste und mit Carrier-DNA aus Kalbsthymus
(Endkonzentration 200 pg/ml ) versehene Probe konnte nach der Hitzedenaturie-
rung zur Hybridisierung eingesetzt werden. Die nicht-radioaktive DNA Markierung
wurde mit dem ,,DIG DNA Labelling Kit “ nach Angaben des Herstellers Boehringer
(Mannheim) durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 1-3 ug DNA und 0,15 M Digoxygenin-
11-dUTP.

2.9.2 Nick Translation

Bei dieser von MacGregor und Mizuno (1976) beschriebenen Methode werden durch
die 5’-3" Exonukleaseaktivitidt der DNA Polymerase I entstehende einzelstrangige
DNA-Bereiche durch Einbau z.T. markierter Nucleotide zum Doppelstrang ergéinzt.
Etwa 1 1g DNA wurde mit 10 1Ci 32P-dATP (3000Ci/mmol), 1l einer 0,2 M Stamm-
16sung der iibrigen nicht-radioaktiv markierten Triphosphate, 10 ul 10x Salze, 11l
einer DNase I Losung (1 pg/ml) und 12 Einheiten DNA Polymerase I in einem
Volumen von 100 pl fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschlufl an
die Markierungsreaktion wurde der Ansatz wie unter 2.8.1 beschrieben behandelt.
Fiir die nicht-radioaktive DNA Markierung wurde das BioNick Labelling Systhem
der Firma Bibco BRL nach Anweisung des Herstellers verwendet.

2.10 Automatische DNA-Sequenzierung

Die auf der von Sanger et al. (1977) entwickelten Kettenabbruch-Methode beruhende
automatische DNA-Sequenzierung wurde mit den Sequenziergeraten 373 stretch und
PRISMTM 377 der Firma ABI (Weiterstadt) durchgefiihrt. Als Matrize dienten da-
bei sowohl superzirkulédre doppelstriangige Plasmid-DNA (Chen und Seeburg, 1985),
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als auch gereinigte PCR-Produkte. Die Sequenzierung erfolgte als lineare DNA-
Amplifikation durch ,,Cycle Sequencing“. Verwendet wurden dabei der ,,PRISMTM
Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit“(PE Applied Biosy-
stems, Weiterstadt) und der ,,Thermo SequenaseTM dye terminator cycle sequen-
cing pre-mix Kit“ (Amersham Life Science Inc., USA). Die Sequenzierreaktion er-
folgte in der Regel nach einem 2-Schritt-Protokoll (0:15min 96°C, 4 min 55°C; 25
Zyklen). Bei Sequenzierung von DNA-Bereichen, die aufgrund von repetitiven Ele-
menten in der Lage sind, Sekundérstrukturen zu bilden, sowie fiir die direkte Se-
quenzierung von A-DNA wurden das antifold-Programm (0:20 min 98°C, 0:15min
55°C, 4min 60°C; 25 Zyklen) sowie die doppelte Menge an Reaktionsmix benutzt.
Die Anzahl der Reaktionszyklen wurde bei geringen Signalstirken erhoht (bis zu 60
Zyklen). Als Primer (10 pmol/Ansatz) dienten entweder die Standardprimer M13
,,universal “ und M13 , reverse” oder aber sequenzspezifische Oligonukleotide (siehe
CD-Datentriger im Anhang; Ordner: Primer). Die Aufreinigung der Sequenzierpro-
ben sowie die Vorbereitung der Sequenzgele und die Gelelektrophorese erfolgten nach
den Empfehlungen der Hersteller.

2.11 Computerauswertung von DNA- und
Proteinsequenzen

Die Auswertung der DNA-Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der 373A-Software fiir
Apple Macintosh-Computer (ABI, Weiterstadt) sowie mit der ,,Lasergene Sequence
Analysis Software“ (DNASTAR Inc., USA). Das Programm ,,SequencherTM 4.0¢
(Gene Codes Corporation, USA) diente zur Bildung von ,,Sequenz-Contigs“ durch
das Zusammenfiigen iiberlappender Einzelsequenzen. Paarweise Sequenz-Vergleiche
wurden mit dem Programm ,,SIM “ (Huang und Webb (1991); http://www.expasy.ch
/tools/sim-nucl.html) auf dem ExPASy-Server (http://www.expasy.ch/tools) durch-
gefithrt. Mit dem Programm LALNVIEW (Duret et al. (1996); http://www.expasy.
ch/tools/lalnview.html) konnten die Ergebnisse der Sequenz-Vergleiche graphisch
dargestellt werden.

Das Program ,,Seqed“ (,,Lasergene Sequence Analysis Software“, DNASTAR
Inc., USA) diente zur Ubersetzung von Nukleotid-Sequenzen in Aminoséure-Sequen-
zen.

Ferner wurden Datenbankrecherchen mit den Algorithmen BLASTN, BLASTX,
TBLASTX und FASTA (Altschul et al., 1990) iiber das World Wide Web (www)
am ,,National Center for Biotechnology Information“ (NCBI, Bethesda, USA) durch-
gefithrt. Durchsucht wurden dabei die Datenbanken GenBank/EMBL/DDBJ/PDB.
Die ,,Homepage“ des NCBI findet sich unter der Adresse http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/.

Die phylogenetischen Auswertungen der Sequenzdaten erfolgte mit dem Pro-
grampaket ,, MEGA 1.02“ (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Kumar et al.
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(1993)). Als Grundlage fiir die Ermittlung der Sequenz-Verwandtschaften dienten
Sequenz-Vergleiche, die mit Hilfe des Programms ,,Clustal W* (Higgins und Sharp,
1988, 1989) erstellt und anschliefend per Auge optimiert wurden. Ausgehend von
diesem ,,Sequenz-Alignment “ wurden die Distanzwerte der einzelnen Sequenzen mit
dem Program , MEGA“ (Kumar et al., 1993) berechnet. Die Himoglobin-Sequenzen
wurden hierbei paarweise verglichen und der Anteil der Aminosédure-Austausche an
der Gesamtsequenz ermittelt (p-Distanzen).

Anteil der AS-Unterschiede p = Anzahl der AS-Austausche nd / Sequenzlinge n
Mit der Variation V(p) = p(1-p)/n

Die Ermittlung der Nukleotid-Distanzen erfolgte nach Jukes und Cantor (1969).
Dieses Modell geht von einheitlichen Substitutionsraten aller vier Nukleotide so-
wie konstanten Evolutionsraten aus. Die Distanzwerte fiir synonyme- und nicht-
synonyme Substitutionen wurden getrennt berechnet (Kumar et al., 1993). Liicken
im ,,Sequenz-Alignment “, die auf Insertionen bzw. Deletionen von Nukleotiden zu-
riickzufiihren sind, wurden bei keiner der Methoden beriicksichtigt. Die Konstruk-
tion von Verwandtschaftsdentdrogrammen erfolgte mit dem Program ,,PAUP“ (Swof-
ford, 1993) basierend auf der ,,maximum parsimony“ Methode (Eck und Dayhoff,
1966; Fitch, 1977), sowie mit dem ,,neightbour joining“ Algorithmus (Saitou und
Nei, 1987) aus dem Program , MEGA* (Kumar et al., 1993).

Die Analyse von Protein-Strukturen erfolgte auf dem ,,Internet-Server“ des ,,Ate-
lier Biolnformatique* der Universitit Aix-Marseille (ABIM; http://www-biol.univ-
mrs.fr/english /logligne.html#predi). Transmembrandoménen wurden mit dem Pro-
gram ,,SOSUI“ (Hirokawa et al. (1998); http://www.tuat.ac.jp/~mitaku/adv_sosui)
vorhergesagt. Das Programm ,,Blocks* (Henikoff und Henikoff (1994); Henikoff et al.
(1999); http://www.blocks.thcrc.org/) diente zur Identifikation funktioneller Prote-
indoménen.

2.12 Puffer und Losungen

Denaturierungspuffer 1,5 M NaCl

(Blot) 0,5M NaOH

10x Dialyse-Puffer 0,25 M Tris
3M NaCl

0,1 M Na,EDTA
DNA-Stopputfter 4 M Harnstoff

0,1 M Na,EDTA
0,1 % w/v Bromphenolblau
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10x E-Puffer

Ethidiumbromid Farbelésung

L-Medium

MOPS

Neutralisierungslosung

(Blot)

NZY-Medium, pH 7,5

10x PBS
(FISH)

1x PM
nach Denhardt (1966)

RNA-Férbelosung

50 % w /v Saccharose

0,36 M Tris
0,3M NaH,PO,
0,1 M Na,EDTA

5 pg Ethidiumbromid /ml
in 1x E-Puffer

10g Trypton
5 g Hefeextrakt
5g NaCl ad 1000 ml a. dest.

0,2M 3-(N-morpholin) Propan-
Sulfonsure

0,05 M Na-Acetat

0,01 M Na,EDTA pH 7,0

0,5M Tris-HCI pH 7,5
3M NaCl

10g NZ Amin

5g NaCl

5g ,, Yeast Extract”
2g MgSO, x 7TH,0O
ad 11. a. bidest.

200 g NaCl

5g KCI

5g KH,PO,
27,8¢g Na,HPO,
ad 11. a. bidest.

0,02% w/v Ficoll 400

0,02%w /v Polyvinylpyrrolidon
0,02% w/v BSA

in 3x SSC

50% Glycerin

0,001 M Na,EDTA pH 8,0
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol FF



2.13 E. coli-Stamme:

RNA-Lade-Puffer

SDS-Mix

SM-Medium

20x SSC

10x Taqg-Puffer

Tris-Borat-Elektrophorese-Puffer

20x TBE

TE-Puffer

Tris-EDTA-Lithiumchlorid-Triton X-Puffer

TELT-Puffer

Triton X-Mix

2.13 E. col:-Stamme:

A(merC-mrr) HsdS™(r~ m™)

500 pl Formamid (deionisiert)
100 pl 10x MOPS-Puffer
150 pl Formaldehyd (filtriert)

2,5% w/v SDS
0,25 M Na,EDTA
0,5M Tris-HCI1 pH 8,0

0,1 M NaCl

50 mM Tris-HC1 pH 7,5
8mM MgSO,

0,01% w/v Gelatine

3M NaCl
0,3M Natriumcitrat

400 mM KC1
100 mM Tris-HCI pH 8,3
15mM MgCl,

1,8 M Tris
1,8 mM Borséure
25mM Na,EDTA

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1mM Na,EDTA

50 mM Tris-HCl
62mM Na,EDTA
2.5M LiCl

4% v /v Triton X-100

50 mM Tris-HCI1 pH 8,0
62,5 mM Na,EDTA pH 8,0
0,2% v/v Triton X-100

HB101: supE44 arald galK2 lacY'1 A(gpt-proA)62 rpsL20 (Str") zyl-5 mitl-1 recA13
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Dh5a: supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM 15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1

P2392: LE392 [eld~( McrA hsdR514 supE44 supF58 lacY'1l or (laclZY)6 galK2
galT22 metB1 trpR55] P2-lysogen relAl

RR1: HBI101 recA™

2.14 Materialien

Agar-Platten:
15g Agar-Agar ad 1000 ml L-Medium. Hinzugefiigt wird je nach Bedarf: Ampicillin
100 pg/ml oder Kanamycin 10 ng/ml oder X-Gal 0,01%, IPTG 0,2 mM.

Weichagar:
10 g Trypton, 5g Hefeextrakt, 5g NaCl, 5g Agarose ad 1000 ml A. dest.

Dialyse-Schlduche (Medicell, London) fiir Elektroelution:
Durchschnitts-Porenradius: 28 A, Durchmesser: 15,9 mm. Es wurden ca. 20 cm lange
Streifen geschnitten, diese mit Siedesteinen im Becherglas in Natriumcarbonat 50 g/1
A. bidest. (2x 10 Minuten) aufgekocht, zwischendurch mit A. bidest. gespiilt und in
3,72g EDTA pro 1. A. bidest. aufbewahrt.

2.15 Bezugsquellen

Nicht aufgefithrte Chemikalien der Qualitatsstufen ,p. A.* bzw. reinst wurden von
den folgenden Firmen bezogen: Roche (Mannheim), Difco (USA), Fluka (Schweiz),
Life Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Riedel-
de Héen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (USA).

Agarosen MP: Roche (Mannheim)
Ampicillin Hochst (Frankfurt)
AMPPD Roche (Mannheim)

DIG DNA Labeling Kit Roche (Mannheim)
DIG-dUTP Roche (Mannheim)

DNase I Sigma (USA)
Elektroporationskiivetten Eurogentec

IPTG Biomol (Hamburg)
Klenow-Enzym Roche (Mannheim)
T4-DNA-Ligase Pharmacia (Freiburg), Roche (Mannheim)
Lysozym Serva, (Heidelberg)
Mineral6l Sigma (USA)

3 MM-Papier Schleicher & Schiill (Dassel)
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Nitrocellulosefilter
Nylonmembranen
a®?PdATP, a3?PdCTP

Proteinase K

Random Primed DNA Labeling Kit:

Restriktionsendonukleasen

RNase A

Rontgenfilm
Rontgenfilm-Entwicklerkonzentrat
Rontgenfilmfixierkonzentrat
Verstéarkerfolie (Cronex Hi-Plus)
X-Gal

Schleicher & Schiill (Dassel)
Roche (Mannheim)

ICN (Meckenheim)

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)
Pharmacia (Freiburg)

AGS (Heidelberg)
Stratagene (Heidelberg)
USB (USA)

Serva (Heidelberg)
X-O-MAT AR: Kodak
Adefo (Niirnberg)

Adefo (Niirnberg)

Dupont; Dr. Goos-Suprema (Heidelberg)
Biomol (Hamburg)
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung und Charakterisierung von A-Klonen mit
Hamoglobin-Genen

Aus einer genomischen Genbank von C. tentans im Vektor EMBL3 wurden \-
Klone des Hamoglobin-Genclusters D isoliert. Als Sonde wurde ein Mischung be-
reits bekannter Hamoglobin-Gene von C. tentans verwendet, die aus den bereits
isolierten und teilweise charakterisierten Klonen hb5 und hb10 stammten (Rozynek
et al., 1991). Die so gewonnenen Klone hb20.1, hb2, hb15, hb11, hb3.2, hbl8, hb9,
hb4a und hb21 konnten mittels in situ-Hybridisierung an Polytédnchromosomen der
Héamoglobingen-Gruppe D zugeordnet werden. Ihre Kartierung erfolgte durch Re-
striktionsanalysen und Endsequenzierung. Zusammengenommen reprasentieren die
Klone zwei Ausschnitte des Hamoglobin-Genclusters D von 50 kb (Contig 1) und
24 kb (Contig 2). In Abb. 3.1 ist die Anordnung der Lamba-Klone in diesen beiden
Contigs dargestellt.

Lambda-Contig 1 (50 kb) Lambda-Contig 2 (24) kb
hb20.1 hb18 hb10
1-12775 40508-50607 1-13820
I -
hb2 hb3.2 hb9
9484-21935 344498-49504 10011-24129
L e =
hb15 hb11 hb4da
14882-22845 28677-40517 13296-16327
T —— ————
hb5 hb21
22213-40760 16006-19306
e

Abbildung 3.1 Legende siehe folgende Seite.
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Abbildung 3.1: Ubersicht iiber die Lambda-Klone aus dem Bereich des
Himoglobingen-Clusters D von C. tentans

Ausgehend von den vorliegenden Klonen hb5 und hb10 (Rozynek et al., 1991) wurden
weitere Klone aus einer genomischen Genbank von C. tentans isoliert. Diese bilden
zwei zusammenhiingende Sequenzbereiche (Contigs) von 50 kb bzw. 24 kb. Die Po-
sitionen der einzelnen Klone innerhalb der Contigs sind in Basenpaaren angegeben.
Beide Sequenzbereiche wurden vollstindig sequenziert. Die sequenzierten Abschnitte
der einzelnen Klone sind durch breite Linien kenntlich gemacht. Die beiden Contigs
iiberlappen nicht, der Abstand zwischen ihnen ist unbekannt.

3.2 Die chromosomale Organisation der \-Klone

Die beiden DNA-Abschnitte Contig 1 und Contig 2 iiberlappen nicht. Es ist derzeit
unbekannt, wie grofl der Abstand zwischen Contig 1 und Contig 2 im Genom von
C. tentans ist. Ihre Anordnung auf dem Chromosom sowie ihre relative Orientierung
wurden mittels Mehrfarben-in situ-Hybridisierung ermittelt. Dazu wurden in den
Randbereichen der Contigs liegende Intergenregionen durch PCR amplifiziert und
als Sonden wahlweise mit Digoxygenin bzw. Biotin markiert. Je zwei unterschied-
lich markierte PCR-Fragmente wurden dann in Kombination zur Hybridisierung
verwendet. Die so erstellten Sonden sind in Tabelle 3.1 charakterisiert. Die Hybridi-
sierung erfolgte an Polytédnchromosomen aus Speicheldriisen von C. tentans-Larven
des dritten oder vierten Larvalstadiums. Digoxygenin-markierte Sonden wurden mit
TRITC-gekoppelten Antikorpern (rote Fluoreszenz), Biotin-markierte Sonden mit
FITC-gekoppelten Antikérpern (griine Fluoreszenz) nachgewiesen. Als zuséitzlicher
,,natiirlicher “© Marker zur Orientierung der Signale auf dem Chromosom wurde der
Nukleolus verwendet. Dieser ist als Verdickung des Chromosoms im Mikroskop sicht-
bar. Er befindet sich zwischen dem Hémoglobin-Gencluster D und dem Centromer
und ermoglicht es somit, die Lage der Hybridisierungssignale relativ zum Centromer
zu bestimmen, auch wenn dieses nicht sichtbar ist.

3.2.1 Die Reihenfolge der Contigs 1 und 2 auf dem Chromosom

Um die Anordnung der beiden Contigs auf dem Chromosom festzulegen, wurden die
Sondenkombinationen 1, 2 und 3 zur Hybridisierung verwendet. Sie bestehen jeweils
aus Abschnitten beider Contigs mit unterschiedlicher Fluoreszenz-Markierung (sie-
he Tab. 3.1). Keine der Sondenkombinationen lieferte zwei vollstdndig voneinander
getrennte Signale. Die zu beobachteten Signale setzen sich in allen drei Féllen jeweils
aus einem roten und einem griinen Anteil zusammen, die extrem dicht beieinander
liegen. Der gelbe Anteil des Signals ergibt sich aus der Uberlagerung der roten und
griinen Farbmarkierungen. Trotzdem war es bei genauer Betrachtung mdglich, die
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Sonden- Position der PCR Produkte PCR-Primer Frag- Markierung

kombi- ment-

nation Contig;: A-Klon: bp: Lénge (bp)

1 Contig 1:  hb20.1, 379- 1306 | tenpl46/tenp221 | 927 FITC (griin)
Contig 2:  hbl0, 37- 837 | tenp 49/tenp49x | 800 TRITC (rot)

2 Contig 1:  hb20.1, 379- 1306 | tenpl46/tenp221 | 927 FITC
Contig 2: hb21, 17319-17783 | tenp255/tenp254 | 464 TRITC

3 Contig 1:  hb20.1, 379- 1306 | tenpl46/tenp221 | 927 FITC
Contig 2:  hb9, 14249-16069 | tenp 73/tenp 74 | 1820 TRITC

14 Contig 1:  hb20.1, 379- 1306 | tenpl46/tenp221 | 927 TRITC
Contig 1:  hbl8, 47717-49123 | tenp 88/tenp 98 | 1406 FITC

Sonden- | Abstand der PCR-Produkte (bp) | Orientierung der Signale Abbildung

kombi-

nation

1 >51065 * griin zum Centromer (Contig 1) | 3.2

2 >56379 * griin zum Centromer (Contig 1) | 3.2

3 >59913 * griin zum Centromer (Contig 1) | 3.2

14 =48744 rot zum Centromer (hb20.1) 3.3

Tabelle 3.1: Lokalisierung der Sonden fiir die in situ-Hybridisierung

Die Anordnung der DNA-Abschnitte von Contig 1 und Contig 2 auf den Chromo-
somen von C. tentans erfolgte mittels in situ-Hybridisierung an Polytinchromoso-
men der Speicheldriisen. Flankierende Bereiche der Contigs wurden durch PCR am-
plifiziert. Die Lage der amplifizierten Bereiche sowie die verwendeten PCR-Primer
sind in den ersten beiden Spalten aufgefiihrt (sieche CD-Datentriger im Anhang
fiir die Primer-Sequenzen; Ordner: Primer). Je zwei unterschiedlich markierte PCR-
Produkte wurden vereinigt und in Kombinaton als Sonde eingesetzt. Der Nachweis
erfolgte mittels der fluoreszenzmarkierten Antikérper Anti-Dig- TRITC (rot) und
Anti-Bio-FITC (griin).

* Der Abstand zwischen diesen PCR-Produkten ist nicht bekannt, da zwischen Contig
1 und Contig 2 eine Liicke unbekannter Griéfle besteht. Die angegebene Distanz ist
daher ein Mindestwert.

Reihenfolge der Farbmarkierungen eindeutig festzulegen. Die Ergebnisse der Hybri-
disierung sind in Abb. 3.2 dargestellt. Es zeigt sich, dafl der Contig 1 dem Centromer
des Chromosoms zugewandt ist (Sonden mit griiner Fluoreszenz), wohingegen der
Contig 2 telomerwirts orientiert ist (Sonden mit roter Fluoreszenz).
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3 Ergebnisse

A.
Contig 1 Contig 2
hb20.1 hb18
hb10
I hb2 hb3.2 I hb9
hb15 hb11l hb21
hb5
Lokalisation der Sonden: Sondenkombination 1

Abbildung 3.2: Legende siehe Seite 48
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B.
Contig 1 Contig 2
hb20.1 hb18
hb10
I hb2 hb3.2 hb9
hb15 hb11l
hb21
hb5 l
Lokalisation der Sonden: Sondenkombination 2

Abbildung 3.2: Legende siehe Seite 48
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C.

Contig 1 Contig 2

hb20.1 hb18

I hb2 hb3.2 I hb9
hb15 hb11 hb21

hb10

hb5

Lokalisation der Sonden: Sondenkombination 3

Abbildung 3.2: Chromosomale Anordnung der Klon-Contigs 1 und 2

Die Abbildungen A, B und C zeigen die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung mit
den Sondenkombinationen 1, 2 und 3 (zur Charakterisierung der Sonden vergleiche
Tab. 3.1). Im oberen Bereich der Abbildungen ist jeweils die Lage der verwende-
ten Sonden innerhalb der beiden Contigs schematisch dargestellt (Kasten). Mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff FITC nachgewiesene Sonden erzeugen eine griine, mit TRITC
nachgewiesene Proben hingegen eine rote Fluoreszenz. Die Reihenfolge der Signale im
Bild des confokalen Mikroskops zeigt, da3 der Contig 1 niher zum Nukleolus (Pfeil)
liegt und somit dem Centromer zugewandt ist, wihrend der Contig 2 zum Telomer
hin orientiert ist. Das rechte Bild stellt stets einen vergroflerten Ausschnitt des linken
Ubersichtsbildes dar.
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3.2.2 Die Orientierung des Contigs 1

Um die Orientierung des 50 kb Contigs auf dem Chromosom von C. tentans fest-
zulegen, wurden Intergenregionen aus den Klonen hb20.1 und hb18 amplifiziert, die
die duBleren Enden des Contigs 1 darstellen. Diese wurden unterschiedlich markiert
(mit Digoxygenin bzw. mit Biotin) und in Kombination zur Hybridisierung einge-
setzt (sieche Tab. 3.1, Sondenkombination 14). Die Ergebnisse der Hybridisierung
sind in Abb. 3.3 dargestellt.

Im confocalen Mikroskop lassen sich die zwei verschiedenen Signale unterschei-
den. Das rote Signal kennzeichnet das Contig-Ende, das durch den Klon hb20.1
charakterisiert ist, das griine Signal markiert das Ende, an dem der Klon hbl8 den
Contig begrenzt. Die Anordnung der beiden Signale auf dem Chromosom zeigt, daf3
der Klon hb20.1 dem Nukleolus und damit dem Centromer zugewandt ist, wihrend
der Klon hb18 telomerwérts ausgerichtet ist. In Abb. 3.4 sind die Ergebnisse sche-
matisch zusammengefaflt.

3.2.3 Sequenzierungsergebnisse

Zu Beginn der Arbeiten lagen zwei A-Klone aus C. tentans vor, die Hiamoglobin-
Gene enthalten. Aus dem Klon hb5 war ein Abschnitt von 7 kb mit 5 Hamoglobin-
Genen bereits publiziert (Rozynek et al., 1991), aus Klon hbl0 lagen weitere 7
kb unpublizierte Sequenzdaten vor (Rozynek, Hankeln und Schmidt, unveroffent-
licht). Ausgehend von diesen zwei bereits analysierten Sequenzabschnitten wurden
die Nukleotid-Sequenzen der beiden erstellten Contigs vollstdndig ermittelt. Daraus
ergibt sich fiir Contig 1 eine Lange von 50607 bp und fiir Contig 2 eine Lénge von
24129 bp. Insgesamt wurden somit 74736 bp genomischer DNA sequenziert (sie-
he Abb. 3.1 und Gesamtsequenz der Contigs auf dem beigelegten CD-Datentéger;
Datein: 24 kb Contig 1-24129.pdf, 50 kb Contig 1-21400.pdf, 50 kb Contig 21401-
50607.pdf).

Die kompletten Nukleotid-Sequenzen beider Contigs sowie die Lage aller identifi-
zierten Gene sind im Anhang abgebildet. Uberlappende Bereiche der Klone innerhalb
der Contigs wurden nur insofern sequenziert, als es zur Bestimmung ihrer genauen
Lage erforderlich war. Sequenzunterschiede in verschiedenen Klonen, die aufgrund
ihrer Herkunft aus unterschiedlichen Allelen auftreten, sind ebenfalls im Anhang
aufgefiihrt.

Sequenzierungsstrategie und Sequenzqualitit

Zur Sequenzierung der einzelnen DNA-Abschnitte wurde eine aus Subklonierung,
PCR, ,,Primer-walking“ und ,,Shotgun “-Sequenzierung kombinierte Strategie ver-
wendet. Eine reine ,,Shotgun“-Sequenzierung, wie sie in der Regel fiir grofiere Se-
quenzierungsprojekte angewendet wird ,konnte hier nicht durchgefiihrt werden. Bei
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Contig 1 Contig 2
hb20.1 hb18
hb10
I hb2 hb3.2 I hb9
hb15 hb11 hb21
hb5

Lokalisation der Sonden: Sondenkombination 14

Abbildung 3.3: Orientierung des Klon-Contigs 1 auf dem Chromosom

Das Schema zeigt die Lage der Sondenkombination 14 innerhalb des Contigs 1. Im
unteren Bereich der Abbildung ist das Ergebnis der Hybridisierungsreaktion darge-
stellt. Der Nukleolus (Pfeil) dient als Marker fiir die Lage des Centromers auf dem
Chromosom. Anhand der lasermikroskopischen Aufnahme la3t sich erkennen, daf3 der
Klon hb20.1, charakterisiert durch das rote Signal, dem Centromer zugewandt ist. Der
Klon hb18, reprisentiert durch die griine Fluoreszenz, liegt telomerwirts. Das linke
Bild zeigt einen vergroflerten Ausschnitt des rechten Bildes.

20



3.2 Die chromosomale Organisation der \-Klone

Contig1 Contig2
] |

Centromer  Nukleolus

B Sondenkombination 1, 2 und 3

Contig1 Contig2
] |

Centromer Nukleolus

C Sondenkombination 14

Contig1
(] D —
hb  hb
20.1 18

Abbildung 3.4: Die Chromosomale Anordnung und Orientierung der Contigs 1
(50 kb)und 2 (24 kb)

Die Abbildung faf3it die Ergebnisse der Hybridisierungsexperimente schematisch zu-
sammen. Der Contig 1 liegt dem Centromer zugewandt, wihrend der kleinere Contig
2 telomerwiirts orientiert ist (A). Die Anordnung der beiden Contigs erfolgte mittels
der Sondenkombinationen 1, 2 und 3 (vergl. Tab. 3.1), wobei der Contig 1 jeweils
durch die griine, der Contig 2 durch die rote Fluoreszenz gekennzeichet ist (B). Die
Orientierung des Contig 1 auf dem Chromosom ist durch in situ-Hybridisierung mit
den Klonen hb20.1 und hbl8 festgelegt worden. Hierbei weist das Contig-Ende, das
durch den Klon hb20.1 charakterisiert ist, die rote und das hb18-Contig-Ende die
griine Fluoreszenzmarkierung auf. Die Anordnung der Signale auf dem Chromosom
zeigt, daf3 der Klon hb20.1 zum Centromer, der Klon hb18 hingegen zum Telomer hin
orientiert ist (C).
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3 Ergebnisse

dieser Methode wird das zu sequenzierende DNA-Fragment durch Scherung unspe-
zifisch in kleinere Fragmente zerlegt, die dann subkloniert und sequenziert werden.
Die zufillig erhaltenen Sequenz-Abschnitte werden per Computeralignment zusam-
mengefiigt. Dabei verbleibende Sequenzliicken werden in der Regel anschlieend
durch ,,Primer-walking” geschlossen. Diese Strategie ermdglicht einen hohen Grad an
Automatisierung, so dafl grofie Datenmengen in kiirzester Zeit relativ kostengiinstig
erhoben werden kénnen.

Zwei Griinde verhindern eine konsequente Anwendung der ,,shotgun“-Methode
bei der Sequenzierung von Hamoglobin-Genen in Chironomus: zum einen macht der
hohe Vektoranteil (in der Regel 3/4 der Gesamtliange) eine ,,Shotgun “-Sequenzierung
von A-Klonen ineffizient, zum anderen erschwert der hohe Anteil an Hamoglobin-
Genen das korrekte Zusammenfiigen der Einzelsequenzen per Computer. Aufgrund
ihrer hohen Ubereinstimmung wirken die Himoglobin-Gene wie eine Ansammlung
repetitiver Sequenzen. Versuche mit dem Programm ,,Sequencher“ (Gene Codes
Corp., 1995), das routineméfig fiir das Zusammensetzen der Teilsequenzen verwen-
det wurde, zeigten, dafl ein computerunterstiitztes Zusammenfiigen aller Einzelse-
quenzen eines Hamoglobin-Gen-haltigen A-Klonintegrats auch unter stringenten Be-
dingungen nie die korrekte Anordnung der Sequenzen lieferte. Eine gerichtete Se-
quenzierungsstrategie war aus diesen Griinden fiir alle A-Klone die einzige Moglich-
keit, die korrekte Gesamtsequenz zu ermitteln.

Durch gezielte Subklonierung und ,,Primer-walking “ ist es moglich, Sequenzen zu
erstellen, deren Lage exakt definiert ist. Diese Strategien bildeten daher die Grundla-
ge der Sequenzierungsarbeit. Bei Klonen mit einer hohen Gendichte war es zunéchst
erforderlich, Gene mit hoher Sequenzédhnlichkeit voneinander zu isolieren, um eine
mehrfache Bindung von Sequenzier-Primern beim ,,Primer-walking “ auszuschliefen.
Aus diesem Grund wurden die Integrate der Klone zunéchst kartiert und die einzel-
nen Restriktionsfragmente subkloniert. Diese Subklone wurden anschlieend durch
,,Primer-walking“ sequenziert und mit Hilfe {iberlappender Sequenzbereiche oder
durch PCR zueinander orientiert. Die PCR-Reaktionen wurden an der A-DNA als
Matrize durchgefiihrt und die Amplifikate direkt sequenziert. Diese Sequenzierungs-
strategie wurde bei allen A\-Klonen mit Ausnahme des Klons hb20.1 angewendet.
Dieser Klon zeichnet sich durch seinen geringen Anteil an Hamoglobin-Genen aus.
Er enthélt nur zweieinhalb Hamoglobin-Gene mit einer relativ geringen Sequenz-
Ubereinstimmung. Diese Héamoglobin-Gene unterscheiden sich zusitzlich dadurch,
dafl eines der Gene ein Intron besitzt. Es war daher moglich, diesen Klon durch
,,Primer-walking “ direkt an der A-DNA als Matrize zu sequenzieren. Um diese Stra-
tegie zu beschleunigen, wurde die Anzahl der Startpunkte fiir die ,,Primer-walking “-
Reaktionen erhoht. Dies geschah durch einen Verdau des Inserts mit dem Restrik-
tionsenzym Sau 3A und anschliefender ,,shot-gun“ Klonierung der resultierenden
Fragmente. Sau 3A besitzt eine vier Basenpaare lange Erkennungssequenz und lie-
fert daher eine groe Anzahl kurzer Restriktionsfragmente. Diese ergaben nach Sub-
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3.2 Die chromosomale Organisation der \-Klone

klonierung und Sequenzierung mit Standard-Primern eine grofie Anzahl zusétzlicher
Startpunkte, die parallel fiir das ,,Primer-walking“ genutzt werden konnten.

Uber 93 % der Gesamtsequenz von 74000 bp wurden doppelstréngig sequenziert
(hierzu zéhlen alle Gene). Einzelstrangige Sequenzbereiche wurden stets mehrfach
ermittelt. Die Integrate der Klone hb5, hbl10, hb9 und hb20.1 liegen vollstindig
sequenziert vor. Bei den Klonen hb2, hb15, hbl8 und hb21 wurde die Basense-
quenz nur in Teilbereichen ermittelt, da iiberlappende Bereiche héufig nur auf ei-
nem der beiden Klone vollstandig sequenziert wurden. Tab. 3.2 gibt Auskunft iiber
die fiir jeden Klon benédtigte Anzahl an Sequenzierungsreaktionen (Spalte a). Aus
der Lénge der Einzelsequenzen errechnet sich die Gesamtsumme der ermittelten
Sequenz-Rohdaten in Spalte b. Die durchschnittliche Leseweite variiert in Abhéngig-
keit von der verwendeten Sequenzierungschemie und Sequenzierungsstrategie. Die
Klone hb5 und hb10 wurden mit der ersten nichtradioaktiven Sequenzierungschemie
auf der Basis von Dye Terminatoren der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt)
sequenziert. Leseweiten von 350-400 bp entsprechen hier den Erwartungen. Mit fort-
schreitender Weiterentwicklung der Sequenzierungschemikalien und der Programme
fiir die Sequenzauswertung wurden bei den zuletzt sequenzierten Klonen hb15 und
hb18 durchschnittliche Leseweiten von mehr als 600 bp erzielt. Die geringere durch-
schnittliche Leseweite von 500 bp bei der Sequenzierung des Klons hb20.1 ist auf
die erschwerten Bedingungen der Sequenzierung direkt an der \-DNA als Matrize
zuriickzufiihren. Insgesamt wurden 557 Sequenzierungsreaktionen mit 254 internen
Primern benétigt, um 263368 bp an Sequenz-Rohdaten zu ermitteln. Dies entspricht
bei einer endgiiltigen Gesamtsequenz von 74736 bp einer durchschnittlichen Redun-
danz von 3,4.

Die Nomenklatur der Hamoglobin-Gene

Die Nomenklatur der Chironomiden-H&dmoglobine geht zuriick auf die von Brau-
nitzer eingefiihrten Bezeichnungen fiir Hamoglobin-Protein-Varianten (Ubersicht:
Goodman et al. (1983)) und wurde von anderen Autoren erweitert (Gruhl et al.,
1997; Hankeln und Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1998). Der Gen-Name beginnt
stets mit dem abgekiirzten Artnamen (z.B. Cte: C. tentans, Ctt: C. thummi, Ctp:
C. piger und Cme: C. melanotus. Entspechend werden die korrespondierenden Pro-
teine CTE, CTT, CTP, CME genannt). Hamoglobin-Proteine werden mit rémi-
schen, Hamoglobin-Gene mit arabischen Buchstaben bezeichnet (z. B. CTT IX, Ctt
9). Neuartige Himoglobin-Gene, zu denen bislang kein Protein beschrieben wurde,
erhalten Buchstaben (z.B. Ctp W, Hankeln und Schmidt (1991)) oder weitere Num-
mern (z.B. Ctt 11, Gruhl et al. (1997)). Mitglieder von Gen-Subfamilien werden
durch fortlaufende Nummern im Anschlu8 an den Gen-Namen voneinander unter-
schieden (z.B. Cte TA1, Cte 7A2). Buchstaben, die an den Gen-Namen angehéngt
werden, kennzeichnen Allele dieses Gens (z.B. Cte TA1, Cte TAla).
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A-Klon | a. Anzahl | b. Summe der c. durch- | d. Inte- | e. Redun- | f. be-

der Einzel- ermittelten | schnittliche grat- danz | notigte

sequenzen Basen Leseweite lange =b/d | Primer

=b/a in bp

hb20.1 93 44215 508 | 12775 3,5 57
hb2 33 18576 563 5568 3,3 20
hb15 45 27665 614 7963 3,5 26
hbb 141 46738 331 | 11647 4,0 44
hb18 o7 36131 634 | 11116 3,2 36
hb10 77 30629 398 6811 4,5 19
hb9 7 41519 539 | 13879 2,9 44
hb21 18 9285 516 3289 2,8 8
Summe 557 263368 508 | 74736 3.4 254

Tabelle 3.2: Sequenzierungsstatistik

In Spalte a sind die fiir jeden Klon bendétigten Sequenzierungsreaktionen aufgefiihrt.
Die Summe aller ermittelten Basenpaare ist in Spalte b dargestellt. Aus dem Quo-
tient der Werte aus Spalte b und a ergibt sich die durchschnittliche Leseweite der
Sequenzierungsreaktionen in Spalte c. Spalte d gibt die sequenzierte Linge der Klon-
Integrate an. Aus den Werten b und d 148t sich somit die Redundanz der Endsequen-
zen errechnen (Spalte e). Die Anzahl der jeweils benétigten Primer ist in Spalte f
gezeigt.

Identifizierung und Charakterisierung von Himoglobin-Genen

Die grofie Ahnlichkeit der Mitglieder dieser Multigenfamilie untereinander erméglicht
das Auffinden der Hamoglobin-Gene innerhalb einer Nukeotid-Sequenz durch Da-
tenbanksuchen. Diese wurden mit allen ermittelten Sequenzen durchgefiihrt (siehe
Kapitel Material und Methoden). Die Identifikation bereits bekannter Himoglobin-
Varianten erfolgte durch (i) den Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenzen mit vorlie-
genden Daten von C. thummi (zusammengestellt in Goodman et al. (1983)), (ii) phy-
logenetische Untersuchungen auf Nukleotid-und Aminosédure-Ebene, (iii) das Krite-
rium der Lage innerhalb der Gen-Cluster, (iv) die Analyse der Intergenregionen im
paralogen sowie im orthologen Vergleich (vergl. Kapitel Disskussion).

In den vorliegenden 74,7 kb genomischer Sequenz des Hémoglobingen-Clusters
D von C. tentans sind 37 vollstéandige Himoglobin-Gene sowie ein Pseudogen ent-
halten. Die Sequenzen der Hamoglobin-Gene Cte Y, Cte W, Cte V, Cte Z, Cte
ORFA, Cte 28, Cte 9, Cte 7TA-01 sowie des Pseudogens Cte ORFB waren bereits
bekannt (Rozynek et al. (1991); Rozynek, Hankeln und Schmidt, unversffentlicht),
so daf} insgesamt 28 bei C. tentans bislang unbekannte Hamoglobin-Gene in der
vorliegenden Arbeit sequenziert wurden. Sechs dieser Himoglobin-Gene sind bisher
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3.2 Die chromosomale Organisation der \-Klone

bei keiner weiteren Chironomiden Art beschrieben worden, es handelt sich somit um
neue Hamoglobin-Genvarianten. Sie wurden als Cte N, Cte P, Cte Q, Cte R, Cte S
sowie Cte T bezeichnet.

Ein weiteres Hamoglobin-Gen ist nur unvollstdndig am Ende des Contig 1 vor-
handen. Aufgrund des fehlenden 5‘-Bereichs konnte es nicht sicher den bereits be-
kannten Hémoglobin-Genen zugeordnet werden. Sequenz-Ubereinstimmungen wei-
sen jedoch darauf hin, dafl es sich hier méglicherweise um das Hamoglobin-Gen Cte
6 handelt, das bereits fiir C. thummi beschrieben wurde (Kao und Bergtrom, 1995).
Der Aminoséurevergleich zeigt eine Sequenz-Identitit von 84 % zu dem Hamoglobin
CTT VI, wihrend die Ubereinstimmung zu allen weiteren Hémoglobin-Varianten
von C. thummi zwischen 26 % und 41 % (durchschnittlich 29 %) liegt. Auf Nukleo-
tidebene betrigt die Sequenz-Ubereinstimmung 81 %. Die Identitéiten zu anderen
Héamoglobin-Genen sowohl von C. thummi als auch von C. tentans bewegen sich hin-
gegen zwischen 42 % und 55 % iiber die vorhandenen 306 bp. Der nicht kodierende
3‘-Bereich weist mit 73 % Identitét iiber einen 165 bp langen Bereich ebenfalls eine
{iberdurchschnittlich gute Ubereinstimmung zu Ctt 6 auf. Solch gute Sequenz-Uber-
einstimmungen innerhalb nicht kodierender Bereiche sind als deutlicher Hinweis auf
echte Orthologie von Sequenzen zu werten. Aufgrund der fehlenden Sequenzinfor-
mation sowie der bislang nicht nédher definierten Lage des Ctt 6 Hamoglobin-Gens
innerhalb der Gengruppe D, wird das vermutlich orthologe C. tentans Hamoglobin-
Gen vorlaufig als Cte U bezeichnet .

Alle potentiellen Genkandidaten wurden in Hinblick auf ihre mogliche Funktiona-
litét hin tiberpriift. Hierbei waren ,,offene Leserahmen“ (ORFs) und das Vorhanden-
sein von Promotorsequenzen und Polyadenylierungs-Signalen Kriterien. Eine TATA-
Box etwa 60 bp aufwérts des Startcodons sowie ein Konsensus-Polyadenylierungs-
signal ca. 60 bp abwirts des Stoppkodons kennzeichnen funktionelle Hamoglobin-
Gene. Alle identifizierten Hamoglobin-Gene besitzen die fiir eine Transkription er-
forderlichen Signalsequenzen. Die Ergebnisse dieser Auswertungen sind in Tab. 3.3
zusammengefaflt.

Innerhalb der Cte 7B-Gengruppe ist ein weiterer ORF in der fiir Himoglobin-
Gene typischen Groie von 489 bp vorhanden. Allerdings besitzt weder seine Nukleotid-
noch die abgeleitete AS-Sequenz eine Ahnlichkeit zu bekannten Genen bzw. Protei-
nen. Auch bisher beschriebene funktionelle Doménen (Henikoff und Henikoff, 1994)
sind in der abgeleiteten AS-Sequenz nicht vorhanden. Das Fehlen der erforderlichen
Promotorsequenzen deutet darauf hin, dafl es sich hier nicht um ein transkribiertes
Gen handelt. Dennoch ist das Vorhandensein eines derart langen ORFs ungewohn-
lich, zumal reine Intergenregionen bei Chironomiden aufgrund ihres AT-Reichtums
in der Regel zahlreiche Stoppkodons enthalten. Der AT-Gehalt dieses ORF's liegt mit
66,0 % nur geringfiigig unter dem AT-Gehalt der flankierenden Sequenzen (68 % und
71 %).

Ein weiterer offener Leserahmen, dessen Sequenz keinem bisher bekannten Gen
oder Protein zugeordnet werden konnte, ist am Anfang des Contigs 1 lokalisiert. Die
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komplette Lange dieses ORF 1 sowie das Vorhandensein promotortypischer Signal-
sequenzen ist unbekannt, da nur der 3*-Bereich auf dem Klon liegt.
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3.2 Die chromosomale Organisation der \-Klone

Contig 1
50 kb
ORF Gen ORF TATA-Box | CAP Position PolyA | Lénge
Position Position AATAAA (bp)
ORF1= |7 1-385 ? ? nein ?
ORF 2 = Hb-Gen 8510 | GTTTAAA AGTT (T)ATAAA 562
Cte P -9071 8414-8420 8499 9105-9109
GTATAT
8454
ORF 3 <« Hb-Gen 10548- ATATAAA AGTT 10491-10496 510
Cte Q 11057 | 11143-11149 11084
11149-11155
ORF 4 = Hb-Gen 12331- GTATAAA AGTT 12874-12879 501
Cte 8 12831 | 12251-12257 12292
ORF 5 < Hb-Gen 13018- GTATAAA AGTT 12981-12986 504
Cte R 13521 | 13582-13588 13551
ORF 6 < Hb-Gen 14150- CTATAAA AGTT 14081-14086 504
Cte S 14653 | 14714-14720 14683
ORF 7= | Cte 15850- | GTATAATA AGTT | 17530-17535
GLUT 1 17450 | 15787-15794 15836
ORF 8 « Hb-Gen 17575- GTATAAA AGTT 17494-17499 507
Cte 11 18081 | 18146-18152 18115
ORF 9 <« | Hb-Gen 18844- GTATAA AAGTT | 719696-18701 504
Cte 12.1 19347 | 19413-19419 19382
ORF 10 <« | Hb-Gen 20449- GTATAAA AGTT | 720293-20297 498
Cte 12.2 20946 | 21015-21021 10984
ORF 11 = | Hb-Gen 22264- GTATAAA AGTT 22804-22808 492
Cte ORFA 22755 | 22189-22195 22222
ORF 12 = | Pseudogen 23272- ATATAAA nein nein 375
ORFB 23646 | 23714-23720
ORF 13 <= | Hb-Gen 24181- GTATAAA AGTT 24086-24091 483
Cte 28 24663 | 24736-24742 24705
ORF 14 <« | Hb-Gen 26212- GTATAAA AGTT 26146-26151 486
Cte 9 26697 | 26767-26773 26736
ORF 15 < | Hb-Gen 27366- GTATAAA AGTT | 727262-27267 486
Cte TA1 27851 | 27921-27927 27890
ORF 16 <« | Hb-Gen 29970- GTATAAA AGTT 29880-29885 486
Cte TA2 30455 | 30525-30531 30494
ORF 17 = | Hb-Gen 32126- GTATAAA AGTT | 32697-32702 486
CteTA3 32611 | 32050-32056 32084
ORF 18 < | Hb-Gen 33513- GTATAAA AGTT | 33443-33448 486
Cte 7A4 33998 | 34068-34074 34041
ORF 19 <« | Hb-Gen 35834- | ATATAAA AGTT | 35760-65765 486
Cte TA5 36319 | 36389-36395 36358
ORF 20 = | Hb-Gen 37144- GTATAAA AGTT | 37698-37703 486
Cte TA6 37629 | 37068-37074 37102
ORF 21 < | Hb-Gen 38761- | GTATAAA AGTT | 38661-38666 486
Cte TAT 39246 | 39316-39322 39285
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Contig 1
50 kb
ORF Gen ORF TATA-Box | CAP Position PolyA | Lénge
Position Position AATAAA (bp)
ORF 22 = | Hb-Gen 39961- GTATAAA AGTT | 40540-40546 486
Cte TAS8 40446 | 39885-39891 39919
ORF 23 < | Hb-Gen 43073- GTATAAA AGTA 42992-42997 492
Cte 1 43564 | 43636-43632 43606
ORF 24 < | Hb-Gen 46415- GTATAAA AGTT | 46346-46351 489
Cte T 46903 | 46975-46981 46945
ORF 25 <= | Hb-Gen 50302- ? ? 50174-50179 306
Cte U 50607
Contig 2
24 kb
ORF Gen ORF TATA-Box | CAP Position PolyA | Linge
Position Position AATAAA (bp)
ORF 26 = | Hb-Gen 1037- | GTATAAA 1573-1578 495
Cte Y 1531 969-975
ORF 27 = | Hb-Gen 2282- GTATATA AGTT 2799-2804 480
Cte W 2761 2220-2226 2256
ORF 28 <= | Hb-Gen 3628- GTATAAA AGTT 3568-3573 492
Cte V 4119 4188-4194 4158 3603-3608
ORF 29 = | Hb-Gen 4542- GTATAAA 5456-5461 492
Cte Z 6935 4856-4862
ORF 30 « | Hb-Gen 6827- | CTATAAA AGTT 6770-6775 492
Cte7B12 7318 7378-7393 7357
ORF 31 = | Hb-Gen 8297- CTATAAA AGTT 8849-8854 492
Cte 7B13 8788 8222-8228 8255
ORF 32 < | Hb-Gen 9262- GTATAAA AGTT 9208-9213 489
Cte 7TB7 9750 9819-9825 9789
ORF 33 < | Hb-Gen 10553- | GTATAAA AGTT | 10495-10500 486
Cte 7B6 11038 | 11107-11113 11077
ORF 34 < | Hb-Gen 12930- GTATAAA AGTT 12872-12877 486
Cte 7TB5 13415 | 13484-13490 13454
ORF 35 < 14609- nein nein nein 489
15097
ORF 36 < | Hb-Gen 16667- GTATAAA AGTT 16609-16614 486
Cte7B10 17152 | 17221-17227 17191
ORF 37 = | Hb-Gen 17921- ATATAAA AGTT 1 8459-18464 486
Cte 7B9 18406 | 17847-17852 17879
ORF 38 <= | Hb-Gen 19143- GTATAAA AGTT 19081-19086 486
Cte 7B8 19628 | 19697-19703 19667
ORF 39 = | Hb-Gen 20454- GTATAAA AGTT 21001-21006 486
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Contig 1
50 kb
ORF Gen ORF TATA-Box | CAP Position PolyA | Léange
Position Position AATAAA (bp)
ORF 39 Cte 7B4 20939 | 20379-20385 20412
ORF 40 = | Hb-Gen 22828- GTATAAA AGTT | 23369-23374 492
Cte 7B11 23319 | 22750-22756 11795
ORF 41 < | Hb-Gen 23560- ? 7| 23689-23694 211
Cte N 24129

Tabelle 3.3: Liste der ,,offenen Leserahmen* der Contigs 1 und 2

Insgesamt wurden 41 ,,offene Leserahmen®, die fiir Peptide grofler 100 AS kodie-
ren, gefunden. Datenbank-Analysen identifizierten insgesamt 38 dieser ORFs als
Himoglobin-Gene, wobei das Himoglobin-Gen Cte U nur unvollstindig vorhanden
ist. Bei dem ORF 7 des Contig 1 handelt es sich um das Gen fiir einen Glukosetrans-
porter. Das Vorhandensein der fiir die Transkription erforderlichen Signalsequenzen
bei allen Himoglobin-Genen sowie dem Glukosetransporter-Gen, weist darauf hin,
daf3 es sich wahrscheinlich um aktive Gene handelt. Nur bei dem ORF B handelt es
sich vermutlich um ein Pseudogen. Innerhalb der Cte 7B-Gengruppe ist ein weite-
rer ORF in der fiir Himoglobin-Gene typischen Gréfle vorhanden, bei dem es sich
voraussichtlich nicht um ein transkribiertes Gen handelt. Seine Sequenz weist keine
Ahnlichkeiten zu bekannten Genen oder funktionellen Protein-Domiinen auf. Ebenso
fehlen die fiir die Transkription erforderlichen Signalsequenzen. Auch bei dem ORF
1 handelt es sich nicht um ein Himoglobin-Gen. Seine volle Linge sowie sein Tran-
skriptionspotential sind unbekannt.

Die angegebenen Positionen der Promotor-Boxen beziehen sich auf die Gesamtse-
quenz der beiden Contigs (siche CD-Datentriiger im Anhang). Der Pfeil in Spalte 1
gibt die Transkriptionsrichtungen der putativen Gene an.

3.3 Die genomische Struktur der Hb-Gengruppe D

Die Anordnung der Gene innerhalb der Gengruppe D ist in Abb. 3.5 dargestellt. In
der Regel liegen die Hamoglobin-Gene dicht gepackt innerhalb des Clusters, wobei
durchschnittlich alle 1,9 kb ein Hamoglobin-Gen zu finden ist. Benachbarte Ge-
ne weisen héufig eine entgegengesetzte Orientierung auf. Dies ermoglicht es, klo-
nierte Abschnitte bereits im Elektronenmikroskop auf Gehalt und Anordnung ihrer
Hémoglobin-Gene hin zu untersuchen (Schmidt et al., 1988). Dabei wird die DNA ei-
nes Klones zunéchst denaturiert. Bei der Renaturierung bilden die invertierten Gene
aufgrund des palindromischen Charakters der Sequenzen ,,Haarnadelschleifen“ aus,
deren Ausdehnung und Abstand gemessen werden kann. Diese Arbeiten wurden
von Prof. Keyl (Ruhr Universitét, Bochum) mit den hier beschriebenen A-Klonen
durchgefiihrt und deren Gehalt an Hamoglobin-Genen vorhergesagt. Mit Hilfe die-
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ser Methode war es ebenfalls moglich, die komplexe Verteilung und Orientierung der
Héamoglobin-Gene des Klons hb9 exakt zu bestimmen.

Auftillig bei der Organisation der Himoglobin-Gengruppe ist, dafl manche Gen-
varianten als ,,Einzelkopien vorhanden sind, wiahrend andere Gene fiir nur leicht
unterschiedliche bis identische Hdmoglobin-Protein-Varianten kodieren. So gibt es
im Contig 1 eine Cte 7TA-Subfamilie mit acht Mitgliedern und eine Cte 12 Subfamilie,
die lediglich zwei Gene umfafit. Der Contig 2 beinhaltet die zehn Mitglieder grofe
Cte 7B-Subfamilie. Diese Himoglobingen-Subfamilien sind in Gruppen innerhalb des
Clusters organisiert. Von den insgesamt 38 identifizierten Hadmoglobin-Genen sind
somit 20 Hamoglobin-Gene Angehérige einer Subfamilie, wihrend 18 Gene ,,single
copy “-Varianten darstellen. Die Entstehung und funktionelle Bedeutung dieser Un-
terteilung von Hamoglobin-Genen in ,single copy“-Varianten und Subfamilien ist
bislang unklar.

Funktionslose Pseudogene sind in der Hadmoglobin-Genfamilie bei Chironomi-
den bislang selten aufgetreten. Das Gen Cte ORF B, ein Hamoglobin-Gen ohne
Startkodon und mit vorzeitigem Stoppkodon (Rozynek et al., 1991), liegt im Contig
1. Trotz der Multiplizitdt der Hamoglobin-Gene innerhalb des Clusters D konnten
keine weiteren Pseudogene gefunden werden.

Die Mehrzahl der Hamoglobin-Gene in der Gruppe D von C. tentans enthalten
keine Introns. Nur die Hamoglobin-Gene Cte P und Cte N besitzen je ein kurz-
es Intron (vergl. Kapitel 3.5). Die dichte Abfolge der Hamoglobin-Gene innerhalb
der Gengruppe D wird nur an einer Stelle durch ein nicht-Hémoglobin-Gen unter-
brochen, das fiir ein Glukosetransporter-Protein kodiert (vergl. Kapitel 3.6). Uber
die Bedeutung von repetitiven Elementen innerhalb der Chironomiden Hamoglobin-
Gene ist wenig bekannt (Gruhl et al., 1997). Innerhalb der Cte TA Gen-Subfamilie
finden sich zwei Kopien des Retrotransposons CP1, das von Hong et al. (1995) ur-
spriinglich in der Centromerregion der Chromosomen entdeckt wurde (vergl. Kapitel
3.7).

3.4 Allele Himoglobingen-Varianten

Durch die Sequenzierung iiberlappender Klone konnten die Sequenzen von fiinf alle-
len Hamoglobin-Genen bestimmt werden. Es handelt sich hierbei um vier Himoglobin-
Gene der Cte 7B-Subfamilie (7TB6A, 7B5A, 7TB10A und 7B9A) sowie um das Hédmo-
globin-Gen Cte Q (vergl. Abb. 3.5). Erwartungsgemifl zeichnen sich alle allelen
Himoglobin-Varianten durch einen hohen Grad an Sequenz-Ubereinstimmung aus.
In Tabelle 3.4 sind die Unterschiede der Nukleotid-Sequenzen sowie deren Auswir-
kungen auf die AS-Sequenzen gezeigt. Es wire dennoch voreilig, allein aufgrund der
extrem hohen Sequenz-Ubereinstimmungen kodierender DNA-Bereiche eine allele
Beziehung dieser Gene zu postulieren. Auch manche paralogen Hamoglobin-Gene
weisen im Vergleich nur wenige Nukleotid-Austausche auf (Trewitt et al., 1988).
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Abbildung 3.5. Legende siehe folgende Seite
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Abbildung 3.5: Genomische Struktur der Himoglobin-Gengruppe D von C. tentans

Innerhalb des Hiamoglobingen-Clusters D wurden zwei zusammenhiingende Sequenz-
bereiche ermittelt: Zum einen der 50 kb umfassende Contig 1 (A) und zum anderen
der 24 kb lange Contig 2 (B). Farbige Pfeile symbolisieren die Gene. Die Pfeilrich-
tung entspricht jeweils der Transkriptionsrichtung. Einige der Himoglobin-Gene lie-
gen als ,,Einzelkopien“ vor und kodieren jedes fiir eine andere Proteinvariante. Die
Hamoglobin-Varianten VII A und VII B werden hingegen von einer Vielzahl nur leicht
unterschiedlicher Gene kodiert. Sie bilden Subfamilien innerhalb der Himoglobin-
Gengruppe. Thre Mitglieder sind stets in rdumlicher Nihe zueinander im Gen-Cluster
angeordnet. Um die Sequenz-Ubereinstimmungen der Gene zu veranschaulichen, wur-
den die Identititen der abgeleiteten Aminosiure-Sequenzen zu je einem Mitglied der
Gen-Subfamilien farblich kodiert. Zusétzlich sequenzierte Himoglobingen-Allele sind
oberhalb der ,,standard-Gene“ gezeigt. Der Buchstabe a am Ende der Genbezeich-
nung kennzeichnet sie als Allele. Introns sind durch einen Balken im Gen dargestellt.
Das Gen fiir ein Glukose-Transportprotein (GLUT) unterbricht die ansonsten dichte
Abfolge von Hiamoglobin-Genen. Zwei weitere offene Leserahmen, deren Grofie 300
Nukleotide iibersteigt, sind als schraffierte Késtchen abgebildet. Innerhalb der VIIA
Gen-Subfamilie befinden sich zwei Retroposons aus der Familie der SINE-Elemente
(Hong et al., 1995).

Durch den Vergleich der nicht-kodierenden Intergenregionen kann jedoch gezeigt
werden, dafl es sich bei den hier beschriebenen Genen tatséichlich um Allele und
nicht um paraloge Gene mit ungewéhnlich hoher Sequenz-Ubereinstimmung han-
delt. AuBerhalb der Himoglobin-Gensequenzen nimmt die Sequenz-Ubereinstim-
mung zwischen paralogen Abschnitten in der Regel drastisch ab. Der Vergleich der
nicht-kodierenden DNA-Bereiche ist in Tabelle 3.5 dargestellt. Es zeigt sich, daf der
hohe Identitédtsgrad der Nukleotid-Sequenzen auch in den Intergenregionen nahezu
unvermindert ist (99,2-99,6 % Identitat der Gene gegeniiber 98,1-99 % Identitit der
Intergenregionen).

Bei der tiberwiegenden Mehrzahl der Nukleotid-Austausche handelt es sich um
,,stille“ Substitutionen, die ohne Auswirkung auf die resultierende Aminoséure-
Sequenz sind. Die allelen Protein-Varianten unterscheiden sich jeweils durch nur
eine Aminosaure. Der Austausch der funktionell gleichwertigen Aminoséduren Leucin
und Isoleucin im Signalpeptid der Proteine CTE VIIB5 und CTE VIIB9 bleibt sehr
wahrscheinlich ohne Auswirkung auf die Sekretion der Hamoglobine und ist daher
als neutral zu werten. Gleiches gilt fiir die Himoglobine CTE Q und CTE VIIB6. Die
Aminoséuren Isoleucin und Valin finden sich alternativ bei einer Vielzahl der Hamo-
globine an den hier betroffenen Positionen. Bei der Proteinvariante CTE VIIB10
hingegen ist eine ansonsten konservierte Aminoséure in einer funktionell wichtigen
Region ausgetauscht. Die Position C6 wird von den beiden Hamkontaktstellen C4
und C7/C8 flankiert (Steigemann und Weber, 1979). Ob der Austausch von Alanin
gegen Threonin an dieser Stelle die Struktur und damit moglicherweise auch die
Funktion dieser Hamoglobin-Variante beeinflufit, ist jedoch ungewifl. Eine analoge
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Situation wurde jedoch bereits fiir die Haimoglobin-Variante CTT I beschrieben (Kao
et al., 1995). Auch die allelen Himoglobine CTT I und CTT TA unterscheiden sich
durch das Vorhandensein von Alanin bzw. Threonin an einer konservierten Position.
Dieser anscheinend geringe Unterschied fiihrt hier zu einem verdnderten Laufverhal-
ten der Molekiile in nativen Polyacrylamid-Gelen (Goodman et al., 1983). Es wird
daher spekuliert, dafl Threonin in der Lage ist, die Struktur und damit moglicher-
weise auch die Ladungsverteilung des Gesamtmolekiils zu beeinflussen.

Hb-Gen Klon Iden- | Nukleotid-Substitutionen Iden- | AS-Substitution
titéat titat
Nt (Position) AS (Position)
(%) (%)
Cte 7B6 hb10 992 | C C A C 99,4 | I(100)
Cte TB6A | hb9 T (180) | T (264) | G (298) | A (408) VEF 11
Cte 7TB5 hb10 99,6 A C 99,4 I
Cte 7TB5A | hb9 C (25) T (471) L (,,leader®)
Cte 7TB10 hb21 996 | A C 994 | T
Cte 7B10A | hb9 G (160) T (216) A (54/C6)
Cte 7B9 hb21 994 C T T 99,4 L
Cte 7TB9A | hb9 A (25) | C(264) | C (396) I (,,leader®)
Cte Q hb2 992 | C C G T 994 |V
Cte QA hb20.1 T (274) | A (318) | A (472) | A (483) I (158/H17)

Tabelle 3.4: Sequenzunterschiede alleler Himoglobin-Genvarianten

Durch die Sequenzierung iiberlappender Klone wurden die Sequenzen fiinf alleler
Hamoglobin-Gene ermittelt. Diese zeichnen sich erwartungsgemifl durch einen ho-
hen Grad an Sequenz-Ubereinstimmung aus. Maximal vier Nukleotide sind ausge-
tauscht. Die iiberwiegende Mehrheit dieser Austausche sind ,,synonym¢* (blau); nur
jeweils eine der Substitutionen hat einen Effekt auf die Aminosiure-Sequenz (rot).
Alle allelen Himoglobin-Protein-Varianten unterscheiden sich somit an einer einzigen
Aminosiure-Position. * Die Nummerierung beginnt mit dem ersten Nukleotid des
Startkodons bzw. mit der ersten Aminosiure des Leader-Peptids.

A | Klone Uberlappender Substitutionen Insertionen/ Uberein-
Bereich (bp) Deletionen stimmung (%)
hb20.1/ hb2 | 3291 22 7 99,1
hb10 / hb9 | 3809 44 11 98,6
hb9 / hb21 | 3310 20 9 99,1
B | Klone Hb-Gene Intergenregion Substitutionen/ | Uberein-
-600bp/ Hb-Gen | Insertionen/Del. | stimmung (%)
hb20.1/ hb2 | Cte Q 2691 18/7 99,0
hb10 / hb9 Cte 7B6, Cte 7B5 2609 38/11 98,1
hb9 / hb21 | Cte 7B10, Cte 7B9 | 2110 15/9 98,8

Tabelle 3.5 Legende siehe folgende Seite
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Tabelle 3.5: Sequenz-Vergleich iiberlappender Klone

Zunichst wurden die Ubereinstimmungen der Nukleotid-Sequenzen der gesamten
tiberlappenden Bereiche inklusive der Himoglobin-Gene ermittelt (A). Die Sequenz-
Ubereinstimmungen der Intergenregionen sind separat in Tab. B gezeigt. In der er-
sten Spalte sind jeweils die sich iiberlappenden Klone aufgefiihrt, die zweite Spal-
te gibt Auskunft iiber die in diesem Bereich vorhandenen Himoglobin-Gene. Pro
Himoglobin-Gen wurden 600 bp von der Gesamtsequenz abgezogen. Dies entspricht
der eigentlichen Gensequenz zuziiglich 100 bp fiir den in der Regel ebenfalls konser-
vierten Promotor. Bei der Berechnung der Sequenz-Ubereinstimmungen (%) wurden
Substitutionen und Insertionen/Deletionen vereinfachend als gleichwertige Ereignis-
se angesehen. Der Vergleich der Sequenzen unabhingiger Klone zeigt, daf3 nicht nur
die Hiamoglobin-Gene, sondern auch alle Intergenregionen nahezu identisch sind. Dies
entspicht den Erwartungen fiir allele Sequenzen (vgl. z. B. Kao et al. (1995).

3.5 Introns in Himoglobin-Genen von C. tentans

Die Hamoglobin-Gene Cte N und Cte P besitzen je ein kurzes Intron. Das Gen Cte P
ist auf dem Klon hb20.1 des Contigs 1 lokalisiert (sieche Abb. 3.1). Das Gen Cte N ist
hingegen auf dem Klon hb9 des Contigs 2 nur unvollstdndig enthalten. Die fehlenden
186 bp bis zum 5°-Ende des Gens und weitere 260 bp der Promotorregion wurden
daher mit Hilfe ,,inverser PCR*“ aus genomischer C. tentans-DNA amplifiziert und
durch Sequenzierung des PCR-Produktes ermittelt.

3.5.1 Bestimmung der Intronposition

Das Intron des Himoglobin-Gens Cte P konnte auf Grundlage der Nukleotid-Sequenz
eindeutig lokalisiert werden. Im Falle des Gens Cte N konnte nur durch RT-PCR zwi-
schen zwei moglichen Introns entschieden werden. Die Erststrang-cDNA-Synthese
wurde an Gesamt-RNA aus C. tentans Larven durchgefiihrt. Der verwendete Primer
(ten p61 5-GTTGAATTCAGTGAAGAG-3') bindet ca. 100 bp abwirts des Introns.
Das ¢cDNA-Produkt dieser Reaktion wurde in der anschlieBenden PCR-Reaktion als
Matrize eingesetzt. Die Positon des Introns wurde auf zwei Arten ermittelt: Die
PCR~Primer wurden so gewahlt, daf} sie spezifisch fiir die eine oder andere der beiden
moglichen mRNAs sind (ten p165 5-“CCAAGCGTGTAAGAC/ATG-3* und ten p166
5-CTTTTCGTCCATT/TCAAC-3'). Beide Primer enthalten ausschliefllich Exon-
sequenzen und iiberspannen die moglichen Exon-/Introngrenzen. Der Schragstrich
in der Primersequenz markiert die Position, an der die fraglichen Intron-Sequenzen
in der genomischen DNA vorliegen (siehe Abb. 3.6 A). Der zweite Reaktions-Primer
stammte aus dem 5°-Bereich des Gens (ten p131 5-GTGTCACTGCTAACCCAC-
3%). Erwartungsgeméf konnten mit keinem der beiden Primerpaare Amplifikate mit
genomischer DNA als Matrize erzeugt werden. Ausgehend von der cDNA-Matrize
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konnte hingegen ein 400 bp grofles Fragment mit der Primerkombination ten p166/
ten pl31 amplifiziert werden. Die Primerkombination ten pl165/ ten pl31 lieferte
kein Produkt (siche Abb. 3.6 B). Dies bedeutet, dafi die Sequenz des Primers ten
pl66 in der mRNA existiert und nur durch das Spleifien eines Introns in diesem
Sequenzabschnitt generiert worden sein kann.

In einem zweiten Ansatz wurden die PCR-Primer so gewéhlt, dafl sie das Intron
weitrdumig flankieren (ten p61 und ten pl07 5-ATTACATCCTCCTTTTGGG-3").
Die Amplifikationsprodukte wurden sequenziert und die erwartete Intronposition
bestétigt (sieche Abb. 3.7). Die Introns der Gene Cte N und Cte P sind in Tabelle
3.6 charakterisiert.

@ ten p166 == ten p165

A -
—| Cte N Intron I—
<@— ten p61

l Transkription
cDNA-Synthese

— cDNACte N —

B
e 44—
ten p131
Y ten p165 l PCR
> .
ten p131 ten p165

Abbildung 3.6 Legende siehe folgende Seite
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12345678
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Abbildung 3.6: Ermittlung der Intronposition im Gen Cte N

Auf Grundlage der Nukleotid-Sequenz konnten die Introngrenzen des Himoglobin-
Gens Cte N nicht eindeutig bestimmt werden. Mittels reverser Transkription von
larvaler mRNA wurde daher eine cDNA des Hiamoglobin-Gens Cte N synthetisiert
und die cDINA-Sequenz mit der ermittelten genomischen Sequenz verglichen. Es wur-
den zwei Arten von PCR-Reaktionen mit der cDNA als Matrize durchgefiihrt.

Die Abbildung A zeigt schematisch die Lage der Primer, die fiir die Bestimmung der
Intronposition im Cte N Gen verwendet wurden. Die Primer ten p165 und ten p166
setzen sich jeweils aus den flankierenden Sequenzen der beiden moglichen Introns
zusammen (blau, bzw. rot). Die cDNA-Synthese, ausgehend von dem Primer ten p61,
liefert ein Produkt, das in der folgenden PCR-Reaktion nur einem der Primer als
Matrize dienen kann.

Das rechte Gelbild zeigt die Ergebnisse der Amplifikationen mit der Primerkombina-
tion ten p131/ ten pl166 (Spuren 1- 4) und ten p131/ ten p165 (Spuren 5- 8). Es sind
jeweils zwei PCR-Reaktionen von zwei unabhingigen cDNA-Synthesen gezeigt. Bei
allen Reaktionen mit dem Primer ten p165 konnte ein 400 bp langes PCR-Produkt
detektiert werden. Die Ansitze mit dem Primer ten pl166 zeigen dagegen kein PCR-
Amplifikat. Dies bedeutet, daf3 die Introngrenzen, die durch den Primer ten pl65
vorhergesagt wurden, der cDNA entsprechen.

Primer, die das Intron weitrdumig flankieren, liefern mit genomischer Matrizen-DNA
von C. tentans-Larven ein Amplifikat von ca. 330 bp (linkes Gelbild, Spur 1). Die
entsprechenden PCR-Reaktionen mit cDINA als Matrize ergaben ein ca. 250 bp langes
Produkt (linkes Gelbild, Spuren 2-3). Dieses wurde sequenziert und die Sequenz mit
der genomischen Sequenz verglichen (sieche Abb. 3.7).
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Cte N ATGAAGTTTA TAGTAATAGC ATTGTGTATA GCTTGTGTCA CTGCTAACCC
ten pl3l ->

Cte N ACATTGGGAT AATCTGGATG AAGTAGAAAT TGCAAGCATC AAGAGGACAT
Cte N GGAATCAAGT GAAAATGAAT GAAATTGAAA TTCTTTACAA TATTTTCAAA
Cte N GATCATCCGG AAATTATGTC TAAATTCCCA CAATTCGCTG GAAAGGATCT
Cte N CGAAGAATTG AAAGGAACGA ACCAATTTGC AATTCATGCT ACAAGAATTG
Cte N TCTCATTTTT CTCACATTAC ATCCTCCTTT ATCAAGTAAA

ten pl07 ->

Seq. 1073 TTAC ATCCTCCTTT TGGGAAAGGA ATCAAGTAAA
Seq. 1074 ATCCTCCTTT TGGGAAAGGA ATCAAGTAAA
Seq. 1075 TAC ATCCTCCTTT TGGGAAAGGA ATCAAGTAAA
Seq. 1076 CATTAC ATCCTCCTTT TGGGAAAGGA ATCAAGTAAA
Cte N CCATGCCTTA GAACAATTAC TAATGATATG GCGGAAGTGC ACAAGGCTCG

Seqg. 1073 CCATGCCTKA GAACAATTAC TAATGATATG GCGGAAGTGC ACAAGGCTCG
Seqg. 1074 CCATGCCTKA GAACAATTAC TAATGATATG GCGGAAGTGC ACAAGGCTCG
Seq. 1075 CCATGCCTKA GAACAATTAC TAATGATATG GCGGAAGTGC ACAAGGCTCG
Seq. 1076 CCATGCCTKA GAACAATTAC TAATGATATG GCGGAAGTGC ACAAGGCTCG

Cte N AGGTGTCACA AAAGACGAAT TCATTAAATT TAAAGACTCA ATCTTCAAGT

Seq. 1073 AGGTGTMACA AAAGAYGART TCATTAAATT TAAAGACTCA ATCTTCAAGT

Seqg. 1074 AGGTGTMACA AAAGAYGART TCATTAAATT TAAAGACTCA ATCTTCAAGT

Seqg. 1075 AGGTGTMACA AAAGAYGART TCATTAAATT TAAAGACTCA ATCTTCAAGT

Seqg. 1076 AGGTGTMACA AAAGAYGART TCATTAAATT TAAAGACTCA ATCTTCAAGT
*

Cte N

TAAGTGCTTG ATTTTAATAA AAATAGTCAT

Seq. 1073 ATTTAAAGGC TCATGTTGA:
Seq. 1074 ATTTAAAGGC TCATGTTGA:
Seq. 1075 ATTTAAAGGC TCATGTTGA:
Seq. 1076 ATTTAAAGGC TCATGTTGA:

Cte N TAATCTAAAA TAATTTTAAT TCCCAGAATG GACGAAAAGG TCTTACACGC

TACACGC

AATG G

CGARAR

Seq. 1073 GACGAAAAGG TCTTACACGC
Seq. 1074 GACGAAAAGG TCTTACACGC
Seq. 1075 GACGAAAAGG TCTTACACGC
Seq. 1076 GACGAAAAGG TCTTACACGC
Cte N TTGGAATGAC TGCTTTGATA GTATGTATTA CATCATTTTC GCCAATTTTG

TTGG <-ten pl65
Seqg. 1073 TTGGAATGAC TGCTTTGATA GTATGTATTA CATCATTTTC GCCAATTTCG
Seq. 1074 TTGGAATGAC TGCTTTGATA GTATGTATTA CATCATTTTC GCCAATTTCG

Seqg. 1075 TTGGAATGAC TGCTTTGATA GTATGTATTA CATCATTTTC GCCAATTTCG
Seq. 1076 TTGGAATGAC TGCTTTGATA GTATGTATTA CATCATTTTC GCCAATTT

Cte N ATGGAAAACC AGTTAGCTAA AAATGAAAATCAACTTCAAATTCCATAAACTC
Seq. 1073 ATGGAAAACC AGTTAGCTAA AAATGAAAAT

Seqg. 1074 ATGGAAAACC AGTTAGCTAA AAATGAAA
Seqg. 1075 ATGGAAAACC AGTTAGCTAA AAATGAAAA

Abbildung 3.7: Intronposition im Himoglobin-Gen Cte N

Ausgehend von dem Primer ten p61 wurde eine reverse Transkription an Gesamt-
RNA von C. tentans-Larven durchgefiihrt. Die resultierende cDNA wurde anschlie-
Bend in einer PCR-Reaktion mit den Primern ten p61 und ten pl07 als Template
eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde sequenziert (Seq. 1073-1076). Der Vergleich der
genomischen Sequenz des Gens Cte N mit der cDNA-Sequenz legt die Intronposition
eindeutig fest. Die Intron-Sequenz ist in blau, die Primersequenzen in rot, bzw. griin
dargestellt. Unterschiedliche cDNAs, die von allelen Cte N-Genen stammen, fiihren
zu heterogenen Basen in der Sequenzierungs-Reaktion, so daf3 an vier Stellen der
cDNA-Sequenz zwei verschiedene Basen an identischer Position auftreten (K = T
und G, M = Aund C, Y = Cund T, R = A und G). Diese Positionen sind mit einem
Stern gekennzeichnet.
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Cte P (hb20.1) | Cte N (hb9)
Intronposition NT-Sequenz | 240-297 420-479
Intronposition AS-Sequenz | 80 (2) 140 (2)
Intronposition Protein Helix E 12-2 Interhelix G-H 2-2
Intronlénge (bp) 58 60
AT-Gehalt 84% 75%
SpleiB-Signale 5°/3° GTAAG/CAG | GTAAG/CAG

Tabelle 3.6: Charakterisierung der Introns in den Himoglobin-Genen Cte N und
Cte P

3.6 Identifizierung und Charakterisierung eines Gens aus
der Familie der Glukosetransporter

Bisherige molekulare Untersuchungen von Hamoglobingen-Gruppen bei Chironomi-
den zeigten, dafl die Hamoglobin-Gene mit meist geringen Absténden aufeinander
folgen (Hankeln und Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1998; Rozynek et al., 1989; Gruhl
et al., 1997; Trewitt et al., 1995, 1988). Bislang konnte lediglich ein Nicht-Hamoglo-
bingen interspergiert innerhalb eines Hamoglobingen-Clusters identifiziert werden.
Hierbei handelt es sich um das Gen eines Zuckertransport-Proteins, das sowohl bei
C. melanotus (Hankeln, Giittler und Schmidt, unveroffentlicht), als auch bei C. ten-
tans die Hamoglobingen-Gruppe unterbricht (vergl. Abb. 3.5). Glukosetransport-
Proteine (GLUT) sind Transmembranproteine, die den Hexosetransfer vermitteln
und von einer Multigenfamilie codiert werden (Ubersicht siehe Mueckler (1993)).

Die Ausdehnung des Leserahmens sowie die Exon-/Introngrenzen des GLUT-
Gens von C. tentans wurden durch Vergleich mit der Nukleotid- und Aminoséure-
Sequenz des orthologen Gens aus C. melanotus festgelegt. Die resultierende Gen-
struktur ist in Abb. 3.8 dargestellt. Das GLUT-Gen von C. tentans ist 1601 bp lang
und kodiert fiir ein Protein von 481 AS. Es besitzt 3 Exons und 2 Introns. Die ex-
akten Intronpositionen sind in Tab. 3.7 angegeben. Das GLUT-Gen ist an Position
15850-17450 in der Nukleotid-Sequenz des Contigs 1 zwischen den Hamoglobin-
Genen Cte S und Cte 11 lokalisiert (siche CD im Anhang; Datei: 50 kb Contig
1-21400.pdf; Seite 7-8 ).

Der Vergleich der Nukleotid-Sequenzen sowie der abgeleiteten Aminoséure-Se-
quenzen des GLUT-Gens der Arten C. tentans und C. melanotus zeigt den hohen
Grad der Konservierung (siche Abb. 3.8). Die Identitét der kodierenden Bereiche
betriagt 87 %, die der Aminosiure-Sequenzen 89 %. Werden Substitutionen durch
eindeutig funktionell #hnliche Aminoséiuren als Ubereinstimmung gezihlt, so steigt
dieser Wert sogar auf 97,5 %.

68
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Der Hydrophobizitéts-Plot zeigt den typischen Aufbau eines GLUT-Proteins mit
12 Transmembrandoménen. Die mit dem Program SOSUI (Hirokawa et al., 1998)
festgelegten transmembranen Bereiche sowie vier fiir Glukosetransporter typische
funktionelle Blocke (identifiziert mit dem Programm Blocks; Henikoff und Henikoff
(1994)) sind in Abb. 3.9 dargestellt. Abb. 3.10 zeigt schematisch den vermutlichen
Aufbau des Glukosetransporters: Amino- und Carboxy-Terminus liegen im Cyto-
plasma, die vier funktionellen Doménen sind in der Zellmembran verankert und
ragen in die plasmatischen Bereiche, wo sie mit dem Substrat interagieren kénnen.

Gen- | Intron 1 Intron 2 TATA- | Cap- Poly-A-
Lénge | (Léange in bp) | (Lénge in bp) | Boxx Signal* | Signalx
(bp)
Cte GLUT | 1601 | 571-667 (97) | 819-876 (58) | -63 -14 +70
Cme GLUT | 1600 571-663 (93) 815-872 (58) -63 ? +40

Tabelle 3.7: Struktur des Glukosetransporter-Gens in den Spezies C. tentans und

C. melanotus

x Die Angabe zur Position der TATA-Box und des Cap-Signals bezeichnet dessen
Abstand zum Startkodon, entsprechend bezieht sich die Angabe zur Position des
Poly-A-Signals auf das Stoppkodon.
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Abbildung 3.8 Legende siehe folgende Seite
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3.6 Charakterisierung eines Gens aus der Familie der Glukosetransporter

Cte GLUT AAAATAATTT AATCTCATTC ATTTAGTCAA AGACGATCCA AAAATTGATG
Cme GLUT AAATTATTTA AATTTCTGTT ATCCAGCCAA AGATGATGCA AAAGTTGATG
*  x *x * Kk x *%  x * * *
Cte GLUT AAGAAATTCT CCAAATTCAA CAAAACGCAC AAAGA:::AC TTCCGAAAAG
Cme GLUT AAGAAATTCT CCAAATTCAA CAAAATGCTC AAAGTTCAGC ATCTAAAACA
* ok *kkkk ok kK * %
Cte GLUT TCAAATCTTT TAATTTTCAG AGAATTTGGG AAGCCACAGC TCTACAAACC
Cme GLUT TCAAAACTGT CAATATTCAG AGAGTTTGCC AAACCTCAAC TCTATAAACC
*  x x * * * % *  x  x *
Cte GLUT ATTCATGATA ATGCTTGCAT TCTTCACAAT TCAGCAACTT TCCGGAATAT
Cme GLUT ATTCTTGATT ATGCTTGCAT TCTTCACAAT TCAACAACTG TCTGGAATAT
* * * * *
Cte GLUT TTGTGATTTT CGTATATACT GCACAGTTTT CAATAGAAGC TGGGGTATCA
Cme GLUT TTGTGATTTT TGTATATACT GCACAATTTT CCATTGAAGC TGGCGTGACG
* * * ok * Kk x
Cte GLUT ATTGATGCAT TTTTAAGTAC AGTAATTATT GGAATAATTC GTTGTGTGAC
Cme GLUT ATTGATGCCT TTTTAAGCAC AGTAATTATT GGCACAATTC GTTGTGTGAC
* * * *
Cte GLUT AACTTTTGGA ACTGCATTTT TATCAGATAA AGTTGGAAGA AAGCCATTGG
Cme GLUT GACATTTACA ACTGCATTTT TAACTGATAA AGTAGGAAGA AAGCCATTAG
* ok * % * * * *
Cte GLUT CCATAGTCTC AAGTATTGGA ATGTTCTTTA GCATGTCAGG ATTGGCATTA
Cme GLUT CTATTGTCTC AAGTATTGGA ATGTTTTTCA GCATGTCTGG ATTGGCATTG
* ok * ok * *
Cte GLUT AGCTCTGAAT TTGCTTTAAA AGACACAAAA TTCTTTTGGG TACCAGCAGC
Cme GLUT AGCTCTGAAT TTTCTGTGAA AGACACAAAA TTCTTTTGGG TACCAGCAGC
*  *x %
Cte GLUT ACTTTTGTAC TTTTTCATTT TTATTGGTAC TTCTGGAGTT TTAGTCCTTC
Cme GLUT ACTTTTGTAC TTTTTTGTCG TCATTGGCAC TTCTGGAATT TTGGTACTTC
*k Kk x * * *  *
Cte GLUT CATTTTCTAT GGTCGCTGAA ATGTATCCAC AAAAGTCAAG AAGTCTTGCT
Cme GLUT CGTTTTCGAT GGTCGCTGAG ATGTATCCAC AAAAGTCAAG AAGTCTTGCT
* * *
Cte GLUT GTTGGACTTT CCCTTTCTTA CTGCTTTATC GTGAGCTTTT TAACTATTAA
Cme GLUT GTTGGACTTT CACTTTCTTA TTGCTTTATT ATTAGCTTTT TAACAATTAA
* * * Kk ok *
Cte GLUT ATTTTTCTCA ACAGCTTTTC TATTTTTTGG CAGTGCTATA GTGTTTACAT
Cme GLUT GTTTTTCTCA ACAGCATTTT TGTTTTTTGG AAGTGCCATA TTATTTACAT
* * * ok * * * ok
Cte GLUT TTTTTGCTAT AATTTCATTG ATTAGCATAT TTTTCTCAAT TTATGTTTTG
Cme GLUT TTTTTGCTGT AATTTCATTA ATTGCAATAT TTTTTTCGAT TTATATCTTG
* * * kK * ok * ok
Cte GLUT CCTGAGACGA AAGGGAAGTC ACTTCATGAG ATTGAGAAAA ATTTTCAAAA
Cme GLUT CCTGAGACGA AAGGGAAGAC ACTTAATGAG ATTGAGAAAT ATTTTCAGAA
* * * *
Cte GLUT ATGATCTGAG ATTTAATATC TGATCGATAT TTTTTATATT TGATATATTT
Cme GLUT ATAATGAGAG ATTTAA TAAT AATTTTTTAC TGTTGAAATA TAAAATAAAA
*
Cte GLUT ATTTGCTCTT GGGAATCATT AAATTTATAA TGAAATAAAA TAAAACTATG
Cme GLUT TCATACTTAA GGGTGAATGA CCCCTCAAAT TAAAAATAAG GTTTCAGTTA

Abbildung 3.8: Vergleich der Nukleotid-Sequenzen des Glukosetransport-Gens von
C. tentans und C. melanotus

Durch den Vergleich der Nukleotid-Sequenzen konnte das Start- und Stoppkodon so-
wie die Positionen der Introns festgelegt werden. Das GLUT-Gen von C. tentans ist
1601 bp lang. Start und Stopp sind in griin dargestellt. Es besitzt zwei kurze Introns
von 97 und 58 Basenpaaren (blau), auflerdem weist es die fiir die Expression noti-
gen Signalsequenzen auf (rot). Die Sequenzunterschiede zwischen den beiden Spezies
sind durch Sterne gekennzeichnet. Die Sequenz-Ubereinstimmung der kodierenden
Genbereiche betrigt 87%.
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Abbildung 3.9: Die Struktur des GLUT-Proteins

In den Aminosiure-Sequenzen der GLUT-Varianten von C. tentans und C. melanotus
(Hankeln, Giittler und Schmidt, in Vorbereitung) kénnen 12 transmembrane Bereiche
festgelegt werden (gelb). Sie umfassen zwischen 21 und 23 Aminosiuren und zeich-
nen sich durch den iiberdurchschnittlich hohen Anteil hydrophober Seitenketten aus.
Die fiir Glukosetransporter charakteristischen funktionellen Doménen sind blau dar-
gestellt. Sie stimmen in Sequenz, Gréfle und Anordnung mit denen bekannter GLUT's
iiberein und belegen, daf3 es sich bei dem putativen Protein tatsichlich um einen

membranstindigen Glukosetransporter handelt.
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Anordnung der f r GLUT-Proteine typischen funktionelle Bl cke

(Henikoff et al.,1994):

BlockA BlockB BlockC BlockD
[AAAAAAAAAY: ::: 1. ... BB}: ..............] CCCCf: =it .. [ODD ]

Die funktionellen Bl cke des GLUT-Proteins von C. tentans:

[AAAAAAAAA] : :::: BB :::::::::::::[CCCC] : : : IDBBE




3.7 Repetitive Elemente im Hamoglobingen-Cluster

OO Block A
@® Block B
@@ Block C
@® Block D

Abbildung 3.10: Vorhergesagte Topologie des Cte GLUT-Proteins

Der Glukosetransporter von C. tentans besitzt die fiir GLUT-Proteine typischen
12 Transmembrandominen (vorhergesagt mit SOSUI, Hirokawa et al. (1998)). Die
fiir den Hexosetransport wichtigen funktionellen Blécke A-D sind mit den zentralen
Transmembrandomiinen assoziiert (farbige Bereiche). Sowohl der Carboxy- als auch
Amino-Terminus sind im Cytoplasma lokalisiert. In Zusammenhang mit der hdher-
en Struktur der Glukosetransporter werden unterschiedliche Hypothesen diskutiert.
Moéglicherweise bilden die membranstindigen Aminosiuren amphiphatische a-Helices,
deren hydrophile Bereiche sich zu einem Membrankanal zusammenlagern (Mueckler
et al., 1985).

3.7 Repetitive Elemente im Himoglobingen-Cluster

In den Intergenbereichen des Contigs 1 sind zwei Retroposons, sogenannte Cpl-
Elemente integriert. Es handelt sich hierbei um SINEs (,,short interspersed nuclear
elements“) die zuerst von Hong et al. (1995) aus der Centromerregion von C. pallidi-
vittatus isoliert wurden. Charakteristisch fiir CP1-Elemente ist ihr variabler Aufbau
aus zwei Sequenzmodulen, dem SCA- und dem B-Element. Diese kommen in ver-
schiedenen CP1-Kopien in unterschiedlicher Anzahl, Kombination und Orientierung
vor (Hong et al., 1995). Die von He und Mitarbeitern durch den Vergleich mehrerer
Cp1 Sequenzen unterschiedlicher chromosomaler Herkunft von C. pallidivittatus und
C. tentans erstellte Konsensussequenz diente hier zur Identifizierung der SCA- und
B-Elemente.

Cpl-Retroposons liegen in der Nukleotid-Sequenz des Contigs 1 an den Posi-
tionen 34539-34988 und 38173-38620 innerhalb der Subfamilie der 7A-Hémoglobin-
Gene. Es handelt sich hierbei um Abschnitte der Intergenregion 18, flankiert von
den Hamoglobin-Genen Cte 7A4 und Cte 7A5 und der Intergenregion 20 zwischen
den Hamoglobin-Genen Cte 7A6 und Cte 7TA7 (siehe auch Abb. 3.5, die Positions-
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angaben beziehen sich auf die Gesamtsequenz auf der beiliegenden CD; Datei:50 kb
Contig 21401-50607.pdf; Seiten 4-5 und 7-8).

Die Abb. 3.11 A zeigt den Aufbau des Cpl-Elements aus der Intergenregion 18
(Cpl/ 18). Es beginnt mit einem 36 bp groflen Fragment aus dem 3‘-Bereich eines
B-Elements in umgekehrter Orientierung. Nach 44 bp unbekannter Herkunft folgt
ein weiteres B-Element, dem 29 bp des 5‘-Bereiches fehlen. Das 3-Ende bildet ein
vollstandiges SCA-Element. Eine mogliche, 13 bp lange ,,target-site “-Duplikation
flankiert diesen Bereich. Der Aufbau des Cpl-Elements der Intergenregion 20 (Cpl/
20) ist in Abb. 3.11 B dargestellt. Es beginnt mit einem unvollstdndigen SCA-
Element, dem 57 bp des 5-Bereichs fehlen. Hierauf folgt ein B-Element, das eine
zentrale Deletion von 81 bp aufweist. Die 16 bp, die diese Deletion am 5‘-Bereich
flankieren, liegen dupliziert vor. Das 3‘-Ende des Cp1/ 20 wird von einem vollstandi-
gen SCA-Element gebildet. Flankiert wird es von einer , target-site “-Duplikation,
deren Lénge zwischen neun und zwolf Basenpaaren liegt. Die exakte Groéfie kann
nicht eindeutig festgelegt werden, da die drei Adenin-Basen am 3‘-Ende des Cpl-
Elements sowohl aus dem SCA-Element als auch aus der ,, Target “-Sequenz stammen
konnen. Die von Hong et al. (1995) beschriebenen CP1- target-site “-Duplikationen
besitzen Langen zwischen zehn und vierzehn Basenpaaren. Auch hier konnte in
einigen Fillen die exakte Grenze der Cpl-Sequenz nicht eindeutig bestimmt wer-
den. Dies hingt moglicherweise damit zusammen, dafl Retrotransposons bevorzugt
in A /T-reiche DNA-Abschnitte integrieren (Rogers, 1985) und auch die Enden der
Cpl-Elemente stets A/T-reich sind (Hong et al., 1995). Alle B-Elemente besitzen die
erforderlichen Promotor- und Terminationssequenzen fiir die Polymerase III Tran-
skription (Hong et al., 1995). Dies lafit darauf schlieBen, dafl es sich hierbei um
ehemalige tRNA-Sequenzen handelt. Den SCA-Elementen fehlen jegliche bekannten
Promotorsequenzen. Aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten, die zwischen B- und SCA-
Elementen vorliegen, wurde spekuliert, dafl beide auf einen gemeinsamen Ursprung
zuriickgehen (Hong et al., 1995).
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A

AATGAGAATAAATTCTATTGCCGATTTTCGAGAGATGGGACATTGTTATTATAATTCACGTGCAACCGTG

CATATGATTAGACTAATTTACTATCAGACTCAGACAAAACAAACCATTATAAATTGTGATAACATTGCCC

GAAGACTAAATATTTCATAATCAAAATAAAGTTCTAAGGCATTCTAAATGCCTGTATGTGTTTTTTTTTA
TTTTTTTATTTCCTGAAGTAAGTCAATGACTTAATTTTTAGTAAAAATCACGTAGGTTTTTTCTTTTTTA
ATCAAAAACATTCTTTATTTTTACAAAAATCTTTGAAATATTCATATTATCCAGTGCTTTATTCGAATGT

CTGAAATGCTTCACTTACATATAAATAGTGAAAATTATGAAAATTTTGATCACAAATATTTTAAAAAAAA

T T B 1
ATGTAAATATAATTTTGACGGATTGCAATTATAGGAAAACTGTTGAAAAAAAAAGTAATTCACCCATTGG
N
V N

T B

CCATATAAGCATTTGCTCGCTTAGGGTTTTCTCCTTAGGCTTAGGGTTGAAAAAAGAATGGCTCATATAT
GTTGAAAAAAGAGTGGTTCATATAT

B

ATTGGCATTCTGCCAATGCCAATGGCAAAGCTCGGTAGCTTAGTGGICTGAGCACTTGACCGGCAATCGA
ATTGGCATTCTGCCAATGCCAATGGCAAAGCCCGATAGCTCAGTGGICTGAGCACTTGACCGGCAATCGA
—

B
GAGGTGTGAJGTTCGATT! GCTAGGGAAGAGTCATTGGGTGAATTACTTTTTTTTCGACATTTTTCCT
GAGGTGCGAJGTTCGATT! GCTCGGGAAGAGTCATTGGGTGAATTACTTTTTTTTCAACTTTTTCTTT

B T SCA
TTAATTATTTCTCCATAAGCGAGCAAATGCTTATTCAAAATGAGAATAAGTCGTTCTGTTAGCAGAGGAA
TAACTATTTTCTCTCTAAGCGAGCAAATGCTTATTCAAAATGAGAATAAGTCGTTCTGTTAGCAGAGCAA

»
14

SCA

GCTTAAGCTTAACAGCAAT-CACGAATTCATCAAAAAGTAGCCTAAGCTACAGCGAATTCAGACAAAACA
GCTTAAGCTTGATAGCAGTTCTCGAATTCATCAAAAAGTAGCCTAAGCTACTACGAATTCAGACAAAACA

SCA ]

GAACATCAAGAGACTTAACTTCTCATAC--TCCCTTTTGGATTGCAATTATTTGGAAAATAAATATGCAC
GAACATCA---GACTTAACTTCTCATATATTCCCTTTGAAAATATTAT

»
14

A 4

ATTAGACAATATTTTGTAGTATTCCAAGGACGCTGGGCAACGTGAGCGATTAAATAAATTTATCCTCCCG

[ ] PollilA-Box
[ Pollil B-Box
[ Pollll Stop

—)  Zielsequenz-Duplikation

Abbildung 3.11 Legende siehe Seite 77
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76

B

CAAAAATTTGATTATTTCCTCCTTGATAAATTTCACGTTACGCCCCTGTATTTGGAACTTCTCAATTGAA

— 1 SCA
GGAAAATTTTCATAATTCTTAATCTTTAGCTTCAAATGCTTTTAACACAAGCTTAAGCTTGACAGCAGT -
GAGCAAATGCTTATTCAAAATGAGAATAAGTCGTTCTGTTAGCAGAGCAAGCTTAAGCTTGATAGCAGTT

»
v

SCA

CACGAATTCATCAAAAAAAGTAGCCTAAGCTACAACGAATTCAGACAAAACAGAACATCAGACTTAACTT
CTCGAATTC-TCAAAAA--GTAGCCTAAGCTACTACGAATTCAGACAAAACAGAACATCAGACTTAACTT

SCA ! B

CTCATATATTCCCTTTGAAAATGTTATCTCTCTAAGCGAGCGAATGCTTTACGACCGTTGAAAAAAGAGA
CTCATATATTCCCTTTGAAAATATTATCTCTCTAAGCGAGCGAATGCTTTACAACCGTTGAAAAAAGAG-

I

14
B
CCGTTGAAAAAAGAGGTGCGAGJETTCCATTCOCGCTCGGGAAGAGTCATTGGGTGAATTACTTTTTTTYC
——————————— AGAGGTGCGAJGTTCCATTCACGCTCGGGAAGAGTCATTGGGTGAATTACTTTTTTTTC

T SCA

AACTTTTYCCTTTAAACTGTTTCTCTCTAAGCGAGCAAATGCTTATTCAAAATGAGAATAAGTCGTTCTG
AACTTTTYCTTTTAAACTATTTCTCTCTAAGCGAGCAAATGCTTATTCAAAATGAGAATAAGTCGTTCTG
I

14

SCA

TTAGCAGAGCAAGCTTAAGCTTGACAGCAGT-CACGAATTCATCAAAAAAAGTAGCCTAAGCTACTACGA
TTATCAGAGCAAGCTTAAGCTTGATAGCAGTTCTCGAATTCATCAAAAA--GTAGCCTAAGCTACTACGA

SCA — |

ATTCAGACAAAACAGAACATCAGACTTAACTTCTCATATATTCCCTTTGAAAATGCTTTTAATTATGATT
ATTCAGACAAAACAGAACATCAGACTTAACTTCTCATATATTCCCTTTGAAAAT

I
14

-----’»

TAAAAATTTTATTAAATTTTGACTCAAAGATT

[ Pollll B-Box
[ PollllStop

—)  Zielsequenz-Duplikation
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3.7 Repetitive Elemente im Hamoglobingen-Cluster

Abbildung 3.11: Struktur der Cpl-Retroposons in der Himoglobin-Gengruppe D

Zwei dieser als Cpl bezeichneten SINE-Elemente sind in der 7A-Himoglobin-
Gengruppe lokalisiert. Nach ihrer Integrationsstelle in verschiedenen Intergenregionen
des Contigs 1 werden sie im folgenden als Cpl/ 18 (A), bzw. als Cp1/20 (B) bezeich-
net. Sie bestehen aus je zwei Sequenzmodulen, dem SCA-Element (rot) und dem
B-Element (blau). Die Konsensus-Sequenz dieser Module wurde von He und Mitar-
beitern (1995) ermittelt und ist unterhalb der Cpl-Sequenzen aus dem Himoglobin-
Cluster dargestellt. Die Orientierung der einzelnen Sequenz-Elemente ist durch die
Pfeilrichtung angegeben.

Cpl-Elemente sind generell durch ihren sehr variablen Aufbau gekennzeichnet. SCA-
und B-Elemente sind in unterschiedlicher Zusammensetzung, Orientierung, sowohl
komplett als auch in Teilen, vorhanden. Ungewdhnlich bei den hier identifizierten
Cpl-Elementen ist die Insertion einer Sequenz unbekannter Herkunft zwischen zwei
B-Abschnitten in Cpl/18 (siehe A). Innerhalb des Cpl1/20 (in B gezeigt) ist ein Teil
der B-Element-Sequenz dupliziert. Das Vorhandensein der PollIII-Promotorsequenzen
weist auf die Herkunft der Cpl-Elemente aus tRNA-Sequenzen hin (Kéisten). Beide
Cpl-Elemente besitzen ,,target site“-Duplikationen (schwarze Pfeile).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten innerhalb der Hamoglobin-Gengruppe D von
C. tentans 28 Hamoglobin-Gene identifiziert werden. Der gesamte, zur Zeit bekannte
Bereich dieser Gen-Gruppe umfafit somit insgesamt 38 Hémoglobin-Gene (Rozynek
et al. (1991), Rozynek, Hankeln und Schmidt, unveroffentlicht, diese Arbeit) und
erstreckt sich iiber eine Lénge von ca. 75000 Basen. Trotz der grofien Redundanz
innerhalb der Hamoglobin-Genfamilie der Chironomiden sind funktionslose Pseudo-
gene offenbar sehr selten. Bis auf das Gen ORF B (Rozynek et al., 1991) weisen
alle Hamoglobin-Gene die fiir ihre Expression erforderlichen Signal-Sequenzen auf.
Die Gengruppe D von C. tentans ist somit die zur Zeit am besten charakterisierte
Héamoglobin-Multigenfamilie in Chironomiden.

Voraussetzung fiir eine mogliche Rekonstruktion evolutionérer Beziehungen der
Héamoglobine von C. tentans ist die Identifizierung orthologer Varianten in ande-
ren Chironomus-Arten. Nur diese lassen sich auf einen gemeinsamen Gen-Vorlédufer
zuriickfiithren und ermoglichen es somit, Verdnderungen der Gen-Sequenz, -Struktur
und -Organisation seit der Trennung der Spezies C. tentans von Schwesterarten
zu dokumentieren. Die Klassifizierung der Hamoglobin-Gene von C. tentans erfolgt
zunédchst durch den Vergleich ihrer abgeleiteten Aminoséure-Sequenzen mit den bei
Goodman et al. (1983) beschriebenen 11 Protein-Hauptkomponenten. Hdmoglobin-
Gen-Sequenzen weiterer Varianten stehen aus den Spezies C. thumm: und C. piger
fiir weitere Vergleiche zur Verfiigung.

Die Hamoglobine zéhlen zu den strukturell und funktionell am besten untersuch-
ten Proteinen. Aus der Ermittlung ihrer dreidimensionalen Struktur durch Rontgen-
Kristallographie leiteten sich erste Erkenntnisse iiber die komplexen Beziehungen
zwischen Proteinstruktur und Funktion ab (Dickerson und Geis, 1969, 1983).

Eine Bewertung der Unterschiede in den Aminoséaure-Sequenzen von Hamoglobin-
Varianten bei Chironomiden ist moglich, da die Rontgenstruktur der Hamoglobin-
Komponente III aus der Spezies C. thummi bekannt ist (Steigemann und Weber,
1979), und eine Reihe funktionell wichtiger Aminoséure-Positionen bereits festgelegt
werden konnte. Obwohl zur Zeit die 3D-Strukturen der in dieser Arbeit identifizier-
ten Hamoglobine von C. tentans nicht vorliegen, ist es auf der Grundlage dieser Da-
ten in einigen Fillen moglich, die Auswirkungen einzelner Aminoséiure-Austausche
auf die Proteinstruktur abzuschétzen.

Um die Hamoglobin-Familie der Chironomiden auf der Ebene der Gene zu cha-
rakterisieren, soll die Architektur des Hamoglobin-Gen-Clusters D in C. tentans
umfassend analysiert werden. Hieraus lassen sich allgemeingiiltige Erkenntnisse iiber
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4  Diskussion

die Evolution der Hamoglobin-Genfamilie gewinnen. So wird beispielsweise der Ur-
sprung der Introns in den Hamoglobin-Genen seit langem kontrovers diskutiert. Be-
safl das anzestrale Hamoglobin-Gen zwei Introns, wie es bei den Vertebraten zu
finden ist, oder wies es zusétzlich ein drittes Intron auf, wie es dem Typus der
heutigen Pflanzen-Hamoglobin-Gene entspréache? Es soll daher untersucht werden,
welchen Beitrag die Verteilung der Introns in den Hamoglobin-Genen der Chirono-
miden zur Klarung dieser Frage leisten kann.

Durch die molekulare Analyse der paralogen Hdmoglobin-Gene von C. tent-
ans konnen Gen-Subfamilien und ,,single copy“-Gene identifiziert und Sequenz-
Verwandtschaften aufgezeigt werden.

Anhand von einzelnen Gen-Beispielen sollen mogliche Mechanismen der moleku-
laren Evolution von Genfamilien aufgezeigt werden. Die vergleichende Analyse von
Héamoglobin-Gengruppen in unterschiedlichen Chironomiden-Spezies ermoglicht es
schliellich, Verdnderungen des Genrepertoires und der Clusterstruktur nach Auf-
spaltung der Taxa aufzuzeigen. Das evolutionédre Schicksal einzelner Hamoglobin-
Gene wahrend der Speziation kann im Interspezies-Vergleich rekonstruiert werden.
Indirekt sind hierdurch auch Riickschliisse auf die funktionelle Bedeutung einzelner
Héamoglobin-Varianten moglich.

4.1 Die Klassifizierung der Hamoglobin-Varianten von
C. tentans

Bereits frithe Arbeiten zeigten, daf§ Chironomiden einen ausgepréigten Polymorphis-
mus in der Zusammensetzung ihrer Hamolymphe besitzen (Thompson und English,
1966; Tichy, 1970). Seitdem konnten eine Vielzahl unterschiedlicher Himoglobin-
Varianten aus verschiedenen Spezies isoliert und molekular charakterisiert werden
(Antoine et al., 1987; Rozynek et al., 1991; Kao et al., 1994; Kao und Bergtrom, 1995;
Kao et al., 1995; Gruhl et al., 1997; Hankeln et al., 1988; Hankeln und Schmidt, 1991;
Hankeln et al., 1998; Trewitt et al., 1995). Durch den Vergleich der Hidmoglobin-
Sequenzen von C. tentans mit den bereits vorliegenden Daten sollte es daher moglich
sein, die Hamoglobin-Gene von C. tentans zu gruppieren und ihren moglichen or-
thologen Partnern in anderen Arten zuzuordnen. Dies soll priméar durch einen phy-
logenetischen Vergleich der abgeleiteten Aminosdaure-Sequenzen der Gene erfolgen.

In einem ersten Schritt werden alle ermittelten Himoglobin-Sequenzen von C. ten-
tans mit den von Braunitzer fiir C. thummi beschriebenen Protein-Sequenzen (zu-
sammengefafit in Goodman et al. (1983)) verglichen. Durch die Zuordnung der ver-
mutlich orthologen Hamoglobin-Varianten wird ersichtlich, ob alle in C. thummz
bekannten Hémoglobin-Proteine auch in C. tentans identifiziert wurden.

Die Klassifizierung der verbleibenden Hamoglobin-Varianten von C. tentans kann
anschlieSend durch phylogenetische Vergleiche mit weiteren ausschlieflich auf Nukleo-
tid-Ebene beschriebenen Hémoglobin-Varianten erfolgen. Eine besonders umfassen-
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4.1 Die Klassifizierung der Himoglobin-Varianten von C. tentans

de Kenntnis iiber das Hamoglobin-Gen-Repertoire der Chironomiden liegt hierbei
von den Arten C. thummi und C. piger vor (Hankeln und Schmidt, 1991; Trewitt
et al., 1995; Gruhl et al., 1997). Weitere Kriterien, die zur Identifizierung von Ge-
nen beitragen konnen, sind ihre Lokalisation innerhalb des Genclusters, sowie die
Sequenzen der sie umgebenden Intergenbereiche.

Am Ende diese Kapitels soll eine Ubersicht AufschluB iiber alle bislang bekannten
Héamoglobin-Varianten bei Chironomus geben.

4.1.1 Die Klassifizierung der Himoglobin-Varianten auf Protein-Ebene

Auf Protein-Ebene liegen zur Zeit die Sequenzdaten von 11 Hamoglobin-Varianten
aus der Spezies C. thummi vor (zusammengefafit in Goodman et al. (1983), siche

Abb. 4.1).

—CTTI
] —cTTIA
_ CTTI§

‘j CTTIIA

‘ —_ CTTI

_/ CTTVIA

CTTIV
= % CTT VI

ks CTTVIIB
e % CTT VI
iy _\ CTTIX

: ; CTT X

Abbildung 4.1: Gelelektrophoretische Auftrennung der von Braunitzer und Mit-
arbeitern ermittelten Himoglobin-Varianten von C. thummi (aus Goodman et al.
(1983)).

Die Gene fiir die dimeren Hamoglobin-Varianten IX, 11, VITA und VIIB, sowie
fiir die monomeren Varianten III und IV, konnten bereits in C. tentans nachge-
wiesen werden (Rozynek et al. (1991), Hankeln und Schmidt, unveroffentlicht). Der
Vergleich aller 38 in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Hémoglobin-Sequenzen
von C. tentans mit den Protein-Varianten von C. thummi zeigt, dafl zusétzlich
auch die Gene Cte 1, Cte 8 und mit einiger Wahrscheinlichkeit das Gen Cte 6 in
C. tentans vorhanden sind und fiir die entsprechenden Protein-Varianten CTE I,
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4  Diskussion

CTE VIII und CTE VI kodieren. Die Hamoglobin-Sequenzen aus C. thummi sowie
ihre vermutlich orthologen Partner aus C. tentans sind in Abbildung 4.2 im Ver-
gleich gezeigt. Die Zuordnung der Aminosduren zueinander (Alignment) erfolgte mit
Hilfe des Programms Clustal W (Higgins und Sharp, 1988, 1989). Das Computer-
Alignment konnte anschlieBend unter Einbeziehung der Nukleotid-Sequenzen, die
mittlerweile von 9 der 11 C. thummi Hamoglobine vorliegen, optimiert werden
(I/IA, Kao et al. (1995); III/IV, Antoine et al. (1987); IX, IIf, VIIA, Rozynek
et al. (1991); Kao et al. (1994); Gruhl et al. (1997); VIIB, Hankeln et al. (1988);
Hankeln und Schmidt (1991); Trewitt et al. (1995); VI, Kao und Bergtrom (1995);
Kao et al. (1995); VIII, Hankeln et al. in Vorbereitung). Ausgehend von diesem
Sequenz-Alignment wurden die Unterschiede der Sequenzen berechnet (Kumar et al.
(1993); siehe Tab.4.1). Hierbei wurden die Sequenzen paarweise verglichen und der
Anteil der Aminoséure-Austausche an der Gesamtsequenz ermittelt (p-Distanzen).
Liicken im Sequenz-Alignment, die auf Insertionen bzw. Deletionen von Nukleotiden
zuriickzufiithren sind, wurden nicht beriicksichtigt.

crr | ¢rT | CTT | CTT | CTT | CTT | CTT | CTT | CTT | CTT | CTT

VI VIII X 118 VIIA | VIIB | I Ta II1 v X
CTE 0.158 | 0.574 | 0.525 | 0.566 | 0.515 | 0.505 | 0.622 | 0.622 | 0.544 | 0.587 | 0.614
U
CTE 0.483 | 0.119 | 0.407 | 0.407 | 0.414 | 0.455 | 0.532 | 0.532 | 0.566 | 0.574 | 0.533
VIII
CTE 0.469 | 0.384 | 0.200 | 0.345 | 0.331 | 0.448 | 0.546 | 0.546 | 0.537 | 0.552 | 0.537
IX
CTE 0.483 | 0.397 | 0.352 | 0.186 | 0.352 | 0.441 | 0.559 | 0.559 | 0.478 | 0.537 | 0.537
118
CTE 0.448 | 0.425 | 0.345 | 0.338 | 0.152 | 0.317 | 0.552 | 0.552 | 0.515 | 0.515 | 0.565
VIIA1
CTE 0.408 | 0.480 | 0.448 | 0.428 | 0.386 | 0.221 | 0.566 | 0.566 | 0.544 | 0.537 | 0.550
VIIB1

CTE 0.545 | 0.507 | 0.552 | 0.511 | 0.497 | 0.552 | 0.252 | 0.259 | 0.545 | 0.575 | 0.571

CTE 0.526 | 0.551 | 0.591 | 0.562 | 0.504 | 0.547 | 0.585 | 0.585 | 0.348 | 0.341 | 0.583

CTE 0.522 | 0.540 | 0.544 | 0.529 | 0.485 | 0.581 | 0.537 | 0.537 | 0.082 | 0.163 | 0.580
1111
CTE 0.507 | 0.533 | 0.544 | 0.552 | 0.500 | 0.559 | 0.522 | 0.530 | 0.185 | 0.133 | 0.601
V1

Tabelle 4.1: Unterschiede der Himoglobin-Sequenzen von C. tentans, C. thummsi
und D. melanogaster (p-Distanzen)

Basierend auf dem Alignment der Aminosiuren (siche Abb. 4.2) wurden die Sequen-
zen paarweise verglichen. Die angegebenen Distanzwerte stellen ein Maf} fiir die Un-
terschiede zwischen den Sequenzen dar. Sie basieren auf dem Anteil der Aminosiure-
Austausche bezogen auf die Linge der Gesamtsequenz. Die héchsten Sequenz-Uber-
einstimmungen sind rot hervorgehoben.
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4.1 Die Klassifizierung der Himoglobin-Varianten von C. tentans

CTEU

CTEVIIT MKFLVLALCIAAASAAV-TPMTADQLALFKSSWAEVK----HNEVDILYATFKDHPDIQA
CTEIX MKFLAVLALCIVGAVAD--PISADQADLIRSSWAQVK----HNEVDILAAVFKDHPDIQA
CTEIIf MKFL-VLALCIVGAIAA--PLSADEASLVRASWNQAK----HSEVDILYYIFKANPDIMA

CTEVIIA-01 MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTADQASLVQSTWAQVR----NNEVDILAAVFTANPDIQA
CTEVIIB-01 MKFFAVLAVCIVGAIAT--PLTADQANLVQSSWAQVK----NNEVDILAAVFAAYPDIQA

CTET MKFL-ILALCVAYTMAA--P-SADQTAAAKASWATVK----GKQVDILAATFKANPDIKD
CTEE MKFI-ILALCVAAASA----LSADQIGLVQTTYGKVK----GDSTGILYAVFKADSSIQA
CTEITI-1 MKFL-ILALCFAAASA----LSADQISTVQASFDKVK----GDSVGILYAVFKADPSIMA
CTEIV-1 MKFI-VLALCFAAASA----LTADQISTVQASFDQVK----GDSVGILYAVFKADPSIQA
CTTVI - == --A--VLTTEQADLVKKTWSTVK----FNEVDILYAVFKAYPDIMA

CTTIIf - --A--PLSADEASLVRGSWAQVK----HSEVDILYYTIFKANPDIMA
CTTIX === mmmm——m——— o D--PVSSDEANAIRASWAGVK----HNEVDILAAVFSDHPDIQA

CTTVIIT - - —AV-TPMSADQLALFKSSWNTVK----HNEVDILYAVFKANPDIQA
CTTVIIA - - --A--PLSADQASLVKSTWAQVR----NSEVEILAAVFTAYPDIQA
CTTVIIB - S--PLTADEASLVQSSWKAVS----HNEVDILAAVFAAYPDIQA
CTTIII - - ----LSADQISTVQASFDKVK----GDPVGILYAVFKADPSIMA
CTTIV ~ ——mmmmmmmmmmm i m LTADQISTVQSSFAGVK----GDAVGILYAVFKADPSIQA
CTTIa - - --G--P-SGDQIAAAKASWNTVK----NNQVDILYAVFKANPDIQT
CTTI - - --G--P-SGDQIAAAKASWNTVK----NNQVDILYAVFKANPDIQT
CTTX - - -DPEWHTLDAHEVEQVQATWKAVS----HDEVEILYTVFKAHPDIMA
Dme globl - e NSDEVQLIKKTWEIPVATPTDSGAAILTQFFNRFPSNLE
120
CTEU  ———————= DLESVKDSPAFATHATRIISFLSQVISLAGSDDTIPAIQNLAKDLATSHKPR
CTEVIII RFPQFAGKDLDSLKDTAAFATHAGRIVGFFSDVIGLIGNSENRPALKTLIDGLASNHKAR
CTEIX RFPQFAGKDVDSLKDTAAFATHAGRIVGFISEIVALVGNEANRPAMNTLTNELATNHHNR
CTEIIR KFPQFVGKDLDSLKDTAAFATHAGRIVGFMSQIIALMGNEANRPAMVTLINEMAANHKAR

CTEVIIa-01 RFPQFAGKDVAALKDTAAFATHAGRIVGFVSEIIALVGNESNAPAVQTLVGQLAASHKAR
CTEVIIB-01 KFPQFAGKDLAAVKDTAAFATHATRIVSFLSELISLSGNSANAAAINSLVTKLGSDHQAR

CTEI KFSQFAGKDVDSIKGTPEFATHAGRIVGFFGDVMDLLGNDANTATIVSKAKDLGKTHKTR
CTEE AFPQFVGKDLDAIKGGAEFATHAGRIVGFLSGV-~--IDDLPNIGKH---VDALVATHKPR
CTEIII-1 KFTQFAGKDLESIKGTAPFESHANRIVGFFSKI---IGDLPSIEGD---VDTFVASHKPR
CTEIV-1 KFSQFAGKDLDSIKGSAEFASHAGKIVGFFSKI---VGDLPNISGD-~--VDTFVASHKPR
CTTVI KFPQFAGKDLDSIKDSAAFATHATRIVSFLSEVISLAGSDANIPAIQNLAKELATSHKPR
CTTIIR KFPQFAGKDLETLKGTGQFATHAGRIVGFVSEIVALMGNSANMPAMETLIKDMAANHKAR
CTTIX RFPQFAGKDLASIKDTGAFATHAGRIVGFISEIVALVGNESNAPAMATLINELSTSHHNR
CTTVIII KFPQFAGKDLDSIKDSADFAVHSGRIVGFFSEVIGLIGNPENRPALKTLIDGLASSHKAR
CTTVIIA RFPQFAGKDVASIKDTGAFATHAGRIVGFVSEIIALIGNESNAPAVQTLVGQLAASHKAR
CTTVIIB KFPQFAGKDLASIKDTGAFATHATRIVSFLSEVIALSGNESNAAAVQGLLDKLGDDHKAR
CTTIII KFTQFAGKDLESIKGTAPFETHANRIVGFFSKII---GELPNIEAD---VNTFVASHKPR
CTTIV KFTQFAGKDLDSIKGSADFSAHANKIVGFFSKII---GDLPNIDGD---VTTFVASHTPR
CTTIa AFSQFAGKDLDSIKGTPDFSKHAGRVVGLFSEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSHKSR
CTTI AFSQFAGKDLDSIKGTPDFSKHAGRVVGLFSEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSHKSR
CTTX KFPKFAGKDLEAIKDTADFAVHASRIIGFFGEYVTLLGSSGNQAAIRTLLHDLGVFHKTR

Dme globl KFP-FRDVPLEELSGNARFRAHAGRIIRVFDESIQVLGQDGDLEKLDEIWTKIAVSHIPR

174
CTEU GVSKDQFTEFRTALVSYLKSHITFDEPTETAWTLALETTYKMLFAAMDS - ——-—
CTEVIII GIEKAQFEEFRASLVDYLSKHLDWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALESAH---
CTEIX GISKAQFNEFRASMTSYLSHHTTWNDATAAAWTHGLDNIFDAIFAHL---—
CTEIIfR KIPQAQFNEFRASLVSYLQSHVTWNDKLGAAWTQGLDNAFTMIFAKL------—

CTEVIIA-01 GISQAQFNEFRASLVSYLQANVAWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL----
CTEVIIB-01 GVSQAQFNEFRTALVAYLQANVSWGENVAAAWNQALDNTYAIAFTTLTA--
CTEI ~ASPAQFDSFRKSLVVWLKGATAWDATVESSWNAVLDFVFGVLKEQLAAAK

CTEE GVTHAQFNNFRAAF IGYLKGHVDYTAAVEAAWGATFDAFFGAVFAKM--—
CTEIII-1 GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDY-AASESAWGATLDTFFGMIFAKM---—
CTEIV-1 GATHDQLNNFRSAFVSYMKAHTDF -AGSESAWGATLDAFFGAVFAKM---—
CTTVI GVSKDQFTEFRTALFTYLKAHINFDGPTETAWTLALDTTYAMLFSAMDS-—
CTTIIR GIPKAQFNEFRASLVSYLQSKVSWNDSLGAAWTQGLDNVFNMMFSYL-~~----—
CTTIX GITKGQFNEFRSSLVSYLSSHASWNDATADAWTHGLDNIFGMIFAHL---—
CTTVIII GIEKAQFEEFRASLVDYLSHHLDWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALEVAQ
CTTVIIA GISQAQFNEFRAGLVSYVSSNVAWNAAAESAWTAGLDNIFGLLFAAL---—
CTTVIIB GVSAAQFGEFRLALVAYLQAHVSWGNNVAAAWSKALDNTYATIVVPRL---—
CTTIII GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDF -AGAEAAWGATLDTFFGMIFSKM-—-----—
CTTIV GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDF -AGAEAAWGATLDAFFGMVFAKM---—
CTTIa -TSPAQLDNFRKSLVVYLKGATKWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL---—
CTTI -ASPAQLDNFRKSLVVYLKGATKWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL---—
CTTX GITKAQFGEFRETMTAYLKGHNKWNADISHSWDDAFDKAFSVIFEVLES-—

Dme globl TVSKESYNQLKGVILDVLTAACSLDESQAATWAKLVDHVYATIIFKAIDDDGNAK

Abbildung 4.2: Vergleich der Hiamoglobin-Sequenzen von C. tentans, C. thummi
und D. melanogaster

Um orthologe Himoglobine bei den Arten C. tentans und C. thummsi zu identifizieren,
wurden die Aminosiure-Sequenzen von C. thummi (zusammengefafit in Goodman
et al. (1983)) mit den Himoglobin-Varianten von C. tentans verglichen. Die Sequenz
des Hiamoglobins CTE U liegt nur teilweise vor. Voraussichtlich fehlen 66 Aminosiduren
des N-Terminus zur vollstindigen Sequenz. Als entfernt verwandte Referenzgruppe
(,;outgroup*) wurde ein Hamoglobin von Drosophila melanogaster (Dme globl) in
den Vergleich einbezogen. 83
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Der Vergleich der Aminosédure-Sequenzen zeigt, dafi die Distanzwerte der bekann-
termaflen orthologen Gene von C. tentans und C. thummi zwischen 0,08 und 0,25
liegen, wiahrend die Werte fiir nicht-orthologe Gene von 0,31 bis 0,62 variieren. Die
geringen Sequenz-Distanzen der Himoglobine I1T und IV ( 0,16 und 0,19) spiegeln die
nahe Verwandtschaft dieser nicht-orthologen Himoglobin-Komponenten von C. ten-
tans und C. thummi wider. Dennoch ist es moglich, sie anhand der Distanzwerte
von 0,08 und 0,13 eindeutig ihren orthologen Partnern zuzuordnen. Die ermittelten
Distanzen beweisen, dal im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Himoglobin-Gene
fiir die Varianten CTE VIII und CTE I identifiziert wurden. Die im Interspezies-
Vergleich ermittelten Werte von 0,12 und 0,25 sind signifikant fiir orthologe Gene.
Auch das Hamoglobin CTE U weist mit einem Distanzwert von 0,16 eine sehr hohe
Sequenz-Ubereinstimmung zu der Variante CTT VI auf. Es ist daher wahrscheinlich,
dafl auch das Hamoglobin VI aus C. tentans isoliert wurde. Um mit Sicherheit von
der Orthologie dieser beiden Varianten ausgehen zu koénnen, ist es jedoch zunéchst
erforderlich, die fehlende Sequenz im 5'-Bereich des Gens von C. tentans zu ermit-
teln.

Die phylogenetische Rekonstruktionen der Sequenz-FEvolution
Basierend auf den Distanzwerten kénnen die Verwandtschaftsverhdlt-
nisse ermittelt und in Form phylogenetischer Bdaume dargestellt werden.
Dies erfolgte parallel durch zwei Methoden, denen unterschiedliche Prin-
zipien zugrunde liegen:

e Der zur Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhdltnisse verwende-
te ,,neighbour-joining “ Algorithmus (Saitou und Nei, 1987) wdhlt
unter allen méglichen Gruppierungen den Baum mit den kiirzesten
Astlingen (geringsten Distanzen), als den wahrscheinlichsten aus.

o [in anderes Prinzip zur Konstruktion phylogenetischer Biume wird
durch die ,,mazimum parsimony “-Methode genutzt (Eck und Day-
hoff, 1966; Fitch, 1977). Auch hier wird zundchst ein Alignment
aller Sequenzen angefertigt. Der Algorithmus wdhlt nun unter allen
moglichen Bdumen denjenigen aus, der die vorhandenen Sequenz-
Unterschiede durch die geringste Anzahl evolutiondrer Ereignisse
erklart. Vorausgesetzt wird demnach, daf$ die sparsamste Erkldirung
die tatsdchlichen Verhdltnisse am wahrscheinlichsten widerspiegelt.
Mit der MP-Methode ist es daher durchaus mdglich, mehre dhnlich
sparsame Bdume aus einem Datensatz zu erhalten.

e Vorteile und Nachteile beider Methoden: Im Gegensatz zu den Me-
thoden, die auf einer Distanzmatrix beruhen, werden bei der Be-
rechnung von MP-Bdumen die Art des Austausches mit bertick-
sichtigt und nur sogenannte ,,informative Stellen”, die einen der
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moglichen Bdume favorisieren, in die Kalkulation einbezogen. Fiir
eine sinnvolle Anwendung dieser Methode ist daher eine ausreichen-
de Anzahl solcher ,,informativen Stellen“ erforderlich. Fin Nach-
teil dieser Methode ist jedoch, dafi Basensubstitutionen, die zu ei-
nem identischen Ergebnis in zwei Sequenzen fiihren, sogenannte Ho-
moplasien, nicht identifiziert und somit aus der Berechnung aus-
geschlossen werden. Hierzu zdihlen Riickmutationen in den Aus-
gangszustand, aber auch parallele- sowie konvergente Austausche.
Diese verfilschen das Ergebnis in zunehmendem Majfe, je linger
die Sequenzen getrennt evolvieren und somit Homoplasien anhdufen
konnen. In solchen Fdllen sollten auf Distanzen basierende Metho-
den bevorzugt werden, da diese in der Lage sind, fiir Homoplasie-
Effekte, aber auch fiir unterschiedliche Evolutionsraten und bevor-
zugte Substitutionsmuster zu korrigieren.

Um die Glaubwiirdigkeit der erstellten Topologie zu priifen, wird in
der Regel ein statistischer Test, ein sog. Bootstrapping, angewen-
det (Felsenstein, 1985). Hierbei werden phylogenetische Baume fir
zufdllig aus dem gesamten Datensatz ausgewdhlte Sequenz-Positionen
erstellt. Unterstiitzen diese mit statistischer Signifikanz die zu tiber-
priifende Topologie, so erhdlt die Verzweigung einen entsprechend
hohen Wert. In Anlehnung an Hillis und Bull (1993) werden Kno-
tenpunkte mit Bootstrap- Werten diber 70 als glaubwiirdig eingestuft,
Werte tiber 50 werden stets an den Verzweigungen gezeigt. Zur
Uberpriifung der hier erstellten NJ- und MP-Bédume wurden je 500-
1000 Bootstrap-Replikationen durchgefiihrt.

Mit Hilfe einer Referenzgruppe (,,outgroup “) ist es mdglich, die
Wurzel (Root) eines phylogenetischen Baums festzulegen. Die ,,out-
group “ ist gekennzeichnet durch ihre nachgewiesenermafien entfern-
te Verwandtschaft zu den zu untersuchenden Sequenzen. Das Hdmo-
globin von Drosophila melanogaster (Burmester und Hankeln, 1999)
erfullt hier diese Aufgabe.

Die Phylogenetische Rekonstruktion der Himoglobin Evolution

Fiir die Hamoglobin-Sequenzen von C. tentans und C. thummi wurden sowohl NJ-
(,,neighbour-joining“) als auch MP- (,,maximum parsimony ) Baume ermittelt. Die

resultierenden Topologien sind in Abb. 4.3 dargestellt.

Es fillt auf, dafl sich die mit unterschiedlichen Methoden errechneten Baume
in ihrer Topologie weitgehend entsprechen. So werden die bereits auf Grundlage
der Sequenz-Distanzen als orthologe Varianten identifizierten Himoglobine stets zu-
sammen gruppiert. IThre Zuordnungen werden mit deutlich signifikanten Bootstrap-
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Abbildung 4.3: Phylogenetische Bdume der Himoglobin- A minosiure-Sequenzen von
C. tentans und C. thummsi

Die von Braunitzers Gruppe ermittelten Hiamoglobin-Sequenzen von C. thummi wur-
den mit den abgeleiteten Aminosidure-Sequenzen der Gene von C. tentans verglichen
(diese Arbeit, in rot dargestellt). Aus den Sequenzen mit den groBten Ubereinstim-
mungen wurde ein NJ-Baum (A) sowie ein MP-Baum (B) berechnet. Alle Bootstrap-
Werte iiber 50 sind an den Asten angegeben.

* dimere Himoglobine; + monomere Himoglobine; # allele Himoglobin-Varianten.
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4.1 Die Klassifizierung der Himoglobin-Varianten von C. tentans

Werten (78-100) unterstiitzt. Unter anderem konnten somit in C. tentans die bisher
dort unbekannten Hémoglobin-Gene Cte 1, Cte 8 und Cte 6 identifiziert werden.

Die Abfolge der Genduplikations-Ereignisse, die zeitlich offenbar deutlich vor
der Speziation von C. thummi und C. tentans erfolgt sind, 148t sich nur schwer mit
Sicherheit bestimmen. Die entsprechenden Verzweigungen der Baume werden stati-
stisch nicht sehr gut unterstiitzt (siehe Abb. 4.3). Sie entsprechen jedoch weitgehend
der von Goodman et al. (1983) erstellten Stammbé&ume fiir die Himoglobine von
C. thummi. Die monomeren Hémoglobine (III, IV, E) sind dabei von den dimeren
Varianten getrennt. In dem hier gezeigten MP-Baum mit den wenigsten Nukleotid-
Austauschen (NA = 700) gruppiert einzig das monomere Hiamoglobin I innerhalb der
dimeren Varianten. Dies wurde auch von Braunitzer und Mitarbeitern beobachtet.
Schon von diesen Autoren wird dieses Ergebnis mit der Begriindung abgelehnt, daf,
ausgehend von einem monomeren Hamoglobin-Vorlaufer, dimere Varianten wéhrend
der Evolution vermutlich nur einmal entstanden sind. Mit nur einem Austausch mehr
erhédlt man denn auch einen MP-Baum, der das Hamoglobin I in die Ndhe der sonsti-
gen Monomeren plaziert, wie es im iibrigen auch bei dem NJ-Baum der Fall ist. Des-
weiteren schien auch die chromosomale Organisation von ,,Monomer “- und ,,Dimer-
Genen*“ fiir eine phylogenetische Spaltung vor langer Zeit zu sprechen. Es wurde
zunéchst angenommen, daf} sie getrennt auf unterschiedlichen Chromosomenarmen
lokalisiert sind (Schmidt et al., 1988). Tatséchlich befindet sich jedoch das monome-
re Hdmoglobin I im Cluster D zusammen mit den anderen dimeren Hiamoglobinen
(Kao et al., 1995). Unter dem Gesichtspunkt, daf sich benachbarte Gen-Sequenzen
z.B. durch Genkonversion beeinflussen koénnen (s.u.), ist eine Sequenz-Ahnlichkeit
der Hamoglobin-Variante I zu dimeren Komponenten nicht unbedingt erstaunlich.

Wie zuvor schon bei Goodman et al. (1983) beschrieben, nimmt das Hamoglo-
bin X in der Topologie beider Badume eine Sonderstellung zwischen Dimeren und
Monomeren ein. Dies steht im Einklang mit seiner Eigenschaft, pH-Wert-abhéngig
sowohl als Monomer, als auch als Dimer vorzuliegen. Ein orthologes Gen zu der
Variante CTT X konnte in C. tentans nicht identifiziert werden. Das Hamoglobin X
wurde somit bislang weder in C. tentans noch in C. thummi oder einer anderen
untersuchten Spezies als Gen nachgewiesen.

Die Hiamoglobin 7A- und 7B-Gen-Subfamilien in C. tentans

Der Vergleich der ermittelten Hamoglobin-Sequenzen von C. tentans mit den dime-
ren Protein-Hauptkomponenten von C. thummi (Braunitzer und Mitarbeiter; zu-
sammengefat in Goodman et al. (1983)) zeigt weiterhin, daf§ die Himoglobine VIIA
und VIIB in einer Vielzahl nur leicht unterschiedlicher Varianten in C. tentans vor-
liegen. Aufgrund ihrer nahen Sequenz-Verwandtschaft werden diese Varianten als
VIIA- bzw. VIIB-Subfamilie klassifiziert. Wahrend die 7B-Gen-Subfamilie bereits
in den Spezies C. thummi und C. piger beschrieben wurde (Hankeln und Schmidt,
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1991; Trewitt et al., 1995), war bislang unbekannt, dafl auch das Hdmoglobin VIIA
von mehreren sehr dhnlichen Genen kodiert wird.

Die Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhiltnisse in einem MP-Baum zeigt
die beiden Subfamilien als monophyletische Gruppen (siehe Abb. 4.4). Innerhalb
dieser Hamoglobin-Subfamilien weisen die paralogen Varianten haufig eine grofiere
Sequenz-Verwandtschaft zueinander als zu ihren jeweils orthologen Partnern aus
C. thummi auf. Eine detaillierte Analyse der verwandtschaftlichen Beziehungen
innerhalb der Gen-Subfamilien erfolgt im Rahmen des Vergleichs aller paralogen
Hémoglobin-Gene von C. tentans (siche Kapitel 4.2.5).
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CTT VIIB

CTE VIIB7
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Abbildung 4.4: Phylogenetische Klassifizierung dimerer Himoglobin-Varianten aus
C. tentans in zwei Subfamilien

Auf Grundlage des Vergleichs dimerer Protein-Komponenten von C. thummi (Brau-
nitzer und Mitarbeiter; zusammengefait in Goodman et al. (1983)) mit abgeleite-
ten Aminosidure-Sequenzen der Hamoglobin-Gene von C. tentans lassen sich zwei
Hamoglobin-Subfamilien in C. tentans identifizieren. Aufgrund ihrer nahen Sequenz-
Verwandtschaft zu den Varianten VIIA und VIIB von C. thummi werden sie als
VIIA- und VIIB-Subfamilien bezeichnet (hier rot und blau dargestellt). Die abge-
leitete Aminosiure-Sequenz des Globins 1 von Drosophila melanogaster (Burmester
und Hankeln, 1999) diente bei der Erstellung dieses Mp-Baums als ,,outgroup*.
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4.1.2 Die Klassifizierung der Himoglobin-Varianten auf Gen-Ebene

Um auch diejenigen Hamoglobin-Gene aus C. tentans zu klassifizieren, die nicht zu
den von Braunitzer und Mitarbeitern (zusammengefaft in Goodman et al. (1983))
bei C. thummi beschriebenen 11 Hauptkomponenten gehoren, wurden die ermit-
telten Nukleotid-Sequenzen, sowie deren abgeleitete Aminosidure-Sequenzen mit be-
reits bekannten Hémoglobin-Genen weiterer Chironomiden-Spezies verglichen. Das
Alignment aller Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen ist im Anhang gezeigt. Die
auf dieser Grundlage erstellten NJ- und MP-Béume der Aminosédure-Sequenzen sind
in Abb. 4.5 dargestellt. Das Himoglobin von D. melanogaster diente wiederum als
,,outgroup “.

Der NJ-Baum und der MP-Baum entsprechen sich vollstédndig in der Zuordnung
der orthologen Hamoglobine. Die Topologie des Baumes wird grofitenteils mit signi-
fikanten Bootstrap-Werten unterstiitzt. Die bereits bekannten Hamoglobine CTE V,
CTE Z, CTE Y und CTE W (Rozynek, Hankeln und Schmidt, unveroffentlicht) wer-
den ihren orthologen Partnern aus C. thummi und C. piger eindeutig zugeordnet.
Die Werte der p-Distanzen sind hierbei typisch fiir orthologe Hédmoglobin-Gene die-
ser Arten (0,10-0,20). Das bei C. tentans beschriebene Hamoglobin-Gen mit dem
Arbeitstitel ,,ORF A“ (Rozynek et al., 1991) weist die sehr geringe Distanz von
0.18 zu dem Hamoglobin XIII von C. thummi (Gruhl et al., 1997) auf. Es ist daher
wahrscheinlich, dafl hier ebenfalls orthologe Gene vorliegen. Zwei Hamoglobine von
C. tentans werden zu der Variante CTT XII (Gruhl et al., 1997) gruppiert (p-Distanz
= 0,23). Sie werden daher als CTE XII1 und CTE XII2 bezeichnet. Auch die Vari-
ante CTT XI konnte in C. tentans identifiziert werden (p-Distanz = 0,20). Somit
wurden alle bislang bei C. thummi oder der Schwesterart C. piger beschriebenen
Hémoglobin-Gen-Varianten auch in C. tentans nachgewiesen. Zusétzlich wurden in
der vorliegenden Arbeit sechs neue Varianten gefunden, die bislang keine orthologen
Gene in anderen Arten aufweisen. Sie wurden geméf der in Hankeln et al. (1998) vor-
geschlagenen Nomenklatur-Richtlinien als CTE N, CTE P, CTE Q, CTE R, CTE S
und CTE T bezeichnet. Die Abbildung 4.6 zeigt eine Ubersicht aller aus C. tentans
isolierten Hamoglobin-Gene und ihrer orthologen Partnern aus C. thummsi, C. piger,
C. pallidivittatus und C. melanotus.
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Abbildung 4.5: Verwandtschaftsbeziehungen der Himoglobin-Aminosiure-
Sequenzen von C. tentans, C. thummi und C. piger

Es wurden die H&moglobin-Varianten in den Vergleich einbezogen, die nicht zu
den von Braunitzer ermittelten Hauptkomponenten gehéren. Basierend auf den
p-Distanzen wurde der NJ-Baum (A) berechnet. Der MP-Baum mit der geringsten
Anzahl an Austauschen (872) ist in B dargestellt. Die Ergebnisse des Bootstrap-Tests
sind an den Asten vermerkt, er wurde mit 1000 Replikationen durchgefiihrt. Die
Himoglobin-Varianten von C. tentans sind in rot, die von C. thummsi in schwarz und
die von C. piger in blau gezeigt. Das Pseudogen Ctt V sowie das nur unvollstindig
bekannte Hiamoglobin-Gen Ctt Y wurden nicht beriicksichtigt.
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Braunitzer Varianten: Proteine bekannt

s. Goodman et al., 1983

Gene bekannt
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Abbildung 4.6 Legende siehe folgende Seite

addnug-uag
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Abbildung 4.6: Die H:imoglobin-Varianten von C. tentans und anderen
Chironomiden-Spezies im Vergleich

Dargestellt sind die 11 auf Protein-Ebene sequenzierten Himoglobine (Goodman
et al., 1983), sowie alle bislang isolierten Himoglobin-Gene der Chironomus-Arten
C. tentans (diese Arbeit; Rozynek et al. (1991)), C. thummi (Antoine et al., 1987;
Kao et al., 1994; Kao und Bergtrom, 1995; Kao et al., 1995; Gruhl et al., 1997; Trewitt
et al., 1995) und C. piger (Hankeln et al., 1988; Rozynek et al., 1989). Es zeigt sich,
daf} alle bekannten Himoglobin-Gene der iibrigen Chironomiden auch in C. tentans
vorhanden sind. Nur die Gene fiir die Protein-Varianten CTT X und CTT IITA konnte
bislang in keiner Chironomus-Art nachgewiesen werden. Die iiberwiegende Mehrheit
der fiir C. thummi auf Protein-Ebene beschriebenen Himoglobine wird von Genen
kodiert, die in nur einer Kopie vorliegen. Fiir die zwei Varianten VIIA und VIIB
konnte hingegen eine Vielzahl sehr dhnlicher Gene beschrieben werden. Sie werden
als Gen-Subfamilien bezeichnet. In C. tentans konnten sechs géinzlich neue Varianten
identifiziert werden, die bislang weder auf Protein- noch auf Gen-Ebene in anderen
Spezies nachgewiesen wurden.

4.2 Die Priméarstruktur und Funktion der Himoglobine
von Chironomiden

Die dreidimensionale Gestalt von Myoglobin und H&moglobinen ist entscheidend
fiir die biologische Funktion dieser Molekiile. Myoglobin war das erste Protein, des-
sen Struktur man bis in den atomaren Bereich aufklarte. Im Jahre 1957 konnte
Kendrew mittels Rontgenstrukturanalyse erstmals ein dreidimensionales Bild des
Proteinmolekiils erstellen. Ungefahr 75 % der Hauptkette besitzt die Konformation
einer a-Helix. Es gibt im Molekiil acht helikale Hauptsegmente (Helices A-H), die
allesamt rechtsgingig sind (siehe Abb. 4.7). Dieses Strukturprinzip, die Globinfal-
tung, ist den Myoglobinen und Hamoglobinen aller Vertebraten gemeinsam und 1483t
sich sogar auf die Himoglobin-Varianten von Invertebraten und Pflanzen ausweiten
(Review: Hardison (1996)).

Die Globin-typische Faltung ist das fundamentale Bauprinzip der Natur fiir sau-
erstofftransportierende Molekiile: Es plaziert die Himgruppe in eine Umgebung, die
sie befdhigt, Sauerstoff reversibel zu binden. Gewisse Hinweise auf die physiologi-
sche Funktion der verschiedenen Hamoglobin-Varianten kénnen durch Vergleiche der
von den Genen abgeleiteten Aminosdure-Sequenzen erhalten werden. Beispielswei-
se konnen die Auswirkungen von Aminoséure-Austauschen auf die Quartarstruktur
der Proteine abgeschétzt werden. Hierbei erweist es sich als vorteilhaft, dafi in der
Art C. thummi verschiedene Globin-Komponenten bereits detailliert auf Protein-
Ebene bis hin zur 3D-Struktur untersucht worden sind. Von der Gruppe um Braunit-
zer konnten 11 verschiedene Komponenten identifiziert und auf Aminosédure-Ebene
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Abbildung 4.7: Die dreidimensionale, rdumliche Struktur des Myoglobins in Dia-
grammform

Die Helix-Bereiche sind durch die Buchstaben A-H bezeichnet, vom Amino-Ende links
unten beginnend (aus Karlson (1994), verindert).

sequenziert werden (Braun et al., 1968). Vier dieser Hémoglobine (CTT I, CTT
III/TIIA, CTT IV) sind Monomere. Eine Variante, das CTT X, liegt ebenfalls als
Monomer vor, bildet aber abhéngig vom pH-Wert auch Homodimere. Die Hdmoglo-
bine CTT II8, CTT VI, CTT VIIA, CTT VIIB, CTT VIII und das CTT IX bilden
unter physiologischen Bedingungen obligat Homodimere.

Ungeachtet der im weiteren diskutierten Unterschiede in der Primérstruktur
ist die Faltung der Chironomiden-H&dmoglobine in Globin-typischer Form erhalten
(Aronson et al., 1994). Die acht a-Helices A bis H sind in ihrer charakteristischen
Abfolge vorhanden. Dies kann auch fiir die Himoglobin-Varianten von C. tentans
vorausgesetzt werden, da in der Regel keine der a-Helices einen Prolinrest (Helix-
brecher) enthélt. Die Aminosdure Prolin findet sich bevorzugt direkt am Ende der
helikalen Faltungen. So endet beispielsweise bei 36 von 40 untersuchten Hamoglobi-
nen von C. tentans die Helix C an einem Prolin. Bei den monomeren Hémoglobin-
Varianten E, IIT und IV sowie bei dem dimeren Hédmoglobin VI (CTE U) begrenzt
Prolin die Helix F. Eine Ausnahme bildet die Himoglobin-Variante Cte I, die inter-
essanterweise innerhalb der Helix H einen Prolinrest aufweist. Welche Auswirkun-
gen dies auf die Faltung der Polypeptidkette hat und ob diese die Funktion dieser
Hémoglobin-Variante beeinflussen, ist auf Grundlage der vorliegenden Daten nicht
zu beurteilen. Die Analyse der Rontgenstruktur sowie physiologische Untersuchun-
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gen, z.B. der Sauerstoff-Bindungseigenschaften, konnten hier dazu dienen, mogliche
funktionelle Unterschiede zu anderen Hamoglobin-Komponenten aufzudecken.

4.2.1 Die ,,invarianten* und ,,semi-invarianten*
Aminosiure-Positionen der Chironomiden Himoglobine

Um Unterschiede in der Aminoséure-Sequenz von Hamoglobin-Varianten bei Chiro-
nomiden bewerten zu kénnen, ist es auflerordentlich hilfreich, daf§ die Rontgenstruk-
tur der monomeren Hamoglobin-Komponente I1T aus der Spezies C. thummi (Steige-
mann und Weber, 1979) bekannt ist. Eine Reihe funktionell wichtiger Aminosaure-
Positionen konnten so festgelegt werden:

1. Positionen, die an der Ausbildung von Hamkontakten bzw. der Sauerstoffbin-
dungsstelle beteiligt sind.

2. Aminoséaurereste, die durch interhelikale Kontakte oder durch Ausrichtung ins
Innere des Molekiils zur Stabilisierung der Tertidrstruktur beitragen.

Auf der Grundlage dieser Daten konnten von Goodman und Mitarbeitern (1983)
durch Sequenz-Vergleiche besonders konservierte Aminosaure-Positionen innerhalb
der Hamoglobine von C. thummi ermittelt werden. Je nach Konservierungsgrad
wurden diese in invariante und semi-invariante Positionen klassifiziert. Die Tabelle
4.2 zeigt die als invariant eingestuften Aminosédure-Positionen mit ihren moglichen
Funktionen und ermdoglicht dabei den Vergleich von 51 verschiedenen Hamoglobin-
Komponenten und sechs allelen Gen-Varianten aus den beiden Spezies C. thummi
und C. tentans (sieche auch das Aminoséure-Alignment in Abb. 4.8). Die in der
vorliegenden Arbeit ermittelten Hamoglobin-Varianten sind hervorgehoben.

Der detaillierte Vergleich der Aminosaure-Sequenzen der Haimoglobin-Komponen-
ten von C. thummi (nach Goodman et al. (1983)) mit den abgeleiteten Aminoséure-
Sequenzen der Hamoglobin-Gene von C. tentans macht dabei deutlich, dal auch
bei C. tentans diese funktionell bedeutenden Bereiche im wesentlichen konserviert
vorliegen. So sind die Aminoséure-Positionen E7 (His) und F8 (His) fiir alle bisher
untersuchten und physiologisch aktiven Hamoglobine absolut invariant. W&hrend
das proximale Histidin (Position F8) kovalent an das Eisenatom der Haémgruppe
gebunden ist, steht das distale Histidin (Position E7) iiber Wasserstoffbriicken-
Bindung mit dem Eisenporphyrin in Kontakt. Das distale Histidin ist fiir die Funk-
tion des Hamoglobins als Sauerstofftransporter von entscheidender Bedeutung, da
es die Affinitdt des Proteins fiir CO stark vermindert. Ein isoliertes Ham in Losung
bindet CO 25000 mal stérker als O,. Unter physiologischen Bedingungen ist die
Bindungsaffinitat fiir CO beim Hémoglobin dagegen nur 200 mal hoher als fiir
O,. Durch die sterische Behinderung einer CO-Bindung wird eine Vergiftung des
Hémoglobins verhindert, die schon alleine durch das beim Hamabbau endogen ent-
stehende CO verursacht werden wiirde (zusammengefaft in Stryer (1997)). Eine
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Variation der Aminosiuren an diesen Positionen kann daher nicht toleriert werden,
sie hiatte den Funktionsverlust der betroffenen Hamoglobin-Variante als Sauerstoff-
Transportmolekiil zur Folge.

Jedoch nicht alle als invariant eingestuften Aminosédure-Positionen weisen auch
bei C. tentans funktionell gleichwertige Aminosiure-Reste auf. Ausnahmen von
dem von Goodman und Mitarbeitern (1983) aufgestellten Schema bilden hierbei
die Hamoglobin-Varianten CTE P, CTE Q, CTE S, CTE XII und das monomere
Hémoglobin CTE I. Sie weisen je eine, zwei (CTE S) oder auch drei (CTE Q) Abwei-
chungen von der konservierten Aminoséure-Sequenz auf. Nur bei einem einzigen der
insgesamt acht Austausche ist eine Aminoséure gegen eine funktionell gleichwertige
ersetzt (CTE I, Position G15, Tyr (Trp). Dies ist umso erstaunlicher, als es sich
bei den hier untersuchten Positionen um die vermeintlich invarianten und somit fiir
die Struktur und Funktion der Himoglobine relevanten Aminoséduren handeln sollte.
Um zuverléssige Aussagen iiber Funktionsverinderungen durch nicht konservative
Aminosaure-Austausche treffen zu konnen, sind neben detaillierten physiologischen
besonders vergleichende strukturelle Analysen der einzelnen Komponenten notwen-
dig. Besonders die Variante CTE Q, die bei weitem die auffalligsten Abweichungen an
den konservierten Aminosiure-Positionen aufweist, ist ein vielversprechender Kandi-
dat fiir weiterfithrende Untersuchungen (z.B. Aufkldrung der Rontgenstruktur, aber
auch der Sauerstoff-Affinitdt und der Kooperativitit der Sauerstoffbindung).

Die Tabelle 4.3 zeigt die ,,semi-invarianten“ und die ,,variablen“ Aminosaure-
Positionen, fiir die nach Goodman und Mitarbeitern (1983) zwei bzw. drei oder meh-
rere Alternativen bestehen. Dabei fallt auf, daf§ die meisten Substitutionen in den
Héamoglobin-Varianten von C. tentans konservativ sind. Man kann vermuten, daf
derartige Substitutionen, wenn iiberhaupt, nur geringe Unterschiede in der Funktion
bewirken.
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Helix/ invariante Hb-Proteine mit Kontakte
AS-Position Aminosdure alternativen Aminoséuren und Funktion
B5 Ile (I); [hydrophob] B/EG-
Héamkontakt
B10 Phe (F); [hydrophob] B/DE
C4 Ile (I); [hydrophob] C/G-
Héamkontakt
CD1 Phe (F); [hydrophob] C/E-
Héamkontakt
CD4 Phe (F); [hydrophob] Hamtasche?
CD6 Gly (G) CTE S Arg (R) ); [polar] B8-Kriimmung?
CD7 Lys (K); [+] Hamtasche?
D1 CTE P
Asp (D); [] CTE Q Asn (N); [polar] | stabilisiert Helix D?
CTE S
D6 Lys (K); [+ CTE Q Arg (R) ); [polar]
E4 Phe (F); [hydrophob
E7 His (H); [+ distales Histidin
F8 His (H); [+ proximales
héamgeb. Histidin
FG3 Arg (R); [+ Hémkontakt
G8 Phe (F); [hydrophob G/B-
Héamkontakt
G15 Tyr (Y); [polar] CTE Q | Phe (F); [hydrophob] G/B
CTE 1 Trp (W); [polar]
H7 Trp (W); [polar] | CTE XII | Phe (F); [hydrophob)] H/AB

Tabelle 4.2: Invariante Aminosiure-Positionen der beschriebenen Himoglobine von
C. tentans und C. thummi

Die iiberwiegende Mehrzahl der untersuchten C. tentans-Himoglobin-Varianten be-
sitzen die fiir C. thummi beschriebenen konservierten Aminosiduren (Goodman et al.,
1983). Ausnahmen bilden die Himoglobine CTE P, CTE Q, CTE S, CTE XII und
CTE I (Spalte 3). Vorhandene Austausche sind erstaunlicherweise in der Regel nicht
konservativ (rot).

96



4.2 Die Primarstruktur und Funktion der Himoglobine von Chironomiden

Helix

Aminoséure

Hb-Proteine mit

alternativen Aminosiuren

Kontakte
und
Funktion

A5

Ala (A); [hy-
drophob]

CTE R

Gly (G)

CTE XII

Thr (T); [polar

CTT X

Val (V);

hydrophob

CTE 1

CTT I/TIA

CTT III

CTT IV

Tle (I);

hydrophob

A/E-
Hémkon-
takt

A12

Trp (W);
[polar]

CTE E

Tyr (Y); [polar]

CTT III

CTT IV

Phe (F); [hydrophob]

AJE

Al5

Val (V); [hy-
drophob]

CTE IIf§

Ala (A); [hydrophob]

CTEY

CTE Z

Ile (I); [hydrophob]

B3

Val (V); Thy-
drophob)]

CTE P

Asp (D); [+

CTE Q

Ala (A);

hydrophob

CTE N

Tle (I);

hydrophob

CTE E

Thr (T); [polar

B/DE

B7

Ala (A); [hy-
drophob)]

CTE P

CTE Q

CTE R

CTE S

CTE T

CTEY

CTE W

CTE Z

CTE VIIB11

CTE N

CTT IIB

CTE W

CTE Z

CTT X

CTT I/IA

CTEE

CTT 111

CTTIV

Tyr (Y); [polar]

B/DE

CD5

Ala (A); [hy-
drophob)]

CTE R

Ser (S); [polar]

CTE P

CTE Q

CTE II§

CTEE

Val (V); [hydrophob]

Hamta-
sche?
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4  Diskussion

Helix | Aminosdure Hb-Proteine mit Kontakte
alternativen Aminoséduren und
Funktion
D2 Leu (L); [hy- CTE XI | Val (V); [hydrophob] | D/B
drophob]
CTE ORF A
CTE ORF B
CTEVIIA
CTEY
CTT VIIA
E1 Thr (T); [po- CTE P Asn (N); [polar] | E/D
lar]
CTE E Gly (G)
CTE Q Ser (S); [polar]
CTE U
CTE XII
CTT IV
E10 | Arg (R); [+] CTT IV Lys (K); [+] | E-
Hémkon-
takt
E1l | He (I); [hy- CTT I/IA | Val (V); [hydrophob] | E/BC-
drophob] Hémkon-
takt
E12 | Val (V); [hy- CTE W | Ala (A); [hydrophob] | E/B
drophob]
CTT X Ile (I); [hydrophob
E14 | Phe (F); [hy- CTE P | Ala (A); [hydrophob] | E-
drophob] Hamkon-
takt
CTE Q Ile (I); [hydrophob
CTT I/TA | Leu (L); [hydrophob
EF4 | Asn (N); [po- CTE U Thr (T); [polar] | 7
lar]
CTE XI Ser (S); [polar]
CTE N
CTE XII2 Gly (G)
CTE ORF B
CTE W | Val (V); [hydrophob
F4 Leu (L); [hy- CTE II3 | Met (M); [hydrophob] | F/H-
drophob] Hamkon-
takt
CTE VIIB11
CTT 118
CTT I/IA | Phe (F); [hydrophob]
CTT III
CITIV
CITX
FG5 | Ile (I); [hy- CTT IV | Val (V); [hydrophob] | Hamkon-
drophob] takt
CTT VIIB
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Helix | Aminosdure Hb-Proteine mit Kontakte
alternativen Aminoséuren und
Funktion
FG5 | Ile (I); [hy- CTE N | Val (V); [hydrophob] | Himkon-
drophob] takt
CTE U
CTE T
CTEV
CTE W
CTE Z
CTE VIIB
CTE E
CTT III
CTE P | Ala (A); [hydrophob]
CTE I
CTT I
CTT IA Thr (T); [polar
G4 Gln (Q); [po- CTE Q | Phe (F); [hydrophob] | G/B-
lar] Himkon-
takt
CTE N Glu (E) ); [
CTEY
CTE W | Leu (L); [hydrophob]
G5 Phe (F); [hy- CTTI/IA | Leu (L); [hydrophob] | G/H-
drophob)] Héamkon-
takt
CTT III
CTT IV

Tabelle 4.3: ,,Semi-invariante* Aminosidure-Positionen der beschriebenen Himoglobine

von C. tentans und C. thumm:

»ySemi-invariante“ Aminosiure-Positionen (zwei Alternativen), bzw. variable Amino-
sdure-Positionen mit drei oder mehreren Alternativen bei den Himoglobinen von
C. tentans und C. thummi (nach Goodman et al. (1983)). Nicht-konservative
Aminosidure-Substitutionen sind rot dargestellt. Die in dieser Arbeit ermittelten
Hamoglobin-Varianten sind hervorgehoben.
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100

XIIl
XII2
ORFA
ORFB
IX
IIB
VIIAL
VIIA2
VIIA3
VIIA4
VIIAS
VIIA6
VIIA7
VIIAS8

N < =< 4d

VIIB12
VIIB13
VIIB7
VIIB6
VIIB6a
VIIBS5
VIIB5a
VIIB10
VIIB10a
VIIBY
VIIBY9a
VIIBS8
VIIB4
VIIB11

Signalpeptid —— A H

MKFLV-LALCIAAASA--AVTPMTADQ
MKFL-ILAAVLVAGAY--A--TLTADE
MKLFIIIALCIMSSTC--DLTPLNSEE
MKLFIITALCIMSSTC--DLTPLNSEE
MKLL-ILVLCIAAANC--DLVLLTADQ
MEFL-IFALCIVTVSC--VPAPLTADQ
MKLF-IFILCIAAVSC--DLIPLVDDE
MKLF-IFILCIAVTSC--DLAQFVEDQ
MKLF-IFILCIAVTSC--D--QFVEDQ
MKFFVVLALCIAAASA--AVVPLSADQ
LKSNVLTLCIVAVSC---DIVPLEDDQ
MKFLAVLALCIVGAVA----DPISADQ
MKFL-VLALCIVGAIA----APLSADE
MKFFAVLALCIVGAIA----TPLTADQ
MKFFAVLALCIVGAIA----APLSADQ
MKFFAVLALCIVGAIA----TPLTADQ
MKFFAVLAICIVGAIA----SPLTADQ
MKFFAVLALCIVGAIA----TPLTADQ
MKFFAVLAICIVGAIA----TPLTTDQ
MKFFAVLALCIVGAIA----TPLTGDQ
MKFFAVLALCIVGAIA----APLSADQ
MKFFAILAFCVVGAIA----GPLSADE
MKFLVVLALCIAGASA------- YCDN|
MKFIVILTLCVAGAIA----H---CDK|
MKFFAVLALCIVGAIS----HPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----HPLTADQ
MKFFAVLAVCIVGAIA----TPLTADQ
MKFFAVLAICIVGAIA----TPLTADQ
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLSADE
MKFFAVLAICIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLAICIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLAICIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLAICIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFFAVLALCIVGAIA----SPLTADE
MKFI-VIALCIACVTA--NPHWDNLDE
MKFL-ILALCVAYTMA--A--P-SADQ
MKFI-ILALCVAAASA------ LSADQ
MKFL-ILALCFAAASA------ LSADQ
MKFI-VLALCFAAASA------ LTADQ

Invariante Aminos uren

"Semi-invariante" Aminos uren

Abbildung 4.8 Legende siehe Seite 103
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CTEVIII [FSDVIGLIGNSE
CTEP TKYVDLVGNE

CTEQ FSKIASLAGDS

CTEQa FSKIASLAGDS

CTER SEIIALADSES
CTES SEIILLIEGES
CTEXI FSEIASLSTDES
CTEXII1 EFSQLIEFEPNDS
CTEXII2 FSEIIELDPNDS
CTEORFA FSEIIGLTGNA

CTEORFB F'SEMAGLSNDE S
CTEIX ISEIVALVGNE

CTEIIBR SQITALMGNE

CTEVIIAl SEITIALVGNES
CTEVIIA2 SEITALIGNQS
CTEVIIA3 SEITALVGNES
CTEVIIA4 SEITALVGNES
CTEVIIAS SEITALIGNQS
CTEVIIA6 SEITALVGNES
CTEVIIA7 SEITALIGNQS
CTEVIIA8 SEITALIGNQS
CTET LTEVVSLSGSE

CTEY TEVIELLGND.

CTEW SEIVSLVGNPS
CTEV LSELISLSGNE

CTEZ LSELIALTGSES
CTEVIIB12

CTEVIIB13

CTEVIIB7

CTEVIIB6 LSEVIALGGNES
CTEVIIB6a LSEVIALGGNES
CTEVIIBS LSEVIALGGNES
CTEVIIB5a LSEVIALGGNES
CTEVIIB10 LSEVIALGGNES
CTEVIIB1l0a LSEVIALGGNES
CTEVIIB9 LSEVIALGGNES]
CTEVIIB9a LSEVIALGGNES
CTEVIIBS8 LSEVIALGGNDS
CTEVIIB4 LSEVIALGGNDS
CTEVIIB11 LSEVIALGGNES
CTEN FSHYILLLGKES
CTEI FGDVMDLLGND

CTEU

CTEE

CTEIII1

CTEIV1

CTTVIII FSEVIGLIGNPE
CTTIX ISEIVALVGNES|
CTTIIBR SEIVALMGNS

CTTVIIA SEITIALIGNES
CTTVIIB LSEVIALSGNES
CTTI FSEVMDLLGND.

CTITIa FSEVMDLLGND.

CTTVI

CTTX

CTTIII

CTTIV

I Invariante Aminos uren
I Semi-invariante Aminos uren
Il O,-Bindungsstellen

Abbildung 4.8 Legende siehe Seite 103
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R o R

CTE VIII EKA! [LSKHL-DWNDTMKSTWDLA
CTE P TKE LKDHSGSWSDATGAAWNKA
CTE Q QKE QRQS-SWNENTAAVWINKAS
CTE Qa QOKE QRQOS-SWNENTAAVRWNKAS
CTE R TKA! LONHV-SWGDNVSSAWTRA
CTE S TKA! LOTHV-SWGDNVSEAWNTKA
CTE XI SKA| LSNHV-SWGDNVAKAWEKG
CTE XIIl SKA LSEHV-SWGDNVAQAEEKG
CTE XII2 SKA| LSEHM-SWEDNVAQAREKG
CTE ORFA PTA LOANV-SWGDNVAAAWNQA
CTE ORFB SKAQENEFR-—---F-—————-—--— DNVAKAWERG
CTE IX SKA| LSHHT-TWNDATAAAWTHG
CTE IIB POA LOSHV-TWNDKLGAAWNTQG.
CTE VIIAl SQA! LOANV-AWGDNVAAAWTQG
CTE VIIA2 SQA LOANV-AWSDATGAAWNTQG

CTE VIIA3 SQA!
CTE VIIA4 SQA

LOANV-AWGDNVAAAWTQG
LOANV-SWGDNVAAAWNTQG

CTE VIIAS SQA! LOANV-AWGDNVAAAWTQG
CTE VIIAG6 SQA! LOANV-SWGDNVAAAWTQG
CTE VIIA7 SQA! LOANV-AWSDATGAAWTQOG
CTE VIIAS8 SQA! QANV-AWSDATGAAWTQG
CTE T TKA| SSHV-TWGDNVAAAWNHA
CTE Y TVK PTHT-KWNENVEASWMC I
CTE W TKE KAHT-TWDEKTENAWKV V!
CTE V TQG! SSHV-SWGDNVAAAWNHA
CTE Z TQA! SSHV-SWGDNVAAAWDHA
CTE VIIB12 SQA QANV-SWGENVAAARNQA
CTE VIIB13 SQA! QANV-SWGENVAAAWNQA
CTE VIIB7 TAA SHHV-SWGDNIAAAWNHA
CTE VIIB6 TAS SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIB6a SAA SNHV-SWGDNVAAAWNNKA
CTE VIIBS TAS SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIB5a TAS SNHV-SWGDNVAAAWNNKA
CTE VIIB10 SAA| SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIBlOa SAA SNHV-SWGDNVAAAWNNKA
CTE VIIBY SAA| SNHV-SWGDNVAAARWNKA
CTE VIIB9a SAA| SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIBS8 SAA| SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIB4 SAA| SNHV-SWGDNVAAAWNKA
CTE VIIB1l1 TKA| SHHV-SWGDNVAAAWNNKA
CTE N TKD KAHV-EMDEKVLHAWNDC
CTE I SPA KGAT-AWDATVES SWINAV.
CTE U SKD KSHI-TFDEPTETAWTLA
CTE E THA| KGHV-DYTAAVEAAWGAT
CTE IIIl THD! KAHT-DY-AASESAWGAT
CTE IVl THD KAHT-DF-AGSESAWGAT
CTT VIII EKA SHHL-DWNDTMKS TWDLA.
CTT IX TKG! SSHA-SWNDATADAWTHG
CTT IIB PKA QSKV-SWNDSLGAAWTQG:
CTT VIIA SQA| SSNV-AWNAAAESAWTAG
CTT VIIB SAA QAHV-SWGNNVAAAWSKA.
CTT I SPA| KGAT-KWDSAVESSWAPV
CTT Ia SPA KGAT-KWDSAVES SWAPV.
CTT VI SKD KAHI-NFDGPTETAWTLA
CTT X TKA| KGHN-KWNADISHSWDDA
CTT III THD! KAHT-DF-AGAEAAWGAT
CTT IV THD KAHT-DF-AGAEARMGAT

I Invariante Aminos uren
I Semi-invariante Aminos uren
Dimer-Bindungsstellen

Abbildung 4.8 Legende siehe Seite 103
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4.2 Die Primarstruktur und Funktion der Himoglobine von Chironomiden

Abbildung 4.8: Alignment der Aminosiiure-Sequenzen der Komponenten von C. ten-
tans und C. thummsi

Den Aminosiure-Sequenzen von C. thumm: fehlt das Signalpeptid, da sie auf Protein-
Ebene ermittelt wurden (nach Goodman et al. (1983)). Farbig unterlegt sind die inva-
rianten Aminosiuren, die ,,semi-invarianten‘ Aminosiuren, fiir deren Position es zwei
bis vier Alternativen gibt und die O,- bzw. Dimer-Bindungsstellen (nach Steigemann
und Weber (1979)). Die a-Helices A-H sind grau unterlegt.

4.2.2 Die Quartirstruktur der Himoglobine von C. thumm: und
C. tentans

Fiir die Ausbildung der Quartérstruktur bei Chironomiden-Hédmoglobinen sind ver-
mutlich ionische Wechselwirkungen definierter Aminosauren verantwortlich (Behlke
et al., 1972). Durch Vergleiche der Primérstruktur verschiedener monomerer und di-
merer Komponenten und durch selektive Modifikation einzelner Aminoséuren konn-
te gezeigt werden, dafl die Aminosédure-Positionen G7 und G19 von entscheidender
Bedeutung fiir die Quartirstruktur der Proteine sind (Kleinschmidt et al., 1981;
Aschauer et al., 1982; Behlke et al., 1972). Bei der Homodimerbildung der Kom-
ponenten CTT II8, CTT VI, CTT VIIA, CTT VIIB, CTT IX und CTT X in
C. thummi interagieren die alternativ vorkommenden Aminoséuren Histidin (H),
Lysin (K) oder Asparagin (N) an Position G19 mit der Glutaminséure (E) an G7
(vgl. Tab.4.4). Den monomeren Komponenten der Art C. thummi (CTT I/IA,
CTT III und CTT IV) fehlt die Glutaminséure an G7. Sie weisen die polare Ami-
nosdure Asparagin (N) an Position G7 auf und an G19 das konservierte Histidin
(vgl. Tab. 4.4). Phylogenetische Untersuchungen der Protein-Varianten zeigten, dafl
dimere Komponenten, iiberdies auch aufgrund ihrer Aminoséure-Sequenzen, insge-
samt von monomeren Komponenten unterschieden werden kénnen (Goodman et al.,
1983). Bei den in dieser Arbeit in C. tentans identifizierten Hamoglobin-Genen 143t
sich ausschliellich die Variante Cte I aufgrund ihrer Aminosédure-Sequenz den mo-
nomeren Hamoglobinen zuordnen. Moglicherweise verhindern hier die Aminoséuren
Serin (G7) und Alanin (G19) die Ionenbindung und somit die Dimerbildung. Die
Héamoglobine CTE 118, CTE U, CTE VIIA, CTE VIIB und CTE IX bilden mit
grofler Wahrscheinlichkeit Homodimere, da sie an den Positionen G7 und G19 ihren
orthologen Partnern aus der Spezies C. thummi entsprechen (siehe Tab. 4.4).
Trotz ihrer phylogenetischen Verwandtschaft zu den dimeren Hamoglobinen ist
die tatsdchliche Quartéarstruktur der Varianten CTE ORF A, CTE N, CTE P,
CTE Q,CTER,CTE S, CTE T, CTE V, CTE W, CTE Y, CTE Z, CTE XII1 und
CTE XII2 bislang unbekannt. Auch die Aminoséuren an den Positionen G7 und G19
geben nur bedingt Aufschlufl {iber eine mogliche Wechselwirkung (siehe Tab. 4.5).
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Die Hamoglobine CTE R, CTE XI, CTE V, CTE Z und CTE ORF A entsprechen
exakt dem Schema fiir dimere Hamoglobine. Bei den Hamoglobinen CTE S und CTE
Y ist die Glutaminsédure an Position G7 gegen Asparaginsdure ausgetauscht, so dafl
vermutlich auch hier Homodimere gebildet werden kénnen. Die {ibrigen Hamoglobin-
Varianten von C. tentans weisen ungewohnliche Aminosédure-Kombinationen an den
entsprechenden Positionen auf. So finden sich hier beispielsweise bei den Varianten
CTE P, CTE W und CTE N zwei positive Ladungen (Lysin an Position G7 und
Histidin an Position G19), die eine Interaktion unterbinden diirften.

Die Hamoglobin-Variante CTE T entspricht an den Positionen G7 und G19 exakt
den monomeren Hamoglobinen CTT IIT und CTT IV (siche Tab. 4.4 und 4.5). Auch
das CTE E, dessen Quartéarstruktur noch nicht geklért ist, hat an G7 ein Asparagin
und an G19 ein Monomer-typisches Histidin (vgl. Tab. 4.5). Vorausgesetzt, die Posi-
tionen G7 und G19 sind tatsdchlich ausschliellich fiir die Zusammenlagerung der
Polypeptidketten obligat, wire die Bildung von Homodimeren der Komponenten
CTE T und CTE E nicht moglich.

Es féllt auf, daf§ an Position G19 Aminosduren mit positiver Ladung konser-
viert sind (die einzige Ausnahme bilden die orthologen Hamoglobine CTT VIIA
und CTE VIIA mit dem polaren Asparagin an G19). Theoretisch konnten Kom-
ponenten mit einer positiven Ladung an Position G19 mit Hidmoglobinen, die an
Position G7 eine Aminoséure mit negativer Ladung aufweisen Heterodimere bilden.
Derartige Heterodimere wurden bislang jedoch nicht nachgewiesen. Prinzipiell stellt
sich daher die Frage, ob neben den Positionen G7 und G19 Aminoséuren an anderer
Stelle eine Funktion in Hinblick auf eine Multimer-Bildung ausiiben kénnen. Des-
weiteren mufl untersucht werden, ob es allein ionische Wechselwirkungen sind, die
fiir eine solche Formation der Proteine ausschlaggebend und ausreichend sind. Man
kann vermuten, dafy andere konservierte Positionen und verschiedene nicht-kovalente
Molekiil-Interaktionen fiir die Ausbildung der Quartédrstruktur der Chironomiden-
Hémoglobine von Bedeutung sind (Osmulski und Leyko, 1986).
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4.2 Die Primarstruktur und Funktion der Himoglobine von Chironomiden

Hb Protein AS-Position AS-Position Quartérstruktur

mit bekannter G7 G19

Quartérstruktur

CTT II8 Glu (E) Lys (K) Dimer

CTE 118 ) (+)

CTT VI Glu (E) His (H) Dimer

CTE U (-) (+)

CTT VIIA Glu (E) Asn (N) Dimer

CTE VIIA (-) (polar)

CTE VIIB Glu (E) His (H) Dimer

CTE VIIB ) (+)

CTE VIIB12 Asn (N)

CTE VIIB13 (polar)

CTIT IX Glu (E) His (H) Dimer

CTE IX ) (+)

CTT X Glu (E) His (H) Dimer, bzw.
-) (+) Monomer

(pH-abhingig)

CTT I/IA Asn (N)(polar) | Ala (A) (hydrophob) | Monomer

CTEI Ser (S) (polar)

CTT III Asn (N) His (H) Monomer

CTE III (polar) (+)

CTITIV Asn (N) His (H) Monomer

CTE IV (polar) (+)

Tabelle 4.4: Konstitution der fiir eine Dimerisierung wichtigen Aminosiure-
Positionen von C. thummi (Braunitzer et al., 1968) im Vergleich zu den orthologen
Genen aus C. tentans

Die Aminosiiure-Positionen G7 und G19 sind fiir eine Dimerbildung essentiell (Klein-
schmidt und Braunitzer, 1976).
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Hb Protein AS-Position | AS-Position | mogliche

mit unbekannter | G7 G19 Quartérstruktur

Quartérstruktur

CTE R Glu (E) His (H) Dimer
() (+)

CTE XI Glu (E) His (H) Dimer
() (+)

CTE V Glu (E) His (H) Dimer
() (+)

CTE Z Glu (E) His (H) Dimer
() (+)

CTE ORF A Glu (E) Asn (N) Dimer
() (polar)

CTE S Asp (D) His (H) Dimer
(-) (+)

CTEY Asp (D) His (H) Dimer
(-) (+)

CTE W Lys (K) His (H) ?
(+) (+)

CTET Asn (N) His (H) Monomer?
(polar) (+)

CTEE Asn (N) His (H) Monomer?
(polar) (+)

CTE P Lys (K) His (H) ?
(+) (+)

CTE Q Lys (K) Gln (Q) ?
(+) (polar)

CTE XII1 Ala (A) His (H) ?
(hydrophob) | (+)

CTE XII2 Ala (A) His (H) ?
(hydrophob) | (+)

CTE N Lys (K) His (H) ?
(+) (+)

Tabelle 4.5: Mégliche Quartirstrukturen der in dieser Arbeit gefundenen, neuartigen
C. tentans-Himoglobine

Die Fi#higkeit zur Dimerbildung von Chironomiden-Himoglobinen ist vermutlich
abhingig von definierten Aminosiuren. Die unterschiedliche Ladung zweier Amino-
sduren der G-Helix (Positionen G7 und G19) spielt eine entscheidende Rolle bei der
Bildung von homodimeren Himoglobinen bei der Art C. thummsi. Die in C. tent-
ans identifizierten Himoglobine unbekannter Quartiarstruktur wurden daher auf das
Vorhandensein der fiir Dimere charakteristischen Aminosiuren hin untersucht. Un-
gewohnliche Aminosdure-Kombinationen sind rot hervorgehoben.
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4.2.3 Die Architektur der Himoglobin-Gengruppe in C. tentans

Die Gengruppe D von C. tentans umfafit mindestens 38 Hamoglobin-Gene, von de-
nen 28 im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden (Rozynek et al. (1991), Rozy-
nek, Hankeln und Schmidt, unveroffentlicht). Diese liegen sehr dicht gepackt inner-
halb des Clusters, wobei durchschnittlich alle 1,9 kb ein Hadmoglobin-Gen zu finden
ist. Es ist hierbei bemerkenswert, dal benachbarte Gene héufig eine entgegengesetzte
Orientierung aufweisen. Die auffillig homogene Abfolge der Hamoglobin-Gene wird
nur an einer Stelle durch ein interspergiertes Gen aus der Familie der Glukosetrans-
porter (GLUT) unterbrochen. Auch finden sich zwei Kopien des Retrotransposons
CP1 (Hong et al., 1995) innerhalb der Gengruppe. Uber das Vorkommen und die Be-
deutung von repetitiven Elementen innerhalb der Chironomiden Hémoglobin-Gene
sind allerdings nur sehr wenige Details bekannt (siehe z.B. Gruhl et al. (1997)).

Wihrend die kodierenden Abschnitte fiir Himoglobin-Gene héaufig GC-reiche
Nukleotid-Sequenzen aufweisen, zeichnen sich die Intergen-Regionen durch ihren
hohen AT-Gehalt aus. Tragt man den errechneten GC-Gehalt {iber die Gesamtlange
des ermittelten Genomabschnitts auf, so spiegelt dieser sogenannte ,,GC-Blot“ ein-
deutig die Lage der einzelnen Hamoglobin-Gene wider (sieche Abb. 4.9).

4.2.4 Die Evolution der Himoglobin-Genstruktur

Seit der Entdeckung der Mosaikstruktur eukaryotischer Gene (Jeffreys und Fla-
vell, 1977) existieren kontroverse Vorstellungen iiber den Ursprung von Introns und
ihrer Bedeutung fiir die Evolution der Gene (Hurst, 1994; Mattick, 1994; Hurst und
McVean, 1996; Logsdon et al., 1995; Long et al., 1995). Die Himoglobin-Gene spie-
len bei der Streitfrage um den Ursprung von Introns eine wichtige Rolle. Bei den
Héamoglobin-Genen handelt es sich um eine sehr alte Familie, die im gesamten Or-
ganismenreich verbreitet ist (Reviews: Vinogradov et al. (1992); Hardison (1996);
Moens et al. (1996)). Die vergleichende Analyse der Hamoglobin-Genstruktur bei
Vertebraten, Invertebraten, Pflanzen und Protozoen kann daher zur Rekonstruktion
der Intron-Evolution genutzt werden. Die Konservierung von Intronpositionen in
den homologen Genen verschiedener Taxa gilt dabei als MeBwert fiir das relative
stammesgeschichtliche Alter der Introns.

Erste molekulare Analysen von Hamoglobin-Genen der Art C. thummi zeigten,
dafl die untersuchten Gene keinerlei Introns besitzen (Antoine und Niessing, 1984;
Antoine et al., 1987; Trewitt et al., 1987; Hankeln et al., 1988; Hankeln und Schmidt,
1991; Rozynek et al., 1989, 1991). Die meisten der bislang untersuchten Hamoglobin-
Gene bei Pflanzen, Vertebraten und auch Invertebraten besitzen hingegen zumeist
mindestens zwei Introns. Bei den Hamoglobin-Genen der Chironomiden ging man
daher von einem Verlust aller Introns nach der Trennung der Entwicklungslinien
von Vertebraten und Insekten aus (Lewin, 1984; Antoine und Niessing, 1984). Es
war daher sehr iiberraschend, als in zwei Genen der Art C. thummi (Ctt 28 und
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Abbildung 4.9: Der GC-Gehalt des Himoglobin-Gen-Clusters von C. tentans

Der GC-Anteil, hier aufgetragen iiber die gesamte Linge der Nukleotid-Sequenz,
schwankt innerhalb des Himoglobin-Gen-Clusters sehr stark. Betrachtet man die
Positionen der Himoglobin-Gene innerhalb der Sequenz (hier durch Pfeile gekenn-
zeichnet), so zeigt sich, daf3 die Gen-Sequenzen stets mit einem erhhtem GC-Gehalt
korreliert sind und sich zumeist deutlich von den AT-reichen Intergen-Regionen
abgrenzen. Die Abb. A zeigt den 25 kb umfassenden Sequenz-Contig 2, der 50 kb
lange Contig 1 ist in B dargestellt. Die Lage des Glukosetransporter-Gens (GLUT)
ist durch einen blauen Pfeil markiert.

Ctt 9) jeweils ein Intron gefunden wurde, das innerhalb der Protein-Helix E liegt
(Kao et al., 1994; Gruhl et al., 1997). Insbesondere, da die orthologen Genen in
C. tentans bereits als intronlos bekannt waren (Rozynek et al., 1991; Hankeln et al.,
1997). Um die stammesgeschichtliche Herkunft dieses Introns einzugrenzen, wurden
daher orthologe Gene in einer Vielzahl européischer und australoasiatischer Spezies
auf den Besitz dieses Introns hin untersucht (Hankeln et al., 1997). Dabei zeigte
sich, daf§ Introns in den Genen von Chironomiden eher sporadisch zu finden sind
und zudem an unterschiedlichen Positionen lokalisiert sind.
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4.2 Die Primarstruktur und Funktion der Himoglobine von Chironomiden

Auch in dem Hamoglobin-Gencluster D von C. tentans konnten unter 38 Hamo-
globin-Genen zwei identifiziert werden, die je ein kurzes Intron aufweisen: das Gen
Cte P besitzt ein 58 bp langes Intron in dem fiir die Helix-E kodierenden Bereich
(E12-2), wahrend das 60 bp lange Intron des Gens Cte N den interhelikalen Be-
reich G-H 2-2 unterbricht. Dies ist umso erstaunlicher, als bislang keine Introns in
Hamoglobin-Genen der Art C. tentans gefunden wurden. Selbst die Hamoglobin-
Gene VIIA, II8 und IX, die in einer Vielzahl von Chironomiden ein ,,zentrales In-
tron“ aufweisen, sind in C. tentans ohne Intron (Rozynek et al., 1991; Hankeln
et al., 1997). Dies wurde haufig als eine Bestétigung fiir den Verlust aller Introns in
der Entwicklungslinie von C. tentans bewertet. Ob es sich bei den Introns in den
Hémoglobin-Genen Cte N und Cte P um stammesgeschichtlich alte Introns handelt,
ist nicht ohne weiteres zu beantworten. Um diese Frage zu kliren, wire es erfor-
derlich, orthologe Gene in anderen Chironomus-Arten zu identifizieren und auf ihre
Exon /Intron-Struktur hin zu untersuchen. Zwei Himoglobin-Gene aus Glyptotendi-
pes barbipes (Gba) besitzen in der Tat ebenfalls Introns an den Positionen E12-2 und
G-H 2-2 (Hankeln, Ebersberger und Schmidt, unveréffentlicht). Eine Stammbaum-
Rekonstruktion basierend auf Aminosdure-Sequenzdaten sollte zeigen, ob und wel-
che der bekannten Hamoglobine von C. tentans zu den Glyptotendipes barbipes
Hémoglobin-Varianten ortholog sind. (Abb. 4.10). Tatséchlich gruppieren die Hamo-
globine CTE P und GBA 5.1.1-4, die beide ein Intron an Position E12-2 besitzen,
zueinander. Die Nukleotid-Distanz zwischen ihnen betragt nur 0,102 und entspricht
somit der typischen Distanz orthologer Hdmoglobine innerhalb der Gattung Chiro-
nomus. Die Sequenz-Ubereinstimmung von 89,8 % zwischen den Gattungen Chirono-
mus und Glyptotendipes ist hingegen unerwartet hoch. Die Sequenzen der Introns
selbst geben erwartungsgeméfl keinen Hinweis auf eine mogliche Verwandtschaft:
sie weisen, abgesehen von den Konsensus-Spleif}-Signalen, keinerlei aussagekréftige
Ubereinstimmungen auf (siche Abb. 4.11a). Das zu dem Himoglobin-Gen Cte P
im Hamoglobin-Gencluster von C. tentans benachbart liegende Cte QQ gruppiert im
Aminoséure-Vergleich mit dem Gen GBA 5.1.1-3. Diese beiden Gene sind intron-
los, die Ubereinstimmung ihrer Aminosiure-Sequenzen betriagt 60 %. Zusitzlich zu
diesen guten Sequenz-Identitdten spricht auch die Anordnung, sowie die iiberein-
stimmende Orientierung der Gene innerhalb der jeweiligen Gengruppe der beiden
Arten fiir ihre Orthologie (siehe Abb. 4.12). Die im Genom von G. barbipes be-
nachbart liegenden Hamoglobin-Gene Gba 5.1.1-2 und Gba 5.1.1-1 lassen sich hin-
gegen nicht ganz problemlos den Hamoglobin-Varianten von C. tentans zuordnen.
Der Protein-Stammbaum (Abb. 4.10) zeigt, dafi sie entsprechend ihrer Aminosére-
Sequenz mit einiger Sicherheit den VIIA-Varianten der II8-Unterfamilie zuzuordnen
sind (71% Ubereinstimmung). Dieses Ergebnis ist mit der genomischen Anordnung
der Hamoglobin-Gene Gba 5.1.1-2 und Gba 5.1.1-1 jedoch nur in Einklang zu brin-
gen, wenn von gravierenden Rearrangements in der Clusterstruktur nach der Tren-
nung der Entwicklungslinien von Chironomus und Glyptotendipes ausgegangen wird

(siche Abb. 4.12).
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Das Hamoglobin-Gen Cte N besitzt ebenfalls ein kurzes Intron, das in homologer
Position in dem Hamoglobin-Gen Gba 16.4-2 aus Glyptotendipes barbipes ebenfalls
vorhanden ist. Diese Himoglobin-Varianten weisen eine Ubereinstimmung von 66 %
auf Ebene der Aminoséure-Sequenzen auf. Dieser Wert alleine reicht fiir eine sichere
Bestimmung der Orthologie dieser Gene nicht aus. Es wird hier notwendig sein, die
umliegenden Genom-Bereiche und die darin enthaltenen Gene zu analysieren. Zur
Zeit liegen aus diesen Bereichen keine vergleichbaren Sequenzdaten vor. Auch die
Ubereinstimmung der Intron-Sequenzen von 60 % liefert keine eindeutige Aussage
iiber die eventuelle Verwandtschaft, sie konnte eine zufillige Ahnlichkeit der stark

AT-reichen Sequenz darstellen (siche Abb.4.11 B).

Der Ursprung des ,,zentralen Introns* in Hamoglobin-Genen

Laut der ,,Exon-Theorie der Gene“ entstanden komplexe Proteine durch die Fu-
sion funktioneller Einheiten. Diese funktionellen Doménen werden auf Gen-Ebene
von separaten Exons kodiert, die im Urgen eigensténdige, sogenannte Mini-Gene
darstellten. Die untranslatierten Introns wéren in diesem Sinne die ehemaligen Re-
gionen zwischen solchen Minigenen (Gilbert, 1987; Gilbert und Glynias, 1993; Gil-
bert et al., 1997). Aufgrund dieser Herkunft kodieren moderne Exons héaufig fiir
definierte, abgegrenzte Proteinstrukturen, die als Doménen oder Module bezeichnet
werden (Blake, 1978; Go, 1981). Solch eine funktionelle Einheit ein ,,mini-globin“
kénnte die Him-Doméne gewesen sein. Sie wird gebildet von dem Fragment 32-139
und korrespondiert daher mit dem Produkt des zweiten Exons und einigen Ami-
nosdure-Resten des dritten Exons (Craik et al., 1980, 1981; DeSanctis et al., 1986,
1988). Es wurde daher postuliert, daf die Introns B12-2 und G7-0, die das zweite
Exon flankieren, aus der Entwicklungsgeschichte des Hémoglobins resultieren und
somit urspriinglicher Natur sind (Trotman, 1998; Hankeln et al., 1997; Tyshenko
und Walker, 1997; Dewilde, 1999). Auch eine perfekte Ubereinstimmung der Intron-
positionen iiber grofie evolutionédre Distanzen ist ein eindeutiges Argument fiir die
Urspriinglichkeit dieser Introns.

Ausgehend von dieser Exon-Theorie der Gene wurde bereits 1981 aufgrund der
Doménenstruktur des Hamoglobins das Vorhandensein eines weiteren urspriingli-
chen Introns im zentralen Bereich des Gens vorhergesagt (Go, 1981). Als kurz
darauf solche ,,zentralen Introns“ in den Hémoglobin-Genen von Leguminosen und
Ulmaceen nachgewiesen werden konnten (Jensen et al., 1981; Wiborg et al., 1982),
galt dies als schliissiger Beweis fiir ein hohes phylogenetisches Alter dieses Introns
und somit als Beleg fiir die Exon-Theorie der Gene. Die Entdeckung weiterer ,,zen-
traler Introns® in den H&moglobin-Genen der Nematoden Ascaris suum (Sherman
et al., 1992) und Caenorhabditis elegans (Moens et al., 1992; Kloek et al., 1993),
dem Ciliaten Paramaecium caudatum (Yamauchi et al., 1992) und der einzelligen
Alge Chlamydomonas reinhardtii (Couture et al., 1994), schien diese Interpretation
der Intron-Evolution in Hémoglobin-Genen weiter zu untermauern (Moens et al.,
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Identitt Intron

CTEP 89,8% +E12-2

100
_I: GBA5.1-4 +E 122
CTEW

CTE XI
CTE XIl1

CTE XlI2

CTER

CTE S

CTE VIII

CTE II§

CTE IX

CTE VIIA1 nein
GBA5.1.1-2 1% nein

GBA5.1.1-1 nein
— L CTEI
——CTET
CTEV
E CTEZ
CTE VIIB7
CTEU
GBA 16.4-2 +GH2-2
GBA 16.4-3
CTEN +GH2-2
DME 1

Abbildung 4.10: MP-Baum der Himoglobine von C. tentans und Glyptotendipes bar-
bipes

Beruhend auf dem Vergleich der Aminosiuren (siehe Anhang) wurden die Verwandt-
schaftbeziehungen der Himoglobin-Varianten von C. tentans (CTE) und Glyptoten-
dipes Barbipes (GBA) nach der ,,maximum parsimony“-Methode ermittelt. Obwohl
diese beiden Arten unterschiedlichen Gattungen angehéren, bilden sowohl die Hamo-
globine CTE P und GBA 5.1.1-4, als auch CTE Q und GBA 5.1.1-3 je eine se-
parate Gruppe. Diese mit grofler Wahrscheinlichkeit orthologen Himoglobin-Paare
sind rot hervorgehoben. Die verbleibenden Himoglobin-Komponenten GBA5.1.1-1
und GBAS5.1.1-2 sind mdéglicherweise Mitglieder der VITA-Subfamilie (blau). Die Ver-
wandtschaft zwischen den Himoglobinen CTE N und GBA 16.4-2, deren Gene Introns
an identischen Positionen aufweisen, wird durch diese Topologie nicht signifikant un-
terstiitzt (fett). Die Zahlen an den Verzweigungen geben die durch ,,Bootstrapping
ermittelten Signifikanzen an.

1992). Selbst innerhalb der Vertebraten konnte im Neuroglobin, einem Mitglied der
Globinfamilie, dafl vorwiegend im Gehirn exprimiert wird, kiirzlich ein ,,zentrales
Intron“ nachgewiesen werden (Burmester et al., 2000). Insgesamt konnten elf In-
trons im zentralen Bereich, hiervon acht innerhalb der Helix E identifiziert werden
(Kao et al., 1994; Hankeln et al., 1997; Dixon und Pohajdak, 1992; Blaxter et al.,
1994; Hyldig-Nielsen et al., 1982; Wiborg et al., 1982; Brisson und Verma, 1982).
Die Vertebraten-Hamoglobin-Gene héitten ausgehend von einem 4 Exon/3 Intron-
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Abbildung 4.11: Die Intron-Sequenzen der Himoglobin-Gene von C. tentans und
Glyptotendipes barbipes im Vergleich

Der Vergleich der Intron-Sequenzen der Gene Cte P und Gba 5.1.1-4 ergibt aus-
schlieBlich rein zufillige Ubereinstimmungen (A). Die Introns der Gene Cte N und
Gba 16.4-2 weisen bei entsprechendem Alignment eine Sequenz-Identitit von 60%
auf (B). Die Aussagekraft dieses Wertes ist jedoch aufgrund des hohen AT-Gehaltes
unklar. Es handelt sich wahrscheinlich um eine rein zufillige Ahnlichkeit, wie Sie bei
stark AT-reichen Sequenzen zu erwarten ist. Sequenz-Ubereinstimmungen sind mit
einem Stern markiert.

Genvorlaufer dieses urspriingliche ,,zentrale Intron“ im Laufe ihrer Evolution bereits
verloren (siehe Abb. 4.13).

Gegner dieser Hypothese weisen jedoch darauf hin, dafl die Positionen der ,,zen-
tralen“ Helix E-Introns in den verschiedenen Taxa keinesfalls streng konserviert sind.
Damit besteht die Moglichkeit, dal diese Introns nicht homolog und damit ancestral
sind, sondern aus unabhéngigen Insertionsereignissen hervorgegangen sind (Stoltz-
fus et al., 1997). Es stellt sich daher die Frage, ob bereits das Ur-Chironomiden-
Hamoglobingen die ,,zentralen Introns“ besafl. Nur wenn es sich bei den Introns der
Chironomiden-Hamoglobin-Gene um phylogenetisch alte Introns handelt, kénnen sie
als Hinweis auf ein ,,zentrales Intron* im gemeinsamen Vorldufer von Vertebraten-
und Pflanzen-Hamoglobin-Genen gewertet werden. Eine mdogliche Rekonstruktion
der Intron-Evolution in Chironomus ist in Abb. 4.14 dargestellt. Der Vergleich der
Intronverteilung in den Chironomiden-Hamoglobinen zeigt, dafl die bislang beschrie-
benen Introns mit grofler Wahrscheinlichkeit nicht ortholog sind (Hankeln et al.
(1997); diese Arbeit). Alle vorhandenen Introns, auch die der Gene Cte P und
Cte N, lassen sich am sparsamsten (im Sinne des ,,maximum parsimony “-Prinzips)
durch unabhéngige Insertionen in ein intronloses Ur-Chironomiden-Hamoglobingen
erkldren. Eine solche Intron-Insertion kann beispielsweise erfolgen, indem ein Intron
am Spleiosom verbleibt und von diesem irrtiimlich revers in eine neue, z. B. eine
Himoglobin-mRNA eingespleifit wird (Stoltzfus und Doolittle, 1993). Uber reverse
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Abbildung 4.12: Vergleich der Struktur der Himoglobin-Gengruppen in C. tentans
und Glyptotendipes barbipes

Die Hiamoglobin-Gene Cte P und Cte Q von C. tentans stimmen in ihrer genomi-
schen Anordnung, sowie in der relativen Orientierung ihrer Transkriptionsrichtung
(Pfeile) mit den Himoglobin-Varianten Gba 5.1.1-4 und Gba 5.1.1-3 von Glyptoten-
dipes barbipes iiberein. Neben der genomischen Organisation spricht auch ihre hohe
Sequenz-Ubereinstimmung auf Protein-Ebene, sowie eine konservierte Intronposition
fiir die Orthologie der Varianten Cte P und Gba 5.1.1-4, sowie Cte Q und Gba 5.1.1-3.
Die Gene Gba 5.1.1-1 und Gba 5.1.1-2 besitzen zu den direkten Nachbarn des Gens
Cte Q keinerlei signifikante Sequenz-Ubereinstimmung. Sie scheinen Mitglieder der
VIIA Sub-Familie zu sein. Die %-Werte geben die jeweiligen Identititen der korre-
spondierenden Aminosiure-Sequenzen an.

Transkription mit nachfolgender homologer Rekombination kénnte die intronhaltige
Sequenz in das Genom gelangen (Tani und Ohshima, 1991). Das Vorkommen ein-
deutig sequenzverwandter Introns in den Genen 28, 9 und 7A der ,,thummi-Gruppe
ist aller Wahrscheinlichkeit nach nicht das Ergebnis einer dreimaligen unabhéngigen
Insertion des gleichen Introns an identischer Position in alle drei Gene (Kao et al.,
1994; Hankeln et al., 1997). Ein horizontaler Transfer der Intron-Sequenz, wie er
beispielsweise durch Genkonversion stattfinden kann, bietet eine einfache Erklarung
fiir diese Intronverteilung (Hankeln et al., 1997).

Weitaus schwieriger ist es, die herrschende Intronverteilung in Zuckmiicken aus-
gehend von einem intronhaltigen Hamoglobin-Vorlaufer zu erkléren. Bei diesem Sze-
nario sind mindestens acht unabhéingige Intronverluste (in der ,tentans“-Gruppe,
in der ,,;melanotus“-Gruppe und schliefilich in den australo-asiatischen Arten) not-
wendig, um die intronlosen Gene zu erkldaren. Eine solche Anzahl unabhéngiger
Ereignisse muf} als sehr unwahrscheinlich betrachtet werden.

Ausgehend von einem intronhaltigen Hamoglobin-Vorldufer-Gen stellt sich au-
Berdem die Frage, wie die unterschiedlichen Intronpositionen innerhalb der Hamoglo-
bin-Gen-Sequenzen zu erkliren sind. Generell sollte davon ausgegangen werden,
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Abbildung 4.13: Die Exon-/Intron-Struktur des H&moglobin-Vorliufer-Gens von
Vertebraten, Invertebraten und Pflanzen ist unbekannt

Die rezente Verteilung von Introns in den Himoglobin-Genen unterschiedlicher phy-
logenetischer Taxa wirft die Frage auf, ob ein ancestrales Himoglobin-Gen zwei oder
mindestens drei Introns besafl.

daff homologe Introns in verwandten Genen an exakt identischen Positionen sit-
zen. Dennoch werden allein die Chironomiden-H&dmoglobine an vier unterschiedli-
chen Stellen von ,,zentralen Introns“ unterbrochen (sieche Abb. 4.14 und Abb. 4.15).
Es wurde postuliert, dafl ein als ,,intron-sliding* bezeichneter Prozefl die ,,Wande-
rung“ von Intron-Sequenzen im Verlauf der Gen-Evolution bewirken kann (Rogers,
1986; Cerff, 1995). Dieses ,,intron-sliding“ setzt jedoch eine Vielzahl von Ereignis-
sen voraus und konnte bislang keine befriedigende Erkldrung fiir die Vielzahl der
Intronpositionen im zentralen Bereich der Hamoglobin-Gene liefern. So kann bei-
spielsweise eine Intron-Verschiebung iiber 17 bp hinweg, wie es bei den 28-Genen
von C. thummi und C. melanotus zu beobachten ist, nicht ohne die zeitweilige
Zerstorung des Leserahmens und damit der Genfunktion, erkléart werden. Auch lie-
gen bislang keinerlei Evidenzen dafiir vor, dafl ein Verschieben der Intron-Sequenzen
durch ,,reverses Spleifien“ (Morl und Schmelzer, 1990), eine Rolle bei der Evolution
der Chironomiden-H&moglobin-Gene gespielt haben konnte.

Zusammenfassend &8t sich somit festhalten, dal der Himoglobin-Gen-Vorlaufer
in Chironomiden vermutlich kein ,zentrales Intron“ besaf. Die erhobenen Daten
stellen somit die von Go (1981) postulierte Hypothese der Urspriinglichkeit des
,,zentralen Introns® in Hadmoglobin-Genen in Frage. Die vorliegenden Daten deu-
ten sogar darauf hin, daf selbst Introns an identischen Positionen, wie sie in einigen
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Abbildung 4.14: Die Evolution der Genstruktur bei Zuckmiicken durch Intron-
Insertion

Das hier abgebildete Modell erklirt die Verteilung der Introns in den Himoglobin-
Genen von Chironomiden durch vier unabhingige Intron-Insertionen. Das gemeinsa-
me Vorldufergen aller Zuckmiicken-Hidmoglobin-Gene wéire somit intronfrei. Die In-
trons in den unterschiedlichen Positionen sind in verschiedenen Farben dargestellt. Die
Genpaare Cte P/Gba 5.1.1-4 und Cte N/Gba 5.1.1-3 werden aufgrund ihrer Sequenz-
Ubereinstimmung (89,2% und 66% auf Aminosiure-Ebene), sowie der identischen
Intron-Positionen hier als Orthologe Genpaare behandelt.

Hamoglobin-Genen von Chironomiden (Hankeln et al., 1997) und Pflanzen (Jen-
sen et al., 1981; Wiborg et al., 1982) gefunden wurden, unabhéngig voneinander
entstanden sein miissen. Die in Invertebraten und Pflanzen beschriebenen ,,zen-
tralen Introns® sind demnach nicht homolog und dementsprechend auch nicht auf
ein Intron im ancestralen Globin zuriickzufiithren. Die Variationen in der Lokalisa-
tion von ,,zentralen Introns“ bei Pflanzen und Invertebraten impliziert hingegen die
unabhéngige Insertion dieser Introns in die jeweiligen Globin-Gene nach der Auf-
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spaltung der Taxa (sieche Abb. 4.15). Tatséchlich ist anzunehmen, daf} zukiinftige
Analysen von Hamoglobin-Genen in verschiedenen Taxa eine noch weitaus grofere
Vielfalt der Intronpositionen zeigen werden.

Chironomus thummi

Ascaris suum IEI

E14/15] Chironomus melanotus/ Pflanzen
C. elegans E19/20 | Chlamydomonas

Gastrophilus -D6/7
P F2/3 | Paramaecium/ Artemia

Artemia

F9/10| Chlamydomonas

vy YVYY Yy

E12-2 GH2-2

Chironomus tentans/ Chironomus tentans/
Glyptotendipes barbipes Glyptotendipes barbipes

Abbildung 4.15: Die Position von Introns in Himoglobin-Genen verschiedener Taxa

Die Intron-Positionen sind relativ zur Helixstruktur des Himoglobins dargestellt. Die
acht Helices sind mit den Buchstaben A bis H benannt. Die B- und G-Helix-Introns
sind in Pflanzen und Tieren ihrer Lage nach konserviert und mégen daher phylogene-
tisch recht alt sein. Die zahlreichen anderen gefundenen Intronpositionen (insbeson-
dere die umstrittenen Helix E-Introns) zeigen jedoch, dafl Introns in den Hémoglobin-
Genen prinzipiell sehr viele verschiedene Positionen einnehmen kénnen. Dieser Be-
fund 148t sich besser durch die Integration von Introns, als durch ihren differentiellen
Verlust in zahlreichen stammesgeschichtlichen Linien wihrend der Evolution erkliren.
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4.2.5 Vergleich der paralogen Hiamoglobin-Varianten von C. tentans:
Hamoglobin-Gen-Subfamilien und ,,single copy “-Gene

Durch die molekulare Analyse der Hamoglobin-Gengruppe D von C. tentans konn-
ten insgesamt 38 paraloge Hiémoglobin-Gene identifiziert werden. Mit Ausnahme
eines Pseudogens (Cte ORF B; Rozynek et al. (1991)) besitzen alle Gene, die
fiir eine Transkription erforderlichen Merkmale. Es handelt sich daher aller Wahr-
scheinlichkeit nach um funktionelle Gene. Die grofie Anzahl bekannter Hamoglobin-
Komponenten in C. tentans erméglicht einen detaillierten Vergleich der paralogen
Gen- und Aminosiure-Sequenzen. Hierdurch kénnen die Verwandtschaftsverhéltnis-
se der Hamoglobine dargestellt und mogliche Gen-Subfamilien identifiziert werden.

Innerhalb der Hamoglobin-Familie von C. tentans findet man zwei Gen-Gruppen,
deren Mitglieder sich durch ihre sehr hohe Sequenz-Verwandtschaft auszeichnen. Sie
kodieren fiir die Himoglobin-Varianten VIIA und VIIB und werden daher als 7TA-
und 7B-Gen-Subfamilien bezeichnet. Wihrend die 7B-Gen-Subfamilie bereits in den
Spezies C. thummi und C. piger beschrieben wurde (Trewitt et al., 1995; Hankeln
und Schmidt, 1991), war bislang unbekannt, dafi auch das Hdmoglobin VIIA von
mehreren sehr dhnlichen Genen kodiert wird. Innerhalb der 7A-Subfamilie liegen die
Sequenz-Ubereinstimmungen der Proteine zwischen 87 % und 99,4 %, innerhalb der
7B-Subfamilie zwischen 76 % und 99,4 % (siehe Tabelle 4.6).

Die aus dem paarweisen Sequenz-Vergleich resultierenden Distanzwerte (p-Distan-
zen) dienten als Grundlage fiir die Darstellung der Verwandtschaftsverhéltnisse in
Form eines phylogenetischen Baums (NJ-Baum und MP-Baum). Zur Verifizierung
der Verzweigungsmuster der Gen-Bidume wurden Verwandtschaftsdendrogramme
basierend auf den Aminoséure-Sequenzen erstellt und mit Hilfe des Bootstrap-Tests
iberpriift. Der Gen-Baum (NJ-Baum) ist in Abb. 4.16a, der Aminosiure-Baum
(MP-Baum) in Abb. 4.16b gezeigt. Das Auftreten von zwei Subfamilien innerhalb
der Chironomiden-Hémoglobine spiegelt sich in der Topologie der phylogenetischen
Béaume wider: alle Mitglieder einer Subfamilie lassen sich von einem gemeinsamen
Vorfahren ableiten. Wéahrend die 7A-Gene einen monophyletischen Ursprung auf-
weisen, kann dies fiir die 7B-Hamoglobin-Gene nicht zweifelsfrei gezeigt werden.
Die Verzweigung, die die 7B-Gengruppe von den Genen Cte T, V und Z trennt,
wird durch den Bootstrap-Test nicht mit ausreichender Signifikanz unterstiitzt. Auf
Aminoséaure-Ebene gruppieren die Varianten CTE T, V und Z sogar innerhalb der
VIIB-Gruppe. Sie sind demnach nahe Verwandte der VIIB-Gene. Innerhalb der
7B-Subfamilie bilden die Varianten 7B5/7B6, 7B4/7B8, 7TB9/7B10 und 7B12/7B13
Paare. Dieses Verzweigungsmuster stimmt bei Gen- und Aminosédure- Baumen {iber-
ein, unabhingig davon, mit welcher Methode sie ermittelt wurden. Bis auf das Gen-
paar 7B8/7B4 werden alle diese Gruppierungen mit sehr hohen Bootstrap-Werten
(98-100) unterstiitzt, so dafl von einer engen Sequenz-Verwandtschaft innerhalb die-
ser Genpaare ausgegangen werden kann. Die Gene 7B7 und 7B11 zeigen hingegen
keine vergleichbar nahe Verwandtschaft zu anderen Mitgliedern der 7B-Subfamilie.
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A CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE-
VIIA2 | VIIA3 | VIIA4 | VIIA5 | VIIA6 | VIIA7 | VIIAS

CTEVIIAL | 944 | 99.4 | 92,6 | 988 | 92,6 | 9503 | 94,4

CTEVIIA2 938 | 888 |957 |882 969 |0988

CTEVIIA3 92 98,1 | 92 95,7 | 95

CTEVIIA4 91,3 | 988 | 87,6 |876

CTEVIIA5 91,3 [963 | 956

CTEVIIA6 88,2 | 87

CTEVIIA7 98,1
B CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE- | CTE-

VIIB13 | VIIB7 | VIIB6 | VIIB5 | VIIB10 | VIIB9 | VIIBS | VIIB4 | VIIB11

VIIB12 | 99,4 784 | 80,8 |80,8 | 80,1 80,8 | 80,8 | 795 |76
VIIB13 784 | 814 |84 |80l 80,8 | 80,8 | 795 |76
VIIB7 80,8 | 80,8 |80,1 80,8 | 808 |80,8 | 765
VIIB6 99.4 | 90 90,7 | 92,6 |90,7 | 839
VIIB5 90 90,7 | 92,6 |90,7 | 839
VIIB10 994 | 938 |95 83,9
VIIBY 944 | 95,7 | 84,5
VIIBS 95,5 | 84,5
VIIB4 84,5

Tabelle 4.6: Aminosiure-Sequenz-Ubereinstimmungen innerhalb der Himoglobin-
Subfamilien von C. tentans

In Tabelle A sind die Sequenz-Ubereinstimmungen der Mitglieder der VIIA-
Subfamilie, in Tabelle B die der VIIB-Subfamilie in % angegeben. Die besten Uber-
einstimmungen sind rot hervorgehoben. Eine Ubereinstimmung von 99,4 % entspricht
dem Austausch einer Aminosiure.

Auch innerhalb der 7A-Subfamilie lassen sich in allen Bdumen iibereinstimmende
Gen-Verwandtschaften feststellen. So weisen die Varianten 7A2/7A8 und 7A7, so-
wie 7A4 und 7AG6 eine signifikant hohe Identitdt, sowohl der Nukleotid-, als auch
der Aminosdure-Sequenzen auf (Bootstrap-Werte zwischen 92 und 99). Das Auf-
treten von Gen-Subfamilien mit ihren extrem hohen Sequenz-Ubereinstimmungen
ist ein Hinweis darauf, dafl rezente Ereignisse an der Evolution dieser Sequenzen
mafgeblich beteiligt sind.

Neben diesen Subfamilien gibt es Himoglobin-Varianten, die nur von einem ein-
zigen Gen kodiert werden. Diese Gene werden dementsprechend als ,,single copy “-
Gene bezeichnet. Hierzu zdhlen die Gene Cte 28, 1, 8, 9, und 6 (U), deren Produkte
in C. thummi bereits nachgewiesen wurden (zusammengefafit in Goodman et al.
(1983)), sowie die Gene Cte 11, 12, ORFA, ORFB (Pseudogen), N, P, Q, R, S, T,
V, W, Y und Z. Die Tatsache, dafl ein Teil dieser Gene auch in anderen Arten be-
reits identifiziert wurde, deutet darauf hin, dafl ihr Ursprung vor der Aufspaltung
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der Chironomiden in verschiedene Spezies liegt. Wie der Vergleich der Gen- und
Aminosaure-Stammbéume zeigt, ist die Ermittlung der Verwandtschaftsverhéltnisse
dieser, iiber sehr lange Zeiten getrennt evolvierender Gene, héufig nicht mehr mit
Sicherheit moglich. Nur die Hamoglobin-Paare R/S, 11/ORF B und V/Z werden im
Aminosdure-Stammbaum durch signifikante Bootstrap-Werte unterstiitzt (82-92).
Dies ist um so erstaunlicher, als es sich bei dem ORF B um ein Pseudogen handelt,
das ohne Selektionsdruck eine hohe Evolutionsrate aufweisen sollte. Seine nahe Ver-
wandtschaft mit dem Gen Cte 11 (81,5% Ubereinstimmung) deutet demnach darauf
hin, dafl es seine Funktion erst rezent verloren haben muf. In beiden AS-Baumen
(NJ- und MP-Baum) bilden auch die Hamoglobine II8/IX, P/Q und Y/W iiber-
einstimmend Paare. Diese werden jedoch nicht durch signifikante Bootstrap-Werte
gesichert.

119



4  Diskussion

120

A Cte 7B10
Cte 7B9
Cte 7B8
Cte 7B4
Cte 7B6
Cte 7B5
Cte 7B11
Cte 7B7
Cte 7B12
Cte 7B13
CteV
Cte Z
Cte T

Cte 6 (U)
Cte 1

—Cte8
L Cte9

Cte 28
Cte ORFA
Cte 7A4
Cte 7A6
Cte 7A1
Cte 7A3
Cte 7A5
Cte 7A2
Cte 7A7
Cte 7A8
CteR
L _CteS
Cte P+

— T cens
\_|: CteY
Cte W
Cte Q
Cte 11

L_—Ctet21
Cte 12.2

Dme1

CTE ORFA
CTE VIIA1
CTE VIIA2
CTE VIIA8
CTE VIIA7
CTE VIIA5
CTE VIIA3
CTE VIIA4

CTE 7A6

CTEVIIB12

CTEVIIB13
CTE VIIB6

CTE VIIB5

74 CTEVIIB10
CTEVIIB9
CTEVIIB4
CTE VIIB8
CTE VIIB11
CTEVIIB7
CTEY
CTEW
CTEN+
DME1

Abbildung 4.16 Legende siehe folgende Seite



4.3 Mechanismen der Entstehung der Hiamoglobin-Genfamilie in C. tentans

Abbildung 4.16: Phylogenetische Bidume der paralogen Himoglobin-Gene und
Hi&moglobin-Proteine von C. tentans

Basierend auf den p-Distanzen (siche CD; Datei: Cte_pDistanzen.pdf) wurde der NJ-
Baum fiir die Nukleotid-Sequenzen berechnet (A). Der Aminosiure-Baum wurde nach
dem ,,maximum parsimony“ Algorithmus ermittelt (MP-Baum, in B). Die Ergebnis-
se des Bootstrap-Tests sind an den Asten vermerkt, er wurde mit 500 Replikatio-
nen durchgefiihrt. Die Verzweigungen innerhalb der Gen-Subfamilien werden, wie im
Text erliutert, mit signifikanten Bootstrap-Werten unterstiitzt (nicht gezeigt). Die
7A-Subfamilie ist in rot, die 7B-Subfamilie in blau dargestellt. ,,Single copy*“-Gene,
deren Anordnung durch ,,boots trapping* unterstiitzt wird, sind ebenfalls farbig her-
vorgehoben. Die intronhaltigen Varianten sind durch ein 4+ gekennzeichnet.

4.3 Mechanismen der Entstehung der
Hamoglobin-Genfamilie in C. tentans

Die ermittelten Verwandtschaftsverhéltnisse der Hamoglobin-Varianten von C. ten-
tans sollen dazu dienen, die dynamische Sequenz-Evolution dieser Gene zu beschrei-
ben. Besonders die Mitglieder von Gen-Subfamilien, die sich durch ihre iiberdurch-
schnittlich hohen Sequenz-Ubereinstimmungen auszeichnen, kénnen Hinweise auf
rezente Verdnderungen des Genrepertoires und der Clusterstruktur geben. Weitere
Vergleiche paraloger Sequenzen innerhalb der Himoglobin-Gengruppe D, insbeson-
dere der Intergen-Regionen, konnen dazu dienen, die Entstehungsgeschichte einzel-
ner Hamoglobin-Gene zu rekonstruieren. Anhand dieser Daten sollen Mechanismen
beschrieben werden, die bei der Sequenz-Evolution der Hamoglobin-Genfamilie in
Chironomiden eine wichtige Rolle spielen.

4.3.1 Die Entstehung von Genen durch Duplikation am Beispiel der
Hamoglobin-Gene Cte 12 und Cte TA

Der Vergleich paraloger Sequenzen ermoglicht das Auffinden rezent duplizierter Re-
gionen, da diese sich durch eine iiberdurchschnittlich hohe Sequenz-Ubereinstim-
mung auszeichnen. Insbesondere die Intergen-Regionen, die in der Regel sehr di-
vergente Sequenzen aufweisen, liefern Hinweise auf Duplikations-Ereignisse. Um
Sequenz-Wiederholungen innerhalb der Hémoglobin-Gengruppe aufzufinden, wur-
de eine Datenbank aus den vorhandenen Sequenzen des Clusters D von C. tentans
erstellt und mit den Sequenzen der Intergen-Regionen auf Ubereinstimmungen hin
durchsucht. Interessante Bereiche wurden anschlieend detailliert verglichen. Inner-
halb der Gen-Gruppe D von C. tentans konnten hierdurch zwei Bereiche identifiziert
werden, die aus einer Duplikation hervorgegangen sind.
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Die paralogen Hamoglobin-Gene Cte 12.1 und Cte 12.2 besitzen mit 96,5 %
eine iiberdurchschnittlich hohe Sequenz-Ubereinstimmung. Innerhalb der Gengrup-
pe liegen diese Gene benachbart und sind in gleicher Orientierung angeordnet. Die
Abbildung 4.17 zeigt, dafl nicht nur die Gene selbst, sondern auch ihre flankieren-
den Regionen iiber einen Bereich von ca. 500 Basen eine erstaunlich hohe Sequenz-
Ubereinstimmung aufweisen. Mit einem Wert von iiber 95% liegt diese sogar iiber
dem Durchschnitt fiir paraloge, kodierende Bereiche. Sequenz-Abschnitte, die eine
auffillig hohe Ubereinstimmung aufweisen, konnen durch den Mechanismus der Gen-
konversion entstehen. Betrachtet man jedoch den Sequenz-Vergleich in Abb. 4.18,
so fallt auf, dafl in den Intergenregionen stromabwérts der Gene kurze Sequenz-
Bereiche mit einer sehr hohen Ubereinstimmung von einer Vielzahl von Deletio-
nen oder Insertionen unterbrochen werden. Dies liee sich nur durch eine sehr grofl
Anzahl unabhéngiger Genkonversions-Ereignisse erklidren. Die Entstehung der hier
vorliegenden Sequenz-Ubereinstimmung durch Genkonversion erscheint in diesem
Zusammenhang daher sehr unwahrscheinlich.

Intergen-Regionen konnen in der Regel ohne nennenswerten Selektionsdruck evol-
vieren und unterliegen somit schnellen Verdnderungen. Eine derart gute Sequenz-
Ubereinstimmung 1a8t daher auf eine nahe Verwandtschaft der Sequenzen, hervor-
gerufen durch ein rezentes Duplikations-Ereignis, schliefen. Der gesamte von der
Duplikation betroffene Bereich erstreckt sich iiber eine Region von ca. 3300 Basen.
Der Bruchpunkt des Duplikations-Ereignisses 1483t sich auf eine 100 bp grofle Region
zwischen den duplizierten Bereichen eingrenzen (siehe Abb. 4.18). Auch durch den
Mechanismus der Genkonversion entstehen Sequenzen-Bereiche, die eine auffillig
hohe Ubereinstimmung aufweisen. Betrachtet man jedoch den Sequenz-Vergleich
in Abb. 4.18, so fillt auf, daf§ in den Intergen-Regionen Sequenz-Bereiche mit ei-
ner sehr hohen Ubereinstimmung zu finden sind, die von einer Vielzahl Deletionen
bzw. Insertionen unterbrochen werden. Ein solcher Befund liefle sich durch eine
sehr grofle Anzahl unabhéngiger Genkonversions-Ereignisse erkldren. Die Entste-
hung der Sequenz-Ubereinstimmungen allein durch Genkonversion kann daher als
unwahrscheilich betrachtet werden.
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18501 19975 20067 21807

Cte 11 Cte 12.1 Cte 12.2 ORFA

LK K¢ 2
p mmmmm]

95 % 96,5 % 96,7

Abbildung 4.17: Die Entstehung der Hiamoglobin-Gene Cte 12.1 und Cte 12.2 durch
Duplikation

Die paralogen Gene Cte 12.1 und Cte 12.2 sind innerhalb des Clusters D von C. ten-
tans benachbart und in gleicher Orientierung angeordnet. Sie besitzen eine iiber-
raschend hohe Sequenz-Ubereinstimmung, die sich auch auf groBie Bereiche ihrer
flankierenden Intergen-Regionen ausdehnt. Der farbige Balken gibt den Grad der
Identitét (in %) zwischen den beiden Sequenzbereichen an. Abschnitte mit verwand-
ter Nukleotid-Sequenz sind durch identische Farben gekennzeichnet, weifle Bereiche
bedeuten Insertionen oder Deletionen. Die extrem hohen Ubereinstimmungen iiber
weite Bereiche nichtkodierender Sequenz deuten auf eine rezente Duplikation dieser
Region hin. Die Zahlen geben die Nukleotidpositionen in der Gesamtsequenz des Con-
tigs 2 an (siehe CDj; Datei: 50 kb Contig 1-21400.pdf; Seiten 8-9). Der Bruchpunkt ist
voraussichtlich zwischen den Basen 19975 und 20067 lokalisiert.

Dafl Sequenz-Duplikationen einen grofien Anteil an der Entstehung und Evo-
lution von Genfamilien haben, 148t sich auch am Beispiel der 7A-Gen-Subfamilie
aufzeigen. Alle 7TA-Gene liegen benachbart innerhalb der Hiémoglobin-Genfamilie.
Der Sequenz-Vergleich zeigt, dal mindestens drei der acht Gene aus einem einzigen
Duplikations-Ereignis hervorgegangen sind. Im Gegensatz zu den Cte 12-Genen liegt
der duplizierte Bereich hier invertiert vor (siche Abb. 4.19). Die Duplikation umfafit
insgesamt eine 4 kb grofie Region. Die in Kapitel 4.2.5 festgestellte nahe Verwandt-
schaft der Hamoglobine 7A2 und 7AS8, sowie 7TA4 und 7A6 erklart sich daher durch
ihre Abstammung von gemeinsamen Vorlaufer-Genen.

Die Expansion und Kontraktion von Genfamilien erfolgt haufig durch indqua-
le Rekombination. Dieser reziproke Sequenzaustausch resultiert stets in einer Du-
plikation in einem der Rekombinationspartner, sowie in einer Deletion innerhalb
des anderen. Die hierdurch hervorgerufene Fluktuation der Repetitionseinheiten
hat haufig phéanotypische Auswirkungen. So ist beispielsweise der Verlust von X-
chromosomalen Photopigment-Genen durch indquale Rekombinationsprozesse eine
der Mutationen, die zu Rot-Griin-Farbenblindheit fithren (Nathans et al., 1986).
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GAATGATTTTTTCTAAGTCAAGGACAAGTCATTATTTTTTGAAAATATTCAAAATTCTCA

Abbildung 4.18 Legende siehe folgende Seite
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—————————————————————————————————————————————————————— TTTAAA

GAGGACACCAAAAAAATAGAGGACAGTCCTCTGAGAAACCAAGCCGATGGACAGTCTAAC
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KkKkhk kKK kAR Kk kA K h Ak KKk k k& %
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ATACAAAAAATCCCACCTCGAAAACTTTTAGACTACGCTCCTAACAAGGTCACTTCCATT
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TTAAGTAACACCCCAGTAACCAAAACAGTTAGAAGTTCTGTTCC-———————————————
TTAA--—-————-~-—-——— CCAAAACAGTTAGAAGTTCTGTTCCGAAAGTTAGTCGAAGC

* kK ok hokkkhkkkkkhkkkhkhkkkhkkkkkkk*

—————————————————————————————————— TAGAGACATAAACGGCAATTGAA
TAATTTTTAACTAACTTTTTAATGGTTTTGTTCCTAGAGACATAAACGGCAAATTAA

Abbildung 4.18: Vergleich der Nukleotid-Sequenzen der Gene Cte 12.1 und Cte 12.2
sowie ihrer flankierenden Intergen-Regionen

Die Gene Cte 12.1 und Cte 12.2 und ihre angrenzenden Intergen-Regionen zeich-
nen sich durch eine iiberdurchschnittlich hohe Sequenz-Ubereinstimmung aus. Diese
erstreckt sich iiber einen Bereich von ca. 1300 bp. Die Gen-Sequenzen sind in rot
dargestellt. Auffillig sind die Vielzahl von Deletionen oder Insertionen am Ende der
Sequenz, die immer wieder von kurzen Sequenzbereichen mit signifikanter Uberein-
stimmung unterbrochen werden.
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Abbildung 4.19: Die Expansion der 7A-Subfamilie durch Duplikation

Der Sequenz-Vergleich innerhalb der 7A-Subfamilie zeigt, daf3 ein drei Hamoglobin-
Gene umfassender Bereich dupliziert und invertiert vorliegt. Identische Farben in-
nerhalb der Balken kennzeichnen Regionen mit einer Sequenz-Ubereinstimmung von
iiber 85 %. Die weiflen Bereiche bedeuten Insertionen oder Deletionen. Die extrem
hohen Ubereinstimmungen iiber weite Bereiche nichtkodierender Sequenz deuten auf
eine rezente Duplikation dieser Region hin. Die Zahlen (29786-40654) geben die Nu-
kleotidpositionen in der Gesamtsequenz des Contigs 2 an (siehe CD; Datei: 50 kb
Contig 21401-50607.pdf).

Auch im Falle der Gene Cte 12, sowie in der Cte 7A-Subfamilie kénnte indquales
Crossing-over zu Genduplikationen gefiihrt haben. Die streng tandemartige Anord-
nung der Gene mit ihren hohen Sequenz-Ubereinstimmungen sollte eine infiquale
Rekombination innerhalb des Clusters begiinstigen. Die Abbildung 4.20 zeigt hypo-
thetisch die Entstehung der 7A-Subfamilie in C. tentans. Zunéchst erfolgt die Dupli-
kation der 7A-Vorlaufergene durch indquales Crossing-over zwischen Schwesterchro-
matiden (A). Sind repetitive Sequenz-Kopien auf einem DNA-Molekiil gegensinnig
angeordnet, so kann es bei einer Rekombination innerhalb einer Chromatide zu ei-
ner Inversion desjenigen DNA-Abschnittes kommen, der zwischen den Stellen des
Crossing-over liegt (Abb. 4.20B). Die Sequenz-Ubereinstimmungen innerhalb der
7TA-Gen-Subfamilie in C. tentans, sowie die Reihenfolge und Orientierung der ein-
zelnen Gene konnte somit durch zwei aufeinanderfolgende indquale Crossing-over
Ereignisse einfach erklért werden.
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Abbildung 4.20: Die mégliche Evolution der 7A-Gen-Subfamilie in C. tentans

Die Entstehung der 7A-Gen-Subfamilie in C. tentans kénnte hypothetisch durch zwei
aufeinanderfolgende Rekombinations-Ereignisse einfach erklirt werden. Die indqua-
le Rekombination zwischen den Schwesterchromatiden resultiert zunichst in einer
Verdopplung der Vorldufergene 7A2‘-7A4‘ (A). Ein anschlieendes intrachromatid
Crossing-over koénnte fiir die Inversion der Gene 7A2- 7TA5 verantwortlich sein und
den heute zu beobachtenden Zustand erzeugt haben (B).
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4.3.2 Duplikation eines 3°‘ nicht-translatierten Bereichs durch
Transposition?

In der Intergenregion zwischen den Genen Cte 7A1 und Cte 7A2 befindet sich die Se-
quenz eines 7A-Gen-spezifischen 3‘nicht-translatierten Bereichs (3°UTR). Der kom-
plette 3'UTR des Cte 7TA1l-Gens liegt hier in einer nahezu perfekten Kopie vor:
die Sequenz-Ubereinstimmung betréigt 90 % iiber eine Lange von 110 bp. Der dazu-
gehorige kodierende Bereich fehlt jedoch vollstdandig. Am Ende dieser Sequenz-Kopie
befindet sich ein zehn Basenpaar langer poly-A Abschnitt. Der gesamte Bereich ist
von direkten Sequenzwiederholungen mit einer Lange von sieben Basenpaaren flan-
kiert. Die Sequenz dieser sogenannten ,,direct repeats® ist bis auf einen Basenaus-
tausch konserviert (siche Abb. 4.21).

Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dafl es sich bei dem hier vorhande-
nen 3‘UTR um eine durch Retrotransposition entstandene Sequenz-Kopie handeln
konnte. Die Verbreitung von Sequenzen durch Retrotransposition erfordert das Um-
schreiben der mRNA in die cDNA durch das Enzym Reverse Transkriptase. Die-
se neugebildete cDNA kann anschlieBend in das Genom reintegrieren (sieche Abb.
1.2). Der hier vorhandene 3‘'UTR weist die typischen Erkennungsmerkmale solcher
aus einer Retrotransposition hervorgegangenen Genduplikate auf: er besitzt die von
der Polyadenylierung der mRNA herrithrende polyA-Sequenz am 3‘-Ende, sowie die
flankierenden sogenannten ,,Zielsequenz-Duplikationen“, die gewohnlich bei der In-
tegration mobiler DNA entstehen.

Bereits 1984 entstand die Vorstellung, die Himoglobin-Gene der Chironomiden
seien eigentlich prozessierte Retrogene. Die Integration gespleiter RN A-Intermediate
in das Genom schien eine geeignete Erklarung fiir die weitgehende Intronlosigkeit
dieser Gene zu bieten (Antoine und Niessing, 1984; Lewin, 1984; Sargent et al.,
1994). Der hier beschriebene 3‘ nicht-translatierte Bereich eines Hamoglobin-Gens
ist bislang jedoch der einzige Hinweis auf eine, zumindest theoretisch mégliche, Ent-
stehung von Hémoglobin-Genen durch Retrotransposition. Trotz dieses Befundes
erscheint es weiterhin mehr als fraglich, ob die Multiplizitdt der Hamoglobin-Gene
in Chironomiden primér durch Retrotransposition entstanden ist. Wenngleich es in
der Literatur wenige Beispiele fiir funktionelle Retrogene gibt (Soares et al., 1985;
Boer et al., 1987; Sargent et al., 1994), scheint dieses Ergebnis zu zeigen, daf die
Entstehung funktioneller Gene auf diesem Wege hoéchst unwahrscheinlich ist. Selbst
die Integration einer vollstéindigen cDNA resultiert in aller Regel in einem Pseudo-
gen, weil die fiir eine Transkription essentiellen Promotorregionen fehlen. Es ist daher
eher wahrscheinlich, dafi Genduplikationen, wie sie innerhalb der 7A-Subfamilie und
bei den Cte 12 Genen nachgewiesen werden konnten, primér fiir die Multiplizitéit
der Chironomiden Hémoglobin-Gene verantwortlich sind.

Sind Gene repetitiv und gleichsinnig auf einem DNA-Molekiil angeordnet, so
kann ein Crossing-over innerhalb der Chromatide zu einer Exzision von DNA und
somit zum Verlust von Genen fithren. Ein solcher Prozesfl konnte auch hier fiir den
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AAATCACATA ATTAATTTAT AAATATTTTT
AAATCACAAT TTACAAAATT TACAAAGCGG

Abbildung 4.21: Die Duplikation eines 3‘nicht-translatierten Bereichs

In der Intergenregion zwischen den Hamoglobin-Genen Cte 7TA1l und Cte TA2 befin-
det sich die Sequenz eines Hamoglobin-Gen typischen 3‘nicht-translatierten Bereichs
(3*°UTR). Die Zahlen geben seine exakte Position innerhalb der Gesamtsequenz des
Contig 2 an (sieche CD; Datei: 50 kb Contig 21401-50607.pdf; Seite 2). Der Sequenz-
Vergleich zeigt, dafl der 3‘UTR des Gens TA1 hier in einer nahezu perfekten Kopie
vorliegt. Die Duplikation ist von einer sieben Basenpaar langen direkten Sequenzwie-
derholung flankiert (rote Pfeile) und besitzt an ihrem 5‘-Ende zusitzlich eine sieben
Basenpaar lange Poly-A Region (griin). Sequenzunterschiede sind durch Punkte ge-
kennzeichnet.

Verlust eines Gens verantwortlich sein. Ebenso wére ein Genverlust durch indquales
Crossing-over zwischen Schwesterchromatiden theoretisch denkbar. Beide Prozesse
erkldren jedoch nicht das Vorhandensein der direkten Sequenz-Wiederholungen so-
wie der Poly-A Region. Demnach kann hier von dem seltenen Fall einer Duplikation
durch Retrotransposition ausgegangen werden.
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4.3.3 Konzertierte Sequenz-Evolution von Hiamoglobin-Varianten

Die beiden Gene 7A3 und 7A7, die aus einer Duplikation innerhalb der 7A-Subfamilie
hervorgegangen sind, zeigen nur eine durchschnittliche Ubereinstimmung der Sequen-
zen (Nt: 96,7 %, AS: 95,6 %). Das Himoglobin-Gen 7A7 besitzt hingegen eine sehr
hohe Sequenz-Ubereinstimmung zu seinem benachbarten Gen 7A8 (Nt: 98,8 %, AS:
98,1 %). Dies laBt die Schlufolgerung zu, dafl hier eine Angleichung der Sequen-
zen zwischen diesen beiden Genen nach dem Duplikations-Ereignis stattgefunden
hat, wobei eine Sequenziibertragung von dem Gen TAS8 auf das benachbarte Gen
TAT erfolgt sein mufl. Um diese Hypothese zu verifizieren und den homogenisier-
ten Sequenzbereich einzugrenzen, wurden die Sequenzen der Hamoglobin-Gene Cte
7TA8, TA7, 7TA3 und 7A2 nukleotidweise verglichen. Auch die 5° und 3‘ flankieren-
den Regionen wurden in den Vergleich einbezogen, sofern sie ausreichende Sequenz-
Ubereinstimmungen aufweisen. Hierdurch kénnen die Nukleotidpositionen bestimmt
werden, an denen die Gene 7TA7 und 7AS8 identisch sind, sich jedoch von ihren je-
weiligen Duplikationspartnern 7A3 und 7A2 unterscheiden. Diese Positionen sind
als das Produkt einer Sequenz-Homogenisierung zwischen den paralogen Genen 7A7
und 7A8 zu werten (Fitch et al., 1990). Das Ende des homogenisierten Bereichs
ist dementsprechend durch eine gréBere Ubereinstimmung der aus der Duplikati-
on hervorgegangenen Sequenzen gekennzeichnet. Positionen, an denen drei der vier
verglichenen Sequenzen identisch sind, lassen keine Aussage iiber die Verwandt-
schaftsverhéltnisse zu und wurden deshalb aus dem Vergleich ausgeschlossen.

Der nukleotidweise Vergleich der Gene 7TA2, TA3, TA7 und 7AS8 zeigt folgendes
Ergebnis: Die vier Sequenzen weisen innerhalb des kodierenden Bereichs einen hohen
Anteil informativer Nukleotidpositionen auf. Von insgesamt 19 Unterschieden sind
15 Positionen informativ und geben iiber die Sequenz-Verwandtschaft Auskunft. Im
kodierenden 5‘-Bereich besitzen die Duplikationspartner 7A3 und 7A7 sowie 7A2
und 7AS8 eine grofere Ubereinstimmung zueinander als zu ihren benachbart liegen-
den Genen. Diese Region ist somit aller Wahrscheinlichkeit nach nicht von einer
Sequenz-Homogenisierung zwischen den benachbarten Genen 7A3 und 7A2, sowie
7TAT7 und 7AS betroffen (siche Abb. 4.22). In der zweiten Genhélfte (ab Nukleotidpo-
sition 248) finden sich hingegen 12 Positionen, die auf eine Sequenz-Homogenisierung
zwischen den Hamoglobin-Genen 7A7 und 7A8 im Anschlufl an die Genduplikation
hindeuten (Sterne in Abb. 4.22C). Hierbei mufl das Gen 7A8 seine Sequenz auf
das Gen TAT7 iibertragen haben, da letzteres sich von seinem Duplikationspartner
7A3 unterscheidet. Im nicht-kodierenden 3‘-Bereich sind die drei Sequenzen iiber
115 bp nahezu identisch (97,4%), danach bricht die Ubereinstimmung der Intergen-
Sequenzen der Gene TA7 und 7TAS plétzlich ab. Die Sequenzen 7A7 und 7A3 zeigen
hingegen dariiber hinaus nahezu identische Abschnitte. Auch im Anschlufl an das
inserierte CP1-Element setzt sich die eine fiir Intergen-Regionen ungewohnlich ho-
he Ubereinstimmung (88,7 % iiber 221 bp; 5 Insertionen/Deletionen) fort. Es kann
daher gefolgert werden, dafl eine Sequenziibertragung, ausgehend von dem Gen 7TA7
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auf das Gen 7TAS8, die zweite Genhilfte und moglicherweise einen kurzen Bereich
(maximal 115 bp) der 3‘-flankierenden Region der beiden benachbarten Gene ange-
glichen hat. Der 5-Bereich der Gene ist von diesem Ereignis nicht betroffen (Abb.
4.22 B und C).

Die Analyse der 5‘-flankierenden Intergen-Regionen dieser vier 7A-Gene zeigt,
daB sich das Gen 7TA8 an 20 Positionen von seinem Duplikationspartner 7TA2 unter-
scheidet. An diesen Positionen stimmt es hingegen mit seinem benachbarten Gen
7A7 und dessen Duplikationspartner 7A3 iiberein (Quadrate in der Abb. 4.22 C).
Dieses Ergebnis deutet auf eine zweite Sequenz-Homogenisierung hin, bei der, un-
abhéngig von dem ersten Ereignis, ein Sequenztransfer ausgehend von dem flan-
kierenden 5‘-Bereich des 7TA7 Gens auf den flankierenden 5-Bereich des 7A8 Gens
stattgefunden haben muf. Wiederum ist der 5-Bereich der kodierenden Sequenzen
von diesem Ereignis aller Wahrscheinlichkeit nach nicht betroffen.

DaB die paralogen Mitglieder repetitiver Sequenz-Familien groBere Ubereinstim-
mungen zueinander aufweisen konnen als zu ihren orthologen Partnern in verwand-
ten Arten, beobachteten Edelman und Gally (1970). Sie folgerten aus diesem Befund,
daf} die paralogen Mitglieder einer Sequenz-Familie sich in ihrer Evolution gegen-
seitig beeinflussen kénnen, also einer Koevolution unterliegen. Zimmer bezeichnete
dieses Phianomen der ,,horizontalen Evolution“ mit dem heute gebrduchlichen Be-
griff der konzertierten Evolution (Zimmer et al., 1980). Zwei Mechanismen sind
fiir die Angleichung repetitiver Sequenzen von besonderer Bedeutung. Beide beru-
hen auf Rekombinations-Ereignissen wéhrend der Meiose oder Mitose und kénnen
zum Austausch von Sequenzen innerhalb einer Chromatide, zwischen den Schwester-
chromatiden, zwischen homologen Chromosomen oder auch zwischen verschiedenen
Chromosomen fiithren. Der Mechanismus des indqualen Crossing-over resultiert hier-
bei in einem reziproken Sequenztransfer, da er eine Duplikation in einem der bei-
den Rekombinationspartner und eine Deletion in dem anderen erzeugt. Die Fixie-
rung aufeinander folgender Crossing-over-Ereignisse fiihrt schlieflich zu Multigen-
Familien mit fluktuierender Grofle, deren paraloge Mitglieder eine hohe Sequenz-
Ubereinstimmung aufweisen kénnen (Zimmer et al., 1980; Smith, 1976). Da dieser
als ,,cross over fixation“ bezeichnete Mechanismus nur bei gleichsinnig orientierten
Genen stattfinden kann und stets zu einer Deletion und Insertion von Genen in
den Rekombinationspartnern fiihrt, ist er als Erkldrung fiir die konzertierte Evo-
lution der Hamoglobin-Gene Cte7A7 und Cte7A8 ungeeignet. Der zweite wichtige
Mechanismus zur Homogenisierung von Sequenzen ist die sogenannte Genkonver-
sion (Slightom et al., 1980; Smithies und Powers, 1986). Auch die Genkonversion
ist mechanistisch eng an die Rekombination zwischen DNA-Molekiilen gekoppelt.
Sie resultiert aus einem Crossing-over zwischen dhnlichen, jedoch nicht identischen
Sequenzen. Die anschliefende Reparatur der entstandenen Heteroduplex-DNA fiihrt
zur Uberschreibung des einen Stranges mit der Sequenz des anderen (Bollag et al.
(1992)). Die Richtung der Korrektur ist hierbei vermutlich zuféllig. Der Mecha-
nismus der Genkonversion ist fiir die Himoglobin-Gene 7A7 und 7AS8 schematisch
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Abbildung 4.22 Legende siehe folgende Seite.
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Abbildung 4.22: Sequenz-Homogenisierung innerhalb der 7A-Gen-Subfamilie

Die Himoglobin-Gene Cte 7A2 und Cte 7A8 sind durch Duplikation aus ei-
nem gemeinsamen Vorliufer-Gen entstanden. Das Gleiche gilt auch fiir die Ge-
ne Cte TA3 und Cte T7AT7. Die Abbildung A =zeigt die Verhiltnisse nach die-
sem Duplikationsereignis. Sequenz-Verwandtschaften sind durch identische Farben
gekennzeichnet. Durch zwei Sequenziibertragungen zwischen den benachbarten Ge-
nen Cte 7TA8 und Cte 7TA7 wurden ihre Sequenzen aneinander angeglichen (B). Die
Richtung der Sequenziibertragung ist jeweils durch einen gebogenen Pfeil angegeben.

Die Abbildung C symbolisiert das Alignment aller vier Gen-Sequenzen und ihrer flan-
kierenden Regionen. Durch den nukleotidweisen Vergleich konnten homogenisierte
Sequenzbereiche ermittelt werden. Unterschiede zwischen den Nukleotid-Sequenzen
wurden in drei Klassen eingeordnet, die Auskunft iiber die Sequenz-Verwandtschaften
zwischen den Genen geben (Quadrat, Kreis und Stern). So kennzeichnet beispielsweise
ein Stern eine Position innerhalb des Alignments, an der die Gene Cte 7TA7, Cte TAS8
und Cte 7A2 eine identische Base besitzen, das Gen Cte 7A3 jedoch einen Unterschied
aufweist. Eine Ubereinstimmung des Gens 7TA7 mit seinem benachbarten Gen 7AS8,
kombiniert mit einem Unterschied zu seinem Duplikationspartner 7A3, ist als Zeichen
fiir eine Sequenz-Homogenisierung zu werten. Die Basen-Unterschiede wurden jeweils
iiber 50 bp summiert und in einer Siule zusammengefaflt.

in Abbildung 4.23 gezeigt. Da die hier beschriebenen Konversions-Ereignisse nicht
auf die kodierenden Regionen der Gene beschrankt sind, sondern auch die nicht-
transkribierten 5°- und 3‘-Bereiche umfassen, scheint die Moglichkeit, dafl ein RNA-
bzw. cDNA-Intermediat an dem Proze beteiligt war, ausgeschlossen zu sein. Die
Rekombination zwischen einer chromosomalen Genkopie mit einer extrachromoso-
malen cDNA ist jedoch theoretisch denkbar und konnte bei Hefe nachgewiesen wer-
den (Melamed et al., 1992; Derr und Strathern, 1992).

Genkonversionen sind in der Regel auf Bereiche mit guter Sequenz-Ubereinstim-
mung begrenzt. Mitglieder von Genfamilien weisen haufig nur leicht unterschiedli-
che Sequenzen auf und sind somit ein bevorzugter Angriffspunkt fiir Konversions-
Ereignisse. So sind beispielsweise bei den a-Amylase Genen von Drosophila aus-
schliefllich die kodierende Sequenz sowie unmittelbar flankierende nichtkodierende
Bereiche betroffen (Hickey et al., 1991). Bei den Globin-Genen von Caenorhabditis
sind Konversionen sogar auf die Exons beschrankt (Kloek et al., 1996). Sequenz-
Unterschiede unterdriicken hingegen eine effiziente Rekombination. Die hohe Sequenz-
Ubereinstimmung der Gene Cte 7A7 und Cte 7A8, kombiniert mit ihrer inversen Ori-
entierung und ihrem geringen Abstand, kénnte eine Paarung ihrer Sequenzen zusétz-
lich begiinstigt haben. Ein Crossing-over und die Reparatur der Basenfehlpaarungen
fithrte anschliefend zur Genkonversion. Die hohe Sequenz-Identitit der resultieren-
den Gene konnte nun wiederum ein oder mehrere weitere Konversions-Ereignisse
unterstiitzt haben. Dafl kurze Abstédnde und invertierte Genanordnung in einer effi-
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Abbildung 4.23 Legende siehe folgende Seite
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Abbildung 4.23: Der Mechanismus der Genkonversion

Die Darstellung zeigt schematisch den Sequenztransfer ausgehend von dem
Himoglobin-Gen Cte 7TA8 auf das benachbarte Gen Cte 7TA7. Aufgrund der hohen
Sequenz-Ubereinstimmung und gegensinnigen Orientierung der beiden Gene erfolgt
ihre Paarung innerhalb der Chromatide (A). Nach einem Einzelstrangbruch kann ein
Strangaustausch zwischen den beiden Rekombinationspartnern stattfinden. Dieser re-
sultiert in der Ausbildung einer Heteroduplex-DNA (B). Durch Entfernen eines der
beiden Stringe und Schlieflen der entstandenen Liicke mittels DN A-Neusynthese wer-
den Basenfehlpaarungen innerhalb des Heteroduplex-Bereichs eliminiert. Die Rich-
tung der Sequenziibertragung ist hierbei zufillig (C). Durch diesen Reparaturme-
chanismus werden innerhalb des rekombinierten Bereichs die Sequenzen der beiden
Gene aneinander angeglichen. Das Modell basiert in seinen Grundziigen auf dem von
Robin Holliday (1964) postulierten Mechanismus der Rekombination zwischen homo-
logen DN A-Molekiilen.

zienten Homogenisation resultieren, zeigte sich bereits am Beispiel der Hamoglobin-
Gene von C. pallidivittatus (Hankeln et al., 1998). Auch fiir die Homogenisierung der
a-Amylase Gene von Drosophila, die, anders als die Haimoglobin-Gene, durch einige
tausend Basenpaare getrennt sind, soll die invertierte Orientierung verantwortlich
sein (Hickey et al., 1991). Gen-Subfamilien wie die der 7A-Hémoglobin-Gene von
C. tentans bieten unter diesen Aspekten das ideale Substrat fiir Genkonversionen
und somit fiir eine konzertierte Evolution. Nicht immer resultieren Genkonversionen
in einer Angleichung von Genen. Insbesondere beim Transfer kurzer Sequenzab-
schnitte kann die Diversitdt von Mitgliedern einer Sequenzfamilie erh6ht werden
(Baltimore, 1981). So entstehen beispielsweise in der Tomate durch Genkonversion
neue Varianten von Genen, die eine Resistenz gegeniiber Pilzen vermitteln (Parniske
et al., 1997). In jedem Falle iiberlagern und verdecken derartige Prozesse diejenigen
Unterschiede, die sich zwischen Genkopien durch zufallsgeméfie Mutation anhéufen.
Eine Interpretation der Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen Genen wird somit er-
schwert und ist nicht selten nur durch Einbeziehung weiterer orthologer Gene aus
verwandten Spezies moglich.

4.4 Vergleichende Analyse von Himoglobin-Gengruppen
in unterschiedlichen Chironomiden-Spezies

Neben dem Vergleich paraloger Sequenzen ermdglicht es haufig erst die vergleichende
Analyse von Hamoglobin-Gengruppen aus verschiedenen Chironomiden-Arten, die
Evolution dieser Multigenfamilie besser zu verstehen. Ausgehend von den bislang
erhobenen Daten erscheint es sicher, daf3 die schrittweise erfolgten Genduplikatio-
nen mit einer anschlieBenden Diversifizierung der Gene der wichtigste Prozef bei der
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Entstehung der Hamoglobin-Genfamilie der Chironomiden ist. Ungleiches Crossing-
over sollte dementsprechend zu Unterschieden im Genbestand und der Anordnung
der Gene in unterschiedlichen Arten fithren. Durch die klare Zuordnung der ortholo-
gen Gene in mehreren Spezies (siehe Kapitel 4.1) 148t sich das evolutionére Schicksal
einzelner Gen-Varianten wahrend der Speziation verfolgen. Fiir die Gen-Gruppe D
liegen Daten aus den Arten C. thummi, C. piger und C. melanotus vor, die gréfe-
re zusammenhéngende Cluster-Bereiche abdecken und zu Sequenz-Vergleichen mit
C. tentans herangezogen werden sollen (Hankeln et al. (1998); Rozynek et al. (1991);
Trewitt et al. (1995); Gruhl et al. (1997), Hankeln in Vorbereitung).

4.4.1 Die VIIB-Region der Arten C. tentans, C. thumms und C. piger

In den drei Chironomus-Arten C. tentans, C. thummi und C. piger liegen die ortho-
logen Bereiche zwischen den Genen Y und 7B10 vollstédndig sequenziert vor (Trewitt
et al., 1995; Hankeln und Schmidt, 1991). In Abb. 4.24 ist ihre genomische Organi-
sation und der Genbestand im Vergleich gezeigt. Um die verwandtschaftlichen Be-
ziehungen der Gene zueinander darzustellen, wurde ein MP-Baum berechnet (siche
Abb. 4.25). Die Anordnung der Hiamoglobin-Gene innerhalb der Region zeigt, dafl
in allen drei untersuchten Arten die ,,single copy “-Gene riaumlich getrennt von der
7B-Gen-Subfamilie liegen. Auch weisen ,,single copy “-Gene und die Mitglieder der
7B-Subfamilie eine Reihe sehr unterschiedlicher Charakteristika auf.

Die ,,single copy “-Gene sind zwischen den Arten sehr gut konserviert: orthologe
Gen-Varianten sind einander &hnlich und weisen deutliche Unterschiede zu paralo-
gen Hamoglobin-Genen auf. Im MP-Baum bilden die orthologen Varianten daher
definierte Gruppen. Auch die Clusterstruktur und rdumliche Ausdehnung ist im
Bereich der singulédren Varianten gut erhalten.

Ganz andere Verhéltnisse sind innerhalb der Subfamilie zu finden. Die Sequen-
zen der paralogen Genkopien sind einander so dhnlich, dafl es in der Regel nicht
moglich ist, ihre orthologen Partner aus den anderen Spezies zu identifizieren. Im
MP-Baum bilden die paralogen Varianten daher Gruppen. Nur das Gen 7B7 ist zwi-
schen allen drei Arten konserviert und kann aufgrund seiner Sequenz den orthologen
Partnern zugeordnet werden. Erst der Vergleich der Intergen-Regionen ermoglichte
es, im Bereich der 7B-Subfamilie orthologe Sequenz-Abschnitte zwischen den drei
Arten zu identifizieren. Ein solcher Befund war insofern unerwartet, als die schnell
evolvierenden Intergen-Regionen keine signifikanten Ubereinstimmungen zwischen
den nur entfernt verwandten Arten C. tentans und C. thummi aufweisen sollten. In-
nerhalb der Region der ,single copy“-Gene beschrénken sich die Ubereinstimmun-
gen der Intergen-Regionen auch erwartungsgeméfl auf die Promotorregionen und
die 3° nicht-translatierten Bereiche der Gene. Die exakten Grenzen der orthologen
Intergen-Regionen, sowie der Grad der Ubereinstimmung ist im Anhang gezeigt.
Die Abbildung 4.24 gibt das Ergebnis schematisch wieder. Aufgrund der Intergen-
Regionen ist es demnach mdglich, die 7B-Varianten aus C. tentans ihren orthologen
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Genen aus C. thummi und C. piger zuzuordnen. Es zeigt sich, dafl alle in C. thum-
mi beschriebenen 7B-Gene auch in C. tentans vorhanden sind und in identischer
Reihenfolge vorliegen. Diese Clusterstruktur spiegelt daher mit groler Wahrschein-
lichkeit den urspriinglichen Zustand wider. Unterschiede in der Clusterstruktur der
Art C. piger sind demnach abgeleitet. Bereits 1991 konnte gezeigt werden, dafi C. pi-
ger zwei 7B-Gene durch eine Deletion verloren haben muff (Hankeln und Schmidt,
1991; Trewitt et al., 1995). Weiterhin bedeutet dieser Befund, dafl die intraspezifi-
sche Ahnlichkeit zwischen Genen als starkes Indiz fiir eine innerartliche Sequenzan-
gleichung gewertet werden mufl. Wie bereits aus dem Vergleich der paralogen Gene
hervorging, sind es die Gen-Subfamilien, die in einem besonderen Mafle der Sequenz-
Homogenisierung unterliegen. Die Intergen-Regionen evolvieren offenbar nicht kon-
zertiert. Ein moglicher Grund hierfiir mag sein, daf die wahrscheinlich funktionslosen
Intergen-Regionen nach einer Genduplikation vergleichsweise rasch ein initiales Maf3
an Sequenz-Unterschieden anhéufen, das sie effizient vor Angleichungsprozessen be-
wahrt. Ahnliches kénnte auf die singuléren Gen-Varianten zutreffen, die offenbar
ebenfalls von Homogenisierung weitgehend unbetroffen bleiben. Man konnte spe-
kulieren, dafl diese Gene nach ihrer Duplikation moglicherweise einer Selektion auf
adaptive Verdnderungen hin unterlagen, die einer Homogenisierung entgegen wirkte.

Zusétzlich zu den 7B-Varianten von C. thummi finden sich in C. tentans die
Gene 7B12 und 7B13. Sie besitzen eine selbst fiir Mitglieder einer Gen-Subfamilie
iiberdurchschnittlich hohe Sequenz-Identitit von 99,4 %. Die flankierenden Intergen-
Regionen dieser Gene zeigen eine Sequenz-Ubereinstimmung mit der Region zwi-
schen den Genen Ctt Z und Ctt 7B7. Dies konnte als Hinweis auf eine nachtréagliche
Entstehung dieser beiden Gene in C. tentans nach Aufspaltung der Arten gewertet
werden. Auch eine Deletion im gemeinsamen Vorfahren von C. tentans und C. thum-
me konnte diese Beobachtung erkléren.
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Abbildung 4.24: Organisation der 7B-Region im Vergleich

Aus den Spezies C. tentans, C. thummi (Trewitt et al., 1995) und C. piger (Hankeln
und Schmidt, 1991) kann ein orthologer Bereich verglichen werden, der die Gene
Y-7B10 umfafit. In allen drei Spezies zeigen die 7TB-Gene eine grofie innerartliche
Sequenz-Ubereinstimmung. Sie konnten nur auf Grundlage der Intergen-Regionen
ihren orthologen Verwandten zugeordnet werden. Sequenz-Ubereinstimmungen sind
durch &dhnliche Farben gekennzeichnet. Der Vergleich der Intergen-Regionen zeigt
auch, dafl die Gene der 7B-Subfamilie starken Rearrangements seit der Trennung
der Arten unterlagen. Selbst die Schwester-Arten C. thumm: und C. piger weisen
tiefgreifende Unterschiede in der Anzahl und Anordnung der einzelnen 7B-Varianten
auf. Im Gegensatz dazu sind die in nur einer Kopie vorliegenden Himoglobin-Gene Y,
W, V, und Z in ihrer Position stabil. Die orthologen ,,single copy “-Gene sind einander
dhnlicher als die paralogen Varianten.
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Abbildung 4.25: Phylogenetischer Baum orthologer Himoglobine aus der 7B-Region

Basierend auf dem Vergleich der Aminosiure-Sequenzen wurde ein MP-Baum fiir die
Spezies C. tentans, C. thummsi und C. piger berechnet. Alle ,,single copy‘“-Varianten
werden ihren orthologen Partnern zugeordnet. Diese Verzweigungen werden mit si-
gnifikanten Bootstrap-Werten unterstiitzt (500 Replikationen). Innerhalb der 7B-
Subfamilie hingegen bilden die paralogen Himoglobine aus C. tentans eine separate
Gruppe. Einzig die Variante 7B7 kann ihren orthologen Partnern aus C. thummi und
C. piger zugeordnet werden. Die Himoglobine aus den drei Arten sind durch unter-

schiedliche Farben gekennzeichnet.
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4.4.2 Die II3-Region der Arten C. tentans, C. thummsi und
C. melanotus

In den drei Chironomus-Arten liegen orthologe Sequenzen aus dem Cluster-Bereich
vor, der die Gene 8 bis 7TA1 umfafit (Gruhl et al. (1997), Hankeln, Giittler und
Schmidt in Vorbereitung). Die Abb. 4.26 zeigt die genomische Organisation, sowie
den Genbestand dieser Region im Interspezies-Vergleich. Um die verwandtschaft-
lichen Beziehungen der Gene zueinander darzustellen, wurde ein MP-Baum auf
Grundlage der Aminosdure-Sequenzen berechnet (siehe Abb. 4.27). Es ist anhand
dieses Stammbaumes moglich, die orthologen Gene zu identifizieren.

In C. thummi wurden die Gene Ctt 11, Ctt 12, Ctt 13, Ctt 28, Ctt 9.1 und Ctt 7A
beschrieben. Bei dem Héamoglobin-Gen Ctt 13 handelt es sich um ein Pseudogen,
welches vermutlich durch die Insertion eines Transposons inaktiviert wurde (Gruhl
et al., 1997). In C. melanotus sind die Gene Cme 8, Cme ORF7, Cme ORF5, Cme
ORF2, Cme ORFB und Cme 28 bekannt. Die Sequenz des Gens Cme 9 liegt nur teil-
weise vor (Hankeln, Giittler und Schmidt, in Vorbereitung). Alle diese Gene besitzen
mindestens einen orthologen Partner in C. tentans. Die Gene Ctt 11, Cme ORF2 und
Cte ORF B bilden eine Verwandtschaftsgruppe. Die nahe Sequenz-Verwandtschaft
der Gene Ctt 11 und Ctt 12 zu dem Pseudogen ORF B von C. tentans wurde bereits
1997 von Gruhl und Mitarbeitern beobachtet. Sie folgerten hieraus eine Orthologie
dieser Gene. Die Anordnung der Gene innerhalb des Genclusters in umgekehrter
Reihenfolge sollte durch ein Rekombinations-Ereignis erkléart werden. Zusétzlich zu
dem ORF B besitzt C. tentans jedoch drei weitere Gene, welche eine signifikante
Sequenz-Ubereinstimmung zu den Hamoglobinen 11 und 12 von C. thummi auf-
weisen. Im Gegensatz zu dem ORF B stimmt ihre Anordnung und Orientierung
innerhalb der Gengruppe mit den Genen Ctt 11 und Ctt12 iiberein. Sowohl die Clu-
sterstruktur, als auch die Sequenz-Ubereinstimmung sprechen somit dafiir, da diese
Gene in C. tentans und C. thummi ortholog sind. Sie wurden dementsprechend in
C. tentans als Cte 11, Cte 12-1 und Cte 12-2 bezeichnet. Auch bei dem als ORF B
beschriebenen Gen aus C. melanotus scheint es sich um eine orthologe Variante
der Gene Cte 12 und Ctt 12 zu handeln. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
von Gruhl (1997) ist das Gen Cte ORF A und das Pseudogen Ctt 13 auf einen
gemeinsamen Vorfahren zuriickzufiihren.

Der unterschiedliche Umfang der orthologen Regionen in den vier Spezies 148t
bereits vermuten, dafl Rearrangements der Genanordnung wéhrend der Speziation
nicht selten sein diirften. In der Tat konnten in bislang allen ausgewerteten Inter-
spezies-Vergleichen Unterschiede in der Zahl und Anordnung von Hamoglobin-Genen
beobachtet werden (Hankeln und Schmidt, 1991; Hankeln et al., 1998; Trewitt et al.,
1995). Auch die hier gezeigten Vergleiche belegen, dafi Genvermehrung und -verlust
ein charakteristisches Merkmal fiir die Evolution der Genfamilie ist. Dies hat dazu
gefithrt, dafl jede Zuckmiicken-Spezies einen individuellen, charakteristischen Be-
stand an Hamoglobin-Genen aufweist. Ein Beispiel fiir eine auf die Art C. tentans
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Abbildung 4.26: Die Organisation der II3-Region im Vergleich

Aus den Spezies C. tentans, C. thummi (Gruhl et al., 1997) und C. melanotus (Han-
keln, Giittler und Schmidt in Vorbereitung) kann ein orthologer Bereich verglichen
werden. Dieser umfaf3it die Gene 8-7A1. Orthologe Gene sind durch identische Farben
kenntlich gemacht. Die drei Spezies weisen ein leicht unterschiedliches Repertoire an
Himoglobin-Genen auf: Wihrend das Gen 12 in C. tentans dupliziert vorliegt, fehlt
den Spezies C. thummi und C. melanotus aller Voraussicht nach der ORF B. Ein or-
thologes Gen der Variante Ctt13/CteORFA ist in C. melanotus nicht vorhanden. Bei
den Genen Cte ORF B und Ctt 13 handelt es sich um Pseudogene. Die Anordnung
der orthologen Gene ist wihrend der Speziation erhalten geblieben. Die Verteilung
von Introns ist unterschiedlich in den drei Spezies. Sie sind durch einen Balken im
Gensymbol dargestellt. Das Gen fiir ein Glukose-Transportprotein (Glut) ist an iden-
tischen Positionen im Genom von C. tentans und C. melanotus lokalisiert.

beschrinkte rezente Duplikation sind die Gene Cte 12-1 und Cte 12-2, die sowohl in
C. thumms als auch in C. melanotus in nur einer Kopie vorhanden sind. Das ortho-
loge Gen zu dem Genpaar Cte ORFA und Ctt 13 ist in C. melanotus offensichtlich
verloren gegangen. Moglicherweise sind Crossing over-induzierte Schwankungen der
Kopienzahl besonders héufig in Gen-Subfamilien, die mit ihrer Anzahl benachbar-
ter, grofitenteils sehr dhnlicher Genkopien ein bevorzugtes ,,Substrat® fiir derartige
Ereignisse darstellen sollten (Hankeln et al., 1998). Ein Beispiel fiir die Entstehung

141



4  Diskussion

Abbildung 4.27: Phylogenetischer Baum orthologer Himoglobine aus der II3-Region

Auf Grundlage der Aminosidure-Sequenzen wurde ein MP-Baum fiir Arten C. tent-
ans, C. thummi und C. melanotus berechnet. Orthologe Gene aus der IIf}-Region
koénnen hierdurch identifiziert werden. Ein Bootstrap-Test wurde mit 500 Replikatio-
nen durchgefiihrt. Die kalkulierten Werte sind an den Asten vermerkt. Die Himoglo-
bine aus den drei Arten sind durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet.

von drei neuen Genen durch Rekombination innerhalb einer Subfamilie sind die 7TA-
Varianten in C. tentans. Die sogenannten ,,single copy “~-Hamoglobin-Gen-Varianten
sind im Gegensatz dazu im interspezifischen Vergleich deutlich stiarker in ihrer An-
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4.5 Das evolutionire ,,Schicksal*“ von Genduplikaten

Innerhalb der Sdugetiere weisen unterschiedliche Himoglobine einen unterschiedli-
chen Konservierungsgrad zwischen verschiedenen Arten auf. Es gibt hoch konser-
vierte Hamoglobin-Varianten, wie beispielsweise das embryonale €2 und variable
Formen, wie die #-Varianten (Koop und Goodman, 1988; Cooper und Hope, 1993).
Auch innerhalb der Chironomiden konnte dieses Phdnomen beobachtet werden. So
weist die Variante E einen weit iiberdurchschnittlich hohen Grad der Konservie-
rung auf Aminoséure-Ebene zwischen den Arten C. pallidivittatus und C. thummi
auf, wihrend das Hamoglobin IV grofileren Sequenz-Verdnderungen unterlag (Han-
keln et al., 1998). Die Anzahl der Basensubstitutionen zwischen zwei orthologen
Genen kann als Maf fiir die Evolutionsgeschwindigkeit angesehen werden. Um den
evolutiondren Abstand zwischen Genen zu beschreiben, ist es erforderlich, zwischen
synonymen Basenaustauschen, die keine Auswirkungen auf die Aminoséiure-Sequenz
haben und nicht-synonymen Substitutionen, die zu dem Austausch einer Aminoséure
fithren, zu unterscheiden. In vielen Genen héufen sich synonyme Substitutionen pro-
portional zur Zeit an und dienen daher als Referenzwert fiir den evolutionidren Ab-
stand zweier Gene. Im Gegensatz hierzu unterliegen die nicht-synonymen Substitu-
tionen dem Einflul der Selektion. Fiir die Funktion des Proteins nachteilige Muta-
tionen werden eliminiert, wahrend adaptiv wertvolle Mutationen unter dem Einfluf3
der ,,positiven Selektion in der Population fixiert werden konnen. Das Verhéltnis
der nicht-synonymen Substitutionsrate KA zur synonymen Substitutionsrate KS
reflektiert somit den Einflufl der Selektion beim Vergleich zweier Gene. Um die evo-
lutiondren Kréfte zu untersuchen, die auf die Mitglieder der Himoglobin-Genfamilie
einwirken, wurden die Raten von nicht-synonymen Substitutionen und synonymen
Substitutionen zwischen orthologen Genen bestimmt. Die errechneten Werte wur-
den nach einem statistischen Modell korrigiert, um das Auftreten multipler Basen-
austausche wihrend der Evolution zu beriicksichtigen (Jukes und Cantor, 1969).
Die Tabelle 4.7 zeigt die evolutiondren Raten der Chironomiden-H&moglobine. Sie
wurden fiir 16 orthologe ,,single copy “-Gene und die 7B-Gen-Subfamilie getrennt
betrachtet.

Unter der Voraussetzung, daf§ die synonymen Substitutionen weitgehend neu-
tral sind, d.h. nicht den Einfliissen der Selektion unterliegen (Wolfe et al., 1989;
Li, 1997), sollten sie sich proportional zur Zeit anhdufen. Die Hohe des KS-Wertes
sollte demnach durch den Zeitpunkt der Trennung der Gene und ihrer Evolutions-
rate bestimmt werden. Synonyme Substitutionen werden daher haufig als Maf3 fiir
eine molekulare Uhr verwendet und kénnen Auskunft iiber den Zeitpunkt geben, an
dem Arten sich voneinander getrennt haben (Uberblick in Ayala (1997)). Auch die
Héamoglobin-Gene der Chironomiden wurden als molekulare Marker fiir die Spezia-
tion verwendet. Die Beispiele zeigen jedoch, dafi die auf Grundlage der KS Werte
ermittelten evolutiondrer Absténde zwischen den untersuchten Genen stark schwan-
ken. So wurde anhand der Hamoglobin-Gene 28 und 9 eine getrennte Entwicklung
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A KA KA KA
Variation um Faktor | Durchschnitts-Wert

single copy-Gene

C. tentans/ 0,119-0,139 | 0,7 0,131

C. thummi W: 0,063 incl. W: 2,2 incl. W: 0,225
single copy-Gene

C. tentans/ 0,094-0,196 | 2,09 0,147

C. melanotus 8:00,1 incl. 8: 3,37 incl. 8: 0,137
7B-Subfamilie

C. tentans/ 0,06-0,104 1,73 0,08

C. thummi
7B-Subfamilie

paraloge Gene 0,003-0,016 | 5,33 0,007
(homogenisiert)
B KS KS KS

Variation um Faktor | Durchschnitts-Wert

single copy-Gene
C. tentans/ 0,381-0,856 | 2,25 0,644
C. thummi
single copy-Gene
C. tentans/ 0,511-1,019 | 2,02 0,743
C. melanotus
7B-Subfamilie
C. tentans/ 0,360-0,672 | 1,87 0,44
C. thummi
7B-Subfamilie

paraloge Gene 0,008-0,05 6,25 0,027
(homogenisiert)
C KA/KS KA/KS KA/KS
incl. der Gene W | Variation Durchschnitts-Wert
und 8 um Faktor
single copy-Gene
C. tentans/ 0,094-0,336 3,57 0,214 ohne Gen W
C. thummi (incl. W um Faktor 2,3 kleiner)
single copy-Gene
C. tentans/ 0,087-0,275 3,16 0,202 ohne Gen 8
C. melanotus (incl. 8 um Faktor 2,3 kleiner)
7B-Subfamilie
C. tentans/ 0,097-0,245 2,53 0,192

C. thummi

7B-Subfamilie
paraloge Gene 0,088-0,375 4,26 0,284
(homogenisiert)

Tabelle 4.7: Evolutionire Raten der Himoglobin-Gene des Clusters D

Die Anzahl der synonymen-, sowie der nicht-synonymen Austausche wurde aus dem
Vergleich von 8 orthologen single copy-Genen der Arten C. tentans und C. thumms,
sowie 8 orthologen single copy-Genen der Arten C. tentans und C. melanotus er-
mittelt. Innerhalb der 7B-Subfamilie konnten 7 orthologe Gene von C. tentans und
C. thummi verglichen werden (A und B). Die KA-Werte der Hiamoglobin-Gene W
und 8 sind gesondert aufgefiihrt, da sie signifikant von dem Durchschnittswert aller
anderen Gene abweichen. Der Grad der Konservierung der Hiamoglobine auf Protein-
Ebene ldf3t sich aus dem Verhiltnis KA /KS ersehen (C). Werte <1 deuten darauf
hin, daf} die Gene unter dem Einfluf3 der reinigenden Selektion stehen und an ihre
Funktion sehr gut angepaf3t sind.
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der Arten C. thummi und C. tentans iiber einen Zeitraum von 60 Millionen Jah-
ren postuliert (Kao et al., 1994). Hankeln und Mitarbeiter postulierten hingegen
eine Trennung dieser Verwandtschafts-Gruppen vor nur 30 Millionen Jahren, auf
Grundlage der Hamoglobin-Gengruppe E. Die hier vorliegenden Daten resultieren
aus dem Vergleich von acht orthologen ,,single copy “-Genen der Arten C. tentans
und C. thummi, sowie acht orthologen ,,single copy“-Genen der Arten C. tentans
und C. melanotus. Innerhalb der 7B-Subfamilie konnen 7 orthologe Gene von C. ten-
tans und C. thummi verglichen werden. Sowohl innerhalb der ,,single copy “-Gene,
als auch innerhalb der 7B-Subfamilie variieren die errechneten KS-Werte um den
Faktor 2 (siche Tab. 4.7a). Die synonymen Substitutionen scheinen sich entgegen
der Voraussage nicht streng proportional zur Zeit anzuh&ufen.

Die paralogen 7B-Gene von C. tentans weisen in der Regel eine groBere Uber-
einstimmung zueinander auf als zu ihren orthologen Partnern in C. thummi. Hierfiir
verantwortlich sind vermutlich Sequenz-Konversionen innerhalb der 7B-Gengruppe
von C. tentans, die zu einer Homogenisierung der Gene 7B5/7B6, 7B9/7B10 und
7B4/7B8 gefiihrt haben. Die Tatsache, daf die fiir diese Gene ermittelten KS-Werte
um den Faktor 6 schwanken, 1&8t vermuten, dafl diese Ereignisse zu unterschiedli-
chen Zeiten wihrend der Evolution der 7B-Subfamilie in C. tentans stattfanden.
Dies zeigt, dal interchromosomale Rekombinations-Ereignisse, wie beispielsweise
Genkonversionen, den tatsdchlichen evolutiondren Zeitpunkt der Trennung zwei-
er Gene {iiberdecken konnen. Jedoch nicht nur Mitglieder von Gen-Subfamilien,
sondern auch ,single copy“Gene kénnen ganz oder teilweise von innerartlichen
Konversions-Ereignissen betroffen sein. So wurde voraussichtlich ein Intron zwischen
den Hamoglobin-Genen 28 und 9 von C. thummi durch Genkonversion {ibertra-
gen (Kao et al., 1994; Hankeln et al., 1997). Neben dem Intronbereich sind zusétz-
lich auch Bereiche der kodierenden Region von diesem Ereignis betroffen. Im Ver-
gleich dieser Gene mit ihren orthologen Partnern aus anderen Arten kénnen somit
synonyme Substitutionen vorgetduscht werden, die nicht im Laufe der Zeit konti-
nuierlich durch einzelne Mutationsereignisse angesammelt wurden, sondern ihren
Ursprung moglicherweise in einem singuldren Rekombinations-Ereignis haben. Da
Mitglieder von Genfamilien den hier ermittelten Daten zufolge besonders héaufig
Rekombinations-Ereignissen unterliegen, die zu einer nachtraglichen Verédnderung
ihrer Sequenzen fithren, sind sie moglicherweise schlechte Kandidaten fiir die Er-
mittlung evolutionérer Distanzen zwischen verschiedenen Arten.

Auch der Anteil nicht-synonymer Basensubstitutionen und damit der Grad an
Sequenz-Konservierung auf Aminosdure-Ebene schwankt bei den verglichenen or-
thologen Genen stark. Zwischen den Arten C. tentans und C. thummi variieren
die KA-Werte um den Faktor 2, zwischen den Arten C. tentans und C. melanotus
sogar um den Faktor von 3,4. Das Verhéltnis nicht-synonymer Substitutionen zu
synonymen Substitutionen (KA /KS) spiegelt den unterschiedlichen Grad der Kon-
servierung der Protein-Sequenzen und somit den unterschiedlichen Selektionsdruck
wider, der auf den verschiedenen Varianten liegt. Im Interspezies-Vergleich {ibert-
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rifft die synonyme Substitutionsrate zumeist deutlich die nicht-synonyme Substitu-
tionsrate (KA/KS «1). Sowohl bei den Gen-Einzelkopien, als auch bei den Gen-
Subfamilien treten synonyme Substitutionen im Durchschnitt 5mal héufiger auf als
nicht-synonyme Austausche. Dies zeigt, dal die Gene unter dem Einflu} der stabi-
lisierenden Selektion stehen und an ihre Funktionen sehr gut angepafit sind. Eine
mogliche Beeinflussung der Funktion durch eine Sequenzénderung auf Aminoséure-
Ebene wird nicht toleriert. Den hochsten Grad der Sequenz-Konservierung weisen
die Hamoglobin-Gene W und 8 auf. Bei einer durchschnittlichen Anzahl synonymer
Basenaustausche besitzen sie eine nur geringe Menge nicht-synonymer Substitutio-
nen. Das Verhéltnis von KA zu KS von 0,09 liegt daher bei den Hidmoglobinen
W und 8 um mehr als 50% unter dem Durchschnittswert von 0,2 fiir ,,single copy “-
Varianten. Moglicherweise deutet dies auf eine spezifische, physiologisch bedeutsame
Funktion der Gene W und 8 hin.

Die Gene Cte 12-1 und Cte 12-2 sind in C'. tentans durch eine rezente Duplikation
entstanden. Im Vergleich miteinander weisen sie als einziges Genpaar ein erhohtes
Verhéltnis an nicht-synonymen Substitutionen zu synonymen Substitutionen auf
(KA/KS=1,1). Dies deutet darauf hin, dafl diese Gene im kurzen Zeitraum ihrer
getrennten Evolution keine groflere Anzahl synonymer Substitutionen ansammeln
konnten. Stark erhohte KA /KS-Verhiltnisse sind hiufig zwischen Genabschnitten
zu beobachten, die auf eine bestimmte Funktion hin selektiert werden (z.B. variable
Regionen von Immunglobulinen, Li (1997)). Auch die Inaktivierung eines Gens 148t
den KA-Wert ansteigen. In vollig frei mutierenden Kodons kénnte man ein theoreti-
sches Ratenverhiltnis von 3 beobachten (Goodman et al., 1987). Wie dieses Beispiel
zeigt, sind KA/KS Werte grofler 1 nicht immer ein Indiz fiir die Funktionsédnde-
rung oder den Funktionsverlust eines Gens, sie werden auch als Folge eines rezenten
Duplikations-Ereignisses beobachtet.

Die Abbildung 4.28 zeigt graphisch die ermittelten KA- und KS-Werte, sowie ihr
Verhéltnis zueinander fiir alle verglichenen Hamoglobin-Gene. Orthologe Gene der
7B-Subfamilie wurden zwischen den Spezies C. tentans und C. thummsi verglichen.
Des weiteren ist der Einflufl der Genkonversion auf synonyme- und nicht-synonyme
Substitutionsraten an Beispielen aus den Gen-Subfamilien 7A und 7B von C. tentans
gezeigt. Die Auswirkungen von Genduplikationen auf die Anzahl synonymer- und
nicht-synonymer Substitutionsraten 148t sich anhand der Gene Ctel2-1/Ctel2-2,
sowie Cte7A4/Cte TA6 beschreiben.

Ein Vergleich von Nukleotid-Substitutionsraten zwischen Genen kann somit hel-
fen zu erkennen, ob Gen-Duplikate der stabilisierenden oder adaptiven Selektion
unterliegen, ob sie konzertiert evolvieren oder ob sie als funktionslose Pseudogene
im Genom existieren. In Unkenntnis der detaillierten Genfunktion kann man so in-
direkt auf die Bedeutung eines Gens schlieflen. Dies ist umso notwendiger, wenn
bislang keine Daten iiber die RNA oder korrespondierende Proteine vorliegen. Die
Abb. 4.29 zeigt zusammengefalt das mogliche Schicksal von Genkopien.
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Abbildung 4.28 Legende siehe folgende Seite
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Abbildung 4.28: Synonyme- und nicht-synonyme Substitutionsraten im Vergleich

Zwischen den Chironomus-Arten C. tentans und C. thummi, sowie zwischen C. tent-
ans und C. melanotus wurden je 8 orthologe ,,single copy “-Gene verglichen (A und B).
Das Balkendiagramm C zeigt den Vergleich der 7B-Subfamilie in den Arten C. tent-
ans und C. thummi. Die korrigierten Werte fiir synonyme Substitutionen (KS), sowie
fiir nicht-synonyme Substitutionen (KA) sind an der Y-Achse aufgetragen. Die ver-
glichenen Genpaare an der X-Achse. Der KS-Wert iibersteigt den KA-Wert hiufig
um ein Vielfaches. Das KA /KS-Verhiltnis spricht somit bei allen Vergleichen fiir eine
funktionelle Konservierung der Himoglobin-Gene. Eine auffillig geringe Anzahl syno-
nymer Austausche findet sich bei den Genen Cte9 und Ctt9. Dies fiihrt, bei einem
durchschnittlichen KA-Wert, zu einem leicht erhéhten Verhiltnis von KA /KS. Die
Genpaare Cte 8/Cme 8 und Cte W/Ctt W weisen eine sehr geringe Anzahl nicht-
synonymer Substitutionen (KA < 0,06) bei durchschnittlichen KS-Werten auf. Dies
resultiert in einem geringen KA /KS-Verhiltnis und signalisiert den hohen Konservie-
rungsgrad der Gene 8 und W.

Durch Gen-Duplikation und Genkonversion wird die Anzahl von synonymen und
nicht-synonymen Austauschen aneinander angeglichen (D). Das paraloge Gen-Paar
Cte 12-1/Cte 12-2 weist mdglicherweise aufgrund seiner rezenten Duplikation ein
KA /KS-Verhiltnis von 1 auf.
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Abbildung 4.29: Das mégliche Schicksal von Genkopien nach einem Duplikations-
Ereignis

Genfamilien entstehen durch schrittweise Duplikation und anschlieBender Modifizie-
rung der Genkopien. Durch Deletion oder Inaktivierung kénnen Gen-Duplikate wieder
verloren gehen. Die stabilisierende Selektion stellt sicher, daf3 funktionell bedeutsame
Gene in ausreichender Menge zur Verfiigung stehen. Durch adaptive Verdnderungen
einer Genkopie kénnen Varianten mit verdnderter Funktion entstehen.
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4.6 Aussichten und offene Fragen

Umfassende phylogenetische Analysen der Chironomiden-Hémoglobine zeigen die
Dynamik der Entwicklung dieser Multigenfamilie auf. Die Sequenz-Vergleiche para-
loger, sowie orthologer Gene ermoglichen es, die Mechanismen der Evolution aufzu-
zeigen und das Schicksal einzelner Gen-Varianten zu rekonstruieren. Dennoch ist
die funktionelle Bedeutung der ungewchnlichen Multiplizitdt der Chironomiden-
Hémoglobine bislang ungekléart. Dient die grofle Zahl verschiedener Hamoglobine
ausschliefflich dazu, eine moglichst hohe Dosis an Hamoglobin-Molekiilen bereitzu-
stellen (Trewitt et al., 1995; Gruhl et al., 1997), oder besitzen einzelne Varianten
eine spezifische, fiir das Uberleben der Larven bedeutsame Funktion? Die iiberdurch-
schnittliche Konservierung einzelner Gene, insbesondere der ,,single copy “-Varianten
iiber evolutionér lange Zeitrdume hinweg, scheint diese Hypothese zu unterstiitzen.
Des weiteren scheint der Funktionsverlust einzelner Varianten von erheblichem Nach-
teil zu sein, denn trotz des groflen Vorrats an Genen wurde nur der ORF B als
einziges Pseudogen in C. tentans sicher identifiziert.

Manche Hédmoglobin-Varianten werden wihrend der Ontogenese der Chirono-
miden-Larven differentiell, d.h. nur in bestimmten Stadien exprimiert (Thompson
und English, 1966; Tichy, 1970; Saffarini et al., 1991). Die Transkripte der Hamo-
globin-Gene 1, 4, 7B4 und 7B3 sind ab dem 3. Larvenstadium nachweisbar und
nehmen ab dem 3. Tag des 4. Stadiums stark ab. Hamoglobin 3- und 6-mRNA da-
gegen ist in Stadium 3 nicht nachweisbar und ist in gleichbleibend hohen Mengen
ab dem 2. Tag des 4. Stadiums vorhanden. Diese Expressionsmuster weisen dar-
auf hin, dafl die Protein-Varianten mit groler Wahrscheinlichkeit stadienspezifische
Funktionen erfiillen.

Uber die Transkription der zahlreichen in C. tentans neu gefundenen Gene
ist bislang nichts bekannt. Detaillierte Expressionsstudien dieser Gene in verschie-
denen Entwicklungsstufen und unter verschiedenen Umweltbedingungen sind so-
mit erforderlich. Aufgrund der sehr hohen Sequenz-Ubereinstimmungen mancher
Gen-Varianten haben sich konventionelle Techniken wie S1 Nuklease- oder RNase-
Protektionsexperimente als problematisch erwiesen. Mit Hilfe der , Elektrospray-
lonisierungsmassenspektroskopie “ (ESI-MS) ist es jedoch moglich, Proteine in einem
Gemisch anhand ihres Molekulargewichts zuverlissig zu identifizieren. Von jedem se-
quenzierten Gen kann das Molekulargewicht des kodierten Proteins bestimmt wer-
den und seine Expression durch ESI-MS iiberpriift werden. Erste Ergebnisse lieferten
Untersuchungen von Green et al. (1998). Sie identifizierten in der Himolymphe von
C. thummi Larven des 4. Stadiums mehr als 20 Protein-Varianten. Interessanter-
weise wurden keine Proteine nachgewiesen, die den ,,neuen® Varianten Y, V, W, Z
und E zugeordnet werden konnten. Dies ist auch deshalb erstaunlich, da es sich hier
mehrheitlich um Gene handelt, die zwischen den Arten gut konserviert sind. Dies
gilt insbesondere fiir das Hamoglobin W, wie der Vergleich der Nukleotid-Sequenzen
von C. tentans und C. thummi zeigte. Auch weisen sie alle die strukturellen Cha-
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rakteristika funktioneller Gene auf. Moderne Methoden wie ESI-MS oder auch die
DNA-Chip-Technologie scheinen somit geeignet zu sein, detaillierte Expressionsstu-
dien in C. tentans und weiteren Arten durchzufiihren.

Alle bislang untersuchten Chironomiden-Arten besitzen ein individuelles Sor-
timent von Hémoglobin-Varianten. Es stellt sich daher die Frage, inwiefern die-
ses speziesspezifische Himoglobin-Repertoire die unterschiedlichen Lebensbedingun-
gen der Larven ermoglicht. Die extrem hohe Redundanz der Gene bietet zwei-
fellos die Voraussetzung fiir die adaptive Evolution einzelner Varianten. Beson-
ders die Gen-Subfamilien erweisen sich im Interspezies-Vergleich als extrem varia-
bel in ihrer Gen-Anzahl und -Anordnung. Selbst die Schwester-Arten C. thummi
und C. piger weisen grofie Unterschiede innerhalb der 7B-Subfamilie auf. Gen-
Subfamilien stellen somit speziesspezifische Gen-Gruppen dar und kénnten bei der
Einnischung der Arten in ihre unterschiedlichen Lebensrdume eine wichtige Rolle
gespielt haben. Die Hamoglobin-Multiplizitat konnte demnach auch eine Bedeutung
fiir die Speziation der Chironomiden haben. Um Erkenntnisse iiber den Zusammen-
hang der Gen-Evolution und der Spezies-Evolution zu erhalten, ist es erforderlich,
die einzelnen Varianten physiologisch zu charakterisieren. Die bislang vorliegenden
Ergebnisse bestéitigen, dafl sich einzelne Hamoglobin-Komponenten z.B. in ihren
Sauerstoffbindungs-Eigenschaften unterscheiden kénnen (Weber et al. (1985); Han-
keln, Ungerechts und Schmidt in Vorbereitung). Rontgenstruktur-Analysen kénnen
zusétzlich dazu beitragen die Beziehung zwischen der Protein-Struktur und der
Funktion fiir die einzelnen Varianten getrennt zu ermitteln. Der Austausch einiger
weniger Aminosduren der Hiamtasche kann bereits eine Variation der Sauerstoff-
Affinitdt um das 27 000-fache bewirken.

Héamoglobine und ihre Verwandten weisen im Tier- und Pflanzenreich die unter-
schiedlichsten physiologischen Funktionen auf. So wirkt beispielsweise das Legumi-
nosen-Hamoglobin als Sauerstoff-Falle. Es gewihrleistet so die Sticktoff-Fixierung
der symbiontischen Bakterien (Powell und Gannon, 1988). Auch das Hamoglobin
des Nematoden Ascaris lumbricoides ist aufgrund seiner extrem hohen Sauerstoff-
Affinitét (25000 x hoher als die des menschlichen Hamoglobins) als Sauerstofftrans-
porter ungeeignet. Es fungiert hingegen als NO-abhéngige Deoxygenase und ist so
in der Lage, den gebundenen Sauerstoff enzymatisch umzuwandeln und somit zu
entgiften (Minning et al., 1999). Einige marine Wiirmer (Amphitrite ornata) be-
sitzen das Enzym Dehaloperoxydase. Diese spaltet halogenierte aromatische Ver-
bindungen, die von anderen Polychaeten als chemische Abwehrstoffe ausgeschieden
werden. Wie Lebioda und Mitarbeiter durch Rontgenstruktur-Analysen zeigen konn-
ten, weist dieses Enzym die typische Globinfaltung auf und besitzt eine Aminoséure-
Ubereinstimmung von 20% zu dem Myoglobin des Seehasen (Aplysia). Es ist daher
wahrscheinlich, daf§ es sich von diesem ableitet. Fraglich ist somit auch, ob die Funk-
tion der Chironomiden-Hamoglobine moglicherweise iiber die reiner 0,-Transport-
und Speicher-Molekiile hinausgeht.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 74736 bp genomischer DNA-Sequenz der Hamo-
globingen-Gruppe D aus der Chironomiden Art C. tentans entschliisselt und analy-
siert. Durch Datenbankrecherchen und Sequenz-Vergleiche wurden 29 vollstandige
Héamoglobin-Gene identifiziert und klassifiziert. Es zeigt sich, dafl alle derzeit be-
kannten Hiémoglobin-Gene der Chironomiden auch in C. tentans vorhanden sind.
Zusétzlich konnten in C. tentans sechs neue Hamoglobin-Varianten identifiziert wer-
den, die bislang weder auf Protein- noch auf Gen-Ebene in anderen Spezies nachge-
wiesen wurden. Die Hamoglobin-Gene liegen in dichter Abfolge innerhalb des Clu-
sters, wobei durchschnittlich etwa alle 2 kb ein Gen zu finden ist. Die Abfolge der
Héamoglobin-Gene innerhalb der Gengruppe wird nur an einer Stelle durch ein inter-
spergiertes Gen aus der Familie der Glukosetransporter unterbrochen. Desweiteren
konnten zwei retrotransponierbare Elemente der SINE-Klasse (CP1) innerhalb des
Héamoglobingen-Clusters identifiziert werden. Alle Gene besitzen die fiir ihre Expres-
sion erforderlichen Signalsequenzen, so daf} es sich hochstwahrscheinlich um aktive
Gene handelt. Die abgeleiteten Aminoséure-Sequenzen weisen alle Charakteristika
sauerstofftransportierender Molekiile auf.

Da es sich bei den Hamoglobinen um eine sehr alte Genfamilie handelt, kann die
vergleichende Analyse der Himoglobin-Genstruktur bei Vertebraten, Invertebraten,
Pflanzen und Protozoen zur Rekonstruktion der Intron-Evolution genutzt werden.
Die Konservierung von Intronpositionen in homologen Genen verschiedener Taxa gilt
dabei als Maf} fiir das relative stammesgeschichtliche Alter der Introns. Eine Vielzahl
der Hamoglobin-Gene von Invertebraten weisen ein Intron im zentralen Genbereich
auf. Auch bei einigen Chironomiden-Arten konnten diese ,,zentralen Introns* nach-
gewiesen werden. Die Hamoglobin-Gene von C. tentans galten hingegen bislang als
intronlos. Die vorliegende Untersuchung zeigt, dafl auch zwei Hadmoglobin-Gene die-
ser Spezies je ein kurzes Intron aufweisen. Der Vergleich der Intronverteilung in den
Héamoglobin-Genen der Chironomiden fiithrt zu dem Ergebnis, dafl alle vorhandenen
Introns am sparsamsten (im Sinne des ,,;maximum parsimony “-Prinzips) durch un-
abhéngige Insertionen in ein intronloses Vorlaufer-Hamoglobin-Gen erklart werden
kénnen. Alle bislang in Chironomiden beschriebenen Introns sind mit groffer Wahr-
scheinlichkeit nicht ortholog (Hankeln et al., 1997; diese Arbeit). Das Vorlaufer-
Hémoglobin-Gen in Chironomiden besafl daher vermutlich kein ,,zentrales Intron“.
Die in Chironomiden gefundenen Verhéltnisse stellen somit die von Go (1981) formu-
lierte Hypothese der Urspriinglichkeit des ,,zentralen Introns* in Himoglobin-Genen
in Frage. Die in Invertebraten und Pflanzen beschriebenen ,,zentralen Introns“ sind
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vermutlich nicht homolog und dementsprechend auch nicht auf ein Intron im anze-
stralen Globin zuriickzufiihren. Vielmehr implizieren die in hohem Mafle variablen
Positionen der ,,zentralen Introns“ bei Pflanzen und Invertebraten ihre unabhéngige
Insertion in die jeweiligen Globin-Gene nach der Aufspaltung der Taxa.

Grundsétzlich konnen zwei Klassen von Hamoglobin-Genen in Chironomiden un-
terschieden werden. Die iiberwiegende Mehrzahl der Hamoglobine wird von Genen
kodiert, die nur in einer Kopie im Genom vorliegen. Sie werden dementsprechend
als ,,single copy“ Varianten bezeichnet. Fiir andere Hamoglobin-Varianten konnte
hingegen eine Vielzahl leicht unterschiedlicher Gene beschrieben werden. Diese bil-
den sogenannte Gen-Subfamilien. In C. tentans konnte gezeigt werden, dafl neben
den 7B-Genen auch die 7A-Gene eine eigene Subfamilie bilden. Die ,,single copy“
Varianten zeichnen sich im Interspezies-Vergleich durch ihre konservierte Nukleotid-
Sequenz aus: Sie unterliegen wiahrend ihrer Evolution offenbar einer stabilisierenden
Selektion, d.h. Verdnderungen ihrer Protein-Sequenzen werden nur in geringem Ma-
Be toleriert. Auch ihre rdumliche Anordnung innerhalb der Gengruppe ist zwischen-
artlich konserviert. Der Vergleich der ,,single copy* Varianten innerhalb einer Art
zeigt, dafl diese sehr deutliche Sequenz-Unterschiede zueinander aufweisen. Sie bil-
den somit ein konserviertes Sortiment an Hémoglobin-Genen, das weitgehend vor
der Radiation der Arten entstanden ist und eine iiber die Artgrenzen hinweg un-
verdnderte ,,Hamoglobin-Grundausstattung“ gewahrleistet.

Im Gegensatz hierzu zeichnen sich die Mitglieder von Hamoglobin-Gen-Sub-
familien durch eine hohe Variabilitdt aus: Nukleotid-Sequenz, Anzahl und Orga-
nisation der Gene innerhalb der Genfamilie weisen im zwischenartlichen Vergleich
zahlreiche Unterschiede auf. Es ist daher nur selten moglich allein auf Grundla-
ge der Nukleotid-Sequenzen orthologe Genpaare zu identifizieren. Die orthologen
Gene der 7B-Subfamilie aus C. tentans und C. thummi konnten ausschliefllich
anhand korrespondierender Intergen-Sequenzen einander zugeordnet werden. So-
mit sind die Gen-Subfamilien préaferenziell an der Entstehung eines speziesspezi-
fischen Gen-Repertoires beteiligt. Variationen der Nukleotid-Sequenz, Gen-Anzahl
und Gen-Organisation innerhalb der Subfamilie werden im Gegensatz zu den ,,single
copy “ Varianten in einem hohen Mafle toleriert.

Aufgrund der hohen Sequenz-Ubereinstimmungen zwischen den Mitgliedern der
Gen-Subfamilien unterliegen diese einer Vielzahl von Rearrangements, die in Gen-
Duplikationen, Deletionen und Sequenz-Homogenisierungen resultieren. So fiihr-
ten beispielsweise Genduplikationen durch ungleiches, homologes Crossing-over mit
grofler Wahrscheinlichkeit zur Entstehung und Expansion der 7A-Subfamilie. Auch
die Gene Ctel2-1 und Cte 12-2 sind vermutlich das Ergebnis eines rezenten Duplika-
tions-Ereignisses. Der Mechanismus der Retrotransposition, der zu einer Duplikation
eines 3‘-untranslatierten Bereichs innerhalb der 7A-Subfamilie fithrte, scheint fiir die
Entstehung der H&moglobin-Multiplizitdt in Chironomiden hingegen weniger be-
deutsam zu sein. Innerhalb der 7A-Subfamilie ist eine Angleichung der Gene durch
konzertierte Sequenz-Evolution zu beobachten. Der nukleotidweise Vergleich von
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Gen-Sequenzen zeigt am Beispiel der Gene 7TA7 und 7A8, daf§ die konzertierte Evo-
lution dieser Gen-Varianten auf dem Mechanismus der Genkonversion beruht. Auch
die Gen-Subfamilie 7B unterliegt offenbar in hohem Mafle einer solchen Sequenz-
Homogenisierung.

Im Sinne einer molekularen Uhr sollten synonyme Basenaustausche weitgehend
neutral sein und sich proportional zur Zeit in den Genen anhéufen. Der Vergleich
der Hiémoglobin-Gen-Sequenzen zeigt, dal grofle Unterschiede in der Anzahl der
synonymen Basenaustausche zwischen orthologen Genen nicht zwangsliufig das Er-
gebnis einer frithen Trennung dieser Gene sind. Die Ubertragung von Sequenzen
zwischen paralogen Genen kann die Anzahl der synonymen Basenaustausche or-
thologer Gene in kiirzester Zeit verdndern und den tatséchlichen Zeitpunkt der
Trennung zweier orthologen Gene iiberdecken. Werden Genkonversionen nicht er-
kannt, weil beispielsweise nicht alle Gene der Gruppe vollstindig erfafit werden
konnten, fithrt der Vergleich orthologer Gen-Sequenzen zwangslaufig zu falschen evo-
lutiondren Gendistanzen. Da die Mitglieder der Hamoglobin-Genfamilie besonders
héufig Rekombinations-Prozessen unterliegen, sind sie daher moglicherweise weni-
ger niitzliche Kanditaten fiir die Ermittlung evolutionédrer Distanzen zwischen den
verschiedenen Chironomiden-Arten.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dal anhand detaillierter phyloge-
netischer Analysen sich die Evolution der Hamoglobin-Multigenfamilie von Chiro-
nomiden umfassend beschreiben lé8t. Ob einzelne, besonders gut konservierte Gen-
Varianten (wie z. B. die Gene Cte 8 und Cte W) eine spezifische physiologische
Funktion erfiillen oder ob die Gen-Subfamilien, die ein speziesspezifisches Genreper-
toire bilden, an der Einnischung der verschiedenen Arten beteiligt sind, sollte durch
weiterfithrende Untersuchungen (z. B. der Genexpression sowie der physiologischen
Eigenschaften einzelner Varianten) ermittelt werden kénnen.
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5 Zusammenfassung
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Anhang

Vergleich der Intergenregionen innerhalb der 7B-Subfamilie von C. tentans und C. piger

C. tentans C. piger Lokalisation |L nge [ldentit t|Gr §en-
Intergenregion Intergenregion Identit t |(%) unterschied
(Bp) (%)

2 hbY-hbW 2 hbY-hbW 2123-2280 149 78 10,8

3 hbW-hbV 3 hbW-hbV 3513-3626 114 82,1 7,0

4 hbV-hbZ 4 hbV-hbZ 4120-4930 811 69,5 27,3

5 hbZ-hb7B12 5 hbZ-hb7B7 5427-5559 133 77,0 4,7

6 hb7B12-hb7B13 |5 hbZ-hb7B7 / / / /

7 hb7B13-hb7B7 |5 hbZ-hb7B7 9119-9246 128 74,8 16,4

8 hb7B7-hb7B6 6 hb7B7-hb7B6 |9753-10544 |792 79,3 36,6

9 hb7B6-hb7B5 7 hb7B6-hb7B5 |11049-11360 |312 79,2 6,8

10 hb7B5-hb7B10 |8 hb7B5-hb7B8/10[13427-13784 (358 76,6 7,4
3138-3242 104 84

11 hb7B10-hb7B9 |8 hb7B5-hb7B8/10[{17970-18077 (108 84,0 1,9

12 hb7B9-hb7B8 |8 hb7B5-hb7B8/10[19822-19841 (18 88,9 9,0
19864-19938 |75 88,5

13 hb7B8-hb7B4 |9 hb7B8/10-hb7B4[20446-21260 (815 75,8 15,0

14 hb7B4-hb7B11 |/ / / / /

Vergleich der Intergenregionen innerhalb der 7B-Subfamilie von C.

tentans und C. thummi

C. tentans C. thummi Lokalisation L nge |[ldentitt|Gr §en-
Intergenregion Intergenregion Identit t |(%) unterschied
(Bp) (%)

2 hbY-hbW 1 hbY-hbW 2123-2280 158 79,4 10,8

3 hbW-hbV 2 hbW-hbV 3502-3626 125 82,1 6,4

4 hbV-hbZ 3 hbV-hbZ 4120-4204 85 77,8 1,2

5 hbZ-hb7B12 4 hbZ-hb7B7 5437-5559 123 73,8 4,7

6 hb7B12-hb7B13 [4 hbZ-hb7B7 / / / /

7 hb7B13-hb7B7 (4 hbZ-hb7B7 9178-9255 78 82,7 6,2

8 hb7B7-hb7B6 5 hb7B7-hb7B6 [9753-10544 792 76,1 35

9 hb7B6-hb7B5 6 hb7B6-hb7B5 [11049-11332 (284 78,3 3,2
12778-12907 (130 83,3 10,8

10 hb7B5-hb7B10 |7 hb7B5-hb7B10(13427-13787 |361 80 7
16554-16658 [105 88,2 4,7

11 hb7B10-hb7B9 |8 hb7B10-hb7B9[17970-18715 (746 75 20

12 hb7B9-hb7B8 |9 hb7B9-hb7B8 [192214-19298 (75 86,4 9
19770-19933 [164 85,3 31

13 hb7B8-hb7B4 |10 hb7B8-hb7B4|20446-21260 (815 76 16,3

14 hb7B4-hb7B11 1-528 528 76,6 21,9
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Anhang

Alignment der Nukleotid-Sequenzen der H moglobine von C. tentans,
C. thummi, C. piger, C. melanotus und Glyptotendipes barbipes

1 60
CteP ATGAAGTTCCTT---ATTCTTGCTGCCGTACTAGTTGCTGGTGCCTATGCC-~--~~ ACA
CteQ ATGAAATTATTCATTATTATTGCATTGTGCATTATGAGTTCAACTTGTGATTTGACACCA
CteQa ATGAAATTATTCATTATTATTGCATTGTGCATTATGAGTTCAACTTGTGATTTGACACCA
Ctes8 ATGAAATTCCTC---GTACTTGCTTTGTGCATTGCCGCAGCCTCAGCTGCTGTTACACCA
CmeORF6 ATGAAATTTCTC---GTACTTGCTTTGTGCATCGCCGCAGCATCAGCCGCTGTTACACCA
CteR ATGAAATTGTTA---ATTCTCGTTTTGTGCATTGCTGCAGCCAATTGTGATCTGGTTTTA
CmeORF5 ATGAAACTTCTT---ATTCTTGCTTTGTGTATTGTTACAACCAGTTGTGATTTGGTTCTT
Ctes ATGGAATTCCTA---ATTTTTGCTTTGTGCATTGTTACAGTTAGTTGTGTTCCTGCCCCA
CmeORF7 ATGAAATTCATA---GTTCTTGCTTTGTGCATTGTTGCAGCTTCATGTGATCCGGCTCCA
Ctell ATGAAATTATTT---ATTTTTATTTTGTGCATTGCTGCTGTTAGTTGCGACCTTATTCCA
Ccttll ATGAAGTTTTTA---ATTCTTGCTTTGTGCATTGCTGCAGCCAGTTGTGATCTTATTCCA
CmeORF2 ATGAAGTTGTTC---ATTTTTACTTTGTGCATTGTTGCAGCCAGTTGTGACCTTATTCCA
Ctel2.1 ATGAAATTATTT---ATTTTTATTTTGTGCATTGCTGTAACCAGTTGTGATCTTGCTCAA
Ctel2.2 ATGAAATTATTT---ATTTTTATTTTGTGCATTGCTGTAACCAGTTGTGAT-----— CAA
cttl2 ATGAAGTTGTTT---ATATTCACATTATGTATTGTTGCAGCCACGTGTGACCTTGCTCAA
CtehborfA ATGAAATTCTTTGTTGTTCTTGCTCTCTGCATTGCCGCAGCCTCAGCTGCTGTCGTACCA
CteORFB_ps --TTAACTTTGTGCATTGTTGCTGTCAGTTGTGACATTGTTCCA
CmeORFB ATTTTCGCATTGTGTATTGTTGCAGTCTGCTGTGAACTTATTTCA
Cttl3 ATTTTGGCTCTTTGCATTGCCGCAGCTTCAGCCGCTGTTGTTCCA
Cte2R ATGAAATTCTTA---GTTCTTGCTCTCTGCATTGTTGGCGCTATTGCCGCC- -~~~
ctt2R ATGAAATTCTTA---GTTCTCGCTCTTTGCATTGCTGCTGCCGTTGCTGCA-~
Cme2f3 ATGAAATTCTTA---GTTCTCGCTCTTTGCATCGCCAGTGCCATCGCTGCT-~
Cte9 ATGAAATTCCTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTCGGTGCCGTCGCCGAT -~
Ctt9o.1 ATGAAATTCTTTATTGTTCTCGCTCTTTGCATCGTCGGTGCCATCGCCGAT -~
Cme9
Cte7a1 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCACT -~
Cte7A2 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCGCC--
Cte7A3 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCACT -~
Cte7n4 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTATCTGCATCGTCGGAGCTATTGCTTCA-—
Cte7A5 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCACT -~
Cte7A6 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTATCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCACT -~
Cte7A7 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCACT -~
Cte7A8 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCCCTCTGCATCGTCGGTGCCATCGCCGCC-~
Ctt7A.1 ATGAAATTCTTCGCAGTTCTCGCTCTTTGCATCGTTGGTGCCATCGCATCA-
Ctel
Ccttl ATGAAATTCTTA---ATTCTTGCATTGTGCGTCGCTGCAGCTATGGCTGGT -~
Cttla ATGAAATTCTTA---ATTCTTGCATTGTGCGTCGCTGCAGCTATGGCTGGT -~
CteT ATGAAATTCTTCGCTATTCTTGCTTTCTGTGTTGTCGGTGCCATCGCCGGA-
CteU s
Ctt-6.3 ATGAAATTCTTA---GTTCTTGCACTTTGCATTGCTGCTGCATCAGCCGCT-~
CteY ATGAAATTTCTGGTAGTTCTAGCTTTGTGCATTGCTGGTGCATCAGCATAT -~
CtpY ATGAAAGTTCTCGCTATTTTTGCTTTGTGTATCATCGGGGCACTTGCCACT -~
CteW ATGAAGTTCATTGTAATCCTTACATTGTGTGTTGCTGGTGCCATTGCTCAC--
cttw ATGAAGTTCCTTGTAATTCTTACATTGTGTATTGCTGGTGCAATCGCTCAC-~
CtpW ATGAAGTTCCTTGTAATTCTTACATTGTGTATTGCTGGTGCCATCGCTCAC-—
Ctev ATGAARATTTTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCCATTTCTCAT -~
CttV_ps ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCACTTTGCATTGTTGGAGCTATTGCTCAC-—
CtpVv ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTACACTTTGCATTATTGGAGCTATTGCTCAT -~
Ctez ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATTGTTGGAGCTATTGCTCAT -~
Ccttz ATGAAATTCTTTGCAGTTCTCGCTCTTTGCATTGTTGGAGCAATTGCTCAT -~
Ctpz
Cte7B12
Cte7B13
Cte7B7
Cte7B6 ATGAARATTCTTCGCTGTTCTTGCTATCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7B6a ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTATCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-—
Cte7B5 ATGAARATTCTTCGCTGTTCTTGCTATCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7B5a ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-—
Cte7B10 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7Bl0a ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-—
Cte7B9 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7B%a ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTATCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7B8 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-—
Cte7B4 ATGAARATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCA-~
Cte7B11
Ctt7B7
Ctt7B6 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-—
Ctt7B5 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-~
Ctt7B10
Ctt7B9
Ctt7B8 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTTTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-~
Ctt7B4 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-~
Ctp7B7 ATGAAATTCTTCGCAGTTCTTGCACTTTGTGTCGTTGGAGCTATCGCTTCC -~
Ctp7B6 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-—
Ctp7B5 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCCTCC -~
Ctp7B8/10 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTTGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-—
Ctp7B4 ATGAAATTCTTCGCTGTTCTCGCTCTCTGCATCGTTGGAGCTATTGCTTCC-~
CteN ATGAAGTTTATA---GTAATAGCATTGTGTATAGCTTGTGTCACTGCTAACCCACATTGG
Glyl6.4_ORF2_ ATGAAATTCTTA---GTTCTTGCATTGTGCGTTGTGGCCGCTGTAGCAGATCCACAGTAT
Glyl6.4_ORF3 ATGAAATTCCTT---ATCCTCGCATTGTGTGCTGCTGTCGTCATGGCTGATCCACATTGG
Gly5-4.5_ORF2 ATGAAATTGTTTTTAATCACATGTCTGTGCATTGTGAGTGTCACATGCGATATTACACCA
Gly5-4.5_ORF3_ ATGAAGTTTCTT---ATTCTCGCTGCTGTATTAGTCGCTGGTGCCTACGCT-~----~ ACC

Gly5-4.5_ORF1 ATGAAAGTCTTCGCCGTTCTCGCTATGTGCATTGCTGCAGCTCACTGCGCCATCAACCCA
Gly5-2.20RF1 ATGAAAGTCTTCGCCGTTCTCGCTATGTGCATTGCTGCAGCTCACTGCGCCATCAACCCA
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CteP
CteQ
CteQa
Cte8
CmeORF6
CteR
CmeORF5
Ctes
CmeORF7
Ctell
cttll
CmeORF2
Ctel2.1
Ctel2.2
cttl2
CtehborfA
CteORFB_ps
CmeORFB
Cttl3
Cte2f3
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Cme2f
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Cme9
Cte7Al
Cte7A2
Cte7A3
Cte7Aa4
Cte7A5
Cte7A6
Cte7A7
Cte7A8
Ctt7A.1
Ctel

cttl
CttlA
CteT
CteU
Ctt-6.3
CteY
CtpY
Ctew
cttw
Ctpw
Ctev
CttV_ps
CtpVv
Ctez
cttz
CtpZ
Cte7B12
Cte7B13
Cte7B7
Cte7B6
Cte7B6a
Cte7B5
Cte7B5a
Cte7B10
Cte7B10a
Cte7B9
Cte7BY%a
Cte7B8
Cte7B4
Cte7B11
Ctt7B7
Ctt7B6
Ctt7B5
Ctt7B10
Ctt7B9
Ctt7B8
Ctt7B4
Ctp7B7
Ctp7B6
Ctp7B5
Ctp7B8/10
Ctp7B4
CteN
Glyl6.4_ORF2_
Glyl6.4_ORF3
Gly5-4.5_ORF2
Gly5-4.5_ORF3_
Gly5-4.5_ORF1
Gly5-2.20RF1

61 120
TTAACTGCTGATGAGGCCAAG- --CTCGTGAAAGGATCATGGGATAAAGTT
CTTAACAGTGAGGAAGCTGAA- --ACTTTAAGAACCTTATGGAATCGAGTA
CTTAACAGTGAGGAAGCTGAA- --ACTTTAAGAACCTTATGGAATCGAGTA
ATGACAGCTGATCAGCTTGCT- --CTCTTCAAGTCATCATGGGCTGAAGTT
ATGACAGCTGATCAGCTTGCT- --CTCTTCAAGTCATCATGGGGTACAGTT
TTAACAGCTGATCAAGGAGCC- --ATTGTTCATTCATCATGGAATCAAGTC
TTGACATCTGAACAAGGAGCT- --ATCGTTACCTCATCATGGAATGAAGTC
TTGACTGCTGATCAAGCTAAA- --ATAGTCAAATCCTCATGGGCTGAAGTT
TTGTCAGCTGATCAAGTAACA- --CTCGTTCGTAGCTCATGGAATCAAGTC
TTGGTAGATGATGAAGCAACT- --CTTATCAGATCATCATGGGATCAGGTT
TTAGCTGACGATCAAGCAATC- --TTAATTAGATCATCATGGGATGAAGTC
TTAGTAGATGATGAAGAAACT- --ATTATTAGGTCATCATGGGCTCAAGTC
TTTGTGGAGGACCAAACTGCT- --CTCATCAGATCATCATGGAATGAAGTT
TTTGTGGAGGACCAAACTGCT- --CGCATCAGATCATTATGGAATGAAGTT
TTCGTTGAAGACCAAACTGAA- --ATCATTAGAGCATCATGGAATCAAGTG
TTGTCTGCTGACCAAGCTTCA- --CTTGTCAAGTCATCATGGAACCAAGTC
TTGGAAGATGATCAAGCAATT---————————— CTTATTAGATCATCATGGGATCAGGTT
ACTGTGGATGAACAATCTGCAGCAGATCATCTGCTTATCAGAGCATCATGGAATCAAGTC
TTATCAGCTGATCAAGCTTCA- --CTTGTCAAATCTTCATGGGCTCAAGTT
TTGTCAGCTGATGAAGCCTCA- --TTGGTCCGTGCATCATGGAATCAAGCC
TTGTCAGCTGACGAAGCATCA- --CTTGTTCGTGGATCATGGGCTCAAGTT

CTCATCCGTAGCTCATGGGCTGGAGTT
CTTGTTCAATCAACATGGGCTCAAGTT
TTGTCTGCTGACCAAGCCAAC

TTGACTGCTGACCAAGCTTCA

TTGACTGCTGACCAAGCCAAC-
TTGACTGCTGACCAAGCCTCA-
TTGACTACTGACCAAGCCAAC-
TTGACTGGTGACCAAGCCTCA-
TTGTCTGCTGACCAAGCCTCA-
TTGTCTGCTGACCAAGCTGCT-
---TCTGCTGATCAAATTGCC-
---TCAGGAGATCAAATTGCC-
---TCAGGAGATCAAATTGCC-
TTATCTGCTGACGAAGCTGCT-

--CTTGTCAAGTCATCATGGAACCAAGTC
--CTTGTTCAATCAACATGGGCTCAAGTT
--CTTGTCAAGTCATCATGGAACCAAGTC
--CTTGTTCAATCAACATGGGCTCAAGTT
--CTTGTTCAATCAACATGGGCTCAAGTT
--CTTGTTAAGTCAACATGGGCTCAAGTT
--GCCGCCAAGGCATCATGGGCCACCGTT
--GCTGCTAAGGCATCATGGAACACCGTT
--GCTGCTAAGGCATCATGGAACACCGTT
--CTTGTTAAATCATCATGGGACCAAGTC

--TTGGTCAAAAAGACATGGAGCACCGTT
--TCTCTAAAGGAAGCATGGGAACATATT
--ATAATGCAGGAAGCATGGAATACAATG
--TTCATCAAGGCATCATGGGATCAGGTT
--TTCATCAAAGCATCATGGAATCAAGTA
--TTCATCAAAGCATCATGGAATCAAGTA
--CTCGTCAAGGCTTCATGGGACCAAGTT
--CTTGTTAAATCATCATGAAACCAAGTT
--CTCGTTAAGTCATCATGGAACCAAGTT
--TTAGTCAAGAGTTCATGGGCACAAATT
--CTCGTCAAGTCATCATGGGCTCAAGTC
CTCGTCAAGTCATCATGGGCTCAAGTC
CTCGTCCAATCATCATGGGCTCAAGTT
CTCGTCCAATCATCATGGGCTCAAGTT
CTTGTTAAATCATCATGGGATCAAGTC
CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAACAAGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAACAAGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAACAAGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAACAAGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTTAAAGCATCATGGAAACAAGTT
--ATTGTTAAGTCATCATGGGATCAAGTC
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCCGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCCGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCCGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTTAAGTCATCATGGGATCAAGTC
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
--CTCGTCCAATCATCATGGAAGGCTGTT
AGCATCAAGAGGACATGGAATCAAGTG
TTTGTCAAATCATCGTGGGATAAGATG
AACATTAAACACACATACGACTCAGTC
GTAGTTAAATCAATATGGTCTGAAGTA
CTTGTAAAATCATCATGGGATAAAGTT
CTCGTCAGATCATCATGGGGTACAGTC

--CTCGTCAGATCATCATGGAGTACAGTC

--TGTGATGACTTCAAA-
--TGTGACAAAGCTCCT-
--TGTGACAAAGCTCCG-
--TGTGACAAAGCTCCG-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTTCTGACGAAGCTAAT-
TTGACTTCTGACGAAGCTAAT-
TTGACTGCTGACCAAGCCACA-
TTGACTTCTGACGAAGCAGCA-
TTGACTTCTGACGAAGCAGCA
TTGACTGCTGACCAAGCTAAC
TTGACTGCTGACCAAGCTAAC
TTGTCAGCTGACGAAGCTGCA
TTGACCGCTGACGAAGCTGGT
TTGACCGCTGACGAAGCTGGT-
TTGACCGCTGACGAAGCTGGT -
TTGACCGCTGACGAAGCTGGT -
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACCGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACCGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTGCA-
TTGACTGCTGATGAAGCTGGT -
TTGTCTGCTGACGAAGCAGCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGTCTGCTGACGAAGCTAAT-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA-
TTGACTGCTGACGAAGCTTCA
GATAATCTGGATGAAGTAGAAATTGCA-
GTTACATTGGATGAAGCTGAAGTTGGA-
CTCATGATGAATGAAGCTGAAGTTGCT-
ATAAGTAGTGAAGAAGCTGCA
TTGACTGCTGATGAAGCTAAA
TTGAGTGCTGAGCAAGGAAAC

TTGAGTGCTGAGCAAGGAAAC-
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CteP
CteQ
CteQa
Cte8
CmeORF6
CteR
CmeORF5
Ctes
CmeORF7
Ctell
cttll
CmeORF2
Ctel2.1
Ctel2.2
cttl2
CtehborfA
CteORFB_ps
CmeORFB
Cttl3
Cte2R
Ctt2R
Cme2R
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ctt9.1
Cme9
Cte7Al
Cte7A2
Cte7A3
Cte7A4
Cte7A5
Cte7A6
Cte7A7
Cte7A8
Ctt7A.1
Ctel
cttl
CttlAa
CteT
CteU
Ctt-6.3
Ctey
CtpY
Ctew
Ccttw
CtpW
Ctev

Cte7Bl0a
Cte7B9
Cte7B9%a
Cte7B8

Cte7B4
Cte7B11
Ctt7B7

Ctt7B6

Ctt7B5
Ctt7B10
Ctt7B9

Ctt7B8

Ctt7B4

Ctp7B7

Ctp7B6

Ctp7B5
Ctp7B8/10
Ctp7B4

CteN
Glyl6.4_ORF2_
Glyl6.4_ORF3
Gly5-4.5_ORF2
Gly5-4.5_ORF3_
Gly5-4.5_ORF1
Gly5-2.20RF1

121 180
AAAGGACAAGAAGACGGAATTCTCTACGTAATTTTCAAGGAAAATCCAGACATTCAAGCC
AAGCATAGAGAAGCTGACATACTTTATGTCATTTTTAAGGAGAATCCAGACATTCAAGCT
AAGCATAGAGAAGCTGACATACTTTATGTCATTTTTAAGGAGAATCCAGACATTCAAGCT
AAGCACAACGAAGTTGACATCCTCTATGCCATCTTCAAGGATCATCCAGATATCCAAGCT
AAGCACAACGAAGTTGATATTCTTTATGCTGTCTTCAAGGCTAATCCAGACATCCAAGCA
AAGCATAATGAAGTTGACATTCTTTATGCCGTTTTTAAAGCAAACCCAGACATCCAAGCT
AAACATAATGAAGTTGACATTCTCTATACTGTCTTCAAGGCTAACCCAGATATCCAAGCG
AAGCACAACGAAGTTGACATTCTTTATGCTATCTTCAGGGATCATCCTGATATCCAAGCT
AAGCATAACGAAGTTGACATACTTTTTGCCATTTTTGCCGCTAATCCAGATATTCAAGCA
AAGCACAATGAAGTTGACATTCTTGCTGCGATTTTCACCGCCAATCCAGACATTCAAGCT
AAACATAATGAAGTTGACATTCTCTACGCAATTTTCAAGGCCAATCCAGACATTCAAGCT
AAGCACAACGAAGTTGACATTTTAGCCGCTGTCTTCAAAGCCAACCCAGACATTCAAGCT
AAACACAATGAAGTTGACATTCTTGCTTCAATTTTTGCTGCTAATCCAGACATTCAAGCC
AAACACAATGAAGTTGACATTCTTGCTTCAATTTTTGCTGCTAATCCAGACATTCAAGCT
AAACATAATGAAGTTGACATCCTCTATTCCATTTTTGCTGCTAATCCAGACATTCAAGCC
AAACACAACGAAGTTGATATTCTTGCTGCCATCTTCGCCGCCAACCCAGACATTCAAGCC
AGGCACAATGAAGTTGACATACTTGCTGCAATTTTCACCGCCAACCCAGACATTCGA--G
AAGCATAATGAAGTTGACATTTTAACTGCAATTTTTGTTGAAAACCCAGACATTCAAGAT
AAACATAGTGAAGTTGATATTCTTGCTTCCATCTTCACAGCCAATCCAGACATCCAAGCT
AAACATAGTGAAGTTGATATCCTTTACTACATCTTTAAGGCCAACCCAGACATCATGGCT
AAGCACAGTGAAGTCGACATCCTTTACTACATCTTCAAAGCTAATCCAGACATCATGGCT
AAGCACAACGAAGTTGACATCCTCTACTACATCTTTAAGGCCAATCCAGACATCATGGCT
AAGCACAATGAAGTTGACATCCTTGCTGCCGTCTTCAAAGATCACCCAGATATCCAAGCC
AAGCACAACGAAGTTGACATTCTTGCTGCCGTCTTCAGTGATCACCCAGATATCCAAGCT
AAGCACAACGAAGTTGACATCTTAGCTGCCGTTTTCGCCGATCACCCAGACATCCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCCGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCTGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCCGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AAGAATAACGAAGTTGATATTCTTGCTGCCATCTTCAGTGCCAACCCAGACATTCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCCGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AAGAATAACGAAGTTGATATTCTTGCTGCTATCTTCAGTGCCAACCCAGACATTCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCCGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AGAAATAACGAAGTTGACATCCTCGCCGCCGTCTTCACAGCCAACCCAGACATCCAAGCC
AGAAATAGCGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTCACTGCTTACCCAGACATTCAAGCC
AAGGGAAAGCAAGTTGATATCCTCGCTGCCATCTTCAAAGCCAACCCAGACATCAAAGAT
AAGAACAACCAAGTTGATATTCTTTATGCTGTCTTCAAGGCAAACCCAGACATTCAAACC
AAGAACAACCAAGTTGATATTCTTTATGCTGTCTTCAAGGCAAACCCAGACATTCAAACC
AAGCACAATGAAGTCGACATCCTCTATGCTGTCTTCAAGGCCTATCCAGATATTCAAGCT
AAATTCAATGAAGTTGACATCCTTTATGCTGTTTTCAAGGCTTACCCAGACATCATGGCT
AAGCACGACGAAGTTGAGATTCTCTATACCGTCTTCAAAGCATATCCAGACATTCAAGCA
AAAAATGAAGAAGTTGAAATCCTCTACACTGTTTTCAAAGCTTATCCAGACATTCAAGCT
AAGCACAATGAAGTTGATATTCTTTACAATGTCTTCAAGGCATATCCTGAAATTCAAGCA
AAGCACAATGAAGTTGACATTCTCTACACTGTCTTTAAGGCATATCCAGAAATTCAAGAT
AAGCATAATGAAGTTGACATTCTCTACACTGTCTTTAAGGCATATCCAGAAATTCAAGAT
AAGCACAACGAAGTTGATATCCTCGCTGCCGTCTTCAAAGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AAACACAATGAAGTTGACATTCTTGCTGCTGTCTTCAAGGCATATCCAGACATCCAGGCT
AAACACAATGAAGTTGACATTCTTGCTGCTGTCTTCAAAGCATATCCAGACATCCAGGCT
AAGCACAACGAAGTTGATATCCTCTATGCTGTCTTCAAAGCTTACCCAGACATCCAAGCC
AAACACAATGAAGTTGATATCCTTTATACTGTTTTCAAAGCTTACCCAGACATCCAAGCT
AAGCACAATGAAGTTGATATCCTTTATACTGTTTTCAAAGCTTACCCAGATATCCAAGCT
AAGAATAATGAAGTCGACATTCTTGCTGCTGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AAGAATAATGAAGTCGACATTCTTGCTGCTGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AAGCATAATGAAGTTGACATCCTTGCTGCCGTCTTCGCTGCCTATCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCTCAGCTTACCCAGACATCCAAACC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCTCAGCTTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCTCAGCTTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCTCAGCTTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCGCTGCCTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCGCTGCCGTCTTCTCAGCTTACCCAGACATCCAAGCC
AGCCACAATGAAGTCGACATCCTCTATGCCGTTTTCAAGGCCTACCCAGATATCCAAGCC
AAGCACAATGAAGTTGACATTCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCATACCCAGACATCCAGGCT
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGACATCCTCGCTGCTGTTTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAGCT
AAGCACAATGAAGTTGACATTCTTGCTGCTGTCTTTGCTGCATACCCAGACATCCAGGCT
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCCGTCTTTGCTGCCTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCCGTCTTTGCTGCCTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAACGAAGTTGAAATCCTTGCTGCCGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAAAC
AGCCACAATGAAGTTGACATCCTCGCTGCCGTCTTTGCTGCTTACCCAGACATCCAAGCT
AAAATGAATGAAATTGAAATTCTTTACAATATTTTCAAAGATCATCCGGAAATTATGTCT
AAGTTTAACGAAGTTGAAATTCTCTACTTTGTCTTCAAGGAATATCCAGACATCATGGAA
AAGCACAATGAAATTGACATCCTTTACAACATCTTCAAGGCCTATCCAGACATCCAAGCA
AAAAACAATGAAGTTGATATTTTGTACAGAATTTTT. G. TCCAGACATTCAAGCT
AAGGGACAGGATGATGCAATGCTCTATGCAATTTTCAAAGAAAATCCTGACATTCAAGCA
AGAAATAGCGAAGTTGACATTCTCTTTGCTGTCTTCCAAGCCAACCCAGATATTCAAGCC
AGAAATAGCGAAGTTGACATTCTCTTTGCCGTCTTCCAAGCCAACCCAGATATTCAAGCC
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181 240
AAATTTCCTTCATTCGTTGGAAAGAACTTAGAAGAAATTAAGTCAAATGATGAC-—
CATTTCCCCGCCTTTGTTGGAAAGAATCTTGAGGCATTGCGAGGATCAATTGCA- -
CATTTCCCCGCCTTTGTTGGAAAGAATCTTGAGGCATTGCGAGGATCAATTGCA-~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTTGACTCATTGAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTTCCACAATTTGCTGGAAAGGACCTCGATTCTGTTAAAGATACTGCTGCC -~
AAGTTCTCACAATTTTCTGGAAAGGATCTCGACTCATTGAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTTCCCCAATTTGCTGGAAAGGACCTCGATTCATTGAAATCTACTGCTTCA-—
AAGTTCCCACAATTCGCCAGAAAGAATCTCGCTTCATTGAAGAGTACAGCCGCT-

CGTTTCCCACAGTTTGTTGGAAAGGACCTGGCATCATTGAAAACTACTGCTTCA-

CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAAGACGTCGAGTCATTGAAGGACACAGCTGCT -

CGTTTCCCACAGTTTGCTGGAAAAGATTTGGACTCAATAAAGACGACTGGTCAG-

CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTTGAATCATTGAAGGATACTGCTGCC-

CGTTTTCCACAGTTTGCTGGAAAGGATCTTGAATCATTAAAAAATTCGGCGGCT -

CGTTTCCCACAGTTTGCTGGAAAGGATCTTGAATCATTAAAAAATTCGGCGGCT -

CGCTTCCCTCAGTTTGCTGGAAAGGATCTAAAAACATTGAAATCGTCTTCTTCA--
CGTTTCTCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGCTGGATTGAAAGACACAGCTGCC-~
CACATTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGAATCTTTAAAGGACACAGCTG-~
CGCTTCCCACAATTTGCCGGAAAAGATCTCAGATCATTAAAAAACACAGTAGCT-----~—
CGTTTCCCTCAATTTGCTGGCAAGGACATCGACTCAATCAAGGATACTGGTGCAACTGGT
AAGTTCCCACAATTCGTTGGCAAGGATCTCGACTCATTGAAAGACACAGCTGCA-~
AAATTCCCACAATTTGCTGGCAAGGATCTCGAAACACTTAAAGGAACTGGACAA-—
AAGTTCCCACAATTTGCCGGAAAGGACCTCGATTCATTGAAAAATACTGCTTCA-~
CGTTTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACGTCGACTCATTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCCTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTGCTCTTAAGGACACCGCTGCA-~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGCTGCATTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCCGGAAAGGATGTTGCTGCATTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCCGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCCGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCCGGAAAGGATGTTGCTGCCTTGAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACGTTGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACGTCGACTCAATCAAGGGAACACCAGAA-—
GCATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGACTCAATCAAGGGAACCCCAGAC--
GCATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGACTCAATCAAGGGAACCCCAGAC-

AAGTTCCCACAATTCGTTGGAAAGGACTTGGATGGATTGAAGGACACAGCTGCA-

———————————————————————— GATCTTGAATCAGTGAAAGACTCACCCGCT -

AAGTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTCGACTCAATCAAGGACTCTGCCGCG-

CGTTTTCCTAAATTCGCTGGAAAAGATGTTGAATCATTGAAAGGAACCGCAGAC-

AAATTCCCACAATTTGTTGGAAAGGACTTGGAAACAATCAAGGGAACTGCTGAG-~
AAATTCCCACAATTTGCTGGCAAAGATCTCGAAACAATCAAGGACACTGCTGTT -~
CGGTTCCCTCAATTTGCTGGAAAGGATCTAGAAGCAATTAAAGAAACCGCCGAG--
CGGTTCCCTCAATTTGCTGGAAAGGATTTAGAAGCAATTAAAGAAACTGCTGAG- -
AAATTCCCACAATTTGCCGGAAAGGATCTCGATTCAGTCAAGGAAACAGCAGCC-~
AAGTTCCCTCAATTTTCCGGAAAGGATCTCGATTCAATTAAGACGAGTGGTCAG-—
AAGTTCCCTCAGTTTGCTGGAAAAGATCTCGATTCAATTAAGACGAGTGGTCAA-~
AAATTCCCACAATTTGCCGGAAAGGATCTCGAATCAGTCAAGGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCTCAGTTTGCTGGAAAGGATCTCGATACAATTAAGACAAGTGGTCAA-~
CGTTTCCCTCAGTTTGCTGGAAAGGATCTCGATTCAATTAAGACAAGTGGTCAA-~
AAATTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCGCAATTCGCTGGAAAGGATCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCAGGAAAGGACCTCGCTGCCATCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCC -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCT -~
AAATTCCCACAATTCGCCGGAAAGGACCTCGCTGCCGTCAAGGACACAGCTGCC-

AAATTCCCACAATTTGCCGGAAAGGACCTCGACTCCGTCAAGGAAACAGCTGCT-

AAGTTCCCACAGTTCGCTGGAAAGGATCTCGCTTCAATTAAGGATACTGCCGCA-

AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-

AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-

AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-

AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-

AAATTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAGTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAGTTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTCGCTTCAATTAAGGATACTGCTGCA-~
AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-—
AAATTCTCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAATTCCCACAATTCGCTGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAGTTCCCACAATTTGCCGGAAAGGACCTCGCTTCAATCAAGGATACTGGTGCA-~
AAATTCCCACAATTCGCTGGAAAGGATCTCGAAGAATTGAAAGGAACGAACCAA-~-
AAATTCCCACAATTCGCCGGCAAGAATCTCGATCAAATTAAAGGATCAAGCGCT -~
CGTTTCCCAAAATTCGTCGGGAAGGACATTGAAACATTGAARAGGAACAGCTGAT -~
CGTTTTCCGGCCTTCGTTGGAAAAGACATTGAAAAAGTTAGGCGTGGAGTTCCT -~
AAGTTCCCAGCATTTGTTGGAAAGAATTTAGAGGAAATTAAGTCAACTGACGAT -~
CGTTTCCCACAATTTGCCGGTAAGGACCTCAATGGATTGAAAGACACAGCTGCT -~
CGTTTCCCACAATTTGCCGGTAAGGACCTCAATGGATTGAAAGACACAGCTGCT-----~—
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241 300
---TTCACAAAGCATGCTGACAGAATTGTCGCTGCCGTCACAAAATACGTCGATTTGGTT
---TTTGCCATTCATGCAACCAGAATTGTCAGCATCTTCTCAAAAATTGCTTCACTAGCT
---TTTGCCATTCATGCAACCAGAATTGTCAGCATCTTCTCAAAAATTGCTTCATTAGCT
---TTCGCTACACATGCTGGTAGAATTGTTGGATTCTTCTCAGATGTTATTGGACTTATT
---TTTGCCACCCACGCTGGTAGAATTGTCGGATTCTTCTCAGAAGTTATTGGACTTATT
—---TTCGCTACACATGCCGGAAGAATTGTCGGATTTGTCTCAGAAATTATTGCCCTTGCT
—---TTTGCAATCCATGCAGGTAGAATTGTCGGATTCGTCTCAGAAATTATTGCTCTGGCT
~TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTTGTTTCAGAAATTATTTTACTTATT
~TTTGCCACCCATGCGGGTAGAATTGTCGGATTCCTCTCAGAAATCATTACCCTTATT
~TTCGCCACACATGCCGGTAGAATTGTTGGATTCTTTTCTGAAATTGCTAGTCTTTCA
-TTCGCAGTTCATGCAGGAAGAATAGTAGGAGTCTTCTCCGAAATTTCCGCTCTTCAA
~TTTGCCACCCACGCCGGTAGAATTGTCGGATTCTTTTCCGAAATCTCTGCACTTTC

~TTTGCTACACATGCAGCCAGAATTGTTGGATTCTTTTCTCAACTTATTGAATTTGAG
—--TTTGCTACACATGCAGCCAGAATTGTTGGATTCTTTTCTGAAATTATTGAACTTGAT
---TTTGCATCACATGCTGGCAGAATTGTAGGCTTCTTTTCCAAAATTACTGAACTTAAT
---TTCGCCACACATGCCGGAAGAATCGTCGGTTTCTTCTCAGAAATCATTGGACTTACT
---CTTTCGCCATACACGCCGGCCGAATTGTTGGATTCTTTTCCGAAATGGCTGGTCTTT
--—-TTTACTACTCATGCAGTTAGAATTGTTGGCTTCTTTTCTGAGCTTACTGAACTACCT
GCATTCGCCACACATGCTGGTAGAATTGTCGGTTTCTTCTCTGAAATCGTTGGACTTATT
—--TTCGCCACACATGCCGGAAGAATCGTCGGATTCATGTCACAAATTATTGCTCTTATG
---TTCGCTACTCATGCTGGAAGAATCGTAGGATTTGTCTCAGAAATTGTTGCTCTTATG
---TTTGCCACCCATGCCGGTAGAATCGTCGGATTCGTGAGTGAGATTGTTGCTCTTATG
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCATCTCAGAAATTGTTGCTCTTGTT
---TTCGCCACACACGCTGGAAGAATCGTTGGATTCATCTCAGAAATTGTTGCTCTTGTT
—---TTCGCCACCCACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTTTCAGAAATTGTTGCTCTTGTT
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTTGTCTCAGAAATCATTGCTCTCGTC
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTTTCAGAAATCATTGCCCTCATC
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTTGTCTCAGAAATCATTGCCCTTGTC
---TTCGCCACACATGCCGGAAGAATCGTCGGATTTGTTTCAGAAATCATTGCCCTCGTC
--—-TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTTTCAGAAATCATTGCCCTCATC
—---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTTGTTTCAGAAATCATTGCCCTCGTC
—---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTTTCAGAAATCATTGCCCTCATC
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTTTCAGAAATCATTGCCCTCATC
---TTCGCCACACACGCCGGAAGAATCGTCGGATTCGTCTCAGAAATCATTGCCCTCATC
---TTCGCCACACACGCTGGTAGAATTGTTGGATTCTTCGGAGATGTTATGGATCTCCTC
---TTTAGCAAGCATGCTGGTAGAGTAGTCGGATTATTCTCTGAAGTTATGGATCTCCTC
—---TTTAGCAAGCATGCTGGTAGAGTAGTCGGATTATTCTCTGAAGTTATGGATCTCCTC
~TTTGCCACACACGCCACCAGAATTGTTTCATTCTTGACGGAGGTTGTCTCACTCTCA
~TTCGCCACACATGCCACTAGAATTATTTCATTCTTGTCACAAGTTATCTCGCTTGCT
~TTTGCAACTCATGCAACACGTATAGTATCATTCTTGTCAGAAGTCATCTCACTTGCT
~TTCGCGATCCATGCAACAAGAATTATTGGCTTCATGACTGAAGTTATTGAGCTTCTT
---TTTGCAGTCCATGCAACTAGAATTGTCAGTTTTATGACAGAAGTTATTTCACTCCTC
--—-TTTGCCATACACGCCACAAGAATTGCTTCATTCATGTCGGAAATCGTTAGTCTTGTT
—---TTTGCAGTCCATTCAACTAGAATTGTTTCATTTATGTCTGAAATTGTAAGCCTTGTT
-—-TTTGCAGTTCATTCAACTAGAATTGTTTCATTTATGTCTGAAATTGTAAGCCTTGTT
---TTCGCCACACACGCTACCAGGATCGTTTCATTCTTGTCAGAACTTATTTCACTCTCA
---TTCGCAACTCATGCAACTCGCATTGTCTCATTCTTGTCAGAACTTATTGCCTTGTCA
---TTCGCAACTCATGCAACTCGCATTGTCTCATTCTTGTCAGAACTTATTGCTCTCTCA
--—-TTTGCCACACACGCCACCAGAATCGTTTCATTCTTGTCAGAACTCATTGCTCTCACA
—---TTCGCAACTCATGCAACTCGCATTGTCTCATTCTTGTCAGAACTTATTGCTCTCTCA
—--TTCGCAACTCATGCAACTCGCATTGTCTCATTCTTTTCAGAACTTATTGCTCTCTCA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAACTCATCTCTCTCTCT
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAACTCATCTCTCTCTCT
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTTTCGTTCTTTTCAGAAGTCATTTCTCTCTCA
--—-TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
—---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATTGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATTGCTCTCGGA
—---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
—--TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATTGCTCTCGGA
---TTCGCCACACACGCCACCAGAATCGTCTCATTCTTGTCAGAAGTCATTGCTCTCGGA
---TTCGCCACACATGCCACCAGAATCGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCGGA
~TTCGCAACACACGCAACAAGAATTGTTTCATTCTTCACAGAAGTAATTTCTCTCTCA
-TTCGCTACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
~TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
~TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
~TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
---TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
---TTCGCCACACACGCAACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTTTCA
---TTCGCAACACACGCAACAAGAATTGTTTCATTCTTCACAGAAGTCATTTCTCTCTCA
---TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
—--TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
—--TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
---TTCGCCACACACGCCACAAGAATTGTTTCATTCTTGTCAGAAGTCATCGCTCTCTCA
---TTTGCAATTCATGCTACAAGAATTGTCTCATTTTTCTCACATTACATCCTCCTTTTG
---TTCGGTGTTCATGCCACAAGAATCGTTTCATTCTTCTCAACCTACATTTTACTCTTA
--—-TTCGCCCTTCATGCTGGAAGAATTATTGGTTTGCTCACTGAATACATTACACTTCTC
---TTTGCACTTCATGCTACAAGAATTGTCAGTTTTTTCTCCGAAATTATCAGATTAAGT
---TTCACAAAACATGCTGACAGAATTGTTGCTGCAGTTACAAAATACGTCGATTTAGTC
---TTCGCTACACACGCTGGAAGAATCGTTGGTTTCTTGTCAGAAATCATCGGACTTATT
---TTCGCTACACACGCTGGAAGAATCGTTGGTTTCTTGTCAGAAATCATCGGACTTATT
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301 360
GGCAATGAAGCTAACACACCAGCTATCAAGACCCTCCTTAACGAATTAGGACAAAGCCAC
GGAGATTCAAACAATATTCCAGCTTCAAAAACGTTAATCAATGAATTGGCAGCAAGCCAT
GGAGATTCAAACAATATTCCAGCTTCAAAAACGTTAATAAATGAATTGGCAGCAAGCCAT
GGAAACTCAGAAAACCGTCCAGCACTTAAGACCCTCATCGATGGATTGGCATCAAACCAC
GGAAATCCAGAAAACCGTCCAGCCCTTAAGACTCTCATTGATGCATTGGCATCAAGCCAC
GATAGTGAATCGAATGTTGCCGCCTCAAAATTCCTTATCAACGGCTTAGCCGAAAACCAC
GACAGTGAATCAAATGTTGCTGCATCGAAATTCCTTATCAATGATATGGCAACTAGACAT
GAAGGTGAATCAAATGTTGCCGCCTCAAAATTCATTATCAATGACATAGCCGCAAGCCAC
GAAGGCGAATCAAATATTCCTGCCTCGAAATATCTCATTAACGATTTGGCCGCAACTCAT
ACAGACGAATCAAGTATTTCAGCTGCAAAAACTCTCATTAATCAATTGGGTGCTAGTCAT
CCAGACGAATCAGGTATCTCAGCAGCAAAGACTCTCATAAATGCATTGGGAGCTAGTCAT
ACAGACGCATCAAGTGTTTCAGCTGCAAAGACTATCATTAATGAATTGGGTGCTAATCAC
CCAAACGATTCAAATGTTTCCGCCGCAAAAACTCTCATCAATCAGTTAGCTGTTAGTCAC
CCAAACGATTCAGGTGTTTCCGCCGCAAAAACTCTCATCAATCAGTTAGCTGTTAGTCAC
CCAAATGATTCAGGTGTTTCAGCTGCAAAAACTCTAATAAATGAAGTAGCTGCTAGTCAT
GGAAACGCAGCTAATGCCCCAGCCCTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
CAAATGATGAATCAGGTGTTCCAGCTGCAATGACTCTC-AATCAATTGGGTGCTAGTCAT
CCAAATGACTCTGGTGTTTCAGCAGCAAAGACCCTAATCAACCAGTTAGCTGTTAGTCAC
GGAAATCAATCAAATGTCCCAGCACTTTACACTCTTACCGAACAACTTGCTGCCAGCCAT
GGAAATGAAGCCAACAGACCAGCCATGGTAACACTTATCAACGAAATGGCTGCCAACCAC
GGTAATTCTGCTAACATGCCAGCTATGGAAACACTCATCAAAGACATGGCTGCCAACCAC
GGCAATTCTGCTAACATGCCAGCAATGGAAACTTTGATCACTGAAATGGCCGGTAACCAC
GGAAACGAAGCTAACCGCCCAGCCATGAACACCCTTACCAACGAATTGGCAACTAACCAT
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCCATGGCTACACTCATCAATGAATTATCAACAAGCCAT
GGAAATGAAGCCAACGCACCAGCCATGGCTACTTTAATCAACGAATTGGCCACAAACCAT
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACCAATCAAATGCCCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACGAATCAAATGCTCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCCACCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACCAATCAAATGCCCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCCACCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACCAATCAAATGCCCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACCAATCAAATGCCCCAGCTGTCCAAACACTCGTCGGACAACTCGCTGCCAGCCAC
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCAGTTCAAACCTTAGTCGGACAACTCGCAGCTAGCCAC
GGAAATGATGCCAACACAGCAACAATTGTATCAAAGGCCAAGGACTTAGGAAAGACACAC
GGAAACGATGCCAACACACCAACAATCCTCGC. GGCAAAGGACTTCGGAAAGTCTCAC
GGAAACGATGCCAACACACCAACAATCCTCGCAAAGGCAAAGGACTTCGGAAAGTCTCAC
GGAAGTGAAAACAATTTGGCTGCAGTTCATACACTCGTCAC, TTAGG. GGATCAT
GGAAGTGATGATACCATTCCTGCAATTCAAAATCTTGCTAAGGATTTGGCCACATCACAC
GGAAGTGATGCTAACATTCCTGCAATCCAAAATCTTGCTAAGGAATTGGCAACATCACAC
GGTAATGACGCGAATACGCCAGCAATCAAAACTCTCCTCAATCAGTTGGCCAAAGAACAC
GGTAATCCTGACAATCTTCCAGCAATCATGTCTCTCCTCTCTAAATTGGGAAAAGATCAT
GGAAATCCATCAGTTCAAACATCAATCGACTCACTTCTCGTAAAATTGGCTAATGATCAT
GGAAATCCAGCAGTTCAATCATCTATCGACTTACTTCTTGTGAAAATGGCAAATGATCAT
GGAAATCCAGCAGTTCAATCATCTATCGACTTACTTCTTGTGAAGATGGCAAATGATCAT
GGAAATGAAGGAAACCTTTCAGCTGTCTATGGACTCGTCAGAAAATTAGGAGTTGACCAC
GGAAATGAAGCAAACCTTTCTGCTGTTTATGGACTTGTCAAAAAATTAGGAGTTGATCAC
GGAAATGAAGCAAACCTTTCAGCTGTCTATGGACTCGTCAAAAAATTAGGAGTTGATCAC
GGAAGCGAAAGCAATCTTACAGCAATCTATGGACTCGTCAACAAATTGGGAGAAGACCAC
GGAAGCGAAAGCAATCTTTCAGCCATCTATGGACTTATCTCAAAGATGGGAACAGACCAC
GGAAGCGAAAGCAATCTTTCAGCCATCTATGGACTTATCTCAAAGATGGGAACAGACCAC
GGAAACTCTGCCAATGCTGCTGCCATCAACTCACTCGTCACAAAGTTGGGATCAGATCAT
GGAAACTCTGCCAATGCTGCTGCCATCAACTCACTCGTCACAAAGTTGGGATCAGATCAT
GGTGATCAAGCCAATCTTTCTGCCGTCTACAGCCTCGTCTCTAAATTGGGAGCTGATCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCTATTAATGGACTCGTCTCAAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCTGTTAATGGACTCGTCTCAAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCTATTAATGGACTCGTCTCAAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCTATTAATGGACTCGTCTCAAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAATGAATCAAACCAAGCCGCCGTCGCCTCACTCGTCGCCAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAATGAATCAAACCAAGCCGCCGTCGCCTCACTCGTCGCCAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCCGTCGCCTCACTCGTCGCCAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAACCAAGCCGCCGTCGCCTCACTCGTCGCCAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGATTCAAACCAAGCCGCCGTCAAATCACTCGTCTCAAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAACGATTCAAACCAAGCCGCCGTCAAATCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAACGCTGCCGCTATCAACTCACTTGTCACAAAGTTGGGAACAGACCAC
GGAAATCAAGCCAACCTTTCAGCCGTTTACGCACTCGTCTCAAAATTGGGAGTTGATCAC
GGAAACGACTCAAACGCTGCCGCAGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACACCTCAAACGCTGCCGCAGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAACGCTTCTGCTGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACACCTCAAACGCTGCCGCAGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAACGCTTCTGCTGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGCCTCAAACGCTGCCGCAGTTGAAGGACTCCTCAATAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAATCAAGCCAACCTTTCAGCCGTTTACGCACTCGTCTCAAAATTGGGAGTTGATCAC
GGAAACACCTCAAACGCTGCCGCAGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACACCTCAAACGCTGCCGCAGTCAACTCACTCGTCTCAAAGTTGGGAGATGACCAC
GGAAACGAATCAAATGCTTCCGCTGTCAACTCACTCGTCTCAAAATTGGGAGATGACCAC
GGAAACGCCTCAAACGCTGCCGCTGTTGAAGGACTCCTCAATAAATTGGGATCAGACCAC
GGAAAGGAATCAAGTAAACCATGCCTTAGAACAATTACTAATGATATGGCGGAAGTGCAC
GGAAAAGAATCTAGCCAACCATGCATTAAGACCATCTTATATGACATGGGTCAAACACAT
GGAAAGGAATCAACACAACCAGCCATCAAAACCATCTTGAACGAAATGGGACAAAATCAC
GGAAATCCTGAAAACTTTCCAGCTACAAAAACCCTCATCAATGAATTGGGAAACAGTCAT
GGTAATGATGCAAACACACCAGCCATCAAGACCCTCCTTAATGAATTAGGTCAAAGCCAT
GGAAACGAATCAAATGCCCCAGCTCTTAAGACACTTGTCAACCAATTGGGTGCTTCACAC

GGAAACGAATCAAATACCCCAGCTCTTAAGACACTTGTCAACCAATTGGGTGCTTCACAC
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361 420
AGAAACCGTGGTGCAACAAAGGAACAATTCGAAAAATTCAAGGCATCAGTTGCTAAATAC
AAAAGTCGTGGAATAC. GAATTTTTCAAC. TTCCGTACATCACTCGATGGATTT

AAAAGTCGTGGAATAC, AAGAATTTTTCAAC. TTCCGTACATCACTCGATGGATTT
AAGGCTCGTGGTATTGAAAAAGCCCAATTCGAAGAATTCCGTGCCTCACTTGTTGACTAC
AAAGCCCGTGGTATTGAGAAAGCTCAATTTGAAGAATTTCGTACATCTTTAGTTGACTAC
AAAGCCCGTGGAATTACAAAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCTTCGATTGTTAATTAT

AATCGTGGGGTTAC. GCTCAATTTAATTCCTTCCGTGCTTCAATTGTTAACTAT
AAAGCTCGTGGAATCACAAAAGCTCAATTTAATGATTTCCGTGATTCAATCGTCAATTAC
G TGTGGGATCAC. GCTAATTTTAATGCATTTCGTGCATCACTTTTCAATTAT

AGAGGACGTGGAATCTCAAAGGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCAACGTTCATTACTTAT
AGAGGTCGTGGTATCTCAAAGGCTCAATTTAATGAATTCCGTGCCTCATTAATTACTTAT
AGGGCACGTGGAATCTCAAAAGCTCTTTTTAACCAATTTCGTGCAACACTAATGACTTAT
AAAGAACGTGGTATTTCAAAGGCCCAATTCAATGCATTCCGAGTTTCGATGGTTAAATAC
AAAGAACGTGGTATTTCAAAGGCCCAATTCAATGCATTCCGAGTTTCGATGATTAAATAC
AAAGGACGTGGAGTCTCAAAAGCTCAATTTAATGCTTTCCGAGTCTCATTAACTGCTTAT
AAGGCCCGTGGAATCCCAACTGCTCAATTCGGTGAATTCAGAACCTCACTCGTCGCATAC
AGAGGACGTGGAATCTCAAAAGCTCAATTTAACGAATTC -~ ~———=—-=————————————
AAAGGACGTGGAATCTCAAAAGCAGAGTTCAATGCATTTCGAGTTTCGTTGTATAAATAC
AAAGCACGTGGAATCTCAACAGCTCAATTCGGTGAATTCCGTGCTTCACTTGTCTCATAC
AAAGCTCGTAAAATTCCACAGGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCTTCACTCGTCTCATAC
AAAGCTCGTGGAATTCCAAAGGCTCAGTTCAATGAATTCCGTGCCTCACTCGTTTCATAC
AAAGCTCGTGGAATCACAAAGGGACAATTTAATGAGTTCCGAGCTTCCTTAGTTTCTTAT
CACAACCGTGGAATCTCAAAGGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCCTCAATGACCTCATAC
CACAACCGTGGAATCACAAAGGGACAATTCAATGAATTCCGTTCATCACTCGTCTCATAC
CACAACCGTGGAATCAC. GGGACAATTTAACGAATTCCGTTCCTCATTAGTCAGTTAT
AAGGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAGGCTCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCCTCACTCGTCGCATAC
AAGGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAGGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCCTCACTCGTCGCATAC
AAAGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGTGCCTCACTCGTCTCATAC
AAGGCACGTGGAATCTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTGCTGGACTCGTCTCATAC
AAGACCCGT---GCCTCACCAGCTCAATTCGATAGCTTCCGTAAATCACTCGTTGTCTGG
AAATCTCGT---GCATCACCAGCTCAACTCGATAACTTCCGTAAATCACTCGTTGTCTAC
AAATCTCGT---ACATCACCAGCTCAACTCGATAACTTCCGTAAATCACTCGTTGTCTAC
AAGGCTCGTGGTGTTAC. GGCTCAATTCAC. CTTCCGTACAGCTCTCGTCTCATAC
AAGCCACGTGGAGTCTCAAAGGATCAATTCACTGAATTCCGTACTGCTCTCGTCTCATAC
AAGCCACGTGGAGTCTCAAAGGATCAATTCACTGAATTCCGCACTGCTCTCTTCACATAC
AAAGAACGTGGAATCACTGTCAAGGAGTTCGATGATTTCCATGCAGCACTTCACACTTAT
AAAGGTCGTGGCATCACAGTGAAGCAATTTGATGAATTCCATGAAGCCTTCCATAATTTC

AAGGCACGTGGAGTTAC GGAATTATTTG GTTCAACACAGCTTTCATTGGGTAC
AAAGCTCGTGGAGTTACAAAAGAATTATTTGAAAAGTTCAACATTGCATTTATGGGATAC
AAAGCTCGTGGAGTTAC. GAATTGTTTG. GTTTAACATTGCATTTATGGGATAC

AAGAACCGTGGAGTTACACAAGGTCAATTCAATGAATTCAAGACAGCTCTCATCTCATAC
CAGAACCGTGGAATTACACAAGGACAATTGAATGAATTCAAGACTGCTCTTATCTCATAC
AAGAACCGTGGAATTACACAAGGACAATTCAATGAATTCAAGACAGCTCTTATCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTACACAAGCTCAATTCAATGAATTCAAAACTGCCCTCGTCTCATAC
AAGAACCGTGGAATTACACAAACTCAATTCAATAAATTCAGAACTGCCCTCGTCTCATAT
AAGAACCGTGGAATTACACAAACTCAATTCAATGAATTCAGAACTGCCCTCGTCTCATAT
CAAGCTCGTGGAGTTTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTACTGCCCTCGTTGCCTAC
CAAGCTCGTGGAGTTTCACAAGCTCAATTCAATGAATTCCGTACTGCCCTCGTTGCCTAC
AAGGCACGTGGAATCACAGCCGCTCAATTCAATGAATTCCGTACAGCTCTTGTTGCCTAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTCACAGCCTCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTCACAGCCTCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCCCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AACGGTCGTGGTGTTACAAAGGCACAATTCGGTGAATTCAGAACCGCCCTTGTCTCATAC
AAAGCACGTGGAATCTCAGCTGCTCAATTCGGTGAATTCAGAACTGCTCTCGTTTCATAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCTGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACTGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACTGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCTGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACTGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTTGGAGAATTCAGAACCGCTCTCGTTGCTTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACTGCCCTCGTCTCATAC
AAAGCACGTGGAATCTCAGCTGCTCAATTCGGTGAATTCAGAACTGCCCTCGTTTCATAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACCGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTTGGAGAATTCAGAACCGCTCTCGTTGCCTAC
AAAGCTCGTGGAGTTTCAGCCGCTCAATTCGGAGAATTCAGAACTGCCCTCGTCTCATAC
AAGGCTCGAGGTGTCACAAAAGACGAATTCATTAAATTTAAAGACTCAATCTTCAAGTAT
AAAACTCGTGGAGTCACCAAGGATCAATTCAATGAATTC. CAGCAATGTTT. TAC
AGAAATCGTGGAATTCCAAAGGATCTCTTCAACAACTTCCGCACAGCCTTCATGAGATAC

TCGAGGGATTGT. GGAACAATTTAATGGATTCCGTACATCTCTTGTCAATTAT
AGAAATCGTGGTGCCACAAAGGAACAATTCGAGAAATTCAAGTCATCAGTAGCAAAATAT
AAGAACCGTGGAGTTTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGCACAACACTTGTTGCTTAC
AAGAACCGTGGAGTTTCACAAGCTCAATTCAACGAATTCCGCACAACACTTGTTGCTTAC
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421 480
CTTAAGGATCACTCTGGAAGCTGGTCTGATGCCACTGGTGCCGCATGGAACAAGGCATTC
ATGCAAAGACAATCA---TCATGGAATGAAAATACAGCTGCTGTTTGGAATAAGGCATCA
ATGCAAAGACAATCA---TCATGGAATGAAAATACAGCTGCTGTTTGGAATAAGGCATCA
CTTTCAAAGCACCTT---GACTGGAATGACACCATGAAATCAACATGGGATCTTGCATTG
CTCTCTAAGAATCTC---GATTGGAACGACACCATGAAATCAACATGGGATCTTGCATTG
CTTCAAAATCATGTC TCATGGGGTGATAATGTTTCATCAGCATGGACAAGAGCCCTT
CTGCAAAATAATTTC---TCTTGGGGTGATAATGTTTCAGCAGCATGGACAAGAGCTCTT
CTTCAAACTCATGTC---TCATGGGGTGACAATGTTTCAGAAGCATGGACAAAAGCTCTT
CTTCAAGCTAATGTG---TCATGGGGCGACAATGTTTCAGTTGCTTGGACAAAAGCTATT
CTTTCAAATCATGTA---TCATGGGGTGATAATGTAGCTAAGGCTTGGGAAAAAGGTTTT
CTATCACAAAATGTA---TCATGGGGTGATAACGTAGCTCAAGCTTGGGAAAAAGGCTTT
CTTTCAGAACATGTA---TCTTGGGGTGAAAATGTAGCTAAGGCATGGGAAAAAGGATTT
CTATCAGAACATGTG---TCATGGGGAGATAATGTAGCTCAGGCTTTTGAAAAAGGTCTT
CTCTCAGAACATATG---TCATGGGAAGATAATGTAGCTCAGGCTTTTGAAAAAGGTTTT
CTTGCAGATCATGTG---ACATGGAATGATAATGTAGCTCAAGCTTGGGAAAAGGGACTT
CTCCAAGCTAATGTC---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACCAAGCTCTT
--TGATAACGTTGCTAAGGCATGGGAAAGAGGTTTGAATAAT
CTATCACAACATGTG---ACATGGGGAGATAATGTAGCTCAGGCTTGGGAAAAAGGTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGAAAATGTTGCTGCTGCTTGGAACGTTGCTCTT
CTCCAAAGCCACGTT---ACATGGAACGATAAACTCGGAGCTGCCTGGACACAAGGTCTT
CTCCAAAGTAAAGTT---TCATGGAACGATTCTCTTGGAGCTGCCTGGACACAAGGTCTT
CTACAACAAAATGTA---GCTTTTGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACCAAGGTCTT
ACATGGAATGATGCCACAGCCGCTGCCTGGACTCATGGTCTT
TCATGGAATGATGCTACCGCTGATGCCTGGACCCATGGACTT
GCTTGGTCAGACGCCACCGCTGATGCCTGGACCCATGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGGGCGACAATGTTGCTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGAGTGACGCTACTGGTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGGGCGACAATGTTGCTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGCGACAATGTTGCTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGGGCGACAATGTTGCTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGCGACAATGTTGCTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGAGTGACGCTACTGGTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
CTCCAAGCTAATGTT---GCATGGAGTGACGCTACTGGTGCTGCCTGGACACAAGGACTT
GTCTCAAGCAATGTT---GCATGGAACGCTGCTGCTGAATCAGCATGGACTGCTGGTCTT
CTTAAGGGAGCTACC---GCATGGGACGCAACCGTTGAATCAAGCTGGAACGCCGTCCTC
—--AAATGGGACTCTGCTGTCGAATCAAGCTGGGCTCCAGTT
---AAATGGGACTCTGCTGTCGAATCAAGCTGGGCTCCAGTT
CTCTCAAGCCACGTT---ACATGGGGTGACAATGTTGCCGCTGCCTGGAACCACGCTTTA
CTTAAGAGCCATATC---ACCTTCGATGAACCAACAGAAACTGCATGGACTCTTGCTCTT
CTTAAAGCACATATC---AACTTCGATGGACCAACTGAAACTGCATGGACTCTTGCACTT
TTCCCAACACACACA---AAATGGAATGAAAACGTTGAGGCATCATGGATGTGCATTGAA

CTTAAATCACATACA---ACATGGGATGAGAAAACTGAAAATGCATGGAAAGTTGTTGGC
CTCTCAAGCCATGTC---TCATGGGGTGATAACGTTGCTGCTGCCTGGAATCATGCCCTC
CTCTCAAGCCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCATGGGAGCATGCTCTT
CTCTCAAGCCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCATGGGAGCATGCTCTT
ATTTCATCACATGTA---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGGATCATGCCCTT
ATCTCATCAAACGTC---GCATGGGGTGATAATGTTGCAGCTGCATGGACACACGCACTT
ATCTCATCAAACGTC---TCATGGGGCGATAATGTTGCAGCTGCATGGACACACGCACTT
CTTCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGAAAATGTTGCAGCTGCATGGAATCAAGCTCTT
CTTCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGAAAATGTTGCAGCTGCATGGAATCAAGCTCTT
CTTTCACATCACGTC---TCATGGGGTGACAATATTGCTGCTGCCTGGAATCATGCTTTA
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT
CTCTCAAACCATGTA---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT

CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTC
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTC
CTCTCACATCACGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTT
CTACAAGCTCATGTC---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCTTGGAATCACGCTTTA
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCCCTC
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTC
CTTCAAGCTCATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCTTGGAATCACGCTTTA
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCCAAGCTAATGTT---TCATGGGGTGACAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAAGCTCTT
CTCTCAAACCATGTC---TCATGGGGTGATAATGTTGCTGCTGCCTGGAACAAGGCTCTC
GAAATGGACGAAAAGGTCTTACACGCTTGGAATGACTGCTTT
GATTTCACTGCCGACTATGAGCACGCCTGGAATGATGCCTTT
~GAGGGATACAATGCTCAATACTGGGACGAT. TCC
TCTTGGAATGATGATGCTGCAAATTTCTGGAACAAGGCGCTG
CTCAAAGAACATGCTGGAGCTTGGACTGATGCCACAGCAGCCGCATGGAACAAGGCATTT
CTTCAACAAAATGTT---TCATGGAATGACGACACCGCTGCTGCCTGGACACAAGCTCTT
CTTCAACAAAATGTT---TCATGGAATGACGACACCGCTGCTGCCTGGACACAAGCTCTT
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GATGAAATGTATGCCATCGTCTTCAGCAATCTCGATGGAAATCCAGTTCACTAA--—
AATAATTTTTATTTTGTTCTTTTTTCTGCTCTCGATGGAAATCCAGTGAACTGA- -~
AATAATTTTTATTTTATTCTTTTTTCAGCTCTCGATGGAAATCCAGTGAACTGA- -~
AACAACATGTTCTTCTACATCTTACATGCTTTGGAATCTGCTCATTAA- -

AACAACATGTTCTTCTACATCATACATGCCTTGGAAGCTGCTCATTAA--
GACAATGCATACTTTATTCTCTTTTCGGCCCTTGATGGACATCCATTGTAA- -~~~
GACAATGCTTTCTTCCTTCTTTTCTCAGCTCTTGATGGAAATCCATTGTAA-~—-~~—~
GACGATGCTTACTTTTATCTCTTCTCAGCCCTTGATGGAAATCCTTTGTAA-——~—~—
GGCGATGCCTATTATTATCTCTTCTCAGCTCTTGATGGAAATCCATTGTAA-~~--~~—
AATAATGTTTATCACATTCTTTTCTTAGCACTTGATGGAAATCCTATGCAATAA- -~
AATAATGTTTATTTCATTCTTTTCAATGCTCTTGACGGCACTCCTATATAA-—--~-~
AATAATGTTTTTTTCGTTCTCTTCTCAGCTCTTGATGGAAATCCTATATTGTAA- -~
GATAATGTTTATTTAGTTCTTTTCTCAGCTTTTGATGGAAATCCGATATAA--—---~—
GATAATGTTTATCTTGTTCTTTTCTCAGTTCTTGATGGAAATCCGATATAA-~———~~
GATAATGTTTATTTCGTTCTGTTCTCAGCATTTGATGGAAATCCAATGTAA-—~——~—
GACAACTTATTCTTCGTTCTTACCTCAAACTACTAA.
ATGTATCACATTATTTTCTTAGCACTTGATGGAAATTCGCTGTAA-
GAAAATATTAATACGGTTCTATTCTCAGCACTTGATGGAAATCCGATG-
GACAACTTCTTCTTCGTTCTTACCTCAAACTACTAA-~-
GACAACGCCTTCACAATGATCTTCGCTAAATTGTAA--
GACAACGTCTTCAACATGATGTTCTCATATTTGTAA.
GACAATACTTTCAACATGATCTTCGCTCATTTG--~
GACAACATCTTCGACGCTATCTTCGCCCACTTGTAA-~-
GACAACATCTTCGGAATGATCTTCGCTCACTTGTAA-~-
GACAACATCTTCGGAATGATCTTCGCTCACTTG--~
GATAACATCTACGGACTCCTTTTCGCCGCTTTGTAA.
GATAACATCTACGGACTTCTCTTCGCCGCTTTGTAA-~-
GACAACATCTACGGACTCCTCTTCGCCGGTTTGTAA:
GACAACATCTACGGACTCCTCTTCGCCGCTTTGTAA-~
GACAACATTTACGGACTCCTCTTCGCTGCTTTGTAA-~
GACAACATCTATGGACTCCTCTTCGCTGCTTTGTAA--
GACAACATCTACGGACTCCTCTTCGCCGGTTTGTAA-~
GACAACATCTACGGACTCCTCTTCGCCGGTTTGTAA-~
GACAACATCTTCGGACTCCTTTTCGCTGCTTTGTAA
GACTTTGTCTTCGGAGTATTGAAAGAACAACTTGCAGCAGCAAARATAA-
CTTGACTTTGTCTTCTCAACATTGAAGAATGAACTTTAA-~
CTTGACTTTGTCTTCTCAACATTGAAGAATGAACTTTAA-~
GACAACACAATGGCCATCGCTTTCAAACAACTTGATGATTAA- -
GAAACAACATACAAGATGCTCTTCGCTGCCATGGACTCATAA-~
GACACAACATACGCAATGCTTTTCTCTGCCATGGACTCATAA -~ —————======——
AAAGAAGCTCGTAAAACTATTAACGCAGTTCTTGAGGGACATCCAATTGAATAA-
AAGGAAATCCGTAAAGTAATCAACGCTAACCTTGAATAA-——————=—-——————=--—
GATGAACATCATGCTATTATTTATTCAATTCTTGAATAA--
GATGAACATCATGCTATTGTCTACTCAATTCTTGAATAA-~
GATGAACATCATGCTATTGTCTACTCTATTCTTGAATAA---—
GAAAATACATACACAGTTGCCTTCGAAGTCATCCCAGCCTAA-
GAAAACACATATACAGTTGCTTTTGAAGTCATTCCAGCCTAA--
GAAAACACATATACAGTTGCTTTTGAAGTCATTCCAGCCTAA-~
GAAAATGTATACACCGCTGCCTTCAAAATCATCACAGAATAA--
GACAATGTCTACACCGCTGTCTTCCAAATTGTCACAGCTTAA- -
GACAATGTCTACACCGCTGTCTTCCAAATTGTCACAGCTTAA-~
GACAATACATATGCTATTGCCTTCACAACTCTTACTGCCTAA-~
GACAATACATATGCTATTGCCTTCACAACTCTTACTGCCTAA-
GATAACACTTATGCCGTTGTAATTAAAGCTCTTGCTTAA-
GACAACACCTACGCCATCGTTCTTGCCAACCTTTAA---~—
GACAACACCTACGCCATCGTTCTTGCCAACCTTTAA-~-
GACAACACCTACGCCATCGTCCTTGCCAACCTTTAA--
GACAACACCTACGCCATCGTTCTTGCCAACCTTTAA--
GACAACACATTCGCCATCGCTGTTGCCCACCTTTAA-~
GACAACACATTCGCCATCGCTGTTGCCCACCTTTAA-~
GACAACACATTCGCCATCGCTGTTGCCCACCTTTAA--
GACAACACATTCGCCATCGCTGTTGCCCACCTTTAA-~
GATAACACAATGGACATCGCTGTTGCCAATCTCTAA-~-
GATAACACAATGGACATCGCTGTTGCCCACCTCTAA
GACAACACAATGGATGTTGCCTTCAAGGTTATGGAACACTAA-
GATAACACTTATGCAGTTGCACTCAAGTCTCTTGAATAA---~—
GACAACACATTCGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-~
GACAACACCTTTGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-—
GACAACACATTCGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-~
GACAACACCTTTGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-~
GATAACACCTATGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-~
GATAACACCATGGCTGTCGCTGTTGCTCACCTTTAA-—
GACAACACTTATGCCGTTGCACTCAAGTCTCTCGAATAA-
GACAACACCTTCGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA---~
GACAACACCTTCGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-—
GACAACACCTTCGCCATCGTTGTCCCACGTCTTTAA-—
GATAACACCATGGCTGTCGCTGTTGCTCACCTTTAA- - = === === ————————————
GATAGTATGTATTACATCATTTTCGCCAATTTTGATGGAAAACCAGTTAGCTAA-
GATAAGATGTACTTTGTCATCTTCAGCACTCTTGATGGAAAATCTTTTAATTAA-——
GACAAAATGTACTATGTCATCTTCCAGTGCTTTGGATGGAGGACCAGT--------—
GACAATTTCTACGCAATTCTTTTTGAGGCTCTCAATGGAACACCCATGACATAA--~
GAAGAAATGTATCAAATCATCTTCAGCAACCTCGACGGAAACCCAGTGCACAAATAA
GACAATCTCTACTTTGTCCTCTTCTCAGCTCTCGATGGCAACCCAATCAACTAA- -~
GACAATCTCTACTTTGTCCTCTTCTCAGCTCTCGATGGCAACCCAATCAACTAA- -




Alignment der Aminos ure-Sequenzen der H moglobine von C. tentans,
C. thummi, C. piger, C. melanotus und Glyptotendipes barbipes

CTEP
CTEQ
CTEQa
CTEVIII
CTTVIII
CMEORF 6
CTER
CMEORF5
CTES
CMEORF7
CTEXI
CTTXI
CMEORF2
CTEXII1
CTEXII2
CTTXIT
CTEORFA
CTEORFB_ps
CMEORFB
CTTXIII
CTEIIR
CTTIIR
CMEII
CTEIX
CTTIX
CTTIX.1
CMEIX
CTEVIIAL
CTEVIIA2
CTEVIIA3
CTEVIIA4
CTEVIIAS
CTEVIIA6
CTEVIIA7
CTEVIIAS8
CTTVIIA
CTTVIIA.1
CTET
CTTI
CTTIA

CTTZ

CTPZ

CTEVIIBI12
CTEVIIB13
CTEVIIB7
CTEVIIB6
CTEVIIB6a
CTEVIIB5
CTEVIIBSa
CTEVIIB10
CTEVIIB10a
CTEVIIBY
CTEVIIBY9a
CTEVIIBS
CTEVIIB4
CTEVIIB1l
CTTVIIB7
CTTVIIB6
CTTVIIBS
CTTVIIB1O
CTTVIIBY
CTTVIIBS
CTTVIIB4
CTTVIIBY/S
CTPVIIB7
CTPVIIB6
CTPVIIBS
CTPVIIB8/10
CTPVIIB4

CTEN
GLYP16.4_ORF2
GLYP16.4_ORF3
GLYP5-4.5_ORF2
GLYP5-4.5_ORF3
GLYP5-4.5_ORF1
GLYP5-1.2_ORF1

1 60
MKFL-ILAAVLVAGAYA--TLTADEAK----LVKGSWDKVKGQEDGILYVIFKENPDIQA
MKLFIITALCIMSSTCDLTPLNSEEAE----TLRTLWNRVKHREADILYVIFKENPDIQA
MKLFIITALCIMSSTCDLTPLNSEEAE----TLRTLWNRVKHREADILYVIFKENPDIQA
MKFL-VLALCIAAASAAVTPMTADQLA----LFKSSWAEVKHNEVDILYATFKDHPDIQA
~LFKSSWNTVKHNEVDILYAVFKANPDIQA
LFKSSWGTVKHNEVDILYAVFKANPDIQA
IVHSSWNQVKHNEVDILYAVFKANPDIQA
IVTSSWNEVKHNEVDILYTVFKANPDIQA
-IVKSSWAEVKHNEVDILYAIFRDHPDIQA

MEFL-IFALCIVTVSCVPAPLTADQAK--

MKFI-VLALCIVAASCDPAPLSADQVT--
MKLF-IFILCIAAVSCDLIPLVDDEAT-~-
MKFL-ILALCIAAASCDLIPLADDQATI--
MKLF-IFTLCIVAASCDLIPLVDDEET--
MKLF-IFILCIAVTSCDLAQFVEDQTA-~-
MKLF-IFILCIAVTSCD--QFVEDQTA--

-IIRSSWAQVKHNEVDILAAVFKANPDIQA
~LIRSSWNEVKHNEVDILASIFAANPDIQA
-~RIRSLWNEVKHNEVDILASIFAANPDIQA
MKLF-IFTLCIVAATCDLAQFVEDQTE----IIRASWNQVKHNEVDILYSTIFAANPDIQA
MKFFVVLALCIAAASAAVVPLSADQAS----LVKSSWNQVKHNEVDILAATFAANPDIQA
LKS--VLTLCIVAVSCDIVPLEDDQAI----LIRSSWDQVRHNEVDILAAIFTANPDIRA
MKLF-IFALCIVAVCCELISTVDEQSAADHLLIRASWNQVKHNEVDILTATIFVENPDIQD
MKFL-ILALCIAAASAAVVPLSADQAS----LVKSSWAQVKHSEVDILASIFTANPDIQA
MKFL-VLALCIVGAIAA--PLSADEAS----LVRASWNQAKHSEVDILYYIFKANPDIMA
MKFL-VLALCIAAAVAA--PLSADEAS----LVRGSWAQVKHSEVDILYYIFKANPDIMA
MKFL-VLALCIASATIAA--PLSADQAS----LVRGSWTQVKHNEVDILYYIFKANPDIMA
MKFLAVLALCIVGAVAD--PISADQAD----LIRSSWAQVKHNEVDILAAVFKDHPDIQA
MKFFIVLALCIVGAIAD--PVSSDQAN----ATRASWAGVKHNEVDILAAVFSDHPDIQA
MKFFIVLALCIVGAIAD--PVSSDQAN----ATRASWAGVKHNEVDILAAVFSDHPDIQA
**************** D--PVSSDQAG----LIRSSWAGVKHNEVDILAAVFADHPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTADQAS--
MKFFAVLALCIVGAIAA--PLSADQAN--
MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTADQAS-~-
MKFFAVLAICIVGAIAS--PLTADQAN--
MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTADQAS--
MKFFAVLAICIVGAIAT--PLTTDQAN--
MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTGDQAS--
MKFFAVLALCIVGAIAA--PLSADQAS
ffffffffffffffff A--PLSADQAS
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLSADQAA
MKFL-ILALCVAYTMAA--P-SADQTIA--
MKFL-ILALCVAAAMAG--P-SGDQIA--
MKFL-ILALCVAAAMAG--P-SGDQIA--
MKFFAILAFCVVGAIAG--PLSADEAA

LVQSTWAQVRNNEVDILAAVFTANPDIQA
LVKSTWAQVRNSEVEILAAVFTAYPDIQA
LVKSTWAQVRNSEVEILAAVFTAYPDIQA
-~AAKASWATVKGKQVDILAATFKANPDIKD

- IMQEAWNTMKNEEVEILYTVFKAYPDIQA
-FIKASWDQVKHNEVDILYNVFKAYPEIQA
-FIKASWNQVKHNEVDILYTVFKAYPEIQD
~FIKASWNQVKHNEVDILYTVFKAYPEIQD
-LVKASWDQVKHNEVDILAAVFKAYPDIQA
-LVKSSWAQVKHNEVDILYTVFKAYPDIQA
-LVKSSWNQVKHNEVDILAAVFKAYPDIQA
-LVKSSWAQIKHNEVDILYAVFKAYPDIQA
-LVKSSWAQVKHNEVDILYTVFKAYPDIQA
-~LVKSSWAQVKHNEVDILYTVFKAYPDIQA
-LVQSSWAQVKNNEVDILAAVFAAYPDIQA

MKFFAVLALCIVGAISH--PLTADEAS--

MKFFAVLALCIVGAIAH--PLTSDEAA--
MKFFAVLTLCIIGAIAH--PLTSDEAN--
MKFFAVLALCIVGAIAH--PLTADQAT--
MKFFAVLALCIVGAIAH--PLTSDEAA--
MKFFAVLALCIVGAIAH--PLTSDEAA--
MKFFAVLAVCIVGAIAT--PLTADQAN-~-
MKFFAVLAICIVGAIAT--PLTADQAN--
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLSADEAA--
MKFFAVLAICIVGAIAS--PLTADEAG--
MKFFAVLAICIVGAIAS--PLTADEAG--
MKFFAVLAICIVGAIAS--PLTADEAG--
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAG--

LVQSSWKQVSHNEVDILAAVFSAYPDIQT
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS LVQSSWKQVSHNEVDILAAVFSAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS LVQSSWKQVSHNEVDILAAVFSAYPDIQA
MKFFAVLAICIVGAIAS--PLTADEAS LVQSSWKQVSHNEVDILAAVFSAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS LVQSSWKAVSHNEVDILAAVFAAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAA----LVQSSWKAVSHNEVDILAAVFSAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAG----LVKASWKQVSHNEVDILYAVFKAYPDIQA
MKFFAVLALCVVGAIAS--PLSADEAA----IVKSSWDQVKHNEVDILAAVFAAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQON
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQN
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQN
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQN
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQN
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVDILAAVFAAYPDIQA
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS--
MKFFAVLALCVVGAIAS--PLSADEAN--
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS--
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS--

-LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQN
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVEILAAVFAAYPDIQON
MKFFAVLALCIVGAIAS--PLTADEAS----LVQSSWKAVSHNEVDILAAVFAAYPDIQA
MKFI-VIALCIACVTANPHWDNLDEVEIA--SIKRTWNQVKMNEIEILYNIFKDHPEIMS
MKFL-VLALCVVAAVADPQYVTLDEAEVG--FVKSSWDKMKFNEVEILYFVFKEYPDIME
MKFL-ILALCAAVVMADPHWLMMNEAEVA--NIKHTYDSVKHNEIDILYNIFKAYPDIQA
MKLFLITCLCIVSVTCDITPISSEEAA----VVKSIWSEVKNNEVDILYRIFKENPDIQA
MKFL-ILAAVLVAGAYA--TLTADEAK----LVKSSWDKVKGQDDAMLYAIFKENPDIQA
MKVFAVLAMCIAAAHCAINPLSAEQGN----LVRSSWGTVRNSEVDILFAVFQANPDIQA
MKVFAVLAMCIAAAHCAINPLSAEQGN----LVRSSWSTVRNSEVDILFAVFQANPDIQA
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Anhang

61 120
CTEP KFPSFVGKNLEEIKSNDD- - - FTKHADRIVAAVTKYVDLVGNEANTPATKTLLNELGQSH
CTEQ HFPAFVGKNLEALRGSIA---FATHATRIVSIFSKIASLAGDSNNIPASKTLINELAASH
CTEQa HFPAFVGKNLEALRGSIA---FATHATRIVSIFSKIASLAGDSNNIPASKTLINELAASH
CTEVIII RFPQFAGKDLDSLKDTAA---FATHAGRIVGFFSDVIGLIGNSENRPALKTLIDGLASNH
CTTVIII KFPQFAGKDLDSIKDSAD---FAVHSGRIVGFFSEVIGLIGNPENRPALKTLIDGLASSH
CMEORF6 KFPQFAGKDLDSVKDTAA- - -FATHAGRIVGFFSEVIGLIGNPENRPALKTLIDALASSH
CTER KFSQFSGKDLDSLKDTAA- - - FATHAGRIVGFVSEI IALADSESNVAASKFLINGLAENH
CMEORFS KFPQFAGKDLDSLKSTAS---FATHAGRIVGFVSEIIALADSESNVAASKFLINDMATRH
CTES KFPQFARKNLASLKSTAA---FATHAGRIVGFVSEIILLIEGESNVAASKFIINDIAASH
CMEORF7 RFPQFVGKDLASLKTTAS---FATHAGRIVGFLSEIITLIEGESNIPASKYLINDLAATH
CTEXI RFPQFAGKDVESLKDTAA---FATHAGRIVGFFSEIASLSTDESSISAAKTLINQLGASH
CTTXI RFPQFAGKDLDSIKTTGQ---FAVHAGRIVGVFSEISALQPDESGISAAKTLINALGASH
CMEORF2 RFPQFAGKDLESLKDTAA---FATHAGRIVGFFSEISALSTDASSVSAAKTIINELGANH
CTEXII1 RFPQFAGKDLESLKNSAA---FATHAARIVGFFSQLIEFEPNDSNVSAAKTLINQLAVSH
CTEXII2 RFPQFAGKDLESLKNSAA---FATHAARIVGFFSEIIELDPNDSGVSAAKTLINQLAVSH
CTTXIT RFPQFAGKDLKTLKSSSS---FASHAGRIVGFFSKITELNPNDSGVSAAKTLINEVAASH
CTEORFA RFSQFAGKDVAGLKDTAA---FATHAGRIVGFFSEI IGLTGNAANAPALQTLVGQLAASH
CTEORFB_ps HFPQFAGKDVESLKDTAA- - - FATHAGRIVGFFSEMAGLSNDESGVPAAMTL-NQLGASH
CMEORFB RFPQFAGKDLRSLKNTVA- - -FTTHAVRIVGFFSELTELPPNDSGVSAAKTLINQLAVSH
CTTXIIT RFPQFAGKDIDSIKDTGATGAFATHAGRIVGFFSEIVGLIGNQSNVPALYTLTEQLAASH
CTEIIR KFPQFVGKDLDSLKDTAA---FATHAGRIVGFMSQI IALMGNEANRPAMVTLINEMAANH
CTTIIR KFPQFAGKDLETLKGTGQ---FATHAGRIVGFVSEIVALMGNSANMPAMETLIKDMAANH
CMEIIR KFPQFAGKDLDSLKNTAS---FATHAGRIVGFVSEIVALMGNSANMPAMETL I TEMAGNH
CTEIX RFPQFAGKDVDSLKDTAA- - - FATHAGRIVGF ISEIVALVGNEANRPAMNTLTNELATNH
CTTIX RFPQFAGKDLASIKDTGA- - -FATHAGRIVGFISEIVALVGNESNAPAMATLINELSTSH
CTTIX.1 RFPQFAGKDLASIKDTGA---FATHAGRIVGFISEIVALVGNESNAPAMATLINELSTSH
CMEIX RFPQFAGKDLAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIVALVGNEANAPAMATLINELATNH
CTEVIIAL RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALVGNESNAPAVQTLVGQLAASH
CTEVIIA2 RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALIGNQSNAPAVQTLVGQLAASH
CTEVIIA3 RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEI IALVGNESNAPAVQTLVGQLAASH
CTEVIIA4 RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALVGNESNAPATQTLVGQLAASH
CTEVIIAS RFPQFAGKDVAALKDTAA- - -FATHAGRIVGFVSEIIALIGNQSNAPAVQTLVGQLAASH
CTEVIIA6 RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALVGNESNAPATQTLVGQLAASH
CTEVIIA7 RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALIGNQSNAPAVQTLVGQLAASH
CTEVIIAS RFPQFAGKDVAALKDTAA---FATHAGRIVGFVSEIIALIGNQSNAPAVQTLVGQLAASH
CTTVIIA RFPQFAGKDVASIKDTGA---FATHAGRIVGFVSEIIALIGNESNAPAVQTLVGQLAASH
CTTVIIA.1 RFPQFAGKDVASIKDTGA---FATHAGRIVGFVSEIIALIGNESNAPAVQTLVGQLAASH
CTEI KFSQFAGKDVDSIKGTPE- - - FATHAGRIVGFFGDVMDLLGNDANTATIVSKAKDLGKTH
CTTI AFSQFAGKDLDSIKGTPD- - - FSKHAGRVVGLF SEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSH
CTTIA AFSQFAGKDLDSIKGTPD- - - FSKHAGRVVGLF SEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSH
CTET KFPQFVGKDLDGLKDTAA---FATHATRIVSFLTEVVSLSGSENNLAAVHTLVTKLGKDH
CTEU ~  —mmmm—— DLESVKDSPA---FATHATRIISFLSQVISLAGSDDTIPAIQNLAKDLATSH
CTTVI.3 KFPQFAGKDLDSIKDSAA---FATHATRIVSFLSEVISLAGSDANI PATQNLAKELATSH
CTTY RFPKFAGKDVESLKGTAD- - -FATHATRIIGFMTEVIELLGNDANTPATKTLLNQLAKEH
CTPY KFPQFVGKDLETIKGTAE---FAVHATRIVSFMTEVISLLGNPDNLPAIMSLLSKLGKDH
CTEW KFPQFAGKDLETIKDTAV---FATHATRIASFMSEIVSLVGNPSVQTSIDSLLVKLANDH
CTTW RFPQFAGKDLEAIKETAE---FAVHSTRIVSFMSEIVSLVGNPAVQSSIDLLLVKMANDH
CTPW RFPQFAGKDLEAIKETAE---FAVHSTRIVSFMSEIVSLVGNPAVQSSIDLLLVKMANDH
CTEV KFPQFAGKDLDSVKETAA- - -FATHATRIVSFLSELISLSGNEGNLSAVYGLVRKLGVDH
CTTV_ps RFPQFAGKDLDTIKTSGQ---FATHATRIVSFLSELIALSGSESNLSATIYGLISKMGTDH
CTPV KFPQFAGKDLDSIKTSGQ---FATHATRIVSFLSELIALSGNEANL .VYGLVKKLGVDH
CTEZ KFPQFAGKDLESVKDTAA---FATHATRIVSFLSELIALTGSESNLTAIYGLVNKLGEDH
CTTZ RFPQFAGKDLDTIKTSGQ---FATHATRIVSFLSELIALSGSESNLSAIYGLISKMGTDH
CTPZ RFPQFAGKDLDSIKTSGQ---FATHATRIVSFFSELIALSGSESNLSATYGLISKMGTDH
CTEVIIB12 KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSELISLSGNSANAAAINSLVTKLGSDH
CTEVIIB13 KFPQFAGKDLAAVKDTAA- - -FATHATRIVSFLSELISLSGNSANAAATNSLVTKLGSDH
CTEVIIB7 KFPQFAGKDLAAIKDTAA---FATHATRIVSFFSEVISLSGDQANLSAVYSLVSKLGADH
CTEVIIB6 KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAINGLVSKLGSDH
CTEVIIB6a KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAVNGLVSKLGSDH
CTEVIIBS KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAINGLVSKLGSDH
CTEVIIBS5a KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAINGLVSKLGSDH
CTEVIIB10 KFPQFAGKDLAAVKDTAA- - -FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAVASLVAKLGDDH
CTEVIIB10a KFPQFAGKDLAAVKDTAA- - -FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAVASLVAKLGDDH
CTEVIIBY KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAVASLVAKLGDDH
CTEVIIB9a KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNQAAVASLVAKLGDDH
CTEVIIBS KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNDSNQAAVKSLVSKLGSDH
CTEVIIB4 KFPQFAGKDLAAVKDTAA---FATHATRIVSFLSEVIALGGNDSNQAAVKSLVSKLGDDH
CTEVIIB11l KFPQFAGKDLDSVKETAA- - -FATHATRIVSFLSEVIALGGNESNAAATNSLVTKLGTDH
CTTVIIB7 KFPQFAGKDLASIKDTAA---FATHATRIVSFFTEVISLSGNQANLSAVYALVSKLGVDH
CTTVIIB6 KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNDSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTTVIIBS KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNTSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTTVIIBLO KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNESNASAVNSLVSKLGDDH
CTTVIIBY KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNTSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTTVIIBS KFPQFAGKDLASIKDTGA- - -FATHATRIVSFLSEVIALSGNESNASAVNSLVSKLGDDH
CTTVIIB4 KFPQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNASNAAAVEGLLNKLGSDH
CTTVIIBY/5 KFSQFAGKDLASIKDTGA- - -FATHATRIVSFLSEVIALSGNTSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTPVIIB7 KFPQFAGKDLASIKDTAA---FATHATRIVSFFTEVISLSGNQANLSAVYALVSKLGVDH
CTPVIIB6 KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNTSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTPVIIBS KFSQFAGKDLASIKDTGA---FATHATRIVSFLSEVIALSGNTSNAAAVNSLVSKLGDDH
CTPVIIB8/10 KFPQFAGKDLASIKDTGA- - -FATHATRIVSFLSEVIALSGNESNASAVNSLVSKLGDDH
CTPVIIB4 KFPQFAGKDLASIKDTGA- - -FATHATRIVSFLSEVIALSGNASNAAAVEGLLNKLGSDH
CTEN KFPQFAGKDLEELKGTNQ---FATHATRIVSFFSHYILLLGKESSKPCLRTITNDMAEVH

GLYP16.4_ORF2 KFPQFAGKNLDQIKGSSA---FGVHATRIVSFFSTYILLLGKESSQPCIKTILYDMGQTH
GLYP16.4_ORF3 RFPKFVGKDIETLKGTAD---FALHAGRIIGLLTEYITLLGKESTQPAIKTILNEMGQNH
GLYP5-4.5_ORF2 RFPAFVGKDIEKVRRGVP---FALHATRIVSFFSEIIRLSGNPENFPATKTLINELGNSH
GLYP5-4.5_ORF3 KFPAFVGKNLEEIKSTDD---FTKHADRIVAAVTKYVDLVGNDANTPAIKTLLNELGQSH
GLYP5-4.5_ORF1 RFPQFAGKDLNGLKDTAA---FATHAGRIVGFLSEIIGLIGNESNAPALKTLVNQLGASH
GLYP5-1.2_ORF1 RFPQFAGKDLNGLKDTAA---FATHAGRIVGFLSEIIGLIGNESNTPALKTLVNQLGASH
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CTEP

CTEQ
CTEQa
CTEVIII
CTTVIII
CMEORF6
CTER
CMEORF5
CTES
CMEORF7
CTEXI
CTTXI
CMEORF2
CTEXII1
CTEXII2
CTTXIT
CTEORFA
CTEORFB_ps
CMEORFB
CTTXIII
CTEIIR
CTTIIR
CMEIIf2
CTEIX
CTTIX
CTTIX.1
CMEIX
CTEVIIAL
CTEVIIA2
CTEVIIA3
CTEVIIA4
CTEVIIAS
CTEVIIA6
CTEVIIA7
CTEVIIAS8
CTTVIIA
CTTVIIA.1
CTEI

CTTI
CTTIA
CTET

CTEU
CTTVI.3
CTTY

CTPY
CTEW
CTTW
CTPW
CTEV
CTTV_ps
CTPV

CTEZ

CTTZ

CTPZ
CTEVIIB12
CTEVIIB13
CTEVIIB7
CTEVIIB6
CTEVIIB6a
CTEVIIBS
CTEVIIB5a
CTEVIIB10
CTEVIIB10a
CTEVIIBY
CTEVIIBY9a
CTEVIIB8
CTEVIIB4
CTEVIIB11
CTTVIIB7
CTTVIIB6
CTTVIIBS
CTTVIIB10
CTTVIIBY
CTTVIIB8
CTTVIIB4
CTTVIIBY/5
CTPVIIB7
CTPVIIB6
CTPVIIBS
CTPVIIB8/10
CTPVIIB4
CTEN
GLYP16.4_ORF2
GLYP16.4_ORF3

GLYP5-4
GLYP5-4
GLYP5-4
GLYP5-1

.5_ORF2
.5_ORF3
.5_ORF1
.2_ORF1

121 178
RNRGATKEQFEKFKASVAKYLKDHSGSWSDATGAAWNKAFDEMYAIVEFSNLDGNPVH-
KSRGIQKEFFNKFRTSLDGFMQRQS-SWNENTAAVWNKASNNFYFVLFSALDGNPVN-
KSRGIQKEFFNKFRTSLDGFMQRQS-SWNENTAAVWNKASNNFYFILFSALDGNPVN-
KARGIEKAQFEEFRASLVDYLSKHL-DWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALESAH- -~
KARGIEKAQFEEFRASLVDYLSHHL-DWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALEVAQ--~
KARGIEKAQFEEFRTSLVDYLSKNL-DWNDTMKSTWDLALNNMFFYITHALEAAH. -~
KARGITKAQFNEFRASIVNYLQONHV-SWGDNVSSAWTRALDNAYFILFSALDGHPL -~
KNRGVTKAQFNSFRASIVNYLQONNF - SWGDNVSAAWTRALDNAFFLLFSALDGNPL -~
KARGITKAQFNDFRDSIVNYLQTHV-SWGDNVSEAWTKALDDAYFYLFSALDGNPL -~
KKCGITKANFNAFRASLFNYLQANV-SWGDNVSVAWTKAIGDAYYYLFSALDGNPL -~
RGRGISKAQFNEFRATFITYLSNHV-SWGDNVAKAWEKGFNNVYHILFLALDGNPMQ-
RGRGISKAQFNEFRASLITYLSQNV-SWGDNVAQAWEKGFNNVYFILFNALDGTPI-~
RARGISKALFNQFRATLMTYLSEHV-SWGENVAKAWEKGFNNVFFVLFSALDGNPIL-
KERGISKAQFNAFRVSMVKYLSEHV-SWGDNVAQAFEKGLDNVYLVLEFSAFDGNPI--
KERGISKAQFNAFRVSMIKYLSEHM-SWEDNVAQAFEKGFDNVYLVLFSVLDGNPI -~
KGRGVSKAQFNAFRVSLTAYLADHV-TWNDNVAQAWEKGLDNVYFVLFSAFDGNPM- -
KARGIPTAQFGEFRTSLVAYLQANV-SWGDNVAAAWNQALDNLFFVLTSNY - -----~
RGRGISKAQFNEFR-— ~DNVAKAWERGLNNMYHITFLALDGNSL. -
KGRGISKAEFNAFRVSLYKYLSQHV-TWGDNVAQAWEKGLENINTVLEFSALDGNPM-
KARGISTAQFGEFRASLVSYLSNHV-SWGENVAAAWNVALDNFFFVLTSNY - -
KARKIPQAQFNEFRASLVSYLQSHV-TWNDKLGAAWTQGLDNAFTMIFAKL -~
KARGIPKAQFNEFRASLVSYLQSKV-SWNDSLGAAWTQGLDNVFNMMFSYL -~
KARGITKGQFNEFRASLVSYLQQONV-AFGDNVAAAWNQGLDNTFNMIFAHL -~
HNRGISKAQFNEFRASMTSYLSHHT-TWNDATAAAWTHGLDNIFDATIFAHL-—
HNRGITKGQFNEFRSSLVSYLSSHA-SWNDATADAWTHGLDNIFGMIFAHL -

HNRGITKGQFNEFRSSLVSYLSSHA-SWNDATADAWTHGLDNIFGMIFAHL--
HNRGITKGQFNEFRSSLVSYLSAHA-AWSDATADAWTHGLDNIFGMIFAHL-—
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL -~
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWSDATGAAWTQGLDNIYGLLFAAL -~
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAGL -~
KARGISQAQFNEFRASLVAYLQANV-SWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL -~
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL-—
KARGISQAQFNEFRASLVAYLQANV-SWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL -~
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWSDATGAAWTQGLDNIYGLLFAGL -
KARGISQAQFNEFRASLVSYLQANV-AWSDATGAAWTQGLDNIYGLLFAGL -~
KARGISQAQFNEFRAGLVSYVSSNV-AWNAAAESAWTAGLDNIFGLLFAAL -~
KARGISQAQFNEFRAGLVSYVSSNV-AWNAAAESAWTAGLDNIFGLLFAAL-—
KTR-ASPAQFDSFRKSLVVWLKGAT-AWDATVESSWNAVLDFVFGVLKEQLAAAK
KSR-ASPAQLDNFRKSLVVYLKGAT-KWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL---—
KSR-ASPAQLDNFRKSLVVYLKGAT-KWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL--~—
KARGVTKAQFTNFRTALVSYLSSHV-TWGDNVAAAWNHALDNTMATIAFKQLDD-
KPRGVSKDQFTEFRTALVSYLKSHI-TFDEPTETAWTLALETTYKMLFAAMDS -~
KPRGVSKDQFTEFRTALFTYLKAHI-NFDGPTETAWTLALDTTYAMLFSAMDS . - - -~
KERGITVKEFDDFHAALHTYFPTHT-KWNENVEASWMCIEKEARKTINAVLEGHPIE-
KGRGITVKQFDEFHEAFHNFLHTHS -VWNDNVDAAWHCNEKEIRKVINANLE- -
KARGVTKELFEKFNTAFIGYLKAHT-TWDEKTENAWKVVGDEHHAIIYSILE--
KARGVTKELFEKFNIAFMGYLKSHT-TWDKKTENAWKVVGDEHHAIVYSILE-~-
KARGVTKELFEKFNIAFMGYLKSHT-TWDEKTENAWKVVGDEHHAIVYSILE-~-
KNRGVTQGQFNEFKTALISYLSSHV-SWGDNVAAAWNHALENTYTVAFEVIPA-----
KNRGITQTQFNKFRTALVSYISSNV-AWGDNVAAAWTHALDNVYTAVFQIVTA-—
KNRGITQGQFNEFKTALISYLSSHV-SWGDNVAAAWEHALENTYTVAFEVIPA--
KARGVTQAQFNEFKTALVSYISSHV-SWGDNVAAAWDHALENVYTAAFKIITE-—
KNRGITQTQFNKFRTALVSYISSNV-AWGDNVAAAWTHALDNVYTAVFQIVTA-—
KNRGITQTQFNEFRTALVSYISSNV-SWGDNVAAAWTHALDNVYTAVFQIVTA-—
QARGVSQAQFNEFRTALVAYLQANV-SWGENVAAAWNQALDNTYAIAFTTLTA--
QARGVSQAQFNEFRTALVAYLQANV-SWGENVAAAWNQALDNTYATAFTTLTA-
KARGITAAQFNEFRTALVAYLSHHV-SWGDNIAAAWNHALDNTYAVVIKALA-
KARGVTASQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTYAIVLANL-—
KARGVSAAQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTYAIVLANL -~
KARGVTASQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTYAIVLANL -~
KARGVTASQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTYAIVLANL -~
KARGVSAAQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTFATAVAHL-—

KARGVSAAQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTMDIAVAHL -~
NGRGVTKAQFGEFRTALVSYLSHHV-SWGDNVAAAWNKALDNTMDVAFKVMEH -
KARGISAAQFGEFRTALVSYLQAHV-SWGDNVAAAWNHALDNTYAVALKSLE--
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL-—
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL-~-
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL-~-----~
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL -~
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTYATVVPRL -~
KARGVSAAQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTMAVAVAHL - -
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL-—
KARGISAAQFGEFRTALVSYLQAHV-SWGDNVAAAWNHALDNTYAVALKSLE-
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL -~
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL -~
KARGVSAAQFGEFRTALVAYLQANV-SWGDNVAAAWNKALDNTFAIVVPRL -
KARGVSAAQFGEFRTALVSYLSNHV-SWGDNVAAAWNKALDNTMAVAVAHL - -
KARGVTKDEFIKFKDSIFKYLKAHV-EMDEKVLHAWNDCFDSMYYIIFANFDGKPVS-
KTRGVTKDQFNEFKTAMFKYMRAHF -DFTADY EHAWNDAFDKMYFVIFSTLDGKSFN-
RNRGIPKDLFNNFRTAFMRYLXTHG---EGYNAQYWDDXSDKMYYVIFQCFGWRTS-~
KNRGIVKEQFNGFRTSLVNYLKQHT-SWNDDAANFWNKALDNFYAILFEALNGTPMT -
RNRGATKEQFEKFKSSVAKYLKEHAGAWTDATAAAWNKAFEEMYQITFSNLDGNPVHK
KNRGVSQAQFNEFRTTLVAYLQQONV-SWNDDTAAAWTQALDNLYFVLFSALDGNPIN-
KNRGVSQAQFNEFRTTLVAYLQQONV-SWNDDTAAAWTQALDNLYFVLEFSALDGNPIN-
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Alignment der H moglobin-Sequenzen von C. tentans, C. t. thummi
und D. melanogaster

CTEU
CTEVIII
CTEIX
CTEIIR
CTEVIIA-01
CTEVIIB-01
CTEI

CTEE
CTEIII-1
CTEIV-1
CTTVI
CTTIIR
CTTIX
CTTVIII
CTTVIIA
CTTVIIB
CTTIII
CTTIV
CTTIa
CTTI

CTTX

Dme globl

CTEU
CTEVIII
CTEIX
CTEIIfR
CTEVIIa-01
CTEVIIB-01
CTEI

CTEE
CTEIII-1
CTEIV-1
CTTVI
CTTIIR
CTTIX
CTTVIII
CTTVIIA
CTTVIIB
CTTIII
CTTIV
CTTIa
CTTI

CTTX

Dme globl

CTEU
CTEVIII
CTEIX
CTEIIR
CTEVIIA-01
CTEVIIB-01
CTEI

CTEE
CTEIII-1
CTEIV-1
CTTVI
CTTIIR
CTTIX
CTTVIII
CTTVIIA
CTTVIIB
CTTIII
CTTIV
CTTIa
CTTI

CTTX

Dme globl

1 60
MKFLVLALCIAAASAAV-TPMTADQLALFKSSWAEVK----HNEVDILYAIFKDHPDIQA
MKFLAVLALCIVGAVAD--PISADQADLIRSSWAQVK----HNEVDILAAVFKDHPDIQA
MKFL-VLALCIVGAIAA--PLSADEASLVRASWNQAK----HSEVDILYYIFKANPDIMA
MKFFAVLALCIVGAIAT--PLTADQASLVQSTWAQVR----NNEVDILAAVFTANPDIQA
MKFFAVLAVCIVGAIAT--PLTADQANLVQSSWAQVK----NNEVDILAAVFAAYPDIQA
MKFL-ILALCVAYTMAA--P-SADQIAAAKASWATVK----GKQVDILAAIFKANPDIKD
MKFI-ILALCVAAASA----LSADQIGLVQTTYGKVK----GDSTGILYAVFKADSSIQA
MKFL-ILALCFAAASA----LSADQISTVQASFDKVK----GDSVGILYAVFKADPSIMA
MKFI-VLALCFAAASA----LTADQISTVQASFDQVK----GDSVGILYAVFKADPSIQA
——————————————— A---VLTTEQADLVKKTWSTVK----FNEVDILYAVFKAYPDIMA
777777777777777 A---PLSADEASLVRGSWAQVK----HSEVDILYYIFKANPDIMA
———————————————— D--PVSSDEANAIRASWAGVK----HNEVDILAAVFSDHPDIQA
777777777777777 AV-TPMSADQLALFKSSWNTVK----HNEVDILYAVFKANPDIQA
- —--A---PLSADQASLVKSTWAQVR----NSEVEILAAVFTAYPDIQA
—————————————————— SPLTADEASLVQSSWKAVS----HNEVDILAAVFAAYPDIQA
77777777777777777777 LSADQISTVQASFDKVK----GDPVGILYAVFKADPSIMA
———————————————————— LTADQISTVQSSFAGVK----GDAVGILYAVFKADPSIQA
GP-SGDQIAAAKASWNTVK----NNQVDILYAVFKANPDIQT
-NNQVDILYAVFKANPDIQT
—————————————— DPEWHTLDAHEVEQVQATWKAVS----HDEVEILYTVFKAHPDIMA

777777777777777777777 NSDEVQLIKKTWEIPVATPTDSGAAILTQFFNRFPSNLE

120
———————— DLESVKDSPAFATHATRIISFLSQVISLAGSDDTIPAIQNLAKDLATSHKPR
RFPQFAGKDLDSLKDTAAFATHAGRIVGFFSDVIGLIGNSENRPALKTLIDGLASNHKAR
RFPQFAGKDVDSLKDTAAFATHAGRIVGFISEIVALVGNEANRPAMNTLTNELATNHHNR
KFPQFVGKDLDSLKDTAAFATHAGRIVGFMSQITIALMGNEANRPAMVTLINEMAANHKAR
RFPQFAGKDVAALKDTAAFATHAGRIVGFVSEITALVGNESNAPAVQTLVGQLAASHKAR
KFPQFAGKDLAAVKDTAAFATHATRIVSFLSELISLSGNSANAAAINSLVTKLGSDHQAR
KFSQFAGKDVDSIKGTPEFATHAGRIVGFFGDVMDLLGNDANTATIVSKAKDLGKTHKTR
AFPQFVGKDLDAIKGGAEFATHAGRIVGFLSGV---IDDLPNIGKH---VDALVATHKPR
KFTQFAGKDLESIKGTAPFESHANRIVGFFSKI---IGDLPSIEGD---VDTFVASHKPR
KFSQFAGKDLDSIKGSAEFASHAGKIVGFFSKI---VGDLPNISGD---VDTFVASHKPR
KFPQFAGKDLDSIKDSAAFATHATRIVSFLSEVISLAGSDANIPAIQNLAKELATSHKPR
KFPQFAGKDLETLKGTGQFATHAGRIVGFVSEIVALMGNSANMPAMETLIKDMAANHKAR
RFPQFAGKDLASIKDTGAFATHAGRIVGFISEIVALVGNESNAPAMATLINELSTSHHNR
KFPQFAGKDLDSIKDSADFAVHSGRIVGFFSEVIGLIGNPENRPALKTLIDGLASSHKAR
RFPQFAGKDVASIKDTGAFATHAGRIVGFVSEITALIGNESNAPAVQTLVGQLAASHKAR
KFPQFAGKDLASIKDTGAFATHATRIVSFLSEVIALSGNESNAAAVQGLLDKLGDDHKAR
KFTQFAGKDLESIKGTAPFETHANRIVGFFSKII---GELPNIEAD---VNTFVASHKPR
KFTQFAGKDLDSIKGSADFSAHANKIVGFFSKII---GDLPNIDGD---VTTFVASHTPR
AFSQFAGKDLDSIKGTPDFSKHAGRVVGLFSEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSHKSR
AFSQFAGKDLDSIKGTPDFSKHAGRVVGLFSEVMDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSHKSR
KFPKFAGKDLEAIKDTADFAVHASRIIGFFGEYVTLLGSSGNQAAIRTLLHDLGVFHKTR
KFP-FRDVPLEELSGNARFRAHAGRITIRVFDESIQVLGQDGDLEKLDEIWTKIAVSHIPR

GVSKDQFTEFRTALVSYLKSHITFDEPTETAWTLALETTYKMLFAAMDS - --—-—
GIEKAQFEEFRASLVDYLSKHLDWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALESAH---
GISKAQFNEFRASMTSYLSHHTTWNDATAAAWTHGLDNIFDAIFAHL------—
KIPQAQFNEFRASLVSYLQSHVTWNDKLGAAWTQGLDNAFTMIFAKL------—
GISQAQFNEFRASLVSYLQANVAWGDNVAAAWTQGLDNIYGLLFAAL------—
GVSQAQFNEFRTALVAYLQANVSWGENVAAAWNQALDNTYATIAFTTLTA----—
-ASPAQFDSFRKSLVVWLKGATAWDATVESSWNAVLDFVFGVLKEQLAAAK--—
GVTHAQFNNFRAAFIGYLKGHVDYTAAVEAAWGATFDAFFGAVFAKM--—--—-——
GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDY-AASESAWGATLDTFFGMIFAKM------—
GATHDQLNNFRSAFVSYMKAHTDF -AGSESAWGATLDAFFGAVFAKM------—
GVSKDQFTEFRTALFTYLKAHINFDGPTETAWTLALDTTYAMLFSAMDS
GIPKAQFNEFRASLVSYLQSKVSWNDSLGAAWTQGLDNVFNMMFSYL------—
GITKGQFNEFRSSLVSYLSSHASWNDATADAWTHGLDNIFGMIFAHL------—
GIEKAQFEEFRASLVDYLSHHLDWNDTMKSTWDLALNNMFFYILHALEVAQ---
GISQAQFNEFRAGLVSYVSSNVAWNAAAESAWTAGLDNIFGLLFAAL------—
GVSAAQFGEFRLALVAYLQAHVSWGNNVAAAWSKALDNTYAIVVPRL------—
GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDF -AGAEAAWGATLDTFFGMIFSKM----—--—
GVTHDQLNNFRAGFVSYMKAHTDF -AGAEAAWGATLDAFFGMVFAKM--—---——
-TSPAQLDNFRKSLVVYLKGATKWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL-~----—-—
-ASPAQLDNFRKSLVVYLKGATKWDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL------—
GITKAQFGEFRETMTAYLKGHNKWNADISHSWDDAFDKAFSVIFEVLES----—
TVSKESYNQLKGVILDVLTAACSLDESQAATWAKLVDHVYAITIFKAIDDDGNAK




Ich versichere hiermit, die vorliegende Arbeit selbststédndig und nur mit den ange-
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Solingen den 22. September 2001
Heike Friedl
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