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Isolierung eines gata-Homologs aus Nematostella vectensis

Sowohl in Invertebraten as auch Vertebraten spielen die  Zinkfinger
Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie eine wichtige Rolle in der Differenzierung der
Muskulatur. Um die Entwicklung der Muskulatur von Nematostella vectensis zu
untersuchen, wurde aus diesem Organismus ein gata-Homolog isoliert und entsprechende

Expressionsstudien durchgefihrt.

Zundchst wurden die Proteinsequenzen von GATA-Faktoren unterschiedlicher
Organismen miteinander verglichen. Die Sequenzen der Zinkfingerdoméanen und der sich
anschliefienden basischen Sequenz sind hochkonserviert, sie sind in den meisten
Organismen nahezu identisch. Anhand der konservierten Regionen im GATA-Alignment
wurde durch PCR mit degenerierten Oligonukleotiden ein 246bp langes cDNA-Fragment
eines gata-Homol ogs aus Nematostella isoliert.

Um die komplette gata-Sequenz zu erhalten, wurden 5'- und 3'-RACE-Experimente
durchgefihrt. Der Volllangen-Klon hat inklusive der UTR-Seiten eine Lénge von 2355bp,
der Open-Reading-Frame (ORF) hat 1470bp. Im Vergleich zu der Nematostella-gata-
Sequenz, die von Martindale et a. (2004) beschrieben wurde, handelt es sich bei dem von
mir isolierten Gen um eine zweite Variante, die ein Indel von 201bp hat und damit einen
ORF von 1470bp besitzt, der fir ein Protein von 490AS (GATA-A) kodiert. Martindales
kirzere Variante kodiert dagegen fur nur 422AS (GATA-B). Die Analyse der genomischen
Sequenz von gata ergab, dass sich das Gen aus vier Exons und drel Introns zusammensetzt.
Exon 2 und Exon 3 beinhalten die konservierten Zinkfingerdomanen (Abbildung 26). Ein
Vergleich der von mir identifizierten, langeren Variante mit der genomischen Sequenz
zeigt, dass Exon 1 ein extended Exon ist. Mit flankierenden Primern, die sowohl die erste
as auch die zweite gata-Variante einschlief3en, wurde in einer stadienspezifischen RT-
PCR untersucht, ob eine der beiden Varianten differentiell exprimiert werden. Dies war
nicht der Fall, die Varianten werden in allen Stadien exprimiert. Das Ergebnis der RT-PCR
ist in Abbildung 27 dargestellt und zeigt auch, dass zudem eine dritte Splice-Variante
identifiziert wurde, die eine weitere Variante des extended Exon darstellt. Alle drei Splice-
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Varianten, gata-a, gata-b und gata-c, wurden kloniert und sequenziert (Sequenzen siehe
Anhang). Abbildung 28 zeigt das Alignment des kurzen und langen GATA-Proteins sowie
Maus GATA-2. Innerhalb des Bereichs, der dem kurzen Protein fehlt, befinden sich
einzelne, konservierte AS. Der Vergleich mit der genomischen Sequenz ergab, dass es
zwei aternative 3 Splice-Seiten innerhalb des ersten Introns gibt. Daraus resultiert ein
kirzeres Exon 2, wie es in Martindale et al. (2004) dokumentiert wurde. Die Sonden fur
die in situ Hybridisierungen wurden mit einem Tellstlick des Klons mit einer Lange von
1400bp durchgefuhrt. Innerhalb dieses Teilstiicks wurden auch die Oligonukleotide fir die
RT-PCR gewahlt und synthetisiert.
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Abbildung 26: Exon-Intron-Schema von Nematostella-gata. Die dunkelroten Bereiche stellen Exons
dar, die weil3en Bereiche Introns. Der hellrote Bereich zeigt ein extended Exon in der gata-A-Variante.
Das unterste Bild zeigt die Aminosiurestruktur von GATA mit den beiden konservierten Zinkfinger-
und basischen Doméanen (CF, Zinkfinger; bR, basische Region)
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Abbildung 27: RT-PCR der Splice-Varianten von Nematostella-gata.
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Abbildung 28: Sequenzvergleich der kurzen (422) und langen (490) Splice-Varianten mit GATA-2 der
Maus. Die konservierten ASim Indel-Bereich sind rot unterlegt.

Die Lénge des GATA-Proteins ist vergleichbar mit den Proteinsequenzen anderer
Organismen, ausgenommen  Drosophila.  Nematostella-GATA  besitzt  zwel
charakteristische Zinkfinger-Doméanen  (N-terminal und C-terminal) vom Typ
CXNCX17CNXC mit jeweils einem angrenzenden konservierten basischen Bereich. Die
fur Proteine der GATA-4,5,6 Familie charakteristischen Aktivationsdoménen fehlen in
Nematostella (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Alignment der konservierten Zinkfingerdoméanen unter schiedlicher GATA-Faktoren

Eine phylogenetische Sequenzanalyse ergab, dass es sich um ein Homolog der GATA-
Familie 1,2,3 handelt, dass im Gegensatz zur GATA-Familie 4,5,6 keine konservierte N-
terminale Aktivierungsdomane besitzt (Abbildung 30). Die Sequenz der Zinkfingerdoméane
zeigt auf Aminosaureebene eine ldentitét zur Maus GATA-3 Sequenz von 94%. Die
Analyse zeigt, dass Nematostella-GATA eine engere Verwandtschaft zu GATA-Faktoren
der Vertebraten als zu denen der Invertebraten hat.
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Abbildung 30: Phylogenetische Analyse der konservierten GATA-Zinkfingerdoménen

Isolierung eines myosin heavy chain Homologs aus Nematostella
vectensis

Myosin heavy chain (MyHC) ist ein Muskelmarkerprotein, das in allen Tieren vorhanden
ist und dort bel der Muskelentstehung und -differenzierung eine Rolle spielt.

Ein C-terminales Fragment von MyHC wurde aus einem EST-screen (Technau et al., 2005)
verschiedener embryonaler Stadien isoliert. Mit diesem Fragment bzw. der zugehdrigen
Proteinsequenz wurde ein Alignment erstellt (Abbildung 31). Das EST-Fragment konnte
as Sonde fur einen genome walk verwendet werden um aus dem assemblierten Genom
von Nematostella vectensis die genomische Sequenz von MyHC zu identifizieren. Die
genomische Sequenz von MyHC besteht aus 25kb.
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Abbildung 31: Alignment des Nematostella MyHC-Fragments (8519 Nv), das aus einem EST-screen
verschiedener embryonaler Stadien isoliert wurde.

Um einen MyHC-Volllangen-cDNA Klon zu isolieren, wurden anhand der genomischen
Sequenz von MyHC die konservierten Bereiche durch Alignments ermittelt. Da es sich bei
den konservierten Bereichen mit hoher Wahrscheinlichkeit um Exons handelt, wurden
diese Sequenzbereiche als Primer zur Isolierung der cDNA verwendet. Es wurden sechs
Teilfragmente der MyHC-cDNA isoliert und kloniert (Primer und Sequenzen siehe
Anhang). Ein Vergleich der genomischen MyHC-Sequenz mit der cDNA-Sequenz ergab,
dass 36 Exons fur ein Protein kodieren, das aus 1988AS besteht (Sequenz siehe Anhang).
Am N-terminalen Ende liegt eine etwa 100AS umfassender SH-Doméne, die in vielen,
aber nicht alen MyHCs vorkommt und dessen Funktion noch unbekannt ist. Am Ende
dieser SH-Doméne liegt die katalytische Motordoméne (Kopfchen), die ATPase-Aktivitat
besitzt. Ab ca. 1100AS bis hin zum C-terminalen Ende beginnt die Schwanzstruktur des
Molekiils.
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Die phylogenetische Analyse ergab (Abbildung 32), dass das Nematostella-MyHC néher
mit den MyHCs der Protostomiern verwandt ist. Die MyHCs der Deuterostomier bilden
eine eigene Gruppe. Eine phylogenetische Auftrennung in eine Gruppe glatter und eine
Gruppe gestreifter Muskulatur ist in diesem Baum nicht ersichtlich.
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Abbildung 32: Phylogenetische Analyse der MyHC-Sequenz.
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Isolierung der Promoterregion von MyHC

Ausgehend von dem 5 Ende der genomischen MyHC-Sequenz wurden die GATA-
Bindestellen innerhalb des MyHC-Promoters identifiziert. Eine Analyse mit TESS — einer
Software zur Vorhersage von Bindestellen in DNA-Sequenzen ergab 16 putative
Bindestellen fir GATA. Fur funktionelle Studien wurden 1.8kb der Promoterregion von
MyHC isoliert, mit der Vorhersage fur die GATA-Bindestellen verglichen und in en
Reporterkonstrukt ligiert (Plasmidkarte siehe Anhang).

Expressionsanalyse von gata und Myosin Heavy Chain

Zeitliche Expressionsanalyse

Eine zeitliche Expressionsanalyse durch RT-PCR zeigt, dass Nematostella gata in allen
Stadien der Embryonalentwicklung exprimiert wird (UE, unbefruchtete Eier; 2h20min und
5h20min, frihe Tellungsstadien; Blastula; Gastrula; 3d Planulag; 6d Planulae; PP,
Primérpolypen). Die Expression von gata ist in den Planula-Stadien verstérkt und bleibt
dann weitgehend konstant (Abbildung 33).

Die Expressionsanalyse durch RT-PCR von MyHC zeigt, dass MyHC in unbefruchteten
Eiern und embryonalen Stadien schwach exprimiert wird. Die Expression steigt in den

Primérpolypen stark an und nimmt im adulten Polypen wieder ab (Abbildung 33).

UE B G 3dP  6dP PP

actin

Abbildung 33: Zeitliche Expressionsanalyse durch RT-PCR. Vergleich der Expression von gata und
MyHC mit actin. UE, unbefruchtete Eier; B, Blastula; G, Gastrula; 3dP, 3 Tage alte Planula; 6dP, 6
Tage alte Planula; PP, Primér polyp.
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Raumliche Expressionsanalyse

Die réumliche Expressionsanalyse durch in situ-Hybridiserung unterstitzt diese
Ergebnisse. Die Expression von gata im Gastrula-Stadium zeigt sich as diffuses Muster
im Entoderm. In der Gastrula wird gata as Ring um die Blastoporus—Region exprimiert.
Waéhrend der Entwicklung der Planulalarve und dem Metamorphosestadium zum
Primérpolypen beschrankt sich die gata Expression auf acht longitudinale Streifen entlang
der Korperachse vom Blastoporus zur Fuliregion in den Bereichen, wo sich die Anlagen
der Mesenterien befinden. Aufgeklappte Polypen und Querschnitte adulter Polypen von
Nematostella zeigen, dass gata weiterhin in den Mesenterien exprimiert wird. Detaillierte
Aufnahmen der Schnitte zeigen deutlich, dass gata fast im gesamten Mesenterium

ausgenommen der Retraktormuskulatur exprimiert wird (Abbildung 34A-J).

Eine Expressionsanalyse durch in situ Hybridisierung zeigt eine Akkumulation der MyHC
Expression in der Planulalarve in den Bereichen der zukinftigen Tentakeln. Wahrend der
weiteren Entwicklung der Planulalarve zum Primérpolypen dehnt sich die MyHC
Expression von der Blastoporus Region bis zum aboralen Ende in den Anlagen der acht
Mesenterien. In Primarpolypen wird MyHC entodermal in den Tentakeln und in den

Mesenterien exprimiert (Abbildung 34K-O).
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Abbildung 34: R&umliche Expressionsanalyse mittels in situ-Hybridisierung. Vergleich der
Expressionen von gata (A-J) und MyHC (K-O) in Planulalarven und Primérpolypen. Gata wird
zunachst um den Blastoporus exprimiert, die Expression beschrankt sich mit weiterer Entwicklung
immer mehr auf den Bereich der spateren Mesenterien. Auch MyHC wird in den zukinftigen
Mesenterien und, additiv, in den Tentakeln exprimiert. GroéRenstandard giltig fir alle Bilder: 100um.

Aufgeklappte und Querschnitte adulter Polypen von Nematostella zeigen, dass die MyHC
Expression auf die Tentakel und Mesenterien begrenzt bleibt. Die Querschnitte zeigen
deutlich eine Lokalisierung von MyHC an der Basis eines jeden Mesenteriums, in der
sogenannten ,, Rosettenstruktur”, ebenso wie in der Retraktormuskulatur in der Mitte der
Mesenterien.

Die Expressionen von gata und MyHC &hneln sich, sie sind beide in den Mesenterien
lokalisiert. Die Schnittpraparate zeigen aber deutlich, dass die Expressionen in
unterschiedlichen Geweben im Mesenterium stattfinden. Wahrend die Expression von gata
friher startet und auf weitere Gewebe innerhalb des Mesenteriums zutrifft, wird MyHC
ausschliefdlich in den Bereichen der Muskulatur exprimiert. Ein Vergleich zeigt, dass beide
Gene in scheinbar komplementéren Mustern exprimiert werden (Abbildung 36A,D,G und
B,E,H).

75



Ergebnisse // Molekularbiologie

Visualisierung von F-Actin durch Phalloidin

Die vom Grinen Knollenblétterpilz (Amanita phalloides) stammenden Phallotoxine,
insbesondere das Phalloidin, schadigen die Zellen lebender Organismen durch deren
Aufnahme in das Cytoplasma und Bindung an Actinfilamente (Wieland und Govindan,
1974; Faulstich et a., 1975). Diese Eigenschaft wurde verwendet, um F-Actin von
Nematostella vectensis durch eine Farbung mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin sichtbar

zu machen und damit den Nachweis von Muskel gewebe zu erbringen.

Unterschiedliche Entwicklungsstadien von Nematostella wurden mit fluoreszenz-
markiertem Phalloidin behandelt um die Entwicklung der Muskulatur in den Tieren zu
detektieren. Die Féarbungen implizieren, dass das muskuldare F-Actin wahrend der
Metamorphose von Planulalarve zum Primarpolypen zunéchst im Bereich der spéteren
Tentakeln und im ersten auswachsenden Mesenterienpaar gebildet wird. In Primérpolypen,
wo die Mesenterien noch nicht soweit ausgewachsen sind, um den Kdrper zu unterteilen,
ist das muskuléare Actin an der Basis der acht auswachsenden Mesenterien lokalisiert, die
sich von den Tentakeln bis zum Fuld strecken. Konfokale Bilder zeigen, dass die
Muskelfibrillen in der Kérperwand rundherum orientiert sind, sie liegen senkrecht zur
parietalen Muskulatur an der Basis der Mesenterien und in der Retraktormuskulatur
(Abbildung 35).

Abbildung 35: Konfokale Aufnahme eines Primér polypen, angeféar bt mit Alexa 488 Phalloidin.
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Vergleich der Expression mit der Lokalisation von F-Actin

Die Schnitte adulter Polypen zeigen ene starke F-Actin Lokalisierung in der
Retraktormuskulatur der Mesenterien und an deren Basis, der Rosettenstruktur. Die
Verteilung von F-Actin in den mesenterialen Muskeln ist identisch mit der Expression von
MyHC. Die Phalloidinféarbung macht die Organisation der Muskelzellen innerhalb der
Mesenterien deutlicher als die Expressionsmuster der beiden Gene gata und MyHC. Die
Zellen der entodermalen Gewebeschicht der parietalen und retraktalen Muskulatur sind tief
mit der Mesogloea verankert. Durch die Anatomie dieser Muskulatur ist damit eine starke

Kontraktion des ganzen Tieres gewahrleistet (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Vergleich der Expression von gata (A,D,G) und MyHC (B,E,H) mit der Lokalisierung
von F-Actin (C, F, I) in adulten Polypen. A, B und C sind Flat mounts, D, E und F sind Querschnitte
und G, H und | Mesenterien adulter Polypen. Die Bilder zeigen, dass die Expressionen von gata
(A,D,G) und MyHC (B,E,H) innerhalb der Mesenterien komplementér sind. Die MyHC-Expression
konzentriert sich auf den Bereich des Mesenteriums, der auch die Muskelzellen enthélt. Dasses sich in
diesem Bereich um die Muskulatur handelt, zeigt auch die Phalloidinféarbung in I. Im Gegensatz dazu
wird gata im angrenzen Bereich exprimiert, indem sich keine Muskelzellen befinden.
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7. Diskussion

Diploblastische Tiere sind frih wahrend der Evolution entstanden, sie besitzen nur eine
Korperachse, die oral-aborale. Das Auftreten der zweiten Koérperachse, charakteristisch fur
die Bilaterier, scheint wdhrend der Evolution im Tierreich eng mit dem Auftreten des
Mesoderms verknupft zu sein (Technau, 2001). Durch die Evolution des Mesoderms
konnten komplizierte Korperbauplane erst entstehen und somit zur gegenwartigen
Formenvielfalt im Tierreich gefthrt haben (Technau, 2001). Um dem Zeitpunkt der
Entstehung des Mesoderms bzw. der zweiten Korperachse wéhrend der Evolution
néherzukommen, untersucht man Organismen, die bereits vor diesen Ereignissen
evolvierten. Nematostella vectensis ist ein solcher Organismus und wurde aus diesem
Grund in den letzten Jahren als Modelorganismus fur die Molekular- und
Entwicklungsbiologie etabliert. Wahrend ein Schwerpunkt der Nematostella-Forschung auf
den molekularbiologischen Grundlagen der Entwicklung liegt, ist die Histologie und
Gewebestruktur des Tieres noch weitgehend unbekannt. Eine histologische Studie sollte
demnach den Zugang fir ein zelluléres Verstéandnis des Organismus ermdglichen und die
Basis fur die Interpretation der molekularbiologischen Ergebnisse bilden. Da im Rahmen
dieser Arbeit mesoderm- bzw. muskel spezifische Gene isoliert und charakterisiert wurden,
beschranken sich die histologischen Studien auf die Muskulatur von Nematostella,
insbesondere ihrer Entwicklung in den Mesenterien.

Histologische Grundlagen der Muskelentstehung in Nematostella
vectensis

Die Edwardsiidae — Exoten innerhalb der Anthozoen

Nematostella vectensis gehdrt innerhalb der Anthozoen zu den Hexacoralliern, Familie:
Edwardsiidae, die Tentakelanzahl und die Anzahl der Mesenterien der Tiere betrégt sechs
oder ein Vielfaches davon. Der Gastralraum von Nematostella ist aber nur durch acht
Mesenterien unterteilt, ein Charakteristikum, dass die Edwardsiidae auszeichnet. Die
histologischen Studien haben gezeigt, dass die acht Mesenterien in vier Paaren

auswachsen. Die Mesenterien des ersten Paares entwickeln sich asymmetrisch
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gegentberliegend. Ein zweites und drittes Paar wird in der Regel neben dem ersten Paar,
ein letztes Paar wird neben dem zweiten Paar gebildet.

Abbildung 37 zeigt die Anordnung der Mesenterien und Muskelfahnen
(Retraktormuskulatur) in Nematostella (Abbildung 37D) im Vergleich zu anderen
Hexacoralliern (Abbildung 37A-C). Nach Daly et a. (2003) gibt es drei verschiedene
Moglichkeiten der Anordnung der Mesenterien in Hexacoralliern: Unpaare Paare, paarig-
monomorphe Paare sowie paarig-dimorphe Paare. Die histologische Anayse der
Mesenterienanordnung in Nematostella hat gezeigt, dass die acht Mesenterien immer
vollstandig und paarig-monomorph sind. Die Anordnung der Muskelfahnen (Abbildung
37D) zeigt, dass die Retraktormuskulatur von drei Paaren in die gleiche Richtung lauft. Ein
Paar hat die Retraktormuskulatur entgegengesetzt gerichtet. Haufig liegt im Bereich
entgegengesetzter Muskelfahnen ein oder mehrere Siphonoglyphen. Anhand der
histologischen Analyse konnte jedoch keine eindeutige Aussage dartiber getroffen werden,

wo und wie viele Siphonoglyphen in Nematostella vorhanden sind.

Da die meisten Hexacorallier durch ein juveniles Stadium mit acht Mesenterien gehen (wie
im adulten Nematostella Polypen), konnte Nematostella eine padomorphe Art sein, d.h.
eine Art, die eine phanotypische Auspragung larvaler oder juveniler Merkmale in adulten
Tieren zeigt. Die asymmetrische Abfolge in der Bildung der Mesenterien sowie die
einseitige Anordnung der Retraktormuskeln von Nematostella unterstitzt die Hypothese,
dass Cnidarier, insbesondere Anthozoen eine urspringliche Bilateralsymmetrie aufweisen,
die in abgeleiteten Klassen, z.B. den Hydrozoen und Scyphozoen durch die
charakteristische Radidrsymmetrie abgel 0st wird.
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Abbildung 37: Schema der Querschnitte von Hexacoralliern (Daly et al. 2003) im Vergleich zum
Nematostella-Quer schnitt (D). Die Ovale zeigen die Lage der Retraktormuskulatur entweder links oder
rechtsinnerhalb des Mesenteriums. A zeigt eine fUr Actiniaria, Scleractinia und Corallimorpharia, B
zeigt eine fur Zoanthidae, C eine fur Cerantharia typische Anordnung. Die Buchstaben innerhalb der
Bilder weisen auf die Art der Mesenterien hin: A,B,I und Il sind vollstandige, C und D unvollstéandige
Mesenterien. A und B, Cund D, | und Il sind paarig; | und Il sind mit A und B gepaart. M und m sind
dimorphe M esenterien.

Die Funktion der Mesenterienmuskulatur

Die Mesenterien haben unterschiedliche Funktionen. Zum einen wird die Oberflache, die
zur Atmung und Verdauung bendtigt wird, vergroflert. Andererseits besitzen sie
organdhnliche Funktionen. Die entodermale Retraktor- und Parietalmuskulatur, die
Gonaden und das V erdauungssystem des Tieres sind in den Mesenterien lokalisiert. Gerade
die Muskulatur spielt fir den Polypen eine wichtige Rolle, da das fehlende
knochenbasierte Skelett durch ein hydrostatisches Skelett ersetzt werden muss. Die
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Aufrechterhaltung des hydrostatischen Drucks kann nur durch das Zusammenspiel der
longitudinalen Muskulatur und der Ringmuskulatur gewdahrleistet werden. Der Polyp hat

damit die Moglichkeit, auf Fral3feinde, Stromungen und Beute zu reagieren.

Die Muskelzellen von Nematostella sind stark abgewandelt

Die starke Retraktormuskulatur liegt zwischen der Basis und dem distalen Ende eines
Mesenteriums, verlauft longitudinal und bef&higt den Polypen zur Kontraktion. Im adulten
Tier liegen die Muskelzellen auf elner Seite des Mesenteriums und sind Uber fingerférmige
Fortsétze mit der Mesogloea verankert. Die Muskelzellen der Parietalmuskulatur haben die
gleiche Form, sind aber an der Basis des Mesenteriums lokalisiert und in einer Rosette
angeordnet. Die Parietalmuskulatur geht direkt in die entodermale Ringmuskulatur Gber, die
dem Polypen die Mdglichkeit gibt, das hydrostatische Skelett aufrechtzuerhalten. Da die
Parietalmuskulatur longitudinal orientiert ist, findet im Ubergang ein Polaritétswechsel der
Muskelfasern statt. Der Hauptteil dieser Art der Epithelmuskel zellen wird von gebiindelten
Muskelfasern gebildet, der Zellkorper ist nur noch als Appendix vorhanden (Abbildung 38).
Die Form der adulten Muskelzellen von Nematostella unterscheidet sich stark von den
Epithelmuskelzellen der Hydrozoen, wie z.B. Hydra (Abbildung 39). An der Basis der
Epithelmuskelzellen von Hydra befinden sich die Muskelfasern, die aber den geringsten
Tell der Zelle ausmachen. Der Hauptteil wird von der eigentlichen Epithelzelle mit ihren
Organellen gebildet. Die Muskelzellen von Nematostella haben im Gegensatz dazu einen
stark reduzierten Zellkorper. Auch die fingerformigen, mesogloearen Verankerungen, wie
sie be Nematostella auftreten, fehlen bel Hydra. Zum einen kann diese Form der
Epithelmuskelzellen wie sie bei Anthozoen auftritt, eine abgewandelte, vielleicht auch
angepasstere Variante zu sein, die den Tieren eine bessere, schnellere Reaktion auf ihre
Umwelt ermoglicht. Nicht aber handelt es sich bel dieser Ableitung um eine
phylogenetische Weliterentwicklung im Bauplan der Cnidarier. Dass es sich bei den
Anthozoen um die basalste Gruppe innerhalb der Cnidarier handelt, ist mittlerweile
unumstritten (Bridge et al., 1992; 1995; Coallins et al., 2005; 2006). Jedoch sind die Arten
innerhalb der Anthozoen so divers, dass es schwer ist, Aussagen Uber die phylogenetische
Bedeutung bzw. Evolution von Merkmalen zu treffen. Gerade die Edwardsiidae konnten

eine Gruppe zu sein, die sich an die Standortbedingungen des Brackwassers angepasst hat.
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Parietalmuskulatur Retraktormuskulatur

Abbildung 38: Muskelzellanordnung innerhalb der Parietal- und Retraktormuskulatur. Der
muskuldre Teil der Zelle liegt sowohl innerhalb der Parietalmuskulatur als auch der

Retraktormuskulatur an den Einstilpungen der Mesogloea, der zellulére Teil ragt in das Entoderm
hinein.
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Nukleus  Muskelfibrillen

Nematostella

Abbildung 39: Vergleich zwischen Epithelmuskelzellen von Hydra und Nematostella. Die
Epithelmuskelzellen von Nematostella sind differenzierter als die von Hydra. Der muskulére Teil der
Zelleweist zahlreiche Einstiilpungen auf, die mit der M esogloea ver ankert sind.

84



Diskussion

Mesodermale Vorlauferzellen oder Interstitielle Zellen bilden das
Muskelgewebe

Anthozoen generieren die Zellen der Retraktor- und Parietalmuskulatur aus entodermalen
Epithelzellen. Wie diese Zellen aussehen und wann die Differenzierung der Epithelzellen
zu Muskelzellen stattfindet, ist schwer zu sagen. Die histologischen Daten, insbesondere
die Semi- und Ultradinnschnitte der Larvenstadien und Primarpolypen zeigen aber, dass es
zu diesem Entwicklungszeitpunkt einen Zelltypen gibt, der im adulten Stadium fehlt und
aus dem sich moglicherweise mehrere Zelltypen differenzieren. Ahnliche Zellen wurden in
Planula-Stadien anderer Seeanemonen gefunden. In Anthopleura elegantissima soll es sich
bei diesen Zellen um sensorische Zellen bzw. Nervenvorlauferzellen handeln (Chia und
Koss, 1979). Zumindest Muskelzellen werden in hoheren Tieren aus dem Mesoderm
gebildet. Ein einfacher Bilaterier, der Annelid Owenia fusiformis, besitzt wahrend des
Larvenstadiums am analen Ende ein sogenanntes mesodermales Band mit drei
unterschiedlichen mesodermalen Zellen (Rieger und Ladurner, 2003) aus denen z.B.
Muskelzellen entstehen. Diese Zellen sind den Zellen, die in Planulalarven von
Nematostella identifiziert wurden, sehr ahnlich. Die Frage, ob es sich bel diesen Zellen
tatsachlich um eine Art Stammzellsystem wie bel der Hydrozoe Hydra handelt, konnte im

Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden.

Die genetische Steuerung der Entwicklung der Muskulatur in
Nematostella vectensis

Zundchst wurde die Entwicklung von Nematostella, insbesondere der Muskulatur,
histologisch untersucht. Um herauszufinden, wie diese Entwicklung genetisch gesteuert

wird, wurden muskel spezifische Kandidatengene isoliert und charakterisiert.

Der Zinkfinger Transkriptionsfaktor GATA

Parallel zur Arbeitsgruppe von Mark Martindale wurde ein gata-Homolog aus
Nematostella vectensis isoliert. RACE-Experimente fuhrten zu zwei GATA-Proteinen mit
einer Lange von 422AS und 490AS. Invertebraten haben haufig mehrere GATA-Faktoren,
die entweder der GATA-1,2,3- oder GATA-4,5,6-Familie zugeordnet werden (Pandolfi et
al., 1995; Pevny et a., 1991; Tsai et al., 1994; Lowry und Atchley, 2000). Innerhalb der
Vertebraten wurden sechs GATA-Faktoren identifiziert (Evans und Felsenfeld, 1989;
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Kelley et a., 1993; Laverierre et a., 1994; Tsal et a., 1989; Yamamoto et a., 1990). Um
herauszufinden, ob auch Nematostella mehr als einen GATA-Faktor besitzt, wurden
zunéchst beide Nematostella-GATA (NVGATA)-AS-Sequenzen miteinander verglichen,
um festzustellen, ob es sich um zwei verschiedene Proteine handelt. Der Vergleich mit der
genomischen Sequenz ergab, dass es sich um denselben GATA-Faktor handelt. Jedoch ist
das erste Exon des Gens ein extended Exon, das unterschiedliche 3 Splice-Seiten besitzt.
Durch aternatives Splicen resultieren demnach zwei Proteine mit unterschiedlichen
Langen. Um festzustellen, ob die Splice-Varianten differentiell exprimiert werden, wurde
mit flankierenden Primern, die sowohl die kurze als auch die langere gata-Sequenz
einschlossen, eine stadienspezifische RT-PCR durchgefiihrt. Dabel wurde noch eine dritte
Splice-Variante identifiziert, die eine weitere Variante des extended Exon darstellt. Alle
Splice-Varinaten wurden in alen Stadien exprimiert, es gab keinen differentiellen
Unterschied. Das Alignment der NVGATA(490AS) und NVGATA(422AS) mit Maus-
GATA-2 zeigt, dass sich auch in dem Indel-Sequenzabschnitt einzelne, konservierte AS
befinden. Ob die beiden Gene unterschiedlicher Lange auch unterschiedliche Expressionen
haben, wurde durch in situ-Hybridisierung mit 200bp-Sonden getestet. Es konnten aber
keine abweichenden Expressionen fur die Splice-Varianten detektiert werden. (Saina und
Technau, personliche Mitteillung). Ein Alignment des Indel-Bereichs mit seinen
Introngrenzen mit genomischen gata-Sequenzen anderer Organismen hat gezeigt, dass die
Intronpositionen zu gata-1,2,3-Faktoren konserviert sind. Das konnte ein Hinweis darauf
sein, dass beide Gene unterschiedliche Funktionen haben. Funktionell konnten sich beide
Molekile derart unterscheiden, wie es bei beiden Familien, GATA-1,2,3 und GATA-4,5,6,
in hoheren Tieren der Fall ist. Moglicherweise spielt ein GATA-Faktor in der
Muskeldifferenzierung die entscheidende Rolle, der andere aber in einem anderen Kontext,
der bei Nematostella aber noch in keiner phénotypischen Merkmalsaushildung resultiert
sondern nur eine Art Vorlaufermolekul darstellt. Oder aber, es handelt sich bei einem der
beiden Gene um ein Pseudogen, also eine Splice-Variante ohne Funktion. Angesichts
dessen, dass das ein haufiges Vorkommnis in hoheren Tieren ist, wére diese Mdglichkeit

nicht ausgeschl ossen.
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Die Evolution von Nematostella-GATA

Die Sequenzanalyse ergab eine Zugehdrigkeit von Nematostella-gata zur Unterfamilie der
GATA-1,2,3 Proteine. Weder durch PCR noch durch Analyse des Genoms (NCBI trace
archive) konnte ein Homolog der GATA-4,5,6 Unterfamilie aus Nematostella isoliert
werden. Wir nehmen daher an, dass ein Homolog der GATA-4,5,6 Unterfamilie wahrend
der Evolution in Nematostella verlorengegangen ist. Eine alternative Hypothese ist, dass
das GATA-Homolog aus Nematostella eine ancestrale Form der GATA-Familien darstellt
und dass die GATA-Faktoren hoherer Tiere daraus evolvierten. Lowry und Atchley (2000)
zeigen in ihrer Arbeit, dass es evtl. einen Unterschied in der Evolution der GATA-Faktoren
der Invertebraten und Vertebraten gegeben hat. GATA-Faktoren in Vertebraten evolvierten
Uber Genduplikation, in Invertebraten Gber Exon shuffling, die Rekombination genetischer
Module zwischen Genen, die nicht miteinander verwandt sind (zusammengefasst in
Gilbert, 1978). Innerhalb der Deuterostomier konnte es demnach zwei gemeinsame
Vorfahren gegeben haben da auch zwel GATA-Unterfamilien vorkommen (Lowry und
Atchley; 2000).

Der Muskelmarker Myosin heavy chain

Ein C-terminales Fragment von MyHC wurde aus einem EST-screen verschiedener
embryonaler Stadien isoliert. Die cDNA wurde aus verschieden Teilen zusammengesetzt.
Ein Vergleich der genomischen Sequenz mit der cDNA-Sequenz ergab, dass 36 Exons fur
ein Protein kodieren, dass aus 1988AS besteht. Das Nematostella MyHC-Homolog ahnelt,
ebenso wie das Podocoryne-Homolog, mehr der Herz- und gestreiften Muskulatur von
Invertebraten und Vertebraten. Die konservierte Region in der Sarkomer-Anordnung
gestreifter Muskulatur befindet sich nicht nur bei Podocoryne (Schuchert et al., 1993),
auch in Nematostella konnte diese konservierte Region nachgewiesen werden (Abbildung
40). Im MyHC glatter Muskulatur fehlt diese Sequenz.
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1571 Nematostella nmuscle MHAC EEL QTALEEAEGAL EQEEGKLLKI

277 Podocoryne striated nuscle VHC EELQ ALEEAEAALEGEEGKVLKV
1535 Scallop striatd nuscle MHC EEL QAAL EEAEGAL EQEEAKVVRA
1538 Hunan cardi ac nuscle MAC MELQSALEEAEASL EHEEGKI LRA

1539 Human fast skeletal nuscle MHC  ADI QLALEEAEAALEHEEAKI LKV

Abbildung 40: Konservierte Region in der Sarkomer-Sequenz verschiedener Organismen. Obwohl es
sich bel der Muskulatur in Nematostella nicht um klassische, gestreifte Muskulatur handelt, beinhaltet
die Nematostella MyHC-Sequenz die fir gestreifte Muskulatur charakteristische Sarkomer-Struktur.

Expressionsanalyse von gata und MyHC

Gata wird in alen Stadien der Entwicklung exprimiert, ist alerdings in in situ
Hybridisierungen erst ab dem frihen Larvenstadium lokalisierbar. Hier findet seine
Expression restriktiv in dem Bereich im Entoderm statt, in dem im Primérpolypen die
M esenterien gebildet werden. Meine Expressionsdaten weichen dabel etwas von denen von
Martindale et al. (2004) ab, eine panentodermale Expression gefunden haben. Da die
Sequenzen der Sonden identisch waren, vermute ich, dass unterschiedliche Sensitivitéten
dafir verantwortlich sind, dass Martindale et al., (2004) das hier klar dokumentierte
Streifenmuster der Mesenterienanlagen nicht detektiert haben. Das Expressionsmuster von
gata in Nematostella deutet auf eine Rolle wéahrend der frihen Musterbildung der
Mesenterien hin. Da sich innerhalb der Mesenterien entodermale Epithelzellen weiter zu
Retraktormuskelzellen differenzieren, ist es wahrscheinlich, dass auch gata in die
Regulation der Muskeldifferenzierung der Mesenterien involviert ist. Diese Annahme wird
von der Tatsache gestiitzt, dass die Expression des Muskelmarkergens MyHC mit der
Expression von gata sowohl zeitlich als auch réaumlich Uberlappt. Die Analyse der
Expression von gata und MyHC in adulten Polypen zeigt aber ein komplementéres Muster
in den Mesenterien. Dieses Ergebnis konnte darauf hinweisen, dass gata in adulten Polypen
die Muskeldifferenzierung negativ reguliert, indem es die Muskeldifferenzierung im
gesamten Mesenterium unterdriickt, exklusive in dem Bereich, der MyHC exprimiert.
Versuche, diese Hypothese durch die Injektion von Antisense-Morpholino-Oligos zu

testen, brachte keinen Phanotyp (Daten nicht gezeigt).
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Das Muskelsystem von Nematostella vectensis

Bei einigen wenigen Cnidariern z.B wurde Muskelgewebe identifiziert, das mit der
gestreiften Muskulatur der hoheren Tiere vergleichbar ist (Seipel und Schmid, 2005;
Amerongen und Peteya, 1980). Es ist bekannt, dass die Muskeln der Seeanemonen meist
langsam kontrahieren, wéahrend es einige wenige Tiere gibt, deren Muskeln langsam und
schnell kontrahieren (Batham und Panthin, 1954; Ross, 1957; Robson und Josephson,
1969; Josephson, 1974). Amerongen und Peteya (1980) zeigten, dass die langsamen und
schnellen Muskelkontraktionen im Muskelsystem der freischwimmenden Seeanemonen
Somphia und Aiptasia durch zwei morphologisch unterschiedliche Muskelfasern
verursacht werden. Die Fasern werden as A- und B-Typ bezeichnet, wobei es sich beim
A-Typ um Fasern handelt, die eine Sarkomerorganisation eingehen und demnach eine
schnelle, phasische Kontraktion verursachen konnen. Typ-B Fasern haben dagegen eine
eher zuféllige Anordnung, wie sie sich bei der glatten Muskulatur wiederfindet und die zu
einer tonischen Kontraktion fuhrt.

Die freischwimmende Hydrozoe Podocoryne carnea besitzt gestreifte Muskulatur
(Schuchert et al., 1993; Schmid et a., 1998; Seipel und Schmid, 2005). Deren Zellen
exprimieren MyHC, das dem MyHC gestreifter Muskulatur von Invertebraten und
Vertebraten dhnlicher ist als dem der glatten Muskulatur (Schuchert et al., 1993).
Nematostella ist im Gegensatz zu Podocoryne carnea ein nicht freischwimmender
Organismus, die Polypen graben sich mit ihrem Fuld in das Substrat ein und sind
weitgehend sessil. Die histologischen Studien der Ultrastruktur der Muskulatur juveniler
und adulter Nematostella-Polypen zeigen deutlich, dass es sich hierbei um glatte Fasern
handelt. Eine quergestreifte Muskulatur, wie sie von Vertebraten oder freischwimmenden
Cnidariern bekannt ist, konnte hier nicht identifiziert werden. Wahrend sich in Somphia
und Aiptasia zwei unterschiedliche Muskelfasern auch anteilsméfdig auf verschiedene
Korperbereiche der Tiere verteilen (Amerongen und Peteya, 1980), wurde bei
Nematostella nur ein Typ Muskelfaser identifiziert. Das Vorhandensein von nur einem Typ
Muskelfaser konnte durchaus einen Hinwels darauf geben, dass gestreifte Muskulatur erst
nach der Evolution der Anthozoen, insbesondere der Familie Edwardsiidag, evolvierte. Das
Auftreten gestreifter Muskulatur und die damit verbundene Expression von MyHC kodnnte
sich jedoch erst mit der Mobilitdt (d.h. mit der Evolution der Meduse und dem damit
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verbundenen Generationswechsel) spater evolvierter Klassen entwickelt zu haben. Die
Ahnlichkeit des Nematostella MyHC-Homologs zu MyHCs gestreifter Muskulatur von
Invertebraten und Vertebraten konnte einen sehr frihen Ursprung des MyHCs implizieren
und auf eine friihere Divergenz innerhab der Evolution innerhalb der Cnidarier hinweisen.
Interessanterweise fehlen im Nematostella-Genom etliche der fir ansonsten spezifisch an
gestreifte Muskulatur assoziierte Protein kodierenden Gene. Da das Gen-Repertoire von
Nematostella weitaus komplexer als das von Hydra und anderen Hydrozoen ist, kdnnte
dies ein Hinweis darauf sein, dass die gestreifte Muskulatur in Hydrozoen konvergent
entstanden ist, vorrausgesetzt, diese Gene lassen sich auch in Hydrozoen nicht

identifizieren.

GATA und der evolutionare Ursprung der Muskeldifferenzierung

Die Entwicklung von Herz-, glatter- und gestreifter Muskulatur wurden in Drosophila und
Vertebraten genau untersucht. In Vertebraten sind GATA-Faktoren for die
Muskeldifferenzierung essentiell (Bodmer und Venkatesh, 1998). GATA-4, welches im
Herz und in Gewebe entodermalen Ursprungs exprimiert wird, bindet an DNA
Sequenzelemente des MyHC-Gens und reguliert dessen Expression (Arceci et al., 1993;
Buttrick et al., 1993). Demnach war es von grofem Interesse, herauszufinden, ob das
Nematostella-GATA-Homolog ebenso die Expression von MyHC beeinflusst. MyHC wird
neben den Mesenterien auch noch in den Tentakeln exprimiert, eine gata Expression
wurde hier aber nicht lokalisiert. Das deutet daraufhin, das auch andere
Transkriptionsfaktoren das Expressionsmuster von MyHC beeinflussen. Ein
Kandidatengen, das muskelspezifische LIM wurde von Martindale et al., (2004) in

Nematostella identifiziert.

Ein Netzwerk ,,mesodermaler® Gene in Cnidariern

Bereits vorangegangene Charakterisierungen ,mesodermaler Gene in Cnidariern
(Technau und Bode, 1999; Scholz und Technau, 2003; Spring et a., 2000, 2001; Seipel et
al., 2004; Martindale et al., 2004; Fritzenwanker et al., 2004) kdnnen mit den Ergebnissen
des molekularen Teils dieser Arbeit erganzt werden. Daraus ergibt sich das hypothetische
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Schema eines molekularen Netzwerks von Genen, welches im Laufe der Evolution von

Diploblasten zu hdheren Triploblasten konserviert wurde (Abbildung 41).

~Mesodermale™ Gene in Diploblasten und Muskeldifferenzierung

Vertebrates Cnidaria

Blastoporus Blastoporus
Spezifizierung Brachyury > Forkhead Spezifizierung

Mesoderm Endoderm
Spezifizierung Twist Snail Spezifizierung
Muskel \ / Muskel
Differenzierung Gata Differenzierung

|

MHC, MLC, Tropomyosin

Abbildung 41: Hypothetisches Schema eines Netzwerks " mesodermaler” Gene in Cnidariern (hach U.
Technau). Die mesodermalen Marker Brachyury, Forkhead, Twist und Snail haben wahrscheinlich
einen Einfluss auf die Expression von gata, das seinerseits widerrum die Expression von MyHC
reprimiert.

Waéahrend der Evolution der Bilaterier gewannen diese Gene im Kontext der
Mesodermentstehung und Mesodermdifferenzierung zunehmend an Bedeutung. Einige
dieser Gene, wie z.B gata bilden Synexpressions-Gruppen mit muskelspezifischen Genen.
Diese Tatsache legt nahe, dass diese Gene mdglicherweise auch einen direkten Einfluss auf

die Differenzierung des Muskel gewebes haben, dem Hauptderivat des Mesoderms.

Die Evolution mesodermaler Gene

Daten vorheriger Arbeiten und dieser Arbeit zeigen deutlich, dass mesodermale Gene
bereits vor dem Mesoderm evolviert sind. Viele der hoch-konservierten Kontrollgene, die

in der Embryonaentwicklung hoherer Tiere eine Rolle spielen, finden sich auch bei
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Cnidariern (Technau und Bode, 1999; Martindale et al., 2004; Fritzenwanker et al., 2004;
Kusserow et a., 2005).

Zellen der gestreiften Muskulatur in Cnidariern sind ein Beispiel fur differenzierte
Zéelltypen, die, wie auch in Bilateriern, Gene wie MyHC und Tropomyosin exprimieren
(Schuchert et al., 1993; Groger et al., 1999; Yanze et a., 1999). Cnidarier besitzen auch
Neurone, die dhnliche Funktionen und Charakteristika haben wie die Nervenzellen von
Bilateriern, glatte Muskelzellen, licht-sensitive Zellen oder Zellen, die fur die Verdauung
wichtig sind (zusammengefasst von Mackie, 1990). Viele Gene, die wéahrend der
Differenzierung von Geweben eine wichtige Rolle spielen, werden von Bilateriern und
Cnidariern geteilt, andere findet man ausschliefdlich bel Bilateriern (Erwin und Davidson,
2002).

Die wingless (Wnt)-Familie z.B., ist eine von sechs Familien von Signal-Molekilen, diein
zahlreiche Prozesse der embryonalen Entwicklung der Bilaterier involviert sind. Kusserow
et a. (2005) haben gezeigt, dass elf von zwdlf Wnt-Subfamilien, die aus Chordaten
bekannt sind, auch in Nematostella vorkommen und dass die meisten dieser Gene eine
Ubereinstimmende Expression entlang der oral-aboralen Achse zeigen. Dagegen finden
sich in nur sechs der zwdlf Wnt-Familien in den beiden Vertretern der Protostomier,
Drosophila und Caenorhabditis. Nematostella und andere Cnidarier besitzen eine
ungeahnte genetische Komplexitdt (Miller et al., 2005; Technau et a., 2005; Rentzsch et
al., 2006; Chourrout et al., 2006). Fir den gemeinsamen Vorfahren der Metazoen koénnte

demnach ahnliches gelten.

Gerade die Entwicklung dieser Vorlauferzellen zu Muskelzellen kénnte wahrend der
Evolution von Diploblasten zu Triploblasten, bzw. der Evolution des Mesoderms und der
Bilaterier eine entscheidende Rolle gespielt haben. Der Vortell fir den ancestraen
Bilaterier, ,,Mesoderm zu bilden*, kdnnte durchaus die daraus gewonnene Fahigkeit zur
Richtungskontrolle der Bewegung als auch ein dafir notwendiges, komplexes
Muskel system, die Skelettmuskulatur, gewesen sein (Salvini-Plawen und Splechtna, 1979).
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8. Ausblick

Der Schwerpunkt der histologischen Arbeit lag auf der Entwicklung der Muskulatur bzw.
der ausgewachsenen Muskulatur innerhalb der Mesenterien. Die Mesenterien sind aber
nicht nur Ort der Muskulatur, sie besitzen Gewebestrukturen fur mannigfaltige Aufgaben.
In dieser Arbeit wurden die Gonaden und der Verdauungsapparat erwahnt. Fur die Zukunft
konnte eine komplette , Kartierung” des Organismus Nematostella angestrebt werden.

Innerhalb der molekularbiologischen Arbeit wurde eine GFP-Reporterkonstrukt hergestelit,
das einen Teil des MyHC-Promoters enthélt. Das Konstrukt wurde von Eduard Renfer aus
dem Labor von Ulrich Technau in Nematostella-Zygoten injiziert. Uber ein Drittel der
Embryonen exprimierten GFP, der Promoter wurde also angeschaltet. Desweiteren soll in
naher Zukunft getestet werden, wie sich eine Koinjektion mit der mRNA von gata verhélt.
Die Hypothese, dass GATA die Bildung von MyHC unterbindet, also als negativer
Regulator fungiert, wirde verifiziert, wenn nach einer Koinjektion die Expression von

MyHC verzogert wird oder ganz ausbleibt.

Aullerdem soll getestet werden, ob die beiden unterschiedlichen Splice-Varianten von
Nvgata auch eine Differenz im Expressionsmuster zeigen. Dazu mussen zwel Sonden
hergestellt werden, eine mit und eine ohne das Indel. Unterschiede im Expressionsmuster

konnten ein Hinwels darauf sein, dass es auch funktionelle Unterschiede gibt.

Zur Bildung der Muskulatur von Nematostella sind nattrlich nicht nur diese wenigen Gene
notig. Zur weiteren Untersuchung der Entwicklung der Muskulatur missen zusétzliche
Kandidatengene identifiziert und analysiert werden. Der Einfluss schon identifizierter,
mesodermaler Gene, wie z.B. mef, twist oder snail konnte getestet werden um ein
»Schaltbild“ der Interaktion der mesodermalen Gene zu bekommen.
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10. Anhang
Verwendete Oligonukleotide
Sequenzspezifische Oligonukleotide
Oligonukleotid Sequenz (5" -3') Richtung | Gen
Gata 5 RACE GGA GCGACTTCAACTCCGCTT 5 gata
Gata 3_RACE TGGGTCTCCATT CTGGTT 3 gata
Gata 5 RACE2 TTG GCG TAGAGA TGGTTC 5 gata
Gata 3 _RACE2 TTC TGC GCC AGA GAG TGG 3 gata
Gata_intern_for AGA GAT GGT TCT GGC CAC TAT 5 gata
Gata intern_rev CTT GAT GAGATGACGCTT G 3 gata
Gata full_5 ATG GAA ACA GTC AAC TCA GAAC 5 gata
Gata full_3 CAATTT ACA CACTCT CGA CCG T 3 gata
Gata_Intron_5 GAGTCCTCCTGGGAGCTGT 5 gata
Gata_Intron_3 CACTCT CGA CCGTCT G 3 gata
MHC cDNA_1 % ATG GAGTTC GAT CCA AACGAT 5 MyHC
MHC _cDNA_1 3 AAG CTG CTC GAA GGA GTT 3 MyHC
MHC cDNA_2 5 GTGTACTAGATATTGCTGG 5 MyHC
MHC_cDNA_2 3 ACT GCA GTC GGG GCG AGA 3 MyHC
MHC_cDNA_3 % CCT TCCAAGAGT TCA AGCAG 5 MyHC
MHC_cDNA_3 3 GCT TTT GTT TCT GCA GAGTTTC 3 MyHC
MHC cDNA_4 5 TGA TGA TCT CGCTGT CACT 5 MyHC
MHC_cDNA_4 3 TCA GTGGAGTAGTTCCTGG 3 MyHC
MHC_cDNA_5 % GCT GAT CTT GACAACTCC CAA 5 MyHC
MHC_cDNA_5 3 CTGCTCCAGCTTCTITGATC 3 MyHC
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Oligonukleotid Sequenz (5" -3') Richtung | Gen
MHC_contig_5’ ATCAAGAAGCTGGAGCAG 5 MyHC
MHC_contig_3’ CGA GAT GCC GCA CGT CCT 3 MyHC
MHC intern 5 ACT TACTCCGGT CTCTTT 5 MyHC
MHC _intern_3 TGACCTTCTTTGTGT TCT 3 MyHC
MHC _Prom_1 Sa CCT TCCAAGAGT TCA AGCAG 5 MyHC
MHC_Prom_1 5'b CACTGCAGT GTCAGGTCA G 5 MyHC
MHC_Prom 1 3 GCTTTT GTT TCT GCA GAGTTT C 3 MyHC
MHC_Prom_5 intern | TAG ACA CGC GCC TCG TAG 5 MyHC
MHC_Prom_3 intern |TCC ATT CAA ACA TACCCGAG 3 MyHC
MHC_Prom_Spel GAC ACT AGT CCG GAT GGG AGC AAA GAA |¥ MyHC
AAA
MHC_Prom BamH1 |AGC GGA TCCCTT GAA ACA GTTATT CTA 3 MyHC
AAC
Act_spez 5 GCT AACACT GTCCTGTCT 5 Actin
Act_spez_3 TGG AAG GTG GACAGG GAA 3 Actin
Degenerierte Oligonukleotide
Oligonukleotid Sequenz (5" - 3) Richtung | Gen
Gata5_5Souter MGN GARTGY GTN AAY TGY GG 5 gata
Gata5_3outer CCR CAN GCRTTR CAN ACN GG 3 gata
Gatab_5inner GAY GGN ACN GGN CAY TA 5 gata
Gatab_3inner GCRTTR CAN ACN GGY TCN CC 3 gata
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Sequenzen

Die genomischen Sequenzen von gata und MyHC beinhalten Introns und Exons, Die
Exons sind grau unterlegt, der extended-Exon Bereich von gata ist grin unterlegt. Exon-
Intron-Grenzen sind jewells unterstrichen.

Genomische gata-Sequenz

ATGGAAACAGT CAACT CAGAACACCGGT GGATTCACCCCAT CT CAGGCCAACACGACAGT CCTCACGGAGCAT
CATCCAGCGACAGAAT GCAGCCTACAAACT GCTCCGECGGECAGCGT GAATATAGT GGAACCTACACAACTTCT
ACCGCCAGATGAAGT CGATGTI GT TTTTCCACCACCT TGACGGAT CAGGCAATAGT GGAAACT GGT CATACGCA
GCGEECCCAAGAGCGT ACAGACCGT CCATGT GTCAAAT GECTGCTCACGGECCCACGECT TTTCAGGACCCGC
AAAGT CAAGCGAGT CCTCCTGGGAGCT GTAGCAGGEGT TTTCCT GCCAACAGCGCGCGT TCCCGECAGT CCAGT
GI'GCCGT CCGCACT TCCATACT CCAAT CCAGT GGAT TGAGAGCAAACCAGCGCCGGEGT CTACACTGI TCTACC
CCTAGIGCTGCGTCTGTI TTGGT GT CCTCCGI TCCAGCAAAGCCACCGAGEGAACCCAAT GGCAGCCAGCCGT G
TGT CCTCGECTAGCGGAGT CTCTCACT CCTCCAGCCACCTCTTCTCGI TCCCT CCGACT CCGCCGAAGGAGAC
GI'TTGGCAGCAT GGACGGAGGT CCTCTCTCCAGCGATTTCTTCAGT TACGGAE EI L€ A @ E L@ VAE L €LY B EELVIT
GGGATGCAGTATACCGGTACCCCT CTGCGCGCTGATGI TCCTCCAT TCGCAGGT TATCCTCCAGCTCTTCCAG

HaepeciiseicaseAclcose RIe N AS O EGT TAGT GGAATGCGAGCCCCAGT GAATCGCTAAAATGT
CTGITTTCTTTATTGAATTAACACGGT TTCGTGAT TAAAACCACT TCTAGT GAGAACAAAATTGGECTTGCTTT
GAAATTTTTCTAGTGI TCTGAAGAATCGT TCTTCAGGCCTTAATTTTACCACAAAACGGAACTCTCCTCTCTG
GIGCACTACAAATTAAGTGCGTTTTGGTACTTTCCCAAAAAGT TCCGGTCTTTTCCTCTAACGGAGAGGAGT T
GCCCACTTTGAAAAGAGAGGAAT TTTGECTGCGT GTCGT GAAAATCGGT TTTAGTAAAACTCTTTTGACTTTC
AAGTTTCGCACTTCTCCTGGGGGTCACTTTCCTCGAATCTTTGAT TGGAAACAAACGATGTGT TTGGECCCTCC
TCGACAGCCTTTCTTCTATTCAACTGCAGTATTAACACT TGGCAATTAGGGGECATTTCTATACGCGCTAAAC
AATAGGTATTTATTAGT CTGAATAGCACAAAACAGGAGCGCGCCCCAACAGT TACAGATCTACCAGACTTTAG
ACTTCACACGCCTCAAACAAATTTATATTTTTTCATTAGGAGT ATAGGAATAGCGGECTGI TGTAATAGAAGT
TTATGCGTGITTTTGCTGCCTTTTCATACAGCAGACGGT CGAGAGT GTGTAAAT TGI GGAGCGACT TCAACTC
CCCTTTGGECGTAGAGATGGT TCTGGCCACT AT CTCT GCAACGCGT GTGGACT TTACCATAAAATGAACGECTC
TAGTCGACCACT TATCAAGCCCAAACGTAGATTGGTAAGT CAACAAGT TCTTTGCTTTGTAAAAACGCACAGT
GGATCAATAATCTTATCGT GAGGAGAAAGAT TTCCCAAAGCATGACT TGCATCACACCCTAGT GATCACGGAT
AGCTCTACCTAGTGATGACAGCCAGACT TGAAATTTCAGAGATTCTTTATTGCGGATTTCTGGTGCTGCTATA
TGTTCCCAATCTCTATTGACAACAAGCTATAAGCGCTAGT CTCACACCACT CACAAAGACGCAATAACTTACTC
AAGGGAT GAGGT TTGGGGGTAGT TCAATACGGT TGGAACT CAAACAGAGT TTTTCCAAGT GATCAGGATATTT
TGTCTCGAGI TTCTGACACGAGT CCAAACGCT CATCACAAGCGCGTACTACTGTGACTCACGT GTCGTCACGA
TTCAAACCAT GCAACAATCAGAGTAAACAGCTTAGT TTGCTTTTCAAATGT TTTTACAATCACTCTCGGGT TA
TATCTCAACGATTTATGICTTTATTTTGI TCTCGATACGCAGI CCGCCGCCCGT CGEECAGGAACGT CTTGCG
CCAACT GCCACACAACCCAGACCACT CT CTGGCGCAGAAACCAGAAT GGAGACCCAGI TTGCAACCCCTGI GG
ACTCTAT TGGAAGCT CCATGCT GTAAGT ACACCGACGAGGCATTGTAGATGGGTACTTTTTCTTCTCTGCGAG
TAAAT GAGATGAGACT AATAGAGAGCCGAGATAAGATACAGCGCGATAAGATCCGACTATATCGCAATCACAC
TATTAGT CCTAATGGGCGCGCGT GATAAACAAATATAT CTCCCAAGAAAAACT CGACTCATATGGAGCCTCTT
GI'TTGCGCGCGAAT CCCTAAGCGCT CTTGECCCCT GAAAGAAGT CTAGECCTTCTGTGTGCCACATTTCCCTG
AAAAGAACCGT GATGGAAT TAATACGCGCAT TAATAATTGAGGGTATATTTTTGCCGGT GTACACCT CAAGCC
GITCGCTTTGECTAATTCTCTGI TAGCAGCTGCCTTTGCGAGECCGT TATTTCGATTATACGCTATTACAAAG
CCCTCCAATTAGT TCTATACATCGATGTGTGATTTAATACCAATATCCTGTATTTGAACTGCACTTTCCTTAG
TATTTACCACAGCAACTTCCGATGT TTTTACCCAATAAATGT TTTCACAAACTTTGGT TATTCGAGACTTTGA
GAAGCCTTCGCTCATTTTCCAAAATTAGTACTTTTTGTCAATTACATTTTAAAGGCTTCGTAAGATCTAATTT
CCAAAAACACAAT GT GGGGGAATAAAAGCTACAAATAT GGATTATGGAGAAGT GAGATATATTTGICGT TGT T
AATGGAATTTTGICGGTGAATGATTTATAGT GT TCGCTTACTCTTGACCACACGT GGT TGTACGGECTATTTG
CTAGCCGITTAGAAGT TATTAGT AAGCGAAGAAAGCTTATATCAAATCACT TTTAGTGTCTATTACAAAATGC
CCCTTCACTTTGGCCCTAGAATTAGCGT CTTTCGATCGAGT TAATAGCTCGCTTTTGT CTGCGCGTAACATCA

103



Anhang

AACAAGACAGCCTGT TTCCCAATCGCAACT TTTCCCGTAATGATAATCTTTTTATAAGTGTGATAATCTTTTT
ACTGCCCGATTCGT GATCAAGT TAAAATTCAAACAGATTTCGATATTCGCTCGAAATTGGCTTGAAATTTTCG
TGTTTATCTTGCTAATGTAATTACT GAACAAAAAT CATGT TAAGTAGT CAGAGCATTTAAAATTATAGTAGAC
ATTTCGGAGATAAGCGT GGAAGAAAACGCGATAAAT CCGCAGCAT TCCTCTCAGAACGCCCCGGTGTGTACTT
CTGAATTTTAATTGAAATATAGAAAACATTCCTTTGT TTCGAAGAGCTTAGAATTACT TCTATTGT TAGACGT
TTCGTTTTGAAGT TTCTCGTAAT GAAAGT TCTAGGGECAGGT TTAATACACCT GGATCTATCAGGAATGT CAAT
TGTCAGTGCAAGGCGTTTTTCTTATTTTTATTTTTTTAAAAATTTGGGGAAAGT CACGCATTGTAAGGTATTC
AATTGCGCTGT TAACGATGGAAAAACT TGAAATTCGT GGTTGCTACGAAACT GTACCAATTTAAAAGACT AAA
CGTAGCTGT GAAGAATCACTTTTTCAGAGT CTCACGACAAT TAGT GGACCAGGAATAAAAAACT TACATATTC
AACGCGCAAAAGAAGACAATATGI TCACACT TTGCGGAATAATGECTAAAATCCCTAAAACTTTCCTCAGGTC
TTAGGCAGGTTCAGT TGTTATTTTACTTTAGI GCGCCTTTCGATTATACT TAGGCAAATAATATCCTGGT GAT
TAATGI TAAGATGATTAAACTGCTAATCGTAATTGCAATTTAATGACGCACAT TTCACAAGCGCGACACCATA
TTTCACACGGACCCAAT CACCAGGAAACT AAAAACAGAAAATAAATGAGACTAGT GTGAATTTAACT TAATTT
ATCGCTTGITTTACCAGGT TAACCGACCT CT CTCGAT GAAGAAGGACGGAAT CCAAACGCGT AACCGGAAAGT
GITCTTCCAAAAGCAAAAATAAAAACAAGAAT GTGAAGCAAGAACCCAAACT TGGAGATGACCT GAAGCTGAGC
TCCTCCAGCCCCTTGATGAACCAAACAAGCGT CATCTCATCAAGT ATTAT AAGCCCGAT GGGACACAATGGECA
TACATACCCCTACGGCATTTAGT CGGCCCT CAAT GCCCGGGAT CCCCGGT ATCCATCCGGGAT TATACGGACC
TATAATCCCCGCT CCGACTAGCAGI GCTGGT TCAACGT ATAACAGCAGCT CAACACCGCCGTCGTCTTACTCA
TCGACGATATGACAAGACT GCAGAGT GAACCT CGGAT AAT GGCGGT CCATGAAACCCGCT CGAGCAAAGAACAC
TAAACAGCT CTTGCCCGCT CGCAAGCCGCGECT TTGECGCAAAAAATAGAACCCATATATAAAACAAACCT CG
TGGAATTATATTATCGCGAAGT TACT CGCGGAT GAGGACT TTAGT GACAAGAAGGGT GCGACT CCAGCGCCT T
TGCTAGT TTGATGT TATTAATTTTGT TGT TGCACAT CGATGACCACACGT TTGGTACTCGCATACGT CCAATG
CCGCCCCCTTCAGAGTATAGT TTGACTGGCGATTATGI CTGCCACTATCGI TCTTCGT CCATGAATCT TCCCT
TGT CCGAAT GAGCGAT CGCTCTCGACAGGATAAGT TTAAAAGGGCAGAGACATACTGCTAAATATTGT TAGCC
GITCACGATAAGATAGCT CTGT TATAAAAT TGAACGGGCACGAGATAAATGT TCTTTTTGCCTCAAGATAAAA
ATCCAGGTATTTGATTTCATGATATTTTTTTGTGTAATTAGTI TTTATCACGGCT CATATATCATCCAAGGCTA
GGACCACGI TCATCCAGAAAGATATACAAGATTGTACAGAAAACT CTTATGAATATAT CTACGT CTTCAAGAT
TATATAAGAAAAGAAAAAAAAAGT ATATCGACGATAT CCTGGACGT CAAAAACCT GCAAAGAAAT GCAGGCCA
TAACCAAAGACAGACAACCCAAAGATTTTCAACGCAGI CCTTTTTCGATAGATCGAAATATCTCCTCTTCTAA
GACCGAAAATGTATACCAATTATTATTGAAATAAAGT TGAAAGATCTGAAATTTC

Gata Splice-Varianten

>CGat a- a

GAGTCCTCCTGGGAGCTGTAGCAGGGT TTTCCTGCCAACAGCGCGCGT TCCCGGCAGTCCAGTGT GCCGTCCG
CACTTCCATACTCCAATCCAGTGGAT TGAGAGCAAACCAGCGCCGGEGTCTACACTGTI TCTACCCCTAGIGCTG
CGTCTGITTGGTGT CCTCCGT TCCAGCAAAGCCACCGAGGGAACCCAATGGCAGCCAGCGGTGTGTCCTCGEC
TAGCGGAGTCTCTCACTCCTCCAGCCACCTCTTCTCGTTCCCTCCGACT CCGCCGAAGGAGACGTTTGGCAGC
ATGGACGGAGGTCCTCTCTCCAGCGATTTCT TCAGT TACGGAGGT GACGACAAGAGATTGAAAGGGATGCAGT
ATACCGGTACCCCTCTGCGCGCTGATGT TCCTCCATTCGCAGGT TATCCTCCAGCTCTTCCACAATACTTTGC
TTCAGACCTTAATATGCCAAGT TTTGGGECCGGGAAT GCCGGGGATAATGGCAAATAGAAACTTAACTCGAACC
AGAACCAAGAGCCGTTCAAACTCAGCAGaCGGTCGAGAGT G

>Gta-b

GAGTCCTCCTGGGAGCTGTAGCAGGGT TTTCCTGCCAACAGCGCGCGT TCCCGRCAGT CCAGT GTGCCGTCCG
CACTTCCATACTCCAATCCAGT GGAT TGAGAGCAAACCAGCGECCGGEGTCTACACTGT TCTACCCCTAGTGCTG
CGTCTGTTTGGTGT CCTCCGT TCCAGCAAAGCCACCGAGGGAACCCAAT GBCAGCCAGCGGTGTGTCCTCGRC
TAGCGGAGT Tt ct CACTCCTCCAGCCACCTCTTCTCGT TCCCTCCGACT CCGCCGAAGGAGACGTTTGGCAGC
ATGGACGGAGGT CCTCTCTCCAGCGATTTCT TCAGT TACGGAGGT GACGACAAGAGAT TGAAAGGGATGCAGT
ATACCGGTACCCCTCTGCGCGCTGATGT TCCTCCat t ¢ GCAGACGGT CGATAGTGninaAat
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>CGat a-c

GAGTCCTCCTGGGAGCTGTAGCAGGGT TTTCCTGCCAACAGCGCGCGT TCCCGGCAGTCCAGTGTGCCGTCCG
CACTTCCATACTCCAATCTAGTGGAT TGAGAGCAAACCAGCGCCGGEGTCTACACTGTI TCTACCCCTAGIGCTG
CGTCTGTITTGGTGI CCTCCGT TCCAGCAAAGCCACCGAGGGAACCCAATGGCAGCCAGCGGTGTGTCCTCEEC
TAGCGGAGTCTCTCACTCCTCCAGCCACCTCTTCTCGTTCCCT CCGACT CCGCCGAAGGAGACGTTTGGCAGC
ATGGACGGAGGTCCTCTCTCCAGCGATTTCTTCAGT TACGGAGACGGTCGAGAGT G

Gata cDNA-Sequenz

Der "Open Reading Frame” (ORF) ist mit den ersten und letzten drei Nukleotiden der
Sequenz grau unterlegt.

ISIEGAAACAGT CAACT CAGAACACCGGT GGATTCACCCCAT CTCAGGCCAACACGACAGT CCTCACGGAGCAT
CATCCAGCGACAGAATGCAGCCT ACAAACT GCTCCGECGGECAGCGT GAATATAGT GGAACCTACACAACTTCT
ACCGCCAGATGAAGT CGATGT GT TTTTCCACCACCT TGACGGAT CAGGCAATAGT GGAAACT GGTCATACGCA
GCGGGECCCAAGAGCGTACAGACCGT CCATGT GT CAAAT GGCTGCTCACGGGCCCACGECT TTTCAGGACCCGC
AAAGT CAAGCGAGT CCTCCTGGGAGCT GTAGCAGGGT TT TCCT GCCAACAGCGCGCGT TCCCGGCAGT CCAGT
GTGCCGT CCGCACTTCCATACT CCAAT CCAGT GGAT TGAGAGCAAACCAGCGCCGGEGTCTACACTGITCTACC
CCTAGTGCTGCGT CTGT TTGGT GT CCTCCGT TCCAGCAAAGCCACCGAGGGAACCCAAT GGCAGCCAGCGGT G
TGTCCTCGECTAGCGGAGT CTCTCACT CCTCCAGCCACCTCTTCTCGT TCCCT CCGACT CCGCCGAAGGAGAC
GTTTGGCAGCATGGACGGAGGT CCTCTCTCCAGCGATTTCT TCAGT TACGGAGGT GACGACAAGAGATTGAAA
GGGATGCAGTATACCGGTACCCCTCTGCGCCCTGATGI TCCTCCATTCGCAGGT TATCCTCCAGCTCTTCCAC
AATACTTTCCTTCAGaCCTTAATATGCCAAGT TTTGGGCCCEGAAT GCCCGGGATAATGGCAAATAGAAACTT
AACT CGAACCAGAACCAAGAGCCGT TCAAACT CAGCAGACGGT CGAGAGT GTGTAAATTGTGGAGTGACTTCA
ACTCCCCTTTGGCGTAGAGATGGT TCTGECCACTATCTCTGCAACGCGT GTGGACT TTACCATAAAATGAACG
GCTCTAGITCGACCACTTATCAAGCCCAAACGTAGATTGT CCGCCGECCCGT CGEGCAGGAACGT CTTGCGCCAA
CTGCCACACAACCCAGACCACT CTCTGGCGCAGAAACCAGAAT GGAGACCCAGTI TTGCAACGCCTGIGGACTC
TATTGGATGCTCCATGCTGT TAACCGACCT CTCTCGATGAAGAAGGACGGAAT CCAAACGCGTAACCGGAAAG
TGT CTTCCAAAAGCAAAAATAAAAACAAGAAT GTGAAGCAAGAACCCAAACT TGGAGATGACCT GAAGCTGAG
CTCCTCCAGCCCCTTGATGAACCAAACAAGCGT CATCTCATCAAGTATTATAAGCCCGATGGGACACAATGCC
ATACATACCCCTACGGCAT TTAGT CGGCCCT CAAT GCCCGGGATCCCCGGTAT CCATCCGCGATTATACGGAC
CTATAATCCCCGCTCCGACTAGCAGT GCTGGT TCAACGT ATAACAGCAGCT CAACACCGCCGTCGICTTACTC
ATCGAJENJATGACAAGACT GCAGAGT GAACCT CGGATAAT GGCGGT CCATGAAACCGCT CGAGCAAAGAACA
CTAAACAGCT CTTGCCCGCT CGCAAGCCGCGECT TTGECGCAAAAAATAGAACCCATATATAAAACAAACCTC
GTGGAATTATATTATCGCGAAGT TACT CGCGGAT GAGGACT TTAGT GACAAGAAGGGT GCGACT CCAGCGCCT
TTGCTAGITTGATGT TATTAATTTTGT TGT TGCACATCGATGACCACACGT TTGGTACT CGCATACGT CCAAT
GCCGCCCCCTTCAGAGTATAGT TTGACTGGCGATTATGT CTGCCACTATCGT TCTTCGTCCATGAATCTTCCC
TTGTCCGAATGAGCGATCGCT CTCGACAGGATAAGT TTAAAAGGGCAGAGACATACT GCTAAATATTGI TAGC
CGITCACGATAAGATAGCTCTGI TATAAAAT TGAACGGGCACGAGATAAATGT TCTTTTTGCCTCAAGATAAA
AATCCAGGTATTTGATTTCATGATATTTTTTTGTGTAATTAGT TTTATCACGGCT CATATATCATCCAAGGCT
AGGACCACGI TCATCCAGAAAGATATACAAGATTGTACAGAAAACT CTTATGAATATATCTACGT CTTCAAGA
TTATATAAGAAAAGAAAAAAAAAGT ATAT CGACGATAT CCT GGACGT CAAAAACCT GCAAAGAAAT GCGEECC
ATAACCAAAGACAGACAACCCAAAGATTTTCAACGCAGT CCTTTTTCGATAGATCGAAATATCTCCTCTTCTA
AGACCGAAAATGTATACCAATTATTATTGAAATAAAGT TGAAAGATCTGAAATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAA

105



Anhang

Gata-Sondensequenz

CCGGAGTGTGT TAATTGT GGAGCGACT TCAACT CCCCTTTGGECGTAGAGATGGT TCTGGCCACTATCTCTGCA
ACGCCGT GTGGACTTTACCATAAAAT GAACGGCT CTAGT CGACCACT TATCAAGCCCAAACGTAGATTGTCCGC
CGCCCGT CGEECAGGAACGT CTTGCGCCAACT GCCACACAACCCAGACCACT CTCTGGECGCAGAAACCAGAAT
GGAGACCCAGT TTGCAACGCCTGTGGACTCTATTGGATGCTCCATGCTGT TAACCGACCT CTCTCGATGAAGA
AGGACGGAAT CCAAACGCGT AACCGGAAAGT GT CTTCCAAAAGCAAAAAT AAAAACAAGAAT GTGAAGCAAGA
ACCCAAACT TGGAGAT GACCT GAAGCT GAGCT CCTCCAGCCCCT TGATGAACCAAACAAGCGTI CATCTCATCA
AGTATTATAAGCCCGATGCGACACAAT GGCATACATACCCCTACGGCAT TTAGT CGECCCT CAAT GCCCGGEGA
TCCCCGGTATCCATCCGGGATTATACGGACCT ATAAT CCCCGCTCCGACTAGCAGT GCTGGT TCAACGTATAA
CAGCAGCTCAACACCGCCGT CGTCTTACT CATCGACGATAT GACAAGACT GCAGAGT GAACCT CGGATAAT GG
CGGTCCATGAAACCCCT CGAGCAAAGAACACTAAACAGCT CTTGCCCGCT CGCAAGCCGCGEECTTTGGCGCAA
AAAATAGAACCCATATATAAAACAAACCNNNGT GGATTATATTATCGCGAAGT TACT CGCGGATGAGGACTTT
AGTGACAAGAAGGGT GCCGACTCCAGCCCCTTTGCTAGT TTGATGT TATTAATTTTGT TGT TGCACATCGATGA
CCACACGT TTGGTACTCGCATACGT CCAATGCCGCCGECCT TCAGAGTATAGT TTGACTGECGATTATGTCTGC
CACTATCGTTCTTCGIT CCATGAATCTTCCCT TGI CCGAAT GAGCGATCGCTCTCGACAGGATAAGT TTAAAAG
GGCAGAGACATACTGCCTAAATATTGT TAGCCGT TCACGATAAGATAGCT CTGT TATAAAATTGAACGGGCACG
AGATAAATGT TCTTTTTGCCTCAAGATAAAAATCCAGGTATTTGATTTCATGATATTTTTTTGTGTAATTAGT
TTTATCACGGCTCATATAT CATCCAAGGECTAGGACCACGT TCATCCAGAAAGATATACAAGATTGTACAGAAA
ACTCTTATGAATATATCTACGT CTTCAAGATTATATAAGAAAAGAAAAAAAAAGTATATCGACGATATCCTGG
ACGT CAAAAACCT GCAAAGAAAT GCGGGECCATAACCAAAGACAGACAACCCAAAGATTTTCAACGCAGT CCTT
TTTCGATAGATCGAAATATCTCCTCTTCTAAGACCGAAAAT GTATACCAATTATTATTGAAATAAAGT TGAAA
GATCTGAAATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Gata-Aminosauresequenz

1 RGI METVNSTEHRMWI HPI S GOQ
1 COGCGGGATTATGGAAACAGT CAACT CAGAACACCGGT GGATTCACCCCATCTCAGGCCA
20l HD S PHGASSS SDRMOQPTNTCS G
61 ACACGACAGTCCTCACGGAGCATCATCCAGCGACAGAAT GCAGCCTACAAACT GCTCCGG
41 G S VNI VEPTOQLLPZPDTEVDVF
121 CGGCAGCGTGAATATAGT GGAACCTACACAACTTCTACCGCCAGATGAAGTCGATGTGTT
61 F H HL DGSGNSGNWSYAATGTPTR
181 TTTCCACCACCTTGACGGAT CAGGCAATAGT GGAAACT GGT CATACGCAGCGGGCCCAAG
81l AYRPSMCOQOQMAAUHGPTAFUOQDFP
241 AGCGTACAGACCGTCCATGTGTCAAAT GGCT GCT CACGGGCCCACGRCT TTTCAGGACCC
101 Q S Q ASPPGSC CSRVTFLZPTATR RV
301 GCAAAGTCAAGCGAGTCCTCCTGGGAGCT GTAGCAGGGT TTTCCTGCCAACAGCGCGCGT
127 P G S P VCRPHFHTPI QWI E S K
361 TCCCGGCAGTCCAGTGTGCCGT CCGCACT TCCATACT CCAATCCAGT GGATTGAGAGCAA
141 P AP GL HCSTPSAASVWCTPTPF
421 ACCAGCGCCGGGTCTACACTGTTCTACCCCTAGTGCTGCGTCTGTTTGGTGTCCTCCGTT
161 Q Q S HR GNP MAAS GV S SAS GV
481 CCAGCAAAGCCACCGAGGGAACCCAATGGCAGCCAGCGGT GTGTCCTCGRCTAGCGGAGT
181 S HS S S HLJFSFUPPTPZPIKTETTFG
541 CTCTCACTCCTCCAGCCACCTCTTCTCGTTCCCTCCGACT COGCCGAAGGAGACGTTTGG
200 S MDGGPTLSSDTFTFSYGGDTUD KR
601 CAGCATGGACGGAGGTCCTCTCTCCAGCGATTTCTTCAGT TACGGAGGT GACGACAAGAG
221 L K G MQY T GTPLU RADVZPPTFASG
661 ATTGAAAGGGATGCAGTATACCGGTACCCCTCTGCGCGCT GATGT TCCTCCATTCGCAGG
241 Y PP ALPQYTFASDLNMPTSTE ETGTEP
721 TTATCCTCCAGCTCTTCCACAATACTTTGCTTCAGACCTTAATATGCCAAGT TTTGGGCC
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261
781
281
841
301
901
321
961
341
1021
361
1081
381
1141
401
1201
421
1261
441
1321
461
1381
481
1441
501
1501
521
1561
541
1621
561
1681
581
1741
601
1801
621
1861
641
1921
661
1981
681
2041
701
2101
721
2161
741
2221
761
2281
781
2341

Anhang

GMPGI MA NRNLTWRTRTK S R S
GGGAAT GCCGGEGGATAAT GGCAAATAGAAACT TAACT CGAACCAGAACCAAGAGCCGT TC
NS ADGRETCVNTCGYVTSTPL WR
AAACT CAGCAGACGGT CGAGAGT GTGTAAATTGTGGAGT GACT TCAACTCCGCTTTGECG
R D GSGHYLI CNACGLYHIKMNG
TAGAGATGGT TCTGGECCACTATCTCTGCAACCCGT GTGGACT TTACCATAAAATGAACGG
S S RPLI KPKRRLSAARIRAGT
CTCTAGT CGACCACT TATCAAGCCCAAACGT AGATTGT CCGCCGCCCGT CGEECAGGAAC
S CANCHTTOQTTULWRIRNQNGD
GI'CTTGCGCCAACT GCCACACAACCCAGACCACT CTCTGGECGCAGAAACCAGAATGGAGA
PV CNACGLYWMLMHAVNRWPIL S
CCCAGT TTGCAACGCCTGTGGACTCTATTGGATGCTCCATGCCTGT TAACCGACCTCTCTC
MK KDGI QT RNIRIKYV S S K S KN K
GATGAAGAAGGACGGAAT CCAAACGCGT AACCGGAAAGT GTCTTCCAAAAGCAAAAATAA
N K NV KQEWPKL GDDUL KL S S S S
AAACAAGAAT GTGAAGCAAGAACCCAAACT TGGAGAT GACCT GAAGCT GAGCT CCTCCAG
P L MNOQTSVI SSSI I S P MGHN
CCCCTTGATGAACCAAACAAGCGT CATCTCATCAAGTATTATAAGCCCGATGGGACACAA
GI HTPTAFSIRZPSMPGI P GI H
TGGCATACATACCCCTACGGCATTTAGT CGGCCCT CAATGCCCGEGATCCCCGGTATCCA
P GL Y GPI I P APTSSAGST Y N
TCCGGGATTATACGGACCTATAAT CCCCCCTCCGACTAGCAGT GCTGGT TCAACGTATAA
s s sSTPPSSY SSTI * QDCRVN
CAGCAGCTCAACACCGCCGT CGTCTTACTCATCGACGATATGACAAGACT GCAGAGT GAA
L G* WR S MKUPL EQRTULNSSTCP
CCTCGGATAAT GCGCGGT CCATGAAACCCGCT CGAGCAAAGAACACTAAACAGCTCTTGCCC
L ASRGFGAKNRTHI * NKUPRG
GCTCGCAAGCCGCGECTTTGGECGCAAAAAAT AGAACCCATATATAAAACAAACCT CGT GG
I 1 L S RSY SRMRTLVTRRVRIL
AATTATATTATCGCGAAGT TACT CGCGGAT GAGGACT TTAGT GACAAGAAGGGT GCGACT
QRrRL C* FDVI NFVV AHIR®* P HYV
CCAGCGECCTTTGCTAGTTTGATGT TATTAATTTTGI TGI TGCACATCGATGACCACACGT
wy SHTSNAAAFRYV* F DWRIL C
TTGGTACTCGCATACGT CCAATGCCGCCGCCT TCAGAGTATAGT TTGACTGGCGATTATG
L PL S FFVHESSL VI RMSDIRSR
TCTGCCACTATCGITCTTCGTCCATGAATCTTCCCT TGT CCGAATGAGCGATCGCTCTCG
QbKFKRAETYT C™* 1 L L AV HDK
ACAGGATAAGT TTAAAAGGGCAGAGACATACTGCTAAATATTGTTAGCCGT TCACGATAA
I AL L * N* T GTIR*MFF L P QDK
GATAGCTCTGI TATAAAAT TGAACGGGCACGAGATAAATGTI TCTTTTTGCCTCAAGATAA
NP GI * FHDI FL CN*FY HGS'Y
AAATCCAGGTATTTGATTTCATGATATTTTTTTGIGTAATTAGT TTTATCACGGCTCATA
I 1 Q G* DHVHPIEIRYTRILYRKIL
TATCATCCAAGGCTAGGACCACGT TCATCCAGAAAGATATACAAGATTGTACAGAAAACT
L * 1 YL RL QDY Il RKEIKIKSI ST
CTTATGAATATATCTACGT CTTCAAGATTATATAAGAAAAGAAAAAAAAAGT ATATCGAC
I S WT S KTICKEMRAI TKDIROQP
GATATCCTGGACGT CAAAAACCT GCAAAGAAAT GCGGGCCATAACCAAAGACAGACAACC
K b rF QR SPF SI DRNI § S S K T E
CAAAGATTTTCAACGCCAGT CCTTTTTCGATAGATCGAAATATCTCCTCTTCTAAGACCGA
NVYy QL L L K* s * KI * NF K K KK
AAATGTATACCAATTATTATTGAAATAAAGT TGAAAGAT CTGAAAT TTCAAAAAAAAAAA

K K K K
AAAAAAAAAAAAAA
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Gata-Vollldngen-Alignment

Nermat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Gain

Nermat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Grain

Nemat ostel l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani 0 Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a-6

Mus Gata-5

Gl lus Gata-4

Mus Gata-4
Drosophila Grain

Nemat ostel | a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gl lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a-6

Mus Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Gain

Nemat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani 0 Gata-2

--------------------------------------------------- NDMTSTAEA :
* 140 * 160 * 180
W HPI SGQHDSPHGASSSDRMQPTNCSGGSVNI VEP- TQLL PPDEVDVFFHHEDGSGN- -
VWSHP- - - - - - HHPAL LNGQHSDSHHP- - VHNY] DP- TQYPPPEDVDVLFN- (| DGQGNHV
WSH - - - - - - HHPAVLNGQHPDTHHPGL GHSYNE- - AQYPLTEEVDVLFN- | DGQGNHV
VWAH - - - - - - - HHAVL NGQHPESHHHGL THNYMEPMAPL L PPDEVDVFL NHIDSQGN- -
VWAH - - - - - - - H- AVLNGQHPDSHHPGL AHNYMVEP- TQLL PPDEVDVFFNHIDSQGN -
VT - - - - - - - H- AVLNGQHPESHHPGL AHNYMVEP- AQLL PPDEVDVFFNHIDSQGN- -
------------ MPHQVGVSHL QPEHNNSNI L L PKEDVEVFFSNL DKNPATGIHQQYLYI
------------------------------ MG LL SDGDSTSDQRSTRDYPHFSGDYQN-
AATASKL L WSSRGAKL SPFAAEQPEEMYQTLAAL SSQGP- - - AAYDGAPGGFJHSAAAAA
-------------------------- MYQSLALAQSPGQ- - - GTYADS- GAF!HSSGTG
-------------------------- MYQSL AMAANHGPPPGAYEAGGPGAFJHSAGAAS
AARS- - - - - - WWDSPRL GGGGSSGGGNGGGVSPQTNGL GSAGSSLAHSHHSL SSGASSAG
* 200 * 220 * 240
---------------- SGNWBYAAGPRAYRP- - - - - - - - - - - - - - - - SNOQVMAHGPTAF :

PSYYSNS- - - - VR- TVPRYPPPHHGSLVCHPSI LQS- - - - WT'DCGRK- SLGGPHAASAWAL -
PSYYGNS- - - - VRATVQRYPPTHHGSQVCRPPLLHGS- LPW.DGGK- ALSSHHTASPWAL :
- PYYSNS- - - RARVSYGQAHARL TGSQVCRPHLI HSPG PW.DSGKAAL S- AAHHNAVAY  :
- PYYANSAHARARVSYSQAHARL TGSQVCRPHL LHSPGL PW.ESGKTAL SAAHHHNPWITV  :
- PYYANSAHARARVSYSQAHARL TGSQVCRPHLI HSPG PW.DSSKAALS- AHHHNPWIV :
QYHLTSESQWYQSAS- - | SLQSAL QPTVSPGGAVPPSQQPGYEASPASYI HSSANPVYVPT
--------- VTLSAASASTSASASATHVAAVKMYHSSAVAAYTDLAAAGSAASAGVYGVGY
AAAAAASSPVYVPTTRVGSM. SGL PYL QGAGSGPSNHAGGAGAHPGWEQ- ASADSPPYGG :
------- SPVFVAPTRMPSMLPYLPSCE- - - - - PGSQAPALAAHSSWI QTVAADSSAFGS

-------- PVYVPTTRVPSM_PSLPYL PSSGSSQRASPVSSHS- - - - - < = = <« == =< = - -

------- SPVYVPTPRVPSSVL GLSYL QGGGSAAAAGT TSGGSSGAGPSGAGPGT QQGSP
----------- SSVGVGSAL CCGGEGSGL DT SDIVBAFYAL ESNGHHRRYYPSYHQHTSRWP

* 260 * 280 * 300

QDPQSQASPPGSCSR- - - - - VFLPTARVPGSPV- - - - - - - - CRPH- - - FHTPI QW ESKP :
- PFAKPS] HHNSPGG- - - LSVYPPASSASLATG - - - - - - HSSPH- LFTFPPTPPKDVSP :
SPFSKTSI HHGSPGP- - - LSVYPPASSSSLAAG: - - - - - - HSSPH- LFTFPPTPPKDVSP :
SHFSKPALHPASA- - - - - - - AYPCSSSSSTAPVSSLTSATHSSPHPL YNFPPTPPKDVSP :
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109

138

167



Xenopus Gata-2
Gallus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gata-4
Drosophila Gain

Nemat ostel l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani 0 Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a- 6

Mus Gata-5

Gl lus Gata-4

Mus Gata-4
Drosophila Grain

Nemat ostel l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani 0 Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a- 6

Mus Gata-5

Gl lus Gata-4

Mus Gata-4
Drosophila Grain

Nemat ostel l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Gain

Nermat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4

Anhang

SPFGKAPLHPAARGG- - - - SLYPGIGSSACPSSS- - - - - - HSSPH- LFGFPPTPPKDVSP :
NPFTKTPLHPSAAGAPGAI SVYPGSSTSSTASVSSL TPASHSGSH- LFGFPPTPPKEVSP
TRPTFSGVHHPAQFI Q- - - Hl PAVSSPNHONPSVI QANAHAAAAVWEPQSDGSGGEGVVG

SGYHQQAVNAPVYYVPS- - - - -« = = = = m s e o mmmm e e mmee e o NRQYNHVAAHF
GGAAGGGAAGPGGAGS- - - ATAHASARFPYSPSPPMANGAARDPGGYVAAGGT GAGSVSG :
GSPHPPAAHPPG: - - - == = = = = - - ATTFPFAHSPPGS- - - - = == = - - - - GSGGSAGVRD :
| WTQPGAESAAYNPGS- - - SHPPVSPRFSFSTST- - - - PI PSTS- - - - - SRDAAAAYSS-
GNBQAGAEGAAYTP- - - - - - - PPVSPRFSFPGTTGSLAAAAAAA: - - - - AAREAAAYGSG :
STHASPQUCRPHFHTP- - LSPW.TSEHKSFAPAS- - - - - - - AVBNGQFACPQEPQVEHKL.
* 320 * 340 * 360

AP- - - GLHCSTPSAASWVWRP- - - - - -
DP- - - SI STSVSTSSSRHEEKECVWVS
DP- - - SLSTPGSAGSARQDEKECL - -
DP- - - GPSSPTSTT- ARVDEKES] - -
DP- - - GPASPPSSS- - RLEDKDSI - -

DPNSTSAASPSSSAGARQEDKDSI - - KY{QVSLSEG- MKMESASPLRSSL TSMGAQPSTHH -
GDGHHRGYSFPPSPAL TTANSPL SGRHPGSTPNGLAGYSPYTDPWSGFDGSMLHSSMGRA :
GSAAAONAWITEGFG - -------=----------- SAHAQFYSPNAAVMMGSWRSAYDPS
GGGSLAAMGGREHQYSSL SAARPL HHHHHHHPTYSPYMAA- - - - - - - PLTPAWPAG :
GGAFQGALLAREQYPTPLG - RPMGAS(P- - - - - - TTYPAYMSS- - - - - - - DVAPSWISG :
- - SLSLSANGREQ - - - - YSR- GFGSS)(S- - - - - - SPYPAYVSP- - - - - - - EMATTWSS
GGAAGAGLAGREQ - - - - YCRPGFAGH(S- - - - - - SPYPAYMADVG- - ASWAAAAAASAG :

GQMEQSHQT TAAGQHSFPFPPTPPKDSTPDSVQT GPSEY QAVIVNAFMHQQATGSTSLTDA :
*

380 * 400
LFSFPPTP- - - ----- PKETF- - GSMDGGPLS- - - - - - -
Pl TTYPDY------- YGAGLFQPGSI LDGSPTHFPSKPRPKTRSS
Pl TTYPPYVP- - - - EYSSGLFPPSSL L GGSPTG-GCKSRPKARSS
Pl PTYPTYSLPAPHDYGGGLFHPGTL L SGSASSFTPKCKSKTRS
Pl PTYPSY- VPAAHDYSSGL FHPGSL L GGPASSFTPKQRSKSRSCS
Pl PTYPSY- VPAAHDYSSSL FHPGSFL GGPASSFTPKPRSKARSCS

GFQRSSPYES- - - -« == < c = - mwmmmee e
PFETPVLHSL- - - - = - - = - - - -

PFDSPMLHNL- - - - - - - - - - - -
PFDSPVLHSL------------
SCALDI KP- - - - - - - - - - -

LVRRDGT GHYL CNACGL YBK
LWRRDGT GHYLCNACGL YHK
LVRRDGT GHYL CNACGL YBK

L VRRDGT GHYL CNACGL YBK
LWRRDGT GHYLCNACGL YHK
L VRRDGT GHYL CNACGL YBEK

109

QQSHRGNPMAASGVS- - - - - - SASGVSHSSSH
QVSLSEPGWKLESSHPRNSMSG GGVSS- AHH
QVQLPDS- MKLETSHSRGSMI TLGGASSSAHH
QvVSI ADG- MKMEGCSPLRGSLAMSAQIPSTHH :
QVSLSEG MKMEGGSPLRSSLAPMGTQCSTHH

PIRERAVIN = CROIZKINNPKNI NXSKACSCGNSSGSVP
PREBAVNN=SEOEKIRENPENPALNI [\GSSGSTANTTA :
'RPL”I\/RKEG (O] KIRNPKNL NS T|STPAGPSSSESL  :
'RPL”MQKEG [OIIRKIRNPKNLNISETPAGPAG- ETL

165
174
163
107
293
112

82
135
163

183
213
216
220
217
231
223
147
346
157
121
182
223

226
266
272
280
276
290
271
178
393
205
166
225
270

280
320
326
334
330
344
326
235
447
259
220
279
330

340
379
385
393
389
403
386
295
507
319
280
338



Drosophila Gain

Nermat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mus Gata-4
Drosophila Grain

Nemat ostel l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani 0 Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a- 6

Mus Gata-5

Gl lus Gata-4

Mus Gata-4
Drosophila Grain

Nemat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gl lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mis Gat a- 6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Gain

Nermat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mus Gata-3

Dani o Gata-2
Xenopus Gata-2
Gal lus Gata-2
Strongyl o Gata-e
Dr osophi | a Panni er
Mus Gata-6

Mis Gata-5

Gl lus Gata-4

Mis Gat a-4
Drosophila Gain

Nemat ostel |l a Gata
Xenopus Gata-3
Mis Gata-3

Dani 0 Gata-2
Xenopus Gata-2
Gl lus Gata-2

Anhang

LWRRNESGEPVONACIL YKL HAVARPLUVKKEG! QTRARGIGSISKKSCTCec e RCE
* 560 * 580 *

600
DDLK- - - = s m e mmem e LSSSEPL

1 2 e -
SSPT-ccmmmme e me LLNE- - - - ESSATTLKAESSLASPVCAGPTI TSQASS
TPTT--ccmmcemmmmcenm - SSJfe--- - - SSSSATTTEEMRP| KTEPGLSSHYGHPS
PPSS- - - - s e m e S GNSSNATSSSSSSEEMRP| KTEPGLSSHYGHSS
[ I c MGDFKPLD- PEKGFGGGFSASNMAQHGHL SSGLHPAHAH :

* 620 * 640 * 660
=1 = | HPGLYGPI | PAPTSSAGSTYNESSTPPSSYSSTI - - -

P- - - TPMHAPSGLSFGPHHPESMV/TAMG: - - - - - - -

P- - - TPMHPPSGLSFGPHHPESWTAMG: - - - - - - -

P- - - TPl HP- - - - TESHPHHEGRSPAVWAEPH- - - - -

P- - - TPl HPSSSLSFGHPHHESWTAMG: - - - - - - -

P- - - TPl HPSSS| SFGHPHPESM/TAMG: - - - - - - -

ANPENSDLKYSGQDGLY! GVSLESPAEVTSSVR- - - - -
PADES- - - - < == =< == c e - LASSHL EFKFEPEDFAFTSSSMEPQAGLSGVLR: - - - -
Pl SQA-----=mmmmmmam FEVSAVBGHGSS! HPAI SALKLEPQAYQSAI SQSP- - -
51V o) S FET- - VSGHGPSI HPVLSALKLEPQGYASPVTQTS- - -
MHGSW - - - < = = - w e e o GG MGAL GASSGL QGGFSTAGSL SGAVWPHSQPYHL

* 680 * 700 * 720

HLTHQPGQT! LLHNGPANSAI NPLNL SANTNGGVSHHAGSPGEMINTDSTSPHHVLFSGVY
GSSSGGGSASAYTSHSAETPAL SNGTPSPHY QHHHHL GGTHGHHVTAAAAHHHFHAAAAY

------------ QASSKQDSWKISLVLAENHGD | TA- < = - =< == = w 2o e e e ca o
------------ QASSKQDSWKSLVLADSHGD | TA- < = = == == === === = mczmmca o -

NPSPPSAVAVPVSVSKVDSE- - - - - = - = = = = = = = = = 2 = e e emmeeee e e

AAYGVKTEASATNYDYVNNCYFGGT FGAL GGAAT TTAMAGGAASEL AGYHHOHNVI QAAK

110

1]SVI SSSI | SPMGHNG HTPTAFSRPSM
SSF- - - SPAALSRHMSSLSH- - - | SPFSHSSHWL -
<SF- - - NPAALSRHVBSLSH- - - | SPFSHSSHWL :

SDDCTKNTSPSTQATTSG: - - VGASVNS :

390

382
410
416
430
425
439
432
355
541
356
316
379
431

422
437
443
456
452
466
487
415
579
394
356
417
473

441
486



Anhang

Strongyl o Gata-e Do----- : -
Drosophi |l a Pannier : LMATS : 540
Mis Gat a-6 Doeee- : -
Mis Gata-5 Do----- :
Gal lus Gata-4 oee--- :
Mis Gata-4 Do----- :
Drosophila Gain Do----- :

MyHC-Promotersequenz

Die grau unterlegten Nukleotide zeigen die wahrscheinlichen Gata-Bindestellen. Das

Startcodon ist unterstrichen.

CCGGAT GGGAGCAAAGAAAAACT TGGT CTGCAACACCTAAGT AGAAAT TCCCT GCTAGCAGAGGCCTCTTGTC
TCGTGTTTTCGATGGGECT AACGCT GGGCTAACGCCAGCCCAGCGAAAT ACAGAGAT AAT AGGCCTCTAGCAGG
GAAAAGCT GTAACACT CATCTCCTAACT TTTATTTCAAATCATTTTCTATAAAAAAAT GCATAGAAATTTCTA
CCTTACTCACATTAACGAGAT CAATCGCT GGAACATATGGAAATGT TAGCT TACATCGACACCTTTTTTTCAT
TCCACCTAAAAATATCAGAAAAAT TCTTATCAGCACAGT AGCACT GT GAATAACCCCAAAT TTAGACACCATA
GGGAACGCGATTTATTCACACCATGGTACCAAACCCGCAAGAT GTACT TGCCAGTGAATTGAAGTAAAAATTA
AACAAAACGCAACGT GATTTCTAAAAAT CCTCGT GATCAAATTTAAAAGGACGGT TTTATCATTGAAGAGTGC
TATTGGTATTGCGTTACTGOGACCATTTCTCTAGT CACGT TACGAT ACCGT GACACGATACATCGGTAAATAA
AACTGTCCTTGACAAAAT AACT CTCCCTCAGGT TCATATOGOGCT GAACAAAT CCTAGAAAAGGGOGACGATT
ACATAGAT CCGOGCTGTTAAAT CCAAATAGACACGCGOCT OGT AGa AGCCT GACGY GAGCCCAGCTOGGT CAC
CGCTACT CGTAAAACCGT GT CAGGGT TGAAGT AATTATACGT GT CATTCTGATGCGATGT TTATTATGATACG
GTTCGGT GACGECCAT CAGACCACT CTAATTCTGTCGCTAGCAT CTTTTGATTCTCTCTTAAAGCACAATAAA
CTGCGCTAAGGGT CGGT TTGCATGBOCCACAGAAGCAT TCAGCCGOGAGACAAGCGAGT AATTTCCTGATGGG
AAGOGOCGGT CGT GAAACACACGT GOCTTGCT GCTACAAAT CAAGATAACGCT CTAAAT GCGGTACAATACAC
TCCACTTGTACTGTTGGGCaaTTTATTGCTAL t ggaAGTAATTTATTTGGACTGAATAAAATAATTTTTGCGA
AAAGACGGGACAGGGT CGTATTCTCGGGTATGT TTGAATGGAT TTGAT TTGGECGATAAAAAGCGT TATGGGG
GCATTTTATTTGTGCAATTTTCAGAAAT TGTTCACATGCTGATAGT GTACAGCCTAGCGT TAAAT CGGOCGAT
GAGAATCGGATCAGAACT GGGTACGCT GAT TGGGCAGT GGGCCCAAGGT GTGGTAAAACAGT GATAATAGT GA
TTGTTTGGT CGACCT GATGCGGCAAACCGT GACAAAAT AAAT TCCGT CGAT CTCGGGACAATGOGCTAAGT CA
AACGAGAGCCAAT CAGAGAGCGGGAT CTTGACCGAAATACCT AGAGGT CGOGT CT GT TAT GOGAACCGGGAGT
GGCTTAGGGGGT TTATAGAGOGGGCT GGATCGTACT CAACACT AGCT CAGAGT GGCAAGCACCT TCTGOGGAC
ACACT GAAGCT GCTAGCACGCT AAGCGACAACACT CGGTATTCTTCTCCAAATATATTTGTATTTCAGTTGTG
TTTAGAATAACTGTTTCAAGATG

Xhol Notl BstXI ECORV EcoRI pst| .
,BamH 1 SaclK pnl Hind1 - oy

Notl Xbal Dral Hindlll cja Miul Ascl Nsil

1 2000p Untitled

-

MyHC-Promoter eGFP SvV40
» —>

v

Abbildung 42: Plasmidkarte von pER (Backbone: pCRII von I nvitrogen)
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Anhang

Genomische MyHC Sequenz

ATGGAGT TCGATCCAAACGATCCCCTCGCGATTCT TCGCAT CGACAAAT CTCAAAT CATGGCACAAGCCAAGG
AGT TCGAATCCAAGAAAT GGGT AT GGAT TCCCGAT CCCAAGGAAGGGT ACAAGGECT GCCGAAGT GAAGAGCAC
AAAGCGCGGACAATTTTTTGGT GGAGACCAACGAT GGCCAGGT CAGTACAGCATCCTGAACATCTTATAAACAC
ACTGATACTACAACCCCAATAT AGCACCAGGEEECCGEGTAACCGT ACCACCGGTGT TGT TATGAACTCTAAGAC
ATAATAAAACATTGATGGAATTTATTCTGT TGACTGCTCTTTTGCGGT TGGGT TAGATAATCTAAGTATTTTT
TTCTCTGTTTCTTGCAGGAGGT TGAAATCAATAAGAAT GACACCGAACAGAT GAATCCACCGAAATACGAGAA
GACTGAGGATATGTCCAATCT CACATACT TGAAT GAAGCTAGCGT TGT GCACAATTTAAAGCAACGT TACTTC
TCCGCCTTGATTTATGI AAGTATCTGT CTAT TGCCTGCACAACT AGCGAT CGCTGAAACGCGT TTCGAAGCCT
ACTCGAGCGATATATATGT ACCGECACACAGCAGATTTGGAGTAGT TTTCGACCATACTAGAATTTACTACGA
GITCTCCAAGTCAAATTTTTGCGGTGATTAGCTTGI TGTGI TTATGCATACCTCAGCCTTAATGTACTGI TGA
TAATGGATTCCCGT TTAGI TATAGATGT TTTGAACCCCTTCTGCAAGTAATGCTATATTGCTGAAGAATTCAA
CGGTTAAGCAGT GAACAGAAAT CGATCT CGCGAGGCCGAAATGT TTCCAAGT GTCAACAGTCTTCCTAATCTG
TTTTTAGAATATTTGCACACACATATTTTGACGGT TAAGACTTACTCTGAATAACAATTCTTAAATGCATATT
TAAGACCTGT GTAACTCAATAATTCAACACACGTAAGT TTTATAATCGCAGAAATTTCTTAAAGCTTTAAATC
GCTTTTGGCCTGI TAACAGAGT GT CAGACATACT CCGGACT CGACTCTGAAATGGATTTTGTGTGCTCTGT GTf
TGTATCACTGACAAATCTTACGCT TCCACT CCCGT GCATTGAAAT CCCGCATACGGCATACCAGCAGACAGT T
CTACAGI TGTATACCGTGTATTATGAGCTAT CGATAAAGCT TCACGT CACAGT GGAGGACAGATAATAAATTT
AATACCACACT TGGATTAGCCAAT CCAAACAGCAGT CGATGT GTAGATAT CGCGAAACT CAATCCCCCTAAAC
CGACTACGAGT CCTTATATTATTCACAACCGGEGECCTAGGACGAGATTTAGTCATGCCAAAATCTGT TTTTCAA
TCCGGGAGAACT CGACCAT CAATGAGCCTATTATTCGAATTCACGGT TAATTAAATAATTTTCGTCTTTACAA
AAGGTACTAGTAATGCTCTGCAACATGCTAATTGT TACTCCAGT AT CCAGAACGGTAGGEGCCAATATAACTTC
ACCCTTTTGACTCCTGTGATTCGTACATTAGCTAATTGAATAGAAAGAAGAGEECTTTTCTCGECGTCCTTTA
GIGCTACAGATTCGCTGACAGCT TCAACAGAAATTCATCGCT CCCGACACAGGT CCTCTTTTGATAACT CGGT
ATTTCCACCATCACCATTGACCT CTATCTGCCATACCAAATATGCCAGT GATGAATGCCTTTTAAAAAGECGG
AGGATGT TTAGCAATGT TCTGATGGTTATGTCTGCTCTATATTCAGCTACAGTATAGTATTAACTCTGTAGAC
TTTTCAAGAAGGACT CAAAGAGACCTTTAAGGGT TTTTTTAAGGT TTCTGT TTTAGTAGGCT GTGGCGAATAA
TAATTGGACAGGATGCCGTGTTGI TTTTAGGTAGAAATTAATTTCTTTTGTGAAGCTCGGCGTTTGGATCGT T
CCCATGATTTAATGI TATGGTGATTACACTAAATAAACAGT TGTGATAATATTTAAGGACAACAGAAATTATC
ACTCACTAAAAACCT GAACAGGT GCCAAAAAATTATCAGAT TATGGCGACCT TACATTGAAAAAGGCCTAACA
AGTTAGAGCTCATAAAAAT GACCATTAGATTTAAGGAACGATGTCGTGAAGTATCGT TGCGAGT GT TCTAACA
AGGGTTAAGCTCTTATCTAACAAACATATTTCCGT TATCTTTGATCTTTGTAATGAATCTAATAAGCGCAGTC
ATTTTTCACTTGACTTCACATTGI TGACGATAACT GAAGGCT GAGCGT TCTAGCGATGATGGGT CAACCCAAC
TAGGCTCTCATAAAAAGCT CCCTTGCAAAGGAGT AATAAAAAACAT TCCCAAACAAAAAGCTTTCATGGTCAA
GAAGCCAGTGCTGCTGTTTCCAATTCAAATATTTTTCCATTTTTAAGATTTTAGTGAAGT TTTGAATTTCCAT
GITTTAATTCCAACATTTTAGCTTCTAAATGTGTCATATTTATTGATTGECTGITATTATTTTATTTATGTGT
TTTTTTTCTTATCATTTGI GCAT TCAGGCACTAAT GCCTGACTAAAT GAATAAAT TAATATCCCCAGACTTAC
TCCGGTCTCTTTTGI GTGECTAT CAACCCCTACCGCAGACT GCCCATCTATACCGACAAGATTGTGT TCGCT T
ACCGT GGCAAGCGT AAGACT GAGGCCCCACCTCACGT CTTCTGCATCTGTGACAATGCCTACCAGAACATGI T
ACAGGACCGT GAGAACCAGT CCATGI TGATCACGT AAGT TAGAAAAAT GGTAGT GACAGGACAGAAATTTAGG
CTGTGATGAGTAGGAGGGGT TTTTTTTGGTTTAAATTCTAAATATTTTTTTTACCAAGGT TGTGCCCAAGCTT
TTGATTTTGGAAATACAAAAGAAATTTTGAAACTAGTI TGCTAGGT TATGATTTTTTTTCTTTATTTCTAACAG
TATGCAAACACAATTTTGT GTATCTCTGGAGCAGAGCCCT ATAAAAACCAGCAAAAACAGCACAATTGGGGAC
AATGI TGGAACAAAGCTTTACTAATATTCCTTGT TGCTTTGATAAACAGT GGT GAGT CTGGAGCAGGAAAGAC
TGAGAACACAAAGAAGGT CATCCAGTACCT TGCCCATGT GT CTGGT GGAAT CTCTAAAGCAGATGAGGAGCAC
AAGAAGCAAACGGT ATAACTGATGI TCTTTTAAGT TAACATTACTGCATTGACTTTCACATAGCAGTGITGTI T
CCTAAGGAATTTGT CTGCT GCTGGCAAAAAAAAAT TGAGAAAAATAAAGT AAAATGT GT TCGTATGT CGACAG
TTTTTAACTGT TTTTCAGCTAGAGAAAT TTGGECAGCAGT TTGGATTTAGAGAACCCTGAAAAACTTATAATTT
ATATATAATGI TATGTATAATTGGT AATGT CCATTAAATTGAGT GGAAAT TGGAACTAGCT GCTCACAAACAT
TAAAACAGGATTTATTATTCTTATTCAGCAAACT TTGI TCACAAATCTGTGAAGCAACAACATCTTTGCAGAT
CAAAATATTTTAATGGATTACTAGATAATGAATATTAATGCATTGT TACAAAGACAACATCTAAAGAAATGAC
CTACTTAACTTTAAAAATCAACACATTTCCAAGGECTTTTGT TTTCAAAGACGTATTTTTTATGTAAAATACC
CCCTCTTTTTAATATCCTAAACTTTGCCATTCAATTATTTTGTITTTGGT TACTAAAATTTTGTCCTAATTTTG
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Anhang

TACAACACTTCCACTCTTTGCCAGATTGAATGI TTGTGGTAACTAGT GI TTTCTTGI GGT CCATAGGGAGECT
CCCTTGAAGACCAGGT CATCCAGACTAACCCTAT CCTTGAGGCT TAT GGAAAT GCCAAAACCAT CAGGAACAA
CAACTCCTCACGITTCGT AAGTATGAAGTATTCAGT TATAGT TGCTGAAGT TTTTTTCCTCCCGTGAGI TATA
AAAAAAACTTTTTTCTACT TAAAAACGATTTTCGAACT CGAAT TCGGGT GTCCGAACTAAATCTTTTGAAATT
CAAATACTTGATTGGCCAAAATAAACCT GAAGGCATTTTAAATTGT GATAATATAATGCGATAGT CCACAAAA
TACTGAAAAT CGCACTAAAATCTAGAAATTTTTAGT CTAAAAATACCGCAGCCTCATTGTAAATGIGTTTTAT
TTTTTATATGICTTTTGT TAGGAAAAGGACT GGACAACAAGGAACTCTAAACAAATTTGCATGCTTTTTTTTG
TCTCTTGICTTGGTGATATTTTTGCAATTTTGACCTCTCTACTCACCTACT TTCTCATTTTAACAGGGAAAGT
TCATTCGCT GCCACT TCGGCCCACAAGGAAAACT CGCAGGAGCCGATATTGAGT CTTGTAAGT TTAGCT TTAT
AAAACTTTTCCCTTTTCGTGAATGTCCECCATTTTGCTTTTATCTGAAAGCGT TCTCTTGICCACTCTCCTGC
CCAAACCACAGGCATCCCACCCTTCTGCCACTTAGATTTTATGAGCGCTCTCTTTCTTTCCCTTTACCCCCAA
AACACAGGCT TCCCAAGT TCCGECAT TAGGAACGECTATCGT TATTTAAATTTGT TGTGT TTGCAGATCTGCT
CGAGAAGT CCAGGGTAATCTACCAACAGGAAAT TGAGAGGAATTACCACATCTTCTACCAGATCCTCTATGGT
GCACCCAAGGACCT CCACGGTATTTATTAGAAAT GT GT TTAAATAATCGT CCAAATCAGAGT AGCCAAATTTA
GIAAAAAATAGGCCT CAAAAT TATGGAGACT GGAAATGT TCTTAATGATGGCT TAAATTTTAGT GTATAAAAA
TATAATACCCCACGAATTATTAGAAAGAGAATTACACAAATAATCACTAGCAATAATATTTAAGGTTGTTTTA
TGGACACGATTTTAGAACGCAT CAGACTAACAAAACAATACT TTACT GCGAT CTGAGCCT CGECATGCACT CG
GCAAGGCCT CGGCATGCACT CGECAAGGT TCTTGTCTAAAAATAGAGT GT TTTCGCCAGGTCTTCTTTCTCGT
TGACGAATAAATATCTTTGGT TTTACT TAAAGGAGT AAGAAGCCCCAGTAGAAGT TTCTGT TTGTATATGTAG
CAAAGCTAATGGATATTTGT TATTTTACGT TGCAAGAT CAACT TCT CCTCGAGAGCAACAAGACCGCCGACTA
CGCCTACACCGCGAAGGGAT GT GAGCGT GCAGAT GGTAT CGACGACGT CGAGGAGT GGGCCAACACTGAGGTA
AATGGT GCAAGACT GTCTTGAAAACCACAACAACT AAGCTCATGAAAGT CTTTTGATCCGACGT GCGTGAAAG
CTAAGATTCACATATTTACCTCCAGCCATATGTTTAATTTATTGGTGATCCCCCTTTGGGT CTGTGCCCTACC
TTTGGGGAAT CCTGGAT TCGCCCCT GGAGGAT CATGGGT CT TAAACAT CATAAT CGGT GBCGGACACATCGCC
TCAACCT CTCGATACATCCTTGAGAAGT TGACATGACAACTATAAGCTGAATTTGI TTATCGATATATAGT TG
GCCGCCGACACCCTTGGT TTCTCAGCGGAAGAGAAAT TGTCCATGTACAAGATCTGCGCTGCTTGCCTTCATT
GGGGAAACT CTAAGT TCAAGCAGAGGCCACGAGAGGAGCAGGECT GAAGT TGCT GACCCCAAGGGT AAATGACA
TTTTCTTTTTATTGCCCTCCGTACAGCAACCTCGCCCTTATATCAAGACTTTTCGTGEGECTATGGI TTATTAG
AGTATAAACGAGAGCTACCTTGTAAACACCCTAAATATTTGTTGT TCTCTTAGCCAT TCGCCGGGTATATCAT
ATCATAGAATTCTACGCT TAACCAT GGCGCCAGACGGAAAATTTCAATATCATTCTGT TCTTATTACTTACCT
TCCCACAGATCTCGACAAGACCT CCTTCT TGAT GAAGCT GCCAGGCGCTGACT TTGT CAAGAACATCGT CAAG
CCCAGGAT CAAAGT CGGT CGT GAATACGT CAACCAGGGACGT AACT TGCAACAGGT ACGAGCCGT CACGAAT G
CGATCGGCCCAGI TCCAATTGTTTCTCGGTGTGT TACCAACTCTTTCTTCATAAACCTATGATTTTGCATTAG
AGCTGTAGACTTGATCGATTGGT TTAAT TCGCAATGI TGCGATCAGCGGEGT TTGT TATTAACCCT GAAGAATA
TTTGAGCGAAAT GT CAACAAAATAAGAATAACCCT TCGT TCGCTTAT TCTAGGT GAACTACT CCAT TGGAGCT
CTGACCAAGT CCCTGTACGAGCGCATGI TCTTGT GECTCGT CGACCGT GCCAACCAGACACT TATGACCAAGG
ACCGCCGTGCCTTCTTTATTGGT GTACTAGATATTGCTGGT TTCGAGATCTTCCAGT TCAACTCCTTCGAGCA
GCTTTGCATCAACGT GACTAATGAGAAACT TCAGCAATTCT TTAACCATCACATGI TCAT CCTGGAGCAGGAA
GAGTACAAGAGGGAGGGAAT CCACTGGGAGT TTATCGACT TCGGT CACGAT CTCGAACCCACCAT CAACCTGA
TCTTCGGAAAGGGTACCGGTATTTTCGCCAT CCTGGAGGAGGAAT GCAT CGT CCCCAAGGCCACTGATCAGAC
CTTCCTGCAGAAGCT GAACAACACCCACGAT GGAAAGT CAGCCAAGT TCGGAAAACCCAAGAT CTCTGGCAAG
AAGCAGGTCAACTACCACT TCGAAATCCATCACTATGCCTGGTACT GTCGECTACAATGT TGACAACT GCCTGG
ACAAGAACAAGGACCCTATCAATGAAGCTGT TGCTTCTCTGI TCGCCAAATCTGGTGATCCATTCATTTCCCA
CTTGT GGAAGGAGT ACGCCACT GAGGEGT AAGAAACCGT ATAACACCT TGT CCAAAAT GCAAGACT TTAACACG
ACTGCAATGACCCT TGTGATAGACATGCAACAGT TAGAAAATAGGGAGCT TATTCGAGGGAAAGT TAAAACTA
AAACCCAAAGATTCGT TTCAATTAATCAAAATAAGCT TTTTCCCT TCCAATCACGT TAGAGACCACCCCCCCC
CCCCGCTATACAGGCATTTTTACGAAAGT TCCACCATCATGACCCTTAACCATTGTCCTCATGAATTCATGAA
TAAACATGT GACAACCTGAACT CTTAACCACCCGCAAATATAAGGCGAT GGTAGACCACCCTGCCCATCTCATT
TTGTCTGGAAGATTTACTATTTTTGAAT TTGCCTAACAAAAATTCCATTACGT TTTTACGATATCCATTGCAA
CTTTGAAACGT TTGCGT TTCCAGGGECACACCCGT GGTAAGGGAGGECT CCTTCCAGACCGT CAGT GCTAAGCAT
AAGGTAAGATATTTTAAGT TAATTTATAGTAGGT TTTACGATATAATAGCGAAAAT TGT CGGT GAGCCGAAGA
CAAAAAGGGT TATCTTTTGITTTTGI TATGTI TGT TATCCAGTCATACATCTATTTTCACTTTATTGAGT TTGA
TTTATTCGTCTAAGT GT TGCTCAGAATTTTGCCGTACAATAAAATCGT TCTAAATTACTTTTCTAATATTTCC
TAAAAGCGAGT CGT TATGAAAAATCCATTTCTCATCCTTTAGGAACAACT GCAGAGCT TGATGGACACCCTAT

113



Anhang

ACAGCACTTCTCCTCACTTTGI GCGT TGCATCATCCCCAACGAGT TGAAGAAGGCAGGAGT GATCGACACACC
ACTGGI TATCCACCAGCT GAGGT GTAACGGT GT GCT GGAGGGAAT CCGT AT CTGCCGCAAGGGECTTCCCCAAC
AGGATCCCCT TCCAAGAGT TCAAGCAGAGGT AAGCACTAAATATAAT CAGGCTATTTGGEGCCT TTTGGGACT T
TGTTTGCACCACTCATTTTCTGCTATTTGCT CCCAGATACCAGAT TCTCGCCCCCACT GCAGT GTCAGGTCAG
TTCATGGATGECAAAAAGGCCT GCGAAAAAT TGCT TGCAGCTATCCAGCT TGAGGAGAACGAGTACAGCGATTG
GAACAACCAAGGT GAGCCTATAAAAAACATTGAAATTACTCTTGTGT TCGAAGT TTCCTTTCACCT TTGAGGA
ATGCGT TACAAACGCGTGT TGCGTTATCTTCATAGGTI GI TCT TCCGT GCTGGT GT GCT TGGT CACCT TGAGGA
CTTGCGT GACGAT CGT CTCGCAAAGATCATCAGTATGI TCCAGGCCTACT GCCAAGGGGT TCCTTATGCGCAAG
GAATACCGCAAGAT GT GCGACCAGAGGT AGGTAACACT AT TGT TGECTCGGT CCAGGCTCTTTACCGAGI TCT
AATCCCGGT CCCTAAAGT TGGGGACT TTTGCTGACT CAGGT CTTTGGAATTGAATGAAAT GCTCCAAGT GGAT
TGAACTTGITTCTCCTGTGATTCCAGTATTTTGGGTAGAAAAAACGCGGT TTTTTTCTACTAACACCTAACTC
ACAATTTGAAGGGGEGT GCTGATAAAAAACGCGT GTGCTATTCGT TAAAATATTAAGAAAGGT GATTATTAAGG
AAGAAGGTTATGAAGTATTAAGTATTAGTAAGATTAGT GCTTCAGT TTGGAACT CAAAGAAATGTCAATACTG
AATTGT CCAGACGAATGCCTTACTTTCTTCCATTAGCAAGTATTGAATTGTCCTATCTTTGCTTATTTACTAA
TCTAAAGT TGCGT GTAAAATAGGAT CGGT AT CT CAGT CATCCAGCGCAACGT CCGCAAGTACCTGTACCTCCG
CAACT GGECGT GGTGGAAGCT GTACACGAGGGT GAAGCCT TTGCT GCAGGT CGCCCGT GCCGGACGAGGAAAT G
AAACAGAAGGT GGGTAGTAGTAGTAGT GGGATGTACT TTAGGACACGT TTCTTTAGGAAAGCCCAT GGGGACA
AGGCCCAGT AGCCT GEGGT GGGAGGGEGTACCTACT TTTTCCCCTTGT TGAGATATATAAAAAT CTCGGAAAACC
TAGT CAACGACTAAAGCCGAGAAGAAT CAACT TGAGAATATAGCCAAGT GGCTAAGT GGAATTGCGECTTCTA
TTGACAATCCAAAAACAGCCTACGT GCCTGT GACT TCGGGCTAAGAAAT GATAGGGTAGAGAAGGT TTAATGG
CCTGGTAGT TAACATGAAT GAAACATGAAACGAGT AGT TGT CTGACGAGCACCAGACCTTTTTTGT CCTGCAG
CATGTCTGTAGTATTTCTAGT TTGACTATTAGCT TGGCCACCT TTCATGGEGCCATGCCCACACCAAAGACT TG
TAGTAAAATTAGCCTATCATTGT TATCATACTTACTTATTCCCTTTTATCCATTTTAGGT CGAGCAGATGAAA
GAAAT CGAGGAGAAACT TGECAAGGAGGAGGCT TTGAGAAAAGAACT GGAAGAGAAATACACCAAGT TGGT GG
AGGAGAAGAACCT GCTCTTCCAAGACT TCCAGAGGGAACAAGACGCAT GCGCCGACGCCGAGGAGAGGAATGC
AGAGCT TGAGCGCAGGAAAGCCGACCT CGAGGCCCAGGT CAAAGACAT GCTGGAGCACGCT CGAGGAT GAGGAG
GAAGCAAGT GCCGAGCT CTCATCCGT CAAGCACAAACT CGAGCGAGAAAT CAGCGACCT TAAACAAGACATCG
AGGAACT CGACGCTACCCT CAAAAAGGT TAT TCATAGAAAT CGGT GGGCT TAAGGAGT CCCTTTCTCTTCAGT
ACATCATGCCCAGAACTTTAAGT TTCGCGTCAATCAAGCTTTTAATTTGATAAATCTCGTTTAGATGCGAATC
CATAGCTATTGCTTTCTTCAGCGT TATCTTGAGTAACAGATAATGTATCTGACATATTGAATTTTATTCATTA
TAGGT GGAAGAAGAGGECAAGCAAAAGGACAAGAACAT CGAGCAACT CAACGAGGAAT TACAACAACAAGACG
AAGCCAT CGCAAAAT TACAAAAAGCCAAGAAGCAAGT CGAAGACGAGCGAACGGT AATTGCCAATCGCAAGT T
AAAAGCGEECTCAATGTATAGTGGTCTGATTCTTTTTTTCTTTCTTGCTTTTTGT GTCTCTAATCAAT GCCCAA
GITTACTTTTTGCTAAAAAAAAAACGCCCGT TTACAT GAATGGTAAGGGAATACGT GCACTACT GAAAAATGT
TTTACGCCAATAAAATAAAATAATAATAATAAAAAAATGGT TCTTTTTAATAACGTAGAACGCT TTTGAAGAT
AATGTGGGAACTATCAAGT TCAAATGGATTTAGT TCAGGGACGT TCTTATTGT TATTGGT TATTCAGCGT TAA
TCGCACTGCCCTTTTACAGGAACT CGAGGAT CACCT TCAAGAGGAACAGAACAAAGT CAGT CACCTCACTAAG
ACCAAGCTAAAGCT TGAGAGCACT CTTGACGAAGT TAACCT CAACT TGGAGAGGGAAAAGAAGGT TCGCGGAG
AGGT CGAGAAAGT CAAGAGGAAACT TGAAGGT GACCT CAAGAT GACTCAACAGACCCT CGAAGAAACACAGEC
CGAGAAGGCT CGCACAGAGGATGAAGT CAGAAAGT ATGTGCAATTTTCTGGGAGTCTTTTTTATTCTTGGTAG
ATTCCCTTTATCTTCCCCTGGCAAGCTTTTGITTCCTTTAGGT CAGT TTGCGCTCCTGGTAATGATTGCAAAC
CTTTTAAATAGATACATCAAAGAGGCCTAAACTATGT GTGCCCCAAT TGGECGACT GTGECGT GACCAAATGT T
ACATAATGI TATCAATCTTGTTTCTTGCCGTTATTTTTAGT TGGGACGT TCCTTAGTAATCCTTTTGACCACA
CTCCTGGGGGAAAGGT TAAAAAAGCCAGTAATACCT CAAATTATATATTATATATAGCAACAATTTAAGCCAG
GATATAACAGT GTCACGCAAGT CTGAGT CGATAATGTAACATTACATTTAACTAAATGAATCGCAACACTTTC
TTCTCCATCAGGCGAGACGCT AACAT CGT TGAGCT GAGCGGGAAACT TGAGGACAGCAACAACCT TGT GGAAT
CACT CAGGAAGAGGAT CCGT GAGCT CGAGGT ACGT AAAGCAT CATGGGT AGAGCT TGGGCCAGGEGCATACTAA
TAATGAGATAAGGAAACGACAAAAACCGCGGECTATAAAAGAAAT TTAGATAACGT TTAGCGCTCATTTCACAT
TGGAACAATGT AAGACATTTGCT CGTCCAAAAGGAAACAT GAAAAATAAACCCTAAGGT GGTTGAATCAAATC
AACGAAACTGI TTTTGATACGCCACATGI TTTCTACGAACT GGCTTGGAAATACTAAATTCTAGGAAGAATTC
TAGT TCTAGGAAATCGATTTCCCT TCTGCGGCCGT CAACCT TGT TTGCGECGT CGT TACTAAATATACAGAAA
GCATCTCGATTACATACTGCTAACTCCATAAATTAACT TAAGGCAGAAATAGT GTTATAGAGT CAAACTAGAC
GIGTTTGATTCTGTACCTGGGTGT TGCTTGT TAATTAAGAATTTTACAAGGCGATTGECCAGI TCTTTGI CCC
TGTGTATCTTCAAAGCAACCGAGT TATATTTAGAGCAACT CGCTAGACT CAAGCGCATGT TATCATCGCTGGT
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TATGCTCAAAATTGT TTCATCTGT AACT GCAACCTAAAACCCAAGTATTTATCAACT GCGT GGTGCAAAGACA
TCTCAATCCACGGT CATCGGTGCATGTAATTTGT TATGCCT CTGGCAGAT TCACTCATCATGCAGGCTTTAAC
AGTCCTATTAGCACGCACATTAGAGCTACGGAATACT TTTTCTAATGAAATTTACT CATAGCGT CGGAAAACA
TGITTGGAACGTGT TGGATTACT GGAAAAAAGT TCTTTAGAAAACGTCACTATTTTGI TATTTATTGGACTTT
GAAATTCGCATCTTTGAAGCGT TGAAAACCTGCCTATTTGAGATCTCAATGTCAAATCAGCAGCAAACGCTTTAG
CATCATCGT GT GGTCGGAAGTATTTTCAAAATCAATTCTTCATGGCAATCTTTCACTTTAATTTCCTAGGAAT
TTTATCAGAAGAAACGATCTATACTGI TCTTCCATTCTGT CACT CGAGAGCGGAAAAAGT TGAAAT CCAT GGG
CCCATGGCGAAAGT GT TTAAATGI TTGAGAGT GCACT TGT CCCAAACAAACAACT GAGGT GCCGTGT CGCATAC
CTCTAGACAAGCGCTATTCGCCGEGAGCCTTTGGGT CATTGCTACT CACTAAGCACGGEGTATACCGCCAGCCA
GGGAACGT ACAAACGGCCATCAACCTATAGCT CCTTAAACT CGCGCGCTACAAT GACT GAAGGAAT GACAAAA
GCCGATTGGATGGTAATTGATCAT TAGT GCAGT TCTCAGAACGACACGAGTGTGT TATGAGGTCTTTAGTGCC
ATTAATCTCGECGAGT AAGGGECCT CAAGCGGAT TGCTCGGT TACAAGT GTGT GAGCTACT CTTACAAGACGCG
CCGTTTCCATTTAGIATCGAGACT TAAT TACACAGGGECCGEEGTCECTCTTTTTATAGACGAAAGGCTGTGCCT
TGATAGACGAATGT TAGCCTATTAACCGT TTTACCAGATGGT CACAAACAT GAGCATAAAGGAAGGCAACCGEC
TCACGGAATGATGCECTGGTAGATCCGCCATTTCGCCATGI TCCGAGT CTTCCAATTGT TTTACCATATTAAGT
TAGGTAGTTTTAAGCTAGAGGAAATCTCTGGTATTTATCAACACGGGT TACATCTGECATGTGATCTTTGCGG
AGCCCTTAAGGT TTCGCAGGACTCGATTCTTACTGAAAATTTCTACT TCTGT TTGCAGGCGCGT GT GGAAGAA
CTTGAAGAAGAGCT CGAAGCT GAACGCAACGCT CGCTCCAAGGT AACCT CACTACACCAAGCGT GTCTTAAAC
ACTAATATTTATTTCTCAGTGGATTTAAAGCTTGT TTCTCGACGGT ACAACCAGT TAAGCTACTCCGCTATGT
TCTCTTTGGGEGT CACAGTACT CAAGGTAGT GACAGATGTCTGAATTCATTTCTAAAGAGCCCACTCTCTTATC
CCGAACTAGAAAACTGCCTTCAGCATAACTTAAACTTTTACTCAGCCAAAGCTTTCTTGAAATCTCGAATGCC
ATAAACAGCCTTTTGCGATAATTATTGGEGGT TTTAACGGT CTTAAGCTCATACT GCCGATACTAGACAATATGC
CACCCAAACCCGCAGT TATGAAATTTTACGCCTGT TCTATTACTCTTGAGTGGCTATTTGCCGTCGT TGATAG
GCAGCT CATGCAAT CGGAAGGEGAGT CGCCTGTGATGT TCTGT GCGAT TGCATAGCATCCTTTGAATGGCGCAC
TGITATCGT GTCAAGT CGACATAATTCGGATACCT CTTCATATTGCTTGGEGT GCTGATCT GT CAAGCGACCAT
TCGCGI TTCCCTTGACGT CGCGT CACGGGT CACGCAAAAAAT GTAACGCCATATAAATGTCAAATTTTATTTC
TTATATCTTTAAAATCTCTAGCCTTTTCCAAACACAATTTTAAGCCATTCGTATGECTTTTTTGAAGTGITTT
TAAAGT CCGTAAATCAGTGT TAGAATGT TAATTCTTTGTTTAGGT GTTTATTCAAGGTATCAAATAAATTTCC
ATGITGTGTGCTTTAAGGATTTGAATTCCAATCGT TTGTTTAAAGAAGCT CTGGAATGT GGTAGATTTTAGTA
TCGAAGCATCCTTTTTGGTGAAATGT TTCTTAGT GAAATCATGT TTCAAATAAAACAATTTCGATTTCGAAGC
TTTTAAATGCTTTGAATTTTAAATGCAATGI TATCTGTTTTGTATTTTTAACTGATTCCATGT GCTTAAGTAT
TTTGGITTCATTCTTTTAAGGGGEEEGT CTATTCTGATAAT TCAT CCCTGGAAAT CCAGAAACACCCATGACTG
CTTGTCTCTCTTTCTTTGI TTAGI CCGAACGAGCAAGGCAAGAACT CGAACAT GAACT CGATGATCTCAACGA
ACGT CTCGATGAGCAAGGT GGT GCCACGCAGGECT CAGGT AAGCGGTATCTCCCCTTGTGCATTCCTCCTCTAC
CCTTAACCACTCCCTCGTGGAATTTACCCGAGCATTCTCGAACAT TCGECGCAAGCT CATCGCTCGI TCAACT
CAGGAATGCGCGTCTTTCCTCGAGT CGGAGT CGT CCCAT TAAGCAT TGCGGT CCCTGCTTGAGT GCCCTGT GT
TGTAGITCTTCTGI TCAGI GGGGTATTTCTCGGAGAGT GT GT GAT CAGACAAAAT GGACGAAAGGCCGTATGA
TCCAGCATTTGAGCGAGT GGTAAGCAAAGT GATAAGATAACCAGAGCTATGCTTGT TTTATAGCTTATGCTCA
GAGTATGAAGTAATTTCACGCCACT CAGGACCCTACCGAAGCACT GTCGGTAGT GGAGATCTGTCGCTTGI TG
CAGCTTAGGGATACAATGT CAGT TCACT TTGGATAAATTACGCAAACAAGCT CTCGTATTAGATTGACCCGCT
AGATGI TGAAGCTCAATGT CGGGAATAT TAACCAAAT TCT GGCAT CGAAGCGACGT CGGT CTAGGECGT GGGAT
TACAGAGCCTTTTAGI TGT CTCTGACAT GACT CACAT CCCAGAGGGT GCTAAATTAGCAACGATCTCTTATGC
CAAAGGCTAATATTTTAATAAAAACT TTTTGACACGAATTTAAAGCTAAGT TTAGATTTTATAAAATGTAATG
TTAAATCAGGATGATTTCAAATTTCGAATTTGT TTAGTACTGI TGCGT GTGATTGTGGT GT TAACGTATCAGT
GATTCATTACTGGCGTATAAGT GAGT TTCTACCAAGACAGCCGAAGCAGACAGACTTGTCATGTTACTATGCT
CCCAATGT TGAACTTATTTCATTCATTGATGCTTTACCGACAAGAACACCT CGT TTGACACCGTGACGTGACC
GIATGAAAACAGCTTCCATCGGATTACCTTGATGCTTTATAACACACTCATCAATCAATTGATCACTTTCGTC
ATCAAGGT CTATCAGCGAACGATACAAGAAAACAATTAGT ACT TGAGCAAGCT GAGGACCGCCGAGT TTTAAT
AGGATTTGAAACGTCTATCGTTTCTTTGAAATATTTCTTATCTTGTGAACTGI TGTAGCGTAACCTCGGATTG
ACCTCCGGTTTATTGT CAATGAACGCGAATCACTATTTGTACTGTACATACGCAAAGCGTATGTAACGAAATA
CAGCGAGT GTGACAAAGT TTGACTCGTATTGCCCTTTACTGT TTTGATAATCGAAATACCAGCTATTTCCGCA
GCATATTGAGAAAAAGATTCCTCCTTTTAGCT GCATCCACCATCCAAATTGT CATGAAAGAAGTTGCCTGTTT
CTTAATGIGCCGT CTAAAATTCTTTTTGCGCT TCTACTAGATGGAACT CAACAAGAAGAGGGAAAGCGACATC
ATCAAGCTGCGAAAAGACT TGGAGGAGCAGGCCCT CGCACACGAGCAAGCCGT CAACAGT AT GCGCAGCAAAC
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AGAACCAACAGAT GCAGGAGATGCAAGAAGAACT CGACCAAGT CAAGAAAACAAAGGCTAAGT AAGTAATCAA
TTGITCCGTGCAATTATTGT CCGACT GAGATAACATAAAGGATCATTATTGTATTTTTATTAAAACATATAAT
CAATTTACAATTTTCTCGATTGATAGCATAATTAGCCTTTAGGT GTCGATTTTGATCCTGAAATAGCTACCGG
ATTATATAGATACACAAAACTATTACACTCTAGTGGGCTATTACCTATAGCAATACCAAGACATTCATCAATT
TACTAGAGAGCACGAAAAACGGAAAACAAGACTACGATATTTACCTCCATTTGT TGACCATTTGAACAATAAG
TGATAAGAAAAAAGT TGATAAGAAAAAAGCTAGT TATCACAAATAAAATACT CACAAGCATCACTGT CAACCA
TCTGCTAACATATTTCCTGGTCACGCAACGCGTACTAGT GT TTTCTGACCGAGT CACGCAACCTTATAGACAG
GCGCGTATGTACGT TTCGCGCGT CGTCAAACTAAAGCCCTATCTATACTAACAACTTTTAGT TGACAACTATA
TTTGTTGGCATCTACACTAGCAATTTTTCATGAGT GACAAACCTGCTAGCTTTTGAGCAACTATAGT TGCCAC
ACAAAAATTGCECAACTTTGCTCCATCTACACTAGCAAATAAAAATTGT CTCATAAAAATTGT CAGCTAAAAAT
TGITAGTGTAGATGEEECTTAACTTTTTACGCGCTTTTATCTTCGTGTGI TTCACCTCTTTGICTTAAGTAGC
GAAATTTTATAATTTCGT GCTAAAAAGT TCCACAATAGT GT GGCCTACAGAGCAAGACACAAACGCAGTTTTT
TTTTCTTTCTCATTACGAATGI TTGI CAT TGCCT CATAGGCT CGAGAAGGAGAAAGCACAGCTCACTAACGAG
GGTGATGATCTCGCTGT CACT GT GGAAACT CTGCAGAAACAAAAGGT GAAAGT CAAATATGCATTTGTCTTAT
GITCGCGAGCCTTTGAACGT TTTTCCGT AAAAAAAAAAAACAGT GTCCTTTTGT TTTATACTAACCAGACTAC
GTCTGTATTGCGIT TTGTAGCAAGCCT CTGAGAAGAACAACCGCGCCAT CAGT GATCAGCT CGCTGAATCCAAG
GCTCAGGTATAACT CTAGGCTAAT CTATTGAT TGGCAT AAT GAGAAAAAAGGCCGGT CAGCAAACCAAAATAC
CCGAGCTAGTAACAGTACTACTGTATAAGT GT GCATGTGATCATATTCTATGCATCTAACAAAAGCAAGAGCT
TATGCAGTACTTAAAATATGAAGGCGTATATTTTGTATGGTATAACTAGAAACT GCAGACAAT CTGTAGAAAAT
TTGTGTAGACAAACTATAATTCAACACCAGACTGGATTTCTACGCCT CTGTGAAACGAAGT TGCGECGAAGT T
TCCGAGCATTCGTAGCTTTTGTGI TGATTCATAGCTTGAATACTTTTGTACCCTTGTAATTTCTAGCGGTGI T
AACCCCCCTGAATTATTTTATTTTATTTTATTCCAAAAGAACGAAGAACT GAGGAAGAACAT CCAGGAGCTGC
AAGCGAT CCGAAGT CGAAT CGAGGCCGAGAAT GCCGACGT CAACCGCCAACT CGAGGAGCAGGAAAATAAGEG
TGGTCAACT TGGCAAGGCGAAGAAGAACCT GGAACAACAGCT CGAGGAATTAAAGAAACAGCT CGACGACGAG
AT GCGCGCCAAGGCT GAGGCCCAAGCAAGACT TAAGAACCT CGAGGCCGACT TCGACGCCAT GCAAGAGAACT
TCGATGAGCCT GAAGAT GGTAAGGCGGAT CT GCAAAAGCAGCT CTCCCGT GCAAACACCGAGECTCAGAGCT G
GAAGAACAAATACGAACAGGACGCCCTGECCAAGGT CGAGGAGCT TGAGGAT GCCAAGTATGTAGACCTTAGA
GITGCTCTGTATCCTTAACGCCCCCTTTCCTTAATCTAGT GT TACCT TCAAAGCCAAGT GACGCCAAGT TAAA
GGAACT TCCCTCCCCTCACAAAGAAAGGATCTTTATTCTTCAGCATTTCATTCCAGCATTACAGCT TAAAGAA
GGGATAATTGECTTCCCGT TTGI TTCT TAGCT TCCAAAGCAAACCTATTTTATCCACT TAGGCGCAAGCTTGC
TGCCAAGCT CCAAGAGAT GGAAGAGGCT CT TAACACCGCACAGACAAAGGECT GCAAGCGCT GAAAAGACCAGG
AGCCGT CTTAACTCTGAGCT TGAGGAT GCCCT CAT CGACCT GGAGAAGGCGCAAACCAACAACGCGAACCTAG
AGAAGAAGCAGAAGAAGAT CGACAT CCAGAT CAACGAAT GECGCGT CAAGCT TGAAGAAGT CCAGCCTGATCT
TGACAACT CCCAAAAGGAGGCCAGGAACT ACT CCACT GAGGT AT GGGGGT AGCCGACAT GACGGAAAAACCT G
GAAAACGCGCAATTCCAGATAGAGAGAGGCCGAAGT GCACATAAACAGATTTTGECTTTTTAAGATAATTTTT
CCTTGATCATCCAACGGAAGCCAACGGAAAATTCTCCTTGAACATCTGCTCTAGCCTTTACAATTCCATTTTC
ACTTGACCAGTI CAAGTTAATTCTAGCCT TTGGATAGAATCTTCTAAACACGACCAAGT CAAGTAAATTATTAT
CACCAATGT CAGGATTTACCCT CTAAACAAAACAACCAAAACCCAAAATATATTCCTTAACAGCT TGACCAAC
CAAGGTCAGT TGTACGCTACTTTTAATCAAATATTCTTGT TCAGTAACT TTACTACCTAACCAACGTITTTTGG
TGTGITCTTAGATGTACAAGAT CAAGGCCGCCT TCGAT GAGCAGAGCGAGCAAGT CGAAGCCCT GAAGCGCGA
GAACAAGAGCCT TGCATCCGAGGT CAACGAT CT TGCCGACCACGCT TGGT GAGGGAGGCAAGAGCGT CGTGGAG
CTCGAGAAGCT GAGGAAGAGACT CGAGAT GGAGAAGGAGGAGCT CCAGACCGCT CTCGAGGT GAGT GACACCT
GCCAATCTCGCACATACCTATATTAAACGAGAAAAACTTACTTGATCCAACT TGCCTGACACATTTTATGCAA
AGGACATCTCTATAGTGAGATAAATCCGCT TTAATCACGGT GAATTGCCATCAACTATCAATTCAACATCTTT
TCCATAGAGTATCAAATAATAAAGCGAGAAGT TGAATTTTTATAAATAATAATAATTTTTGTATATTTAAAAAC
AAAACAGCAT TGCCACGCAAGACAGATATACGGACT TCAAGGAAAACCAAAAT GTGACAACT GAGCACTGAAC
ACTTTGIGIGT TTTGT GGT TGT AGGAGGECT GAGGGT GCCCT TGAGGGECGAGGAAGGCAAGGT CCTCAAGATCC
AACTCGAGAT GACT CAGCT GAAACAGGAAT TCGAGCGCAAACT GCCTGACCGT GAT GAGGAGAT CGACACCCT
CAGGTAAAGCGGACATCCTGAAACCATTATTTTGTCATCTGT GATAGCTATGCCTTATCATATGAAGT TCTAA
GAAGACTCTTTTTCAGTTAGACGT TTTTTATATAAAACACT TATGCTACGAGGECTACATTTTTGTGAAAACTA
TGTGTGGACGAATTGACTGTATTTTTGT GGACGAGT TGACTCTACT TGTAAACGAGT TGACTCAATTTGT GGT
CGAGTI TGGT TGTGGACGACACGGT TTGT TGACGAAGT GACT GTAAACCGGGT AAAACGAGCAACATAGAACAA
TAATATTAATTGACAACGAGCCTGCTTGCATTAATATATTTTTACCCAATAAATTCTTCAACGAAATAAGAGT
GITGGACTTTGAATCCCT CTTACAACAGGAAT TGT GACAGT ACT GGCGACAAGGAGCACAGGACAGAAATGAT
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CAAAGT GGCCTGATAGAAAGT CATGTAAGACCTGAGAAATTTTCTGTGTCTTGAT TGATCGGAACT CTTACCA
TTTCCAGGAAGAACCACCAACGCCAGCT CGACGCT CTCCAGGCT TCT CT TGACAGCGAGGT GAAGT CCAAGAA
CGAGCTTGCTCGCCT CAGGAAGAAAT TCGAGACGGACT GCAACGAGAT GGAAAT CAACCT TGAAAACT CCATG
AAGGCCAACCAGGAACT CCAGAAGACTACCAAGAAACT GCAACAGCAAGT CAAGGT GGGGAAGGAGATAAGAT
AATCACGTTTGATCAATGGAGAT GTCGAAAAAAAT GAGATAAAAT GT TGGAAAAGGCAGCACGAATAATGI TA
ATTTAGATTTCTGAGAAAAGCGAAGGATGATTACTGGAGT ACGTATAAAACGATTTATCGGT TTACGECTGTC
TTGAAGGTGATGTTTCTTTTTGGCGT TGACGCCATAAAGAAACAAGAAGT AATGAATGAAAATGATTTGAATC
TAGATGACTCTATAGAAT GTCGAAACAAAGATATTAGACCCTTAAAGAATTATATTTTTAGTACT CCAAGAGG
ATAAGTGTTATGCTTTTTGI TCCAAAGGACCT GCAACT GATGGT TGAAGAGGAACAGCGAGGCCGT GACGACG
CTCGT GAATCT GCCGCCCGCECCGAGCGT CGECT CTGCT GAGCT GGCCGCCGAGCT GGAAGACCT CAGAAACCA
ACT GGAGCAGECCGACCGECECCCGCCGCACCGCT GACCAGGAACGCGCCGACGCCGT GGACCGT CTTGCCGAG
GI'GI'CCAACCAGGT CAACAACCT TCAACAGGGCAAGAGGAAGCT GGAAGGCCAGGT CAACACGAT GCAGGAGG
AACT CGACGAT GCAGAGAACGAGCECT AAGGCCGCT GATGAGCGCT CGAAGAAGGCAGCTGCTGAAT TCGCACG
CGCACAGGCTGAGCTAGT TAGCGCCCAGGACCACCGCT ACCGCT GCT GACCGCGCGAGGAT GAGT GCTGAGCGC
ATCCAGAAGGACCT TGAGAT GAAGCT TGAGGAGCT GGAGGCT GCT GGAGGCAAGGCCCT CAAGGT TCAGATCA
AGAAGCT GGAGCAGCGGEGT AAGAACT TACACCT TTAT GACAAGGGAACCT TGCTAAAGCGGACATGAGAAT CG
CTGTTACGCGCTGATCTAAAATTTAATCTTCCGCACT GT TTCAATAGCAGT CACGTAATAACAGT AAGAAGAT
TTACTATACCAATCTTTCAACCAACAGGT GAAGGAACT CGAGCGCGAAT TGGACAACGAGGCCAAACGCAGCG
CCGAGTCCCAGAAACT TGCCAAGAAAAACGAGCGCCGAAT GAAGGAGAT CCAAT TCCAGGECT GACGAGGACCA
GAAGAACCT CGCT CGT GCTCAGGAGAACT CCGACAGAAT GAACAACAAGCT GAAGAAGATGCGCACAGCTGI G
GAGGAGGCGGT AAGCACAGGGAGT CAAAACAT TTGGEGCTATGIT TAGCCGCGAATCTTTTTCTTCCTTGAAAAG
TACTAAAGCATCTATACCATCTCTTGT TCGGGEGATTTAACTCTTTATTGAATTTGGTATGGT GAATGATTGA
TGAGTCTTTATTTTGGGGT TATTATGCCGEGECTTTTTTCACACAATTTGT CTCCAAATATTGAAT GAAACAAT
AACCGATACAAAGT CTTAGCTCATCCCCTTTTTCT TTTCTAGGAAGCGT TGGCCGECT GCGAACCT GGCCCGCT
TCAGAAAGGCT CAGACT GAGCT TGAAGAGGCCGAGGAGCGEGET CGAGCAACT GGAGAGCTCTCTTCAGAAGEC
CCGCGGACGT GCCCGCACCAGCGGAGT TAT GAGT GGAGGACGT GCGGCAT CTCGCGAGGT GCCTAGAACATTC
TTATCCACACGAAAAACTTCTGATAGATATTCCAGTACACCGAATCTCTTCTAACTTTTAATCTCTTCTAACA
TTTAATTTACTTATTATTCATTCCGTTTTTTAATCGIACCGI TCATGCCTTATCTTCTACATCTCGT GCAAAA
TATAAAATAGT GGACCAGATCACT TCTGGT TTCGT CGGGCGECT TCTAAAAGATTTTCCCGCGCATTTTCTAAA
CGTCTAGATGATAACCAAGCT TGGAGTATAGAACTCCAAATTTAATAATATTCTTATGATATCCTATCTTTTT
ATTATAATATAATATTCTAGGTAATGCATTTTAAGGT GTCTTTTTTAAACGACAACAAAAGTTTTTAAATTGC
TTCTTGTGTATACTAATAATGAAACCT CACAGGGGTAGT ACGATGATCCGT CGATGCAAATTGTACATAGT AG
TAAAGATGAAATAAAGATATTCGCCTTCATGGGECAATAGCT TAACTAATAATCTCCTGTAAATAAAT GAAAAC
TCCCTTGTCGITTTGIGT TCGAAAACAATACATTGAATGAT TAACTAGGCTATGI TTACATTCAAAACAAATA
TTTGCAAACTCCTCGT TGAAAACTAAAACTATTTTTATTATTACATCGT CAAGAAAATTTAGI TATAAACTTA
GCTTGGATATTTTGACATGT TGGAATTTTGT TCAAAAAGTATTGGAATTTATTTTAATAGACACT TAAGCTCA
AGCGAAAAGT TTAATTGACACGTCTTTTTGGT TGCTTAGCTTTTTGTAAACCT TCTATGTCAGCCGTAGGGTA
TTGTACCCCGAAATTCTTTTGAAAATGT CTAATATGAAAT GTAAACAGT ATGGECAAGCAAGCTTCAGT TACCG
CGTTTTCAGCGAAGATGT TCGCGT CAAAATTTGCATCGACTGATGATTGGATGCGTACACTCTTTTTGITTTC
ATGTCAAAATTTTCATATCATCGAGACATTCCATCTCAAAGGTATTTTAAGTGAATCTTTTGITGGECTTTAA
TCCTCGTTTAGTGATTACATCTAAGTACATGI TAATCTATTCTAATAACGCTCAGTATTAATGTATCTGICTT
AATCTATAAAATAATGTCTAGATGTCAATCATATGATGTGAATATGAATACATTTCGAGTGTTTTATCACTGC
ATGCGCCAAATGGGT TAGCT TCAATGATACCGGCTGIACGCAATGCAATGTACTCAATCTCAAGGTGICTCTC
ACTAATCCATAAAATATAAACGT TTGTACGCGAGAGCACAT TTGAAGGAATCAAGAATATGTATATTTTTTTC
TATCAGTCAAAATTTTGCTAAAACCTTTAAAAAATCGT TAAAGT TAAAGCT TTCTTGAGGCTCTAAATGGCAA
TTTCTATGI TATTCTTGCACAAGT AGAGCATTGTGATGCATAGT TCGATTTTCAGGCTATAAAAAGGAGATTT
CTTTAAAAGGT TTCGTAACTAAGTAATAGAGCCT TATTTGCATGCCATGAATTCCTCTAAATGCTGCTCTATT
TCACTCATATGT CAATCAT CCGT CACAGCCGT CATCATCAAGCAGT AT GAGGT CCCGCTCTAGACACCAACAC
GATGAAGATTAAGGGCCGTAATCT TGTAGGT ATCGTAAAGACACCATGCATTATAT CCCT CAGACGT GCGACG
TACATTCGATTCCAAGGT TCCTTCGCCAACGAAAT TCGCGTCAAATTTAGCTAGCTTTTCTTATTCAGITCTT
ATGCAATTATCATTCTTCGGTAATGGAGT GT TTAAAAAAAATTGATAAGGCTGGATTTTAATTCTTGTGATCT
TTAATTGCATGTGATGI TATAATAGAAAT CCAAGAGCAAATAAACGTAAGT CTTAGTATAATTGCATGI TTGG
AAAATGTACCCTATTTCTTTTACACACGCGACGGT AACCTAAATATAATAACACAACCAATACACTCCAGAAC
CACACTAATTTTAAATGCAATTTAAATGCAACAACT TTTAATTTAAAGCCATGGTACGATTTTAATACCTATT
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ATCTAACGCCGATTCTCAATTGT CTTGACT CAATATCAGT CAAACAGT GCTACTTATTCCAATCATCTTAAGT
TTGTTTTGACTGGCT TGCACAGCCATTGCTGTACTACTTTTAGTTTTTTTTTTTTCATTTTGCCTGCCTGITC
TGITCTTCTTCATGI GCGGAGGAGCTATGTACAT TGT GCATGCGCAGT GTGACCCGTGACGTCATTTGTITTGI G
AGCACGACTCGCGAGT TTGCACGT TTCTATGACTACCCTTTCTTTTAGTCTGTTGTCAAATAATAATTCTATTA
ACTCTAATCTATAAGTAAACTTAACCCT CGAGT CAAATTTTCACCGCCTTTCATACCTAAAGGAGATAATGTA
AAGTGAAATCTTTCTTTCTAATTCTCTATCTTTCCT TCAGCCCT CGCAGTAGI GTGCCTTCCCGGECATGCCTT
TTCTGGTGAGI TATTTACGCAT GCGT AACGCGCCAGGECGT ACAGGAGAAGGT TCTGT CATGGCATCTCATCGCT
CGATTTCCAAACGT CTCATAACGT CCCTACTTATGT AACCATGGAGATTGTCACGTAGT GCGTGACTGGTAGC
ATCTCATCGCCTCAATTTCCAGACGT GTCATAACGT CTCTACTTATGTAACCATGGAGATTGT CACGTAGT GCG
TGACTGGTAGCATCTCATCGCTCGATTTCCAAACGT CTCATAACGT CCCTACTTATGTAACCATGGTGATTGT
CACGTAGT GCGTGACTGGTAGCATCTCATCGCTCGATTTCCAAACGT CTCATAACGT CCCTAATTATGT TACC
ATGCGAGATTGI CACGTAGT GCGT GACTGGTAGCATCTCATCACTCGATTTCCAAACGTCTCTTAAATCTTTAC
TTATGTAACCATAAAGACTACACATCATTCTGTCTTACAGT TCTTAATCAAGCTCCTGAAATTAGT TGAATGC
GGGTGT TGTGCCTATTTAATGCCTCCCTAAATTAATTTTATTATTCCTTTTAGTATTATTTGGGAAAGGAAGT
CTTCTATTTTTCAATGGT TTACCACTTTCTCTTGACTAGT TGAGCTCCTGCCTATTTCAAAATTCCTTGATTA
ATTTTTTTCTTTTAGAATTCTTCCGTACAGAGTACGATACT TCTGATTGT TGTAGCTAAATGACAATAGAAAG
GGAAAAAAT GAGCACGGTATTTTGTCCAAGGCCACTCATTTCTTTCGCTCGT TTTAATATGGT TTGTATCAAT
GGTGATTCTGAGAGCTCAGAAGAATATCTGTCTTGTGTTTTACTTGAACACT TTTCACCGCTCGT TGTAACAT
CTCCGTTGTAATAAGGTTTGT GT CGATGGAGGT TTTTAGAGGT CAGAAGATTATCTGTCTTTAAACACTTTTC
ACCGCTCGGAGATTGT GT CGATGGT GGTACT CAGGGAAT TGCCT TGT CCCAAAGCAAAGT CTTTATCCAAACT
GITCGTTGGI TGT TGT TACAGT GATTGT ATCATTGGT GAAT GCGT CGAT GCAAGGT TAAAGCCCCCCTCCACC
CTTGTAGI TGATTGI CCCT CGCTGGATCCAAAATAACGT TACCAACTAGGTGGT TATTCAAAGGT TATTCGTA
ACATAGTCTTTTTTCCTTTTTTCCCAGACGT CATAT CGCTCAAGCAGCTACCGAAGT GCTTCCTCAACCTCAT
TAGATGACGAATAATCTACCCAAGAATTTAATAATTTTGATGT TATAGACATAGCCATTTTCGACGATAACCT
GG

MyHC-cDNA

Die MyHC-cDNA wurde in Teilfragmenten kloniert. Die Reihenfolge der in der Sequenz
gezeigten Primer korrespondiert mit den Primersequenzen in der Anhang-Tabelle. Das
erste Primer-Paar in der Sequenz ist auch das erste MyHC cDNA-Primer-Paar in der
Tabelle. Primer in 5 Richtung sind hellgrau unterlegt, Primer in 3'Richtung sind
dunkelgrau hinterlegt und haben eine weil3e Schrift.

ATGGAGT TCGATCCAAACGAT CCCCTCGCGAT TCT TCGCAT CGACAAAT CTCAAAT CATGGCACAAGCCAAGG
AGT TCGAATCCAAGAAAT GGGT AT GGAT TCCCGAT CCCAAGGAAGGGT ACAAGGCT GCCGAAGT GAAGAGCAC
AAAGGGGGACAATTTTTTGGT GGAGACCAACGAT GGCCAGGAGGT TGAAATCAATAAGAAT GACACCGAACAG
ATGAATCCACCGAAATACGAGAAGACT GAGGATATGI CCAATCTCACATACT TGAATGAAGCTAGCGTI TGTGC
ACAATTTAAAGCAACGT TACTTCTCCGECTTGATTTATACTTACTCCGGTCTCTTTTGT GTGECTATCAACCC
CTACCGCAGACTGCCCATCTATACCGACAAGATTGT GTTCGCTTACCGT GGCAAGCGT AAGACT GAGGCCCCA
CCTCACGTCTTCTGCATCT GTGACAAT GCCTACCAGAACATGT TACAGGACCGT GAGAACCAGT CCATGI TGA
TCACTGGTGAGT CTGGAGCAGGAAAGACT GAGAACACAAAGAAGGT CATCCAGTACCT TGCCCATGT GTCTGG
TGGAATCTCTAAAGCAGAT GAGGAGCACAAGAAGCAAACGGEGAGECT CCCT TGAAGACCAGGT CATCCAGACT
AACCCTATCCTTGAGCCTTATGGAAAT GCCAAAACCAT CAGGAACAACAACT CCTCACGT TTCGGAAAGT TCA
TTCGCTGCCACT TCGECCCACAAGGAAAACT CGCAGGAGCCGATATTGAGT CTTATCTGCTCGAGAAGT CCAG
GGTAATCTACCAACAGGAAAT TGAGAGGAATTACCACATCTTCTACCAGATCCTCTATGGT GCACCCAAGGAC
CTCCACGATCAACTTCTCCTCGAGAGCAACAAGACCGCCGACTACGCCT ACACCGCGAAGGGATGT GAGCGT G
CAGATGGT AT CGACGACGT CGAGGAGT GGGCCAACACT GAGT TGECCGCCGACACCCT TGGT TTCT CAGCGEA
AGAGAAATTGT CCATGTACAAGATCTGCGCTGCTTGCCTTCAT TGGEGGAAACT CTAAGT TCAAGCAGAGGCCA
CGAGAGGAGCAGGCT GAAGT TGCT GACCCCAAGGAT CTCGACAAGACCT CCTTCT TGAT GAAGCT GCCAGECG
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CTGACTTTGTCAAGAACAT CGT CAAGCCCAGGAT CAAAGT CGGT CGT GAATACGT CAACCAGGGACGTAACTT
GCAACAGGT GAACTACT CCATTGGAGCT CTGACCAAGT CCCT GTACGAGCGCATGT TCTTGT GECTCGTCGAC
CGTGCCAACCAGACACT TATGACCAAGGACCGCCGT GCCTTCTTTATTGGTGTACTAGATATTGCTGGT TTCG
AGATCTTCCAGT TAN G {eoi R (e e NE o e e[| TGCAT CAACGT GACTAATGAGAAACT TCAGCAATTCTTTAA
CCATCACATGT TCATCCT GGAGCAGGAAGAGT ACAAGAGGGAGGGAAT CCACT GGGAGT TTATCGACT TCGGT
CACGATCTCGAACCCACCAT CAACCT GATCTTCGGAAAGGGTACCGGTATTTTCGCCAT CCT GGAGGAGGAAT
GCATCGT CCCCAAGGCCACT GATCAGACCT TCCT GCAGAAGCT GAACAACACCCACGAT GGAAAGT CAGCCAA
GTTCGGAAAACCCAAGAT CTCTGGCAAGAAGCAGGT CAACTACCACT TCGAAATCCATCACTATGCTGGTACT
GTCGGCTACAAT GTTGACAACT GGCT GGACAAGAACAAGGACCCTATCAATGAAGCTGT TGCTTCTCTGT TCG
CCAAATCTGGTGATCCATTCATTTCCCACT TGT GGAAGGAGT ACGCCACT GAGGGGCACACCCGT GGTAAGGG
AGGCTCCT TCCAGACCGT CAGT GCTAAGCATAAGGAACAACT GCAGAGCT TGAT GGACACCCTATACAGCACT
TCTCCTCACTTTGTGOGT TGCATCATCCCCAACGAGT TGAAGAAGGCAGGAGT GATCGACACACCACTGGTTA
TCCACCAGCT GAGGT GTAACGGT GT GCT GGAGGGAAT CCGTAT CT GCCGCAAGGGCT TCCCCAACAGGATCCC
CTTCCAAGAGT TCAAGCAGAGATACCAGAT] #0000 o (o{f€ €| GT CAGGT CAGT TCATGGATGGCAAA
AAGGCCT GOGAAAAAT TGCT TGCAGCTATCCAGCT TGAGGAGAACGAGT ACAGGAT TGGAACAACCAAGGT GT
TCTTCOGTGCTGGTGTGCTTGGT CACCT TGAGGACT TGOGT GACGAT CGT CTCGCAAAGATCATCAGTATGT T
CCAGGCCTACT GCAAGGGGT TCCTTAT GOGCAAGGAATACCGCAAGAT GTGOGACCAGAGGATCGGTATCTCA
GTCATCCAGCGCAACGT COGCAAGTACCT GTACCT COGCAACT GGEOGT GGT GGAAGCT GTACACGAGGGTGA
AGCCTTTGCTGCAGGT CGOCCGT GOGGACGAGGAAAT GAAACAGAAGGT CGAGCAGAT GAAAGAAAT CGAGGA
GAAACT TGGCAAGGAGGAGGCT TTGAGAAAAGAACT GGAAGAGAAATACACCAAGT TGGT GGAGGAGAAGAAC
CTGCTCTTCCAAGACT TCCAGAGGGAACAAGACGCAT GOGCGGACGCCGAGGAGAGGAAT GCAGAGCT TGAGG
GCAGGAAAGCCGACCT CGAGGCCCAGGT CAAAGACAT GCT GGAGCAGCT CGAGGAT GAGGAGGAAGCAAGT GC
CGAGCTCTCATCOGT CAAGCACAAACT CGAGGGAGAAAT CAGCGACCT TAAACAAGACAT CGAGGAACT CGAC
GCTACCCT CAAAAAGGT GGAAGAAGAGGGCAAGCAAAAGGACAAGAACAT CGAGCAACT CAACGAGGAATTAC
AACAACAAGACGAAGCCATCGCAAAAT TACAAAAAGCCAAGAAGCAAGT CGAAGACGAGCGAACGGAACT CGA
GGATCACCT TCAAGAGGAACAGAACAAAGT CAGT CACCT CACTAAGACCAAGCTAAAGCTTGAGAGCACTCTT
GACGAAGT TAACCT CAACT TGGAGAGGGAAAAGAAGGT TCGOGGAGAGGT CGAGAAAGT CAAGAGGAAACT TG
AAGGT GACCT CAAGAT GACT CAACAGACCCT CGAAGAAACACAGGCCGAGAAGGCT CGCACAGAGGAT GAAGT
CAGAAAGCGAGACGCTAACAT CGT TGAGCT GAGCGGGAAACT TGAGGACAGCAACAACCT TGTGGAATCACTC
AGGAAGAGGAT COGT GAGCT CGAGGCGCGT GTGGAAGAACT TGAAGAAGAGCT CGAAGCT GAACGCAACGCTC
GCTCCAAGCATCCTTTGAATGGOGCACT GT TATCGT GTCAAGT CGACATAATTCGGATACCTCTTCATATTGC
TTGGGTGCTGATCTGTCAAGCGACCAT TCGOGT TTCCCT TGACGT CGOGT CACGGT COGAACGAGCAAGGCAA
GAACT CGAACAT GAACT CGATGATCTCAACGAACGT CTCGAT GAGCAAGGT GGT GCCACGCAGGCTCAGATGG
AACTCAACAAGAAGAGGGAAAGCGACAT CATCAAGCT GOGAAAAGACT TGGAGGAGCAGGCCCTCGCACACGA
GCAAGCCGT CAACAGT AT GOGCAGCAAACAGAACCAACAGAT GCAGGAGAT GCAAGAAGAACT CGACCAAGT C
AAGAAAACAAAGGCT AAGCT CGAGAAGGAGAAAGCACAGCT CACT AACGAGGGT GATGATCTCGCTGTCACTG
TG (o (e e VTV IVNESAAGC c t CTGAGAAGAACAACCGCGCCATCAGTGATCAGCTCGCTGAATC
CAAGGCT CAGAACGAAGAACT GAGGAAGAACAT CCAGGAGCT GCAAGCGAT COGAAGT CGAAT CGAGGCCGAG
AATGCCGACGT CAACCGCCAACT CGAGGAGCAGGAAAAT AAGGGT GGT CAACT TGGCAAGGCGAAGAAGAACC
TGGAACAACAGCT CGAGGAAT TAAAGAAACAGCT CGACGACGAGAT GOGCGCCAAGGCT GAGGCCCAAGCAAG
ACTTAAGAACCT CGAGGCCGACT TCGACGOCAT GCAAGAGAACT TCGAT GAGGCT GAAGAT GGTAAGGCGGAT
CTGCAAAAGCAGCT CTCCOGT GCAAACACCGAGGCT CAGAGCT GGAAGAACAAATACGAACAGGACGCCCTGG
CCAAGGT CGAGGAGCT TGAGGAT GCCAAGCGCAAGCT TGCT GCCAAGCT CCAAGAGAT GGAAGAGGCTCTTAA
CACCGCACAGACAAAGGCT GCAAGCGCT GAAAAGACCAGGAGCCGT CTTAACT CTGAGCT TGAGGATGCCCTC
ATCGACCT GGAGAAGGCGCAAACGGOGCAAACCAACAACGCGAACCT AGAGAAGAAGCAGAAGAAGAT CGACA
TCCAGATCAACGAAT GGOGOGT CAAGCT TGAAGAAGT CCAGGCTGATCT TGACAACT CCCAAAAGGAGEEOE
ENe e [ Ne (€A GAT GT ACAAGAT CAAGGCCGCCT TCGAT GAGCAGAGCGAGCAAGT CGAAGCCCTGAAG
CGOGAGAACAAGAGCCT TGCAT COGAGGT CAACGAT CTTGCCGACCAGCT TGGT GAGGGAGGCAAGAGCGTCG
TGGAGCTCGAGAAGCT GAGGAAGAGACT CGAGAT GGAGAAGGAGGAGCT CCAGACCGCT CTCGAGGAGGCTGA
GGGTGCCCT TGAGGECGAGGAAGGCAAGGT CCTCAAGAT CCAACT CGAGAT GACT CAGCT GAAACAGGAATTC
GAGCGCAAACT GECTGACCGT GAT GAGGAGAT CGACACCCT CAGGAAGAACCACCAACGCCAGCTCGACGCTC
TCCAGGCTTCTCT TGACAGCGAGGT GAAGT CCAAGAACGAGCT TGCTCGOCT CAGGAAGAAAT TCGAGACGGA
CTGCAACGAGAT GGAAAT CAACCT TGAAAACT CCAT GAAGGCCAACCAGGAACT CCAGAAGACTACCAAGAAA
CTGCAACAGCAAGT CAAGGACCT GCAACT GATGGT TGAAGAGGAACAGCGAGGCCGT GACGACGCTCGTGAAT
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CTGCOGCCOGOGCCGAGCGT CRCT CTGCT GAGCT GRCOGCCGAGCT GGAAGACCT CAGAAACCAACT GGAGCA
GGECCGACCGOGCCOGCCECACCGCT GACCAGGAACGOGCCGACGCCGT GGACCGT CTTGCCGAGGT GTCCAAC
CAGGT CAACAACCT TCAACAGGGCAAGAGGAAGCT GGAAGGCCAGGT CAACACGAT GCAGGAGGAACT CGACG
ATGCAGAGAACGAGGCT AAGGCCGCT GATGAGCGCT CGAAGAAGGCAGCT GCTGAAT TCGCACGOGCACAGGC
TGAGCTAGT TAGCGCCCAGGACCACGCTACCGCT GCT GACCGOGOGAGGAT GAGT GCTGAGCGCATCCAGAAG
GACCTTGAGAT GAAGCT TGAGGAGCT GGAGGCT GCT GGAGGCAAGGCCCT CAAGGT TCAGATCAAGAAGCT GG
AGCAGCGGGT GAAGGAACT CGAGCGOGAAT TGGACAACGAGGT CAAACGCAGCGCCGAGT CCCAGAAACT TGC
CAAGAAAAACGAGCGCCGAAT GAAGGAGAT CCAAT TCCAGGCT GACGAGGACCAGAAGAACCT CGCTCGTGCT
CAGGAGAACT COGACAGAAT GAACAACAAGCT GAAGAAGAT GOGCACAGCT GT GGAGGAGGCGGAAGCGT TGG
COGCT GOGAACCT GBCCCGCT TCAGAAAGGCT CAGACT GAGCT TGAAGAGGCCGAGGAGCGGGT CGAGCAACT
GGAGAGCTCTCTTCAGAAGGCCCGCGGACGT GCCCGCACCAGCGGAGT TAT GAGT GGAGGACGT GOGGCATCT
CGOGAGACGT CATAT CGCT CAAGCAGCCACCGAAGT GCTTCCTCAACCT CATTAGATGACGAATAATCTACCC
AAGAATTTAATAATTTTGATGT TATAGACATAGCCATTTTCGACGATAACCT GGTCOGOGGTATATCCTATGT
AGCACGAGTACAACCCACATAAATATATCTGT CCAAGT AAAAACAACAAT TGGT GGAATCCCACGT GAAAGT G
TCAAGGATTTGGCTATTTTTGCCATTTCTCTTTTCAAAGGTAAACATAGTATTTTTTGTAATTGTCGAGAAGG
AGAATTAAGAAGCCGAGAT TTGATATCGCT TAGAAGCTAGCCATTTATTTTGAATCAGT TGTGTCAGGAGAAG
TGCACAGT TAGT TAAL RV VNE AT AGAT CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCCACCGC

MyHC-Sondensequenz

CACGAT GCAGGAGGAACT CGACGAT GCAGAGAACGAGGECT AAGGCCGCT GAT GAGCGCT CGAAGAAGGCAGCT
GCTGAATTCGCACGCGCACAGGCT GAGCTAGT TAGCGCCCAGGACCACGCTACCGCT GCTGACCGCGCGAGEA
TGAGT GCTGAGCGCATCCAGAAGGACCT TGAGAT GAAGCT TGAGGAGCT GGAGGCT GCT GGAGGCAAGGCCCT
CAAGGT TCAGAT CAAGAAGCT GGAGCAGCGGGT GAAGGAACT CGAGCGCGAAT TGGACAACGAGGT CAAACGC
AGCGCCGAGT CCCAGAAACT TGCCAAGAAAAACGAGCGCCGAAT GAAGGAGAT CCAATTCCAGGCT GACGAGG
ACCAGAAGAACCTCGCTCGT GCTCAGGAGA

ACTCCGACAGAATGAACAACAAGCT GAAGAAGAT GCGCACACGCT GT GGAGGAGGECGGAAGCGT TGECCGLTEL
GAACCT GGCCCGCT TCAGAAAGGCT CAGACT GAGCT TGAAGAGGCCGAGGAGCGGGT CGAGCAACT GGAGAGC
TCTCTTCAGAAGGCCCGCGGACGT GCCCCCACCAGCGGAGT TATGAGT GGAGGACGT GCGGCATCTCGCGAGA
CGTCATATCGCTCAAGCAGCCACCGAAGTgCTTCCTcaacct CATTagATGACGAATAATCTACCcaAgaat t
TAATAATTTTGat gt t at AGaCat agccat TTTcgacgaTAACCTgg

MyHC-Aminosauresequenz

1M EFDWPNDWPLAI L RI DKZSOQI M
1 ATGGAGITCGATCCAAACGATCCGCTCGCGATTCTTCGCATCGACAAATCTCAAATCATG
21A Q A K EF ESKIKWVWI P DUPKE G
61 GCACAAGCCAAGGAGT TCGAATCCAAGAAATGGGTATGGAT TCCCGATCCCAAGGAAGEG
41 Y K A A EV K STIKGDNU FULV ETND
121 TACAAGGCTGCCGAAGT GAAGAGCACAAAGGCCGACAATTTTTTGGT GGAGACCAACGAT
61 G Q E V E I N K NDTEQMNP P K Y E
181 GGCCAGGAGGT TGAAATCAATAAGAATGACACCGAACAGAT GAATCCACCGAAATACGAG
81K T EDMSNULTYLNZEASVYV V HNIL
241 AAGACTGAGGATATGICCAATCTCACATACTTGAATGAAGCTAGCGITGTGCACAATTTA
1001 K Q RY F S GL I Y TY S GL FCV A I
301 AAGCAACGITACTTCTCCGGCTTGATTTATACTTACTCCGGTCTCTTTTGTGIGGCTATC
122 NP YRRLUPI Y TDIKI1I VFAYRGHK
361 AACCCCTACCGCAGACT GCCCATCTATACCGACAAGATTGTGT TCGCTTACCGT GGCAAG
141 R K T E A PP HVYVFCIlI CDNAYQNWM
421 CGTAAGACTGAGGCCCCACCTCACGTCTTCTGCATCTGT GACAATGCCTACCAGAACATG
161L Q D RENOQSMLI T GESGATGKT
481 TTACAGGACCGTGAGAACCAGT CCATGI TGATCACTGGTGAGT CTGGAGCAGGAAAGACT
181 E N T K K VI QYL A HV S GGI S KA
541 GAGAACACAAAGAAGGTCATCCAGTACCTTGCCCATGI GT CTGGTGGAATCTCTAAAGCA
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201
601
221
661
241
721
261
781
281
841
301
901
321
961
341
1021
361
1081
381
1141
401
1201
421
1261
441
1321
461
1381
481
1441
501
1501
521
1561
541
1621
561
1681
581
1741
601
1801
621
1861
641
1921
661
1981
681
2041
701
2101
721
2161
741
2221
761
2281

Anhang

DEEHIKI KQTGGSLEDG VI QTN
GATGAGGAGCACAAGAAGCAAACGGGAGGCT CCCT TGAAGACCAGGT CATCCAGACTAAC
Pl LEAYGNAIKTI RNNNSSTR RTF
CCTATCCTTGAGGCT TATGGAAAT GCCAAAACCAT CAGGAACAACAACTCCTCACGTTTC
G KFI RCHEFGPIOQQGIKTLAGATDI E
GGAAAGT TCATTCGCT GCCACT TCGGCCCACAAGGAAAACT CGCAGGAGCCGATATTGAG
S YLLEZKS SRVI YQOQETI ERNYH
TCTTATCTGCTCGAGAAGT CCAGGGTAATCTACCAACAGGAAAT TGAGAGGAATTACCAC
|l FYQIl L YGAPIKTDTLU HDO OLTLTLE
ATCTTCTACCAGATCCTCTATGGT GCACCCAAGGACCT CCACGATCAACTTCTCCTCGAG
S NKTADYAYTAIKGT CTETRATD G I
AGCAACAAGACCGCCGACT ACGCCTACACCGCGAAGGGAT GT GAGCGT GCAGATGGTATC
DDV EEMWANTTELAADTTLTGTFSA
GACGACGT CGAGGAGT GGGCCAACACT GAGT TGGCCGCCGACACCCT TGGTTTCTCAGCG
EEKLSMYIKI CAACLUHWGNS K
GAAGAGAAATTGTCCATGTACAAGAT CTGCGCT GCT TGCCT TCATTGGGGAAACTCTAAG
F KQRPRTETEG QQAEVADTPTIKTUDTL DK
TTCAAGCAGAGGCCACGAGAGGAGCAGGCT GAAGT TGCT GACCCCAAGGAT CTCGACAAG
T SFLMKTLZPGADTFVI KNI VKPR
ACCTCCTTCTTGATGAAGCT GCCAGGCGCT GACT TTGT CAAGAACAT CGT CAAGCCCAGG
|l KV GREYVN QQGRNLGIOOQVNYS
ATCAAAGT CGGTCGT GAATACGT CAACCAGGGACGTAACT TGCAACAGGT GAACTACTCC
|l GALTKSLVYERMFLMWL VDR RA
ATTGGAGCT CTGACCAAGT CCCT GTACGAGCGCATGT TCTTGTGGECTCGT CGACCGTGCC
NQTLMTJ KUDRRAETFEFI GVLDI A
AACCAGACACT TATGACCAAGGACCGCCGTGCCTTCTTTATTGGTGTACTAGATATTGCT
GFEI FQFNSTFEO QLT CI NVTNE
GGTTTCGAGATCTTCCAGT TCAACT CCTTCGAGCAGCT TTGCATCAACGTGACTAATGAG
K LQQFTFNHHMEFILTEG QETETVYKTR R
AAACTTCAGCAATTCTTTAACCATCACAT GTTCATCCT GGAGCAGGAAGAGTACAAGAGG
E GI HWETFI DFGHUDTLTETPTI NTL
GAGGGAATCCACTGGGAGT TTATCGACT TCGGT CACGAT CTCGAACCCACCATCAACCTG
|l F GKGTGI FAI LEETETCI VPEK
ATCTTCGGAAAGGGTACCGGTATTTTCGCCATCCTGGAGGAGGAAT GCATCGTCCCCAAG
AT DQTTE ELG OQIKTLNNTHUDGTI K S AK
GCCACTGAT CAGACCT TCCT GCAGAAGCT GAACAACACCCACGAT GGAAAGT CAGCCAAG
F GKPIKI SGKI K QVNYHETETI HH
TTCGGAAAACCCAAGAT CTCTGGCAAGAAGCAGGT CAACT ACCACT TCGAAATCCATCAC
Y AGTV GYNVDNMWLDTIKTNZKTDP I
TATGCTGGTACTGT CGGCTACAATGT TGACAACT GGCT GGACAAGAACAAGGACCCTATC
NEAVASLTEAKSGDZPTF EFI SHL W
AATGAAGCTGTTGCTTCTCTGT TCGCCAAATCTGGT GATCCATTCATTTCCCACTTGTGG
K EYATEGHTHRGIKTGGSTFGOQTV S
AAGGAGT ACGCCACT GAGGGGECACACCCGT GGTAAGGGAGGCT CCTTCCAGACCGT CAGT
AKHKEOQQL QSLMDTTLYSTSPH
GCTAAGCAT AAGGAACAACT GCAGAGCT TGAT GGACACCCTATACAGCACTTCTCCTCAC
FVRCI I PNELJKZKAGVYI DTZPL
TTTGTGOGTTGCATCATCCCCAACGAGT TGAAGAAGGCAGGAGT GATCGACACACCACTG
VI HQLRCNGVLEGI RI CRZKG
GTTATCCACCAGCT GAGGT GT AACGGT GT GCT GGAGGGAAT CCGT AT CTGCCGCAAGGEC
FPNRI PFQETFIKOQRYOQI L APT
TTCCCCAACAGGAT CCCCTTCCAAGAGT TCAAGCAGAGATACCAGAT TCT CGCCCCCACT
AV S GQF MDGI KU KA AT CTETZKTLTLAA./I
GCAGTGT CAGGT CAGT TCAT GGAT GGCAAAAAGGCCT GCGAAAAAT TGCTTGCAGCTATC
QLEENTETYRI GTTIKVETFRAGYV
CAGCT TGAGGAGAACGAGT ACAGGAT TGGAACAACCAAGGT GTTCTTCCGTGCTGGTGTG
L GHLEDLI RDDT RLAIKTII SMEDQQ
CTTGGTCACCT TGAGGACT TGCGT GACGAT CGT CTCGCAAAGAT CATCAGTATGTTCCAG
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781
2341

801
2401

821
2461

841
2521

861
2581

881
2641

901
2701

921
2761

941
2821

961
2881

981
2941
1001
3001
1021
3061
1041
3121
1061
3181
1081
3241
1101
3301
1121
3361
1141
3421
1161
3481
1181
3541
1201
3601
1221
3661
1241
3721
1261
3781
1280
3841
1300
3901
1320
3961
1340
4021

Anhang

A'Y CKGFLMRIKTETY RIKMCTDGO QR I
GCCTACTGCAAGGGGT TCCTTATGOGCAAGGAATACCGCAAGAT GTGOGACCAGAGGATC
GI SVI QRNVRIKTYTLYLRNWAW
GGTATCTCAGT CATCCAGCGCAACGT CCGCAAGT ACCT GTACCT CCGCAACT GGGCGT GG
WKLYTRVIKPLLGI OQVARATDTEE M
TGGAAGCTGTACACGAGGGT GAAGCCT TTGCT GCAGGT CGCCCGT GCGGACGAGGAAATG
K QK VEQMEKTETI EEZKTLTGEKTETEATL
AAACAGAAGGT CGAGCAGAT GAAAGAAAT CGAGGAGAAACT TGGCAAGGAGGAGGCTTTG
RKETLTETETZKYTI KTLVETETZKTNLTLTFQ
AGAAAAGAACT GGAAGAGAAATACACCAAGT TGGT GGAGGAGAAGAACCTGCTCTTCCAA
DF QREOQQDATCADATETETRNATETLE
GACTTCCAGAGGGAACAAGACGCAT GCGCGGACGCCGAGGAGAGGAAT GCAGAGCT TGAG
GRKADLTEAQVI KDMLTETG QLTETDE
GGCAGGAAAGCCGACCT CGAGGCCCAGGT CAAAGACAT GCT GGAGCAGCT CGAGGATGAG
EEASATETLSS SV KHEKTLTETGETLI SD
GAGGAAGCAAGT GCCGAGCT CTCATCOGT CAAGCACAAACT CGAGGGAGAAAT CAGCGAC
L K QDI EELUDATTLTEKTIKVETETEGK
CTTAAACAAGACAT CGAGGAACT CGACGCTACCCT CAAAAAGGT GGAAGAAGAGGGCAAG
Q KDKNI EQLNETETLG QOQOQDE A I
CAAAAGGACAAGAACAT CGAGCAACT CAACGAGGAAT TACAACAACAAGACGAAGCCATC
A KL QKA AKZKGO QVTETDTETRTTETLTEDH
GCAAAAT TACAAAAAGCCAAGAAGCAAGT CGAAGACGAGCGAACGGAACT CGAGGATCAC
L QE EQNZKVSHLTIKTI KTLTEKTLTES
CTTCAAGAGGAACAGAACAAAGT CAGT CACCT CACT AAGACCAAGCT AAAGCT TGAGAGC
TLDEUVNLNLTET RTETKTIKVR RGTEVE
ACTCTTGACGAAGT TAACCT CAACT TGGAGAGGGAAAAGAAGGT TCGCGGAGAGGT CGAG
K VKRKLTEGDLI KMTOQQTTLTETET
AAAGT CAAGAGGAAACT TGAAGGT GACCT CAAGAT GACT CAACAGACCCTCGAAGAAACA
QAEKARTEDTEVR RIEKR RDANI VE
CAGGCCGAGAAGGCT CGCACAGAGGAT GAAGT CAGAAAGCGAGACGCTAACATCGTTGAG
L S GKLEUDSNNLVET SLTZ REKT RIR
CTGAGCGGGAAACT TGAGGACAGCAACAACCT TGT GGAAT CACT CAGGAAGAGGATCCGT
ELEARVETETLTETETETLTEATET RNATR
GAGCT CGAGGCGCGT GTGGAAGAACT TGAAGAAGAGCT CGAAGCT GAACGCAACGCT CGC
S KHPLNGALTLSTCOQVDI I R1 P
TCCAAGCATCCTTTGAATGGCGCACT GT TATCGT GTCAAGT CGACATAATTCGGATACCT
LHI AWVLICQATI RV SLDVA
CTTCATATTGCT TGGGTGCTGATCTGTCAAGCGACCAT TCGCGT TTCCCT TGACGTCGCG
S RSERARO QQETLTEHETLTUDODTLNER
TCACGGT CCGAACGAGCAAGGCAAGAACT CGAACAT GAACT CGATGATCTCAACGAACGT
L DE QGGATU QA QQMETLTNTZKTZKTRE S
CTCGATGAGCAAGGT GGT GCCACGCAGGCT CAGAT GGAACT CAACAAGAAGAGGGAAAGC
DI |I KLRKUDLTETETG QALAHTET QAV
GACATCATCAAGCT GCGAAAAGACT TGGAGGAGCAGGCCCT CGCACACGAGCAAGCCGTC
NS MRSKO QQNO QOQOQQMOQEMOQETETLTDRQ
AACAGTATGCGCAGCAAACAGAACCAACAGAT GCAGGAGAT GCAAGAAGAACT CGACCAA
V KKTKAKTLTETZKTETZKAOQQLTNETGTD
GTCAAGAAAACAAAGGCT AAGCT CGAGAAGGAGAAAGCACAGCT CACT AACGAGGGTGAT
DLAVTVETTLTG OQEKT G QEKTOQA E K N N
GATCTCGCTGTCACT GTGGAAACT CTGCAGAAACAAAAGCAAGE ¢t CTGAGAAGAACAAC
RAI S DQLAESIKAOQNTETETLTR RTKN
CGCGCCAT CAGT GATCAGCT CGCT GAAT CCAAGGCT CAGAACGAAGAACT GAGGAAGAAC
| QE L QAI RSRI EAENADVNTR R
ATCCAGGAGCT GCAAGCGAT CCGAAGT CGAAT CGAGGCCGAGAAT GCCGACGT CAACCGC
QL EEQENIKG GG QLGIE KA ATEKTKNTLE
CAACT CGAGGAGCAGGAAAAT AAGGGT GGT CAACT TGGCAAGGCGAAGAAGAACCT GGAA
Q QL EEL KK QQLUDUDTEMRATZKATE A
CAACAGCT CGAGGAAT TAAAGAAACAGCT CGACGACGAGAT GCGCGCCAAGGCT GAGGCC
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Anhang

Q ARLKNLTEADTFEFDAMOQENTETDE
CAAGCAAGACT TAAGAACCT CGAGGCCGACT TCGACGCCAT GCAAGAGAACT TCGATGAG
A EDGIKADTLTI OKU QL SRANTTEADQ Q
GCTGAAGAT GGTAAGGCGGAT CTGCAAAAGCAGCT CTCCCGT GCAAACACCGAGGCTCAG
S WK NKYEOQQDA AL AIKVTETETLTETDA
AGCT GGAAGAACAAAT ACGAACAGGACGCCCT GGCCAAGGT CGAGGAGCT TGAGGATGCC
K RKLAAKLG OQEMETEALNTAROQT
AAGCGCAAGCT TGCT GCCAAGCT CCAAGAGAT GGAAGAGGCT CTTAACACCGCACAGACA
K AASAEZKTRS SR RLNSTETLTETDATL
AAGGCT GCAAGCGCT GAAAAGACCAGGAGCCGT CTTAACT CTGAGCT TGAGGATGCCCTC
| DL EKAQTAQTNNANTLTETKZKQ
ATCGACCT GGAGAAGGCGCAAACGGCGCAAACCAACAACGCGAACCT AGAGAAGAAGCAG
K K1 DI Q1 NEWRVIKTLTETEVOQATD
AAGAAGAT CGACAT CCAGAT CAACGAAT GBOGCGT CAAGCT TGAAGAAGT CCAGGCTGAT
L DNSQKTEARNYSTEMYKI KA
CTTGACAACT CCCAAAAGGAGGCCAGGAACT ACT CCACT GAGAT GTACAAGAT CAAGGCC
A°FDEQSEG QVTEALZIKTRENTIKTSTLA
GCCTTCGAT GAGCAGAGCGAGCAAGT CGAAGCCCT GAAGCGCGAGAACAAGAGCCTTGCA
S EVNDLADO QLG GETGG®GTI K SV VE/L
TCCGAGGTCAACGATCTTGCCGACCAGCT TGGT GAGGGAGGCAAGAGCGT CGT GGAGCTC
EKLRKRLTEMMETZKTETELG OTALEE
GAGAAGCT GAGGAAGAGACT CGAGAT GGAGAAGGAGGAGCT CCAGACCGCT CTCGAGGAG
A EGALEGETEG GKVTLZE KIOQLTEMT
GCTGAGGGT GCCCT TGAGGGCGAGGAAGGCAAGGT CCT CAAGAT CCAACT CGAGATGACT
QLKQETFERIKLADRDTETEIDTIL
CAGCTGAAACAGGAAT TCGAGCGCAAACT GGCT GACCGT GAT GAGGAGAT CGACACCCTC
RKNHO ORI QQLUDALTI OASTLTUDSTE VK
AGGAAGAACCACCAACGCCAGCT CGACGCT CTCCAGGCT TCTCTTGACAGCGAGGTGAAG
S K NELARLU RKTIKTFETDT CNTEME
TCCAAGAACGAGCT TGCT CGCCT CAGGAAGAAAT TCGAGACGGACT GCAACGAGATGGAA
Il NL ENSMEKANG GQETLG QIKTTKK'L
ATCAACCTTGAAAACT CCAT GAAGGCCAACCAGGAACT CCAGAAGACT ACCAAGAAACTG
Q QQV KDL QQLMVETETEG QQRGTRTDTD
CAACAGCAAGT CAAGGACCT GCAACT GAT GGT T GAAGAGGAACAGCGAGGCCGT GACGAC
A RESAARAERRSAETLAATETLE
GCTCGTGAAT CTGCCGCCCGCGCCGAGCGT CGCT CTGCT GAGCT GGCCGCCGAGCT GGAA
DLRNOLTEI QQADZRARRTADTG QTER
GACCTCAGAAACCAACT GGAGCAGGECCGACCGCGCCCGCCGCACCGCT GACCAGGAACGC
A DAVDRLAEVS SNOVNNLIO OOQG
GCCGACGCCGT GGACCGT CTTGCCGAGGT GT CCAACCAGGT CAACAACCT TCAACAGGGC
K RKLEGOQQVNTMOQETETLTDTUDATEN
AAGAGGAAGCT GGAAGGCCAGGT CAACACGAT GCAGGAGGAACT CGACGAT GCAGAGAAC
E AKAADTETI RS SIKTIKAAATETFARADQ
GAGGCTAAGGCCGCT GAT GAGCGCT CGAAGAAGGCAGCT GCTGAAT TCGCACGCGCACAG
A ELVYVY SAQDUHATA AADTRARMSA
GCTGAGCTAGT TAGCGCCCAGGACCACGCT ACCGCT GCT GACCGCGCGAGGAT GAGT GCT
ERI QKDLTEMEKTLTETETLTEAATGGK
GAGCGCAT CCAGAAGGACCT TGAGAT GAAGCT TGAGGAGCT GGAGGCT GCTGGAGGCAAG
AL KV QIl KKLEG QRVI KTETLTETRTE!'L
GCCCTCAAGGT TCAGAT CAAGAAGCT GGAGCAGCGGGT GAAGGAACT CGAGCGCGAATTG
DNEVKRSAESTU QQIKTLAKTE KTNTETRTR R
GACAACGAGGT CAAACGCAGCGCCGAGT CCCAGAAACT TGCCAAGAAAAACGAGCGCCGA
M KEIlI QF QA DETDTG QIKNTLARATGOQE
ATGAAGGAGAT CCAATTCCAGGCT GACGAGGACCAGAAGAACCT CGCTCGTGCTCAGGAG
NS DRMNNIKTLIEKTIKMRTAVTETEATE
AACT CCGACAGAAT GAACAACAAGCT GAAGAAGAT GCGCACAGCT GT GGAGGAGGCGGAA
AL AAANLARTFRIKAOQTTETLTETEA
GOGT TGGCCGCT GCGAACCT GBCCCGCT TCAGAAAGGCT CAGACT GAGCT TGAAGAGGCC
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Anhang

EERVEG QLTESS SLIOQQKARGRART

GAGGAGCGGGT CGAGCAACT GGAGAGCT CTCTTCAGAAGGCCCGCGGACGT GCCCGCACC
S GVMSGGRAASRETSYR RS S S

AGCGGAGT TATGAGT GGAGGACGT GCGGCAT CTCGCGAGACGT CATAT CGCT CAAGCAGC
HRSASSTS SLODTDTE?*STIOQETFNN

CACCGAAGT GCTTCCTCAACCT CATTAGAT GACGAATAATCTACCCAAGAATTTAATAAT
FDVI DI Al FDDNLVRGI S YV

TTTGATGTTATAGACATAGCCAT TTTCGACGATAACCT GGTCCGCGGTATATCCTATGTA
ARV QPTO™®* | YL SKZ* KQQLVE S

GCACGAGTACAACCCACATAAATATATCTGT CCAAGTAAAAACAACAATTGGTGGAATCC
HV KV SRI WL FLPTFLTESTZKVN.I

CACGTGAAAGT GTCAAGGATTTGGCTATTTTTGCCATTTCTCTTTTCAAAGGTAAACATA
VFFVI VEKTEN®*TEATETI * Y RLE

GTATTTTTTGTAATTGTCGAGAAGGAGAAT TAAGAAGCCGAGATTTGATATCGCTTAGAA
A°'S HLF* 1 SCVRRSAOQLVN?* K

GCTAGCCATTTATTTTGAATCAGT TGTGTCAGGAGAAGT GCACAGT TAGTTAATTAAAAA
V * DQKKKJZKTZKTZ KZ KR RPTPFP

GTTTAAGAT GCGGCCGCCACCGC
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Abkiirzungen

Chemikalien und allgemeine Abkirzungen

AS Aminosdure
Bp Basenpaare
BSA Rinder Serumalbumin

CHAPS 3-(3-choloamidopropy!)diethylammonio- 1propansul fonat

(nichtionisches Detergens)
cDNA (zu mRNA) komplementére DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat (RNase-Inhibitor)

DNA Desoxyribonukleinsiure

EST Expressed sequence Tag

MAB Maleinsaurepuffer

Nt Nukleotid

NTMT NaCl,Tris,MgCl2, Tween (Puffer)
Nvgata Nematostella vectensis gata

PBS Phosphate buffered saline (Puffer)
PCR Polymerasekettenreaktion)

PFA Paraformaldehyd

RACE Rapid amplification of cDNA ends
RNA Ribonukleinsdure

RT-PCR PCR nach reverser Transkription
SSC Natriumchlorid, Natriumcitrat-Puffer
Std Stunden

TEA Triethanolamin (Puffer)

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Puffer)

U Unit

Anhang
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