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Einleitung

1 Einleitung

Weltweit sind etwa 300.000 Pilzarten bekannt. Neben biotechnologisch relevanten Arten, wie
etwa Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris oder verschiedene Schimmelpilze, die zur
industriellen Naturstoffproduktion eingesetzt werden, stellen ca. 150 Arten Krankheitserreger
des Menschen dar [1]. Ein groBer Anteil der systemischen humanen Pilzinfektionen in
Deutschland (ca. 50-60%) ldsst sich auf Stimme der Gattung Candida zuriickfiihren [2]. Von
den rund 200 bekannten Candida-Arten sind wiederum nur wenige medizinisch relevant: iiber
50% aller diagnostizierten Candida-Infektionen werden von C. albicans verursacht. Daneben
sind C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei und C. dubliniensis fiir Candida-

Infektionen beim Menschen verantwortlich [2-4].

1.1 Candida albicans

Candida-Arten gehoren als Ascomycota (Schlauchpilze) in die Klasse der Saccharomycetales.
C. albicans ist durch seine heterotrophe, fakultativ anaerobe Lebensweise, die Nutzung
verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen zur Energiegewinnung und die Fahigkeit
bei 37°C wachsen zu konnen gut an den menschlichen Korper als Habitat angepasst.

C. albicans ist ein pleiomorpher Pilz: in seiner einzelligen Wachstumsform bildet C. albicans
ellipsoide Hefezellen. Diese konnen sich durch Sprossung vermehren, wobei kleine, vegetative
Tochterzellen aus der Mutterzelle herauswachsen und sich als neue Hefezellen abnabeln. Auf
externe Reize hin kann C. albicans seine Gestalt verandern: in vitro lisst sich durch Erh6hung
der Temperatur auf 37-41°C und einem pH-Wert von 6,5-7,0 oder durch Anreicherung des
Kulturmediums mit Blutserum aus der ellipsoiden Hefeform eine filamentdse Hyphenform
erzeugen. Ebenso wird die Hyphenbildung in ndhrstoffarmem Medium induziert [5]. Dieser
morphologische Ubergang geht mit einem starken Umbau der Zellwand und der Expression von
dafiir spezifischen Genen einher [6].

C. albicans wird als obligat diploider Organismus betrachtet, der keinen sexuellen Lebenszyklus
besitzt. Erst 1999 zeigten Genomsequenzierungen, dass C. albicans einen ,mating type“
dhnlichen Lokus (MTL) besitzt [7]. Weitere Studien zeigten, dass ,,Mating*, also Paarung, bei
C. albicans tatsdchlich moglich ist, jedoch natiirlicherweise nur selten vorkommt [8-10].

Bei einigen C. albicans Stimmen kann zusétzlich zu dem von &dufleren Bedingungen induziertem
Wechsel zwischen Hefe und filamentdser Form, ein spontaner und reversibler Wechsel zwischen
der normalen ellipsoiden Hefezellform und gréBeren, verldngerten Zellen auftreten. Dieses
Phinomen wird aufgrund des Aussehens der Kolonien, welche von den beiden Zellformen

gebildet werden, als ,,white-opaque switching* bezeichnet [11]. Die Fahigkeit zur Paarung
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korreliert bei C. albicans mit dem der ,,opaque“-Form, welches die paarungs-kompetente
Zellform darstellt. Die meisten C. albicans-Stamme, einschlieBlich SC5314, sind heterozygot fiir
den MTL, was letztlich zur Repression des switching von ,,white*“- zu ,,opaque‘-Zellen fiihrt.
Stimme, die homozygot fiir M7TLa oder MTLo geworden sind, kdnnen hingegen in die ,,opaque‘-
Phase iibergehen und als a- oder o- Zellen mit ,,opaque“-Zellen des anderen Paarungstyps

verschmelzen [8, 12].

1.2 Candida glabrata

Der humanpathogene Pilz Candida glabrata ist ebenfalls ein weit verbreiteter Ascomycet [13],
der allerdings phylogenetisch néher an S. cerevisiae als an C. albicans steht. Im Gegensatz zu
C. albicans fehlt ihm die Fahigkeit zur Ausbildung von Hyphen unter in vivo Bedingungen und
er besitzt ein haploides Genom. Bevorzugte Habitate sind neben faulenden Friichten auch der
menschliche Gastrointestinaltrakt und die Mucosa [14] [15].

Diese Spezies ist nach C. albicans der zweithdufigste Pilz, der aus Blutkulturen isoliert werden
kann [2, 16, 17]. Eine Schwidchung des Immunsystems, wie sie beispielsweise bei AIDS aber
auch bei Leukdmie und Neutropenie auftritt oder medikamentds bei Organtransplantationen in-
duziert wird, ist wie bei C. albicans hdufig Voraussetzung fiir die Entwicklung einer systemi-
schen C. glabrata Infektion [18]. Das Erregerreservoir bilden dabei hauptsdchlich endogene
Stamme der Normalflora des Gastrointestinaltrakts. Ein sexueller Zyklus ist bei C. glabrata,
trotz eines vorhandenen MTL [19], noch nicht gezeigt worden.

C. glabrata zeigt eine geringere in vivo Empfindlichkeit gegeniiber Azolderivaten als andere
Candida Arten, insbesondere den lange Zeit gebrauchlichsten Antimykotica Itraconazol und Flu-
conazol, was die Therapie erschwert [2, 16]. Hinzu kommt die Féahigkeit zur schnellen Entwick-
lung sekundirer Resistenzen. Bis zu 18% der klinischen C. glabrata Isolate aus Blutkultur zei-

gen eine Resistenz gegeniiber Fluconazol [2, 16, 20].

1.3 Die Protease Kex2

Die Flexibilitit, duBere Gestalt und Interaktion mit der Umwelt der Pilzzelle hdngt direkt von
einer grofen Bandbreite sekretorischer Proteine ab. Diese werden teilweise von der
regulatorischen Protease Kex2 prozessiert. Kex2 ist eine Endoprotease aus der Familie der
Subtilisin-dhnlichen Serinproteasen. Da jedoch einige deutliche genetische Unterschiede zu
anderen Proteasen dieser Familie bestanden, wurde es das namensgebende Protein fiir die
Untergruppe der ,,Kexine*. Es sind mittlerweile 28 verschiedene Familien von Serinproteasen in
der MEROPS Datenbank fiir Proteasen klassifiziert worden [21]. Thnen allen ist gemein, dass

sich im katalytischen Zentrum eine ,,Triade* aus den drei konservierten Aminosduren Serin
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(nukleophil), Aspartat (elektrophil) und Histidin (nukleophil) befinden. Die Bezeichnung
»Serinproteasen® stammt daher, dass das katalytische Serin ungewdhnlich reaktiv ist, was
anhand von Inhibitionsstudien bei Chymotrypsin gezeigt wurde [22]. Das Serin im aktiven
Zentrum ldsst sich durch organische Difluorophosphate (DFP) inhibieren, welche dort kovalent
gebunden werden. Die starke Reaktivitit des Serins im aktiven Zentrum des Enzyms wird daran
deutlich, dass keines der weiteren Serine im Protein DFP bindet [23]. Auf dieses aktive Serin
wird wahrend der Proteolyse der N-terminale Teil des zu spaltenden Peptids transient iibertragen.
Kex2 besitzt eine Substratspezifitit fiir dibasische Motive, die meistens aus einem Lysin und
einem Arginin bestehen [24]. Die Proteolyse erfolgt direkt hinter dem Lysin-Arginin-Motiv
(KR-Motiv). Das Arginin ist essentiell, das Lysin kann durch andere Aminosduren ersetzt
werden, dabei nimmt allerdings die Effizienz der Proteolyse stark ab [24]. Eine Schnittstelle aus
zwei Argininen wird nur noch '/;-mal so effektiv hydrolysiert wie das KR-Motiv (Abschnitt
1.7). Bei Ersatz des Lysins durch andere Aminoséduren als Arginin erfolgt fast keine Hydrolyse
mehr ([24] siehe Abschnitt 1.7).

Kex2 ist ein Transmembranprotein der Klasse I. D. h. es besitzt ein Signalpeptid, welches den N-
Terminus in das ER-Lumen dirigiert, eine Transmembrandomédne und einen im Zytosol
gelegenen C-Terminus. Die Synthese erfolgt als Prd-Pro-Protein in das Endoplasmatische
Retikulum (ER) hinein. Die Abspaltung des Prad-Peptids erfolgt co-translational durch den
Signalpeptidasekomplex, die des Pro-Peptides autokatalytisch [25, 26].

Zytosolische
Subtilisin-ahnliche Doméne Domaéane mit
Pra- Pro- mit aktivem Zentrum P-Domane TM  Sortiersignalen

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Protease Kex2 bei Pilzen. Das Kex2-Protein besteht aus einer Golgi-
luminalen und einer zytosolischen Doméne [27]. Die katalytische Aktivitit befindet sich auf der N-terminalen,
luminalen Seite gefolgt von einer strukturellen Domidne unbekannter Funktion, der P-Doméne. Proteolytisch
abgespalten werden das Signalpeptid (,,Prd-“) und die Pro-Doméne.
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Aktive Domane

Substrat

Abbildung 2: Die Golgi-luminale Doméinen von Kex2 aus S. cerevisiae (nach [28]). Die luminale Doméne von
Kex2 besteht aus zwei Subdoméinen: der katalytischen, Subtilisin-dhnlichen Doméne und der strukturellen P-
Doméne. Die P-Doméne besteht hauptsichlich aus einer B-Faltblatt Struktur (gelb), die die katalytische Doméne mit
der Transmembrandomine verbindet. Die katalytische Doméne setzt sich aus gleichen Teilen a-Helix (rot) und f-
Faltblatt Strukturen (gelb) zusammen. Das aktive Serin (griin) befindet sich in der Mitte der Substratbindungstasche
(weiBes Dreieck).

1.4 Funktion eukaryontischer Prohormonkonvertasen

Bei eukaryontischen Organismen erfiillen Prohormonkonvertasen eine Vielzahl von Aufgaben,
wie beispielsweise die Prozessierung von Peptidhormonvorldufern (Abbildung 3), die
Aktivierung hydrolytischer Enzyme (Abbildung 4). Bei Proteasen, wie beispielsweise Kex2
selbst, haben die abgespaltenen Propeptide weiterhin eine inhibitorische Funktion, die durch
einen zweiten Schnitt aufgehoben wird (Abbildung 5). Eine weitere Wirkungsweise von
regulatorischen Proteasen ist das Trennen der Proteinen von Membranverankerungen (Abbildung
6), was zur Relokalisation fiihrt. Hohere Organismen, wie z. B. Sdugetiere, besitzen im

Gegensatz zu Pilzen und anderen Einzellern eine grofe Familie dieser Prohormonkonvertasen

[29].

[——
s P;I)gtir:izl;e S_P Kex2 == Kex1 ==
. |
|| ||

Abbildung 3: Prozessierung des Pheromons MFal bei S. cerevisiae. Das Pheromon MFal von S. cerevisiae wird
durch Kex2 aus einem Vorlduferprotein hergestellt. Die durch die Proteolyse entstandenen Fragmente werden durch
die Exoproteasen Kex1 und Stel3 an den Termini weiterprozessiert, wodurch biologisch aktives Pheromon in Form
eines Peptidgemisches entsteht [30].
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Schnittstelle
Schnittstelle N Protease
Energetisch Energetisch aktive
beglinstigte intramolekudres unglinstigere Konformation
Konformation Chaperon Konformation

Abbildung 4: Faltung von Proteinen durch intramolekulare Chaperone. Viele Proteasen bendtigen zur
korrekten Faltung ein intramolekulares Chaperon in Form eines Propeptides, welches spiter durch Proteolyse
abgespalten wird [31].

inhibitorisches Propeptid

\ Protease
—

Schnittstelle LN aktives &g
S e Zentrum @
inaktiv aktiv
inaktiviertes
Propeptid

Abbildung 5: Autoinhibition durch Propeptide. Propeptide konnen als Inhibitoren wirken und dadurch einen
Mechanismus fiir die proteolytische Aktivierung darstellen.

Schnittstelle

g\ Protease

| 8

PD 5 |
PD E

verankert freigesetzt

Abbildung 6: ,,Shedding“ von Membrandoménen. In einer Membran verankerte Proteine konnen durch
Proteolyse freigesetzt werden und somit zu ihrem Wirkungsort gelangen.
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1.5 Bedeutung von Kex2 bei Pathogenese- und Virulenzmechanismen in Candida
albicans und anderen pathogenen Pilzen

Deletionsmutanten von ScKEX2 und ScKEX2-dhnlichen Genen bei verschiedenen Pilzen zeigen
ein breites Spektrum an phénotypischen Verdnderungen gegeniiber Wildtyp Stidmmen. Eine
direkte Folge des Kex2-Verlustes ist die Sekretion und Anreicherung unprozessierter
Proteinvorldufer im Kulturmedium. Die Folgen einer ausbleibenden Prozessierung lassen sich in
zwei Fillen direkt beobachten: die Fehlende Prozessierung des o-Pheromons fiihrt zum
Ausbleiben der sexuellen Konjugation der Paarungstypen und die ausbleibende Prozessierung
des viral kodierten Killertoxins bei S. cerevisiae fithrt zu einer Resistenz gegeniiber diesem
Toxin. Andere Phinotypen sind pleiotroperer Natur: alle bisher hergestellten KEX2-Mutanten
zeigen morphologische Defekte der Zellwand, insbesondere in der Ausbildung von
Myzelstrukturen und bei der Separation von Tochter- und Mutterzelle nach der Zellteilung. Die
Summe dieser Effekte und die potentiell fehlende Prozessierung von Virulenzproteinen, wie
bspw. den sekretorischen Aspartatproteasen bei C. albicans, fiihren zu einer Reduktion der

Virulenz.

Organismus/Gen
Saccharomyces cerevisiae
KEX2

Phanotypen
Fehlende Prozessierung des a-Pheromons und des Killertoxins [27]

Candida albicans
KEX?2

Aomale Prozessierung sekretorischer Proteine [32]
Defekte im Myzelwachstum [33]
Reduzierte Virulenz [33]

Candida glabrata
KEX2

Defekt in der Separation von Mutter und Tochterzellen [34]

Hypersensitivitdt gegeniiber der Zellwand oder Plasmamembran angreifenden
Antimykotika [35]

Defekte in der Zellwandintegritat [35]

Reduzierte Virulenz im C. elegans Modell [36]

Yarrowia lipolytica
XRP6

Defekt in der Separation von Mutter und Tochterzellen [37]
Defekte im Myzelwachstum [37]
Verlangsamtes Wachstum [37]

Aspergillus oryzae
KEXB

Verkleinerte Kolonien und verkurzte Hyphen [38]
Zellwanddefekte [38]

Aspergillus niger
KEXB

Langsameres Wachstum [39]
Verkurzte Hyphen [39]
Sekretion  falsch
Fusionsproteine [39]

prozessierter  Glukoamylase und  unprozessierter

Pichia pastoris
KEX2

Fehlende Prozessierung der pic9-a-Faktor Leadersequenz bei der Produktion
rekombinanter Proteine in einer KEX2/YPS1 Doppelmutante [40]

Schizosaccharomyces

pombe KRP1

Letal [41]

Trichoderma resii
KEX2

Akkumulation unprozessierter Xylanasevorlaufer im Kulturiiberstand [42]

Tabelle 1: Phinotypen von Kex2-Deletionsmutanten bei Pilzen. Die verschiedenen, in der Literatur
beschriebenen Deletionsmutanten von KEX2-homologen Genen zeigen verschiedene auffillige Phianotypen.
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1.6 Biochemische und genetische Methoden zur Analyse der Substratspezifitit von
Proteasen

Die Nomenklatur von Proteaseschnittstellen basiert auf dem Modell von Schechter und Berger
[43]. In diesem Modell wird angenommen, dass das katalytische Zentrum beiderseits von
spezifischen Subsites flankiert vorliegt. In diesen Subsites konnen sich die Seitenketten der
Aminosduren des Substrates anlagern. Es wurde festgelegt, dass die Substratseitenketten P
(Peptid) und die mit diesen in Interaktion stehenden Enzymseitenketten als S (Subsite)
bezeichnet werden. Die Subsites werden von der Spaltstelle in Richtung N-Terminus des
Substrates (,,non-prime-side*) mit S1, S2, S3, ..., Sn und in Richtung C-Terminus des Substrates
(,,prime-side*) mit S1°, S2°, S3’, ..., Sn' bezeichnet. Die Seitenketten des Substrates werden
analog dazu entsprechend der Anlagerung in den Subsites mit P1, P2, ..., Pn bzw. P1’, P2’, ...,
Pn' bezeichnet (Abbildung 7).

/
v P1 .. C-term
S1°
Abbildung 7: Nomenklatur von Proteaseschnittstellen nach Schechter und Berger. Die Positionen im Substrat
werden, ausgehend von der hydrolysierten Bindung zwischen P1 und P1°, mit P1-Pn in Richtung des N-Terminus

und mit P1’-Pn’ in Richtung des C-Terminus bezeichnet. Die Substratbindungstaschen des Enzyms werden
entsprechend mit S1-Sn und S1°-Sn’ bezeichnet [43].

Es wurden viele verschiedene Methoden der Analyse der Substratspezifitit von Proteasen
entwickelt und in der Literatur beschrieben. An dieser Stelle sollen die Methoden vorgestellt
werden, die entweder in dieser Arbeit oder in der Literatur zur Analyse der Substratspezifitit von
Kex2 oder Kex2-dhnlichen Proteasen verwendet wurden.

Die einfachste Methode zur Uberpriifung, ob eine Protease ein bestimmtes Substrat schneidet,
ist, beide Komponenten unter geeigneten Bedingungen in vitro zusammenzugeben und die
entstehenden Produkte mittels SDS-PAGE aufzutrennen.

Voraussetzung hierfiir ist jedoch, dass sowohl Substrat als auch Protease in ausreichender Menge
als gereinigte Proteine zur Verfiigung stehen. Dies wird vor allem dann problematisch, wenn

eine groflere Anzahl von systematischen Substraten untersucht werden soll, da die Expression
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und Aufreinigung von Substratproteinen technisch nicht einfach und zeitaufwendig ist. Zudem

fiihrt der Austausch einzelner Aminosduren teilweise dazu, dass ein Protein nicht mehr
exprimiert wird, nicht die richtige Konformation hat, oder sich nicht mehr ohne groBeren
Aufwand aufreinigen ldsst. Hier kann man auf synthetische Peptide als Substrate zuriickgreifen,
die auf der FRET-Technologie (,,Fluorescence Resonance Energy Transfer®) basieren [44].
Diese Substratpeptide werden bei der Synthese beispielsweise terminal jeweils mit EDANS- und
Dabcyl-Gruppen modifiziert. Das Absorptionsspektrum der Dabceyl-Gruppe {iberlagert das
Emmissionsspektrum der EDANS-Gruppe und somit ist keine Fluoreszenz messbar, solange sich
die beiden Gruppen in rdumlicher Ndhe befinden. Wird das Peptid gespalten, so wird die
Entfernung der beiden Gruppen zu grofl und die Fluoreszenz der EDANS-Gruppe dadurch
messbar.

Eine dhnliche Methode, die ohne synthetische Peptide auskommt, wurde von Patel ef al. [45]
beschrieben. Hier wird die Proteaseschnittstelle zwischen ein 6xHIS-Affinitdtstag und das green
fluorescent protein (GFP) gesetzt. Das Substratprotein wird an Nickel-Agarose gebunden: wenn
die GFP-Doméne durch Zugabe der Protease abgespalten wird, kann die Fluoreszenz nach
Zentrifugation im Reaktionsiliberstand quantifiziert werden. Ebenso wie die Analyse der
Reaktionsprodukte in der SDS-PAGE, ist es fiir diese Methode notwendig, sowohl Protease als

auch Substrat heterolog zu exprimieren und aufzureinigen.

1.7 Substratspezifitiit der Protease Kex2

In der Literatur beschriebene Untersuchungen zur Substratspezifitit von S. cerevisiae Kex2
gliedern sich in drei prinzipiell unterschiedliche Ansitze. Zum einen wurde die Aktivitdt von
Wildtyp Kex2 gegeniiber systematischen Mutationen von Substraten untersucht (Abschnitt
1.7.1). Zum anderen wurden durch gezielte Mutationen in dem Proteasegen die an der
Substraterkennung beteiligten Aminosduren gefunden und untersucht (Abschnitt 1.7.3).
SchlieBlich lieB auch die Kristallstruktur der Protease, z. B. im Komplex mit einem
substratdhnlichen Inhibitor, Schlussfolgerungen iiber die an der Substratbindung beteiligten
Aminosduren zu (Abschnitt 1.7.2). Erst die feste rdumliche Einbindung des Substrats in die
Substratbindungstasche ermoglicht die Katalyse durch das Enzym. Dazu sind starke
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat vonnodten, die im Fall der Kexine
hauptsédchlich iiber elektrostatische Kontakte vermittelt werden. Aber auch negative Selektion
gegeniiber bestimmten, die rdumliche Anordnung der Substratbindungsregion pertubierenden

Aminosduren, findet statt.
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1.7.1 Untersuchungen mit systematischen Substraten

Systematische Untersuchungen mit Substraten an S. cerevisiae Kex2 wurden erstmals 1997 von
Rockwell [46] durchgefiihrt. Hier wurde die katalytische Aktivitdt (K../Ky) von Kex2 gegeniiber
verschiedenen fluorogenen Peptiden mit Variationen an Pl gemessen und die relative
katalytische Aktivitdt in Bezug auf ein Wildtyp-Peptid, welches von der Sequenz des a-
Pheromons von S. cerevisiae abgeleitet wurde, errechnet. Dabei konnten die Autoren zeigen,
dass S. cerevisiae Kex2 ausschlieBlich C-terminal nach Arginin (Position P1) schneidet, nicht
jedoch nach entweder ungeladenen Derivaten mit &dhnlicher Wasserstoffbriicken-Bildung
(Citrullin) oder dhnlicher Ladung (Lysin, Ornithin) (Tabelle 2, ,,P1%). Des Weiteren zeigten die
Autoren, dass S. cerevisiae Kex2 positiv geladene Aminosduren an P2 bevorzugt und an P3
gegen Aspartat diskriminiert.

Die Substratspezifitit von S. cerevisiae Kex2 an Position P2 wurde von der gleichen Gruppe ein
Jahr spiter genauer charakterisiert [24]. Dazu bedienten sie sich eines genetischen Systems, bei
dem die Effizienz des Matings mit verschiedenen, systematischen Substitution an der P2-Postion
des a-Pheromons gemessen wurde. Hier zeigte sich, dass alle Substitutionen fiir Lysin an P2 die
Effizienz des Matings reduzierten (Tabelle 2, ,,P2%). Die besten Werte erzielte Arginin (50%),
aber auch andere Aminosduren wie Threonin (13%) oder Prolin (9%) lieBen noch eine
Prozessierung zu. Diese Spezifititen an P1 und P2 wurden mittels sGASP bestitigt [47] (siche
Abschnitt 1.6).

Die Sperzifitit an den Positionen P3 und P4 wurde wiederum ein Jahr spéter mittels
systematischen Substitutionen an Schnittstellen einer synthetischen Fusion von B-Galaktosidase
aus Escherichia coli, einem Linker mit der Schnittstelle und einem 34 Aminosduren langen
Abschnitt aus dem humanen parathyroiden Hormon untersucht. Hier konnte die Prozessierung in
der Linkerdoméne per HPLC quantifiziert werden [48]. Es zeigte sich fiir P3 (Tabelle 2, ,,P3%)
lediglich die schon beobachtete negative Selektion gegen Aspartat, fiir P4 konnte jedoch ein
starker positiver Effekt bei der Substitution durch positiv geladene Aminosduren beobachtet
werden (Tabelle 2, ,,P4*). Eine Untersuchung der Selektivitit an Position P6 [49] mit
fluorogenen Substratpeptiden, welche fiir eine Untersuchung der humanen Protease Furin
erzeugt wurden, zeigte, dass die Substitution an P6 fiir Kex2 keine relevante Verdanderung der

Substrataffinitdt oder Katalyse zur Folge hatte.
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P1 Rockwell et al., 1997 * P2 Bevan et al., 1998
[46] [24]
Name [|untersuchte Sequenz Rellat.i\_/'e Name [untersuchte Sequenz rel.. Mating
Aktivitat [%] Effizienz [%]
IQ-Substrate Lys .. .SLDKR/EAEA. .. 100
[-1 RJIRYKR/EAEABR 100 Arg ...SLDRR/EAEA. .. 51
[-12 RJIRYKK/EAEABR 1,4 Thr . .SLDTR/EAEA. .. 13
1-13 RJBYKO/EAEABR 0,88 Pro . .SLDPR/EAEA. .. 9,5
I-14 RJIRYRK/EAEABR 0,019 Glu . .SLDER/EAEA. .. 8,8
AMC-Substrate lle . ..SLDIR/EAEA... 54
A-1 ACPBYKR/Mca 100 Ser . .SLDSR/EAEA. .. 43
A-10 AcPBYKK/Mca 0,44 Ala . .SLDAR/EAEA. .. 3,2
A-11 AcPRYKG/Mca 0,015 Asn . .SLDNR/EAEA. .. 2,9
Val ...SLDVR/EAEA. .. 1,4
Cys . .SLDCR/EAEA. .. 0,85
Asp . .SLDDR/EAEA. .. 0,27
Gin . .SLDQR/EAEA. . . 0,24
Gly . .SLDGR/EAEA. .. 0,23
His ...SLDHR/EAEA. .. 0,072
Met . .SLDMR/EAEA. .. 0,068
Leu . .SLDLR/EAEA. .. 0,043
Tyr . .SLDYR/EAEA. .. 0,017
Phe ...SLDFR/EAEA. .. 0,00068
Trp . .SLDWR/EAEA. . . 0,00009
P3 Suzuki et al., 2000 P4 Suzuki et al., 2000
[48] [48]
Name [|untersuchte Sequenz Elftlsltllt\;? [%] Name [untersuchte Sequenz Elftlsltllt\;? [%]
Gly . .PSVGKR/SVS. .. 100 Gly . .PSGHKR/SVS. .. 6
Ala . .PSVAKR/SVS. .. 92 Ala . .PSAHKR/SVS. .. 45
Val .PSVVKR/SVS. .. 130 Val ? . .PSVHKR/SVS. .. 100
lle . .PSVIKR/SVS... 79 lle . .PSIHKR/SVS... 51
Leu . .PSVLKR/SVS. .. 128 Leu . .PSLHKR/SVS. .. 16
Phe . .PSVFKR/SVS. .. 141 Phe . .PSFHKR/SVS. .. 108
Pro .PSVPKR/SVS. .. 0 Pro .PSPHKR/SVS. .. 36
Trp . .PSVWKR/SVS. .. 126 Trp . .PSWHKR/SVS. .. 58
Met . .PSVMKR/SVS. .. N/A Met . .PSMHKR/SVS. .. 95
Cys . .PSVCKR/SVS. .. N/A Cys . .PSCHKR/SVS. .. 9
Ser .PSVSKR/SVS. .. 92 Ser . .PSSHKR/SVS. .. 31
Thr . .PSVTKR/SVS. .. 110 Thr . .PSTHKR/SVS. .. 30
Asn . .PSVNKR/SVS. .. 98 Asn . .PSNHKR/SVS. .. 88
GIn . .PSVQKR/SVS. .. 102 Gin . .PSQHKR/SVS. .. 74
Tyr . .PSVYKR/SVS. .. 121 Tyr .. .PSYHKR/SVS. .. 85
His . .PSVHKR/SVS. .. 143 His . .PSHHKR/SVS. .. 131
Lys® .PSVKKR/SVS. .. 100 Lys .PSKHKR/SVS. .. 128
Arg . .PSVRKR/SVS. .. 128 Arg . .PSRHKR/SVS. .. 179
Asp . .PSVDKR/SVS. .. 38 Asp .. .PSDHKR/SVS. .. 0
Glu .PSVEKR/SVS. 89 Glu . .PSEHKR/SVS. 0

Tabelle 2: Biochemische Aktivitit von S. cerevisiae Kex2. Zusammenfassung der in der Literatur beschriebenen
systematischen Untersuchungen der katalytischen Aktivitdt von S. cerevisiae Kex2 gegeniiber verschiedenen

Peptiden.

1

Von den Autoren verwendete Abkiirzungen fiir ungewohnliche Aminosduren und fluorogene Gruppen bzw.

Quencher: Ac: Acetyl, Mca: C-terminales Metylcoumarinamid, C: Citrullin, 8: Norleucin, O: Ornitin, J:
Lys(DABCYL)-Konjugat, B: Glu(EDANS)-Konjugat.

2Als Referenzwert auf 100% gesetzt.
’Als Referenzwert auf 100% gesetzt.
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Die Protease Kex2 aus S. cerevisiae schneidet also ausschlie8lich nach Arginin an P1, hat eine

hohe Priferenz fiir die positiv geladenen Aminoséuren Lysin und Arginin an der Position P2,
diskriminiert an P3 gegen negative Ladungen und bevorzugt an P4 positiv geladene oder grof3e
aliphatische Aminosduren. Die Schnittstelle in Substraten von Kex2 wird in der Literatur im
Allgemeinen trotzdem als [K/R]R bzw. XX[K/R]R angegeben.

Im Gegensatz dazu hat das homologe Protein Furin aus hoheren Organismen eine davon sehr
unterschiedliche Substratspezifitit. Furin zeigt an P2 keine stringente Praferenz, dafiir aber eine
hohe Selektivitit fiir Lysin und Arginin an P4. Die Schnittstelle fiir Furinsubstrate wird daher in
der Literatur im Allgemeinen als [K/R]XXR angegeben. Allerdings existiert in hoheren Sdugern
nicht nur eine Kex2-dhnliche Protease (Furin), sondern eine Familie Kex2-dhnlicher Proteasen
mit mindestens sieben Mitgliedern, welche wahrscheinlich mit einer breiten Substratspezifitit fiir
eine vielfdltige Prozessierung, in Abhidngigkeit von Expressionszeitpunkt und subzelluldrer
Lokalisation, von Proteinvorldufern sorgt [29]. Im Folgenden soll daher betrachtet werden, in

welchen strukturellen Merkmalen die Spezifitit der Proteasen begriindet liegt.

1.7.2 Untersuchungen mittels Rontgenbeugung an Kex2 und Furin

Nach mehreren Ansitzen, das reaktive Zentrum von Prohormonkonvertasen durch
Sequenzvergleiche zu modellieren [50-52], wurden die dreidimensionalen Strukturen der Golgi-
luminalen Proteasedoménen von S. cerevisiae Kex2 und M. musculus Furin in den Jahren 2003
bis 2005 mehrfach experimentell bestimmt [28, 53-55]. Diese Analysen boten erstmals die
Moglichkeit, direkt aus der Struktur der Proteasen Aussagen iiber die globale Struktur des
Proteins (siehe Abschnitt 1.3), iiber Glykosylierungen und iiber als Kofaktoren gebundene
Kalzium- und Kaliumionen zu treffen.

In allen vier Féllen wurden die Proteasen mit kovalent an das aktive Serin gebundenen Substrat-
dhnlichen Inhibitoren, entsprechend den Positionen P4-Pl, kristallisiert. Dadurch war es
moglich, die an der Substraterkennung beteiligten Aminosduren der Substratbindungstaschen S1-
S4 direkt durch ihre Interaktion mit dem Peptid-analogen Inhibitor zu bestimmen (Abbildung 8).
Aus biochemischen Untersuchungen war bekannt, dass beide Proteasen ausschlieBlich nach der
Aminosdure Arginin an Position P1 schneiden (Abschnitt 1.7.1). Tatséchlich besteht die Tasche
S1 sowohl in Kex2 als auch in Furin aus einem lang gestreckten, von hydrophoben Seitenketten
flankierten und von negativ geladenen Aminosiuren terminierten (D276 und D325 in Kex2,
D257 und D306 in Furin) Tunnel, so dass nur ein Arginin hier mit seiner terminalen positiven
Ladung richtig fixiert werden kann. Eine rigide Fixierung ist wiederum die Voraussetzung flir

die Hydrolyse der P1-P1° Bindung. Des Weiteren interagiert die P1-Seitenkette mit dem einen
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Riickgrat Carbonyl (A311 in Kex2, A292 in Furin) iiber eine Wasserstoftbriickenbindung. Die

S1-Tasche wird durch ein Kalziumion iiber D277 in Kex2, D258 in Furin, stabilisiert, was
aufgrund der hohen negativen elektrostatischen Ladungen in diesem Bereich fiir die Stabilitét der
Tasche essentiell scheint [55]. Dieses findet auch darin Ausdruck, dass Kalziumionen essentiell

fiir die Katalysereaktion in vitro sind [56].

Kex2 (PDB:10T5) - Furin (PDB:1P8J)

Abbildung 8: Raumliche Darstellung der Substratbindungstaschen P4-P1 von S. cerevisiae Kex2 (A) und
M. musculus Furin (B). Die beiden Enzyme ScKex2 und MmFurin besitzen fast identisch aufgebaute
Substratbinderegionen. Lediglich die Verteilung der negativ geladenen Aminosauren (blau) unterscheidet sich und
reflektiert die unterschiedliche Prédferenz von positiven Ladungen an P2 (Kex2) bzw. P4 (Furin). Weiterhin
hervorgehoben sind die Aminosduren der katalytischen Triade (gelb), die kovalent gebundenen Substratanaloga
(violett und griin) und positiv geladene Aminosduren der Enzyme (rot).

An der Position P2 unterscheiden sich die Spezifitdten der beiden Proteasen stark. Wéhrend
Kex2 an dieser Stelle positive Ladungen bevorzugt, besitzt Furin hier keine ausgeprigte
Priferenz. Ein Vergleich der Strukturen an der S2 Tasche zeigt, dass auch hier in beiden
Proteinen eine starke lokale negative Ladung herrscht, vermittelt durch die Aminoséuren D176,
D210 und D211 in Kex2, sowie D154, D191 und N192 in Furin. Der entscheidende Unterschied
an dieser Stelle ist eine Insertion in Furin und anderen Prohormonkonvertasen gegeniiber Kex2:
diese Insertion einer kleinen Schleife zwischen den Positionen 185 bis 192 (entsprechend 204 bis
211 in Kex2) bewirkt, dass das Aspartat D191 (D210 in Kex2) von der P2 Aminosdure des
Substrats weg orientiert ist. Daraus resultiert eine wesentlich geringere Affinitdt zu positiv
geladene P2-Gruppen in Furin gegeniiber Kex2.

Aus den Strukturen der Proteine ist ersichtlich, dass die Seitenkette des Substrats an der Position
P3 aus der Substraterkennungsregion herausragt und somit eigentlich nicht zur Erkennung
beitragen sollte. Die in kinetischen Untersuchungen jedoch beobachtete Diskriminierung gegen
negative Ladungen an P3 ldsst sich durch die elektrostatische AbstoBung einer potentiellen
Aspartatseitenkette an dieser Position in relativer Nihe (ca. 4 A) zu dem Aspartat D276 erkliren

[28].

18



Einleitung
Ahnlich wie an der Position P2, ist auch an der Position P4 die Substratspezifitit der beiden

Proteasen unterschiedlich. Kex2 generiert seine Spezifitdt hauptsdchlich iiber die S1- und S2-
Taschen, Furin dagegen hauptséichlich iiber S1 und S4. Die S4 Bindungstasche von Kex2
selektiert sowohl in Richtung positiv geladener als auch groBer aliphatischer Aminosduren.
Dieser Unterschied riihrt hauptsdchlich daher, dass in der S4-Tasche von Furin die P4-
Aminosdure eine andere Konformation annimmt, als in Kex2. Bei Furin werden sowohl die
terminale positive Ladung als auch die Stickstoffatome der Guanidiniumgruppe eines Arginins
an P4 dhnlich wie an S1 erkannt. Dies wird bei Furin dadurch mdglich, das hier die Bindung in
eine hydrophobe Umgebung wie bei Kex2 durch V231 (1250 bei Kex2) versperrt ist und die P4
Aminosdure so mit der ausgeprigten P4 Bindungstasche wechselwirken muss. Im Gegensatz
dazu hat Kex2 hier die Moglichkeit, sowohl die geladene P4 Bindungstasche als auch eine
hydrophobe Region zur Bindung der P4 Aminoséure zu nutzen. Verursacht wird dies durch die
Aminosdure D254, welche in Kex2 nach aullen gewandt ist, die dquivalente Aminosdure V235 in
Furin dagegen nach innen, wodurch der Zugang zur hydrophoben Tasche fiir das Substrat
verspertt ist [54].

Die in den Strukturanalysen verwendeten Inhibitoren verfiigten weder iiber die Position P5 und
Position P6 noch iiber die Positionen P1’° und Folgende, daher gibt es iiber Bindungen zwischen
Substrat und Protease an diesen Positionen nur Vermutungen. Durch Vergleich der Strukturen
von Kex2 und der bakteriellen Subtilase Thermitase [28] konnte eine potentielle P1’
Bindungsregion fiir Kex2 ausgeschlossen werden. Dies stimmt mit biochemischen Experimenten
iiberein, nach denen Kex2 keine Selektivitdt an dieser Stelle aufweist, jedoch hier gegen grof3e
Aminosduren diskriminiert [57].

Erginzend dazu konnten Cai et al. [58] durch Modellierung elektrostatischer Interaktionen mit
verschiedenen Varianten des Kexin-Inhibitors Eglin C verschiedene mogliche Bindungsregionen
fiir die Positionen P2’ bis P4’ identifizieren und diese Aussagen mit Inhibitionsstudien
untermauern. Danach ist die S2’-Tasche durch schwache hydrophobe Interaktionen mit den
Aminosduren P347 und Y348 (W328 und Y329 in Furin) gekennzeichnet. Einen groferen
Einfluss hat das Arginin an Position 318 (E299 in Furin), welches eine Abstoung positiv
geladener Aminosduren im Substrat an dieser Position verursacht. Die Bindung des Inhibitors an
der Position P3’ erfolgt bei Kex2 durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken an S380 und Y212.
Ein Austausch des Arginins im Inhibitor an dieser Stelle durch die negativ geladene Aminosiure
Aspartat flihrt bei Kex2 zu einem Verlust der Inhibition, nicht aber bei Furin, da hier R193 und
R197 (T und R in Kex2) kompensieren kdnnen. Die Position P4’ ist im Furin-Eglin C-Komplex

vom Protein abgewandt, bei Kex2 gibt es jedoch eine elektrostatische Wechselwirkung mit
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R318, was wiederum zu einer AbstoBung von positiven Ladungen im Inhibitor an dieser Position

fithrt. Arbeiten mit einer randomisierten Bank von Eglin C Mutationen fiihrte zu vergleichbaren

Ergebnissen [59].

1.7.3 Untersuchungen mittels Mutagenese von Kex2

Ein weiterer Ansatz, die Substratspezifitit eines Enzyms zu verstehen, ist es, durch gezielte
Mutagenese Codons fiir Aminosduren des aktiven Zentrums auszutauschen. Dies wurde in
S. cerevisiae KEX2 und in M. musculus in den Genen fiir Furin und der verwandten Protease
PC2 unternommen.

Brenner et al. [60] waren die ersten, die durch Mutagenese des Asparagins an Position 314
(entsprechend N295 bei Furin) zu Aspartat zeigen konnten, dass die Mutation N314D zu einer
reduzierten Katalyserate fiihrte. Zeitgleich mit den verschiedenen Strukturautkldarungen wurden
mittels Mutagenese auch die Unterschiede in der P4- und P6-Spezifitit von Kex2 und Furin
untersucht [61]. Die in S. cerevisiae Kex2 vorgenommenen Substitutionen wurden hier so
ausgewdhlt, dass das aktive Zentrum beziiglich der Substratspezifitit an den Positionen P4 und
P6 an das von Furin angenéhert wird. Tatséchlich fiihrt die Kombination der Mutationen T252D
und Q283E (entsprechend D233 und E264 in Furin) zu einer furindhnlicheren Substratspezifitt:
beide Substitutionen fiihrten in Kex2 zu einer erhdhten Selektivitit gegeniiber
argininenthaltenden Substraten an den Positionen P4, P5 und P6. In einer anderen Studie konnten
durch Mutagenese der Aminosduren D176, D210 und D211 Varianten von Kex2 erzeugt werden,
die eine erhohte Aktivitit gegeniiber Methionin an P2 zeigten [62]. Untersuchungen mit
Aminoséduresubstitutionen im Substratbindezentrum der Protease PC2 legen des Weiteren nahe,
dass nicht nur spezifische Interaktionen zwischen Enzym und Substrat an einzelnen Positionen
fir die Selektivitdit der Protease ausschlaggebend sind, sondern der Gesamtbau des

Substratbindezentrums fiir diesen Prozess von grofler Wichtigkeit ist [63].

1.8 Insilico Methoden der Vorhersage von Proteaseschnittstellen

Etablierte Methoden, speziell zur Vorhersage von Proteaseschnittstellen in Proteinsequenzdaten,
existieren nicht. Man bedient sich bisher allgemeinen Methoden zur Motivsuche und der
Statistik. Das gebrduchlichste Verfahren ist die Verwendung einer positionsspezifischen Matrix,
in der die Héufigkeitsverteilung der 20 Aminoséuren in jeder Position relativ zur Schnittstelle
aufgefiihrt ist. Hieraus lésst sich fiir ein zu untersuchendes Motiv berechnen, wie gut es mit der
Verteilung in der Matrix {libereinstimmt. Eine solche Matrix wurde von Rholam et al. [57] fiir

Furinsubstrate aufgestellt, um die generelle Spezifitit der Protease abzuleiten. Modernere
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Verfahren setzen Methoden der Kiinstlichen Intelligenz, beispielsweise ,,Artifizielle Neuronale

Netze (ANN)“ [64], oder stochastische Methoden wie z. B. ,,Self Organizing Maps (SOM)* oder

»Separierende Hyperebenen® (,,support Vektoren®) ein.
Zu den untersuchten Proteasen gehoren Caspasen und Granzyme B [65, 66], virale Proteasen

[67, 68, 69] und die Familie der Prohormonkonvertasen bei Sdugern [64].

1.9 Stereochemische Voraussetzungen im Substrat fiir die Proteolyse nativer Proteine

Bei der Vorhersage von Proteaseschnittstellen in Proteinen spielt nicht nur die Spezifitit der
Protease eine Rolle, sondern auch die ausgepriagte Tertidrstruktur des Substrats [70]. So muss
eine Schnittstelle an einer Position im Substrat gelegen sein, die fiir die Protease zugénglich ist
um tatsdchlich prozessiert werden zu konnen. Es gibt verschiedene Modelle, wie dieses
geschehen kann. Zunéchst kann eine Schnittstelle an einer exponierten Stelle, beispielsweise
einer Verbindung zweier von einander unabhédngig gefalteten Dominen oder in einem
exponierten Teil des Proteins gelegen sein. Des Weiteren gibt es Teile von Proteinen, die sich
leichter entfalten als andere. Beispielsweise konnen Teile von Helices wesentlich leichter
entfaltet werden als Teile von B-Faltblattern [71]. Auch kommen in Proteinen Bereiche vor, die
iiber keine ausgepriagte Sekundérstruktur verfiigen, und somit im nativen Zustand iiber einen
hohen Grad an intrinsischer Unordnung verfligen [72]. Diese Bereiche fallen in
Kristallstrukturanalysen dadurch auf, dass die Atome an diesen Stellen {iber hohe
Temperaturwerte verfiigen und ihre Position daher im Hintergrundrauschen verschwindet [73].
Eine andere Untersuchung kommt zu dem Schluss, dass die Oberflachenlokalisation eine weit
wichtigere Determinante als die Flexibilitét ist [74]. Im Fall der degradativen Proteolyse und der
Prozessierung von Polypeptiden kommt ein weiterer Faktor hinzu: die Prozessierung an einer
Stelle fiihrt zur Freisetzung weiterer, bisher verborgener Schnittstellen, so dass das Protein in

viele Einzelfragmente zerfillt.

1.10 Funktion und Struktur des Kex2-enthaltenden Zellkompartiments

Das Kex2 Protein ist in einem Kompartiment des spiaten Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN)
lokalisiert [75]. Es wird teilweise auch in angrenzenden Kompartimenten, wie z. B.
sekretorischen Vesikeln, dem pri-vakuoldren Kompartiment und spiten Endosomen gefunden
[76], nie allerdings in den friiheren Teilen des sekretorischen Pfads (Abbildung 9). Die
Sortierung von Membranproteinen in dieses Kompartiment erfolgt durch im Zytoplasma
gelegene Motive, im Fall von Kex2 sind diese auf der C-terminalen Doméne gelegen [77]. Das

Kex2-enthaltende TGN-Kompartiment beherbergt auch zwei weitere Membranproteine des
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proteolytischen Aktivierungsprozesses, Kex1 und Stel3 [78]. Kex1 ist eine Carboxypeptidase,

welche terminale Arginine und Lysine entfernt [79] und fiir die Generierung von aktivem o-
Pheromon wichtig ist, ebenso wie die Dipeptidylaminopeptidase Stel3 [80].

Es gibt keine Studien dariiber, ob alle sekretorischen Proteine dieses Kompartiment durchlaufen,
oder ob noch weitere parallele Wege existieren. Aufgrund der Tatsache, dass sich Kex2 auch
durch das préd-vakuoldare Kompartiment und Endosomen bewegt, kommen daher auch vakuolére
Proteine und endophagozytierte Protein als theoretische Ziele der proteolytischen Aktivitit von

Kex2 in Frage (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Sortierung von Kex2 im spiiten Trans-Golgi-Netzwerk (nach Sipos et al., 2004 [81]). Das Kex2-
Protein befindet sich sowohl in einem spiaten Kompartiment des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) im sekretorischen
Weg (gelb) als auch in endosomalen Kompartimenten (rot) und dem pré-vakuoldren Kompartiment (PVC).
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2 Ziel dieser Arbeit

Die Protease Kex2 ist eine im Trans-Golgi-Netzwerk von Pilzen lokalisierte Endoprotease,
welche im Transit befindliche Proteine an spezifischen Schnittstellen schneidet und auf diese
Weise aktiviert. Trotz der biochemisch gut charakterisierten Aktivitit von Kex2 aus S. cerevisiae
sind iiber die zwei bekannten Substrate Killertoxin und o-Kreuzungspheromon hinaus nur
wenige Proteine bekannt, filir die eine Prozessierung durch Kex2 erfolgt. Trotzdem ist es in der
Literatur {iblich, Proteine mit einem in relativer Ndhe zum N-Terminus gelegenen dibasischen
,»KR“-Motiv als putative Kex2-Substrate zu annotieren. Es gibt jedoch Beispiele dafiir, dass
Kex2 auch C-terminale oder endogene Prozessierungsstellen erkennt und schneidet, so dass
generell davon ausgegangen werden muss, dass Kex2-Prozessierungen nicht nur auf N-terminale
Bereiche beschrinkt sind. Gleichzeitig gibt es aber auch Beispiele fiir unprozessiert bleibende
,»KR“-Motive. Daraus folgt, dass die in der Literatur {ibliche Beschreibung der Schnittstelle als
ein in Ndhe des N-Terminus gelegenes ,,KR“-Motiv weder ausreichend noch spezifisch ist.

In dieser Arbeit sollten daher Substratproteine von Kex2-Proteasen in Pilzen im Allgemeinen,
sowie in Candida albicans und C. glabrata im Speziellen, identifiziert werden. Aufgrund der
erweiterten experimentellen Basis sollte anschlieend ein erweitertes Modell zur Vorhersage von
Kex2-Substraten in Genomdaten entwickelt werden.

Im experimentellen Teil dieser Arbeit sollten ausgewéhlte putative Kex2-Substrate heterolog
exprimiert und in vitro mit rekombinanten Kex2-Enzymen auf ihre Suszeptibilitit gegeniiber
spezifischer Proteolyse hin iiberpriift werden.

Im theoretischen Teil dieser Arbeit sollte versucht werden, aus den gewonnenen Daten Kriterien
fiir die verbesserte Vorhersage von Kex2-Schnittstellen in Proteinsequenzen abzuleiten und

anhand dieser eine eingeschrinkte Liste mit moglichen Kex2-Substraten zu erstellen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Organismen und Nihrmedien

Alle gingigen Verbrauchschemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma
Roth, Feinchemikalien von der Firma Merck, Enzyme von der Firma Fermentas Life Science

und Oligonukleotide von der Firma TibMolbiol, bezogen.

3.1.1 Bakterien

3.1.1.1 Stamme

Name Genotyp

DH5-a F-, phi80dlacZ AM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, hadR17 (rk-,mk+), gal-,
hoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96m relA1 (Stratagene)

Rosetta blue F- ompT hsdSg(rs ms’) dcm pRARE? (CmF) (Novagen)

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstimme.

3.1.1.2 Medien

Medium Zusammensetzung

LB-Medium ,Luria-Bertani* 1% w/v Hefeextrakt (Becton Dickinson)

1% w/v Trypton (Becton Dickinson)

0,5% w/v NaCl pH 7,5

+ 2% w/v Agar (Becton Dickinson) bei Festmedien
+ ggf. 50pg/ml Ampicillin (Sigma) zur Selektion

+ ggf. 50ug/ml Chloramphenicol (Sigma) zur Selektion
Autoinduzierendes 1% w/v Hefeextrakt (Becton Dickinson)
LB/Laktose-Medium 1% w/v Trypton (Becton Dickinson)

0,5% w/v NaCl pH 7,5

1% w/v Laktose

0,04 % w/v Glukose

Tabelle 4: Medien zur Anzucht von Bakterien.
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3.1.2 Pilze

3.1.2.1 Stimme

Name Organismus Genotyp/Beschreibung Referenz

GS 115 Pichia pastoris His- Invitrogen manual

KM 71 Pichia pastoris His- Invitrogen manual
Pichia pastoris Expression ssScKex2 G. Boileau

PpCg12 Pichia pastoris Expression ssCgKex2 Diese Arbeit

CAl4 Candida albicans Ura-

CaActKEX2-4 Candida albicans Expression ssCaKex2 Diese Arbeit

SC5314 Candida albicans Wit

Tabelle 5: Verwendete Pilzstimme.

3.1.2.2 Medien

Medium Zusammensetzung

YPG Medium “yeast, peptone, glucose*
Vollmedium zur Anzucht von Pilzen

1% w/v Hefeextrakt (BD)

1% wi/v Pepton (BD)

2% wiv Glukose

+2% w/v Agar (BD) bei Festmedien

SD Selektionsmedium ,synthetic defined”
Selektionsmedium zur Anzucht auxotropher Mutanten

0,67% (w/v) Yeast-Nitrogen Base®,

frei von Aminosauren (BD)

1% (w/v) Glukose

2% (w/v) Bactoagar® bei Festmedien (BD)

Sabouraud Medium
Unselektives Medium zur Anzucht von Pilzen

1% (w/v) Casein Hydrolysat (BD)
4% (w/v) Glukose
1,5% (w/v) Agar (BD)

BMGY Medium
“buffered minimal glycerol+yeast extract”
Vollmedium zur Anzucht von P. pastoris

1% (w/v) Hefeextrakt
2% (w/v) Pepton

100 mM K:PO,, pH 6,0
1% (v/v) Glycerol

MD Medium ,minimal dextrose*“
Minimalmedium zur  Selektion
Transformanden

von P. pastoris

1,34% (w/v) Yeast Nitrogen Base (BD)
2% (wl/v) Glukose
2% Bactoagar® bei Festmedien (BD)

BMM Medium ,buffered minimal methanol”
Minimalmedium zur heterologen Proteinexpression in
P. pastoris

1,34% (w/v) Yeast Nitrogen Base (BD)
0,5% (v/v) Methanol
100 mM K:PO., pH 6,0

Tabelle 6: Medien zur Anzucht von Pilzen.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolation von Nukleinsiuren

3.2.1.1 Isolation genomischer DNA aus Pilzen

Fiir die Isolation genomischer DNA aus Pilzen im analytischen Mafistab [praparativer Mafstab]

werden die Zellen {iber Nacht in 3 ml [50 ml] YPG Medium bei 37°C unter Schiitteln

angezogen.

Die Zellen werden pelletiert, in 200 pl ml [2 ml] Lysislosung I (0,9 M Sorbitol; 0,1 M EDTA; 14
mM B-Mercaptoethanol; 0,2% Lytikase) resuspendiert und bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert.
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Danach werden die Zellen 5 min bei 3000xg pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet

wird in 250 pl [2,5 ml] Lysislosung II (15 ml 0,5 M EDTA; 6 ml 2 M Tris; 6 ml 10% SDS; 120

ml ddH,0) vorsichtig resuspendiert und eine Stunde bei 68°C inkubiert. Zur Féllung der Proteine
werden 400 pl [4 ml] 5 M Kaliumacetatlésung (pH 4,2) zugegeben und vorsichtig gemischt. Die
Proteine werden 10 min bei 13000xg pelletiert und aus dem Uberstand die DNA mit Ethanol
gefallt.

Bei der Isolation im analytischen Mafstab wird die DNA in 50 pl 1x TE (10 mM Tris-HCI;
1 mM EDTA; pH 8,0) mit 10 pg/ml RNAse A aufgenommen und ist nach kurzer Inkubation bei

Raumtemperatur bereit fiir Restriktionsanalysen.

3.2.1.2 Isolation von Gesamt-RNA aus Pilzen

Zu den gefrorenen Zellen (ca. 10* Zellen) wird 1 ml Tri-Reagenz (PeqLab) gegeben und die
Zellen 10 min mit Glasperlen aufgeschlossen. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
werden 200 pl Chloroform zugegeben, gemischt und weitere 10 min inkubiert. Zur
Phasentrennung wird 5 min bei 13000xg zentrifugiert und aus der oberen, wéssrigen Phase mit
500 pl Isopropanol die RNA ausgefillt. Die pelletierte Gesamt-RNA wird mit 70% Ethanol
gewaschen und 10 min bei 50°C in 10 pl H,O geldst. Von 0,5 ul der RNA-LSsung wird im
Photometer bei einer Verdiinnung von 1:100 die Konzentration bestimmt und 1 ug RNA in

einem 1%igen Agarosegel auf Reinheit und Degradation tiberpriift.

3.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli im analytischen Malistab [priparativer
MaBstab] werden die Zellen aus einer 3 ml Uber-Nacht-Kultur [S0 ml] in LB Medium mit
Ampicillin verwendet.

Die Zellen werden bei 2700xg fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert, in 250 ul [5 ml] Lysislosung (50
mM Glukose; 25 mM Tris-HCIL; 10 mM EDTA; 0,3 mg/ml Lysozym; pH 8,0) resuspendiert und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Lyse der Zellen werden 250 ul [5 ml] frisch
hergestellter Denaturierungslosung (0,2 N NaOH; 1% SDS) zugegeben, vorsichtig gemischt und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden zur Fillung der Proteine und der an
Proteine gebundenen genomischen DNA 250 pl [5 ml] 5 M Kaliumacetat zugesetzt, erneut
gemischt und fiir weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird bei 13000xg
und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Aus dem Uberstand wird die DNA mit 1 Volumen Isopropanol
und 1/10 Volumen 5 M Na,Acetat (pH 4,3) gefillt. Das Prazipitat wird mit 70% Ethanol
gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 1 ml ddH,O geldst.
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3.2.2 Manipulation von Nukleinsiuren

3.2.2.1 Reverse Transkription von mRNA zu ¢cDNA

Um isolierte mRNA fiir Expressionsanalysen zu cDNA umzuschreiben, muss zundchst sicher
gestellt werden, dass der Hintergrund an schon vorhandener DNA so klein wie mdglich gehalten
wird. Daher werden 0,5-1 pug Gesamt-RNA zunichst mit DNAse I (Promega) behandelt. Dazu
wird die RNA mit 1 pl (40 u) RNAse-Inhibitor (RNAseOut, Invitrogen), 1 pul 10x DN Ase-Puffer
und 1 pl (1 u) DNAse versetzt und mit ddH,O auf 10 ul aufgefiillt. Der Ansatz wird 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Inaktivierung der DNAse wird 1 pl EDTA (0,25 mM; pH 8,0)
zugegeben und 15 min bei 65°C inkubiert. Der Ansatz wird dann auf Eis gekiihlt und 9 pl RT-
PCR Gemisch (1 pl Superscript; 4 ul 5x Puffer; 1 pl Oligo(dT)zs-Primer; 1 ul ANTP-Mix; 2 pl
DTT) zugegeben und im Thermocycler 60 min bei 42°C und anschlieend 10 min bei 70°C

inkubiert.

3.2.2.2 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden mit dem ABI BigDye System durchgefiihrt. Dazu wurde in einem
Gesamtvolumen von 10 pl jeweils 1 pg der zu sequenzierenden DNA, mit 10 pmol
Sequenzierprimer und 2 pl BigDye Mix vermischt, mit dem Standard-Sequenzierungsprotokoll
im Thermocycler behandelt. Die Proben wurden in einem 3100-Avant Genetic Analyser (ABI

Prism) analysiert.

3.2.2.3 Klonierung von PCR-Produkten in TOPO®-Vektoren

PCR-Produkte, die nur fiir eine Sequenzierung kloniert werden sollten, wurden mit dem TOPO-
TA System (Invitrogen) kloniert. Dazu wurden sie zundchst mit Tag-Polymerase (Invitrogen)
von genomischer DNA oder cDNA amplifiziert und dann nach Herstellerangaben in den Vektor
ligiert.

PCR-Produkte, die fiir die Expression in E. coli bestimmt waren, wurden in den Vektor pET-
D100 (Invitrogen) kloniert. Dazu wurden sie zundchst mit Pfu-Polymerase (Fermentas Life
Science) von genomischer DNA amplifiziert und danach entsprechend den Herstellerangaben in

den Vektor ligiert.

3.2.2.4 Vektorklonierung

PCR-Produkte, die in einen spezifischen Vektor kloniert werden sollten, wurden nach folgendem

Schema behandelt [82]. Um zu verhindern, dass residuale Tag-Polymerase wéhrend des
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folgenden Restriktionsverdaus die iiberstehenden Enden wieder auffillt, wurde die Tag-

Polymerase durch Zugabe von Proteinase K zum PCR-Produkt und Inkubation fiir 1 h bei 37°C
proteolytisch abgebaut. Die Proteinase K wurde anschlieBen durch 2-malige Phenol-Chloroform-
Extraktion entfernt und die DNA anschlieBend gefdllt. Wurde als Template-DNA in der PCR ein
Plasmid verwendet, so wurde dieses durch Zugabe von Dpnl im folgenden Restriktionsverdau
abgebaut. Dpnl schneidet methylierte DNA an der Sequenz GATC, also ausschlieBlich Plasmid-
DNA aber kein PCR-Produkt. AnschlieBend wurde das verdaute PCR-Produkt durch
Auftrennung im Agarosegel gereinigt. Der Zielvektor wurde mit den gleichen Enzymen, die fiir
die Restriktion der PCR-Produkte verwendet wurden, gedffnet wund  mittels
Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Die Ligation von PCR-Produkt und Vektor erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 20 ul mit T4-Ligase. Dabei wurden pro Vektor-Insert-Kombination

verschiedene Mengenverhéltnisse verwendet. 5 ul des Ligationsansatzes wurden in ein Aliquot

dauerkompetenter DH5-a E. coli Zellen transformiert (Abschnitt 3.2.2.5).

3.2.2.5 Herstellung und Transformation dauerkompetenter Escherichia coli Zellen

Die Herstellung dauerkompetenter E. coli Zellen erfolgt in Anlehnung an die Methode von
Hanahan [83]. Die Zellen werden in Gegenwart von Antibiotika entsprechend der Resistenzen
des Stammes (keine bei DH5-a, 50 mM Chloramphenicol bei Rosetta) in einer 3 ml Uber-Nacht-
Kultur angezogen. Daraus wird eine 200 ml Kultur angeimpft und bis zu einer optischen Dichte
(ODgo) von 0,4-0,6 bei 37°C unter Schiitteln angezogen. Nach erreichen der gewiinschten
Zelldichte werden die Zellen geerntet und in 40 ml Puffer 1 (30 mM Kaliumacetat; 50 mM
MnCl,; 100 mM RbCI; 10 mM CaCl,; 15% Glycerol; pH 5,8) gewaschen. AnschlieBend werden
die Zellen vorsichtig in 8 ml Puffer 2 (10 mM MOPS; 75 mM CaCl,; 10 mM RbCl; 15%
Glycerol; pH 7,0) resuspendiert und in Fraktionen a 80 pl in fliissigem Stickstoff
schockgefroren.

Zur Transformation werden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit Plasmid-DNA bzw. einem Aliquot
eines Ligationsansatzes versetzt und nach 5 min Inkubation auf Eis 30 sec einem Hitzeschock
bei 42°C ausgesetzt. Die Zellen werden dann mit 0,5 ml LB Medium versetzt, 45-60 min bei

37°C geschiittelt und anschlieBend auf LB-Platten mit Antibiotikum zur Selektion ausplattiert.

3.2.2.6 Koloniehybridisierung

Die Koloniehybridisierung wird beim Durchmustern grofer Mengen von E. coli Klonen
verwendet. Die Einzelkolonien werden dazu entweder jeweils auf zwei auf LB/Amp-Platten

liegenden Nylonmembranen (Amersham) ausgestrichen und fiir mindestens 3 h bei 37°C
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wachsen gelassen, oder es werden Replikate der Platten durch Abklatsch angefertigt. Danach

werden die Zellen auf der ersten Membran bzw. der Replik in drei Schritten aufgeschlossen: 15
min Denaturierung (0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl), 15 min Neutralisierung (1 M Tris-HCI; 1,5 M
NaCl; pH 7,5), 10 min Aquilibrierung (2x SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M Na;Citrat). Die andere
Membran dient spdter als Quelle fiir lebende Zellen. Die erste Membran wird kurz getrocknet
und zur Fixierung der DNA im UV-Crosslinker (Stratagene) mit 1200 J/cm® bestrahlt. Die
verbliebenen Zelltriimmer werden mit einem Tuch abgewischt. Die Detektion der gesuchten
DNA wurde mit dem Dig-Easy-System (Roche) durchgefiihrt. Hierfiir werden mittels PCR
spezifische, mit Digoxygenin markierte DNA-Sonden hergestellt und in Hybridisierungspuffer
(DIG-EasyHyb+2% w/v Blocking Reagent) aufgenommen. Die Membran wird zundchst
mindestens 2 h in Hybridisierungspuffer (ohne Sonde) vorinkubiert und dann iiber Nacht mit der
Sonde bei 42°C hybridisiert. Um die tiberschiissige Sonde zu entfernen, wird die Membran am
Folgetag 2x 5 min bei Raumtemperatur in W1 (2x SSC; 0,1% w/v SDS) und 2x 15 min bei der
Hybridisierungstemperatur in W2 (0,5x SSC; 0,1% w/v SDS) gewaschen. Zur Blockierung der
unspezifischen Proteinbindungstellen wird die Membran 30 min in Blockierungslosung (1% w/v
Blocking Reagent; 100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; pH 7,5) inkubiert, dann der DIG-
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:7500 zugegeben und weitere 30 min geschiittelt. Der
iiberschiissige Antikdrper wird durch dreimaliges, 15 miniitiges Waschen in Waschpuffer (0,3%
v/v Tween80; 100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; pH 7,5) entfernt. Die Membran wird
mindestens 5 min in Aquilibrierungspuffer (100 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; pH 9,0)
gewaschen und zur Detektion wird entweder das Substrat NBT/BCIP (Boehringer) fiir die an den
Antikorper gebundene alkalische Phosphatase zugegeben, welches nach Reaktion ein dunkles
Prizipitat auf der Membran bildet, oder das Chemiluminiszens CDP-Star verwendet und

entsprechend ein Film mit dem Blot exponiert.
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3.2.3 Verwendete Oligonukleotide

Primer | Sequenz

Candida glabrata

CgKEX2ssATG CGGATCCGTATGAAGTGGTGGAACAAG

CgKEX2Hisrev CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGTATCAAATGAACACCAGTTGG
Candida albicans

CaKEX2ssATG CGGATCCGCTATGTTGCCAATAAAATTAC

CaKEX2revHISO

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGGTCTTCTTCACCTTCTTGTTTAT

CaKEX2revHIS1

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGAGAATTGGCCTTTTTGTTGCC

CaKEX2revHIS2

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGTCCTGTATTATCAGAATTGGC

CaKEX2revHIS3

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGTGACATAAGGTAAAATCCTGT

CaKEX2_ACTfwd

CTATGTTGCCAATAAAATTACTAATA

CaKEX2 ACTrev

GGGGCTAGCTTACAGAATTGGCCTTTTTGTTGCC

Cryptococcus neoformans

CnKEX2ssATG

CGGATCCGGCAAAATGCGCACCTTATTATCC

CnKEX2-Hisrev

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGCCAGCCAGGGAAACCACTATCTGC

CnKEX2revHIS2

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGGCCGACGAAGGGTTCTTCAGC

CnKEX2revHIS3

CCCGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGCCATGTAGAGGATGAAGCGAG

Tabelle 7: Zur Konstruktion von KEX2-Expressionsvektoren verwendete Oligonukleotide.

Insert Sequenz

EGFPf GGGATTCTCTAAAGGTGAAGAATTA

EGFPr GCGATGCGGCGGCTCTATTTGTACAATTCATCC
CaCcw14f CCGGATCCAATTATTATTCCAATCAACAGG
CaCcw14r CCGGATCCTGATTCATTAGCATTTTTAGAA
CA0365 CCGGATCCGCTATTCCACAAGAATCAACCA
CA0365r CCGGATCCTAAGGTTCAAAATGTTAAGAGC

Tabelle 8: Zur Konstruktion von GST-GFP Fusionsproteinen verwendete Oligonukleotide.
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Primer

| Sequenz

plC3.5-spezifische Vektorprimer

AOX 3' GCAAATGGCATTCTGACATCC
AOX 5' GACTGGTTCCAATTGACAAGC
Candida glabrata

OB D13-1 TATGAGTGTAGCTCACTGGG
OB D13-2 GAACGCAATATACTTAACTAGC
KEX2-5' ACGACAATTAGGTCATGAACAAG
KEX2-3' CTCTACCTCTATAAGTAGAATC
KAP2 ob1 AGGATGCCCGTACCAGCACC
KAP2 ob2 TGCCTATCATAGCAGCCACC
OBTup1 GTAGTGGTTATCTAGACCCC
OBTup2 GAGGAGGTGCGGTACGGGC
OBTdown2 TGCTATGATAGGCATGGAGG
Candida albicans

Ca Kex2 seq3f CCTGTCCCCATTGAAATGG

Ca Kex2 seq3r

GTGGTAGATTTGGTGATTCTTG

CaKex2 rev 2

CTTAAGAATTGGCCTTTTTGTTGCC

CaKex2 seqg-midf

GGGATTAGAATATTATCTGGCC

CaKex2rev4

CTATCCTGTATTATCAGAATTGGCC

Cryptococcus neoformans

Cn seq2f CCAATATCCGATGCCGACGAAGC
Cn seq2r GAAGTGACCATGCGACGAAAC
Cneo Kex2 seq3f GTTATGGAAAGCTTGACGCAGG
cneo seqif AGCATTGCCTTCAAGTCTTGGC
cneo seqir CCTCAATGCAGTCCTCTCATCC
CneofKEX2f CGCCCATTTCGTTTATTTICTTTA
CneofKEX2r TTGCTGGATCGCTCTACACTCTTC
Cnfwd ATGGGCACCTTATTATCCCTTTGG

Tabelle 9: Zur Sequenzierung von KEX2-Genen und Konstrukten verwendete Oligonukleotide.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-PAGE und Westernblot

3.3.1.1 Herstellung von Polyacrylamidgelen

Zur Auftrennung von Proteinen mittels Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde die
Apparatur Mini Protean III (BioRad) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei 160 V
durchgefiihrt, bis die Laufmittelfront der Proteine ca. 1 cm von der Unterseite des Gels entfernt
war. Zur Auftrennung von Peptiden und kleineren Proteinen (<20 kDa) wurden Tris-Tricingele
verwendet. Die Zusammensetzungen der Puffer und Gele sind in Tabelle 11 und Tabelle 12

angegeben.

3.3.1.2 Coomassiefirbung

Zur Farbung mit Coomassie Reagenz wurden die Gele fiir 2 h in Comassiefarbelosung (0,1%
Coomassie Brilliant Blau; 20% v/v Methanol; 0,5% v/v Eisessig) unter Schiitteln inkubiert und
der Hintergrund mit Entfarberlosung (50% v/v H,O; 40% v/v Methanol; 10% v/v Eisessig) nach
Sicht entférbt.

3.3.1.3 Silberfirbung

Fir die Silberfirbung wurden die Polyacrylamidgele zundchst 20 min in Fixierer (50% v/v
Methanol; 10% v/v Essigsdure; 0,05% v/v Formaldehyd) inkubiert. Reste des Fixierers wurden
durch zweimaliges Waschen in 50% v/v Ethanol entfernt und das Gel 1 min Lésung A (0,0002%
v/v Na,S,0; x SH,0) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in ddH,O wurde das Gel 10-15 min
in Losung B (0,16% w/v AgNOs, 0,72% v/v Formaldehyd) inkubiert. Ungebundenes Silber
wurde durch zweimaliges Waschen mit ddH,O entfernt, das Gel in einem frischen Gefdl in
Losung C (4% w/v Na,CO; 0,00005% Na,S,0; x 5H,O; 0,4% Formaldehyd) nach Sicht

entwickelt und schlieBlich in Fixierer gestoppt.
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Tris-Glycin Gele | Tris-Tricin Gele
Sammelgele
Sammelgelpuffer 1,26 ml Puffer mit SDS 1,89 ml
10% SDS 50 pl
10% APS 50 ul 10% APS 75 ul
TEMED 5l TEMED 75 ul
ddH0 2,8 ml ddH.O 7,5 ml
30% Acrylamid 840 pl Acrylamid 4,2 ml
Trenngele
Trenngelpuffer 3,8 ml Puffer mit SDS 5,7 ml
10% SDS 150 pl Glycerol 225 ul
10% APS 150 pl 10% APS 225 ul
TEMED 6 ul TEMED 9 ul
7,5% ddH.O 7,15 ml ddH.O 10,73 ml
Acrylamid 3,75 ml Acrylamid 5,625 ml
10,0% ddHO 5,9 ml ddH,O 8,85 ml
Acrylamid 5ml Acrylamid 7,5ml
12,0% ddHO 4,9 ml ddH.O 7,35 ml
Acrylamid 6 ml Acrylamid 9ml
15,0% ddH.O 3,4 ml ddH.O 51 ml
Acrylamid 7,5 ml Acrylamid 11,25 ml

Tabelle 11: Zusammensetzung von Acrylamidgelen.

Puffer Zusammensetzung
Laufpuffer nach Lammli (5-fach) 0,125 M Tris-Base
0,96 M Glycin
0,5% (w/v) SDS
Probenpuffer (4-fach) 62,5 mM Tris-HCI

20% (v/v) Glycerol
2% (w/v) SDS

0,1 MDTT

0,01% (w/v) Bromphenolblau
Tris-Glycin Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Tris-Glycin Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
Tris-Tricin Gelpuffer 3 M Tris-HCI, pH 8,45

0,3% SDS
Kathodenpuffer 0,2 M Tris-Base

0,2 M Tricin
Anodenpuffer 0,4 M Tris-Base, pH 8,8

Tabelle 12: Zusammensetzung der Puffer fiir PAGE.

3.3.1.4 Westernblot

Zum Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf PVDF Membranen wurde die Trans-
Blot Apparatur (BioRad) verwendet. Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
auf eine PVDF-Membran der Firma Millipore (Immobilon P bei Proteinen grofler als 20 kDa,
Immobilon P*? bei Proteinen/Peptiden unter 20 kDa) erfolgte in Transferpuffer nach dem Semi-
Dry-Verfahren. Das Gel wurde entweder 2 h bei 400 mA/60-70 V, oder ii. N. bei 100 mA/60-70
V geblottet. Zur Sittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 2 h bei RT in
Blocklosung (10% w/v Milchpulver in PBS (0,8% w/v NaCl; 0,02% w/v KCI; 0,144% w/v
Na,HPOy; 0,024% w/v KH,PO4; pH 7,4); 0,5% v/v Tween20) geschwenkt. AnschlieBend wurde
der Primérantikorper (Qiagen) in Blocklosung verdiinnt zugegeben (Verdiinnung 1:10000 fiir
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Anti-His) und 1. N. bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde 3x 15 min mit Waschlésung

(PBS+0,5% v/v Tween20) gewaschen und der Peroxidase-gekoppelte Zweitantikorper (Ziege-
anti-Maus-Peroxidase) in Blocklosung 1:10000 verdiinnt zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir
I h bei RT. Die Membran wurde erneut gewaschen und das Signal mit Luminol (Pierce)

detektiert.

3.3.1.5 Grofen-Ausschluss-Chromatographie

Zum Saubern von Proteinlosungen von hochmolekularen Aggregaten wurden die
Proteinlosungen durch einen Sterilfilter mit einer Porengrof3e von 0,22 um filtriert.

Zum Konzentrieren und Trennen von Proteinen anderer Grof3en wurden die Grofen-Ausschluss-
Systeme Centricon 20 (Millipore) fiir GroBenordnungen ab mehreren ml und die Systeme
Microcon YM10/YM30/YM50 (Amicon) fiir GroBenordnungen von wenigen pl bis wenigen ml

verwendet.

3.3.2 Anionen-Austausch-Chromatographie

Fiir die Reinigung von Proteinen mittels Anionen-Austausch-Chromatographie wurden HiTrap
ANX FF Sidulen (Amersham Biosciences) verwendet. Die sterilfiltrierten Kulturiiberstdnde
wurden zundchst aufkonzentriert (Abschnitt 3.3.1.5) und in Bindepuffer (20 mM Bis-Tris; 10
mM NaCl; pH 4,5) aufgenommen. Die Proteine aus der Losung wurden auf die Séule gebunden
und die Séule anschlieBend mit 20 ml Bindepuffer gewaschen. Zur Elution der Proteine wurde

die Sdule mit 3 ml Elutionspuffer (20 mM Bis-Tris; 100 mM NacCl; pH 5,5) gespiilt.

3.3.3 Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

3.3.3.1 Expression

Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte durch Induktion mit Laktose in Uber-
Nacht-Kultur (LB-Medium 0,04% Glukose; 0,2% Laktose [84, 85]) bei RT, 25 oder 30°C und
200 rpm im Schiittler. Ein Zellpellet aus 50 ml Kulturvolumen wurde in 5 ml Lysislosung
(Bugbuster (Novagen) mit 20-50 mM Imidazol, 1% v/v Protease Inhibitor Cocktail III
(Calbiochem), 10 u Benzonase (Novagen) und eine kleine Spatelspitze Lysozym (Sigma)) 20-30
min bei RT unter Bewegung lysiert. Durch Zentrifugation wurden 16sliche Bestandteile von
unldslichen getrennt. Lysat und Pellet wurden dann, wie in den folgenden Abschnitten

beschrieben, weiterbehandelt.
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3.3.3.2 Aufreinigung von loslichen Proteinen mit His-tag

Proteine mit 6xHis-tag wurden mittels Affinitaitschromatographie isoliert. Dazu wurde Ni-NTA-
Agarose (Novagen) verwendet: das Zelllysat wurde auf die Ni-NTA-Agarose gebunden, intensiv
mit Waschpuffer (40 mM Imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 8,0) gewaschen und mit
Elutionspuffer (350 mM Imidazol; 0,001% v/v Triton X-100; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH
8,0) in 1 ml-Schritten eluiert.

3.3.3.3 Aufreinigung von loslichen Proteinen mit GST-tag

Zur Aufreinigung mit Glutathion-S-Transferase fusionierter Proteine wurde Glutathion-
Sepahrose (Novagen) verwendet. Nach Bindung der Proteine aus dem Lysat fiir ca. 20 min
wurde die Sepharose intensiv mit GST-Waschpuffer (4,3 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,; 0,14
mM NaCl; 0,27 mM KCIl; pH 7,2) gewaschen und anschlieBend in 1 ml-Schritten mit
Elutionspuffer (Waschpuffer mit 10 mM reduziertem Glutathion) eluiert.

3.3.3.4 Renaturierung von unléslichen Proteinen aus Inklusionskorpern

Aufreinigung von Protein aus Inklusionskorpern

Ein Zellpellet aus einer 50 ml ii. N. Laktose-Expressionskultur wurde, wie oben beschrieben,
lysiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Pellet in
5 ml Harnstoff-Puffer (8 M Urea; 50 mM Imidazol; 1% v/v Proteaseinhibitor Cocktail II
(Calbiochem) in Ni-NTA-Lysispuffer (s.0.)) geldst, ggf. ii. N. bei 60°C. Das geloste Protein
wurde anschliefend durch Zentrifugation von unldslichen Bestandteilen getrennt, auf 1 ml Ni-
NTA-Agarose (Bettvolumen) gegeben und die Sdule/das Gefdl fiir 10 min sanft geschiittelt.
Optional kann die Agarose mit Isopropanol gewaschen werden, um Verunreinigungen wie
Endotoxine zu entfernen [86]. Die Agarose wurde dann mindestens zwei Mal mit Harnstoff-
Puffer gewaschen, um Reste anderer Losungsmittel und unspezifisch gebundenes Protein zu

entfernen. Sie war danach fiir die Renaturierung der gebundenen Proteine bereit.

Renaturierung mittels Harnstoff

Die Renaturierung mit Harnstoff beruht auf der sequentiellen Entfernung des Harnstoffs als
chaotropes Reagenz aus den Proteinen. Das kann entweder durch Pufferwechsel oder durch
Verdiinnen geschehen. Bei an Ni-NTA-Agarose gebundenen Proteinen bot sich der
Pufferwechsel an. Das geschah durch Wechsel mit Harnstoffpuffern immer geringerer

Konzentration (4 M; 3 M; 2 M; 1 M; 0 M Harnstoff in Ni-NTA-Lysispuffer ohne Inhibitoren und
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Imidazol) und jeweils ca. 12 h Inkubation bei RT unter Bewegung. Essentiell war hier ein

ausreichendes abschliefendes Waschen mit normalem Ni-NTA-Waschpuffer, um verbleibenden

Harnstoff auszuwaschen. Nach der Faltung konnte die Sdule wie oben eluiert werden.

Renaturierung mittels TritonX-100 und B-Cyclodextrin

Bei Renaturierung mit TritonX-100 und B-Cyclodextrin [87] wurde der Harnstoff zunichst durch
intensives Waschen der an die Ni-NTA-Agarose gebundenen Proteine mit Puffer A (0,1 M
NaCl; 20 mM Tris; 0,1% Triton X-100; pH 8,0) entfernt und durch Triton X-100 ersetzt.
Uberschiissiges Triton wurde durch Waschen mit 20 ml Puffer B (0,1 M NaCl; 20 mM Tris;
5 mM B-Cyclodextrin; pH 8,0) entfernt. Die Renaturierung erfolgte {i. N. in 10 ml Puffer B unter
Bewegung. Die Sdule wurde am Folgetag mit 20 ml Ni-NTA-Lysispuffer gewaschen und, wie

oben beschrieben, eluiert.

3.3.4 Transformation von Pilzen mit rekombinanter DNA

Pilzzellen von P. pastoris oder C. albicans wurden nach einem aus Lin-Cereghino et al. [88]
abgewandelten Elektroporationsprotokoll transformiert: eine 50 ml Zellkultur wurde bis zu einer
OD¢yy von 0,8 angezogen, die Zellen durch Zentrifugation (500xg, RT) geerntet, in 9 ml
eiskaltem TEDS-Puffer (10 mM Tris-Base; pH 8,3; 3% v/v Polyethylenglycol; 5% v/v
Dimethylsulfoxid; 1 M Sorbitol) und 1 ml 1 M Dithiothreitol resuspendiert und 5 min unter
leichtem Schiitteln bei RT inkubiert. Die Zellen wurden danach erneut pelletiert (500xg, RT), in
1 ml TEDS ohne Dithiothreitol resuspendiert und in Aliquots a 50 ul in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Zur Elektroporation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 pg Plasmid-
DNA in max. 20 pl Losung in einer Elektoporationskiivette (d= 2 mm) vermischt und 10 min auf
Eis inkubiert. Die Kiivette wurde in den Elektroporator transferiert und der Puls (450 V; 150 uF)
sofort gestartet. Nach dem Puls wurde die Kiivette wieder auf Eis gestellt, die Zellen spéater auf 3
SD-Agarplatten ausplattiert und diese bei 30°C inkubiert. Die ersten Kolonien erschienen nach

2-3 Tagen.

3.3.5 Expression rekombinanter Proteine in Pichia pastoris

3.3.5.1 Herstellung und Transformation der Expressionskonstrukte

Zur heterologen Expression von rekombinanten Kex2 Proteasen wurde das Plasmid pIC3.5 aus
dem ,,Pichia Expression kit“ (Invitrogen) verwendet. Zur Herstellung der spezifischen

Konstrukte wurde das Zielgen mittels PCR amplifiziert und iiber BamHI und Notl
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Restriktionsschnittstellen in das Plasmid pIC3.5 eingesetzt. Es wurden sowohl Konstrukte mit C-

terminalem 6xHis-tag als auch ohne erstellt (Abbildung 10).
Zellen des Stammes GS115 wurden mittels Elektroporation mit durch Bg/Il linearisierter

Plasmid-DNA transformiert und auf Minimalmedium selektiert (siche Abschnitt 3.3.4).

PpAOX1-

AmpR Promotor TT HIS4 AOX1 3
Bglll  BamHI Notl Bglll
PpAOX1-

AmpR Promotor T HIS4 AOX1 3
Bglll  BamHI Notl Bglll

Abbildung 10: Schematische Darstellung der verwendeten pIC3.5-basierten Expressionskonstrukte.
Vektorriickgrad (blau) mit Resistenzgen (AmpR) zur Vermehrung in E. coli, Selektionsmarker (HIS4) fiir
P. pastoris und die von den zur Linearisierung verwendeten Bg/II Restriktionsschnittstellen flankierten AOX1-
homologen Bereiche. Das zu exprimierende Gen (griin) wurde entweder ohne (A) oder mit (B) im
riickwértsgewandten Primer enthaltenen C-terminalen 6xHis-tag (rot) fusioniert.

3.3.5.2 Testexpression

Zur Identifizierung von Transformanden, welche das gewlinschte Protein sezernieren, wurden
die einzelnen Klone in 3 ml BMM Medium iiber Nacht bei 30°C angezogen und am Folgetag auf
Proteaseaktivitét (siche Abschnitt 3.3.7) im Kulturiiberstand iiberpriift.

Die Transformanden mit der hochsten Aktivitdt unter diesen Bedingungen wurden fiir die

Herstellung groBerer Proteinmengen verwendet.

3.3.6 Messung der Phosphataseaktivitiit

Die Aktivitit von Phosphatasen wurde mittels der Umsetzung von p-Nitrophenylphosphat
(pNPP) zu p-Nitrophenol bestimmt. Die Konzentration des Endproduktes dieser Reaktion kann
photometrisch durch Messung der Absorption bei 405 nm gemessen werden. Da die
Absorptionsstirke von p-Nitrophenol vom pH-Wert des Milieus abhédngt und im sauren Bereich
am niedrigsten ist, muss die Losung vor der Messung auf einen alkalischen pH-Wert gebracht
werden und fiir jeden verwendeten pH-Wert eine eigener Referenzwert verwendet werden.

Fiir jeden Messwert werden 50 pl 0,1 M KAc-Puffer vorgelegt, jeweils mit und ohne Enzym.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 pl des Substrats (5 mg/ml) gestartet und bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionen werden nach 1-3 h durch Zugabe von 200 pul 0,2 M
NaOH gestoppt und die Absorption bei 405 nm gemessen.
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3.3.7 Messung der Kex2-Aktivitiit

Zur Messung der Aktivitidt von Kex2 und anderen Proteasen mit &hnlicher Spezifitdt wurde das
Substrat Benzyloxycarbonyl-Tyr-Lys-Arg-para-nitroanilid (Z-Tyr-Lys-Arg-pNA, Bachem,
Weilheim) verwendet. Umsetzung des Substrates kann durch Messung der Absorption bei 405
nm verfolgt werden. Zur Messung wurde ein Spektrophotometer (Tecan) eingesetzt. Die
Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 100 pl mit variablen Enzymmengen und einer
Standardmenge Substrat (1 pl einer Stocklosung von 50 mM Substrat/H,0). Substrat und Enzym
wurden jeweils getrennt in Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCL; 0,2 M KCI; 1 mM CaCly; 0,001%
Triton X-100) vorbereitet und die Reaktion durch Vermischen der beiden Komponenten
gestartet. Die Messung von kinetischen Daten wurde unmittelbar nach dem Start der Reaktion

begonnen.

3.3.8 Proteolytischer Verdau mit Kex2-homologen Proteasen

Der proteolytische Verdau von heterolog exprimierten Substraten erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 50 oder 100 pl in Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI; 0,2 M KCIl; 1 mM
CaCly; 0,001% Triton X-100) bei 37°C. StandardméBig wurden 3 pl einer zuvor auf ihre
Aktivitdt eingestellte Protease verwendet. Das Volumen des eingesetzten Substrats war abhédngig

von dessen Konzentration und den Farbeeigenschaften des Proteins in der SDS-PAGE.

3.4 Statistische Verfahren und Datenbanken

3.4.1 Matthews-Korrelation

Der Matthews-Korrelations-Koeffizient ist ein Mall der Vorhersagequalitit, der sich aus dem
Verhiltnis von richtigen und falschen positiven und negativen Beispielen errechnet. Ein
perfekter Vorhersagealgorithmus hitte einen Wert von 1 (nur richtige), ein Algorithmus mit

einem Wert von 0 entspriache einer Zufallsverteilung. Ein Wert von -1 entspriache ,,nur falsch*.

(TPXTN) — (FPXFN)
v/ (TP+FP)(TP+FN)TN+FP)(TN+FN)

MCC =

Formel 1: Matthews-Korrelations-Koeffizient.
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3.4.2 Receiver Operating Characteristic Kurve

Die Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve ist eine Methode zur Bewertung und
Optimierung von Analysestrategien. Die ROC-Kurve stellt die Abhdngigkeit der Effizienz von
der Fehlerrate dar und ermdglicht so die Grenzwertoptimierung (Abbildung 11). Es werden fiir
jeden mdoglichen Grenzwert (0..max, in Intervallen von 0,01) die Spezifitit (Richtignegativrate,
TN/(TN+FP)) und Sensitivitdt (Richtigpositivrate, TP/(TP+FN)) ermittelt (Abbildung 11A) und
die Flache unter der resultierenden ROC Kurve (AUC, ,area under curve®) mittels

Trapezoidapproximation ermittelt [89] (Abbildung 11B).

A Grenzwert Bewertung

100% ¢

./a- B
/_-"

P(TF)

B o F{FF) 100%
Bildquelle: de.wikipedia.org/wiki/Receiver_Operating_Characteristic

Abbildung 11: Beispieldiagramm ROC-Kurven. A: Durch Verschieben des Grenzwertes auf einer
Bewertungsskala lassen sich Richtigpositiv- und Richtignegativ-Rate optimieren. B: Das Integral der Auftragung
von Richtigpositiv- und Falschpositiv-Rate (AUC) bei allen Grenzwerten im Intervall ist ein Maf fiir die
Gesamteftizienz eines Algorithmus.

3.4.3 Separierende Hyperebenen/Support Vektoren

Die Support-Vector-Maschine (SVM) ist ein Lernalgorithmus zur Klassifizierung von Objekten.
Die SVM bestimmt anhand einer Menge von Trainingsbeispielen eine Hyperebene, welche beide
Klassen so voneinander trennt, dass der kleinste Abstand zur Hyperebene fiir die Beispiele
beider Klassen maximiert wird, um eine moglichst gute Generalisierbarkeit des Klassifikators zu
garantieren (Abbildung 12). Dieses Verfahren ldsst sich unter Verwendung nicht-linearer
Separatoren auch zur Klassifikation von Mehr-Klassen-Problemen anwenden. Hierzu wurde das

Programm libSVM-prob verwendet [90].
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Abbildung 12: Eine separierende Hyperebene trennt zwei Klassen von Daten. Alle drei Ebenen L1, L2 und L3
trennen die Datensitze ,,rund“ und ,,eckig® anhand der Messparameter x und y voneinander, aber nur L2 verlauft
optimal, mit groffitem Abstand zu beiden Populationen.

3.4.4 Verwendete Software und Genomdatenbanken

Name Version | Referenz

BioPerl 1.5 www.bioperl.org

TMHMM 1.0 cbs.dtu.dk/services/ TMHMM [91]

TargetP 1.0 cbs.dtu.dk/services/TargetP [92]

SignalP 2.0 cbs.dtu.dk/services/SignalP [93]

Disopred 2.0 bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred [94]

1libSVM-prob | 1.0 www.csie.ntu.edu.tw/~cjlin/libsvim/ [90]

Mass 1.0 bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MASS/ [95]

Rvp-net 1.0 gibk26.bse.kyutech.ac.jp/jouhou/shandar/netasa/rvp-net/ [96]
RasMol www.openrasmol.org/ [97]

Tabelle 13: Verwendete Software.

Spezies Webadresse

Aspergillus fumigatus www.tigr.org/tdb/e2k1/aful/

Aspergillus niger www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus group/
Ashbya gossypii agd.unibas.ch/

Candida albicans candidagenome.org/

Candida glabrata natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/

Candida famata natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/

Cryptococcus neoformans

www.tigr.org/tdb/e2k1/cnal/

Fusarium graminearum

www.broad.mit.edu/annotation/genome/fusarium_graminearum/

Kluveromyces lactis

natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/

Magnaporthe grisae

www.broad.mit.edu/annotation/fungi/magnaporthe/

Neurospora crassa

www.broad.mit.edu/annotation/fungi/neurospora/

Saccharomyces cerevisiae

yeastgenome.org/

Schizosaccharomyces pombe

www.sanger.ac.uk/Projects/S pombe/

Stagonospora nodorum

www.broad.mit.edu/annotation/genome/stagonospora nodorum/

Trichoderma reesei

genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html

Ustilago maydis

www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago maydis/

Yarrowia lipolytica

natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/

Tabelle 14: Verwendete Genomdaten. Fiir die Analysen wurden von den angegebenen Internetseiten die aus den
Sequenzierdaten vorhergesagten und translatierten Proteinsequenzen im Fasta-Format bezogen. Dies geschah im
Zeitraum Januar 2004 bis Mérz 2005. Daher sind in den Analysen weder neuere Daten dieser Organismen noch die
Daten von spéter verdffentlichten Genomsequenzen beriicksichtigt.
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Ergebnisse

4 FErgebnisse

4.1 Bekannte Substrate Kex2-homologer Proteasen in Pilzen

In der Literatur ist nur fiir relativ wenige Proteine experimentell gezeigt worden, dass sie von
Kex2 prozessiert werden. Dabei handelt es sich vor allem um Proteine mit multiplen
Schnittstellen, etwa von Kreuzungspheromonen und Killertoxinen oder dem Repl Protein aus
Ustilago maydis. Dariiber hinaus sind einige wenige Enzyme bekannt, die Substrate von Kex2
sind. Dazu gehoren die Exoglukanase Exgl aus S. cerevisiae, die Xylanasen Xynl und Xyn2 aus
Trichoderma resii und eine Chloroperoxidase aus Aspergillus niger. Des Weiteren gibt es

Strukturproteine der Zellwand aus S. cerevisiae, die Pir-Proteine, die zu den Substraten von

Kex2 gehoren.

Spezies Protein Pos. | Ref. | Accession# |Sequenz der Schnittstelle

A. niger Clp Chloroperoxidase | 322 [[98] |P04963 Napyyaqgdptlgpndkr eaapaattsmavf
C. albicans MF a 81 ([[10] | CA2412 livngttltsgannekr eakskggfrltnf
C. albicans MF a 102 ([10] |CA2412 kggfrltnfgyfepgkr danadagfrltnf
C. albicans MF a 123 |[10] [CA2412 dagfrltnfgyfepgkr danaeagfrltnf
C. albicans MF a 143 [[10] | CA2412 dagfrltnfgyfepgkr danaeagfrltnf
C. albicans Exoglucanase 1 38 |[99] |P29717 -visnpfkpngnlkfkr ggghnvawdydnn
C. immitis Sowgp 61 |[100] satpshydeygykmrkr gatshkehsycdt
K. lactis RF2 Killertoxin 29 |[[101] | S07915 fvgglehthrrgslvkr avcydtdgvplni
K. lactis RF2 Killertoxin 894 |[101] | SO07915 tslavkeynnekvlykr gdipppgsnnrli
S. cerevisiae | Cis3 (Pir4) 64 |[102] | NP_012377 ttfgiavgaitsskakr dvisgigdggvga
S. cerevisiae | Pir2 72 |[103] | S33651 tssassaattasskakr aasqgigdgqvgaa
S. cerevisiae | K1 Killertoxin 149 |([104] nrpvsgsdpngatvarr distvadgdipld
S. cerevisiae | K1 Killertoxin 233 [[104] gtyttfttphipavakr yvypmcehgikas
S. cerevisiae | K1 Killertoxin 44 | [104] ndvagpaetapvsllpr eapwydkiwevkd
S. cerevisiae | K1 Killertoxin 188 |[105] ehgisilpanasqyvkr sdtaehttsfvvt
S. cerevisiae | K2 Killertoxin 221 |[106] | S12933 vvhlgvyydnstgivkr dsrpsmtswtvlh
S. cerevisiae | K28 Killertoxin 149 [[107] | S51548 ankvisktenaenigsr slipgllsmdyns
S. cerevisiae | K28 Killertoxin 49 |[107] | S51548 yargmptsergqggleer dfsaatcvlmgae
S. cerevisiae | K28 Killertoxin 245 |[107] | S51548 fgfaphsngnstglgkr asiddavwlgsay
S. cerevisiae | Rhizopus Lipase RNL | 231 |[108] | AAC60540 yyvestgipfqrtvhkr divphvppgsfgf
S. cerevisiae | Rhizopus Lipase RNL 95 |[109] | P21811 tewyeshggnltsigkr ddnlvggmtldlp
S. cerevisiae | MF a 104 |[110] [ PO1149 eawhwlglkpggpmykr eaeaeawhwlglk
S. cerevisiae | MF a 125 ([110] | PO1149 eawhwlglkpggpmykr eadaeawhwlglk
S. cerevisiae | MF a 145 |[110] [ PO1149 eawhwlglkpggpmykr eadaeawhwlglk
S. cerevisiae | MF a 85 ([[110] [ PO1149 tiasiaakeegvsldkr eaeawhwlglkpg
T. resii Xylanase | 51 [[42] | XYN1_TRIRE | rgmydfvlgahndhrrr asinydgnyqgtgg
T. resii Xylanase Il 32 [[42] | XYN2_TRIRE | ascrpaaevesvavekr gtigpgtgynngy
U. maydis KP6 Killertoxin 26 |[111] | A34778 | -————————- lpnglspr nnafcagfglsck
U. maydis KP6 Killertoxin 139 |[111] [ A34778 elhrddppptasdigkr gkrprpvmcgcvd
U. maydis KP6 Killertoxin 107 |[111] | A34778 hcsslnnnmscrslskr tigdsatdtvdlg
U. maydis Rep1, hydrophobin 59 [[112] | S71753 klvdasdltlgvdilkr tdysackkyvssy

Tabelle 15: Schnittstellen bekannter Substrate von Kex2-homologen Proteasen aus Pilzen.
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Da diese bekannten Substrate in ihrer Anzahl zu gering sind um eine statistisch verléssliche

Beschreibung der Schnittstelle iiber die P1- und P2-Position hinaus zu generieren, wurde aus den
in Tabelle 2 gezeigten Daten der biochemischen Aktivitit von S. cerevisiae Kex2 gegeniiber
fluorogenen Peptiden eine positionsspezifische Matrix (PSSM) fiir die Positionen P4-P1
berechnet. Dazu wurden die gegebenen Werte (Spalte ,,relativ, Tabelle 16) der Positionen P4
und P3 in Prozent vom Maximalwert (Arg an P4, His an P3) umgerechnet. Mit Hilfe dieser
Matrix konnen nun Peptidsequenzen mit Arginin an P1 hinsichtlich ihrer biochemischen

Suszeptibilitdt gegeniiber Kex2 klassifiziert werden.

P4 P3 P2 P1

relativ %Max relativ %Max %Max %Max
Lys 128 0,72 100 0,70 1,000 0,014
Arg 179 1,00 128 0,90 0,510 1,000
Thr 30 0,17 110 0,77 0,130 0,0088
Pro 36 0,20 0 0,01 0,095 0,00019
Glu 0 0,01 89 0,62 0,088 0,00
lle 51 0,28 79 0,55 0,054 0,00
Ser 31 0,17 92 0,64 0,043 0,00
Ala 45 0,25 92 0,64 0,032 0,00
Asn 88 0,49 98 0,69 0,029 0,00
Val 100 0,56 130 0,91 0,014 0,00
Cys 9 0,05 101 0,71 0,0085 0,00
Asp 0 0,01 38 0,27 0,0027 0,00
GIn 74 0,41 102 0,71 0,0024 0,00
Gly 6 0,03 100 0,70 0,0023 0,00
His 131 0,73 143 1,00 0,00072 0,00
Met 95 0,53 101 0,71 0,00068 0,00
Leu 16 0,09 128 0,90 0,00043 0,00
Tyr 85 0,47 121 0,85 0,00017 0,00
Phe 108 0,60 141 0,99 0,0000068 0,00
Trp 58 0,32 126 0,88 0,0000009 0,00

Tabelle 16: Matrix ,,biochemisch®. Positionsspezifische Matrix fiir die Substratspezifitit von Kex2 in
S. cerevisiae, generiert aus den in Tabelle 2 gezeigten Daten.

Die Durchmusterung von Genomdaten macht relativ schnell klar, dass es eine Vielzahl solcher
Motive gibt. Alleine das Motiv ,,KR*“ kommt im Genom von S. cerevisiae 11499 mal, bei
C. albicans 9639 mal und bei C. glabrata 9876 mal vor. Die Verteilung der durch die Matrix
bewerteten Motive (Abbildung 13) zeigt, dass dieses aufgrund der verschiedenen Mdglichkeiten
an der Position P2 noch weit hdufiger vorkommt (20475 mal bei C. albicans). Die Motive
bekannter Substrate (Abbildung 13, 1-4) werden, wie erwartet, hoher bewertet als der
Durchschnitt. Tatsdchlich liegen die bekannten Substrate von S. cerevisiae und C. albicans, mit

Ausnahme des a-Pheromons aus C. albicans, im Bereich der oberen 10%.
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Die Tatsache, dass es in diesem Bereich etwa 3000 weitere Motive gibt, macht gleichzeitig

deutlich, dass Motive, welche Kex2-Schnittstellen dhneln, nicht exklusiv in einer kleinen Gruppe
von Substratproteinen vorkommen, sondern statistisch im Genom verteilt sind. Es miissen daher
zur Vorhersage von Substratproteinen weitere Kriterien als nur die Bewertung der

biochemischen Aktivitdt/Affinitdt an den Bindungsstellen S4-S1, herangezogen werden.
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Abbildung 13: Verteilung der durch die PSSM bewerteten Motive bei C. albicans. A: Etwa 90% der 20475
durch die PSSM bewertbaren Motive liegen in einem Bereich unterhalb der Bewertung von bekannten Kex2-
Schnittstellen (2,3,4). B: Selbe Daten wie (A) mit vergroBerter Y-Achse. 1: CaMFa (122, 264); 2: ScMFa (392); 3:
ScPir2/ScPir4 (401), 4: CaExgl (621).
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4.2 SLoPF-DB: Datenbank fiir Subzelluliire Lokalisation von Proteinen aus Fungi

Um zwischen tatsdchlich geschnittenen und unprozessiert bleibenden Motiven unterscheiden zu
konnen, bieten sich zundchst zwei Parameter an:

* Erstens verhindert die Kompartimentierung der Zelle, dass Proteine unterschiedlicher
subzelluldarer Lokalisation direkt miteinander interagieren konnen, so dass Motive in einem
Kompartiment ohne den entsprechenden Interaktionspartner ohne Funktion sein konnen.

e Zweitens kann der Grad der Konservierung eines Motivs zwischen orthologen Proteinen
verschiedener Organismen Aufschluss tiber die funktionelle Relevanz eines Motivs geben.

Dazu sollte zunéchst eine Methode bereitgestellt werden, die diese beiden Parameter vereint. Im

Folgenden wird ein Algorithmus beschrieben, der fiir eine Gruppe zueinander orthologer

Proteine aus verschiedenen Pilzen aus den einzelnen vorhergesagten Lokalisationen eine

Wabhrscheinlichkeit fiir die subzelluldre Lokalisation berechnet. Die so erzeugten Daten wurden

in eine interaktive ,,Datenbank fiir Subzelluldre Lokalisation von Proteinen aus Fungi* (SLoPF)

integriert, die es ermdglicht, Proteinmotive, sortiert nach subzelluliren Kompartimenten, auf

Grad der Konservierung und lokale Strukturmotive hin zu untersuchen.

4.2.1 Vorhersage der Lokalisation von Proteinen

In biologischen Systemen gibt es aufgrund der Kompartimentierung von Zellen eine Vielzahl
moglicher, von einander distinkter Lokalisationen von Proteinen. Bereits co-translational
wihrend der Proteinbiosynthese entscheidet sich fiir viele Proteine durch Bindung des ,,signal
recognition particle* (SRP) an das Signalpeptid oder eine Signal-Anker-Sequenz, ob das Protein
in eines der Subkompartimente des sekretorischen Wegs eintritt oder ob es im Zytosol verbleibt.
Uber diesen Mechanismus werden auch integrale Membranproteine, mit Ausnahme derer, die
iiber einen sog. ,,C-tail-anchor* in der Membran verankert werden, in der Zelle verteilt. Dariiber
hinaus enthalten Proteine weitere Lokalisationssequenzen, die post-translational zur
Translokation in andere Kompartimente der Zelle fiihren kdnnen, beispielsweise flir den Zellern
(Kernlokalisationssequenz, ,,NLS*), Peroxisomen (,,peroxisomal targeting sequence“ (PTS))
oder Mitochondrien (,,mitochondrial targeting peptide (mTP)). Des Weiteren werden viele
Proteine an einem bestimmten Ort der Zelle durch Protein-Protein Interaktion gehalten, z. B. ER-
residente Proteine durch Bindung durch den HDEL-Rezeptor.

Da die bekannten Lokalisationssignale jedoch in der Regel keine einfache Konsensussequenz
aufweisen, ist eine genaue Klassifizierung anhand dieser nicht immer moglich. Trotzdem besitzt

diese Arte der Lokalisationsvorhersage eine sehr hohe positive Vorhersagequalitét, d. h. Proteine
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in denen die entsprechenden Motive gefunden werden, konnen mit hoher Wahrscheinlichkeit

zugeordnet werden. Allerdings ist das Fehlen eines solchen Motivs kein klarer Beweis fiir die
Lokalisation an anderer Stelle, so z. B. bei Proteinen, welche nicht iiber das klassische
Signalpeptid in das ER gelangen [113]. Daher wird an dieser Stelle eine Kombination aus
verschiedenen Methoden verwendet, deren Zusammenspiel zu einer erhOhten Qualitdt der
Aussage fiithren sollte. Die Ergebnisse dieser Methoden werden wiederum mit der in Abschnitt
4.2.2 vorgestellten Gruppierung von Sequenzen gekoppelt, so dass eine Lokalisationsvorhersage
im giinstigsten Fall auf mehreren orthologen Proteinsequenzen beruht. Ausnahmen bilden hier
abgeleitete Genprodukte, die spezifisch fiir eine der betrachteten Spezies sind (,,orphans®) oder
Genprodukte, deren Sequenzhomologien nicht ausreichen, um diese mit der verwendeten
Methode zu finden.

Das Sortierschema, welchem SLoPF-DB folgt, dhnelt im Wesentlichen einem angendherten
Zwei-Schritt Sortierungsprozess, wie er auch in der Zelle funktioniert. Es wird zunéchst eine
grobe Klassifizierung in ,hicht-sekretorisch®/,,sekretorischer Weg*/,,mitochondrial*
vorgenommen, wobei in die Klasse ,,sekretorischer Weg®“ auch alle nicht-mitochondrialen
Transmembranproteine und Proteine der Mikrokorperkompartimente fallen. Die Klassen ,,nicht-
sekretorisch® und ,,sekretorischer Weg* werden dann weiter aufgeteilt auf ,,zytosolisch®/
LHhukledr bzw. ,,ER*/,,Golgi*/,,Vakuole*/,,Peroxisom*/,,Extrazellularraum®. Eine weitergehende
Unterteilung des mitochondrialen Proteoms wurde nicht vorgenommen, weil dies im Rahmen
dieser Arbeit nicht von Bedeutung war.

Peroxisom

Extrazellularer
/ Nukleus Raum
’LV Zellwand

A Zytosol » ER > Golgi Peroxisom
\ ] ) Vakuole Extrazellularer
Mitochondrium /Nukleus \ ’L:aum
Zellwand
—» ER—» i
Peroxisom C 2zytosol Golgl
Extrazellularer \ Vakuol
akuole
/ Nukleus \ Raum Mitochondrium
Zellwand
B Zzytosol ER Golgi

Mitochondrium Vakuole

Abbildung 14: Subzelluldre Lokalisationsvorhersage mit SLoPF-DB. SLoPF-DB imitiert den Sortierprozess der
Zelle, vereinfacht aber die Sortierung von Membranproteinen der Mikrokorper und des Mitochondriums. Sortierung
von (A) loslichen und (B) Membranproteinen innerhalb der Zelle und (C) Sortierung beider Proteinklassen

gleichzeitig in SIoPF-DB.
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4.2.1.1 Erstellung eines Validierungs- und Testsets

Die hier durchgefiihrten Vorhersagen von subzelluldren Lokalisationen wurden mittels Proteinen
bekannter Lokalisation von S. cerevisiae validiert. Diese wurden aus der GO-
Annotationsdatenbank” fiir das S. cerevisiae Genom entnommen, welche die aus der Literatur
entnommene Beschreibung der einzelnen Proteine mit den entsprechenden Verweisen (,,GO-
terms*) enthilt [114]. Alle Eintrdge, die selbst auf elektronischer Annotation beruhen (Evidence
Codes ,IEA: inferred from electronic annotation“ und ,, RCA: inferred from Reviewed
Computational Analysis®) oder die fiir Gene, welche keine Proteine codieren (tRNAs, etc.)
wurden vorher aus der Datenbank entfernt. AuBerdem wurden die Daten der Arbeit von
Sickmann et al. [115] iiber das mitochondriale Proteom vernachlissigt, da die Annotationen
jener Arbeit nicht nach luminalen und peripher assoziierten (d. h. zytosolischen) Proteinen
unterscheiden.

Verschiedene GO-terms sind beziiglich der Lage der Proteine nicht eindeutig. Beispielsweise
wird der GO-term ,,vesicle coat” auf die Lokalisation ,,ER-membrane* zuriickgefiihrt. Dies ist
zwar richtig, allerdings sind die entsprechenden, vesikelumgebenden COP-Proteine auf der
luminalen Seite des Vesikels lokalisiert und daher fiir diesen Algorithmus als ,,zytosolisch*
einzustufen. Die so vorgenommenen Ausnahmen sind in Tabelle 17 aufgefiihrt. Des Weiteren
wurden nur solche Eintrdge beriicksichtigt, denen genau eine Lokalisation zugeordnet wurde.
Insgesamt enthélt das auf diese Weise erzeugte Validierungsset eindeutige Lokalisierungen fiir

4940 Proteine aus S. cerevisiae.

GO-term | beschreibt wird zu weil

G0:0030479 | actin cortical patch G0:0005829 | ist assoziiert mit Plasmamembran

GO0:0030008 | TRAPP complex G0:0005829 | ist assoziiert mit Golgi-Apparat

G0:0030897 | HOPS complex G0:0005829 | ist assoziiert mit Vaskuolenmembran

G0:0030120 | vesicle coat G0:0005829 | COPI, COPII and Clathrin-coat

G0:0005885 | ARP3 complex G0:0005829 | ist assoziiert mit Plasmamembran

GO0:0017119 | golgi transport complex G0:0005829 | ist assoziiert mit Golgi-Apparat

GO0:0045009 | chitosome G0:0005829 | ist assoziiert mit Plasmamembran

G0:0000221 | vacuolar ATPase complex G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

G0:0000938 | GARP complex G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

GO0:0000306 | extrinsic to vacuolar membrane G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

G0:0042406 | extrinsic to ER membrane G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

G0:0005780 | extrinsic to peroxisomal membrane G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

GO0:0031234 | plasmamembrane, catosolic side G0:0005829 | auf zytosolischer Seite der Membran

G0:0031232 | plasmamembrane, extracellular side | GO:0005615 | auf extrazellularer Seite der Membran

G0:0005680 | anaphase promoting complex I6schen zu diesem Zeitpunkt des Zellzyklus existiert kein Zellkern
G0:0005935 | bud site I6schen beschreibt sowohl intra- als auch extrazellulare Proteine
G0:0000943 | transposable elements I6schen keine spezifische Lokalisation

G0:0005619 | spore wall I6schen im Zytosol lokalisierte Zellwandproteine

Tabelle 17: Ausnahmen im Validierungsset fiir die Lokalisationsvorhersage. Nicht alle GO-Termini sind
korrekt an die Kompartimentierung der Zellen angelehnt. Das betrifft insbesondere im zytosolisch lokalisierten
Vesikelmantel und an der zytosolischen Seite von ER- Und Golgi-Membran lokalisierte Proteinkomplexe. Die
Bedeutungen dieser GO-Termini wurden entweder manuell gedndert oder bei Mehrfachbedeutungen geldscht.

4 fip://genome-ftp.stanford.edu/pub/yeast/literature_curation/gene_association.sgd.gz
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4.2.1.2 Zuordnung aufgrund von Lokalisationssequenzen

Die am hiufigsten verwendete Methode um Lokalisationen vorherzusagen, ist die Suche nach
Peptidsequenzen, die von der Zelle benutzt werden, um Proteine in bestimmte Kompartimente zu

transportieren oder sie dort festzuhalten, so genannten ,,Lokalisationssequenzen®. Die in dieser

Arbeit benutzten Motive sind in Tabelle 18 zusammengestellt.

Lokalisation Name des Motivs Motiv*/Programm Referenz
Sekretorischer Weg Signalpeptid SignalP 2.0 [116]
Mitochondrium mitochondriales targeting-Peptid (mTP) TargetP 1.0 [92]
Peroxisom, Lumen PTS1, peroxisomal targeting sequence 1 [SAJ[KR][LM]$ [92]
Peroxisom, Lumen PTS2, peroxisomal targeting sequence 2 AR[LI1{0..5}HL [92]

ER, Lumen ER-Retentionsmotiv fir I8sliche Proteine [HDY]DEL$

Zellkern Kernlokalisationssequenz (NLS) predictNLS 1.0 [117]

ER, Membran ER-Retentionsmotiv flr integrale KK..$ [118]
Membranproteine

Sekretorischer Weg/ Kombination von Signalpeptid und Phobius 1.0 [119]

Membranfraktion Transmembrandoméanen

Plasmamembran, CaaX-Box C[DENQ][LIVM].$ Prosite PS00294

zytosolische Seite

Zellwand oder

Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI)

[NSGDAC][GASVIETKDLF]

Modifiziert nach

Plasmamembran [GASV].{4,19} [120]
[FILMVAGPSTCYWN] {10}.
{1.3}$
Zellwand oder Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI) DGPI 1.0 [121]
Plasmamembran
Membranfraktion C-tail-Anker TMHMM [122]

Tabelle 18: Zur Lokalisationsvorhersage verwendete Motive.

Bei Anwendung dieser Methode auf das Testset zeigte sich, dass die Lokalisationsvorhersage
aufgrund von Lokalisationssequenzen eine sehr hohe Effizienz beziiglich der Erkennung von
Proteinen des sekretorischen Weges aufweist (Abbildung 15). Fiir mitochondriale Proteine ist
diese Methode weniger spezifisch, weil viele der Proteine aufgrund eines von TargetP nicht
erkannten mitochondrialen Signalpeptids als zytoplasmatisch eingestuft werden (nicht gezeigt).
Auch verfiigen die Proteine, welche im mitochondrialen Genom kodiert sind, nicht iiber

erkennbare Lokalisationssequenzen und miissten hier als Sonderfall behandelt werden.

> Die Notierung von Sequenzmotiven erfolgt hier nach den Regeln fiir ,,regular expressions* der Programmier-

sprache Perl: ,,~“:Sequenzanfang, ,,$“:Sequenzende, ,,[x¥]“:X oder Y, ,,.*: beliebige Aminosdure, ,,{x..y}*:
vorhergehende Aminosdure mindestens x-, maximal y-mal.
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Abbildung 15: Messung der Qualitit der Lokalisationsvorhersage mittels Lokalisationssequenzen. A: Die
Klassifikation des Validierungssets mittels Lokalisationssequenzen erfolgt mit einer hohen Gesamttrefferquote (fette
Linie) im Vergleich zu einer Zufallsverteilung (feine Linie). B: Die Trefferwahrscheinlichkeiten der einzelnen
Kompartimente (fette Linien) sind dabei fiir die Lokalisationen ,,sekretorisch® (griin) und ,,nicht-sekretorisch (pink)
wesentlich hoher als fiir ,,mitochondrial® (blau).

4.2.1.3 Zuordnung aufgrund der Aminosiurenzusammensetzung

Aufgrund der verschiedenen physikochemischen Bedingungen wie beispielsweise dem pH-Wert
oder der lonenstirke in den verschiedenen Kompartimenten der Zelle unterscheiden sich
Proteine, die dort lokalisiert sind, in der Aminosdurezusammensetzung der Oberfliche [123].
Durch statistische Analyse dieser Unterschiede in der Aminosdurenzusammensetzung des
Gesamtproteins ldsst sich die subzelluldre Lokalisation vorhersagen [124, 125]. Fiir den hier
verfolgten Ansatz waren die in der Literatur beschriebenen Verfahren allerdings nicht geeignet,
da sie zwar Zuordnungen zu den einzelnen Lokalisationen zulassen (Ja/Nein-Aussagen), diese
aber nicht mit Werten fiir die Wahrscheinlichkeit bzw. Qualitit der Aussagen versehen. Ein
Programm, das erstmals eine solche Wahrscheinlichkeit der Zugehorigkeit zu einer Klasse
berechnet und welches auch hier verwendet wurde, ist libsvm-prob [90].

Die Trainingsdaten fiir den hier erzeugten Klassifikator wurden aus der Datenbank DBSubLoc’
Version 1.0 [126], erzeugt. Dazu wurden die einzelnen Eintrdge nach ihren Klassifizierungen mit
Geneontology’-Kategorien (,,GO*) sortiert, wobei integrale Membranproteine aus dem Datensatz
eliminiert wurden, da sie aus Doménen unterschiedlicher Lokalisation aufgebaut sind und sich
somit nicht eindeutig zuordnen lassen. Die schematische Reihenfolge der Sortierung fiir
Membranproteine wurde bereits beschrieben (4.2.1). Die Anzahl der in den Trainingsklassen
enthaltenen Einzelsequenzen sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Ein Hauptproblem bei der Erzeugung von Modellen mit Supportvektoren stellen hier die

unterschiedlich grofen Datenmengen fiir die einzelnen Lokalisationen dar, was bei der

¢ www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/~guotao/data/dbsubloc2.fungi.dat.gz

7 www.geneontology.org
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Kreuzvalidierung zu einer iiberproportionalen Gewichtung der groBeren Klasse fiithren kann.

Daher wurden drei verschiedene Modelle erzeugt (,,Primér®, ,Intra® und ,,Extra®), bei denen
Anzahl der Einzelsequenzen in den einzelnen Klassen groStmdglich gleich ist (Tabelle 19). Die
drei Modelle entsprechen dabei, wie oben dargestellt, in etwa dem biologischen Sortierungsweg
der Zelle, in dem zundchst eine Unterscheidung von Proteinen des sekretorischen Weges, der
Mitochondrien und dem Rest vorgenommen wird. Diese werden anschlieend weiter unterteilt,
entweder in die Klassen ,Peroxisom®, , Vakuole“, ,extrazelluldr”, ,,Golgi-Apparat® oder
,Endoplasmatisches Retikulum* fiir Proteine des sekretorischen Weges, und ,,zytosolisch* oder
,nukledr® fiir Proteine die weder das Mitochondrion noch den sekretorischen Weg nehmen.
Obwohl 16sliche peroxisomale Proteine nicht liber den sekretorischen Weg sortiert werden,
sondern direkt aus dem Zytosol in das Peroxisom gelangen [127, 128], wurden sie hier aus
technischen Griinden in die Gruppe der sekretorischen Proteine integriert. Dieses Vorgehen hat
den Vorteil, dass die relativ kleine Gruppe der peroxisomalen Proteine nicht gegeniiber den im
Verhéltnis dazu sehr groen Gruppen der zytosolischen und nukledren Proteine statistisch
unberiicksichtigt bleibt. Da auflerdem peroxisomale Membranproteine zumeist iiber den
sekretorischen Weg in das Peroxisom gelangen [127, 128], ermoglicht dies eine gemeinsame

Betrachtung von loslichen Proteinen und integralen Membranproteinen.

L Anzahl Genauigkeit des Klassifikators
Lokalisation GO-term Sequenzen primar Sekundir
Zytosol G0:0005829 395 Int
Nukleus G0:0005634 1109 a 94,4%
Mitochondrium G0:0005739 331 (Keine weitere Klassifikation
ER G0:0005783 27 77.6% mitochondrialer Proteine)
Golgi GO0:0005794 9 Ex
Vakuole G0:0005773 8 0
Extrazellularraum | GO:0005615 92 tra 76,3%
Peroxisom G0:0005777 18

Tabelle 19: Supportvektor-Klassifikatoren zur Vorhersage der subzelluliiren Lokalisation. Die Genauigkeit
bei der fiinffachen Kreuzvalidierung ergibt Klassifikationsgenauigkeiten um 77% fiir die Klassifikatoren ,,Primér*
und ,,Extra®, und sogar anndhernd 95% fiir den Klassifikator ,,Intra®.

Fiir das Training wurde hier eine radiale Kernelfunktion mit den Parametern C= 500 und y= 8
verwendet. Die Ergebnisse der filinffachen Kreuzvalidierung fiir die drei verschiedenen
Klassifikatoren sind in Tabelle 19 dargestellt. Den grofiten Anteil an Fehlklassifikation der
primédren Ebene stellt die Verwechslung von mitochondrialen und nukleédren Proteinen dar, was

auf die Redundanz des transkriptionellen Apparates zuriickzufiihren ist (nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Messung der Qualitit der Vorhersage mittels Aminosiurenzusammensetzung. A: Die
Klassifikation des Validierungssets mittels Lokalisationssequenzen in die drei Kategorien ,,sekretorisch®, ,,nicht-
sekretorisch® und ,,mitochondrial* erfolgt im Vergleich zu einer Zufallsverteilung (feine Linie) mit einer niedrigeren
Gesamttrefferquote (fette Linie) als die Vorhersagen mittels Lokalisationssequenzen. B: Wiederum sind die
Trefferwahrscheinlichkeiten der einzelnen Kompartimente (fette Linien) fiir die Lokalisationen ,,sekretorisch®
(griin) und ,,nicht-sekretorisch* (pink) wesentlich hoher als fiir ,,mitochondrial® (blau).

4.2.1.4 Zuordnung aufgrund von Homologien zu Proteinen bekannter Lokalisation

Eine dritte Moglichkeit die Lokalisation von Proteinen vorherzusagen, besteht darin, die in der
Literatur vorhandenen Annotationen dieses und/oder sequenzhomologer Proteine zu analysieren.
Ein Webservice, der dieses ermdglicht ist der ,,Proteome Analyst* [129]°. Dort werden
Wahrscheinlichkeiten fiir die Lokalisationskategorien errechnet, indem fiir in den Annotationen
der Proteine gefundene, vorher festgelegte, Vokabeln Punkte vergeben werden und daraus eine
Wabhrscheinlichkeit flir eine bestimmte Lokalisation errechnet wird. In SLoPF-DB ergibt sich die
Wabhrscheinlichkeit fiir ,,sekretorischer Weg* aus der Summe der Wahrscheinlichkeitswerte des
Proteome Analyst fiir die Teilkompartimente. Analog die Wahrscheinlichkeit fiir die Fraktion
der Proteine, welche weder in den sekretorischen Weg noch in das Mitochondrium transportiert
werden (Summe von ,,zytoplasmatisch® und ,,nukledr). Problematisch bei dieser Methode ist,
dass sie nicht fiir alle Proteine Vorhersagen liefern kann. Liegen keine Annotationen fiir dieses
Protein (oder fiir solche mit geniigend hoher Sequenzihnlichkeit) vor, so gibt das Programm
keine Werte zuriick. Somit sind aus dem Validierungsset nur 3001 Proteine (60,5%) mit dieser

Methode klassifizierbar, dafiir allerdings mit einem sehr hohen positiv pradiktiven Wert.

8 www.cs.ualberta.ca/~bioinfo/PA/Sub/
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Abbildung 17: Messung der Qualitit der Vorhersage mittels Proteome Analyst. A: Der Proteom Analyst weist
zu 98% nur Werte oberhalb von 0,99 zu. Daher lésst sich keine vollstindige ROC-Kurve erstellen. Die Effizienz
liegt dhnlich hoch wie die der Vorhersage aufgrund von Lokalisationssequenzen. B: Die vom Proteome Analyst
vorhergesagten Werte unterhalb einer Wahrscheinlichkeit von 95% sind insignifikant, allerdings sind bei diesem
Wert bereits mehr als 99% der Sequenzen klassifiziert. Wie bei der Vorhersage mittels Lokalisationssequenzen oder
Aminosdurezusammensetzung, ist auch hier die Klassifikation von mitochondrialen Proteinen (blau) am
schwierigsten. Dicke Linien: Klassifikator, diinne Linien: Werte einer Zufallsverteilung.

4.2.2 Gruppierung orthologer Proteine

Ein Teil der Problematik bei statistischen Verfahren, wie sie hier angewandt werden, sind
Ausreiflersequenzen, die leicht vom Idealmodell abweichen und auf diese Weise ,,gerade eben*
falsch klassifiziert werden. Fehler durch solche Ausreiler kénnen durch Mittelwertbildung
vermindert werden, wie es beispielsweise bei physikalischen Messverfahren durch mehrere
Messwiederholungen {iblich ist. Da eine schlichte ,,Messwiederholung* der Lokalisations-
vorhersage hier wieder zu einem identischen Ergebnis fiihrt, ist dies nicht praktikabel. Allerdings
besteht die Moglichkeit, dass orthologe Sequenzen eines Ausreiflers richtig klassifiziert werden
und daher als ,,quasi“~-Messwiederholung herangezogen werden konnten.

Zu diesem Zweck wurden die proteinkodierenden Sequenzen der 17 zum Zeitpunkt dieser Arbeit
vollstindig sequenzierten und verdffentlichten Pilzgenome mittels des Inparanoid Algorithmus
[130] in Orthologgruppen aufgeteilt (Tabelle 20) und untersucht, ob die Bildung von
Mittelwerten der Lokalisationswahrscheinlichkeiten innerhalb einer Gruppe einen positiven

Einfluss auf die Lokalisationsvorhersage hat (Abbildung 18).
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1 2 3

S. cerevisiae Saccharomycetales Alle
unterer cutoff [bits] - 50 50
oberer cutoff [bits] - 350 500
min. Sequenziberlappung - 30% 30%
max. Clustergrofie - 28 42
Sequenzen in Datenbank 6703 41672 138596
Orthologgruppen in Datenbank 6703 15342 53021
Anteil Sequenzen in Orthologgruppen 0% 36% 38%
Spezies
Ashbya gossipii X X
Aspergillus fumigatus X
Aspergillus nidulans X
Candida albicans X X
Candida famata (Debaryomyces hansenii) X X
Candida glabrata X X
Cryptococcus neoformans X
Fusarium graminearum X
Kluveromyces lactis X X
Magnaporthe grisea X
Neurospora crassa X
Saccharomyces cerevisiae X X X
Schizosaccharomyces pombe X
Stagonospora nodorum X
Trichoderma resii X
Ustilago maydis X
Yarrowia lipolytica X X

Tabelle 20: Ubersicht orthologe Gruppierungen. Die drei verschiedenen Genomgruppierungen haben in etwa
gleiche Anteile an Sequenzen in Orthologgruppen. Er ist in Gruppe 3 (enthélt alle 17 Genome) hoher als in Gruppe
2 (enthalt nur Genome der Saccharomycetales-Gruppe).

Der Inparanoid-Algorithmus ist BLAST-basiert und findet zueinander orthologe Sequenzen
zwischen zwei Genomen, aber nicht paraloge Proteine innerhalb nur eines Genoms. Auch lassen
sich mit thm nur zwei Genome vergleichen, nicht aber mehrere. Daher wurden alle Genome
paarweise verglichen und im Anschluss daran die Treffer gruppiert. Variable Parameter sind hier
die minimale Lénge der homologen Region (,,% overlap*), welcher optimal als 30% gefunden
wurden (Daten nicht gezeigt), und der als ,,bits* angegebene, minimale BLAST-score (unterer
cutoff), welcher optimal bei 50 bits lag (Daten nicht gezeigt). Die jeweils zueinander orthologen
Sequenzen wurden als bester bi-direktionaler Treffer oberhalb des minimalen BLAST-scores
definiert, bei weiteren Treffern handelte es sich um zueinander paraloge. Diese wurden
gemeinsam gruppiert. Um eine zu groBe GroBe der Gruppen zu vermeiden, wurde als optimale
maximale GruppengroBBe eine Anzahl von 4 X ngeome festgelegt (Daten nicht gezeigt). Wird sie
iiberschritten, so wird der minimale BLAST-score (unterer cutoff) fiir die Gruppenzugehdrigkeit

so lange angehoben, bis die maximale Zahl an Sequenzen nicht mehr iiberschritten wird. Dies
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passiert allerdings nur bis zu einer Obergrenze (oberer cutoff), oberhalb derer alle Treffer als

signifikant angesehen werden.

Die Performance der kombinierten Lokalisationsvorhersage aus Lokalisationssequenzen,
Aminosdurenzusammensetzung und Textanalysen (siehe vorhergehende Abschnitte) wurde unter
Verwendung der verschiedenen Genomgruppierungen gemessen. Die Messung mittels ROC-
Analyse zeigt zunéchst keinen signifikanten Anstieg der Klassifikationsgenauigkeit (Abbildung
18A). Die einzelnen Messungen der Performance fiir die drei verschiedenen Lokalisationen
mittels Matthews-Korrelation (Abbildung 18B, C und D) zeigen hingegen, dass die Effizienz
proportional zur Anzahl der verwendeten Genome steigt. Wiederum ist der Effekt bei der
Klassifikation in die Klassen ,,sekretorisch® und ,,nicht-sekretorisch® am stirksten, wahrend er

fiir die Gruppe ,,mitochondrial* nur moderat ansteigt.
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Abbildung 18: Einfluss der Anzahl von betrachteten Proteomen auf die Vorhersagequalitit. A: Die Messung
der Gesamtperformance mittels ROC-Analyse zeigt keinen signifikanten Anstieg der Vorhersagequalitit. B, C, D:
Dagegen zeigt eine Analyse mittels Matthews-Korrelation eine zur Anzahl der verwendeten Genome proportionale
Steigerung fiir alle drei Unterkompartimente. Untere Linien in A, B und C: Werte einer Zufallsverteilung. Sc: S.
cerevisiae Datensatz.
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4.2.3 Validierung der Lokalisationsvorhersage in SLoPF-DB

Im Rahmen der Erstellung des Validierungssets wurden verschiedene Sequenzen aus der
Klassifikation manuell herausgefiltert (Abschnitt 4.2.1.1), da sie beispielsweise als ,,ER*
eingestuft waren weil sie peripher mit dem ER assoziiert waren, sich somit aber nicht im Lumen
des Kompartiments befanden. Da sich die Lokalisationsvorhersage des Proteome Analyst
(Abschnitt 4.2.1.4) auf die gleichen Grunddaten wie die GO-Annotation in SGD stiitzt und somit
die gleichen Fehler auftreten konnten, musste iiberpriift werden wie sich die Verwendung des
Proteome Analyst auf die Vorhersage auswirkt.

Tatsdchlich konnte beobachtet werden, dass bei Verwendung der Proteome Analyst Daten die
Gesamtperformance signifikant ansteigt (Abbildung 19A), sich aber spezifisch die Vorhersage
von sekretorischen Proteinen verschlechtert (Abbildung 19B). Dies war vor allem auf eine
wesentlich hohere Falsch-Positiv-Rate durch eben jene peripher assoziierten Protein
zurlickzufiihren (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin war von Interesse, wie die Vorhersage beziiglich der Unterkompartimente des
sekretorischen Weges gelang, da Kex2 erst im Golgi Apparat aktiv ist und somit ER-residente
Proteine in der Theorie nicht das primére Ziel darstellen.

Eine Analyse des Validierungssets ohne Verwendung des Proteome Analyst mit der
Orthologengruppe 3 zeigte eine nur moderate Vorhersagequalitit fiir die Unterkompartimente
(Abbildung 20). Im Folgenden wurden daher diese Parameter verwendet, aber die

Unterlokalisation im sekretorischen Weg nicht fiir die Vorhersage beriicksichtigt.
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Abbildung 19: Analyse der Gesamtperformance von SLoPF-DB mit und ohne Proteome Analyst. A: Die
Gesamtperformance der Lokalisationsvorhersage in die drei Gruppen ,,sekretorischer Pfad”, ,zytosolisch® und
,mitochondrial“ ist mit Beriicksichtigung der Textanalyse (feine Linie) durch Proteome Analyst (PA) hoher als ohne
(fette Linie). B: Die Klassifikation von mitochondrialen Sequenzen (blau) profitiert stark von PA, wéhrend die
Klassifikation sekretorischer Sequenzen (griin) darunter leidet.
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Abbildung 20: Analyse der Performance von SLoPF-DB beziiglich der Unterkompartimente des
sekretorischen Weges. Fiir die Analyse wurde die Orthologengruppe 3 verwendet und die Daten des Proteome
Analyst vernachldssigt. Die Klassifikationsrate innerhalb der Subkompartimente, mit Ausnahme der Mikrokdrper
(rot), ist nur moderat. Obere Linien: Klassifikator, untere Linien: Werte einer Zufallsverteilung.
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4.3 Verteilung von potentiellen Kex2-Schnittstellen im sekretorischen Proteom

Stellvertretend fiir die 17 in der Datenbank vertretenen Genome ist hier die Verteilung von

Proteinen auf die einzelnen Kompartimente der beiden humanpathogenen Candida-Spezies

C. albicans und C. glabrata und von S. cerevisiae dargestellt (Abbildung 21).

‘ 3708‘ ‘
S. cerevisiae
3583
C. albicans
3275
C. glabrata
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
O nicht-sekretorisch | mitochondrial O sekretorischer Weg O Mikrokdrper
| 2071 737 1392 |61 774 373 109 271
S. cerevisiae
1 2934 649 1184 82 569 352 100|244
C. albicans |
i 2713 562 996| 56418 28087159
C. glabrata
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
O Nukleus H Zytosol O Mitochondrion 0O Vakuole
B Extrazellularraum o ER | Golgi-Apparat O Peroxisom
4656 437 82
S. cerevisiae
4364 1305 342|103
C. albicans ]:I
4049
C. glabrata
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
o 16slich W integral 0O C-tail-verankert 0O GP-verankert

Abbildung 21: Verteilung der Subzelluliiren Lokalisation. Wie erwartet, werden die meisten Proteine als
zytoplasmatisch eingestuft. Die Proteine des sekretorischen Weges und der Mitochondrien machen etwa 1/3 des
Gesamtproteoms aus (oben). Innerhalb der Kompartimente des sekretorischen Wegs wird fast die Hilfte der
Proteine als extrazelluldr vorhergesagt, etwas weniger als ER-resident. Der Rest verteilt sich zu gleichen Teilen auf
die Vakuole und das Golgi-Kompartiment (mittig). Fast 3/4 aller Proteine sind nicht mit Membranen assoziiert

(unten).
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Wie erwartet, werden die meisten Proteine als zytoplasmatisch eingestuft, wiahrend die Proteine

des sekretorischen Weges und der Mitochondrien zusammen nur etwa 1/3 des Gesamtproteoms
ausmachen. Innerhalb der Kompartimente des sekretorischen Weges wird fast die Hilfte der
Proteine als extrazelluldr vorhergesagt, etwas weniger als ER-resident. Der Rest verteilt sich zu

gleichen Teilen auf die Vakuole und das Golgi-Kompartiment.
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Abbildung 22: Verteilung der PSSM-Werte in sekretorischen Proteinen. Im Gegensatz zum Gesamtproteom
(A) werden die Schnittstellen von bekannten Kex2-Substratproteinen (1-4) im sekretorischen Subproteom (B)
relativ hoher bewertet. Auf diese Weise konnen zwar ca. 2/3 der Motive ausgeschlossen werden, da sie nicht mit der
Protease in Kontakt kommen. Es zeigt sich aber auch, dass diese Methode alleine nicht ausreicht, um die Anzahl auf
eine handhabbare Menge zu reduzieren. 1: CaMFa (Bewertung durch PSSM: 122, 264); 2: ScMFa (392); 3: ScPir2/
ScPir4 (401), 4: CaExgl (621).

Die Suche nach Kex2-Schnittstellenmotiven im so vorhergesagten Subproteom des
sekretorischen Weges inklusive der entsprechenden Membranen zeigt, dass auf diese Weise nur
2/3 der Motive ausgeschlossen werden konnen. Daraus ldsst sich folgern, dass diese Motive in
Proteinen des sekretorischen Weges mit etwa der doppelten Frequenz auftreten, wie im
restlichen Proteom. Die Bewertung bekannter Schnittstellen (Abbildung 22, 1-4) ist im
sekretorischen Subproteom relativ zur Gesamtzahl der gefundenen Proteine hoher als im

Gesamtproteom. Dies zeigt, dass die hier entwickelte PSSM im Zusammenspiel mit der
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Lokalisationsvorhersage erfolgreich Schnittstellen von Kex2 aus Genomdaten anreichern kann,

die so gefilterten Daten aber manuell weiter analysiert werden miissen.

4.3.1 Vorhergesagte Substrate von Kex2 bei C. albicans, C. glabrata und S. cerevisiae

Die oberen 10% der im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen, aus den Genomdaten von
C. albicans, C. glabrata und S. cerevisiae herausgefilterten Proteine mit Motiven, die
Ahnlichkeit zu Kex2-Schnittstellen aufwiesen, wurden manuell auf Fehler in der
Lokalisationsvorhersage tiberpriift. Dabei wurde ein GroBteil der Membranproteine wegen
unklarer Topologien aus der Analyse ausgeschlossen. Es wurden bei C. albicans 214 Motive aus
132 Proteinen (163/116 bei C. glabrata und 177/139 bei S. cerevisiae) weiterverwendet und in
funktionelle Gruppen bzw. Gruppen von dhnlich aufgebauten Strukturen eingeteilt und diese auf
konservierte Motive hin untersucht. Die Gruppen sind in den Tabelle 21 bis Tabelle 35
aufgelistet, die restlichen Motive finden sich in Anhang 11.2.

Um experimentell zu iiberpriifen, welche von diesen putativen Proteine von Kex2-Proteasen
tatsdchlich hydrolysiert werden konnen, wurden aus der Gesamtmenge 44 Proteine fiir die
heterologe Expression in E. coli herausgesucht (Abschnitt 4.4.4) und die erfolgreich
aufgereinigten Proteine in vitro auf die Funktionalitdt der Schnittstellen hin {iberpriift (Abschnitt

4.4.6).
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Ergebnisse

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. glabrata CAGLOH03135g 85 LEFVNTTLYNQATKGEKLSDFTKR/DANPDAEAEA 402 21/(no TMs)159

C. glabrata CAGLOH03135¢g 110 NPDAEAEAWHWVKIRKGQGLFRR/SADASPEAEA 39 21/(no TMs)159

C. glabrata CAGLOH03135g 135 DASPEAEAWHWVRLRKGQGLFRR/SADASPEAEA 39 21/(no TMs)159

S. cerevisiae YGLO89C/MF2 100 KREAVADAWHWLNLRPGQPMYKR/EANADAWHWL 392 20/(no TMs)120

S. cerevisiae YPL187W/MF1 84 LLFINTTIASIAAKEEGVSLDKR/EAEAWHWLQL 21 20/(no TMs)165

S. cerevisiae YPL187W/MF1 103 LDKREAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EAEAEAWHWL 392 20/(no TMs)165

S. cerevisiae YPL187W/MF1 124 KREAEAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL 392 20/(no TMs)165

S. cerevisiae YPL187W/MF1 145 KREADAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL 392 20/(no TMs)165

C. albicans CA2412/MFa 80 DNKPVILIVNGTTLTSGANNEKR/EAKSKGGFRL 264 19/(no TMs)143

C. albicans CA2412/MFa1 101 KREAKSKGGFRLTNFGYFEPGKR/DANADAGFRL 122 19/(no TMs)143

C. albicans CA2412/MFa1 122 KRDANADAGFRLTNFGYFEPGKR/DANAEAGFRL 122 19/(no TMs)143
Tabelle 21: In a-Kreuzungspheromonen vorhergesagte Schnittstellen.

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA2825/Hwp1 38 *VPQVDGQGETEEALIQKR/SYDYYQEPCD 173 20/(no TMs)(604-GPl)o634
C. albicans CA2830/Rbt1 59 PVCTDLGLYHDSSISLSGSKNKR/EAEIANKDGT 432 18/(no TMs)(684-GPl)o714
C. albicans CA2830/Rbt1 73 SLSGSKNKREAEIANKDGTIEKR/TFGSAGVNAG 151 18/(no TMs)(684-GPl)o714
C. albicans CA2830/Rbt1 225 NAIGTFDASALFNAQVKAFPAKR/ELDEFEELSN 111 18/(no TMs)(684-GPl)o714
C. albicans CA2830/Rbt1 243 FPAKRELDEFEELSNDGVTHSKR/TLGLLLGLLK 407 18/(no TMs)(684-GPl)o714
S. cerevisiae YKR102W/Flo10 131 VPVKRGVKLCSDNTTLSSKTEKR/ENDDCDQGAA 91 25/(no TMs)1169

C. albicans CA5699/Als7 1268 ESSSGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR 43 19/(no TMs)(1980-GP1)02000
C. albicans CA5699/Als7 1405 ESSIGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR 43 19/(no TMs)(1980-GP1)02000
C. albicans CA5699/Als7 1537 ESSSGTILSEENSDSIPTTFSTR/YVSVSLTVGE 43 19/(no TMs)(1980-GP1)02000
C. albicans CA5699/Als7 1915 KSVQAESVQTDSTTYSEMMSSKR/NKNSGFGTSS 94 19/(no TMs)(1980-GP1)02000
C. albicans CA5713/Als6 918 LSESTDTTSSIGTDSSTVTFCRR/DNGDGCIVTG 189 19/(no TMs)(1345-GPl)o1366
C. glabrata CAGLOE00275¢g/Flo10 398 IPMPSVTTSKIMSSRFEAPFGPR/IGTWDLEDKP 36 20/(no TMs)880

C. glabrata CAGLOE00275g/Flo10 449 RSHLAQFSVNLPSNDTQRPYSKR/NSSFFPSNLS 262 20/(no TMs)880

C. glabrata CAGLOMO00132g/Flo10 324 VGIPCSSSQSIYGSSSSSSSSKR/LDCPSGLEED 94 24/(no TMs)(892-GPl1)0922
C. glabrata CAGLOMO00132g/Flo10 872 ATFRSATSRHDTYTTISAFFTPR/LSLQITTLVQ 40 24/(no TMs)(892-GP1)0922
Tabelle 22: In Adhisinen vorhergesagte Schnittstellen.

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. glabrata CAGL0I00484g/Exg1 38 *VIAPKNKDTSLHFVNEKR/YYDYDSKAIG 264 20/(no TMs)443

S. cerevisiae YLR300W/Exg1 39 *VPARDPSSIQFVHEENKKR/YYDYDHGSLG 256 20/(no TMs)448

C. albicans CA0822/Exg1 37 * ISNPFKPNGNLKFKR/GGGHNVAWDY 621 22/(no TMs)438

A. gossipii AAR146W 44 *LPALTPNSIQVVTNTKR/YFDYENKTMR 328 27/(no TMs)442

C. albicans CA3867/Phr2 73 ONNLDSNESFVDPLANPEHCKR/DIPYLEAVDT 451 23/(no TMs)(510-GPI)544

C. albicans CA4857/Phr1 83 GYDADPNRKYNDPLADADACKR/DVKYFKESNT 154 25/(no TMs)(515-GP1)548

C. albicans CA5572/Bgl22 59 SSINHKNQPLSLRNNPQLIQKR/SRHAESPLFI 173 21/(no TMs)924

Y. lipolytica YALIOF05390g 85 ANVPVDEYHYTAWLGKEEAEKR/LTDHWNTWIT 135 16/(no TMs)421

C. glabrata CAGL0D02530g/Egt2 190 GIYQTNNTAWFTLDIPISQFKR/PIRIQSTPSV 353 23/(no TMs)(656-GPI1)0676

Tabelle 23: In sekretorischen Glukanasen vorhergesagte Schnittstellen.
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Ergebnisse

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA2660/Sap1 49 VTLDFDVI KTPVNATGQEGKVKR/ QALPVTLNNE 571 24/(no TMs)391

C. albicans CA3138/Sap2 55 FSVVKTPKAFPVTNGQEGKTSKR/ QAVPVTLHNE 94 19/(no TMs)398

C. albicans CAB065/Sap3 57 VI KTHKNVTGPQGEI NTNVNVKR/ QTVPVKLI NE 388 19/(no TMs)398

C. albicans CA2055/Sap4 22 *VKR/ STGFVTLDFN NNV 19/(no TMs)417

C. albicans CA2055/Sap4 35 * VKRSTGFVTLDFNVKR/ SLVDPKDPTV 388 19/(no TMs)417

C. albicans CA2055/Sap4 74 LFLDI EPTEI PVDDTGRNDVGKR/ GPVAVKLDNE 341 19/(no TMs)417

C. albicans CA2499/Sap5 35 * GFVTLDFNVKR/ SLVDPDDPTV 388 24/(no TMs)418

C. albicans CA2499/Sap5 75 FLEFTPSEFPVDETGRDGDVDKR/ GPVAVTLHNE 131 24/(no TMs)418

C. albicans CA0968/Sap6 35 * GFVTLDFNVKR/ SLVDPDDPTV 388 24/(no TMs)418

C. albicans CA0968/Sap6 75 FLDLDPTKI PVDDTGRNDGVDKR/ GPVAVKLDNE 131 24/(no TMs)418

C. albicans CA1266/Sap8 32 * EDI DKR/ AEKVVSLDFT 65 26/(no TMs)405

C. albicans CA1266/Sap8 74 AHGOHHQS QRARLLLQRAPAQKR/ GTVQTSLI NE 154 26/(no TMs)405

C. albicans CA4700/Sap9 49 VRRGESKDDL SPEDDSNPRFVKR/ DGSLDMTLTN 475 18/(no TMs)(520-GP1)544
C. albicans CA4863/Sap10 37 * KLDFNKVSTPSKYTKR/ DALPMPLI ND 315 21/(no TMs)(428-GPI)453
C. glabrata CAGLOEO01419g 49 YCKNSDNKSRNL DAL GSNRFAKR/ ASSVASASPS 334 ?/(noTMs)(?-GP1)519

C. glabrata CAGLOE01727g 30 * DFERQTAQDVALAKR/ HTSNGVANAM 50 15/(no TMs)(519-GP1)539
C. glabrata CAGLOEO01749g 33 * KLDFEKVPEQNLALNKR/ DDKGLQLELE 54 16/(no TMs)482

C. glabrata CAGLOEO01771g 33 * DFEKTPKI SDELTKR/ ADNDSFI APL 60 18/(no TMs)(501-GP1)519
C. glabrata CAGLOE01793g 32 * KLDFTRVPSASVLEKR/ ADDLSPVPLR 48 16/(no TMs)(480-GP1)516
C. glabrata CAGLOE01815¢g 33 * KLDFEKSPKASSDLVKR/ DDEYVNVPLK 71 16/(no TMs)(503-GP1)519
C. glabrata CAGLOE01837g 32 * KLDFTKTPGSDLAKR/ DVVDPEAAQL 50 17/(no TMs)(498-GP1)521
C. glabrata CAGLOE01859g 29 * ALDFEKSHGDDLVKR/ DVQDVKLI NS 71 14/(no TMs)(484-GPI1)505
C. glabrata CAGLOEO1881g 30 TAAAAGYLRLPFTKI TDNSLAKR/ ADDDYLNVQL 50 (no TMs)(469-GP1)508

C. glabrata CAGL0J02288g 37 VWNCLRLTI EKRI VSSHASL SKR/ SAVDL QFRRF 50 (no TMs)(508-GPl1)541

C. glabrata CAGL0J02288g 46 EKRI VSSHASL SKRSAVDL QFRR/ FNNLYYESVL 180 (no TMs)(508-GPI)541

C. glabrata CAGLOMO04191g 44 ADLSYVKLDFDKYYGETFETAKR/ GRSQADI RVN 94 19/(no TMs)(580-GP1)601
C. glabrata CAGLOMO04191g 56 YYGETFETAKRGRSQADI RVNKR/ ANGYEEVQ T 336 19/(no TMs)(580-GP1)601
S. cerevisiae YLR120C/Yps1 29 * | PAANKR/ DDDSNSKFVK 150 22/(no TMs)(542-GP1)569
S. cerevisiae YDR144C/Yps2 64 KKYGSSFENAL DDTKGRTRLMI'R/ DDDYELVELT 7 23/(no TMs)(575-GPI)596
S. cerevisiae YLR121C/Yps3 46 DGKYVKI PFTKKKNGDNGEL SKR/ SNGHEKFVLA 50 21/(no TMs)(483-GPI)508
S. cerevisiae YGL259W/Yps5 51 FPVQKFADI | NI GTQDVSTVFKR/ NEVLNTTVI N 483 22/(no TMs)165

S. cerevisiae YIR039C/Yps6 51 FPVOKLADI | NI CTQDVSTVFKR/ NEVLNTTVI N 483 22/(no TMs)537

Tabelle 24: In sekretorischen Aspartatproteasen vorhergesagte Schnittstellen.
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Ergebnisse

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA2633/Kex2 99 DKSHPHNSFLGNHNSNEYNLMKR/QLGHEQDYDE 55 21/0774-794i936
C. albicans CA2633/Kex2 128 DYDELISHVESIHLLPMKKLSKR/IPVPIEMEDV 50 21/0774-794i936
C. albicans CA2633/Kex2 526 YSDVIQVNQTITTTPEQKAPSKR/DSPQKIIHSS 111 21/0774-794i936
C. albicans CA5814/subtilisin 67 NDSYFVSLKASESIDHFMEYDKR/YPKHLQVRDF 110 i21-400421
C. albicans CA5814/subtilisin 104 IAIGDFKGFSGRFSKDIIDRLKR/CPLVQEITED 784 i21-400421
C. albicans CA5814/subtilisin 140 NALEFEIQEDAPRHLARISRRRR/MKPNKPYPYM 266 i21-400421
C. albicans CA5815/subtilisin 116 KAYDAVFQDSAPRHLARISRRKR/MKPIKKYSYI 522 22/(no TMs)379
C. glabrata CAGL0J00583g/Dap2 516 ALLSYDGPDVPYQKIIELDTDKR/DEHIHGNSIG 40 i24-450817
C. glabrata CAGL0J07546g/Kex2 89 YVFSVAKSENEDDIDSGNSLRKR/AIENEDHILS 47 24/0671-693i789
C. glabrata CAGL0J07546g/Kex2 112 AIENEDHILSSEFLTPSNKLQKR/MPVPAPPLDS 55 24/0671-693i789
C. glabrata CAGLOL13266g/Prb1 45 DINTLEQTSESQEYDNFFKQSKR/PGNVKAPLVA 228 20/(no TMs)579
C. glabrata CAGLOL13266g/Prb1 114 VAKLQLRGSISLAPNDPFFHHTR/DKEFSTEELG 82 20/(no TMs)579
C. glabrata CAGLOMO02211g/Pep4 68 VQQLGHKYVSQYEKANPGTVLPR/DHLFYPDQVH 43 23/(no TMs)415
S. cerevisiae YELO60C/Prb1 86 HGKFHKKGRKGQDKESPEFNGKR/ASGSHGSAHE 298 19/(no TMs)635
S. cerevisiae YELO60C/Prb1 188 TAQFNPDAISKIIPNRYIIVFKR/GAPQEEIDFH 483 19/(no TMs)635
S. cerevisiae YNL238W/Kex2 79 EHDVRGLPNHYVFSKELLKLGKR/SSLEELQGDN 54 24/0676-699i814
S. cerevisiae YNL238W/Kex2 108 QGDNNDHILSVHDLFPRNDLFKR/LPVPAPPMDS 77 24/0676-699i814
S. cerevisiae YNL238W/Kex2 503 TEETLESVITISEKSLQDANFKR/IEHVTVTVDI 422 24/0676-699i814
S. cerevisiae YOR219C/Ste13 162 SKLLPTKITRPKTSAGDSSLGKR/SFSIENVLNG 54 i120-1390931
Tabelle 25: Vorhergesagte Schnittstellen in anderen Proteasen.
Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA0177 123 DEGSDCDDDDCKKKKKAHRYTKR/CGGGDDDDCE 315 19/(no TMs)275
C. albicans CA0856 190 SGSDCEDDECKKRKKKVHRNYKR/GGYGSERRQS 363 028-45i57-780356
C. albicans CA0856 198 ECKKRKKKVHRNYKRGGYGSERR/QSDCESDCER 46 028-45i57-780356
C. albicans CA0856 211 KRGGYGSERRQSDCESDCERSER/CNYPFCELYE 50 028-45i57-780356
C. albicans CA1334 116 YRNENSEEECSDEDDDHHKKKKR/PHRHGGKSDD 376 19/(no TMs)201
C. albicans CA1334 135 KKKRPHRHGGKSDDDDDDKKWKR/GGDYSDDNDN 552 19/(no TMs)201
C. albicans CA1844 123 DEGSDCDDDDCKKKKKAHRYAKR/CGGGDDDDCE 262 19/(no TMs)275
C. albicans CA2912 84 DDGQLERNDKKLDCNCKSERVSR/PAPSPSAIAV 31 19/(no TMs)247
C. albicans CA2912 119 GNEECDEDCDDEHRKKGSKQYKR/GEVENPRETR 303 19/(no TMs)247
C. albicans CA2912 129 DEHRKKGSKQYKRGEVENPRETR/DCDFCTIEKS 70 19/(no TMs)247
C. albicans CA3030 70 IQVVTVESASALSTDTATSTLTR/NDNKKEATPV 17 19/(no TMs)(328-GPI)346
C. albicans CA3614 121 DNDECDEDCDDEDKKKGHKQYKR/GEVEEPCETS 303 19/(no TMs)251
C. albicans CA3720 128 DDDDDNCDDDCKKKKKKVYFAKR/GDDDDDDKCD 334 25/(no TMs)274
C. glabrata CAGLO0I06160g 60 AKPEYTASFGIAVKPISSSVAKR/AVVSQIGDGQ 312 19/(no TMs)233
C. glabrata CAGLO0I06182g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV 312 19/(no TMs)340
C. glabrata CAGLO0106204g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV 312 19/(no TMs)349
C. glabrata CAGLOMO08492g 62 TDYSSTFGIAVQPIATSSSVAKR/AVSQIGDGQV 312 20/(no TMs)335
S. cerevisiae YJL158C/Cis3 63 GAAEYTTTFGIAVQAITSSKAKR/DVISQIGDGQ 401 22/(no TMs)(209-GPI)227
S. cerevisiae YJL160C 61 TEYRTSFGLAVIPFTVTESKVKR/NVISQINDGQ 571 24/(no TMs)180
S. cerevisiae YKL163W/Pir3 66 SFGIATIEAVATSASSVASSKAKR/AASQIGDGQV 401 19/(no TMs)325
S. cerevisiae YKL164C/Pir1 62 DYSSTFGIAVEPIATTASSKAKR/AAAISQIGDG 401 19/(no TMs)341

Tabelle 26: In Pir-Proteinen vorhergesagte Schnittstellen.
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Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA1402/Ece1 30 * | HHAPEFNVKR/ DVAPAAPAAP 303 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 60 AAPADQAPTVPAPQEFNTAI TKR/ SI I G | MA L 187 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 92 LGNl PQVI Q1 | MSI VKAFKGNKR/ EDI DSWAG 18 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 125 | ADMPFVVRAVDTAMT SVASTKR/ DGANDDVANA 114 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 159 VRLPEI VARVATGVQQSI ENAKR/ DGVPDVGLNL 273 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 193 ANAPRL| SNVFDGVSETVQQAKR/ DGLEDFLDEL 228 19/(no TMs)271

C. albicans CA1402/Ece1 227 QRLPQLI TRSAESAL KDSQPVKR/ DAGSVAL SNL 158 19/(no TMs)271

C. albicans CA3122 41 * | FDLESLKQGLQDEETVNNDKR/ EPVNLLYLDR 115 19/(no TMs)(?-GPI)410
C. albicans CA3122 68 LLYLDRFKMGVSDEAKGNAKFKR/ DPKNVI DPAS 621 19/(no TMs)(?-GPI1)410
C. albicans CA3122 92 PKNVI DPASLKEGSAEEEQKDKR/ EPKNLFNLQA 169 19/(no TMs)(?-GP1)410
C. albicans CA3122 116 PKNL FNLQALHEGL KDEETKSKR/ EAKNLPNLEA 401 19/(no TMs)(?-GPI)410
C. albicans CA3122 161 KDAKNL| DLVALKQSLEKEAAKR/ DAKNI PDLEA 139 19/(no TMs)(?-GP1)410
C. albicans CA3122 186 KNI PDLEALKTG EEEEGQVAKR/ DAKNVI NLSN 312 19/(no TMs)(?-GP1)410
C. albicans CA3122 204 QVAKRDAKNVI NLSNFI ETPSKR/ EGKNLFDLTK 111 19/(no TMs)(?-GP1)410
C. albicans CA3122 225 KREGKNL FDLTKFQQSGQPI KKR/ DQKI LKQEKS 146 19/(no TMs)(?-GPI1)410
C. albicans CA3295 318 GG LGGSSGYTGSTSKVCTLKKR/ SLEKKEI RKL 47 23/(no TMs)(?-GPI1)1249
C. albicans CA3295 354 SVNKVI ARRQQAI AEKKQANAKR/ ESI SFVSFEA 273 23/(no TMs)(?-GP1)1249
C. albicans CA3295 401 VTAVSSVLLTVAALTNANEI DKR/ SFFCDLFSGL 65 23/(no TMs)(?-GP1)1249
C. albicans CA3295 551 APSSEAPSSSSSEAL SSSSTTKR/ PTAAAKGFFG 114 23/(no TMs)(?-GPI1)1249
S. cerevisiae YFLO51C 33 * EACLPTNKR/ EDGWNI NFYE 102 24/(no TMs)160

S. cerevisiae YFLO51C 99 LSI YYSPPCESTPTCVTYAVLKR/ DEDGYDPCGP 439 24/(no TMs)160

S. cerevisiae YFLO51C 116 YAVLKRDEDGYDPCGPL YETKKR/ DTEYCDPNTA 88 24/(no TMs)160

C. albicans CA0365 31 * | PQESTTEVDKR/ LDADVAAQLA 131 19/(no TMs)178

C. albicans CA0365 62 LALNI LNLI QLG GANVNVTAKR/ DESAVTI EQS 94 19/(no TMs)178

C. albicans CA0365 74 | GANVNVTAKRDESAVTI EQSKR/ LDADVAAQLA 228 19/(no TMs)178

C. albicans CA0365 105 LAGNI LNLI QLGAGAEI SASTKR/ DESAVDTVEE 114 19/(no TMs)178

C. albicans CA0365 118 GAE| SASTKRDESAVDTVEESKR/ LDADVAAQI A 5 19/(no TMs)178

C. albicans CA0365 149 | AANI LNLI QLG GADVNVSAKR/ EDTVAAQ GA 94 19/(no TMs)178

Tabelle 27: In Polypeptid-Vorliduferartigen Proteinen vorhergesagte Schnittstellen (ohne a-Kreuzungspheromone).

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA0229 193 TNDDSQLSSFSRQILEAHNIKR/ASHGVNPLTW 234 24/(no TMs)317
C. albicans CA5344 134 DATPTADVEFAEEILKEHNVKR/ALHGVPALSW 388 20/(no TMs)271
S. cerevisiae YJLO79C/Pry1 173 SSSDSDLSDFASSVLAEHNKKR/ALHKDTPALS 256 20/(no TMs)299
S. cerevisiae YKRO13W/Pry2 203 SSTQSSSSDFSTSMVNEHNTKR/ALHKDTGSLT 328 19/(no TMs)329
C. glabrata CAGLOF05137g 76 KKTKTKSQKKTKPTPSTDLDKR/AQKKRSNLSE 21 18/(no TMs)227
C. glabrata CAGLOF05137g 80 KSQKKTKPTPSTDLDKRAQKKR/SNLSEWQQKM 256 18/(no TMs)227
C. glabrata CAGLOF05137g 98 QKKRSNLSEWQQKMLDQHNKKR/ELHKDTDSLV 214 18/(no TMs)227
C. glabrata CAGL0G076679 132 PAQDSNLSDFAKSMLNEHNIKR/ALHQDTNPLT 234 18/(no TMs)258

Tabelle 28: In Pry-Proteinen vorhergesagte Schnittstellen.

63



Ergebnisse

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA2974 54 LTVRESNLVNSALANL QHYNAKR/ DLMSQEEI | K 273 21/(no TMs)328

C. albicans CA2974 65 ALANL QHYNAKRDL MSQEE! | KR/ ENQI VTDVLT 134 21/(no TMs)328

C. albicans CA2974 180 NLI GNALGLNANTVSSKVASAKR/ EI MVESAPEP 94 21/(no TMs)328

C. albicans CA3713/Ops4 33 * ANl VSEQTMWKR/ EDVNAI VELI 420 21/(no TMs)403

C. albicans CA3713/Ops4 53 VKREDVNAI VELI NEI KHI NQKR/ DLAEGEDLLE 303 21/(no TMs)403

C. albicans CA3713/Ops4 67 El KHI NQKRDLAEGEDLLELQRR/ ADSVI GELVS 28 21/(no TMs)403

C. albicans CA3713/Ops4 191 SSSSSSAAPAAAAAPATNGASKR/ ElI MEAAEYLS 139 21/(no TMs)403

C. famata DEHAO0C08173g 33 * AGTPTTTSLTKR/ DAENI GKAI A 60 21/(no TMs)329

C. famata DEHAO0C08173g 52 LTKRDAENI GKAI ALLNDYNAKR/ ETSPSYALAE 273 21/(no TMs)329

C. famata DEHAO0C08173g 63 Al ALLNDYNAKRETSPSYALAER/ DYPI VTTVLG 4 21/(no TMs)329

C. famata DEHAO0C08173g 170 GSY!I GDLFDKI KDKI SNI GSSKR/ ESLEERALTT 94 21/(no TMs)329

C. famata DEHAOE15136g 33 * AAWAENSLVTR/ GDANEI LEI L 9 21/(no TMs)367

C. famata DEHAOE151369g 53 VTRGDANEI LEI LSSLKQVNEKR/ DLVSESESFE 264 21/(no TMs)367

C. famata DEHAOE15136g 67 SLKQVNEKRDL VSESESFEL SKR/ ADGLVTELVA 50 21/(no TMs)367

C. famata DEHAOE151369g 218 SSGSDVDI SG PSPSEYNSGAKR/ DFI DGEFLDK 16 21/(no TMs)367

C. famata DEHAOF 124969 73 | HSLVSSLNQYNAAHKVPGYTKR/ EDI LVREAHE 315 23/(no TMs)310

C. famata DEHAOF 124969 187 LPGLLRI GKELLKONG DI FSKR/ SI DTTELETA 334 23/(no TMs)310

C. famata DEHAOF 124969 208 KRSI DTTELETAAVFEETSI DKR/ ESQLLNELFA 65 23/(no TMs)310

C. albicans CA1873 39 * EQQRRRESQFASKAL TKR/ EEQDI QELVQ 60 21/(no TMs)351

C. albicans CA1873 58 LTKREEQDI QELVQHI NNYKTRR/ DAl DEEI MKR 246 21/(no TMs)351

C. albicans CA1873 68 ELVQHI NNYKTRRDAI DEEI MKR/ DYAI VTDVLA 173 21/(no TMs)351

C. albicans CA1873 195 QLI TRDETDI DALAPYWTMEKR/ LDLDGVVDNL 286 21/(no TMs)351

C. albicans CA4679/PGA17 322 FGSVPTSINYSALSQISGALRKR/EYNDAVEAAL 47 20/(no TMs)(535-GPI)557
C. albicans CA4679/PGA17 338 SGALRKREYNDAVEAALREIQKR/EEGIDDVEIA 173 20/(no TMs)(535-GPI)557
C. albicans CA4679/PGA17 354 LREIQKREEGIDDVEIALRKMKR/DNIEDLLTTI 445 20/(no TMs)(535-GPI)557
C. albicans CA4679/PGA17 457 SRAFNDDELKAVLWNDITSIFKR/DMAFRDEIVK 241 20/(no TMs)(535-GP1)557
C. albicans CA4679/PGA17 468 VLWNDITSIFKRDMAFRDEIVKR/SNGTITSLPV 222 20/(no TMs)(535-GPI1)557

Tabelle 29: In OPS4-ihnlichen Proteinen vorhergesagte Schnittstellen.
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Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA0825/PIb2 37 *PTNLYTPGYVQCPEGKLTR/SSLDGINSNE 73 18/(no TMs)609

C. albicans CA0825/PIb2 299 LRSFVDTKYIGTRLDDGAPVSKR/CVNGFDNAGF 312 18/(no TMs)609

C. albicans CA1975/PIb1 193 GIEHPIKQVEEWVNVGNQVASKR/NANFNVSLTD 139 18/(no TMs)605

C. albicans CA1975/PIb11 552 VGCAIIRREQERQGIEQTEQCKR/CFENYCWDGT 253 18/(no TMs)605

C. albicans CA2223/PIb5 138 SKKTFIRTASELSQQEKDYIHKR/QETTNKNLID 244 20/(no TMs)(720-GPl)o754
C. albicans CA3182/Lip4 408 ALTWIINRFNGKQTVSGCQHVKR/TSNFEYPNIP 578 15/(no TMs)459

C. glabrata CAGL0J11748g/PIb2 201 YDKDFSKTLARWTAIGSQVQGKR/DAGFNVTITD 250 20/(no TMs)(667-GPI)0695
C. glabrata CAGL0J11748g/PIb2 53 NANFIRNAADGLSPAEKEWLKKR/DPITRDALQT 47 20/(no TMs)(667-GPI1)0695
C. glabrata CAGL0J11770g/Plb1 73 SEIDWLKKRDVNTREALESFLKR/VTSNFTSNSS 470 23/(no TMs)(633-GPI1)o659
C. glabrata CAGL0J11770g/Plb1 59 NDINLLRNATGLSQSEIDWLKKR/DVNTREALES 47 23/(no TMs)(633-GPI)0659
C. glabrata CAGL0J11770g/Plb1 64 LRNATGLSQSEIDWLKKRDVNTR/EALESFLKRV 43 23/(no TMs)(633-GPI)o659
S. cerevisiae YCRO68W/Atg15 139 TNPFDFEFELRRMPLLMKRMKER/DPEFIESYIY 24 i12-340520

S. cerevisiae YMRO06C/PIb2 61 DDTSLVRNASGLSTAETDWLKKR/DAYTKEALHS 47 20/(no TMs)(680-GPI)o706
S. cerevisiae YMRO08C/PIb1 59 DDINLVREASGLSDNETEWLKKR/DAYTKEALHS 47 23/(no TMs)(637-GPI)o664
S. cerevisiae YNLO12W/Spo1 182 SEEEIVTNAKKEYNDNDLKMKKR/QGGSLITSSS 277 18/0374-396i631

S. cerevisiae YNLO12W/Spo1 217 YEQIEEIMNSIEEIPEDYMITKR/NLNPLARLKK 187 18/0374-396i631

Tabelle 30: In lipolytischen Enzymen vorhergesagte Schnittstellen.
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Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
T. reesei Tr46210 39 * PSHHHHHAHRHAKKHAAARVEKR/ APDWTEW 302 17/(no TMs)436
S. nodorum SNU10592.1 33 * RHAHQVVKR/ DARPDAVVY 444 25/(no TMs)467
A. gossipii ADR322W 27 * PTHKHRRHRR/ DSQGHL TMT 444 18/(no TMs)508
A. gossipii AER372C 40 * EDCSTSAGHQHKR/ Al AVEYVYE 357 28/(no TMs)436
A. fumigatus Afu7g05450 31 * PHHHQHRHHOHKR/ EDVVESSAT 357 20/(no TMs)414
A. nidulans ANGB9I7.2 31 * QHQHGHHHQHSKR/ EWTVDGPT 407 19/(no TMs)410
§ C. albicans CA0883 45 * DNKNI KR/ EDCDKT SFHGHHKHKR/ AVAYDYAYV 627 23/(no TMs)418
u C. albicans CA5232 30 * PLQHQHHHHHEHARR/ AEVTKVWWYV 207 16/(no TMs)372
C. glabrata CAGL0G08668g 44 * PQFDRYKEHSKKDVSHQHQRKR/ AVTVEYVYA 214 23/(no Tms)(449-GP1)469
N ¢ giabrata CAGL0J09922g 42 * AVPDLKDCTTTAQGNHQHKR/ AVAVEYVYE 357 23/(no TMs)427
=| C. glabrata CAGLOL03289¢g 29 * PAVQHQDKHAHEKR/ DLVWTEYV 394 16/(no TMs)366
F C. glabrata CAGLOL05434g 30 * PSPKHDHEDRHAI KR/ DVDWTWE 119 16/(no Tms)(326-GP1)346
D. hansenii DEHA0C15092g 31 * PLEGHKHHQHQHKR/ DSVWKQVTQ 357 18/(no TMs)384
8 . hansenii DEHAOF22242g 42 * PAPAQDEDCATTQVHAHHKHKR/ EVWYDYAYV 627 21/(no TMs)404
me, graminearum FG01351.1 40 * HHNHQHI HARRHAGSKVEKR/ SPDVI TEYV 207 20/(no TMs)443
i| K. lactis KLLAOE14982¢g 33 * PAPGSKHI HRKEKR/ AAVTVTQYY 389 20/(no TMs)398
| K. lactis KLLAOF04433g 43 * PHAHAKR/ DEDCSTTVHAHHKHKR/ AVAVEYVYQ 627 21/(no TMs)413
.| M. grisae MG00505.4 37 * HANHHRHL HAKRDVAKR/ SPEVVWKYE 312 21/(no TMs)416
I N. crassa NCU02668.1 39 * PHNHHGHHHAKKHAHAGH DKR/ ADGTVWVTE 65 19/(no TMs)445
€ S. pombe SPAC1002.13c 30 * PFRHPHHLLNKR/ DVSWTSKV 54 19/(no TMs)417
S. pombe SPBC2G2.17¢ ? * PLGNAPYHHHHHAGL. NASNI TVGV N/NV 20/(no TMs)319
Y. lipolytica YALIOE33539g 42 * PATPDADCNEEKEVR/ DFHAHHQHKR/ AVQVEYVYV 357 18/(no Tms)(377-GPl)414
S. cerevisiae YIL123W 34 * PHVDVHQEDAHQHKR/ AVAYKYVYE 357 20/(no TMs)475
S. cerevisiae YJL116C ? * PAPAPADSHHEDHHKDEKP. AVWTVTQYI N/NV 19/(no Tms)(318-GP1)337
S. cerevisiae YKR042W 37 * DFKPQFTLLSSVTKKKKKKVR/ PHNFQCI HS 3 17/(no Tms)365
S. cerevisiae YNLO66W 44 * PYAADI DTGCTTTAHGSHOHKR/ AVAVTYVYE 357 23/(no TMs)420
§ A. fumigatus AFU6g12380 25 * HPHVGHRR/ NAEHDVKPK 13 18/(no TMs)369
a A. gossipii AGL354C 28 * EVAHEHHDRR/ AVAYVTNYR 87 19/(no TMs)451
C. albicans CA6263 31 * APL AHQHHOQHKEEKR/ AVHWTTTN 5 17/(no Tms)??2?
C. glabrata CAGL0G00308g 28 * PHAAHTHKEKR/ DWTKTMVHA 389 18/(no TMs)374
C. glabrata CAGLOM13805g 30 * PANVHHEHKNKR/ DVWTKTVHN 432 19/(no TMs)371
D. hansenii DEHAO0C13937g ? * PLQQHQHHEHKMEKK/ DVKWTQT'S 0 18/(no TMs)372
K. lactis KLLAOA03201g 31 * AAAVHKHHAAEEKR/ DVTVWWTNF 125 18/(no TMs)378
K. lactis KLLAOC14047g 28 * Pl HGHKDNKR/ DLVYVTNRV 6 19/(no TMs)378
Y. lipolytica YALIOD20680g 29 * Pl VGHHAHHOHKR/ EAG ETVFV 357 17/(no TMs)420
S. cerevisiae YGR279C 29 * PANHEHKDKR/ AWTTTVQK 169 20/(no TMs)386
S. cerevisiae YMR305C 28 * PAVRHKHEKR/ DVWTATVHA 394 19/(no TMs)389
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A. gossipii ADRO56W 116/125 GSDGGSEQKP. GHKHNSGHKHKPGHDHDKR/ AVHYVHVTS 0/171 20/(no TMs)501
C. albicans CA2303 105/123 YYPSSSGNSKR/ Q DDQDCNVKHVHHKHKR! ATEWQVTQ 273/627  22/(no TMs)468
C. glabrata CAGLOMO05599 100/120 YPASSNSKR/ AVAEEDCDSWAKPVHKHKR/ DVAVEVI EV 273/627 18/(no TMs)446
D. hansenii DEHA0D 16599 94/111 YYPSSGSNNKKR/ EDEEECTTKHVHHKHKR/ ATEWEVTQ 256/627  21/(no TMs)435
1| F. graminearum FG00876.1 106/130 SKNKR/ DTESAPSPHL HGHRHLHEQRKKKR/ AEW/TATI D 432/376 20/(no TMs)440
K. lactis KLLAOB09746 103/126 VSFKKR/ DQVAEDAPCT TVSTAKKHHEHKR/ EAAVQWWEV 313/8 19/(no TMs)457
.4 S. pombe SPBP23A10.11 111/125 YYPDTSNAL SSLRKR/ SNNQHVKRHPHHKR/ DDVI DSTLT 47/1074 23/(no TMs)507
Y. lipolytica YALIOA17919g 115/141 AKR/ DAVEEEDKDCGETAKREFHAHHAHKR/ GWTE! VQV 273/217  31/(no TMs)467
S. cerevisiae YBR162C 109/134 LKKR/ SEKQSI ESCKEGEAVVSRHKHOHKR/ DVAVEYVQY 47/357 24/(no TMs)455
Tabelle 31: In dem neuartigen ,,His-Box“-Motiv vorhergesagte Schnittstellen.
Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA0894/0Orm1 61 TPTPIAEEKLSTPIPTPSPSHRR/GSSIGSSTSP 75 0142-162i219-2350241-259i268
C. albicans CA0894/0rm1 105 SANALTPTPSHHQPAHSITRQRR/SSSLIQHLEP 315 0142-162i219-2350241-259i268
C. albicans CA1387/Erg11 156 PNSRLMEQKKFAKFALTTDSFKR/YVPKIREEIL 146 013-36i48-650528
C. albicans CA1387/Erg11 266 RRDAAQKKISATYMKEIKSRRER/GDIDPNRDLI 47 013-36i48-650528
C. albicans CA1387/Erg11 264 YWRRDAAQKKISATYMKEIKSRR/ERGDIDPNRD 204 013-36i48-650528
C. albicans CA1676/Erg9 419 LPENKFTKIVASRESIDLSVQORR/IEQENFNCNV 176 0430-447i448
C. albicans CA1676/Erg9 31 HPTELKAVIQLFGFRQPLHPGKR/DVNDKELVRC 122 0430-447i448
C. albicans CA1872 358 KREKSNSVIATTVSGDSPTALKR/LSGGSNSSGS 196 0895-919i943-9680972
C. albicans CA1872 159 TSTGSTHPIPPAASVLSSSSQRR/ATIEDFADTE 53 0895-919i943-9680972
C. albicans CA1872 116 ERTRTKKSSSIGSAELSPSRSPR/MMNFSLRPKFE 55 0895-919i943-9680972
C. albicans CA1872 337 TQIAQQYYGDARKHIEVVDPTKR/EKSNSVIATT 134 0895-919i943-9680972
C. albicans CA2007/Gpi8 143 VIVENFMRLLTDKWDSDQPRSKR/LLSDENSNIF 557 21/0360-379i383
C. albicans CA2786/Kre5 1390 DAKMIDLCNNPLTRENKLDAAKR/LIPEWIEYEQ 139 23/(no TMs)1447
C. glabrata CAGLOH06919g/Ero1 428 NTFDKLSESVEYINNFEKLYKRR/EGGDSYTNFF 125 19/(no TMs)627
C. glabrata CAGLOI07777g/Mpd2 164 GSRSVNPLQGFITMVVNKDVMKR/QLMDIIEGRP 346 16/(no TMs)240
C. glabrata CAGLOI07777g/Mpd2 122 KPPTLDANTTVTDTPTLFERVKR/AIFGENTWT I 793 16/(no TMs)240
C. glabrata CAGLOL10670g/Rot1 207 STGSHPTGSSESESQESDDTSKR/SLLKKRSLRE 94 21/(no TMs)(241-GP1)0263
C. glabrata CAGLOM10571g/Are2 172 KFAGPTLEASIKSKEKELRKLRR/EQKRQLDSGE 288 0200-221i242-2620274-293i305-3240380-397i41
8-4420462-482i544-5630569-5871599-6170619
C. glabrata CAGLOM13453g/Gpi16 319 GICKFEMEAIVDMVMNTPQSLRR/GTINPIPRPLS 68 22/0582-602i646
S. cerevisiae YALO58W/Cne1 461 GPTERKFMNSRLGNLQTTFHNER/ESPNPFDRIT 39 30/(no TMs)502
S. cerevisiae YDR331W/Gpi8 140 VTVENFIRLLTDRWTEDHPKSKR/LLTDENSNIF 401 23/0378-397i411
S. cerevisiae YHR101C/Big1 103 GLRKLDFLEFETEFVSLQRYIRR/SSTAIKFEKV 114 20/0276-295i335
S. cerevisiae YILOO5W/Eps1 138 SGYIKSFTETPRTKESLIAFARR/ESMDPNNLDT 170 28/0652-672i701
S. cerevisiae YOLO031C/Sil1 310 LISKILKADMYENDDTNLILFKR/NAENWSSNLQ 77 19/(no TMs)421
S. cerevisiae YHR188C/Gpi16 276 HYEMDARIEMVTHVPSALARGER/PIPKPLDGNT 54 20/0548-568i610
C. glabrata CAGLOMO01298g/Gpi8 128 VIVENFIRLLTDRWTEDQPKSKR/LQTDENSNIF 401 22/0359-377i390
C. albicans CA4418/Erg5 510 SEEIKVFATIFPKDDLILEWKKR/DPLKSL* 167 (no TMs)517
S. cerevisiae YHRO079C/Ire1 34 *PLSSRTSRR/QIVEDEVAST 48 25/0534-555i897-91401115
S. cerevisiae YHRO079C/Ire1 98 SSYPTPNLLNTADNRRANKKGRR/AANSISVPYL 224 25/0534-555i897-91401115
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C. albicans
S. cerevisiae
C. glabrata
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
C. glabrata
C. glabrata
C. albicans

CAQ915/Kar2
YJLO34W/Kar2
CAGL0D02948g/Kar2
YJL159W/Hsp150
YLR207W/Hrd3
YLR207W/Hrd3
CAGLOF06369g/Hsp70
CAGLOF06369g/Hsp70
CA1507/Hsp30

308
309
295
71
269
266
734
209
13

KQFKKKHNIDITANAKAISKLKR/EAEKAKRTLS
KAFKKKHGIDVSDNNKALAKLKR/EAEKAKRALS
KTFKKKHGIDVSDNEKALAKLKR/EAEKAKRALS
VQPISTTSSASSAATTASSKAKR/AASQIGDGQV
ESGLLGKGLNSVPSSTVRKRTTR/PDIGSPFIAQ
SDFESGLLGKGLNSVPSSTVRKR/TTRPDIGSPF
IGLNVTEKYNSILSKMSFSSIRR/SSEENIKTLA
SVKDEAVLVSDGLSVAIDYALKR/PDLEINVPQY

*SAAVSTLSDIIKR/NDAVNVNPPN

35/(no TMs)687

i12-290682

29/(no TMs)667

24/(no TMs)(280-GPI1)o310

21/0768-789i833

21/0768-789i833

16/(no TMs)889

16/(no TMs)889
038-59i71-890117-139i159-1790185-203i215-233
0253-275i342

Tabelle 32: In ER-residenten Proteinen vorhergesagte Schnittstellen.

68



Ergebnisse

Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA0046 395 SDALQYILTDPTWSPGLATFFKR/MDDAGAYQRL 517 24/(no TMs)415
C. albicans CA0397/Fre31 27 *PRKYKR/YGQLKSFYAC 533 21/0158-181i318-3400346-368i375-3930399-417i
710
C. albicans CA3160/Zrt2 15 *NSDSISQVFEYLNKR/DECPTDNDYN 54 033-52i64-850105-127i212-2350275-295i307-326
0346-366i370
C. albicans CA3460/Cfl1 50 IVMSTCTTFIGKYGTVCTSTGKR/STNWNCYCKT 103 19/0212-233i288-3060326-347i368-3870402-424i
431-4490455-473i760
C. glabrata CAGL0C03333g/Fre2 24 *FQKR/DVWEVNAVMS NNV 20/0186-206i257-2760296-316i337-3580370-393i
400-4200426-445i727
C. glabrata CAGLOE01353g/Zrt2 9 *DIVQLLFKR/DDDDGPPPAC 77 034-53i65-860106-126i277-2970338-358i370-389
0409-429i433
S. cerevisiae YKL220C/Fre2 55 LVTNACTRIFQKVIWEYTSKSKR/SSPVCSYEPA 401 21/0165-184i236-2560276-297i318-3390351-370i
377-3950401-419i711
S. cerevisiae YNROG60OW/Fre4 33 *PPSKTSLINTHERR/SIYSCYVGLR 201 19/0157-180i229-2490269-290i311-3320344-364i
371-3880394-412i719
S. cerevisiae YOR384W/Fre5 26 *ASTKKR/TQWDQIATDA 88 20/0162-184i205-2250237-254i266-2880350-368i
375-3920398-417i694
Tabelle 33: In Proteinen des Ionenstoffwechsels vorhergesagte Schnittstellen.
Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie
C. albicans CA0932/Ept1 104 FFYAFGLFMYQTFDGCDGCHARR/TGQSGPLGEL 207 i50-690138-158i179-2000220-240i274-2920298-3
22i334-3530359-379i402
C. albicans CA1039/(Flavin carrier) 278 TGGSPTTYFISSTKQVLVQKHKR/SLDYVAGVAK 627 24/0170-190i202-2200327-351i372-3940406-426i
466-4850491-510i522-5410553-579i808
C. albicans CA5614 56 VTVSTYFVNSYTCNQPHHNHSTR/PSHYLPINGT 52 i20-420270-293i337
C. glabrata CAGL0G02959g/Nnf2 86 FFLSKKPSPDIQVVSNSAKNKKR/YVTPPTLYKL 256 i27-510114-134i146-1730179-199i239-2580918
C. glabrata CAGL0G08338g/YLR241w 176 DNAVTKAGISLLKRYIQTSNSKR/DHNSGSSNPE 273 032-57i120-1390191-212i449-4710499-523i544-5
670587-614i635-6560662-682i703-7210727-745i
794
C. glabrata CAGL0I02508g/Ctr2 115 EAVVTSTSATNGSLNSPSPLTKR/YAVSRSLWYG 60 i64-820131-156i175
C. glabrata CAGLOM12320g/YALO53w 284 VVVSNKDILSISVQRRAWNLLKR/GISVASSSDS 70 20/0167-191i203-2200341-367i396-4160428-448i
486-5060512-531i543-5640576-602i769
S. cerevisiae YBR042C/Cst26 96 VRITTENSSVPKGTFFLDLKKKR/ILSHLKSNSV 376 013-37i58-770120-138i377-3960397
S. cerevisiae YGL126W/Scs3 220 NTFIHDQMHRWQGPLTTSAQCRR/FGGHWAGGHD 129 i12-31051-66i87-1050236-254i326-3490355-371i
380
S. cerevisiae YILO37C/Prm2 400 NLSTLYPIPYQLTKLINQKIFKR/EPEKIDDKKV 241 020-43i318-3360421-440i631-6540656
S. cerevisiae YOR365C 313 ATSGSPTVVYRNKEVLSISVQKR/SLNSKIISAS 346 25/0203-222i234-2590374-396i417-4360456-478i
517-5370543-561i573-5950607-634i703
C. albicans CA5160/Pho89 291 STDNIPPIPEGQTLTKDYYKGRR/YDEAGNLVVL 224 07-24i44-64085-104i146-1660186-205i225-24404
76-495i566-5900600
S. cerevisiae YLRO83C/Emp70 249 YHDRGEGNYRVVGVIVEPVSIKR/SSPGTCETTG 81 23/0305-327i371-3950401-426i438-4620474-496i

521-5480560-583i595-6150627-657i667

Tabelle 34: In luminalen Schleifen verschiedener Transmembranproteine vorhergesagte Schnittstellen.
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Spezies Name Pos. Sequenz PSSM Topologie

C. albicans CA0854/Mnn1 800 CSGYMWCAYDKIGGKTKSGKNTR/LEGKIINEFDE 56 i14-320828

C. albicans CA4176/1fx2 193 SEIMKPIGLKNNCEWLQOKEANKR/TRFPDFCKDL 150 i7-260808

C. albicans CA4295/Mnn7 188 KDTDSIPDLENYLTKANDKYFKR/QEYWRYLLKD 405 i12-290756

C. albicans CA4295/Mnn7 642 HPKIDPLKNSKEADAEFGVYSRR/NMGLPDKVEK 133 i12-290756

C. glabrata CAGLOF09053g/Mnl1 608 KVSKYRQNDAGFSFSNIMSSFKR/ISEPERIFNT 146 17/(no TMs)809
C. glabrata CAGLOF09053g/Mnl1 781 STLFKEVVSFEELYEDPEILHKR/DILRAFGVNK 78 17/(no TMs)809
C. glabrata CAGL0G04279g/Mnt3 578 DIESEVGIRKRSLPSTDVNVVRR/DEQQFASKEP 226 i27-440660

C. glabrata CAGL0G04279g/Mnt3 642 CTFVDRIGDADSKLVRFDKKTKR/FVNHLAQIWR 483 i27-440660

C. glabrata CAGL0G04279g/Mnt3 566 FYECESDKLQEIDIESEVGIRKR/SLPSTDVNVV 146 i27-440660

C. glabrata CAGLOH09130g/Mnn4 243 DRKKYSQASWYKMERKKADFHRR/NKISDYCEPF 266 i7-2501015

C. glabrata CAGLOH09240g/Mnt3 93 INTRIMKLKEEKDDPKKAGKKTR/TESEEDKILL 48 33/(no TMs)642
C. glabrata CAGLOH09240g/Mnt3 505 DYVIEPEDAATIGKLEYSEKDRR/YSICATIQMAH 86 33/(no TMs)642
C. glabrata CAGLOH09240g/Mnt3 41 *QRRSTR/YEEDLLFSSG 72 35/(no TMs)625
C. glabrata CAGLOH09240g/Mnt3 92 PFFSLENMLPSWMLSTHTAREKR/VLLNWDKSSG 540 35/(no TMs)625
C. glabrata CAGLO0I04532g/Mnn2 320 FWRRTTMPAYYEIANLPYNQNKR/VRNAFDDITP 246 i12-300612

C. glabrata CAGLOL12804g/Mnn9 166 GFIIPKSASGDAALKQLEAAVKR/AQTDKKNNRF 198 (no TMs)393

C. glabrata CAGLOL12804g/Mnn9 207 DSKGFDKLQEKERHALAVQKERR/SAMALARNEL 198 (no TMs)393

C. glabrata CAGLO0B04565g/Ktr2 159 GLIPREHWSYPEWIDQEKARLTR/EEMKKQKIIY 101 37/(no TMs)401
C. glabrata CAGLOMO05841g/Ktr2 44 DIDRNYFERSVAVKTKYDGVRRR/EYFVPLKLAT 149 (no TMs)411

S. cerevisiae YGL156W/Ams1 74 HVKVWWYQVSFERGSSPVSPDKR/PSWKSIIERD 47 (no TMs)1083
S. cerevisiae YGL156W/Ams1 547 GNVIPKLQVGITVDEFYDDILKR/TNQGHDLPTW 219 (no TMs)1083
S. cerevisiae YILO14W/Mnt3 61 KLNNHASERTAVESSAFNWIEKR/QHQVRSENLM 151 31/(no TMs)630
S. cerevisiae YILO14W/Mnt3 387 NEQTFQYCIEMLNEVEPSAQERR/FIGSRLVFDS 112 31/(no TMs)630
S. cerevisiae YILO14W/Mnt3 557 EDDFGREPEYFKSRYGDISKLKR/IYDASLNVEG 564 31/(no TMs)630
S. cerevisiae YJRO75W/Hoc1 292 KPGHPVLREIISRIIETTLQRKR/DDQLNVNLRN 214 29/(no TMs)396
S. cerevisiae YKL201C/Mnn4 1039 DKDPIIVYEDYAYAKLLEERKRR/EKKKKEEEEK 266 i28-4501178

S. cerevisiae YNRO59W/Mnt4 279 POELWFLDVKDMLNDEYLARFKR/FSNKWLAITF 862 31/(no TMs)580
S. cerevisiae YHR204W/Mnl1 511 DVIFSTEAHPMWLPQEVRSNYKR/NAKFNNSVYS 363 21/(no TMs)796
S. cerevisiae YHR204W/Mnl1 764 ILPRHGSVQIKKHSPVLTSNGTR/EEDEFKMDGI 38 21/(no TMs)796
S. cerevisiae YHR204W/Mnl1 69 DNYLEHGYPYDEVKPISCVPKKR/NFEDPTDQGT 104 21/(no TMs)796

Tabelle 35: In Proteinen des Mannosylierungsapparats vorhergesagte Schnittstellen.
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4.4 In vitro Uberpriifung einiger putativer Substrate

4.4.1 Klonierung eines KEX2-homologen Gens aus Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans ist ein wichtiger humanpathogener Pilz, der einen Grofteil seiner
Virulenz iiber das a-Pheromon reguliert. Daher war die Betrachtung des Kex2-Proteins dieser
Spezies von groflem Interesse. Da die Gensequenz jedoch aus dem Genomprojekt nur teilweise
ersichtlich war, wurde die genomische experimentell bestimmt. Weiterhin besitzt die
genomische DNA von Cr. neoformans, im Gegensatz zu Candida Spezies, hdufig Introns. Daher
wurde ebenfalls die cDNA Sequenz von CnKEX2 ermittelt.

Der Cr. neoformans Stamm ATCC34544 wurde fiir zwei Tage in Sabouraud-Medium bei 30°C
kultiviert und aus den pelletierten Zellen die genomische DNA isoliert. Gesamt RNA wurde aus
Zellen einer gleichen Kultur isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. Aus der
Nukleotidsequenz des Genomprojektes wurde ein Primerpaar (Cng. und Cn,y) zur Amplifikation
der genomischen DNA abgeleitet, welche sich flankierend zur kodierenden Sequenz des Gens
befanden und unter Verwendung einer korrekturlesenden DNA-Polymerase die genomische
DNA amplifiziert (Ta= 58°C, tz= 330", 33 Zyklen). Da sich aus der cDNA mit diesen Primern
kein Produkt amplifizieren lieB, wurde ein weiteres Primerpaar (Cneo seqlf, Cneo seqlr)
innerhalb der kodierenden Sequenz, aber auBerhalb der putativen Introns abgeleitet und mit
diesem auch die cDNA amplifiziert (PCR-Bedingungen wie oben). Beide PCR-Fragmente
wurden in den Vektor pCR2.1 kloniert und mit verschiedenen Oligonukleotiden sequenziert
(Tabelle 9). Die Sequenz von CnKEX2 wurde in GeneBank unter der Nummer AY 184224
hinterlegt (siche Anhang 11.1).

1 2445

ScKEX2 }—‘ I

A 3412 6944
CnContig - -

B CnKEX2 —’]——Eiﬂ — 7 — ] — S — — 5 b

—\3550

C Contig 6745-AATA-A---AG------ A-T---TT-T-TA-CATTAAGGTGCATTT-6790
CnKEX2 3333-AATATATCCAGTCCGCCAGTCCGTTCTGTTTCCTCCTCGCGCATTT-3378

Abbildung 23: Klonierung und Sequenzierung des KEX2-Gens aus Cryptococcus neoformans. A: Mittels
BLAST-Analyse identifizierte, zu ScKEX2 homologe Bereiche (graue Balken) im Genom von Cr. neoformans. B:
Intron-Exon Struktur des CnKEX2-Gens ermittelt aus dem Vergleich von genomischer zu cDNA Sequenz. C: Die
einzige starke Abweichung zwischen Contig- und der hier ermittelten Sequenz war ein kurzer Bereich im 3’-
untranslatierten Bereich.
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4.4.2 Heterologe Expression und Aufreinigung Kex2-iahnlicher Proteasen

4.4.2.1 Heterologe Expression in Pichia pastoris

Die Expression von S. cerevisiae Kex2 ist in der Literatur sowohl in S. cerevisiae [26] als auch
P. pastoris [131] beschrieben. Bei den Kex2-orthologen Proteasen handelt es sich um
Transmembranproteine. Zur Erzeugung von 16slichen, sekretorischen Proteinen kann der nur
jeweils fiir den luminalen Teil des Proteins kodierende vordere Teil des Gens kloniert werden,
wie in den in der Literatur beschriebenen Vektoren zur Expression von S. cerevisiae Kex2
(Abbildung 24). In dieser Arbeit wurden verschieden Plasmidvektoren konstruiert, die zur
heterologen Expression der 16slichen Formen von Kex2 aus C. albicans, C. glabrata und Cr.
neoformans verwendet werden sollten. Dieses erfolgte durch Amplifikation des Fragments aus
genomischer DNA (C. albicans und C. glabrata) oder cDNA (Cr. neoformans) mit spezifischen
Oligonukleotiden, wie unter Abschnitt 3.3.5.1 beschrieben.

Da nicht bei allen KEX2-homologen Genen die exakte, fiir die Transmembrandomine
kodierende Region bestimmt werden konnte, und mit den zunéchst hergestellten Konstrukten
keine Expression der Protein gefunden wurde, wurden weitere luminale Bereiche verschiedener
Liangen mit und ohne fusioniertem C-terminalem 6xHis-tag zur Expression getestet. Zur
Herstellung von Kex2-homologen Proteasen aus verschiedenen Pilzen wurde das Pichia
pastoris-Expressionssystem der Firma Invitrogen verwendet. Die Gene der Proteasen kodieren
bereits auch fiir ein Signalpeptid, daher wurde als Vektor das Plasmid pIC3.5 ausgewihlt und

das native Signalpeptid der Proteasen verwendet.

AS 677
Préa- Pro- Aktive Doméne P-Doméne ™ zytosolisch
L] I [ ] |
| Konstrukt nach Lesage et al. | (672 AS)
[ Konstrukt nach Brenner et al. | (615 AS)

Abbildung 24: In der Literatur beschriebene Vektorkonstrukte zu Expression von S. cerevisiae Kex2.
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Candida glabrata Kex2

Durch die Transformation des Stammes GS115 mit dem Plasmid pCgKAH (Abbildung 25)
wurden 22 Transformanden erzeugt. Von 12 dieser Transformanden wurde zundchst in den
Kulturiiberstdnden einer Testexpression der relative Proteingehalt bestimmt (Abbildung 26A)
und die Klone anschlieBend im Westernblot auf eine Bande der richtigen Groe hin {iberpriift.
Eine solche Bande wurde lediglich bei Klon #12 gefunden (Abbildung 26B) und dieser im
Folgenden fiir die Expression von His-markiertem C. glabrata Kex2 (CgKex2) verwendet. Die
maximale Anreicherung von CgKex2 im Kulturiiberstand konnte bereits 24 h nach Induktion
beobachtet werden. Kulturiiberstinde untransformierter Zellen zeigten keine Kex2-dhnliche
Aktivitdt (Abbildung 26C).
AS 667

Pré- Pro- Aktive Doméane P-Doméne ™ zytosolisch

[ pCgKAH ['] (688 AS)
Abbildung 25: Vektorkonstukt zur heterologen Expression von C. glabrata Kex2 in P. pastoris.
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Abbildung 26: C. glabrata Kex2 Expression. A: Bestimmung des Gesamproteingehalts im Kulturiiberstand der
Testexpression. B: Nachweis eines His-markierten Proteins im Kulturiiberstand von Klon #12. C: Die Expression
von CgKex?2 erreicht bereits nach 24 h ihr Maximum.
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Candida albicans Kex2

Zur Expression von C. albicans Kex2 (CaKex2) wurden sukzessive vier verschieden lange
Vektoren (pCaKAHO, pCaKAHI1, pCaKAH2 und pCaKAH3) konstruiert, wobei die Region
nahe der Transmembranregion mehrmals verkiirzt wurde (Abbildung 27). Insgesamt wurden 440
Transformanden (pCaKAHO: 15, pCaKAHI1: 291, pCaKAH2: 21, pCaKAH3:53) auf Sekretion
eines His-markierten Proteins bzw. eine Kex2-Aktivitit gegen das synthetische Substrat KVKR-
pNPP im Kulturiiberstand getestet. Es konnte nur bei zwei Transformanden von pCaKAH3 ein
schwaches Signal im Dotblot nachgewiesen werden (Abbildung 28, Punkte B9 und B10). Es
zeigte sich aber in einer Westernblot Analyse, dass dieses Protein lediglich eine GroéB3e von ~20
kDa besall (Abbildung 28, Spuren B9 und B10). Es handelte sich daher entweder nicht um das
richtige Protein, oder nur um ein Abbauprodukt. Es wurde demzufolge ein anderer Ansatz

gewahlt um dieses Protein herzustellen (siche Abschnitt 4.4.2.2).

AS 775
IPr'ai-I Pro- Aktive Doméne | P-Doméane TM _ zytosolisch
[ pCaKAHO [l (752 As)
I pCaKAH1 [ 771AS)
| pCaKAH2 [1 @74As)
[ pCaKAH3 [1 (780 AS)

Abbildung 27: Vektorkonstrukte zur Expression von CaKex2 in P. pastoris.
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Abbildung 28: C. albicans Kex2-Expression in P. pastoris. Dotblotanalyse von Transformanden auf HIS-
markiertes Protein im Kulturiiberstand (links). Westernblot Analyse ausgewéhlter Transformanden auf HIS-
markiertes Protein der richtigen Grofe (rechts). Bei den zwei Transformanden mit dem stirksten Signalen im
Dotblot lasst sich eine ~20 kDa gro3e Bande beobachten.
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Cryptococcus neoformans Kex2

Zur Expression von Cr. neoformans Kex2 (CnKex2) wurden sukzessive drei verschieden lange
Vektoren konstruiert (pCnKAH1, pCnKAH2 und pCnKAH3; Abbildung 29). Insgesamt wurden
32 Transformanden (pCnKAHI1: 10, pCnKAH2: 10, pCnKAH3: 12) auf Sekretion eines His-
markierten Proteins oder einer Kex2-Aktivitit gegen das synthetische Substrat KVKR-pNPP im
Kulturiiberstand getestet. Dabei konnte kein Transformand mit der gewiinschten Aktivitét
gefunden werden. Aufgrund der bereits mit der Expression von CaKex2 in P. pastoris
gewonnenen Erfahrungen (siehe Vorhergehender Abschnitt) wurden diese Versuche nicht
weiterverfolgt. Experimente, Kex2-Enzyme aus Aspergillus fumigatus oder Histoplama

capsulatum zu exprimieren, verliefen ebenso erfolglos (Daten nicht gezeigt).

AS 748
Pra- Pro- Aktive Doméane P-Doméane |TM zytosolisch
[ ]
[ CnKAH1 [] (668 AS)
[ CnKAH2 [] (737 AS)
| CnKAH3 [1 (748 As)

Abbildung 29: Vektorkonstrukte zur Expression von Cryptococcus neoformans Kex2.
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4.4.2.2 Heterologe Expression von CaKex2 in Candida albicans

Da das Kex2-Protein aus C. albicans in Pichia pastoris bei der Expression bereits degradierte,
wurde fiir weitere Versuche mit diesem Protein als Expressionssystem C. albicans selbst
gewahlt. Dazu standen zwei verschiedene Vektoren mit unterschiedlichen Promotoren zur
Verfiigung: zum einen das Plasmid pCIp10 [132] mit dem konstitutiven ACT1-Promotor, zum
anderen das Plasmid pBI [133] mit dem unter Glukosemangel-Bedingungen aktiven Promotor
des PCKI Gens aus C. albicans (Abbildung 30). Mit beiden Plasmiden wurden
Expressionsvektoren konstruiert (pBI-CaKex2 und pClpl10-CaKex2). In keiner von ca. 50
getesteten pBI-CaKex2-0 Transformanden konnte eine Kex2-dhnliche Aktivitdit im
Kulturiiberstand nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Dagegen zeigten die Kulturiiberstinde aller acht mit dem Plasmid pClpl10-CaKex2 erzeugten
CAI-4 Transformanden Kex2-Aktivitdt gegeniiber dem synthetischen Substrat KVKR-pNA in
einer Testexpression. Diese war bei Klon #7 nach 24 h Kulturdauer am stirksten (Abbildung
31A). Kulturiiberstinde untransformierter Zellen (Wildtypstamm SC5314) zeigten keine Kex2-
dhnliche Aktivitit gegenliber KVKR-pNA (Abbildung 31 B).

AS 775
Pra- Pro- Aktive Doméne P-Doméne | TM  zytosolisch
[ [ [ ] |
I pBI-CaKex2 [l (752 As)
I pClp10-CaKex2 | (770 AS)
Abbildung 30: Vektorkonstrukte zur Expression von CaKex2 in C. albicans.
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Abbildung 31: Expression von CaKex2. A: CaKex2-Aktivitdt in Kulturiiberstinden von Testexpressionen der acht
Transformanden nach 1, 2 und 4 Tagen. B: Im Vergleich zu Klon #7 zeigten Kulturiiberstinde des Wildtypstamms
SC5314 diese Aktivitét nicht.
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4.4.2.3 Aufreinigung heterolog exprimierter Kex2 Proteasen aus S. cerevisiae, P. pastoris,
C. glabrata und C. albicans

Zur Aufreinigung von sekretorischen Kex2-Proteasen standen vier Stimme zur Verfligung: die
beiden in dieser Arbeit hergestellten Staimme Pp-CgKex2#12 und Ca-CaKex2#7 und die zwei
Stimme Pp-PpKex2 [134] und Pp-ScKex2 [131]. Die Proteine CgKex2 und PpKex2 konnten
iiber das C-terminale 6xHIS-tag mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.
Das Protein ScKex2 wurde in grofler Menge sezerniert, so dass es bereits im Kulturiiberstand in

hohen Konzentrationen und fast in Reine vorlag.

Die Aufreinigung des CaKex2 Proteins war dagegen problematisch. Da kein 6xHIS-tag
vorhanden war, konnte das Enzym nicht iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt werden. Im
Gegensatz zu P. pastoris sezerniert C. albicans eine Vielzahl von Proteinen in den
Kulturiiberstand. Auch enthilt das Kulturmedium YPD hohe Mengen niedermolekularer Stoffe,
die bei der Konzentration der Proteine durch Ausschlusschromatographie ebenfalls angereichert
werden und in groBeren Mengen Signale bei spiteren Versuchen mit Kex2-Substraten
iiberdecken konnten (Abbildung 32A, Spur 3). Daher wurde das Kulturmedium vor der
Inokulation iiber eine 30 kDa Ausschlusschromatographie von Kontaminationen >30 kDa
grofitenteils befreit. Durch eine an die Expression anschlieBende 50 kDa Ausschluss-
Chromatographie konnte eine Enzym-Prdparation hergestellt werden, die soweit von
Kontaminationen befreit war, dass sie in Enzymreaktionen einsetzbar war (Abbildung 32B,
Spur 2). Die Enzympriparationen wurden so verdiinnt, dass sie alle die gleiche Aktivitat

gegeniiber dem synthetischen Substrat KVKR-pNPP bei 37°C besallen (Abbildung 32C).
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Abbildung 32: Kex2 Enzympriparationen. A: Aktivitit der eingestellten Proteasen gegeniiber dem chromogenen
Substrat KVKR-pNPP. B: Kex2 Enzympréparationen in der Silberfarbung. Die Priparation des C. albicans Enzyms
CaKex?2 ist stark verunreinigt. C: C. albicans CaKex2 Préparation aus vorweg gereinigtem Medium.
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4.4.3 Kex2 ist bei unphysiologisch hohen Temperaturen am aktivsten

Fiir ScKex2 liegen die optimalen Reaktionsbedingungen bei pH 7,2 [135]. Versuche mit ScKex?2
wurden in der Literatur bei 25°C durchgefiihrt, was allerdings nicht der Umgebungstemperatur
der humanpathogenen Pilze C. albicans und C. glabrata unter Infektionsbedingungen entspricht.
Daher wurde iiberpriift, ob die Proteasen unter gleichen Versuchsbedingungen &hnliche
Aktivititen aufweisen. Getestet wurden pH-Wert und Reaktionstemperatur. Die Aktivitét
gegeniiber dem Substrat KVKR-pNA war bei allen vier Proteasen bei pH 7,3-7,5 (Abbildung
33A) am stiarksten und damit &hnlich wie flir ScKex2 bereits beschrieben [135]. Auch das
Temperaturoptimum war bei allen vier Protease vergleichbar, allerdings lag es nicht, wie
angenommen, in einem Bereich um 30°C, welches einer idealen Umgebungstemperatur unter
Kulturbedingungen entspriche, sondern bei unphysiologisch hohen Temperaturen um 50°C
(Abbildung 33B). Daher konnte in den Versuchen fiir alle Proteasen die gleiche

Reaktionstemperatur verwendet werden.
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Abbildung 33: pH- und Temperaturabhingigkeit der enzymatischen Aktivitit von Kex2 aus den
untersuchten Pilzen. Die mittels Messung des Umsatzes von KVKR-pNA gemessene Kex2-Aktivitdt war bei allen
Kex2 Enzymen bei einem pH-Wert von 7,3-7,5 und Temperaturen im Bereich von 45°C (S. cerevisiae und
C. albicans Kex2) bis 55°C (C. glabrata und P. pastoris) am hochsten.
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4.4.4 Expression von Substratproteinen in E. coli

Zur heterologen Expression in E. coli wurden reprisentative Proteine aus der Gesamtmenge der
vorhergesagten Substratproteine ausgewéhlt und die fiir den reifen Teil des Proteins (ohne
Signalpeptid- und GPI-Ankersequenzen) kodierenden Sequenzen in den Expressionsvektor
TOPO pET-D100 kloniert (Ubersicht Tabelle 36). Es wurden Expressionskonstrukte fiir 28
Proteine aus C. albicans, 14 aus C. glabrata und zwei aus S. cerevisiae hergestellt.

In anschlieBenden Expressionsversuchen konnten bei 28 der insgesamt 44 Expressionsvektoren
(63%) sehr schwache bis sehr starke Signale im Westernblot detektiert werden. Von diesen 28
Proteinen wurden 16 (57%) in einer 16slichen Form exprimiert, die restlichen 12 (43%) in einer
unloslichen Form als Inklusionskorper. In 16slicher Form exprimierte Proteine wurden direkt
iber Ni-NTA-Affinitdts-Chromatographie aufgereinigt. Die Aufreinigung von Proteinen aus
Inklusionskorpern wurde durch Renaturierung aus mit 8§ M Harnstoff denaturierten Lésungen
ebenfalls auf Ni-NTA-Agarose erreicht.

Teilweise wurden die Proteine in E. coli bereits abgebaut, insbesondere solche, die
Hormonvorlduferproteinen dhnlich sind (CA0365 und CaEcel). Diese konnten mittels Ni-NTA-
Chromatographie nicht separiert werden, da sie teilweise das N-terminale 6xHis-tag enthielten.

Daher wurden diese Proteine mittels Gelfiltration abgetrennt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Gelfiltration zur Aufreinigung von Ca0365. Einige Proteine konnten mittels Ni-NTA-
Chromatographie nicht geniigend aufgereinigt werden, da die Abbauprodukte ebenfalls das N-terminale 6xHis-tag
enthielten. Diese wurden mittels Gelfiltration entfernt. Im abgebildeten Beispiel fiir das Protein CA0365 wurden die
Fraktionen 9-13 vereinigt und erneut mittels Gelfiltration gereinigt, was zu einer reinen Préparation fiihrte.
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Expressions-

Renaturierungs-

9 .
Nr. Organismus Name kDa bedingunaen bedinqunaen

01 C. albicans CA0365 21 30°C, Laktose I6slich

02 C. albicans CA1402/Ece1 31 30°C, Laktose I8slich

04 C. albicans CA1873/0OPS4-like 1 39 30°C, Laktose I6slich

05 C. albicans CA2412/MFa 18 30°C, Laktose I6slich

06 C. albicans CA2974/0PS4-like 2 37 30°C, Laktose I6slich

07 C. albicans CA3713/0PS4 44 nicht exprimiert -

08 C. albicans CA3943 48 30°C, Laktose IK, nicht renaturierbar
09 C. albicans CA5814/Subtilisin 51 nicht exprimiert -

10 C. albicans CA2303/Tos1 51 25°C, Laktose IK, schlecht renaturierbar
11 C. albicans CA0883/Sun41 45 30°C, IPTG IK, Cyclodextrin

12 C. albicans CA2942/Ccw14 33 30°C, IPTG IK, Cyclodextrin

13 C. albicans CA5147/Pho114 54 30°C, IPTG IK, Cyclodextrin

14 C. albicans CA1583/Rot1 28 nicht exprimiert -

15 C. albicans CA0212 29 nicht exprimiert -

16 C. albicans CA2470/Sap9 58 degradiert -

17 S. cerevisiae YDR144c/Yps3 63 nicht exprimiert -

18 C. albicans CA3867/Phr1 56 nicht exprimiert -

19 S. cerevisiae YMR307c¢/Gas1 56 nicht exprimiert -

20 C. albicans CA4679/Pgal17 58 25°C, Laktose teilweise I8slich

21 C. albicans CA0104/Rbt4 39 25°C, Laktose IK, Cyclodextrin

22 C. albicans CAO0811/Pir-like 39 30°C, Laktose IK, nicht renaturierbar
23 C. albicans CA0375/Crh1 21 30°C, Laktose I6slich

24 C. albicans CA2825/Hwp1 65 nicht exprimiert -

25 C. albicans CA6006 18 nicht exprimiert -

26 C. albicans CA1621/IFF6 103 nicht exprimiert -

27 C. albicans CA1394 49 Glukose, 30°C, IPTG I6slich

28 C. albicans CA0416 25 30°C, Laktose wenig IK, nicht renaturierbar
29 C. albicans CA0195/Kar2 76 nicht exprimiert -

30 C. glabrata CAGLOHO03135/MFa 19 30°C, Laktose I6slich

31 C. glabrata CAGL0J11770/Plb 73 30°C, Laktose IK, Cyclodextrin

32 C. glabrata CAGLOM13805/Scw4 40 30°C, Laktose I6slich

33 C. glabrata CAGLOL05434/Sun4 38 30°C, Laktose I6slich

34 C. glabrata CAGLOH08910g 41 30°C, Laktose IK, Cyclodextrin

35 C. glabrata CAGL0I04092g 65 nicht exprimiert -

36 C. glabrata CAGLODO02530/Egt1 70 30°C, Laktose IK, Cyclodextrin

37 C. glabrata CAGLOL02607 68 nicht exprimiert -

38 C. glabrata CAGLOMO08492/Pir1 36 30°C, Laktose |6slich

39 C. glabrata CAGL0OA02277 31 30°C, Laktose IK, Cyclodextrin

40 C. glabrata CAGLOF05137/Pry1 27 30°C, Laktose IK, Cyclodextrin

41 C. glabrata CAGL0G07667/Pry2 29 30°C, Laktose IK, schlecht renaturierbar
42 C. glabrata CAGLOL10802/Subtilisin 59 nicht exprimiert -

43 S. cerevisiae YPL187W/MFa 20 30°C, Laktose I6slich

44 C. glabrata CAGL0D02948/Kar2 74 30°C, Laktose I6slich

45 S. cerevisiae YJLO34W/Kar2" 72 30°C, Laktose 18slich

Tabelle 36: Ubersicht exprimierter Substratproteine und Expressionsbedingungen. Substratproteine wurden in
E. coli bei 30°C oder 37°C durch Zugabe von IPTG oder Laktose exprimiert. Proteine, die in Form von
Inklusionskorpern (IK) vorlagen, wurden ggf. durch Cyclodextrin renaturiert.

°Substrat #3 entfillt.

"%Plasmid #45 wurde freundlicher Weise von Jeff Brodsky zur Verfligung gestellt.
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4.4.5 Durch Renaturierung lassen sich nativ gefaltete, enzymatisch aktive Proteine
herstellen

Die Renaturierung von durch Harnstoff denaturierten Proteinen ist ein statistischer Prozess, der
nicht unbedingt zu einem korrekt gefalteten Protein filhren muss. Unter den hier bearbeiteten
Proteinen befand sich nur eines, welches starke Homologien zu bekannten Enzymen mit einer
nachweisbaren Aktivitdt besal und somit als Kontrolle fiir eine korrekte Faltung in die aktive
Form dienen konnte. Dabei handelte es sich um Substrat #13 (CA5147, CaPho114), welches eine
42%ige Sequenzidentitdt zu S. cerevisiae Pholl, einer im sauren pH aktiven Phosphatase,
aufwies.

In der Tat konnte gezeigt werden, dass auch CaPhol14 diese Aktivitit aufweist: Préparationen
des renaturierten Proteins waren in der Lage, das Substrat para-Nitrophenolphosphat im sauren
pH-Bereich zu dem photometrisch nachweisbaren Stoff para-Nitrophenol umzusetzen. Die
maximale Aktivitit lag dabei im pH-Bereich von 4,3-4,5 (Abbildung 35).

Daraus lie} sich folgern, dass die Renaturierung von denaturierten Proteinen, zumindest zum
Teil, zu nativ gefalteten und aktiven Proteinen fiihrte. Des Weiteren konnte festgestellt werden,
dass fiir die Aktivitdt dieses Proteins offensichtlich keine Prozessierung durch Kex2 nétig war,

obwohl das Protein eine potentielle Schnittstelle besitzt.
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Abbildung 35: Aktivitiitstest der sauren Phosphatase CaPho114 (Substrat#13) aus C. albicans. CaPhol 14 zeigt
maximale Aktivitdt gegeniiber dem Substrat pNPP im Bereich von pH= 4,4-4,5.

81



Ergebnisse

4.4.6 In vitro Prozessierung der putativen Kex2-Substrate

4.4.6.1 Die a-Pheromone von S. cerevisiae, C. glabrata und C. albicans werden in dhnlicher
Weise prozessiert

Neben der Prozessierung von Killertoxinvorldauferproteinen gehort die Prozessierung der a-
Pheromone zu den bestuntersuchten biologischen Prozessen, in die Kex2-Enzyme involviert
sind. Daher wurde zunichst die Prozessierung der rekombinanten o-Pheromone durch die
verschiedenen Proteasen untersucht. Zur Verfiigung standen die Vorlduferproteine fiir die o-
Pheromone aus S. cerevisiae (Substrat #44), C. albicans (Substrat #5) und C. glabrata (Substrat
#30). Zundchst konnte beobachtet werden, dass alle Proteine von allen Proteasen geschnitten
werden und dass die der Vorhersage entsprechenden Zwischenprodukte in Erscheinung treten.
Des Weiteren war zu beobachten, dass die Proteasen das jeweils aus ihrem Hintergrund

stammende Pheromonvorliuferprotein am besten prozessieren.
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Abbildung 36: Prozessierung der o-Pheromone von S. cerevisiae, C. glabrata und C. albicans. Alle
rekombinanten Pheromonvorlduferproteine werden von allen Kex2-Enzymen geschnitten, allerdings mit
unterschiedlicher Effizienz: das aus dem gleichen Organismus, wie das Substrat, stammende Enzym schneidet
immer am effektivsten.
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4.4.6.2 CaEcel ist ein Polypeptidvorliufer

Das bei der Induktion von Hyphenwachstum bei C. albicans am starksten hochregulierter Gen ist
CaECEI. Es wurde bereits 1993 beschrieben und war das erste mit der Ura-Blaster-Methode
deletierte Gen [136]. Trotz der starken Expression konnte fiir die Caecel/-Mutante jedoch kein
Phinotyp beobachtet werden. Bei der Betrachtung der von CaECE! kodierten Proteinsequenz
fallt auf, dass sie acht degenerierte Peptidwiederholungen enthélt [136]. CaEcel besitzt keine
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9----DISSLIEEYFGKA*

A Abbildung nach Birse ef al., 1993 [136]
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CaEcel VANAPRLISNVFDGVSETVQQAKRDGLEDFLDELLQRLPQLITRSAESALKDSQPVKRDAGSVALSNLIKKSIETVGIENAAQIV
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C
Abbildung 37: Aufbau des Proteins CaEcel. A: CaECE1 kodiert fiir ein Protein mit sieben ca. 34 Aminosiuren
langen, degenerierten Wiederholungen, welche von potentiellen Kex2 Schnittstellen begrenzt werden. B: Schemati-
sche Darstellung des rekombinanten CaEcel Proteins und der theoretischen Fragmentldngen nach Prozessierung an

den potentiellen Kex2-Schnittstellen. C: CaEcel weist nur ein einziges orthologes auf, welches aus C. dubliniensis
stammt (CdEcel).
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In wiederholten Experimenten konnte gezeigt werden, dass CaEcel tatsichlich von Kex2

Proteasen gespalten wurde. Dabei war, wie bei den Pheromonen (Abschnitt 4.4.6.1), die Protease
des Herkunftsorganismus (hier CaKex2) am aktivsten (Abbildung 38A). Ein
Zeitreihenexperiment zeigte, dass das Protein bevorzugt an den Enden prozessiert wurde, da
anfanglich genau diese Intermediate entstanden, nicht aber solche, die auf eine Prozessierung in
der Mitte schlieBen lieBen (Abbildung 38B). Diese Zuordnung der N-terminalen Fragmente
konnte im Westernblot bestitigt werden (Abbildung 38C).

M - Sc Ca Cg Pp __M_ 5 10° 15° 20° 25' 30° 35
-~ ®.T = e
R S e B

M - 1h 2h 3h 4h 5h - 1h 2h 3h 4h 5h
E 26 kDa —|

- B ———25kDa

22 kDa

— -
g 19 kDa
- 15 kDa?‘--

Abbildung 38: Prozessierung von CaEcel. A: CaEcel wurde von allen vier Proteasen geschnitten, von CaKex2
am effizientesten. B: Ein Zeitreihenexperiment zeigte, dass genau die Fragmente entstanden, die bei einer
Prozessierung von den Enden her erwartet wurden. C, D: Im Westernblot konnten die Fragmente mit intaktem N-
terminalen 6xHis-tag den entsprechenden Banden in der SDS-PAGE zugeordnet werden.

4.4.6.3 CAO0365 wird von den Proteasen unterschiedlich prozessiert

Auch das von ORF CAO0365 kodierte Protein zeigt, wie CaEcel, die Struktur eines
Prohormonvorldufers. Vier konservierte Wiederholungen werden von potentiellen Kex2-
Schnittstellen flankiert, die ersten drei Wiederholungen beinhalten dabei eine weitere
Schnittstelle. Die vollstdndige Prozessierung wiirde so zu drei kurzen (~1,5 kDa) und vier
langeren (~3 kDa) Peptiden fiihren (Abbildung 39A). Der Verdau mit den vier Kex2 Proteasen
fiihrte tatsdchlich, ohne nennenswerte Bildung von Intermediaten, zu peptidgroBBen
Abbauprodukten (Abbildung 39C). Wiederum wurde das Polypeptid am effizientesten von der
Protease des Herkunftsorganismus (CaKex2) prozessiert. Im Gegensatz zu den vorigen Proteinen
wurde CA0365 jedoch gar nicht von ScKex2 prozessiert. Dies weist darauf hin, dass es im

Einzelfall zwischen den Proteasen gravierende Unterschiede in der Substraterkennung geben

muss.
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Wie CaEcel besitzt auch CA0365 keine Sequenzhomologien zu anderen Proteinen auller zu

genau einem Ortholog bei C. dubliniensis. Dieses kodiert allerdings filir insgesamt neun
Wiederholungen, wovon fiinf denen von CA0365 entsprechen. Die anderen vier sind leicht

unterschiedlich, in sich aber wieder konserviert (Abbildung 39B).

(SP) IPQES-TTEVDKRLDADVAAQLALNILNLIQLGIGANVNVTA
KRDESAV-TIEQSKRLDADVAAQLAGNILNLIQLGAGAEISAST
KRDESAVDTVEESKRLDADVAAQIAANILNLIQLGIGADVNVSA

EDTVAAQIGANILNLIQAAVGAQTTVDL*

Q000w

A CA0365
(SP) QESTTEVDKRLDADVAAQLALNILNLIQLGIGADVNVTA
KRDEFVVEESKRLDADIAAQLAANILNLAQLGVGADVSASA
————————— KR--DTAAADIAANILNLIQASVGADAKVDL
————————— KRLDADIAAQLAANILNLVQLGIGADVNVAA
————————— KRADATAAADIAANILNLIQASIGADAKVDL
————————— KRLDADVAAQLAANILNLIQLGIGADVNVAA
————————— KRADATAAADIAANILNLIQASIGADAKVDL
————————— KRLDADIAAQLAANILNLVQLGIGADVSASA
————————— KR--DTVAADIGANVLDLVQAEVGAQATIDL*

F-5Q Hh O QOO0

B c. dubliniensis-Ortholog zu CA0365

. - Sc Ca Cg Pp
Ca0365, nativ i e s — 21 kDa
C  Verdau von Ca0365 5613.2114131]15]31128kDa [ M s — Peptide

Abbildung 39: Aufbau und Prozessierung von CA0365. A: Polypeptidstruktur des Proteins: vier konservierte
Wiederholungen werden von potentiellen Kex2-Schnittstellen flankiert. B: Das orthologe Protein zu CA0365 aus C.
dubliniensis kodiert fiir neun durch Kex2-Schnittstellen begrenzte konservierte Peptide. C: CA0365 wurde von
CaKex2 am schnellsten zu Peptiden prozessiert, von ScKex2 dagegen nicht.

4.4.6.4 CAO0365 und Ecel konnten Strukturmolekiile dhnlich UmRep1 sein

CAO0365, CaEcel und die beiden entsprechenden Orthologen Proteine aus C. dubliniensis weisen
keine langeren Sequenzhomologien zu weiteren bekannten Proteinen auf. Das einzige bekannte
Protein mit einem von Kex2 prozessierten dhnlichen Aufbau ist das Hydrophobin UmRep1 aus
Ustilago maydis. UmRepl kodiert fiir zehn konservierte Wiederholungen (Abbildung 40) und
eine ldngere C-terminale Doméne [112]. Es handelt sich hierbei um sekretorische Peptide, die in
Lufthyphen in der Zellwand verankert werden und der Oberfliche hydrophobe Eigenschaften
vermitteln. Eine Analyse des Hydropathieverlaufs von UmRepl, den Ecel-Proteinen, CA0365
und den ebenfalls aus mehreren Wiederholungen kurzer Peptide bestehenden o-

Kreuzungspheromonen zeigt, dass (Abbildung 41).
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N-term

QU 5Q DO QQ 0w

-term

(SP) -
KR----PHYEY-KSYNAGHNVESVVENKLVDASDLTLGVDIL
KRTDYSACKKYVSSYNAGYNVYSINENKLIDLSDATVKLSLLTNNGRPVKTWNKA

PR----YCLEYIKSYNGGHNVIIDNENKLIDLSGLNLGIDIL
KR----KAPEF-SYYNPGHNVKSTTENKLVDASDLLANVNILS
KR----TGSQY-SYYNGGHNVESTNENKLVDASDLLANVDILK

KR-——-- GDKY-SYYNGGYNVESDTENKLIDLSGLLANIDILK

KR----- GDKY-TYYNGGHNIESTNENKLIDLSDLTANVGVLDDVHVNIGLLD
KR--—--- TDKY-SYYDGGHNIELTNENKLIDLSDLLANVDVLK

KR----- TDKF-SYYNGGHNVESDTQONKLIDVSHLTAIVNALS

KR----- TDKY-SYYNGGHNVESTNENKLIDLSDLTALVNVLS

KR-(langeres C-terminales Fragment)

Abbildung 40: Aufbau des Hydrophobins Repl aus Ustilago maydis. UmRep1 kodiert fiir ein Protein aus zehn
wiederholten, konservierten Peptiden, die durch Kex2-Schnittstellen getrennt sind, und ein ca. 200 AS langes C-

terminales Fragment.
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Abbildung 41: Hydropathieanalyse von Polypeptidvorliufern. Die Hydropathieanalyse identifiziert hydrophobe
(Maxima) und hydrophile (Minima) Bereiche in Proteinsequenzen. Die Bereiche zwischen den stark geladenen
Schnittstellen (griin) von Kex2 und Signalpeptidase (die jeweils erste Schnittstelle) sind in Pheromonvorldufern (A)
weniger hydrophob als in Repl, Ecel und CA0365 (B). Keine der Dominen iiberschreitet die minimale
Hydrophobizitdt (rote Linie) fiir eine Transmembrandoméne.
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4.4.6.5 Proteine mit Ops4-ahnlicher Struktur werden an mehren Stellen prozessiert

Eine Gruppe von Proteinen, welche eine &hnliche Verteilung von potentiellen Schnittstellen
tragt, besteht aus CaOps4, den zwei zu Ops4 homologen Proteinen CA1873 und CA2974, und
dem GPI-verankerten Protein Pgal7. Diese Proteine tragen N-terminal eine Gruppe aus zwei
oder drei potentiellen Schnittstellen und eine weiter Schnittstelle in der Mitte. Bei Pgal7 ist die
gesamte Anordnung zum C-Terminus hin verschoben (Abbildung 42).

Fiir die Proteine CA1873, CA2974 und Pgal7 konnte eine Prozessierung an diesen Schnittstellen
gezeigt werden. Ops4 konnte in E. coli nicht exprimiert werden. Bei Pgal7 konnte lediglich der

die Prozessierung in der Gruppe der ersten drei Schnittstellen festgestellt werden.

A CaOps4 Al l
CA1873 BA_1 1l l
CA2974 B[l |
CaPga17 FA [l 1 GPI

B

Ca1873, nativ
6,412,4]1,2| 13,6 15,6 kDa

Ca2974, renaturiert
7,110,9]|1,3]|12,2| 15,6 kDa

CaPga17, renaturiert t: T P -~ —58
3510811,9]115]1.4|52kDa g

—35
Abbildung 42: Aufbau und Prozessierung von C. albicans Proteinen mit Ops4-dhnlicher Struktur. A: Proteine
dieser Gruppe besitzen drei N-terminale und zwei um ca. 12 kDa weiter zum C-Terminus gelegene Schnittstellen.
Bei Pgal7 ist diese Anordnung insgesamt zum C-Terminus verschoben, zusitzlich besitzt es eine GPI-
Verankerungssequenz. B: Die Ops4-dhnlichen Proteine werden von Kex?2 in die erwarteten Fragmente zerschnitten.
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Ein Vergleich der Proteinsequenzen zeigt nicht nur eine &hnliche Anordnung der Kex2-

Schnittstellen, sondern auch weitere starke Sequenzédhnlichkeiten. Der zwischen beiden Gruppen
von Kex2-Schnittstellen gelegene mittlere Teil der Proteine trdgt potentielle N-
Glykosylierungsstellen, wihrend der C-terminale Teil mogliche O-Glykosylierungsstellen
aufweist. Pgal7 besitzt ein C-terminales GPI-Verankerungssignal [120]. Bei den drei anderen

Proteinen ist der C-Terminus auffillig positiv geladenen und endet in einem konservierten
Tyrosin (Abbildung 43).

CaOPSs4 MKFSQATILATFASSALVSAAP--——— ANIVSEQTMVKREDVNAIVELINEIKHINQKRD
CA1873 MKLSTTTALAVIATATAINAAPEQQOQQOESQFASKALTKREEQDIQELVQHINNYKTRRD
CA2479 MKLDFATATLVLAATSSVAAAP----AADAQVKVTQLTVRESNLVNSALANLQHYNAKRD
CaPGALl7 MKFSTVFTAIFALGTAVSAQQV (... ) NYSALSQISGALRKREYNDAVEAALREIQKREEG
CaOPS4 LAEGEDLLELQRRADSVIGELVSALYNSGVIGLVWDKLTTDPSISSSLSNIIKSAVQGAT
CA1873 AID—EEIM———KRDYAIVTDVLAAIIQSQLAPKILDYLVSIETFKPIVVIVTIATMKSGI
CA2479 LMSQEEII———KRENQIVTDVLTAIKNTNLSPGIIKYLITDPTLSKISVDVIVGAIK.GT
CaPGAl7 IDDVEIALRKMKRDNIEDLLTTIFASVARSNLLITTIQYLVTDQRFESTVVELLQGVFEN
CaOPSs4 VQGGALIQAVWNSGLLGDVFNKLIIDTDLRQALLDVGKALFNSAANLISIWLGGSSSSSS
CA1873 ISLOALLDALVSSNLAVNLVNDLISDCSLYVELENAAKSVIN---DLASKVKGLISKGVS
CA2479 IILTTLLKSLIDSGLAVDLIKDLINDCAFYAYIYKAILDKLTSLPNLIGNALGLNANTVS
CaPGA1l7 IGSTLTGILDTDWSALQPLVSSLLNSGLLTDFISRAFNDDELKAVLWNDITSIFKRDMAF
CaOPS4 AAPAAAAAPATNGASKREIMEAAEYLSERDLASILSWIVQTIKDTGIVQSLVNQVINNPD
CA1873 QLITRDETDIDALAPYVVTME-———--— KRLDLDGVVDNLLDSLYKSGLATSVVKDILTNSD
CA2479 SKMASAKREIMVESAPEPIY-—-—-—-—— ARDGQDVLTSLMESLKSSGLANQVVEALVIDDQ
CaPGAl7 RDEIVKRSIGTITSLPVSDFITGVATETSALDGADG ————————————————————————
CaOPS4 TVIS---FLTSALKNGLVIVEDLYDWAKQSGLWDQALVYIQNNAGSWIKALAGLFGNALS
CA1873 YIPFATDLIKAMIANNLIDLGNIVDAVKQSGLVTQLFQKLVN-—-————————--— FG---T
CA2479 FYKWGGDLIKELIDEKAITLGQLIDALADSGLIPSLFQAFLN-—-—-—-—-—-—————— FG---T
CaPGAl7  —— = mmm e
CaOPs4 NGTITASDINNAGSSSKPTGTTTASTATAAPKAATPAAASAAVASKAATSGSSSGSSSNN
CA1873 VOTVAETAFAAYAGECQGSGAISGGSGSGSGSGSGSGSGTSTITTGGSSSGGSSGGSSHG
CA2479 LKSVIVTALAAAFGKCON-—-———-— ATPTSSLKTTPTGTATVSIPTATGTSGPVIC-—-———
CaPGAl7 W ———=—=——— TLSSLDVTAFINTVSHSFITSNASSS——-—-——————
CaOPSs4 ADLNALINKYGGGSGSTSTPTVDTSGLSSDVNTLVNAAGQAASSL-—-———-—

CA1873 SSAGPC === ———m e
CA2479 @ @ mmmm e
CaPGAl7T = AV

Abbildung 43: Aufbau Ops4-homologer Proteine. Sequenzalignment der Ops4-homologen Proteine CA2479,
CA1873 und dem C-terminalen Teil von Pgal7 mit Ops4. Blau: Kex2-Schnittstellen, rot: potentielle N-
Glykosylierungsstellen, gelb: S/T-reiche Regionen (potentielle O-Glykosylierung), griin: potenticlle C-terminale
Lokalisationssignale, unterstrichen: Signalpeptid.
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4.4.6.6 Pir-Proteine werden von Kex2 prozessiert

Von Proteinen der Pir-Familie (Proteins with internal repeats, Abbildung 45) ist bekannt, dass
sie in kex2-Deletionsmutanten anomal prozessiert werden [102, 103]. Zusétzlich zu den Pir-
Proteinen gibt es bei C. albicans eine Gruppe zum C-Terminus der Proteine der Pir-Familie
dhnlicher Proteine (Abbildung 44). Diese verfiigen zwar nicht iiber die charakteristisch kurzen
internen Wiederholungen, aber iiber eine im Vergleich zu den Pir-Proteinen weiter C-terminal
gelegene potentielle Kex2-Schnittstelle. Da bisher nicht gezeigt wurde, ob Pir-Proteine von Kex?2
oder einer anderen, aber selbst Kex2-abhéngigen, Protease geschnitten werden, wurden zwei Pir-
homologe Proteine in das Spektrum der zu untersuchenden Substrate aufgenommen (CAO811,
Substrat #22, und CAGLOMO08492, Substrat #38). Eines davon (CAGLOMO08492) konnte
teilweise aufgereinigt und fiir Versuche verwendet werden (Abbildung 46).

Wihrend sich das von CA0811 kodierte Protein nicht in 16slicher Form herstellen lie3, konnte
CgPirl in ausreichend sauberer Form aufgereinigt werden. Der Verdau mit den verschiedenen
Kex2-Enzymen zeigte, dass es von allen geschnitten wurde (Abbildung 46). ScKex2 zeigte dabei

eine wesentlich geringere Effizienz als die anderen Enzyme.

100 | CA1844 {C. albicans) A
100 loa177 (. albicans)
H CAUBSE (. albicans)

s CAS720 (C. albioans) Proteine mit Homologie

CA1334 (C. albicans) zum C-Terminus der Pir-Proteine
CA3614 {C. albicans)
CAZ812 {C. albicans)
CADB11 (C. albicans) J
YALIOB20306g (Y. lipolytica)
Ca1905 (C. albicans) \
YJL1G0C (5. cerevisiae)
YIL158C (S. cerevisiag)
CAGLOIOG160g (C. glabrata)
AELT1OW (A, gossypii]
AEL111C (A. gossypiil
CA3030 (C. albicans)
KLLADBO7370g (K. lactis) > Pir_Proteine
KLLAQBOT3E2g (K. lactis)
YRL1GAC (5. cersvisiae)

L]
100

b

YJL158WY {S. cerenisiae)
YALIOC02881g (Y. lipclytica)

3z

YKL1B3W (5. carevsiae)
CAGLOMDB452g (C. glabrata)
CAGLOI08204y (C. glabrata)

98 CAGLOI0G182g (C. glabrats) ]

01

Abbildung 44: Phylogenie der Pir-Proteine. Innerhalb der Gruppe von S. cerevisiae, C. glabrata, K. lactis und A.
gossypii besitzen die Organismen jeweils mehrere Pir-Protein. C. albicans besitzt nur ein Pir-Protein (Pirl,
CA3030), dafiir acht weitere, die hohe Sequenzihnlichkeiten zum C-Terminus der Pir-Proteine aufweisen.
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Name Sequenzmotiv mit Schnittstelle
CA1844 (C. albicans) --DDEGS--DCDDDDCKK-KKKAHR-~~-===~~~-~ YAKRCGGGDD--—
CA0177 (C. albicans) --DDEGS--DCDDDDCKK-KKKAHR-~—-=====--= YTKRCGGGDD-~-~
CA0856 (C. albicans) SSDDEGSGSDCEDDECKKRKKKVHR-—=--------~ NYKRGGYGSER--
CA3720 (C. albicans) —--DDDNC----- DDDCKKKKKK-=========~—~ VYFAKRGDDDDD--~
CA1334 (C. albicans) ~  ————=——-———- DDDHHKKKKRPHRHGGKSDDDDDDKKWKRGGDY SDDND
CA3614 (C. albicans) YWDGGDDNDECDEDCDDEDKKKGHK-—~==~=~=—-~--— QYKRGEVEEPC--—
CA2912 (C. albicans) AVVGG--NEECDEDCDDEHRKKGSK-—=====--=-— QYKRGEVENPR--—
CA0811 (C. albicans) SSALENKGWSVV-—=====———-————— oo SSNGKRLLSLNGSTR
YALIOB20306g (Y. lipolytica) FGIAIQPITGAVQAG---————————-——---~- AEATAVPTAHQKRDEHDDD
YJL160C (S. cerevisiae) FGLAVIPFTVTESK-———=——==——=——-———-————— VKRNVISQINDG
YJL158C (S. cerevisiae) FGIAVQA--ITSSK-——————————————————————~- AKRDVISQIGDG
CAGLO0106160g (C. glabrata) FGIAVKP--ISSSV-=====—==———————— o AKRAVVSQIGDG
AEL110W (A. gossypii) FGIAVVPLTP--——=-=——=———=——-———— RVFDGSKKRDLSAVEQIIDG
CA3030 (C. albicans) FGIQVVTVESASALSTDTATSTLTRNDNKKEATPVAQITDGQVQHQTTGG
AEL111C (A. gossypii) FGIAVVPLATEKAS-—-——————=-——————-—————— KAKRAVPVSQIGDG
KLLAOBOQ7370g (K. lactis) FGIAVIPITTSVSTKTSTTATS-~---~ ATFTSTPKAKRDVAAISQIGDG
KLLAOBOQ7392g (K. lactis) FGIAVIPITTSVSTVSTGTATSTSA--KTTATTTSKAKRDVAAISQIGDG
YKL164C (S. cerevisiae) FGIAVEPIATTASSKA-————==—————==———————— KRAAAISQIGDG
YJL159W (S. cerevisiae) FGIAVQPIST-TSSASSAAT-—=-——=—=——=——-= TASSKAKRAASQIGDG
YALIOCO02981g (Y. lipolytica) SQINDGQIQAPKSTAAPAPA-----————-—-—-—-~- PKPETAAAPVSQINDG
YKL163W (S. cerevisiae) FGIAIEAVATSASSVA-————===—————=—————— SSKAKRAASQIGDG
CAGLOMO08492g (C. glabrata) FGIAVQPIATSS-——=———=——=—=——=-——————————— SVAKRAVSQIGDG
CAGLO0I06204g (C. glabrata) FGIAVQPIATPA-———————————————————————— SVAKRAVSQIGDG
CAGLO0106182g (C. glabrata) FGIAVQPIATPA-——=—=——=—=—==————————————— SVAKRAVSQIGDG

Abbildung 45: Kex2-Schnittstellen in Pir- und Pir-dhnlichen Proteinen. Sowohl die Pir-Proteine als auch die
Gruppe der Pir-dhnlichen Proteine aus C. albicans besitzen potentielle Kex2-Schnittstellen. Diese Motive sind in
allen Pir-homologen Proteinen konserviert.

CgPir1, nativ =~ e==
851274kDa —— —36kDa

Abbildung 46: Prozessierung von CgPirl. CgPirl wird von allen Kex2 Enzymen geschnitten. ScKex2 zeigt dabei
die niedrigste Effizienz.
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4.4.6.7 Proteine der Sun/Scw4 Familie, nicht aber renaturiertes Tosl, werden an einer
konservierten histidinreichen Struktur prozessiert

Eine besonders auffillige Struktur mit potentiellen Kex2-Schnittstellen ist bei Proteinen der Sun/
Scw-Familie und bei ScTos! und seinen orthologen Proteinen vorhanden. Sie besteht aus einem
KR-Motiv, welches N-terminal von einer Reihe positiv geladener Aminosduren, meist Histidin,
flankiert wird. Bei Tos1 befindet sich das Motiv, nicht wie bei Sun/Scw direkt am N-Terminus,
sondern ca. 120 AS weit in das Protein hinein. Allerdings befindet sich direkt vor dem Motiv
eine weitere potentielle Schnittstelle, so dass bei einer Prozessierung an dieser vorderen
Schnittstelle die histidinreiche Struktur wieder am N-Terminus des Proteins gelegen wire
(Abbildung 47A). In einem Westernblot konnten fiir CaSun41 die N-terminal abgespaltenen
Produkte von 5 und 7 kDa nachgewiesen werden. Ebenso konnte in einer SDS-PAGE eine
Prozessierung bei CgScw4 gezeigt werden. Eine Prozessierung bei renaturiertem CaTos1 wurde

hingegen nicht beobachtet (nicht gezeigt).

Sun/Scw-Familie A

A Tost S| [
- Sc Ca Cg Pp kDa
CaSun41, renaturiert e . e - — 45
4,911,9|38,5kDa e — — g
CgScw4, renaturiert _
55| 35kDa & 40
B feng ¥ J — 35

Abbildung 47: Struktur und Prozessierung von Proteinen mit His-Box-Struktur. A: Lokalisation der
potentiellen Schnittstellen in Proteinen mit HIS-Box. B: CaSun41 und CgScw4 werden von Kex2 geschnitten.
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4.4.6.8 Manche Proteine der Pry-Proteinfamilie besitzen glykosylierte Propeptide

Die Familie der Pry-Proteine (Familie der PR-I1-homologen Proteine) besteht aus 2-5
Mitgliedern pro untersuchter Spezies. Sie kommt in allen hier untersuchten Spezies vor. Einige
weisen N-terminal vor der konservierten Doméne potentielle Kex2-Schnittstellen auf (Tabelle
37). Die Funktion von Pry-homologen Proteinen bei Pilzen ist nicht bekannt. Es gibt aber
strukturell homologe Proteine anderer Organismen mit bekannter Funktion, beispielsweise das in
Wespengift vorkommende Protein V5/Tpx1 (siehe potentielle Substratbindungstasche in
Abbildung 48B), fiir das gezeigt worden ist, dass es sich um eine Protease handelt. TpxI
schneidet, wie auch Kex2, hinter Arginin.

PR1-homologe Proteine zeichnen sich durch einen hoch konservierten Bereich aus, der homolog
zu der aktive Doméne von Tpxl ist und entweder N- oder C-terminal von einer S/T-reichen
Region flankiert wird. Bei wenigen findet sich auch ein GPI-Verankerungsmotiv. Da es sich
auch bei den Pry-Proteinen um Proteasen handeln kann, lag die Vermutung nahe, dass sie tiber
abspaltbare Propeptide verfligen. Tatséchlich gibt es am Anfang der konservierten Domine ein
konserviertes Arginin, welches in den Pry-Proteinen der Pilze einer Kex2-Schnittstelle dhnelt
(Abbildung 48A, Region 3). Andere Proteine der Familie tragen potentielle Schnittstellen am N-
Terminus und CgPry1 kann kurz vor der konservierten Doméne prozessiert werden. Dies wiirde
zum Verlust von ~60 Aminosduren N-terminal zur konservierten Domine fithren, welche
moglicherweise flir eine katalytische Funktion des Proteins nicht bendtigt werden, da sie bei

anderen Proteinen der Familie vollstindig fehlen (z. B. ScPry3).
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Spezies und Sequenzname N-terminal (Region1) S/T-reich (Region 2) (Region 3) Topologie

S. cerevisiae YJLO78C/Pry3 *QTTFPNFESDVLNEHNKFRALHVDTAPLTWSDTLA  19/(no TMs)(853-GPI1)o881
S. cerevisiae YJLO79C/Pry1 *PAVVTVTEHAHEAAVVTVQGVVYVENGQTRTTYETLAP -(85)- TSQAAATSSASSSDSDLSDFASSVLAEHNKKRALHKDTPALSWSDTLA 20/(no TMs)299

S. cerevisiae YKR013W/Pry2 *APVAVTVTQHVHQAATVVVQGIVRVENGQTLTTFITKG -(117)- TTATTTQSTASSTQSSSSDFSTSMVNEHNTKRALHKDTGSLTWSDTLA 19/(no TMs)329

C. albicans CA0229 *KLVYEYETKYVTVEIVTIVSGETTYTTERLETNGPTST -(103)- PQPQENNSGTNDDSQLSS-FSRQILEAHNIKRASH-GVNPLTWSNELY 24/(no TMs)317

C. albicans CA3335 *RVVKVEYLHLVVEVEPSTITE =~ —mee-m- SCLSDGIDGYSGSFYLNTTFAELMLKEHNNKRKLH-QSCPLKWSSELF 21/(no TMs)202

C. albicans CA0104/Rbt4 *EIAYVTQTRGVTVGETATVATTVTVGATVTGGDQGQDQ -(135)- TASGSSSGSNDFSGVKDTQFAQQILDAHNKKRARH-GVPDLTWDATGY 20/(no TMs)358

C. albicans CA1909/Pry1 *APAIITVWQTVTDAQVAAGPTAAAPAANANANVQQAAA -(201)- SSSGDIYAAISQCDGIDASFASEILDAHNKYRAQH-KVGDLSWDVDTY 21/(no TMs)410

C. albicans CA5344/Pry2 *ATITKFFTASTQTLEVTQTSQTVVATKSEVETIYSAPP -(47)- ISSSTASEDSDATPTADVEFAEEILKEHNVKRALH-GVPALSWSNKLA 20/(no TMs)271

C. glabrata CAGL0G07667g *APAVVTVTEVAHEHDVKTVRGVVYVQGGETKTSYTTLD -(47)- AAASPSPSPSPAQDSNLSDFAKSMLNEHNIKRALHQDTNPLTWSDELA 18/(no TMs)258

C. glabrata CAGLOF05137g *APAVVTVTKEAPPARVTVQAVVNVEDGGRQSSLSTLEK -(13)- TPSTDLDKRAQKKRSNLSEWQQKMLDQHNKKRELHKDTDSLVWNDNLA 18/(no TMs)227

C. famata DEHA0C19184g *ENLGAFKIDFKVLRGNDKRDLFLSDERPYIMKRDSSEM -(48)- STSTQASPSSTSTMIASFGFEEDILNSHNEKRATIH-GVQSLEWNETLV 19/(no TMs)276

C. famata DEHAOB01232g *APALITRTHTAPAVTHWVTYTSNTVVKVVTAQDTENNA -(103)- TSGTSTSSTSTSGSTASSGFEADILNAHNEKRALH-GIQSLAWNDTLA 22/(no TMs)330

K. lactis KLLAOC01496g *ONTVTLDLTLDATSTRLSKPVATSTDSGYSATSSTSVP -(222)- ASTTADSAATTTAEAISDADRESVLNAHNEYRARHQSTNPLVWNEELA 19/(no TMs)456

K. lactis KLLAOD02442g *RIYFLTYIYVLIFFAGFKISWFKASIYITRGLISFCLR -(150)- PATTTAATSSSSSDSNLSSFASSMLDEHNAKRALHKDTPTLSWSDELA i12-39045-63i84-1020368
Y. lipolytica YALIOD08140g *APIDCDDNKLVARDVVTVFAHETTYVYANQDAAPAPAA -(110)- PSPSPQAEAPASKSSNLDSWSQSILDTQNAKRAEH-GVGAFAWNETLA 18/(no TMs)316

A. gossypii AAL179W *HQHDRKKPHLVVVYGDVYVSGTDTFTKYYSKMTDKLPA -(146)- EPTGSPQRSRPAGGONGASFEEEILRAHNSRRQLHKDTKPLTWSEELA 20/(no TMs)360

A. gossypii AAL178W *RTVIVSVTATRTVIVISAAAVITLRTTVETTAYRT =~ —-eeem- QTTPLTETPLSRPTAVNNTFASAVLDLHNDYRRRHHAVP-LRWNSTLY 19/(no TMs)205

A. fumigatus Afu1g02040 *SNTAGTTV ~ ememe- IVIVTPTIPHPASYTSLEIFKDTVLSTSNAYRREH-NASHLTWNETLT  26/(no TMs)(226-GPI1)0262
A. fumigatus Afu1g12350 *KPVDKRSYVTDWTIVIVTETITLPYQPPPTSTPAYSPI -(85)- TSTSTTAPASVPTAAGSNAYQSAVLYNHNIHRSNH-SASSMTWNTTLE 18/(no TMs)320

M. grisea MG07807.4 *MLPAILLLASIGTTSAIPQETRT =~ -remee- ITANPASPTDEPSYTRSDDFQAAMLTTHNRFRSQH-SAPDLEWNDTLA  17/(no TMs)(193-GPI1)0215
M. grisea MG03085.4 *MRASLCLVASGAILALAGPLEIRGIHTEFVTDIVYVTV -(52)- NIKKQQSNSNSKASKGTNAFQNTAVYHHNIHRENN-SASALEWDSTYA 18/(no TMs)279

F. graminearum FG02744.1 *ADVVT  —memeee ITAPVSIPSNEPEWKDKDTFTSAVLNSTNFYREEH-NATDLKWNKTLE 19/(no TMs)196

F. graminearum FG09548.1 *SPIGNVLNERAMKTEWVYEVVTVVVTEGAEPKKAAHTA -(107)- PKVTVEASIDTSNLSLDGAYDTVMLAYHNIHRSNH-SAPALEWDDELA 18/(no TMs)348

T. reesei orf39324 *VPLEKRVMETDWVTDIVTVTVIVDPNASPSATPTAAEA -(11)- *LSASPEPSATPEPAPQPAPQPHNVHRANH-SSPALEWDDTLA 17/(no TMs)245

N. crassa NCU02470.1 *SPILQODRRVHFTTKVVEEWVTVTVTAGNVPFATVNAFH -(86)- MQEHATTKVDSPAAPSGSDYASTLLYHHNIHRSNH-SAGAMTWGETYA 18/(no TMs)332

U. maydis UM01204.1 *ASQPVIERNSIASDQONDELQPRDTSSCKASARIRNHQH -(56)- TRSSAESASTGTADSNLSNFETTMLEIHNMDRAKH-SASPLTWDTTLA 23/(no TMs)279

V. vulgaris 1gnx/antigen5 *NNYCKIKCLKGGVHTACKYG ~  wmomem- SLKPNCGNKVVVSYGLTKQEKQDILKEHNDFRQKIANMKNLVWNDELA 18/(no TMs)348
Solanum lycopersicum 1cfe *QNSPQDYLAVHNDARAQV-GVGPMSWDANLA 18/(no TMs)348

H. sapiens 1smb/Golgi- Pr1

*MGKSASKQFHNEVLKAHNEYRQKH-GVPPLKLCKNLN

(no TMs)

Tabelle 37: Potentielle Kex2-Schnittstellen in Pry-homologen Genen. In Region 1, am N-terminalen Ende der Proteine, befinden sich bei einigen Proteine potentielle
Schnittstellen. Am Beginn der konservierten Region (Region 3) befindet sich ein konserviertes Arginin, welches bei den Proteinen der Saccharomyces Gruppe einer Kex2-
Schnittstelle dhnelt. CAGLOF05137g besitzt zusétzlich eine potentielle Schnittstelle kurz vor der konservierten Region (Region 2).
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Aus dieser Familie wurden die drei Proteine CaRbt4, CgPryl und CgPry3 erfolgreich exprimiert

und untersucht. CaRbt4 wurde dabei nicht von Kex2-Enzymen geschnitten (nicht gezeigt). Bei
CgPryl wurden zwei Fragmente von jeweils ~17 und ~18 kDa beobachtet. Bei CgPry2 wurde
nur eine Produktbande von ca. ~13-15 kDa beobachtet, welche sich jedoch nicht eindeutig

einem spezifischen Produkt zuordnen lief3.

M - Sc Ca Cg Pp kDa
CgPry1, renaturiert <A —_
10106]22|15kD8 wa T " 21

(=) —p s — 17

CgPry2, renaturiert -— —
15| 13 kDa - 20

et 1 1 1| T

Abbildung 48: Prozessierung und Struktur von Proteinen der PR-1-Proteinfamilie. Die Proteine CgPryl und
CgPry2 werden von den Kex2-Proteasen geschnitten.

4.4.6.9 Auch Proteine aus dem ER tragen prozessierbare Schnittstellen

Das Protein Kex2 ist in einem spiten Kompartiment des Golgi lokalisiert, und wird auch dort
erst aktiviert. Trotzdem konnte in Zusammenarbeit mit H. Mora, Universitdt Aberdeen, UK,
[137] gezeigt werden, dass auch ER-lokalisierte Proteine durch Kex?2 in vivo prozessiert werden.
In diesem Fall handelt es sich um das Membranprotein CaMnsl, eine a-1,2-Mannosidase welche
an der Glykosylierung von Proteinen im ER beteiligt ist. Mittels Kombination von
Proteaseinhibitoren wurde zunéchst eine Prozessierung durch eine Serinprotease nachgewiesen,
spiter die Prozessierung durch rekombinantes Kex2 (Abbildung 49A). Durch N-terminale
Sequenzierung (Tabelle 38, identifizierte Sequenz fett gedruckt) konnte hier gezeigt werden,
dass der Schnitt hinter der Membrandoméne an der unkonventionellen Schnittstelle
SRAR;s,/DWIK stattfindet. Die Schnittstelle befindet sich zwischen zwei konservierten Teilen
des Proteins (Tabelle 38) und durch diese Prozessierung wird das Membranprotein in ein
16sliches konvertiert und der Re-Import in das Zytosol eingeleitet. Fiir C. glabrata Mns1 konnten
Mora et al. eine entspreche Prozessierung zeigen [137].

Eine entsprechende Schnittstelle ist zwischen den Orthologen konserviert (Tabelle 38) und die
Raumstruktur von ScMnsl (Abbildung 49B) zeigt, dass das Arginin an P1 exponiert an der
Oberfliache des Proteins liegt. Obwohl es sich hier innerhalb einer Helixstruktur befindet, ist die
Seitenkette vom Protein weg gerichtet und somit fiir die Protease erreichbar. In den Spezies der
Saccharomyces Gruppe befindet sich eine unkonservierte Insertion von ca. 9-12 AS um die

Schnittstelle herum, was nahe legt, dass dieser Abschnitt eine Schleife an der Oberfliche des
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Proteins bildet und damit suszeptibel gegeniiber Proteolyse ist. Dies bestétigt sich auch in der

Raumstruktur von ScMns1 (Abbildung 49B).

Name Sequenzmotiv

S. cerevisiae YJR131W (PDB:16Gl) DSVDTLMLMYNSS--TLYKSEFEAEIQRSEHWINDVLDFDIDAEVNVFETTIRM
C. glabrata CAGLOM00528 DSLDTLMVMYNSS--ANYKDEFREHINAATEWIDRELNFDYDNSVSLFETTIRL
A. gossipii AER165W DALDTMMLMQAHTKDVRHRLRLRREVARCEAWIRDELDYDMNTEVSVFETTIRM
K. lactis KLLAOB043569g DSVDTMMLMHNKTKDDTHRKRFAEEINIAESWIKNTLDYNVDSEVNLFETTIRM
C. albicans CA1037 DSLDTLMIMDCPE-~-=~-==--~~ EVSRARDWIKNDLDYTFDYNVNTFETTIRM
C. famata DEHAOD10153 DSLDTLMIMDCPE-—-=-==-—==-= QLARARKFVKDDLDYHFDYNVNVFETTIRM
Y. lipolytica YALIOD17424 DSLDSLMLMGLEK----------~- ELAEARYWVDKDLDYNIDYEVNTFETTIRM
U. maydis UM02227 DTLDTLILMGLKD-~~~-==~~~~ EYERAREWVAEELNWNVAGRMNVEETTIRT
S. nodorum SNU03652 DALDTLMLMNLTT----------~- ELKHAREWVSTTLDYNKDQDVNTFETTIRM
A. nidulans AN5748 DALDTLMIMNLTS----------- RVQHARTWIHNSLQYDQDHDVSTFETTIRM
N. crassa NCU02778 DSLDTLMIMNLTS-—-—=—-—==— RVTHAREWISKSLTWDQDQDVNTFETTIRM
A. fumigatus Afu6g06790 DALDTLMIMNLTS----------~- RVQHARNWIHNSLQYNQDHDVNTFETTIRM
F. graminaerum FG00612 DSLDTMILMNLTS------—-—--— RLODARQWISESLTWDQDQDVNTFETTIRM
T. reesei TR40031 DSLDTMMLMNQTT-—=-=======— RLOHAREWISTSLTWDQDQDVNTFETTIRM
Cr. neoformans cn05461 DSIDSLLIMDLIP----------- EYQRARDWVRDHLNFDKDAQFNTFETTIRL

Tabelle 38: Kex2-Schnittstellen in der a-Mannosyltransferase Mnsl1. Blau: Potentielle Kex2-Schnittstellen, fett:
die von Mora et al. [137] identifizierte Schnittstelle in CA1037.

oV aufgereinigt Ell + Kex2
>
Y B EN ; + EGTA

S & . 1P FELEE - a — 65 kDa

—— s 52 kDa

A Mora et al. [137] B Mora et al. [137]

Abbildung 49: Prozessierung und Struktur der a-Mannosyltransferase Mnsl. Durch Einsatz verschiedener
Proteaseinhibitoren konnte gezeigt werden dass die Prozessierung von EII zu EI durch eine Protease mit einem
Inhibitionsprofil wie Kex2 geschieht (A). Die Prozessierung von EII zu EI kann durch Kex2 erfolgen und wird
durch Zugabe von EDTA gehemmt (B) [137].

Das Mnsl-Protein ist nicht das einzige ER-lokalisierte Protein, welches potentielle Kex2-
Schnittstellen besitzt: in den untersuchten Organismen wurde die Schnittstelle mit der hdchsten
Bewertung durch die PSSM in dem Chaperon Kar2 gefunden. Kar2 (auch ,,BiP*) ist ein
Hitzeschockprotein, welches iiber das Irel-Hacl-System die ,unfolded protein response®-
Signalkaskade auslost. Das Motiv ist hoch konserviert (Tabelle 39), was zunichst eine
Lokalisation in einer strukturell unzugénglichen Region des Proteins nahe legt.

Aus dieser Gruppe konnte ScKar2 erfolgreich exprimiert werden, die orthologen Proteine aus C.
albicans und C. glabrata hingegen nicht. Der in vitro Verdau zeigt, dass ScKar2 tatsdchlich von

Kex2 prozessiert werden kann (Abbildung 50).
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Name

Sequenzmotiv

S. cerevisiae Kar2

B. taurus Hsc70 (1YUW)
C. albicans CA0915

C. glabrata CAGL0OD02948
C. famata DEHAOA01749
Y. lipoloytica YALIOE13706
A. nidulans AN2062

A. gossypii ACR0O38W

A. fumigatus Afu2g04620
M. grisea MG02503

F. graminearum FG09471
K. lactis KLLAOD09559

T. reesei 42955

N. crassa NCU03982

Cr. neoformans cn14166

DVSDNNKAL AKLKREAEKAKRAL SSQVISTRI EI D
DI SENKRAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASI EI D
DI TANAKAI SKLKREAEKAKRTLSSQVSTRVEI D
DVSDNEKALAKLKREAEKAKRAL SSQVISTRI EI D
DI SGNSKAI SKLKRETEKAKRTLSSQVISTRI EI D
DI TKNAKTI GKLKREVEKAKRTLSSQVSTRI EI E
DVTKDLKAMSKLKREVEKAKRTLSSQVSTRI EI E
DVSSNAKAMAKL KREAEKAKRAL SSQVSTRVEI D
DVSKDL KAMGKLKREVEKAKRTLSSQVSTRI El E
DVTKDAKAMGKLKREAEKAKRTLSSQKSTRI El E
DI TKDL KAMGKLKREAEKAKRTLSSQKSTRI El E
DVTKNDKAMAKLKREAEKAKRSL SSQTSTRI EI D
DI SKDL KAMCKLKREAEKAKRTLSSQVSTRI El E
DVTKDAKAMSKLKREAEKAKRTLSSQVSTRI El E
DVSKNNRAMGKLKREVEKAKRTL SSQVSTKI El E

Tabelle 39: Kex2-Schnittstellen in Kar2-homologen Proteinen. Blau: Potentielle Kex2-Schnittstellen.

ScKar2
- +  +/- ScKex2
— 100 kDa

— 70kDa

— 55kDa
—— 40kDa

—— 35kDa

—— 25kDa

Abbildung 50: Prozessierung von ScKar2. Westernblot Analyse eines Kex2-Verdaus von ScKar2. Nachgewiesen
wurde das 6xHis-tag am 33,7 kDa groflen N-Terminus des rekombinanten Proteins.
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4.4.6.10 Einige Proteine mit potentiellen Kex2 Schnittstellen werden nicht prozessiert

AuBler den bereits oben beschriebenen, unprozessiert gebliebenen Proteinen Rbt4 und Tosl
wurde bei sieben weiteren erfolgreich aufgereinigten Proteinen trotz potentieller Kex2
Schnittstellen keine Prozessierung beobachtet: die drei Proteine unbekannter Funktion und ohne
Homologien zu anderen Proteinen CAGL0A02277, CAGLOH08910, CA1394 und die vier
Proteine CA2942 (Zellwand-Strukturprotein CCW14), CA0375 (putative Transglukosidase
Crh11), CAGLO0J11770 (Phospholipase B1) und CA5147 (saure Phosphatase Pho114).

CA0375/Crhl11

Die Familie der Crhl-homologen Proteine (Abbildung 51) stellt eine Gruppe von
Zellwandlokalisierten Transglykosidasen bei Pilzen dar, welche fiir die Vernetzung des Chitin-
und Glukangeriists der Zellwand benétigt werden, und diese enzymatische Reaktion

moglicherweise selbst katalysieren [138].

Spezies Protein Schnittstelle

S. cerevisiae  Crh1 IKYGSDGLSMTLAKR/YDNPSLKSNFYIMYGKLE
C. albicans Crh11 IDSGSNGLSLTMKKR/FDNPSFKSNEFYIMFGRVE
B. subtilis PDB:1CPM LKLG---LTSSAYNK.FDCAEYRSTNIYGYGLYE
C. glabrata CAGL0G09449g IEYTSDGLAMSLTKR/FDNPSLKSNFYIMYGKTE
K. lactis DEHA0G19877g VSFGDDGLELKLAKR/FDNPTLQSNFYIMFGKIE

Abbildung 51: Putative Kex2-Schnittstellen und Struktur von Crhl-homologen Proteinen. Potentielle
Schnittstellen in Proteinen der Saccharomyces-Gruppe. Schnittstellen sind blau, N-Terminus des Proteins in der
Kiristallstruktur ist gelb unterlegt (siche Abbildung 65).

CAGL0J11770g/Plb1

Bei dieser Phospholipase B1 aus C. glabrata handelt es sich ebenfalls um ein Enzym der
Zellwand, dessen biologische Funktion allerdings unklar bleibt. In den gezeigten Plbl-
homologen Proteinen befinden sich zwei konservierte potentielle Schnittstellen (Abbildung 52),

die in CAGLO0J11770g jedoch unprozessiert bleiben.
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Spezies Protein

H. sapiens Pla2

C. glabrata CAGL0J11770g / Plb1
C. glabrata CAGL0J11748¢g
C. glabrata CAGLOE02321g
C. albicans CA1975

C. albicans CA3834

C. albicans CA2223

S. cerevisiae ' YOLO11W

S. cerevisiae ' YMRO008C

S. cerevisiate ' YMRO06C

C. famata DEHA0G09185¢g
C. famata DEHAOF04510g
C. famata DEHAOE05522g
K. lactis KLLAOC05940g
A. fumigatus  Afu4g08720

Y. lipolytica YALIOE16060g
A. fumigatus ~ Afu5g01340

A. fumigatus  Afu3g14680

U. maydis UMO01035.1

A. nidulans AN7792.2

A. gossypii AALO27W

M. grisea MGO07287.4

Schnittstelle
SLEVCSCPDLRFSMALCDQEKTFRQORKEHIRESMK
SOSEIDWLKKRDVNTREALESFLKRVT-SNFTSNSS
SPAEKEWLKKRDPITRDALQTFLRRAF-ANVSTEIT
SONETQWLQRRDVRTKEALHNFLQRAT-SSSONFTQ
NPNEQSYINARYPIAKQALSKFLHN---ANLONFDV
SPOEQEWLKGRSPIANENLISFLNS---ANMTDFDP
SQQEKDYIHKRQETTNKNLIDFLSKR—ANLSDFDA
SONESAWLEKRNKVTSVALKDFLTRAT-ANFSDSSE
SDNETEWLKKRDAYTKEALHSFLNRAT-SNFSDTS—
STAETDWLKKRDAYTKEALHSFLSRAT-SNFSDTS—
SSEEKKWLKERQKKTNQALITYLDN---ANLTDFDA
SSSERDYMSNRHETTNKNLIGFLSKR—ANLSDFDA
SDEEKEWIEGRNKITNENLIKFLEN---CDMKDFDA
SDDEADWLKVRHESTVPALKDFLQRGF-KGFTNDTS
SPNETSWLETRRGKTTSAMKDFFNH---VKIQDFDA
SSQEREWVQONRHEQTRPELLNYLKR---VGFKSVDP
SSAETSWLKARRNNTKDALKAFLSR---VDLGSFNG
SPNETSWLEIRRKNTVQPMTDLLGR---LNLG-FDA
SNGEADYISRRRONTRSGWQKWLSQAK-LDSVLPGG
SPNETKWLEPRRKEIISPMKNLLTR---LNISDFDA
SWTLMRLLLTNENIEELKEWNINSSLL-EGVPNFEI
SPDEASWLPNRRKNTVKPMSDFLTR---ANIQGFNA

Abbildung 52: Putative Kex2-Schnittstellen und Struktur von Plbl-homologen Proteinen. In den zu CgPlbl
homologen Proteinen finden sich zwei konservierte Motive, die Kex2-Schnittstellen dhneln (blau unterlegt).

CAS5147/Phol14

Aus der Familie PHO der sauren Phosphatasen trdgt lediglich das Protein aus C. albicans

(Pho114/CA5147) Motive, die Kex2-Schnittstellen dhneln (Abbildung 53A und B) das Protein

ist bereits vor der Zugabe von Kex2 aktiv (siche Abschnitt 4.4.5), und wird durch Zugabe von

Kex2-Enzymen nicht weiter prozessiert. Dies zeigt, dass es sich hier nicht um ein Substrat von

Kex2 handelt.

Spezies Protein Schnittstelle 1

C. albicans CA5147 RHGERFPSKGDGKYFNSVMEVFKRY-GEFHGDLSFLN
C. albicans CA0616 RHGERYPSKSNGKSLEAIYAKFENYKGTFKGDLAFLN
D. castellanii  PDB:2GFI RHGERYPSTGSGKKYKAVYEKLMSYNGTFKGELAFLN
S. cerevisiae  YBR093C RHGERYPTVSLAKTIKSTWYKLSNYTRQFNGSLSFLN
S. cerevisiae  YBR092C RHGERYPTYSKGATIMKTWYKLSNYTRQFNGSLSFLN
S. cerevisiae  YHR215W RHGERYPTVSKAKSIMTTWYKLSNYTGQFSGALSFLN
S. cerevisiae  YDL024C RHGERYPTRSEAKDIFEVWYKISNYTGKYEGSLSFLN
S. cerevisiae  YARO71W RHGERYPTVSKAKSIMTTWYKLSNYTGQFSGALSFLN
C. famata DEHA0C09460g RHGERFPSSNAGKQYEHIMQKFEDYNGTFKGQLSFLN
C. famata DEHAOF08613g RHGERYPSKNVGKALEKINEKFKGYNGTFKGELSFLN
C. famata DEHAOF08525g RHGERYPGISDGEKQKALVDKLQSYNSSLSGPLSFLN
C. famata DEHAOQF08547g RHGERYPSKNVGKALEKINEKLKGYNGTLKGELSFLN
K. lactis KLLAOE24981¢g RHAERFPKAAKGEKLE IMWNKFKEMKGEFKGPLAIFN
K. lactis KLLAOB00286g RHGERYPTASKGKLMIALWDKLKEFQGQYNGPMEVEN
K. lactis KLLAOC19338g RHGERYPSKSKGAKLSNVYQKLONYTGALNGSLSFLN
K. lactis KLLAOA00176g RHGERYPTASKGKLMIALWDKLKVFQGQFDGPLEIFN

A

Schnittstelle 2
GTTNLLRHGAYFRKRYQSLFDQKEK
GTTNALRHGAAFRAKYGSLYKENST
GTTDAMKHGIAFRTKYGELEDTNDT
GEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTS
GEMDAKRHAREFLAQYGYMFENQTS
GEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTS
GEMNAKRHAREFLAKYGKLMENCTN
GEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTS
GTTNALKHGAAFRARYNSLYNDSNT
GADNALRHGTTFRSKYNEIYNPDKP
GYETCNKAGLAFRAKYNDLYNENET
GADNALRHGTTLRSKYNEIHNPDKP
GSKTAQQLGNYIAVHYGELIGD—S
GAKTAQHLGKYIAYNYGDLFSD—S
GEQSARTHARQFISLYGDLLEENST
GSKTAEILGKYIAFNYGELFGN--Y

Abbildung 53: Putative Kex2-Schnittstellen in CaPhol114 und Struktur der homologen Phosphatase aus
Debaryomyces castellanii. A und B: Zu den CaPhol4 Kex2-Schnittstellen-Motiven analoge Regionen der sauren

Phosphatasen der Saccharomyces Gruppe.
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4.4.7 Untersuchung von Proteinen ohne Homologe bekannter Struktur

Fiir vier Proteine aus dem vorhergehenden Abschnitt existieren keine strukturellen Daten in der
Literatur. Um diese Schnittstellen einer Uberpriifung zuginglich zu machen, wurde ein System
entwickelt, bei dem die Schnittstellen den Proteasen zugénglich gemacht werden. Dazu wurde
ein Plasmidvektor (pGG4) konstruiert, bei dem kurze Fragmente mit der potentiellen
Schnittstelle zwischen zwei kurzen, kompakt gefalteten und globuldren Domédnen (N-terminal
Glutathion-S-Transferase, GST, und C-terminal das griin fluoreszierende Protein, GFP)
exprimiert werden kénnen. Dieses hat zur Folge, dass die Schnittstellen unabhingig von ihrer
Struktur im nativen Protein der Protease zugédnglich gemacht werden und dass iiberpriift werden

kann, ob das Motiv prinzipiell ein Substrat fiir die Protease darstellt.

Versuche mit Schnittstellen aus CA0365 und CaCCWI14 zeigten, dass dieses Prinzip
funktioniert. Die im nativen Protein nur von ScKex2 nicht prozessierte Schnittstelle 3 aus
CAO0365 bleibt auch in diesem Konstrukt unprozessiert. Dies offenbart, dass diese Sequenz
tatsdchlich kein Substrat fiir ScKex2 darstellt. Die im nativen Protein unprozessierte Schnittstelle
2 aus CaCcwl4 dagegen wird im Fusionsprotein geschnitten, was bedeutet, dass im nativen

Protein strukturelle Griinde die Prozessierung verhindern.

Ca0365 Ccw14
Zugabe ScKex2: - + M - +

x< 57,5kDa— s

BamH| lECORI Notl

PGEX | GST |— GFP [
27,5 kDa 26,0 kDa

29,5 kDa

A B 280kba—

Abbildung 54: Strukturunabhiingige Proteolyse mittels GST-GFP-Fusionsproteinen. A: Mit dem Vektor pGG4
lasst sich eine potentielle Proteaseschnittstelle, unabhéngig von ihrer nativen Konformation, durch Fusion zwischen
GST und GFP einer Protease zugénglich machen. B: Ein GG4-Fusionsprotein der Schnittstelle 3 aus CA0365 wird
von ScKex2 nicht geschnitten, ein GG4-Fusionsprotein der Schnittstelle 2 von CaCCW14 hingegen wird
prozessiert.

Zusitzliche Evidenz, dass die Struktur des Proteins einen Einfluss auf die Prozessierbarkeit eines
Proteins hat, liefern Experiment mit denaturierten Proteinen. Im Laufe dieser Arbeit konnte
beobachtet werden, dass renaturierte Proteine weniger effizient geschnitten wurden als solche,

die in nativer Konformation aufgereinigt wurden.
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Ein vergleichendes Experiment mit nativen und hitzedenaturierten Proteinen bestétigt dies:

denaturiertes Ecel oder Cal873-Protein wird weniger effizient geschnitten als natives. Hierfiir
gibt es zwei mogliche Erkldrungen: einerseits konnte die Ausbildung einer spezifischen Struktur
fiir die Proteolyse nétig sein, andererseits konnten im denaturierten Protein die Schnittstellen
grofBtenteils in unspezifischen Konglomeraten vor der Protease geschiitzt sein.

Die Beziehung zwischen Substraterkennung und Struktur der Schnittstelle wird unter Abschnitt

4.6 weiter untersucht.

CaEce1 Ca1873
nat nat denat|{nat nat denat
Zugabe ScKex2: - + + - + +
50— wam
40 s - e
CaEce1, nativ 20 \I
T e R —
5613,0]3,3|3,4|3,5|3,6|3,8|4,5 kDa — | et
25— “as I e —
Ca1873, nativ 20— =
6,4]124]1,2]13,6 | 15,6 kDa —
- i e
15— ......
<10——

Abbildung 55: Denaturiertes Protein wird weniger effizient geschnitten als natives. Die hitzedenaturierten
Proteine (,,denat) werden nach Zugabe der Protease weniger schnell geschnitten als die Nativen (,,nat”). Dieser
Effekt ist bei Ecel geringer als bei CA1873, da Ecel {iber mehr Schnittstellen verfiigt.

4.4.8 In prozessierten Schnittstellen sind negative Ladungen an den Positionen P1’-P4’
iiberreprisentiert

Alle in den vorhergehenden Kapiteln betrachteten Sequenzmotive fiir potentielle Kex2-
Schnittstellen wurden aufgrund der biochemischen Aktivitdt von ScKex2 ausgewihlt. Eine
weitergehende Aufteilung in in vitro prozessierte und nicht prozessierte Schnittstellen
(Abbildung 56A und B) zeigt, dass in prozessierten Motiven im P1’-P4’-Bereich negativ
geladene Aminoséduren stirker reprisentiert sind als in nicht prozessierten (Abbildung 56C und
D). Dies legt den Schluss nah, dass auch der P’-Bereich fiir die Erkennung der Substrate
mitverantwortlich ist. Diese Beziehung zwischen P’-Bereich und Substraterkennung wird unter

Abschnitt 4.5 weiter untersucht.
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Prozessierte Motive

Unprozessierte Motive
Name Pos. Sequenz PSSM
CaCcw14 222  QHVKRIKKF 578
CaPho11 94 EVFKRYGEF 483
CAGLOH08910 157  KYVKRNYSF 372
CgEgt1 190  SQFKRPIRI 353
CA1394 397  KQFKRSLMD 353
CaPho11 147  YFRKRYQSL 313
CAGLOA02277 98 TMAKRDVKV 295
CaCrh1 76 TMKKRFDNP 277
CaRbt4 222  HNKKRARHG 256
CgPry2 132  HNIKRALHQ 234
CgPry1 98 HNKKRELHK 214
CaCcw14 174  IVIRRPVNV 136
CaCcw14 193  GNIRRVIIT 119
B

4

3

2

" KR=.

e o ——a A== ?c
C

4

3

82

KR

o =R =

" i

Name Pos. Sequenz PSSM
CaSun41 45 HKHKRAVAY 627
ScKar2 309 AKLKREAEK 564
Cga-Pheromon 85 DFTKRDANP 402
Sca-Pheromon 103  PMYKREAEA 392
Sca-Pheromon 145  PMYKREADA 392
Sca-Pheromon 131 PMYKREADA 392
CgScw4 30 HKNKRDVVT 389
CgPir1 62 VVAKRAVSQ 312
CaEce1 30 FNMKRDVAP 303
CA1873 195  TMEKRLDLD 286
CaEce1 159  ENAKRDGVP 273
CA2974 54 YNAKRDLMS 273
Caa-Pheromon 80 NNEKREAKS 264
CgPry1 80 AQKKRSNLS 256
CA1873 58 YKTRRDAID 246
CaSun41 29 KNIKREDCD 243
CaEcef 193  QOAKRDGLE 228
CA0365 74 EQSKRLDAD 228
CaEce1 60 AITKRSIIG 187
CA1873 68 EIMKRDYAT 173
CaEce1 227  QPVKRDAGS 158
CA2974 65 EIIKRENQI 134
CA0365 31 EVDKRLDAD 131
Caa-Pheromon 101  EPGKRDANA 122
Caa-Pheromon 122  EPGKRDANA 122
CgSun4 30 HAIKRDVDV 119
CaEce1 125  ASTKRDGAN 114
CA0365 105  ASTKRDESA 114
CA2974 180  ASAKREIMV 94
CA0365 62 VTAKRDESA 94
CA0365 149  VSAKREDTV 94
CA1873 39 ALTKREEQD 60
Cga-Pheromon 105  GLFRRSADA 39
Cga-Pheromon 130  GLFRRSADA 39
CgPry1 75 DLDKRAQKR 21
Sca-Pheromon 84 SLDKREAEA 21
CaEce1 92 KGNKREDID 18
CaMns1 152  VSRARDWIK 2
A

Abbildung 56: In prozessierten Substraten sind negativ geladene Aminosiuren an den Positionen P1°-P4’
iiberreprisentiert. A: Aufstellung der aus der Literatur bekannten und in dieser Arbeit gefundenen Schnittstellen
von Kex2-Enzymen und deren Bewertung mittels der PSSM. B: Aufstellung der in dieser Arbeit gefundenen, nicht
prozessierten Motive. C: Sequenzlogo der prozessierten und D: unprozessierten Motive, blau: positiv geladene
Aminosduren (AS) , rot: negativ geladene AS, griin: polare AS und schwarz: unpolare AS.
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# | Theoretische FragmentgroBen | Org. Accession Name Sc _Ca Cg Pp |Pos
1 (56132]14]131]15(31]28 Ca  CA0365 put. Prohormon -+ o+ o+ |31
- ++ o+ + 62
++ o+ + 74
- ++ + + 105
- ++ 4+ + 149
2 |1 2111,4130]35]35]3,6] Ca  CA1402 Ece1 + + + + |30
36(39(3,1]15 + o+ + + |60
+ + + + 92
+ + + + 125
+ + + + 159
+ + + + 193
+ + + + 227
4 16,4124|12]13,6]156 Ca  CA1873 OP4-like 1 + + + + |39
+ + + + 58
+ + + + 68
(*) () (+) () |195
5 |130]24]23]22 Ca CA2412 a-Pheromon + + + + |80
+ + + + 101
+ + + + 122
6 [8]1,3]12,2]15,6 Ca  CA2974 OP4-like 2 + + + + |54
+ + + + 65
+ + + + 180
10 (13,312,235 Ca CA2303 Tos1 - - - - |105
- - - - 1128
11]4,911,9]385 Ca  CA0883 Sun41 + + + + |29
+ + + + 45
12117,410,811,5]9,0 Ca  CA2942 Ccw14 - - - - 174
- - - - ]193
- - - - 1222
13 112,416,5|35,5 Ca  CA5147 Pho114 - - - - |94
R -4
20 [35]1,9]11,5[1,452 Ca CA4679 Pgal? + + + + |338
? 2 7 27 |354
? 0?2 ? 2 |457
? 2?2 2 2 |468
21|24)114 Ca__ CA0104 Rbt4 - - - - |222
23 193|136 Ca___CA0375 Crh1 - - - - |76
unbekannte
27 1451121 Ca__ CA1394 Funktion - - - - 397
30 |11,3129(29]26 Cg CAGLOH03135g a-Pheromon + + + + |85
+ + + + 105
+ + + + 130
31185]65 Cg [CAGL0J11770g Plb-homolog - - - - &9
R N £
32155]|35 Cg _ CAGLOM13805g Scw4 + + + + |30
331761315 Cg  CAGLO0L05434¢g SUN4-homolog + + + + (30
unbekannte
3412041215 Cg  CAGLOH08910g Funktion - - - - 157
38 1851276 Cg CAGLOMO08492g Pir1 +  ++  ++  ++ |62
unbekannte
39 [12,3]19,4 Cg  CAGLOA02277g Funktion - - - - |o8
40 (101062215 Cg CAGLOF05137g Pry1 +  ++ ¥ 76
+ + + ++ | 80
- - - - 198
41 115]13 Cg  CAGL0G07667g Pry2 +  + + + [132
43110,9]2,4 12,5|2,5|2,3kDa Sc  YPL187W a-Pheromon + + + + |84
+ + + + 103
+ + + + 145
+ + + + 131
45 133,7]40,6 Sc YJLO34W Kar2 + + + + 310

Tabelle 40: Ubersicht iiber die Prozessierung von vorhergesagten Kex2-Substraten. Die Tabelle fasst die oben
beschriebenen theoretischen FragmentgroBen (in kDa) der Produkte bei Schnitt durch eine Kex2-Protease an den
vorhergesagten Schnittstellen und die beobachteten Schnitte durch die vier Kex2-Enzyme bei den erfolgreich
exprimierten und aufgereinigten Proteinen zusammen.
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4.5 Vergleich der Struktur von Kexinen aus Pilzen und Siugern

Fiir eine Analyse des Substratspektrums von Kex2-dhnlichen Proteasen bei Pilzen ist es
notwendig zu untersuchen, ob dieses Prozessierungssystem zwischen den verschiedenen
Organismen konserviert ist. Dazu wurden aus verschiedenen Quellen die Proteinsequenzen
moglichst vieler Kex2-dhnlicher Proteasen zusammengetragen und auf die Konservierung der

relevanten Aminosiuren hin untersucht.

4.5.1 Identifizierung von KEX2-homologen Genen in Genomdaten verschiedener Pilze

Da in der Literatur nur relativ wenig Kex2-Proteasen beschrieben sind, wurden verschiedene
Genomprojekte nach Kex2-dhnlichen durchsucht. Das geschah im Allgemeinen mittels BLAST-
Analyse mit der Proteinsequenz der Protease Kex2 aus S. cerevisiae. In Fillen, bei denen ein
Protein-BLAST auf der Website des Genomprojektes nicht zur Verfligung stand, wurde die
Nukleotidsequenz des KEX2-homologen Gens des am néchsten verwandten Pilzes verwendet.
Da die Sequenz des KEX2-Gens aus Cr. neoformans in der Genomdatenbank unvollstindig war,
wurde sowohl die genomische als auch die cDNA-Sequenz experimentell neu bestimmt (siche
Abschnitt 4.4.1). Es konnte in den Genomdaten jeder Spezies genau ein Kex2-orthologes Gen

gefunden werden.

heosartons fischer MRERL 151
Aspergillus fumigatus 41293
o Agperdillus nidulans PG SC A+

2

Emericella nidulans
Aspergillus terrens MIHZE24
Aspergillus orneas
Aspergillus niger
Fenicillium marnefe
crptococcus neoformans a0
Ustilago mapdis 521
& Schizosaccharomyces pombe 972h
Prienmocystis jirowvecii
Freumocystis caninii f.osp.om..
Yarrowia lipolutica CLIE122

4 @ Fichia pastors

L] [ unknown 4
o @ .

r Debarvomyces hansenii CESTET
- fy Saccharomuces cerevisiae
& Candida glabrate
Fy Eluseromyces lactis
Ashbye gossupii ATCC 10595
Phaeosphasta nodorum SM1s
b 4 Gibberella zeas PH 1
& Crphonectia paresitica
- magnaporthe arisea 7o 15

Meurospora crassa DRT4HA
Chastomium alobosum CES 148.51
Coccidicides immitis RS
Paracoccidioides brasiliensis
asperdillus clavatus NRRL 1

Abbildung 57: Dendrogramm Kex2-homologer Proteine verschiedener Pilze. Es findet sich in jedem Genom
genau ein zu ScKex2 orthologes Protein. Das Alignment der Kex2-Proteine spiegelt die phylogenetische Néhe der
Organismen zueinander wieder. Unknown= C. albicans Kex2.
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4.5.2 In silico Analyse der P’-Substratbindungsstellen von Prohormonkonvertasen

Im Laufe der letzten Jahre wurden die rdumlichen Strukturen sowohl von S. cerevisiae Kex2 [28,
54] als auch von M. musculus Furin [53] aufgeklirt. Vergleiche dieser Strukturen zeigten, dass
die Tertidrstruktur dieser Proteine extrem hoch konserviert ist [54] und dass die Unterschiede in
der Substraterkennung an P6 bis P1 durch einzelne Aminosiureaustausche hervorgerufen werden
(siche Zusammenfassung in Tabelle 41). Zur Substratspezifitit an P1’ und folgenden Positionen
existieren in der Literatur dagegen nur wenig experimentelle Daten, unter anderem da die zur
Untersuchung der Substratspezifitit verwendeten fluorogenen Peptide und die in den
Strukturanalysen verwendeten Inhibitoren aus mechanistischen Griinden nicht iiber diese
Positionen verfiigen. Es gibt jedoch Arbeiten, die durch Modellierung der Bindung zwischen
verschiedenen Varianten von Inhibitormolekiilen (basierend auf dem Inhibitor Eglin C) und der
Substratbindungstasche wahrscheinliche Bindungsregionen vorhersagen [58].

Hier soll mit einem anderen Ansatz versucht werden, Aussagen iiber die an einer moglichen P1’
bis Pn’ Erkennung beteiligten Aminosduren zu treffen: das erste Substrat, welches von einer
Kex2-dhnlichen Protease geschnitten wird, ist ihr eigenes Propeptid. Diese autokatalytische
Reaktion wird durch denselben Mechanismus vermittelt, der auch fiir die Erkennung exogener
Substrate verwendet wird. Daher sollte die Schnittstelle zwischen Propeptid und dem restlichen
Protein einer optimalen Substratsequenz entsprechen. Durch Uberlagerung der Strukturen von
ScKex2 (PDB-Eintrag 1R64) und MmFurin (PDB-Eintrag 1P8J) mit der Subtilase Kumamolisin
(PDB-Eintrag 1TI1E) [139] aus dem thermo- und acidophilen Bakterium Bacillus novospec
MN-32 kann die Ausrichtung der Substratseitenketten analysiert werden, da das zur
Kristallisation verwendete Protein noch {iber sein eigenes Propeptid verfiigt.

Die drei Strukturen 1R64, 1P8J und IT1E wurden mit dem Programm MASS [95] iiberlagert
und die resultierende Struktur (Abbildung 58) mit RasMol manuell inspiziert.
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4.5.2.1 In silico Analyse der S1°-S4° Substratbindungstaschen von Kex2 und Furin im
Vergleich zu Kumamolisin

Der Vergleich der drei Raumstrukturen von ScKex2, MmFurin und Kumamolisin (Abbildung
58) zeigt zunidchst, dass lediglich die aktive Subtilisin-dhnliche Doméne allen drei Strukturen
gemein ist und den Kern des Alignments ausmacht. Die Prodoméine von Kumamolisin steht
alleine, die beiden P-Dominen von Kex2 und Furin stehen gemeinsam aus dem Kern des

Alignments heraus. Dies entspricht der Erwartung entsprechend dem Aufbau der Proteine.

Kumamolisin
Furin
Kex2

Subtilisin-ghnliche, TN
Domaé&ne mit aktivem Zentrum

Abbildung 58: 3D-Strukturalignment der drei Subtilisin-ihnlichen Proteasen Furin (M. musculus), Kex2
(S. cerevisiae) und Kumamolisin (Bacillus novospec MN-32). Griin: Kex2 aus S. cerevisiae (1R64), gelb: Furin
aus M. musculus (1P8J) und Kumamolisin aus Bacillus novospec MN-32 (1T1E). Das Alignment der drei
Strukturen zeigt die starke Ahnlichkeit der aktiven Dominen und deutlich das Fehlen sowohl der Propeptide in
Kex2 und Furin als auch das Fehlen der P-Doméne in Kumamolisin.
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Abbildung 59: Verlauf der Linkerdoménen entlang der aktiven Domine vor und nach autokatalytischer
Abspaltung des Propeptids. Ein Vergleich des Verlaufs der Linkerdomidnen, die die aktive Doméne mit dem
Propeptid verbindet (Kumamolisin: lila), bzw. verbunden haben (Kex2: gelb, Furin: griin) zeigt, dass sich diese nach
der Abtrennung der Prodoméne aus der Substratbindungsregion (tiirkis) bzw. dem aktiven Zentrum (rot: aktive
Serine aller drei Proteasen) wieder entfernen und somit spéter nicht an einer Substraterkennung teilnehmen.

Aus dem Verlauf der Prodoméne mit der Erkennungssequenz durch das aktive Zentrum des
Kumamolisins ist ersichtlich, dass die autokatalytische Abspaltung der Prodoméne, wie erwartet,
durch das aktive Zentrum und nicht durch einen anderen, unbekannten Mechanismus erfolgt.
Vergleicht man den Verlauf der sich an die Prodoméne anschlieBenden Doméne (im Folgenden
Linkerdoméne genannt) des Kumamolisins mit den entsprechenden Sequenzen von Kex2 und
Furin (Abbildung 59), so wird deutlich, dass sich dieser Teil der Doméne nach der Abtrennung
des Propeptids aus der Substratbindungsregion herausfaltet und nicht in dieser verbleibt. Diese
Feststellung ist insofern wichtig, als dass man die Art der Substraterkennung des Kumamolisins
zu seiner eigenen Prodomine auch auf andere Substrate iibertragen kann. Gleichzeitig kann aus
einer Struktur ohne die Prodoméne (so im Fall von Kex2 und Furin) nicht mehr auf die

Substraterkennung an diesen Positionen geschlossen werden.
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Abbildung 60: Verlauf der P2-P5’ Substratdomiine des Kumamolisin Propeptids entlang der Kex2 und Furin
Substratbindungstasche. Das Strukturalignment zeigt, dass der theoretische Verlauf eines Substrats (grau) durch
die Erkennungsregionen der P1°-P3’ Positionen in Kex2 und Furin dem in der Literatur vorhergesagten entspricht.
Eine andere Orientierung nimmt das Substrat an der P4’ Position ein. (lila: vorhergesagter Bindungsbereich fiir
Eglin C [58] und P4’ Aminoséure der Linkerdoméne). Ab der Position P5’ gibt es keine Interaktionen mehr.

Der Vergleich des Verlaufs der Schnittstelle zwischen Prodoméne und Linkerdoméne entlang
der Substraterkennungsregionen S4-S1 von Kex2, Furin und Kumamolisin (Abbildung 60) zeigt,
dass diese rdumlich &hnlich aufgebaut sind und die Substratspezifitit durch, wenn auch
unterschiedliche, Aminosduren generiert werden, die an analoger Position sowohl in der Struktur
als auch im Sequenzalignment zu finden sind (Abbildung 60, [139]).

Bei Betrachtung der putativen Interaktionspartner der einzelnen Aminosduren in den
Linkerdoménen von Kex2 und Furin (Abbildung 61) lassen sich fiir die Bindungstaschen in
Kex2 und Furin jeweils charakteristische Eigenschaften vorhersagen:

Die S1’-Tasche (Abbildung 61.1A und 1B) ist bei beiden Proteinen positiv geladen, zunéchst
durch jeweils zwei Histidine (Position f und E) und bei Furin zusitzlich durch ein weiteres
Arginin, welches in Kex2 durch ein Tyrosin ersetzt ist (Position e). Aullerdem ist diese Tasche in
beiden Proteinen direkt neben der S2-Tasche gelegen. Hier wiirde eine positiv geladene
Seitenkette des Substrats diese Ladung noch weiter verstiarken.

Die putative S2°-Tasche (Abbildung 61 2A und 2B) verlduft entlang von polaren Aminosduren
besetzten Positionen (Positionen u, A und B) hin zu einem in beiden Proteinen unterschiedlich
gebauten Bereich. Zwar ist in beiden Proteinen am Ende der Tasche eine positive Ladung durch
ein Arginin zu finden, aber dieses befindet sich in zwei verschiedenen Positionen (Position w in

Kex2, Position v in Furin). Bei Furin wird diese Ladung teilweise durch eine Glutaminsdure
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(Position w) kompensiert, an der Position v in Kex2 findet sich die polare, aber ungeladene

Aminosdure Threonin. AuBlerdem ist die Tasche bei Kex2 enger gebaut als bei Furin. Hier
versperrt ein Prolin (Position A) den Zugang zu den terminal gelegenen Ladungen. Bei Furin
befindet sich an analoger Position ein Tryptophan, welches aus der Tasche heraus steht.

Eine Bindung der P3’-Aminosdure in der S3’-Tasche, die direkt neben der S1’-Tasche gelegen
ist, wird in beiden Proteinen auf dhnliche Weise vermittelt, wie die Bindung an P2’. Der Eingang
zur Tasche wird in beiden Proteinen von einem Histidin (Position E) und einem Serin (Position
D) flankiert, das Ende der Tasche wiederum ist unterschiedlich gebaut. Hier ist in Furin wieder
ein Arginin dominant, wobei sich in Kex2 an analoger Stelle ein ungeladenes Tyrosin befindet.
Ein dhnlicher Unterschied findet sich auch in der putativen S4’-Tasche wieder. Wieder wird der
Eingang der Tasche von zwei polaren, ungeladenen Aminosduren (Serin und Threonin bzw.
Glutamin, Positionen D und F) gebildet, wobei sich terminal eine geladene Aminosédure befindet.
Bei Kex2 ist dies ein positiv geladenes Histidin (Position G), bei Furin eine negativ geladene
Glutaminsédure. Interessant ist auch, dass beide Aminosaduren aus unterschiedlichen Kontexten in
der Primirstruktur des Proteins kommen, obwohl sie in der Struktur eine fast identische

Konformation annehmen.
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Abbildung 61: Vergleich der Struktur der an den S1’-S4’-Substratbindungsstellen beteiligten Regionen.
Grau: Kumamolisin Linkerdoméne, lila: betrachtete Kumamolisin Aminosédure. Seitenketten der Proteasen: rot:

positiv geladene, blau: negativ geladene, orange: polare, griin: hydrophobe. Die Benennung der Seitenketten erfolgt
gemil der Auflistung in Tabelle 41.
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# Kex2 Furin Tasche Referenz

a D175 D153 S2 [54]

b D176 D154 S2 [54]

c D210 (D191) S2 [54]

d D211 N192 S2 [54]

e Y212 R193 S3 [58, 140]
ST Diese Arbeit

f H213 H194 ST [140]

g R216 R197 S3 [140]

h 1245 M226 S4 [54]

i L246 L227 S4 [54]

J 1250 V231 S4 [54]

k T252 D233 S4, S6 [61]

| D254 V235 S4 [54]

m E255 E236 S4 [54, 61]

n w273 W254 S4 [54]

o) A276 E257 S3, S5 [54, 140]

p D277 D258 S1 [54]

q D278 D259 S5 [140]

r H281 T262 S5 [140]

S Q283 D264 S4, S6 [61]

t A311 A292 S1 [54]

u N314 N295 S1 [60]

% T317 R298 S2’ [58]

w R318 E299 S2’ [58]

X D320 D301 S1 [54]

y D325 D306 S1 [54]

z Y327 Y308 S4 [58]

A P347 w328 S2 [58, 140]

B Y348 Y329 S2 [58]

C E350 E331 S1 [54]

F Y367 Q350 sS4 Diese Arbeit

G H369 - sS4 Diese Arbeit

H (N379) E362 sS4’ Diese Arbeit

D S380 S363 S3 [58]
sS4 Diese Arbeit

E H381 H364 ST’ [59, 140]

Tabelle 41: Aminosduren, welche in S. cerevisiae Kex2 und M. musculus Furin zur Substratspezifitit

beitragen.
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4.5.2.2 Besetzung der an der Substraterkennung beteiligten Positionen bei Kex2 im
Vergleich zu anderen Prohormonkonvertasen

Fiir die in vitro Proteolyse wurden Enzyme aus vier verschiedenen Hefen (S. cerevisiae, C.
albicans, C. glabrata und P. pastoris) verwendet. Da sich die biochemischen Daten der Literatur
jedoch lediglich auf Kex2 aus S. cerevisiae. Es war daher ndtig zu untersuchen, ob sich die
Enzyme verschiedener Pilze in Regionen der Substraterkennung dhnlich genug sind, um diese
Daten auf andere Spezies zu iibertragen.

Der Vergleich der an der Substraterkennung beteiligten Bereiche zwischen den einzelnen Kex2-
orthologen Proteinen (Abbildung 62) zeigt zunidchst einen hohen Grad an Konservierung.
Allerdings lassen sich bestimmte Aminosduren aufzeigen, die zwischen Hemiascomyceten und
Ascomyceten unterschiedlich sind: die Kex2-orthologen Proteasen der Ascomyceten tragen
iiberall dort geladene Aminosduren, wo sie entweder in Kex2 oder Furin vorkommen. Das
spricht fiir eine wesentlich stdrkere elektrostatische Selektion als bei jeweils Kex2 oder Furin.
Die Ladung der potentiellen S6-Tasche (Positionen k und s) der Kex2-Proteine von
Ascomyceten entspricht mit zwei negativen Ladungen der von Furin. Die Hemiascomyceten
besitzen an dieser Stelle zwei polare oder eine polare und eine hydrophobe Aminoséure.

Eine Interaktion von Kex2 mit der P5-Aminosdure wiirde potentiell durch eine Ladung an
Position o, wie bei den Furinen (dort Glutaminsdure oder Asparaginsdure), unterstiitzt. Diese
Position ist aber in allen Fillen durch hydrophobe oder schwach polare Aminosduren besetzt.
Die S4-Tasche (Positionen h, 1, j k, I, m, n, s und z) der Ascomyceten ist wiederum wie die von
Furin gestaltet. Die Positionen h, i, j, n und z tragen bei allen Proteasen hydrophobe oder
schwach polare Reste; die Position m ist von einer konservierten Glutaminsdure besetzt.
Unterschiede gibt es dagegen an den Positionen k, 1 und s. Bei den Hemiascomyceten ist an
dieser Stelle nur eine negative Ladung (Position 1) vertreten, bei den Furinen dagegen zwei an
genau den anderen Positionen (Positionen k und s). Furine selektieren an P4 wesentlich starker
auf positive Ladungen, was genau auf diesen Unterschied zuriickzufiihren ist. Bei den Kex2-
orthologen Proteinen aus Ascomyceten hingegen finden sich an allen drei Positionen negative
Ladungen, was fiir eine noch weiter verstirkte Selektion auf positive Ladungen spricht.
Potentielle Interaktionen der Protease mit der P3-Aminosdure ergében sich iiber die Positionen o,
q und r. Hier wird vor allem bei Furin eine Stabilisierung von positiven Ladungen des Substrates
an P3 durch die negative Ladung an Position o vermutet. Diese fehlt jedoch bei allen Kexinen,
da sich hier sowohl polare als auch hydrophobe Aminosduren befinden. Dagegen dhnelt sich der

Aufbau an den Positionen q und r wieder stirker zwischen den Kexinen der Ascomyceten und
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den Furinen der Sduger. Hier dominiert an Position q ein Aspartat, welches lediglich bei einigen

Hemiascomyceten durch ein Asparagin ersetzt ist. An Position r finden sich bei den Furinen und
den Kexinen der Ascomyceten Serine und Threonine, bei den Hemiascomyceten dagegen sehr
verschiedene Aminosduren, bis hin sowohl zu negativ als auch positiv Geladenen.

Die S2-Tasche ist hoch konserviert gebaut (Positionen a, b, ¢ und d). Die stirkere Selektivitét an
dieser Position auf positive Ladungen bei ScKex2 als bei MmFurin liegt in dem
Aspartat/Asparagin-Austausch an Position d begriindet. Ein Aspartat findet sich auch bei den
Ascomyceten.

Noch konservierter als die S2-Tasche ist die S1-Tasche (Positionen p, t, u, x, y und C). Dies gilt
fiir alle Prohormonkonvertasen.

Im Gegensatz zu allen anderen Taschen weist die putative S1’-Tasche (Positionen e, f und E)
positive Ladungen auf und selektiert auf diese Weise auf negative Ladungen im Substrat. Die
beiden Histidine an den Positionen f und E sind in allen Prohormonkonvertasen konserviert. Die
Position e wird in den Hemiascomyceten von dagegen lediglich von polaren Aminosduren
besetzt.

Die putative S2’-Tasche (Positionen v, w, A und B) ist bei den Furinen ausgeprigter als bei den
Kexinen der Pilze. Allerdings heben sich bei den Furinen moglicherweise die konservierten
Ladungen an den Positionen v und w gegenseitig auf, so dass die S2’-Tasche der Pilze mit ihren
einzelnen, auf die Positionen v und w verteilten positiven Ladungen eine hohere Selektivitit
gegeniiber negativen Ladungen ausprigen konnte. Die Positionen A und B sind konserviert von
polaren, ungeladenen und teilweise von hydrophoben Aminosduren besetzt.

Wie bereits fiir die S1°-Tasche gezeigt, ist die Position e auch fiir die S3’-Tasche (Positionen e
und D) ausschlaggebend. Sie ist in den Furinen, wie den Kexinen der Ascomyceten, durch das
positiv geladene Lysin besetzt, wihrend in Saccharomycetales hier verschiedene polare
Aminosduren zu finden sind. Die die Tasche begrenzende Position D ist nicht konserviert.

Eine putative S4’-Tasche wird von den Positionen D und F flankiert. Beide Positionen sind nicht
konserviert, aber es fillt auf, dass hier bei den Hemiascomyceten hdufig wenigstens an einer
Stelle eine positive Ladung zu finden ist. Der Boden der S4’-Tasche wird in Kex2 von der
Position G besetzt, in den Furinen von Position H. Das Sequenzalignment legt nahe, das hier die
Kexine der Pilze gleich gebaut sind und durch die konservierte positive Ladung auf langkettige
Aminosduren mit negative Ladungen selektiert (Glutaminséure und Asparaginsdure). Bei den
Furinen ist an Position H dagegen eine negative Ladung konserviert, was flir eine Bevorzugung

von positiven Ladungen (Lysin und Arginin oder Histidinen) spricht.
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abcdefghijklmnopgqrstuvwxyzABCFGHDE

Kex2

Pneumocystis carinii

DNYNNHRYIHSNEWADTLOQGNYFDDYMFEYYFLH

OKLVKR-ENRG

KOHLKR-RYRK DDEDTHRILIDDEWDDDTDANIYDDYKYEYYSRH

Pneumocystis jereveci
Pneumocystis muris

LRREKR-NVIR DDDDTHRFLLSLEWRDDTEGNY YDDYYFERYTVH

DDDDOHRILIDVEWADDADANHYDDYFYESLRSH

RWRYKR-DASE

Schizosaccharomyces pombe

DDDDOHRILIDDEWPDDSEANGSDDYYYEHHHSESH

KORAKR-HKSY

Cryptococcus neoformans

DDDDYHRILITDEWADDHOQOQANTRDDYPYETYHNS SH
DDDDYHRILISDEWTDNVSANRFEFDDYOQVYEHHATH
DDDDNHRILLADEWTDDHOQOQANMHEHDDYPYEYHDREH

NDLFKR-LPVP

Saccharomyces cerevisiae
Candida albicans
Candida glabrata
Pichia pastoris

KKLSKR-IPVP

NKLOKR-MPVP

HYLHKR-APVYW DDDDHHRILIPDEWADNTOQANSSDDYPYEHHDTH

DDDDYHRILIADEWSDDTOQANMFEFDDYPYEYKNTH

HRILAKR-MPIR DDDDTHRILIPDEWTDNEOQANALDDYTYEFRDHH

VOLHKR-LPIG
KKLSKR-IPVP

Kluveromyces lactis
Ashbya gossipii

DDDDYHRILISDEWTDNVSANRFEFDDYOQVYEHHATH
DDDDYHRILIAEEWTDDTSANRYDDYMYEHEHEALH
DDDDYHRILITDEWADDEHOQOQANSRDDYPYEYHNSE SH

Candida dubliensis

KRLRKR-MPVP

Debaryomyces hansenii

NDLFKR-LPVP

Saccharomyces paradoxus
Yarrowia lipolytica

RRIHKR-APVN D DDDYHRILIEIEWPDNTAANSRDDYYYEYVNOH

Fusarium graminearum
Aspergillus fumigatus

DDDDRHRILIDDEWSDDTEANGODDYYYEAHEKAH
DDDDRHRILIDDEWYDDTEANTIHDDYPYEAHTTH

QHLFKR-DVPL

RKLHKR-VPPT

DDDDRHRILYTPTWPDDTDANASDDYOQOQYEASSVH
DDDDRHRILIDDEWPDDTEANGYDDYSYEAHSTLH

ORLVKR-TPPP

Aspergillus nidulans

ORLVKR-APPT

Aspergillus oryzae

DDDDRHRILIDDEWYDDTEANIHDDYPYEAHTTH

RKLHKR-VPPT

Aspergillus niger

DDDDRHRILIDDEWPDDS SDANANDDYYYEAHNGH

SPWPKR-VPPP

Magnaporthe grisae

KPWEKR-MVPR DDDDKHRILIDDEWPDDSDANGNDDYYYESHDTH

Neurospora crassa

DDDDKHRILVDDEWVDDTDANLHDDYYYEAHTEKH

Paracoccidioides brasiliensis PPMSKR-APPL

Histoplasma capsulatum

Trichoderma resii

HYLHKR-APVW DDDDKHRILVDDEWVDDTEANLHDDY Y YEAHTRH

DDDDRHRILIDDEWPDDSEANASDDYYYEGHGMEH

NHLOKR-IIPP

DDDDRHRILIDDEWPDDTOQANASDDYYYEGSHSOH

PRHWKR-SVIP

Stagonosporum nodorum

Furin
KRRAKR-DVYQ) DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDVYWYEOQVESH

Mus musculus

KORAKR-DVYQ) DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOVESH

KRRTKR-DVYQ

Rattus norvegicus
Homo sapiens

DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOQVESH

DDENRHRMLVDVEWDDDVDANSADDYWYEOQATTH

KSRSKR-DFHP

Aplysia californica

Bos taurus

DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOQVESH

KRRAKR-DIYQ

KRRTKR-DVYQ) DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOVES SH

Cricetulus griseus

Gallus gallus

KRRTKR-DIFM DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOVESH

KSROKR-SVHF

DDENRHRMLVDVEWDDDTDANRDDDYWYEOQVETH

Lymnea stagnalis
Xenopus laevis

Bombix mori

DDDNRHRMLVDVEWEDDTDANREDDYWYEOQVDSH

KKRKKR-DIYT

DDSNRHRMLVDVEWDDDTDANEKEDDYWYEOQVAGH

LSRKKR-DFQI

PACE4
DDENKHRMLVDVEWDDDTDANREDDYWYEKVDGH

KRRVKR-QVRS

Homo sapiens
Mus musculus

DDENKHRMLVDVEWDDDTDANREDDYWYEKVDGH

KRRVKR-0OARS

DDENKHRMLVDVEWDDDTDANREDDYWYEEKYVDGH

KRRVKR-0QARS

Rattus norvegicus

PC1-3
KERSKR-SALR DDENKHRMLVDIEWNDDTEANRODDYWYERTETH

Homo sapiens
Mus musculus

KERSKR-SVOK DDENKHRMLVDIEWNDDTEANRODDYWYERTETH

Rattus norvegicus

KERRKR-SVPR DDENKHRMLVDIEWNDDTEANRODDYWYERTETH

PC2

FDRKKR-GYRD DD FN SHRMLMDIEWTDNTDAD

FDRKKR-GYRD

SDDYLYEGALRH
SDDYLYEGALRH
SDDYLYEGALRE

Homo sapiens
Mus musculus

DDFNSHRMLMDIEWTDNTDAD
DDFNSHRMLMDIEWTDNTDAD

Rattus norvegicus

FDRKKR-GYRD

in und

.

bei Kex2-, Fur

inosiuren

t beitragenden Ami

5
homologen Proproteinkonvertasen. Rot: positiv geladene, blau: negativ geladene, orange: polare, griin: apolare

Aminoséuren.

Vergleich der zur Substratspezifit:

Abbildung 62
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4.6 Strukturelle Determinanten der Proteasesuszeptibilitit im Substrat

4.6.1 Die ausgebildete Struktur der Schnittstelle beeinflusst die Prozessierung

Wie unter Abschnitt 4.4.6 gezeigt, werden nicht alle durch ein vorhandenes Aminosduremotiv
gekennzeichneten potentiellen Schnittstellen eines Proteins auch tatséchlich von einer
entsprechenden Protease prozessiert. Es kann daher postuliert werden, dass, bevor die
Aminosduren der Schnittstelle mit dem aktiven Zentrum der Protease interagieren konnen, diese
erst flir die Protease zugénglich werden miissen.

Im Folgenden soll daher {iberpriift werden, ob sich verschiedene Algorithmen der
Strukturvorhersage generell eignen, um Proteaseschnittstellen vorherzusagen. Es gibt zur Zeit fiir

drei prinzipiell verschiedene strukturelle Eigenschaften von Proteinen Vorhersage Algorithmen:

1. Sekundirstruktur von Proteinabschnitten (o-Helix/B-Faltblatt/Coil)
2. Lokalisation von Aminosduren an der Proteinoberfliche (verdeckt/exponiert)

3. Grad der Ordnung in Proteinabschnitten (ungeordnet/geordnet)

Fir die einzelnen Proteine der Testsets wurden mit den Programmen Prof/PhD
(Sekundirstruktur), rvp-net (Oberflichenlokalisation) wund Disopred2  (Unordnung)
Strukturvorhersagen gemacht und getestet, ob im Bereich von P11-P12' um die geschnittene
Bindung herum gehduft die betrachteten Strukturelemente zu finden sind. Dazu wurden die
Arginine nach geschnitten/nicht geschnitten aufgeteilt und die Frequenz der einzelnen
Strukturelemente an den Positionen P11 bis P12’ berechnet. Dabei ergaben sich fiir alle drei
untersuchten Elemente signifikante Unterschiede zwischen Substraten und Nicht-Substraten
(Abbildung 63). Allgemein sind die Aminosduren in Substraten stirker exponiert (Abbildung
63A, orange), stirker ungeordnet (Abbildung 63B, lila) und pragen weniger B3-Faltblatt und dafiir
mehr Coil-Strukturen aus (Abbildung 63C, grau und orange). Besonders auffillig ist, dass in
Substraten das Arginin an P1 immer exponiert ist. Dies gilt verstdrkt auch fiir die benachbarte

P1’ Position.
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Oberflachenlokalisation Substrate

[ ]
]
]
||
| ]
P11 P10 P9 P8 P7 Pé P5 P4 P3 P2 P1 P1 P2 P3 P4 P5' Pe' P7 23 P9 P10 P11"
A: Oberflachenlokalisation (orange: exponiert, lila: verborgen)

Disorder Substrate

P11 010 o 1 3} Ph s P 03 Py o1 P 28 01 P ps Ph 28 28 P 0 Pt

Disorder nicht-Substrate

Pl P10 Py X Pl PE P5 P4 P3 P2 PL 28 P2 Py X8 Ps X3 PT 23 Py P10 1L

B: Ordnung (orange: geordnet, lila: ungeordnet)

Sekundérstrukturnicht-Substrate

383 P10 ] Py PT P Ps P P3 P2 P1 38 P2 X8 X8 Ps Ps 3 Pe ) P10’ P11

Sekundéarstruktur Substrate

100% -

81 P10 4] 4] P P Ps P4 P3 P2 PL 28 P2 Py X8 p5’ Pé PT Py 25 P10’ P11

C: Sekundarstrukturen (orange: a-Helix, lila: Coil, grau: B-Faltblatt)

Abbildung 63: Assoziationen von Strukturelementen mit Schnittstellen in verschiedenen Substratsets. A: Verteilung
von exponiert/verborgen, B: Verteilung von Ordnung/Unordnung, C: Verteilung von a-Helix/Coil/B-Faltblatt.
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4.6.2 Berechnung der Verbesserung von Vorhersagealgorithmen durch Beriicksichtigung
struktureller Determinanten

Als abschlieBendes Experiment dieser Arbeit wurde getestet, ob sich die Vorhersage von Kex2-
Schnittstellen mit den gegebenen Methoden (hier Support-Vektoren) unter Berticksichtigung der
oben beschriebenen strukturellen Merkmal verbessern ldsst. Dazu wurden die in dieser Arbeit
experimentell gefundenen Schnittstellen mit den aus der Literatur bekannten zu einem Datensatz
vereinigt und in die Klassen ,,ProHormon* (PH) und ,,ProProtein“ (PP) aufgeteilt. Alle nicht
geschnittenen Arginine dieser Proteine mit einem PSSM-Wert von iiber 10 wurden als
Negativbeispiele verwendet. Tatsdchlich ldsst sich unter Verwendung aller durch die drei
Strukturalgorithmen gegebenen Werte in einem Fenster von P8-P6’ der Substrate problemlos ein
SVM-Modell mit 100% Spezifitidt und 100% Sensitivitidt durch Erhéhen der Parameter ,,gamma*
und ,,cost™ gegeniiber den Standardbedingungen (radialer Kernel, cost=1, gamma=1) generieren
(Abbildung 64A). Dieses bewertet unter den in Abschnitt 4.3.1 dargestellten Substraten 76 als
Motive mit einer zu den bekannten Substraten dhnlichen Struktur (Abbildung 64C). Optimale
Bedingungen unter Kreuzvalidierungsbedingungen waren bei den Parametern gamma=1, cost =0
(65,87 % Genauigkeit) und bei gamma=0,1, cost=5 (66,35% Genauigkeit) erreicht (Abbildung
64B). Unter diesen Bedingungen wurde allerdings auch das Maximum an als ,dhnlich®
klassifizierten Motiven erreicht (Abbildung 64C), so dass fiir die Vorhersage auch die Werte mit
minimaler Menge (gamma=1,25, cost=2 und gamma=2, cost=15) herangezogen wurden. Die

Bewertung der Struktur um die einzelnen Motive sind in Tabelle 42 dargestellt.
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Abbildung 64: Training eines Support Vektor-Modells mit strukturellen Daten der bekannten Kex2-
Schnittstellen. A: Durch Erhohung der Parameter ,,cost* (X-Achse) und y (verschiedene Wertereihen) lassen sich
Modelle generieren, die eine Matthews-Korrelation von 1 fiir die Trainingsdaten aufweisen. B: Bei einer 5-fachen
Kreuzvalidierung zeigen lediglich die Parameterpaare y=0 | cost= 5 und y=0,1 | cost =0 maximale Genauigkeit des
Modells. C: Unter den optimalen Bedingungen sind die Anzahl positiv klassifizierter Motive (Klassen ,,ProHormon*
und ,,ProProtein‘*) maximal.
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K
| .
a ProProt ProHor Ll
. S ein mon Substra
Protein S = t
nae/ Po c N .
Sc- N ol siti o '.f S Art Beschreibung
ummer i nt
Homolo on r K
9 e a
ti P +/- P +/- P +/-
o
n
CA6162 CA6162 200 653 PP 045 0,11 0,10 0,01 045 0,12 Unbekannt Opaque Phase Protein OP4 ahnlich
Cis3 CA1334 135 746 PP 043 0,09 0,08 0,03 049 0,07 7W PIR Pir-Protein
CA3614 121 410 PP 048 0,70 0,08 0,01 044 0,09
Ri Kar2 CA0915 308 954 PP 0550 030 0,07 0,01 043 0,30 Unbekannt DnaK-Typ Chaperon
ch CAGL0D02948g 295 954 PP 052 1032 006 001 043 0,32 ER _ o _
tig Kex2 YNL238W 79 59 PP 0,36 0,06 020 0,09 044 0,14 Golgi IMC Subtilisin-ahnliche Serinprotease
MFa2 YGL089C 79 68 PH 0,14 0,11 045 030 041 0,21 Sekretorisch Prohormon a-Kreuzungspheromon
P-o CA0856 198 63 PP 052 0,13 0,17 0,02 0,31 0,12
si- Pir3 CA0856 211 54 PP 036 0,11 028 0,17 0,35 0,23 Zellwand PIR Pir-Protein
tiv CA2912 119 410 PP 037 0,18 0,14 0,07 049 0,13
CA2912 129 119 PP 062 0,13 0,12 0,08 0,27 0,06
Sap98 CA0549 40 130 PP 045 0,0 0,47 0,05 0,38 0,13 Sekretorisch IMC putative sekretorische Aspartylprotease
Sun41 CA0883 45 678 PP 055 032 0,07 0,03 0,38 0,30 ZW/PM His-Box putative Zellwand B-Glukosidase
Tos1 CA2303 123 848 PP 049 014 0,07 0,02 044 0,14 ZW/PM His-Box putative Ankeruntereinheit von a-agglutinin
Fa Ifo2 CA1394 31 25 PP 054 033 0,06 0,02 0,39 0,32 Sekretorisch Unbekannte Funktion
Is Pga17 CA4679 338 293 PP 058 029 014 011 0,27 0,22 ZW/PM Unbekannte Funktion
ch Pry1 CAGLOF05137g 98 346 PP 063 0,26 0,07 0,03 0,30 0,24 Unbekannt Pr-1 verwandtes Protein
Zi? Sap9 CA4700 105 185 PP 066 031 0,08 0,07 025 0,24 ZW/PM IMC GPl-verankerte Aspartatprotease 9
tiv
Pr Kex2 CA2633 526 151 PP 0,32 0,0 0,23 0,09 045 0,10 Golgi shedding Subtilisin-ahnliche Serinprotease
o- CAGLOL13266g 45 247 PP 0,35 0,07 017 012 049 0,12 N-terminal i
te Prb1 114 70 PP 0,29 0,08 0,25 0,08 046 0,10 Vakuole IMC Vakuolare Protease B
as YEL060C 188 522 PP 044 023 0,09 004 047 0,19 IMC
o Pep4 CAGLOMO02211g 68 59 PP 058 0,09 0,22 0,01 0,31 0,09 Vakuole IMC Vakuolare Aspartatprotease A
Ste13 YOR219C 162 59 PP 061 006 005 0,03 0,34 0,05 Golgi shedding Dipeptidyl-Aminopeptidase

Tabelle 42: Bewertung der Struktur um die einzelnen potentiellen Schnittstellen (Seiten 111-115). Aufgelistet sind alle Motive, die durch den Algorithmus als dhnlich zu
den Trainingsdaten bewertet werden. Richtig-Positiv: bekannte Schnittstellen, die nicht im Trainingsset enthalten waren, Falsch-Positiv: Motive fiir die keine Prozessierung
beobachtet werden konnte. Alle anderen Motive sind nach funktionellen Gruppen der Proteine geordnet.
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K
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a ProProt ProHor ein
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Gpi16 YHR188C 276 59 PP 0,32 0,08 024 0,11 044 0,15 ER Untereinheit des GPI-Transamidase Komplex
Gpi8 CAGLOMO01298g 128 434 PP 042 009 0,09 0,03 049 0,09 ER Untereinheit des GPI-Transamidase Komplex
CAGL0J087569g 267 68 PP 041 0,14 0,18 0,08 041 0,19
CAGL0J087569g 718 95 PP 039 009 026 0,11 035 0,17 . . .
Hrd3 YLR207W 266 158 PP 044 013 007 002 049 013 ER Teil der ER-lokalisierten Qualitatskontrolle
YLR207W 269 118 PP 047 0,03 0,48 0,05 035 0,04
Nvj1 CAGLOMO7205g 185 265 PP 041 016 026 009 033 019 ER e Ehe e EEE Ve [em el On ANEEIET
E Nukleus und Vakuole
R- Orm1 CA0894 105 341 PP 053 0,96 0,07 0,02 040 0,16 ER Unbekannte Funktion
Re Pdi1 CAGL0J02068g 128 301 PH 025 0,03 029 0,18 046 0,15 ER Disulfidisomerase
si- CAGLOL10670g 207 102 PP 051 0,1 0,08 0,04 041 0,10 .
de Rot1 YMR200W 226 130 PP 049 008 007 002 043 0,06 ER Shedding Co-Chaperon
nt Scs3 YGL126W 220 140 PP 038 0,09 0,12 0,038 049 0,10 ER Protein der Inositol-Phospholipidsynthese
Ted1 CAGLOL00979g 337 59 PP 050 0,05 0,22 0,05 028 0,06 ER Unbekannte Funktion
Tyw1 YPL207W 155 96 PP 049 0,14 0,17 0,05 0,34 0,17 ER Protein der Wybutosinsynthese
43 151 PP 040 0,96 0,42 0,03 048 0,19 . e
YKLO27w CA2730 399 426 PP 033 018 024 011 043 019 ER Molybdopterin-modifizierendes Enzym
YOR238W YOR238W 253 48 PP 033 0,06 023 0,06 044 0,09 ER Unbekannte Funktion
Hijt CAGLOM04499g 193 140 PP 041 012 012 003 047 0,11 ER Shedding Teil der ER-lokalisierten Qualitatskontrolle
Ahnlich zu E. coli DnaJ
Prot Mnn10 YDR245W 109 142 PP 040 0,70 0,48 0,05 042 0,14 Golgi Galaktosyltransferase
ein Mnn6 CA0951 187 96 PP 043 0,3 0,08 0,03 049 0,13 Golgi Shedding a-1,2-Mannosyltransferase
Man 307 39 PP 061 0,43 0,09 0,01 030 0,13 .
o Mnt2 CA1820 607 93 PP 033 003 023 010 044 013 Golgi Mannosyltransferase
sylie Mnt3 CAGLOH09240g 505 93 PP 042 020 0,10 0,04 048 0,23 Golgi a-1,3-Mannosyltransferase
rung Mnt4 CA2418 154 392 PP 046 0,13 0,43 0,03 041 0,14 Golgi Shedding Mannosyltransferase
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n
16 99 PP 049 021 0,6 0,06 035 0,16
27 70 PP 049 0,48 0,17 0,03 0,34 0,16
54 138 PP 053 0,3 0,07 0,03 040 0,15 Sekretorisch
Po Ddr48 CA4336 73 88 PP 053 0,4 0,13 0,03 0,34 0,12 (nicht-klassisch) Prohormon Stressantwortprotein
ly- 154 138 PP 057 0,42 0,09 0,03 0,34 0,13
pe 181 70 PP 058 0,08 0,5 0,06 028 0,05
p- 200 56 PP 054 0,13 0,09 0,03 037 0,15
tid CA3122 41 156 PP 054 005 0,13 0,08 0,33 0,07
Vo CA3122 68 420 PP 036 0,19 020 0,10 043 0,20
r- CA3122 92 114 PP 037 0,17 0,96 0,06 046 0,18
la CA3122 116 271 PP 042 0,07 016 010 042 0,14
u- YDR262w CA3122 161 94 PP 055 0,42 0,09 0,03 036 0,15 ZW/PM Prohormon Erhohte Expression bei Zymolyasebehandlung
fer CA3122 186 211 PP 044 0,17 0,16 0,07 040 0,16
CA3122 225 99 - 037 011 009 0,02 054 011
CAGLOMO08734g 34 43 PP 049 0,3 0,06 0,02 045 0,12
YDR262W 44 85 - 023 004 022 011 054 0,07
Ze CA3295 CA3295 551 123 PP 041 0,09 0,12 0,02 047 0,11 ZW/PM Prohormon Opaque Phasen spezifisch
1l- Chs2 CA5537 22 235 PP 046 0,70 0,48 0,05 0,37 0,11 Plasmamembran Chitinsynthase
w Chs3 YBR023C 85 92 PP 062 0,3 0,08 0,01 030 0,13 Verschiedene Chitinsynthase 3
an Crh12 CA1835 393 79 PP 046 0,12 0,06 0,04 048 0,08 ZW/PM Shedding Chitintransglykosidase
d- Dan4 YJR151C 1077 64 PP 045 0,42 0,05 0,038 049 0,15 ZW/PM Shedding Nur unter anaeroben Bedingungen exprimiert
au Sps22 CAGL0B00616g 399 277 PP 038 0,0 0,13 0,05 049 0,11 ZW/PM Shedding B-Glukan Organisation
f-
ba YLR194C CAGLOA04081g 222 351 PP 042 0,07 020 0,06 038 0,10 ZW/PM Shedding Zellwand Strukturprotein
u
A 59 731 PP 043 0,43 0,07 0,03 050 0,10 i mp
d- Rbt1 CA2830 73 164 PP 050 010 007 003 042 008 ZW/PM Adhasin ahnlich zu Hwp1
ha 398 40 PP 051 0,6 0,17 0,07 0,32 0,13
:r|| Flo10 CAGLOE00275 449 283 PP 060 010 010 002 030 012 ZWI/PM Adhasin vom Flocculin-Typ
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n
Atg15 YCRO68W 139 42 PP 0,31 0,08 024 010 045 0,16 Golgi Lipase
Csh1 YBR161W 348 165 PP 046 0,19 0,06 0,02 048 0,18 Vakuole Mannosylinositol-phosphorylceramide Synthase
A 248 48 PP 0,31 0,07 023 013 046 0,19 . .
n- Pfa4 YOLO03C 250 64 PP 031 006 022 011 048 016 Vakuole C-terminal Palmitoyltransferase
de Pho8 CAGLOHO07359g 224 79 PP 045 0,08 0,19 0,08 0,36 0,12 Vakuole Alkalische Phosphatase
re Plb1 CAGL0J11770g 59 64 PP 0,38 0,08 0,13 0,03 049 0,08 ZW/PM Lysophospholipase
En PIb2 YMRO006C 61 64 PP 040 0,12 0,11 0,01 048 0,13 ZW/PM Lysophospholipase
zy Ppn1 CAGLOK06237g 80 0 PP 041 0,76 0,43 0,03 046 0,17 Vakuole Shedding Endopolyphosphatase
m Rny1 CAGL0J06820g 104 502 PP 0,37 0,09 0,17 0,07 046 0,15 sekretorisch Ribonuklease
e Vic4 YJLO12C 399 259 PP 040 0,09 0,13 0,03 046 0,12 Vakuole Polyphosphate
YMR317w CAGLOE00187g 179 277 PP 055 0,08 0,10 0,01 0,35 0,08 Sekretorisch Putative Sialidase
Ynd1 YER0OO5W 265 47 PP 0,31 004 020 010 049 0,13 Golgi Apyrase
A Bud8 CAGL0B03091g 83 54 PP 046 0,16 0,06 0,03 047 0,13 Verschiedene Zellknospung
n- Lem3 CAGL0D02442g 48 149 PP 046 0,10 0,27 0,05 0,38 0,15 Plasmamembran Translokation von Phospholipiden Uber die
de YNL323W 51 149 PP 044 0,12 0,18 0,07 0,38 0,16 Plasmamembran
re Mrl1 YPRO79W 44 482 PP 050 0,12 0,05 0,03 045 0,10 Vakuole Loop Putativer Mannose-6-phosphate Rezeptor
Ni CAGLO0L08448g 159 288 PP 040 0,05 0,10 0,01 0,50 0,06 . . . . )
ch Nce102 YPR149W 160 208 PP 065 006 007 002 028 0.06 Plasmamembran Loop Beteiligt an der nicht-klassischen Proteinsekretion
t- CAGLOMO01386g 7 407 PP 053 0,47 0,12 0,02 0,35 0,18
En
2y VT2 YDR326C 9 565 PP 047 008 012 001 041 0,09 Yelsrelt S AEagieEs
& ; ; ) ; ; ;
e
Sp YDRO89w CAGL0C036969g 304 212 PP 067 0,03 006 0,02 0,26 0,04 Plasmamembran Nickel-Suszeptibilitat
ur Ctr2 CAGLO0102508g 115 65 PP 055 0,14 0,06 0,03 0,39 0,11 Vakuole Loop Kupfertransport-Protein
en YJL132W YJL132W 307 114 PP 0,38 0,08 013 0,038 0,50 0,10 Membranfraktion Induziert durch Zinkmangel
el
e
m
en
t Fre5 YOR384W 26 96 PP 0,29 0,09 0,23 0,0 049 0,07 Plasmamembran Eisen-Reduktase
A
qu
isi
tio
n
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Pr CA0338 CA0338 134 444 PP 0,39 0,14 023 0,08 0,38 0,18 Sekretorisch Unbekannte Funktion
o- CA0339 CA0339 165 295 PP 052 0,19 0,11 0,02 0,37 0,19 Sekretorisch Unbekannte Funktion
te- CA0340 CA0340 146 772 PP 0,37 0,13 0,15 0,06 048 0,17 Sekretorisch Unbekannte Funktion
i CA2994 CA2994 322 498 PP 051 0,12 0,44 0,038 0,35 0,14 Plasmamembran Shedding Unbekannte Funktion
ne Pga18 CA2405 688 490 PP 0,34 0,09 0,27 0,05 050 0,11 ZW/PM Shedding Unbekannte Funktion
un Pga49 CA1360 470 48 PP 055 0,42 0,05 0,038 040 0,09 ZW/PM Unbekannte Funktion
be Pin2 CAGL0OB044779g 228 61 PP 045 020 0,41 0,038 044 0,19 Plasmamembran Unbekannte Funktion
Kka Prm5 CA2394 20 369 PP 0,35 005 0,48 0,06 047 0,10 Plasmamembran Unbekannte Funktion
o YBR255W CA4624 17 468 PP 047 0,0 0,06 0,03 047 0,07 Microsomes Unbekannte Funktion
ter YFL0O42C YFL042C 137 52 PP 048 0,19 0,06 0,03 046 0,17 Golgi Unbekannte Funktion
Fu YFL042C YFL042C 162 41 PP 057 0,43 0,05 0,03 0,38 0,12 Golgi Unbekannte Funktion
nk YLRO57W YLRO57W 188 265 PP 051 022 0,08 0,06 040 0,16 Golgi Unbekannte Funktion
ti- YLRO72w CAGLOL13134g 125 68 PH 0,26 0,04 026 014 048 0,14 Microsom Unbekannte Funktion
46 440 PP 060 0,12 0,43 0,02 0,28 0,10 . .
on YMR244W YMR244W 328 593 PP 054 016 016 005 030 0412 ZW/PM Shedding Unbekannte Funktion
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5 Diskussion

Die Protease Kex2 ist eine im Trans-Golgi-Netzwerk von Pilzen lokalisierte Endoprotease,
welche im Transit befindliche Proteine an spezifischen Schnittstellen schneidet und auf diese
Weise aktiviert [75]. Trotz der biochemisch gut charakterisierten Aktivitit von Kex2 aus
Saccharomyces cerevisiae [24, 46, 48, 49] sind iiber die zwei bekannten Substrate Killertoxin
[141] und a-Kreuzungspheromon [27] hinaus nur wenige Proteine bekannt, fiir die eine
Prozessierung durch Kex2 erfolgt. Trotzdem ist es in der Literatur iiblich, Proteine mit einem in
relativer Ndhe zum N-Terminus gelegenen dibasischen ,,KR“-Motiv als putative Kex2-Substrate
zu annotieren bspw. das Adhesin Hwp1 [142]. Es gibt jedoch Beispiele dafiir, dass Kex2 auch C-
terminale [143] oder endogene Prozessierungsstellen in Proteinen mit mehreren
Transmembrandominen [144] erkennt und schneidet, so dass generell davon ausgegangen
werden muss, dass Kex2-Prozessierungen nicht nur auf N-terminale Bereiche beschriankt sind.
Gleichzeitig finden sich viele verschiedene Proteine mit ,,KR“-Motiven, fiir die in der Literatur
keine Prozessierung beschrieben wurde. Daraus folgt, dass die in der Literatur {bliche
Beschreibung der Schnittstelle als ein in Ndhe des N-Terminus gelegenes KR-Motiv weder

ausreichend noch spezifisch ist.

Die wenigen iiber das Kreuzungspheromon und Killertoxin hinaus bekannten Substrate von
Kex2 sind Vertreter wichtiger Enzym- und Strukturproteinklassen [32, 145, 146]. Dieses spiegelt
sich auch in den pleiotropen Phianotypen von Kex2-Deletionsmutanten wieder [32, 35], die eine
allgemeine Schwichung der Zellwand- und Plasmamembranintegritdt aufweisen. Diese
Schwiéchung der Zellwand, und potentiell eine ausbleibende Aktivierung verschiedener, an
Infektionsprozessen beteiligter Proteine, flihrt bei den beiden humanpathogenen Pilzen

C. albicans und C. glabrata zu einer reduzierten Virulenz [32, 36].

In dieser Arbeit wurden daher Substratproteine von Kex2-Proteasen aus Pilzen im Allgemeinen,
sowie in C. albicans und C. glabrata im Speziellen, in silico identifiziert und experimentell
iiberpriift. Aufgrund der erweiterten experimentellen Basis wurde anschlieBend ein erweitertes

Modell zur Vorhersage von Kex2-Substraten in Genomdaten entwickelt.
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5.1 Entwicklung einer neuen Methode zur Vorhersage subzellulirer Proteinlokalisation

Das Protein Kex2 ist in der Zelle hauptsichlich in einem spdten Kompartiment des Trans-Golgi-
Netzwerks lokalisiert [75]. Daher kommen als Substrate nur solche Proteine in Frage, die dieses
Kompartiment selbst passieren. Zur Vorhersage von Kex2-Substratproteinen musste daher eine
Methode (,,SLoPF-DB* fiir ,,Datenbank Subzelluldrer Lokalisation von Proteinen aus Fungi®)
entwickelt werden, die in der Lage ist, solche Proteine aus dem Genom vorherzusagen, die im
sekretorischen Weg zumindest liber das ER hinaus transportiert werden.

Innerhalb der Zelle werden Proteine aufgrund verschiedener, in der Proteinsequenz kodierten
Lokalisationssequenzen sortiert und iiber die unterschiedlichen Membranen der Kompartimente
transloziert. Das Sortierschema, welchem SLoPF-DB folgt, dhnelt im Wesentlichen einem
angendherten Zwei-Schritt Sortierungsprozess, wie er auch in der Zelle funktioniert. Es wird
zundchst eine Klassifizierung in ,nicht-sekretorisch*/,,sekretorischer Weg*/,,mitochondrial*
vorgenommen (,,primdre Ebene*), wobei in die Klasse ,,sekretorischer Weg®™ auch alle nicht-
mitochondrialen Transmembranproteine und Proteine der Mikrokdrperkompartimente fallen. Die
Klassen ,,nicht-sekretorisch® und ,,sekretorischer Weg*“ werden dann weiter aufgeteilt auf
,Zytosolisch*/,,nukleédr* bzw. »ER*/,,Golgi*/,,Vakuole*/,,Peroxisom‘’/,, Extrazellularraum*
(,,sekundire Ebene®).

Die verschiedenen, in der Literatur beschriebenen Lokalisationssignale weisen in der Regel
keine einfache Konsensussequenz auf. Somit ist in silico eine genaue Klassifizierung anhand
dieser nicht immer mdglich. Daher gibt es fiir die verschiedenen Lokalisationssignale auch
verschiedenste Ansdtze und Algorithmen, diese vorherzusagen [147]. An dieser Stelle wurde
eine Kombination aus verschiedenen Methoden entwickelt, deren Zusammenspiel zu einer
erhohten Qualitit der Aussage flihrt.

Es wurden zu Vorhersagen nicht nur die verschiedenen Lokalisationssignale, sondern auch die
Aminosdurezusammensetzung [123-126] und die Ergebnisse einer Textanalyse von
Proteinannotationen [129] herangezogen.

Die Vorhersage mittels Analyse der Aminosdurezusammensetzung basiert darauf, dass aufgrund
der verschiedenen physikochemischen Bedingungen (pH-Wert, Ionenstirke) in den
verschiedenen Kompartimenten der Zelle sich die Proteine, die dort lokalisiert sind, in der
Aminosdurezusammensetzung der Oberfliche unterscheiden [123]. Der in der Literatur
beschriebe Algorithmus (Supportvektormodell) [126] war allerdings nicht geeignet, da er nur Ja/

Nein-Aussagen zulieB, hier jedoch spiter Wahrscheinlichkeitswerte bendtigt wurden. Daher
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wurde aus den Trainingsdaten [126] ein neues Supportvektormodell [90] generiert, welches dies

ermoglichte.

Der dritte hier verwendete Ansatz, die Textanalyse, beruht auf der statistischen Analyse von
Annotationen eines Proteins und/oder seiner Orthologen [129]. Es werden Wahrscheinlichkeiten
fiir die Lokalisationskategorien errechnet, indem fiir in den Annotationen der Proteine
gefundene, vorher festgelegte, Vokabeln Punkte vergeben werden. Problematisch bei dieser
Methode ist, dass sie nur flir Proteine eine Aussage treffen kann fiir die auch Annotationen
vorliegen. Somit sind aus dem Validierungsset (siche unten) nur 3001 Proteine (60,5%) mit
dieser Methode klassifizierbar, dafiir allerdings mit einem sehr hohen positiv pradiktiven Wert.
Ein Teil der Problematik bei statistischen Verfahren, wie sie hier angewandt werden, sind
Ausreiflersequenzen, welche leicht vom Idealmodell abweichen und auf diese Weise ,,gerade
eben“ falsch klassifiziert werden. Fehler durch solche Ausreiler konnen normalerweise durch
Mittelwertbildung vermindert werden, wie es beispielsweise bei physikalischen Messverfahren
durch mehrere Messwiederholungen iiblich ist. Da eine schlichte ,,Messwiederholung* der
Lokalisationsvorhersage hier wieder zu einem identischen Ergebnis fiihrt, ist dies nicht
praktikabel. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass orthologe Sequenzen eines Ausreilers
richtig klassifiziert werden und daher als ,,quasi Messwiederholung® herangezogen werden
konnten.

Daher wurden Ergebnisse dieser verschieden Methoden mit der Gruppierung von orthologen
Sequenzen [130] der 17 zum Zeitpunkt dieser Arbeit vollstindig sequenzierten und
verdffentlichten Pilzgenome gekoppelt und innerhalb solcher Gruppierungen gemittelt.
Abschlieend wurden die hier durchgefiihrten Vorhersagen von subzelluldren Lokalisationen
mittels 4940 Proteinen bekannter Lokalisation von S. cerevisiae validiert: bei Anwendung dieser
Methode auf das Testset zeigte sich (Abbildung 15), dass die Lokalisationsvorhersage aufgrund
von Lokalisationssequenzen eine sehr hohe Effizienz beziiglich der Erkennung von Proteinen des
sekretorischen Weges aufweist. Fir mitochondriale Proteine ist diese Methode weniger
spezifisch, weil viele der Proteine aufgrund eines von TargetP nicht erkannten mitochondrialen
Signalpeptids als zytoplasmatisch eingestuft werden (nicht gezeigt).

Die Performance der kombinierten Lokalisationsvorhersage aus Lokalisationssequenzen,
Aminosdurenzusammensetzung und Textanalysen wurde unter Verwendung der verschiedenen
Genomgruppierungen gemessen. Die Messungen der Performance (Matthews-Korrelation) fiir
die drei verschiedenen Lokalisationen ,,sekretorisch®/, nicht-sekretorisch®/, mitochondrial*
(Abbildung 18 B, C und D) zeigten, dass die Klassifikationsgenauigkeit proportional zur Anzahl

der verwendeten Genome steigt. Der Effekt ist bei der Klassifikation in die Klassen
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,sekretorisch® und ,,nicht-sekretorisch* am stiarksten, wéhrend er fiir die Gruppe ,,mitochondrial*

nur moderat ansteigt.

Den groBiten Anteil an Fehlklassifikationen mittels Aminosdurezusammensetzung auf der
primdren Ebene stellt die Verwechslung von mitochondrialen und nukleéren Proteinen dar, was
auf die Redundanz des transkriptionellen Apparates zuriickzufiihren ist (nicht gezeigt). Dieses
war im Rahmen dieser Arbeit aber nicht von Bedeutung, da keine der beiden Klassen als Kex2-
Substrat in Frage kam.

Tatséchlich konnte beobachtet werden, dass bei Verwendung der Proteome Analyst Daten die
Gesamtperformance signifikant ansteigt (Abbildung 19A), sich aber spezifisch die Vorhersage
von sekretorischen Proteinen verschlechtert (Abbildung 19B). Dies war vor allem auf eine we-
sentlich hohere Falsch-Positiv-Rate durch peripher assoziierte Proteine zuriickzufiihren. Eine
Analyse des Validierungssets ohne Verwendung des Proteome Analyst mit der Orthologengrup-
pe 3 zeigte eine nur moderate Vorhersagequalitit fiir die Unterkompartimente (Abbildung 20).
Daher wurden die Vorhersagen des Proteome Analyst lediglich fiir die Vorhersage innerhalb des
sekretorischen Subproteoms verwendet, nicht jedoch fiir den Eintritt in den sekretorischen Weg.
Ein weiteres Beispiel fiir die Qualitit der hier vorgestellten Verfahrensweise zeigt, dass alle se-
kretorischen Proteine, die in einer genetischen Studie in C. albicans gefunden wurden [148], un-

abhéngig davon auch hier gefunden wurden.

5.2 Schnittstellen im Gesamt- und sekretorischen Proteom

Die Suche nach Kex2-Schnittstellenmotiven im so vorhergesagten Subproteom des
sekretorischen Weges inklusive der entsprechenden Membranen zeigt, dass auf diese Weise 2/3
der Motive ausgeschlossen werden konnen (Abschnitte 4.1 und 4.3). Aufgrund der geringen
GroBe des sekretorischen Subproteoms ldsst sich aus dieser Menge folgern, dass diese Motive in
Proteinen des sekretorischen Weges mit etwa der doppelten Frequenz auftreten, wie im
restlichen Proteom. Die Bewertung bekannter Schnittstellen (Abbildung 22, 1-4) ist im
sekretorischen Subproteom relativ zur Gesamtzahl der gefundenen Proteine hoher als im
Gesamtproteom. Dies zeigt, dass die hier entwickelte PSSM im Zusammenspiel mit der
Lokalisationsvorhersage erfolgreich Schnittstellen von Kex2 aus Genomdaten anreichern kann,
die so gefilterten Daten aber manuell weiter analysiert werden miissen.

Nach manueller Uberpriifung der oberen 10% der gefundenen Proteine mit Motiven, die
Ahnlichkeit zu Kex2-Schnittstellen aufwiesen, wurden bei C. albicans 214 Motive aus 132

Proteinen (163/116 bei C. glabrata und 177/139 bei S. cerevisiae) weiterverwendet. Die
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Gruppen sind in den Tabelle 21 bis Tabelle 35 aufgelistet, die restlichen Motive finden sich in

Anhang 11.2.

5.3 Substraterkennung an der P1'-P4'-Region

In der Literatur sind biochemische Daten fiir die Substratspezifitdt von ScKex2 nur fiir den P4-
P1-Bereich, nicht aber fiir den P1'-P4'-Bereich vorhanden. Die Schnittstelle in Substraten von
Kex2 wird in der Literatur im Allgemeinen als [K/R]R bzw. XX[K/R]R angegeben. Allerdings
gibt es statistische Daten zu Schnittstellen von Furinen in Proteinen verschiedener hoherer Orga-
nismen [57] die besagen, dass hier hdufig negativ geladene Aminosduren auftreten. Dieses findet
sich auch in den hier untersuchten Substraten von Kex2 bei Pilzen (Abschnitt 4.4.8): insbesonde-
re in den P1° und P2’-Positionen findet sich eine Uberreprisentation negativ geladener oder klei-
ner, aliphatischer Aminosduren. Positiv geladene Aminosduren sind stark unterrepréisentiert,
bzw. kommen an P1’ gar nicht vor. Tatsdchlich fiihrt die Deletion von 18 Aminosduren C-termi-
nal der prozessierten Kex2-Schnittstelle, darunter auch der an P1’ gelegenen, negativ geladenen
Aspartatseitenkette in ScPir4 (KAKR|DVIS - KAKR|AQAT) zum Verlust der Prozessierung
des Proteins [149].

Um zu untersuchen, ob sich in der Struktur der Kex2 und Furin-Proteine Bindungstaschen identi-
fizieren lassen, die diese potentielle Substrataffinitit erkldren wiirden, wurde ein Alignment der
entsprechenden 3D-Strukturen [28, 53] angefertigt. Zusétzlich wurde die Raumstruktur einer
bakteriellen Subtilase, des Kumamolisins [139], in das Alignment aufgenommen. Diese Struktur
enthélt aufgrund einer Mutation im aktiven Zentrum noch das Propeptid. Das Propeptid wird in-
tramolekular in analoger Weise zur intermolekularen Hydrolyse abgespalten [131, 150], und so
lasst sich die Enzym-Propeptid-Bindung auf die intermolekulare Substraterkennung iibertragen.
Die Propeptid-Schnittstelle verlduft durch das aktive Zentrum, daher ist eine intermolekulare Hy-
drolyse nicht mdglich (Abbildung 59).

Folgt man dem Verlauf der Prodoméne entlang der Substraterkennungsregionen S4-S1 von
Kex2, Furin und Kumamolisin (Abbildung 60), so zeigt sich, dass diese Regionen raumlich
dhnlich aufgebaut und die Substratspezifitit durch, wenn auch unterschiedliche, Aminosiduren
generiert werden, die an analoger Position sowohl in der Struktur als auch im Sequenzalignment
zu finden sind (Abbildung 60 und [139]). Die Taschen S1° bis S3’ finden sich bis auf kleinere
Abweichungen dort, wo sie auch in der Literatur vorhergesagt wurden. Ein wesentlicher
Unterschied zeigt sich bei der Bindung der P4’ Position: hier nimmt die Linkerdoméane einen
vollstidndig anderen Verlauf, als fiir den Inhibitor Eglin C vorhergesagt (lila eingeféarbter Bereich

in (Abbildung 60 und [58]). Die Aminosdure an P5’ ist vom Protein weggedreht, so dass sie
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keine Interaktionen ausbilden kann. Die Aminosdure an der P6’-Position ist zwar zum Protein

hin ausgerichtet aber bereits nicht mehr in Reichweite.

Bei Betrachtung der putativen Interaktionspartner der einzelnen Aminosduren in den
Substratbindedoménen von Kex2 und Furin (Abbildung 61) lassen sich fiir die Bindungstaschen
in Kex2 und Furin jeweils charakteristische Eigenschaften vorhersagen (Abschnitt 4.5.2.1). Von
besonderer Bedeutung ist hier die auffillig starke positive Ladung der S1° und etwas weniger die
der S2’-Tasche. Diese Ladung erklért die Priferenz der Proteasen gegeniiber negativ geladenen
Aminosduren insbesondere an P1°, und ebenfalls die etwas abgeschwéchtere an P2’. Die positive
Ladung wird durch zwei Histidine (Positionen f und E) und bei Furin zusitzlich durch ein
weiteres Arginin (Position e, Tyr in Kex2) vermittelt. Tatsdchlich findet sich diese
Ladungsverteilung auch in der Schnittstelle der Propeptide wieder: diese autokatalytisch
prozessierte Schnittstelle trdgt in den Furinen ein konserviertes Aspartat, bei Kex2 nicht.

Des Weiteren ist diese Tasche in beiden Proteinen direkt neben der S2-Tasche gelegen. Hier
wiirde eine positiv geladene Seitenkette des Substrats diese Ladung noch weiter verstdrken.
Diese ist insbesondere fiir Kex2 von Bedeutung, da dieses Enzym im Gegensatz zu Furin an P2
stark auf positive Ladungen (hauptsédchlich Lysin) selektiert.

Ein dhnlicher Unterschied ist auch in der putativen S4’-Tasche zu beobachten. Wieder wird der
Eingang der Tasche von zwei polaren, ungeladenen Aminosduren (Serin und Threonin bzw.
Glutamin, Positionen D und F) gebildet, wobei sich terminal eine geladene Aminoséure befindet.
Bei Kex2 ist dies ein positiv geladenes Histidin (Position G), bei Furin eine negativ geladene
Glutaminsdure. Interessant ist auch, dass beide Aminosauren aus unterschiedlichen Kontexten in
der Primérstruktur des Proteins kommen, obwohl sie in der Struktur eine fast identische

Konformation annehmen.

5.4 Die biochemischen Daten von S. cerevisiae Kex2 sind nur bedingt auf die Kex2-
Proteine anderer Pilze iibertragbar

Aus der Literatur ist bekannt, dass das CaKEX2-Gen die Deletion von ScKEX2 komplementieren
kann [32] und ScKEX2 wiederum die Deletion von SpKRP1 aus S. pombe [41]. Das spricht zu-
ndchst dafiir, dass die entsprechenden Proteine eine identische Funktion und auch Substratspezi-
fitét besitzen.

Ein Vergleich der in vitro Aktivitdt der in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Proteasen
aus S. cerevisiae, C. albicans, C. glabrata und P. pastoris zeigt, dass die Aktivitdt gegeniiber
dem Substrat KVKR-pNA bei allen vier Proteasen bei pH 7,3-7,5 (Abbildung 33A) am stérksten

und damit dhnlich wie fiir ScKex2 bereits beschrieben [135] ist. Auch das Temperaturoptimum
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war bei allen vier Protease vergleichbar. Allerdings lag es nicht, wie angenommen, in einem

Bereich um 30°C-37°C, welches einer idealen Umgebungstemperatur unter Kulturbedingungen
oder in der Infektionssituation entspriche, sondern bei unphysiologisch hohen Temperaturen um
50°C (Abbildung 33B).

Die Tatsache, dass die Enzyme bei solch hohen Temperaturen noch stabil sind, ist
moglicherweise auf die strukturell stabilisierende Wirkung der P-Domine zuriickzufiihren [54].
Eine biologische Signifikanz lésst sich diesem Phdnomen wahrscheinlich nicht zuordnen, da die
Organismen bei diesen Temperaturen nicht wachsen konnen. Das gilt insbesondere fiir P.
pastoris. Dieser Pilz kann nur bis zu einer maximalen Temperatur von 30°C wachsen. Auch sind
solche Bedingungen in vivo nicht zu finden, da beispielsweise fiir C. albicans und C. glabrata
die Korpertemperatur des Wirtes, auch bei extremen Fieber, nicht tiber 44°C steigt.

Einige der hier untersuchten Substrate werden jedoch nicht von allen gleich effizient geschnitten.
Bei der Prozessierung der a-Pheromon Vorlduferproteine und dem Prohormon CaEcel konnte
zwar beobachtet werden, dass alle Proteine von allen Proteasen geschnitten werden und dass die
der Vorhersage entsprechenden Zwischenprodukte in Erscheinung traten, dennoch war die
jeweils aus dem entsprechenden Organismus stammende Protease gegeniiber dem Substrat am
aktivsten. Das ldsst darauf schlieBen, dass die Kex2-Proteasen und die Schnittstellen der
Pheromonvorldufer und andere Prohormone zueinander optimal angepasst sind.

Besonders auffillig war der Unterschied bei der Prozessierung des Prohormons CA0365:
wiederum wurde das Polypeptid am effizientesten von der Protease des Herkunftsorganismus
(hier CaKex2) prozessiert. Im Gegensatz zu den vorigen Proteinen wurde CA0365 jedoch gar
nicht von ScKex2 prozessiert (Abbildung 39). Dies weist darauf hin, dass es im Einzelfall
zwischen den Proteasen gravierende Unterschiede in der Substraterkennung geben muss.

Um zu untersuchen, ob dies mit den in der Literatur  beschrieben
Substraterkennungsmechanismen zu erkldren 1ist, wurde ein Vergleich der an der
Substraterkennung beteiligten Bereiche zwischen den einzelnen Kex2-orthologen Proteinen
angefertigt (Abbildung 62). Dieser zeigte zundchst einen hohen Grad an Konservierung
zwischen den einzelnen Enzymen, insbesondere zwischen den evolutiondr ndher stehenden.
Daher konnten hier keine Unterschiede aufgezeigt werden, die die oben beschriebenen
Unterschiede in der Substraterkennung erkléren wiirden.

Allerdings lassen sich bestimmte Aminosduren aufzeigen, die zwischen Hemiascomyceten und
Ascomyceten unterschiedlich sind: die Kex2-orthologen Proteasen der Ascomyceten tragen

iiberall dort geladene Aminosduren, wo sie entweder in ScKex2 oder MmFurin vorkommen
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(Abbildung 62). Das spricht fiir eine wesentlich stirkere elektrostatische Selektion bei diesen als

bei jeweils ScKex2 oder MmFurin.

5.5 Die dreidimensionale Struktur des Substrats beeinflusst seine Prozessierbarkeit

Die in den Experimenten beobachtete Unterteilung in prozessierte und nicht prozessierte
Schnittstellen ldsst sich mit der Ladungsverteilung um die Schnittstelle herum nur anndhernd
erkliaren. Einige Proteine besitzen Motive, die dem Modell sehr gut entsprechen, aber nicht
geschnitten werden. Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phdnomen ist, dass die entsprechenden
Aminosduren nicht fiir die Protease zugéinglich sind.

Ein Experiment mit denaturiertem CaEcel oder Cal873-Protein zeigt, dass dieses weniger
effizient geschnitten wird als natives Protein (Abbildung 55). Hierfiir gibt es zwei mogliche
Erklarungen: einerseits konnte die Ausbildung einer spezifischen Struktur fiir die Proteolyse
nétig sein, andererseits konnten im denaturierten Protein die Schnittstellen groftenteils in

unspezifischen Konglomeraten vor der Protease geschiitzt sein.
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Abbildung 65: Strukturen von Substratproteinen. A: Raumliche Darstellung der bakteriellen Glukanase 1CPM.
N-Terminus gelb unterlegt. B: Die Raumstruktur des zu den Pry-Proteinen homologen Proteins VesV5
(PDB:1QNX) zeigt, dass das konservierte Arginin nicht fiir die Protease zugénglich ist, da es zum Inneren des
Proteins hin orientiert ist. C: Raumstruktur der Phospholipase A2 aus Homo sapiens. Die zu den Kex2-
Schnittstellen-Motiven analogen Bereiche (gelb, Pfeile) liegen in unflexiblen Bereichen des Proteins am Ubergang
zu einer N-terminalen Doméne, welche in Proteinen aus Pilzen fehlt (gelber Kasten). D: Die Raumstruktur des
Mns1-Proteins aus S. cerevisiae (PDB: 16GI) zeigt, dass sich die Schnittstelle an einer exponierten Stelle der
Proteinoberfliche befindet und dass das Pl-Arginin fiir die Protease erreichbar ist. E: Raumstruktur der
entsprechenden Phosphatase aus Debaryomyces castellanii. Die zu den nicht geschnittenen Motiven analogen
Bereiche (gelb) befinden sich an exponierten Stellen der Struktur. F: Raumstruktur des zu ScKar2 homologen
Proteins Hsc70 aus B. taurus. Das Motiv mit Kex2-Schnittstellen geht aus einer exponierten Schleife an der
Oberflache des Proteins in eine a-Helix iiber.
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Die Betrachtung der dreidimensionalen Raumstruktur der Pry-homologen Proteine ldsst hier eine

differenzierte Interpretation der Ergebnisse zu: da CaRbt4 nicht geschnitten wurde und nach
Proteolyse von CgPryl nur die Produktbanden bei 17 und 18 kDa (Schnitte vor der konservierten
Region), nicht aber die bei 15 kDa (Schnitt in der konservierten Region) nachweisbar waren
(Abbildung 48), ist davon auszugehen, dass Pry-Proteine nicht an dem konservierten Arginin
prozessiert werden, sondern nur in den vorderen Regionen. Dagegen spricht, dass CgPry2 auch
prozessiert wurde, und zwar zwangsldufig an der einzigen Schnittstelle in Region 3. Allerdings
fand die Prozessierung mit niedrigerer Effizienz statt. Beides konnte darauf hinweisen, dass die
Renaturierung von CgPry2 nicht korrekt stattgefunden hat, und die Prozessierung durch Kex2 an
dieser Stelle ein Artefakt ist. Diese Hypothese wird auch durch Strukturanalysen von homologen
Proteinen aus anderen Organismen unterstiitzt: in dem Modell fiir das Protein Ves V5, das
Hauptallergen aus Wespengift der Art Vespula vulgaris (PDB:1qnx, [151]), ist das konservierte
Arginin innerhalb einer a-Helix Struktur lokalisiert und die Seitenkette zum Inneren des Proteins
hin gewandt (Abbildung 65B, gelb, mittig oben). Eine identische strukturelle Orientierung lésst

sich auch in weiteren Proteinen beobachten (bspw. PDB:1cfe und 1smb, Daten nicht gezeigt).

5.5.1 Schnittstellen prozessierter Proteine sind exponiert

Die in dem Chaperon ScKar2 [152] und seinen orthologen Proteinen gefundenen Motive weisen
von allen untersuchten Proteinen die hochsten mit der PSSM ermittelten Werte auf. Tatsdchlich
wird das rekombinante Protein ScKar2 auch von Kex2 geschnitten. Aus dem hohen Grad der
Konservierung der Sequenz um die Schnittstelle zwischen den Orthologen kann man eigentlich
annehmen, dass sich das Motiv in einem strukturell unzuginglichen Teil des Proteins befindet
[153]. Die Raumstruktur des strukturell homologen Proteins Hsc70 aus B. taurus (Abbildung
65F) [154] zeigt allerdings, dass sich das entsprechende Motiv (ENKRAVRRLRTAC) exponiert in
einer Schleife an der Oberfldche des Proteins befindet. Der hintere Teil des Motivs (ERAKRTLSS)

geht dort in eine a-Helix iiber, ist aber immer noch stark exponiert.

Ebenso ist die prozessierte Schnittstelle bei der a-Mannosyltransferase Mnsl zwischen den
Orthologen konserviert (Tabelle 38). Die Raumstruktur von ScMnsl (Abbildung 65D) zeigt,
dass das Arginin an P1 exponiert an der Oberfliche des Proteins liegt. Obwohl es sich hier
innerhalb einer Helixstruktur befindet, ist die Seitenkette vom Protein wegorientiert und somit
fiir die Protease erreichbar. In den Spezies der Saccharomyces Gruppe befindet sich eine
unkonservierte Insertion von ca. 9-12 Aminosduren um die Schnittstelle herum, was nahe legt,

dass dieser Abschnitt eine Schleife an der Oberfliche des Proteins bildet [153, 155] und damit
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suszeptibel gegeniiber Proteolyse ist. Dies bestdtigt sich auch in der Raumstruktur von ScMns1

[156].

Die Exoglukanase Exgl aus C. albicans ist eines der wenigen bekannten Kex2-Substrate [145].
Es wird in der Nédhe des N-Terminus (*VISNPFKPNGNLKFKR |GGGHNVA..) prozessiert. In der
Raumstruktur des reifen Proteins befindet sich dieser N-Terminus an der Oberflache des Proteins

[99]. Ob diese Prozessierung fiir die Funktion der Glukanase eine Rolle spielt, ist nicht klar.

5.5.2 Unprozessierte Motive sind fiir die Proteasen nicht erreichbar

Es wurde bei sieben weiteren erfolgreich aufgereinigten Proteinen trotz potentieller Kex2
Schnittstellen keine Prozessierung beobachtet: die drei Proteine unbekannter Funktion und ohne
Homologien zu anderen Proteinen CAGL0OA02277, CAGLOH08910, CA1394, die vier Proteine
CA2942 (Zellwand-Strukturprotein CCW14), CA0375 (putative Transglukosidase Crhll),
CAGLO0J11770 (PhospholipaseB1) und CA5147 (saure Phosphatase Pholl4). Zu den drei
Proteinen unbekannter Funktion CAGL0A02277, CAGLOH08910, CA1394 und zu CaCcwl14
oder entsprechenden sequenzhomologen Proteinen gibt es in der Literatur keine experimentellen

Daten beziiglich ihrer Raumstruktur.

Die Familie der Crhl-homologen Proteine stellt eine Gruppe von zellwandlokalisierten
Transglykosidasen bei Pilzen dar, welche fiir die Vernetzung des Chitin- und Glukangertists der
Zellwand bendtigt werden, und diese enzymatische Reaktion moglicherweise selbst katalysieren
[138]. Ein zu den Crh1-homologen Proteine strukturell homologes Protein ist die B-D-Glukan 4-
Glukanohydrolase 1CPM aus Bacillus spec.[157]. Der zur potentiellen Kex2-Schnittstelle der
Crh1-Homologen analoge Bereich ist bei dem fiir die Kristallisation verwendeten Konstrukt
nicht mit verwendet worden, tatsdchlich fangt das reife Protein gerade hinter diesen
Aminosduren an (Abbildung 65A). Es handelt sich hierbei allerdings nicht um eine
proteolytische Prozessierung des Proteins, sondern lediglich um einen ,Artefakt der
Klonierungsstrategie. Man kann aus der Raumstruktur erkennen, dass der zur Schnittstelle
analoge Bereich gerade im Proteininneren verborgen liegt (Abbildung 65A), und somit im reifen
Protein nicht von der Protease erreicht werden kann. Diese Daten werden indirekt durch
unverdffentlichte Experimente aus S. cerevisiae bestdtigt (A. Engel, personliche Mitteilung)
[158]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ScCrhl, ebenso wie ScTosl (siche auch Abschnitt

4.4.6.7), in vivo nicht von Kex2 prozessiert wird.
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Bei dieser Phospholipase B aus C. glabrata handelt es sich ebenfalls um ein Enzym der

Zellwand, dessen biologische Funktion allerdings unklar bleibt. In den gezeigten Plbl-
homologen Proteinen befinden sich zwei konservierte potentielle Schnittstellen (Abbildung 52),
die in CAGLO0J11770g jedoch unprozessiert bleiben.

Die zu diesen Proteinen am nichsten gelegene Raumstruktur stammt aus einer Phospholipase A2
aus Homo sapiens. In dieser Struktur befinden sich die Motive zwar an oberfliachlich gelegenen,
aber regide verankerten Regionen der Struktur (Abbildung 65C). Die erste in einer -Faltblatt-
Struktur an der Grenze zu einer N-terminalen Doméne, welche in Pilzen nicht vorkommt. Die
zweite innerhalb einer a-helikalen Struktur, bei der die Seitenkette zum Inneren des Proteins
gewandt ist. Beides legt auch hier strukturelle Griinde fiir das Ausbleiben der Prozessierung
nahe.

Aus der Familie PHO der sauren Phosphatasen trigt lediglich das Protein aus C. albicans
(Pho114/CA5147) Motive, die Kex2-Schnittstellen dhneln (Abbildung 53A und B). Das Protein
ist bereits vor der Zugabe von Kex2 aktiv (siche Abschnitt 4.4.5), und wird durch Zugabe von
Kex2-Enzymen nicht weiter prozessiert, was zeigt, dass es sich hier nicht um ein Substrat von
Kex2 handelt. In der Raumstruktur des strukturell homologen Proteins Phytase aus dem
nahverwandten Pilz Debaryomyces castellanii befinden sich die entsprechenden Sequenzmotive
allerdings an exponierten Stellen an der Oberfliche des Proteins (Abbildung 65E). Es muss
gefolgert werden, dass sie entweder trotz ihrer Lage strukturell fixiert sind oder dass die

Primérsequenz bei CA5147 kein Substrat fiir Kex2-Enzyme darstellt.
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5.5.3 Computermodell zur verbesserten Vorhersage

Wie oben gezeigt, unterscheiden sich die hier prozessierte Motive von unprozessierten vornehm-
lich durch ihre Lage in der Struktur des Substratproteins. Um zu einer verbesserten Vorhersage
von Proteasesubstraten zu kommen wurde daher untersucht, ob sich mit konventionellen Struk-
turvorhersage-Algorithmen solche suszeptiblen Regionen finden lassen. Die hier verwendeten
Algorithmen sagen unterschiedliche Sekundidrmerkmale vorher. Der rvp-net-Algorithmus be-
rechnet den Grad der Exposition von Seitenketten und damit die Wahrscheinlichkeit der Oberfla-
chenlokalisation fiir einen Abschnitt eines Proteins. Der Prof/PhD-Algorithmus berechnet die
Wabhrscheinlichkeiten fiir die Sekundéarstrukturelemente a-Helix/B-Faltblatt/Coil und der der di-
sopred2-Algoritmus berechnet die Flexibilitét eines Proteinsabschnitts und damit ein MaB fiir die

Wabhrscheinlichkeit ob eine Aminosdure in einer exponierten Schleife liegt.

Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass bestimmte Strukturmerkmale in prozessierbaren
Regionen gehéduft auftreten: allgemein sind die Aminosduren in Substraten stirker exponiert
(Abbildung 63A, orange), stirker ungeordnet (Abbildung 63B, lila) und priagen weniger B-
Faltblatt und dafiir mehr Coil-Strukturen aus (Abbildung 63C grau und orange). Besonders
auffillig ist, dass in Substraten das Arginin an P1 immer exponiert ist. Dies gilt verstdrkt auch
fiir die benachbarte P1° Position.

Ein Beispiel, dass dieser Ansatz erfolgreich ist, um Prozessierungen zu verstehen, die mit
Segenzmotiven allein nicht erkldrbare sind, liefert die Betrachtung des Proteinvorldufers des K28
Killertoxins aus S. cerevisiae: Dieses Proprotein wird von Kex2 an drei Stellen prozessiert, ER4o,
SRis und KRy4s. Gleichzeitig wird die potentiell bevorzugte Sequenz KR,q, nicht geschnitten.
Vier weitere Arginine bleiben unprozessiert: VR, QR316 YR30 und ARj4 [107]. Betrachtet man
nun die Vorhersage des Diospred2-Algorithmus fiir potentiell ungeordnete und flexible
Regionen im Protein (Abbildung 66), so wird ersichtlich, dass sich die prozessierten Arginine
jeweils nach kurzen flexiblen Regionen befinden, wihrend die unprozessierten Bereiche als

geordnet vorhergesagt werden.
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Abbildung 66: Disopred2-Vorhersage fiir den Proteinvorliufer des K28 Killertoxins bei S. cerevisiae. Die
Vorhersage von ungeordneten Regionen im Proteinvorldufer des Toxins zeigt, dass den Kex2-Schnittstellen (x)
ungeordnete Regionen vorausgehen, wahrend dies bei ungeschnittenen Argininen (o) nicht der Fall ist. SP:
Signalpeptidschnittstelle.

Um diese Strukturmerkmale in Sequenzen zu finden, wurde ein SVM mit den vorhergesagten
Strukturdaten aus den nun bekannten prozessierten und den unprozessierten Schnittstellen
trainiert. Dieses Modell sollte nun in der Lage sein, unabhidngig von der PSSM-Bewertung des
Motivs der Schnittstelle zu beurteilen, ob an dieser Stelle prozessiert wird.

Unter Kreuzvalidierungsbedingungen konnte maximal eine Genauigkeit von 66,35% erreicht
werden (Abbildung 64B). Unter diesen Bedingungen wurde allerdings auch das Maximum an als
»ahnlich® klassifizierten Motiven erreicht (Abbildung 64C). Ein SVM mit dem vollstindigen
Datensatz erreicht die Genauigkeit 100%, was fiir die hier durchgefiihrte Vorhersage bedeutet,
dass die so gefundenen Motive dhnlich denen des Trainingssets sind. Aufgrund der niedrigeren

Genauigkeit der Kreuzvalidierung hat dies jedoch keinen ausschlieBenden Charakter.
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5.6 Korrelation von Phinotypen mit Substraten

Deletionsmutanten von ScKEX2 und ScKEX2-dhnlichen Genen bei verschiedenen Pilzen zeigen
ein breites Spektrum an phénotypischen Verdnderungen gegeniiber Wildtypstimmen. Eine
direkte Folge des Kex2-Verlustes ist die Sekretion und Anreicherung unprozessierter
Proteinvorldufer im Kulturmedium [27, 32, 40, 42]. Die Folgen einer ausbleibenden
Prozessierung lassen sich in zwei Fillen direkt beobachten: die fehlende Prozessierung des a-
Pheromons fiihrt zum Ausbleiben der sexuellen Konjugation der Paarungstypen [27]. Am
sexuellen Reproduktionszyklus bei S. cerevisiae miissen aber noch mehr Kex2-Substrate als die
bisher Bekannten beteiligt sein [158].

Andere Phinotypen sind weit pleiotroperer Natur (Tabelle 1): alle bisher hergestellten KEX2-
Mutanten zeigen morphologische Defekte der Zellwand [35, 37, 38], insbesondere bei der
Ausbildung von Myzelstrukturen [33, 37-39] und bei der Separation von Tochter- und
Mutterzelle nach der Zellteilung. Die Summe dieser Effekte und die potentiell fehlende
Prozessierung von Virulenzproteinen, wie bspw. den sekretorischen Aspartatproteasen bei
C. albicans, fihren zu einer Reduktion der Virulenz [33].

Allerdings miissen einzelne ausbleibenden Prozessierungen nicht zwangslidufig zu einem
beobachtbaren Phinotyp fithren. Ein Beispiel fiir eine Kex2-Prozessierung, welche offenbar
ohne Konsequenz ist, findet sich bei dem Transmembranprotein ScGefl. Dieses Kanalprotein,
welches in den Eisenstoffwechsel involviert ist, besitzt eine Prozessierungsstelle in der ersten
luminalen Schleife [159]. Dabei ist fiir die Funktion des Kanals egal, ob das Protein prozessiert
wird oder nicht, es ist auch mdglich die beiden Untereinheiten getrennt zu exprimieren um
funktionelles Protein zu erhalten.

Bei den Proteinen, fiir die in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass sie von Kex2 geschnitten werden
konnen, handelt es sich um verschiedenartige sekretorische Proteine, bei denen ein Ausbleiben
der Prozessierung jeweils Teile dieser phénotypischen Erscheinungen in kex2-Deletions-
mutanten erkldren konnten, da die phénotypischen Erscheinungen der entsprechenden

Deletionsmutanten denen von kex2-Deletionmutanten dhneln.

5.6.1 Zellwand assoziierte Phinotypen der kex2-Deletionsmutanten

Zu den offensichtlichsten Phianotypen der Kex2-Deletionen in Candida gehdren morphologische
Defekte bei der Ausbildung von Myzel [32] und die Hypersensitivitit gegeniiber Verbindungen
und Wirkstoffen, die die Zellwandintegritdt herabsetzen [35], bspw. Calcofluor Weil.
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Verschiedene Kex2-Substrate interagieren direkt mit der Zellwand oder sind ein Teil davon: die

strukturellen Pir-Proteine, Glukanasen wie CaExgl oder die Proteine der Sun/Scw Familie.

Von Proteinen der Pir-Familie (Proteins with internal repeats, Abbildung 45) ist bekannt, dass
sie in kex2-Deletionsmutanten anomal prozessiert werden [102, 103]. Zusitzlich zu den Pir-
Proteinen gibt es bei C. albicans eine Gruppe zum C-Terminus der Proteine der Pir-Familie
dhnlicher Proteine (Abbildung 44). Diese verfiigen zwar nicht iiber die charakteristisch kurzen
internen Wiederholungen, aber iiber eine im Vergleich zu den Pir-Proteinen weiter C-terminal
gelegene potentielle Kex2-Schnittstelle. Da bisher nicht gezeigt wurde, ob Pir-Proteine von Kex?2
oder einer anderen, aber selbst Kex2-abhéngigen, Protease geschnitten werden, wurden zwei Pir-
homologe Proteine in das Spektrum der zu untersuchenden Substrate aufgenommen (CAO811,
Substrat #22, und CAGLOMO08492, Substrat #38). Eines davon (CAGLOMO08492) konnte
teilweise aufgereinigt und fiir Versuche verwendet werden (Abbildung 46). Wéhrend sich das
von CAO811 kodierte Protein nicht in loslicher Form herstellen lie, konnte CgPirl in
ausreichend sauberer Form aufgereinigt werden. Der Verdau mit den verschiedenen Kex2-
Enzymen zeigte, dass es von allen geschnitten wurde (Abbildung 46). ScKex2 zeigte dabei eine
wesentlich geringere Effizienz als die anderen Enzyme. Es kann also angenommen werden, dass
die Pir-Proteine tatsdchlich von Kex2 geschnitten werden.

Eine besonders auffillige Struktur mit potentiellen Kex2-Schnittstellen ist bei Proteinen der Sun/
Scw-Familie und bei ScTos1 und seinen orthologen Proteinen vorhanden. Sie besteht aus einem
KR-Motiv, welches N-terminal von einer Reihe positiv geladener Aminosduren, meist Histidin,
flankiert wird. Bei Tos1 befindet sich das Motiv, nicht wie bei Sun/Scw, direkt am N-Terminus,
sondern ca. 120 Aminosduren in das Protein hinein. Allerdings befindet sich direkt vor dem
Motiv eine weitere potentielle Schnittstelle, so dass bei einer Prozessierung an dieser vorderen
Schnittstelle die histidinreiche Struktur wieder am N-Terminus des Proteins gelegen wire
(Abbildung 47A). In einer Westernblot Analyse konnten fiir CaSun4l die N-terminal
abgespaltenen Produkte von 5 und 7 kDa nachgewiesen werden. Ebenso konnte in einer SDS-
PAGE eine Prozessierung bei CgScw4 gezeigt werden.

Proteine der Scw4-Familie sind potentielle Glukanasen, deren Ausschalten zu einer
Verringerung der Kreuzungseffizienz fiihrt [160] (siehe unten). Ebenso wird auch von den Sun-
Proteinen vermutet, dass es sich um Glukanasen handelt. Bei massenspektrometrischen Analysen
von isolierten Zellwandproteinen wurden die N-terminalen, histidinreichen Regionen nicht
gefunden (Yin, personliche Mitteilung). Da fiir ScSun4 gezeigt wurde, dass es sich aufler in der

DTT-extrahierbaren Zellwandfraktion auch in Mitochondrien befindet [161], besteht die

138



Diskussion
Moglichkeit, dass in vivo eine Prozessierung hier eine Funktion bei der Lokalisation des Proteins

iibernimmt.

Die Konsequenz einer ausbleibenden Prozessierung durch Kex2 fiir diese Proteine in vivo ist
nicht bekannt. Dennoch &hneln die Phénotypen der entsprechenden Deletionsmutanten denen der
kex2-Deletionsmutante: Mutanten der zellwandlokalisierten Glukanase ScExgl [162], der
sekretorischen Glukanase CaBgl2 [163] oder Stimme, in denen Mitglieder der Pir- [164] oder
Sun-Familien [165, 166] ausgeschaltet wurden, zeigen dhnlich erhohte Suszeptibilitit gegeniiber
zellwandpertubierenden Wirkstoffen wie die kex2-Mutanten von C. glabrata oder C. albicans
[33, 35]. Hier ist es interessant, dass nicht alle Glukanasen eine solche Schnittstelle besitzen.
Moglicherweise bedeutet dies, dass entweder die Prozessierung ohne Konsequenz fiir die
enzymatische Funktion des Proteins ist oder es sich um zwei verschieden Gruppen von
Glukanasen handelt.

Zusatzlich resultiert die Deletion von Pir-Proteinen in der Ausbildung von Zellaggregaten [164],
ein Phénotyp der auch in S. cerevisiae SUN4 und C. albicans SUN41 Deletionen beobachtet wird
[165-167]. Eine S. cerevisiae scw4/scwl( Doppelmutante [165] und ein C. albicans sun4l
Stamm zeigten stark vergroBerte Zellen [166], ein Phénotyp, der sich auch in der C. glabrata
kex2 Mutante (Daten nicht gezeigt) beobachten ldsst. Des weiteren zeigen Calcofluor Weil3
gefirbte Zellen ein verdndertes Farbemuster [32]. Diese Verdnderungen in der Chitinverteilung
der Zellwand dhneln denen die auf einen verdnderte Prozessierung der Septen in C. albicans
sun4l Stimmen [165] zuriickzufiihren ist. Den Schnittstelle in Sun4- und Scw10-dhnlichen
Proteinen geht ein N-terminaler Bereich von positiv geladenen Aminosduren, hauptséchlich
Histidinen (Abbildung 47), voraus. Dieses Motiv, welches hier ,,His-Box* benannt wurde, findet
sich auch bei Tosl-homologen Proteine, allerdings liegt es hier nicht am N-Terminus sondern
weiter in der Mitte des Proteins und wird in Richtung N-Terminus von einem weiteren KR-
Motiv flankiert. Wiirde dieses Motiv als erstes gespalten, so befidnde sich das His-Box-Motiv
wieder am (jetzt neuen) N-Terminus des Proteins. Es kann spekuliert werden, dass wenn dieses
Motiv in die Zellwandverankerung dieser Proteine involviert wiére, eine Prozessierung hier zur
Sekretion der Proteine flihre. Solche duale Lokalisierungen wurden bei C. albicans Sun41 und

Tosl [166] beobachtet.
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5.6.2 Manche Proteine der Pry-Proteinfamilie besitzen glykosylierte potentielle
Propeptide

Die Familie der Pry-Proteine (Familie der PR-1-homologen Proteine) besteht aus 2-5
Mitgliedern pro untersuchter Spezies. Sie kommt in allen hier untersuchten Spezies vor. Einige
weisen N-terminal vor der konservierten Doméne potentielle Kex2-Schnittstellen auf (Tabelle
37). Die Funktion von Pry-homologen Proteinen bei Pilzen ist nicht bekannt. Es gibt aber
strukturell homologe Proteine anderer Organismen mit bekannter Funktion, beispielsweise das in
Wespengift vorkommende Protein V5/Tpx1 (siche potentielle Substratbindungstasche in
Abbildung 48B), fiir das gezeigt worden ist, dass es sich um eine Protease handelt. Tpx1
schneidet, wie auch Kex2, hinter Arginin.

PR1-homologe Proteine zeichnen sich durch einen hoch konservierten Bereich aus, der homolog
zu der aktiven Doméne von Tpxl1 ist und entweder N- oder C-terminal von einer S/T-reichen
Region flankiert wird. Bei wenigen findet sich auch ein GPI-Verankerungsmotiv. Da es sich
auch bei den Pry-Proteinen um Proteasen handeln kann, lag die Vermutung nahe, dass sie tiber
abspaltbare Propeptide verfiigen. Tatsdchlich gibt es am Anfang der konservierten Doméne ein
konserviertes Arginin, welches in den Pry-Proteinen der Pilze einer Kex2-Schnittstelle dhnelt
(Abbildung 48A, Region 3). Andere Proteine der Familie tragen potentielle Schnittstellen am N-
Terminus und CgPryl kann kurz vor der konservierten Doméne prozessiert werden. Dies wiirde
zum Verlust von ~60 Aminosduren N-terminal zur konservierten Doméne fiihren, welche
moglicherweise fiir eine katalytische Funktion des Proteins nicht bendtigt werden, da sie bei
anderen Proteinen der Familie vollstidndig fehlen (z. B. ScPry3).

Aus dieser Familie wurden in dieser Arbeit die drei Proteine CaRbt4, CgPryl und CgPry3
erfolgreich exprimiert und untersucht. CaRbt4 wurde dabei nicht von Kex2-Enzymen
geschnitten (nicht gezeigt). Bei CgPryl wurden zwei Fragmente von jeweils ~17 und ~18 kDa
beobachtet. Bei CgPry2 wurde nur eine Produktbande von ca. ~13-15 kDa beobachtet, welche
sich jedoch nicht eindeutig einem spezifischen Produkt zuordnen lieS. Die Fehlende
Prozessierung von CaRbt4 ldsst den Schluss zu, dass es sich bei dem konservierten Motiv in
Region 3 nicht um eine Kex2-Schnittstelle handelt. Es ist daher zu vermuten, dass die
Prozessierung bei CgPry2 lediglich ein Artefakt aufgrund schlechter Renaturierung ist und die
Prozessierung bei CgPryl an Region 1 erfolgt (sieche Abschnitt 5.5).

Eine Analyse der in der Literatur verfiigbaren Expressionsanalysen zeigt, dass Pry-Proteine
moglicherweise in verschiedene Prozesse involviert sein konnen: ScPRYI wird sowohl in den
Rim101- und MVB-abhingigen pH-Regulationskaskaden aktiviert [168] als auch iiber das Aftl-

abhédngige FEisenmangel-Regulon [169]. Alle drei PRY-Gene aus S. cerevisiae wurden in
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Experimenten zur Isooktan-Resistenz differenziell reguliert [170] und bei ScPRY2 konnte eine

Induktion unter Glukose-Mangel Bedingungen beobachtet werden [171]. Fiir die orthologen

Gene aus C. albicans und C. glabrata lagen bisher keine publizierten Expressionsdaten vor.

5.6.3 CaEcel und CA0365 sind Polypeptidvorlidufer mit Ahnlichkeit zu UmRep1

Das bei der Induktion von Hyphenwachstum bei C. albicans am stirksten hoch regulierte Gen ist
CaECE]I. Es wurde bereits 1993 beschrieben und war das erste mit der Ura-Blaster-Methode
deletierte Gen [136]. Bei der Betrachtung der von CaECE] kodierten Proteinsequenz fallt auf,
dass sie acht degenerierte Peptidwiederholungen enthidlt [136]. CaEcel besitzt keine
Sequenzhomologien zu anderen Proteinen auBler zu einem orthologen Protein in C. dubliniensis
(Abbildung 37). Andere Candida Spezies besitzen kein solches Ortholog (Daten nicht gezeigt).
Das zusitzliche KR-Motiv an Position 253 bei CdEcel zeigt, dass moglicherweise auch das an
der ensprechenden Position in CaEcel vorhandene ER-Motiv eine Kex2-Schnittstelle darstellt.
Ein Zeitreihenexperiment zeigte, dass das Protein bevorzugt an den Enden prozessiert wurde, da
anfanglich genau diese Intermediate entstanden, nicht aber solche, die auf eine Prozessierung in
der Mitte schlieBBen lieBen (Abbildung 38B). Die Zuordnung der N-terminalen Fragmente konnte
im Westernblot bestitigt werden (Abbildung 38C). Trotz der starken Expression konnte fiir die
Caecel-Mutante jedoch kein Phénotyp beobachtet werden [136].

Auch das von ORF CAO0365 kodierte Protein zeigt, wie CaEcel, die Struktur eines
Prohormonvorldufers. Vier konservierte Wiederholungen werden von potentiellen Kex2-
Schnittstellen flankiert, die ersten drei Wiederholungen beinhalten dabei eine weitere
Schnittstelle. Die vollstindige Prozessierung wiirde so zu drei kurzen (~1,5 kDa) und vier
langeren (~3 kDa) Peptiden fiihren (Abbildung 39A). Der Verdau mit den vier Kex2 Proteasen
fiihrte tatsdchlich, ohne nennenswerte Bildung von Intermediaten, zu peptidgrof3en
Abbauprodukten (Abbildung 39C).

Wie CaEcel besitzt auch CA0365 keine Sequenzhomologien zu anderen Proteinen auller zu
genau einem Ortholog bei C. dubliniensis. Dieses kodiert allerdings flir insgesamt neun
Wiederholungen, wovon fiinf denen von CA0365 entsprechen. Die anderen vier sind leicht

unterschiedlich, aber in sich wieder konserviert (Abbildung 39B).

CAO0365, CaEcel und die beiden entsprechenden orthologen Proteine aus C. dubliniensis weisen
keine ldngeren Sequenzhomologien zu anderen bekannten Proteinen auf. Das einzige bekannte
Protein mit einem von Kex2 prozessierten dhnlichen Aufbau ist das Hydrophobin UmRep1 aus

Ustilago maydis. UmRep1 kodiert fiir zehn konservierte Wiederholungen (Abbildung 40) und
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eine langere C-terminale Doméne [112]. Es handelt sich hierbei um sekretorische Peptide, die in

Lufthyphen in der Zellwand verankert werden und der Oberfliche hydrophobe Eigenschaften
vermitteln. Eine weitere Moglichkeit wére, dass es sich um Signalmolekiile dhnlich den
Kreuzungspheromonen handelt. Hydropathieplots zeigen, dass die einzelnen Untereinheiten von
CA0365 und CaEcel mehr Ahnlichkeiten zu Repl als zu denen aus Pheromonvorliuferproteinen

zeigen (Abbildung 41).

5.6.4 Matingassoziierte Phinotypen der kex2-Deletionsmutanten

Das KEX2-Gen wurde urspriinglich durch seine Beteiligung an der sexuellen Reproduktion
(,,Mating*) und in der Prozessierung des Killertoxins isoliert [27]. In der S. cerevisiae kex2-
Deletionsmutante wird das a-Pheromon Vorlduferprotein nicht mehr zu den funktionellen
Peptiden hydrolysiert und somit findet keine Konjugation der Kreuzungspartner mehr statt. Es
muss allerdings iiber das Pheromon hinaus weitere Kex2-Substrate geben, die an der Zellfusion
wihrend des Matings beteiligt sind [158]: in jener Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl
eine prml/kex2 als auch eine prml/kex1-Mutante keine Zellfusionen mehr durchfiihren konnte.
Um dass entsprechende Kex2-Substrat zu finden, welches diese Disfunktion induziert, wurden
11 Deletionen von bekannten Kex2-Substraten im S. cerevisiae prml-Hintergrund erzeugt und
auf die Féahigkeit der Zellfusion hin getestet. Darunter waren auch verschiedene Glukanasen und
Pir-Proteine. Das Ausschalten von Glukanasen der Scw4-Familie flihrt zu einer Verringerung der
Matingeffizienz [160]. Trotzdem konnte weder hiermit noch mit keinem der der weiteren
getesteten Kex2-Substrate aus S. cerevisiae, der Zellfusionsphinotyp erklért werden, so dass die
Autoren folgern, dass es weitere, unbekannte an diesem Prozess beteiligten Kex2-
Substratproteine geben muss.

Fiir die in der Vergangenheit als ,,asexuell” bezeichnete Hefe C. albicans wurde mittlerweile in
vitro ein Kreuzungsprozess gezeigt [8, 9]. Auch hier ist die Kex2 bei der Prozessierung des o-
Kreuzungspheromons aktiv und essentiell fiir das Mating [172]. Bei C. glabrata ist bisher noch
keine sexuelle Reproduktion gezeigt worden, aber ein a-Pheromonvorlduferprotein findet sich
auch hier im Genom [19]. Ein weiterer Hinweis fiir &hnliche Prozesse in der C. glabrata kex2-
Deletionsmutante wie bei S. cerevisiae, sind teilweise dhnliche Abberationen in der Struktur der

Plasmamembran [35].

Eine Gruppe von Proteinen, die potentielle Schnittstellen tragt und aufgrund ihrer
Transkriptionsprofile (s. u.) moglicherweise in die Kreuzungsprozesse involviert ist, besteht aus

CaOps4, den zwei zu Ops4 homologen Proteinen CA1873 und CA2974, und dem GPI-
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verankerten Protein Pgal7. Diese Proteine weisen N-terminal eine Gruppe aus zwei oder drei

potentiellen Schnittstellen und eine weitere Schnittstelle in der Mitte auf. Bei Pgal7 ist die
gesamte Anordnung zum C-Terminus hin verschoben.

Fiir die Proteine CA1873, CA2974 und Pgal7 konnte in dieser Arbeit eine Prozessierung an
diesen Schnittstellen gezeigt werden. Ops4 konnte in E. coli nicht exprimiert werden. Aufgrund
der hohen Sequenzhomologien ldsst sich aber vermuten, dass auch Ops4 analog zu den anderen
Proteinen geschnitten wird. Bei Pgal7 konnte lediglich die Prozessierung in der Gruppe der
ersten drei Schnittstellen festgestellt werden. Da aber keine weiteren groBeren Produkte
beobachtet werden konnten, ist davon auszugehen, dass Pgal7, wie die anderen Proteine der
Gruppe, vollstindig prozessiert wird.

Ein Vergleich der Proteinsequenzen zeigt nicht nur eine &hnliche Anordnung der Kex2-
Schnittstellen, sondern auch weitere starke Sequenzadhnlichkeiten. Der zwischen beiden Gruppen
von Kex2-Schnittstellen gelegene mittlere Teil der Proteine trdgt potentielle N-
Glykosylierungsstellen, wdhrend der C-terminale Teil mogliche O-Glykosylierungsstellen
aufweist. Pgal7 besitzt ein C-terminales GPI-Verankerungssignal [120]. Bei den drei anderen
Proteinen ist der C-Terminus auffdllig positiv geladenen und endet in einem konservierten
Tyrosin. Dieses Motiv konnte ein bisher unbekanntes subzelluldres Lokalisationssignal
darstellen.

Die biologische Funktion ist fiir keines dieser Proteine bekannt. Aus verschiedenen
Transkriptionsprofilen aus der Literatur ldsst sich aber eine Beteiligung an Kreuzungs- und
,Switching*“-Prozessen ableiten: OPS4 wird spezifisch in ,,opaque®-Zellen transkribiert und nach
Kontakt der Zelle mit a-Pheromon in opaque MTLa/a Zellen herunterreguliert [173]. Ebenso
werden auch CA7/873 und PGAI7 nach Kontakt mit a-Pheromon reprimiert [174]. Zusétzlich
wird PGA17 durch Kontakt mit Makrophagen verstirkt exprimiert [175]. C42479 wurde bisher
nicht mit diesen Prozessen in Verbindung gebracht, jedoch wurde die Expression von C42974 in

Gegenwart von Fluconazol um den Faktor 9,4 reprimiert [176].

5.6.5 Auch Proteine aus dem ER tragen prozessierbare Schnittstellen

Das Protein Kex2 ist in einem spiten Kompartiment des Golgi lokalisiert, und wird auch dort
erst aktiviert. Trotzdem konnte in Zusammenarbeit mit H. Mora, Universitdt Aberdeen, UK,
[137] gezeigt werden, dass auch ER-lokalisierte Proteine durch Kex2 in vivo prozessiert werden
konnen. In diesem Fall handelte es sich um das Membranprotein CaMnsl, eine a-1,2-
Mannosidase welche an der Glykosylierung von Proteinen im ER beteiligt ist. Mittels

Kombination von Proteaseinhibitoren wurde zunichst eine Prozessierung durch eine
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Serinprotease nachgewiesen, spiter die Prozessierung durch rekombinantes Kex2 (Abbildung

49A). Durch N-terminale Sequenzierung (Tabelle 38, identifizierte Sequenz fett gedruckt)
konnte hier gezeigt werden, dass der Schnitt hinter der Membrandoméne an der
unkonventionellen Schnittstelle SRAR;s,/DWIK stattfindet. Die Schnittstelle befindet sich
zwischen zwei konservierten Teilen des Proteins (Tabelle 38) und durch diese Prozessierung
wird das Membranprotein in ein 16sliches konvertiert und der Re-Import in das Zytosol
eingeleitet. Fiir C. glabrata Mns1 konnten Mora et al. eine entsprechende Prozessierung zeigen
[137].

Das Mnsl-Protein ist nicht das einzige ER-lokalisierte Protein, welches potentielle Kex2-
Schnittstellen besitzt: die Schnittstelle in den untersuchten Organismen mit der hdchsten
Bewertung durch die PSSM ist Kar2. Kar2 (auch ,,BiP*) ist ein Hitzeschockprotein, welches
iiber das Irel-Hacl-System die ,,unfolded protein response“-Signalkaskade auslost. Das Motiv
ist hoch konserviert (Tabelle 39), was zundchst eine Lokalisation in einer strukturell
unzuginglichen Region des Proteins nahe legt.

Aus dieser Gruppe konnte ScKar2 erfolgreich exprimiert werden, die orthologen Proteine aus
C. albicans und C. glabrata hingegen nicht. Der in vitro Verdau zeigt, dass ScKar2 tatsdchlich
von Kex2 geschnitten werden kann (Abbildung 50A). Ob die Proteine des ER teilweise das
Kex2-enthaltendende TGN-Kompartiment erreichen, oder ob Kex2 auch bereits im ER aktiv sein
kann, ist hingegen nicht klar. Eine theoretische Mdglichkeit wire, dass Kex2 mittels Abbau

bestimmter eigentlich ER-residenter Proteine eine Kontrollfunktion im Golgi ausiibt.

5.7 Relevanz der in vitro Daten fiir die in vivo Situation

In der Literatur wurden verschiedene Methoden der Analyse der Substratspezifitit von Kex2
beschrieben (siehe Abschnitt 1.6). Diese fallen grob in die zwei Kategorien in vitro und in vivo.
Bei in vitro Versuchen wurden in der Regel synthetische Peptide mit der rekombinanten Kex2-
Protease aus S. cerevisiae verdaut [24, 46]. Diese Versuche lieen einen Riickschluss auf die
biochemische Affinitidt der S4-S1-Region zu. Da geeignete Substrate fiir die S1°-S4’-Region
fehlen, war bislang keine Aussage iiber den Beitrag dieser potentiellen Bindungsregion gemacht
werden. Aullerdem lassen Versuche mit Peptiden keinen Schluss iiber den Einfluss der Faltung
von Proteinen auf die Suszeptibilitit gegeniiber Proteolyse zu, die aber in vivo eine gro3e Rolle
spielt [70]. Bei in vivo Versuchen besteht dieses Problem nicht: nur korrekt gefaltete Proteine
werden auch von Kex2 hydrolysiert. Eine elegante Moglichkeit besteht hier darin, die
Zielproteine mit einem Marker (bspw. HA-tag, His-tag, etc.) zu versehen und die Prozessierung

in Wildtyp und kex2-Mutante im Westernblot zu analysieren [158]. Allerdings kann durch die
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Markierung eine Fehlfaltung nicht ausgeschlossen werden. AuBerdem besteht jedoch die

Moglichkeit, dass alternative Prozessierungen durch andere Proteasen (beispielsweise die
Yapsine) stattfinden, und somit zu der falschen Annahme fiihren es handele sich primér um das
Substrat einer anderen Protease. Auch kann die im Wildtyp beobachtete Prozessierung auf eine
andere Protease zuriickzufiihren sein, die in der kex2-Mutante nur ausbleibt, das die Protease
selbst ein Kex2-Substrat ist.

Ein weiteres Problem ergibt sich hier, wenn die detektierten Fragmente post-translational etwa
durch Glykosylierungen modifiziert sind: durch die so verdnderten Molekulargewichte lassen
sich die Schnittstellen nicht mehr durch Messung der Fragmentgro3en bestimmen (siche bspw.
[158]).

Auch ein proteomischer Ansatz ist denkbar. Eine Auftrennung von sekretorischen Proteinen
konnte hier unprozessierte Vorldauferproteine aufzeigen [177]. Eine Analyse des
Zellwandproteoms ist allerdings schwierig, da es sich hier um stark glykosylierte und kovalent

verankerte Protein handelt, die mit einfachen Methoden nicht zugénglich sind [178, 179].

In dieser Arbeit wurden daher sowohl Proteasen als auch ganze Substratproteine rekombinant
hergestellt und der Verdau der Substrate unter in vitro Bedingungen analysiert. Bei diesem
Ansatz bleibt die Frage, ob diese Proteine auch in vivo prozessiert werden, zwar ungeklart, dafiir
verbindet dieses Vorgehen gegeniiber den anderen moglichen Ansédtzen die Vorteile der
Kontrolle iiber das prozessierende Enzym mit einer Erweiterung der Aussagekraft iiber die

Selektivitdt der S’-Region und die rdumliche Struktur des Substrates.
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6 Zusammenfassung

Die Protease Kex2 ist eine im Trans-Golgi-Netzwerk von Pilzen lokalisierte Subtilisin-dhnliche
Endoprotease. Sie prozessiert im Transit befindliche Proteine an spezifischen Lysin-Arginin-
Motive (,,KR*) schneidet und aktiviert jene auf diese Weise. Die biochemische Aktivitdt des
Modellenzyms Kex2 aus Saccharomyces cerevisiae ist in der Literatur gut charakterisiert,
dennoch sind iiber die beiden klassischen Substrate Killertoxin und a-Kreuzungspheromon
hinaus nur wenige weitere bekannt. KEX2-Deletionsmutanten besitzen ein sehr pleiotropes
Spektrum an  Phénotypen, die auf eine allgemeine Schwichung der Zellwand- und
Plasmamembranintegritdt hinweisen. Bei den beiden humanpathogenen Pilzen Candida albicans
und C. glabrata fihrt dies zu einer reduzierten Virulenz. Die Phénotypen der Mutanten lassen
sich jedoch nicht durch einen fehlende Aktivierung der wenigen bekannten Substrate von Kex2
erklaren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Prozessierung vermuteter Substraten zu verifizieren und neue
Kex2-Substrate bei den humanpathogenen Hefen C. albicans und C. glabrata zu identifizieren,
um so das breite Spektrum an Phinotypen von Kex2-defizienten Mutanten besser erkldren zu
konnen.

Die in einem einzelnen Pilzgenom kodierten Proteine enthalten ca. 20.000 bis 25.000 Motive, die
Kex2-Schnittstellen dhneln. Das Protein Kex2 ist in der Zelle allerdings in einem spéten
Kompartiment des Trans-Golgi-Netzwerks lokalisiert. Mit Hilfe eines in dieser Arbeit
entwickelten Algorithmus zur subzelluldiren Lokalisationsvorhersage konnte die Anzahl an
potentiellen Schnittstellen auf 214 Motive bei C. albicans und 163 in bei C. glabrata reduziert
werden. Zur funktionellen Uberpriifung der Schnittstellen in diesen Proteinen wurden zuniichst
sowohl die Kex2-Proteasen aus C. albicans und C. glabrata als auch zur Kontrolle die Kex2-
Proteasen aus S. cerevisiae und der biotechnologisch relevanten Hefe Pichia pastoris
rekombinant exprimiert und aufgereinigt. Im zweiten Schritt wurden dann 23 ebenfalls
rekombinante potentielle Substratproteine durch in vitro Verdau analysiert, wobei zwolf davon
die erwartete Prozessierung zeigten. Eine statistische Auswertung der die Schnittstelle
umgebenden Aminoséduren zeigte, dass im C-terminal zum KR-Motiv gelegenen Bereich der
tatsdchlich prozessierten Substrate negativ geladene Aminosduren liberrepréasentiert sind.

Dieses spiegelt sich auch in der rdumlichen Struktur des Substratbindungszentrums von ScKex2
wieder. Ein Vergleich der Struktur mit bekannten Substratbindungsstellen anderer Subtilisine
zeigte, dass es auch in diesem Bereich potentielle Substratbindungsstellen gibt, die eine

Priferenz fiir negativ geladene Aminosduren erkldren wiirden.
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Obwohl sich die KEX2-Gene untereinander komplementieren konnen, sind sie doch evolutionér

entfernt und konnten unterschiedliche Spezifititen besitzen. Dies wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass bei dem Substrat CA0365 durch ScKex2 keine Prozessierung zu beobachten
war, wihrend es von CaKex2 mit sehr hoher Effizienz geschnitten wurde. Hierfiir konnte
allerdings unter den bekannten, an der Substraterkennung beteiligten Aminosduren keine
Erkldrung gefunden werden. Dies weist darauf hin, dass es weitere, bisher unbekannte
Mechanismen zur Substraterkennung geben muss.

Als ein entscheidender Faktor fiir die Prozessierung iiber die Aminosduresequenz der
Schnittstelle hinaus, und damit ein weiteres Kriterium fiir die in silico Suche nach Schnittstellen,
hat sich die rdumliche Struktur des Substrates herausgestellt. Bei allen nicht prozessierten
Motiven konnte in den Strukturen homologer Proteine gezeigt werden, dass sie sich in
unflexiblen Regionen befinden, wihrend sich prozessierbare Schnittstellen in zuginglichen
Bereichen befanden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass hitzedenaturierte Substratproteine
weniger effizient geschnitten wurde als native. Dies deutet darauf hin, dass ein Protein an einem
prozessierbaren Motiv auch eine prozessierbare Struktur ausbilden muss um zum Substrat zu
werden. Tatsichlich konnte eine Uberreprisentation von flexiblen, an der Proteinoberfliche
gelegenen ,,Coil“-Strukturen und eine Unterrepriasentation der eher rigiden B-Faltblattstruktur in
prozessierbaren Motiven gefunden werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Proteine aus verschiedenen funktionellen Gruppen
von Kex2 prozessiert werden konnen. Von besonderem Interesse ist darunter das putative
Prohormon CaEcel. CaEcel ist das am stirksten exprimierte hyphenassoziierte Protein aus
C. albicans, dessen Funktion bislang ungeklirt ist. Aufgrund der Kex2-prozessierbaren
Prohormonstruktur kann postuliert werden, dass es sich moglicherweise um ein Hydrophobin,
dhnlich Repl aus Ustilago maydis, handelt. Weiterhin konnte eine Prozessierung fiir die
Glykosidase-dhnlichen Proteine der Sun-Familie gezeigt werden. Deren Deletionsmutanten
besitzen Phédnotypen die denen der Deletionsmutanten von KEX2 sehr dhnlich sind. In kex2-
Deletionsmutanten ist auch die sexuelle Reproduktion beeintrdchtigt. Hier konnte gezeigt
werden, dass eine Gruppe von Ops4-homologen Proteinen durch Kex2 prozessiert werden
konnen, die wihrend dieses Prozesses differentiell reguliert werden. Daher konnte die
Kreuzungsdefizienz der kex2-Mutanten wesentlich mehr Ursachen haben als nur das Ausbleiben

der Prozessierung des a-Pheromons.
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7 Summary

The fungal Kex2 protease is a subtilisin-like endoprotease localized in the trans-Golgi network,
which proteolytically activates other proteins in transit at specific lysine-arginine-motifs ("KR").
Despite the well characterized biochemical activity of Kex2 from Saccharomyces cerevisiae,
only few substrates are known besides killer toxins and the a-mating pheromones. Among those,
however, are representatives of important secretory enzyme classes and structural protein
families. This is also reflected in the pleiotropic phenotypes of kex2-deletion. Mutants show a
general weakening of cell wall and plasma membrane integrity, which in the case of the two

human pathogenic fungi Candida albicans and C. glabrata leads to severely reduced virulence.

The aim of this work was to confirm suspected substrates of the human pathogenic yeasts
C. albicans and C. glabrata and to identify new, previously unknown Kex2 substrates, thus

explaining the wide range of phenotypes of Kex2-deficient mutants.

The proteins encoded in a single fungal genome contain together about 20,000 to 25,000 motifs
similar to Kex?2 cleavage sites. However, as the Kex2 protein is localized in a late compartment
of the trans-Golgi network, it can only cleave proteins passing through this compartment. Using
a predictional algorithm for protein subcellular localization developed in this work, the number
of potential cleavage sites could thus be reduced to 214 in C. albicans and 163 in C. glabrata.

To verify the predicted cleavage sites, the Kex2 proteases from C. albicans and C. glabrata and
as controls the Kex2 proteases from S. cerevisiae and the biotechnologically important yeast Pi-
chia pastoris were recombinantly expressed and purified. In a second step, 23 recombinant po-
tential protein substrates were analysed by in vitro digestion. Twelve of them showed the expec-
ted processing. A statistical analysis of the surrounding amino acids showed that negatively
charged amino acids are overrepresented C-terminal to the KR-motif of actually processed sub-
strates. This is also reflected in the spatial structure of the substrate binding cleft of ScKex2. A
comparison of this part of the Kex2 structure with known substrate binding sites of other subtil-
isins showed, that potential substrate binding sites with preference for negatively charged amino

acids are present.

Although the KEX2 genes can complement each other, they are evolutionary distant and may
have different specificities. This is stressed by the fact that one of the substrates tested here

(CA0365) was processed differently by the proteinases: no processing at all was observed with
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ScKex2 while CaKex2 cleaved it efficiently. An inspection of the amino acids involved in sub-

strate recognition showed no differences. This might indicate, that other, previously unknown

mechanisms of substrate recognition exist.

Besides the amino acid sequence of the cleavage site, the spatial structure of the substrate was
found to be a crucial factor in the processing of the substrates. For all motifs not processed, it
was demonstrated in the solved spatial structures of homologous proteins, that they lay in inflex-
ible regions. Cleavable motifs were, in comparison, localized in accessible and flexible areas.
Similarly, it was shown that heat denatured substrate proteins were cut less effective than native
ones.

This suggests that a protein must form an accessible structure in order to become a substrate to
Kex2. In fact, an over-representation of flexible, protein surface localized "coil"-structures and
an under-representation of the more rigid -sheet structure were found in cleavable motifs. Struc-

tural factors are thus a further criterion to be included to in silico searches for substrates.

It was shown in this work that proteins from various functional groups can be processed by
Kex2. Here, the putative pro-hormone CaEcel is of particular interest: it is the most highly ex-
pressed hyphae associated protein of C. albicans, whose function is currently unknown. Due to
the Kex2-cleavable pro-hormone like structure, it can be postulated that it may represent a hy-
drophobin similar to Repl from Ustilago maydis. Furthermore, a processing for the glycosidase-
like proteins of the Sun-family was shown. Their deletion mutants show phenotypes of reduced
cell wall integrity similar to those of KEX2 deletion mutants. The deletion of Kex2 also affects
the sexual reproduction, which has been attributed to the lack of properly processed a-pher-
omone. Here, it was shown that a group of Ops4-homologous proteins are processed by Kex2,
which are differentially regulated during this process. Thus, possibly the mating deficiency of the

KEX2-deletion mutant is more severe than thought.
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11 Anhang

11.1 Genebank Eintrag fiir Cryptococcus neoformans KEX2

LOCUS AY184224 3550 bp DNA linear PLN 29-JAN-2003
DEFINITION Cryptococcus neoformans A/D Kex2 gene, complete cds.
ACCESSION AY184224

VERSION AY184224.1 GI:28142391
KEYWORDS
SOURCE Cryptococcus neoformans A/D

ORGANISM Cryptococcus neoformans A/D
Eukaryota; Fungi; Basidiomycota; Hymenomycetes;
Heterobasidiomycetes; Tremellomycetidae; Tremellales; Tremellaceae;
Filobasidiella.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3550)
AUTHORS Bader,0., Antweiler,E., Lemmer,K., Tintelnot,K. and Hube,B.
TITLE Cloning and cDNA sequencing of the KEX2 gene from Cryptococcus
neoformans
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3550)
AUTHORS Bader,0., Antweiler,E., Lemmer,K., Tintelnot,K. and Hube,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-NOV-2002) NG4, Robert Koch Institut, Nordufer 20,
Berlin 13353, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3550
/organism="Cryptococcus neoformans A/D"
/mol type="genomic DNA"
/strain="ATCC 34544"
/serotype="AD"
/db_xref="taxon:192011"
/note="teleomorph: Filobasidiella neoformans Kwon-Chung"
mRNA join (<243..857,910..1443,1491..1710,1758..2214,
2267..>3194)
/product="Kex2"
join(243..857,910..1443,1491..1710,1758..2214,2267..3194)
/note="prohormone convertase"
/codon_start=1
/product="Kex2"
/protein id="AAO25531.1"
/db xref="GI:28142392"
/translation="MRTLLSLWGILLALIVPPSLALQRPQPRSYDTHAYYALELDPSI
SPAAALQLSKSLGVELVERIGELDGHWLVRTEGWTPEHASITKRSVSHDPILKRWEAL
PSSLGKKSLTPLSLKQRAKRHKSYSPRSRHSRDDRTELLYAQNELHLADPMLDQQWHL
INTOQMKDIELNVTGLWGRGITGEGVHVVIIDDGLDVESKDLKDNFFAEGSYDENDHTE
LPIPRLKDDQHGTRCAGEIAAVPNDVCGVGVAYDSKIAGVRILSAPISDADEAAALNY
AYQLNDIYSCSWGPPDDGRSMEAPDGLILKAMVNGVQKGRDGKGSVFEFVEFAAGNGGGSD
DOCNFDGYTNSIFSVTVGAVDRKGLHPYYSEMCAAMMVVAPSSGSGDHIHTTDVGKDK
CSHSHGGTSAAAPLAVGVFALALSVRPDLTWRDIQHLAVRHAVFFNPDDPAWELTAAG
RHFSYKYGYGKLDAGLEVEAAEKWQLVKPQTWYDSPSVYLPTTSPADVTRRQDEAADG
PTSSDEETSNPPPVVEPSGSFITEDGVISTYEVTQSMLEDANFERLEHVTVRVWIDHQ
RRGDVEVELTSPNGVVSVLCRQRRFDNADSGFPGWKFMSLKHWDENPVGTWTIKVKDQ
VNPDKTGRFVAWSLOQLWGESVDPALAKLWAPAEEGQPDEEQTGSNPSTTVSQKPKPTA
LLPGDHGEASGEATQPGLGSATAHPQPTSTTGNAGNVAEPTSPTDADADEGFFSGISN
LASSSTWLAGAGAIIILSGAAIGAFFFIRARRQKRNLFGLSNNGQGARGAYEPVDDVQ
MSLLERGRRKFGKSKSESQGTKDLYDAFGDGPSDEEEEDLDERTALRYHDGFLEDDEP
NEVGPKTEYKDEPESEPETFKDGEETVGTKDKGKGKGPSEGESGSGSSSSWQDAADEE
ARV"

@
O
5]

161


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=AAO25531.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=28142391&itemID=1&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=28142391&itemID=2&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=192011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=192011

Anhang

ORIGIN

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

aagaaataag
ttgtcgaata
ggtcaccacc
aagtatttat
aaatgcgcac
tcgcecctgcea
tcgacccatc
tggtggaacg
cagagcatgc
aagcattgcc
ccaagcgaca
ttttatatgce
tcatcaatac
ttactggtga
atttgaagga
tctatgcagt
cgcctcaaag
gacgtgtgtg
gctccaatat
atttattctt
ttgatcctca
ttcgtgttcg
acgaactcta
tattcagaga
attgtgggtc
acgttggaaa
ctgttggagt
aacatcttgce
ctgctgctgg
ccgatatcat
tgaaaaatgg
taccacttcg
ctctgacgag
agaagatggt
tgagagactg
tgaggtggag
tgacaatgca
tttaatgcgt
taggtacatg
tcgcatggte
cacccgcaga
tcagccaaaa
aagcgaccca
gtaacgctgg
tcttcagcgg
ttatcatcct
aacgcaacct
ttgatgacgt
gtgagagtca
aggaggagga
acgagccgaa
agacctttaa
caagtgaggg
aagcgcgtgt
tatcgcaatg
ttgttattgt
tttcctecte
tgagttttgc
gacagatgtc
gatccagcaa

ctgcaaaaat
cctatctaaa
ccgccggecce
ttacatttgt
cttattatcc
aagacctcaa
aatatcacca
tataggagag
gtcaataaca
ttcaagtctt
taaatcatat
ccaaaatgag
ccagatgaag
gggtgttcac
taatttcgtg
tcgctgaagg
acgaccaaca
gagtcggcecgt
ccgatgccga
gctcatgggg
aggcgatggt
ctgctggcaa
ttttctctgt
tgtgtgcagce
attgtgtctg
ggataagtgc
cttcgctctce
cgtgcggcat
aagacatttc
tctgcagatg
caactcgtca
cctgccgatg
gagacctcca
gttatctcca
gagcatgtca
cttaccagtc
gatagtggtt
ttttgagtga
gaccatcaaa
acttcagttg
agaaggtcaa
gcccaaacct
gccaggactc
aaatgtcgcg
tatttccaac
ctctggtgct
ctttggtctc
gcagatgagt
aggaacgaaa
tttggatgag
tgaggtaggg
agatggagag
agagagtggt
gtaagatggg
tcaatctttt
cctgctttcce
gcgcatttce
cacttattgc
tgttcgagag

gtcttaagct
gaggaagtcg
cgccgcagcce
atttacattt
ctttggggga
ccaaggtcct
gcagccgcgce
ttggacggac
aaaagaagtg
ggcaagaaat
tctcctegtt
ctgcatttgg
gacatcgagc
gtggtgatca
cgtcatcgcect
atcttacgac
tggtactaga
agcatatgat
cgaagcagct
tccteccgac
gaacggtgtt
cggtggtgga
cactgttgga
catgatggtg
tcctttgege
tcacacagcc
gcccttteeg
gctgttttct
agctataaat
gttatggaaa
agccccaaac
tcaccagacg
acccgccgcece
cgtatgaagt
ccgttagggt
ccaatggggt
tccctggcetg
gaccaaatgg
gtcaaagacc
tggggagaat
ccggatgaag
acggcactcc
ggatctgcta
gagccaacca
ctcgcttcat
gctattggtg
tccaacaacg
ctccttgaga
gatttgtatg
aggactgcat
cccaagacag
gaaactgtgg
agcgggagtt
ggtatcaacg
gcatcacatt
acgtattcct
gttcgatggg
aacgctggtg
aagtgaatag

tgggatcaca
ttacgcaatg
aagttccagg
ccaattcaga
ttcttctgge
acgatacgca
tgcaactctc
attggcttgt
tttctcatga
ccctcacgcece
cccgtcecattce
cagaccctat
tcaatgtcac
tagacgatgg
cgctgagctc
ttcaacgacc
tgtgctggcg
agcaaaatcg
gctctcaatt
gatgggaggt
caaaagggac
tcagacgatc
gcggtagata
gttgcgccett
tcaattgact
atggcggaac
tgcgccceccga
tcaaccctga
gcaagttcct
gcttgacgca
gtggtatgac
tcaagacgaa
tgtggtcgag
cactcagtct
ttggatagac
ggttagtgtc
gaaatttatg
atctgatgaa
aagtcaaccc
ctgttgatcc
agcaaacagg
ttcctgggga
cagcccatcc
gccccacaga
cctctacatg
cctttttett
gtcaaggagc
gaggcaggag
atgcctttgg
tgaggtatca
agtacaagga
gaacaaaaga
ccagcagttg
agtcatggat
cggaggtcat
tgaatatatc
ggtggagaaa
gttgtcgtcg
ccattgctcg

acgaacgaac
acctgtatat
cagagcagca
tcgcatctgt
gctcatagtg
cgcttattac
aaaatcttta
caggactgaa
tccaatattg
cttgtcactc
aagagacgat
gctcgatcag
tggcctttgg
actggatgta
atttagttaa
acactgagct
agattgctgce
ccggtgtceceg
atgcctatca
caatggaagc
gagacggtaa
agtgtaattt
gaaaaggatt
cttcaggcag
ttctctgtag
ttctgcggcet
ccttacttgg
tgatccagct
ttctacataa
ggtttgttcg
tctccatcgg
gctgccgacg
cccagtggat
atgctttttg
catcagagga
ttgtgcaggc
tctttgaagce
atgtagggat
cgacaaaacc
tgcccttgee
ttccaaccce
tcatggtgag
tcaacccaca
tgccgatgcee
gcttgcaggc
catccgtgcc
tcgecggtget
gaagtttggc
agatggtccg
tgatggtttc
tgagcctgag
taagggtaag
gcaagatgcc
gatgtactgt
tcgagcttta
cagtccgcca
gttatgacgt
ttcgttaata
aaagcggaag

gacgtgcgceg
tcccacggta
ggtgaatatc
aacttctgca
cctccatcge
gccttggage
ggcgtcgagce
gggtggacac
aagcgatggg
aagcaacgtg
agaacagagc
caatggcatc
gggaggggta
gagagcaaag
actcactggc
tccgattcect
tgttcccaac
tatcctttcg
actcaacgac
ccctgatggt
aggatcggtt
tgacggatat
acatccttac
tggagatcac
catacaacag
gcacctctcg
cgagacattc
tgggagctaa
cgcacatgtg
ttgaagctgc
tttatcttcce
gccccacaag
ctttcattac
atgccaactt
ggggtgatgt
agaggaggtt
attggtatgt
gagaacccgg
ggccgtttcg
aaactctggg
agtactactg
gcttctggtg
agcacgactg
gacgaagggt
gcaggtgcca
cgacgacaga
tacgagcctg
aagagcaaga
agtgatgaag
ttagaggatg
tctgagcctg
gggaaaggtc
gccgacgaag
catatgtata
tatgaatgcc
gtccgttctg
cacctttagg
aaaatcaata
agtgtagagc
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Anhang

11.2 Bewertung von KR-Motiven

Tabelle 43: Bewertung putativer Kex2-Schnittstellen, sortiert nach Bewertung der Struktur.

E
p | X .
Pos Schnittstelle S s ProProtein | ProHormon kein Sub- Topologie
s strat
M| T
_ i
s m
c e
o n
r t p +/- p +/- p +/-
e e
|
|
CAGLOEO01815¢g 33 *KLDFEKSPKASSDLVKR/DDEYVNVPLK | 151 | 1 78% | 9% 9% | 3% 13% | 6% 16/(no TMs)(503-GP1)o519
CA1266 74 AHGQHHQSQQQQQQQ0QQPAQKR/GTVQTSLINE | 167 | 1 78% | 10% | 6% | 1% 16% | 9% 26/(no TMs)405
CAGLOH03135g 85 LFVNTTLYNQATKGEKLSDFTKR/DANPDAEAEA | 544 | 2 36% | 29% | 48% | 30% 16% | 7% 21/(no TMs)159
CAGLOE01859g 29 *ALDFEKSHGDDLVKR/DVQDVKLINS | 96 | 1 78% | 9% 5% | 1% 17% | 9% 14/(no TMs)(484-GPl)o505
CAGLOEO01837g 32 *KLDFTKTPGSDLAKR/DVVDPEAAQL 68| 1 74% | 13% 9% | 4% 17% | 10% | 17/(no TMs)(498-GPI)o521
CA0968 75 FLDLDPTKIPVDDTGRNDGVDKR/GPVAVKLDNE | 142 | 1 76% | 13% 6% | 1% 17% | 11% | 24/(no TMs)418
CA4863 37 *KLDFNKVSTPSKYTKR/DALPMPLIND | 426 | 1 72% | 14% | 10% | 4% 17% | 10% | 21/(no TMs)(428-GPI)o453
CA2499 75 FLEFTPSEFPVDETGRDGDVDKR/GPVAVTLHNE | 142 | 1 75% | 13% | 8% | 2% 17% | 11% | 24/(no TMs)418
CAGLOEO01881g 30 TAAAAGYLRLPFTKITDNSLAKR/ADDDYLNVQL | 85| 1 76% | 10% | 6% | 1% 18% | 9% (no TMs)(469-GPI1)o508
CA2055 74 LFLDIEPTEIPVDDTGRNDVGKR/GPVAVKLDNE | 369 | 1 76% | 12% 6% | 1% 18% | 11% | 19/(no TMs)417
CA1266 32 *EDIDKR/AEKVVSLDET | 45| 1 74% | 12% | 6% | 2% 20% | 11% | 26/(no TMs)405
CA2202 22 *IKR/GLLDDLFGTS | 104 | 1 73% | 14% | 7% | 2% 20% | 12% | 19/(no TMs)578
CA3138 55 FSVVKTPKAFPVTNGQEGKTSKR/QAVPVTLHNE | 103 | 1 76% | 12% | 4% | 1% 20% | 12% | 19/(no TMs)398
YLR121C 46 DGKYVKIPFTKKKNGDNGELSKR/SNGHEKFVLA 54| 1 74% | 13% 5% | 1% 22% | 13% | 21/(no TMs)(483-GPI)o508
CAGLOEO01771g 33 *DFEKTPKISDELTKR/ADNDSFIAPL | 82| 1 70% | 15% | 7% | 2% 22% | 13% | 18/(no TMs)(501-GPl)0519
CAGLOM13805g 30 *ANVHHEHKNKR/DVVTKTVHNQ | 585 | 1 73% | 13% | 4% | 1% 22% | 13% | 19/(no TMs)371
CA1402 227 ORLPQLITRSAESALKDSQPVKR/DAGSVALSNL | 214 | 2 25% | 22% | 52% | 25% 23% | 10% | 19/(no TMs)271
CAGLOE01749¢g 33 *KLDFEKVPEQNLALNKR/DDKGLQLELE | 46 | 1 65% | 19% | 12% | 7% 23% | 13% | 16/(no TMs)482
CAGLOL05434g 30 *SPKHDHEDRHAIKR/DVDVVTVVEY | 202 | 1 70% | 15% | 6% | 2% 24% | 14% | 16/(no TMs)(326-GPI)o346
CA0365 105 LAGNILNLIQLGAGAEISASTKR/DESAVDTVEE | 193 | 2 25% [ 19% | 51% | 27% 24% | 10% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178
CA4700 105 TGSSDLWVMSHDLKCVSAPNSKR/NERSFGHGTG | 185 | 0 66% | 31% | 8% | 7% 25% | 24% | 18/(no TMs)(520-GPI)o544
CA2660 49 VTLDFDVIKTPVNATGQEGKVKR/QALPVTLNNE | 617 | 1 71% | 15% | 4% | 2% 25% | 16% | 24/(no TMs)391
CAGLO0C036969g 304 NSEVRSLRSKKSFYESDRPALKR/LHTSSTEYLN | 212 67% | 3% 6% | 2% 26% | 4% 0735-761i773-7990805-827i831




Anhang

CAGL0J02288g 37 VVNCLRLTIEKRIVSSHASLSKR/SAVDLQFRRF 54| 1 69% | 16% 4% | 1% 27% | 17% | (no TMs)(508-GPI)o541

CA2912 129 DEHRKKGSKQYKRGEVENPRETR/DCDFCTIEKS | 119 62% | 13% | 12% | 8% 27% | 6% 19/(no TMs)247

CA1402 193 ANAPRLISNVFDGVSETVQQAKR/DGLEDFLDEL | 309 | 2 19% | 12% | 54% | 23% 27% | 12% | 19/(no TMs)271

CA4679 338 SGALRKREYNDAVEAALREIQKR/EEGIDDVEIA | 293 | 0O 58% | 29% | 14% | 11% 27% | 22% | 20/(no TMs)(535-GPl)o557

CA4336 181 YGSSNDDSYGSSNDDSYGSSNRR/GNDSYGSSND 70 58% | 8% 15% | 6% 28% | 5% (no TMs)212

YMR244W 46 *SPSIQMTENTNQDHHEHAKR/GGTCAFPNYD | 440 60% | 12% | 13% | 2% 28% | 10% | 26/(no TMs)355

CAGLOEO01419g 49 YCKNSDNKSRNLDALGSNRFAKR/ASSVASASPS | 362 | 1 65% | 20% 6% | 2% 28% | 18% | 0500-518i519

CAGLOL00979¢g 337 FYKEEGLCVDGPEFRYYPEVFER/EPYKANLLRS 59 50% | 5% 22% | 5% 28% | 6% 26/(no TMs)475

YPR149W 160 LMSVFNMISNGAFGSGSFSKRRR/TGQVGVPTIS | 208 65% | 6% 7% | 2% 28% | 6% 012-28i40-59065-93i125-1460173

CA1402 60 AAPADQAPTVPAPQEFNTAITKR/SIIGIIMGIL | 203 | 2 25% | 22% | 47% | 31% 28% | 23% | 19/(no TMs)271

CA0365 31 *IPQESTTEVDKR/LDADVAAQLA | 178 | 2 21% | 20% | 50% | 28% 29% | 13% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178

CAGLOE01793g 32 *KLDFTRVPSASVLEKR/ADDLSPVPLR | 82| 1 65% | 20% 6% | 1% 29% | 19% | 16/(no TMs)(480-GPI)0516

CA1873 68 ELVQHINNYKTRRDAIDEEIMKR/DYAIVTDVLA | 234 | 1 59% | 27% | 12% | 9% 29% | 20% | 21/(no TMs)351

CA1820 307 SYYYPPNYEEIFKDKNEPLKSER/STVRDSTSSP 39 61% | 13% 9% | 1% 30% | 13% |i12-310765

CAGLOF05137g 98 AQKKRSNLSEWQQKMLDQHNKKR/ELHKDTDSLV | 346 | 0 63% | 26% 7% | 3% 30% | 24% | 18/(no TMs)227

CAGLOE00275g 449 RSHLAQFSVNLPSNDTQRPYSKR/NSSFFPSNLS | 283 60% | 10% | 10% | 2% 30% | 12% | 20/(no TMs)880

YBR023C 85 QEQMNHLDVLPSSTGVNPNATRR/SGSLRSKGSV | 92 62% | 13% 8% | 1% 30% | 13% | 0169-191i203-2230453-476i1029-105101057-1076i1083-11
0701165

CAGL0J09922g 42 *MPDLKDCTTTAQGNHQHKR/AVAVEYVYET | 386 | 1 66% | 19% 4% | 2% 30% | 20% | 23/(no TMs)427

YMR244W 328 RNGAKANIEVFDVGSGSSSKGKR/ELNPLDVITT | 593 54% | 16% | 16% | 5% 30% | 12% | 26/(no TMs)355

CAB065 57 VIKTHKNVTGPQGEINTNVNVKR/QTVPVKLINE | 420 | 1 66% | 20% 4% | 2% 30% | 21% | 19/(no TMs)398

CA0856 198 ECKKRKKKVHRNYKRGGYGSERR/QSDCESDCER | 63 52% | 13% | 17% | 2% 31% | 12% | 028-45i57-780356

CAGLOMO02211g 68 VQQLGHKYVSQYEKANPGTVLPR/DHLFYPDQVH 59 58% | 9% 12% | 1% 31% | 9% 23/(no TMs)415

CA1402 159 VRLPEIVARVATGVQQSIENAKR/DGVPDVGLNL | 369 | 2 19% | 13% | 49% | 29% 31% | 22% | 19/(no TMs)271

CAGLOMO04191g 44 ADLSYVKLDFDKYYGETFETAKR/GRSQADIRVN 51| 1 62% | 24% 7% | 2% 31% | 22% | 19/(no TMs)(580-GPI)o601

YIR039C 51 FPVQKLADIINICTQDVSTVFKR/NEVLNTTVIN | 653 | 1 65% | 21% 4% | 1% 32% | 22% | 22/(no TMs)537

CA1402 125 IADMPFVVRAVDTAMTSVASTKR/DGANDDVANA | 154 | 2 16% | 9% 53% | 25% 32% | 19% | 19/(no TMs)271

YLR120C 29 * TPAANKR/DDDSNSKFVK | 317 | 1 53% | 35% | 16% | 12% 32% | 23% | 22/(no TMs)(542-GPl1)0569

YPL187W 103 LDKREAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EAEAEAWHWL | 663 | 2 12% | 5% 56% | 21% 32% | 16% | 20/(no TMs)165

CA1873 195 QLITRDETDIDALAPYVVTMEKR/LDLDGVVDNL | 387 | 1 60% | 26% 9% | 6% 32% | 22% | 21/(no TMs)351

CA1873 58 LTKREEQDIQELVQHINNYKTRR/DAIDEEIMKR | 333 | 1 56% | 30% | 12% | 7% 32% | 24% | 21/(no TMs)351

CAGL0G00308g 28 *HAAHTHKEKR/DVVTKTMHAV | 526 | 1 59% | 26% 9% | 4% 32% | 23% | 18/(no TMs)374

CAGLOE00275g 398 IPMPSVTTSKIMSSRFEAPFGPR/IGTWDLEDKP | 40 51% | 16% | 17% | 7% 32% | 13% | 20/(no TMs)880

CA1873 39 *EQQQQQESQFASKALTKR/EEQDIQELVQ | 102 | 1 58% | 27% 9% | 5% 32% | 22% | 21/(no TMs)351

CA3122 41 *IFDLESLKQGLQDEETVNNDKR/EPVNLLYLDR | 156 54% | 5% 13% | 8% 33% | 7% 19/(no TMs)(?-GPl)o410

CAGLOMO07205g 185 PVATAEEVELMHETFGAVPALKR/EPNPSHTASS | 265 41% | 16% | 26% | 9% 33% | 19% | 06-23i88-1050241

YGL028C 31 *ILPKREVVTR/VHTASTTNVV 62| 1 62% | 23% 4% | 2% 34% | 24% | 21/(no TMs)542

CA4336 154 YGSSNTDSYGSSNTDSYGSSNKR/GNDSYGSSND | 138 57% | 12% 9% | 3% 34% | 13% | (no TMs)212

CA4336 73 SNKRSNDSYGSSNTDSYGSSNRR/DNDSYGSSNN 88 53% | 14% | 13% | 3% 34% | 12% | (no TMs)212

YOR219C 162 SKLLPTKITRPKTSAGDSSLGKR/SFSIENVLNG 59 61% | 6% 5% | 3% 34% | 5% i120-1390931

CA2412 101 KREAKSKGGFRLTNFGYFEPGKR/DANADAGFRL | 165 | 2 17% | 14% | 49% | 28% 34% | 21% | 19/(no TMs)143




Anhang

CA4336 27 GKDDDKDKNDRRDNDSYGSSNRR/NNDDSYGSSS 70 49% [ 18% | 17% | 3% 34% | 16% | (no TMs)212

CAGL0J02288g 46 EKRIVSSHASLSKR/SAVDLQFRR/FNNLYYESVL | 195 | 1 60% | 26% 6% | 1% 34% | 25% | (no TMs)(508-GPl)o541

YPL207W 155 EKAVNYPVTVDFTEVFRKPTKKR/SSTPKVFSKN 96 49% | 14% | 17% | 5% 34% | 17% i7-390810

YJL158C 63 GAAEYTTTFGIAVQATITSSKAKR/DVISQIGDGQ | 543 | 1 60% | 25% 5% | 1% 34% | 25% | 22/(no TMs)(209-GPl1)0227

CA0365 62 LALNILNLIQLGIGANVNVTAKR/DESAVTIEQS | 160 | 2 16% | 10% | 49% | 28% 34% | 24% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178

CA2994 322 ILGAATIFNTLLVINSTDSNNKR/DDSYHINLYD | 498 51% | 12% | 14% | 3% 35% | 14% | 0367-390i671

CAGLOMO01386g 7 *VDKKKKR/SFSETGIFKL | 407 53% | 17% | 12% | 2% 35% | 18% | 01284-1303i1427

CA0365 74 IGANVNVTAKRDESAVTIEQSKR/LDADVAAQLA | 309 | 2 12% | 6% 53% | 24% 35% | 20% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178

CAGL0J08756g 718 STVVRPFFDRLVQLLKNLSRETR/GDNKKKNQHR | 95 39% | 9% 26% | 11% 35% | 17% | 20/0752-772i833

CA4336 16 *VFGFGKDDDKDKNDRR/DNDSYGSSNR | 99 49% | 21% | 16% | 6% 35% | 16% | (no TMs)212

YLR207W 269 ESGLLGKGLNSVPSSTVRKRTTR/PDIGSPFIAQ | 118 47% | 3% 18% | 5% 35% | 4% 21/0768-789i833

CAGLOEO00187g 179 SNANLDATGSLVVSRETTTKSRR/QDASEAITGK | 277 55% | 8% 10% | 1% 35% | 8% 0216-237i238

CA0856 211 KRGGYGSERRQSDCESDCERSER/CNYPFCELYE 54 36% | 11% | 28% | 17% 35% | 23% | 028-45i57-780356

CA0822 37 * TSNPFKPNGNLKFKR/GGGHNVAWDY | 671 | 1 58% | 29% 7% | 3% 35% | 26% | 22/(no TMs)438

CA2412 80 DNKPVILIVNGTTLTSGANNEKR/EAKSKGGFRL | 179 | 2 16% | 16% | 48% | 29% 35% | 21% | 19/(no TMs)143

CA3122 161 KDAKNLIDLVALKQSLEKEAAKR/DAKNIPDLEA | 94 55% | 12% 9% | 3% 36% | 15% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410

CA2974 180 NLIGNALGLNANTVSSKMASAKR/EIMVESAPEP | 128 | 0 55% | 31% 9% | 8% 36% | 29% | 21/(no TMs)328

YLR337C 282 VSPPSSEVPAGGLPFLAEINARR/SERGAVEGVS 94 55% | 12% 9% | 2% 36% | 12% | (noTMs)817

CA2974 54 LTVRESNLVNSALANLQHYNAKR/DLMSQEETIK | 369 | 1 54% | 33% | 10% | 9% 36% | 27% | 21/(no TMs)328

CAGLOH07359¢g 224 LMMGGGRTHFYPSGTNDPRYGRR/GLRQDDRNLT 79 45% | 8% 19% | 8% 36% | 12% | i21-440545

CA4336 200 SNRRGNDSYGSSNDDSYGSSNRR/GNSDSYGSSD | 56 54% | 13% 9% | 3% 37% | 15% | (no TMs)212

CA5537 22 *SYNNPNNSNSHLRPHAYNNSRR/DDSDGDESST | 235 46% | 10% | 18% | 5% 37% | 11% | 0647-666i678-7020722-741i753-7770804-823i930-9500970
-994i1009

CA3321 68 DVESSPFQIDYYNSSSPVEASRR/SHYNYFPNSL | 77 38% | 1% | 24% | 7% 37% | 11% | 18/(no TMs)535

CA0339 165 NQVKVKLPQAISEFEQNSQNSKR/IGLDSIAQ*. | 295 52% | 19% | 11% | 2% 37% | 19% | 19/(no TMs)174

YNL323W 51 EEDVDASEFEEDEVKPVRTKNRR/PKEDAFTQOR | 149 44% | 12% | 18% | 7% 38% | 16% | 076-95i373-3980414

CA0549 40 *SNPKVISFDFELRFSDPIKR/DTNFGTGTAA | 130 45% [ 10% | 17% | 5% 38% | 13% | 20/(no TMs)364

CAGL0D02442g 48 EEDVDASEFEDDDYVPVKTKNRR/PKEDNFTQOR | 149 46% | 10% | 17% | 5% 38% | 15% | 073-92i374-3950417

CA0338 134 NEVKKVLPQATSSVQONAGNTKR/DTTTELIQAT | 444 39% | 14% | 23% | 8% 38% | 18% | 19/(no TMs)(?-GPl)o183

YFL042C 162 NATIAEIGSPLQQVEKPDEVKTR/LTPSQMKEDN | 41 57% | 13% 5% | 3% 38% | 12% | 0636-654i674

CA0883 45 *NKNIKREDCDKTSFHGHHKHKR/AVAYDYAYVT | 678 55% | 32% 7% | 3% 38% | 30% | 23/(no TMs)418

YPL187W 124 KREAEAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL | 663 | 2 12% | 6% 50% | 28% 38% | 22% | 20/(no TMs)165

CAGLOA04081g 222 SASKGKKGKDSDASSSVSSHSRR/PDEPITVLTY | 351 42% | 7% 20% | 6% 38% | 10% | 18/(no TMs)(352-GPI)0374

YMR305C 28 *AVRHKHEKR/DVVTATVHAQ | 533 | 1 54% | 33% 7% | 3% 38% | 30% | 19/(no TMs)389

CA1402 30 * THHAPEFNMKR/DVAPAAPAAP | 410 | 2 14% | 7% | 47% | 30% 39% | 24% | 19/(no TMs)271

CA0968 35 *GFVTLDFNVKR/SLVDPDDPTV | 420 | 1 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 24/(no TMs)418

CA2499 35 *GFVTLDFNVKR/SLVDPDDPTV | 420 | 1 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 24/(no TMs)418

CA1334 116 YRNENSEEECSDEDDDHHKKKKR/PHRHGGKSDD | 203 | 1 55% | 32% 6% | 2% 39% | 31% | 19/(no TMs)201

CA2055 35 *VKRSTGFVTLDFNVKR/SLVDPKDPTV | 420 | 1 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 19/(no TMs)417

CAGLO0102508g 115 EAVVTSTSATNGSLNSPSPLTKR/YAVSRSLWYG | 65 55% | 14% 6% | 3% 39% | 11% | i64-820131-156i175

YPL187W 145 KREADAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL | 663 | 2 12% | 7% | 49% | 29% 39% | 23% | 20/(no TMs)165




Anhang

CA2247 130 RNQHRHDKLMINREKINDQQSKR/DINDQYEKEY | 309 51% | 17% 9% | 2% 39% | 18% | (noTMs)200

CA1394 31 *TQKDSLGLKR/TSLSSTFDPH| 25 54% | 33% 6% | 2% 39% | 32% | 21/(no TMs)418

CA1872 159 TSTGSTHPIPPAASVLSSSSQRR/ATIEDFADTE | 58 55% | 5% 5% | 2% 40% | 6% 0895-919i943-9680972
CA1360 470 RYSNHHSEFTVERPPRPSRTKKR/PRIKAKKTMK | 48 55% | 12% 5% | 3% 40% | 9% 17/0712-733i734
CA3122 186 KNIPDLEALKTGIEEEEGQVAKR/DAKNVINLSN | 211 44% [ 17% | 16% | 7% 40% | 16% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410
YJLO68C 47 TSMNVNIYLPKHYYAQDFPRNKR/IPTVFYLSGL | 650 47% | 8% 13% | 3% 40% | 11% | (no TMs)299

CA4336 54 SYGSSSFGSSNDDDNSYGSSNKR/SNDSYGSSNT | 138 53% | 13% 7% | 3% 40% | 15% | (no TMs)212
CAGLOMO08492g 62 TDYSSTFGIAVQPIATSSSVAKR/AVSQIGDGQV | 338 56% | 31% | 4% | 2% 40% | 33% | 20/(no TMs)335

CA0894 105 SANALTPTPSHHQPAHSITRQRR/SSSLIQHLEP | 341 53% | 16% 7% | 2% 40% | 16% | 0142-162i219-2350241-259i268
YLRO57W 188 QIKDIFMKSWNQEQLLLKSNLRR/ESTWPIDLID | 265 51% | 22% 8% | 6% 40% | 16% | (no TMs)849

CA2418 154 IGQPKDAKLVPPPPPEELPNYKR/ANATILSLVR | 392 46% | 13% | 13% | 3% 41% | 14% | i12-320480

YDR326C 9 *RDEATRKKR/SFSDGHFFKK | 565 47% | 8% 12% | 1% 41% | 9% 01281-1302i1438
CAGLOL10670g 207 STGSHPTGSSESESQESDDTSKR/SLLKKRSLRE | 102 51% | 11% 8% | 4% 41% | 10% | 21/(no TMs)(241-GPI)0263
YJLO34W 309 KAFKKKHGIDVSDNNKALAKLKR/EAEKAKRALS | 954 54% | 34% 6% | 1% 41% | 33% | i12-290682
CAGL0J08756g 267 DEGLLGKGLSTVPQSVRRKKTTR/PPFAGSSNLK | 68 41% | 14% | 18% | 8% 41% | 19% | 20/0752-772i833
CA2412 122 KRDANADAGFRLTNFGYFEPGKR/DANAEAGFRL | 165 9% | 4% 50% | 27% 42% | 24% | 19/(no TMs)143
CAGLO0I06182g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV | 338 54% | 33% | 4% | 2% 42% | 35% | 19/(no TMs)340

CA3122 116 PKNLFNLQALHEGLKDEETKSKR/EAKNLPNLEA | 271 42% | 7% 16% | 10% 42% | 14% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410
YGR279C 29 *ANHEHKDKR/AVVTTTVQKQ | 183 53% | 34% | 4% | 1% 42% | 35% | 20/(no TMs)386
YDR245W 109 DNKLSNTGSSINSKRYVPPYSKR/SRWSFWNQDP | 142 40% | 10% | 18% | 5% 42% | 14% | i50-670393

CA2830 73 SLSGSKNKREAEIANKDGTIEKR/TFGSAGVNAG | 164 50% | 10% 7% | 3% 42% | 8% 18/(no TMs)(684-GPl)o714
CA0365 149 IAANILNLIQLGIGADVNVSAKR/EDTVAAQIGA | 160 10% | 5% | 47% | 26% 43% | 22% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178
CAGL0D02948g 295 KTFKKKHGIDVSDNEKALAKLKR/EAEKAKRALS | 954 52% | 32% 6% | 1% 43% | 32% | 29/(no TMs)667

CA2730 399 SKEISFQNVVVMTKDEQRNHEKR/VLNGGEKIED | 426 33% | 18% | 24% | 11% 43% | 19% | 24/(no TMs)434

CA0915 308 KQFKKKHNIDITANAKAISKLKR/EAEKAKRTLS | 954 50% | 30% 7% | 1% 43% | 30% | 35/(no TMs)687
YMR200W 226 KRSLRSLVRRSLENRHKTNATKR/QNTSFLTSNA | 130 49% | 8% 7% | 2% 43% | 6% 25/(no TMs)(235-GPl)0256
CA3122 68 LLYLDRFKMGVSDEAKGNAKFKR/DPKNVIDPAS | 420 36% | 19% | 20% | 10% 43% | 20% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410
YNL238W 79 EHDVRGLPNHYVFSKELLKLGKR/SSLEELQGDN | 59 36% | 6% 20% | 9% 44% | 14% | 24/0676-699i814

CA1387 266 RRDAAQKKISATYMKEIKSRRER/GDIDPNRDLI 64 31% | 8% 25% | 10% 44% | 15% | 013-36i48-650528
CA2303 123 GNSKRQIDDQDCNVKHVHHKHKR/ATEVVQVTQT | 848 49% | 14% 7% | 2% 44% | 14% | 22/(no TMs)468
YIL136W 90 SLKDALLGVSQKAREEAPKVTKR/VISPEEDAQT | 406 50% | 16% 6% | 4% 44% | 12% | 19/(no TMs)393
YOR238W 253 KNALSLFSSDWYATKDRLLTKKR/SRNPFNRTAP 48 33% | 6% 23% | 6% 44% | 9% (no TMs)303

CA3614 121 DNDECDEDCDDEDKKKGHKQYKR/GEVEEPCETS | 410 48% | 10% 8% | 1% 44% | 9% 19/(no TMs)251
YHR188C 276 HYEMDARIEMVTHVPSALARGER/PIPKPLDGNT | 59 32% | 8% 24% | 11% 44% | 15% | 20/0548-568i610
CA1820 607 KFNNHFAAATGQLTSNQYNKDRR/TPLNSKEICS | 93 33% | 3% 23% | 10% 44% | 13% |i12-310765

CA1872 116 ERTRTKKSSSIGSAELSPSRSPR/MMNEFSLRPKE | 60 48% | 19% 8% | 2% 44% | 17% | 0895-919i943-9680972
CAGLOB04477g 228 SDVSDISYEMEPFPPAQQSPSRR/QHLSTNYNSS | 61 45% | 20% | 11% | 3% 44% | 19% | i41-620283

CA2633 526 YSDVIQVNQTITTTPEQKAPSKR/DSPQKITHSS | 151 32% | 10% | 23% | 9% 45% | 10% | 21/0774-794i936
CAGLOMO08734g 34 LVARKNIVEMITFRDENGKLHRR/LAPEEYRGGV | 43 49% | 13% 6% | 2% 45% | 12% | (no TMs)253

YPRO79W 44 HVYNGPGLSHEANEHRASHKQKR/TLANPDKPKS | 482 50% | 12% 5% | 3% 45% | 10% | i7-250237-257i381
YCR068W 139 TNPFDFEFELRRMPLLMKRMKER/DPEFIESYIY | 42 31% | 8% 24% | 10% 45% | 16% |i12-340520




Anhang

CA6162 200 VRETKDLADQSPEDSTSIDVFKR/ENSLLVLLET | 653 45% | 11% | 10% | 1% 45% | 12% | 21/(no TMs)296

CAGLOM13453g 319 GICKFEMEAIVDMVMNTPQSLRR/GTNPIPRPLS 74 34% | 6% 21% | 9% 45% | 14% | 22/0582-602i646

YOLO003C 248 RIYPESRSFONKKDAEEHLTKKR/PRFDELVNFP | 48 31% | 7% 23% | 13% 46% | 19% | 06-29i41-580126-143i164-1860378

CA1872 337 TQIAQQYYGDARKHIEVVDPTKR/EKSNSVIATT 91 31% | 6% 24% | 10% 46% | 11% | 0895-919i943-9680972

CAGLOL132669g 114 VAKLQLRGSISLAPNDPFFHHTR/DKEFSTEELG 70 29% | 8% 25% | 8% 46% | 10% | 20/(no TMs)579

CAGL0J06820g 104 DSFTIHGLWPDDCMGGYPQFCKR/DLFIDDVDYL | 502 37% | 9% 17% | 7% 46% | 15% | (no TMs)433

CAGLOL11528g 53 STRLSEGILEYYDMFDSGAVVPR/EDFNTVCKTL 75 28% | 1% 26% | 15% 46% | 16% | 19/0275-291i319

CAGL0J02068g 128 IRAYPTIRLYGPDGFLEEYHGKR/TKEEFLKFAR | 301 25% 3% | 29% | 18% 46% | 15% | 19/0662-678i708

CA3122 92 PKNVIDPASLKEGSAEEEQKDKR/EPKNLEFNLQA | 114 37% | 17% | 16% | 6% 46% | 18% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410

YFL042C 137 SQPSIISHRREPSMGSKRRSSRR/ISNATIAEIG 52 48% | 19% 6% | 3% 46% | 17% | 0636-654i674

CAGLOK06237g 80 QISLGLTPRKPVVITDLRTGNKR/KLHGRFLHIT 0 41% | 16% | 13% | 3% 46% | 17% | i12-290663

CAGLOE00385g 591 RVIVIEDGRVVESGSFDQLRSTR/DSELNKLLKE | 122 31% | 12% | 23% | 12% 46% | 12% | i47-73093-115i191-2100269-293i305-3260608

YJLO12C 399 TELTMVREDNFDGVDRTHKNWRR/TDIGVDWPFK | 259 40% | 9% 13% | 3% 46% | 12% | (no TMs)648

CA3295 551 APSSEAPSSSSSEALSSSSTTKR/PTAAAKGFFG | 123 41% | 9% 12% | 2% 47% | 11% | 23/(no TMs)(?-GPl)o1249

CAGLOH04499¢g 193 PFOQRARFRRADPREAYRQQOQRR/QGNQENELVN | 140 1% [ 12% | 12% | 3% 47% | 11% | 0207-226i232

CA4624 17 *SRNVSLPSTTESTKNKR/VVSSQLRLAQ | 468 47% | 10% 6% | 3% 47% | 7% 0723-741i757

CA2394 20 *NDNVVILTLRAANHITNAKR/ADSTTSTEAM | 369 35% | 5% 18% | 6% 47% | 10% | 066-88i288

YELO60C 188 TAQFNPDATISKITPNRYIIVFKR/GAPQEEIDFH | 522 44% | 23% 9% | 4% 47% | 19% | 19/(no TMs)635

CAGLO0B03091g 83 ANTSSSKISSYEKLSENNGRSER/LYPVYVDDSK | 54 46% | 16% 6% | 3% 47% | 13% | 0605-626i670-6940696

YMLO12W 77 VGDGQKLNLFVRDSVGNEYRRKR/DFAGDVRVAF | 707 43% | 5% 10% | 1% 47% | 5% 21/0182-201i211

YBR161W 348 SSYKNKEKRRNPTRHEYNSRGKR/LRKDSNIPYD | 165 46% | 19% 6% | 2% 48% | 18% | i7-240200-220i274-2990376

CAGLOL13134g 125 FANGYHSSDLFADSKYHYASDKR/DEAFHAIFRS 68 26% | 4% 26% | 14% 48% | 14% | 0622-644i725

YOL003C 250 YPESRSFQNKKDAEEHLTKKRPR/FDELVNFPYD | 64 31% | 6% 22% | 11% 48% | 16% | 06-29i41-580126-143i164-1860378

YLR337C 285 PSSEVPAGGLPFLAEINARRSER/GAVEGVSSTK | 54 39% | 18% | 13% | 6% 48% | 16% | (noTMs)817

CA1835 393 DNEEEESITAIPISKSRKGSTRR/LDISTQLPPL 79 46% | 12% 6% | 4% 48% | 8% 19/(no TMs)(481-GPl)o504

CA2730 43 *CYERKKIHPQPPKETPAKR/DHSKELIREQ | 151 40% | 16% | 12% | 3% 48% | 19% | 24/(no TMs)434

YHR080C 50 RNFLNNTTGENVSTTASAERFRR/VGGNPDIPSL | 476 35% | 11% | 16% | 7% 48% | 15% | 01204-1223i1345

CA0340 146 NLPQAITTVQOQQQGOQQSQKVKR/DTIGDIVNEI | 772 37% | 13% | 15% | 6% 48% | 17% | 22/(no TMs)195

YMRO006C 61 DDTSLVRNASGLSTAETDWLKKR/DAYTKEALHS 64 40% [ 12% | 1% | 1% 48% | 13% | 20/(no TMs)(680-GPI)o706

CAGLOH092409g 505 DYVIEPEDAATIGKLEYSEKDRR/YSICAIQMAH | 93 42% | 20% | 10% | 4% 48% | 23% | 33/(no TMs)642

YOR384W 26 *ASTKKR/TQWDQTIATIDA | 96 29% | 9% 23% | 10% 49% | 7% 20/0162-184i205-2250237-254i266-2880350-368i375-3920
398-417i694

YEROO5W 265 LAQLINTLPENTNDYENDDFSTR/NLNDPCMPRG 47 31% | 4% 20% | 10% 49% | 13% | 0501-517i630

CAGL0J11770g 59 NDINLLRNATGLSQSEIDWLKKR/DVNTREALES 64 38% | 8% 13% | 3% 49% | 8% 23/(no TMs)(633-GP1)o659

CAGLOL13266g 45 DINTLEQTSESQEYDNFFKQSKR/PGNVKAPLVA | 247 35% | 7% 17% | 12% 49% | 12% | 20/(no TMs)579

CAGLOMO01298g 128 VTVENFIRLLTDRWTEDQPKSKR/LQTDENSNIF | 434 42% | 9% 9% | 3% 49% | 9% 22/0359-377i390

YLR207W 266 SDFESGLLGKGLNSVPSSTVRKR/TTRPDIGSPF | 158 44% | 13% 7% | 2% 49% | 13% | 21/0768-789i833

CA2912 119 GNEECDEDCDDEHRKKGSKQYKR/GEVENPRETR | 410 37% | 18% | 14% | 7% 49% | 13% | 19/(no TMs)247

CAGLOB00616g 399 EYNQAKPLMNSLIESENSSNKKR/LSLLTNFLLM | 277 38% | 10% | 13% | 5% 49% | 11% | 17/(no TMs)(394-GPl)o416

CA1334 135 KKKRPHRHGGKSDDDDDDKKWKR/GGDYSDDNDN | 746 43% | 9% 8% | 3% 49% | 7% 19/(no TMs)201

YJR151C 1077 VSCSAGACTTLTTVDAGISMFTR/TGLSITQTTV | 64 45% | 12% 5% | 3% 49% | 15% | 20/(no TMs)(1127-GPl)o1161




Anhang

CA0951 187 IFKIFYQAKPSVSQLNTYPSKKR/IYHARFDSLA | 96 43% | 13% 8% | 3% 49% | 13% | i18-380660

YGL126W 220 NTFIHDOMHRWQGPLTTSAQCRR/FGGHWAGGHD | 140 38% | 9% 12% | 3% 49% | 10% | i12-31051-66i87-1050236-254i326-3490355-371i380

CA2405 688 TTYCPLTTTKAVYRVAKLANYKR/DQTEFIATET | 490 34% | 9% 17% | 5% 50% | 11% | 19/(no TMs)(721-GPI1)o753

CAGLO0L08448g 159 MIMSLLNIFSNGAFGTKFIRRRR/NNAEVGVPSV | 288 40% | 5% 10% | 1% 50% | 6% 012-28i40-58064-93i123-1460173

YJL132W 307 NTNEAQAEELRLCANLPPVSQKR/INARPLVSSL | 114 38% | 8% 13% | 3% 50% | 10% | 26/(no TMs)750

CA2830 59 PVCTDLGLYHDSSISLSGSKNKR/EAEIANKDGT | 731 43% | 13% 7% | 3% 50% | 10% | 18/(no TMs)(684-GPl)o714

CA3629 272 KPTTEPHVYFGTEAFDHDGIEKR/GQIVKIEDHT | 164 38% | 1% | 11% | 2% 51% | 12% | (no TMs)415

CA1039 278 TGGSPTTYFISSTKQVLVQKHKR/SLDYVAGVAK | 848 28% | 3% 21% | 12% 51% | 10% | 24/0170-190i202-2200327-351i372-3940406-426i466-4850
491-510i522-5410553-579i808

CA2714 872 IVSQSGSSFTTITTFEPPVVCKR/DDVNCGSSIG | 585 41% | 6% 8% | 2% 51% | 5% 21/(no TMs)(1225-GPl)o1249

CAGL0G02959¢g 86 FFLSKKPSPDIQVVSNSAKNKKR/YVTPPTLYKL | 277 41% | 9% 8% | 2% 51% | 8% i27-510114-134i146-1730179-199i239-2580918

YMR306W 482 FFAVRPLGGLFRPYLNKDKKHRR/YISSQTFTAS | 346 38% | 6% 1% | 5% 51% | 9% 0338-357i377-3950415-437i444-4640503-526i547-5670579
-604i1215-123401264-1288i1358-137801384-1402i1473-14
9501515-1539i1551-157201584-1606i1649-167001676-169
2i1713-173301785

YHRO080C 147 NSNSVPSLSVQALEKEKLQSGKR/EGSSNQAEEK | 140 35% | 12% | 14% | 4% 51% | 16% | 01204-1223i1345

CAGL0B04235g 242 TEQALVVNQLGYELCPECEKQRR/EEMETEHLWQ | 384 37% | 14% | 12% | 3% 51% | 16% | 22/0268-289i313

CAGL0J06820g 297 PLRSMSRCKDQGIKYYPKGYQRR/DNRGPNKKPI | 100 35% | 6% 13% | 7% 51% | 12% | (no TMs)433

CA5996 223 NWPIFEFEKGFTEDDELWKPNKR/ETGQHRKYRA | 163 21% | 9% 28% | 4% 51% | 11% | 27/(no TMs)327

YGL156W 547 GNVIPKLQVGITVDEFYDDILKR/TNQGHDLPTW | 237 32% | 6% 17% | 8% 51% | 14% | (no TMs)1083

CAGLO0K11880g 8 *SYVDLYKR/GGNEAVKINP 72 35% | 6% 14% | 5% 51% | 5% 034-55i62-810116-134i141-1610167-192i204-2250237-262i
316

CA1379 38 *VENNQDLEATFTRIKR/SLVHQDIFEI | 518 34% | 17% | 14% | 6% 52% | 20% | 22/0334-355i784-8040816-839i860-8840896-921i928-9460
1012-1035i1038

CA1345 39 *QENEITPADNIDKR/AGAIGNFFRD 71 28% | 4% 20% | 7% 52% | 6% 25/01297-1319i1409

CAGL0G05896¢g 28 *QIQKR/DDDNVRYITS | 366 29% | 2% 19% | 9% 52% | 10% | 23/(no TMs)294

CA0371 554 GKGKNLIHEIFGQDLVIPTKSRR/GPGGYKVKTS | 221 30% | 16% | 19% | 8% 52% | 8% 21/(no TMs)806

CAGL0G02717g 34 *KFLRSDAVSWHDRYVPR/GNFTEWVHAQ | 40 27% | 7% 21% | 10% 52% | 4% 17/(no TMs)515

CA1872 358 KREKSNSVIATTVSGDSPTALKR/LSGGSNSSGS | 212 42% | 9% 6% | 3% 52% | 11% | 0895-919i943-9680972

CAGLO0106204g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV | 338 42% | 23% 6% | 3% 52% | 26% | 19/(no TMs)349

YJR126C 363 TTPGYPSKDSDTEHMSPVGRVPR/ IPSVPMSARD 86 17% | 6% 31% | 9% 52% | 9% i90-1090811

CA3105 279 SQTFDIIVVTFPQIQELSHLNKR/NVELSVKSFQ 73 41% | 10% 7% | 3% 52% | 8% 23/0351-371i393

CA5699 1405 ESSIGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR | 47 42% | 4% 6% | 3% 52% | 7% 19/(no TMs)(1980-GP1)02000

CA5115 242 RNGNNSSNGNASNSTLRGGNIKR/SSIKQLGLKFE | 254 31% | 7% 17% | 6% 52% | 10% | 18/0310-331i343-3620374-393i414-4400465

YMR306W 124 IGFQNMRLHGKARQRNVKMAKKR/GVSIKEQIKQ | 141 39% | 10% 9% | 4% 52% | 12% | 0338-357i377-3950415-437i444-4640503-526i547-5670579
-604i1215-123401264-1288i1358-137801384-1402i1473-14
9501515-1539i1551-157201584-1606i1649-167001676-169
2i1713-173301785

CA0397 27 *PRKYKR/YGQLKSFYAC | 577 32% | 2% 16% | 5% 52% | 6% 21/0158-181i318-3400346-368i375-3930399-417i710

CAGLO0K12914g 31 *INKSGDETTLRR/DISLLDLVKA | Q2 42% | 17% 5% | 3% 52% | 15% | 19/0397-416i428

CA5614 56 VTVSTYFVNSYTCNQPHHNHSTR/PSHYLPINGT 57 32% | 3% 15% | 6% 53% | 9% i20-420270-293i337




Anhang

CAGLOL03333g 344 NEYHWNSNEREIQDSTTNDNLPR/SYEYAQALKN 52 30% | 8% 17% | 7% 53% | 13% | 43/0410-429i450
YIL123W 34 *HVDVHQEDAHQHKR/AVAYKYVYET | 386 38% | 7% 9% | 2% 53% | 7% 20/(no TMs)475
CA0932 104 FFYAFGLFMYQTFDGCDGCHARR/TGQSGPLGEL | 224 31% | 4% 16% | 6% 53% | 8% i50-690138-158i179-2000220-240i274-2920298-322i334-35
30359-379i402
CA1840 35 *VPNVEQLKAQSLQKR/DEDLMEPVFK | 118 36% | 10% | 11% | 2% 53% | 13% | 20/(no TMs)712
YNRO19W 26 KDLLENEQFLRIQKLNAADAGKR/QSITVDDEGE | 165 41% | 6% 6% | 3% 53% | 4% 0218-239i259-2810293-312i324-3430404-422i434-4590479
-499i567-5860592-610i622-6400642
CA3529 213 KQFQSSISQEHETLQRDLSHHKR/EFEEESDNKS | 107 35% | 15% | 13% | 6% 53% | 20% | 25/(no TMs)837
5
CAGLOMO01386g 562 KRNSRITTLSNDEIVGDNDRKPR/SLSRKFLNRR | 57 34% | 15% | 13% | 2% 53% | 16% | 01284-1303i1427
CA5699 1915 KSVQAESVQTDSTTYSEMMSSKR/NKNSGFGTSS 51 39% | 6% 8% | 3% 53% | 4% 19/(no TMs)(1980-GPI1)02000
CAGLOMO05599¢ 120 SKRAVAEEDCDSVVAKPVHKHKR/DVAVEVIEVT | 848 40% | 5% 7% | 2% 53% | 3% 18/(no TMs)446
YGR176W 95 HSRLWSKRLGRTQISRRLQTARR/LNPERSTAWS 52 31% | 3% 15% | 4% 53% | 5% 26/(no TMs)115
CAGLO0I10296g 33 VYIKADRKEFDMDPIGKSDLWKR/DISRNMYDKL 93 27% | 1% 20% | 1% 53% | 10% | (no TMs)446
YPL170W 46 GASNTNDSNKGSEPVVAGNFFPR/TLSKFNGHDD 56 25% | 4% 22% | 10% 53% | 8% (no TMs)152
CAGLOH09130g 243 DRKKYSQASWYKMERKKADFHRR/NKISDYCEPF | 144 30% | 6% 16% | 9% 54% | 7% i7-2501015
CA5819 1208 SPHTSESDITSQYNSHSTSVATR/SDSISLTDTF | 55 41% | 4% 6% | 3% 54% | 6% 21/(no TMs)(1502-GPl)o1526
CA2007 143 VTVENFMRLLTDKWDSDQPRSKR/LLSDENSNIF | 603 38% | 7% 9% | 2% 54% | 6% 21/(no TMs)(?-GP1)0383
CAGL0J07546g 89 YVFSVAKSENEDDIDSGNSLRKR/AIENEDHILS 64 33% | 8% 13% | 8% 54% | 8% 24/0671-693i789
CA3867 73 QONNLDSNESFVDPLANPEHCKR/DIPYLEAVDT | 610 28% | 5% 18% | 9% 54% | 7% 23/(no TMs)(510-GPl)o544
YILO77C 190 LDSGSPSRWSMYFYITYQNPERR/LPDPKVKLQQ 74 24% | 8% 22% | 15% 54% | 18% | 067-86i98-1190320
CAGLOMO05599¢ 100 HFRGPLKLSQFAVYYPASSNSKR/AVAEEDCDSV | 295 39% | 11% 7% | 3% 54% | 10% | 18/(no TMs)446
YDR262W 44 *VVNLITFKDSNGKLHKR/LAPEEIPPRL | 85 23% | 4% 22% | 11% 54% | 7% 27/(no TMs)(256-GPl)0272
CAGLO0C03333g 24 *FQKR/DVWEVNAVMS | 502 38% | 6% 8% | 2% 54% | 5% 20/0186-206i257-2760296-316i337-3580370-393i400-4200
426-445i727
YDR245W 101 SFQGONSNDNKLSNTGSSINSKR/YVPPYSKRSR | 295 37% | 8% 9% | 1% 54% | 8% i50-670393
CA3122 225 KREGKNLFDLTKFQQSGQPIKKR/DQKILKQEKS 99 37% | 11% 9% | 2% 54% | 11% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410
CAGLOH07403g 139 VKDMTKKDIEEYLAPSFANKGKR/PKAAFVTLIR | 237 20% | 4% 25% | 5% 55% | 4% 29/(no TMs)463
YFL042C 124 SPVSRSTTPTSPVSQPSIISHRR/EPSMGSKRRS | 102 37% | 6% 8% | 4% 55% | 2% 0636-654i674
YHR009C 303 LKCDEMDCVHSLKYLPSVVKNRR/NSRGHAENPD | 119 29% | 8% 17% | 7% 55% | 11% | i24-410523
CA2912 84 DDGQLERNDKKLDCNCKSERVSR/PAPSPSAIAV | 34 27% | 8% 18% | 7% 55% | 11% | 19/(no TMs)247
CAGLOL04466g 323 TEDIANEAYAKFTEEYETETEKR/INDKTELVSY | 124 40% | 5% 5% | 3% 55% | 3% 0678-694i701-7180783
CA5572 59 TSSINHKNQPLSLRNNPQLIQKR/SRHAESPLFI 94 37% | 4% 8% | 1% 55% | 4% 21/(no TMs)924
CAGLOH04499g 77 PKAHEAFKLINRAFEVLSDSQKR/QIYDQIGRDP | 114 33% | 10% | 12% | 6% 55% | 4% 0207-226i232
CAGL0K02937g 48 WKKYVEQKDAITQQVSVKKMLKR/EYDDNLFREQ | 702 37% | 7% 8% | 2% 55% | 7% 24/079-97i285-3050438
YORO041C 110 RSTSVVFEISSLIDSGTLLFSRR/EESLIPSFSS | 288 15% | 3% 30% | 9% 55% | 9% (no TMs)143
YERO76C 74 MVEFYQTIGLTANGTVPESFNKR/DATEYPNIIS | 488 26% | 8% 19% | 5% 55% | 7% 24/(no TMs)302
YEROO1W 596 ALQGVYSGAIGDYVKKTDLNGKR/QEAAVEICSG | 404 25% | 5% 20% | 8% 55% | 6% i12-360762
CA3295 354 SVNKVIARRQQATAEKKQANAKR/ESISFVSFEA | 369 39% | 14% 6% | 3% 55% | 11% | 23/(no TMs)(?-GPl)o1249
CA2633 128 DYDELISHVESIHLLPMKKLSKR/IPVPIEMEDV 54 36% | 7% 9% | 6% 55% | 11% | 21/0774-794i936
CA2303 105 FRGPLTLLQFGVYYPSSSGNSKR/QIDDQDCNVK | 369 36% | 17% 9% | 3% 55% | 14% | 22/(no TMs)468




Anhang

CA2085 407 DSIPERWIYNHQHHHQGNKKVKR/NKKKFKAEDS | 154 32% | 3% 13% | 3% 55% | 6% 25/(no TMs)842
CAGLO0B03091g 257 QSHDKIMDNNNDTNLMEKIKSRR/EENSANFERE | 346 33% | 4% 12% | 6% 55% | 6% 0605-626i670-6940696
CA3321 135 YSGGTGVEVSAVIEAPNVEVAKR/NWLKLTKTLS | 338 27% | 2% 17% | 8% 56% | 7% 18/(no TMs)535
CAGLO0L03289¢g 29 *AVQHQDKHAHEKR/DLVVVTEYVD | 533 38% | 10% 7% | 3% 56% | 7% 16/(no TMs)366
CAGL0J11748g 201 YDKDFSKTLARWTAIGSQVQGKR/DAGFNVTITD | 338 25% | 8% 19% | 8% 56% | 14% | 20/(no TMs)(667-GP1)0695
YMR101C 222 SRNDMLHTIRDSVEDHLENKSPR/INIRKFTNKM 43 35% | 7% 9% | 2% 56% | 6% i32-510274-292i343
YKL163W 66 SFGIATEAVATSASSVASSKAKR/AASQIGDGQV | 434 39% | 12% 5% | 3% 56% | 16% | 19/(no TMs)325
CAGLOF09053g 781 STLFKEVVSFEELYEDPEILHKR/DILRAFGVNK | 106 24% | 4% 20% | 9% 56% | 8% 17/(no TMs)809
CAGLOH00330g 2010 THQFMELASHKTNRMFNDIINKR/QQKDNVNEEE 91 34% | 13% | 10% | 3% 56% | 15% | i35-5902635
CAGLOK07359g 161 TAKNGAKAKIVVFEVGGGGNVKR/NIAIEEEKKV | 420 37% | 9% 6% | 3% 56% | 6% (no TMs)190
CA0894 61 TPTPIAEEKLSTPIPTPSPSHRR/GSSIGSSTSP 82 38% | 22% 5% | 3% 56% | 21% | 0142-162i219-2350241-259i268
CAGLOH01705g 68 MVSVHYTGSLAENGKVFDSSLRR/NEPIQFKLGA | 92 26% | 4% 18% | 7% 56% | 4% 23/(no TMs)136
CA4418 510 SEEIKVFATIFPKDDLILEWKKR/DPLKSL*... | 226 31% | 12% | 12% | 10% 57% | 7% (no TMs)517
YLR084C 1052 NASSISSVSAIYTDIESNTLNKR/GINNVNNGSI 59 32% | 3% 1% | 2% 57% | 2% 21/01161-1188i1220
CA5423 181 YAGKEQLRINDKQFLNIEHRRTR/DENDNNMLPQ | 115 23% | 8% 21% | 10% 57% | 8% 17/(no TMs)871
YFLO51C 99 LSIYYSPPCESTPTCVTYAVLKR/DEDGYDPCGP | 927 28% | 12% | 15% | 4% 57% | 11% | 24/(no TMs)160
YCL048W 432 ODGTIIEKGYKDLTQEGEDSKKR/VISKYANSAN 96 35% | 6% 8% | 5% 57% | 7% 26/(no TMs)(440-GPl)o463
CAGLOH100769g 9 *STFVDLYKR/GGNEAVKINP 72 28% | 4% 15% | 6% 57% | 4% 035-55i62-820117-135i142-1620168-193i205-2270239-258i
325
CAGL0G07887g 153 ETKSQTLPLLALELTSDNKKVRR/DRIIDEIEEI | 197 31% | 6% 12% | 4% 57% | 10% | 20/0199-221i242
CA1360 254 LKSKSKSKSSKLKHKSRKSHKRR/PKLLKSKDVE | 105 37% | 8% 6% | 3% 57% | 5% 17/0712-733i734
YGLO75C 268 FRRRLQRQTDTISFLKDQIRRER/GLNCSNDKVS 51 28% | 3% 15% | 3% 57% | 3% 0305-327i387
CA3160 15 *NSDSISQVFEYLNKR/DECPTDNDYN 91 28% | 1% 15% | 5% 57% | 6% 033-52i64-850105-127i212-2350275-295i307-3260346-366i
370
CAGL0J07546g 112 AIENEDHILSSEFLTPSNKLQKR/MPVPAPPLDS 60 33% | 6% 9% | 5% 58% | 3% 24/0671-693i789
YDR420W 210 EEGTLAQTSSISETTRIAQMVTR/VSQISSITAA | 59 36% | 15% 6% | 4% 58% | 19% | 22/01486-1508i1802
CA5814 104 IAIGDFKGFSGRFSKDIIDRLKR/CPLVQEITED | 848 25% | 4% 18% | 6% 58% | 5% i21-400421
CAGLO0B03091g 414 SGSSSRYRTTSNNSQQSLIRQRR/NGDYVAIPVL | 426 33% | 5% 10% | 5% 58% | 9% 0605-626i670-6940696
CAGLOK06237g 454 SDLDIEKKKKKKGKKKKGKKEKR/TLEEIYDQHS | 526 28% | 2% 14% | 5% 58% | 4% i12-290663
CAGLOH06919¢g 428 NTFDKLSESVEYINNFEKLYKRR/EGGDSYTNFF | 169 27% | 2% 15% | 4% 58% | 3% 19/(no TMs)627
CA1583 230 KIKRSRMRIKRSLENQYRTNAKR/EIYTEKFDKI | 369 34% | 6% 8% | 2% 58% | 6% 25/(no TMs)(244-GPl)0260
CA5418 69 TSRSKKPKETGTHRYGKFNKTPR/PVTTTVLVKE 52 33% | 10% 9% | 2% 58% | 8% 19/(no TMs)(105-GPl)o131
YILO37C 400 NLSTLYPIPYQLTKLINQKIFKR/EPEKIDDKKV | 408 27% | 1% 15% | 6% 58% | 5% 020-43i318-3360421-440i631-6540656
YBR162C 134 KQSIESCKEGEAVVSRHKHQHKR/DVAVEYVQVT | 483 35% | 15% 7% | 1% 58% | 15% | 24/(no TMs)455
YDL221W 106 PASSSLSSSFFTVTPFCAARSRR/GLTVALIAQS | 307 31% | 13% | 11% | 2% 58% | 11% | (no TMs)183
YHRO009C 142 VIENYERLSKKAYNLNVPPPKKR/PGYISNKENI | 113 26% | 8% 16% | 8% 58% | 15% | i24-410523
CAGLOH07997g 244 DYNYAPPAPFPSDNGGWYDPKKR/QSFTTRKLNM | 113 30% | 12% | 12% | 2% 58% | 10% | 15/(no TMs)265
CA3713 191 SSSSSSAAPAAAAAPATNGASKR/EIMEAAEYLS | 188 26% | 6% 16% | 9% 58% | 12% | 21/(no TMs)403
CA3713 33 *ANIVSEQTMVKR/EDVNAIVELI | 710 27% | 6% 14% | 6% 58% | 5% 21/(no TMs)403
YLR396C 624 ESIWVPGTITKKINASIKSNNRR/SIDGSNGTFH | 203 29% | 4% 13% | 7% 58% | 11% | 0640-657i691
CAGLOH09262g 41 *QRRSTR/YEEDLLFSSG | 122 33% | 4% 8% | 2% 58% | 4% 35/(no TMs)625




Anhang

CAGLOMO05841g 44 DIDRNYFERSVAVKTKYDGVRRR/EYFVPLKLAT | 202 35% | 15% 7% | 2% 58% | 16% | (no TMs)411

CA1371 141 GLIGSLSKITHLIINGINGVQKR/GINRDSFINK | 375 18% | 4% 24% | 10% 58% | 8% i103-1250375

YEROO1W 519 LNECDNTLTTEEYIFKAFFHHRR/QHQLEAGLFA | 351 28% | 6% 14% | 3% 58% | 7% i12-360762

CA1676 31 HPTELKAVIQLFGFRQPLHPGKR/DVNDKELVRC | 165 26% | 5% 15% | 7% 59% | 3% 0430-447i448

CAGLOMO08734g 211 LLQSKQYSMQHSNGKGGDVLLKR/EGEKYCVASV | 119 33% | 9% 8% | 3% 59% | 7% (no TMs)253

YKR102W 131 VPVKRGVKLCSDNTTLSSKTEKR/ENDDCDQGAA | 155 23% | 5% 18% | 7% 59% | 4% 25/(no TMs)1169

CA1313 155 NDKSDATFKSLSSSAPTVVHSRR/SWIKDFLIFK | 224 22% | 6% 20% | 7% 59% | 4% 22/(no TMs)332

YHR204W 69 DNYLEHGYPYDEVKPISCVPKKR/NFEDPTDQGT | 141 21% | 9% 21% | 12% 59% | 12% | 21/(no TMs)796

CAGL0G04279¢g 578 DIESEVGIRKRSLPSTDVNVVRR/DEQQFASKEP | 383 26% | 6% 15% | 6% 59% | 3% i27-440660

CA5699 1537 ESSSGTILSEENSDSIPTTFSTR/YVSVSLTVGE | 47 36% | 2% 5% | 3% 59% | 4% 19/(no TMs)(1980-GPI)02000

CAGLOK06963g 815 PLDTIPIFLEGGHILFQKEKYRR/SSELMSNDPY | 368 26% | 6% 16% | 6% 59% | 9% 21/(no TMs)941

YMR101C 84 VGPVPEHVSFIMDGNRRYAKSRR/LPVKKGHEAG | 221 26% | 3% 15% | 4% 59% | 3% i32-510274-292i343

CA1939 94 EYGHLLSVHQTYFHNLRSINSKR/AKGVKFEQDE | 148 29% | 2% 12% | 2% 59% | 4% 16/(no TMs)(?-GPl)0358

CA0825 299 LRSFVDTKYIGTRLDDGAPVSKR/CVNGFDNAGF | 338 23% | 5% 18% | 8% 59% | 7% 18/(no TMs)609

YLR337C 485 SSSSSAVTPGGPLPFLAEIQKKR/DDREVVGGDT | 181 32% | 13% 9% | 5% 59% | 17% | (noTMs)817

CA4418 445 VYDEPDSFIPERWENASGDMYKR/NWLVEFGTGPH | 424 31% | 7% 10% | 5% 59% | 4% (no TMs)517

YNLOB6W 44 ./AVAVTYVYET | 386 35% | 11% 6% | 3% 59% | 8% 23/(no TMs)420

CAGLOH10032g 23 ARVAIIIYSMYGHTAALAEAEKR/GVESAGGKAD | 183 25% | 2% 16% | 6% 59% | 7% (no TMs)198

YMR200W 205 PTETLNPTSSATSTDDPSSNKKR/SLRSLVRRSL | 138 34% | 4% 7% | 4% 59% | 6% 25/(no TMs)(235-GPI)0256

CA1387 264 YWRRDAAQKKISATYMKEIKSRR/ERGDIDPNRD | 138 27% | 2% 14% | 3% 59% | 1% 013-36i48-650528

YHRO080C 444 RLSFNSSNGLTNNDPEYEDREPR/EMSKKFLNRR | 73 29% | 6% 12% | 4% 59% | 3% 01204-1223i1345

CAGLO0I00506g 379 QLVETMKWMGSARSRLGDYVGKR/FPDNIQEVLN | 462 22% | 6% 19% | 5% 60% | 7% 22/(no TMs)621

YJR126C 327 VTEENGFLHYPYGPARNPSYIRR/DSVNYFSDTP | 155 24% | 4% 16% | 7% 60% | 6% i90-1090811

CAGLO0I04532g 320 FWRRTTMPAYYEIANLPYNQNKR/VRNAFDDITP | 133 19% | 2% 22% | 4% 60% | 5% i12-300612

YKL128C 107 SGDEHGEWLDSKLTPLGKDQVRR/TGSNVLLPMA | 179 26% | 1% 15% | 5% 60% | 4% (no TMs)295

YNL238W 503 TEETLESVITISEKSLQDANFKR/IEHVTVTVDI | 571 27% | 7% 14% | 10% 60% | 16% | 24/0676-699i814

CA1849 211 AYFAWGHLKSRKKKRYTEIMNKR/NVRQVATLES | 172 30% | 6% 10% | 1% 60% | 6% 015-39i51-70077-96i108-1280148-168i174-1940237

CAGLOH09240g 93 INTRIMKLKEEKDDPKKAGKKTR/TESEEDKILL | 66 33% | 21% 7% | 3% 60% | 23% | 33/(no TMs)642

YDR230W 34 PASTFCFPLVLFTRTCTISSQRR/PEINSGYFVQ | 72 22% | 10% | 19% | 10% 60% | 1% (no TMs)115

YGL125W 336 PWRKSLNPKRKNEEVRPIFWKRR/PYSYVARTSQ | 92 28% | 2% 12% | 2% 60% | 4% (no TMs)600

CAGLOH00330g 1131 LHGRAGATSHTDISVEELIWKKR/LKINKKNTPD | 90 35% | 12% 5% | 3% 60% | 14% | i35-5902635

CA1678 132 QLEANSTAAIRRRLMGETPIVKR/DQIDDFIASI | 300 15% | 7% 25% | 11% 60% | 5% 22/(no TMs)(499-GP1)0533

YMRO008C 59 DDINLVREASGLSDNETEWLKKR/DAYTKEALHS | 64 31% | 14% 9% | 1% 60% | 15% | 23/(no TMs)(637-GPl)o664

CAGLOM12320g 284 VVVSNKDILSISVQRRAWNLLKR/GISVASSSDS 76 28% | 4% 12% | 3% 60% | 2% 20/0167-191i203-2200341-367i396-4160428-448i486-5060
512-531i543-5640576-602i769

CAGLOL02365g 92 DAGEKKYDHLIVFPATTKSLNKR/LSMNHLLNFY | 59 29% | 7% 1% | 2% 60% | 6% 20/0391-413i428

CA5232 30 *LQHQHHHHHEHARR/AEVTKVVYVN | 281 34% | 3% 6% | 3% 60% | 1% 16/(no TMs)372

YDR452W 448 NKEAYMNTVRDTYYRKVWNKLER/VDEKNVENEK 86 27% | 4% 12% | 3% 60% | 2% i21-400674

YLR300W 39 *VPARDPSSIQFVHEENKKR/YYDYDHGSLG | 346 32% | 4% 8% | 2% 60% | 4% 20/(no TMs)448

CAGLOMO00132g 872 AIFRSATSRHDTYTTISAFFTPR/LSLQITTLVQ | 44 34% | 14% 5% | 3% 60% | 15% | 24/(no TMs)(892-GPI)0922

CA2830 243 FPAKRELDEFEELSNDGVTHSKR/TLGLLLGLLK | 440 26% | 9% 13% | 5% 60% | 4% 18/(no TMs)(684-GPl)o714




Anhang

CAGLOA01738g 310 LKSLIDNSADEKDFNINYRHRRR/FDKEYDHSQK | 132 25% | 5% 14% | 4% 60% | 6% 25/(no TMs)469

CAGLO0I01848g 14 *TCADGRKPAMIFRR/DSDSDSDGDG | 208 32% | 9% 7% | 2% 60% | 10% | 053-76i701

YLR353W 119 QFHDTQDNNIPSNTTVRPTSLRR/DNEDTVPLRN | 115 23% | 4% 17% | 9% 60% | 12% | 0516-536i576-6000603

YHR204W 511 DVIFSTEAHPMWLPQEVRSNYKR/NAKFNNSVYS | 196 31% | 7% 8% | 1% 60% | 8% 21/(no TMs)796

YILO14W 61 KLNNHASERTAVESSAFNWIEKR/QHQVRSENLM | 164 31% | 11% 8% | 2% 61% | 12% | 31/(no TMs)630

CA3122 204 QVAKRDAKNVINLSNFIETPSKR/EGKNLFDLTK 75 29% | 6% 10% | 8% 61% | 3% 19/(no TMs)(?-GPl)o410

CAGLOF06369g 209 SVKDEAVLVSDGLSVAIDYALKR/PDLEINVPQY | 265 26% | 6% 14% | 6% 61% | 3% 16/(no TMs)889

YBR229C 591 YGLSVHEATYDAIKSIYSPSDKR/PFLLTRAFFA 43 29% | 4% 10% | 3% 61% | 3% 23/(no TMs)954

YHR042W 522 VHYDLNGPRKLFANYKLPVHVRR/SNFRLPSNPS | 319 24% | 8% 15% | 5% 61% | 10% | (no TMs)691

CA2633 99 DKSHPHNSFLGNHNSNEYNLMKR/QLGHEQDYDE 60 27% | 7% 12% | 8% 61% | 5% 21/0774-794i936

CA3643 72 FSQVVLSTPNWDQTLTKYKRKKR/DYNDDSLASM | 707 26% | 2% 13% | 3% 61% | 3% 23/(no TMs)(?-GPl1)0229

YFL042C 467 EGSQITTIPNFTSIDGSSMTLKR/EYSYEKALHF | 180 28% | 10% | 11% | 5% 61% | 5% 0636-654i674

YHR079C 34 *PLSSRTSRR/QIVEDEVAST 52 32% | 5% 7% | 3% 61% | 7% 25/0534-555i897-91401115

CA4913 629 AMNGIKRVKGGKLHGVSDWWRKR/GESDGY*... | 226 27% | 2% 12% | 2% 61% | 1% i21-390636

CAGLOK05137g 946 RIKVPNRDILHDRNITSALYSKR/DDDLSATDDY | 553 25% | 9% 14% | 7% 61% | 4% i83-10201212

CA3529 494 YQASIEFGGFSNALPKPKFNGKR/NLSPTEDHLK | 323 28% | 13% | 10% | 6% 61% | 19% | 25/(no TMs)837

YERO019C-A 16 *AASVPPGGQRILQKRR/QAQSIKEKOQA | 118 32% | 9% 7% | 3% 61% | 11% | 062-81i88

CA2830 225 NAIGTFDASALFNAQVKAFPAKR/ELDEFEELSN | 188 18% | 5% 21% | 8% 61% | 4% 18/(no TMs)(684-GPl)o714

CA4295 188 KDTDSIPDLENYLTKANDKYFKR/QEYWRYLLKD | 548 20% | 2% 18% | 11% 62% | 10% |i12-290756

YDR331W 140 VTVENFIRLLTDRWTEDHPKSKR/LLTDENSNIF | 434 32% | 5% 6% | 3% 62% | 3% 23/0378-397i411

YLR299W 536 QFNKSNSFELAPSIYNFPEPGKR/PLSSTAPTIV | 132 18% | 5% 20% | 5% 62% | 5% i12-330660

CA3295 318 GGILGGSSGYTGSTSKVCTLKKR/SLEKKEIRKL 64 20% | 7% 19% | 8% 62% | 4% 23/(no TMs)(?-GPl)o1249

CA1621 154 PVFSITAADWHNNGLLVLAQAKR/TSALANLGEP | 247 22% | 8% 16% | 6% 62% | 6% 20/(no TMs)(1063-GPI1)o1086

CAGLOE01353g 9 *DIVQLLFKR/DDDDGPPPAC | 164 25% | 6% 14% | 4% 62% | 3% 034-53i65-860106-126i277-2970338-358i370-3890409-429i
433

YOL075C 352 LOLQAESYISNATEIQIQNMTTR/LPFWKQVTVL 50 28% | 7% 11% | 1% 62% | 7% 0375-397i409-4280469-485i492-5170523-542i554-5720601
-625i1038-105901121-1141i1148-116601178-1196i1208-12
2601266-1285i1294

YJRO75W 292 KPGHPVLREIISRIIETTLQRKR/DDQLNVNLRN | 362 24% | 4% 14% | 4% 62% | 4% 29/(no TMs)396

CA1360 222 DRAELASTKNNLLVRSPKSNNRR/LIGSSRKKTL | 162 33% | 9% 5% | 3% 62% | 6% 17/0712-733i734

CA5859 434 QTVYVTLTTTVGSQMLQSLFDKR/DVIAEAKSTN | 191 26% | 4% 12% | 4% 62% | 8% 23/(no TMs)(?-GPl)o462

YLRO57W 668 NDLDVGIKVSNYGKGGNDQKAKR/NVLSKDGITE | 434 28% | 23% | 10% | 5% 62% | 19% | (no TMs)849

YPR026W 449 GLAKMIALNSKGNYEKLLSSHKR/AWYDLYNDAF | 160 26% | 5% 12% | 3% 62% | 7% i47-6901211

CAGLO0D05852g 406 EITSEGSQASKLYDSAFCSSNKR/LGGHCQKFKI | 111 18% | 8% 20% | 10% 62% | 5% 23/0753-775i864

YLR396C 582 YDRSILFHNYSSQQPFILSREPR/VSQTEDLIEQ 58 28% | 3% 10% | 7% 62% | 10% | 0640-657i691

CAGL0J11748g 53 NANFIRNAADGLSPAEKEWLKKR/DPITRDALQT 64 24% [ 12% | 14% | 7% 62% | 19% | 20/(no TMs)(667-GP1)0695

YFL027C 357 LWEEVLQITRKDATTASKKALKR/VSLNKYSALL | 212 32% | 9% 6% | 1% 62% | 10% | 0429-445i497

CA1387 156 PNSRLMEQKKFAKFALTTDSFKR/YVPKIREEIL | 159 29% | 9% 9% | 1% 62% | 9% 013-36i48-650528

CA3758 344 IAEITATNGAQIAYEVLTSMVKR/GNIDKSLVKS | 454 24% | 4% 14% | 5% 62% | 3% 16/(no TMs)361

CAGLOE01727g 513 TSVPSDDKKIIDDDHSGHDHAKR/DAYSNTAGIL | 550 30% | 25% 8% | 3% 62% | 27% | 15/(no TMs)(519-GPI1)0539

CAGL0G02717g 303 NRTGFISKSANHIISCPEIYGKR/SGLDIATILA | 310 23% | 8% 15% | 4% 62% | 6% 17/(no TMs)515




Anhang

CA3925 18 *PIPRSFIFEPELEQLLKR/DENGCVSCPS | 119 26% | 3% 12% | 2% 62% | 5% 069-94i527

CAGL0J08910g 458 SPNSEYSNENDSEEINVEEWYRR/SMMFRPKRQK | 131 31% | 6% 7% | 3% 62% | 7% 23/(no TMs)(470-GPl)o494

CA5699 1268 ESSSGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR | 47 28% | 4% 9% | 5% 62% | 4% 19/(no TMs)(1980-GP1)02000

CAGLOF03575g 152 NNKARGENGKFSDHRILLDYARR/SVDLSKLEKD | 181 27% | 7% 1% | 2% 63% | 7% i106-1240755

CA2825 38 *VPQVDGQGETEEALIQKR/SYDYYQEPCD | 234 27% | 1% 1% | 1% 63% | 2% 20/(no TMs)(604-GPl)o634

CA5928 87 KTETYSVEVINATTLSENTRKKR/FDVSGPVRTP | 707 32% | 9% 5% | 3% 63% | 6% 26/(no TMs)232

CAGLOMO08734g 56 RLAPEEYRGGVLDGEESRLLQKR/DLEMHPPVDL | 94 29% | 10% 9% | 2% 63% | 9% (no TMs)253

YKL201C 661 MATLNITELRDYITSDENKNHKR/VPTDTDLKDL | 462 29% | 11% 8% | 3% 63% | 10% |i28-4501178

YBR015C 316 FWRRTTHPLYYDIAGIAVDKKKR/VRNSRDDITP | 203 23% | 6% 14% | 5% 63% | 2% (no TMs)597

YNL238W 108 QGDNNDHILSVHDLFPRNDLFKR/LPVPAPPMDS 84 29% | 10% 8% | 5% 63% | 14% | 24/0676-699i814

YJL159W 71 VQPISTTSSASSAATTASSKAKR/AASQIGDGQV | 434 31% | 2% 6% | 4% 63% | 4% 24/(no TMs)(280-GP1)0310

CAGLOL01727g 385 GMYGLGEQMAALEVMVNTQALKR/APPYNATNGG | 212 25% | 3% 12% | 4% 63% | 3% 19/(no TMs)(420-GPl)o446

CAGLOM10571g 172 KFAGPTLEASIKSKEKELRKLRR/EQKRQLDSGE | 195 31% | 6% 6% | 3% 63% | 9% 0200-221i242-2620274-293i305-3240380-397i418-4420462
-482i544-5630569-5871599-6170619

CAGLO0I00484g 38 *VIAPKNKDTSLHFVNEKR/YYDYDSKAIG | 358 27% | 2% 10% | 1% 63% | 2% 20/(no TMs)443

CAGLO0H02893g 618 PVAYYMYYIYQRLGHFNYMMNRR/SEPCITLRCY | 220 23% | 7% 14% | 7% 63% | 3% 0678-700i867

CAGLO0C00363g 260 AVNYATPAAMPSDNGGWYNPIKR/QSLSTRKLNV | 104 17% | 3% 20% | 7% 63% | 5% 17/(no TMs)276

CA3295 401 VTAVSSVLLTVAALTNANEIDKR/SFFGDLFSGL 71 25% | 4% 12% | 2% 63% | 5% 23/(no TMs)(?-GPl)o1249

CAGLOMO00132g 324 VGIPCSSSQSIYGSSSSSSSSKR/LDCPSGLFFD | 128 31% | 16% 6% | 3% 63% | 15% | 24/(no TMs)(892-GPI1)0922

CA0267 36 *GNDAEYLLNTVLKR/DATSLSRNAY | 593 27% | 4% 10% | 1% 63% | 4% 22/(no TMs)(1091-GPl)o1114

CA0875 304 ASSFTLWDWLFQTECGTYARKRR/ERNSRASAES | 180 29% | 1% 7% | 2% 63% | 2% (no TMs)321

CAGLOE05412g 1146 IHVEFVKYEWPPWLRPQRFRQKR/LAISKLLFLD | 669 30% | 12% 7% | 2% 63% | 14% | 19/(no TMs)1326

CA1032 531 DYAVSVLAKDFGSSDDHDKYLKR/SANWQONIWNE | 398 24% | 4% 13% | 6% 63% | 4% 21/(no TMs)795

YILOO5W 138 SGYIKSFTETPRTKESLIAFARR/ESMDPNNLDT | 231 27% | 2% 10% | 3% 63% | 4% 28/0652-672i701

CA0403 391 GKWGLGEQMSALEVMQONLMVHKR/PAPYTADTGG | 528 23% | 6% 14% | 5% 63% | 1% 19/(no TMs)(425-GPI)o452

YILO77C 25 KEEEQQYGQONGKGMENELPFMKR/PWFKKAYENA | 401 18% | 6% 19% | 17% 63% | 22% | 067-86i98-1190320

CAGLOH04499¢g 179 GGPGGFRMYTTGNGPFQRARFRR/ADPREAYRQQ | 595 26% [ 17% | 10% | 3% 64% | 18% | 0207-226i232

CA4176 193 SEIMKPIGLKNNCEWLQKEANKR/TRFPDFCKDL 81 24% | 5% 12% | 4% 64% | 3% i7-260808

CA5418 86 FNKTPRPVTTTVLVKESDLPKKR/DAVVARDSKN | 141 28% | 3% 9% | 3% 64% | 6% 19/(no TMs)(105-GPl)o131

CAGLOK05137g 482 KFASNIANTAKGNYKSLLSNHKR/AWYDLYNDAF | 462 26% | 5% 10% | 1% 64% | 6% i83-10201212

CAGLOH00330g 2514 MSFSQDTRIHITGTKDIDEMFKR/STNFLTIENM | 494 28% | 16% 8% | 2% 64% | 16% | i35-5902635

CA1975 193 GIEHPIKQVEEWVNVGNQVASKR/NANFNVSLID | 151 23% | 2% 14% | 4% 64% | 5% 18/(no TMs)605

CA5363 100 GKDFDYICCSPEQIDILESNLKR/VDPLISSCPA| 519 24% | 3% 12% | 3% 64% | 1% 29/0272-293i355-3750587-606i618-6420648-670i700-7190
725-750i810-83201068-1091i1098-111801124-1145i1196-1
22201234-1254i1256

CA5814 67 NDSYFVSLKASESIDHFMEYDKR/YPKHLQVRDF 60 21% | 3% 15% | 10% 64% | 11% | i21-400421

CAGLOK00297g 471 DAVSFSYSGTGALKTDFTRTGKR/TKAGAFNDFV | 56 24% | 7% 1% | 2% 64% | 8% 0526-548i560-5770627

YBR054W 9 *SDYVELLKR/GGNEAIKINP 76 24% | 3% 1% | 4% 64% | 7% 035-56i63-820117-135i142-1620168-193i200-2190239-260i
344

CA0825 37 *PTNLYTPGYVQCPEGKLTR/SSLDGINSNE 79 17% | 4% 19% | 5% 64% | 3% 18/(no TMs)609

YGL156W 74 HVKVWWYQVSFERGSSPVSPDKR/PSWKSIIERD | 51 22% | 9% 13% | 14% 64% | 22% | (no TMs)1083




Anhang

CA0380 84 NVENYDQADGQVDGQVLKVFEKR/DANTEQTIEG | 438 21% | 7% 14% | 5% 65% | 3% 18/(no TMs)(431-GPl)o462

CA3805 63 RLIKLGPENYRIVSENEKLKLKR/NKINFIDVTN | 305 25% | 4% 10% | 1% 65% | 5% 19/(no TMs)417

CA1379 123 DGFGGNDCSEPLCGSLGDGNSKR/PVRKKKQCAC | 148 26% | 19% | 10% | 6% 65% | 25% | 22/0334-355i784-8040816-839i860-8840896-921i928-9460
1012-1035i1038

YJLO79C 173 ASSSDSDLSDFASSVLAEHNKKR/ALHKDTPALS | 277 27% | 1% 8% | 1% 65% | 2% 20/(no TMs)299

YDL241W 102 DFYACGFLQGKGTETNAGIHNTR/PSHSLAKFTI 62 20% | 5% 16% | 7% 65% | 5% (no TMs)(96-GPI)o123

YDROO3W 13 *ILREQIDFLIHKR/QDDNNNNGEA | 412 24% | 4% 1% | 3% 65% | 2% 038-59i210

CA1507 13 *SAAVSTLSDIIKR/NDAVNVNPPN | 181 24% | 3% 11% | 3% 65% | 5% 038-59i71-890117-139i159-1790185-203i215-2330253-275i
342

CAGL0J11770g 64 LRNATGLSQSEIDWLKKRDVNTR/EALESFLKRV 59 24% | 4% 12% | 3% 65% | 3% 23/(no TMs)(633-GP1)o659

YALO58W 461 GPTERKFMNSRLGNLQTTFHNER/ESPNPFDRII 53 22% | 4% 13% | 6% 65% | 8% 30/(no TMs)502

YHRO042W 25 GIDNTDFTVLAGLVLAVLLYVKR/NSIKELLMSD | 403 22% | 8% 13% | 4% 65% | 5% (no TMs)691

CAGLOF06369g 734 IGLNVTEKYNSILSKMSFSSIRR/SSEENIKTLA 56 30% | 4% 5% | 3% 65% | 4% 16/(no TMs)889

CAGLOF03575g 312 YGASGILFVSNSWNDNNDIVEKR/SVALPQYGLG | 327 26% | 6% 9% | 4% 65% | 10% | i106-1240755

CA2786 1390 DAKMIDLCNNPLTRENKLDAAKR/LIPEWIEYEQ | 151 28% | 3% 7% | 2% 65% | 3% 23/(no TMs)1447

CA5814 140 NALEFEIQEDAPRHLARISRRRR/MKPNKPYPYM | 144 24% | 4% 1% | 2% 65% | 3% i21-400421

YBR290W 98 OAARHIGKIGRHFNILDRLFKKR/TQQSSDIQQG | 339 23% | 4% 1% | 2% 65% | 4% 0179-200i212-2300281-301i321

YHR149C 31 LISVISTVSVSDASYAYARLTRR/DDSDSSSSSA 52 24% | 5% 10% | 1% 65% | 5% 072-97i734

CA4176 76 YLKEEDSLPEEQELLQLLHKVKR/NENNTYWLAN | 772 22% | 3% 13% | 6% 65% | 6% i7-260808

YCRO89W 1039 SEMSTFSVSTQSLPLAFTSSEKR/STTSVSQWSN 99 26% | 3% 8% | 2% 66% | 2% 23/(no TMs)(1588-GPI1)o1609

CAGLO0A00253g 50 LQSLFFKNSPISVKFETLVKERR/SIQEENKSIS | 214 27% | 1% 7% | 3% 66% | 4% 20/(no TMs)223

CA2769 21 *FIKR/YENTTAPASQ | 389 20% | 3% 14% | 4% 66% | 2% 17/(no TMs)342

CA1371 248 DDDTDIQQIKNDDDKFHSKKSKR/NLSSLSEEEE | 434 29% | 5% 6% | 3% 66% | 4% i103-1250375

CAGLO0I00506g 614 SVVNAIQRIAGEWHAVSDYWRKR/GISAVY*... | 181 19% | 6% 15% | 6% 66% | 5% 22/(no TMs)621

CA1360 690 HSRIRFPTADDNNNNAGNNYHRR/FTGVVLPENR | 226 29% | 3% 6% | 3% 66% | 3% 17/0712-733i734

YOL105C 170 STSYMPSTTSSLSSAQISSTTRR/TSTDMKSSEM | 63 27% | 2% 7% | 3% 66% | 3% 39/0381-405i556

CAGLOH02893g 179 DDKRAFVYPKPLPKFWKYENDKR/LTLEEQKEEK | 125 26% | 6% 8% | 2% 66% | 6% 0678-700i867

CA3931 223 RPIVCEKLREKIGKNLSDKRSTR/SEIHEKFGDT 98 18% | 4% 17% | 5% 66% | 4% (no TMs)330

CAGLO0L08096g 132 YCFHLSPTQTNNLKTAHNGYCRR/VETLFGSLDE | 200 23% | 4% 1% | 2% 66% | 3% 27/(no TMs)564

CA5423 766 QLSDIPMLLKGGSIIPMKTRYRR/SSKLMKSDPY | 204 20% | 7% 14% | 6% 66% | 8% 17/(no TMs)871

CAGLOK00297g 99 ESGRLDGHIIYKVVQHSIVNAKR/SSRIDKDEAE | 148 23% | 7% 1% | 1% 66% | 7% 0526-548i560-5770627

CA0856 190 SGSDCEDDECKKRKKKVHRNYKR/GGYGSERRQS | 392 26% | 6% 8% | 2% 66% | 8% 028-45i57-780356

CAGLOH09240g 187 VNPRELFKKLDLQATDAYDFQKR/MFFFLKNVTQ | 401 27% | 9% 7% | 2% 66% | 11% | 33/(no TMs)642

CAGLOA01265g 35 *VEDKLNIKKVFEKR/AVDFTPFAHY | 438 22% | 5% 12% | 5% 66% | 5% 21/(no TMs)727

CA4846 22 *SLIDTNSVNGIITVREESMGKR/WESLSPIIWQ | 437 20% | 5% 14% | 3% 66% | 3% (no TMs)232

CA0229 193 GTNDDSQLSSFSRQILEAHNIKR/ASHGVNPLTW | 254 23% | 4% 1% | 2% 66% | 3% 24/(no TMs)317

YLR250W 138 MRLLDVDDNTKITKEEYLQFAKR/GNKFPDLGVG | 181 22% | 2% 12% | 3% 66% | 4% 21/(no TMs)234

YOR115C 86 GDVISSDSNVTSENGNINNMIKR/LKIEEHHTVD | 137 28% | 4% 5% | 4% 66% | 2% (no TMs)268

CA1166 392 SINYQFNGDDYCDGSNDSGQIKR/SLMENASAAQ | 212 25% | 3% 9% | 3% 66% | 3% 22/(no TMs)412

CAGLOL13244g 352 LEKEATDFILQOMVGLLDIIVKKR/SEVFNQSDEN | 396 22% | 5% 12% | 2% 66% | 4% 19/0412-435i447

CA4624 384 HNGVPSNEGSSSDSDFHKFRITR/SKSPHKRKIR | 34 27% | 5% 6% | 3% 66% | 8% 0723-741i757




Anhang

CA5160 291 STDNIPPIPEGQTLTKDYYKGRR/YDEAGNLVVL | 378 23% | 10% | 10% | 1% 66% | 10% | 07-24i44-64085-104i146-1660186-205i225-2440476-495i56
6-5900600

CA4251 183 DWLCKRRNALLKKQVWHDSVQKR/VIPAQYFRDP | 375 23% | 1% 1% | 3% 66% | 4% (no TMs)316

YNL158W 41 *ESILYKVPHNFPLKKPR/DSSTYARDVN | 51 22% | 6% 12% | 3% 66% | 3% 24/0168-187i198

CAGLOH00330g 1228 LSDFTYVWGRVNYSKLPDDINKR/VLDFSTNPFL | 228 27% | 4% 6% | 4% 66% | 7% i35-5902635

CA1646 33 *LPIVEGLLNCVFPR/PPPPTIPPSP | 52 24% | 4% 10% | 1% 66% | 4% 19/(no TMs)725

YOLO046C 165 FGDMGLYENACGDSLGTATRSER/SSSLNVDENE | 54 28% | 10% | 5% | 2% 66% | 8% (no TMs)(204-GPl)o224

CA2730 232 LADISKTEEDPLMKKIRVVLKKR/GIINGIPVVE | 51 22% | 8% 12% | 3% 67% | 6% 24/(no TMs)434

YFLO51C 116 YAVLKRDEDGYDPCGPLYETKKR/DTEYCDPNTA | 150 14% | 5% 19% | 2% 67% | 6% 24/(no TMs)160

CAGL0G08338g 176 DNAVTKAGISLLKRYIQTSNSKR/DHNSGSSNPE | 369 16% | 4% 17% | 4% 67% | 4% 032-57i120-1390191-212i449-4710499-523i544-5670587-6
14i635-6560662-682i703-7210727-745i794

CAGLOL04466g 69 GKSTLLNILEFNTQFDTMDAQVKR/QQTTKGIWLA | 351 24% | 6% 9% | 3% 67% | 5% 0678-694i701-7180783

CA4759 294 TTFCPYDTCYDYLHHTENNRNTR/VDQGGLEGNT | 106 271% | 1% 6% | 3% 67% | 4% 20/(no TMs)575

YNLO12W 182 SEEEIVTNAKKEYNDNDLKMKKR/QGGSLITSSS | 300 22% | 3% 11% | 3% 67% | 2% 18/0374-396i631

YJR038C 106 VKPTSASFGGIRLSQLTMIMERR/ATPTCQDPSL | 158 21% | 5% 12% | 3% 67% | 3% 020-42i54-720120

YOL105C 346 TSVVTKAIVSTSDQHQETIFVIR/TSVVERSSEV | 67 27% | 8% 6% | 3% 67% | 11% | 39/0381-405i556

YJL216C 415 FKNRKIEQIKCVEGTGTYAAIKR/DYGEDSEKMK | 162 21% | 7% 12% | 2% 67% | 6% (noTMs)581

CA3713 53 VKREDVNAIVELINEIKHINQKR/DLAEGEDLLE | 410 22% | 6% 1% | 2% 67% | 6% 21/(no TMs)403

CA1159 221 KRCSWYTASISPDDKVNSSYNKR/PENINCKYIK | 382 17% | 4% 16% | 7% 67% | 6% 0270-290i434

YDL024C 175 LAKYGKLMENCTNFPIFTTNSKR/IYDTAQYFAE | 369 18% | 8% 15% | 5% 67% | 4% 21/(no TMs)468

YHR045W 422 VKDAEVISTFPEKIPQLKKTNRR/ITPSTEQLNK 56 26% | 9% 7% | 2% 67% | 10% | 20/(no TMs)560

CA4700 49 VRRGESKDDLSPEDDSNPREVKR/DGSLDMTLTN | 643 23% | 30% | 10% | 6% 67% | 27% | 18/(no TMs)(520-GPI)o544

YDR245W 173 NKKAYAKRHGYALTIKDLTTSKR/YSHEYREGWQ | 102 16% | 4% 17% | 4% 67% | 1% i50-670393

YIL117C 8 *TVITIAKR/GLPKLTTSTS | 169 21% | 4% 12% | 3% 67% | 3% 077-98i318

YLRO83C 249 YHDRGEGNYRVVGVIVEPVSIKR/SSPGTCETTIG | 88 20% | 8% 13% | 3% 67% | 5% 23/0305-327i371-3950401-426i438-4620474-496i521-5480
560-583i595-6150627-657i667

YELO60C 86 HGKFHKKGRKGQDKESPEFNGKR/ASGSHGSAHE | 323 25% | 26% | 8% | 3% 67% | 24% | 19/(no TMs)635

YOL105C 352 AIVSTSDQHQETIFVIRTSVVER/SSEVATATAA | 54 28% | 6% 5% | 2% 67% | 8% 39/0381-405i556

YLR299W 441 LPKHIEEVLDPEWALKAVKSIKR/NSQDGNFKTL | 88 21% | 5% 11% | 6% 68% | 10% | i12-330660

YGL089C 100 KREAVADAWHWLNLRPGQPMYKR/EANADAWHWL | 530 21% | 2% 12% | 6% 68% | 5% 20/(no TMs)120

CAGL0C02607g 11 *STNWNTWKLKR/ISASNICQAF | 610 25% | 4% 8% | 2% 68% | 4% 0634-651i677

CAGLOL12804g 207 DSKGFDKLQEKERHALAVQKERR/SAMALARNEL | 214 26% | 7% 6% | 3% 68% | 10% | (no TMs)393

CAGLOK03927¢g 156 TILERPLSFHIEFTPEEWELEKR/PEFGCPLSLL | 66 20% | 5% 12% | 5% 68% | 4% i37-570235

YKRO20W 20 *AEQISHKKSLRVSSLNKDRR/LLLREFYNLE | 93 21% | 5% 11% | 2% 68% | 4% (no TMs)164

YNL160W 175 PIVVTEDSAYAIPVANNKNATKR/GVLSVTSDKL | 181 26% | 2% 6% | 2% 68% | 4% 20/(no TMs)(322-GPl1)o354

CAGLOF09053g 608 KVSKYRQNDAGFSFSNIMSSFKR/ISEPERIFNT | 198 21% | 1% 11% | 3% 68% | 3% 17/(no TMs)809

CAGLO0A04081g 345 VHTSVSHSASHSTSQSVSEVAKR/AVHFENAGVV | 338 26% | 5% 6% | 4% 68% | 6% 18/(no TMs)(352-GPI1)o374

YNLO12W 217 YEQIEEIMNSIEEIPEDYMITKR/NLNPLARLKK | 203 20% | 5% 12% | 2% 68% | 3% 18/0374-396i631

YNRO60OW 33 *PPSKTSLINTHERR/SIYSCYVGLR | 217 24% | 8% 7% | 1% 68% | 9% 19/0157-180i229-2490269-290i311-3320344-364i371-3880
394-412i719

CA1166 31 *ISTTKFLKR/GSLPSSSSFD | 509 23% | 4% 9% | 4% 68% | 7% 22/(no TMs)412




Anhang

CAGL0G08668g 44 ./AVTVEYVYAT | 232 26% | 1% 5% | 4% 68% | 4% 23/(no TMs)(449-GP1)0469

CA2234 34 *TSDLNNIASNQVTKR/LGGGSRGGSS | 406 25% | 3% 7% | 3% 68% | 6% 19/(no TMs)(185-GPI1)0208

CAGLOF05137g 80 TKSQKKTKPTPSTDLDKRAQKKR/SNLSEWQQKM | 232 24% | 23% 7% | 2% 69% | 24% | 18/(no TMs)227

YILO14W 387 NEQTFQYCIEMLNEVEPSAQERR/FIGSRLVEDS | 122 23% | 4% 8% | 4% 69% | 8% 31/(no TMs)630

YAL034C-B 85 LIFNASYLPFLETRTIKISKVER/QQGERSKMAM | 56 20% | 7% 12% | 2% 69% | 6% 23/(no TMs)117

CA0416 67 KQRELDGSSTDIELKPKFRISKR/YSNKSIAITL | 169 23% | 2% 8% | 1% 69% | 2% 25/(no TMs)207

YHR204W 764 ILPRHGSVQIKKHSPVLTSNGTR/EEDEFKMDGI 82 14% | 4% 18% | 13% 69% | 12% | 21/(no TMs)796

CA5815 116 KAYDAVFQDSAPRHLARISRRKR/MKPIKKYSYI | 283 20% | 3% 11% | 1% 69% | 3% 22/(no TMs)379

CAGLOI07777g 164 GSRSVNPLQGFITMVVNKDVMKR/QLMDITEGRP | 375 24% | 5% 8% | 2% 69% | 7% 16/(no TMs)240

CAGLOL13134g 276 VHPEKVGAAEVNGLSASNLTSRR/SSTSSSPLOK | 52 27% | 1% | 4% | 3% 69% | 9% 0622-644i725

CA4295 642 HPKIDPLKNSKEADAEFGVYSRR/NMGLPDKVEK | 145 17% | 6% 14% | 4% 69% | 3% i12-290756

CA0340 47 ETKKDVVAANADGTVGFNLVGKR/EVSEGEISKR | 462 22% | 5% 9% | 1% 69% | 5% 22/(no TMs)195

CA3354 74 STTTASILSALFNDIILPTIFKR/DYSTRDHKAN | 326 17% | 2% 14% | 6% 69% | 5% 0100-122i134-1520172-199i220-2410261-287i440-4600472
-495i823

CA5423 544 NVFGLSYHETTFNSLLNRSPEKR/PFILTRSYFA | 117 25% | 5% 6% | 3% 69% | 6% | 17/(no TMs)871

CA5344 134 SDATPTADVEFAEEILKEHNVKR/ALHGVPALSW | 420 23% | 4% 8% | 2% 69% | 6% 20/(no TMs)271

YILO14W 557 EDDFGREPEYFKSRYGDISKLKR/IYDASLNVEG | 763 23% | 4% 8% | 3% 69% | 7% 31/(no TMs)630

CAGLOE01881g 479 SASSSGNTSSNGSTNLTRRFERR/DIPLENKGVP | 223 24% | 17% 7% | 1% 69% | 18% | (no TMs)(469-GPI1)o508

YOR365C 313 ATSGSPTVVYRNKEVLSISVQKR/SLNSKIISAS | 375 23% | 8% 8% | 2% 69% | 9% 25/0203-222i234-2590374-396i417-4360456-478i517-5370
543-561i573-5950607-634i703

CAGLOL044669g 165 YQGNNMGLLKTVFEVNLSLFGKR/GNDHKVLLLF | 495 20% | 5% 10% | 5% 69% | 6% 0678-694i701-7180783

CAGL0J00583g 516 ALLSYDGPDVPYQKITELDTDKR/DEHIHGNSIG | 68 16% | 5% 15% | 6% 69% | 2% i24-450817

CA4679 354 LRETIQKREEGIDDVETIALRKMKR/DNIEDLLTTI | 602 17% | 9% 14% | 14% 69% | 21% | 20/(no TMs)(535-GPl)0o557

YBR015C 321 THPLYYDIAGIAVDKKKRVRNSR/DDITPPAVYT | 41 19% | 6% 12% | 2% 69% | 4% (no TMs)597

CA3642 56 EPNDIQFFNQGVRSSLSYIYQKR/DVSDSDNEQV | 393 20% | 9% 1% | 1% 69% | 8% 21/(no TMs)(210-GPl1)0229

CA2223 138 SKKTFIRTASELSQQEKDYIHKR/QETTNKNLID | 330 24% | 17% 7% | 2% 69% | 18% | 20/(no TMs)(720-GPl)o754

YKL212W 218 TPIVLGLITRRSIFRAGTRYFRR/GVDKDGNVGN | 279 22% | 5% 8% | 3% 69% | 7% 0522-543i555-5730623

YEL028W 135 YMAKLGDATVNHTDLPHFRNNKR/LTTQELNAFQ | 319 20% | 5% 10% | 2% 69% | 4% 22/(no TMs)153

YFLO34W 62 GLSNQDDLTVMHTQAKEEVFKRR/EEDGTRTEDA | 338 23% | 4% 8% | 2% 69% | 6% 0461-479i542-5650585-606i1073

YOR389W 377 IDYRYLVSGINRTYIAPDPNNRR/LLDEGMTWEK | 203 21% | 9% 10% | 3% 69% | 7% 24/(no TMs)624

CAGLOB04565g 159 GLIPREHWSYPEWIDQEKARLTR/EEMKKQKIIY | 172 22% | 6% 8% | 2% 69% | 7% 37/(no TMs)401

YNL283C 266 STATVTSTPSSTSIGTSTHYTTR/VVTQSVVSQA | 44 24% | 7% 7% | 4% 70% | 11% | 24/0322-347i503

CA3825 223 TNLTDSMSEENKKIVDLRIPMKR/WGNPDDFMGP | 134 17% | 9% 14% | 3% 70% | 6% (no TMs)260

CA3347 141 VHRIFFDVAQGSANEYVDSKSTR/MVDDLTGKVN 71 25% | 10% 6% | 3% 70% | 9% 23/0186-205i218

CAGLO0A02255¢g 98 EKTGYVLLNITQNYAGNDTMAKR/DVKVYGYDGW | 200 26% | 19% | 4% | 2% 70% | 18% | 25/(no TMs)272

CAGLOA02277g 98 EKTGYVLLNITQNYAGNDTMAKR/DVKVYGYDGW | 200 26% | 19% | 4% | 2% 70% | 18% | 25/(no TMs)272

CA3518 605 NIYGLIQERAIYEALLETHPNKR/PFIIGRSSFA | 130 24% | 7% 7% | 3% 70% | 9% 21/(no TMs)(?-GP1)o862

YDR415C 217 DNGSGTVTNMEALRLYTENFLKR/GFRPNNTVEF | 254 21% | 2% 10% | 1% 70% | 3% 19/(no TMs)374

YKL212W 467 DAVSVAYSGTGALKTDFTRTGKR/TRLGAFNDFL | 56 21% | 4% 9% | 5% 70% | 8% 0522-543i555-5730623

CA3518 775 QFFVGDALLVTPVLEPGVNHTKR/YFPQARMSCT | 530 15% | 3% 15% | 6% 70% | 5% 21/(no TMs)(?-GP1)0862

CAGL0C03696g 96 SIEHSITKLLDNEINDNRKVLRR/IKTIKNYLET | 121 23% | 5% 7% | 3% 70% | 7% 0735-761i773-7990805-827i831




Anhang

YALO53W 291 ATNGVSNVVVANKDVLSISVQKR/AISMASSSDY | 375 24% | 5% 6% | 2% 70% | 6% 25/0348-374i403-4240430-455i493-5130519-538i550-5710
583-609i783

CA0854 800 CSGYMWCAYDKIGGKTKSGKNTR/LEGKIINFDE | 76 24% | 9% 6% | 2% 70% | 9% i14-320828

CA0855 605 NIYGLIQERAIYEALLEIHPNKR/PFIIGRSSFA | 130 24% | 7% 6% | 3% 70% | 9% 21/(no TMs)946

YGR141W 416 SLCQRFKWWNFWKGCPARRYIKR/GEGLDAEKND | 304 18% | 0% 11% | 3% 70% | 3% i15-370467

YBR042C 96 VRITTENSSVPKGTFFLDLKKKR/ILSHLKSNSV | 407 20% | 8% 10% | 2% 70% | 9% 013-37i58-770120-138i377-3960397

CAGL0G09449¢g 74 TAEDNPGKIEYTSDGLAMSLTKR/FDNPSLKSNF | 82 20% | 4% 10% | 1% 70% | 3% 21/(no TMs)(421-GPl1)o452

CAGL0G04279¢g 642 CTFVDRIGDADSKLVRFDKKTKR/FVNHLAQTWR | 522 21% | 7% 8% | 2% 70% | 7% i27-440660

YBR229C 816 PLDKIPLFIEGGHIITMKDKYRR/SSMLMKNDPY | 294 22% | 5% 8% | 3% 70% | 8% 23/(no TMs)954

YLR120C 546 QTASFSGNLTTSTASATSTSSKR/NVGDHIVPSL | 102 24% | 18% | 6% | 2% 70% | 19% | 22/(no TMs)(542-GPI)0569

CA0371 32 *TAGASSRRRRR/GSLPNEKTIY | 288 25% | 6% 4% | 3% 70% | 4% 21/(no TMs)806

CA1975 552 VGCATIRREQERQGIEQTEQCKR/CFENYCWDGT | 343 23% | 4% 7% | 3% 70% | 5% 18/(no TMs)605

CAGL0B01991g 121 FGSMSMIIKPDSSNAHQIGSEKR/YPYDNLLYFP | 99 12% | 2% 17% | 3% 70% | 2% 26/049-70i82-1070176-195i216-2390330

YJR151C 652 LSATSTFTSAVVSSSKAADFFTR/STVSAKSDVS | 73 24% | 3% 5% | 3% 71% | 4% 20/(no TMs)(1127-GPl)o1161

CA1676 419 LPENKFTKIVASRESIDLSVQRR/IEQENFNCNV | 239 23% | 4% 7% | 3% 71% | 6% 0430-447i448

YLR213C 127 EGNGPNKANTKVGVVEGELNSKR/IIHYAKFLVT | 295 23% | 7% 6% | 3% 71% | 10% | 21/(no TMs)422

YLR120C 66 KLYGDSLENVGSDKKPEVRLLKR/ADGYEEIIIT | 95 24% | 17% | 6% | 2% 71% | 18% | 22/(no TMs)(542-GPI)0569

YDR107C 74 EEGNDVSGDKEHFLYSYDYYNKR/FHFCRPEHVE | 306 23% | 6% 6% | 2% 71% | 8% 21/0310-332i373-3990411-431i443-4670479-501i533-5530
565-591i603-6210633-662i672

CA0267 186 YTDINSESTITGDYTFIKNKNTR/TVIITDYVTS 61 22% | 6% 7% | 4% 71% | 10% | 22/(no TMs)(1091-GPl)o1114

YHRO079C 98 SSYPTPNLLNTADNRRANKKGRR/AANSISVPYL | 242 24% | 12% | 4% | 3% 71% | 9% 25/0534-555i897-91401115

CAGLO0I00506g 497 QPNRSNSFDLAASIYNLIEPGKR/PLSSTAPSII | 132 18% | 5% 1% | 6% 71% | 4% 22/(no TMs)621

CA3952 160 GSTPASLTFQKKKKTISQYLNKR/QIELKSDTIN | 73 22% | 5% 6% | 3% 71% | 6% i21-440600

YKRO13W 203 ASSTQSSSSDFSTSMVNEHNTKR/ALHKDTGSLT | 355 23% | 5% 6% | 4% 71% | 8% 19/(no TMs)329

CAGLOE01595g 388 EISGKTENDIPAKAIKTGIQVKR/GHILELLNSN | 351 20% | 3% 9% | 1% 71% | 4% 23/(no TMs)(439-GPI)o468

CAGLOF01793g 315 LYFNYNYGQFTTLWDRLGGSYRR/PEDSLFDPKL | 108 12% | 2% 16% | 7% 1% | 7% 095-121i142-1600183-201i255-2720364

CAGL0J11770g 73 SEIDWLKKRDVNTREALESFLKR/VTSNFTSNSS | 509 22% | 2% 7% | 3% 71% | 5% 23/(no TMs)(633-GPI1)o659

CA0349 292 TDILKSSYLSVSVQKFVKKFIRR/SVLAMPDQOR | 159 21% | 6% 8% | 4% 72% | 8% 23/0373-396i420-4400446-472i510-5300536-555i567-5880
600-627i811

CA4882 30 *VVVVEKR/AINETALAED | 327 16% | 3% 12% | 2% 72% | 2% 23/(no TMs)406

CA1548 740 QDRKNAMDEPTSGWLWESGYCKR/YMWCAYSSVG | 314 22% | 6% 6% | 3% 72% | 8% i12-310800

CAGLOE05940g 287 ATTMSVLTQRAIDYVRNLEYVKR/AENILYGNON | 504 21% | 5% 7% | 3% 72% | 8% 24/0169-192i204-2290317-340i373-3930399-421i462-4830
489-506i518-5380550-579i840

YGR141W 267 MSAHGGGSAYKFEATEKIKRLRR/VDGKLTNEVTI | 541 20% | 1% 8% | 1% 72% | 2% i15-370467

YNL327W 292 SISNTVELTYPDEGTSVRLLGKR/DTSTTLASEL 74 19% | 6% 9% | 0% 72% | 5% 21/(no TMs)(1019-GPI)o1041

YNRO59W 279 PQELWFLDVKDMLNDEYLARFKR/FSNKWLAITF | 933 22% | 3% 6% | 1% 72% | 3% 31/(no TMs)580

CA1548 755 WESGYCKRYMWCAYSSVGGPQKR/PDEKDDTVDN | 209 17% | 4% 1% | 4% 72% | 2% i12-310800

CAGLOL04466g 657 HSNRFAHILNETQKEKVQQQFRR/QINVTVLDCK | 195 20% | 2% 8% | 2% 72% | 3% 0678-694i701-7180783

CA0337 65 EVANYLQOLVVAAGLDSONLTKR/DYPDNSLLTA | 82 12% | 3% 15% | 4% 72% | 6% 19/(no TMs)(264-GPl1)o287

YBR093C 174 LAQYGYMVENQTSFAVFTSNSKR/CHDTAQYFID | 369 15% | 6% 13% | 3% 72% | 4% 18/(no TMs)467

CAGLOH09262g 92 PFFSLENMLPSWMLSTHTAREKR/VLLNWDKSSG | 584 22% | 2% 5% | 3% 72% | 5% 35/(no TMs)625




Anhang

YIROO7W 373 PEWKPDTCIWKLHGVWEIQNGKR/PVLLKPNYFS | 323 21% | 6% 7% | 3% 72% | 9% (no TMs)764

CAGLOA01265g 47 KLNIKKVFEKRAVDFTPFAHYPR/PEGCSSPPNS 73 17% | 3% 10% | 4% 2% | 1% 21/(no TMs)727

YKL164C 62 DYSSTFGIAVEPIATTASSKAKR/AARAISQIGDG | 434 22% | 4% 6% | 4% 72% | 8% 19/(no TMs)341

YOL031C 310 LISKILKADMYENDDTNLILFKR/NAENWSSNLQ | 105 15% | 2% 13% | 2% 72% | 3% 19/(no TMs)421

CA3182 408 ALTWIINRFNGKQTVSGCQHVKR/TSNFEYPNIP | 626 17% | 3% 11% | 3% 73% | 5% 15/(no TMs)459

CA0883 29 *NKNIKR/EDCDKTSFHG | 397 19% | 8% 8% | 2% 73% | 11% | 23/(no TMs)418

CA3899 16 *TQNKYSVILPTYNEKR/NLPILIYLLN | 286 14% | 3% 13% | 2% 73% | 3% (no TMs)239

YBR265W 60 VSRSEARLLDTCNEIRIEAHLRR/ETTDEGQVQH | 395 14% | 2% 13% | 1% 73% | 1% 0285-307i320

CA4913 507 LPNVSNAFNLTPSIFNFIHPGKR/PLSSTAPTII | 132 10% | 1% 17% | 4% 73% | 4% i21-390636

CAGLOE02915g 93 VGEGGDINAEPTTTITSIIQVKR/VSLANEQPTA | 351 21% | 9% 6% | 4% 73% | 12% | 21/(no TMs)498

CA1394 397 HKQSSGSTHHNYYCNNHSKQFKR/SLMDDGSAAQ | 382 17% | 6% 10% | 2% 73% | 4% 21/(no TMs)418

CAGLOL12804g 166 GFIIPKSASGDAALKQLEAAVKR/AQTDKKNNRF | 214 21% | 6% 6% | 4% 73% | 10% | (no TMs)393

YHRO003C 397 NKEISLTNVVLMTKEEQEIHEKR/ILLDGEKLTA | 426 20% | 6% 7% | 4% 73% | 10% | 24/(no TMs)429

CA4910 16 *IEPITNSFQSFDFNKR/DDGLDNCSVY | 609 13% | 2% 14% | 5% 73% | 3% 032-50i70-910111-130i150-1690175-197i209-2320244-263i
309

CAGL0C03487g 291 MRTAALPSFYKLYMKNDDDNLPR/GTYEISIGMN | 42 19% | 4% 7% | 2% 74% | 5% i43-660327-353i388

CAGL0G04279¢g 566 FYECESDKLQEIDIESEVGIRKR/SLPSTDVNVV | 158 12% | 3% 14% | 4% 74% | 2% i27-440660

CAGLOA03806g 430 LEFLRPDSKVDRDPIITYVNIKR/FDTDAILCLK | 317 14% | 3% 12% | 2% 74% | 2% 020-42i51-690470

YNL283C 287 TRVVTQSVVSQANQQASTIFTTR/TSVYATVSST 57 20% | 5% 6% | 4% 74% | 9% 24/0322-347i503

YHRO76W 60 IDSETNFSHIIGSCSQIISFSKR/TFYSSAKSGY | 362 20% | 8% 6% | 4% 74% | 12% | i17-390374

CA4679 468 VLWNDITSIFKRDMAFRDEIVKR/SNGTITSLPV | 240 18% | 9% 8% | 3% 74% | 11% | 20/(no TMs)(535-GPI1)0o557

YJL160C 61 TEYRTSFGLAVIPFTVTESKVKR/NVISQINDGQ | 617 19% | 6% 6% | 3% 74% | 8% 24/(no TMs)180

CA2288 381 MESHGYYTRKQDSNIDTVRNGKR/FFFDSSEDQN | 323 20% | 4% 6% | 4% 74% | 8% i16-360872

CAGLOIO7777g 122 KPPTLDANTTVTDTPTLFERVKR/AIFGENTWTI | 857 19% | 2% 6% | 2% 75% | 4% 16/(no TMs)240

YFLO51C 33 *EACLPTNKR/EDGMNINFYE | 173 12% | 3% 13% | 4% 75% | 5% 24/(no TMs)160

CA1583 211 LNPTDEASETASTLGSVSHKIKR/SRMRIKRSLE | 187 20% | 3% 5% | 3% 75% | 2% 25/(no TMs)(244-GP1)o260

YKL201C 1039 DKDPIIVYEDYAYAKLLEERKRR/EKKKKEEEEK | 90 19% | 1% 6% | 3% 75% | 9% i28-4501178

CAGL0J08481g 237 KIVLSPDGTRDPRLDDSLINGKR/STFQVIDIPE | 323 20% | 5% 5% | 3% 75% | 7% 29/(no TMs)(?-GP1)o583

CA3460 50 TVMSTCTTFIGKYGTVCTSTGKR/STNWNCYCKT | 112 15% | 6% 10% | 2% 75% | 5% 19/0212-233i288-3060326-347i368-3870402-424i431-4490
455-473i760

YFL038C 128 DRYATSTVLKLLVGNKCDLKDKR/VVEYDVAKEF | 229 19% | 3% 5% | 3% 75% | 6% (noTMs)206

CA5713 918 LSESTDTTSSIGTDSSTVTFCRR/DNGDGCIVTG | 256 18% | 3% 6% | 1% 75% | 2% 19/(no TMs)(1345-GPl1)o1366

CA3720 128 DDDDDNCDDDCKKKKKKVYFAKR/GDDDDDDKCD | 565 17% | 3% 8% | 1% 75% | 4% 25/(no TMs)274

CAGLOE04664g 30 *LSLFASNRDNGKR/VSLGEITVDE | 323 19% | 2% 5% | 3% 76% | 3% 17/(no TMs)200

YHR101C 103 GLRKLDFLEFETEFVSLQRYIRR/SSTAIKFEKV | 124 16% | 3% 8% | 2% 76% | 4% 20/0276-295i335

YKL220C 55 LVTNACTRIFQKVTWEYTSKSKR/SSPVCSYEPA | 434 11% | 2% 13% | 4% 76% | 3% 21/0165-184i236-2560276-297i318-3390351-370i377-3950
401-419i711

CA2024 28 *TNGKR/GNVVVVKVKT | 323 15% | 2% 8% | 2% 7% | 2% 23/(no TMs)250

CA0046 395 SDALQYILTDPTWSPGLATFFKR/MDDAGAYQRL | 874 16% | 6% 7% | 1% 7% | 7% 24/(no TMs)415

CAGLOEO01815g 492 PINKTNGSSNRTLNSSRFDLQKR/VYSNQASLKN | 60 19% | 10% 4% | 2% 77% | 8% 16/(no TMs)(503-GPI)o519

CA2974 65 ALANLQHYNAKRDLMSQEETITKR/ENQIVTDVLT | 181 18% | 10% 5% | 1% 77% | 10% | 21/(no TMs)328




Anhang

YLR299W 653 SVVNAIRNVRGEWHAVSDYWRKR/GISSVY*... | 181 15% | 3% 8% | 3% 77% | 3% i12-330660

YLR155C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR157C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR158C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR160C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362
CAGL0G07667g 132 SPAQDSNLSDFAKSMLNEHNIKR/ALHQDTNPLT | 254 | 0 14% | 5% 8% | 2% 78% | 7% 18/(no TMs)258
CAGLOMO04191g 56 YYGETFETAKR/GRSQADIRVNKR/ANGYEEVQIT | 364 | 0 16% | 7% 6% | 0% 78% | 7% 19/(no TMs)(580-GPI)o601
CAGLOK08976g 670 LEISHKGQIRFDTIIKGLLMWKR/LGKECTAWKH | 220 14% | 5% 7% | 1% 79% | 5% i123-1410793
CAGLOE01837g 492 RNSSLNSTFNSSSNYSRVQOMKKR/TYPNSSSSLQ | 300 | O 14% | 6% 7% | 1% 79% | 7% 17/(no TMs)(498-GPl)o521
CA0375 76 ESLKKQGTIDSGSNGLSLTMKKR/FDNPSFKSNF | 374 | 0 11% | 4% 10% | 2% 79% | 6% 22/(no TMs)(430-GPI)o453
CA5147 94 HGERFPSKGDGKYFNSVMEVFKR/YGEFHGDLSF | 653 | 0 15% | 6% 6% | 1% 79% | 6% (no TMs)456
CAGLOH08910g 157 AAINDINNYHCFKLARRKKYVKR/NYSFFLPGSF | 403 | 0 15% | 6% 5% | 0% 79% | 6% 19/(no TMs)346

CA2055 22 *VKR/STGEVTLDEN | 171| ? 12% | 3% 8% | 3% 80% | 4% 19/(no TMs)417
CAGLOE01749g 474 TGDVFTPEATMSMSNNSVALRKR/TTLKPLR*. . 511 0 16% | 7% 4% | 1% 80% | 6% 16/(no TMs)482

YLR121C 474 TRSTTTKKTNSTTTAKSTHKSKR/ALQRAATNSA | 434 | 0 15% | 6% 4% | 2% 80% | 6% 21/(no TMs)(483-GPI)o508
CAGL0D02530g 190 GGIYQTNNTAWFTLDIPISQFKR/PIRIQSTPSV | 191 | 0 15% | 6% 5% | 1% 81% | 5% 23/(no TMs)(656-GP1)o676




Anhang

Tabelle 44: Bewertung putativer Kex2-Schnittstellen, Sortierung alphabetisch.

E
X
Pos Schnittstelle g P | ProProtein | ProHormon ke'sr;rirb' Topologie
s e
r
Mo
m
Sl
n
o t p +/- p +/- P +/-
vl
|
|
CA0046 395 SDALQYILTDPTWSPGLATFFKR/MDDAGAYQRL | 874 16% | 6% 7% | 1% 7% | 7% 24/(no TMs)415
CA0229 193 GTNDDSQLSSFSRQILEAHNIKR/ASHGVNPLTW | 254 23% | 4% 1% | 2% 66% | 3% 24/(no TMs)317
CA0267 36 *GNDAEYLLNTVLKR/DATSLSRNAY | 593 27% | 4% 10% | 1% 63% | 4% 22/(no TMs)(1091-GPl)o1114
CA0267 186 YTDINSESTITGDYTFIKNKNTR/TVIITDYVTS 61 22% | 6% 7% | 4% 71% | 10% | 22/(no TMs)(1091-GPIl)o1114
CA0337 65 EVANYLQQLVVAAGLDSQNLTKR/DYPDNSLLTA | 82 12% | 3% 15% | 4% 72% | 6% 19/(no TMs)(264-GPl)0287
CA0338 134 NEVKKVLPQAISSVQQONAGNTKR/DTTTELIQAI | 444 39% | 14% | 23% | 8% 38% | 18% | 19/(no TMs)(?-GPl)0183
CA0339 165 NQVKVKLPQAISEFEQNSQNSKR/IGLDSIAQ*. | 295 52% | 19% | 11% | 2% 37% | 19% | 19/(no TMs)174
CA0340 47 ETKKDVVAANADGTVGFNLVGKR/EVSEGEISKR | 462 22% | 5% 9% | 1% 69% | 5% 22/(no TMs)195
CA0340 146 NLPQAITTVQQOOQGOQQSQKVKR/DTIGDIVNET | 772 37% | 13% | 15% | 6% 48% | 17%
CA0349 292 TDILKSSYLSVSVQKFVKKFIRR/SVLAMPDQOR | 159 21% | 6% 8% | 4% 72% | 8% 23/0373-396i420-4400446-472i510-5300536-555i567-5880
600-627i811
CA0365 31 *IPQESTTEVDKR/LDADVAAQLA | 178 | 2 21% | 20% | 50% | 28% 29% | 13% | 19/(no TMs)(145-GPl)o178
CA0365 62 LALNILNLIQLGIGANVNVTAKR/DESAVTIEQS | 160 | 2 16% | 10% | 49% | 28% 34% | 24%
CA0365 74 IGANVNVTAKRDESAVIIEQSKR/LDADVAAQLA | 309 | 2 12% | 6% 53% | 24% 35% | 20%
CA0365 105 LAGNILNLIQLGAGAEISASTKR/DESAVDTVEE | 193 | 2 25% | 19% | 51% | 27% 24% | 10%
CA0365 149 TAANTLNLIQLGIGADVNVSAKR/EDTVAAQIGA | 160 | 2 10% | 5% 47% | 26% 43% | 22%
CA0371 32 *TAGASSRRRRR/GSLPNEKTIY | 288 25% | 6% 4% | 3% 70% | 4% 21/(no TMs)806
CA0371 554 GKGKNLIHEIFGQDLVIPTKSRR/GPGGYKVKTS | 221 30% | 16% | 19% | 8% 52% | 8%
CA0375 76 ESLKKQGTIDSGSNGLSLTMKKR/FDNPSFKSNF | 374 | 0 1% | 4% 10% | 2% 79% | 6% 22/(no TMs)(430-GPl1)o453
CA0380 84 NVENYDQADGQVDGQVLKVFEKR/DANTEQTIEG | 438 21% | 7% 14% | 5% 65% | 3% 18/(no TMs)(431-GPl)0462
CA0397 27 *PRKYKR/YGQLKSFYAC | 577 32% | 2% 16% | 5% 52% | 6% 21/0158-181i318-3400346-368i375-3930399-417i710
CA0403 391 GKWGLGEQMSALEVMQONLMVHKR/PAPYTADTGG | 528 23% | 6% 14% | 5% 63% | 1% 19/(no TMs)(425-GPl)o452
CA0416 67 KQRELDGSSTDIELKPKFRISKR/YSNKSIAITL | 169 23% | 2% 8% | 1% 69% | 2% 25/(no TMs)207
CA0549 40 *SNPKVISFDFELRFSDPIKR/DTNFGTGTAA | 130 45% | 10% | 17% | 5% 38% | 13% | 20/(no TMs)364
CA0822 37 * TSNPFKPNGNLKFKR/GGGHNVAWDY | 671 | 1 58% | 29% 7% | 3% 35% | 26% | 22/(no TMs)438
CA0825 37 *PTNLYTPGYVQCPEGKLTR/SSLDGINSNE 79 17% | 4% 19% | 5% 64% | 3% 18/(no TMs)609
CA0825 299 LRSFVDTKYIGTRLDDGAPVSKR/CVNGFDNAGF | 338 23% | 5% 18% | 8% 59% | 7%




Anhang

CA0854 800 CSGYMWCAYDKIGGKTKSGKNTR/LEGKIINFDE 76 24% | 9% 6% | 2% 70% | 9% i14-320828

CA0855 605 NIYGLIQERAIYEALLEIHPNKR/PFIIGRSSFA | 130 24% | 7% 6% | 3% 70% | 9% 21/(no TMs)946

CA0856 190 SGSDCEDDECKKRKKKVHRNYKR/GGYGSERRQS | 392 26% | 6% 8% | 2% 66% | 8% 028-45i57-780356

CA0856 198 ECKKRKKKVHRNYKRGGYGSERR/QSDCESDCER | 63 52% | 13% | 17% | 2% 31% | 12% | 028-45i57-780356

CA0856 211 KRGGYGSERRQSDCESDCERSER/CNYPFCELYE 54 36% | 11% | 28% | 17% 35% | 23%

CA0875 304 ASSFTLWDWLFQTECGTYARKRR/ERNSRASAES | 180 29% | 1% 7% | 2% 63% | 2% (no TMs)321

CA0883 29 *NKNIKR/EDCDKTSFHG | 397 19% | 8% 8% | 2% 73% | 11% | 23/(no TMs)418

CA0883 45 *NKNIKREDCDKTSFHGHHKHKR/AVAYDYAYVT | 678 55% | 32% 7% | 3% 38% | 30% | 23/(no TMs)418

CA0894 61 TPTPIAEEKLSTPIPTPSPSHRR/GSSIGSSTSP| 82 38% | 22% 5% | 3% 56% | 21% | 0142-162i219-2350241-259i268

CA0894 105 SANALTPTPSHHQPAHSITRQRR/SSSLIQHLEP | 341 53% | 16% 7% | 2% 40% | 16% | 0142-162i219-2350241-259i268

CA0915 308 KQFKKKHNIDITANAKAISKLKR/EAEKAKRTLS | 954 50% | 30% 7% | 1% 43% | 30% | 35/(no TMs)687

CA0932 104 FFYAFGLFMYQTFDGCDGCHARR/TGQSGPLGEL | 224 31% | 4% 16% | 6% 53% | 8% i50-690138-158i179-2000220-240i274-2920298-322i334-35
30359-379i402

CA0951 187 IFKIFYQAKPSVSQLNTYPSKKR/IYHARFDSLA | 96 43% | 13% 8% | 3% 49% | 13% | i18-380660

CA0968 35 *GFVTLDFNVKR/SLVDPDDPTV | 420 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 24/(no TMs)418

CA0968 75 FLDLDPTKIPVDDTGRNDGVDKR/GPVAVKLDNE | 142 76% | 13% 6% | 1% 17% | 11% | 24/(no TMs)418

CA1032 531 DYAVSVLAKDFGSSDDHDKYLKR/SANWQNIWNF | 398 24% | 4% 13% | 6% 63% | 4% 21/(no TMs)795

CA1039 278 TGGSPTTYFISSTKQVLVQKHKR/SLDYVAGVAK | 848 28% | 3% 21% | 12% 51% | 10% | 24/0170-190i202-2200327-351i372-3940406-426i466-4850
491-510i522-5410553-579i808

CA1159 221 KRCSWYTASISPDDKVNSSYNKR/PENINCKYIK | 382 17% | 4% 16% | 7% 67% | 6% 0270-290i434

CA1166 31 *ISTTKFLKR/GSLPSSSSFD | 509 23% | 4% 9% | 4% 68% | 7% 22/(no TMs)412

CA1166 392 SINYQFNGDDYCDGSNDSGQIKR/SLMENASAAQ | 212 25% | 3% 9% | 3% 66% | 3% 22/(no TMs)412

CA1266 32 *EDIDKR/AEKVVSLDFT | 45 74% | 12% 6% | 2% 20% | 11% | 26/(no TMs)405

CA1266 74 AHGQHHQSQOQOQQQQQQPAQKR/GTVQTSLINE | 167 78% | 10% 6% | 1% 16% | 9% 26/(no TMs)405

CA1313 155 NDKSDATFKSLSSSAPTVVHSRR/SWIKDFLIFK | 224 22% | 6% 20% | 7% 59% | 4% 22/(no TMs)332

CA1334 116 YRNENSEEECSDEDDDHHKKKKR/PHRHGGKSDD | 203 55% | 32% 6% | 2% 39% | 31% 19/(no TMs)201

CA1334 135 KKKRPHRHGGKSDDDDDDKKWKR/GGDYSDDNDN | 746 43% | 9% 8% | 3% 49% | 7% 19/(no TMs)201

CA1345 39 *QENEITPADNIDKR/AGAIGNFFRD 71 28% | 4% 20% | 7% 52% | 6% 25/01297-1319i1409

CA1360 222 DRAELASTKNNLLVRSPKSNNRR/LIGSSRKKTL | 162 33% | 9% 5% | 3% 62% | 6% 17/0712-733i734

CA1360 254 LKSKSKSKSSKLKHKSRKSHKRR/PKLLKSKDVE | 105 37% | 8% 6% | 3% 57% | 5% 17/0712-733i734

CA1360 470 RYSNHHSEFTVERPPRPSRTKKR/PRIKAKKTMK | 48 55% | 12% 5% | 3% 40% | 9% 17/0712-733i734

CA1360 690 HSRIRFPTADDNNNNAGNNYHRR/FTGVVLPENR | 226 29% | 3% 6% | 3% 66% | 3% 17/0712-733i734

CA1371 141 GLIGSLSKITHLIINGINGVQKR/GINRDSFINK | 375 18% | 4% 24% | 10% 58% | 8% i103-1250375

CA1371 248 DDDTDIQQIKNDDDKFHSKKSKR/NLSSLSEEEE | 434 29% | 5% 6% | 3% 66% | 4% i103-1250375

CA1379 38 *VENNQDLEATFTRIKR/SLVHQDIFEI | 518 34% | 17% | 14% | 6% 52% | 20% | 22/0334-355i784-8040816-839i860-8840896-921i928-9460
1012-1035i1038

CA1379 123 DGFGGNDCSEPLCGSLGDGNSKR/PVRKKKQCAC | 148 26% | 19% | 10% | 6% 65% | 25% | 22/0334-355i784-8040816-839i860-8840896-921i928-9460
1012-1035i1038

CA1387 156 PNSRLMEQKKFAKFALTTDSFKR/YVPKIREEIL | 159 29% | 9% 9% | 1% 62% | 9% 013-36i48-650528

CA1387 264 YWRRDAAQKKISATYMKEIKSRR/ERGDIDPNRD | 138 27% | 2% 14% | 3% 59% | 1% 013-36i48-650528

CA1387 266 RRDAAQKKISATYMKEIKSRRER/GDIDPNRDLT 64 31% | 8% 25% | 10% 44% | 15% | 013-36i48-650528




Anhang

CA1394 31 *TQKDSLGLKR/TSLSSTFDPH 25| 0 54% | 33% 6% | 2% 39% | 32% | 21/(no TMs)418

CA1394 397 HKQSSGSTHHNYYCNNHSKQFKR/SLMDDGSAAQ | 382 | 1 17% | 6% 10% | 2% 73% | 4% 21/(no TMs)418

CA1402 30 * THHAPEFNMKR/DVAPAAPAAP | 410 2 14% | 7% 47% | 30% 39% | 24% | 19/(no TMs)271

CA1402 60 AAPADQAPTVPAPQEFNTAITKR/SIIGIIMGIL | 203 | 2 25% | 22% | 47% | 31% 28% | 23% | 19/(no TMs)271

CA1402 125 IADMPFVVRAVDTAMTSVASTKR/DGANDDVANA | 154 | 2 16% | 9% 53% | 25% 32% | 19% 19/(no TMs)271

CA1402 159 VRLPEIVARVATGVQQSIENAKR/DGVPDVGLNL | 369 | 2 19% | 13% | 49% | 29% 31% | 22% | 19/(no TMs)271

CA1402 193 ANAPRLISNVEDGVSETVQQAKR/DGLEDFLDEL | 309 | 2 19% | 12% | 54% | 23% 27% | 12% | 19/(no TMs)271

CA1402 227 QRLPQLITRSAESALKDSQPVKR/DAGSVALSNL | 214 | 2 25% | 22% | 52% | 25% 23% | 10% | 19/(no TMs)271

CA1507 13 *SAAVSTLSDIIKR/NDAVNVNPPN | 181 24% | 3% 11% | 3% 65% | 5% 038-59i71-890117-139i159-1790185-203i215-2330253-275i
342

CA1548 740 ODRKNAMDEPTSGWLWESGYCKR/YMWCAYSSVG | 314 22% | 6% 6% | 3% 72% | 8% i12-310800

CA1548 755 WESGYCKRYMWCAYSSVGGPQKR/PDEKDDTVDN | 209 17% | 4% 1% | 4% 72% | 2% i12-310800

CA1583 211 LNPTDEASETASTLGSVSHKIKR/SRMRIKRSLE | 187 20% | 3% 5% | 3% 75% | 2% 25/(no TMs)(244-GPl)0260

CA1583 230 KIKRSRMRIKRSLENQYRTNAKR/EIYTEKFDKI | 369 34% | 6% 8% | 2% 58% | 6% 25/(no TMs)(244-GPl)0260

CA1621 154 PVFSITAADWHNNGLLVLAQAKR/TSALANLGEP | 247 22% | 8% 16% | 6% 62% | 6% 20/(no TMs)(1063-GPl1)o1086

CA1646 33 *LPIVEGLLNCVFPR/PPPPTIPPSP 52 24% | 4% 10% | 1% 66% | 4% 19/(no TMs)725

CA1676 31 HPTELKAVIQLFGFRQPLHPGKR/DVNDKELVRC | 165 26% | 5% 15% | 7% 59% | 3% 0430-447i448

CA1676 419 LPENKFTKIVASRESIDLSVQRR/IEQENFNCNV | 239 23% | 4% 7% | 3% 71% | 6% 0430-447i448

CA1678 132 QOLEANSTAAIRRRLMGETPIVKR/DQIDDFIASI | 300 15% | 7% 25% | 1% 60% | 5% 22/(no TMs)(499-GPl)0533

CA1820 307 SYYYPPNYEEIFKDKNEPLKSER/STVRDSTSSP 39 61% | 13% 9% | 1% 30% | 13% |i12-310765

CA1820 607 KFNNHFAAATIGQLTSNQYNKDRR/TPLNSKEICS 93 33% | 3% 23% | 10% 44% | 13% |i12-310765

CA1835 393 DNEEEESITAIPISKSRKGSTRR/LDISTQLPPL 79 46% | 12% 6% | 4% 48% | 8% 19/(no TMs)(481-GPl)0504

CA1840 35 *VPNVEQLKAQSLQKR/DEDLMEPVFEK | 118 36% | 10% | 11% | 2% 53% | 13% | 20/(no TMs)712

CA1849 211 AYFAWGHLKSRKKKRYTEIMNKR/NVRQVATLES | 172 30% | 6% 10% | 1% 60% | 6% 015-39i51-70077-96i108-1280148-168i174-1940237

CA1872 116 ERTRTKKSSSIGSAELSPSRSPR/MMNEFSLRPKF 60 48% | 19% 8% | 2% 44% | 17% | 0895-919i943-9680972

CA1872 159 TSTGSTHPIPPAASVLSSSSQRR/ATIEDFADTE 58 55% | 5% 5% | 2% 40% | 6% 0895-919i943-9680972

CA1872 337 TQIAQQYYGDARKHIEVVDPTKR/EKSNSVIATT 91 31% | 6% 24% | 10% 46% | 11% | 0895-919i943-9680972

CA1872 358 KREKSNSVIATTVSGDSPTALKR/LSGGSNSSGS | 212 42% | 9% 6% | 3% 52% | 11% | 0895-919i943-9680972

CA1873 39 *EQQQQQESQFASKALTKR/EEQDIQELVQ | 102 | 1 58% | 27% 9% | 5% 32% | 22% | 21/(no TMs)351

CA1873 58 LTKREEQDIQELVQHINNYKTRR/DAIDEEIMKR | 333 | 1 56% | 30% | 12% | 7% 32% | 24% | 21/(no TMs)351

CA1873 68 ELVQHINNYKTRRDAIDEEIMKR/DYAIVTDVLA | 234 | 1 59% | 27% | 12% | 9% 29% | 20% | 21/(no TMs)351

CA1873 195 QLITRDETDIDALAPYVVTMEKR/LDLDGVVDNL | 387 | 1 60% | 26% 9% | 6% 32% | 22% | 21/(no TMs)351

CA1939 94 EYGHLLSVHQTYFHNLRSINSKR/AKGVKFEQDE | 148 29% | 2% 12% | 2% 59% | 4% 16/(no TMs)(?-GPl)0358

CA1975 193 GIEHPIKQVEEWVNVGNQVASKR/NANFNVSLID | 151 23% | 2% 14% | 4% 64% | 5% 18/(no TMs)605

CA1975 552 VGCAIIRREQERQGIEQTEQCKR/CFENYCWDGT | 343 23% | 4% 7% | 3% 70% | 5% 18/(no TMs)605

CA2007 143 VTVENFMRLLTDKWDSDQPRSKR/LLSDENSNIF | 603 38% | 7% 9% | 2% 54% | 6% 21/(no TMs)(?-GP1)0383

CA2024 28 *TNGKR/GNVVVVKVKT | 323 15% | 2% 8% | 2% 7% | 2% 23/(no TMs)250

CA2055 22 *VKR/STGFVTLDEN | 171 | ? 12% | 3% 8% | 3% 80% | 4% 19/(no TMs)417

CA2055 35 *VKRSTGFVTLDFNVKR/SLVDPKDPTV | 420 | 1 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 19/(no TMs)417

CA2055 74 LFLDIEPTEIPVDDTGRNDVGKR/GPVAVKLDNE | 369 | 1 76% | 12% 6% | 1% 18% | 11% 19/(no TMs)417

CA2085 407 DSIPERWIYNHQHHHQOGNKKVKR/NKKKFKAEDS | 154 32% | 3% 13% | 3% 55% | 6% 25/(no TMs)842




Anhang

CA2202 22 *IKR/GLLDDLEGTS | 104 73% | 14% 7% | 2% 20% | 12% | 19/(no TMs)578

CA2223 138 SKKTFIRTASELSQQEKDYTIHKR/QETTNKNLID | 330 24% | 17% 7% | 2% 69% | 18% | 20/(no TMs)(720-GPl)o754
CA2234 34 *ISDLNNIASNQVTKR/LGGGSRGGSS | 406 25% | 3% 7% | 3% 68% | 6% 19/(no TMs)(185-GP1)0208
CA2247 130 RNQHRHDKLMINREKINDQQSKR/DINDQYEKEY | 309 51% | 17% 9% | 2% 39% | 18% | (noTMs)200

CA2288 381 MESHGYYTRKQDSNIDTVRNGKR/FFFDSSEDON | 323 20% | 4% 6% | 4% 74% | 8% i16-360872

CA2303 105 FRGPLTLLQFGVYYPSSSGNSKR/QIDDODCNVK | 369 36% | 17% 9% | 3% 55% | 14% | 22/(no TMs)468

CA2303 123 GNSKRQIDDQDCNVKHVHHKHKR/ATEVVQVTQT | 848 49% | 14% 7% | 2% 44% | 14% | 22/(no TMs)468

CA2394 20 *NDNVVILTLRAANHITNAKR/ADSTTSTEAM | 369 35% | 5% 18% | 6% 47% | 10% | 066-88i288

CA2405 688 TTYCPLTTTKAVYRVAKLANYKR/DQTEFIATET | 490 34% | 9% 17% | 5% 50% | 11% | 19/(no TMs)(721-GPI)o753
CA2412 80 DNKPVILIVNGTTLTSGANNEKR/EAKSKGGFRL | 179 16% | 16% | 48% | 29% 35% | 21% | 19/(no TMs)143

CA2412 101 KREAKSKGGFRLTNFGYFEPGKR/DANADAGFRL | 165 17% | 14% | 49% | 28% 34% | 21% | 19/(no TMs)143

CA2412 122 KRDANADAGFRLTNFGYFEPGKR/DANAEAGFRL | 165 9% | 4% 50% | 27% 42% | 24% | 19/(no TMs)143

CA2418 154 IGQPKDAKLVPPPPPEELPNYKR/ANATILSLVR | 392 46% | 13% | 13% | 3% 41% | 14% |i12-320480

CA2499 35 *GFVTLDFNVKR/SLVDPDDPTV | 420 56% | 31% 5% | 1% 39% | 31% | 24/(no TMs)418

CA2499 75 FLEFTPSEFPVDETGRDGDVDKR/GPVAVTLHNE | 142 75% | 13% 8% | 2% 17% | 11% | 24/(no TMs)418

CA2633 99 DKSHPHNSFLGNHNSNEYNLMKR/QLGHEQDYDE | 60 27% | 7% 12% | 8% 61% | 5% 21/0774-794i936

CA2633 128 DYDELISHVESTHLLPMKKLSKR/IPVPIEMEDV | 54 36% | 7% 9% | 6% 55% | 11% | 21/0774-794i936

CA2633 526 YSDVIQVNQTITTTPEQKAPSKR/DSPQKIIHSS | 151 32% | 10% | 23% | 9% 45% | 10% | 21/0774-794i936

CA2660 49 VTLDEDVIKTPVNATGOEGKVKR/QALPVTLNNE | 617 71% [ 15% | 4% | 2% 25% | 16% | 24/(no TMs)391

CA2714 872 IVSQSGSSFTTITTFEPPVVCKR/DDVNCGSSIG | 585 41% | 6% 8% | 2% 51% | 5% 21/(no TMs)(1225-GPl)o1249
CA2730 43 *CYERKKIHPQPPKETPAKR/DHSKELIREQ | 151 40% | 16% | 12% | 3% 48% | 19% | 24/(no TMs)434

CA2730 232 LADISKTEEDPLMKKIRVVLKKR/GIINGIPVVF | 51 22% | 8% 12% | 3% 67% | 6% 24/(no TMs)434

CA2730 399 SKEISFQNVVVMTKDEQRNHEKR/VLNGGEKIED | 426 33% | 18% | 24% | 11% 43% | 19% | 24/(no TMs)434

CA2769 21 *FIKR/YENTTAPASQ | 389 20% | 3% 14% | 4% 66% | 2% 17/(no TMs)342

CA2786 1390 DAKMIDLCNNPLTRENKLDAAKR/LIPEWIEYEQ | 151 28% | 3% 7% | 2% 65% | 3% 23/(no TMs)1447

CA2825 38 *VPQVDGQGETEEALIQKR/SYDYYQEPCD | 234 27% | 1% 1% | 1% 63% | 2% 20/(no TMs)(604-GPl)o634
CA2830 59 PVCTDLGLYHDSSISLSGSKNKR/EAEIANKDGT | 731 43% | 13% 7% | 3% 50% | 10% | 18/(no TMs)(684-GPl)o714
CA2830 73 SLSGSKNKREAEIANKDGTIEKR/TFGSAGVNAG | 164 50% | 10% 7% | 3% 42% | 8% 18/(no TMs)(684-GPl)o714
CA2830 225 NAIGTFDASALFNAQVKAFPAKR/ELDEFEELSN | 188 18% | 5% 21% | 8% 61% | 4% 18/(no TMs)(684-GPl)o714
CA2830 243 FPAKRELDEFEELSNDGVTHSKR/TLGLLLGLLK | 440 26% | 9% 13% | 5% 60% | 4% 18/(no TMs)(684-GPl)o714
CA2912 84 DDGQLERNDKKLDCNCKSERVSR/PAPSPSAIAV | 34 27% | 8% 18% | 7% 55% | 11% | 19/(no TMs)247

CA2912 119 GNEECDEDCDDEHRKKGSKQYKR/GEVENPRETR | 410 37% | 18% | 14% | 7% 49% | 13% | 19/(no TMs)247

CA2912 129 DEHRKKGSKQYKRGEVENPRETR/DCDFCTIEKS | 119 62% | 13% | 12% | 8% 27% | 6% 19/(no TMs)247

CA2974 54 LTVRESNLVNSALANLQHYNAKR/DLMSQEEIIK | 369 54% | 33% | 10% | 9% 36% | 27% | 21/(no TMs)328

CA2974 65 ALANLQHYNAKRDLMSQEEITIKR/ENQIVTDVLT | 181 18% | 10% 5% | 1% 77% | 10% | 21/(no TMs)328

CA2974 180 NLIGNALGLNANTVSSKMASAKR/EIMVESAPEP | 128 55% | 31% 9% | 8% 36% | 29% | 21/(no TMs)328

CA2994 322 ILGAATIFNTLLVINSTDSNNKR/DDSYHINLYD | 498 51% | 12% | 14% | 3% 35% | 14% | 0367-390i671

CA3105 279 SQTFDITIVVTFPQIQELSHLNKR/NVELSVKSFQ | 73 41% | 10% 7% | 3% 52% | 8% 23/0351-371i393

CA3122 41 *IFDLESLKQGLQDEETVNNDKR/EPVNLLYLDR | 156 54% | 5% 13% | 8% 33% | 7% 19/(no TMs)(?-GPl1)o410
CA3122 68 LLYLDRFKMGVSDEAKGNAKFKR/DPKNVIDPAS | 420 36% | 19% | 20% | 10% 43% | 20% | 19/(no TMs)(?-GPI)o410
CA3122 92 PKNVIDPASLKEGSAEEEQKDKR/EPKNLEFNLQA | 114 37% | 17% | 16% | 6% 46% | 18% | 19/(no TMs)(?-GPI)o410




Anhang

CA3122 116 PKNLENLQALHEGLKDEETKSKR/EAKNLPNLEA | 271 42% | 7% 16% | 10% 42% | 14% | 19/(no TMs)(?-GPI)o410
CA3122 161 KDAKNLIDLVALKQSLEKEAAKR/DAKNIPDLEA | 94 55% | 12% 9% | 3% 36% | 15% | 19/(no TMs)(?-GPl)o410
CA3122 186 KNIPDLEALKTGIEEEEGQVAKR/DAKNVINLSN | 211 44% | 17% | 16% | 7% 40% | 16% | 19/(no TMs)(?-GPI)o410
CA3122 204 QVAKRDAKNVINLSNFIETPSKR/EGKNLFDLTK 75 29% | 6% 10% | 8% 61% | 3% 19/(no TMs)(?-GPl)o410
CA3122 225 KREGKNLFDLTKFQQSGQPIKKR/DQKILKQEKS 99 37% | 11% 9% | 2% 54% | 11% | 19/(no TMs)(?-GPI)o410
CA3138 55 FSVVKTPKAFPVTNGQEGKTSKR/QAVPVTLHNE | 103 76% | 12% | 4% | 1% 20% | 12% | 19/(no TMs)398
CA3160 15 *NSDSISQVFEYLNKR/DECPTDNDYN | 91 28% | 1% 15% | 5% 57% | 6% 033-52i64-850105-127i212-2350275-295i307-3260346-366i
370
CA3182 408 ALTWIINRFNGKQTVSGCQHVKR/TSNFEYPNIP | 626 17% | 3% 1% | 3% 73% | 5% 15/(no TMs)459
CA3295 318 GGILGGSSGYTGSTSKVCTLKKR/SLEKKEIRKL | 64 20% | 7% 19% | 8% 62% | 4% 23/(no TMs)(?-GPl)o1249
CA3295 354 SVNKVIARRQQAIAEKKQANAKR/ESISFVSFEA | 369 39% | 14% 6% | 3% 55% | 11% | 23/(no TMs)(?-GPl)o1249
CA3295 401 VTAVSSVLLTVAALTNANEIDKR/SFFGDLFSGL | 71 25% | 4% 12% | 2% 63% | 5% 23/(no TMs)(?-GPl)o1249
CA3295 551 APSSEAPSSSSSEALSSSSTTKR/PTAAAKGFFG | 123 41% | 9% 12% | 2% 47% | 11% | 23/(no TMs)(?-GPl)o1249
CA3321 68 DVESSPFQIDYYNSSSPVEASRR/SHYNYFPNSL | 77 38% | 11% | 24% | 7% 37% | 11% | 18/(no TMs)535
CA3321 135 YSGGTGVEVSAVIEAPNVEVAKR/NWLKLTKTLS | 338 27% | 2% 17% | 8% 56% | 7% 18/(no TMs)535
CA3347 141 VHRIFFDVAQGSANEYVDSKSTR/MVDDLTGKVN 71 25% | 10% 6% | 3% 70% | 9% 23/0186-205i218
CA3354 74 STTTASILSALFNDIILPTIFKR/DYSTRDHKAN | 326 17% | 2% 14% | 6% 69% | 5% 0100-122i134-1520172-199i220-2410261-287i440-4600472
-495i823
CA3460 50 IVMSTCTTFIGKYGTVCTSTGKR/STNWNCYCKT | 112 15% | 6% 10% | 2% 75% | 5% 19/0212-233i288-3060326-347i368-3870402-424i431-4490
455-473i760
CA3518 605 NIYGLIQERAIYEALLEIHPNKR/PFIIGRSSFA | 130 24% | 7% 7% | 3% 70% | 9% 21/(no TMs)(?-GPI1)o862
CA3518 775 QFFVGDALLVTPVLEPGVNHTKR/YFPQARMSCT | 530 15% | 3% 15% | 6% 70% | 5% 21/(no TMs)(?-GPI1)o862
CA3529 213 KQFQSSISQEHETLQRDLSHHKR/EFEEESDNKS | 107 35% | 15% | 13% | 6% 53% | 20% | 25/(no TMs)837
5
CA3529 494 YQASIEFGGFSNALPKPKFNGKR/NLSPTEDHLK | 323 28% | 13% | 10% | 6% 61% | 19% | 25/(no TMs)837
CA3614 121 DNDECDEDCDDEDKKKGHKQYKR/GEVEEPCETS | 410 48% | 10% 8% | 1% 44% | 9% 19/(no TMs)251
CA3629 272 KPTTEPHVYFGTEAFDHDGIEKR/GQIVKIEDHT | 164 38% | 11% | 11% | 2% 51% | 12% | (no TMs)415
CA3642 56 EPNDIQFFNQGVRSSLSYIYQKR/DVSDSDNEQV | 393 20% | 9% 1% | 1% 69% | 8% 21/(no TMs)(210-GPI)o229
CA3643 72 FSQVVLSTPNWDQTLTKYKRKKR/DYNDDSLASM | 707 26% | 2% 13% | 3% 61% | 3% 23/(no TMs)(?-GP1)o229
CA3713 33 *ANIVSEQTMVKR/EDVNAIVELI | 710 27% | 6% 14% | 6% 58% | 5% 21/(no TMs)403
CA3713 53 VKREDVNAIVELINEIKHINQKR/DLAEGEDLLE | 410 22% | 6% 1% | 2% 67% | 6% 21/(no TMs)403
CA3713 191 SSSSSSAAPAAAAAPATNGASKR/EIMEAAEYLS | 188 26% | 6% 16% | 9% 58% | 12% | 21/(no TMs)403
CA3720 128 DDDDDNCDDDCKKKKKKVYFAKR/GDDDDDDKCD | 565 17% | 3% 8% | 1% 75% | 4% 25/(no TMs)274
CA3758 344 IAEITATNGAQIAYEVLTSMVKR/GNIDKSLVKS | 454 24% | 4% 14% | 5% 62% | 3% 16/(no TMs)361
CA3805 63 RLIKLGPENYRIVSENEKLKLKR/NKINFIDVTN | 305 25% | 4% 10% | 1% 65% | 5% 19/(no TMs)417
CA3825 223 TNLTDSMSEENKKIVDLRIPMKR/WGNPDDEMGP | 134 17% | 9% 14% | 3% 70% | 6% (no TMs)260
CA3867 73 QONNLDSNESFVDPLANPEHCKR/DIPYLEAVDT | 610 28% | 5% 18% | 9% 54% | 7% 23/(no TMs)(510-GPl)o544
CA3899 16 *TQNKYSVILPTYNEKR/NLPILIYLLN | 286 14% | 3% 13% | 2% 73% | 3% (no TMs)239
CA3925 18 *PIPRSFIFEPELEQLLKR/DENGCVSCPS | 119 26% | 3% 12% | 2% 62% | 5% 069-94i527
CA3931 223 RPIVCEKLREKIGKNLSDKRSTR/SEIHEKFGDT 98 18% | 4% 17% | 5% 66% | 4% (no TMs)330
CA3952 160 GSTPASLTFQKKKKTISQYLNKR/QIELKSDTIN | 73 22% | 5% 6% | 3% 71% | 6% i21-440600




Anhang

CA4176 76 YLKEEDSLPEEQELLQLLHKVKR/NENNTYWLAN | 772 22% | 3% 13% | 6% 65% | 6% i7-260808

CA4176 193 SEIMKPIGLKNNCEWLQKEANKR/TRFPDFCKDL 81 24% | 5% 12% | 4% 64% | 3% i7-260808

CA4251 183 DWLCKRRNALLKKQVWHDSVQKR/VIPAQYFRDP | 375 23% | 1% 1% | 3% 66% | 4% (no TMs)316

CA4295 188 KDTDSIPDLENYLTKANDKYFKR/QEYWRYLLKD | 548 20% | 2% 18% | 11% 62% | 10% |i12-290756

CA4295 642 HPKIDPLKNSKEADAEFGVYSRR/NMGLPDKVEK | 145 17% | 6% 14% | 4% 69% | 3% i12-290756

CA4336 16 *VFGFGKDDDKDKNDRR/DNDSYGSSNR 99 49% | 21% | 16% | 6% 35% | 16% | (no TMs)212

CA4336 27 GKDDDKDKNDRRDNDSYGSSNRR/NNDDSYGSSS 70 49% [ 18% | 17% | 3% 34% | 16% | (no TMs)212

CA4336 54 SYGSSSFGSSNDDDNSYGSSNKR/SNDSYGSSNT | 138 53% | 13% 7% | 3% 40% | 15% | (no TMs)212

CA4336 73 SNKRSNDSYGSSNTDSYGSSNRR/DNDSYGSSNN 88 53% | 14% | 13% | 3% 34% | 12% | (no TMs)212

CA4336 154 YGSSNTDSYGSSNTDSYGSSNKR/GNDSYGSSND | 138 57% | 12% 9% | 3% 34% | 13% | (no TMs)212

CA4336 181 YGSSNDDSYGSSNDDSYGSSNRR/GNDSYGSSND 70 58% | 8% 15% | 6% 28% | 5% (no TMs)212

CA4336 200 SNRRGNDSYGSSNDDSYGSSNRR/GNSDSYGSSD 56 54% | 13% 9% | 3% 37% | 15% | (no TMs)212

CA4418 445 VYDEPDSFIPERWENASGDMYKR/NWLVFGTGPH | 424 31% | 7% 10% | 5% 59% | 4% (no TMs)517

CA4418 510 SEEIKVFATIFPKDDLILEWKKR/DPLKSL*... | 226 31% | 12% | 12% | 10% 57% | 7% (no TMs)517

CA4624 17 *SRNVSLPSTTESTKNKR/VVSSQLRLAQ | 468 47% | 10% 6% | 3% 47% | 7% 0723-741i757

CA4624 384 HNGVPSNEGSSSDSDFHKFRITR/SKSPHKRKIR 34 27% | 5% 6% | 3% 66% | 8% 0723-741i757

CA4679 338 SGALRKREYNDAVEAALREIQKR/EEGIDDVEIA | 293 | 0 58% | 29% | 14% | 11% 27% | 22% | 20/(no TMs)(535-GPI)o557

CA4679 354 LREIQKREEGIDDVEIALRKMKR/DNIEDLLTTI | 602 | 1 17% | 9% 14% | 14% 69% | 21% | 20/(no TMs)(535-GPI1)0557

CA4679 468 VLWNDITSIFKRDMAFRDEIVKR/SNGTITSLPV | 240 | 0 18% | 9% 8% | 3% 74% | 11% | 20/(no TMs)(535-GPl)0557

CA4700 49 VRRGESKDDLSPEDDSNPRFVKR/DGSLDMTLTN | 643 | 1 23% [ 30% | 10% | 6% 67% | 27% | 18/(no TMs)(520-GPl)o544

CA4700 105 TGSSDLWVMSHDLKCVSAPNSKR/NERSFGHGTG | 185 | 0 66% | 31% 8% | 7% 25% | 24% | 18/(no TMs)(520-GPl)o544

CA4759 294 TTFCPYDTCYDYLHHTENNRNTR/VDQGGLEGNT | 106 27% | 1% 6% | 3% 67% | 4% 20/(no TMs)575

CA4846 22 *SLIDTNSVNGIITVREESMGKR/WESLSPIIWQ | 437 20% | 5% 14% | 3% 66% | 3% (no TMs)232

CA4863 37 *KLDFNKVSTPSKYTKR/DALPMPLIND | 426 | 1 72% | 14% | 10% | 4% 17% | 10% | 21/(no TMs)(428-GPl)0453

CA4882 30 *VVVVEKR/AINETALAED | 327 16% | 3% 12% | 2% 72% | 2% 23/(no TMs)406

CA4910 16 *IEPITNSFQSFDFNKR/DDGLDNCSVY | 609 13% | 2% 14% | 5% 73% | 3% 032-50i70-910111-130i150-1690175-197i209-2320244-263i
309

CA4913 507 LPNVSNAFNLTPSIFNFIHPGKR/PLSSTAPTII | 132 10% | 1% 17% | 4% 73% | 4% i21-390636

CA4913 629 AMNGIKRVKGGKLHGVSDWWRKR/GESDGY*... | 226 27% | 2% 12% | 2% 61% | 1% i21-390636

CA5115 242 RNGNNSSNGNASNSTLRGGNIKR/SSIKQLGLKF | 254 31% | 7% 17% | 6% 52% | 10% | 18/0310-331i343-3620374-393i414-4400465

CA5147 94 HGERFPSKGDGKYFNSVMEVFKR/YGEFHGDLSF | 653 | 0 15% | 6% 6% | 1% 79% | 6% (no TMs)456

CA5160 291 STDNIPPIPEGQTLTKDYYKGRR/YDEAGNLVVL | 378 23% [ 10% | 10% | 1% 66% | 10% | 07-24i44-64085-104i146-1660186-205i225-2440476-495i56
6-5900600

CA5232 30 *LOHQHHHHHEHARR/AEVTKVVYVN | 281 34% | 3% 6% | 3% 60% | 1% 16/(no TMs)372

CA5344 134 SDATPTADVEFAEEILKEHNVKR/ALHGVPALSW | 420 23% | 4% 8% | 2% 69% | 6% 20/(no TMs)271

CA5363 100 GKDFDYICCSPEQIDILESNLKR/VDPLISSCPA| 519 24% | 3% 12% | 3% 64% | 1% 29/0272-293i355-3750587-606i618-6420648-670i700-7190
725-750i810-83201068-1091i1098-111801124-1145i1196-1
22201234-1254i1256

CA5418 69 TSRSKKPKETGTHRYGKFNKTPR/PVTTTVLVKE 52 33% | 10% 9% | 2% 58% | 8% 19/(no TMs)(105-GPl)o131

CA5418 86 FNKTPRPVTTTVLVKESDLPKKR/DAVVARDSKN | 141 28% | 3% 9% | 3% 64% | 6% 19/(no TMs)(105-GPl)o131

CA5423 181 YAGKEQLRINDKQFLNIEHRRTR/DENDNNMLPQ | 115 23% | 8% 21% | 10% 57% | 8% 17/(no TMs)871




Anhang

CA5423 544 NVFGLSYHETTENSLLNRSPEKR/PFILTRSYFA | 117 25% | 5% 6% | 3% 69% | 6% 17/(no TMs)871
CA5423 766 QLSDIPMLLKGGSIIPMKTRYRR/SSKLMKSDPY | 204 20% | 7% 14% | 6% 66% | 8% 17/(no TMs)871
CA5537 22 *SYNNPNNSNSHLRPHAYNNSRR/DDSDGDESSI | 235 46% | 10% | 18% | 5% 37% | 11% | 0647-666i678-7020722-741i753-7770804-823i930-9500970
-994i1009
CA5572 59 TSSINHKNQPLSLRNNPQLIQKR/SRHAESPLFI 94 37% | 4% 8% | 1% 55% | 4% 21/(no TMs)924
CA5614 56 VTVSTYFVNSYTCNQPHHNHSTR/PSHYLPINGT 57 32% | 3% 15% | 6% 53% | 9% i20-420270-293i337
CA5699 1268 ESSSGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR | 47 28% | 4% 9% | 5% 62% | 4% 19/(no TMs)(1980-GPI1)02000
CA5699 1405 ESSIGTILSEESSDSIPTTFSTR/YWSPSGMSSR | 47 42% | 4% 6% | 3% 52% | 7% 19/(no TMs)(1980-GP1)0o2000
CA5699 1537 ESSSGTILSEENSDSIPTTFSTR/YVSVSLTVGE 47 36% | 2% 5% | 3% 59% | 4% 19/(no TMs)(1980-GP1)02000
CA5699 1915 KSVQAESVQTDSTTYSEMMSSKR/NKNSGFGTSS 51 39% | 6% 8% | 3% 53% | 4% 19/(no TMs)(1980-GP1)0o2000
CA5713 918 LSESTDTTSSIGTDSSTVTFCRR/DNGDGCIVTG | 256 18% | 3% 6% | 1% 75% | 2% 19/(no TMs)(1345-GPl)o1366
CA5814 67 NDSYFVSLKASESIDHFMEYDKR/YPKHLQVRDF 60 21% | 3% 15% | 10% 64% | 11% | i21-400421
CA5814 104 TAIGDFKGFSGRFSKDIIDRLKR/CPLVQEITED | 848 25% | 4% 18% | 6% 58% | 5% i21-400421
CA5814 140 NALEFEIQEDAPRHLARISRRRR/MKPNKPYPYM | 144 24% | 4% 11% | 2% 65% | 3% i21-400421
CA5815 116 KAYDAVFQDSAPRHLARISRRKR/MKPIKKYSYI | 283 20% | 3% 1% | 1% 69% | 3% 22/(no TMs)379
CA5819 1208 SPHTSESDITSQYNSHSTSVATR/SDSISLTDTF 55 41% | 4% 6% | 3% 54% | 6% 21/(no TMs)(1502-GPl)o1526
CA5859 434 QTVYVTLTTTVGSQMLQSLFDKR/DVIAEAKSTN | 191 26% | 4% 12% | 4% 62% | 8% 23/(no TMs)(?-GPl)o462
CA5928 87 KTETYSVEVINATTLSENTRKKR/FDVSGPVRTP | 707 32% | 9% 5% | 3% 63% | 6% 26/(no TMs)232
CA5996 223 NWPIFEFEKGFTEDDELWKPNKR/ETGQHRKYRA | 163 21% | 9% 28% | 4% 51% | 11% | 27/(no TMs)327
CA6065 57 VIKTHKNVTGPQGEINTNVNVKR/QTVPVKLINE | 420 66% | 20% 4% | 2% 30% | 21% 19/(no TMs)398
CA6162 200 VRETKDLADQSPEDSTSIDVFKR/ENSLLVLLFT | 653 45% | 11% | 10% | 1% 45% | 12% | 21/(no TMs)296
CAGLOA00253g 50 LOSLFFKNSPISVKFETLVKERR/SIQEENKSIS | 214 27% | 1% 7% | 3% 66% | 4% 20/(no TMs)223
CAGLO0A01265g 35 *VEDKLNIKKVFEKR/AVDFTPFAHY | 438 22% | 5% 12% | 5% 66% | 5% 21/(no TMs)727
CAGLOA01265g 47 KLNIKKVFEKRAVDFTPFAHYPR/PEGCSSPPNS 73 17% | 3% 10% | 4% 72% | 1% 21/(no TMs)727
CAGLO0A01738g 310 LKSLIDNSADEKDFNINYRHRRR/FDKEYDHSQK | 132 25% | 5% 14% | 4% 60% | 6% 25/(no TMs)469
CAGLO0A02255¢g 98 EKTGYVLLNITQNYAGNDTMAKR/DVKVYGYDGW | 200 26% | 19% 4% | 2% 70% | 18% | 25/(no TMs)272
CAGLO0A02277g 98 EKTGYVLLNITQNYAGNDTMAKR/DVKVYGYDGW | 200 26% | 19% 4% | 2% 70% | 18% | 25/(no TMs)272
CAGLOA03806g 430 LEFLRPDSKVDRDPIITYVNIKR/FDTDAILCLK | 317 14% | 3% 12% | 2% 74% | 2% 020-42i51-690470
CAGLOA04081g 222 SASKGKKGKDSDASSSVSSHSRR/PDEPITVLTY | 351 42% | 7% 20% | 6% 38% | 10% | 18/(no TMs)(352-GPl)o374
CAGLO0A04081g 345 VHTSVSHSASHSTSQSVSEVAKR/AVHFENAGVV | 338 26% | 5% 6% | 4% 68% | 6% 18/(no TMs)(352-GPI)0374
CAGL0B00616g 399 EYNQAKPLMNSLIESENSSNKKR/LSLLTNFLLM | 277 38% | 10% | 13% | 5% 49% | 11% | 17/(no TMs)(394-GPl)o416
CAGL0B01991g 121 FGSMSMIIKPDSSNAHQIGSEKR/YPYDNLLYFP 99 12% | 2% 17% | 3% 70% | 2% 26/049-70i82-1070176-195i216-2390330
CAGL0B03091g 83 ANTSSSKISSYEKLSENNGRSER/LYPVYVDDSK 54 46% | 16% 6% | 3% 47% | 13% | 0605-626i670-6940696
CAGL0B03091g 257 QSHDKIMDNNNDTNLMEKIKSRR/EENSANFERE | 346 33% | 4% 12% | 6% 55% | 6% 0605-626i670-6940696
CAGL0B03091g 414 SGSSSRYRTTSNNSQQSLIRQRR/NGDYVAIPVL | 426 33% | 5% 10% | 5% 58% | 9% 0605-626i670-6940696
CAGL0B04235g 242 TEQALVVNQLGYELCPECEKQRR/EEMETEHLWQ | 384 37% | 14% | 12% | 3% 51% | 16% | 22/0268-289i313
CAGL0B04477g 228 SDVSDISYEMEPFPPAQQSPSRR/QHLSTNYNSS 61 45% | 20% | 11% | 3% 44% | 19% | i41-620283
CAGL0B04565g 159 GLIPREHWSYPEWIDQEKARLTR/EEMKKQKIIY | 172 22% | 6% 8% | 2% 69% | 7% 37/(no TMs)401
CAGL0CO00363g 260 AVNYATPAAMPSDNGGWYNPIKR/QSLSTRKLNV | 104 17% | 3% 20% | 7% 63% | 5% 17/(no TMs)276
CAGL0C02607g 11 *STNWNTWKLKR/ISASNICQAF | 610 25% | 4% 8% | 2% 68% | 4% 0634-651i677




Anhang

CAGLO0C03333g 24 *FQKR/DVWEVNAVMS | 502 38% | 6% 8% | 2% 54% | 5% 20/0186-206i257-2760296-316i337-3580370-393i400-4200
426-445i727

CAGLO0C03487g 291 MRTAALPSFYKLYMKNDDDNLPR/GTYEISIGMN | 42 19% | 4% 7% | 2% 74% | 5% i43-660327-353i388

CAGLO0C036969g 96 SIEHSITKLLDNEINDNRKVLRR/IKTIKNYLET | 121 23% | 5% 7% | 3% 70% | 7% 0735-761i773-7990805-827i831

CAGLO0C036969g 304 NSEVRSLRSKKSFYESDRPALKR/LHTSSTEYLN | 212 67% | 3% 6% | 2% 26% | 4% 0735-761i773-7990805-827i831

CAGL0D02442g 48 EEDVDASEFEDDDYVPVKTKNRR/PKEDNFTQQR | 149 46% | 10% | 17% | 5% 38% | 15% | 073-92i374-3950417

CAGL0D02530g 190 GGIYQTNNTAWFTLDIPISQFKR/PIRIQSTPSV| 191 | 0 15% | 6% 5% | 1% 81% | 5% 23/(no TMs)(656-GP1)o676

CAGL0D02948g 295 KTFKKKHGIDVSDNEKALAKLKR/EAEKAKRALS | 954 52% | 32% | 6% | 1% 43% | 32% | 29/(no TMs)667

CAGL0D05852g 406 EITSEGSQASKLYDSAFCSSNKR/LGGHCQKFKI | 111 18% [ 8% | 20% | 10% 62% | 5% 23/0753-775i864

CAGLOE00187g 179 SNANLDATGSLVVSRETTTKSRR/QDASEAITGK | 277 55% | 8% 10% | 1% 35% | 8% 0216-237i238

CAGLOE00275g 398 IPMPSVTTSKIMSSRFEAPFGPR/IGTWDLEDKP | 40 51% | 16% | 17% | 7% 32% | 13% | 20/(no TMs)880

CAGLOE00275g 449 RSHLAQFSVNLPSNDTQRPYSKR/NSSFFPSNLS | 283 60% | 10% | 10% | 2% 30% | 12% | 20/(no TMs)880

CAGLOE00385g 591 RVIVIEDGRVVESGSFDQLRSTR/DSELNKLLKE | 122 31% | 12% | 23% | 12% 46% | 12% | i47-73093-115i191-2100269-293i305-3260608

CAGLOE01353g 9 *DIVQLLFKR/DDDDGPPPAC | 164 25% | 6% 14% | 4% 62% | 3% 034-53i65-860106-126i277-2970338-358i370-3890409-429i
433

CAGLOE01419g 49 YCKNSDNKSRNLDALGSNRFAKR/ASSVASASPS | 362 | 1 65% | 20% | 6% | 2% 28% | 18% | 0500-518i519

CAGLOE01595g 388 EISGKTENDIPAKAIKTGIQVKR/GHILELLNSN | 351 20% | 3% 9% | 1% 71% | 4% 23/(no TMs)(439-GPI)o468

CAGLOE01727g 513 TSVPSDDKKIIDDDHSGHDHAKR/DAYSNTAGIL | 550 | O 30% | 25% | 8% |3% 62% | 27% | 15/(no TMs)(519-GPI)0539

CAGLOE01749g 33 *KLDFEKVPEQNLALNKR/DDKGLQLELE | 46| 1 65% | 19% | 12% | 7% 23% | 13% | 16/(no TMs)482

CAGLOEO01749¢g 474 TGDVFTPEATMSMSNNSVALRKR/TTLKPLR*. . 511 0 16% | 7% 4% | 1% 80% | 6% 16/(no TMs)482

CAGLOEO01771g 33 *DFEKTPKISDELTKR/ADNDSFIAPL | 82| 1 70% | 15% | 7% | 2% 22% | 13% | 18/(no TMs)(501-GPI1)o519

CAGLOEO01793g 32 *KLDFTRVPSASVLEKR/ADDLSPVPLR | 82| 1 65% | 20% 6% | 1% 29% | 19% | 16/(no TMs)(480-GPI)o516

CAGLOE01815g 33 *KLDFEKSPKASSDLVKR/DDEYVNVPLK | 151 | 1 78% | 9% 9% | 3% 13% | 6% 16/(no TMs)(503-GP1)o519

CAGLOEO01815g 492 PINKTNGSSNRTLNSSRFDLQKR/VYSNQASLKN | 60| O 19% [ 10% | 4% | 2% 77% | 8% 16/(no TMs)(503-GPI1)o519

CAGLOE01837g 32 *KLDFTKTPGSDLAKR/DVVDPEAAQL | 68| 1 74% | 13% | 9% | 4% 17% | 10% | 17/(no TMs)(498-GPI)0521

CAGLOEO01837g 492 RNSSLNSTFNSSSNYSRVQOMKKR/TYPNSSSSLQ | 300 | O 14% | 6% 7% | 1% 79% | 7% 17/(no TMs)(498-GPI1)0521

CAGLOE01859¢g 29 *ALDFEKSHGDDLVKR/DVQDVKLINS | 96 | 1 78% | 9% 5% | 1% 17% | 9% 14/(no TMs)(484-GPI1)o505

CAGLOE01881g 30 TAAAAGYLRLPFTKITDNSLAKR/ADDDYLNVQL | 85| 1 76% | 10% | 6% | 1% 18% | 9% (no TMs)(469-GPI1)o508

CAGLOEO1881g 479 SASSSGNTSSNGSTNLTRRFERR/DIPLENKGVP | 223 | 0 24% | 17% 7% | 1% 69% | 18% | (no TMs)(469-GPl)o508

CAGLOE02915g 93 VGEGGDINAEPTTTITSIIQVKR/VSLANEQPTA | 351 21% | 9% 6% | 4% 73% | 12% | 21/(no TMs)498

CAGLOE04664g 30 *LSLFASNRDNGKR/VSLGEITVDE | 323 19% | 2% 5% | 3% 76% | 3% 17/(no TMs)200

CAGLOE05412¢g 1146 THVEFVKYEWPPWLRPQRFRQKR/LAISKLLFLD | 669 30% [ 12% | 7% | 2% 63% | 14% | 19/(no TMs)1326

CAGLOE05940g 287 ATTMSVLTQRAIDYVRNLEYVKR/AENILYGNOQN | 504 21% | 5% 7% | 3% 72% | 8% 24/0169-192i204-2290317-340i373-3930399-421i462-4830
489-506i518-5380550-579i840

CAGLOF01793g 315 LYFNYNYGQFTTLWDRLGGSYRR/PEDSLFDPKL | 108 12% | 2% 16% | 7% 71% | 7% 095-121i142-1600183-201i255-2720364

CAGLOF03575¢g 152 NNKARGENGKFSDHRILLDYARR/SVDLSKLEKD | 181 27% | 7% 11% | 2% 63% | 7% i106-1240755

CAGLOF03575¢g 312 YGASGILFVSNSWNDNNDIVEKR/SVALPQYGLG | 327 26% | 6% 9% | 4% 65% | 10% |i106-1240755

CAGLOF05137g 80 TKSQKKTKPTPSTDLDKRAQKKR/SNLSEWQQKM | 232 | 1 24% | 23% | 7% | 2% 69% | 24% | 18/(no TMs)227

CAGLOF05137g 98 AQKKRSNLSEWQQKMLDQOHNKKR/ELHKDTDSLV | 346 | 0 63% | 26% 7% | 3% 30% | 24% | 18/(no TMs)227

CAGLOF06369g 209 SVKDEAVLVSDGLSVAIDYALKR/PDLEINVPQY | 265 26% | 6% 14% | 6% 61% | 3% 16/(no TMs)889

CAGLOF06369g 734 IGLNVTEKYNSILSKMSFSSIRR/SSEENIKTLA | 56 30% | 4% 5% | 3% 65% | 4% 16/(no TMs)889




Anhang

CAGLOF09053g 608 KVSKYRQNDAGFSFSNIMSSFKR/ISEPERIFNT | 198 21% | 1% 1% | 3% 68% | 3% 17/(no TMs)809

CAGLOF09053g 781 STLFKEVVSFEELYEDPEILHKR/DILRAFGVNK | 106 24% | 4% | 20% | 9% 56% | 8% 17/(no TMs)809

CAGL0G00308g 28 *HAAHTHKEKR/DVVTKTMHAV | 526 59% | 26% | 9% | 4% 32% | 23% | 18/(no TMs)374

CAGL0G02717g 34 *KFLRSDAVSWHDRYVPR/GNFTEWVHAQ | 40 27% | 7% | 21% | 10% 52% | 4% 17/(no TMs)515

CAGL0G02717g 303 NRTGFISKSANHIISCPEIYGKR/SGLDIATILA | 310 23% | 8% 15% | 4% 62% | 6% 17/(no TMs)515

CAGL0G02959¢g 86 FFLSKKPSPDIQVVSNSAKNKKR/YVTPPTLYKL | 277 41% | 9% 8% | 2% 51% | 8% i27-510114-134i146-1730179-199i239-2580918

CAGL0G04279¢g 566 FYECESDKLQEIDIESEVGIRKR/SLPSTDVNVV | 158 12% | 3% 14% | 4% 74% | 2% i27-440660

CAGL0G04279g 578 DIESEVGIRKRSLPSTDVNVVRR/DEQQFASKEP | 383 26% | 6% 15% | 6% 59% | 3% i27-440660

CAGL0G04279g 642 CTFVDRIGDADSKLVRFDKKTKR/FVNHLAQIWR | 522 21% | 7% 8% | 2% 70% | 7% i27-440660

CAGL0G05896g 28 *QIQKR/DDDNVRYITS | 366 29% | 2% 19% | 9% 52% | 10% | 23/(no TMs)294

CAGL0G07667g 132 SPAQDSNLSDFAKSMLNEHNIKR/ALHQDTNPLT | 254 14% | 5% 8% | 2% 78% | 7% 18/(no TMs)258

CAGL0G07887g 153 ETKSQTLPLLALELTSDNKKVRR/DRIIDEIEEI | 197 31% | 6% 12% | 4% 57% | 10% | 20/0199-221i242

CAGL0G08338g 176 DNAVTKAGISLLKRYIQTSNSKR/DHNSGSSNPE | 369 16% | 4% 17% | 4% 67% | 4% 032-57i120-1390191-212i449-4710499-523i544-5670587-6
14i635-6560662-682i703-7210727-745i794

CAGL0G08668g 44 ./AVTVEYVYAT | 232 26% | 1% 5% | 4% 68% | 4% 23/(no TMs)(449-GPI)o469

CAGL0G09449¢g 74 TAEDNPGKIEYTSDGLAMSLTKR/FDNPSLKSNF | 82 20% | 4% 10% | 1% 70% | 3% 21/(no TMs)(421-GPl)o452

CAGLOH00330g 1131 LHGRAGATSHTDISVEELIWKKR/LKINKKNTPD | 90 35% | 12% | 5% |3% 60% | 14% | i35-5902635

CAGLO0H00330g 1228 LSDFTYVWGRVNYSKLPDDINKR/VLDFSTNPFL | 228 27% | 4% 6% | 4% 66% | 7% i35-5902635

CAGLOH00330g 2010 THQFMELASHKTNRMFNDIINKR/QQKDNVNEEE | 91 34% | 13% | 10% | 3% 56% | 15% | i35-5902635

CAGLOH00330g 2514 MSFSQDTRIHITGTKDIDEMFKR/STNFLTIENM | 494 28% | 16% | 8% | 2% 64% | 16% | i35-5902635

CAGLOH01705g 68 MVSVHYTGSLAENGKVEDSSLRR/NEPIQFKLGA | 92 26% | 4% 18% | 7% 56% | 4% 23/(no TMs)136

CAGLOH02893¢g 179 DDKRAFVYPKPLPKFWKYENDKR/LTLEEQKEEK | 125 26% | 6% 8% | 2% 66% | 6% 0678-700i867

CAGLOH02893¢g 618 PVAYYMYYIYQRLGHFNYMMNRR/SEPCITLRCY | 220 23% | 7% 14% | 7% 63% | 3% 0678-700i867

CAGLOH03135¢g 85 LFVNTTLYNQATKGEKLSDFTKR/DANPDAEAEA | 544 36% | 29% | 48% | 30% 16% | 7% 21/(no TMs)159

CAGLOH04499¢g 77 PKAHEAFKLINRAFEVLSDSQKR/QIYDQIGRDP | 114 33% | 10% | 12% | 6% 55% | 4% 0207-226i232

CAGLOH04499¢g 179 GGPGGFRMYTTGNGPFQRARFRR/ADPREAYRQQ | 595 26% | 17% | 10% | 3% 64% | 18% | 0207-226i232

CAGLOH04499¢g 193 PFORARFRRADPREAYRQQQOQRR/QGNQENELVN | 140 41% | 12% | 12% | 3% 47% | 11% | 0207-226i232

CAGLOH06919g 428 NTFDKLSESVEYINNFEKLYKRR/EGGDSYTNFF | 169 27% | 2% 15% | 4% 58% | 3% 19/(no TMs)627

CAGLOH07359¢g 224 LMMGGGRTHFYPSGTNDPRYGRR/GLRQDDRNLI | 79 45% | 8% 19% | 8% 36% | 12% | i21-440545

CAGLOH07403g 139 VKDMTKKDIEEYLAPSFANKGKR/PKAAFVILIR | 237 20% | 4% | 25% | 5% 55% | 4% 29/(no TMs)463

CAGLOH079979g 244 DYNYAPPAPFPSDNGGWYDPKKR/QSFTTRKLNM | 113 30% | 12% | 12% | 2% 58% | 10% | 15/(no TMs)265

CAGLOH08910g 157 AAINDINNYHCFKLARRKKYVKR/NYSFFLPGSF | 403 15% | 6% 5% | 0% 79% | 6% 19/(no TMs)346

CAGLOH09130g 243 DRKKYSQASWYKMERKKADFHRR/NKISDYCEPF | 144 30% | 6% 16% | 9% 54% | 7% i7-2501015

CAGLOH09240g 93 INTRIMKLKEEKDDPKKAGKKTR/TESEEDKILL | 66 33% | 21% | 7% |3% 60% | 23% | 33/(no TMs)642

CAGLOH09240g 187 VNPRELFKKLDLQATDAYDFQKR/MFFFLKNVTQ | 401 27% | 9% 7% | 2% 66% | 11% | 33/(no TMs)642

CAGLOH09240g 505 DYVIEPEDAATIGKLEYSEKDRR/YSICAIQMAH| 93 42% | 20% | 10% | 4% 48% | 23% | 33/(no TMs)642

CAGLOH09262g 41 *QRRSTR/YEEDLLFSSG | 122 33% | 4% 8% | 2% 58% | 4% 35/(no TMs)625

CAGLOH09262g 92 PFFSLENMLPSWMLSTHTAREKR/VLLNWDKSSG | 584 22% | 2% 5% | 3% 72% | 5% 35/(no TMs)625

CAGLOH10032g 23 ARVAIIIYSMYGHTAALAEAEKR/GVESAGGKAD | 183 25% | 2% 16% | 6% 59% | 7% (no TMs)198

CAGLOH10076g 9 *STFVDLYKR/GGNEAVKINP | 72 28% | 4% 15% | 6% 57% | 4% 035-55i62-820117-135i142-1620168-193i205-2270239-258i

325




Anhang

CAGLO0I00484g 38 *VIAPKNKDTSLHFVNEKR/YYDYDSKAIG | 358 27% | 2% 10% | 1% 63% | 2% 20/(no TMs)443
CAGL0I00506g 379 QLVETMKWMGSARSRLGDYVGKR/FPDNIQEVLN | 462 22% | 6% 19% | 5% 60% | 7% 22/(no TMs)621
CAGLO0I00506g 497 QPNRSNSFDLAASIYNLIEPGKR/PLSSTAPSII | 132 18% | 5% 1% | 6% 71% | 4% 22/(no TMs)621
CAGL0I00506g 614 SVVNAIQRIAGEWHAVSDYWRKR/GISAVY*... | 181 19% | 6% 15% | 6% 66% | 5% 22/(no TMs)621
CAGLO0I01848g 14 *ICADGRKPAMIFRR/DSDSDSDGDG | 208 32% | 9% 7% | 2% 60% | 10% | 053-76i701
CAGLO0102508g 115 EAVVTSTSATNGSLNSPSPLTKR/YAVSRSLWYG | 65 55% | 14% 6% | 3% 39% | 11% | i64-820131-156i175
CAGLO0I04532g 320 FWRRTTMPAYYEIANLPYNQNKR/VRNAFDDITP | 133 19% (2% | 22% | 4% 60% | 5% i12-300612
CAGL0I06182g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV | 338 54% | 33% | 4% | 2% 42% | 35% | 19/(no TMs)340
CAGL0I06204g 61 TDYASTFGIAVQPIATPASVAKR/AVSQIGDGQV | 338 42% | 23% | 6% | 3% 52% | 26% | 19/(no TMs)349
CAGLOI07777g 122 KPPTLDANTTVTDTPTLFERVKR/AIFGENTIWTI | 857 19% | 2% 6% | 2% 75% | 4% 16/(no TMs)240
CAGLO0I07777g 164 GSRSVNPLQGFITMVVNKDVMKR/QLMDITEGRP | 375 24% | 5% 8% | 2% 69% | 7% 16/(no TMs)240
CAGLO0I10296g 33 VYIKADRKEFDMDPIGKSDLWKR/DISRNMYDKL 93 27% | 1% 20% | 1% 53% | 10% | (no TMs)446
CAGL0J00583g 516 ALLSYDGPDVPYQKIIELDTDKR/DEHIHGNSIG | 68 16% | 5% 15% | 6% 69% | 2% i24-450817
CAGL0J02068g 128 IRAYPTIRLYGPDGFLEEYHGKR/TKEEFLKFAR | 301 25% | 3% | 29% | 18% 46% | 15% | 19/0662-678i708
CAGL0J02288g 37 VVNCLRLTIEKRIVSSHASLSKR/SAVDLQFRRF | 54 69% | 16% | 4% | 1% 27% | 17% | (no TMs)(508-GPl)o541
CAGL0J02288g 46 EKRIVSSHASLSKR/SAVDLQFRR/FNNLYYESVL | 195 60% | 26% | 6% | 1% 34% | 25% | (no TMs)(508-GPI)o541
CAGL0J06820g 104 DSFTIHGLWPDDCMGGYPQFCKR/DLFIDDVDYL | 502 37% | 9% 17% | 7% 46% | 15% | (no TMs)433
CAGL0J06820g 297 PLRSMSRCKDQGIKYYPKGYQRR/DNRGPNKKPI | 100 35% | 6% 13% | 7% 51% | 12% | (no TMs)433
CAGL0J075469 89 YVFSVAKSENEDDIDSGNSLRKR/AIENEDHILS | 64 33% | 8% 13% | 8% 54% | 8% 24/0671-693i789
CAGL0J075469 112 AIENEDHILSSEFLTPSNKLQKR/MPVPAPPLDS | 60 33% | 6% 9% | 5% 58% | 3% 24/0671-693i789
CAGL0J08481g 237 KIVLSPDGTRDPRLDDSLINGKR/STFQVIDIPE | 323 20% | 5% 5% | 3% 75% | 7% 29/(no TMs)(?-GP1)o583
CAGL0J087569g 267 DEGLLGKGLSTVPQSVRRKKTTR/PPFAGSSNLK | 68 41% | 14% | 18% | 8% 41% | 19% | 20/0752-772i833
CAGL0J087569g 718 STVVRPFFDRLVQLLKNLSRETR/GDNKKKNQHR | 95 39% | 9% | 26% | 11% 35% | 17% | 20/0752-772i833
CAGL0J08910g 458 SPNSEYSNENDSEEINVEEWYRR/SMMFRPKROQK | 131 31% | 6% 7% | 3% 62% | 7% 23/(no TMs)(470-GPl)o494
CAGL0J09922g 42 *MPDLKDCTTTAQGNHQHKR/AVAVEYVYET | 386 66% | 19% | 4% | 2% 30% | 20% | 23/(no TMs)427
CAGL0J11748g 53 NANFIRNAADGLSPAEKEWLKKR/DPITRDALQT | 64 24% | 12% | 14% | 7% 62% | 19% | 20/(no TMs)(667-GPI)o695
CAGL0J11748g 201 YDKDFSKTLARWTAIGSQVQGKR/DAGENVTITD | 338 25% | 8% 19% | 8% 56% | 14% | 20/(no TMs)(667-GPI)o695
CAGL0J11770g 59 NDINLLRNATGLSQSEIDWLKKR/DVNTREALES | 64 38% | 8% 13% | 3% 49% | 8% 23/(no TMs)(633-GPI)o659
CAGL0J11770g 64 LRNATGLSQSEIDWLKKRDVNTR/EALESFLKRV | 59 24% | 4% 12% | 3% 65% | 3% 23/(no TMs)(633-GPI)o659
CAGL0J11770g 73 SEIDWLKKRDVNTREALESFLKR/VTSNFTSNSS | 509 22% | 2% 7% | 3% 71% | 5% 23/(no TMs)(633-GPI1)o659
CAGLOK00297g 99 ESGRLDGHIIYKVVQHSIVNAKR/SSRIDKDEAE | 148 23% | 7% 1% | 1% 66% | 7% 0526-548i560-5770627
CAGLOK00297g 471 DAVSFSYSGTGALKTDFTRTGKR/TKAGAFNDEV | 56 24% | 7% 1% | 2% 64% | 8% 0526-548i560-5770627
CAGLO0K02937g 48 WKKYVEQKDAITQQVSVKKMLKR/EYDDNLFREQ | 702 37% | 7% 8% | 2% 55% | 7% 24/079-97i285-3050438
CAGLOK03927g 156 TILERPLSFHIEFTPEEWELEKR/PEFGCPLSLL | 66 20% | 5% 12% | 5% 68% | 4% i37-570235
CAGLOK05137g 482 KFASNIANTAKGNYKSLLSNHKR/AWYDLYNDAF | 462 26% | 5% 10% | 1% 64% | 6% i83-10201212
CAGLOK05137g 946 RIKVPNRDILHDRNITSALYSKR/DDDLSATDDY | 553 25% | 9% 14% | 7% 61% | 4% i83-10201212
CAGLOK06237g 80 QISLGLTPRKPVVITDLRTGNKR/KLHGRFLHIT 0 41% | 16% | 13% | 3% 46% | 17% |i12-290663
CAGLOK06237g 454 SDLDIEKKKKKKGKKKKGKKEKR/TLEEIYDQHS | 526 28% | 2% 14% | 5% 58% | 4% i12-290663
CAGLOK06963g 815 PLDTIPIFLEGGHILFQKEKYRR/SSELMSNDPY | 368 26% | 6% 16% | 6% 59% | 9% 21/(no TMs)941
CAGLOK07359g 161 TAKNGAKAKIVVFEVGGGGNVKR/NIAIEEEKKV | 420 37% | 9% 6% | 3% 56% | 6% (no TMs)190
CAGLOK08976g 670 LEISHKGQIRFDTIIKGLLMWKR/LGKECTAWKH | 220 14% | 5% 7% | 1% 79% | 5% i123-1410793




Anhang

CAGLOK11880g 8 *SYVDLYKR/GGNEAVKINP | 72 35% | 6% 14% | 5% 51% | 5% 034-55i62-810116-134i141-1610167-192i204-2250237-262i
316
CAGLOK12914g 31 *INKSGDETTLRR/DISLLDLVKA | 92 42% | 17% | 5% | 3% 52% | 15% | 19/0397-416i428
CAGLOL00979g 337 FYKEEGLCVDGPEFRYYPEVFER/EPYKANLLRS 59 50% | 5% 22% | 5% 28% | 6% 26/(no TMs)475
CAGLOL01727g 385 GMYGLGEQMAALEVMVNTQALKR/APPYNATNGG | 212 25% | 3% 12% | 4% 63% | 3% 19/(no TMs)(420-GPl)o446
CAGLO0L02365g 92 DAGEKKYDHLIVFPATTKSLNKR/LSMNHLLNEY | 59 29% | 7% 11% | 2% 60% | 6% 20/0391-413i428
CAGLO0L03289g 29 * AVQHQDKHAHEKR/DLVVVTEYVD | 533 38% [ 10% | 7% | 3% 56% | 7% 16/(no TMs)366
CAGLOL03333g 344 NEYHWNSNEREIQDSTTNDNLPR/SYEYAQALKN | 52 30% | 8% 17% | 7% 53% | 13% | 43/0410-429i450
CAGLOL04466g 69 GKSTLLNILENTQFDTMDAQVKR/QQTTKGIWLA | 351 24% | 6% 9% | 3% 67% | 5% 0678-694i701-7180783
CAGLO0L04466g 165 YQGNNMGLLKTVFEVNLSLFGKR/GNDHKVLLLF | 495 20% | 5% 10% | 5% 69% | 6% 0678-694i701-7180783
CAGLOL04466g 323 TEDIANEAYAKFTEEYETETEKR/INDKTELVSY | 124 40% | 5% 5% | 3% 55% | 3% 0678-694i701-7180783
CAGLOL04466g 657 HSNRFAHILNETQKEKVQQQFRR/QINVTVLDCK | 195 20% | 2% 8% | 2% 72% | 3% 0678-694i701-7180783
CAGLOL05434g 30 *SPKHDHEDRHAIKR/DVDVVTVVEY | 202 70% | 15% | 6% | 2% 24% | 14% | 16/(no TMs)(326-GPI)o346
CAGLOL08096g 132 YCFHLSPTQTNNLKTAHNGYCRR/VETLFGSLDE | 200 23% | 4% 1% | 2% 66% | 3% 27/(no TMs)564
CAGLO0L08448g 159 MIMSLLNIFSNGAFGTKFIRRRR/NNAEVGVPSV | 288 40% | 5% 10% | 1% 50% | 6% 012-28i40-58064-93i123-1460173
CAGLOL10670g 207 STGSHPTGSSESESQESDDTSKR/SLLKKRSLRE | 102 51% | 11% | 8% | 4% 41% | 10% | 21/(no TMs)(241-GPI1)0263
CAGLOL11528g 53 STRLSEGILEYYDMFDSGAVVPR/EDFNTVCKTL | 75 28% | 1% | 26% | 15% 46% | 16% | 19/0275-291i319
CAGLOL12804g 166 GFIIPKSASGDAALKQLEAAVKR/AQTDKKNNRF | 214 21% | 6% 6% | 4% 73% | 10% | (no TMs)393
CAGLOL12804g 207 DSKGFDKLQEKERHALAVQKERR/SAMALARNEL | 214 26% | 7% 6% | 3% 68% | 10% | (no TMs)393
CAGLOL13134g 125 FANGYHSSDLFADSKYHYASDKR/DEAFHATFRS | 68 26% | 4% | 26% | 14% 48% | 14% | 0622-644i725
CAGLOL13134g 276 VHPEKVGAAEVNGLSASNLTSRR/SSTSSSPLQK | 52 27% | 1% 4% | 3% 69% | 9% 0622-644i725
CAGLOL13244g 352 LEKEATDFILQMVGLLDIIVKKR/SEVFNQSDEN | 396 22% | 5% 12% | 2% 66% | 4% 19/0412-435i447
CAGLOL13266g 45 DINTLEQTSESQEYDNFFKQSKR/PGNVKAPLVA | 247 35% | 7% 17% | 12% 49% | 12% | 20/(no TMs)579
CAGLOL 132669 114 VAKLQLRGSISLAPNDPFFHHTR/DKEFSTEELG | 70 29% | 8% | 25% | 8% 46% | 10% | 20/(no TMs)579
CAGLOMO00132g 324 VGIPCSSSQSIYGSSSSSSSSKR/LDCPSGLFED | 128 31% | 16% | 6% | 3% 63% | 15% | 24/(no TMs)(892-GPI)0922
CAGLOMO00132g 872 AIFRSATSRHDTYTTISAFFTPR/LSLQITTLVQ | 44 34% | 14% | 5% | 3% 60% | 15% | 24/(no TMs)(892-GPI)0922
CAGLOMO01298g 128 VTVENFIRLLTDRWTEDQPKSKR/LQTDENSNIF | 434 42% | 9% 9% | 3% 49% | 9% 22/0359-377i390
CAGLOMO01386g 7 *VDKKKKR/SFSETGIFKL | 407 53% | 17% | 12% | 2% 35% | 18% | 01284-1303i1427
CAGLOMO01386g 562 KRNSRITTLSNDEIVGDNDRKPR/SLSRKFLNRR | 57 34% | 15% | 13% | 2% 53% | 16% | 01284-1303i1427
CAGLOMO02211g 68 VQQLGHKYVSQYEKANPGTVLPR/DHLFYPDQVH | 59 58% | 9% 12% | 1% 31% | 9% 23/(no TMs)415
CAGLOMO04191g 44 ADLSYVKLDFDKYYGETFETAKR/GRSQADIRVN | 51 62% | 24% | 7% | 2% 31% | 22% | 19/(no TMs)(580-GPl)o601
CAGLOMO04191g 56 YYGETFETAKR/GRSQADIRVNKR/ANGYEEVQIT | 364 16% | 7% 6% | 0% 78% | 7% 19/(no TMs)(580-GPI)o601
CAGLOMO05599¢g 100 HFRGPLKLSQFAVYYPASSNSKR/AVAEEDCDSV | 295 39% | 1% 7% | 3% 54% | 10% | 18/(no TMs)446
CAGLOMO05599g 120 SKRAVAEEDCDSVVAKPVHKHKR/DVAVEVIEVT | 848 40% | 5% 7% | 2% 53% | 3% 18/(no TMs)446
CAGLOMO05841g 44 DIDRNYFERSVAVKTKYDGVRRR/EYFVPLKLAT | 202 35% | 15% | 7% | 2% 58% | 16% | (no TMs)411
CAGLOMO07205g 185 PVATAEEVELMHETFGAVPALKR/EPNPSHTASS | 265 41% | 16% | 26% | 9% 33% | 19% | 06-23i88-1050241
CAGLOMO08492g 62 TDYSSTFGIAVQPIATSSSVAKR/AVSQIGDGQV | 338 56% | 31% | 4% | 2% 40% | 33% | 20/(no TMs)335
CAGLOMO08734g 34 LVAAKNIVEMITFRDENGKLHRR/LAPEEYRGGV | 43 49% | 13% 6% | 2% 45% | 12% | (no TMs)253
CAGLOMO08734g 56 RLAPEEYRGGVLDGEESRLLQKR/DLEMHPPVDL | 94 29% | 10% | 9% | 2% 63% | 9% (no TMs)253
CAGLOMO08734g 211 LLOSKQYSMQHSNGKGGDVLLKR/EGEKYCVASV | 119 33% | 9% 8% | 3% 59% | 7% (no TMs)253




Anhang

CAGLOM10571g 172 KFAGPTLEAS IKSKEKELRKLRR/EQKRQLDSGE | 195 31% 6% | 6% 3% 63% | 9% | 0200-221i242-2620274-293i305-3240380-397i418-4420462
-482i544-5630569-587i599-6170619

CAGLOM12320g 284 VVVSNKDILSISVORRAWNLLKR/GISVASSSDS | 76 28% | 4% | 12% | 3% 60% | 2% | 20/0167-191i203-2200341-367i396-4160428-448486-5060
512-531i543-5640576-602i769

CAGLOM13453g 319 GICKFEMEAIVDMVMNTPQSLRR/GINPIPRPLS | 74 34% | 6% | 21% | 9% 45% | 14% | 22/0582-602i646

CAGLOM13805g 30 *ANVHHEHKNKR/DVVTKTVHNQ | 585 73% [13% | 4% | 1% 22% | 13% | 19/(no TMs)371

YALO034C-B 85 LIFNASYLPFLETRTIKISKVER/QQGERSKMAM | 56 20% | 7% | 12% | 2% 69% | 6% | 23/(no TMs)117

YALO53W 291 ATNGVSNVVVANKDVLSISVOKR/AISMASSSDY | 375 24% (5% | 6% | 2% 70% | 6% | 25/0348-374i403-4240430-455i493-5130519-5381550-57 10
583-609i783

YALO58W 461 GPTERKFMNSRLGNLOTTFENER/ESPNPFDRII | 53 22% | 4% | 13% | 6% 65% | 8% | 30/(no TMs)502

YBRO15C 316 FWRRTTHPLYYDIAGIAVDKKKR/VRNSRDDITP | 203 23% | 6% | 14% | 5% 63% | 2% | (no TMs)597

YBRO15C 321 THPLYYDIAGIAVDKKKRVRNSR/DDITPPAVYT | 41 19% | 6% | 12% | 2% 69% | 4% | (no TMs)597

YBR023C 85 QEQMNHLDVLPSSTGVNPNATRR/SGSLRSKGSV | 92 62% | 13% | 8% | 1% 30% | 13% | 0169-191i203-2230453-476i1029-105101057-1076i1083-11
0701165

YBR042C 9% VRITTENSSVPKGTFFLDLKKKR/ILSHLKSNSV | 407 20% [ 8% | 10% | 2% 70% | 9% | 013-37i58-770120-138i377-3960397

YBRO54W 9 *SDYVELLKR/GGNEAIKINP | 76 24% 3% | 1% | 4% 64% | 7% | 035-56i63-820117-1351142-1620168-1931200-2190239-260i
344

YBR093C 174 LAQYGYMVENQTSFAVETSNSKR/CHDTAQYFID | 369 15% | 6% | 13% | 3% 72% | 4% | 18/(no TMs)467

YBR161W 348 SSYKNKEKRRNPTRHEYNSRGKR/LRKDSNIPYD | 165 46% | 19% | 6% | 2% 48% | 18% | i7-240200-220i274-2990376

YBR162C 134 KQSIESCKEGEAVVSRHKHQHKR/DVAVEYVQVT | 483 35% | 15% | 7% | 1% 58% | 15% | 24/(no TMs)455

YBR229C 591 YGLSVHEATYDAIKSIYSPSDKR/PFLLTRAFFA | 43 29% | 4% | 10% | 3% 61% | 3% | 23/(no TMs)954

YBR229C 816 PLDKIPLFIEGGHI ITMKDKYRR/SSMLMKNDPY | 204 22% 5% | 8% | 3% 70% | 8% | 23/(no TMs)954

YBR265W 60 VSRSEARLLDTCNEIRIEAHLRR/ETTDEGQVQH | 395 14% | 2% | 13% | 1% 73% | 1% | 0285-307i320

YBR290W 98 QAARHIGKIGRHFNILDRLFKKR/TQQSSDIQQG | 339 23% | 4% | 1% | 2% 65% | 4% | 0179-200i212-2300281-301i321

YCLO48W 432 ODGTIIEKGYKDLTQEGEDSKKR/VISKYANSAN | 96 35% 6% | 8% |5% 57% | 7% | 26/(no TMs)(440-GPl)0463

YCRO068W 139 TNPFDFEFELRRMPLLMKRMKER/DPEFIESYIY | 42 31% | 8% | 24% | 10% | 45% | 16% |i12-340520

YCRO089W 1039 SEMSTFSVSTQSLPLAFTSSEKR/STTSVSQWSN | 99 26% | 3% | 8% | 2% 66% | 2% | 23/(no TMs)(1588-GPI)01609

YDL024C 175 LAKYGKLMENCTNEFPIFTTNSKR/IYDTAQYFAE | 369 18% | 8% | 15% | 5% 67% | 4% | 21/(no TMs)468

YDL221W 106 PASSSLSSSFFTVIPFCAARSRR/GLTVALIAQS | 307 31% | 13% | 1% | 2% 58% | 11% | (no TMs)183

YDL241W 102 DFYACGFLOGKGTETNAGIHNTR/PSHSLAKETI | 62 20% | 5% | 16% | 7% 65% | 5% | (no TMs)(96-GPl)o123

YDROO03W 13 *ILREQIDFLIHKR/QDDNNNNGEA | 412 24% 4% | 11% | 3% 65% | 2% | 038-591210

YDR107C 74 EEGNDVSGDKEHFLYSYDYYNKR/FHFCRPEHVE | 306 23% 6% | 6% | 2% 71% | 8% | 21/0310-332i373-3990411-431i443-4670479-501i533-5530
565-591i603-6210633-662i672

YDR230W 34 PASTFCFPLVLETRTCTISSQRR/PEINSGYEVQ | 72 22% | 10% | 19% | 10% | 60% | 1% | (no TMs)115

YDR245W 101 SFQGONSNDNKLSNTGSSINSKR/YVPPYSKRSR | 295 37% | 8% | 9% | 1% 54% [ 8% | i50-670393

YDR245W 109 DNKLSNTGSSINSKRYVPPYSKR/SRWSEWNQDP | 142 40% | 10% | 18% | 5% 42% [ 14% | i50-670393

YDR245W 173 NKKAYAKRHGYALTIKDLTTSKR/YSHEYREGWQ | 102 16% | 4% | 17% | 4% 67% | 1% | i50-670393

YDR262W 44 *VVNLITFKDSNGKLHKR/LAPEEIPPRL | 85 23% | 4% | 22% | 11% | 54% | 7% | 27/(no TMs)(256-GP1)0272

YDR326C 9 *RDEATRKKR/SFSDGHEFKK | 565 47% | 8% | 12% | 1% 41% | 9% | 01281-1302i1438

YDR331W 140 VIVENFIRLLTDRWTEDHPKSKR/LLTDENSNIF | 434 32% | 5% | 6% | 3% 62% | 3% | 23/0378-397i411

YDR415C 217 DNGSGTVINMEALRLYTENFLKR/GFRPNNTVEF | 254 21% [2% | 10% | 1% 70% | 3% | 19/(no TMs)374




Anhang

YDR420W 210 EEGTLAQTSSISETTRIAQMVTR/VSQISSITAA 59 36% | 15% 6% | 4% 58% | 19% | 22/01486-1508i1802
YDR452W 448 NKEAYMNTVRDTYYRKVWNKLER/VDEKNVENEK 86 27% | 4% 12% | 3% 60% | 2% i21-400674
YELO28W 135 YMAKLGDATVNHTDLPHFRNNKR/LTTQELNAFQ | 319 20% | 5% 10% | 2% 69% | 4% 22/(no TMs)153
YEL060C 86 HGKFHKKGRKGQDKESPEFNGKR/ASGSHGSAHE | 323 25% | 26% 8% | 3% 67% | 24% 19/(no TMs)635
YELO60C 188 TAQFNPDAISKIIPNRYIIVFKR/GAPQEEIDFH | 522 44% | 23% 9% | 4% 47% | 19% 19/(no TMs)635
YEROO1W 519 LNECDNTLTTEEYIFKAFFHHRR/QHQLEAGLFA | 351 28% | 6% 14% | 3% 58% | 7% i12-360762
YERO001W 596 ALQGVYSGAIGDYVKKTDLNGKR/QEAAVEICSG | 404 25% | 5% 20% | 8% 55% | 6% i12-360762
YERO05W 265 LAQLINTLPENTNDYENDDFSTR/NLNDPCMPRG 47 31% | 4% 20% | 10% 49% | 13% | 0501-517i630
YERO19C-A 16 *AASVPPGGORILOKRR/QAQSIKEKQA | 118 32% | 9% 7% | 3% 61% | 11% | 062-81i88
YERO076C 74 MVEFYQTIGLTANGTVPESFNKR/DATEYPNIIS | 488 26% | 8% 19% | 5% 55% | 7% 24/(no TMs)302
YFLO27C 357 LWEEVLQITRKDATTASKKALKR/VSLNKYSALL | 212 32% | 9% 6% | 1% 62% | 10% | 0429-445i497
YFLO34W 62 GLSNQDDLTVMHTQAKEEVFKRR/EEDGTRTEDA | 338 23% | 4% 8% | 2% 69% | 6% 0461-479i542-5650585-606i1073
YFLO38C 128 DRYATSTVLKLLVGNKCDLKDKR/VVEYDVAKEF | 229 19% | 3% 5% | 3% 75% | 6% (noTMs)206
YFL042C 124 SPVSRSTTPTSPVSQPSIISHRR/EPSMGSKRRS | 102 37% | 6% 8% | 4% 55% | 2% 0636-654i674
YFL042C 137 SQPSIISHRREPSMGSKRRSSRR/ISNATIAEIG 52 48% | 19% 6% | 3% 46% | 17% | 0636-654i674
YFLO42C 162 NATIAEIGSPLQQVEKPDEVKTR/LTPSQMKEDN 41 57% | 13% 5% | 3% 38% | 12% | 0636-654i674
YFL042C 467 EGSQITTIPNFTSIDGSSMTLKR/EYSYEKALHF | 180 28% | 10% | 11% | 5% 61% | 5% | 0636-654i674
YFLO51C 33 *EACLPTNKR/EDGMNINEYE | 173 12% | 3% 13% | 4% 75% | 5% 24/(no TMs)160
YFLO51C 99 LSIYYSPPCESTPTCVTYAVLKR/DEDGYDPCGP | 927 28% | 12% | 15% | 4% 57% | 11% | 24/(no TMs)160
YFLO51C 116 YAVLKRDEDGYDPCGPLYETKKR/DTEYCDPNTA | 150 14% | 5% 19% | 2% 67% | 6% 24/(no TMs)160
YGL028C 31 *ILPKREVVTR/VHTASTTNVV 62 62% | 23% 4% | 2% 34% | 24% | 21/(no TMs)542
YGLO75C 268 FRRRLORQTDTISFLKDQIRRER/GLNCSNDKVS 51 28% | 3% 15% | 3% 57% | 3% 0305-327i387
YGL089C 100 KREAVADAWHWLNLRPGQPMYKR/EANADAWHWL | 530 21% | 2% 12% | 6% 68% | 5% 20/(no TMs)120
YGL125W 336 PWRKSLNPKRKNEEVRPIFWKRR/PYSYVARTSQ 92 28% | 2% 12% | 2% 60% | 4% (no TMs)600
YGL126W 220 NTFIHDQMHRWQGPLTTSAQCRR/FGGHWAGGHD | 140 38% | 9% 12% | 3% 49% | 10% | i12-31051-66i87-1050236-254i326-3490355-371i380
YGL156W 74 HVKVWWYQVSFERGSSPVSPDKR/PSWKSIIERD 51 22% | 9% 13% | 14% 64% | 22% | (no TMs)1083
YGL156W 547 GNVIPKLQVGITVDEFYDDILKR/TNQGHDLPTW | 237 32% | 6% 17% | 8% 51% | 14% (no TMs)1083
YGR141W 267 MSAHGGGSAYKFEAIEKIKRLRR/VDGKLTNEVI | 541 20% | 1% 8% | 1% 72% | 2% i15-370467
YGR141W 416 SLCQRFKWWNFWKGCPARRYIKR/GEGLDAEKND | 304 18% | 0% | 11% | 3% 70% | 3% i15-370467
YGR176W 95 HSRLWSKRLGRTQISRRLQTARR/LNPERSTAWS 52 31% | 3% 15% | 4% 53% | 5% 26/(no TMs)115
YGR279C 29 *ANHEHKDKR/AVVTTTVQKQ | 183 53% | 34% 4% | 1% 42% | 35% | 20/(no TMs)386
YHRO003C 397 NKEISLTNVVLMTKEEQEIHEKR/ILLDGEKLTA | 426 20% | 6% 7% | 4% 73% | 10% | 24/(no TMs)429
YHRO009C 142 VIENYERLSKKAYNLNVPPPKKR/PGYISNKENI | 113 26% | 8% 16% | 8% 58% | 15% |i24-410523
YHR009C 303 LKCDEMDCVHSLKYLPSVVKNRR/NSRGHAENPD | 119 29% [ 8% | 17% | 7% 55% | 11% | i24-410523
YHRO042W 25 GIDNTDFTVLAGLVLAVLLYVKR/NSIKELLMSD | 403 22% | 8% 13% | 4% 65% | 5% (no TMs)691
YHRO042W 522 VHYDLNGPRKLFANYKLPVHVRR/SNFRLPSNPS | 319 24% | 8% 15% | 5% 61% | 10% (no TMs)691
YHRO045W 422 VKDAEVISTFPEKIPQLKKTNRR/ITPSTEQLNK 56 26% | 9% 7% | 2% 67% | 10% | 20/(no TMs)560
YHRO76W 60 IDSETNFSHIIGSCSQIISFSKR/TFYSSAKSGY | 362 20% | 8% 6% | 4% 74% | 12% |i17-390374
YHRO079C 34 *PLSSRTSRR/QIVEDEVAST 52 32% | 5% 7% | 3% 61% | 7% 25/0534-555i897-91401115
YHRO79C 98 SSYPTPNLLNTADNRRANKKGRR/AANSISVPYL | 242 24% | 12% 4% | 3% 71% | 9% 25/0534-555i897-91401115
YHR080C 50 RNFLNNTTGENVSTTASAERFRR/VGGNPDIPSL | 476 35% [ 11% | 16% | 7% 48% | 15% | 01204-1223i1345




Anhang

YHRO080C 147 NSNSVPSLSVQALEKEKLQSGKR/EGSSNQAEEK | 140 35% | 12% | 14% | 4% 51% | 16% | 01204-1223i1345
YHRO080C 444 RLSFNSSNGLTNNDPEYEDREPR/EMSKKFLNRR | 73 29% | 6% 12% | 4% 59% | 3% 01204-1223i1345
YHR101C 103 GLRKLDFLEFETEFVSLQRYIRR/SSTAIKFEKV | 124 16% | 3% 8% | 2% 76% | 4% 20/0276-295i335
YHR149C 31 LISVISTVSVSDASYAYARLTRR/DDSDSSSSSA| 52 24% | 5% 10% | 1% 65% | 5% 072-97i734

YHR188C 276 HYEMDARIEMVTHVPSALARGER/PIPKPLDGNT 59 32% | 8% 24% | 11% 44% | 15% | 20/0548-568i610
YHR204W 69 DNYLEHGYPYDEVKPISCVPKKR/NFEDPTDQGT | 141 21% | 9% 21% | 12% 59% | 12% | 21/(no TMs)796
YHR204W 511 DVIFSTEAHPMWLPQEVRSNYKR/NAKFNNSVYS | 196 31% | 7% 8% | 1% 60% | 8% 21/(no TMs)796
YHR204W 764 ILPRHGSVQIKKHSPVLTSNGTR/EEDEFKMDGI 82 14% | 4% 18% | 13% 69% | 12% | 21/(no TMs)796
YILOO5W 138 SGYIKSFTETPRTKESLIAFARR/ESMDPNNLDT | 231 27% | 2% 10% | 3% 63% | 4% 28/0652-672i701
YILO14W 61 KLNNHASERTAVESSAFNWIEKR/QHQVRSENLM | 164 31% | 11% 8% | 2% 61% | 12% | 31/(no TMs)630
YILO14W 387 NEQTFQYCIEMLNEVEPSAQERR/FIGSRLVEDS | 122 23% | 4% 8% | 4% 69% | 8% 31/(no TMs)630
YILO14W 557 EDDFGREPEYFKSRYGDISKLKR/IYDASLNVEG | 763 23% | 4% 8% | 3% 69% | 7% 31/(no TMs)630

YILO37C 400 NLSTLYPIPYQLTKLINQKIFKR/EPEKIDDKKV | 408 27% | 1% 15% | 6% 58% | 5% 020-43i318-3360421-440i631-6540656
YILO77C 25 KEEEQQYGONGKGMENELPFMKR/PWFKKAYENA | 401 18% | 6% 19% | 17% 63% | 22% | 067-86i98-1190320
YILO77C 190 LDSGSPSRWSMYFYITYQNPERR/LPDPKVKLQQ 74 24% | 8% 22% | 15% 54% | 18% | 067-86i98-1190320
YIL117C 8 *TVITIAKR/GLPKLTTSTS | 169 21% | 4% 12% | 3% 67% | 3% 077-98i318

YIL123W 34 *HVDVHQEDAHQHKR/AVAYKYVYET | 386 38% | 7% 9% | 2% 53% | 7% 20/(no TMs)475
YIL136W 90 SLKDALLGVSQKAREEAPKVTKR/VISPEEDAQT | 406 50% | 16% 6% | 4% 44% | 12% | 19/(no TMs)393
YIROO7W 373 PEWKPDTCIWKLHGVWEIQNGKR/PVLLKPNYFS | 323 21% | 6% 7% | 3% 72% | 9% (no TMs)764

YIR039C 51 FPVQKLADIINICTQDVSTVFKR/NEVLNTTVIN | 653 65% | 21% 4% | 1% 32% | 22% | 22/(no TMs)537
YJLO12C 399 TELTMVREDNFDGVDRTHKNWRR/TDIGVDWPFK | 259 40% | 9% 13% | 3% 46% | 12% | (no TMs)648

YJLO34W 309 KAFKKKHGIDVSDNNKALAKLKR/EAEKAKRALS | 954 54% | 34% 6% | 1% 41% | 33% | i12-290682

YJL068C 47 TSMNVNIYLPKHYYAQDFPRNKR/IPTVFYLSGL | 650 47% | 8% 13% | 3% 40% | 11% | (no TMs)299

YJLO79C 173 ASSSDSDLSDFASSVLAEHNKKR/ALHKDTPALS | 277 27% | 1% 8% | 1% 65% | 2% 20/(no TMs)299
YJL132W 307 NTNEAQAEELRLCANLPPVSQKR/INARPLVSSL | 114 38% | 8% 13% | 3% 50% | 10% | 26/(no TMs)750
YJL158C 63 GRAEYTTTFGIAVQATITSSKAKR/DVISQIGDGQ | 543 60% | 25% 5% | 1% 34% | 25% | 22/(no TMs)(209-GPl1)0227
YJL159W 71 VQPISTTSSASSAATTASSKAKR/AASQIGDGQV | 434 31% | 2% 6% | 4% 63% | 4% 24/(no TMs)(280-GP1)0310
YJL160C 61 TEYRTSFGLAVIPFTVTESKVKR/NVISQINDGQ | 617 19% | 6% 6% | 3% 74% | 8% 24/(no TMs)180
YJL216C 415 FKNRKIEQIKCVEGTGTYAAIKR/DYGEDSEKMK | 162 21% | 7% 12% | 2% 67% | 6% (noTMs)581

YJRO38C 106 VKPTSASFGGIRLSQLTMIMERR/ATPTCQDPSL | 158 21% | 5% 12% | 3% 67% | 3% 020-42i54-720120
YJRO75W 292 KPGHPVLREIISRIIETTLQRKR/DDQLNVNLRN | 362 24% | 4% 14% | 4% 62% | 4% 29/(no TMs)396
YJR126C 327 VTEENGFLHYPYGPARNPSYIRR/DSVNYFSDTP | 155 24% | 4% 16% | 7% 60% | 6% i90-1090811

YJR126C 363 TTPGYPSKDSDTEHMSPVGRVPR/IPSVPMSARD | 86 17% | 6% 31% | 9% 52% | 9% i90-1090811

YJR151C 652 LSATSTFTSAVVSSSKAADFFTR/STVSAKSDVS 73 24% | 3% 5% | 3% 1% | 4% 20/(no TMs)(1127-GPI)o1161
YJR151C 1077 VSCSAGACTTLTTVDAGISMFTR/TGLSITQTTV | 64 45% | 12% 5% | 3% 49% | 15% | 20/(no TMs)(1127-GPl)o1161
YKL128C 107 SGDEHGEWLDSKLTPLGKDQVRR/TGSNVLLPMA | 179 26% | 1% 15% | 5% 60% | 4% (no TMs)295

YKL163W 66 SFGIAIEAVATSASSVASSKAKR/AASQIGDGQV | 434 39% | 12% 5% | 3% 56% | 16% | 19/(no TMs)325
YKL164C 62 DYSSTFGIAVEPIATTASSKAKR/ARAISQIGDG | 434 22% | 4% 6% | 4% 72% | 8% 19/(no TMs)341
YKL201C 661 MATLNITELRDYITSDENKNHKR/VPTDTDLKDL | 462 29% | 11% 8% | 3% 63% | 10% |i28-4501178

YKL201C 1039 DKDPIIVYEDYAYAKLLEERKRR/EKKKKEEEEK | 90 19% | 11% 6% | 3% 75% | 9% i28-4501178

YKL212W 218 TPIVLGLITRRSIFRAGTRYFRR/GVDKDGNVGN | 279 22% | 5% 8% | 3% 69% | 7% 0522-543i555-5730623




Anhang

YKL212W 467 DAVSVAYSGTGALKTDFTRTGKR/TRLGAFNDFL | 56 21% | 4% 9% | 5% 70% | 8% 0522-543i555-5730623

YKL220C 55 LVTNACTRIFQKVTWEYTSKSKR/SSPVCSYEPA | 434 1% | 2% 13% | 4% 76% | 3% 21/0165-184i236-2560276-297i318-3390351-370i377-3950
401-419i711

YKRO13W 203 ASSTQSSSSDFSTSMVNEHNTKR/ALHKDTGSLT | 355 23% | 5% 6% | 4% 71% | 8% 19/(no TMs)329

YKR020W 20 *AEQISHKKSLRVSSLNKDRR/LLLREFYNLE | 93 21% | 5% 1% | 2% 68% | 4% (no TMs)164

YKR102W 131 VPVKRGVKLCSDNTTLSSKTEKR/ENDDCDQGAA | 155 23% | 5% 18% | 7% 59% | 4% 25/(no TMs)1169

YLRO57W 188 QIKDIFMKSWNQEQLLLKSNLRR/ESTWPIDLID | 265 51% | 22% | 8% | 6% 40% | 16% | (no TMs)849

YLRO57W 668 NDLDVGIKVSNYGKGGNDQKAKR/NVLSKDGITE | 434 28% | 23% | 10% | 5% 62% | 19% | (no TMs)849

YLRO083C 249 YHDRGEGNYRVVGVIVEPVSIKR/SSPGTCETTG | 88 20% | 8% 13% | 3% 67% | 5% 23/0305-327i371-3950401-426i438-4620474-496i521-5480
560-583i595-6150627-657i667

YLRO084C 1052 NASSISSVSAIYTDIESNTLNKR/GINNVNNGSI | 59 32% | 3% 1% | 2% 57% | 2% 21/01161-1188i1220

YLR120C 29 *IPAANKR/DDDSNSKFVK | 317 | 1 53% | 35% | 16% | 12% 32% | 23% | 22/(no TMs)(542-GPl)0569

YLR120C 66 KLYGDSLENVGSDKKPEVRLLKR/ADGYEEIIIT | 95| 0 24% | 17% | 6% | 2% 71% | 18% | 22/(no TMs)(542-GPI)0569

YLR120C 546 QTASFSGNLTTSTASATSTSSKR/NVGDHIVPSL| 102 | 0 24% | 18% | 6% | 2% 70% | 19% | 22/(no TMs)(542-GPI)0569

YLR121C 46 DGKYVKIPFTKKKNGDNGELSKR/SNGHEKFVLA | 54 | 1 74% | 13% 5% | 1% 22% | 13% | 21/(no TMs)(483-GPI)o508

YLR121C 474 TRSTTTKKTNSTTTAKSTHKSKR/ALQRAATNSA | 434 | 0 15% | 6% 4% | 2% 80% | 6% 21/(no TMs)(483-GPI)o508

YLR155C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR157C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR158C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR160C 308 ATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSRR/TADGTVPPDD | 281 12% | 2% 10% | 1% 78% | 1% 19/(no TMs)362

YLR207W 266 SDFESGLLGKGLNSVPSSTVRKR/TTRPDIGSPF | 158 44% | 13% | 7% | 2% 49% | 13% | 21/0768-789i833

YLR207W 269 ESGLLGKGLNSVPSSTVRKRTTR/PDIGSPFIAQ | 118 47% | 3% 18% | 5% 35% | 4% 21/0768-789i833

YLR213C 127 EGNGPNKANTKVGVVEGELNSKR/ITHYAKFLVT | 295 23% | 7% 6% | 3% 71% | 10% | 21/(no TMs)422

YLR250W 138 MRLLDVDDNTKITKEEYLQFAKR/GNKFPDLGVG | 181 22% | 2% 12% | 3% 66% | 4% 21/(no TMs)234

YLR299W 441 LPKHIEEVLDPEWALKAVKSIKR/NSQDGNFKTL | 88 21% | 5% 11% | 6% 68% | 10% | i12-330660

YLR299W 536 QFNKSNSFELAPSIYNFPEPGKR/PLSSTAPTIV | 132 18% | 5% | 20% | 5% 62% | 5% i12-330660

YLR299W 653 SVVNAIRNVRGEWHAVSDYWRKR/GISSVY*... | 181 15% | 3% 8% | 3% 77% | 3% i12-330660

YLR300W 39 *VPARDPSSIQFVHEENKKR/YYDYDHGSLG | 346 32% | 4% 8% | 2% 60% | 4% 20/(no TMs)448

YLR337C 282 VSPPSSEVPAGGLPFLAEINARR/SERGAVEGVS 94 55% | 12% 9% | 2% 36% | 12% | (noTMs)817

YLR337C 285 PSSEVPAGGLPFLAEINARRSER/GAVEGVSSTK | 54 39% | 18% | 13% | 6% 48% | 16% | (noTMs)817

YLR337C 485 SSSSSAVTPGGPLPFLAEIQKKR/DDRFVVGGDT | 181 32% | 13% | 9% | 5% 59% | 17% | (noTMs)817

YLR353W 119 QFHDTQDNNIPSNTTVRPTSLRR/DNEDTVPLRN | 115 23% | 4% 17% | 9% 60% | 12% | 0516-536i576-6000603

YLR396C 582 YDRSILFHNYSSQQPFILSREPR/VSQTEDLIEQ | 58 28% | 3% 10% | 7% 62% | 10% | 0640-657i691

YLR396C 624 ESIWVPGTITKKINASIKSNNRR/SIDGSNGTFH | 203 29% | 4% 13% | 7% 58% | 11% | 0640-657i691

YMLO12W 77 VGDGQKLNLFVRDSVGNEYRRKR/DFAGDVRVAF | 707 43% | 5% 10% | 1% 47% | 5% 21/0182-201i211

YMRO006C 61 DDTSLVRNASGLSTAETDWLKKR/DAYTKEALHS | 64 40% | 12% | 1% | 1% 48% | 13% | 20/(no TMs)(680-GPI)o706

YMRO008C 59 DDINLVREASGLSDNETEWLKKR/DAYTKEALHS | 64 31% [ 14% | 9% | 1% 60% | 15% | 23/(no TMs)(637-GPl)o664

YMR101C 84 VGPVPEHVSFIMDGNRRYAKSRR/LPVKKGHEAG | 221 26% | 3% 15% | 4% 59% | 3% i32-510274-292i343

YMR101C 222 SRNDMLHTIRDSVEDHLENKSPR/INIRKFTNKM | 43 35% | 7% 9% | 2% 56% | 6% i32-510274-292i343

YMR200W 205 PTETLNPTSSATSTDDPSSNKKR/SLRSLVRRSL | 138 34% | 4% 7% | 4% 59% | 6% 25/(no TMs)(235-GP1)0256

YMR200W 226 KRSLRSLVRRSLENRHKTNAIKR/QNTSFLTSNA | 130 49% | 8% 7% | 2% 43% | 6% 25/(no TMs)(235-GP1)0256




Anhang

YMR244W 46 *SPSIQMTENTNQDHHEHAKR/GGTCAFPNYD | 440 60% | 12% | 13% | 2% 28% | 10% | 26/(no TMs)355

YMR244W 328 RNGAKANIEVFDVGSGSSSKGKR/ELNPLDVITT | 593 54% | 16% | 16% | 5% 30% | 12% | 26/(no TMs)355

YMR305C 28 *AVRHKHEKR/DVVTATVHAQ | 533 54% | 33% 7% | 3% 38% | 30% | 19/(no TMs)389

YMR306W 124 IGFQNMRLHGKARQRNVKMAKKR/GVSIKEQIKQ | 141 39% | 10% 9% | 4% 52% | 12% | 0338-357i377-3950415-437i444-4640503-526i547-5670579
-604i1215-123401264-1288i1358-137801384-1402i1473-14
9501515-1539i1551-157201584-1606i1649-167001676-169
2i1713-173301785

YMR306W 482 FFAVRPLGGLFRPYLNKDKKHRR/YISSQTETAS | 346 38% | 6% 1% | 5% 51% | 9% 0338-357i377-3950415-437i444-4640503-526i547-5670579
-604i1215-123401264-1288i1358-137801384-1402i1473-14
9501515-1539i1551-157201584-1606i1649-167001676-169
2i1713-173301785

YNLO12W 182 SEEEIVTNAKKEYNDNDLKMKKR/QGGSLITSSS | 300 22% | 3% 1% | 3% 67% | 2% 18/0374-396i631

YNLO12W 217 YEQIEEIMNSTIEEIPEDYMITKR/NLNPLARLKK | 203 20% | 5% 12% | 2% 68% | 3% 18/0374-396i631

YNLOG6W 44 ./AVAVTYVYET | 386 35% | 11% 6% | 3% 59% | 8% 23/(no TMs)420

YNL158W 41 *ESILYKVPHNFPLKKPR/DSSTYARDVN | 51 22% | 6% 12% | 3% 66% | 3% 24/0168-187i198

YNL160W 175 PIVVTEDSAYAIPVANNKNATKR/GVLSVTSDKL | 181 26% | 2% 6% | 2% 68% | 4% 20/(no TMs)(322-GPl)0354

YNL238W 79 EHDVRGLPNHYVFSKELLKLGKR/SSLEELQGDN 59 36% | 6% 20% | 9% 44% | 14% | 24/0676-699i814

YNL238W 108 QGDNNDHILSVHDLFPRNDLFKR/LPVPAPPMDS | 84 29% | 10% 8% | 5% 63% | 14% | 24/0676-699i814

YNL238W 503 TEETLESVITISEKSLQDANFKR/IEHVTVTVDI | 571 271% | 7% 14% | 10% 60% | 16% | 24/0676-699i814

YNL283C 266 STATVTSTPSSTSIGTSTHYTTR/VVTQSVVSQA | 44 24% | 7% 7% | 4% 70% | 11% | 24/0322-347i503

YNL283C 287 TRVVTQSVVSQANQQASTIFTTR/TSVYATVSST 57 20% | 5% 6% | 4% 74% | 9% 24/0322-347i503

YNL323W 51 EEDVDASEFEEDEVKPVRTKNRR/PKEDAFTQOR | 149 44% | 12% | 18% | 7% 38% | 16% | 076-95i373-3980414

YNL327W 292 SISNTVELTYPDEGTSVRLLGKR/DTSTTLASEL | 74 19% | 6% 9% | 0% 72% | 5% 21/(no TMs)(1019-GPI)o1041

YNRO19W 26 KDLLENEQFLRIQKLNAADAGKR/QSITVDDEGE | 165 41% | 6% 6% | 3% 53% | 4% 0218-239i259-2810293-312i324-3430404-422i434-4590479
-499i567-5860592-610i622-6400642

YNRO59W 279 POQELWFLDVKDMLNDEYLARFKR/FSNKWLAITF | 933 22% | 3% 6% | 1% 72% | 3% 31/(no TMs)580

YNRO60OW 33 *PPSKTSLINTHERR/SIYSCYVGLR | 217 24% | 8% 7% | 1% 68% | 9% 19/0157-180i229-2490269-290i311-3320344-364i371-3880
394-412i719

YOL003C 248 RIYPESRSFONKKDAEEHLTKKR/PRFDELVNEP | 48 31% | 7% 23% | 13% 46% | 19% | 06-29i41-580126-143i164-1860378

YOLO003C 250 YPESRSFONKKDAEEHLTKKRPR/FDELVNFPYD | 64 31% | 6% 22% | 11% 48% | 16% | 06-29i41-580126-143i164-1860378

YOL031C 310 LISKILKADMYENDDTNLILFKR/NAENWSSNLQ | 105 15% | 2% 13% | 2% 72% | 3% 19/(no TMs)421

YOLO046C 165 FGDMGLYENACGDSLGTATRSER/SSSLNVDENE | 54 28% | 10% 5% | 2% 66% | 8% (no TMs)(204-GPl)o224

YOLO75C 352 LOLQAESYISNATEIQIQNMTTR/LPFWKQVIVL | 50 28% | 7% 1% | 1% 62% | 7% 0375-397i409-4280469-485i492-5170523-542i554-5720601
-625i1038-105901121-1141i1148-116601178-1196i1208-12
2601266-1285i1294

YOL105C 170 STSYMPSTTSSLSSAQISSTTRR/TSTDMKSSEM | 63 27% | 2% 7% | 3% 66% | 3% 39/0381-405i556

YOL105C 346 TSVVTKAIVSTSDQHQETIFVIR/TSVVERSSEV | 67 27% | 8% 6% | 3% 67% | 11% | 39/0381-405i556

YOL105C 352 AIVSTSDQHQETIFVTRTSVVER/SSEVATATAA | 54 28% | 6% 5% | 2% 67% | 8% 39/0381-405i556

YORO041C 110 RSTSVVFEISSLIDSGTLLFSRR/EESLIPSFSS | 288 15% | 3% 30% | 9% 55% | 9% (no TMs)143

YOR115C 86 GDVISSDSNVTSENGNINNMIKR/LKIEEHHTVD | 137 28% | 4% 5% | 4% 66% | 2% (no TMs)268

YOR219C 162 SKLLPTKITRPKTSAGDSSLGKR/SFSIENVLNG 59 61% | 6% 5% | 3% 34% | 5% i120-1390931




Anhang

YOR238W 253 KNALSLFSSDWYATKDRLLTKKR/SRNPENRTAP | 48 33% | 6% 23% | 6% 44% | 9% (no TMs)303

YOR365C 313 ATSGSPTVVYRNKEVLSISVQKR/SLNSKIISAS | 375 23% | 8% 8% | 2% 69% | 9% 25/0203-222i234-2590374-396i417-4360456-478i517-5370
543-561i573-5950607-634i703

YOR384W 26 *ASTKKR/TQWDQIAIDA | 96 29% | 9% 23% | 10% 49% | 7% 20/0162-184i205-2250237-254i266-2880350-368i375-3920
398-417i694

YORB389W 377 IDYRYLVSGINRTYIAPDPNNRR/LLDEGMTWEK | 203 21% | 9% 10% | 3% 69% | 7% 24/(no TMs)624

YPL170W 46 GASNTNDSNKGSEPVVAGNFFPR/TLSKFNGHDD | 56 25% | 4% 22% | 10% 53% | 8% (no TMs)152

YPL187W 103 LDKREAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EAEAEAWHWL | 663 | 2 12% | 5% 56% | 21% 32% | 16% | 20/(no TMs)165

YPL187W 124 KREAEAEAWHWLOLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL | 663 | 2 12% | 6% 50% | 28% 38% | 22% | 20/(no TMs)165

YPL187W 145 KREADAEAWHWLQLKPGQPMYKR/EADAEAWHWL | 663 | 2 12% | 7% 49% | 29% 39% | 23% | 20/(no TMs)165

YPL207W 155 EKAVNYPVTVDFTEVFRKPTKKR/SSTPKVFSKN | 96 49% | 14% | 17% | 5% 34% | 17% | i7-390810

YPRO26W 449 GLAKMIALNSKGNYEKLLSSHKR/AWYDLYNDAF | 160 26% | 5% 12% | 3% 62% | 7% i47-6901211

YPRO79W 44 HVYNGPGLSHEANEHRASHKQKR/TLANPDKPKS | 482 50% | 12% 5% | 3% 45% | 10% | i7-250237-257i381

YPR149W 160 LMSVEFNMISNGAFGSGSFSKRRR/TGQVGVPTIS | 208 65% | 6% 7% | 2% 28% | 6% 012-28i40-59065-93i125-1460173
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