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Zusammenfassung 

Die Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden besteht aus kupferhaltigen 

Hämocyaninen und Phenoloxidasen sowie den kupferlosen Hexamerinen, 

Cryptocyaninen (Pseudo-Hämocyaninen) und den Hexamerinrezeptoren. Die einzelnen 

Vertreter übernehmen unterschiedliche Funktionen (BEINTEMA et al., 1994; 

BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002), zu 

denen u. a. der Sauerstofftransport (Hämocyanine), die Immunabwehr (Phenoloxidasen) 

und die Speicherung von Aminosäuren (Hexamerine, Cryptocyanine) zählen. Während 

Hämocyanine in allen Unterstämmen zu finden sind, ist das Vorkommen der anderen 

Vertreter auf einzelne oder mehrere Unterstämme beschränkt. 

 

Struktur- und vor allem Funktionsuntersuchungen an Vertretern der Hämocyanin-

Superfamilie existieren kaum, da bisher nur ausgewählte Vertreter rekombinant 

hergestellt werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Expressions-, 

Aufreinigungs- und Rekonstitutionsbedingungen für ein Hexamerin so optimiert, dass 

anhand von Strukturanalysen gezeigt werden konnte, dass es sich um das richtig 

gefaltete Protein handelt. Für ein Hämocyanin wurden verschiedene Expressions- sowie 

Kupferrekonstitutionssysteme gewählt. Unter keiner der gewählten Bedingungen konnte 

sicher Oxyhämocyanin nachgewiesen werden. Lediglich die Kupferrekonstitution nach 

BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) lieferte Hinweise auf eine mögliche 

Oxyform des Hämocyanins. Eine Phenoloxidase wurde in einem in vitro 

Expressionssystem mit Kupfer hergestellt. Die Aktivität der Phenoloxidase konnte 

allerdings nicht sicher nachgewiesen werden. Während das Hexamerin also richtig 

gefaltet hergestellt werden konnte, gelang dies nicht sicher für die kupferhaltigen 

Vertreter der Hämocyanine und Phenoloxidasen, da Schwierigkeiten beim Kupfereinbau 

bestanden. 

 

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die Myriapoden aufgrund ihres 

ausgeprägtem Tracheensystem über kein respiratorisches Protein verfügen. Inzwischen 

konnte in allen Unterklassen außer den Pauropoden Hämocyanin nachgewiesen werden. 

Über die Anwesenheit von Phenoloxidasen in den Myriapoden gab es lediglich Hinweise. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei vollständige Hämocyanin-Untereinheiten sowie 

drei Phenoloxidasen in dem Chilopoden Scolopendra dehaani identifiziert werden. Das 

Hämocyanin zeigte sowohl eine geringe Sauerstoffaffinität als auch eine geringe 

Kooperativität. Außerdem konnte die Mitteldarmdrüse als putativer Syntheseort des 
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Hämocyanins festgelegt werden. S. dehaani verfügt des Weiteren über eine starke 

Hämocyanin-Genexpression in den Eiern. Auch die Proteinexpression war im Ei stark. 
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1. Einleitung 

 Die Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden 1.1.

Die Arthropoden sind einer der artenreichsten Tierstämme, der die Onychophora, 

Chelicerata, Myriapoda, Crustacea und Hexapoda beinhaltet. Arthropoden bewohnen die 

unterschiedlichsten ökologischen Nischen. Die Sauerstoffversorgung sowie ein aktives 

Immunsystem werden innerhalb der Arthropoden unter anderem durch die Hämocyanin-

Superfamilie gewährleistet (JAENICKE, 2002). Alternativ erfolgt bei einigen Crustaceen- 

und Hexapodenspezies die Sauerstoffversorgung durch das respiratorische Protein 

Hämoglobin (z. B. FOX, 1957; BERGTROM et al., 1976; DANGOTT und TERWILLIGER, 

1981). Die Hämocyanin-Superfamilie stellt eine Gruppe von Proteinen dar, zu denen 

sowohl kupferhaltige als auch kupferlose Vertreter zählen. Erstere sind die Hämocyanine 

und Phenoloxidasen, während zu den letzteren die Hexamerine, ihre Rezeptoren sowie 

die Cryptocyanine (Pseudo-Hämocyanine) zählen. Die Proteine der Hämocyanin-

Superfamile übernehmen verschiedene Funktionen (BEINTEMA et al., 1994; 

BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Diese 

reichen von einer zentralen Rolle bei der Sauerstoffversorgung (Hämocyanin), über die 

Immunabwehr (Phenoloxidasen) bis hin zum Transport von z. B. Hormonen und der 

Speicherung von Aminosäuren (Hexamerin und Cryptocyanin/Pseudo-Hämocyanin; 

BURMESTER, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.1: Evolution der Proteine der Hämocyanin-Superfamilie (BURMESTER, 2004). 
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IMMESBERGER und BURMESTER (2004) konnten zeigen, dass auch außerhalb der 

Arthropoden Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie zu finden sind und konnten in dem 

Tunicaten Ciona intestinalis zwei putative Phenoloxidasegene nachweisen (Abb. 1.1). 

Des Weiteren konnten Ähnlichkeiten mit einer Hämocyanin-Domäne in Kupfer-bindenden 

Proteinen der Amoebozoa, des Pilzes Aspergillus niger, des Schwammes Amphimedon 

queenslandica, des Ctenophoren Mnemiopsis leidyi und des Hemichordaten 

Saccoglossus kowalevskii identifiziert werden (MARTIN-DURAN et al., 2013). 

 

Hämocyanin kommt aber nicht nur bei den Arthropoden, sondern auch bei den 

Mollusken vor. Die Hämocyanine beider Tierstämme sind kupferhaltige 

Sauerstofftransportproteine, die sich in der Hämolymphe befinden (MARKL und 

DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995). Das Fehlen signifikanter 

Sequenzähnlichkeiten in den Hämocyaninen dieser beiden Tierstämme deutet auf eine 

konvergente Entwicklung des Hämocyanins hin (BURMESTER, 2001; VANHOLDE et al., 

2001; BURMESTER, 2002).  

1.1.1. Hämocyanin 

Hämocyanin ist ein Protein, das innerhalb der Arthropoden sowohl bei den Insekten, 

Cheliceraten, Crustaceen als auch den Myriapoden zu finden ist (MARKL und DECKER, 

1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; BURMESTER, 2001). Es kommt gelöst in der 

Hämolymphe, typischerweise in hohen Konzentrationen vor. Dort ist es vor allem am 

Sauerstofftransport beteiligt. Arthropodenhämocyanine weisen bei der Sauerstoffbindung 

eine sehr hohe Kooperatvität mit Hill-Koeffizienten von bis zu 9 auf (LOEWE, 1978; 

DECKER und STERNER, 1990a; VANHOLDE und MILLER, 1995). Ihr 

Sauerstoffbindungsverhalten wird dabei durch physiologische Effektoren wie Protonen, 

Ionen und L-Lactat beeinflusst (DECKER und STERNER, 1990a). 

Hämocyanin fungiert aber nicht ausschließlich als Sauerstofftransportprotein. Es ist auch 

am Transport von Metallionen und deren Metabolismus beteiligt (CHAN und WEEKS, 

1992). Des Weiteren kann Hämocyanin in der Energiespeicherung (UGLOW, 1969) und 

in der Osmoregulation mitwirken (MANGUM, 1983). Zudem ist es in der Lage unter 

bestimmten Bedingungen eine Phenoloxidasefunktion einzunehmen (NAGAI et al., 

2001). Diese konnte sowohl für ausgewählte Cheliceraten- als auch Crustaceenspezies 

gezeigt werden (DECKER und RIMKE, 1998; DECKER und TUCZEK, 2000). Die 

Anwesenheit von distinkten Hämocyanin- und Phenoloxidase-Proteinen in allen 
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Unterstämmen der Arthropoden spricht dafür, dass die Hämocyanine und 

Phenoloxidasen vor der Aufspaltung der Arthropoden-Unterstämme divergierten 

(BURMESTER, 2002). Die Entstehung der Hämocyanine aus den Phenoloxidasen 

könnte mit dem Anstieg der atmosphärischen Sauerstoffkonzentration im frühen 

Kambrium und der damit verbundenen Größenzunahme der Tiere sowie der Entwicklung 

der Kutikula zusammenhängen (BURMESTER, 2002; KUSCHE et al., 2002). Die 

Diffusion des Sauerstoffs war nicht mehr effizient genug, um den Stoffwechsel 

anzutreiben. Damit verschaffte die Entwicklung von Sauerstofftransport-Proteinen einen 

Selektionsvorteil (BURMESTER, 2001). 

 

Das Hämocyanin der Arthropoden, mit Ausnahme der Cheliceraten, verfügt über ein N-

terminales Signalpeptid, das für den intrazellulären Transport des Hämocyanins in das 

raue endoplasmatische Retikulum sorgt (MANGUM et al., 1985; MARKL und DECKER, 

1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; VOIT et al., 2000). Dort wird das Protein gefaltet. 

Anschließend wird das Hämocyanin in die Hämolymphe sezerniert. Syntheseort des 

Hämocyanins ist bei den Crustaceen die Mitteldarmdrüse (MARKL und DECKER, 1992), 

bei den Hexapoden wahrscheinlich der Fettkörper. Bei den Cheliceraten, denen das N-

terminale Signalpeptid fehlt, wird das Hämocyanin durch Lyse der Hämocyanin-

bildenden Zellen in die Hämolymphe freigesetzt (KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000). 

 Struktur des Hämocyanins 1.1.1.1.

Arthropodenhämocyanine bilden typischerweise Hexamere, die sich in der 

Zusammensetzung ihrer Untereinheiten stark unterscheiden können. Diese Hexamere 

können sich zu Oligohexameren von bis zu 8x6-meren zusammenlagern (Abb. 1.2C; 

MANGUM, 1985; MARKL, 1986; MARKL et al., 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995). 

Eine Untereinheit bindet zwei Kupferionen, die durch je drei Histidine koordiniert werden. 

Die beiden Kupferionen binden ein Sauerstoffmolekül reversibel (Abb. 1.2A) und werden 

als CuA und CuB bezeichnet. Aufgrund der Symmetrie der Kupferbindungsstellen zählt 

das Hämocyanin zu den Proteinen mit einem Typ3-Kupferbindungzentrum.  

 

 

 

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 
 Die Begriffe Insecta und Hexapoda werden hier synonym verwendet. Sie beinhalten sowohl die 
Entognatha (Collembola, Protura, Diplura) als auch die Ectognatha (Archaeognatha, Zygentoma, 
Pterygota). 
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Eine Hämocyanin-Untereinheit weist typischerweise eine Länge zwischen 630 und 660 

Aminosäuren mit einer Molekülmasse zwischen 70 und 80 kDa auf. Die 

Aminosäuresequenz ist in drei Bereiche unterteilt, welche sich in ihren Faltungsmotiven 

unterscheiden (Abb 1.2A; VOLBEDA und HOL, 1989; HAZES et al., 1993; MAGNUS et 

al., 1994). Die N-terminal liegende Domäne 1 besteht aus fünf oder sechs α-Helices und 

schützt das aktive Zentrum. Dieses befindet sich in Domäne 2. Die Lage der sechs 

Kupfer-koordinierenden Histidinreste wird durch ein aus vier α-Helices bestehendes 

Barrel stabilisiert. Die Domäne 2 ist der am stärksten konservierte Bereich in einer 

Hämocyanin-Untereinheit. C-terminal befindet sich die Domäne 3, bestehend aus einem 

sieben-strängigen antiparallelen β-Barrel. Domäne 1 und 2 enthalten insgesamt drei 

konservierte Phenylalanine, die stabilisierend auf die Sauerstoffbindung wirken. Die 

einzelnen Untereinheiten werden durch nicht-kovalente Bindungen aneinander 

gebunden. Einige 2x6 Hämocyanine werden durch Disulfidbrücken gebildet (MARKL und 

DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995). Röntgenstrukturanalysen liegen 

sowohl für das deoxigenierte 1x6 Hämocyanin der Kalifornischen Languste Palinurus 

interruptus (GAYKEMA et al., 1984) als auch für das des Pfeilschwanzkrebses Limulus 

polyphenus in seiner oxy- und deoxygenierten Form vor (HAZES et al., 1993; MAGNUS 

et al., 1994). Auch das 6x4 Hämocyanin des Kaiserskorpions Pandinus imperator konnte 

kürzlich kristallisiert werden (JAENICKE et al., 2012). Des Weiteren gibt es 3D-

Rekonstruktionen verschiedener Arthropodenhämocyanine (z. B. TAVEAU et al., 1997; 

MEISSNER et al., 2003; MARTIN et al., 2007; MARKL et al., 2009).  
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Abb. 1.2: Struktur der Arthropodenhämocyanine (JAENICKE, 2002) 
A) Hämocyanin-Untereinheit von P. interruptus: Domäne 1 ist rot, die zweite blau und die dritte 
grün gefärbt. Die beiden Kupferatome im aktiven Zentrum sind orange. 
B) Aktives Zentrum einer Hämocyanin-Untereinheit von Limulus polyphemus: Die beiden 
Kupferionen (orange), die das Sauerstoffmolekül (blau) binden, werden durch sechs Histidinreste 
(grün) koordiniert. 
C) Quartärstrukturen von Arthropodenhämocyaninen 

1.1.2. Phenoloxidase 

Phenoloxidasen sind multifunktionale Enzyme. Sie katalysieren die o-Hydroxylierung von 

Monophenolen zu o-Diphenolen und die Oxidation von o-Diphenolen zu o-Chinonen 

(Tyrosinaseaktivität) oder nur die Oxidation von o-Diphenolen zu o-Chinonen 

(Catecholoxidaseaktivität; Abb. 1.3). Bei der Sklerotisierung der Kutikula werden in 

diesem Prozess Proteine der Kutikula und Chitin quervernetzt (HOPKINS und KRAMER, 

1992; SUGUMARAN, 1996). 
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Abb. 1.3: Reaktionen, die durch die Phenoloxidase katalysiert werden: 
Oben: Tyrosinaseaktivität; unten: Catecholoxidaseaktivität. 
 

Nach der Bildung des o-Chinons kommt es zu einer nichtenzymatischen Vernetzung zu 

Melanin (MONDER et al., 1957a; MONDER et al., 1957b; MARMARAS et al., 1996; 

SUGUMARAN, 1996). Melanin wird häufig an Verwundungen, um aggregierte 

Hämocyten und eingekapselte Parasiten gefunden (SUGUMARAN und KANOST, 1993).  

 

Phenoloxidasen werden als Zymogene synthetisiert (Prophenoloxidasen, PPO) und 

durch die Abspaltung eines N-terminalen Peptids aktiviert (ASPAN et al., 1995; 

KAWABATA et al., 1995; CHOSA et al., 1997; SODERHALL und CERENIUS, 1998). 

Diese Aktivierung kann durch zwei unterschiedliche Mechanismen erfolgen. Zum einen 

durch limitierte Proteolyse mit speziellen Proteasen. Es wird dabei ein Peptid 

abgespalten, das ca. der ersten Domäne der Arthropodenhämocyanine entspricht 

(ASPAN et al., 1995; KAWABATA et al., 1995; CHOSA et al., 1997; SODERHALL und 

CERENIUS, 1998). Zum anderen können z. B. Fettsäuren, Phospholipide, Detergenzien 

und Alkohol für eine Aktivierung der Prophenoloxidase sorgen. Entscheidend ist dabei 

der lipophile Charakter der verwendeten Reagenzien (MOORE und FLURKEY, 1990; 

SUGUMARAN und NELLAIAPPAN, 1991; ASADA et al., 1993; NELLAIAPPAN und 

SUGUMARAN, 1996; ASADA, 1998; ESPIN und WICHERS, 1999). Wie die 

Hämocyanine der Arthropoden weisen die Phenoloxidasen zwei Kupferbindungsstellen 

auf, wobei die Kupferionen durch jeweils drei Histidinreste koordiniert werden 

(FUJIMOTO et al., 1995; BURMESTER und SCHELLER, 1996; TERWILLIGER et al., 

1999). Innerhalb der Arthropoden konnten sie bisher bei den Hexapoden und Crustaceen 

nachgewiesen werden. Bei den Myriapoden gibt es Hinweise auf die Existenz von 
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Phenoloxidasen sowohl auf biochemischer (XYLANDER und BOGUSCH, 1992; 

XYLANDER, 1996) als auch auf mRNA-Ebene (PICK et al., 2014). Bei den Cheliceraten 

fehlen sie vollständig (NAGAI und KAWABATA, 2000; DECKER et al., 2001). Hier ist 

jedoch das Hämocyanin, zumindest in einigen Arten, in der Lage eine 

Phenoloxidaseaktivität zu übernehmen (DECKER und RIMKE, 1998). 

1.1.3. „Kupferlose“ Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie 

Zu den „kupferlosen“ Vertretern der Hämocyanin-Superfamilie zählen die Hexamerine, 

ihre Rezeptoren sowie die Cryptocyanine/Pseudo-Hämocyanine. Hexamerine kommen in 

der Hämolymphe vieler Hexapoden vor. Sie haben sich aus der Hämocyanin-

Untereinheit 1 der Hexapoden entwickelt (BURMESTER, 2001; HAGNER-HOLLER et 

al., 2004; PICK et al., 2009). Bei den meisten Hexamerinen handelt es sich um 1x6-

mere, die aus sechs identischen oder sehr ähnlichen Untereinheiten aufgebaut sind 

(TELFER und KUNKEL, 1991). Die Hexamerine haben die für die Sauerstoffbindung 

essentiellen Histidine verloren und agieren somit als Speicherproteine. Sie kommen in 

hohen Konzentrationen in der Hämolymphe von Larven- und Nymphenstadien vor und 

können dort Energie und Aminosäuren zum Aufbau adulter Strukturen zur Verfügung 

stellen (KINNEAR und THOMSON, 1975; LEVENBOOK und BAUER, 1984). 

Hexamerine können noch weitere Funktionen übernehmen. Hierzu zählt die Bindung von 

Steroidhormonen (ENDERLE et al., 1983), von Riboflavin (MAGEE et al., 1994) und von 

Juvenilhormonen (BRAUN und WYATT, 1996) sowie die Beteiligung an der 

Sklerotisierung der Kutikula (PETER und SCHELLER, 1991). Wie das Hämocyanin der 

Hexapoden werden sie wahrscheinlich im Fettkörper synthetisiert. Ein Signalpeptid ist für 

die Sezernierung in die Hämolymphe verantwortlich, wo das Hexamerin akkumuliert 

(BEINTEMA et al., 1994; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Während der 

Verpuppung wird das Hexamerin selektiv vom Fettkörper wieder aufgenommen und in 

Proteingranula in den Fettkörperzellen eingelagert (TOJO et al., 1978; UENO und 

NATORI, 1982). 

 

Der Hexamerinrezeptor wurde bisher nur bei den Dipteren (UENO und NATORI, 1984; 

BURMESTER und SCHELLER, 1992; BURMESTER und SCHELLER, 1995) identifiziert. 

Dort ist er für die Aufnahme des Hexamerins in den Fettkörper verantwortlich. Er wird 

daher genauer unter Punkt 1.2.5.4. Hexamerinrezeptor der Hexapoda beschrieben. 
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Die hexameren Proteine in der Hämolymphe vieler Decapoden werden als Cryptocyanin 

(TERWILLIGER et al., 1999) oder als Pseudo-Hämocyanin (BURMESTER, 1999) 

bezeichnet. Sie haben mindestens eins der kupferbindenden Histidine verloren und 

fungieren als Speicherproteine. Eine ausführlichere Beschreibung ist unter 1.2.4.2. 

Cryptocyanin/Pseudo-Hämocyanin der Crustacea zu finden. 

 Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie der 1.2.
Arthropoden 

1.2.1. Onychophora 

Die Onychophoren (Stummelfüßer) sind eng verwandt mit den Arthropoda und verfügen 

wie viele Vertreter der Arthropoda über ein Tracheensystem (BRUSCA et al., 1990). Man 

unterscheidet zwei Familien. Dies sind die Peripatopsidae und die Peripatidae. Als 

Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie konnte bei den Onychophoren nur Hämocyanin 

nachgewiesen werden. Über die Existenz einer Phenoloxidase ist nichts bekannt. 

 Hämocyanin der Onychophora 1.2.1.1.

Onychophoren verfügen über das respiratorische Protein Hämocyanin. Dies konnte in 

jeweils einer Art der beiden vorkommenden Familien gefunden werden. Dabei handelt es 

sich um Epiperipatus sp. (Peripatidae, KUSCHE et al., 2002) und Peripatopsis sedgwicki 

(Peripatopsidae, nicht publiziert). Es konnte gezeigt werden, dass das Hämocyanin der 

Onychophoren aus einer einzelnen Hämocyanin-Untereinheit besteht. Über das 

Sauerstoffbindungsverhalten dieser Hämocyanin-Untereinheit ist noch nichts bekannt. 

Sie bildet eine Schwestergruppe zu den Hämocyaninen, Cryptocyaninen und 

Hexamerinen der Euarthropoden (Chelicerata, Myriapoda, Crustacea und Hexapoda; 

Abb. 1.1). Dies deutet darauf hin, dass das Hämocyanin bereits in einem gemeinsamen 

Vorfahren aller Panarthropoda (Arthropoda, Onychophora, Tarigrada) vorhanden war. 

Dabei sind die Hämocyanine offensichtlich aus den Phenoloxidasen der Arthropoden 

hervorgegangen (Abb. 1.1).  
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1.2.2. Chelicerata 

Der Unterstamm Chelicerata setzt sich aus den Ordnungen Xiphosura 

(Pfeilschwanzkrebse), Scorpiones (Skorpione), Uropygi (Geißelskorpione), Amblypygi 

(Geißelspinnen), Aranea (Webspinnen), Opiliones (Weberknechte), Pseudoscorpiones 

(Pseudoskorpione), Solifugae (Walzenspinnen), Pycnogonida (Asselspinnen), Palpigradi 

(Palpenläufer), Ricinulei (Kaputzenspinnen) und Acari (Milben) zusammen. Der 

Aufnahme von Sauerstoff dienen Kiemen bei marinen Cheliceraten, Buchlungen und 

Tracheen bei terrestrischen Formen. Als Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie konnte 

bei den Cheliceraten nur Hämocyanin identifiziert werden. Sie verfügen offenbar weder 

über Phenoloxidasen noch über Speicherproteine. 

 Hämocyanin der Chelicerata 1.2.2.1.

Innerhalb der Cheliceraten konnte Hämocyanin bei den Xiphosura, Scorpiones, Uropygi, 

Amblypygi, Aranea und Pycnogonida nachgewiesen werden. Bei den Opiliones, 

Pseudoscorpiones, Solifugae und Acari ging es offenbar verloren (REHM et al., 2012). 

Opiliones, Pseudoscorpiones und Solifugae sind Apulmonata, die über Tracheen 

verfügen. Diese scheinen für den aeroben Metabolismus auszureichen (REHM et al., 

2012). Die Acari sind sehr klein und haben ebenfalls Tracheen (OBENCHAIN und 

OLIVER, 1975). Scorpiones, Uropygi, Amblypygi und Aranea haben hingegen 

Buchlungen. Diese sind mit Hämolymphe gefüllt, wodurch der Sauerstoffverbrauch der 

einzelnen Gewebe limitiert ist (REHM et al., 2012). Cheliceratenhämocyanine setzen 

sich aus bis zu acht distinkten Untereinheiten zusammen und bilden 1x6-, 2x6-, 4x6- und 

8x6-mere (MARKL, 1986; MARKL et al., 1986). Die 2x6-mere vieler Labidognatha 

bestehen aus zwei Hexameren, die über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind 

(MARKL, 1980; MARKL, 1986). Bei dem Hämocyanin der Xiphosuren handelt es sich um 

8x6-mere, während das Hämocyanin der Arachniden in der Regel 4x6-mere bildet. 1993 

konnte die Kristallstruktur der deoxygenierten Hämocyanin-Untereinheit 2 von Limulus 

polyphemus in einer Auflösung von 2,18 Å ermittelt werden (HAZES et al., 1993). 

MARTIN et al. (2007) konnten die Quartärstruktur des 8x6-mers im Cryo-TEM (Cryo-

Tranmissionselektronenmikroskopie) und mittels 3D-Rekonstruktion in 10 Å auflösen. Es 

wurden 46 Interhexamer-Kontaktstellen identifiziert. 24 davon befinden sich innerhalb der 

vier 2x6-mere, zehn werden zur Herstellung der 4x6-mere benötigt und zwölf um die 

beiden 4x6-mere in ein 8x6-mer umzuwandeln. Dieses 8x6-mer setzt sich wiederum aus 

acht distinkten Untereinheiten zusammen. Diese Untereinheitstypen haben sich vor 540-
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420 Millionen Jahren auseinanderentwickelt (VOIT et al., 2000; AVERDAM et al., 2003). 

Sie wurden in vier monopyletischen Gruppen zusammengefasst (REHM et al., 2012). 

Der ersten monophyletischen Gruppe gehören die Arachniden Hämocyanin-

Untereinheitstypen b und c sowie die V/VI-Untereinheitstyp der Xiphosuren an. Die 

zweite Gruppe wird durch den a-Typ Arachniden- und den II-Typ Xiphosurenhämocyanin 

gebildet. Die dritte Gruppe beinhaltet den Arachnidenhämocyanintyp d und f sowie den 

Xiphosurenhämocyanintyp IIIb und IV. Die Hämocyanin-Untereinheiten e und g der 

Arachniden genauso wie I und IIIa der Xiphosuren bilden die vierte monophyletische 

Gruppe (REHM et al., 2012). Alle funktionellen Untereinheiten sind beim Cheliceraten 

Hämocyanin an der Sauerstoffbindung beteiligt. Die Kooperativität nimmt vom 4x6-, über 

das 2x6- zum 1x6-mer schrittweise ab (BROUWER und SERIGSTAD, 1989; 

HARTMANN und DECKER, 2002). Für das Hämocyanin von Eurypelma californicum 

konnte eine geringe Sauerstoffaffinität bei pH 7,0 (P50~30,9 Torr) und eine moderate 

Sauerstoffaffinität bei pH 7,6 (P50~18,2 Torr) gezeigt werden. Der Hill-Koeffizient betrug 

bei pH 7,0 2,2 und bei pH 7,8 2,6 (DECKER und STERNER, 1990b). 

 

Den Hämocyanin-Untereinheiten der Cheliceraten fehlt ein Signalpeptid, trotzdem liegt 

es gelöst in der Hämolymphe vor. Es wird, dies wurde zumindest für E. californicum 

gezeigt, an freien Ribosomen synthetisiert und durch Lyse der Zellen freigesetzt. Die 

Synthese erfolgt in Hämocyten-ähnlichen Zellen, die an die innere Herzoberfläche 

geheftet sind (KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000).  

 

Das Hämocyanin der Cheliceraten ist in der Lage eine Phenoloxidaseaktivität 

auszuüben. Diese ist sowohl bei E. californicum (DECKER und RIMKE, 1998) als auch 

bei L. polyphemus (DECKER et al., 2001) vorhanden. Das Hämocyanin ist damit an der 

humoralen Immunantwort und der Sklerotisierung der Kutikula beteiligt. Bei beiden 

Hämocyaninen konnte die Phenoloxidaseaktivität durch geringe SDS-Konzentrationen 

ausgelöst werden. Diese Eigenschaft ist allerdings auf bestimmte Untereinheiten 

beschränkt (DECKER et al., 2001). 

 

 

 

 

 

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 
 Eurypelma californicum wurde falsch bestimmt, tatsächlich handelt es sich um Aphonopelma 
hentzi (NENTWIG, 2012). Dennoch wurde die Bezeichnung beibehalten. 
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1.2.3. Myriapoda 

Myriapoden umfassen die Chilopoda (Hundertfüßer), Diplopoda (Doppelfüßer), 

Pauropoda (Wenigfüßer) und die Symphyla (Zwergfüßer). Sie verfügen wie Hexapoden 

über ein ausgeprägtes Tracheensystem. Es wurde lange Zeit angenommen, dass die 

Existenz eines respiratorischen Proteins aufgrund der Anwesenheit dieses 

Tracheensystems nicht notwendig sei. Als Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie 

konnte bei den Myriapoda Hämocyanin identifiziert werden. Außerdem gibt es Hinweise 

auf die Existenz von Phenoloxidasen, Speicherproteine scheinen zu fehlen. 

 Hämocyanin der Myriapoda 1.2.3.1.

Innerhalb der Myriapoda wurde bei den Chilopoda, Diplopoda und Symphyla 

Hämocyanin nachgewiesen (SUNDARA RAJULU, 1969; MANGUM et al., 1985; 

GEBAUER und MARKL, 1999; JAENICKE et al., 1999; KUSCHE und BURMESTER, 

2001; KUSCHE et al., 2003a; MARKL et al., 2009; DAMSGAARD et al., 2013; PICK et 

al., 2014). Das Hämocyanin der Pauropoden wurde bislang noch nicht untersucht. 

Während bei den Symphylen bisher nur Sequenzdaten vorhanden sind, existieren bei 

den Vertretern der Chilopoden und Diplopoden auch funktionelle und strukturelle 

Untersuchungen des Hämocyanins. Die erste Entdeckung fand bei dem Hundertfüßer 

Scutigera longicornis statt (SUNDARA RAJULU, 1969). Später konnte für Scutigera 

coleptrata gezeigt werden, dass es sich bei dem Hämocyanin um ein 6x6-mer handelt 

(MANGUM et al., 1985). Es wurden auf RNA-Ebene fünf Hämocyanin-Untereinheiten 

(ScoHcA-D und ScoHcX) identifiziert (KUSCHE et al., 2003a). Dabei konnte die 

Untereinheit X nicht im nativen Protein nachgewiesen werden. Die Untereinheiten A-D 

kommen im nativen Protein in einem Verhältnis von ungefähr 2:2:1:1 vor (GEBAUER und 

MARKL, 1999; KUSCHE et al., 2003a). Bei den Diplopoden konnten JAENICKE et al. 

(1999) bei drei Arten aus der Familie der Spirostreptidae (Diplopoda) zeigen, dass das 

Hämocyanin ebenfalls 6x6-mere bildet. Es wurde zunächst angenommen, dass es sich 

aus zwei Hämocyanin-Untereinheiten zusammensetzt. Auf molekularer Ebene konnte 

nur die Sequenz einer Untereinheit identifiziert werden (KUSCHE und BURMESTER, 

2001). Bei dem Tausendfüßer Archispirostreptus gigas wurde nachgewiesen, dass es 

sich nicht, wie zuvor angenommen, um zwei verschiedene Hämocyanin-Untereinheiten, 

sondern um unterschiedliche Glykosilierungsformen einer einzelnen Untereinheit handelt 

(DAMSGAARD et al., 2013). 
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Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hämocyanins der Diplopoden Spirostreptus sp. 

und A. gigas weist ein gegensätzliches Verhältnis zum Hämocyanin des Chilopoden S. 

coleoptrata auf. Während das Hämocyanin von Spirostreptus und A. gigas eine hohe 

Sauerstoffaffinität (P50=4,7 Torr bei pH 7,5 und P50=3,5 Torr bei pH 8,1) und eine geringe 

Kooperativität (h=1,3 ± 0,2 und h=3, bei pH 7,4) zeigt, ist die Situation beim Hämocyanin 

von S. coleptrata revers. Hier liegt eine geringe Sauerstoffaffinität (P50=55 Torr bei pH 

7,5) und eine hohe Kooperativität vor (h=8,9 bei pH 7,5; MANGUM et al., 1985; 

JAENICKE et al., 1999). Die deutet darauf hin, dass das Hämocyanin von Spirostreptus 

und A. gigas der Sauerstoffspeicherung dient, während das Hämocyanin von S. 

coleptrata schnell Sauerstoff bereitstellen kann. 

 Phenoloxidase der Myriapoda 1.2.3.2.

Über die Phenoloxidasen der Myriapoden sind bisher kaum Daten verfügbar. Sie 

konnten bisher nur biochemisch nachgewiesen werden (XYLANDER und BOGUSCH, 

1992; XYLANDER, 1996). PICK et al. 2014 konnten Hinweise für eine PPO mRNA in 

dem Diplopoden Polyxenus lagurus entdecken. In Datenbankanalysen konnten sie 

zudem in dem vollständig sequenzierten Genom des Chilopoden Strigamia maritima das 

Gen für eine putative PPO identifizieren. Beiden Proteinen fehlt ein Signalpeptid, was auf 

ein intrazelluläres Protein hindeutet. Des Weiteren konnte in keiner der beiden Arten 

Hämocyanin nachgewiesen werden (PICK et al., 2014). 

1.2.4. Crustacea 

Crustaceen sind ein sehr formenreicher Unterstamm der Arthropoden. Zu ihnen zählen 

die Oligostraca, Branchiopoda (Kiemenfußkrebse), Copepoda (Ruderfußkrebse), 

Malacostraca (höhere Krebse), Thecostraca (Kapselschaler), Remipedia und 

Xenocarida. Crustacea verfügen in der Regel über Kiemen, bei den höheren Landasseln 

(Onscidea) haben sich Tracheen entwickelt. Als Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie 

konnten bei den Crustacea Hämocyanin, Phenoloxidasen sowie das Speicherprotein 

Cryptocanin nachgewiesen werden. 
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 Hämocyanin der Crustacea 1.2.4.1.

Innerhalb der Crustacea schien Hämocyanin nur bei den Malacostraca und Remipedia 

vorhanden zu sein (MANGUM, 1985; MARKL und DECKER, 1992; ERTAS et al., 2009). 

2013 konnte gezeigt werden, dass auch die Ostracoden über Hämocyanin verfügen 

(persönliche Mitteilung: MARXEN, 2013). Die anderen Klassen haben entweder kein 

respiratorisches Protein oder sie verwenden Hämoglobin (MANGUM, 1985). 

 

Das Hämocyanin der Crustacea verfügt im Vergleich zu dem stark konservierten 

Hämocyanin der Cheliceraten (BURMESTER, 2002; REHM et al., 2012) über eine 

höhere Variabilität in der Untereinheitenzusammensetzung. Diese kann sich innerhalb 

nahe verwandter Arten und sogar innerhalb von Populationen unterscheiden (MARKL, 

1986; MARKL et al., 1986; STÖCKER et al., 1988; MANGUM und JOY, 1997). Einige 

Untereinheiten werden nur unter spezifischen physiologischen Bedingungen exprimiert 

(MARKL und DECKER, 1992; DURSTEWITZ und TERWILLIGER, 1997; TERWILLIGER, 

1998). Bei den Malacostrca kommen 1x6-, 2x6-mere und 4x6-mere vor. 1x6-mere 

wurden z. B. bei den Isopoden identifiziert (MARKL, 1986). Bei den 2x6-meren existieren 

zwei verschiedene Quartärstrukturen. 4x6-mere konnten in dem Maulwurfskrebs 

Upogebia pusilla und in Callianassa californiensis identifiziert werden (MILLER et al., 

1977; MARKL et al., 1986; MARKL und DECKER, 1992; PAOLI et al., 2007). 

 

Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hämocyanins der Crustacea ist gut untersucht und 

variiert stark. So konnte in diversen Arbeiten gezeigt werden, dass bei verschiedenen 

Spezies eine Veränderung der Ionenkonzentration der Hämolymphe zu einer 

Veränderung der Sauerstoffaffinität und der Kooperativität führt (LARIMER und RIGGS, 

1964; TRUCHOT, 1975; MASON et al., 1983). Es gibt aber noch diverse andere 

Faktoren die das Sauerstoffbindungsverhalten beeinflussen (BROWN und 

TERWILLIGER, 1998). Zu diesen zählen unter anderem Temperatur, L-Lactat und 

andere natürlich vorkommende organische Effektoren wie z. B. Harnstoffverbindungen, 

Dopamin und verwandte Neuroamine sowie Stickstoffmetaboliten (TRUCHOT, 1980; 

BOOTH et al., 1982; GRAHAM et al., 1983; MORRIS et al., 1985; MORRIS et al., 1986; 

LALLIER et al., 1987; LALLIER und TRUCHOT, 1989; MORRIS und MCMAHON, 1989; 

MORRIS, 1990; SANDERS et al., 1992).  

 

Zu den Malacostraca zählen die Eucarida (Decapoda und Euphausiacea), Hoplocarida 

(Stomatopoda), Peracrida (u.a. Amphipoda und Isopoda), Syncarida (Anaspidacea, 
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Bathynellacea) und Phyllocarida (Leptostraca). Das Hämocyanin der Decapoda wurde 

ursprünglich immunologisch in drei Untereinheitstypen klassifiziert, die als α, β und γ 

bezeichnet wurden (MARKL, 1986; STÖCKER et al., 1988). Diese Klassifizierung konnte 

auch durch jüngere molekulare phylogenetische Analysen weitestgehend unterstützt 

werden (BURMESTER, 2002; HAGNER-HOLLER et al., 2005; SCHERBAUM et al., 

2010; MARXEN et al., 2013). Innerhalb dieser drei Untereinheitstypen ist der α-

Untereinheitstyp näher mit dem γ-Untereinheitstyp verwandt als der β-Untereinheitstyp 

(MARKL, 1986; MARKL et al., 1986; KUSCHE et al., 2003b; HAGNER-HOLLER et al., 

2005; SCHERBAUM et al., 2010). Der α- und γ-Typ trennten sich vor ~400 Millionen 

Jahren. Die Aufspaltung des β-Untereinheitstyps von der α/γ-Linie hingegen fand bereits 

im frühen Kambrium vor ~520 Millionen Jahren statt (SCHERBAUM et al., 2010; 

MARXEN et al., 2013). Neben dem α-, β- und γ-Untereinheitstyp gibt es innerhalb der 

Malacostraca auch noch das Hämocyanin der Amphipoda und Isopoda, welches nicht 

mit den anderen drei Untereinheitstypen gruppiert (MARXEN et al., 2013). Die 

Hämocyanine der Crustaceen sind z. T. in der Lage eine Funktion als Phenoloxidase zu 

übernehmen (DECKER und JAENICKE, 2004). 

 Cryptocyanin/Pseudo-Hämocyanin der Crustacea 1.2.4.2.

Das Cryptocyanin/Pseudo-Hämocyanin ähnelt stark dem Hämocyanin, kann jedoch 

keinen Sauerstoff binden (MARKL et al., 1979), da die kupferbindenden Histidine durch 

andere Aminosäuren ersetzt wurden (BURMESTER, 1999; TERWILLIGER et al., 1999). 

Mit dem Verlust des Sauerstoffbindungszentrums ließ der Selektionsdruck nach 

(BURMESTER, 2002), was zu einer signifikant höheren Substitutionsrate als beim 

Hämocyanin führte. Die Cryptocyanine entwickelten sich aus dem γ-Typ Hämocyanin der 

Decapoden vor ca. 180 Millionen Jahren (KUSCHE et al., 2003b). 

Es wird vermutet, dass es sich um ein Speicherprotein handelt (BURMESTER, 2002), da 

sich die Cryptocyaninkonzentration innerhalb von Häutungszyklen unterscheidet 

(TERWILLIGER et al., 1999). Syntheseort des Cryptocyanins ist das Bindegewebe der 

Mitteldarmdrüse, respektive das Herzgewebe und die Ovarien (BURMESTER, 1999; 

TERWILLIGER et al., 1999). TERWILLIGER et al. (2005) konnten zeigen, dass, 

synchron mit dem Häutungszyklus, Cryptocyanin in die Hämolymphe sezerniert wird und 

durch die Epidermis in die extrazelluläre Matrix des neuen Exoskeletts wandert .  
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 Phenoloxidase der Crustacea 1.2.4.3.

Phenoloxidasen zirkulieren in der Hämolymphe von Crustaceen in ihrer inaktiven Form, 

der Prophenoloxidase (PPO), in den Hämocyten (TERWILLIGER und RYAN, 2006). Sie 

werden bei den Crustacea von granulären bis semi-granulären Hämocyten gebildet 

(CERENIUS et al., 2003). Dabei fehlen unreifen Hämocyten des Signalkrebses 

Pacifastacus leniusculus die PPO, während reife Hämocyten in der Hämolymphe über 

diese verfügen (SODERHALL et al., 2003). In den Crustacea wurde bisher pro Spezies 

nur ein für die PPO kodierendes Gen gefunden (CERENIUS und SODERHALL, 2004), 

während es bei den Insecta bis zu zehn verschiedene Gene pro Spezies gibt 

(WATERHOUSE et al., 2007). Phenoloxidasen sind an der Immunantwort beteiligt. Bei 

P. leniusculus konnte gezeigt werden, dass die Produktion der Phenoloxidase mit einer 

erhöhten Resistenz gegen das hoch pathogene Bakterium Aeromonas hydrophila 

einhergeht (LIU et al., 2007). Die Phenoloxidasen der Crustacea bilden Hexamere 

(JAENICKE und DECKER, 2003). Innerhalb der Crustacea gibt es zwei distinkte PPO-

Gruppen. Dies sind zum einen die PPO der Decapoda und zum anderen die PPO der 

Branchiopoda. Den Iso- und Amphipoden hingegen scheinen die PPO zu fehlen 

(TERWILLIGER und RYAN, 2006). 

1.2.5. Hexapoda 

Zu den Hexapoden zählen die Ecto- und Entognatha. Die meisten Hexapoden verfügen 

über ein Tracheensystem, in dem sauerstoffhaltiges Gas durch Stigmata in der Kutikula 

aufgenommen und im Körper durch Diffusion verteilt wird. Als Vertreter der Hämocyanin-

Superfamilie konnten bei den Hexapoden Hämocyanin, Phenoloxidasen sowie das 

Speicherprotein Hexamerin und dessen Rezeptor nachgewiesen werden. 

 Hämocyanin der Hexapoda 1.2.5.1.

Die meisten Hexapoden verfügen über ein ausgeprägtes Tracheensystem, über das der 

Gasaustausch stattfindet. Daher wurde lange angenommen, dass sie neben dem 

Hämoglobin bei einigen Spezies keine weiteren respiratorischen Proteine besitzen 

(MANGUM, 1985; LAW und WELLS, 1989; WILLMER et al., 2005). PICK et al. (2009) 

konnten Hämocyanin innerhalb der Hexapoda in den Collembola, Archegonatha, 

Zygentomata, Plecoptera, Dermaptera, Orthoptera, Phasmatodea, Mantodea, Isoptera 

und Blattaria nachweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die eumetabolen Insekten die 
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Hämocyanine verloren haben (HAGNER-HOLLER et al., 2004; BURMESTER und 

HANKELN, 2007). Auch bei einigen Vertretern der ametabolen und hemimetabolen 

Insekten könnten sie verloren gegangen sein. Eine weitere Erklärung für die 

Abwesenheit des Hämocyanins in diesen Insekten könnte eine Expression nur in 

bestimmten Entwicklungsstadien sein. Für das Hämocyanin der argentinischen 

Waldschabe Blaptica dubia konnte dies gezeigt werden (PICK et al., 2010).  

 

Hexapoden verfügen über zwei Hämocyanin-Untereinheitstypen (Hc1 und Hc2). Diese 

separierten sich bereits vor der Aufspaltung der Remipedia und Hexapoda (ERTAS et 

al., 2009). Da Hc1 in allen soweit untersuchten Hexapoden vorhanden ist, wird davon 

ausgegangen, dass sie der zentrale Baustein des Hexapodenhämocyanins ist. Hc2 ist 

innerhalb der Hexapoden mehrmals unabhängig voneinander verloren gegangen (PICK 

et al., 2009).  

 

Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hämocyanins wurde innerhalb der Hexapoden nur 

bei der Steinfliege Perla marginata untersucht. Es weist eine hohe Sauerstoffaffinität 

(P50~8 Torr) und eine gewisse Kooperativität (h=2) auf. Dabei bildet es ein 1x6-mer als 

Quartärstruktur (HAGNER-HOLLER et al., 2004).  

 Phenoloxidase der Hexapoda 1.2.5.2.

Alle bisher untersuchten Insekten verfügen über mindestens zwei Phenoloxidasegene 

mit Ausnahme der Honigbiene, welche nur über ein Gen verfügt (EVANS et al., 2006). In 

einigen Moskito-Spezies konnte gezeigt werden, dass bestimmte PPO-Gene z. T. nur in 

einigen Stadien oder in der Anwesenheit spezieller Pathogene exprimiert werden 

(MULLER et al., 1999; HUANG et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dass die einzelnen 

PPO unterschiedliche Aufgaben haben, zumindest in den Diptera (CERENIUS und 

SODERHALL, 2004). Die Synthese der Prophenoloxidasen findet größtenteils in 

Hämocyten statt (CERENIUS und SODERHALL, 2004). Der Hämocytentyp ist 

speziesspezifisch. Die Prophenoloxidase der Lepidoptera wird beispielsweise in 

sogenannte Oenocyten synthetisiert (JIANG et al., 1997), während der Syntheseort bei 

den Moskitos die granulären Hämocyten und Oenocyten sind (CASTILLO et al., 2006). 

Bei Drosophila melanogaster werden die Prophenoloxidasen 1 und 2 primär in 

Kristallzellen exprimiert, wohingegen die Expression der Prophenoloxidase 3 nach einer 

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 
 Remipedia sind Crustacea. Sie wurden als Vorfahren der Hexapoda vorgeschlagen (ERTAS et 
al., 2009). 
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parasitären Infektion in Lamellocyten stattfindet (RIZKI und RIZKI, 1984; IRVING et al., 

2001; TANG, 2009). Prophenoloxidasen befinden sich in der Hämolymphe, trotz 

Abwesenheit eines Signalpeptids. Dies deutet darauf hin, dass sie durch die Ruptur der 

Hämocyten dorthin gelangen (KANOST und GORMAN, 2008). Dabei unterscheiden sich 

Hämocytentypen in ihrer Stabilität, sodass einige Prophenoloxidasen ohne Auslöser in 

die Hämolymphe entlassen werden. In den Lepidoptera findet man die 

Prophenoloxidasen hauptsächlich in der Hämolymphe, während z. B. die 

Prophenoloxidasen der Heuschrecken und Schaben dominant in den Hämocyten 

vorkommen, aus denen sie erst durch eine Aktivierung entlassen werden (BREHÉLIN et 

al., 1989; DURRANT et al., 1993). Im Gegensatz zum Hämocyanin und Hexamerin 

scheinen die Prophenoloxidasen der Insekten nicht ausschließlich Hexamere zu bilden. 

So bildet die Prophenoloxidase des Tabakschwärmers Manduca sexta Mono-, Di-, Tri- 

und höhere Oligomere. Dabei begünstigt eine geringe Salzkonzentration die Bildung 

höherer Oligomere (JIANG et al., 1997). Dies konnte ebenfalls bei der Phenoloxidase 

von Bombyx mori gezeigt werden (ASHIDA, 1971). Es wird angenommen, dass min. 

zwei der drei Drosophila PPO als Homodimere in vivo vorliegen (SEZAKI et al., 2001).  

 Hexamerin der Hexapoda 1.2.5.3.

Hexamerin wurde bei allen bisher untersuchten Insekten in der Hämolymphe gefunden 

(SCHELLER et al., 1990; TELFER und KUNKEL, 1991) und dient während Häutungs- 

und in Hungerphasen als Speicherprotein (TELFER und KUNKEL, 1991; BURMESTER, 

1999; BURMESTER, 2001). Es kann keinen Sauerstoff binden, da die dafür 

verantwortlichen Histidine durch andere Aminosäuren ersetzt wurden (BEINTEMA et al., 

1994; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Trotzdem weisen Hexamerine und 

Hämocyanine Ähnlichkeiten bezüglich ihrer Struktur auf (TELFER und KUNKEL, 1991; 

BEINTEMA et al., 1994).  

 

Die Hexamerine der Hexapoden zeigen kein homogenes Bild in Bezug auf ihre 

Aminosäurenzusammensetzung. Sie wurden aufgrund des häufigen Vorkommens 

bestimmter Aminosäuren benannt. Einige Hexamerine weisen besonders viele 

aromatische Aminosäuren auf (Arylphorine), andere sind besonders methioninreich (Met-

rich storage protein), bzw. die Aminosäuren Glutamin und Glutaminsäure sowie 

Asparagin und Asparaginsäure sind besonders häufig vertreten (TELFER und KUNKEL, 

1991). Arylphorine und methioninreiche Hexamerine findet man in fast allen 

Insektenordnungen, während die Glutamin-/Glutaminsäure- und Asparagin-



Einleitung 

20 
 

/Asparaginsäure-reichen Hexamerine nur bei den Hymenoptera vorhanden sind 

(WHEELER und BUCK, 1995; MARTINEZ et al., 2000). Innerhalb der Dipteren konnten 

zwei Hexamerine identifiziert werden, welche als larvale Serumproteine (LSP) 

bezeichnet werden. Die Hexamerine der Dipteren werden entweder den LSP1- oder den 

LSP2-ähnlichen Hexamerinen zugeordnet (ROBERTS et al., 1977; MASSEY et al., 1997; 

MOUSSERON-GRALL et al., 1997; BURMESTER et al., 1998). D. melanogaster besitzt 

beide LSP. Die Expression der zwei LSP ist auf den Fettkörper ab dem letzten 

Larvenstadium beschränkt (ROBERTS et al., 1977; POWELL et al., 1984). Nur LSP2 

wird in adulten Tieren exprimiert (SHIRRAS und BOWNES, 1989; BENES et al., 1990).  

 

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte LSP2 ist wie das LSP1 ein Hexamer. Im 

Gegensatz zum LSP1, das sich aus α-, β- und γ-Untereinheiten zusammensetzt, besteht 

das LSP2 aus sechs identischen Untereinheiten. Dabei hat jede Untereinheit eine 

theoretische Molekülmasse von 83,5 kDa. Diese weicht stark von der experimentell 

beobachteten Molekülmasse ab, welche zwischen 74,5 und 79 kDa liegt (MOUSSERON-

GRALL et al., 1997). Für das LSP2 konnte gezeigt werden, dass die Transkription durch 

das Häutungshormon 20-Hydroxyecdyson induziert wird (JOWETT und 

POSTLETHWAIT, 1981; NAKANISHI und GAREN, 1983). Betrachtet man die 

Quartärstruktur des Hexamerins, so konnte MARTIN (2007) zeigen, dass die 

Untereinheiten bohnenförmig sind und die Ecken eines trigonalen Antiprismas in einer 

„D3 point-group“ Symmetrie besetzen.  

 Hexamerinrezeptor der Diptera 1.2.5.4.

Der Hexamerinrezeptor ist innerhalb der Hexapoda auf die Diptera beschränkt (UENO 

und NATORI, 1984; BURMESTER und SCHELLER, 1992; BURMESTER und 

SCHELLER, 1995). In Datenbankanalysen konnte festgestellt werden, dass er innerhalb 

der Diptera nur bei den Brachycera vorkommt (persönliche Mitteilung: BURMESTER, 

2013). Er weist hohe Sequenzähnlichkeiten zu seinem Liganden, dem Hexamerin, von 

dem er abstammt, auf (BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 1999; 

BURMESTER, 2002). Lokalisiert ist er an der Oberfläche der Fettkörperzellen, wo er 

durch das Häutungshormon 20-Hydroxyecdyson aktiviert wird (UENO et al., 1983; UENO 

und NATORI, 1984; BURMESTER und SCHELLER, 1995). Er ist verantwortlich für die 

Endozytose des Hexamerins in den Fettkörper (MARX, 1983; BURMESTER und 

SCHELLER, 1992; BURMESTER und SCHELLER, 1997; HANSEN et al., 2002). Die 

Sequenzähnlichkeiten des Hexamerinrezeptors zu den anderen Vertretern der 
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Hämocyanin-Superfamilie beschränken sich auf den N- und C-terminalen Bereich, der in 

etwa der ersten und dritten Domäne des Arthropoden-Hämocyanins entspricht. Er ist 

jedoch länger als die anderen Proteine der Hämocyanin-Superfamilie (BURMESTER und 

SCHELLER, 1996).  

 Zielsetzung 1.3.

Um Struktur- und Funktionsanalysen an Proteinen durchführen zu können, ist es 

notwendig sie rekombinant herzustellen. Das Interesse gilt bei den Proteinen der 

Hämocyanin-Superfamilie insbesondere dem Sauerstoffbindungszentrum. Unter-

suchungen an diesen Proteinen in vitro sind nur für ein Hexamerin vorhanden. Ziel dieser 

Arbeit war es ein System zu entwickeln um Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie in 

ihrer aktiven Form, richtig gefaltet zu exprimieren. An diesen rekombinant hergestellten 

Proteinen könnten u. a. Mutagenesexperimente am aktiven Zentrum durchgeführt 

werden, um so den Mechanismus der Sauerstoffbindung besser zu verstehen. 

 

Innerhalb der Cheliceraten, Crustaceen und Hexapoden sind die Hämocyanine vieler 

Spezies genauer in Bezug auf ihre Evolution, Funktion, Struktur sowie Syntheseort 

untersucht. Phenoloxidasen konnten bisher nur bei den Crustaceen und Hexapoden 

nachgewiesen werden. Über die Hämocyanine der Myriapoden existieren kaum Daten. 

Auch über die Phenoloxidasen aus diesem Unterstamm ist wenig bekannt. Im Rahmen 

dieser Arbeit sollten weitere Daten über das Hämocyanin und die Phenoloxidase der 

Myriapoden gesammelt werden, um diese evolutiv einordnen zu können, ihre Funktion 

zu ermitteln sowie ihren Syntheseort zu bestimmen. 

 



Material und Methoden 

22 
 

2. Material und Methoden 

 Materialien 2.1.

2.1.1. Drosophila melanogaster  

Drosophila melanogaster (MEIGEN, 1830), die „schwarzbäuchige“ Taufliege, entwickelt 

sich nach dem Schlüpfen über drei Larvenstadien bis zur Verpuppung. Ein Lebenszyklus 

von der Befruchtung bis zum Schlüpfen der Fliegen dauert ca. 13-15 Tage (WOLPERT 

et al., 1998).  

 

Stamm   Arthropoda 

Unterstamm   Hexapoda 

Klasse   Insecta 

Überordnung  Neoptera 

Ordnung   Diptera 

Unterordnung   Brachycera 

Familie  Drosophilidae 

Gattung  Drosophila 

Art    Drosophila melanogaster 

2.1.2. Palinurus elephas 

Palinurus elephas (FABRICIUS, 1803), die europäische Languste, kann eine 

Körperlänge von bis zu 50 cm erreichen und kommt im Ostatlantik vom südwestlichen 

Norwegen bis nach Marokko sowie im Mittelmeer vor.  

 

Stamm   Arthropoda 

Unterstamm  Crustacea 

Klasse   Malacostraca 

Überordnung  Eucarida 

Ordnung  Decapoda 

Art   Palinurus elephas 
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2.1.3. Scolopendra dehaani 

Scolopendra dehaani (VAHTERA et al., 2013), der vietnamesische Hundertfüßer, kommt 

vor allem in Südostasien vor und zählt dort zu den größten Hundertfüßern mit einer 

Körperlänge von bis zu 30 cm.  

 

Stamm  Arthropoda 

Unterstamm Myriapoda 

Klasse  Chilopoda 

Ordnung  Scolopendromorpha 

Familie  Scolopendidae  

Gattung  Scolopendra 

Art  Scolopendra dehaani 

 

Die hier verwendeten Hundertfüßer wurden von der Firma b.t.b.e. (Schnürpflingen) oder 

Spinnen Vinmann (Krefeld) käuflich erworben.  

2.1.4. Geräte 

Agarosegelkammer  Horizontal-Elektrophoresekammer (A. Hartenstein, Würzburg) 

Autoklav     Systec VE-55 (Systec, Wettenberg) 

    Tuttnauer 3850 ELV (Biomedis, Gießen) 

Binokular     SZ61 (Olympus, Hamburg) 

Blotkammer   Elektroblotter Typ SD 18 (A. Hartenstein, Würzburg) 

Brutschränke   Innova 4200 und 4230 Incubator Shakers (New Brunswick  

    Scientific, Nürtingen)  

Drehrotator   Tube Rotator (VWR, Hannover) 

Elektronenmikroskop  Filter Elektronenmikroskop LEO 912 (Carl Zeiss AG, Hamburg) 

    EM 902A (Zeiss, West Germany) 

FPLC-Anlage    ÄKTApurifier 10 (GE Healthcare, Freiburg) 

Geldokumentationssystem Fusion Fx7 (Peqlab, Erlangen) 

Heizblock    Bio TDB-100 (A. Hartenstein, Würzburg) 

Horizontaler Schüttler  See-saw rocker SSL4 (Stuart, Staffordshire UK) 

Mikroskope   Olympus IX50 (Olympus, Hamburg) 

pH-Meter    InoLab pH 720 (WTW, Weilheim) 

    Schott CG 842 (Schott, Mainz) 

Photometer    NanoDrop 1000 (Peqlab, Erlangen) 
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    BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg) 

Platereader    DTX 880 Multimode Detector (Beckman Coulter, Krefeld) 

SDS-Gelkammer   Mini-PROTEAN Electrophoresis System (Bio-Rad, München) 

Spannungsgeräte   Consort EV243 (Jencons, Bedfordshire UK) 

PowerPacTM    Power Supply (Bio-Rad, München) 

Speed Vac   Speed Vac SC110 (Thermo/Savant, Dreieich) 

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

Sterilwerkbank  LaminAir LB-48-C (Heraeus, Hanau) 

Thermocycler   LabCycler Gradient (SensoQuest GmbH, Göttingen) 

             T1 Thermocycler (Biometra, Göttingen) 

Ultraschallgerät  Ultraschallgerät (KLN Ultraschall AG, Heppenheim) 

     Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Berlin) 

Waagen    Kern 474 (Kern & Sohn GmbH, Albstadt) 

      Sartorius 1203MP (Sartorius AG, Göttingen) 

      Sartorius BP210S (Sartorius AG, Göttingen) 

      SPO 51 (Scaltec, Göttingen) 

Zentrifugen  Eppendorf Zentrifuge 5804 (Eppendorf AG, Hamburg) 

    Eppendorf Zentrifuge 541R (Eppendorf AG, Hamburg) 

                         Heraeus Labofuge 400R (Heraeus, Hanau) 

                      Sigma 1-14 Mikrozentrifuge (Sigma, Osterode am Harz) 

           Zentrifuge GS 15R (Beckman Coulter, Fullerton) 

2.1.5. Chemikalien und Kits 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben, 

von den Firmen Biowest (Renningen), Carl Roth (Karlsruhe), Merck Chemicals 

(Darmstadt), Millipore (Schwalbach), PAA Laboratories GmbH (Cölbe), Peqlab 

(Erlangen), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Sigma-Aldrich 

(Steinheim). 

Kits wurden von den Firmen Applied Biosystems (Darmstadt), IBA (Göttingen), Invitrogen 

(Karlsruhe), PAA Laboratories GmbH (Cölbe), Peqlab (Erlangen), Promega (Mannheim), 

Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Thermo Scientific (Waltham, 

USA) bezogen. 

Weitere Komponenten und Verbrauchsmaterialien wie Antibiotika, Marker, Enzyme, 

Einmalsterilspritzen, Sterilfilter, Reaktionsgefäße, Zentrifugenröhrchen, sterile 

Einmalpipetten, Zellkulturflaschen, Petrischalen, Kryoröhrchen und Pipettenspitzen 

lieferten die Firmen Invivogen (Toulouse, Frankreich), Fermentas (St. Leon-Roth), New 
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England Biolabs (Frankfurt), A. Hartenstein (Würzburg), Sarstedt (Nümbrecht-

Rommelsdorf), Gibco (Karlsruhe) und Starlab (Ahrensburg). 

2.1.6. Vektoren 

Tabelle 2.1 fasst alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren zusammen. 

 

Tabelle 2.1: Vektoren und ihre Resistenzen 

Vektor Resistenz Firma 

pGEM-T Easy Ampicillin Promega (Mannheim) 

pGEM-T  Ampicillin Promega (Mannheim) 

TOPO TA Ampicillin, Kanamycin Invitrogen (Karlsruhe) 

pET16b Ampicillin Novagen (Darmstadt) 

pET24a Kanamycin Novagen (Darmstadt) 

pMT/V5-His B Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe) 

pCoHygro Hygromycin Invitrogen (Karlsruhe) 

2.1.7. Primer 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Operon 

synthetisiert und in lyophilisierter Form geliefert. Sie wurden in HPLC-Wasser gelöst, 

wobei eine 100 µM Stammlösung und eine 10 µM Arbeitslösung hergestellt wurden. 

Beide wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  

Die Primer, mit einer Länge zwischen 18 und 63 Nukleotiden, wurden anhand bekannter 

Sequenzen erstellt. Die Schmelztemperatur TM lag über 58°C und der G/C-Gehalt 

zwischen 40 und 60%. Zur Vermeidung von Selbst- oder Heterodimeren wurden die 

Primer mit der Online Software OligoAnalyser 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/ 

applications/oligoanalyzer/) analysiert. In anderen Fällen wurden die Primer durch das 

Programm Primerlyse (BORNER, nicht veröffentlicht) erstellt. Alle verwendeten Primer 

sind im Anhang (Tabelle 6.1 bis 6.6) dargestellt. 



Material und Methoden 

26 
 

 Methoden 2.2.

2.2.1. Anzucht von Mikroorganismen 

 Verwendete Bakterienstämme 2.2.1.1.

Es wurde ausschließlich mit Bakterien des K12-Stammes der Art Escherichia coli 

gearbeitet. Diese gehören alle der Risikogruppe 1 an und wurden bereits in kompetenter 

Form kommerziell erworben. Während Bakterien des JM109-Stammes ausnahmslos für 

Klonierungen eingesetzt wurden, wurde der Bakterienstamm Rosetta2(DE3)pLysS für 

die rekombinante Expression von Proteinen verwendet. Kompetente Bakterienzellen 

wurden bei -80°C gelagert. Eine genauere Beschreibung der verwendeten 

Bakterienstämme ist in Tabelle 2.2 zu finden. 

 

Tabelle 2.2: Bakterienstämme und ihre Resistenzen 

Bakterienstamm Resistenz Firma 

JM109  keine Promega (Mannheim) 

Rosetta2(DE3)pLysS Chloramphenicol Novagen (Darmstadt) 

 Nährmedien und Antibiotika 2.2.1.2.

Alle verwendeten Medien (Tabelle 2.3) wurden nach der Herstellung für 20 min bei 

121°C (2,1 bar) autoklaviert. Der LB-Agar wurde bis auf 60°C im Wasserbad abgekühlt, 

für ein gewünschtes Blau-Weiß-Screening mit 0,25 mM X-Gal (in Dimethylformamid 

gelöst) und 0,2 mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) versetzt und 

anschließend unter sterilen Bedingungen ca. 0,5 cm hoch in Petrischalen ( 85 mm) 

gefüllt. 

 

Tabelle 2.3:  Medien und ihre Zusammensetzung 

Medium Zusammensetzung 

L-Medium 5 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt; pH 7,4 

LB-Medium 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt; pH 7,4 

LB-Agarplatten 1 l LB-Medium, 20 g Agar Agar 

 

Die verwendeten Antibiotika wurden in dem entsprechenden Lösungsmittel gelöst 

(Tabelle 2.4) und als Stammlösungen angesetzt. In destilliertem Wasser gelöste 

Antibiotika wurden durch einen 0,22 µm Filter steril filtriert. Die Stammlösungen wurden 

bei 4°C gelagert. 
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Tabelle 2.4: Konzentration und Lösungsmittel verwendeter Antibiotika 

Antibiotikum Endkonzentration Lösungsmittel 

Ampicillin 100 µg/ml destilliertes Wasser, steril filtriert 

Kanamycin   10 µg/ml destilliertes Wasser, steril filtriert 

Chloramphenicol   34 µg/ml 100%iger Alkohol 

Tetracyklin   10 µg/ml 100%iger Alkohol 

Hygromycin-B 300 µg/ml kommerziell erworben (Carl Roth) 

 Übernachtkulturen 2.2.1.3.

Zur Anzucht von Bakterien wurden Übernachtkulturen in Volumen zwischen 5 und 50 ml 

L-, bzw. LB-Medium angesetzt und mit den entsprechenden Antibiotika sowie dem 

jeweiligen Klon unter sterilen Bedingungen versetzt. Sie wurden über Nacht bei 37°C und 

150 rpm inkubiert. 

 Dauerkulturen 2.2.1.4.

Für die längerfristige Lagerung von Klonen wurden Dauerkulturen angelegt. Diese 

beinhalteten 700 µl Übernachtkultur und 300 µl Glycerin und wurden bei -80 °C bis zur 

weiteren Verwendung gelagert. 

2.2.2. Zellkultur 

 Schneider 2 Zellen 2.2.2.1.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in der Zellkultur ausschließlich Schneider 2 Zellen (S2) 

verwendet. Diese Zelllinien sind von späten embryonalen Stadien von D. melanogaster 

abgeleitet (20 bis 24 h alt; SCHNEIDER, 1972). Es handelt sich dabei um Insektenzellen, 

die sowohl schwach adhärent als auch in Suspension bei Raumtemperatur kultiviert 

werden können. Die Zellen wurden stabil transfiziert und bei der Kultivierung der Zellen 

wurde im Wesentlichen nach dem „Drosophila Expression System“ (DES) der Firma 

Invitrogen vorgegangen. 

 Nährmedien und Antibiotika 2.2.2.2.

Das hier verwendete Schneider´s Drosophila Medium sowie das fetale Kälberserum 

wurde von der Firma BioWest bezogen. Dabei setzte sich das Vollmedium aus 

Schneider´s Drosophila Medium, 10% fetalem Kälberserum (fetal bovine serum, FBS) 
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und 300 µg/ml Hygromycin-B zusammen. Das FBS wurde vor Gebrauch durch einen 

0,22 µm Filter steril filtriert. Das Einfriermedium setzte sich aus 45% conditioned Medium 

(Medium, in dem bereits Zellen gewachsen sind) und 45% Vollmedium sowie 10% 

Dimethylsulfoxid (DMSO) zusammen. Das Vollmedium konnte einige Wochen bei 4°C 

gelagert werden.  

 Passagieren von Zellen 2.2.2.3.

Die S2 Zellen wurden in 25, 75 und 125 cm3 Flaschen mit Belüftungsfunktion in Volumen 

von 5, 10 und 25 ml in Vollmedium kultiviert. Vor dem Passagieren wurde die Vitalität der 

Zellen überprüft. Abhängig von der Anzahl der Zellen wurden diese in dem Medium von 

den Wänden der Flasche abgewaschen und anschließend in einem Verhältnis von 1:5 

bis 1:10 in Vollmedium in einer neuen Flasche gelöst. 

 Anlegen und Auftauen von Dauerkulturen  2.2.2.4.

Beim Anlegen und Einfrieren von Dauerkulturen wurde nach dem „Drosophila Expression 

System“ vorgegangen. 

 Zellzählung 2.2.2.5.

Vor der Bestimmung der Zellzahl erfolgte eine Überprüfung der Vitalität der Zellen mit 

einer Trypanblau-Färbung. Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der nur von 

abgestorbenen Zellen aufgenommen werden kann. Diese erscheinen dunkelblau. Dem 

Zellvitalitätstest folgte die Zellzählung in einer Neubauer-Kammer. 

2.2.3. Molekularbiologische Methoden 

 RNA-Extraktion nach „Holmes Bonner“ 2.2.3.1.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNA durch die klassische Methode mit Phenol-

Chlorophorm-Isoamylalkohol nach Holmes und Bonner extrahiert (HOLMES und 

BONNER, 1973). Das Gewebe wurde in 1 ml HBS pro 100-200 mg Gewebe 

homogenisiert und mindestens dreimal mit Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol versetzt, 

um Proteine zu isolieren. Anschließend wurden die Nukleinsäuren in 2,5 Volumen 

Ethanol über Nacht bei -20°C gefällt. Es wurde für eine halbe Stunde bei 20 000 x g und 

4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in TES gelöst, mit 4,5 M Natriumacetat, pH 5,2 

versetzt und für 3 h auf Eis inkubiert, um die RNA zu fällen. Es folgte ein weiterer 
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Zentrifugationsschritt bei 4°C und 20 000 x g für 30 min, das Pellet wurde in 3 M 

Natriumacetat, pH 5,2 sowie in 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in DEPC-

Wasser gelöst. 

 
Tabelle 2.5:  Puffer für die RNA-Extraktion 

Puffer Zusammensetzung 

HBS 7 M Harnstoff, 0,35 M NaCl, 1 mM EDTA, 2% SDS, 10 mM Tris/HCl, pH 
7,4 

PCI Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol 25:24:1 

TES 10 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0, 0,2% SDS 

 Isolierung von Gesamt-RNA mit TriFast und dem CHRISTAL RNA Mini 2.2.3.2.
Kit 

Bei der Isolierung der Gesamt-RNA aus Geweben wurden mehrere Methoden 

kombiniert. Zunächst erfolgte die mechanische Zerkleinerung des Gewebes unter 

Einsatz von Flüssig Stickstoff und Mörsern, dann wurden die Zellen mittels des in dem 

TriFast enthaltenen Guanidinthiocyanat aufgebrochen. Es folgte eine Phenol-

Chlorophorm Extraktion. Anschließend wurde die Gesamt-RNA über die Säulen des 

CHRISTAL RNA Mini Kits (biolab products) aufgereinigt.  

 DNase Verdau der isolierten Nukleinsäuren 2.2.3.3.

Der DNase Verdau der isolierten Nukleinsäuren diente der Entfernung noch vorhandener 

DNA in den RNA Proben. Er erfolgte mittels des RNase free DNase Kits (Quiagen, 

Hilden). Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen, wobei der Verdau entweder 

nach einer abgeschlossenen RNA-Isolation oder bei Verwendung des CHRISTAL RNA 

Mini Kits während des letzten Waschschritts auf der Filtersäule R für 15 min bei RT 

erfolgte. 

 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 2.2.3.4.

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 

260 nm bestimmt (SAMBROOK et al., 1989), da in diesem Bereich die aromatischen 

Ringe der Basen absorbieren. Bei einer RNA-Lösung entspricht eine OD260 von 1 einer 

Konzentration von 40 ng/µl, bei einer DNA-Lösung von 50 ng/µl. Der Quotient der OD260 

zur OD280 gibt Information über die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 

liegen. Liegt er unter 1,8 liefert dies einen Hinweis auf eine Verunreinigung der Probe 

durch Proteine oder organische Verbindungen. 
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 DNA Gelelektrophorese 2.2.3.5.

Die DNA Gelelektrophorese diente sowohl der Analyse von DNA als auch ihrer 

Präparation. Sie erfolgte in 1%igen Agarosegelen, die durch das Aufkochen von Agarose 

in TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM Na2EDTA; pH 8,0) hergestellt 

wurden. Die Gelelektrophorese fand bei einer konstanten Spannung von 100 Volt statt. 

Anschließend wurden die Gele zur Visualisierung der DNA in Ethidiumbromid gefärbt. 

Bei präparativen Gelen wurde die DNA ausgeschnitten und mit dem CRYSTAL Gel-

Extraktionskit (biolab products) aufgereinigt.  

 RNA Gelelektrophorese 2.2.3.6.

Die RNA Gelelektrophorese diente der Qualitätskontrolle der RNA und fand ebenfalls in 

Agarosegelen statt. Es wurden denaturierende Bedingungen durch die Zugabe von 

Formaldehyd gewählt und die RNA wurde vor der Elektrophorese für 10 min auf 65°C 

erhitzt, um eine Sekundärstrukturbildung zu vermeiden. Als Laufpuffer wurde 1 x MOPS 

verwendet. Die Proben wurden mit dem äquivalenten Volumen einer Ethidiumbromid-

haltigen 2 x Loading Dye Solution (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und konnten so 

visualisiert werden. 

 

Tabelle 2.6: Puffer für die RNA Gelelektrophorese 

Puffer Zusammensetzung 

10 x MOPS 0,20 M MOPS, 0,05 M Natriumacetat; 0,1 M EDTA, pH 7,0 

RNA Gel 
0,35 g Agarose/22 ml H20, 3,0 ml 10 x MOPS, 4,5 ml 37%iges 
Formaldehyd 

 Reverse Transkription 2.2.3.7.

Die reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgte mit SuperScript III Reverse 

Transkriptase (200 U/μl) der Firma Invitrogen oder dem Revert Aid H Minus Strand cDNA 

Synthesis Kit der Firma Thermo SCIENTIFIC. Es wurden Oligo(dT)-Primer verwendet 

und stets strikt nach Herstellerangaben vorgegangen.  

 Polymerase-Kettenreaktion 2.2.3.8.

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR; SAIKI et al., 1988) ist 

eine Methode zur exponentiellen Vervielfältigung von DNA-Teilbereichen. Es wurden 

standardmäßig die rekombinante Taq Polymerase MolTaq (Molzym) oder AccuPrime 

(Invitrogen) verwendet und nach Herstellerangaben vorgegangen. Abhängig von der 

Größe der zu amplifizierenden Teilbereiche, der Taq Polymerase sowie den 
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verwendeten Primern (Tabelle 6.1 bis 6.6, Anhang) wurde die Temperatur innerhalb der 

verschiedenen Schritte der Reaktion variiert. Zur Erhöhung der Ausbeute der PCR wurde 

in einigen Fällen eine nested PCR durchgeführt. Dies bedeutet, dass zwei PCRs 

aufeinander folgen. Dabei wird in der 2. PCR ein Primerpaar verwendet, das innerhalb 

des in einer ersten PCR hergestellten DNA-Teilbereichs bindet.  

 Rapid amplification of cDNA ends (RACE) 2.2.3.9.

Zur Vervollständigung von 3'- und 5'-Enden der cDNA wurde die RACE Methode 

gewählt. Diese Methode beruht auf der selektiven Bindung eines 5'-RACE Adapters an 

die Monophosphatgruppe der mRNA, der zuvor die 5' Cap-Struktur entfernt wurde mit 

anschließender RT-PCR (MARUYAMA und SUGANO, 1994; VOLLOCH et al., 1994; 

SCHAEFER, 1995). Die RACE wurde mit dem Generacer Kit der Firma Invitrogen nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Für die 5' RACE wurden 5 µg isolierte RNA eingesetzt 

und in der RT-PCR wurden Random Hexamere als Primer verwedet. Für die 3' RACE 

wurden ebenfalls 5 µg RNA eingesetzt und mit Oligo(dT)-Primern revers transkribiert. Die 

Amplifikation von spezifischen Sequenzabschnitten erfolgte mit gen- und 

adapterspezifischen Primern in einer PCR und nested PCR (Tabelle 6.3 und 6.4, 

Anhang). 

 Klonierungen 2.2.3.10.

Klonierungen dienen dem gezielten Einbringen bestimmter DNA-Abschnitte in Vektoren, 

diese werden in Bakterienzellen transformiert, vervielfältigt und aufgereinigt. Dann 

können sie sequenziert werden. Bei den als Vektoren verwendeten Plasmiden handelt es 

sich um zirkuläre doppelsträngige extrachromosomale DNA-Moleküle, die sich in 

Bakterienzellen vervielfältigen lassen. 

2.2.3.10.1. TA-Klonierungen 

TA-Klonierungen machen sich die Eigenschaft der Taq DNA Polymerasen 

sequenzunabhängig am 3'-Ende der synthetisierten DNA ein überhängendes Adenosin 

anzuhängen zunutze. Dieses kann dann in einen linearisierten Vektor mit einem 5' 

Desoxythymidinüberhang ligiert werden. 

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurde hier das pGEM-T (Easy) Vector System der 

Firma Promega verwendet. Bei diesem erfolgt die Ligation des PCR-Fragments in den 

Vektor durch eine T4-DNA Ligase, die die Bildung einer Phosphodiesterbrücke aus einer 
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Hydroxid- und einer Phosphatgruppe katalysiert. Das Vorgehen erfolgte nach 

Herstellerangaben. 

2.2.3.10.2. Gerichtete Klonierungen  

Gerichtete Klonierungen wurden angewendet, um DNA-Fragmente in die 

entsprechenden Vektoren für eine Expression in S2 Zellen zu klonieren. Dabei wurden 

die DNA-Fragmente am 3'- und am 5'-Ende mittels PCR mit Schnittstellen für 

Restriktionsendonukleasen versehen (EcoRV und NotI). Der verwendete Vektor 

(pMT/V5-His B) wies Schnittstellen für dieselben Restriktionsenzyme auf. Die gewählten 

Restriktionsenzyme wiesen unterschiedliche Erkennungssequenzen auf. Vektor und 

Konstrukt wurden mit den beiden Restriktionsenzymen sequenziell verdaut und 

anschließend mittels einer T4-DNA Ligase ligiert. 

2.2.3.10.3. Restriktionsverdau 

Der Verdau von DNA-Fragmenten und Vektoren mit Restriktionsenzymen erfolgte zum 

einen zur Herstellung von Expressionskonstrukten und zum anderen, um zu überprüfen, 

ob das Integrat innerhalb eines Vektors die richtige Größe besaß. Für den Verdau 

wurden TypII-Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die doppelsträngige DNA an 

bestimmten Erkennungssequenzen schneiden. Die Restriktionsendonukleasen wurden 

von NEB (New England Biolabs) oder Fermentas (St. Leon Roth) bezogen. Es wurde 

nach Herstellerangaben vorgegangen. 

2.2.3.10.4. Ligation 

Die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren erfolgte mit einer T4-DNA Ligase. Dabei 

wurden ausschließlich Konstrukte mit komplementären überhängenden Enden (sticky 

ends) ligiert. Ligationsansätze hatten immer ein Volumen von 10 µl, wobei der Vektor in 

einer Konzentration von 50-100 ng und das zu ligierende Fragment in 3-5 fachen 

molarem Überschuss vorlag. Das Enzym sowie ein ATP-haltiger Puffer waren weitere 

Bestandteile. Die Reaktion erfolgte für 1 h bei RT oder über Nacht bei 4°C. 

2.2.3.10.5. Transformation 

Die Transformation bereits kompetenter Zellen (JM109, Promega oder 

Rosetta2(DE3)pLysS, Novagen) erfolgte mittels Hitzeschock. Dabei wurden die Zellen 

zunächst 20 min auf Eis aufgetaut, mit 1-6 µl Ligationsansatz versetzt und für 30-50 sec 
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auf 42°C erhitzt. Anschließend wurden sie 2 min auf Eis abgekühlt und auf ein 

Endvolumen von 275 µl mit L-Medium aufgefüllt. Zur Regeneration der Zellen und 

Ausbildung ihrer Antibiotika-Resistenz wurden sie für 60-90 min bei 37°C und 150 rpm 

inkubiert. Anschließend wurden sie auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika bzw. 

Indikatorplatten (vgl. 2.2.1.2.) ausplattiert und über Nacht bei 37°C gelagert. 

2.2.3.10.6. Präparation von Plasmid DNA 

Die Präparation von Plasmid DNA erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I der 

Firma PeqLab. Dieses beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse von Plasmiden 

(BIMBOIM und DOLY, 1979). Die DNA-Präparation erfolgte aus Übernachtkulturen (vgl. 

2.2.1.3.). Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. 

 Phenol-Chlorophorm Extraktion 2.2.3.11.

Um präparierte Plasmid DNA für weitere Versuche von störenden RNasen zu befreien, 

wurde eine Phenol-Chlorophorm Extraktion durchgeführt. Dieser schloss sich immer eine 

Fällung der DNA mit Alkohol an. Die Extraktion erfolgte über ein 2-Phasen System, bei 

dem die Proteine in der organischen Phase gelöst werden, während sich die DNA in der 

wässrigen Phase befindet. Die DNA wurde mit dem gleichen Volumen PCI (Phenol 

Chlorophorm Isoamylalkohol 25:24:1) versetzt und 5 min durch Vortexeren und 

Invertieren vermischt. Es folgte eine 10-minütige Zentrifugation bei RT. Die wässrige 

Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen CI (Chlorophorm 

Isoamylalkohol 49:1) versetzt, wieder vermischt und zentrifugiert. Die wässrige Phase 

wurde abgenommen und die darin vorhandenen Nukleinsäuren mit Ethanol gefällt. 

 Ethanolfällung von Nukleinsäuren 2.2.3.12.

Die Ethanolfällung diente der Reinigung der Nukleinsäuren von anderen Komponenten. 

Es wird sich dabei die schlechte Löslichkeit von Nukleinsäuren in Ethanol zunutze 

gemacht. Des Weiteren benötigen die Nukleinsäuren zweiwertige Kationen zum 

Ausfallen. Die Nukleinsäuren wurden mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2-5,4) 

versetzt und vermischt. Außerdem wurden 2,5 Volumen 100%iger Ethanol 

hinzugegeben. Die Fällung erfolgte über Nacht bei -80°C. In einem Zentrifugationsschritt 

bei 4°C und 20 000 x g wurden die gefällten Nukleinsäuren pelletiert und mit 5 Volumen 

70%igem Ethanol gewaschen. In einer weiteren Zentrifugation für 5 min bei 12 000 x g 

wurden die restlichen Salze gelöst, das Pellet getrocknet und in H2O resuspendiert. 
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 Sequenzierung 2.2.3.13.

Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma GATC Biotech, Konstanz, 

durchgeführt. Die Sequenzierung erfolgte dort nach der Kettenabbruchmethode 

(SANGER et al., 1977). Die für die Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tabelle 

6.6, Anhang zu finden. 

2.2.4. Analyse der relativen Genexpression mittels Realtime qRT-
PCR 

In einer Realtime qRT-PCR (WANG et al., 1989; HIGUCHI et al., 1993) wurde die 

quantitative Genexpression analysiert. Bei dieser Methode werden PCR-Produkte 

während ihrer Entstehung (in „realtime“) hochspezifisch detektiert. Es wurde die SYBR 

Green Methode in Kombination mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Darmstadt) verwendet, wobei während der exponentiellen Phase der PCR 

die Fluoreszenz des in die doppelsträngige DNA interkalierenden SYBR Greens 

detektiert und verarbeitet wird. Es wurden die relativen Genexpressionen der Gene 

Hämocyanin 1 und 2 (SdeHc1 und 2), der Prophenoloxidase 1, 2 und 3 (SdePPO1-3) 

sowie der Referenzgene β-Actin und RPLP0 im Ei und in der Mitteldarmdrüse des 

Hundertfüßers S. dehaani untersucht. Hierfür wurden 775 ng RNA isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Von allen zu untersuchenden Proben wurden Tripletts angelegt, die zur 

Reduktion des Pipettierfehlers aus einem Mastermix stammten. Für eine PCR wurden 

10 µl SYBR Green, 1 µl cDNA, 0,5 µl Primer forward (10 µM), 0,5 µl Primer reverse 

(10 µM) sowie 8 µl Wasser eingesetzt. Ebenfalls wurde pro Gen ein Triplett einer „No 

Template Control“ (NTC, Negativkontrolle), die keine cDNA enthielt, angelegt. 

Des Weiteren wurden Standardproben mitgeführt (Plasmide, die das entsprechende 

Genfragment enthielten), von denen die genaue Kopienzahl/µl bekannt war. Von ihnen 

wurde eine serielle 10-fach Verdünnung von 108 bis 103 angesetzt und eine 

Standardkurve erstellt. Mit Hilfe dieser Standardkurve konnte die absolute Kopienanzahl 

in den Proben sowie die PCR-Effizienz errechnet werden.  

Die qRT-PCR erfolgte in 96-Well-Platten (biolab products) nach dem in Tabelle 2.7 

beschriebenen Standardprogramm. 
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Tabelle 2.7: Standardprogramm bei einer qRT-PCR Reaktion 

Reaktionsschritt Dauer  Temperatur 

Primäre Denaturierung 10 min 95°C 

Denaturierung 

40 Z
yklen 

15 sec 95°C 

Annealing  15 sec 58°C 

Elongation (Detektion) 30 sec 72°C 

Finale Elongation 10 min 72°C 

 

Der PCR schloss sich eine Schmelzpunktanalyse aller Proben an, um mögliche 

Primerdimere sowie unspezifische Amplifikate zu identifizieren. 

 Auswertung der qRT-PCR Daten 2.2.4.1.

Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte mit der ∆∆Ct-Methode (LIVAK und 

SCHMITTGEN, 2001), bei der die relative Genexpression evaluiert wird. Dafür wurden 

die aus den technischen Replikaten gemittelten Ct-Werte verwendet. Die so errechneten 

relativen Expressionsverhältnisse wurden mit den absoluten Kopienzahlen multipliziert 

und auf Kopienzahlen pro µg eingesetzter RNA gebracht. Bezogen wurde die relative 

Genexpression auf die Mitteldarmdrüse. Die Auswertung erfolgte sowohl mit dem 

Referenzgen β-Actin als auch mit RPLP0.   

2.2.5. Sequenz- und phylogenetische Analyse 

Ermittelte Sequenzen wurden zunächst mit einer Online-Software 

(http://web.expasy.org/translate/) in Aminosäuresequenzen translatiert und dann auf 

Proteinebene analysiert. Dazu zählte die Überprüfung von Länge und theoretischer 

Molekülmasse sowie die Suche nach putativen Signalpeptiden 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) und N-Glykosylierungsstellen 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Zum Vergleich einzelner Sequenzen 

miteinander wurden Sequenzalignments mit der Online-Software MAFFT version 7 

(KATOH und STANDLEY, 2013) erstellt und in der Software GeneDocV. 2.7.000 

(NICHOLAS et al., 1997) bearbeitet. 

Das als Grundlage für den in dieser Arbeit erstellten Stammbaum fungierende multiple 

Sequenzalignment wurde mit Sequenzdaten von Cheliceraten-, Pancrustaceen- und 

Myriapodenhämocyaninen sowie mit Phenoloxidasesequenzen von Pancrustaceen und 

Myriapoden ergänzt. Aus diesem Alignment wurde mit der Software MrBayes Version 
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3.1.2 (HUELSENBECK und RONQUIST, 2001) unter Annahme des WAG-Modells 

(WHELAN und GOLDMAN, 2001) und einer Gamma-Verteilung der Substitutionsraten 

ein Stammbaum erstellt. Diese auf der Bayes´schen Analyse basierende Software 

berechnet Wahrscheinlichkeiten der Aufspaltungen eines Stammbaumes, welche als 

posterior probabilities bezeichnet werden. Die Wahrscheinlichkeiten des Stammbaums 

werden mit der Wahrscheinlichkeit der Daten bei einem gegebenen Stammbaum 

multipliziert und das Produkt durch die Summe aller Wahrscheinlichkeiten geteilt. Da sich 

das Produkt nicht errechnen lässt, wird mit Hilfe des Metropolis-Hastings-Green-

Algorithmus, eine Variation der Metropolis-Coupled Markov Chain Monte Carlo 

Simulation, dieser Wert angenähert. Es werden eine cold chain und drei heated chains 

verwendet, um den größtmöglichen likelihood-Wert für einen Stammbaum zu finden. Es 

wurden 5 Millionen Generationen analysiert, von der jede 100ste Generation in die 

Berechnung mit einbezogen wurde, da aufeinander folgende Generationen korrelieren. 

Von den 50 000 erstellten Stammbäumen wurden die ersten 10 000 als burnin verworfen 

und aus den verbleibenden 40 000 ein Konsensusbaum berechnet. 

2.2.6. Rekombinante Expression von Proteinen im prokaryotischen 
System 

Die rekombinante Expression des larvalen Serumproteins 2 (LSP2) von D. melanogaster 

bzw. der Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas erfolgte in dem E. coli T7/pET-

System in dem Expressionsstamm Rosetta2(DE3)pLysS in 1 l bzw. 100 ml Kulturen 

(abgewandelt nach HEFENBOCK, 2008). Diese wurden mit Übernachtkulturen versetzt 

und wuchsen, bis sie eine optische Dichte von OD600 zwischen 0,6 und 0,8 erreicht 

hatten. Die Expression wurde durch die Zugabe von 0,4 mM Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und für 12 h bei 27°C bzw. 3 h bei 37°C 

durchgeführt. Vor der Zugabe des IPTGs bzw. nach Abschluss der Expression wurde 

eine Induktions-, bzw. Expressionskontrolle abgenommen und direkt mit Probenpuffer 

(4 x Lämmli) versetzt. 

 Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster  2.2.6.1.

Nach der Expression wurden die Bakterienzellen bei 4°C und 4500 x g eine Stunde 

pelletiert, in 20 mM Tris/HCl, pH 8,5 resuspendiert und für min. eine Nacht bei -20°C 

gelagert. Dem 2-stündigen DNase-/RNase-Verdau bei 37°C ging der Aufschluss der 
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Zellen durch Sonifizieren voraus. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4000 x g 

und 4°C für 60 min, bei dem der lösliche Proteinüberstand abgetrennt wurde. 

 Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas  2.2.6.2.

Im Anschluss an die Expression wurden die Bakterienzellen für 1 h bei 4°C und 4000 x g 

zentrifugiert und das Pellet in Stabilisierungspuffer (100 mM Tris/HCl, pH 8, 10 mM 

CaCl2, 10 mM MgCl2) resuspendiert. Es folgte der Aufschluss der Zellen durch 

Sonifizieren und ein DNase-/RNase-Verdau für 15 min bei RT. Der lösliche 

Proteinüberstand wurde von den Zelltrümmern durch 60-minütiges Zentrifugieren bei 

4000 x g und 4°C abgetrennt. 

2.2.7. Expression der Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im 
prokaryotischen System unter Anwesenheit von CuCl2  

Die rekombinante Expression des PelHc4 fand wie unter 2.2.6. beschrieben statt. 

Allerdings wurde zusätzlich zur Induktion der Expression durch das IPTG auch 20 µM 

CuCl2 zu den Bakterienzellen gegeben (nach DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012). 

Anschließend wurde wie für das Hämocyanin beschrieben vorgegangen. 

2.2.8. Expression der Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas in 
Insektenzellen 

 Transfektion der S2 Zellen  2.2.8.1.

Die Transfektion der Wildtyp (WT) S2 Zellen mit verschiedenen Palinurushämocyanin-

Konstrukten (Tabelle 2.8; im Vektor pMT/V5-His B) erfolgte mit dem Nanofection Kit der 

Firma PAA (Pasching) nach Angaben des Herstellers. Gleichzeitig wurden die WT S2 

Zellen mit dem pCoHygro Vektor transfiziert, welcher das E. coli Hygromycin-

Resistenzgen trägt (GRITZ und DAVIES, 1983). Dieser verleiht den transfizierten Zellen 

die Möglichkeit mit dem Antibiotikum Hygromycin B selektiert zu werden (PALMER et al., 

1987). Außerdem wurde zu Kontrollzwecken ein Leervektor transfiziert. Das hier zur 

Transfektion verwendete Nanofectin Kit besteht aus einem positiv geladenen Polymer, 

das DNA binden kann und sich in einem Nanopartikel befindet. Dieser Nanopartikel 

schützt die eingebettete DNA vor Degradation durch Nukleasen und begünstigt aufgrund 

seiner geringen Größe die Aufnahme in die Zellen. 
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Tabelle 2.8: Modifikationen der verschiedenen Expressionskonstrukte 

Konstrukt PelHc4 Modifikationen 

Strep II Kozak C-terminaler Strep-tag II angefügt, modifizierte Kozaksequenz 

Strep II C-terminaler Strep-tag II angefügt 

His Kozak C-terminaler His-tag angefügt, modifizierte Kozaksequenz 

His C-terminaler His-tag angefügt 

 Selektion der transfizierten S2 Zellen 2.2.8.2.

Die Selektion der transfizierten S2 Zellen erfolgte mit dem Antibiotikum Hygromycin-B. 

Dieses wurde in einer Endkonzentration von 300 µg/ml im Vollmedium eingesetzt. Dabei 

wurde alle fünf Tage das Medium mit Antibiotikum gewechselt. Neben den transfizierten 

S2 Zellen wurden bei der Selektion ebenfalls WT Zellen kultiviert. Sobald diese im 

Vitalitätstest mit Trypanblau als „tot“ identifiziert wurden, konnte die Selektion beendet 

werden. Eine Selektion dauerte in der Regel drei bis vier Wochen. Anschließend konnten 

die Zellen passagiert und Dauerkulturen angelegt werden. 

 Expression in S2 Zellen 2.2.8.3.

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten pMT/V5-His B Vektor handelt es sich um 

einen Vektor, der den Vorteil einer induzierbaren Expression des rekombinanten Proteins 

durch den Metallothioninpromotor bietet (MARONI et al., 1986; BUNCH et al., 1988). Die 

Induktion der Expression erfolgt mit 500 µM CuSO4 (Endkonzentration). Vor der 

Expression wurden die Zellen gewaschen, gezählt und auf eine Zelldichte von ca. 2 x 

106 Zellen/ml gebracht. Sie wurden in 25 ml Ansätzen in 175 cm2-Kulturflaschen 

überführt. Es erfolgte zunächst eine Inkubation für 6 h bei 27°C, dann wurden die Zellen 

mit dem steril filtrierten CuSO4 versetzt. Die Expression dauerte zwischen 24 und 96 h. 

Anschließend wurden die Zellen bei 100 x g für 5 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml 

50 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,5 aufgenommen. Das Pellet sowie die Überstände wurden 

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

2.2.9. Herstellung der Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im 
in vitro Expressionssystem 

Ein weiterer Ansatz zur Herstellung von richtig gefaltetem P. elephas Hämocyanin war 

die Nutzung des in vitro Expressionssytems der Firma NEB (New England Biolabs). 
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Dieses zellfreie Transkriptions-/Translationssytem stammt aus E. coli und bietet die 

Möglichkeit in relativ kurzer Zeit nicht modifizierte Proteine herzustellen. Die Translation 

wird dabei durch die Zugabe der DNA initiiert. Das Vorgehen erfolgte wie vom Hersteller 

angegeben. 

2.2.10. Aufreinigung von Proteinen 

 Gelfiltrationschromatographie 2.2.10.1.

Bei der Gelfiltrationschromatographie handelt es sich um eine Methode zur 

Größenfraktionierung von Molekülen. Dabei können große Moleküle die Matrix einer 

Säule schneller passieren als kleinere. Die Matrix wird aus porösen Kügelchen eines 

Kohlenhydratpolymers gebildet, in die kleine Moleküle eindringen können, größere aber 

nicht. Dadurch entsteht eine Korrelation zwischen Zeitpunkt der Elution von der Säule 

und Größe der Proteine. Die Gelfiltration wurde mit der ÄKTApurifier (GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala) unter Verwendung einer „HiLoadTM 26/60 Superdex 200 prep 

grade“ Säule (GE Healthcare, Freiburg) durchgeführt. Die Äquilibrierung der Säule 

erfolgte mit 1 l Dialysepuffer (steril filtriert). Es wurde max. 1 ml Proteinprobe auf die 

Säule gegeben. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min und es wurde in einem 

Volumen von 3 ml fraktioniert.  

 Affinitätschromatographie mittels Strep-tag II 2.2.10.2.

Die Aufreinigung von Konstrukten mit einem Strep-tag II erfolgte über eine Strep-Tactin-

Affinitätschromatographie. Bei dieser Chromatographie handelt es sich um ein 

modifiziertes Streptavidin-Biotin-System. In diesem weist die als Strep-tag II bezeichnete 

Peptidsequenz (NH2-Asn-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-COOH; SCHMIDT et al., 

1996) eine hohe Affinität zu dem Streptavidinderivat Strep-Tactin auf. Da das 

Säulenmaterial der hier verwendeten Säulen daraus besteht, binden Proteine, die mit 

einem Strep-tag II versehen sind, reversibel an dieses Material. Die Elution erfolgte mit 

Desthiobiotin. Bei der Verwendung der manuellen gravity flow columns der Firma IBA 

und der StrepTrap HP der Firma GE Healthcare wurde nach Herstellerangaben 

vorgegangen. Dabei wurden alle Puffer selber ohne EDTA angesetzt und vor Gebrauch 

steril filtriert.  
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2.2.11. Rekonstitution des LSP2 

Nach abgeschlossener Aufreinigung und Einengen auf ca. 1 ml mittels Amicon Ultra 50 

(Millipore, Schwalbach), wurde das LSP2 zur Rekonstitution gegen einen Natrium- und 

Kaliumphosphat-haltigen Puffer in Anwesenheit von N-Phenylthioharnstoff und 

Dithiotreitol dialysiert (Tabelle 2.9). Die Dialyse erfolgte in einem Dialyseschlauch mit 

einem molekularen Ausschlussgewicht von 10 kDa für 96 h bei 4°C. Anschließend wurde 

die umgepufferte Probe aus dem Dialyseschlauch entnommen und einer 

Größenfraktionierung unterzogen, um einzelne Untereinheiten von zusammen-

gelagerten Hexameren zu trennen. Das rekonstituierte LSP2 konnte dann für 

Strukturanalysen eingesetzt werden. 

 

Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Puffer für die Dialyse 

Puffer Zusammensetzung 
Kaliumphosphatpuffer, 
pH 4,8 140 mM NaCl, 15 mM KH2PO4 

Natriumphosphatpuffer, 
pH 9,0 

140 mM NaCl, 18,81 mM Na2PO4 

Dialysepuffer, pH 6,3 
10 mM MgCl2, 1 l Kaliumphosphatpuffer, pH 4,8, 300 ml 
Natriumphosphatpuffer, pH 9,0; Stabilisatoren: 15% N-
Phenylthioharnstoff; 15% Dithiotreitol 

2.2.12. Kupfereinbauversuche in das rekombinant hergestellte 
PelHc4 

 Kupfereinbau nach JENSEN et al. (1999) 2.2.12.1.

Bei Kupfereinbauversuchen nach JENSEN et al. (1999) wurde generell ein Puffer 

verwendet, welcher sich aus 1 M NaCl, 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 200 µM CuCl2 sowie 

10 mM Ascorbinsäure (TrisCuCl4
3--Puffer) zusammensetzte . Es gab 2 Versuchsansätze 

(A und B), die jeweils noch variiert wurden (Tabelle 2.10). 

In Versuchsansatz A wurde 1 mg rekombinant hergestelltes Hämocyanin verwendet. 

Dieses wurde 1:10 mit dem TrisCuCl4
3--Puffer versetzt und bei 10°C jede Stunde die 

Absorption bei 340 nm gemessen bzw. alle 24 h ein Absorptionsspektrum mit einem 

UV/VIS Spektrometer gemessen. 

Versuchsansatz B wurde wie Versuchsansatz A durchgeführt, zusätzlich wurde dem 

Puffer noch 1 M PPS (3-(1-Pyridinio)-1-propansulfonat) zur Erhöhung der Löslichkeit des 

Proteins zugesetzt. 
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Tabelle 2.10: Variationen der Versuchsansätze A und B 

Versuchsansatz  Variation 1 

A Protein auf pH 6 umgepuffert, um 
Kupfereinbau zu unterstützen 

B 
Protein auf pH 6 umgepuffert, um 
Kupfereinbau zu unterstützen 

 

Neben den Variationen A/A1 und B/B1 gab es noch weitere Modifikationen dieses 

Versuchs. So wurde das Hämocyanin (1 mg in 1 ml) gegen den TrisCuCl4
3--Puffer bei 

4°C für unterschiedliche Zeiträume dialysiert. Außerdem erfolgte der Versuch in einem 

TrisCuCl4
3--Puffer mit einem pH Wert von 7,0. Auch wurde die Konzentration der 

Ascorbinsäure von 10 mM auf 100 µM reduziert. 

 Kupfereinbau nach WIGFIELD und GOLTZ (1993) 2.2.12.2.

Bei diesem Ansatz gab es drei Versuche, die sich in ihrem pH Wert von 6,0, 6,5 und 7,0 

unterschieden. Es wurden 1,25*10-5 M rekombinantes PelHc4 in 50 mM Tris/HCl 

(verschiedener pH Werte) eingesetzt. Davon wurden 0,2 ml mit 20 µl einer 1,25*10-4 M 

CuSO4-Lösung versetzt und bei 10°C alle 1 h die Absorption bei 340 nm gemessen. In 

einem weiteren Versuch wurden dieselben Bedingungen gewählt. Hier wurde die 

Absorption jedoch nicht nur bei einer Wellenlänge gemessen, sondern es wurden alle 

24 h Absorptionsspektren zwischen 250 und 700 nm gemessen. 

 Kupfereinbau nach BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) 2.2.12.3.

Das in Bakterienzellen rekombinant exprimierte und über eine Affinitätschromatographie 

aufgereinigte PelHc4 wurde wie von BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) 

beschrieben 10 µM eingesetzt und mit 40 µM Cu(I) und 200 µM Glutathion versetzt 

(BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992). Nach 4, 6 und 24 h wurden 

Absorptionsspektren gemessen. 

2.2.13. Biochemische Methoden 

 Entnahme von Körperflüssigkeit bei S. dehaani 2.2.13.1.

Das Tier wurde bei -20°C für 5 min sediert. Da die Entnahme der Hämolymphe mit einer 

Spritze nicht möglich war, wurde das Tier seziert und in kleine Gewebestücke zerteilt. 

Diese wurden in einer Zentrifugationssäule für 10 min bei 10 000 x g und 4°C 

zentrifugiert. Im Durchfluss war die Körperflüssigkeit enthalten. Diese wurde 1:2 mit 
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Myriapoden-Stabilisierungspuffer (100 mM Tris/HCl, pH 7,5; 20 mM CaCl2, 20 mM 

MgCl2) sowie 1 mM Pefabloc versetzt. Anschließend wurde sie für 15 min bei 14 000 x g 

und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde entweder direkt verarbeitet oder bei -20°C 

gelagert. 

 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 2.2.13.2.

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen erfolgte photometrisch. In einer 

Proteinlösung ist die Absorption bei 280 nm abhängig von der Anzahl der aromatischen 

Aminosäuren. Es wird davon ausgegangen, dass bei einer Küvettenschichtdicke von 

1 cm eine OD280 von 1 einer Hämocyaninkonzentration von ca. 1,1 mg/ml entspricht 

(LOEWE, 1978). 

 UV/VIS Spektroskopie 2.2.13.3.

Bei einem Zweistrahl UV/VIS Spektrometer strahlt die Lichtquelle ultraviolettes, 

sichtbares und nahinfrarotes Licht, welches zunächst durch einen Monochromator 

geschickt wird. Dieser lässt nur Lichtstrahlen der zu messenden Wellenlängen durch. 

Anschließend fällt der Lichtstrahl auf einen Sektorspiegel. Dieser lässt den Lichtstrahl 

abwechselnd durch die Probe und einen Vergleichswert fallen. Die nicht von der Probe 

bzw. vom Vergleichswert absorbierten Strahlen verschiedener Wellenlänge und 

Intensität werden vom Detektor empfangen, abgeglichen und in einem Spektrum 

verarbeitet, wobei der Vergleichswert die Nullkurve darstellt. Die zu messende Probe 

sowie der Vergleichswert befinden sich in einer Quarzküvette. Bei dem verwendeten 

Gerät wird die Strahlung im VIS Bereich durch eine Halogenlampe und im UV-Bereich 

durch eine Deuteriumlampe erzeugt. Für die Absorptionsspektren wurden 

Proteinlösungen unterschiedlicher Konzentration in der Regel in einem Bereich von 250 

bis 700 nm gemessen. Bei den Kupfereinbauversuchen wurden 700 μl des 

Versuchsansatzes gegen 700 μl der Negativkontrolle gemessen. 

 SDS PAGE 2.2.13.4.

Die SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen in 

Anwesenheit von 0,1% (w/v) SDS unter denaturierenden Bedingungen (LAEMMLI, 1970) 

nach ihrer molekularen Masse. Es wurden 7,5%- und 10%ige Trenngele sowie 3,9%ige 

Sammelgele verwendet (Tabelle 2.11).  
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Tabelle 2.11: Pipettierschema für zwei SDS-Gele 

Reagenzien 
7,5%iges 
Trenngel 

10%iges 
Trenngel 

3,9%iges 
Sammelgel 

Acrylamid-Bisacrylamid 
1,5 M Tris, pH 8,5 
0,5 M Tris, pH 6,8 
10% SDS 
dest. H2O 

  2,0 ml 
1,75 ml 
----- 
    80 µl 
3,92 ml 

2,66 ml 
1,75 ml 
----- 
    80 µl 
3,42 ml 

     0,45 ml 
----- 
       0,8 ml 
        30 µl 
         2 ml 

TEMED  
10% APS 

      8 µl 
    80 µl 

      8 µl 
    80 µl 

          3 µl 
        30 µl 

Gesamtvolumen   ca. 8 ml   ca. 8 ml    ca. 3,3 ml 

 

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit β-Mercaptoethanol-haltigen 4 x 

Lämmli-Probenpuffer versetzt, für 5 min auf 95°C erhitzt und anschließend auf Eis 

abgekühlt. Die Gelelektrophorese erfolgte in vertikalen Laufkammern in einem 

Tris/Glycin-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von 120 V für 90-140 min. 

Anschließend wurden die Gele 1 h in Coomassie Färbelösung gefärbt, für eine Stunde 

entfärbt und in Aufbewahrungslösung bis zur Dokumentation gelagert. 

 
Tabelle 2.12: Zusammensetzung der Puffer für die SDS-PAGE 

Puffer Zusammensetzung 

1 x SDS-Laufpuffer 23 mM Tris, 190 mM Glycin, 0,2% SDS 

4 x Lämmli-
Probenpuffer 

1,25 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8, 1,00 ml Glycerin, 0,25 ml dest. H2O, 1 
Spatelspitze Bromphenolblau, 10% β -Mercaptoethanol 

Coomassie-
Färbelösung 

2 g Coomassie Brilliant Blue R 250, 400 ml Methanol, 100 ml 
Essigsäure (100%), 500 ml dest. H2O, vor Gebrauch filtrieren 

Entfärbelösung 10% Essigsäure, 25% Isopropanol 

Aufbewahrungslösung 7,5% Essigsäure 

 Native PAGE 2.2.13.5.

Bei der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese bleibt bei der Auftrennung der Proteine 

ihre native Konformation erhalten. Es findet also im Gegensatz zu einer PAGE unter 

denaturierenden Bedingungen keine Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe statt. 

Die native PAGE erfolgte mit den gleichen Puffern wie die SDS PAGE, allerdings wurde 

bei allen Puffern auf den Zusatz des Detergens SDS verzichtet. Die Proben, in einem 

Probenpuffer (5 x) aus 50% Glycerin (v/v) und 0,1% Brompenolblau (w/v), wurden nicht 

aufgekocht, sondern auf Eis gelagert. Die PAGE fand bei 4°C für 127 min statt. 

 Western Blot 2.2.13.6.

Der Western Blot ist eine Methode, um Proteine nach einer SDS PAGE elektrophoretisch 

auf eine Membran zu übertragen und anschließend immunologisch sichtbar zu machen. 
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Hier wurde eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengröße von 0,45 µm verwendet. 

Der Western Blot erfolgte nach dem Semi-Dry Verfahren (KYHSEANDERSEN, 1984). 

2.2.13.6.1. Elektrophoretischer Transfer 

Nach der SDS PAGE wurden Gel, Membran und Filterpapier für 10 min in Transferpuffer 

inkubiert. Für den Transfer wurde der Blot so aufgebaut, dass eine senkrecht angelegte 

Spannung dazu führte, dass die Proteine aus dem Gel auf die Membran wanderten. Zur 

Überprüfung des Transfers konnten die Proteine auf der Nitrocellulosemembran 

reversibel mit Ponceau S angefärbt werden (Tabelle 2.13). 

2.2.13.6.2. Immunologische Detektion 

Die immunologische Detektion von Proteinen auf der Membran fand mit einem 

Antikörper gegen das Hämocyanin von S. coleptrata, gegen das von P. elephas oder mit 

dem kommerziell erworbenen Antikörper Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat 

der Firma IBA statt. Bei letzterem wurde die Immundetektion nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Bei der Verwendung der Hämocyanin-Antikörper wurde die Membran 

zunächst mit 2-5% Milchpulver mit oder ohne 0,5% TWEEN in 1 x TBS für 1 h bei RT, 

zur Vermeidung unspezifischer Bindungen, abgesättigt. Es folgten 90 min Inkubation im 

Erstantikörper, verdünnt 1:10 000 bis 1:5000 in 1 x TBS. Dieser bindet spezifisch an das 

entsprechende Hämocyanin, weist aber auch konservierte Bereiche auf, gegen die der 

Zweitantikörper (aus einer anderen Spezies) gerichtet ist. Dieser wiederum ist an ein 

Enzymsystem (Alkalische Phosphatase) gebunden, das in einer Farbreaktion reagiert. 

Nach der Inkubation mit dem Erstantikörper wurde 4 x 5 min in 1 x TBS gewaschen und 

dann der Zweitantikörper Anti-Rabbit-AP (1:10 000) hinzugegeben. Es folgte ein weiterer 

4-facher Waschschritt in 1 x TBS, dann wurde die Membran in AP-Reaktionspuffer 

äquilibriert und anschließend erfolgte die Visualisierung in der Detektionslösung. Die 

Reaktion wurde durch die Umlagerung der Membran in H2O gestoppt.  
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Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Puffer für den Western Blot 

Puffer Zusammensetzung 

Transferpuffer 
2,9 g Glycin, 5,8 g Tris, 0,37 g SDS, 200 ml Methanol, 800 ml dest. 
H2O 

Ponceau S 5% Essigsäure, 0,02% Ponceau S 

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

NBT 75 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid 

BCIP 50 mg/ml BCIP in reinem Dimethylformamid 

AP-Reaktionspuffer 100 mM Tris/HCl, pH 9,5, 100 mM NaCl 

Detektionslösung 10 ml AP-Puffer, 33 μl BCIP, 66 μl NBT 

 Veränderung der Konzentration von Proteinlösungen 2.2.13.7.

Für viele Versuche mussten Proteine in hoher Konzentration bzw. in geringen Volumina 

eingesetzt werden. Dies erfolgte bei Volumina unter 500 µl durch Vakuumzentrifugation 

und bei größeren Volumina mit Amicon Ultra 50 Zentrifugationsröhrchen (Millipore, 

Schwalbach). Diese haben einen Filter mit einer Ausschlussmasse von 50 kDa, d.h. nur 

Moleküle, die eine molekulare Masse unter 50 kDa haben, können diesen passieren. 

 Aktivitätsnachweis von Phenoloxidasen 2.2.13.8.

Generell gibt es zwei Möglichkeiten, um die Aktivität von Phenoloxidasen nachzuweisen: 

den Dopachrom-Assay (MASON, 1948) und den MBTH-Assay (PIFFERI und 

BALDASSARI, 1973). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschließlich der MBTH-Assay 

verwendet, welcher ca. achtmal sensitiver als der Dopachrom-Assay ist. Dies beruht auf 

dem höheren molaren Extinktionskoeffizienten des Farbstoffs. Er entsteht in einer 

Reaktion zwischen Besthorns-Hydrazon mit Dopachinon. Dabei reagiert das D,L-Dopa, 

das von der Phenoloxidase zu Dopachinon umgesetzt wurde, mit dem Besthorn-

Hydrazon (MBTH) zu einem rosa Farbstoff. Dieser ist stabil und reagiert nicht weiter. Wie 

von JAENICKE (2002) beschrieben, wurde hier auf den Zusatz von 2% (v/v) 

Dimethylformamid verzichtet und 0,45 mM MBTH eingesetzt. Der Aktivitätsnachweis 

erfolgte in nativen Polyacrylamidgelen oder auf einer Nitrocellulose-Membran. Als 

Positivkontrolle wurde in beiden Fällen kommerziell erworbene Champignon Tyrosinase 

eingesetzt (30 ng). Beim Nachweis in einem nativen Polyacrylamidgel wurde dieses nach 

abgeschlossener Elektrophorese zunächst für 15 min in 0,1 M Phosphatpuffer inkubiert 

und anschließend in die Färbelösung gegeben bis die Signale erschienen. Auf die 

Nitrocellulosemembran wurden zu 5 µl Probe dasselbe Volumen Färbelösung gegeben. 

Als Negativkontrolle fungierten 5 µl Färbelösung. 
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung der Puffer für den MBTH-Assay 

Puffer Zusammensetzung 
0,1 M Phosphatpuffer, 
pH 7 

61,5 mM Na2HPO4, 38,5 mM NaHPO4 

Dopaminpuffer 500 mM Dopamin in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7 (eiskalt) 

Färbelösung 1 ml Dopaminpuffer, 0,45 mM MBTH, 10 mM SDS, 3% Ethanol 

2.2.14. Aufnahme von Sauerstoffbindungskurven 

Sauerstoffbindungskurven wurden nach der fluorimetrisch polarographischen Methode 

gemessen (LOEWE, 1978). Diese Methode beruht darauf, dass deoxygeniertes 

Hämocyanin bei Anregung mit Licht einer Wellenlänge um die 290 nm fluoresziert. Die 

Intensität dieser Fluoreszenz nimmt mit steigender Sauerstoffsättigung des Hämocyanins 

linear ab. Die Fluoreszenz wurde mit einem Standard Fluorimeter bei 338 nm gemessen, 

während die Sauerstoffsättigung der Hämocyaninlösung simultan mit einer 

Sauerstoffelektrode determiniert wurde. Aus der sich ergebenden 

Sauerstoffbindungskurve wurde der Halbsättigungswert P50 abgelesen und nach 

Umwandlung in einen Hill-Plot die Kooperativität bestimmt. Sauerstoffbindungskurven 

wurden von Prof. Dr. N. Hellmann, Universität Mainz, angefertigt. 

2.2.15. Strukturanalysen 

 Circhulärdichroismus-Spektroskopie  2.2.15.1.

Circhulärer Dichroismus (CD) kann beobachtet werden, wenn optisch aktive Substanzen 

links und rechts circhulär polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbieren (ATKINS 

und DE PAULA, 2005). Aus CD-Spektren erhält man Informationen über die 

Sekundärstruktur von Peptiden, Proteinen und Nukleinsäuren. Diese Methode erfordert 

die Anwesenheit von Asymmetriezentren in einer Probe, da diese für die optische 

Aktivität verantwortlich sind. Bei Proteinen stellt jedes Cα ein Asymmetriezentrum dar. 

Entscheidend für das CD-Spektrum sind allerdings im Wesentlichen die 

Asymmetriezentren der Seitenketten. Ein CD-Spektrum wird in einem 

Wellenlängenbereich zwischen 190 und 250 nm gemessen. Mittels Dekonvolution wird 

aus den gemessenen Daten ein fit erstellt, der eine Aussage über den prozentualen 

Anteil an α-Helices, β-Faltblättern und Coils liefert. 
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CD-Spektren wurden von der AG Prof. Dr. Betzel, Institut für Biochemie und 

Molekularbiologie, der Universität Hamburg, durchgeführt. Dafür wurde eine 

Proteinlösung mit einer Konzentration von ca. 100 µg/ml und einem Volumen von ca. 

100 µl benötigt. 

 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 2.2.15.2.

Bei der hier durchgeführten Elektronenmikroskopie (EM) von Proteinlösungen muss die 

Probe zuvor mit einem Schwermetall, 1-2%igem Uranylacetat, negativ angefärbt werden, 

um ausreichend Kontrast zu schaffen. Der hochenergetische Elektronenstrahl trifft im EM 

auf die Probe, wobei die Elektronen umso mehr abgelenkt werden, je höher die 

Atommasse der Teilchen ist, auf die sie treffen. Das entstehende Zwischenbild wird 

durch das vorhandene Linsensystem noch stark vergrößert und kann digital sichtbar 

gemacht werden. Dunkle Bereiche zeigen eine hohe, hellere eine weniger hohe 

Elektronendichte an. Mit Elektronenmikroskopen kann eine Auflösung von bis zu 0,1 nm 

erreicht werden.   

Elektronenmikroskopische Bilder wurden im botanischen Institut der Universität Hamburg 

in Zusammenarbeit mit der AG Prof. Dr. Quader oder im Zoologischen Museum der 

Universität in Zusammenarbeit mit der AG Friedrich erstellt. Es wurden immer 

kommerziell erworbene bereits mit Kohlenstoff befilmte Grids (Science Services) 

verwendet. Diese wurden im Heinrich-Pette-Institut, Abteilung Elektronenmikroskopie, 

beglimmt. Proteinlösungen wurden in Konzentrationen zwischen 0,01 und 1 mg/ml auf 

die Grids aufgetragen. Dabei wurden 10 µl Proteinlösung auf das Grid getropft, 10 sec 

inkubiert und anschließend mit einem Kimtech Tuch abgesaugt. Dem folgten drei 

Waschschritte jeweils für 30 sec mit 20 µl H2O. Die Negativkontrastierung wurde mit 

10 µl 1-2%igem Uranylacetat für 10 sec durchgeführt. Anschließend wurden die Grids 

getrocknet und konnten bis zur Dokumentation bei RT gelagert werden. 

 3D-Rekonstruktion aus „negative staining“ 2.2.15.3.

Bei dieser Methode wird zunächst eine Vielzahl negativ gefärbter 

elektronenmikroskopischer Bilder mit einer sehr hohen Auflösung erzeugt. Mit den 

entsprechenden Computerprogrammen kann das Protein dann dreidimensional 

rekonstruiert werden, wobei ein molekulares Modell des Gesamtproteins entsteht. Aus 

diesem Modell lassen sich Positionen einzelner Aminosäuren sowie intramolekulare 

Verbindungen ablesen. 
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„Negative staining“ und 3D-Rekonstruktionen wurden von der AG Prof. Dr. Markl, 

Fachbereich Molekulare Biophysik, an der Universität Mainz durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 

 Etablierung von Expressions-, Aufreinigungs- und 3.1.
Rekonstitutionssystemen für Vertreter der 
Hämocyanin-Superfamilie 

Um Struktur- und Funktionsanalysen an Proteinen durchzuführen, ist es wichtig diese 

rekombinant herstellen zu können. Insbesondere beim Hämocyanin wäre es interessant 

den Mechanismus der Kupferbindung durch den Austausch einzelner Aminosäuren 

genauer zu untersuchen. Da sich die rekombinante Expression der Proteine aus der 

Hämocyanin-Superfamilie als schwierig erwies, existiert bisher nur die Strukturanalyse 

eines rekombinanten Hexamerins (RYU et al., 2009). Bei allen in dieser Arbeit 

verwendeten Proteinen war bereits gezeigt worden, dass eine rekombinante Expression 

möglich ist. Für das Hexamerin larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster konnte 

gezeigt werden, dass eine Expression und Rekonstitution im T7/pET-System möglich ist 

(HEFENBOCK, 2008). Auch die Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas konnte in 

ihrer Apoform in diesem System hergestellt werden (DIDIER, 2009). Die Phenoloxidase 

3 von D. melanogaster wurde in Drosophila-Zellen als funktionelles Enzym rekombinant 

exprimiert (ERTAS, 2009). Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Optimierung der 

rekombinanten Expression dieser Proteine der Hämocyanin-Superfamilie sowie der 

Etablierung eines Systems zum erfolgreichen Einbau von Kupfer.  

3.1.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster 

Das larvale Serumprotein 2 von D. melanogaster (DmeLSP2) ist ein Hexamerin und stellt 

somit ein kupferloses Protein der Hämocyanin-Superfamilie dar (ROBERTS et al., 1977; 

AKAM et al., 1978; MOUSSERON-GRALL et al., 1997). Es bildet eine aus sechs 

identischen Untereinheiten bestehende Quartärstruktur, wobei jede Untereinheit aus 697 

Aminosäuren besteht und eine theoretische molekulare Masse von 83,4 kDa mit 

Signalpeptid aufweist. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Expressionsskonstrukt 

wurde von HEFENBROCK (2008) hergestellt. Es bestand aus der für das LSP2 

kodierenden Sequenz, ligiert in den Vektor pET24a. Ihm fehlte das Signalpeptid, da 

dieses die rekombinante Expression im T7/pET-System behindert (HEFENBOCK, 2008). 
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Die theoretische molekulare Masse ohne Signalpeptid, jedoch mit Strep-tag II, betrug 

82,4 kDa.  

 DmeLSP2 - Rekombinante Expression im prokaryotischen System, 3.1.1.1.
Aufreinigung und Rekonstitution 

HEFENBROCK (2008) konnte zeigen, dass eine Expression von DmeLSP2 im 

prokaryotischen Expressionssystem möglich ist. Während sie auf den Bakterienstamm 

BL21(DE3)pLysS zurückgriff, wurde im Rahmen dieser Arbeit der effizientere 

Expressionsstamm Rosetta2(DE3)pLysS verwendet. Auch hier konnte nach der 

rekombinanten Expression für 12 h bei 27°C in 1,5 l Kulturen lösliches Protein im 

Zellüberstand nachgewiesen werden (Abb. 3.1A). Die Aufreinigung des Proteins erfolgte 

in einem Einschritt-Protokoll über eine Affinitätschromatographie mittels Strep-tag II und 

nicht wie von HEFENBROCK (2008) beschrieben über eine Ammoniumsulfatpräzipitation 

mit anschließender Anionenaustauschchromatographie. Durch diese vereinfachte 

Aufreinigung konnte der Verlust an Protein verringert werden. Nach abgeschlossener 

Aufreinigung lagen in der Regel über 6 mg LSP2 aus einer 1,5 l Expressionskultur vor. 

Gleichzeitig konnte reines DmeLSP2 erhalten werden (Abb. 3.1B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3.1: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der 
rekombinanten Expression von DmeLSP2 und anschließender Strep-tag Aufreinigung   
A) SDS PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zellüberstandes 
B) SDS PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 3) nach der Strep-tag 
Affinitätsaufreinigung. Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat. 
 

Die Rekonstitution der einzelnen mittels Affinitätschromatographie aufgereinigten LSP2-

Untereinheiten zu einem Hexamer erfolgte durch eine Dialyse für 96 h bei 4°C in 

Anwesenheit von N-Phenylthioharnstoff (N-PTH) und Dithiotreitol (DTT). Das N-PTH 

verhindert die Oxidation von Aminosäuren, während das DTT unterstützend auf die 
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Bildung von Disulfidbrücken wirkt. Der Dialyse schloss sich eine 

Gelfiltrationschromatographie an, um einzelne Untereinheiten von den rekonstituierten 

Hexameren zu trennen. Unter Verwendung des gleichen Puffersystems wurde zunächst 

mit Proteinen bekannter Größe ermittelt bei welchem Säulenvolumen diese eluierten. 

Daraus ergab sich, dass die Elution eines Großteils des DmeLSP2 bei ca. 450 kDa 

stattfand (Abb. 3.2 oben). Diese molare Masse entspricht in etwa der des DmeLSP2 

Hexamers. Die Elutionsfraktionen wurden proteinbiochemisch mittels SDS PAGE und 

Western Blot analysiert, um sicher zu stellen, dass es sich tatsächlich um das LSP2 

handelt (Abb. 3.2 unten). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DmeLSP2 - Strukturanalysen 3.1.1.2.

Die Struktur des rekombinant exprimierten und rekonstituierten DmeLSP2 wurde auf drei 

verschiedenen Wegen analysiert. Es wurde mittels Elektronenmikroskopie überprüft, ob 

sich tatsächlich Hexamere gebildet haben. Durch ein CD-Spektrum wurden in 

Abb. 3.2: oben: Chromatogramm der Gelfiltration 
des DmeLSP2 
Unten: Diskontinuierliche SDS PAGE (Mitte) und 
immunologischer Nachweis (rechts) des DmeLSP2 
in einer Fraktion der Gelfiltrationschromato-
graphie. Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin 
Alkalische Phosphatase Konjugat. 
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Kooperation mit der AG Betzel, Biochemie, Universität Hamburg, Daten über die 

Sekundärstruktur generiert. Zur Überprüfung der Quartärstruktur wurde in Kooperation 

mit der AG Markl, molekulare Tierphysiologie, Uni Mainz, aus negativ gefärbten TEM-

Aufnahmen eine 3D-Rekonstruktion erstellt. Diese sollte Aufklärung darüber liefern, wie 

die Untereinheiten im Hexamer angeordnet sind und über welche Strukturen sie 

miteinander in Kontakt stehen. 

 

In elektronenmikroskopischen Bildern erkennt man das Hexamer des DmeLSP2 als 

quaderförmige Struktur mit Kantenlängen um die 10 nm (MOUSSERON-GRALL et al., 

1997). Wie bereits erwartet, konnten auch bei dem rekombinant exprimierten, 

rekonstituierten DmeLSP2 auf den elektronenmikroskopischen Bildern (Abb. 3.3) 

ähnliche Strukturen identifiziert werden. Sie wiesen ebenfalls Kantenlängen um die 

10 nm auf. HEFENBROCK (2008) konnte nach der Rekonstitution des rekombinanten 

DmeLSP2 in elektronenmikroskopischen Bildern neben diesen quaderförmigen 

Strukturen auch noch deutlich kleinere Strukturen erkennen, die sie als einzelne 

Untereinheiten definierte. Solche deutlich kleineren Strukturen sind nach dem hier 

verwendeten Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutionsprotokoll eindeutig nicht 

vorhanden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die elektronenmikroskopischen Bilder brachten erste Informationen über die 

Quartärstruktur des DmeLSP2, lieferten aber keine Information über die Faltung der 

einzelnen Untereinheiten. Um diese zu überprüfen, wurde ein CD-Spektrum erstellt, 

wobei das rekombinante, rekonstituierte DmeLSP2 in einer Konzentration von 100 mg/ml 

Abb.: 3.3: Elektronenmikrosko-
pische Bilder des rekombinant 
hergestellten und rekonstituierten 
DmeLSP2. 
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in einem Volumen von 100 µl eingesetzt wurde. Aus dem CD-Spektrum (Abb. 3.4) ergab 

sich, dass 44% des Proteins als α-Helix vorlagen und 10% als β-Faltblatt gefaltet waren. 

48% lagen als Turns und Random Coils vor. Diese Werte wurden mit der 

Sekundärstruktur eines aus der SWISS-MODEL Datenbank stammenden Modells für 

natives DmeLSP2 verglichen. Das Modell beruht auf der Kristallstruktur des Hexamerins 

Arylphorin des chinesischen Eichenseidenspinners Antheraea pernyi. Aus diesem geht 

hervor, dass 21% des Proteins als β-Faltblatt, 27% α-Helix und 52% als Random Coils 

vorliegen. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 3.4: CD Spektrum des rekombinanten rekonstituierten DmeLSP2. 

 

Aus negativ gefärbten TEM-Aufnahmen wurde die 3D-Struktur des DmeLSP2 

rekonstruiert (Abb. 3.5A-D). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich um ein 

Hexamer handelt. In die 3D-Struktur wurde die Sekundärstruktur der Untereinheiten 

„gefittet“. Dabei ist aufgrund der Auflösung von 20 Å nicht eindeutig zu erkennen, über 

welche Strukturen die Untereinheiten bei der Bildung des Hexamers in Kontakt stehen. In 

der Aufsicht (topview) erscheint das DmeLSP2 grob viereckig, in der Seitenansicht 

(sideview) hexagonal. 
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Abb. 3.5: 3D-Rekonstitution des LSP2 von D. melanogaster mit einer Auflösung von 20 Å 

A) und B) verschiedene Ansichten des Hexamers. A) Topview, B) Sideview 
C) und D) in die verschiedenen Ansichten des Hexamers wurde die Sekundärstruktur der 
einzelnen Untereinheiten eingebettet. 

3.1.2. Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas  

Das Hämocyanin der europäischen Languste P. elephas ist ein Hexamer, welches aus 

vier ähnlichen Untereinheiten besteht (MARKL et al., 1979; BELLELLI et al., 1988; 

NEUTEBOOM et al., 1989; KUSCHE et al., 2003b). Diese unterscheiden sich in weniger 

als 5% ihrer Aminosäuresequenzen voneinander. Die hier verwendete Untereinheit 4 

besitzt ein 15 Aminosäuren langes Signalpeptid, welches für die Expression im T7 

System und im in vitro Expressionssystem entfernt wurde. Sie hat eine theoretische 
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Molekülmasse von 79,83 kDa mit und 78,37 kDa ohne Signalpeptid (KUSCHE et al., 

2003b). Das für die Expression im prokaryotischen und in vitro System verwendete 

PelHc4 verfügte über einen Strep-tag II und kein Signalpeptid. Es wies eine theoretische 

molekulare Masse von 78,37 kDa auf und lag bereits in dem Vektor pET16b vor 

(HEFENBOCK, 2008). 

 PelHc4 - Expression im prokaryotischen System 3.1.2.1.

Für die Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas (PelHc4) konnte gezeigt werden, 

dass nach einer rekombinanten Expression für drei Stunden bei 37°C in 100 ml Kulturen 

in dem Bakterienstamm Rosetta2(DE3)pLysS lösliches PelHc4 vorlag (Abb. 3.6A). 

Dieses konnte durch eine Strep-tag II Affinitätschromatographie aufgereinigt werden 

(Abb. 3.6B). Dabei betrug die Ausbeute ca. 1 mg PelHc4 bei einem Expressions-

ausgangsvolumen von 10 x 100 ml. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3.6: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der 
rekombinanten Expression von PelHc4 und anschließender Strep-tag Aufreinigung   
A) SDS PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zellüberstandes 
B) SDS PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 2) nach der Strep-tag 
Affinitätsaufreinigung. Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat. 
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 PelHc4 - Expression im prokaryotischen System in Anwesenheit von 3.1.2.2.
CuCl2  

Bei der rekombinanten Expression von PelHc4 in Anwesenheit von CuCl2 (nach DIRKS-

HOFMEISTER et al., 2012) wurden die Zellen, nachdem sie eine OD600 von über 0,4 

erreicht hatten, zusätzlich zur Induktion der Expression mit 20 µM CuCl2 versetzt und für 

3 h bei 37°C inkubiert. Auch hier konnte anschließend lösliches PelHc4 nachgewiesen 

werden (Abb. 3.7A). Nach einer erfolgreichen Aufreinigung mittels Strep-tag II lag das 

Protein im Vergleich zur Expression ohne CuCl2 trotz gleichem Ausgangsvolumen bei 

der rekombinanten Expression in einer höheren Konzentration vor (Abb. 3.7B). Bei 

einem Ausgangsvolumen von 10 x 100 ml lagen nach Aufreinigung ca. 1,3 mg PelHc4 

vor.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3.7: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der 
rekombinanten Expression von PelHc4 in Anwesenheit von CuCl2 und anschließender 
Strep-tag Aufreinigung  
A) SDS-PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zellüberstandes 
B) SDS-PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 2) nach der Strep-tag 
Affinitätsaufreinigung. Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat. 

 PelHc4 - Expression in Schneider 2 Zellen 3.1.2.3.

Für die Expression in Schneider 2 Zellen (S2 Zellen) wurden das PelHc4 gerichtet in den 

Vektor pMT/V5-His B kloniert. Dabei lag das PelHc4 mit einer modifizierten 

Kozaksequenz zur Initiation der Translation vor (KOZAK, 1987; KOZAK, 1990; KOZAK, 

1991). Da durch diese Modifikation die zweite Aminosäure ausgetauscht wurde (Lysin 

gegen Glutaminsäure), gab es ein weiteres Expressionskonstrukt ohne diese 

Veränderung. Von jedem dieser beiden Varianten existierte eine mit einem C-terminalen 

His-tag und eine mit einem C-terminalen Strep-tag II. Sie wurden als Kozak Strep, Strep; 

Kozak His und His bezeichnet. Da es sich bei dem pMT/V5-His B-Vektor um einen 
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Vektor handelt, der eine induzierbare Expression des rekombinanten Proteins durch 

einen Metallothioninpromotor ermöglicht, wurde die Expression des Zielproteins durch 

die Zugabe von CuSO4 initiiert. Die PelHc4-Untereinheit verfügte über ein N-terminales 

Signalpeptid, welches in vivo dafür verantwortlich ist, dass das Protein in die 

Hämolymphe sezerniert wird. Die S2 Zellen wurden mit den entsprechenden 

Expressionskonstrukten sowie dem pCoHygro Vektor, der den Zellen eine Resistenz 

gegen das Antibiotikum Hygromycin verleiht, stabil transfiziert und selektiert. 

Anschließend erfolgte die Expression durch die Zugabe von 500 µM CuSO4. Dabei 

zeigte sich, dass bei allen Konstrukten, außer Kozak His, nach 24, 48 und 96 h PelHc4 

löslich in den Zellen vorlag (Abb. 3.8), im Medium konnte kein PelHc4 detektiert werden. 

In den Zellen liegt die detektierte Bande bei ca. 100 kDa und nicht wie im 

prokaryotischen System um die 80 kDa (Abb. 3.6).  

Abb. 3.8: Immunologischer Nachweis der Expression von PelHc4 in S2 Zellen: 
Expressionsdauer 24 h, 48 h und 96 h; Expressionskonstrukte: KS Kozak Strep, S Strep, H His: 
Verwendeter Antikörper: α-PelHc Hämocyanin von P. elephas. 
 

Das PelHc4 konnte im Medium trotz des vorhandenen Signalpeptids für die 

Sezernierung nicht nachgewiesen werden. Dies wurde im Folgenden näher analysiert. 

Dabei wurde nur mit den Expressionskonstrukten, die über einen Strep-tag II verfügten 

weitergearbeitet. Da die Menge an rekombinantem Protein bei allen drei Zeitpunkten 

ähnlich war, fand die Expression für 48 h statt. Im Western Blot ließ sich im Medium kein 

PelHc4 detektieren. Bei einer SDS PAGE der Mediumproteine stellte sich heraus, dass 

eine hohe Dichte an Proteinen mit einer molekularen Masse zwischen 50 und 150 kDa 

vorhanden war (Abb. 3.9, erstellt im Rahmen einer Elternzeitvertretung von K. 

Schwarze).  
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Um auszuschließen, dass diese Mediumproteine das PelHc4 „überdecken“, wurde die 

Expression in einem serumfreien Medium durchgeführt. Hier konnte das PelHc4 nach 

48 h sowohl in den Zellen als auch im Medium immunologisch nachgewiesen werden 

(Abb. 3.10, erstellt im Rahmen einer Elternzeitvertretung von K. Schwarze). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach rekombinanter Expression des PelHc4 in S2 Zellen liegt lösliches Protein in den 

Zellen und im Medium vor. Allerdings ist das PelHc4 im Medium nur dann nachweisbar, 

wenn serumfreies Medium verwendet wird. Die Proteinkonzentration im Medium ist so 

gering, dass keine Aufreinigung stattfinden kann. Damit entfällt auch die Möglichkeit zu 

überprüfen, ob das rekombinante PelHc4 in den S2 Zellen bereits Kupfer gebunden hat.  

 PelHc4 - Expression im in vitro Expressionssystem 3.1.2.4.

Neben der Expression in den beiden zellbasierenden Systemen E. coli und Drosophila-

Zellen fand die Expression des PelHc4 auch zellfrei in vitro statt. Hierfür wurde ebenfalls 

das Expressionskonstrukt PelHc4 ohne Signalpeptid jedoch mit Strep-tag II in dem 

Abb. 3.10: Immnuologischer Nachweis von PelHc4 in 
Zellen und Medium nach rekombinanter Expression 
von PelHc4 Kozak Strep in S2 Zellen in serumfreiem 
Medium. Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin Alkalische 
Phosphatase Konjugat. 

Abb. 3.9: SDS PAGE der Mediumproteine nach Expression 
von PelHc4 Kozak Strep in Schneider 2 Zellen 
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Vektor pET16b verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression erfolgreich 

war (Abb. 3.11). Probenvolumen und Probenkonzentration waren jedoch nach 

abgeschlossener Reaktion gering.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PelHc4 - in vitro Kupfereinbauversuche in das rekombinante 3.1.2.5.
Apohämocyanin 

Da es sich beim Hämocyanin, im Gegensatz zum Hexamerin, um einen kupferhaltigen 

Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie handelt, stand hier nicht die Rekonstitution, 

sondern der Kupfereinbau im Vordergrund. Dabei wurden unterschiedliche Bedingungen 

gewählt. Ein Fokus lag darauf, sowohl Cu(I) als auch Cu(II) zur Verfügung zu stellen. 

Neben der Wahl der Kupferquelle wurden aber auch Parameter wie pH Wert, 

Kupferkonzentration in den Puffern, Art der Pufferbereitstellung etc. getestet. 

 

Kuperhaltiges Hämocyanin lässt sich photometrisch an einem zusätzlichen 

Absorptionsmaximum um die 340 nm nachweisen. Um sicher zu stellen, dass es sich um 

eine hämocyanin- und nicht proteinspezifische Reaktion handelt, wurden in der Regel 

parallel Absorptionsspektren unter identischen Bedingungen mit rekombinant 

hergestelltem DmeLSP2 oder mit BSA (bovine serum albumin) gemessen, die jeweils 

kein Kupfer binden.  

3.1.2.5.1. Kupfereinbau nach JENSEN et al. (1999) 

JENSEN et al. (1999) konnten den erfolgreichen Kupfereinbau in das Menkes-Protein, 

eine kupferbindende P-Typ ATPase zeigen. Sie verwendeten dafür einen TrisCuCl4
3--

Puffer. In diesem wird Kupfer als Cu(I) bereitgestellt. Analog zu den beschriebenen 

Abb. 3.11: Immunologischer Nachweis der in 
vitro Translation von PelHc4 
IVT: in vitro Translation ohne DNA (Negativkontrolle), 
IVT PelHc4: in vitro Translation von PelHc4. 
Verwendeter Antikörper: Strep-Tactin Alkalische 
Phosphatase Konjugat. 



Ergebnisse 

60 
 

Versuchsbedingungen wurden 1 mg rekombinantes PelHc4 verwendet und 1:10 mit 

TrisCuCl4
3--Puffer versetzt (VA). Alternativ wurde in VB 1 M PPS (3-(1Pyridinio)-1-

propansulfonat) zur Erhöhung der Löslichkeit des Proteins zugesetzt. In VA1 und VB1 

wurde das Protein zunächst auf pH 6 umgepuffert, da ein niedriger pH Wert den 

Kupfereinbau unterstützt (WIGFIELD und GOLTZ, 1993). Bei allen Versuchsansätzen 

wurde die Absorption bei 340 nm über einen Zeitraum von 120 h gemessen. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Änderungen der Absorption beim PelHc4 den Änderungen 

beim DmeLSP2 sehr ähnlich waren (Abb. 3.12; VA, VA1, und VB nicht gezeigt). Es kam 

zu keinem Anstieg der Absorption bei 340 nm. In vorrangegangenen Versuchen war es 

gelungen, unter Versuchsbedingung A1 ein hämocyanintypisches Absorptionsspektrum 

zu zeigen (DIDIER, 2009), diese Ergebnisse waren nicht reproduzierbar. Neben den 

Versuchsbedingungen VA, VA1, VB und VB1 wurde der Versuch noch anderweitig 

modifiziert. So wurde das rekombinante PelHc4 nicht mit dem TrisCuCl4
3--Puffer versetzt, 

sondern schonender durch Dialyse umgepuffert. Des Weiteren wurde der pH Wert des 

TrisCuCl4
3--Puffer auf 7 herabgesetzt. Auch die Konzentration der Ascorbinsäure wurde 

von 10 mM auf 100 µM reduziert. Keine dieser Modifikationen führte zu einem 

Absorptionsmaximum bei 340 nm (Daten nicht gezeigt). 

Abb. 3.12: Absorption bei 340 nm gegen die Zeit während eines Kupfereinbauversuchs 
nach JENSEN et al. (1999) 
VB1 PelHc4: Kupfereinbauversuch in PelHc4, VB1 DmeLSP2: Kupfereinbau in DmeLSP2 als 
Negativkontrolle. 

3.1.2.5.2. Kupfereinbau nach WIGFIELD und GOLTZ (1993) 

WIGFIELD und GOLTZ (1993) konnten eine Methode für einen erfolgreichen 

Kupfereinbau in eine Apotyrosinase etablieren . Der Kupfereinbau erfolgte schneller bei 

niedrigeren pH Werten, wobei Kupfer als Cu(II) bereitgestellt wurde. Es wurde in 

Anlehnung an die Versuchsbedingungen das rekombinante Hämocyanin bzw. 

Hexamerin (als Negativkontrolle) 1,25*10-5 M in 50 mM Tris/HCl gelöst. Es gab drei 

Ansätze, die sich in ihren pH Werten unterschieden, welche pH 7,0, pH 6,5 und pH 6,0 
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waren. Das in dem Tris-Puffer verschiedener pH Werte gelöste, rekombinante Protein 

wurde mit 1,25*10-4 M CuSO4 (10-facher Überschuss) versetzt. Die Messung der 

Absorption bei 340 nm erfolgte über 77 h (Abb. 3.13). Während es beim Hämocyanin bei 

allen drei pH Werten zu einem Anstieg der Absorption nach ca. 30 h kam, konnte dies 

beim Hexamerin nicht beobachtet werden. Bei allen drei pH Werten lag das rekombinant 

hergestellte PelHc4 im Gegensatz zum DmeLSP2 am Ende des Versuchs nicht mehr in 

Lösung vor. Um zu überprüfen, wann es innerhalb dieser gemessenen 77 h zur 

Präzipitation des PelHc4 kommt, wurden Absorptionsspektren zwischen 250 und 750 nm 

gemessen. Die Absorption wurde alle 24 h überprüft (Abb. 6.8a und b, Anhang). Diese 

Absorptionsspektren zeigten keine Absorptionsmaxima bei 340 nm, was darauf hinweist, 

dass der Anstieg der Absorption im ersten Versuch mit einer frühen Präzipitation des 

PelHc4 zusammenhängt. 

 Abb. 3.13: Messung der Absorption bei 340 nm während eines Kupfereinbauversuchs 
nach WIGFIELD und GOLTZ (1993) 
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3.1.2.5.3. Kupfereinbau nach BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) 

BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) konnten zeigen, dass der Einbau von 

Kupfer als Cu(I) in natives Apohämocyanin möglich ist (BROUWER und BROUWER-

HOEXUM, 1992). Analog zu den von ihnen gewählten Versuchsbedingungen wurde 

rekombinantes aufgereinigtes Apohämocyanin verwendet und mit einem Cu(I)-haltigen 

Puffer (pH 6) versetzt. In den gemessenen Absorptionsspektren (Abb. 3.14) wird das 

proteintypische Absorptionsmaximum bei 280 nm durch ein Absorptionsmaximum bei 

260 nm überlagert, welches mit Nukleinsäuren korrespondiert. Nach 4 und 6 h verändert 

sich die Absorption zwischen 300 und 350 nm. Es ist aber kein deutliches 

Absorptionsmaximum bei 340 nm zu erkennen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.14: Absorptionssspektren während eines Kupfereinbaus nach BROUWER und 
BROUWER-HOEXUM (1992) 

 PelHc4 - Kupfereinbau während der Expression im prokaryotischen/in 3.1.2.6.
vitro System 

Eine andere Strategie der Herstellung von korrekt gefaltetem, kupferhaltigem 

Hämocyanin war es, bereits während der rekombinanten Expression Kupfer 

bereitzustellen und anschließend das Protein durch eine Affinitätschromatographie von 

den bakterieneigenen Proteinen abzutrennen. 

3.1.2.6.1. Kupfereinbau während der Expression im prokaryotischen System 

Bei der Expression der Hämocyanin-Untereinheit 4 im prokaryotischen 

Expressionssystem in Anwesenheit von CuCl2 (DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012) 

wurden anschließend an die Aufreinigung Absorptionsspektren gemessen. Zu keinem 
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der untersuchten Zeitpunkte konnte ein zusätzliches Absorptionsmaximum bei 340 nm 

detektiert werden (Abb. 3.15). Das proteintypische Absorptionsmaximum bei 280 nm 

wurde durch ein Absorptionsmaximum bei 260 nm überlagert. Die Expression des 

PelHc4 in Anwesenheit von CuCl2 ist möglich, es kommt zu keiner Bindung des Kupfers 

an das PelHc4. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.: 3.15: Absorptionsspektren nach Expression in Anwesenheit von CuCl2 

3.1.2.6.2. Kupfereinbau während der Expression im in vitro Expressionssystem 

Der in vitro Expressionsansatz wurde bereits zu Beginn der Reaktion mit 10, 50, 100, 

500 µM CuSO4 versetzt. Auch in Anwesenheit des Kupfers war die Expression des 

PelHc4 erfolgreich (nicht gezeigt). Nach abgeschlossener Reaktion lag jedoch nicht 

ausreichend Protein vor, um es aufzureinigen und Absorptionspektren zu messen.  

3.1.3. Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster 

Bei der Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster (DmePPO3) handelt es sich um ein 

Enzym mit Tyrosinase- und Catecholoxidaseaktivität. Sie hat eine theoretische 

Molekülmasse von ca. 79 kDa, verfügt nativ über kein Signalpepitd und ist ein Zymogen. 

Dieses wird durch die Abspaltung eines Peptids am N-Terminus aktiviert.  

 DmePPO3 - in vitro Expressionssystem in Anwesenheit von CuSO4 3.1.3.1.

Die Expression der DmePPO3 im in vitro Expressionssystem war erfolgreich. Dies 

konnte sowohl durch eine zusätzliche Bande zwischen 70 und 80 kDa (im Vergleich zur 
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Negativkontrolle) in einem 10%-igem SDS-Gel (nicht gezeigt) als auch in einem Western 

Blot belegt werden (Abb. 3.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression der DmePPO3 im in vitro System 

generell möglich ist, fand die Expression in Anwesenheit von CuSO4 statt. Es wurden 

zwei pH Werte (pH 5,5 und 7,0) und unterschiedliche CuSO4-Konzentrationen (10 µM, 

50 µM, 100 µM, 500 µM) gewählt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die Expression 

erfolgreich war (nicht gezeigt). Anschließend erfolgte ein MBTH-Assay um zu 

überprüfen, ob die DmePPO3 das Kupfer gebunden hatte, und somit aktiv war. Als 

Positivkontrolle wurden 30 ng Champignon-Tyrosinase verwendet. Bei den CuSO4-

Konzentrationen 10 und 50 µM war bei beiden pH Werten eine schwache Färbung 

erkennbar. Auch die Negativkontrolle wies eine leichte Färbung auf, da das CuSO4 mit 

der MBTH-Färbelösung kreuzreagierte. Diese Reaktion nahm mit steigender CuSO4-

Konzentration zu. Es konnte nicht sicher eine Aktivität der PPO3 nachgewiesen werden 

(Abb. 3.17), der Kupfereinbau ist damit fraglich. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3.16: Immunologischer Nachweis der in vitro 
Translation von DmePPO3 
IVT: in vitro Translation ohne Plasmid 
(Negativkontrolle), IVT DmePPO3: In vitro 
Translation von DmePPO3. Verwendeter Antikörper: 
Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat. 
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Abb. 3.17: MBTH-Assay der in 
vitro Translation von 
DmePPO3 in Anwesenheit 
von CuSO4 in verschiedenen 
Konzentrationen bei zwei pH 
Werten. Positivkontrolle: 30 ng 
Champignon-Tyrosinase. 
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 Nachweis von Hämocyanin und Phenoloxidase in S. 3.2.
dehaani 

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war der Nachweis von Hämocyanin und 

Phenoloxidasen in dem Hundertfüßer S. dehaani. Hierfür mussten zunächst die 

entsprechenden Sequenzen identifiziert werden. Eine phylogenetische Analyse der 

Sequenzen sollte deren Stellung innerhalb der Arthropoden zeigen. Außerdem sollten 

biochemische Untersuchungen belegen, dass es sich tatsächlich um Hämocyanine bzw. 

Phenoloxidasen handelt. Die Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene lieferte 

Information über den Syntheseort des Hämocyanins. 

3.2.1. Sequenzanalyse 

Aus EST-Daten (REHM et al., eingereicht) waren bereits Teilsequenzen bekannt, die mit 

großer Wahrscheinlichkeit Hämocyanine- oder Phenoloxidasen von S. dehaani 

darstellten. Anhand dieser Sequenzen wurden Primer erstellt (Tabelle 6.2, Anhang). 

Mittels PCR konnten Sequenzen ermittelt werden, bei denen sich in einer BLAST 

Analyse herausstellte, dass es sich um fünf verschiedene Hämocyanin-ähnliche 

Sequenzen handelte. Die 3'- und 5'-Enden dieser Teilsequenzen wurden mittels RACE 

vervollständigt (Sequenzen befinden sich im Anhang, Abb. 6.9 bis 6.13). Die fünf 

Sequenzen wiesen die für Hämocyanine und Phenoloxidasen typischen konservierten 

Histidine auf (Abb. 3.18). Sie wurden mit den Hämocyaninsequenzen der Untereinheiten 

A-D des Chilopoden S. coleptrata verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass zwei der 

Sequenzen höhere Identitäten zu ScoHcA-D aufwiesen als die verbleibenden drei 

(Tabelle 3.1). Dies und die Tatsache, dass diese beiden Sequenzen ein für Hämocyanin 

typisches Signalpeptid aufwiesen, deutete darauf hin, dass es sich um Hämocyanin-

Untereinheiten handeln könnte. Sie wurden daher vorläufig als SdeHc1 und 2 

bezeichnet. Die beiden putativen Hämocyanin-Untereinheiten bestehen aus 660 

respektive 662 Aminosäuren und weisen Signalpeptide zwischen 15 und 19 

Aminosäuren auf. Ihre theoretische Molekülmasse beträgt ca. 75 kDa und beide 

Untereinheiten haben zwei bzw. drei putative N-Glykosilierungsstellen. Nur eine dieser 

putativen N-Glykosilierungsstellen befindet sich in beiden Untereinheiten an derselben 

Position. Die verbleibenden drei Sequenzen wiesen keine Signalpeptide und deutlich 

geringere durchschnittliche Identitäten zu ScoHcA-D auf, was den Verdacht nahe legt, 

dasss es sich um Prophenoloxidasen handeln könnte. Sie wurden daher vorläufig als 



Ergebnisse 

66 
 

SdePPO1-3 benannt. Sie weisen zwischen 642 und 665 Aminosäuren auf, was einer 

theoretischen Molekülmasse zwischen ca. 75 und 77 kDa entspricht (Tabelle 3.1). 

 
Tabelle 3.1: Überblick über die Charakteristika der putativen Hämocyanine und 
Phenoloxidasen von S. dehaani 
ORF: open reading frame; theoretische Molekülmasse ohne Signalpeptid; [x]: Phenoloxidasen 
sind in vivo nicht glykosyliert. 

 ORF 
Protein 
(Amino- 
säuren) 

Theore- 
tische 

Molekül- 
Masse [kDa] 

Signal- 
peptid 

(Amino- 
säuren) 

Putative 
N-Glykosy-
lierungs- 
stellen 

Durchschnitt-
tliche 

Identitäten zu 
ScoHcA-D [%] 

SdeHc1 1989 662 74,57 19 2 44 

SdeHc2 1983 660 74,75 15 3 45 

SdePPO1 1998 665 76,79 - [7] 34 

SdePPO2 1935 644 75,02 - [3] 34 

SdePPO3 1929 642 75,38 - [5] 33 

3.2.2. Phylogenetische Analyse 

Die ermittelten Aminosäuresequenzen der putativen Hämocyanine und 

Prophenoloxidasen von S. dehaani wurden phylogenetisch analysiert. Diese Analyse 

sollte Informationen darüber erbringen, wo die putativen Hämocyanine und 

Phenoloxidasen gruppieren. Es wurde ein multiples Sequenzalignment erstellt, das mit 

bereits bekannten Hämocyanin- und Phenoloxidasesequenzen anderer Arthropoda 

ergänzt wurde. Daraus wurde ein Stammbaum errechnet. 

 Multiples Sequenzalignment 3.2.2.1.

Aus den beiden vermeintlichen Hämocyanin- sowie den drei Phenoloxidasesequenzen 

wurde ein multiples Sequenzalignment erstellt (Abb. 3.18). Die Berechnung der 

Identitäten und Ähnlichkeiten zwischen den Hämocyanin- und PPO-Sequenzen erfolgte 

mit der Dayhoff PAM 250 Matrix (Tabelle 3.2). SdeHc1 weist Ähnlichkeiten von 66% und 

Identitäten von 45% zu SdeHc2 auf. Die Ähnlichkeiten zu den drei PPO liegen bei 

SdeHc1 und 2 zwischen 54% und 56%, die Identitäten zwischen 33% und 36%. Die drei 

PPO weisen zueinander Ähnlichkeiten zwischen 61% und 76% auf. Die Identitäten liegen 

zwischen 46% und 56%. 
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                   *        20         *        40         *        60         *        80        
SdeHc1  : MAALQWFLLGLVALSLVAGEKCPK-TNDIQEKQRRLVEALSYVNRPYNPKPK----------------DHELTPAEKKFLE :  64 
SdeHc2  : M---RCFVLVLLIAATFASQ-CPKPPSDAEAKQQQIFQIVEYINKAQTPEPV----------------VEGVEEKELKYL- :  60 
SdePPO1 : M-------------------------AEVKSMQRLVLDLFDNVSEPLDQRQP--FHTAFASGPVITSRDAAATGTRLRPQM :  54 
SdePPO2 : M-------------------------EDQLNLQKLVLDLFRNVSEPLSESDFPVFATSYAGNKDIFYEFEE---------- :  46 
SdePPO3 : M-------------------------EKTRQMQGFILDMFNKVSESHPRHKH--EHILASHGIQFSSYFE--TETFLKSE- :  51 
                                          ααα1.1ααα  ααα                            α1.3           
                                                                                                  
                  *       100         *       120         *       140         *       160         
SdeHc1  : SHVGYLPRREVYSVFDARYLPEANASLYFL--LDPPNFDGFIRAIDILSKHINEDMLYYVVSVAATHRDDTRGVILPRIHD : 143 
SdeHc2  : ---GHLPKNEIFSLFDERNWPEAKAAVKYL--LEPKTFDDFIKAAKILITRINDEIFLYALSVAILHRPDTRGVQIPRIQD : 136 
SdePPO1 : TGIGILPRGRIFSTFNRDHMDEAMRVVRLL--MRLDD-RDLQLALAYLRDNINEELFVYSISVLSTSQPTLRRTKLPPVEE : 132 
SdePPO2 : -KIGILPKGRIFSTFKREHMKEAIDIIELL--TKTET-NNLDPIMLKLRKKVNEELFVYATSVFFIQNPDLK-IKLPLIEE : 122 
SdePPO3 : -GLGVLKKGKIFSPFNNEHMDEAFKAIKYLNDTKLDT-KSLIIKIVGLHMLLNEELFVYVTSYVIINHPDFKTVHLPPYQE : 130 
                         ααααα1.4ααααααα   αα     αα1.5αααα     αααααα1.6αααα           ααα       
                                                                                                  
                 *       180         *       200         *       220         *       240          
SdeHc1  : IYPDKFLRSEIIGQIKQKALGNEKD---IVVDDTKQHVDYRDPYSRLGYFLNDIAMNSHHYHWHVQNSLIWKNRTYPSVAN : 221 
SdeHc2  : VFPDKFIPNFLLQQIREEAIRGDQN---PIV-NLNISSNYLNVENSLNYFTNDLGMNSHHYHYHVVHPATG----VPI-QT : 208 
SdePPO1 : VLPAKFIPSSAISQARTIQRRASQETQETIIIDVDFTGNDLDPEHRLAYWREDIGLNAHHWHWHIVYPYTW----IPE-LG : 208 
SdePPO2 : VLPQKFCTGDVIRKA--VKENEKAMSMIPIIIDVEYTSTPLEPEHALAYWREDIGLNAHHWHWHIVYPYEW-----PD-GN : 195 
SdePPO3 : IFPDKFIHKETISKIKRQVIHNGKDSKKEIVIPADFSGDNLDPEHRLAYWREDIQLNSHHWNWHLVYPTDW----TPDSGE : 207 
          α       αααα1.7ααα            β1Bββ        αααα   ααααα2.1αααα                          
                                                                                                  
                *       260         *       280         *       300         *       320           
SdeHc1  : LLKERIGAAFAYMHHEMVNRFDAELLSNKLPRVTPFENWNDPILEGYAAHLIVDRYQYNYMYRPPNLKLKDLPETTRNQMR : 302 
SdeHc2  : VTRDRHGSRFAHMHSQLVRRYESERLSSGLPLTESFVNWDEPIQTGFSSHLTIFKKSYYYNFRPEGITLSDLPELTKNKML : 289 
SdePPO1 : TIRDRKGELFYYMHQQIIARYDCERISLNFPRVRPLLNWTEPMAEGYAPHLSKEISGTVYAFRPANMTMRDLPFITVDRLR : 289 
SdePPO2 : KPKDRRGELFYYMHQQMIARYDCERLAVDLPRVVPLHDWDNFIPEGYAPHLNKEIANTIYCYRPSNMILN---QVNIDELR : 273 
SdePPO3 : GLRDRKGELFYYMHQQLVARYNCERLSVHYPRVTAFFEWDEPIVEGYNSHLLKENSGINYGPRPGNMILQDLPNLTKSILR : 288 
               ααααααα2.2αααααααα                           β2B     β2C              αααααα       
               *       340         *       360         *       380         *       400            
SdeHc1  : QWRDRILDSIHKGYAI-SKDGRNVTLSEEDGIDIIGNMVESTVNSINLPLYGNLHCYAHTIAARVADPDNTYGEDNGAMYD : 382 
SdeHc2  : LWKHRILLGIHSQFLI-SANNKNVSLEREDGEDLLGNAVESSLLSINRQFYGNLHNYAHVIAGRASDPDGRYGAHNGVMHD : 369 
SdePPO1 : TWYQRIIQDIHKGSFT-RDDGTKVQLDNDQGIDIVGDVVEAAYTTPNATFYGDFHNLGHQIIARVHDPDERYKEEVGVMAD : 369 
SdePPO2 : QMYETIIQDLRSGFFI-RNDDAKIPLDTERGIDIVGNTVEASNASANMDRYGSLHNNGHNAIARIHDPDGRFKLEDGVMAD : 353 
SdePPO3 : AWYQRIMQSIHLGYLTSREYNTHIPLNNEGGIDKIGAIVEASRLSVNYDFYGNLHNMSHNSLSRIHDPDERYKGDPGVMGD : 369 
          2.3αααααααββ2Dβ       ββ2Eβ    αα2.4αα         ααα   ααα2.5ααα                          
                                                                                                  
              *       420         *       440         *       460         *       480             
SdeHc1  : VATSARDPLFYRWHKYIDKIIQAYRNSLRSYTVEQLTWPVVVVEGLTVEGAK----VNKIKTFWEDDVLTVGTGFTFTGPS : 459 
SdeHc2  : VATSARDPLFYRWHKFIESLFQQLREHLKPYSHYELTYPAVVVEKVEVVPDKHPETVNKVRTGYTTNKLKLNPGFDFTRQS : 450 
SdePPO1 : STTAMRDPIFYRWHKFIDNVFVEHKMKLKPYTEEELTFKDIVVNGIQVQGKM-SQRPHIIGTFWQERTISLQRGITFNSAI : 449 
SdePPO2 : TATAMRDPIFYRWHKFIDNIFLQHKSRLTPYTREELMFEKVIIDSIYIQGKT-SKATDKIETFWQESKLNLENGINFKNKV : 433 
SdePPO3 : VATTVRDPIFFRWHKFIDDIFQEHKLQLPSYNEEGLMFKDIIVKSVDTEGKQ----NNQLQTFWEESTLDMKYGLAFECGS : 446 
                  ααααααα2.6ααααααα            α3.1   ββββ3Aββ ββ  ββββββ3Bββββββ                 
                                                                                                  
             *       500         *       520         *       540         *       560              
SdeHc1  : ATAKVNVRHLEHEEFSYNIQVVNNAGENKKAVFRIFLAPKYDEKGHEFDFNEQRQSMIELDKFVTELTPGKNVVI-RKSSE : 539 
SdeHc2  : -TATVNVQHLDHEPFHYKFRIYNNAQQVQNAAVRIFLAPKYDEQGHRLKVNDQRQLMIELDKFVVHLQPGVNQFL-RSSSE : 529 
SdePPO1 : -PVSVRYRHLQHESFTWNIEVENKSNADKPGTVRIFMAPTFNDTRQRFSPNDQRVLMLEMDKFEFNFKPGKNIIQ-QRSEQ : 528 
SdePPO2 : -SVSVRYRHLQHEKFEWNIEVENKWNENEQGTVRIFMAPIYGEDGKELSPNEQRLLMIEMDKFEYTLRPGTNYIS-RRSDQ : 512 
SdePPO3 : -PIVVRYRHLQHEQFNWSIIVENISNEKKQGMVRIFMAPKYDVTGNQFTPNELRKLMIEMDKFEFTFEAKKTVIVTRKSRD : 526 
           ββββββ3Cββββββ βββ3Dββββββ    βββββ3Eβββ βββ   β3F  α3.2    ββββββ3Gββββ  ββββ 3Hβββ       
                                                                                                  
            *       580         *       600         *       620         *       640               
SdeHc1  : SSVTQKHEKIYANPKERQQ-------NDHCNCGWPDNLLVPRGSYEGTEFQVFVVVTNYEEDYVPS--DESCHCGDGRSYC : 611 
SdeHc2  : SSVTMPTKYFFGDVQDIAR-------NHSCNCGWPEYLLLPRGSYEGLDFQLFVAVTNWDEDKVKDKVEPECQCSESLSYC : 603 
SdePPO1 : SNITIPTLRSFGELIAESESDDLLDAQSYCSCGLPEHLLVPRGKQEGMPFQTFVMITDAVKDRVNG---DSKQCHDATSYC : 606 
SdePPO2 : SNVTIQTLKRFSELDKETKVTN----EASCSCGLPDHLLVPRGKKDGMAFQTFVMITSAIEDRVKG---KGQHCLDAASYC : 586 
SdePPO3 : SSVIIPDAKTTQNIREELQKDD--PWQHYCGCGLPSHLLVPRGKREGMNFMTFVMITDXTKDKVYE--EDDDVCKTAPSYC : 603 
          β β3I                              α3.4        βββββ3Jββββββα3.5                         
                                                                                                
           *       660         *       680         *       700         *       720              
SdeHc1  : GILFGNHPDRRPYGYPFEKRTDAHTFQDFKTPNMYAVDVSIQFTGVIKKSS---------------------------- : 662 
SdeHc2  : GTISGKYPDRRPFGYPFERPIVESNWEDFVTQNIHISDVNIRFVGNVEEEKQ-----------IEKHH----------- : 660 
SdePPO1 : GVINEKYPDKKPMGYPFDRVILAADWSTFKTSNMNFGDVTVTFKEEVINANAGSLVFPKTFFDFEKKKKKKTLSCRYVA : 685 
SdePPO2 : GVINDKYPDKKPMGFPFDRVINAADWSSFKTPNMGFGVIKICFEDIVKDSDLHD----------ENDH----------- : 644 
SdePPO3 : GILNKKYPDKRAMGFPFDRQISDNSWQKFQKPNNEV----------------------------------------WRT : 642 
                                   α3.6   ββββββ3Kββββββ                                          

Abb. 3.18: Multiples Sequenzalignment von SdeHc1 und 2 sowie SdePPO1, 2 und 3 
Konservierte Histidine sind blau, stabilisierende Phenylalanine pink hinterlegt. Das Signalpeptid ist 
in roter Schrift markiert. Unter dem Alignment ist die Sekundärstruktur eingezeichnet. Diese folgt 
den Standardkonventionen der Hämocyaninstruktur (GAYKEMA et al., 1984; HAZES et al., 1993). 
α: α-Helix, β: β-Faltblatt. 
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Tabelle 3.2: Identitäten und Ähnlichkeiten zwischen SdeHc1, Hc2 und PPO1, 2 und 3 

 SdeHc1 SdeHc2 SdePPO1 SdePPO2 SdePPO3  

SdeHc1  66,51% 55,28% 54,19% 55,91% 
Ä

hnlichkeit 

SdeHc2 45,30%  55,30% 55,12% 54,67% 

SdePPO1 33,53% 33,36%  73,29% 67,45% 

SdePPO2 34,31% 33,39% 55,59%  61,68% 

SdePPO3 36,29% 35,36% 48,44% 46,12%  

 Identität  

 Erstellung eines Stammbaums 3.2.2.2.

Die Erstellung des Stammbaums (Abb. 3.19) erfolgte anhand von Aminosäure-

sequenzen. Dabei wurden die Hämocyanin- und Phenoloxidasesequenzen von S. 

dehaani in ein multiples Sequenzalignment eingefügt, das Hämocyaninsequenzen 

verschiedener Arthropoden, aber auch Phenoloxidasesequenzen von Pancrustaceen 

und Myriapoden enthielt. Anhand dieses Alignments wurde dann mit der Bayes`schen 

Analyse ein Stammbaum errechnet. Dabei fungierten die Hämocyanin-Untereinheiten 

von zwei Onychophoren als Außengruppe. Die Hämocyanin-Untereinheiten der 

Myriapoda bilden innerhalb des Baums ein maximal unterstütztes Monophylum. Bei den 

Myriapodenhämocyanin-Untereinheiten fand eine basale Aufspaltung in zwei 

Untereinheitstypen mit einem Unterstützungswert von 1,0 statt. Diese beiden 

Untereinheitstypen werden hier als Typ I und Typ II bezeichnet. Typ I beinhaltet 

Hämocyanin-Untereinheiten der Diplopoden und Chilopoden, zu Typ II zählen 

Hämocyanin-Untereinheiten der Chilopoden, Diplopoden und Symphylen. Die beiden 

Untereinheitstypen sind also vor der Evolution der Chilopoden, Diplopoden und 

Symphylen entstanden. Die beiden putativen Hämocyanin-Untereinheiten von S. dehaani 

(SdeHc1 und 2) gehören der Typ II Myriapodenhämocyanin-Untereinheit an. Dabei bildet 

SdeHc1 eine Schwestergruppe zur Hämocyanin-Untereinheit B des Chilopoden S. 

coleptrata (ScoHcB, Unterstützungswert 1,0) und SdeHc2 zu S. coleptrata HcA (ScoHcA, 

Unterstützungswert 0,94). Die drei putativen Phenoloxidasen von S. dehaani (SdePPO1-

3) gruppieren mit der putativen Phenoloxidase des Chilopoden Strigamia maritima 

(Unterstützungswert 1,0; PICK et al., 2014). Sie bilden eine Schwestergruppe zum 

Hämocyanin der Chelicerata, Pancrustacea und Myriapoda. Damit liefert die 

phylogenetische Analyse einen weiteren Hinweis darauf, dass es sich tatsächlich um 

Hämocyanin-Untereinheiten handelt, da sie mit weiteren Myriapodenhämocyanin-

Untereinheiten gruppieren. Auch die drei putativen Phenoloxidasesequenzen gruppieren 

mit einer vermeintlichen Myriapodenphenoloxidase. 
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Abb. 3.19: Nach der Bay`schen Analyse erstellter Konsensusbaum der Hämocyanine und Prophenoloxidasen einiger Arthropoden. Myriapoden- 
hämocyanine und Phenoloxidasen sind grau hinterlegt. Der Baum wurde mit den Hämocyanin-Untereinheiten von zwei Onychophoren gewurzelt. 
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3.2.3. Proteinbiochemischer Nachweis des Hämocyanins in der 
Hämolymphe 

Es konnte gezeigt werden, dass auf mRNA-Ebene zwei Sequenzen vorhanden sind, bei 

denen es sich wahrscheinlich um Hämocyanin-Untereinheiten handelt. Um zu 

überprüfen, ob in der Hämolymphe Hämocyanin vorhanden ist, wurde ein Western Blot 

durchgeführt. Es wurde ein Antikörper gegen das Hämocyanin eines weiteren 

Chilopoden, S. coleptrata verwendet. In der SDS PAGE und im Western Blot sind drei 

Banden im Bereich zwischen 75 und 85 kDa zu erkennen (Abb. 3.20), bei anderen 

Individuen konnten nur zwei Banden identifiziert werden (nicht gezeigt). In der 

Hämolymphe von S. dahaani ist also Hämocyanin respektive ein Hämocyanin-ähnliches 

Protein vorhanden. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. Sauerstoffbindungskinetik des Hämocyanins 

Nachdem auf mRNA-Ebene putative Hämocyanin-Untereinheiten identifiziert wurden und 

in einem Western Blot putatives Hämocyanin in der Hämolymphe von S. dehaani 

nachgewiesen werden konnte, wurde zum Nachweis des Hämocyanins die 

Sauerstoffbindungskinetik der Hämolymphe von S. dahaani gemessen. Diese fand in 

Kooperation mit Prof. Dr. N. Hellmann (Biophysik, Uni Mainz) statt.  

 

Abb. 3.20: SDS PAGE und immunologischer 
Nachweis von Hämocyanin in der Hämolymphe 
von S. dehaani (5 µg aufgetragen). Verwendeter 
Antikörper: α-Scutigera Hämocyanin. 
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Aus den geglätteten Sauerstoffbindungskurven (Abb. 3.21) ergab sich eine höhere 

Sauerstoffaffinität bei pH 7,7 als bei pH 6,8 (pH 7,7: P50~19,2 Torr; pH 6,8: 

P50~27,2 Torr), was auf einen Bohreffekt hinweist. Der leicht sigmoidale Verlauf der 

Sauerstoffbindungskurven deutet auf eine Kooperativität hin. Nach Transformation der 

Sauerstoffbindungskurve in den Hill-Plot konnte der Hill-Koeffizient bestimmt werden. 

Dieser liegt bei pH 7,7 bei ~1,86 und bei pH 6,8 bei ~1,6. Bei beiden pH Werten liegt 

eine geringe Kooperativität vor. 

 

In der Hämolymphe von S. dehaani liegt also funktionelles Hämocyanin, das Sauerstoff 

binden kann, vor. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

3.2.5. Nachweis von Phenoloxidaseaktivität in der Hämolymphe von 
S. dehaani 

Der Nachweis von Phenoloxidaseaktivität erfolgte in frisch entnommener Hämolymphe. 

Diese wurde in verschiedenen Verdünnungen einer nativen PAGE unterzogen und 

anschließend in einem MBTH-Assay analysiert. In dem Gel sind bei allen 

Verdünnungsstufen deutlich rote Banden sichtbar (Abb. 3.22). Die Stellung der drei 

putativen Phenoloxidasen in der phylogenetischen Analyse sowie der Nachweis einer 

Phenoloxidaseaktivität in der Hämolymphe von S. dehaani unterstützen die Annahme, 

dass es sich bei den drei Sequenzen um Phenoloxidasen handelt. 

 
 
 
 
 
 

 

Abb. 3.21: Geglättete Sauer-
stoffbindungskurven der 
Hämolymphe von S. dehaani 
bei pH 7,7 (schwarz) und pH 
6,8 (rot) 
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3.2.6. Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene in Ei und 
Mitteldarmdrüse 

Aus Ei und Mitteldarmdrüse von S. dehaani wurde RNA isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Diese wurde zur Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene in einer 

qRT-PCR eingesetzt. Bezogen wurde die relative Genexpression auf die 

Mitteldarmdrüse. Zur Normalisierung dienten die Referenzgene β-Actin (Abb. 3.23) und 

RPLP0 (Abb. 6.15 und 6.16, Anhang). Beide Referenzgene zeigten ähnliche Tendenzen. 

Wider der Erwartung, dass in der Mitteldarmdrüse am meisten mRNA Kopien von 

SdeHc1 und SdeHc2 vorliegen, stellte sich heraus, dass von SdeHc1 im Ei ca. 1500-mal 

mehr Kopien mRNA vorhanden sind als in der Mitteldarmdrüse. Bei SdeHc2 liegt der 

Faktor bei ca. 3400. Bei den Phenoloxidasen ist der Unterschied nicht so stark. Von 

SdePPO1 liegen 7-mal mehr Kopien mRNA im Ei als in der Mitteldarmdrüse vor, bei 

SdePPO3 liegt der Faktor bei 0,4. Von SdePPO2 liegen um den Faktor 181 mehr Kopien 

mRNA im Ei als in der Mitteldarmdrüse vor. Sowohl im Ei als auch in der Mitteldarmdrüse 

ist das Verhältnis der beiden Hämocyanin-Untereinheiten zueinander ähnlich. Von 

SdeHc1 liegen im Ei 4-mal mehr Kopien mRNA vor als von SdeHc2. In der 

Mitteldarmdrüse sind es ca. 9-mal mehr Kopien mRNA. Bei den Phenoloxidasen lässt 

sich in den beiden Geweben keine deutliche Tendenz erkennen. Während in der 

Mitteldarmdrüse von allen drei PPO ähnlich viele Kopien mRNA vorliegen, sind im Ei 9-

mal mehr Kopien von SdePPO2 als von SdePPO1 vorhanden. Von SdePPO3 liegen im 

Ei 237-mal weniger Kopien mRNA vor als von SdePPO2. 

 
 
 

Abb. 3.22: PO-Aktivitätsnachweis in der Hämolymphe von S. 
dehaani mit MBTH. HL Hämolymphe 
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Abb. 3.23: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen β-Actin, 
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdrüse.  

3.2.7. Proteinbiochemischer Nachweis von Hämocyanin in Ei und 
Mitteldarmdrüse  

Aus den Geweben Ei und Mitteldarmdrüse wurden neben der RNA auch die Proteine 

isoliert und in einem Western Blot analysiert. Des Weiteren erfolgte eine Quantifizierung 

der relativen Bandenintensität mit der Software ImageJ. In beiden Geweben liegt 

Hämocyanin vor (Abb. 3.24). Dies zeigt eine deutliche Bande bei ca. 75 kDa. Im 

Gegensatz zu dem Hämocyanin-Nachweis in der Hämolymphe (Abb. 3.20) wurde hier 

nur eine Bande detektiert. Die Intensität der Hämocyanin-Bande im Ei war 6-mal stärker 

als die in der Mitteldarmdrüse (Abb. 3.25). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.24: Immunologischer Nachweis von 
Hämocyanin im Ei und in der Mitteldarmdrüse von S. 
dehaani. MDD: Mitteldarmdrüse. Verwendeter Antikörper: 
α-Scutigera Hämocyanin. 
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Abb. 3.25: Vergleich der Hämocyanin-Bandenintensität in Ei und Mitteldarmdrüse mit der 
Software ImageJ 
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4. Diskussion 

Die Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden ist eine Proteingruppe, die neben dem als 

respiratorischem Protein fungierenden Hämocyanin auch Phenoloxidasen, die als 

Tyrosinasen und Catecholoxidasen agieren, beinhaltet. Des Weiteren zählen zu dieser 

Superfamilie die beiden Speicherproteine Hexamerin und Pseudo-Hämocyanin sowie der 

Rezeptor der Hexamerine. Während Hämocyanine in allen Unterstämmen der 

Arthropoden vorhanden sind (MARKL und DECKER, 1992; BURMESTER, 2001; 

VANHOLDE et al., 2001), sind die anderen Mitglieder auf einzelne oder mehrere 

Unterstämme beschränkt. So findet man Phenoloxidasen nur bei Crustaceen und 

Hexapoden, innerhalb der Cheliceraten fehlen sie (NAGAI und KAWABATA, 2000; 

DECKER et al., 2001). Bei den Myriapoden gibt es Sequenzdaten von zwei Spezies 

(PICK et al., 2014) sowie biochemische Nachweise einer Phenoloxidaseaktivität in 

anderen Spezies (XYLANDER und BOGUSCH, 1992; XYLANDER, 1996). Die 

Hexamerine und ihre Rezeptoren sind ausschließlich bei den Hexapoden zu finden und 

Pseudo-Hämocyanine kommen nur bei den decapoden Krebsen vor.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits bestehende Expressions- und 

Rekonstitutionssysteme für Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie optimiert, sowie neue 

Protokolle etabliert.  

Ein weiterer Fokus lag auf der Charakterisierung des Hämocyanins und der 

Phenoloxidasen des Myriapoden S. dehaani.  

 Rekombinante Expression von Hexamerin, 4.1.
Hämocyanin und einer Phenoloxidase 

Die Untersuchung der Struktur und Funktion von Proteinen setzt vorraus, dass diese 

rekombinant exprimiert werden können. So können zum Beispiel durch den Austausch 

einzelner Aminosäuren deren Relevanz in Bezug auf die Faltung und Interaktion mit 

anderen Molekülen analysiert werden. Insbesondere bei den kupferhaltigen Vertretern 

der Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden ist es interessant den Mechanismus der 

Sauerstoffbindung näher zu untersuchen. Hierbei stehen die kupferbindenden Histidine 

sowie die die Sauerstoffbindung stabilisierenden Phenylalanine im Vordergrund. Bei den 

Globinen ist die rekombinante Expression von funktionsfähigem Protein möglich 
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(GAMBACURTA et al., 1993; DEWILDE et al., 2001; BOBOFCHAK et al., 2003). Anhand 

dieser rekombinant hergestellten Globine konnten bereits diverse strukturelle und 

funktionelle Studien durchgeführt werden (z. B. DEWILDE et al., 2001; FUCHS et al., 

2004; YU et al., 2009). Voraussetzungen für Struktur- und Funktionsanalysen sind, dass 

das Protein richtig gefaltet ist und in seiner aktiven Form vorliegt.  

4.1.1. Ausgewählte Proteine aus der Hämocyanin-Superfamilie 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die rekombinante Expression ein kupferloses 

Hexamerin sowie ein kupferhaltiges Hämocyanin und eine Phenoloxidase ausgewählt. 

Bei dem Hexamerin handelt es sich um das larvale Serumprotein 2 von D. melanogaster 

(DmeLSP2), bei dem Hämocyanin um die Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas 

(PelHc4) und bei der Phenoloxidase um eine von D. melanogaster (DmePPO3). Die 

rekombinante Expression dieser drei Proteine war bereits in früheren Arbeiten untersucht 

worden. So konnte gezeigt werden, dass eine Expression von DmeLSP2 im T7/pET-

System mit anschließender Rekonstitution generell möglich ist (HEFENBOCK, 2008). 

Das PelHc4 ließ sich ebenfalls in diesem Expressionssystem in seiner Apoform 

herstellen (DIDIER, 2009). Die DmePPO3 konnte als funktionelles Enzym in Drosophila-

Zellen exprimiert werden (ERTAS, 2009).  

4.1.2. Die Wahl des Expressionssystems 

Für die rekombinante Expression dieser drei Proteine wurden prokaryotische E. coli 

Zellen, eukaryotische Drosophila-Zellen der Linie Schneider 2 (SCHNEIDER, 1972) 

sowie ein in vitro Expressionssystem verwendet. Letzteres bietet den Vorteil, dass es 

zellfrei ist. So können sich bei der Expression in diesem System keine Inclusion Bodies 

(Einschlusskörper) bilden, wie es z. B. bei der Expression in Mikroorganismen der Fall 

sein kann (NAKANO und YAMANE, 1998). Diese unlöslichen Proteinaggregate bilden 

sich im Cyto- oder Periplasma. Sie stellen zum einen eine Chance und zum anderen ein 

Problem dar (STRANDBERG und ENFORS, 1991). Die Chance besteht darin, dass das 

überexprimierte Protein meist in hoher Konzentration in den Proteinaggregaten vorliegt. 

Das Problem ist dabei die Solubilisierung. Diese ist bei der DmePPO3 nicht möglich 

(ERTAS, 2009). Die prokaryotischen E. coli Zellen haben den Vorteil einer einfachen 

Handhabung und großer Proteinausbeuten, verbunden mit einem geringen 
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Kostenaufwand (BANEYX, 1999). Ein Nachteil der prokaryotischen Zellen ist eine andere 

posttranslationale Modifikation der Proteine als im eukaryotischen System. So gibt es 

diverse Unterschiede in der N-Glykosylierung von pro- und eukaryotischen Proteinen 

(VALDERRAMA-RINCON et al., 2012). Diese Tatsache wiederum ist ein Vorteil bei der 

Expression von eukaryotischen Proteinen z. B. in Schneider 2 Zellen.  

4.1.3. Die Wahl eines geeigneten Systems zum Kupfereinbau 

Neben der Wahl des „richtigen“ Expressionssystems stand im Rahmen dieser Arbeit 

ebenfalls die Ermittlung eines geeigneten Systems zum Einbau von Kupfer in das 

rekombinant exprimierte Hämocyanin bzw. die Phenoloxidase im Vordergrund. 

Hämocyanine und Phenoloxidasen (Tyrosinasen und Catecholoxidasen) zählen zu den 

Typ3-Kupferproteinen. Diese verfügen über ein binukleäres Kupferbindungszentrum. Die 

Bindung von einem Molekül Sauerstoff erfolgt in einer „side-on“ Koordination durch zwei 

Kupferatome (DECKER et al., 2007). Die Kupferionen A und B werden von jeweils drei 

Histidinen koordiniert. Oxygenierte Hämocyanine und Phenoloxidasen weisen ein 

charakteristisches Absorptionsmaximum um die 340 nm auf. Dieses reflektiert die 

Bildung eines Kupfer-Sauerstoff-Komplexes. 

 Eignung von Expressionssytemen zur Herstellung von 4.2.
Proteinen aus der Hämocyanin-Superfamilie der 
Arthropoden 

Die im Rahmen dieser Arbeit für die rekombinante Expression verwendeten Proteine 

verfügten alle über einen C-terminalen Strep-tag II zur Aufreinigung. Für das DmeLSP2 

konnte gezeigt werden, dass nach Expression im T7-Expressionssystem, Strep-tag 

Aufreinigung und Dialyse das Protein als Hexamer vorlag (Abb. 4.1). An diesem wurden 

Strukturuntersuchungen durchgeführt. Das PelHc4 konnte in drei verschiedenen 

Expressionssytemen erfolgreich exprimiert werden. Nur nach der Expression im T7-

Expressionssystem lag ausreichend Protein für eine Strep-tag Affinitätschromatographie 

vor. Dieser folgten unterschiedliche Kupfereinbauversuche, deren Erfolg anhand von 

UV/VIS Spektroskopie untersucht wurde. Zudem erfolgte die Expression des PelHc4 im 

T7-Expressionssystem unter Anwesenheit von CuCl2. Nach Affintätschromatographie 

konnte in UV/VIS Spektren jedoch kein Hinweis auf funktionelles Hämocyanin erhalten 
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werden. Die DmePPO3 wurde im in vitro Expressionssytem in Anwesenheit von Kupfer 

exprimiert. Der Nachweis der Phenoloxidaseaktivität erfolgte direkt im 

Expressionsansatz, dabei konnte nicht sicher eine Aktivität nachgewiesen werden. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der verwendeten Expressionssysteme, Auf-
reinigungsmethoden und Rekonstitutionbedingungen für die drei Proteine PelHc4, 
DmeLSP2 und DmePPO3 

4.2.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster  

Das DmeLSP2 ist ein Hexamer, welches sich aus sechs identischen Untereinheiten 

zusammensetzt. Es verfügt natürlicherweise über ein N-terminales Signalpeptid, über 

das es in die Hämolymphe sezerniert wird (MOUSSERON-GRALL et al., 1997). Für eine 

erfolgreiche rekombinante Expression in E. coli muss dieses entfernt werden 

(HEFENBOCK, 2008; ERTAS, 2009). Das Hexamer lässt sich im TEM an seiner 

quaderförmigen Struktur mit Kantenlängen um die 10 nm identifizieren (MOUSSERON-

GRALL et al., 1997). 2008 war es HEFENBROCK gelungen, einzelne Untereinheiten im 

T7/pET-Expressionssystem in dem Bakterienstamm BL21(DE3)pLysS rekombinant zu 

exprimieren. Diese wurden nach erfolgreicher Aufreinigung in einer Dialyse rekonstituiert 

und die Quartärstruktur mittels TEM überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl 

Hexamere als auch einzelne Untereinheiten vorlagen.  
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Bei dem im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und rekonstituierten DmeLSP2 lagen 

nach abgeschlossener Rekonstruktion ausschließlich Hexamere und keine einzelnen 

Untereinheiten vor. Das Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutionsprotokoll wurde 

so optimiert, dass ausreichend rekombinantes, richtig gefaltetes Protein für 

Strukturanalysen vorlag. Die Optimierungen bestanden in der Verwendung des 

Rosetta2(DE3)pLysS Expressionsstammes, welcher über das pRARE Plasmid verfügt. 

Dieses trägt laut Herstellerangaben die tRNA Gene für sieben von E. coli selten 

verwendete Codons. Die Aufreinigung des DmeLSP2 wurde von einer Dreischritt-

Aufreinigung auf ein Einschritt-Protokoll mittels Strep-tag II (SCHMIDT et al., 1996) 

Affinitätschromatographie reduziert. Dieser Strep-tag II bietet neben der effizienten 

Aufreinigung des Proteins auch die Möglichkeit der Detektion durch einen gegen den 

Strep-tag II gerichteten Antikörper. Ein weiterer Vorteil des Strep-tag II ist, dass er in der 

Regel weder Proteinfaltung noch Sekretion behindert (SCHMIDT und SKERRA, 2007). 

Des Weiteren kann die Elution unter physiologischen Bedingungen stattfinden. Während 

bei HEFENBROCK (2008) nach abgeschlossener Aufreinigung 5 mg LSP2 aus einer 

1,5 l Expressionskultur vorlagen, lagen bei dem hier verwendeten Einschritt-Protokoll in 

der Regel über 6 mg vor. Die erfolgreiche Optimierung wurde mittels Strukturanalysen 

bestätigt. Die offensichtlich korrekte Faltung und Bildung des Hexamers konnte sowohl in 

elektronenmikroskopischen Bildern als auch in einer 3D-Rekonstruktion gezeigt werden 

(Abb. 3.3 und 3.5). MARTIN (2006) konnte zeigen, dass die Untereinheiten des 

DmeLSP2 bohnenförmig sind und die Ecken eines trigonalen Antiprismas in einer „D3 

point-group“ Symmetrie besetzen. In der hier angefertigten 3D-Rekonstruktion wiesen 

die Untereinheiten keine deutliche bohnenförmige Struktur auf. Ursache dafür ist 

wahrscheinlich, dass die 3D-Rekonstruktion von MARTIN (2006) „überfittet“ war 

(persönliche Mitteilung: MARKL, 2013). Die Struktur eines trigonalen Antiprismas ist 

jedoch zu erkennen. Das rekombinante rekonstituierte DmeLSP2 scheint in der 3D-

Rekonstruktion in der Seitenansicht (sideview) grob hexagonal, in der Aufsicht (topview) 

rechteckig.  

 

Das rekombinante DmeLSP2 ist wahrscheinlich nicht wie in vivo glykosyliert, da es in der 

SDS PAGE die zu erwartende molekulare Masse aufweist und nicht wie für 

Glykosylierungen typisch eine höhere molekulare Masse hat. Dabei scheint die N-

Glykosylierung des Proteins keinen entscheidenden Einfluss auf die Bildung des 

Hexamers zu haben, denn in vivo ist das LSP2 glykosyliert (ROBERTS und EVANS-

ROBERTS, 1979). 
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In der Analyse der Sekundärstruktur des DmeLSP2 mittels CD-Spektroskopie stellte sich 

heraus, dass 44% des Proteins als α-Helix vorliegen und 10% als β-Faltblatt. Die Werte 

weichen stark von dem SWISS MODELL Repository (SCHWEDE et al., 2003; ARNOLD 

et al., 2006; KOPP und SCHWEDE, 2006; KIEFER et al., 2009) für DmeLSP2 ab, in dem 

21% des Proteins als β-Faltblatt, 27% α-Helix und 52% als Random Coils vorliegen. 

Dieses 3D-Strukturmodell basiert auf der Kristallstruktur des chinesischen 

Eichenseidenspinners (A. perny) Arylphorins, bei dem es sich ebenfalls um ein 

Hexamerin handelt. Die Ursache für diese Abweichungen in der Sekundärstruktur beruht 

wahrscheinlich darauf, dass es sich bei der Methode um eine grobe Abschätzung 

handelt. Die Tatsache, dass ein relativ hoher Prozentsatz an gefalteten Strukturen 

vorliegt, deutet darauf hin, dass das Protein richtig gefaltet ist.  

 

Nachdem für das DmeLSP2 gezeigt werden konnte, dass es sich erfolgreich im 

prokaryotischen System rekombinant exprimieren und rekonstituieren lässt, lag bei den 

kupferhaltigen Vertretern der Hämocyanin-Superfamilie, PelHc4 und DmePPO3, der 

Schwerpunkt auf dem Kupfereinbau.  

4.2.2. Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas Phenoloxidase 3 
von D. melanogaster 

 Auswirkungen der Zugabe von Kupfer während der Expression in E. coli  4.2.2.1.

Das Hämocyanin der europäischen Languste P. elephas ist ein Hexamer, welches sich 

aus vier ähnlichen Untereinheiten zusammensetzt (MARKL et al., 1979; BELLELLI et al., 

1988; NEUTEBOOM et al., 1989; KUSCHE et al., 2003b). Die Aminosäuresequenz 

dieser vier Untereinheiten unterscheidet sich in weniger als 5%. Natürlicherweise verfügt 

die hier verwendete Untereinheit vier über ein Signalpeptid, welches für die Expression 

im T7/pET-System sowie im in vitro Expressionssytem abgespalten wurde. Bei der 

Expression im bakteriellen T7/pET-System gibt es generell zwei Möglichkeiten um 

funktionelles, kupferhaltiges Hämocyanin herzustellen. Entweder wird das Kupfer 

während der Expression ins Medium gegeben oder es findet zunächst die Expression 

der Apoform mit anschließendem in vitro Kupfereinbau statt. Bei der Expression in 

Anwesenheit von Kupfer wurde die Bakteriensuspension während der Expression mit 

20 µM CuCl2 versetzt.  
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Kupfer ist schon in geringen Konzentrationen für Zellen toxisch. Kupfer1+ und Kupfer2+ 

können hochaffin an adventive Strukturen partiell gefalteter Proteine binden und dort die 

Autooxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleinsäuren katalysieren (PUFAHL et al., 

1997). Daher haben Zellen einen streng kontrollierten Mechanismus für die Aufnahme, 

intrazelluläre Verteilung, Verwendung sowie Exkretion von Kupfer (MIYAYAMA et al., 

2011). Bei verschiedenen Polyphenoloxidasen (Phenoloxidasen der Pflanzen) konnte 

jedoch gezeigt werden, dass sie nach Expression in E. coli in Anwesenheit von 20 µM 

CuCl2 Aktivität aufwiesen (SULLIVAN et al., 2004; DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012). 

Wahrscheinlich bleibt die Kupferhomöostase hier erhalten. Über diese ist bei 

Prokaryoten bisher kaum etwas bekannt. Es wird angenommen, dass sie bei Eukaryoten 

durch folgenden Mechanismus der Verteilung des Kupfers an die Kupferenzyme 

aufrechtgehalten wird (KIM et al., 2008). Kupfer liegt in der Zelle als Kupferion vor, 

gebunden an das Ctr1, einem Kupfertransporter, der an der Plasmamembran exprimiert 

wird (ZHOU und GITSCHIER, 1997; LEE et al., 2000). Kupfertransportproteine, 

sogenannte Kupferchaperone, transportieren das Kupfer zu den Kupferenzymen. Ein 

Beispiel ist das Kupferchaperon CCS (copper chaperone for superoxide dismutase) der 

Superoxiddismutase 1 (SOD1), das Kupfer an SOD1 durch Bildung eines Heterodimers 

abgibt. Das Kupferchaperon Atox1 (aus Hefezellen) transportiert Kupfer zu Atp7a und 

Atp7b, ATP- abhängigen Kupfertransportproteinen, in dem sekretorischen 

Stoffwechselweg des Kupfers über den Golgi-Apparat (KLOMP et al., 1997; HAMZA et 

al., 1999). Im Golgi-Apparat wird das Kupfer entweder direkt in Kupferenzyme eingebaut 

oder es wird über sekretorische Vesikel ausgeschieden. Auch in Prokaryoten existiert ein 

Atx1-ähnliches Kupferchaperon CopZ (COBINE et al., 1999), für das verschiedene 

Funktionen vorgeschlagen wurden (COBINE et al., 1999; ROSENZWEIG und 

O'HALLORAN, 2000). Cox17 ist ebenfalls ein Kupferchaperon, das für den Transport des 

Kupfers in die Mitochondrien, zum Einbau in die Cytochrom C Oxidase, in humanen und 

Hefezellen verantwortlich ist (GLERUM et al., 1996; AMARAVADI et al., 1997; BEERS et 

al., 1997; SRINIVASAN et al., 1998).  

 

Für einige Typ3-Kupferproteine, zu denen auch die Hämocyanine und Phenoloxidasen 

zählen, sind die entsprechenden Kupferchaperone bekannt. So konnte bei diversen 

Streptomyces Spezies gezeigt werden, dass das Melanin-synthetisierende Operon aus 

zwei Genen, die für MelC1 und MelC2 kodieren, besteht (z. B. LEE et al., 1988; 

BETANCOURT et al., 1992; CHEN et al., 1992). MelC1 kodiert upstream für ein kleines 

Metallochaperon (Caddie-Protein), das für den Kupfereinbau in die durch MelC2 kodierte 

Apotyrosinase verantwortlich ist (LEE et al., 1988; CHEN et al., 1992). Das marine 
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Bakterium Marinomonas mediteranea verfügt über ein Operon, auf dem für die 

Prophenoloxidase B (PPOB) zwei Gene liegen, PPOB1 und B2. Während B1 für die 

Apotyrosinase kodiert, ist das B2 Protein wahrscheinlich an dem Kupfereinbau in die 

Apotyrosinase B1 beteiligt (LOPEZ-SERRANO et al., 2004). Dieses vermeintliche 

Kupferchaperon scheint sehr spezifisch zu agieren, denn M. mediteranea verfügt noch 

über eine weitere PPO (PPOA), welche jedoch nicht von PPOB2 mit Kupfer versorgt 

werden kann (LOPEZ-SERRANO et al., 2007). Der Kupfereinbau in Proteine ist bisher 

ein unvollständig erforschtes Phänomen, insbesondere über die Kupferbeladung von 

Typ3-Kupferproteinen ist wenig bekannt (JAENICKE et al., 2010). Hämocyanine weisen 

jedoch in der Domäne 3 ein Cupredoxin-ähnliches Motif auf (Typ1-

Kupferbindungszentrum). JAENICKE et al. (2010) schlugen vor, dass die Hämocyanine 

von einem Protein abstammen, dass sowohl über ein Typ1- als auch über ein Typ3-

Kupferbindungszentrum verfügte. Da die Kupferbeladung während der 

Hämocyaninbiosynthese durch bestimmte Kupferchaperone erfolgte, nahm der selektive 

Druck auf den Erhalt des Kupferbindungszentrums in der Cupredoxin-ähnlichen Domäne 

ab. Über die Kupferchaperone der Hämocyanine fehlen bisher weitere Daten. Daher war 

eine Expression in Anwesenheit des entsprechenden Chaperons für PelHc4 nicht 

möglich.  

 

Neben den Kupferchaperonen scheinen auch die Metallothionine eine wichtige Rolle in 

der Kupferhomöostase der Zelle zu spielen. Sie sind Cystein-reiche intrazelluläre Metall-

bindende Proteine, die eine geringe molare Masse aufweisen (z. B. KLAASSEN et al., 

1999; COYLE et al., 2002; GRENNAN, 2011). Auch für Hämocyanin konnte gezeigt 

werden, dass Kupfer-Metallothionine das Potential besitzen, Kupfer in das aktive 

Zentrum von Apohämocyanin zu transportieren (BROUWER et al., 1986; BROUWER et 

al., 2002). Für diesen Versuch wurden beide Proteine aus dem Organismus isoliert.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit führte die Expression in Anwesenheit von CuCl2 sogar zu 

höheren Proteinausbeuten als ohne diesen Zusatz. Das deutet nicht darauf hin, dass das 

Kupfer nicht toxisch für die E. coli Zellen war. Die Zugabe von Kupfer während der 

Expression hatte bei einigen Polyphenoloxidasen zu funktionellem Enzym geführt. Unter 

diesen Bedingungen konnte hier jedoch kein funktionelles PelHc4 nachgewiesen 

werden. Wahrscheinlich erfolgt der Kupfereinbau in die Polyphenoloxidasen in dem 

prokaryotischen Expressionssysem entweder ohne ein entsprechendes Chaperon oder 

ein Metallochaperon von E. coli ist in der Lage Kupfer in diese Proteine einzubauen. 

Dem erfolglosen Kupfereinbau in das Hämocyanin der Crustaceen könnten auch 
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Strukturunterschiede zu den Polyphenoloxidasen zugrunde liegen. Generell zeigen 

Sequenzvergleiche, dass die Tyrosinasen und Catecholoxidasen der Pflanzen, Pilze, 

Bakterien und Vertebraten mehr dem Molluskenhämocyanin als dem der Arthropoden in 

ihrer Sekundärstruktur ähneln (VANGELDER et al., 1997; VANHOLDE et al., 2001). 

Vergleicht man jedoch die Proteinstrukturen um das aktive Zentrum von Mollusken- und 

Arthropodenhämocyanin sowie der Catecholoxidase der Süßkartoffel, so sind diese sich 

in allen drei Proteinen sehr ähnlich (DECKER und TUCZEK, 2000).  

 

Die Expression von PelHc4 im prokaryotischen T7/pET-System unter Zugabe von Kupfer 

führte nicht, wie für einige Polyphenoloxidasen beschrieben, zu funktionellem Protein. 

Das T7/pET-System in Korrelation mit der Zugabe von Kupfer während der Expression 

eignet sich also nicht zur Herstellung von funktionellem PelHc4. 

 Auswirkungen der Zugabe von Kupfer nach der rekombinanten 4.2.2.2.
Expresssion in das Apoprotein 

Die alternative Möglichkeit der Herstellung von funktionellem kupferhaltigen Hämocyanin 

ist die Expression des PelHc4 in seiner Apoform mit anschließendem in vitro 

Kupfereinbau. Diese Methode hatte sich schon bei anderen Kupferproteinen als 

erfolgreich herausgestellt und die Versuchsbedingungen wurden zum Teil an diese 

Bedingungen angepasst. Dabei ist es generell möglich, Kupfer als Cu1+ oder Cu2+ 

einzusetzen.  

 

JENSEN et al. (1999) konnten für das Menkes-Protein zeigen, dass eine Expression in 

dem Bakterienstamm BL21(DE3)pLyS mit anschließendem Kupfereinbau durch Dialyse 

gegen einen TrisCuCl4
3--Puffer, in dem Kupfer als Cu1+ vorliegt, möglich ist (JENSEN et 

al., 1999). Bei dem Menkes-Protein handelt es sich um eine P-Typ ATPase, die sechs 

sich wiederholende stark metallassoziierte (HMA: heavy metal-associated) Sequenzen 

am N-Terminus aufweist (DIDONATO et al., 1997). Dieses HMA-Motiv ist stark 

konserviert und wurde in mehreren bakteriellen HMA-Proteinen (BULL und COX, 1994) 

sowie in dem Kupferchaperon Atox1 respektive Atx1 gefunden (KLOMP et al., 1997). 

Das HMA-Motiv bindet Kupfer entweder über zwei Cysteinreste oder über diese beiden 

Cysteinreste plus einen Methioninrest (PUFAHL et al., 1997; GITSCHIER et al., 1998). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Versuchsbedingungen in Bezug auf pH Wert, Art 

des Lösens des Proteins und Molarität der Ascorbinsäure modifiziert, nachdem DIDIER 

(2009) mit diesem Ansatz vermutlich die Oxy- und die Metform des PelHc4 nachweisen 

konnte. Ein erfolgreicher Kupfereinbau konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet 
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werden. Vermutlich lagen Probleme mit der Faltung des PelHc4 vor. DIDIER (2009) 

beschrieb bereits dieses Problem und konnte die erzielten Ergebnisse nicht 

reproduzieren. 

 

Unter Einsatz eines Cu1+-haltigen Puffers war es (1992) BROUWER und BROUWER-

HOEXUM gelungen, das Apohämocyanin des amerikanischen Hummers Homarus 

americanus mit Kupfer zu funktionsfähigem Protein zu rekonstituieren. Sie entnahmen 

dem Hummer dafür Hämocyanin und deoxygenierten dieses. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden die Bedingungen für die Kupferrekonstitution des Apo-PelHc4, wie von 

BROUWER und BROUWER-HOEXUM als optimal beschrieben, gewählt. Der 

erfolgreiche Kupfereinbau wurde anhand von Absorptionsspektren überprüft. Nach vier 

bis sechs Stunden kam es zu einer Veränderung der Absorption zwischen 300 und 

350 nm. Ein deutliches Oxyhämocyanin Absorptionsmaximum konnte jedoch nicht 

nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis darauf, dass es sich um 

eine geeignete Methode zur Kupferrekonstituion von Apo-PelHc4 handeln könnte, die 

Versuchsbedingungen aber noch weiter optimiert werden müssen. 

 

Für eine Champignon-Tyrosinase konnten WIGFIELD und GOLTZ (1993) zeigen, dass 

eine Rekonstitution mit Kupfersulfat möglich war. Sie verwendeten kommerziell 

erworbene Tyrosinase, die sie durch Inkubation mit Cyanid in ihre inaktive Apoform 

umwandelten (WIGFIELD und GOLTZ, 1990). Der Versuch wurde bei verschiedenen pH 

Werten durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die Kupferrekonstitution der Apotyrosinase 

ein pH Wert-abhängiger Prozess ist, der bei der Verwendung von Cu2+ bei pH 7,5 ca. 

zwölfmal langsamer erfolgt als bei pH 5,8. Beim Vergleich von Cu1+ versus Cu2+ bei pH 

5,8 stellte sich heraus, dass der Kupfereinbau ins native Protein mit Cu1+ 16 mal 

effektiver ist (WIGFIELD und GOLTZ, 1990). Dieser Versuch erwies sich für das PelHc4 

als vielversprechend, da es im Laufe der Zeit zu einem Anstieg der Absorption bei 

340 nm kam. Allerdings präzipitierte das Protein nach abgeschlossenem Versuch, was 

auf eine falsche Faltung hindeutet.  

 

Im Gegensatz zu der Kupferzugabe während der Expression von PelHc4 weist die 

Zugabe von Kupfer nach der Expression auf mögliche Versuchsbedingungen zur 

Herstellung von funktionellem Hämocyanin hin. Allerdings müssen hier noch mehrere 

Faktoren, wie die Proteinfaltung und die Bedingungen bei Kupfereinbau optimiert 

werden.  
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 Eignung von Insektenzellen (Schneider 2 Zellen) 4.2.2.3.

Nachdem die Expression von PelHc4 im prokaryotischen T7/pET-System zwar 

erfolgreich war, aber Probleme mit der Stabilität des Proteins vorlagen, wurde alternativ 

das „Drosophila Expression System“ verwendet. Diese aus D. melanogaster stammende 

Zelllinie wurde stabil transfiziert (SCHNEIDER, 1972). Neben der einfachen Handhabung 

der Zellen bietet dieses System die Möglichkeit Vektoren zu verwenden, welche über 

einen starken Metallothioninpromotor verfügen (MARONI et al., 1986; BUNCH et al., 

1988). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der pMT/V5-His B Vektor ausgewählt. Durch 

seinen starken Metallothioninpromotor ist es möglich, die Expression des Zielproteins 

durch die Zugabe von CuSO4 zu induzieren. Das PelHc4 verfügt natürlich über ein 

Signalpeptid, was in vivo für die Sezernierung in die Hämolymphe verantwortlich ist. Bei 

der Verwendung von serumfreien Medium konnte PelHc4 in diesem nachgewiesen 

werden, allerdings lag es in geringer Konzentration vor. Auch in den Zellen lag lösliches 

PelHc4 in einer geringen Konzentration vor. Für die Prophenoloxidase 3 aus D. 

melanogaster war die Expression in diesem für sie homologen System erfolgreich 

(ERTAS, 2009). Sie lag anschließend als funktionelles Enzym vor. Dies konnte in einem 

Aktivitätsassay nachgewiesen werden. Da ihr ein Signalpeptid fehlt, befand sich die 

lösliche DmePPO3 in den Zellen. Der Aktivitätsnachweis konnte im Zelllysat erfolgen. 

Das Protein wurde demzufolge nicht aufgereinigt.  

 

Die erfolgreiche Expression von funktioneller Phenoloxidase in Schneider 2 Zellen hatte 

gezeigt, dass es generell möglich ist, kupferhaltige Vertreter der Hämocyanin-

Superfamilie der Arthropoden in diesem System herzustellen. Damit schien es ein 

geeignetes Expressionssystem für PelHc4 zu sein. Das Problem der geringen 

Expressionsrate von PelHc4 in S2 Zellen führte dazu, dass nach der 

chromatographischen Auftrennung der Drosophila-Proteine zu wenig Zielprotein für die 

Messung von Absorptionsspektren vorhanden war. Ob der Einbau von Kupfer in das in 

S2 Zellen hergestellte PelHc4 überhaupt möglich ist, bleibt letztendlich ungeklärt. Sollte 

wie bereits beim prokaryotischen System ausgeführt, ein Kupferchaperon für den 

Kupfereinbau in das PelHc4 benötigt werden, kann wahrscheinlich auch in Drosophila-

Zellen kein Oxyhämocyanin hergstellt werden. Da Kupferchaperone generell spezifisch 

zu sein scheinen (LOPEZ-SERRANO et al., 2007), könnten die Drosophila-eigenen 

Chaperone unter Umständen nicht für den Kupfereinbau in das Apohämocyanin sorgen. 

Die erfolgreiche Expression der DmePPO3 in S2 Zellen könnte damit zusammenhängen, 
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dass es sich um ein homologes System handelt und das entsprechende Kupferchaperon 

bereits vorhanden ist.  

 Eignung eines zellfreien in vitro Expressionssystems in Anwesenheit von 4.2.2.4.
Kupfer 

Zellfreie in vitro Expressionssysteme werden in der Regel aus E. coli, Weizenkeimen 

oder Kaninchen Retikulozyten gewonnen (z. B. JERMUTUS et al., 1998; ENDO und 

SAWASAKI, 2003; JACKSON et al., 2004). Sie bieten unter anderem die Möglichkeit der 

Modifizierung von Reaktionsbedingungen, z. B. für eine bessere Proteinfaltung (KATZEN 

et al., 2005). Im Fall des PelHc4 bot es die Möglichkeit die Expression in Gegenwart von 

Kupfer stattfinden zu lassen. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete, auf E. coli-

Komponenten basierende System, bietet den Vorteil von hohen Syntheseraten. Die 

Produkte können von wenigen Mikro- bis zu einigen Milligramm pro Milliliter Reaktion 

reichen, sind jedoch protein- und reaktionsabhängig (KIGAWA et al., 1999). Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden zunächst 25 µl Ansätze verwendet, um zu überprüfen, ob eine 

Expression möglich ist. Diese geringen Ausgangsvolumen führten dazu, dass nach einer 

Affinitätsaufreinigung praktisch kein Protein mehr vorlag. Somit war es für das PelHc4 

nicht möglich Absorptionsspektren zu messen. Zur Überprüfung, ob sich das zellfreie in 

vitro Expressionssystem zur Herstellung von funktionellen Typ3-Kupferproteinen aus der 

Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden generell eignet, wurde mit der DmePPO3 

weitergearbeitet. Für dieses Protein konnte, wie bereits erwähnt, gezeigt werden, dass 

es als funktionelles Enzym in Drosophila Schneider 2 Zellen exprimiert werden kann. 

Zum Nachweis der Aktivität und damit auch der Funktionalität und Kupferbindung kann 

bereits bei sehr geringen Mengen an PPO ein Aktivitätstest (hier: MBTH-Assay) im 

Zelllysat durchgeführt werden (ERTAS, 2009). Zunächst erschien dieser Ansatz als 

erfolgsversprechend. Das freie Kupfer interagierte jedoch mit dem Färbereagenz MBTH, 

sodass alle Negativkontrollen stark mit angefärbt wurden. Alternativ kann eine 

Phenoloxidaseaktivität auch mit dem Dopachrom-Assay nachgewiesen werden 

(MASON, 1948), welches jedoch weniger sensitiv ist und daher für diese Zwecke nicht in 

Frage kam.  

 

Das in vitro Expressionssytem eignet sich wahrscheinlich nicht für die Herstellung von 

Typ3-Kupferproteinen. Bei einem Ausgangsvolumen von 25 µl ist die Proteinausbeute für 

den Nachweis von funktionellem PelHc4 zu gering. Da bei der DmePPO3 nicht sicher ein 

Aktivitätsnachweis erfolgen konnte, wurde die Expression von PelHc4 in diesem System 

nicht weiter verfolgt.  
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 Das aktive Zentrum des Hämocyanins 4.3.

Während die rekombinante Expression von Hämocyanin in allen im Rahmen dieser 

Arbeit verwendeten Expressionssystemen etabliert werden konnte, blieb ein stabiler 

Erfolg beim Kupfereinbau in das 

Apohämocyanin aus. Die Oxygenierung von 

Hämocyanin induziert eine Veränderung 

des Oxidationsstatus von Cu(I)2 zu Cu(II)2 

sowie eine Veränderung der Absorption im 

UV/VIS Bereich (EICKMAN et al., 1979). 

Diese Veränderungen sind charakteristische 

Absorptionsbanden bei 340 und 570 nm 

(Abb. 4.2), welche aus der Bildung des 

Sauerstoff-Kupfer-Komplexes resultieren 

(SOLOMON et al., 1992). Beide 

Absorptionsmaxima stellen ein lineares 

Signal zu der Menge an gebundenem 

Sauerstoff dar und verschwinden, wenn kein 

Sauerstoff gebunden ist (RICHEY et al., 

1983). Der Abstand zwischen den beiden 

Kupferionen im aktiven Zentrum beträgt 

3,5 Å in der Oxy- und 4,6 Å in der Deoxyform. In dem binukleären Zentrum des 

Hämocyanins sind drei Oxidationsstufen möglich: CuI
2 (Deoxyhämocyanin), CuII

2 (Oxy- 

oder Methämocyanin) und CuICuII (Semimethämocyanin; ANDREW et al., 1993). 

Methämocyanin weist ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 680 nm auf. 

Semimethämocyanin kommt unter physiologischen Bedingungen nicht vor. Für eine 

humane Tyrosinase wurde dieser Zustand (CuICuII) jedoch als Teil des Mechanismus der 

Oxidation von L-Dopa und L-Tyrosin vorgeschlagen (WOOD und SCHALLREUTER, 

1991). Während in dieser Arbeit nur eine steigende Absorption bei 340 nm beim PelHc4 

beobachtet werden konnte, konnte DIDIER (2009) die Bildung der putativen Oxy- und 

Metform beobachten. Diese Ergebnisse ließen sich schon von DIDIER nicht 

reproduzieren und hängen wahrscheinlich mit Faltungsproblemen des PelHc4 bei der 

Expression im T7/pET-System zusammen. 

 

 

Abb. 4.2: Absorptionsspektren von Hämo-
cyanin: (a) Oxyhämocyanin, (b) Methämo-
cyanin, (c) Semimethämocyanin, (d) Des-
oxyhämocyanin (ANDREW et al., 1993)
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BROUWER und BROUWER-HOEXUM war es 1992 gelungen, natives Hämocyanin aus 

Homarus americanus aufzureinigen, in seine Apoform zu überführen und in vitro mit 

Kupfer zu rekonstituieren. Sie fassten den Rekonstitutionsprozess folgendermaßen 

zusammen: 1. Cu1+ bindet an der Hämocyaninoberfläche (Eingang zum Kupfertunnel). 2. 

Das Cu1+ wandert langsam durch den Kanal in das aktive Zentrum und bildet zunächst 

ein mononukleäres Zentrum. 3. Das zweite Kupferion wandert schnell in das 

Hämocyanin hinein, wodurch sich das binukleäre Zentrum bildet (BROUWER und 

BROUWER-HOEXUM, 1992). Die Rolle des Kupfers im aktiven Zentrum des 

Hämocyanins ist auch mehrfach Gegenstand weiterer Untersuchungen (BROUWER et 

al., 2002; GATTO et al., 2004; SPINOZZI et al., 2005). Dabei spielt die Wirkung der 

Kupferionen auf die Struktur eine entscheidende Rolle. In Strukturanalysen (CD-

Spektroskopie) konnte gezeigt werden, dass beim Hämocyanin der Mittelmeer-

Strandkrabbe Carcinus aestuarii die Entfernung des Kupfers aus dem aktiven Zentrum 

zu marginalen Konformationsänderungen des Hexamers führte. Beim Monomer 

hingegen führte die Entfernung zu Veränderungen der Tertiärstruktur (SPINOZZI et al., 

2005). Ungeklärt bleibt, ob der Einbau des Kupfers in die Apoform in vivo nach der 

Proteinbiosynthese und Proteinfaltung oder bereits während der Translation stattfindet 

(BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992). Sollte der Kupfereinbau tatsächlich in 

vivo während der Translation stattfinden, ist es unter Umständen schwierig mit einem 

System, wie dem hier verwendeten T7/pET-System in Kombination mit einem in vitro 

Kupfereinbau, funktionelles Hämocyanin herzustellen. Viel wahrscheinlicher scheint die 

Expression von funktionellem Protein in einem System, in dem Kupfer bereits während 

der Translation oder nach der Proteinsynthese und Proteinfaltung eingebaut werden 

kann. Das ist jedoch beim T7/pET-System nicht der Fall, in S2 Zellen und im in vitro 

Expressionssystem konnte es aufgrund zu geringer Proteinmengen nicht nachgewiesen 

werden. 

 Eignung von Absorptionsspektren zur Überprüfung 4.4.
eines erfolgreichen Kupfereinbaus 

Wie bereits erwähnt war ein zentrales Problem bei der Herstellung von funktionellem 

PelHc4, neben Problemen bei der Proteinfaltung und dem Kupfereinbau, die Etablierung 

einer Methode zur Überprüfung des erfolgreichen Kupfereinbaus. Die hier verwendete 

Methode der UV/VIS-Spektroskopie wird sowohl zum Nachweis von oxygeniertem 

Hämocyanin in der Hämolymphe (z. B. JAENICKE et al., 1999), als auch zur 
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Überprüfung der Rekonstitution von kupferfreiem Hämocyanin mit Kupfer (BROUWER et 

al., 1986; BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992) verwendet.  

Zur Messung von UV/VIS-Spektren sind recht hohe Proteinkonzentrationen und 

Volumina erforderlich, was bei einer Vielzahl der Versuche dazu führte, dass ein 

erfolgreicher Kupfereinbau nicht überprüft werden konnte. Ein weiterer Aspekt ist die 

Sensitivität der Absorptionsspektren, denn die Absorption bei 340 nm ist deutlich 

geringer als die bei 280 nm. Das Verhältnis zwischen den beiden Messpunkten kann 

stark variieren und korrespondiert zum einen mit der Stärke der Absorption bei 280 nm, 

also der Anzahl an aromatischen Aminosäuren, und zum anderen mit der Menge an 

gebundenem Sauerstoff (RICHEY et al., 1983). Eine sehr sensitive Methode zur 

Messung der Sauerstoffbindung an das aktive Zentrum des Hämocyanins ist 

Fluoreszenz (LOEWE, 1978). Deoxygeniertes Hämocyanin fluoresziert bei Anregung mit 

Licht einer Wellenlänge von 290 nm. Je mehr Sauerstoff gebunden wird, desto 

schwächer wird die Fluoreszenz. Dabei besteht ein lineares Verhältnis zwischen 

Sauerstoffsättigung und Fluoreszenz. Da die Sauerstoffaffinität nicht durch die 

Hämocyaninkonzentration beeinflusst wird (LOEWE und LINZEN, 1975; LOEWE, 1978), 

reichen geringe Proteinkonzentrationen aus. Die Möglichkeit Sauerstoffbindung an das 

Hämocyanin mittels Fluoreszenz zu messen, bestand im Rahmen dieser Arbeit nicht und 

das Hämocyanin war für einen Transport zu instabil. 

 Kupferlose versus kupferhaltige Vertreter der 4.5.
Hämocyanin-Superfamilie 

Ziel dieser Arbeit war es, ein Expressionssystem für Proteine aus der Hämocyanin-

Superfamilie der Arthropoden zu etablieren und zu optimieren. Dabei lag der Fokus 

insbesondere auf dem kupferhaltigen Vertreter Hämocyanin. Nachdem gezeigt werden 

konnte, dass die rekombinante Expression von richtig gefaltetem DmeLSP2 im 

Cytopasma von E. coli möglich ist, wurde angenommen, dass unter denselben 

Bedingungen richtig gefaltetes Hämocyanin hergestellt werden kann. Immerhin verfügen 

das hier verwendete DmeLSP2 und PelHc4 über 27,58% identische und 48,91% 

ähnliche Aminosäuren. DIDIER (2009) konnte zeigen, dass die rekombinante Expression 

des PelHc4 in E. coli möglich ist. Bei der in vitro Rekonstitution des PelHc4 mit Kupfer 

wurden jedoch immer wieder Präzipitate festgestellt, was auf eine nicht korrekte 

Proteinfaltung hindeutet. DmeLSP2 verfügt wie PelHc4 über eine putative N-

Glykosylierungsstelle. Während dieses Glykan beim DmeLSP2 offensichtlich nicht für die 
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Proteinfaltung und Stabilität entscheidend ist, könnte es beim PelHc4 eine Rolle spielen. 

Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die N-Glykosylierung von Proteinen nicht nur 

für ihre Faltung, sondern auch für ihre Stabilität verantwortlich ist (MITRA et al., 2003; 

BUCK et al., 2004; MITRA et al., 2006). Dagegen spricht wiederum, dass in 

Strukturanalysen gezeigt werden konnte, dass sich die Glykane mit Ausnahme von zwei 

N-Acetylglucosaminen vor allem auf der Oberfläche der Proteine befinden (WORMALD 

et al., 2002). Bei der Hämocyaninuntereinheit B von der kalifornischen Languste P. 

interruptus ist ein Asparagin glykosyliert. Dieses Glykan steht mit Ausnahme des ersten 

Zuckers nicht in Kontakt mit den anderen Aminosäureresten (GAYKEMA et al., 1984). 

Bei der Expression von PelHc4 in S2 Zellen konnte gezeigt werden, dass es eine 

deutlich höhere molare Masse aufwies als bei der Expression in E. coli, was ein Hinweis 

auf eine Glykosylierung ist. 

 

Die Expression des kupferhaltigen PelHc4 unter ähnlichen Bedingungen wie die beim 

DmeLSP2 führen trotz großer Ähnlichkeiten auf Aminosäureebene wahrscheinlich zu 

nicht korrekt gefalteten PelHc4 ohne posttranlationale Modifikationen. Der entscheidende 

Unterschied zwischen diesen beiden Proteinen ist das im LSP2 verlorengegangene 

Kupferbindungszentrum. Dieses scheint auch Einfluss auf die Proteinfaltung zu haben. 

Es erscheint logisch, dass die Expressionsbedingungen für das PelHc4 denen für 

DmePPO3 ähneln müssen, da es sich bei diesem Enzym ebenfalls um ein Typ3-

Kupferprotein handelt. Allerdings sind S2 Zellen nicht das geeignete Expressionssytem 

für PelHc4. 

 Nachweis von Hämocyanin und Phenoloxidasen in S. 4.6.
dehaani 

4.6.1. Funktionelles Hämocyanin in S. dehaani 

Myriapoden verfügen wie Hexapoden über ein ausgeprägtes Tracheensystem. Lange 

wurde deswegen angenommen, dass sie keine respiratorischen Proteine aufweisen und 

dass die wenigen Vorkommen von Hämocyanin in den Scutigeromorphen Ausnahmen 

darstellten. Diese Ausnahmen wurden in Korrelation mit der hohen Aktivität der Tiere und 

ihrem auffälligen blind endenden Tracheensystem gestellt (MANGUM und GODETTE, 

1986). Noch immer ist das Hämocyanin der Myriapoden nicht so gut erforscht wie das 

der Crustaceen und Cheliceraten. Immerhin konnte es inzwischen in den Chilopoden 
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(Hundertfüßern), Diplopoden (Doppelfüßern) und Symphylen (Zwergfüßern) 

nachgewiesen werden (SUNDARA RAJULU, 1969; MANGUM et al., 1985; GEBAUER 

und MARKL, 1999; JAENICKE et al., 1999; KUSCHE und BURMESTER, 2001; 

KUSCHE et al., 2003a; MARKL et al., 2009; DAMSGAARD et al., 2013; PICK et al., 

2014). Dabei ist Hämocyanin in einigen Chilopoden- und Diplopodenspezies vorhanden, 

während es in anderen Spezies offenbar fehlt (PICK et al., 2014). Pauropoden 

(Wenigfüßer) standen noch nicht für Hämocyanin-Untersuchungen zur Verfügung.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmalig der Nachweis von putativer Hämocyanin-

mRNA in dem Hundertfüßer S. dehaani. Dabei konnten die vollständigen Sequenzen von 

zwei Untereinheiten identifiziert werden. In einer phylogenetischen Analyse gruppierten 

sie mit anderen Myriapodenhämocyanin-Untereinheiten. Bei den Myriapoden gibt es 

zwei Hämocyaninuntereinheitstypen, welche in den Chilopoda, Diplopoda und Symphyla 

vorhanden und damit bereits vor der Entstehung dieser drei Unterklassen entstanden 

sind. Sie wurden in dieser Arbeit als Typ I und Typ II Myriapodenhämocyanin definiert 

(Abb. 3.17). Die beiden in dieser Arbeit identifizierten vermeintlichen Hämocyanin-

Sequenzen enthielten die für die Sauerstoffbindung essentiellen Kupferbindungsstellen 

sowie die, die Sauerstoffbindung stabilisierenden, Phenylalanine und ein Signalpeptid. 

Dies wies auf eine Funktion als respiratorisches Protein hin, welche durch die 

Charakterisierung der Sauerstoffbindungskinetik der Hämolymphe von S. dehaani 

bestätigt werden konnte. Dabei stellte sich heraus, dass das Hämocyanin eine moderate 

Sauerstoffaffinität aufweist (pH 7,7: P50~19,2 Torr; pH 6,8: P50~27,2 Torr). Ein Bohr-

Effekt ist vorhanden, da die Sauerstoffaffinität des Hämocyanins bei dem niedrigeren pH 

Wert geringer ist als bei dem höheren. Bei beiden untersuchten pH Werten liegt eine 

geringe Kooperativität vor (pH 7,7 bei h~1,86 und bei pH 6,8 bei h~1,6). In anderen 

Arbeiten wurde das Sauerstoffbindungsverhalten dreier weiterer Myriapoden-

hämocyanine bestimmt. Dies ist zum einen das des Chilopodens S. coleoptrata. Bei 

diesem liegt eine geringe Sauerstoffaffinität (P50=55 Torr) und eine hohe Kooperativität 

vor (h=8,9 bei pH 7,5; MANGUM et al., 1985). Zum anderen handelt es sich um das 

Hämocyanin des Spirostreptus sp., welches eine hohe Sauerstoffaffinität (P50=4,7 Torr) 

und eine geringe Kooperativität aufweist (h~1,3 bei pH 7,5; JAENICKE et al., 1999). Bei 

dem Hämocyanin eines weiteren Diplopodens A. gigas sind die Verhältnisse ähnlich 

(P50=3,5 Torr bei pH 8,1 und h~1,5 zwischen pH 7,0 und 8,0; DAMSGAARD et al., 

2013). KUSCHE et al. (2003) schlugen vor, dass dieses unterschiedliche 

Sauerstoffbindungsverhalten des Hämocyanins zwischen S. coleoptrata und 

Spirostreptus sp. mit den verschiedenen Lebensweisen einhergeht. So handelt es sich 
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bei S. coleoptrata um ein sehr schnelles Tier, das Sauerstoff benötigt um sich 

entsprechend bewegen zu können. Spirostreptus sp. bewegt sich langsam und lebt 

teilweise in der Erde. Das Hämocyanin muss daher in der Lage sein, Sauerstoff zu 

speichern. Dies ist auch bei A. gigas der Fall. S. dehaani ist wie S. coleoptrata ein agiles 

Tier, bei dem das Hämocyanin eine höhere Sauerstoffbindungsaffinität als die des 

Hämocyanins von S. coleptrata, aber eine geringere als die der beiden 

Diplopodenhämocyanine aufweist.  

 

Bei den decapoden Krebsen konnte gezeigt werden, dass zusätzliche Untereinheiten 

zum Sinken der Sauerstoffaffinität und zum Steigen der Kooperativität führen (MARKL 

und DECKER, 1992). Dies könnte auch bei den Myriapoden der Fall sein (MANGUM et 

al., 1985). Die Hämocyanin-Untereinheiten von A. gigas, Spirostreptus sp. und S. 

dehaani gruppieren alle mit dem Typ II Myriapodenhämocyanin und weisen eine geringe 

Kooperativität und eine höhere Sauerstoffaffinität als das Hämocyanin von S. coleoptrata 

auf. Dessen Hämocyanin-Untereinheiten gruppieren zum Teil mit dem Typ I (ScoHcA, 

ScoHcC und ScoHcD), aber auch mit dem Typ II Myriapodenhämocyanin (ScoHcB).  

 

In der phylogenetischen Analyse konnte gezeigt werden, dass alle bisher untersuchten 

Myriapodenhämocyanine zumindest eine Untereinheit aufweisen, die zum Typ II 

Myriapodenhämocyanin zählt. Es wäre möglich, dass dieser Untereinheitstyp der 

Grundbaustein des Myriapodenhämocyanins darstellt, während Typ I nur optional 

anwesend ist. Ein erweiterter Myriapodenhämocyanin-Datensatz wird Informationen 

darüber und auch über die Verwandtschaftsverhältnisse der Hämocyanine der einzelnen 

Klassen innerhalb der Myriapoden liefern. 

 

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit in der Hämolymphe von S. dehaani Hämocyanin 

mittels Antikörper gegen das Hämocyanin von S. coleptrata immunologisch 

nachgewiesen werden. Dabei konnte eine distinkte Bande mit einer molekularen Masse 

zwischen 90 und 100 kDa identifiziert werden. Bei zwei weiteren Banden, die eine etwas 

geringere molekulare Masse aufweisen (zwischen 80 und 90 kDa), handelt es sich 

wahrscheinlich um Abbauprodukte, denn sie sind im Verhältnis zu der distinkten Bande 

schwach. Sollte es sich bei den beiden schwächeren Banden um Untereinheiten 

handeln, müsste ihre Bandenintensität in einem x:6 Verhältnis zu der distinkten Bande 

stehen, denn Hämocyanine sind Hexamere. Dies ist augenscheinlich nicht der Fall. Die 

theoretische molekulare Masse der beiden in dieser Arbeit identifizierten Hämocyanin-

Untereinheiten ist deutlich geringer als die im immunologischen Nachweis ermittelte und 
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liegt um die 75 kDa. Dies deutet auf eine posttranslationale Modifikation hin. Beide 

Untereinheiten weisen drei putative N-Glykosylierungsstellen auf, von denen zumindest 

eine in beiden Untereinheiten konserviert ist. Ein Hinweis dafür, dass es sich nicht nur 

um eine putative, sondern um eine funktionelle N-Glykosylierungsstelle handelt. Diese N-

Glykosylierungsstelle befindet sich wie bei den vier S. coleoptrata Hämocyanin-

Untereinheiten (MARKL et al., 2009) in der β2D→β2E Schleife.  

 

Die beiden Hämocyanin-Untereinheiten von S. dehaani verfügen über ein N-terminales 

Signalpeptid zum Proteintransport. Es konnte gezeigt werden, dass dieses bei den 

Crustaceen und Hexapoden für den intrazellulären Transport in das raue 

endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist (MANGUM et al., 1985; MARKL und 

DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; VOIT et al., 2000). Anschließend wird 

es über Vesikel aus der Zelle transportiert. Der Syntheseort ist die Mitteldarmdrüse 

(MARKL und DECKER, 1992). Anschließend wird das Hämocyanin über das 

Signalpeptid in die Hämolymphe sezerniert. Dem Hämocyanin der Cheliceraten fehlt das 

Signalpeptid. Es wird an freien Ribosomen synthetisiert und durch Lyse der Zellen in die 

Hämolymphe freigesetzt. Sessile Hämocyten-ähnliche Zellen sind der Syntheseort 

(KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000). Die Existenz des N-terminalen Signalpeptids in 

beiden Hämocyanin-Untereinheiten von S. dehaani spricht dafür, dass der Syntheseort 

des Hämocyanins wie bei den Crustaceen die Mitteldarmdrüse ist (MARKL und 

DECKER, 1992). 

 

In der Hämolymphe von S. dehaani konnte reversibel sauerstoffbindendes Hämocyanin 

nachgewiesen werden. Die vollständigen Sequenzen zweier Hämocyanin-Untereinheiten 

gruppieren in einer phylogenetischen Analyse mit anderen Myriapodenhämocyanin-

Untereinheiten. In einem Western Blot konnte gezeigt werden, dass das Hämocyanin 

wahrscheinlich N-glykosyliert ist. 

4.6.2. Funktionelle Phenoloxidasen in S. dehaani 

Über die Phenoloxidasen der Myriapoda ist bisher kaum etwas bekannt. Es existieren 

Nachweise von Phenoloxidaseaktivität (XYLANDER und BOGUSCH, 1992; XYLANDER, 

1996) sowie putative Phenoloxidasesequenzen bei dem Diplopoden Polyxenus langurus 

und dem Chilopoden S. maritima (PICK et al., 2014). Bei P. langurus wurde in einer RT-

PCR cDNA identifiziert, die signifikante Ähnlichkeiten mit den Phenoloxidasen von 
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Crustaceen und Hexapoden aufwies. Das korrespondierende Protein besteht aus 678 

Aminosäuren und weist kein Signalpeptid auf. Das Gen für die vermeintliche PPO von S. 

maritima wurde in dessen Genom identifiziert. Der ORF (open reading frame) translatiert 

in ein aus 670 Aminosäuren bestehendes Protein, ebenfalls ohne Signalpeptid. Beiden 

Spezies fehlt Hämocyanin.  

 

In dieser Arbeit konnte neben den beiden Hämocyanin-Untereinheiten die mRNA von 

drei weiteren Hämocyanin-ähnlichen Sequenzen in S. dehaani identifiziert werden. 

Aufgrund des Fehlens eines Signalpeptids und den sehr viel geringeren 

durchschnittlichen Identitäten zu den Hämocyanin-Untereinheiten A-D von S. coleptrata 

wurde angenommen, dass es sich bei diesen drei Sequenzen um PPO handeln könnte. 

Sie wurden daher SdePPO1, 2 und 3 benannt. Die Existenz der drei konservierten 

Histidine pro Kupferbindungsstelle sowie die drei, die Sauerstoffbindung stabilisierenden 

Phenylalanine in allen drei Sequenzen, zeigten bereits, dass es sich wahrscheinlich um 

Phenoloxidasen handelt. In einer phylogenetischen Analyse gruppierten sie nicht mit den 

Hämocyanin-Untereinheiten der Myriapoden, sondern mit der putativen Phenoloxidase 

von S. maritima. Untermauert wurde die Annahme, dass es sich tatsächlich um 

Phenoloxidasen handelt dadurch, dass in der Hämolymphe von S. dehaani 

Phenoloxidaseaktivität nachgewiesen werden konnte.  

 

In der phylogenetischen Analyse gruppierten SdePPO1, 2 und 3 nicht mit den 

Phenoloxidasen der Pancrustacea und der vermeintlichen PPO des Diplopoden P. 

langurus. Die Phenoloxidasen der Pancrustacea stehen basal zu ihnen. Die PPO von P. 

langurus wiederum steht basal zu den Phenoloxidasen der Pancrustacea, den restlichen 

Myriapoden sowie den Hämocyaninen der Euarthropoden. Warum die Phenoloxidasen 

der Myriapoden in dieser phylogenetischen Analyse paraphyletisch sind und nicht mit 

den PPO der Pancrustacea gruppieren, bleibt ungeklärt. Ein möglicher Erklärungsansatz 

wäre eine sehr frühe Divergenz der Phenoloxidasen in den Arthropoden (PICK et al., 

2014). Die Sequenzen könnten auch aufgrund dieser hohen Divergenz falsch 

eingeordnet worden sein. Es besteht außerdem die Möglichkeit, dass es sich bei der hier 

als Außengruppe definierten Hämocyaninsequenz des Onychophoren Epiperipatus sp. 

(KUSCHE et al., 2002) um eine Phenoloxidase handelt. Es müssen mehrere PPO-Gene 

in den einzelnen Unterstämmen der Arthropoden vorhanden gewesen sein, die zum Teil 

wieder verloren gegangen sind. Bei den Myriapoda gab es wahrscheinlich zwei PPO-

Gene, wobei bei P. langurus und S. maritima sowie S. dehaani das jeweils andere 
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verloren gegangen ist. Die Hämocyanine der Myriapoda, Pancrustacea und Chelicerata 

haben sich aus der Phenoloxidase von S. dehaani und S. maritima entwickelt.  

 

In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, eine Phenoloxidase in einem Myriapoden 

sicher nachzuweisen. S. dehaani ist der erste Myriapode, in dem sowohl Hämocyanin-

Untereinheiten als auch Phenoloxidasen nachgewiesen werden konnten. 

4.6.3. Analyse der Hämocyaninexpression in den Eiern und der 
Mitteldarmdrüse von S. dehaani 

In einer qRT-PCR wurde die Hämocyaninexpression der beiden Untereinheiten sowie 

der drei Phenoloxidasen im Ei und in der Mitteldarmdrüse überprüft. Bei der 

Mitteldarmdrüse wurde angenommen, dass es sich um den Syntheseort des 

Hämocyanins handelt. Die Eier wurden ausgewählt, da bereits bei der Waldschabe 

Blaptica dubia eine hohe Hämocyaninexpression in der Oothek gezeigt wurde. Dabei 

stellt sich heraus, dass im Ei ~1500 (SdeHc1), bzw. ~3400 (SdeHc2) x mehr Kopien 

mRNA vorlagen als in der Mitteldarmdrüse. Auf Proteinebene war das Hämocyanin im Ei 

sechsfach stärker vorhanden als in der Mitteldarmdrüse. Dieses geringere Verhältnis auf 

Protein-Ebene ist darauf zurückzuführen, dass Unterschiede zwischen der Anzahl an 

mRNA-Kopien und Proteinexpression vorliegen können (GREENBAUM et al., 2003). 

Außerdem ist die Mitteldarmdrüse nicht der Ort, an dem viel Hämocyanin erwartet wurde, 

da dieses aufgrund seines Signalpeptids in die Hämolymphe sezerniert wird. Das 

Hämocyanin in den Eiern dient wahrscheinlich der Sauerstoffversorgung des Embryos im 

Ei. Dadurch, dass in den Eiern viel Hämocyanin vorhanden ist, könnte dieses die 

Sauerstoffabgabe vom maternalen auf das embryonale Gewebe erleichtern. Außerdem 

vefügen die Embryos im Gegensatz zu den adulten Tieren nicht über ein ausgeprägtes 

Tracheensystem und sind somit stärker auf ein Sauerstofftransportprotein angewiesen. 

Auch in der argentinischen Waldschabe Blaptica dubia liegt eine relativ höhere 

Hämocyaninexpression in der Oothek als in den Muttertieren vor (PICK et al., 2010). Die 

hohe Hämocyaninexpression im embryonalen Gewebe in den Hexapoden und 

Myriapoden ist konvergent entstanden. Die deutlich geringere Hämocyaninexpression in 

der Mitteldarmdrüse als in den Eiern könnte erklären, warum in den meisten Myriapoden 

bisher kein Hämocyanin identifiziert werden konnte. Wahrscheinlich wurden nur adulte 

Tiere untersucht. Dagegen spricht jedoch, dass in dem vollständig sequenzierten Genom 
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des Geophilomorphen S. maritima offenbar kein Hämocyanin identifiziert werden konnte 

(PICK et al., 2014).  

Aufgrund des vorhandenen Signalpeptids wurde die Mitteldarmdrüse bereits als 

möglicher Syntheseort für das Hämocyanin von S. dehaani vorgeschlagen. Auf mRNA-

Ebene konnte gezeigt werden, dass in der Mitteldarmdrüse mehr mRNA-Kopien von 

SdeHc1 und 2 als von den Phenoloxidasen vorlagen, was einen weiterer Hinweis auf 

den Syntheseort liefert. Die Anzahl der SdePPO1, 2 und 3 mRNA-Kopien in der 

Mitteldarmdrüse ist deutlich höher als erwartet, denn es wurde angenommen, dass die 

Phenoloxidasen der Myriopoden wie die der Crustaceen und Hexapoden in den 

Hämocyten synthetisiert werden (CERENIUS et al., 2003; CERENIUS und 

SODERHALL, 2004) und nicht in der Mitteldarmdrüse. Da den Phenoloxidasen ein 

Signalpeptid fehlt, gelangen sie durch Ruptur der Hämocyten in die Hämolymphe 

(KANOST und GORMAN, 2008). Dies ist bei der Mitteldarmdrüse nicht möglich. 

Wahrscheinlich stammen die mRNA-Kopien der SdePPO nicht aus der Mitteldarmdrüse, 

sondern aus einem anderen Gewebe, das zusammen mit der Mitteldarmdrüse isoliert 

wurde.  
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Ausblick 

Bereits im Rahmen anderer Arbeiten (HEFENBOCK, 2008; DIDIER, 2009; ERTAS, 

2009) wurde gezeigt, dass die Expression eines Hexamerins mit anschließender 

Rekonstitution erfolgreich war. Für das Hämocyanin PelHc4 wurden diverse 

Expressions- und Rekonstitutionssysteme getestet, wobei es nie zu einer 

reproduzierbaren Bildung der Oxyform kam. Ein anderer als die bisher getesteten 

Ansätze wäre die Expression in Anwesenheit eines Kupferchaperons. Da dies für das 

Hämocyanin nicht bekannt ist, könnte z. B. ein Chaperon einer Tyrosinase verwendet 

werden. Allerdings scheinen die Kupferchaperone sehr spezifisch nur an ein bestimmtes 

Zielprotein zu „liefern“ (LOPEZ-SERRANO et al., 2007). Die Expression des PelHc4 

unter Anwesenheit eines Kupferchaperons im T7/pET-System könnte zeigen, ob dies ein 

vielversprechender Ansatz zur Herstellung von kupferhaltigem Hämocyanin ist. Sollte 

dies der Fall sein, könnten funktionelle und strukturelle Untersuchungen an dem PelHc4 

vorgenommen werden. Hierzu zählt z. B. eine Überprüfung des 

Sauerstoffbindungsverhaltens. Des Weiteren könnten durch Mutageneseexperimente 

Aminosäuren im aktiven Zentrum ausgetauscht werden und so deren Rolle bei der 

Sauerstoffbindung ermittelt werden. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Hämocyanin-Untereinheiten und drei 

Phenoloxidasen in dem Chilopoden S. dehaani identifiziert werden. In einer 

phylogenetischen Analyse ist die Stellung der drei Phenoloxidasen überraschend, da sie 

nicht mit den Phenoloxidasen der Pancrustacea gruppieren. Durch einen erweiterten 

Datensatz könnte diese Stellung bestätigt werden, aber auch eine Aussage über die 

Verwandtschaftsverhältnisse der Hämocyanine der einzelnen Klassen innerhalb der 

Myriapoden getroffen werden. Des Weiteren werden TEM-Aufnahmen der Hämolymphe 

zeigen um welche Quartärstruktur es sich beim Hämocyanin von S. dehaani handelt. Die 

Anaylse der Hämocyanin-Genexpression hatte gezeigt, dass diese in den Eiern stärker 

als in der Mitteldarmdrüse ist. Das könnte eine mögliche Ursache darstellen, warum in 

vielen Myriapodenspezies kein Hämocyanin nachgewiesen werden konnte. Die 

Untersuchung der Eier von verschiedenen Myriapodenspezies wird zeigen, ob es sich 

bei dieser starken Hämocyanin-Genexpression um ein verbreitetes Phänomen innerhalb 

der Myriapoda handelt. 
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6. Anhang 

 Abkürzungsverzeichnis 6.1.

Abb.   Abbildung 
AP   alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumperoxidsulfat 
Atox1   engl. antioxidant 1 copper chaperone 
Atp7a   engl. copper-transporting ATPase 1 
Atp7b   engl. copper-transporting ATPase, beta polypeptide  
Atx1   engl. cytosolic copper metallochaperone  
BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 
BSA    engl. bovine serum albumin 
CCS   engl. copper chaperone for superoxide dismutase 
CD   Circhulärer Dichroismus 
cDNA   engl. complementary desoxynucleotidacid 
CI   Chlorophorm Isoamylalkohol 
CIP   engl. calf intestinal phosphatase 
CopZ   engl. copper chaperone CopZ 
Cox17   engl. cytochrome c oxidase copper chaperone 
Ctr1   engl. coppper transporter 1 
CuA/B   Kupferionen in Typ3-Kupferbindungszentren 
DEPC   DiEthylPyroCarbonate 
dest.   destilliert 
DmeLSP2  larvales Serumprotein2 von D. melanogaster 
DmePPO3  Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   engl. desoxynucleotidacid 
dNTP(s)   Desoxynucleotidtriphosphat(e) 
DTT   Dithiotreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EM   Elektronenmikroskop 
engl.   englisch 
EST   engl. expressed sequence tags 
et al.  lat. at alii (Maskulinum) oder et aliae (Femininum) oder et alia 

(neutrum) in deutsch: und andere 
fbs  engl. fetal bovine serum 
fwd   forward 
h   engl. hour 
HBS   Holmes Bonner Solution 
Hc   Hämocyanin 
His-tag   Hexahistidin-tag (Affinitätstag) 
HMA   engl. heavy metal-associated 
HPLC   engl. high performance liquid chromatography 
IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
L   Luria 
LB   Luria Bertani 
LSP2   larvales Serumprotein 2 
min   Minute 
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MBTH   3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon 
MelC1   engl. tyrosinase co-factor 
MelC2   Apotyrosinase 
MOPS   (N-Morpholin)-Propansulfon-Säure 
mRNA   engl. messenger-RNA 
NBT   Nitro Tetrazolium Blue Chloride 
N-PTH   N-Phenylthioharnstoff 
OD    optische Dichte 
ORF   engl. open reading frame 
PAGE   Polyacrylamidgelelectrophorese 
PCI   Phenol Chlorophorm Isoamylalkohol 
PCR   engl. polymerase chain reaction 
PelHc4   Hämocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas 
pET   engl. plasmid for expression by T7 RNA-Polymerase 
PO   Phenoloxidase 
PPO   Prophenoloxidase 
PPS   (3-(1-Pyridinio)-1-propansulfonat 
qRT-PCR   quantitative Realtime PCR 
RACE   engl. rapid amplification of cDNA ends 
RNA   engl. ribonucleinacid 
RPLP0   engl. ribosomal protein, large, P0 
RT   Raumtemperatur oder reverse Transkription 
rev   reverse 
SDS   Sodiumdodecylsulphat 
S2   Schneider 2 
sec    Sekunde 
SOD1   Superoxiddismutase 1 
SII   Strep-tag II (Streptavidin-tag II, Affinitätstag) 
TAP   engl. tobacco acid pyrophosphatase 
Taq   Thermophilus aquaticus 
TBE   Tris/Borat/EDTA 
TBS   engl. tris buffered saline 
TEM   Transmissionselektronenmikroskop 
TEMED   N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamid 
Tris   Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 
tRNA   engl. transfer-RNA 
UTR   engl. untranslated region 
UV   ultraviolett 
VIS   engl. visible 
v/v   engl. volume per volume 
vgl.   vergleiche 
WT   Wildtyp 
w/v   engl. weights per volume 
x g   Zentrifugalkraft 
X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside 
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 Primer 6.2.

Die Schmelztemperatur aller im Ramen dieser Arbeit verwendeten Primer wurde mit der 

Online Software OligoAnalyser 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/ 

oligoanalyzer/) ermittelt. 

 
Tabelle 6.1: Primer für PelHc4 Zellkulturkonstrukte: gelb: EcoRV-Schnittstelle; oliv: NotI-
Schnittstelle; Kozaksequenz ist unterstrichen, bei PelHc4KozakFor wurde ein A durch ein 
G ersetzt: Grün hinterlegt; Stopp-, bzw. Startcodon sind rot hinterlegt; Strep-tag II ist pink 
hinterlegt, His-tag: blau hinterlegt; sequenzspezifische Primersequenz ist grau hinterlegt; 
zwischen die Tags und den sequenzspezifischen Primerbereich sind zwei Aminosäuren 
eingefügt (Serin und Argenin) 
Name Sequenz 5'→3' 
PelHc4KozakFor TAGGATATCATGGAGGTCCTGGTCTTGTGCGCG  
PelHc4For 
 

TAGGATATCATGAAGGTCCTGGTCTTGTGCGCG  

PelHc4Rev His_NotI 
 

GTAGGCGGCCGCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGC 
GCTAGCACGAAGCTCTGGGTC 

PelHc4RevStrepIINotI 
 

GTAGCGCCGGCGCTACTTTTCGAACTGCGGGTGTGACCATGCGC
TAGCACGAAGCTCTGGGTC  

 

Tabelle 6.2:  Primer für das Hämocyanin von S. dehaani anhand bekannter EST Daten 
Name Sequenz 5'→3' 
ScoHcAFor GGACTGAACCTATGGCTGAAGGTTACG 
ScoHcARev CTGTCGGCCATTACCCCAACTTCTTCC 
ScoHcBFor GTTGCTACATCTGCTCGTGATCCTC 
ScoHcBRev CACTACGGGCTTGCCAGGTGTC 
ScoHcXFor ATCCTCTTCTGAATCCAGTGCCAC 
ScoHcxRev CTTCTTCGACATTCCCAACAAACCG 

 

Tabelle 6.3:  Primer für die 5'RACE zur Vervollständigung der Hämocyanin- und 
Phenoloxidasesequenzen von S. dehaani. Ein „N“ im Primernamen bedeutet, dass es sich 
um einen Nested Primer handelt. 
Name Für Sequenz Sequenz 5'→3' 
GeneRacer 5′ Primer alle CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
GeneRacer™ 5′ Nested 
Primer 

alle GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 

5` c19061 rev SdeHc1 TCAATGCCGTCCTCTTCACTAAG 
5' N c19061 rev SdeHc1 CCAGTATGCGGTCTCTCCATTGT 
V5`lrc 10806 SdeHc2 AAAGATTCACTGCACTGGCATTCCG 
V5`N lrc10806 SdeHc2 GAAGAGCTGAAAGTCAAGACCTTCGT 
5` c16444 rev SdePPO1 GGTCTCTCATAGTCATGTTAGCCG 
5' N c16444 rev SdePPO1 CTTCAGCCATAGGTTCAGTCCAAT 
5'lrc16015_r_3 SdePPO2 CAGCCGCATTGATGACTCGGTCGAA 
5'Nlrc16015_r_3 SdePPO2 CACTCCACAGTAACTGGCGGCATCTA 
5'c30121_r_3 SdePPO3 ACTTCTGCCACGAATTATCGCTAAT 
5'Nc30121_r_3 SdePPO3 GTATTCCACAGTAACTTGGAGCAGT 
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Tabelle 6.4:  Primer für die 3'RACE zur Vervollständigung der Hämocyanin- und 
Phenoloxidasesequenzen von S. dehaani. Ein „N“ im Primernamen bedeutet, dass es sich 
um einen Nested Primer handelt. 
Name Für Sequenz Sequenz 5'→3' 
GeneRacer™ 3′ Primer alle GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 
GeneRacer™ 3′ Nested 
Primer 

alle CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 

3` c19061 for SdeHc1 CTATGAGGGAACGGAATTTCAAGTCT 
3' N c19061for SdeHc1 GCTATTGTGGCATCCTCTTTGGTA 
3` lrc10806 for SdeHc2 GACAAAGTCAAAGATAAAGTGGAACCG 
3' N lrc10806 f SdeHc2 CGTCAATATTCGGTTTGTTGGGAATGT 
3` c16444 for SdePPO1 GCCATTCCTGTTTCTGTTCGTTAC 
3' N c16444 for SdePPO1 GACAACGCTTCTCTCCAAATGATC 
3`lrc16015 for SdePPO2 GAAGATAGGGTGAAAGGGAAAGGTCA 
3' N lrc16015 f SdePPO2 TGCGGCTGATTGGTCTTCATTCA 
3' c30121 for SdePPO3 GTATCAACGCAGAGTCCATTACGGC 
3`N c30121 for SdePPO3 TGTTGGTAATCGTAAATAGGGCTGTG 

 

Tabelle 6.5: Primer für Real Time RT-PCR der Hämocyanine und Phenoloxidasen sowie 
der Referenzgene β-Actin und RPLP0 von S. dehaani. 
Name Sequenz 5'→3' 
RTSdeHc1F TCGCACCATTATCATTGGCACGT 
RTSdeHc1R GCATGTAAGCAAAGGCAGCACCA 
RTSdeHc2F TGCCTTGTCTGTGGCGATCC 
RTSdeHc2R TCCGGGAAAACATCCTGTATCCTC 
RTSdePPO1F TCAGGCCAGGACCATTCAGAGA 
RTSdePPO1R TCGCCAATAAGCCAGACGATGTT 
RTSdePPO2F TGGTGTTATGGCGGATACAGCAA 
RTSdePPO2R GTCAGTCTCGATTTGTGTTGCAGAAA 
RTSdePPO3F GGGCCACAATTCCCTTTCACG 
RTSdePPO3R TGGCAACATCTCCCATGACTCC 
SdeActinF GCTGCATCTTCAAGTTCCCTGGA 
SdeActinR GCCACAAGATTCCATGCCCAAGAA 
SdeRPLP0F TCGGTTCGAAACAGATGCAGC 
SdeRPLP0R GAGGGATCAATCTTTCCAATGCAGG 

 

Tabelle 6.6: Vektorspezifische Primer 
Name Sequenz 5'→3' 
pET03  GCAGCAGCCAACTCAGCTTC 
pET05 ACCACAACGGTTTCCCTCTAG 
pET05_pET32b GGAATAACAATTCCCCTCTAG 
T7  TAATACGACTCACTATAGGG 
SP6  TATTTAGGTGACACTATAG 
MTFwd  CATCTCAGTGCAACTAAAGG 
BGHRev TTAGAAGGCACAGTCGAGG 
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 Bakterielle und in vitro Expressionskonstrukte und 6.3.
Bakterienstämme 

Tabelle 6.7: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten bakteriellen und in vitro 
Expressionskonstrukte und Bakterienstämme 

Name In Bakterienstamm 
Antibiotikaresistenz des 
Konstruktes 

DmeLSP2StrepII ohne 
SP/pET24a 

Rosetta2(DE3)pLysS Kanamycin 

PelHc4StrepII ohne 
SP/pET16b 

Rosetta2(DE3)pLysS/ 
zellfrei 

Ampicillin 

DmePPO3StrepII/ 
pET24a 

zellfrei Kanamycin 

 Stabil transfizierte Zelllinien 6.4.

Tabelle 6.8: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten stabil transfizierten 
Zelllinien 
Name Zelllinie Antibiotikaresistenz  
PelHc4Strep Kozak S2 Hygromycin 
PelHc4Strep  S2 Hygromycin 
PelHc4His Kozak S2 Hygromycin 
PelHc4His S2 Hygromycin 

 Modifizierte PelHc4-, DmeLSP2- und DmePPO3-6.5.
Sequenzen 

6.5.1. DmeLSP2 

ATGAAGCACCTGGACTCCAAGGTGGCGGACAAGGACTTTCTGATGAAACAGAAGTTCATGTACCAGATCCTG
CAGCACATCTACCAGGACGATGTGTTCACCACGCCCTTCGGGGGCAGCTACGTGGAGTACAAGCCGTGGGAG
CACGTGGCCGACTATGTGCACCCGGAGATGTTGGAGCACTTCTTCGAGCTGTGGCAACACCAACCCTTCACC
GATGACATGGTGTGGTCGGTGATGTACGACAAGCACGAGGAGTATGTGGTGGGTCTGGTGCGTCTCTTCTAC
TTCGCCAAGAACTGGGAGACCTTCCAGCACGTCGTCTACTGGGCCCGCCAGCACGTAAACAAGCAGTTGTTC
GTGTACGCCGTGACCATTGCCAGTTTGTTCCGTGATGATATGCAGGGAGTCGTCCTGCCGGCCCACTACGAG
ATCCACCCATGGAGCTACTTCGATAGCCAGGCACTGGAATGGGCTGAGCACTACAAAATGCACGGCTTCCAT
CATGTCAAGCAGATGGACAACATCTACAACGTGGTGATCCGTACGAACTATTCGAACGTGCACGGTTCCCTG
AACTACGATCACGATTTGGCCTACTACCTGGAGGATGTTGGCTTCAATGCCTTCTACTACTACTTCAATCTG
GACTATCCGTTCTGGACGAAGGGCGGCGAGGAGCATGTCCTTAACAAGGATCGTCGCGGTGAGCTCTACCTG
TATGTCCACTGGCAATTGCTGGCCCGTTGGTACCTGGAGCGTCTGTCCCACGATCTCGGCGAGGTGCCCGCT
TTCAACATGTATGTGCCAACCGAATCCGGCTATGCCAGTAACCTGCGCACCTACTACGGCGTACCCCAATGG
CACCGGGAGAATCACCACAGCTTCTACCACGAGCACAACTACGAGCACATCGAGCATGTGGAGATGTACACG
CAGCGTGTCATGGACTGGATCCACAAGAACGAGAAGTTCGATGTGGAGACCATCAATGTGCTGGGCAACATC
ATCCAGGGCAATGCGGACAGCGTGGACAAGAAGTTCTACGGCAGTCTTGACAAGCTGTACCGCTTCATTGTG
AACGAGGGCCACCATTATGGCCATGGTGACGAGAGCTTCCCTGGCCTTTTCATGCACTACGACACCTCTATG
CGCGATCCGATCTTCTACGAGGTATACAAGACCATTGTCAGCCACTACTGGCATCTGATGGAGACCTATCCG
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GAGTACCACAAGAAGGATTACGCCTTCGAGGGTGTCCACATCGATGCCGTCCACATGCCCGAAAGTCTGACC
ACCTACTTCGAGCACTTCGACTCGGACATCAGCAATGCCGTCAATGTGGAGCCCGCCGTTGAGGGATCCGCC
GATCCGTTGTACACCTTCGGCAGGAACTCCCACTACAAGGGATCCAGCTATGTGATCAAGGCCCGCCAGCAG
CGTCTCAACCACAAGCCCTTCGAGTTCACCCTGGACGTGACCTCGGACAAGGCTCAGGATGCCGTTGTGAAG
GTCTTCATTGGACCCAAGTACGATGAGCACGGACACGAGATCCCACTGGAGCACAACTACCAGAACTTCTTC
GAGCTGGAGCACTTCAAGGTGCATCTGGAGGCGGGCGTTAACCACATCAAGCGCGCCAGCGGTGACTTCTCC
TTCTGGGTGAACGATCGCACCACCTACCTGGAGCTCTACCAGAAGCTGATGGACGCCACCAACAGTGACTAC
AAGTTCAAGCTGGATCAGTCGGAGGCCCATTGCGGCGTGCCCAACCGAATGATGCTGCCGCGCGGCAAGAAG
GGCGGCCAGGTGTTCCAGTTCTTCTACATGGTCTACCCGTACCACCAGCCCGAGGTTGCCCAGTTCACTGGC
TACGATCCGGTGGTCAGCTGCGGCGTGGGACACGGTTCCCGCTACGTGGACGCCTTGCCCTTCGGTTTCCCC
TTCAACAGGCCGGTGAAGCATGACTACTACTTCGATGTCCACAACTTCAAGTTCGTCGACGTGAAGATCTTC
CATCGCGACGAGCACACCAATGTGGTCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGTAG 
Abb. 6.1: DmeLSP2StrepII ohne SP: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, 
Strep-tag II ist unterstrichen. 

6.5.2. PelHc4 

atgaaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagctgccgcttggccaagcttcagcggtgaacttcct
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgctggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttactgttctgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgccttctttcgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccccttctggtgggacgactcctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgcccgctttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgctccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggcgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcc
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcctcc
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgcttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctccctacacccat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcttcgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttgct
accgtccgcattttcttgtgccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaagcggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgctacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
cctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggcgtttcaaacatcaagcac
gcactcgtcaagatcgtccatgacccagagcttcgtgcttggtcacacccgcagttcgaaaagtga 
Abb. 6.2: PelHc4StrepII ohne SP: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-
tag II ist unterstrichen. 
 
taggatatcatggaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagctgccgcttggccaagcttcagcggt
gaacttcctaacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccat
ctgctggacaagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtg
gccgacacctccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcataga
ctgttggaacagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttact
gttctgaatcagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgccttctttcgtgagaggatgaatgag
ggagagtttgtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctcca
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ctctacgaagtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacc
cacaaagaaggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttc
ggggaagatattggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccccttctggtgggacgactcc
tatggttatcatctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgcccgctttgac
gcagaacgtctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggattt
gctccacacactagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtg
gacggcgtagctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttac
atcacggccaccgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatc
gaatcctccatgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgcttggt
cgacagggtgatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgc
gacccaagtttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctccc
tacacccatgaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactaca
ttcttcgatcagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatc
tatgccaatgttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagag
aaatttgctaccgtccgcattttcttgtgccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaa
gcacgttggctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgc
agttctaaggactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaa
gcggtaaagaacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctg
ctacccaagagcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggataca
gatggaagtgatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatcca
gaccatcggcctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggcgtttcaaac
atcaagcacgcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCATGGTCACACCCGCAGTTC
GAAAAGtgaCGCCGGCGCTAC 
Abb. 6.3: PelHc4Strep Kozak: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag II 
und Kozak-Sequenz sind unterstrichen. 
 
atgaaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagctgccgcttggccaagcttcagcggtgaacttcct
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgctggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttactgttctgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgccttctttcgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccccttctggtgggacgactcctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgcccgctttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgctccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggcgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcc
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcctcc
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgcttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctccctacacccat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcttcgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttgct
accgtccgcattttcttgtgccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaagcggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgctacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
cctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggcgtttcaaacatcaagcac
gcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCATGGTCACACCCGCAGTTCGAAAAGtga
CGCCGGCGCTAC 
Abb. 6.4: PelHc4Strep: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag II ist 
unterstrichen. 
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taggatatcatggaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagctgccgcttggccaagcttcagcggt
gaacttcctaacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccat
ctgctggacaagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtg
gccgacacctccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcataga
ctgttggaacagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttact
gttctgaatcagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgccttctttcgtgagaggatgaatgag
ggagagtttgtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctcca
ctctacgaagtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacc
cacaaagaaggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttc
ggggaagatattggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccccttctggtgggacgactcc
tatggttatcatctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgcccgctttgac
gcagaacgtctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggattt
gctccacacactagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtg
gacggcgtagctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttac
atcacggccaccgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatc
gaatcctccatgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgcttggt
cgacagggtgatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgc
gacccaagtttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctccc
tacacccatgaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactaca
ttcttcgatcagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatc
tatgccaatgttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagag
aaatttgctaccgtccgcattttcttgtgccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaa
gcacgttggctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgc
agttctaaggactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaa
gcggtaaagaacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctg
ctacccaagagcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggataca
gatggaagtgatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatcca
gaccatcggcctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggcgtttcaaac
atcaagcacgcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCACACCACCACCACCACCAC
TAGGCGGCCGCCTAC 
Abb. 6.5: PelHc4His Kozak: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, His-tag und 
Kozak-Sequenz sind unterstrichen. 
 
atgaaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagctgccgcttggccaagcttcagcggtgaacttcct
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgctggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttactgttctgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgccttctttcgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccccttctggtgggacgactcctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgcccgctttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgctccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggcgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcc
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcctcc
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgcttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctccctacacccat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcttcgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttgct
accgtccgcattttcttgtgccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaagcggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgctacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
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cctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggcgtttcaaacatcaagcac
gcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCACACCACCACCACCACCACTAGGCGGCC
GCCTAC 
Abb. 6.6: PelHc4His: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, His-tag ist 
unterstrichen. 

6.5.3. DmePPO3 

ATGGCCGACAAGAAGAATCTGCTCCTTCTGTTCGATCATCCCACGGAGCCCGTGTTCATGGACAAGGGTGGC
AATGGCACCGTCTTCGACGTGCCCGACTCCTACGTGACCGATCGCTACAACCAGATGTGCAAGAAGGTCCAG
CGGCGCGTGAGCAGCGCGTCCGAGAAGAACGTCCAGGTCAAGGAGATCGCCATACCGGATCTCAGTTGCTCC
ATGAGACTGGGCCGCTCGGAGCAGTTCTCGATCTTCCTGAAGTCCCACCGCAAGATGGCCAGCCACCTAATC
GAGATCTTCACCAAAATGCAGACCGTGGATGAGCTGCAGAGCGTGGCGGTGTACGCCAGGGATCGCGTCAAT
CCGGTGCTCTTCAACTACGCCTTGTCGGTGGCCCTGCTCCACCGTCCGGACACCAAGGATCTCGAACTGCCC
GCCTTCGCGCAGACCTTCCCGGATCGCTTCATCGACTCGAAGATGCTTCGCAGCATGCGCGAGGAGTCCTTT
GTGGTGGAGCGCTCCGCCGCCCGCCTGCCCGTCGTCAGTTCGGTCAAGTACACCGCCTCCGATCTCGATGTG
GAGCACCGGCTGTGGTATTTCCGCGAGGACCTGGGCGTCAACCTGCACCACTGGCACTGGCATCTGGTCTAT
CCCATCGAGGCGCCCGACCGCAGCATCGTGGACAAGGACCGTCGTGGCGAGCTGTTCTACTATATGCACCAG
CAGATCATTGCCCGCAACAATGCCGAGCGGCTGAGCAACCACATGGCCCGGGTGCAGCCGTTCAACAACCTG
GACGAACCCATTGCCGAGGGCTACTTCCCCAAGATGGACTCGCTGGTGGCCAGTAGGGCGTATCCTCCGCGC
TTCGACAACACCCGGCTGAGCGACGTGGACCGGCCCAACAACCAGTTGAGGGTTGGCATCGATGATATGAAG
CGCTGGCGCGAACGCATCTACGAGGCCATCCATCAGGGCTACGTTTTGGATACGAACAATGAAAAGATCGTG
CTGGATGACGCTAAGGGCATCGACATCCTGGGCAACATCATCGAGGCTTCCGATCTGACGCCCAACAGTACG
CTGTACGGCGACTTCCACAACATGGGGCACATACTGATTGCCTACTCACACGATCCGACCAACAAGCACCTG
GAGTACGCGGGCGTGATGGGCGACGCCTCCACCGCGATGCGCGATCCGATCTTCTACAAGTGGCACGCCTTC
ATCGACAATATGTTCCAGGAGCACAAACGTCTGCTTTCTCCCTATGAGAAGCAAGAGCTCAGCTTTCCGGAC
GTTCGCGTCGAGAGCATCCAGGTGGAGAGCCAGGGTCAGGTCAACAGGCTAACCACCTTCTGGCAGGAGTCC
GATGTGGACATGTCCCGTGGCCTTGATTTTGTGCCGCGCGGCCATGTCCTCGCTCGGTTCACCCATCTGCAG
CACCACGAATTCAGCTACACCATCAAGGTGGATAACTCCAGCGAGGCCACGCGGTATGGCTACGTGCGCATC
TTCCTGGCGCCCAAGCTGGATGATCGCAATGCACCCATGCTGCTGGAGCAACAGCGCCTGATGATGGTGGAG
CTGGACAAGTTCGTGGTTACCATGCCTCCCGGCAGCCATACGATCACCCGGAACTCCACGGAGTCGAGTGTC
ACCATTCCGTTCGAGCGCACCTTCCGCAACCTGGACAAGCTGGAGGAGCTGCAGAACTTCTTGTGCGGCTGC
GGTTGGCCCCAGCACATGCTGATTCCGAAGGGTCGGCCCGAGGGTCTGCGCTTCGAGCTCTTCGTCATGGTT
TCCAACTACGAAGAGGATAAGGTTGACCAGACGGTCGCAGATTGCGGCTGCAGCATCGCCGCTTCCTACTGC
GGCCTGCGCGATCGCCTCTATCCGGATCGCAAGTCCATGGGCTTCCCCTTCGATCGCAAGCCGCGTCGAGGC
TCCGAGATCCTGGAGAACTTCCTGACGCCCAACATGTGCGCCGTGGAGGTCATCATTACCCACGAGGACCGC
ACCGAGAAGCTTCGCGAGGTACCAGCTCGCTCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGTGACTCGAGAGAGT 
Abb. 6.7: DmePPO3StrepII: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag II ist 
unterstrichen. 
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 Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutions-6.6.
systeme für Vertreter der Hämocyanin-Superfamilie 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6.8a: Absorptionsspektren während eines Kupfereinbauversuchs nach WIGFIELD und 
GOLTZ (1993) in das rekombinante PelHc4 bei pH 7,0 und pH 6,5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anhang 

128 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6.8b: Absorptionsspektren während eines Kupfereinbauversuchs nach WIGFIELD und 
GOLTZ (1993) in das rekombinante PelHc4 bei pH 6,5 und pH 7,0. 

 Nachweis von Hämocyanin und Phenoloxidase in S. 6.7.
dehaani 

6.7.1. Sequenzen 

 S. dehaani Hämocyanin 1 6.7.1.1.

aaagcggtttgtgctgagaagttcatctcagaacagaacatggctgcccttcagtggttc 
                                        M  A  A  L  Q  W  F 
cttctaggcctcgtggctctgtcacttgttgcaggcgaaaaatgtccaaaaactaatgac 
 L  L  G  L  V  A  L  S  L  V  A  G  E  K  C  P  K  T  N  D  
attcaagaaaagcaacgtagactcgttgaagctcttagctatgtcaatagaccatacaat 
 I  Q  E  K  Q  R  R  L  V  E  A  L  S  Y  V  N  R  P  Y  N  
cctaaaccgaaggatcatgaattgacgcctgcagagaaaaaatttctagaatctcatgtt 
 P  K  P  K  D  H  E  L  T  P  A  E  K  K  F  L  E  S  H  V  
ggatatttacctagaagggaagtttattctgtttttgatgcaagatatttgccagaagcc 
 G  Y  L  P  R  R  E  V  Y  S  V  F  D  A  R  Y  L  P  E  A  
aatgcatctctttattttctgttagatcctcccaattttgatgggtttatcagagcgatc 
 N  A  S  L  Y  F  L  L  D  P  P  N  F  D  G  F  I  R  A  I  
gatattctcagtaaacacatcaatgaagacatgctttactacgtagtgtccgtagcagct 
 D  I  L  S  K  H  I  N  E  D  M  L  Y  Y  V  V  S  V  A  A  
actcatcgtgacgacacacgtggtgtcattctccctcgtatacatgacatctatcccgac 
 T  H  R  D  D  T  R  G  V  I  L  P  R  I  H  D  I  Y  P  D  
aagttcctcagaagtgaaatcataggccaaatcaaacagaaggcacttgggaatgaaaag 
 K  F  L  R  S  E  I  I  G  Q  I  K  Q  K  A  L  G  N  E  K  
gatatagttgttgatgatactaagcaacatgttgattatcgagatccttacagccgttta 
 D  I  V  V  D  D  T  K  Q  H  V  D  Y  R  D  P  Y  S  R  L  
ggttactttcttaatgatattgccatgaattcgcaccattatcattggcacgtgcaaaac 
 G  Y  F  L  N  D  I  A  M  N  S  H  H  Y  H  W  H  V  Q  N  
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tccttgatttggaaaaatcgaacctatccatcagtagctaatcttttaaaagaacgcatt 
 S  L  I  W  K  N  R  T  Y  P  S  V  A  N  L  L  K  E  R  I  
ggtgctgcctttgcttacatgcatcacgagatggttaacagatttgatgcagaacttcta 
 G  A  A  F  A  Y  M  H  H  E  M  V  N  R  F  D  A  E  L  L  
agcaacaagctgccaagagttactccttttgagaattggaatgatcctattctggaggga 
 S  N  K  L  P  R  V  T  P  F  E  N  W  N  D  P  I  L  E  G  
tatgctgctcatttaatagtagacagataccaatataactacatgtatcggccacctaac 
 Y  A  A  H  L  I  V  D  R  Y  Q  Y  N  Y  M  Y  R  P  P  N  
ctcaaactcaaagatttgcctgaaacgacaagaaaccaaatgagacaatggagagaccgc 
 L  K  L  K  D  L  P  E  T  T  R  N  Q  M  R  Q  W  R  D  R  
atactggacagcatccacaagggatatgccatctcaaaagatgggagaaatgttaccctt 
 I  L  D  S  I  H  K  G  Y  A  I  S  K  D  G  R  N  V  T  L  
agtgaagaggacggcattgatattataggcaacatggtagaatctacagtgaacagcatc 
 S  E  E  D  G  I  D  I  I  G  N  M  V  E  S  T  V  N  S  I  
aatttacctctgtatggaaacttgcactgttatgcccataccatcgcagctagagtggct 
 N  L  P  L  Y  G  N  L  H  C  Y  A  H  T  I  A  A  R  V  A  
gatcctgataacacatacggagaggataatggagctatgtatgacgttgctacatctgct 
 D  P  D  N  T  Y  G  E  D  N  G  A  M  Y  D  V  A  T  S  A  
cgtgatcctctgttctatcgttggcacaaatacattgacaaaattattcaagcatacaga 
 R  D  P  L  F  Y  R  W  H  K  Y  I  D  K  I  I  Q  A  Y  R  
aattccctcaggagttatacagttgaacagcttacatggccagttgtggttgtagaagga 
 N  S  L  R  S  Y  T  V  E  Q  L  T  W  P  V  V  V  V  E  G  
ttgacagtcgaaggcgcaaaagtaaataaaattaaaaccttctgggaagatgatgttctc 
 L  T  V  E  G  A  K  V  N  K  I  K  T  F  W  E  D  D  V  L  
acagtaggaaccggcttcaccttcacaggtccatctgccactgccaaagtgaacgttcgt 
 T  V  G  T  G  F  T  F  T  G  P  S  A  T  A  K  V  N  V  R  
catcttgaacacgaggaatttagttacaacatccaagtagtcaataatgctggcgaaaac 
 H  L  E  H  E  E  F  S  Y  N  I  Q  V  V  N  N  A  G  E  N  
aagaaagcagttttccgtattttcttggcaccaaaatatgacgaaaaaggccatgaattt 
 K  K  A  V  F  R  I  F  L  A  P  K  Y  D  E  K  G  H  E  F  
gatttcaatgaacaacgtcaatcaatgattgaactggataaatttgtaacagaattgaca 
 D  F  N  E  Q  R  Q  S  M  I  E  L  D  K  F  V  T  E  L  T  
cctggcaagaacgtagtgatcaggaaatcgtcagaatccagtgtaacccaaaaacacgaa 
 P  G  K  N  V  V  I  R  K  S  S  E  S  S  V  T  Q  K  H  E  
aaaatatacgctaatccaaaagaaagacaacaaaacgatcattgcaactgcggttggccg 
 K  I  Y  A  N  P  K  E  R  Q  Q  N  D  H  C  N  C  G  W  P  
gataatttgctcgttcctagaggttcctatgagggaacggaatttcaagtctttgtcgtt 
 D  N  L  L  V  P  R  G  S  Y  E  G  T  E  F  Q  V  F  V  V  
gtcacaaattatgaagaggattacgtaccatccgatgaaagttgtcactgcggcgatggt 
 V  T  N  Y  E  E  D  Y  V  P  S  D  E  S  C  H  C  G  D  G  
cggagctattgtggcatcctctttggtaaccacccagaccgccgtccttatggttatcct 
 R  S  Y  C  G  I  L  F  G  N  H  P  D  R  R  P  Y  G  Y  P  
tttgaaaaaagaacagacgcccacactttccaggactttaagacccccaacatgtacgct 
 F  E  K  R  T  D  A  H  T  F  Q  D  F  K  T  P  N  M  Y  A  
gttgacgtcagcattcaatttactggagtcattaagaagagctcttaagtgtcttgcatt 
 V  D  V  S  I  Q  F  T  G  V  I  K  K  S  S  -   
aaatgatctttttttttttcaaaacgataagtgagacaacttataaaaaattttgtacaa 
aataaatatgatttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
Abb. 6.9: Nukleotid- und Proteinsequenz der Hämocyanin-Untereinheit 1 von S. dehaani: 
Signalpeptid ist rot hinterlegt, konservierte Histidine sind türkis hinterlegt, putative N-
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Glykosylierungsstellen sind grün hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-
Schwanz ist in roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen. 

 S. dehaani Hämocyanin 2 6.7.1.2.

gaaagtcttgaacactctgaccagaaactgtcactctacggtgtcttgtattcgcagaga 
tacaagatgcgctgctttgttcttgttttattgattgctgcaacttttgcatctcagtgt 
       M  R  C  F  V  L  V  L  L  I  A  A  T  F  A  S  Q  C  
ccaaaacctccatctgatgctgaagccaaacaacagcaaatttttcaaatcgtagaatat 
 P  K  P  P  S  D  A  E  A  K  Q  Q  Q  I  F  Q  I  V  E  Y  
attaacaaagcgcagacaccagaaccagttgttgaaggagtggaggagaaggagttgaag 
 I  N  K  A  Q  T  P  E  P  V  V  E  G  V  E  E  K  E  L  K  
tacctgggtcatttaccaaaaaatgaaatattttctttatttgatgaacgcaattggccc 
 Y  L  G  H  L  P  K  N  E  I  F  S  L  F  D  E  R  N  W  P  
gaagctaaagcagcagtgaaataccttcttgaaccaaagactttcgatgacttcattaaa 
 E  A  K  A  A  V  K  Y  L  L  E  P  K  T  F  D  D  F  I  K  
gcagccaaaattttaatcacccggatcaatgacgaaatcttcctatatgccttgtctgtg 
 A  A  K  I  L  I  T  R  I  N  D  E  I  F  L  Y  A  L  S  V  
gcgatccttcatagacctgacacaaggggggttcaaatcccgaggatacaggatgttttc 
 A  I  L  H  R  P  D  T  R  G  V  Q  I  P  R  I  Q  D  V  F  
ccggataaatttattccaaatttccttcttcagcagatcagagaagaagccattagaggc 
 P  D  K  F  I  P  N  F  L  L  Q  Q  I  R  E  E  A  I  R  G  
gatcaaaatcccattgttaatctaaatatttcatccaactacttgaacgttgaaaatagt 
 D  Q  N  P  I  V  N  L  N  I  S  S  N  Y  L  N  V  E  N  S  
ctcaattatttcaccaatgatttgggcatgaactctcaccattatcactatcacgtggtt 
 L  N  Y  F  T  N  D  L  G  M  N  S  H  H  Y  H  Y  H  V  V  
caccctgctactggggtccctattcaaacagttaccagagatcgtcatggaagccgattt 
 H  P  A  T  G  V  P  I  Q  T  V  T  R  D  R  H  G  S  R  F  
gctcatatgcacagtcaattagtcagaagatatgaatctgaaagattgtccagtggtttg 
 A  H  M  H  S  Q  L  V  R  R  Y  E  S  E  R  L  S  S  G  L  
cctttaacagaatcatttgtcaattgggatgaaccgattcagacgggtttttcgtctcat 
 P  L  T  E  S  F  V  N  W  D  E  P  I  Q  T  G  F  S  S  H  
ctgacaattttcaaaaagagttattactataatttccgcccagaaggaatcacgctttct 
 L  T  I  F  K  K  S  Y  Y  Y  N  F  R  P  E  G  I  T  L  S  
gacctcccagagttgactaaaaataagatgctattgtggaaacatcgaatccttttaggc 
 D  L  P  E  L  T  K  N  K  M  L  L  W  K  H  R  I  L  L  G  
attcacagccaatttttgatatctgctaataacaagaatgtgtccttagagcgtgaagat 
 I  H  S  Q  F  L  I  S  A  N  N  K  N  V  S  L  E  R  E  D  
ggagaagatttgctagggaatgccgtagaatctagtttactaagcatcaatcgtcagttt 
 G  E  D  L  L  G  N  A  V  E  S  S  L  L  S  I  N  R  Q  F  
tacggaaaccttcacaattatgcccatgttattgccggccgagcttctgatcccgacggt 
 Y  G  N  L  H  N  Y  A  H  V  I  A  G  R  A  S  D  P  D  G  
agatatggggctcacaacggtgttatgcatgacgtcgccacttctgctagagatccactt 
 R  Y  G  A  H  N  G  V  M  H  D  V  A  T  S  A  R  D  P  L  
ttctacaggtggcataaattcatcgaatctttgttccagcaattgagagaacatcttaaa 
 F  Y  R  W  H  K  F  I  E  S  L  F  Q  Q  L  R  E  H  L  K  
ccttattctcattatgagcttacctatcccgctgttgttgtggaaaaagtagaagttgtt 
 P  Y  S  H  Y  E  L  T  Y  P  A  V  V  V  E  K  V  E  V  V  
ccagataaacatccagaaactgtaaataaagtccgtactggttacaccaccaataagttg 
 P  D  K  H  P  E  T  V  N  K  V  R  T  G  Y  T  T  N  K  L  
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aaactgaatccgggttttgatttcactcgtcaaagcactgcaacggtgaatgttcaacat 
 K  L  N  P  G  F  D  F  T  R  Q  S  T  A  T  V  N  V  Q  H  
ttggatcacgaacccttccattataagttcagaatatacaataacgcacaacaagttcaa 
 L  D  H  E  P  F  H  Y  K  F  R  I  Y  N  N  A  Q  Q  V  Q  
aacgccgccgtcagaatatttttggctcccaaatacgacgaacagggccaccgactgaag 
 N  A  A  V  R  I  F  L  A  P  K  Y  D  E  Q  G  H  R  L  K  
gttaatgaccaaagacagctcatgattgaactcgataagtttgtagtccacttgcaacca 
 V  N  D  Q  R  Q  L  M  I  E  L  D  K  F  V  V  H  L  Q  P  
ggagttaatcagttcttaagatcctcttctgaatccagtgtcactatgccaactaaatat 
 G  V  N  Q  F  L  R  S  S  S  E  S  S  V  T  M  P  T  K  Y  
tttttcggtgacgtccaagacatagccagaaatcacagttgcaattgtggttggccagaa 
 F  F  G  D  V  Q  D  I  A  R  N  H  S  C  N  C  G  W  P  E  
tatttactacttcctcgtggctcctacgaaggtcttgactttcagctcttcgtcgcggtg 
 Y  L  L  L  P  R  G  S  Y  E  G  L  D  F  Q  L  F  V  A  V  
actaattgggatgaagacaaagtcaaagataaagtggaaccggaatgccagtgcagtgaa 
 T  N  W  D  E  D  K  V  K  D  K  V  E  P  E  C  Q  C  S  E  
tctttgagctattgtggaacaatttctggcaaatatcctgacagacgtcctttcgggtac 
 S  L  S  Y  C  G  T  I  S  G  K  Y  P  D  R  R  P  F  G  Y  
ccgtttgagcgtccaatcgtcgaatccaactgggaggattttgtcactcaaaacatccat 
 P  F  E  R  P  I  V  E  S  N  W  E  D  F  V  T  Q  N  I  H  
atcagtgacgtcaatattcggtttgttgggaatgtcgaagaagaaaaacaaatagagaaa 
 I  S  D  V  N  I  R  F  V  G  N  V  E  E  E  K  Q  I  E  K  
caccattaaatttacaaaactgtagaattattatattatgtgcaatttgaaataaaataa 
 H  H  -   
atggaattttttcgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
Abb. 6.10: Nukleotid- und Proteinsequenz der Hämocyanin-Untereinheit 1 von S. dehaani: 
Signalpeptid ist rot hinterlegt, konservierte Histidine sind türkis hinterlegt, putative N-
Glykosylierungsstellen sind grün hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-
Schwanz ist in roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen. 
 

 S. dehaani Prophenoloxidase 1 6.7.1.3.

                                                gatttcaaaatg 
                                                          M  
gcagaagtcaaaagtatgcagcgtcttgtgctggatctttttgataacgtttccgaacct 
 A  E  V  K  S  M  Q  R  L  V  L  D  L  F  D  N  V  S  E  P  
ttggatcaaagacaaccatttcacactgccttcgccagcggcccagtgatcaccagtaga 
 L  D  Q  R  Q  P  F  H  T  A  F  A  S  G  P  V  I  T  S  R  
gatgcggcagccacagggaccagacttcggcctcagatgaccggcattggaattcttcct 
 D  A  A  A  T  G  T  R  L  R  P  Q  M  T  G  I  G  I  L  P  
cggggaaggattttctccactttcaatagggatcacatggacgaagctatgagagttgtc 
 R  G  R  I  F  S  T  F  N  R  D  H  M  D  E  A  M  R  V  V  
cgattgctcatgagactggatgatcgagatttacaactggctttggcttatttacgggat 
 R  L  L  M  R  L  D  D  R  D  L  Q  L  A  L  A  Y  L  R  D  
aacataaacgaagagttgttcgtatactctattagcgttttgagtactagccagcctacc 
 N  I  N  E  E  L  F  V  Y  S  I  S  V  L  S  T  S  Q  P  T  
ttaagaagaacaaaacttccaccagtggaagaagttttaccagccaaattcattcctagc 
 L  R  R  T  K  L  P  P  V  E  E  V  L  P  A  K  F  I  P  S  
tcggcaattagtcaggccaggaccattcagagaagagcatcgcaagaaacacaggaaact 
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 S  A  I  S  Q  A  R  T  I  Q  R  R  A  S  Q  E  T  Q  E  T  
ataattattgatgtcgatttcactggcaatgatttagacccagaacatcgtctggcttat 
 I  I  I  D  V  D  F  T  G  N  D  L  D  P  E  H  R  L  A  Y  
tggcgagaagacataggcctcaatgcccatcattggcattggcacattgtttatccctat 
 W  R  E  D  I  G  L  N  A  H  H  W  H  W  H  I  V  Y  P  Y  
acgtggatccctgaattagggactataagagatagaaaaggagagttgttctattatatg 
 T  W  I  P  E  L  G  T  I  R  D  R  K  G  E  L  F  Y  Y  M  
catcaacagataattgctagatatgattgtgaacgaatatctctaaatttcccaagagtg 
 H  Q  Q  I  I  A  R  Y  D  C  E  R  I  S  L  N  F  P  R  V  
aggccacttctaaattggactgaacctatggctgaaggttacgctccacatttaagtaaa 
 R  P  L  L  N  W  T  E  P  M  A  E  G  Y  A  P  H  L  S  K  
gaaatatcaggcactgtctacgctttcagaccggctaacatgactatgagagacctgcct 
 E  I  S  G  T  V  Y  A  F  R  P  A  N  M  T  M  R  D  L  P  
tttataactgtagatcgtctacgtacatggtatcaaagaatcattcaagatatacacaaa 
 F  I  T  V  D  R  L  R  T  W  Y  Q  R  I  I  Q  D  I  H  K  
ggatcttttacgagggatgatggtacgaaagttcagctggataatgatcaaggaatagat 
 G  S  F  T  R  D  D  G  T  K  V  Q  L  D  N  D  Q  G  I  D  
attgtaggagatgtagtagaagcagcatatacgactcctaatgccactttttatggcgat 
 I  V  G  D  V  V  E  A  A  Y  T  T  P  N  A  T  F  Y  G  D  
ttccacaacttgggacatcagatcattgctcgagtacacgatcctgacgaaagatacaag 
 F  H  N  L  G  H  Q  I  I  A  R  V  H  D  P  D  E  R  Y  K  
gaagaagttggggtaatggccgacagtactacagctatgagagatcccattttctatcga 
 E  E  V  G  V  M  A  D  S  T  T  A  M  R  D  P  I  F  Y  R  
tggcataaattcatcgataatgttttcgtagaacataagatgaagcttaaaccttataca 
 W  H  K  F  I  D  N  V  F  V  E  H  K  M  K  L  K  P  Y  T  
gaagaggagttaacttttaaagatattgttgtaaatggtatccaagttcaaggaaaaatg 
 E  E  E  L  T  F  K  D  I  V  V  N  G  I  Q  V  Q  G  K  M  
agtcaaagaccgcatattattggtaccttctggcaagagagaaccattagcttgcaaaga 
 S  Q  R  P  H  I  I  G  T  F  W  Q  E  R  T  I  S  L  Q  R  
ggaatcactttcaacagtgccattcctgtttctgttcgttaccgtcacttgcaacacgaa 
 G  I  T  F  N  S  A  I  P  V  S  V  R  Y  R  H  L  Q  H  E  
agcttcacgtggaacatagaagtagaaaacaaaagcaatgcagataaaccggggacagtg 
 S  F  T  W  N  I  E  V  E  N  K  S  N  A  D  K  P  G  T  V  
agaatatttatggcaccaaccttcaatgatacaagacaacgcttctctccaaatgatcaa 
 R  I  F  M  A  P  T  F  N  D  T  R  Q  R  F  S  P  N  D  Q  
cgtgttttgatgctggaaatggacaaattcgaattcaattttaaacctggaaaaaatatt 
 R  V  L  M  L  E  M  D  K  F  E  F  N  F  K  P  G  K  N  I  
attcagcaaagatctgaacagtcaaacataacaataccaactctgagaagctttggagaa 
 I  Q  Q  R  S  E  Q  S  N  I  T  I  P  T  L  R  S  F  G  E  
ttgatagcagagagtgagagtgacgatttgctggatgcacagagctactgtagctgtggt 
 L  I  A  E  S  E  S  D  D  L  L  D  A  Q  S  Y  C  S  C  G  
ttacctgaacatcttctggtacctagaggaaaacaggaaggaatgccgttccagactttc 
 L  P  E  H  L  L  V  P  R  G  K  Q  E  G  M  P  F  Q  T  F  
gttatgattacagatgcagtaaaagatagggtaaacggtgacagcaagcaatgtcatgat 
 V  M  I  T  D  A  V  K  D  R  V  N  G  D  S  K  Q  C  H  D  
gctaccagctactgtggagtaatcaatgagaagtatcctgacaaaaaacccatgggatat 
 A  T  S  Y  C  G  V  I  N  E  K  Y  P  D  K  K  P  M  G  Y  
cctttcgatagggtcattttggctgccgattggtcaactttcaaaacctccaacatgaat 
 P  F  D  R  V  I  L  A  A  D  W  S  T  F  K  T  S  N  M  N  
ttcggtgatgttacagttacatttaaagaagaagtcataaatgctaatgctggctctctt 
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 F  G  D  V  T  V  T  F  K  E  E  V  I  N  A  N  A  G  S  L  
gtctttcccaaataaacattttttgattttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
 V  F  P  K  -   
Abb. 6.11: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 1 von S. dehaani: konservierte 
Histidine sind türkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in 
roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen. 

 S. dehaani Prophenoloxidase 2 6.7.1.4.

                        tgccgtttgctatcgttggttgttaattcgaagact 
agtgtttccaggcataaactaatggaagatcaactaaatttgcaaaagcttgttttggat 
                      M  E  D  Q  L  N  L  Q  K  L  V  L  D  
cttttcagaaatgtgtctgaacctttaagtgaatccgattttcctgtttttgcaacttcc 
 L  F  R  N  V  S  E  P  L  S  E  S  D  F  P  V  F  A  T  S  
tatgctggaaataaagacattttctatgaatttgaagagaagattggtatccttcctaag 
 Y  A  G  N  K  D  I  F  Y  E  F  E  E  K  I  G  I  L  P  K  
ggaagaattttctcgaccttcaaaagggaacacatgaaagaagctattgatattattgaa 
 G  R  I  F  S  T  F  K  R  E  H  M  K  E  A  I  D  I  I  E  
ttacttacgaaaactgaaacaaataatttggatccgattatgctcaaacttagaaagaaa 
 L  L  T  K  T  E  T  N  N  L  D  P  I  M  L  K  L  R  K  K  
gtaaatgaagaactattcgtttatgcgactagcgtttttttcattcaaaatcctgactta 
 V  N  E  E  L  F  V  Y  A  T  S  V  F  F  I  Q  N  P  D  L  
aaaattaaactgcctttgatagaagaagtcttaccacagaaattttgtacaggagatgtt 
 K  I  K  L  P  L  I  E  E  V  L  P  Q  K  F  C  T  G  D  V  
attagaaaagccgtgaaagaaaacgaaaaagctatgtcaatgataccaatcattattgat 
 I  R  K  A  V  K  E  N  E  K  A  M  S  M  I  P  I  I  I  D  
gtcgaatacacaagtactcctttggaaccggaacatgcattggcgtattggcgagaagat 
 V  E  Y  T  S  T  P  L  E  P  E  H  A  L  A  Y  W  R  E  D  
attggactcaatgctcatcactggcattggcacatcgtctatccttatgaatggcctgat 
 I  G  L  N  A  H  H  W  H  W  H  I  V  Y  P  Y  E  W  P  D  
ggtaacaaaccaaaagacagaagaggggaattgttttattatatgcatcagcaaatgatt 
 G  N  K  P  K  D  R  R  G  E  L  F  Y  Y  M  H  Q  Q  M  I  
gctagatatgattgcgagagattggctgtggatttaccaagagttgtaccactacacgat 
 A  R  Y  D  C  E  R  L  A  V  D  L  P  R  V  V  P  L  H  D  
tgggacaatttcatacctgaaggctatgcgccacatttaaataaggaaattgccaatact 
 W  D  N  F  I  P  E  G  Y  A  P  H  L  N  K  E  I  A  N  T  
atctactgttatagaccatctaatatgatactgaatcaagtgaatatagatgaattacgt 
 I  Y  C  Y  R  P  S  N  M  I  L  N  Q  V  N  I  D  E  L  R  
cagatgtatgagactattatccaggatttacgctctggtttcttcatacggaatgatgat 
 Q  M  Y  E  T  I  I  Q  D  L  R  S  G  F  F  I  R  N  D  D  
gctaaaatcccattagacactgagagaggaattgacatagtaggaaatactgtagaagca 
 A  K  I  P  L  D  T  E  R  G  I  D  I  V  G  N  T  V  E  A  
tcaaatgccagtgcgaatatggacagatatggaagtttacataacaatgggcataatgca 
 S  N  A  S  A  N  M  D  R  Y  G  S  L  H  N  N  G  H  N  A  
atcgctagaatccatgatccggatggcagatttaaattggaagatggtgttatggcggat 
 I  A  R  I  H  D  P  D  G  R  F  K  L  E  D  G  V  M  A  D  
acagcaactgctatgagagacccaattttttatcgttggcataaattcatcgacaacatc 
 T  A  T  A  M  R  D  P  I  F  Y  R  W  H  K  F  I  D  N  I  
tttctgcaacacaaatcgagactgaccccatatactagagaggagctcatgttcgaaaaa 
 F  L  Q  H  K  S  R  L  T  P  Y  T  R  E  E  L  M  F  E  K  
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gtgattatagacagtatatatatccaaggcaaaacatctaaggcaacagataagatagaa 
 V  I  I  D  S  I  Y  I  Q  G  K  T  S  K  A  T  D  K  I  E  
actttctggcaagaaagtaagctcaatctagaaaatgggattaacttcaaaaacaaagtc 
 T  F  W  Q  E  S  K  L  N  L  E  N  G  I  N  F  K  N  K  V  
tcagtttcagttcgctatcgtcatttgcaacatgaaaaatttgaatggaacatagaagtc 
 S  V  S  V  R  Y  R  H  L  Q  H  E  K  F  E  W  N  I  E  V  
gagaataagtggaatgaaaacgaacaaggaacggtgagaatattcatggcacctatatat 
 E  N  K  W  N  E  N  E  Q  G  T  V  R  I  F  M  A  P  I  Y  
ggtgaagatggaaaagaattaagtcctaatgaacaacgacttctaatgattgaaatggat 
 G  E  D  G  K  E  L  S  P  N  E  Q  R  L  L  M  I  E  M  D  
aaatttgaatacactttacgacctggaacgaattacatcagtcgtcgatcggaccaatcc 
 K  F  E  Y  T  L  R  P  G  T  N  Y  I  S  R  R  S  D  Q  S  
aacgtaacaattcaaacactgaaaagatttagtgaactcgataaggaaacgaaggttacc 
 N  V  T  I  Q  T  L  K  R  F  S  E  L  D  K  E  T  K  V  T  
aatgaggcttcctgcagttgtggtttgcctgatcatcttctagtacccaggggcaaaaaa 
 N  E  A  S  C  S  C  G  L  P  D  H  L  L  V  P  R  G  K  K  
gatggaatggcttttcagacgtttgttatgataaccagtgcaatagaagatagggtgaaa 
 D  G  M  A  F  Q  T  F  V  M  I  T  S  A  I  E  D  R  V  K  
gggaaaggtcaacactgcttagatgccgccagttactgtggagtgatcaatgacaaatat 
 G  K  G  Q  H  C  L  D  A  A  S  Y  C  G  V  I  N  D  K  Y  
cctgataaaaaacccatgggatttcctttcgaccgagtcatcaatgcggctgattggtct 
 P  D  K  K  P  M  G  F  P  F  D  R  V  I  N  A  A  D  W  S  
tcattcaaaactcccaatatgggttttggtgttattaagatttgtttcgaagatatagta 
 S  F  K  T  P  N  M  G  F  G  V  I  K  I  C  F  E  D  I  V  
aaggatagtgatctgcacgatgagaatgatcactgaataatcataagtatcatttagaat 
 K  D  S  D  L  H  D  E  N  D  H  -   
gtatgctcacataatccttttactataacaattcatttttaacagaaaagttattgaata 
ttgaaacaattattctattaatcttataaattttctgttttctttaatattaagagaaaa 
taaactaatattcattgcataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
Abb. 6.12: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 2 von S. dehaani: konservierte 
Histidine sind türkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in 
roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen. 

 S. dehaani Prophenoloxidase 3 6.7.1.5.

gaaaagtttaattttgacaaataaccagaatcttatccatatccgcaatcaaaaaacatt 
atggaaaaaactcgtcagatgcaaggcttcattctcgatatgttcaataaagtatccgaa 
 M  E  K  T  R  Q  M  Q  G  F  I  L  D  M  F  N  K  V  S  E  
tcgcatcctcgacacaaacatgaacatattctggcaagtcacggaattcagttttcgtct 
 S  H  P  R  H  K  H  E  H  I  L  A  S  H  G  I  Q  F  S  S  
tattttgaaacagaaacatttttgaaatctgaaggtttaggagttcttaagaagggaaaa 
 Y  F  E  T  E  T  F  L  K  S  E  G  L  G  V  L  K  K  G  K  
atcttctcgcctttcaataacgaacacatggacgaagcttttaaggctatcaagtatctc 
 I  F  S  P  F  N  N  E  H  M  D  E  A  F  K  A  I  K  Y  L  
aacgatacaaaactggatacaaaatcgttgataataaaaatcgttggtttacacatgttg 
 N  D  T  K  L  D  T  K  S  L  I  I  K  I  V  G  L  H  M  L  
ctgaatgaagagttgtttgtgtacgttacaagttacgtcatcataaatcaccctgacttc 
 L  N  E  E  L  F  V  Y  V  T  S  Y  V  I  I  N  H  P  D  F  
aagacagtccatttacctccttatcaggagattttccccgacaaatttattcataaagag 
 K  T  V  H  L  P  P  Y  Q  E  I  F  P  D  K  F  I  H  K  E  
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acaattagcaaaatcaaacgccaagttatacataatggaaaagattcaaagaaagaaata 
 T  I  S  K  I  K  R  Q  V  I  H  N  G  K  D  S  K  K  E  I  
gtaatccctgctgatttcagtggcgataatctggatcctgaacatagattagcttattgg 
 V  I  P  A  D  F  S  G  D  N  L  D  P  E  H  R  L  A  Y  W  
cgagaagatattcaactgaattcccaccactggaattggcatctcgtctatccaactgat 
 R  E  D  I  Q  L  N  S  H  H  W  N  W  H  L  V  Y  P  T  D  
tggacaccagatagcggtgaaggtctcagagatcgtaaaggagaattattctattacatg 
 W  T  P  D  S  G  E  G  L  R  D  R  K  G  E  L  F  Y  Y  M  
catcaacagttagttgccagatacaattgcgaacgattatctgtacactatccaagagtt 
 H  Q  Q  L  V  A  R  Y  N  C  E  R  L  S  V  H  Y  P  R  V  
acggcattttttgaatgggacgaacccatagttgaggggtataattcacacttattgaaa 
 T  A  F  F  E  W  D  E  P  I  V  E  G  Y  N  S  H  L  L  K  
gagaattcaggtatcaattatggtccaagaccaggaaatatgattctgcaagatcttcca 
 E  N  S  G  I  N  Y  G  P  R  P  G  N  M  I  L  Q  D  L  P  
aatctaaccaaaagcattttacgtgcatggtaccagaggatcatgcaaagcatccatttg 
 N  L  T  K  S  I  L  R  A  W  Y  Q  R  I  M  Q  S  I  H  L  
ggatatcttaccagccgggaatataatactcatattccactaaataatgaaggaggaatt 
 G  Y  L  T  S  R  E  Y  N  T  H  I  P  L  N  N  E  G  G  I  
gataaaataggagctatagtagaggcatcaagattatctgtcaactacgatttttacgga 
 D  K  I  G  A  I  V  E  A  S  R  L  S  V  N  Y  D  F  Y  G  
aatttgcacaatatgagccacaattccctttcacgaatacatgatccagatgaaagatac 
 N  L  H  N  M  S  H  N  S  L  S  R  I  H  D  P  D  E  R  Y  
aagggcgatccaggagtcatgggagatgttgccactactgttagagatcctatctttttt 
 K  G  D  P  G  V  M  G  D  V  A  T  T  V  R  D  P  I  F  F  
cgatggcataaattcattgatgatatttttcaagaacataaattacaactaccttcttac 
 R  W  H  K  F  I  D  D  I  F  Q  E  H  K  L  Q  L  P  S  Y  
aatgaagaagggctaatgttcaaagatatcatagtaaaatccgttgataccgaaggaaaa 
 N  E  E  G  L  M  F  K  D  I  I  V  K  S  V  D  T  E  G  K  
caaaataaccagttacaaacgttttgggaagaaagtactctcgatatgaaatatggcttg 
 Q  N  N  Q  L  Q  T  F  W  E  E  S  T  L  D  M  K  Y  G  L  
gcttttgaatgtggaagtcccatagttgttcggtatcgtcatttgcaacatgagcaattt 
 A  F  E  C  G  S  P  I  V  V  R  Y  R  H  L  Q  H  E  Q  F  
aattggtcaattatagtggagaatatatcaaacgaaaaaaagcaaggcatggtgagaata 
 N  W  S  I  I  V  E  N  I  S  N  E  K  K  Q  G  M  V  R  I  
tttatggcacccaaatatgatgtaactggaaatcagtttacacctaatgagctacggaag 
 F  M  A  P  K  Y  D  V  T  G  N  Q  F  T  P  N  E  L  R  K  
ctcatgattgaaatggacaaatttgaatttactttcgaagcaaagaagacagttattgtg 
 L  M  I  E  M  D  K  F  E  F  T  F  E  A  K  K  T  V  I  V  
actcgtaaatcaagagattcaagtgtgattatcccagatgcaaaaacaacccaaaatata 
 T  R  K  S  R  D  S  S  V  I  I  P  D  A  K  T  T  Q  N  I  
agagaagaacttcaaaaagacgatccctggcaacactattgtgggtgcggattgccaagt 
 R  E  E  L  Q  K  D  D  P  W  Q  H  Y  C  G  C  G  L  P  S  
caccttctagtaccaagaggtaaacgtgaagggatgaactttatgacattcgtaatgata 
 H  L  L  V  P  R  G  K  R  E  G  M  N  F  M  T  F  V  M  I  
accgatgctacaaaagataaagtctatgaagaagatgacgatgtatgcaaaactgctcca 
 T  D  A  T  K  D  K  V  Y  E  E  D  D  D  V  C  K  T  A  P  
agttactgtggaatactcaataagaaatatcccgataaaagagcaatgggatttccattt 
 S  Y  C  G  I  L  N  K  K  Y  P  D  K  R  A  M  G  F  P  F  
gaccgtcaaattagcgataattcgtggcagaagtttcaaaaaccaaataatgaagtgtgg 
 D  R  Q  I  S  D  N  S  W  Q  K  F  Q  K  P  N  N  E  V  W  
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agaacttgaatagtgatttgttggtaatcgtaaatagggctgtgaaaaatagtttagcaa 
 R  T  -   
ttctttaaaaacatggtgctcatgcttaatcttcataaacaatctattttttttctatta 
attcctttaatgcttatattataatatgccaaattaaattccatgcaaatcttgggtaca 
taagttattttcatgaatagtttcataactaacagtgttaattaaatgtaccatattgag 
gatatttaattaattttatttaattaaattgatgaaggactaaaatcagatttaaataca 
caaatagtagacattagaacttcgtgaataattatattcattacaaagtataaaaaaatt 
ttagcatttaaattccgatgttgttaaaatcagaagaaaattaaataaatttaaacatac 
cataatgctaatttatccaaataatctaacttataattttattaaatatgaaattcataa 
atttttttccttaatttaggatttaaagaaggattttaaatatagtgcatatgttattct 
taaaaataaacagtgtaccacaaagttatattatccattgtatttttattttttacaagt 
tcaattttcatcttggaaaaaaaatgcaaattgtattagaacttttgtcgttataatcaa 
attttcttttatatacattagcgcattatctttgtatttatatgtaaagcattcaaaaaa 
taaaagagcaatccttaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
Abb. 6.13: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 3 von S. dehaani: konservierte 
Histidine sind türkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in 
roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen. 

6.7.2. Phylogenie 

 Abkürzungsverzeichnis der verwendeten Sequenzen 6.7.2.1.

Tabelle .6.9: Für die phylogenetische Analyse verwendete Sequnezen 

Abkürzung Artname Klasse Protein 
Zugangs-
nummer 

AaePPO1 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase  AF292114  

AaePPO3 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase  AF310673 

AaePPO4 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase  AF327409 

AauHc6 Androctonus australis Chelicerata Hämocyanin P80476* 

AfrPPO Artemia franciscana Crustacea Prophenoloxidase AM85010 

AgaPPO1 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AF004915 

AgaPPO2 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AF004916 

AgaPPO3 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  L76038 

AgaPPO4 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AJ010193 

AgaPPO5 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AJ010194 

AgaPPO6 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AJ010195 

AgaPPO8 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase  AJ459961 

AgiHc1 Archispirostreptus gigas Myriapoda Hämocyanin HE574799 

AgoHcA Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcB Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcC Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcD Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcE Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  
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AgoHcF Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcG  Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AgoHcX  Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hämocyanin EST  

AmePPO Apis mellifera Hexapoda Prophenoloxidase AY242387 

AstPPO Anopheles stephensi Hexapoda Prophenoloxidase AF062034 

AsuPPO Armigeres subalbatus Hexapoda Prophenoloxidase AF260567 

AsuPPO2 Armigeres subalbatus Hexapoda Prophenoloxidase AF286468 

BduHc1 Blaptica dubia Hexapoda Hämocyanin FM242646 

BduHc2 Blaptica dubia Hexapoda Hämocyanin FM242647 

BmoPPO1 Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase D49370 

BmoPPO2 Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase D49371 

BmoPPO3 Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase AF178462 

CacHc1 Chelidurella acanthopygia Hexapoda Hämocyanin FM242641 

CcsHc Cyamus scammoni Crustacea Hämocyanin ABB59715 

CmaHc1 Cancer magister Crustacea Hämocyanin AAW57889

CmaHc2 Cancer magister Crustacea Hämocyanin AAW57890

CmaHc3 Cancer magister Crustacea Hämocyanin AAW57891

CmaHc4 Cancer magister Crustacea Hämocyanin AAW57892

CmaHc5 Cancer magister Crustacea Hämocyanin AAW57893

CmaHc6 Cancer magister Crustacea Hämocyanin U48881 

CmaPPO  Cancer magister Crustacea Phenoloxidase DQ230981 

CmoHc1 Carausius morosus Hexapoda Hämocyanin FM242640 

CroHcI Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090484 

CroHcII Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090485 

CroHcIIIa Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090486 

CroHcIIIb Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090487 

CroHcIV Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090488 

CroHcV Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090489 

CroHcVI Carcinoscorpius rotundicauda Chelicaerata Hämocyanin DQ090490 

CsaHc Callinectes sapidus Crustacea Hämocyanin AF249297 

CsaHc1 Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307903 

CsaHc2  Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307904 

CsaHc3  Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307905 

CsaHc4 Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307906 

CsaHc5 Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307907 

CsaHc5x Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307908 

CsaHc6 Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307909 

CsaHc6x Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307910 
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CsaHc6y Cupiennius salei Chelicaerata Hämocyanin AJ307911 

CseHc1 Cryptotermes secundus Hexapoda Hämocyanin FM242644 

CseHc2 Cryptotermes secundus Hexapoda Hämocyanin FM242645 

DerPPO2 Drosophila erecta Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DerPPOA1 Drosophila erecta Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DmaPPO       Daphnia magna Crustacea Prophenoloxidase FJ381649 

DmePPO2 Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase AC006074 

DmePPO3 Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase AC008352 

DmePPOA1 Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase D45835 

DmoPPOA1 Drosophila mojavensis Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DpsPPO2 Drosophila pseudoobscura  Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DpsPPOA1 Drosophila pseudoobscura Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DpuPPO   Daphnia pulex Crustacea Prophenoloxidase EST  

DviPPO2 Drosophila virilis  Hexapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

DyaPPO2 Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase 
AAEU0100
4028  

DyaPPO3a Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase 
AAEU0100
0086  

DyaPPO3b Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase 
AAEU0100
5851  

DyaPPOA1 Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase 
AAEU0100
4028 

EbaHcA Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865913 

EbaHcB Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865914 

EbaHcC Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865915 

EbaHcD Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865916 

EbaHcE Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865917 

EbaHcF   Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865918 

EbaHcG Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hämocyanin FR865919 

EcaHcA   Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin X16893 

EcaHcB   Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin AJ290429 

EcaHcC Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin AJ277489 

EcaHcD Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin AJ290430 

EcaHcE Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin X16894 

EcaHcF Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin AJ277491 

EcaHcG Eurypelma californicum Chelicerata Hämocyanin AJ277492 

EpiHc1    Epiperipatus sp Onynchophora Hämocyanin CAD12808 

EpuHc1 Eurydice pulchra  Crustacea Hämocyanin GQ153951 

EpuHc2 Eurydice pulchra  Crustacea Hämocyanin GQ153952 
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EspHc1 Endeis spinosa Chelicerata Hämocyanin FR865911 

FchHc1 Fenneropenaeus chinensis Crustacea Hämocyanin FJ594414 

GmoPPO Galleria mellonella Hexapoda Prophenoloxidase AF336289 

GpuHc1 Gammarus pulex Crustacea Hämocyanin EST data 

GroHc1   Gammarus roeseli Crustacea Hämocyanin AJ937836 

HamHcA Homarus americanus Crustacea Hämocyanin AJ272095 

HamPPO Homarus americanus Crustacea Prophenoloxidase AY655139 

HauHcA   Hanseniella audax Myriapoda Hämocyanin HE574800 

HauHcB Hanseniella audax Myriapoda Hämocyanin HE574801 

HcuPPO1   Hyphantria cunea Hexapoda Prophenoloxidase U86875 

HcuPPO2 Hyphantria cunea Hexapoda Prophenoloxidase AF020391 

HdiPPO2 Holotrichia diomphalia Hexapoda Prophenoloxidase AB079665 

HmeHc1 Hierodula membranacea Hexapoda Hämocyanin FM242642 

HmeHc2 Hierodula membranacea Hexapoda Hämocyanin FM242643 

LpoHcII Limulus polyphemus Chelicerata Hämocyanin AM260213 

LpoHcIIIa Limulus polyphemus Chelicerata Hämocyanin AM260213 

LpoHcIIIb Limulus polyphemus Chelicerata Hämocyanin to do 

LpoHcIV Limulus polyphemus Chelicerata Hämocyanin AM260215 

LpoHcVI Limulus polyphemus Chelicerata Hämocyanin AM260216 

MgeHc1 Machilis germanica Hexapoda Hämocyanin FM242639 

MgiHcA Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865920 

MgiHcB Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865921 

MgiHcC Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865922 

MgiHcD Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865923 

MgiHcE Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865924 

MgiHcF Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865925 

MgiHcG Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hämocyanin FR865926 

MjaHcL Marsupenaeus japonicus Crustacea Hämocyanin EF375711 

MjaHcY Marsupenaeus japonicus Crustacea Hämocyanin EF375712 

MjaPPO Marsupenaeus japonicus Crustacea Prophenoloxidase AB073223 

MsePPO Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase L42556 

MsePPO1 Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase AF003253 

MsePPO2 Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase AF003253 

NinHcA 
Nephila inaurata 
madagascariensis 

Chelicerata Hämocyanin AJ547807 

NinHcB 
Nephila inaurata 
madagascariensis 

Chelicerata Hämocyanin AJ547808 

NinHcD 
Nephila inaurata 
madagascariensis 

Chelicerata Hämocyanin AJ547809 

NinHcE Nephila inaurata Chelicerata Hämocyanin AJ547810 
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madagascariensis 

NinHcF 
Nephila inaurata 
madagascariensis 

Chelicerata Hämocyanin AJ547811 

NinHcG 
Nephila inaurata 
madagascariensis 

Chelicerata Hämocyanin AJ547812 

NkeHc Nebalia kensleyi Crustacea Hämocyanin GQ279108 

NkePPO Nebalia kensleyi Crustacea Prophenoloxidase GQ279109 

OfuPPO Ostrinia furnacalis Hexapoda Prophenoloxidase DQ333883 

OscHc1 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hämocyanin FM999828 

OscHc2 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hämocyanin FM999829 

OscHc3 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hämocyanin FM999830 

OscHc4 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hämocyanin FM999831 

PamHc1 Periplaneta americana Hexapoda Hämocyanin FM242648 

PamHc2 Periplaneta americana Hexapoda Hämocyanin FM242649 

PanHc1 Polydesmus angustus Myriapoda Hämocyanin HE574797 

PanHc2 Polydesmus angustus Myriapoda Hämocyanin HE574798 

PanHc3 Polydesmus angustus Myriapoda Hämocyanin EST 

PciHc1 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hämocyanin EST  

PciHc2 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hämocyanin EST  

PciHc3 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hämocyanin EST  

PelHc1 Palinurus elephas Crustacea Hämocyanin AJ344361 

PelHc2 Palinurus elephas Crustacea Hämocyanin AJ344362 

PelHc3 Palinurus elephas Crustacea Hämocyanin AJ344363 

PelHc4 Palinurus elephas Crustacea Hämocyanin AJ516004 

PgrHc1 Perla grandis Hexapoda Hämocyanin DQ118369 

PgrHc2 Perla grandis Hexapoda Hämocyanin DQ118370 

PhuPPO Pediculus humanus Hexapoda Prophenoloxidase 
XP_002429
710 

PimHc2 Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424080 

PimHc3A Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424079 

PimHc3B Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424082 

PimHc3C Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424081 

PimHc4 Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424085 

PimHc5A Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424084 

PimHc5B Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424086 

PimHc6 Pandinus imperator Chelicerata Hämocyanin FN424083 

PinHcA Panulirus interruptus Crustacea Hämocyanin P04254* 

PinHcB Panulirus interruptus Crustacea Hämocyanin P10787* 

PinHcC Panulirus interruptus Crustacea Hämocyanin S21221* 

PlaPPO Polyxenus lagurus Myriapod Prophenoloxidase HE574802 
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PleHc Pacifastacus leniusculus Crustacea Hämocyanin AF522504 

PleHc2 Pacifastacus leniusculus Crustacea Hämocyanin AY193781 

PlePPO Pacifastacus leniusculus Crustacea Prophenoloxidase X83494 

PmaHc1 Perla marginata Hexapoda Hämocyanin AJ555403 

PmaHc2 Perla marginata Hexapoda Hämocyanin AJ555404 

PmoPPO Penaeus monodon Crustacea Prophenoloxidase AF521948 

PseHc Penaeus semisulcatus Crustacea Hämocyanin AF521949 

PsePPO Penaeus semisulcatus Crustacea Prophenoloxidase AF521949 

PvaHc 
Penaeus (Litopenaeus) 
vannamei 

Crustacea Hämocyanin X82502 

PvaHc1 
Penaeus (Litopenaeus) 
vannamei 

Crustacea Hämocyanin AJ250830 

SamHc1 Schistocerca americana Hexapoda Hämocyanin AF038569 

SbuPPO1 Sarcophaga bullata Hexapoda Prophenoloxidase AF161260 

SbuPPO2 Sarcophaga bullata Hexapoda Prophenoloxidase AF161261 

ScoHcA Scutigera coleoptrata Myriapoda Hämocyanin AJ344359 

ScoHcB Scutigera coleoptrata Myriapoda Hämocyanin AJ512793 

ScoHcC Scutigera coleoptrata Myriapoda Hämocyanin AJ431379 

ScoHcD Scutigera coleoptrata Myriapoda Hämocyanin AJ344360 

ScoHcX Scutigera coleoptrata Myriapoda Hämocyanin AJ431378 

ScuHc1 Sinella curviseta Hexapoda Hämocyanin FM242638 

SmaPPO Strigamia maritima Myriapoda Prophenoloxidase 
Genom-
daten 

SpiHc1 Spirostreptus sp. Myriapoda Hämocyanin AJ297738 

SdeHc1 Scolopendra subspinipes Myriapoda Hämocyanin - 

SdeHc2 Scolopendra subspinipes Myriapoda Hämocyanin - 

SdePPO1 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase - 

SdePPO2 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase - 

SdePPO3 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase - 

StuHc1 Speleonectes tulumensis Crustacea Hämocyanin FM863709 

StuHc2 Speleonectes tulumensis Crustacea Hämocyanin FM863710 

StuHc3 Speleonectes tulumensis Crustacea Hämocyanin FM863711 

TdoHc1 Thermobia domestica Hexapoda Hämocyanin FM165288 

TdoHc2 Thermobia domestica Hexapoda Hämocyanin FM165289 

TmoPPO Tenebrio molitor Hexapoda Prophenoloxidase AB020738 

TtrHcA Tachypleus tridentatus Chelicerata Hämocyanin - 
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 Multiples Sequenzalignment der für die phylogenetische Analyse 6.7.2.2.
verwendeten Sequenzen 

                                                                                                                                                                                    
                      *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *       120         *       140         *       160       
PseHc      : SMSYLSALEPLENPTEDDGC------------------------------------------------SIASFTLED---------GTIG-PVDV-PGIGN-LKKDDLFSTNVREHRK-EAQLLFNLFLDCK--TFVDFKNAAMH--YKNIVNPMLYAFV :  95 
PanHc3     : QSQIQKIVEHINRPYVAETEL-----------------------------------------------------------------LTGD-PAKF-KGLGN-LHHEQIFSLFDERQWP-EAIKVLELLTGAP--TFEEFLKVAEA--IRQKVNEDLFFFA :  87 
SdeHc1     : QRRLVEALSYVNRPYNPKPKDHEL--------------------------------------------------------------TPAE-KKFLESHVGY-LPRREVYSVFDARYLP-EANASLYFLLDPP--NFDGFIRAIDI--LSKHINEDMLYYV :  91 
ScoHcA.    : LEKILELIGHVNRPLTPETPEP----------------------------------------------------------------AGYD-ETKL-KGLGI-LPQHEIFSLFDERTWP-EATKAAEFLMEAT--DFEHFIQRADV--LRHRINEDMFMYA :  88 
ScoHcB.    : QKRMLEVLQHVNKPYVAETKDPKI--------------------------------------------------------------PAGS-EDVF-KHLGI-LEKHEVFSLFDERQWD-EATTAAVYMLTAP--SFDEFIDRAEI--VRHRINEDMFYYA :  90 
ScoHcC     : ERQILHIVDSINKPISPDFRAPR---------------------------------------------------------------GVID-EHKL-RGLGT-LKKREIFSLFDERNWD-EASKVVRLLLDAK--DFDDFIDVAEV--IRLRVNEELFLYA :  89 
ScoHcD     : QKEIQHLVDTINKPVYPDFKDTR---------------------------------------------------------------GIID-ESKL-KGLGT-LPRREVFSLFDERNWA-EAAKVVELLLEPK--TFREFIHLADI--IHHRVNEDLFLYA :  89 
SdeHc2     : QQQIFQIVEYINKAQTPEPVV-----------------------------------------------------------------EGVE-EKEL-KYLGH-LPKNEIFSLFDERNWP-EAKAAVKYLLEPK--TFDDFIKAAKI--LITRINDEIFLYA :  87 
SpiHc1.    : QKMVDTLISYINKPANPVPPK-----------------------------------------------------------------PPID-PKKL-IGIGI-LPKDQVFSLFDERTWD-EVSEVLKRFMAAP--TFEDFIKVAET--LYPHVNEDLFLFG :  87 
AgiHc1.    : QKMVDTLISYINKPANPVPPK-----------------------------------------------------------------PPID-PKKL-IGIGI-LPKDQVFSLFDERTWD-EVSEVLKRFLAAP--TFEDFIKVAET--LYPHVNEDLFLFG :  87 
PanHc1.    : QAMVDNLLTFINKPDNPPAPV-----------------------------------------------------------------PNVD-PSKL-KGVGY-LPKREVFSMFDEREWP-EAIEVLKRFLTPP--TFEEFIKVAET--LYPRMNEDLFFYC :  87 
PanHc2.    : QLQITQIISKINKPVPAEIRSSE---------------------------------------------------------------NIIE-KSRL-RTLGQ-LPRREVFSLFDARYWN-ETSQVLDLLIEAK--TFDDFIKRSEV--IQPLVNEELFFYA :  89 
HauHcB.    : QAKVKEVIQYINRPHIHSGGSC--D-------------------------------------------AEA---------------SHLT-AASL-KEIGH-LDTNSVFSLFDERTWP-EAKEAVRLMMKAA--NFDEFITIATD--LSHHMNDDMFLFC :  92 
HauHcA.    : QAKVKEVIMHINRPHVHAGGSC--E-------------------------------------------PPP---------------TKLS-AESL-KEIGH-LDTNSVFSLFDERNWP-EAKEALTLMMKAA--TFEDFITVAKD--LSHHMNDDMFLFV :  92 
ScoHcX.    : QKEIYDLVQRINRPLIPQFKEPNFPTSFLI--------------------------------------------------------KGKDPKEFF-QAIGH-LPKKEVFSLFDERHWD-EAMTAYEYLYEAE--TLDDFIDIAKI--LYLHLNEDMFYYV :  97 
SdePPO1    : QRLVLDLFDNVSEPLDQRQP------FHTAFASGPVITSRD---------------------------AAA-----T---------GTRL-RPQM-TGIGI-LPRGRIFSTFNRDHMD-EAMRVVRLLMRLD--DRDLQLALA-Y--LRDNINEELFVYS : 104 
SmaPPO     : QRVILDLWDHVSEPLDRRAT------FQRPFEGAPVLDNRD---------------------------TAE-----I---------GGRL-QSRL-VGIGI-LPRGRIFSTFNKQHMA-EAMLVIRLLQDLVTSDLRDSLLAMGF--LRDRINEQMFVYV : 107 
SdePPO2    : QKLVLDLFRNVSEPLSES--------------------------------------------------DFP------VFATSYAGNKDIF-YEFE-EKIGI-LPKGRIFSTFKREHMK-EAIDIIELLTKT---ETNNLDPIMLK--LRKKVNEELFVYA :  95 
SdePPO3    : QGFILDMFNKVSESHPRHKHEH--ILASHGIQFSSYF-------------------------------------------------ETET-FLKS-EGLGV-LKKGKIFSPFNNEHMD-EAFKAIKYLNDTK-LDTKSLIIKIVG--LHMLLNEELFVYV : 102 
EcaHcA.    : QVQALKLFEKLSVA-A----------------------TG--E-------------------------PVP---------------ADQI-DERL-RNITT-LGPNEFFSCFYPDHLE-QAKRVYEVFCHAA--NFDDFVSLAKQ--ARSFMNSTLFAFS :  87 
AgoHcA.    : QVQALKLFEKLSVA-A----------------------TG--D-------------------------AIP---------------ADQI-DERL-RNITT-LGPHEFFSCFYPDHLE-QAKRVYEVFCRAA--DFDDFVSLAKQ--ARSFMNSTLFAFA :  87 
NinHcA.    : QVRVLKLFERLSVA-A----------------------SG--E-------------------------KIP---------------ADQI-DARL-STVGE-LPNSAFFSCFLPAHLE-EAKRLIEIFYSAK--DFDDFVLLAEQ--ARTFVNSTLFAFA :  87 
EbaHcA.    : QVVVLKLFDRLSLA-A----------------------VG--D-------------------------KLP---------------KEER-DPRL-KNVGI-LKPTEIFSCFKPEHLE-EARHLYETFYSAK--DFDDFIHLAEQ--ARQFVNSTLFAFA :  87 
MgiHcA.    : QIAVLKLYKYLSVATV----------------------TG--G-------------------------VHE---------------DDDV-DARL-HGIGKGVSTSEIFSCFYPKHLE-AAEKLYKVLYEAK--SFDDFIHLAEQ--ARTIVNPSLFAFA :  89 
PimHc3B.   : QIRILKLFKQLSVAT-----------------------VG--G-------------------------GVP---------------KERR-DPRLASHVIV-VEPGNIFSCFHPDHLE-EARQLYEVFYEAK--DFDDFIHLAEQ--ARTFVNEGLFAFA :  88 
LpoHcII.   : QIRVCHLFEQLSSATV----------------------IG----------------------------NGD---------------KHKH-SDRL-KNVGK-LQPGAIFSCFHPDHLE-EARHLYEVFWEAG--DFNDFIEIAKE--ARTFVNEGLFAFA :  87 
CroHcII.   : QVRVCHLFEQLSSATV----------------------TG----------------------------NGE---------------KHKH-SDRL-KNVSK-LQPGAIFSCFHPEHLE-EARHLYEVFWEAG--DFDDFIEVAKE--ARTFVNEGLFAFA :  87 
PimHc3A.   : QVQVLKLFEFLNEVAY----------------------HR----------------------------------------------DAPH-DERL-KHVGT-LSPKSIFSCFHPVHLA-EARRLVEVYLAAK--DFDDFIHLASQ--AKEIVNATLFAFA :  84 
EcaHcD.    : QARILPLFKKLTS--L----------------------SP--D-------------------------PLP---------------EAER-DPRL-KGVGF-LPRGTLFSCFHEEHLA-EAETLAEALVEAK--NFDDFIALATN--ARAVVNEGLYAFA :  86 
AgoHcD.    : QARILPLFKKLTS--L----------------------SP--D-------------------------PLP---------------EAER-DPRL-KGVGF-LPRGTLFSCFHEEHLA-EAETLAERLVEAK--DFDDFIAVATN--ARAIVNEGLYAFA :  86 
NinHcD.    : QAQILPLFKNLTA--L----------------------AP--E-------------------------TLP---------------EAER-DPRL-KGVGF-LPRGRLFSCFHEDHLG-EAQALYEVLYEAK--DFGDFINLAKQ--AREIVNEGLFAFA :  86 
EcaHcF.    : QRQILPLFEHLTS--L----------------------TR--G-------------------------GLD---------------RTES-DVRL-RRVGR-LPRGTLFSCFHSEHLK-EATELYQILYKAD--SFADFIHLAQQ--ARDIVNEGLFVYS :  86 
AgoHcF.    : QRQILPLFEHLTS--L----------------------TR--G-------------------------GLN---------------RTES-DVRL-RRVGR-LPRGTLFSCFHSEHLK-EATELYQILYKAD--SFADFIHLAQQ--ARDLVNEGLFVYS :  86 
NinHcF.    : QRRILPLFEHLAS--L----------------------TR--A-------------------------VLP---------------PEER-DPRL-KRLGR-LPRGTLFSCFHTEHLI-EAEELFETLYAAK--DFEDFMRLAEQ--ARDIVNEGMFVYS :  86 
EbaHcF.    : QARILPLFEHLAS--Q----------------------TR--A-------------------------QLP---------------VDER-DPRL-KTIGK-LPRGTLFSNFHEEHLK-EAEALYEVLYAAK--DFEDFIHLAEQ--ARNVVNEGLFVFA :  86 
PimHc5A.   : QKQLLPLFKHLTS--L----------------------TT--E-------------------------QLP---------------ADER-DPRL-KDVGV-LKRGKLFSCFHEEHLL-EAERLFTVLYQAK--DFADLIQLSQQ--ARDIVNEGLFVFA :  86 
MgiHcF.    : QKRILHFFKHLAY--V----------------------TH--V-------------------------ALP---------------EDER-DPRL-KKLGR-LHRGTLFSCFHAEHLE-EAKELYEALYKAK--DFNDFYHLAEE--AREVVNEGLYVFA :  86 
MgiHcD.    : QKEILTLFKGLTS--L----------------------SH--T-------------------------PLP---------------EAER-DPRL-HDVGI-LERGHLFSCFHEAHLH-EAQELYELLWEAK--DFSDFIHLCKQ--AREIVNEGLFVFA :  86 
EbaHcD.    : QLRILALFKKLTS--V----------------------TG--D-------------------------PLP---------------EGDR-DDRL-KSFPT-LQRGHLFSCFNEIHLQ-ESQHLYETLYGAK--DFEDFMHLCEQ--ARDIVNEGLFVYS :  86 
LpoHcIIIb. : QNHILSLLEHLNN--L----------------------TK--H-------------------------QLP---------------VDQR-DSRL-KDVGH-LHRGELFSLFHMEHLI-EATHLYETLFKAK--DFDDFIHLCEQ--AKEVVNEGMFAYA :  86 
CroHcIIIb. : QNKILSLLEHLNN--L----------------------TK--H-------------------------QLP---------------VDER-DPRL-KDVGH-LLRGGLFSLFHMEHLT-EATHLYETLYNAE--DFDDFIHLCEQ--AKDVVNEGMFAYA :  86 
LpoHcIV.   : QDRILVLFEHLTS--L----------------------TK--H-------------------------QLP---------------EDQR-DPRL-HDLGH-LHRGELFSCFHKEHLE-EATHLYETLYKAK--NFDDFIHLCEE--ARQIVNEGMFVYA :  86 
CroHcIV.   : QDRILALFEHLTS--L----------------------TK--H-------------------------QLP---------------EEQR-DARL-HDLGH-LLRGELSSCFHKEHLE-EATHLYEALYKAK--NFDDFIHLCEE--ARQIVNEGMFVYA :  86 
PimHc2.    : --KILPLFKHLTS--L----------------------TR--T-------------------------QLS---------------EGLR-DPRL-KSVGK-LDRGSLFSCFHADHLH-EAQTLAETLYAAK--DFDDFLNLSQQ--AKDIVNEGLFVFA :  84 
EcaHcE.    : QLRVISLFEHMTS--I----------------------N---T-------------------------PLP---------------RDQI-DARL-HHLGR-LPQGELFSCFHEEDLE-EATELYKILYTAK--DFDEVINLAKQ--SRTFVNEGLFVYA :  85 
AgoHcE.    : QLRVISLFEHMTS--I----------------------N---T-------------------------PLP---------------PDQI-DPRL-HHLGH-LHQGELFSCFHEDDLA-EATELYKILYTAK--DFDEMINLAKQ--ARTFVNEGLFVYA :  85 
NinHcE.    : QQRVCSLFTHLTS--I----------------------SR--T-------------------------AVP---------------LADR-DPRL-HGIGK-LAQGELFSCFHEKGLA-EATKLYETLYAAK--DFEDFINLAKQ--ARSFANEGLFVYA :  86 
PimHc6.    : QAKLLPLFEHLTA--L----------------------TR--E-------------------------KLP---------------EDQR-DERL-KGIGI-LPRGTLFSCFHAKHLA-EATKLYETLYAAK--DFDDFIHLSEQ--ARQIVNEGLFVYA :  86 
AauHc6.    : QARLMPLFKHLTA--L----------------------TR--E-------------------------KLP---------------LDQR-DERL-KGVGI-LPRGTLFSCFHARHLA-EATELYVALYGAK--DFNDFIHLCEQ--ARQIVNEGMFVYA :  86 
EbaHcE.    : QARLLPLFEKLTA--L----------------------TH--E-------------------------RIP---------------EDQL-DPRL-KGLAH-LPRGTLFSCFHEEHLE-EATHLYEILFGAK--DFEDFMILAKQ--AHDLVNEGLFVYA :  86 
EcaHcG.    : QALILPLFEKLTS--L----------------------TK--E-------------------------TPP---------------RAQW-DPRL-AGVGV-LPRGTLFSCFHEKHLL-EATKLFKVLYSAE--SFNDFLQLARE--ARDVVNEGLFAYA :  86 
AgoHcG.    : QALILPLFEKLTS--L----------------------TK--E-------------------------TPP---------------RAQW-DVRL-SGVGV-LPRGTLFSCFHEKHLL-EATKLFKILYSAA--SFNDFIHLARE--ARDVVNEGLFAYA :  86 
NinHcG.    : QDQILPLFEKLTT--L----------------------TR--Q-------------------------QIP---------------PEQR-DPRL-IGVGV-LPRGTLFSCFHERHLK-EATKLFEVLYKAA--DFADFLNLAKQ--ARDVVNEGLFVYA :  86 
CsaHc1.    : VEKLLPLFEKLTS--L----------------------TK--Q-------------------------QLA---------------PDQR-DPRL-ASVGI-LPRGTLFSCFHEKHLN-EATELFKILYRAN--DFDDFLKLATQ--ARDVANEGLYVYA :  86 
CsaHc2.    : ADRILALFEQLTS--L----------------------TK--R-------------------------QLP---------------VDQR-DPRL-AEAGR-LPRGTLFSCFHEKHLK-EATELFVILYSAN--DFDDFIKLATQ--AREIVNEGLYVYV :  86 
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CmoHc1     : QREVLKLLNKPHEPN--RYKDQ--ADSGSKYEPSNNLNRYKN--------------------------PVP---------------VKTL-VKRY-NSHSL-LPRGQIFTLFDDKHRE-EMVLLFESMFYAL--DWDTFYKTACW--ARDRINEGQFIYA : 107 
SamHc1     : QREVLRLFNKVHEPN--RYKEQ--VELGNAYEPLNSLPRYRN--------------------------PAP---------------VKQL-VRLY-RAGSL-LPRGAIFTLFDDTHRE-QMILLFESLLYAN--DWETFLRTAAW--ARDRVNEGQFVYA : 107 
CacHc1     : QYEILKLLNKVHEPN--RIKEQ--IEIGNSFDLSTALTGFKN--------------------------PNA---------------AKAL-LKGY-KAGSL-LPRGSIFTLFNEKHRS-EMILLFETFFYAN--DWDLLFKTACW--ARDRINEGQFVYA : 107 
TdoHc1     : QKEILQLLNKVHEPN--RFKEQ--VNLGNSYDPLANLGNYKK--------------------------AAA---------------VHQL-VKLY-NNGAL-LPRGEIFTLFRERDLE-EMIYLFEALFYAN--DWNTFLSTACW--ARDRINEGQFVYA : 107 
ScuHc1     : QKEIVKLLNKVHELN--FYQDQ--ATIGKDWDPLAHLDSYKN--------------------------VRV---------------VKEL-VKEL-KNGKL-IKRGEIFNLFNEEHRR-EMILLFETLFFAK--DWDTFHKTACW--ARDKINEGQFVYA : 107 
StuHc1     : QSKILKLFNKIHEHN--RYNDQ--VDIATSFNPLDHLGDFKH--------------------------RDC---------------VLKL-VKKY-KAHRL-LPRGHVFNLFRPRDRE-EMVMFFEALFYAK--TWDTFYKIACW--ARDKINENQFLYA : 107 
BduHc2     : QISVLKLLQHLNQPL--VDSDL--TAYKESFSPLNNLNRYRD--------------------------AEV---------------VKQY-VGLV-ESGKL-LHRDGIFGLFNPEHRQ-QMIVLFETLYGAS--DWDTFFKTAVW--ARDRTNPRQFLYA : 107 
PamHc2     : QLQVLKLLRHLNQPL--SDPEL--TAIKNSFSPLNHLNKFKE--------------------------PET---------------VKLL-VGLI-TKGKV-LQRDTVFSLFHPRHRY-EMVTLFETLYGAT--DYDTFFRTAVY--ARDRLNPRQFLYA : 107 
CseHc2     : QLQVLNLLRHLNQPL--IDPEL--LVFKNSFSPLNNLNKFKD--------------------------PTA---------------VKNF-LKLV-TEGKL-LERDAIFSLFDARQRA-QMVTLFEVLYGAT--DYDTFLKAAAW--ARDRTNPRQFLYA : 107 
HmeHc2     : QLHVLKLLRHISEPI--TDPEL--HAKKQSGDPANHLNKFND--------------------------PKA---------------VRHF-VNLV-RKGSL-LSRDTVFSLFNPKHRE-QMVALFEVLYSAV--DYDTFFNTAVW--ARDRMNPRQFLYS : 107 
TdoHc2     : QMLILKLLRHISEPL--EDPEL--VQIKDSYSPLNSLSVYKD--------------------------PQL---------------VQKV-VRKL-ENGQM-LNRDNIFVLFDPVHRR-QMIDVFEILYFAN--DYDTFFKTAVW--LRDRMNPRQFLYA : 107 
PmaHc2     : QTQVLHLVEHIYEPISSHYEDL--TTIKKTYDPLQHLDNFKD--------------------------GDH---------------VKHF-VHDV-THGKY-LAHDEIFNIFHPHHRR-QMVYLFEILYGAK--DFDSFFNMAVW--ARDHMSPRMFLYA : 109 
PgrHc2     : QTQVLHLVEHIYEPISSHYEDL--IYIKKTYDPLQHLDLFKD--------------------------GEQ---------------VKHF-VHDV-THGKF-LAHDEIFNIFHPQHRR-QMIYLFEILYGAK--DFDTFFNMAVW--ARDHMSPRMFLYA : 109 
StuHc2     : QRDILLLLLRLHQPN--AIPEQ--KSISESYDPLMHLSHFKK--------------------------PEL---------------VQEL-VDEI-THGTT-LPRGEIFNLFNTEHRT-SMIHVFEVLFFAK--DFDTFFKTAVY--ARDRVNEFLFYYA : 107 
StuHc3     : QKDVLTLLNHVFSHF--QDAAH--QEDGRTYEPLNHLTSYQD--------------------------PTP---------------VKKL-VRMY-KMGDC-LKQSEIFCLFTDHHRH-EMILLFEALYYAK--DWGTFMKMARW--ARVHLNGALFVYS : 107 
PinHcC     : QHDVNYLVYKLYGDI--RDDHL--KELGETFNPQGDLLLYHDN-------------------------GAS---------------VNTL-MADF-KDGRL-LQKKHWFSLFNTRQRE-EALMMHRVLMNCK--NWHAFVSNAAY--FRTNMNEGEYLYA : 108 
CmaHc6     : QHDVNSALWKVYEDI--QDPHL--IQLSQNFDPLS--GHYDDD-------------------------GVA---------------AKRL-MKEL-NENRL-LKQNHWFSLFNTRQRE-EALMLYDVLEHST--DWSTFAGNAAF--FRVSMNEGEFVYA : 106 
CmaHc3     : QHDVNSALWKVYEDI--RDTHL--KELSQSFDPLS--GQYDDN-------------------------GVA---------------AKRL-MKEL-NENRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLYDILEHST--DWDTFAGNAAF--FRVRMNEGEFVYA : 106 
CmaHc4     : QHDVNSVLWKVYEDI--RDPHL--KELSQSFDPLS--GHYDDD-------------------------GVA---------------AKRL-MKEL-NENRL-LEQNHWFSLFNTRQRK-EALMLYDVLEHST--DWSTFAGNAAF--FRVHMNEGEFVYA : 106 
CmaHc5     : QHDVNSALWKVYEDI--RDSNL--IQLSQSFDPLS--GHYDDD-------------------------GVA---------------AKRL-MKEL-NENRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLYDVLEHST--DWSTFAGNAAF--FRVRMNEGEFVYA : 106 
CsaHc      : QHDVNSILWKVYEEI--RDPHL--KELSQSFDPLS--GHYDDD-------------------------GVA---------------AKRL-MKEL-NDHRL-LEQKHWFSLFNTRQRE-EALMLYDVLEHST--DWETFAGNAAY--FRVRMNEGEFVYA : 106 
PciHc3     : QHDLNFMLWKIYEVN--HDPHM--LELEDTFDPQGANAHYNDD-------------------------GHA---------------AKIL-MDEL-NSGRL-LEQKHWFSLFNTRQRT-EALMLYDVLEHST--DWATFVGNAAY--FRKRMNEGEFCYA : 108 
PvaHc1     : QHDVNFLLHKIYGNI--RYSDL--KAKADSFDPAGRFGSYSDG-------------------------GEA---------------VQKL-VREV-KDGKL-LQQRHWFSLFNPRQRH-EALMLFDVSIHCK--DWNTFVSNAAY--FRQKMNEGEFVYA : 108 
MjaHcL     : QHDINFLLHKIYGDI--RDDAL--KAKADSFDPEADLSHYSDD-------------------------GEA---------------VHTL-IRDL-KDDRL-LQQKHWFSLFNSRQRH-EALMLFDVLIHCK--DWDTFVSNAAY--FRQRMNEGEFVNA : 108 
FchHc1     : QHDINFLLHKIYGEI--RDPNL--KGKADSFDPEADLSHYSDS-------------------------GEA---------------VHKL-IRDL-KDHRL-LEQNHWFSLLSPRQRH-EALMLFDVLIRCK--DWDTFVSNAAY--FRQRMNEGEFVYA : 108 
PvaHc      : QKDVLYLLNKIYGDI--QDGDL--LATANSFDPVGNLGSYSDG-------------------------GAA---------------VQKL-VQDL-NDGKL-LEQKHWFSLFNTRHRN-EALMLFDVLIHCK--DWASFVGNAAY--FRQKMNEGEFVYA : 108 
MjaHcY     : QKDILYLVHKIYGDI--QDADL--KATANSFDPVADLGIYSDG-------------------------GAA---------------AQRL-VKDL-NDGKL-LQQKHWFSLFNTRHRH-EALLLFDVLIHCN--DWAGFVGNAAY--FRQKMNEGEFVYA : 108 
PinHcA     : QQDINHLLDKIYEPT--KYPDL--KEIAENFNPLGDTSIYNDH-------------------------GAA---------------VETL-MKEL-NDHRL-LEQRHWYSLFNTRQRK-EALMLFAVLNQCK--EWYCFRSNAAY--FRERMNEGEFVYA : 108 
PinHcB     : QQDINHLLDKIYEPT--KYPDL--KDIAENFNPLGDTSIYNDH-------------------------GAA---------------AEAL-MKEL-NDHRL-LEQRHWFSLFNTRQRE-EALMLFAVLNQCK--EWYCFRSNAAY--FRERMNEGEFVYA : 108 
PelHc1     : QQDVNHLLDKIYEPI--KDEEL--HNIAQTFDPVADTSIYGDV-------------------------GAA---------------AKTL-MQEL-NDHRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLFTVLNQCK--DWNCFLNNAAF--FRERMNEGEFVYA : 108 
PelHc4     : QQDVNHLLDKIYEPI--KDEEL--HNIAQTFDPVADTSIYVDD-------------------------GAA---------------AKTL-MQEL-NDHRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLFTVLNQCK--DWNCFLNNAAF--FRERMNEGEFVYA : 108 
PelHc3     : QQDVNHLLDKIYEPI--KDEKL--HNTAQTFDPVADTSIYGDD-------------------------GAA---------------AKTL-MQEL-NDHRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLFTVLNQCK--DWNCFLNNAAF--FRERMNEGEFVYA : 108 
PelHc2     : QQDVNHLLDKIYEPI--KDEEL--HNIAQTFDPVADTSIYVDD-------------------------GAA---------------AKTL-MQEL-NDHRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLFTVLNQCK--NWNCFRNNAAF--FRERMNEGEFVYA : 108 
HamHcA     : QQDVNHLLDRIYDHL--HYSDL--KQISETFSPEADTSMYTDG-------------------------GTA---------------AHHL-MEEL-NDHRF-LEQHHWFSLFNPRQRE-EALMLFDVLMHCK--SWECFVDNAAF--FRERMNEGEFAYA : 108 
PleHc2.    : QQVVNHLLDYIYDHL--HYTDL--KGIAGTFSPEADTSIYTDD-------------------------GAA---------------AHVL-MEEL-RDGRL-LEQHHWFSLFNTRQRE-EAIMLFEVLIHCK--SWVCFVKNAAY--FREHMNEGEFVYA : 108 
GpuHc1.    : QQAVNHLLYRVTEPL--RFDDL--KAAAASFNPVADKSIYTDG-------------------------GVA---------------AQHL-VDEI-ADHRV-LEKHHWFSLFNTRQRE-EALLLFDVLIHSK--TWETALNNAAY--FREKMNEGEFVYA : 108 
GroHc1.    : QQAVNHLLYRVTEPL--RFDDL--KAAAASFNPVADKSIYTDG-------------------------GAA---------------AQHL-VDEL-ADHRL-LEKHHWFSLFNTRQRE-EALMLFDVFMHCK--TWEAALNNAAY--FREQMNEGEFVYA : 108 
CcsHc.     : QHDINQILTRITEDL---TGDA--KALAESFDPIADTSIYKDD-------------------------GKA---------------AKKL-VQEI-KDERV-LERHHWFSLFNTRQRE-EALMLFDVFMNCK--TWKAAMGNAAY--FRHSMNEGEFVYA : 107 
EpuHc1.    : QQDVLRLLFKVTEPIRARFEDL--KNSAKSFNPIADLTHYTDG-------------------------GEA---------------VKRL-QQEV-DDHRV-LEHHHWFSLFNNRHRE-EALMLFDVFMHCK--DWATAIANAAY--FREKMNEGVFVYA : 110 
EpuHc2     : QQDILRLLYKVTEHIRERFTDL--KDASKNFDPLADLTHYTDG-------------------------GAS---------------VKTL-MGEI-DDHRV-LEQHHWFSLFNNRHRE-EALMLFDALMHCN--DWHTAVSAAAY--FREKLNEGVFVYG : 110 
NkeHc.     : QQAVLQLLFKPTEPIRDRFTDL--KSAAASFDPTADKSQYSDG-------------------------GAA---------------AAHL-MEEI-NDHRV-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLFDVLMSCN--SWDCFKNNAAF--FREKMNEGEFIYA : 110 
PleHc.     : QQAINRLLYKVTSHIKSSFTDL--KEAAETWNPRDHTDKSSDG-------------------------GAA---------------IKHL-MDEL-DDHRL-LEQHHWFSLFNDRQRE-EALLLVDVLLHST--DLEAFKNNAAY--FREHTNEGEFVYA : 110 
CmaHc1.    : QQAVNRLLYKIYSPIPSAFAKL--KEHATTFNPRDHISHCNDG-------------------------GNS---------------VNHL-MDEI-EAHRV-LEQKHWFSLFNERQRE-EALMMVDVLLNCM--DFETFQGNAAY--FREHMNEGEFVYA : 110 
CmaHc2.    : QQAVNRLLYKIYSPIPSAFAKL--KEHATTFNPRDHISHCNDG-------------------------GNS---------------VNHL-MDEI-EANRV-LEQKHWFSLFNERQRE-EALMMVDVLLNCM--DFETFQGNAAY--FREHMNEGEFVYA : 110 
PciHc1.    : QLGLNRLVNKITSPLSSSYAEL--KEAATNYDPTAHDDHFSDG-------------------------GAA---------------AHNL-VEEI-QDHHV-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLVDVLLHAT--DSDTFFHCAAY--FREKMNEGEFIYA : 110 
PciHc2.    : QQVINRLLNRITSPIPSAYAEL--KNAAETYDPGHDDSHYTDG-------------------------GEA---------------ARHL-VQEI-NDHRV-LEQHHWFSLFNTRQRE-EALMLVDVLLHAA--DFDTFEHSAAY--FRERINEGEFVYA : 110 
OscHc1.    : QQTINQLLYKSTEPIRSKFSEL--KKISETWQPLDHKHHCSDG-------------------------GKA---------------LERL-TREI-SDGHM-LEKKHWFSLFNARHRE-EAIMLVDVLLSCT--DFEYFKKHAAY--FREHMNEGEFVYA : 110 
OscHc3     : QQAINQLLYKSTEPIRSKFAEL--KEISKSWKPLDHKHHCTDG-------------------------GHA---------------LERL-VKEV-EDGNM-LEKKHWFSLFNTRQRE-EAIMLIEVLLSCT--DFEYFRNHAAY--FREHMNEGEFVYA : 110 
OscHc2.    : -----------TEPIRSKFTDL--KEASKSFTP-----------------------------------TGA---------------GAKL-DKEH-KDHRL-LQQKHWFSLFNPRQRE-EALMLVDALLEST--DFDHFKNTAAY--FRERMNEGEFVYA :  89 
OscHc4.    : QQAINRLLYKVTEPIRSKFTDL--KEASKSFTP-----------------------------------TGA---------------GAKL-DKEH-KDHRL-LQQKHWFSLFNPRQRE-EALMLVDALLEST--DFDHFKNTAAY--FRERMNEGEFVYA : 100 
                                                                                                                                                                                    
                                                                                                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240         *       260         *       280         *       300         *       320       
PseHc      : FSAAIINRRDTD--TFPVPSLDQITPSHFYNEKIIHKSRRKLRKRRRKEMRKFVKRRRDYKKSRGRKEHFNARHGKKSHNDKSIDHEKKAKEGHHQGSKNQREHEGSSHHGKHRHKRQADVGSNQEPDQNDITQM--PLD---HTGDNRNPEHRVSYFRE : 248 
PanHc3     : FTTAVVHRPDTQ--GLQVPRIQDVFPDKFFTQEVIAQIKEASHR-----------------------------------------------------------------------------G------EKNPIVN--DTC---HYGNILNVNNRLTYFTE : 157 
SdeHc1     : VSVAATHRDDTR--GVILPRIHDIYPDKFLRSEIIGQIKQKALG-----------------------------------------------------------------------------N------EKDIVVD--DTK---QHVDYRDPYSRLGYFLN : 161 
ScoHcA.    : LNVAVLHRKDTR--GVQVPRIHKIYPDKFLKQDILVEVREKVNH-----------------------------------------------------------------------------G------EEKPVVD--ATE---LHQNQLDPNYRLSYFLE : 158 
ScoHcB.    : FSVAAVHRDDTR--GINLPRIHEIYPDKFLKHKVIVEVKNSINS-----------------------------------------------------------------------------G------QEDPLID--ATH---EFTDLRDPNSKLHYFLE : 160 
ScoHcC     : FSVAVMHRGDTQ--GLQVPRIHDIFPDKFLKEDVIHRLLELSNR-----------------------------------------------------------------------------G---EHYDRIPIID--ATQ---ISHNYLDPNSELEYFLE : 162 
ScoHcD     : LSVAIAHRPDCQ--GVQVPRVLDIYPDKFLRKEVIHKIKEVSNE-----------------------------------------------------------------------------G---AYLDKVPVID--ATE---VSDNHLDPNQELLYFLE : 162 
SdeHc2     : LSVAILHRPDTR--GVQIPRIQDVFPDKFIPNFLLQQIREEAIR-----------------------------------------------------------------------------G------DQNPIV---NLN---ISSNYLNVENSLNYFTN : 156 
SpiHc1.    : LSVAIVHRPDAN--GVHVPRVHEVYPDKFLTNDVLINIRKQIIK-----------------------------------------------------------------------------G------HKNPVVK--DTH---YYHNDFDPFRRVDYFTE : 157 
AgiHc1.    : LSVAIVHRPDAN--GVHVPRVHDVYPDKFLTNDVLINIRKQIIK-----------------------------------------------------------------------------G------HKNPVVK--DTH---YYHNDFDPFRRVDYFTE : 157 
PanHc1.    : FSVAIVNRPDAQ--GVRVPRVQDVYPDKFFEHYLLVSIKDKIMT-----------------------------------------------------------------------------G------HKNPVVN--DTH---DFHNHYDPYRRVDYFTE : 157 
PanHc2.    : FSVAFLHRQDTH--GLHVPRVHYVFPDKFLKTEVIQKMKQLTYN-----------------------------------------------------------------------------A---ERYGKSAIVEGNDLS---HIHNYYDTHDELSYFTE : 164 
HauHcB.    : FNVAIVHRDDTS--GVRPEFHFNSFPDKYIRHDQIVEIRHAVEC-----------------------------------------------------------------------------G------QDNIKVL--ANP---HVFNDTDDAHKLLYWLE : 162 
HauHcA.    : FNVAIVHRDDTS--GVRPEFHFKTFPDKYIRHDQIVEMRHAVEC-----------------------------------------------------------------------------G------KDNIKVL--ANP---HVFNDTDDAHKLLYWLE : 162 
ScoHcX.    : FSFAVLYRKDTR--NVRLPQVHDVYPDKFLKTDIINKIKQANYQ-----------------------------------------------------------------------------G------KQHPVID--ATK---EFHDLRNPVSYLHYFLE : 167 
SdePPO1    : ISVLSTSQPTLR--RTKLPPVEEVLPAKFIPSSAISQARTIQRR-----------------------------------------------------------------------------A---SQETQETIII--DVD---FTGNDLDPEHRLAYWRE : 177 
SmaPPO     : TSVLTLHQPELR--NIRLPPIEEVLPMKFVPGPLITDARNTERR-----------------------------------------------------------------------------M---PADATEPIVL--SLD---FTGNDRDIEHRLAYWRE : 180 
SdePPO2    : TSVFFIQNPDLK---IKLPLIEEVLPQKFCTGDVIRKAVKENE----------------------------------------------------------------------------------KAMSMIPIII--DVE---YTSTPLEPEHALAYWRE : 165 
SdePPO3    : TSYVIINHPDFK--TVHLPPYQEIFPDKFIHKETISKIKRQVIH-----------------------------------------------------------------------------N---GKDSKKEIVI--PAD---FSGDNLDPEHRLAYWRE : 175 
EcaHcA.    : AEVALLHREDCR--GVIVPPVQEVFADRFIPADSLIKAFTLATT-----------------------------------------------------------------------------T---QPGDESDIIV--DVK---DTGNILDPEYKLAYFRE : 160 
AgoHcA.    : AEVALLHREDCR--GIIVPPVQEVFADRFIPADTLIRAFTLATT-----------------------------------------------------------------------------T---QPGDESDIVV--DVK---DTGNILDPEYKLAYFRE : 160 
NinHcA.    : AEVAILHRADSR--GIIVPPIQEIFADRFVPADTLIRAFSVATT-----------------------------------------------------------------------------K---PAGDESDVII--DVQ---ETGNILDPEYKLAYYRE : 160 
EbaHcA.    : AEVALLHRQDCK--GLSVPPIQEVFAERFIPAASLIRAFTEATT-----------------------------------------------------------------------------R---QPGDERDIVV--DVE---DTGNILDPEYPLAYYRE : 160 
MgiHcA.    : TEVALLHRPDCK--GLSVPNIQEVFSDKFIPAATLIRAFIEASV-----------------------------------------------------------------------------K---TPGDESDVVV--DVK---EHGTILDPEHKLAYYRE : 162 
PimHc3B.   : CEVAILHRSDCN--GLSIPPIQQIFPDRFVPANTMIEVLKKAST-----------------------------------------------------------------------------K---PAADESPIVV--DVE---STGNILDPEYNLAYYRE : 161 
LpoHcII.   : AEVAVLHRDDCK--GLYVPPVQEIFPDKFIPSAAINEAFKKAHV-----------------------------------------------------------------------------R---PEFDESPILV--DVQ---DTGNILDPEYRLAYYRE : 160 
CroHcII.   : CEVAVLHRDDCK--GLHVPPVQEIFPDKFIPSIAINEAFKKAHI-----------------------------------------------------------------------------R---PEFDESPILV--DVH---DTGNILDPEYRLAYYRE : 160 
PimHc3A.   : TEVAVLHREDCK--GLSVPPIQEVFPDKFINAVTLNKAYFDAYS-----------------------------------------------------------------------------R---TAADDRPLIE--EEI---HVGNVLDPEYKLAYFRE : 157 
EcaHcD.    : MSVAILSRDDCN--GVVLPPIQEVFPDRFVPAETINRALKVDKV-----------------------------------------------------------------------------S-----DPNKDTVV--PIQ---KTGNIRDPEYNVAYFRE : 157 
AgoHcD.    : LSVAILNRDDCN--GVVLPPIQEVFPDRFVPAETINRALKVDKL-----------------------------------------------------------------------------S-----DPNKDTVV--PIQ---KTGNIRDPEYNVAYFRE : 157 
NinHcD.    : LSVTVLHRDDCR--GVILPPIQEVFPDKFIPAETINRALKADKK-----------------------------------------------------------------------------S------TDESKVI--EIQ---KTGNIIDPEYNLAYFRE : 156 
EcaHcF.    : VSVAILHRDDCR--GVTVPPIQEIFPDRFVPAETVNQAVKADLK-----------------------------------------------------------------------------R--Q--SSDEDVLV--EIQ---ETGNILDPEHKLAYFRE : 158 
AgoHcF.    : ASVAILHRDDCR--GVTVPPIQEIFPDRFVPAETVNQAVKADLK-----------------------------------------------------------------------------R--Q--SPDEDVVV--EIQ---ETGNILDPEHKLAYFRE : 158 
NinHcF.    : TSVALLHRDDCR--GVTVPPIQEIFPDRFIPSETINQAIKADLR-----------------------------------------------------------------------------R-----ADDSPVIV--DVI---QTGNILDPEYKLAYFRE : 157 
EbaHcF.    : VSIAVLHRDDCR--GVTVPPIQEVFPDRFIPAETINQAQKADLK-----------------------------------------------------------------------------R-----TSDDSIVI--KIE---QTGNILDSEYKVAYFRE : 157 
PimHc5A.   : VSVAVLHREDCK--GVTVPPIQEIFPDRFIPAETVNQALKSDRQ-----------------------------------------------------------------------------R-----ESNDPVVV--KIQ---ETGNILDPEYNLAYFRE : 157 
MgiHcF.    : MTVAILHRSDCD--GIIVPPIQEIFPDRFIPAESLNRALKADIN-----------------------------------------------------------------------------R-----TSQEPVVV--EIQ---ETGNIFDPEYHLAYFRE : 157 
MgiHcD.    : VSVAVLHRDDCH--GVRVPPIQEIFPDRFIPAETINRALKADLQ-----------------------------------------------------------------------------R-----GDQDVVSV--EIE---HTGNIIDPEFKLAYFRE : 157 
EbaHcD.    : VSVAVLHRDDCK--GVTVPPIQEIFPDRFIPAETINLALKADKR-----------------------------------------------------------------------------R----DDAAGGIVI--PIQ---HTGNILDKEYHLAYFRE : 158 
LpoHcIIIb. : VSVAVLHRDDCK--GLAVPPIQEIFPDRFIPAETVTEAIKADHN-----------------------------------------------------------------------------R-----QDHEALTV--VAH---DTGNILNPEQHLAYFRE : 157 
CroHcIIIb. : ISVAVLHRNDCK--GLALPPIQEIFPDRFIPAETITEAIKDDHN-----------------------------------------------------------------------------R-----HDHEVLTV--EAR---DTGNILNPEQHLAYFRE : 157 
LpoHcIV.   : ASVAVLHRDDCK--GLAVPPIQEIFPDRFIPAETITQAMKDDHH-----------------------------------------------------------------------------R-----KEHEDLVV--DIE---ETGNILNPEQRLAYFRE : 157 
CroHcIV.   : VSVAILHRDDCK--GLAVPPIQEIFPDRFIPAETITQAMKDDHH-----------------------------------------------------------------------------R-----KEHEALVV--DME---ETGNILNPEQRLAYFRE : 157 
PimHc2.    : VSVALLHREDTR--GIHIPPIQEIFPDRFITTETINVALKADSR-----------------------------------------------------------------------------R-----TGEEPIKI--PIK---ETGNILDREYNLAYFRE : 155 
EcaHcE.    : VSVALLHRDDCK--GIVVPAIQEIFPDRFVPTETINLAVKEAAN-----------------------------------------------------------------------------H------PDQDISV--HVV---ETGNILDEEYKLAYFRE : 155 
AgoHcE.    : VSVAILHRDDCK--GIVVPAIQEIFPDRFVPTETINLAVKEAAN-----------------------------------------------------------------------------H------PDQDVSV--HVV---ETGNILDEEYKLAYFRE : 155 
NinHcE.    : ASVAILHRDDCR--GVTVPPIQEIFPDRFVPSETISLALKEVTN-----------------------------------------------------------------------------H------PDKDIEV--EIE---STGNILDPEYKMSYFRE : 156 
PimHc6.    : VSVAVLHRKDCV--GVSVPPIEEIFPDRFIPTETINRATKEASN-----------------------------------------------------------------------------H------PDKDTVV--PVE---ETGNILDPEYKLAYFRE : 156 
AauHc6.    : VSVAVLHREDCK--GITVPPIQEVFPDRFVPAETINRANKEASN-----------------------------------------------------------------------------H-----PDQQSIVV--EAE---ETGNILDPEYKLSYFRE : 157 
EbaHcE.    : ISVAILHREDCH--GVVIPPIEEIFPDRFVSAETINHAVKEAAN-----------------------------------------------------------------------------H------PDKDIVV--KSE---ETGNILDEEYKLAYFRE : 156 
EcaHcG.    : FSVAVIHRDDCK--GVTLPPIQEVFPDRFVPSETINLAMKEAKN-----------------------------------------------------------------------------D------PNSDIVV--DVQ---ETGNILDPEYKLAYFRE : 156 
AgoHcG.    : LSVAVIHRDDCK--GVTLPPIQEVFPDRFVPAETINLAMKEAKN-----------------------------------------------------------------------------D------PNSDIVV--DVQ---ETGNILDPEYKLFYFRE : 156 
NinHcG.    : LSVAVVHRDDCR--GVTLPPIQEVFPDRFIPAETINLASKEARN-----------------------------------------------------------------------------N------PTEDVVV--EIE---DTGNILEPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc1.    : LSVAVAHRDDCK--GITLPPIQEVFPDRFIPSETINLAMKEAKN-----------------------------------------------------------------------------K------TYDDVVV--EIE---DTGNIRDPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc2.    : LSVAVVHRDDCR--GITLPPIQEVFPDRFIPAETINLAAKEAKN-----------------------------------------------------------------------------H------PGDDIVV--ESE---TTGNIMDPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc5.    : FSVAVVHRDDCR--GVTLPPIQEVFPDRFIPAETINLATKEAKN-----------------------------------------------------------------------------H------SNDDVVV--PSQ---TTGNILDPEYKLAYFGE : 156 
CsaHc5x.   : FSVAVVHRDDCR--GVTLPPIQEVFPDRFIPAETINLATKEAKN-----------------------------------------------------------------------------H------PNDDVVV--PSQ---TTGNILDPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc3.    : LSVAVVHRDDCR--GITLPPIQEVFPDRFVPAETINLAIKESKN-----------------------------------------------------------------------------H------PDIDIEV--EIQ---QTGNIMEPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc6.    : LSVAVAHRDDLK--GVTLPPIQEVFPDRFVPAETINLAIKESKN-----------------------------------------------------------------------------H------PDQDIEV--EIQ---QTGNIMEPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc6x.   : LSVAVAHRDDLK--GVTLPPIQEVFPDRFVPAETINLAIKESKN-----------------------------------------------------------------------------H------PDQDIEV--EIQ---QTGNIMEPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc6y.   : LSVAVAHRDDLK--GVTLPPIQEVFPDRFVPAETINLAIKESKN-----------------------------------------------------------------------------H------PDQDIEV--EIQ---QTGNIMEPEYKLAYFRE : 156 
CsaHc4.    : FSVAVVHRDDCK--GVTLPPIQEVFPDRFVPAETINLATKEAKN-----------------------------------------------------------------------------H------PGLDVVV--EIE---KTGNIRDKEYKLAYFRE : 156 
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OscHc2.    : LYVAVTHSDLCH--GVILPPLYEVTPHMFTNSEVIQKAYTAKM-------------------------------------------------------------------------------------TQTPTKL--TME---FTGSKKNPEQRVAYFGE : 157 
OscHc4.    : LYVAVTHSDLCD--GVILPPLYEVTPHMFTNSEVIQKAYTAKM-------------------------------------------------------------------------------------TQTPAKF--EME---FTGSQKNPEQRVAYFGE : 168 
                                                                                                                                                                                    
                                                                                                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400         *       420         *       440         *       460         *       480       
PseHc      : DIGINSHHWGWHLVYPLF---WI-NKA----GRIL-KDRKGELFFYMHNQIVKRYNGERYAAGLKFVQPIPMTLSDITIEEGYFPNLFSSIIGSDFGGRPANSMLQNITNHPIAGD----SNIADLLYWYGNVLTAINAGQVTLP-D-GGTLP-LTEE-- : 390 
PanHc3     : DMGMNAHHFHWHAVNPAI---WL-DKF-----GGV-KDRRGEAFYWMHRQMLARYDAERLSNNLPRTTPFEE--WDHPIHEGYAPHLTVDRTGYTYSFRPEDLTLHNLPE----------LTKNQMLLWRNRIWDTIHSGILYAK-N-QTKIRLLDDP-- : 291 
SdeHc1     : DIAMNSHHYHWHVQNSLI---WK-NRTYPSVANLL-KERIGAAFAYMHHEMVNRFDAELLSNKLPRVTPFEN--WNDPILEGYAAHLIVDRYQYNYMYRPPNLKLKDLPE----------TTRNQMRQWRDRILDSIHKGYAITK-D-GRXVT-LSEE-- : 299 
ScoHcA.    : DIGMNSHHYHWHVVHPAV---WL-PKH-----GPR-KDRKGELFYYMHHQMVARYDSERLSNNLPRTEPFEN--WDDPLEEGYAPHLTIHKTGYNYMFRPEGLIVRDLPE----------LNKNKMRQWKSRILHGIHLNVLYAE-N-GTKIS-LDNE-- : 291 
ScoHcB.    : DVGLNSHHYHWHVIHPAV---WQ-ESL-EELTHQH-KDRKGELFYFMHHQMVNRYDAERLSNGLPRSTTFEN--WNDPIETGYAPHLTIDRTGYRYQFRPDNLVVRDLPE----------LTKNHMRQWRDRILYAVHRGEALAA-N-GSSVS-LRDE-- : 297 
ScoHcC     : DLGLNSHHHHWHVIHPAI---WV-SEL-----GNE-KDRKGEFFYWMHHQMLARYEAERMSNGLARTRTFQN--WNDPIDEGYAPHISIMKTGYTYAYRPPGYTLRDLPN----------LPKNKMVEWAKRVLYSIHSGIFHFS-N-GTDAH-LDTE-- : 295 
ScoHcD     : DLGMNSHHHHWHVIHPAI---WL-PKH-----GGV-KDRKGELFFYMHKQMVARYDTERLSNDLPRVRPFEN--WNDPIDEGYSPHLIIDKTGYKYAYRPQGVIVHDLPN----------LPKTKMFEWKNRIMVGIRKGSLISA-N-KTQVP-LNND-- : 295 
SdeHc2     : DLGMNSHHYHYHVVHPAT---GV-PIQ-----TVT-RDRHGSRFAHMHSQLVRRYESERLSSGLPLTESFVN--WDEPIQTGFSSHLTIFKKSYYYNFRPEGITLSDLPE----------LTKNKMLLWKHRILLGIHSQFLISA-N-NKNVS-LERE-- : 289 
SpiHc1.    : DLGMNSHHYHWHVLHPSI---WT-QDI------GE-KSKLGELFYWMHRQMVARFDSELLSVHLPRISSLDD--WNKKVKIGYAPHLTIQRTGYTYMNRPENLEIEDLPE----------LTKGELMQWKNRIMEAIARHNITLKGGPGKKLR-TTPE-- : 291 
AgiHc1.    : DPGMNSHHYHWHVLHPSI---WH-QGV------GE-KAKLGELFYCMHRQMVARFDSELLSVHLPRIPSLDD--WNKKVKIGYAPHLTIQRTGYTYMNRPENLEIEDLPE----------LTKGELMQWKNRIMEAIARHNITLKGGPGKKLR-VSPE-- : 291 
PanHc1.    : DMGMNSHHYHWHVTHPLF---LP-DVI----EGVH-KDRIGELFYWMHRQMVARFDSELLSNHLPRVSAFEH--WDEPIHTGYAPHLTIHRTGYRYLYRPDGLILQDLPE----------LTKSQMQQWKLRILKAIKRSNYVAT-N-GSYVA-LDKV-- : 291 
PanHc2.    : DVGMNAHHYHWHVVNPAV---WK-NKY-----GNY-SDRKGELFYYMHSQMVARYDIERLSNGIPRTVPFQS--FNDEIEEGYNPHLTMAKTQYHYAYRPPHFTLQDLPT----------LPKSRLQEWSNRLFHAIHTGQLTRP-N-GRKLA-LNNE-- : 297 
HauHcB.    : DLGLNAHHYHWHTVHPAI---WT-EEL-----GRG-KERRGELFYWMHQQMIARYDAERLSNDMAPTSVFEN--FDEPIEEGYASDLTVEHTGYRYMFRPEGLTLHDLPE----------LTKNQLRLWRIRILNAINKGYAYDK-E-GHKVP-LNNK-- : 295 
HauHcA.    : DLGLNAHHYHWHTVHPAI---WT-EEL-----GRG-KERRGELFYWMHQQMIARYDAERLSNDMAPTSVFEN--FDEPIEEGYASDLTVEHTGYRYMFRPEGLTLHDLPE----------LTKNQLRLWRIRILNAINKGYAYDK-E-GHKVP-LNNK-- : 295 
ScoHcX.    : DIGMNSHHYHWHVMNSAL------RKAYPTEGEKK-FYRKGELFYHMHHQMLNRYELERLSNGLPRCPTFEN--WDDPIAEGYASHLAVDRTGYRYTFRPDNLHVRDLPE----------LTKDNMRVWRDRIFDAATSCSVLRE-N-GSFVK-ICRT-- : 303 
SdePPO1    : DIGLNAHHWHWHIVYPYT---WI-PEL-----GTI-RDRKGELFYYMHQQIIARYDCERISLNFPRVRPLLN--WTEPMAEGYAPHLSKEISGTVYAFRPANMTMRDLPF----------ITVDRLRTWYQRIIQDIHKGSFTRD-D-GTKVQ-LDND-- : 310 
SmaPPO     : DIALNTHHWHWHIVYPFT---WT-PDL-----GGT-KDRKGELFYYMHQQMIARYDCERMSHNLSRVVVYHN--FDDPIDEGYAPHLNNDISGTVYASRPRNMVLQDTPS----------VPVHRLITWYNRIVNSIHERTYRRS-D-GQVVP-LDET-- : 313 
SdePPO2    : DIGLNAHHWHWHIVYPYE---WP-DG------NKP-KDRRGELFYYMHQQMIARYDCERLAVDLPRVVPLHD--WDNFIPEGYAPHLNKEIANTIYCYRPSNMILNQ-------------VNIDELRQMYETIIQDLRSGFFIRN-D-DAKIP-LDTE-- : 294 
SdePPO3    : DIQLNSHHWNWHLVYPTD---WT-PDS----GEGL-RDRKGELFYYMHQQLVARYNCERLSVHYPRVTAFFE--WDEPIVEGYNSHLLKENSGINYGPRPGNMILQDLPN----------LTKSILRAWYQRIMQSIHLGYLTSR-EYNTHIP-LNNE-- : 310 
EcaHcA.    : DIGVNAHHWHWHVVYPST---YD-PAF----FGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FNEPL-GGYAAHLTHVASGRHYAQRPDGLAMHDVRE----------VDVQDMERWTERIMEAIDLRRVISP-T-GEYIP-LDEE-- : 293 
AgoHcA.    : DIGVNAHHWHWHIVYPST---YD-PGF----FGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FNEPL-GGYAAHLTHVASGRHYAQRPDGLAMHDMHE----------VDVQDMERWTERIMEAIDLRRVISP-G-GEYAA-LDEE-- : 293 
NinHcA.    : DIGVNAHHWHWHVVYPSV---YD-SKF----FGKK-KDRTGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLTRMVPFHN--FEEPL-EGYAAHLTHIASGRHYAPRPDGLAMTDLRL----------VDVQDMQRWTERILEAIHLGKVIDS-E-GNDII-LDEE-- : 293 
EbaHcA.    : DIAVNAHHWHWHIVYPSV---WN-SEY----FGKS-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FEEPL-EGYAPHLAHLASGRHYAPRPDHLRLHDVKG----------VDVLDMMRWRERILEAIHLGHVTDS-H-GNDIP-LDEE-- : 293 
MgiHcA.    : DVEVNAHHWHWHIVYPST---WD-AKY----FGKS-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLQRMVPFHN--FDEEL-EGYAPHLTHIGSGRYYSSRPDHMTLHDLSE----------VDVLDMIRWRERIMQAINLRHVIDE-H-NKEIP-LDEE-- : 295 
PimHc3B.   : DVGINAHHWHWHLVYPGT---WS-ASY----FHKD-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLKRTVPFHN--FDEEL-EGYAPHLAHFASGRYYSARPAGLKLSDMKD----------VDVQDMERWRERILDAIDLGLIIDE-G-GKEIP-LDEE-- : 294 
LpoHcII.   : DVGINAHHWHWHLVYPST---WN-PKY----FGKK-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMHRMLPFNN--FDEPL-AGYAPHLTHVASGKYYSPRPDGLKLRDLGD----------IEISEMVRMRERILDSIHLGYVISE-D-GSHKT-LDEL-- : 293 
CroHcII.   : DVGINAHHWHWHLVYPST---WD-PKY----FSKK-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMHRMLPFHN--FDEPL-AGYAPHLSHIASGKYYSPRPDGLSLRDLGD----------IAISDMVRMRERISDSIHLGYVIDS-E-GNHKN-LDEH-- : 293 
PimHc3A.   : DVGANAHHWHWHVVYPSI---WD-PKV----LGKK-KDRRGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLHRMIPFHN--FHEFL-EGYAPHLWHQSSGSYYAFRPEEMAMSDMKD----------VDVQDMERWRERILDAIDIGHAINH-D-GKEIL-LDEE-- : 290 
EcaHcD.    : DIGINSHHWHWHLVYPAF---YD-ADI----FGKI-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSVGLQRMIPFQN--LDDEL-EGYSPHLRSLVSGLSYGSRPAGMHLRDIND----------CSVQDMERWRERILDAIHTGLVTDS-H-GKEIK-LTEE-- : 290 
AgoHcD.    : DIGINSHHWHWHLVYPAF---YD-ADI----FGKI-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSVGLQRMIPFQN--LDDAL-EGYSPHLSSLVSGLSYGSRPSGMHLRDIND----------CSVQDMERWRERILDAIHTGHVTDS-H-GKEIK-LTEE-- : 290 
NinHcD.    : DIGINAHHWHWHLVYPAT---YR-PDF----FGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSVGLQRMIPFQN--FDDKL-EGYSAHLISLISGLNYASRPAGMTLRDIRE----------VDVQDMERWRERILSAIHTGQVIDS-N-GQEVP-LDLE-- : 289 
EcaHcF.    : DIGANAHHWHWHIVYPPT---WD-ASV----MSKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSTGLRRMIPFHN--FDEKL-EGYSPHLTSLVSGLNYASRPAGLHLRDLVDF---------VDVQDMARWRERLLYSIDIGHVIDH-E-GQEIP-LDAE-- : 292 
AgoHcF.    : DIGANAHHWHWHIVYPAT---WD-VSV----MSKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSTGLRRMIPFHN--FDEKL-EGYSPHLTSLVSGLNYASRPAGLHLRDLVDF---------VDVQDMARWRERLLYSIDIGHVFDH-E-GQEIP-LGPE-- : 292 
NinHcF.    : DIGANAHHWHWHIVYPAT---WR-PEI----MGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSTGLQRMIPYHN--FNEKL-EGYSPHLTSLVSGHHYANRPAGLSLHDLNEL---------VDVQDMARWRERLLEAIHLGVVIDD-H-GNEIV-LTPE-- : 291 
EbaHcF.    : DIGINAHHWHWHIVYPTT---WR-PEV----MHKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSTELRRMIPFHD--FHQKL-EGYAPHLTSLISGLNYASRPTGLSMSDLTE----------VDVQDMERWRERILDAIHGGFVYDK-E-GNEVP-LDAV-- : 290 
PimHc5A.   : DIETNAHHWHWHLVYPAK---WR-TDV----MGKA-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSSGLKRMTPFHN--FHEKL-EGYSPHLTSLISGLNYASRPAGLSMHDITD----------IDVQDMIRWRERVLDAIHVGHVQDE-H-GKEIP-LDAE-- : 290 
MgiHcF.    : DIGANAHHWHWHIVYPGT---WD-PEV----MHIT-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSTGLRRLIPFHN--FHEEL-EGYNPHLTSLVSGQNYASRPAGLSMKDIHE----------CDVQDMIRWRERILDAIHIGFLYDD-H-GNEIP-LDAE-- : 290 
MgiHcD.    : DIETNAHHWHWHLVYPAN---WR-SDF----FGKA-KDRKGELFAYMHQQMCARYDCERLCTGLQRMAPFQN--FEEEL-EGYAPHLVSLVSGAPYGTRSEGMHMHDVND----------VDVLDLIRWRERILNAIHTGHVTDY-N-GKEVK-LDEE-- : 290 
EbaHcD.    : DIEVNAHHWHWHLVYPAS---WR-ASV----MGKT-KDRKGELFCYMHQQMCARYDCERLSTGLQRMKPFHN--FDEEL-EGYSAHLTSLVSGLNYGNRPEGLTMKDVPQ----------VGVQDMIRWRERILDAIHTGHVHDV-N-NKEIP-LDEE-- : 291 
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LpoHcIIIb. : DIETNAHHWHWHIVYPAT---WD-SKV----MHKK-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSVGLQRMLPFSN--FEEEL-EGYSAHLTSLVSGLHYASRPEGMHLHDLKGV---------VNLHDMERWRERIMDAIERGLVYDE-H-GHEHK-LEEP-- : 291 
CroHcIIIb. : DIETNAHHWHWHIVYPAT---RN-SKV----MHKV-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSVGLQRMLPFQN--FEEEL-EGYSAHLTSLVSGLHYASRPEGMHLHDLKGV---------VNLYEMERWRERIMDAIERGLVFDD-D-NHEHK-LEEP-- : 291 
LpoHcIV.   : DIEVNAHHWHWHLVFPAT---WR-PEV----MGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRMSVGLQRMIPFQN--FEETL-EGYSAHLTSLVSGLHYASRPEGLHIRDLND----------VSLQEMERWRERILEGINLGHVHDD-H-GKEVE-LDEE-- : 290 
CroHcIV.   : DIEINAHHWHWHLVFPAT---WR-PEV----MGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRMSVGLQRMIPFQN--FEETL-EGYSAHLTSLISGLHYASRPEGLHIRDLND----------ISLQEMERWRGRILDAIHPGHLHDA-H-GNEVK-LDEE-- : 290 
PimHc2.    : DVEVNAHHWHWHIVYPAI---WR-SEV----THKK-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCDRLSVGLPRMTPFHN--FDEPL-EGYAPHLTSLISGLGYASRPAGLAMRDIAD----------VDVQDMERWRDRILDSIHIGTVIDD-D-GNEIP-LDAE-- : 288 
EcaHcE.    : DVGTNAHHWHWHIVYPAT---WD-PAF----MGRM-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMRRMIPFSN--FDEKL-EGYSAHLTSLVSGLPYAFRPDGLCLHDLKD----------IDLKEMFRWRERILDAIDSGYYIDN-E-GHQVK-LDIV-- : 288 
AgoHcE.    : DVGTNAHHWHWHIVYPAT---WD-PAF----MGRM-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMRRMIPFSN--FDEEL-EGYSAHLTSLVSGLPYAFRPAGLCLHDLKD----------IDLKEMFRWRERLLDAIDSGYYIDG-Q-GHEVK-LGTD-- : 288 
NinHcE.    : DVGTNAHHWHWHIVYPAT---WR-PEV----MGKL-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMRRMIPFHN--FEEEL-EGYSAHLTSLVSGLQYASRPEGFRLHDLKD----------VDVQDMIRWRERILEAIDLGFVEDE-S-HQQIK-LTED-- : 289 
PimHc6.    : NVGINAHHWHWHIVYPAT---WD-PAV----MGHE-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNDLQRMTPFHN--FEEPL-EGYAPHLTSLVSGLQYASRPEGYSIKDLSD----------VDVQEMERWRERILDAINIHHIVDS-H-NKKIP-LDVE-- : 289 
AauHc6.    : DIGINAHHWHWHIVYPAT---WN-PTV----MGKE-KDRKGELFFYMHQQMCARYDSERLSNGLQRMIPFHN--FDEPL-EGYAPHLTSLVSGLQYASRPEGYSIHDLSD----------VDVQDMVRWRERILDAINMHYIVDK-D-NNKIP-LDIE-- : 290 
EbaHcE.    : DVGANAHHWHWHIVYPAT---WK-PLV----MKQT-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSIGLQRMIPFHN--FEEPL-EGYAPHLTSLVSGLNYASRPEGFSLRDLKD----------VDVQEMIRWRERILEGIHLGYVIDS-T-GTHIP-LDKD-- : 289 
EcaHcG.    : DIGANAHHWYWHVVYPAN---WD-AVF----TGKT-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLTRMIPFHN--FKEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPAGLCLRDLSE----------LEVQDVERWRDRILDAYHLNHVHDR-E-NNDVV-LDAE-- : 289 
AgoHcG.    : DVGCNAHHWYWHVVYPAN---WD-ADF----IGKT-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLTRMIPFHN--FKEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPAGLCLRDLSE----------LEVQDVERWRDRILDAIHLHHVHDR-E-NHDVV-LDAE-- : 289 
NinHcG.    : DIGINAHHWYWHVVYPAN---WS-VEL----TGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDSERLSNGLNRMVAFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPQGFSLRDLTE----------VDVQDMERWRERILEAIDLKHVHDS-K-GNEVP-LDET-- : 289 
CsaHc1.    : DVAVNAHHWYWHVVYPAN---WD-ESL----TGKV-KDRKGELFYYMHQQMSARYDCERLCNGLNRMVPFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLISGLHYASRPEGFSLRDLVD----------VDVQEMERWRERILKAIDLHFVHGA-N-GQTLR-LDEE-- : 289 
CsaHc2.    : DVKVNAHHWYWHVVYPAN---WD-EGL----TAKV-KDRKGELFYYMHQQMSARYDCERLSNGLNRMVPFHN--FEEEL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPQGLRLCDLPD----------VNVQNMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GSELA-LDEA-- : 289 
CsaHc5.    : DIKVNAHHWYWHVVYPAN---WN-EEL----TDKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPQGFSLRDLPD----------VNVQNMERWRERILEAIDLQHVHAA-N-GSEIA-LDEA-- : 289 
CsaHc5x.   : DIKVNAHHWYWHVVYPAN---WN-EEL----TDKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPQGFSLRDLPD----------VNVQNMERWRERILEAIDLQHVHAA-N-GSEIA-LDEA-- : 289 
CsaHc3.    : DIATNAHHWYWHVVYPAN---WD-EGL----TGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPTGFSLRDLPD----------VDVQDMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GSELA-LDEA-- : 289 
CsaHc6.    : DIGVNAHHWYWHVVYPAN---WN-EEL----THKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FEEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPTGFSLRDLPD----------VDVQDMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GTELA-LDEA-- : 289 
CsaHc6x.   : DIGVNAHHWYWHVVYPAN---WN-EEL----THKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FKEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPTGFSLRDLPD----------VDVQDMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GTELA-LDEA-- : 289 
CsaHc6y.   : DIGVNAHHWYWHVVYPAN---WN-EEL----THKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHN--FKEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPTGFSLRDLPD----------VDVQDMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GTELA-LDEA-- : 289 
CsaHc4.    : DIGINAHHWYWHVVYPAN---WS-EEL----TGKI-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMVPFHN--FEEHL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPEGVSLQDLPD----------VDVQDMERWRERILEAIDLQHVHAA-D-GSEIA-LDAE-- : 289 
PimHc4.    : DIGTNAHHWHWHIIYPAT---WK-ESV----MKKA-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMVPFHN--FDEKL-EGYAPHLTSLVSGLQYGNRPTGFSLRDLKV----------VDVQEMERWRERILDAIHLGHIHAS-D-GTEIA-LDEQ-- : 289 
LpoHcIIIa. : DVSINRHHWHWHIVYPAT---WR-PEF----MHKE-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMHRMFPFND--FHEEL-EGYSPHLTSLISGLNYGTRPDGLKLHDLHD----------VTIQDMERWRERIHDAIDLKMVHDH-H-GKEVA-VDDE-- : 289 
CroHcIIIa. : DVSINRHHWHWHIVYPAT---WR-PEV----MHKE-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMHRMYPFNN--FHEDL-EGYSPHLTSLISGLNYGTRPDGLKLHDLHD----------VTIQDRERWRERIHNAIDLKMVHDH-D-GKEIA-IHEE-- : 289 
CroHcI.    : DLGVNAHHWHWHIVYPAT---WR-SEV----MGKT-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNHMHRMSPFSN--LHEEL-EGYAPHLTSMISGLHYGVRPSGMKLHDIDV----------VTIQDMERWVQRIMEAIDIHMVNDT-H-GNKLK-LDET-- : 289 
TtrHcA.    : DLGVNAHHWHWHIVYPAT---WR-SEV----MGKT-KNRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNHMHRMSPFSN--LHEEL-EGYAPHLTSMISGLHYGVRPSGMKLHDIDV----------VTIQDMERWVQRIMEAIDLHLVNDT-H-GN--K-LDET-- : 286 
EbaHcG.    : DIGINAHHWHWHIAYPAT---WN-PSH----MGAV-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNGMNRMIPFHN--FEEHL-EGYAPHLTSLISGLNYGSRPEGFSLRDLKD----------VDVQDMERWRERILESIHLGYVHGH-G-EERIP-LDEK-- : 289 
MgiHcG.    : DIETNAHHWHWHIVYPAT---WD-AEK----MGHI-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMNRMIPFHN--FEEKL-EGYAPHLISLVSGLQYGARPQGFSLRDLKD----------VDVQSMERWRERIIEAIQLGYVIDE-H-GEHVN-LDEE-- : 289 
MgiHcE.    : DVGVNAHHWHWHIAYPAT---WD-ASV----MGRE-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSCGMQRMTPFHN--FHEEL-EGYSPHLTSLISGLHYASRPEGFSLEDTED----------VSLVEMIRWRERILTAIHLGHIIDD-E-GKDVK-LDDE-- : 287 
EcaHcB.    : DIGVNAHHWHWHLVYPAT---WR-PEV----VHRI-KDRKGELFFYMHQQMCARYDSERLSNGMAPMVPFHN--FHEPM-EGYSSHLSSGINGMPYAFRPHGRILKDMRE----------VSVQDLERSRERLLDAINLGYVVDP-N-GLETP-LDEL-- : 291 
AgoHcB.    : XIGINAHHWHWHLVYPAT---WR-PEI----VHRI-KDRKGELFFYMHQQMCARYDSERLSNGMPPMVPFHN--FHDPM-EGYSSHLSSGINGMPYAFRPHGRILKDMRE----------VSVQDLERSRERILDAINLRYVVDP-N-GLETP-LDEI-- : 291 
NinHcB.    : DIGINAHHWHWHLVYPAT---WR-PEV----IGRI-KDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNHMPQMIPFHN--FHEPL-EGYSAHLSSNINGLPYSSRNAGRKLADLEE----------CAVQDMERWRERILQSINLGVVVDP-N-GHETV-LDEI-- : 291 
EbaHcB.    : DVGINAHHWYWHVVYPAT---WR-AEV----IGRP-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNNLPKMRPFHN--FHEPM-EGYSAHLIAIINGQPYATRTEGMTLRDLDE----------VAVQDLERWRDRILDAIHLGFVEDE-N-GVHIP-LDEH-- : 291 
LpoHcVI.   : DIGINAHHWHWHLVYPAT---WR-PEV----IGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMPRMEPFHN--FHEPL-EGYSSHLSSSINGLPYPSRPDGMTLQDLKE----------VSVQDLERWRDRISDAIHIGHVEDE-N-GSHVP-LDDT-- : 292 
CroHcVI.   : DIGINAHHWHWHIVYPAT---WR-PEV----IGKI-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMPRMEPFRN--FHDTL-EGYSSHLSSSINGLPYPSRPEGMTLQDLKE----------VSIQDLERWRDRISDAIHIGHVEDE-N-GSHVP-LDEA-- : 292 
CroHcV.    : DIGINAHHWHWHLVYPAT---WR-PEV----TGKV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNDMPRMEPFHN--FHSPL-EGYSSHLTSLINGLSYPSRPAGLKLQDLKD----------VSIQDMERWRSRISDAIHIGHVQDE-N-NHEYL-LDET-- : 292 
MgiHcB.    : DIGVNVHHWHWHLVYPAT---WR-PEI----TGIV-KDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLPRMIPFHN--FEEPM-EGYSSHLVASINFMPYAFRTAGSTLQDTPE----------CAVQDLERWRDRIIGAIQLGHVVDE-T-GTEFP-LDEE-- : 291 
EbaHcC.    : DIGINAHHWHWHLVYPAT---WR-ADI----TGKT-MDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMPRVIPFHN--FTEKL-HGFSSHLSSGISGKHYSSRAEGLILQDLSD----------VTVQDMERWRDRILDAINLGFVTDE-H-GRETV-LDET-- : 292 
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PgrHc2     : DIGINSHHSHWHMDFPFW---WK-RSY-----DIT-KDRRGELFFYMHHQMVNRFDAERLSNFLPQVEPLD---WHHEIEEGFAPA-AMYFNGQEFPMRPDGMHFHDLPW----------FTVKDTEEYEDRIRDIIAKGYVKAK-D-GHVVF-LNGT-- : 308 
StuHc2     : DVGLNSHHSHWHKDFPFW---WK-PEY-----GIE-LDRKGELFFYNHHQMTSRFDLERLSNDLTISKPLA---WYRPVVEGFSPD-AIYKHGFQFPMRPDNTKFHDLST----------VTVNHMRAYESRIHESIDFGHVYST-N-GTEVS-LNDE-- : 306 
StuHc3     : DIGMNSHHSHWHMDFPFW---WK-KDY-----PTQ-MDRKGELFWYAHHQLTTRFDLERLSNNLDVVKPLA---WDKPIEHGFSPE-TVYRTGDEFPVRPDDMMFHDIHGI---------VSVTDMKAMEYRILHTIDANLYVAE-N-GTFPK-LEVD-- : 307 
PinHcC     : DVGMNTHHVLWHMEFPFW---WE-DSS-----GRH-LDRKGESFFWVHHQLTVRYDAERLSNHLDPVEELS---WNKAIDEGFAPH-TAYKYGGYFPSRPDNVHFSDVDGV---------ARVRDMSMTEDRIRDAIAHGYIDAL-D-GHSID-IMNS-- : 308 
CmaHc6     : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WD-DAH----ENHH-IERKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH---WDDVIHEGFDPQ-AVYKYGGYFPSRPDNIHFEDVDGV---------ADVRDMLLYEERILDATAHGYVR-I-N-GQIVD-LRNN-- : 306 
CmaHc3     : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WD-DAH----ENHH-IERKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNHLDPVDELH---WDDVIHEGFDPQ-AMYKYGGYFPSRPDNIHFEDVDGV---------ADVRDMLLYEERILDAIAHGYVRDR-N-GKIVD-LRNN-- : 307 
CmaHc4     : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WD-DAH----ENHH-IERKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH---WDDVIHEGFAPH-TMYKYGGYFPSRPDNVHFEDVDGV---------ARVRDMLILESRIRDAIAHGYVTGR-D-GSIIS-ISDS-- : 307 
CmaHc5     : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WD-DAH----ENHH-IERKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNHMDPVGELH---WDDVIHEGFAPH-TMYKYGGYFPSRPDNVHFEDVDGV---------ARVRDMLILESRIRDAIAHGYVTGR-D-GSIIS-ISDS-- : 307 
CsaHc      : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WD-DSH----ENHH-INRKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH---WDDMIHEGFAPH-TMYKYGGYFPSRPDNVNFEDVDGV---------ARVRDMLILESRIRDAIAHGYFTGR-D-GSVIS-IRDA-- : 307 
PciHc3     : DIGMNTHHVTWHLEFPFW---WN-DDH----EGYH-LDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERISNYLAPVHELQ---WQEEIYEGFAPH-TMYKYGGYFPSRPDHIQFSDVQGV---------ANVRDMIIIEQRIRDAIAHGYVTGA-H-GEIID-IMNE-- : 309 
PvaHc1     : DIGMNTHHVTWHMEFPFW---WD-DKY-----SHH-LDRKGGNFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVEELS---WDKPIVQGFAPH-TTYKYGGQFPSRPDNVDFDDMDGV---------ARIRDLLIIESRIRDAIAHGYIVDK-V-GNHID-IMNE-- : 308 
MjaHcL     : DIGMNTHHVTWHMEFPFW---WQ-DKY-----SHH-LDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH---WEKPIVQGFAPH-TTYKYGGQFPSRPDNARFEDVDGV---------ARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIVDR-E-GKHID-IMNE-- : 308 
FchHc1     : DIGMNTHHVTWHMEFPFW---WQ-DEY-----SHH-LDRKGESFFWVHHHLAVRFDAERLSNYLDPVDELH---WEKPIVQGFAPH-TTYKYGGQFPSRPDNVNFEDVDGV---------ARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIIDK-Q-GNRID-IMNE-- : 308 
PvaHc      : DIGLNTHHVTWHMEFPFW---WN-DAY-----GHH-LDRKGENFFWIHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQ---WNKPIVDGFAPH-TTYKYGGQFPARPDNVKFEDVDDV---------ARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIVDS-E-GKHID-ISNE-- : 308 
MjaHcY     : DIGLNTHHVTWHMEFPFW---WD-DKY-----GHH-LDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQ---WHKEIVEGFAPH-TTYKYGGQFPTRPDNVNFEDVDGV---------ARIRDMTIIESRIRDAIAHGYIVDS-H-GKHID-INNE-- : 308 
PinHcA     : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WE-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDFERLSNWLDPVDELH---WDRIIREGFAPL-TSYKYGGEFPVRPDNIHFEDVDGV---------AHVHDLEITESRIHEAIDHGYITDS-D-GHTID-IRQP-- : 308 
PinHcB     : DIGMNIHHVTWHMDFPTW---WQ-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDFERLSNWLDPVDELH---WDRIIREGFAPL-TSYKYGGEFPVRPDNIHFEDVDGV---------AHVHDLEITESRIHDAIDHGYITDS-D-GHTID-IRQP-- : 308 
PelHc1     : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WD-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWMEPVDELH---WDDIIHEGFAPH-TSYKYGGEFPVRPDNIRFEDVDGV---------AHVHDMEITENRIRDAIAHGYITAT-D-GHTID-IRQP-- : 308 
PelHc4     : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WD-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWMEPVDELH---WDDIIHEGFAPH-TSYKYGGEFPVRPDNIRFENVDGV---------AHVHDMEITENRIRDAIAHGYITAT-D-GHTID-IRQP-- : 308 
PelHc3     : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WD-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWLDPVAELH---WVDVIHEGFAPH-ASYKHGGEFPTRPDNIRFKNVDGV---------ARVHDMEITESRIRDAIAHGYITAT-D-GHTID-IRQP-- : 308 
PelHc2     : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WQ-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWMDPVDELH---WEEVIHEGFAPH-ASYKYGGEFPTRPDNTQFKNVDGV---------ARVRDMEITESRIRDAIAHGYITAT-D-GHTID-IRQP-- : 308 
HamHcA     : DIGLNIHHVTWHMDFPFW---WK-DSY-----GYH-LDRKGELFFWAHHQLTVRFDAERLSNWLDPVDELH---WERIIHEGFAPH-TSYKYGGEFPARPDNVHFEDVDGV---------AHVRDMIIIESRIRDAIAHGYVTDN-H-GDNIN-IRND-- : 308 
PleHc2.    : DIGMNIHHVTWHMDFPFW---WK-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTARFDSERLSNWLDVVDELH---WEDVIHEGFAPH-TSYKFGGEFPARPDNVHFEDVDGV---------ARVRDMVILESRIRDAIAHGYIIDH-S-GNKID-IKNE-- : 308 
GpuHc1.    : DIGMNVHHVTWHLDFPFW---WE-DSY-----GYH-LDRKGELFFWAHHQLTVRFDAERLSNHLDLVDELY---WDRPIKEGFAPH-TTYHYGGEFPTRPDNVHFEDVDGL---------VRVRDMIIHESRIRDAIAHGYITAA-D-GSHIN-INDE-- : 308 
GroHc1.    : DIGMNVHHVTWHLDFPFW---WE-DSY-----GYH-LDRKGELFFWAHHQLTVRFDSERLSNHLDLVDELY---WDRPIEDGFAPH-TTYRYGGEFPTRPDHVNFEDVDGL---------VRVRDMIIHETRIRDAIAHGYITAA-D-GSHIN-INDE-- : 308 
CcsHc.     : DIGLNVHHVTWHMDFPFW---WD-DSY-----GYS-LDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNGLDLVDELY---WDKPIVEGFAPH-TTYRYGGEFPARPDNVNFEDVDGA---------VRVRDMIVHETRIRDAIAHGYITSE-D-GSRVD-IRDE-- : 307 
EpuHc1.    : DIGLNVHHVTWHMDYPFW---WK-DSY-----GYH-LDRKGELFFWAHHQLTVRFDAERLSNHLDMVDELY---WDKPIYEGFAPH-TTYKFGGEFPSRPDNVRFEDVDGV---------ARIRDMIIYESRIRDAIAHGYVTAK-D-GSHID-IRNE-- : 310 
EpuHc2     : DIGLNVHHVTWHMDYPFW---WK-DSY-----GYH-LDRKGELFFWVHHQLTVRFDAERLSNHLDMVDELY---WDKPIYEGFAPH-TTYKFGGEFPSRPDNVRFEDVDGV---------ARIRDMIIYESRIRDAIAHGYVTAK-D-GSHID-IRNE-- : 310 
NkeHc.     : DVGMNSHHTHWHMDFPFW---WE-DKY-----GHH-IDRKGELFFWMHHQLTVRFDAERLSNNLDIVDELY---WDKPIYRGFAPH-TTYRHGGEFPSRPDNIDFEDVDGV---------ARVRDMKIMENRIRDAIAHGYIEND-H-DEHIS-LNNT-- : 310 
PleHc.     : DVGLNSHHVHWHMDFPFW---WN---------GAK-IDRKGELFFWAHHQLTARYDAERLSNFLPAVDELY---WDRPIKDGFAPH-TTYKYGGEFPARPDNKEFEDVDGV---------ARIRDLKELESRIRDAVAHGYIINA-D-GTKTD-INNE-- : 307 
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CmaHc1.    : DIGMNSHHVHWHMDYPFW---WH---------GQE-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNHLPLVDELY---WDRPIKEGFAPH-TSYKYGGEFPTRPDNKNFEDVDGV---------ARIRDLKEMENRIRDAIAHGYADNT-D-GTHLD-INND-- : 307 
CmaHc2.    : DIGMNSHHVHWHMDYPFW---WH---------GQE-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNHLSPVDELY---WDRPIKEGFAPH-TSYKYGGEFPTRPDNKNFEDVNGV---------ARIRDMKIMESRIRDAIAHGYADNT-D-GTHLD-INND-- : 307 
PciHc1.    : DIGMNSHHVHWHMDFPFW---WH---------GEH-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNWLSPVDELH---WDRPIKDGFAPH-TSYKFGGEFPTRPDNKAFDDVDGV---------ARMSDMIITESRIRDAIAHGYIEKE-D-GTHVN-IDDV-- : 307 
PciHc2.    : DIGINSHHVHWHMDFPFW---WN---------GEH-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNYLSPVDELH---WDRPIKDGFAPH-TSYKFGGEFPTRPDNKAFDDVDGV---------ARMRDMIITESRIRDAIAHGYIEKE-D-GTHVN-IDDV-- : 307 
OscHc1.    : DIGMNSHHVHWHMDFPFW---WQ---------GYR-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNYLPVVDELY---WSRPIEEGFAPH-TTYRYGGEFPSRPDNKAFEDVEGV---------ISVQEMLDTESRIRDAIAHGYVTST-D-GKAIY-IDND-- : 307 
OscHc3     : DIGMNSHHVHWHMDFPFW---WE---------GYR-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNYLPVVDELY---WSRPIEEGFAPH-TTYRYGGEFPSRPDNKAFEDVEGI---------VKVHEMLDTESRIRDAIHHGYVTSK-D-GKAIY-IDND-- : 307 
OscHc2.    : DIGMNSHHVHWHMDFPFW---WH---------GEK-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNYLPVVDELY---WSRPIKEGFAPH-TTYRYGGEFPSRPDNKIFEAVEGV---------ARIRDMKEMESRIRDAISHGYITAK-D-GHPIY-IDND-- : 286 
OscHc4.    : DIGMNSHHVHWHMDFPFW---WH---------GEK-IDRKGELFFWAHHQLTARFDAERLSNYLPVVDELY---WSRPIKEGFAPH-TTYRYGGEFPSRPDNKIFEAVEGV---------ARIRDMKEMESRIRDAISHGYFTSH-S-GDPIY-IDNE-- : 297 
                                                                                                                                                                                    
                                                                                                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560         *       580         *       600         *       620         *       640       
PseHc      : -------KGIDILGSAVEAS-AISPNPDLYGDIHNTGHVLLSFIHDPTGVFKAPQG-VMGFTETALRDPAFWRWHKMVDNLFNVHKAQ---LPPYSDNDLTV--SDITISDVSIKSG------KSPRKTYS------------------------LNELA : 506 
PanHc3     : -------QGTDLIGHILESS-LQSVNRPFYGNLHCNAHVIASEITDPDGKYEQYHG-AMYDVITSARDPLFYRWHKFIDNIFHDYKNT---LPEYKSTEVAW--GEVQIESAEIKGD------KSED----------------------------KNLIT : 403 
SdeHc1     : -------DGIDIIGNMVEST-VNSINLPLYGNLHCYAHTIAARVADPDNTYGEDNG-AMYDVATSARDPLFYRWHKYIDKIIQAYRNS---LRSYTVEQLTW--PVVVVEGLTVEGA------K-------------------------------VNKIK : 408 
ScoHcA.    : -------HGIDLLGDAIESS-LLSVNRAFYGNIHCYAHVMAARIADPDGRYGEDNG-VMHDVATSARDPLFYRWHKFIDNIFLEYKDN---LDPYTQYELTW--PDVVLNDVTVKPH------KGDY----------------------------DDEVH : 403 
ScoHcB.    : -------RGIDVLGNMVESS-LQSINRPFYGNVHCYAHVIAARIADPDGKYGEDNG-AMYDVATSARDPLFYQWHKFIDNLFHEYKDA---LKAYSSEDLTY--NDITIEEVNVQGE------GGSP----------------------------ANTVT : 409 
ScoHcC     : -------HGIDELGNIVESS-LTSLNRDYYGNLHCYAHVIAGRIADPEGKYGEDNG-VMYDVATSARDPLFYRWHKYIDNIFQEYKNT---LPPYTTEELTPQNSEFRVQGISVVGE------TSA-----------------------------RDTVH : 408 
ScoHcD     : -------HGIDLLGDVVESS-LLSVNRVFYGNLHCYAHVIAGKVTDPQSTYGEKNG-AMYDVATSARDPLFYSWHKFIDNIFQEHKET---LQPYNKDELNF--PDVQVDSLRINVA------NGTY----------------------------ENIVR : 407 
SdeHc2     : -------DGEDLLGNAVESS-LLSINRQFYGNLHNYAHVIAGRASDPDGRYGAHNG-VMHDVATSARDPLFYRWHKFIESLFQQLREH---LKPYSHYELTY--PAVVVEKVEVVPD------KHPET---------------------------VNKVR : 402 
SpiHc1.    : -------NGIDIFGHLIAAT-KNSTNRRYYGNLHSYAHVIAARIADSDGEHMEDNG-AMYDVATSARDPLFYSWHKFIDKLFTEYQMT---LTPYTPYQLTW--PDVVVDGIHIENL------KTHE----------------------------ENMIH : 403 
AgiHc1.    : -------TGIDVFGHLIAAT-KNSSNRQYYGNLHSYAHVIAARIADSDGEHKEDNG-AMYDVATSARDPLFYSWHKFIDKIFTEYQNT---LTPYTPYQLTW--PDVVIDGIHIENL------KTHE----------------------------ENMIH : 403 
PanHc1.    : -------NGIDTLAHLIIST-TGSVNRRYYGNLHSYAHTIAGKIADASGKYAEDAG-VMIDVTTSARDPIFYQWHKYIDGLFQTYQKT---LKPYNKYELSF--PGVSIEDVHLETE------SDRKSEHHDDHHDDKHDDKHNESHDDHHDDHHEDVIH : 431 
PanHc2.    : -------HGIDYLANTIEAN-YDSVNYKLYGNLHCYAHVISAKITDPTTAYNEDYG-VMYDVATSARDPLFYRWHKFINKFFSEHKKM---LKPYTKDELDF--PGVKVEKVSVQTS------TSE-----------------------------PNLIR : 408 
HauHcB.    : -------DGINIISNFVESS-VDSINRPFYGNIHNYAHVIASRIADPDGKYGEDNG-VMYDVSTSARDPLFYSWHKFINSLFIEHKDM---LPAYTHDDLEF--KDVVVDTISVKGK------EETI----------------------------PNILK : 407 
HauHcA.    : -------DGINIISNFVESS-VDSINRPFYGNIHNYAHVIASRIADPDGKYGEDNG-VMYDVSTSARDPLFYSWHKFINSLFIEHKDM---LPEYTHDDLEF--KDVVVNTVAVKGK------EETQ----------------------------ENILT : 407 
ScoHcX.    : ----RFYGGLNILGNLIESN-LRSINRMFYGNIHCYAHVIAARVTDPDGKYGQGNG-VMYDVATSARDPLFYQWHKFLDHFFYEHLTK---LPTNHLFHLQN--PDVSITNLEIISNGR------------------------------------KNEIH : 416 
SdePPO1    : -------QGIDIVGDVVEAA-YTTPNATFYGDFHNLGHQIIARVHDPDERYKEEVG-VMADSTTAMRDPIFYRWHKFIDNVFVEHKMK---LKPYTEEELTF--KDIVVNGIQVQGK------MSQR----------------------------PHIIG : 422 
SmaPPO     : -------NGISIIGDIVEPA-ATGPSPTYYGDFHNSGHDLISRIHDPDERFREEMG-VMGDSATAMRDPVFYRWHKFIDQIFQEHKNT---LDPYTPEQLQW--NDVTVQSVSVQGS------TSSR----------------------------PNNLQ : 425 
SdePPO2    : -------RGIDIVGNTVEAS-NASANMDRYGSLHNNGHNAIARIHDPDGRFKLEDG-VMADTATAMRDPIFYRWHKFIDNIFLQHKSR---LTPYTREELMF--EKVIIDSIYIQGK------TSKA----------------------------TDKIE : 406 
SdePPO3    : -------GGIDKIGAIVEAS-RLSVNYDFYGNLHNMSHNSLSRIHDPDERYKGDPG-VMGDVATTVRDPIFFRWHKFIDDIFQEHKLQ---LPSYNEEGLMF--KDIIVKSVDTEGK------Q-------------------------------NNQLQ : 419 
EcaHcA.    : -------HGADILGALIESS-YESKNRGYYGSLHNWGHVMMAYIHDPDGRFRETPG-VMTDTATSLRDPIFYRYHRFIDNVFQEYKKT---LPVYSKDNLDF--PQVTITDVKVKAK------I-------------------------------PNVVH : 402 
AgoHcA.    : -------HGCDILGAAIECS-YESKNRGYYGSLHNWGHVMMAYIHDPDGRFRETPG-VMTDTATSLRDPIFYRFHRFIDNVFQEYKKT---LPVYNKDNLDF--PQVTITEVKVKAK------I-------------------------------PNVVH : 402 
NinHcA.    : -------TGADILGSLIESN-LESKNRQFYGNLHNWGHVMMAYIHDPDGRFRETPG-VMTDTATSLRDPIFYRFHRFIDNVFQEYKKT---LPVYSRDNLTF--PDIEITESKVNAK------I-------------------------------TNVIH : 402 
EbaHcA.    : -------HGVDILGALIECS-HDSKNPDFYGNLHNLGHVMMAYIHDPDGRFQETPG-VMTDTATSLRDPIFYRFHRFIDNMFLEYKAT---LPSYTKEQLSF--ADVEVVGVKVNAI------D-------------------------------TDVVR : 402 
MgiHcA.    : -------HGVDILGALIESS-HDSVNKEFYGSLHNWGHIMMSNIHDPDGRFQETPG-VMTDTATSLRDPIFYRFHRFIDNVFQEYKVS---LPEYTREQLNF--PDVEVVGARVHSD------I-------------------------------DNVIH : 404 
PimHc3B.   : -------HGADILGDLIESS-YESKNRIFYGNLHNMGHVMIARIHDPDGRFQETPG-VMSDTATSLRDPIFYRWHRFIDNIFQEYRRT---LPPYTKGQLDF--PNVKVTDIKINAR------T-------------------------------PNVID : 403 
LpoHcII.   : -------HGTDILGALVESS-YESVNHEYYGNLHNWGHVTMARIHDPDGRFHEEPG-VMSDTSTSLRDPIFYNWHRFIDNIFHEYKNT---LKPYDHDVLNF--PDIQVQDVTLHAR------V-------------------------------DNVVH : 402 
CroHcII.   : -------HGIDILGALVESS-HESVNKEYYGNLHNWGHVTMARIHDPDGRFHEEPG-VMSDTSTSLRDPLFYNWHGFIDDLFQEYKNT---LKPYDHGMLNF--TDIQIQNVTLHAR------V-------------------------------DNVIH : 402 
PimHc3A.   : -------HGTDILGSIIESN-AETINLPFYGSLHNWGHVMMAYIHDADGRFQETPG-VMTDTATSLRDPIFYRYHRFIDNMFQEYKST---LPTYTHEQLNF--PEVEVTGVTVTAR------T-------------------------------DDVIN : 399 
EcaHcD.    : -------NGLNILGALIESS-HDSVNKPFYGTLHNWGHVMIARIHDADGRYRTNPG-VMDDTSTSLRDPIFYRYHRWMDNIFQEYKHR---LPSYTHQQLDF--PGVRISRVTVRSK------V-------------------------------PNLIH : 399 
AgoHcD.    : -------NGLNILGALIESS-HDSVNKPFFGTLHNWGHVMIARIHDADGRYRTNPG-VMDDTSTSLRDPIFYRYHRWMDNIFQEYKHR---LPSYTHQQLDF--PGVRISRVTVKSK------V-------------------------------PNLIH : 399 
NinHcD.    : -------RGLDILGALIESS-QESLNKGYYGTLHNWGHVMVAKIHDHDGRFKENPG-VMDDTSTALRDPIFYRYHRWMDNIFQEYKRR---LSSYTPQDLSF--PGVRVVNVTVNAK------V-------------------------------PNLIH : 398 
EcaHcF.    : -------HGIDVLGALLESS-HDSLNDDYYGNLHNSGHVMMARIHDPDGRFRENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQEYKAT---LPCYEKKDLEF--SGVEIVNCTVNAK------A-------------------------------PNVIN : 401 
AgoHcF.    : -------HGIDVLGALLESS-HDSLNVDYYGNLHNSGHVMMARIHDPDGRFRENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNMFQEYKAT---LPCYEKKDLEF--NGVEIVNVTVNAK------A-------------------------------PNVIN : 401 
NinHcF.    : -------HGIDMLGSMLESS-YESKNREYYGNLHNSGHVMMARIHDPDGRYKENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQEYKAT---LPVYDKKDLDF--PGVSVVNVTVNAK------L-------------------------------PNIVN : 400 
EbaHcF.    : -------HGLDMLGDLLESS-YESVNREYYGSLHNWGHVILAQVHDPDGRFKENPG-VMSDTSTALRDPIFYRYHRFVDNIFQEYKIS---LPHYQKKDLDF--PGVKVVNVTVNAK------V-------------------------------PNVIN : 399 
PimHc5A.   : -------HGIDILGALLESS-YDSTNRGYYGTLHNWGHVILARVHDPDGRHRENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRFHRFMDNIFQEYKAT---LPSYTEQELDF--PDVHVAGVTVRAK------V-------------------------------PDVVT : 399 
MgiHcF.    : -------HGTDLLADLMESS-YESKNREYYGSLHNWGHVIISQCHDPDGRFKENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFVDNIFQELKAS---LPPYKQSELDF--TGIDVVNVTVNAK------A-------------------------------PNLVH : 399 
MgiHcD.    : -------HGIDILGSLIESS-HDSMNKRYYGSLHNWSHVVIARIHDPDGRFMEAPG-VMDDTTTSLRDPIFYRLHRFMDNIFQDYKHR---LHPYTHDELDF--PGIHILSTTVKSK------V-------------------------------ANVIH : 399 
EbaHcD.    : -------HGIDILGALIESS-EDSQNKRFYGTLHNWGHVILAQAHDPDGRFKENPG-VMDDTSTALRDPIFYRLHRFMDNIFQEYKHS---LKPYDRHDLEF--PGIRIQNVTVKAR------V-------------------------------ENIVN : 400 
LpoHcIIIb. : -------HGIDILGAMIESS-HDSLNHEFYGSIHNWGHVMFARLHDPDGRYHDNPG-VMSDTATSLRDPIFYRFHRYIDNMFQAYKAT---LHSYEHHQLIF--NGVQIDNVTVKAK------H-------------------------------TNVIN : 400 
CroHcIIIb. : -------HGIDMLGAIIEAS-HDSVKHDFYGSIHNWGHVMFARLHDPDGRYHDNPG-VMSDTATSLRDPIFYRFHRYIDNMFQTYKAT---LHSHEHHQLTF--SGVQIDNVTVKAK------Q-------------------------------PNVIN : 400 
LpoHcIV.   : -------HGIDILGALIESS-HESKNEEYYGSLHNWGHVMLARVHDHDGRFHENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNMFQEYKAS---LHHYTKTELTF--PEISISHVTIKAK------V-------------------------------PNIIH : 399 
CroHcIV.   : -------HGIDTLGSLIEAS-HESKNEEYYGNLHNWGHVMLARVHDHDGRFHENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNMFQEYKAS---LHHYTKKELTF--PEISVSHVTVKAK------V-------------------------------PNIIH : 399 
PimHc2.    : -------HGVDLLGAIIESS-EDSKNVDYYGSLHNWGHVMMARLHDPDGRYKTNPG-VMSDTGTSLRDPIFYRWHRFIDNIFQEYKQT---LPAYTKDELEF--PGVNVVGVSVNAK------N-------------------------------ANSIE : 397 
EcaHcE.    : -------DGINVLGALIESS-FETKNKLYYGSLHNWGHVMMARLQDPDHRFNENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQKYIAT---LPHYTPEDLTC--PGVHVVNVTVNAK------V-------------------------------PNVVT : 397 
AgoHcE.    : -------DGINVLGALIESS-FETKNKLYYGSLHNWGHVMMARLQDPDHRFNENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQKYIAT---LPHYTPENLTC--PGVHVVNVTVNAK------V-------------------------------PNVVT : 397 
NinHcE.    : -------NGIDILGSIVESS-YESKNKLFYGSLHNWGHVMMANITDPDGRFNENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQDYKQT---LKPYDKAQLDF--PGVQVVNVTVNAK------V-------------------------------PNLVT : 398 
PimHc6.    : -------HGTDILGDIIESS-YESKNPHFYGSLHNWGHVMMANITDPDHRFQENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRWHRFIDNIFQEYKCS---LHSYTKEELSF--PGIIVEGVTIDAK------A-------------------------------QNLIN : 398 
AauHc6.    : -------HGTDILGDIIESS-DESKNVEYYGSLHNWGHVMMANITDPDHRFQENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRWHRFIDNIFQEHKKS---FHPYTKEELSF--PGVEVVGVSINSK------T-------------------------------ANVIT : 399 
EbaHcE.    : -------HGADILGALIESS-YESKNAGFYGSLHNWGHVMMARVHDPDGRFQENPG-VMSDTSTSIRDPIFYRYHRFVDNIFQDFKLS---LNPYTKEELDF--PGIEVVNVTVTAK------V-------------------------------PNLVT : 398 
EcaHcG.    : -------HGADILGAIIESS-SDSVNRRFYGSLHNWGHVMMARMTDPDRSFEENPG-VMSDTSTSLRDPIFYRWHRFVDNIFQEYKAT---LPSYTADDLNF--PGLRIVSVQVNAK------S-------------------------------QNRVR : 398 
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CmoHc1     : -------TGINTLGEMMEPS-TTSKHRDYYGALHNYGHILLGKITDPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHIDNLFKLHKDL---LPPYKQEELVL--PGVKITDVAV------------------------------------------EPLE : 411 
SamHc1     : -------EGINVLGELIEPS-TGSKHREYYGALHNYGHIMLGQITDPKRKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYIDNLFYEHKDL---LPRYTSEELEL--PGTSIEEVQI------------------------------------------DPLE : 411 
CacHc1     : -------KGIEVLGDLMEPS-FDSKHPEYYGALHNYGHILLGQITDPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYIDNLFKLHKDL---LPSYSKEELSL--DGVQIEDVQI------------------------------------------DELT : 411 
TdoHc1     : -------TGINTLGELIEPS-VFSRHREYYGALHNYGHILLGRITDPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYIDNLFKEHKDH---LPHYTRDELLL--PGVSINSVEV------------------------------------------DELV : 412 
ScuHc1     : -------EGIDKLGAIIEAS-SCSINPSFYGSLHNLGHIILGRVVDPLGKFGMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHIDNIFKEHKDS---LVPYTHEELDV--EGVDIKNVEV------------------------------------------DDLV : 413 
StuHc1     : -------HGINTLAEIIEAS-AFSVNPDFYGSIHNMAHIMLGELDDPQGKYGTPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYIDSFFKEHKDS---LPPYTTDELDF--HGVEIVDVEV------------------------------------------DKLM : 414 
BduHc2     : -------VGINYLGEVVESS-VHSVNPVFYGKLHNDAHVLLSKVTDPKLRYGVPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHVDNIFKLHKDL---LPPYDVSELEF--PGVKVEAVKVIGTCKAST---------------------------------PNQLI : 419 
PamHc2     : -------AGINLLGEIVESS-THSVNPVFYGKLHNDGHVMLSKVTDPHLRYGVPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHVDNLFKFHKDL---LVPYSFHELEF--PGVKIEAVKVIGTCKAST---------------------------------PNHLI : 419 
CseHc2     : -------AGVNLLGEIIESS-ANSVNPVYYGQPHNDGHVMLSKVTDPLQRYGVPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHVDNLFKLHKDL---LLPYDVSELDF--PGVKIEAVKVVGSCKAST---------------------------------PNQLI : 419 
HmeHc2     : -------EGINVLGEIVESS-AHSVNPAFYGQLHNDGHVMLSKVTDPKLRYGLPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHVDNLFKMHKDF---LPPYQTHELLF--PEVTVEAVKVIGVCKASI---------------------------------PNHLI : 421 
TdoHc2     : -------RGIDVLGAVIESS-EHSQNKELYGSLHNNAHVLLGKVTDYSLKYGLPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKLVDNLFKEHKDL---LPPYTKEDLAF--PGVSIDAVKVVGTCKAST---------------------------------PNQLV : 419 
PmaHc2     : -------EGINILGLVVESL-DHDYNRHYFGKLHSNAHVLLSKVTDPEQKFGTPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHIDNLFKQHKDM---LTPYTKEELDF--PGVTVDAVKVVGKSEDST---------------------------------ANQIV : 421 
PgrHc2     : -------EGIDVLGLVVESL-DHDFNSHYFGRLHLNAHVLLSKITDPEQKFGTPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKHIDNLFKMHKEM---LSPYTKEELDF--PGVIVDAVKVVGKSEDST---------------------------------ANQIV : 421 
StuHc2     : -------HGINILGEIVEAS-EHSINPDYYGSLHNLAHVMLGRITDPEGKFDAPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYIDNIFKSHKDH---LTPYTHKELEF--PGVTVTAAKVVGLSHAST---------------------------------PNMLI : 419 
StuHc3     : -------TGINTLGEIIEAS-EHSVNPGFYKSIHTLSHVMLGKITDPEHKYGMPPG-VMEHFETSTRDPAFFRLHKYIDNLFRTYKEH---LPPYTKEELAV--DGLKVNDVEV------------------------------------------TELK : 411 
PinHcC     : -------HGIEFLGDIIESS-GYSANPGFYGSLHNTAHIMLGRQGDPTGKFDLPPG-VLEHFETSTRDPSFFRLHKYMDNIFREHKDS---LTPYTRDELEF--NGVSIDSIAI-----------------------------------------EGTLE : 413 
CmaHc6     : -------DGIDLLGDVIESS-LYSPNPQYYGALHNTAHMMLGRQGDPHGKFDLPPG-VLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFRKHKDS---LPPYTKEELNF--EGVNIDNFYI-----------------------------------------KGNLE : 411 
CmaHc3     : -------DGIDVLGDVIESS-LYSPNPQYYGALHNTAHMMLGRQGDPHGKFDLPPG-VLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFRKHKDS---LPPYTKEELNF--EGVNIDNFYI-----------------------------------------KGNLE : 412 
CmaHc4     : -------HGIDVLGDVIESS-LYSPNPEYYGALHNTAHMMLGRQGDPHGKFDLPPG-VLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFREHKDS---LTPYTKDELEF--PGIEIDSFSL-----------------------------------------SNRLE : 412 
CmaHc5     : -------HGIDVLGDVIESS-LYSPNPEYYGALHNTAHMMLGRQGDPHGKFDLPPG-VLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFREHKDS---LTPYTKDELEF--PGVAVESISL-----------------------------------------KNRLE : 412 
CsaHc      : -------HGIDILGDVIESS-TYSPNPEYYGSLHNTAHVMLGRQGDPHGKFALPPG-VLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFREHKDS---LTPYTKDDLEF--SGISVDSLDI-----------------------------------------SNRLE : 412 
PciHc3     : -------HGIDVLGDLIESS-LYSPNPEYYGALHNTAHVMLGRQGDPEGKFANPPG-VLEHFETATRDPTFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPSYTKKELTF--TGVHIENLCV-----------------------------------------RGNLE : 414 
PvaHc1     : -------RGIDVLGDVIESS-LYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQSDPHGKYALPPG-VLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPPYTVEELTF--AGVSVDSVAI-----------------------------------------EGELE : 413 
MjaHcL     : -------RGIDVLGDIIESS-LYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQSDPHGKYDLPPG-VLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDT---LPPYTAEELTF--AGVSVDSIAI-----------------------------------------EGALE : 413 
FchHc1     : -------RGIDILGDIIESS-MYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQADPHGKYALPPG-VLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPPYSKEELTF--TGVNVENLSV-----------------------------------------DGELE : 413 
PvaHc      : -------KGIDILGDIIESS-LYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQGDPHGKFDLPPG-VLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDN---LPPYTKADLEF--SGVSVTELAV-----------------------------------------VGELE : 413 
MjaHcY     : -------RGIDILGDIIESS-LYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQADPHGKYDLPPG-VLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDT---LTPYTKADLEF--AGVSIDNVAV-----------------------------------------EGELE : 413 
PinHcA     : -------KGIELLGDIIESS-KYSSNVQYYGSLHNTAHVMLGRQGDPHGKFNLPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKKHTDS---FPPYTHDNLEF--SGMVVNGVAI-----------------------------------------DGELI : 413 
PinHcB     : -------KGIELLGDIIESS-MYSSNVQYYGSLHNTAHAMLGRQGDPHGKFNLPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKKHTDS---FPPYTHDDLEF--AGMVVDGIAI-----------------------------------------DGELI : 413 
PelHc1     : -------NGIELLGDIIESS-MYSSNPHYYGSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDS---FPPYTHEDLEF--PGVSVDNIAI-----------------------------------------DGHLT : 413 
PelHc4     : -------NGIELLGDIIESS-MYSSNPHYYGSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHRYMDNIFKEHTDS---FPPYTHEDLEF--PGVSVENIAI-----------------------------------------DGHLT : 413 
PelHc3     : -------NGIELLGDIIESS-MYSSNPHYYGSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDS---FPPYTHEDLEF--AGVSVDNIAI-----------------------------------------DGHLT : 413 
PelHc2     : -------NGIELLGDIIESS-MYSSNPQYYGSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDS---FPPYTHEDLEF--PGVSVENIAI-----------------------------------------DGHLT : 413 
HamHcA     : -------HGIDVLGDIIESS-VYSPNAQYYGALHNTAHIMLGRQGDPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPPYTKADIEF--TGVAVEEVEI-----------------------------------------VGQLN : 413 
PleHc2.    : -------HGIDTLGDIIESS-VYSPNVQYYGALHNTAHIMLGRQGDPHGKFDMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDT---LPPYTKEDIAF--PGVVLDSVTI-----------------------------------------DGELK : 413 
GpuHc1.    : -------HGIDHLGDIIESS-LYSPNAQYYGALHNDAHVILGRQADPHGKFNLPPS-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPPYTAEEIGF--PGVHVTGVSI-----------------------------------------EGELE : 413 
GroHc1.    : -------HGIDHLGDIIESS-LYSPNAQYYGALHNEAHIILGRQADPHGKFNLPPS-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDNMFKEHKDS---LAPYTAEEIGF--PGVHLTSVSI-----------------------------------------EGELE : 413 
CcsHc.     : -------NGINLLGDIIESS-VYSLNAGYYGALHNDAHILLGRQSDPHGKFNLPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDGIFKEHKDT---LPAYTKEEIEF--SGISLEKISV-----------------------------------------DGPLE : 412 
EpuHc1.    : -------HGIDVLGDVIESS-TYSPNAGYYGALHNLAHIILGRQGDPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDGIFKEHKDS---LPPYTKEEIEF--PDIAINAVGV-----------------------------------------KGELK : 415 
EpuHc2     : -------HGIDVLGDVVESS-TYSPNAGYYGALHNLAHIILGRQGDPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDGIFKEHKDS---LPPYTKEEIEF--PDVAITNVGV-----------------------------------------KGDLK : 415 
NkeHc.     : -------HGIDILGDLIESS-VYSPNAQYYGALHNLAHIMLGRQADPHGKYKMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDS---LPAYSSDELGF--DGVSLDSVAI-----------------------------------------DGTLE : 415 
PleHc.     : -------HGIDILGDIIESS-TYSTNAAYYGALHNQAHRVLGAQSDPKHKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDGIFKEHKDN---LPPYTEEDLLY--SNVKITGVDV------------------------------------------TELS : 411 
CmaHc1.    : -------EGINVLGAAIESS-TSSIHPSYYGALHNQAHRVLGQQADPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEQKDK---LPPYTTDDLKY--DNVEITDVDI------------------------------------------DELS : 411 
CmaHc2.    : -------EGINVLGAAIESS-TSSIHPSYYGALHNQAHRVLGQQADPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEQKDK---LPPYTTDDLKY--DNVEIKSVDV------------------------------------------DELS : 411 
PciHc1.    : -------HGIDVLGDVIESS-VYSPNVAYYGALHNQAHRVLGAQADPHGKFNMSPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFKEHKDK---LPAYSKEELQY--TNVQITGVDV------------------------------------------GELS : 411 
PciHc2.    : -------HGIDVLGDVIESS-VYSPNAAYYGALHNQAHRVLGAQADPHGKFNMPPG-VMEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFKEHKDK---LHPYTKEELQY--ANVQITEVDV------------------------------------------GELS : 411 
OscHc1.    : -------RGIDFLGDIIESS-MYSPNIEYYGALHNYAHILLGRQADPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDK---LCPYKTNDLLY--SNIEITDVSI-----------------------------------------EGELV : 412 
OscHc3     : -------RGIDILGDIIESS-MYSPNIPYYGALHNYAHILLGRQADPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDK---LPPYKTNDLLY--SNIEIKDVSI-----------------------------------------DGELV : 412 
OscHc2.    : -------HGIDILGDVIESS-TSSPNAAYYGALHNYAHIMLGRQADPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDGLFKLHKDK---LKPYTHDDLAY--DNAHITEVHI-----------------------------------------EGEMT : 391 
OscHc4.    : -------RGIDILGDVIESS-TYSPNVEYYGALHNYAHIMLGRQADPKGKFNMPPG-VMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKLHKDK---LTPYTHEELAY--DNAHITDVKI-----------------------------------------DGELT : 402 
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PseHc      : TFFKQRVIDISRGLDFEADS--STATVNLTHLDHLPFTYTIKVTNNADNDFEGHVRIFMSPKYTDSGN---LATDE-ELRQHSIEMDRYSTVLSPGSN--TL-TRYSQESAVTMTPNRQWTQLSS--VDVE----------FNPSS--D-----NENFCG : 638 
PanHc3     : TFWDHHPFKIGKFFSFTA-Q--NTAEVRISHLQHEGFTYKFDLVNNAGDSKEAFIRVYLAPKYDETGK---KFTAD-QLRPLLIETDKFLVKLKPGKN--SI-TRHSSESSVTVPDKQIFGLQDT----------------------TE-----SKDQCR : 526 
SdeHc1     : TFWEDDALTVGTGFTFTGPS--ATAKVNVRYLEHEEFSYNIQVVNNAGENKKAVFRIFLAPKYDEKGH---EFDFN-EQRQSMIELDKFVTELTPGKN--VV-IRKSSESSVTQKHEKIYANPKE----------------------RQ-----QNDHCN : 532 
ScoHcA.    : TYWEVDNYELGKGFDYTR-K--TTATVKVRHLQHEDYHYEIDIDNNAGKAKKAVFRIFLAPKYNEKGE---LFPVN-EQRQLLVELDKFVATLEPGHN--VI-ERQSKESSVTMSKDHVFGEIRN----------------------LA-----DDHQCS : 526 
ScoHcB.    : TFLENSIVHLDEGFSFTA-R--GHARVKVQHLQHEGFNYQIKV-NNAGGEHKVVFRVFLAPKYDEEHH---EFDFN-EQRGMAIELDKFVATVPAGSS--TV-EQHSSKSSVTQSNDNFYGSSAT----------------------RS-----SENHCS : 531 
ScoHcC     : TYWQHSLLKVGQGFEFTK-H--TPAYVKVKHLQHESFTYVIDVENR-GRTRTGFFRIFAAPKYNELGQ---KWHIN-DQRLIMVEMDKFIEKLYPGKN--TI-ERHSEDSTVTMSSASIFSDISS----------------------EQ-----SEDHCS : 530 
ScoHcD     : TYWQNSLFKIAKGFTFTT-E--GSVLVKVKHLNHETFYYNLEVTNNALEEKHGVVRIFGAVINDERGH---PYILN-DQRHLVIELDKFTVNLKPGKN--SV-RQPCYNSAVTAKYDVFYGDVES----------------------QK-----PQEGCN : 530 
SdeHc2     : TGYTTNKLKLNPGFDFTR-Q--STATVNVQHLDHEPFHYKFRIYNNAQQVQNAAVRIFLAPKYDEQGH---RLKVN-DQRQLMIELDKFVVHLQPGVN--QF-LRSSSESSVTMPTKYFFGDVQD----------------------IA-----RNHSCN : 525 
SpiHc1.    : TYYTSSTLRLSKGFDYTK-D--SEAKVIVEHTDHDDFVYVIDIDNNARVEKTAVLRIFLAPKYDERGH---PLTLK-EQRVMMIELDKFKATLKPGHN--VV-RRCSNESSVTMPVDHIYGDITR----------------------TV-----DEDHCH : 526 
AgiHc1.    : TYYTSSTFRLSKGFDYTK-D--SEAKVIVEHTDHDDFVYVIDIDNNARVEKTAVLRIFLAPKYDERGH---PLTLK-EQRVMMIELDKFKAPLKPGHN--VV-RRCSNESSVTMPVDHIYGDITQ----------------------TV-----DEDHCH : 526 
PanHc1.    : TYWTLNDFKLTKGFDYTL-D--SEAIIHMKHIDHEDFTYVFDVVNHDQKEKHAAIRVFLRPTYDEAGH---EFTPE-QFWPLIIELDKFTYTLKPGHN--II-RHNVNESSVTMPREQIYDSVKQ--WST------------------K-----EHDHCH : 556 
PanHc2.    : TFWQDAHLKVREGFLFTR-Q--SPAYVKLTHLDHETFTYRIDV-NNGGSAHEAVVRIFLAPVYDEFEH---RFDIK-HQKSLMIQMDKFVTKLTPGKN--TI-VRSSLNSTVTMEANSIFGAKRP----------------------SK-----TIDNCR : 530 
HauHcB.    : TFYRYRTIPLPTGFTFNH-E--KKVDVEHRYLDHEEFEYRLDITNNAAADKHAIIRLYLAPLHHNDGT---EYTLT-EKRTAVIELDTFLTTLKPGSN--HI-THDSTDSAVTYFHEK------------------------------D-----QHHDCP : 522 
HauHcA.    : TFYKYRSFALPTGFTFNH-E--KHVEIEHRHLDHEEFEYKLDITNNAATDKHAIIRLYLAPLHHNDGS---ELTLT-EKRTAVIELDTFLTTLKPGHN--QV-THDSTDSAVTYFHEK------------------------------D-----QHHDCP : 522 
ScoHcX.    : TFWENDIMEISKGHSFTL-N--SDAKVKIQHLQHEKFEIHLTVQNDKGEDTDLFVRIFLLPLEDEESH---ELSLE-EMVRMAVDIEKRVIPAKPGSN--DI-VISS--RSIGAPANKFFGSFEE--RYIS----------------ED-----CNFHSH : 541 
SdePPO1    : TFWQERTISLQRGITFNS-A--IPVSVRYRHLQHESFTWNIEVENKSNADKPGTVRIFMAPTFNDTRQ---RFSPN-DQRVLMLEMDKFEFNFKPGKN--II-QQRSEQSNITIPTLRSFGELIA--ESES-------------DDLLD-----AQSYCS : 552 
SmaPPO     : TFWQDRTFELQRGINFNR-S--IPVRLQTRHLQHEAFTYNIVIQNGSSSAVEGMIRLFMAPSNNEIQQ---PFTLE-DQRHIFIELDKFTATLNPGNN--TV-TRQSSQSNVTVATQKSFSQLIQ--ESQD-------------GTTEE-----QISSCS : 555 
SdePPO2    : TFWQESKLNLENGINFKN-K--VSVSVRYRHLQHEKFEWNIEVENKWNENEQGTVRIFMAPIYGEDGK---ELSPN-EQRLLMIEMDKFEYTLRPGTN--YI-SRRSDQSNVTIQTLKRFSELDK--ETKV-----------------T-----NEASCS : 532 
SdePPO3    : TFWEESTLDMKYGLAFEC-G--SPIVVRYRHLQHEQFNWSIIVENISNEKKQGMVRIFMAPKYDVTGN---QFTPN-ELRKLMIEMDKFEFTFEAKKT--VIVTRKSRDSSVIIPDAKTTQNIRE--ELQK-------------DD--P-----WQHYCG : 548 
EcaHcA.    : TFIREDELELSHCLHFAK-P--GSVRARYHHLDHESFSYIISAQNNSNADKQATVRIFLAPTYDELGN---DISLD-EQRRLYIEMDKFYHTLRPGKN--TI-VRSSTDSSVTLSSVHTFKELLR--GEDL-------------VE--G-----QTEFCS : 530 
AgoHcA.    : TFIREDELELSHCLHFAK-P--GSVRARYHHLDHESFSYIINAQNNSNADKQTTVRIFLAPTYDELGN---SIPLD-EQRRLYIEMDKFYYTLRPGKN--TI-VRSSTDSSVTLSSVHTFKELLR--GEDL-------------VE--G-----QTEFCS : 530 
NinHcA.    : TFIREDELELTHCMNFGS-P--GSVKARYHHLDHESFSYIFNANNNGSEEKKGTVRIFLAPKYDELGN---VIPLD-EQRRLYIEMDKFDTDLRPGKN--II-VRSSTDSTVTISSTYTFKELLH--GEDL-------------EE--D-----RSEFCS : 530 
EbaHcA.    : TFTREDELELVHCMNFGS-P--RSVRARYHHLDHESFTYTINVQNNSTAAKEATVRIFLAPKFDELGN---EIPLD-EQRSLAIEMDKFRSQIQPGKS--TI-VRSSSDSSVTLTHELTYRQLLH--GEGI-------------SE--H-----RTEYCS : 530 
MgiHcA.    : TYMVMDELELSHCMNFGT-A--ASVKARYHRLDHDAYSYSISVQNNGSTIKHGTVRIFLAPVHDELGN---DLSLD-EQRYLFIEMDKFKTELRPGKN--TI-IRGSFDSSITLSRQNTFAKLEH--GSDI-------------DE--N-----LTEYCS : 532 
PimHc3B.   : TFMTKDELEMSYGFAFGH-A--GSYKARYEHLDHEHFSYTINVNSTLPAKKSATVRIFIAPKYDELGN---EIKLE-NLRRLFIEMDKFKVELAPGPN--TI-VRNSVDSSVALSRDHTVEELER--GDGI-------------TE--D-----RTEYCS : 531 
LpoHcII.   : TFMREQELELKHGINPGN-A--RSIKARYYHLDHEPFSYAVNVQNNSASDKHATVRIFLAPKYDELGN---EIKAD-ELRRTAIELDKFKTDLHPGKN--TV-VRHSLDSSVTLSHQPTFEDLLH--GVGL-------------NE--H-----KSEYCS : 530 
CroHcII.   : TFMRENELELKYGVNLGH-A--RSVKARYYHLDHEPFSYAVDVQNNSASDKHATVRIFLSPKYDELGN---EIKAN-DLRHTAIELDKFKTDLHPGKN--TV-VRHSLDSSVTLSHQPTFEDLLH--GIGL-------------ND--N-----KSEFCS : 530 
PimHc3A.   : TFNREAELVVTHAQHIGK----GPVKVRYEHLDHESFSYAIDALNNGNAVKRATVRIFLAPKYDELGN---EIPID-DQRRLFIELDKFTATLQPGKN--TV-VRSSVDSSVTLSQQHTFEELEK--GEGL-------------DE--S-----RTEFCS : 526 
EcaHcD.    : TYSKDSLLELSHGINL---K--GHIQVKYEHLDHEPYNYEIEVDNRTGEARETCVRIFLAPKYDELGN---RLILE-EQRRLYIELDKFHRRLEPGKN--VL-VRASGDSSVTLSKVPTFEELES--G-NA-------------NV--N-----PNEYCS : 524 
AgoHcD.    : TYSTDSLLELSHGISL---K--GHIQVKYEHLDHEPYNYEIEVDNRTGEAKETCVRIFLAPKYDELGN---RLILE-EQRRLYIELDKFHRRLEPGKN--VL-VRASGDSSVTLSKVPTFQELES--G-NA-------------NV--S-----PNEYCS : 524 
NinHcD.    : TYSKDAYLELSHGINL---K--NKIKVKYEHLDHEPFSYTIAATNATGAAKKTTVRIFLAPKYDELGN---RLVLE-DQRRLYIELDKFTTTLEPGRN--TI-NRRSVDSSVTLSHVPTFEELEK--GENI-------------PN--R-----ETEYCS : 524 
EcaHcF.    : TYMKESTLEMSHGISF---K--GAVKVKYQHLDHDPFTYSISVENTTGDVKHATVRIFLGPTQDELGN---RLRLN-EQRRFYIELDKFHAELAAGKN--TI-TRKSSESSVTVSHTPTFEELQR--GEGV-------------DE--N-----TTEFCS : 527 
AgoHcF.    : TYMKESTLEMSHGISF---K--GGVKVKYSHLDHDPFTYSISVENTTGDVKHATVRIFLGPTQDELGN---RLRLN-EQRRFYIELDKFHAELAAGKN--TI-TRKSADSSVTVSHTPTFEQLQR--GEGV-------------DE--N-----TTEFCS : 527 
NinHcF.    : TYLKEDQLEVSHGVSL---K--GSVKVKYHHLDHEPFAYNISCENSSGATKHATVRIFLGPVFDELGN---KLSLN-EARRFFIELDKFHAELAPGKN--TV-TRKSTESSVTVKPTPKFSQLQS--GEGI-------------SE--N-----STEFCS : 526 
EbaHcF.    : TFLKESQLELSHGITL---K--GSVKVSYHHLDHDPFTFSIGVENTSGEVKNATVRVFLGPKYDELGN---RILLN-EQRRFFIELDKFRATLEPGKT--II-THKSSDSAVTIDRTPTFEDLQK--GDVV-------------NE--T-----NSEFCS : 525 
PimHc5A.   : TFMNEEELELSNGINT---K--GSVKVKFEHLDHESFDYEIAVENKSHDAKHATVRIFLGPKYDELGN---RMTLN-DQRGLYIELDKFHKELAPGKN--II-KRHSKDSSVTITHIPTFAELEA--GKGV-------------SE--D-----NSEFCS : 525 
MgiHcF.    : TFFAEDQLELRHGINT---H--GSVKVKYHHLDHEPFTYNISVENKTGAEKDSTVRIFLGPKYDELGN---HLRID-EARRFYIELDKFHAKLSPGKN--VV-TRKSSESNVVANKTPNFDELEG--GA-------------------S-----SDQFCS : 521 
MgiHcD.    : TTLKQDSLELHHGIPL---K--GSVKVKYEHLDHDQFDYSIVVDNKTGKDKHATARIFLAPKYDELGN---RIILD-EQRRMYIEMDKFRVDLHPGKN--TI-TRSSDKSSVTITHVPTFDELEA--GIGV-------------GE--N-----DSEFCS : 525 
EbaHcD.    : TFMKEDELELSHGINL---K--GSVRVKYEHIDHEPYKYHIEVDNTTGAVKNATVRIFLAPKYDELGN---RLVLD-NQRGLFIELDKFHTEIPPGKS--SI-DRLSSESSVTLSHTPTFDELQR--GEGV-------------DD--D-----KTEFCS : 526 
LpoHcIIIb. : TYTTESELELSHGIDM---K--ASTKVKYHHLDHDKFEYSISVNNTSGLVKHATFRIFLGPKYDELGN---LLTPE-QQRRFFIELDKFHREVPSGVS--VI-TRSSTDSSVTISHVPTFEELKD--GKGV-------------NL--D-----NSEFCS : 526 
CroHcIIIb. : TYTTESELELSHGIHM---K--GPTKVKYHHLDHDKFDYSISVNNTSGLAKNATFRIFLGPKYDELGN---LLTPE-QQRRFFIELDKFHREVPTGKS--VI-TRSSADSSVTISHVPTFEELRN--GKGV-------------DV--N-----NSEFCS : 526 
LpoHcIV.   : TFMATDELELSHGIHL---D--GSTKVKYHHLNHEAFSYEIQVENHSDTVKHGTFRVFLAPKYDELGN---RLILN-EQRRLFIELDKFHHGIHKGHN--TI-VRNSTESSVTVSKIHTFNELKA--GVGV-------------DE--K-----NTEYCS : 525 
CroHcIV.   : TYMATDELELSHGIHL---N--GPTKVKYHHLNHEPFTYEIHVENKSDSVKHGTFRIFLAPKYDELGN---RLILN-EQRRLFIELDKFHHGIHKGSN--TI-VRNSTESSVTISKVHTFNELKA--GVGV-------------KE--S-----NTEYCS : 525 
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BmoPPO2.   : TFWMLSDVNLSRGLDFSD-N--GPVYARFTHLNYRHFSYRINVNN-TGSSRRTTVRIFITPKFDERNV---PWIFS-DQRKMCIEMDRFVTVLNAGEN--NI-VRQSTESSITIPFEQTFRDLSA--QGND---------PRRDEL--A-----TFNYCG : 580 
MsePPO1.   : TFWMQSDVNLSKGLDFSD-R--GPVYARFTHLNHRPFRYVIKANN-TASARRTTVRIFIAPKTDERNL---PWALS-DQRKMFIEMDRFVVPLSAGEN--TI-TRQSTESSLTIPFEQTFRDLSI--QGSD---------PRRSEL--A-----AFNYCG : 583 
MsePPO.    : TFWMQSDVNLSKGLDFSD-R--GPVYARFTHLNHRPFRYVIKANN-TASARRTTVRIFIAPKTDERNL---PWALS-DQRKMFIEMDRFVVPLSAGEN--TI-TRQSTESSLTIPFEQTFRDLSI--QGSD---------PRRSEL--A-----AFNYCG : 583 
OfuPPO.    : TFWMSSDVDLSRGLDFSN-R--GPVYARFTHLNHRPFQYVINVNN-TGNARRTTVRIFISPKVDERNQ---PWILS-DQRKMFIEMDRFVTPLNAGQN--RI-VRQSTEPTFTIPFEQTFRDLSV--QGED---------PRQVDL--A-----AFNFCG : 580 
HcuPPO2.   : TFWMSSDVDLSRGLDFSE-R--RPVYARFTHLNHTPFRYVIKVNN-TGSARRTTVRIFIAPKFDERNL---TWALA-DQRKMFVEMDIFVTPLNAGEN--TI-TRLSTQSSVTIPFEQTFRDLSP--QSGD---------PRRTNL--A-----AFNFCG : 582 
PlaPPO.    : TFWQEKRVPLSRGVDFGR-P--NPVYVLTRHLQHEPFLYNIAVHNSTDKEVTATVRLFMAPKFSEFRR---EFTYT-EIRRLFFELDKFQAKIAPGWQ--TV-TRLSDESNVTIPDYTNFTWFET--NPEL---------GTRPGG--F-----RETFCG : 555 
EpiHc1.    : TFFDTKQLNLTKGLDFGNLE--QSILVTITHLQHEEFTYNIKVNNNTGKDFTGTFRIFMAPKNDDLDI---PMEIN-EQRILMIEMDKFQLKLSPGEN--NI-TRKSEDSNVTLHKEMTWEMIEN--QPDT------------SGP--S-----SQHYCA : 540 
NkePPO.    : TGWDRRLIEASRGLDFSE-KRDVPILVRLSHINHKPFVYRLRVRNDGKTSKLATVRIYLAPKYNERGKISGNMTFF-DQRRLWAEMDKFVVKLNPGKN--LI-ERRSLDSSYSLPAEKAFRDLEE--GRVD----------EPGDD--E-----IADFNG : 593 
PlePPO.    : TGWSVREFEASRGLDFNS-P--NPVILRITHLDHAPFTYHLQITNSHRKPKSVTVRIYMAPKHNERGL---EMGFM-EQRLLWAEMDKFTQDLKPGQN--QI-VRASNLSSITNPSGYTFRSLEA--VNPA--------NPGPPAN--A-----ETNFCG : 577 
HamPPO.    : TGWSTREFEASRGIDFNS-P--NPVILRLTHLDSVPFNYHIEVTNTEPKPKVVTVRIFLAPKHNGSGA---EMPFM-EQRILWTEMDKFNHTLNPGKN--QI-VRSSKDSSITNPTDITFRDLDS--KPMT----------SETEA--T-----EFDFCG : 573 
MjaPPO.    : TGWNKRGFEASRGLDFNG----RPVLVELKHLDHEPFNYHLQLNNRGRTAKEVTVRVFLAPKFNARGL---KMNFM-EQRILWAEMDKFTVSLKPGGN--HV-VRTSKDSSITNPEELTFRDLEN--SGTD---------PASPEA--T-----AFNFCG : 577 
PmoPPO.    : TGWNTREFEASRGLDFSG----KPVILRLTHLDNKPFDYHIQINNDLREPKEVTVRIYLAPKFGDREK---EMDFM-EQRILWAEMDKFTVLLKPGKNQEHV-TRSSKESSITNLEELTFKDLEN--SGPG----------NTSEQ--D-----AFNFCG : 578 
PsePPO.    : TGWNTREFEASRGLDFLG----KPVILRLTHIDHKPFEYHIQINNDLREPKEVTVRIFLAPKFNGQGD---VMNFM-EQRILWSEMDKFTVHLKPGKN--HV-VRSSKESSITNLEELTFKDLEN--SGPG----------NSDEQ--V-----AFNFCG : 574 
CmaPPO.    : TGWNTRDFEASRGLDFNI-N--RPVMVRLTHLDHNSFHYNIKLVNNDKLPMEVTVRIFMAPKQNERGV---DMNLM-EQRVLWAEMDRFTQNLKPGPN--HI-LRPSTSSSITNANDFTFRDLEQMPVSDN---------PGADEN--T-----LFNFCG : 559 
AfrPPO.    : TGWGKSRLNLAQGIDLQG-R--RNVQAELTHLIHEPFAYRFTVRNDTRAPRRVCFRVFMTPIYDEVGR---KLTFR-QQTLLAVEMDKFAVTVNAPMV--QL-DRTSRESSVTIPIERFFRVYER--RTAN---------TSDALS--N-----YEMFCG : 584 
MgeHc1     : TFFEPFDIDLYNALDDDKTVSDIEIKARVQRINHKPFTYHINVESDV--ERKVVVRTFIGPKYDWYHQ---EVPVN-EKRWEMVELDKFLTHIPAGKS--VI-ERLSTESTVTTPDYESFRSLVN--RVDE---------ALKGNKEFII----DEEFRH : 548 
PmaHc1     : TYFEDFDIDMLNALDDTADLPDVDVKARVQRLNHEPFTWALHMESDK--EVTAAFRVFLGPKKDWYES---DFTIN-EVRPYLIEIDKFVTKVVAGKS--VI-HRKSSESSVTIPDRETTKVLLE--KVEH---------ALEGKETLNV----NKDERH : 546 
PgrHc1     : TYYEEFDIDMLNALDNTVDLPNVEVKARVQRLNHEPFTWALHVESDK--EVTAAFRVFLGPKQDWYGS---DFTIN-TVRPYVIEIDKFVAKVVAGKS--VI-HRKSSESSVTIPDRETTTLLLD--RVDL---------ALDGKETLNV----NKDERH : 546 
PamHc1     : TYFEDFDIDMLNALDDTAELQDVDIKARVRRLNHKPFSVQVTVNSER--DAMAVVRIFLAPKYDWFGQ---EIPIN-EKRLYMIEIDKFVTKVNKGTT--VV-QRKSSESSVTIPDRETTKVLTK--RVEE---------ALQGKTTYMV----NKDVRH : 547 
BduHc1     : TYFEDFDIDLLNALDDTQELDDVEIKARVRRLNHKPFTFHITINSEL--DATAAVRVFLGPKYDWFGQ---EIPIN-EKRLYMVEIDKFVAKVNKGTT--VV-QRKSSESSVTIPDRETTKDLVK--KVHD---------ALEGKSSFYV----CKDVRH : 547 
HmeHc1     : TYLEDFDIDLLNALDDTQELDDVEIKARVRRLNHQPFTFRVTVSSEK--NANVAVRVFLGPKYDWFGV---QIPLN-EKRLYMVEIDKFYTTVNKGTT--VI-ERKSSESSVTIPDRETTKVLQK--KVED---------AIQGNGAFLV----NKDVRH : 547 
CseHc1     : TYFEDFDIDLLNALDDTLELKDVEIKARVRRLNHRPFTFSITVNSNQ--EQMAAVRIFLGPKFDWFGQ---EIPIN-EKRLYVIELDKFVAKVNKGAT--VI-QRKSSESSVAIPDRETTKILVR--RVDD---------ALQGKATYTV----NKDVRH : 547 
CmoHc1     : TYFEDFDADLLNALDDTIDLDDVEIKARVRRLNHKPFTVQITAESER--ETLATVRIFLGPKYDWFGQ---EIPLE-EKRQYLVEIDKFVTKVNSGKT--TI-QRKSSESSVTIPDRETTKLLVA--KVEN---------AINGKATINV----NKDVRH : 547 
SamHc1     : TFFEYFDVDLLNALDDTEELPDVSIHARVRRLNHKPFVFSVRVNSEA--ERFVTVRVFLGPKYDWFGQ---EIPIN-EKRHYIVEIDKFVAKVNAGKT--VI-ARKSSESSVTIPDRETTKVLTQ--RVED---------AIAGKVQLTV----NKDVRH : 547 
CacHc1     : TYFEDFDIDLLNALDDTVELEDVEIKARVRRLNHKPFNFKIEVNSDK--EYTAAVRVYIGPKYDWFGQ---EITLD-EKRLYMVEIDKFVTKLTAGHN--NI-FRKSSESSVTIPDRETTKVLHK--KVKD---------ALKNSTPLLV----NKDVRH : 547 
TdoHc1     : TYFEDFDIDLLNALDDTVELPDVEIKARVRRLNHRPFTYTINLNSDK--DATVIVRVFLGPKYDWFGQ---EIPLE-KKRLYMIELDKFVAKVSAGQT--PI-QRKSSESSVTIPDRETTKVLVQ--RVKD---------ALEDKTTWNV----NKDLRH : 548 
ScuHc1     : TYFEDFDIDMLNALDDAAGLTDVDIKARVQRLNHKPFGIKIIANSAA--EKTVTVRLFLAPKYDWYGR---EVPLD-IQRWKFIELDKFAVKLTAGEN--AI-VRKSSESSVTIPDPVSTHDLRK--LVDD---------AIAGTATLEV----DKDVRH : 549 
StuHc1     : TFFDDFEIDLTMALDDTPELADVPIKAISHRLNHAPFTYLLKMKSDA--SHVATVRIFLGPKYNSYGE---ELSLD-TKRWMMVEMDKFVVHLHSGNS--EI-LRKSTESSVTIPDPKGYKGMVE--AVKS---------AIAGDSEFKV----NKEHRH : 550 
BduHc2     : TYFDESHIDLGNAVDTATHKQVVDIKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKR--PVNAIVRIFLAPKYDWFGQ---KVPLD-AARWGVIELDRFPVKLVNGDT--VI-TRSSDQSTVTIPEPKSYPELVN--DVER---------AVRGEVDFVY----DKHHRH : 555 
PamHc2     : TYFDESHIDLNNIVDTSGQKEVVDIKALVGRLNHEPFKYVITVHSEK--PVRAIVRVFPLPKYNWFGQ---MVPLD-EARWGAIELDRFPVSLVHGDN--IV-TRNSEDSTVTIPEPRSFPDLMS--DVQK---------AIRGEQDFKY----DIHHRH : 555 
CseHc2     : TYFDESHIDLNNIVENVGREQPVDIKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKK--PVRGIVRIFLAPKLNWFGQ---RVPLD-VARWGFIELDRFPVRLASGDN--IV-SRNSVDSIITVPEPRSFSNLVS--DVEK---------AIRGEQVFSY----DKYYRH : 555 
HmeHc2     : TYFDESHIDLGNAVYTTGQREQVDIKAVVSRLNHEPFKYVITVNSKK--AVHGVARIFLSPKYNWFGQ---KIPLH-VARWGMIELDRFPVKLEAGDN--VI-TRNSEDSIVTIPEPRSFPHLIN--YVER---------AINGEEEYVV----DKYHRH : 557 
TdoHc2     : TYFDEFNIDLANAVEGHYKEGDVQIKASVNRLNHEPFKYVITVHSDK--VAEGIVRIFIAPKYDWFGE---VVPLD-KIRWSLIELDRFPVHLRQGDN--VI-VRSSQDSTVTIPEPRSYPELIK--EIED---------ALNGQDEYAI----DKYHRH : 555 
PmaHc2     : TFFDESHINLGNMWVHTP--EKVGIEVTMKRLNHEAFKYVITATAEK--ETEGIVRIFLSPTYNWFGQ---EITLQ-DGHWGAIEMDRFPVKLTAGEN--VI-TRSGKKSVVTIDEPMSFAEIHK---------------AVADKDATHF----HKEFRH : 551 
PgrHc2     : TFFDESHINLGNMWAHTP--EKVGIEVTTKRLNHESFKYVITATADK--DTEGIVRIFLSPTYNWFGQ---EITLQ-DGHWGVIEMDRFPVKLTAGEN--VI-TRSGKKSVVTIDEPMSFAEIHK---------------AVADKDATHF----HKEFRH : 551 
StuHc2     : THFNNFYIDLHNALDTTTTLGDVDIKARIGRMAHEPFKYTINVNSER--PVTATVRIFLAPAYNWYGE---EIHLD-EGRWLAVELDKFAVKLHEGEN--VI-TRLSKDSTITIPDMKSHKDMIR--EVES---------ALAGELEYHI----DEHHRH : 555 
StuHc3     : TFFEDFEFDLTQGMELTGTGDDAHIKAVMARINHKPFHYTIKVNSDV--KRTGMVRIFLAPKYDWYGE---EIDIT-HNAWQTVELDKFLVPLDPGEN--VI-VRKSDESTVTIPDPPSYAQLVK--EVED---------ALSGTSVLKV----HKFHRH : 547 
PinHcC     : TFFENFEYSLLNAVDDTVDIADVEILTYIERLNHKKFSFLILVTNNNNTEVLATVRIFAWPLRDNNGI---EYSFN-EGRWRALELDRFWVKVKHGHH--QI-TRQSTESSVTVPDVPSLQTLID--RADA---------AISSGCALHL----EDYESA : 551 
CmaHc6     : TYFETFEYSLVNAVDDTEDVDDVDIFTYISRLNHKEFSFVGDVTNELDHDVLATVRIFAWPHEDNNGV---AFSFN-DGRWNAIEMDKFWVMLHPGHN--HI-ERSSHDSSATVPDIPSFQIIKD--RTNE---------AIAQNKELHI----EEFESG : 549 
CmaHc3     : TYFETFEYSLVNAVDDTEDVDDVDIFTYISRLNHKEFSFVGDVTNELDHDVLATVRIFAWPHEDNNGV---AFSFN-DGRWNAIEMDKFWVMLHPGHN--HI-ERSSHDSSATVPDIPSFQFIKD--RTNE---------AIAQNKELHI----EEFESG : 550 
CmaHc4     : TYFEDFEYSLINAVDDTAEIADVPISTVVKRLTHKSFTAKCVINNNNEHDVIATVRIFAWPKYDNNHV---EFSFN-DGRWNAIEMDKYWTKLTPGPN--TI-TRSSMDSSVTVPDVPSFLTLIE--KTEE---------AVSSGSELHL----EDYVSG : 550 
CmaHc5     : TYFEDFEYSLINAVDDTAEIADVPISTVVKRLAHKDFTAECVINNNNENEVMATVRIFAWPKYDNNHV---EFSFN-DGRWNAIEMDKFWTKLAPGPN--TI-TRSSKDSSVTVPDVPSFLTLIE--KTEE---------AVSSGSELHL----EDYVSG : 550 
CsaHc      : THFEDYEYSLINGVDDTVDVLDVPISTVVSRLTHNDFKVKIGITNSQNHEVLATVRIFAWPKYDNNHV---EFSFN-EGRWNAIELAKFWTKLNSGSN--II-ERSSKDFGVTVPDVPSFQTLMD--MTDE---------ALGSGSALHL----EDYESG : 550 
PciHc3     : TYFEDFEYSLINAVDDTVEIPDVAISTVIPRLNHREFSFIVDVDNDQDHDVLATVRIFAWPHADNNGV---EFTFD-EGRWNAIELDKFWTFLHPGHN--HI-ERRGADSSVTVPDVPSFRFLME--RAEQ---------ALKDHVELDL----DEYVSA : 552 
PvaHc1     : TYFEDFEYNLINAVDDTEQIADVDISTYVPRLNHKEFKIKVDVSNNKGEEV-SYRHIFAWPHLDNNGI---KFTFD-EGRWNAIELDKFWVKLPGGTH--HI-ERKCSESAVTVPDVPSFATLFE--KTKE---------ALG-GADSGL----KDFESA : 549 
MjaHcL     : TYFEDFEYNLINAVDDTEQIPDVEISTYVPRLNHKDFAFKIGVSNNKGEETLATVRIFAWPHLDNNGI---EFSFD-EGRWHAIELDKFWVKLGTGVT--EI-TRKCSESAVTVPDVPSFATLFE--KTKA---------ALG-GADSGL----TDFESA : 550 
FchHc1     : TFFEDYEYSLINAVDDTEEIADVEISTYVPRLNHKDFAYNIEVTNNNGKEVLTTVRIFAWPHRDNNGI---EYTFD-EGRWNAIELDKFWVKLSPGSN--HI-VRKSSESAVTVPDVPSFDTLFK--KAEA---------ALG-GGDAGL----TEFESA : 550 
PvaHc      : TYFEDFEYSLINAVDDAEGIPDVEISTYVPRLNHKEFTFRIDVENGG-AERLATVRIFAWPHKDNNGI---EYTFD-EGRWNAIELDKFWVSLKGGKT--SI-ERKSTESSVTVPDVPSIHDLFA--EAEA---------GGA-----GL----AKFESA : 545 
MjaHcY     : TYFEDFEYSLINAVDDAEGIQDVAISTYVPRLNHKEFTIKLDVKSDA--ARLATVRIFAWPHKDNNGI---EYTFD-EGRWNAIELDKFWVSLSSGSN--AI-ERKSTESGVTVPDVPSIQTLFD--KAAA---------GGA-----GL----TEYESA : 544 
PinHcA     : TFFDEFQYSLINAVDSGENIEDVEINARVHRLNHKEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNNGI---TLTLD-EARWFCIELDKFFQKVPKGPE--TI-ERSSKDSSVTVPDMPSFQSLKE--QADN---------AVNGGHDLDL----SAYERS : 551 
PinHcB     : TFFDEFQYSILNAVDSGENIEDVDINARVHRLNHNEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNNGI---TLTLD-EARWFCIELDKFFQKVPSGPE--TI-ERSSKDSSVTVPDMPSFQSLKE--QADN---------AVNGGHDLDL----SAYERS : 551 
PelHc1     : TFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVAIYANVHRLNHEEFTYEIEVRNHN-EEKFATVRIFLCPTEDNNGI---TLNLD-EERWLCLEMDKFWRKLANGKN--LI-ERSSKDSSVTVPDMPSFESLKH--QADE---------AVKNGEDLDL----SAYERS : 550 
PelHc4     : TFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVAIYANVHRLNHEEFTYEIEVRNHN-EEKFATVRIFLCPTEDNNGI---TLNLD-EARWLCLEMDKFWKKLANGKN--LI-ERSSKDSSVTVPDMPSFESLKH--QADE---------AVKNGEDLDL----SAYERS : 550 
PelHc3     : TFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVAIYANVHRLNHEEFTYDIEVRNHNEEEKFATVRIFLCPTEDNNGI---TLNLD-EARWLCLEMDKFWKKLGNGLN--MI-ERSSKDSSVTVPDMPSFESLKH--QADE---------AVKNGEDLDL----SAYERS : 551 
PelHc2     : TFFDQFKYSLVNAVDSGENIEDVEIYANVHRLNHEEFTYVIEVSNAN-EVHLATVRIFLCPTEDNNGI---TLNLD-EERWLCLELDKFWTKLANGKN--LI-ERSSKDSSVTVPDMPSFESLKH--QADE---------AVKNGEDLDL----SAYERS : 550 
HamHcA     : TFFDEFEFSLGNAVDELEKVHDVAISAYVHRLNHEEFSYKILVQNNNEGDILATVRIYLCPTVDNNHI---HIPLS-EGHWTCIEMDKFYKQLKTGSN--KI-DRKSTESSVTVPDSLSLAELHE--KTDQ---------AVASGSKLDL----HEYERS : 551 
PleHc2.    : TYFDTFEFSLVNAVDQSDKVADVAISADVHRLNHQEFSYNIDVSNNNGGKVLGTIRIFLCPVKDSNGV---TFTWE-EGHWHCIEMDKFYKSLAPGIN--HI-VRKSTDSSVTVPDRPSFNILKS--KTDR---------AVSSHSKLDL----HKFERS : 551 
GpuHc1.    : TFFEDFEFDLKMAVDSSEAVAEVEVKAHVDRLNHKDFAYNFDIKSDS-ADQHAVVRVFLCPRRDNNGI---QFTFD-EGRWNCIEMDKFWTKLAAGDN--HI-KRKSSESSVSVPDVPSFASLIH--DADA---------AVASGSELHL----EDFDRS : 550 
GroHc1.    : TFFEDFEYDLKMAVDSSEAVAEVEVKAHVDRLNHKDFAYNFDIKSDS-ADQHAVVRVFLCPRRDNNGI---QFTFD-EGRWNCIEMDKFWTKLAAGDN--HI-KRKSSESSVTVPDVPSFASLIH--DADA---------AVASGSDLHL----EEFDRA : 550 
CcsHc.     : TFFEDYEFDLSNAVDSSDKIERVAVNASIKRLNHKDFNLKFEINSNNDVEKHGVVRTFICPRKDAHGV---IFSFE-EGRWNCIELDKFWTKLAPGVN--SI-TRSSKDSSVTVPDVPSFKRLIA--DTKA---------ALAEDKEVKF----EEYHRS : 550 
EpuHc1.    : TFFEDFEFDLQMAVDDTPEVQDVPITAIVSRLNHEPFSLTADITNNHGGDVFATIRVFLCPRYDANEI---LFDLN-EGRWHCIEIDKFWRTLHSGDN--HL-ERKSSDASTTVPDIPSYESLMK--MADA---------AVASGEELHI----EQFTRS : 553 
EpuHc2     : TYFEDFELGLKMAVDDTQEVQDVPITAIVSRLNHEPFSLTADIKNTHGGDVFATIRVFLCPRHDHNGI---LFTLE-EGRWHCIEIDKFWRTLHAGDN--HI-ERESSDASTTVPDIPSFHTLIE--KADA---------AVAAGEELHL----EQFTRS : 553 
NkeHc.     : TYFEHFKFDLTMAVDDTPEIADVELTADVSRLNHKSFAYNFQLTNNKGSPASAVFRVFLCPRKDYNGI---LIPLE-ERRWLCIEMDKFWKTLSPGGN--TV-VRKSGESSVTIPDRKHFAEMMS--ETDA---------AASSGGSLDY----SDLAHS : 553 
PleHc.     : TFFEDFEFDLSNALDTTENVNEVSVKTHISRLNHKPFSLNIHAHAEH--DDKVTVRVYISAKHDENHI---ALDID-ESRWGAILLDTFWTEVHAGDN--EI-KRKSSESSVAIPDRVSFPQLIH--DADE---------AVANGAELPH----KE-SRS : 546 
CmaHc1.    : TFFEDFEFDLRNALDTSDNVGDVTVKAHVSRLNHKPFYYNIHYNAKQ--DDKVTVRVYLTPVRDENGI---KLDIN-DNRWSAIMIDTFWTEVKAGTH--NH-RRSGFESNVAIPDRISFEELIK--ETDE---------AVDNNLELSL----NS-GRS : 546 
CmaHc2.    : TFFEDFKFDLRNALDTSDGVGDVTVYAHVPRLNHKPFGYNINYHAKS--AERVTVRVYLTPKYDENGV---QREME-VGRWHAILLDTFWVDVEAGDH--VY-HRDASQSNVAIPDRISFEELIK--ETDE---------AVANNEELSL----NS-GRS : 546 
PciHc1.    : TYFEDFSFDLGNALDTTETVEDVKVTAHVSRLNHKPFTYKMHLHANQ--AEKVTVRVFIAPKYDQNLA---PLEIN-QARWFAIALDTFWVDVAAGDS--VI-ERSSSDSNVAIPDRISFPTLIH--DTDE---------AVAAGGQLSFSVD-GHNTRG : 550 
PciHc2.    : TYFEDFSVDLGNALDTTETVEDVKVTAHVSRLNHKAFTYNIHINANH--AEKVTVRVLIAPKYDENHV---PLDIN-HARWAGIELDTFWVDVPAGDS--VI-ERSSSDSNVAISDRISFPTLIH--DTDE---------AVASGSSLSFAT--DHHARG : 549 
OscHc1.    : TYFEDFEFNLINALDDTEQIEDVPVSTTVMRLNHKPFAYHIDFTAKY--NAIATVRIFLCPKHDYNHI---EMTMD-EYRWGCLEMDKFWIDAHYGEN--NL-VRHSHESSVTIPDRIPFDDLIK--QADD---------AVANDSEFPR----RD-WRA : 547 
OscHc3     : TYFEDFEFNLINALDDTEQIDDVPVSTSVHRMNHKPFDYHIIYNAKY--DAVATVRIFLCPKHDYNHI---ELKMD-EYRWGCLEMDKFWVDAHSGEN--HI-VRHAHESSVTIPDRIPFEDLIK--QADE---------AVANDSEFPR----RD-WRA : 547 
OscHc2.    : TFFEDFEIDLTNALDDTEEIDDVAVSTYVHRLNHKPFSYKIHVNADH--EDTATVRIYLCPKHDYNGI---ELHLD-EYRWGCIEMDKFWTHLAAGSQ--DI-VRKASESSVTIPDRVPFSELIK--EADE---------AVAAGSDLEH----TD-IRA : 526 
OscHc4.    : TYFEDFEIDLTHAIDDTEEIDDVAVSTYVHRLNHKPFAYKIKVKADH--EDTATVRIFLCPKHDYNGI---ELHLD-EYRWGCIEMDKFWTHLSAGSQ--EI-TRKGSESSVTIPDRVPFSDLIK--EADD---------AVAAGSDLDH----KN-IRA : 537 
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PseHc      : CGWPDHLLIPKGTRN-GIKYVLFVMISNWRKEKIGET-----------------ETYRTCDDSLTMCGLL--DKKFPDKRSMGFPLDRPIPS-------TTSNWF--NRP--NMMRQDVTI : 728 
PanHc3     : CGWPNYLLVPKGKRE-GMKFRLIVVATNWADDKLHDD-----------------T-SCMCKGSPAYCRLL--YNQVPDRRPLGYPFDRVIGT-------RKLEDIHQKVQ--NLFATDVTI : 617 
SdeHc1     : CGWPDNLLVPRGSYE-GTEFQVFVVVTNYEEDYVPSD-----------------E-SCHCGDGRSYCGIL--FGNHPDRRPYGYPFEKRTDA-------HTFQDF--KTP--NMYAVDVSI : 621 
ScoHcA.    : CGWPDYLLLPKGKYE-GMTYQLFVVATDYEEDHVEDA---------------G-E-ECQCRDSMSYCGSV--EHKLPDNKPLGYPFDRRIDG-------TGFEEF--KTQ--NMYYGDVVI : 616 
ScoHcB.    : CGWPDYLLIPKGNHQ-GVQFNVYVIATSYDEDHVESD-----------------E-SCHCGDSLSYCGAL--YDKYPDRRPMGYPFDRHADA-------QTFDEF--KTK--NMNSVTVTI : 620 
ScoHcC     : CGWPDYLLVPKGNFE-GFPMEVFVIVTDYEEDKVEGP---------------D-E-GCACHDALTYCGGI--DYHFPDKRAMGFPFDRPIKQ-------RNFNAF--KTK--NMGKVTVDV : 620 
ScoHcD     : CGWPDYMLLPKGKYE-GLRFRVFAIVTNHDEDKVSDQ-----------------E-TCLCGDAVAYCGAH--NQKYPDKKPMGFPFDRRIDE-------RTFEHF--HTP--NMIATDVII : 619 
SdeHc2     : CGWPEYLLLPRGSYE-GLDFQLFVAVTNWDEDKVKDK---------------VEP-ECQCSESLSYCGTI--SGKYPDRRPFGYPFERPIVE-------SNWEDF--VTQ--NIHISDVNI : 616 
SpiHc1.    : CGWPEYLLVPQGDYD-GMHYELFVMATNYDEDKAQDT-----------------DLSCKC-HAHSYCGNI--LGEYLDKRPLGYPFDRKIKA-------TGWAEF--KTQ--NMCDADIVI : 615 
AgiHc1.    : CGWPEYLLVPQGDYD-GMHYELFVMATNYDEDKDQNA-----------------DMSCKC-HAHSYCGNI--LGEYLDKRPLGYPFDRKIKA-------AGWEEF--KTQ--NMCDTDVVI : 615 
PanHc1.    : CGWPEYMLFPKGNYE-GMAFKLFVMVTDWDQDKISDD-----------------T-SCHCKNSLCYCGTI--FQEYPDKRPMGFPFDRPLPK-------SGWEAF--RTP--NMFRKDLTV : 645 
PanHc2.    : CGWPDYLLVPKGNYE-GMKFQLFVMVGDWAKDENTES-----------------RGNCFCKDSLTYCGGI--DSKYRDTKPFGFPYDRKIKA-------ESWQDW--ETD--NIAHTDITV : 620 
HauHcB.    : CGWPQNLLLPKSNYQ-GMEWRLFAVVDDADEEHSEIG-----------------E-NCNCGSALSYCGIV--SGKYPNSKAMGYPFDRHIDA-------HNVEDW--VTP--NIQHVDITI : 611 
HauHcA.    : CGWPQNLLLPKSNYH-GMEWRLFAVVDDADEEHSEIG-----------------E-NCNCGSALSYCGIV--SGKYPNSKAMGYPFDRHISA-------HSVEDW--VTP--NINYADITI : 611 
ScoHcX.    : CGWPNYLLVPKGSSQ-GTPFAFVVMLTLAEDDFTPNM-----------------DDTCFCADSWSHCGSL--FIQYPENVEMGFPFQPIIEC-------TKEEFF--ALP--NIAKQEVII : 631 
SdePPO1    : CGLPEHLLVPRGKQE-GMPFQTFVMITDAVKDRVNGD-------------------SKQCHDATSYCGVI--NEKYPDKKPMGYPFDRVILA-------ADWSTF--KTS--NMNFGDVTV : 640 
SmaPPO     : CGLPDHLLIPRGKPE-GMEFQLFVMVTNAQQDRVVPS-----------------T-TTTCQDAASYCGIL--NERYPDVRPMGFPFDRRIEA-------ATLDVF--RTT--NMNMAPVNI : 644 
SdePPO2    : CGLPDHLLVPRGKKD-GMAFQTFVMITSAIEDRVKGK-------------------GQHCLDAASYCGVI--NDKYPDKKPMGFPFDRVINA-------ADWSSF--KTP--NMGFGVIKI : 620 
SdePPO3    : CGLPSHLLVPRGKRE-GMNFMTFVMITDXTKDKVYEE-----------------D-DDVCKTAPSYCGIL--NKKYPDKRAMGFPFDRQISD-------NSWQKF--QKP--NNEVWRT-- : 635 
EcaHcA.    : CGWPQHLLVPKGNEK-GMQFDLFVMLTDASVDRVQSG---------------D-G-TPLCADALSYCGVL--DQKYPDKRAMGYPFDRKITA-------DTHEEF--LTG--NMNISHVTV : 620 
AgoHcA.    : CGWPQHLLVPKGSEK-GMQFDLFVMLTDASVDRVQSG---------------D-G-TPLCADALSYCGVL--DQKYPDKRAMGYPFDRMIIA-------DTHEEF--LTG--NMNISHVTV : 620 
NinHcA.    : CGWPQHLLVPKGSNK-GMVFDLFVMITDAEKDKVPTS-----------------G-KKLCNDALSYCGVM--DEKYPDKRAMGYPFDRTITA-------QSHEEF--ITP--NMKISNITV : 619 
EbaHcA.    : CGWPQHLLVPRGNEK-GMVFHLFVMLTDWSQDKVSDGSA-------------E-A-EHACSDAVSYCGVM--DEKYPDKKAMGFPFDRTIET--------TREGF--FTP--NMSLTEVTV : 621 
MgiHcA.    : CGWPSHLLVPRGNEK-GMDFDLFVMVTDWEKDKVESA---------------H-D-DPLCTDAVSYCGVI--DDKYPDKKAMGFPFDRYISS--------DREKF--LSP--NMRLTKIII : 621 
PimHc3B.   : CGWPQHLLVPKGNSK-GMTFYLFVMLTDRDADKVADD---------------DPE-HSICSDAVSYCGAK--DDKYPDKKSMGFPFDRTMPY-------ETSDEF--LTP--NMKCKEITI : 622 
LpoHcII.   : CGWPSHLLVPKGNIK-GMEYHLFVMLTDWDKDKVDGS-----------------E-SVACVDAVSYCGAR--DHKYPDKKPMGFPFDRPIHT-------EHISDF--LTN--NMFIKDIKI : 619 
CroHcII.   : CGWPSHPLVPKGNVK-GMEFHLFVMLTDWDKDKVDGS-----------------E-SVACVDAVSYCGAR--DHKYPDMKPMGFLFDRPILT-------EHISDF--LTN--NMFIKDIHI : 619 
PimHc3A.   : CGWPQHLLVPKGDIK-GMEFHLFVMLTDREKDKVSDG---------------DSH-KALCTDAVSYCGAR--DEKYPDKKAMGFPFDRKIPA-------ANHKEF--LTS--NMYLKEVTI : 617 
EcaHcD.    : CGWPEHMLVPRGKER-GMDFYLFVMLTDYEEDKVQGA---------------G-E-QTICSDAVSYCGAK--DQKYPDKKAMGYPFDRPIQV-------RTPSQF--KTP--NMAFQEIII : 614 
AgoHcD.    : CGWPEHMLVPRGKDR-GMDFYLFVVLTDYEEDKVQGA---------------G-E-QTICSDAVSYCGAK--DQKYPDKKAMGYPFDRPIQV-------RTPSQF--KTP--NMAFQEIII : 614 
NinHcD.    : CGWPEHMLVPRGTPR-GMVFHLFVMLTDYVEDKVLDD---------------S-A-TVVCSDAVSYCGAK--DQKYPDRRAMGYPFDRPIKA-------RTPSQF--KTQ--NMSFTEVRI : 614 
EcaHcF.    : CGWPEHLLVPRGTYK-GMDFQLFVMLTDYEDDHVGSH---------------N-G-QTLCADAVSYCGAK--DSKYPDKRAMGFPFDRVIKA-------RTVADF--RTT--NMSFTDVKI : 617 
AgoHcF.    : CGWPEHLLVPRGTYK-GMDFQLFVMLTDYEEDHVGSH---------------N-G-QTLCADAVSYCGAK--DSKYPDKRAMGFPFDRVIKA-------RTVPDF--GTK--NMSFTDVKI : 617 
NinHcF.    : CGWPEHLLVPRGTHK-GMDFYLFVMLTDYEHDHVNGL---------------N-E-KSICADAVSYCGAK--DQKYPDKKSMGFPFDRVIKA-------RTLAEF--SSA--NMKFQEVKI : 616 
EbaHcF.    : CGWPQHMLIPRGNHR-GMDFQLFVMLTDWDEDHVGPK---------------T-D-AFICADAVSYCGAK--DDRYPDKKAMGFPFDREITA-------HGPVDF--ATP--NMSFTDIKI : 615 
PimHc5A.   : CGWPQHMLVPRGNER-GMIFQLFVMLTDYTHDTVSGA---------------S-E-KAICSDAVSYCGAK--DSKYPDKKAMGFPFDRVIHA-------RTPAQF--KTP--NMSFTDVRI : 615 
MgiHcF.    : CGWPNYMLLPRGNHK-GMEFELFVMLTDWGEDHVGSL---------------S-D-HHVCHDAFSYCGVK--DQKYPDKKPMGFPFDRVIKA-------RSIAQF--KTH--NMSFTDVTI : 611 
MgiHcD.    : CGWPSHMLVPRGTTR-GMKFQLFVMLTDFEKDDVGGS---------------S-Q-AHLCSDALSYCGVK--DEKYPDKRAMGFPFDRTITQ-------RFPTQF--STH--NMSFTDIRI : 615 
EbaHcD.    : CGWPEHMLIPRGNSR-GMAFQLFVMLTDWEHDNVGGQ---------------G-G-TSLCVDAVSYCGAK--DEKYPDKRAMGFPFDRTITA-------RNPTMF--KTH--NMHFSDVVI : 616 
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LpoHcIIIb. : CGWPQHMLIPRGNHL-GMEFQLFVMLTDWEQDQAGKD---------------L-E-HLTCADAVSYCGAR--DHLYPDKKPMGFPFDRPIKA-------HTVEEF--LTP--NMSLTDIKI : 616 
CroHcIIIb. : CGWPQHMLIPRGNYL-GMEFQLFVMLTDWEQDKAGKD---------------L-E-HLTCADAVSYCGAR--DHLYPDKKPMGYPFDRPIKA-------HTVEEF--LTP--NMSLTDVKI : 616 
LpoHcIV.   : CGWPQHMLVPRGNEK-GMDFQLFVMVTDWEGDHVNGE-----------------P-SLICADAVSYCGAR--DHKYPDKKPMGFPFDRPIDA-------RTPSQF--ATP--NMSFTDIRI : 614 
CroHcIV.   : CGWPQHMLVPRGNEK-GMDFQLFVMVTDWEDDNVNGA-----------------L-SLICADAVSYCGAR--DHKYPDKRPMGFPFDRPIDA-------RTPSQF--ATP--NMSFTDIRI : 614 
PimHc2.    : CGWPQHLLVPRGTHR-GMKFCLFVMVTDWEHDKAGEL---------------A-H-KAICSDAVSYCGAK--DEKFPDKHAMGFPFDRPIHS-------HTLADF--STH--NMATTAVEI : 612 
EcaHcE.    : CGWPEHMLIPKGNHR-GMDFELFVIVTDYAQDAVNGH---------------G-E-NAECVDAVSYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRVIEG-------LTLEEF--LTP--SMSCTDVRI : 612 
AgoHcE.    : CGWPEHMLIPKGNHR-GMDFELFVILTDYAEDAVNGH---------------G-E-NAECVDAASYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRVIDA-------LTLEEF--LTP--SMSCTDVRI : 612 
NinHcE.    : CGWPEHMLIPRGSHK-GSEFDLFVILTDYEQDAVGGE-----------------A-SGVCVDAISYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRVITA-------DTVAEF--LTP--NMSCTDVKI : 615 
PimHc6.    : CGWPEYMLVPRGHHR-GMVFQLFVMLTDYEQDKIADI---------------N-E-NAVCRDAISYCGAK--DDKYPDKKAMGFPFDRKIEA-------RTGAEF--LTP--NMAVQDVKI : 615 
AauHc6.    : CGWPEHMLIPRGSHK-GMEFELFVMLTDHDEDTVAGL---------------S-E-NAVCSDAVSYCGAR--DDRYPDKKAMGFPFDRKIEA-------RTAAEF--LTP--NMGLTDIKI : 617 
EbaHcE.    : CGWPEHMLLPRGNFK-GMEFHLFVILTDHDQDAVEGA---------------T-T-KGSCADAFSYCGVK--DHKYPDSKAMGFPFDRHIVN-------HDIHGF--LPS--NASVTEVKI : 616 
EcaHcG.    : CGWPRHMLIPKGTHR-GMEFQLFVMLTDYTVDNPCGG---------------A-G-KIVCADAVSYCGAK--DQKYPDTKPMGFPFDRPTKI-------HTAEEI--LTP--NMSLTDVVI : 616 
AgoHcG.    : CGWPKHMLIPKGTHK-GMEFQLFVMLTDYTADNPDGG---------------A-G-KTVCADAVSYCGAK--DQKYPDTKPMGFPFDRPTKI-------HTAEEI--LTP--NMSLTDVVI : 616 
NinHcG.    : CGWPEHMLVPRGTHK-GMDFQLFVMLTDYSEDNPEGA---------------N-V-KTICNDAVSYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRPLLS-------SVAAKL--PTE--NTCVTDIKI : 616 
CsaHc1.    : CGWPEHMLIPRGTTK-GIEFELFVMATDYTHDNPEGA---------------D-V-KTICGDAVSYCGAK--DQKYPDKKPMGYPFDRPTTA-------RSAQEL--LTD--NMSLTTVKI : 616 
CsaHc2.    : CGWPENMLIPKGTHK-GMEFELFVMATDYTLDNPEGA---------------S-V-KTICSDAVSYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRPIVA-------RSAEEL--LTE--NMSLTDVKI : 616 
CsaHc5.    : CGWPENMLVPRGTHK-GMEFQLFVMATDYTKDNPEGA---------------S-V-KTICSDAVSYCGAK--DQKYPDRKPMGFPFDRPTTA-------RTAEEL--LTD--NMTLTDVKI : 616 
CsaHc5x.   : CGWPENMLVPRGTHK-GMEFQLFVMATDYTKDNPEGA---------------S-V-KTICSDAVSYCGAK--DQKYPDRKPMGFPFDRPTTA-------RTAEEL--LTD--NMTLTDVKI : 616 
CsaHc3.    : CGWPEHMLLPKGTHK-GMEYELFVMATDYTQDNPDGA---------------N-V-KTTCADAVSYCGAK--DQKYPDLKPMGFPFDRPVSA-------RTAEEL--LTE--NMSLTDVLI : 616 
CsaHc6.    : CGWPEHMLLPRGTHK-GMEYELFVMATDYTKDNPDGA---------------N-V-QTICSDAVSYCGAK--DQKYPDLKPMGYPFDRHLTA-------RNEAEL--LTD--NMVMTDVVI : 616 
CsaHc6x.   : CGWPEHMLLPRGTHK-GMEYELFVMATDYTKDNPDGA---------------N-V-QTICSDAVSYCGAK--DQKYPDLKPMGYPFDRHLTA-------RNEAEL--LTD--NMVMTDVVI : 616 
CsaHc6y.   : CGWPEHMLLPRGTHK-GMEYELFVMATDYTKDNPDGA---------------N-V-QTICSDAVSYCGAK--DQKYPDLKPMGYPFDRHLTA-------RNEAEL--LTD--NMVMTDVVI : 616 
CsaHc4.    : CGWPENMLVPKGTSK-GMDFELFVMCTDYTVDNPEGA---------------N-V-RTICSDAVSYCGAK--DQKYPDKKPMGFPFDRHLTA-------RTAEEL--LTD--NMAITDVKI : 616 
PimHc4.    : CGWPEYMLIPRGNSK-GLQFQLFVMITDGVQDTAGSA---------------S-D-KLICADALSYCGAK--DHLYPDKKPMGFPFDRPFEA-------HSFQEI--ITP--NINVSNVVI : 615 
LpoHcIIIa. : CGWPKNMLVPRGNNK-GMTFELFVMLTDWEHDNVGGK---------------GSD-NHMCDDAVSYCGAK--DSKYPDKKPMGFPFDRRIDA-------HDIEEF--LTP--NMALTDVKI : 617 
CroHcIIIa. : CGWPKNMLIPRGNHK-GMVFELFVMLTDWEHDNVSGK---------------GQE-SPMCDDAVSYCGAK--DSKYPDKKHMGFPFDRRIDA-------PDIEEF--LTP--NMTLTDIKI : 617 
CroHcI.    : CGWPQNMLIPRGNRK-GMVFELFVMLTDWEKDNVNGS-------------------VGFCSDAVSYCGAK--DHKYPDKKPMGFPFARKIKN-------EPLEDF--LTT--NMGVSAIKI : 614 
TtrHcA.    : CGWPQNMLIPRGNRK-GMVFELFVMLTDWQKDNVDGG-------------------GGFCSDAVSYCGAK--DHKYPDKKPMGFPFDRKIEN-------EHLEDF--LTT--NMGVSDIKI : 613 
EbaHcG.    : CGWPENMLIPRGNHK-GKPFVLFVLLTDFEKDKVPDF-------------------QRICMDAFSYCGTK--TGMYPDLKPMGFPFDRPIDH-------DHADEL--FTD--NHHRSTVTI : 613 
MgiHcG.    : CGWPGHMLIPRGTRK-GMDFHLYVVLTDWEKDKVNGG-----------------D-KMTCADAVSYCGAL--DHKYPDKRPMGFPFDRPVVD-------KTEEELTAHVS--NLHRTDVKI : 616 
MgiHcE.    : CGWPEHMLIPRGNHR-GMEFDLFVMLTDYTADSALDS---------------T-P-EGVCVDSLSYCGIK--DHKYPDKKPMGYPFDRPIDV-------D-IEEF--LTP--NMTVADVKI : 611 
EcaHcB.    : CGWPNDLLVPKGNEH-GMKFRLFVMLTDAVQGQVGDH---------------G-A-TGLCTDAVSYCGAK--DQLYPDRYPMGFPFDRDIKA-------DSIPEW--LHP--NMHFSEVTI : 616 
AgoHcB.    : CGWPNDLLVPKGNEH-GMKFRLFVMLTDAVQGQVGDH---------------G-A-TGLCTDAVSYCGAK--DQLYPDRYPMGFPFDRDIKA-------DSILEW--VNP--NMHFSEVTI : 616 
NinHcB.    : CGWPDHLLIPKGDSS-GMKFHLFAIFTNYFEDTVNDH---------------G-R-TNECVDAVSYCGAK--DQLYPDKRAMGFPWDREIVA-------NDFNEW--RQP--NMISIPIDI : 618 
EbaHcB.    : CGWPNHLLVPKGKEL-GMQYHLFVMLTDYNIDLVGDH---------------G-K-TGRCTEAVSYCGAK--DQLYPDKKAMGFPFDREIEI-------DHLEEW--LTP--NMTQVEVTI : 614 
LpoHcVI.   : CGWPDHLLVPRGDEK-GMPFHLFVMLTDWLHDQVGDH---------------G-K-TGMCTDAVSYCGAK--DQLYPDRRPMGFPFDRHIEL-------EHLKDW--VLP--NMKDTLITV : 619 
CroHcVI.   : CGWPDHLLVPRGNEN-GMPFHLFVMLTDWLQDQVGDH---------------G-K-TGMCTDAVSYCGAK--DQLYPDRRPMGFPFDRDIEE-------EHLSDW--LLP--NMKDVLITV : 619 
CroHcV.    : CGWPDHLLVPRGNEK-GMPFHSFVMLTDWLHDQVGDH---------------G-K-TSICVDAVSYCGAK--DQLYPDRRAMGFPFDRAIES-------DHLEEW--ILP--NMRNTVITV : 619 
MgiHcB.    : CGWPDHLLVPKGDEQ-GMKFHLFVMLTDRRMDAVGNH---------------G-K-TGVCFDAVSYCGAK--DQLYPDKRAMGFPFDREVDE-------DHLEKW--LLP--NMSNTIVTI : 618 
EbaHcC.    : CGWPQHLLIPKGNSR-GMEFHLFVMVTDWLQDTVTSG---------------H-S-QAICVDAVSYCGAK--DQLYPDRKPMGFPFDRIIEA-------KTMKEW--LYP--NMEDVIVTI : 619 
PimHc5B.   : CGWPEHLLVPKGHVN-GMPFHLFVILTDLAHDLVYDH---------------GHR-PTVCREAVSYCGLK--DELYPDKRPMGFPFDRYIAE-------EHLHDW--LLP--NMTSTDITI : 617 
EcaHcC.    : CGWPDHLLVPKGNDR-GMPFHLCVMITDYLYDLVGDY---------------G-Y-DTPCVDAVSYCGAK--DSLYPDRRAMGFPFDRPIPE-------GHASNL--HQP--NVSFSQIKI : 618 
AgoHcC.    : CGWPDHLLVPKGNDR-GMPFHLGVIITDYLYDLVGDY---------------G-H-DTPCVDAVSYCGAK--DSLYPDRRAMGFPFDRPIPE-------EHASNL--HQP--NIRFTQIKI : 619 
MgiHcC.    : CGWPDHLLIPKGNDQ-GMEFNLFVMVTDELRDRVGDY---------------G-H-ADICMDAVSYCGAK--DQFYPDRRPMGFPFDRVIQE-------EEMGQW--QLP--NMSNTHIKI : 618 
PimHc3C.   : CGWPEHLLLPKGNEK-GMEFHLFVMLTDWLDDVVGES---------------R-K-EGICVDAVSYCGAR--DDLYPDRRAMGFPFDRRIEA-------DTVEEW--LLP--NMSDTIIKI : 624 
EspHc1.    : CGWPEHLLVPRGNHR-GMVFDLVVILTDWEEDKATDT---------------A-S-KCLCKDAVSYCGSK--DEKYPDKKPMGFPFDRKIGF-------NRLSNF--LTP--NMKSTEVRI : 620 
AgoHcX.    : CGWPQHFLVPRGTQR-GMEFKLFVMLTDHRDDAVTST---------------VQA-EPKCKESVSYCGLK--DQKYPDKKAMGFPFDRRITD--------TATDF--ATP--NMKFTDIKV : 610 
DpuPPO.    : CGWPDHFLVPRGVPNPGMPFTLFVMATSWKEDRVNDETTTATGTHSHCTHTGDDT-KKLCRNAASYCGIL--DDKYPDKRPMGFPFDRPPDKS-----ITTLAKF--VEKSPNITTAEIRI : 703 
DmaPPO.    : CGWPDHFLVPRGAPNPGMPFTLFVMATSWKEDRVVNG---------------EDS-KKLCRNAASYCGIL--DEKYPDKRPMGFPFDRPPDKM-----ITTLAKF--IEKSPNIKTTEIRI : 689 
PhuPPO.    : CGWPQHMLIPRGATD-GFQCVLFVMISNIDDDRVGAA---------------TSN-QRGFDDAASYCGVK--DSKYPDRRPMGFPFDRPPRNN-----VDTLGEF--LTP--NMRTADVRI : 670 
HdiPPO2.   : CGWPQHMLIPKGTPE-GYDCQLFVMISNFDDDQVVQS---------------TEG---ICNDAMSYCGIK--DRLYPDKRSMGYPFDRLPRNN-----VNTLQEF--LTP--NMRVQDCVI : 668 
TmoPPO.    : CGWTQHMLIPKGTPE-GMPCQLFVMISNYEDDKVNQS---------------TEG---VCNDAGSYCGIK--DKLYPDRRSMGYPFDRMPRNG-----VDTLQQF--LTS--NMRVQDVTI : 668 
SbuPPO1.   : CGWPQHMLIPKGLPE-GMRCELFVMISNYEDDRVDQQ---------------LVG---ACSDAASFCGVR--DRLYPDRRPMGYPFDRLPRAG-----ADRLVNF--LTP--NMSLVDVVI : 670 
DmePPO2.   : CGWPNHMLVPKGLPE-GLQCVLFIMVSNYENDRIDQQ---------------LVG---RCSDAASYCGVR--DRLYPDRQSMGFPFDRLPRSG-----VDRLVNF--LTP--NMSIVDVNI : 670 
DerPPO2.   : CGWPNHMLVPKGLPE-GLPCVLFIMVSNYENDRVDQQ---------------LVG---RCSDAASYCGVR--DRLYPDRQSMGFPFDRLPRTG-----VDRLVNF--LTP--NMSIVDVNI : 670 
DyaPPO2.   : CGWPNHMLVPKGLPE-GLPCVLFIMVSNFENDRIDQQ---------------LVG---RCSDAASYCGVR--DRLYPDRQSMGFPFDRLPRSG-----VDRLVNF--LTP--NMSIVDVNI : 670 
DpsPPO2.   : CGWPNHMLIPKGLPE-GLRCDLFVMISNYENDRVDQQ---------------LVG---RCSDAASYCGVR--DRLYPDRQAMGYPFDRLPRTG-----ADRLVNF--LTP--NMSIVDVNI : 670 
DviPPO2.   : CGWPNHMLIPKGLPE-GLRCDLFVMVSNYENDRIDQQ---------------LVG---RCSDAASYCGVR--DRLYPDRQSMGYPFDRLPRTG-----ADRLVNF--LTP--NMSIVDVSI : 670 
AgaPPO3.   : CGWPAHMLIPKGLPE-GLPADLFIMVSNYEEDRVVQD---------------LVG---TCNDAASYCGVR--DRLYPDRKAMGYPFDRAARSG-----VDSLANF--LTP--NMAVQSITV : 668 
DmePPO3.   : CGWPQHMLIPKGRPE-GLRFELFVMVSNYEEDKVDQT---------------VA--DCGCSIAASYCGLR--DRLYPDRKSMGFPFDRKPRRG-----SEILENF--LTP--NMCAVEVII : 664 
DyaPPO3b.  : CGWPQHMLIPKGRAE-GLSFELFVMVSNYEDDKVVEQ---------------KAA-DCACSIAASYCGLR--DRLYPDRKSMGYPFDRSIRRG-----SEMLDRF--LTP--NMRAVEVII : 665 
DyaPPO3a.  : CGWPNHMLVPKGRVE-GMSFELFVMISNYDNERVDQT---------------LVG---SCSDAASYCGVR--DRLYPDRRSMGFPFDRVPRMS-----AVLLKDF--LTP--NMSTVEVNI : 673 
AmePPO.    : CGWPQHMLIPKGNKE-GFAMELFVMVSDYKDDRVEQN---------------EPI---GCKDASSYCGLR--DRKYPDARAMGYPFDRQPRAG-----VETLAQF--LTG--NMAVTEVTV : 667 
BmoPPO1.   : CGWPHHMLVPKGTTQ-GYPMVLFVMVSNWNDDRVEQD---------------LVG---SCNDAASYCGIR--DRKYPDRRAMGFPFDRPAPA------ATTLSDF--LRP--NMAVRDCIV : 668 
BmoPPO3.   : CGWPQHMLIPKGTTQ-GYPMVLFVMVSNWNDDRVEQD---------------LVG---SCNDAASYCGIR--DRKYPDRRAMGFPFDRPAPA------ATTLSDF--LRP--NMAVRDCIV : 668 
MsePPO2.   : CGWPHHMLIPKGTAQ-GYPVVLFVMISNWNNDRIEQD---------------LVG---SCNDAASYCGIR--DRKYPDKQAMGYPFDRKMAND-----AATLSDF--LRP--NMAVRDCSI : 668 
GmoPPO.    : CGWPHHMLIPKGTEQ-GYPVVLYVMVSDWNADKIEQD---------------TVG---ACNDAASYCGLR--DRKYPDKRHMGFPFDRRSE-------ARNLTDF--LKP--NMATRDCTI : 666 
HcuPPO1.   : CGWPHHMLRPKGTAG-GFPVTLFVMLSNWEDDKVVQD---------------IVG---NCNDAASYCGIP--DRKYPDRRAMGFPFDRPIS-------VNSLSDF--LRP--NMNVSQCTI : 666 
SbuPPO2.   : CGWPEHMLLPRGKPE-GMAFDLFVMISDYVGDAVQQT---------------NNT-PDICSDSSSFCGLK--DKLYPDNRTMGYPFDRRLDA-------RTLKDL--TNAFSNMSMTDITI : 673 
DmePPOA1.  : CGWPQHLLLPKGNAQ-GMLFDLFVMISDYSQDSVEQP---------------KTP-NDACSTAYSFCGLK--DKLYPDRRTMGYPFDRRLPN-------ANLTEL--VGAFGNMAKTDLRI : 675 
DerPPOA1.  : CGWPQHLLLPKGNAQ-GMLFDLFVMISDYSQDSVQQP---------------KTP-NDACSTAYSFCGLK--DKLYPDRRTMGYPFDRRLPN-------ASLSEL--VGAFGNMAKTDLRI : 675 
DyaPPOA1.  : CGWPQHLLLPKGNAQ-GMLFDLFVMISDYSLDAVEQP---------------KTP-NDACSTAYSFCGLK--DKLYPDRRTMGYPFDRRLPN-------ANLAQL--VAAFGNMAKTDLRI : 675 
DpsPPOA1.  : CGWPQHLLLPKGNAQ-GMLFDLFVMISDYSQDSVQQP---------------NTP-NDACSTAYSFCGLK--DKLYPDRRTMGFPFDRRLPN-------ANLTEL--VGAFQNMAKTDLRI : 675 
DmoPPOA1.  : CGWPQHLLLPKGKPE-GMQFDLFVMISDYTQDAVQQH---------------STP-NDACSTAYSFCGLK--DKLYPDKRTMGFPFDRRLPN-------DTLNEL--VGAFSNMAKTDITI : 675 
AstPPO.    : CGWPHHLLIPKGSAE-GMKFDLFVMISNFADDTVNQE---------------FDE-NVNCNDSHSFCGIR--DQLYPDKRHMGYPFDRRIPTA-----VRTLADF--TRPNSNMTNIEVQV : 673 
AgaPPO2.   : CGWPHHLLIPKGTPE-GMQFDLFAMISNYADDTVNQE---------------FDE-NVNCNDSHSFCGLR--DQLYPDRRPMGYPFDRRMPTA-----VRSLTDF--TRGNTNMATSQVQI : 673 
AgaPPO6.   : CGWPHHLLLPKGTAE-GMKFDLFLMISNFADDTVNQE---------------FNE-DINCNDSHSFCGIR--DQLYPDKRHMGYPFDRRIPTA-----TRTLSDF--TRPNSNMTNIEVQI : 674 
AsuPPO.    : CGWPSHLLIPKGSPE-GMPFDLFAMISDYTADTVNQE---------------FDE-NVDCNDSHSFCGLR--DRLYPDRRAMGYPFDRRAPNA-----IRTLQDF--ARPNSNMALTNVQI : 670 
AaePPO1.   : CGWPSHLLIPKGTPE-GMSFDLFAMISDFTNDTVNQE---------------FDE-NVDCNDSHSFCGLR--DRLYPDRRPMGYPFDRRAPNA-----TRTLQDF--VRPNSNMALTNVQV : 670 
AsuPPO2.   : CGWPSQLVIPKGLPE-GMPFDLFAMLTDYTEDSVEQE---------------LDE-NVDCNDSHSFCGLR--DRLYPDRRPMGYPFDRRMPNT-----IRTLQDF--ESPNSNMALTNVQV : 672 
AgaPPO1.   : CGWPQHMLVPKGLPE-GVQFDLFAMVTDFEQDSVAQE---------------LDP-NAPCSDAHSFCGLR--DKKYPDRRAMGYPFDRRTADT-----VATLADF--VTPNSNMKTATVQV : 675 
AaePPO3.   : CGWPQHMLLPKGAPE-GVQFDLFIMISNFDDDSVEQE---------------FDE-TVDCNDAHSFCGIK--DKLYPDKRTMGFPFDRRTEAN-----VATLTDF--MRPYSNMAATNVQI : 674 
AaePPO4.   : CGWPSHMLLPKGTPQ-GQQYDLFVMVSNFNSDTVNQE---------------YNE-NTPCDDSHSFCGLR--DRMYPDARNMGFPFDRVTPSN-----VSSLKEF--VKPYKNMATTPIQI : 672 
AgaPPO4.   : CGWPNHMLLPKGSPD-GIEYDFFVMVSDFAQDRVED----------------FDE-NVNCNDAHSFCGLR--DRRYPDSRSMGYPFDRFTPGT-----IGSLLDF--TKPYVNMLVTPVKI : 670 
AgaPPO5.   : CGWPSHMLLPKGSAS-GLEYDFFVMISNYNQDRVEE----------------FNE-NDNCNDAHMFCGLR--DRRYPDARSMGYPFDRFTPNS-----VGSLQEF--ARPYRNMATTPVSI : 670 
AgaPPO8.   : CGWPAHMLLPKGNAN-GVEFDLFAMVSRFEDDNANVN---------------YDE-NAGCDDSYAFCGLR--DRVYPSRRAMGFPFDRRASNG-----VRSVADF--VAPYKNMRLATVTL : 684 
BmoPPO2.   : CGWPQHMLVPKGTEA-GMPFQLFVMLSNYDLDRIDQD---------------DGK-QLTCVEASSFCGLK--DKKYPDRRAMGFPFDRPSSS------ATSLQDF--ILP--NMGLQDITI : 672 
MsePPO1.   : CGWPQHMLVPKGTVG-GVAYQLFVMLSNYELDKIEQP---------------DGR-ELSCVEASMFCGLK--DKKYPDARPMGYPFDRPSNS------ATNIEDFS-AMS--NMGLQDIVI : 676 
MsePPO.    : CGWPQHMLVPKGTVG-GVAYQLFVMLSNYELDKIEQP---------------DGR-ELSCVEASMFCGLK--DKKYPDARPMGYPFDRPSNS------ATNIEDFS-AMS--NMGLQDIVI : 676 
OfuPPO.    : CGWPQHMLVPKGSEA-GSPYVLFVMLSNYEFDAVERT---------------DGR-QATCKEASSFCGIR--DSLYPDKRAMGFPFDRPSNT------ATSIEDF--IQP--NMFLQDINI : 672 
HcuPPO2.   : CGWPQHMLVPKGNEA-GVTYQFFVMLSNYELDRIEES---------------SNV-QSNCVEASSFCGLR--DRKYPDRRAMGFPFDRPSTT------AANIEDF--ILP--NMGLQDITI : 674 
PlaPPO.    : CGWPNHMLLPKGKPE-GMKFILFAMLTDWNQDKVNGA-----------------T-KQKCCDPTSYCGAK--NQLYPDKKSMGFPFDRPASA-----ATRSLGDF--LRDKSNMLTTDVVL : 648 
EpiHc1.    : CGWPHHLLIPKGSAQ-GTAFHCFIMITDWKTDEVKSS-----------------K-KPTCQDAVSYCGII--NDLYPDKKPMGFPFDRLIPS-------DLATFV--SRS--NMKIFDISI : 629 
NkePPO.    : CGWPHHNLVPRGMPG-GMDYQVFVMIRDWLKDRLLPD-----------------Q-PPVFPRGSSVCGVL--DRAYPDSRPMGFPFDRYPPE--KETPIQNTQAF--ADAFDNMILQDVSI : 689 
PlePPO.    : CGWPEHLLLPRGKPE-GMTYQLFFMLTDLEKDQVDQP---------------A-G-PRRCANAVSFCGIL--DSKFPDKRPMGFPFDRRPPPRLQDAEVTSVADYA-RLS--NMTVQDITI : 675 
HamPPO.    : CGWPQHLLLPRGKPE-GMAFQLFYMITDFEKDKVEQA---------------Q-G-ARSCANAVSFCGVL--DAKFPDSRPMGFPFDRRPPPVLLDAGVLTTADYA-RLD--NIMMQDVTI : 671 
MjaPPO.    : CGWPQHMLVPRGRPE-GMAFQLFFMLTDYAIDKVTQP-----------------A-ARSCPNGVSFCGIQ--DAKYPDTRPMGFPFDRRPPPMILNRPVEDAADYA-RLD--NAFIHDISI : 674 
PmoPPO.    : CGWPQHMLLPRGRPE-GMVFQLFFMLTDYAQDKVSNP---------------G-G-VRRCANGVSFCGMQ--DAKYPDARPMGFPFDRRPAPLLQGLPVNTTADYA-RLG--NAFMHDITI : 676 
PsePPO.    : CGWPQHMLLPRGRPE-GMAFQLFFMLTDYAKDKVSNP---------------G-G-VRRCANGVSFCGMQ--DAKYPDARPMGFPFDRVPAPLLQGLPVNMTADYA-RLG--NAFMHDITI : 672 
CmaPPO.    : CGWPQHMLLPRGKQE-GMPFEIFVMVTDWAQDKVVQP---------------I-R-ARNCSAAASFCGIL--DARYPDSRPMGFPFDRAPMPMLFNRPLERTRDLT-GLS--NIGMQDITI : 657 
AfrPPO.    : CGWPEHMLVPKGSAE-GMQFELIVIATDWSKDEVPVK---------------T-T-NKPCSRGTSYCGVL--DDKYPDKRPMGFPFDRPIEDA-----TTTYEDF--TEGLTNIFKREVVV : 678 
MgeHc1     : CGLPDRLLIPKGNEE-GYPVKFFVIVTDWEEDKVNQE-----------------VENHRYGNVYSYCGTYG-DRLYPDKKAFLYPFDRVIKD---------VNVF--KTP--NMFGKYVSI : 637 
PmaHc1     : CGYPDRLLLPKGRNT-GMPVQIYVIVTDFEKEKVNDL-----------------PYDYDYGGSLSYCGVVG-GHKYPDTKAMGFPFDRRIYS---------REDF--FTD--NMYTKDVTI : 635 
PgrHc1     : CGYPDRLLLPKGRKQ-GMPYQIYVIVTDFEKEKVNDL-----------------PYDYDYGGSLSYCGVVG-GHKYPDTKAMGFPFDRRIYS---------REDF--FTD--NMYTKDVTI : 635 
PamHc1     : CGYPDRLLLPKGKKD-GMIFTMYVIVTDYETEKVNDL-----------------PYDYEYGGAISYCGTLA-GHKYPVNKPMGFPFDRQIDG----------DNF--CTP--NMFQKDVII : 635 
BduHc1     : CGYPDRLLLPKGKKE-GMPFTLYVIVTDFEKEKVNDL-----------------PWDYDYGGSISYCGVLS-GHKYPDSKPMGFPFDRHIDG----------DHF--FTE--NMYQKEVKI : 635 
HmeHc1     : CGYPDRLLLPKGKKD-GMPFTFYVIVTDFDKEKVNDV-----------------PLDYNYGGSISYCGTLA-GHKYPDNKPMGFPFDRRIDE----------DHF--FTP--NMGQKEVTI : 635 
CseHc1     : CGYPERLLLPKGKRD-GMPFSLFVILTDFDKEKVNDL-----------------PWDYDYGGSISYCGTVS-GHKYPDSKPMGFPFDRQINS----------DNF--FRS--NIYQKDVVI : 635 
CmoHc1     : CGYPDRLLLPKGKKG-GMPFTLYVILTDFNKEKVNDL-----------------PYDYDYGGSLSYCGTI--NHKYPDSRPMGFPFDRRLST----------EEF--SMP--NFCSKDVTI : 634 
SamHc1     : CGYPDRLLLPKGRRD-GMPFTLFVVLTDYEKDKVNDL-----------------PFDYDYGGSVSYCGTL--GHRYPDAKPMGFPFDRRIDQ----------DSF--FTK--NIYQRDVTI : 634 
CacHc1     : CGYPGRLLLPKGKIE-GMPFPLYAIVTDFEQEKVNDL-----------------PFDYDYGGSISYCGTL--GHKYPDSKPMGYPFDRPIGR-----------EF--YYP--NMFEKDVVI : 633 
TdoHc1     : CGFPDRLLLPKGKKE-GMPFTLFVMVTDWEKEKVNDV-----------------PYDYDYGGSISYCGTL--NHKYPDTQPMGYPFDRRIEN---------VEEF--LTP--NMYVKDVVI : 636 
ScuHc1     : CGVPDRLLLPKGKTN-GMKYTMFVMLSDFEEDKVNDL-----------------PHDYEYGGFVSYCGTI--NHKYPDKKPMGWPLDRKICK---------DSFH--DVT--NMYFRDVEI : 637 
StuHc1     : CGIPDRLLLPKGSKE-GTPFTLFVMVTDFDDDNANTD---------------V-ESTHDYGGSISYCGTLTEGQKYPDKKPMGFPFDRHIED---------VHDF--KTK--NMIVKDVVV : 641 
BduHc2     : CGLPHRLLLPKGKPE-GMDFKLYVVISDFDKDVVSSE---------------VNVDDLHHISSLGYCGVL--DGKIPDGKPMGFPFDRRIPS---------EELF--LTP--NMKVVNLVI : 645 
PamHc2     : CGFPHRLLLPKGKPE-GMVYRLFVVVTDYDKDVVAPG---------------MSPDDVNTLSSLGYCGVM--DGKMPDGKPMGFPFDRRVPS---------EETF--YTP--NIKTIDLTI : 645 
CseHc2     : CGFPRRLLLPKGKPE-GMVYQLYVVVTDYDKDIVEPG---------------IQPEDVENLSSLGYCGVM--DGKIPDGRPMGFPFDRRIVS---------PEQF--LTP--NMEVVDITI : 645 
HmeHc2     : CGFPHRLLLPKGKPE-GMTYRIYVIITDYNKDIITSD---------------WKPEDIENLSSLGYCGVL--EGKIPDARPMGFPFDRRITS---------EEEF--FTQ--NMKVVDVTI : 647 
TdoHc2     : CGYPHRLLLPKGTSG-GMVFNLYVTITNYEQDKVHPG---------------VTVDEVDNLTSLGYCGVL--DGVIPDGRPMGYPYDRPIPD---------KEVF--NIP--NSKVIEVTI : 645 
PmaHc2     : CGFPHRLLVPKGRPE-GMHYKLMVVITDYHKDVVVPD---------------MDVEHMDKLQSVGYCGVM--EGKIPDGKPMGYPFDRRISC---------EESF--ITK--NMKFVDITV : 641 
PgrHc2     : CGFPHRLLVPKGRPE-GMHYKLMVVITDYHKDVVVPD---------------MDVEHMDKLQSVGYCGVM--EGKIPDGKPMGFPFDRPVPC---------EETF--ITK--NMKFVDITV : 641 
StuHc2     : CGFSQGLLIPKGSEA-GTHFKVFIMLTDWDKDHANAD---------------A-HPEDDYGGSIGYCGAL--WAKYPDKKPMGFPFDRHIQD---------EEDF--FTE--NMKLIDVVI : 644 
StuHc3     : CGIPDRMLLPKGKVG-GMEFMLLVVVTDGGADKGVTI-----------------HDDHIYGGSTSLCGIR--GEKYPDKRALGFPFDRYIHS---------VEDF--VTP--NMFCKDVVI : 635 
PinHcC     : LGLPNRFLLPKGQAQ-GMEFNLVVAVTDGRTDAALDD-----------------LHE---NTKFIHYGY---DRQYPDKRPHGYPLDRRVDD---------ERIFE-ALP--NFKQRTVKL : 636 
CmaHc6     : LGLPNRFLIPKGNVK-GLDMDVMVAITSGEADAAVEG-----------------LHE---NTSFNHYGCP--DGTYPDKRPHGYPLDRHVDD---------ERIIN-DLH--NFKHIQVKV : 635 
CmaHc3     : LGLPNRFLIPKGNVK-GLDMDVMVAITSGEADAAVEG-----------------LHE---NTSFNHYGCA--DGTYPDKRPHGYPLDRHVDD---------ERIIN-DLH--NFKHIQVKV : 636 
CmaHc4     : LGLPNRFLLSKGTTK-GMDFHLVVFVSDGAKDAAIDG-----------------LLE---NTSFNHYGAH--SGKYPDKQPHGYPLDRRVDD---------KRIIT-GVT--NFKGMDVKV : 636 
CmaHc5     : LGLPNRFLLSKGTTE-GMKFHLVVFVSDGAKDAAIDG-----------------LYE---NTSFNHYGAH--NGKYPDKQPHGYPLDRRVDD---------ERIIT-GVT--NFKGVDVKV : 636 
CsaHc      : LGLPDRFLLPKGKTE-GMDFHVVVFVSDGAKDAAVDG-----------------LHE---STTYNHYGCH--DGTYPDNQPHGYPLDRRVDD---------ERIIT-GVS--NFKAVDVKV : 636 
PciHc3     : LGMPNRFLLPKGSRR-GLSFDLVVAITDGAADAAVED-----------------LHT---NTKFNHYGYH---GQYPDKRPHGYPLDRHVED---------DRIFE-ELP--NFKHVTVKV : 637 
PvaHc1     : TGIPNRFLIPKGNEQ-GLEFDLVVAVTDGAADAAVDG-----------------LHE---NTEFNHYGSH---GVYPDKRPHGYPLDRKVPD---------ERVFE-DLP--NFGHIHLKV : 634 
MjaHcL     : TGIPNRFLLPKGNEK-GLEFDLVVAVTDGAADAAVDG-----------------LHE---NTEFNHYGAY---GKYPDNRPHGYPLDRSVPD---------ERVFE-DLP--NFGHIQVKV : 635 
FchHc1     : TGIPNRFLLPKGNEQ-GLEFDLVVAVTDGEADAAVEG-----------------LHD---NTDFIHYGSH---GKYPDNRPHGYPLDRKVPD---------DRVFE-VLP--NFKHIQVKV : 635 
PvaHc      : TGLPNRFLLPKGNDR-GLEFDLVVAVTDGDADSAVPN-----------------LHE---NTEYNHYGSH---GVYPDKRPHGYPLDRKVPD---------ERVFE-DLP--NFKHIQVKV : 630 
MjaHcY     : TGLPNRFLLPKGNEQ-GLEFDLVVAVTDGDADAAVAD-----------------LHQ---NTDYNHYGAH---GVYPDKKPHGYPLDRKVPD---------ERVFE-ELS--NFKRIQVKV : 629 
PinHcA     : CGIPDRMLLPKSKPE-GMEFNLYVAVTDGDKDTEGHN-----------------GGH-DYGGTHAQCGVH--GEAYPDNRPLGYPLERRIPD---------ERVID-GVS--NIKHVVVKI : 639 
PinHcB     : CGIPDRMLLPKSKPE-GMKFNLYVAVTDGDKDTEGHN-----------------GGH-DYGGTHAQCGVH--GEAFPDNRPLGYPLERRIPD---------ERVID-GVS--NIKHVVVKI : 639 
PelHc1     : CGIPDRMLLPKSKPQ-GMEFNLYVVVTDGDKDTDGSD-----------------GDH-DHHGTHAQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPD---------ERVFD-GVS--NIKHALVKI : 638 
PelHc4     : CGIPDRMLLPKSKPQ-GMEFNLYVAVTDGDKDTDGSD-----------------GDH-DHHGTHAQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPD---------ERVFD-GVS--NIKHALVKI : 638 
PelHc3     : CGIPDRMLLPKSKPQ-GMEFNLYVAVTDGDKDTDGSD-----------------GDH-DHHGTHAQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPD---------ERVFD-GVS--NIKHALVKI : 639 
PelHc2     : CGIPDRMLLPKSKPQ-GMEFNLYVAVTDGDKDTDGSD-----------------GDH-DHHGTHAQCGIH--GEQYPDHRPLGYPLERRIPD---------ERVFD-GVS--NIKHALVKI : 638 
HamHcA     : CGLPARLLLPKGTVN-GMDFDLFVAVTNGDEDKVTDH-----------------PETDEHGGTHAQCGAH--GEKYPDKKPMGYPLERSIPD---------ERVFH-DVA--NINVTHVKV : 640 
PleHc2.    : CGIPNRLLLPKGKAR-GMDFALFVGVTNGDEAKTVDD-----------------PE--ELGATHAQCGIH--GEKYPDKKPMGYPVDRSVPD---------NRVFL-ESP--NIKRVYVKV : 638 
GpuHc1.    : CGLPQRMLLPKGTEE-GLDFLLVVAVSDGTTDAQHDA-----------------LEA-VDAHGHAQCGVH--GEKYPDHQPMGFPLDRRIPD---------DRIFL-SAD--NIEKLIVTV : 638 
GroHc1.    : CGLPQRMLLPKGTEE-GLEFLLVVAVSDGTTDAQHDA-----------------LEA-VDAHGHAQCGVN--GEKYPDHQPMGFPLDRRIPD---------DRIFL-SAD--NIEKLLVTV : 638 
CcsHc.     : CGIPNRLLLPKGSSE-GMKFVLAVAVTEASSDAHPEI-----------------LEI-QGAHSHAQCGVQ--GEKYPDSKPMGFPLDRRIED---------ERILL-SSS--NLKYTVVKI : 638 
EpuHc1.    : CGIPNRLLIPKGTPE-GMEFALFVAVTDGSKDAAIEG-----------------LEKDEHGGSHAQCGIH--GEVYPDKRPLGFPLDRQIPD---------ERILE-HFP--NLHKSIVVV : 642 
EpuHc2     : CGIPNRMLLPKGTPE-GMEFALFVAVTDGSKDAAIEG-----------------LEKDEHGGSHAQCGMH--GEVYPDKRPLGYPLDRHIPD---------ERTLE-HFP--NLHKSVVTI : 642 
NkeHc.     : CGQPERLLLPKGKVE-GMEFGLLIAVTDGEHDAAVSG-----------------LEDNEHGSNHGYCGIH--NELYPDKQPMGFPLDRKIED---------RNMFV-GMP--NINYNIVNV : 642 
PleHc.     : CGHPQRLLLPKGKEQ-GMDFWLDIIITSGD-DAVQDD-----------------LTVNAHGSTHGYCGIH--GEKYPDKRPMGFPFDRPIPD---------LRVFK--VQ--NQHGQVVKI : 633 
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CmaHc1.    : CGHPQRLLLPKGNEE-GLQFWLNVYVTSGE-DAVHDD-----------------LHTDIHG-NHGYCGIQ--GAKYPDKRPMGFPFERRVPD---------IRVIK-NLP--NFFGKIVDV : 633 
CmaHc2.    : CGHPQRLLLPKGNEE-GLACWFTVYVTSGG-DGVHDD-----------------LQTNDYGSNHGYCGIQ--GAKYPDKRPMGFPYERRIPN---------KFLVL-GLP--NHHSQEVNV : 634 
PciHc1.    : CGHPQRLLLPKGTTN-GMDFHFDVYISSGE-DSIHDH-----------------VE----DGNHGYCGMH--GQKYPDKKPMGFPYDRHISD---------RRMYD-GLK--NLHTQTVKI : 634 
PciHc2.    : CGHPQRLLLPKGTTN-GMDFHFDVYISSGE-DSVHDH-----------------VE----DGNHGYCGMH--GQKYPDKKPMGFPYDRHIPD---------RRLYD-GLK--NLHTQTVKI : 633 
OscHc1.    : CGHPARLLLPKGKTK-GMEFFLFVAITSGD-DAALSK-----------------PTKSEHGSAHGYCGVQ--GEIYPDKRPMGYPLDRRIPD---------DRLFH--VP--NINVSTVKV : 634 
OscHc3     : CGHPARLLLPKGKSK-GMEFVLFVAITSGD-DAALSK-----------------PTSSEHGSAHGYCGVR--GEIYPDKRPMGYPLDRRIPD---------DRLYH--VP--NIHLSTVKV : 634 
OscHc2.    : CGHPARMLLPKGKTE-GMEFNLFVAITSGD-DAAHPD-----------------PASNEHDSNHGYCGTH--GQVYPDKRPMGYPLDRKIPD---------ERVFH--MD--NIKITTVTV : 613 
OscHc4.    : CGHPARMLLPKGKSE-GMEFNLFVAITSGD-DAAHPD-----------------LATNEHGSTHGYCGIH--GQVYPDKRPMGFPLDRKVTD---------EREFH--ID--NINVSTVKV : 624 
                                                                                                                                             

Abb. 6.13: Multiples Sequenzalignment: schwarz hinterlegte Bereiche weisen 100%, dunkelgrau 
hinterlegte 75%, hellgrau hinterlegte 50% und weiß hinterlegte weniger als 50% Identität der 
Aminosäuren auf. 
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 Stammbaum 6.7.2.3.

Abb. 6.14: Nach der Bay`schen Analyse 
erstellter detaillierter Konsensusbaum der 
Hämocyanine und Prophenoloxidasen 
einiger Arthropoden. Der Baum wurde mit den 
Hämocyanin-Untereinheiten von zwei Onycho-
phoren gewurzelt.
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6.7.3. Realtime qRT-PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 

Abb. 6.15: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen β-Actin, 
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdrüse. 
 

 
Abb. 6.16: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen RPLP0, 
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdrüse. 
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