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Die Primarstruktur der Himoglobine von Eisbar

(Ursus maritimus, Carnivora) und

Kragenbiir (Ursus tibetanus, Carnivora)*

Ottmar HOFMANN2** Thomas SCHREITMULLER3*** und Gerhard BRAUNITZER 2 unter

Mitarbeit von Henning WIESNER®

3 Max-Planck-Institut fir Biochemie, Abt. Proteinchemie, Martinsried bei Miinchen

b Tierpark Hellabrunn, Miinchen

(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1985)

Ce travail est dédié a Monsieur le Professeur Jean Roche a l’occasion de son 85%€™M€ anniversaire

Zusammenfassung: Die Erythrocyten des Eis-
baren (Ursus maritimus) und des Kragenbéren
(Ursus tibetanus) enthalten jeweils nur eine Hi-
moglobinkomponente. Die vollstindigen Se-
quenzen der o- und -Ketten beider Arten wer-
den angegeben. Die Bestimmung ihrer Primair-
strukturen erfolgte an tryptischen Peptiden und

dem Prolylpeptid. Diese wurden tiber Gelchro-
matographie und RP-HPLC aufgetrennt. Die
Hamoglobinketten von Eis- und Kragenbir zei-
gen identische Sequenzen. Evolutionire Aspekte
und Aspekte der Systematik werden diskutiert.
Es wird eine Tabelle verschiedener Spezies mit
identischen Hamoglobinsequenzen gegeben.

The Primary Structure of Polar Bear (Ursus maritimus, Carnivora) and Asiatic Black Bear

(Ursus tibetanus, Carnivora) Hemoglobin

Summary: The adult Polar and Asiatic Black Bear
have one hemoglobin component each. The
complete amino-acid sequences of their o- and
B-chains are presented. Their primary structures
were determined by sequencing the tryptic and

prolyl peptides. The alignment of these peptides

was deduced from homology to human hemo-
globin chains. The hemoglobin sequences of the
two species proved to be identical. The evolu-
tionary aspects of this result are discussed. A
table of identical hemoglobin sequences from
different species is given.

Key words: Tetrameric hemoglobin, Polar Bear, Asiatic Black Bear, primary structure, identical hemoglobin sequences.

Die vorgelegte Arbeit steht im grofieren Rahmen
einer Untersuchung an Carnivoren, um auf mole-
kularbiologischer Ebene die Frage zu beantwor-
ten, ob Grofler und Kleiner Panda (Ailuropoda
melanoleuca und Ailurus fulgens) Vertreter der
Biren (Ursidae), der Kleinbdren (Subursiden)

oder einer eigenen Familie sind!?!. Wir haben
deshalb die Sequenz der Himoglobine zweier
Vertreter der Barenfamilie (Ursidae), namlich die
des Eisbaren ( Ursus maritimus) und des Kragen-
biren (Ursus tibetanus) ermittelt.

Enzym:
Trypsin (EC 3.4.21.4).
Abkiirzungen:

Hb = Himoglobin; TosPheCH,Cl = (N-Tosyl-L-phenylalanyl)chlormethan; Quadrol = N,N,N',N'-Tetrakis(2-hydroxy-
propyl)ethylendiamin; Propin = Diethylaminopropin; CM-Cellulose = Carboxymethylcellulose; Tp = tryptisches Pep-
tid; RP-HPLC = reversed-phase high performance liquid chromatography.

* 89, Mitteilung iiber Himoglobine; 87. und 88. Mitteilung s.l.c.[tab]

** Auszug aus der Dissertation von Ottmar Hofmann, Fakultit Chemie und Pharmazie der Universitdt Miinchen,

1986, in Vorbereitung.

**% Auszug aus der Diplomarbeit von Thomas Schreitmiiller, Fakultit Chemie und Pharmazie der Universitat Miin-

chen, 1985.

Copyright © by Walter de Gruyter & Co - Berlin - New York
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Material und Methoden

Die untersuchten Blutproben stammten von einem Eis-
bidren des Miinchner Tierparks Hellabrunn, bzw. einem
Kragenbiren des Frankfurter Zoos. Zur Verhinderung
der Koagulation waren sie mit Heparin versetzt. Nach
Abzentrifugieren der Erythrocyten wurden diese zwei-
mal mit isotonischer Kochsalzlosung gewaschen: zur
Lyse wurde mit der 1.5fachen Menge (v/v) destillierten
Wassers versetzt. Das Entfernen der Lipide erfolgte
durch Zugabe eines Viertel Volumenanteils CCly und
anschliefender Zentrifugation.

Der Himoglobingehalt wurde nach Cannan bestimmt(3],

Die Anzahl der Himoglobinkomponenten der Losung
wurde durch Disk—Gelelektrophorese[“] bestimmt, die
der verschiedenen Untereinheiten iiber Triton-Gelelek-
trophoresels].

Die Hamabspaltung erfolgte nach der l.c.[6|, die Tren-
nung der Globinuntereinheiten durch Ionenaustausch-
chromatographie!?] iiber CM-Cellulose (Whatman CM-
52). Die Fraktionen wurden durch Gelfiltration ent-
salzt. Die Bestimmung der Primérstruktur erfolgte durch
Sequenzieren der Ketten sowie durch Sequenzbestim-
mung ihrer tryptischen Peptide.

Die Globinketten wurden sowohl in ihrer nativen, wie
auch oxidierten Form!8] mit TosPheCH, Cl-behandeltem
Trypsin (Worthington) gespalten[‘)]. Die Spaltungsdauer
betrug 4 h bei Raumtemperatur (pH 10.9-9.4). Die
Fraktionierung der tryptischen Peptide erfolgte iiber
Sephadex G-25 bzw. G-50 (fine) mit 0.1M Essigsiure.
Zur weiteren Fraktionierung wurde RP-HPLC eingesetzt.
Als Sdulenmaterialien fanden hierbei Li-Chrosorb RP2
und RP18 Anwendung.

Beim Kragenbiren wurden die nativen a-Ketten einer
Asp-Pro-Spaltung unterzogen“ol. Die Reinigung des
Peptids wurde auf einer Sephadex-G-50-fine-Sidule durch-
gefiihrt.

Die Analysen wurden in einem Biotronik-Aminosiure-
analysator Model LC 5000 vorgenommen. Hydrolysiert
wurden jeweils 3—4 nmol Peptid oder Protein in 200 u!/
5.7M HCl bei 110 °C 20 h. Die Tryptophanbestimmung
erfolgte in Gegenwart von 6% Thiogly colsdure.
Sequenziert wurdell!] in Beckman-Sequenzern 890 B
und C, wobei sowohl das Quadrol-Programm!12:13] (fir
grofie- und Lysin-Peptide), als auch das Propin-Pro-
gramm!'4] (fir Arginin- und Lysin-Peptide) Anwendung
fanden. Die Identifizierung der Phenylthiohydantoin-
Derivate der Aminosiuren erfolgte durch Diinnschicht-
Chromatographiel!4:15] oder HPLC[16:17],

Ergebnisse

Das Himolysat des Eis- bzw. Kragenbadrenbluts
zeigte je eine Bande bei der Disk-Elektrophorese,
nach Hamabspaltung ergaben sich jeweils zwei
Banden bei der Triton-Elektrophorese (Abb. 1).

Bei der Chromatographie des Globins auf CM-Cel-
lulose (8M Harnstoff, 0.05M Natriumacetat,
0.01% Dithioerythrit, pH 5.8; linearer NaCl-
Gradient von 0.02M—0.1M NaCl) wurden daher

a b c d

Abb. 1. Disk-Gelelektrophorese des Eisbdrenhdmo-
globins (a) und Triton-Gelelektrophoresen des Gesamt-
globins (b) sowie der a- und -Ketten (c, d).

Das Globin des Kragenbiren zeigte analoges Verhalten,

zwei Fraktionen erhalten. Die §-Ketten, die zwei
Tryptophanreste enthalten zeigten die hohere
Extinktion bei 280 nm (Abb. 2).

Nach Bestimmung der Bruttoformeln wurden 42
Reste der nativen o- und $-Ketten nach der auto-
matischen Edman Methode sequenziert.

Die tryptischen Spaltungen und deren anschlie-
ende Fraktionierung iber Sephadex-Gelchro-
matographie und RP-HPLC lieferten fiir die o-
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Abb. 2. Trennung der a- und $-Ketten des Eisbirenhi-
moglobins auf CM-Cellulose (pH = 5.8).

Die Trennung von Kragenbirglobin ist unter gleichen -
Bedingungen identisch.
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Ketten 14, fir die 8-Ketten 16 Peptide. Diese SchlieBlich konnten die Priméarstrukturen der
wurden sowohl quantitativ charakterisiert (Tab. beiden Biarenhimoglobine abgeleitet werden
2-5, Erginzendes Material) als auch sequenziert. (Abb. 3).

NA A AB B

Hi a Thr 10 Ala Gly Val Ala 20 24
E/Ka Val-  -Leu-Ser-Pro-Ala-Asp-Lys-Ser-Asn-Val-Lys-Ala-Thr-Trp-Asp-Lys-11e-Gly-Ser-His-Ala-Gly-Glu-Tyr-
E/K B Val-His-Leu-Thr-Gly-Glu-Glu-Lys-Ser-Leu-Val-Thr-Gly-Leu-Trp-Gly-Lys-Val- -Asn-Val-Asp-Glu-Val-
Hu B Pro 9 Ala Ala 2

NA A AB B

C (b

Ht a Ala K] Met Leu 40 48

E/K @ -Gly-Gly-Glu-Ala-Leu-Glu-Arg-Thr-Phe-Ala-Ser-Phe-Pro-Thr-Thr-Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His-Phe-  -Asp-Leu-

E/K B -Gly-Gly-Glu-Ala-Leu-Gly-Arg-Leu-Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe-Phe-Asp-Ser-Phe-Gly-Asp-Leu-
48

Hu B 30 40 Glu
o D
E

Hi o His Gly 60 67 Asn
E/K & -Ser-Pro- -Gly-Ser-Ala-GIn-Val-Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys-Val-Ala-Asp-Ala-Leu-Thr-Thr-
E/K B -Ser-Ser-Ala-Asp-Ala-Ile-Met-Asn-Asn-Pro-Lys-Val-Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys-Val-Leu-Asn-Ser-Phe-Ser-Asp-
Hu B Thr-Pro Val Gly 60 Gly-Ala 73

D E

EF F FG

Hi a Val-Ala val Met Asn 80 90

E/K a -Ala-Ala-Gly-His-Leu-Asp-Asp-Leu-Pro-Gly-Ala-Leu-Ser-Ala-Leu-Ser-Asp-Leu-His-Ala-His-Lys-Leu-Arg-Val-
E/K B -Gly-Leu-Lys-Asn-Leu-Asp-Asn-Leu-Lys-Gly-Thr-Phe-Ala-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu-Hi s-Cys-Asp-Lys-Leu-His-Val-
Hu B Ala-His & Thr 0

— ¥ F F6

G H H

HI « 9 leu 110 Ala Leu

E/K o -Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His-Cys-Leu-Leu-Val-Thr-Leu-Ala-Ser-Hi s-His-Pro-Ala-Glu-Phe-Thr-
E/K B -Asp-Pro-Glu-Asn-Phe-Lys-Leu-Leu-Gly-Asn-Val-Leu-Val -Cys-Val -Leu-Ala-His-Hi s-Phe-Gly-Lys-Gl u-Phe-Thr-
Hu B 100 Arg 110 120

G 6] H

HC

Hi a 120 128 Leu-Ala-Ser 140
E/K a -Pro-Ala-Val-His-Ala-Ser-Leu-Asp-Lys-Phe-Phe-Ser-Ala-Val-Ser-Thr-Val-Leu-Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg
E/K B -Pro-Gln-Val-GIn-Ala-Ala-Tyr-Gln-Lys-Val-Val-Ala-Gly-Val-Ala-Asn-Ala-Leu-Ala-His-Lys-Tyr-His
Hu B Pro 130 140

H

Abb. 3. Die Aminosiuresequenzen der a- und f-Ketten der Eis- und Kragenbirenhimoglobine (Ursus maritimus und
Ursus tibetanus) im Vergleich zu denen des Humanhimoglobins (HbA).
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Diskussion
Physiologie

Die Sequenz des Eis- bzw. Kragenbidrenhimo-
globins weist gegeniiber Human-HbA 22 («-Ket-
ten) und 15 (B-Ketten) Unterschiede auf“s], wo-
von nur zwei funktionell wichtige Bereiche des
Molekiils betreffen [a1/82-Kontakt: §43 (CD?2)
Glu —~ Asp; al/81-Kontakt: a«34(B15)Leu —
Ala; a1 11(G 18)Ala = Ser und $125(H3)Pro —~
GIn]!*). Da die Austausche zwischen Amino-
sduren gleichen oder doch sehr dhnlichen Cha-
rakters erfolgten, sollten analoge physiologische
Eigenschaften zu erwarten sein.

Erwdhnenswert ist, dafd beide Birenhidmoglobine
zu der Gruppe von Sdugerhdmoglobinen geho-
ren, die eine hohe intrinsische Sauerstoffaffinitit
aufweisen (Pos. § NA 2 ist His){?°!.

FEvolution

Durch die vollstindigen Sequenzen kann die
Vermutung B. Brimhalls(?!] bestitigt werden,
daf} es drei, fiir die Sequenz von Carnivora-Hamo-
globinen charakteristische Reste gibt:

1) Rest Thr*3? im Gegensatz zu anderen Siu-
gern, die hier Met haben

2) Rest Tyr*® mit Ausnahme von Eis- und Kra-
genbir, die hier wie die anderen Siuger, ein
His aufweisen.

3) Rest Pro®%°, wobei Katze und Lowe, wie die
anderen Sauger, hier ein His haben.

Vergleicht man die Sequenzen des Waschba-
ren?2! mit denen von Eis- bzw. Kragenbir, er-
geben sich beziiglich der a- und -Ketten 9 bzw.
10 Austausche. Bei einer Evolutionsrate von

1.5 x 107° pro Aminosiure pro Jahr!?>?%) er-
gibt sich, dafd sich Ursidae und Procyonidae von
den Canoidae vor 22 Mio. Jahren getrennt haben
miissen?%), gut in Einklang mit der Paldontolo-
gie.

Ebenfalls weitgehende Ubereinstimmung mit der
Paldontologie ergibt sich beim Sequenzvergleich
Eisbidren-/Braunbirenhimoglobin; die beiden
Untergattungen sollen sich vor 1.5 Mio. Jahren
getrennt haben!?s). Hier liegt bzgl. der ersten 42
Reste in den a-Ketten ein Austausch vor, die -
Ketten sind soweit identisch*.

Schwarz- und Braunbirenstamm sollen sich vor
5S—10 Mio. Jahren getrennt haben und dement-
sprechend sollten sich ihre Himoglobinsequen-
zen in 3—5 Resten unterscheiden!?52%). Tatsich-
lich sind sie jedoch identisch. Als Analogon, so-
wohl auf phinotypischer, wie auch auf moleku-
larer Ebene, erweist sich der Vergleich zwischen
Hominiden (Homo sapiens) und Pongiden (Pan
paniscus, P. troglodytes). Hier liegen bei gleicher

Tab. 1. Identische Himoglobine.

Species Identische
Ketten

Homo sapiens, Pan paniscus und P. trog-

lodytes @B
Homo sapiens, und P. troglodytes %
Camelus dromedarius und C. ferus

bactrianus @B
Lama guanicoe und L. vicugna B
Bos primigenius und B. grunniens 0%
Branta canadensis und Cygnus olor B
Ursus maritimus und U. tibetanus o, B
Chironomus thummi thummi I, Ia
Ch. thummi thummi und Ch. thummi piger I11

zeitlicher Distanz ebenfalls identische Himo-
globinkomponenten vor{27:28]

Die Antwort auf die Frage, warum keine Unter-
schiede zu verzeichnen sind, kann nur spekula-
tiver Art sein. Deutlich wird auf jeden Fall die
Unabhingigkeit der molekularen Evolution von
der phinotypischen(2429:30]

Das Phinomen identischer Himoglobine zeigt
sich aufler im oben genannten Fall noch bei fol-
genden Species (Tab. 1):

Dromedar (Camelus dromedarius) und Trampel-
tier (C. ferus bactrianus)!®"): allerdings handelt
es sich beim Trampeltier um einen domestizier-
ten Abkémmling des Wildkamels (C. ferus ferus).

Interessant ist der Zusammenhang zwischen
Lama guanicoe und L. vicugna (die zweite noch
wildlebende Lamagattung){?52¢]; hier sind die
B-Ketten identisch, wihrend in den a-Ketten
drei Austausche gefunden wurden!27**],

Als letztes Saugerbeispiel soll erwihnt werden,
daB Yak (Bos grunniens) und Rind (Bos primi-
genius) identische y-Ketten besitzen31***),

Bei Vogeln haben Kanadagans (Branta cana-
densis) und Hockerschwan (Cygnus olor) iden-
tische -Ketten!32). Bei Insekten sind ebenfalls
identische Himoglobine bekannt. So sind die
Komponenten der Larven von Chironomus
thummi thummi CTT I und CTT Ia identisch!®3!.
Desweiteren existieren fiir die Komponenten
CTT III und CTP III (Ch. thummi piger) je 2
Gene, wobei je eines identisch ist**.

* Braunitzer, G., Stangl, A., Miiller, E., unveroffentlichte Er-
gebnisse.

** Braunitzer, G. & Kleinschmidt, T., unveroffentlichte Er-
gebnisse.

*** ] althantluanga, R. & Braunitzer, G., unveroffentlichte
Ergebnisse.
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Wie in der Einleitung erwihnt stehen diese Da-
ten im Zusammenhang mit den Untersuchungen
der Himoglobine des Kleinen und Grofien Pan-
dabiren, deren Daten zu einem spiteren Zeit-
punkt verdffentlicht werden.

Wir danken Frau B. Schrank, Frl. R. Gautsch, Frl. E.
Miiller, Frau B. Bless und Herrn C. Krombach fiir die Ar-
beiten an Sequenator und Analysator. Herzlichen Dank
an Dr. R. Faust, Direktor des Zoologischen Gartens der
Stadt Frankfurt, fiir die Bereitstellung des Kragenbéren-
blutes.
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Erginzendes Material

Tab. 2. Aminosidurezusammensetzung der a-Ketten und
der tryptischen Peptide des Eisbarenhimoglobins.

In Klammern steht die aus der Sequenzbestimmung

ermittelte Anzahl der Aminosiuren, sofern die Analysen- Tab. 3. Aminosidurezusammensetzung der g-Ketten und der
werte zu weit abweichen. tryptischen Peptide des Eisbdrenhimoglobins.

o1 Tp2 Tp3 T4 5 Tpb o7 T8 ™ Tp2 Tp3 T4 5 Tp6 7 T8 TpBa
Pos. 1-7 8-11 12-16  17-31  R-40 41-5%  57-60 61 Pos. 1-8 9-17 1830 3140 41-59 6061 62-65 66 67-76
Asx  0.% 0.9 0.95 - - 0.8 - - Asx - - 2.06 - 5.06 - - - 1.76(2)
Thr - - 0.9 - 2.8 0.90 - - Thr 0.75(1) 0.79(1) - 1.14 - - - - -
Ser 0.8 0.89 - 0.95 0.9 1.72 - - Ser - 1.241) - - 2.51(3) -- - - 1.72(2)
Glx — - - 2.87 - 0.2 - - Glx 1.88(2) - 1.9 1.10 - - -— - -
Pro  0.97 - - - 1.02 2.R - - Pro - - -~ 1.14 1.26(1) - - - -
Gly - - - 4.00 - 0.9 116 - Gly 1.283(1) 1.81  3.07 - 1.43(1) - 1.05 - 1.34(1)
Ala  0.92 - 1.5 2.15 0.97 1.04 1.01 - Ala - - 1.06 - 2.9 - 0.9 - -
Cys = - - - - - - - Cys - - - - - -— - - -
val 1.0t 1.12 - - - 1.2 - - val 0.80(1) 0.2  3.03 1.67(2) -- 0.9 - - 1.41(1)
Mt - - - - - - - Met - - - - 0.27(1) - - - -
Ile - - - 0.93 - - - - lle - - - -_ 0.9 - - - -
leu 1.24 - - 1.38(1) — 1.20(1) — - Leu 1.07  1.69(2) 0.97 2.00 1.13 - - - 2.17
Tyr - - - 0.93 - 0.88 - - Tyr - - - 1.06 - - - - -
Pe - - - - 2.07 2.8 - - Phe - . - -~ 2.71(3) - - - 1
His - - - 0. - .14 0.78(1) -- His 1.04 - - - - - 1.00 - -
™ - - 0.77(1) — - - - - TP - 0.72(1) — 0.88(1) — - - - -
lys 0.9 08 0% - 1.6  1.01 1.04 1.00 Lys 1.06  0.93 - - 1.4 1.2 1.00 1.0 1.0
Ag - - - o) — - - - Arg - - 0.8&(1) 1.0 - - - - -
Sme 7 4 5 15 9 16 4 1 Sume 8 9 13 10 19 2 4 1 10

™ Tp10 Tp1h Tp12 Tp13 Tp14 Ketten- Tpd Tp10a  Tpitbi1 Tp12 13 Tp1d Tp15 Ketten-
Pos. 62-90  91-R 939  100-127 128-139 140-141 analyse Pos.  77-82 8387 88-104 105-120 121-132 133-144 144-146 analyse
Asx 3,92 - 1.89 .1 - - 12.03(11) Asx 2.9 - 3.21 0.% - 1.14 - 17.25(17)
Thr  1.84 - - 181 1.8 - 10.86(11) Thr - 0.9 — - 0.%5 - - 5.03( 5)
Ser 1.88 - - 2.86 .84 - 13.25(14) Ser - - . 09 - - - - 6.49( 7)
Glx - - - 0.77(1) - - 5.2( 5) Glx - - 2.13 - 4.8 - - 10.51(11)
o 095 - .18 2.40(2) - - 7.89( 8) Pro - - 0. - 0%  — - 3.66( 4)
Gy 1.%4 - - - - . 8.55( 8) Gly - 1.03 - 2.01 - 1.21 - 12.83(13)
Ala 7.0 - - 38 1.3~ 18.16(19) Ala - 0%(1) -- 0% 2. 3. —.(12)
Cys - - - 1.2 - - 1.0¥ 1) Cys - - 0.9 1.00 - - - 2.172( 2)
val 0.9 - .97 193 2 - 10.30(10) Val - -- 1.9 294 117 2.153) - 16.89(17)
Met - - - - - - - Met - - - - - - - 0.85( 1)
le - - — - - - 0.97( 1) Ile - - - - - - - 1.19( 1)
leu  6.44(6) 1.00 - 5.46(5) 1.23(1) - 16.31(16) lew 1.9 - 2.8 4.39(4) - 1.18 - 19.35(19)
w - - - - - 0.97 2.60( 3) Tyr - - ~ - 0.65(1) -- 0.94 3.37( 3)
e - - 0.9 1.% 1.9 - 9.37( 9) Phe - 0.9 0% 0% 0.9 - - 8.1( 8)
His 2.92 - - 3.76(8) -- - 10.09( 10) His - - 1.% 1.88 - 1.18 1.05 8.58( 8)
m - - - - - - 1.06( 1) ™ - - -~ - - - - 2.15( 2)
lys 1.12 - 0.9 1.04 1.0t - 10.98(11) Lys 1.00 1.04 2 0. 1.01 1.15 - 13.56( 14)
Ag - 0.% - - - 1.@ 2.66( 3) Arg - - - - - - - 2.21( 2)
Sume X 2 7 .} 12 2 141 Sume 6 5 17 16 12 12 2 146
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Tab. 4. Aminosdaurezusammensetzung der a-Ketten, des

Prolylpeptids und der tryptischen Peptide des Kragenbaren- Tab. 5. Aminosdurezusammensetzung der g-Ketten und der tryp-
hdamoglobins. tischen Peptide des Kragenbirenhamoglobins.

P T2 T3 Tpd 5 Tp6 Tp7 T8 1 T2 3 Tp4 Tp5 Tpé Tp7 T8 Tpda
Pos. 1-7 &1 1216 17-31 R4 4-%  57-60 61 Pos. 18 9-17 180 31-40 41-59 60-61 6265 66 67-76
Asx  1.14 0.9 0.9 - - 0.97 - - Asx - - 1.81 - 5.21 - - - 2.07
Tr - — 1.06 - 2.8 1.06 - -- Thr 1.31(1) 0.93 - 1.18 - - - - -
Ser 1.06 0.87 -~ 0.92 1.02 2.18 - - Ser - 1.04 -~ - 3. - - - 1.72
Glx — - - 3.8 - 1.08 - - Glx 2.44(2) -- 2.13 1.12 - - - - -
Pro 0.9 - -~ - .1 1.54(2)  -- - Pro - - - 1.1 1.07 - - - -
Gly — - - 4.15 - 1.12 1.01 - Gly 1.7 2.06 3.15 - 1.04 - 0.9 - 1.03
Ala 1.8 - 1.00 2.00 0. 1.04 0.97 - Ala - - 1.19 -- 2.14 - 0.9 - -
Cys — - — - - - - - Cys - - —_ -_ - - - - -
val 0.8 0.8 -~ - - 0.92 - - val 0.86 1.10 2.77 1.38(2) - 1.10 - - 0.97
Mt - - - - - - - -~ Met - - - - 0.71 - - - -
lle -- - - 0.91 - - - - lle -~ - - - 0.74 -~ - - -
Lleu 1,15 - - 1.02 - 0.9 - - Leu 1.2 2.24 1. 2.2 1.24 - - - 2.16
Tyr - - - 0.93 - 0.93 - - Tyr -- - - 1.02 - - - - -
Pe - - - - 2.06 2.19 - - Phe — - - - 3.18 - — - 0.%
His - - - 1.01 - wn 0.97 - His 0.91 - - - - — 0.81 -- -
I - - 0.76 - - - - - Trp — 0.67 - 0.88 - - - - --
Lys 1.2 1.15 1.18 -~ 0.98 0 1.06 1.00 Lys 1.2 0. - -— 1.04 0.90 1.5 1.00 1.03
Ag  — - - 0.97 - - - - Arg - - 0.93 1.06 - - - -
Smme 7 4 5 15 9 16 4 1 Summe 8 9 13 10 19 2 4 1 10

M Tp10 Tptl Tp12 Tp13 14 Ketten-  Prolyl- P Tp10a  Tpib  Tph Tp12 Tp13 Tp14 Tp1S Ketten-

Pos. 62-90  91-R  93-99  100-127 128-139 140-141 analyse  Peptid Pos. 77-82  83-8 83-% %-104 105120 121-1 133-144 145-146 analyse
Asx  4.42(4) - 1.67(2) 1.10 - - 11.58(11)  2.47(2)  Asx 316 - 1.07 2.00 1.04 - 1.2 - 17.02(17)
Thr 1.9 - - 2.00 1.93 - 10.46(11) 3.84(4) Thr - 1.06 - - - 0.9 - - 5.35( 5)
Ser 1.9 - - 3.14 n - 13.54(14) 5.72(6)  Ser - - 1.4 - - - - - 7.11( 7)
Glx — - - 1.00 - - 5.15( 5) 1.44(1)  Glx - - 0.%8 0.8 - 3.95 - - 10.72(11)
Pro 0.97 - 1.49(1) 1.9 - - 7.62(8) 2.79(3) Pro - - - 0.95 - 0.82 - - 3.86( 4)
Gly 1.% - - - - - 8.46(8) — Gly - 0.9 - - 2.00 - 1.31 - 12.99(13)
Ala 6.76(7) -- - 4.02 1.06 - 18.97(19) 4.83(5) Ala - 1.04 - - 1.13 1.9 3.87 - 12.37(12)
Cys ~— - - 0.%8 - - 0.99( 1) 0.95(1) Cys - - 0.89 - 0.8 - - - 1.94( 2)
val 0.8 - 2. 1.68(2) 1.92 - 9.75(10) 4.45(5) val - - - 1.2 2.8 1.13 2.01(3) -- 16.59(17)
et - - - - - - - - Met - —_ -_ - - - - - 1.05( 1)
lle - - - - - - 0.97( 1) -~ 1le - - - - - - - - 1.172¢ 1)
leu 6.4 0.8 - 5% .14 — 16.45(16) 6.01(6) Leu  1.83 - 1.2 1.3 405 - 1.37 - 18.84(19)
Tyr - - - - - 0.89 3.33(3) 1.19(1)  Tyr - - - - - 0.9 - 1.04 3.07( 3)
Phe - - 0.8 2.8 1.8 - 9.08( 9) 4.49(5) rphe - 0.90 - 0.% 1.02 1.12, - - 8.09( 8)
His  3.02 - - 3.8 - - 9.78(10) 3.73(4)  His - - 1.00 0.89 1.9 - 0.9 0% 8.09( 8)
I - - - - - - 0.8 1) - Trp - - - - - - - - 1.59( 2)
lys 1.03 - 091 0% 038 - 10.9(11) 3.24(3) lys 1.2 1.2 110 1.3 097 101 114 - 13.84(14)
Ag - 1.14 - - - 1.1 2.92( 3) 0.%(1) A - - - - - - - - 2.16( 2)
Sume 8 2 7 38 12 2 141 47 Summe 6 5 8 9 16 12 12 2 146



