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A. Einleitung

A. Einleitung

1. Metalloproteine mit respiratorischer Funktion

Alle Organismen, die Sauerstoff als Elektronenendakzeptor in der Atmungskette zur
Energiegewinnung nutzen, sind auf eine kontinuierliche Versorgung ihrer Zellen mit
Sauerstoff angewiesen. Wahrend bei kleineren Tieren bereits ein Gasaustausch per
Diffusion fir eine schnelle und ausreichende Sauerstoffversorgung des gesamten
Korpers sorgt, ist dieses bei gréBeren Tieren aufgrund ihres ungunstigen Oberflachen-
Volumen-Verhéltnisses nicht mehr moglich. Hier greifen andere Mechanismen, die die
Aufnahme und Verteilung des Sauerstoffs gewahrleisten. So entwickelten sich im Laufe
der Evolution neben offenen oder geschlossenen Kreislaufsystemen auch respiratorische
Oberflachen wie Lungen oder Kiemen, die den Eintritt des Sauerstoffs in das Kreislauf-
system verbessern. Zusétzlich entstanden verschiedene Atmungspigmente, die eine
bedeutende Rolle beim Sauerstofftransport und bei der -speicherung spielen. Diese
respiratorischen Proteine liegen entweder intrazellular vor oder flottieren in Form von
groBen, extrazellularen Molekilaggregaten frei in der Hamolymphe bzw. im Blut der
Organismen. Sie werden aufgrund ihrer aktiven Zentren in insgesamt drei groBe
Gruppen unterteilt: die Hamoglobine, die Hamerythrine und die Hamocyanine (Mangum,
1985; Markl, 1996; Terwilliger, 1998; Kurtz, 1999). Jedes einzelne ist dabei in der Lage,
mit Hilfe von Metallionen Sauerstoff reversibel zu binden.

Hamoglobine und Hamerythrine z&hlen zu den eisenhaltigen Proteinen, die im oxy-
genierten Zustand flur eine rote bzw. violette Farbung der Kérperflissigkeit sorgen.
Wahrend im Fall des Hamoglobins die Koordination eines einzigen Eisenatoms tber eine
Hamgruppe erfolgt, besitzen Hamerythrine ein zweikerniges Eisenzentrum, bei dem die
Metallionen direkt kovalent mit dem Protein verknlpft sind (Dickerson und Geis, 1983;
Markl und Decker, 1992; van Holde und Miller, 1995; Markl, 1996). Von diesen beiden
Eisenproteinen sind Hamoglobine am weitesten verbreitetet. Sie kommen nicht nur im
gesamten Tierreich, sondern auch in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vor (Vinogradov,
1985; Hardison, 1996; 1998). lhre Lokalisation variiert je nach Organismus von
intrazellular in Geweben, Erythrozyten etc. bis zu einem extrazelluldren Vorkommen in
der Hamolymphe (Hardison 1996; Terwilliger, 1998; Weber und Vinogradov, 2001;
Burmester und Hankeln, 2007). Hamerythrine dagegen liegen nur intrazellular vor und
sind auf wenige Anneliden, Priapuliden, Sipunculiden und Brachyopoden beschrankt
(Mangum, 1992). Die dritte Gruppe an Atmungspigmenten bilden die ausschlieBlich

extrazelluldr vorkommenden Hamocyanine. Sie binden den Sauerstoff Uber Kupferionen,
1



A. Einleitung

welche die typische Blaufarbung des Proteins im oxygenierten Zustand verursachen.
Dagegen erscheint desoxygeniertes Hamocyanin farblos. Dieses Protein erfillt in der
Hamolymphe vieler Mollusken und Arthropoden die respiratorischen Funktionen (Markl

und Decker, 1992; van Holde und Miller, 1995) (Abb. A.1).

ﬁl - ,(_Oﬁz :',FQ/

A) Hamoglobin

bl

=0 O

B) Hamerythrin

C) Hamocyanin

Abb. A.1: Die Sauerstoffbindungs-
zentren der drei respiratorischen
Proteine Hamoglobin (A), Ham-
erythrin (B) und Hamocyanin (C).
Dargestellt sind die koordinierenden
Aminosauren (grin), die Hamgruppe
im Hamoglobin (grau), die Eisenionen
(gelb), Kupferionen (blau) und der
Sauerstoff (rot). Abb. verandert nach
Burmester, 2002 sowie Durr, 2008.

Die Aufmerksamkeit dieser Arbeit gilt insbesondere den respiratorischen Proteinen

Hamoglobin und Hamocyanin ausgewahlter Arthropodenspezies.
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2. Die respiratorischen Proteine der Arthropoden
2.1. Hamoglobin

2.1.1.  Aufbau und Struktur

Hamoglobine gehdren zu der Klasse der Ham-Proteine, die sich alle durch den Besitz
eines metallhaltigen Porphyrinkomplexes auszeichnen. Von den verschiedenen Ham-
Typen, die sich in ihrer Substitution unterscheiden, ist das auch als Fe-Protoporphyrin IX
bezeichnete Ham b in den Globinen zu finden (Hardison, 1996; 1998; Berg et al., 2003).
Erst das zentral im Ham b vorliegende, zweiwertige Eisenion ermdglicht die reversible
Bindung von Sauerstoff. Bei einer Oxidation dieses lons zum dreiwertigen Eisen entsteht
Metglobin, welches die Eigenschaft der Sauerstoffbindung verloren hat.

Die Hamoglobine der Arthropoden weisen die fir Globine charakteristische Proteinfal-
tung auf, die sie als Mitglieder der Globin-Superfamilie kennzeichnet (Kendrews, 1963;
Perutz, 1979; Bolognesi et al., 1997; Milani et al., 2005). lhre Primarstruktur setzt sich
typischerweise aus etwa 150 Aminosauren zusammen, die sich in der Sekundarstruktur
zu acht rechtsgangigen a-Helices falten. Diese mit A-H bezeichneten a-Helices bilden
ein ,3 Ober 3 Sandwich” aus, in dessen hydrophober Tasche die Bindung der Ham-
gruppe erfolgt (Dickerson und Geis, 1983; Holm und Sander, 1993) (Abb.A.2).

CH CH

ij N
HC CH \

PheCD1

HisF8 HisET

Abb. A.2: Aufbau und Struktur von
Globinen. A) Das Ham b bestehend aus
einem Protoporphyrinring mit zentralem
Eisen(ll)ion. Die fur das Ham b charak-
teristischen drei Substituenten sind rot
markiert. M = Methyl-, P = Propyl- und
V = Vinylrest. B) Dargestellt ist die Koor-
dination der Hamgruppe inklusive einiger
der konservierten Aminosauren. C) Glo-
binfaltung. ,3 Uber 3 Sandwich” aus den
acht a-Helices A bis H. Abb. veréndert
nach Berg et al., 2003 (A), Pesce et al,,
C) Globinfaltung 2002 (B und C).




A. Einleitung

Stabilisiert wird das Ham durch verschiedene konservierte Aminosduren, die somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Struktur des Proteins und die Sauerstoffbindung aus-
Uben. Eine wichtige Rolle hierbei spielen das Phenylalanin an Position CD1, das Leucin
F4 sowie die Histidine E7 und F8 (Dewilde et al., 2001; Pesce et al., 2002) (Abb. A.2 und
Abb. A.3).

Das Histidin E7 wird auch fir die weitere Unterteilung in die beiden Klassen der penta-
koordinierten und hexakoordinierten Globine herangezogen. Die jeweilige Bezeichnung
richtet sich nach der Anzahl der sechs méglichen Koordinationspartner, die das Eisenion
im desoxygenierten Globin besitzt. Vier der Bindungsstellen werden grundséatzlich von
den Stickstoffatomen des Porphyrins besetzt, die das Metallion im Ham b fixieren (Abb.
A.2). Zwei weitere liegen senkrecht zur Hamebene, wobei das Histidin F8 die funfte
Koordinationsstelle reprasentiert. Bleibt im desoxygenierten Zustand die sechste Stelle
frei, so spricht man von pentakoordinierten Globinen. Im Falle der hexakoordinierten
Globine geht das Histidin an Position E7 eine Bindung mit dem Eisenion ein (Pesce et
al., 2002). Sauerstoff kann das Histidin E7 reversibel verdrangen, wobei die Dissoziation
dieser Aminosaure den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion darstellt
(Dewilde et al., 2001; Pesce et al., 2002) (Abb. A.3).

Abb. A.3: Penta- und Hexakoordination von
Globinen. Dargestellt ist das Ham b mit Blick
auf die flinfte und sechste Koordinationsstelle
des Eisenions. A) Sauerstoff als sechster
Ligand des Eisenions im oxygnenierten Globin.
B) Hexakoordiniertes Globin. HisE7 besetzt die
sechste Koordinationsstelle im desoxygenier-
ten Zustand. C) Pentakoordiniertes Globin. Die
sechste Koordinationsstelle im desoxygenier-
ten Zustand bleibt unbesetzt. Abb. verandert
nach Dewilde et al., 2002.

2.1.2.  Charakteristika der Arthropoden-Globine

Innerhalb der Arthropoda wurden Hamoglobine in Insecta” und Crustacea nachgewie-

sen. In Bezug auf ihre Quartarstruktur und GréBe bzw. molekulare Masse zeichnen sich

diese Globine durch eine groBe Diversitat aus (Terwilliger, 1998; Terwilliger und Ryan,

2001). Neben einer intrazellularen Lokalisation (Burmester und Hankeln, 2007), bei der
4



A. Einleitung

sie biochemischen Analysen zu Folge als Monomere (Hankeln et al., 2002; de Sanctis et
al., 2005) oder Dimere (Dewilde et al., 1998; Pesce et al., 2005) auftreten, existieren die
Hamoglobine auch in Form von groBen, extrazelluldren Molekllaggregaten in der Hamo-
lymphe der jeweiligen Organismen (Moens und Kondo, 1977; Dangott und Terwilliger,
1981; Vinogradov, 1985; Weber und Vinogradov, 2001). Letztere setzen sich aus mehre-
ren, in manchen Féllen sogar unterschiedlichen Globinketten zusammen (Hourdez et al.,
2000), wobei molekulare Massen von 210-800 kDa erreicht werden (llan und Daniel,
1979; Terwilliger, 2001; Weber und Vinogradov, 2001). Bei den Multi-Untereinheiten-
Multi-Doméanen-Globinen einiger Crustacea, wie z.B. der Globine von Artemia salina und
Daphnia magna, bestehen die einzelnen Kette(n) aus mehreren kovalent gebundenen
Globindomanen (Manning et al., 1990; Terwilliger et al., 2001). Einzig die extrazellulédren
Globine der Chironomidae bilden eine Ausnahme, da diese Proteine keine groBen
Aggregate bilden, sondern nur als Monomere oder Dimere vorliegen (Walshe, 1951;
Bergstrom et al., 1976; Osmulski und Leyko, 1986; Saffarini et al., 1991; Zebe 1991)
(Tabelle A.1).

Tabelle A.1: Ausgewahite Himoglobine der Arthropoda (verédndert nach Burmester und
Hankeln, 2007)

Spezies Struktur Lokalisation
Insecta” Chironomus thummi Monomer, Dimer Hamolymphe
Drosophila melanogaster Monomer Tracheen,
Fettkbrper
Gasterophilus intestinalis Dimer Trachealzellen
Fettkdrper,
Hypodermis,
Muskel
Crustacea Artemia salina Multimer" Hamolymphe
Benthoxymus speculifer Multimer? Hamolymphe
Cyamus scammoni Multimer® Hamolymphe
Daphnia magna Multimer? Hamolymphe

Y Azam und Daniel, 1992
2 |lan und Daniel, 1979

¥ Terwilliger, 1991; 1992
“ Lamkemeyer et al., 2006

" Wie im deutschen Sprachgebrauch tblich, werden auch in dieser Arbeit die Begriffe Insecta und
Hexapoda synonym verwendet. Sie beinhalten somit beide die Entognatha und Ectognatha. Im
englischen Sprachgebrauch dagegen bezieht sich die Bezeichnung Insecta nur auf die Ecto-
gnatha, wahrend der Begriff Hexapoda fur die Entognatha und Ectognatha steht.
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2.2. Hamocyanin

2.2.1.  Aufbau und Struktur

Die Klassifizierung von Kupferproteinen erfolgt in der Regel abhangig von der Struktur
ihres Kupferzentrums (Kaim und Rall, 1996; Gerdemann et al., 2002). Die verschiedenen
Typen reichen dabei von einkernigen Kupferzentren (Typ1, Typ2) Uber zweikernige
(Typ3, Typ CuA) und dreikernige Zentren bis hin zu Cysteinato-verbrickten Clustern (6-8
Cu) in kupferhaltigen Metallothioneinen der Hefe (Tabelle A.2).

Tabelle A.2: Charakteristika einiger bekannter Kupferzentren in Biomolekilen

Aggregation Funktion Vorkommen
Typ1 einkernig Elektronenlbertragung  Azurin, Plastocyanin
Typ2 einkernig Katalyse und Redox- Amin-Oxidasen,
reaktivitat Galactose-Oxidase
Typ3 zweikernig O.-Aktivierung fir den H&mocyanine, Phenol-
Transport und die Oxy-  oxidasen, Catechol-
genierung oxidasen, Tyrosinasen
Typ(2+3)-Trimer dreikernig O.-Aktivierung fir Ascorbat-Oxidase,
Oxidase-Funktion Laccase
CuA zweikernig Elektronenibertragung ~ Cytochrom-c-Oxidase,
N,O-Reduktase
MT-Cu ein- bis mehrkernig  Regulations-, Speicher-  Metallothionein,
und Transport-Form Cu-Transport ATPase

Die Arthropoden-Hamocyanine zahlen ebenso wie die Hadmocyanine der Mollusken zu
den Typ3-Kupferproteinen. Weitere Mitglieder mit solch einem Typ3-Zentrum stellen die
sauerstoffumsetzenden Enzyme des Melaninstoffwechsels dar, zu denen die Phenol-
oxidasen der Arthropoden ebenso gehdéren wie die Tyrosinasen und Catecholoxidasen
aus unterschiedlichen Organismen (Jaenicke und Decker, 2004). Alle diese Proteine
zeichnen sich durch den Besitz von zwei Kupferionen im aktiven Zentrum aus, die durch
jeweils drei hoch konservierte Histidine koordiniert werden (Lerch, 1983; Burmester,
2002; Decker, 2005; Claus und Decker, 2006). Trotz der identischen Sauerstoffbin-
dungszentren (Ling et al., 1994; Magnus et al., 1994; Cuff et al., 1998) unterscheiden
sich die Mollusken- und Arthropoden-H&mocyanine in ihrer molekularen Struktur erheb-
lich. Auch die vorhandenen Sequenzdhnlichkeiten sind nicht signifikant. Die Proteine
weisen keine nahere Verwandtschaft zueinander auf und sind konvergent entstanden
(Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001; 2002; van Holde et al., 2001). Mollusken-
Hamocyanine zeigen signifikante Ahnlichkeiten in ihrer Sequenz zu den als Tyrosinasen
bezeichneten kupferhaltigen Enzymen aus vielen Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren
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(Maller et al., 1988; Markl und Decker, 1992; van Gelder et al., 1997; Klabunde et al.,
1998; Lieb et al.,, 2001; van Holde et al., 2001). Dagegen bilden die Arthropoden-
Hamocyanine mit vier weiteren Proteinklassen eine eigene Superfamilie, die sowohl
respiratorische als auch verschiedene nicht-respiratorische Proteine der Arthropoden
umfasst (Burmester und Scheller, 1996; Burmester, 2001; 2002).

Die reversible Bindung eines Sauerstoffmolekiils erfolgt beim Hamocyanin in ,side-on*-
Koordination zwischen den beiden, die Valenz wechselnden, mit CuA und CuB bezeich-
neten einwertigen Kupferatomen (Magnus et al., 1994; Cuff et al., 1998). Im Fall der
Arthropoden-Hamocyanine besteht eine solche sauerstoffbindende funktionelle Einheit
aus ca. 650 Aminosauren mit einer durchschnittlichen molekularen Masse von 75 kDa.
Diese in Rdntgenstrukturanalysen bohnenférmig wirkenden Untereinheiten werden in
drei verschiedene Doméanen unterteilt (Gaykema et al., 1984; Volbeda und Hol, 1989).
Die aus 150-180 Aminosauren bestehende N-terminale Doméne 1 bildet eine Super-
sekundéarstruktur in Form eines a-Helix-Bindels aus. Die hochkonservierte Sequenz der
zweiten Domane aus 220 Aminosauren enthalt das Sauerstoffbindungszentrum mit den
beiden Kupferionen. Dabei wird die Lage der koordinierenden sechs Histidine durch die
Sekundarstruktur, einem so genannten ,four alpha-helix bundle®, stabilisiert (Linzen et
al., 1985; Voldeba und Hol, 1989; Hazes et al., 1993). Die dritte C-terminale Protein-
doméne des Hamocyanins faltet sich zu einer siebenstrangigen, antiparallelen B-Falt-
blattstruktur, die sich aus ca. 260 Aminosauren zusammensetzt (Volbeda und Hol, 1989).
Doméne 1 und 3 dienen beide vor allem dem Schutz und der Stabilisierung des aktiven
Zentrums. Eine wichtige Rolle bei der kooperativen Sauerstoffbindung spielt ein in
Domaéne 1 vorhandenes Phenylalanin, welches in allen Arthropoden-Hamocyaninen strikt
konserviert ist. Zwei weitere in Doméne 2 konservierte Phenylalanine dienen der Stabi-
lisierung der Sauerstoffbindung (Hazes et al., 1993). Insgesamt sechs solcher &hnlichen
oder identischen funktionellen Untereinheiten bilden ein Hexamer. Neben der Existenz
von einzelnen Hexameren ist die Bildung von multihexameren Komplexen bekannt,
wobei in allen Fallen die entsprechende Quartarstruktur gréBtenteils Gber nicht-kovalente
Bindungen und nur selten mittels Disulfidbriicken zwischen den einzelnen Untereinheiten
sowie den einzelnen Hexameren aufrechterhalten wird (Markl und Decker, 1992; van
Holde und Miller, 1995) (Abb. A.4).
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A) Kupferzentrum

D) 1-8 x 6mer
< 3600 kDa

B) Untereinheit
~ 650 aa
~ 75 kDa

C) Hexamer
~ 450 kDa

Abb. A.4: Aufbau und Struktur des
Arthropoden-Hamocyanins. A) Das
Typ3-Kupferzentrum mit den sechs
koordinierenden Histidinen, den zwei
Kupferionen (hellblau) sowie gebun-
denem Sauerstoff (rot). B) Unterein-
heit aus der Doméne 1 (grin), der
Domaéne 2 (blau) und der Doméane 3
(rot). C) Einzelnes Hexamer aus
sechs Untereinheiten. D) Multihexa-
mer. Abb. aus: van Holde et al., 2001
(A); Darr, 2008, PDB-ID 1NOL (B);
Burmester, 2002 (C) und Martin et al.,
2007 (D).

Die Assoziation zu einem Hexamer von 1 x 6 sowie zu oligophexameren Strukturen von

2 X 6, 4 x 6 bis hin zu 8 x 6 erfolgt dabei innerhalb der Arthropoden artspezifisch (Markl,
1986; Markl und Decker, 1992; Markl, 1996) (Abb. A.5).

Abb. A.5: Vereinfacht dargestellte Quartar-
struktur einiger Arthropoden-Hiamocyanine.
A) 1x6 Hamocyanin vieler Arthropoden. B)
2 x 6 H&mocyanin vieler Spinnen (z.B. Cupienius
salei). C) 4 x 6 Hdmocyanin der Arachniden (z.B.
Eurypelma californicum). D) 2 x 6 Hamocyanin
der Crustacea (z.B. Homarus americanus).
E) 6 x 6 Hamocyanin der Myriapoden (z.B.
Scutigera coleoptera). F) 8 x 6 Hamocyanin der
Xiphosura (z.B. Limulus polyphemus). Abb. aus
Burmester, 2002.

Indem sich Hamocyanine stets zu solchen groBen multimeren Proteinaggregaten

zusammenlagern, werden der osmotische Druck und die Viskositat der Hamolymphe

gering gehalten. Sie werden beim Biosyntheseprozess entweder Uber ein N-terminales

Signalpeptid oder durch ein Aufplatzen der synthetisierenden Zellen in die Kérperflissig-
keit freigesetzt (Mangum et al., 1985; Markl et al., 1990; Markl und Decker, 1992; van
Holde und Miller, 1995; Voit et al., 2000; Burmester, 2002; Pick et al., 2009), wo sie in
Konzentrationen von 20-100 mg/ml vorkommen (Uglow, 1969a; Hagermann, 1983).
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2.2.2. Bedeutung und weitere Funktion(en) von Hamocyanin

Nicht zuletzt wegen ihrer GréBe sind die Hamocyanine schon seit langem Gegenstand
verschiedener biochemischer und biophysikalischer Studien, die sich u.a. mit der
Struktur und der Sauerstoffbindung befassen (van Holde and Miller, 1995; Markl, 1996;
Terwilliger, 1998; Decker and Terwilliger, 2000; Bridges, 2001). Ihre komplexe Quartar-
struktur ist fir eine hoch kooperative Sauerstoffbindung mit sigmoidalen Sauerstoff-
bindungskurven verantwortlich, wobei Hamocyanine mit Hill-Koeffizienten bis Gber 7 die
héchste bekannte Kooperativitat in der Natur besitzen (Loewe, 1978; Decker et al., 1979;
Decker und Sterner, 1990; Erker et al., 2005; Menze et al., 2005; Olianas et al., 2006;
Ronda et al., 2007). Hdmocyanine reagieren weiterhin sehr flexibel auf Verdnderungen in
der Kérperphysiologie und der Umwelt des Organismus. Die reversible Bindung des
Sauerstoffs ist durch verschiedene Effektoren beeinflussbar, so dass eine prazise
Versorgung der Korperzellen ermdglicht wird. Entscheidend hierbei sind u.a. das
Angebot sowie der aktuelle Bedarf an Sauerstoff, die Konzentration an Stoffwechsel-
produkten wie Laktat, sowie Veranderungen der lonenstarke, des pH-Werts oder der
Temperatur (Loewe, 1978; Mangum, 1985; Ellerton et al., 1983; Truchot, 1992; Zeis et
al., 1992; Bridges, 2001; van Holde et al., 2001). Auch werden Hamocyaninen neben der
Funktion als respiratorisches Protein zahlreiche weitere Aufgaben im Organismus
zugeschrieben. Dazu zahlt neben einer Beteiligung an der Energiespeicherung (Uglow,
1969a, 1969b; Depledge und Bjerregaard, 1989) auch eine Rolle im Metallmetabolismus
und bei dem Transport von Metallionen (Zatta, 1984). In Betracht kommen ferner eine
Funktion als Pseudophenoloxidase (Decker und Rimke, 1998; Decker und Tuczek, 2000;
Decker et al., 2001; Nagai et al., 2001; Decker und Jaenicke, 2004, Decker et al., 2007)
sowie eine Rolle bei der Hartung der Kutikula (Paul et al., 1994). Sie wurden als Quelle
fr antimikrobielle und antifungizide Peptide (Destoumieux-Garzon et al., 2001, Lee et
al., 2003) ebenso beschrieben wie als Trager von Hautungshormonen (Jaenicke et al.,
1999). Neben oder in Verbindung mit den Studien an Hamocyaninen gilt das Interesse
vieler Untersuchungen auch den restlichen Vertretern der Himocyanin-Superfamilie der
Arthropoden.

2.2.3.  Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden

Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden umfasst neben den Hamocyaninen vier
weitere Proteinklassen der Arthropoden, die trotz unterschiedlicher Funktionen infolge
signifikanter Sequenzéhnlichkeiten und evolutiver Verwandtschaft zusammengefasst
werden (Burmester und Scheller, 1996; Burmester 2001; 2002). Zu diesen hd&mocyanin-
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ahnlichen Proteinen gehéren neben Enzymen (Phenoloxidasen) auch Speicherproteine
(Pseudohamocyanine und Hexamerine) sowie bestimmte Rezeptoren (Hexamerinrezep-
toren). Die Phenoloxidasen sind die einzigen Mitglieder, die wie die Hadmocyanine ein
Typ3-Kupferzentrum besitzen (Fujimoto et al., 1993; 1995; Kawabata et al., 1995;
Burmester und Scheller, 1996). Dagegen haben die Pseudohdmocyanine (Cryptocya-
nine) einiger dekapoden Krebse (Markl et al., 1979; Burmester, 1999a, Terwilliger et al.,
1999) wie die Hexamerine der Insekten (Telfer und Kunkel, 1991; Beintema et al., 1994;
Burmester et al., 1998a; 1998b; Burmester, 1999b) und die Hexamerinrezeptoren der
Diptera (Burmester und Scheller, 1995a; 1995b; 1999; Burmester et al., 1999) ihre
Kupferbindungszentren vermutlich im Laufe der Evolution verloren. Die entsprechenden
sechs kupferbindenden Histidine dieser Proteine wurden dabei zumindest teilweise durch
andere Aminosauren ersetzt. Die Ahnlichkeit dieser Proteine spiegelt sich auch in ihrer
Proteinstruktur wider. Bis auf die Hexamerinrezeptoren und die Phenoloxidasen der
Insekten, deren Quartarstruktur noch unbekannt ist, bilden alle Vertreter hexamere Struk-
turen aus sechs Untereinheiten (Tabelle A.3).

Tabelle A.3: Ubersicht iiber die Himocyanin-Superfamilie (verandert nach Burmester, 2002)
Hauptfunktion Vorkommen Kupfer Struktur Signalpeptid

Hamocyanine O,-Transport Onychophora + unbekannt -
Chelicerata + 1-8x6 -
Crustacea + 1-4x6 +
Myriapoda + 6x6 +
Insecta + 1x6 +
Phenoloxidasen Tyrosinase Crustacea + 1x6 -
Myriapoda + 1x6 unbekannt
Insecta + unbekannt -
Pseudohdmocyanine Speicherung Decapoda - 1x6 +
Hexamerine Speicherung Insecta - 1x6 +
oder
2x6
Hexamerinrezeptoren Hexamerin- Insecta - unbekannt +
bindung (nur Diptera)

Die Evolution der gesamten Hamocyanin-Superfamilie wird hauptsachlich auf Ebene
diverser molekularphylogenetischer Studien nachvollzogen (Burmester, 2002; 2004).
Dabei wird angenommen, dass die Phenoloxidasen einen Funktionswandel von einem
sauerstoffumsetzenden Enzym Uber das respiratorische Protein Hamocyanin zu den
Speicherproteinen durchlaufen haben. Mit solch einem Funktionswandel ist auch ein
Wandel der Proteinstruktur verbunden. Sequenzvergleiche zeigten tatséchlich, dass nur
sehr wenige Aminosauren in allen Vertretern der Superfamilie strikt konserviert sind
(Burmester und Scheller, 1996), wohingegen in den einzelnen Proteinklassen eine

Vielzahl von konservierten Aminoséduren zu finden sind (Burmester et al., 1998b).
10
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Informationen Uber die funktionelle und strukturelle Bedeutung dieser Aminosauren
fehlen allerdings in den meisten Féllen. Alle bisherigen Studien zur Proteinanalytik
wurden unter Verwendung der nativen, aus dem jeweiligen Organismus aufgereinigten
Proteine durchgefihrt (Markl et al., 1979; Mousseron-Grall et al., 1997; Burmester,
1999a, Jaenicke und Decker, 2003; Martin et al., 2007). Weitergehende in vitro-Studien
wie Mutageneseexperimente und viele Modellierungsversuche scheitern immer noch an

dem Fehlen etablierter, rekombinanter Expressionssysteme.

2.2.3.1. Phenoloxidasen

Phenoloxidasen sind sauerstoffumsetzende Enzyme des Melaninstoffwechsels, die je
nach ihrer katalytischen Funktion in Tyrosinasen [EC 1.14.18.1] und Catecholoxidasen
[EC 1.10.3.1] unterteilt werden. Die Tyrosinasen katalysieren die o-Hydroxylierung von
Monophenolen zu o-Diphenolen, welche anschlieBend von demselben aktiven Zentrum
zu o0-Chinonen oxidiert werden. Die erste Reaktion wird als Monophenoloxidase-, letztere
als Diphenoloxidase-Aktivitat bezeichnet. Catecholoxidasen dagegen sind nur in der
Lage, den zweiten Reaktionsschritt zu katalysieren (Abb. A.6).

Monophenol o-Diphenol 0-Chinon
R R R
112 02 o 29
b X 2 Abb. A.6: Jeweils katalysierte
Tyrosinase Tyrosinase Reaktion(en) von Tyrosinasen
HO Catecholoxidase © und Catecholoxidasen. Sowohl
im Rahmen der Monophenol- als
OH OH 0 !
auch der Diphenolhydroxylase-
Aktivitat wird molekularer Sauer-
Monophenolhydroxylase-Aktivitat Diphenolhydroxylase-Aktivitat stoff verbraucht.

Alle Arthropoden-Phenoloxidasen werden grundsétzlich als sogenannte Zymogene
(Prophenoloxidase, PPO) synthetisiert und erst bei Bedarf durch Abspaltung eines N-
terminalen Peptids aktiviert (Aspan et al., 1995; Kawabata, 1995; Chosa et al., 1997;
Sdderhall und Cerenius, 1998). Innerhalb der Arthropoda erfiillen diese Enzyme vielfal-
tige Aufgaben. Sie sind an der Sklerotisierung der Kutikula, der humoralen Immunantwort
und der Wundheilung beteiligt (S6derhall und Cerenius, 1998; Cerenius und Sdderhall,
2004). Eine wichtige Rolle hierbei spielt das Melanin, welches in einer nichtenzyma-
tischen Reaktion aus den o-Chinonen entsteht (Monder et al., 1957a; 1957b). So werden
nicht nur Pathogene durch Melanin abgekapselt, auch am Wundverschluss ist Melanin
beteiligt, indem es am Ort der Verwundung abgelagert wird (Lai-Fook, 1966; S6derhall et
al., 1990; Gillespie et al., 1997; Sugumaran, 2002).
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Phenoloxidasen der Insekten sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (Heyneman,
1965; Ashida et al., 1971; Pau und Eagles, 1975; Aso et al., 1985; Tsukamoto et al.,
1986; Andersson et al., 1989; Durrant et al., 1993; Aspan et al., 1995; Yasuhara et al.,
1995). Dabei wurde nachgewiesen, dass manche Spezies sogar bis zu sechs verschie-
dene Phenoloxidasen exprimieren (Maller et al., 1999). Der in dieser Arbeit untersuchte
Modellorganismus D. melanogaster besitzt insgesamt drei verschiedene Gene fir
Phenoloxidasen (Chase und Sugumaran, 2001), wobei bislang nur zwei der entspre-
chenden Enzyme fir weitergehende biochemische Analysen aus dem Tier aufgereinigt
werden konnten (Fujimoto et al., 1993; 1995). Bisherige Untersuchungen zur Struktur-
aufklarung von Insekten-Phenoloxidasen liefern ein sehr heterogenes Bild tber den
Aggregationszustand. Die beschriebenen Quartarstrukturen reichen von Monomeren
(Hall et al., 1995; Chase et al., 2000) tber Dimere (Fujimoto et al., 1993; Burks und
Fuchs, 1995) bis hin zu Tetrameren (Aspan und Séderhall, 1991; Kopacek et al., 1995)
und Pentameren (Hara et al., 1993). Fir die Prophenoloxidase des Tabakschwéarmers
Manduca sexta wurde gezeigt, dass sich abhangig von der lonenstarke Quartarstruk-
turen von Monomeren bis hin zu multimeren Strukturen ausbilden (Jiang et al., 1997).
Nichtsdestotrotz weisen konservierte intrahexamere Kontaktistellen auf eine mdgliche
Hexamerbildung der Insekten-Phenoloxidasen hin, wie sie auch flr die restlichen Mit-
glieder der Hdmocyanin-Superfamilie charakteristisch ist (Burmester und Scheller, 1996;
Burmester, 2000). Eine Bestatigung auf Ebene der Proteinanalytik steht allerdings noch

aus.

2.2.3.2. Hexamerine

Wie Sequenzvergleiche zeigen, besteht ein enges Verwandtschaftsverhaltnis zwischen
Hexamerinen und H&mocyaninen (Willot et al., 1989; Burmester und Scheller, 1996;
Burmester et al., 1998b). Die in den letzten Jahren auf molekularphylogenetischer Ebene
durchgefiihrten Studien offenbaren, dass die Hexamerine die Schwestergruppe der
Hamocyaninuntereinheit 1 der Insekten bilden (Burmester, 2001; Hagner-Holler et al.,
2004; Burmester und Hankeln, 2007; Pick et al., 2009). Im Vergleich zu den Hamo-
cyaninen besitzen Hexamerine aber aufgrund der héheren Variabilitat inrer Sequenz eine
viel groBere Formenvielfalt (Burmester et al., 1998b). Sie sind innerhalb der Insekten
weit verbreitet und kommen in hohen Konzentrationen in der Hamolymphe der Tiere vor
(Telfer und Kunkel, 1991; Burmester, 1999b). Neben einer Hauptrolle als Speicherprotein
fir nahrungsarme Zeiten wurden zahlreiche zusatzliche Funktionen vorgeschlagen
(Telfer und Kunkel, 1991; Haunerland, 1996; Burmester, 1999b). So kénnten Hexame-
rine beispielsweise als Carrierprotein fungieren, da in einigen Féllen die Bindung von
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Juvenilhormonen (Braun und Wyatt, 1996) und Riboflavin (Telfer und Massey, 1987;
Magee et al., 1994) beobachtet wurde. Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster besitzt
insgesamt zwei Hexamerine (Roberts et al., 1977; Wolfe et al., 1977; Akam et al., 1978;
Mousseron-Grall et al., 1997). Dabei bildet das Hexamerin LSP1 (Larval serum protein 1)
ein Hexamer aus den drei nahe verwandten Untereinheiten a, B und y, wohingegen das
zweite Hexamerin LSP2 (Larval serum protein 2) nur aus einer einzigen Untereinheit
besteht.
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3. Hamoglobin und Hamocyanin der Crustacea

Innerhalb der Crustacea lassen sich viele Beispiele fir die Existenz von respiratorischen
Proteinen finden.

In verschiedenen ,Entomostraca“?

, wie z.B. den Branchiopoda, Ostracoda, Copepoda
und Cirripedia, sorgt extrazelluldares Hamoglobin fir die ausreichende Sauerstoffver-
sorgung des Organismus (Fox, 1957; Mangum, 1983; Terwilliger, 2001; Weber und
Vinogradov, 2001). AuBerhalb der ,Entomostraca“ ist die Existenz eines extrazellularen
Hamoglobins mit respiratorischer Funktion nur fir den Amphipoden Cyamus scammoni
bekannt. Dieser Organismus bildet zudem in einem weiteren Punkt eine besondere Aus-
nahme. C. scammoni ist der bislang einzige bekannte Vertreter der Crustacea, flr den
eine Koeexistenz zweier respiratorischer Proteine beschrieben ist (Terwilliger, 1991;
Terwilliger und Ryan, 2006). Neben dem Hamoglobin weist er zusatzlich Himocyanin in
seiner Hamolymphe auf (Terwilliger, 1991; Terwilliger und Ryan, 2006), wobei letzteres
vermutlich eher eine Funktion als Pseudophenoloxidase ausubt (Terwilliger, 2008).

In den Malacostraca, d.h. den Hoplocarida, Eucarida (Decapoda, Euphausiacea) und
Pericarida (Isopoda, Amphipoda, Mysidacea), ibernimmt Hdmocyanin die Funktion des
Sauerstofftransporters in der Hamolymphe der Tiere (Mangum, 1983; Markl, 1986, Mark
und Decker, 1992; Burmester, 2002). Charakteristisch flir diese Hamocyanine ist eine
hohe Variabilitdt in ihrer Organisation. Die Quartarstruktur und Zusammensetzung der
Untereinheiten kdnnen sich sogar bei nahe verwandten Crustacea und wahrscheinlich
sogar innerhalb von Populationen unterscheiden (Markl, 1986; Markl et al., 1986; Stocker
et al., 1988; Mangum und Joy, 1997). Auch werden einige der Untereinheiten vermutlich
nur unter spezifischen physiologischen Bedingungen und in bestimmten Entwicklungs-
stadien exprimiert (Markl und Decker, 1992; Durstewitz und Terwilliger, 1997; Terwilliger,
1998). Insgesamt existieren innerhalb der Malacostraca drei immunologisch unterschied-
liche Typen von Hamocyaninuntereinheiten, die mit a, 3 oder y bezeichnet werden (Markl
und Kempter, 1981; Markl, 1986; Stdcker et al., 1988). Bei den Decapoda sind alle drei
Typen vertreten, wobei je nach Spezies Quartarstrukturen in Form von einzelnen Hexa-
meren oder Dihexameren ausgebildet werden (Markl, 1986; Markl et al., 1986; Markl und
Decker, 1992). Das Hamocyanin der in dieser Arbeit betrachteten Strandkrabbe Carcinus
maenas beispielsweise setzt sich aus vier Untereinheiten unterschiedlicher molekularer
Masse zusammen, die in ihrer Gesamtheit ein Dihexamer ausbilden (Markl et al., 1979;
Markl, 1986). Bislang ist noch in keinem Fall ein eindeutiger Nachweis von Hadmocyanin
auBerhalb der Malacostraca gelungen. Zwar postulierten Herberts und de Frescheville
(1981) das Vorkommen von Hamocyanin im Parasiten Sacculina carcini (Cirripedia),
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doch ist fraglich, ob dieses tatsachlich ein endogenes Protein ist und nicht vom Wirtstier
Carcinus maenas stammt. Auch im Fall der Remipedia, einer erst 1979 entdeckten
Klasse der Crustacea mit bislang 20 beschriebenen Taxa (Yager, 1981; Koenemann et
al., 2007b), wird Uber ein Vorkommen von hamocyanin-dhnlichen Partikeln spekuliert
(Yager, 1991; van der Ham und Felgenhauer, 2007). Ein eindeutiger Nachweis dieses
respiratorischen Proteins stand zu Beginn meiner Arbeit allerdings noch aus.

® Die Bezeichnung ,Entomostraca“ steht nicht fir ein Monophylum. Dieser Begriff wird in dieser
Arbeit verwendet, um alle nicht zu den Malacostraca zugehérigen Crustacea (Branchiopoda,
Cephalocarida, ,Maxillopoda“, Ostracoda und Remipedia) zusammenzufassen.
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4. Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Expression respiratorischer Proteine ausge-
wabhlter Arthropodenspezies. Die hierbei bearbeiteten Fragestellungen lassen sich in drei
Themengebiete gliedern.

Zwei unabhangige in vivo-Studien bilden die ersten beiden Projektschwerpunkte, die sich
hauptséachlich auf die Identifizierung respiratorischer Proteine in Krebsen konzentrieren.
Eine Koexistenz zweier respiratorischer Proteine unterschiedlicher Funktion ist bislang
nur fir einen Vertreter der Malacostraca bekannt (Terwilliger, 1991; Terwilliger und Ryan,
2006). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen sollten klaren, ob weitere
Beispiele fur solche Koexpressionen innerhalb der Malacostraca existieren.

Ein weiterer Fokus lag auf der Klasse der Remipedia. Hier sollten anhand von molekular-
biologischen und biochemischen Methoden Erkenntnisse dartiber gewonnen werden, ob
diese Krebse tatséchlich Hamocyanin exprimieren.

Die Gewinnung biologisch aktiver, rekombinanter Proteine ist fir die Klarung verschie-
denster Fragestellungen unerlasslich. Wahrend hierbei den Studien an Hamoglobinen
kaum Grenzen gesetzt sind, werden die Untersuchungen der Hamocyanine und
verwandter Proteine durch das Fehlen etablierter, rekombinanter Expressionssysteme
limitiert. Im letzten Projekischwerpunkt dieser Arbeit wurde daher das Ziel verfolgt, eine
geeignete Vorgehensweise fiir die rekombinante Expression von Vertretern der Hamo-
cyanin-Superfamilie der Arthropoden zu entwickeln. Dabei wurden diverse pro- und
eukaryotische Expressionssysteme auf ihre Eignung Uberprift, diese Proteine in
funktionsféhiger Form herzustellen.
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B. Material und Methoden

1. Allgemeines

1.1. Gerate

Folgende in Tabelle B.1 aufgefihrte Gerate wurden im Rahmen der Arbeiten verwendet:

Tabelle B.1: Gerateliste

Autoklav

Brutschranke

Elektronenmikroskop

Fluoreszenzmikroskop
FPLC-Anlage
Geldokumentationssystem
Heizblécke

Kryostat
pH-Meter
Photometer
Spannungsgerat
Speed Vac
Spektrometer
Thermocycler

Ultraschallgerat
Waagen

Zentrifugen

3850 ELV (Tuttnauer, Breda Niederlande)

Innova 4200 incubator shaker
Innova 4230 refrigerated incubator shaker
(beide: New Brunswick Scientific, NUrtingen)

Transmissionselektronenmikroskop EFTEM 912
(Zeiss, Gottingen)

Olympus DP71 Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg)
BioLogic HR System (BioRad, Miinchen)
Dark Hood DH-40/50 (Biostep, Jahnsdorf)

Bio TDB-100 (Hartenstein, Wirzburg)
Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)

Mikroton-Kryostat Serie HM 500 (Microm, Walldorf)
InoLab pH 720 (WTW, Weilheim)

BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

Consort EV243 (Jencons, Bedfordshire GB)

Speed Vac SC110 (Thermo/Savant, Dreieich)

Lambda 2S Spektrometer (Perkin Elmer, Fremont, USA)

LabCycler Gradient (SensoQuest GmbH, Géttingen)
PCR Sprint Thermal Cycler (Hybaid GmbH, Heidelberg)
T1 Thermocycler (Biometra, Géttingen)

KLN Ultraschall GmbH (Heppenheim)

SPO 51 (Scaltec, Géttingen)
Sartorius BP210S (Sartorius AG, Gottingen)

Eppendorf Zentrifuge 5804 mit Rotor A-4-44 (Eppendorf AG,
Hamburg)

Sigma 1-14 Mikrozentrifuge (Sigma, Osterode am Harz)
Heraeus Labofuge 400R (Heraeus, Hanau)

Heraeus Varifuge 3 OR mit Rotor 8080C (Heraeus, Hanau)
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1.2. Chemikalien, Kits und sonstige Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in Analysequalitat
von den Firmen Boehringer (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe), Fluka (Buchs), Gibco
Life Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Darmstadt) und
Stratagene (Heidelberg) erworben.

Die Kits stammten von den Firmen IBA (Géttingen), Invitrogen (Groningen), PeqglLab
(Erlangen), Qiagen (Hilden), Promega (Mannheim), Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim), Sigma-Aldrich (Darmstadt) und Stratagene (Heidelberg).

Alle weiteren Komponenten wie z.B. Enzyme, Antikérper, Marker und Blotmembranen
wurden von folgenden Firmen geliefert: Amersham Biosciences (Freiburg), Carl Roth
(Karlsruhe), Dianova GmbH (Hamburg), Eppendorf AG (Hamburg), Eurogentec
Proteomics GmbH (Kéln), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), GE Healthcare (Minchen),
GENterprise Genomics GmbH (Mainz), Hartenstein (Wdrzburg), IBA (Géttingen),
Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Duren), New England Biolabs (Frankfurt),
Operon Biotechnologies GmbH (KéIn), PeqLab GmbH (Erlangen), Promega (Mannheim),
Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Sigma-Aldrich (Darmstadt).

Die bendtigten Utensilien wie ReaktionsgefaBe (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) sowie
Zentrifugenréhrchen (,Falcons®; 15 ml und 50 ml), Petrischalen, Zellkulturflaschen (T25,
T75 und T175), sterile Einmalpipetten und Pipettenspitzen wurden von ABgene (Epsom,
UK), Brand (Wertheim), Carl Roth (Karlsruhe), Greiner (Frickenhausen), Sarstedt
(Ndrnbrecht) und Starlab (Ahrensburg) bezogen.

1.3. Klone

Die cDNA-Konstrukte des Drosophila melanogaster Hexamerins ,larval serum protein 2
(LSP2) sowie der Prophenoloxidase 3 (PPO3) wurden vom ,Drosophila Genomics
Resource Center”, Bloomington, USA (https://dgrc.cgb.indiana.edu/) bezogen. Dabei
wurden flr eine beabsichtigte rekombinante Expression ausnahmslos Konstrukte mit der
vollstadndigen cDNA-Sequenz aus der ,BDGP Gold cDNA Collection“ bzw. der Reihe
.,BDGP DGC Release 1, 2 und 3“ verwendet (Tab. B.2).
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Tabelle B.2: DGRC-Klone im Vektor pOT

Name Stock Sammlung Resistenz

LSP2 LP03332 Gold Chloramphenicol
LP06260 EST Chloramphenicol
LP14586 EST Chloramphenicol

PPO3 SD09866 DGCH1 Chloramphenicol

1.4. Primer

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wurden im Kundenauftrag von der
Firma Operon Biotechnologies GmbH (KéIn) synthetisiert und in lyophilisierter Form
geliefert. Zur Herstellung von Stocklésungen mit einer Konzentration von 100 pmol/pl
wurden diese in dem geeigneten Volumen HPLC-H,O geldst und bei -20 °C aufbewahrt.
Bei der Auswahl der entsprechenden Primersequenzen wurde zuvor darauf geachtet,
dass diese eine ausgewogene Schmelztemperatur Ty von etwa 55-80 °C und einen G/C-
Gehalt von etwa 40-60% besaBen. Zusatzlich sollten die Primer keine selbst-
komplementaren Bereiche besitzen und beide Primer eines Paares mdglichst wenig
Komplementaritat zueinander aufweisen, um die Bildung von Primer-Konkatameren zu
vermeiden. Die Primer wurden in der Regel mit dem Programm ,OligoAnalyzer 3.1
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) auf alle diese
Eigenschaften Uberprift. Alternativ wurde der ,Oligonucleotide Properties Calculator®
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) verwendet.

1.5. Versuchstiere

Tabelle B.3 gibt die in dieser Arbeit verwendeten Tiere samt ihrer Bezugsquelle wieder.

Tabelle B.3: Versuchstiere und ihre Bezugsquellen

Tier Bezugsquelle

Drosophila melanogaster Lebende Exemplare AG Prof. Dr. Schneider,
(Taufliege) Biozentrum Grindel (Hamburg)
Carcinus maenas Lebende Exemplare Biologische Anstalt Helgoland
(Gemeine Strandkrabbe)

Speleonectes tulumensis  Stabilisiert in RNAlater Arbeitsgruppe Prof. Dr. Wagele,
(Remipedia) Zoologisches Forschungsmuseum

Alexander Koenig (Bonn)

19



B. Material und Methoden

2. Verwendete Organismen und ihre Kultivierung
2.1. Bakterien

2.1.1. Bakterienstamme

Es wurde ausnahmslos mit Escherichia coli K12-Bakterienstdmmen gearbeitet, die in
Form von kompetenten Zellen bei Invitrogen, Merck Biosciences und Promega bezogen
wurden (Tabelle B.4). Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Tabelle B.4: Bakterienstimme

Stamm Genotyp Verwendung
JM109 €14 (McrA’) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rx  Klonierungsstamm
my") supE44 relA1 A(lac-proAB) [F traD36 proAB
lacPZAM15]
TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mceBC) ®80/acZAM15  Klonierungsstamm

AlacX74 recA1 araA139 A(ara-leu)7697 gall
galK rpsL (Str™) endA1 nupG

BL21(DE3)pLysS F omeT hsdSg(rs mg) gal dem (DE3) pLysS Expressionsstamm
(Cam™)

Rosetta(DE3)pLysS F ompT hsdSg (rsmg) gal dcm, lacY1 (DE3) Expressionsstamm
pLysSRARE (Cam") Tuner-Stamm

DH10Bac F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15  Klonierungsstamm,
AlacX74 recA1 endA1 araD139 A(ara, leu)7697 fir die Herstellung
gallJ gaK N rpsL nupG/pMON14272/pMON7124  von rekombinanten

Bacmiden

2.1.2. Nahrmedien und Antibiotika

Alle in Tabelle B.5 aufgefuhrten flissigen und festen Medien wurden mit steril filtriertem,
deionisiertem Wasser aus einer Millipore-Q-Anlage angesetzt und vor Gebrauch flr
20 min bei 121 °C im Autoklaven sterilisiert.

Tabelle B.5: Medien fiir die Bakterienkultivierung

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,5 mit NaOH
L-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5 mit NaOH
SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l NaCl, 10 ml 250 mM KCI, pH 7,0

mit NaOH; vor Gebrauch Zugabe von 5 ml einer 2 M autoklavierten
MgCl,-Lésung sowie 20 ml einer 1 M steril filtrierten Glucose-L&sung

LB-Platten 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5 mit NaOH, 15 g/l
Agar
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Agarhaltige LB-Medien wurden im Anschluss im Wasserbad auf ca. 60 °C abgekinhlt,
bevor sie unter sterilen Bedingungen in Petrischalen (g 85 mm) gegossen und nach dem
Auskihlen bei 4 °C gelagert wurden. Alle flissigen Medien dagegen wurden bis zum
Gebrauch bei RT aufbewahrt.

Die verschiedenen Antibiotika wurden nach Sambrook et al. (1989) in der Regel als
Stammlésungen in dest. H,O angesetzt, durch einen 0,22-um-Filter (Hartenstein) steril
filtriert und in den angegebenen Endkonzentrationen in den Kulturen verwendet bzw. auf
LB-Platten ausplattiert (Tabelle B.6). Chloramphenicol und Tetrazyklin wurden direkt in
100% Ethanol gelést und verwendet. Die Lagerung aller Stocklésungen erfolgte
grundsatzlich bei -20 °C.

Tabelle B.6: Antibiotika

Stocklésung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in dest. H,O 100 pg/ml
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 34 pg/ml
Gentamicin 7 mg/ml in dest. H,O 7 ug/ml
Kanamycin 100 mg/ml in dest. H,O 10 pg/ml
Tetrazyklin 10 mg/ml in Ethanol 10 pg/ml

2.1.3. Ansetzen von bakteriellen Ubernachtkulturen

Bakterielle Ubernachtkulturen (GN-Kulturen) wurden in der Regel in einem 5 ml Volumen
angesetzt, wobei das verwendete LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika ver-
setzt wurde. Angeimpft wurde unter sterilen Bedingungen entweder direkt mit Bakterien-
kolonien von LB-Platten oder aus Dauerkulturen.

2.1.4.  Anlegen von bakteriellen Dauerkulturen

Beim Anlegen einer bakteriellen Dauerkultur wurden je 700 ul einer GN-Kultur mit 300 pl
Glycerin versetzt und gemischt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Um eine lange Haltbar-
keit der Dauerkultur zu gewahrleisten, wurde das Auftauen dieser - z.B. beim Animpfen

von UN-Kulturen aus Dauerkulturen - weitgehend vermieden.
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2.2. Zellkultur

2.21. Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit den drei verschiedenen Insektenzelllinien S2, Sf9
und High Five von Invitrogen gearbeitet (Tabelle B.7). Die Handhabung und Kultivierung
aller Linien erfolgte im Wesentlichen entsprechend der Beschreibungen in den Anlei-
tungen ,Growth and maintenance of insect cell lines®, ,Guide to baculovirus expression
vector systems and insect cell culture techniques* sowie ,Drosophila expression system"
(alle: Invitrogen).

Tabelle B.7: Insektenzellen

Organismus Wachstumseigenschaft
S2 Drosophila melanogaster schwach adhéarent, Suspension
Sf9 Spodoptera frugiperda adharent
High Five Trichoplusia ni schwach adhéarent

2.2.2. Nahrmedien und Zusatze

Mit Ausnahme des Kélberserums (Biowest) wurden alle fir die Zellkultur bendtigten
Medien und Zusétze von Invitrogen bezogen. Das so genannte ,conditioned® Medium
bezeichnet dabei bereits gebrauchtes Vollmedium. Das Kalberserum wurde ausnahms-
los kurz vor Zugabe in die Medien durch einen 0,22-um-Filter steril filtriert. Wahrend
Einfriermedien fir die Herstellung von Dauerkulturen kurz vor Gebrauch frisch angesetzt,
ebenfalls durch einen 0,22-um-Filter filtriert und sofort verwendet wurden, konnten
Vollmedien einige Wochen lang bei 4 °C aufbewahrt werden (Tabelle B.8).

Tabelle B.8: Verwendete Ndhrmedien

Vollmedium Einfriermedium (steril filtriert)
S2 Schneider’s Drosophila Medium 45% Vollmedium
10% fetales Kalberserum 45% conditioned Medium
50 units/ml Penicillin 10% DMSO
50 pg/ml Streptomycin
Sf9 Grace’s Insect Medium 70% Vollmedium
10% fetales Kalberserum 20% fetales Kalberserum
50 units/ml Penicillin 10% DMSO
50 pg/ml Streptomycin
High Five Express Five SFM 42,5% Vollmedium
50 units/ml Penicillin 42,5% conditioned Medium
50 pg/ml Streptomycin 5% fetales Kélberserum
4 mM Glutamin 10% DMSO
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2.2.3. Passage von Zellkulturen

Alle Linien wurden in sterilen Zellkulturflaschen mit BelUftungsfunktion bei 27 °C im
Brutschrank gehalten. Die verwendeten Flaschen mit einer Grundflache von 25 cm?,
75 cm® oder 175cm? enthielten dabei jeweils 5ml, 15ml bzw. 25 ml Vollmedium.
Konfluent gewachsene Sf9- und High Five-Zellen wurden bei einer Dichte von ca. 80%
abgeldst und in einer Verdinnung von 1:2 bis 1:5 umgesetzt. Hierfir wurde das alte
Medium abgenommen und die Zellen wurden mechanisch durch Spilen mit frischem
Volimedium abgelést. Die schwach adharent wachsenden S2-Zellen dagegen wurden
alle 2-4 Tage in dem alten Medium resuspendiert, bei 100 x g fur 5-10 min pelletiert und
ein Mal mit frischem Vollmedium gewaschen. Nach Aufnahme in das doppelte
Ausgangsvolumen an Vollmedium wurde die Zellzahl unter dem Mikroskop mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden anschlieBend mit Vollmedium auf
mindestens 5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in neue Flaschen (iberfiihrt. Die Bestimmung
der Vitalitét aller Zelllinien erfolgte regelmaBig unter dem Mikroskop mit 0,2% Trypanblau
gefarbten Zellen.

2.2.4.  Anlegen von Dauerkulturen

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurde die Zellzahl bestimmt, das alte Medium
abgezogen und die Zellen einmal mit Vollmedium gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen mit Einfriermedium (Tabelle B.8) auf > 1 x 10" Zellen/ml verdiinnt und je 1,9 ml der
Zellsuspension in sterile 2 ml Kryordhrchen (Sarstedt) pipettiert. Die Kryoréhrchen
wurden sofort in einem Kryo-Einfriergerat (Roth) GN bei -80 °C weggefroren und zur
dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Uberfiihrt.

2.2.5. Auftauen von Dauerkulturen

Eingefrorene Insektenzellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und sofort in
Falkons, in die 4 ml Vollimedium vorgelegt wurde, Uberfihrt. Nach einer 10-minltigen
Zentrifugation bei 100 x g wurde der DMSO-haltige Uberstand abgenommen. Die Zellen
wurden in 5 ml Vollmedium resuspendiert und anschlieBend in 25 cm?®-Zellkulturflaschen
bei 26 °C im Brutschrank gehalten. Bei Bedarf konnte nach 24 h das Medium gewechselt

werden.
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3. Molekularbiologische Methoden

3.1. Isolierung von Nukleinsauren

3.1.1.  lIsolierung von genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus Geweben erfolgte unter Verwendung des ,DNeasy
Blood & Tissue Kits* (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Etwa 20 mg Gewebe
wurden mechanisch mit Mérser und Pistill unter standiger Zugabe von flissigem Stick-
stoff zermahlen. Durch die Aufnahme in einen guanidinhaltigen Puffer wurden die Zellen
lysiert und in einem folgenden Schritt die im Lysat befindlichen Proteine und die RNA
verdaut. Nach einer anschlieBenden selektiven Bindung der genomischen DNA an eine
Silikamatrix und der Elution mit 100 ul dest. H,O konnte so eine Ausbeute von bis zu
40 ug erhalten werden. Die Probe wurde nach Méglichkeit sofort verwendet bzw. bis zum
Gebrauch kurzzeitig bei -20 °C aufbewahrt. Eine Langzeitlagerung der DNA erfolgte nur
bei -80 °C.

3.1.2.  lIsolierung von RNA

Durch die Allgegenwart und extreme Stabilitit RNA-degradierender Enzyme, soge-
nannter RNasen, wurden bei Arbeiten mit RNA im Vorfeld besondere MaBnahmen
getroffen. Alle hitzebestandigen Materialien wurden UGN bei 200 °C gebacken, nicht
hitzebestandige mit RNase AWAY® (Roth) gereinigt. Weiterhin wurden ausschlieBlich
RNase-freie Filtertips (Starlab) sowie sterile, autoklavierte Eppendorf- und Falcon-
GefaBe (Sarstedt) benutzt. Um RNase-freie Losungen herzustellen, wurde ausschlieBlich
mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes dest. H,O verwendet. DEPC modifiziert
Histidinreste in Proteinen zu N-Carbethoxyhistidin und ist dadurch ein starker RNase-
Inhibitor (Fedorcsak und Ehrenberg, 1966). Das Wasser wird dabei mit 0,1% DEPC
versetzt und UN unter Rihren inkubiert. AnschlieBend erfolgt ein Autoklavierschritt, um
das DEPC vollstandig zu zersetzen.

3.1.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini Kit

Far die Isolierung von Gesamt-RNA aus durchschnittlich 20-30 mg Gewebe wurde das
.RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) verwendet, welches auf der reversiblen Bindung von RNA an
eine Silikamembran beruht. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben, wobei
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das Gewebe zu Beginn in Stickstoff zermdrsert wurde. Die Elution der RNA von der
Saule erfolgte mit 30 yl RNase freiem H,O. Die RNA wurde nach Méglichkeit sofort far
weitere Versuche eingesetzt bzw. bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

3.1.2.2. Isolierung von Gesamt-RNA mittels Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform

Far die Isolierung von Gesamt-RNA aus gréBeren Mengen Gewebe wurde auf eine
Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion zuriickgegriffen. Diese von Chirgwin et
al. (1979) beschriebene und von Chomczynski et al. (1987) modifizierte Methode basiert
auf dem starken Denaturierungsmittel Guanidinthiocyanat (GTC), welches zelluléare
RNasen inaktiviert und selbst eine Extraktion intakter RNA aus sehr RNase-reichen
Geweben ermdglicht. Das in Stickstoff zermdérserte Gewebe wurde in 10 ml frisch
angesetztem GTC-Puffer aufgenommen und nacheinander mit 1 ml 2 M Natriumacetat,
10 ml Phenol und 10 ml CIA versetzt. Nach einer 15-mindtigen Inkubation auf Eis wurde
die Probe 30 min bei 4.500xg und 4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen und mit einem Volumen 100%igem Isopropanol gemischt. Die
Prazipitation der RNA erfolgte fiir mindestens 1 h bzw. GN bei -20 °C. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 4500 x g und 4 °C wurde das Pellet in 10 ml GTC-Puffer
aufgenommen und die Prazipitation unter denselben Bedingungen mit einem Volumen
Isopropanol wiederholt. Das Pellet wurde mit einem Volumen 80%igem Ethanol
gewaschen, bei RT getrocknet und in 5-10 ml DEPC-H,O gelést. Die Lésung wurde bei
10.000 x g und 4 °C erneut zentrifugiert. Die RNA befand sich danach im Uberstand.
Sollte die RNA in hochreiner Qualitat vorliegen, so wurde die RNA-L6sung mit einem
Zehntel Volumen 8 M Lithiumchlorid und 0,7 Volumen 100%igem Isopropanol gemischt.
Die Préazipitation erfolgte entweder fir 1 h bei -80 °C oder UN bei -20 °C. Nach einer
Zentrifugation bei 10.000 x g fir 60 min bei 4 °C wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen, fir 5 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert und bei RT getrocknet. Die
geféllte RNA wurde anschlieBend in 5-10 ml H,O aufgenommen und sofort fur weitere
Versuche verwendet bzw. bei -80 °C gelagert.

GTC-Puffer 100 g Guanidinthiocyanat in 117 ml DEPC-H,O gel6st
7 ml 0,75 M Natriumcitrat, pH 7
10,6 ml N-Laurylsarcosinat
1,52 ml B-Mercaptoethanol

CIA Chloroform-lsoamylalkohol im Verhéltnis 49:1
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3.1.2.3. Isolierung von Gesamt-RNA mit PeqGOLD TriFast™

Fir die gleichzeitige Extraktion von RNA, DNA und Proteinen aus einem einzigen
Versuchstier wurde das Reagenz ,PeqGOLD TriFast™ (PeglLab) verwendet. Diese
Methode beruht auf einer Einschritt-Flissigphasen-Separation, wobei sich das Homo-
genat nach Zugabe von Chloroform und anschlieBender Zentrifugation in drei Phasen
auftrennt: die wassrige Phase beinhaltet die RNA, wohingegen sich die DNA in der
organischen Phase und der Interphase befindet. Die organische Phase enthalt zusatzlich
auch alle Proteine. Die Durchfihrung der RNA-Extraktion erfolgte im Wesentlichen nach
Angaben des Herstellers. Dabei wurde das Versuchstier abweichend vom Protokoll
zuerst in flussigem Stickstoff zermdrsert und anschlieBend in das entsprechende Volu-
men PeqGOLD TriFast™ aufgenommen. Die aus der wéssrigen Phase préaparierte RNA
wurde abschlieBend in ca. 20 ul HPLC-H,O geldst und sofort weiterverwendet bzw. bis
zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

3.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Quantifizierung von DNA sowie RNA wurde eine Absorptionsmessung bei 260 nm
mit einem Spektralphotometer durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Fir die Absorption
sind die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich, wobei nicht basengepaarte
Nukleinsduren eine hohere Absorption besitzen. Fir die Messung wurden die
Nukleinsduren so mit dest. H,O verdiinnt, dass die Extinktion bei Ay zwischen 0,1-1 lag.
Der Null-Abgleich erfolgte mit dest. H,O. Mit den gemessenen Extinktionswerten konnte
die Konzentration der Nukleinsdure-L6sung mit folgenden Relationen errechnet werden:

Aseo = 1,0 entspricht 50 pg/ml fir doppelstrangige Nukleinsauren
Aseo = 1,0 entspricht 40 p g/ml flr einzelstrangige Nukleinsauren

Des Weiteren wurde auch das Verhaltnis OD50/OD2gy bestimmt, damit die Reinheit der
DNA bzw. RNA abgeschétzt werden konnte. Der entsprechende Quotient sollte flr reine
DNA Werte von 1,8-1,9 sowie fiir reine RNA Werte von 1,9-2,0 aufweisen (Sambrook et
al., 1989).
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3.3. Elektrophorese von Nukleinsauren

3.3.1. DNA-Gelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels
Gelelektrophorese (Gelsystem MINI, CTI GmbH) in 1%igen Agarosegelen, welche durch
das Aufkochen der entsprechenden Agarosemenge in TBE-Puffer hergestellt wurden.
Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes von 5 V/cm Elektrodenabstand konnten die
zuvor mit 6 x Loading Dye (Fermentas) versetzten DNA-Proben ihrer Molekularmasse
nach aufgetrennt werden. Als GréBenstandard diente der Marker ,Gene Ruler DNA
Ladder Mix“ der Firma Fermentas. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 10 min
in Ethidiumbromid geféarbt und 1 min in dest. H,O gespllt. Die Dokumentation erfolgte
unter UV-Beleuchtung (A= 312 nm).

Far eine sich bei Bedarf anschlieBende Extraktion von gewtnschten DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen wurde das ,Mini Elute Gel Extraction Kit“ von Qiagen (Hilden) nach
Herstellerangaben verwendet. Dieses Kit erlaubt die Aufreinigung von 0,1-10 kb DNA-
Fragmenten aus Agarosegelstiicken, wobei Uber eine Saule mit immobilisierter Glas-
milch bis zu 10 ug DNA isoliert werden kénnen. Die Ausbeute betragt typischerweise 70-
80%.

10 x TBE 0,89 M Tris
0,89 M Borsaure
0,5M EDTA, pH 8,0
E-Puffer 0,36 M Tris
0,3 M NaH,PO,
0,1 M Na,-EDTA
Ethidiumbromid 10 mg Ethidiumbromid auf 1 Liter E-Puffer

3.3.2.  RNA-Gelelektrophorese

Zur Uberpriiffung der Qualitit extrahierter RNA wurden Agarosegelelektrophoresen im
Gelsystem MINI (CTI GmbH) durchgefuhrt. Aufgrund der Eigenschaften von RNA, stabile
Sekundarstrukturen wie z.B. Doppelstrange oder Loops auszubilden, erfolgten diese
Elektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen unter Zusatz von Formaldehyd.
Das Agarosegel wurde vorbereitet, indem 0,4 g Agarose in 30 ml dest. H,O und 4 ml
10 x MOPS-Puffer aufgekocht wurden. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50 °C wurden 6,8 ml
Formaldehyd hinzugegeben und das Gel wurde gegossen. Die RNA-Proben wurden 1:1
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mit 2 x RNA-Loading Dye (Fermentas) versetzt, 5 min bei 65 °C denaturiert und sofort
auf Eis abgekulhlt, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Nach erfolgter Elektro-
phorese bei 4-5V/cm Elektrodenabstand mit 1 x MOPS als Laufpuffer konnte die RNA
durch das im Loading Dye bereits enthaltene Ethidiumbromid sofort photographiert

werden.

10 x MOPS-Puffer 0,2 M MOPS, pH 7
0,05 M NaAcetat, pH 7
0,1 M EDTA, pH 8

3.4. Reverse Transkription

Fir die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA wurde auf das ,SuperScript™ Ill Reverse
Transcriptase Kit“ von Invitrogen zurickgegriffen. Dabei wurde die Reaktion mit 2 pg
RNA unter Verwendung von Oligo(dT);s.25-Primern im Wesentlichen nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt, wobei allerdings die Reverse Transkription (RT) bei 50 °C auf
90 min verlangert wurde. Die so gewonnene cDNA wurde umgehend als PCR-Template
verwendet bzw. bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

3.5. Polymerase-Kettenreaktion

Um definierte DNA-Fragmente zu amplifizieren und dabei bei Bedarf Modifikationen am
5’- bzw. 3’-Ende durch die Verwendung entsprechender Primer einzufligen, wurde die
Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Saiki et al. (1988) verwendet. In
einem Gesamtvolumen von 50 yl wurden die Template-DNA, je 10 pmol Primer, ca.
40 nmol dNTPs und Polymerase-spezifischer Puffer mit HPLC-H,O gemischt. Je nach
Fragestellung wurden verschiedene Polymerasen nach Herstellerangaben verwendet.
Bei der Herstellung von Expressionskonstrukten, bei der die Amplifikation der exakten
Ausgangssequenz wichtig ist, wurde mit der ,Phusion High Fidelity Polymerase® von
Finnzymes (Vertrieb NEB) gearbeitet. Fir eine beabsichtigte TA-Ligation des Amplifikats
in den Vektor pGEM®-T Easy (Promega) bzw. TOPO (Invitrogen) wurde aufgrund ihrer
matrizenunabhangigen Terminalen Transferase-Aktivitat eine Tag-Polymerase aus dem
,PCR Selection Kit - High Specificity” von Invitrogen eingesetzt. In allen Fallen, in denen
gréBere Amplifikate aus Bacmid-DNA bzw. genomischer DNA gewonnen werden sollten,
wurde das ,Expand Long Template PCR System* (Roche) verwendet. Das Temperatur-
profil der PCR wurde individuell - abhangig von der GrdBe der zu amplifizierenden
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Sequenz, der Primer-Annealing-Temperaturen sowie der verwendeten Polymerase -

angepasst (Tabelle B.9).

Tabelle B.9: Profil der PCR

Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 98/94 °C 5-10 min
Denaturierung 98/94 °C 20-60 sec
Primer-Annealing 50-62 °C 20-60 sec ] 30-35 x
Elongation 68/72 °C 1-5 min
Finale Elongation 68/72 °C 5-10 min

Zur Erhéhung der Ausbeute bzw. Spezifitdt der Reaktion wurde bei Bedarf eine so
genannte nested-PCR unter Verwendung von zwei Primerpaaren durchgeflhrt, bei der
das in der ersten PCR erzeugte Amplifikat als Template fiir eine weitere PCR diente. Die
Auftrennung der Amplifikate erfolgte in einem 1%igen Agarosegel, gewlinschte Banden
wurden anschlieBend unter UV-Licht ausgeschnitten und aufgereinigt (B.3.3.1.).

3.6. RACE: Rapid amplification of cDNA-ends

Die Ermittlung von unbekannten 5- bzw. 3’-Nukleotidabschnitten einer cDNA-Sequenz
wird durch die Methode der Rapid amplification of cDNA ends (RACE) ermdglicht.
Dieses Verfahren basiert auf einer abgewandelten RT-PCR, die erst durch die Anla-
gerung von Oligonukleotid-Adaptern an die Enden von mRNA-Strangen ermdglicht wird
(Maruyama und Sugano, 1994; Schaefer, 1995; Volloch et al., 1994). Ausgehend von
einer bekannten cDNA-Teilsequenz kénnen somit durch den Einsatz entsprechender
adapter- und genspezifischer Primer im Rahmen einer PCR fehlende Sequenzabschnitte
amplifiziert und entsprechende Transkripte vervollstéandigt werden. Die Durchfiihrung der
RACE erfolgte im Wesentlichen nach Herstellerangaben unter Verwendung des
,GeneRacer” Kit with SuperScript™ Ill RT and TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing"
(Invitrogen). Zur Ermittlung unbekannter 5’-Enden wurde eine 5-RACE mit etwa 4 ug
RNA durchgeflihrt. Um zu gewahrleisten, dass der 5’-RACE-Adapter selektiv nur an freie
5’-Monophosphatgruppen intakter mRNA-Stréange ligiert wird, wurde die RNA zuvor
einigen essentiellen Schritten unterzogen. Zu Beginn erfolgte die Behandlung mit einer
Phosphatase (hier: CIP, engl.: calf intestinal phosphatase), um die Dephosphorylierung
degradierter mRNA sowie von tRNA und rRNA zu erreichen. Intakte mRNA ist dabei
durch die CAP-Struktur an seinem 5’-Ende vor dem Angriff des Enzyms geschitzt. Die

Abspaltung dieser CAP-Struktur wurde durch die nachfolgende Inkubation mit einer
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Pyrophosphatase (hier: TAP, engl.: tobacco acid pyrophosphatase) erreicht und
anschlieBend der 5-GeneRacer®-RNA-Oligo-Adapter mit Hilfe einer T4-RNA-Ligase an
die nun freiliegenden 5-Monophosphatgruppen der mRNA-Strange ligiert. Die so
aufbereitete MRNA wurde in einer Reversen Transkription unter Verwendung von Ran-
dom Hexamer-Primern in cDNA umgeschrieben. Eine Amplifikation der gewinschten
Sequenzabschnitte aus der cDNA erfolgte mit den entsprechenden adapter- sowie
genspezifischen Primern im Rahmen einer so genannten nested-PCR, bei der das in der
ersten PCR erzeugte Amplifikat als Template fir eine weitere PCR diente. Fir die 3’-
RACE dagegen wurden 4 pug RNA sofort ohne weitere Aufbereitung mit dem
GeneRacer® Oligo dT-Primer in ¢cDNA umgeschrieben. Die weitere Vorgehensweise
folgte dem Protokoll der 5-RACE und beinhaltete ebenfalls eine nested-PCR zur
Amplifikation des jeweils gewiinschten Sequenzabschnittes. StandardméaBig erfolgte die
Analyse der RACE-Amplifikate mittels Agarosegelelektrophorese, wobei gewiinschte
Banden unter UV ausgeschnitten und aufgereinigt wurden (B.3.3.1.). Die Produkte
wurden anschlieBend flr eine TA-Klonierung eingesetzt und sequenziert (B.3.7.).

3.7. Allgemeine Klonierungstechniken

3.7.1.  TA-Klonierung

Basierend auf der Terminalen Transferase-Aktivitdt von Tag-Polymerasen weisen die
von ihnen in einer PCR amplifizierten DNA-Fragmente am 3’-Ende ein Adenosin auf.
Dieses Uberhdngende Adenosin ermdglicht die Ligation der Amplifikate in lineariserte
Vektoren, die einen einfachen Thymidin-Uberhang besitzen. Fir die Methode dieser
sogenannten TA-Klonierung wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Vektor-Systeme
verwendet. Das ,pGEM®-T Easy-System“ (Promega) ermdglicht die Ligation von
Amplifikat und Vektor unter Verwendung der T4-Ligase. Hierfir wurden 25 ng des
pPGEM®-T Easy-Vektors mit dem PCR-Produkt in 3-6-fachem molaren Uberschuss, 2 x
Ligasepuffer sowie dest. H,O auf ein Volumen von 9 pul aufgefiillt und mit 1 pl T4-Ligase
versetzt. Die Ligationsreaktion wurde fir 1h bei RT durchgefiihrt. Die weitere
Vorgehensweise erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. Alternativ wurde
als zweites System das ,TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing“ von Invitrogen
(Groningen) nach Herstellerangaben verwendet. In diesem Fall liegen die 3’-Desoxy-
thymidin-Uberhédnge der linearisierten TOPO-Vektoren kovalent an die Topoisomerase |
des Vaccina-Virus gebunden vor. Die Ligationsreaktion erfolgt erst, wenn die 5'-
Hydroxylgruppen der PCR-Produkte diese Bindung zwischen Vektor und Enzym
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angreifen, was schlieBlich zu einer Abspaltung der Topoisomerase fihrt.

3.7.2.  Klonierung mit Restriktionsendonukleasen

Flr eine beabsichtigte Ligation eines PCR-Produktes in einen Expressionsvektor wurde
auf die Klonierung mit Restriktionsendonukleasen zuriickgegriffen. Dabei erfolgte nach
der Amplifikation der gewilinschten Sequenz mittels PCR (B.3.5.) sowie dem Verdau von
Amplifikat und Vektor (B.3.7.2.1.) die Ligation beider mittels T4-Ligase (B.3.7.2.2.). Bei
der Erstellung der entsprechenden PCR-Primer wurden zuvor jeweils die Restriktions-
endonuklease-Schnittstellen an den 5’-Enden der Primer angeflgt, die in den Polylinkern
der jeweiligen Vektoren zur Verflgung standen. Zusétzlich wurde mit dem Programm
~Webcutter 2.0 (http://users.unimi.it/~camelot/tools/cut2.html) sichergestellt, dass die zu
amplifizierenden Sequenzen keine entsprechenden internen Schnittstellen fir die
gewahlten Enzyme besaBen. Um eine gerichtete Ligation zu ermdéglichen, wurden zwei
unterschiedliche Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen verwendet. Da
die meisten Typ lI-Endonukleasen keine direkt am Ende liegenden Erkennungsse-
quenzen schneiden, wurde am 5-Ende der Primer vor die Erkennungssequenz die
Basenabfolge TACTCA angehangt. Alle im Rahmen dieser Arbeit fir die Klonierungen
verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle G.11 aufgefihrt.

3.7.2.1. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Behandlung der DNA mit Restriktionsendonukleasen diente der Vorbereitung von
Ligationen. Die hierbei verwendeten Typ lI-Endonukleasen bakteriellen Ursprungs sind in
der Lage, doppelstrangige DNA-Molekiile an spezifischen Erkennungsstellen zu spalten.
Der Verdau von Plasmid-DNA sowie PCR-Produkten erfolgte nach Herstellerangaben.
Dabei wurde die zu analysierende DNA mit dem/den gewlnschten Enzym(en) unter
definierten Pufferbedingungen fir ca. 3 h bei der fir das jeweilige Enzym optimalen
Temperatur inkubiert. Bei Bedarf wurde die gespaltene DNA mit Hilfe des ,QiaQuick
PCR Purification Kit* (Qiagen) aufgereinigt. Die Durchfihrung erfolgte nach Hersteller-
angaben, wobei die DNA mit 30 pl dest. H,O von der S&ule eluiert wurde. Die Ausbeute
betrug dabei typischerweise 90-95%.

3.7.2.2. Ligation

Es wurden ausschlieBlich DNA-Fragmente mit komplementéren tberhdngenden Enden

(sticky ends) ligiert. Ligationen erfolgten in einem 10 pl Ansatz, der etwa 50-100 ng

Vektor-DNA, Insert in 3-6fachem molaren Uberschuss, Ligationspuffer und T4-Ligase
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enthielt. Der Ligationsansatz wurde mindestens 1 h bei 8 °C inkubiert, die Ligase
schlieBlich durch 10mindltiges Erhitzen bei 72 °C inaktiviert und mit dem Ansatz ein
Klonierungsstamm transformiert (B. 3.7.3.).

3.7.3. Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli-Stdmmen mit Ligationsprodukten bzw. Plasmiden erfolgte
grundsatzlich unter Verwendung von speziellen Klonierungsstémmen wie z.B. TOP10
(Invitrogen) oder JM109 (Promega). Fir rekombinante Proteinexpressionen in Bakterien
wurde anschlieBend der Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS (Stratagene) bzw. der
Stamm Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) mit dem sequenzierten Plasmid transformiert.
Hierzu wurden die entsprechenden kompetenten Zellen bei RT aufgetaut und mit bis zu
6 pl Ligationsansatz bzw. mit 50 ng des Expressionskonstruktes versetzt. Nach einer
Inkubation auf Eis von bis zu 30 min gefolgt von einem 30 sec dauernden Hitzeschock
bei 42 °C wurde der Ansatz 2 min auf Eis abgekihlt und mit SOC-Medium auf 300 pl
aufgeflllt. Es erfolgte eine Inkubation fir 1 h bei 37 °C und 150 rpm. AnschlieBend
wurden je 50, 100 und 150 pl der Kultur auf vorgewarmten LB-Platten ausgestrichen. Zur
Selektion von positiven Transformanten wurden vorher die entsprechenden Antibiotika
ausplattiert. Im Falle einer Blau-WeiB-Selektion wurden zusétzlich IPTG in einer
Endkonzentration von 40 pg/ml sowie in DMF angesetztes X-Gal in einer Endkonzen-
tration von 100 pg/ml ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte GN bei 37 °C.

3.7.4. Identifizierung positiver Transformanten via Klon-PCR-Screening

Zur |dentifizierung von positiven Transformanten auf LB-Platten wurde die Methode des
Klon-PCR-Screenings unter Verwendung des ,RedTag™ ReadyMix™ PCR Reaction
Mix“ (Sigma-Aldrich) genutzt. Dieser Mix enthalt bereits - mit Ausnahme von Primern und
Template-DNA - alle die fir die PCR benétigten Komponenten. Indem einzelne
Bakterienkolonien als Template-DNA eingesetzt wurden, konnten mittels geeigneter
Vektorprimer erfolgreich transformierte Kolonien identifiziert werden, die ein Insert der
erwarteten GréBe enthielten. Durch die GréBe der erhaltenen PCR-Produkte erfolgte so
ebenfalls die Aussortierung von Kolonien mit religierten Vektoren. Abweichend vom
Protokoll des Herstellers wurde der PCR-Ansatz halbiert, die weitere Vorgehensweise
entsprach den Vorgaben. Hierfir wurden die Ansatze mit je 10 pmol der einzelnen
Primer versetzt. AnschlieBend wurde je eine Bakterienkolonie von der LB-Platte gepickt,
kurz im Reaktionsansatz abgestreift und zum Animpfen einer GN-Kultur in 5 ml LB-
Medium mit den jeweiligen Antibiotika (B.2.1.2., Tabelle B.6) tberfuhrt. Nach erfolgter
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PCR bestehend aus 35 Zyklen und einer Annealing-Temperatur von 54 °C wurden die
entstandenen Amplifikate via Agarosegelelekirophorese (B.3.3.1.) ausgewertet. Zum
Anlegen von Dauerkulturen (B.2.1.4.) wurden positive Klone UGN bei 37 °C und 150 rpm
angezogen. Bei Bedarf wurde eine Plasmidisolierung (B.3.7.5.) durchgefiihrt und das

jeweilige Insert sequenziert (B.3.7.6.).

3.7.5. lIsolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Praparation von Plasmiden aus E. coli-Stdmmen erfolgte mit dem ,E.Z.N.A Miniprep
Kit* der Firma PeglLab nach Angaben des Herstellers. Grundprinzip des Systems ist die
reversible Denaturierung von Plasmiden, die nach einer alkalischen Lyse unter geeigne-
ten Bedingungen renaturieren und unter Hochsalzbedingungen selektiv an eine Silika-
matrix binden. Die Elution erfolgt unter Niedrigsalzbedingungen mit dest. H,O. Aus einer
5 ml (high copy Plasmide) bzw. 10 ml (low copy Plasmide) GN-Kultur konnten so bis zu
10 pg Plasmid-DNA gewonnen werden.

3.7.6.  Sequenzierung

Sequenzierungen von Plasmiden wurden mit den vier unterschiedlich fluoreszenz-
markierten 2’-,3’-Didesoxynukleosid-5’-triphosphaten (ddNTPs) auf der Basis der Ketten-
abbruchmethode nach Sanger et al. (1977) nach einem modifizierten Protokoll (Prober et
al., 1987; Carothers et al., 1989) durchgefliihrt. Verwendet wurde das ,AB/ Big Dye
Terminator v.3.1. Cycle Sequencing Kit* (Applied Biosystems), wobei je Sequenzier-
ansatz ca. 170-350 ng Plasmid-DNA mit 10 pmol Primern, 5 x Sequenzierungspuffer
sowie 2 ul Big Dye Premix 3.1 versetzt und mit HPLC-H,O auf ein Volumen von 10 pl
aufgefullt wurden. Die Reaktion wurde in Thermocyclern in einem 35 Zyklen umfassen-
den Zwei-Schritt-Protokoll durchgeflihrt, welches aus einer Denaturierung der Proben fur
15 sec bei 96 °C sowie dem Primer-Annealing und der Synthese flir 4 min bei 55 °C
bestand. Die anschlieBende Aufreinigung und Auftrennung der Sequenzierprodukte
wurde von einem kommerziellen Sequenzierservice (Genterprise Genomics Gesellschaft

fir Genanalyse und Biotechnologie mbH, Mainz) durchgeflhrt.
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4. Sequenzauswertung/Molekulare Phylogenie

In Sequenzierungsreaktionen (B.3.7.6.) ermittelte Nukleotidsequenzen wurden mit dem
Programm Chromas 1.55 (Technylesium) editiert. Die Identifizierung dieser Sequenzen
erfolgte durch einen Abgleich mit den Informationen aus den Online-Datenbanken
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/), welche mit dem BLAST-Algorithmus (Altschul et
al., 1997) durchsucht wurden. Dieser Algorithmus wurde auch verwendet, um EST-
Datenbanken nach gewtlinschten Sequenzen zu durchsuchen. Durch einen mit dem
Programm Spidey (http://www.ncbi.nim.nih.gov/spidey/) durchgefiihrten Abgleich von
genomischer und cDNA-Sequenz wurden Introns/Exons identifiziert. Flr diverse weitere
Analysen wurden bei Bedarf verschiedene Programme der ExPASy Tools verwendet
(http://www.expasy.org/tools/): Wahrend mit dem Programm PSORT Il (Horton und
Nakai, 1996; 1997) Sequenzen auf ihre subzelluldare Lokalisation untersucht wurden,
wurde die Prasenz eines hydrophoben Signalpeptids mit SignalP 1.1 (Nielsen et al.,
1997; Emanuelsson et al., 2007) dberprift. Mogliche N-Myristoylierungsstellen wurden
mit dem Myristoylater (Bologna et al., 2004), mdgliche N-Glykosylierungsstellen mit
NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004) vorausgesagt.

Alignments aus Sequenzen wurden entweder mit MAFFT (http:/align.omr.kyushu-
u.ac.jp/mafft/online/server/) unter der Verwendung des L-INS-i-Algorithmus und der
BLOSUM 62 Matrix (Katoh et al., 2005) oder manuell mit Genedoc 2.6 (Nicholas et al.,
1997) erstellt und konnten anschlieBend als Grundlage fur Stammbaumanalysen dienen.
Zur Erstellung von phylogenetischen Stammbaumen wurde auf diverse Programme
zurlckgegriffen. Neighbor-joining Stammbaume wurden mit PHYLIP 3.66 (Felsenstein,
2004) oder dem BioNJ-Algorithmus (Gascuel, 1997) erstellt. Die Zuverlassigkeit der
erhaltenen Baume wurde mittels Bootstrapping mit 100 ,Pseudosamples” Uberprift
(Felsenstein, 1985). Bayesianische Analysen erfolgten mit MrBayes 3.1 (Huelsenbeck
und Ronquist, 2001) unter Annahme des WAG-Modells (Whelan und Goldman, 2001)
und einer Gamma-Verteilung der Substitutionsraten. Es wurde dabei ein ,Metropolis-
coupled Markov chain Monte Carlo (MCMCMC) sampling“ mit einer cold chain und drei
heated chains durchgefihrt. Maximum likelihood Analysen wurden mit RAXxML 7.0.3
(Stamatakis, 2006) unter Verwendung des WAG Modells erstellt, wobei auch hier die
Zuverlassigkeit der Baume mittels Bootstrapping Uberprift wurde. Die Darstellung aller
molekularen Stammbdume erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit dem Programm
Treeview 1.6.6 (http:/taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).
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5. Rekombinante Expression von Proteinen

5.1. Expression von Proteinen in Bakterien

Die Dbakterielle Expression von rekombinanten Proteinen erfolgte im T7-
Expressionssystem (Novagen) unter Verwendung einer Kombination aus pET-Vektoren
und den Chloramphenicol-resistenten Expressionsstammen BL21(DE3)pLysS sowie
Rosetta(DE3)pLysS. In allen pET-Vektoren steht das Zielgen unter Kontrolle von starken
Promotoren wie T7 bzw. T7/ac, welche von der viralen T7-RNA-Polymerase erkannt
werden und eine hohe Transkriptionseffizienz vermitteln. Dabei werden erst durch die
Zugabe von IPTG sowohl die Transkription des Zielgens als auch die der in das
Bakteriengenom integrierten T7-RNA-Polymerase induziert. Mit diesem ursprunglich von
Studier et al. (1986) und Rosenberg et al. (1987), sowie Studier et al. (1991) entwickelten
T7-Promotor-System kdnnen Expressionsniveaus von etwa 50% des Gesamtzell-
proteins erreicht werden. Beide hier verwendeten Bakterienstdmme besitzen zusatzlich
ein eigenes Plasmid (pLysS), welches das Enzym T7-Lysozym codiert. Dies ist beson-
ders bei der Expression toxischer Genprodukte von Vorteil, da das Lysozym mit der T7-
Polymerase assoziiert und deren Aktivitat inhibiert, so dass eine Basalexpression vor
Induktion verhindert wird. Weiterhin kann durch die hohe Lysozymkonzentration der
Zellaufschluss durch einfaches Einfrieren und Auftauen der Zellpellets erfolgen. Alle im
Rahmen dieser Arbeit angelegten Dauerkulturen aus transformierten Bakterienstdmmen
sind tabellarisch im Anhang (G.5.) mit den jeweils flr die Proteinexpression bendtigten
Antibiotika verzeichnet.

Zur Durchfihrung der rekombinanten Proteinexpression wurden aus den einzelnen
bakteriellen Dauerkulturen U0N-Kulturen in LB-Medium mit den jeweils bendtigten
Antibiotika angeimpft und GN bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Die Expressionskulturen
wurden anschlieBend in einem Volumen von 50, 100, 800 ml sowie 1L L-Medium in
sterilen Erlenmeyerkolben angesetzt, wobei deren Flllvolumen maximal bei 30% lag, um
einen ausreichenden Gasaustausch zu gewahrleisten. Sie wurden dabei mit maximal
0,5% der UN-Kulturen versetzt und bei 30-37 °C und 150 rpm bis zur exponentiellen
Phase bei einer ODgyo= 0,5-0,8 inkubiert. Die Expression wurde durch die Zugabe von
0,4 mM steril filtriertem IPTG induziert und die Kulturen wurden bei 150 rpm flr 3 h bei
37 °C bzw. 16 h bei 26 °C oder mindestens 20 h bei 18 °C inkubiert. AbschlieBend
wurden die Zellen bei 4000 x g und 4 °C fir 20-30 min geerntet und in einem geeigneten
Volumen an Tris-Puffer resuspendiert. Die Proben wurden grundsatzlich mindestens GN

bei -20 °C weggefroren, bevor sie am Folgetag durch Sonifizieren auf Eis bei mittlerer
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Beschallungsintensitat aufgeschlossen wurden. Dabei wurde nach jedem Beschallungs-
intervall eine 30-sekiindige Pause eingelegt, um eine zu starke Erwarmung des Ansatzes

ZU vermeiden.

5.1.1.  Durchfihrung von Testexpressionen

Zur Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen sowie der Analyse der
Proteinléslichkeit wurden wie zuvor beschrieben Testexpressionen bei verschiedenen
Expressionstemperaturen in je 50 ml-Anséatzen durchgefihrt. Dabei wurde flr die spatere
Auswertung 1 ml als ,Induktionskontrolle” vor Zugabe von IPTG abgenommen. Analog
dazu erfolgte die Abnahme von 1 ml als ,Expressionskultur® nach Beendigung der
Expression. Beide Proben wurden 5 min bei 4.000 x g abzentrifugiert und das Zellpellet
wurde je nach GrdBe in 50-200 pul 2 x Lammli-Probenpuffer aufgenommen. Diese
Kontrollen wurden 5 min bei 95 °C gekocht und kurz auf Eis abgekihlt. Die Restkultur
wurde abzentrifugiert und je nach GréBe des Zellpellets in 1-5 ml 20 mM Tris/HCI, pH 8,5
aufgenommen. Nach einer Lagerung bei -20 °C UN wurde die Probe bei RT aufgetaut
und 2-3 x je 1 min bei mittlerer Beschallungsintensitéat auf Eis sonifiziert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 10.000 xg fir 20 min wurde der lIdsliche ,Uberstand"
abgenommen und das unlésliche ,Pellet” in 1 ml 1 x PBS resuspendiert. Die Lagerung
aller Proben bis zur Auswertung mittels SDS-PAGE erfolgte bei -20 °C.

4 x Lammli 1,25 ml Tris/HCI, pH 6,8

2 ml 10% SDS

1 ml Glycerin

0,25 ml dest. H,O

1 Spatelspitze Bromphenolblau

(vor Gebrauch 10% B-Mercaptoethanol frisch zusetzen)
10 x PBS, pH 7,5 1,4 M NaCl

27 mM KCI

81 mM Na,HPO,

15 mM KoHPO,
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5.1.2.  Rekombinante Expression von léslichem Hamoglobin

Die Expression von Hamoglobinen erfolgte in Anwesenheit von 5-Aminolaevulinsdure
(ALA), einer Vorstufe der Hamgruppe. Aus insgesamt acht dieser ALA-Molekile wird
Uber mehrere Zwischenreaktionen das Protoporphyrin IX gebildet und die Synthese des
Hams anschlieBend durch den Einbau von zweiwertigem Eisen vervollstandigt.

Die Kulturen wurden dabei in einem Volumen von je 800 ml L-Medium mit den
entsprechenden Antibiotika und 1 mM ALA angesetzt, mit 1 ml GN-Kultur angeimpft und
bei 26 °C bis zu einer ODgy= 0,5 inkubiert. Nach Induktion mit 0,4 mM IPTG erfolgte die
Expression UN bei 26 °C. Die Bakterienzellen wurden geerntet und anschlieBend jeder
Kulturansatz in ca. 30 ml eines Puffers bestehend aus 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit 1 mM
DTT, 1 mM MgCl,, 8 ug/ml DNase und 4 ug/ml RNase resuspendiert. Zugesetzt wurden
weiterhin die Proteasehemmer ,Pefabloc SC protease inhibitor“ (Roth) und ,Complete
protease inhibitor mixture® (Roche Applied Science) in den jeweils von den Herstellern
empfohlenen Konzentrationen. Die Ansatze wurden aliquotiert und in 5 ml-Proben N bei
-20 °C weggefroren. Am Folgetag wurden die Zellen in Eiswasser aufgetaut und durch
Sonifizieren auf Eis aufgeschlossen. Dabei wurde jede Probe maximal 5 x je 1 min bei
mittlerer Intensitat beschallt. Der nach Zellaufschluss anstehende DNase/RNase-Verdau
erfolgte fur 2 h bei 37 °C und der I8sliche Proteintiberstand wurde durch 20minUtige
Zentrifugation bei 10.000 x g und 4 °C von der Zelldebris abgetrennt. Nach Mdglichkeit
wurde der erhaltene Uberstand sofort fiir die sich anschlieBende Proteinaufreinigung
eingesetzt bzw. bis zur weiteren Bearbeitung kurzzeitig bei 4 °C gelagert.

5.1.3. Rekombinante Expression von léslichem Hexamerin

Die Expression von Hexamerinen erfolgte in Kulturanséatzen von 1 Liter L-Medium mit
den bendtigten Antibiotika. Angeimpft wurde dabei mit je 5 ml GN-Kultur gefolgt von einer
Inkubation der Ansétze bei 30 °C bis zu einer ODgo= 0,5-0,8. Nach Zugabe von 0,4 mM
IPTG erfolgte die weitere Inkubation UN bei 26 °C. Die Bakterien wurden geerntet und
das entstehende Zellpellet jedes 1 Liter-Expressionsansatzes wurde in maximal 20 ml
50 mM Tris/HCI, pH 8,5 aufgenommen. Nach Zugabe des Proteasehemmers ,Complete
protease inhibitor mixture* (Roche Applied Science) in der vom Hersteller empfohlenen
Konzentration wurden die Proben aliquotiert und in 5 ml-Ansatzen UN bei -20 °C
weggefroren. Am Folgetag wurden die Zellen in Eiswasser aufgetaut und durch
Sonifizieren auf Eis aufgeschlossen. Jede Probe wurde maximal 5 x 1 min bei mittlerer
Intensitat beschallt. Der nachfolgende DNase/RNase-Verdau erfolgte flr 2 h bei 37 °C,
wonach der I6sliche Proteinlberstand durch 20-minltige Zentrifugation bei 10.000 x g
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und 4 °C von der Zelldebris abgetrennt wurde. In der Regel wurde der erhaltene
Uberstand sofort fiir die sich anschlieBende Proteinaufreinigung eingesetzt bzw. kurz-
zeitig bis zur weiteren Bearbeitung bei 4 °C gelagert.

5.1.4. Rekombinante Expression von l6slichen Typ3-Kupferproteinen

Die Expression von l6slichen Typ3-Kupferproteinen erfolgte in der Regel in einem 50-
100 ml-Kulturvolumen. Eine Ausnahme dabei bildet die Expression als Thioredoxin-
Fusionsprotein, bei der der Erhalt von |6slichem Protein auch aus gréBeren Expressions-
volumina von bis zu 1 Liter L-Medium mdglich war. Die entsprechenden Kulturen
bestehend aus L-Medium mit den bendétigten Antibiotika wurden bei Bedarf mit der
entsprechenden Endkonzentration an steril filtriertem Kupfersulfat versetzt, mit bis zu
0,5% der UN-Kulturen angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgpo= 0,6 inkubiert. Nach
Zugabe von 0,4 mM IPTG erfolgte die Expression flir 3 h bei 37 °C. Die Zellen wurden
geerntet und pro 100 ml Ausgangskultur durchschnittlich in 1 ml 50 mM Tris/HCI, pH 8,5
resuspendiert. Nach Lagerung der Proben UN bei -20 °C wurden sie in Eiswasser aufge-
taut, ca. 2-3 x je 1 min auf Eis sonifiziert und anschlieBend bei 10.000 x g und 4 °C far
20 min zentrifugiert. Der erhaltene 18sliche Uberstand mit dem rekombinanten Protein

wurde ausnahmslos sofort fir weitere Versuche bzw. Aufreinigungsschritte verwendet.

5.2. Expression von Proteinen in Insektenzellen

5.2.1. ,Bac-to-Bac Baculovirus Expression System”

Das ,Bac-to-Bac Baculovirus System* ermdglicht eine transiente, virusvermittelte Ex-
pression in Insektenzellen mit einer hohen Expressionsrate des rekombinanten Proteins.
Basierend auf den von Luckow et al. (1993) sowie Ciccarone et al. (1997) entwickelten
Methoden werden via Tn7-Transposition schnell und effizient rekombinante Baculoviren
generiert, die das zu exprimierende Gen enthalten. Mit diesen Viren werden Insekten-
zellen infiziert, wobei in diesen Zellen daraufhin nicht nur die Amplifikation von neuen
Baculoviren erfolgt, sondern auch die Expression des im Virengenom codierten rekom-
binanten Proteins. Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Schritte zur Generierung
von rekombinanten Baculoviren folgten im Wesentlichen den Empfehlungen des
Manuals ,Bac-to-Bac Baculovirus System® von Invitrogen. Hierbei wurde allerdings die
zu exprimierende Sequenz durch gentechnische Methoden so modifiziert, dass eine
Sekretion des rekombinanten Proteins in das Medium erreicht wurde.
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5.2.1.1. Klonierung des Expressionskonstruktes

Die Amplifikation der Zielsequenz via PCR sowie die Klonierung des Expressions-
konstruktes erfolgten gemaB der Beschreibung B.3.5. und B.3.7.2. Dabei wurde dem
PPO3-Gen durch die Verwendung entsprechend modifizierter Primer (Anhang, Tabelle
G.11) mittels PCR N-terminal das hydrophobe Sekretionssignal des humanen Meprin a
sowie C-terminal der Strep-Tag Il angefligt. Um spéter bei der Sekretion des rekombi-
nanten Proteins ein korrektes Abspalten der N-terminalen Signalsequenz zu gewahr-
leisten, wurde bei der Erstellung der Primer die Spaltstelle mit dem Programm SignalP
(www.expasy.org bzw. http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) bestimmt und durch das
zusatzliche Einfigen von Aminosauren optimiert. Das Amplifikat wurde anschlieBend
Uber die Schnittstellen Notl und Xhol in die sogenannte Expressionskassette des
pFASTBac1-Vektors ligiert, wo es unter Kontrolle des starken Polyhedrin-Promotors des
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV) steht. Diese Kassette wird
beiderseits von bakteriellen Tn7-Transpositionselementen flankiert und enthalt zuséatzlich
eine Gentamicin-Resistenz sowie ein SV40 Polyadenylierungssignal (SV40pA) zur effi-
zienten Transkriptions-Termination und Polyadenylierung der mRNA.

5.2.1.2. Herstellung von rekombinanten Bacmiden in E. coli

Die Integration der Expressionskassette des pFASTBac1-Konstruktes in das Virengenom
(Bacmid) erfolgte in dem E. coli-Stamm DH10Bac. Diese Zellen enthalten nicht nur das
ca. 136 kb groBe Bacmid mit der bendtigten Tn7-Sequenz innerhalb des LacZ-Gens,
sondern auch ein Helferplasmid, welches alle die fir den Transpositionsvorgang
bendtigten Proteine codiert. Nach Transformation von kompetenten DH10Bac-Zellen mit
dem Expressionskonstrukt wird durch die Integration der Kassette in das Bacmid das
Leseraster des LacZ zerstdrt, so dass positive Konstrukte mittels Blau-WeiB-Selektion
leicht identifiziert werden kénnen. Fir die Transformation wurden 100 pl chemisch
kompetente MAX Efficiency DH10Bac-Zellen (Invitrogen) mit 50 ng des Expressions-
konstruktes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 45 sec bei
42 °C wurden die Ansatze 2 min auf Eis abgeklhlt und mit 900 pul SOC-Medium versetzt.
Es folgte eine Inkubation fiir 4 h bei 42 °C und 175 rpm, wonach 50-250 ul der Anséatze
auf LB-Platten mit 50 pg/ml Kanamycin, 7 ug/ml Gentamycin, 10 pg/ml Tetrazyklin,
100 pg/ml X-Gal sowie 40 pg/ml IPTG ausplattiert und fir mindestens 24 h bei 37 °C
inkubiert wurden. AnschlieBend wurden bis zu zehn weiBe Kolonien in LB-Medium mit
den zuvor angegebenen Antibiotika in den entsprechenden Endkonzentrationen UGN bei
37 °C und 150 rpm hochgezogen. Nach dem Anlegen von Dauerkulturen (2.1.4.) wurde
die Restkultur fir die Praparation der Bacmid-DNA verwendet.
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5.2.1.3. Préparation von Bacmid-DNA

Die Isolierung der rekombinanten Bacmide nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
erfolgte entsprechend den Angaben von Invitrogen nach einem Alternativprotokoll zu
kommerziellen Kits. Dabei wurden alle bendtigten Puffer kurz vor Gebrauch frisch
angesetzt. Zur lIsolierung der Uber 100 kb groBen rekombinanten Bacmide wurden
jeweils 1,5 ml der GN-Kultur fir 1 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet vorsichtig in 300 pl Lésung | aufgenommen. Nach Zugabe
von 300 pl Lésung Il wurde der Ansatz far 5 min bei RT inkubiert und anschlieBend
vorsichtig mit 300 pl einer kalten 3 M Kaliumacetat-Lésung, pH 5,5 versetzt. Die Probe
wurde fiir 10 min auf Eis gestellt, 10 min bei 14.000 x g zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig in ein frisches Eppendorf-GefaB mit 0,8 ml kaltem Isopropanol Uberfihrt. Der
Ansatz wurde einige Male invertiert und erneut fir 10 min auf Eis gelagert. Nach einer
weiteren Zentrifugation bei 14.000 x g fir 15 min wurde der Uberstand verworfen und die
gefallte Bacmid-DNA zwei Mal durch die Zugabe von 500 ul 70%igem Ethanol und
mehrmaligem Invertieren gewaschen, wobei die DNA nach jedem Waschschritt durch
einen Zentrifugationsschritt bei 14.000 x g fir 5 min pelletiert wurde. Nach dem
grindlichen Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet bei RT in einer Sterilbank fiir 5-
10 min luftgetrocknet. Etwa 40 pl steril filtrierter 1 x TE-Puffer, pH 8,0 wurden vorsichtig
auf das Bacmid-Pellet pipettiert und die DNA dabei gelést. AnschlieBend wurde die
Konzentration der isolierten DNA photometrisch bestimmt (B.3.2.). Zum Nachweis einer
erfolgreichen Transposition des Expressionskonstruktes in das Bacmidgenom wurde die
GréBe des integrierten Abschnittes bestimmt. Dabei wurden mittels PCR (B.3.5.) unter
Einsatz von 100 ng isolierter Bacmid-DNA sowie den bacmidspezifischen Primern M13
Forward (~40) und M13 Reverse (Anhang, Tabelle G.9) zuséatzlich zum erwarteten Insert
etwa 2300 bp des Bacmid-Genoms amplifiziert (vgl. Manual ,Bac-to-Bac Baculovirus
System®, Invitrogen). Bacmide mit der erwarteten GréBe des Integrates konnten
anschlieBend fur die Herstellung des rekombinanten Primarvirus eingesetzt werden. Da
wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen das Scheren dieser groBen Bacmide férdern, wurde
die isolierte DNA bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert und nur fir eine Langzeitlagerung
bei -20 °C eingefroren.

Lésung | 15 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A

(steril filtriert, bei 4 °C gelagert)
Lésung Il 0,2 M NaOH

1% SDS
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(steril filtriert)

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
(steril filtriert)

5.2.1.4. Herstellung des rekombinanten Primérvirus (P1)

Die Transfektion von Insektenzellen mit Bacmid-DNA zur Generierung von rekom-
binanten Baculoviren erfolgte unter Verwendung des Nanofectin Kits (PAA, The Cell
Culture Company) nach Anleitung des Herstellers. Aufgrund ihrer hohen Transfektions-
rate wurden hierfiir Sf9-Zellen verwendet (vgl. Manual ,,Bac-to-Bac-Baculovirus System",
Invitrogen). Zu Beginn wurden 5 ug der rekombinanten Bacmid-DNA mit 150 mM NaCl
auf ein Gesamtvolumen von 250 pl aufgeflllt und vorsichtig gemischt. Parallel dazu
wurden in einem zweiten Ansatz 16 pl Nanofectin mit 234 pl 150 mM NaCl versetzt. Der
Nanofectin-Ansatz wurde anschlieBend auf den Bacmid-Ansatz pipettiert, durch Inver-
tieren gut gemischt und fur ca. 30 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden ca. 60%
konfluente Sf9-Zellen in einer 25 cm?-Kulturflasche einmal mit 5 ml Vollmedium ge-
waschen und letztendlich mit 3 ml frischem Vollmedium Uberschichtet. Der Bacmid-
Nanofectin-Ansatz wurde tropfenweise auf die Zellen aufgegeben und der Transfektions-
ansatz 48 h bei 27 °C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Medium, welches den
sogenannten rekombinanten Primarvirus P1 enthielt, abgenommen und durch einen
Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 4.000 x g von Zellen bzw. Zellresten abgetrennt. Der
Uberstand mit den Primarviren wurde in 1 ml-Fraktionen aliquotiert und bei 4 °C im
Dunkeln gelagert.

5.2.1.5. Amplifikation von Baculoviren

Um einen ausreichend hohen Titer an Baculoviren fur die spateren rekombinanten
Proteinexpressionen zu erhalten, wurde der Primarvirus in der Regel durch zwei bis vier
Amplifikationsprozesse vervielféltigt. Dabei wurden ausnahmslos 80% konfluente Sf9-
Zellen eingesetzt, die kurz zuvor einmal mit frischem Vollmedium gewaschen wurden.
Das Medium wurde anschlieBend komplett abgenommen. Im ersten Amplifikationszyklus
wurden Zellen in einer 75 cm?-Zellkulturflasche verwendet, auf die 1 ml des P1-Virus
aufgetropft und durch vorsichtiges Schwenken der Kulturflasche verteilt wurde. Nach 1 h
bei 27 °C wurde der Ansatz mit Vollmedium auf 15 ml aufgeflllt und fir 3-4 Tage bei
27 °C inkubiert. Zum Ernten der Viren wurde das Medium abgenommen, fir 10 min bei
500 x g abzentrifugiert und der Uberstand mit den entstandenen P2-Viren in 5 ml-
Fraktionen aliquotiert sowie bis zum Gebrauch bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die zweite
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Virusamplifikation erfolgte mit bis zu 5 ml P2-Virus auf Zellen in 75 cm?-Zellkulturflaschen
unter den zuvor beschriebenen Bedingungen. Bei der dritten und vierten Amplifikation
wurden jeweils bis zu 5 ml des Virusstocks der vorangegangenen Amplifikationsrunde
auf Zellen in 175 cm?-Zellkulturflaschen aufgegeben und diese anschlieBend nach Ablauf
der einstindigen Inkubation mit Vollmedium auf 25 ml Gesamtvolumen aufgefilit. Alle
Virenstocks wurden bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

5.2.1.6. Rekombinante Proteinexpression in Insektenzellen

Far die rekombinante Proteinexpression wurde sowohl die Sf9- als auch die High Five-
Zelllinie verwendet, wobei vor allem letztere im Falle einer gewlinschten Sekretion des
Proteins in das Medium hdhere Expressionsraten liefert (Manual ,Bac-to-Bac Baculovirus
System”). Die Expressionen wurden jeweils in 175 cm?®-Zellkulturschalen in einem Volu-
men von 25 ml sowie einer Zelldichte von etwa 1-2 x 10° Zellen/ml durchgefiihrt. Zur
Infektion wurden die Ansatze mit jeweils 2-3 ml dreifach amplifizierten bzw. 0,5-1 ml
vierfach amplifizierten Baculoviren versetzt und fiir 48-72 h bei 27 °C inkubiert, um eine
maximale Expression des sezernierten Proteins zu gewahrleisten. AnschlieBend wurde
der gesamte Ansatz 15 min bei 1.000 x g zentrifugiert, das Medium vorsichtig abge-
nommen und zum Nachweis des sezernierten rekombinanten Proteins direkt weiterver-
arbeitet bzw. kurzzeitig bis zur Auswertung bei 4 °C gelagert. Bei Bedarf wurde zusatz-
lich aus den Zellen ein Lysat hergestellt, indem diese drei Mal mit einem Volumen 1 x
PBS gewaschen und 5 min bei 2.000 x g pelletiert wurden. Das Zellpellet wurde in einem
Volumen detergenzhaltigem Lysepuffer aufgenommen und zum AufschlieBen 30 min auf
Eis inkubiert. Zum Abtrennen der Zelltrimmer und anderer unléslicher Bestandteile
wurde die Probe far 10 min bei 13.000 x g abzentrifugiert. Der dabei entstehende
Uberstand enthielt das Zelllysat und wurde bis zur weiteren Auswertung bei -20 °C
aufbewahrt. Die unléslichen Zellreste wurden ebenfalls in einem Volumen Lysispuffer
aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

10 x PBS, pH 7,5 1,4 M NaCl
27 mM KCI
81 mM Na,HPO,
15 mM K,HPO,
Lysispuffer 1 x PBS
1% Triton X 100
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5.2.2.  ,Drosophila Expression System*

Das Drosophila-Expressionssystem (DES) der Firma Invitrogen erlaubt eine stabile
Uberexpression von rekombinanten Proteinen in der Zelllinie Schneider-2 Drosophila
(S2). Durch die speziell fiir S2-Zellen entwickelten konstitutiven bzw. induzierbaren DES-
Vektoren werden hohe Proteinausbeuten erzielt, da diese ausnahmslos starke
Drosophila-Promotoren wie den Metallothionin- oder den Actin 5c-Promotor tragen.
Dabei kdnnen im Rahmen einer Co-Transfektion der S2-Zellen mit einem Selektions-
vektor nach Wahl mehrere hundert Kopien des Expressionsvektors stabil in das Genom
integriert werden, wenn ein geeignetes Verhaltnis von Expressions- zu Selektionsvektor
gewahlt wird (Johansen et al., 1989). Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf das induzier-
bare DES-System mit dem Selektionsvektor pCoHygro zurtickgegriffen. Alle durchge-
fihrten Schritte zur Expression von rekombinanten Proteinen im DES-System folgten im
Wesentlichen den Empfehlungen des Manuals ,Drosophila Expression System” von

Invitrogen.

5.2.2.1. Klonierung des Expressionskonstruktes

Die Amplifikation der Zielsequenz mittels PCR und die Klonierung des Expressions-
konstruktes erfolgten gemaB der Beschreibung B.3.5 und B.3.7.2. Dabei wurde die
Sequenz durch die Wahl geeigneter Primer gentechnisch modifiziert: Flr eine korrekte
Initiation der Translation wurden alle Zielsequenzen N-terminal mit der Kozak-Sequenz
(G/A)NNATGG ausgestattet, wobei ATG das Start-Codon bezeichnet (Kozak 1987,
1990, 1991). Zusétzlich wurde dem Gen statt des vektoreigenen C-terminalen His-Tags
der Strep-Tag Il angefligt. Fir eine intrazelluldre Expression des rekombinanten Proteins
wurde das erhaltene Amplifikat Gber die Schnittstellen Spel und Xhol in den Expressions-
vektor pMT/V5-His B ligiert, wo es unter Kontrolle des starken Drosophila Metallothionin-
Promotors steht.

5.2.2.2. Co-Transfektion von S2-Zellen

Die Transfektion von Insektenzellen erfolgte unter Verwendung des Nanofectin Kits
(PAA, The Cell Culture Company) nach Anleitung des Herstellers. Zur Vorbereitung der
Transfektion wurden am Vortrag die S2-Zellen aus einer zu 80% konfluenten 25 cm?
Kulturflasche abgeldst und bei 100 x g fur 5 min pelletiert. Nach Bestimmung der Zellzahl
wurden die Zellen mit Vollmedium auf ca. 10° Zellen/ml| verdiinnt. Je 5 ml dieser Zell-
Suspension wurde in eine neue 25 cm?Flasche (iberfiihrt und fiir mindestens 16 h bei
27 °C inkubiert. Zur Generierung von stabil transfizierten S2-Zellen erfolgte eine Co-
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Transfektion mit dem Selektionsvektor pCoHygro in einem Verhaltnis von 19:1, wobei
der Expressionsvektor im Uberschuss eingesetzt wurde. Hierfiir wurden etwa 5 pg des
Expressionskonstruktes mit 263 ng des Selektionsvektors pCoHygro versetzt, mit
150 mM NaCl auf ein Gesamtvolumen von 250 ul aufgefillt und vorsichtig gemischt. In
einem weiteren Ansatz wurden 5 pg des leeren DES-Vektors wie zuvor beschrieben fiir
die Co-Transfektion vorbereitet. Parallel dazu wurden je Transfektionsansatz 16 pl
Nanofectin mit 234 pl 150 mM NaCl versetzt. Der Nanofectin-Ansatz wurde anschlieBend
jeweils auf den Vektor-Ansatz pipettiert, durch Invertieren gut gemischt und fir ca.
30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Lésung tropfenweise auf die Zellen
einer Zellkulturflasche gegeben. Als Negativkontrolle fir die spatere Selektion wurde
eine weitere 25 cm®-Flasche mit S2-Zellen mit 500 pl 150 mM NaCl (iberschichtet. Nach
Inkubation aller Transfektionsansatze fir mindestens 48 h bei 27 °C wurden die Zellen
abgeldst und durch einen Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 100 x g von dem Trans-
fektionsmedium abgetrennt. Die Zellen wurden 2 x mit Vollmedium gewaschen, in 5 mi
frischem Vollmedium aufgenommen und wieder zuriick in die alte 25 cm®Zellkultur-
flasche Uberfihrt. Nach Inkubation der Zellen fir zwei Tage bei 27 °C wurde mit der
Selektion begonnen.

5.2.2.3. Selektion stabil transfizierter S2-Zellen

Die Selektion der stabil transfizierten S2-Zellen erfolgte durch den Zusatz von 300 ug/mi
Hygromycin (Invitrogen) zum Vollmedium. Hierfir wurden die Zellen aus den 25 cm?*
Kulturflaschen abgeldst, 10 min bei 100 x g pelletiert und anschlieBend in 5 ml hygromy-
cinhaltigem Vollmedium gelést. Der Wechsel des Mediums erfolgte regelméaBig alle 4-5
Tage, wobei die Zellen weiterhin in 25 cm?-Flaschen bei 27 °C gehalten wurden. Parallel
dazu wurde eine untransfizierte Negativkontrolle unter denselben Bedingungen mitge-
fOhrt, um durch Vitalitadtsvergleiche der Ansatze mittels Trypanblau-Farbung den Erfolg
der Selektion zu Uberprifen. Die Selektion wurde durchschnittlich 2-3 Wochen durchge-
fihrt, bis eindeutig resistente Kolonien in den transfizierten Ansétzen sichtbar wurden.
Sobald der Kontrollansatz keine vitalen S2-Zellen mehr enthielt, wurden die transfizierten
Ansatze einmal mit Vollmedium gewaschen, in 15 ml hygromycinhaltigem Vollmedium
resuspendiert und in 75 cm?-Kulturflaschen tberfiihrt. Mit dem Erreichen einer Zelldichte
von ca. 20 x 10° Zellen/ml wurde damit begonnen, die Zellen in einer Verdiinnung von
1:5 zu passagieren (B.2.2.3.) sowie Dauerkulturen fir die Langzeitlagerung anzulegen
(B.2.2.4.). Wie von Invitrogen empfohlen, konnte bei den stabil transfizierten Zelllinien ab
diesem Zeitpunkt auf eine Zugabe von Hygromycin in das Vollmedium verzichtet werden.
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5.2.2.4. Rekombinante Proteinexpression in S2-Zellen

Die rekombinante Proteinexpression in S2-Zellen wurde in der Regel in einem Volumen
von 25 ml in 175 cm?-Kulturflaschen durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen gezahilt,
einmal mit Vollmedium gewaschen und mit frischem Medium auf eine Dichte von etwa
2 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Nach einer Inkubation fiir 6 h bei 27 °C wurde die Expression
durch die Zugabe von 500 uM steril filtriertem CuSO, in das Medium induziert. Die
Expression wurde je nach Versuchsansatz 24-96 h bei 27 °C durchgefihrt. AnschlieBend
wurden die Zellen 5 min bei 100 x g abzentrifugiert und in 3 ml Phosphatpuffer aufge-
nommen. Alternativ wurde in manchen Féllen ein 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,5 bzw.
1 x PBS verwendet. Zum Aufschluss der Zellen wurden die Ansatze ca. 2 x je 1 min auf
Eis sonifiziert und 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der 16sliche Uberstand wurde ab-
genommen und bei Bedarf fur eine Ammoniumsulfatfallung (B.8.1.) eingesetzt. Die
unléslichen Zellbestandteile wurden in 3 ml 1 x PBS resuspendiert und mit den restlichen
Proben bis zur Auswertung bei -20 °C gelagert.
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6. Allgemeine proteinbiochemische Methoden

6.1. Entnahme von Hamolymphe

Die Entnahme der Hamolymphe aus dem Krebs Carcinus maenas erfolgte direkt mit
einer sterilen Kanlle am Schreitbein, nachdem die einzelnen Tiere zur Betdubung etwa
10 min auf Eis gelegt wurden. Die entnommene Hamolymphe wurde mit einem Volumen
2 x Stabilisierungspuffer | gemischt und anschlieBend zur Abtrennung von Blutzellen und
Geweberesten 20 min bei 13.000 xg und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, zur Hemmung von Serinproteasen mit 1 mM Pefabloc versetzt und nach
Maoglichkeit sofort weiter verwendet bzw. bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Zur Gewinnung von Ha&molymphe aus Drosophila melanogaster wurden jeweils 30 Lar-
ven des 3. Entwicklungsstadiums eingesetzt, die vor Praparation mit dest. H,O gespult
wurden. AnschlieBend wurde ca. 20 pl Stabilisierungspuffer Il auf einen Parafilmstreifen,
der auf Eis gelegt wurde, getropft. Zur Entnahme der Hamolymphe wurden alle Tiere
nacheinander einzeln in diesem Tropfen prapariert, indem der Kopf der Larven vorsichtig
mit einer Uhrmacherpinzette abgetrennt wurde. Die so frei werdende Hamolymphe wur-
de in ein neues ReaktionsgefaB Gberfuhrt und sofort verwendet bzw. maximal 1 Woche
bei 4 °C gelagert.

2 x Stabilisierungspuffer | 100 mM Tris/HCI, pH 7,8

10 mM CaCl,

10 mM MgCl,
Kaliumphosphatpuffer, pH 4,8 140 mM NaCl

15 mM KH,PO,
Natriumphosphatpuffer, pH 9,0 140 mM NaCl

18,81 mM Na,HPO,
Stabilisierungspuffer Il, pH 6,8 1 Liter Kaliumphosphatpuffer, pH 4,8

ca. 300 ml Natriumphosphatpuffer, pH 9,0
10 mM MgCl,
0,01% N-Phenylthioharnstoff

(filtriert, autoklaviert)
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6.2. Proteinextraktion

6.2.1.  Proteinextraktion aus frisch praparierten Geweben/Tieren

Zur Isolierung der gesamten Proteine aus einzelnen Geweben bzw. aus vollstandigen
Tieren wurden diese in der Regel in einem Volumen mit Proteasehemmern versetztem
1 x PBS aufgenommen und mit einem Micropistill homogenisiert. Das Homogenisat
wurde fir 15 min bei 13.000 xg und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand mit den
Proteinen vorsichtig abgenommen und bei -20 °C gelagert. Alternativ wurde in manchen
Fallen statt des 1 x PBS ein detergenzhaltiger Lysepuffer verwendet.

10 x PBS, pH 7,5 1,4 M NaCl
27 mM KCl
81 mM Na,HPO,
15 mM KoHPO,
Proteasehemmer 1 mM Pefabloc
Lysepuffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,4
10 mM NaCl
5 mM MgCl,
0,1% Nonidet P40
1 mMDTT
1 mM Pefabloc

Bei Bedarf : Complete Proteaseinhibitor

6.2.2. Proteinextraktion aus in RNAlater stabilisierten Tieren

Die Proteinextraktion aus in RNAlater stabilisierten Tieren erfolgte mit dem Reagenz
PeqGOLD Trifast™, welches die gleichzeitige Extraktion von Nukleinsduren und Pro-
teinen erlaubt (B.3.1.2.3.). Hierflr wurde die Probe wie beschrieben homogenisiert und
bis zur Phasentrennung weiterbearbeitet. Die Proteinextraktion aus der organischen
Phase erfolgte entsprechend der Herstellerangaben. Dabei wurde im ersten Schritt durch
die Zugabe von 0,3 ml 100% Ethanol pro urspriinglich eingesetztem ml PeqGOLD
TriFast™ die DNA prézipitiert und durch einen folgenden Zentrifugationsschritt von den
Proteinen abgetrennt. Die Extraktion der Proteine aus dem Phenol-Ethanol-Uberstand
sowie die nachfolgenden Waschschritte wurden nach Protokoll durchgefiihrt, wobei das
erhaltene Proteinpellet schlieBlich in 200 pl 1% SDS aufgenommen und durch eine etwa
30-mindtige Inkubation bei 50 °C geldst wurde. Die Probe wurde sofort fir weitere Ver-
suche eingesetzt bzw. kurzzeitig bei -20 °C gelagert.
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6.2.3.  Proteinextraktion aus unterschiedlichen Zellkompartimenten

Far die Proteinisolierung aus den unterschiedlichen subzellularen Kompartimenten von
Geweben wurde auf das kommerzielle Kit ,Qproteome Cell Compartment* von Qiagen
zuruckgegriffen. Indem je Extraktion ca. 20 mg des gewunschten, frisch préparierten
Gewebes nach Herstellerangaben bearbeitet wurden, erfolgte so nacheinander die Iso-
lierung von vier Proteinfraktionen aus unterschiedlichen Kompartimenten: Fraktion 1 ent-
hielt alle cytosolischen, Fraktion 2 dagegen alle Membranproteine inklusive der Proteine
aus dem Lumen des Endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien. Mit der
Fraktion 3 wurden alle I6slichen und membrangebundenen nuklearen Proteine extrahiert,
wahrend alle restlichen Proteine - gréBtenteils Proteine des Zytoskeletts - Bestandteil der
Fraktion 4 waren. Die erhaltenen Fraktionen wurden alle ausnahmslos durch eine sich
anschlieBende Aceton-Prazipitation entsalzt und aufkonzentriert. Dabei wurden die An-
satze jeweils mit dem vierfachen Volumen an eiskaltem Aceton versetzt und 15 min auf
Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C wurde der
Uberstand verworfen und das Proteinpellet an der Luft getrocknet. Je nach GréBe wurde
das Pellet in 60-120 pl 1 x PBS resuspendiert und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

6.3. Proteinbestimmung

6.3.1.  Photooptische Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach Sambrook et al. (1989) bei einer Wellenldnge von
280 nm spektroskopisch bestimmt. Die Messung beruht darauf, dass eine Proteinlésung
entsprechend seines Gehaltes an aromatischen Aminosauren Licht im ultravioletten
Bereich zwischen 200-300 nm absorbiert. Dabei geht man davon aus, dass bei Proteinen
mit einer durchschnittlichen Verteilung dieser Aminosauren eine optische Dichte von 1
bei einer Kivetten-Schichtdicke von 1 cm und einer Wellenldnge von 280 nm etwa
1 mg/ml Protein entspricht.

6.3.2.  Bradford-Assay

Alternativ konnte die Proteinkonzentration Uber den Bradford-Assay (Bradford, 1976)
unter Verwendung der Fertigldsung Roti-Quant (Roth) ermittelt werden. Dieser Nachweis
beruht auf dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250, welcher je nach seinem
Zustand (kationisch, neutral, anionisch) bei drei unterschiedlichen Wellenldngen absor-
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biert. Durch Bindung an Proteine erfolgt ein Wechsel vom kationischen in den anioni-
schen Zustand, der sich in einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm
nach 595 nm zeigt. Diese Absorptionsanderung ist Uber weite Bereiche zur Proteinkon-
zentration proportional, so dass in diesem Assay unbekannte Proteinkonzentrationen
durch einfache Messungen bei 595 nm ermittelt werden kénnen. Die Durchfihrung des
Proteinnachweises nach Bradford erfolgte nach Angaben des Herstellers als Mikro-
ansatz, wobei die Eichgerade mit bekannten Konzentrationen an BSA erstellt wurde.

6.4. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

6.4.1. SDS-PAGE

Far die analytische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
wurde in dieser Arbeit standardmaBig eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit diskontinuierlichem Puffersystem angewendet (Laemmli, 1970). Die Poren-
gréBe der Gele lasst sich dabei durch die Gesamtacrylamidkonzentration T und den
Vernetzungsgrad C exakt und reproduzierbar einstellen, wobei folgende Formeln gelten:

T= gga+bvg X 100! [°A>] C= !b();:g)O! [%3]

Dabei ist a die Masse Acrylamid [g], b die Masse Methylenbisacrylamid [g] sowie V das
Volumen [ml]. Verwendet wurden Trenngele mit einer Gesamtacrylamidkonzentration T
von 7,5-15% und einem Vernetzungsgrad C von 2,6% in 330 mM Tris/HCI (pH 8,5) und
0,1% SDS sowie Sammelgele mit T = 4% und C = 2,6% in 125 mM Tris/HCI (pH 6,8) mit
0,1% SDS. Die einzusetzenden Proteinproben wurden mit 4 x L&mmli-Probenpuffer, dem
kurz vor Gebrauch 10% (v/v) B-Mercaptoethanol zugesetzt wurde, auf einfache Proben-
pufferkonzentration eingestellt, fir 5 min bei 95 °C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Nach
Auftragen eines Proteinlangenstandards (Fermentas) und der jeweiligen Probe(n) wurde
die Elektrophorese in vertikalen Gelkammern (BioRAD) in einem Tris/Glycin-Laufpuffer
bei 10 mA/Gel gestartet. Nach dem Einlaufen der Proteinproben in das Trenngel wurde
die Elektrophorese bei etwa 20 mA/Gel fortgefiihrt. Im Anschluss an die SDS-PAGE
erfolgte in der Regel eine Farbung der Gele mit Coomassie Blau fir mindestens 1 h. Fir
die Entfarbung wurde das Gel 1 h in Entfarbelésung und anschlieBend GN in der Aufbe-
wahrungslésung bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele zur Dokumentation

eingescannt.
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Rotiphorese Gel 30 Mischung Acrylamid-Bisacrylamid 37,5:1 (Roth)

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI, pH 8,5
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
Katalysatoren 10% Ammoniumperoxodisulfat
Temed
4 x Lammli 1,25 ml Tris/HCI, pH 6,8
2 ml 10% SDS
1 ml Glycerin

0,25 ml dest. H,O
1 Spatelspitze Bromphenolblau
(vor Gebrauch 10% B-Mercaptoethanol frisch zusetzen)

10 x Laufpuffer 230 mM Tris
1,9 M Glycin
2% SDS

Farbeldsung 40% Ethanol

10% Essigsaure
0,2% Coomassie Brilliant Blau R 250
(filtriert)
Entfarbelésung 10% Essigsaure
25% Isopropanol

Aufbewahrungsldosung 7,5% Essigsaure

6.4.2. Native PAGE

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter Erhalt ihrer Konformationen
und somit der jeweiligen Funktionen bzw. Enzymaktivitdten wurde eine diskontinuierliche
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen durchgefthrt. Da das Inte-
resse hauptsachlich auf Proteinen mit einem isoelektrischen Punkt < 9,5 lag, wurde auf
die leicht modifizierte Form der Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) zuriickgegriffen,
wobei auf die Zugabe von SDS in das Trenn- und Sammelgel sowie in den Laufpuffer
verzichtet wurde (B.6.4.1.). Die gesamte Durchfihrung erfolgte gekihlt bei 4 °C. Die
Proteinproben wurden in einem nicht-denaturierenden, zweifach konzentrierten Proben-
puffer bestehend aus 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8, 40% (v/v) Glycerin sowie 0,02% (w/v)
Bromphenolblau aufgenommen und bis zum Auftragen auf das Gel auf Eis gelagert.
Nach Beendigung der Elekirophorese wurde das Gel entweder in Coomassie Blau
geféarbt (B.6.4.1.) oder zum Nachweis von Enzymaktivitditen in der entsprechenden
Substratlésung inkubiert (B.10.3.).
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6.5. Reduktion von Met-Hamoglobin

Die enzymatische Reduktion von Met-Hamoglobin wurde im Wesentlichen nach Hayashi
et al. (1973) durchgefuhrt. Dabei wurden etwa 180 nmol Met-Globin mit den in Tabelle
B.10 angegebenen Stoffmengen an Ferredoxin, Ferredoxin-NADP-Reduktase, Katalase,
NADP und Glucose-6-Phosphat versetzt sowie mit Kaliumphosphatpuffer auf ein
Volumen von 2,97 ml aufgefullt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 30 ul einer
66,6 UM Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Lésung gestartet und der Ansatz far
durchschnittlich 2-3 h bei RT inkubiert, bevor die Probe fur weitere Messversuche

verwendet wurde.

Tabelle B.10: Enzymatisches Reduktionssystem fur Met-Hadmoglobin (Hayashi et al., 1973)
Stoffmenge (fiir 3 ml-Ansatz)

Substrat

Ham-Protein in Fe*-Form 0,18 pmol
NADPH-generierendes System

NADP 0,135 pmol
Glucose-6-phosphat 2,0 pymol
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 1,0 ug
Elektronen-iibertragendes System

Ferredoxin (aus Spinacea oleracea) 0,52 nmol
Ferredoxin-NADP-Reduktase (aus Spinacea oleracea) 0,233 nmol
H,O0,-Entferner

Katalase 5,0 ug
Puffer

Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 0,3 mmol

Alle in diesem Reduktionssystem benétigten Komponenten wurden bei Sigma-Aldrich
bezogen und in der Regel in einem 300 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 (K-Puffer)
angesetzt. Alle glycerinhaltigen Stocklésungen wurden bei -20 °C aufbewahrt, die
glycerinfreien dagegen bei 4 °C.

0,3 M K-Puffer, pH 7,0 184,5 ml 1 M K;HPO, + 115,5 ml 1 M KH,POQO,,

mit 700 ml dest. H,O auf 1 L Volumen aufflllen
Ferredoxin (Fd) aus Spinacea oleracea

0,1 mM Fd-Lésung in K-Puffer, Glyceringehalt 30%
Ferredoxin-NAD*-Reduktase (FNR) aus Spinacea oleracea

5 uM FNR-L&sung in K-Puffer, Glyceringehalt 30%
Katalase (K) aus Rinderleber

4 uM K-Ldsung in K-Puffer, Glyceringehalt 30%
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae

0,1 g/l in K-Puffer
Glucose-6-Phosphat 100 mM Lésung in K-Puffer
NADP 10 mM Ldsung in K-Puffer
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6.6. Aufnahme von Absorptionsspektren

Die Aufnahme von Absorptionsspektren im gewlnschten nm-Bereich erfolgte im Lambda
2S Spektrometer der Firma Perkin Elmer unter Verwendung von Quarzkivetten (Roth).
Gemessene Spektren wurden mit dem Computer aufgezeichnet und mit Excel ausge-
wertet. Fir die Messung von Globinspektren wurde ein 20 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,5
eingesetzt, in welchem die Probe verdinnt wurde. Zur Ermittlung des desoxy-Globin-
spektrums erfolgte kurz vor der Messung der Zusatz von einer Spatelspitze Dithionit in
die Probe. Bei Bedarf wurde vorhandenes Met-Globin vor der Messung enzymatisch
reduziert (B.6.5.).

6.7. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Proteinen

Far elektronenmikroskopische Aufnahmen von Proteinen wurden 10 pl einer 0,1-3 mg/ml
konzentrierten Proteinlésung auf ein mit Mowital beschichtetes 300 mesh Kupfergrid
(Storck Veco B.V.) getropft. Nach einer Inkubation von bis zu 30 sec wurde die restliche
Flissigkeit mit Filterpapier (Kimtech, Kimberly-Clark Professional) vom Rand abgezogen
und der Grid unter dem Abzug mit 10 pl des Kontrastmittels beschichtet. Nach einer
10seklndigen Inkubation wurde das Uberschissige Kontrastmittel abgesaugt und der
Grid bis zur Auswertung bei RT aufbewahrt. Die Aufnahmen am Transmissionselektro-
nenmikroskop EFTEM 912 der Firma Zeiss erfolgten in Kooperation mit der Arbeitsgrup-
pe von Herrn Prof. Dr. Quader im Biozentrum Klein Flottbek in Hamburg, wobei die Auf-
nahmen in der Regel mit einer 46.600-fachen VergréBerung ausgewertet wurden.

Kontrastmittel 1% Uranylacetat
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7. Immunologische Techniken

7.1. Herstellung von polyklonalen Antikdrpern

Polyklonale CmaHb-Antikérper gegen synthetisch hergestellte Peptide wurden im
Kundenauftrag von der Firma Eurogentec durch Immunisieren von Kaninchen produziert.
Geeignete antigene Bereiche des CmaHbs fir die Immunisierung wurden mit Hilfe des
Programms ,Predicting antigenic peptides® (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl)
bestimmt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die ausgewahlten Peptide nicht in
helikalen Regionen des Proteins liegen. Um die Immunogenitat der synthetischen
Peptide zu steigern, wurden diese mit einem Immunstimulanz - dem H&mocyanin der
Schnecke Megathura crenulata (KLH) - gekoppelt. Zur Gewinnung der Antiseren wurde

ein Kaninchen mit den folgenden zwei Antigenen immunisiert:

Peptid 1 H,N-FKGFAGKSIEELKNC-CONH, (an KLH gekoppelt)
Peptid 2 H,N-AMVDNLEDVSVLVEL-CONH, (an KLH gekoppelt)

Die Seren wurden nach Erhalt in 5 ml-Fraktionen aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

7.2. Aufreinigung von polyklonalen Antikdrpern

Zur Affinitatsreinigung der Antiseren wurden ,HiTrap NHS-activated HP*-Saulen von GE
Healthcare nach Herstellerangaben benutzt. Das Prinzip dabei ist die Kopplung eines
Antigens Uber ein freies primadres Amin an die S&ulenmatrix. Sobald das Antiserum
aufgegeben wird, binden alle antigenspezifischen Antikérper an diesen Liganden und
kédnnen nach einigen Waschschritten von der S&ule eluiert werden. Die Vorbereitung der
Saule sowie die Kopplung von 1 mg Peptid an das Saulenmaterial erfolgten nach Proto-
koll. Fur die Aufreinigung wurden 5 ml Antiserum mit einem Volumen 150 mM Tris/HCI,
pH 8 versetzt und aufgegeben. Der entsprechende Durchlauf wurde aufgefangen und ein
zweites Mal auf die Saule pipettiert. Nach den sich anschlieBenden Waschschritten
erfolgte die Elution der Antikérper mit 5 ml 100 mM Glycin, pH 2,5. Dabei wurden
fraktioniert 5 x 900 ul des Eluats in EppendorfgefaBen aufgefangen, in die zuvor je 100 pl
1 M Tris/HCI, pH 8,0 vorgelegt wurde. Nach Bestimmung der einzelnen Extinktionswerte
(B.6.3.) wurden die Antikdrper-Fraktionen entweder kurzzeitig bei 4 °C aufbewahrt oder
fir eine gewinschte Langzeitlagerung mit 1% BSA versetzt und sofort bei -20 °C

eingefroren.
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7.3. Western Blot

7.3.1.  Elektrophoretischer Transfer

Die Ubertragung der in einer SDS-PAGE (B.6.4.1.) aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran mit einer PorengrdéBe von 0,45 um (Macherey-Nagel) erfolgte
nach der Semidry-Methode von Khyse-Anderson (1984) mit dem Elektroblotter der Firma
Hartenstein. Dabei werden die Proteine direkt nach Abschluss der Elektrophorese durch
das Anlegen einer Spannung aus dem Gel auf die Membran transferiert. Hierflir wurden
mehrere Lagen Whatman 3MM-Papier (Hartenstein), die Nitrocellulosemembran und das
SDS-Gel fur ca. 5 min in Transferpuffer inkubiert und anschlieBend wurde der Blot luft-
blasenfrei aufgebaut. Der elektrophoretische Transfer erfolgte fir 90 min bei 35 mA/SDS-
Gel. Nach Abschluss konnten die Proteine auf der Membran reversibel mit Ponceau S

angefarbt werden, um die Transfereffizienz zu Uberprifen.

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
10% (v/v) Methanol
Ponceau S-Lésung 0,2% Ponceau S

5% Essigsaure

7.3.2. Immundetektion

Zum Nachweis transferierter Proteine auf Membranen dienten verschiedene spezifische
Antikérper. Fir die Immundetektion von Hamoglobinen (Hb) bzw. Hamocyaninen (Hc)
wurden verschiedene Antiseren verwendet, die in geeigneten Verdinnungen eingesetzt
wurden (Tabelle B.11).

Tabelle B.11: Antiseren

Antikérper Wirt Verdiinnung
Anti-CmaHb (Carcinus maenas) Kaninchen 1:10.000
Anti-BduHc1 (Blaptica dubia) Kaninchen 1:5000
Anti-BduHc2 (Blaptica dubia) Kaninchen 1:5000
Anti-TdoHc1 (Thermobia domestica) Kaninchen 1:5000
Anti-TdoHc2 (Thermobia domestica) Kaninchen 1:5000
Anti-PinHc (Panulirus interruptus) Kaninchen 1:5000
Anti-CpaHc (Cancer pagurus) Kaninchen 1:5000
Anti-HamHc (Homarus americanus) Kaninchen 1:4500
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Vor Beginn der jeweiligen Nachweisreaktion wurden unspezifische Bindungsstellen auf
der Membran durch eine Inkubation fir 1 h bei RT in Blockpuffer abgeséttigt. Anschlie-
Bend wurde die Membran mit dem in Blockpuffer aufgenommenen primaren Antikérper
fir mindestens 2 h bzw. UN bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 10-
15 min mit TBS schloss sich eine Inkubation mit dem sekundaren Antikérper in einer
1:10.000 Verdiinnung in TBS fiir 1 h bei RT an. Verwendet wurde dabei der Zweitanti-
kérper ,Alkaline Phosphatase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)* von
Dianova. Die Membran wurde anschlieBend drei Mal mit TBS gewaschen, 2 min in AP-
Puffer &quilibriert und das Substratgemisch bestehend aus NBT/BCIP in AP-Puffer auf-
gegeben. Die Farbreaktion wurde mit dest. H,O gestoppt, die Membran zwischen zwei
Lagen Whatman-Papier getrocknet und anschlieBend zur Dokumentation eingescannt.
Fir den Nachweis der Affinitdtstags His-Tag und Strep-Tag Il wurden kommerziell
erhaltliche Antikdrper der Firmen IBA und Qiagen verwendet. Dabei erfolgte der
Nachweis des His-Tags mit dem monoklonalen Penta-His-Antikérper (Qiagen) im
Wesentlichen nach Herstellerangaben, wobei der Peroxidase-konjugierte Zweitantikérper
~<Anti-Mouse-HRP“ (Dianova) verwendet wurde. Im Falle des bereits Peroxidase-
gekoppelten Anti-Strep-Tag II-Antikérpers ,Strep-MAB-classic-HRP* erfolgte die Immun-
detektion entsprechend der Empfehlung des Herstellers. Als Peroxidase-Substrat wurde
in beiden Fallen das ,NOVADetect AEC-Substrat Kit* der Firma Dianova nach Hersteller-
angaben eingesetzt.

10 x TBS 100 mM Tris/HCI, pH 7,5
750 mM NaCl

Blockpuffer 2% Milchpulver in 1 x TBS

AP-Puffer 100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

NBT 75 mg/mlin 70% (v/v) DMF

BCIP 50 mg/mlin 100% (v/v) DMF

7.4. Immunhistochemie

7.4.1.  Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden frisch préparierte C. maenas Kiemen in 4%

PFA fir ca. 48 h bei 4 °C fixiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 15 min mit 1 x PBS

wurden die Gewebe je 4 h bei RT in einer 10%igen und 20%igen sowie UN bei 4 °C in

einer 30%igen (w/v) Saccharoselésung inkubiert. Vor dem Schneiden wurde das
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jeweilige Gewebe in der gewlnschten Orientierung in ,Frozen Section Medium Neg-50
(Microm International) eingebettet, auf dem Objekitisch aufgefroren und mit einer Rasier-
klinge auf die gewiinschte Gr6Be und Form getrimmt. AnschlieBend wurden die Kiemen
in einer Dicke von durchschnittlich 6 um mit einem Mikroton-Kryostat (Serie HM 500,
Microm International GmbH) bei einer Boxtemperatur von -20 °C und einer Objekt-
temperatur von -24 °C geschnitten und auf einen Objekttrager (SuperFrost Plus Gold,
Menzel-Glaser, VWR) aufgezogen. Um ein besseres Anheften an die Objekttragerflache
zu gewabhrleisten, wurden die Schnitte vor der weiteren Verwendung fir mindestens 2 h
bei RT staubgeschutzt getrocknet.

7.4.2. Histologische Kontrollfarbungen

Zur Anfertigung von Ubersichtsfarbungen und zur Unterscheidung verschiedener Gewe-
bestrukturen im mikroskopischen Bild wurden Gefrierschnitte der gewtinschten Gewebe
angefertigt (B.7.4.1.) und einer Zellkernfarbung mit Hdmalaun unterzogen. Verwendet
wurde dabei standardmaBig die Fertiglésung ,Mayers Hamalaunlésung“ nach Angaben
des Herstellers (Carl Roth). Bei Bedarf wurde eine Gegenfarbung mit 0,5%iger Eosin G-
Lésung (Carl Roth) nach Herstelleranleitung angeschlossen, mit welcher alle anderen
Strukturen im Schnitt mit unterschiedlicher Intensitat rétlich angefarbt werden. Durch eine
anschlieBende lichtmikroskopische Auswertung der Praparate konnte so ebenfalls die flr
die spatere immunhistochemische Lokalisation geeignete Schnittebene und -dicke be-

stimmt werden.

7.4.3. Immunhistochemische Lokalisation von Hb

Zur Lokalisation des C. maenas Hamoglobins im Kiemengewebe wurde die Methode der
indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie unter Anfertigung von Gefrierschnitten verwen-
det. Die Gewebeschnitte (B.7.4.1.) wurden hierfiir 3 x mit 1 x PBS gewaschen und
anschlieBend wurde der aufgereinigte, 1:10 in Blockpuffer verdinnte Anti-CmaHb-Anti-
kérper aufgegeben. Die Inkubation erfolgte UN bei 4 °C. Hiernach wurden drei Wasch-
schritte far je 15 min mit 1 x PBS durchgeflihrt, bevor anschlieBend die Visualisierung
des primaren Antikérpers mittels Cy3-konjugierter Anti-Kaninchen Antikérper (,Cy3-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)“, Dianova) erfolgte. Dieser fluores-
zenzfarbstoffgekoppelte sekundare Antikérper wurde 1:500 in 1 x PBS verdinnt einge-
setzt. Nach einer 90-mindtigen - lichtgeschitzten - Inkubation bei RT wurden die Kryo-
schnitte drei Mal mit 1 x PBS gewaschen. Die Praparate wurden in Mowiol 4-88
(Calbiochem) eingedeckelt und UN bei 4 °C gelagert. War eine Zellkernféarbung er-
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winscht, wurde dem Mowiol kurz vor Gebrauch Hoechst 33258 (Invitrogen) in einer
1:100 Verdinnung zugesetzt. Um unspezifische Bindungen zu erkennen, wurden parallel
Kontroll-Reaktionen ohne den Einsatz von primaren Antikérpern mitgefthrt. Die Auswer-
tung der Schnitte erfolgte mit dem Olympus DP71 Fluoreszenzmikroskop bei einer
Anregungswelle von 535 nm und dem SWG Filterset (Olympus).

10 x PBS 1,4 M NaCl, 15 mM KH,PQO,, 81 mM Na,HPO,, 27 mM KCI

4% PFA 4 g Paraformaldehyd in 50 ml dest. H,O l6sen, dabei auf ca. 50 °C
erwarmen. Mit 50 ml 2 x PBS auffullen, ggf. mit NaOH auf pH 7,5
einstellen.

Blockpuffer 0,1-0,4% Triton X 100 und 1% BSA in 1 x PBS

Hoechst 33258 10 mg/ml Hoechst in dest. H,O oder Dimethylformamid

Mowiol 4-88 Reagent 2,4 g Mowiol 4-88 mit 6 g Glycerol rihren; 6 ml dest. H,O zugeben
und UN bei RT rihren; 12 ml 0,2 M Tris/HCI, pH 8,5 hinzugeben
und 10 min bei 50 °C unter Ruhren inkubieren. Sobald das
Mowiol 4-88 gelést ist, die Ldésung bei 5.000x g fur 15 min

zentrifugieren. L&sung aliquotieren und bei -20 °C lagern.

7.4.4.  Uberpriifung der Antikdrperspezifitat

Nach jeder erfolgreichen immunhistochemischen Lokalisation von Proteinen (B.7.4.3.)
erfolgte standardmaBig die Uberpriifung der erhaltenen Signale auf ihre Spezifitat.
Hierfir wurde ein so genannter Praadsorptionstest durchgefihrt, bei dem der Erstanti-
kérper vor seiner Verwendung mit dem jeweiligen rekombinanten Protein - d.h. seinem
Antigen - inkubiert wurde. Im Vergleich mit ungeblocktem Antikérper sollte solch ein
vorbehandelter spezifischer Erstantikérper schwachere bzw. keine Signale mehr in
Geweben verursachen.

Far den Test wurde der Antikdrper in seiner standardmé&Big eingesetzten Verdinnung in
Blockpuffer aufgenommen, mit 1-80 ug des aufgereinigten rekombinanten Proteins
versetzt sowie UN bei 4 °C inkubiert. Gefrierschnitte wurden wie zuvor beschrieben
angefertigt, getrocknet und nach drei 10-mindtigen Waschschritten mit 1 x PBS mit dem
Praadsorptionsansatz Uberschichtet. Nach einer Inkubation UGN bei 4 °C wurde erneut 3 x
mit 1 x PBS gewaschen und der Zweitantikérper aufgegeben. Die weitere Vorgehens-
weise folgte dem Protokoll fir die immunohistochemische Lokalisation (B.7.4.3.).

57



B. Material und Methoden

8. Aufreinigung von Proteinen

Am Anfang eines klassischen Reinigungsverfahrens steht haufig das selektive Ausféllen
von Proteinen aus einer Lésung, wobei dieses haufig durch ansteigende Salzkonzen-
trationen geschieht. Ein weiterer fast immer unverzichtbarer Bestandteil des Trennungs-
gang sind verschiedene saulenchromatographische Trennmethoden wie z.B. die lonen-
austauscher-, Geffiltrations- oder auch die Affinitdtschromatographie, die in der Regel an
die Fallung angeschlossen werden. Dabei muss flr jedes Protein eine eigene Aufreini-
gungsstrategie entwickelt werden, die nach Bedarf mehrere dieser Trennmethoden
beinhaltet. In der Regel erfolgten alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Aufreini-
gungsschritte bei 4 °C. Die Chromatographien wurden, falls nicht anders erwéhnt, unter
FPLC-Bedingungen als Hochleistungschromatographie durchgefihrt. Verwendet wurde
dabei die computergesteuerte Anlage ,BioLogic HR System" der Firma BioRad, wobei an
dieses System neben einem Fraktionssammler auch ein Photometer angeschlossen ist.
Somit wurde die Extinktion aller Fraktionen bereits nach dem Austreten aus der Saule
bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen und anschlieBend graphisch in einem
Chromatogramm festgehalten.

8.1. Ammoniumsulfatfallung

Proteinlésungen wurden nach der Tabelle aus ,Methods in Enzymology* (Deutscher,
1990) mit dem antichaotropen Salz Ammoniumsulfat fraktioniert ausgefallt, wobei die
Ammoniumsulfatsattigung in der Regel in 10% Schritten von 10% bis 100% erhéht
wurde. Nach Zugabe der jeweiligen Menge an Ammoniumsulfat wurde die Proteinlésung
zur vollstédndigen Fallung 20 min auf Eis gertihrt und anschlieBend 10 min bei 10.000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in einem Volumen 1 x PBS resus-
pendiert und der Uberstand weiter ausgesalzt. Nach Abschluss der Fallung wurden zur
Analyse je 100 pl der einzelnen resuspendierten Pellets mittels Roti-Spin Mini-10 S&ulen
(Carl Roth) nach Herstellerangaben entsalzt und in einem Endvolumen von 100 pl
1 x PBS aufgenommen. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration der Proben
bestimmt (B.6.3.) und diese mittels einer SDS-PAGE (B.6.4.1.) auf das Vorhandensein
des rekombinant exprimierten Proteins Uberpruft. Die restlichen salzhaltigen Ammonium-
sulfatfraktionen mit dem gewinschten Protein wurden anschlieBend gepoolt und zur
Entfernung eventuell vorhandener Schwebstoffe, die die Filtermembran verstopfen
kdnnten, 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Amicon Ultra-15
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Zentrifugenfiltern (Millipore) nach Herstellerangaben entsalzt und auf 1-3 ml aufkonzen-
triert sowie bei Bedarf weiteren Aufreinigungsschritten unterzogen.

8.2. Anionenaustauschchromatographie

Zur weiteren Aufreinigung von Proteinen wurde eine Anionenaustauschchromatographie
unter Verwendung einer ,HiPrep™ 16/10 Q XL-S&ule* mit positiv geladener Q Sepha-
rose XL als Tragermaterial (GE Healthcare) durchgefiihrt. Diese Auftrennung beruht
darauf, dass im basischen Milieu Proteine aufgrund der negativen Ladungen ihrer
Aspartat- und Glutamatseitenketten zunehmend als Anionen auftreten, welche an die
positiv geladene funktionelle Gruppe der Saulenmatrix binden. Folglich ist im pH-Bereich
nahe zum pl des aufzureinigenden Proteins die Wechselwirkung mit dem Anionen-
austauscher schwach; sie wird stérker, je mehr sich der pH in den basischen Bereich
verschiebt. Um eine optimale Auftrennung zu erhalten, wurde darauf geachtet, dass der
pH-Wert der verwendeten Puffer groBer war als der pl + 1. In ausnahmslos allen Fallen
der im Rahmen dieser Arbeit aufgereinigten Proteine wurde mit einem 20 mM Tris/HCI-
Puffer, pH 8,5 gearbeitet. Dabei wurde die Saule mit einem Saulenvolumen dieses
Puffers aquilibriert und die Probe aufgegeben. AnschlieBend wurden die Proteine bei
einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min durch Erh6hung der NaCl-Konzentration
von 0-1 M NaCl in 20 mM Tris/HCI, pH 8,5 eluiert und fraktioniert (1,4 ml/Fraktion)
aufgefangen. Proteinhaltige Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (B.6.4.1.) auf Vorhan-
densein und Reinheit des gewinschten Proteins Gberprift und die Fraktionen mit einem
angemessenen Verhaltnis von rekombinant exprimiertem Protein zu Restprotein verei-

nigt. Bei Bedarf wurde eine Proteinbestimmung durchgefihrt (B.6.3.).

8.3. Gelfiltrationschromatographie

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GréBe erfolgte unter Verwendung einer
,HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200 prep grade‘-Séule von GE Healthcare unter FPLC-Be-
dingungen (Biologic HR System, BioRad). Als Laufpuffer wurde standardmaBig 20 mM
Tris/HCI, pH 8,5 verwendet. Nur in Féllen, bei denen hexamere Proteine aufgereinigt
werden sollten, wurde stattdessen auf den sogenannten Stabilisierungspuffer Il (B.6.1.)
als Laufpuffer zurtickgegriffen. Vor Gebrauch wurde die Saule mit einem Saulenvolumen
des jeweiligen Laufpuffers gespllt. Die entsprechende Proteinprobe wurde zur Ab-
trennung von ausgefallenen Proteinen 5 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Fir eine opti-

male Auftrennung via GrdBenfraktionierung wurde sie weiterhin mittels Amicon Ultra-15
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Zentrifugenfiltern (Millipore) nach Herstellerangaben auf ein Volumen von maximal 3%
des Saulenvolumens eingeengt. Nach der Injektion der Probe erfolgte die Chromato-
graphie bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min und maximal 40 psi bei 4 °C.
Die aufgefangenen 3 ml-Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (B.6.4.1.) auf das Vor-
handensein des gewinschten Proteins sowie auf den Reinheitsgrad Uberprift.

8.4. Strep-Tag/Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie

Zur Aufreinigung von Proteinen Uber sogenannte Affinitdtstags wurde auf das Strep-
Tag/Strep-Tactin-System der Firma IBA (Géttingen) zurlickgegriffen. Diese Strep-Tag-
Technologie wurde basierend auf der starken Interaktion von Biotin und Streptavidin
entwickelt, wobei der acht Aminosduren umfassende Strep-Tag Il (WSHPQFEK) eine
hohe Affinitat zum Streptavidin-Derivat Strep-Tactin besitzt. Die Aufreinigung der rekom-
binanten Proteine kann somit Uber eine einfache Affinitatschromatographie erfolgen, in
der die Zielproteine Uber den zuvor mittels gentechnischer Methoden N- oder C-terminal
fusionierten Strep-Tag Il an das Strep-Tactin-Saulenmaterial binden und in einem Folge-
schritt mit D-Desthiobiotin eluiert werden. Zur Reinigung von rekombinanten Proteinen
Uber den Strep-Tag Il wurde die gepackte Saule , Strep-Tactin Superflow" in Verbindung
mit dem Strep-tag Starter Kit 3C (IBA) verwendet. Die Durchfiihrung der Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie erfolgte im Wesentlichen entsprechend dem ,Strep-tag®
Purification Protocof (IBA), wobei alle die fir die Aufreinigung benétigten Puffer ohne
EDTA angesetzt wurden.
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9. Rekonstitution von Proteinen

9.1. Renaturierung von Proteinen aus inclusion bodies

Die rekombinante Expression von Proteinen in Form von inclusion bodies kann von
Vorteil sein, wenn eine Renaturierung dieser Proteinaggregate zu nativem Protein
moglich ist. Da inclusion bodies eine hohe Dichte von 1,3 g/ml (Lottspeich und Zorbas,
1998) besitzen, kénnen sie nach Aufbrechen der jeweiligen Zellen durch einen simplen
Zentrifugationsschritt pelletiert werden. Die Isolierung der inclusion bodies ist dabei ein
erster Reinigungsschritt, da sie zu etwa 90% aus dem Uberexprimierten Protein beste-
hen. Zur Gewinnung von nativem Protein werden die Aggregate unter denaturierenden
Bedingungen solubilisiert und bei der nachfolgenden Dialyse wird fir eine Renaturierung
der rekombinanten Proteine gesorgt. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Solubili-
sierung und Rdackfaltung von inclusion bodies im Wesentlichen nach Anleitung des
»Protein Refolding Kits“ (Novagen). Verwendet wurden dabei Dialyseschlauche der Firma
Serva mit der gewlinschten AusschlussgréBe, die vor Gebrauch zur Entfernung von
Metallionen far 15 min in einer 10 mM EDTA-L6sung gekocht wurden. Nach dreimaligem
Spilen in Millipore-Wasser wurde der Schlauch bis zum Gebrauch in dem fur die Dialyse
verwendeten Puffer gelagert.

9.1.1.  Hamoglobin

Fir die Solubilisierung und Renaturierung von Hamoglobin aus inclusion bodies wurden
die induzierten Bakterienzellen wie unter B.5.1.2. beschrieben geerntet und aufge-
schlossen. Das Pellet, welches die gereinigten inclusion bodies enthielt, wurde zweimal
in Waschpuffer gewaschen und gewogen. AnschlieBend wurden die Aggregate in dem
detergenzhaltigen Solubilisierungspuffer resuspendiert und auf eine Konzentration von
20 mg/ml eingestellt. Die Lésung wurde 15 min bei RT inkubiert und die unléslichen
Bestandteile wurden bei 10.000 x g und RT fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand mit
den solubilisierten Proteinen wurde bis zu 24 h gegen das 50-fache Volumen an Dialyse-
puffer mit 0,1 mM DTT sowie weitere 24 h gegen Dialysepuffer ohne DTT dialysiert,
wobei jeweils nach 3 h, 6 h sowie 24 h ein Pufferaustausch erfolgte. AbschlieBend wurde
die Lésung bei 10.000 x g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert, um unlésliches Material von
den renaturierten Apo-Hamoglobinen zu trennen. Die Proben wurden bis zur Verwen-

dung bei 4 °C gelagert.
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10 x Waschpuffer 100 mM EDTA,
10% Triton X 100,
200 mM Tris/HCI, pH 7,5

Solubilisierungspuffer 0,3% N-Laurylsarcosin,
50 mM CAPS, pH 11,0
50 x Dialysepuffer 1 M MOPS, pH 7,0 mit KOH, bei Bedarf Zusatz von 5 mM DTT

9.1.2.  Prophenoloxidase 3

Im Falle der rekombinanten PPO3 wurden die Bakterienzellen wie unter B.5.1.4.
beschrieben geerntet und aufgeschlossen. Entsprechend der Vorgehensweise beim
Hamoglobin (B.9.1.1.) wurde das die Proteinaggregate enthaltende Pellet zwei Mal mit
Waschpuffer gewaschen und gewogen. AnschlieBend wurden die Aggregate in dem
gewlinschten Solubilisierungspuffer aufgenommen, wobei eine Konzentration von
20 mg/ml eingestellt wurde. Die Lésung wurde in der Regel 15 min bei RT inkubiert bzw.
alternativ schonend auf 37 °C oder 50 °C erhitzt. Ungeléste Restbestandteile wurden
durch Zentrifugation bei 10.000 x g und RT fir 10 min von den solubilisierten Proteinen
abgetrennt. Der Erfolg der Solubilisierung wurde in einer denaturierenden PAGE
(B.6.4.1.) Uberpruft.

Die Renaturierung der solubilisierten PPO3-Proteine erfolgte mittels Dialyse Uber den
schrittweisen Austausch des Solubilisierungspuffers. Dabei wurde in der Regel die
Proteinprobe gegen das 50fache Volumen an Dialysepuffer dialysiert. AbschlieBend
wurde die Probe bei 10.000 x g und 4 °C far 10 min zentrifugiert, um unlésliches Material
von den renaturierten Proteinen zu trennen. Die Auswertung der Proben erfolgte im
Rahmen einer SDS-PAGE (B.6.4.1.).

Solubilisierungspuffer 1 0,3% N-Laurylsarcosin,

50 mM CAPS, pH 11,0
Solubilisierungspuffer 2 8 M Harnstoff (optional: 1 mM DTT bzw. B-Mercaptoethanol)
Solubilisierungspuffer 3 6 M Guanidiniumhydrochlorid (optional: 1 mM DTT)
Solubilisierungspuffer 4  10% SDS
50 x Dialysepuffer 1 1 M MOPS, pH 7,0 mit KOH, bei Bedarf Zusatz von 5 mM DTT
1 x Dialysepuffer 2 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
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9.2. Hexamerbildung aus rekombinanten LSP2-Monomeren

Zur Assoziation der rekombinanten LSP2-Monomere zu einem Hexamer wurde aus-
schlieBlich das Dialyseverfahren verwendet. Hierfir wurden die aufgereinigten LSP2-
Untereinheiten mittels der Amicon Ultra-15 Filter (Millipore) nach Herstellerangaben auf
eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml eingeengt. Pro Versuchsansatz wurde je 1 ml der
LSP2-Probe in vorbereitete Dialyseschlauche der Firma Serva (B.9.1.) gegeben und
zwischen 24-160 h gegen das 100-fache Volumen an Dialysepuffer bei 4 °C inkubiert.

Stabilisierungspuffer Il, pH 6,8 1 Liter Kaliumphosphatpuffer, pH 4,8
ca. 300 ml Natriumphosphatpuffer, pH 9,0
10 mM MgCl,
(filtriert, autoklaviert)
Dialysepuffer Stabilisierungspuffer Il
0,01% N-Phenylthioharnstoff
1 mMDTT

9.3. Rekonstitution von PPO3 mit Kupfer

9.3.1.  in vitro-Rekonstitution der unaufgereinigten rekombinanten PPO3

Nach rekombinanter Expression wurden die Bakterienzellen wie beschrieben (B.5.1.4.) in
einem 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 oder in einem 50 mM Tris/HCI-Puffer mit
dem gewiinschten pH-Wert (pH 5,5-9,0) aufgeschlossen. Je Versuchsansatz wurde 1 ml
der l6slichen Zelllberstande eingesetzt. Die Proben wurden mit der gewilinschten
Konzentration an Kupfer versetzt und bei 4 °C, RT oder 40 °C inkubiert. Zusatzlich zu der
Verwendung von CuSO, als Cu?*-Donor wurde parallel mit einem Angebot an Cu*-lonen
aus einem Cu(l)-GSH-Komplex gearbeitet. Letztere wurden durch Komplexierung mit
Glutathion (GSH, reduzierte Form) kurz vor Gebrauch hergestellt, wobei das GSH im 5-
fachen bzw. 10-fachen Uberschuss eingesetzt wurde. Um den Erfolg der Rekonstitution
zu Uberprifen, wurden in regelmaBigen Abstanden (1 h, 3h, 24h, 48 h und 72 h)
Phenoloxidase-Aktivitatstests (B.10.) durchgefihrt. Als Negativkontrolle in dieser Ver-
suchsreihe wurden die I8slichen Zelliberstande des untransformierten Bakterienstam-
mes verwendet. Dagegen dienten je Versuch 200 ng der kommerziell erhaltlichen Cham-
pignon-Tyrosinase Agaricus bisporus (Sigma-Aldrich) als Positivkontrolle, um einen még-
lichen inhibierenden Effekt der Pufferbestandteile bzw. der Versuchsbedingungen auf die

Enzymaktivitat ausschlieBen zu kénnen.
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9.3.2.  in vitro-Rekonstitution nach Nakamura et al. (2000)

Anhand der Vorgehensweise von Nakamura et al. (2000) bei der erfolgreichen Re-
konstitution der rekombinanten Pilz-Tyrosinase Aspergillus oryzae mit CuSO, wurden 5 x
100 ml Expressionskulturen wie unter B.5.1.4. beschrieben induziert. Die Zellen wurden
bei 2700 x g fir 10 min geerntet, mit 20 ml eines 50 mM Tris/HCI-Puffers, pH 7,5
gewaschen und abschlieBend in 20 ml dieses Tris-Puffers aufgenommen. Nach Zellauf-
schluss wurden die l6slichen Zelllberstande mit 10 uM CuSO, versetzt und fir 14 h bei
4 °C inkubiert. Dem Ansatz wurde im Folgenden EDTA in einer Endkonzentration von
2 mM zugesetzt. Es folgte eine vierstiindige Dialyse bei 4 °C gegen einen Liter 100 mM
Phosphatpuffer, pH 7,0. In einem Alternativansatz erfolgte die Dialyse unmittelbar nach
der Inkubation mit CuSQO, ohne jegliche EDTA-Zugabe. Nach Aufreinigung des rekombi-
nanten Proteins mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie (B.8.4.) wurde der Erfolg
der Rekonstitution Gberprdft (B.10.).

9.3.3.  in vitro-Rekonstitution nach Jensen et al. (1999a, b)

Fir die Rekonstitution des Kupferzentrums der PPO3 wurde ein Tris-CuCl,>-Puffer ver-
wendet, bei dem durch das Zusammenwirken von Cu(ll)Cl, und dem reduzierenden
Vitamin C (L-Ascorbinséure) CuCl,> entsteht (Jensen et al., 1999a, b). Fiir die Ansatze
wurden durchschnittlich 1 mg des aufgereinigten PPO3 bzw. Thrx-PPO3 in dem Puffer 1
bzw. Puffer 2 so verdinnt, dass die Proteinendkonzentration jeweils 0,1 mg/ml betrug.
Alternativ wurde nach rekombinanter Expression das unaufgereinigte Protein verwendet.
Hierflr wurden die Bakterien direkt in 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 aufgeschlossen (B.5.1.4.)
und die I8slichen Zelliberstédnde anschlieBend 1:1 mit Puffer 3 verdinnt. Als Negativ-
kontrolle dienten die verwendeten Puffer ohne Protein. Wahrend der zweitagigen Inku-
bation bei 4 °C wurden die Proben in regelméBigen Abstanden auf eine Phenoloxidase-
Aktivitat (B.10.) Uberpriift.

Puffer 1 50 mM Tris/HCI, pH 7,4

1 M NaCl

200 pM CuCl,

10 mM Ascorbinsaure
Puffer 2 Puffer 1 mit 1 M Sulfobetain PPS
Puffer 3 50 mM Tris/HCI, pH 7,4

2 M NaCl

400 pM CuCl,

20 mM Ascorbinsaure
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10. Phenoloxidase-Aktivitatstests

FOr einen Nachweis der Phenoloxidase-Aktivitat bieten sich der ,Dopachrom-Assay“
(Mason; 1948) und ,MBTH"-Assay (Pifferi und Baldassari, 1973; Winder und Harris,
1991; Rodriguez-Lopez et al., 1993; Jaenicke, 2002) an. Wahrend im Dopachrom-Assay
die nicht-enzymatische Bildung von Dopachrom aus dem Phenoloxidase-Produkt
Dopachinon anhand einer Zunahme der Absorption bei 475 nm verfolgt werden kann,
reagiert im MBTH-Test das Dopachinon mit dem Farbereagenz 3-Methyl-2-Benzo-
thiazolinon-Hydrazon (MBTH) zu einem stabilen rot geférbten Reaktionsprodukt, welches

ein Absorptionsmaximum bei etwa 500 nm aufweist (Abb. B.1).
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Abb. B.1: Reaktionsschemata der verwendeten Assays fir den Nachweis von Phenoloxidase-
Aktivitdten. A) Dopachrom-Assay. Das Substrat L-Dopa wird durch die Phenoloxidase (PO) zu
Dopachinon oxidiert, welches spontan zu Leukodopachrom zyklisiert und schlieBlich in einer
weiteren nicht-enzymatischen Reaktion zum rot-braun gefarbten Dopachrom oxidiert wird. Die
Bildung von Dopachrom kann anhand der Absorptionszunahme bei 475 nm verfolgt werden. B)
MBTH-Assay. Das PO-Reaktionsprodukt Dopachinon reagiert mit MBTH zu einem roten
Farbstoff. Dessen Absorptionsmaximum liegt bei etwa 500 nm.
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Prinzipiell kbnnen beide Tests aufgrund der beobachteten Absorptionsanderung flr eine
Quantifizierung der Aktivitdt in Form von kinetischen Messungen verwendet werden.
Allerdings ist dabei zu beachten, dass nur der MBTH-Assay Uber einen langeren Zeit-
raum ein konstantes Signal liefert, da das rot gefarbte Produkt nicht weiterreagiert. Im
Dopachrom-Assay dagegen bleibt die Zunahme der Absorption bei 475 nm nur in den
ersten 3-4 min konstant, weil das sich bildende Dopachrom langsam zu Melanin reagiert
und dadurch nicht mehr zur Absorption beitragt. Ein weiterer Nachteil ist, dass nicht das
gesamte Dopachinon in Dopachrom umgewandelt wird: ein Teil des Dopachinons und
des Zwischenproduktes Leukodopachrom wird direkt in das Melanin eingebaut (Winder
und Harris, 1991). Der gravierende Vorteil des Dopachrom-Assays liegt jedoch darin,
dass der Reaktionslésung keine weiteren Substanzen wie z.B. Farbereagenzien oder
Lésungsmittel zugesetzt werden mussen, die einen unbekannten Einfluss auf die Phe-
noloxidase haben kénnten. Der molare Extinktionskoeffizient von Dopachrom ist aber mit
3700 M cm™ relativ klein und somit dieser Assay deutlich weniger empfindlich als der
MBTH-Assay, der mit einem Farbereagenz arbeitet. Bedingt durch den gréBeren mola-
ren Extinktionskoeffizienten des bei der Reaktion entstehenden Farbstoffs von 29.000 M’
"em™ ist der MBTH-Test etwa achtmal empfindlicher als der Dopachrom-Nachweis.
Somit eignet sich der MBTH-Assay wegen seiner héheren Sensitivitat und dem sicht-
baren rot gefarbten Reaktionsprodukt besonders gut fir einen ersten schnellen Aktivi-
tatsnachweis mittels Dot Blot.

Als Konsequenz wurden in dieser Arbeit beide Assays zum Nachweis von Phenol-
oxidase-Aktivitat eingesetzt. In allen Versuchen wurde ausschlieBlich das o-Diphenol
Dopamin (Sigma-Aldrich) verwendet. o-Diphenole beschleunigen die Umwandlung der
Phenoloxidasen vom Met-Zustand in den deoxygenierten Zustand erheblich, so dass das
Substrat direkt nach Zugabe mit maximaler Geschwindigkeit umgesetzt werden kann
(Pomerantz und Warner, 1967). Um die Autooxidation zu verzégern, wurde das Substrat
kurz vor Gebrauch frisch als 10 mM Stocklésung in kaltem Phosphatpuffer angesetzt und
bis zur Messung kihl und dunkel gelagert. FUr eine mdglicherweise notwendige Akti-
vierung der Phenoloxidase wurde allen Versuchsansatzen standardmaBig 0,01-0,3%
SDS aus einer 10% Stammldsung zugesetzt (Decker et al., 2001; Jaenicke, 2002). Alter-

nativ wurde Trypsin in einer Konzentration von 1 mg/ml verwendet.

0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0 d.h. 61,5 mM Na,HPO,
38,5 mM NaH,PO,
(vor Gebrauch steril filtrieren)
10 mM Dopamin Dopamin in kaltem 0,1 M Phosphatpuffer
13,9 mM MBTH d.h. 3 mg/ml MBTH in dest. H,O
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10.1. Tropfentest

Aufgrund seiner einfachen Durchfiihrung und des geringen Zeitaufwandes wurde der
Tropfentest basierend auf dem MBTH-Assay vor allem bei einer Vielzahl von gleichzeitig
zu testenden Proben eingesetzt. Hierfir wurden 5 pl der Farbelésung mit 5 pl der
entsprechenden Proteinfraktion auf einem Streifen Parafilm gemischt. Als Positivkontrolle
dienten 30 ng der Champignon-Tyrosinase Agaricus bisporus (Sigma-Aldrich). Als MaB-
stab fur die Autooxidation des Substrats Dopamin, welches nach einiger Zeit zu einer
deutlichen Hintergrundfarbung fuhrt, wurde eine Kontrolle bestehend aus 5 pl Farbe-
I6sung mitgefuhrt. Da die Autooxidation des Dopamins eine Detektion von geringen
Phenoloxidase-Aktivitdten unmdéglich macht, wurde zusatzlich zum Tropfentest ein weite-
rer Aktivitatsnachweis basierend auf dem Dopachrom-Assay angeschlossen.

Farbeldsung 5 mM Dopamin
0,45 mM MBTH
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0
10 mM SDS

10.2. Messung der Absorptionsanderung

Messungen zur Verfolgung von Absorptionsdnderungen wurden in der Regel in Quarz-
glasklvetten (Roth) in einem Gesamtvolumen von 1 ml im Lambda 2S Spektrometer
durchgefliihrt. Wahrend als Positivkontrolle je Reaktionsansatz 0,015-0,03 nmol (=200-
400 ng) der Champignon-Tyrosinase Agaricus bisporus (Sigma-Aldrich) eingesetzt wur-
den, war die verwendete Menge des rekombinanten Enzyms bedingt durch die unter-
schiedliche Herkunft der Proben bzw. der Proteingemische mit unterschiedlichem En-
zym-Anteil sehr variabel. In der Regel wurden daher mehrere Ansatze mit steigenden
Mengen an rekombinantem Protein vermessen. Basierend auf dem Dopachrom-Assay
wurde hierflr jeweils die entsprechende Menge an Protein mit Phosphatpuffer sowie
1 mM Substrat gemischt und die Reaktion durch die Zugabe der entsprechenden Menge
des Aktivators gestartet. Die Messung erfolgte sofort im Anschluss bei 505 nm far
durchschnittlich 5-10 min. Als MaB fur die Autooxidation des Dopamins wurde zudem
eine Kontrolle ohne Enzym mitgefuhrt, wobei in der Regel der lbsliche Zellextrakt
untransformierter Bakterien bzw. untransfizierter Insektenzellen verwendet wurde. Die
Spezifitdt der in den Assays erhaltenen Signale wurde bei Bedarf durch den Einsatz
eines typischen Inhibitors von Phenoloxidasen bestétigt. Hierfir wurden alle Anséatze wie
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zuvor beschrieben mit dem gewlnschten Aktivator sowie 70 nM-5 uM des Inhibitors
Phenylthioharnstoff versetzt und vor Beginn der Messung fir 5 min bei RT vorinkubiert.

10.3. Farbung von nativen Gelen

Fur die Farbung auf Phenoloxidase-Aktivitat wurde eine native PAGE unter Verwendung
von 10%igen Trenngelen durchgeflihrt (B.6.4.2.). Als Positivkontrolle wurde neben den
zu analysierenden Proben jeweils 50 ng der Champignon-Tyrosinase Agaricus bisporus
(Sigma-Aldrich) auf das Gel aufgetragen. Nach Abschluss der Elektrophorese wurden
die Gele fir 15 min in 0,1 M Natrium-Phosphatpuffer inkubiert, um den alkalischen
Trenngel-Puffer (pH 8,6) aus dem Gel zu entfernen, der bei Dopamin zu einer starken
Hintergrundférbung bedingt durch Autooxidation fuhrt (Herlinger et al., 1995). Im An-
schluss darauf erfolgte die Inkubation in einer Farbelésung, bis eine Farbreaktion deut-
lich sichtbar war. Die Gele wurden daraufhin zur Dokumentation sofort eingescannt.

Farbelésung fur

MBTH-Assay 5 mM Dopamin
0,45 mM MBTH
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0
10 mM SDS
Dopachrom-Assay 5 mM Dopamin
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0
10 mM SDS

10.4. in vivo-Aktivitatsnachweis in S2-Zellen

Alternativ zu allen bislang aufgefihrten Tests konnte im Fall der S2-Zellen der Nachweis
von Enzymaktivitdten bereits in vivo erfolgen (vgl. Manual ,3-Gal staining Kit‘, Invitro-
gen). Nach einem von Invitrogen fur das Enzym B-Galaktosidase entwickelten Protokoll
wurde eine alternative Vorgehensweise abgeleitet, die auf dem Dopachrom-Assay be-
ruht. Hierfir wurde die Expression wie unter B.5.2.2.4. beschrieben durchgefuhrt und die
Zellen wurden in dem alten Medium abgeldst. Etwa 10 ml dieser Zellsuspension wurde
mit einem Volumen der Fixierlésung gemischt und 1 h bei RT auf dem Wippschuittler
inkubiert. Die Zellen wurden drei Mal mit 10 ml dest. H,O gewaschen und abschlieBend
fir 10 min bei 200 x g pelletiert. Nach Aufnahme des Zellpellets in 250 pl 5% BSA-
Lésung wurden je 25 ul auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekitragern ausgestrichen und
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UN bei 4 °C staubgeschitzt getrocknet. Vor der weiteren Verwendung wurden die
Zellausstriche 10 min in 1 x PBS rehydriert, bevor sie in der Substratiésung GN im Dun-
keln inkubiert wurden. Nach mehrmaligem Waschen mit dest. H,O wurden die Proben
getrocknet, mit 30%iger Kaisers Glyceringelatine (Merck) eingedeckelt und bei RT

gelagert. Die Auswertung der Praparate erfolgte 24 h spéter lichtmikroskopisch.

0,01% Poly-L-Lysin Objekttrager 20 min in dieser Lésung inkubieren,
5 min in dest. H,O waschen und N trocknen
Fixierlésung 5% Formolin 1 x PBS, pH 7,5
0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,0 100 ml 0,1 M Na-Cacodylat, pH 8,2 sowie
20 ml 0,1 M Cacodylsaure, pH 4,26
Farbeldsung 5 mM Dopamin
Cacodylatpuffer, pH 7,0
1 mg/ml Trypsin
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C. Ergebnisse

1. Hamoglobin in Carcinus maenas

In dieser Arbeit wurden die Malacostraca auf das Vorhandensein von Hamoglobin
Uberprift. Dabei konnten tatsachlich durch Datenbanksuchen sechs ESTs (,expressed
sequence tags®) identifiziert werden, die fiir ein Hamoglobin (Hb) in der Strandkrabbe
Carcinus maenas kodieren. Alle nachfolgenden Untersuchungen konzentrierten sich auf
die molekularbiologische und biochemische Charakterisierung dieses Hb.

1.1. Ermittlung der Hb-Sequenzen

Nach Erstellung eines Alignments aus den sechs in der Datenbank identifizierten EST-
Sequenzen DN635027, DN551432, DN551331, DN161664, DN161580, DN1611354 und
DN161266 war ersichtlich, dass die gesamte codierende Region des C. maenas Hamo-
globins (CmaHb) bestehend aus 567 bp abgeleitet werden konnte (Anhang G.8.1.1.). Die
entsprechende Hb-cDNA wurde mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA amplifiziert, welche
zuvor aus dem kompletten Gewebe eines Tieres isoliert wurde. Nach der Klonierung und
Sequenzierung des Amplifikats ergab ein Vergleich mit der aus den ESTs abgeleiteten
codierenden Sequenz eine 100%ige Ubereinstimmung. Die cDNA wurde anschlieBend in
die Aminosauresequenz translatiert und ein Alignment erstellt. Dieses verdeutlichte, dass
das CmaHb die typische Globinstruktur bestehend aus 140 bis 150 Aminosauren und die
als A bis H bezeichneten acht a-Helices aufweist. Zusétzlich besitzt CmaHb eine N-
terminale Verlangerung, so dass sich ein Protein aus insgesamt 189 Aminosauren mit
einer errechneten molekularen Masse von 20,7 kDa ergibt. Innerhalb der Primarstruktur
sind die fur die Sauerstoffbindung wichtigen Aminosauren wie beispielsweise das proxi-
male und distale Histidin an den Positionen E7 und F8 konserviert (Abb. C.1).
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Abb. C.1: Vergleich der Aminosduresequenzen des CmaHb mit anderen Hamoglobinen der
Arthropoden. Konservierte Aminoséuren sind farbig gekennzeichnet (Konservierung: rot: 100%;
blau: 80%, grun: 60%) Die Sekundarstruktur des Drosophila melanogaster Globins 1 mit den acht
a-Helices A bis H ist in der obersten Reihe angegeben. Die Intronpositionen B12.2 und E11.0 sind
mit schwarzen Pfeilen markiert, das potentielle Glycin fir eine N-Myristoylierung mit einem roten
Pfeil. DmaHb_1: Daphnia magna Hamoglobin Doméne 1, DmaHb_2: D. magna Hamoglobin
Domaéne 2, DmeHb: Drosophila melanogaster Globin 1, CttHbVI: Chironomus thummi thummi
Hamoglobin VI.

Um die Intron-Positionen innerhalb des codierenden Abschnittes bestimmen zu kdnnen,
erfolgte die Amplifikation von Teilen des Hb-Gens aus genomischer DNA via PCR. Dabei
wurden die zur Klonierung der cDNA verwendeten auBeren Primer mit verschiedenen,
neu konstruierten kombiniert, welche sequenzintern binden (Anhang, Tabelle G.8). Durch
die Amplifikation unterschiedlicher Teilabschnitte der Hb-Sequenz mit Uberlappenden
Bereichen konnten die einzelnen Genomabschnitte durch mehrfaches Sequenzieren
verifiziert und zusammengeflgt werden. Ein anschlieBend durchgefihrter Abgleich von
cDNA und genomischer Sequenz zeigte, dass CmaHb insgesamt zwei Introns besitzt.
Diese befinden sich in der B-Helix an Position B12.2 (d.h. zwischen der zweiten und
dritten Base des 12. Codons der B-Helix) und in der E-Helix an Position E11.0 (d.h. vor
der ersten Base des Codons 11 der Helix E). Dabei betragt die GréBe des ersten Introns
690 bp, wahrend ein 491 bp langes Intron den kodierenden Bereich in der E-Helix
unterbricht.

Erste Lokalisationsvoraussagen erfolgten computergestiitzt mit verschiedenen Online-
Programmen. Mit dem Programm PSORT Il (http:/psort.ims.u-tokyo.ac.jp/; Horton und
Nakai, 1996; 1997) konnte definitiv die Prasenz eines hydrophoben Signalpeptids fir die
Sekretion des CmaHb in den Extrazellularraum ausgeschlossen werden. Stattdessen
wurde mit dem Myristoylater (http://www.expasy.org/tools/myristoylator/) fir das N-termi-
nale Glycin an Position 2 eine N-Myristoylierung vorausgesagt (Abb. C.1). Die im letzte-
ren Fall berechnete hohe Wahrscheinlichkeit von 93% deutet somit sehr stark auf ein
membrangebundenes Globin hin.
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1.2. Lokalisation von CmaHb im Organismus

Zur Uberpriifung der computergestiitzten Voraussagen zur Lokalisation sollte das
CmaHb hauptséchlich unter Anwendung diverser immunologischer Techniken nachge-
wiesen werden. Fir die Versuche wurden daher polyklonale Peptidantikbrper gegen zwei
ausgewahlte antigene Bereiche des CmaHb kommerziell erstellt (B.7.1.). Erst nach
Affinitatsreinigung (B.7.2.) der erhaltenen, in Western Blots (B.7.3.) auf Funktion und
Spezifitdt getesteten Antiseren wurden die gereinigten Antikérper fir alle nachfolgend
beschriebenen Experimente eingesetzt.

1.2.1.  Verteilung von CmaHb im Gewebe

Ein zu Beginn durchgeflhrter Western Blot schloss definitiv aus, dass es sich bei CmaHb
um ein in der Ha&molymphe vorliegendes, extrazelluldres Protein handelt. Statt in der
Kérperflissigkeit wurde das Protein eindeutig in dem aus Gesamtgewebe isolierten Pro-
teinextrakt nachgewiesen. Die molekulare Masse des detektierten Proteins deckte sich
dabei in etwa mit der erwarteten Masse von 20,7 kDa (Abb. C.2).
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é\cz. G\‘\e?
& &
& ® 3
& o &
kDa A\ s &)
27—
— 4_
15 = Abb. C.2: Nachweis des Hb via Western Blot.
Eingesetzt wurden jeweils 70 pg der Proben. Die
10— Immundetektion erfolgte mit aufgereinigten CmaHb-
Antikérpern.

Zur Untersuchung der Gewebespezifitat wurden die finf ausgewahlten Gewebe Kiemen,
Mitteldarmdriise, Gonaden, Muskeln und das Herz prapariert. Aus einem Teil erfolgte die
Isolierung von Gesamt-RNA, wahrend der Rest fur eine Proteinextraktion eingesetzt
wurde. Die Methode der RT-PCR identifizierte die Kiemen als den hauptsachlichen Ort
der Biosynthese von CmaHb. Der parallel dazu durchgefiihrte immunologische Nachweis
mittels Western Blot wies das Protein ebenfalls eindeutig in den Kiemen nach, wohin-
gegen kein Protein in den anderen Geweben detektiert werden konnte (Abb. C.3).
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1.2.2.  (Sub)zellulare Lokalisation von CmaHb im Kiemengewebe

Aus den unterschiedlichen Kompartimenten frisch préparierter Kiemen wurden vier ver-
schiedene Proteinfraktionen selektiv isoliert und fur eine Western Blot-Analyse einge-
setzt. Die Immundetektion resultierte in einem starken Signal der erwarteten molekularen
Masse von etwa 20,7 kDa in der Fraktion, die die Membranproteine enthielt. Zusatzlich
wurden geringe Mengen des CmaHb in der cytoplasmatischen Fraktion detektiert (Abb.
C.4).
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27— Abb. C.4: Untersuchung der subzelluldren Lo-
20 =— - ¢ kalisation von CmaHb im Kiemengewebe via
15 = Western Blot. Aufgetragen sind jeweils 70 ug der
10— extrahierten cytosolischen Proteine, Membranpro-

teine, nukledre Proteine und alle Restproteine.

Zur Verifizierung einer méglichen membrangebundenen Lokalisation von CmaHb wurde
auf die Methode der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie unter Anfertigung von
Gefrierschnitten zurtckgegriffen. Fir die Bestimmung der dafiir optimalen Schnittebene
sowie Schichtdicke wurden die ersten Kiementestschnitte mit Hamatoxylin angefarbt und
lichtmikroskopisch ausgewertet. Dabei erwiesen sich vor allem L&ngsschnitte mit einer
Dicke von 6 um als ideal, um einen groben Uberblick (iber den histologischen Aufbau der
Blattkiemen (Phyllobranchiae) von C. maenas zu erhalten. Deutlich erkennbar in den
angefertigten Schnitten sind neben dem medianen Septum die angeschnittenen Kiemen-
lamellen sowie die Hemocoel-Regionen im Gewebe. Die auBere, dem Wasser in der
Kiemenhdhle zugewandte Zellschicht der Lamellen setzt sich u.a. aus den sogenannten
Hauptzellen sowie den Stitz- bzw. Pfeilerzellen zusammen. Die Letzteren sind auch ein
Bestandteil des inneren Abschnittes jeder Lamelle, da sie das gesamte Hemocoel ber-
spannen und somit die proximale und distale Seite der Lamellen miteinander verbinden
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(Abb. C.5). Weitere Zelltypen waren mit dieser Methode nicht eindeutig zuzuordnen.
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Abb. C.5: Histologische Kontrollfarbung.
Die Gefrierschnitte (6 um) der Kieme wurden
mit Hamatoxylinlésung angefarbt. HZ: Haupt-
A mm zellen, PZ: Stltz- und Pfeilerzellen.

Hem: |
emocoel )

Obwohl die Auswertung der angefertigten Immunfluoreszenzpraparate durch eine vor-
handene hohe Autofluoreszenz der Kiemen erschwert wurde, war es letztendlich doch
maoglich, innerhalb der Kiemen die Regionen mit den spezifischen Immunsignalen zu
identifizieren. Das CmaHb scheint generell in den duBeren, dem Wasser zugewandten
Bereichen der Kieme in der Nahe der Hauptzellen vorzuliegen. Dabei wiesen die sowohl
im medianen Septum (Abb. C.6, A) als auch in den einzelnen Lamellen (Abb. C.6, B)
erhaltenen Signale stark auf ein membrangebundenes Globin hin. Die zur Kontrolle
durchgefiihrten Kompetitionsversuche, in denen der entsprechende Antikdrper erst nach
Inkubation mit seinem rekombinanten Antigen auf den Praparaten verwendet wurde,
zeigten keine Signale mehr und bestétigten somit die Spezifitat der erhaltenen Immun-
reaktionen (Abb. C.6, C+D).
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Abb. C.6: (Sub)zellulare Lokalisation des CmaHb in den Kiemen von C. maenas via Immun-
fluoreszenzmikroskopie. A + B) Immundetektion mit aufgereinigten CmaHb-Antikérpern. C + D)
Uberpriifung der Spezifitat der Signale in einem Kompetitionstest. A + C) Region des medianen
Septums. B + D) auBere Zellschicht der Lamelle. MS: Medianes Septum, PZ: Stiitz- und Pfeiler-
zellen, Hem: Hemocoel, HZ: Hauptzellen.

1.8. Biochemische Charakterisierung des rekombinanten CmaHb

Um Aussagen Uber biochemische und biophysikalische Eigenschaften des CmaHb
treffen zu kénnen, wurde das Protein im bakteriellen pET-System unter Verwendung des
Stammes BL21(DE3)pLysS rekombinant exprimiert. Dabei war fir alle beabsichtigten
Experimente der Erhalt von funktionellem Protein von Bedeutung. Insgesamt wurden
drei Expressionskonstrukte im Vektor pET3a konstruiert. Wahrend der erste Klon den
gesamten codierenden Bereich bestehend aus 189 Aminosauren enthielt (Hb), wurde
ein weiterer Klon flr eine beabsichtigte Expression der Globindoméne bestehend aus
den acht konservierten Helices hergestellt (HbAN1-40). Mit dem dritten Konstrukt wurde
das Hb am N-Terminus nur um ca. 21 Aminosduren verkirzt (HbAN1-21). Die ersten
Versuche zeigten, dass alle drei Formen des Hb prinzipiell in den Bakterien exprimiert
werden konnten. Allerdings lag nach Zellaufschluss sowohl das gesamte rekombinante
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Hb als auch das HbAN1-40 nur in Form von inclusion bodies im Pellet vor (Abb. C.7, A +
C). Im Falle des HbAN1-21 dagegen konnte auf diesem Weg ein Anteil an Iéslichem
Protein gewonnen werden (Abb. C.7, B).
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Abb. C.7: Rekombinante Expression von Hb im pET-System. Analyse
der Proteinléslichkeit nach Zellaufschluss via 10%iger SDS-PAGE. A) Hb
(~ 20,7 kDa). B) HbAN1-21 (~ 18,6 kDa), C) HbAN1-40 (~ 16,7 kDa), D) Hb
(~ 20,7 kDa) nach Solubilisierung der inclusion bodies und Renaturierung.

Zwar konnte letztendlich auch das in inclusion bodies vorliegende rekombinante Hb
solubilisiert werden, doch gestaltete sich die Optimierung der Renaturierungsbedingun-
gen mittels Dialyse schwieriger. Letztendlich fUhrte erst die Verwendung eines Dialyse-
puffers bestehend aus 20 MM MOPS, pH 7,0 sowie 0,1 mM DTT zu einem Teilerfolg:
nach Abschluss der Rickfaltung und einer Zentrifugation der Probe zeigte sich, dass
unter diesen Bedingungen der GroBteil der Hob-Proteine I18slich im Uberstand verbleibt
(Abb. C.7, D). Nichtsdestotrotz konnten die geeigneten Bedingungen flr einen nach-
traglichen erfolgreichen Ham-Eisen-Einbau nicht gefunden werden. Weder die Renatu-
rierung des rekombinanten Hb in Anwesenheit von Eisen und der Hdm-Gruppe noch der
nachtragliche Einbau in das bereits l6sliche Apoprotein fihrten zu dem gewlinschten
Ergebnis. Aus diesem Grund wurde fur alle folgenden Messversuche auf das I6sliche
HbAN1-21 zurlckgegriffen, welches zuvor in einem klassischen Drei-Schritt-Protokoll
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bestehend aus Ammoniumsulfatfallung gefolgt von einer Anionenaustausch- und Gelfil-

trationschromatographie aufgereinigt wurde (Abb. C.8).
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Die anschlieBend aufgenommenen Absorptionsspekiren von oxygeniertem und desoxy-
geniertem Protein lieBen deutlich erkennen, dass es sich bei CmaHb um ein hexakoor-
diniertes Globin handelt. Nach der enzymatischen Reduktion des rekombinanten CmaHb
(Hayashi et al., 1973) zeigte die oxygenierte Form neben dem Maximum der Soret-
Bande bei 411 nm lediglich zwei schwache Nebenmaxima (536 nm und 552 nm). Das
desoxygenierte HbAN1-21 dagegen wies neben der Verschiebung der Soret-Bande zu
421 nm die fUr diese Koordination typischen zwei weiteren Maxima auf, die in diesem
Fall bei etwa 527 nm sowie 556 nm liegen (Abb. C.9).
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Abb. C.9: Spekiren des aufgereinigten HbAN1-21. Absorptionsspekiren
des oxygenierten und desoxygenierten HbAN1-21.
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Bei weiterfiihrenden Untersuchungen zur Sauerstoffbindung stellte sich heraus, dass das
rekombinante CmaHb sehr schnell oxidierte und somit in der Met-Konformation vorlag.
Daher konnte z.B. der Halbséttigungsgrad der Sauerstoffbindung nicht ermittelt werden.

1.4. Phylogenetische Analysen

Fur die phylogenetischen Analysen wurde die Aminosauresequenz des CmaHb in ein
Alignment bestehend aus verschiedenen Hamoglobinen der Insekten und Krebse einge-
figt. Als AuBengruppe wurden die aus ESTs ermittelten Sequenzen der Hadmoglobine
der zwei Zecken Ixodes scapularis und Rhipicephalus appendiculatus verwendet. Der
anhand dieses Alignments mit Hilfe der Bayes'schen Analyse berechnete Stammbaum
zeigt, dass CmaHb ein sehr gut unterstitztes Monophylum mit den UGbrigen Hamoglo-
binen bildet (Bayes’sche posterior probability: 1,0). Dabei stellt CmaHb die Schwester-
gruppe zu den Hamoglobinen der Insekten und Branchiopoda (Crustacea) dar (Abb.
C.10).
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Abb. C.10: Phylogenetische Analyse des CmaHb basierend auf der Bayes'schen Analyse.
Far die Analyse wurde die Aminosauresequenz des CmaHb in ein Alignment bestehend aus ver-
schiedenen Hamoglobinen der Insekten und Krebse eingefugt. Als AuBengruppe dienten die
Hamoglobine der Arachnida Ixodes scapularis (Isc) und Rhipicephalus appendiculatus (Rap). Alle
verwendeten Sequenzen samt ihrer Zugangsnummern und das erstellte Alignment sind im An-
hang G.8.1. dargestellt. Die phylogenetischen Analysen basierend auf MrBayes 3.1 erfolgten fiir
2.000.000 Generationen unter Annahme des WAG-Modells und einer Gammaverteilung der
Substitutionsraten. Das Sampling der Baume fand alle 100 Generationen statt, wobei von den
letzten 15.000 (burnin = 5.000) die ,posterior probabilities* abgeschatzt wurden. Die ,Bayes’sche
posterior probability* ist an den jeweiligen Knotenpunkten im Stammbaum angegeben.
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2. Hamocyanin in Speleonectes tulumensis

In dieser Arbeit wurden die Remipedia erstmals durch molekularbiologische und bio-
chemische Analysen auf das Vorkommen von Hamocyanin untersucht. Hierfir erfolgte
wie unter B.3.1.2.3. beschrieben die gleichzeitige Extraktion von RNA und Proteinen aus
einem Versuchstier der Art Speleonectes tulumensis.

2.1. Nachweis von Hamocyanin in S. tulumensis

Zur Ermittlung der Hdmocyaninsequenzen wurden mehrere degenerierte Primer (Anhang
G.4.) gegen konservierte Regionen der Arthropoden-Hamocyanine erstellt und in ver-
schiedenen Kombinationen fir die RT-PCR-Experimente eingesetzt. Unter Verwendung
von Gesamt-RNA aus S. tulumensis wurde dabei mit den Primern MDF und MEH ein
Fragment von ca. 550 bp amplifiziert. Nach Klonierung dieses Amplifikats und Sequen-
zierung von insgesamt 14 verschiedenen Klonen zeigte sich, dass die Teilsequenzen
von insgesamt drei distinkten Hamocyaninuntereinheiten ermittelt werden konnten. Die
im Folgenden als StuHc1, StuHc2 und StuHc3 bezeichneten Sequenzen wurden mit der
Methode der RACE (B.3.6.) an ihren 5’- und 3’-Enden vervollstandigt. Eine anschlieBen-
de Auswertung aller Sequenzen zeigte, dass die vollstandigen Transkripte 2422, 2531
und 2506 bp umfassen (Anhang G.8.2.1.). Die Uber einen 2058, 2016 bzw. 2013 bp
langen offenen Leserahmen translatierten Proteine bestehen aus 686, 672 sowie 671
Aminoséauren. Jedes einzelne besitzt eine N-Glykosylierungsstelle sowie ein hydropho-
bes N-terminales Signalpeptid fir die Sekretion in die Hamolymphe. Nach Abspaltung
dieses Sekretionssignals ergeben sich fir die Untereinheiten Polypeptidketten aus 656-
667 Aminosauren mit einer errechneten molekularen Masse von 75,7-77,1 kDa. (Tabelle
C.1und Abb. C.11).

Tabelle. C.1: Sequenzinformationen

StuHc1 StuHc2 StuHc3
Transkript 2422 bp 2531 bp 2506 bp
Aminoséauren 686 672 671
Signalpeptid (Aminoséauren) 19 17 15
N-Glykosylierungsstellen 1 1 1
Natives Hc (Aminoséauren) 667 655 656
Molekulare Masse 77,1 kDa 75,8 kDa 75,7 kDa
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= 20 N 40 = 60 = 30
StuHcl : MEKSFIFLLVVGVAWAGILSDOMVGDSPVF IPGDADFLOKQSKILKLFNKIHEHNR--YNDQVDIATSFNELDHLG-DFKH : 17
StuHe2 : MRSLAVLLLLIVAAS AA--------——----- DEVFLKRQRDIL LLLLRLHQPNA--IPEQKSISESYDPIMHLS-HFKK : 62
StuHe3 : MKFLLVLLVAGFAAR -—=--=--- IHREVIDADKGFLERQKDVL TLLNHVFSHFQ--DAAHQEDGRT YEPLNHLT-SYQD : 68
PmaHcl : MEWLLTLGLVMVLAS LAQA-——-—-KLTRGSVPADQDFLTRQRDVI RLCMKVHEEHNH -—-¥YQEQVDLVEDYDES-—-VAGKFKD 72
PmaHc? : MEKFALVLIGLCALAAA---——-—-————-DIVDDTEYEHQTQVLHLVEHI YEP IS SHYEDLTTIKKT YDELOHLD-NFEKD : (13
PloHol:  m=me s e e s e b i i DALGTGNAQK@QDINHLLDKI YEPTK --YPDLKEIAENFNPLGDTSIYNDH : 49

aaaaal. laaaaa aal.Zaa
% 100 % 120 . 140 * 160

StuHel : RDCVLELVEKYKAHRLLPRGHVFN L@RPRDREEMVMFFEALFYAKTWDTE YKI ACWARDKINENQFL¥AMYVAVHHRHEDC @ 157

StuHec2 : PELVQELVDEITHGT TLPRGE IFNLENTE HRTSMI HVEE VLFFAKDF DTEFKT AV YARDRVNEFLFY ¥AF SMAAVRRSDC : 142

StuHc3 : PTPVEKLVRMYKMGD CLKQSE IFC LT DH HRHEMI LLEE AL Y YA KDWGTFMEMAR WARVHLNGALFVYSVKMALLHRQDT : 148

PmaHcl : VIFIKRLMKYYNAKT LLFRGDIFS LEHKEHREEMI LLEE SFLFAQDWDTEFKT AVWARDRINEGOFVYALSWAVLHREDC : 152

PmaHe? : GDHVKHFVHDVTHGE YLAHDE IFN I@HPHHRRQOMV YLEE ILYGAKDF DSEFNMAVWARD HMSPRMEFL¥AFSWAVLHRTDC : 146

PinHeA : GAAVETLMKELNDHRLLEQRHWYS LENTROBKEALMLEAVLNQC KEWYCFRSNAR YFRERMNEGEFVYALYMSVIHSKLG @ 129
aaaaaal .3aaaaa aaaaaaal. daaaaaa aaal.5aaaaaa aaaal .baaaa

i 180 ¥ 200 b 220 * 240
StuHcl : KGVLLPEPOYEIYPOLEVNNDV IQEAYSAKMKQV PATIKMHWTGT IRNPEQHVAYF GEDL GLNSHIgSH DFPEWWE-FKA : 236
StuHc2 : EGLOLPPPYEIFPHF EVTSDVIRS AYKAKMVHT PT ITDMHWTGS ITHNPEQRVAYY GERV GLNSHES H DFPEWWEK-PE : 221
StuHc3 : YGIRLTPAY¥EINPHMEVTNDA ITKAYSAKMRNK DAVVRVEFPGT ITHNPEQHVAYY GEDI GMNSHIESH DFPEWWK-KD : 227
PmaHcl : KGIILPPAYEIYPHMEVNSEVINSAYKAKMIQT PAITHMNFTGT IRNFDOWIAYL GEDVGLNS] CFPEWWERAE : 232
PmaHcZz : KGITLPPAXYEITEDMELT TDVMREKAYOAKMTAT KT VIPMKF TGS IKNFPEQRVAYF GEDI GVNSHISSH DEPEWWK-RS : 225
PinHcA : DEIVLPELYEITEHMETNSEV IDKAYS AKMTOK QG TFNV SFTGT KKNREQRVAYF GEDI GMNI T DEPEWWE-DS : 208

bbblabbbb aaaaal.7aaaaa bbblEbbb aaaaaaZ .laaaaaa
L 260 * 280 il 300 % 320
StuHel : YGTEKDRKGELEFYSEHE LTTRYDLORLSNNLE IVGPLAWDKFI HNGEYPOAR YR NGHE FPARPDDVEKFTDLDKDGFHIK : 316
StuHeZ : YGIELDRKGELEF YNEHOMTSRFDLERLSNDLT IS KPLAWY RPVVEGESPDAL YK HGFQFPMRPDNT KFHDLS T----VT : 297

StuHc3 : ¥PTOMDRKGE YARHOLTTRFDLERLSNNLDVVKPLAWDKPI EHGESPETV YR TGDE FRVRPDDMMEHDTHG---IVS : 304
PmaHcl : YGIEKDRKGELEY YMEHOMIARYDFERLSNWLHFVEPISFEDEI EHGEYROTT ¥R VGGE FRAREDNF HEHDLE H----1IK : 308
PmaHcZz : ¥DVTKDRRGELEFYMEHOMVNRFDAERLSNWLPQVEPLNWHHEI EEGFAPAAMYF NGOE FPMRPDGI HEHDLPW=-===FT : 301
PinHcA : ¥GYHLDRKGELYFWVEHOLTARFDFERLSNWLD PYVDELHWDRIIREGEAPLTS ¥K YGGE FPVREDNI HEEDVDG---VAH : 285
aaaaaaaaaal.Zaasaaaaaaa bb22bb bbbbb2BEbbbl  bbbbb2Cbbbbb

i 340 = 360 & 380 2 400
StuHcl : VSQMKEYERRIRDAIAMKAVYGKDGHA IS LNNT HGINTLAE I IBASAFSVNPDFYGST IMLGELDDPOGKYGTEE : 396
StuHc2 : VNHMRAYESRIHESEDFGHVY STNGTEVS LNDEHGINILGE IVEIASEHSINPDYY GS! L LGRITDPEGKFDAPE : 377
StuHc3 : VTDMKAMEYRILHTIDANLYVAENGTFPKLEVDTGINTLCE IIEASEHSVNEGFY KSIIITLS) LGKITDPEHKYGMEE : 384
PmaHcl : IKDMLDY TRRIKEAI SKQKVRSKNGEKIPLDAVHGIDILGDLME PSVESPHEDYY GSLIgIND LLGOITDELGKFDLER : 388
PmaHcz : VEDTEDYEDRIRNVIAKGYVKASDGHT IF LNGTEGINILGLVVESLDHDY NRHYF GELIGISN LLSKVTDEECOKFGTEP : 381

PinHcA : VHDLEITESRIHEAIDHGYITDSDGHTIDIRQPKGIELLGDIIESSKYSSNVQYYGS: T LGROGDPHGKFNLPE : 365
aaaaaaa? .3aaaaaabb2Db bb2Eb aaal?. daa aaaaa?.5aaaaa

x 420 * 440 * 460 * 4380
StuHel : GVM TATRDE S| LHKY IDS FEKEHKDSL PPYTTDELDFHGVE IVDVEVDK = === == === LMEFEDDFE IDLTMAL : 467
StuHc2 : GVM TATRDP 5 HEY IDN IFK SHKDHLTE¥THKELEFP GVTVTAAKVVGLSHAST PNMLITHENNFY IDLHNAL : 457
StuHc3 : GVM T5TRDP LHKY IDN LERTY KEHL PE¥TKE ELAVD GLKEVNDVEV TE ---- -- ---LEKIFFEDFEFDLTQGM : 455
PmaHcl : GVM TATRDP LHKH IDN LEKMY KDLL PE¥TKAELEFP GVKVLDWEIGN --—- -— -—-LVIYEEDFD IDMLNAL : 459
PmaHcZ : GUM TATRDP HEH IDN LEKQHKDML TP ¥TKE ELDEFP GVT VDAVEVVGKSEDSTANQIVEFFDESHINLG--N : 459
PinHch : GWM TATRDES LHKYMDN IFKKH TDSE PE¥THDNLEFS GMVVNGVAI DG ————-———--ELITFEDEFQYSLINAV : 437

aaaal.baaa aaal.laa aald.la bbkbbbbbb3ib bkbbk b3Bb
= 500 % 520 * 540 i 560

StuHcl : DDTPELADVFPIKAISHRLNHAPET YLLEMKS--DASHVATVRIFLGEPKYN SYGEELSLD TKRWMMVEMBKEVVHLHSEBNS : 545

StuHc2 : DTTTTLGDVDIKARI GRMAHE PEKYTINVNS--ERPVTATVRIFLAPAYNWYGEE IHLDEGRWLAVELDKEAVKLHEGEN : 535

StuHe3d : ELTGTGDDAHIKAVMARI NHKPEHYTIKVNS--DVKRTGMVRIFLAPKYDWYGEE IDITHNAWQT VELDKFLY PLDPGEN : 533

PmaHcl : DDTADLFDVDVEARVQRLNHE FETWALHMES--DKEVTAAFRVELGPKKDWYE SDFTINEVRFYLIEIDKEVTIKVVAGKS : 537

PmaHcZ : MWVHTPEKVGIEVTMEKRLNHEAFKYVITATA--EKETEGIVRIFLSPTYNWFGQE ITLQDGHWGAIEMDREFVKLTAGEN : 537

PinHcA : DSGENIEDVEINARVHRLNHKEET YKI TMSNNNDGERLATFRIFLCEIEDNNGITLTLDEARWEC IELDKEFQKVFKGFE : 517
bbb 3Ckbb bbbbbbb 3Dbbbbbb bkbbbb3Ebbbbbb 3Fb aa3.2aa bbbb3Gbbbb bbkb

i 580 *x 600 x 620 » 640
StuHcl : EILRKSTESSVIIPDPKGYKGMVEAVKSAIAGDSEFKVNEKEHRH CGI PDRLLLPKGSKEGT PFFTLFVMVIDFDODNANTD @ 625
StuHcZ : VITRLSKDSTITIFPDMKSHKDMIREVE SALAGE LE YHIDEHHRHCGF SOGLLI PRGSEAGTHFKVFIMLEDWDKDHANAD : 615
StuHe3 : VIVRKSDESTVIIPDPPSYAQLVKEVEDALSGT 3VLKVHKFHRHCGI PDRMLL PKGKVGGMEFMLLVVVEDGGADKGVTL : 613
PmaHcl : VIHRK3SSESSVIIPDRETTEVLLEKVEHALEGKET LNVNEDERHCGY PDRLLL BKGRNT GMPVQI YV IVEDFEKEKVNDL : 617
PmaHc2 : VITRSGEKKSVVIILE P-——MSFAEIHKAVADK DATHFHKEFRHCGF PHR LLV PKGRPE GMHYKLMVVITDYHKDVVVPD : 613
PinHcA : TIERSSKDSSVIVFDMPSFOSLKEQADNAVNGGHD LDLS AY ERS CGI PDRMLL PKSKPEGMEFNLYVAVEDGDKDTEGHN @ 597

3Hbbbb bbb3Ibbbaaaaal.3aaaa aald.daa bbbbb3Jbbbbk a3.5a
¥ 660 % 680 * 700
StuHel : VES-THDYGGSISYCGTLTEGOKY PEBKKPMGFRFDRHIE DVHDF KTKNMI VKDVVVTHKSDH-—-- : 686
StuHec2 : AHP-EDDYGGSIGYCGALWA--KYPRBKKPMGFPFDRHIQDEEDFFTENMKLIDVV IKNIK----- : 672
StuHc3 : HDD--HIYGGSTSLEGIRGE--KYPDKRALGFEFDRYIHSVEDFVTPNMF CKDVV ITHVPHA—— @ 671
PmaHcl : PYD--YDYGGSLSYCGVVGG-HEKY PDTKAMEFEPFDRRIY SREEDF FTDNMY TKEDVT ITFKENHHH- : €78
PmaHc? : MDVEHMDEKLQSVGYCGVMEG--KI PDGKPMGYPFDRRISCEESF ITKNMKFVDITVKTRV--—— : 671
PinHcA : GGH---DYGGTHAQCGVHGE--AYEDNRPLGYPLERRIPDERVI DGV SNIKHVVVEKIVHHLEHHD : 657

kb  b3Kbbb aaal3, 6aa bbbbbb3Lbbbbbb

Abb. C.11: Alignment von StuHc1-3 mit ausgewéahiten Hamocyaninen. PmaHc1 und
PmaHc2: Perla marginata Untereinheiten 1 und 2, PinHcA: Panulirus interruptus. Die Sekundar-
struktur des PinHcA ist in der unteren Reihe dargestellt. Gekennzeichnet sind weiterhin: Signal-
peptide (unterstrichen), zu 100% konservierte Aminoséuren (grau), Histidine fur Kupferbindung
(blau) und die stabilisierenden Phenylalanine (rot). Computergestiitzte Voraussagen fir N-Glyko-
sylierungsstellen sind gelb unterlegt.
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Ein Alignment der abgeleiteten StuHc-Aminosauresequenzen mit den Hamocyaninunter-
einheiten 1 und 2 der Steinfliege Perla marginata sowie dem Hamocyanin der Languste
Panulirus interruptus zeigt die innerhalb dieses respiratorischen Proteins konservierten
Aminosauren (Abb. C.11). Alle drei Untereinheiten besitzen in der zweiten Doméane die
fir die Koordination der zwei Kupferionen bendtigten sechs Histidine. Weiterhin sind
auch die drei Phenylalanine in der ersten und zweiten Doméane vorhanden, die der
Stabilisierung der Sauerstoffbindung dienen. Dieses multiple Sequenzalignment sowie
die Berechnung anhand der Dayhoft PAM 250 Matrix zeigen entsprechende Identitaten
und Ahnlichkeiten der einzelnen Hamocyaninuntereinheiten. Die Aminosauresequenzen
von StuHc1, 2 und 3 sind zu 51,6-55,6% identisch und zu 68,1-72% &ahnlich (Tab. C.2).

Tabelle C.2: Identitiaten und Ahnlichkeiten der Himocyaninuntereinheiten

StuHc1 StuHc2 StuHc3 PmaHc1 PmaHc2 PinHcA
StuHc1 72,01% 68,26% 72,69% 62,91% 62,52%
StuHc2 | 55,65% \ 68,10% 72,07% 67,26% 62,89%
StuHc3 | 52,60% 51,62% TT—— | 66,47% 62,99% 58,94%
PmaHc1 | 53,28% 58,24% 48,57%
PmaHc2 | 46,99% 50,60% 46,81% I
PinHcA | 46,35% 44,70% 42,30%

HaXydluyy

Identitat

Das Vorkommen von Hamocyanin in S. tulumensis wurde weiterhin durch einen Western
Blot bestétigt. Unter Verwendung verschiedener polyklonaler Antikérper gegen diverse
Hamocyanine der Insekten und Krebse konnten mindestens zwei distinkte Banden der
erwarteten molekularen Masse von 75-80 kDa im Proteinextrakt detektiert werden (Abb.
C.12).
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Abb. C.12: Nachweis von Hamocyanin in S. tulumensis via
Western Blot. Verwendete Antikdrper gegen die Hamocyanine
der Crustacea: anti-Cancer pagurus (a-CpaHc), anti-Homarus
americanus (a-HamHc), anti-Panulirus interruptus (a-PinHc).
Verwendete Antikdrper gegen die Hamocyanine der Insekten:
anti- Thermobia domestica Untereinheit 1 und 2 (a-TdoHc1 und
a-TdoHc?2), anti-Blaptica dubia Untereinheit 1 und 2 (a-BduHc1
und a-BduHc2).
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2.2. Phylogenetische Analysen

Phylogenetische Analysen wurden auf Ebene der Aminosduresequenzen durchgefihrt,
wobei die ermittelten Sequenzen der drei StuHc-Untereinheiten in ein Alignment be-
stehend aus verschiedenen Arthropoden-Hamocyaninen sowie weiteren Proteinen der
Hamocyanin-Superfamilie eingefigt wurden (Burmester und Scheller, 1996; Burmester,
2002; Hagner-Holler et al., 2004; Pick et al., 2009). Anhand dieses Alignments wurden
Stammb&ume mit Hilfe der Neighbor-Joining- (NJ) und der Bayes'schen Analyse (BA)
sowie der Maximum Likelihood (ML) Methode berechnet. Als AuBengruppe diente je-
weils das Hamocyanin eines Onychophoren. Alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten
Baume schlossen eindeutig eine Zuordnung der drei StuHc-Untereinheiten in die Gruppe
der Crustaceen-Proteine aus (Anhang. G.8.2.2.3.). Wé&hrend die Hamocyanine und
Pseudohamocyanine der Crustaceen zusammen ein sehr gut unterstitztes Monophylum
bilden (NJ Bootstrap-Wert: 1,0; ML Bootstrap-Wert: 100%; Bayes’sche posterior proba-
bility: 1,0), gruppieren die StuHc-Untereinheiten mit den Proteinen der Insekten (0,65;
65%:; 0,99). StuHc2 bildet ein Monophylum mit der Himocyaninuntereinheit 2 der Insek-
ten, wohingegen StuHc1 und StuHc3 ein Monophylum mit der Himocyaninuntereinheit 1
und den Hexamerinen bildet. StuHc1 und StuHc3 stellen dabei die Schwestergruppe zu
den Proteinen der Insekten dar (Abb. C.13).
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Hamocyanin eines Onychophoren

Hamocyanine der Myriapoda

1.00
100
1.00

ns.
50
0.85

— Hamocyanine der Chelicerata
100
1.00

100 der Crustacea
1.00

StuHc2
— —l— 2
100 0.78 — PmaHc2

1.00 9 L PgrHc2

PmaHc1
PgrHc1
SamHc1
CmoHc1
HmeHc1
BduHc1
PamHc1
CseHc1
MgeHc1

0.1 0.91

Hamocyanine + Pseudohamocyanine

Insektenhamocyanine
Untereinheit 2

Insektenhamocyanine
Untereinheit 1

Hexamerine

der Insekten

Abb. C.13: Vereinfachter Stammbaum der Arthropoden-Hadmocyanine sowie verwandter
Proteine. Dargestellt ist ein vereinfachter Stammbaum basierend auf der Bayes'schen Analyse.
Folgende Unterstiitzungswerte sind an den jeweiligen Knotenpunkten angegeben: NJ Bootstrap-
Werte (oben), ML Bootstrap-Werte (mitte) sowie die Bayes’sche posterior probability (unten). Als
AuBengruppe dient das Hamocyanin eines Onychophoren (Epiperipatus sp.). Eine umfassende
Darstellung der drei einzelnen Baume sowie der im Aminosaurealignment verwendeten Sequen-
zen inklusive ihrer Zugangsnummern sind im Anhang G.8.2.2 zu finden.
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3. Etablierung von rekombinanten Expressionssystemen

Der dritte Projektschwerpunkt beschaftigte sich mit der Etablierung von rekombinanten
Expressionssystemen flr die Proteine der Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden.
Der Fokus wurde hauptsachlich auf die Herstellung der kupferhaltigen Vertreter gelegt,
wobei im Laufe der Arbeiten auf eine Reihe von Expressionssystemen zurlickgegriffen
wurde. Die jeweiligen systemspezifischen, zur Klonierung der Expressionskonstrukte
verwendeten Vektoren wurden bei Bedarf modifiziert, um u.a. die fir die Immobilisierung
notwendigen Affinitatstags zu entfernen, zu ersetzen bzw. neu einzuflihren. Bevorzugt
wurde mit dem acht Aminosauren langen Strep-Tag Il (WSHPQFEK) gearbeitet, welcher
besonders gebrauchlich bei der Reinigung von Metalloproteinen ist (Schmidt und Skerra,
1994; Hengsakul und Cass, 1997; Voss und Skerra, 1997; Skerra und Schmidt, 2000). In
der Regel wurden fiir jedes zu exprimierende Protein zwei Konstrukte kloniert, wobei
eines davon zusétzlich mit einem Strep-Tag Il ausgestattet wurde. Jedes einzelne wurde
vor der weiteren Verwendung sequenziert (B.3.7.). Alle im Rahmen dieser Studien er-
stellten Expressionskonstrukte fir ausgewdhlte Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie
sind im Anhang tabellarisch zusammengefasst (Anhang G.5.).

3.1. Rekombinante Expression funktioneller Typ3-Kupferproteine

Die Arbeiten zur Entwicklung und Etablierung einer Methodik zur Herstellung rekom-
binanter Typ 3-Kupferproteine der Himocyanin-Superfamilie erfolgten mit einer Insekten-
Phenoloxidase. Verwendet wurde dabei das Zymogen Prophenoloxidase 3 (PPO3) aus
D. melanogaster, wobei die entsprechende cDNA als Plasmid-Klon vom ,Drosophila
Genomics Resource Center* bezogen und fiir alle Klonierungsarbeiten eingesetzt wurde.
Bei den anschlieBenden Proteinexpressionen wurde versucht, bereits durch die Auswahl
geeigneter homologer Expressions- bzw. Wirtssysteme biologisch funktionsfahige, re-
kombinante PPOS3 zu erhalten. Hierbei wurde auf verschiedene Insektenzellen zuriickge-
griffen. Bei der Sichtung aller insektenzellabhangiger Systeme wurden das Baculovirus-
System sowie das Drosophila-Expressionssystem ausgewahlt. Beide besitzen den Vor-
teil, dass sie zwar hohe Expressionsraten und folglich hohe Proteinausbeuten der rekom-
binanten Proteine versprechen, trotzdem aber auf eine unterschiedliche Weise die Kon-
trolle der Expressionsrate erlauben.

Als Indikator fir die korrekte und vollstdndige Faltung der rekombinanten PPO3 diente
jeweils die katalytische Aktivitat. Mittels enzymatischer Tests wurden so alle Versuchs-
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ansatze auf eine Enzymaktivitdt der rekombinanten Phenoloxidase uUberprift. Die
Aktivierung der zymogenen PPOS erfolgte dabei mit SDS oder Trypsin (B. 10.).

3.1.1.  Expression im Bac-to-Bac Baculovirus-System

Bei der virusvermittelten Expression im Baculovirus-System ist die Expressionsrate des
rekombinanten Proteins nur bedingt durch die Infektionsrate der Insektenzellen mit den
Baculoviren sowie durch die Expressionsdauer kontrollierbar. Fir eine weitere Erniedri-
gung und somit Kontrolle der Expressionsrate wurde eine Sekretion der rekombinanten
PPO3 in das Medium angestrebt. Da die PPO3 aus D. melanogaster kein eigenes hydro-
phobes Signalpeptid besitzt, wurde mittels gentechnischer Methoden N-terminal das
Signalpeptid der Zink-Metalloprotease Meprin B angefligt. Zusatzlich wurde C-terminal
die Sequenz des Strep-Tag Il ergénzt. Die so modifizierte codierende Sequenz wurde in
das Baculovirus-Genom integriert, mit dem die Transfektion der Insektenzellen erfolgte.
Die daraufhin von den Zellen produzierten rekombinanten Baculoviren konnten zur Infek-
tion von Insektenzellen und somit Proteinexpression verwendet werden. Die Expression
der PPO3 wurde in den Sf9-Zellen von Spodoptera frugiperda sowie in den High Five-
Zellen von Trichoplusia ni durchgefihrt, wobei vor allem letzterer als Expressionsstamm
fir die Sekretion von Proteinen empfohlen wird (Invitrogen). Eine Analyse der ersten
Testexpressionen zeigte, dass in beiden verwendeten Zelllinien die PPO3 nicht nur
exprimiert wurde, sondern auch die Sekretion des rekombinanten Proteins in das
Medium erfolgreich war. Der Western Blot-Nachweis zeigte allerdings zusatzlich zu der
Bande mit der erwarteten molekularen Masse von etwa 79-83 kDa (mit Signalpeptid
~83 kDa, nach korrekter Abspaltung des Signalpeptids ~79 kDa) eine zweite, die entwe-
der ein Degradationsprodukt der PPO3 darstellt oder der reifen Phenoloxidase nach pro-
teolytischer Abspaltung des Propeptids entsprechen kdnnte (Abb. C.14).
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Abb. C.14: Nachweis der PPO3
im Zellmedium mittels Wes-
tern Blot. Verwendet wurde ein
Antikérper gegen den C-termina-
len Strep-Tag Il (vgl. C.7.3.2.).
Dabei wurde das rekombinante
Protein vor der Analyse mit 30%
Ammoniumsulfat gefallt. Als eine
Kontrolle diente jeweils das Me-
dium untransfizierter Zellen.
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Eine Phenoloxidase-Aktivitat im Zellmedium konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Auch bei einer Expression unter Zugabe von 5 puM, 10 uM sowie 100 pM CuSO, in das
Medium wurde zwar wie zuvor eine Sekretion der rekombinanten PPO3 beobachtet,
katalytisch aktiv war das Protein jedoch nicht. Geplante Aktivitdtsassays mit der ankon-
zentrierten PPO3 scheiterten an einer méglichen Aufreinigung, da die mit Ammonium-
sulfat gefallten rekombinanten Proteine nicht mehr erfolgreich in Lésung zu bringen wa-
ren. Der Versuch, die in ein serumfreies und somit proteindrmeres Zellmedium sezer-
nierte rekombinante PPO3 mittels Zentrifugenfilter anzukonzentrieren, fihrte ebenfalls zu
einer Aggregation der PPO3 wéahrend der Zentrifugationsschritte. Da eine schnelle Ein-
schritt-Aufreinigung via Affinitdtschromatographie tber den Strep-Tag Il aufgrund des zu
groBen Volumens an Zellmedium (~75 ml) nicht in Frage kam, wurde dieser Ansatz nicht

weiter verfolgt.

3.1.2.  Expression in Drosophila S2-Zellen

Alternativ zum Baculovirus-System wurde eine rekombinante Expression der PPOS3 in
Zellen des urspringlichen Wirtes unter Verwendung der Linie Drosophila S2 angestrebt.
Fir die induzierbare Expression von rekombinanter PPOS3 in stabil transfizierten S2-
Zellen wurde bei der Klonierung der Expressionskonstrukte die PPO3 am N-Terminus
mit einer fir die Initiation der Proteintranslation notwendigen Kozak-Sequenz ausge-
stattet. Zuséatzlich wurde ein weiteres Konstrukt erstellt, mit der die PPO3 in einer modifi-
zierten Version mit einem C-terminalen Strep-Tag Il exprimiert werden sollte (PPO3-SII).
Nach Optimierung eines geeigneten Transfektions- und Selektionsprotokolls wurden so
letztendlich Drosophila S2-Zelllinien erhalten, die die entsprechende PPO3- bzw. PPO3-
Sll-Sequenz stabil in ihr Genom integriert hatten. Die ersten Analysen des I8slichen Zell-
Uberstandes nach einer 48 h Expression bestatigten, dass die PPO3 auch tatsachlich
exprimiert wurde. Wéhrend die Expressionsrate der rekombinanten PPO3 so hoch ist,
dass die Detektion des léslichen Proteins in einer SDS-PAGE erfolgen kann, ist die
Strep-Tag-Version des rekombinanten Proteins so nicht nachweisbar (Abb. C.15).
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Abb. C.15: Nachweis von PPO3 und
PPO3-SIl im léslichen Zellextrakt
von S2-Zellen via SDS-PAGE. Nach
einer 48 h Expression wurden nach
Zellaufschluss jeweils 15 pg Protein
fir die Analyse eingesetzt. Als Kon-
trolle dienten untransfizierte S2-
Zellen.

Erst ein nach Zellaufschluss durchgeflinrter Western Blot zeigte, dass auch PPOS3-SII
prinzipiell exprimiert wurde, doch akkumuliert der GroBteil des rekombinanten Proteins in
Form von inclusion bodies im unléslichen Zellpellet (Abb. C.16, A). Nach einer Variation
der Expressionsdauer von 24-96 h zeigte sich nach Ammoniumsulfatfallung des Iéslichen
Zelllberstandes, dass auch die modifizierte Version PPO3-SII in geringen Mengen in 16s-
licher Form vorliegt. Dabei wird das Maximum an |éslichem, rekombinantem Protein bei
einer Expressionsdauer von 48 h erhalten (Abb. C.16, B).
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Abb. C.16: Nachweis der rekombinanten Expression von léslicher PPO3-Sll in S2-Zellen via
Western Blot. A) Nachweis der rekombinanten Expression unter Verwendung des IGslichen
Uberstandes sowie des unldslichen Pellets nach Zellaufschluss. B) Abh&ngigkeit der PPO3-SlI-
Loslichkeit von der Expressionsdauer. Die rekombinante PPO3-SIl wurde jeweils mit 30%
Ammoniumsulfat aus dem léslichen Zelliberstand gefallt und fir die Analyse eingesetzt.

Die Detektion mdglicher Phenoloxidase-Aktivitdten im S2-Zelllysat wurde mit vier ver-
schiedenen Methoden versucht, die jeweils sowohl auf Basis des Dopachrom- als auch
des MBTH-Tests durchgefuhrt wurden (B.10.). Zudem wurden verschiedene Parameter
im Expressionsprotokoll variiert, um die optimalen Bedingungen flr die Expression
biologisch funktionsféahiger PPO3 ermitteln zu kénnen. So wurden die rekombinanten
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Expressionen von PPO3 und PPO3-SII fir 24, 48, 72 und 96 h durchgefuhrt. Jeder
Expressionsansatz wurde letztendlich in drei Puffern aufgeschlossen, wobei neben
einem 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,5 ein PBS-Puffer, pH 7,5 sowie ein 0,1 M Phosphat-
puffer, pH 7,0 verwendet wurde. Alle Ansdtze wurden unmittelbar nach Zellaufschluss far
die unterschiedlichen Aktivitdtsnachweise eingesetzt. Die Aktivierung der PPOS3 wurde
dabei jeweils mit unterschiedlichen Mengen an SDS sowie mit Trypsin versucht. Als
entsprechende Negativkontrolle wurde das Lysat untransfizierter S2-Zellen verwendet.
Maogliche inhibierende Einflisse der Versuchsbedingungen auf die enzymatische Aktivitat
wurden durch die Verwendung der als Positivkontrolle mitgefihrten, kommerziell erhalt-
lichen Champignon-Tyrosinase ausgeschlossen.

Zur schnellen Uberpriifung aller Proben auf Enzymaktivitit wurde der Tropfen-Test
(B.10.1.) herangezogen, bei dem bereits 20 ng der Kontrolle Champignon-Tyrosinase ein
positives Signal im Assay liefern (C.17, A). Parallel dazu wurden die proteinhaltigen
Proben unter Aktivitdtserhalt in einer 10%igen PAGE aufgetrennt und abschlieBend in
der Substratlésung inkubiert (C.17, B).
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Abb. C.17: Aktivititsnachweis der als Positivkontrolle verwende-
ten Champignon-Tyrosinase. Fiir beide Tests wurde der MBTH-
Nachweis herangezogen (vgl. B.10.). A) Tropfen-Test mit 0-200 ng
des Enzyms. Abb. verandert nach Hérnemann (2005). B) Nachweis
von Aktivitat in einer 10%igen Nativen PAGE nach Inkubation in der
Substratlésung. Verwendet wurden 200 ng der Positivkontrolle.

Unter Verwendung von bis zu 70 ug der jeweiligen S2-Zelllysate konnte aber mit keinem
dieser beiden Assays eine eindeutige Aktivitat der rekombinanten Phenoloxidase detek-
tiert werden (Daten nicht gezeigt).

Eine schwache Aktivitat wurde aber nach einer rekombinanten Expression fir 48 h licht-
mikroskopisch in vivo in den jeweiligen S2-Zellen nachgewiesen, wohingegen die un-
transfizierten Zellen keine durch die Aktivitat verursachte Farbung zeigten (Abb. C.18, A-
C). Die enzymatische Substratumsetzung durch die PPO3 und PPO3-SII konnte zusatz-
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lich via Absorptionsanderung bei 475 nm verfolgt werden, sobald die I6slichen Zelliber-
stdnde direkt nach Zellaufschluss in einem 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0 vermessen
wurden (C.18, D-F).
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Abb. C.18: Aktivititsnachweis der rekombinanten Phenoloxidase nach einer 48 h-
Expression in S2-Zellen. A-C) Nachweis der Aktivitat in vivo in S2-Zellen nach Aktivierung mit
1 mg/ml Trypsin. D-F) Messung der Substratumsetzung nach Aktivierung mit 1 mg/ml Trypsin.
Alle Proben wurden auf dieselbe Proteinkonzentration eingestellt und gegen die Uberstande der
untransfizierten Zellen vermessen. A + D) Untransfizierte S2-Zellen als Negativkontrolle, B + E)
Rekombinante PPOS3, C + F) Rekombinante PPO3-SII.

In allen Fallen konnte die enzymatische Aktivitat der rekombinanten Phenoloxidase nur
bei einer Aktivierung mit Trypsin hergestellt werden, wohingegen SDS als Aktivator keine
Wirkung zeigte. Auch der Expressionszeitrahmen spielte eine groBe Rolle bei dem Nach-
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weis des funktionellen Enzyms. Nur bei einer rekombinanten Expression von bis zu 48 h
konnte eine Phenoloxidase-Aktivitat im Zelllysat detektiert werden. Bereits eine leichte
Erhéhung der Inkubationsdauer um nur wenige Stunden fihrte dazu, dass keine funk-
tionelle rekombinante PPO3 bzw. PPO3-SII mehr nachgewiesen werden konnte (Daten
nicht gezeigt).

Die Spezifitdt der in den Assays erhaltenen Signale wurde durch den Einsatz eines
typischen Inhibitors von Phenoloxidasen bestatigt. Verwendet wurde hierflr der kompe-
titive Inhibitor Phenylthioharnstoff, der in Konzentrationen von 70 nM bis 5 uM eingesetzt
wurde. Vergleicht man die Wirkung, so zeigt sich, dass im Falle der Positivkontrolle 1 pM
far die vollstandige Hemmung von 30 nM Champignon-Tyrosinase notwendig sind (Abb.
C.19, A). Dagegen reichen bereits 70 nM Phenylthioharnstoff aus, um die Enzymaktivitat
der rekombinanten Phenoloxidasen PPO3 und PPO3-SIl im S2-Zelllysat vollstéandig zu
inhibieren (Abb. C.19, B + C).
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Abb. C.19: Inhibition von Trypsin-aktivierter, rekombinanter PPO3(-Sll) durch Phenylthio-
harnstoff. A) 30 nM Champignon-Tyrosinase als Positivkontrolle. B) S2-Zelllysat mit rekom-
binanter PPO3. C) S2-Zelllysat mit rekombinanter PPO3-SII. Die Proben wurden jeweils mit
1 mg/ml Trypsin sowie dem Inhibitor in der angegebenen Konzentration fir 5 min vorinkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des Substrates gestartet. Zugabe von 70 nM (A), 140 nM (o),
1 uM (o) und 5 uM (x) Phenylthioharnstoff.
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3.2. Rekombinante Expression in bakteriellen Systemen

In einem parallelen Ansatz wurde versucht, basierend auf einem heterologen, bakte-
riellen Expressionssystem eine Methode fiir die rekombinante Herstellung der Vertreter
der Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden zu etablieren.

3.2.1. Rekombinante Expression der Prophenoloxidase 3

Zusatzlich zu den Expressionsversuchen in Insektenzellen (C.3.1.) erfolgte eine bakte-
rielle Uberexpression der PPO3 im T7-Expressionssystem unter Verwendung geeigneter
pET-Vektoren. Flr eine gewlnschte native Expression wurde die PPO3-Sequenz in
pET3a bzw. in pET24a ligiert. In einem zweiten Ansatz wurde die Sequenz in den Vektor
pET32b ligiert, der eine N-terminale Fusion mit dem hydrophilen Protein Thioredoxin
erlaubt. Dabei wurde das Fusionsprotein so konstruiert, dass das Thioredoxin bei Bedarf
proteolytisch abgespalten werden kann. Im Folgenden werden die entsprechenden
rekombinanten Proteine als PPO3 bzw. im Fall des Thioredoxin-Fusionsproteins als
Thrx-PPO3 bezeichnet. Wird ein Versuch mit beiden Proteinen durchgefihrt, wird der
Einfachheit halber auf die Bezeichnung (Thrx-)PPO3 zurtickgegriffen.

3.2.1.1. Auswahl geeigneter Bakterienzellen

Die ersten Testexpressionen wurden sowohl in BL21(DE3)pLysS als auch in dem
abgeleiteten Stamm Rosetta(DE3)pLysS durchgefiihrt. Dabei wurden nach erfolgter
Transformation je Stamm durchschnittlich finf Klone fir die Expressionsversuche einge-
setzt, um den mit der besten Uberexpressionseffizienz ermitteln zu kénnen. Die Kultur-
ansatze wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase (ODgy ~ 0,5) mit 0,4 mM
IPTG induziert und die Expressionen UN bei 26 °C durchgefihrt. Wahrend allerdings in
BL21(DE3)pLysS oftmals keine Expression von dem rekombinanten Protein mit dem
Strep-Tag Il beobachtet werden konnte, fihrten alle in Rosetta(DE3)pLysS durchge-
fihrten Testexpressionen grundsatzlich zum Erhalt von (Thrx-)PPOS3. Auch zeigte sich,
dass der Stamm Rosetta(DE3)pLysS in allen Fallen eine héhere Expressionsrate auf-
wies als die verwendeten BL21-Zellen. Als Konsequenz wurde fir alle nachfolgenden
Expressionen auf den transformierten Rosetta-Stamm zurlickgegriffen, wohingegen die
BL21-Zellen nur Verwendung fanden, wenn geringere Expressionsraten erwiinscht wa-

ren.
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3.2.1.2.  Erhalt von Iéslicher rekombinanter (Thrx-)PPO3

Bereits die genauere Analyse der ersten Testexpressionen lie erkennen, dass die
rekombinante (Thrx-)PPO3 zur Bildung von unléslichen Proteinaggregaten (inclusion
bodies) neigte. Da weder Spuren von ldslichem rekombinanten Protein noch eine
Phenoloxidase-Aktivitat im bakteriellen Zelllysat detektiert werden konnten, wurde eine
Aufreinigung und Ruckfaltung der (Thrx-)PPO3 aus den inclusion bodies angestrebt.
Allerdings wurden die geplanten Ruickfaltungsexperimente durch die schlechte Auf-
reinigung der inclusion bodies behindert. Auch wenn die Solubilisierung der Protein-
aggregate mittels chaotroper Denaturierungsmittel (Harnstoff, Guanidiniumhydrochlorid)
bzw. mit Detergenzien (SDS, N-Laurylsarcosin) in Verbindung mit alkalischen Puffern
versucht wurde, gelang es erst in 8 M Harnstoff in Kombination mit ca. 8 mM DTT bzw.
B-Mercaptoethanol und einer anschlieBenden Inkubation bei 50 °C, die inclusion bodies
halbwegs aufzulésen. Da das rekombinante Protein aber wahrend der verschiedenen
Renaturierungsversuche stets komplett ausfiel, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.
Stattdessen wurde der Fokus darauf gelegt, durch die Variation einiger Expressions-
parameter lésliche, rekombinante (Thrx-)PPO3 zu erhalten. Die Verbesserung der Pro-
teinldslichkeit wurde dabei durch eine Anderung von Expressionsdauer, -temperatur,
Induktorkonzentration und Kulturvolumen versucht. Fir die Auswertung aller Ansatze
wurden die Bakterien aufgeschlossen, der Isliche Zelliberstand wurde durch Zentri-
fugation von den restlichen Zellbestandteilen abgetrennt und beides mittels SDS-PAGE
sowie Western Blot analysiert. Dabei zeigte sich, dass I6sliche (Thrx-)PPO3 nur bei einer
Expression von 3 h bei der fur E. coli optimalen Wachstumstemperatur von 37 °C
erhalten wird (Abb. C.20).
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Abb. C.20: Rekombinante Expression von PPO3 (79 kDa) und Thrx-PPO3 (90 kDa) bei 37 °C
far 3 h in einem 100 ml Kulturvolumen. Jeweils von links nach rechts dargestellt: 10%ige SDS-
PAGE mit Marker, Bakterienkultur, Pellet nach Zellaufschluss, Uberstand nach Zellaufschluss.
Jeweils ganz rechts in den Abbildungen: Western Blot-Nachweis des jeweiligen rekombinanten
Proteins unter Verwendung des Iéslichen Uberstandes. A) Rekombinante PPO3. Man beachte,
dass die 79 kDa rekombinante PPO3 im Uberstand in der SDS-PAGE auf derselben Hbéhe lauft
wie ein bakterielles Protein. Den tatsachlichen Anteil an I6slicher PPO3 gibt somit die Western
Blot-Analyse wieder. B) Rekombinante Thrx-PPO3.

Im Gegensatz zum Fusionsprotein Thrx-PPO3 ist die Bildung léslicher PPO3 nicht nur
abhangig von der Temperatur, sondern auch vom Kulturvolumen. Nur in Expressions-
kulturen von 50-100 ml ist PPO3 im léslichen Zelliberstand nachweisbar (Tab. C.3, rot

markiert).

Tabelle C.3: Optimierung der Expressionsbedingungen

Expressionsbedingungen Erfolg
Protein Temperatur Zeit Induktor | Volumen Expression | Léslichkeit
18 °C 24 h + -
26 °C 18 h 0,4 mM 100 ml +4+4 -
30 °C 6 h + -
PPO3 50 ml ++ +
100 ml ++ +
37 C 3h 0,4 mM 500 m . .
800 ml +4++ -
18 °C 24 h + -
26 °C 18 h 0,4 mM 100 ml +++ -
30 °C 5h + -
Thrx-PPO3 188 m: ++ +
m ++ +
37 C 3h 0,4 mM 500 m ot n
800 ml +++ +
0,1 mM 100 ml ++ +

Nichtsdestotrotz konnte auch in den Fallen, in denen definitiv I6sliches Protein exprimiert
wurde, keine Phenoloxidase-Aktivitat im Zelllberstand nachgewiesen werden. Die Zu-
gabe von 10-100 um CuSO,4 zum Kulturmedium vor Induktion der Expression hatte eben-
falls keinen Einfluss auf die Bildung katalytisch aktiver (Thrx-)PPOS.
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3.2.1.3. Aufreinigung der I6slichen rekombinanten (Thrx-)PPO3

Nach rekombinanter Expression von PPO3 sowie des entsprechenden Thioredoxin-
Fusionsproteins gestaltete sich die Entwicklung eines geeigneten Aufreinigungsproto-
kolls fur beide Proteine als schwierig. Die Verwendung einer klassischen Prozedur, be-
stehend aus Ammoniumsulfatprazipitation gefolgt von diversen chromatographischen
Schritten, scheiterte bereits zu Beginn, da sich die rekombinante (Thrx-)PPO3 nach
erfolgter Fallung mit 20-30% Ammoniumsulfat nicht mehr in Lésung bringen lie. Sowohl
bei der Entsalzung mit Hilfe der Amicon Ultra-15 Zentrifugenfilter, als auch bei der scho-
nenden Version via Dialyse fiel diese stets vollstandig aus. Auch eine Variation der ver-
wendeten Puffer sowie der pH-Werte, in die das geféllte PPO3-Protein aufgenommen
wurde, fuhrte zu keinem Erfolg. Eine geplante Aufreinigung nur unter Verwendung von
Chromatographien, wie z.B. Anionenaustauscher-, GrdBenausschluss- und hydrophober
Interaktionschromatographie, wurde ebenfalls durch eine schlechte Léslichkeit des re-
kombinanten Proteins behindert. Bereits der nach der ersten durchgefiihrten Chromato-
graphie notwendige Schritt des Poolens und Einengens der gewlinschten Fraktionen mit
Zentrifugenfiltern hatte zur Folge, dass die (Thrx-)PPO3 wahrend der Zentrifugations-
schritte aggregierte. Aus diesen Grinden wurde auf die Aufreinigung in einem Ein-
Schritt-Protokoll, basierend auf einer Affinitdtschromatographie, zuriickgegriffen. Die re-
kombinante Expression von PPO3 und Thrx-PPO3 mit einem C-terminalen Strep-Tag
ermoglichte die schnelle und simple Aufreinigung beider Proteine unter Verwendung des
kommerziell erhéltlichen Strep-Tag/Strep-Tactin-Systems (B.8.4.). Dabei zeigte sich,
dass die Fusion der PPO3 an das hydrophile Thioredoxin die Menge an Iéslichem,
rekombinantem Protein erhéht. Wahrend maximal 1 mg PPO3 pro Liter Expressions-
kultur aufgereinigt werden konnte, betrug die Ausbeute an Thrx-PPOS bis zu 2,5 mg pro
Liter Ausgangskultur. Interessanterweise zeigte sich nur flir das Fusionsprotein ein
optimaler Reinheitsgrad, wohingegen die Aufreinigung von PPO3 nur partiell méglich war
(Abb. C.21 A + B).
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Abb. C.21: Aufreinigung Uber den Strep-Tag Il. Jeweils von links nach rechts
dargestellt: 10%ige SDS-PAGE mit Marker, Uberstand nach Zellaufschluss und
das Protein nach Aufreinigung. A) PPOS3 (79 kDa). B) Thrx-PPO3 (90 kDa).

3.2.1.4. Rekonstitution von rekombinanter (Thrx-)PPOG3: in vitro-Kupfereinbau

Zur Gewinnung katalytisch aktiver Phenoloxidase mussten die fir die Funktion wichtigen
Kupferionen in vitro in das |6sliche Apoprotein eingebaut werden. Unter der Bertcksich-
tigung, dass die Kinetik des Kupfereinbaus vom pH-Wert abhéngig sein kénnte, wurden
trishaltige Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten verwendet. Hierflr wurden die Bakte-
rienzellen jeweils in dem Puffer mit dem gewunschten pH-Wert aufgeschlossen und die-
se Zelliiberstande in den weiteren Versuchen eingesetzt. Eine zuvor durchgefiihrte Uber-
prifung der pH-abh&ngigen Ldslichkeit bestéatigte, dass bei dem verwendeten Spektrum
von pH 5,5-9,0 jeweils mindestens Spuren der I6slichen Thrx-PPO3 in den Zelltber-
standen zu finden sind (Abb. C.22).
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kba © ¢ & & & & & & Q Abb. C.22: Analyse der pH-
abhangigen Léslichkeit der
100 Thrx-PPO3 (90 kDa) mittels

85 —m — L e e e wes 4| gDS-PAGE. Von links nach
rechts: Marker und Zelllber-
stdnde nach Aufschluss der
Bakterien in einem Tris/HCI-
Puffer.

Unter Verwendung dieser unaufgereinigten, bakteriellen Uberstande mit rekombinanter
PPO3 bzw. Thrx-PPO3, sowie der Uberstande des untransformierten Bakterienstammes
als Negativkontrolle, wurden die Kupfereinbauversuche vorgenommen. Dabei wurden
neben dem pH-Wert weitere Parameter wie die Inkubationstemperatur und die einge-

96



C. Ergebnisse

setzte Kupferkonzentration sowie das Kupferangebot variiert. Zusatzlich zu der Verwen-
dung von CuSO, als Cu®-Donor wurden die Versuche parallel mit einem Angebot an
Cu’-lonen aus einem Cu(l)-GSH-Komplex durchgefiihrt (B.9.3.1.). Letztere wurden durch
Komplexierung mit Glutathion (GSH, reduzierte Form) hergestellt, wobei das GSH im 5-
fachen bzw. 10-fachen Uberschuss eingesetzt wurde (Tabelle C.4).

Tabelle C.4: Rekonstitutionsversuche von PPO3 sowie Thrx-PPO3 mit Kupfer
pH-Werte (50 mM Tris/HCI)
55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 |90

10 pm

4 < 100 pm

500 pm

10 um

100 pum

500 pm

10 pum

100 pum

500 um
10 pm : 50 pm
100 um : 500 pm
500 um : 2,5 mM
10 um : 50 um
100 pm : 500 pm
500 ym : 2,5 mM
10 pm: 50 pm
100 pm : 500 pm
500 ym : 2,5 mM
10 pm: 50 pm
100 pm : 500 pm
500 um : 2,5 mM
10 um : 50 um
100 um : 500 pm
500 um : 2,5 mM
10 um : 50 um
100 um : 500 pm
500 um : 2,5 mM

v
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v
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40
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A
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1:10
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A
v

1:5
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v

A

1:10
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v

A

1:5
40

v

1:10

A

Alle Ansatze wurden parallel mit der kommerziell erhaltlichen Champignon-Tyrosinase
als Positivkontrolle angesetzt, um einen mdglichen inhibierenden Effekt der Pufferbe-
standteile bzw. der Versuchsbedingungen auf die Enzymaktivitat ausschlieBen zu koén-
nen. RegelmaBig durchgefihrte Phenoloxidase-Aktivitatstests (B.10.) sollten eine Aus-
sage uber den erfolgreichen Einbau von Kupfer in das rekombinante Apoprotein bringen.
Die Auswertung der Tests mit dem MBTH-Nachweis wurde allerdings durch unspezi-
fische Farbreaktionen erschwert. Es zeigte sich im Vergleich mit der Negativkontrolle,
dass Cu®*-lonen ab 100 pm CuSQ, in Verbindung mit dem Farbereagenz MBTH und
dem Phenoloxidase-Substrat Dopamin auch in Abwesenheit eines aktiven Enzyms zu
einem bei 505 nm deutlich detektierbaren Produkt fuhrten. Auch eine Oxidation der
Cu(l)-GSH-Komplexe zu Cu(ll)-GSSG, welche vor allem nach zu langer Inkubation bzw.
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besonders bei basischen pH-Werten auftrat, fihrte zu unspezifischen Detektionspro-
dukten. Aus diesem Grund wurden alle Ansatze zusétzlich mit dem Dopachrom-Assay
auf eine mdogliche Aktivitat Uberprift. Nichtsdestotrotz konnte in keinem einzigen Fall
eine katalytische Aktivitat der rekombinanten (Thrx-)PPO3 nachgewiesen werden.

In einem nachfolgenden Versuch wurde statt des Tris/HCI-Puffers ein 0,1 M Phosphat-
puffer, pH 7,0 als Rekonstitutionspuffer eingesetzt. Die Versuche wurden in Bezug auf
das Kupferangebot und die Kupferkonzentrationen sowie die Inkubationstemperatur wie
zuvor beschrieben wiederholt, eine katalytische Aktivitdt der PPO3 konnte allerdings
auch hier nicht nachgewiesen werden. In einer weiteren Versuchsreihe wurde berlck-
sichtigt, dass der optimale pH flr den in vitro-Kupfereinbau in das Apoenzym vom dem
fir den Aktivitatstest idealen pH abweichen kann (Wigfield und Goltz, 1993). Eine Mdg-
lichkeit, solche Bedingungen optimal miteinander zu verknlpfen, ist das Umpuffern der
Proteinlésung mit der Methode der Dialyse nach erfolgter Rekonstitution (Nakamura et
al., 2000). So wurde zur Rekonstitution der PPO3 auf trishaltige Puffer unterschiedlicher
pH-Werte zurlickgegriffen, wohingegen die Aktivitatsanalysen in einem Phosphatpuffer,
pH 7,0 durchgefiihrt wurden. Diese Versuche fanden sowohl mit dem unaufgereinigten,
rekombinanten Protein im bakteriellen Zelllysat als auch mit der aufgereinigten PPO3
statt, wobei wie zuvor verschiedene Parameter wie die Kupferquelle, -konzentration
sowie die Inkubationstemperatur variiert wurden. Trotz all dieser Modifikationen zeigte
die rekombinante PPOS3 aber in keinem Fall eine katalytische Aktivitat.

Neben den bislang erwahnten Kupferquellen wird in einigen Studien fir die Rekonsti-
tution von Kupferproteinen die Verbindung CuCl,> verwendet, die durch das Zusammen-
wirken von Cu(Il)Cl, und dem reduzierenden Vitamin C (L-Ascorbinsdure) entsteht
(B.9.3.3.; Jensen et al., 1999a; b). Erste Versuche mit dieser Verbindung, bei der die
bakteriellen Uberstande 1:1 bzw. durchschnittlich 1 mg der aufgereinigten (Thrx-)PPO3
1:10 in diesem Tris-CuCl,>-Puffer verdiinnt wurden, fiihrten zu keiner Rekonstitution der
Enzymaktivitat. In diesen letzten Experimenten wurde allerdings die Induktion der Aktivi-
tat bislang nur mit unterschiedlichen Konzentrationen an SDS versucht.

Auffallig in allen bislang durchgeflihrten Versuchsansatzen war, dass ab einer Inkuba-
tionsdauer von mehr als 12-24 h in den Proben mit (Thrx-)PPO3 eine verstarkte Aggre-
gation und somit ein Ausfallen der Proteine beobachtet werden konnte. Eine Verbesse-
rung der Proteinléslichkeit wurde durch die Zugabe des Sulfobetains PPS zum Tris-
CuCl,>-Puffer erreicht. Diese Modifikation fiihrte aber trotzdem zu keiner erfolgreichen
Rekonstitution der rekombinanten Apoproteine PPO3 bzw. Thrx-PPO3 mit Kupfer. Wei-
tere Experimente in Verbindung mit zuséatzlichen Modifikationen im Ablauf wie der Varia-
tion der Kupfer- und Proteinkonzentration oder auch die Variation der Aktivierungspara-
meter konnten aus zeitlichen Griinden nicht mehr durchgefihrt werden.
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3.2.2. Rekombinante Expression von Hexamerinen

Neben den rekombinanten Expressionsversuchen der PPO3 wurde das bakterielle T7-
System auch auf einen kupferlosen Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie angewandt.
Hierfir wurde ein Hexamerin von D. melanogaster ausgewahlt. Dieses extrazelluldr in
der Hamolymphe vorliegende LSP2 (Larval Serum Protein 2) bildet ein Monohexamer
aus einer einzigen, etwa 75 kDa groBen Untereinheit, wobei diese Untereinheiten unter
nativen Bedingungen durch ein N-terminales Signalpeptid in die Hamolymphe sezerniert
werden (Akam et al., 1978; Mousseron-Grall et al., 1997). Ein LSP2-Plasmid-Klon mit der
vollstandigen kodierenden Sequenz samt Signalpeptid wurde vom ,,Drosophila Genomics
Resource Center* (USA) bezogen und fir die Klonierungsarbeiten eingesetzt.

3.2.2.1. Rekombinante Expression von LSP2 im bakteriellen pET-System

Die rekombinante Expression von LSP2 erfolgte unter Verwendung von pET-Vektoren
und dem Stamm BL21(DE3)pLysS. Bei der Erstellung der entsprechenden Expressions-
konstrukte wurde die LSP2-Sequenz so modifiziert, dass die fiir das Signalpeptid codie-
renden 63 bp entfernt wurden. Auf diesem Weg wurde nicht nur eine erfolgreiche Ex-
pression von LSP2 in diesen Bakterien erreicht, auch zeigte sich nach Praparation der
Zellen, dass sich unter den optimierten Bedingungen bei einer Expressionstemperatur
von 26 °C ein Teil der LSP2-Proteine im lbslichen Zellextrakt befand (B.5.1.3.;
Hefenbrock, 2008). Der I8sliche Anteil an LSP2 konnte problemlos in einem Zwei-Schritt-
Protokoll, bestehend aus Ammoniumsulfatfallung und Anionenaustauschchromatogra-
phie, aus dem bakteriellen Uberstand aufgereinigt werden, wobei die Ausbeute an
reinem LSP2 bei durchschnittlich 5-6 mg Protein pro Liter Expressionskultur lag (Abb.
C.23).

< Q" | Abb. C.23: Rekombinante Ex-
® 0@'3’ 9 pression und Aufreinigung des
kDa KL & o S N\ LSP2 (75 kDa). Von I|_nks nach
rechts dargestellt: 10%ige SDS-
PAGE mit Marker, Pellet und Uber-
stand nach Aufschluss der Bakte-
85 rien, 30%iges Ammoniumsulfatpel-
70— - Oy .- — <— | let, Probe nach Anionenaustausch-
chromatographie. Ganz  rechts:
Western Blot-Nachweis des reinen
S— LSP2 mit Anti-LSP2-Antikdrpern.
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3.2.2.2. Rekonstitution der LSP2-Quartarstruktur

Flr die Assoziation der aufgereinigten, rekombinanten LSP2-Monomere zum Hexamer
wurde das Dialyseverfahren eingesetzt, wobei jeweils 5 mg des aufgereinigten Proteins
fir 60 h bei 4 °C gegen einen physiologischen Puffer dialysiert wurden (B.9.2.). Die
Analyse der erhaltenen Quartarstruktur erfolgte mittels Transmissionselektronenmikros-
kopie. Als Kontrolle wurden die nativen LSP2-Hexamere der Drosophila-Hamolymphe
herangezogen. Ein Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen verdeutlichte den Erfolg
der Hexamer-Rekonstitution: Das rekombinante LSP2 zeigte nach Dialyse die fiir dieses
Hexamerin charakteristischen quaderférmigen, etwa 20 x 20 nm groBen, hexameren
Strukturen, die auch in der Hamolymphe eindeutig identifizierbar sind (Abb. C.24).

Abb. C.24: Nachweis der LSP2-Hexamere. Transmissionselekironenmikroskopische Auf-
nahmen bei einer Negativkontrastierung der Proben. A) Hamolymphe von D. melanogaster-
Larven des dritten Entwicklungsstadiums. Die LSP2-Hexamere sind gelb umkreist. B) Rekom-
binante LSP2-Hexamere nach einer 60 h-Dialyse.

Unter Verwendung der rekombinanten LSP2-Monomere wurde die Abhangigkeit der
Hexamerbildung von der Dialysedauer untersucht. Die Auswertung der unterschiedlich
lange dialysierten Proben erfolgte mit der Methode der GrdBenfraktionierung. Eine zuvor
durchgefiihrte Eichung der GrdBenfraktionierungssaule ergab, dass die Differenzierung
der LSP2-Hexamere von den monomeren Untereinheiten durch eine einfache Analyse
des Chromatogrammprofils méglich ist: Wahrend die nativen, ca. 450 kDa Hexamere der
Hamolymphe bereits nach ca. 2,4 h die Saule passiert haben (Abb. C.25, A), eluieren die
rekombinanten LSP2-Monomere von 75 kDa erst nach ca. 3,9 h (Abb. C.25, B).

100



C. Ergebnisse

0,025
0,03
hs 0,024
2 2
,ﬁ. 0,015 ‘|\|' 0,018
o Q
o 0,01 O 0,012
0,005 0,006
22 23 24 25 2,6 37 38 39 4 41
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. C.25: Eichung der GréBenfraktionierungsséule: Elutionsprofil von LSP2-Hexameren
und Monomeren. Pro Chromatographielauf wurden jeweils 5 mg der Proteinproben eingesetzt.
A) Hamolymphe von D. melanogaster-Larven des dritten Entwicklungsstadiums. B) Aufgereinigte,
rekombinante LSP2-Monomere vor Dialyse.

Auch die im Rahmen der Eichung durchgeflihrte Auftrennung des zum Hexamer asso-
ziierten rekombinanten LSP2 resultiert in einem Elutionspeak nach ca. 2,4 h. Dass es
sich hierbei tatsachlich um die Hexamere handelt, bestatigt eine elektronenmikros-
kopische Analyse dieses Elutionspeaks. Nach dem Poolen und Einengen der entspre-
chenden Fraktionen bis zu einer Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml zeigten die ange-
fertigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen eindeutig die quaderférmigen LSP2-
Hexamere von 20 x 20 nm GrdBe (Abb. C.26).

2,2 23 24 2,5 2,6

Abb. C.26: Nachweis rekombinanter LSP2-Hexamere im Elutionspeak nach 2,4 h. A) Dar-
gestellt ist der nach 2,4 h in einer Gelfiltrationschromatographie beobachtete Elutionspeak einer
fir 60 h dialysierten Probe. B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen des nach 2,4 h beobach-
teten Elutionspeaks.

Die Abb. C.27 fasst die einzelnen Chromatogrammprofile zusammen, die nach der
zeitabhangigen Dialyse von rekombinanten LSP2-Monomeren erhalten wurden. Dabei
wird deutlich, dass eine Dialyse von mindestens 60 h fir eine erfolgreiche Assoziation
der Monomere zum Hexamer nétig ist. Die GréBenauftrennung einer 24-48 h lang dialy-
sierten Probe resultiert nur in einem einzigen deutlichen Elutionspeak nach ca. 3,9 h,
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welcher dem monomeren LSP2 entspricht. Dagegen werden nur bei einer Dialysezeit
von 60-144 h hexamere Strukturen erhalten, die - wie laut Eichung erwartet - nach ca.
2,4 h von der Saule eluieren (Abb. C.27, mit rotem Pfeil markiert). Eine Verlangerung der
Dialysezeit von 60 h auf bis zu 144 h hat aber keine Erhéhung der Hexamerbildung zur
Folge. Stattdessen eluieren ab einer Dialyse von 60 h Dauer auch zunehmend Proteine
mit hdherer sowie niedrigerer molekularer Masse als erwartet von der Saule. Der nach
ca. 4,3 h erhaltene Elutionspeak bei einer Dialysezeit von 60-160 h weist vermutlich auf
eine Denaturierung bzw. Degradierung der LSP2-Monomere hin. Dagegen sprechen die
Elutionspeaks der Proteine, die innerhalb von 0,5-2 h die S&ule passieren, flir eine
Aggregatbildung des LSP2. So liegt nach 160 h Dialyse der GroBteil der LSP2-Proteine
hochmolekular in aggregierter Form vor (Abb. C.27).
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Abb. C.27: Abhéangigkeit der LSP2-Hexamerbildung von der Dialysedauer. Auswertung
mittels Gelfiltrationschromatographie nach Dialyse von 5 mg rekombinantem LSP2 fiir die
angegebene Dauer. Der dem LSP2-Hexamer entsprechende Peak ist mit einem roten Pfeil
gekennzeichnet.
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D. Diskussion

1. Das Hamoglobin von Carcinus maenas

In der Regel wird jeweils eines der drei respiratorischen Proteine Hdmocyanin, Hdmo-
globin und Hamerythrin pro Organismus exprimiert (Vinogradov, 1985; Mangum, 1992;
Markl und Decker, 1992; van Holde und Miller, 1995; Hardison, 1996; 1998). Bekannte
Ausnahmen bilden lediglich die Posthornschnecke Biomphalaria glabrata (Lieb et al.,
2006) sowie der Amphipode Cyamus scammoni, in denen eine Koexistenz von Hamo-
globin und Hamocyanin in der Hamolymphe vorliegt (Terwilliger, 1991; Terwilliger und
Ryan, 2006; Terwilliger, 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Strandkrabbe
Carcinus maenas ein dritter Organismus identifiziert, der sowohl H&mocyanin als auch
Hamoglobin exprimiert. Diese Koexistenz weicht allerdings von den bekannten Fallen ab,
da es sich um die Kombination eines extrazelluldaren Hdmocyanins und eines intrazellu-
laren Hamoglobins handelt. Zudem wurde mit dem Hamoglobin von C. maenas (CmaHb)
erstmals ein intrazellulares Globin der Crustacea nachgewiesen. Um Ruickschlisse in
Hinblick auf dessen Funktion und Entstehung ziehen zu kénnen, wurde CmaHb n&her
charakterisiert.

1.1. Hamoglobin: Funktion in Entgiftung oder Signaltransduktion?

Verschiedene Analysen zeigten, dass es sich bei CmaHb um ein kiemenspezifisches
Globin handelt. So wurde CmaHb sowohl mit der Methode der RT-PCR als auch mittels
Western Blot (Abb. C.3) eindeutig in den Kiemen nachgewiesen. Immunhistochemische
Untersuchungen (Abb. C.6) lieBen ebenso wie Zellfraktionierungsstudien (Abb. C.4) eine
Membranassoziation des CmaHb in diesem Gewebe erkennen. Erste Untersuchungen
am rekombinanten Protein wiesen auf eine hohe Autooxidation hin.

Bislang ist jedoch unklar, welche Aufgabe dieses Globin in den respiratorischen Organen
von C. maenas erflllt, zumal ein extrazellulares Hamocyanin eine adaquate Versorgung
dieses Organismus mit Sauerstoff gewahrleistet (Markl, 1979; 1986). Der Gasaustausch
erfolgt dabei in den Lamellen der Kiemen, wohingegen die im Kiemenseptum gelegenen
afferenten und efferenten GefaBe die Hamolymphe fihren. Das CmaHb wurde sowohl in
den Lamellen, als auch im Septum nachgewiesen (Abb. C.6). Aufféllig ist vor allem die
Lokalisation in den Zellbereichen, die dem Wasser in der Kiemenhdéhle zugewandt sind.
Hieraus resultiert eine Nahe des CmaHb zu den Hauptzellen, die die respiratorische
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Funktion in dem Kiemen erfillen (Goodman und Carvey, 1990). Auch wenn die fiir die
Sauerstoffbindung notwendigen Aminosauren in CmaHb vorhanden sind (Abb. C.1),
spricht dessen schnelle Autooxidation eher gegen eine respiratorische Funktion. Eine
Funktion als Sauerstoffsensor, wie sie bislang fiir einige Globine der Archaea und Bakte-
rien nachgewiesen werden konnte (Hou et al., 2001; Freitas et al., 2003; Thijs et al.,
2007), ist bei einer solch hohen Autooxidationsrate ebenfalls auszuschlieBen.
Ruickschlisse auf mégliche Funktionen lassen sich ziehen, wenn man sich verstarkt auf
die Membranlokalisation des CmaHb beruft. Seit einigen Jahren sind diverse bakterielle
Globine fir ihre Interaktionen mit Membranlipiden bekannt (Ramandeep et al., 2001; Liu
et al., 2004; Rinaldi et al, 2006; Di Giulio und Bonamore, 2008). Diese Proteine lagern
sich an die Zellmembran der Bakterien an oder sogar in diese ein (Ramandeep et al.,
2001; Bonamore, 2003). Zudem sind sie in der Lage, Lipide in ihrem aktiven Zentrum zu
binden (Ollesch et al., 1999; Rinaldi et al., 2006). Zahlreiche Hypothesen, die die Mem-
branlokalisation dieser Globine erklaren sollen, umfassen neben der Austibung respira-
torischer Aufgaben vor allem Funktionen zum Schutz der zelluldren Oxidasen und/oder
der Bakterienmembran vor ROS/RNS (Di Giulio und Bonamore, 2008). Besonders der
letzte Punkt ist interessant, da CmaHb durch seine Lokalisation zwischen dem Wasser in
der Atemhéhle und den respiratorisch tatigen Kiemenzellen eine solche Schutzfunktion
gegeniber der Kiemenmembran besitzen kénnte. Hierflr ist die beobachtete Autoxida-
tion des rekombinanten CmaHb sogar essentiell, da die Ausiibung der Pseudoperoxida-
seaktivitat auf der Bildung von Met-Globin beruht (Cashon und Alayash, 1995; Alayash,
1999; Alayash et al., 1999).

Im Gegensatz zu diesen bakteriellen Globinen (Ramandeep et al., 2001; Park et al.,
2002) besitzt das CmaHb laut computergestiitzter Voraussagen ein N-terminales Se-
quenzmotiv fir eine N-Myristoylierung. Ermdglicht wird dadurch eine spezifische Fett-
saureaddition, die auf der kovalenten Bindung eines Myristinrestes an ein N-terminales
Glycin des Zielproteins beruht (Resh, 1999). Dieser Prozess wird in den meisten Fallen
co-, selten posttranslational durch das Enzym N-Myristoyltransferase katalysiert (Towler
et al., 1987; Zha et al., 2000), wobei Myristoyl-CoA als Fettsduredonator fungiert (Farazi
et al., 2001). N-Myristoylierungen vermitteln eine reversible Interaktion mit Zellmem-
branen und/oder anderen Proteinen (Peitzsch et al, 1993; Murray et al., 1997). Solche
myristoylierten Proteine spielen in unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden eine
Rolle (Carr et al., 1982; Resh, 1994; Zhu et al., 1995; De Jonge et al., 2000; Ishitani et
al., 2000; Zha et al., 2000; Farazi et al., 2001). Diese Art der Modifikation weist somit
moglicherweise auf eine Funktion des CmaHb in einem noch unbekannten Signaltrans-
duktionsprozess hin. Da C. maenas aufgrund seiner hohen Umwelttoleranz physiko-
chemischen Schwankungen in seiner Umgebung unterworfen ist (Walther, 2008), ist die
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Existenz solcher Signaltransduktions- bzw. Regulationsprozesse in den Kiemen sehr
wahrscheinlich, da diese Organe Uber das die Atemhdhle durchstrémende Wasser in

Berlihrung mit der AuBenumgebung kommen.

1.2. Implikation far die Evolution der Arthropoden-Globine

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass die Globine der Crustacea paraphyletisch sind.
Die Globine der Insecta® bilden mit denen der Branchiopoda (Crustacea) eine monophy-
letische Gruppe, welche die Schwestergruppe der Globine der Malacostraca (Crustacea)
darstellt. Letztere werden bisher lediglich durch das in dieser Arbeit untersuchte CmaHb
reprasentiert. Die Globine der Crustacea und Insecta stehen wiederum mit den Globinen
der Chelicerata in einem Schwestergruppenverhéltnis. Die Globine der Branchiopoda
sind offensichtlich ndher mit den Globinen der Insecta verwandt als mit denen der Mala-
costraca (Abb. D.1).

? Intrazelluldre, membrangebundene Globine der Chelicerata

Intrazellulares, membrangebundenes CmaHb (Malacostraca, Crustacea)

——— ? Intrazelluldre, membrangebundene Globine der Insecta

b Intrazellulédre Globine der Insecta

Extrazelluldare Globine der Chironimidae (Insecta)

Extrazelluldre Globine der Branchiopoda (Crustacea)

Abb. D.1: Schematische Darstellung der Evolution von Arthropoden-Globinen: Intrazellu-
lare, membrangebundene Globine als urspriingliche Variante. Vgl. auch Stammbaum Abb.
C.10. Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte CmaHb ist grau hinterlegt. Félle, in denen eine
Membranbindung nur computergestiitzt vorausgesagt wurde, sind mit einem Fragezeichen
gekennzeichnet.

3 Begriffsdefinition Insecta vgl. Seite 5
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Innerhalb der Arthropoden-Globine stellt CmaHb das erste bekannte intrazellulare Globin
dar, welches eindeutig eine Membranassoziation aufweist (Abb. C.4, Abb. C.6). Com-
putergestitzen Analysen weisen darauf hin, dass in diesem Fall die Interaktion mit der
Membran Uber eine N-Myristoylierung vermittelt wird (Abb. D.2).

A B Gly

o M
MGXXXSX C .R
RapHb : MGSIVSSQQO AW W W LW N/’\r/
IscHb : MGSIVSSQQD H ©
CmaHb : MGAVLSVVIWG N-Myristoyl-Hdmoglobin
DceHbl  : MGGLLSYFYG
BmoHb : MGTWESYMWW
AmeHbl  : MGTFLRFLGI | |G Hamoglobin
DmaHbl 1 : MASFKIALLF |
Dpabnl 1 3 MOFLELALFE Gly Cytoplasma
MmaHbl 1 : MLKITLLLAV i
ApiHb : MASSLSPLQI
GinHbl  : MNSEEVNDIK
AgaHbl  : MSGPGSLVGS
CttHbI  : MKFLILALCV

Abb. D.2: Membranbindung von intrazelluldren Globinen iber eine N-Myristoylierung. A)
Computergestitzte Analyse der N-Termini verschiedener Arthropoden-Globine. Potentielle Signal-
sequenzen fir N-Myristoylierungen sind in den jeweiligen Globinsequenzen rot markiert. Die
Konsensussequenz fir die N-Myristoylierung ist ganz oben rot dargestellt, das fir die Fettsaure-
addition benétigte Glycin ist mit einem blauen Pfeil markiert. RapHb: Rhipicephalus
appendiculatus Hamoglobin, IscHb: Ixodes scapularis Hamoglobin, CmaHb: Carcinus maenas
Hamoglobin, DceHb1: Dascillus cervinus Hamoglobin, BmoHb: Bombyx mori Hamoglobin,
AmeHb1: Apis mellifera Hamoglobin, DmaHb1_1: Daphnia magna H&moglobin Doméne 1,
DpuHb1: Daphnia pulex Hamoglobin Domane 1, MmaHb1_1: Moina macrocopa Hamoglobin
Doméane 1, ApiHb: Acyrthosiphon pisum Hamoglobin, GinHb1: Gasterophilus intestinalis
Hamoglobin, AgaHb1: Anopheles gambiae Hamoglobin, CttHbl: Chironomous thummi thummi
Hamoglobin B) Myristoyliertes Hamoglobin. Nach Abspaltung des Methionins wird die Fettsdure
kovalent an das Glycin des Hamoglobins gebunden. Diese Amidbindung ist gelb markiert. C)
Schema zur Membranassoziation myristoylierter Globine.

Die Globine der Cheliceraten, die von denen der zwei Zecken Ixodes scapularis und
Rhipicephalus appendiculatus reprasentiert werden, besitzen ebenfalls potentielle N-
terminale Sequenzmotive flir eine N-Myristoylierung (Abb. D.2). Da die entsprechenden
Sequenzen aus EST-Daten abgeleitet wurden, sind derzeit noch keine genauen Aus-
sagen Uber die Lokalisation und Funktion dieser Proteine mdglich. In beiden Féllen
konnte aber mit dem Programm PSORT Il definitiv die Prasenz eines hydrophoben Sig-
nalpeptids flr die Sekretion in den Extrazellularraum ausgeschlossen werden. Die mit
dem Programm Myristoylator berechnete Wahrscheinlichkeit einer N-Myristoylierung von
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98-99% deutet stark auf eine Membranbindung hin. Eine intrazellulare, membrange-
bundene Lokalisation stellt offensichtlich die urspriingliche Form der Arthropoden-Glo-
bine dar (Abb. D.1).

In den Insecta ist lediglich bei den Globinen des Seidenspinners Bombyx mori (Lepi-
doptera) und des Moorweichkéafers Dascillus cervinus (Coleoptera) die Konsensusse-
quenz fir eine N-Myristoylierung vorhanden (Abb. D.2). Im Gegensatz dazu besitzen die
restlichen der hier untersuchten intrazellularen Insekten-Globine kein Sequenzmotiv fir
eine Myristoylierung und liegen somit frei im Cytoplasma vor. Sie sind vermutlich aus der
urspringlich membrangebundenen Variante hervorgegangen. Solche intrazellularen
Hamoglobine wurden in mehreren Vertretern der eumetabolen Insektenordnungen, wie
beispielsweise der Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera und Lepidoptera, nachgewie-
sen (Burmester und Hankeln, 1999; Hankeln et al., 2002; 2006; Burmester et al., 2006;
Burmester und Hankeln, 2007). Die Hadmoglobine von Anopheles, das Hamoglobin der
Honigbiene Apis mellifera und Globin1 von D. melanogaster sind dabei mit dem jewei-
ligen Tracheensystem (Tracheen, Tracheolen und Terminalzellen) assoziiert (Hankeln et
al., 2002; 2006; Burmester et al., 2006; 2007). Die genaue Funktion all dieser
intrazellularen Globine der Insecta ist noch weitgehend ungeklart. Das Globin1 von
D melanogaster ist vermutlich an der Detoxifizierung von ROS beteiligt (Gleixner et al.,
2008). Die intrazellularen Hamoglobine der Rickenschwimmer (Hemiptera) (Bergstrom,
1977; Wells et al., 1981; Matthews und Seymour, 2006; 2008) und der Larven der Pfer-
demagenbremse Gasterophilus intestinalis (Keilin und Wang, 1946; Dewilde et al., 1998;
Pesce et al., 2005) dienen dagegen der Sauerstoffspeicherung.

Extrazellulare Hamoglobine haben sich offensichtlich zwei Mal unabhangig voneinander
in den Chironimidae (Insecta) und Branchiopoda (Crustacea) aus einem intrazellularen
Vorlaufer entwickelt (Abb. D.1). Diese Globine erflllen respiratorische Funktionen, d.h.
sie Uben eine Rolle im Transport bzw. der Speicherung von Sauerstoff aus. Das extra-
zelluldare Hamoglobin der Larven der Zuckmicken (Chironimidae) gewahrleistet bei der
hypoxischen Lebensweise dieser Organismen die ausreichende Sauerstoffversorgung
(Walshe, 1951; Bergstrom et al., 1976; Osmulski und Leyko, 1986; Saffarini et al., 1991;
Zebe 1991; Weber und Vinogradov, 2001).

Innerhalb der Crustacea weisen neben den Branchiopoda auch Vertreter der Copepoda,
Ostracoda und Cirripedia extrazelluldre Hamoglobine in ihrer Hamolymphe auf (Fox,
1957; Mangum, 1983; Terwilliger, 2001; Weber und Vinogradov, 2001). Die entsprechen-
den Hamoglobinsequenzen sind allerdings noch nicht bekannt, so dass derzeit keine
Aussagen Uber deren phylogenetische Einordnung méglich sind. Es ist aber zu vermu-
ten, dass diese extrazellularen Proteine wie die Hamoglobine der Branchiopoda aus

einem intrazelluldren Vorlaufer hervorgegangen sind. In den Malacostraca, in denen
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Ublicherweise Hamocyanin die respiratorischen Aufgaben Gbernimmt (Mangum, 1983;
Markl, 1986; Markl und Decker, 1992; Burmester, 2002), ist die Existenz eines extra-
zellularen Hamoglobins in dem Amphipoden Cyamus scammoni bekannt. Zudem liegt in
diesem Fall eine Koexistenz von extrazellularem Hamoglobin und Hamocyanin in der
Hamolymphe vor (Terwilliger, 1991; Terwilliger und Ryan, 2006; Terwilliger, 2008). Da
nach bisherigem Kenntnisstand C. scammoni keine Phenoloxidase besitzt, wird fur das
Hamocyanin eine Funktion als Pseudophenoloxidase vorgeschlagen (Terwilliger und
Ryan, 2006; Terwilliger, 2008), wohingegen fur das Hamoglobin eine Funktion als Sauer-
stofftransportprotein angenommen wird (Terwilliger, 1991; 2008). Die Sequenz dieses
Globins ist ebenfalls nicht bekannt. Da es sich aber um ein extrazellulares Protein han-
delt, ist zu vermuten, dass sich dieses - nach einem Funktionswandel des Hadmocyanins
von einem respiratorischen Protein zu einer Pseudophenoloxidase - aus einem intra-

zellularen Globin entwickelt hat.
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2. Das Hamocyanin von Speleonectes tulumensis

Innerhalb der Malacostraca Ubernimmt Hamocyanin die Funktion des Sauerstofftrans-
porters in der HAmolymphe. Dagegen konnte dieses Protein bislang in keinem einzigen

Vertreter der ,Entomostraca“*

) eindeutig nachgewiesen werden (Mangum, 1985; Markl
und Decker, 1992; Burmester, 2002). BLAST-Analysen bestéatigen dies, da weder innner-
halb der bekannten genomischen Sequenzen, noch in den EST-Datenbanken entspre-
chende Hamocyaninsequenzen fir die Vertreter der ,Entomostraca“ identifiziert werden
konnten. Im Fall der hier untersuchten Remipedia, einer 1979 entdeckten Klasse der
Crustacea mit bislang etwa 20 beschriebenen Taxa (Yager, 1981; Koenemann et al.,
2007b), wird allerdings seit einigen Jahren Uber ein Vorkommen von hamocyanin-
ahnlichen Partikeln spekuliert (Yager, 1991; van der Ham und Felgenhauer, 2007). So
wurden beispielsweise mit Hilfe von EM-Aufnahmen Kristalle in den Hamatocyten dieser
Krebse nachgewiesen, die in Form und Struktur dem 8 x 6 Hamocyanin des Pfeil-
schwanzkrebses Limulus polyphemus &hneln (Yager, 1991).

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen an Speleonectes tulumensis konnten erstmals
die Hamocyaninsequenzen eines Vertreters der Remipedia ermittelt werden. Mit dem
Nachweis des entsprechenden Proteins via Western Blot wurde zudem eindeutig belegt,

dass dieses Protein auch auBerhalb der Malacostraca exprimiert wird.

2.1. Hamocyanin: Funktion als Sauerstofftransportprotein

Die Remipedia sind an eine sauerstoffarme Umgebung in Héhlengewéassern adaptiert
(Pohlman et al.,, 1997; Koenemann et al., 2006), so dass die Existenz eines respira-
torischen Proteins zur Verbesserung der Sauerstoffverteilung im Kreislaufsystem dieser
Tiere von Vorteil ist. Die Identifizierung von Hamocyanin in S. tulumensis lasst folglich
vermuten, dass dieses Protein die respiratorischen Funktionen im Organismus erfullt.
Eine Analyse der Hamocyaninsequenzen bestatigte, dass die fir die Sauerstoffbindung
essentiellen Aminosauren, wie die zur Koordination der Kupferionen zustandigen sechs
Histidine sowie die an der Stabilisierung der Sauerstoffbindung beteiligten drei Phenyl-
alanine, konserviert sind. Die Sequenzdaten weisen zudem auf ein extrazellulares Pro-
tein hin. So besitzen alle drei Aminosauresequenzen der Hdmocyaninuntereinheiten von
S. tulumensis ein N-terminales Signalpeptid fur die Sekretion in die Himolymphe, wie es
auch fir die respiratorischen Hamocyanine der Malacostraca charakteristisch ist
(Mangum, 1985; Markl und Decker, 1992; van Holde und Miller, 1995). Das Beispiel

110



D. Diskussion

S. tulumensis bringt die Vermutung nahe, dass die Remipedia funktionelles Hamocyanin
in ihrer Hamolymphe aufweisen, welches die ausreichende Sauerstoffversorgung des
Organismus unter den hypoxischen Lebensbedingungen gewahrleistet.

2.2. Schwestergruppenverhaltnis der Remipedia und Insecta?

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten phylogenetischen Analysen schlieBen
eindeutig eine Zuordnung der drei StuHc-Untereinheiten in die Gruppe der Crustaceen-
Hamocyanine aus. Stattdessen gruppieren diese mit den Hadmocyaninen der Insekten
(Abb. C.13). Aufféllig ist dabei, dass der untersuchte Organismus S. tulumensis beide
Untereinheitstypen besitzt, die far die Insektenhdmocyanine charakteristisch sind
(Hagner-Holler et al., 2004; Pick et al., 2008; 2009). StuHc1 und 3 bilden ein Monophy-
lum mit der Hadmocyaninuntereinheit 1 der Insekten, StuHc2 dagegen gruppiert mit der
entsprechenden Untereinheit 2. Zudem weist StuHc2 eine einzigartige Insertion in seiner
Sequenz auf, wie sie auch in den orthologen Sequenzen der Hamocyaninuntereinheit 2
von Insekten zu finden ist (Abb. C.11; Aminosauren 460-470).

Hamocyanine eignen sich aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Evolutionsrate sehr
gut als Marker fir die evolutive Entwicklung der Arthropoden (Burmester, 2001; Kusche
und Burmester, 2001; Kusche et al., 2002; Kusche et al., 2003a). Die erhaltenen Resul-
tate weisen somit auf ein Schwestergruppenverhaltnis der Remipedia und Insecta sowie
folglich auf eine Paraphylie der Crustacea hin.

Aufgrund von morphologischen Merkmalen wurde lange Zeit angenommen, dass die
Insecta und Myriapoda das Monophylum ,Tracheata“ oder auch ,Atelocerata“ bilden
(Kastner und Gruner, 1993; Hennig, 1994; Westheide und Rieger, 1996; Brusca und
Brusca, 2003). Diese These wird mittlerweile abgelehnt (Friedrich und Tautz, 1995;
Giribet und Ribera, 2000; Kusche und Burmester, 2001; Kusche et al., 2002) und statt-
dessen eine Gruppierung der Insecta und Crustacea postuliert, die unlangst zu den zwei
Evolutionsmodellen der ,Tetraconata“ (Richter, 2002) und ,Pancrustacea” (Zravy und
Stys, 1997) gefihrt hat. Auch wenn molekulare Analysen auf eine Paraphylie der Crus-
tacea hindeuten, ist noch immer unklar, welches Taxon der Crustacea die Schwester-
gruppe der Insecta bildet (Garcia-Machado et al., 1999; Wilson et al., 2000; Hwang et al.,
2001, Roeding et al., 2007; Dunn et al., 2008). Die phylogenetische Einordnung der
Remipedia ist ebenfalls nicht geklart und Gegenstand kontroverser Diskussionen, wobei
verschiedene Positionen innerhalb der Crustacea vorgeschlagen wurden (Schram, 1986;
Regier und Shultz, 2001; Regier et al., 2005; Hassanin 2006; Lim und Hwang, 2006;
Carapelli et al.,, 2007). So weisen beispielsweise phylogenetische Analysen der 18S
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rRNA und der mitochondrialen Gene auf eine ndhere Verwandtschaft der Remipedia und
Maxillopoda hin (lto, 1989; Spears und Abele, 1997; Lim und Hwang, 2006), wohingegen
ein Vergleich der Genanordnung im mitochondrialen Genom dies wiederum eindeutig
ausschlieBt (Lavrov et al., 2004). Aufgrund der homonomen Segmentierung des Kérpers
wird aber auch eine basale Stellung der Remipedia innerhalb der Crustacea oder sogar
der Mandibulata vorgeschlagen (Schram, 1986; Willis, 1997; Giribet et al., 2001). Eine
maogliche Gruppierung der Remipedia und Insecta, wie die in dieser Arbeit durchgefihrte
Analyse der Hdmocyaninsequenzen sie vermuten lasst, kann durch weitere Studien be-
statigt werden. So weisen phylogenetische Analysen, die unter Verwendung der Sequen-
zen des Elongationsfaktors 2 durchgefuhrt wurden, auf ein Schwestergruppenverhéltnis
der Remipedia und Insecta hin (Regier und Shultz, 2001). Auch morphologische Unter-
suchungen stiitzen eine nahere Verwandtschaft. Aufgrund der Ahnlichkeit der hochkom-
plexen Gehirnstrukturen der Remipedia zu denen der Malacostraca und Insecta wird
vermutet, dass diese drei Gruppen ein Monophylum bilden (Fanenbruck et al., 2004;
Fanenbruck und Harzsch, 2005). Die Entdeckung der lecithotrophen Remipedia-Larven
und die Analyse ihrer frihen Larvalentwicklung unterstiitzen ebenfalls eine Verwandt-
schaft zu den Malacostraca (Koenemann et al., 2007a, Koenemann et al., 2009). Jedoch
ist die Durchflihrung weiterer molekularer und morphologischer Analysen notwendig, um
die Stellung der Remipedia sowie ihre Verwandtschaft zu den Insekten zu bestatigen.
Zumindest weisen aber viele Daten darauf hin, dass dieser Klasse der Krebse eine
SchlUsselrolle dabei zukommt, die Evolution der Pancrustacea sowie die Entwicklung der

Insecta zu verstehen.

“ Begriffsdefinition ,Entomostraca“ vgl. Seite 15
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3. Etablierung von rekombinanten Expressionssystemen

Ein weiteres, wesentliches Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung von geeigneten
Expressionssystemen, mit denen erstmals die Herstellung rekombinanter Proteine der
Arthropoden-Hamocyanin-Superfamilie ermdéglicht werden sollte. Der Fokus lag dabei

auf der rekombinanten Expression von Phenoloxidasen und Hexamerinen.

3.1. Ansatze zum Erhalt rekombinanter Metalloproteine

Bei der rekombinanten Expression von biologisch funktionsfédhigen Phenoloxidasen und
Hamocyaninen missen die fir die Funktion bendtigten Kupferionen in das korrekt gefal-
tete Apoprotein integriert werden. In der Literatur lassen sich zahlreiche Beispiele fir
eine erfolgreiche Herstellung von rekombinanten Metalloproteinen finden. Unabhangig
von dem verwendeten Expressionssystem kdnnen dabei drei mdgliche Vorgehensweisen
abgeleitet werden (Abb. D.3).

[ inclusion bodies ]

Solubiliserung +
Renaturierung

[Lésliches Apoprolein] | Losliches Apoprotei n]

in vifro-Einbau in vitro-Einbau
von Metallionen von Metallionen

[Funktionelles Protein [Fun ktionelles Protein] [Fu nktionelles Protein]

[ Nachweis der biologischen Aktivitat ]

Experimente

Abb. D.3: Drei Vorgehensweisen zum Erhalt biologisch aktiver
Metalloproteine. Blau markiert ist jeweils das Produkt, welches
nach rekombinanter Expression erhalten wird. Die jeweils zu etab-
lierenden Schritte sind rot dargestellt.

Im bestmdglichen Fall gelingt es, bereits im ausgewahlten System funktionelles rekombi-
nantes Protein herzustellen. Die auf diese Weise exprimierten Proteine, wie z.B. Globine
(Gambacurta et al., 1993; Dewilde et al., 2001; Fuchs et al., 2004), Pilz-Tyrosinasen
(Westerholm-Parvinen et al., 2007), Cu/Zn-Superoxid-Dismutasen (Pan et al., 1999),
Metallo-B-Lactamasen (Crawford et al., 2004) oder Metalloproteasen (Kdhler et al., 2000;
Résmann et al., 2002; Becker et al., 2003; Kruse et al., 2004), kdnnen sofort fir weiter-
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gehende funktionelle Studien eingesetzt werden. Wenn allerdings nur die Synthese der
I6slichen Apoform gelingt, muss das Protein nachtraglich durch einen in vitro-Einbau des
Metallions rekonstituiert werden. Diese Vorgehensweise flhrte z.B. im Fall einer Pilz-
Tyrosinase aus Aspergillus oryzae zum Erfolg (Nakamura et al., 2000). Im unglnstigsten
Fall werden allerdings Aggregatbildungen des gesamten rekombinanten Proteins in Form
von so genannten inclusion bodies beobachtet. Gelingt es, solche Aggregate unter geei-
gneten Bedingungen zu solubilisieren und in vitro zu renaturieren (Rudolph und Lilie,
1996), kdnnen sehr hohe Ausbeuten an rekombinantem Protein gewonnen werden.
Globine und Metalloproteasen konnten bereits erfolgreich in Anwesenheit der jeweiligen
lonen in vitro renaturiert werden (Fronticelli et al., 1991; Marie-Claire et al., 1998; Reyda
et al., 1999; He et al, 2002). Entsprechende Vorgehensweisen bei der in vitro-Rena-
turierung des rekombinant exprimierten Mollusken-Hamocyanins KLH (Durr, 2008) sowie
zweier pflanzlicher Tyrosinasen (Hérnemann, 2005) zeigten dagegen, dass diese Metho-
dik im Fall der Typ3-Kupferproteine nicht unbedingt zum Erfolg fihrt.

3.2. Rekombinante Expression funktioneller Typ3-Kupferproteine

Bei der Etablierung eines rekombinanten Expressionssystem fiir die Typ3-Kupferproteine
der Arthropoden-Hamocyanin-Superfamilie wurde nach einem System gesucht, dass die
Produktion der funktionellen Proteine erlaubt. Als Indikator fiir eine erfolgreiche Herstel-
lung von biologisch aktiven Enzymen dient in der Regel der Nachweis der katalytischen
Aktivitat (Spritz et al., 1997; Nakamura et al., 2000; Kohashi et al., 2004). Solch ein
Aktivitatsnachweis lasst sich im Fall der Phenoloxidasen mit Hilfe einfacher enzymati-
scher Tests bereits im Zelllysat erbringen (Decker und Rimke, 1998; Decker et al., 2001).
Aus diesem Grund lag der Fokus auf der rekombinanten Expression einer ausgewahlten
Phenoloxidase. Im Laufe der Arbeiten wurde die Prophenoloxidase 3 (PPO3) aus der
Fruchtfliege D. melanogaster in Bakterien und in Insektenzellen exprimiert. Katalytisch
aktive PPO3 konnte allerdings nur nach einer Expression in der Drosophila-Insektenzell-
linie S2 erhalten werden.

3.2.1.  Bedeutung von Chaperonen fir die Expression von Kupferproteinen

Bakterielle Expressionsstdmme wie z.B. E. coli BL21(DE3)pLysS haben sich in Verbin-
dung mit dem T7-Expressionssystem (Studier und Moffat, 1986; Rosenberg und Studier,
1987; Studier, 1991) vielfach bei der rekombinanten Expression von Ham-Eisen-haltigen
Metalloproteinen wie Hamoglobin oder auch Neuroglobin bewéhrt (Dewilde et al., 2001;
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Fuchs et al., 2004, de Sanctis et al., 2005; 2006). Im Laufe der durchgefiihrten Arbeiten
konnte dieses T7-System ebenfalls auf die rekombinante Expression von PPO3 optimiert
werden, eine enzymatische Aktivitat zeigte das Protein allerdings nicht. Auch eine Ex-
pression unter Kupferzugabe in das Bakterienmedium zeigte keinen positiven Einfluss
(C.3.2).

Das Scheitern solcher heterologer Wirtssysteme bei der Expression funktioneller PPO3
ist vermutlich in einem fehlenden in vivo-Kupfereinbau begriindet. Die Ursache hierfur ist
in der Kupferhoméostase von Pro- und Eukaryoten zu suchen. Freie Kupferionen im
Cytoplasma katalysieren die Entstehung von hochreaktiven Hydroxylradikalen (Samuni
et al.,, 1981; Halliwell und Gutteridge, 1990; Kehrer, 1993; Yu, 1994), die toxisch fir die
Zelle sind (Freedman et al., 1989; Floyd, 1990; Aruoma et al., 1991). Freies Kupfer liegt
jedoch nur in einer GréBenordnung von weniger als einem Kupferatom pro Zelle vor
(Lippard, 1999; Rae et al., 1999). Die Aufrechterhaltung dieses niedrigen Levels ist auf
eine strikte Kontrolle der gesamten Kupferhomdéostase zurtckzufihren (Hamer et al.,
1985; Freedman, 1989; Cooksey, 1993; 1994; Vulpe und Packman, 1995; Chen et al.,
1996; Kelly und Palmiter, 1996; Southon et al., 2004). Die Versorgung der zelleigenen
Kupferproteine mit den zur biologischen Funktion benétigten lonen wird durch spezielle
Chaperone gewabhrleistet (Valentine und Gralla, 1997; Harrison et al., 1999; O’Halloran
und Culotta, 2000; Huffman und O’Halloran, 2001; Field et al., 2002). Dabei erfolgt der
Kupfertransfer zu den Proteinen der unterschiedlichen Zellkompartimente durch jeweils
eigene Kupferchaperone (Glerum et al., 1996; Amaravadi et al., 1997; Culotta, 1997; Lin
et al., 1997; Valentine und Gralla, 1997; Lamb et al., 1999; 2001; Banci et al. 2003;
Southon et al., 2004). Auch im Hinblick auf die Typ3-Kupferproteine kann mittlerweile die
Existenz von spezifischen Chaperonen bestatigt werden. In Bakterien wurden Operons
identifiziert, in denen die jeweilige Tyrosinase mit einem zuséatzlichen ORF organisiert ist
(Katz et al., 1983; Bernan et al., 1985; Kawamato, 1993; Lopez-Serrano et al., 2002;
2004). Letzteres codiert flr das entsprechende Chaperon, das fiir den Kupfereinbau und
die damit einhergehende Aktivierung des Enzyms notwendig ist (Lee et al., 1988; Chen
et al., 1992; 1993; Lopez-Serrano et al., 2007). Die Entstehung der aktiven Tyrosinase
von S&ugern ist ebenfalls von solchen Chaperonen abhangig. Nach erfolgter Faltung und
Reifung im Endoplasmatischen Retikulum (Wang und Hebert, 2006) findet der Kupfer-
einbau in das Apoenzym im trans-Golgi-Netzwerk statt, wobei die P-Typ ATPase ATP7A
(Vulpe und Packman, 1995) nachweislich an der Kupferbeladung der Tyrosinasen betei-
ligt und far den Erhalt funktionellen Proteins essentiell ist (Petris et al., 2000).

Die Anwesenheit solcher Kupferchaperone scheint in vivo fir die Expression funktioneller
Kupferproteine unumgéanglich zu sein. lhre Bedeutung muss bei einer rekombinanten

Expression funktioneller PPO3 berlicksichtigt werden. So kann biologisch funktionsfahige
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PPO3 vermutlich nur in Bakterien rekombinant exprimiert werden, wenn eine Koex-
pression mit dem entsprechenden Metallochaperon erfolgt. Solche Koexpressionen flihr-
ten bereits im Falle einiger bakterieller Kupferproteine zum Erfolg (Kohashi et al., 2004;
Ito und Inouye, 2005). Allerdings sind die potentiellen Chaperone vieler Typ3-Kupfer-
proteine inklusive die der entsprechenden Vertreter der Arthropoden-Hamocyanin-Super-
familie noch nicht bekannt, auch wenn hierbei die Bedeutung von Metallothioneinen
mehrfach diskutiert wurde (Beltramini und Lerch, 1982; Berger et al., 1997; Brouwer et
al., 2002). Das erschwert die rekombinante Expression dieser Kupferproteine in einem
heterologen Wirtssystem wie E. coli betrachtlich und fihrt dazu, dass die Expression
ohne das spezifische Chaperon bestenfalls das Protein in seiner jeweiligen Apoform
liefert (Nakamura et al., 2000; Lopez-Serrano et al., 2007).

3.2.2. Rekombinante Expression funktioneller PPO3 in Insektenzellen

Gerade in Situationen, in denen ein Helferprotein noch nicht bekannt ist, bietet sich die
Verwendung von homologen Wirtssystemen zur rekombinanten Expression von biolo-
gisch aktiven Proteinen an. Indem so die bereits nattrlicherweise in den jeweiligen Zellen
vorhandenen spezifischen Metallochaperone genutzt wurden, fihrte die rekombinante
Expression verschiedener Tyrosinasen aus Bakterien und Pilzen zu funktionsfahigem
Enzym (Kawamoto et al., 1993; Fujita et al., 1995; Spritz et al., 1997; Bubacco et al.,
2000; Nakamura et al., 2000). Diese Vorgehensweise zur Gewinnung katalytisch aktiver
Kupferenzyme wurde auch auf das Protein PPO3 angewandt. Bei der rekombinanten
Expression von Typ3-Kupferproteinen der Arthropoden bieten sich vor allem Insekten-
zellen als geeigneter Wirt an. So exprimieren Insekten nicht nur natirlicherweise Phenol-
oxidasen, in einigen Fallen wurde auch der Besitz von Hamocyanin nachgewiesen
(Hagner-Holler et al., 2004; Burmester und Hankeln, 2007). Somit ist anzunehmen, dass
alle die fir die Synthese dieser Kupferproteine notwendigen Strukturen in diesen Zellen
vorhanden sind. Zur Expression der PPO3 wurden mit dem Baculovirus-System und dem
»Drosophila Expression System" zwei unterschiedliche Systeme herangezogen.

3.2.2.1. Das Baculovirus-System

Bei der Sichtung der mdglichen rekombinanten Insektenzellsysteme, die zwar hohe
Proteinausbeuten versprechen, aber trotzdem kontrollierbar sind, fiel die Wahl auf das
Baculovirus-System (Miller, 1988; Luckow et al., 1993; Ciccarone et al., 1997; Possee,
1997). Diese auf einer virusvermittelten Expression in Insektenzellen basierende Metho-
dik fuhrte schon bei der Expression unterschiedlicher Proteine zum Erfolg (Chan et al.,
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1994; Pyle et al., 1995; Krupenko et al., 1995; Kdhler et al., 2000). Die Verwendung von
Signalpeptiden zur Sekretion in das umliegende Medium lieferte dabei in vielen Fallen
aufgrund einer verbesserten Proteinfaltung und -l8slichkeit die funktionellen Proteine
(Krupenko et al., 1995; Zhou et al., 2000; Katagiri und Ingham, 2002), wie beispielsweise
die katalytisch aktive Zink-Protease Meprin (Kohler et al., 2000; Becker et al., 20083;
Kruse et al., 2004). Dieser Vorgehensweise entsprechend wurde versucht, das Kupfer-
protein PPO3 mit dem Meprin-Signalpeptid zu exprimieren. Hierbei wurden als Wirt
neben den fir die Generierung und Amplifikation von Viren notwendigen Sf9-Zellen auch
die High Five-Zellen eingesetzt. Letztere zeichnen sich im Vergleich zu den Sf9 durch
besonders hohe Expressionsraten aus (Davis et al., 1993a; 1993b; Mohandas et al.,
1994; Krupenko et al., 1995; Diirr, 2008). Die massive Uberproduktion eines rekombi-
nanten Proteins fuhrt allerdings zu einer starken Beeintrachtigung der zelleigenen Pro-
teinsynthese. So ist auch die Konzentration verschiedener ER-Chaperone in Baculo-
virus-infizierten Zellen nicht nur weitaus geringer als im Wildtyp, sondern nimmt auch ab
Tag 3 nach Infektion weiter ab (Yun et al., 2005). Daher wurden die Proteinexpressionen
im Baculovirus-System fir maximal 72 h durchgefiihrt, um ein Ungleichgewicht bei der
Expression der rekombinanten PPO3 und der zelleigenen, eventuell zur Faltung des
Proteins benétigten ER-Chaperone zu vermeiden (B.5.2.1.6.). ldealerweise resultiert
diese Zeitspanne in vielen Fallen in dem Maximum an rekombinantem Protein, wohin-
gegen eine Erhéhung der Expressionsdauer wiederum zu einer Abnahme der Ausbeute
fihrt (Yamada et al., 1990; Pyle et al., 1995; Durr, 2008). Wie im Falle der PPOS3 die
Auswertung der Proteinexpression zeigte, wurde das rekombinante Enzym durch das
kinstlich angefugte Signalpeptid tatséchlich in das umliegende Medium sezerniert (Abb.
C.14). Dabei zeigte aber weder die in Sf9-Zellen exprimierte PPO3, noch das Protein aus
den High Five-Zellen eine katalytische Aktivitat. Auch bei einer Expression unter Zugabe
von 5 uM, 10 uM oder 100 uM CuSO, wurde wie zuvor eine Sekretion der rekombi-
nanten PPOS3 ins Medium beobachtet, katalytisch aktiv war das Protein jedoch nicht
(C.3.1.1)).

Natdrlich kann spekuliert werden, dass in Insektenzellen die fir den in vivo-Kupfereinbau
bendtigten Metallochaperone in den Zellkompartimenten, die ein sekretorisches Protein
durchlauft, fehlen. Hierfur spricht, dass die Phenoloxidasen der Insekten keine Signal-
peptide besitzen, sondern natirlicherweise im Cytoplasma der Hamocyten an freien
Ribosomen synthetisiert werden (Kawabata, 1995; Séderhall und Cerenius, 1998). Aber
auch das kinstlich an die PPO3 angefligte Signalpeptid kénnte einen unbeabsichtigten
Einfluss auf die Aktivitat haben. Vergleiche verschiedener, im Baculovirus-System einge-
setzter Signalpeptide zeigten, dass diese nicht nur einen Einfluss auf die Sekretionsrate
eines Proteins haben kénnen (Mroczkowski et al., 1994), sondern auch in manchen
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Fallen den eigentlichen Faltungsprozess des Proteins im sekretorischen Weg beein-
flussen und zudem zu unterschiedlich glykosylierten Formen flhren. Das Resultat sind
Proteine, die sich in ihrer biologischen Aktivitat unterscheiden (Park et al., 1999).

Im Fall der hier exprimierten PPO3 zeigten die Analysen zwei Formen des rekombinan-
ten Enzyms, die ein unterschiedliches Laufverhalten in SDS-Gelen bzw. eine unter-
schiedliche molekulare Masse aufwiesen (Abb. C.14). Dieses Phanomen wird bei einer
rekombinanten Expression im Baculovirus-System h&ufig beobachtet und ist auf hetero-
gene Glykosylierungen sowie auf einen proteolytischen Abbau der rekombinanten Pro-
teine zurlckzuflhren (Ramabhadran et al., 1993; Sugiyama et al., 1993; Heitz et al.,
1997; Durr, 2008). Letzterer ist durch die Aktivitat zellularer und/oder viraler Proteasen
bedingt, die nach einer Virusinfektion verstérkt exprimiert und durch die nach wenigen
Tagen auftretende Zelllyse in das umliegende Medium freigesetzt werden (Gotoh, 2001a;
2001b; Hom et al., 2002).

Die genaue Ursache fur die beobachtete Inaktivitdt der PPOS ist somit nicht eindeutig zu
benennen und kann sogar auf eine Kombination mehrerer dieser aufgefiihrten Punkte
zurtckzufiihren sein. Zudem ist zu berlcksichtigen, dass eine fehlende oder ungena-
gende Aktivierung der rekombinanten PPOS3 ebenfalls nicht als Ursache ausgeschlossen
werden kann. Eine Variation der Aktivierungsparameter in den Analysen wurde durch die
vergleichsweise geringen Proteinausbeuten limitiert. Diese liegen bei rekombinanten
Proteinen, die den sekretorischen Weg durchlaufen missen, in der Regel weit unter
denen einer intrazellularen rekombinanten Expression (Shuler et al., 1995; Yun et al.,
2005; Dirr, 2008).

3.2.2.2. Das ,Drosophila Expression System*”

Die bisherigen Arbeiten zeigten die Grenzen des Baculovirus-Systems bei der Synthese
der PPO3 auf und sind richtungsweisend fiir eine erfolgreiche rekombinante Expression
biologisch aktiver PPO3 in Insektenzellen. Viele der aufgeflhrten Limitierungen lassen
sich bereits auf einfache Weise umgehen, wenn eine cytoplasmatische Expression in
stabil transfizierten Insektenzellen durchgefihrt wird. Die Wahl fiel hierbei auf das
~Drosophila Expression System" (Johanson et al., 1989; Angelichio et al., 1991), welches
auf einer rekombinanten Proteinexpression in stabil transfizierten Drosophila-Zellen der
Linie Schneider S2 basiert (Schneider, 1972). Die Verwendung einer Insektenzelllinie
aus dem urspringlichen Wirt der hier zu exprimierenden PPO3 erscheint schllissig, da
auf diesem Weg bereits verschiedene Drosophila-Proteine erfolgreich exprimiert werden
konnten (Fehon et al., 1990; Krantz und Zipursky, 1990; Wang et al., 1993; Millar et al.,
1994; 1995). Im Fall der PPO3 wurde auf eine induzierbare Expression zurlickgegriffen,
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die einerseits durch die Verwendung des starken Drosophila Metallothionein-Promotors
hohe Ausbeuten an rekombinantem Protein verspricht (Maroni et al., 1986; Bunch et al.,
1988), andererseits aber durch den Induktor CuSO, sowie durch die Expressionsdauer
kontrollierbar bleibt (Millar et al., 1994; Tota et al., 1995; Wang et al., 1993). Tatsé&chlich
konnte erstmalig nach einer Expressionsdauer von maximal 48 h in Anwesenheit von
0,5mM CuSO, nicht nur lésliche, sondern auch funktionelle rekombinante PPO3
gewonnen werden (C.3.1.2.). Die katalytische Aktivitdt der PPO3 wurde letztendlich im
Rahmen zweier unabhangiger Assays im Zelllysat nachgewiesen (Abb. C.18), wobei
aber nicht jeder eingesetzte Aktivator eine Wirkung zeigte.

Bereits seit L&ngerem ist bekannt, dass in vitro diverse Detergenzien, Salze, Fettsduren
und Alkohole zu einer Aktivierung von Prophenoloxidasen fuhren (Sugumaran und
Nellaiappan, 1991; Asada et al., 1993; Hall et al., 1995; Nellaiappan und Sugumaran,
1996; Asada, 1998; Asada und Sezaki, 1999; Espin und Wichers, 1999a; Asano und
Takebuchi, 2009). Weit verbreitet ist dabei die Verwendung von SDS, welches abhéngig
von der Phenoloxidase in unterschiedlichen Konzentrationen erfolgreich eingesetzt wird
(Moore und Flurkey, 1990; van Gelder et al., 1997; Espin und Wichers, 1999b; Jaenicke,
2002). Im Fall der rekombinanten PPO3 wurde die Konzentration an SDS von 0,01-0,3%
variiert, flhrte aber in keinem Fall zu einem katalytisch aktiven Enzym. Als alternative
Mdoglichkeit einer in vitro-Aktivierung der zymogenen PPO3 wurde auf eine limitierte
Proteolyse durch Inkubation mit Serinproteasen zurlickgegriffen. Eine solche protease-
vermittelte Aktivierung ist im Fall der Arthropoden-Phenoloxidasen nicht nur in vivo
physiologisch relevant (Séderhall und Cerenius, 1998; Sugumaran, 2002; Cerenius und
Sdderhall, 2004). Sie wird auch bei vielen in vitro-Untersuchungen eingesetzt, wobei
neben der, aus dem jeweiligen Organismus aufgereinigten, spezifischen Protease
(Fujimoto et al., 1993; Chosa et al., 1997; Asada und Sezaki, 1999; Asada et al., 2003)
auch Trypsin verwendet wird (Hall et al., 1995; Espin et al., 1999; Nagai und Kawabata,
2000; Jaenicke, 2002). Letzteres fUhrte auch bei der hier exprimierten PPO3 nach einer
5mindtigen Inkubation zu einer Aktivierung (Abb. C.18).

Enzymkinetische Untersuchungen bestatigten die Spezifitat der erhaltenen Signale. Hier-
bei wird in der Regel die Wirkung von typischen Phenoloxidase-Inhibitoren wie Azid, L-
Mimosin, oder auch Phenylthioharnstoff auf die Substratumsetzung analysiert (Bubacco
et al., 2000; Jaenicke, 2002). In dieser Arbeit wurde nur Phenylthioharnstoff eingesetzt,
welches in den durchgefiihrten Messungen eine Inhibitionswirkung auf die zuvor mit
Trypsin aktivierte PPO3 zeigte (Abb. C.19). Diese abschlieBenden Experimente zeigen
die Eignung des ,Drosophila Expression Systems* bei der rekombinanten Expression
biologisch funktionsféhiger PPO3.
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3.3. Rekombinante Expression in bakteriellen Systemen

Im Gegensatz zu einer rekombinanten Expression in Insektenzellen bieten bakterielle
Expressionssysteme den entscheidenden Vorteil, dass sich das gewinschte Protein in
der Regel einfach, schnell und kostengunstig in groBen Mengen exprimieren lasst. Daher
wurde versucht, basierend auf dem bakteriellen T7/pET-System (B.5.1.) ein Expressions-
system fiir die Vertreter der Himocyanin-Superfamilie der Arthropoden zu etablieren.

3.3.1.  Expression von Typ3-Kupferproteinen: Prophenoloxidase 3

Wie zuvor dargestellt (D.3.2.1.), scheitert eine rekombinante Expression von biologisch
aktiver PPO3 in dem heterologen Wirt E. coli vermutlich an dem Fehlen des fir den
Kupfereinbau verantwortlichen Chaperons. Nichtsdestotrotz zeigten Nakamura et al.
(2000) am Beispiel einer Pilz-Tyrosinase aus Aspergillus oryzae, dass sich die Vorteile
von prokaryotischen Wirtssystemen prinzipiell auch bei der Expression von Typ3-Kupfer-
proteinen nutzen lassen. Gelingt es wie in diesem Fall, das l6sliche Apoprotein in Bakte-
rien zu exprimieren, so kann dieses in vitro unter Kupferzugabe zu funktionellem Enzym
rekonstituiert werden (D.3.1., Abb. D.3). Entsprechend dieser Vorgehensweise wurde
versucht, eine solche Methodik auch fir die PPO3 aus D. melanogaster zu entwickeln.

3.3.1.1. Rekombinante Expression der léslichen PPO3-Apoform

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es erstmals, am Beispiel der PPO3 eine Arthropoden-
Phenoloxidase als I6sliches Apoprotein in E. coli rekombinant zu exprimieren. Hierbei
flhrte erst die Verwendung des Bakterienstammes Rosetta(DE3)pLysS zum gewdinsch-
ten Erfolg. Die zu Beginn eingesetzten Zellen des Stammes BL21(DE3)pLysS, deren
Derivate sich bei der Synthese diverser Kupferproteine als vielversprechend erwiesen
haben (Hibino et al., 1994; Kong et al., 2000; Nakamura et al., 2000; Sullivan et al.,
2004), lieferten dagegen nicht nur geringere Proteinausbeuten, sondern scheiterten auch
an der Synthese der mit einem Affinitadtstag ausgestatteten PPO3 (C.3.2.1.1.).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die unterschiedliche Codon-Usage von Pro- und
Eukaryoten eine bedeutende Rolle bei einer heterologen Proteinexpression in E. coli
spielen kann (Zahn, 1996; Baneyx, 1999). So haben bei der Expression der PPO3 in
E. coli nicht nur die Codons der eigentlichen Proteinsequenz die Synthese in den BL21-
Zellen behindert, auch die Codons des kunstlich an die PPO3 angefligten Strep-Tag I
wurden vermutlich nicht ganz optimal gewahlt. Der Stamm Rosetta(DE3)pLysS, der
sechs zusatzliche tRNA-Gene fir einige von E. coli selten verwendete Codons besitzt
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(Novy et al., 2001), konnte die Abweichungen im Hinblick auf die Codon-Usage aus-
gleichen und so die Expression der PPO3 verbessern.

Zum Erhalt der gréBtmdglichen Menge I6slicher PPO3 wurden einige Parameter opti-
miert. Eine Variable, die dabei fir jedes Protein individuell abgestimmt werden muss, ist
die optimale Expressionstemperatur. Diverse Proteine konnten Uber eine Expression bei
37 °C in Iéslicher Form erhalten werden (Arcuri et al., 2008; Kang et al., 2008; Samra
und Athar, 2008; Cao et al., 2009). Die rekombinante PPO3 dagegen lag unter diesen
Bedingungen nur in geringen Anteilen I8slich vor, wohingegen der GroBteil des Proteins
in Form von inclusion bodies zu finden war (Abb. C.20). Eine Absenkung der fir E. coli
optimalen Wachstumstemperatur von 37 °C auf Werte zwischen 18-30 °C kann aber in
vielen Fallen die Bildung léslichen Proteins gegentber einer Aggregation zu inclusion
bodies begunstigen (Jensen et al., 1999a; Kong et al., 2000; Nakamura et al., 2000;
Yoon et al., 2002; Yang et al., 2003, Vera et al., 2007). Hier wurde allerdings der gegen-
teilige Fall beobachtet: statt einer Verbesserung der Ausbeute an l6slicher PPO3 fihrte
eine Erniedrigung der Expressionstemperatur nur dazu, dass das gesamte Protein in
inclusion bodies lokalisiert war (C.3.2.1.2. und Tabelle C.3).

Erst durch eine Fusion mit Thioredoxin konnte die Ausbeute an Iéslicher PPO3 unter der
als optimal ermittelten Expressionstemperatur von 37 °C mehr als verdoppelt werden
(C.3.2.1.3.). Fusionen mit einem solchen hydrophilen Protein haben sich bereits in vielen
Fallen als sehr ginstig fir die Herstellung von ansonsten zur Aggregation neigender
Proteine in l6slicher Form erwiesen (LaVallie et al., 1993; Pan et al., 1999; Abdulaev et
al., 2000; Yoon et al., 2002; Yang et al, 2003; Niiranen et al., 2007). So wurde z.B. die
Expression einer 16slich vorliegenden Apotyrosinase aus dem Pilz Aspergillus oryzae in
E. coli durch eine Fusion mit Thioredoxin erreicht (Nakamura et al., 2000).

3.3.1.2. Ermittlung der optimalen Parameter fir die in vitro-Rekonstitution

Das néachste Ziel zur Gewinnung biologisch aktiver PPO3 stellte die in vitro-Rekonsti-
tution des exprimierten, l6slichen Apoenzyms mit Kupfer dar. Die fur dieses Protein opti-
malen Parameter flr die Rekonstitution konnten allerdings noch nicht ermittelt werden.
Erschwert wurde das Ganze dadurch, dass die Mdglichkeiten eines solchen Kupfer-
einbaus in vitro sehr vielfaltig sind, wobei die effektivste Methode nicht vorhersagbar ist.
Variablen sind z.B. die verwendeten Rekonstitutionspuffer, pH-Werte, das Kupferangebot
in Bezug auf die Oxidationsstufe und die eingesetzte Kupferkonzentration, die Inkuba-
tionstemperatur und -dauer, aber auch die Atmosphéare, mit der gearbeitet wird (Wigfield
und Goltz, 1990a; 1990b; Brouwer und Brouwer-Hoexum, 1992; da Costa Ferreira et al.,
1993; Wigfield und Goltz, 1993; Musci et al., 1996; Nakamura et al., 2000). Die mit der
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rekombinanten PPO3 durchgefiihrten Versuche fanden nur unter aeroben Bedingungen
statt, welche schon in verschiedenen Studien zu einer erfolgreichen Rekonstitution von
Kupferproteinen flihrte (Kertesz et al., 1972; Wigfield und Goltz, 1990a; 1990b; Wigfield
und Goltz 1993; Nakamura et al., 2000; He et al., 2002).

Als ein mdgliches kritisches Element bei einer erfolgreichen Rekonstitution in vitro gilt vor
allem die Oxidationsstufe des angebotenen Kupfers. Hier gibt es zum einen den Ansatz,
fr die Rekonstitution der Apoproteine das einwertige Cu* zu verwenden (Ciriolo et al.,
1990, Brouwer und Brouwer-Hoexum, 1992, Mehra und Mulchandani, 1995; Musci et al.,
1996), zum anderen kdnnen in der Literatur auch Anwendungen mit der héheren Oxida-
tionsstufe Cu®* gefunden werden (Kertesz et al., 1972; Nakamura et al., 2000, He et al.,
2002). Die Tatsache, dass das Kupfer in Metallothioneinen oder Hamocyaninen als Cu*
vorliegt, fihrt dazu, dass vor allem die Verwendung von Cu® fir die Rekonstitution der
jeweiligen Apoproteine empfohlen wird (Konings et al., 1969; Nielson et al., 1985;
Brouwer und Brouwer-Hoexum, 1992).

In den Experimenten zur Rekonstitution der PPO3 wurde mit beiden Oxidationsstufen
gearbeitet. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass nur Cu?* in Form von CuSO,
gut l16slich und einfach zu handhaben ist. Dagegen sind Cu*-lonen im wassrigen Milieu
instabil und missen in Form eines Komplexes angeboten werden. Da Glutathion in vivo
eine wichtige Rolle bei der Bindung und Mobilisierung von Kupfer spielt, wird es oftmals
in vitro zur Herstellung der einwertigen Kupferionen eingesetzt (Freedman et al., 1989;
Ballatori, 1994; Wang und Ballatori, 1998). Die Stabilitat dieses Komplexes ist dabei
abhangig von dem Verhaltnis GSH:Kupfer (Ciriolo et al., 1990; Hérnemann, 2005). Bei
der Rekonstitution der PPO3-Apoform flihrte aber keines der beiden Kupferangebote
zum Erfolg. Auch die Berucksichtigung der Tatsache, dass die Kinetik des Kupfereinbaus
abhangig vom pH-Wert sein kdnnte (Wigfield und Goltz, 1990a), anderte nichts an
diesem Resultat.

Analysen am Beispiel der kupferbindenden P-Typ ATPase ATP7A zeigten, dass die
Verwendung von Cu®* in Form von CuCl,, Cu*-Thioharnstoff oder Cu*-GSH nur zu einer
Rekonstitution des Proteins von 3-16% flhrte (Jensen et al., 1999b). Im Gegensatz dazu
konnte diese ATPase mit der aus L-Ascorbinsaure und Cu(ll)Cl, entstehenden Verbin-
dung CuCl,* zu 100% rekonstituiert werden (Jensen et al., 1999a; 1990b). Aus diesem
Grund wurde diese CuCl,*-Verbindung auch fiir die Rekonstitution der rekombinanten
PPOS3 herangezogen, obwohl der positive Einfluss von L-Ascorbinsaure auf die Beladung
von Kupferproteinen fraglich ist. Zwar spielt es in vivo eine Rolle bei dem Kupfertransport
sowie der -regulation, doch behindern bereits physiologische Mengen an L-Ascorbin-
saure die Beladung von Cu-Zn-Superoxiddismutasen mit Kupfer (Harris und Perceival,
1991). Ob und wie gut sich diese Kupferquelle fiir die Rekonstitution der PPO3 eignet,
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kann allerdings noch nicht abschlieBend beurteilt werden. Zwar wurden bereits die ersten
Experimente durchgefiihrt, an deren Abschluss keine Enzymaktivitat der PPOS3 festge-
stellt werden konnte. Doch spricht dies nicht prinzipiell gegen die CuCl,*-Verbindung.
Die fehlende katalytische Aktivitat kénnte in diesem Fall in einer mangelnden Aktivierung
des Enzyms begriindet sein. Modifikationen im Ablauf wie die Variation der Aktivierungs-
parameter in den durchgefihrten Enzymtests sind noch durchzufihrende MaBnahmen,
zumal in diesen Versuchen bislang nur SDS zur Induktion der Aktivitat eingesetzt wurde.
Wie aber letztendlich die parallel an dem in Insektenzellen exprimierten PPO3 durchge-
flhrten Messungen zeigten, scheinen die hier verwendeten Konzentrationen an SDS
keine Aktivierung des rekombinanten Enzyms zur Folge zu haben. Aus diesem Grund
sollten in den Folgestudien die Analysen der Rekonstitutionsexperimente ausschlieBlich
nach einer proteolytischen Aktivierung der PPO3 mit Trypsin erfolgen, da bislang nur
dieser Aktivator zu einer enzymvermittelten Substratumsetzung gefuihrt hat (D.3.2.2.2.
und Abb. C.18).

3.3.2.  Expression eines kupferlosen Vertreters: Hexamerin LSP2

Im Rahmen eines weiteren Projektes wurde versucht, einen ausgewahlten kupferlosen
Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden in E. coli rekombinant zu expri-
mieren. Die Wahl fiel hierbei auf das Hexamerin LSP2 von D. melanogaster, das als
Quartarstruktur ein Hexamer aus einer einzigen Untereinheit ausbildet (Mousseron-Grall
et al., 1997). Da diese 20 x 20 nm groBen hexameren Strukturen auf elektronenmikros-
kopischen Aufnahmen gut zu sehen sind, kann mit dieser Methode die korrekte Faltung
des rekombinanten LSP2 einfach und schnell Gber den Nachweis der Quartarstruktur
erkannt werden. Im Laufe der Arbeiten gelang tatsachlich die Etablierung einer Methodik,
die erstmals die rekombinante Herstellung eines Hexamerins erlaubte (C.3.3.2.).

Das LSP2 besitzt natirlicherweise ein N-terminales Signalpeptid, Uber das die Sekretion
des Proteins in die Hamolymphe erfolgt (von Heijne, 1990; Mousseron-Grall et al., 1997).
Fir eine beabsichtigte Expression in E. coli werden solche Sequenzen in der Regel so
modifiziert, dass das rekombinante Protein nach seiner Synthese im bakteriellen Cyto-
plasma in diesem Kompartiment verbleibt (Kadonaga et al., 1984; Vizioli et al, 2001;
Boisguerin, 2006; Dirr, 2008). Auch die Arbeiten an dem Protein LSP2 zeigten, dass die
Entfernung des Signalpeptids Voraussetzung flr eine erfolgreiche rekombinante Ex-
pression in E. coli ist. Solche natirlicherweise sezernierten Proteine kénnen allerdings
nur im reduzierenden Milieu des Cytoplasmas korrekt gefaltet werden, wenn wie bei dem
Hexamerin LSP2 die Ausbildung von Disulfidbriicken fir ihre Faltung und Funktion nicht
essentiell ist.
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Eine Analyse der LSP2-Proteinfaltung erfolgte erst nach Aufreinigung des rekombinanten
Proteins aus dem léslichen Zellextrakt. Die hierfir notwendigen Versuche zur Ausbildung
der LSP2-Quartérstruktur wurden mit der Methode der Dialyse durchgefihrt, bei der der
Prozess der Rekonstitution alleine durch die Diffusion der Pufferbestandteile vollzogen
wird (Rudolph und Lilie, 1996; Hefenbrock, 2008). Tatsachlich zeigten die ersten elekiro-
nenmikroskopischen Analysen den Erfolg der Hexamer-Rekonstitution. Die fir dieses
Protein charakteristischen quaderférmigen, etwa 20 x 20 nm groBen Hexamere konnten
eindeutig in den mikroskopischen Aufnahmen identifiziert werden (Abb. C.24).

Warum allerdings nicht die gesamten rekombinanten Monomere die native LSP2-
Quartarstruktur ausbilden, ist noch unklar. Wie die GrdBenfraktionierungsstudien der
zeitabhangigen Dialysen zeigten, denaturiert oder degradiert der GroBteil der rekombi-
nanten Monomere wéhrend der Dialyse (Abb. C.27). Sicherlich sind hier noch Opti-
mierungen in der Methodik der Rekonstitution nétig, zu denen die Zugabe von Protease-
hemmern gehért. Doch lasst sich anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen
eindeutig der Schluss ziehen, dass mit dem bestehenden prokaryotischen System die
rekombinante Expression des korrekt gefalteten Hexamerins LSP2 im Cytoplasma von
E. coli méglich ist. Dieses Resultat lasst hoffen, dass auch verwandte Proteine wie z.B.
die hier exprimierte Apoform der Arthropoden-Phenoloxidase PPO3 im bakteriellen
Cytoplasma korrekt gefaltet vorliegen.

3.3.3.  Wahl des Testsystems: Phenoloxidasen vs. Hdmocyanine

Die Arbeiten mit dem hier verwendeten bakteriellen Expressionssystem zeigten, dass
sich das Hexamerin LSP2 in groBen Mengen in E. coli exprimieren lasst. Nach Auf-
reinigung konnten bis zu 6 mg LSP2 aus einem Liter Expressionskultur erhalten werden
(C.8.2.1.). Im Gegensatz dazu fuhrte die Expression der PPOS3 in E. coli dazu, dass der
GroBteil dieses rekombinanten Proteins in inclusion bodies lokalisiert ist. Die Ausbeute
an loslicher PPO3 betrug nach Aufreinigung maximal 1 mg pro Liter Expressionskultur
(C.8.2.1.8.). Es ist bekannt, dass die Abwesenheit von Cofaktoren, spezifischen
Chaperonen oder anderer wechselwirkender Proteine im ausgewdahlten Expressions-
system zu einer Aggregation des rekombinanten Proteins in Form von inclusion bodies
fihren kann (Lottspeich und Zorbas, 1998; Fink, 1999; Mogk et al., 2002). Dennoch
konnte aus E. coli nach Optimierung der Expressionsbedingungen anteilig I6sliches
rekombinantes Apo-PPO3 gewonnen werden. Alle nachfolgenden Versuche zur Aufreini-
gung und Rekonstitution dieses Apoproteins wurden aber ebenfalls erschwert, da die
PPQO3 stark zu der Bildung von unléslichen Proteinaggregaten neigte (C. 3.2.1.4.).

Natirlich kann vermutet werden, dass das Fehlen der Kupferionen die Ursache flr die
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beobachtete Aggregation ist. So kénnte dies zu einer unvollstandigen Proteinfaltung fih-
ren, die die Loéslichkeit der rekombinanten PPO3-Apoform herabsetzt. Hierflr spricht,
dass auch die Apoformen verschiedener rekombinanter Typ3-Kupferproteine, wie z.B.
des Mollusken-Hamocyanins KLH (Durr, 2008) oder auch pflanzlicher Tyrosinasen
(Hérnemann, 2005), eine Tendenz zur Proteinaggregation aufweisen.

Diverse Studien berichten aber von einer generellen Instabilitdt und Unléslichkeit der
Phenoloxidasen, welche z.B. durch Einfrier-Auftau-Prozesse verstarkt werden, sowie
einem Aktivitatsverlust bei der Aufreinigung (Hall et al., 1995; Sugumaran, 2002). Daher
sind die Phenoloxidasen von Arthropoden schon seit langer Zeit als "sticky enzymes"
bekannt (Séderhall, 1982), was auf einen hohen Anteil von ungeladenen und hydro-
phoben Aminosauren zuriickzufiihren ist. Ein Vergleich der aus Sequenzen berechneten
Netto-Ladung bei pH 8,0 zeigt, dass Hamocyanine deutlich negativer geladen sind als
Phenoloxidasen (Jaenicke, 2002; Decker und Jaenicke, 2004). Die daraus resultierenden
unterschiedlichen Eigenschaften der zwei Proteinklassen sind als Anpassung an ihre
Funktion zu verstehen. Eine stark negativ geladene Oberflache ist von Vorteil, da sie z.B.
die Loslichkeit der Himocyanine erhéht, zudem aber eine unkontrollierte Aggregation bei
den herrschenden hohen Hamocyaninkonzentrationen in der Hamolymphe vorbeugt.
Dagegen werden die Phenoloxidasen der Arthropoden erst im Rahmen einer Immun-
antwort in die Hamolymphe freigesetzt. Ihre hydrophobe Oberflache setzt die Léslichkeit
herab und verbessert somit die Wechselwirkung mit der Oberflache von Pathogenen. Es
ist anzunehmen, dass die im Rahmen der Expressions- und Rekonstitutionsversuche
beobachteten Schwierigkeiten zum Teil auf eben diese natirliche Hydrophobizitdt von
Phenoloxidasen zurtckzufihren sind.

Aus diesem Grund wurde versucht, im Rahmen zweier Diplomarbeiten das bestehende
prokaryotische Expressionssystem auf ein ausgewahltes Arthropoden-Hamocyanin
anzuwenden (Hefenbrock, 2008; Didier, 2009). Die Wahl fiel auf das Hamocyanin des
Krebses Palinurus elephas, welches ein Hexamer aus vier verschiedenen Untereinheits-
typen darstellt, die sich in <5% der Aminosauren unterscheiden (Kusche et al., 2003b).
Computergestiitze Voraussagen, die anhand der Aminosauresequenzen mit dem Pro-
gramm ProtParam getroffen wurden, weisen auf unterschiedliche physiko-chemische
Eigenschaften von PPOS3 und der Palinurus elephas Hamocyaninuntereinheit 4 (Hc4)
hin. Als eine weitere Referenz wurden zudem die jeweiligen Werte des erfolgreich expri-
mierten Hexamerins LSP2 betrachtet (Tabelle D.1).

125



D. Diskussion

Tabelle D.1: Vergleich von PPO3, Hc4 und LSP2

PPO3" Hc4??) Lsp2?
ZAS 683 657 681
MW [kDa] 79,3 75,9 81,4
pl 6,1 5,1 5,8
Negativ geladene AS (Asp + Glu) 98 112 93
Positiv geladene AS (Arg + Lys) 86 60 60
Netto-Ladung -12 -52 -33
GRAVY -0,482 -0,623 -0,564

R Expression von PPO3 ohne Fusionsprotein Thioredoxin

2) vgl. Diplomarbeiten Hefenbrpck, 2008 und Didier, 2009,
Expression von LSP2 und Hc4 ohne das N-terminale Signalpeptid

Bereits die Betrachtung der Netto-Ladung unter Berlcksichtigung der vier Aminosauren
Aspartat, Glutamat, Arginin und Lysin zeigt, dass das Hc4 im Vergleich zur PPOS3 starker
negativ geladen ist. Dies wird auch durch die Hydropathiewerte GRAVY (,Grand average
of hydropathicity*) bestatigt, zu deren Berechnung die Summe der Hydropathiewerte aller
20 proteinogenen Aminosduren durch die Gesamtanzahl XAS dividiert wird (Kyte und
Doolittle, 1982). Die Untereinheit Hc4 sollte sich somit theoretisch ahnlich gut in Bak-
terien exprimieren lassen wie das LSP2, welches eine Netto-Negativladung von -33 und
einen GRAVY von -0,564 aufweist.

Tatsachlich wurden diese Annahmen in der Praxis bestatigt. So konnte das flr das
Enzym PPO3 optimierte bakterielle Expressionssystem nicht nur auf Hc4 angewandt
werden, sondern fihrte sogar zu einer nahezu zehnfach héheren Ausbeute an I6slichem
Apoprotein. Dabei lag die optimale Temperatur fir die rekombinante Expression der Apo-
formen von Hc4 und PPO3 beide Male bei 37 °C (Hefenbrock, 2008; Didier 2009),
wohingegen das Maximum an rekombinantem LSP2 bei einer Temperatur von 26 °C
exprimiert wird. Eine Erhéhung der Expressionstemperatur um nur 3-4 °C flhrte bereits
zu einer kompletten Lokalisation des LSP2 in inclusion bodies (Hefenbrock, 2008).

Die Vorteile der Arbeiten mit Hc4 bei der Etabalierung rekombinanter, bakterieller Sys-
teme zur Expression der Arthropoden-Typ3-Kupferproteine sind also deutlich. Durch die
héheren Proteinausbeuten sind nicht nur gezieltere in vitro-Rekonstitutionen des Apo-
proteins mit Kupfer méglich. Diese Versuche werden zudem nicht mehr durch ein fir die
PPQO3 typisches Aggregieren und Ausfallen der rekombinanten Proteine behindert. Dies
fihrte sogar dazu, dass bei der Verwendung des Rekonstitutionsprotokolls basierend auf
dem Tris-CuCl,>-Puffer erste Hinweise auf einen erfolgreichen Kupfereinbau in rekom-
binante Apohamocyanine verzeichnet werden konnten. Die Aufnahme von Absorptions-
spektren erlaubte dabei aufgrund der unterschiedlichen Absorptionsmaxima der ver-
schiedenen Kupferoxidationszustdnde im Hamocyanin (Oxy, Met, Semi-Met, Desoxy)
eine erste ldentifizierung der gebildeten Form (Andrew et al., 1993). Es konnte jedoch
nur in einem Rekonstitutionsansatz Oxyhdmocyanin nachgewiesen werden, wahrend

126



D. Diskussion

sich in allen anderen vermutlich die Met-Form gebildet hatte (Didier, 2009). Weiter-
fihrende Experimente in Form von Sauerstoffbindungsmessungen sind notwendig, um
die Eignung dieser Methode zum Erhalt funktioneller, rekombinanter Himocyanine ein-
deutig zu belegen. Doch implizieren die mit Hc4 erhaltenen Ergebnisse zumindest, dass
auch dieses bakterielle Expressionssystem eine Mdglichkeit bietet, durch die nachfol-
gende in vitro-Rekonstitution biologisch funktionsfahige Typ3-Kupferproteine der Hamo-
cyanin-Superfamilie zu erhalten.
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Hamoglobine und Hamocyanine erfillen in vielen Arthropoden eine Funktion im Trans-
port und in der Speicherung von Sauerstoff. Hamoglobine gehdren zu der Klasse der
Ham-Proteine, die sich alle durch den Besitz eines metallhaltigen Porphyrinkomplexes
auszeichnen. Die reversible Bindung von Sauerstoff wird durch das zentral im Ham
vorliegende, zweiwertige Eisenion ermdglicht. Im Gegensatz dazu binden Arthropoden-
Hamocyanine mit Hilfe zweier Kupferionen Sauerstoff. Sie bilden stets Hexamere bzw.
Multihexamere aus sechs ahnlichen oder identischen Untereinheiten, wobei jede dieser
ca. 75 kDa Untereinheiten ein Kupferzentrum besitzt. Die Himocyanine der Arthropoden
werden mit vier hdmocyanin-ahnlichen Proteinklassen bestehend aus Enzymen (Phenol-
oxidasen), Speicherproteinen (Pseudohamocyanine und Hexamerine) sowie bestimmten
Rezeptoren (Hexamerinrezeptoren) zu der Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden
zusammengefasst. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Identifizierung und Charakteri-
sierung dieser zwei respiratorischen Proteine in ausgewdhlten Krebstieren.

Mit dem kiemenspezifischen Hamoglobin (CmaHb) der Strandkrabbe Carcinus maenas
(Decapoda, Malacostraca) wurde erstmals ein intrazelluldares Globin in den Crustacea
nachgewiesen. CmaHb weist eine Membranlokalisation auf, die bislang nur im Falle
einiger bakterieller Globine beschrieben wurde. CmaHb ist dabei das erste bekannte
Globin, bei dem die Interaktion mit der Membran Uber eine N-Myristoylierung vermittelt
wird. Sequenzanalysen wiesen darauf hin, dass neben CmaHb auch Globinsequenzen
der Chelicerata sowie zumindest zwei Globine der Insecta ein N-terminales Motiv fir
eine N-Myristoylierung besitzen. Phylogenetische Analysen lassen vermuten, dass eine
intrazellulare, membrangebundene Lokalisation die urspringliche Form der Arthropoden-
Globine darstellt. Aus diesen sind offensichtlich die intrazellularen, frei im Cytoplasma
vorliegenden Globine der Insecta sowie die extrazellularen Globine der Insecta und
Branchiopoda (Crustacea) hervorgegangen. Folgende Studien sollten sich auf die Cha-
rakterisierung moglicher Funktionen von myristoylierten Globinen konzentrieren. Hypo-
thesen zur Funktion des CmaHb umfassen den Schutz der Kiemenmembran vor ROS
oder eine Rolle in einem noch unbekannten Signaltransduktionsprozess. Eine respirato-
rische Funktion ist dagegen aufgrund einer hohen Autoxidationsrate des CmaHb unwahr-
scheinlich.

Ferner wurde am Versuchstier Speleonectes tulumensis (Remipedia) zum ersten Mal
eindeutig die Expression eines respiratorischen, extrazellularen Hamocyanins auBerhalb
der Malacostraca belegt. Die drei Himocyaninuntereinheiten gruppieren in allen phyloge-
netischen Analysen mit den Hamocyaninen der Insekten. Auffallig ist dabei, dass dieser
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Krebs beide Untereinheitstypen besitzt, die in Insekten vorkommen. Die erhaltenen
Resultate weisen somit auf ein mégliches Schwestergruppenverhaltnis der Remipedia
und Insecta sowie folglich auf eine Paraphylie der Crustacea hin. Jedoch sind weitere
Analysen notwendig, um die Stellung der Remipedia sowie ihre Verwandtschaft zu den
Hexapoda zu untersuchen.

Im Rahmen eines dritten Projektes wurden erstmalig rekombinante Expressionssysteme
fir ausgewahlte Mitglieder der Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden etabliert. Am
Beispiel der Prophenoloxidase 3 (PPO3) aus D. melanogaster gelang es, einen kupfer-
haltigen Vertreter in biologisch aktiver Form in Insektenzellen zu exprimieren. Parallel
durchgefihrte Arbeiten mit heterologen, bakteriellen Expressionsystemen zeigten, dass
sich auch diese prinzipiell fir die rekombinante Expression der Proteine dieser Super-
familie eignen. So gelang am Beispiel des Hexamerins LSP2 von D. melanogaster die
Expression eines I6slichen, kupferlosen Vertreters in E. coli. Nach Aufreinigung der
rekombinanten LSP2-Untereinheiten konnte die Quartarstruktur des Proteins erfolgreich
rekonstituiert werden. Bei der rekombinanten Expression der Kupferproteine in E. coli
wurden ebenfalls gravierende Fortschritte erzielt, da erstmals die rekombinante Her-
stellung einer Phenoloxidase und eines Hamocyanins als |6sliches Apoprotein in Bak-
terien gelang. Mit der in dieser Arbeit erreichten rekombinanten Expression einer funk-
tionellen Phenoloxidase und eines Hexamerins stehen somit bereits zwei Vertreter der
Arthropoden-Hamocyanin-Superfamilie in ausreichender Menge zur Verfligung, die far
bioanalytische Studien sowie fir Struktur-Funktionsanalysen eingesetzt werden kdnnen.
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G. Anhang

1. AbkUrzungen

Abb. Abbildung

AEC 3-amino-9-Ethylcarbazol

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
bp Basenpaare

BSA Bovine serum albumin

C Vernetzungsgrad

cDNA Komplementare DNA

CIP Calf intestine alkaline phosphatase
CmaHb Carcinus maenas Hamoglobin
CMC kritische micellare Konzentration
CuA, CuB Kupferzentren der Typ3-Kupferproteine
d Desoxy

Da Dalton

dATP Desoxyadenosin-5’-triphosphat
dCTP Desoxycytidin-5'-triphosphat
DEAE Diethylaminoethyl

DEPC Diethylpyrocarbonat

dest. H,O destilliertes Wasser

dGTP Desoxyguanosin-5’-triphosphat
DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosintriphosphat
DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
dTTP Desoxythymidin-5’-triphosphat
DTT Dithiothreitol

dUTP Desoxyuridin-5'-triphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N-N-N'-N'-tetraessigséure
ER Endoplasmatisches Retikulum
EST expressed sequence tag

FCS fotales Kalberserum

g Erdbeschleunigung

GITC Guanidinisothiocyanat

GRAVY Grand average of hydropathicity
GSH Gilutathion (reduziert)

GSSG Gilutathion (oxidiert)

h Stunde

Hb Hamoglobin

Hc Hamocyanin

HCI Salzséure

His-Tag Hexahistidin-Tag (Affinitatstag)
HRP Meerrettich Peroxidase

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactpyranosid
Kan Kanamycin

kb Kilo Basen

kDa Kilo Dalton

L Liter

LB Luria Broth
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LSP2
M
MBTH
MCS
min
MOPS
mRNA
MW
NaCl
NaN3
NBT
NLS
NTP
oD
ORF

P
PAGE
PBS
PelHc4
pl

PO
PPO3
PPO3-SII
PCR
pET
RACE
RNA
ROS
RT

sec
SDS
SN
SOD
spez.
Strep-Tag Il
StuHc
T

Taq
TBS
TCA
TEM
TEMED
Tet
Thrx
Thrx-PPO3
Thrx-PPO3-S I
Tris
Tween 20
Upm

U

UTR
uv

U

UuN

viv

w/v
X-Gal

Larval serum protein 2

Molar, mol/Liter
3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon
Multiple cloning site, Polylinker

Minuten
3-(N-Morpholino)-2-Hydroxypropansulfonsdue-Natriumsalz
messenger RNA

Molekulargewicht

Natriumchlorid

Natriumazid

Nitro-Blau Tetrazoliumchlorid
N-Lauroylsarcosin

Nucleosidtriphosphat

Optische Dichte (Absorption)

Open reading frame

Pellet nach Zellaufschluss
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphate buffered saline

Palinurus elephas Hamocyaninuntereinheit 4
Isoelektrischer Punkt

Phenoloxidase

Prophenoloxidase 3

Prophenoloxidase 3 mit C-terminalem Strep-Tag |
Polymerase chain reaction

engl.: plasmid for expression by T7 RNA-Polymerase
engl.: rapid amplification of cDNA ends
Ribonukleinsdure

Reactive oxygen species

Raumtemperatur oder Reverse Transkription
Sekunde

Sodiumdodecylsulfat

Uberstand

Superoxiddismutase

spezifisch

Streptavidin-Tag (Affinitatstag)
Speleonectes tulumensis Hamocyanin
Totralacrylamidkonzentration

Thermophilus aquaticus

Tris buffered saline

Trichloressigsaure
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin
Tetracyclin

Thioredoxin

Fusionsprotein aus Thioredoxin und Prophenoloxidase 3

Fusionsproteins aus Thioredoxin, Prophenoloxidase 3 und Strep-Tag Il

Tris-(hydroxymethyl-Jaminomethan
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat
Umdrehungen pro Minute
Hamocyaninuntereinheit
Untranslatierter Bereich

Ultraviolett

Uberstand nach Zellaufschluss

Uber Nacht

Verhaltnis Volumen zu Volumen
Verhéltnis Masse zu Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indoyl-3-D-galactopyranosid
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2. Codes

Tabelle G.1: Einbuchstaben-Code der Nukleotide

Symbol

Bedeutung

ZOU<WISOXRZ<IO->O

Guanin

Adenin

Thymin

Cytosin

Guanin oder Adenin

Thymin oder Cytosin

Adenin oder Cytosin

Guanin oder Thymin

Guanin oder Cytosin

Adenin oder Thymin

Adenin, Cytosin oder Thymin
Guanin, Thymin oder Cytosin
Guanin, Cytosin oder Adenin
Guanin, Adenin oder Thymin

Guanin, Adenin, Thymin oder Cytosin

Tabelle G.2: Ein- und Dreibuchstaben-Code der Aminosauren

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsdure P Pro Prolin
E Glu Glutaminsaure Q Gin Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I lle Isoleucin \% Val Valin
K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
3. Vektoren
Tabelle G.3: Verwendete Vektoren
Vektor Eigenschaft Firma
pGemT-Easy Vektor fiir TA-Klonierung, Amp" Promega
TOPO TA Vektor fiir TA-Klonierung, Amp" Invitrogen
pPET3a Expressionsvektor (pET-System), Amp"™ Novagen
pPET24a Expressionsvektor (pET-System), Kan" Novagen
PET32b Expressionsvektor (pET-System), Amp"™ Novagen
pFASTBac1 Expressionsvektor (Baculovirus-System), AmFPR, Gen® Invitrogen
pCOHygro Selektionsvektor (DES-System), Hygr®, Amp Invitrogen
pMT/V5-HisB Expressionsvektor (DES-System), Amp"” Invitrogen
4. Primer

Die Schmelztemperaturen (Tm) aller verwendeten Primer wurden mit dem Programm

,OligoAnalyzer” (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) bestimmt. Als
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Annealing-Temperatur in den einzelnen PCR-Experimenten wurde in der Regel die
ermittelte Tm +/- 5 °C verwendet. Schnittstellen fur Restriktionsenzyme sind rot markiert.

Tabelle G.4: Degenerierte Primer zur Ermittlung von Remipedia-Hc-Teilsequenzen

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
MDF ATGGAYTTYCCNTTYTGGTGGA Tm = 53-60 °C
MEH GTNGCGGTYTCRAARTGYTCCAT Tm = 54-64 °C

Tabelle G.5: Spezifische Primer: Verifizierung der bekannten Remipedia-Hc1-Teilsequenz

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
RemiHc_ESTsFwdia CACGCTGGGAGAGTTGGATGA Tm =59 °C
RemiHc_ESTsFwdib  AGATCCCTCATTCTTCAGGCTGC Tm =59 °C
RemiHc_ESTsFwd2a TGGATGATGGTCGAAATGGACAAGT Tm =58 °C
RemiHc_ESTsFwd2b GCGCAAATCCACTGAATCTTCTGTTAC Tm =58 °C
RemiHc_ESTsRevia AGCGATGGTTTAGCCTGTCTGTT Tm =59 °C
RemiHc_ESTsRevib TGGACCTCTAGTGGTCGCTCTT Tm =60 °C

Tabelle G.6: RACE-Primer zur Vervolistdndigung der Remipedia-Hc-Sequenzen 1-3

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
RemiHc_5RACERevl CATCTGTTGTGTATGGTGGGAGACTATC Tm =58 °C (Hc1)
RemiHc_5RACERev2 TGTGCAGCCTGAAGAATGAGGGATCT Tm =62 °C (Hc1)

RemiHc1_5RACErevli TAGATCTCATACTGGGGTGGGAGCAAGA Tm =62 °C
RemiHc1_5RACErev2 TGGCCCAGCAGGCTATCTTGTAGAAGGT Tm =65 °C
RemiHc2_5RACErevli TGTTGTCAGGTCTCATGGGGAACTGGAA Tm =63 °C

RemiHc2_5RACErev2 CCTGGATGTCATCTGATGGTGATTGTAG Tm =59 °C
RemiHc2_3RACE1 CAAATGGTACAGAAGTGTCCCTGAATGA Tm =59 °C
RemiHc2_3RACE2 GGTGAAATAGTAGAGGCTTCTGAACACA Tm =58 °C
RemiHc3_5RACErevli TCCACCTCCAGCTTGGGGAAAGTC Tm =63 °C
RemiHc3_5RACErev2 ATGTCGTCGGGCCTGACGGGGAACTCAT Tm =68 °C
RemiHc3_3RACE1 CACGGGGATCAACACTTTGGGTGAGAT Tm =62 °C

RemiHc3_3RACE2 GCGTCAACCCGGGCTTCTACAAGAGCAT Tm =66 °C

Tabelle G.7: Primer zur Amplifikation der Carcinus maenas Hb-Sequenz via nested-PCR

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
CmaHb_F1 GCTACTCTCAAGACCCACAC Tm =55 °C
CmaHb_R1 GTAGTAGGACTGAAGGACTG Tm =51 °C

CmaHb_Ndel (nested) TACTCACATATGGGAGCCGTGCTGAGTGTG Tm =62 °C
CmaHb_Bam (nested) TACTCTGGATCCTCATGCATCATAAGAAGT Tm =45 °C

Tabelle G.8: Primer zur Ermittlung der Carcinus maenas Hb-Introns/Exons

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
CmaHb_Fwd1intr TCACTCTTCGTCACCGCA Tm =56 °C
CmaHb_Fwd2Intr TCAGTGCTGGTGGAGTTACT Tm =58 °C
CmaHb_F3_Intron TGGTTAAGTCCAGGCACGCAG Tm =63 °C
CmaHb_F4_Intron GTTCCAGGAAGAGCCAGTACTA Tm =62 °C
CmaHb_F5_Intron CTCAAGAACACAGGAGCCAATC Tm =62 °C
CmaHb_Rev1intr TGCCAGTCGCTTGCTGTTCT Tm =60 °C
CmaHb_Rev2intr AGTCCAAGCTTCCTCTGCCAC Tm =63 °C
CmaHb_R3_Intron GTGAGGAACAAATTTATTCCGTGC Tm =62 °C
CmaHb_R4_Intron AGCTCAAAGTCTCCCTTGGGTA Tm =62 °C
CmaHb_R5_Intron GATGACTTTCATAGCCTGAGTCC Tm =63 °C
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Tabelle G.9: Vektorprimer

Bezeichnung

5’-3’ Orientierung

T7

T3

SP6

M13Fwd (~20)
M13Fwd (~40)
M13Reverse
MTFwd
BGHRev

pETO03

pETO05
pPETO05_pET32b
pFASTBac1_03
pFASTBaci1_05

TAATACGACTCACTATAGGG
ATTAACCCTCACTAAAGGGA
TATTTAGGTGACACTATAG
GTAAAACGACGGCCAG
GTTTTCCCAGTCACGAC
CAGGAAACAGCTATGAC
CATCTCAGTGCAACTAAAGG
TTAGAAGGCACAGTCGAGG
GCAGCAGCCAACTCAGCTTC
ACCACAACGGTTTCCCTCTAG
GGAATAACAATTCCCCTCTAG
ATCCTCTAGTACTTCTCGAC
TATTCCGGATTATTCATACC

Tabelle G.10: Genspezifische Sequenzierprimer

Bezeichnung 5’-3’ Orientierung Sonstiges
SeqPPO3_F AGGGCTACGTTTTGGATACG DmePPO3
SeqPPO3_F1 TTCAACAACCTGGACGAACC DmePPO3
SeqPPO3_F2 AAGTTCGTGGTTACCATGCC DmePPO3
SeqPPO3_F3 TCAGTTGCTCCATGAGACTG DmePPO3
SeqPPO3_R CGTACTGTTGGGCGTCAGAT DmePPO3
Seq1Fwd_DmeLSP2 CCATCATGTCAAGCAGATGG DmeLSP2
Seq2Fwd_DmelLSP2 AGCTGTACCGCTTCATTGTG DmelLSP2
Seq3Fwd_DmelLSP2 GTTAACCACATCAAGCGCGC DmelLSP2

DmeLSP2: ,Larval serum protein 2“ aus Drosophila melanogaster
DmePPOS3: ,Prophenocloxidase 3" aus Drosophila melanogaster
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Tabelle G.11: Klonierungsprimer fur die Erstellung von Expressionskonstrukten

Bezeichnung Primer 5’-3’ Orientierung Modifikationen Sonstiges
CmaHb_Ndel Fwd TACTCACATATGGGAGCCGTGCTGAGTGTG Ndel
CmaHboSP_Ndel Fwd TACTCACATATGGTCACATTTCCTGAAGAGGGA Ndel HbAN1-21
CmaHbVerk_Ndel Fwd TACTCACATATGGGCCTCACTCTTCGTCAC Ndel HbAN1-40
CmaHb_Bam Rev TACTCTGGATCCTCATGCATCATAAGAAGT BamHI
PPO3_Ndel Fwd TACTCACATATGGCCGACAAGAAGAATCTG Ndel
FwdDmePPO3_BamHI_pET32b Fwd TACTCAGGATCCGGCCGACAAGAAGAATCTGCT BamHI ohne Startcodon
Fwd-Primer-Notl Fwd TACTCAGCGGCCGC Notl Propeptid Meprin
zur korrekten
GTACCGATTGCCGACAAGAAGAATC Abspaltung des
TGCT Propeptid Meprin Signalpeptids
DmePPO3_Fwd_Spel Fwd TACTCAACTAGTGAGATGGCCGACAAGAAGAATCT Spel Kozak-Sequenz:
Erganzung Kozak- GAGATGG
Sequenz
PPO3_Bam Rev TACTCTGGATCCTCAGGAGCGAGCTGGTAC BamHI
RevDmePPO3_Xhol_pET32b Rev TACTCTCTCGAGTICAGGAGCGAGCTGGTACCTC Xhol
GCGAA
R-Primer-Xhol Rev TACTCTCTCGAGICACTTTTCGAACTGCGGGTGG Xhol
CTCCAGGAGCGAGCTGGTACCTCGCGAA Strep-Tag Il
DmeLSP2_Ndel_Fwd Fwd TACTCACATATGAAGTCGTTCACGGTGATTGC Ndel
DmeLSP20SP_Ndel_Fwd Fwd TACTCACATATGAAGCACCTGGACTCCAAGGT Ndel kein Signalpeptid
DmeLSP2_Strepll_Xhol_Rev Rev TACTCTCTCGAGCTACTTTTCGAACTGCGGGTGG Xhol
CTCCAGACCACATTGGTGTGCT Strep-Tag Il
DmeLSP2_Xhol_Rev Rev TACTCTCTCGAGCTAGACCACATTGGTGTGCT Xhol

Start- und Stopp-Codons im Primer sind unterstrichen dargestellt.

CmaHb: Hamoglobin aus Carcinus maenas

DmePPOS3: Prophenoloxidase 3 aus Drosophila melanogaster
DmeLSP2: Hexamerin ,larval serum protein 2" aus Drosophila melanogaster
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5. Expressionskonstrukte

Folgende Expressionskonstrukte wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit hergestellt:

Tabelle G.12: Carcinus maenas Hamoglobin

Konstrukt Modifikationen Klonierungsprimer
CmaHb/pET3a @ = - CmaHb_Ndel
CmaHb_Bam
CmaHbAN1-21/pET3a N-terminal verkirzt um 21 AS  CmaHboSP_Ndel
CmaHb_Bam
CmaHbAN1-40/pET3a N-terminal verklirzt um 40 AS CmaHbVerk Ndel
CmaHb Bam

Tabelle G.13: Drosophila melanogaster Hexamerin LSP2

Konstrukt Modifikationen

Klonierungsprimer

DmelLSP2/pET24a @ = -

DmeLSP2-Strep Il/pET24a + C-terminaler Strep-tag Il

DmeLSP20SP/pET24a - Signalpepid

DmelLSP20SP-
Strep Il/pET24a

- Signalpepid
+ C-terminaler Strep-tag Il

DmeLSP2_Ndel Fwd
DmeLSP2_Xhol_Rev

DmeLSP2_Ndel Fwd
DmeLSP2_Strepll_Xhol_Rev

DmeLSP20SP_Ndel Fwd
DmeLSP2_Xhol_Rev

DmeLSP20SP_Ndel Fwd
DmelLSP2_Strepll_Xhol Rev

Tabelle G.14: Drosophila melanogaster Prophenoloxidase 3

Konstrukt Modifikationen Klonierungsprimer

DmePPO3/pET3a @ ---- PPO3_Ndel
PPO3_Bam

DmePPO3-Strep Il/pET24a + C-terminaler Strep-tag Il PPO3_Ndel
R-Primer-Xhol

Thrx-DmePPO3/pET32b

Thrx-DmePPO3-Strep II/ + C-terminaler Strep-tag Il

PET 32b
DmePPO3-Strep I/ + Signalpeptid
pFASTBac1 + C-terminaler Strep-tag Il

DmePPO3/pMT-V5-HisB

DmePPO3-Strep Il/pMT-V5-
His B

+ C-terminaler Strep-tag Il

FwdDmePPO3_Bam_pET32b
RevDmePPO3_Xhol_pET32b

FwdDmePPO3_Bam_pET32b
R-Primer-Xhol

Fwd-Primer-Notl
R-Primer-Xhol

DmePPO3_Fwd_Spel
RevDmePPO3_Xhol_pET32b

DmePPO3_Fwd_Spel
R-Primer-Xhol
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6. Transformierte bakterielle Expressionsstamme

Nach Transformation von Expressionsstdmmen mit den entsprechenden Konstrukten
wurden bakterielle Dauerkulturen angelegt. Tabelle G.5.1 fasst alle Dauerkulturen und

die fUr die Anzucht verwendeten Antibiotika zusammen.

Tabelle G.15: Dauerkulturen fur die Expression von Carcinus maenas Hamoglobin

Konstrukt Expressionsstamm Antibiotikaresistenzen

CmaHb/pET3a BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol
CmaHbAN1-21/pET3a BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol
CmaHbAN1-40/pET3a BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol

Tabelle G.16: Drosophila melanogaster Hexamerin LSP2

Konstrukt Expressionsstamm Antibiotikaresistenzen

DmelLSP2/pET24a BL21(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol
DmelLSP2-Strep Il/pET24a BL21(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol
DmelLSP20SP/pET24a BL21(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol
DmelLSP20SP- BL21(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol

Strep Il/pET24a

Tabelle G.17: Drosophila melanogaster Prophenoloxidase 3

Konstrukt Expressionsstamm Antibiotikaresistenzen

DmePPO3/pET3a BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol

DmePPO3-Strep IlI/pET24a BL21(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol
Rosetta(DE3)pLysS Kanamycin, Chloramphenicol

Thrx-DmePPO3/pET32b BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol

Thrx-DmePPO3-Strep II/ BL21(DE3)pLysS Ampicillin, Chloramphenicol

pET32b

/. Stabil transfizierte Zell-Linien

Eine stabile Transfektion von Insektenzellen erfolgte im DES-System (Invitrogen) unter
Einsatz der Drosophila-Zelllinie S2.

Tabelle G.18: Dauerkulturen transfizierter S2-Zellen

Konstrukt Zell-Linie Antibiotikaresistenz
DmePPO3/pMT-V5-HisB S2 Hygromycin
DmePPO3-Strep Il/pMT-V5-His B S2 Hygromycin
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8. Sequenzen

8.1. Carcinus maenas Hamoglobin

8.1.1.  Nukleotid- und Aminosauresequenz

Nukleotid- und Aminosauresequenz des kiemenspezifischen Hamoglobins aus der

Strandkrabbe C. maenas. Das Startcodon ATG ist rot markiert, das Stoppcodon durch

drei Sterne dargestellt. Das Polyadenylierungssignal ist unterstrichen. Die fir die Sauer-

stoffbindung wichtigen Aminoséuren Phenylalanin (CD1) und die zwei Histidine (E7, F8)
sind gelb schattiert. Die Nukleotide, die die beiden Introns B12.2 und E.11.0 flankieren,

sind grtin (am Intronbeginn) und hellblau (am Intronende) schattiert.

g
cggcacacgcatcctgtcggectcectctectcecctetcectectgettggacctcecgegetactcet
caagacccacacagacacacacacatagacaaggagaaattgagtcgactaggcattatg

M
ggagccgtgctgagtgtggtttggggatggttaagtccaggcacgcaggtgggtgeecgtce
G AV L S V V W G W L S P G T O V G A V
acatttcctgaagagggaagtctgggccccgaagcagacgttccggataaaaccacaggce
T » P E E G S L G P E A D V P D K T T G
Ctcactcttcgtcaccgcaccgceccatctaccgcacttgggatcttgtgagaccgaatceccg
L T L R H R T A I Y R T W D L V R P N P
Aaactgcacggaataaatttgttcctigacaatgttccaggaagagccagtactacagacc
K L. H 6 I N L ¥ L T M F Q E E P V L Q T
Agattcaaaggcttcgctggcaagtctattgaggaactcaagaacagcaagcgactggca
R F K 6 F A G K s I E E L K N S K R L A
gcacatggcactactgtggtcatggctatcacggcaatggtggacaacttggaggacgtyg
A H G T T Vv Vv M A I T A M V D N L E D V
tcagtgctggtggagttactcaagaacacaggagccaatcacagggaccgaggtgtaccc
s v L v BE L L K N T G A N H R D R G V P
aagggagactttgagctgctggcgccagtcctggttaggttcctgaaggataacttgggg
K 6 b Ff¥ E L L A P V L V R F L K D N L G
tcagcttggagcccececgtggcagaggaagcttggactcaggctatgaaagtcatcaatgea
S A W S P V A E E A W T O A M K V I N A
gttatcttcacttcttatgatgcatgatgctcctccecttececcttcectectcecteecteecte
v I ¥ T S Y D A ***
cgctctttgtactctccctccececgtecttcectecgtctectecccacaacacactcaatgec
cagtccttcagtcctactacaatacaagctcatcacacttcactcactttaatatagtac
tgtagtaatgtatctttttttcccaagatacttactttattacaaccacacctaagectgce
aaaatacattaagaagtgtttgtcatgtctacacactcactcacacacacacacacacac
acacacacatccataaataaattaacatataataaagaaatattattatacatttc
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8.1.2.  Phylogenie

8.1.2.1. Verwendete Sequenzen

Abkiirzung
AgaHb1
AgaHb2
AmeHb1
ApiHb
AsaHbC1 1
AsaHbC1 2
AsaHbC1 3
AsaHbC1 4
AsaHbC1 5
AsaHbC1 6
AsaHbC1 7
AsaHbC1 8
AsaHbC1 9
AsaHbT1 1
AsaHbT1 2
AsaHbT1 3
AsaHbT1 4
AsaHbT1 5
AsaHbT1 6
AsaHbT1 7
AsaHbT1 8
AsaHbT1 9
BmoHb
CmaHb
CtpHbV
CtpHbW
CtpHbY
CttHbl
CttHbllb
CttHblll
CttHbVI
CttHbVII6
CttHbVIII
CttHbIX
CttHbE
CttHbX
CttHbZ
DceHb1
DmaHb1 1
DmaHb1 2
DmeHb1
DpsHb1
DpuHb1 1
DpuHb1 2
DviHb1
GinHb1
IscHb
MmaHb1 1
MmaHb1 2
RapHb

Zugangshummer

AM182453
AM182454
AM158085
EST
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104216
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AF104217
AB440198
EST
X56271
X56271
X56271
P02221
AF001292
EST

EST
A30477
P02227
P02223
P11582
P02228
P29245
EST
u67067
u67067
NM_169678
AM086023
AF074722
AFQ074722
AMO086022
AF063938
EST
AB055113
AB055114
EST

Arthame

Anopheles gambiae
Anopheles gambiae

Apis mellifera
Acyrthosiphon pisum
Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Artemia salina

Bombyx mori

Carcinus maenas
Chironomus thummi piger
Chironomus thummi piger
Chironomus thummi piger
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Chironomus thummi thummi
Dascillus cervinus

Daphnia magna

Daphnia magna

Drosophila melanogaster
Drosophila pseudoobscura
Daphnia pulex

Daphnia pulex

Drosophila virilis
Gasterophilus intestinalis
Ixodes scapularis

Moina macrocopa

Moina macrocopa
Rhipicephalus appendiculatus
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8.1.2.2. Alignment

Die phylogenetische Analyse erfolgte auf Grundlage des folgenden Alignments.

RapHb
IscHb
CmaHb
DmaHbl_2
DmaHbl_1
DpuHbl_2
DpuHbl_1
MmaHbl_2
MmaHbl_1
AsaHbT1_9
AsaHbT1_8
AsaHbT1_7
AsaHbT1_6
AsaHbT1_5
AsaHbT1_4
AsaHbT1_3
AsaHbT1_2
AsaHbT1_1
AsaHbC1l_9
AsaHbC1l_8
AsaHbC1l_7
AsaHbC1l_6
AsaHbC1l_5
AsaHbCl_4
AsaHbC1l_3
AsaHbCl_2
AsaHbC1_1
ApiHb
DmeHbl
DviHbl
DpsHb1l
DceHbl
GinHbl
AmeHbl
BmoHb
AgaHbl
AgaHb2
CttHbI
CttHbIIb
CttHbIII
CttHbVI
CttHbVII6
CttHbVIII
CttHbIX
CttHbX
CttHbE
CttHbZ
CtpHbV
CtpHbW
CtpHbY

RapHb
IscHb
CmaHb
DmaHbl_2
DmaHbl_1
DpuHbl_2
DpuHbl_1
MmaHbl_2
MmaHbl_1
AsaHbT1_9
AsaHbT1_8
AsaHbT1_7
AsaHbT1_6
AsaHbT1_5
AsaHbT1_4
AsaHbT1_3
AsaHbT1_2
AsaHbT1_1
AsaHbC1l_9
AsaHbC1l_8
AsaHbC1l_7
AsaHbC1l_6
AsaHbC1l_5
AsaHbCl_4
AsaHbC1l_3
AsaHbCl_2
AsaHbC1l_1
ApiHb
DmeHbl
DviHbl
DpsHb1l
DceHbl
GinHbl
AmeHbl
BmoHb
AgaHbl
AgaHb2
CttHbI
CttHbIIb
CttHbIII
CttHbVI
CttHbVII6
CttHbVIII
CttHbIX
CttHbX
CttHbE
CttHbZ
CtpHbV
CtpHbW
CtpHbY

* 20 * 40 * 60 *
LTPREKGLVRDTWALVRKDIKA-NAIAIFLTLFQRHPEYQKL|J——-SGFAEVPPE-ALPTNPRLGAHAMSVAYAITSL
LTPREKGLVRDTWALVRKDVKA-NAIAIFLTLFQRHPEYQKL|J——-SGFADVPPE-ALSTNPRLGAHAMSVAYAITSL
LTLRHRTAIYRTWDLVRPNPKL-HGINLFLTMFQEEPVLQTRY--KGFAGKSIE-ELKNSKRLAAHGTTVVMAITAM
LTPHQIQDVQRSWENIRNGRNA-LVSSIFVKLFKETPRIQKF|3——-AKFANVAVD-SLAGNAEYEKQVALVADRLDTM
LSAHERSLIRKTWEQARKDG-D-VAPQILFRFVKAHPEYQKMA--SKFANVPQA-ELLTNGNFLAQAYTILAGLNVV
LTPHQIHDVQRSWENIRANRNS-LVSAIFVKLFKETPRVQKHE--AKFANVAVD-SLPGNADYEKQVALVADRLDTI
LSSHDRSIIRKTWDQAKKDGDV-PPKILFRFIVAN-PEYQKM3--KSFATVPON-ELLGNGNFLAQAYTILAGLNVV
LSGHITIKDVQRSWENVRGNRNT-IVAGIFQKLFAGTPRLOKA--SKFAKVAAA-DLSANADFNKQVALVADRLDVI
LSASDRAIIRKTWEQARKDG-D-VAPQILFRFVKAHPEYQKLJ——RSFASVPQD-ELLGNGNFLAQAYTILAGLNVV
FSAYDIQAVORTWALAKPDLMG-KGAMVFKQLFTDHG-YQPL|g—-SNLAQYEIT-GLEGSPELNTHARNVMAQLDTL
ITDAEKALVQESWDLLKPDLLG-LGRKIFTKVFTKHPDYQILATRTGFGDTPLT-KLDDNPAFGTHI IKVMRAFDHV
LSAREVAVVKQTWNLVKPDLMG-VGMRIFKSLFEAFPAYQAV|3——-PKFSDVPLD-KLEDTPAVGKHAISVTTKLDEL
LTALEKQSIQDIWSNLRSTGLQODLAVKIFTRLFSAHPEYKLLE——-TGRFGNVDN--INENAPFKAHLHRVLSAFDIV
LYGKEIVALRQAFAAVTPRNVE-IGKRVFAKLFAAHPEYKNLJA--KKFEQYSVE-ELPSTDAFHYHISLVMNRFSST
LTGRQKEMIKASWSKARTDLRS-LGQELFMRMFKAHPEYQTLIEVNKGFADVPLV-SLREDERF ISHMANVLGGFDTL
LSGLEKNAILSTWGKVRGNLQE-VGKATFGKLFTAHPEYQQOMg--RFSQGMPLA-SLVESPKFAAHTQRVVSALDQT
LSCVDVANIQESWSKVSGDLKT-TGSVVFQRMINGHPEYQQL)E--ROQFRDVDLD-KLGESNSFVAHVFRVVAAFDGI
ILCSDKATIKRTWATVT-DLPS-FGRNVFLSVFAAKPEYKNLA--VEFRNIPAS-ELASSERLLYHGGRVLSSIDEA
FSAADIEAIQKTWALAKPDLMG-KGASVFRQLFTDHG-YQPL|g——-SNLVEYEVT-GLEGSPELNTHARNVMAQLDTL
ITDAEKVLVQRSWELLKPDLLG-LGRKIFGVIFTKHPEYQILATRVGFGDTPLT-QLDNNPAFGEHI IKVMRAFDYV
LSVREVEVVKQTWNLVKPDLMG-VGMRIFKSLFEKFPAYQAV|3——-PKFSDVPLD-KLEDIPAVGKHAISVTTKLDEL
LTALEKQSIQDIWTSLRPTGLEELAVKMFTRLFADHPEYKLLJ——-T-GRLGNVD-NINENAPFRAHLHRVLSAFDIV
LYGKEVVALRQAFAAISPRNVE-IGKRVFAKLFTSHPEYKNLIg—-KKFEQYSVE-ELPSTDAFDYHISLVMNRF SAV
LTGRQKEAIKASWSVARTDLRF-LGQELFMRMFNLNPEYQSLIEVNKGFADVPLV-SLREDERF ISHMANVLRGFDTL
LSGLEKNAILNTWGKVRGNLQE-VGKATFGKLFAAHPEYQQOMg--RFFQGVQLA-ELVDSPKFAAHTQRVVSALDQT
LSCVDVANVQESWATVSANLKN-TGSILFQRLINDHPEYQQL)A--ROFRDVELA-KLGESNGFVAHVFRVVAAFDGI
ILCSDKATIKRTWSIVNDLPS—--FGRNVFLSVFAAKPEYKNL--VEFRNIPAS-ELANSERLLYHGGRVLASIDEV
LSPLQISQLKDSWSVLAQDPSQ-LASALVIRLFKENPEYQSL|g——KRLKNLSID-ELASNPQFMSHASKVGAALAST
MNSDEVQLIKKTWEIPVATPTD-SGAAILTQFFNRFPSNLEK|--P-FRDVPLE-ELSGNARFRAHAGRIIRVFDES
MNSDELEMIKKTWEIPVATPTD-SGAAILTAFFNRFPSSLQK--P-FHNVPLE-ELPSNARFRAHAGRIIRVFDES
MNSDEVQVIKKTWEIPVATPTD-SGAAILQEFFTRFPSNLEK--S-FRDVPLE-DLSGNSRFRAHAGRIIRVFDDS
LTPREKSLVVNSWAIVRKDMIG-NGTELFILFFTKFPKYLTYJ--P-FRDVPFD-QLRENKKVHAHAVNVMYALSST
MNSEEVNDIKRTWEVVAAKMTE-AGVEMLKRYFKKYPHNLNH--PWFKEIPFD-DLPENARFKTHGTRILRQVDEG
LTERQKKLVONTWAVVRKDEVA-SGIAVMTAFFKKYPEYQRY|3——-TAFMDTPLN-ELPANKRFQAHCAGVITALNNV
LTRRETHAVQKSWAPVNANSFA-TGSELLRRLFNTYPDTKEY|3——KMVRKLPEE-EYSQNPQFKAHVINLMTSLNLA
LTKSQKVALIAAWSIVKKDLVT-HGRNIFVMFFEEYPQYLDY)J—-D-FGGGSAG-ELGENRSLHAHALNVMNFIGTL
LTASEKITLFSAWGLIRKDLDV-HGRNVLLLLFHKHPRYIAY|3—-D-FTDDPNAQSLVDNKSLYDQATHVFKAVGAL
PSGDQIAAAKASWNTVKNNQ-————

LSADEASLVRGSWAQVKHSE—
LSADQISTVQASFDKVKGDP
LTTEQADLVKKTWSTVKFNE—
LTADEASLVQSSWKAVSHNE—
MSADQLALFKSSWNTVKHNE
VSSDQANATIRASWAGVKHNE
LDAHEVEQVQATWKAVSHDE
LSGDQIGLVQSTYGKVKGDS
LTSDEAALVKSSWAQVKHNE
LTSDEANLVKSSWNQVKHNE—
——CDKAPFIKASWNQVKHNE—
—PCDDFKIMQEAWNTMKNEE—

80 * 100 * 120 * 140 *

IKELDNN-—-PFIVSTLKRLGEQEITA-RGTDISHFQONFRTTLLVYLNEN-—--GMNQAQEASWNKAFDAIEKYISIGL
ISEIDSP-—-DSAAKKLVALGEREIT-RGTVRRHFEAFSYAF IDELKQR---GVASADLAAWRKGWDSIVDILEAGL
IDHLDKP-—-EELEKLLTNLGIKEKK-YGLSAKHFQVIGDVLIAMITEAIG-DSEPELLDLWKSSLTSVLSIIIAAC
IQVLGQODGDLEKLDEIWTKIAVSEIP-RTVSKESYNQLKGVILDVLTAA--CSLDESQAATWAKLVDHVYGIIFKAT
IRVLGQDGDQEKLDEIWTKVAVNEIP-RRISRESYNQLKEVILEVLTAA--CSLNESQVETWTKLIDHVYNIIFKAT
IRVLGEEGDVEKLEEIWTKIAVSEIP-RTISKESYNQLKGVILEVLTAA--CSLDESQAATWAKLVDHIYGIIFKAT

VDNLSNV---EVLVNLLSKTGEAEIGR-RKIPEQSFGDLKVTVLELLRVGLGSKITDEGIDAWNKTLEVAIKVIHDGM
VKALSVDFGDKKFDDVWKKLAQTJEIHE-KKVERRSYNELKDIIIEVVCSCV--KLNEKQVHAYHKFFDRAYDIAFAEM
IDF-LHDP--GLMEASLIGLVEREKK-RGQTKEEFQNLKEVMLEVLRQALGKQYTPEVAEAWNKTLDMMFGKIYQVFE
VNN-LNQP--EIVAAMMTKLGESERR-RQIKEKNFHELKEVIVKLF IDVL-—-RLDDATLSAWGKTVEFWYKHIFVTL
IDYGLNDP—-ALLKCSLAKLVRNERK-RNVTKEDVAAVGGVIMRYSLKALEQHKTKTLEEAFGAFLGTVAAAFE———
IEYGFKDP—-VLFDATLRKITRREKD-RPVYTEDILTIGEVLLNYLEQALGRQMSDSLPDAFWKLFQTIAGRFPATP
MDLLGNDANTPTILAKAKDFGKSEIKS-RA-SPAQLDNFRKSLVVYLKGATK--WDSAVESSWAPVLDFVFSTLKNEL
VALMGNSANMPAMETLIKDMAANEKA-RGIPKAQFNEFRASLVSYLQSKVS—-WNDSLGAAWTQGLDNVFNMMFSYL

IALSGSESNLSAIYGLISKMGTDEKN-RGITQTQFNEFRTALVSYISSNVS—-WGDNVAAAWTHALDNVYTAVFQIV
IALSGNEANLSAVYGLVKKLGVDEKN-RGITQGQFNEFKTALISYLSSHVS——-WGDNVAAAWEHALENTYTVAFEVI
VSLVGNPAVQSSIDLLLVKMANDEKA-RGVTKELFEKFNIAFMGYLKSHTT-—-WDEKTENAWKVVGDEHHAIVYSIL
ISLLGNPDNLPAIMSLLSKLGKDEKG-RGITVKQFDEFHEAFHNFLHTHSV—-WNDNVDAAWHCNEKEIRKVINANL
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8.2. Speleonectes tulumensis Hamocyanin

8.2.1.  Nukleotid- und Aminosauresequenzen

Nukleotid- und Aminosauresequenz der drei Hamocyaninuntereinheiten StuHc1, StuHc2
und StuHc3 aus Speleonectes tulumensis. Jeweils gekennzeichnet: das Startcodon ATG
ist in rot markiert, das Stoppcodon durch drei Sterne dargestellt. Das fiir die Sekretion
notwendige N-terminale Signalpeptid ist blau, das Polyadenylierungssignal ist unter-
strichen. Die fir die Kupferbindung sechs wichtigen Histidine sind gelb schattiert.

8.2.1.1. Hadmocyaninuntereinheit 1 (StuHc1, FM863709)

ggacactgacatggactgaaggagtagaaagtcgtccttggcgtagaactgaccaaa
atgaagagcttcatctttctgttggtagttggcgttgecctgggcaggcactctgtctgac
M K s F I F L L V. V G V A W A G T L S D
cagatggtgggtgattctcctgtcttcattccaggagatgccgactttctgcaaaagcag
o M v G D s Pp VvV F I P G D A D F L QO K O
agtaagatcctgaagctgttcaataagatccacgaacacaaccgctacaatgatcaggtc
s K I L K L ¥ N K I H E H N R Y N D Q V
gatattgcaacgtccttcaaccccttggatcatctcggtgacttcaagcaccgtgactgt
p I A T s FF N P L D H L G D F K H R D C
gtcctcaagctggtgaagaagtacaaggcacacaggctgctgcecceccgtggacacgtette
v L K L v K K ¥ K A H R L L P R G H V F
aatctgttcagaccccgcgacagggaggagatggtcatgttcttcgaggectctecttctat
N L F R P R DR EEMV M F F E A L F Y
gccaagacctgggacaccttctacaagatagcctgctgggccagggacaaaataaacgag
A XK T w D T F Y K I A C W A R D K I N E
aaccagttcttgtacgccatgtacgtcgcagtccaccaccgccacgactgcaagggegtce
N 0 F L Y A MY V A V H H R H D C K G V
ttgctcccaccccagtatgagatctacccacagctgttecgtcaacaatgacgtcatccaa
L .. P P O Y E I Y P QL F V N N D V I 0O
gaagcatacagcgcaaagatgaagcaggtacccgcaaccatcaagatgcattggactgge
E A Y S A K M K 0 v P A T I K M H W T G
accatccgcaaccccgagcagcatgtggectacttecggecgaggatttgggettgaactcce
T I R N P E Q H V A Y ¥ G E D L G L N S
catcacagccactggcacatggatttcceccttctggtggaagaaggcatacggaaccgag
H H S H w H M D F P F W W K K A Y G T E
aaggacaggaaaggagaactcttcttctactcccaccacgagctgaccaccagatatgac
K b R K G E L F F Y S H H E L T T R Y D
ctccagagactgtccaacaacctgcccattgttggceccctectecgectgggataagceccaate
L O R L S NNL P I V G P L A W D K P I
cacaatggtttctatccacaagcagcttacaggaacggtcacgagttccccecgetcgtcecca
H N G F ¥y P O A A Y R NG HE F P A R P
gacgacgtgaagttcactgacctcgacaaagatggtttccatatcaaggtatcccagatyg
p b v K ¥ T D L D K D G F H I K V S Q M
aaggaatacgagagaagaatcagagacgccattgccatgaaagccgtttatgggaaagac
K E Y E R R I R D A I A M K A V Y G K D
ggtcacgcaatcagcctcaacaacactcatggcatcaacaccctcgcagagatcattgag
G H A I s L N N T H G I N T L A E I I E
gcttctgccttcagcgtgaacccagacttctatggatctatacacaacatggcccatate
A S A F S V N P D F Y G S I H N M A H I
atgctgggagagttggatgaccctcagggcaaatacggaactccacccggagtgatggaa
M L G E L D D P Q G K Y G T P P G V M E
catttcgagactgccacaagagatccctcattcttcaggctgcacaagtacatcgactcce
H P E T A T R D P S F F R L H K Y I D S
ttcttcaaggagcacaaggatagtctcccaccatacacaacagatgagctggacttccac
F F K E H K b s L P P Y T T D E L D F H
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ggtgtcgaaatcgtcgatgtcgaggttgacaaactgatgacgttctttgatgacttcgaa
G v E I v D V E VvV D K L M T F F D D F E
attgacctgacaatggccctggatgacactcccgaactcgectgacgttccaataaaggcet
I b . T M A L D D T P E L A D V P I K A
atttcccaccgcctgaaccatgctectttcacttacttactcaagatgaagagcgatgec
I S H R L N HA P F T Y L L K M K S D A
tcccacgttgcgactgttcgtatcttcttgggacccaaatacaactcctatggtgaagaa
s H v A T v R I F L G P K Y N S Y G E E
ctctcactggacacaaagaggtggatgatggtcgaaatggacaagtttgttgtccacttg
L s . b T XK R WMMV E M D K F V V H L
cattctggaaacagcgaaattctgcgcaaatccactgaatcttctgttacgatccccgac
H s G N S E I L R K S T E S S v T I P D
cccaagggatacaaaggtatggtggaggcagtaaagagtgccattgcaggcgacagcgaa
P K 6 ¥y K G M V E A V K S A I A G D S E
tttaaagtcaacaaggaacaccgccactgtggaattccggacaggcttctgecttcectaaa
F K vV N K E H R H C G I P D R L L L P K
ggaagcaaggaaggaacacctttcaccctcttcgtcatggtgaccgacttcgatgatgat
G s K & G T p F T L ¥ VvV M Vv T D F D D D
aacgccaacaccgatgttgagtcgactcatgattatggcggctccatcagctactgecgge
N A N T D V E S T H D Y G G S I S Y C G
actctgactgaaggtcagaagtaccctgacaaaaagcccatgggcttcecccatttgatcecge
T L T E G ¢ K Y P D K K P M G F P F D R
cacattgaggatgtccatgacttcaagaccaagaacatgatcgtcaaggacgtcgttgtc
H I E D VvV H D F K T K N M I V K D V V V
actcataagagcgaccactagaggtccagtaaggccecctecgteccgcataacagacaggcecta
T H K S D H ***
aaccatcgctgcaagaacatcaaatgtttaaggttttaaaactcaacttgtatatatata
tatatatatatctttttttgtgcacttcaaaatgactttgtttctccattcggatgtectt
ttactaaagcctaaagtcaacctatcatttcatgtgaaaatgcatgcctgtctgtattag
aaacttttggtatctgaactcttttgagaatttaaattttgaacatggtgatatgtatca
aataattaaatgataaataaattct

8.2.1.2. Hadmocyaninuntereinheit 2 (StuHc2, FM863710)

ggacacctgacatggactgaaggagtagaaaacccatctggtcacggtcaca
atgaggtcacttgcggtcttactcctgctcttggtagecggectcececgectgcagatgaggtyg
M R S L. AV L L L L L VA A S A A D E V
ttcctgaagaggcagcgcgacattctgectgectectgttgagattgcatcagectaacgece
F L X R 0 R D I L L L L L R L H Q P N A
atcccggagcagaagtccacctcggagagctacgacccecgctcatgcacctgtcecccactte
I P E 9 K s T s E s Y b P L. M H L S H F
aagaaacccgaacttgtccaggaactggtagatgagattacccatggcaccacgctgcecca
K K p E L V Q E L v D E I T H GG T T L P
agaggcgaaatcttcaaccttttcaacacggagcataggaccagtatgatccacgtgttce
R 6 E I F N L ¥ N T E H R T S M I H V F
gaggttcttttcttcgccaaggacttcgacactttcttcaagactgccgtatatgcacgt
E v L F F A K D F D T F F K T A V Y A R
gaccgggtcaatgagttcttgttctattatgccttcagecgtggcagectgttcgaagaagt
b R V N E F L F Y Y A F S V A A V R R S
gactgcgaggggctccagttaccacccccecctatgagatcttceccecctcacttetttgtcaca
p ¢ £ G L 0L P P P Y E I F P HF F V T
agtgacgtaatcaggtcagcctacaaggcgaagatgatgcatactccaacgatcattgat
s b v I R S A Y K A K M M H T P T I I D
atgcactggactggctccatccacaaccccgagcagcgtgtecgectactacggtgaagat
M H w T G S I H N P E Q R V A Y Y G E D
gtgggtctgaactcacatcatagccactggcataaggacttcceccttctggtggaaacca
v 6 L N S H H S H W H K D F P F W W K P
gagtatggcattgagctggaccgcaaaggagagcttttcttctacaatcaccatcagatyg
E Yy 6 I E L D R K G E L F F Y N H H Q M
acatccaggtttgacctggagagactgtctaatgacctgactatttccaagcecctcttget
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T s R ¥ D L E R L S N D L T I S K P L A
tggtacaggccagtagtcgagggtttcagtccagatgccatctacaaacatgggttccag
w Yy R P VV E G F S P D A I Y K H G F O
ttccccatgagacctgacaacaccaagttccatgacctttctacagtaactgtcaatcat
¥F P M R P DN T K F H D L s T VvV T V N H
atgagggcttatgagtcaagaatccatgagagtatagactttggacatgtttattctaca
M R A Y E S R I H E S I D F G H V Y s T
aatggtacagaagtgtccctgaatgatgagcatggaatcaacattttaggtgaaatagta
N G T E V S L N D E H G I N I L G E I V
gaggcttctgaacacagcataaatccagactattatggcagcctacataacttagcccat
E A S E H S I N P D Y Y G S L H N L A H
gttatgcttggcaggataaccgatcctgaaggcaaatttgatgctcecctccaggtgtgatyg
v M L 6 R I T D P E G K F D A P P G V M
gaacattttgagactgccacacgagatccatctttcttcaggctccacaaatacatagac
E H F E T A T R D P S F F R L H K Y I D
aacattttcaagtctcacaaggaccatctaaccccatacacacataaggagttggagttc
N I F K s H K b H L T P Y T H K E L E F
ccaggtgtcacagttactgctgctaaggttgtggggttgagccatgctagcactcccaat
P G v T v T A A K V V G L s H A S T P N
atgcttatcacccatttcaataacttctacatcgacttgcacaatgcacttgacacaaca
M L I T H F N N F Y I D L H N A L D T T
accacactgggagatgttgacattaaggctcgcataggcagaatggctcatgagcectttce
T T L 6 b Vv D I K A R I G R M A H E P F
aagtacaccatcaatgtgaactctgagagacctgtcactgccacagtccgaatcttettyg
K vy T I N V N S E R P V T A T V R I F L
gctcctgcctacaactggtatggtgaggaaatccatcttgatgagggaagatggttggceca
AP A Y N W Y G E E I H L D E G R W L A
gttgaattggataagtttgctgtgaagttgcatgagggtgagaatgtcataacacgtttyg
v E L. b K F A V K L H E G E N Vv I T R L
tcaaaggactccaccatcactatcccagacatgaagtcccacaaggatatgatccgtgag
s K b s T I T I P D M K S H K D M I R E
gtggagagtgctctggcaggtgaacttgaataccatattgacgaacatcatcgtcattgt
v B S A L A G E L E Y H I D E H H R H C
gggttctctcaaggtctgctgatccctaagggtagtgaggctggaacacacttcaaagta
G F s 0 G L L I P K G S E A G T H F K V
ttcattatgctgactgactgggacaaggatcatgccaatgcagatgctcacccagaagat
¥ I M L T D W D K D H A N A D A H P E D
gattatggtggttccattggatattgtggtgctctctgggccaaatatcctgacaagaag
b vy 6 G s I 6 ¥y ¢C G A L W A K Y P D K K
cccatgggtttcccectttgatcgtcacatacaggatgaagaagatttcttcacagaaaac
P M 6 F P F DR HTI D E E D F F T E N
atgaaacttattgatgttgtcattaagaatattaaataagaagagtggaagactatatcc
M K L I D Vv v I K N I K ***
attctgcctcagcatcagacaaattacactgattcttttccagttcatctatgaaaaatt
taaaattatttcctgataacaagatactaaaatataatttaacctttatgaagttagcectc
agtttgacataatgccatattaaaaccaaaagaaaagtatgaaaccttgattccatatgt
tataaatttttacttgagtgtacaatcagtaagagaattttaacctcaagttgtcccata
ctttttctgtaatatcatgtgtactcattttttgctgttctcaaattacagttaggaaga
tgtagtgaatatcacagtgaggaatgtacaaagctcttggatgataactggtttcaaatt
ctgtaatgatgatgtaaaaacatagcaataaatgaaaagatgggatataaattaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaa

8.2.1.3. Hadmocyaninuntereinheit 3 (StuHc3, FM863711)

g
gacactgacatggactgaaggagtagaaagcctccgtgtctcecgtctcactgacgcacage

atgaagttcctcctegttttgctggtecgcagggttcgectgcagecatccaccgtgaagtce
M K F L L v..L L vV.A G F A A A I H R E V
atcgacgctgacaagggctttctgaagcgccagaaggatgtcecctcaccttgctgaaccat
I b A DK GVF L K R OK D V L T L L N H
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gtcttcagccacttccaggacgccgcecccaccaggaggacgggaggacgtacgageccgcetce
v ¥ S H F O D A A H Q E D G R T Y E P L
aaccacctcacatcctaccaggacccgactccggtgaagaagctggtgaggatgtacaag
N H L T S Y ¢ D P T P V K K L V R M Y K
atgggcgactgcctgaagcagagcgagatcttctgectcecttcaccgaccaccaccgtcecac
M 66 D C L K Q S E I F C L F T D H H R H
gagatgatcttgctcttcgaggccctctactacgccaaggactggggcaccttcatgaag
E M I L L F E A L Y Y A K D W G T F M K
atggcacgttgggcccgcecgtccacctcaacggcgcecectcettegtctacagtgtgaaggtyg
M A R W A R V H L N G A L F V Y S V K V
gcgttgctgcaccgacaggacacgtacggaatacgcctcaccccggcgtacgagctgaac
A L L H R Q D T Y G I R L T P A Y E L N
ccgcacatgttcgtcaccaacgacgccatcaccaaggcctacagtgccaagatgaggaac
P H M F v T N D A I T K A Y S A K M R N
aaagacgcggtggtgcgcgtggagttcacgggtaccatccacaaccccgagcagcacgtyg
K b AV VRV E F T GG T I HN P E Q H V
gcctactacggtgaggacatcggcatgaactcgcaccacagccactggcatatggacttce
A Y Y G E DI G MN S HH S H W HM D F
cccttectggtggaagaaggattacccgacgcagatggaccgcaagggcgagctettetgg
P F W w K K DY P T 0 M D R K G E L F W
tacgcgcaccaccagctcaccacccgcttcgacttggagecgectcectccaacaacctggac
Yy A H H ¢ L T T R F D L E R L S N N L D
gtcgtgaagccgctcgcecctgggacaagcccatcgagcatggecttectcecgeccgagaccgtyg
v v K p L. AW D K P I E H G F S P E T V
tacaggacgggagatgagttccccgtcaggcccgacgacatgatgttccacgacatccat
Yy R T 6 b E F P V R P D D M M F H D I H
ggcatcgtcagcgtcaccgacatgaaggccatggagtataggatcctgcacaccatcgac
G I vs Vv T DM KA M E Y R I L H T I D
gccaacttgtacgttgcggagaacgggactttccccaagctggaggtggacacggggatc
AN L Y V A E N G T F P K L E V D T G I
aacactttgggtgagatcatcgaagcgtctgagcacagcgtcaacccgggcecttctacaag
N T L G E I I E A S E H S V N P G F Y K
agcatccacactctctctcacgtcatgctcggcaagatcaccgaccccgaacacaagtat
s I H T L S H v M L G K I T D P E H K Y
ggcatgcctccaggtgtgatggagcacttcgagacgtccaccagggaccccgecttette
G M P P GV M EHUPF E T S T R D P A F F
cgcctgcacaagtacatcgacaacctcttcagaacatacaaggagcacctgccaccctac
R L.H K ¥y I D N L F R T Y K E H L P P Y
accaaggaagggctggctgtcgacgggttgaaggtcaatgacgtcgaggtcactgaactyg
T K E G L. AV D G L K V N D V E V T E L
aagacctttttcgaggacttcgagttcgacctgacgcaggggatggagctaacgggcacc
K T ¢ F E D F E F D L T O G M E L T G T
ggcgacgacgcccacatcaaggcggtgatggcgcgcatcaaccacaagccgttccactac
G b b A H I KAV MAIRTITINUHI K P F H Y
accatcaaggtgaacagcgacgtcaagcgcacggggatggtgcgcatcttcecctggecgecce
T I K v N S D V K R T G M V R I F L A P
aaatacgactggtacggcgaggagatcgacataacacacaacgcctggcagactgtcggg
K vy b w Y G E E I D I T H DN A W Q T V G
ctcgacaagttcctggtgccactggacccaggcgagaacgtgatcgtgaggaagtcagac
L b K ¥ L VP L D P G E N V I V R K S D
gagtcgactgtcaccatcccggacccgcectagctacgeccagttggtgaaggaggtggag
E s T Vv T I P D P P S Y A Q L V K E V E
gacgccctcagtggcacttceccgttctcaaagtacacaagttccaccgtcactgecggeatce
p AL S GG T s Vv L K V H K F H R H C G I
cccgaccgaatgctgcttcecccaagggtaaagtcggecggcatggagttcatgetgetggte
P b R ML L P K G K V G GGME F ML L V
gtcgtgaccgacggcggcgccgacaagggggtcaccatccacgacgatcacatatacgge
v v T D G G A D K G Vv T I H D D H I Y G
ggctccacctcgctgtgtggcatcaggggcgagaagtatcccgacaagagggcgctcecgge
G s T s L ¢ 6 I R G E K Y P D K R A L G
ttccecgttcgaccgctacatccacagtgtggaggacttecgtcactcecccaacatgttetgt
¥ P F DR Y I H S VE D F V T P N M F C
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aaagatgttgtcatcacccacgtcccgcacgcctagageccgtcgectgeggecctecccag
K b v v I T H V P H A **x*
tcacgtgaccgccaactgggaggcgtgggaccttgtcttatgeccttcagecgegeecgtege
ccggagtggacgcagaagctgtgaggcacgccctaccaacaactcgtactccagacgtca
tactcgacgtcacggacctggaggtcacctcaggtcaggcagacgtaacaggaagacctyg
cttcatgtgttgaggcctgcgaggctgagccaaggaacgtagtcggacgcggtcectecact
cacctggacatgacagtctgtgtcttggagctagcgacatctggacattcacggacatgg
taccactgtgaaggcatgacacaagcacataacatggattcattcattcctgcattaaag
atgttggcttccaaatgtcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

8.2.2.  Phylogenie

8.2.2.1. Verwendete Sequenzen

Folgende Sequenzen wurden bei den phylogenetischen Analysen der drei Hamocyanin-
untereinheiten herangezogen. Bei der Benennung der Proteine ist die jeweilige Unter-
einheit mit ,U" abgekurzt.

Abkiirzung Zugangshummer Protein Artname

EpiHc CAD12808 Hamocyanin Epiperipatus sp.
ScoHcC Q8T115 Hamocyanin U C Scutigera coleoptrata
ScoHcD Q8T116 Hamocyanin U D Scutigera coleoptrata
ScoHcB Q8IFJ8 Hamocyanin U B Scutigera coleoptrata
ScoHcA Q95P08 Hamocyanin U A Scutigera coleoptrata
SpiHc1 CAC33894 Hamocyanin U 1 Spirostreptus sp.
AuaHc6 P80476 Hamocyanin U 6 Androctonus australis
CsaHc1 CAC44749 Hamocyanin U 1 Cupiennius salei
EcaHcA P14750 Hamocyanin U A Eurypelma californicum
EcaHcB QINFH9 Hamocyanin U B Eurypelma californicum
EcaHcC QINFL6 Hamocyanin U C Eurypelma californicum
EcaHcD P02241 Hamocyanin U D Eurypelma californicum
EcaHcE P02242 Hamocyanin U E Eurypelma californicum
EcaHcF QINFL5 Hamocyanin U F Eurypelma californicum
EcaHcG Q9NFL4 Hamocyanin U G Eurypelma californicum
LpoHcl 1LL1_A Hamocyanin U | Limulus polyphemus
LpoHcll CAJ91097 Hamocyanin U Il Limulus polyphemus
LpoHclV CAJ91099 Hamocyanin U IV Limulus polyphemus
LpoHcVI CAJ91100 Hamocyanin U VI Limulus polyphemus
NinHCcA CAD68052 Hamocyanin U A Nephilia inaurata
NinHcB CAD68053 Hamocyanin U B Nephilia inaurata
NinHcD CAD68054 Hamocyanin U D Nephilia inaurata
NinHCE CAD68055 Hamocyanin U E Nephilia inaurata
NinHcF CAD68056 Hamocyanin U F Nephilia inaurata
NinHcG CAD68057 Hamocyanin U G Nephilia inaurata
TtrHcA AAZ40335 Hamocyanin U A Tachypleus tridentatus
HamHcA AJ272095 Hamocyanin U A Homarus americanus
PinHcB P10787 Hamocyanin U b Panulirus interruptus
PinHCcA P04254 Hamocyanin U a Panulirus interruptus
PinHcC S21221 Hamocyanin C Panulirus interruptus
PvaHc1 AJ250830 Hamocyanin U 1 Penaeus vannamei
PvaHc X82502 Hamocyanin Penaeus vannamei
PelHc1 AJ344361 Hamocyanin U 1 Palinurus elephas
PelHc2 CAC69244 Hamocyanin U 2 Palinurus elephas
PelHc3 CAC69245 Hamocyanin U 3 Palinurus elephas
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PelHc4
EpuHc1
CcsHc
GpuHct
GroHc1
PleHc
PleHc2
CmaHct1
CmaHc?2
CmaHc3
CmaHc4
CmaHch
CmaHc6
CsaHc
CmaCC1
CmaCGC2
HamPHc1
HamPHc2
StuHc1
StuHc2
StuHc3
SamHc1
PgrHc1
PgrHc2
PmaHc1
PmaHc2
TdoHc1
TdoHc2
ScuHc1
CacHct1
CmoHct1
LmiHc1
HmeHc1
HmeHc2
BduHc1
BduHc2
CseHct
CseHc2
PamHc1
PamHc2
MgeHc1
TdoHex1
PmaHx1
LmiHex1
LmiHex2
RmiHx1
BdiHex
PamHex12
RflHex1
RflHex2
AgeHex2
TmoHex2
LdeDP1
CfeHex2
BheHex
MseAryla
MseArylb
AgaHex2

CAD56697
EST
ABB59715
CAI78901
CAI78901
AF522504
AAO47336
AAW57889
AAW57890
AAW57891
AAW57892
AAW57893
U48881
AF249297
AF091261
ABB59714
AJ132141
Q6KF81
FM863709
FM863710
FM863711
AF038569
DQ118369
DQ118370
AJ555403
AJ555404
FM165288
FM165289
FM242638
FM242641
FM242640
FM242651
FM242642
FM242643
FM242646
FM242647
FM242644
FM242645
FM242648
FM242649
FM242639
FM165290
AM690365
EST

EST
AY923852
u31328
L40818
AY572858
AY572859
AY293287
AF395329
X76080
AJ251271
125974
M28396
M28397
XM321800

Hamocyanin U 4
Hamocyanin U 1
Hamocyanin
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 3
Hamocyanin U 4
Hamocyanin U 5
Hamocyanin U 6
Hamocyanin
Cryptocyanin 1
Cryptocyanin 2
Pseudoh&mocyanin 1
Pseudoh&mocyanin 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 3
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hamocyanin U 2
Hamocyanin U 1
Hexamerin 1
Hexamerin 1
Hexamerin 1
Hexamerin 2
Hexamerin 1
Hexamerin
Hexamerin (Allergen C12)
Hexamerin 1
Hexamerin 2
Arylphorin-Hexamerin 2
Hexamerin 2
Diapauseprotein 1
Hexamerin 2
Hexamerin
Arylphorin alpha
Arylphorin beta
Hexamerin 2
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Palinurus elephas
Eurydice pulchra
Cyamus scammoni
Gammarus roeseli
Gammarus roeseli
Pacifastacus leniusculus
Pacifastacus leniusculus
Cancer magister

Cancer magister

Cancer magister

Cancer magister

Cancer magister

Cancer magister
Callinectus sapidus
Cancer magister

Cancer magister
Homarus americanus
Homarus americanus
Speleonectes tulumensis
Speleonectes tulumensis
Speleonectes tulumensis
Schistocerca americana
Perla grandis

Perla grandis

Perla marginata

Perla marginata
Thermobia domestica
Thermobia domestica
Sinella curviseta
Chelidurella acanthopygia
Carausius morosus
Locusta migratoria
Hierodula membranacea
Hierodula membranacea
Blaptica dubia

Blaptica dubia
Cryptotermes secundus
Cryptotermes secundus
Periplaneta americana
Periplaneta americana
Machilis germanica
Thermobia domestica
Perla marginata

Locusta migratoria
Locusta migratoria
Romalea microptera
Blaberus discoidalis
Periplaneta americana
Reticulitermes flavipes
Reticulitermes flavipes
Apriona germari
Tenebrio molitor
Leptinotarsa decemlineata
Camponotus festinatus
Bracon hebetor
Manduca sexta
Manduca sexta
Anopheles gambiae
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8.222. Alignment

Die phylogenetischen Analysen erfolgten auf Basis des folgenden Alignments.

*

kK Kk Kk Kk K kK Kk Kk K kK Kk Kk K Kk Kk Kk K kK Kk Kk

EpiHc M PSTSQQKEVLDFFNIPETRRVSRAKQ-KDKPSVIF---KPLPAGIG— 43
LpoHcT M TVKEKQSRLLPLFKHLT----SLTRD-QLPVG-LR DDRLKDVG 38
TtrHcA TIKEKQASILALFEHLT----SVPKQ-HIPEK-ER---DNRLHDVG- 37
EcaHcE M PDKQKQLRVISLFEHMT--—-SIN-T-PLPRD-QI---DARLHHLG- 37
NinHcE M SVKEKQQRVCSLFTHLT----SISRT-AVPLA-DR---DPRLHGIG— 38
EcaHcG M ASIPEKQALILPLFEKLT----SLTKE-TPPRA-QW-—-DPRLAGVG— 39
NinHcG M SIKEKQDQILPLFEKLT TLTRQ-QIPPE-QR DPRLIGVG 38
CsaHcl M ATIKDKVEKLLPLFEKLT----SLTKQ-QLAPD-QR-——-DPRLASVG— 38
AauHc6 TVADKQARLMPLFKHLT--—--ALTRE-KLPLD-QR---DERLKGVG- 37
LpoHcIV M TLKEKQDRILVLFEHLT----SLTKH-QLPED-QR---DPRLHDLG- 38
EcaHcF M TVQDKQRQILPLFEHLT----SLTRG-GLDRT-ES---DVRLRRVG- 38
NinHcF M PAQDKQRRILPLFEHLA SLTRA-VLPPE-ER DPRLKRLG 38
EcaHcD M TIADHQARILPLFKKLT----SLSPD-PLPEA-ER---DPRLKGVG- 38
NinHcD M SVKDKQAQILPLFKNLT----ALAPE-TLPEA-ER---DPRLKGVG— 38
LpoHcIT M TLHDKQIRVCHLFEQLS SATVI-GNGDKHKH SDRLKNVG 39
EcaHcA M TILHDKQVQALKLFEKLS VAATGE-PVPAD-QTI DERLRNIT 40
NinHcA M SLLHEKQVRVLKLFERLS VAASGE-KIPAD-QI DARLSTVG 40
LpoHcVI M VLGALEKQLRVLPLFEYAS----IPTKE-KFALKAHR---DPKLQGLG- 41
EcaHcB M PSTAEKQRRILPFFQFTS——--LSTKD-KFGILVQR---DPRLAGLG— 40
NinHcB M SSASEKQKRVLPLFQYVS FSTKD-KFGMRVQR DPRLSGLG 40
EcaHcC M PSDANEMQARLLQLFEHST----LSTKA-KFGLRVIR-—--DPKLAGIG— 41
ScoHcA M-——————- WS-LALATLFVLGTVIRADQC----PPVPADTKDKLEKILELIGHVNRPLTPETPE---PAG-YD-—--ETKLKGLG— 65
ScoHcB M-—-VA--KWCVLAMCLLVAVG----ADKC----PRA-TDQEAKQKRMLEVLQHVNKPYVAETKDPKIPAG—-S——- 66
ScoHcC M-—-GAWKVWTFFAIALVVAVKAYDEEAKC----MSHDEDSQVKERQILHIVDSINKPISPDFRA---PRGVID---EHKLRGLG— 72
ScoHcD M-—-DT--RVLRLTLALVALSGVLADSESCS---SAIVNDYKLKQKEIQHLVDTINKPVYPDFKD-—-TRGIID - 71
SpiHcl M——————= KLFILAVVLLATTAI---AEKCP-—-KP--VNVEAKQKMVDTLISYINKPANPVP————- PKPPID---PKKLIGIG- 62
GpuHcl M---KLLLLCL-AATSAFAWPSYV-— 77NDAAPSLAVRQQAVNHLLYRVTEPL**RFDDLKAAAASFN***PVADKSIYTDGGVA**AQHLVDE 79
GroHcl M-—-KLLLLCL-AATSRFAWPSFV-— —-NDAAPSLAVRQQAVNHLLYRVTEPL--RFDDLKAAAASFN---PVADKSIYTDGGAA--AQHLVDE 79
CcsHc M---RTLAFCL-LVASAAAWPHFFQON ——DHPTDSLTQRQHDINQILTRITEDL---TGDAKALAESFD---PIADTSIYKDDGKA--AKKLVQE 80
EpuHcl —-NDAPVSSAKKQQODILRLLYKVTEHIRERFTDLKDASKNFD PLADLTHYTDGGAS—--VKTLMGE 77
PleHc2 MVLVKLLVLCS-LVAAAAAWPSF---GQDGFQSDAP-DATLAKRQQVVNHLLDYIYDHL--HYTDLKGIAGTFS—--PEADTSIYTDDGAA--AHVLMEE 88
HamHcA T——————————= LVAAAAAWPSFSYQN——————— DASGDSTAKRQQDVNHLLDRIYDHL--HYSDLKQISETFS---PEADTSMYTDGGTA--AHHLMEE 75
PinHcB DALGTGNANKQQDINHLLDKIYEPT--KYPDLKDIAENFN PLGDTSIYNDHGAA--AEALMKE 59
PinHcA DALGTGNAQKQQDINHLLDKIYEPT--KYPDLKEIAENFN PLGDTSIYNDHGAA--VETLMKE 59
PelHcl ————-KVLVLCA-LVATAAAWPSFSGELTNGFQS-DVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI--KDEELHNIAQTFD PVADTSIYGDVGAA--AKTLMQE 87
PelHc4 M---KVLVLCA-LVATAAAWPSFSGELPNGFQS-DVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI--KDEELHNIAQTFD---PVADTSIYVDDGAA--AKTLMQE 88
PelHc3 ————-KVLVLCA-LVATAAAWPSFSGELTNGFQS-DVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI--KDEKLHNTAQTFD---PVADTSIYGDDGAA--AKTLMQE 87
PelHc2 ————-KVLVLCA-LVATAAAWPSFSGELTNGFQS-DVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI--KDEELHNIAQTFD PVADTSIYVDDGAA--AKTLMQE 87
CmaHc6 M---KLLVLFA-LVAAAAAWPNFGIMAD-————— SAGGAFDAQKQHDVNSALWKVYEDI--QDPHLIQLSQNFD—--PLS--GHYDDDGVA--AKRLMKE 81
CmaHc4 M-—-KLLVLFA-LVAAAVAWPSFGMMAD------S-AGAPDAHKQHDVNSVLWKVYEDI--RDPHLKELSQSFD---PLS--GHYDDDGVA--AKRLMKE 80
CmaHc5 M-—-RLLVLCT-LVAAAAAWPNFGMMAD------SPGGASDVQKQHDVNSALWKVYEDI--RDSNLIQLSQSFD---PLS--GHYDDDGVA--AKRLMKE 81
CsaHc M---KLLLLCA-LVAGASAWPNFGMMAD— ——SPGGASNAQKQHDVNSILWKVYEEI--RDPHLKELSQSFD---PLS—-GHYDDDGVA--AKRLMKE 81
CmaHc3 M---RLLVLCALGLLCLLPGGS————— —CDHHVSLAHKQHDVNSALWKVYEDI--RDTHLKELSQSFD PLS--GQYDDNGVA--AKRLMKE 76
PvaHcl Lo LALVAAAAAWPNFGFQS —-DAGGESDAQKQHDVNFLLHKIYGNI--RYSDLKAKADSFD---PAGRFGSYSDGGEA--VQKLVRE 77
PvaHc M-—--RVLVVLGLVAAAA-———————————————— FQVASADVQQQKDVLYLLNKIYGDI--QDGDLLATANSFD---PVGNLGSYSDGGAA--VQKLVQD 73
PinHcC A DCQAGDSADKLLAQKQHDVNYLVYKLYGDI--RDDHLKELGETFN---PQGDLLLYHDNGAS--VNTLMAD 65
PleHc M-——QWTVLVAALLVAT-— ——VSADTDVAHQQQAINRLLYKVTSHIKSSFTDLKEAAETWN-—-PRDHTDKSSDGGAA--IKHLMDE 75
CmaHcl M-——-KWAVVAAVLLVAA— —VAEGADLAHRQQAVNRLLYKIYSPIPSAFAKLKEHATTFEN PRDHISHCNDGGNS—--VNHLMDE 75
CmaHc2 M-—-KWAVVAAVLLVAA-— ——VAEGADLAHRQQAVNRLLYKIYSPIPSAFAKLKEHATTFN-—--PRDHISHCNDGGNS—--VNHLMDE 75
HamPHcl - ———-SLVVAAAAASPYSGSHDFSGFQRDEPDGVPTAQKQHDINFLLHKLYEPL--HEANLKALEDSFD—--PLTHTANMPDAGVA--VNKLMQE 83

HamPHc2 e —~LLCSLVAATAAWPYFG-————— GFQRDEPDGVPTAQKQHDINFLLHKLYEPL--HEANLKALEDSFD PLAHTANMPDGGVA--VNKLMQE 81
CmaCC1l D EPDGVSKYQKQHDVYYAFYKIFEPL--RESNLVEKAATFN PVGDVSMYKDGGVA--VQONLMYE 60
CmaCC2 M---KVLVVFALVALSAAAAQAN— ——EPDGIPTYQKQHDVNNALYKIFEPL--REDNLRDKALTEN PVGDVSIYRDGGVA--VRQLMYE 79
PmaHc2 M---KFALVLIGLCALAAA —-DTVDDTFYKHQTQVLHLVEHIYEPISSHYEDLTTIKKTYD-—-PLQHLDNFKD-GDH--VKHFVHD 76

PgrHc2 M---KLALVLIGLCALAAA ——DAVDDTFYKHQTQVLHLVEHIYEPISSHYEDLIYIKKTYD---PLQHLDLFKD-GEQ--VKHFVHD 76
CseHc2 M-—-RPATVLLIVLGACALASAE— —QKADAIFLKRQLQVLNLLRHLNQPLID--PELLVFKNSFS PLNNLNKFKD-PTA--VKNFLKL 78
PamHc2 M---KLVWALATALGACALVVAD-— ——QKADMTFLTRQLQVLKLLRHLNQPLSD--PELTAIKNSFS---PLNHLNKFKE-PET--VKLLVGL 78
BduHc2 M-—-KLLGILVSCACVVAAAVAVQ-————————— QKADGVFLNRQISVLKLLQHLNQPLVD--SDLTAYKESFS——--PLNNLNRYRD-AEV--VKQYVGL 79
HmeHc2 MADATFLKRQLHVLKLLRHISEPITD--PELHAKKQSGD---PANHLNKFND-PKA--VRHFVNL 57
TdoHc2 MADETFLKRQMLILKLLRHISEPLED--PELVQIKDSYS---PLNSLSVYKD-PQL--VQKVVRK 57
SamHcl M-—-RLMWLAVLVVAVALGGAQAGIGD——————- VPADKPFLMKQREVLRLFNKVHEPNRY--KEQVELGNAYE PLNSLPRYRN-PAP--VKQLVRL 82
BduHcl M-—-KTLL-FLLLGVALYHQACARQAQINRG---VPVDREFLTRONEILHLLNKVHEPNRF--KDQSELGRSYD—--PTAHFDKYKN-ASP--VKSLVKL 85
PamHcl M-—-KWQL-VTFLGVALCYLASAKLSE-——————- VPADKEFLVRQREVLRLLNKVHEPNRF --KEQAELGRSYD---PTAHF SKYKN-AVP--VKRMVKE 81
CseHcl M-—-KCILTVALLGVAVCHLAQAKVMR--GE-—--APADKIFLSKQREVLKLLNKVHEPNRF--KDQADLGRSYD---PTQHLSKYKN-ALP--VKTLVKQ 84
HmeHcl M GLVKYTGS---ASADKDFLVKQRQILRLCNKVHEPNRF--KEQAELGKNYE---PLKHLDKYKH-PRS--VKTLVKY 67
CmoHcl M---QWVI-AAVLLAGLGQLVAAKYTR--GE-—-VPADKDFLLKQREVLKLLNKPHEPNRY--KDQADSGSKYE PSNNLNRYKN-PVP--VKTLVKR 83
CacHcl M-—-KLIPACLVVAVCIAYCCGVS—————————- VPADSGLVVRQYEILKLLNKVHEPNRI--KEQIEIGNSFD---LSTALTGFKN-PNA--AKALLKG 79
TdoHcl M-—-RAVL-LLLLVGFTAHLVVGRVTR--GA---VPADKEFLLKQKEILQLLNKVHEPNRF --KEQVNLGNSYD---PLANLGNYKK-AAA--VHQLVKL 83

PmaHcl ~KWLL-TLGLVMVLASLAQAKLTR--GS——-VPADQDFLTRQRDVIRLCMKVHEHNHY--QEQVDLVKDYD PSVA-GKFKD-VTP--IKRLMKY 82
PgrHcl ~KWLL-TLGLLVVLASLAQAKLTR--GS——-VPADHEFLVRQRDIIRLCMKVHQHNHY--EEQVDLVKDYD PSVA-GKFKD-VTP--IKKLMKY 82
ScuHcl M--ARFALTLIACTLVVAVAA-——— —TPADQEFLTKQKEIVKLLNKVHELNFY--QDQATIGKDWD PLAHLDSYKN-VRV--VKELVKE 77
MgeHcl M-—-KTVFCLLLALAASLAVPTKKD— ——VPADHEFLVKQREILKLLFRAHEPNIS--EDQVDIAAKFD---IEANLDKFKE-VDS--VKELYEL 80

TdoHex1 M-—-AQTLVLISTLLVAFVAATNIHHYNRRYDDRVAADNYHLNKQDVIIKLLHRVHQPNQY--RDLADIGNNYN---IEQNVDKYQN-EEA--VRKFVEQ 89

PmaHex1 M---KSAFVLLALAAFAAASVL----PGDTTDHKRVADKEFLVKQKNLLQLFVRPHQYNLY--KEQAEIGKGYS LESHLADYTN-AKA--VKQFLHV 85
BdiHex M-—-KTALVLI-LATATLAVAYPSSTQDYR-——-VVADKTFLTRQRDFLRLLVRIEQPNYY--ADQYEVGNAYD---IEANINNYKY-PHV--VKNFLSA 84
Rf1lHex2 M-—-RTAVLLVFLATAALAAANPSPSQESR-——-IIADKQFLQRONDFLRLLVRIEQPNYY--EDQVTLGNSYD---IEVNIKNYKH-PQV--VKQFLSA 85
PamHex12 M---KTALVFAAVVA-FVAARFPDHKDYK-----QLADKQFLAKQRDVLRLFHRVHQHNIL--NDQVEVGNTYD---IEANIGNYST-PDV--VKQFMAY 83

RflHex1 M-—-NTALLFATVVAVLVCGAFSDHHVGK—
LmiHex1 M---RTATVVVLSLLAALAAATAVPP-
LmiHex2 M---RTATVVVLSLLAALAAAAVVPH-

——KVADKPFLMKQKNILGLVHRIHQDNLF--KEQVDVGNTYD---IEAHISNYKN-TKV--VKEFISY 84
—SEADKELLEKQNKIIRLFYQVQQPTII--PEEQEIAKSYK PIENIDNYQY-KDK--VEVFWKY 81
——SEAGKELLEKQDKLLRLLYHVHQPTLV--KEEQEIAKTYK---PIEHVDNYQY-KDK--VELFWKY 81

RmiHx1 M---RTATVVVLSLLAAFAAAAVVPH —SEADKELLEKQRKLVKLFYHVQQPTFF--KSEQEIAKTYK---PIEHVDNYQY-KEK--VELFWKY 81
TmoHex2 M---RLILVALLAGLCAVSAVSV-—— ———HSTNYAQKQKDVWRLFKYINQPSYY--KDHVEIAHNYH---LSKNVAAYSK-PEV--VEQFYKY 76
AgeHex M---KFSLILLVGLCALASSAVLHQHK —VKVDQEYVQKQKQILHLFDHINQPSHH--REHVEIAKSFF-—--FGDHVDSYNK-PEV--VKKFIQY 82
LdeDP1 M-—-KISLVFLVGFCTAVLSNPV-——— ———-ADTNYLKREQQILKLLYHVNQPSTY--PEHVEIGKSCMFCEKGSLYDKYEK-REV--VDNWVQF 79

AgaHex2 KYAEKDWLHKQEDLLLLFRHLYEKDWN--PQLVAYAKNFH---FKESAELFQHEPTVQWAKKLWSY 61
MseAryla M-—-KTVVILAGLVALALSSAVPPPKYQHHYKT-SPVDAIFVEKQKKVFSLFKNVNQLDYE--AEYYKIGKDYD---VEANIDNYSN-KKV--VEDFLLL 88
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CcsHec TQTPGKFSMEFTGS—--QK--NPEQRVAYF SEDIGLNVHHVTWHMDFPFWW--DDSY-GYS--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 253
EpuHcl TQTPGKFRMSFTGT--KK--NPEQRVAYFGEDIGLNVHHVTWHMDYPFWW-~-KDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTVRFD 250
PleHc2 ~TQTPGKFNMDFTGT--KK--NKEQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWW--KDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 261
HamHcA ~TQTPGRFEMKFTGT--KK--NKEQRVAYFGEDIGLNIHHVTWHMDFPFWW--KDSY-GYH--LDRKGELFFWAHHQLTVRFD 248
PinHcB M TQKPGTFNVSFTGT--KK--NREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPTWW--QDSY~-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 232
PinHcA ~TQKQGTFNVSFTGT--KK--NREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWW--EDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 232
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PelHcl M-——— THKEGTFNMSFTGT--KK--NKEQRVAYFGEDIGMNIHHVIWHMDFPFWW--DDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 260
PelHc4 ~THKEGTFNMSFTGT--KK--NKEQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWW--DDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 261
PelHc3 M THKEGTFNMSFTGT--KK--NKEQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWW--DDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 260
PelHc2 M THEGNTFDMSFTGT--KK--NREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWW--QDSY-GYH--LDRKGELFFWVHHQLTARFD 260

CmaHc6 M TQTAAKIESHFTGS

-KS--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHLEFPFWW--DDAHENHH--IERKGESFFWVHHQLTVRFD 255

CmaHc4 ~-TQTAAKIESHFTGS--KS--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHLEFPFWW--DDAHENHH--IERKGESFFWVHHQLTVRFD 254
CmaHc5 ~-TQTAAKIESHFTGS--KS--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHLEFPFWW--DDAHENHH--IERKGESFFWVHHQLTVRFD 255
CsaHc M TQTASKIKSHFTGS--KS--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHLEFPFWW--DDSHENHH--INRKGESFFWVHHQLTVRFD 255
CmaHc3 ~TQTRAKIESHFTGS--KS--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHLEFPFWW--DDAHENHH--IERKGENFFWVHHQLTVRFD 250
PvaHcl ~TQKPGKFESSFTGT--KK--NPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWW--DDKY~-SHH--LDRKGGNFFWVHHQLTVRFD 250
PvaHc ~KQTPGKFKSSFTGT--KK--NPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWW--NDAY-GHH--LDRKGENFFWIHHQLTVRFD 246
PinHcC ~TNTPSKFESHFTGS—--KK--NPEQHVAYFGEDVGMNTHHVLWHMEFPFWW--EDSS-GRH--LDRKGESFFWVHHQLTVRYD 238
PleHc TQTPGNFKMEFTGS--KK--NREQRGAYFGEDVGLNSHHVHWHMDFPFWW—--N----GAK--IDRKGELFFWAHHQLTARYD 245
CmaHcl ~TQTAGEFYMSFTGS—--KK--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHVHWHMDYPFWW-~H----GQE--IDRKGELFFWAHHQLTARFD 245
CmaHc2 ~TQTAGEFYMSFTGS—--KK--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHVHWHMDYPFWW-~H----GQE--IDRKGELFFWAHHQLTARFD 245
HamPHcl —~IGQPGKFNMNFTGT--QN--NPEHKIAYFGEDIGLSTHY INWHIEYPFWW--NETF-GYQ--IERRGENYFWVHHQLVNRFE 256
HamPHc2 —~IEKPGRFNMNFTGT--QN--NPEHKIAYFGEDIGLSTHY INWHIEYPFWW--NETF-GYQ--IERRGENYFWVHHQLVNRFE 254
CmaCC1l KLRNVFFQNNFTGT--PN--DIEHRVAYFREDIGVGTHHLMIHLENPFWW--KDTY-GYH--IDRKGENFFYAYHQLLNRYE 234
CmaCC2 ~KLRNIYFQNNFTGT--PN--DIEHRVAYFREDIGVGTHHLMINLENPCWW--KDTY-GYH--IDRKGENFFYAYHQLLNRYE 253
PmaHc2 ~TATKTVIPMKFTGS--IK--NPEQRVAYFGEDIGVNSHHSHWHMDFPFWW--KR-SYDVT--KDRRGELFFYMHHQMVNRFD 249
PgrHc2 TAQKTVIPMKFTGS--IK--NPEQRVAYFGEDIGINSHHSHWHMDFPFWW--KR-SYDIT--KDRRGELFFYMHHQMVNRFD 249
CseHc2 M MRTPTVIPMKFTGS--VN--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHSHWHMDFPFWW--KQ-EYTVD--KDRKGELFFYMHHQMVARFD 251
PamHc2 M TRTPTVIPMKFTGS--VN--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHSHWHMDFPFWW--KQ-EYAGY--KDRKGELFYYMHHQMVARFD 251
BduHc2 ~TRTPTVIPMKFTGS--AN--NPEQRVAYFGEDIGLNSHHAHWHMDFPFWW--KP-EYDGD--KDRKGELFFYMHHQAVARFD 252
HmeHc2 ~TRQPVLIPMKFTGS--VN--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHAHWHMDFPFWW--KP-HYQHNHSKDRKGELFFYMHHQMVARFD 232
TdoHc2 M TRTPKVIPMQFTGS--VR--NQEQRVAYFGEDIGMNSHHSHWHMDFPFWW--KP-EYGVE--KDRKGELFYYMHHQLIARFD 230
SamHcl ~RQEPAVVHMNFTGT--IR--NPEQRVAYLGEDLGMNSHHSQWHMDFPFWW--KEDEYGIR--KERKGELFYYMHHQLIARFD 256
BduHcl ~RQEPAVVRMNFTGT--VR--NPEQRVAYLGEDVGMNSHHSHWHMDFPFWW--KEQEYGSH--KDRKGELFYWMHHQLISRFD 259
PamHcl ~RQEPAVVRMNFTGT--IR--NPEQRVAYLGEDVGMNSHHSHWHMDFPFWW--KQEEYGVH--KDRKGELFYYMHHQLIARFD 255
CseHcl ~RQEPAVVRMNFTGT--VR--NPEQRVAYLGEDVGINSHHSHWHMDFPFWW--KQDEYGVK--KDRQGELFYYMHHQLIARLD 258
HmeHcl M RQEPAIVRMNFTGT--IR--NPEQRVAYLGEDVGMNAHHSHWHMDFPFWW--KQQEYGVE--KDRKGELFYWMHHQLIARFD 241
CmoHcl —~RQEPAVVRMNFTGT--IR--NPEQRVAYLGEDLGMNSHHAHWHMDFPFWW--KPEEYGID--KDRKGELFYYMHHQLIARFD 257
CacHcl ~RQEPAIVRMNFTGT--IK--NPEQRVAYLGEDIGMNAHHAHWHMDFPFWW--KEHEYGIH--KDRKGELFYYMHHQLIARFD 253
TdoHcl —~RQEAAVVRMNFTGT--IR--NPEQRVAYFGEDIGMNSHHSHWHMDFPFWW--KP-EYGVE--KDRKGELFYYMHHQLIARFD 256
PmaHcl —~TQTPAIIHMNFTGT--IR--NPDQWIAYLGEDVGLNSHHAHWHMDFPFWW--KAAEYGIE--KDRKGELFYYMHHQMIARYD 256
PgrHcl M TQTPATIYMNFTGT--VR--NPEQWVAYLGEDVGLNSHHAHWHMDFPFWW--KAAEYGIE--KDRKGELFYYMHHQMIARYD 256
ScuHcl ~RQEPAVIHMNFTGT--VR--NPEQRVAYFGEDVGMNSHHAVF HMDWPFWW--NEEKYGLT--KDRKGELFWYMHHQLITRFD 251
MgeHcl ~RHHPVVIPMNFTGT--IR--NPEQRVAYFGEDIGLNTHHHYWHMNFPFWW--SP-HYDTK--FDRAGEMFWYMHHQLVARYD 253

TdoHex1 M
PmaHex1 MQ

~RQENALIKMNYTHNRQLK--NEDQKVAYFSEDMGLNQFYSYYQMDHPFFY--KK-DYGTE--EDRKGELFYYMHQQLLARYD 263
GEHYTAVDTVYKEGETYYIPANYSGWYYTQ--YPEQF ISYFTEDVGVNAFHAYWHMDYPFWA--NSKYYNVK--FDRRGELFYYTQHQLMARYY 273

BdiHex —SDVHLTAPKTYIFPVNYT----VA--NPEQELYYWYEDVGLNTYYAYYYFNYPTFF--NETEYGVH--FDRRGELFYYTRQQLYARQF 261
RflHex2 ~WDHSLTSPKTHVFPANYT----VH--TPEQVLSYFTEDVGLSTYYLYYYYNYPTFF--NSTEYGVH--FDRRGEQFYYKIQQVLARYI 262
PamHex12 ~KNAGSGEHHSHVIPVNFT----LR--TQDHLLAYFTSDVNLNAFNTYYRYYYPSWY--NTTLYGHN--IDRRGEQFYYTYKQIYARYF 260
RflHex1 MHVGTTEHHTYIIPMNHT----MK--SKENLLYYFTEDVGLNAFNMYYRMYYPSWF--NVTEYGHK--FDRRGEMFLYVQHQLYARYS 261
LmiHex1 ~DVVSTRKEPYVFYANYSGFPVAN--NPEELVSYFTEDVGLNSFFAYLHYKSPFWL--NPANYSLP-ASKRRGDSFFFILQQLLARYY 264
LmiHex2 ~GEVGTKEAPYVFYSNYSGYPVAS--NPEELVSYFTEDIGLNSYFAYLSYKYPYWL--NPKNYSLP-EYQYRGESFFFVLQQLLARYY 264
RmiHx1 -GQSSSKETPYIFYSNYSGYPVAN--NPEELVSYFTEDVGLNSYFAYLSYKYPFWM--NPKNYSLP-ELEYRGQSFLFVLEQLLARYN 264

TmoHex2 ———-YSGQQGSEYNDKIIYANYSGHYLNL--HPEQSLSYYMEDVGLNSFYYYYNLYYPFWM--SGEEFNLK--YDNRGEAFYYMYQQILARYY 260
AgeHex T ~HNRQQHHEKEGDYDYTIFANYSGHYLNL--HPEQSMSYYLEDVGINAFYYYFNLYYPFWM--SGEEYGLK--NDNRGEQFYYVHLQILARYY 268
LdeDP1 —~HNSRDVHQNPGSFPGYTIQTNYTHDHMNL--GHEQSLSYFLEDIDMNSLYYYYNLYYPFWM--SSEEFGWK--DSNRGYLYYFAHQQLLARYY 266
AgaHex2 MQG-YYGMKKVD—————— GVYTVTIPSNYTGWYMHT--NAEQKISYFTEDIGLNSYYYYLHTDYPFWL--GGELFGLS--KDRRGELYLYEHQQILARYY 246
MseAryla MQDGFLNKDLAAYYGMYHENDNYVEYANYSNSLSYP--NEEERIAYFYEDIGLNSYYYYFHMHLPFWW--NSEKYGPF--KERRGEIYYYFYQQLIARYY 280
MseArylb MQDGVVSADLAAQHGIVKEKNYYVYYANYSNSLVYN--NEEQRLSYFTEDIGLNSYYYYFHSHLPFWW--NSERYGAL--KSRRGEIYYYFYQQLIARYY 277
CfeHex2 MH— ~GVRPTNVDNGDSYVIHANYSGNLVRP-YLDDYKLDYFMEDVGLNAYYYYVRQVMPFWL~-~-SMKNFDIP--AQFRGHFYYFKHKQLLNRYY 268
BheHex KLVEGNSYIIYVNYSGWYLNRAYDTEMRVNYFLEDIGLNTFYFFYRMDNPFWL--SSEEFGLQ--KNLRGEEFLYVHKTLLNRYN 267

StuHc2 ~MHTPTIIDMHWTGS--IH--NPEQRVAYYGEDVGLNSHHSHWHKDFPFWW--KP-EYGIE--LDRKGELFFYNHHQMTSRFD 245
StuHc3 RNKDAVVRVEFTGT--IH--NPEQHVAYYGEDIGMNSHHSHWHMDFPFWW--KK-DYPTQ--MDRKGELFWYAHHQLTTRFD 251
StuHcl ~KQVPATIKMHWTGT--IR--NPEQHVAYFGEDLGLNSHHSHWHMDFPFWW--KK-AYGTE--KDRKGELFFYSHHELTTRYD 260
EpiHc AERLCNGMRRVKSLHDYDE-IIPEGYYPRLHSKISGTEYASRQANT RMMDTLD 268
LpoHcT CERLSNGMHRMFPFNDFHEEL-EG-YSPHLTSLISGLNYGTRPDGL KLHDLHD 260
TtrHcA CERLSNHMHRMSPFSNLHEEL-EG-YAPHLTSMISGLHYGVRPSGM KLHDIDV-———— 258
EcaHcE CERLSNGMRRMIPFSNFDEKL-EG-YSAHLTSLVSGLPYAFRPDGL LHDLKD 259
NinHcE CERLSNGMRRMIPFHNFEEEL-EG-YSAHLTSLVSGLQYASRPEGF RLHDLKD 260
EcaHcG CERLSNGLTRMIPFHNFKEKL-EG-YAPHLTSLVSGLHYASRPAGL LRDLSE----- 261
NinHcG SERLSNGLNRMVAFHNFEEKL-EG-YAPHLTSLVSGLHYASRPQGF SLRDLTE----- 260
CsaHcl CERLCNGLNRMVPFHNFEEKL-EG-YAPHLTSLISGLHYASRPEGF SLRDLVD 260
AauHc6 SERLSNGLQRMIPFHNFDEPL-EG-YAPHLTSLVSGLQYASRPEGY SIHDLSD 260
LpoHcIV CDRMSVGLQRMIPFQNFEETL-EG-YSAHLTSLVSGLHYASRPEGL HIRDLND 261
EcaHcF CDRLSTGLRRMIPFHNFDEKL-EG-YSPHLTSLVSGLNYASRPAGL HLRDLVDF---- 263
NinHcF CDRLSTGLQRMIPYHNFNEKL-EG-YSPHLTSLVSGHHYANRPAGL SLHDLNEL---- 262
EcaHcD CERLSVGLQRMIPFQNLDDEL-EG-YSPHLRSLVSGLSYGSRPAGM HLRDIND 261
NinHcD CDRLSVGLQRMIPFQNFDDKL-EG-YSAHLISLISGLNYASRPAGM TLRDIRE-———— 260
LpoHcIT CERLSNGMHRMLPFNNFDEPL-AG-YAPHLTHVASGKYYSPRPDGL KLRDLGD 264
EcaHcA CERLSNGLNRMIPFHNFNEPL-GG-YAAHLTHVASGRHYAQRPDGL AMHDVRE----- 265
NinHcA CERLSNGLTRMVPFHNFEEPL-EG-YAAHLTHIASGRHYAPRPDGL AMTDLRL----- 265
LpoHcVI CERLSNGMPRMEPFHNFHEPL-EG-YSSHLSSSINGLPYPSRPDGM TLQDLKE----- 265
EcaHcB SERLSNGMAPMVPFHNFHEPM-EG-YSSHLSSGINGMPYAFRPHGR ILKDMRE— - 263
NinHcB CERLSNHMPQMIPFHNFHEPL-EG-YSAHLSSNINGLPYSSRNAGR: KLADLEE-——— 263
EcaHcC CERLSNGLARMIPFHNFHEPL-EG-YNPHLSSTQNGLPYAFRPEPM TLCDMHD 265
ScoHcA SERLSNNLPRTEPFENWDDPLEEG-YAPHLTIHKTGYNYMFRPEGL IVRDLPE-———— 287
ScoHcB AERLSNGLPRSTTFENWNDPIETG-YAPHLTIDRTGYRYQFRPDNL VVRDLPE-———— 292
ScoHcC AERMSNGLARTRTFQNWNDPIDEG-YAPHISIMKTGYTYAYRPPGY TLRDLPN 297
ScoHcD TERLSNDLPRVRPFENWNDPIDEG-YSPHLIIDKTGYKYAYRPQGV: IVHDLPN 296
SpiHcl SELLSVHLPRISSLDDWNKKVKIG-YAPHLTIQRTGYTYMNRPENL EIEDLPE-——— 283
GpuHcl AERLSNHLDLVDEL-YWDR-PIKEGFAPHTTY-HYGGEFPTRPDNV HFEDVDGL-—— 303
GroHcl SERLSNHLDLVDEL-YWDR-PIEDGFAPHTTY-RYGGEFPTRPDHV NFEDVDGL---- 303
CcsHec AERLSNGLDLVDEL-YWDK-PIVEGFAPHTTY-RYGGEFPARPDNV NFEDVDGA— 304
EpuHcl AERLSNHLDMVDEL-YWDK-PIYEGFAPHTTY-KFGGEFPSRPDNV- RFEDVDGV---- 301
PleHc2 SERLSNWLDVVDEL-HWED-VIHEGFAPHTSY-KFGGEFPARPDNV HFEDVDGV---- 312
HamHcA AERLSNWLDPVDEL-HWER-ITHEGFAPHTSY-KYGGEFPARPDNV HFEDVDGV— 299
PinHcB FERLSNWLDPVDEL-HWDR-IIREGFAPLTSY-KYGGEFPVRPDNI HFEDVDGV— 283
PinHcA FERLSNWLDPVDEL-HWDR-IIREGFAPLTSY-KYGGEFPVRPDNI HFEDVDGV— 283
PelHcl AERLSNWMEPVDEL-HWDD-ITHEGFAPHTSY-KYGGEFPVRPDNI RFEDVDGV---- 311
PelHc4 AERLSNWMEPVDEL-HWDD-ITHEGFAPHTSY-KYGGEFPVRPDNI RFENVDGV---- 312
PelHc3 AERLSNWLDPVAEL-HWVD-VIHEGFAPHASY-KHGGEFPTRPDNI RFKNVDGV— 311
PelHc2 AERLSNWMDPVDEL-HWEE-VIHEGFAPHASY-KYGGEFPTRPDNT QFKNVDGV---- 311
CmaHc6 AERLSNYLDPVDEL-HWDD-VIHEGFVPHTMY-KYGGYFPSRPDNV HFEDVDGV---- 306
CmaHc4 AERLSNYLDPVDEL-HWDD-VIHEGFAPHTMY-KYGGYFPSRPDNV HFEDVDGV---- 305
CmaHc5 AERLSNHMDPVGEL-HWDD-VIHEGFAPHTMY-KYGGYFPSRPDNV- HFEDVDGV---- 306
CsaHc AERLSNYLDPVDEL-HWDD-MIHEGFAPHTMY-KYGGYFPSRPDNV- NFEDVDGV---- 306
CmaHc3 AERLSNHLDPVDEL-HWDD-VIHEGFDPQAMY-KYGGYFPSRPDNI HFEDVDGV---- 301
PvaHcl AERLSNYLDPVEEL-SWDK-PIVQGFAPHTTY-KYGGQFPSRPDNV- DFDDMDGV---- 301
PvaHc AERLSNYLDPVGEL-QWNK-PIVDGFAPHTTY-KYGGQFPARPDNV KFEDVDDV---- 297
PinHcC AERLSNHLDPVEEL-SWNK-AIDEGFAPHTAY-KYGGYFPSRPDNV HFSDVDGV---- 289
PleHc AERLSNFLPAVDEL-YWDR-PIKDGFAPHTTY-KYGGEFPARPDNK EFEDVDGV— 296
CmaHcl AERLSNHLPLVDEL-YWDR-PIKEGFAPHTSY-KYGGEFPTRPDNK NFEDVDGV---- 296
CmaHc2 AERLSNHLSPVDEL-YWDR-PIKEGFAPHTSY-KYGGEFPTRPDNK NFEDVNGV---- 296
HamPHcl AERISNHLQKIEKL-HWER-NLHEGFDPHTSY-KNGEHFPFRHDDI HIEDVDKV— 307
HamPHc2 AERISNHLQKIEKL-HWER-NLHEGFDPHTSY-KNGNPFPFRHDDI HIEDVDKV— 305
CmaCC1l AERISNHLPPLEEL-KLDK-PLKQGFAPQTTY-NFGGPFATRNDNV HLQDVDNV— 285
CmaCC2 AERISNHLPPLEEL-KLDE-PLKQGFTPQTTY-KFGAPFPIRNDDI QLHDVERV---- 304
PmaHc2 AERLSNWLPQVEPL-NWHH-EIEEGFAPAAMY-FNGQEFPMRPDGI HFHDLPW 299
PgrHc2 AERLSNFLPQVEPL-DWHH-EIEEGFAPAAMY-FNGQEFPMRPDGM HFHDLPW 299
CseHc2 AERLSNDLPAVEPL-EWDQ-QITEGFAPAATY-ENGQEFPMRPDNM KFCDLP 301
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PamHc2
BduHc2
HmeHc2
TdoHc2
SamHcl
BduHcl
PamHcl
CseHcl
HmeHcl
CmoHcl
CacHcl
TdoHcl
PmaHcl
PgrHcl
ScuHcl
MgeHcl
TdoHex1
PmaHex1
BdiHex
RflHex2
PamHex12
RflHex1
LmiHex1
LmiHex2
RmiHx1
TmoHex2
AgeHex
LdeDP1
AgaHex2
MseAryla
MseArylb
CfeHex2
BheHex
StuHc2
StuHc3
StuHcl

EpiHc
LpoHcT
TtrHcA
EcaHcE
NinHcE
EcaHcG
NinHcG
CsaHcl
AauHc6
LpoHcIV
EcaHcF
NinHcF
EcaHcD
NinHcD
LpoHcIT
EcaHcA
NinHcA
LpoHcVI
EcaHcB
NinHcB
EcaHcC
ScoHCA
ScoHcB
ScoHcC
ScoHcD
SpiHcl
GpuHcl
GroHcl
CcsHe
EpuHcl
PleHc2
HamHcA
PinHcB
PinHcA
PelHcl
PelHc4
PelHc3
PelHc2
CmaHc6
CmaHc4
CmaHc5
CsaHc
CmaHc3
PvaHcl
PvaHc
PinHcC
PleHc
CmaHcl
CmaHc2
HamPHcl
HamPHc2
CmaCCl
CmaCC2
PmaHc2
PgrHc2
CseHc2
PamHc2
BduHc2
HmeHc2
TdoHc2
SamHcl
BduHcl
PamHcl
CseHcl
HmeHcl
CmoHcl
CacHcl
TdoHcl
PmaHcl
PgrHcl
ScuHcl
MgeHcl
TdoHex1
PmaHex1
BdiHex
RflHex2
PamHex12
RflHex1

AERLSNDLPVVEPL-EWDQ-KIVEGFAPGATY-ENGQEFPMRPDNM FSDLPF-———— 301
AERLSNDLPVVQPL-EWDK-KIVEGFAPGASY-ENGQEFPMRPDNM QF SDLPW 302
AERLSNNLPVVQPL-EWNR-KIVEGFAPGAMY-DNGQEFPMRPDNT GFQDLPW 282
AERLSNYLPVVEPL-DWEK-PIVQGFAPGAMY-ENGQEFPVRPDNM NEHDLPW 280
LERLSNDLPFVEPL-YWTE-RIKDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF AFHDLQN 306
LERLSNDLPFVEPL-YWDE-KIVDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF EFQDLKN 309
AERLSNDLPIVEPL-YWDE-KIVDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF EFHDLEH 305
LERLSNDLPFVKPL-YWED-KIEDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF EFQDLQD 308
LERLSNDLPFVEPL-SWED-KIVDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF EFQDLEH 291
LERLSNDLPPVEPL-GWRE-RIVDGFYPQTTY-RVGGEFPARPDDF EFQDLS 307
LERLSNNLPFVEPL-SWDQ-KIANGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNY AFHDLEN 303
LERLSNNLPVVRPL-DWEK-PIVNGFYPQTTY-RKGGEFPARPDNF YFQDLETPY--- 308
FERLSNWLHFVEPI-SFED-EIEHGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF HFHDLEH 306
LERLSNWLPFVEPL-SFEE-KIEHGFYPQTTY-RVGGEFPARPDNF HFHDLED 306
AERLSNDLNEVEAL-HWDK-PIVEGFYPQTTY-RKGGEFPARPDNF MFHDLKD 301
LERLSNYLPEVEPL-EWFK-PIKSGFAPLTMY-RKGGEFPNRPDNM LLHDLHD 303
LERLANDLPTIETL-KLNK-YVKRGYAPKLSY-RQGEDFPLRPDNL QLKDLDYEKPEE 318
LERLSNGLKEIKPFSYFETQSHIPGYEPSLRY-PNGKEFPMRPEGV: SILNN 323
LERHSHDLGEVEPV-HYDR-PFQTEYYPRLRY-SNGQEVPPRPYEYSRRSLYYSNGNSYYYGNYYGGNNNYYTGNYYTGNYHPSYYYGYSTEHDY ————— 353
LERLSHDLPEVQPF-HYDK-PFQTAYYPKLRY-ANGQEVPFRPYEYSKRNLYNYNGQGQYYGNYYGGNNEYYSGNYFTGNYKPTYYYGYANNYDY----— 354
LERLSNDLPDVYPF-YYSK-PVKSAYNPNLRY-HNGEEMPVRPSNM - 310
LERMSNGMPEVEPF-VYNK-PLKTAYNPNLMY-HTGQEMPPRPSDM - 311
LERLSNRLPDVKPV-DYAN-PVLVGYYPELRL-QNGIEAPARPEGV: - 314
LERLSNHLPDVKAI-DYNH-PVLVGYYPELRL-QNGREAPARPEGI FARNVDI----- 314
LERLSNHLPEIKAI-DYNH-PVLVGYYPDLRF-QNGNEAPARPEGI FPRNTDI-———— 314
LERLSHGFGEIENF-DWEV-PFETGYYPSLCY-PNGLHFPTRPNYA HLYEYFYNYGQK 315
LERLSNGFGEIPIF-NWEV-PVETPYYSSLEY-TNGLEFPSRPKFA KLYEYFYNYGQS 323
LERMANGAGDIHTL-DVDS-PIQTPYNPSMVY-PCGAEFPSRPKFA KLHEYFFNYGKK 321
LERLSNDLGHVPEF-SWWT-PIATGYYPDLQY-YNGHSFPARDNYY HVDQESNY---- 297
LERLTNGLGEIPEF-SWYS-PVKTGYYPMLY--GSYYPFAQRPNYY DIHNDKNY---- 330
FERLSNGLGDIPEF-SWYS-PVKSGYYPLMS--SYYYPFAQRPNYW: NVHSEENY---- 327
LERMSNDLGDIEDF-DWNK-PFYPGFHSILMY-NNGMVIPQRSRYT NVPFYKY----- 318
LERLANGLEKIEEF-LWEG-EFYPGYYPTMVY-GNGLAYPQRPGM RIPPYKY----- 317
LERLSNDLTISKPL-AWYR-PVVEGFSPDAIY-KHGFQFPMRPDNT KFHDLST----- 295
LERLSNNLDVVKPL-AWDK-PIEHGFSPETVY-RTGDEFPVRPDDM MFHDIHGI---- 302
LORLSNNLPIVGPL-AWDK-PIHNGFYPQAAY-RNGHEFPARPDDV: KFTDLDKDGFH- 314
- ~NTVIELERFRERIEHAISVGYIEL-PD--NT-KTPLNNE--QGIDILADLIEASNY— —~GDLHNTGHVMLATAHDPDK 344
- —~VTIQDMERWRERIHDAIDLKMVHD-HH--GK-EVAVDDE--HGIDILGALVESSHE— -~GSLHNWGHVLTARAHDPEG 336
——VTIQDMERWVQRIMEAIDLHLVND-TH--GN---KLDET--TGIDVLGALVEASHD----SINPEYY-----GSLHNWGHVITARAHDPEG 332
——IDLKEMFRWRERILDAIDSGYYID-NE--GH-QVKLDIV--DGINVLGALIESSFE----TKNKLYY-----GSLHNWGHVMMARLQDPDH 335
- —~VDVQDMIRWRERILEAIDLGFVED-ES—-HQ-QIKLTED--NGIDILGSIVESSYE— -~GSLHENWGHVMMANITDPDG 336
—-LEVQDVERWRDRILDAYHLNHVHD-RE--NN-DVVLDAE--HGADILGAIIESSSD----SVNRRFY-----GSLHNWGHVMMARMTDPDR 337
—-VDVQDMERWRERILEAIDLKHVHD-SK--GN-EVPLDET--NGANILGTIIEASSD----SPNKGFY-----GSLHNWGHVMMARMHDPDG 336
—-VDVQEMERWRERILKAIDLHFVHG-AN--GQ-TLRLDEE--HGADILGALIEASSS—---SPNKGFY-----GSLHNWGHVMMARMHDPDA 336
—-VDVQDMVRWRERILDAINMHYIVD-KD--NN-KIPLDIE--HGTDILGDIIESSDE----SKNVEYY~-----GSLHNWGHVMMANITDPDH 336
- —VSLQEMERWRERILEGINLGHVHD-DH--GK-EVELDEE--HGIDILGALIESSHE— —~GSLHNWGHVMLARVHDHDG 337
—-VDVQDMARWRERLLYSIDIGHVID-HE--GQ-EIPLDAE--HGIDVLGALLESSHD----SLNDDYY~--~---GNLHNSGHVMMARIHDPDG 339
—-VDVQDMARWRERLLEAIHLGVVID-DH--GN-EIVLTPE--HGIDMLGSMLESSYE----SKNREYY-----GNLHNSGHVMMARIHDPDG 338
—-CSVQDMERWRERILDAIHTGLVTD-SH--GK-EIKLTEE--NGLNILGALIESSHD----SVNKPFY-----GTLHNWGHVMIARIHDADG 337
—-VDVQDMERWRERILSAIHTGQVID-SN--GQ-EVPLDLE--RGLDILGALIESSQE----SLNKGYY~-----GTLHNWGHVMVAKIHDHDG 336
- —IEISEMVRMRERILDSIHLGYVIS-ED--GS-HKTLDEL--HGTDILGALVESSYE— —~GNLHNWGHVTMARIHDPDG 340
—-VDVQDMERWTERIMEAIDLRRVIS-PT--GE-YIPLDEE--HGADILGALIESSYE----SKNRGYY-----GSLHNWGHVMMAYIHDPDG 341
—-VDVQDMQRWTERILEAIHLGKVID-SE--GN-DIILDEE--TGADILGSLIESNLE----SKNRQFY-----GNLHNWGHVMMAYIHDPDG 341
- —VSVQDLERWRDRISDAIHIGHVED-EN--GS-HVPLDDT--RGIDILGAMVEASYE— -~GSIHNWGHVISARVLDPDG 341
- —VSVQDLERSRERLLDAINLGYVVD-PN--GL-ETPLDEL--HGIDILGAIVESSND— —~GSLHNWGHVIMSAVDDPDG 339
- —CAVQDMERWRERILQSINLGVVVD-PN--GH-ETVLDEI--HGIDILGNIIESSYD— -~GSLHNWGHVLMAAAHDPDG 339
—-VSVQDLERWRERILDAINLGEVTD-PN--GD-EYALDET--FGIDVLGAIIESSRD----SKNRESY-----GSLHNWGHVLMANIVDPDG 341
—-LNKNKMRQWKSRILHGIHLNVLYA-EN--GT-KISLDNE--HGIDLLGDAIESSLL----SVNRAFY-----GNIHCYAHVMAARIADPDG 363
- —~LTKNHMRQWRDRILYAVHRGEALA-AN--GS-SVSLRDE--RGIDVLGNMVESSLQ— —~GNVHCYAHVIAARIADPDG 368
—-LPKNKMVEWAKRVLYSIHSGIFHF-SN--GT-DAHLDTE--HGIDELGNIVESSLT----SLNRDYY-----GNLHCYAHVIAGRIADPEG 373
—-LPKTKMFEWKNRIMVGIRKGSLIS-AN--KT-QVPLNND--HGIDLLGDVVESSLL----SVNRVFY-----GNLHCYAHVIAGKVTDPQS 372
—-LTKGELMQWKNRIMEAIARHNITL-KGGPGK-KLRTTPE--NGIDIFGHLIAATKN----STNRRYY-----GNLHSYAHVIAARIADSDG 361
——VRVRDMIIHESRIRDAIAHGYITA-AD--GS-HININDE--HGIDHLGDIIESSLY----SPNAQYY-----GALHNDAHVILGRQADPHG 379
- —VRVRDMITHETRIRDAIAHGYITA-AD--GS-HININDE--HGIDHLGDIIESSLY----SPNAQYY— —~GALHNEAHIILGRQADPHG 379
——VRVRDMIVHETRIRDAIAHGYITS-ED--GS-RVDIRDE--NGINLLGDIIESSVY----SLNAGYY-----GALHNDAHILLGRQSDPHG 380
——ARIRDMIIYESRIRDAIAHGYVTA-KD--GS-HIDIRNE--HGIDVLGDVIESSTY----SPNAGYY-----GALHNLAHIILGRQGDPHG 377
——ARVRDMVILESRIRDAIAHGYIID-HS--GN-KIDIKNE--HGIDTLGDIIESSVY----SPNVQYY-----GALHNTAHIMLGRQGDPHG 388
——AHVRDMIIIESRIRDAIAHGYVTD-NH--GD-NINIRND--HGIDVLGDIIESSVY----SPNAQYY-----GALHNTAHIMLGRQGDPHG 375
- —AHVHDLEITESRIHDAIDHGYITD-SD--GH-TIDIRQP--KGIELLGDIIESSMY----SSNVQYY— —~GSLHNTAHAMLGRQGDPHG 359
——AHVHDLEITESRIHEAIDHGYITD-SD--GH-TIDIRQP--KGIELLGDIIESSKY----SSNVQYY-----GSLHNTAHVMLGRQGDPHG 359
——AHVHDMEITENRIRDAIAHGYITA-TD--GH-TIDIRQP--NGIELLGDIIESSMY----SSNPHYY-----GSLHNTAHMMLGRQGDPHG 387
- —AHVHDMEITENRIRDATIAHGYITA-TD--GH-TIDIRQP--NGIELLGDIIESSMY— —~GSLHNTAHMMLGRQGDPHG 388
- —ARVHDMEITESRIRDAIAHGYITA-TD--GH-TIDIRQP--NGIELLGDIIESSMY— —~GSLHNTAHMMLGRQGDPHG 387
- —ARVRDMEITESRIRDAIAHGYITA-TD--GH-TIDIRQP--NGIELLGDIIESSMY— —~GSLHNTAHMMLGRQGDPHG 387
——ARVRDMLILESRIRDAIAHGYVTG-RD--GS-IISISDS--HGIDVLGDVIESSLY----SPNPEYY-----GALHNTAHMMLGRQGDPHG 382
——ARVRDMLILESRIRDAIAHGYVTG-RD--GS-IISISDS--HGIDVLGDVIESSLY----SPNPEYY-----GALHNTAHMMLGRQGDPHG 381
- —ARVRDMLILESRIRDAIAHGYVTG-RD--GS-IISISDS--HGIDVLGDVIESSLY— —~GALHNTAHMMLGRQGDPHG 382
——ARVRDMLILESRIRDAIAHGYFTG-RD--GS-VISIRDA--HGIDILGDVIESSTY----SPNPEYY-----GSLHNTAHVMLGRQGDPHG 382
——ADVRDMLLYEERILDAIAHGYVRD-RN--GK-IVDLRNN--DGIDVLGDVIESSLY----SPNPQYY~-~----GALHNTAHMMLGRQGDPHG 377
——ARIRDLLIIESRIRDAIAHGYIVD-KV--GN-HIDIMNE--RGIDVLGDVIESSLY----SPNVQYY-----GALHNTAHIVLGRQSDPHG 377
——ARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIVD-SE--GK-HIDISNE--KGIDILGDIIESSLY----SPNVQYY-----GALHNTAHIVLGRQGDPHG 373
- —~GSLHNTAHIMLGRQGDPTG 365
—-ARIRDLKELESRIRDAVAHGYIIN-AD--GT-KTDINNE--HGIDILGDIIESSTY----STNAAYY-----GALHNQAHRVLGAQSDPKH 372
——ARIRDLKEMENRIRDAIAHGYADN-TD--GT-HLDINND--EGINVLGAAIESSTS----SIHPSYY-----GALHNQAHRVLGQQADPHG 372
——ARIRDMKIMESRIRDAIAHGYADN-TD--GT-HLDINND--EGINVLGAAIESSTS----SIHPSYY-----GALHNQAHRVLGQQADPHG 372
——AEVRDMIVMENRIRDAIAHGYVID-KE--GN-KVDINNE--HGIDILGEIIESCVY----NPYNEYY-----GSLHNMGHMMLGHQGDPHA 383
- —AEVRDMIVMENRIRDAIAHGYVID-KE--GN-KVDINNE--HGIDILGDIIESCVY— -~GSLHNMGHMMLGHQGDPHA 381
—-GRIHEIVHMEDRIHDAIAHGYVED-EQ--GN-KINIENE--QGIDILGDIIQSSLY----SPNRKYY-----GNLTTLAYTMLDHQTDPKN 361
—-GRIHEIVHLEDRIHDAIAHGYVED-EQ--GN-KINIEND--QGIDIIGDIIQSSLY----SPNRKYY-----GNLTTLAYNMLDHQTDPKN 380
- —~FTVKDTEDYEDRIRNVIAKGYVKA-SD--GH-TIFLNGT--EGINILGLVVESLDH— —~GKLHSNAHVLLSKVTDPEQ 375
- —~FTVKDTEEYEDRIRDITAKGYVKA-KD--GH-VVFLNGT--EGIDVLGLVVESLDH— —~GRLHLNAHVLLSKITDPEQ 375
- —~LSVRDMKIVEGRIRDAIASSFVKT-AD--SR-LLSINNT--AGVNLLGEIIESSAN— —~GQPHNDGHVMLSKVTDPLQ 377
—-LTVQDMKIFEGRIRDAIASGYVKT-VD--SR-LMSLNNT--AGINLLGEIVESSTH----SVNPVFY~-----GKLHNDGHVMLSKVTDPHL 377
—-LTVQDMRLYEGRIRDAIASGFVRT-AE--GK-LVSLNNT--VGINYLGEVVESSVH----SVNPVFY~-----GKLHNDAHVLLSKVTDPKL 378
- —~LTVQDMLMYEGRIRDAITAGFVRA-YD--GN-YVSLNNT--EGINVLGEIVESSAH- —~GQLHNDGHVMLSKVTDPKL 358
—-LTIEDMKGYEDRIRDAIASGFVIS-VD--DS-LVYLNDT--RGIDVLGAVIESSEH----SQNKELY-----GSLHNNAHVLLGKVTDYSL 356
——IKVQOMIDYTRRVRECISQQAVIT-ET--GD-LYNISSP--EGINVLGELIEPSTG----SKHREYY-----GALHNYGHIMLGQITDPKR 382
——IKVKDMVDYTRRIREAISQQAVIT-KN--GD-YYSLNDT--TGIDTLGALIEPSVD----SKHPEYY~-----GALHNYGHIMLGQITDPKG 385
——IKVKDMMDYTRRIREAISQQAVVT-RT--GE-MVSLNNT--QGIDILGCMVEPSHD----SKHPEYY~-----GALHNYGHIMLGQITDPKG 381
- —IKVKDMVDYTRRIREAISQQSVIT-RW--GQ-NLPLNDT--MGINILGSLVEPSQE-——--SPNPQYY— —~GALHNYGHILLGQITDPKG 384
——IKVKDMVDYTRRIREAISQMAVVT-KS--GE-YYSLNNT--KGINTLGEIMEPSFD----SKHPEYY-----GALHNYGHIMLGQIVDPKG 367
——IKVQDMVDYERRVREAISQQAVIT-MS—-GD-YFSLNDT--TGINTLGEMMEPSTT----SKHRDYY~-----GALHNYGHILLGKITDPKG 383
——IKIKDMIDYTRRIREAIAQQAVIT-KS--GE-YFYLNDS--KGIEVLGDLMEPSFD----SKHPEYY~-----GALHNYGHILLGQITDPKG 379
——IKVKHMIAYSQRIREAIARGVVLT-KS--GE-LYSINDT--TGINTLGELIEPSVF----SRHREYY-----GALHNYGHILLGRITDPKG 384
- —IKIKDMLDYTRRIKEAISKQKVRS-KN--GE-KIPLDAV--HGIDILGDLMEPSVE-—--SPHEDYY— —~GSLHNDAHVLLGQITDPLG 382
——IKIKDMLDYTRRIKEAIVKHTVIN-KN--GE-HIPLDAV--HGIDILGDLMEPSVE----SPHEDYY-----GSLHNYAHILLGKVTDPLG 382
—-HRVADLEAYEERIREAISAGVIFDAHD--PNTFISLNNT--EGIDKLGAIIEASSC----SINPSFY-----GSLHNLGHIILGRVVDPLG 379
- ~LKVHDVVVFEERIKEAIDRGFVYN-KW-IGE-KIRLNNS-IEGIETLGRMIEASRL----SPDIDYY-----GSIHNLGHILLGEIMDPDH 381
R ~LKVRDVNDYERRVRDAIDRGYIFT-DE--NN-QVPLNND--KGIDILGKIVGAT-H~----DENDKYYGNKYHGSIKTMTHKIVGRVTDPED 399
- ~YHVEEVFALERRIHDAIDLGFVFG-KD--GQ-KISLKEK--EGISILGDMIEGTED----STNKQFY-----GSLYNMLRTVYGHYADPMY 399
—-YYPEDLQIYDRRVLDSIDYGYVFS-YP--DH-KYPLYEDYTKGIDYLGDVIEGNGD----TVNRRYY-----GSIYHFYRQLAGKNVDPYN 431
—-YYPEDIKSYEGRIRDGIDFGYFFS-EG--GQPKYPLYDEYSKGINYLGDIIEGNGD----TVNKRVY-----GAIYQAYRQLAGQSADPYN 433
- —YYIADIKNYEKRVEDAIDFGYAFD-EH--MK-PHSLYHD-VHGMEYLADMIEGNMD----SPNFYFY— -GSIYHMYHSMIGHIVDPYH 387
—-YTIEDIKNYERRVADVIDFGYFKD-EH--LK-VHSMYED-NNGINYLGOMIEGSYN----SPHYYYY-----GSLFHFYRMMLGHMMDPFH 388
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LmiHexl - ————————- LFVERIQNYERRIRDAVDFGYLYG-YD--FK-TFNLNEK--DLTDIIGNVIEGNAE-—--SVNYEFY————— GSIYRYLISLFGHIADPYH 390
LmiHex2 390
RmiHx1 —SYVEEIKDYDRRIRDSIDYGYFAG-YN--YE-KYNIREK--DHTNILGNILEGNAE- —GSLYRNLITLFGHIVDPVQ 390

TmoHex2 YGF-NKYA-NSYSYVKDFERRIHDVIDSGYAHT-ES--GQ-TVELFSH--HGMNILGNLIEGNPD- —-GAFQVFARHLLGYSQQPLT 398

AgeHex WTIRNEYG-YSPTFVKDAERRINDAIDSGVAFT-HE--GK-MIDLYSD--EGMNVLGNLIEGNAD— —-KALWYYARHLLGYSYQPLD 407
LdeDP1 WSW-SREGTNSFDFMADYDRRMNDAIDQGFVFD-TK--GN-KIELDTP--EGFNVLGNLIQSNWD----SPNRKFY-----GALWSYLRHFFGYSYAPVN 405
AgaHex2 - ——REIRQVVDYEKRLRDVIDQGFFVL-PD--GK-KVNLSTP--ESIDVLGNLIQANPD----SYEHRFY-----KYVAMYARIIMGAAIEPVE 373
MseAryla - —EQIRFLDMFEMTFLQYLQKGHFKAFDK— EINFHDV--KAVNFVGNYWQANADLYNEEVTKLYQ- —-RSYEINARHVLGAAPKPFN 409
MseArylb ——EKVRFLDTYEMSFLQFLQNGHFKAFDQ-----KIDFHDF--KAINFVGNYWQDNADLYGEEVTKDYQ-----RSYEIIARQVLGAAPKPFD 406
CfeHex2 ——KYLKEVEVLEKRIMDAIDLGYVHD-KD--GK-QVNIYTS--EGLSILANLIEGNVD----SCNRRFY-----GMYDALARDILGFNIDYKN 394
BheHex ——HYLRYIHDIEDRISTAIDLGYIID-SD--GS-HHNISSP--EGLNLLGNIIEGNED----SCNKNFY-----HSLDWYGRKVLGFNLEPKT 393
StuHc2 ——VTVNHMRAYESRIHESIDFGHVYS-TN--GT-EVSLNDE--HGINILGEIVEASEH----SINPDYY-----GSLHNLAHVMLGRITDPEG 371
StuHc3 378
StuHcl 390
EpiHc RFNSSDGVMGFVQTALRDPL-FYRWHKHIDNLLONHKR-TLQPYTDKELI--ADKIEIKEASITSSQTKDPKNKLYTFFDTKQLNLTKGL-DFGNL— 435
LpoHcI KFHENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRTLDNLFQEYKE-SLSPYTKEELS--FPGVEVLSATV-KAKT---DNVIITSMVESELELTHGI-NFGT-— 422
TtrHcA KFHENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRFIDNVFQDYKE-SLHPYTKHELS--FTGIKVVNVSV-NAKVITARNVITIFIKKNELELTHGI-DFGT-— 421
EcaHcE RFNENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRYHRFIDNIFQKYIA-TLPHYTPEDLT--CPGVHVVNVIV-NAKV---PNVVITFMKEAELELSYGI-DFGS— - 421
NinHcE RFNENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRYHRFIDNIFQDYKQ-TLKPYDKAQLD--FPGVQVVNVTIV-NAKV PNLVTTFMKTDDLELTHGI-DFGT— - 422
EcaHcG SFEENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRFVDNIFQEYKA-TLPSYTADDLN--FPGLRIVSVQV-NAKS QNRVRTFLKQEELVLSHGI-NFGT— - 423
NinHcG RFQENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRFVDNIFQQYKS-TLQPYTWEQLS--FPGVKAVSCEV-KAKQ---NNVITTFIKDEELTLSHGI-NFGT-— 422
CsaHcl RFQENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRFVDNIFQQYKA-TLHPYTKEELS--FAGVKIVNAYV-KAKK---TNVVTTFMKDDHLDLSHGI-EFGT-— 422
AauHc6 RFQENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRWHRFIDNIFQEHKK-SFHPYTKEELS--FPGVEVVGVSI-NSKT ANVITTILIKESLLELSHGI-NFGT— - 422
LpoHcIV RFHENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRYHRFIDNMFQEYKA-SLHHYTKTELT--FPEISISHVTI-KAKV-—--PNITHTFMATDELELSHGI-HL-—— 421
EcaHcF RFRENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRYHRFIDNIFQEYKA-TLPCYEKKDLE--FSGVEIVNCTV-NAKA---PNVINTYMKESTLEMSHGI-SF—— 423
NinHcF RYKENPGVMSDTSTSLRDPI-FYRYHRFIDNIFQEYKA-TLPVYDKKDLD--FPGVSVVNVTV-NAKL---PNIVNTYLKEDQLEVSHGV-SL—— 422
EcaHcD RYRTNPGVMDDTSTSLRDPI-FYRYHRWMDNIFQEYKH-RLPSYTHQQLD--FPGVRISRVIV-RSKV-—-PNLIHTYSKDSLLELSHGI-NL—— 421
NinHcD RFKENPGVMDDTSTALRDPI-FYRYHRWMDNIFQEYKR-RLSSYTPQDLS--FPGVRVVNVTIV-NAKV PNLIHTYSKDAYLELSHGI-NL - 420
LpoHcII RFHEEPGVMSDTSTSLRDPI-FYNWHRFIDNIFHEYKN-TLKPYDHDVLN--FPDIQVQDVTL-HARV---DNVVHTIFMREQELELKHGI-NPGN— 426
EcaHcA RFRETPGVMTDTATSLRDPI-FYRYHRFIDNVFQEYKK-TLPVYSKDNLD--FPQVTITDVKV-KAKI---PNVVHIFIREDELELSHCL-HFAK-— 427
NinHcA RFRETPGVMTDTATSLRDPI-FYRFHRFIDNVFQEYKK-TLPVYSRDNLT--FPDIEITESKV-NAKI---TNVIHTFIREDELELTHCM-NFGS—— 427
LpoHcVI RYHLNPGVMSDTATSLRDPI-FYRWHRFIDNMFQDYKE-TLPHYNHSDLE--FPGIEITKVLL-NAEH---TNNINTFKEFSVLDLSHAY-EFGR-— 427
EcaHcB RYQLNPGVMSDTATSLRDPI-FYRWHRFIDDMFQEYKK-SLTPYS-SQLQ--FKGVIVKSVCV-RAKT ADVVETITFANALLDISHAF-NFGR— - 424
NinHcB RYKLNPGVMDDTATALRDPI-FYRWHRFIDDLFQEYKK-TLPPYTKDELS--FGNVFVKSLNV-KAEQ---PNTVKIFFREDFLDVSHAF-YFGR-— 425
EcaHcC KYQTNPGVMDDTATSLRDPI-FYRWHRF IDDMFQEFKR-KLKPYTKDQLS--FTGVEIKNVKV-HAHE---ENVITITFVEDLLEISNAF-NFGR-— 427
ScoHcA RYGEDNGVMHDVATSARDPL-FYRWHKFIDNIFLEYKD-NLDPYTQYELT--WPDVVLNDVTIV-KPHKGDYDDEVHTYWEVDNYELGKGF-DYTR— - 452
ScoHcB KYGEDNGAMYDVATSARDPL-FYQWHKF IDNLFHEYKD-ALKAYSSEDLT--YNDITIEEVNV-QGEGGSPANTVITFLENSIVHLDEGF-SFTA~ - 457
ScoHcC KYGEDNGVMYDVATSARDPL-FYRWHKYIDNIFQEYKN-TLPPYTTEELTPQNSEFRVQGISV-VGET-SARDTVHTYWQHSLLKVGQGF-EFTK— - 463
ScoHcD TYGEKNGAMYDVATSARDPL-FYSWHKFIDNIFQEHKE-TLQPYNKDELN--FPDVQVDSLRI-NVANGTYENIVRTYWQNSLFKIAKGF-TFTT-— 461
SpiHcl EHMEDNGAMYDVATSARDPL-FYSWHKFIDKLFTEYQM-TLTPYTPYQLT--WPDVVVDGIHI-ENLKTHEENMIHTYYTSSTLRLSKGF-DYTK-———— 450
GpuHcl KFNLPPSVMEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFKEHKD-SLPPYTAEEIG--FPGVHVTGVSI ——-EGELETFFEDFEFDLKMAVDSSEAVA 464
GroHcl KFNLPPSVMEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNMFKEHKD-SLAPYTAEEIG--FPGVHLTSVSI-— —-EGELETFFEDFEYDLKMAVDSSEAVA--- 464
CcsHc KFNLPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYMDGIFKEHKD-TLPAYTKEEIE--FSGISLEKISV-— —-DGPLETFFEDYEFDLSNAVDSSDKIE--- 465
EpuHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDGIFKEHKD-SLPPYTKEEIE--FPDIAINAVGV-— ——KGELKIFFEDFEFDLQMAVDDTPEVQ-—— 462
PleHc2 KFDMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHKD-TLPPYTKEDIA--FPGVVLDSVTI-— ——-DGELKIYFDTFEFSLVNAVDQSDKVA--- 473
HamHcA KFNMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHKD-SLPPYTKADIE--FTGVAVEEVEI VGQLNTFFDEFEFSLGNAVDELEKVH 460
PinHcB KFNLPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKKHTD-SFPPYTHDDLE--FAGMVVDGIAI-— —-DGELITFFDEFQYSILNAVDSGENIE--—- 444
PinHcA KFNLPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKKHTD-SFPPYTHDNLE--FSGMVVNGVAI-— —-DGELITFFDEFQYSLINAVDSGENIE--—- 444
PelHcl KFDMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHTD-SFPPYTHEDLE--FPGVSVDNIAI-— ——-DGHLTTIFFDQFKYSLVNAVDSGENVE-—— 472
PelHc4 KFDMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHRYMDNIFKEHTD-SFPPYTHEDLE--FPGVSVENIAI-— ——-DGHLTTFFDQFKYSLVNAVDSGENVE 473
PelHc3 KFNMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHTD-SFPPYTHEDLE--FAGVSVDNIATI DGHLTTFFDQFKYSLVNAVDSGENVE 472
PelHc2 KFDMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHTD-SFPPYTHEDLE--FPGVSVENIAI-— —-DGHLTTIFFDQFKYSLVNAVDSGENIE-—-- 472
CmaHc6 KFDLPPGVLEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFREHKD-SLTPYTKDELE--FPGVKIDSISL—— ——SNRLETYFEDFEYSLINAVDDTTKVA--- 467
CmaHc4 KFDLPPGVLEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFREHKD-SLTPYTKDELE--FPGIEIDSFSL SNRLETYFEDFEYSLINAVDDTAEIA 466
CmaHc5 KFDLPPGVLEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFREHKD-SLTPYTKDELE--FPGVAVESISL KNRLETYFEDFEYSLINAVDDTAEIA 467
CsaHc KFALPPGVLEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFREHKD-SLTPYTKDDLE--FSGISVDSLDI SNRLETHFEDYEYSLINGVDDTVDVL 467
CmaHc3 KFDLPPGVLEHFETATRDPA-FFRLHKYMDNIFRKHKD-SLPPYTKEELN--FEGVNIDNFYI-— ——KGNLETYFETFEYSLVNAVDDTEDVD--- 462
PvaHcl KYALPPGVLEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHKD-SLPPYTVEELT--FAGVSVDSVAI-— ——-EGELETYFEDFEYNLINAVDDTEQIA--- 462
PvaHc KFDLPPGVLEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEHKD-NLPPYTKADLE--FSGVSVTELAV VGELETYFEDFEYSLINAVDDAEGIP 458
PinHcC KFDLPPGVLEHFETSTRDPS-FFRLHKYMDNIFREHKD-SLTPYTRDELE--FNGVSIDSIAI-— ——-EGTLETFFENFEYSLLNAVDDTVDIA--- 450
PleHc KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYMDGIFKEHKD-NLPPYTEEDLL--YSNVKITGVDV-— ——-TE-LSTFFEDFEFDLSNALDTTENVN--- 456
CmaHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEQKD-KLPPYTTDDLK--YDNVEITDVDI-— —-DE-LSTFFEDFEFDLRNALDTSDNVG--- 456
CmaHc2 KFNMPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYMDNIFKEQKD-KLPPYTTDDLK--YDNVEIKSVDV-— —-DE-LSTFFEDFKFDLRNALDTSDGVG--- 456

HamPHcl KYYDTPSVLEHYETTLRDPA-FYKLHKYIDDLFRKHKD-HLKPYSRKELL--FPGIAINNIHI
HamPHc2 KYYDTPSVLEHYETALRDPA-FYKLHKYIDDLFRKHKD-HLKPYSQEDLL--FPGVAVNMIDI-—

DGPLETYFEDYEYSLMNAMDDKEEMKWED 471
—--DGPLETYFEDYEYSLMNAMDDKEEMIWED 469

CmaCC1l KYDTPPGVLAHLETLPRDPA-AWRLHKRIDNIFREHID-SLPPYTKEQLE--FTGITVSDVQI-— ——QGSLETYFEEYKYDLINGLNDNTTETE-- 447
CmaCC2 KYDTPPGVLAHLETLPRDPA-AWRLHKRIDNIFREHID-SLPPYTKEQLE--FTGISVENVQI-— ——QGNLETYFEEYKYDLINGFNDNTTQTE-- 466
PmaHc2 KFGTPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNLFKQHKD-I MLTPYTKEELD**FPGVTVDAVKVVGKSEDSTANQIVTFFDESHINLGNMWVHTPEK**** 467
PgrHc2 KFGTPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNLFKMHKE-MLSPYTKEELD--FPGVIVDAVKVVGKSEDSTANQIVIFFDESHINLGNMWAHTPEK— 467
CseHc2 RYGVPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHVDNLFKLHKD-LLLPYDVSELD--FPGVKIEAVKVVGSCKASTPNQLITYFDESHIDLNNIVENVGREQ--- 470
PamHc2 RYGVPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHVDNLFKFHKD-LLVPYSFHELE--FPGVKIEAVKVIGTCKASTPNHLITYFDESHIDLNNIVDTSGQKE--- 470
BduHc2 RYGVPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHVDNIFKLHKD-LLPPYDVSELE--FPGVKVEAVKVIGTCKASTPNQLITYFDESHIDLGNAVDTATHKQ 471
HmeHc2 RYGLPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHVDNLFKMHKD-FLPPYQTHELL--FPEVTVEAVKVIGVCKASIPNHLITYFDESHIDLGNAVYTTGQRE 451
TdoHc2 KYGLPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKLVDNLFKEHKD-LLPPYTKEDLA--FPGVSIDAVKVVGTCKASTPNQLVIYFDEFNIDLANAVEGHYKEG 449
SamHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFYEHKD-LLPRYTSEELE--LPGTSIEEVQI————————— DPLETFFEYFDVDLLNALDDTEELP--- 466
BduHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKLHKD-LLPKYTQAELS--FPGVKVSDVTV-— -DELVIYFEDFDIDLLNALDDTQELD--- 469
PamHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKLHKD-LLPHYTMEELG--FNGVTIQDLTV DDLVIYFEDFDIDMLNALDDTAELQ 465
CseHcl KFDMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKLHKD-MLPPYAREELE--FPGVAIQDVTV-— —-DDLVIYFEDFDIDLLNALDDTLELK--- 468
HmeHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKIHKD-LLPVYTHEELD--FPGLKVVDLDV-— —-DVLQTYLEDFDIDLLNALDDTQELD--- 451
CmoHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNLFKLHKD-LLPPYKQEELV--LPGVKITDVAV-— —-EPLETYFEDFDADLLNALDDTIDLD--- 467
CacHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKLHKD-LLPSYSKEELS--LDGVQIEDVQI-— —-DELTIYFEDFDIDLLNALDDTVELE--- 463
TdoHcl KFNMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKYIDNLFKEHKD-HLPHYTRDELL--LPGVSINSVEV DELVIYFEDFDIDLLNALDDTVELP 468
PmaHcl KFDLPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNLFKMYKD-LLPPYTKAELE--FPGVKVLDWEI-— 7GNLVTYFEDFDIDMLNALDDTADLP*** 466
PgrHcl KFDLPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNLFKMHKD-LLPPYTKAELE--FPGVKVLDWEI-— ~GNLVIYYEEFDIDMLNALDNTVDLP--- 466
ScuHcl KFGMPPGVMEHFETATRDPA-FFRLHKHIDNIFKEHKD-SLVPYTHEELD--VEGVDIKNVEV-— ~DDLVIYFEDFDIDMLNALDDAAGLT--- 463
MgeHcl KFNLPPGVMEHFETAMRDPV-FFSLHKHIDYIFKHYKD-TLVPYKREELD--FPGVKVENVEV-— —DRLVIFFEPFDIDLYNALDDDKTVS—--—- 465

TdoHex1 KYDQTPSVLEHYETSVRDPA-FYSTHKRINRLFQKHKE-NLPQYTRQDIQ--EQGVKVVNVEV
PmaHex1 QYEVAPSVLEHFTTALRDPA-YYTLYKRIDTLFKEYKK-LMPEYTYDELT--YPGVKVESVEI-—
BdiHex DSGFAPSALQNIYTALRDPA-NFHILKHINSYFQRYKG-YLPRYTYDELV--FPGVKIENVDV-—
RflHex2 NYGLAPSALQONIFTALRDPA-NYQILKRITYLFQRYKN-YLPQYTYQELA--YPGVTIENVEV
PamHex12 KMGLAPS-LEHPETVLRDPV-FYQLWKRVDHLFQKYKN-RLPRYTHDELA--FEGVKVENVDV
RflHex1 KHGLAPSALEQPETALRDPA-YYQLYKRMYHLVNKYKD-RLPRYTHEQLW--FEGVTVENVDV
LmiHex1 KYGAPASVLEQPETQLRDPL-FYRIAKRVISIFYQYKN-QLKPYTKNQLE--FPGVAIEGITF-—
LmiHex2 RYGVPASVLEQPETQLRDPL-FYRIGKRVLSIFYHYKN-LLRPYTHEDLY--LPGVTVEDITF-—

DKLMTYFEDYDVDLTNVVDATL-KEGER 485
—EKLVIYFDNFDIDLDNAVDVGVIEDGQ- 485
—GKLVIYFDYFDVDIDNVVNVKVAEDGK- 517

GKLITYNDYFDIDLDNVVNVKVPEDGQ- 519

GKLYTYFEQYDMSLDMAVYVNNVDQIS- 472

GKMYTYMENFEFSLGGTIYVAKEEDML- 474
-DKLVIFFDDFDIELNNALSFSKPEQGD- 476
-DKLVIFFDTFDFEINNALTLSKPEEGA- 476

RmiHx1 RYGVPSSVLEHPETQLRDPL-FYRIARRIVSILHHYKS-HLKPYNHEELL--LPGVSVEDITF DKLVIYFDTFDFEINNAVAFSGTEDGS- 476
TmoHex2 YFKLHPSALEHFETSLRDPA-FYQLYKKLLSYFIRYQANHKHYYNEHDLM--YQGVEVKNVEF—— -DSLVIYFDYFYADLSNAVYVTPQEFVQD 486
AgeHex KYKVAPSALEHFETSMRDPVFFFQLYKKIVLKFQRYKA-RLHPYTEEDLI--FQGVKVLNVEF-— ~DRLVIYFDKFYADINNAV-YNTQEELD- 493
LdeDP1 NYREVPSALEHYETCMRDPM-FFQIAKKMIMKFQRYLS-DLPPYTEEELL--FPGVSVEGLEF—— 7DPLITYNDWSYSDLTNGVFYNNQEDAK* 491
AgaHex2 PYQVIPSALEHYESAMRDPV-FYQIYKRIVAYYHQFKE-HLPEYTYEELY--YPGVKIDGVVV-— —DKLQTYFDRFDVDITNAT-— 450
MseAryla KYSFIPSALDFYQTSLRDPV-FYQLYDRIINYINEFKQ-YLQPYNQNDLH--FVGVKISDVKV: DKLATYFEYYDFDVSNSV— - 486
MseArylb KYTFMPSALDFYQTSLRDPM-FYQLYNRILKYIYEYKQ-YLQPYSSEKLA--FKGVKVVDVVV-— —DKLVIFFEYYDFDASNSV-—— 483
CfeHex2 KNKVVPSALQCYSTSLRDPG-FYRLTKRIMVYFFRYKK-NMPQYTQDELI--FPGVKFESVNI-— —DKLVIYFDNCDTVINNAL-— 471
BheHex PYQVIPSALESFSTCMRDPA-FYRLYNRYLSYWYRFKE-TLKPYSKNEIV--FSDLKFESIAV-— —~DKLITYFDYFDSTISNGL—— 470
StuHc2 KFDAPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYIDNIFKSHKD-! HLTPYTHKELE**FPGVTVTAAKVVGLSHASTPNMLITHFNNFYIDLHNALDTTTTLG*** 464
StuHc3 KYGMPPGVMEHFETSTRDPA-FFRLHKYIDNLFRTYKE-HLPPYTKEELA--VDGLKVNDVEV-— —~TELKTIFFEDFEFDLTQGMELTGTGD 462
StuHcl KYGTPPGVMEHFETATRDPS-FFRLHKYIDSFFKEHKD-SLPPYTTDELD--FHGVEIVDVEV-— —-DKLMIFFDDFEIDLTMALDDTPELA-—-- 474
EpiHc E ILVTITHLQHEEFTYNIKVNNNTGKDFTGTFRIFMAPKNDDL--DIPMEINEQRILMIEMDKFQ 500
LpoHcT DH VKVKYNHLDHESFSYQIKVENTSGSTKHATVRVFLAPKYDEL--GNLLHPNDQRRLCIELDKFH 487
TtrHcA TN. VKVKYPHLEHEPFSFQITVENTSGAKKDATVRIFLAPKLDEL--GNQLPANIQR-LFIELDKFH 485
EcaHcE DH VKVLYRHLDHEPFTYNISVENSSGGAKDVIMRIFLGPKYDEL--GNRLQPEQQRTLNIELDKFK 486
NinHcE TK. VKVKYQHLDHEPFTFNISVDNQSGGAKQATVRIFLGPKYDEL--GNRLDPEHQRTLCIELDKFQ 487
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EcaHcG EHT VKVHYNHLDHEPFSYTINVDNSSGAVKHATVRIFLGPKCDEL--GNILEPNEQRRLFIELDKFH 488
NinHcG DRK VKVKYHHLDHEPFSITVNAQNSSGAPKHATVRVFLAPKFDEL--GNRLSPDEQRPLFIELDKFH 487
CsaHcl EHK VLVKYHHLDHEPFSLIINVDNTTSEIKHATIRVFLGPKYDEL--GNRLAPDEQRRLMIELDKFH 487
AauHc6 DQ VKVKYHHLDHEPFTYNIVVENNSGAEKHSTVRIFLAPKYDEL--NNKLEPDEQRRLFIELDKFF 487
LpoHcIV DG TKVKYHHLNHEAFSYEIQVENHSDTVKHGTFRVFLAPKYDEL--GNRLILNEQRRLFIELDKFH 486
EcaHcF KGA VKVKYQHLDHDPFTYSISVENTTGDVKHATVRIFLGPTQDEL--GNRLRLNEQRRFYIELDKFH 488
NinHcF K VKVKYHHLDHEPFAYNISCENSSGATKHATVRIFLGPVFDEL--GNKLSLNEARRFFIELDKFH 487
EcaHcD KGH IQVKYEHLDHEPYNYEIEVDNRTGEARETCVRIFLAPKYDEL--GNRLILEEQRRLYIELDKFH 486
NinHcD KNK IKVKYEHLDHEPFSYTIAATNATGAAKKTTVRIFLAPKYDEL--GNRLVLEDQRRLYIELDKFT 485
LpoHcIT AR IKARYYHLDHEPFSYAVNVQONNSASDKHATVRIFLAPKYDEL--GNEIKADELRRTAIELDKFK 491
EcaHcA P VRARYHHLDHESFSYIISAQNNSNADKQATVRIFLAPTYDEL--GNDISLDEQRRLYIEMDKFY 492
NinHcA P VKARYHHLDHESFSYIFNANNNGSEEKKGTVRIFLAPKYDEL--GNVIPLDEQRRLYIEMDKFD 492
LpoHcVI DGA VKVRF SHLNHEDFHYKIQVENHT SKTKPATVRIFMAPKYDEL--GNELDTKNLRRLMIEMDKFH 492
EcaHcB TGP VKVRYNHLTHEPFTYKIVVDNAGTKTRKATVRIFLGPEHDNL--GNEFDIGRLRRLMIELDKFT 489
NinHcB TG VKVRYQHLDHEPFTYQFVVENTGTKTRHAKVRIYLGPKNDHL--GNPIKISNIRRLMIELDNFH 490
EcaHcC TGA VKVRYQHLDHEPFVYDIEVENHSARLRHGTCRIFLAPVHDEL--QNQLTPEELRRLMIELDRFR 492
ScoHcA KTT ATVKVRHLQHEDYHYEIDIDNNAGKAKKAVFRIFLAPKYNEK--GELFPVNEQRQLLVELDKFV 517
ScoHcB RGH ARVKVQHLQHEGFNYQIKV-NNAGGEHKVVFRVFLAPKYDEE--HHEFDFNEQRGMAIELDKEV 521
ScoHcC HTP AYVKVKHLQHESFTYVIDV-ENRGRTRTGFFRIFAAPKYNEL--GQKWHINDQRLIMVEMDKFI 527
ScoHcD E VLVKVKHLNHETFYYNLEVINNALEEKHGVVRIFGAVINDER--GHPYILNDQRHLVIELDKFT 526
SpiHcl DSE AKVIVEHTDHDDFVYVIDIDNNARVEKTAVLRIFLAPKYDER--GHPLTLKEQRVMMIELDKFK 515
GpuHcl EVE VKAHVDRLNHKDFAYNFDIKSDS-ADQHAVVRVFLCPRRDNN--GIQFTFDEGRWNCIEMDKFW 528
GroHcl EVE VKAHVDRLNHKDFAYNFDIKSDS-ADQHAVVRVFLCPRRDNN--GIQFTFDEGRWNCIEMDKFW 528
CcsHc RVA VNASIKRLNHKDFNLKFEINSNNDVEKHGVVRTFICPRKDAH--GVIFSFEEGRWNCIELDKFW 530
EpuHcl DVP ITAIVSRLNHEPFSLTADITNNHGGDVFATIRVFLCPRYDAN--EILFDLNEGRWHCIEIDKFW 527
PleHc2 DVA ISADVHRLNHQEFSYNIDVSNNNGGKVLGTIRIFLCPVKDSN--GVTFTWEEGHWHCIEMDKFY 538
HamHcA DVA ISAYVHRLNHEEFSYKILVQNNNEGDILATVRIYLCPTVDNN--HIHIPLSEGHWTCIEMDKFY 525
PinHcB DVD INARVHRLNHNEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNN--GITLTLDEARWFCIELDKFF 509
PinHcA DVE INARVHRLNHKEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNN--GITLTLDEARWFCIELDKFF 509
PelHcl DVA IYANVHRLNHEEFTYEIEVRNHN-EEKFATVRIFLCPTEDNN--GITLNLDEERWLCLEMDKFW 536
PelHc4 DVA IYANVHRLNHEEFTYEIEVRNHN-EEKFATVRIFLCPTEDNN--GITLNLDEARWLCLEMDKFW 537
PelHc3 DVA IYANVHRLNHEEFTYDIEVRNHNEEEKFATVRIFLCPTEDNN--GITLNLDEARWLCLEMDKFW 537
PelHc2 DVE IYANVHRLNHEEFTYVIEVSNAN-EVHLATVRIFLCPTEDNN--GITLNLDEERWLCLELDKFW 536
CmaHc6 DVP ISTIVKRLAHKDFTVESVITNNNEHEVMATVRIFAWPMYDNN--DVEFSFNDGRWNAIEMDKFW 532
CmaHc4 DVP ISTVVKRLTHKSFTAKCVINNNNEHDVIATVRIFAWPKYDNN--HVEF SENDGRWNAIEMDKYW 531
CmaHc5 DVP ISTVVKRLAHKDFTAECVINNNNENEVMATVRIFAWPKYDNN--HVEF SENDGRWNAIEMDKFW 532
CsaHc DVP ISTVVSRLTHNDFKVKIGITNSQNHEVLATVRIFAWPKYDNN--HVEF SEFNEGRWNAIELAKFW 532
CmaHc3 DVD IFTYISRLNHKEFSFVGDVINELDHDVLATVRIFAWPHEDNN--GVAFSFNDGRWNAIEMDKFW 527
PvaHcl DVD ISTYVPRLNHKEFKIKVDVSNNKG-EEVSYRHIFAWPHLDNN--GIKFTFDEGRWNAIELDKFW 526
PvaHc DVE ISTYVPRLNHKEFTFRIDVENGGA-ERLATVRIFAWPHKDNN--GIEYTFDEGRWNAIELDKFW 522
PinHcC DVE ILTYIERLNHKKFSFLILVTNNNNTEVLATVRIFAWPLRDNN--GIEYSFNEGRWRALELDRFW 515
PleHc EV. VKTHISRLNHKPFSLNIHAHAEH--DDKVIVRVYISAKHDEN--HIALDIDESRWGAILLDTFW 519
CmaHcl DVT VKAHVSRLNHKPFYYNIHYNAKQ--DDKVIVRVYLTPVRDEN--GIKLDINDNRWSAIMIDTFW 519
CmaHc2 DVT VYAHVPRLNHKPFGYNINYHAKS--AERVIVRVYLTPKYDEN--GVQREMEVGRWHAILLDTFW 519
HamPHcl  ——————- NME ISAIIPRLRHKDF SFKVNIMNNNDENKLATIRIFAWPHRDVN--GVIMPFNEGRWHAIELDKFW 536
HamPHc2 SME ISAIIPRLRHKDF SFKVNIMNNNDENKLSTIRIFAWPHRDVN--GVIMPFNEGRWHAIELDKFQ 534
CmaCC1l FYG IYATMPRLNHKEF SYKIHVQONNNGASKKAVIRLLAMPYRDGN--GAIIPFDEGRWLAIEMDLFV 512
CmaCC2 FYG IYATMPRLNHKEFTYKINVONNNGTPKKSVIRILAMPYRDGN--GAIISFDEGRWLAIEMDLFV 531
PmaHc2 VG IEVIMKRLNHEAFKYVITATAEK--ETEGIVRIFLSPTYNWF--GQEITLQDGHWGAIEMDRFP 529
PgrHc2 VG IEVITKRLNHESFKYVITATADK--DTEGIVRIFLSPTYNWF--GQEITLQDGHWGVIEMDRFP 529
CseHc2 PVD IKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKK--PVRGIVRIFLAPKLNWF--GQRVPLDVARWGFIELDRFP 533
PamHc2 VVD IKALVGRLNHEPFKYVITVHSEK--PVRAIVRVFPLPKYNWF--GQMVPLDEARWGAIELDRFP 533
BduHc2 VVD IKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKR--PVNAIVRIFLAPKYDWF--GQKVPLDAARWGVIELDRFP 534
HmeHc2 QVD IKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKK--AVHGVARIFLSPKYNWF--GQKIPLHVARWGMIELDRFP 514
TdoHc2 DVQ IKASVNRLNHEPFKYVITVHSDK--VAEGIVRIFIAPKYDWF--GEVVPLDKIRWSLIELDRFP 512
SamHcl DV. IHARVRRLNHKPFVF SVRVNSEA--ERFVTVRVFLGPKYDWF--GQEIPINEKRHYIVEIDKFV 529
BduHcl DVE IKARVRRLNHKPFTFHITINSEL--DATAAVRVFLGPKYDWF--GQEIPINEKRLYMVEIDKFV 532
PamHcl DVD IKARVRRLNHKPFSVQVTVNSER--DAMAVVRIFLAPKYDWF--GQEIPINEKRLYMIEIDKFV 528
CseHcl DVE IKARVRRLNHRPFTFSITVNSNQ--EQMAAVRIFLGPKFDWF--GQEIPINEKRLYVIELDKFV 531
HmeHcl DVE IKARVRRLNHQPFTFRVTVSSEK--NANVAVRVFLGPKYDWF--GVQIPLNEKRLYMVEIDKFY 514
CmoHcl DVE IKARVRRLNHKPFTVQITAESER--ETLATVRIFLGPKYDWF--GQEIPLEEKRQYLVEIDKFV 530
CacHcl DVE IKARVRRLNHKPFNFKIEVNSDK--EYTAAVRVYIGPKYDWF--GQEITLDEKRLYMVEIDKFV 526
TdoHcl DVE IKARVRRLNHRPFTYTINLNSDK--DATVIVRVFLGPKYDWF--GQEIPLEKKRLYMIELDKFV 531
PmaHcl DVD VKARVQRLNHEPFTWALHMESDK--EVTAAFRVFLGPKKDWY--ESDFTINEVRPYLIEIDKFV 529
PgrHcl NVE VKARVQRLNHEPFTWALHVESDK--EVTAAFRVFLGPKQDWY--GSDFTINTVRPYVIEIDKFV 529
ScuHcl DVD IKARVQRLNHKPFGIKIIANSAA--EKTVIVRLFLAPKYDWY--GREVPLDIQRWKFIELDKFA 526
MgeHcl DIE IKARVQRINHKPFTYHINVESDV--ERKVVVRTF IGPKYDWY--HQEVPVNEKRWEMVELDKFL 528
TdoHex1 QQFQQDQEVT IKARVKRINHKPFTVKVEVESDN--NKNAMVRVFLGPKYNYL--GQELSLEEKRQYMVELDRFP 555
PmaHex1 KVN IQARQMRLNHKPYTYKVKVVSDK--AATSMVRVFLGPKYDFY--GNEYTLDKMREYMVELDRFT 548
BdiHex YVD YRARQTRLNHKPFTYNIEVNSEQ--ATDVYVRVFLGPKYDYL--GREYDLNDRRHYFVELDRFP 580
Rf1lHex2 YVD YRARQTRLNHKPFTYSIDVTSDK--ATEVYVRVFLGPKYDYL--GREYNINDRRHYFVEIDRFP 582
PamHex12 NVD VQLAV-RLNHKPFTYNIEVSSDK--AQDVYVAVFLGPKYDYL--GREYDLNDRRHYFVEMDRFP 534
RflHex1 GVN LHVRQPRLNHKPFTYKIEVSSEK--AVDAYVRVFLGPKHNYL--DEEWDLNERRHFFVEMDRFR 537
LmiHex1 NEN FIARQYRLNHKPFYYQLKVKSEK--EVDAVVRVF IGPKYDSY--GREFTLDEKKQYYFLLDIFN 539
LmiHex2 GF YVARQYRLNHKPFFYHLKVKSEK--EVDSVVRVF IGPKYDAL--GREYSLEERKQYYVLLDTFN 539
RmiHx1 KVN YLARQYRMNHKPFFYHLKVKSDK--EVDSVVRVF IGPKYDAL--GRELSLEERKQYYVLLDIFN 539
TmoHex2 SFK VQVAQORLNHKPFTYKIYVNSDR--ETDAVVKVFLGPKYDEY--GRF INLTDNWMNEVQFDHEV 549
AgeHex QDKHPN FRVMQYRLNHKPFNYKVVVKSDK--TAKAVVKVFVGPKYDQY~--GRKINLNENRLNMLQIDHFV 559
LdeDP1 TFD IRVRQYRLNHKPFTYKIKVTSDK--AQKAVVKVFMGPAYDKN--GETMFLNENRLNFLILEHFV 554
AgaHex2 -DIE---PEPYVPGKYEGFGEIEYKPDPVVIKARTMRLNHKPFTYKISLTADK--PAKAAVRVFLGPKYDEY--GGLYTLNENRENFYELDYFV 536
MseAryla —FVSKKDIK-NFPYG-—————————————— YKVRQPRLNHKPFSVSIGVKSDV--AVDAVFKIFLGPKYDSN--GFPIPLAKNWNKFYELDWFV 559
MseArylb —~FWSKEEVKSSYPHD-— —FKIRQPRLNHKPFSVSIDIKSEA--AVDAVVKIFMAPKYDDN--GFPLKLENNWNKFFELDWFT 557
CfeHex2 —SVESFQ---EGMKLR- —VKARRYCLNHKPFTYRFTINSDK--ETKAVLKIFLGPAFDDIRTKDLSHLRESYKYFFEMDHFE 545
BheHex W ——————- PITSKQDADNLM-———————————————— IKVRQSRLNNKHFTVHFALNSDK--AQKVAIQLFLGPKYDAL--GNLLDFSESYKDFYEIDYWI 542
StuHc2 DVD IKARIGRMAHEPFKYTINVNSER--PVTATVRIFLAPAYNWY--GEEIHLDEGRWLAVELDKFA 527
StuHc3 DAH IKAVMARINHKPFHYTIKVNSDV--KRTGMVRIFLAPKYDWY--GEEIDITHNAWQTVELDKFL 525
StuHcl DVP IKAISHRLNHAPFTYLLKMKSDA--SHVATVRIFLGPKYNSY--GEELSLDTKRWMMVEMDKFV 537
EpiHc LKLSPGENNITRKSEDSNVTLHKEMTWEMIENQPD—————— TSGPSSQHYCACGWPHHLLIPKGSAQGTAFHCF IMITDWKTDEVKSSKKP---TCQDAV 591
LpoHcT KELKAGKNEITRNSVDSSVTISTLHTFDELESGV-— —-GVNENADEYCSCGWPKNMLVPRGNNKGMTFELFVMLTDWEHDNVGGKGSD-NHMCDDAV 579
TtrHcA KELISGONIITHNAADSSVTVSTLRTFEDLKAGK— GVSEDATEYCSCGWPQNMLIPRGNRKGMVFELFVMLTDWQKDNVDGGGG----FCSDAV 574
EcaHcE ATLDPGKNVVTRDHRNSTVIVEQSVPVKKLREEG— GV---AGEYCSCGWPEHMLIPKGNHRGMDFELFVIVTDYAQDAVNGHGEN-A-ECVDAV 574
NinHcE VELAAGKNAITRDHKLSSVIVSETHTFKQLLAGE- GVSENTTEFCSCGWPEHMLIPRGSHKGSEFDLFVILTDYEQDAVGGEASG-—--VCVDAI 577
EcaHcG KELGPGLNTINRNSVESNVTVAHTYTFDELREGK-— —-LAPEDATEYCNCGWPRHMLIPKGTHRGMEFQLFVMLTDYTVDNPCGGAGK-I-VCADAV 579
NinHcG KQLAPGNNVISRNAIDSNVTLSHTYTFDELRAGQ-— ——SASADASEYCSCGWPEHMLVPRGTHKGMDFQLFVMLTDYSEDNPEGANVK-T-ICNDAV 578
CsaHcl KELKPGKNF ITHRNAFDSNVTLSHTYTFDELRSGL— SASQDATEYCSCGWPEHMLIPRGTTKGIEFELFVMATDY THDNPEGADVK-T-ICGDAV 578
AauHc6 YTLTPGKNTIVRNHQDSSVTISKVRTFDQLGAGE-— ——GVSEDSTEYCSCGWPEHMLIPRGSHKGMEFELFVMLTDHDEDTVAGLSEN-A-VCSDAV 578
LpoHcIV HGIHKGHNTIVRNSTESSVTVSKIHTFNELKAGV-— ——GVDEKNTEYCSCGWPQHMLVPRGNEKGMDFQLFVMVTDWEGDHVNGEPSL---ICADAV 576
EcaHcF AELAAGKNTITRKSSESSVIVSHTPTFEELQRGE-— —-GVDENTTEFCSCGWPEHLLVPRGTYKGMDFQLFVMLTDYEDDHVGSHNGQ-T-LCADAV 579
NinHcF AELAPGKNTVTRKSTESSVIVKPTPKFSQLQSGE— ——GISENSTEFCSCGWPEHLLVPRGTHKGMDFYLFVMLTDYEHDHVNGLNEK-S-ICADAV 578
EcaHcD RRLEPGKNVLVRASGDSSVTLSKVPTFEELESG NANVNPNEYCSCGWPEHMLVPRGKERGMDFYLFVMLTDYEEDKVQGAGEQ-T-ICSDAV 576
NinHcD TTLEPGRNTINRRSVDSSVTLSHVPTFEELEKGE— —-NIPNRETEYCSCGWPEHMLVPRGTPRGMVFHLFVMLTDYVEDKVLDDSAT-V-VCSDAV 576
LpoHcIT TDLHPGKNTVVRHSLDSSVTLSHQPTFEDLLHGV-— ——GLNEHKSEYCSCGWPSHLLVPKGNIKGMEYHLFVMLTDWDKDKVDGSESV—-—--ACVDAV 581
EcaHcA HTLRPGKNTIVRSSTDSSVTLSSVHTFKELLRGE-— —-DLVEGQTEFCSCGWPQHLLVPKGNEKGMQF DLFVMLTDASVDRVQSGDGT-P-LCADAL 583
NinHcA TDLRPGKNIIVRSSTDSTVTISSTYTFKELLHGE-— —-DLEEDRSEFCSCGWPQHLLVPKGSNKGMVFDLFVMITDAEKDKVPTSGKK---LCNDAL 582
LpoHcVI AETHPGHNTIVRHSKDSSVTISSARSFGQLAHGE- GINEHANEYCSCGWPDHLLVPRGDEKGMPFHLFVMLTDWLHDQVGDHGKT-G-MCTDAV 583
EcaHcB TVLEPGENVIERDSIDSSVTIREQYTYRQLQODGR-— ~SNREQTEYCSCGWPNDLLVPKGNEHGMKFRLFVMLTDAVQGQVGDHGAT-G-LCTDAV 579
NinHcB VELKPGTNTVERRSIDSSVTLSKQPTLKELLQGK-— ——GTDRRGDEYCSCGWPDHLLIPKGDSSGMKFHLFAIFTNYFEDTVNDHGRT-N-ECVDAV 581
EcaHcC VELKPGVNHNHRHSRDSSVTISKQPKFDELLKGK— GTNN-ANEYCSCGWPDHLLVPKGNDRGMPFHLCVMITDYLYDLVGDYGYD-T-PCVDAV 582
ScoHcA ATLEPGHNVIERQSKESSVTMSKDHVFGEIRNLA- ~DDHQCSCGWPDYLLLPKGKYEGMTYQLFVVATDYEEDHVEDAGE--ECQCRDSM 603
ScoHcB ATVPAGSSTVEQHSSKSSVTQSNDNFYGSSATRS— —SENHCSCGWPDYLLIPKGNHQGVQFNVYVIATSYDEDHVES-DE--SCHCGDSL 606
ScoHcC EKLYPGKNTIERHSEDSTVTMSSASIFSDISSEQ-— —-SEDHCSCGWPDYLLVPKGNFEGFPMEVFVIVTIDYEEDKVEGPDE--GCACHDAL 613
ScoHcD VNLKPGKNSVRQPCYNSAVTAKYDVFYGDVESQK—— —-PQEGCNCGWPDYMLLPKGKYEGLRFRVFAIVINHDEDKVSD-QE--TCLCGDAV 611
SpiHcl ATLKPGHNVVRRCSNESSVTMPVDHIYGDITRTV-— —-DEDHCHCGWPEYLLVPQGDYDGMHYELFVMATNYDEDKAQDTDL--SCKCH-AH 600

GpuHcl TKLAAGDNHIKRKSSESSVSVPDVPSFASLIHDADAAVASGSELHLEDFDRSCGLPQRMLLPKGTEEGLDFLLVVAVSDGTTDAQHDALE---AVDAHGH 625
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GroHcl TKLAAGDNHIKRKSSESSVTVPDVPSFASLIHDADAAVASGSDLHLEEFDRACGLPQRMLLPKGTEEGLEFLLVVAVSDGTTDAQHDALE---AVDAHGH 625
CcsHc TKLAPGVNSITRSSKDSSVTVPDVPSFKRLIADTKAALAEDKEVKFEEYHRSCGIPNRLLLPKGSSEGMKFVLAVAVTEASSDAHPEILE---IQGAHSH 627
EpuHcl RTLHSGDNHLERKSSDASTTVPDIPSYESLMKMADAAVASGEELHIEQFTRSCGIPNRLLIPKGTPEGMEFALFVAVTDGSKDAAIEGLE--KDEHGGSH 625
PleHc2 KSLAPGINHIVRKSTDSSVTVPDRPSFNILKSKTDRAVSSHSKLDLHKFERSCGIPNRLLLPKGKARGMDFALFVGVTNGDEAKTVDDPE----ELGATH 634

HamHcA KQLKTGSNKIDRKSTESSVIVPDSLSLAELHEKTDQAVASGSKLDLHEYERSCGLPARLLLPKGTVNGMDFDLFVAVTNGDEDKVTDHPE--TDEHGGTH 623
PinHcB QKVPSGPETIERSSKDSSVIVPDMPSFQSLKEQADNAVNGGHDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPEGMKFNLYVAVTDGDKDTEGENG---GHDYGGTH 606
PinHcA QKVPKGPETIERSSKDSSVIVPDMPSFQSLKEQADNAVNGGHDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPEGMEFNLYVAVTDGDKDTEGENG---GHDYGGTH 606
PelHcl RKLANGKNLIERSSKDSSVIVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPQGMEFNLYVVVTDGDKDTDGSDGD---HDHHGTH 633
PelHc4 KKLANGKNLIERSSKDSSVTVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSDGD---HDHHGTH 634
PelHc3 KKLGNGLNMIERSSKDSSVTVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSDGD---HDHHGTH 634
PelHc2 TKLANGKNLIERSSKDSSVIVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLPKSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSDGD---HDHHGTH 633
CmaHcé IKLASGTNTITRSSKDSSITVPDVPSFQDLIEKTKEAVSSGSELHLEEYVSGLGLPNRFLLPKGT TQGMKFHLVVEVSDGAKDAAIDGLH-~~-ENTSEN 628
CmaHc4 TKLTPGPNTITRSSMDSSVIVPDVPSFLTLIEKTEEAVSSGSELHLEDYVSGLGLPNRFLLSKGTTKGMDFHLVVFVSDGAKDAAIDGLL-——-ENTSFN 627
CmaHc5 TKLAPGPNTITRSSKDSSVIVPDVPSFLTLIEKTEEAVSSGSELHLEDYVSGLGLPNRFLLSKGTTEGMKFHLVVFVSDGAKDAAIDGLY-——-ENTSFN 628
CsaHc TKLNSGSNIIERSSKDFGVTVPDVPSFQTLMDMTDEALGSGSALHLEDYESGLGLPDRFLLPKGKTEGMDFHVVVFVSDGAKDAAVDGLH-——-ESTTYN 628
CmaHc3 VMLHPGHNHIERSSHDSSATVPDIPSFQF IKDRTNEAIAQNKELHIEEFESGLGLPNRFLIPKGNVKGLDMDVMVAITSGEADAAVEGLH-——-ENTSEN 623
PvaHcl VKLPGGTHHIERKCSESAVIVPDVPSFATLFEKTKEAL-GGADSGLKDFESATGIPNRFLIPKGNEQGLEFDLVVAVIDGAADAAVDGLH-——-ENTEFN 621
PvaHc VSLKGGKTSIERKSTESSVIVPDVPSIHDLFAEAEAG————— GAGLAKFESATGLPNRFLLPKGNDRGLEFDLVVAVTDGDADSAVPNLH----ENTEYN 613
PinHcC VKVKHGHHQITRQSTESSVIVPDVPSLQTLIDRADAAISSGCALHLEDYESALGLPNRFLLPKGQAQGMEFNLVVAVIDGRTDAALDDLH-——-ENTKFI 611
PleHc TEVHAGDNEIKRKSSESSVAIPDRVSFPQLIHDADEAVANGAELP-HKESRSCGHPQRLLLPKGKEQGMDFWLDIIITSGD-DAVQDDLT--VNAHGSTH 615
CmaHcl TEVKAGTHNHRRSGFESNVAIPDRISFEELIKETDEAVDNNLELSLNSG-RSCGHPQRLLLPKGNEEGLQFWLNVYVTSGE-DAVHEDDLE--TDIHG-NH 614
CmaHc2 VDVEAGDHVYHRDASQSNVAIPDRISFEELIKETDEAVANNEELSLNSG-RSCGHPQRLLLPKGNEEGLACWE TVYVTSGG-DGVHDDLQ-~TNDYGSNH 615
HamPHcl  KYLAPGENEVTRKCDESSVIVPDVPSLKSLHEQAEAATAGISELNLEEFVSATGLPNRLLIPKGNAAGVEFKLVVAVTDGEADSVNDEIN----LTTKFH 632
HamPHc2 ~ KELIPGENTITRKSSESSVIVPDVPSLKSLHEQTEAATAGSSELNLDEFVSATGLPNRLLIPKGNEAGVEFKLVVAVTDGVADSVNDEIN----LTTKFH 630
CmaCCl KTLTSGDNEIDRKSSEASITVPDVPTYKTLVEKT------ENRENLEMYESSTGIPNRLLLPKGCEEGTEFRLPVAVTDAENDVNDESII----TMQKYH 602
CmaCC2 KTLTEGKNEIIRKSSEASITVPDVPTYKTLVEMT------EDHQSLERYESATGIPNRLLLPKGNEKGTEFRLVVAATNAEEDINDESII-—--TMNKYH 621
PmaHc2 VKLTAGENVITRSGKKSVVTIDEPMSFAEI-—--HKAVADKDATHF HKEFRHCGFPHRLLVPKGRPEGMHYKLMVVITDYHKDVVVPDMDVEHMDKLQSV 625
PgrHc2 VKLTAGENVITRSGKKSVVTIDEPMSFAEI-—--HKAVADKDATHF HKEFRHCGF PHRLLVPKGRPEGMHYKLMVVITDYHKDVVVPDMDVEHMDKLQSV 625
CseHc2 VRLASGDNIVSRNSVDSIITVPEPRSFSNLVSDVEKAIRGEQVF SYDKYYRHCGFPRRLLLPKGKPEGMVYQLYVVVIDYDKDIVEPGIQPEDVENLSSL 633
PamHc2 VSLVHGDNIVIRNSEDSTVTIPEPRSFPDLMSDVOKAIRGEQDFKYDIHHRHCGFPHRLLLPKGKPEGMVYRLEVVVIDYDKDVVAPGMSPDDVNTLSSL 633
BduHc2 VKLVNGDTVITRSSDQSTVTIPEPKSYPELVNDVERAVRGEVDEFVYDKHHRHCGLPHRLLLPKGKPEGMDFKLYVVISDFDKDVVSSEVNVDDLHHISSL 634
HmeHc2 VKLEAGDNVITRNSEDSIVTIPEPRSFPHLINYVERAINGEEEYVVDKYHRHCGFPHRLLLPKGKPEGMTYRIYVIITDYNKDIITSDWKPEDIENLSSL 614
TdoHc2 VHLRQGDNVIVRSSQDSTVIIPEPRSYPELIKEIEDALNGQDEYAIDKYHRHCGYPHRLLLPKGTSGEGMVENLYVT ITNYEQDKVHPGVIVDEVDNLTSL 612
SamHcl AKVNAGKTVIARKSSESSVIIPDRETTKVLTQRVEDAIAGKVQLTVNKDVRHCGYPDRLLLPKGRRDGMPF TLEVVLTDYEKDKVNDLPF—~DYDYGGSV 627
BduHcl AKVNKGTTVVQRKSSESSVTIPDRETTKDLVKKVHDALEGKSSF YVCKDVRHCGYPDRLLLPKGKKEGMPF TLYVIVIDFEKEKVNDLPW--DYDYGGSI 630
PamHcl TKVNKGTTVVQRKSSESSVTIPDRETTKVLTKRVEEALQGKTTYMVNKDVRHCGYPDRLLLPKGKKDGMIFTMYVIVTDYETEKVNDLPY--DYEYGGAI 626
CseHcl AKVNKGATVIQRKSSESSVAIPDRETTKILVRRVDDALQGKATYTVNKDVRHCGYPERLLLPKGKRDGMPF SLEVILTDFDKEKVNDLPW--DYDYGGSI 629
HmeHcl TTVNKGTTVIERKSSESSVTIIPDRETTKVLQKKVEDAIQGNGAFLVNKDVRECGYPDRLLLPKGKKDGMPFTFYVIVTDFDKEKVNDVPL--DYNYGGSI 612
CmoHcl TKVNSGKTTIQRKSSESSVIIPDRETTKLLVAKVENAINGKATINVNKDVRHCGYPDRLLLPKGKKGGMPFTLYVILTDFNKEKVNDLPY--DYDYGGSL 628
CacHcl TKLTAGENNIFRKSSESSVTIIPDRETTKVLHKKVKDALKNSTPLLVNKDVRECGYPGRLLLPKGKIEGMPFPLYAIVTDFEQEKVNDLPF--DYDYGGSI 624
TdoHcl AKVSAGQTPIQRKSSESSVIIPDRETTKVLVQRVKDALEDKT TWNVNKDLRHCGFPDRLLLPKGKKEGMPF TLEVMVIDWEKEKVNDVPY--DYDYGGSI 629
PmaHcl TKVVAGKSVIHRKSSESSVIIPDRETTKVLLEKVEHALEGKETLNVNKDERHCGYPDRLLLPKGRNTGMPVQIYVIVTDFEKEKVNDLPY--DYDYGGSL 627
PgrHcl AKVVAGKSVIHRKSSESSVIIPDRETTTLLLDRVDLALDGKETLNVNKDERHCGYPDRLLLPKGRKQGMPYQIYVIVIDFEKEKVNDLPY--DYDYGGSL 627
ScuHcl VKLTAGENAIVRKSSESSVTIPDPVSTHDLRKLVDDAIAGTATLEVDKDVRHCGVPDRLLLPKGKTNGMKYTMEVMLSDFEEDKVNDLPH--DYEYGGEV 624
MgeHcl THIPAGKSVIERLSTESTVITPDYESFRSLVNRVDEALKGNKEFIIDEEFRHCGLPDRLLIPKGNEEGYPVKFFVIVIDWEEDKVNQEVE--NHRYGNVY 626
TdoHexl  VQLTSGKNVIQRESKDFNSIVPDHIPTKNLKHMVKSAVEGEQTFYVQKGKRQCGLPEHLLLPKGKKAGLPFTLFIMVTENENNEQD NVNYKQPF 649
PmaHexl  FKMTSGENVIERNSYDSSVIVADKTAYRQLFKKVDKAIAGEEQFFVDETERHCGWPQRLLLPKGKKGGMTFRFFVMVTPFDETSVIDM----KHLDFTSM 644
BdiHex YKVQAGKTTITRNSRESSVVSHDYPSFRTLLRKVFDAYEGKEQFYYDKSERYCGYPERLLLPKGKTGGQTYTFYVMVTPYVKQDDHDF-——~EPYNYKSF 676
Rf1Hex2  HKIQEGKTTIKRNSRDSSVVIPDYPSYRTLLRKVSDALEGKEQFYIDRSERYCGYPERLLLPRGKKGGQSFTFYVILTPYVQQGEHEF----EPYNYKSF 678
PamHex12 YHVGAGKTVIERNSHDSNIIAPERDSYRTFYKKVQEAYEGKSQYYVDKGHNYCGYPENLLIPKGKKGGQAYTFYVIVTPYVKQDEHDF----EPYNYKAF 630
Rf1Hexl  HHVPAGKSVIERNSHDSSIIAPTPDSYRTFVKKVQDAYDGKTQYFIDKSHNYCGFPENLLLPKGQKGGETFTFYVIITPYVKQDEHDF----EPYDYKAF 633
LmiHexl  QKLNAGENEIKRSSKEFTLFAKEAPSYYDLYQTTFRALKGEDKFSLDKFRSHFGFPQRLALPRGTRSGLPLSVFAIVTPAVQGSEHPVL-—————————— 628
LmiHex2  YKLVAGENDIKRSSNDFPFYAKEAPSWYDLYKATSSAIKGEDKFFLDKFRSHFGFPQRLALPRGTRSGLPLSVFTIVTQASPDAKNPIL-— 628
RmiHx1 QKLAVGENDIKRSSNDFPLYGKDAPHHSDLFYKTSSALKGEDKFFLDEFRSHFGFPHRLALPRGTRSGLPLSVFAIITPAVPEANHRFL- -- 628
TmoHex2  YKLKAGDNIISRDSHEIYNYMHDRTSYYELYQKAFGVHDQSHSFQFHHDQFWYGYPQRYMLPMGSRGEGMTYQFYVMVSKQLPYKTH-——— -TTV 638
AgeHex YDLKTGENVITRNSEDNYFFTPDRTSYYEMYKQVLGASNGQ-DYHVDGRQNYFYFPQRYMLPKGTEDGMTFQF YVIVSPYKAFHGHQQHH--DQDHYFNY 656
LdeDP1 HDLKAGENVITRSSHEMRFYAPDKMSFRDMYKRVKAALEGDGEFKIDERQNYFHWPQRFMLPRGSSAGTPYRFFVIVYPYEPYHE- -~GKYETDGI 647
AgaHex2  QELTAGKNVLTRSSVNENGYVKDRTSFYELYRSVMAGYTGAEKFQLDMSEAHCGEPNRLMLPKGKKGGMPFQLYVIVSPYKAPQVS— —QYSGFDPV 630
MseAryla HKVMPGONHIVRQSSDFLFFKEDSLPMSEIYKLLDEGKIPS-----DMSNSSDTLPQRLMLPRGTKDGYPFQLEVEVYPYQAVPKEMEPF — -— 644
MseArylb YKFVAGDNKIVRNSNDFLIFKDDSVPMTIELYKLLEQNKVPH-----DMSEDYGYLPKRLMLPRGTEGGFPFQFFVEVYPFNADSKDLAPE —— 642
CfeHex2  VTLKQGTNTIERHSSDSVFTMPDLVSSDTFYKQLERAMSGSAPFTY--VEKFFTLPERLVLPKGKPEGMRFKMFFYLSTLDGSKVRNVELP-IF- 636
BheHex TDVNAGLNKLERTSHDFIFLMADRDPSEILYKRVLKALDGSEKFMY--KKNLYGIPERLLLPKGKRAGSIFQLFAYVSPVTQPVTYKSRVF ———— 631
StuHc2 VKLHEGENVITRLSKDSTITIPDMKSHKDMIREVESALAGELEYHIDEHHRHCGF SQGLLIPKGSEAGTHFKVE IMLTDWDKDHANADAHP-EDDYGGSI 626
StuHc3 VPLDPGENVIVRKSDESTVTIPDPPSYAQLVKEVEDALSGT SVLKVHKFHRHCGIPDRMLLPKGKVGGMEFMLLVVVIDGGADKGVT IHD--DHIYGGST = 623
StuHcl VHLHSGNSEILRKSTESSVTIPDPKGYKGMVEAVKSAIAGDSEFKVNKEHRHCGIPDRLLLPKGSKEGTPFTLEVMVIDEDDDNANTDVES-THDYGGSI 636
Kk kR KK KKK KKK KKK KKK KKK KK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK K K K
EpiHc SYCGII--NDLYPDKKPMGFPFDRLIPSDLATFVSRSNMKIFDISIIHREKK 641
LpoHcI SYCGAK--DSKYPDKKPMGFPFDRRIDAHDIEEFLTPNMALTDVKIKFEG 627
TtrHcA SYCGAK--DHKYPDKKPMGFPFDRKIENEHLEDFLTTNMGVSDIKIQFMG 622
EcaHcE SYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRVIEGLTLEEFLTPSMSCTDVRIKYTDIK 624
NinHCE SYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRVITADTVAEFLTPNMSCTDVKIKHVI 625
EcaHcG SYCGAK--DQKYPDTKPMGFPFDRPTKIHTAEEILTPNMSLTDVVIQYVGHE 629
NinHcG SYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRPLLSSVAAKLPTENTCVTDIKIKFLG 626
CsaHcl SYCGAK--DQKYPDKKPMGYPFDRPTTARSAQELLTDNMSLTTVKIQYLGYKRACYGN 634
RauHcé SYCGAR--DDRYPDKKAMGFPFDRKIEARTAAEFLTPNMGLTDIKIKFHG 626
LpoHcIV ~ SYCGAR--DHKYPDKKPMGFPFDRPIDARTPSQFATPNMSFTDIRIQFSH 624
EcaHcF SYCGAK--DSKYPDKRAMGFPFDRVIKARTVADFRT TNMSF TDVKIQFKDQV 629
NinHcF SYCGAK--DQKYPDKKSMGFPFDRVIKARTLAEF SSANMKFQEVKIQFKE 626
EcaHcD SYCGAK--DQKYPDKKAMGYPFDRPIQVRTPSQFKTPNMAFQEI I IQYEGHKH 627
NinHcD SYCGAK--DQKYPDRRAMGYPFDRPIKARTPSQFKTQNMSFTEVRIQYGGYKA 627
LpoHcII ~ SYCGAR--DHKYPDKKPMGFPFDRPIHTEHISDFLTNNMFIKDIKIKFHE 629
EcaHcA SYCGVL--DQKYPDKRAMGYPFDRKITADTHEEFLTGNMNISHVTVRFQD 631
NinHcA SYCGVM--DEKYPDKRAMGYPFDRTITAQSHEEF ITPNMKISNITVRFQD 630
LpoHcVI ~ SYCGAK--DQLYPDRRPMGFPFDRHIELEHLKDWVLPNMKDTLITVTHHEEVENHNH 638
EcaHcB SYCGAK--DQLYPDRYPMGFPFDRDIKADSIPEWLHPNMHF SEVTITHHQ 627
NinHcB SYCGAK--DQLYPDKRAMGFPWDREIVANDFNEWRQPNMISIPIDIVH 628
EcaHcC SYCGAK--DSLYPDRRAMGFPFDRPIPEGHASNLHQPNVSFSQIKIQHH 629
ScoHcA SYCGSV--EHKLPDNKPLGYPFDRRIDGTGFEEFKTQNMYYGDVVIQFTGETVTH 656
ScoHcB SYCGAL--YDKYPDRRPMGYPFDRHADAQTFDEFKTKNMNSVTVTIKHTGEVKDA 659
ScoHcC TYCGGI--DYHFPDKRAMGFPFDRPIKQRNFNAFKTKNMGKVTVDVKF TGETIAPE-—-DFENQH 673
ScoHcD AYCGAH--NQKYPDKKPMGFPFDRRIDERTFEHFHTPNMIATDVIIKFTGEFLPPKGDI 668
SpiHcl SYCGNI--LGEYLDKRPLGYPFDRKIKATGWAEFKTQNMCDADIVIKFESGKNK DH 653
GpuHcl AQCGVH--GEKYPDHQPMGFPLDRRIPDDRIFL-SADNIEKLIVIVHHKH 672
GroHcl AQCGVN--GEKYPDHQPMGFPLDRRIPDDRIFL—SADNIEKLLVIVTHKH 672
CecsHe AQCGVQ--GEKYPDSKPMGFPLDRRIEDERILL-SSSNLKYTVVKITHKH 674
EpuHcl AQCGIH--GEVYPDKRPLGFPLDRQIPDERILE-HFPNLHKSIVVVHHEEHHKDH 677
PleHc2 AQCGIH--GEKYPDKKPMGYPVDRSVPDNRVEL-ESPNIKRVYVKVEHDEHHDEHQ 687
HamHcA AQCGAH--GEKYPDKKPMGYPLERS IPDERVFH-DVANINVTHVKVEFKEEH 672
PinHcB AQCGVH--GEAFPDNRPLGYPLERRIPDERVID-GVSNIKHVVVKIVHHLEHHD 657
PinHcA AQCGVH--GEAYPDNRPLGYPLERRIPDERVID-GVSNIKHVVVKIVHHLEHHD 657
PelHcl AQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPDERVED-GVSNIKHALVKIVHDPELRA 684
PelHc4 AQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPDERVED-GVSNIKHALVKIVHDPELRA 685
PelHc3 AQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPDERVED-GVSNIKHALVKIVHDPELRA 685
PelHc2 AQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPDERVED-GVSNIKHALVKIVHDPELRA 684
CmaHcé HY-GAH--NGKYPDKRPHGYPMDRRVDDKRIFS-GVINIKCMNVKVYHVETQ 676
CmaHc4 HY-GAH--SGKYPDKQPHGYPLDRRVDDKRIIT-GVINFKGMDVKVYHVEEQ 675
CmaHc5 HY-GAH--NGKYPDKQPHGYPLDRRVDDERIIT-GVINFKGVDVKVYHVETQ 676
CsaHc HY-GCH--DGTYPDNQPHGYPLDRRVDDERIIT-GVSNFKAVDVKVYHVEDH 676
CmaHc3 HY-GCA--DGTYPDKRPHGYPLDRHVDDERIIN-DLENFKHIQVKVFHHA 669
PvaHcl HY-GSH---GVYPDKRPHGYPLDRKVPDERVFE-DLPNFGHIHLKVFNHGEHIHH 671
PvaHc HY-GSH---GVYPDKRPHGYPLDRKVPDERVFE-DLPNFKHIQVKVFNHGEHIH 662
PinHcC HY-G-Y--DRQYPDKRPHGYPLDRRVDDERIFE-ALPNFKQRTVKLYSHEGVDG-G 661
PleHc GYCGIH--GEKYPDKRPMGFPFDRPIPDLRVFK--VQONQHGQVVKIFHH 660
CmaHcl GYCGIQ--GAKYPDKRPMGFPFERRVPDIRVIK-NLPNFFGKIVDVYHKDH 662
CmaHc2 GYCGIQ--GAKYPDKRPMGFPYERRIPNKFLVL-GLPNHHSQEVNVYHKEE 663
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HamPHcl HY-GHH--G-VYLDKKSHGYPLDRRVPDERLFH-EIPNFGETIVKVFNHNEHVHRHE 684
HamPHc2 HY-GHH--G-VYLDKKPHGYPLDRRVPDERLFH-EIPNFGETIVKVFNRDEHVYHH 681
CmaCC1l HY-GVR--G-VQPDNRPFGYPLDRRVPDEHIVD-EVSNIKATMVKVYNHNVFIPL 653
CmaCC2 HY-GVR--G-VQPDKRPFGYPLDRRVFDEHIVN-EVSSIKETMVKVYNHDVLIRLPHY 674
PmaHc2 GYCGVM--EGKIPDGKPMGYPFDRRISCEESFI--TKNMKFVDITVKTRV 671
PgrHc2 GYCGVM--EGKIPDGKPMGFPFDRPVPCEETFI--TKNMKFVDITVKTRV 671
CseHc2 GYCGVM--DGKIPDGRPMGFPFDRRIVSPEQFL--TPNMEVVDITIKNVNQKPAE 684
PamHc2 GYCGVM--DGKMPDGKPMGFPFDRRVPSEETFY--TPNIKTIDLT IKNVKQKPTE 684
BduHc2 GYCGVL--DGKIPDGKPMGFPFDRRIPSEELFL--TPNMKVVNLVIKNVRQKPVE 685
HmeHc2 GYCGVL--EGKIPDARPMGFPFDRRITSEEEFF--TQNMKVVDVTIPNVKENR 663
TdoHc2 GYCGVL--DGVIPDGRPMGYPYDRPIPDKEVFN--IPNSKVIEVTIKNAK 658
SamHcl SYCGTL--GHRYPDAKPMGFPFDRRIDQD-SFF--TKNIYQRDVTITFKGSV 674
BduHcl SYCGVL-SGHKYPDSKPMGFPFDRHIDGD-HFF--TENMYQKEVKITFQDNE 678
PamHcl SYCGTL-AGHKYPVNKPMGFPFDRQIDGD-NFC--TPNMFQKDVIITFKDTI 674
CseHcl SYCGTV-SGHKYPDSKPMGFPFDRQINSD-NFF--RSNIYQKDVVITFKDSE 677
HmeHcl SYCGTL-AGHKYPDNKPMGFPFDRRIDED-HFF--TPNMGQKEVTISFKEVP 660
CmoHcl SYCGTI--NHKYPDSRPMGFPFDRRLSTE-EFS--MPNFCSKDVTITFKGDS 676
CacHcl SYCGTL--GHKYPDSKPMGYPFDRPI-GR-EFY--YPNMFEKDVVITHKE 669
TdoHcl SYCGTL--NHKYPDTQPMGYPFDRRIENVEEFL--TPNMYVKDVVITHN-DAE 677
PmaHcl SYCGVV-GGHKYPDTKAMGFPFDRRIYSREDFF--TDNMYTKDVTITFKENHHH 678
PgrHcl SYCGVV-GGHKYPDTKAMGFPFDRRIYSREDFF--TDNMYTKDVTITFNENHKH 678
ScuHcl SYCGTI--NHKYPDKKPMGWPLDRKICKDSFHD--VTNMYFRDVEIKFEHTH 672
MgeHcl SYCGTY-GDRLYPDKKAFLYPFDRVIKDVNVFK--TPNMFGKYVSIYHKDISELNRVVPVVEE 686
TdoHex1 ILCGVK--EGKYPDTKPMGYPFDRKFDERDIKS--ATNVYVKDVLIYHKRDVSESSDKYSQYDDLY 711
PmaHex1 PYCGVG-KHGVYPDSYSMGYPFDRTIEHY-DFFYNAPNMHFDDVIIFHKTAEELNIKVHH 702
BdiHex SYCGVG-ANHKFPDDKPFGYPFDRVLYSQ-EFV--TPNMYFKDVVIYHKKYEEINAATVQQ 733
RflHex2 SYCGVG-FNNKYPDYKPLGYPFDRPIYGS-DFY--TTNSYFKDVVIFHKKEEEVNTAITQ 734
PamHex12 SYCGVG-SERKYPDNKPLGYPFDRKIYSN-DFY--TPNMYFKDVIIFHKKYDEVGVQGH 685
RflHex1 SYCGVG-QDRKYPDDMPLGFPFDRQIHSK-DFY--THQHVLQGCTIFPQETRRSQYSHPLGQQCEISTSHLLSGNGFSISKPKATDILQSDVLTLVNIIL 729
LmiHex1 - ——PYYDNQAAGFPFDRRVVEF-EFD--VPNVYFGETYVVHRRVEDINTTA 673
LmiHex2 - —~EHGDLHAAGFPFDRRVVEF-EFD--VPNAHFDETFVVHRRVEDLNATA 673
RmiHx1 —-KSGDNHAAGFPFDRRIVEL-EFD--VPNAHFDETFVVHRRLEDINSTA 673
TmoHex2 PMIGS---GMQYVDSYPMGYPFDRPVYWEQVFY-DIPNSYFHEVKIYHEHHDHGYEQHLEHEATHYMV 702
AgeHex PKVGT---AGQYVDGYALGHPFDRHIKFEKMWH-NVPNSYFYETKIYHKHSYDDHIHHHLHHEHYTEL 720
LdeDP1 PAPGS—---GGVFIDNRTAGFPFDRVIRFEKMWY-PLANGQFQEAKVYFKDIYDINAPHH 702
AgaHex2 LSCGVG-SGARYMDSYAFGYPFDRPIDEKLFYA--VPNAFFQDVSIYHKSE 678
MseAryla ———————- KSIVPDSKPFGYPFDRPVHPEYFKQ---PNMHFEDVHVYHEGEQFPYKFNVPFYVPQKVEV: 702
MseArylb ——EAFIQDNKPLGYPFDRPVVDAYFKQ-—--HNMFFKDVFVYHDGEYFPYKFNVPSHVMHSNVVPKH 703
CfeHex2 - ~GKLTLDEKPLDFPLDKPMHPW-KFF--TPNMLMKDVYIYHIPGNT INENRMTDDTMIENWMNENWLNEDRVNEDRLNEDTMNKSWLKEHRMN 725
BheHex - —GSYQYYMKPGGFPLDRPIYYP-HFQ--GPNMFFKDITIYHKTDVDPNATT 678
StuHc2 GYCGAL--WAKYPDKKPMGFPFDRHIQDEEDFF--TENMKLIDVVIKNIK 672
StuHc3 SLCGIR--GEKYPDKRALGFPFDRYIHSVEDFV--TPNMFCKDVVITHVPHA 671
StuHcl SYCGTLTEGQKYPDKKPMGFPFDRHIEDVHDFK--TKNMIVKDVVVTHKSDH 686

ok k ok kK Kk kK Kk kK K K kK kK K Kk
EpiHc -
LpoHcT -
TtrHcA -
EcaHcE -
NinHcE -
EcaHcG -
NinHcG -
CsaHcl -
AauHc6 -
LpoHcIV -
EcaHcF -
NinHcF -
EcaHcD -
NinHcD -
LpoHcIT -
EcaHcA -
NinHcA -
LpoHcVI -
EcaHcB -
NinHcB -
EcaHcC -
ScoHCA -
ScoHcB -
ScoHcC -
ScoHcD -
SpiHcl -
GpuHcl -
GroHcl -
CcsHe -
EpuHcl -
PleHc2 -
HamHcA -
PinHcB -
PinHcA -
PelHcl -
PelHc4 -
PelHc3 -
PelHc2 -
CmaHc6 -
CmaHc4 -
CmaHc5 -
CsaHc -
CmaHc3 -
PvaHcl -
PvaHc -
PinHcC -
PleHc -
CmaHcl -
CmaHc2 -
HamPHcl -
HamPHc2 -
CmaCCl -
CmaCC2 -
PmaHc2 -
PgrHc2 -
CseHc2 -
PamHc2 -
BduHc2 -
HmeHc2 -
TdoHc2 -
SamHcl -
BduHcl -
PamHcl -
CseHcl -
HmeHcl -
CmoHcl -
CacHcl -
TdoHcl -
PmaHcl -
PgrHcl -
ScuHcl -
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MgeHcl = —————————————————————
TdoHexl - ————————— e
PmaHexl  —————————
BdiHex  ——————mmmmmm
RflHex2  ———————————m—mm—
PamHex12 ————————————
RflHex1 REFSGMCCRILW
LmiHexl  ——————mmmmmmmm
LmiHex2  ———————mmmmm
RmiHxl  ———mmmmmmmm
TmOHeX2  ————————— e
AgeHex  —————————————————————————
LdeDPl -
AgaHex2  —————————————————
MseAryla ————————————————————————— _
MseArylb ————————————————————————— _
CfeHex2  KDTINESWLKENRMKDTMDENTMNL 750
BheHex  —————————— e _
StuHc2  ——mmm e

StuHe3 W ——mmm e
StuHcl =~ ———mmmmmm e

8.2.2.3. Detaillierte Stammbdume

Im Folgenden sind die detaillierten Stammbaume der drei pylogenetischen Analysen
dargestellt. Neighbor-joining Stammbaume wurden mit PHYLIP 3.66 (Felsenstein, 2004)
oder dem BioNJ-Algorithmus (Gascuel, 1997) erstellt. Die Zuverlassigkeit der erhaltenen
Baume wurde mittels Bootstrapping mit 100 ,Pseudosamples® Uberprift (Felsenstein,
1985). Bayes'sche Analysen erfolgten mit MrBayes 3.1 (Huelsenbeck und Ronquist,
2001) unter Annahme des WAG-Modells (Whelan und Goldman, 2001) und einer
Gamma-Verteilung der Substitutionsraten. Es wurde ein ,Metropolis-coupled Markov
chain Monte Carlo (MCMCMC) sampling“ mit einer cold chain und drei heated chains fur
4.000.000 Generationen durchgefthrt. Das Sampling der Baume fand alle 100 Genera-
tionen statt, wobei von den letzten 35.000 (burnin = 5.000) die ,posterior probabilities*
abgeschatzt wurden. Maximum likelihood Analysen erfolgten mit RAxML 7.0.3
(Stamatakis, 2006) in zwei unabhangigen Laufen unter Verwendung des WAG-Evolu-
tionsmodells. Auch hier wurde die Zuverlassigkeit der Baume mittels Bootstrapping Uber-
pruft.
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Abb. G.1: Detaillierter Stammbaum der Neighbour-joining Analyse
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1.00
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Abb. G.2: Detaillierter Stammbaum der Bayes ' schen Analyse
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Abb. G.3: Detaillierter Stammbaum der Maximum likelihood Analyse
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