Université de Montréal

Etude du protéome alternatif d’origine mitochondriale chez I’humain

Par
Laura Kienzle

Département de sciences biologiques, Faculté des Arts et des Sciences

Mémoire présenté
en vue de I’obtention du grade de maitrise (M. Sc.) en sciences biologiques

Avril 2021

© Laura Kienzle, 2021



Ce mémoire intitulé

Etude du protéome alternatif d’origine mitochondriale chez I’humain

Présenté par
Laura Kienzle

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes

Bernard Angers
Président-rapporteur

Sophie Breton
Directrice de recherche

Annie Angers
Codirectrice de recherche

Benoit Vanderperre
Membre du jury



Résumé

Les mitochondries, organelles d’origine bactérienne, sont trouvées dans les cellules de presque
tous les organismes eucaryotes. Elles exercent des roles centraux dans les fonctions cellulaires tels
que la production d’énergie, la signalisation cellulaire et 1’apoptose et ont aussi un impact sur le
vieillissement ainsi que certains cancers et maladies neurodégénératives. Chez I’humain et les
mammiferes en général, le génome mitochondrial est une molécule d’ADN double brin circulaire
composée de 37 génes. Seulement 13 de ces génes codent des protéines mitochondriales et les 24
autres produisent 22 ARNt (ARN de transfert) et 2 ARNr (ARN ribosomal) qui sont nécessaires a
la traduction des 13 protéines mitochondriales. L’ADNmt (ADN mitochondrial) étant tres
compact, ceci suggere qu’il y a peu de possibilités pour des nouveautés évolutives. Cependant, de
récentes recherches ont permis de révéler la présence de preés d’une dizaine de petits ORF (cadres
de lecture ouverts) fonctionnels a I’intérieur des génes mitochondriaux 12S ARNr et 16S ARNT.
Ceci remet en question la complexité du génome mitochondrial et montre que son potentiel codant
a été sous-estimé. Une analyse approfondie du génome mitochondrial humain a révélé la présence
de 227 séquences potentiellement traduites en protéines mitochondriales a travers 1’ensemble du
génome. Dans cette ¢tude, nous avons sélectionné 9 de ces 227 séquences afin de déterminer si
effectivement, elles produisent un peptide identifiable. Pour ce faire, des expériences
d’immunobuvardage, d’immunofluorescence et d’immunoprécipitation ont été réalisées sur des
cellules HeLa et des cellules HEK293T. Ces expériences ont permis d’identifier une protéine
mitochondriale alternative nommée MTALTND4 dont la séquence codante est trouvée a I’ intérieur
du gene nd4, dans un cadre de lecture alternatif. MTALTNDA4 est traduite dans la mitochondrie et
peut étre exportée dans le cytoplasme ainsi qu’a I’extérieur de la cellule puisqu’elle a été retrouvée

dans le plasma humain. Bien que la fonction de cette protéine n’ait pas encore été confirmée, des



résultats préliminaires indiquent qu’elle a un impact sur la respiration cellulaire. MTALTND4
diminue la respiration mitochondriale et nos résultats suggerent que son action serait induite par
I’hypoxie. La découverte de ce nouveau gene mitochondrial humain confirme que le potentiel
codant du génome mitochondrial est beaucoup plus vaste que ce que nous croyions. Il existe fort
probablement encore plusieurs autres protéines mitochondriales dont les effets pourraient se
révéler d’une grande importance. En effet, plusieurs des protéines dérivées du génome
mitochondrial découvertes a ce jour ont des impacts majeurs au niveau du métabolisme et
pourraient agir en tant que molécules thérapeutiques importantes. Nos résultats aménent a repenser
I’évolution et les pressions de sélection exercées sur le génome mitochondrial et ouvrent la porte
a de nombreuses recherches futures qui permettront de re-caractériser le génome mitochondrial et
d’avoir une compréhension encore plus approfondie du réle des mitochondries dans les fonctions

cellulaires.

Mots-clé: Mitochondries, Protéome Alternatif, Humain, ORF, altORF, smORF, Humanine,

MOTS-c, SHLPs, Gau, MTALTND4



Abstract

Mitochondria, organelles of bacterial origin, are found in almost every eukaryotic organism and
play a central role in cellular functions such as energy production, cellular signaling and apoptosis
and are also known to have an impact on aging, certain cancers and neurodegenerative diseases.
In humans and mammals in general, the mitochondrial DNA is a small double-stranded circular
molecule coding for only 37 genes. Only 13 of them code for mitochondrial proteins and the other
24 genes produce 22 tRNAs (transfer RNA) and 2 rRNAs (ribosomal RNA) necessary for the
translation of the 13 protein coding genes. The extremely compact nature of mtDNA
(mitochondrial DNA) suggests that there is little room for evolutionary novelties. However, recent
research revealed the presence of about ten small functional ORFs inside the mitochondrial genes
12S rRNA and 16S rRNA. This calls into question the complexity of the mitochondrial genome
and shows that its coding potential has been greatly underestimated. A thorough examination of
the human mitochondrial genome revealed the presence of 227 sequences potentially translated
into mitochondrial alternative proteins across the entire genome. In this study, we selected 9 of the
227 sequences to determine if they indeed produce identifiable peptides. This was done by
immunoblotting, immunofluorescence and immunoprecipitation experiments on HeLa and
HEK293T cells. These experiments allowed us to identify one alternative protein named
MTALTND4 whose coding sequence is found inside the nd4 gene, in an alternative sequence.
MTALTNDA4 is translated inside the mitochondria and can be exported in the cytoplasm as well
as outside the cell since it has been found in human plasma. Although the function of this protein
has not yet been confirmed preliminary results indicate its impact on cellular respiration.
MTALTND4 decreases mitochondrial respiration and our results suggest that its action could be

induced by hypoxia. The discovery of this new human mitochondrial gene confirms that the coding



potential of the mitochondrial genome is much larger than we thought. There are most likely still
many other mitochondrial proteins whose effects could prove to be of great importance. Indeed,
several of the mitochondrial derived proteins discovered to date have major impacts on metabolism
and could act as important therapeutic molecules. Our results lead to rethink the evolution and the
selection pressures exerted on the mitochondrial genome and open the door to many future
researches which will allow to re-characterize the mitochondrial genome and to have an even

deeper understanding of the role of mitochondria in cellular functions.

Keywords: Mitochondria, Alternative Proteome, Human, ORF, altORF, smORF, Humanin,

MOTS-c, SHLPs, Gau, MTALTND4
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Introduction

1.1 Les mitochondries

Les mitochondries, organelles d’origine bactérienne, sont des composantes essentielles de
presque toutes les cellules eucaryotes. A D’exception d’un seul microorganisme eucaryote
unicellulaire qui est dépourvu de mitochondries (Monocercomonoides sp.), tous les autres
eucaryotes possedent ces organelles époustouflantes (Karnkowska et al., 2016). Exercant plusieurs
fonctions dans la cellule, le réle le plus connu des mitochondries est leur capacité a produire de
I’énergie. L’énergie chimique, sous forme de molécules d’ATP dans la cellule, est produite dans
la mitochondrie par un processus nommé la phosphorylation oxydative (OXPHOS) durant lequel
des électrons sont transportés a travers une chaine de complexes protéiques jusqu’a ’oxygene. Le
transport des ¢lectrons a travers la CTE (chaine de transport des €lectrons) génére un gradient de
protons qui force éventuellement leur passage a travers I’ATP synthase. Ce passage engendre la
phosphorylation d’ADP en ATP qui peut alors étre utilisé par la cellule comme source d’énergie.
L’oxygene étant 1’accepteur final des électrons de la CTE, il est essentiel a la synthése d’ATP
(Junge et Nelson, 2015). Bien que la production d’énergie soit le réle principal que 1’on attribue
aux mitochondries, celles-ci sont aussi impliquées dans plusieurs autres processus tels que le
métabolisme, I’apoptose et la signalisation cellulaire et ont aussi un impact sur le vieillissement
ainsi que plusieurs cancers et maladies neurodégénératives (Nunnari et Suomalainen, 2012; Yee
et al., 2014; Wang et Hekimi, 2015; Ladiges et al., 2010; Lin et Beal, 2006). Etant donné les
multiples rdles que jouent les mitochondries au sein des cellules, il est important de bien

comprendre leur fonctionnement et donc de bien connaitre leur génome.
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1.2 Génome mitochondrial

La mitochondrie est une ancienne bactérie qui est devenue la mitochondrie que nous
connaissons aujourd’hui suite a son endosymbiose avec un groupe d’organismes unicellulaires :
les archées d’Asgard. Cette endosymbiose est a 1’origine des cellules eucaryotes (Roger et al.,
2017 ; Wallace, 2018 ; Martijn et al., 2018 ; Gray, 2012). Il a longtemps été suggéré que la bactérie
d’origine appartenait au groupe des a-protéobactéries, mais de récentes études suggerent qu’elle
pourrait plutot appartenir a une lignée de protéobactéries qui aurait divergé avant la diversification
de toutes les lignées d’a-protéobactéries connues a ce jour (Martijn et al., 2018). Etant entourées
de deux membranes, les mitochondries possedent un espace inter-membranaire ainsi qu’une
matrice. C’est dans la matrice qu’est retrouvé le génome mitochondrial. En effet, de par leur
origine exogene, les mitochondries possedent leur propre génome, distinct du génome nucléaire
de la cellule, sous forme d’ADN double brin circulaire. La publication de la premiere séquence
complete de ’ADNmt (ADN mitochondrial) humain en 1981 indique qu’il est composé de 37
genes dont 13 qui codent des protéines essentielles qui participent a la formation des complexes
respiratoires de la CTE (complexes I-1V) ainsi que I’ ATP synthase (complexe V) impliqués dans
la production d’énergie par le processus de phosphorylation oxydative dans la membrane interne
des mitochondries. L’ADNmt est également composé de 2 ARN ribosomaux (ARNr 12S et 16S)
et 22 ARNt (ARN de transfert) qui sont nécessaires a la traduction des 13 protéines
mitochondriales (Figure 1) (Taanman, 1999; Anderson et al., 1981). Les autres protéines
retrouvées dans la mitochondrie sont plutét codées par le noyau, puis importées dans la
mitochondrie. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’au cours de 1’évolution de la cellule eucaryote,
une grande partie des génes du génome bactérien primitif de la mitochondrie a été transférée au

génome nucléaire ou a tout simplement été remplacée par des génes nucléaires exercant une
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fonction similaire (Adams et Palmer, 2003). Ainsi, au cours de I’évolution de la lignée des
métazoaires, le génome mitochondrial s’est réduit pour €tre aujourd’hui, chez I’humain et les
mammiferes en général, trés compact avec une taille d’environ 16 000 paires de bases. Il existe
cependant certaines espéces d’invertébrés telles que des éponges, des cnidaires, le ver polychéte,
des isopodes et des nématodes qui ont un génome mitochondrial atypique, ¢’est-a-dire pouvant
étre beaucoup plus imposant que 16 000 paires de bases (jusqu’a 46 985 pb chez le mollusque
Scapharca broughtonii) et pouvant présenter des introns normalement absents du génome typique
de la mitochondrie animale (Breton et al., 2014). Contrairement au génome nucléaire, le génome
mitochondrial animal typique ne posséde presqu’aucune région non-codante. Les génes sont
arrangés les uns apres les autres et sont séparés par de petites régions non-codantes de quelques
nucléotides seulement (Anderson et al., 1981). De plus, presque tous les genes (28 sur 37, ce qui
représente environ 95% de I’ADN codant) sont situés sur le méme brin d’ADN, le brin
complémentaire étant considéré comme non-codant (a I’exception de 8 ARNt et du géne nd6 qui
représentent environ 5% de I’ADN codant) (Taanman, 1999). En plus d’étre différente du génome
nucléaire, I’organisation du génome mitochondrial différe de celle des génomes bactériens,
ancétres des mitochondries. Les bactéries ont aussi un génome circulaire, mais beaucoup plus
imposant dans lequel on retrouve des genes sur les deux brins d’ADN et méme des genes a

I’intérieur d’autres geénes (Meydan et al., 2018).
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Figure 1. Carte du génome mitochondrial humain représentant les 37 génes et leur organisation. Les 13
genes codant pour des protéines sont représentés en vert, mauve, bleu ou rouge selon le complexe protéique
qu’ils forment, les ARNr sont en jaune, les ARNt sont en gris foncé et les régions non-codantes en blanc.

Figure tirée et modifiée de Amorim et al. (2019).

1.3 Initiation de la traduction

Tout comme les différences par rapport a la structure des génomes bactérien, nucléaire et
mitochondrial, il est intéressant de noter que les mécanismes de réplication, de transcription et
d’initiation de la traduction des geénes diffeérent entre les organismes procaryotes et eucaryotes ainsi
qu’entre les génomes nucléaires et mitochondriaux des eucaryotes. Nous regardons ici plus en

détails les distinctions entre les mécanismes de traduction des ARNm.
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1.3.1 Initiation de la traduction chez les procaryotes

Chez les organismes procaryotes tels que les bactéries, le mécanisme d’initiation de la
traduction le plus étudié implique une séquence particuliere retrouvée sur I’ ARNm. Cette séquence
se nomme Shine-Dalgarno. Elle est typiquement retrouvée aux alentours de 7-8 nucléotides en
amont du codon d’initiation de la traduction et a comme séquence consensus AGGAGG (Amin et
al., 2018). L’ARNr 16S, qui constitue la petite sous-unité 30S du ribosome, posséde a son
extrémité 3’ une séquence complémentaire a la séquence Shine-Dalgarno, nommée anti-Shine-
Dalgarno, et permet I’appariement entre ’ARNm et I’ARNr. Cet appariement permet de
positionner le ribosome sur le codon d’initiation afin d’initier la traduction efficace de ’ARNm
(Rodina, 2018; Yang et al., 2016) (Figure 2). Grace a ce mécanisme, le ribosome procaryote peut
s’assembler n’importe ou sur I’ARNm ou I’on retrouve une séquence Shine-Dalgarno. De plus,
comme les ARNm procaryotes possedent souvent plus d’un codon d’initiation de la traduction, les
ribosomes peuvent s’assembler a plusieurs endroits sur ’ARNm et ainsi produire plusieurs
protéines a partir du méme ARNm. Un ARNm qui code plusieurs protéines est appelé

polycistronique (Cao et al., 2015) (Figure 3).
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Figure 2. Liaison de la séquence SD (Shine-Dalgarno) de I’ARNm et de la partiec complémentaire en 3’ de
I’ARNr 16S de la petite sous-unité ribosomique procaryote. La complémentarité des séquences permet de

positionner le codon d’initiation de I’ARNm au site P du ribosome. Figure tirée de Yang et al. (2016).

Figure 3. Multiples sites de liaison du ribosome avec un ARNm procaryote. L’ARNm code plusieurs

protéines, c¢’est une molécule polycistronique. Figure tirée et modifiée de Alberts et al. (2011).
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1.3.2 Initiation de la traduction chez les eucaryotes : génome nucléaire

Les ARNm nucléaires des organismes eucaryotes possédent une coiffe a leur extrémité 5°
ainsi qu’une queue polyA a leur extrémité 3’ (Figure 4). La coiffe est une guanosine méthylée en
position 7 et qui est liée au premier nucléotide de I’ARNm par un lien triphosphate 5’ a 5°. La
queue polyA est un ajout d’environ 200 adénosines a I’extrémité 3’ de ’ARNm. Ces modifications
permettent de protéger la molécule contre la dégradation induite par des exonucléases présentes
dans le cytoplasme de la cellule (Ramanathan et al., 2016). Ces ajouts a I’ARNm servent aussi a
I’initiation de la traduction. En effet, plusieurs facteurs protéiques nommés CBC pour « cap-
binding-complex » s’associent spécifiquement a la structure de coiffe en 5° de ’ARNm. Parmi
ceux-ci, on retrouve les facteurs elF4E et e[F4G. Une fois le facteur elF4E positionné a la coiffe
en 5°, le facteur elF4G interagit avec lui ainsi qu’avec la protéine PABP1 qui est liée a la queue
polyA de I’extrémité 3’ de I’ARNm. Cette interaction va former une structure pseudo-circulaire
de P’ARNm (Figure 5). La circularisation de la molécule pourrait étre un moyen de s’assurer
qu’uniquement les ARNm complets soient traduits en protéines (Ramanathan et al., 2016). La
présence des facteurs associés a I’ARNm permet de recruter la petite sous-unité 40S du ribosome
a Pextrémité 5° de la molécule. Plus précisément, le facteur elF3 li¢ a la petite sous-unité
ribosomale se lie au facteur elF4G, ce qui permet de positionner la sous-unité a I’extrémité 5° de
I’ARNm. Par la suite, ’ARNm défile a travers la sous-unité, ce qui lui permet de “scanner”
I’ARNm dans la direction 5° - 3’. Lorsque la petite sous-unité du ribosome rencontre le premier
codon d’initiation de la traduction AUG, elle s’arréte, recrute la grosse sous-unité ribosomale 60S
et la traduction commence (Figure 5) (Aylett et Ban, 2017; Ramanathan et al., 2016). En raison de
ce mécanisme d’initiation de la traduction, les ribosomes devraient en principe toujours

commencer la traduction a partir du premier codon AUG. Cependant, le contexte dans lequel se
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trouve ce codon, c’est-a-dire les nucléotides qui I’entourent, peut avoir un impact sur la
reconnaissance du codon par le ribosome. En effet, on peut trouver sur I’ARNm au niveau du site
d’initiation de la traduction une séquence nommée séquence de Kozak qui favorise I’initiation
efficace de la traduction. La séquence peut varier selon les especes, mais est en général assez bien
conservée. Chez I’humain, cette séquence consensus est GCCGCC(A/G)(C/A)CAUGGCG
(Kozak, 1987; Nakagawa, 2008). Afin que la séquence Kozak soit considérée forte, il faut, en plus
de la présence essentielle du codon start AUG, une purine (A/G) en position -3 (3 nucléotides
avant le A du codon start) et un G en +4 (3 nucléotides apres le A du codon start) (Kozak, 1986).
Ainsi, le ribosome peut “ignorer” un codon start AUG qui n’est pas dans un contexte favorable et
privilégier I’initiation de la traduction a un codon AUG possédant une séquence de Kozak (Kozak,
1986). Ceci dit, contrairement aux ARNm polycistroniques des organismes procaryotes, les
ARNmMm nucléaires eucaryotes ont jusqu’a tout récemment (voir plus bas) été décrits comme ne
pouvant pas coder plusieurs protéines et donc considérés comme des molécules monocistroniques

(Figure 4).

Figure 4. Coiffe en 5’ et queue polyA en 3’ d’un ARNm nucléaire eucaryote. La molécule est

monocistronique. Figure tirée et modifiée de Alberts et al. (2011).
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Figure 5. Circularisation de I’ARNm par I’interaction entre la coiffe en 5°, les facteurs eIF4E et eIF4G et
la protéines PABP liée a la queue polyA. La petite sous-unité ribosomale est recrutée a I’extrémité 5° de
I’ARNm et scanne la molécule vers ’extrémité 3’. Une fois arrivée au codon AUG, la grosse sous-unité

ribosomale est recrutée et la traduction commence. Figure tirée et modifiée de Kasinath et al. (2009).

1.3.3 Initiation de la traduction chez les eucaryotes : génome mitochondrial

Contrairement aux ARNm nucléaires, les ARNm mitochondriaux ne possédent pas de
coiffe a leur extrémité 5°. Cependant, chez les humains, ils sont tous polyadénylés en 3°, sauf pour
le géne nd6 (D'Souza et Minczuk, 2018). Ce geéne est d’ailleurs le seul qui code une protéine sur
le brin antisens de I’ADNmt (Figure 1). Bien que les mitochondries soient d’anciennes bactéries,
I’évolution rapide de leur génome a créé un systéme trés divergent de leur ancétre. En effet, les
mécanismes d’initiation de la traduction sont trés différents de ceux des organismes procaryotes
ainsi que des ARNm nucléaires des organismes eucaryotes puisque les ARNm mitochondriaux ne
posseédent pas de séquence Shine-Dalgarno et ne possédent souvent presque aucun nucléotide en

5’ avant le codon d’initiation de la traduction (Christian et Spremulli, 2012). Puisque les
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mitochondries utilisent un code génétique légerement différent du code génétique standard, les
codons d’initiation de la traduction reconnus par les mitoribosomes des vertébrés sont AUG et
AUA. Les mécanismes d’initiation de la traduction ne sont pas encore tout a fait bien compris,
mais ils impliquent des facteurs d’initiation tels que mIF2 et mIF3. Le facteur mIF3 positionne le
codon d’initiation de I’ARNm avec le site peptidyl (site P) de la petite sous-unité ribosomique, ce
qui permet la traduction de ’ARNm (D'Souza et Minczuk, 2018). Les 13 protéines codées par le
génome mitochondrial humain sont codées par 9 ARNm monocistroniques et 2 ARNm
dicistroniques (un ARNm qui code pour deux protéines : ATP8 et ATP6, et un autre ARNm qui
code pour deux autres protéines : ND4L et ND4). Il est intéressant de noter que ces ARNm
dicistroniques possedent des ORF qui se superposent de quelques nucléotides, c’est-a-dire qu’une
partie du geéne atp8 (46 nucléotides) est retrouvée dans le gene atp6 et une partie du gene nd41 (7

nucléotides) est retrouvée dans le géne nd4 (Christian et Spremulli, 2012).

1.4 Annotation des génomes

1.4.1 ORF

Afin de comprendre comment les génomes sont annotés, il est important de comprendre ce
que représente un ORF. ORF vient de « open reading frame » qui veut dire cadre de lecture ouvert.
Un cadre de lecture ouvert est un cadre dans lequel est lue une séquence de nucléotides qui sera
traduite en protéine. La lecture se fait par groupe de trois nucléotides (les codons), ce qui fait que
chaque brin d’ADN ou d’ARN peut étre lu selon trois cadres de lecture différents. Un ORF est
donc simplement une séquence de nucléotides lue dans un certain cadre de lecture qui commence
par un codon start et qui se termine par un codon stop et qui va étre traduite en une protéine

fonctionnelle. En raison du mécanisme d’initiation de leur traduction, les ARNm nucléaires
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eucaryotes ont longtemps été considérés comme des molécules monocistroniques a 3 régions
principales : la région 5’UTR (untranslated region) suivie d’un seul ORF (le plus long trouvé sur
I’ARNm) qui code pour une protéine fonctionnelle, suivie par une région 3’UTR (Mouilleron et
al., 2016). Lors de I’analyse de génomes complets, on remarque la présence d’ une multitude de
petits ORF de moins de 100 nucléotides. Ces ORF n’ont généralement pas été¢ considérés dans
I’annotation des génomes puisque leur taille est considérée comme trop petite pour que leur
présence soit attribuée a autre chose qu’au hasard (Martinez et al., 2020). Ainsi, jusqu’a tout
récemment (voir plus bas), seulement les ORF de plus de 100 nucléotides étaient considérés dans
I’annotation des génomes et seulement un ORF était associé a chaque géne codant une protéine.
Ces ORF annotés sont entre-autres appelés refORF pour ORF de référence ou refCDS pour

“coding sequence of reference” (Mouilleron et al., 2016) (Figure 6).

Figure 6. Structure d’'un ARNm eucaryote typique en trois régions avec une seule séquence codante
annotée (refCDS). Les régions 5S’UTR et 3’UTR ne sont pas traduites. Figure tirée et modifiée de

Mouilleron ef al. (2015).

1.4.2 smORF et altORF

La vision fixe de la structure d’un ARNm et de la taille minimale que doit avoir un ORF
afin d’étre considéré comme codant suggére qu’une trés grande portion des protéomes reste
aujourd’hui cachée. En effet, pourquoi est-ce qu’un plus petit ORF ne pourrait pas coder une

protéine ? De plus en plus d’études révelent la présence de petites protéines codées par des ORF
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de moins de 100 nucléotides. Ces smORF (pour small ORF) sont retrouvés dans plusieurs régions
qui étaient considérées non-codantes ainsi que dans les régions non-traduites des ARNm (régions
UTR) (Landry et al., 2015). En plus de ces smORF, d’autres types d’ORF ont ét¢ découverts et
nommés altORF pour « alternative open reading frame ». Un altORF est un ORF qui peut
chevaucher le refCDS ou bien se trouver a l'extérieur de la séquence et méme sur le brin
complémentaire supposément non-codant. I1 est caractérisé par la présence de codons start et stop
alternatifs a ceux de I’ORF principal. Un altORF peut étre dans le méme cadre de lecture que le
refCDS ou bien dans un autre cadre de lecture (Figure 7). (Orr et al., 2020; Vanderperre et al.,
2013). Les protéines codées par ces altORF sont appelées des protéines alternatives. La présence
de telles protéines a surtout été décrite chez les virus et les bactériophages ainsi que chez les
bactéries, et permettrait entre autres de minimiser la taille du génome afin d’accélérer la réplication

(Normark et al., 1983; Orr et al., 2020).

Figure 7. Organisation des altORF (en bleu) par rapport aux refCDS (en gris foncé) d’'un ARNm. Les
altORF sont dans le méme cadre de lecture (2 gauche) ou dans un autre cadre de lecture (a droite) que le
refCDS. Les codons start des refCDS sont représentés par les triangles pleins et les codons start alternatifs
par les triangles vides. Les altORF peuvent étre dans les régions non-traduites des ARNm ou complétement

a I’intérieur du refCDS ou encore partiellement a I’intérieur. Figure tirée et modifiée de Orr et al. (2020).

31



Ce protéome alternatif n’est cependant pas retrouvé uniquement chez les virus et les
bactéries. En effet, malgré le fait que les ARNm nucléaires des eucaryotes ont longtemps été
considérés comme des molécules monocistroniques en raison du mécanisme de sélection du site
d’initiation de la traduction qui ne permet la lecture que d’un seul ORF, il a récemment été révélé
que des altORF et smORF présents dans des ARNm nucléaires d’organismes eucaryotes, dont
I’humain, peuvent étre traduits en protéines fonctionnelles (Mouilleron et al., 2016; Martinez et
al., 2020; Brunet et al., 2020). Dans plusieurs cas, les protéines alternatives et les protéines de
référence interagissent ensemble. Ainsi, I’expression de deux ou plusieurs protéines a partir d’un
méme ARN pourrait étre un mécanisme permettant d’assurer la co-expression de protéines qui
interagissent entre-elles (Figure 8) (Mouilleron et al., 2016). Ces découvertes remettent en question
les mécanismes d’initiation de la traduction connus chez les eucaryotes et montrent que le potentiel
codant du génome nucléaire a été sous-estim¢. Puisque le génome nucléaire contient des smORF
et des altORF, il se pourrait que le méme phénomeéne se produise dans I’ADNmt, ancien génome
bactérien, et que plusieurs mtaltORF (altORF du génome de la mitochondrie) codent pour des

protéines mitochondriales fonctionnelles encore inconnues.
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Figure 8. (a) Représentation typique d’un ARNm eucaryote mature et ses altORF possibles. (b)
Représentation du géne ATXNI1 et de son altORF AItATXN1. AItATXN1 est dans un autre cadre de lecture
que le refORF et il chevauche son cot¢ N-terminal. Une fois les deux protéines traduites, la protéine
alternative AItATXNI interagit avec le domaine N-terminal de la protéine ATXNI1. Figure tirée de Landry

et al. (2015).

1.5 Des génes codants supplémentaires dans les génomes mitochondriaux

Il y a une vingtaine d’années, des chercheurs ont découvert un nouveau petit peptide
mitochondrial humain nommé Humanine (HN) dont la séquence codante se trouve a I’intérieur
d’une autre séquence codante de I’ADNmt (Hashimoto et al., 2001). Plus précisément, elle se
trouve a I’'intérieur du géne codant I’ARNr 16S de la mitochondrie (Hashimoto et al., 2001). Suite

a cette découverte, d’autres micropeptides mitochondriaux tels que MOTS-c et SHLP1-6 ont été
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identifiés. Ces peptides sont codés respectivement dans les génes ARNr 12S (MOTS-c), dans le
gene ARNr 16S (SHLP6) ainsi que sur son brin complémentaire (SHLP1-5). Ces peptides exercent
des fonctions importantes dans le métabolisme, la neuroprotection, 1I’apoptose et le vieillissement
(Lee etal., 2015; Cobb et al., 2016). Un autre géne codant pour une protéine, mais dont la fonction
demeure inconnue, a ¢t¢ identifié sur le brin complémentaire de Cox1 (Gau) de I’ADNmt humain
(Figure 9) (Faure et al., 2011). La découverte de ces nouveaux peptides montre que tout comme le
génome nucléaire, le potentiel codant du génome mitochondrial a été sous-estimé. Cela remet donc
en question la complexité du génome mitochondrial ainsi que le dogme disant que I’ADNmt ne

code que pour 13 protéines.

Figure 9. Emplacement des peptides Humanine, MOTS-c, SHLP1-6 et Gau dans I’ADNmt humain. Figure

tirée de Minasyan et al. (2017).
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Pour I’instant, les recherches afin d’identifier de nouvelles protéines alternatives dans le
génome mitochondrial humain ont principalement été effectuées au niveau des ARNr 12S et 16S.
Cependant, I’équipe de Sophie Breton et d’Annie Angers a effectué¢ un examen approfondi du
génome mitochondrial humain et a révélé la présence de 249 ORF de 60 nucléotides ou plus
(Figure 10). Ces 249 OREF incluent les 13 protéines de la CTE et ’ATP synthase ainsi que
Humanine, MOTS-c, SHLP1-6 et Gau, ce qui fait 227 nouveaux mtaltORF potentiellement traduits

en protéines fonctionnelles (Angers et al., 2019).

Figure 10. Carte du génome mitochondrial humain montrant les nouveaux cadres de lecture caractérisés
(en bleu) et tous les cadres de lecture ouverts potentiels sur les brins sens (fleches orangées) et antisens

(fléches vertes). Figure tirée de Angers et al. (2019).
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1.6. Hypothése et objectifs

L’hypothese de ce projet de recherche est que d’autres peptides mitochondriaux humains
fonctionnels sont codés par des séquences alternatives mitochondriales trouvées dans les génes qui
codent pour des protéines annotées et dans les régions non-codantes retrouvées notamment sur le
brin complémentaire de I’ADNmt. L’objectif du projet de recherche est de déterminer 1’ampleur
de ce protéome alternatif et donc d’identifier des nouvelles protéines mitochondriales
alternatives codées par certains des 227 ORF nouvellement caractérisés par Angers et al. (2019).
Pour se faire, certaines séquences provenant des 227 ORF seront choisies et des anticorps
dirigés contre ses séquences seront produits par immunisation de lapins. L’identification des
nouvelles protéines mitochondriales potentielles se fera par immunobuvardage sur des
cellules humaines HelLLa et HEK293T. De plus, si de telles protéines sont identifié¢es, il faudra
vérifier leur origine, c’est-a-dire si elles sont véritablement codées par le génome mitochondrial
ou si elles sont plutdt codées par le génome nucléaire. En effet, en raison d’événements
d’intégration de fragments de séquences d’ADNmt dans le noyau, ce qu’on appelle des
NUMTs, il est possible qu’une séquence mitochondriale soit transcrite par le noyau et
traduite dans le cytoplasme plutdét que dans la mitochondrie. Afin de confirmer 1’origine des
protéines, d’autres expériences d’immunobuvardage seront réalisées sur des cellules
dépourvues d’ADN mitochondrial, soit des cellules Rho-0. Finalement, des expériences
d’immunofluorescence et d’immunoprécipitation seront réalisées afin de confirmer
respectivement la localisation des protéines dans les cellules ainsi que leur séquence en acides

aminés.
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ABSTRACT

Small open reading frames (smORFs) and alternative open reading frames (altORFs) are
emerging as a new class of important genes. Their discovery in the human genome shows that the
proteome is more complex than previously anticipated. The study of these ORFs is important in
order to get a better understanding of evolutionary processes, fundamental biological knowledge
as well as new avenues for therapeutic discovery. These alternative proteins have also been
identified in the human mitochondrial genome. These peptides include Humanin, MOTS-c,
SHLP1-6 and Gau. A preliminary in silico examination of the human mitochondrial genome has
revealed the presence of 227 unannotated ORFs of 60 nucleotides and more on both strands. In
this study, we aimed to identify new human mtDNA-derived peptides form the 227 newly
characterised ORFs. One protein, MTALTND4 has been identified by immunoblotting on HeLa
and HEK293T cells. MTALTND4 is an alternative protein of 99 amino acids found inside the
mitochondrial nd4 gene. Immunofluorescence and immunoblotting experiments show that
MTALTND#4 is translated inside mitochondria and can be found in the cytoplasm as well as in
plasma. More experiments are needed in order to understand the function of this novel protein.
The discovery of this novel mtDNA-derived peptide confirms that the coding potential of the
human mitochondrial genome is larger than anticipated and shows that many more mitochondrial

alternative peptides have yet to be discovered.
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INTRODUCTION

The recent identification in the human genome of thousands of unannotated translated
small open reading frames (smORFs) and alternative ORFs (altORFs in reference genes) has
brought to light a whole new class of important genes (Landry et al. 2015; Martinez et al. 2020).
Although the elucidation of their function remains challenging, peptides derived from smORFs
and altORFs reveal a new facet of eukaryotic proteomes, enabling a better understanding of key
evolutionary processes such as the birth of novel genes and proteins, and providing novel
fundamental biological knowledge as well as new avenues for therapeutic discovery.
Mitochondria-derived proteomes should not escape this reality, given that the proteome of their
bacterial ancestors has also been shown to be more complex than previously anticipated (Orr et al.
2020). Consistent with this idea, human mitochondrial alternative peptides have recently been
identified. These peptides include Humanin, MOTS-c, SHLP1-6 and Gau whose coding sequences
are respectively found inside the 16S rRNA, the 12S rRNA, the 16S rRNA and on its
complementary strand and on the complementary strand of the cox/ gene (Hashimoto et al. 2001;
Lee et al. 2015; Cobb et al. 2016; Faure et al. 2011). Research aiming to identify the presence of
mtDNA-derived peptides coded by altORFs or smORFs in other regions of the human
mitochondrial DNA and on its complementary strand has yet to be done.

Despite the discovery of mtDNA-derived micropeptides, the vast majority of scientific
papers and genetics textbooks still describe the human mtDNA as a small double-stranded circular
molecule with only 37 genes, 13 of them coding for proteins involved in the production of energy,
while the remaining 24 genes code for 22 transfer RNAs and 2 ribosomal RNAs necessary for the
translation of the 13 protein coding genes (Taanman, 1999). Most of these genes (28 out of 37,

representing approximately 95% of the coding DNA) are found on the same coding strand and are
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separated by short non-coding regions, the complementary strand being non-coding (Anderson et
al. 1981). Given its small size, the mitochondrial genome represents an excellent genetic system
for a complete, comprehensive and accurate annotation of smORFs and altORFs. A preliminary in
silico examination of its unresolved protein-coding potential has revealed the presence of 227
unannotated ORFs of >60 nucleotides on both strands (Angers et al. 2019) (Fig. 1).

This study aims to identify new human mtDNA-derived peptides from the 227 newly
characterised ORFs to get a better understanding of the complexity of the mitochondrial genome

and the contribution of these peptides to the mitochondrial proteome.

MATERIALS & METHODS

Identification of mitochondrial smORFs and altORFs and choice of candidates for antibody
production

Three different approaches were used to search for potential smORFs and altORFs in the
human mtDNA and to choose ORF-derived peptide sequences against which antibodies would be
generated. First, an in silico search was performed for ORFs on both strands encoding peptides
>20 amino acids using the vertebrate mitochondrial genetic code (Angers et al. 2019). However,
instead of considering the previously designated stop codons AGA and AGG - which
conventionally code for arginine but the human mtDNA does not possess a tRNAARG for these
triplets — we considered that human mitochondria use only UAA and UAG as stop codons as
recently suggested (Temperley et al. 2010; Ayyub et al. 2020), with the possible import of the
cytosolic AGR tRNA into the mitochondria and/or the expression of mt antisense tRNAs with

anticodons recognizing AGR codons according to an alternative genetic code that is induced by
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the presence of suppressor tRNAs (Rubio et al. 2008 ; Faure et al. 2011). This analysis returned
249 sequences encoding 20 to 600 amino-acid-long peptides (the human mtDNA reference
sequence was used; Angers et al. 2019). Of these sequences (i.e. 227 unannotated ORFs + the 13
typical protein-coding genes + humanin, Mots-c, gau and SHLPs 1-6), 14 had a minimal conserved
Kozak sequence known to be favorable for efficient translation initiation (Harhay et al. 2005; Lee
et al. 2015), i.e. with an A or G at position -3 preceding the initiation codon and a G at position +4
(table S2). Of these 14 smORFs or altORFs, one was SHLP2, a small humanin-like peptide
encoded in the mtDNA 16S ribosomal RNA region identified by Cobb et al. (2016), and six were
conserved outside the Homo/Pan (chimpanzees and bonobos)/Gorilla group, but two of them were
too hydrophobic for immunisation according to MédiMabs (McGill University). We decided to
generate an antibody against the one candidate with the lowest number of hits showing >70%
similarity with sequences of the human nuclear genome (tables S1 and S2).

In the second approach, we interrogated the OpenProt database (Brunet et al. 2019).
OpenProt is the first database that enforces a polycistronic model of eukaryotic genome
annotations. Specifically, OpenProt retrieves transcripts from two well-used annotations (Ensembl
and NCBI RefSeq), which constitutes an exhaustive transcriptome. A three-frame in silico
translation then yields the ORFeome: any ORF longer than 30 codons in any frame of any
transcript. This ORFeome is then filtered to categorize predicted ORFs. The first filter retrieves all
known protein (all ORF already annotated in Ensembl, NCBI RefSeq, and/or UniProtKB), these
are the RefProts. The second filter looks at the homology of the currently not annotated ORFs with
the RefProt of the same gene (if applicable) and retrieves novel predicted isoforms. The remaining
ORFs encode novel proteins, called AltProts (Brunet et al. 2019). For mitochondrial transcripts,

OpenProt uses the vertebrate mitochondrial genetic code (with AGA and AGG considered as stop
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codons). To increase confidence in ORF expression, OpenProt also cumulates several lines of
evidence, such as (i) conservation evidence (for every ORF annotated, OpenProt identifies
orthologs and paralogs across the 10 species currently supported by OpenProt), (ii) translation
evidence (OpenProt retrieves publicly available ribosome profiling datasets and re-analyse them
using the Price algorithm with a stringent 1 % FDR), and (iii) expression evidence (OpenProt
retrieves publicly available mass spectrometry datasets and re-analyse them using multiple search
engines, and a stringent 0,001 % FDR) (Brunet et al. 2019). The search in OpenProt returned 14
altORFs encoding 29-61 amino-acid-long peptides, eight of them were found within the 12S and
16S ribosomal genes and six in protein-coding genes (table S3). We choose to focus on these latter
six, which were all conserved in Pan troglodytes except for one altORF. Moreover, all these six
altORFs generated very few hits >70% similarity (i.e. less than 4) when searched against the
nuclear genome (data not shown). We chose four of these altORFs for antibody production (table
S3).

In the third approach, we interrogated mitochondria-derived mass spectrometry datasets to
see if peptide sequences resulting from our approach 1 could be detected. Specifically, we used
the novel tool PepQuery to interrogate spectrums from published datasets. This approach compares
spectrum annotation with peptides from our novel sequences to annotation with any protein from
the reference database (known proteins). The chosen dataset was CPTAC Breast Cancer as it is
one of the largest in terms of MS/MS scans with more than 32 millions. We first identified all
possible peptides from our 249 proteins (see approach 1). We realized an in silico digestion with
Trypsin, allowing up to 2 miscleavages, a minimum peptide length of 7 amino acids and a mass
from 400 to 6000 Da to mimic experimental conditions. Then each peptide was queried using the

PepQuery tool (see Fig. S1).
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From the PepQuery tool, we retrieved any Peptide Spectrum Match (PSM) that hits better
with our queried peptide than with any protein from the reference database. Various filters were
used to validate the results as confident or not. For a PSM to be considered as confident, a p value
under 0.01 and a score higher than anyhow modified peptides from the reference database were
needed. Using these criteria, we could be confident this spectrum corresponds to our queried
peptide and not to a reference peptide with any PTM (post-translational modification). As such,
our supplementary table S4 contains for each of the 249 proteins (the 227 novel predicted proteins,
the 13 RefProts for positive control, Humanin, MOTS-c, SHLP1-6 and Gau) the number of PSMs
with higher score than a referenced peptide, the number of confident PSMs, the best confident
PSM (score), its corresponding p value, and its total mass. This analysis returned 46 protein
sequences, 10 of which corresponded to RefProts and 36 to putative novel mitochondrial-derived

proteins. Antibodies have been generated against 4 of these putative proteins (tables S1 and S4).

Analyses of MTALTND4 sequences

To test for the presence of nuclear mtDNA sequences (NUMTs) identical or very similar
to MTALTND4 due to recent mitochondrial transfer (Ricchetti et al. 2004), we used the NCBI
nucleotide basic local alignment search tool (BLASTN) (Altschul et al. 1997) against the human
reference genome (Fig. S2). The degree of conservation of MTALTND4 was assessed by aligning
the protein sequences from primate and mammal species obtained from the NCBI database.
TBLASTn searches were used to ensure correct extraction of the protein sequences, which were
aligned using ClustalW Multiple Alignment (Thompson et al. 1994) (Fig. S3). Putative
transmembrane (TM) helices were searched using TMPred (Hofmann and Stoffel, 1993). Putative

post-translational modifications (PTM) of MTALTND4 were searched using some of the PTM
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prediction webservers recently reviewed by Audagnotto and Dal Peraro 2017, only scores with

80% probabilities were retained.

Rabbit anti-MTALTND4 antibody generation
Custom rabbit anti-MTALTND4 was ordered from MediMabs (and also our other
antibodies; see Fig. 1 and table S1). High-titer polyclonal anti-sera against MTALTND4 was

obtained.

Cell culture

HeLa and HEK293T cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
supplemented with 10% calf bovine serum, penicillin, streptomycin and fungizone and were kept
at 37°C with 5% COa. Chloramphenicol-treated HeLa cells were produced by adding 2ml of
50pg/ml chloramphenicol in a 10cm petri dish of 80% cell confluency. Cells were treated for 48
hours before being harvested for western blot analysis (Tian et al. 2016). Ethidium Bromide-

treated HeLa-pO cell lysates (vs. control) were obtained from Abcam (ab154479).

Human plasma

Pooled human plasma (blood derived) was obtained from Innovative Research
(IPLASK2E2ML). The whole blood is collected from donors in an FDA-approved collection
center and processed into plasma via centrifugation. The plasma is frozen immediately after

processing. Anticoagulant K2 EDTA was used to collect this product.
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Western blotting

HeLa and HEK293T cells were washed in PBS, harvested and lysed with a sonic
dismembrator sonicator (Fisher) in a lysing buffer containing 10mM HEPES, 150mM NaCl and a
cocktail of protease inhibitors (benzamidine, PMSF, aprotinin and leupeptin). Triton X-100 10%
was added after sonication. Total protein concentration was estimated using the Bradford dosage
method. The samples were then mixed with a Laemmli buffer containing DTT and B-
mercaptoethanol reducing agents and heated at 95°C for 5 minutes before being loaded at equal
protein concentration (100pg) into a polyacrylamide gel. A tris-tricine SDS PAGE electrophoresis
with a gel composed of three parts (separating, spacer and compaction gels) was made as suggested
by Schigger and von Jagow (1987) to ease the separation and visualization of small proteins
compared to the more common glycine SDS PAGE electrophoresis gel composed of two parts. To
maximize the separation of low molecular weight proteins, the migration was first done for an hour
at low voltage (30V). Then the voltage was increased to 43V, and the migration carried out
overnight at room temperature. For the transfer, PVDF membranes of 2 pm were used which
allows better retention of small proteins. The transfer was done for one hour at 1000 mA at 4°C in
a transfer buffer containing 194 mM glycine, 25 mM Tris-base and 20% methanol in H20. Before
incubation with the primary antibodies, membranes were blocked for 30 minutes at room
temperature in a blocking buffer containing 5% milk powder and 0.05% tween-20 diluted in PBS.
Primary antibodies rabbit anti-MTALTND4 (1:1000), mouse anti-ATPS5 (1:1000; Abcam
[ab14748]), mouse anti-Cox1 (1:500; Abcam) and mouse anti-actin (1:2000; Abcam [ab14705])
were diluted in a PBS + 0.05% tween-20 solution. Membranes were incubated with the primary
antibodies for two hours at room temperature. After incubation, membranes were washed 3 X 5

minutes in TBS-T at room temperature. Secondary antibodies goat anti-rabbit IgG (1:2000) and
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goat anti-mouse IgG (1:2000) coupled to the horseradish peroxidase (HRP) were diluted in a PBS
+0.05% tween-20 solution. Membranes were incubated with secondary antibodies for 30 minutes
at room temperature. Finally, membranes were washed 3 X 10 minutes with TBS-T and 1 X 5
minutes with TBS at room temperature. Protein signals were visualized by adding Montreal
Biotech Inc.’s enhancer and substrate solutions and images were captured with a FUSION FX

chemiluminescence imaging system.

Deglycosylation

Deglycosylation was done using NEB’s protein deglycosylation mix II (#P6044S) and
following the manufacturer’s recommended protocol. HeLa cells were washed in PBS, harvested
and lysed with a sonic dismembrator sonicator (Fisher) in a lysing buffer (10mM HEPES, 150mM
NaCl and a cocktail of protease inhibitors: benzamidine, PMSF, aprotinin and leupeptin). 5ul of
Mix Buffer 2 was added to 40ul of sample before incubating at 75°C for 10 minutes. After cooling
down, 5ul of Mix Il was added and incubated at room temperature (25°C) for 30 minutes. Samples
were then incubated at 37°C for 1 hour. The loading buffer was then added for migration on SDS-
PAGE followed by immunoblotting. Fetuin was used as a positive control and was visualized by

coomassie blue staining.

Dephosphorylation

Dephosphorylation was done using NEB’s Lambda Protein Phosphatase kit (#P0753S) and
following the manufacturer’s recommended protocol. HeLa cells were washed in PBS, harvested
and lysed with a sonic dismembrator sonicator (Fisher) in a lysing buffer (10mM HEPES, 150mM

NaCl and a cocktail of protease inhibitors: benzamidine, PMSF, aprotinin and leupeptin). 5 pL of
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10X NEBuffer for Protein MetalloPhosphatases (PMP) and 5 puLL of 10 mM MnCI2 were added to
40ul of samples to make a total reaction volume of 50 ul. 1 pul of Lambda Protein Phosphatase was
added before incubating at 30°C for 30 minutes. The loading buffer was then added for migration

on SDS-PAGE followed by immunoblotting.

Immunofluorescence

HeLa cells were cultured on a 8-well PCA detachable microscope slide in DMEM
supplemented with 10% calf bovine serum, fungizone, penicillin and streptomycin and were kept
at 37°C with 5% COz. Each chamber was washed with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde
for 20 minutes. Cells were then washed 3 X 5 minutes in PBS before their membranes were
permeabilized by adding 0.2% Triton for 4 minutes. Cells were washed 3 X 5 minutes with PBS
and then blocked with 5% NGS in PBS for 30 minutes at room temperature before incubating for
1 hour with primary antibodies rabbit anti-MTALTND4 antibody (1:50) and mouse anti-ATP5
antibody (1:250; Abcam) diluted in 1% NGS in PBS. Cells were washed 3 X 5 minutes in PBS
before incubating with the secondary antibodies (Alexa Fluor ™ 488 goat anti-rabbit IgG [1:500]
and Alexa Fluor ™ 594 goat anti-mouse IgG [1:500]) in PBS containing 1% NGS for 1 hour at
room temperature. Finally, cells were washed 3 X 5 minutes in PBS before adding a mounting

drop containing DAPI and visualized with an EVOS M5000 microscope.

Immunoprecipitation and mass spectrometry analysis
HeLa cells were washed with PBS and harvested in a lysing buffer containing 10mM
HEPES, 150mM NaCl and a cocktail of protease inhibitors (benzamidine, PMSF, aprotinin and

leupeptin). Cells were then lysed with a sonic dismembrator sonicator (Fisher) 3 times for 3
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seconds before adding 100ul of Triton X-100 10%. Cell lysates were incubated on ice for 20
minutes and then centrifuged for 15 minutes at 15000 RPM at 4°C. The supernatant was kept. 20ul
of protein A agarose was added to 1ml of samples and incubated at 4°C for 1 hour. Samples were
then centrifuged at 15000 rpm for 1 minute at 4°C and the supernatant was kept. 20ul of rabbit
anti-MTALTND4 antibody and 20ul of protein A agarose were added to the samples before
incubating at 4°C overnight. A control was also made by adding 20l of rabbit pre-immune serum
instead of rabbit anti-MTALND4 antibodies. The next day, samples were washed 6 times by
centrifuging at 15000 RPM for one minute, discarding the supernatant, adding some lysing buffer
and centrifuging again. Samples were then given to the proteomics platform of the Research
Institute of the McGill University Health Center (MUHC Research Institute) for mass
spectrometry analysis. Data were analyzed with Mascot (Matrix Science) against a human database

and a final report was generated using Scaffold5 (Proteome Software).

48



RESULTS & DISCUSSION

To identify potentially functional smORFs or altORFs in the human mtDNA, antibodies
were generated against nine unannotated ORFs (Fig. 1 and table S1), which were chosen using
three different approaches: (i) we searched among the 227 unannotated ORFs of >60 nucleotides
previously identified (Angers et al. 2019) for those having a minimal conserved Kozak sequence
known to be favorable for efficient translation initiation (Harhay et al. 2005; Lee et al. 2015) (table
S2), (i1) we interrogated the OpenProt database (table S3), which enforces a polycistronic model
of eukaryotic genome annotations (Brunet et al. 2019), and (iii) we interrogated mitochondria-
derived mass spectrometry datasets to see if peptides derived from our 227 predicted sequences
(approach 1) could be detected (table S4 and Fig. S1). These three approaches respectively returned
13, 14 and 36 candidates and we respectively chose 1, 4 and 4 of these candidates for antibody
production (Fig. 1 and tables S1-S4). Immunoblotting was used to assess their expression in human
HeLa and HEK293T cells.

Despite multiple attempts, we were unable to obtain a western blot signal of expected size
(or a disappearance of the signal in Rho-0 cells devoided of endogenous mtDNA) for eight of the
nine antibodies (data not shown). Overall, only one unannotated ORF-derived peptide, which was
identified in our mass spectrometry datasets interrogation approach (see tables S1 and S4), was
clearly detected by western blotting (Fig. 2C) and is referred to as MTALTND4 (Mitochondrial
Alternative ND4 protein) because the ORF sequence is found in the coding sequence of the

mitochondrial nd4 gene (Fig. 1).
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Figure 1. Map of the human mitochondrial genome. All 37 typical genes are represented on the outside
circle of the map. New characterized alternative mitochondrial peptides such as Humanin, MOTS-c,
SHLP1-6 and Gau are represented by blue arrows. 227 unannotated ORFs of >60 nucleotides are
represented by black, white, pink and red arrows. ORFs in frames 1, 2 and 3 are represented by black
arrows, ORFs in frames -1, -2 and -3 are represented by white arrows. The 9 ORFs chosen for this study
are represented by pink arrows and the red arrow that codes for MTALTND4 alternative protein. Image
was generated using SnapGene® software.

The altORF within the human mitochondrial nd4 gene consists of 300 base pairs that
translates into a 99 amino-acid peptide using the mitochondrial vertebrate genetic code and
considering that human mitochondria use only UAA and UAG as stop codons as recently

suggested (Temperley et al. 2010; Ayyub et al. 2020) (Fig. 2A). AGA and AGG, which
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conventionally code for arginine, were thought to be recognized as termination codons in
vertebrate mitochondria because of the absence of a mtDNA-encoded tRNAARS for these triplet
codons, but it has now been shown that this is not the case at least in humans (Temperley et al.
2010; Ayyub et al. 2020). The only two human mitochondrial genes with AGA and AGG as
putative terminators are cox/ and nd6 and it has been demonstrated that their two mRNAs would
rather terminate at a UAG stop codon created as a result of a —1 frameshift of the mitoribosome
(Temperley et al. 2010; Ayyub et al. 2020). With a similar situation for mtaltnd4, and knowing
that there is no alternative start codon upstream the one that we first identified, the translated
MTALTND4 peptide would be 59 amino-acids long with an expected size of 6,9 kDa.
Alternatively, with AGA and AGG coding and a translation occurring either within mitochondria,
as suggested for some of the SHLPs that contain putative AGA and AGG coding triplets (Cobb et
al. 2016), or in the cytoplasm, as suggested for Mots-c because of its tandem ATGAGG start and
“putative stop” codons using the typical mitochondrial genetic code (Lee et al. 2015),
MTALTND4 would be 99 amino-acids long with an expected size of 11,5 kDa. Multiple peptide
sequence alignments suggest that it is highly conserved in primates in general (Fig. 2B and Fig.
S3). Our western blot results also indicate that mtaltnd4 is encoded and translated within the
mitochondrion because of the disappearance of the signal in Rho-0 cells as well as in HeLa cells
after mitochondrial protein synthesis was inhibited with chloramphenicol (Fig. 2C-E), limiting the
possibility of a nuclear origin due to a nuclear mtDNA transfer (NUMT; Richetti et al. 2004) (Fig.
S2). Furthermore, the western blot signal, which was somewhat higher than expected (around 25
kDa) (Fig. 2C), suggest that the unassigned AGA and AGG codons may be coding in human
mitochondria. This is in accordance with some of the SHLPs (Cobb et al. 2016) and would imply

a possible import of the cytosolic tRNAAR into the mitochondria, an innate ability of mammalian
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mitochondria (Rubio et al. 2008) and/or the expression of mt antisense tRNAs with anticodons
recognizing AGR codons according to an alternative genetic code that is induced by the presence
of suppressor tRNAs (Faure et al. 2011). This would also parsimoniously explain the previously
reported intra-mitochondrial localization of endogenous MOTS-c (Lee et al. 2015; Kim et al.
2018), i.e. with a mitochondrial translation of the peptide instead of the exportation of its mRNA
outside mitochondria for cytoplasmic translation followed by the importation of the peptide inside
mitochondria. Although both possibilities are not mutually exclusive, further experiments, such as

a treatment of cultured cells with chloramphenicol, will be needed to test this hypothesis.

52



Figure 2. Identification of a novel altORF in the nd4 gene of the human mitochondrial genome

(A) Location of mtaltnd4 ORF in the nd4 gene and its translation in mitochondria considering AGA and
AGG codons as coding. The antigenic sequence used for antibody production is in bold and underlined.

(B) Peptide sequence alignment in 5 primate species: human (Homo sapiens), chimpanzee (Pan
troglodytes), bonobo (Pan paniscus), gorilla (Gorilla gorilla), orangutan (Pongo pygmaeus).

(C) Immunoblotting of MTALTND4 on HeLa and HEK293T cells. The apparent molecular weight is
25kDa.

(D) Immunoblotting of MTALTND4, mitochondrial-encoded cytochrome C oxidase 1 and nuclear-encoded
actin and ATP5 on normal HeLa cells and HeLa-p0 cells

(E) Immunoblotting of MTALTND4, mitochondrial-encoded cytochrome C oxidase 1 and nuclear-encoded
actin and ATP5 on normal HeLa cells (-) and HeLa cells treated with chloramphenicol antibiotic (+).

(F) Immunoblotting of MTALTND4 and ATP5 on human plasma. MTALTND4 appears at 25 kDa and
ATPS is absent.

(G) Immunoblotting of MTALTND4 on non-treated HeLa cells (-) and HeLa cells treated with
deglycosylation enzymes (+).

(H) Coomassie Blue staining of non-treated Fetuin (-) and Fetuin treated with deglycosylation enzymes (+).

() Immunoblotting of MTALTND4 on non-treated HeLa cells (-) and HeLa cells treated with Lambda
phosphatase (+).
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There are many possible reasons why the molecular weight of MTALTND4 is higher than
the expected one. Since there is no predicted transmembrane helix in the protein that could affect
the resolution and outcome of the western blots (e.g. Tsuji et al. 2020), the difference could, for
example, be attributed to posttranslational modifications such as glycosylation and
phosphorylation, or to SDS-resistant protein dimers (see Ouimet et al. 2020 for an extensive
summary). Glycosylation events have been ruled out since treatment with enzymes that remove
N-linked and O-linked oligosaccharides did not modify the apparent molecular weight of
MTALTND4 but did have an effect on the positive control fetuin (Fig. 2G-H). As for
phosphorylation, treatment with protein phosphatase Lambda did not modify the apparent
molecular weight of MTALTND4, suggesting that the protein is not phosphorylated, but because
no positive control for phosphatase Lambda was obtained, we cannot rule out the possibility of a
phosphorylation event (Fig. 2I). It is also possible that the higher molecular weight could be
attributed to the formation of a dimer resistant to SDS (Ettinger et al., 1998; Gentile et al., 2002),
a programmed ribosomal frameshift that causes the elongation of the peptide (Dinman, 2006) or
other untested postranslational modifications.

The mitochondrial localization of MTALTND4 in HelLa cells was confirmed by
immunofluorescence (Fig. 3), with a certain degree of extra-mitochondrial localization of the
peptide (Fig. 3A), suggesting that the peptide could be exported out of the mitochondria as shown
also for humanin, MOTs-c and SHLPs (Hashimoto et al. 2001; Lee et al. 2015; Cobb et al. 2016).
The absence of signal in HeLa-chloramphenicol treated cells confirmed again the mitochondrial
origin of the alternative peptide (Fig. 3B). Since MTALTND4 could be exported outside the
mitochondria and because some of the previously identified mtDNA-derived peptides such as

Humanin, MOTS-c and SHLP2 have been found circulating in human plasma (Voigt et Jelinek,
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2016; Lee et al., 2015; Cobb et al., 2016), immunoblotting experiments of MTALTND4 have been
done on human plasma and revealed the presence of the protein but not the presence of the
mitochondrial protein ATPS5, which is a protein of the complex V that is also devoid of predicted
transmembrane portion (Fig. 2F).

To confirm the identity of the signals on the western blots and to identify potential proteins
that interact with MTALTND4, HeLa cells were immunoprecipitated and sent to the proteomics
platform of the MUHC for MS analysis. The sequence of MTALTND4 was detected and confirms
that the signal observed on the western blots corresponds to MTALTND4. More precisely, 5
unique peptide count representing a 21% coverage of the MTALTND4 sequence were detected
(table S5). Other proteins were also found. These proteins could be potential interactive partners
of MTALTND4 (table S5). Among these proteins the one that had the higher number of peptide
count was glutathione peroxidase (GPx-1) an antioxidant enzyme that reduces hydrogen peroxide
in water to limit oxidative damage to the cell (Lubos et al., 2011). More experiments such as Pull-

down assays need to be done in order to confirm that this protein interacts with MTALTNDA4.

Figure 3. Localization of MTALTND4 by immunofluorescence
(A) Nuclear marker DAPI (blue), nuclear-encoded mitochondrial marker ATPS (red) and MTALTND4
(green) by immunofluorescence in HeLa cells. Scale bar, 20pum.
(B) Nuclear marker DAPI (blue), nuclear-encoded mitochondrial marker ATP5 (red) MTALTND4
(green) by immunofluorescence in HeLa cells treated with chloramphenicol after 48 hours. Scale
bar, 20pm.
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To summarize, we have found a novel human mitochondrial alternative peptide of 99
amino acids whose sequence resides inside the nd4 gene. This protein, MTALTNDA4, is translated
inside mitochondria and can be found in the cytoplasm as well as in plasma and is well conserved
in 5 other primate species. Western blot experiments show that the detected protein is migrating at
approximately two times the expected molecular mass. This difference is not attributed to
glycosylation and phosphorylation events but could be the result of the formation of a SDS
resistant dimer or other PTMs. Finally, MS analysis of immunoprecipitated samples confirmed the
presence of MTALTND4 and gave us an idea of putative interacting partners of MTALTND4 such
as GPx-1. Pull-down assays need to be done to confirm this result. MTALTNDA4 is the first human
mitochondrial alternative peptide discovered whose coding sequence is found inside the coding
sequence of an annotated protein. This discovery shows that the mitochondrial proteome is more
complex and larger than anticipated. Out of the 218 other newly characterised ORFs in the human
mitochondria it is very probable that some, if not many, code for alternative proteins. Future
researches need to be done to discover these peptides that could play major roles in cellular
functions. The discovery of alternative peptides also calls into question the evolution of the
mitochondrial genome as well as the selection pressures exerted on the mitochondria and the
mechanisms allowing the translation of these alternative proteins. Future experiments on
MTALTND4 will be done in order to get an understanding of its function. These experiments
include the study of exogenous and endogenous effects of MTALTND4 on cell apoptosis, growth
and gene expression, the analysis of MTALTND4 expression in different human and primate
tissues and the analysis of MTALTND4 expression in cells exposed to different conditions such

as hypoxia, anoxia, apoptosis and fasting.
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3. Discussion

L’objectif de ce projet était de prouver 1’existence d’un protéome mitochondrial alternatif
chez I’humain plus vaste que ce que ’on pensait, donc d’identifier de nouvelles protéines
mitochondriales codées par des altORF et des smORF. Ces séquences étaient principalement
connues chez les virus et les bactéries, mais de récentes études révelent de plus en plus de smORF
et d’altORF codants dans les génomes nucléaires des organismes eucaryotes. Ces découvertes
incitent a penser que de telles séquences sont aussi retrouvées dans les génomes mitochondriaux.
En effet, plusieurs protéines dérivées du génome mitochondrial humain ont été¢ découvertes dans
les derniéres années. Parmi celles-ci, on retrouve Humanine, MOTS-c, SHLPs1-6 et Gau. Les
séquences de ces protéines sont trouvées a I’intérieur des genes ARNr 16S (Humanine et SHLPs),
ARNr 128 (MOTS-c) et sur le brin complémentaire du géne cox/(Gau). Aucune autre étude n’a
été faite sur d’autres régions du génome mitochondrial humain. Une recherche approfondie in
silico du génome mitochondrial humain effectuée par Angers et al. (2019) a révél¢ la présence de
227 ORF de 60 nucléotides et plus non annotés. L hypothése de notre projet de recherche était que
parmi ces 227 ORF, certains codent pour des protéines mitochondriales fonctionnelles et que le
protéome alternatif mitochondrial humain est beaucoup plus vaste que ce que I’on croyait. Afin de
tester cette hypothése, nous avons produit des anticorps dirigés contre 9 de ces 227 ORF et réalisé
des western blot sur des cellules HeLLa et HEK293T afin d’identifier des protéines mitochondriales

potentielles.

3.1 Identification d’une protéine alternative par immunobuvardage

La détection de protéines par immunobuvardage (ou la technique de western blot) requiert

I’utilisation d’anticorps spécifiques qui reconnaissent la séquence de la protéine d’intérét. Avant
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de pouvoir faire notre expérience il a donc fallu : (1) sélectionner les séquences protéiques
d’intérét, (2) choisir les séquences antigéniques utilisées pour la synthése des anticorps, nous en
avons choisi neuf, et (3) faire synthétiser les anticorps par MediMabs (Tableau S1). Une fois les
anticorps regus, nous avons pu faire les expériences d’immunobuvardage sur des cellules humaines
HeLa et HEK293T. Parmi les 9 séquences a 1’¢tude, les expériences de western blot ont permis
d’identifier une bande protéique de manicére hautement spécifique (Figure 2A) avec un des
anticorps testés, celui dirigé contre MTALTND4. En effet, on peut voir la présence d’une seule
bande sur la membrane avec un poids moléculaire d’environ 25kDa autant dans les cellules de type
HeLa que les cellules de type HEK293T. Les expériences de western blot effectuées avec les 8
autres anticorps n’ont pas permis d’identifier clairement I’expression des nouvelles protéines
putatives. En effet, soit les résultats ne montraient la présence d’aucune bande, signifiant I’absence
de la protéine d’intérét, soit on pouvait voir plusieurs bandes sur la membrane ce qui indique que
la reconnaissance des anticorps n’était pas spécifique a nos séquences d’intérét. Ainsi, nous avons
pu identifier une protéine alternative mitochondriale humaine parmi les neuf s€équences testées. La
séquence codante de cette protéine est retrouvée dans le gene mitochondrial nd4. Plus précisément,
elle se situe entre les nucléotides 11556 et 11856 du génome mitochondrial humain (voir tableau
S1 et Figure 1, article). Puisque sa séquence est a I’intérieur du geéne nd4, la protéine alternative a
ét¢ nommée MTALTND4 pour « Mitochondrial Alternative ND4 protein ».

L’altORF de MTALTND4 est une séquence de 300 nucléotides traduite en un peptide de
99 acides aminés. Le code génétique utilisé pour la traduction est le code génétique mitochondrial
des vertébrés et les codons AGA et AGG normalement reconnus comme codons stop sont
considérés ici comme codants pour I’acide aminé arginine. Les codons AGA et AGG codent pour

’arginine dans le cytoplasme de la cellule, mais ils ont été considérés comme non-codants dans la
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mitochondrie en raison de (1) I’absence d’ARNt*RG codés par le génome mitochondrial qui
reconnaissent les codons AGA et AGG et (2) puisque deux génes mitochondriaux, cox/ et ndo6,
ont des séquences se terminant respectivement par des triplets AGA et AGG (Anderson et al.,
1981). Cependant, de récentes études ont montré que AGA et AGG ne seraient pas des codons
stop dans le génome mitochondrial humain. En effet, la terminaison de la traduction des genes
coxl et ndo6 serait plutdt induite par un décalage de -1 nucléotide par le mitoribosome. Ce décalage
placerait le codon UAG au site A du mitoribosome et serait le déclencheur de la terminaison de la
traduction (Temperley et al., 2010; Ayyub et al., 2020). Ainsi, les codons AGA et AGG ne sont
pas des codons stop dans le génome mitochondrial humain (Temperley et al., 2010; Ayyub et al.,
2020). Puisque ces codons ne causent pas 1’arrét de la traduction et qu’ils sont trouvés dans les
ORF de certains peptides dérivés de I’ADN mitochondrial tels que MOTS-c et certains SHLPs, il
faut qu’ils codent pour un acide aminé et il serait logique que cet acide aminé soit 1’arginine,
comme c’est le cas pour le code génétique standard. Cela concorderait avec les recherches
effectuées sur les peptides SHLPs (Cobb et al., 2016) et pourrait expliquer pourquoi le peptide
dérivé du génome mitochondrial MOTS-c est retrouvé dans la mitochondrie alors qu’il avait été
suggéré qu’il soit traduit dans le cytoplasme en raison d’un codon AGA considéré comme un
codon stop positionné juste apres le codon start. Si AGA est codant, MOTS-c pourrait donc étre
directement synthétisé dans la mitochondrie et non dans le cytoplasme de la cellule.

Comme le génome mitochondrial ne code pas pour un ARNt qui reconnait AGA et AGG,
il faudrait que les ARNt*RS du cytoplasme de la cellule soient importés dans la mitochondrie. Or,
les mitochondries de mammiféres dont I’humain sont capables d’importer des ARNt du
cytoplasme par un mécanisme inné dépendant de I’ATP (Rubio et al., 2008). Ce mécanisme est

extrémement intéressant et pourrait peut-étre permettre d’exprimer les protéines mitochondriales
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alternatives de maniére indépendante de I’expression des 13 protéines mitochondriales de
référence. En effet, les codons AGA et AGG sont trouvés chacun une seule fois dans les ORF des
13 protéines mitochondriales et uniquement a la fin des séquences de cox! et nd6 respectivement
(Richter et al., 2010). Ils ne sont donc pas utilisés pour la traduction des 13 protéines
mitochondriales tandis qu’ils le sont pour certains peptides alternatifs tels que MOTS-c, SHLP et
MTALTND4. La traduction de ces peptides étant dépendante de la présence d’ARNtARG
I’importation de ces ARNt pourrait permettre de traduire les peptides alternatifs sans avoir
d’impact sur la traduction des 13 protéines mitochondriales ou peut-&tre pour une régulation
indépendante de la traduction de ces 13 protéines. Il serait intéressant de faire des expériences
telles que celles effectuées par Rubio et al. (2008) sur le transport de I’ARNtS™N du cytoplasme a
la mitochondrie afin d’examiner I’existence d’un mécanisme de transport similaire pour
IPARNt*RS, La présence d’un tel mécanisme pourrait remettre en question 1’évolution et les
pressions de sélection exercées sur le génome mitochondrial. Si les codons AGA et AGG ont été
démontrés comme codants dans le génome mitochondrial humain, il n’en est rien pour toutes les
autres espéces vertébrées. Il serait donc intéressant d’effectuer d’autres recherches sur le décalage
du mitoribosome telles que celles effectuées par Temperley et al. (2010) ou bien des expériences
de profilage de mitoribosomes (Couvillon et Churchman, 2017) sur des especes proches de
I’humain telles que les primates afin de vérifier si AGA et AGG pourraient étre codants chez
d’autres especes vertébrées. L'alignement de la séquence du peptide MTALTND4 chez cing
especes de primates montre que la séquence est hautement conservée et que les codons AGA et
AGG sont présents dans la séquence, (Figure 2B, article) ce qui renforce 1’idée que AGA et AGG

puissent aussi coder pour 1’arginine chez les primates.
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3.2 Détermination de I’origine de MTALTND4

Une fois le peptide MTALTND4 découvert, nous avons par la suite voulu vérifier I’origine
du peptide, c’est-a-dire s’il est codé par le noyau ou par la mitochondrie. En raison de la présence
de séquences mitochondriales transférées au noyau (NUMT Richetti et al., 2004) il est possible
que des protéines dont les séquences sont trouvées dans la mitochondrie soient aussi trouvées dans
le noyau et soient plutot codées par ce dernier. Pour vérifier 1'origine du peptide, nous avons
effectué¢ des western blot sur des cellules HeLa normales ainsi que sur des cellules HeLLa Rho-0
(Figure 2D, article). Les cellules Rho-0 sont des cellules dont ’ADNmt a complétement été
¢liminé (Kukat et al., 2008). Dans de telles cellules, on ne retrouve normalement aucune protéine
codée par le génome mitochondrial. Ces cellules peuvent étre produites par exemple a 1’aide de
bromure d’éthidium ou d’enzymes de restrictions telles que EcoRI (Heitman, 1992).

Nos résultats (Figure 2D, article) montrent la présence de MTALTND4 et de la protéine
mitochondriale Cox1 dans des cellules HeLa normales et leur absence dans les cellules HeLa Rho-
0, tandis que les protéines ATP5 (mitochondriale) et actine (cytoplasmique) codées par le génome
nucléaire ont €té retrouvées autant dans les cellules HeLa normales que dans les cellules HeLa
Rho-0. Ceci indique clairement que I’origine du peptide est bien mitochondriale et non nucléaire.
Afin de confirmer que la traduction de MTALTND4 est effectuée dans la mitochondrie et non
dans le cytoplasme, nous avons réalisé un western blot cette fois-ci sur des cellules HeLa normales
ainsi que sur des cellules HelLa traitées au chloramphénicol. Le chloramphénicol est un
antibiotique qui inhibe la synthése de protéines traduites par les mitoribosomes sans affecter la
synthése de protéines traduites par les ribosomes cytoplasmiques (Leiter et al., 1999). Les résultats
du western blot (Figure 2E, article) montrent la présence de MTALTND4 et de la protéine Cox1

(traduite dans la mitochondrie) dans des cellules HeLa non-traitées et leur absence dans les cellules
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HelL a traitées au chloramphénicol, tandis que les protéines ATPS et actine qui sont traduites dans
le cytoplasme sont présentes autant dans les cellules HelLa non-traitées que les cellules HelLa
traitées au chloramphénicol. Ceci indique clairement que MTALTND4 est synthétisée dans la
mitochondrie, qu’elle n’est pas exportée dans le cytoplasme pour sa synthése et donc supporte
I’idée que les codons AGA et AGG ne sont pas des codons stop dans la mitochondrie chez

I’humain.

3.3 Localisation de MTALTND4

Afin de comprendre ou la protéine MTALTND4 est localisée dans la cellule, nous avons
effectué des expériences d’immunofluorescence sur des cellules HeLa non-traitées et des cellules
HelLa traitées au chloramphénicol. Les images obtenues a 1’aide du microscope EVOS confirment
les résultats obtenus par western blot quant a I’origine mitochondriale du peptide (Figure 3,
article). En effet, les cellules traitées au chloramphénicol ne présentent aucun signal de
MTALTND4 (Figure 3B, article). Les images des cellules HeLa non-traitées (Figure 3A, article)
montrent une localisation mitochondriale du peptide avec un certain degré de localisation extra-
mitochondriale. En effet, le signal vert d¢ MTALTND4 superpose presque la totalité du signal
mitochondrial de ATPS5 en rouge. La couleur jaune résultante de la superposition des deux signaux
témoigne de cette colocalisation. Cependant, on remarque certains endroits ou le signal de
MTALTND4 n’est pas situé a la mitochondrie. Ceci indique la possibilit¢ que MTALTND4 ne
soit pas trouvé uniquement dans la mitochondrie, mais qu’elle soit aussi exportée vers le
cytoplasme de la cellule. D’autres peptides dérivés du génome mitochondrial tels que Humanine,
MOTS-c et SHLP2 ont été retrouvés a 1’extérieur de la mitochondrie et méme dans le plasma

(Voigt et Jelinek, 2016; Lee et al., 2015; Cobb et al., 2016). Cela signifie que non seulement ces
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peptides sont exportés de la mitochondrie au cytoplasme, mais qu’ils sont aussi sécrétés a
I’extérieur des cellules. Il serait donc possible que le peptide MTALTND4 soit aussi sécrété dans
le plasma. Afin de tester cette hypothése, nous avons réalisé des expériences de western blot sur
des échantillons de plasma humain. Les résultats (Figure 2F, article) indiquent la présence de
MTALTND4 dans le plasma humain. Il faut cependant rester prudent en interprétant ces résultats.
En effet, des mitochondries ont déja été détectées dans le plasma et auraient un role dans la
communication cellule a cellule ainsi que dans le maintien de ’homéostasie (Song et al., 2020). Il
se pourrait donc que le signal de MTALTND4 dans le plasma humain soit attribué a la présence
de mitochondries. Bien que la protéine mitochondriale ATPS n’ait pas été retrouvée dans le plasma
(Figure 2F, article), il est possible qu’elle était tout de méme présente, mais en trop petite quantité
pour étre détectée. Afin de confirmer la présence de MTALTND4 libre dans le plasma, il serait
intéressant d’effectuer des expériences d’immunoessais par la technique d’ELISA telles que celles
effectuées par Lee et al. (2015) et Cobb et al. (2016) sur les peptides mitochondriaux humains

respectifs MOTS-c et SHLP2.

3.4 Poids moléculaire de MTALTND4

Afin de débuter des tests sur la fonction de la protéine, la séquence peptidique
complete de MTALTND4 a été synthétisée par LifeTein. Ce peptide est donc formé des 99 acides
aminés traduits de 1’altORF et devrait avoir un poids moléculaire de 11,5 kDa (Tableau S1), soit
pres de deux fois moins que la masse suggérée par le signal de MTALTND4 obtenu par Western
blot (Figure 2C, article). Les expériences effectuées sur le peptide synthétique en conditions
dénaturantes révelent pourtant la présence de deux bandes : une située environ a 11,5 kDa ce qui

correspond a la taille attendue et une autre un peu plus haute aux alentours de 14 kDa (Figure 14).
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La présence de cette deuxieme bande a plus haut poids moléculaire ameéne a questionner la pureté
du peptide synthétique. Cependant, la compagnie LifeTein qui a synthétisé le peptide a confirmé
sa pureté par CLHP (chromatographie en phase liquide a haute performance). Si le peptide est pur,
dans ce cas, on peut se demander si la deuxiéme bande ne serait pas causée par une réaction se
produisant entre le peptide et le gel de polyacrylamide a travers lequel il migre. En effet, des
recherches ont montré que la migration a travers un gel de polyacrylamide peut entrainer des
modifications aux protéines telles que la désamination, I’oxydation des acides aminés méthionine
et tryptophane, le clivage des liens aspartate-proline et finalement la formation d’adduits covalents
avec des monoméres d’acrylamide non polymérisés dans le gel (Bonaventura et al., 1994;
Hachmann et Amshey, 2005). Ces modifications peuvent changer la mobilité électrophorétique
des protéines, ce qui peut entrainer I’apparition de bandes floues ou multiples (Hachmann et
Amshey, 2005). Plusieurs de ces modifications telles que la formation d’adduits d’acrylamide sont
dépendantes du pH et plus fréquentes lorsque le pH est élevé (Hachmann et Amshey, 2005).
L'¢lectrophorese sur un gel de Tris-tricine utilisé lors de nos expériences se fait a un pH assez
¢levé, soit 8,9. Il serait donc intéressant d’effectuer les expériences dans des conditions plus
favorables, telles qu’en présence d’un tampon a pH plus neutre. Lorsque le peptide synthétique
n’est pas mis en présence d’agents dénaturants, une troisiéme bande autour de 25 kDa (soit environ
deux fois le poids moléculaire attendu) apparait (Figure 14). L apparition de cette troisieme bande
pourrait €tre expliquée par le fait que le peptide synthétique pourrait étre capable de se dimériser

en absence d’agents réducteurs.
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Figure 14. Immunobuvardage du peptide synthétique. Immunobuvardage de MTALTND4 sur le
peptide synthétique en présence d’agents dénaturants (Peptide D) et en absence d’agents dénaturants

(Peptide ND).

Contrairement au peptide synthétique qui migre aux alentours de 11,5 kDa, le signal de
MTALTND4 obtenu par western blot lorsque 1’on fait migrer les protéines extraites des cellules
HeLa et HEK293T se situe a 25 kDa, ce qui correspond a peu pres au double du poids moléculaire
attendu. Cette différence significative de taille pourrait étre causée par des modifications post-
traductionnelles telles que la glycosylation et la phosphorylation. Des western blots effectués sur
des cellules HeLa traitées avec des enzymes déglycosylantes ont éliminé la possibilit¢é d’un
événement de glycosylation puisque le traitement avec les enzymes n’a pas modifié le poids
moléculaire de MTALTND4 (Figure 2G, article). La phosphorylation de la protéine a aussi été
testée en traitant les cellules HeLLa avec la protéine phosphatase Lambda. Tout comme les résultats
obtenus pour la déglycosylation, la déphosphorylation n’a pas modifi¢ le poids moléculaire
apparent de MTALTND4 ce qui semble indiquer que la protéine n’est pas phosphorylée (Figure
21, article). Toutefois, puisqu’aucun contrdle positif de la phosphatase Lambda n’a pu étre obtenu,

on ne peut pas complétement éliminer la possibilité d’un événement de phosphorylation. Etant
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donné que le poids moléculaire apparent est pres de deux fois celui du poids attendu, la formation
d’un dimeére résistant aux agents dénaturants serait une possibilité a considérer. Il existe en effet
des dimeres qui sont difficilement séparables malgré le traitement avec des agents dénaturants et
réducteurs tels que le SDS, le DTT et le B-mercaptoéthanol (Fasshauer et al., 1998; Favreau et al.,
2001; Ettinger et al., 1998; Gentile et al., 2002). La possibilité¢ de la formation d’un dimere est
renforcée par la présence dans la séquence peptidique d’acides aminés cystéines dont les résidus
peuvent former des points disulfides favorisant la formation d’un dimére. De plus, I’apparition de
la bande a 25 kDa lorsque le peptide synthétique migre en absence d’agents réducteurs renforce

aussi la possibilité de la formation d’un dimeére (Figure 14).

3.5 Immunoprécipitation et séquencage par spectrométrie de masse

Afin de vérifier que le signal présent dans les western blots corresponde vraiment a la
séquence peptidique de MTALTND4, des immunoprécipitations ont été réalisées et les
¢chantillons ont été envoyés a la plateforme de protéomique du centre universitaire de santé¢ McGill
pour analyse par spectrométrie de masse. Cette analyse avait aussi pour but d’identifier de
potentiels partenaires d’interaction de la protéine. La séquence de MTALTND4 a été retrouvée
dans les échantillons immunopréciptés avec ’anticorps anti-MTALTND4, mais pas dans les
¢chantillons controles immunoprécipités avec le sérum pré-immun, ce qui confirme que ce qui est
détecté par western blot correspond bien a MTALTNDA4. Plus précisément, les analyses de
spectrométrie de masse ont permis de détecter 5 peptides représentant 21% de la séquence
complete de MTALTNDA4. Plusieurs autres protéines absentes de 1’échantillon contrdle ont été
retrouvées dans 1’échantillon immunoprécipité avec ’anticorps anti-MTALTND4 (Tableau S5).

Parmi ces protéines, celle qui a été retrouvée en plus grand nombre est la glutathione peroxidase 1
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(GPx-1). GPx-1 est une enzyme antioxydante qui réduit le peroxyde d’hydrogene en eau afin de
limiter les dommages oxydatifs qu’il cause (Lubos et al., 2011). L’activité¢ de cette enzyme est
augmentée en condition d’hypoxie (diminution de la quantité d’oxygene), situation lors de laquelle
la production de ROS générés par la mitochondrie est augmentée (Rousseau et al., 2006; Mansfielf
et al., 2004). Afin de valider quelles protéines parmi celles de la liste du tableau 1 sont réellement
des partenaires d’interaction de MTALTNDA4, il serait intéressant d’effectuer des expériences de
Pull-down qui complémenteraient les expériences d’immunoprécipitation (Louche et al., 2017)
ainsi que des expériences de BiolD qui permettraient de visualiser dans des cellules vivantes les
protéines qui interagissent avec MTALTND4 ou qui sont a proximité de celle-ci (Roux et al.,

2018).

3.6 Fonction de MTALTND4

En ce qui concerne la fonction de MTALTND4, mon collégue Stefano Bettinazzi a effectué
quelques tests de respiration mitochondriale sur des cellules HeLa et HEK293T. Les résultats
préliminaires indiquent que 1’ajout exogéne du peptide synthétique monomérique dans les cellules

HeLa cause une diminution majeure de la respiration mitochondriale (Figure 15).
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Figure 15. Respirométrie a haute résolution de cellules HeLa. La concentration d’oxygéne est
représentée en bleu et le flux d’oxygeéne est représenté en rouge. La figure du haut est le contrdle et montre
que ’ajout d’eau dans la chambre cellulaire ne cause pas de diminution du flux d’oxygene, tandis que dans

la figure du bas, I’ajout du peptide synthétique cause une nette diminution du flux d’oxygene.

Si MTALTND4 sous sa forme non-dimérisée cause une diminution de la respiration
mitochondriale, on pourrait penser que ceci est néfaste pour les cellules et que son action est
empéchée par la formation d’un dimere. Si c’est le cas et puisque la protéine est produite par la
mitochondrie malgré son effet de diminution de la respiration, il doit y avoir des circonstances
dans lesquelles I’action du peptide est bénéfique pour la cellule. Etant donné son effet de
diminution de la respiration et son potentiel partenaire d’interaction GPx-1 impliqué dans
I’hypoxie, nous avons posé I’hypothése que MTALTND4 pourrait se dé-dimériser lorsque les
cellules sont en hypoxie afin d’exercer son role. Des expériences de western blot sur des cellules
HeLa en hypoxie ont été réalisées afin d’examiner I’impact de I’hypoxie sur la dimérisation de
MTALTNDA4. Les résultats (Figure 16A) montrent en plus de la bande habituelle retrouvée a 25

kDa, deux autres bandes autour de 11,5 kDa et 14 kDa tout comme les bandes observées suite a la
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migration du peptide synthétique. Les signaux étant trés faibles, il est difficile de tirer conclusion
de ses résultats. Cependant, les bandes a 11,5 kDa et 14 kDa n’ayant encore jamais été détectées
par western blot sur les protéines extraites des cellules HeLa (seulement celle a 25 kDa était
détectée), il semble que la condition hypoxique pourrait étre impliquée dans la dé-dimérisation de
MTALTND4. D’autres expériences effectuées par mon collégue Thierry Choquette sur des
cellules HeLa en hypoxie et en normoxie commandées de Novus Biologicals montrent que le
signal de MTALTND4 a 25 kDa est beaucoup moins fort dans les cellules en hypoxie qu’en
normoxie (Figure 16B). Ces résultats suggérent encore une fois que I’hypoxie a un effet sur
MTALTNDA4, mais il est difficile de dire s’il implique un événement de dé-dimérisation puisque
les bandes a 11,5 kDa et 14 kDa sont extrémement faibles et sembles aussi étre présentes en
condition de normoxie. D’autres expériences sur des cellules en hypoxie et en normoxie sont

nécessaires afin de confirmer notre hypothése.
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Figure 16. Immunobuvardage de MTALTND4 sur des cellules HeLa en hypoxie. (A) Une bande
principale est observée a 25 kDa et deux autres bandes pointées par les fleches en rouge a environ 11,5 kDa
et 14 kDa peuvent aussi étre observées. (B) Comparaison du signal de MTALTND4 entre les cellules HeLa

en hypoxie et en normoxie. Le signal est plus faible en hypoxie.
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Conclusion et perspectives

Par ce projet de recherche, nous avons réussi a identifier une nouvelle protéine humaine
dérivée du génome mitochondrial. Cette protéine, MTALTND4, est la premicre protéine
mitochondriale alternative humaine qui a été découverte dont I’altORF est situé a I’intérieur et sur
le méme brin qu’une des 13 séquences codantes pour les protéines mitochondriales de référence.
Cette découverte confirme que le potentiel codant du génome mitochondrial humain a été
largement sous-estimé et ouvre la porte a un nouveau domaine de recherche, celui des protéines
mitochondriales alternatives humaines. Les 8 autres séquences qui étaient a 1’étude n’ont pas été
détectées par western blot. Cela ne veut pas nécessairement dire qu’elles ne sont pas traduites en
protéines. Afin d’améliorer les chances de détection, il serait intéressant d’augmenter la spécificité
des anticorps. Pour ce faire, on pourrait par exemple produire des anticorps contre une plus grande
séquence antigénique que ce qui a €té fait et si possible contre la séquence entiere. De plus, la
purification des anticorps permettrait d’améliorer la spécificité du signal. Parmi les 218 autres ORF
nouvellement caractérisés par Angers et al. (2019) il est fort probable que 1’on retrouve plusieurs
séquences qui codent des protéines fonctionnelles qui sont aujourd’hui encore inconnues. De
futures recherches devraient donc étre réalisées afin de découvrir ces nouvelles protéines. Afin de
sélectionner des séquences dont la probabilit¢ de traduction est €levée, il serait intéressant de
choisir les séquences qui ont été¢ détectées dans les bases de données de spectrométrie de masse.
En effet, leur détection dans les bases de données renforce 1’idée qu’elles sont traduites en
protéines. Les peptides dérivés de I’ANDmt humain Humanine, MOTS-c, SHLP2 et SHLP3
découverts dans les derniéres années et dont les séquences codantes sont trouvées sur I’ARNr 16S
et 12S ont des implications majeures dans les fonctions cellulaires. Parmi ces fonctions on retrouve

la neuroprotection (Humanine; Hashimoto et al., 2001), la régulation du métabolisme, la régulation
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de I’insuline, la résistance a 1’obésité (MOTS-c; Lee et al., 2015), la diminution de I’apoptose et
de la génération de ROS ainsi que I’amélioration du métabolisme mitochondrial (SHLP2 et
SHLP3; Cobb et al., 2016). De plus, les niveaux de Humanine et de SHLP2 diminuent avec 1’age,
ce qui suggére que ces peptides sont impliqués dans la survie. Etant donné leurs effets importants,
ils pourraient étre utilis€és en tant que molécules thérapeutiques. Il est aussi a se demander si
certaines mutations silencieuses sur un geéne de référence ne pourraient pas étre responsables de
maladies mitochondriales a cause de I’effet de cette mutation sur un altORF chevauchant la
séquence. Ceci montre I’importance que peuvent avoir les peptides alternatifs mitochondriaux et
donc la pertinence de continuer les recherches sur le protéome alternatif mitochondrial.

Bien que le réle précis de MTALTND4 n’ait pas encore ét¢ déterminé, nos résultats
préliminaires indiquent que la protéine a un effet sur la respiration mitochondriale et pourrait
potentiellement agir en condition d’hypoxie. Sa présence dans le plasma pourrait permettre, lors
de conditions spécifiques, d’enclencher rapidement une voix de signalisation pour répondre a un
stress comme 1’hypoxie. Afin de confirmer ces résultats et de comprendre plus en profondeur les
implications de MTALTNDA4, plusieurs autres expériences seront nécessaires et seront réalisées
trés prochainement par I’équipe de laboratoire de Sophie Breton et Annie Angers. Ces expériences
incluent: (1) I’effet sur I’apoptose, la croissance cellulaire et I’expression de certains génes suite a
I’exposition exogene et la sur-expression endogéne de MTALTND4 dans des cellules HeLa et
HEK293T en culture, (2) I’analyse par western blot de I’expression de MTALTND4 dans
différents tissus humains tels que la peau, le foie, la rate, le rein et 1’épithélium nasal (qui sont tous
des tissus dans lesquels la protéine ND4 est exprimée) ainsi que dans les tissus d’autres espéces
de primates telles que le chimpanzé, (3) 1’analyse par western blot de 1I’expression différentielle de

MTALTNDA4 dans différentes conditions telles que, I’hypoxie, I’apoptose, le jeline et le traitement
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au peroxyde (4) I’analyse des partenaires d’interaction de MTALTND4 a I’aide d’expériences de
Pull-down et (5) la confirmation de la sécrétion de MTALTND4 dans le plasma par la technique
d’ELISA.

Finalement, la découverte de cette nouvelle protéine alternative du génome mitochondrial
humain amene plusieurs questions telles que : quelle est I’ampleur de ce protéome alternatif
mitochondrial humain ? Quelles sont les implications de ce protéome alternatif dans les fonctions
mitochondriales et cellulaires, et dans les maladies mitochondriales ? Quels sont les mécanismes
permettant la traduction de ce protéome ? Comment cette découverte remet-elle en question I’étude
de I’évolution du génome mitochondriale et les pressions de sélection exercées sur la mitochondrie
? De futures recherches sur les protéomes alternatifs seront donc nécessaires afin de répondre a

ces questions.
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Annexes
Supplementary Material

Supplementary Figures

Figure S1. Interrogation of mitochondria-derived mass spectrometry datasets using the
novel PepQuery tool

Predicted protein sequences are digested in silico with trypsin. Then each peptide is queried using
the novel PepQuery tool from which any Peptide Spectrum Match (PSM) that hits better with the

queried peptide than with any protein from the reference database is retrieved.
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Figure S2. Comparison of MTALTND4 peptide encoded in mitochondrial DNA (mtDNA) and
hypothetically in nuclear DNA that have been transferred from mtDNA (NUMT) through

evolution. Only sequences with >50% identities and complete without stop codons are shown.
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Figure S3. Multiple peptide sequence alignment in 15 mammal species: human (Homo sapiens),
chimpanzee (Pan troglodytes), bonobo (Pan paniscus), gorilla (Gorilla gorilla), orangutan (Pongo
pygmaeus), mouse (Mus musculus), rat (Rattus norvegicus), naked mole rat (Heterocephalus
glaber), dog (Canis lupus familiaris), cow (Bos taurus), zebrafish (Danio rerio), lion (Panthera

leo), bear (Ursus arctos), horse (Equus caballus), dolphin (Tursiops truncatus).
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Supplementary Tables

Table S1. Chosen candidates for antibody production.

Approach Amino acid sequence (antigenic sequence in bold underlined) Length | Predicted Position in the
used MW reference human
mtDNA
In silico & | MGCSGSSVSQCYRVHTPQTKMPNAWRAPVSG 3laa 3,5kDa non-coding
Kozak region anti-sense
117 to 24
OpenProt IFYLSRPRNKHASFYSSSNQKNKPSFHRSCHQVFPHASNRIHNPSNSYPLQQYTLRTMNHNQY YQSMLIINNHNSYSNKTRNSPLSL 172aa 20kDa within nd2
LSPRGYPRHPSDIRPASSHMTKTSPHLNHMPNLSLTKRKPSPHSLNLIHHSRQLRWIKPNPATQNLSMLLNYPHRMNNSSSTVQP sense, frameshift
4547 to 5063
OpenProt ICNNLLHSNTHHNRRLWQLTSSPNNRCPRYGVSPHKQHKLLTLTSLSPTPARICYSGGRSRNRLNSLPSLSRELLPPWSLRRPNHLLL 259aa 31,2kDa within cox1
TPSRCLLYLRGHQFHHNNYQYKTPCHNPMPNAPLRLIRPNHSSPTSPISPSPSCWHHYTTNRPQPQHHLLRPRRRRRPHSMPTPILI sense, frameshift
FRSPWSLYSYPTRLRNNLPYCNLLLRKKRTIWMHRYGLSYDINWLPRVYRVSTPYIYSRNRRRHTSMFHLRYHNHRYPHRRQSI 6089 to 6866
OpenProt | MSSSKPHLSPPWLSSPDEATSONAWTQAHTSYSTP 35aa 3,8kDa within nd4
sense, frameshift
11115t0 11219
OpenProt | MAESSATFTPMAPQYSLSASSYTSGEAYITDHFSTQKPETSALSSCLQL 39aa 5,2kDa within cytb
sense, frameshift
14970 to 15116
MS/MS MGLSRIEGLFGQVVCGGLGMCFLVLHRAIIGMWLVCWLVGLVWGALWSGSEITWLGRRSLGGLRGPLLGVMGWVLLYDRHVIGGSLCVVVQVEAY 95aa 10,3kDa cox3
anti-sense
9462 to 9177
MS/MS MWSLPRRLPGWPSSARMRRLRAVPRTPAHAPNNRYSVPMSLWFVENSQRSANISGGEVKWLSEALDCKSKDRG 73aa 8,3kDa non-coding
region
anti-sense
6061 to 5842
MS/MS IMRMTAPVKLQGVWMRMAVTTRAMWLIEEY AMSDFRSVCRRQMELVMIMPHRDSTRK 57aa 6,9kDa nd4
anti-sense
11709 to 11535
MS/MS MRHNYNKLHLPTTNRPKIAHCMLFNQPHSPRSNSHSHPNPLKI. HRRSHSHNRPRAYILITILPSKLKLRTHSQSHHNPLSRTSNSTPTNSFLMTSSKPR 99aa 11,5kDa within nd4

sense, frameshift
11557 to 11854
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Table S2.1 Identification of mitochondrial smORFs and altORFs - in silico + kozak approach
Vertebrate mitochondrial genetic code

Start: ATG, ATT, ATA

Stop: TAA, TAG

AGA, AGG coding

START | STOP [LONG.|[CODON | CONTEXT Kozak -3 | Kozak +4 | CODON F | FEATURE PROTEIN SEQUENCE
IWYFRLGGMHAMALRDAGAGAPYVAVSVFDSC
49 199 50 ATT |TCTCCATGCATTG T G TAA LILLEIAPTENITGEHTY
232 334 34 ATA | TTGTAGGAC ATA T G T TAA erMMTIECLHSHFPHRHHNKKFPPNPPSPASGH
IFPSHSHTTNLINTTPAHPTQHTHTAANPMPRT
NQTPKTPPTVYVAYLLKAMHWKCLDGLTSPHKQ
448 832 128 ATT [AACTAACACATTT C T TAG
MGLVLAFLLALSKITHASIPVPVSSPSKSPRSKGTSI
KHAAMQLKTLSLATPPRETAVINL
MKLKLTWVVKNSSWHKMDYESGFNMSEHTMA
967 | 1195 76 ATA |CCCTCCCCAATAA C A TAG RNR1 KTQTGIRYPTMLSPKPQQLNQQNCSPEHYEPQL
KTQRTWRCFMSL
MPPSSANPDEGYKVSASTHVKTLGQGVAHEVAR
1258 | 1426 56 ATA |TCAGCCTATATAC T c TAG RNR1
NGLHFLPQKTTMALMKLKGRRWI
1540 | 1609 23 ATT |CCCCTACGCATTA C A TAG RNR1 IYMEETSRNMVSVLESALGRTRV
1963 | 2038 25 ATA |[TGTAGCAAAATAT A T TAG RNR2 MVGRFMGRGDKPTEPGDSWLSKMES
ILLRMSLRQIKTLNWQLTAQYLQSTNKSLLPSLST
2323 | 2563 80 ATT |CATGAAAACATTT A T TAA RNR2 QHRHAHKERLKKVKGTRQILPRLFTKNITSSITSIR
GTACPVTHV
MGTCMNGSTRVQLSLTFNQWNWPAREEAGM
2617 | 2800 61 ATA |GTTCCTTAAATAG T G TAA RNR2
TQQDEKTLWSFNLLMQTVPNKPTGPKLPNLH
IDPMTWPTEQVTLGMTAQSYSRVHINNRVYDL
DVGSGHPDGAAAIKGSFVQRLKSYVIWVQTGVI
2893 | 3232 | 113 ATT |CTATACTCAATTA T A TAA RNR2
QVGFYLXSNSSLYERTREMRPTSQSAFPRKWYHL
NLVLYPHPPKNRVC




3289

4261

324

ATT

AGAGGTTCAATTC

TAA

TRNL1

IPLLNNMPMANLLLLIVPILIAMAFLMLTERKILGY
MQLRKGPNVVGPYGLLQPFADAMKLFTKEPLKP
ATSTITLYITAPTLALTIALLLWTPLPMPNPLVNLN
LGLLFILATSSLAVYSILWSGWASNSNYALIGALRA
VAQTISYEVTLANLLSTLLMSGSFNLSTLITTQEHL
WLLLPSWPLAMMMWE FISTLAETNRTPFDLAEGES
ELVSGFNIEYAAGPFALFFMAEYTNIIMMNTLTTT
IFLGTTYDALSPELYTTYFVTKTLLLTSLFLWIRTAY
PRFRYDQLMHLLWKNFLPLTLALLMWYVSMPITI
SSIPPQT

5425

5500
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ATA

AGTTTGAACATA A
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ND2

MQNPPHSSPHSSPLPRYSYLSPLLY
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TAG
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TAG
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TAA

ATP8

MNENLFASFIAPTILGLPAAVLIILFPPLLIPTSKYLI
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LVIIETISLLIQPMALAVRLTANITAGHLLMHLIGSA
TLAMSTINLPSTLHFTILILLTILEIAVALIQAYVFTLL
VSLYLHDNT

9721

9802

27

ATT

TGGGTCTCTATTT

TAG

COX3

ILPSYKPQSTSSLPSPFPTASTAQHFL

9943

10003

20

ATG

ATTTTGTAG ATG G

—

(0]

TAA

COX3

MWFDYFCMSPSIDEGLTLLV

10789

10861

24

ATT

AACAATTAT ATTC

TAG

TRNC-comp

ITTTDMTFQKTHNLNQHNHPQPNY

92



11086

11410

108

ATT

AATTATAACATTA

TAA

ND4

IHSHRTNHILYLLRNHTYPHLGYHHPMRQPARTP

ERRHMLPILHPSRLPSPTHRTNLHSQHPRLTKHST
THSHCPRTIKLLSQQLNMTSLHNSFYSKDTSLRTP

LMTP

11557

11854

99

ATG

ACTATCCCT ATG G

TAA

ND4

MRHNYNKLHLPTTNRPKIAHCMLFNQPHSPRSN
SHSHPNPLKLHRRSHSHNRPRAYILITILPSKLKLRT
HSQSHHNPLSRTSNSTPTNSFLMTSSKPR

12046

12139

31

ATT

AAAACCCTCATTA

TAA

ND4

IHTRKHPHVHTPIPHSPPIPQPRHHYRVFLL

12310

14146

612

ATT

GCCCCAAAAATTT

TAA

TRNL2

ILVQLOMKVMTMHTTMTTLTLTSLIPPILTTLVNP
NKKNSYPHYVKSIVASTFIISLFPTTMFMCLDQEVI
ISNWHWATTQTTQLSLSFKLDYFSMMFIPVALFV
TWSIMEFSLWYMNSDPNINQFFKYLLIFLITMLIL
VTANNLFQLFIGWEGVGIMSFLLISWWYARADA
NTAAIQAILYNRIGDIGFILALAWFILHSNSWDPQ
QMALLNANPSLTPLLGLLLAAAGKSAQLGLHPW
LPSAMEGPTPVSALLHSSTMVVAGIFLLIRFHPLA
ENSPLIQTLTLCLGAITTLFAAVCALTQNDIKKIVAF
STSSQLGLMMVTIGINQPHLAFLHICTHAFFKAM
LFMCSGSIIHNLNNEQDIRKMGGLLKTMPLTSTS
LTIGSLALAGMPFLTGFYSKDHIETANMSYTNA
WALSITLIATSLTSAYSTRMILLTLTGQPRFPTLTNI
NENNPTLLNPIKRLAAGSLFAGFLITNNISPASPFQ
TTIPLYLKLTALAVTFLGLLTALDLNYLTNKLKMKS
PLCTFYFSNMLGFYPSITHRTIPYLGLLTSQNLPLLL
LDLTWLEKLLPKTISQHQISTSIITSTQKGMIKLYFL
SFFFPLILTLLLIT

14152

14218

22

ATT

ACATAACCT ATTC

TAA

IPPSNLNYNMYTNKQCSTSNYY

14230

14386

52

ATA

TCAACGCCCATAT

TAA

MIMQSPRTNRILPNQPWPLSFMNYSASYTIKVY
HNHHPIMLFHPQHQSYLHR

14524

14584

20

ATA

TAAACCCAT ATAC

TAA

MTSPKIQNNNTPDHTANNQY

14665

14767

34

ATA

AAACAAAGCATAA

> (o] o |[O

> (O] 4 [O

TAA

MHHYSRTDYNHDQWYEKPSLYFNYKNTNDPNT
QN
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IHRPPHPIQHLRMMKLRLTPWRLPDPPNHHRTI
PSHALLTRRLNRLFINRPHHSRRKLWLNHPLPSR
QWRLNILYLPLPTHRARPMLRISLLRNLKHRHYP

1479715394 | 1 ATT |TAACCACTCATTA A TAA YTB
2 >39 %9 ceacTe ¢ ¢ PACNYSNSLHRLCPPVRPNIILRGHSNYKLTIRHP
MHWDRPSSMNLRRLLSRQSHPHTILYLSLHLALH
YCSPSNTPPPILARNGIKQPPRNHLPFR
15469 | 15601 | 44 ATT |CTTAATGACATTA G A TAA CYTB INTILTRPPRRPRQLYPSQPLKHPSPHOARMMFP
IRLHNSPIRP
ITTHPHPSNNPHPPYIQTTKHNISPTKPITLLTPSRR
15628 | 15895 | 89 ATT |[CCTTGCCCT ATTC C C TAG CyTB PPHSNLNRRTTSKLPFYHHWTSSIRTMLHNNPN
PNTNYLPNWKQNTQMGLSL
15907 | 15997 | 30 ATA |TATAAACTA ATAA C A TAA TRNT MHQSCKPEMKTFFQGQIREKVFNSTISTQS
MYFVHYCQPPWMLYGTMNTWPPVVHKNPIHI
16087 | 16315 | 76 ATG |ACAACCGCTATGA G A TAA KTPSPCLOQASTAINPQLSHINCNSKATPHPLGYQ
QTYPPLTVHST
16333 | 16462 | 43 ATA | TTACCGTAC ATA C T C TAA MAHYSQIPSRPHGWPPSDRGPLTTILREINIPHKS
ATLLAPGP
116 209 31 ATG |GAGCACCCTATGC C c TAA MSQYLSLIPASSYYLSHLRSMLOQANMLTKVC
281 383 34 ATA |ACAGACATCATAC A c TAA MTKNFHQTPPPPLLATALKHISAKPQKQRTLTPA
470 534 33 ATA | CCCACTCCC ATA T C T TAG g/IFL'I\_/IISSMQPPPILPSTHTPLLTPYPEPTKPQRHPP
695 794 33 ATG |AGATTACACATGA C A TAG RNR1 ZAQASPFQWVHPLNHHDQKEQASSTQQCSSKRL
860 968 36 ATA |AACTAAGCT ATAT G T TAA RNR1 2/I$TPG LVNFVPATAVTRLTQVNRSRRKECFRSPP
1751 | 1862 37 ATA |GTATAGGCG ATAA G A TAA RNR2 E/CI:I;:\I/IE&VI\\I/RNRYSTARERWKIMTKHNMARTNPYT
1871 | 1934 21 ATA |[TAACTAGAA ATAC G c TAA RNR2 MTLQGEPKLRPPKPDELPKNS
IKKAFKLNTHYLKNPKHMTELLTPNWTNLSPYRR
2192 | 2 4 ATT |CAGCCACCAATTA C A TAA RNR2
? 336 8 6 TNVSMSNMKTFSSA
2633 | 2705 24 ATG |CCTGTATGAATGC T C TAA RNR2 MAPRGFSCLLLLTSEIDLPVKRRA
2798 | 2903 35 ATT |CAAACCTGCATTA T A TAA RNR2 |(|1<NFGWGDLGAEPNLRAVHAKTSPVKANYYTQLI
2951 | 3050 33 ATT |CGCAATCCTATTT C T TAA RNR2 ILESMSTMGFTTSMLDQDIPMVQPLLKVRLFND
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3236

3347

37

ATG

TTTGTTAAG ATG C

TAA

TRNL1

MAEPGNRMKLKTLQSEVQFLFLTTYPWPTSYSSL
YPF

4217

4277

20

ATG

TTATATGAT ATG C

TAA

ND1

MSPYPLQSPAFPLKPKKYVW

4325

4418

31

ATT

AACCCCCTTATTC

TAA

TRNI

ISRTMRIEPIPENPKFSVPPITPHPKVRSAK

4547

5063

172

ATT

CTCGCACTGATTT

TAA

ND2

IFYLSRPRNKHASFYSSSNQKNKPSFHRSCHQVFP
HASNRIHNPSNSYPLQQYTLRTMNHNQYYQSM
LIINNHNSYSNKTRNSPLSLLSPRGYPRHPSDIRPA
SSHMTKTSPHLNHMPNLSLTKRKPSPHSLNLIHH
SRQLRWIKPNPATOQNLSMLLNYPHRMNNSSSTV
QP

5114

5291

59

ATT

TACTACCGCATT C

TAG

ND2

IPTTQLKLQHHDPTTISHLKQANMTNTLNSIHPPL
PRRPAPANRLFAQMGHYRRIHKKQ

5411

5519

36

ATG

AAAAATAAAATG C

TAG

ND2

MTVWTYKTHPIPPHTHRPYHATPTYLPFYTNNL
MEI

5573

5642

23

ATT

CAATACTTAATTC

TAA

TRNW

ISVTAKDCKTPLCINWTQISHFN

5807

6050

81

ATG

CAATTCAAT ATG A

TAA

MKITSELVKRGLTPVFRFTVQCFTQPFYLTPTDVR
RPLTILYKPQRHWNTMPIIRRMSWSPRHSSKPPY
SSRAGPARQPSR

6089

6866

259

ATT

AGCCCATGCATTG

TAG

COoX1

ICNNLLHSNTHHNRRLWQLTSSPNNRCPRYGVS
PHKQHKLLTLTSLSPTPARICYSGGRSRNRLNSLPS
LSRELLPPWSLRRPNHLLLTPSRCLLYLRGHQFHH
NNYQYKTPCHNPMPNAPLRLIRPNHSSPTSPISP
SPSCWHHYTTNRPQPQHHLLRPRRRRRPHSMP
TPILIFRSPWSLYSYPTRLRNNLPYCNLLLRKKRTI
WMHRYGLSYDINWLPRVYRVSTPYIYSRNRRRH
TSMFHLRYHNHRYPHRRQSI

6902

7442

180

ATG

CAATATGAAATGT

TAG

COX1

MICCSALSPRIHLSFHRRWPDWHCISKLITRHRTT
RHVLRCSPLPLCPINRSCICHHRRLHSLISPILRLHP
RPNLRQNPFHYHIHRRKSNFLPTTLSRPIRNAPTL
LGLPRCMHHMKHPIICRLIHFSNSSNINNFHDLRS
LRFEAKSPNSRRTLHKPGVTMWMPPTLPHIRRT
RMHKI
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7586

8267

227

ATG

TATATCTTAATG C

TAG

COX2

MAHAAQVGLQDATSPIMEELITFHDHALMIIFLI
CFLVLYALFLTLTTKLTNTNISDAQEMETVWTILP
AIILVLIALPSLRILYMTDEVNDPSLTIKSIGHQWY
WTYEYTDYGGLIFNSYMLPPLFLEPGDLRLLDVD
NRVVLPIEAPIRMMITSQDVLHSWAVPTLGLKTD
AIPGRLNQTTFTATRPGVYYGQCSEICGANHSFM
PIVLELIPLKIFEMGPVFTL

8366

8570

68

ATG

TACAGTGAAATG C

TAG

ATP8

MPQLNTTVWPTMITPMLLTLFLITQLKMLNTNY
HLPPSPKPMKMKNYNKPWEPKWTKICSLHSLPP
Qs

9251

9653

134

ATG

ACCCAGCCCATGC

TAG

COX3

MTPNRGPLSPPNDLRPSHVISLPLHNAPHTRPTN
QHTNHMPMMARCNTRKHMPRPPHTTCPKRPS
MRDNPIYYLRSFFLRRIFLSLLPLQPSPYPPIRRALA
PNRHHPAKSPRSPTPKHIRITRIRSINHLSSP

9794

9998

68

ATT

CGGCTCAACATTT

TAG

COX3

[FCSHRLPRTSRHYWLNFPHYLLHPPTNISLYIQTS
LWLRSRRLMLAFCRCGLTISVCLHLLMRVLLF

10121

10304

61

ATT

AATTATTACATTT

TAA

ND3

ILTTTTQRLHRKIHPLRVRLRPYIPRPRPFLHKILLSS
YYLLIIWSRNCPPFTPTMSPTNN

10337

10412

25

ATT

ATCCCTCTT ATT A

TAG

ND3

INHHPSPKSGLWVTTKRIRLNRIGM

10502

10742

80

ATT

TATACTAGCATT A

TAA

NDA4L

IYHLTSRNTSMSLTPHILPTMPRRNNTIAVHYSYS
HNPQHPLPLSQYCAYCHTSLCRLRSSGGPSPTSL
NLQHMWPRLRT
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10760

12278

506

ATG

CCTACTCCAATGT

TAA

TRNC-comp

MLKLIVPTIMLLPLTWLSKKHMIWINTTTHSLIISII
PLLFFNQINNNLFSCSPTFSSDPLTTPLLMLTTWLL
PLTIMASQRHLSSEPLSRKKLYLSMLISLQISLIMTF
TATELIMFYIFFETTLIPTLAHITRWGNQPERLNAG
TYFLFYTLVGSLPLLIALIYTHNTLGSLNILLLTLTAQ
ELSNSWANNLMWLAYTMAFMVKMPLYGLHL
WLPKAHVEAPIAGSMVLAAVLLKLGGYGMMRL
TLILNPLTKHMAYPFLVLSLWGMIMTSSICLRQTD
LKSLIAYSSISHMALVVTAILIQTPWSFTGAVILMI
AHGLTSSLLFCLANSNYERTHSRIMILSQGLQTLLP
LMAFWWLLASLANLALPPTINLLGELSVLVTTFS
WSNITLLLTGLNMLVTALYSLYMFTTTQWGSLTH
HINNMKPSFTRENTLMFMHLSPILLLSLNPDIITG
FSSCKYSLTKTSDCESDNRGLRPLIYRESSQELLTH
APMSNNMAFSTFKG

12824

12893

23

ATG

CCCGAGCAG ATG C

TAG

ND5

MPTQQPFKQSYTTVSAMSVSSSP

14171

14231

20

ATT

GCAATCTCAATTC

TAA

ITMYTPTNNVQPVTTTNQRP

14297

14498

67

ATT

CCTTCATAAATTT

TAA

HQLPTLLKFTTTTTPSYSFTHSTNPTSIANPTKTLTK
TSTPDPHASGYSSMAIAVVYPKTTIIPPK

14597

15905

436

ATA

CCCCCATAAATAG

TAA

MGEGLEENPTNPITKPTLNRNKAYIILARTTTTTN
DMKNHRCISTTRTPMTPMRKTNPLMKLINHSFI
DLPTPSNISAWWNFGSLLGACLILQITTGLFLAM
HYSPDASTAFSSIAHITRDVNYGWIIRYLHANGAS
MFFICLFLHIGRGLYYGSFLYSETWNIGIILLLATM
ATAFMGYVLPWGQMSFWGATVITNLLSAIPYIG
TDLVOQWIWGGYSVDSPTLTRFFTFHFILPFIIAALA
TLHLLFLHETGSNNPLGITSHSDKITFHPYYTIKDAL
GLLLFLLSLMTLTLFSPDLLGDPDNYTLANPLNTPP
HIKPEWYFLFAYTILRSVPNKLGGVLALLLSILILAM
IPILHMSKQQSMMFRPLSQSLYWLLAADLLILTW
IGGQPVSYPFTIIGQVASVLYFTTILILMPTISLIENK
MLKWACPCSMN

16016

16136

40

ATT

ATTTAAACT ATTT

TAA

ILCSFMGKQIWVPPKYWLTHQQPLCISYITASHH
EYCTVP
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MKTQSTSKPPPHAYKQVQQSTLNYHTSTATPKP

16160 | 16271 | 37 ATA |CTGTAGTACATAA T A TAG PLTH
ITVKSLLVPMDDPPQMGVPWPPSSVKSMSRTR
16340 | 1647 4 ATT |ACATAGCACATT TA
6340 | 16475 5 CATAGCAC C C c G VLLSSLRAHNTWG
21 13 64 ATT | TATCACCCT ATT A C A TAA INHSRELSMHLVFSSGGYARDSIARRWSRSTLCRS
ICLWFLPHPIIYRTYVQYYRRTYLLKCVN
219 282 21 ATG |AATTAATTAATGT T T TAA MLVGHNNNNWMSAQPLSTQTS
291 372 27 ATT |TAACAAAAAATTC A c TAA ISTKPPLPRFWPQHLNTSLPNPKNKEP
390 477 29 ATT |[CCTAACCAGATTC C c TAA ISNFIFWRYALLTVTPQLTHYFPLPLPYY
924 | 1035 37 ATA |CCCAAGTCAATAA T A TAA RNR1 EAKE\QSVKSVLDHPLPNKAKTHLSCKKLQLTQNRL
MNPDQPHHLLLSLYTAIFSKPWWRLQSKRKYPR
1218 | 1407 63 ATA |CTGTAATCG ATAA T A TAA RNR1 KDVRSRCSPWGGKKWATESTPENYDSPYET
ICPQNPLNPLVNLTVSPKRNSSLDTRKKPCRESKK
2052 | 2226 58 ATT |CAACTTTAAATTG T G TAA RNR2
FNTHSRPKSSHQLRKRSSSTPTT
2370 | 2445 25 ATT |GAACTGACAATTA A A TAA RNR2 INSPMSTINQQVIITLTVNPTQACS
2598 | 2667 23 ATA |(AAAGGTAGCATAT A T TAA RNR2 MITCSLNRDLYEWLHEGSAVSYF
ISVGATSEQNPTSEQYMLRLHQSKRTTMLNWSN
2805 | 2955 50 ATT |GCATTAAAAATTC A C TAG RNR2 NLTNGTSYPRDNSAILF
3048 | 3174 42 ATT |TGTTCAACG ATT A A A TAA RNR2 L';Y(;F:_E:;SSDRSNPGRFLSXFKFLPVRKDKRNKAY
3177 | 3258 27 ATG |CCCCCGTAAATGT T TAA RNR2 MMSSQLSIMPTPTQEQGLLRWQSPVIA
IPNAYRTKNSRLYTTTQRPQRCRPLRATTTLRWR
3360 | 3633 91 ATT |CGCAATGGCATTC G C TAG ND1 HKTLHQRAPKTRHIYHHPLHHRPDLSSHHRSSTM
NPPPHTQPPGQPQPRPPIYSSHL
ITPAIMTLGHNMIYLHTSRDQPNPLRPCRRGVRT
SLRLQHRMRRRPLRPILHSRMHKHYYNKHPHHY
3825 | 4299 | 158 ATT |ACACCTCTGATTC C C TAA ND1 NLPRNNMWRTLPWTLHNMFCHQDPTSNLPVL

MNSNSMPPIPLRPTHTPPMKKLPTTHPSITYMM
CLHTHYNLQHSPSNLRNMSDKRVTLME
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4470

5511

347

ATT

CCCGTACTAATTA

TAG

ND2

INPLAQPVIYSTIFAGTLITALSSHWFFTWVGLEM

NMLAFIPVLTKKMNPRSTEAAIKYFLTQATASMIL
LMAILFNNMLSGQWTMTNTTNQYSSLMIMMA
MAMKLGMAPFHFWVPEVTQGTPLTSGLLLLTW
QKLAPISIMYQISPSLNVSLLLTLSILSIMAGSWGG

LNQTQLRKILAYSSITHMGWMMAVLPYNPNMT
ILNLTIYHLTTTAFLLLNLNSSTTTLLLSRTWNKLTW
LTPLIPSTLLSLGGLPPLTGFLPKWAIIEEFTKNNSLI
IPTIMATITLLNLYFYLRLIYSTSITLLPMSNNVKMK
WQFEHTKPTPFLPTLIALTTLLLPISPFMLMIL

5904

7563

553

ATG

CCCCCACTG ATGT

TAG

COxX1

MFADRWLFSTNHKDIGTLYLLFGAWAGVLGTAL
SLLIRAELGQPGNLLGNDHIYNVIVTAHAFVMIFF
MVMPIMIGGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMN
NMSFWLLPPSLLLLLASAMVEAGAGTGWTVYPP
LAGNYSHPGASVDLTIFSLHLAGVSSILGAINFITTI
INMKPPAMTQYQTPLFVWSVLITAVLLLLSLPVLA
AGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLFWF
FGHPEVYILILPGFGMISHIVTYYSGKKEPFGYMG
MVWAMMSIGFLGFIVWAHHMFTVGMDVDTR
AYFTSATMIIAIPTGVKVFSWLATLHGSNMKWSA
AVLWALGFIFLFTVGGLTGIVLANSSLDIVLHDTYY
VVAHFHYVLSMGAVFAIMGGFIHWFPLFSGYTL
DQTYAKIHFTIMFIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRR
YSDYPDAYTTWNILSSVGSFISLTAVMLMIFMIW
EAFASKRKVLMVEEPSMNLEWLYGCPPPYHTFE
EPVYMKSRQKRKESNPPKLVSSQPHGLHDFFKKV
LEKPFHNFVKVKL

8502

8715

71

ATT

AAATAAAAAATTT

TAA

ATP8

IMTNPENQNERKSVRFIHCPHNPRPTRRSTDHSI
SPSIDPHLOQMSHQQPTNHHPTMTNQTNLKTND
NHTQH

8799

8883

28

ATT

GCCTCACTCATT A

TAA

ATP6

IYTNHPTIYKPSHGHPLMSGHSDYRLSL
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9204

10764

520

ATA

CGACAACACATAT

TAA

ATP6

MMTHQSHAYHMVKPSPWPLTGALSALLMTSGL
AMWFHFHSMTLLMLGLLTNTLTMYQWWRDV
TRESTYQGHHTPPVQKGLRYGMILFITSEVFFFAG
FFWAFYHSSLAPTPQLGGHWPPTGITPLNPLEVP
LLNTSVLLASGVSITWAHHSLMENNRNQMIQAL
LITILLGLYFTLLQASEYFESPFTISDGIYGSTFFVAT
GFHGLHVIGSTFLTICFIRQLMFHFTSKHHFGFEA
AAWYWHFVDVVWLFLYVSIYWWGSYSFSMNS
TVNFQLTSFDNIQKRVMNFALILMINTLLALLLMII
TFWLPQLNGYMEKSTPYECGFDPMSPARVPFS
MKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWALQTTNLPLMV
MSSLLLIILALSLAYEWLQKGLDWTELVYSLNKTN
DFDSLNYDNHIYQMPLIYMNIMLAFTISLLGMLV
YRSHLMSSLLCLEGMMLSLFIMATLMTLNTHSLL
ANIVPIAMLVFAACEAAVGLALLVSISNTYGLDYV
HNLNLLQC

11115

11220

35

ATA

TCATATTTT ATAC

TAG

ND4

MSSSKPHLSPPWLSSPDEATSQNAWTQAHTSYS
TP

12165

12228

21

ATT

AAACATCAGATTT

TAA

TRNH

IVNLTTEAYDPLFTEKAHKNC

12234

12408

58

ATG

TGCTAACTCATG C

TAA

TRNQ-comp

MPPCLTTWLSQLLKDNSYPLVLGPKNFGATPNKS
NNHAHYYNHPNPDFPNSPHPYHPR

12429

12678

83

ATA

AAAAAACTCATAC

TAA

ND5

MPPLCKIHCRIHLYYQSLPHNNIHVPRPRSYYLELT
LSHNPNNPALPKLQTRLLLHNIHPCSIVRYMVHH
RILTVMYKLRPKH

12747

12954

69

ATT

TAACAACCT ATTC

TAA

ND5

IPTVHRLRGRRNYILLAHQLMMRPSRCQHSSHSS
NPMQPYRRYRFHPRLSMIYPTLQLMRPTTNSPS
KR

13014

13143

43

ATT

ATCAGCCCAATTG

TAG

ND5

IRSPPLTPLSHRRPHPSLSPTPLKHYSCSRNLLTHPL
PPPSRK

13170

13386

72

ATG

TCTAACACT ATGT

TAA

ND5

MLRRYHHSVRSSLRPYTKWHQKNRSLLHFKSTRT
HNSYNRHQPTTPSIPAHLYPRLLQSHTIYVLRVHH
PQP

13473

13602

43

ATT

CAGCCTAGCATTG

TAG

ND5

ISRNTFPHRFLLQRPHHRNRKHIMHKRLSPIYYSH
RYLPDKRL

14145

14208

21

ATA

CCTAATCACATAC

TAA

ND5

MTYSPEQSQLQYMHQQTMFNQ
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14703 | 14775 | 24 | ATG |CCACGACCAATGT| C T TAA MMWKTIVVFQLQEHQWPQYAKLTP
IMAESSATETPMAPQYSLSASSYTSGEAYITDHFS
14967 | 15117 | 50 | ATT |GAGACGTAAATTT| T T TAG CYTB
TQKPETSALSSCLOL
15387 | 15462 | 25 | ATT |TCACCTCCCATTC| C C TAA CYTB | IPMKSPSTLTTQSKTPSAYFSSFSP
16062 | 16161 | 33 | ATT |CACCCAAGTATTA| A A TAA IDSPINNRYVFRTLLPATMNIVRYHKYLTTCST
16194 | 16308 | 38 | ATG |ccceTccccAateT| ¢ T TAG ET\ILSTTSKYS NQPSTITHQLQLQSHPSPTRMPTNLPT
16314 | 16386 | 24 | ATA |ACATAGTACATAA| T A TAG MKPETVHSTLQSNPFSSPWMTPLR
MYYVLLRVGRFVGILVGEGWLWSCSWCVMVEG
-16315|-16087| 76 | ATG |AATGGCTTTATGA| T A TAG WLLYLLVSMGRGFWCGLGEYVLQVVKYLWYRT
MFMVAGSNVRNT
16075|-16006| 23 | ATG |CGGTTGTTGATGG| T G TAG MGESMLGWYPNLLPHERTENSLN
115139|-15052| 29 | ATA |CGGGAGGACATAJ G C TAG  |CYTB-comp | MAYEGCCYSCKQEDNADVSGFWVEKWSVM
-15001|-14899| 34 | ATT [TGAGGCGCCATTG| G TAG  |CYTB-comp '\fVVHKC\i/ADDSAM'YVSSDVGDWWKGGWGVWW
-14719|-14611| 36 | ATG |AATACAACGATGT| A T TAA \'\//'F\éFH”GRGCS PCENNDVCFVSVECGFSNGVCG
MYYSDGYWGVSWGMGVRGWGLGECFSGVSD
-14470|-14320| 50 | ATA |TGTCTTTGGATAA| T A TAA
GGRIGAVGERVWWGGGCGKL
14221|-14152| 23 | ATT [TGGGCGTIGATTG| T G TAG ISSSYWLNIVCWCMYCNWDCSGE
MGLRRLCMMCLRFRWCGLWSRNLWGKVFLLM
13564 (-13387| 59 | ATA [GAGTAATAGATAG| T G TAA | ND5-
COMP || GCQWWGRLKWEVWFWVVLLFFEYLVHC
13354|-13282| 24 | ATA |AGCACATAAATAT| T T TAA | ND5-comp | MVWLWRRRGYRCAGMLGVVGWCRL
13171|-13090| 27 | ATA |CGCCTAAGCATAT| A T TAG | ND5-comp | MVLEFGLVGYFLLGGGSGWVRRFLLQL
113015|-12955| 20 | ATT |GGAGACCTAATTG| C G TAG | ND5-comp |IGLICLLLLGGGLVVGWGLD
-12898|-12784| 38 | ATG |GGATAAATCATGT| A T TAA | ND5-comp | VI-RRGWNRYRRYGCMGLLEWLLCWHLLGRIIN
WWARRM

12616|-12523| 31 | ATG |TAACGAACAATGT| A T TAA | ND5-comp | MLQGWMLWRSSLVWSLGRAGLFGLWLSVSSR
IETSRARPTAASQAAKTSMAMGTMLAKREWVL

-10711|-10483| 76 | ATT |GTGTTGGAGATTA| G A TAA TRNY  |RVMRVAMMNSDSIIPSRHSREDMRCERYTSIPR
SEMVNASMMEM

-10348|-10168| 60 | ATG |AGGGCTAGGATGT A T TAA | ND3-comp | MMINKRDDMTISGRLVVCRAHGRGKRRAISRSN

NKKVMATKKNFMEKGTRAGDMGSKPHS
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MIISSKARRVLIIKIKAKFITLFWMLSKLVNWKLTV

-10117| -9991 | 42 ATA |CAAAATGTA ATAT T TAA ND3-comp LEMLKE
METYRNSQTTSTKCQYQAAASKPKWCLDVKWN

-9973 | -9784 | 63 ATG |CATCAATAG ATGA A TAG COX3-comp|ISWRMKQMVRKVEPMMTWSPWKPVATKNVE
p

-9781 | -9721 | 20 ATG |GAGCCGTAG ATGC c TAG COX3-comp| MPSEMVKGDSKYSEACRRVK
IVMSSAWIIWFRLFSIRLWWAQVIDTPDASNTD

-9706 | -9511 | 65 ATT |CCCAGTAAAATTT T TAA COX3-comp|VFRSGTSRGFSGVMPVGGQCPPNWGVGARLE
W
MNRIIPYRRPFWTGGVWWPWYVLSRVTSRHH

-9466 | -9229 | 79 ATA [TCTGAGGTAATAA A TAG COX3-comp| WYMVSVLVSRPSMRSVMEWKWNHMARPEVI
RRAERAPVRGHGLGFTMW

-9208 | -9127 | 27 ATT |TGGTGGGTCATTT T TAG COX3-comp|IMCCRAGRGLLEVWKRRLGLRRQRFLG
IVGWWLVGCWWDIWRWGSMEGEMEWSVLR

-8668 | -8470 | 66 ATT |TGATTAGTCATTT T TAG ATP6-comp | RVGLGLWGQWMKRTDFRSFWFSGFVMIFYFYG
LWWGR
MEGSSTIRTFRFEAKASQIMKIINITAVREMNEPT

-7372 | -7231 | 47 ATG |TCCAGGTTTATGA A TAG COX1-comp DDRMEHVVYASG

-7210 | -7129 | 27 ATT |CGTCGGGGCATTC c TAG COX1-comp|IPDRPRKCCGKKVRFTPMNMMVKWILA
MSSDEFANTMPVRPPTVKRKMNPRAQSTAADH
FMLLPWSVASQLNTLTPVGMAMIMVAEVKYAR

-6997 | -6685 | 104 ATG |TGTAGTACGATGC c TAG COX1-comp VSTSIPTVNMWCAHTMNPRKPIDIMAQTMPM
YPNGSFFPE
MGSPPPAGSKKVVLRLRSVSSMVMPAARTGRD

-6589 | -6310 | 93 ATG |TGGTATAGAATGG G TAG COX1-comp|RRSRTAVIRTDQTKRGVWYWVMAGGFMLMIV
VMKLMAPKMEETPARCKEKMVRSTEAPGWE
MADASRSRREGGKSQKLMLFMRGNAMSGAPII

-6253 | -6064 | 63 ATA |GCCTCCACT ATAC C TAG COX1-comp RGTSQLPKPPIMMGITMKKIITNAWAVTMTL
MWSLPRRLPGWPSSARMRRLRAVPRTPAHAPN

-6061 | -5842 | 73 ATG |ACGTTGTAGATGG G TAG COX1-comp|NRYSVPMSLWFVENSQRSANISGGEVKWLSEAL
DCKSKDRG

-5806 | -5710 | 32 ATT |GATTTTCAT ATTA A TAG IELQIRRSSFKPAGASPAFFPGGGRSRLKPVD

-5641 | -5572 | 23 ATT |CTTAGCTTAATTA A TAA IKVADLRSVDAEWGFAVLSCYRN
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[ISMKGEMGRSSVVRAMSVGRNGVGFVCSNCH

; 5362 D2-
5506 | -5362 | 48 | ATT |TTCTATAAGATTT TAG | ND2-comp |7 A0
MVAMMVGMMRLLEFVNSSMMAHLGKKPVSG
5323 | 5092 | 77 | ATG AGGAGGGTG ATG T TAA | ND2-comp | GRPPRERRVDGIKGVSHVSLFQVRDSSRVVVLEF
KLSSRNAVVVRMM
MVKLRMVMLGLYGRTAIIHPMWVIEEYAKILRS
WVWENPPQLPAMMDKIERVRRRLTFSEGEIWY
MIEMGASFCHVRRSRPDVRGVPWVTSGTQKW
5089 | -4498 | 197 | ATA |ATAATATAAATAT TAG | ND2-comp |KGAIPSFIAMAIMIINDEYWLVVLVMVHCPESML
LKRMAIRRIMDAVACVRKYLMAASVERGFIFLVR
TGMKASMEISRPTQVKNQCELSAVMSVPAKMV
E
~4396 | -4315 | 27 | ATG |TACTTTAGG ATG G TAA MGCDRWHGEFWILRDGFDSHSPRNKGY
4306 | 4234 | 24 | ATT |TAAGCTCCTATTT TAA | TRNI-comp |IIVSIKVTLLSDMFLRFEGECWRL
MLGWVVGSFEMGGVWVGRSGIGGMLFEFMR
4204 | -4024 | 60 | ATG |ATATAAGTAATGT TAG | ND1-
€OMP | 1 GRLEVGSWWQNMLCRVQGRVRHMLFLGRL
IRLWRMGRRGLRRIRCWSLRLVRTPLROGRRGF
3988 | -3865 | 41 | ATT |TGTTTGTGTATTG TAA | ND1-
COMP | GWsLLVWR
MLMVEWWLGWLHMRLFGLLLAVRRSGRSLSL
3766 | -3634 | 44 | ATG |TTATTAGTAATGT TA ND1-
3766 | -363 G GTAATG G COMP | ILTLIRGLSKRLG
MGGLGWGWPGGWVWGGGFMVEERWWELR
-3616 | - 7 | ATA |CTAGAATAA ATA TA ND1-
3616 | -3505 | 3 CTAG G G COmP | ¢ ey
MWRVLGALWWRVLWRQRRVVVARRGLQRW
3502 | -3373 | 43 | ATG [TGATGGTAG ATG G TAA | ND1-
€OMP | GLCVVVYSLEFFVR
3361 | -3301 | 20 | ATG |GCATTAGGA ATG C TAA | ND1-comp | MPLRLEWVQWGVGGWPWVCC
3253 | -3151 | 34 | ATT |TTTTATGCGATTC TAG  TRNL1-comp :(TGLCHLNKPCSWVGVGMMLSWDD”YGGRRFV
2887 | -2782 | 35 | ATA |CAATTGAGTATAT TAG  |RNR2-comp \'\//'VVVRFDWWSLSMYCSEVGFCSEVAPTE'FNAGL
2731 | -2668 | 21 | ATA |TAAAGCTCCATAG TAA  |RNR2-comp| MGSSRLAVLCPPLHGQVNFTG
IHYAEGMGVSPCYIMLGYNFSSFPCGTMSIAPGE
1861 | -1705 | 52 | ATT |TTCTAGTTAATTA TAG  [RNR2comp| L\ o0 o
1267 | 1159 | 36 | ATG |TTGCTGAAG ATGC TAA  |RNR1-comp| VAVYRLSKRWWGWSGFIDYRTGSSRGMWSTA

RSFEF
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MERLGPNLFVYGVMWARLNIFSVLLWGGKLHKL

673 | 532 | 47 | ATA |TAAGAGCTAATAA| ¢ A TAG  |RNR1-
COMPl\WGVSLGFGWFGVWG
292 | 214 | 26 | ATT |TTGGTGGAAATTT| G T TAA IFCYDVCVESGCADIQLLLLCPTSIN
MMGWGRNQRQMLRHRVLRLQRLAMLSRAYP
157 | 13 | 48 | ATA |GTGCGATAAATAT| T T TAG S DENTKCMESSREWLN G
MSDTVHFSYPQVLWARSEESSTLVRDIDFTEDGG
-16500|-16326| 58 | ATG |AGGAACCAGATGC C C TAA
QGTPIWGGSSMGTRRDLTVMCYVR
MYYRWSSIYGTVQYSWWLAVMYEMHSGCWW
16161|-16011| 50 | ATG |TGGGTTTTITATGA| T A TAA
VSQYLGGTQICEPMKEQRMV
16008|-15906| 34 | ATT |ATAGTTTAAATTG| T G TAG IRILALGANGGVKDFFSDLSLEKGFHLRETRLVY
-15900|-15780| 40 | ATA |TATTAGTTTATAT| T T TAG  |TRNT-comp mLMQ\fK%AHLS'LFS'REMVG'R'R'VVKYSTDATCP
-15693|-15579| 38 | ATT |GGGCGAAATATTT| A T TAG  |CYTB-comp 'T'\SEE%DMWRMG"ARMRMDSNRARTPPSLLG
ILSEWEVIPRGLFDPVSCKNRRWSVARAAMMKG
-15399|-15249| 50 | ATT [TGGAAGGTGATTT| G T TAG  |CYTB-comp|, > L oo
-15237|-15138| 33 | ATT |ccTcCTCAGATTA| ¢ A TAG  |CYTB-comp 'THWTRSVPMYGMADSKFV'TVAPQND'WPHGR
15132|-15072| 20 | ATG |ACATAGCCTATGA| C A TAG  |CYTB-comp | MKAVAMVASRRMMPMFQVSE
MARNSPVVIWRIRQAPRSEPKFHHAEMLDGVG
RSMNEWLINFIRGLVLRIGVIGVLVVEMQRWFF
MSLVVVVVRARMMMYALFLLSVGLVMGEVGES
SKPSPIYGGLVLIVSGVVGCVIILNFGGGYMGLMV
1 -14139] 2 B-
4904|-14139| 255 | ATG |GAGTAGTGCATGC| T C TAG  |C¥TBcomp | A EEYPEAICSVEY
LVSVLVGLAMEVGLVLWVKEYDGVVVVVNENSY
GSWMIYEGEGSGLIREDPIGAGALYDYGRWLVV
VTGWTLFVGVYIVIEIARGNRLCD
13953|-13887| 22 | ATA |AAGGCCTAGATAG| T G TAG | ND5-comp | MGDCAVCDARVESEYVGEMKCA
-12696|-12582| 38 | ATA |GATGAGTAGATAT| T T TAG | ND5-comp giEGEEL\'/':'/VWVWVYMSQWEFYDGPCNEQCYRD
12441|-12381| 20 | ATA |GGATTTTACATAT| T T TAG | ND5-comp | MMGVWVFFVRVNEGGKDGGN
112291 |-12204| 29 | ATG |CTAAGACCAATGA| C A TAA  TRNL2-comp MDSCYPLKVEKAMLLDMGAWVSSSCELSR

104



MRGRKPLLSDSQSDVLVKLYLQEENPVMMSGLR

-12201-11985| 72 ATA |TCTCGGTAAATAG T G TAG TRNQ |DRRRMGDRCMNMRVFSRVNEGFMLLMWWYV
SEPHCVVVNM
MLSPVSRRVMFDQENVVTSTESSPSRLMVGGKA

-11958|-11760| 66 ATG |GTGACTAGTATGT A T TAG ND4-comp | RLARLARSHQKAISGSRVWSPWERIMMRLWVR
S
IMRMTAPVKLOGVWMRMAVTTRAMWLIEEYA

-11709|-11535| 58 ATT |CCGTGGGCGATTT G T TAG ND4-comp MSDFRSVCRRQMELVMIMPHRDSTRKG

-11343|-11256| 29 ATT |GCTAGTCATATTA C A TAA ND4-comp | IKLLAQEFDSSWAVRVSSRMFSEPRVLWYV

-11109|-11043| 22 ATG |ATATAAAAT ATGT A T TAG ND4-comp | MISSVAVNVMIKEICREISMER
MIVRGRSQVVSIRRGVVRGSEEKVGEQLNRLLLI
WLKNSRGMMLMIRLWVVVLIQIMCFLESHVSG

-10992 (-10650| 114 ATG |TGGCTTGCCATGT G T TAG ND4-comp SNMIVGTISESIGVGLGYVRSLGHMCWRLRLVGL
GPPLLRRRQRLVWQ

-10584 |-10506| 26 ATA [TGAACAGCG ATAT G T TAA ND4L-comp | MVLFLLGMVGRMWGVSDMLVFLEVRW

-104431-10323| 40 ATG |CATAATTTAATGG T G TAA TRNR-comp MSRNHSFCLNYMPIRFSLILFVVTHRPDLGLGW
WLMRGMT

-9957 | -9888 | 23 ATA |CATACAGAAATAT G T TAA COX3-comp| MVKPHLQNASIRRRLRSQSDVWM

-9795 | -9726 | 23 ATG [CTACAAAAAATGT A T TAA COX3-comp| MLSRRCRRKWWRETRSTLRLVGG

-9633 | -9531 | 34 ATA |AGGTGATTG ATAT T T TAG COX3-comp gﬂéLMRVMRMCLGVGLLGDLAGWCLLGASALLI
MGLSRIEGLFGQVVCGGLGMCFLVLHRAIIGMW

-9462 | -9177 | 95 ATA |AGGTAATAAATAG T G TAG COX3-comp|LVCWLVGLVWGALWSGSEITWLGRRSLGGLRG
PLLGVMGWVLLYDRHVIGGSLCVVVQVEAY

-8448 | -8358 | 30 ATT | GTGTTTAATATTT A T TAA ATP8-comp | IFSWVMRNSVRSMGVIMVGHTVVFSWGISL

-8247 | -8163 | 28 ATT |ACGGGCCCTATTC C C TAG COX2-comp| ISKIFRGINSRTMGMKLWFAPQISEHWP
IASVFKPNVGTAHECKTSCDVIIMRMGASIGSTTR

-8109 | -7947 | 54 ATT |CGTCCGGGAATTC G C TAG COX2-comp LSTSRSRRSPGSRNNGGSM
MRRDGRAMRTRMMAGRMVQTVSISWASEML

-7833 | -7569 | 88 ATG |ATGTAAAGG ATG G A G TAG COX2-comp|VLVSFVVSVRKRAYRTRKQMRKMIMRAWSWKV
MSSSMMGEVASCRPTCAACAIKMYRI

-7536 | -7443 | 31 ATG |AGTTATGAAATGT G T TAG  [TRND-comp| MVFLMPFWKSHGGHGVGLKPALGGSIPSFFV
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ILCMRVLRMCGRVGGIHMVTPGLWRVLLLLGLF
ASKRRLLKSWKLLMLLLLEKWMSLOMMGCFM

7440 | -7149 | 97 | ATT |TTTGTCTAGATTT| T T TAG  |coxi-
COMP | \\ CMHRGSPSNVGAFRMGRESVVGRKLDLRRW
MW
MGEISEWSLLWWQMQLLLMGHSGSGLQRSTC
7101 | -6867 | 78 | ATA |AGCCTGAGAATAG| A G TAA  |COX1-comp|RVVRCLVMSLLMQCQSGHLRWKERWILGLRAL
QQIISYCFRGVWRVS
6705 | -6642 | 21 | ATG |TGTATCCAAATGT| C T TAA  |COX1-comp| MVLFFRSSKLQYGRLFRSLVG
76606 | -6525 | 27 | ATA |AAAATCAGAATAG| A G TAG  |COX1-comp| MGVGMEWGLLLRRGRRRWCWGCGLLVV
76495 | -6408 | 29 | ATA [KTGGGAGAGATAG G G TAA  |COX1-comp| MGEVGLLWLGRIRRRGAFGIGLWQGVLYW
MRAGVGEREVRVRSLCCLCGETPYRGHRLLGELV
6246 | -6072 | 58 | ATG |CTATAGCAGATGG| ¢ G TAA  |coxi-
€OMP| 5 cQSLRLWWVLLWRRLLOMHGLWR
5814 | 5694 | 40 | ATT |TCCGAGGTGATTT| G T TAA :wLLSNCCKFEEAASNLPGLLPPFFPAAGEVDWSQL
ceos | 5920 | 36 | AT aacTeocteaTal  c . A !I_CVQLMQSGVLQSLAVTEIKYCNLLRALKALGLYL
IWAKSRLAGAGLLGRGGWMELRVLVMLACFRC
5259 | 5100 | 50 | ATT |TAATGGCCCATTG| C G TAG | ND2-
COMP | EMVVGSWCWSLSWVVGMR
MLRFCVAGFGLIHLNCLLWWNMRLREWGEGLRL
5010 | -4824 | 62 | ATG [TTGAGGAGTATGT| A T TAA | ND2-comp [ A CRMSe Gl
4668 | -4590 | 26 | ATG |GGATTATGG ATG G G TAA | ND2-comp | MRLLAWGNTWWQLLWNEGLFFWLELE
MGPMAYLADLTLGWGVMGGTENFGESGMGS|
4434 | -4287 | 4 ATG [TTT TAT TAA  TRNM-
3 8 9 G CGGGGTATG G| G G COMP | MVLEMRGFKLLLFTLSK
3732 | 3639 | 31 | ATA |GGTGACTTCATAG| T G TAG | ND1-comp m’VDCLGYCSQCADQGVVWVWCS PWSEDWV
3186 | -3105 | 27 | ATG |TAAGTTGAGATGT| G T TAG  |RNR2-comp| MMSFTGEGALWSRPYFSCPFVQGGIWX
73006 | -2931 | 25 | ATG |ACCATCGGGATGC| G C TAG  |RNR2-comp| MSWSNIEVVNPIVDMDSRMGLRCYP
ISLVKSKRQLNPRGAIHTGPYLRNKWLCYLCTVRV
2679 | -2487 | 64 | ATT |GGCAGGTCAATTC| T C TAA  |RNR2-
COMP| bR PLNMCHWAGGASNTGDARGDVFGKQAG
1824 | 1731 | 31 | ATA |GTCCTTGCTATAT| G T TAA  |RNR2-comp| MLCLVMIFHLSLAVLYLLRQVSISIAYTLFG
1506 | -1374 | 44 | ATA |CTTTGAAGTATAT| A T TAG  |RNR1-comp| I-EEGDGRCVRASGPCSTKHSTLSLLLNPPSTLKF
HKGYRSFLG
11257 | 1116 | 47 | ATA [TGGCGGTATATAG| T G TAA  |RNR1-comp| VG WARGGEVDRGLSITEQAPLEGYEAPPGPLSF

KLWLVVFWRAVLLI

106



MNCGGCLWGLVGSGYGVSSGVCVLGRMGGGC

582 | -402 -
582 | -402 | 60 | ATA |GTAAGCTACATAA A TAA  [TRNF-comp| o e e LKVHTAKR
MCLSAVARSGGGGVWWKFEVMMSVWKVAVQ
342 | 210 | 44 | ATG [TTGGCAGAGATG G G TAA
TENCYYYVLQALIN
117 | 24 | 31 | ATA |TACTGCGACATAG G TAA MGCSGSSVSQCYRVHTPQTKMPNAWRAPVSG
MSYLRGTCGLFRLYDPEVGTRCRMQFTLATPKCY
16562 |-16343| 73 | ATG |TCCATCGTGATG C C TAA GPGARRVALLCGMLISRRMVVKGPLSEGGHPW
GREGIWL
MCDSWGLIAVLACKHGEGVLMWIGFLCTTGGQ
-16238|-16103| 45 | ATG |TTGCAGTTGATG G G TAA
VEMVPYNIHGGWQ
116088 |-16016| 24 | ATA |ACGAAATACATAC C TAG MAVVDGWVNTWVVPKSASPWKNRE
MVELKTFSLICPWKKVFISGLQDWCISLYYKDRPI
15983 |-15851| 44 | ATG |TGGGTGCTAATGT T TAG
WVFCFQLGR
115713 |-15602| 37 | ATT |AATAAAGTGATTG G TAG  |cYTB-comp|'CLYCEMLCFVWWMYGGWGLLLGWEWMVM
GQGRLLVC
MGNIIRAWCGEGCLRGWLGYNCLGRLGGLVRM
-15572|-15311| 87 | ATA [TGTAGGCGAATAG G TAA  |CYTB-comp |VLMSLRREGREVSRGRLWLCSKGGRWFYRNGR
WELGGCLIPERARMGGGVLLGLQ
MLRRHWREGSGWFSHNLRLEWCGRLMKRRLR
15014 |-14789| 75 | ATA |AGATAAAGAATAT T TAA  |CYTB-comp |RLVSSAWLGMVLWWEGGSGRRQGVSRSFIMR
RCWMGWGGRWMSG
14468 |-14396| 24 | ATA |TCTTTGGATATAT T TAG MLQRWLLRSILRHGGQGLRSWW\VF
14294|-14219| 25 | ATG |GAATAATTTATG A A TAG MKERGQGWFGRILLVRGLCMIMGVD
IMPFWVEVMMEVEIWCCEIVLGNSFSSQVRSRR
-14087|-13952| 4 ATT | TAAAGTTTAATTT T TAG | ND5-
087]-13952| 45 G 5-COMP | - GRFWLVRRPR
IVVWKGDAGEMLLVMRNPANRLPAARRLMGFS
-13781|-13601| 60 | ATT [TAGAGGGGGATTT T TAG | NDS-comp [ DURVRRIRUL
13577|-13505| 24 | ATG [GAGGTAGCG ATG G G TAG | ND5-comp | MRVMDRAQAFVYDMFAVSMMWSLE
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-13484

-12587

299

ATT

AGGAAAGGT ATT C

TAG

ND5-comp

IPANARLPMVREVEVRGMVLSSPPIFRMSCSLLR
LWMMDPEHMNSMALKKAWVQMCRNARCG
WLMPIVTIMSPSWLEVEKATIFLMSFCVRAQTA
ANRVVMAPKHSVRVWISGLFSARGWKRMSKKI
PATTMVLEWSRAETGVGPSMAEGSQGWRPN
WADLPAAARRRPSSGVRLGLAFRRAICCGSHELE
CRMNHAKARMKPMSPMRLYRIAWMAAVLASA
RAYHQLMSKKDMIPTPSQPMNSWNRLLAVTKIS
MVIRKMSRYLKNWLMFGSEFMYHSENSMMDH
VTNNATGMNIMEK

-12524

-12440

28

ATA

CAGTTCGAG ATAT

TAA

ND5-comp

MMTSWSRHMNIVVGKRLMMKVDATMDFT

-12392

-12299

31

ATG

GTGGTAAGG ATG G

TAA

ND5-comp

MGGIREVRVRVVMVVCMVITFIWSCTKIFGA

-12101

-12029

24

ATA

GGTTGAGGG ATAG

TAA

ND4-comp

MGGEWGMGVWTWGCFLVWMRVLCC

-11558

-11411

49

ATA

TTATGCCTC ATAG

0O (OO

O o|lo|H

TAG

ND4-comp

MGMVQGRGRLCVLSGGWEWVWGVLYHSRLV
LRVLRQVLLTQRWGLRHGL

-11345

-11153

64

ATA

AAGCTAGTCATAT

TAG

ND4-comp

MLSCWLRSLMVLGOWEWVVECLVSLGCCECKL
VRWVGEGSLLGCRMGSMCLRSGVLAGCLIGW
W

-11027

-10967

20

ATA

TTTTTCGTG ATAT

(0)]

TAG

ND4-comp

MVVHWMSGVGLPWLWGVGVR

-9935

-9875

20

ATG

ATCTACAAAATGC

TAG

COX3-comp

MPVSGGGFEAKVMFGCKVKY

-9152

-8420

244

ATT

TAGGCTTGG ATT A

TAA

ATP6-comp

IKATAISRMVSRIRIVKMMSVEGRLMVDIARVAL
PIRCMSRWPAVMLAVRRTARAIGWMSRLMVS
MMTSMGMRGVGVPCGKKWARAFLILERKPMI
TVPAHKGMAMARFMDSWVVGVNEWGRSPRR
LVWAMKMIKDTSMRDQVRPLVLCMVIICFEVSLI
SHCWVVISRLLMRYLEVGINRGGNRMISTAAGR
PRIVGAMNEANRFSFILVLRVCYNFLFLWALVRE
VGGSLCLMFLVGWWGMV

-8258

-8144

38

ATA

ATAGGGTAA ATAG

TAG

COX2-comp

MRALFQRFLGELILGRWAWNCGLLHRFQSIDRS
MPPVV

-7964

-7871

31

ATA

GTTCTAGGA ATAT

TAA

COX2-comp

MMGEVCRSWRLVRRSRCTRRFSTIGGQLIWW

-7505

-7388

39

ATG

GAAAAAGTCATG A

TAG

MEAMGLAWNQLWGVRFLPFLSRFYVYGFFECV
VGWGASM
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IASVECGESAKYFDAGGDSDDYGSGGEMCSCVY

6896 | -6752 | 48 | ATT |TCATTTCATATTC| C C TAG  |coxi-
COMP |\ /vsYCKYMVCSHDKP
5801 | -5729 | 24 | ATT |TCATATTGAATTC| T C TAG IANSKKQLQTCRGFSRLFSRRREK
4742 | -4682 | 20 | ATT |TGAGTATTGATTG| T G TAG | ND2-comp | IGSIGYGSLSGEYIVEEDSY
4247 | -4151 | 32 | ATG [TGAGGGGGAATGT G T TAG | ND1-comp 2"LE'VMGMETYHMSNARVSGRKFFHRRCMSW
IVVVRVEIMMMEVYSAMKNRAKGPAAYSMLKP
ETSSDSPSARSKGVRLVSASVEMNHIMAKGHDG
4028 | -3686 | 114 | ATT |CCTAGGAAGATTT| A T TAG | ND1-
COMP | 2 SNQRCSCVVMRVERLKEPLISNVDSRMMARVT
SYEIVWATARSAPIRA
3620 | -3518 | 34 | ATA |GTGGCTAGAATAA| A A TAG | ND1-comp ZAVNI\ERPRLRLTRGLGMGRGVHSRRAMVRAKVG
3509 | -3434 | 25 | ATG [TAGAGGGTGATGT| G T TAG | ND1-comp | MVDVAGFRGSLVKSFMASAKGCSSP
3386 | -3266 | 40 | ATT |TAGCCTAGAATTT| A T TAA | ND1-comp 'PFLRTSVVKSF'RNA'A'RMGTMRSRRLAMGMLLRRG'E
INKLKLHRVFSSCCVMPASSRAGQFHWLKVRDS
2750 | -2615 | 45 | ATT |ACTGTTTGCATTA| T A TAA  |RNR2-
COMPl\WTLVEPEMQVPI
MLVMLEVMFLVNRRGKICRVPFTEFNLSLWACL
2531 | -2303 | 76 | ATA |GTGCCTCTAATAT| C T TAA  |RNR2-comp|CWVDSEGNNDLLYDCRYWAVNCQFSVLIWRRL
MRRRMESCYLY
2279 | 2195 | 28 | ATA [TATAGGGIGATAA| G A TAA  |RNR2-comp| MDWSNWVWGVQLYVWDFLGSGCWAWTLS
2168 | -2090 | 26 | ATG |AGGCCTACTATGG| A G TAA  |RNR2-comp| MGVKFFTLSTRFFPSVQRAVPLWTNS
1520 | 1427 | 31 | ATG |TTTAGTTAAATGC| T C TAA  |RNR1-comp|MSFEVYLRRVTGGVYALQGPVQLSTLLLVYC
21400 | -1292 | 36 | ATA |TTAAGTTTCATAG| T G TAG  |RNR1-comp /'l"LF;ﬁ'VVFWGRKCS PFLATSWATPWPNVFTWVL
1091 | -1022 | 23 | ATA |GGGCTAAGCATAT| A T TAG _ |RNR1-comp| MVGYLIPVWVLAIVCSDMLKPLS
1016 | -950 | 22 | ATT |TCGTAGTCTATTT| T T TAA  |RNR1-comp|ILCQLEFFTTQVSFSFIGEGVI
IAACLMLVPFDRGDLEGELTGTGMLACVILLRAN
773 | 590 | 61 | ATT |TTGAGCTGCATTC| T C TAA  |RNRI1-
COMP| R KARTKPICLWGDVSPSKHFQCIALRR
539 | -443 | 32 | ATG |GTTCGGGGTATG G G TAG mfALCAAVCVCWVGWAGVVLMRLVVWEWEGK
416 | -335 | 27 | ATA |TAAAAGTGCATAC| T C TAA MPPKDKIWNLVRLVLGFFVEGVWQRCV
179 | -116 | 21 | ATA |TCGCCTGTAATAT| G T TAG MLNVGAMNNRMRQESKTDTAT
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Table S2.2 14 chosen candidates from
the kozak approach

tBLASTn Nuclear
excluding tB.LASTn hits with Antibody
PROTEIN SEQUENCE FEATURE Homo,/Pan/Gori against Mus 570% comments
musculus o
lla similarity
MRIEPIPENPKFSVPPITPHPKVRSAK Non-coding region + ves no 25
strand
MWRTLPWTLHNMFCHQDPTSNLPVLMNS
NSMPPIPLRPTHTPPMKKLPTTHPSITYMMC | Within nd1 + strand yes no 3
LHTHYNLQHSPSNLRNMSDKRVTLME
Cox1
MGSPPPAGSKKVVLRLRSVSSMVMPAA complementary no no 2
strand
Too
MSVGRNGVGFVCSNCHFIFTLLDMGSSVIEV [Nd2 complementary hydrophobic
yes no 6
E strand for
immunisation
MGEISEWSLLWWQMQLLLMGHSGSGLQR Cox1
STCRVVRCLVMSLLMQCQSGHLRWKERWIL| complementary yes no 3
GLRALQQIISYCFRGVWRVS strand
Cox1
MGVGMEWGLLLRRGRRRWCWGCGLLVV complementary no no 2
strand
Cox1
MGEVGLLWLGRIRRRGAFGIGLWQGVLYW complementary no no 3
strand
trnM Too
MGPMAYLADLTLGWGVMGGTENFGFSG hydrophobic
MGSILMVLEMRGFKLLLFTLSK complementary yes yes 14 for
strand . N
Immunisation
MGGGCIDEISSMGVGGENNVLVGGWLLKV .
Non-coding - strand no no 0

HTAKR
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Too

MCLSAVARSGGGGVWWKFFVMMSVWKY | dire - strand ) hydrophobic
AVQTFNCYYYVLQALIN on-coding - stran no no for
immunisation
MGCSGSSVSQCYRVHTPQTKMPNAWRAP [\ 0 rand Jes - ]
VSGR
MGGEWGMGVWTWGCFLVYWMRVLCC | V94 C"Ttrr’;”;e”tary no no 1
16Srna
complementary
MGVKFFTLSTRFFPSVQRAVPLWTNS SHLP2
Q strand SHLP2 (Cobb yes no
et al. 2016)

MGLAAVCVCWVGWAGVVLMRLVVWEWE .

Non-coding - strand no no 0

GKMMC
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ANTIBODY

PRODUCTION
START LONG. CODON| [ONTEXT | Kozak-3 | Kozak+4 | CODON F FEATURE
MGCSGSSVS
TACTGCG QCYRVHTPQT
-117 31 ATA G G TAA
ACATAG KMPNAWRAP

VSGR

112



Table S3. Identification of mitochondrial smORFs and altORFs - OpenProt approach and sequences selected for antibody production
Genomic regions without an associated transcript will not be in OpenProt (i.e. regions with no gene name, or -comp)
Genes Present_in_OP
ATP6 1
ATP8
Cox1
COX2
COX3
CYTB
ND1
ND2
ND3
ND4
NDA4L
ND5
RNR1
RNR2
TRND
TRNH
TRNI
TRNK
TRNL1
TRNL2
TRNQ
TRNS1
TRNT
TRNW
TRNY

R R R R RPRRRPRRRERRERRRRRRRRRRRRRRR
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OpenProt predictions for genes above - AltProt (novel protein from non canonical ORF) are in green - sorted by MS detection - more info on each protein on OpenProt website

Identification of mitochondrial smORFs and altORFs - OpenProt approach
# OpenProt release 1.3 - August 30 2018

Protein
accession

Protein Type

Species

Protein
length
(a.a.)

Molecular
weight
(kDa)

Isoelectric
point

Gene
symbol

Transcript
accession

Type

Mms
score

TE
score

Domains

Orthology Across
10 Species =
Species name : id
%

P00403

RefProt

Homo sapiens

227

25.56

4.44

COX2

COX2

CDS

335

25

SC:44.09,DR:67.73,
MM:73.64,RN:

74.09,DM:58.45,CE:

44.5,BT:74.55,PT:
97.8,0A:73.64

P03915

RefProt

Homo sapiens

603

67.03

9.32

ND5

ND5

CDS

110

62

DR:55.18,MM:
66.13,RN:64.68,
DM:37.2,CE:35.31,
BT:71.23,PT:93.27,
OA:71.6

P03928

RefProt

Homo sapiens

68

7.99

10.56

ATP8

ATP8

CDS

88

MM:46.27,RN:
47.76,BT:55.17,PT:
94.12,0A:49.23

YP_003024035.1

RefProt

Homo sapiens

459

51.58

9.67

ND4

ND4

CDS

72

45

DR:60.22,MM:
67.03,RN:67.9,DM:
42.96,CE:32.93,BT:
74.56,PT:94.99,0A:

75.66

YP_003024026.1

RefProt

Homo sapiens

318

35.66

6.53

ND1

ND1

CDS

71

32

DR:67.2,MM:78.33,
RN:77.89,DM:
49.34,CE:35.33,BT:
78.55,PT:94.65,0A:
77.99

P00395

RefProt

Homo sapiens

513

57.04

6.7

COox1

COoxX1

CDS

66

56

SC:66.05,DR:85.57,
MM:91.02,RN:
90.62,DM:76.24,CE:
60.67,BT:90.82,PT:
98.83,0A:91.99

YP_003024031.1

RefProt

Homo sapiens

226

24.82

10.68

ATP6

ATP6

CDS

57

30

SC:35.58,DR:52.86,
MM:75.66,RN:
75.66,DM:37.95,CE:
32.69,BT:77.88,PT:
94.25,0A:77.43

YP_003024032.1

RefProt

Homo sapiens

261

29.95

7.34

COX3

COX3

CDS

49

28

SC:43.85,DR:80.84,
MM:86.97,RN:
87.74,DM:65.25,CE:
43.31,BT:87.69,PT:
97.32,0A:86.97
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DR:44.8,MM:58.06,
RN:57.76,DM:

YP_003024027.1 RefProt Homo sapiens| 347 38.96 10.3 ND2 ND2 CDS 37 0 39 41.64,BT:63.93 PT:
96.81,0A:63.85
SC:50.27,DR:70.26,
MM:78.57,RN:
YP_003024038.1 RefProt Homo sapiens| 380 42.72 8.22 CYTB CYTB CDS 28 0 37 78.63,DM:62.81,CE:
44.87,BT:78.89,PT:
93.67,0A:77.84
DR:57.52,MM:
. 70.79,RN:73.03,
YP_003024033.1 RefProt Homo sapiens| 115 13.19 4.08 ND3 ND3 CDS 17 0 13 DM:47.62,8T:73.91,
PT:94.78,0A:73.04
IP_306405 AltProt Homo sapiens 61 6.38 11.88 RNR1 RNR1 rRNA 1 0 8 PT:90
IP_306387 AltProt Homo sapiens 32 3.66 11.93 ND2 ND2 CDS 0 0 0 PT:65.62
IP_306389 AltProt Homo sapiens 33 3.7 9.51 COX1 COX1 CDS 0 0 0
IP_306392 AltProt Homo sapiens| 39 4.56 10.98 ATP8 ATP8 CDS 0 0 0 PT:79.49
IP_306398 AltProt Homo sapiens| 35 3.82 6.5 ND4 ND4 CDS 0 0 0 PT:85.71
IP_306399 AltProt Homo sapiens 59 6.91 12.81 ND4 ND4 CDS 0 0 0 PT:82.76
IP_306403 AltProt Homo sapiens 49 5.22 4.14 CYTB CYTB CDS 0 0 0 PT:74.29
IP_306404 AltProt Homo sapiens 31 3.43 10.22 RNR1 RNR1 rRNA 0 0 0
IP_306406 AltProt Homo sapiens| 37 4.35 9.95 RNR1 RNR1 rRNA 0 0 0 PT:86.49
IP_306407 AltProt Homo sapiens 32 3.27 6.5 RNR1 RNR1 rRNA 0 0 0 PT:93.75
IP_306408 AltProt Homo sapiens 33 3.81 8.56 RNR1 RNR1 rRNA 0 0 0
IP_306409 AltProt Homo sapiens 32 3.71 9.44 RNR2 RNR2 rRNA 0 0 0
IP_306410 AltProt Homo sapiens| 33 3.83 10.9 RNR2 RNR2 rRNA 0 0 0
IP_306411 AltProt  |Homo sapiens| 29 3.33 431 RNR2 | RNR2 | rRNA | © 0 0 BT:%'IE’;P;':EOO'OA:
DR:55.68,MM:
YP_003024034.1 RefProt Homo sapiens| 98 10.74 6.2 NDAL NDAL CDS 0 0 12 66.33,RN:69.15,

DM:36.67,BT:73.47,
PT:98.98,0A:76.53
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ANTIBODY PRODUCTION (antigen in red)

IP_306387

AltProt

Homo sapiens

32

3.66

11.93

ND2

ND2

CDS

PT:65.62

MTKTSPHLN
HMPNLSLT
KRKPSPHSL
NLIHHS

IP_306389

AltProt

Homo sapiens

33

3.7

9.51

Cox1

COX1

CDS

MPNAPLRLIR
PNHSSPTSPIS
PSPSCWHHY
TTN

IP_306398

AltProt

Homo sapiens

35

3.82

6.5

ND4

ND4

CDS

PT:85.71

MSSSKPHLSP
PWLSSPDEAT
SQNAWTQA
HTSYSTP

IP_306403

AltProt

Homo sapiens

49

5.22

4.14

CYTB

CYTB

CDS

PT:74.29

MAESSATFTP
MAPQYSLSA

SSYTSGEAYI
TDHFSTQK
PETSALSSCL
QL
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Table S4. Identification of mitochondrial smORFs and altORFs - MS approach and sequences selected for antibody production

Legend

Tables : PepQuery outputs

Prot_Accession
Description
Prot_Seq
PepQuery_hits
Confident_hits
Best_Score

pvalue
Peptide_Sequence
Peptide_Check_Mass
Exp_Pep_Mass
Error_mass_ppm
Validation

Table 1
Table 2
Table 3
Table 4

Accession number for the protein (unique ID)

Accession number for the protein (output by pepquery)

Protein sequence

Number of peptide spectrum matches (PSMs) reported by PepQuery = number of PSMs with higher score than with any reference peptides without PTMs
Number of confident PSMs reported by PepQuery = number of PSMs with higher score than with any reference peptides with or without any PTMs
Score of the best confident PSM

p value of the best confident PSM

Peptide sequence yielding the best PSM

Theoretical mass of the peptide (may vary from experimental mass based on precursor charge, PTMs, and error)

Observed mass of the peptide (experimental)

Error of the peptide mass in ppm

#N/A if no confident PSMs; No if no confident PSMs with an error less than |4,5| ppm; Yes if confident PSM with an error less than [4,5]| ppm

PepQuery results_all PSMs reported by PepQuery

PepQuery results_best PSMs for each protein

PepQuery results_Filtered list based on validation (only "Yes")
PepQuery results_For all 14 previously selected candidates
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Best PSM for each protein

Prot_Acces
sion

Description

Prot_Seq

PepQuery_
hits

Confident_
hits

Best_Score

pvalue

Peptide_Sequenc
e

Peptide_Check_M
ass

Exp_Pep_Mass

Error_mass_p
pm

Validation

SB_0001

SB_0001

IWYFRLGGMHA
MALRDAGAGAPY
VAVSVFDSCLILLFI

APTENITGEHTY

37

18.28136369

0.001020408163

LGGMHAMALR

1055.536813

1215.632296

1.251744129

Yes

SB_0002

SB_0002

MMMTIECLHSHF
PHRHHNKKFPPN
PPSPASGHST

31

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0003

SB_0003

IIFPSHSHTTNLINT
TPAHPTQHTHTA
ANPMPRTNQTPK
TPPTVYVAYLLKA
MHWKCLDGLTSP
HKQMGLVLAFLLA
LSKITHASIPVPVSS
PSKSPRSKGTSIKH
AAMOQLKTLSLATP
PRETAVINL

52

21.5925048

0.008743169399

TLSLATPPR

954.5498034

1098.655792

-3.548999013

Yes

SB_0004

SB_0004

MKLKLTWVVKNS

SWHKMDYESGFN

MSEHTMAKTQTG

IRYPTMLSPKPQQ

LNQQNCSPEHYEP

QLKTQRTWRCFM
SL

23

12.50724417

0.000999000999

MDYESGFNMSEH
TMAKTQTGIR

2533.103525

2869.269804

7.891735204

No

SB_0005

SB_0005

MPPSSANPDEGY
KVSASTHVKTLGQ
GVAHEVARNGLH
FLPQKTTMALMK
LKGRRWI

111

31.85069597

0.001998001998

TLGQGVAHEVAR

1236.657452

1380.764859

-3.848103668

Yes

SB_0006

SB_0006

IYMEETSRNMVSV
LESALGRTRV

55

22.97199697

0.000999000999

IYMEETSRNMVSV
LESALGR

2284.119098

2572.347638

-9.47025908

No

SB_0007

SB_0007

MVGRFMGRGDK
PTEPGDSWLSKM
ES

54

12

27.52984605

0.001998001998

MVGRFMGRGDKP
TEPGDSWLSK

2450.183426

2914.478541

0.3292530069

Yes

SB_0008

SB_0008

ILLRMSLRQIKTLN
WQLTAQYLQSTN
KSLLPSLSTQHRHA
HKERLKKVKGTRQ
ILPRLFTKNITSSITS
IRGTACPVTHV

43

23.99545008

0.000999000999

LFTKNITSSITSIR

1579.893313

1868.103082

-2.998073063

Yes
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SB_0009

SB_0009

MGTCMNGSTRV
QLSLTFNQWNWP
AREEAGMTQQDE
KTLWSENLLMQT
VPNKPTGPKLPNL
H

20

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0010

SB_0010

IDPMTWPTEQVT
LGMTAQSYSRVHI
NNRVYDLDVGSG
HPDGAAAIKGSFV
QRLKSYVIWVQTG
VIQVGFYLXSNSSL
YERTREMRPTSQS
AFPRKWYHLNLVL
YPHPPKNRVC

53

20.4256365

0.000999000999

EMRPTSQSAFPR

1405.6772

1565.764758

6.03635534

No

SB_0011

SB_0011

IPLLNNMPMANLL
LLIVPILIAMAFLM
LTERKILGYMQLR
KGPNVVGPYGLL
QPFADAMKLFTKE
PLKPATSTITLYITA
PTLALTIALLLWTP
LPMPNPLVNLNL
GLLFILATSSLAVYS
ILWSGWASNSNY
ALIGALRAVAQTIS
YEVTLAIILLSTLLM
SGSFNLSTLITTQE
HLWLLLPSWPLA
MMWEFISTLAETN
RTPFDLAEGESELV
SGFNIEYAAGPFAL
FFMAEYTNIIMM
NTLTTTIFLGTTYD
ALSPELYTTYFVTK
TLLLTSLFLWIRTA
YPRFRYDQLMHLL
WKNFLPLTLALLM
WYVSMPITISSIPP
QT

97

75

90.43099497

0.000999000999

KGPNVVGPYGLLQ
PFADAMK

2101.102977

2533.421241

-4.745353471

No

SB_0012

SB_0012

MQNPPHSSPHSS
PLPRYSYLSPLLY

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0013

SB_0013

IYSPMLHSAILPHP

HWCSPTVDYSLQ

TTKTLEHYTYYSAH
ELES

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0014

SB_0014

MTLSKLNYRLNP
MYLNGTCSASRST
RRYFPYHRRAYHL
SWSRPHNHFPYLL
PSPVCPFPNTHNK

TN

38

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0015

SB_0015

MVLNLRVHRLRRT
NLQLLHTSPIIPRT
RRPATPWRWQSS
STPDWSPHSYNN
YITRRLALMSCPHI
RLKNRCNSRTSKP
NHFHRYTTGGML
RSMLWNLWSKP
QFHAHRPRINSPK
NLWNRARIYPMA
PPLPPLEPTVKLT

49

19.26859725

0.008849557522

NLWNRAR

928.4991084

1072.603732

-2.365401482

Yes

SB_0016

SB_0016

IKRTNTSLQWNAP
TKYYRMAHHNYP
HTPYTIPHHPTKNI
KHKLPPTSLTKAH
KNKKL

29

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0017

SB_0017

MNENLFASFIAPTI
LGLPAAVLIILFPPL
LIPTSKYLINNRLIT
TQQWLIKLTSKQ
MMTMHNTKGRT
WSLMLVSLIIFIAT
TNLLGLLPHSFTPT
TQLSMNLAMAIPL
WAGTVIMGFRSKI
KNALAHFLPQGTP
TPLIPMLVIIETISLL
IQPMALAVRLTAN
ITAGHLLMHLIGS
ATLAMSTINLPSTL
IIFTILILLTILEIAVA
LIQAYVFTLLVSLYL
HDNT

130

89

51.46183017

0.001020408163

LITTQQWLIK

1242.733572

1530.93992

-1.428598097

Yes

SB_0018

SB_0018

ILPSYKPQSTSSLPS
PFPTASTAQHFL

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0019

SB_0019

MWEFDYFCMSPSI
DEGLTLLV

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0020

SB_0020

ITTTDMTFQKTHN
LNQHNHPQPNY

21.06164271

0.00515995872

ITTTDMTFQK

1184.574696

1488.764668

6.110094777

No
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SB_0021

SB_0021

IHSHRTNHILYLLR
NHTYPHLGYHHP
MRQPARTPERRH
MLPILHPSRLPSPT
HRTNLHSQHPRLT
KHSTTHSHCPRTIK
LLSQQLNMTSLHN
SFYSKDTSLRTPLM
TP

37

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0022

SB_0022

MRHNYNKLHLPT
TNRPKIAHCMLFN
QPHSPRSNSHSHP
NPLKLHRRSHSHN
RPRAYILITILPSKLK
LRTHSQSHHNPLS
RTSNSTPTNSFLM
TSSKPR

62

11

19.17011656

0.002018163471

LHLPTTNRPK

1175.677457

1463.877578

2.758316996

Yes

SB_0023

SB_0023

IHTRKHPHVHTPIP
HSPPIPQPRHHYR
VFLL

42

14.03856455

0.002421307506

HHYRVFLL

1083.597754

1227.709476

-7.84342575

No
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SB_0024

SB_0024

ILVQLOQMKVMTM
HTTMTTLTLTSLIP
PILTTLVNPNKKNS
YPHYVKSIVASTFII
SLFPTTMFMCLD
QEVIISNWHWAT
TQTTQLSLSFKLDY
FSMMFIPVALFVT
WSIMEFSLWYMN
SDPNINQFFKYLLI
FLITMLILVTANNL
FQLFIGWEGVGI
MSFLLISWWYAR
ADANTAAIQAILY
NRIGDIGFILALAW
FILHSNSWDPQQ
MALLNANPSLTPL
LGLLLAAAGKSAQ
LGLHPWLPSAME
GPTPVSALLHSST
MVVAGIFLLIRFHP
LAENSPLIQTLTLC
LGAITTLFAAVCAL
TQNDIKKIVAFSTS
SQLGLMMVTIGIN
QPHLAFLHICTHA
FFKAMLFMCSGSII
HNLNNEQDIRKM
GGLLKTMPLTSTS
LTIGSLALAGMPFL
TGFYSKDHIIETAN
MSYTNAWALSITL
IATSLTSAYSTRMI
LLTLTGQPRFPTLT
NINENNPTLLNPIK
RLAAGSLFAGFLIT
NNISPASPFQTTIP
LYLKLTALAVTFLG
LLTALDLNYLTNKL
KMKSPLCTFYFSN
MLGFYPSITHRTIP
YLGLLTSQNLPLLL
LDLTWLEKLLPKTI
SQHQISTSIITSTQ
KGMIKLYFLSFFFP
LILTLLLIT

113

63

76.17222727

0.000999000999

FPTLTNINENNPTL
LNPIKR

2308.253868

2596.46168

-1.396327951

Yes
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IPPSNLNYNMYTN
B_002 B_002 1
SB_0025 SB_0025 KQCSTSNYY 4 0 0 #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A

MIMQSPRTNRILP

NQPWPLSFMNYS

SB_0026 SB_0026 [ASYTIKVYHNHHPI 34 0 0 #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A

MLFHPQHQSYLH
R

MTSPKIQNNNTP
B_0027 B_0027 #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A
SB_00 SB_00 DHTANNQY 6 0 0 / / / / / /

MHHYSRTDYNHD
SB_0028 SB_0028 [QWYEKPSLYFNYK 2 0 0 #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A
NTNDPNTQN

IHRPPHPIQHLRM
MKLRLTPWRLPD
PPNHHRTIPSHAL
LTRRLNRLFINRPH
HSRRKLWLNHPLP
SRQWRLNILYLPL
PTHRARPMLRIISL
SB_0029 SB_0029 LRNLKHRHYPPAC 121 2 13.82029738 0.004424778761 LRLTPWR 940.5606422 1084.660857 1.728571636 Yes
- - NYSNSLHRLCPPV
RPNILRGHSNYKL
TIRHPMHWDRPS
SMNLRRLLSRQSH
PHTILYLSLHLALH
YCSPSNTPPPILAR
NGIKQPPRNHLPF
R

INTILTRPPRRPRQ
LYPSQPLKHPSPH
SB_0030 SB_0030 QARMMEFPIRLHN 30 0 0 #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A

SPIRP

ITIHPHPSNNPHPP
YIQTTKHNISPTKPI
TLLTPSRRPPHSNL
SB_0031 SB_0031 | NRRTTSKLPFYHH 49 1 16.8933154 0.003144654088 RPPHSNLNR 1089.579146 1233.689229 | -6.478610557 No
WTSSIRTMLHNN
PNPNTNYLPNWK
QNTQMGLSL

MHQSCKPEMKTF
SB_0032 SB_0032 |FQGQIREKVFNSTI 20 2 13.83337106 0.003003003003 | MHQSCKPEMK 1217.535493 1722.853313 | 2.770027249 Yes
STQS
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SB_0033

SB_0033

MYFVHYCQPPW

MLYGTMNTWPP

VVHKNPIHIKTPSP

CLQASTAINPQLS

HINCNSKATPHPL

GYQQTYPPLTVHS
T

22

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0034

SB_0034

MAHYSQIPSRPH

GWPPSDRGPLTTI

LREINIPHKSATLL
APGP

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0035

SB_0035

MSQYLSLIPASSYY
LSHLRSMLQANM
LTKVC

14

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0036

SB_0036

MTKNFHQTPPPP
LLATALKHISAKPQ
KQRTLTPA

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0037

SB_0037

MLLISSMQPPPILP
STHTPLLTPYPEPT
KPQRHPPQFM

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0038

SB_0038

MQASPFQWVHP
LNHHDQKEQASS
TQQCSSKRLA

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0039

SB_0039

MLTPGLVNFVPAT
AVTRLTQVNRSRR
KECFRSPPPQ

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0040

SB_0040

MEIETWRNRYST
ARERWKIMTKHN
MARTNPYTFCM
MN

33

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0041

SB_0041

MTLQGEPKLRPPK
PDELPKNS

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0042

SB_0042

IKKAFKLNTHYLKN

PKHMTELLTPNW

TNLSPYRRTNVSM
SNMKTFSSA

71

16.0339017

0.008743169399

TNVSMSNMK

1010.452479

1330.657952

-8.639537899

No

SB_0043

SB_0043

MAPRGFSCLLLLT
SEIDLPVKRRA

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0044

SB_0044

IKNFGWGDLGAE
PNLRAVHAKTSPV
KANYYTQLIQ

20

23.17994279

0.000999000999

NFGWGDLGAEPN
LR

1544.737155

1688.850186

-6.473704492

No

SB_0045

SB_0045

ILESMSTMGFTTS
MLDQDIPMVQPL
LKVRLFND

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0046

SB_0046

MAEPGNRMKLKT
LQSEVQFLFLTTYP
WPTSYSSLYPF

18

13.93237678

0.008869179601

MAEPGNR

773.3490056

917.4533302

-2.447302268

Yes

SB_0047

SB_0047

MSPYPLQSPAFPL
KPKKYVW

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0048

SB_0048

ISRTMRIEPIPENP
KFSVPPITPHPKVR
SAK

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0049

SB_0049

IFYLSRPRNKHASF
YSSSNQKNKPSFH
RSCHQVFPHASN
RIHNPSNSYPLQQ
YTLRTMNHNQYY
QSMLIINNHNSYS
NKTRNSPLSLLSPR
GYPRHPSDIRPASS
HMTKTSPHLNHM
PNLSLTKRKPSPHS
LNLIHHSRQLRWI
KPNPATQNLSMLL
NYPHRMNNSSST
vQp

122

12.05265959

0.007658643326

IFYLSRPR

1050.59742

1338.79671

3.632896529

Yes

SB_0050

SB_0050

IPTTQLKLQHHDP
TTISHLKQANMTN
TLNSIHPPLPRRPA
PANRLFAQMGHY
RRIHKKQ

41

20.32219288

0.000999000999

QANMTNTLNSIHP
PLPR

1902.973367

2047.067215

4.036097747

Yes

SB_0051

SB_0051

MTVWTYKTHPIP
PHTHRPYHATPTY
LPFYTNNLMEI

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0052

SB_0052

ISVTAKDCKTPLCI
NWTQISHFN

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0053

SB_0053

MKITSELVKRGLTP

VFRFTVQCFTQPF

YLTPTDVRRPLTIL

YKPQRHWNTMPI

IRRMSWSPRHSSK

PPYSSRAGPARQP
SR

31

17.19087616

0.001001001001

HWNTMPIIRR

1322.702959

1466.810724

-3.863706822

Yes
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SB_0054

SB_0054

ICNNLLHSNTHHN
RRLWQLTSSPNN
RCPRYGVSPHKQ
HKLLTLTSLSPTPA
RICYSGGRSRNRL
NSLPSLSRELLPPW
SLRRPNHLLLTPSR
CLLYLRGHQFHHN
NYQYKTPCHNPM
PNAPLRLIRPNHSS
PTSPISPSPSCWH
HYTTNRPQPQHH
LLRPRRRRRPHSM
PTPILIFRSPWSLYS
YPTRLRNNLPYCN
LLLRKKRTIWMHR
YGLSYDINWLPRV
YRVSTPYIYSRNRR
RHTSMFHLRYHN
HRYPHRRQSI

156

27.54786054

0.001154734411

ELLPPWSLR

1109.623299

1253.713095

9.8081714

No

SB_0055

SB_0055

MICCSALSPRIHLS
FHRRWPDWHCIS
KLITRHRTTRHVLR
CSPLPLCPINRSCIC
HHRRLHSLISPILRL
HPRPNLRQNPFH
YHIHRRKSNFLPTT
LSRPIRNAPTLLGL
PRCMHHMKHPII
CRLIHFSNSSNINN
FHDLRSLRFEAKSP
NSRRTLHKPGVT
MWMPPTLPHIRR
TRMHKI

99

26.39510071

0.000999000999

TTRHVLRCSPLPLC
PINR

2075.124397

2333.278658

-3.949405601

Yes

126



SB_0056

SB_0056

MAHAAQVGLQD
ATSPIMEELITFHD
HALMIIFLICFLVLY
ALFLTLTTKLTNTN
ISDAQEMETVWTI
LPAIILVLIALPSLRI
LYMTDEVNDPSLT
IKSIGHQWYWTYE
YTDYGGLIFNSYM
LPPLFLEPGDLRLL
DVDNRVVLPIEAPI
RMMITSQDVLHS
WAVPTLGLKTDAI
PGRLNQTTFTATR
PGVYYGQCSEICG
ANHSFMPIVLELIP
LKIFEMGPVFTL

779

656

76.27685888

0.000999000999

MMITSQDVLHSW
AVPTLGLK

2226.154024

2514.353794

1.755039781

Yes

SB_0057

SB_0057

MPQLNTTVWPT
MITPMLLTLFLITQ
LKMLNTNYHLPPS
PKPMKMKNYNKP
WEPKWTKICSLHS

LPPQS

328

277

64.10598268

0.000999000999

MLNTNYHLPPSPK
PMK

1866.948398

2299.260345

-2.484358335

Yes

SB_0058

SB_0058

MTPNRGPLSPPN
DLRPSHVISLPLHN
APHTRPTNQHTN
HMPMMARCNTR

KHMPRPPHTTCP
KRPSMRDNPIYYL
RSFFLRRIFLSLLPL
QPSPYPPIRRALAP
NRHHPAKSPRSPT
PKHIRITRIRSINHL

SSP

35

24.59374409

0.000999000999

RPSMRDNPIYYLR

1679.856552

1968.066962

-3.172199407

Yes

SB_0059

SB_0059

IFCSHRLPRTSRHY
WLNFPHYLLHPPT
NISLYIQTSLWLRS
RRLMLAFCRCGLT
ISVCLHLLMRVLLF

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0060

SB_0060

ILTTTTQRLHRKIH
PLRVRLRPYIPRPR
PFLHKILLSSYYLLII
WSRNCPPFTPTM
SPTNN

18

21.63645375

0.001005025126

ILTTTTQRLHR

1338.773144

1482.86694

5.600029957

No

SB_0061

SB_0061

INHHPSPKSGLWV
TTKRIRLNRIGM

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

127



SB_0062

SB_0062

IYHLTSRNTSMSLT
PHILPTMPRRNNT
IAVHYSYSHNPQH
PLPLSQYCAYCHTS
LCRLRSSGGPSPTS
LNLQHMWPRLRT

64

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0063

SB_0063

MLKLIVPTIMLLPL
TWLSKKHMIWIN
TTTHSLIISHPLLFF
NQINNNLFSCSPT
FSSDPLTTPLLMLT
TWLLPLTIMASQR
HLSSEPLSRKKLYL
SMLISLQISLIMTF
TATELIMFYIFFETT
LIPTLAIITRWGNQ
PERLNAGTYFLFYT
LVGSLPLLIALIYTH
NTLGSLNILLLTLTA
QELSNSWANNLM
WLAYTMAFMVK
MPLYGLHLWLPK
AHVEAPIAGSMVL
AAVLLKLGGYGM
MRLTLILNPLTKH
MAYPFLVLSLWG
MIMTSSICLRQTD
LKSLIAYSSISHMA
LVVTAILIQTPWSF
TGAVILMIAHGLT
SSLLFCLANSNYER
THSRIMILSQGLQ
TLLPLMAFWWLL
ASLANLALPPTINL
LGELSVLVTTFSW
SNITLLLTGLNMLV
TALYSLYMFTTTQ
WGSLTHHINNMK
PSFTRENTLMFM
HLSPILLLSLNPDIIT
GFSSCKYSLTKTSD
CESDNRGLRPLIYR
ESSQELLTHAPMS
NNMAFSTFKG

87

84.24539063

0.000999000999

AHVEAPIAGSMVL
AAVLLK

1889.080786

2177.288583

-1.661575297

Yes

SB_0064

SB_0064

MPTQQPFKQSYT
TVSAMSVSSSP

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0065

SB_0065

ITMYTPTNNVQPV
TTTNQRP

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0066

SB_0066

IIQLPTLLKFTTTTT
PSYSFTHSTNPTSI
ANPTKTLTKTSTP
DPHASGYSSMAIA
VVYPKTTIIPPK

16

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0067

SB_0067

MGEGLEENPTNPI
TKPTLNRNKAYIIIL
ARTTTTTNDMKN
HRCISTTRTPMTP
MRKTNPLMKLIN
HSFIDLPTPSNISA
WWNFGSLLGACL
ILQITTGLFLAMHY
SPDASTAFSSIAHI
TRDVNYGWIIRYL
HANGASMFFICLF
LHIGRGLYYGSFLY
SETWNIGIILLLAT
MATAFMGYVLP
WGQMSFWGATV
ITNLLSAIPYIGTDL
VQWIWGGYSVDS
PTLTRFFTFHFILPF
IIAALATLHLLFLHE
TGSNNPLGITSHS
DKITFHPYYTIKDA
LGLLLFLLSLMTLTL
FSPDLLGDPDNYT
LANPLNTPPHIKPE
WYFLFAYTILRSVP
NKLGGVLALLLSILI
LAMIPILHMSKQQ
SMMFRPLSQSLY
WLLAADLLILTWI
GGQPVSYPFTIIG
QVASVLYFTTILIL
MPTISLIENKMLK
WACPCSMN

63

21.38188719

0.002212389381

KTNPLMK

830.4683856

1262.772811

1.41407854

Yes

SB_0068

SB_0068

ILCSFMGKQIWVP
PKYWLTHQQPLCI
SYITASHHEYCTVP

13

16.55336317

0.001092896175

ILCSFMGK

897.4452082

1242.673333

-2.022001366

Yes

SB_0069

SB_0069

MKTQSTSKPPPH
AYKQVQQSTLNY
HTSTATPKPPLTH

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0070

SB_0070

ITVKSLLVPMDDP

PQMGVPWPPSSV

KSMSRTRVLLSSLR
AHNTWG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0071

SB_0071

INHSRELSMHLVF
SSGGYARDSIARR
WSRSTLCRSICLW
FLPHPIIYRTYVQY
YRRTYLLKCVN

60

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0072

SB_0072

MLVGHNNNNW
MSAQPLSTQTS

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0073

SB_0073

ISTKPPLPRFWPQ
HLNTSLPNPKNKE
p

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0074

SB_0074

ISNFIFWRYALLTV
TPQLTHYFPLPLPY
Y

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0075

SB_0075

MEAGVKSVLDHP
LPNKAKTHLSCKKL
QLTQNRLRKWL

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0076

SB_0076

MNPDQPHHLLLS
LYTAIFSKPWWRL
QSKRKYPRKDVRS
RCSPWGGKKWAT
FSTPENYDSPYET

18

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0077

SB_0077

ICPQNPLNPLVNL
TVSPKRNSSLDTR
KKPCRESKKFNTH
SRPKSSHQLRKRSS
STPTT

17

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0078

SB_0078

INSPMSTINQQVII
TLTVNPTQACS

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0079

SB_0079

MITCSLNRDLYEW
LHEGSAVSYF

10

12.12041551

0.009836065574

MITCSLNR

936.4520848

1153.56304

6.508987843

No

SB_0080

SB_0080

ISVGATSEQNPTSE
QYMLRLHQSKRTT
MLNWSNNLTNG
TSYPRDNSAILF

47

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0081

SB_0081

IKVLRDLSSDRSNP

GRFLSXFKFLPVRK

DKRNKAYFTKRLP
P

33

22.79775127

0.003058103976

RNKAYFTKR

#N/A

1614.978081

-6.018171773

No

SB_0082

SB_0082

MMSSQLSIMPTP
TQEQGLLRWQSP
VIA

19

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0083

SB_0083

IPNAYRTKNSRLYT
TTQRPQRCRPLRA
TTTLRWRHKTLHQ
RAPKTRHIYHHPL
HHRPDLSSHHRSS
TMNPPPHTQPPG
QPQPRPPIYSSHL

34

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0084

SB_0084

ITPAIMTLGHNMI
YLHTSRDQPNPLR
PCRRGVRTSLRLQ
HRMRRRPLRPILH
SRMHKHYYNKHP
HHYNLPRNNMW
RTLPWTLHNMFC
HQDPTSNLPVLM
NSNSMPPIPLRPT
HTPPMKKLPTTHP
SITYMMCLHTHY
NLQHSPSNLRNM
SDKRVTLME

101

24.34214933

0.000999000999

NMSDKRVTLME

1322.632225

1626.841966

-6.55855142

No

SB_0085

SB_0085

INPLAQPVIYSTIFA
GTLITALSSHWFFT
WVGLEMNMLAFI
PVLTKKMNPRSTE
AAIKYFLTQATAS
MILLMAILFNNML
SGQWTMTNTTN
QYSSLMIMMAM
AMKLGMAPFHF
WVPEVTQGTPLTS
GLLLLTWQKLAPIS
IMYQISPSLNVSLL
LTLSILSIMAGSW
GGLNQTQLRKILA
YSSITHMGWMM
AVLPYNPNMTILN
LTIYILTTTAFLLLN
LNSSTTTLLLSRTW
NKLTWLTPLIPSTL
LSLGGLPPLTGFLP
KWAIIEEFTKNNSL
IIPTIMATITLLNLY
FYLRLIYSTSITLLP
MSNNVKMKWQF
EHTKPTPFLPTLIAL
TTLLLPISPFMLMI
L

68

17

30.98510606

0.001048218029

WAIIEEFTK

1135.591332

1423.796681

-0.8391981488

Yes
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SB_0086

SB_0086

MFADRWLFSTNH
KDIGTLYLLFGAW
AGVLGTALSLLIRA
ELGQPGNLLGND
HIYNVIVTAHAFV
MIFFMVMPIMIG
GFGNWLVPLMIG
APDMAFPRMNN
MSFWLLPPSLLLLL
ASAMVEAGAGTG
WTVYPPLAGNYS
HPGASVDLTIFSLH
LAGVSSILGAINFIT
TIINMKPPAMTQY
QTPLFVWSVLITA
VLLLLSLPVLAAGIT
MLLTDRNLNTTFF
DPAGGGDPILYQH
LFWFFGHPEVYILI
LPGFGMISHIVTYY
SGKKEPFGYMGM
VWAMMSIGFLGF
IVWAHHMFTVG
MDVDTRAYFTSA
TMIAIPTGVKVFS
WLATLHGSNMK
WSAAVLWALGFIF
LFTVGGLTGIVLAN
SSLDIVLHDTYYVV
AHFHYVLSMGAV
FAIMGGFIHWFPL
FSGYTLDQTYAKIH
FTIMFIGVNLTFFP
QHFLGLSGMPRR
YSDYPDAYTTWNI
LSSVGSFISLTAVM
LMIFMIWEAFASK
RKVLMVEEPSMN
LEWLYGCPPPYHT
FEEPVYMKSRQKR
KESNPPKLVSSQP
HGLHDFFKKVLEK
PFHNFVKVKL

151

91

90.04728257

0.000999000999

VLMVEEPSMNLE
WLYGCPPPYHTFE
EPVYMK

3727.711022

4088.940668

-2.215073813

Yes
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SB_0087

SB_0087

IMTNPENQNERK
SVRFIHCPHNPRP
TRRSTDHSISPSID
PHLQMSHQQPTN
HHPTMTNQTNLK
TNDNHTQH

31

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0088

SB_0088

IYTNHPTIYKPSHG
HPLMSGHSDYRLS
L

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0089

SB_0089

MMTHQSHAYHM
VKPSPWPLTGALS
ALLMTSGLAMWEF
HFHSMTLLMLGLL
TNTLTMYQWWR
DVTRESTYQGHHT
PPVQKGLRYGMIL
FITSEVFFFAGFFW
AFYHSSLAPTPQL
GGHWPPTGITPL
NPLEVPLLNTSVLL
ASGVSITWAHHSL
MENNRNQMIQA
LLITILLGLYFTLLQ
ASEYFESPFTISDGI
YGSTFFVATGFHG
LHVIIGSTFLTICFIR
QLMFHFTSKHHF
GFEAAAWYWHF
VDVVWLFLYVSIY
WWGSYSFSMNST
VNFQLTSFDNIQK
RVMNFALILMINT
LLALLLMITFWLP
QLNGYMEKSTPYE
CGFDPMSPARVP
FSMKFFLVAITFLL
FDLEIALLLPLPWA
LQTTNLPLMVMS
SLLLINLALSLAYE
WLQKGLDWTELV
YSLNKTNDFDSLN
YDNHIYQMPLIYM
NIMLAFTISLLGML
VYRSHLMSSLLCLE
GMMLSLFIMATL
MTLNTHSLLANIV
PIAMLVFAACEAA
VGLALLVSISNTYG
LDYVHNLNLLQC

111

69

55.11127489

0.000999000999

ESTYQGHHTPPVQ
K

1607.769182

1895.97657

-1.701906999

Yes

SB_0090

SB_0090

MSSSKPHLSPPWL
SSPDEATSQNAW
TQAHTSYSTP

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0091

SB_0091

IVNLTTEAYDPLFT
EKAHKNC

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0092

SB_0092

MPPCLTTWLSQLL
KDNSYPLVLGPKN
FGATPNKSNNHA
HYYNHPNPDFPN
SPHPYHPR

28

20.47544064

0.001998001998

DNSYPLVLGPK

1201.634257

1489.846087

-5.150590851

No

SB_0093

SB_0093

MPPLCKIHCRIHLY

YQSLPHNNIHVPR

PRSYYLELTLSHNP

NNPALPKLQTRLL

LHNIHPCSIVRYM

VHHRILTVMYKLR
PKH

33

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0094

SB_0094

IPTVHRLRGRRNY!I
LLAHQLMMRPSR
CQHSSHSSNPMQ
PYRRYRFHPRLSM
IYPTLQLMRPTTN
SPSKR

40

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0095

SB_0095

IRSPPLTPLSHRRP

HPSLSPTPLKHYSC

SRNLLTHPLPPPSR
K

14

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0096

SB_0096

MLRRYHHSVRSSL
RPYTKWHQKNRS
LLHFKSTRTHNSY
NRHQPTTPSIPAH
LYPRLLQSHTIYVL
RVHHPQP

14

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0097

SB_0097

ISRNTFPHRFLLQR

PHHRNRKHIMHK

RLSPIYYSHRYLPD
KRL

24

17.01163818

0.004842615012

NRKHIMHK

1062.586873

1494.885741

4.915416916

No

SB_0098

SB_0098

MTYSPEQSQLQY
MHQQTMFNQ

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0099

SB_0099

MMWKTIVVFQL
QEHQWPQYAKLT
P

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0100

SB_0100

IMAESSATFTPMA

PQYSLSASSYTSGE

AYITDHFSTQKPET
SALSSCLQL

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0101

SB_0101

IPMKSPSTLTTQSK
TPSAYFSSFSP

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0102

SB_0102

IDSPINNRYVFRTL
LPATMNIVRYHKY
LTTCST

11

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0103

SB_0103

MLTSKYSNQPSTI
THQLQLQSHPSPT
RMPTNLPTLNST

125

11.44115982

0.002997002997

MPTNLPTLNST

1187.585595

1347.676777

4.321420165

Yes

SB_0104

SB_0104

MKPFTVHSTLQSN
PFSSPWMTPLR

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0105

SB_0105

MYYVLLRVGRFVG
ILVGEGWLWSCS
WCVMVEGWLLYL
LVSMGRGFWCGL
GFYVLQVVKYLWY
RTMFMVAGSNVR
NT

151

21.9103728

0.000999000999

TMFMVAGSNVR

1211.57907

1355.671422

7.18439158

No

SB_0106

SB_0106

MGESMLGWYPN
LLPHERTENSLN

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0107

SB_0107

MAYEGCCYSCKQ
EDNADVSGFWVE
KWSVM

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0108

SB_0108

IGVKVADDSAMIY
VSSDVGDWWKG
GWGVWWVVHG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0109

SB_0109

MVFHIIGRGCSPC
ENNDVCFVSVECG
FSNGVCGVFF

13.14643154

0.006053268765

MVFHIIGR

971.5374648

1131.640437

-5.273572206

No

SB_0110

SB_0110

MYYSDGYWGVS
WGMGVRGWGL
GECFSGVSDGGRI
GAVGERVWWGG

GCGKL

54

28.02515

0.000999000999

IGAVGERVWWGG
GCGK

1630.803791

1976.033302

-1.964915008

Yes

SB_0111

SB_0111

ISSSYWLNIVCWC
MYCNWDCSGE

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0112

SB_0112

MGLRRLCMMCLR
FRWCGLWSRNL
WGKVFLLMLGCQ
WWGRLKWEVWEF
WVVLLFFEYLVHC

23

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0113

SB_0113

MVWLWRRRGYR
CAGMLGVVGWC
RL

28

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0114

SB_0114

MVLEFGLVGYFLL
GGGSGWVRRFLL
QL

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0115

SB_0115

IGLICLLLLGGGLV
VGWGLD

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0116

SB_0116

MLRRGWNRYRRY
GCMGLLEWLLCW
HLLGRIINWWAR
RM

32

19.24635622

0.008474576271

IINWWAR

957.5184452

1101.610498

9.109554067

No

SB_0117

SB_0117

MLQGWMLWRSS
LVWSLGRAGLFGL
WLSVSSR

21

12.74455536

0.003996003996

AGLFGLWLSVSSR

1391.756098

1535.870039

-7.710232259

No

SB_0118

SB_0118

IETSRARPTAASQ
AAKTSMAMGTM
LAKREWVLRVMR
VAMMNSDSIIPSR
HSREDMRCERYTS
IPRSEMVNASMM

FM

146

20.03051746

0.000999000999

VAMMNSDSIIPSR
HSR

1799.877029

1959.982881

-4.506118554

No

SB_0119

SB_0119

MMINKRDDMTIS
GRLVVCRAHGRG
KRRAISRSNNKKV
MATKKNFMEKGT
RAGDMGSKPHS

64

19.56720182

0.002424242424

DDMTISGR

893.3912624

1053.484827

3.257502508

Yes

SB_0120

SB_0120

MIISSKARRVLIIKI
KAKFITLFWMLSK
LVNWKLTVLFMLK
E

24

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0121

SB_0121

METYRNSQTTSTK

CQYQAAASKPKW

CLDVKWNISWRM

KQMVRKVEPMM

TWSPWKPVATKN
VEP

24

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0122

SB_0122

MPSEMVKGDSKY
SEACRRVK

32

13.0533318

0.006651884701

YSEACRR

883.3970162

1084.531222

-9.830153414

No

SB_0123

SB_0123

IVMSSAWIIWFRL

FSIRLWWAQVIDT

PDASNTDVFRSGT

SRGFSGVMPVGG

QCPPNWGVGARL
EW

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0124

SB_0124

MNRIIPYRRPFWT
GGVWWPWYVLS
RVTSRHHWYMVS
VLVSRPSMRSVM
EWKWNHMARPE
VIRRAERAPVRGH
GLGFTMW

113

19.15712093

0.000999000999

HHWYMVSVLVSR
PSMR

1983.992327

2128.084213

4.805330945

No
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SB_0125

SB_0125

IMCCRAGRGLLEV
WKRRLGLRRQRFL
G

15

25.62950155

0.000999000999

IMCCRAGRGLLEV
WK

1733.889112

2152.138023

-3.205659403

Yes

SB_0126

SB_0126

IVGWWLVGCWW
DIWRWGSMEGE
MEWSVLRRVGLG
LWGQWMKRTDF
RSFWFSGFVMIFY
FYGLWWGR

33

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0127

SB_0127

MEGSSTIRTFRFEA

KASQIMKIINITAV

REMNEPTDDRMF
HVVYASG

89

17.13238898

0.009523809524

IINITAVR

898.5599734

1042.671773

-9.311726812

No

SB_0128

SB_0128

IPDRPRKCCGKKV
RFTPMNMMVKW
ILA

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0129

SB_0129

MSSDEFANTMPV
RPPTVKRKMNPR
AQSTAADHFMLL
PWSVASQLNTLTP
VGMAMIMVAEV
KYARVSTSIPTVN
MWCAHTMNPRK
PIDIMAQTMPMY
PNGSFFPE

14

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0130

SB_0130

MGSPPPAGSKKV
VLRLRSVSSMVM
PAARTGRDRRSRT
AVIRTDQTKRGV
WYWVMAGGFM
LMIVVMKLMAPK
MEETPARCKEKM
VRSTEAPGWE

401

31.99770905

0.000999000999

TDQTKRGVWYWV
MAGGFMLMIVV
MK

2946.478001

3410.753217

6.120421135

No

SB_0131

SB_0131

MADASRSRREGG
KSQKLMLFMRGN
AMSGAPIIRGTSQ
LPKPPIMMGITMK
KIMTNAWAVTMTL

53

11.91927806

0.009900990099

MADASRSR

892.418479

1036.514518

5.830421843

No

SB_0132

SB_0132

MWSLPRRLPGWP
SSARMRRLRAVPR
TPAHAPNNRYSVP
MSLWFVENSQRS
ANISGGEVKWLSE
ALDCKSKDRG

107

24.68961083

0.002040816327

WLSEALDCK

1063.500807

1408.724693

1.226049523

Yes

138



SB_0133

SB_0133

IELQIRRSSFKPAG
ASPAFFPGGGRSR
LKPVD

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0134

SB_0134

IKVADLRSVDAEW
GFAVLSCYRN

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0135

SB_0135

IISMKGEMGRSSV

VRAMSVGRNGV

GFVCSNCHFIFTLL
DMGSSVIEVE

38

10.14925663

0.007063572149

IISMKGEMGR

1120.573256

1408.789118

-8.310300416

No

SB_0136

SB_0136

MVAMMVGMMR
LLFFVNSSMMAH
LGKKPVSGGRPPR
ERRVDGIKGVSHV
SLFQVRDSSRVVV
LEFKLSSRNAVVV
RMM

90

22.19791862

0.002688172043

MVAMMVGMMR

1155.509478

1347.595171

0.8468832668

Yes

SB_0137

SB_0137

MVKLRMVMLGLY
GRTAIIHPMWVIE
EYAKILRSWVWEN
PPQLPAMMDKIE
RVRRRLTFSEGEI
WYMIEMGASFCH
VRRSRPDVRGVP
WVTSGTQKWKG
AIPSFIAMAIMIIN
DEYWLVVLVMVH
CPESMLLKRMAIR
RIMDAVACVRKYL
MAASVERGFIFLV
RTGMKASMFISRP
TQVKNQCELSAV
MSVPAKMVE

231

23

24.95221347

0.000999000999

SWVWENPPQLPA
MMDK

1945.921851

2250.102287

8.288127825

No

SB_0138

SB_0138

MGCDRWHGEFW
ILRDGFDSHSPRN
KGV

20

18.53962327

0.003144654088

DGFDSHSPR

1016.431152

1160.534518

-1.106494702

Yes

SB_0139

SB_0139

IlYSIKVTLLSDMFL
RFEGECWRL

13

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0140

SB_0140

MLGWVVGSFFM
GGVWVGRSGIGG
MLFEFMRTGRLE
VGSWWQNMLCR
VQGRVRHMLFLG
RL

23

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0141

SB_0141

IRLWRMGRRGLR

RIRCWSLRLVRTPL

RQGRRGFGWSLL
VWR

34

24.18824918

0.008869179601

TPLRQGR

826.4773112

970.5764446

3.041597953

Yes

SB_0142

SB_0142

MLMVEWWLGW

LHMRLFGLLLAVR

RSGRSLSLMLTLIR
GLSKRLG

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0143

SB_0143

MGGLGWGWPG

GWVWGGGFMV

EERWWELRSGR
WCRGWW

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0144

SB_0144

MWRVLGALWW

RVLWRQRRVVVA

RRGLQRWGLCVV
VYSLEFFVR

24

13.52718761

0.003816793893

QRRVVVAR

982.6148008

1126.70881

7.174189307

No

SB_0145

SB_0145

MPLRLEWVQWG
VGGWPWVCC

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0146

SB_0146

ITGLCHLNKPCSW
VGVGMMLSWDD
IIYGGRRFVK

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0147

SB_0147

MVVRFDWWSLS
MYCSEVGFCSEVA
PTEIFNAGLVV

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0148

SB_0148

MGSSRLAVLCPPL
HGQVNFTG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0149

SB_0149

IHYAEGMGVSPCY
IMLGYNFSSFPCG
TMSIAPGFNFYRL
YFIWVNGLAKVV
W

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0150

SB_0150

MAVYRLSKRWW
GWSGFIDYRTGSS
RGMWSTARSFEF

30

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0151

SB_0151

MERLGPNLFVYG
VMWARLNIFSVLL
WGGKLHKLWGVS

LGFGWFGVWG

24

11.74932761

0.000999000999

MERLGPNLFVYGV
MWAR

2038.028042

2198.13785

-5.814048991

No

SB_0152

SB_0152

IFCYDVCVESGCA
DIQLLLLCPTSIN

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0153

SB_0153

MMGWGRNQRQ
MLRHRVLRLQRLA
MLSRAYPPDENTK
CMESSREWLMG
W

61

16.473808

0.004197271773

MMGWGRNQR

1134.517476

1310.619018

-7.343252657

No
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SB_0154

SB_0154

MSDTVHFSYPQVL
WARSEESSTLVRD
IDFTEDGGQGTPI
WGGSSMGTRRDL
TVMCYVR

75

25.31221444

0.001998001998

DIDFTEDGGQGTPI
WGGSSMGTR

2383.038604

2527.126774

5.516739491

No

SB_0155

SB_0155

MYYRWSSIYGTV
QYSWWLAVMYE
MHSGCWWVSQY
LGGTQICFPMKEQ

RMV

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0156

SB_0156

IRILALGANGGVK
DFFSDLSLEKGFHL
RFTRLVY

22

24.23521817

0.001020408163

DFFSDLSLEK

1199.570992

1487.783158

-5.386567532

No

SB_0157

SB_0157

MLQGQAHLSILFSI
REMVGIRIRIVVKY
STDATCPMMVKG

99

16.12499284

0.003631961259

EMVGIRIR

972.5538426

1132.64155

8.208387675

No

SB_0158

SB_0158

IMLCCLDMWRM

GIIARMRMDSNR

ARTPPSLLGTDRRI
\

81

12

20.26730827

0.001048218029

MRMDSNRAR

1135.533854

1295.622706

6.291403817

No

SB_0159

SB_0159

ILSEWEVIPRGLFD
PVSCKNRRWSVA
RAAMMKGKMK
WKVKNRVRVGLS
TE

33

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0160

SB_0160

IHWTRSVPMYGM
ADSKFVITVAPQN
DIWPHGRT

35

10

18.13464371

0.002997002997

SVPMYGMADSK

1184.520555

1488.711045

5.760069176

No

SB_0161

SB_0161

MKAVAMVASRR
MMPMFQVSE

21

20.80739396

0.008083140878

AVAMVASRR

959.5334428

1103.624632

9.876398944

No
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SB_0162

SB_0162

MARNSPVVIWRI
RQAPRSEPKFHHA
EMLDGVGRSMNE
WLINFIRGLVLRIG
VIGVLVVEMQRW
FFMSLVVVVVRAR
MMMYALFLLSVG
LVMGFVGFSSKPS
PIYGGLVLIVSGVV
GCVIILNFGGGYM

GLMVFLIYLGGM
MVVEGYTTAMAI

EEYPEAWGSGVE
VLVSVLVGLAMEV
GLVLWVKEYDGV
VVVVNFNSVGSW

MIYEGEGSGLIRE
DPIGAGALYDYGR
WLVVVTGWTLFV
GVYIVIEIARGNRL

CD

88

17.30034468

0.000999000999

FHHAEMLDGVGR

1367.640422

1511.729762

8.436715496

No

SB_0163

SB_0163

MGDCAVCDARVE
SEYVGEMKCA

15

16.17840283

0.005076142132

VESEYVGEMK

1169.527414

1617.826131

1.490421419

Yes

SB_0164

SB_0164

MEFEELINVWVWV

YMSQWEFYDGPC

NEQCYRDEYYGEV
\

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0165

SB_0165

MMGVWVFFVRV
NEGGKDGGN

50

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0166

SB_0166

MDSCYPLKVEKA
MLLDMGAWVSS
SCELSR

11

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0167

SB_0167

MRGRKPLLSDSQS
DVLVKLYLQEENP
VMMSGLRDRRR
MGDRCMNMRVF
SRVNEGFMLLM
WWVSEPHCVVV
NM

45

14.61955031

0.002997002997

MGDRCMNMRVF
SR

1601.704692

1802.814079

7.862381391

No

SB_0168

SB_0168

MLSPVSRRVMFD
QENVVTSTESSPS
RLMVGGKARLAR
LARSHQKAISGSR
VWSPWERIMMR
LWVRS

63

19.0610428

0.008484848485

IMMRLWVR

1103.60958

1263.71823

-9.212354895

No
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SB_0169

SB_0169

IMRMTAPVKLQG
VWMRMAVTTRA
MWLIEEYAMSDF
RSVCRRQMELVM
IMPHRDSTRKG

408

14

24.68111573

0.000999000999

RQMELVMIMPHR

1539.78359

1683.892152

-3.836329152

Yes

SB_0170

SB_0170

IKLLAQEFDSSWA
VRVSSRMFSEPRV
LWV

18

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0171

SB_0171

MISSVAVNVMIKE
ICREISMER

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0172

SB_0172

MIVRGRSQVVSIR
RGVVRGSEEKVGE
QLNRLLLIWLKNS

RGMMLMIRLWV
VVLIQIMCFLESHV
SGSNMIVGTISFSI
GVGLGYVRSLGH

MCWRLRLVGLGP
PLLRRRQRLVWQ

155

12.06194623

0.009433962264

GRSQVVSIR

1000.577749

1144.676438

2.971509154

Yes

SB_0173

SB_0173

MVLFLLGMVGR
MWGVSDMLVFL
EVRW

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0174

SB_0174

MSRNHSFCLNYM

PIRFSLILFVVTHRP

DLGLGWWLMRG
MT

22

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0175

SB_0175

MVKPHLQNASIRR
RLRSQSDVWM

14.2310863

0.000999000999

MVKPHLQNASIRR
R

1704.968163

2009.156981

5.11088456

No

SB_0176

SB_0176

MLSRRCRRKWW
RETRSTLRLVGG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0177

SB_0177

MLLMRVMRMCL
GVGLLGDLAGWC
LLGASALLIGG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0178

SB_0178

MGLSRIEGLFGQV
VCGGLGMCFLVL
HRAIIGMWLVCW
LVGLVWGALWSG
SEITWLGRRSLGG
LRGPLLGVMGWV
LLYDRHVIGGSLCV
VVQVEAY

48

10

26.94818027

0.008474576271

RSLGGLR

757.4558484

901.5583248

-0.4346533091

Yes

SB_0179

SB_0179

IFSWVMRNSVRS
MGVIMVGHTVVF
SWGISL

11

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0180

SB_0180

ISKIFRGINSRTMG
MKLWFAPQISEH
WP

51

22.00463893

0.003636363636

IFRGINSR

961.5457216

1105.650919

-2.811209079

Yes

SB_0181

SB_0181

IASVFKPNVGTAH

ECKTSCDVIIMRM

GASIGSTTRLSTSR

SRRSPGSRNNGGS
M

26

17.90667062

0.001002004008

RSPGSRNNGGSM

1218.552341

1362.66105

-4.858555349

No

SB_0182

SB_0182

MRRDGRAMRTR
MMAGRMVQTVS
ISWASEMLVLVSF
VVSVRKRAYRTRK
QMRKMIMRAWS
WKVMSSSMMGE
VASCRPTCAACAI
KMYRI

73

17.2891006

0.008849557522

TRMMAGR

821.3999924

981.4877215

9.442820089

No

SB_0183

SB_0183

MVFLMPFWKSH
GGHGVGLKPALG
GSIPSFFV

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0184

SB_0184

ILCMRVLRMCGR
VGGIHMVTPGLW
RVLLLLGLFASKRR
LLKSWKLLMLLLLE
KWMSLQMMGCF
MWCMHRGSPSN
VGAFRMGRESVV
GRKLDLRRWMW

55

16.68926836

0.000999000999

ESVVGRKLDLR

1270.735698

1558.932275

4.864339307

No

SB_0185

SB_0185

MGEISEWSLLWW

QMQLLLMGHSGS

GLQRSTCRVVRCL

VMSLLMQCQSGH

LRWKERWILGLRA

LQQIISYCFRGVW
RVS

42

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0186

SB_0186

MVLFFRSSKLQYG
RLFRSLVG

13

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0187

SB_0187

MGVGMEWGLLL
RRGRRRWCWGC
GLLVV

20

20.65512067

0.001

MGVGMEWGLLLR

1360.699513

1520.792566

2.603800845

Yes

SB_0188

SB_0188

MGEVGLLWLGRI
RRRGAFGIGLWQ
GVLYW

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0189

SB_0189

MRAGVGEREVRV
RSLCCLCGETPYR
GHRLLGELVSCQS
LRLWWVLLWRRL
LQMHGLWR

43

25.21398491

0.006564551422

AGVGEREVR

971.5148174

1115.609647

6.50557754

No

SB_0190

SB_0190

IFMLNCKFEEAAS

NLPGLLPPFFPAA

GEVDWSQLIRVLS
C

12.7887681

0.006651884701

IFMLNCK

867.434644

1212.650713

7.869148105

No

SB_0191

SB_0191

ICVQLMQSGVLQS
LAVTEIKYCNLLRA
LKALGLYLT

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0192

SB_0192

IWAKSRLAGAGLL

GRGGWMELRVLV

MLACFRCEMVVG

SWCWSLSWVVG
MR

24

30.49572606

0.001004016064

SRLAGAGLLGR

1069.635595

1213.734458

2.661272284

Yes

SB_0193

SB_0193

MLRFCVAGFGLIH

LNCLLWWMRLRE

WGEGLRLVRERF

GMWLRWGLVFV

MWEEAGRMSEG
CLG

65

19.80232168

0.000999000999

LVRERFGMWLR

1461.802668

1605.90347

0.8099306964

Yes

SB_0194

SB_0194

MRLLAWGNTW
WQLLWNEGLFF
WLELE

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0195

SB_0195

MGPMAYLADLTL
GWGVMGGTENF
GFSGMGSILMVLE
MRGFKLLLFTLSK

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0196

SB_0196

MWDCLGYCSQC
ADQGVVWVWCS
PWSEDWVNG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0197

SB_0197

MMSFTGEGALW
SRPYFSCPFVQGGI
WX

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0198

SB_0198

MSWSNIEVVNPIV
DMDSRMGLRCYP

15

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0199

SB_0199

ISLVKSKRQLNPRG

AIHTGPYLRNKWL

CYLCTVRVPRPLN

MCHWAGGASNT

GDARGDVFGKQA
G

28

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0200

SB_0200

MLCLVMIFHLSLA
VLYLLRQVSISIAYT
LFG

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0201

SB_0201

MLEEGDGRCVRA

SGPCSTKHSTLSLL

LNPPSTLKFHKGY
RSFLG

28

12.21386031

0.004243281471

MLEEGDGR

905.3912624

1065.481706

6.149467885

No

SB_0202

SB_0202

MGWARGGEVDR

GLSITEQAPLEGYE

APPGPLSFKLWLV
VFWRAVLLI

13

17.17685495

0.000999000999

MGWARGGEVDR

1232.572012

1376.671919

1.585656856

Yes

SB_0203

SB_0203

MNCGGCLWGLV
GSGYGVSSGVCVL
GRMGGGCIDEISS

MGVGGENNVLV
GGWLLKVHTAKR

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0204

SB_0204

MCLSAVARSGGG

GVWWKFFVMMS

VWKVAVQTFNCY
YYVLQALIN

18

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0205

SB_0205

MGCSGSSVSQCY
RVHTPQTKMPNA
WRAPVSG

21

11.77834789

0.001998001998

MGCSGSSVSQCYR

1363.531865

1621.660993

9.797445322

No

SB_0206

SB_0206

MSYLRGTCGLFRL
YDPEVGTRCRMQ
FTLATPKCYGPGA
RRVALLCGMLISR
RMVVKGPLSEGG
HPWGREGIWL

119

33.32383618

0.000999000999

VALLCGMLISR

1174.656587

1391.768589

4.651040481

No

SB_0207

SB_0207

MCDSWGLIAVLA

CKHGEGVLMWIG

FLCTTGGQVFMV
PYNIHGGWQ

13

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0208

SB_0208

MAVVDGWVNT
WVVPKSASPWKN
RE

11

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0209

SB_0209

MVELKTFSLICPW

KKVFISGLQDWCI

SLYYKDRPIWVFC
FQLGR

30

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0210

SB_0210

IGLVGEMLCFVV
WMYGGWGLLLG
WGWMVMGQGR
LLVC

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0211

SB_0211

MGNIIRAWCGEG
CLRGWLGYNCLG
RLGGLVRMVLMS
LRREGREVSRGRL
WLCSKGGRWFYR
NGRWFLGGCLIPF
RARMGGGVLLGL
Q

182

19.94206225

0.000999000999

MVLMSLRREGR

1346.727458

1506.831371

-4.578775128

No

SB_0212

SB_0212

MLRRHWREGSG
WFSHNLRLEWCG
RLMKRRLRRLVSS
AWLGMVLWWEF
GGSGRRQGVSRS
FIMRRCWMGWG
GRWMSG

89

12.08128351

0.008083140878

RCWMGWGGR

1107.485449

1308.600806

6.261558495

No

SB_0213

SB_0213

MLQRWLLRSILRH
GGQGLRSWWVF

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0214

SB_0214

MKERGQGWFGRI
LLVRGLCMIMGV
D

16

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0215

SB_0215

IMPFWVEVMME

VEIWCCEIVLGNSF

SSQVRSRRSRGRF
WLVRRPR

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0216

SB_0216

IVWWKGDAGEML
LVMRNPANRLPA
ARRLMGFSRVGLF
SLMLVRVGKRGW
PVRVRRIIRVL

77

18.13639941

0.000999000999

GDAGEMLLVMR

1190.578736

1334.687841

-5.255125499

No

SB_0217

SB_0217

MRVMDRAQAFV
YDMFAVSMMWS
LE

23

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

147



SB_0218

SB_0218

IPANARLPMVREV
EVRGMVLSSPPIF
RMSCSLLRLWM
MDPEHMNSMAL
KKAWVQMCRNA
RCGWLMPIVTIM
SPSWLEVEKATIFL
MSFCVRAQTAAN
RVVMAPKHSVRV
WISGLFSARGWK
RMSKKIPATTMVL
EWSRAETGVGPS
MAEGSQGWRPN
WADLPAAARRRP
SSGVRLGLAFRRAI
CCGSHELECRMN
HAKARMKPMSP
MRLYRIAWMAAV
LASARAYHQLMSK
KDMIPTPSQPMN
SWNRLLAVTKISM
VIRKMSRYLKNWL
MFGSEFMYHSEN
SMMDHVTNNAT
GMNIMEK

254

11

41.69602147

0.000999000999

EVEVRGMVLSSPPI
FR

1814.971241

1975.083261

-7.59190579

No

SB_0219

SB_0219

MMTSWSRHMNI
VVGKRLMMKVD
ATMDFT

31

16.35315213

0.001210653753

HMNIVVGK

896.4901828

1200.683129

5.095019283

No

SB_0220

SB_0220

MGGIREVRVRVV
MVVCMVITFIWS
CTKIFGA

10

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0221

SB_0221

MGGEWGMGVW
TWGCFLVWMRV
LCC

13

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0222

SB_0222

MGMVQGRGRLC

VLSGGWEWVWG

VLYHSRLVLRVLR

QVLLTQRWGLRH
GL

15

17.1813702

0.006928406467

MGMVQGRGR

990.485115

1150.574672

6.469627156

No

SB_0223

SB_0223

MLSCWLRSLMVL
GQWEWVVECLVS
LGCCECKLVRWV
GEGSLLGCRMGS
MCLRSGVLAGCLI
GWW

52

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0224

SB_0224

MVVHWMSGVGL
PWLWGVGVR

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0225

SB_0225

MPVSGGGFEAKV
MFGCKVKY

35

17.54348204

0.000999000999

MPVSGGGFEAK

1078.511705

1382.713954

-2.302300023

Yes

SB_0226

SB_0226

IKATAISRMVSRIRI
VKMMSVEGRLM
VDIARVALPIRCM
SRWPAVMLAVRR
TARAIGWMSRLM
VSMMTSMGMRG
VGVPCGKKWARA
FLILERKPMITVPA
HKGMAMARFMD
SWVVGVNEWGR
SPRRLVVAMKMIK
DTSMRDQVRPLV
LCMVIICFEVSLISH
CWVVISRLLMRYL
EVGINRGGNRMIS
TAAGRPRIVGAM
NEANRFSFILVLRV
CYNFLFLWALVRE
VGGSLCLMFLVG
WWGMV

515

22

34.85655731

0.000999000999

AIGWMSRLMVSM
MTSMGMRGVGV
PCGK

2872.353417

3233.551855

6.845155335

No

SB_0227

SB_0227

MRALFQRFLGELIL
GRWAWNCGLLH
RFQSIDRSMPPVV

12

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0228

SB_0228

MMGEVCRSWRL
VRRSRCTRRFSTIG
GaLww

11

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0229

SB_0229

MEAMGLAWNQL

WGVRFLPFLSRFY

VYGFFECVVGWG
ASM

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0230

SB_0230

IASVECGESAKYFD

AGGDSDDYGSGG

EMCSCVYVYSYCK
YMVCSHDKP

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0231

SB_0231

IANSKKQLQTCRG
FSRLFSRRREK

36

12

21.06855371

0.00218579235

GFSRLFSRR

1124.62028

1268.717786

3.615045629

Yes

SB_0232

SB_0232

IGSIGYGSLSGEYIV
EEDSY

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0233

SB_0233

MLEIVMGMETYH
MSNARVSGRKFF
HRRCMSWS

53

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0234

SB_0234

IVVVRVFIMMMEF
VYSAMKNRAKGP
AAYSMLKPETSSD
SPSARSKGVRLVS
ASVEMNHIMAKG
HDGRSNQRCSCV
VMRVERLKEPLIS
NVDSRMMARVTS
YEIVWATARSAPI
RA

165

21.622387

0.000999000999

LVSASVEMNHIMA
K

1528.774131

1816.968939

5.149099863

No

SB_0235

SB_0235

MNRRPRLRLTRGL
GMGRGVHSRRA
MVRAKVGAVM

31

14.75986827

0.005020080321

GVHSRRAMVR

1167.640697

1311.744847

-1.567282974

Yes

SB_0236

SB_0236

MVDVAGFRGSLV
KSFMASAKGCSSP

17

16.69596443

0.008484848485

MVDVAGFR

893.4429008

1053.531901

7.592758242

No

SB_0237

SB_0237

IFRSVSIRNAIAIR

MGTMRSRRLAM

GMLLRRGIEPLTV
KF

65

20.62049424

0.005773672055

RLAMGMLLR

1059.604495

1235.707948

-9.330817665

No

SB_0238

SB_0238

INKLKLHRVFSSCC

VMPASSRAGQFH

WLKVRDSWTLVE
PFMQVPI

47

15.62436483

0.00218579235

AGQFHWLK

985.5133602

1273.722598

-3.994077948

Yes

SB_0239

SB_0239

MLVMLEVMFLVN

RRGKICRVPFTFFN

LSLWACLCWVDS

EGNNDLLVDCRY

WAVNCQFSVLIW

RRLMRRRMFSCY
LY

47

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0240

SB_0240

MDWSNWVWGV
QLYVWDFLGSGC
WAWTLS

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0241

SB_0241

MGVKFFTLSTRFF
PSVQRAVPLWTN
S

13.41600805

0.008403361345

FFTLSTR

870.4599302

1014.555688

6.236398252

No

SB_0242

SB_0242

MSFEVYLRRVTGG
VYALQGPVQLSTL
LLVYC

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0243

SB_0243

MRAIVVFWGRKC
SPFLATSWATPW
PNVFTWVLALTL

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0244

SB_0244

MVGYLIPVWVLAI
VCSDMLKPLS

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0245

SB_0245

ILCQLEFFTTQVSF
SFIGEGVI

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A
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SB_0246

SB_0246

IAACLMLVPFDRG
DLEGELTGTGMLA
CVILLRANRKARTK
PICLWGDVSPSKH
FQCIALRR

32

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0247

SB_0247

MGLAAVCVCWV
GWAGVVLMRLV
VWEWEGKMMC

21

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0248

SB_0248

MPPKDKIWNLVR
LVLGFFVFGVWQ
RCV

22

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

#N/A

SB_0249

SB_0249

MLNVGAMNNR
MRQESKTDTAT

22

17.63291836

0.002030456853

MLNVGAMNNR

1118.532457

1262.64688

-9.768674111

No
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Filtered list based on validation (only "Yes")

Prot_Acces
sion

Description

Prot_Seq

PepQuery_
hits

Confident_
hits

Best_Score

pvalue

Peptide_Se
quence

Peptide_Chec
k_Mass

Exp_Pep_Mas
S

Error_mass_p
pm

Validation

mt gene or
region

LEN(prot)

SB_0086

SB_0086

MFADRWLFSTNHKDIGTLYLLFGAWAGVL
GTALSLLIRAELGQPGNLLGNDHIYNVIVTA
HAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMIG
APDMAFPRMNNMSFWLLPPSLLLLLASAM
VEAGAGTGWTVYPPLAGNYSHPGASVDLTI
FSLHLAGVSSILGAINFITTHINMKPPAMTQY
QTPLFVWSVLITAVLLLLSLPVLAAGITMLLT
DRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHP
EVYILILPGFGMISHIVTYYSGKKEPFGYMG
MVWAMMSIGFLGFIVWAHHMFTVGMDV
DTRAYFTSATMIIAIPTGVKVFSWLATLHGS
NMKWSAAVLWALGFIFLFTVGGLTGIVLAN
SSLDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIM
GGFIHWFPLFSGYTLDQTYAKIHFTIMFIGV
NLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTTW
NILSSVGSFISLTAVMLMIFMIWEAFASKRK
VLMVEEPSMNLEWLYGCPPPYHTFEEPVY
MKSRQKRKESNPPKLVSSQPHGLHDFFKKV
LEKPFHNFVKVKL

151

91

90.04728257

0.000999000999

VLMVEEPS
MNLEWLY
GCPPPYHT
FEEPVYMK

3727.711022

4088.940668

-2.215073813

Yes

RefProt COX1

553

SB_0063

SB_0063

MLKLIVPTIMLLPLTWLSKKHMIWINTTTHS
LISIPLLFFNQINNNLFSCSPTFSSDPLTTPLL
MLTTWLLPLTIMASQRHLSSEPLSRKKLYLS
MLISLQISLIMTFTATELIMFYIFFETTLIPTLAI
ITRWGNQPERLNAGTYFLFYTLVGSLPLLIAL
IYTHNTLGSLNILLLTLTAQELSNSWANNLM
WLAYTMAFMVKMPLYGLHLWLPKAHVEA
PIAGSMVLAAVLLKLGGYGMMRLTLILNPLT
KHMAYPFLVLSLWGMIMTSSICLRQTDLKS
LIAYSSISHMALVVTAILIQTPWSFTGAVILMI
AHGLTSSLLFCLANSNYERTHSRIMILSQGL
QTLLPLMAFWWLLASLANLALPPTINLLGEL
SVLVTTFSWSNITLLLTGLNMLVTALYSLYM
FTTTQWGSLTHHINNMKPSFTRENTLMFM
HLSPILLLSLNPDIITGFSSCKYSLTKTSDCESD
NRGLRPLIYRESSQELLTHAPMSNNMAFST
FKG

87

84.24539063

0.000999000999

AHVEAPIA
GSMVLAAV
LLK

1889.080786

2177.288583

-1.661575297

Yes

RefProt ND4

506

SB_0056

SB_0056

MAHAAQVGLQDATSPIMEELITFHDHALMI
IFLICFLVLYALFLTLTTKLTNTNISDAQEMET
VWTILPAIILVLIALPSLRILYMTDEVNDPSLTI
KSIGHQWYWTYEYTDYGGLIFNSYMLPPLF
LEPGDLRLLDVDNRVVLPIEAPIRMMITSQD
VLHSWAVPTLGLKTDAIPGRLNQTTFTATR
PGVYYGQCSEICGANHSFMPIVLELIPLKIFE
MGPVFTL

779

656

76.27685888

0.000999000999

MMITSQD
VLHSWAVP
TLGLK

2226.154024

2514.353794

1.755039781

Yes

RefProt COX2
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SB_0024

SB_0024

ILVQLOMKVMTMHTTMTTLTLTSLIPPILTT
LVNPNKKNSYPHYVKSIVASTFIISLFPTTMF
MCLDQEVIISNWHWATTQTTQLSLSFKLDY
FSMMFIPVALFVTWSIMEFSLWYMNSDPN
INQFFKYLLIFLITMLILVTANNLFQLFIGWEG
VGIMSFLLISWWYARADANTAAIQAILYNRI
GDIGFILALAWFILHSNSWDPQQMALLNA
NPSLTPLLGLLLAAAGKSAQLGLHPWLPSA
MEGPTPVSALLHSSTMVVAGIFLLIRFHPLA
ENSPLIQTLTLCLGAITTLFAAVCALTQNDIK
KIVAFSTSSQLGLMMVTIGINQPHLAFLHIC
THAFFKAMLFMCSGSIIHNLNNEQDIRKMG
GLLKTMPLTSTSLTIGSLALAGMPFLTGFYSK
DHIIETANMSYTNAWALSITLIATSLTSAYST
RMILLTLTGQPRFPTLTNINENNPTLLNPIKR
LAAGSLFAGFLITNNISPASPFQTTIPLYLKLT
ALAVTFLGLLTALDLNYLTNKLKMKSPLCTFY
FSNMLGFYPSITHRTIPYLGLLTSQNLPLLLLD
LTWLEKLLPKTISQHQISTSIITSTQKGMIKLY
FLSFFFPLILTLLLIT

113

63

76.17222727

0.000999000999

FPTLTNINE
NNPTLLNPI
KR

2308.253868

2596.46168

-1.396327951

Yes

RefProt ND5

612

SB_0057

SB_0057

MPQLNTTVWPTMITPMLLTLFLITQLKMLN
TNYHLPPSPKPMKMKNYNKPWEPKWTKIC
SLHSLPPQS

328

277

64.10598268

0.000999000999

MLNTNYHL
PPSPKPMK

1866.948398

2299.260345

-2.484358335

Yes

RefProt ATP8

68

SB_0089

SB_0089

MMTHQSHAYHMVKPSPWPLTGALSALLM
TSGLAMWFHFHSMTLLMLGLLTNTLTMYQ
WWRDVTRESTYQGHHTPPVQKGLRYGMI
LFITSEVFFFAGFFWAFYHSSLAPTPQLGGH
WPPTGITPLNPLEVPLLNTSVLLASGVSITW
AHHSLMENNRNQMIQALLITILLGLYFTLLQ
ASEYFESPFTISDGIYGSTFFVATGFHGLHVII
GSTFLTICFIRQLMFHFTSKHHFGFEAAAWY
WHFVDVVWLFLYVSIYWWGSYSFSMNSTV
NFQLTSFDNIQKRVMNFALILMINTLLALLL
MIITFWLPQLNGYMEKSTPYECGFDPMSPA
RVPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWAL
QTTNLPLMVMSSLLLIILALSLAYEWLQKGL
DWTELVYSLNKTNDFDSLNYDNHIYQMPLI
YMNIMLAFTISLLGMLVYRSHLMSSLLCLEG
MMLSLFIMATLMTLNTHSLLANIVPIAMLV
FAACEAAVGLALLVSISNTYGLDYVHNLNLL
Qc

111

69

55.11127489

0.000999000999

ESTYQGHH
TPPVQK

1607.769182

1895.97657

-1.701906999

Yes

RefProt COX3

520

SB_0017

SB_0017

MNENLFASFIAPTILGLPAAVLIILFPPLLIPTS
KYLINNRLITTQQWLIKLTSKQMMTMHNTK
GRTWSLMLVSLIFIATTNLLGLLPHSFTPTT
QLSMNLAMAIPLWAGTVIMGFRSKIKNAL
AHFLPQGTPTPLIPMLVIIETISLLIQPMALAV
RLTANITAGHLLMHLIGSATLAMSTINLPSTL
IIFTILILLTILEIAVALIQAYVFTLLVSLYLHDNT

130

89

51.46183017

0.001020408163

LITTQQWLI
K

1242.733572

1530.93992

-1.428598097

Yes

RefProt ATP6

226

SB_0005

SB_0005

MPPSSANPDEGYKVSASTHVKTLGQGVAH
EVARNGLHFLPQKTTMALMKLKGRRWI

31.85069597

0.001998001998

TLGQGVAH
EVAR

1236.657452

1380.764859

-3.848103668

Yes

12S sens
(chevauche
MOTS-c

56
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INPLAQPVIYSTIFAGTLITALSSHWFFTWVG
LEMNMLAFIPVLTKKMNPRSTEAAIKYFLTQ
ATASMILLMAILFNNMLSGQWTMTNTTN
QYSSLMIMMAMAMKLGMAPFHFWVPEV
TQGTPLTSGLLLLTWQKLAPISIMYQISPSLN
VSLLLTLSILSIMAGSWGGLNQTQLRKILAYS

SB_0085 | SB_0085 68 17 30.98510606 |0.001048218029 | WAIIEEFTK | 1135.591332 | 1423.796681 |-0.8391981488|  Yes RefProt ND2 347
SITHMGWMMAVLPYNPNMTILNLTIYIILTT
TAFLLLNLNSSTTTLLLSRTWNKLTWLTPLIP
STLLSLGGLPPLTGFLPKWAIIEEFTKNNSLIIP
TIMATITLLNLYFYLRLIYSTSITLLPMSNNVK
MKWQFEHTKPTPFLPTLIALTTLLLPISPFML
MIL
SB_0192 | s 0192 |'WAKSRLAGAGLLGRGGWMELRVLVMLAC| 3 30.49572606 |0.001004016064 | SRHAGACLL | 1669 635505 | 1213.734458 | 2.661272284 Yes | ND2, antisens 50
- - FRCEMVVGSWCWSLSWVVGMR GR
MYYSDGYWGVSWGMGVRGWGLGECFSG IGAVGERV (N'\l;lg: :i: :ur
SB_0110 | SB_0110 VS DGGRIGAVGERVWWEGACGKL 54 4 28.02515  |0.000999000999 WWGGKGGC 1630.803791 | 1976.033302 |-1.964915008 |  Yes autre brin), 50
frameShift
MVGRFMG
SB_0007 | SB_0007 | MVGRFMGRGDKPTEPGDSWLSKMES 54 12 27.52984605 |0.001998001998 | RGDKPTEP | 2450.183426 | 2914.478541 [0.3292530069 |  Yes 165 sens 25
GDSWLSK
MGLSRIEGLFGQVVCGGLGMCFLVLHRAII
GMWLVCWLVGLVWGALWSGSEITWLGR COX3,
SBLOI78 | SBLOL78 || c o VMGWVLLYDRHVIGGSL 48 10 26.94818027 |0.008474576271| RSLGGLR | 757.4558484 | 901.5583248 |-0.4346533091|  Yes antisons 95
CVVVQVEAY
MICCSALSPRIHLSFHRRWPDWHCISKLITR
HRTTRHVLRCSPLPLCPINRSCICHHRRLHSLI
SPILRLHPRPNLRQNPFHYHIHRRKSNFLPTT TTRHVLRCS COX1 sens,
SB_OOSS | SB_00SS | PRCMHHMKHPICRLIHE 99 8 2639510071 |0.000999000999 |, o" 0| 2075.124397 | 2333.278658 |-3.949405601 | Yes P 180
SNSSNINNFHDLRSLRFEAKSPNSRRTLHKP
GVTMWMPPTLPHIRRTRMHKI
SB 0125 | SB 0125 | IMCCRAGRGLLEVWKRRLGLRRQRFLG 15 1 25.62950155 |0.000999000999 'EALCLSQ?KR 1733.889112 | 2152.138023 |-3.205659403 | Yes  |ATP6,antisens| 27
MWSLPRRLPGWPSSARMRRLRAVPRTPA WLSEALDC N;’a“r;;‘s’::st
SB 0132 | SB_ 0132 | HAPNNRYSVPMSLWFVENSQRSANISGG 107 5 24.68961083 |0.002040816327 p 1063.500807 | 1408.724693 | 1.226049523 Yes e 73
EVKWLSEALDCKSKDRG
cox1)
IMRMTAPVKLQGVWMRMAVTTRAMWL RQMELVMI
SB_0169 | SB_0169 |IEEYAMSDFRSVCRRQMELVMIMPHRDST| 408 14 2468111573 |0.000999000999 |~ o' | 153978359 | 1683.892152 |-3.836329152 |  Yes | ND4,antisens 58
RKG
MTPNRGPLSPPNDLRPSHVISLPLHNAPHT
RPTNQHTNHMPMMARCNTRKHMPRPPH RPSMRONP COX3 sens
SB_0058 | SB_0058 |TTCPKRPSMRDNPIYYLRSFFLRRIFLSLLPLQ| 35 2 2459374409 |0.000999000999 X" | 1679.856552 | 1968.066962 |-3.172199407 | Yes P 134
PSPYPPIRRALAPNRHHPAKSPRSPTPKHIRI
TRIRSINHLSSP
s8 0141 | sB o141 |'RHWRMGRRGLRRIRCWSLRLVRTPLRQGR 34 5 24.18824918 |0.008869179601 | TPLRQGR | 826.4773112 | 970.5764446 | 3.041597953 Yes | ND1,antisens M
RGFGWSLLVWR
ILLRMSLRQIKTLNWQLTAQYLQSTNKSLLP LETKNITSS! coﬁsléf';";tai
SB_0008 | SB_0008 |SLSTQHRHAHKERLKKVKGTRQILPRLFTKNI 43 1 23.99545008 |0.000999000999 1579.893313 | 1868.103082 |-2.998073063 |  Yes " 80
TSSITSIRGTACPVTHV TSIR rea SHLP1 et
SHLP4
MVAMMVGMMRLLFFVNSSMMAHLGKK MVAMMY
SB_0136 | SB_0136 |PVSGGRPPRERRVDGIKGVSHVSLFQVRDS 90 2 22.19791862 |0.002688172043 | - 1o | 1155.509478 | 1347.595171 |0.8468832668 |  Yes | ND2,antisens 77

SRVVVLEFKLSSRNAVVVRMM
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COX2,

SB_0180 | SB 0180 | ISKIFRGINSRTMGMKLWFAPQISEHWP 51 3 22.00463893 |0.003636363636 | IFRGINSR | 961.5457216 | 1105.650919 |-2.811209079 |  Yes oo 28
IIFPSHSHTTNLINTTPAHPTQHTHTAANPM
PRTNQTPKTPPTVYVAYLLKAMHWKCLDG
SB_0003 | SB_0003 |LTSPHKQMGLVLAFLLALSKITHASIPVPVSS 52 3 21.5925048 |0.008743169399 | TLSLATPPR | 954.5498034 | 1098.655792 |-3.548999013 |  Yes 125 sens 128
PSKSPRSKGTSIKHAAMQLKTLSLATPPRET
AVINL
MGEGLEENPTNPITKPTLNRNKAYIIILARTT
TTTNDMKNHRCISTTRTPMTPMRKTNPLM
KLINHSFIDLPTPSNISAWWNFGSLLGACLIL
QITTGLFLAMHYSPDASTAFSSIAHITRDVNY
GWIIRYLHANGASMFFICLFLHIGRGLYYGSF
LYSETWNIGIILLLATMATAFMGYVLPWGQ
MSFWGATVITNLLSAIPYIGTDLVQWIWGG
SB_0067 | SBLO06T | o L PEIAALATLHLLFLH 63 7 21.38188719 |0.002212389381 | KTNPLMK | 830.4683856 | 1262.772811 | 1.41407854 Yes RefProt CYTB 436
ETGSNNPLGITSHSDKITFHPYYTIKDALGLLL
FLLSLMTLTLFSPDLLGDPDNYTLANPLNTPP
HIKPEWYFLFAYTILRSVPNKLGGVLALLLSILI
LAMIPILHMSKQQSMMFRPLSQSLYWLLA
ADLLILTWIGGQPVSYPFTIIGQVASVLYFTTI
LILMPTISLIENKMLKWACPCSMN
Non-codant
SB_0231 | SB 0231 IANSKKQLQTCRGFSRLFSRRREK 36 12 21.06855371 | 0.00218579235 |GFSRLFSRR | 1124.62028 | 1268.717786 | 3.615045629 Yes erﬁ:::'szgset 24
cox1)
COX1,
MGVGME antisens -
SB 0187 | SB 0187 |MGVGMEWGLLLRRGRRRWCWGCGLLVY 20 1 20.65512067 0.001 1360.699513 | 1520.792566 | 2.603800845 Yes . 27
WGLLLR frameshift de
Gau
QANMTNT
IPTTQLKLQHHDPTTISHLKQANMTNTLNS! ND2 sens,
SB_O0SO | SB_OOSO |\ 0 oo ot oANRLFAQMIGHYRRIHKKQ, 4 1 20.32219288 |0.000999000999 LNSII:{PPLP 1902.973367 | 2047.067215 | 4.036097747 Yes e 59
MLRFCVAGFGLIHLNCLLWWMRLREWGE LVRERFGM
SB_0193 | SB_0193 | GLRLVRERFGMWLRWGLVFVMWEEAGR 65 1 19.80232168 |0.000999000999 |\ '->"" | 1461802668 | 1605.90347 (0.8099306964| Yes | ND2,antisens 62
MSEGCLG
MMINKRDDMTISGRLVVCRAHGRGKRRAI
SB_0119 | SB_0119 |SRSNNKKVMATKKNFMEKGTRAGDMGSK 64 4 19.56720182 |0.002424242424 | DDMTISGR | 893.3912624 | 1053.484827 | 3.257502508 Yes | ND3, antisens 60
PHS
MVLNLRVHRLRRTNLQLLHTSPIIPRTRRPA
TPWRWQSSSTPDWSPHSYNNYITRRLALM COX2 sens
SB_0015 | SB_0015 |SCPHIRLKNRCNSRTSKPNHFHRYTTGGML 49 2 19.26859725 |0.008849557522 | NLWNRAR | 928.4991084 | 1072.603732 |-2.365401482 |  Yes P 139
RSMLWNLWSKPQFHAHRPRINSPKNLWN
RARIYPMAPPLPPLEPTVKLT
MRHNYNKLHLPTTNRPKIAHCMLFNQPH
SPRSNSHSHPNPLKLHRRSHSHNRPRAYILI LHLPTTNRP ND4 sens,
SBLO022 | SB_O022 |1 /o i A SHHNPLSRTSNSTPTNS 62 11 19.17011656 |0.002018163471 « 1175.677457 | 1463.877578 | 2.758316996 Yes framasite 99
FLMTSSKPR
DGFDSHSP Non-codant
SB 0138 | SB 0138 | MGCDRWHGEFWILRDGFDSHSPRNKGY 20 5 18.53962327 |0.003144654088 o 1016.431152 | 1160.534518 |-1.106494702 |  Yes (sens entre 27
ND1 et ND2)
IWYFRLGGMHAMALRDAGAGAPYVAVSYV LGGMHAM
SB_0001 | SB_0001 eCLILLFIAPTENITGELTY 37 4 18.28136369 |0.001020408163 |~ 1055.536813 | 1215.632296 | 1.251744129 Yes D-loop, sens 50
MPVSGGGF cox3,
SB 0225 | SB 0225 MPVSGGGFEAKVMFGCKVKY 35 1 17.54348204 | 0000999000999 | *1¥7°"| 1078.511705 | 1382.713954 |-2.302300023 |  Yes s 20
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MKITSELVKRGLTPVFRFTVQCFTQPFYLTPT HWNTVPT COX1 sens
SB_0053 | SB 0053 |DVRRPLTILYKPQRHWNTMPIIRRMSWSPR| 31 17.19087616 |0.001001001001 | " o 1322.702959 | 1466.810724 |-3.863706822 |  Yes rramashit 81
HSSKPPYSSRAGPARQPSR
SB_0202 | sB_0202 |MGWARGGEVDRGLSITEQAPLEGYEAPPG 13 17.17685495 |0.000999000999 | MOWARG | 1535 572012 | 1376.671919 | 1585656856 Yes 125, antisens 47
PLSFKLWLVVFWRAVLLI GEVDR
SB_0068 | SB_0068 'LCSFMGKQ'WS\LP:EKJCV\;\L/LHQQPLC'SY'TA 13 16.55336317 |0.001092896175 | ILCSFMGK | 897.4452082 | 1242.673333 |-2.022001366 |  Yes D-loop, sens 40
VESEYVGE .
SB 0163 | SB 0163 MGDCAVCDARVESEYVGEMKCA 15 16.17840283 [0.005076142132| ' 1169.527414 | 1617.826131 | 1490421419 Yes | NDs,antisens 22
16S antisens
INKLKLHRVFSSCCVMPASSRAGQFHWLKY AGQFHWL
SB 0238 | SB 0238 RDSWILVEPEMIQUPI 47 15.62436483 | 0.00218579235 ; 985.5133602 | 1273.722598 |-3.994077948 |  Yes (chevauche 45
humanin)
SB 0235 | SB 0235 MNRRPRLRLTRibGG'ﬁS&GVHSRRAMVRA 31 1475986827 |0.005020080321 GVJ?/';RA 1167.640697 | 1311.744847 |-1.567282974| Yes | NDI, antisens 34
Non-codant
s 0046 | sB_ooag |MAEPGNRMKLKTLQSEVQFLFLTTYPWPTS 18 13.93237678 |0.008869179601 | MAEPGNR | 773.3490056 | 917.4533302 |-2.447302268 |  Yes (antisens 37
YSSLYPF entre 16S et
ND1)
Non-codant
SB_0032 | SB_0032 | MHQSCKPEMKTFFQGQIREKVFNSTISTQS 20 13.83337106 |0.003003003003 MH%?EKPE 1217.535493 | 1722.853313 | 2.770027249 Yes (Scir}sBee"tt;e 30
loop)
IHRPPHPIQHLRMMKLRLTPWRLPDPPNH
HRTIPSHALLTRRLNRLFINRPHHSRRKLWL
NHPLPSRQWRLNILYLPLPTHRARPMLRIISL
SB_0029 | SB_ 0029 |LRNLKHRHYPPACNYSNSLHRLCPPVRPNIIL| 121 13.82029738 |0.004424778761 | LRLTPWR | 940.5606422 | 1084.660857 | 1.728571636 Yes RefProt CYTB 199
RGHSNYKLTIRHPMHWDRPSSMNLRRLLS
RQSHPHTILYLSLHLALHYCSPSNTPPPILAR
NGIKQPPRNHLPFR
MIVRGRSQVVSIRRGVVRGSEEKVGEQLNR
LLLIWLKNSRGMMLMIRLWVVVLIQIMCFL ,
SBLO172 | SBLOL72 | oo o evaLayvRsLahm | 155 12.06194623 |0.009433962264 |GRSQVVSIR | 1000.577749 | 1144.676438 | 2.971509154 Yes | ND4,antisens | 114
CWRLRLVGLGPPLLRRRQRLVWQ
IFYLSRPRNKHASFYSSSNQKNKPSFHRSCH
QVFPHASNRIHNPSNSYPLQQYTLRTMNH
NQYYQSMLIINNHNSYSNKTRNSPLSLLSPR
SB_0049 | SB_O04S | kTSP HL LS | 122 12.05265959 |0.007658643326 | IFYLSRPR | 1050.59742 | 1338.79671 | 3.632896529 Yes 172
LTKRKPSPHSLNLIHHSRQLRWIKPNPATQN
LSMLLNYPHRMNNSSSTVQP
SB_0103 | SB_0103 MLTSKYSNQPSL'I;'T%%#QSHPSPTRMPT 125 1144115982 |0.002997002997 MPL':#PTL 1187.585595 | 1347.676777 | 4.321420165 Yes D-loop, sens 38

ANTIBODY PRODUCTION (antigen in red)
MGLSRIEGLFGQVVCGGLGMCFLVLHRAIIGMWLVCWLVGLVWGALWSGSEITWLGRRSLGGLRGPLLGVMGWVLLYDRHVIGGSLCVVVQVEAY
MWSLPRRLPGWPSSARMRRLRAVPRTPAHAPNNRYSVPMSLWFVENSQRSANISGGEVKWLSEALDCKSKDRG

IMRMTAPVKLQGVWMRMAVTTRAMWLIEEYAMSDFRSVCRRQMELVMIMPHRDSTRKG

MRHNYNKLHLPTTNRPKIAHCMLFNQPHSPRSNSHSHPNPLKLHRRSHSHNRPRAYILITILPSKLKLRTHSQSHHNPLSRTSNSTPTNSFLMTSSKPR
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Table SS. List of proteins found by mass spectrometry following immunoprecipitation of MTALTND4

ACCESSION |MOLECULA UNIQUE
PROTEIN NAME NUMBER R WEIGHT PEPTIDES | PROBABILITY
COUNT
Protein [synthetic construct, MTALTND4] AEX63613.1 16 kDa 5 100%
Glutathione peroxidase 1 P07203 22 kDa 13 100%
CLIP-associating protein 2 075122 141 kDa 2 99%
60S ribosomal protein L.26 P61254 (+1) 17 kDa 3 100%
Uncharacterized protein ZSWIM9 Q86XI8 70 kDa 3 99%
Uncharacterized protein C200rf194 QSTEA3 132 kDa 2 99%
Histone H4 OS=Homo sapiens P62805 11 kDa 3 100%
Tensin-3 Q68CZ2 155 kDa 2 99%
Tudor domain-containing protein 3 QI9H7E2 73 kDa 1 99%
Glutamine amidotrapgferase-lilfe class 1 domain- QSNB37 23 kDa ) 100%
containing protein 1
60S ribosomal protein L10 P27635 25 kDa 1 100%
Proteasome subunit alpha type-2 P25787 26 kDa 1 100%
Glutaredoxin domain-containing cysteine-rich protein 2 A6NFK2 28 kDa 2 99%
40S ribosomal protein S9 P46781 23 kDa 2 100%
40S ribosomal protein S3a P61247 30 kDa 2 100%
Putative 60S ribosomal protein L13a protein RPL13AP3 Q6NVV1 12 kDa 2 100%
40S ribosomal protein S11 P62280 18 kDa 2 100%
60S ribosomal protein L11 P62913 20 kDa 1 100%
Polyubiquitin-B POCGA47 (+1) 26 kDa 1 99%
60S ribosomal protein L13 P26373 24 kDa 1 99%
Proteasome subunit alpha type-6 P60900 27 kDa 1 99%
TBCI1 domain family member 2A QIBYX2 105 kDa 1 99%
Probable imidazolonepropionase QI96NU7 47 kDa 2 99%
Transforming acidic coiled-coil-containing protein 3 QI9Y6AS 90 kDa 1 99%
60S ribosomal protein L27 P61353 16 kDa 1 99%
Toll-like receptor 7 QINYKI 121 kDa 1 99%
Conserved oligomeric Golgi complex subunit 2 Q14746 83 kDa 1 100%
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BAG family molecular chaperone regulator 2 095816 24 kDa 1 99%
Proteasome subunit beta type-6 P28072 25 kDa 1 99%

60S ribosomal protein L12 P30050 18 kDa 1 99%

60S ribosomal protein L14 P50914 23 kDa | 99%

40S ribosomal protein S18 P62269 18 kDa 1 99%

60S ribosomal protein L19 P84098 23 kDa | 99%

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3F Q6ZSYS5 83 kDa 1 99%
Transmembrane emp24 domain-containing protein 4 Q7Z7HS 26 kDa | 99%
Ras-related protein Rab-18 QIONP72 23 kDa 1 99%
MAGUK p55 subfamily member 4 Q96JB8 73 kDa 1 99%
Actin, cytoplasmic 1 P60709 (+1) 42 kDa 1 99%

Zinc finger protein 775 Q96BV0 60 kDa | 99%
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