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1 Einleitung

In dieserArbeit soll die molekularePhylogenieausgew•ahlter Crustaceenauf der Basiseines
Vergleichs der hyperglyk•amischen Hormonsequenzen(CHH) untersucht werden. Das Ziel
der Arbeit ist es,anhandder CHH-Sequenzenmit verschiedenenVerfahrenphylogenetische
Stammb•aume zu erstellen, die Aufschluss •uber die Verwandtschaft der Sequenzengeben
k•onnen.

1.1 Das hyp erglyk •amische Hormon (CHH)

Im Verlauf der letzten 15 Jahre wurden vornehmlich bei Crustaceenzahlreiche Neuropep-
tide molekularbiologisch und peptidchemisch isoliert und charakterisiert, die zu der sog.
CHH-Familie geh•oren.

CHH steht f•ur das \ crustacean hyper-

Abbildung 1: Mikroskopische Aufnahme von
verschiedenenCHH-Zellen, (Keller et al.)

glycemic hormone", das als \ diabetogenic
hormone" erstmalsvon Abramowitz et al.,
1944 [1] beschrieben wurde. Hinzu kamen
Hormone, die das Wachstum kontrollieren
und als \ molt inhibiting Hormone" (MIH)
beschrieben wurden, solche, die Ein
u� auf
die Reproduktion nehmen,wie das\ gonade
inhibiting Hormone" (GIH), das auch als
\ vitellogenesisinhibiting hormone" (VIH)
bezeichnet wurde und das \ mandibular or-
gan inhibiting hormone" (MOIH), welches
einen Ein
u� auf die Farnesylesterproduk-
tion diesesOrgansnimmt. DieseNeurohor-
monewerdenin den X-Organender Medul-
la terminalis synthetisiert, die in den Au-
genstielender Crustaceenlokalisiert sind. Die Medulla terminalis geh•ort wie die distal
anschlie�ende Medulla interna zu dem Protocerebrumund ist somit Teil desCrustaceen-
hirns. Entsprechend liegendie Zellcluster, die die Hormoneder CHH-Familie produzieren,
bei augenstiellosenKrebsen, wie z.B. den Isopoden1 im protocerebralenBereich des Ce-
rebralganglions,welchesauch Supraoesophagealgangliongenannt wird. (Review bei Jaros
P.P, 1998[13])
Die Syntheseprodukte werden axonal zu einem Neuroh•amalorgan transportiert, das als
Sinusdr•use bezeichnet wird. DiesesOrgan ist keine \ Dr•use", sondern ein Speicher und
Freisetzungsorgan,analogzu der Neurohypophyseder Vertebraten.
Bedingt durch die Fortschritte auf molekularbiologischem Gebiet, konnten durch Einsatz
geeigneterPrimer in und mit Hilfe der ReversenTranskriptase-Polymerasenkettenreaktion
zahlreiche CHH-•ahnliche Peptide aus unterschiedlichen Geweben der Crustaceenisoliert

1Isopoden: Asseln
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werden. Im Vordergrund standenvor allem Ampli�k ate aus dem Pericardialorgan,einem
weiteren Neuroh•amalorgan, das dorsal zu den Thorakalganglien liegt (Abb. 4, Seite 5).
In diesemZusammenhangwurden unterschiedliche CHH-Isotypen charakterisiert, wobei
CHH hier als CHH-Familie zu vestehenist.

Eine genaueAnalyseder Iso-

Abbildung 3: X-Organ Sinusdr•use des Panzerkrebses.
Die Zeichnung in der Mitte zeigt die Augenstiel-
Nervenstrukturen des Panzerkrebses(Abbildung von D.
Soyez et al. 2000[25]

typen zeigte, da� unterschiedli-
cheGenef•ur dasCHH vorliegen,
die o�ensichtlich aus Gendupli-
kationen entstanden sind. Wei-
tergehendeUntersuchungen be-
legten, da� die CHH aus einem
Vorl•aufermolek•ul prozessiertwer-
den.DasProhormonbesteht aus
einemSignalpeptid und im Falle
der namensgebenden CHH aus
einemCPRP (CHH precursor re-
lated peptide) sowie dem eigent-
lichen Hormon.
Bei den MIH, GIH / VIH und
den MOIH fehlt dasCPRP.
Weiter zeigtengenomische Ana-
lysen, da� die namensgebenden
CHH alternativ gesplei�t werden
k•onnen,dashei�t f•ur den C-ter-
minalen Bereich (ab der Amino-
s•aureposition 41) unterschiedli-
che Exoneverwendenk•onnen.
DieserVorgangist gewebespezi-
�sch und eserwiessich, da� die
in den X-Organen produzierten
CHH (XO-CHH) die Exone 1, 2 und 4, hingegendie in den Pericardialorganensyntheti-
sierten CHH (PO-CHH) die Exone 1 bis 3 \ verwenden" sieheAbb. 2). Zudem konnten
Soyezet al., 2000[25] posttranslationaleIsomerisierungennachweisen,wobei dasan 4. Po-
sition liegendeL-Phenylalanin in ein D-Phenylalanin umgewandelt wird. Dieser Vorgang
wird von unterschiedlichen XO-Zellen innerhalb desgleichen Clusters durchgef•uht. Beide

SP

Exon 3Exon 1

SP / CPRP / CHH (40 AS) PO-CHH (32 AS)

Exon 4Intron 1 Exon 2

XO-CHH (32 AS)

Intron 3Intron 2

Abbildung 2: Aufbau der CHH-Sequenzfamilie(nicht ma�stabsgetreu). Das erste Exon mit dem
Signalpeptid (SP) und das zweite Exon, dass sich aus Signalpeptid, CPRP-Sequenzund den
ersten 40 Aminos•auren des CHH-Molek•uls zusammensetzt,bilden mit dem dritten oder vierten
Exon (jeweils 32 Aminos•auren) durch alternativesSplei�en ein PO-CHH oder XO-CHH.
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CHH-Typen werdenin der gleichen Sinusdr•usegespeichert, wie Soyez(2000) [25] nachwei-
sen konnte (sieheAbb. 3). Die L-Formen werden als CHH-A, die D-Formen als CHH-B
bezeichnet.

Augenstielganglien(CHH, MIH, GIH, MOIH
PCH, PDH, Enkephaline)

Mandibularorgan (Methylfarnesoat)

Y-Organ (Ecdysteroide)

Pericardialorgan(CCAP, Proctolin,
FMRFamid-IR)

AndrogeneDr•usebei | (AndrogenesHormon)
bzw. Gonadenbei ~ (GSH)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des zentralen Nervensystemsdes Flu�krebses Astacus
astacus. Das ZNS besteht aus dem Cerebralganglion, dem Thorakalganglion und dem Abdomi-
nalganglion. Neben den Neurohormonen der CHH-Familie werden noch weitere Neurohormone
im ZNS gebildet, wie z.B. das pigment concentrating hormone bzw. pigment dispersing hormone
(PCH, PDH) und Enkephaline, das crustacean cardio-activating peptide (CCAP), Proctolin und
die FMRFamid-•ahnlichen Peptide. Neben der Sinusdr•usegibt esnoch weitere Neuroh•amalorgane,
wie das Postcommissuralorganund das Pericardialorgan (Jaros, 1988[13]).

1.2 Ph ylogenie

JedeSpeziesoder auch nur jedeseinzelneProtein oder Gen einer Spezieskann durch den
evolution•aren Prozesseine Abstammungsgeschichte vorweisen,deren verzweigte Struktur
der einesBaumesgleicht. In der wissenschaftlichen Disziplin der molekularenPhylogenie
versucht man dieseanhand der •Ahnlichkeit von DNA-, RNA- oder Protein-Sequenzenzu
rekonstruieren.
Eine der gr•o�ten Schwierigkeiten besteht dabei darin, dassDNA fossilerSpeciesnur schwer
zu isolierenist, sodassesnur anhanddesVergleichs der Sequenzender heuteexistierenden
Arten m•oglich ist, R•uckschl•usseauf gemeinsameVorfahren zu ziehen.
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2 Material und Metho den

2.1 Metho den der Sequenzanalyse

Eine wichtige Grundlagef•ur die Sequenzanalysesind Sequenzalignments, da mit ihrer Hilfe
Informationen •uber die Struktur und Funktion bzw. phylogenetische (stammesgeschichtli-
che) Einordnung von Proteinen gewonnenwerdenk•onnen.

2.1.1 Paarw eiser Sequenzvergleic h

Um beim Vergleich zweier Sequenzeneine Aussage•uber deren Verwandtschaft tre�en zu
k•onnen, ist eszweckm•a�ig, einenAlgorithmus zu verwenden,der die •Ahnlichkeit der bei-
den Sequenzenbewertet. Daf•ur m•ussendie Sequenzenzun•achst so angeordnetwerden,
da� die gr•o�tm •ogliche •Ubereinstimmung erzielt wird (Alignierung). Um dieszu erreichen,
m•ussengegebenenfallsL•ucken (sog. Gaps) in die Sequenzeneingef•ugt werden,da bei der
Reproduktion Insertionenund Deletionenstattgefundenhaben k•onnen.

De�nition (globaler) paarw eiser Alignmen ts: Sei � ein endliches Alphabet und
� 0 = � [ f�g . Seienweiter A = a1:::an und B = b1:::bn mit ai ; bj 2 � zwei Zeichenketten
•uber diesemAlphabet.
Ein (globales) Alignment von A und B sind zwei Zeichenketten A0 = a0

1:::a0
k und B 0 =

b0
1:::b0

k , mit der Eigenschaft, da� f•ur ein beliebiges1 � j � k, a0
j oder b0

j 2 � ist und A0

bzw. B 0 ohnedie Blanks2 A bzw. B ergeben.
Im Fall von Aminos•aure-Sequenzenwird •ublicherweisef•ur das Alphabet � der 1-Zeichen-
Code (sieheTabelle 27, Seite32) der Aminos•auren verwendet.

2.1.2 Scoring Matrizen

Mit Hilfe einer Scoring-Matrix wird f•ur jede Kombination von Sequenzelementen (z.B.
Bezeichnern f•ur Aminos•auren bei Proteinsequenzen)ein Distanzwert d(a;b) vereinbart, so
da� auch die •Ahnlichkeit zweier verschiedenerAminos•auren bez•uglich ihrer physikalischen
und chemischen Eigenschaften ber•ucksichtigt werden kann. Eine oft verwendeteScoring-
Matrix ist die BLOSUM62(block substitution matrix ) [9] (Abbildung 5, Seite7). Au�erdem
werden neben den Substitutionswerten der Scoring-Matrix noch je ein Distanzwert f•ur
Insertionen d(a; � ) und Deletionend(� ; b) ben•otigt (GOP = Gap Open Penalty). Durch
die De�nition desScorings (der Bewertung) einesAlignments als

c(A0; B 0) =
kX

i =1

d(a0
i ; b0

i )

kannmandieDistanzzweierSequenzenA und B alsd(A; B) = min f A 0;B 0gc(A0; B 0) angeben.

2Blanks = Leerzeichen, symbolisiert durch f�g
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A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
A 4 -1 -2 -2 0 -1 -1 0 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 0 -3 -2 0
R 5 0 -2 -3 1 0 -2 0 -3 -2 2 -1 -3 -2 -1 -1 -3 -2 -3
N 6 1 -3 0 0 0 1 -3 -3 0 -2 -3 -2 1 0 -4 -2 -3
D 6 -3 0 2 -1 -1 -3 -4 -1 -3 -3 -1 0 -1 -4 -3 -3
C 9 -3 -4 -3 -3 -1 -1 -3 -1 -2 -3 -1 -1 -2 -2 -1
Q 5 2 -2 0 -3 -2 1 0 -3 -1 0 -1 -2 -1 -2
E 5 -2 0 -3 -3 1 -2 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2
G 6 -2 -4 -4 -2 -3 -3 -2 0 -2 -2 -3 -3
H 8 -3 -3 -1 -2 -1 -2 -1 -2 -2 2 -3
I 4 2 -3 1 0 -3 -2 -1 -3 -1 3
L 4 -2 2 0 -3 -2 -1 -2 -1 1
K 5 -1 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2
M 5 0 -2 -1 -1 -1 -1 1
F 6 -4 -2 -2 1 3 -1
P 7 -1 -1 -4 -3 -2
S 4 1 -3 -2 -2
T 5 -2 -2 0
W 11 2 -3
Y 7 -1
V 4

Abbildung 5: Die BLOSUM-62 Matrix, eine •Ahnlichkeitsmatrix der Aminos•auren. Die verschie-
denenAminos•auren sind im 1-Buchstaben-Code angeben (sieheTab. 27, Seite 32)

2.1.3 Distanzk orrektur

Poisson Korrektur: Durch PoissonDistanz-Korrektur werden\ unsichtbare" Substitu-
tionen, d.h. Mehrfachsubstitution an der gleichen Position, die aus den Sequenzennicht
mehr zu ermitteln sind, ausgeglichen, um aus der berechneten Distanz eine reale, evolu-
tion•are Distanz zu sch•atzen. Das Verfahren nimmt eine identische Substitutionsrate aller
Positionen und gleiche Aminos•aurefrequenzenan.

Gamma Distanz-Korrektur: Die Gamma Distanz-Korrektur stellt eineVerbesserung
der PoissonKorrektur dar, weil sie die Unterschiede der Substitutionsraten der verschie-
denenPositionen ber•ucksichtigt.

2.1.4 Lok ales und globales Alignmen t

Man unterscheidet zwischen lokalen und globalenAlignments. W•ahrend man bei globalen
Alignments die kompletten Sequenzenbetrachtet, werdenbei lokalenAlignments nur Teile
der Sequenzenaligniert, was zum Beispiel bei der Suche von k•urzeren Teilsequenzenin
einerSequenzdatenbank zur Anwendungkommt. Bei globalenAlignments geht man davon
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aus,da� die SequenzengemeinsamenUrsprungssind oder •ahnliche Funktion haben.

Abbildung 6: Schematische Darstellung von globalem und lokalem Alignment.
Der obere Teil der Graphik zeigt drei global alignierte Sequenzen,der untere Teil drei lokal
alignierte Sequenzen.

Wennzwei Molek•ule verschiedenerLebewesendie gleicheFunktion innehaben,sokann man
davon ausgehen,da� sich die Sequenzteile,die kritisch f•ur die Funktion desMolek•uls sind,
im Laufe der Evolution nicht oder nur wenig ver•andert haben, w•ahrenddie •Anderungsrate
unkritischer Bereiche h•oher ist. Durch paarweisebzw. multiples globaleAlignments lassen
sich dieseSequenzbereiche identi�zieren.

2.1.5 Multipler Sequenzvergleic h

Bei multiplen Sequenz-Alignments werdenmehrere,mindestensjedoch drei Sequenzenmit-
einanderverglichen.Ein multiples Sequenz-Alignment ist z.B. die Grundlagef•ur die Erstel-
lung phylogenetischer B•aume,die Hinweiseauf die Verwandtschaftsstruktur der Sequenzen
geben k•onnen.

De�nition eines multiplen Sequenzalignmen ts: Sei � ein endliches Alphabet und
� 0 = � [ f�g . Seienweiter S1; :::; Sk Sequenzen•uber � der L•angenn1; :::; nk . Ein (globales)
multiples Alignment A von S1; :::; Sk ist eineMatrix der Dimensionk � l mit den folgenden
Eigenschaften:

� maxf n1; :::; nkg � l �
P k

i=1 ni

� A[i ][j ] 2 � 0 8 1 � i � k; 1 � j � l

� Zeile i ergibt ohneBlanks die SequenzSi .

� Es gibt keineSpalte, die nur ausBlanks besteht.
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2.1.6 Optimale Alignmen ts

Ein Alignment wird als optimal bezeichnet, wenn esam bestenden evolution•aren Prozess
re
ektiert, der f•ur die Vielfalt der zu untersuchenden Sequenzenverantwortlich ist. Da
dies eine h•ochst subjektive De�nition ist und die Verfahren zum Finden des optimalen
Alignments sehr verschieden sind (z.B. verschiedene •Ahnlichkeits-Matrizen) und oft auch
von der Art der Sequenzan sich abh•angen,ist diesoft ein schwierigesUnterfangen.

Informationsgehalt eines optimalen Alignmen ts:

� Es erleichtert die Identi�k ation homologerDNA/Protein bereiche.

� Es gibt ein Ma� f•ur evolution•aren Abstand der Sequenzen•uber die Bewertungsfunk-
tion ( GOP3, GEP4, •Ahnlichkeitsmatrix) an.

� Es erlaubt R•uckschl•usse•uber Funktion desGens/Proteins, da •ahnliche Proteine oft
•ahnliche biochemische Funktionen haben.

� Es gibt ein Ma� f•ur Konservierung oder Variabilit •at von Sequenzbereichen an, da
konservierteBereiche in der Regel funktionell kritisch sind, w•ahrend Bereiche mit
hoher Variabilit •at zumeist in Introns5 liegen.

2.1.7 Einfac he und komplizierte Alignmen ts

Einige Alignments werdenalseinfach bezeichnet, anderealskompliziert. Ein einfaches(op-
timales) Alignment (wie z.B. Abbildung 7) ist eines,bei dem der Findungsprozesstrivial
ist, dashei�t esmu�ten keineGaps eingef•ugt werden.

GCGGCCCATCAGGTACTTGGTGG
GCGGCCCATCAGGTAGTTGGTGG
GCGTTCCATCAGCTGGTTGGTGG
GCGTCCCATCAGCTAGTTGGTGG
GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
***:::** *:**.*.:** ****:

Abbildung 7: Beispiel f•ur ein einfachesDNA-Alignment.
Zeichenerkl•arung: * repr•asentiert Identit •at, : starke •Ahnlichkeit, . leichte •Ahnlichkeit

Sogenannte komplizierte Alignments (Abbildung 8) sind optimale Alignments, die nur
durch dasEinf•ugenvon erzeugtwerdenkonnten, um Insertionenund Deletion zu ber•uck-
sichtigen.

3GOP = Gap Open Penalty
4GEP = Gap Extension Penalty
5Introns sind die Abschnitte der DNA innerhalb einesGens,die keineProteinabschnitte kodieren, da sie

ausder pr•a-mRNA herausgesplei�t werden,bevor diesezur Translation ausdem Zellkern herausgeschleust
wird.
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TTGACATGCCGGGG---AAACCG
TTGACATGCCGGTG--GTAAGCC
TTGACATG-CTAGG---AACGCG
TTGACATG-CTAGGGAACACGCG
TTGACATC-CTCTG---A ACGCG
*******: .*. .* . *.:*:

Abbildung 8: Beispiel f•ur ein kompliziertes Aligment. Zeichenerkl•arung: sieheAbbildung 7

2.1.8 Alignmen t von Protein-k odierenden Sequenzen

Es macht im Allgemeinen wenig Sinn, proteinkodierendeDNA- bzw. mRNA-Sequenzen
direkt zu alignieren.Stattdessenist esoft sinnvoller, die Sequenzenin die entsprechenden
Aminos•auresequenzenzu •ubersetzen.Eine Aminos•aure kann durch verschiedeneCodon-
Tripletts kodiert werden(sieheTabelle 27, Seite32). Daher mu� einePunktmutation nicht
zwangsl•au�g zu einer anderenAminos•aure f•uhren, soda� sienicht in jedemFall von phy-
siologischer Relevanz ist. Selbstwenn durch einePunktmutation eine andereAminos•aure
kodiert wird, kann eineAlignierung der DNA-Sequenzdurch falschesEinf•ugenvon Blanks
fehlerhaft sein (sieheAbbildung 9).
Abbildung 10 zeigt daskorrekte Alignment nach Aminos•auren-•Ubersetzungder Sequenz.

ATGCTGTTAGGG
ATGCTCGTAGGG� ! ATGCT-GTTAGGG

ATGCTCGT-AGGG
***** ***** ***** ** ****

Abbildung 9: Alignment einer DNA-Sequenz

ATGCTGTTAGGG
ATGCTCGTAGGG� ! MLLG

MLVG
***** ***** ** *

Abbildung 10: •Aquivalente Protein-Sequenz

2.2 Alignmen t-Algorithmen

In vielen F•allen ist es zweckm•a�ig, multiple Sequenzalignierungenvon Hand vorzuneh-
men. Wenn jedoch viele Sequenzenaligniert werdenm•ussenund wenig •uber ihre Struktur
bekannt ist, ist esmeist sinnvoller, sich maschineller Verfahrenzu bedienen.

2.2.1 Dynamisc he Programmierung

Es ist bekannt, dassdas Problem, optimale multiple Sequenzalignments maschinell zu er-
stellen, durch dynamische Programmierung (nach Needlemanund Wunsch (1970), siehe
[19]) mit einer Laufzeit von (2k � 1) �

Q
i =1 kni , durch Suchen des k•urzestenAlignment-

Pfadesin einemgerichteten Graphenmit
Q k

i=1 ni Knoten, gel•ost werdenkann.
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Es wurden zahlreiche Varianten desAlgorithmus entwickelt, mit dem Ziel schnellereBear-
beitung zu erm•oglichen. Das erfolgreichste Konzept ist implementiert im Alignment Tool
MSA6 und beruht auf der divide and conquer - Technik(sieheAbbildung 11) von Carrillo
& Lipman [2] (e�zien t implementiert von Gupta et al. [8]).

Darstellung der benötigten Rechenzeit

Divide and Conquer � Alignierung

Abbildung 11: Schematische Darstellung desDivide and Conquer- Prinzips. Durch dasVerk•urzen
der Sequenzenin Teilabschnitte, die aligniert und sp•ater zusammengesetztwerden, wird weniger
Rechenzeit ben•otigt. Der rechte Teil der Graphik veranschaulicht die Reduktion der Rechenzeit.

Der Algorithmus teilt die Sequenzenzun•achst mehrfach in k•urzereTeilsequenzenauf, die
daraufhin nach Needleman& Wunsch [19] aligniert werden. Die entstehendenk•urzeren
globalenAlignments werdenanschlie�end wieder zusammengef•ugt. Dadurch kann viel Re-
chenzeiteingespartwerden.Dennoch bleibt dasProblem desmultiplen Sequenzalignments
NP-vollst•andig7 (Wang und Jiang [27]). Daher ist es eher unwahrscheinlich, dasses we-
sentlich schnellere Algorithmen zur Berechnung optimaler multipler Sequenz-Alignments
geben wird.
Aus diesemGrund ist esnotwendigeinVerfahrenzuverwenden,dassauf Heuristikenberuht
und schnelle Erstellung von ann•aherungsweiseoptimalen multiplen Alignments erlaubt.

2.2.2 Progressiv e Alignierung

Die schnellsten,sogenannten iterativ en Alignierungsmethoden alignierenprogressivjeweils
Paare von Sequenzen(sieheFeng& Dolittle, 1987[7]). Dabei werdenentweder paarweise
Alignments oder Alignments einer Sequenzzu einer Teilmengedesmultiplen Alignments
aligniert. Die Reihenfolgeder Alignierungen wird durch den jeweiligen Algorithmus vorge-
geben (sieheAbbildung 12, Seite12).
Progressive Verfahrenhaben allerdingsauch Nachteile, da der Algorithmus unter Umst•an-
den kein optimalesErgebniserreicht, weil er sich auf Grund der vorgegebenenReihenfolge
in lokalen Minima festsetzenkann.

6Homepageunter ftp://fastlink.ni h. gov/p ub/ msa/
7NP-Vollst•andigkeit ist ein Begri� ausder Komplexit •atstheorie, der eineMengevon Entscheidungspro-

blemen klassi�ziert, f•ur die angenommenwird, dasskeine e�zien ten Algorithmen existieren.
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Abbildung 12: Zwei M•oglichkeiten: Der progressive Algorithm us entscheidet, auf welche Weise
das n•achste paarweiseAlignment durchgef•uhrt wird.

2.2.3 Der Clustal W - Algorithm us

Ein progressivesVerfahrenverwendet dasweit verbreitete Programm Clustal W8 [28]. Es
arbeitet mit folgendemAlgorithmus:
Zun•achst werdendie Distanzenaller

�
n
2

�
= n� (n� 1)

2 paarweisenAlignments errechnet. Auf
Grund der Tatsache, dass im Laufe der Evolution Mehrfachmutationen an bestimmten
Sequenzpositionen stattgefundenhaben, die durch daspaarweiseAlignment nicht ber•uck-
sichtigt werden k•onnen, da sie ja in den Sequenzennicht sichtbar sind, entsprechen die
berechnetenDistanzwerte nicht der tats•achlichenevolution•arenDistanz. Deswegenm•ussen
die Distanzbewertungen dieserAlignments mittels desstatistischen Modells von Kimura
[18] in die evolution•arenDistanzenumgewandelt werden.DasModell geht von einer (mehr
oder weniger) konstanten Mutationsrate aus.
Anschlie�end wird ein sog.guidetree mittels desNeighbor-Joining Verfahrens(sieheAbb-
schnitt 2.3.2) konstruiert. Dazu wird jeder Sequenzzun•achst ein Baum mit nur einem
Knoten zugeordnet.Die beidenB•aume(Sequenzenoder Alignments) i; j mit der kleinsten
Distanz dij werdenals n•achstesaligniert, und die Distanz desneuenBaums k zu anderen
B•aumenm wird festgelegtauf dkm := 1

2 (dim + dj m � dij ).
Wennzwei Teilb•aumezu einemgr•o�eren Baum zusammengefasstwerden,werdendie Align-
ments, die den Teilb•aumenentsprechen, ebenfallsaligniert.
Dabei kommt eszu folgendenVerschmelzungen:

� Sequenz-Sequenz Verschmelzung : Die Alignierung erfolgt nach dem vom paar-
weisenAlignment bekannten Verfahren.

� Sequenz-Alignmen t Verschmelzung : Die Sequenzwird nacheinander mit allen
SequenzendesAlignments aligniert. Das Einf•ugenvon Gaps desAlignments erfolgt
nach dem Vorbild despaarweisenAlignments, da� die geringsteDistanz aufweist.

� Alignmen t-Alignmen t Verschmelzung : Hier werdendie Distanzenaller paarwei-
sen Alignments berechnet und das paarweiseAlignment mit der gerinsten Distanz
zur Alignierung herangezogen.

8Clustal W - Homepage:http://www.ebi.a c. uk/ cl ust al w/
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2.3 Ph ylogenetisc he B•aume

Phylogenetische Verwandtschaften von Genenoder Organismenwerdenoft als phylogene-
tischer Stammbaum pr•asentiert. Ein solcher Stammbaum ist graphentheoretisch gesehen
ein ungerichteter, zusammenh•angender,azyklischer Graph mit Knoten, die durch Kanten
miteinander verbundensind.
Mit phylogenetischen B•aumenversucht man, genetische Verwandtschaftsbeziehungendar-
zustellen,indem die genetischen Distanzenals Pfade im Baumgraphenabgebildetwerden.
Dabei symbolisieren die Bl•atter des Baumes,also die Knoten, von denenkeine weiteren
Kanten mehr abzweigen,die untersuchten Speciesbzw. derenSequenzen.Die innerenKno-
ten sind hypothetische Ahnen der Species.Wenn die L•angeder Kanten proportional zu
den genetischen Distanzen der Sequenzenist, spricht man von einem kantengewichteten
Baum.
Da f•ur n Speciesgenau

nY

k=3

(2k � 5) =
(2n � 5)!

2n� 3(n � 3)!

verschiedeneungewurzeltebin•are Stammb•aumeexistieren,steigt die Zahl der ungewurzel-
ten Stammb•aumeschon f•ur nur 10 Speziesauf 2027025.DeshalbwerdenschnelleAlgorith-
men ben•otigt, um die Konstruktion optimaler Stammb•aumezu bewerkstelligen.
Es gibt viele unterschiedliche Methoden, um phylogenetische B•aumeausmolekularenDa-
ten zu konstruieren(Nei und Kumar, 2000[20]).Dabei unterscheidetmanzwischenCluster-
Methoden, Parsimony-Methoden und Likelihood-Methoden. DieseVerfahren werden vor-
gestellt von Swo�ord et al. (1996) [26], Li (1997) [17], Pageund Holmes(1998) [21] sowie
Nei und Kumar (2000) [20].

2.3.1 Cluster-V erfahren UPGMA

Matrix-orientierte Cluster-Verfahren erstellen Stammb•aume anhand von Abstandsmatri-
zen.UPGMA steht f•ur U nweighted Pairwise Grouping M ethod using A rithmetic means
(Sokal & Mitchener [24]) und stellt die einfachste Methode einer Absch•atzung von phylo-
genetischen Beziehungenausgenetischen Distanzendar. Dabei werden•ahnliche Sequenzen
schritt weisezu sogenannten operational taxonomic units (OTU's) zusammengefasstund
damit ein phylogenetischer Baum erstellt.
Wenn dij der (z.B. mit der BLOSUM-Matrix) errechnete genetische Abstand der beiden
Arten i und j und t ij die Zeit ist, die seit der Trennung dieser Arten vergangenist, so
�ndet dasUPGMA-VerfahrendenjenigenBaum unter allen m•oglichen, bei dem

X

i<j

(dij � 2�t ij )2 =
X

i<j

(dij � eij )2

minimal wird. Dies ist nur m•oglich, wenn die Evolutionsrate9 l als konstant vorrausgesetzt
werdenkann, was oft nicht der biologischen Realit•at entspricht.

9Evolutionsrate: Anzahl der genetischen Substitutionen pro Zeiteinheit



2.3. Ph ylogenetisc he B•aume 14

A

B

C

D

C

B

AA

B

Abbildung 13: Schematische Darstellung desUPGMA-Algorithm us.
UPGMA ist eine additiv e Methode, bei der die OTUs durch sequenziellesClustern nach abstei-
gender •Ahnlichkeit gruppiert werden.

eij = 2lt ij ist die L•ange des Weges,mit dem die Arten i und j innerhalb des Baumes
verbundensind.

2.3.2 Neigh bor Joining

Der Neighbor Joining-Algorithmus (NJ), vorgestellt von Saitou und Nei, 1987 [23], ist
ebenfalls ein Clusterverfahrenund •ahnelt dem UPGMA-Verfahren.Da er allerdingskeine
ultrametrischen Distanzen ben•otigt, werden taxaspezi�sche Abweichungen in den Substi-
tutionsraten toleriert. Der Algorithmus arbeitet folgenderma�en:
Zun•achst wird eine Distanzmatrix M mit paarweisenDistanzen dij der Speciesi und j
errechnet. F•ur jede Speciesi kann nun eine Gesamtzdistanz r i zu allen anderen Arten
berechnet werden:

r i =
NX

k

dik

N ist hierbei die Gesamtzahl der Species.
Um die Unterschiede in den Substitutionsraten zwischen homologenMerkmalen zweier
Arten auszugleichen,wird der Wert M ij korrigiert, soda� er einemgemittelten Distanzwert
f•ur benachbarte Taxa entspricht:

M ij = dij �
r i + r j

N � 2

Nachbarn werden durch den kleinsten M ij -Wert identi�ziert. Sir werden in einer neuen
Distanzmatrix durch einenbasalenKnoten u ersetzt, dessenDistanz duk zu jeder anderen
Speciesk unter Ber•uckstichtigung der evolution•aren d-Distanzen berechnet wird (erkl•art
bei W•agele,2000[30] sowie Nei und Kumar, 2000[20]):

duk =
dik + dj k � dij

2

Der Vorgangwird solangewiederholt, bis die Topologiedesphylogenetischen Stammbau-
mesaufgedeckt ist.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung zweierBaumtransformationen mit demClosestNeighbor
Interchange - Verfahren, das f•ur die Konstruktion von Maximum Parsimony - Stammb•aumen
verwendet wird.

2.3.3 Der Minim um Evolution - Algorithm us

Der Minimum Evolution-Algorithmus (ME) f•ur die Optimierung einesphylogenetischen
Baums,basiert ebenfallsauf einer Distanzmatrix. Ziel desAlgorithmus ist es,ausk OTUs
s1; :::; sk mit paarweisen Abst•anden d(si ; sj ) den Baum zu �nden, bei dem die Summe
S der Kantenl•angen des Baumgraphen minimal ist. Dies wird heuristisch durch lokale
Optimierung •uber den Neighbor-Joining -Baum erreicht.

2.3.4 Der Maxim um Parsimon y - Algorithm us

Im Gegensatzzu Distanz-VerfahrenanalysierenmerkmalsbasierteMethoden das Sequen-
zalignment und bewerten nicht nur die Menge, sondern auch die Art der beobachteten
Ver•anderungen.Gem•a� Wilhelm von Ockham's Postulat der Denk•okonomie \ Pluralitas
non est ponendasine neccesitate" 10 wird durch die merkmalsbasierteMaximum Parsim-
ony-Methode(MP) die k•urzesteBaumtopologieermittelt, die wenigstenevolutivenSchritte
ben•otigt.
Ausgewertet werden nur variable Positionen i 1; :::; i r der Sequenzen,die informativ sind,
d.h. eskommeman diesenPositionenin den Sequenzenzumindestzwei verschiedeneAmi-
nos•auren jeweils mindestenszweimal vor.
F•ur jede vorgegebeneBaumtopologieT wird die notwendigeAnzahl von •Anderungender
informativen Positionen c(T )

j aller Sequenzensummiert:

min T

rX

j 2 i 1 ;:::;i r

c(T )
j

Es gibt selten nur eine einzigeBaumtopologie mit Maximum Parsimony, daher kann aus
den gefundenenB•aumenein Konsensusbaumerstellt werden.
Da die Konstruktion aller Topologienein NP-hartes Problem ist, werdenheuristische Ver-
fahrenzur Auswahl der Baumtopologieneingesetzt.Der Algorithmusverwendetdazueinen

10lat.: Ohne Notwendigkeit sollte keine Vielf •altigkeit hinzugef•ugt werden.
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oder mehrereper Zufall konstruierte Startb•aume,die durch Baumtransformationen,soge-
nanntem branch-swapping, optimiert werden. Beim CNI-Verfahren (ClosestNeighbor In-
terchange) werdenTeilb•aumevon verschiedenenSeitenausgetauscht (sieheAbb. 14).

2.3.5 Bo otstrapping - Verfahren

Um die Aussagekraftder errechneten B•aumezu testen, l•asstsich dasBootstrap-Verfahren
nach Efron, 1979[6] anwenden.Bootstrapping ist eineMethode,die durch vielfacheszuf•alli-
gesUmgestalten der Daten eine Absch•atzung des statistischen Fehlers einer Hypothese
erm•oglicht.
Zun•achst werdenauseinemAlignment A durch zuf•alligesVertauschen,Entfernen und Ver-
doppeln von Sequenzenn •ahnliche Bootstrap-Datens•atze erzeugt. F•ur jeden Bootstrap-
Datensatz B i wird unter Verwendung des gew•ahlten Baumkonstruktionsalgorithmus ein
Baum Ti erzeugt. Aus den B•aumen T1; :::; Tn kann nun nach dem Majorit •atsprinzip ein
KonsensusbaumT (K ) ermittelt werden,der zu jedemTeilbaum einenProzentwert angibt,
welcher aussagt,mit welcher H•au�gkeit dieserTeilbaum in allen B•aumenT1; :::; Tn gefun-
den wurde.

2.3.6 MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MEGA11 [15] ist eine f•ur die Windows-Plattform entwickelte Software zur phylogenetischen
Analyse. Mit ihr lassensich aus alignierten Sequenzenmittels verschiedener Verfahren
phylogenetische Stammb•aumeerstellen.
FolgendeMethoden werdenunterst•utzt:

� UPGMA

� Neighbor-Joining

� Minimum Evolution

� Maximum Parsimony

Au�erdem ist es m•oglich, mit MEGABootstrapping-Tests durchzuf•uhren und Konsensus-
B•aume zu erstellen. MEGAverarbeitet Daten, die im FASTA-Format vorliegen und gene-
riert phylogenetische Stammb•aume, die als Enhanced Meta File (EMF) exportiert wer-
den k•onnen.Eine direkte Generierungvon Encapsulated PostScript (EPS) ist leider nicht
m•oglich, so dassdie Dateien nach dem Export weiterverarbeitet werdenm•ussen.

11MEGA-Homepage: http://www.megas of tware .n et
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2.4 Material

Zun•achst wurden Proteinsequenzenvon CHH-Hormonen und CHH-•ahnlichen Peptiden
verschiedenerSpeciesmittels der Protein-Sequenzdatenbank Entrez-Protein desNCBI 12

[29] zusammengestellt.Von den Sequenzenwurden die teilweisevorhandenenPrecursor-
Sequenzenabgeschnitten, um einegemeinsameBasisf•ur die Analysezu scha�en. Die durch
diesenVorgang entstandenden Duplikate wurden entfernt. Anschlie�end wurden die Se-
quenzenin das FASTA-Format13 •uberf•uhrt. Eine Au
istung der untersuchten Species�n-
det sich in Abbildung 15.

Abk •urzung lateinisc her Name deutsc her Name
ArmVu Armadillidium vulgare Kugelassel
BomMo Bombyx mori Seidenspanner-Raupe
BytTh Bythograeathermydron \Hydrothermal Vent" Krabbe
CanPa Cancerpagurus Taschenkrebs
CarMa Carcinus maenas Strandkrabbe
CheDe Cherax destructor Australischer Flusskrebs
HomAm Homarusamericanus Amerikanischer Hummer
JasLa Jasuslalandii Languste
LitSc Litop enaeusschmitti Wei�e Garnele
LitV a Litop enaeusvannamei Pazi�sche wei�e Garnele
MacLa Macrobrachium lanchesteri S•u�w assergarnele
MacRo Macrobrachium rosenbergii Rosenberggarnele.
MarJa Marsupenaeusjaponicus Kuruma-Garnele
MetEn Metapenaeusensis \Greasyback" Garnele
OrcLi Orconecteslimosus Amerikanischer Flusskrebs
PacMa Pachygrapsusmarmoratus Marmorkrabbe
PenMo Penaeusmonodon Tigergarnele
ProBo Procambarus bouvieri Bouvieri-Sumpfkrebs
ProCl Procambarus clarkii Roter Sumpfkrebs

Abbildung 15: Au
istung der untersuchten Species

2.5 Dokumen te

DiesesDokument wurde mit dem frei verf•ugbarem TextsatzsystemLATEX14 geschrieben.
Das Literaturv erzeichnis wurde mit der LATEX-Erweiterung BibTEX erzeugt.

12National Center for Biotechnology Information (NCBI)
13FASTA-Format siehe:http://ngfnblast. gbf.d e/ docs/ fa sta .h tml
14LATEX-Homepage:http://www.latex - pr oj ect.o rg /
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3 Ergebnisse

Die in das FASTA-Format •uberf•uhrten Sequenzenwurden mittels desMultiple Sequence
Alignment Tools Clustal X [28] aligniert. Als Scoring-Matrix kam dabei die BLOSUM-
Matrix zum Einsatz. F•ur GOP und GEP Parameterwurdendie Defaultwerte •ubernommen
(GOP=10.0, GEP=0.2). Das Ergebnisder Alignierung ist auf Abbildung 16 zu sehen.

                 *  *  : :   : :   *   : * : * * : * : : *    :    * :   * :                              
    ArmVu1 RI FDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTTEVFESCLKDLMMHDFI NEYKEMALMVS    73
    ArmVu2 RI FDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTGEVFESCLKDLMMHDFI NEYKEMALMVS    73
    ProBo1 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProCl2 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProBo2 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProCl4 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    OrcLi1 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVLDEYI SGVQTV-     72
    OrcLi2 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVLDEYI SGVQTV-     72
   HomAmB1 QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFI VTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLMI DVI DEYVSNVQMV-     72
   HomAmB2 QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFI VTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLLSDVI DEYVSNVQMV-     72
   HomAmA1 QVFDQACKGVYDRNLFKKLDRVCEDCYNLYRKPFVATTCRENCYSNWVFRQCLDDLLLSDVI DEYVSNVQMV-     72
    CheDeB QVFDQACKGVYDRAI FKKLDRVCDDCYNLYRKPYVATSCRQNCYSNLVFRQCLDDLLLVDVVDEYVSGVQI V-     72
    CheDeA QVFDQACKGVYDRAI FKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAVSCRGNCYNNLVFRQCLEELFLGNGFNEYI SGVQTV-     72
    ProCl1 QVFDQACKGI YDRAI FRKLELVCDDCYNLYRKPKVATTCRDNCFAHSTFKYCVVNLGLDLELFTYLSDMI RG-     72
    ProCl3 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRTNCFAHSAFQFCVMDLGLNLDLYKQLSEI I RG-     72
     JasLa AVFDQSCKGVYDRSLFSKLDRVCDDCYNLYRKHYVATGCRRNCYGNLVFRQCLDDLMLVDVVDEYYVASVQMV    73
     BytTh QI YDRSCKGLYDRRLFSDLDHVCDDCYNLYRNSRVANACRENCYSNLVFRQCMEDLLLMDQFDKYARAVQTV-     72
   CanPaXO QI YDTSCKGVYDRGLFSDLEHVCDDCYNLYRNSYVASACRSNCYSNVVFRQCMEELLLMDEFDKYARAVQI V-     72
  CarMaPO1 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO2 QI YDTSCKGAYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO3 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFNVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO4 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLYFPNHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO6 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLHFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO5 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFP- - - - - - - - - - - - - -     59
  CarMaXO2 QI YDTSCKGAYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRSNCYSN- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -     46
  CarMaXO1 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRSNCYSNLVFRQCMDDLLMMDEFDQYARKVQMV-     72
     PacMa QI YDRSCKGVYDRSLFGKLQHVCDDCYNLYRTHHVASACRENCYSNLVFRQCMDDLLLMDVFDEYAKAVQMV-     72
    MacLa1 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCREGCYQNLVFRQCI QDLQLMDQLDEYANAVQI V-     72
    MacRo1 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCRRGCYQNLVFRQCI QDLQLMDDLDEYANAVQ- - -     70
    MacRo2 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCRKDCFGTKTFGHCVEDLLLDQTHYKEI RDHI ALF    73
    PenMo3 ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    PenMo4 ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRNNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
     LitSc ANFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    PenMo5 ANFDPSCAGVYDRELLGGLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNSVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    MarJa7 AAFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVAMECRSNCFFNPAFVQCLEYLI PAELHEEYQALVQTV-     72
    MetEnA SLFDPSCSGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFRDPKVAMECKSNCFLNPAFI QCLEYLLPEDLHEEYQSHVQVV-     72
    MetEnB SLFDPSCTGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFREPKVATECRSHCFLNPAFI QCLEYI I PEVLHEEYQANVQLV-     72
    MarJa5 LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLMPPSLHEEYQANVQMV-     72
    MarJa6 LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLLPPSLHEEYQANVQMV-     72
    MarJa1 SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVATECRSNCYNNPVFRQCMAYVVPAHLHNEHREAVQMV-     72
    MarJa2 SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVAMECRSNCYNNPVFRQCMEYLLPAHLHDEYRLAVQMV-     72
     LitVa SLFDPSCTGVFDRQLLRRLRRVCDDCFNVFREPNVSTECRSNCYNNEVFRQCMEYLLPPHLHEEHRLAVQMV-     72
    MarJa3 SLFDPACTGI YDRQLLRKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYHNLI FLDCLEYLI PSHLQEEHMAAMQTV-     72
    PenMo1 SLFDPACTGI YDRQLLGKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYYNLI FLDCLEYLI PSHLQEEHMEALQTV-     72
    PenMo2 SLSFRSCTGAYDRELLVRLDRVCEDCYNVYRDVGVAAECRSNCFHNEVFLYCVDYMFRPRQRNQYRAALQRL-     72
     BomMo SFFTLECKGVFDAAI FARLDRI CDDCFNLFREPQLYTLCRAECFTTPYFKGCMESLYLYDEKEQI DQMI DFV-     72
     ruler 1. . . . . . . 10. . . . . . . . 20. . . . . . . . 30. . . . . . . . 40. . . . . . . . 50. . . . . . . . 60. . . . . . . . 70. . .

Abbildung 16: Multiples Sequenz-Alignment aller untersuchter CHH-Sequenzen,generiert mit
ClustalX.

Ein Stern in der erstenZeilesteht f•ur einekonserviertePosition, ein Doppelpunkt f•ur hohe
•Ahnlichkeit. Die Zahl am Ende jeder Zeile gibt die Anzahl der Aminos•aurender jeweiligen
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Sequenzan. Das Balkendiagramunter dem Alignment veranschaulicht den Grad der Kon-
servierungder einzelnenPositionen. Die FarbgebungdesAlignments entspricht dem von
ClustalX vorgebenemStandard f•ur Aminos•auresequenzen.An dem Alignment ist deutlich
zu erkennen,dassdie SequenzenCarMaXO2und CarMaPO5unvollst•andig sind. Die Sequenz
CarMaXO2bricht nach der 46. Position ab, CarMaPO5nach der 59. Position.
Um in einemAlignment den Grad der Konservierungaller Positionenanschaulich darstel-
len zu k•onnen, wurde daher ein weiteresAlignment ohne dieseSequenzenerstellt (Abb.
17, Seite19).

                 *  *  : :   : :   *   : * : * * : * : : *    :    * :   * :     *   * :   :                  
    ArmVu1 RI FDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTTEVFESCLKDLMMHDFI NEYKEMALMVS    73
    ArmVu2 RI FDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTGEVFESCLKDLMMHDFI NEYKEMALMVS    73
    ProBo1 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProCl2 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProBo2 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    ProCl4 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVVDEYI SGVQTV-     72
    OrcLi1 EVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVLDEYI SGVQTV-     72
    OrcLi2 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLI DVLDEYI SGVQTV-     72
   HomAmB1 QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFI VTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLMI DVI DEYVSNVQMV-     72
   HomAmB2 QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFI VTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLLSDVI DEYVSNVQMV-     72
   HomAmA1 QVFDQACKGVYDRNLFKKLDRVCEDCYNLYRKPFVATTCRENCYSNWVFRQCLDDLLLSDVI DEYVSNVQMV-     72
    CheDeB QVFDQACKGVYDRAI FKKLDRVCDDCYNLYRKPYVATSCRQNCYSNLVFRQCLDDLLLVDVVDEYVSGVQI V-     72
    CheDeA QVFDQACKGVYDRAI FKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAVSCRGNCYNNLVFRQCLEELFLGNGFNEYI SGVQTV-     72
    ProCl1 QVFDQACKGI YDRAI FRKLELVCDDCYNLYRKPKVATTCRDNCFAHSTFKYCVVNLGLDLELFTYLSDMI RG-     72
    ProCl3 QVFDQACKGI YDRAI FKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRTNCFAHSAFQFCVMDLGLNLDLYKQLSEI I RG-     72
     JasLa AVFDQSCKGVYDRSLFSKLDRVCDDCYNLYRKHYVATGCRRNCYGNLVFRQCLDDLMLVDVVDEYYVASVQMV    73
    MacLa1 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCREGCYQNLVFRQCI QDLQLMDQLDEYANAVQI V-     72
    MacRo1 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCRRGCYQNLVFRQCI QDLQLMDDLDEYANAVQ- - -     70
    MacRo2 AI LDQSCKGI FDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAI DCRKDCFGTKTFGHCVEDLLLDQTHYKEI RDHI ALF    73
   CanPaXO QI YDTSCKGVYDRGLFSDLEHVCDDCYNLYRNSYVASACRSNCYSNVVFRQCMEELLLMDEFDKYARAVQI V-     72
  CarMaXO1 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRSNCYSNLVFRQCMDDLLMMDEFDQYARKVQMV-     72
     BytTh QI YDRSCKGLYDRRLFSDLDHVCDDCYNLYRNSRVANACRENCYSNLVFRQCMEDLLLMDQFDKYARAVQTV-     72
     PacMa QI YDRSCKGVYDRSLFGKLQHVCDDCYNLYRTHHVASACRENCYSNLVFRQCMDDLLLMDVFDEYAKAVQMV-     72
  CarMaPO1 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO2 QI YDTSCKGAYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO3 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFNVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO4 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLYFPNHEEYLRSRDGL- -     71
  CarMaPO6 QI YDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLHFPDHEEYLRSRDGL- -     71
    PenMo3 ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    PenMo4 ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRNNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
     LitSc ANFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    PenMo5 ANFDPSCAGVYDRELLGGLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNSVFVQCLEYLI PADLHEEYQAHVQTV-     72
    MarJa7 AAFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVAMECRSNCFFNPAFVQCLEYLI PAELHEEYQALVQTV-     72
    MetEnA SLFDPSCSGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFRDPKVAMECKSNCFLNPAFI QCLEYLLPEDLHEEYQSHVQVV-     72
    MetEnB SLFDPSCTGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFREPKVATECRSHCFLNPAFI QCLEYI I PEVLHEEYQANVQLV-     72
    MarJa5 LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLMPPSLHEEYQANVQMV-     72
    MarJa6 LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLLPPSLHEEYQANVQMV-     72
    MarJa1 SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVATECRSNCYNNPVFRQCMAYVVPAHLHNEHREAVQMV-     72
    MarJa2 SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVAMECRSNCYNNPVFRQCMEYLLPAHLHDEYRLAVQMV-     72
     LitVa SLFDPSCTGVFDRQLLRRLRRVCDDCFNVFREPNVSTECRSNCYNNEVFRQCMEYLLPPHLHEEHRLAVQMV-     72
    MarJa3 SLFDPACTGI YDRQLLRKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYHNLI FLDCLEYLI PSHLQEEHMAAMQTV-     72
    PenMo1 SLFDPACTGI YDRQLLGKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYYNLI FLDCLEYLI PSHLQEEHMEALQTV-     72
    PenMo2 SLSFRSCTGAYDRELLVRLDRVCEDCYNVYRDVGVAAECRSNCFHNEVFLYCVDYMFRPRQRNQYRAALQRL-     72
     BomMo SFFTLECKGVFDAAI FARLDRI CDDCFNLFREPQLYTLCRAECFTTPYFKGCMESLYLYDEKEQI DQMI DFV-     72
     ruler 1. . . . . . . 10. . . . . . . . 20. . . . . . . . 30. . . . . . . . 40. . . . . . . . 50. . . . . . . . 60. . . . . . . . 70. . .

Abbildung 17: Multiples Sequenz-Alignment der vollst•andigen CHH-Sequenzen,generiert mit
ClustalX
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Aus dem Alignment lassensich folgendeInformationen ableiten, auf die im Diskussionsteil
dieserArbeit noch n•aher eingegangenwird:

� Es handelt sich um ein unkompliziertes Alignment. Es wurden bis auf Au� •ullungen
an den Sequenzendenkeineweiteren Blanks eingef•ugt.

� Die meisten Sequenzenhaben eine L•angevon 72 Aminos•auren. Ausnahmenbilden
die nur 70Aminos•auren langeSequenzMacRo1(wahrscheinlich unvollst•andig), die 71
Aminos•auren langenSequenzenCarMaPOxsowie die 73 Aminos•auren langenSequen-
zenJasLa, MacRo2, ArmVu1und ArmVu2.

� Die Aminos•aure Cystein (C) kommt ausschlie�lic h an 6 konserviertenPositionenvor
(Pos. 7, 23, 26, 39, 43, 52).

� Der Grad der Konservierung der Positionen 22 bis 31 ist sehr hoch. Au� •allig ist
die Konstellation Cys-Asp-Asp-Cys (CDDC), die bei ca. 3

4 der Sequenzenvorhanden
ist bzw. Cys-Glu-Asp-Cys (CEDC), bei der nur eineNukleins•aurenbaseausgetauscht
wurde.

� Generellscheint der N-terminale Teil der Sequenzen(Position 1 bis 41) einenh•oheren
Konservierungsgradzu besitzen,w•ahrend der C-terminale Sequenzteilein deutlich
h•ohereVariabilit •at zeigt. Insbesondereab Position 57 ist die Variabilit •at der Sequen-
zensehrhoch.

Ph ylogenetisc he Stamm b•aume

Unter Verwendungder Alignments als Grundlagewurden mit der MEGA-Software verschie-
denephylogenetische B•aumeerstellt.
Zun•achst wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit dem UPGMA-Algorithmus konstru-
iert (Abb. 18, Seite21). Um die AussagekraftdesBaumeszu •uberpr•ufen wurde mit dem
Bootstrap - Verfahrenein Konsensusbaumgeneriert (Abb. 19, Seite22).
Es folgt ein mit dem Neighbor Joining - Algorithmus konstruierter Stammbaum (Abb. 20,
Seite23). Auch zu diesemBaum wurde mittels Bootstrapping ein Konsensusbaumerzeugt
(Abb. 21, Seite24).
Der letzte durch ein ClusterverfahrenerzeugteStammbaum verwendetdenMinimum Evo-
lution - Algorithmus(Abb. 22,Seite25). Ein zugeh•origer Bootstrap-Konsensusbaumwurde
ebenfalls erstellt (Abb. 23, Seite26).
Es folgt ein Stammbaum, dessenKonstruktion durch den merkmalsbasiertenMaximum
Parsimony - Ansatz realisiert wurde (Abb. 24, Seite 27). Da das verwendete Verfahren
mehrereB•aume mit der Maximum Parsimony - Eigenschaft produziert, kann aus diesen
ein Konsensusbaumerzeugtwerden(Abb. 25, Seite.28).
Alle Konsensusb•aume geben nur eine Topologie an, bei den anderenStammb•aumen ent-
sprechen die Astl •angenden gesch•atzten evolution•aren Distanzenzwischen den Baumkno-
ten.
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Abbildung 18: Phylogenetischer Stammbaum konstruiert mit UPGMA - Algorithm us. Die Zahlen
an den Verzeigungengeben an, bei wieviel Prozent der konstruierten B•aume eine Verzweigung
existiert (sieheKonsensus-Baum,Abb. 19). Der Abstandsbalken unter dem Baum gibt die Anzahl
der Aminos•auresubstitutionen pro Position an.
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Abbildung 19: Konsensusbaumaus 100.000durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
UPGMA - Stammb•aumen. Verzweigungen,die bei weniger als 50% der erzeugtenB•aume auftre-
ten, werden verschmolzen.
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Abbildung 20: Phylogenetischer Stammbaum konstruiert mit Neighbor Joining - Algorithm us.
Die Zahlen an den Verzeigungengeben an, bei wieviel Prozent der konstruierten B•aume eine
Verzweigung existiert (siehe Konsensus-Baum,Abb. 21). Der Abstandsbalken unter dem Baum
gibt die Anzahl der Aminos•auresubstitutionen pro Position an.
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Abbildung 21: Konsensusbaumaus 100.000 durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
Neighbor Joining - Stammb•aumen.
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Abbildung 22: Phylogenetischer Stammbaum konstruiert mit dem Minimum Evolution - Algo-
rithm us. Der Abstandsbalken unter dem Baum gibt die Anzahl der Aminos•auresubstitutionen
pro Position an.



3. Ergebnisse 26

Abbildung 23: Konsensusbaumaus 100.000durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
Minimum Evolution - Stammb•aumen.
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Abbildung 24: Phylogenetischer Stammbaum konstruiert mit dem Maximum Parsimony - Algo-
rithm us.
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Abbildung 25: Konsensusbaumaller phylogenetischen Stammb•aume mit der Maximum Parsim-
ony - Eigenschaft.
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4 Diskussion

4.1 Multiples Sequenzalignmen t

Das Sequenzalignment best•atigt die These,dassdie 6 konserviertenPositionen, an denen
die Aminos•aure Cystein (C) vorkommt, ein Kennzeichen aller Peptide der CHH-Familie
sind, da Cystein ausschlie�lic h an diesenPositionen vorkommt.
Da der Grad der Konservierungim C-terminalen Teil der Sequenzenstark abnimmt, ist es
wahrscheinlich, da� dieserTeil durch alternativesSplei�en desdritten bzw. vierten Exons
variert, wie dargestellt in Abbildung 2, Seite4.

4.2 Ph ylogenetisc he Stamm b•aume

Die erstellten phylogenetischen B•aume zeigenalle eine recht hohe •Ahnlichkeit, allerdings
sind auch Unterschiede zu erkennen,die sich auf die Bescha�enheit desverwendetenAl-
gorithmus zur•uckf•uhren lassen.JederAlgorithmus hat St•arken und Schw•achen, soda� die
Wahl mitunter schwierig seinkann.
Der UPGMA-Algorithm us kann nur bei ultrametrischen Distanzenkorrekte Baumtopolo-
gien konstruieren, da er im Gegensatzzum Neighbor-Joining -Verfahrenkeine taxaspezi�-
schen Abweichungen in der Substitutionsrate toleriert (sieheW•agele,2000[30]).
Diesscheint sich im Fall dieserArbeit nur unwesentlich auszuwirken,da sich die Topologien
der beidenStammb•aumeund insbesonderederenKonsensusb•aumenkaum unterscheiden.
Die signi�k ante •Ubereinstimmung aller konstruierten Stammb•aume deutet auf eine hohe
Zuverl•asslichkeit der prognostiziertenVerwandtschaftsverh•altnisse hin.

Hormone der CHH-Familie kommen nicht nur bei Crustaceenvor, auch Bombyx mori
(BomMo) produziert ein CHH-•ahnlichesPeptid und bildet als einzigesInsekt die Randgrup-
pe der phylogenetischen Stammb•aume.
Die erstebei den •ubrigenTaxa folgendeVerzweigungtrennt die Penaeidae, die zu denDen-
drobranchiata geh•oren von den Pleocyemataund Armadil lidium vulgare (ArmVu). Letztere
geh•ort zu den Isopoden. Interessanterweisescheinen also die CHH's der Pleocyemata en-
ger mit denender Isopoden (zumindest mit Armadil lidium) verwandt zu sein,als mit den
CHH's der Dendrobranchiata.
Der Teilbaum der Pleocyemataverzweigt sich wiederumin Astacidea, Brachyura, Caridea
und Palinura. DieseTopologiewird von allen konstruierten Stammb•aumenbest•atigt.
Die Konsensus-Stammb•aume aller verwendeter Konstruktionsalgorithmen gruppieren je-
weils die SequenzenProBo2,ProCl4,OrcLi1 und ProBo1ProCl2,OrcLi2 und folgen damit
nicht der Crustaceen-Systematik(Abb. 26).
Die verschiedenenCHH-IsotypeneinerdieserSpecies(z.B. ProBo1und ProBo2) unterschei-
den sich sichtlich mehr voneinander,als von CHH anderer Species(ProCl4,OrcLi1 bzw.
ProCl2,OrcLi2 ).
Ebenfalls ist bei den SequenzenPenMo1und MarJa3 die evolution•are Distanz kleiner als
zu den •ubrigen Sequenzenvon Penaeusmonodon und Marsupenaeusjaponicus.
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Dies l•a�t den Schluss zu, da� sich die CHH-Isotypen im Laufe ihrer Evolution getrennt
haben, bevor sich dieseunterschiedlichen Speciesentwickelt haben.
Au�allend ist auch PenMo2, da dieseSequenzvon allen •ubrigen untersuchten Penaeidae
abgetrennt ist. Daher ist zu vermuten, das sich dieserCHH-Isotyp fr •uher in der Evoluti-
onsgeschichte entwickelt hat, als die •ubrigen CHH-•ahnlichen Peptide der Penaeidae.
Anders verh•alt essich bei Carcinus maenas:
Alle untersuchten CHH-Sequenzenvon Carcinus maenas (CarMa) sind in s•amtlichen er-
stellten Stammb•aumen in einemTeilbaum angeordnet.Dabei ist auch eine Trennung der
Sequenzender XO-CHH bzw. PO-CHH zu erkennen. Die XO-CHH von CarMasind al-
lerdings n•aher mit den PO-CHH der selben Speciesverwandt, als mit dem XO-CHH des
Cancer pagurus (CanPaXO). Daher l•a�t sich die Theorie, dassdie Duplikation desdritten
Exons vor der Trennung dieserSpeciesstattgefundenhat, nicht best•atigen.

Bombycidae

Armadillidiidae

Parastacidae

Nephropidae

Bythograeidae

Cancridae

Grapsidae

Portunidae

Palaemonidae

Palinuridae

PenaeidaeDendrobranchiata

Pleocyemata

Isopoda

Penaeoidea

Decapoda

Crustacea

Insecta

Litopenaeus schmitti
Litopenaeus vannamei
Marsupenaeus japonicus

Penaeus monodon

Orconectes limosus
Procambarus bouvieri
Procambarus clarkii

Cherax destructor

Homarus americanus

Bythograea thermydron

Cancer pagurus

Pachygrapsus marmoratus

Carcinus maenas

Machrobrachium lanchesteri
Machrobrachium rosenbergii

Jasus lalandii

Metapenaeus ensis

Armadillidium vulgare

Bombyx mori

Arthropoda

Cambaridae

Astacidea

Caridea

Palinura

Brachyura

Abbildung 26: Systematischer Stammbaum der Arthrop oden. Unter den untersuchten Species
�ndet sich au�er Crustaceenauch ein Insekt (Bombyx mori ). Die Crustaceenunterteilen sich in
eine Isopoda - eine Assel - (Armadil lidium vulgare) und einige Dekapoden (5 Dendrobranchiata
und 12 Pleocyemata).

Fazit

Es ist o�ensichtlich, da� die Analyse eineseinzelnenProteins keine gro�e Aussagekraft
bez•uglich der Verwandtschaftsverh•altnisseder Specieshabenkann. Obgleich die Topologien
der erstellten Stammb•aume der Crustaceen-Systematikrecht •ahnlich sind, widersprechen
siesich bei einigenArten innerhalb bestimmter Familien. Die Evolution der CHH verl•auft
demnach nicht exakt parallel zu der Evolution der Crustaceen.
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4.3 Ausblic k

Die in dieser Arbeit nicht verwendete Maximum Likelihood-Methode zur Konstruktion
phylogenetischer B•aume,die einenstochastischenProzesszur Sch•atzung der Ereigniswahr-
scheinlichkeit beschreibt (siehe[30]), liefert unter Umst•andenplausiblereErgebnissealsdas
Maximum Parsimony-Verfahren.Daherw•areesinteressant phylogenetischeB•aume,die mit
beidenVerfahrenerzeugtwurden, miteinander zu vergleichen.
Eine weitere interessante M•oglichkeit phylogenetische B•aume zu erzeugen,ist MrBayes15

[12], ein Programm, das einen vielversprechendenAlgorithmus verwendet, der ein Maxi-
mum Likelihood Verfahren verwendet, das auf dem Bayesschen Theorem beruht und den
MCMC (Markov chain Monte Carlo) Algorithmus zur Approximation verwendet.

Ferner ist es m•oglich, mit MEGAdie \ Auftrittswahrscheinlichkeit" f•ur alle Aminos•auren
im jeweiligen Peptid anzugeben. Mit Hilfe dieserAngaben besteht die M•oglichkeit, Aussa-
gen •uber die elektrische Ladung desMolek•uls vorzunehmen.
In der vorliegendenArbeit wurde von dieseM•oglichkeit Abstand genommen,da esf•ur den
phylogenetischen Vergleich in diesemZusammenhangkeinehoheRelevanz hat.

In dieser Arbeit wurden lediglich die Sequenzender CHH-Familie untersucht. Es w•are
interessant auch die MIH, GIH, VIH und MOIH-Sequenzenzum Vergleich heranzuziehen
und die Signalpeptid- bzw. Precursor-Bereiche ebenfalls zu analysieren.

15MrBayes-Homepage:http://morphbank .e bc. uu.se /mrb ayes3/
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5 Anhang

5.1 Aminos •auren

Name 1-Co de 3-Co de Bindung Codon-T ripletts
Aminos •auren mit reinen Kohlen wassersto�-Seitenk etten
Glycin G Gly neutral GGU,GGC,GGA,GGG
Alanin A Ala hydrophob GCU,GCC,GCA,GCG
Valin V Val hydrophob GUU,GUC,GUA,GUG
Leucin L Leu hydrophob UUA, UUG,CUU,CUC,CUA, CUG
Isoleucin I Ile hydrophob AUU, AUC, AUA
Prolin P Pro hydrophob CCU,CCC,CCA, CCG
Phenylalanin F Phe hydrophob UUU,UUC
Aminos •auren mit nichtionisierten, aber polaren Grupp en:
Serin S Ser hydrophil UCU,UCC,UCA, UCG,AGU,AGC
Threonin T Thr hydrophil ACU, ACC, ACA, ACG
Cystein C Cys hydrophob UGU,UGC
Methionin M Met hydrophob AUG
Tryptophan W Trp hydrophob UGC
Tyrosin Y Tyr hydrophob UAU, UAC
Asparagin N Asn hydrophil GAU,GAC
Glutamin Q Gln hydrophil CAA, CAG
Saure Aminos •auren:
Asparagins•aure D Asp hydrophil GAU,GAC
Glutamins•aure E Glu hydrophil GAA, GAG
Basische Aminos •auren:
Lysin K Lys hydrophil AAA, AAG
Arginin R Arg hydrophil CGU,CGC,CGA,CGG,AGA, AGG
Histidin H His hydrophil CAU, CAC

Abbildung 27: Au
istung der Aminos•auren mit ihren Bindungseigenschaften und der Bezeich-
nung im 1- bzw. 3-Buchstaben-Code sowie den die Aminos•aure codierenden mRNA-Codons
(A=Adenin, G=Guanin, C=Cytosin, U=Uracil).
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5.2 Proteinsequenzen

In diesemAbschnitt werden die untersuchten Aminos•auresequenzenim FASTA-Format16

aufgelistet. Die Zusammenstellungder Sequenzenerfolgte mittels der Protein-Sequenzda-
tenbank Entrez-Protein 17 desNCBI18 [29]. Zu jeder Sequenzsind der Speziesnamesowie
die BLAST-ID und die Autoren angegeben.

>ArmVu1Armadillidium vulgare (P30814) Martin,G., Sorokine,O. et al.
RIFDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTTEVFESCLKDLMMHDFINEYKEMALMVS

>ArmVu2Armadillidium vulgare (AAB25454) Martin,G., Sorokine,O. et al.
RIFDTSCKGFYDRGLFAQLDRVCEDCYNLYRKPHVAAECRRDCYTGEVFESCLKDLMMHDFINEYKEMALMVS

>BomMoBombyxmori (Q9NL55) Endo,H., Nagasawa,H. und Watanabe,T.
SFFTLECKGVFDAAIFARLDRICDDCFNLFREPQLYTLCRAECFTTPYFKGCMESLYLYDEKEQIDQMIDFV

>BytTh Bythograea thermydron (AAK28329) Toullec,J.-Y., Vinh,J. et al.
QIYDRSCKGLYDRRLFSDLDHVCDDCYNLYRNSRVANACRENCYSNLVFRQCMEDLLLMDQFDKYARAVQTV

>CanPaXOCancer pagurus (P81032) Chung,J.S., Wilkinson,M.C. und Webster
QIYDTSCKGVYDRGLFSDLEHVCDDCYNLYRNSYVASACRSNCYSNVVFRQCMEELLLMDEFDKYARAVQIV

>CarMaPO1Carcinus maenas(AAG32671)Boecking, Plosch, Jaros et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL

>CarMaPO2Carcinus maenas(AAG29433)Boecking,D.H., Heyn,U et al.
QIYDTSCKGAYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL

>CarMaPO3Carcinus maenas(AAG29434)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFNVCVYELYFPDHEEYLRSRDGL

>CarMaPO4Carcinus maenas(AAG29435)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLYFPNHEEYLRSRDGL

>CarMaPO5Carcinus maenas(AAG29444)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFP

>CarMaPO6Carcinus maenas(AAG29445) Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRNNCFENEVFDVCVYQLHFPDHEEYLRSRDGL

16FASTA-Format siehe:http://ngfnblast. gbf.d e/ docs/ fa sta .h tml
17Entrez-Website: http://www.ncbi.n lm.ni h. gov/Ent rez /
18NCBI: National Center for Biotechnology Information
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>CarMaXO1Carcinus maenas(P14944) Weidemann,W.,Gromoll,J. und Keller,R.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRSNCYSNLVFRQCMDDLLMMDEFDQYARKVQMV

>CarMaXO2Carcinus maenas(AAG29431)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGAYDRALFNDLEHVCDDCYNLYRTSYVASACRSNCYSN

>CheDeACherax destructor (P83485) Bulau,P., Reichwein,B. und Keller,R.
QVFDQACKGVYDRAIFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAVSCRGNCYNNLVFRQCLEELFLGNGFNEYISGVQTV

>CheDeBCherax destructor (P83486) Bulau,P., Reichwein,B. und Keller,R.
QVFDQACKGVYDRAIFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVATSCRQNCYSNLVFRQCLDDLLLVDVVDEYVSGVQIV

>HomAmA1Homarusamericanus (S52117) de Kleijn,D.P.,de Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLDRVCEDCYNLYRKPFVATTCRENCYSNWVFRQCLDDLLLSDVIDEYVSNVQMV

>HomAmB1Homarusamericanus (S52118) de Kleijn,D.P.,de Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFIVTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLMIDVIDEYVSNVQMV

>HomAmB2Homarusamericanus (Q25154) de Kleijn,D.P.,de Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLNRVCEDCYNLYRKPFIVTTCRENCYSNRVFRQCLDDLLLSDVIDEYVSNVQMV

>JasLa Jasus lalandii (P56687) Marco,H.G., Brandt,W. und Gade,G.
AVFDQSCKGVYDRSLFSKLDRVCDDCYNLYRKHYVATGCRRNCYGNLVFRQCLDDLMLVDVVDEYYVASVQMV

>LitSc Litopenaeus schmitti (P59685) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
ANFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLIPADLHEEYQAHVQTV

>LitVa Litopenaeus vannamei (Q26181) Sefiani,M., Le Caer,J.P. und Soyez,D.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLRRVCDDCFNVFREPNVSTECRSNCYNNEVFRQCMEYLLPPHLHEEHRLAVQMV

>MacLa1Macrobrachium lanchesteri (O77220) Ju,B. und Khoo,H.-W.
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAIDCREGCYQNLVFRQCIQDLQLMDQLDEYANAVQIV

>MacRo1Macrobrachium rosenbergii (P81206) Sithigorngul,W. et al.
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAIDCRRGCYQNLVFRQCIQDLQLMDDLDEYANAVQ

>MacRo2Macrobrachium rosenbergii (AAL40916) Chen,S.H., Lin,C.Y. et al.
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRVCDDCYNLYRKPYVAIDCRKDCFGTKTFGHCVEDLLLDQTHYKEIRDHIALF

>MarJa1 Marsupenaeusjaponicus (O15980) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVATECRSNCYNNPVFRQCMAYVVPAHLHNEHREAVQMV
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>MarJa2 Marsupenaeusjaponicus (Q9U5D2)Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRVCDDCFNVFREPNVAMECRSNCYNNPVFRQCMEYLLPAHLHDEYRLAVQMV

>MarJa3 Marsupenaeusjaponicus (Q94676) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPACTGIYDRQLLRKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYHNLIFLDCLEYLIPSHLQEEHMAAMQTV

>MarJa5 Marsupenaeusjaponicus (O15981) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLMPPSLHEEYQANVQMV

>MarJa6 Marsupenaeusjaponicus (P81700) Yang,W.J., Aida,K. und Nagasawa,H.
LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRLCDDCYNVFREPNVATECRSNCFYNLAFVQCLEYLLPPSLHEEYQANVQMV

>MarJa7 Marsupenaeusjaponicus (O15982) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
AAFDPSCTGVYDRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVAMECRSNCFFNPAFVQCLEYLIPAELHEEYQALVQTV

>MetEnAMetapenaeusensis (AAD11813) Gu,P.L. und Chan,S.M.
SLFDPSCSGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFRDPKVAMECKSNCFLNPAFIQCLEYLLPEDLHEEYQSHVQVV

>MetEnBMetapenaeusensis (Q9NGP0)Gu,P.L., Yu,K.L. und Chan,S.M.
SLFDPSCTGVFDRELLGRLNRVCDDCYNVFREPKVATECRSHCFLNPAFIQCLEYIIPE VLHEEYQANVQLV

>OrcLi1 Orconectes limosus (1802398A) Kegel,G., Reichwein,B. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVLDEYISGVQTV

>OrcLi2 Orconectes limosus (Q25589) De Kleijn,D.P., Janssen,K.P. et al.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVLDEYISGVQTV

>PacMaPachygrapsus marmoratus (AAM21927)Toullec,J.-Y. et al.
QIYDRSCKGVYDRSLFGKLQHVCDDCYNLYRTHHVASACRENCYSNLVFRQCMDDLLLMDVFDEYAKAVQMV

>PenMo1Penaeus monodon(AAD03606) Chen,H.-Y., Cheng,J.-H. und Huang,C.-J.
SLFDPACTGIYDRQLLGKLGRLCDDCYNVFREPKVATGCRSNCYYNLIFLDCLEYLIPSHLQEEHMEALQTV

>PenMo2Penaeus monodon(AAF36407) Udomkit,A., Chooluck,S. et al.
SLSFRSCTGAYDRELLVRLDRVCEDCYNVYRDVGVAAECRSNCFHNEVFLYCVDYMFRPRQRNQYRAALQRL

>PenMo3Penaeus monodon(O97384) Davey,M.L., Hall,M.R. et al.
ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNPVFVQCLEYLIPADLHEEYQAHVQTV

>PenMo4Penaeus monodon(O97385) Davey,M.L., Hall,M.R. et al.
ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRLCDDCYNVFREPKVATECRNNCFYNPVFVQCLEYLIPADLHEEYQAHVQTV

>PenMo5Penaeus monodon(O97387) Davey,M.L., Hall,M.R. et al.
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ANFDPSCAGVYDRELLGGLSRLCDDCYNVFREPKVATECRSNCFYNSVFVQCLEYLIPADLHEEYQAHVQTV

>ProBo1 Procambarus bouvieri (P55845) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVVDEYISGVQTV

>ProBo2 Procambarus bouvieri (AAB25534) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVVDEYISGVQTV

>ProCl1 Procambarus clarkii (AAP57247) Gruenefeld,B. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFRKLELVCDDCYNLYRKPKVATTCRDNCFAHSTFKYCVVNLGLDLELFTYLSDMIRG

>ProCl2 Procambarus clarkii (AAL79194) Kuepper,M. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVVDEYISGVQTV

>ProCl3 Procambarus clarkii (AAL79193) Kuepper,M. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRTNCFAHSAFQFCVMDLGLNLDLYKQLSEII RG

>ProCl4 Procambarus clarkii (AAB33097) Yasuda,A., Yasuda,Y. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRVCEDCYNLYRKPYVATTCRQNCYANSVFRQCLDDLLLIDVVDEYISGVQTV
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