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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Dierespiratorischen Proteine

Mit der Freisetzung von Sauerstoff durch sauerstoffbildende Bakterien und Blaualgen
in die Erdatmosphéare vor etwa 2 Milliarden Jahren (Campbell, 2003) waren die Vor-
aussetzungen fur die Evolution von Organismen geschaffen, die den Sauerstoff fir
ihre Atmung nutzen konnten. Anfangs noch klein und einfach strukturiert, ging die
Entwicklung hin zu groReren, komplexeren Tieren, die nicht mehr ohne weiteres in der
Lage waren, ihren Gasaustausch allein durch Diffusion zu bewerkstelligen. Eine L6-
sung dieses Problems war die Ausbildung eines offenen oder geschlossenen Kreis-
laufsystems, wie man es in vielen Tierstimmen finden kann. Dieses wurde zum Teil
kombiniert mit respiratorischen Oberflachen, wie z.B. der Lunge, und/oder der Nut-
zung respiratorischer Proteine. Diese sind in der Lage, Sauerstoff reversibel mit Hilfe
von Metallionen (Eisen oder Kupfer) zu binden und ihn so viel schneller an den Be-
darfsort zu bringen, als dies mittels Diffusion mdglich wére. Darliber hinaus dienen
respiratorische Proteine auch der Speicherung von Sauerstoff in Geweben. Man kann
diese Sauerstofftransportierenden bzw. -speichernden Proteine in Globine, Hame-
rythrine und Hamocyanine einteilen. Das Vorhandensein von Myoglobin (das im Mus-
kel als Sauerstoffspeicher dient) bei Vertebraten sowie von Hamoglobin in Invertebra-
ten (intra- und extrazelluldr) und Vertebraten (intrazellular), war schon seit langem
bekannt (Dickerson und Geis, 1983; Hardison, 1996). Andere Globine, wie das Neuro-
und Cytoglobin, wurden erst in jlingerer Zeit entdeckt (Burmester et al., 2000, 2002).
Bei den Globinen und dem Hamerythrin, welches bei einigen polychaeten Anneliden
und den Priapuliden vorkommt, wird das Sauerstoffmolekil von Eisenatomen gebun-
den, bei Hamocyaninen besteht die O,-Bindungsstelle aus zwei Kupferatomen (Abb.
1.1). Hamocyanine kommen bei Arthropoden und Mollusken vor. Sie sind trotz der
Ahnlichkeiten in den Sauerstoffbindungszentren in ihrer Struktur und Sequenz sehr
unterschiedlich und nicht ndher miteinander verwandt (Burmester, 2001; van Holde et
al., 2001).
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Abb. 1.1: Modell der Tertiarstruktur einer nicht oxygenierten Untereinheit des Ha-
mocyanins von Limulus polyphemus.

Rotgefarbt ist die Domane 1 dargestellt; in Blau die Doméane 2; in Griin die Doméne 3.
Die a-Helix ist als Spirale dargestellt, das B-Faltblatt als Pfeil.

Die roten Kugeln symbolisieren die Kupfer-lonen; die weiRe Kugel stellt ein Calzium-lon
dar, die gelbe Kugel ein Chlorid-lon (aus Markl, 1996).

1.2 Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden

In der Hamocyanin-Superfamilie werden respiratorische und nichtrespiratorische Pro-
teine mit &hnlicher Sequenz aber vielfaltigen Funktionen zusammengefasst (Bur-
mester und Scheller, 1996; Burmester, 2002). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich

in erster Linie mit den Arthropodenh&mocyaninen und den Hexamerinen von Insekten.

Hamocyanine: Hamocyanine dienen vielen Arthropoden als Sauerstofftransportprotei-
ne und liegen zumeist in einer hohen Konzentration extrazellular in der Hamolymphe
vor. Im oxigenierten Zustand ist die Hamolymphe teilweise sichtbar blau, was auf den
Kupfer-Sauerstoffkomplex zurtckzufihren ist (Markl und Decker, 1992; siehe unter
1.3-1.6).

Hexamerine und Hexamerinrezeptoren: Sowohl Hexamerine als auch die Hexamerin-
rezeptoren sind, wie Sequenzvergleiche zeigen, nahe mit den Hamocyaninen ver-

wandt (Burmester und Scheller, 1996). Sie haben ihre Kupferbindungszentren verlo-
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ren und sind somit nicht mehr in der Lage Sauerstoff reversibel zu binden (weiteres

siehe unter 1.6).

Phenoloxidasen: Phenoloxidasen sind kupferhaltige Enzyme (Tyrosinasen) mit der
Fahigkeit zur Sauerstoffumsetzung (z.B. Soederhall und Cerenius, 1998). Sie oxidie-
ren Mono- und Diphenole mit molekularem Sauerstoff zu Chinonen. Phenoloxidasen
spielen bei den Arthropoden eine wichtige Rolle in der Immunantwort und sind dartber
hinaus wesentlich an der Wundheilung sowie der Sklerotisierung der Kutikula beteiligt
(Melanisierung). Phenoloxidasen werden bei Bedarf aus einer Vorstufe, der Propheno-
loxidase (PPO) aktiviert, indem ein N-terminales Peptid abgespalten wird (Aspan et
al., 1995). Sie sind innerhalb der Arthropoden in allen Gruppen bis auf die Chelicera-
ten zu finden. Phenoloxidasen und Hamocyanine weisen gerade im sauerstoffbinden-
den aktiven Zentrum grof3e Gemeinsamkeiten auf, was auf eine enge Verwandtschaft
der beiden Proteine hindeutet. Hamocyanine sind z.T. in der Lage auch Phenoloxida-

seaktivitat zu entwickeln (Decker und Tuczek, 2000; Decker et al., 2001).

Pseudohamocyanine (Cryptocyanine): Hierbei handelt es sich, wie bei Hexamerinen,
um Proteine, die ihre Fahigkeit zur Sauerstoffbindung verloren haben (Terwilliger et
al., 1999; Burmester, 1999). Strukturell sind sie den Ha&mocyaninen sehr &hnlich.
Pseudohamocyanine sind nur bei dekapoden Crustaceen zu finden. Es wird vermutet,
dass sie hier eine Rolle im Hautungszyklus spielen, da ihr Gehalt in der Hamolymphe

zu bestimmten Hautungsstadien sehr grol3e Unterschiede aufweist (Terwilliger, 1999).

1.3 Evolution der Hamocyanin-Superfamilie

Mollusken und Arthropodenhdmocyanine entwickelten sich unabhangig voneinander
aus verschiedenen Typen von kupferhaltigen Proteinen (Markl und Decker, 1992; Bur-
mester, 2001). Die ersten Proteine der Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden sind
vor ca. 600 Millionen Jahren in einem gemeinsamen Vorlaufer aller Gruppen (Ony-
chophoren, Cheliceraten, Myriapoden, Crustaceen und Insekten) entstanden und hat-
ten wahrscheinlich eine @hnliche Funktion wie die Phenoloxidasen. Diese werden als
die urspringlichsten Mitglieder der Hamocyaninsuperfamilie angesehen, eine Vermu-

tung, die kirzlich durch die Entdeckung einer potentiellen Phenoloxidase bei Ciona
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intestinalis (Immesberger und Burmester, 2003) bestétigt werden konnte. Diese muss
bereits in einem gemeinsamen Vorlaufer entstanden sein, bevor sich Arthropoden und
Tunicaten getrennt haben.

1.4  Struktur von Arthropodenhamocyaninen

Alle Hadmocyanine bestehen aus Hexameren. Diese Hexamere sind, wie der Name
nahelegt, aus sechs verschiedenen oder &hnlichen Untereinheiten aufgebaut, wobei
jede Untereinheit aus 620-660 Aminosauren besteht und damit eine Molekllmasse
zwischen 70 und 80 kDa aufweist. AulRer zu Monohexameren kdénnen sich Arthropo-
denhdmocyanine zu Komplexen aus 2x6 bis 8x6-meren zusammenlagern (Abb. 1.2).
Der Vorteil dieser Strukturen besteht in einer grof3en Bindungskapazitat fir Sauerstoff,
da jede Untereinheit ein Molekll Sauerstoff zwischen zwei Kupferionen binden kann,
ohne dass die Osmolaritat in der Hamolymphe zu sehr erhéht wird. Dariiber hinaus
erhoht sich die Kooperativitat eines Hamocyaninproteins mit der Anzahl der Unterein-
heiten (Markl und Decker, 1992). Kooperativitdt bedeutet Zusammenarbeit der Unter-
einheiten, d.h. durch die Beladung einer Untereinheit mit Sauerstoff kommt es zu einer
Anderung in der Konformation des Proteins und die tbrigen Untereinheiten werden
schneller be- bzw. entladen. Die Untereinheiten der Hamocyanine sind bei allen Ar-
thropoden &ahnlich aufgebaut. Bei der rontgenstrukturanalytischen Untersuchung des
Hamocyanins von Panulirus interruptus (Gaykema et al., 1984, 1985; Volbeda und
Hol, 1989) stellte man fest, dass die Untereinheiten Bohnenform besitzen. Sie beste-
hen aus 3 unterschiedlichen Doméanen. Die erste Doméne besteht aus mehreren a-
Helices und umfaRt 150-180 Aminoséauren. Sie stabilisiert (besonders durch die hier
liegenden Phenylalanine) wahrscheinlich die Sauerstoffbindung und schitzt das aktive
Zentrum. Dieses ist in der zweiten Domane lokalisiert, die etwa 220 Aminosduren grof
ist. Das Sauerstoffbindungszentrum besteht aus 2 Kupferionen (CuA und CuB), die
von 6 Histidinen koordinativ gebunden werden. Auch die Domé&ne 2 besteht vor allem
aus a-Helices. Im Gegensatz dazu ist die dritte Doméne eine B-Faltblatt-Struktur, die
ein siebenstrangiges, antiparalleles "Barrel” bildet, wie es haufig in globuldren Protei-
nen, darunter auch Immunglobulinen, vorkommt (Gaykema et al., 1984; Volbeda und
Hol, 1989). Sie umfaldt etwa 260 Aminosauren und dient wahrscheinlich der Stabilisie-

rung des gesamten Hamocyanins (Markl und Decker, 1992; Abb. 1.1).
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Abb. 1.2: Quartarstruktur verschiedener Arthropodenh@mocyanine (aus Markl und
Decker, 1992)

(a) Typisches 2x6 Hamocyanin vieler Dekapoda (z.B. Homarus americanus), (b) 2x6 Ha-
mocyanin vieler Spinnen (z.B. Cupiennius salei), (c) 4x6 Hamocyanin einiger Garnelen
(z.B. Callianassa californiensis), (d) typisches 4x6 Hamocyanin von Eurypelma californi-
cum (Arachnida), (e) 2x6 Hamocyanin von Squilla mantis (Crustacea: Hoplocarida), (f)
6x6 Hamocyanin der Myriapoda (Scutigera coleoptrata), (g) 8x6 Hamocyanin der Xipho-
sura (z.B. Limulus polyphemus)

1.5 Vorkommen von Arthropodenhdmocyaninen

Hamocyanine sind seit langem bekannt. Erste Aufzeichnungen sind bereits aus den
Anfangen des letzten Jahrhunderts bekannt (z.B. Kobert, 1903). Mitte der 1970iger
Jahre begannen einige Forscher sich intensiver mit Hamocyaninen zu beschaftigen
(z.B. Van Holde und Van Bruggen, 1971; Bonaventura et al., 1977), ein Trend, der
sich bis heute fortsetzt. Mittlerweile sind Hamocyanine vieler Arthropoden gut charak-
terisiert. Im folgenden soll ein kurzer Uberblick liber die Hamocyanine innerhalb der
einzelnen Gruppen der Arthropoden gegeben werden.
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1.5.1 Hamocyanine bei Cheliceraten

Die Cheliceraten umfassen die Merostomata mit Limulus spec. und die Arachnida mit
allen Ubrigen Ordnungen. Fast allen untersuchten Cheliceraten ist gemeinsam, dass
sie Hamocyanin besitzen (z.B. Schneider et al., 1977; Lamy et al., 1977; Lamy et al.,
1979: Markl et al., 1979). Die einzige Ausnahme bilden die Pantopoden (marine See-
spinnen; Markl, 1986). Die Struktur ist innerhalb der einzelnen Gruppen relativ varia-
bel. Bei Limulus ist das Hamocyanin ein 48-mer (Abb. 1.3), bei den urspriinglichen
Spinnen und Skorpionen bildet es ein 24-mer, bei héheren Spinnen kann es ein 12-

mer oder sogar ein 1x6-mer sein (Markl et al., 1986).

Abb. 1.3: 3-D-Rekonstruktion
des 8x6-meren Hamocyanins
von Limulus polyphemus. Die
unterschiedlichen Farben kenn-
zeichnen die einzelnen Hexame-
re (Persdnliche Mitteilung von M.
Stohr, 2004).

1.5.2 Hamocyanine bei Crustaceen

Das Hamocyanin der malakostraken Crustaceen besteht entweder aus einem 1x6-
mer, wie beispielsweise bei Palinurus elephas (Markl et al., 1979; Kusche et al., 2003;
Meissner et al., 2003), aus einem 2x6-mer, wie typisch bei Homarus americanus
(Markl et al., 1979) und Astacus lepidactylus (Markl et al., 1979), oder aus einem 4x6-
mer, wie es bei Callianassa californiensis der Fall ist (Markl et al., 1979; Markl, 1986).
Bei dekapoden Crustaceen kdnnen drei verschiedene Untereinheitstypen immunolo-
gisch unterschieden werden. Diese werden mit a, B und y bezeichnet (Markl et al.,
1979, 1986).
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1.5.3 Hamocyanine bei Myriapoden

Myriapoden verfligen in der Regel Uber ein gut ausgebildetes Tracheensystem. Es
wurde davon ausgegangen, dass sie daher kein Hamocyanin fiir den Sauerstofftrans-
port benétigen (Brusca und Brusca, 1990; Hilken, 1998). Als dann beim Spinnenlaufer
Scutigera coleoptrata ein 36-meres Hamocyanin entdeckt wurde, glaubte man an eine
besondere Anpassung, da dieser Chilopode ein blind endendes Tracheensystem be-
sitzt und dartber hinaus rauberisch lebt - ein Umstand, der schnelle Bewegungen und
somit die Bereitstellung von groRen Mengen Sauerstoff erfordert (Mangum et al.,
1985; Mangum und Godette, 1986). Mittlerweile ist ein 6x6-meres Hamocyanin auch
bei drei Diplopoden beschrieben. Bei Spirostreptus spec. konnte ein solches umfas-

send charakterisiert werden (Jaenicke et al., 1999; Kusche und Burmester, 2001).

1.5.4 Hamocyanine bei Onychophoren

Onychophoren (StummelftiRer) sind Tiere, die aufgrund ihrer heimlichen Lebensweise
und ihrer Seltenheit wenig untersucht sind. Sie werden mittlerweile von vielen Autoren
zusammen mit den Tardigraden (Béartierchen) als Proarthropoden zu den Arthropoden
gezahlt (Aguinaldo et al., 1997; Shultz und Regier, 2001). Da die Onychophoren, wie
auch die Myriapoden und Insekten, lber ein gut entwickeltes Tracheensystem verfu-
gen, wurde bisher vermutet, dass sie kein Hamocyanin besitzen. Dies konnte widerlegt
werden. Die Tiere besitzen ein hexameres Hamocyanin, welches die groRte Ahnlich-
keit in der Sequenz mit den Hamocyaninen der Cheliceraten aufweist (Kusche et al.,
2002). Die phylogenetischen Untersuchungen zeigten eine Stellung des Onychopho-

renhdmocyanins basal zu den tbrigen Arthropoden (Kusche et al., 2002).
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1.5.5 Hamocyanine bei Insekten?

Wie bereits erwahnt, verfligen Insekten Uber ein gut entwickeltes Tracheensystem,
welches ihnen erlaubt Sauerstoff sehr effektiv an die einzelnen Organe zu transportie-
ren. Bei einigen wenigen Insekten, die unter hypoxischen Bedingungen leben, dient
Hamoglobin als respiratorisches Protein (z.B. Weber und Vinogradov, 2001). Daher
wurde das Vorhandensein von Hamocyanin bei Insekten bislang als tberfllissig ange-
sehen, man ging davon aus, dass dieses respiratorische Protein mit der Entwicklung
des Tracheensystems verlorenging. Im Jahr 1998 gelang es Forschern, ein embryona-
les HAmolymphprotein (EHP) in Schistocerca americana (Orthoptera) zu charakterisie-
ren, welches neben konservierten Kupferbindungsstellen noch in anderen Sequenzbe-
reichen groBe Ubereinstinmungen mit den Hamocyaninen aus anderen Arthropo-
dengruppen aufwies (Sanchez et al., 1998). Allerdings konnte das Protein weder in
den Ubrigen Larvenstadien noch in adulten Tieren gefunden werden. Darlber hinaus
wurde eine Sauerstoffbindung durch das EHP nicht nachgewiesen, daher konnte der
Beweis, dass es sich um ein funktionelles Hamocyanin handelt, nicht erbracht worden.

1.6 Hexamerine bei Insekten

Hexamerine sind kupferlose Proteine der Insekten die als Energie-und Aminosaurespei-
cherproteine dienen (Telfer und Kunkel, 1991; Burmester, 1999). Sie sind z.B. wahrend
der Hautung oder in Zeiten ohne Nahrungsaufnahme in grof3en Mengen in der Hamo-
lymphe nachweisbar. Einige Hexamerine sind auch in der Lage, kleine organische Kom-
ponenten, wie z.B. Riboflavin (Magee et al, 1994) oder Juvenilhormone (Braun und Wyatt,
1996) zu binden. Es handelt sich beim Hexamerin um ein 1x6-mer, das aus gleichen oder
ahnlichen Untereinheiten besteht, die jeweils ein Molekulargewicht von etwa 80.000 Dal-
ton besitzen (Scheller et al., 1990; Telfer und Kunkel, 1991). Hexamerine wurden in allen
bislang untersuchten Insekten gefunden. Die Sequenzen der Hexamerine gleichen denen
der Hamocyanine, so dass von einer engen Verwandtschaft ausgegangen wird (z.B. Bur-
mester, 2002).
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1.7  Funktionen des Hdmocyanins

Die Hauptfunktion des Hadmocyanins ist der Sauerstofftransport. Daneben werden aber
noch andere Aufgaben vermutet, beispielsweise die Speicherung von Sauerstoff (Ku-
sche und Burmester, 2001). Auch wird Uber eine Rolle bei der Immunabwehr von Ar-
thropoden, vor allem bei Cheliceraten, diskutiert, da diese nicht Uber eine Phenoloxi-
dase verfligen (Decker und Rimke, 1998; Decker et al., 2000; Nagai und Kawabata,
2000). Es wird auBerdem vermutet, dass Hamocyanin bei Crustaceen eine Rolle im
Hautungszyklus spielt (Terwilliger und Ryan, 2001). Spaltprodukte des Hamocyanins,
welche eine fungizide bzw. bakterizide Wirkung aufwiesen, konnten in der Hamo-
lymphe von Crustaceen (Penaeus vannamei bzw. Pacifastacus leniusculus) gefunden

werden (Destoumieux-Garzon et al., 2001; Lee et al., 2003).

1.8 Bildungsort des Hamocyanins

Hamocyanin liegt im Blut von Arthropoden zumeist in relativ hohen Konzentrationen
(20-100 mg/ml) vor. Diese schwanken sowohl zwischen den Tierarten als auch deren
Entwicklungsstadien und Zustand (Hagermann, 1983; Senozan und Briggs, 1989). Die
Freigabe des Hamocyanins aus den blutbildenden Zellen erfolgt auf unterschiedliche
Weise. Entweder platzen die Zellen auf, wie bei den Cheliceraten und Onychophoren,
oder das Hamocyanin verfigt Uber ein Signalpeptid, wie es fir die Crustaceen typisch
ist, aber auch bei Myriapoden vorkommt (Voit et al., 2000; Kusche und Burmester,
2001; Kusche et al., 2002). Auch die Syntheseorte unterscheiden sich bei den einzel-
nen Arthropodengruppen. Wéahrend beim Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus spe-
zielle Cyanocyten fur die Hamocyaninsynthese vorhanden sind (Fahrenbach, 1970),
wird es bei Vogelspinnen von Zellen in der inneren Herzwand gebildet (Kempter, 1983;
Markl et al., 1990). Innerhalb der Crustaceen hat man bisher als Bildungsorte bei
Squilla mantis Cyanocyten in den Augenstielen nachgewiesen (Schonenberger, 1980).
Bei dekapoden Crustaceen fand man in der Mitteldarmdriise Zellen, die Ha&mocyanin
synthetisierten (Senkbeil und Wriston, 1981; Jacobs et al., 1984; Preaux et al., 1986).
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1.9 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst eine moglichst grol3e Anzabhl
Sequenzdaten vor allem aus den Arthropodengruppen zu erarbeiten, deren taxonomi-
sche Stellung bislang nicht eindeutig geklart ist, bzw. in denen Hamocyanin bislang
noch nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Dazu wurden Vertreter der Myria-
poden, Crustaceen, Cheliceraten und Insekten untersucht. Da Hamocyanin sich, auf-
grund seiner geringen Evolutionsrate, besonders gut dazu eignet, Veranderungen in-
nerhalb der Hamocyaninsuperfamilie nachzuvollziehen, sollten die Ergebnisse der
Sequenzierungen anschlieend zu ausfihrlichen phylogenetischen Analysen genutzt

werden um zur weiteren Aufklarung derer Verwandtschaftsbeziehung beizutragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die meisten Versuchstiere wurden k&uflich erworben oder stammten aus eigener Zucht.
Einige Tiere wurden selbst gesammelt und bestimmt, oder freundlicherweise von Kollegen
zur Verfiigung gestellt. Bei allen Versuchstieren handelte es sich um Vertreter des Stam-

mes Arthropoda.

211 Myriapoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Myriapoden aus der Ordnung der Diplopoden und der
Chilopoden untersucht. Beim gré3ten Versuchstier handelte es sich um die ostafrikani-
sche TausendfuRlerart Archispirostreptus gigas (Myriapoda; Diplopoda), die eine Kdrper-
lange bis 30 cm erreicht (Abb. 2.1). Die Tiere wurden bei konstanter Temperatur (28°C)
und hoher Luftfeuchtigkeit in Terrarien der GréRe 40 x 40 cm auf Blumenerde gehalten
und mit Kartoffeln, Obst- und Gemiiseresten gefiittert. Als Kalziumquelle, welche die Tiere
besonders nach der Hautung bendtigen, diente Kase. Weitere Diplopoden, die auf Hamo-
cyanin untersucht wurden, waren einige Exemplare des Saftkuglers Glomeris spec. (Glo-
merida) sowie der SchnurflRer Julus spec. (Julida; Julidae). Bei dem Chilopoden handel-

te es sich um den Spinnenlaufer Scutigera coleoptrata (Scutigeromorpha; Scutigeridae).

Abb. 2.1:

Der Diplopode Archispirostreptus gigas ist
braunschwarz gefarbt und besitzt rote Bein-
paare. Die Tiere werden bis zu zehn Jahre
alt.

Quelle:
Siehe Anhang
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2.1.2 Crustaceen

Innerhalb der Crustaceen wurde der Flul3flohkrebs Gammarus roeseli (Gammaridae;
Gammaridea; Amphipoda) untersucht (Abb. 2.2). Diese Art kommt recht haufig in Flissen
und Bachen vor und ist durch die charakteristische Uberlappung der Segmente relativ
einfach zu bestimmen. Der Flu3flohkrebs konnte direkt in einem ortsnahen Bach gefun-

den und unter dem Binokular bestimmt werden.

Abb. 2.2:

Der FluRflohkrebs Gammarus roese-
li. Gut zu erkennen sind die spitzen,
sich Uberlappenden Segmente.

Quelle:

siehe Anhang

2.1.3 Insekten

Die Steinfliegenart Perla marginata (Plecoptera, Perlidae) kommt bei uns in sauberen,
sauerstoffreichen und schnellflieBenden Mittelgebirgsbachen vor (Abb. 2.3). Sie gilt als
wichtige Nahrung fur Fische der Forellenregion. Diese Steinfliegenart hat einen mehrjah-
rigen Entwicklungszyklus, wobei sie die ersten drei Jahre ihres Daseins als Larve ver-
bringt. Nach dem Schlipfen folgt mit Paarung und Eiablage der letzte Lebensabschnitt. In

dieser Zeit wird keine Nahrung mehr aufgenommen.

Abb. 2.3:

Die Steinfliege Perla marginata. Die
Abbildung zeigt ein adultes Tier.
Typisches Kennzeichen sind die vier
in Ruhe flach gefalteten Flugel.

Quelle:
Siehe Anhang
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Die ebenfalls als Versuchstiere verwendeten Ofenfische Thermobia domestica (Thysanu-
ra; Lepismatidae) sind eng mit den bekannten Silberfischen Lepisma saccharina (Thysa-
nura; Lepismatidae) verwandt (Abb. 2.4). Sie lieben die Warme und kommen daher nur
dort vor, wo ausreichend hohe Temperaturen vorherrschen, wie z.B. in Backereien. Hier-
zulande werden sie vor allem als Futtertiere von Terrarienfreunden geziichtet. Die Haltung

der Ofenfische erfolgte in einem grolRen Glas mit etwas Kiichenpapier und Pappe als Ver-

steckmdglichkeit und Nahrungsquelle.

Abb. 2.4:
Vertreter der Ofenfische
(Thermobia domestica) sind
durch ihre Farbung gut von
Silberfischen zu  unter-
scheiden.

Quelle:
Siehe Anhang

2.14 Cheliceraten

Innerhalb der Cheliceraten wurde der Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus (Merosto-
mata; Xiphosura; Xiphosurida; Limulidae) als Versuchstier verwendet (Abb. 2.5). Die Tiere
kommen urspriinglich an der amerikanischen Ostkiiste und in der Karibik vor. Die fur die-
se Arbeit verwandten Pfeilschwanzkrebse wurden vom Marine Biological Laboratory
(USA) bezogen. Die Halterung erfolgte in Meerwasseraquarien bei 18°C. Das Meerwas-
ser hat eine spezifische Dichte von 1.023, dieser Wert muss auch in Gefangenschaft ein-
gehalten werden. Wichtig ist aulRerdem eine mindestens 10 cm hohe Sandschicht, in die

sich die Tiere eingraben kénnen. Die Fitterung erfolgte mit Fischfilet.
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Abb. 2.5:

Pfeilschwanzkrebse (Limulus
polyphemus) kommen im Friih-
jahr/'Sommer an den Strand um
zu laichen. Die urtiimlichen Tiere
sind an der Hufeisenform und
dem typisch pfeilférmigen
~Schwanz" zu erkennen.

Quelle:
Siehe Anhang

14




Material und Methoden

2.2 Verwendete Chemikalien und Geréate

Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitdt bezogen und stammten, soweit

nicht anders angegeben, von den Firmen Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen). Kits und Enzyme wurden

von den Firmen Genecraft (Minster), Invitrogen (Groningen), Macherey und Nagel, Peg-

lab (Erlangen), Qiagen (Hilden), Sigma Aldrich (Darmstadt) und Stratagene (Heidelberg)

bezogen.

Folgende Gerate wurden benutzt:

Zentrifugen:

Photometer:

Autoklav:

pH-Meter:

Thermocycler:

Bakterienschiittler:

Brutschrank:

Heraeus Biofuge pico, Rotor 3325 (Kendro GmbH, Hanau)
Heraeus Megafuge 1.0R, Rotor 3360
Eppendorf Centrifuge 5415R (Wesseling)

Ultrospec Plus (Pharmacia LKB, Freiburg)
Biophotometer (Eppendorf, KoIn)

Technoclav (Integra Biosciences, Fernwald)

Digital-pH-Meter (Knick, Berlin)

Techne Progene (Techne, Cambridge, UK)

Biometra T-Gradient (Biometra, Gottingen)

Bahler TH 25 (Fa. Edmund Biihler)

Memmert Modell 300 (Memmert, Schwabach)
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2.3 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

23.1 Entnahme der Hamolymphe

GroRRere Tiere wurde zur Betdubung 1-2 h auf Eis gelegt und danach die Hamolymphe mit
einer sterilen Kanille enthommen. Bei den Insekten gentigten 2 h im Kihlraum bei 8°C.
Die Probenahme erfolgte bei den Myriapoden und Gammarus lateral zwischen den Seg-
menten, bei Limulus am dorsalen Sinus, bei Astacus an der Oberseite der Hinterleibs-
segmente und bei den Insekten dorsal hinter dem Kopfpanzer. Anschlie3end wurde die
Hamolymphe in Stabilisierungspuffer gegeben und bei 4°C, und 13000 x g 10 Minuten
abzentrifugiert, um die Blutzellen und Gewebereste zu sedimentieren. Danach konnte die

Hamolymphe entweder direkt weiterverwendet oder bei —20°C eingefroren werden.

Stabilisierungspuffer 100 mM Tris
10 mM Ca **
10 mM Mg*
pH 7,8

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Untersuchung der Hamolymphe war es zunachst notwendig den Proteingehalt der
Proben genau zu bestimmen. In den meisten Fallen wurde eine photooptische Messung

bevorzugt, der Proteingehalt wurde aber auch mit der Methode nach Bradford bestimmt.

2.3.2.1 Extinktionsmessung

Je nach Gehalt einer Proteinlésung an aromatischen Aminosauren (Phenylalanin, Ty-
rosin und Tryptophan) absorbiert sie Licht im ultravioletten Bereich zwischen 200 und 300
nm. Durch die photooptische Proteinbestimmung bei 280 nm |ai3t sich der Proteingehalt
einer Losung grob abschatzen. Dabei geht man davon aus, dass 1 OD bei einer Schicht-
dicke von 1 cm etwa 1 mg/ml Hamocyanin entspricht (Markl, 1980). Hamocyanin besitzt

ein zweites Absorptionsmaximum bei 340 nm, welches den oxigenierten Zustand des Mo-
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lekils kennzeichnet und durch den Kupfer-Sauerstoff-Kupfer-Komplex zustande kommt.
Die blaue Farbe des Hamocyanins wird auRerdem durch ein weiteres Absorptionsmaxi-
mum des Kupfer-Komplexes im sichtbaren Bereich bei ca. 560 nm erzeugt.

2.3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Durch die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva) an Proteine
wird unter sauren Bedingungen das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm
nach 595 nm verschoben. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit eignet sich diese Methode

zur Bestimmung kleiner Proteinmengen im Bereich von 2 bis 20 ug.

Herstellung der Bradford-Losung

Zunéachst wurden 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva) in 50 ml 95% Ethanol
p.a. gelost, dann 100 ml 85% H;PO, hinzugegeben und die Lésung mit Aqua dest. auf
1000 ml aufgefullt. Die Aufbewahrung erfolgte in einer dunklen Flasche bei Raumtempe-

ratur.

Durchfihrung der Proteinbestimmung

Die Proteinlésung wurde mit Wasser auf 100 pl verdinnt und mit 1 ml Bradford-Reagenz
gemischt. Nach 5 Minuten konnte die Extinktion bei 595 nm photometrisch gemessen
werden. Als Standard diente Rinder Serum Albumin (BSA).

2.3.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

2.3.3.1 SDS-Polyacrylamidelektrophorese

Durch eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) kann man Proteine in ei-
nem elektrischen Feld allein aufgrund ihres Molekulargewichts auftrennen. Acrylamid ist
nach Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und durch eine Katalyse mit Tetra-
methylendiamin (TEMED) in der Lage, lange Ketten zu bilden, die durch N,N’-
Methylenbisacrylamid miteinander vernetzt werden. Durch die Variation der Acrylamid-

und N,N"-Methylenbisacrylamid-Konzentration entstehen Netze unterschiedlicher Poren-
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grof3e, in denen Proteine nach ihrer Gré3e getrennt werden kénnen. Bei der SDS-PAGE
werden die Proteine in Anwesenheit des Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) bei 95°C
fur 5 Minuten denaturiert. SDS maskiert die Eigenladung der Proteine durch eine negativ
geladene Hiille, so dass die Proteine nur aufgrund ihrer GréRe im Gel aufgetrennt wer-
den. Die zuriickgelegte Strecke der Proteine im Gel ist etwa linear vom dekadischen Lo-
garithmus der MolekulgrolRen abhangig und laft sich anhand von Eichproteinen mit be-

kanntem Molekulargewicht bestimmen.

Zusammensetzung eines SDS-PAGE Gels:

Die folgenden Angaben gelten fiir 6 kleine oder 1 gro3es Gel

Trenngel 7,5 % 7.5 ml Acrylamid-Stammldsung (30%)
7.5 ml Trenngelpuffer (siehe unten)
14.8 ml Aqua dest.
10 ul Tetramethylendiamin (Temed)
200 pl 10%iges Ammoniumpersulfat

Sammelgel 3,9 % 1.95 ml Acrylamid-Stammldsung (30%)
3.75 ml Trenngelpuffer (siehe unten)
9.3 ml Aqua dest.
15 pl Temed
150 pl 10%iges Ammoniumpersulfat

Trenngelpuffer 1.5 M Tris/HCI
0.4% (w/v) SDS
pH 8.8

Sammelgelpuffer 0.5 M Tris/HCI

0.4% (w/v) SDS
pH 6.8
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Elektrophorese-

Laufpuffer 23 mM Tris/HCI
190 mM Glycin
0.2% (w/v) SDS
pH ca. 8.3

2.3.3.2 Herstellung von zweidimensionalen Gelen (2D-Gele)

Mit zweidimensionalen Gelen ist es moglich, Proteine sowohl nach ihrem isoelektrischen
Punkt (also ihrer Ladung) als auch ihrer GréRe aufzutrennen. Dazu wird die Probe zu-
nachst Uber Rundgele aufgetrennt, in welche Ampholyte mit unterschiedlichen pH- Werten
eingegossen werden. Fir die Rundgele werden spezielle Giel3réhrchen bendtigt. Diese
wurden an der Unterseite mit Parafilm abgedichtet und das Ampholyt-Gel mit einer langen
Pasteurpipette eingefiillt. Nach der Uberschichtung mit H,O wurden die Rundgele oben
ebenfalls mit Parafilm verschlossen und konnten tber Nacht auspolymerisieren. Zum Gel-
lauf wurden die Rundgele ein Stiick aus dem Roéhrchen gedrickt, um Platz fur die Probe
zu schaffen. Am unteren Ende wurden die Gele mit Gaze Uberzogen und diese mit einem
Gummiring fixiert. Dann konnten sie in einem speziellen Aufsatz in die Gelkammer einge-
setzt werden. Die Proben wurden in Lysis-Puffer A gel6st, auf das Gel aufgetragen, mit
Lysis-Puffer K Uberschichtet und mit Kathofenpuffer aufgefullt. Als Marker diente BSA
oder Actin. Der untere Puffertank (Anode) wurde nun mit 10 mM Phosphorséure gefillt,
der obere Puffertank mit Agarose abgedichtet und mit 20 mM Natronlauge gefullt. Die
Focussierung im Rundgel erfolgte bei steigender Stromspannung (200 V fur 15 Minuten,
300 V fur 30 Minuten und anschlieBend 400 V fur 16-18 Stunden). Im Anschluf3 wurden
die Gele aus den Roéhrchen herausgedriickt und in O-Puffer flr 15 Minuten aquilibriert.
Die zweite Dimension erfolgte auf groBen Gelen, die gemaf der Anleitung in 2.3.3.1 her-
gestellt worden waren. Die aquilibrierten Rundgele wurden auf ein Gel aufgelegt und mit
Agarose, welche mit O-Puffer angesetzt wurde (0,5%ig, versetzt mit 0,01 % Bromphenol-
blau) eingebettet. Seitlich davon konnte noch ein Marker mitlaufen. Der Gellauf erfolgte,
wie oben beschrieben, bis der blaue Farbstoff aus dem Gel ausgetreten war. Das Anfar-
ben und Entfarben wurde wie in 2.3.4 beschrieben durchgefihrt.
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Bendtigte Losungen:

Lysis-Puffer A

Lysis-Puffer K

O-Puffer

234

9.5 M Harnstoff

6% Nonidet P 40

25 mM DTT

0.8 % Ampholine 4-6
0.8 % Ampholine 5-7
0.8 % Ampholine 3.5-10
Lagerung bei —20 °C

6 M Harnstoff

0.4 % Ampholine 4-6
0.4 % Ampholine 5-7
0.4 % Ampholine 3.5-10

60 mM Tris

2 % SDS

10 % Glycerin

20 mM DTT pH 6.8

Farbung der Gele mit Coomassie

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue ist in der Lage, an Proteine zu binden. Schon Pro-

teinmengen von etwa 0,5 pg kénnen im SDS-Polyacryalmidgel sichtbar gemacht werden.

Zur Farbung wurde das Gel nach der Elektrophorese zwischen einer Stunde bis Uber

Nacht gefarbt und anschlieBend mit Entfarber die Hintergrundféarbung wieder entfernt.

Farbeldsung (1000 ml) :

400 ml Methanol
125 ml Essigséaure

auf 1000 ml mit Aqua dest. Auffiillen

2 g Coomassie Brilliant Blue R-250

Die Gele wurden in 7,5% Essigsaure aufbewahrt.

Entfarber (1000 ml) :
200 ml Isopropanol
116 ml Essigséaure

auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen
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2.4  ,Semidry“ Western-Blot

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurden sie teilweise
mit Hilfe des ,semidry* Western-Blots nach Kyhse-Andersen (1984) auf eine Ni-
trocellulosemembran Uberfihrt. Bei dieser Methode wird eine Spannung angelegt, die
Proteine wandern in Richtung der Anode und werden auf der Nitrocellulosemembran im-
mobilisiert (Abb. 2.6). Das Blotting wurde bei 0,8 mV je cm? zwei Stunden lang durchge-
fuhrt. Danach wurden die gebundenen Proteine mit einer 1:10 verdiinnten Ponceau S-
Losung reversibel angefarbt. Hierzu wurden die Nitrocellulosemembranen nach dem
Transfer fur 1 bis 2 Minuten mit PonceauS-L6sung Ubergossen und anschlieBend Uber-

schissige Farbeldsung mit Aqua dest. abgewaschen.

Transferpuffer 39 mM Glycin
48 mM Tris/HCI
0.037% SDS
20% Methanol
pH 8.3

Deckel

""""""""""""""" —— Whatman-Papier (6 x )

Gel
Nitrozellulosemembran

_____________________________ — Whatman-Papier (6 x )

+ Kammerboden

Abb. 2.6: Aufbau eines ,semidry” Western-Blots

Von unten nach oben wurden zunéchst mit Transfer-Puffer getrankte Whatman-Papiere
luftblasenfrei Ubereinandergelegt, darauf die Nitrocellulosemembran, dann das SDS-Gel
und wiederum Whatman-Papiere. Die Proteine, die eine negative Ladung tragen, wandern

in Richtung Pluspol und werden in der Membran immobilisiert.
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2.5  Sauerstoffbindungskinetik

Die Durchfuhrung der Versuche zur Sauerstoffbindungskinetik erfolgte im Institut fur Bio-
physik (Mainz). Die Sauerstoffbindungskurven wurden nach der fluorometrisch-
polarographischen Methode von Loewe (1978) aufgenommen. Bei diesem Verfahren
macht man sich den Umstand zunutze, dass deoxigeniertes Hamocyanin bei einer Wel-
lenlange von 280 nm fluoresziert. Mit steigendem Grad der Oxigenierung nimmt die Inten-
sitdt der Fluoreszenz linear ab. Zur Durchfihrung wurde eine Hamocyaninlésung zu-
nachst mit wasserdampfgesattigtem Sauerstoff vollstandig oxigiert und im Anschluf® durch
Ruhren unter wasserdampfgesattigtem Stickstoff langsam deoxigeniert. Wéahrenddessen
wurde der Sauerstoffpartialdruck mittels einer Clark-Elektrode gemessen. Die Hadmocya-
ninlésung befand sich wahrend der Versuchsdurchfiihrung in einem Fluorimeter (Farrand,
Miinchen), wo sie mit UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt wurde. Aus der Anderung der
Fluoreszenz und der Messung des Sauerstoffpartialdruckes war es mdglich, die Sauer-
stoffbindungskurve abzulesen und den Halbséttigungsdruck (pso), sowie nach Umrech-
nung in den Hill-Plot, den Hillkoeffizient (ny) zu bestimmen.

2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Bakterienstamme und Vektoren

Folgende Bakterienstdmme der Art Escherichia coli, bei denen es sich um Derivate des
Stammes K12 handelt und die durch Modifikationen nicht mehr humanpathogen sind,

wurden verwendet :

Bakterienstdmme :
E. coli XL 1 Blue MRF’(Stratagene, Heidelberg)
E. coli XLOLR (Stratagene, Heidelberg)
E. coli Top10 (Invitrogen, Groningen)
E. coli M 15 [pREP4] (Qiagen, Hilden)
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Phagen :
Zur Synthese samtlicher cDNA-Banken wurde der ZAP Express Vektor, fir die in vivo-

Excision der ExAssistTM Helfer-Phage (Stratagene, Heidelberg) verwendet.

Plasmidvektoren :

Es wurden folgende Vektoren zur Klonierung verwendet:

pBK-CMV (Stratagene, Heidelberg): ZAP Express™ cDNA-Banken
PCR 4-TOPO ® TA (Invitrogen, Groningen): Klonierung von PCR-Fragmenten
PQE 30 (Qiagen, Hilden) Expression von Proteinen

Verwendete Nahrmedien

LB-Medium (pro Liter) 10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt

pH 7.4
LB-Agar 20 g Agar-Agar auf 1 Liter LB- Medium
NZY-Medium 5 g NaCl

2 g MgS0O4 x H,O
5 g Hefeextrakt
10 g NZ-Amin (Casein-Hydrolysat)

pH 7.5
NZY-Agar 15 g Agar-Agar auf 1 Liter NZY-Medium
NZY-Topagar 0,7% (w/v) Agarose in NZY-Medium
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Alle Nahrmedien wurden direkt nach der Herstellung bei 121°C (1,0 bar) fir 30 Minuten
autoklaviert. Der Agar wurde anschlieRend auf ca. 55°C abgekuhlt, gegebenenfalls mit
dem entsprechenden Antibiotika versetzt und in Petrischalen gegossen.

Folgende Antibiotika wurden verwendet :

Ampicillin 100 mgl/Liter
Kanamycin 12,5 mg/Liter
Tetracyclin 50 mg/Liter

2.6.2 Glycerinkulturen

Zur langeren Aufbewahrung von Bakterien wurden diese mit Glycerin versetzt und bei
einer Temperatur von —70°C eingefroren. Hierzu wurden aus Flussigkulturen 700 pl Bak-
teriensuspension mit 300 pl sterilem Glycerin vermischt. Solche Glycerinkulturen sind tb-
licherweise Uber einen Zeitraum von einigen Monaten bis zu mehreren Jahren haltbar.

2.6.3 Plattenkulturen

Aus den Glycerinkulturen der Bakterien wurden z.T. Ausstriche auf Agarplatten herge-
stellt. Dazu wurden die Bakterien mittels eines autoklavierten Zahnstochers auf dem Agar
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschlie3end konnten diese Platten fir
einige Wochen bei 4°C gelagert werden.

2.6.4 Flussigkulturen

Zur Vermehrung von Bakterien wurden einzelne Kolonien von einer Agarplatte mit Hilfe

eines Zahnstochers in ca. 5 ml LB-Medium uberfuhrt und tGber Nacht bei 37°C unter
Schitteln inkubiert.
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2.6.5 Herstellung kompetenter Bakterien

Plasmide missen zur Vermehrung in Bakterien transformiert werden. Das gelingt nur,
wenn diese Bakterien kompetent, d.h. in der Lage sind, die Plasmide aufzunehmen. Kom-
petente Top 10- Bakterien wurden mit den meisten Klonierungsvektoren mitgeliefert (z. B
PCR 4 TOPO ® TA von Invitrogen). Fur die rekombinante Expression von Proteinen war
es notwendig die kompetenten Bakterien selbst herzustellen. Dazu wurde LB-Medium mit
dem Antibiotikum Kanamycin versetzt, mit M15 Bakterien beimpft und Uber Nacht bei
37°C unter Schitteln inkubiert. Von dieser Kultur wurden 100 pl abgenommen und zu
einem Volumen von 100 ml LB-Medium mit 20 mM Glucose gegeben. Anschliel3end wur-
de der Ansatz so lange bei 37°C unter Schutteln inkubiert, bis die ODggo, die photomet-
risch bestimmt wurde, ungefahr bei 0,3 lag. Nach dem Abzentrifugieren bei 1000 x g fur
15 Minuten wurden die Bakterien in 4 ml TSS aufgenommen, 30 Minuten auf Eis stehen

lassen und der Vorgang wiederholt.

1x TSS 1 x LB Broth
10% (wiv) PEG 3350
5% DMSO
40 mM MgSO,
pH 6.5

2.6.6 Transformation kompetenter Bakterien

Fir die Transformation wurden 25 pl (Proteinexpression: 100 ul) kompetenter Bakterien
mit den zu transformierenden Plasmiden (10 bis 100 ng zirkulare Plasmid-DNA) gemischt
und fir 30 Minuten auf Eis gehalten. Nach kurzem Hitzeschock (30 Sekunden bei 42 °C)
wurde dem Ansatz 250 pl SOC-Medium (Proteinexpression: 900 pl LB-Medium mit Glu-
cose) zugegeben und die Bakterien bei 37°C zur Erholung mindestens 1,5 Std. inkubiert.
Danach wurden die transformierten Bakterien auf LB-Platten ausplattiert, die zur Selektion
plasmidtragender Klone mit den entsprechenden Antibiotika versetzt worden waren, und
Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
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2.7 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.7.1 Fallung von Nukleinsauren

Um Nukleinsauren zu prazipitieren, wurde die Probe mit einem Zehntel Volumen einer
Losung einwertiger Kationen (10 M Ammoniumacetat, 8 M Lithiumchlorid, 2 M Natrium-
chlorid oder 3 M Natriumacetat) und 2,5 Volumen Ethanol p.a., oder einem Volumen
Isopropanol p.a., gemischt und bei —70°C fir 60 Minuten oder bei —20°C tUber Nacht ge-
fallt. AnschlieRend wurde das gewonnene Prazipitat bei 12000 x g 60 Minuten lang zentri-
fugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, wiederum 5 Minuten
zentrifugiert, und danach bei Raumtemperatur getrocknet. Die gefallten Nukleinsduren

konnten dann in Aqua bidest gelost werden.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Fir die Bestimmung der RNA- bzw. DNA-Konzentration hat man die Moglichkeit, eine
photooptische Messung durchzufiihren. Nukleinsauren zeigen bei 260 nm ein Absorp-
tionsmaximum. Die Messungen wurden mit Kivetten einer Schichtdicke von 1 cm durch-
gefuhrt. Fur die Konzentrationsbestimmung gilt:

10Dy = 40 pg/ml RNA
10D, = 50 ug/ml dsDNA

Durch die Bestimmung des Quotienten aus OD,5/ODyg ist €s méglich, ndherungsweise
die Reinheit der RNA- bzw. DNA hinsichtlich einer Verunreinigung mit Proteinen zu be-
stimmen.

Hierflr gilt:

OD260/OD280 =1,8 bis 2: reine RNA/DNA
OD360/OD5gp < 1,8: mit Proteinen verunreinigte RNA/DNA

Alternativ wurde der sogenannte ,Dot“-Test durchgefihrt, bei dem man 0.5 bis 1 pul DNA

auf eine 1%ige, mit Ethidiumbromid versetzte Agaroseplatte aufgetrédgt und die DNA-

Menge durch Vergleich mit einem bekannten Standard abgeschatzt.
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2.7.3 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterienzellen (Birn-
boim und Doly, 1979) mit anschlieRender Préazipitation der bakteriellen Proteine mit Hilfe
des E.Z.N.A Miniprep Kits der Firma Peglab (Erlangen) durchgefihrt. Hierzu wurden die
Bakterien aus der Ubernachtkultur zunéchst abzentrifugiert, lysiert, die Reaktion neutrali-
siert und dann die Bakterientrtimmer préazipitiert. Diese Zelltrimmer wurden abzentrifu-
giert und der klare Uberstand tiber eine Saule mit einer Silikamatrix , welche die DNA bin-
det, gegeben. Nach mehrmaligem Waschen und anschlieBendem Trocknen der Membran
wurde die DNA mit etwa 50 ul Elutionspuffer (10 mM Tris, pH 8.5) eluiert.

274 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Um Plasmid-DNA zu verdauen, wurden verschiedene Restriktionsenzyme verwendet.
Diese Endonukleasen des Typs Il sind Enzyme, die Phosphodiesterbindungen von DNA-
Molekilen an spezifischen Stellen schneiden kénnen. Diese Schnittstellen sind palindro-
mische Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaaren Lange, deren Temperaturoptimum meist bei
37°C liegt.

Standardansatz zum Restriktionsverdau:

200 ng bis 1 pg Plasmid DNA

1 bis 5 Einheiten (Units) Enzym

(1 Unit schneidet 1 pg DNA/h unter optimalen Bedingungen)
Reaktionspuffer

mit H,O auffillen bis zum erwiinschten Endvolumen (i.d.R. 10 pl).

275 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden
Nach einer Digoxigenin(Dig)markierung konnten bereits vorhandene DNA-Fragmente als

Sonden fir das Screening von cDNA-Banken benutzt werden. Zur Herstellung der Son-

den wurde eine PCR mit Dig-markierten dNTPs durchfiihrt. Dazu wurde ein Fragment mit
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spezifischen Primern amplifiziert, anstelle von Standardnukleotiden aber ein Nukleotidmix

verwendet, der Dig-markierte dUTPs enthielt.

2.7.6 Gelelektrophorese

2.7.6.1 DNA-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel von 1-2% entsprechend ihrer GroRRe
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente dabei 0,5 x TBE. Die Auftrennung
erfolgte bei einer Spannung von 6 V/cm Elektrodenabstand. Das Ethidiumbromid (5 pl
einer 1%igen Stammldsung auf 100 ml) interkaliert in die DNA und fluoresziert unter UV-
Strahlung. Als Molekulargewichtsstandard wurde entweder mit EcoRI und Hindlll ge-

schnittene | -Phagen-DNA, oder eine 100 bp Leiter aufgetragen.

Verwendeter Puffer:

10 x TBE 0,9 M Tris/HCI
0,9 M Borsaure
20 mM EDTA
pH 8.3

2.7.6.2 RNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in 1%igen Agarosegelen, die mit
Formaldehyd versetzt wurden, welches die RNA denaturiert und die Aktivitédt von RNAsen

verhindern soll.

Ansatz fur ein horizontales Gel:

0,4 g Agarose

4 ml 10 x MOPS-Puffer

30 ml H20

aufkochen und abkuhlen auf ca. 50°C
6,8 ml Formaldehyd
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10 x MOPS-Puffer 0.2 M MOPS, pH 7
0.05 M NaAcetat, pH 7
0.1 M EDTA, pH 8

10 x Beladungspuffer 100 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
720 pl Formamid
260 pl Formaldehyd
100 pl steriles Wasser
50% steriles Glyzerin
0.4% Bromphenolblau
0.4% Xylencyanol

Die RNA-Proben wurden in einem Volumen von 5-10 ul mit 5 pl des Beladungspuffers bei
70°C fir 5 Minuten denaturiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Das Ergebnis

wurde auch hier unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.7.7 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde mit Systemen verschiedener Hersteller
durchgefuhrt, die alle auf dem Prinzip der reversiblen Bindung von DNA an eine Silika-
matrix beruhen. Nach der Bindung und Reinigung lie3 sich die DNA unter leicht alkali-
schen Bedingungen (etwa pH 8) wieder aus der Membran eluieren. Die Extraktion erfolgte

nach Angaben des jeweiligen Herstellers.

Folgende Kits wurden verwendet :
Qiagen (Hilden)

Machery & Nagel (Duren)
Eppendorf (Wesseling)
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2.8 Praparation von RNA

Je nach Tierart wurden unterschiedliche Gewebe oder ganze Tiere fir die RNA-
Préparation verwendet. Zunachst wurden die Tiere zur Immobilisierung 1 bis 2 h auf Eis
gekunhlt. Die Tiere wurden entweder mittlels Dekapitation, Durchtrennen des Hauptner-
venstranges oder direktes Einbringen in flissigen Stickstoff (bei kleinen Tieren) getétet.
Wahrend der gesamten Praparation wurde auf Eis gearbeitet um die RNA vor Degradati-
on durch RNAsen zu schitzen. Daruber hinaus wurden alle verwendeten Materialien vor
der Benutzung autoklaviert. Im Anschluf® an die Préaparation wurde sowohl eine photomet-
rische Bestimmung der RNA-Konzentration und ihrer Reinheit durchgefiihrt (siehe 2.7.2)
als auch eine elektrophoretische Auftrennung auf einem RNA-Gel zusammen mit einer
Standard RNA (siehe 2.7.6.2). Beides diente der Uberpriifung der RNA-Qualitét.

2.8.1 RNA-Praparation nach der GTC-Methode

Um grolRere Mengen an Gewebe zu praparieren, wurde dieses entweder mittels Mdrser
und Pistill unter standiger Zugabe von fliissigem Stickstoff homogenisiert und in 10 bis 20
ml GTC-Puffer Uberfuhrt, oder direkt in den Puffer gegeben und mit Hilfe eines Ultratur-
raxgerates (Janke & Kunkel, Staufen i. Breisgau) zerkleinert. AnschlieRend wurden 1 ml
2M Natriumacetat, 10 ml Phenol und 10 ml CIA (Chloroform-lsoamylalkohol im Verhaltnis
49:1) zugegeben und die RNA fur 15 Minuten auf Eis gekuhlt. Die Probe wurde dann 60
Minuten bei 4°C und 6000 rpm zentrifugiert, danach die obere, wassrige Phase in ein
neues Gefald Gberfihrt und mit einem Volumen Isopropnol p.a. gemischt. Es folgte eine
Préazipitation bei —20°C Uber Nacht. Anschlielend wurde ein weiteres Mal wie oben be-
schrieben zentrifugiert und das entstandene Pellet in etwa 10 ml GTC-Puffer geldst. Die
Préazipitation mit einem Volumen Isopropanol wurde wiederholt und das Pellet nach erneu-
ter Zentrifugation mit 80% Ethanol gewaschen. Nach Trocknung bei Raumtemperatur
konnte das Pellet in 5 bis 10 ml Aqua bidest gelost werden (z.T. war es notwendig, die
RNA fr 20-30 Minuten bei 50°C zu schiitteln). Die Probe wurde durch Zentrifugation wie-

derum pelletiert. Die RNA befand sich danach im Uberstand.
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Verwendete Losungen :

GTC-Puffer 100 g Guanidinthiocyanat in 117 ml H,O bidest I6sen
7.0 ml 0.75 M Natriumcitrat, pH 7.0
10.6 ml 10% Sarcosyl
1.52 ml R-Mercaptoethanol

2 M Natriumacetat, pH 4.0
wassrige Phenollésung
Chloroform-lsoamylalkohol 49:1
Isopropanol p.a.

80% Ethanol

H,O bidest (mit DEPC behandelt)

2.8.2  Praparation von poly-(A)*-RNA

Die Isolation der mRNA (messenger RNA) erfolgte mit dem Poly(A) Tract mRNA Isolation
System | der Firma Promega (Mannheim). Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass
die meisten eukaryotischen mRNA-Molekiile im Gegensatz zu den anderen RNAs an ih-
rem 3’-Ende ein Polyadenylierungssignal tragen, welches aus bis zu 250 Adenosin-
Nukleotiden besteht. Mit Hilfe dieses poly-(A)*-Schwanzes laRt sich mRNA, die einen An-
teil von etwa 5% an der Gesamt-RNA hat, von allen anderen RNA-Arten trennen. Die Po-
ly(A) " Tract-Praparationsmethode verwendet ein oligo(dT) Oligonukleotid, das an seinem
5’-Ende biotinyliert ist. Dieses Biotin-oligo(dT) Oligonukleotid hybridisiert mit dem poly-
(A)*-Schwanz der mRNA. Mit Hilfe von Streptavidin, welches an magnetische Partikel
gebunden ist und ganz spezifisch an Biotin bindet, lassen sich die poly-(A)"-RNA-Biotin-
oligo(dT)-Molekule in einem magnetischen Feld von anderen RNAs trennen und mit Was-
ser eluieren. Die paramagnetischen Partikel verbleiben mit dem Strepavidin und den bio-
tinylierten Oligo (dT) als Komplex in der festen Phase, die mRNA liegt in der wassrigen

Phase vor.
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29 Synthese von cDNA-Banken

Die gesamte Information der mRNA bestimmter Organismen oder Gewebe kann in kom-
plementdare DNA (cDNA) umgeschrieben und dann vervielfaltigt werden. Hierzu wird sehr
instabile RNA zunachst in cDNA umgeschrieben und anschlieRend in einen selbstreplizie-
renden | -Vektor kloniert. Die so entstandenen cDNA-Expressionsbanken kénnen mit Hilfe
von Antikérpern oder spezifischen Sonden auf bestimmte genetische Informationen
durchsucht werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden cDNA-Banken von unter-
schiedlichen Organismen angefertigt. Die Herstellung erfolgte mit dem ZAP Express™

cDNA Synthese Kit der Firma Stratagene (Heidelberg) nach der beiliegenden Anleitung.

29.1 Erststrangsynthese

Im ersten Schritt wurden mittels der reversen Transkriptase zwischen 1 und 5 pg poly-
(A)*-RNA in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Zu diesem Zweck muBten die Sekun-
darstrukturen der RNA bei 70°C denaturiert werden. Auf3erdem war es wesentlich, bei
allen Arbeiten mit RNA darauf zu achten, dass sie nicht von RNAsen zerstort wurden,
weshalb mit RNase-freien Reaktionsgefal3en und Pipettenspitzen gearbeitet wurde. Fr
die Erststrangsynthese wurde ein Linkerprimer eingesetzt, der an seinem 5’ -Ende einmal
die zum poly-A*-Schwanz komplementare oligo(dT)-Sequenz und zusétzlich die Schnitt-
stelle fir das Restriktionsenzym Xhol besitzt. Dadurch wurde ein gerichtetes Klonieren
der cDNA in die ZAP Express-Vektorarme beziehungsweise des LacZ Promotors ermég-
licht. Durch den Einsatz methylierter Nukleotide verfligt die Erststrang-cDNA Uber eine
Methylgruppe an jedem Cytosin, die einen unerwinschten Verdau an weiteren Xhol-
Schnittstellen verhindert. Als reverse Transkriptase diente hierbei die SuperScript™ Re-
verse Transkriptase.

2.9.2 Zweitstrangsynthese
Die Zweitstrangsynthese erfolgte mit Hilfe des Enzyms DNA Polymerase |, welches fur
seine Reaktion solche Primer bendétigt, an denen der zweite Strang komplementar zum

ersten cDNA-Strang synthetisiert werden kann. Dazu dienten hier Reste der RNA, die
nach Behandlung der RNA-DNA-Hybride mit dem Enzym RNaseH erhalten blieben. Da-
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durch konnte doppelstrangige cDNA synthetisiert werden, in die nicht-methyliertes dCTP
eingebaut wurde, um einen spateren Restriktionsverdau der cDNA mit Xhol zu ermogli-
chen. Danach wurden die Enden der cDNA-Molekile mit Hilfe der Pfu-DNA Polymerase
aufgefillt (blunt end) und nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion an EcoRI-Adaptoren
ligiert. Nach folgender Phosphorylierung und einem Restriktionsverdau mit Xhol besitzen
die cDNA-Molekile an beiden Seiten kohasive Enden, die jetzt gerichtet in die Vektorar-

me einkloniert werden konnten.

2.9.3 GréRenfraktionierung

Um die cDNA-Molekile nach ihrer Lange zu trennen, wurde eine GréRenfraktionierung
Uber eine Sephacryl- S-500-Saule durchgefuhrt. Dabei wurde die cDNA auf die Saulen-
matrix aufgebracht und bei 400 x g zentrifugiert. Grol3e Fragmente laufen dabei schneller
durch die Séaule als kleine. Die Fraktionen wurden einzeln gesammelt und eine Phe-
nol/Chloroform-Extraktion mit anschlielender Fallung durchgefuhrt. Die Fraktion(en),

welche die grofdten Fragmente enthielt(en), wurde(n) weiterverarbeitet.

294 Ligation in die Vektorarme und Verpackung

Es wurden bis zu 500 ng der cDNA in die Vektorarme ligiert. Dabei erfolgte die Ligation
meist flr zwei Tage bei 6°C im Kuhlraum. Fir die Verpackung des Vektors wurden 1 bis 4
pl dieses Ligationsansatzes mit dem Verpackungskit Gigapack Il Gold der Firma Strata-
gene (Heidelberg) fur genau 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, um eine stabilisierende
Hille zu erhalten. Auch hier wurde nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Das Ergeb-
nis dieser Prozedur war eine ,primare cDNA-Bank", deren Titer in einer Verdinnungsreihe
bestimmt werden konnte. Dazu wurden die Phagen in SM-Puffer verdiinnt und mit Bakte-
rien des E. coli-Stammes XL-1 Blue MRF" bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert, um eine
Infektion der Bakterien durch die Phagen zu ermdglichen. Danach wurden sie zusammen
mit NZY-Topagar auf NZY-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C im Brutschrank fir 6 bis 8
Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit hatten die Phagen so viele Bakterien lysiert, dass
Plagues im Bakterienrasen sichtbar waren, die ausgezahlt werden konnten. Einheit hier-
fur sind pfu (plague forming units). Der Primartiter bewegte sich bei den im Rahmen die-

ser Arbeit erstellten cDNA-Banken zwischen 80 und 500 pfu/pl.
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SM-Puffer 0.1 M NacCl

10 mM MgC|2 X 7 H,O
50 mM Tris/Hcl
0.01% (w/v) Gelatine

pH 7.5

2.9.5 Amplifikation der cDNA-Bank

Die gesamte Priméarbank wurde so auf NZY-Agarplatten verteilt, dass jede Platte 50 000

pfu enthielt. Die Agarplatten wurden anschlieBend Uber Nacht bei 37°C inkubiert und die

Phagen dann mit SM-Puffer eluiert. Auch hier wurde der Titer der amplifizierten Bank in

einer Verdinnungsreihe ermittelt.

Tabelle 2.1: Im Rahmen der Arbeit erstellte cDNA-Banken:

Organismus

Gewebe

verwendeter Vektor

Archispirostreptus gigas (Agi)

vollstindige Tiere ohne

Cuticula

ZAP Express™

Thermobia domestica (Tdo)

vollstandige Tiere

ZAP Express™

Perla marginata (Pma)

vollstandige Tiere

ZAP Express™

Limulus polyphemus (Lpo)

Innere Organe

ZAP Express™
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2.10 Screening von cDNA-Banken

2.10.1 Antikorperscreening

Mit dem ZAP Express™-Vektor ist es mdglich die ligierte cDNA problemlos in XL-1 Blue
Bakterien zu exprimieren. Durch Zugabe eines B-Galaktosids (Isopropylthiogalactoside,
IPTG) kann die Synthese der gewinschten Proteine induziert werden, da der lacZ-
Promotor vor der Klonierungsstelle im Vektor lokalisiert ist. FUr das Screening standen
verschiedene Antikodrper zur Verfigung (siehe 7.7 im Anhang). Ein Antikdrper gegen das
Hamocyanin der Steinfliege wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt (siehe 2.14). Das
Antikdrperscreening stellt eine abgewandelte Methode der Immunoscreening-Methode
nach Sambrook et al. (1989) dar. Zur Durchfiihrung wurden ca. 50 000 pfu der amplifizier-
ten cDNA-Bank zusammen mit NZY-Topagar auf NZY-Agarplatten ausplattiert und so
lange bei 42°C inkubiert, bis die ersten Plagues im Bakterienrasen sichtbar wurden. An-
schlieBend konnten Nitrocellulosemembranen (Macherey & Nagel, Diren) aufgelegt wer-
den, die zuvor mit 10 mM IPTG getrénkt wurden. Die Platten wurden nun Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Filter zunachst markiert, um eine spéatere
Zuordnung zu gewabhrleisten, dann zog man sie von den Platten ab, um sie kurz in 1 x
TBST zu waschen. Danach wurden sie mehrere Stunden lang in 5% Trockenmilchpul-
ver/TBST abgesattigt, um unspezifische Bindungen zu verhindern, und anschlie3end mit
dem entsprechenden Primarantikorper in 5% Milch/TBST tber Nacht bei 4°C unter leich-
tem Schutteln inkubiert. Der primére Antikorper wurde durch 3x10-minitiges Waschen mit
TBST entfernt und die Filter dann fir 1 Stunde mit einem entsprechenden sekundéaren
Antikérper (Verdinnung 1:10000) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Wa-
schen (3x10 Minuten) konnten die positiven Klone mit Hilfe einer Farbreaktion detektiert
werden. Da die Anti-Hadmocyanin-Antikérper in Kaninchen oder Meerschweinchen herge-
stellt worden waren, konnten in Ziegen hergestellte Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen
(Alkaline Phosphatase conjugated AffiniPur Goat Anti Rabbit 1gG (H+L)) bzw. Anti-
Meerschweinchen (Alkaline Phosphatase conjugated AffiniPur Goat Anti guinea-pig IgG
(H+L)) mit ihnen reagieren. Diese sekundaren Antikdrper wiederum lagen mit dem Enzym
Alkalische Phophatase gekoppelt vor, so dass ein Nachweis mittels NBT (Nitroblautetra-
zoliumchlorid) und BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat) mdéglich war. Fir 10 ml
Entwicklungspuffer wurden 33 pl BCIP- und 66 pl NBT-Stammlésung verwendet. Der al-
kalischen Phosphatase dient BCIP als Substrat, durch dessen Oxidation ein blauviolettes

Prazipitat entsteht. Gleichzeitig wird das NBT reduziert, was ebenfalls zu einem blauen
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Préazipitat fuhrt. Die Farbreaktion kann durch Zugabe von H,O dest. gestoppt werden. Die
positiven Klone wurden aus dem Agar ausgestochen und in 500 pl SM-Puffer mit 20 pl
Chloroform bei 4°C aufbewahrt. Das Screening wurde so lange wiederholt, bis Einzelpla-

gues isoliert werden konnten.

Verwendete Losungen:

10 x TBS 100 mM Tris/Hcl
1.5 M NacCl
pH 7.5

1 x TBST (1000 ml) 100 ml 10 x TBS

3 ml Tween-20
auf 1000 ml mit Aqua dest. Auffillen

Entwicklungspuffer 100 mM Tris/HCI

100 mM NacCl

5 mM MgCI

pH 9.5
NBT-Stammldsung 50 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid
BCIP-Stammldsung 50 mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid

2.10.2 Sondenscreening

Der Nachweis von Klonen mit einer gewiinschten Sequenz tber DNA-Sonden ist sehr viel
spezifischer als der Uber Antikérper. Allerdings benétigt man fur die Herstellung einer
DNA-Sonde ein Teilstlick der entsprechenden Sequenz. Aus diesem Grund ist das Son-
denscreening eine wirkungsvolle Methode, solche Klone zu finden oder zu vervollstandi-
gen, von denen schon Teilsequenzen vorliegen (zur Herstellung von DNA-Sonden siehe
2.7.5). Fir das Sondenscreening wurden cDNA-Banken auf gleiche Art und Weise wie
beim Antikdrperscreening auf NZY-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inku-

biert. Die Platten wurden fir 60 min bei 4°C abgekihlt. Um die Phagen-DNA auf eine Ny-
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lonmembran zu transferieren, wurde diese fir 1-2 Minuten auf die Platten aufgelegt. Da-
nach wurden die Filter fir 10 Minuten mit der Plagueseite nach oben auf ein mit Denatu-
rierungslésung getréanktes Whatman-Papier gelegt, um die doppelstrangige DNA zu dena-
turieren. In zwei folgenden Schritten wurden die Filter auf die gleiche Weise zuerst neutra-
lisiert und dann &quilibriert. Anschlie3end wurde die DNA im Trockenschrank bei 80°C auf
der Membran fixiert. Im Anschluf® daran wurden die unspezifischen Bindungsstellen zu-
nachst durch eine 60 -minltige Inkubation in einer Hybridisierungslésung, der noch keine
Sonde zugesetzt war, bei 68°C abgesattigt. Die Hybridisierung selbst erfolgte in 30 ml
Hybridisierungslésung, die etwa 5 ng der DNA-Sonde enthielt, tiber Nacht bei 68°C. Nach
der Hybridisierung wurden die Filter zuerst bei Raumtemperatur 2 x 5 Minuten mit
Waschpuffer 1 und anschlieRend fir 2 x 15 Minuten bei 68°C mit Waschpuffer 2 gewa-
schen. Dann wurden die Filter 30 Minuten lang in Blockierungslésung geschuttelt und
anschiefRend in Blockierungspuffer mit dem sekundéren anti-Fab-Fragment, das ebenfalls
mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt vorliegt, fiir weitere 30 Minuten inku-
biert (Verdiinnung 1:10000). Danach konnten die Filter mit Waschpuffer 3 fir 3 x 5 Minu-
ten gewaschen, die Farbnachweisreaktion mit NBT/BCIP sowie die Isolation der positiven

Klone wie beschrieben (siehe 2.10.1) durchgefuhrt werden.
Verwendete Losungen:
20 x SSC 3 M NacCl

300 mM Citrat

pH 7.0

Denaturierungslésung 0.5 M NaOH
1.5 M NaCl

Neutralisierungslésung 1 M Tris/HCI

1.5 M NaCl
pH 7.5
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Hybridisierunglésung 0.1% Natrium-N- Laurylsarcosinat
1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)
0.02% SDS
I6sen in 5 x SSC

Waschpuffer 1 0.1% SDS
I6senin 2 x SSC

Waschpuffer 2 0.1% SDS
I6sen in 0.5 x SSC (aus 20 x SSC hergestellt)

Waschpuffer 3 150 mM NacCl
100 mM Tris
pH 7.5

Blockierungspuffer 100 mM Tris
150 mM NacCl
1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)
pH 7.5

2.10.3 In vivo-Excision

Das cDNA-Synthese-Kit der Firma Stratagene bietet mit dem ZAP-Express-Vektor die
Maglichkeit, eine effiziente in vivo-Excision und Rezirkularisierung des in den | - Phagen
klonierten cDNA-Inserts durchzufiihren. Dazu benutzt man den Helferphagen ExAssist,
dessen Proteine in den E. coli-Bakterien den Replikationsursprung, der in die Initiations-
und Terminationsstelle unterteilt wird, erkennen kann. Beim ZAP-Express-Vektor werden
diese Stellen separat einkloniert und dazwischen befindet sich die Sequenz des Phage-
mids pBK-CMV, welche das einklonierte cDNA-Insert flankiert. Der Helferphage erkennt
die Initationsstelle und verursacht dort eine Kerbe (“Nick”). Ausgehend von dieser Kerbe
beginnt nun die DNA-Einzelstrangsynthese bis zur Terminationsstelle. Der so entstande-
ne Einzelstrang enthélt notwendigerweise das klonierte Insert und die Sequenz des pBK-
CMV. Mit dem Genprodukt Il des Helferphagen wird dann der Einzelstrang rezirkularisiert.
Es handelt sich hierbei um eine Subklonierung, da alle Sequenzen, die normalerweise
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zum | -Vektor gehdren, ausserhalb des Initiations- bzw. Terminationssignals liegen und
nicht zirkularisiert werden. Das entstandene Phagemid wird jetzt noch in eine Phagenhiille
verpackt und sezerniert. Anschliel3end infiziert man E. coli des Stammes XLOLR mit dem
Phagemid und kann diese auf Agarplatten ausplattieren, die mit selektiven Antibiotika

versetzt worden sind. Die in vivo-Excision erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.11 PCR-Techniken

Mit der “polymerase chain reaction” (PCR) ist es mdglich ein spezifisches DNA-Fragment
zu amplifizieren, also zu vermehren. Voraussetzung sind zwei Primer, welche an die ge-
winschte Sequenz binden. Zur Amplifikation benutzt man temperaturstabile DNA-
Polymerasen, die den wiederholten DNA-Synthese- und Renaturierungszyklen der neu-
synthetisierten DNA-Doppelstrange standhalten. Zunachst wird in einer Hybridisierungs-
reaktion der erste Primer an den gewinschten DNA-Strang im vorgesehenen 5 -Terminus
gebunden. Dann wird mit Hilfe einer Polymerase (Tag-Polymerase oder Pfu-Polymerase)
ein DNA-Strang in Richtung auf das 3"-Ende gebildet. Nach thermischer Denaturierung
kann der neugebildete DNA-Strang mit einem zweiten Oligonukleotidprimer hybridisieren,
der zum neusynthetisierten DNA-Strang komplementér ist. Dieser Zyklus wird bis zu
40mal wiederholt. Typischerweise findet die Denaturierung der DNA bei 94°C statt. Die
Anlagerungsreaktion an die DNA (Annealing) erfolgt abhangig von Template und verwen-
detem Primer meist bei Temperaturen zwischen 50°C und 65°C, wéahrend die Verlange-
rungsreaktion (Elongation) bei 72°C ablauft. Zu Beginn einer PCR wird die DNA zuné&chst
bei 94°C fur 3 bis 4 Minuten denaturiert und zum Abschluf® nochmals fur 8 bis 10 Minuten
elongiert, um der Polymerase die Mdglichkeit zu geben, alle amplifizierten Strange zu
vervollstandigen. Die Tag-Polymerase hangt charakteristisch ein einzelnes, Uberhéngen-
des Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3"-Ende der DNA, was nachfolgend fir die
Klonierung genutzt werden kann. Die Standard-PCR wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit vor allem benutzt, um Klone aus einer vorhandenen cDNA-Bank herauszuamplifi-

zieren oder eine nested PCR nach erfolgter RT-PCR (siehe 2.11.2.1) durchzufiihren.
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Standard-PCR-Ansatz

5 pl 10 x PCR-Puffer

1 pl dNTP-Mix

1 pl *upstream” Primer

1 pl “downstream” Primer

1 pl DNA-Template

0.5 pl Tag-Polymerase

ad 50 pl mit Aqua bidest auffullen

2.11.1 Primerdesign

Bei den Primern handelte es sich dblicherweise um solche, die spezifisch an die bereits
vorhandenen Sequenzen binden. Diese wurden vor allem zur Amplifikation von fehlenden
5" bzw. 3" Enden eingesetzt. Teilweise war es allerdings auch nétig, degenerierte Primer
einzusetzen, also solche, bei denen einige Basen nicht festgelegt sind. Sie wurden aus
konservierten Bereichen bereits bekannter Sequenzen gesucht und verwendet, um ver-
wandte Sequenzen bei anderen Tieren zu suchen. Die Primer wurden nach den ublichen
Kriterien gewdahlt (Schmelzpunkte zwischen 55°C und 65°C, 20-25 bp Lange, keine
Selbstbindung und keine Bildung von Haarschleifen) und mit einem Primerkalkulati-
onsprogramm (Oligonucleotide Properties Calculator:
http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html) Uberpruift.

2.11.2 PCR-Methoden auf RNA

2.11.2.1 One-Step-RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion)

Die RT-PCR wurde fast ausschlieRlich mit Hilfe des OneStep-PCR-Kits von Qiagen (Hil-
den) durchgefiihrt. Der Vorteil dieser Methode beruht auf der Méglichkeit, die RNA in ei-
nem Schritt in cDNA umzuschreiben und diese mit spezifischen Primern zu vermehren.
Die RNA wurde zunéchst mit Hilfe der im Kit enthaltenen Reversen Transkriptase bei
42°C fur 30 Minuten in cDNA umgeschrieben, danach wurde das Enzym fiir 15 Minuten

bei 95°C inaktiviert. Im gleichen Ansatz erfolgte im Anschluf’ die PCR mit dem gewiinsch-
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ten Temperaturprofil. Auch die hierfir bendtigte DNA-Polymerase | ist bereits im Enzym-

Mix vorhanden.

Standard one-step- RT-PCR-Ansatz:

10 pl 5 x RT-Puffer

3 Ul dNTP’s

3 pl Primer 1 (10 pmol)
3 pl Primer 2 (10 pmol)
2 ul Enzym-Mix

1 pl RNAse-Inhibitor

X ul Template

ad 50 ul mit Aqua bidest auffillen

2.11.2.2 5-RACE (Rapid Amplifikation of cDNA Ends)

Haufig sind Sequenzen, die aus cDNA- Banken stammen, am 5-Endes nicht komplett.
Das 5-RACE-System bietet eine Mdglichkeit, die unbekannte Sequenz einer RNA oder
MRNA aus dem 5"-Bereich zu amplifizieren. Es handelt sich hierbei um eine Abwandlung
der RT-PCR. Zunéachst wird die RNA in einer RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben. Mit
Hilfe des Enzyms , Terminale Transferase" wird dann an das 3'-Ende der einzelstréangigen
cDNA ein poly-dC-Schwanz angehéngt (tailing). In einem néchsten Schritt kann dann mit
einem oligo-dG-Primer und einem sequenzspezifischen Primer das dazwischenliegende,
unbekannte Fragment amplifiziert werden. Da dieser Schritt meistens zu keinem eindeutig
detektierbaren Fragment fiihrte, wurde eine Reamplifizierung mit einem Ankerprimer und
einem sequenzspezifischen “nested” Primer durchgefiihrt. Die Fragmente konnten dann in
einer Gelelektrophorese analysiert und anschlieRend in einen entsprechenden Vektor

kloniert werden.

2.12 Klonierung von PCR-Fragmenten

Um ein PCR-Fragment in einen Plasmidvektor zu ligieren, wurde es nach elektrophoreti-
scher Auftrennung aus dem Agarosegel ausgeschnitten und eine Gelextraktion (siehe
2.7.7) durchgefihrt. Zur Klonierung wurde der PCR 4 TOPO® TA-Vektor verwendet. Es
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handelt sich bei diesem Klonierungsvektor um einen sogenannten TA-Vektor, was bedeu-
tet, dass er am 5°-Ende ein dTTP-Nukleosidtriphosphat trégt und die Inserts Uber ein
Uberhangendes Adenosinnukleosidtriphosphat ligiert werden. Zur Amplifikation kann hier-
bei ausschliellich eine Tag-Polymerase verwendet werden, da diese ein Adenosinnukle-
osidtriphosphat an das 3"-Ende anhangt. Das Prinzip des TOPO-Vektors ist eine Topo-
isomerisierung. Hierbei wird das PCR-Fragment mit Hilfe des Enzyms Topoisomerase |
einkloniert. Es bindet an bestimmten Stellen an die doppelstrangige DNA und schneidet
das Phosphodiester-Riickgrat in einem der Strange auf. Die dabei freiwerdende Energie
wird in Form einer kovalenten Bindung zwischen dem 3’-Phosphat des geschnittenen
Stranges und einem Tyrosylrest der Topoisomerase konserviert. Die Bindung zwischen
der DNA und dem Enzym wird dann vom 5" -Hydroxylrest des Originalstranges angegriffen
und die reversible Bindung der Topoisomerase gelodst. Der Vektor ist somit aktiviert und
kann das PCR-Produkt aufnehmen. Die TOPO-Klonierungsreaktion kann danach in mit-

gelieferte kompetente Bakterien TOP10 des Stammes E. coli transformiert werden.

2.13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit ,Big dye* und einem entsprechenden Puffer der Fir-
ma Genterprise (Mainz). Von dieser Firma wurde auch der anschlieende Gellauf durch-
gefuhrt, die Proben konnten mit dem Programm ,Chromas” (Version 1.55, Technelysum)

editiert werden.

2.14 Expression von Proteinen

Zur Herstellung eines spezifischen polyklonalen Antikdrpers ist es notwendig, einem anti-
korperproduzierenden Tier (meist Kaninchen) das zu erkennende Antigen zu injizieren.
Dazu braucht man gréRere Mengen des gereinigten Proteins, welches in Bakterien re-
kombinant exprimiert werden und dann aufgereinigt werden kann. Klonierung, Expression
und Aufreinigung erfolgten mit einem Kit der Firma Qiagen. Um einen Antikdrper gegen
das Hamocyanin der Steinfliege herzustellen, wurde zunéchst ein entsprechendes, etwa
1000 bp groRes cDNA-Fragment in den pQE-30 Vektor ligiert. Dabei muf3te auf den richti-

gen Leserahmen geachtet werden, um die Expression zu gewdhrleisten. Der Vektor mit
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Insert wurde anschlieRend in kompetente Bakterien transformiert. Er tragt ein LacZ-Gen,
hierdurch kann die Expression des gewiinschten Proteins durch IPTG (lsopropyl-D-
thiogalactopyranoside) induziert werden. Der pQE-Vektor tréagt auerdem einen soge-
nannten His-Tag (6 Histidine hintereinander), tiber den nun das spezifische Protein mittels
Nickel-Agarose (entweder Uber eine Séule oder im sogenannten ,Batch-Verfahren®) ge-
bunden wird. Durch anschlieRendes Absenken des pH-Wertes kommt es zu einer Proto-
nierung des Histidins und der Abldsung des Proteins von der Nickel Agarose.

Zunéachst wurden Testexpressionen durchgefiihrt um den Bakterienklon zu finden, der das
gewlnschte rekombinante Protein enthalt. Dieser wurde anschlieend in grol3en Mengen
vermehrt, das Protein isoliert und auf einem SDS-Gel auf seine Reinheit untersucht. Das
rekombinante Protein wurde an das Labor Charles River (Berlin) geschickt, wo die Her-

stellung des Antikorpers in einem Kaninchen erfolgte.

2.15 Molekulare Sequenzanalyse

Die Sequenzdaten wurden mit verschiedenen Computerprogrammen bearbeitet, die in
Tabelle 2.2 aufgelistet sind. Die im Rahmen der Arbeit gefundenen Sequenzen wurden
zunéachst in ,Chromas" editiert. Dann wurden sie mit Hilfe des ,BLAST" Suchalgorithmus
mit bereits vorhandenen Sequenzdaten in verschiedenen Datenbanken (z.B. NCBI) ver-
glichen. Gewiinschte Sequenzen wurden dann in ,GeneDoc" eingefiigt, dort konnten ma-
nuell Vergleiche (,Alignments*) erstellt werden. Mit den Programmen des Programmpake-
tes ,ExPasy Tool* war es moglich, die Moleklilmassen und isoelektrischen Punkte von

Aminosauren zu ermitteln, sofern die Sequenzen komplett vorlagen.
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Tabelle 2.2: Zur Sequenzauswertung verwendete Programme:

Computerprogramm Internetadresse

Chromas 1.55 http://www.technelysum.com.au/chromas.html
ExPASYy Tool http://us.expasy.org/tools/

Blast Japan http://www.blast.genome.ap.jp/

Blast NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ClustalX 1.81 ftp://ftg-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/

GeneDoc 2.6 http://www.psc.edu/biomed/genedoc/

PHYLIP 3.6 http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
Treeview 1.6 http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

2.16 Molekulare Phylogenie

Bei der Erstellung von Stammb&aumen kann man auf Distanzmatrix- und charakterorien-
tierte Methoden zurlickgreifen. Fir diese Arbeit wurden die Neighbor-joining-Methode
(Saitou und Nei, 1987) sowie die Bayes'sche Analyse (Huelsenbeck et al., 2002) ange-
wandt. Die erste ist eine Distanzmatrix-orientierte Methode, bei der zweiten handelt es
sich um eine charakterorientierte Methode, bei der aus Maximum-likelihood-Werten (Fel-
senstein, 1973, 1981) Wahrscheinlichkeiten berechnet werden kénnen. Distanzmatrix-
orientierte Methoden verwenden unterschiedliche Arten der Distanzmatrix-Berechnung
(z.B. PAM, die in dieser Arbeit verwendet wurde ;Dayhoff, 1978; JTT usw.). Hierbei wird
die durchschnittliche Austauschrate jeder Aminoséure der Sequenzen berechnet und so
eine ,Entfernung” der Sequenzen voneinander ermittelt. Bei charakterorientierten Metho-
den werden Nukleotide und Aminoséuren als diskrete, diskontinuierliche Charaktere be-
handelt. Der phylogenetische Stammbaum wird anhand des Musters der Anderungen der
Charaktere berechnet.

Zur Berechnung der Sicherheit einer Verzweigung innerhalb des Stammbaums wurde das
Alignment bei der Neighbor-joining-Methode einem sogenannten ,Bootstrapping” unterzo-
gen (Felsenstein, 1985). Es handelt sich hierbei um eine statistische Methode, bei der
einzelne Positionen nach dem Zufallsprinzip innerhalb des Alignments dupliziert und an-
dere deletiert werden, wobei die Gesamtlange jedoch erhalten bleibt. Dadurch wird jede
Position anders gewichtet, da manche Positionen mehrfach und andere gar nicht ausge-

wahlt werden. Es wurden 100 Datenséatze, auch ,Pseudosamples” genannt, mit dem Pro-
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gramm ,Segboot” (PHYLIP; Felsenstein, 1985) erstellt. Aus ihnen wurden nach den oben
beschriebenen Methoden Stammb&ume berechnet und ein Konsensusstammbaum mit
dem Programm ,Consense” (PHYLIP) ermittelt. Die Aste des Konsensusstammbaums
wurden mit den zuvor erstellten Stammb&umen verglichen. Der Bootstrapwert ist ein Mal3
der statistischen Sicherheit. Je h6her er ist, desto besser ist ein Knotenpunkt abgesichert.
Bei der Bayes'sches Analyse werden zunachst ,Maximum Likelihood“-Werte berechnet
welche dann mit Hilfe der Bayes'schen Formel in Wahrscheinlichkeiten umgerechnet
werden. Mit Hilfe der Markov Chain Monte Carlo-Methode (Huelsenbeck et al., 2002) ist
es dann mdglich, die Verteilung von Wahrscheinlichkeiten (hier die Astlangen und die

Topologie) mit einer endlichen Anzahl von Versuchen zu ermitteln.

45




Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Hamocyanine der Myriapoden

Aus dem Taxon der Myriapoda lag zu Beginn der Arbeit lediglich die vollstandige Sequenz
eines Diplopodenhdmocyanins (Spirostreptus spec.; Kusche and Burmester, 2001) vor.
Um festzustellen, ob dieses respiratorische Protein auch bei anderen Diplopoden vor-
kommt, wurde als weiterer Vertreter dieser Gruppe Archispirostreptus gigas untersucht.
Innerhalb der Chilopoden waren bereits drei Hamocyaninunterheiten (Hc A, C, D) des
Spinnenlaufers (Scutigera coleoptrata) sequenziert (Hembach, 2002; Kusche, 2002) so-
wie eine weitere Untereinheit, die nicht Bestandteil des nativen Hamocyanins ist (HcX).
Die Sequenz der vierten Untereinheit (HcB) fehlte und sollte im Rahmen der Arbeit aufge-

klart werden.

3.1.1 Charakterisierung des Hamocyanins von Archispirostreptus gigas

Nachdem die proteinbiochemische Untersuchung der Hamolymphe von A. gigas mit Hilfe
eines bereits vorhandenen spezifischen Antikdrpers gegen das Hamocyanin von S. spec.
(Jaenicke et al., 1999) zwei Banden ergeben hatte (Abb. 3.1), wurde eine cDNA-Bank aus
den inneren Geweben des Tieres erstellt, in der dann mit Hilfe des Antikdrpers nach den
beiden gewiinschten Hamocyaninsequenzen gesucht wurde. Hierbei konnte die cDNA-
Sequenz einer vollstéandigen Untereinheit des Hamocyanins gefunden werden (Abb. 3.2),
welche 2133 Basenpaare umfasst und sich in ein Polypeptid mit 653 Aminosauren und
einer, mit dem ExPASy Tool ,Compute pl/Mw" berechneten Molekilmasse von 73,5 kDa
translatieren lasst. Das Hamocyanin hat einen, mit dem gleichen Programm theoretisch
bestimmten, isoelektrischen Punkt (pl) von 6,16. Eine zweite Untereinheit konnte, trotz
intensivem Durchmustern der cDNA-Bank, auf Sequenzebene nicht aufgeklart werden.
Das Hamocyanin von A. gigas zeigt das fur den Transport aus dem endoplasmatischen
Retikulum notwendige N-terminale Signalpeptid (vorhergesagt mit dem Expasy-Programm

SignalP), welches eine Lange von 17 Aminosauren aufweist.
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2 - Abb. 3.1:
97 —tg | SDSPAGE mit der Hamo-
' .- lymphe von Archispirostreptus
' gigas. Coomassiefarbung (A)
66 — und Western-Blot (B) mit ei-
nem Antikbrper gegen das
Hamocyanin von Spirostreptus
spec.
Die mit dem Antikdrper mar-
kierten Hamocyaninunnterein-
heiten sind als Banden bei ca.
75 kDa erkennbar.
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Hamocyanin 1

AGAAGACGGCCGT CCTGAGAATATTCTTGGCACCCAAAT
ATGAAACTTTTCGT TTTAGCCGT GGT CCTACT GGCCACCACGGCAATCGCAGAAAAGTGC
M KLFVLAVVLLATTAI A EKSZEC
CCCAAACCGGTAAAT GTAGAAGCCAAACAGAAAAT GGTGGACACTCTGATCAGCTACATT
P K PV NVEAKOQKMYVDTTIL I S Y I
AACAAACCGGCCAATCCCGT TCCTCCAAAGCCACCAATAGAT CCAAAGAAATTAATAGGT
N K PANZPVZPPKWPPI DPKIKWLI G
ATTGGAATTTTGCCGAAAGATCAAGT TTTCTCACTTTTTGACGAAAGGACGT GGGATGAA
I G I L P KDOQVZFSLFDEIRT WD E
GI'CAGI GAGGT CCTGAAAAGATTTTTGGCGGECACCAACT TTCGAAGACT TCATTAAAGT T
v S EVL KRFLAAPTFEUDFI1I KV
GCAGAAACGT TGTACCCTCACGT TAATGAGGACTTGTTCCTGI TCGGACTCTCCGTGECC
AAETLYPHVNEDWLFULZFGL S VA
ATTGTCCATCGT CCAGATGCCAATGGT GT CCACGTACCTAGAGTACACGACGTI TTATCCG
Il VHRPDANGVHVYVPRVHDWVYFP
GACAAATTCT TGACCAACGACGT CCTCATCAACATTCGAAAACAAATCATTAAAGGACAC
DKFLTNDWVLI NI RKOQI I KGH
AAGAACCCCGT GGT GAAGGACACCCACTATTACCACAATGACT TCGACCCATTCCGTAGA
K NP VYV KDTMHY Y HNUDUFDUPF RR
GI'GGATTACT TCACCGAAGACCCCGGCATGAAT TCGCACCATTATCACTGGECACGIGITG
v by FTEDWPGMNZSMHHYHWHVL
CACCCATCCATCTGGCACCAAGGCGT TGGAGAAAAAGCCAAACT TGGAGAATTATTCTAC
HPSI WHOQGVGEIKAIKILGEILFY
TGTATGCACCGACAAATGGT TGCCAGATTTGACAGCGAACTTTTGTCAGTCCATCTTCCT
CMHRQMVARZFDSE ELILSVHLP
AGAATTCCTTCCCT CGATGACT GGAACAAAAAAGT CAAGATCGGT TATGCCCCTCACT TG
RI P S L DDWNI K KVYVKI GY APHIL
ACCATCCAAAGAACGGGT TACACCTACAT GAACCGGCCAGAGAACCT CGAAATTGAAGAT
T1 QR T GY TYMNRPENLE 1l E D
CTGCCTGAACT GACCAAGGGCGAGCT GATGCAGT GGAAGAACAGGATCATGGAGGCTATT
L PELTKGELMOQWIKNRI ME A
GCTCGTI CATAATATTACCCTAAAAGGAGGACCT GGTAAAAAACT TCGT GTCTCTCCCGAA
AARHNI TL KGOGWPGIKIKILRV S P E
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ACCGGCATCGACGT GT TCGGT CACT TGAT CGCAGCCACGAAGAACAGCAGCAAT CGCCAA
T GI DV FGHILI A ATIKNSSNRDAOQ
TACTATGGCAACCTACATTCCTATGCCCATGT CATTGCAGCTAGAAT TGCGGATTCAGAC
Y YGNLHSY AHVI A ARI A DSD
GGTGAACATAAGGAAGACAAT GGTGCCAT GTACGACGT GGCCACT TCTGCCCGAGATCCT
GEHIKEIDNGGAMYDVATSARUDP
CTGTTTTACAGCTGGCACAAGT TCATTGACAAGATTTTCACCGAATACCAGAATACCTTG
L FYSWHIKZ FI DKI FTEYQNTL
ACGCCCTACACT CCTTACCAGCT GACATGGCCAGATGI TGT CATCGATGGTATCCACATT
T PYTWPYQL TWPDVVI DGI HI
GAAAACTTGAAAACCCAT GAAGAAAATATGATTCACACCTATTACACCAGCAGCACTTTT
E NL K THEENMMI HTY Y TS S TF
AGGCTCAGCAAAGGCT TCGAT TACACCAAGGACAGT GAGGCCAAGGT GATTGTAGAACAC
RL S K GFDYT KD SEAKWVI V EMH
ACCGATCACGACGATTTCGT TTACGT CATCGATAT CGACAACAACGCCCGAGT GGAGAAG
T bHDIDZFVY VI DI DNNARVE K
ACGGCCGT CCTGAGAATATTCTTGGECACCCAAATATGATGAGCGT GGTCATCCTTTGACA
T AV LRI FL A PKYDIERGHUPTLT
CTGAAAGAACAGCGAGT CATGATGATTGAACT GGACAAAT TTAAGGCCCCACT GAAACCT
L K EQRVMMI EL DI KFIKAPILKP
GGTCATAACGI TGT CCGTCGCTGCTCTAACGAAT CCAGCGT TACCATGCCTGT TGACCAC
GHNVVRRCSNESSVTMPVDH
ATCTATGGT GATATCACACAGACT GTAGATGAGGACCATTGCCATTGT GGCTGECCAGAG
Il Yy DI T QT V DEUDMHZCMHTCGWP E
TACCTCTTGGT TCCACAGGGT GATTACGAT GGAATGCACTACGAACTTTTCGTGATGGCC
Yy LLVPQGDYDGMHYELUFVMA
ACCAACTACGAT GAAGACAAGGACCAAAACGCCGACATGT CCTGCAAATGCCACGCTCAC
T NY DEDI KD QNADMMSTZCI KT CHAH
AGCTACTGCGGCAACATTTTAGGAGAGT ACCT AGACAAAAGGCCATTGGGATATCCGTTT
S Yy CGNI L GEYL DI KIRPLGY P F
GACAGAAAGATTAAAGCCGCAGGECT GGGAAGAAT TCAAGACCCAGAACATGTGTGACACT
DRKI KAAGWETEFI KT QNMCUDT
GATGT CGTCATCAAATTTTCT GGAAAAACCAAAGCCCAATAAAAACGT TTACCAGAGAWG

DVv Vvl KFSGKTKADQ
ATTGTTTAAGTAAAAATAAT GTGCGCCTATCTTATGCAGT GATCTGTACTGATTCTCAAA
AAAATAAAAAAACCAATTTTCTAAACAAAACT TCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1059
340
1119
360
1179
380
1239
400
1299
420
1359
440
1419
460
1479
480
1539
500
1599
520
1659
540
1719
560
1779
580
1839
600
1899
620
1959
640
2019
653
2079
2133

Abb. 3.2: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) der Hamocyaninunterein-

heit 1 von A. gigas.

Das Startcodon ist rot markiert, das putative Signalpeptid unterstrichen. Die Histidine,
welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wurden blau

markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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Zur weitergehenden Charakterisierung des Hamocyanins von A. gigas, bezlglich seiner
Sauerstoffbindungseigenschaften wurde eine Sauerstoffbindungskurve (Institut fir Bio-
physik, Arbeitsgruppe Prof. Decker) gemessen. Das Hamocyanin des Diplopoden weist in

der Messung bei pH 8 einen Psp-Wert von = 8,7 Torr und einen Hill-Koeffizienten von

h = 2,1 auf (Abb. 3.3 und 3.4).

1.2
g Abb. 3.3:
s S 50-8.7 Tor Sauerstoffblndung_s-
kurve von A. gigas.
Die Messung wurde
bei einem pH-Wert
von pH 8 durchge-
o fuhrt. Der Psg-Wert
l 0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5 60 Ilegt bel 8’7 Torr.
O, [Torr]
3
2
1
>
:; 0
2 Abb. 3.4

1 Hill- Plot von A. gigas.

Der Hill- Koeffizient,
2 welcher ein Maf3 fir
die Kooperativitat ist,
liegt bei h=2,1
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3.1.2 Charakterisierung der Hamocyaninuntereinheiten von Scutigera
coleoptrata)

Die Struktur des Spinnenlauferhamocyanins ist bereits eingehend untersucht worden
(Mangum et al., 1985; Gebauer und Markl, 1999). Es handelt sich, wie bei Spirostreptus
spec. sowie A. gigas (Jaenicke et al., 1999; Kusche und Burmester, 2001) um ein 6x6-
meres Protein (Mangum et al., 1985). Das Hamocyanin besteht bei S. coleoptrata aus vier
immunologisch und elektrophoretisch verschiedenen Untereinheiten (A-D), die in einem
Verhéltnis von 2:2:1:1 vorliegen (Gebauer und Markl, 1999).

Der biochemische Nachweis der vier Himocyaninuntereinheiten beim Spinnenlaufer war
bereits in Form einer zweidimensionalen SDS-PAGE erfolgt (Abb. 3.5). Hierbei konnten
zehn Spots identifiziert werden, die Molekilmassen von 75-80 kDa aufwiesen und deren
isoelektrische Punkte zwischen 5 und 6,5 lagen. Diese Proteinspots wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie den vorhandenen Sequen-
zen zugeordnet (der MALDI-TOF wurde von der Firma Proteosys durchgefiihrt). Dabei
konnten vier verschiedene Untereinheiten gefunden werden. HcA und HcD bilden jeweils
zwei Punkte, die leicht in der GréRe variieren, was auf posttranslationale Modifikationen
zuriickzufuhren sein kénnte. Bei HcB und HcC sind jeweils drei Spots vorhanden, bei de-
nen es sich wahrscheinlich um Ladungsvarianten handelt. Drei der Untereinheiten waren
bereits sequenziert (HcA, C, D; Kusche, 2001; Hembach, 2002). Von einer weiteren, hoch
abgeleiteten Untereinheit, welche nicht im nativen Protein vorkommt, war die Sequenz
ebenfalls bekannt (HcX). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es, die letzte fehlen-
de Hamocyaninuntereinheit (HcB) von S. coleoptrata vollstandig zu sequenzieren (Abb.
3.6).
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kDa
—116
R
HcA"\".* - Abb. 3.5;
R HCD-—-/-- Zweidimensionale )
\,/ ISDS-hPAGE der Hamlo-
ymphe von S. cole-
HcB — 66 optrata.
Im Hamocyanin sind
vier verschiedene Un-
tereinheiten vorhanden.
(Hembach, 2002)

Die cDNA-Sequenz ist 2301 Basenpaare lang, und beinhaltet einen offenen Leserahmen
von 2202 Basenpaaren. Das daraus resultierende Polypeptid ist 659 Aminosauren lang
und weist eine Molekiilmasse von 73,9 kDa auf (Pi = 5,57). Ein N-terminales Signalpeptid
von 18 Aminosauren ist, wie fur die Myriapoden Ublich, vorhanden. Die Sequenz wurde in
der EMBL/Genbank Datenbank unter der Zugriffsnummer AJ512793 eingereicht.

Hamocyanin B

GGEGEGT GGTAAGACT CGGT CGCT GACAACAGAT CCCACGAAAACA 45
ATGGTAGCCAAGTGGTGTGT TTTGGCCATGTGCCTTTTAGT AGCAGT GGGT GCAGATAAG 105
MV A KWCVL AMCL L VAV GA DK 20
TGT CCGCGAGCT ACGGACCAAGAAGCCAAGCAGAAAAGGATGT TAGAAGT TCTTCAGCAC 165
C PRATDOQOEAKOQIKRMLEVL QH 40
GICAATAAGCCT TATGT GGCT GAAACCAAGGAT CCTAAGATTCCAGCT GGATCTGAGGAC 225
vV NK PY V A ETIKDWPIKI P A GSE D 60
GTTTTCAAACACT TAGGCAT TCTGGAAAAGCACGAAGTCTTCTCCCTTTTCGACGAGAGA 285
V F KHL GI L EKMHEVF S L F DE R 80
CAGT GGGACGAAGCCACAACAGCGGECCGT CTATATGT TAACT GCCCCCAGT TTCGATGAA 345
QWDEATTAAVY ML TAP S F DE 100
TTCATCGACAGAGCGGAGAT TGT TCGTCATCGTAT CAACGAGGACATGT TTTACTACGCT 405
FI DRAEI VRHRI NEUDWMMEFYY A 120
TTCTCCGTAGCTGCCGI TCATCGT GATGACACCCGT GGAATCAACCT TCCCCGCATCCAC 465
F SV AAVHRUDUDTRGI NL PRI H 140
GAAATCTACCCTGATAAGT TTCTCAAGCACAAGGT CATCGT CGAAGT CAAGAACAGCATC 525
E Il Y P DI KZFL KHIKVI]I VEV KNS I 160
AACTCCGGCCAGGAAGATCCCCTTATTGATGCTACT CATGAATTCACTGATCTCCGTGAC 585
NS GQEDWPLI DATMHETFTDIL RD 180
CCTAACAGCAAACTCCATTACTTCTTGGAAGATGI TGGTCTTAACTCTCACCATTACCAT 645
P NS KLHY F L EDV GL NZSMHMHYH 200
TGGCACGT TATCCACCCT GCTGT CTGGCAAGAAT CCCTGGAGGAACT GACCCATCAGCAC 705
WHVI HP AV WQESLEETLTHQH 220
AAGGACCGT AAGGGTGAACT TTTCTACT TCATGCATCACCAGATGGT TAACAGATACGAC 765
K DR K GELFYFMHHOQMVNIRYD 240
GCTGAGCGCTTGTCTAATGGT TTGCCAAGAAGT ACAACCT TTGAAAACT GGAACGATCCA 825
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A ERL SNGLUPRSTTTFENWNTD®P
ATTGAGACGGGT TATGCTCCACATCTTACCAT TGATAGAACTGGTTACCGTTATCAATTC
| ETGYAPUHLTI DRTGYR RYOQF
CGTCCAGACAATCTCGT TGT CAGGGAT CTTCCAGAACT TACCAAAAAT CATATGAGACAA
RPDNLVVRDLZPETLTTZKNHME R
TGGAGAGACAGAATTCTTTATGCTGT TCACAGAGGAGAAGCT TTAGCT GCCAACGGTAGC
WRDRI LYAVHRTGTEA ALAATNGS
TCAGTATCCCTTCGT GACGAAAGAGGTATTGATGT TCTTGGTAACAT GGT TGAATCTAGT
SVSLRDERGI DVLGNMVESS
CTCCAAAGTATCAACAGACCAT TCTATGGTAATGT TCATTGT TATGCTCACGTGATTGCT
L QSI NRPFYGNVHTCYAHVI A
GCTCGTATTGCCGATCCTGATGGCAAAT ACGGAGAAGACAACGGT GCTATGTACGATGTG
A RI ADPDGIKYGETDNGAMYDV
GCCACATCTGCTCGTGATCCTCTTTTCTACCAATGGCACAAGT TCATTGACAATCTCTTC
A TSARDTPLTFYQWHT KT FI DNLF
CATGAATACAAAGAT GCACT GAAAGCCT ACAGCAGT GAAGATCTCACTTATAATGATATC
HEY KDATLTZKAYSS SETDTLTYNTD.I
ACCATTGAAGAAGT CAAT GT TCAAGGAGAAGGT GGTTCCCCAGCTAACACT GTCACCACA
TI1 EEVNVYVOQGEGGSPANTVTT
TTTTTGGAGAACAGCATCGT TCATCTGGATGAAGGCT TTTCTTTCACT GCTCGCGGOCAC
FLENSIVHLTUDTETGTFS STFTARTGH
GOCAGGGT CAAGGTACAGCAT TTGCAGCAT GAGGGCT TCAACTACCAGATCAAGGTAAAC
ARV KV OQHLG OQHETGTFNYG QI KVN
AACGCTGGTGGTGAACATAAGGT TGTCTTCCGT GTCTTCT TAGCTCCCAAATACGACGAA
NAGGTEUHTEKTVVFRVYVFLAPZKTYTDE
GAGCATCATGAATTTGACT TCAAT GAACAACGCOGGTATGGCCATTGAATTAGACAAATTC
EHHETFDTFNTEG QRGMATILI EL DK F
GTCGCCACAGT TCCTGCTGGCTCATCCACCGT GGAACAGCACT CCTCCAAGT CCAGTGT T
VATVPAGSS STVET- QHSSZ KT S SV
ACTCAGAGCAACGACAACT TCTACGGCT CTTCCGCTACCAGAAGCT CAGAGAATCACTGC
T QS NDNFVYGSS SATR RSS STETNHTC
AGCTGOGGCT GECCT GACTACCT CCTCATCCCCAAAGGAAACCAT CAAGGAGT CCAGTTC
S CGWPDVYTLTLI PKGNUHO OQGVQF
AATGTCTACGT TATTGCCACTAGCTACGAT GAGGAT CATGT TGAGAGCGATGAGAGT TGT
NVYVI ATSYTUDETDUHVYVTETSTDTESTSSC
CACTGCGGCGAT TCGCTGAGCTACT GCGGT GCOCT GTATGACAAAT ACCCCGACAGGAGG
HCGDJ STLSYC CGALTYDTIKYZPDTRTR R
CCCAT GGGATACCCCT TCGAT CGCCACGCCGACGCCCAGACCT TCGAT GAATTCAAGACC
PMGYTPTFUDIRUHADAGOQTTFTDTETFTKT
AAAAACATGAACT CCGT CACAGT CACCAT CAAACACACT GGOGAAGT CAAGGACGCATAA
K NMNSVTVTI KHTTGTEVIKTD A
GCTGAAACCT CACTCACCCATCCACT CAATCAATTGTAAATAAATGTTGT TTAAAACTTT
GACGAGAAAT TGACGCAGAACAACGCGCT CGAGAGAT TGAAGAGACAAGAAGT TCACAAA
TTGAAAGATATTTTATTGCCCGT TCGGGAAT TTGT GGACCACAAAAAAGACT GTCCTGT T
GTTTGTGTGAATGATGGAATCTTTCCTCGTTTATTGTACATTAAGTGTTTATTTTTTTTA
AGCCAAAATAAAACT TTCAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

260
885
280
945
300
1005
320
1065
340
1125
360
1185
380
1245
400
1305
420
1365
440
1425
460
1485
480
1545
500
1605
520
1665
540
1725
560
1785
580
1845
600
1905
620
1965
640
2025
659
2085
2145
2205
2265
2301

Abb. 3.6: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von Hamocyaninuntereinheit

B von S. coleoptrata.

Das Startcodon ist rot markiert, das putative Signalpeptid unterstrichen. Die Histidine,
welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wurden blau

markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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3.2 Hamocyanine der Cheliceraten

Innerhalb der Cheliceraten sind Hamocyanine weit verbreitet und vor allem proteinbio-
chemisch gut charakterisiert (z.B. Markl, 1986; Markl und Decker, 1992; van Holde und
Miller, 1995). Von den drei Spinnenarten (Arachniden) Eurypelma californicum (Eca), Cu-
piennus salei (Csa) und Nephila inaurata (Nin), sind die cDNA-Sequenzen aller Hamocy-
aninuntereinheiten bestimmt worden (a-g; Voit et. al., 2000; Ballweber et al., 2002; Aver-
dam et al., 2003). Von Limulus polyphemus (Merostomata, Xiphosura) hingegen existierte
bislang lediglich eine Proteinsequenz der Untereinheit Il (Nakashima et al., 1986). Se-
guenzdaten auf cDNA-Ebene waren nicht vorhanden und sollten im Rahmen dieser Arbeit

aufgeklart werden.

3.21 Charakterisierung der Hamocyaninuntereinheiten von Limulus polyphemus

Das Hamocyanin von L. polyphemus ist proteinbiochemisch und strukturell bereits aus-
fuhrlich untersucht (z.B. Lamy et al., 1983; Kempter und Markl, 1985). Es handelt sich um
ein 8x6-mer, welches aus acht unterschiedlichen Untereinheiten besteht (hach Lamy et
al., 1983: 1, 1l, lla, llla, b, 1V, V, VI) und damit das grolite bekannte Arthropodenh@amocy-
anin ist.

Nachdem in der Hamolymphe der Versuchstiere im Western-Blot, mit Hilfe eines (bereits
vorhandenen) spezifischen Antikdrpers gegen das Hamocyanin von L. polyphemus, ver-
schiedene Banden der gewiinschten GréRe (70-80 kDa) nachgewiesen werden konnten
(Abb. 3.7; Jacobs, 2003), wurde aus den gesamten Geweben eines Exemplares von L.
polyphemus eine cDNA-Bank hergestellt. Diese wurde im Rahmen eines Antikorper-
screenings auf die gesuchten cDNA-Sequenzen der Hamocyaninuntereinheiten durch-
mustert. Dabei wurde die vollstdndige Sequenz der Hamocyaninuntereinheit Il (Abb. 3.9),
sowie Teilsequenzen der Untereinheiten |, IV und V/VI aufgeklart (Abb. 3.8; 3.10-3.11).
Die cDNA von L. polyphemus Hamocyanin Il besteht aus 2248 Basenpaaren, kodiert fur
eine vollstandige Hamocyaninuntereinheit und lasst sich in ein natives Protein mit 629
Aminosauren sowie einer Molekiilmasse von 72,8 kDa (pl = 5,93) translatieren. Ein Sig-
nalpeptid ist laut Computeranalyse der Sequenz mit SignalP nicht vorhanden. Die Nukleo-
tidsequenz der Untereinheit 1l von L. polyphemus ist bis auf einen Aminoséurenaustausch
an Position 25 (statt des von uns gefundenen Asparagins findet sich in der Peptidsequenz

an dieser Stelle Aspartat) identisch mit der bereits vorliegenden Aminoséauresequenz.
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KDA M AT 3

205 .

116

97

66 Abb. 3.7:
SDS-PAGE mit Coomas-
sie gefarbt (1, 2) und We-

45 stern-Blot (3) der Hamo-
lymphe von L. polyphe-
mus. Es sind mehrere
Banden zu sehen. Eine
komplette Auftrennung
war nicht moglich.

29 (Jacobs, 2004)

Hamocyanin |

GACTTTGACGATCTCATGCACCTACT CGAACAAGCACGAAATACT GT CAACGAGGGTATG
DFDDILMMHTLILEU QARNTVNEGM
TTTGICTATGCCGCTACAGTI AGCCGT GCTTCACCGT GACGATTGCCGAGGAGT TACTGTC
FVYAATVAVLHIRDUDTU CRGVT YV
CCTCCAATAGAAGAAGTGTTTCCTGACAGGT TTATACCAGT CGAAACCAT CCGACACGCT
pPI EEVFPDRFI PV ETI R HA
GATAAGGAAGCGGCTGCTCATCCTGATAAGGATATTGT TGTGGAGT TTGAGGAGACTGGC
DK EAAAMHWPUDIKUDI VVEFETET G
AATATTTTGGATCCCGAGTACCGATTGGCT TACT ATAGGGAAGAT GT TAGCATCAACCGC
NI L DPEYRLAYYREUDUVSI NR
CATCATTGGCACTGGCATATTGI TTATCCCGCCACCTGGCGT CCAGAATTTATGCACAAA
HHWHWHI VYPATWRWPETFMH K
GAGAAGGACCGAAAGGGAGAACTCTTCTACTATAT GCATCAACAGAT GT GT GCCCGATAT
E KDRIKGELVFYY MHOQQMCARY
GATTGTGAACGT TTATCTAACGGAATGCACCGTATGT TTCCCTTCAACGACTTTCATGAA
bDCERL SN GMMHRMEFUPFNUDFH E
GAACTCGAGGGATACTCTCCTCACTTGACTTCCCTGATTAGTGGT TTGAATTACGGTACT
E L EGY SPHLTSULI S GLNYGT
CGACCCGATGGCTTGAAACT TCATGACCT TCATGACGT CACCAT CCAGGATATGGAGCGC
R P DGLIKLMHDLUHDVTI QDME R
TGGAGGGAAAGAAT CCAT GACGCCAT CGACCT GAAGAT GGT TCATGACCACCATGGTAAA
WREWRI HDAI DL KMVHDHMHG K
GAGGTTGCTGI TGATGACGAACATGGCATTGATATCCTTGGTGCCTTGGT TGAGTCTAGT
E VAV DIDIEMHGI DI L GAL V E S S
CATGAATCTGIT TAACCAGGGCT TCTACGGCAGT TTGCATAACT GGGGCCACGT GCTGACA
HESVNOQGFYGSLHNWGHVYVLT
GCTCGT GCTCATGATCCCGAGGGCAAGT TTCATGAAAAT CCAGGCGT GATGAGCGACACC
AR A HDWPEGKZFHENWPG GVMSDT
TCTACATCTCTACGTGATCCAATTTTCTACAGATGGCACAGGACTCTTGATAACCTGITC
S T S LRDWPI FYRWHIRTILDNIL F
CAGGAATACAAAGAATCTCT GT CGCCCTACACAAAGGAAGAGCTATCATTCCCAGGAGT T
QEYKESL SPYTIKETETLSTFUP GV

60

20
120

40
180

60
240

80
300
100
360
120
420
140
480
160
540
180
600
200
660
220
720
240
780
260
840
280
900
300
960
320
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GAGGTTCTCAGT GCTACT GT GAAGGCCAAGACCGACAACGT TATCATTACATCTATGGT T
E VL SATVIKAKTIDNWVI I TS MYV
GAGAGCGAACTGGAGCTTACCCATGGAATCAACT TCGGTACTGATCACTCTGTGAAGGT G
E S EL ELTMHGI NFGTDH SV KV
AAATACAACCAT CTCGATCATGAATCATTCAGCTATCAAATTAAAGTAGAGAACACTTCC
K'Y NHL DHESF SY QI KV ENT S
GGCTCCACCAAGCATGCCACTGTCAGAGT TTTCTTGGCTCCCAAATAT GATGAACT GGGT
G STKHATVRVFLAPIKYDTETL G
AACCTTCTGCAT CCCAAT GACCAACGACGT CTCTGTAT TGAGCTCGACAAGT TCCACAAA
N L L HPND QRRLCI EL DIKF HK
GAACTAAAGGCCGGAAAAAAT GAAAT CACACGT AACT CCGTGGATTCCAGT GTGACTATC
E L KAGKNEI TRNSVDS S VT I
TCCACTCTACATACTTTTGATGAGCT GGAGAGT GGT GT TGGAGT GAACGAGAAT GCTGAT
S T LHTFDELESGV GV NIENAD
GAATACTGCAGCT GT GGAT GGCCGAAGAACAT GCT GGTACCACGT GGT AACAACAAGGGA
E Y CSCGWPIKNMLV P RGNN K G
ATGACCTTTGAACTCTTCGT GATGCTGACT GACT GGGAACAT GACAAT GT TGGCGGAAAA
M TFELFV ML TDWEHTDNV G G K
GGATCTGACAACCACATGT GCGATGACGCTGT CAGT TATTGT GGAGCTAAAGATAGCAAG
G S DNHMCDUDA AV SY CGAIKD S K
TACCCCGATAAAAAACCAAT GGGGT TCCCCT TCGATCGACGAAT CGATGCACACGATATT

Y P DK KP MGZFWPFDRIRI DAHDI
GAGGAATTCCTAACCCCAAATATGECGT TGACT GATGTAAAGATCAAGT TCGAAGGT TAA
E EFL TPNMALTDVI K1l KFEG

AAACCAATATAAGAAACT TTACT GTGATCTCAAACGAATACAGCTTGTACTATCAGT TGT
AATACTAAACTAAAAAT GACNAATTCGAAATTGAAAACAAAATAAAGT GTTCATTATGAA
AAAAAAAAAAAAAAAA

1020
340
1080
360
1140
380
1200
400
1260
420
1320
440
1380
460
1440
480
1500
500
1560
520
1620
540
1680
560
1740
1800
1816

Abb. 3.8: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) der Hamocyaninuntereinheit

| von L. polyphemus.

Am 5”-Ende fehlen etwa 250 Basenpaare. Daher fehlen Startcodon und Signalpeptid. Die
Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wur-
den blau markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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Hamocyanin Il

ATCCTCCAGCTGT CGTI TGGT GCAGAAGAAGACT TTGTCAAACAGTC
ATGACCTTGCACGACAAACAAAT CCGT GT GTGCCACT TGT TCGAGCAGCT CAGCTCAGCT
M TLHDI KQI RV CHLZFEI QL S S A
ACCGTAATTGGGAAT GGCGACAAACATAAACAT AGCGATAGGECT GAAGAACGT TGGTAAA
T V1 GNGDIKMHIKMHSDRIL KNV G K
CTTCAGCCTGGTGCTATCTTCTCCTGCT TCCATCCCGACCACT TGGAGGAAGCACGCCAC
L QP GAI FSCFHUPDMHILETEARH
CTGTATGAGGT CTTCTGGGAGCCTGGAGATTTTAATGATTTTATCGAGATAGCGAAGGAA
L YEVFWEAGDU FND FI1I E 1 A KE
GCTCGTACCTTCGT GAACGAAGGECCTGT TTGCCTTCGCTGCTGAAGT TGCTGTGCTTCAC
ARTFVNESGLFAFAAEVAV L H
CGTGACGACT GCAAGGGCCT GTACGT TCCCCCAGT TCAAGAAATCTTCCCTGATAAGTTC
R bDDCKSGLYVPPV QEI F P DKF
ATCCCATCTGCAGCTATCAACGAGGECCT TTAAGAAGGCTCATGTGCGACCAGAATTTGAC
I P S AAI NEAFIKIKAHVRWPEFD
GAGTCTCCAATTCTAGT GGATGT GCAAGATACT GGAAATATTCTGGACCCT GAATATCGT
E S PI LV DVAQDTGNI L DUPEYR
TTAGCCTACTACCGT GAAGATGTAGGCAT TAACGCTCACCATTGGCACTGGCATCTGGT T
L AYYREDVGI NAHHWHWHIL V
TACCCATCAACAT GGAACCCGAAATACT TTGGCAAAAAGAAAGACAGAAAAGGAGAACT G
Y P S T WNWPKY F G K KKDIRK GEL
TTTTATTACATGCACCAACAGATGT GT GCCAGGT ATGACT GT GAGCGGCT TTCCAACGGT
FYYMHOQQMCARYDTZ CEW RL S NG
ATGCATCGTATGI TGCCATTCAACAACT TCGACGAGCCACT GGCCGGATATGCTCCTCAT
M HRMLPFNNFDEWPLAGYAUPH
CTGACTCATGITGCTAGCGGAAAATATTACTCTCCTCGT CCGGATGGT TTGAAACTTAGA
L THVASGIKYYSPRZPDSGLKILR
GATCTGGGTGATATCGAGAT TTCAGAAAT GGT GCGCATGCGGGAAAGAATTTTGGACTCC
bLGGDI EI' S EMVRMREIRI L DS
ATTCATTTGGGATATGT CAT CAGCGAAGACGGCAGCCACAAGACACT GGACGAACTTCAC
Il HL GY VI SEDSGSMHIKTLDETL H
GGAACTGATATTTTGGGT GCTTTAGT TGAATCCAGT TACGAATCCGT TAACCATGAATAC
G T DI L GALVESSYESVNUHTEY
TATGGAAACCT ACACAACT GGGGCCATGT GACTATGGCTCGTATCCATGACCCTGATGEC
Y GNL HNWGHV T MARI HDWPDG
AGATTCCAT GAGGAACCAGGGEGT GATGAGT GACACTTCCACTTCCCTCCGTGACCCAATC
R FHEIEWPGVMSDTSTSL RDPI
TTCTACAACTGGCACAGATTCATTGATAACATATTCCACGAATACAAGAATACACTGAAG
FYNWHRZFI DNI FHEYKNTL K
CCCTATGACCACGACGT GCTAAACT TCCCAGACATTCAAGT CCAGGATGTTACCTTGCAC
P Y DMHUDVLNZFW®PIDI QVQDVTLH
GCCAGGGT TGACAATGTAGT TCACACT TTCATGCGCGAGCAGGAGCTTGAGT TGAAGCAC
ARY DNVV HTJFMREQETULEL KH
GGCATTAACCCAGGAAAT GCTCGT TCTAT TAAGGCT CGCTATTACCACCT CGACCACGAG
GI NP GNARSI KARY Y HL DMHE
CCTTTCAGCTATGCCGT TAACGT CCAGAACAACAGCGCCTCTGATAAGCATGCCACTGIC
P F SY AV NVQNNSASUDIKWHATV
CGTATCTTCTTGGCACCTAAATACGAT GAACT TGGCAACGAGAT CAAGGCCGATGAGCT T
RI F L AP KYDELGNEI KADEIL
CGTCGTACAGCTATTGAACT GGACAAGT TCAAGACAGAT T TACACCCCGGT AAGAACACT
R RTAI EL DI KUZFIKTDULMHUPGIKNT
GTGGTTCGTCATTCCCTGGACT CCAGCGT GACCCTCTCCCACCAACCTACGT TTGAGGAT
VVRHSLDSSVTLSHOQPTFED
CTATTGCATGGAGT AGGACT GAAT GAGCATAAGT CAGAGT ACT GCAGCT GCGGAT GGCCT
L LHGV GLNEMHIKSEYT CSTCGWP

46
106
20
166
40
226
60
286
80
346
100
406
120
466
140
526
160
586
180
646
200
706
220
766
240
826
260
886
280
946
300
1006
320
1066
340
1126
360
1186
380
1246
400
1306
420
1366
440
1426
460
1486
480
1546
500
1606
520
1666
540
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AGCCATCTGCTTGTCCCCAAAGGCAACATAAAAGGAAT GGAATATCATCTGTI TCGICATG
S HLL VPK GNI KGMEYHLFVM
TTAACAGACTGGGATAAAGATAAGGT CGACGGTAGT GAATCAGT TGCTTGT GTAGACGCT
L T bwD KD KVDSGSESVATCVDA
GTCAGCTACT GT GGAGCCCGAGACCACAAATAT CCT GACAAGAAACCCATGGGT TTCCCA
vV S Y CGARUDMHIKYPD K KWPMGTFEFP
TTCGATAGACCTATCCATACAGAACACATCTCTGATTTCCTGACCAACAACATGITTATC

FDRPI HTEMHI S DZFULTNNMEI
AAGGACATCAAAATAAAATTCCACGAATAGT CAGATGT TTAATACTTGT TACCGTGATCA
K DIl K I K F H E

GATGGCTGATTTTTGT GGT GGAAAAAAATATAATTGGAACAGI TTTTCGATAAATTGTTT
TGGGGTAGCCTAACCCAGTATAAACAACGCACATACACATAAATTTATTTCTCAAATTAT
TTAACATGTAGTAAGT TAAAGT CTGT GGATTAAGAAATATTTAAAGAATGT TTTTGCTTA
GCTGATGAACCTCTTGCGTGTATGTI TACATTTCATTATTCTTAGGT CTGACTGCAGAAT T
TAAATAAATTGACCAACAACTAATAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1726
560
1786
580
1846
600
1906
620
1966
629
2026
2086
2146
2206
2248

Abb. 3.9: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) der Hamocyaninunterein-

heit 1l von L. polyphemus.

Das Startcodon ist rot markiert. Die Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoff-
bindungsstelle koordiniert sind, wurden blau markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylie-

rungssignal sind griin gefarbt.
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Hamocyanin IV

GGAGAACTGI TTTACTACAT GCACCAACAGAT GT GT GCCAGATATGACT GCGACAGGATG 60
GELFYYMHOQOQMCARYDT CUDRM 20
TCTGTTGGGT TACAGCGGATGATCCCCTTCCAAAATTT TGAAGAAACCT TGGAGGGCTAC 120
S vGL QRMI PF QNJFETETILEGY 40
TCTGCTCACTTGACCTCACTGGT TAGCGGT CT TCACTACGCCAGCCGACCAGAAGGCCTA 180
S AHL TS SULVSGLHYASRUPIEGIL 60
CACATCCGGGAT CTCAAT GATGT CAGT CT CCAGGAGAT GGAACGCT GGAGAGAAAGAATA 240
HI1I RDLNDVSL QEMERWRE R I 80
TTGGAGGGTATTAACCT TGGT CACGT GCACGACGAT CACGGCAAAGAAGT CGAACTGGAC 300
L EGI NL GHV HDDMHGI KEV EL D 100
GAGGAACACGGAAT CGATATTCTAGGGGCTCTGATTGAGI CCAGT CATGAAT CCAAGAAT 360
E EHGI DI L GALI ESSHIE S K N 120
GAGGAATATTATGGTAGCT TGCACAACT GGGGCCACGT AAT GCT GGCACGT GT CCACGAT 420
E EYY GSLHNWGHVML ARV HD 140
CATGATGGCCGAT TCCATGAAAACCCAGGAGT CATGAGTGATACTTCCACATCTCTCCGC 480
HDGRFMHENZP GV MSDTSTSL R 160
GATCCAATTTTCTACCGT TACCACAGGT TTATCGACAATATGI TCCAGGAATATAAGGCC 540
DPI FYRYMHREFI DNMMFIOQEY KA 180
AGTCTACATCATTACACCAAGACAGAATTGACCTTTCCTGAAATCTCAATTTCCCATGTC 600
S LHHYTIKTETLTZFW®PEI SI S HYV 200
ACTATTAAAGCTAAAGT TCCGAACATCATT 630
T 1 K A KV P N 210

Abb. 3.10: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) der Hamocyaninunterein-
heit IV von L. polyphemus.

Am 5°-Ende fehlen etwa 500 Basenpaare, am 3'-Ende etwa 820 Basenpaare. Daher feh-
len neben Startcodon und Signalpeptid auch Stopcodon und Polyadenylierungssignal. Die
Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wur-
den blau markiert (die ersten beiden Histidine der CuA-Bindungsstelle fehlen).
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Hamocyanin V oder VI

TTCCATGCTGAGCACCTAGCAGCAGCCACCAAGCTGTACGAAGT GCTGATCGGTGCTAAG
FHAEMHLAAATI KTLYEVLI GAHK
ACGTTCGAGGAGT TTTTGGACTTATGCCACCAGGT TCGTGATTTTGT CAACGAAGGACTT
T F EEFL DL CHOQVRDUFVNEGIL
TATGIGTATGCCGT CTCTGI CGCTATCCTCCATCGT CCAGATTGTAAAGGGGTGAGTCTC
Y VY AV SV AI L HRUPDTZ CIKGV S L
CCACCTATCCAGGAAATCTTCCCTGACAAATTCGT GACTGTGCAGACACTGTATGATGCC
P PI QEI F P DIKZFVTVQTULY DA
TTCAAGGAATTTTGGCAAAACCCACACAAAGAGGAAGATGT TATTGT TGATATGCAAACC
F K EFWOQNWPMHIKEEDVI VDMQOQT
ACTGGTAATATTCTTGACCCAGAATACAATTTGGCT TATTACCGT GAAGATATTGGAATA
T GNI L DPEYNLAYYRETDI GI
AACGCTCATCACTGGCATTGGCATCTAGT GTATCCCGCCACCT GGCGACCAGAAGT GATA
NAHMHWHWHL VY P ATWRPE VI
GGCAAGGT TAAGGACAGGAAAGGAGAGT TGT TCTACTACATGCATCAGCAGATGT GTGCT
G KV KDRIKGETLFYYMHOQOQMZ~CA
AGGTATGATTGTGAAAGGT TGT CTAATGGCATGCCCAGGATGGAACCATTCCATAATTTT
RY D CEWRLSNGMPRMEWPZFMHNF
CACGAACCT CTAGAGGGCTACT CCTCCCACCTAAGTI TCGT CGATCAACGGCT TACCCTAT
HEPLEGYSSHLSSSI NGL PY
CCCTCACGGCCT GATGGCATGACTTTGCAGGATTTGAAAGAAGT CTCTGTTCAGGATCT G
P S RPDGMTIULOQDULIKEV SV QDL
GAACGT TGGAGAGACAGAAT CTCTGATGCTAT CCACATAGGCCACGT GGAAGACGAAAAT
ERWRDWRI SDAI HI GHYV EDE N
GGATCACACGT GCCATTAGATGACACACGAGGTATTGACATTTTAGGGGCCATGGTTGAA
GSHVPLDDTWRGI DI L GA MYV E
GCTAGT TATGAATCAATCAACCAAGCATTCTATGGTAGCATCCATAACTGGGGTCACGT G
A°S Y E SI NQAFYGSI HNWGHYV
ATCTCAGCCAGGGTCCTAGATCCCGATGGT CGT TACCATTTGAATCCAGGTGTGATGAGC
I S ARV L DUWPDGRYHLNZPS GV MS
GATACTGCTACCT CCCTCAGAGATCCCATCTTCTACCGAT GGCATAGATTCATTGATAAT
b T ATSLRDWZPI FYRWHIRIEFEFI DN
ATGTTCCAGGATTACAAAGAGACT TTGCCACATTACAACCATTCAGACCTCGAATTCCCA
M F QDY KETULWPHYNHSUDILEFP
GGTATTGAAATAACCAAAGT CCTTCTGAACGCT GAACACACGAACAACATCAACACCTTC
GI EI T KV L L NAEMHTNNI NTF
AAGGAGT TTTCAGT GT TGGATCTCTCACATGCTTACGAAT TTGGCAGAGATGGAGCCGTC
K EF SV L DL SHAYEFGIRDGAYV
AAGGT TCGGT TCAGT CACTTGAACCACGAGGATTTCCACTACAAGATTCAGGTTGAAAAC
K vVRFSHLNMHEDTZ FHYKI QV E N
CACACTAGCAAAACAAAGCCT GCAACCGT TCGTATTTTTATGGCACCCAAGTACCGATGAG
HTSKTKWPATVRI FMAPIKY DE
CTAGGCAACGAATTGGATACCAAGAACTTGCGT CGTCTCATGATTGAAATGGACAAGTTT
L GNELDTIKNLRRLMI EMD K F
CATGCAGAAATTCATCCT GGCCACAACACTATTGT TCGCCACTCTAAAGACTCTAGTGTG
HAEI HPGHNTI VRHSIKDS SV
ACCATTTCGT CTGCACGAAGCT TTGGACAGT TGGCT CAT GGCGAAGGGAT TAACGAACAT
T 1 S S ARSFGQL AHGETGI NEMH
GCTAATGAATATTGTAGCT GT GGAT GGCCAGACCATTTACTGGT CCCACGT GGTGACGAA
ANEY CSCGWPDMHLIULV P RGDE
AAAGGCATGCCTTTCCACTTGT TCGTAATGI TAACCGACT GCCTTCATGATCAGGT TGGT
K GMPFHLFV ML TDWLHUDQV G
GACCACGGCAAGACAGGGAT GT GTACT GACGCAGT AAGCT ACT GCGGGGCCAAAGATCAG
DHGKTGMCTUDAYVSY CGAIKDAOQ
CTTTACCCAGACCGACGACCTATGGGECT TCCCGT TCGATAGACACATCGAACTAGAACAT
L Yy P DRRPMGEFZPFDIRMHI EL EH

60
20
120
40
180

240
80
300
100
360
120
420
140
480
160
520
180
600
200
660
220
720
240
780
260
840
280
900
300
960
320
1020
340
1100
360
1160
380
1220
400
1280
420
1340
440
1400
460
1460
480
1520
500
1580
520
1640
540
1700
560
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CTCAAGGATTGGGTACTTCCTAACATGAAGGACACT CTGATCACTGTAACACATCACGAG 1760

L K DWVLPNMKUDTUL I TV THHE 580
GAGGTTCACAACCATAACCACTAAAAAATGTAACCTAAGATATTTCTTTCTGTAGT TAAT 1820

E VHNMHNMH 587
GGITTCAAATTTCCATTAACAATAACATTTTTCGAGATATGCTTTAAACAGT TAAACATG 1880
AATTTTAATATGAACATGI TTTGGCAATGTAATAACTACT GGCAATTTAAAGT AGTACAT 1940
GITATTCAAATAAAGATATGAAACT AGGCTCTGGGACTATATCGAATGCATGGTTGTAAC 2000
GACGT TTAATAATATAAATGAAATAAAGT TATCTTTAAACT GGAAAAAAAAAAAAAAAAA 2060
AA 2062

Abb. 3.11: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) der Hamocyaninunterein-
heit V oder VI von L. polyphemus.

Am 5-Ende fehlen etwa 150 Basenpaare. Daher fehlen Startcodon und Signalpeptid. Die
Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wur-
den blau markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin geférbt.
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3.3 Hamocyanine der Crustaceen

Innerhalb der Crustaceen sind mittlerweile eine grof3e Anzahl von Hamocyaninen bei den
dekapoden Krebsen nicht nur immunologisch und proteinbiochemisch untersucht (Markl,
1986; Markl und Decker, 1992) worden, es liegen auch einige Sequenzdaten vor (z.B.
Sellos et al., 1997; Kusche und Burmester, 2001; Kusche et al., 2003). AuRRerhalb der
Dekapoda sind die Daten noch sparlich. Mit dem zu den Amphipoden gehérenden Gam-
marus roeseli sollte daher ein nichtdekapoder Vertreter der malakostraken Crustaceen auf

das Vorhandensein von Hadmocyanin untersucht werden.

3.3.1 Charakterisierung des Hamocyanins von Gammarus roeseli

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bereits eine Charakterisierung der Hamolymphe
von G. roeseli in Form eines Coomassie-gefarbten SDS-Gels und eines Western-Blots
(Abb. 3.12) erfolgt. Darliber hinaus existierte eine cDNA-Bank, die auch schon innerhalb
der Arbeitsgruppe mittels Antikdrperscreening durchmustert worden war. Leider konnten
hierbei keine vollstandigen Klone gefunden werden, sondern nur Fragmente. Vor allem
die fehlenden 5°-Enden der cDNA stellten ein Problem dar.

kDa A B
205 — -
519%7 . Abb. 3.12:
— - - : SDS-PAGE mit der Hamolymphe von
' Gammarus roeseli. Coomassiefarbung
66 — - (A) und Western-Blot (B).
Im Western-Blot erkennbar sind min-
destens sechs verschiedene Hamo-
cyaninuntereinheiten.
- - (Hembach. 2002)

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, ausgehend von bereits bekannten Sequenzfragmen-
ten mit Hilfe einer 5°-RACE ein cDNA-Teilstliick am 5°-Ende zu ermitteln. Leider war es
nicht moglich, dieses 5 -Ende einer vollstandigen Sequenz sicher zuzuordnen. Die cDNA-
Sequenz, die in Abb. 3.13 gezeigt wird, ist daher aus vier unterschiedlichen Fragmenten

zusammengesetzt, die in den Uberlappenden Bereichen identisch waren (das vollstandige
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Alignment ist dem Anhang unter 7.10.1 zu entnehmen). Sie besteht aus 675 Aminosau-

ren. Die Translation resultiert in einem (theoretisch berechneten) Protein mit einer Mole-

kilmasse von 75 kDa (pl = 5,3). Es existiert ein Signalpeptid am 5-Ende, das 15 Amino-

sauren umfasst.

Hamocyanin von G. roeseli

MKLLLLCLAATSAFAWPSFFNDAAPSI AVRQOAVNHL L YRVTEPL RFDDL KAVAASFNPV
ADKSI YTDGGVAAQHL VDEL TDHRL L EKHHWFSL FNTROREEALMLFDVLI HSKTWETAL
NNAAYFREQVNEGEFVYALYAAVI HSKLGAG VLPPLYEVTPHLFTNSEVI QKAYNAQMI
QIPGSFKQDFTGSKKNPEQRVAYFGEDI GVNVHHVTWHL DFPFWAEDSYGYHL DRKGEL F
FWAHHQL TARFDAERL SNHL DL VDEL YWDRPI KEGFAPHAT YRYGGEFPTRPDNVHFEDV
DGVVRVRDM | HETRI KGAI AHGYl TAADGSHI NI NDEHG DHLGDI | ESSL YSPNAQYY
GALHNEAH! | LGRQADPHGKFNL PPSVMEHFET ATRDPAFFRL HKYMDNMFKEHKDSL AP
YTAEEI GFPGVHLTSVSI EGEL ETFFEDFEYDLKMAVDSSEAVAEVEVKAHVDRL NHKDF
AYNFDI KSDSADQHAVVRVVRVFLCPRRDNNG QF TFDEGRWNC! ENDKFWI KL AAGDNH
| KRKSSESSVTVPDVPSFASL| HDADAAVASGSDL HL EEFDRACGL POQRMLLPKGTEEGL
EFLLVVAVSDGT TDAQHDAL EAVDAHGHAQCGVNGEKYPDHQPMGPLDRRI PDDRI FLS
ADNI EKLLVTVTHKH

Abb. 3.13: Aminosauresequenz einer G. roeseli Hamocyaninuntereinheit.

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
675

Die Sequenz wurde aus verschiedenen cDNA-Sequenzen zusammengeflgt. Ob es sich
dabei um eine einzige Hamocyaninuntereinheit handelt, ist unklar. Die Sequenz am 5-
Ende ist diejenige, die im Rahmen dieser Arbeit gefunden werden konnte (violett mar-

kiert). Das putative Signalpeptid ist unterstrichen.
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3.4 Hamocyanine der Insekten

Bislang wurde Hamocyanin, aulRer bei Insekten, bei Vertretern von allen Gruppen inner-
halb der Arthropoda gefunden. Bei den Insekten ging man allerdings davon aus, dass sie
kein Hamocyanin besitzen, da das Vorkommen eines gut entwickelten Trachealsystems
diesen respiratorischen Blutfarbstoff Uberflissig gemacht hatte (Mangum, 1985). Da in der
embryonalen Hamolymphe von Schistocerca americana ein Protein (embryonales Hamo-
lymph Protein, EHP) nachgewiesen werden konnte, welches Ahnlichkeiten mit Arthropo-
denhd@mocyaninen aufwies (Sanchez et al., 1998), sollte im Rahmen der Arbeit geklart
werden, ob Insekten Uber ein funktionelles Hamocyanin verfiigen. Dazu wurden verschie-
dene Vertreter insbesondere der basalen Insekten, auf das Vorhandensein dieses respira-

torischen Proteins untersucht (Tabelle 3.1).

3.4.1 Charakterisierung der Hdamocyaninuntereinheiten von Perla marginata

Nachdem fir alle Entwicklungsstadien von P. marginata (diese Steinfliegenart hat einen
dreijahrigen Entwicklungszyklus) im SDS-Gel mehrere Banden im Bereich zwischen 66
und 97 kDa auftraten (Abb. 3.14), wurden im Western-Blot diverse, gegen Crustaceen-
Hamocyanin gerichtete Antikorper zur Detektion eingesetzt. Hierbei war es mit einem An-
tikbrper gegen Hummerhamocyanin maéglich, zwei Banden im Bereich von etwa 75 kDa
zu identifizieren. In der Folge wurden aus vorhandenen Hamocyanin-Sequenzen (Vertre-
ter der Crustaceen, Sequenz von Schistocerca americana) degenerierte Primer (siehe
Anhang) hergestellt und eine RT-PCR auf die RNA von P. marginata durchgefihrt. Dar-
aus resultierte ein cDNA-Fragment von 1048 Basenpaaren, bei dem es sich eindeutig um
Hamocyanin handelte. Mit Hilfe dieser Teilsequenz war es méglich, eine Sonde herzustel-
len, die in der Folge dazu benutzt wurde, eine Steinfliegen- cDNA-Bank zu durchmustern.
Hierbei gelang es, zwei komplette Hamocyaninuntereinheiten (Abb. 3.17 und 3.18) zu
identifizieren, die als Hcl und Hc2 bezeichnet wurden (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Vergleich der Hamocyaninuntereinheiten Hcl und Hc2 der Steinfliege P.
marginata:

Hamocyaninuntereinheit Hcl Hc2
Lange in Basenpaaren 2601 2367
Lange in AS 678 671
Molekilmasse (kDa) 77,2 76,3

pl 5,77 6,18
Lange Signalpeptid (AS) 19 16
Zugangsnummer der EMBL / Genbank- | AJ 555403 AJ 555404
Datenbank

Zur weiteren Charakterisierung, und um nachzuweisen, dass es sich bei dem Hamocya-
nin von P. marginata um ein funktionelles respiratorisches Protein handelt, wurde das
Sauerstoffbindungsverhalten der Steinfliegenhamolymphe untersucht. Wie Abbildung 3.15
zeigt, ist das Hamocyanin (untersucht an 3-jahrigen Larven und adulten Tieren) zu einer
reversiblen Sauerstoffbindung in der Lage. Im Folgenden wurde eine Sauerstoffbindungs-
kurve der Hamolymphe erstellt (Abb. 3.16). Das Hamocyanin zeigte hierbei einen Pso von
etwa 8 Torr mit einem Hill Koeffizienten von h = 2 und damit eine deutliche Kooperativitét.
Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, einen spezifischen Antikorper gegen das Steinfliegen-
hamocyanin herzustellen, der dazu benutzt werden sollte, weitere Insekten auf das Vor-
handensein von Hdmocyaninen zu untersuchen. Hierzu wurde zundchst mit Hilfe von spe-
zifischen Primern ein 771 Basenpaare groR3es Fragment aus der cDNA der Hamocyani-
nunterheit 1 amplifiziert. Die Primer waren so gewahlt, dass das Fragment neben einer
Restriktionsschnittstelle fir Kpn | auch eine solche fir Hind 11l besaf3. Durch Klonieren der
cDNA in einen Expressionsvektor gelang es ein Protein von 257 Aminosauren zu erhal-
ten. Mit diesem Peptid wurde nun ein Kaninchen immunisiert (Charles River, Deutsch-
land), welches polyklonale Antikdrper gegen das Hamocyanin der Steinfliege produzierte.
Mit Hilfe des so gewonnenen Serums konnten nun weitere Untersuchungen durchgefiihrt

werden.
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Fluoreszenzintensitéat
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Abb. 3.14:

SDS-PAGE mit H&mo-
lymphe von Perla margina-
ta in verschieden Entwick-
lungsstadien (1-3 = Lar-
venstadien im Alter von 1-3
Jahren; A = adulte Tiere).
Coomassiefarbung und
Western-Blot

Im der Coomassiefarbung
sind Hexamerine und Ha-
mocyanine erkennbar, im
Western-Blot sind die Ha-
mocyanine mit einem spe-
zifischen Antikorper detek-
tiert.

Abb. 3.15:

Die Abbildung zeigt, dass
das Hamocyanin von Per-
la marginata in der Lage
ist, Sauerstoff reversibel
zu binden.

Die Messung wurde am
Institut fir Biophysik in der
Arbeitsgruppe von Prof.
Decker durchgefiihrt.
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Sattigung

Abb. 3.16:
Sauerstoffbindungskurve
der Hamolymphe von
Perla marginata. Die
Hamolymphe zeigt Ko-
operativitat (Hill- Koeffi-
zient = 2,0) und eine mitt-
lere Sauerstoffaffinitat mit
einem Ps;, von etwa 8
Torr.

Die Messung wurde am
Institut fir Biophysik in

der Arbeitsgruppe von

log 2 [Torr] P__rof. Decker durchge-
| : : , : : fahrt.
0 5 10 15 20 25 30 35 40
O, [Torr]

Hamocyanin 1
GTGAGGTACAGACGECGCC 19
ATGAAGTGGTTATTGACCT TGGGACT GGTGATGGT GT TGECTAGCCTGGCTCAGGCTAAG 79
M K WL L T L GL VMVILASLAZOQAHK 20
CTTACAAGGGCGAT CCGT GCCAGCT GACCAAGACT TCCTCACCCGT CAACGCGATGT CATC 139
L T RGSVPAD QDU FULTROQRD VI 40
AGGCTGTGCATGAAGGT CCATGAACACAATCATTACCAAGAGCAGGT CGACCTTGTCAAG 199
R L CMIKVHEMHNMHYQEQVDIL VK 60
GACTATGATCCCAGCGT CGCCGGEGAAGT TCAAGGATGT CACTCCCATCAAGAGGTI TGATG 259
DY DP SV AGKUFIKDVTWPI KRULM 80
AAGTACTACAACGCTAAGACACTTCTTCCCCGTGGAGACATCTTCTCTCTGT TCCACAAG 319
K'Y YNAKTULLPRGDI F S L F HK 100
GAACATCGCCGAAGAGATGATCTTGI TGTTTGAGT CCTTCCTGT TCGCT CAGGACT GGGAT 379
EHREEMI L L FESUFULFAQDWD 120
ACCTTCTTCAAGACAGCT GT CTGGGECCAGAGACAGGAT CAACGAGGGACAGI TTGTGTAC 439
T F F KTAVWARUDWRI NEGOQTFVY 140
GCCCTTAGI GTGECTGT CCTCCACCGT GAAGACT GCAAGGGTATCATTCT TCCCCCAGCC 499
AL SV AVL HREDT CIKUGI I L P P A 160
TATGAGATCTACCCTCACATGT TTGT CAACAGT GAAGT CATCAACTCTGCCTACAAGCCA 559
Y EI Y P HMZFVNSEUVI NSAY KA 180
AAGATGACCCAGACCCCAGCCATCATCCACATGAACTTCACAGGAACTATCAGGAACCCC 619
K M T QTWPAI I HMNZFTGTI R NP 200
GACCAATGGATCGCCTACCT TGGAGAAGATGT TGGT CTCAACTCCCATCACGCTCACT GG 679
DQWI AYL GEUDVU GLNJ SHHAUHW 220
CACATGGACTTCCCCT TCTGGT GGAAGGCT GCAGAGT ACGGCAT TGAGAAGGACCGCAAG 739
H MDUFPF WWIKAAIEY G|l E K DR K 240
GGAGACCTGI TCTATTACATGCACCACCAGATGATCGCCCGATACGACTTTGAGCGTCTC 799
GEL FYYMHHOQMI A RY DU FERIL 260
TCCAACTGCCTGCACTTCGT TGAGCCCATCTCCTTTGAAGACGAGATCGAGCATGGTITTC 859
S NWLHZFVEWPI S FEDTEI EHGF 280
TACCCTCAGACCACCTACAGGEGT TGGCGGT GAAT TCCCAGCCAGGCCTGACAACTTCCAC 919
Y P QTTY RV GGEVFPARUPUDNTFH 300
TTCCATGACCT GGAGCACAT CAAGAT CAAGGACATGCTTGACTACACCCGTAGGATCAAG 979
F HDULIEMHI KI KDMLDYTRRI K 320
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GAGGCCATCTCCAAGCAAAAAGT CCGT TCCAAGAACGGT GAGAAAATTCCTCTTGACGCT
E Al S K QKVRSKNGEIKTI P L DA
GICCACGGTATCGACATTCTTGGAGACCT GATGGAGCCT TCCGT AGAGAGCCCTCATGAG
v HGI DI L GDLMEWPSV E S P HE
GACTACTATGGTI TCCCTGCACAACGACGCT CACGTACT TCTGGGT CAAATCACCGATCCT
DYY GSLMHNUDAMHYVILILGOQI T DFP
CTCGGAAAGT TCGATCTGCCCCCAGGT GTAAT GGAGCACT TCGAGACCGCTACCAGAGAC
L GK FDLPPGVMEMHTEFETATRD
CCTGCCTTCTTCCGCCTTCACAAGCACATTGACAACT TATTCAAGATGTACAAGGACCT G
P AFFRLMHIKMHI DNLIFIKMY KDL
CTGCCTCCTTACACCAAGGCT GAGCTGGAGT TCCCTGGAGT GAAGGT TCTGGACT GGGAG
L PP YT KAEILEZFWPGYVY KV L DWE
ATCGGTAATCTGGTCACCTACTTTGAGGATTTCGATATCGATATGI TGAACGCTCTCGAC
I G NL VTYF EDZ FDI DMLNATILD
GACACCGCCGATCTTCCT GATGT CGACGT CAAGGCT CGT GTGCAGCGT CTGAACCACGAA
D TADLUPDVDVI KARVYVYOQRLNMHE
CCCTTCACCT GGGCCCT GCACAT GGAGAGT GACAAGGAGGT GACCGCCGCCTTCCGTGIC
P FTWALMHMESDIKEVTAATFRYV
TTCCTCGGACCAAAGAAAGACT GGTACGAAAGT GACTTCACCATTAACGAAGT CAGACCC
FL GPKIKDWYESDU FTI NEVRP
TACCTCATCGAGAT CGACAAGT TCGT CACAAAGGT TGT GGCCGGCAAGT CTGTGATCCAC
Yy L1 EI DKFVTIKYVVAGIKS VI H
CGCAAGT CCAGCGAATCTAGT GT GACCAT CCCCGACCGT GAGACCACCAAAGITCTTCTG
R KSSESSVTI PDRETTI KV L L
GAGAAGGT TGAGCACGCCCT GGAGGGCAAGGAAACCCT GAACGT AAACAAGGAT GAGCGC
E K VEHALEGIKIETILNVNIKDER
CACTGT GGCTACCCCGACCGCCTGCTGI TGCCCAAGGGECAGGAATACT GGTATGCCCGT C
H CGYPDRLLLWPIKGRNTGMPYV
CAGATCTACGT CATTGT CACCGACT TTGAGAAGGAGAAGGT GAACGACCT GCCCTACGAT
Ql YyvI1I vTDUZFEIKEIKVNDIULPY D
TACGACTACGGECGGT TCTCTCAGCTACT GCGGT GI TGT TGGAGGT CACAAGTACCCCGAC
Y DYy GGSL SYCGVV GGHIKYPD
ACCAAGGCCATGGGATTCCCCTTCGACCGT CGCATTTACT CAAGGGAGGACTTCTTCACC
T K AMGFUPFDRRI Y SREUDTFFT
GACAACATGTATACGAAGGACGT CACCAT CACCT TCAAGGAGAACCACCACCATTAAAAA

DNMY T KDVTI TFKENWHMHH
AACAGGT GCTTCACACCT GT CTCCAACAAAAT CAACAGGT GCAAACAACT CTGCAAACCT
GCAAGAAACCCT CACATTCCTGGACAACT TAACAGAGGATCACCTGT TGGTCTTGATCAA
CTCGACACCT GT TCACAACCATAACAAGT CTGTAACGCTCAACAGGT GCACACCTGT TGT
TAATGI TCAACAAGTACT TGT TGAGCT CTCAACAGGTACACACT TGTACCCAAACTTCCA
ACAGGTTCACTTTTATCTACCTCCCTTACATGCAAAGCTATCAATAATACTTCCAATATC
CTACCAACAGT CCTAACAATCCTTCATAAACAAAGGT CTTTTTAAATACAATTGCTCAAA
CTTGTACAATCAATTTACCCAAGGAACACAAAATCGT TAGCGT TAATGATATTTGT TAAA
TTATTTCTTTGCTTGITTCAATTGGT TGAATCTGTAACACACCTCTCTAATGTAATATTT
ACGTTCTGATGTAACTAAATAAAATAAAAATAT AAGT AAACT GAAAAAAAAAAAAAAAAA
AA

1039
340
1099
360
1159
380
1219
400
1279
420
1339
440
1399
460
1459
480
1519
500
1579
520
1639
540
1699
560
1759
580
1819
600
1879
620
1939
640
1999
660
2059
678
2119
2179
2239
2299
2359
2419
2479
2539
2599
2601

Abb. 3.17: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von Perla marginata Hc1l.
Das Startcodon ist rot markiert, das putative Signalpeptid unterstrichen. Die Histidine,
welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wurden blau

markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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Hamocyanin 2

GICTTCTCCTGCAGGT
ATGAAGTTCGCTTTGGT TTTGAT TGGGECT TTGCGCCCT GGCAGCT GCAGATACTGI TGAC
M KFAL VLI GLCALAAADTVD
GATACCTTCTACAAGCACCAGACCCAAGT GCTGCACCTGGTGGAGCACATTTACGAACCC
DTFYKHOQTOQVLHLVEWHI Y EP
ATCAGCTCCCACTAT GAGGACCT CACCACCAT TAAGAAGACCTACGACCCCCT GCAACAT
I S S HY EDLTTI KKTYDWPL QMH
CTGGACAATTTCAAGGAT GGCGATCACGT GAAGCACT TCGT TCACGAT GT CACCCACGGEC
L DNFKDSGDMHVKHZFV HDVTHG
AAATACCT CGCT CACGATGAGATCTTCAACAT CT TCCACCCT CATCACCGT CGTCAGATG
K'Yy L AHDEI F NI FHPMHHRIROQWM
GICTACTTGI TCGAGATCCTCTACGGAGCCAAGGACT TTGACAGCTTCTTCAACATGGECC
vV Y L FEI LY GAKUDUFUDSUZFUZFNMA
GTCTGGGECTAGGGATCACAT GAGCCCCAGGATGI TCCTGTACGCCTTCTCTGT TGCCGTC
vV WA RDMHMSPRMFLYAFSV AV
CTCCACCGTACT GACT GCAAGGGAAT CACCCT CCCCCCTGCCTACGAGAT CACCCCCGAC
L HRTDTCKSGI T L PPAYE EI TUPD
ATGITCCTCACCACCGAT GT CAT GAGGAAGGCCT ACCAAGCCAAGAT GACAGCGACAAAG
M F L TTWDVMRIKAYQAKMTAT K
ACCGTCATTCCCATGAAGT TCACCGGECT CCAT CAAGAACCCCGAGCAGAGGGTCGCCTAC
T vI1I PMKZFTGSI KNZPEIOQRVAY
TTCGGCGAGGACAT CGGCGT CAACT CCCATCACTCCCACTGECACATGGACTTCCCCTTC
F GEDI GVNU SHHSHWHMDF P F
TGGTGGAAGAGGT CCTAT GACGT CACCAAGGATAGGCGAGGAGAACTGI TCTTCTACATG
wWwWKRSY DVTIKDRRGETLF F Y M
CACCACCAGATGGT CAACCGT TTCGACGCTGAGCGACT CTCCAACTGGCTTCCACAGGT T
HHOQMVNRFDAERLSNWLP QV
GAGCCCCTGAACT GGCACCACGAGAT TGAGGAGGGT TTCGCCCCAGCAGCCATGTACTTC
E PL NWHHIEI EEGFAPAAMYF
AACGGCCAGGAAT TCCCCAT GAGACCTGACGGTATTCACT TCCACGACCTCCCCTGGTTT
NG QEFPMRPDGI HFHUDULUPWEF
ACCGT CAAGGACACCGAGGAT TACGAGGACAGGAT CAGGAACGT CATCGCCAAGGGATAC
T VvVKDTEUDYE EDIRI RNVI AKGY
GICAAGGCCAGCGATGGT CACACCATCTTCCTGAAT GGCACT GAGGGTATCAACATCCTG
vV K ASDGMHTI F L NGTEGI NI L
GGTCTGGT TGI TGAGT CCCTGGACCACGACTACAACCGT CACTACT TCGGCAAACT CCAC
GLVVESLDMHIDYNRMHYFGKILH
TCCAACGCTCATGT CCTGCT CTCCAAGGT CACCGACCCT GAGCAGAAGT TTGGAACTCCC
S NAHVLL SKV TDWPEIOQKFGTP
CCAGGT GTGATGGAGCACT TTGAGACCGCTACCAGAGACCCTGCCTTCTTCCGCCTTCAC
P GV MEMHZFETATRDUZPAFFRTLH
AAGCACATTGACAACCTATTCAAGCAGCACAAGGACAT GCTGACACCCTACACCAAGGAA
K H1I DNLZFIKQHIKDMMLTWPY T K E
GAGCTGGACTTCCCCGGAGT GACT GT TGACGCCGT CAAGGT CGT TGGCAAGAGCGAAGAC
E L DFPGVTVDAYVIKVV G K S ED
TCGACAGCCAATCAGATCGT CACCTTCTTTGACGAGT CGCACATCAACCT TGGAAACATG
S T ANQI VTFZFUDIEZSMHI NL GNWM
TGGGT CCACACCCCT GAGAAGGT CGGCAT TGAGGT CACCAT GAAGCGCCT GAACCACGAA
wv HT PEKV GI EVTMKRILNHE
GCCTTTAAGTIACGT CATTACT GCCACCGCCGAGAAGGAAACCGAGGEGTATCGT CCGCATC
AAF K Y VI TATAEIKETEGI V RI
TTCCTCAGCCCCACCTACAACT GGT TCGGT CAGGAGAT CACTCT TCAGGACGGACACT GG
F L SPTYNWFGOQEI TL QDGH W
GGCGCGAT TGAGAT GGACCGCT TCCCCGT GAAGCT GACTGCTGGTGAGAACGT GATTACT
GAI EMDRFPYVKLTAGENWVI T

16
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20
136
40
196
60
256
80
316
100
376
120
436
140
496
160
556
180
616
200
676
220
736
240
796
260
856
280
916
300
976
320
1036
340
1096
360
1156
380
1216
400
1276
420
1336
440
1336
460
1396
480
1456
500
1516
520
1576
540
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CGCTCTGGCAAGAAGT CTGT CGT CACCAT TGATGAGCCCATGAGCT TCGCTGAGATCCAC
RS GKIKSVVTI DEPMSTFATEI H
AAGGCAGT GGCT GACAAGGACGCCACT CACT TCCACAAGGAGT TCCGCCACTGCGGECTTC
K A°vV ADKDATMHZFMHIKEFRHTZCGF
CCCCACCGACT GCTGGT CCCCAAGGGCCGCCCCGAGGGAATGCACTACAAGCTGATGGT G
P HRLLVPKGRPEGMHYKL MYV
GI'CATCACCGACTATCACAAGGATGT CGT CGT CCCTGACATGGACGT CGAGCACATGGAC
v I T DY HIKDVV YV PDMMDVEUHMD
AAGCTTCAGT CTGT GGGATACT GT GGT GT CAT GGAGGGCAAGAT TCCCGACGECAAACCC
KL QSV Gy CGVMEGIKI P DGKP
ATGGGATACCCCT TCGACCGT CGCAT CTCCT GCGAGGAGAGCT TCATAACCAAGAACATG
M GY PFDRIRI S CEESZFI T KNM
AAGI TCGT CGACAT CACCGT CAAGACCAGGGT CT GAGCGGACACACGCACACT CAGCTCT

K FVv DI TV K TRV
TTCATTGACTTCAACATTAATTGACATTGTAAGATAATTAACACATATCATCATTCCAAT
TAAAAATAAAACTTTCGCAGAATACATTTCGCTTTATTTTTATGTAAATTGT TGTAATAA
TTAATCAAATCTGGAAACATTAATCGATAAAAACTAAAACT GTATAAAATTGGAAAATTG
AAAGTAGAGAAACAAATGT TCATTCTATGAAACAATGATTTTGTAATAATACTTCGATAG
TTTAGTAATTTAATTGAATAAAAGT AACAACCAAAAGT GTTAAAATATTATTCAGGAACG
CACAAATTTTCTTAACACGT AAACTTTCAAAAAATAAAAAATAT CACTAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAA

1636
560
1696
580
1756
600
1816
620
1876
640
1936
660
1996
671
2056
2116
2176
2236
2296
2356
2367

Abb. 3.18: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von P. marginata Hc2.
Das Startcodon ist rot markiert, das putative Signalpeptid unterstrichen. Die Histidine,
welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wurden blau

markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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3.4.1 Charakterisierung der Hamocyaninuntereinheiten von Thermobia
domestica

Nachdem bei P. marginata Hamocyanin gefunden wurde, war es naheliegend, zunéchst
innerhalb der basalen Insekten nach weiteren Arten zu suchen die ebenfalls tiber ein sol-
ches verfligen kdnnten. Ein mdglicher Vertreter war der Ofenfisch T. domestica, ein Mit-
glied der Ordnung der Thysanura (Borstenschwanze). Nachdem mit Hilfe des Antikdrpers
gegen das Steinfliegenhamocyanin eine Bande mit der fir Hamocyanin zu erwarteten
Masse von ca. 75 kDa detektiert werden konnte (Abb. 3.19), wurden degenerierte Primer
aus einem konservierten Bereich der Hamocyanin-Sequenzen von P. marginata kon-
struiert. Mit diesen wurde eine RT-PCR auf die Gesamt-RNA von T. domestica durchge-
fuhrt. Das Ergebnis waren zwei cDNA-Sequenzen, die jeweils 540 Basenpaare umfassten
und im Alignment die gréRte Ubereinstimmung mit den Sequenzen der Hamocyaninunte-
reinheiten Hcl bzw. Hc2 von P. marginata aufwiesen. Da die verwendeten Primer im Be-
reich der konservierten Sauerstoffbindungsstellen (CuA und CuB) lagen, waren von den
sechs koordinierten Histidinen nur finf in den Sequenzen vorhanden (Abb. 3.20; 3.21).
Um zu weiteren Ergebnissen zu gelangen, wurde eine cDNA-Bank aus der mRNA von
etwa 20 Ofenfischen hergestellt, die dann sowohl mittels Antikdrper gegen das Steinflie-
genhamocyanin durchmustert wurde, als auch mit einer spezifischen Sonde aus der Se-
quenz der Hamocyaninuntereinheit 1. Leider brachte diese Vorgehensweise keine weite-
ren Ergebnisse. Auch der Versuch, das 5" bzw. 3"Ende mit Hilfe einer RACE-Reaktion zu

vervollstédndigen misslang.

kbDa A B
17— — Abb 3.19:
97— S Coomassiefarbung (A) und Wes-
— \ te_rn—BIot .(B) einer SDS-PAGE
66—" mit der Hamolymphe von T. do-
' mestica, inkubiert mit einem An-
tikbrper gegen Hamocyanin von
45— P. marginata.
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Partielle Sequenz des Hamocyanins 1

TGGCATATGGATTTTCCTTTTTGGT GGAAACCCGAGT ACGGAGT GGAGAAGGACAGGAAG
WHMDFUPFWWKUPEY GV E K DR K
GGAGAACTTTTCTATTACATGCATCATCAGCTTATTGCAAGATTCGACTTGGAGAGATTA
GELFYYMHHOQL I A RZFUDILERIL
TCGAACAACT TGCCAGT GGTAAGGCCT TTGGAT TGCGAGAAACCAATTGTAAATGGATTC
S NNL PV V RPL DWEIKWPI V NGF
TACCCACAGACTACGTACAGGAAGGGT GGAGAATTCCCTGCTCGCCCAGACAACTTCTAC
Y P QT TYRKGGEFWPARUPUDNFY
TTCCAGGACCT GGAAACACCATACAT CAAAGT GAAGCACATGATCGCCTACT CCCAGAGA
FQDLETWPYIl KV KHMI AY S QR
ATCAGAGAAGCCATCCCTAGAGGAGT TGTTTTAACGAAATCTGGAGAACTTTATTCCATC
I R E A1 ARGV VL T K S GEIL Y S I
AACGATACTACAGGGATCAACACTTTGGEGTGAATTGATCGAACCTTCTGTGTTCTCTCGC
NDTTGI NTULGETVLI EPSVF SR
CATCGAGAATATTATGGAGCT TTGCACAACTATGGACATATCCTTCTCGGCAGAATTACC
HREYYGALMHNYGHI L L GRI T
GACCCCAAGGGCAAGT TCAACAT GCCACCT GGT GTAATGGAGCACT TCGAAACAGCAACA
DPKGKFNMPPGVMEMHTEFETAT

60

20
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40
180
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240

80
300
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360
120
420
140
480
160
540
180

Abb. 3.20: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von T. domestica Hc1l.

Am 5°-Ende fehlen etwa 750 Basenpaare, am 3'-Ende etwa 900 Basenpaare. Daher feh-
len neben Startcodon und Signalpeptid auch Stopcodon und Polyadenylierungssignal. Die
Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wur-
den blau markiert (das erste Histidin der CuA-Bindungsstelle, sowie das letzte Histidin der

CuB-Bindungsstelle fehlen).
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Partielle Sequenz des Hamocyanins 2

TGGCATATGGATTTTCCGT TTTGGT GGAAGCCCGAATAT GGAGT GGAGAAAGATAGGAAA
WHMDFUPFWWKWPEY GV E K DR K
GGAGAACTTTTCTATTACATGCATCATCAACTTATTGCAAGGT TTGATGCCGAGCGTCTG
GELFYY MHHOQL I A RZFDAERIL
TCTAACTACTTGCCT GT GGT CGAACCAT TGGACT GGGAGAAACCAATCGT TCAGGGATTT
S NY L PVV EPL DWEIKWPI V QGF
GCACCAGGAGCTATGTATGAGAAT GGGCAGGAATTCCCAGT TCGT CCAGATAACATGAAT
AP GA MY ENGOQEFUPV RPDNMN
TTCCATGATCTTCCGT GGT TGACCATCGAAGATATGAAAGGATATGAAGACAGAAT CAGG
FHDLPWL TI EDMIKGYEUDIRI R
GACGCTATTGCCTCAGGATTCGTCATTTCCGT TGATGGTAGT CTTGTGTACTTGAATGAC
bDAI A SGFVI SV DSGSILVY L ND
ACCAGAGGTATTGATGI TCTTGGAGCTGT TATTGAATCTTCTGAACACAGCCAAAATAAG
T R GI DVLGAVI ESSEMHS QN K
GAACTCTATGGT TCCCTCCATAATAAT GCCCACGT CCTCCTGGGAAAAGT TACTGATTAC
E LY GSLMHNNAMHVYVILILGI KV TDY
AGCCTTAAATATGGGCTTCCACCT GGT GTGATGGAGCACT TCGAA

S L KYGLUPPGVMEWHTFE
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Abb. 3.21: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von T. domestica Hc2.

Am 5°-Ende fehlen etwa 750 Basenpaare, am 3'-Ende etwa 900 Basenpaare. Daher feh-
len neben Startcodon und Signalpeptid auch Stopcodon und Polyadenylierungssignal. Die
Histidine, welche mit den Kupferionen der Sauerstoffbindungsstelle koordiniert sind, wur-
den blau markiert (das erste Histidin der CuA-Bindungsstelle sowie das letzte Histidin der

CuB-Bindungsstelle fehlen).
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3.4.3 Ubersicht der auf Hamocyanin untersuchten Insektenspezies

Mit Hilfe des Antikérpers gegen das Hamocyanin der Steinfliege Perla marginata wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitere Insektenspezies untersucht. Dies erfolgte
zunéachst durch die Auftrennung der Hamolymphe auf einem SDS-Gel, gefolgt von einem
Western-Blot mit dem spezifischen Antikbrper gegen das Steinfliegenhdmocyanin. Bei
einigen untersuchten Spezies waren dabei Banden in der richtigen Grdl3e erkennbar, die
aber Uber eine RT-PCR mit degenerierten Primern nicht verifiziert werden konnten.
Schwerpunkt der Untersuchung lag hierbei auf basalen Insekten. Auf3er bei der Steinflie-
ge und dem Ofenfisch konnte Hadmocyanin bei keiner weiteren Art sicher nachgewiesen

werden.

Tabelle 3.1: Ubersicht (iber die untersuchten Insektenspezies

Spezies RT-PCR Western-Blot | Bereits bekannt?

Collembola, Adult nicht untersucht | Negativ

Ephemeroptera, Lar- | Negativ Fraglich

ve

Zygentoma, Adult Positiv Positiv

Odonata, Larve Negativ Fraglich

Plecoptera; Positiv Positiv

Larve, Adult

Orthoptera, Adult nicht untersucht | Negativ

Orthoptera, Embryo Positiv (Sanchez et al.
1998)

Phasmida, Adult nicht untersucht | Negativ

Dermaptera, Adult nicht untersucht | Negativ

Blattodea, Larve, A- | Negativ Fraglich

dult

Hemiptera, Adult nicht untersucht | Negativ

Coleoptera, Adult Negativ (Genbank NCBI)

Hymenoptera, Adult nicht untersucht | Negativ

Diptera, Larve, Adult Negativ (Adams et al.,
2000; Holt et al., 2002)

Trichoptera, Larve Negativ Fraglich

Lepidoptera Negativ (Genbank NCBI)
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3.5 Hexamerine der Insekten

Hexamerine waren bisher bei allen untersuchten Spezies innerhalb der Insekten nach-
weisbar. Sie liegen in der Hamolymphe von Insektenlarven in z.T. sehr hoher Konzentra-
tion vor, was sich aus ihrer Funktion als Energie- und Eiweil3speicher wahrend Zeiten
ohne Nahrungsaufnahme erklart (Telfer und Kunkel, 1991). Da es im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit gelungen war, in einigen Insekten Hamocyanine zu finden, sollte geklart
werden, ob diese gleichzeitig mit Hexamerinen in der Hamolymphe vorkommen.

3.5.1 Die Hexamerine von Perla marginata

In der SDS-PAGE, die mit der Hamolymphe von P. marginata durchgefiihrt worden war,
konnten neben den Hamocyaninbanden noch weitere Banden beobachtet werden. Bei
diesen Proteinen, die ebenfalls Molekilmassen zwischen 66 und 97 kDa aufweisen, han-
delte es sich um Hexamerine, die von dem spezifischen Antikdrper gegen Hamocyanin
nicht detektiert worden waren (Abb. 3.14). Es sollte im Rahmen der Arbeit versuchte wer-
den, diese Hexamerine auf Sequenzebene zu finden. Da Hexamerinteilsequenzen von
anderen Steinfliegenarten vorlagen (die cDNA-Sequenzen wurden uns freundlicherweise
von Dr. James Marden, Pennsylvania State University, zur Verfliigung gestellt), war es
maglich, aus diesen degenerierte Primer herzustellen, die dann in einer RT-PCR einge-
setzt wurden. Auf diese Weise gelang es, Teilstlicke von vier unterschiedlichen Hexame-
rinen zu amplifizieren und anschlielend zu sequenzieren. Aus diesen Sequenzen wurden
Dig-gelabelte DNA-Sonden hergestellt, die zum Durchmustern der Steinfliegen cDNA-
Bank auf Hexamerine verwendet wurden. Hierbei konnte die vollstandige cDNA des He-
xamerins 1 (Hx1) der Steinfliege aufgeklart werden (Abb. 3.22), welches sich in ein nati-
ves Protein mit 702 Aminoséuren und einer Molekiilmasse von 81 kDa translatieren lasst
(pl = 5,68). Die Sequenz verflgt, wie auch die Hamocyanine der Insekten, Uber ein Sig-
nalpeptid, welches hier 16 Aminoséuren umfasst. Die Hexamerine 3 (Abb. 3.24) und 4
(Abb. 3.25) sind 3’komplett, 5" allerdings nicht vollstandig. Beim Hexamerin 2 (Abb. 3.23)
handelt es sich um die urspriingliche, mit Hilfe der RT-PCR aufgeklarte Sequenz, sie ist

daher von beiden Enden unvollstandig.
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Hexamerin 1

CAGCCACCAACC

ATGAAGTCTGCATTCGTACTCTTGGECCCT CGCGGCATTCGCCGCTGCTTCTGT TCTTCCT
M KSAF V LLALAATFAAASVTLP
GGGGATACCACCGACCACAAGCGT GTTGCT GACAAGGAAT TCCTTGT CAAGCAGAAGAAC
GDTTUDHIKRVYVYADTEKTETFTLVZKO QKN
CTGCTGCAACTGTTTGT GOGCCCCCACCAATACAACCT GTACAAGGAGCAGGCCGAGATC
L LQLFVRPHO QYN NLYZKTET G QATE.I
GGTAAGGGTTACTCTCTGGAGT CTCATCT TGCCGACTACACGAAT GCGAAGGCTGTCAAA
GKGY SLESHLADYTNATEKAVK
CAGTTCCTTCACGT CTACAAGCAGGGGAT GT TGCCCAAGGGCGAGATCTTCTCTGTCTTC
FLHVYH KO QQGMLTPIKGET LI FSVF
TACCAGGAGT ACCT CGAGCAGGCCATCCACT TGT TCGATGTCTTCTACT TCGCCAAGGAC
Y QE YL EQAI HLFDVFYTFATZKD
TGGGACACCTTCTACAAGACT GCTTGCT GBGCT CGT GACCGOGT GAACGAGGGT CAGTTC
WDTTFYZKTACMWARTUDTP RVYVNTETGTO QF
ATCTACGCCCT GTCCGT TGCTGCTCTCCAGCGT GAGGACT GCAAGGACT TCGT TCTGCCC
Il Y ALSVAALG OQRETDTCTIKTUDTFUVTLP
CCAGTATACGAAGT CTACCCCCACCT CTTCCTCCAAAACGAGGT CATCCAGAAGGCTTAC
PVYEVYUPHLT FLG ONTEUVI QKAY
GAAGT CAGGAT GCAGGGT GAGCACT ACACCGCT GT GGACACCGT TTACAAAGAAGGCGAG
EVRMOQGEUH HYTAVDTVYZKTEGE
ACCTACTACATCCCCGCCAACTACT CTGGCT GGTAT TACACT CAGTACCCCGAACAGTTC
TYY!l PANYSGWYYTOQYZPTETQOQF
ATCTCTTACTTCACCGAGGATGT TGGCOGT CAACGCAT TCCACGCCTACT GGCACATGGAC
|l SYFTEUDVGVNATFUHAYWHMD
TATCCCTTCT GGGCCAACT CCAAGTACT ACAACGT CAAGT TCGACCGT CGT GGAGAGCTC
YPFWANSU KYVYNVIKTFDTRT RGEL
TTCTACTACACCCAGCACCAGCT GATGGCCCGCT AT TACCT GGAGCGT CTGTCTAACGGA
FYYTOQHOQLMARYJ YLTETRTLTSTNG
CTCAAGGAAAT CAAGCCCTTCTCCTACT TTGAGACCCAGT CTCATATCCCTGGATACGAG
L KEIl KPFSYFETU QSHI PGYE
CCATCTCTGCGCTACCCCAACGGCAAGGAAT TCCCCAT GCGCCCT GAGGGT GTCTCCATC
PSLRYPNGIKTETFTPMRTPTETGVS I
CTGAACAACTACCACGT TGAGGAAGT CTTCGCTCTTGAGAGGAGAAT CCACGACGCCATC
L NNVYHVETEVTFALTETRTRI HDA.I
GACCTTGGATTTGTCTTCGGTAAGGACGGCCAGAAGAT CTCCCT GAAGGAGAAGGAAGGEC
DLGFVFGIKTUDG GO QI KT I SLKTETZKTE G
ATCAGCATTCTTGGAGACAT GATTGAAGGT ACCGAGGAT TCTACCAACAAGCAGT TCTAT
Il S1 L GDMI EGTETDTSTNZKTOQTF Y
GGCTCCCTCTACAACAT GCT CAGGACCGT GTACGGCCACTATGCT GACCCCATGTACCAG
GSLYNMLU RTVYGHYADPMYNQOQ
TATGAGGT TGCCCCCAGCGT GCTCGAGCACT TCACAACCGCCCT TAGGGACCCTGCCTAC
YEVAPSVLEHTFTTALT RDZPAY
TACACCCT GT ACAAGCGCAT CGACACCCT CTTCAAGGAATACAAGAAGCT CATGCCCGAG
Y TLYKQRI DTULTFTZKTETVYZ KTZ KTLMPE
TACACTTATGATGAGCT CACCTACCCCGGT GT CAAGGT CGAGT CTGTTGAGATCGAAAAG
Y TYDETLTVYZPGVIKVETSVETI EK
CTCGTCACCTACTTCGACAACT TCGACAT CGATCTCGACAACGCCGT CGATGTTGGAGTC
LVTYFDNTFUDIDLTUDNAVTDVGYV
ATCGAGGAT GGCCAGAAGGT CAACAT CCAGGCCCGCCAGAT GOGT CTGAACCACAAGCCC
| EDGQEKVNI QARG QQMPRTLNUHTEKP
TACACCTACAAGGT GAAGGT TGT CAGCGACAAGGCCGCTACT TCCATGGTCCGTGTCTTC
Y TYKV KV V SDIKAATS SMVTZ RV F
CTTGGACCCAAGTACGACT TCTACGGCAACGAGTACACT CTTGACAAGAT GAGGGAGTAC
L GPKYDFYGNETVYTLTUDTIKMREY
ATGGTTGAGCT TGACCGCT TTACGT TCAAGAT GACCT CTGGT GAGAACGT GATTGAGCGC
MV ELDRTEFTTFIKMTSGENVI ER
AACTCCTACGAT TCCAGT GT GACCGT GGCT GACAAGACCGCT TACAGGCAGCTCTTCAAG
NSYDSSVTVADSEKTAYTZ RGO OQLFK
AAGGT CGACAAGGCCAT CGCTGGAGAGGAACAGT TCTTCGT TGATGAGACT GAGCGTCAC
K VDKAIAGTETEG QFTFVDTETTET RH
TGCGGATGECCCCAGCGOCT CCT TCT GCCCAAGGGCAAGAAGGGCGGTATGACT TTCOGT
CGWPOQRLTILTLTZPEKTGIKT KGGMTFR
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TTCTTCGTCATGGT CACTCCCTTCGACGAGACCT COGT CACCGACAT GAAGCACCTTGAC
FFVMVTPFDETSVYTDMEKTHLD
TTCACCTCCATGOCCTACT GOGGT GT TGGCAAGCACGGAGT CTACCCCGATAGCTACTCC
FTSMPVYCGVYGKHGVYPDSYS
ATGGGCTATCCCT TCGACCGT ACCAT CGAGCACTACGACT TCTTCTACAATGCTCCAAAC
M GYPFDRTI EHYDFFYNATPN
ATGCACTTCGATGATGT CATCATCTTCCACAAGACT GCTGAGGAACT CAACAT CAAGGTC
M HFDDVI I FHKTAETETLNI KUV
CACCACT AAACT GGT CATTCCGAT GACAACGAGGGAAGCT TCTCTTTCATCTAGAAACAT
H H

TCCTTTGTTGGACAACT CCAGT TAACAT CGT GGGGGACGT TTAGT AAGGCAGCTTATGAA
CACCTGTTGGTATCAATATCACTAACGT TGCT TCCATGAAGAGCT TTAACTGTTGT TAGA
GOGAT GGT AGCAGAGAGCT GCAAGT AAGAAGAGAACT GT TCAAGT TTCOGAGATATTGAC
AACAATCTTGCTGT GAAAACGGT CAACTCTTTTCTCCCGAAATGGAGTGTTTTTTGI TTA
ACTTTTTTGTGTTGTCCCTTAGTTTTGCAATAAACAAAAAAAT CTAAAAAAAAAAAAAAA
AAA

Abb. 3.22: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von P. marginata Hx1.

1932
640
1992
660
2052
680
2112
700
2172
702
2232
2292
2352
2412
2472
2475

Das Startcodon ist rot markiert. Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind griin

gefarbt. Das putative Signalpeptid ist unterstrichen.

Partielle Sequenz des Hexamerins 2

TTCTACCCCCACCTCTTCCT CCACAACGAGGT CATCCAGAAGGCCTACGAAGT CAGGATG60
F YPHLFLHNEVI QKAYEVRWM
CAGGGTGAGCACTACACCGCTGTGGACTCCGT TTACAAGGT TGACAAGACTTATTACATT120
Q GEHY T AV DS VY KV DKT Y'Y I
CCTTCCAACTACTCTGGCTGGTATTACACT CGGCACCCCGAACAGT TCATCTCCTACTTC180
P S NY S GWYYTRMHPEQFI S Y FG60
ACTGAGGATGT TGGCATCAACGCAT TCCACGCCTACT GGCACATGGACTATCCCTTCTGGE240
T EDV GI NAFHAYWHMDY P F W80
GCCAACTCCAAGT ACTACAACGT CAAGT TCGACCGT CGTGGAGAGCTCTTCTACTACACC300
ANS K Y Y NV KFDRRGETL F Y Y T100
CAGCACCAGCTGATGGECCCGCTACTACCT GGAGCGT CTGT CTAATGGT CTTGGAGAGGT C360
HOQLMARYYLEIRILSNU GTL G E V120
AAGCCCTTCTCTTACTTCGATAACGATGT TGT TGGATACCAGCCATCCCTCCGITACCCCA420
K P F SY F DNUDVYV GY QP S L R Y P140
AGCGGCAAGGAGT TCCCCAT GCGT CCCGATGGT TTCTTGGTCAACGACCTGAAGGCTGAT480
S GK EF P MRWPDGZ FUL V NDIL K A D160
GACATCTACGCCCT TGAGAGGAGGATCTATGATGCTATCGATCT TGGATTTATCTACGGEC540
DI Y AL ERRI Y DAI DL GF I Y G180
AAGGAAGGCCAGAAGAT CTCCCT GAAGGAGAAGGAAGGCATCAGCATCCTTGGAGATATGS00
K E GQ K I S L KEIKEGI S I L G D M200
ATTGAAGGCACTGGTGACTCTGTI CAACAAGAACTACTATGGT TCCATCTACAACACGATC660
I E GT GD SV NKNY Y G S I Y NT I 220
AGGACCGI TTTCGGECCACCAT GCTGACCCCATGTACCAATACCT GGT TGCTCCCGGCGT G720
R TVFGHHADWPMY QY L V AP G V240

20
40
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CTCGAGCACTTCCAGACCGCCCT TAGGGACCCCGCCTACTACACCCT GTACAAGCGCATC780
L EHFQTALRDZPAY Y TL Y K R I 260
GACACCCTCTTCAAGAGCTACAAGAAGCT CATGCCCGAGT ACACCTACGATGAAGT CACC840
D TLFKZSY KK KLMPEYTY DE V T280
TACCCCGGCTACAAGATCGAATCTTTTGAGACCGACAAGCTCGTCACCTACT TCGACAACI00
Y P GY K1 E S F ETDI KL V T Y F D N300
TTCGATATCGATCTCGACAACGCT GT CGATGT TGGAGT CATCGAGGAT GGAGAGCACGT C960
F DI DL DNAVDVGV I EDGE H V320
AACATCCAGGCCCGCCAGAT GCGCCTAAACCACAAACCATTC
NIT Q ARQMRLNMHIKPF

1002
334

Abb. 3.23: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von P. marginata Hx2.
Am 5°-Ende fehlen etwa 500 Basenpaare, am 3'-Ende etwa 800 Basenpaare. Daher feh-
len neben dem Startcodon und dem Signalpeptid auch Stopcodon und das Polyadenylie-

rungssignal.

Partielle Sequenz des Hexamerins 3

GCCCTCTCTGTI GGCCAT GAGCCAGCGAGAGGACT GCAGGAACT TCTTCCTCCCGCCCATC
AL SV AMSQREDT CRNEFZFL PP
TACGAGGT CTATCCCAGCCGCT TCAT CAAGGGAGAGACCAT CCAGAAGGCCTACGACATC
Y EVY P SRZFI KGETI Q K A Y DI
CAGATGCAAGGT GAACACTACAAACCAACCACCGATGACATCTTCAAGGT CGACAAGACC
QMQGEMHY KPTTDUDI F KV DK T
TACTACATCCCCTCGAACTACACT GECTGGT GGT TCACGAAGACCCCCGAGCAGITCCTG
Y Y I P S NYTGWWZFTKTPE QF L
TCCTACTTCACCGAGGATGI CGGT GTGAACT CCTTCAACACCTACTGGAACTACTTCTAT
S YFTEDVGVNSFNTYWNYFY
CCCTCCTGGTACAACGCCTCCTACTACAACTTCAAATTCGATCGCCGTGGTGAGCTCTTC
P S WY NASYYNZFKFDIRRGTEL F
TATTACAGCAAGCAGCAGCT GCTGGCTCGCTATCAGCT GGAGAGACT CTCAAACGACCT T
Y Y S K QQLULARYQLEIRLSNUDL
CCCGAGATCAAGCCGTACAACTACTTCTCCTTCAAGGCTCTGCCCAGT TATGAGICCTGC
P EI KPYNYFSFKALPSYESZC
CTCAGCTACGAGAAT GGCAAGGCGT TCCCCAACCGT CCTGAGGGAACCTATCCCAAATTC
L SYENGIKAFWPNRPEG GTY P K F
TTCAAGAAGGAAGAGAT GCAGGACT TCGAGAAGAGGAT CAAGT TCGCCATTGACT TCGGA
F K K EEMOQDUZFEIKIRI KFAI DF G
TACGI TTTCAATAACGACAAGAAGAAGGT GT CTATCTATGAGAAGGACGGCATCTCCATT
Y VF NNDK KKV S 1 Y E KD G I S |
CTAGGAGAGATCATCGCATCCTGT GAGAACT CCAACTACAAGAACATGTACGGTACCCTC
L GEI I AS CENSNYI KNMMYGTL
TACTACTCCATCCTGAAAACGT TCGGECCACGAAGT TGACCCACAGTATCAGTACAAATTC
Y Y SI L K TFGHEV DZPOQY QY K F
GCTCCCCCT GCCCT GGAACAAAT CCACACCACCCT TAGAGACCCTGCCTACTACGT CCTC
AP P AL EQI HTTULRDWPAY Y VL
TACAAGCGCAT CGACGACCT CTTCAAGAAGT ACAAGGCCAACCT CCCCAAGTACACCATC
Y K RIT D DLFKIKYKANILPKY T I
GACGAACTGACCT TCCCCGGAGT CAAGGT CGACT CTGT CAAGGT CGACAAACTGGTCACC
bELTFWPGV KV DSV KV DKL VT
TTCTTCGACAACT TCGACGT CGCCCT GGACAACGT CGT CAGCGT CGGCAAGAGT GAAGAG
FFDNFDVALIDNVYVYV SV G K S E E
GGTGAGAAGGT GGACAT CCGT GCCCGT CAGT TCCGCCTCAACCACAAGCCATTCACCTAC
GEKVDI RARQFIRLNMHIKPFTY
AAGGT CAAGGT CACCAGCGAGAAGGACACCAAT GCCATGGTACGCGT CTTCCTCGGACCC
K'v K Vv TS EIKDTNAMYRYVFL GP

60
20
120
40
180
60
240
80
300
100
360
120
420
140
480
160
540
180
600
200
660
220
720
240
780
260
840
280
900
300
960
320
1020
340
1080
360
1140
380
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AAGTACGACTATCTGGGCAACGCGT TCAGCCT CGAAAAGATGAGT GACTACATGATCGAG
K'Yy DYy L GNAFSLEIKMMSUDYMI E
TTGGACAGATTCACCCACAAGCT GAGCT CCGGT GCCAACACCAT CGAGCGGAAGT CGGAA
L DR FTHI KL S S GANT I ER K S E
GACTCTGCCGT GGCCT TCACT GAGAAACCCT CCTACAGGGAGCT CTTCGCCAAGATCAAC
DSAVAFTEIKPSYRETLFAIKII N
AAGGCTATCTCCGGAGAGGAGCCCT TCTACT ACGACGAGACT GAGCGCCAATGT GGATGG
K Al S GEEWPVFY Y DETEIROQZCGW
CCACAGCGCCTTCTGT TGCCCAAGGGTAAACCT GAGGGCATGAAGT TCAGCTTCTTCGT G
P QORLLL P KGKWPEGMKFSF F V
ATGGT CAGT CCCTTCGAGGAGAAGT TCGT CAAGGAGAAGAAGCT CCTGAGCTACAGGT CC
MV S PFEEIKZFV KEIKIKILIL S Y R S
TTCCCGTACGCCGGCGT TGCCAAGGAT GGT CAGT ATCCCGACGACAAGGCCATGGEGCTAT
FPYAGVAIKUDGOQYWPUDUDIKAMGY
CCCTTCGACCGCGT CATCGACGACCAAGACTACT TCTACAAGGCCCCCAACATGITCTTC
P F DRV I DDOQDYZFYKAPNMFF
GAGGACGT CTCCAT CTACT TCAAGGGGEGAGEGAGAGAGCAACACT GCTCGACAACAT TAA

E DV SI|I YF KGEGESNTARQH
CTCGGAACCCCTATAACGACCCGCACT CTGACGAGGACCT CTCTTACACATCGACAACTT
TCATTTCTCTTTGAAAGCGAT GGATCACAAACGCTACGGT TATAAGTAGCAAAAGAATTT
GITCGGAATTTACGTGIGT TTGT TTCTAAAATGCAATAAACAAAATTTTTTATCAAATTT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1200
400
1260
420
1320
440
1380
460
1440
480
1500
500
1560
520
1620
540
1680
559
1740
1800
1860
1881

Abb. 3.24: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von P. marginata Hx3.
Am 5’-Ende fehlen etwa 400 Basenpaare. Daher fehlen das Startcodon und das Signal-

peptid. Stopcodon und das Polyadenylierungssignal sind griin geféarbt.

Partielle Sequenz des Hexamerins 4

TACCTCGAGCAGGCCATCCACCTCTTCGACATCTTCTTCTTCGCCAAGGACTTCGAGACC
Y L EQAI HL F DI F F F A KDFE T
TTCTACAAGACCGCATGCTGGGCTCGT GATCATGT CAACGAGGGTATGT TCGTGTATGCT
FY KTACWARUDHVNEUGMEFV Y A
TTTTCCGTGECTGI CCTCCACCGT GAAGACT GCAAGTACT TCGT CCTCCCCCCTCCCTAT
F SV AVL HREUDT CIKYFVLPPPY
GAGGT GTACCCCCACCTCTTCGT CAACAACGAGGT CATCCAGAAGGCTTACGAAGT CAAG
EVYPHLFVNNEWVI QK AY EV K
ATGCAGGECGAGCACT ACACCCACGT CGACT CCGT CTTCAAGCAGGAGAACACCTACTAC
M QGEMHYTMHV DSV F KQENTY'Y
ATCCCCACCAACTACTCTGGATATTAT TACACCAAGCACCCCGAGCAGI TCCTTACCTAC
I P T NY S GY Y Y TKMHPEQFL T'Y
TTCACTGAGGATGT CGGCGT CAACTCCTTCAACGCCTACT GECACCTGGACTACCCCTTC
F T EDVGVNSFNAYWMHTIL DY P F
TGGATGAATTCTCAGCACTACAACCT CAAGT TCGACCGT CGTGGAGAGCTCTTCTACTAC
WMNZSOQHY NL KFDIRRGETLF Y'Y
ACCCAGCACCAGCT GATGGCCCGCTACTACCT GGAGCGT CTGT CTAACGGACT CGGAGAC
T QH QL MARY YL ERILSNGIL GD
CTCAAGCACTTCGACTGGT TTGACAAGAAGACCCAGATGGTCGGT TATGAGCCATCTCTG
L KHFDWFD KK KT QMYVGYEP S L
CGCTACCAGAACGGACAGGAGT TCAACCAGCGT CCTGAGGGAGCTAACTTCTACAGGAAC
RY QNGOQEFNOQRWPEGANZTFY RN
TACAGGAGCGAGGATGCTATGATCTTCGAGAGGAGGATTCTTGACGCTATTGATAT GGGA
Y RS EDAMI FERRI L DAI DMG
TACATTGT CACCAAGGAGGGCCGGAAGCT T TCCCT GAAGGAAAAGGAAGGCATCACCTTC
Y I v T K EGRIKIUL SL KEKEGI TF

60
20
120
40
180
60
240

300
100
360
120
420
140
480
160
540
180
600
200
660
220
720
240
780
260

78




Ergebnisse

CTCGGT GAGCT CAT CAT GGCCACCGGCGACT CTCCCAACAAGGACT TCTATGGTCAGATG
L GELI MATGDTSZPNTZKTUDTFYGOQM
TACTCCATCCTCTGCACCGT CTTCGGACACGT CATGGACCCCACCT TCAAGTATGATACC
Y SI LCTVFGHVMDTPTTFIKTYTDT
GTTCCCAGCGT GT TGGAGCACT ACGAGACT GCOCT CAGGGACCCCATGTACTACACCCTG
VPSVLEHYETALR RDFPMYVYT.HL
TATATGCGCAT GGAGAAGCT GTTCCACCGCT ACAAGT CCCTCCT GCCCACCTACACCAAG
Y MRMEJKTLTFHRYIKS STLTLZPTYTK
GAGGAGCTCTTCTGGAACGGAAT CAAGGT TGAGAACGT TGAGGT TGACAAGCT GATCACC
EELFWNTGI KVENVTEUVTDTIKTLI T
TACTTCGACAAGT TCGACT TCGACCT CGACAACGCT GTCGAT GT TGGAAT CATCGAGGAT
Y FDKFDFDLUDNAVYDVGI | ED
GCTCAGTACGT CAACAT CCAGGCCCGCCAGAT GOGT CTGAACCACAAGCCCTACACCTAC
A QY VNI QAR QOMPRLNUHIEKTPYTY
AAGATGAAGGT TGT CAGCGACAAGGCCGCT ACCGCCAT GGTCOGAGT CTTCCTTGGACCC
K MKV V SDIEKAATAMVZ RVTFTLTGFP
AAGTACGACT TCTACGGCAACGAGAT GACCCT GGAGAT GATGAGAGAT TACATGGTCGAG
K'Y DFVYGNEMTTLTEMMERTDYMVE
ATGGACCGAT TCGT CTACAAGCT GAAGGT CGGT ACCAAT GAGAT CGAGCGT AACTCCATC
M DRTFVYZ KLTIKVYVYGTNTETLIETRTNS I
GACTCCAGT GT GACCAT CAAGGACAAGAT GAGCTACAGGCAGCT GATGT TCACAGCAGCC
DSSVTI KDZKMSYROQLMFTAA
AAGGCCTATACT GGCGAGACT ACCT GGGAAAT CGAT GAGACCAACCGCCACT GCGGATGG
K AYTGETTWETI DETNZ RUHTCGW
CCCCAGCGCCT TCTCCTGOCCAAGGGCAAGAAGT COGGCATGCCCTTCCGTTACTTCGTG
P QRLTLTLZPIEKGIKT KT SGMPTFTR RYFV
ATGGTGACTCCCTTCGAGGAGAAGACCT CTGGCAGCGACT TCTCCT TCTGGGACATGAAG
MV TPFETETZKTSGSUDTFSTFMWDMK
TCCATCTCCTACT GCGGT GTCAAGCACT ACGGCCAGT ACCCCGACT CCTTCCCCATGGGA
SI1 SYCGVUKHYGOQYPDSTFTPMG
TATCCCTTCGACCGCGT CATCGACAACT ACGAGTACT TCTTCTCCGCCCCCAACATGTAC
YPFDRVI DNYTEYTFTFSAPNMY
TGGAAGGAT GTCGT CATCT TCCACAAGAAGACCGATGACTACTCTCCCATTTCATTAAGA
WKDVVI FHKSEKTUDDYSTPI SLR
TGATGAGCAT GAAGAAGT GAGCCTCTAGT TGCTGCTGATGCTAACT

840
280
900
300
960
320
1020
340
1080
360
1140
380
1200
400
1260
420
1320
440
1380
460
1440
480
1500
500
1560
520
1620
540
1680
560
1740
580
1800
600
1846

Abb. 3.25: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von P. marginata Hx4.

Am 5’-Ende fehlen etwa 400 Basenpaare. Daher fehlen Startcodon und das Signalpeptid.
Das Stopcodon ist grin markiert. Das Polyadenylierungssignal fehlt, da sich bei der Se-
guenzierung am Poly-A-Schwanz ein ,Slippage” ereignete und die Sequenz daher nicht

vollstandig ist.
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3.5.2 Das Hexamerin von Thermobia domestica

Das Hexamerin von T. domestica wurde im Rahmen einer Durchmusterung der cDNA-
Bank wahrend des Antikdrperscreenings auf Hamocyanin gefunden (Abb. 3.26). Weitere
Hexamerin-Untereinheiten konnten nicht identifiziert werden. Wie schon bei der Steinflie-
ge besitzt der Ofenfisch sowohl Hamocyanine als auch Hexamerine in der Hamolymphe.
Die cDNA ist bei einem offenen Leserahmen von 711 Aminosduren 2470 Basenpaare
lang. Dieser kodierende Bereich resultiert bei der Translation in ein Protein mit 82,4 kDa
Molekillmasse (pl = 6,75). Wie auch das der Steinfliege besitzt das Hexamerin von T.

domestica ein Signalpeptid, das hier aber zwei Aminosauren langer ist.

Hexamerin 1

CACAACTCTACAACG 15
ATGGCTCAGACTCTAGTACTGATATCCACTCTTCTTGTTGCCT TTGT GGCAGCAACGAAT 75
M A QTL VLI STLLVAFVYVAATN 20
ATCCATCATTATAATAGAAGATAT GACGACAGAGT TGCTGCGGACAAT TATCATTTAAAC 135
|l HHY NRRYDUDU RVYVAADNYHTLN 40
AAGCAGGATGTAAT CATTAAACT GCTGCACAGAGT TCACCAGCCCAAT CAGT ACAGAGAT 195
K QD VI I KLLHRVHOPNGO GQYTR RTD 60
CTGGCAGATAT TGGAAACAACT ATAACAT CGAACAGAAT GTAGACAAATACCAGAATGAA 255
L ADI GNNVYNI EQNVTDTKYOQNE 80
GAAGCT GTCAGAAAGT TTGT GGAGCAATACAAAAAGGGAAT GCTTCCAAGAGGTCGTATC 315
EAVRKTFVET- QYU KSKGMLTPRTGTR.I 100
TTCTCTATTTTTGACAAGAAACAACAAGAT GAAATGATCAATCTTTTCGAAGTCTTCTAT 375
F SI FDKIKO QQOQQDEMI NLFEVFY 120
TATGCTAAGGATTTTGATACTTTCCTAAAAACT GCTTGT TTTGCCAGGGACAGAGT TAAT 435
YAKDFDTTFLZ KTACTFARTDT RV N 140
GAAGGTCAATTCGTTCATGCTTTCTTAACT GCAATACT GCAT CGT GAGGACACTAAGGAC 495
EGQFUVHATFTLTAITLUHRTETDTTKTD 160
GTGGTTCTCCCACCTATCTACGAAGT CATGCCTCACTTCTTCTTGGACACCAAAGTCATC 555
VVLPPI YEVMPHTEFTFLTUDTZKVI 180
AAGAAAGCT TATGAAGCCAAAAT GAGGCAAGAGAAT GCTTTGATTAAGATGAACTACACT 615
K KAY EAKMRG OQETNATLTI KMNYT 200
CATAACAGACAAT TGAAGAAT GAAGACCAGAAGGT GGOGTACT TCAGT GAAGATATGGGA 675
HNROQLU KNTETUDG O KVAYTFSTETDMG 220
TTAAATCAATTCTATTCTTACTATCAGAT GGACCATCCTTTCTTTTACAAGAAGGACTAT 735
L NQF Y SYYQMDU HPTFTFYKTZKTDY 240
GGCACCGAGGAAGACCGTAAGGGAGAGCT CTTCTACTACATGCACCAACAGCT CTTGGCA 795
G TEEUDIRIKGETLTFYVYMHOQQOQLTL A 260
AGGTACGACCT TGAGAGGCT AGCCAAT GAT CTACCAACCAT CGAAACGCT CAAACT CAAC 855
RYDLTERTLANDTLTPTI ETTLEKTLN 280
AAATATGTTAAGCGT GGGTATGCTCCTAAGT TGT CCTACAGACAAGGAGAAGATTTTCCA 915
K'YV KRG GYAPIKTLTSYROQGTETDTFP 300
TTGOGCCCT GATAACCT CCAACT GAAAGACT TGGACTACGAGAAACCAGAAGAACGGCTG 975
L RPDNTLTG OLTKTDTLTGDYTETKTPETET RIL 320
AAAGTACGAGAT GTTAAT GAT TACGAAAGGAGAGT ACGT GACGCAAT TGATAGAGGATAC 1035
KVRDVNDYTERRVRDAIDRTGY 340
ATCTTTACGGAT GAAAACAACCAAGT TCCTCTCAACAACGATAAGGGGATTGATATTTTA 1095
| FTDENNG OVPLNNINTDTZKTGI DI L 360
GGAAAAATTGT CGGAGCCACT CATGAT GAGAAT GACAAATAT TATGGCAACAAATACCAT 1155
GKI VGATHDTENTDTKTYYGNTK Y H 380
GGTTCCATTAAGACAAT GACACACAAGAT TGT GGGACGT GTCACT GATCCTGAAGATAAG 1215
GSI KTMTHKTI VGRVTDTPTETDK 400
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TACGATCAAACT CCCAGCGT TCTGGAACAT TATGAGACT TCTGTCOGT GATCCTGCATTC
YDQTPSVLEHYTETSVRDTPAF
TACAGCAT CCACAAGAGAAT CAACAGACT TTTCCAGAAACATAAGGAAAAT CTACCACAA
Y SIT HKRI NRLFO QKU HEKTENTLP
TACACT CGCCAAGACAT CCAGGAACAAGGAGT AAAAGT GGT GAATGTAGAAGT TGATAAA
Y TRQDI QE QGVKVVNVEVDK
CTGATGACATACTTTGAGGATTATGAT GT GGACCT CACCAACGT TGTAGATGCCACCTTG
L MTYFEDYTUDVDTLTNVVDATL
AAGGAGGGAGAACGCCAACAAT TCCAACAAGAT CAGGAAGT GATCATCAAGGCACGCGTA
K EGERO QQOQFOQQDG QEUVI I KARYV
AAGAGGATCAACCACAAACCT TTCACTGT AAAGGT TGAGGT TGAAAGT GACAACAATAAG
K RI NHKZPTFTVIKVEVTESTDNN K
AATGCCATGGTACGT GTCTTCCTTGGACCCAAAT ACAACTACCT GGGACAAGAATTGTCC
NAMVYRVYFLGPIZKYNYTLGO QETL S
TTGGAGGAAAAGAGGCAATACAT GGT GGAACT GGACAGAT TCCCTGTACAATTGACTTCT
L EEKR QQYMVTETLTDRTEFTPVOQLTS
GGGAAGAACGT AATCCAGAGAGAAT CTAAGGACT TCAACTCTATTGT TCCTGATCATATC
GKNVI QRESIKUDTFNSTI VPDH I
CCCACCAAAAACCT GAAACACAT GGT GAAGAGT GCTGT TGAAGGAGAACAGACCTTTTAC
PTKNTLU KHMYKSAVETGTET QTF Y
GTTCAGAAGGGAAAACGCCAGT GTGGT CTTCCTGAGCATCTTCTTTTGCCTAAGGGTAAG
VQ KGKROQCGLZPEHLTLTLTFPTEKGHK
AAGGCAGGACT TCCATTCACCCTCTTTATCATGGT TACAGAGAAT GAGAATAAT GAACAA
K AGLPTFTLTFI MV TENTENNTEQ
GATAATGTCAACTACAAACAGCCCTTCATCCTTTGOGGT GTAAAGGAAGGCAAGTACCCT
DNVNYJ KO QQPTFILCGVZI KTETGEKTYFP
GATACCAAGCCCATGGGATATCCT TTCGACAGGAAAT TCGATGAACGCGACAT CAAGAGT
DTKPMGYZPTFUDRTEKTFEFTDTET RTDI K S
GOGACCAATGTCTACGT TAAGGACGT CCT CATCTACCACAAAAGGGAT GT TAGCGAATCA
AT NVYVKDVTLTIYHZKTR RDVSTES
AGCGACAAGTACAGT CAGTATGATGACT TGTAT TAGT CAAAACAATTGACCAACTCTAAG
S DK Y SQVYDTGDTL Y
TACAAATTCTATTTACATGGCTATTCGCT AACAAAGCAACTAAGTATAAATAATTGTCAT
TCAGGTATCTCCATTTGCTCGTAAGAACT CAAACT GACATGCCTATTATCCATGGATTGC
ACATTTGCAAGAGCGATAAAATGTCAAAAT TTATCT TAGT GGCT TTGT GGGCCGAATATC
AACACTAACTGCTGTGATCACATTGTTCTGTTACCTTTTTGTGTAAGATGTGAAACGAAA
AATAAAATCTATTTTCATATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAACT CGA

1275
420
1335
440
1395
460
1455
480
1515
500
1575
520
1635
540
1695
560
1755
580
1815
600
1875
620
1935
640
1995
660
2055
680
2115
700
2175
711
2235
2295
2355
2415
2470

Abb. 3.26: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von T. domestica Hx1.
Das Startcodon ist rot markiert, das putative Signalpeptid unterstrichen. Stopcodon sowie

das Polyadenylierungssignal sind griin gefarbt.
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3.6 Charakterisierung der Phenoloxidase des Onychophoren
Epiperatus spec.

Seit wenigen Jahren ist bekannt, dass der Onychophore Epiperatus spec. Giber Hamocya-
nin verfligt (Kusche et al., 2002). Fraglich war bislang, ob bereits in diesem basalen Ar-
thropodentaxon auch eine Phenoloxidase vorhanden ist. Im Rahmen eines Onychophora-
EST-Projektes wurde eine Massen in vivo Excision auf einer bereits in Mainz vorhande-
nen cDNA-Bank von Epiperatus spec. durchgefiihrt. Das Picken der Klone, sowie die Se-
quenzierung erfolgten dann im Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik in Berlin. Im
Rahmen der dortigen Untersuchungen gelang es, ein 3’komplettes Teilstiick einer
Prophenoloxidase von Epiperatus spec. zu finden (Abb. 3.27). Aufgrund dieser Sequenz
konnten nun spezifische reverse Primer generiert werden. Die Bank wurde im Rahmen
einer PCR mit diesen Primern sowie dem pBK-CMV internen T7-Primer auf das fehlende
5’-Ende durchsucht. Trotz intensiver Suche konnte hierbei nur ein weiteres Teilstlick ge-
funden werden. Es ist davon auszugehen, dass sich in der vorhandenen Bank keine
5’kompletten Klone befinden. Es war im Untersuchungszeitraum auch nicht méglich, Ex-
emplare von Epiperatus spec. zu erhalten, da es sich um ein Versuchstier handelt, des-

sen Beschaffung sich in der Praxis als schwierig gestaltet.

Partielle Sequenz der Prophenoloxydase

TCTGGTTTACAATCTAGT GGCCGT CCTAAGGAT TTAACACT TCAGAGTATAATAGATAAC 60
S GLQSSGRPIKTDTLTLG OSTI I DN 20
CCCTTAGCAGGTACTGTAAGACT TTCTGATGT TGTCACATGGTATAACAATCTTGTAACA 120
PLAGTVRLSDVVTWYNNTLUVT 40
GCTATTTCAAAT GGAAGAAT GGT TAGGAGCAAT GGACAATCAATTAATATTAACACATTA 180
Al SNGRMVRSNG® OQSI NI NT.L 60
GCAGGAATAGATGCTTTAGGAGCT GCTATAGAAGCCAGCT CTTCTAGCCCCAACAGAAAT 240
A GI DAL GAAIEASSSSZPNT RN 80
ATATATGGCAACTTGCATAATTCAGGACATGTTCTTTTGAGCT TTATTCACGATCCCACA 300
l Y GNLHNSGHVTLTLTSTFI HDTFPT 100
GGACAATATAATGCACCACAAGGAGT TATGGCAGGT ACAGAAACAGCCT GCAGAGATCCT 360
GQYNAPQGVMAGTTETATCTR RTDFP 120
TTGTTTTGGCGT TGGCACAAACT TGTGGATAATGT TTTTGCTTTTCATAAATCAAGACTG 420
L FWRMWHZEKTLVDNVFATFHIEKT ST RIL 140
CCAGCATATACT GAAGAAGAAGT TGGGT GGACAGAT GT GGAAATAGAAAGT GCTAATGT T 480
PAYTETEEVGWTUDVTETLI ESA ANV 160
CAATCAACTTCACAGACTTTTACTGCT GCAAAT CAAATGCATACTTATTTTAAGACTAGA 540
Q STSQTFTAANOMHTYTFTKTR 180
AAGTTAGATCTGTCAAGAGGGCT TGACT TTGAAGCT GCAGGAGAT TCAATACCAGT GAAC 600
KLDLSRGLTUDTFTEAAGDTSTI P VN 200
ATTACACATCTAGATCCCCTTCCATTTACCTATACCAT CACT GCAACT TCCTGGAGTGAA 660
| THLDPLPFTYTI TATSWSE 220
CAAAGTACT CAAGGACATGTGAGAATATTTCTTTCTCCCAAAT TTGCACCT GGTGGCACT 720
Q STQGHVRI FLSPKTFAPGGT 240
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CCACATGATGATGATGACT TACGT CACAATGCT TTTGAAAT GGATCGATTTACTGTTAAC
PHDDDUDLARHNAFEMDTE RTEFTVN
TTAAATCCTGGAACAAAT ACTATAAT CAGAAGT TCCAGGGAATCTGCAGTTACTATGGTT
L NPGTNTI I RSSRESAVTMYV
CCTAACCGACAGT GGGAACAAT TATCAAAT GTTGATGT TGAGT TTAGTCCTTCAGATGAT
PNROQWEG QLS SNVDVTETFSTPSTDTD
AATGATAATTTCTGTGGGT GT GGCTGGCCAGAT CACT TATTGGTACCT AGAGGAACCCCA
NDNTFTCGC CGWPUDU HLTLTVPRGTP
ACAGGAATGAGATTTGTACT TATTGTAGCAAT TTCCGACT GGAGCAAGGAAGCTATTGGT
TGMRFUVLI VAI SDWSZKTEA AI G
ACAGACAATACTATGCGAGTATGTGATGATTCTCTTACTATGTGTGGATTATTAGGAAGA
TDNTMRVCDUDS STLTMCGLTLGR
AGGTTTCCTGATCAAAGAGCT ATGGGT TATCCTCTTGATCGACCTATACCTCCAGATTCT
RFPDOQRAMGYTZPLTUDRPI PP DS
TCATGGTTTAAAAGATCTAATATGATTCTTAGAGATATAACCATCTTTCACAGAACAAGA
SWF KRS SNMI LRDI TI FHRTR R
CAAACTTGCTCTGAATGTGTGTAAAATTATTTTTAAAATAAATATTTTCTAAACG

Q T CSETCV

780
260
840
280
900
300
960
320
1020
340
1080
360
1140
380
1200
400
1255
407

Abb. 3.27: Nukleotid- (oben) und Aminosauresequenz (unten) von Epiperatus spec. PPO.
Am 5°-Ende fehlen etwa 900 Basenpaare. Daher fehlt das Startcodon. Stopcodon und
Polyadenylierungssignal wurden griin gefarbt. Die drei Histidine, welche mit den Kupferio-
nen der Sauerstoffbindungsstelle CuB koordiniert sind, wurden blau markiert. Die Histidi-

ne der Sauerstoffbindungsstelle CuA fehlen.
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4. Diskussion

Sauerstoff ist fiir die meisten mehrzelligen Tiere (Metazoa) zum Uberleben notwendig. Mit
der Ausbildung von echten Geweben und differenzierten Organen erhoht sich der Bedarf
zuséatzlich. Eine Moglichkeit, um die Effektivitat der Sauerstoffaufnahme und des Sauer-
stofftransportes zu steigern sind respiratorische Proteine, zu denen auch das Hamocyanin
gehdrt. Zu Beginn der Arbeit waren in fast allen Arthropodenunterstammmen, aul3er bei
den Insekten Hamocyanine nachgewiesen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Ha-
mocyanine in weiteren Arthropodentaxa zu identifizieren. Dartiber hinaus sollten dort, wo
die Hamocyanine strukturell und/oder immunologisch bereits untersucht worden waren,
die Sequenzen verschiedener Hamocyaninuntereinheiten erarbeitet werden. Diese Se-
guenzen sollten dann in phylogenetischen Untersuchungen dazu benutzt werden, die
Evolution der Hamocyanin-Superfamilie nachzuvollziehen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Arbeit war die vergleichende Untersuchung der Evoluti-
on von Hamocyaninuntereinheiten innerhalb der einzelnen Arthropodengruppen. Geklart
werden sollte hierbei in erster Linie, ob die Diversifikation der Untereinheiten vor oder
nach Trennung einer Spezies von einer anderen stattgefunden hat. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der Arbeit im Hinblick auf die Evolution der Mitglieder der Hamocyanin-
Superfamilie diskutiert und es wird versucht, daraus neue Erkenntnisse Uber die Evolution

der Arthropoden abzuleiten.

4.1 Hamocyanine der Myriapoden

Da Myriapoden in der Regel Uber ein gut ausgebildetes Tracheensystem verfiigen, ging
man davon aus, dass diese Arthropodengruppe nicht auf respiratorische Proteine ange-
wiesen ist. Als ein 36-meres Hamocyanin bei dem Chilopoden S. coleoptrata entdeckt
wurde (Mangum et al., 1985), erklarte man dies damit, dass es sich bei dem blind enden-
den Tracheensystem des Spinnenlaufers um eine Sonderform handelt und er als Rauber
schnell Uber viel Sauerstoff verfigen muss. Mittlerweile sind 6x6-mere Hamocyanine aber
auch bei Vertretern der Diplopoden (innerhalb der Spirostrepidae) gefunden worden (Jae-
nicke et al., 1999) und es liegt eine cDNA- Sequenz von Spirostreptus spec. vor (Kusche

und Burmester, 2001). Daher kann man davon ausgehen, dass die Hamocyanine, die in
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den bisher untersuchten Spezies vorkommen keine Ausnahme darstellen, sondern viel-

mehr innerhalb der Myriapoden weit verbreitet sind.

4.1.1 Die Hamocyanine von Archispirostreptus gigas und Scutigera coleoptrata

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls verschiedene Vertreter der Chilo-
poden und Diplopoden untersucht. Hierbei konnte bei dem zu den Spirostreptidae geho-
renden Diplopoden A. gigas, der nahe mit dem bereits untersuchten Spirostreptus spec.
verwandt ist, ebenfalls ein 36-meres Hamocyanin gefunden werden. Die identifizierte Ha-
mocyaninuntereinheit (Hcl) weist eine Identitat von Uber 94% mit der Untereinheit 1 des
Hamocyanins von Spirostreptus auf (Tabelle 1). Interessanterweise konnten bei A. gigas,
wie zuvor schon bei Spirostreptus spec. im Western-Blot zwei Hamocyaninbanden in un-
terschiedlicher H6he gefunden werden. Es war aber nicht méglich, zwei unterschiedliche
cDNA-Sequenzen zu erhalten. Bei Spirostreptus spec. konnten am N-Terminus zwei ver-
schiedene Proteine ansequenziert werden, vollstandige cDNA Klone wurden aber eben-
falls nicht gefunden. Der Grund hierfir ist nicht bekannt. Es kann daher nur gemutmalf3t
werden, dass die RNA der zweiten Untereinheit instabiler ist und wahrend der Umschrei-
bung in cDNA leichter degradiert. Die Untersuchung eines anderen juliformen (Julus
spec.), sowie eines glomeriden Diplopoden (Glomeris spec.) erbrachte keinen Hinweis auf
das Vorhandensein eines Hamocyanins. Vermutlich ist dies darin begriindet, dass aus-
schlieBlich kleine, einheimische Arten untersucht wurden, die allein aufgrund ihrer Grof3e
kein respiratorisches Protein bendétigen, wohingegen es sich bei Spirostreptus spec. und
A. gigas um TausendfiRlerarten handelt, die sehr groR werden kénnen (bei A. gigas bis

zu 30 cm).

Wie zuvor erwahnt, konnten Mangum et al. die Existenz eines 36-meren Hamocyanins bei
S. coleoptrata nachweisen (Mangum et al., 1985). Im Jahr 1999 konnten Markl und Ge-
bauer zeigen, dass dieses Hamocyanin aus vier Untereinheitstypen besteht, welche sie
mit HcA-D bezeichneten (Markl und Gebauer, 1999). Diese Untereinheiten kommen im
nativen Protein in einem Verhdaltnis von A=2:B=2:C=1:D=1 vor. Diese Vermutung war
durch ein zweidimensionales SDS-Gel (Abb. 3.4) bestatigt worden. Zu Beginn der Arbeit
waren bereits drei der gesuchten Untereinheiten (HcA, C, D) sequenziert (Kusche, 2001;

Hembach, 2002). Die hier durchgefuhrten Untersuchungen fihrten zur Aufklarung der
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Sequenz der fehlenden Untereinheit HcB. Es war somit erstmals moéglich, das Hamocya-
nin eines Myriapoden vollstandig zu charakterisieren.

Die vier Himocyanin-Untereinheiten zeigen Identitdten zwischen 49,5 - 55% (Tabelle 4.1),
wobei 240 Aminoséauren strikt konserviert sind. Die meisten der konservierten Aminosau-
ren liegen im Bereich der Kupferbindungsstellen der Doméane 2 (Abb. 4.1). Diese sind fur
die Sauerstoffbindung von essentieller Bedeutung. Ein Austausch von Aminoséuren an
dieser Stelle kbnnte zu einem Verlust der Funktion fiihren.

Neben den erwahnten Sequenzen wurde bei S. coleoptrata noch eine fiinfte cDNA-
Sequenz gefunden, welche fir eine Hamocyaninuntereinheit codiert, die aber nicht im
nativen Protein vorkommt (Hembach, 2002). Diese wurde mit HcX bezeichnet. Welche
Funktion diese fiinfte, hoch abgeleitete Untereinheit erfillt, ist bislang nicht geklart. Sie
besitzt aber alle Histidine der Kupferbindungsstellen und es handelt sich eindeutig um ein

Hamocyanin, nicht um ein Speicherprotein.

Tabelle 4.1: Identitaten zwischen den Hamocyaninunterein des Chilopoden S. coleoptrata
und den Diplopoden A. gigas sowie S. spec.:

ScoHcB ScoHcC | ScoHcD | ScoHcX | AgiHcl SpiHcl
ScoHcA | 55,5 53,7 53,1 44,6 50,7 51,0
ScoHcB 53,0 49,5 48,1 45,7 46,0
ScoHcC 54,4 42,1 45,3 44,9
ScoHcD 43,3 46 45,3
ScoHcX 39,2 38,9
AgiHcl 94,8

Von S. coleoptrata und Spirostreptus spec. existierten zu Beginn der Arbeit bereits Sauer-
stoffbindungskurven (Mangum et al., 1985; Jaenicke et al., 1999). Fur A. gigas wurden in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biophysik ebenfalls der Pso- Wert des Hamocyanins,
sowie der Hill-Koeffizient ermittelt. Der Pso-Wert gibt den Sauerstoffpartialdruck an, bei
dem die Halfte aller Hamocyaninuntereinheiten mit Sauerstoff gesattigt sind, und ist ein
Malf fur die Sauerstoffaffinitat des Proteins. Je hoher der Pso- Wert, desto geringer ist die
Sauerstoffaffinitat. Mit Hilfe des Hill-Koeffizienten, der ein Mal3 fur die Kooperativitat der
Untereinheiten im Hamocyanin ist, lassen sich Aussagen Uber die Interaktion zwischen
den Untereinheiten im Hamocyaninmolekil treffen. Je hoher dieser Koeffizient ist, desto
schneller kann das Hamocyaninmolekil be- bzw. entladen werden. Der Pso- Wert liegt im
Falle von S. coleoptrata bei 55 Torr (Mangum et al., 1985), im Vergleich zu 8,7 Torr bei A.
gigas und 4,7 Torr bei Spirostreptus spec. (Jaenicke et al., 1999). Dies bedeutet, dass

das Hamocyanin des Spinnenlaufers eine um etwa 6- bzw. 12-fach niedrigere Affinitat fir
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Sauerstoff aufweist als die beiden untersuchten Spirostreptiden. Betrachtet man den Hill-
Koeffizienten, so ergibt sich fiir S. coleoptrata eine deutlich héhere Kooperativitét (h = 8,9)
als fur S. spec. und A. gigas (h = 1,3; 2,1). Diese Werte resultieren moglicherweise aus
einer Anpassung an die jeweilige Lebensweise. Der Spinnenldufer muss tber ein Hamo-
cyanin verfiigen mit dem er eine schnelle Sauerstoffanlieferung ins Gewebe erreichen
kann, da es sich hierbei um einen rauberisch lebenden Chilopoden handelt. Dazu ist ein
hohes Mal3 an Kooperativitat innerhalb der Hamocyaninuntereinheiten nétig. Eine hohe
Affininat des Hamocyanins fir Sauerstoff wére eher hinderlich, da diese dem Effekt der
Kooperativitat entgegenwirken wirde. Bei den beiden untersuchten Diplopoden handelt
es sich um vegetarisch lebende oder aasfressende Arten, die keiner schnellen Bewegung
bedirfen. Bei ihnen ist daher eine schnelle Sauerstofffreisetzung nicht notwendig. Die
beiden Spirostreptiden sind aber haufig in den Boden eingegraben zu finden, was wéah-
rend der Hautungsphase bis zu mehreren Wochen andauern kann. Aufgrund der voran-
gehend beschriebenen Eigenschaften (hoéhere Affinitat, geringere Kooperativitat) kann
man folglich davon ausgehen, dass es sich im Falle ihres Hdmocyanins mit gro3er Wahr-
scheinlichkeit um ein Sauerstoffspeicherprotein handelt. Diese eher ungewdhnliche Funk-

tion war bislang fir Hamocyanine nicht beschrieben.
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Abb. 4 1: Alignment der Aminosauresequenzen der Hamocyaninuntereinheiten HcA-D und
HcX von S. coleotrata, Hc 1 von A. gigas und S. spec.

Rot = 100 %ige Sequenzidentitat; Blau = 75%ige Sequenzidentitat; Grin = 50%ige Sequenzidenti-
tat. Die Signalpeptide sind unterstrichen. Die a-Helix 1.2 fehlt. ScoHcA-D, X: S. coleoptrata Hamo-
cyaninuntereinheiten A bis D, X; SpiHc1: Spirostreptus spec. Hcl; AgiHcl: A. gigas Hcl.
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4.1.2 Phylogenie der Myriapoden-Hamocyanine

Unter Einbeziehung der cDNA-Sequenzen der identifizierten Hamocyaninuntereinheiten
von A. gigas und S. coleoptrata wurden mittels Neighbor-joining und Bayes’scher Analyse
molekulare Stammbaume erstellt (Abb. 4.2 und 4.3). Als Auf3engruppe wurden die
Prophenoloxidasen gewahlt, da diese basal zu den Hamocyaninen angeordnet sind
(Burmester, 2001; Immesberger und Burmester, 2003). Die Stammbé&aume lassen sich so
interpretieren, dass innerhalb der Myriapoda die Hamocyaninuntereinheit A von S. cole-
optrata mit den Untereinheiten 1 des Hamocyanins von Spirostreptus spec. und A. gigas
gruppiert, daher ist hier von einer Orthologie auszugehen. Nach Neighbor-joining ist die-
ser Zweig nur schwach unterstitzt (Bootstrapwert 37), bessere Unterstiitzung ist jedoch
nach der Bayes'schen Methode gegeben (0,88). Die Hamocyaninuntereinheiten HcB und
HcX von S. coleoptrata bilden einen gemeinsamen Ast und spalten sich zusammen mit
der Untereinheit HCA ab, wohingegen sich der Ast, der zu den Hamocyaninunterheiten
HcC und HcD fihrt, friiher abspaltet. Diese Ergebnisse sind dahingehend zu deuten, dass
sich die Differenzierung des Hamocyanins in verschiedene Untereinheiten bereits vor der
Trennung der Diplopoden und der Chilopoden vor etwa 450 Millionen Jahren ereignet hat
(Nielsen et al., 1997). Wahrend sich bei den (untersuchten) Diplopoden anscheinend nur
zwei verschiedene Untereinheitstypen entwickelten, waren es bei S. coleoptrata funf, von
denen aber nur vier eine Funktion im nativen Hadmocyanin innehaben.

Die phylogenetischen Untersuchungen ergaben dartiber hinaus mit beiden Methoden eine
100% Unterstiitzung der Monophylie der Myriapodenhdmocyanine (Bootstrap 100; Bayes,
1.0). Die Stammbaumanalysen unterstiitzen ein gemeinsames Taxon von Insekten und
Crustaceen (100/1.0). Die Myriapoden stehen als Schwestergruppe zu beiden (94/0.7)
und bilden mit ihnen gemeinsam die Mandibulata. Die Cheliceraten stehen in den Stamm-
baumen basal dazu (100/1.0). Beide Stammb&aume unterstiitzen damit die Pancrustacea-
Hypothese (z.B. Regier und Shultz, 1992; Boore et al., 1995; Hwang et al., 2001), die eine
Schwestergruppenstellung der Insekten zu den Crustaceen postuliert. Diese Hypothese
wird der urspriinglich bestehenden Tracheata-Hypothese gegeniibergestellt, die sich in
erster Linie auf morphologische Merkmale (z.B. die Tracheensysteme bei Myriapoden und
Insekten) stiitzt und eine Schwestergruppenstellung der Insekten zu den Myriapoden an-
nimmt (z.B. Snodgrass, 1938; Wheeler, 1993, 2001).
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Abb. 4.2: Phylogenetische Position der Hdmocyaninuntereinheiten der Myriapoden inner-
halb der Arthropodenhdmocyanine. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-joining Methode
erstellt. Die Prophenoloxidasen (blau) bilden die AuBengruppe. PlePPO: Pacifastacus leniusculus
Prophenoloxidase; PmoPPO: Penaeus monodon Prophenoloxidase; MjaPPO: Marsupeaeus japo-
nicus Prophenoloxidase; SbuPPO2: Sarcophaga bullata Prophenoloxidase 2; TmoPPO: Tenebrio
molitor Prophenoloxidase; BMO PPO1: Bombyx mori Prophenoloxidase 1; GmoPPO: Galleria mel-
lonella Prophenoloxidase; EcaHca-g: Eurypelma californicum Hamocyanin-Untereinheiten a-g;
LpoHcll: L. polyphemus Hamocyanin- Untereinheitl; Il; TtrHcA: Tachypleus tridentatus Hamocya-
nin-Untereinheit A; AauHc6: Adroctonus Hamocyani-Untereinheit 6; CsaHcl-6: Cupiennius salei
Hamocyanin-Untereinheiten 1-6. ScoHcA-D, X: Scutigera coleotrata Hamocyanin- Untereinheiten
A-D, X; SpiHcl: Spirostreptus spec. Hamocyanin-Untereinheit 1; AgiHcl: A. gigas Hamocyanin-
Untereinheit 1; SamEHP: Schistocerca americana Embryonic Hemolymph Protein; Pennaeus va-
namei Hamocyanin, Hadmocyanin -Untereinheit 1; PinHcA-C: Panulirus interruptus Hamocyanin-
Untereinheiten A-C; CmaHc6: Cancer magister Hamocyanin-Untereinheit 6; CsaHc: Callinectes
sapidus Hamocyanin; HamHcA: Homarus americanus Hamocyanin-Untereinheit A; Pel Hcl-4;
Palinurus elephas Hamocyanin-Untereinheiten 1-4.
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Abb 4.3: Phylogenetische Position der Hdmocyaninuntereinheiten der Myriapoden innerhalb
der Arthropodenhamocyanine. Der Stammbaum wurde mit der Bayes schen Methode erstellt.
Legende siehe vorherigen Stammbaum.
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4.2 Hamocyanine der Cheliceraten

Die Cheliceraten werden in zwei Hauptklassen unterteilt; man unterscheidet die Merosto-
mata und die Arachnida. Wéahrend innerhalb der Merostomata rezent nur noch die Ord-
nung der Xiphosuren existiert, umfasst die Klasse der Arachniden eine Vielzahl von Arten.
Bei dem im Rahmen der Arbeit untersuchten Limulus polyphemus handelt es sich um
einen Vertreter der Xiphosura. Von besonderem Interesse ist diese Ordnung vor allem
deshalb, weil sie innerhalb der Cheliceraten als basal angesehen wird, und ihre Vertreter
sich seit dem Silur (436-408 MYA) morphologisch kaum verandert haben. Die Aufklarung
der Ha&mocyaninuntereinheiten von L. polyphemus kénnte daher zu einem besseren Ver-
standnis der friithen Evolution der Hamocyanine innerhalb der Cheliceraten, vor allem be-
zuglich der Diversifikation der Hdmocyaninuntereinheiten, beitragen. Aus diesem Grund
ist der Pfeilschwanzkrebs schon seit langer Zeit Gegenstand intensiver Forschung und es
existieren sehr viele Daten beziglich Struktur, Aufbau und Zusammenspiel seiner Hamo-
cyaninuntereinheiten (z.B. Kempter et al., 1985; Lamy et al., 1983). Die Sequenzdaten
innerhalb der Xiphosuren waren hingegen sparlich. Es lagen lediglich Sequenzierungen
der Hamocyaninuntereinheit Il von L. polyphemus (Nakashima et al., 1986), sowie der
Untereinheit | von T. tridentatus (Linzen et al., 1985), ein weiterer Vertreter der Xiphosu-
ren) auf Aminoséaureebene vor.

Innerhalb der Klasse der Arachniden sind mittlerweile die vollstandigen Sequenzen der
Hamocyanininuntereinheiten von drei verschiedenen Spinnenarten aufgeklart (Voit et al.,
2000; Ballweber et al., 2002; Averdam et al., 2003). Darlber hinaus war beim Skorpion
Androctonus australis die Hamocyaninuntereinheit 6 vollstandig sequenziert worden (Bu-
zy et al., 1995). Damit war die Grundlage geschaffen, die Verwandtschaftsbeziehungen
der Hamocyaninuntereinheiten innerhalb der Cheliceraten zu untersuchen. Die Aufklarung
von Sequenzen der Hamocyaninuntereinheiten bei L. polyphemus sollte dazu beitragen,
mehr Uber die Evolution der Hamocyanine innerhalb der Cheliceraten aussagen zu kon-

nen.

4.2.1 Die Hamocyaninuntereinheiten von Limulus polyphemus
Die Hamocyanine der Xiphosuren bestehen aus einem 8x6-mer, das aus zwei identischen

Haélften zusammengesetzt ist (Markl, 1986). Diese entsprechen jeweils strukturell den

4x6-meren bei Spinnenhamocyaninen (Markl, 1986; Markl und Decker, 1992). Das 8x6-
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mere Hamocyanin bei L. polyphemus besteht aus acht verschiedenen Untereinheiten, die
im nativen Protein als Monomere (I; 1V), als Homodimere (ll; lla; llla; 11lb) und als Hetero-
dimere (V; VI) vorkommen (Markl et al., 1981; Topham et al., 1999). Einige dieser Unter-
einheiten konnten hier nun zumindest teilweise auf cDNA-Basis sequenziert werden. Die
Zuordnung der Hamocyaninuntereinheiten erfolgte dann mit Hilfe von NCBI-BLAST (uber
den Vergleich mit den bereits bekannten Hamocyaninsequenzen von Xiphosuren, bzw.
von Arachniden. Hierbei konnte eine Sequenz der Hamocyaninuntereinheit E von E. cali-
fornicum zugeordnet werden. Da in dieser Arbeit die Nomenklatur nach Lamy benutzt wird
(Lamy et al., 1983) entspricht dieses der Untereinheit |. Die zweite Hdmocyaninsequenz
entsprach der als Aminoséuresequenz vorliegenden Untereinheit Il von L. polyphemus.
Die dritte Sequenz zeigte die grofite Sequenzahnlichkeit mit der Hamocyaninuntereinheit
D von E. californicum (HclV), wahrend die vierte der Untereinheit B oder C (folglich HcV
oder VI) zugeordnet wurde. Um welche der beiden es sich handelt, kann erst nach der
Vervollstandigung der cDNA am 5 -Ende entschieden werden.

Die vollstandige Sequenz der Hamocyaninuntereinheit Il von L. polyphemus weist, wie bei
allen Cheliceraten, jedoch im Gegensatz zu den Hamocyaninuntereinheiten der Myriapo-
den, Crustaceen und Insekten, kein Signalpeptid auf, da das Hamocyanin bei den Cheli-
ceraten direkt aus Hamocyten freigesetzt wird. Daher wird kein Signalpeptid zum Trans-
port aus dem endoplasmatischen Retikulum bendtigt (Fahrenbach, 1970). Diese Unter-
einheit Il war, wie erwéhnt, bereits auf Aminosaureebene sequenziert worden (Nakashima
et al., 1986). Die Sequenz, die hier aufgeklart werden konnte, ist bis auf einen Aminoséau-
reaustausch mit dieser Hamocyanineinheit identisch. Der Austausch ist entweder durch
das Vorhandensein verschiedener Allele bei unterschiedlichen Individuen zu erklaren oder
auf einen Fehler bei der Sequenzierung zurickzufihren. Die Ergebnisse, die hier disku-
tiert werden, sind als Teilergebnisse zu betrachten. Die Ubrigen Sequenzdaten werden
momentan innerhalb der Arbeitsgruppe erarbeitet.

Wie Abb. 4.4 zeigt, sind in den Hamocyaninsequenzen aller Untereinheiten die Bereiche
der Sauerstoffbindungsstellen CuA und CuB hoch konserviert. Die a 1.2 Doméne fehlt
hier, wie auch bei den Myriapoden und Onychophoren. Inwieweit dies fir die Analyse
verwandtschaftlicher Beziehungen herangezogen werden kann, ist noch nicht klar. Be-
trachtet man die (als gesichert geltende) basale Stellung der Onychophoren (Westhei-
de/Rieger, 2003) und unterstellt man die Pancrustacea- und Mandibulata-Hypothesen
(erstere postuliert ein Schwestergruppenverhéltnis der Crustaceen und Hexapoden, zwei-
tere sagt aus, dass diese beiden ein monophyletisches Taxon zusammen mit den Cheli-

ceraten bilden), so musste die Deletion der a 1.2 Doméne beim letzten gemeinsamen
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Vorfahren der Arthropoden bereits vorhanden gewesen sein. Beim gemeinsamen Vorlau-

fer der Crustaceen und Insekten hatte sich eine a 1.2 Doméane entwickelt
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Abb. 4.4: Alignment der Aminosduresequenzen der Hadmocyaninuntereinheiten des L. po-
lyphemus Hcl, II, IV und V/VI mit der Hdmocyaninuntereinheit HcA von Tachypleus tridenta-
tus. Bei den Limulushdmocyaninsequenzen Hcl, IV und V/VI handelt es sich um Teilsequenzen.
Rot = 100 %ige Sequenzidentitat; Blau = 75%ige Sequenzidentitat; Griin = 50%ige Sequenzidenti-
tat. Die a-Helix 1.2 fehlt. Lpol, II, IV und VI: L. polyphemus Hamocyaninuntereinheiten I, 11, IV, VI.
TtrHCcA: Tachypleus tridentatus Hamocyaninuntereinheit A.
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4.2.2 Phylogenie der Cheliceratenhdmocyanine

Die erarbeiteten Hamocyaninsequenzen wurden benutzt, um mittels Neighbor-joining, sowie
nach der Bayes'schen Analyse Stammbaume zu erstellen (Abb. 4.5 und 4.6).

Hierbei steht die Untereinheit V bzw. VI mit guter statistischer Unterstiitzung (Bootstrap-Wert
98, Bayes 1.00) in beiden Stammbaumen als Schwestergruppe zu den Hamocyaninunterein-
heiten B von E. californicum sowie N. inaurata und zur Untereinheit C von E. californicum. Die
Hamocyaninuntereinheiten bilden einen gemeinsamen basalen Ast zu den brigen Hamocya-
ninuntereinheiten. Diese Einordnung wird durch immunologische und strukturelle Untersu-
chungen unterstitzt (Kempter et al., 1985; Markl, 1985). Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Aufspaltung der Untereinheiten B und C in den Arachniden erst nach deren Trennung
von den Xiphosuren (Merostomata) vor etwa 450 MYA (Dunlop und Selden, 1997) erfolgte.
Bei L. polyphemus erfolgte die Aufspaltung in die beiden Untereinheiten konvergent dazu. Bei
allen Ubrigen Hamocyaninuntereinheiten in den Stammb&aumen hingegen ist das nicht der Fall.
Hier stehen die Untereinheiten von L. polyphemus in beiden BAumen jeweils basal zu den
Hamocyaninen der Arachniden und haben ihre jeweilige Entsprechung, ein Umstand, der
sich gut in die bestehenden Erkenntnisse einordnet (z.B. Markl, 1986).

Die Berechnungen ergaben in beiden Stammb&umen eine hohe Unterstitzung (100/1.00) der
Orthologie des L. polyphemus Hamocyanin Il mit dem Hamocyaninunterheitentyp A von E.
californicum und N. inaurata. Dies entspricht auch den Ergebnissen bisheriger Untersuchun-
gen (z.B. Lamy, 1986; Markl, 1986; Averdam, 2003).

Die Untereinheit IV von L. polyphemus gruppiert in beiden Bd&umen mit den Hadmocyaninunte-
reinheiten D von E. californicum (Voit et al., 2000) und N. inaurata (Averdam et al., 2003),
wenn auch mit unterschiedlicher Unterstiitzung. Wahrend im Stammbaum nach Neighbor-
joining ein solches Schwestergruppenverhaltnis nur mit einem Bootstrap-Wert von 46 unter-
stiitzt wird, ist es in der Bayes’schen Analys mit 0.99 statistisch gut abgesichert. Auch Lamy
postulierte die Orthologie der Untereinheit IV von L. polyphemus mit der Untereinheit D von E.
californicum (Lamy, 1983). Die Untereinheit IV bildet dariiber hinaus gemeinsam mit den Ha-
mocyaninuntereinheiten D der Spinnen eine Schwestergruppe zu den Hamocyaninunterein-
heiten F von E. californicum und N. inaurata. Diese nahe Verwandtschaft wurde bereits zuvor
beschrieben (Markl et al., 1984; Averdam et al., 2003).

Bei der Hamocyaninunterheit | von L. polyphemus weichen die Stammb&aume voneinander ab.
Beide unterstiitzen (100/1.00) das Schwestergruppenverhéltnis der Untereinheit | mit der Ha-
mocyaninuntereinheit A von T. tridentatus. Diese Einordnung wird auch von anderen Untersu-
chungen bestatigt (Averdam et al., 2003). Im Stammbaum nach Bayes bilden diese Unterein-

heiten die Schwestergruppe zur Hamocyaninuntereinheit 6 von A. australis (0.95) und stehen
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basal zu den Untereinheiten G von N. inaurata und E. californicum. Dies wirde ebenfalls weit-
gehend den Ergebnissen von Averdam et al. entsprechen (Averdam et al., 2003), mit dem
Unterschied, dass das Hamocyanin von A. australis dort basal zu den Hamocyaninunterein-
heiten E steht, diese Untereinheiten jedoch im hier vorliegenden Stammbaum vorher abzwei-
gen. GemalR dem Neighbor-joining-Stammbaum stehen die beiden Untereinheiten, allerdings
mit geringer Unterstiitzung (Bootstrapwert 50), basal zu den Untereinheiten E, F, D und G von
E. californicum und N. inaurata. Die Hdmocyaninuntereinheit 6 von A. australis zweigt hier viel
spater ab, steht jedoch ebenfalls basal zu den Untereinheiten G der Spinnenhamocyanine. Da
es sich bei der Neighbor-joining Methode um eine Matrix-orientierte Methode handelt, ist
es hier lediglich moglich, die Ahnlichkeiten zwischen zwei gegebenen Sequenzen zu ver-
gleichen. Mit der Bayes'schen Analyse, die Charakter-orientiert arbeitet, kann man hinge-
gen mehr Informationen aus den Sequenzen erhalten. Es ist daher davon auszugehen,
dass diese Analyse zumeist exaktere Ergebnisse liefert. Da sich im Falle der dargestellten
Baume die Ergebnisse widersprechen, ist aus oben genannten Grinden der Stammbaum
nach Bayes wahrscheinlicher, zumal er sich gut in bereits vorhandene Ergebnisse einord-
net, die z.T. auf Sequenzdaten beruhen.

Die Hamocyaninuntereinheit 1 von Cupiennius salei schlieBlich ist den G-Untereinheiten
von E. californicum und N. inaurata ortholog, was ebenfalls von friheren Untersuchungen
bestatigt wird (Ballweber et al., 2002; Averdam, 2003).

Die Ergebnisse der phylogenetischen Untersuchungen fligen sich weitgehend in das bis-
herige, aufgrund von Strukturuntersuchungen und immunologischen Studien erarbeitete
Bild der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Hamocyaninuntereinheiten bei ver-
schiedenen Gruppen der Cheliceraten ein (z.B. Markl et al., 1979; Lamy et al., 1983;
Kempter et al., 1985; Markl, 1986; Buzy et al., 1995). Es bleibt abzuwarten, ob dies in
gleichem Mal3e fir die bislang noch fehlenden Untereinheiten gilt.
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Abb. 4.5: Phylogenetische Position der Hamocyaninuntereinheiten von L. polyphemus innerhalb
der Cheliceratenhdamocyanine. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-joining Methode erstellt. Die
Prophenoloxidasen (blau) bilden die AuRengruppe. PlePPO: Pacifastacus leniusculus Prophenoloxida-
se; PmoPPO: Penaeus monodon Prophenoloxidase; MjaPPO: Marsupeaeus japonicus Prophenoloxida-
se; SbuPPO2: Sarcophaga bullata Prophenoloxidase 2; TmoPPO: Tenebrio molitor Prophenoloxidase;
BMO PPO1: Bombyx mori Prophenoloxidase 1; GmoPPO: Galleria mellonella Prophenoloxidase; LpoH-
cl, 1l, IV, VIVI: L. polyphemus Hamocyanin- Untereinheiten L,II,IV und V/VI; EcaHca-g: E. californicum
Hamocyanin-Untereinheiten a-g; NinHca-g: N. inaurata Hamocyanin-Untereinheiten a-g; TtrHcA: Ta-

chypleus tridentatus H&amocyanin-Untereinheit A; CsaHcl-6: Cupiennius salei Hamocyanin-
Untereinheiten 1-6.
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4.3 Hamocyanine der Crustaceen

Innerhalb der Crustaceen wurden in allen bisher untersuchten malakostraken Crustaceen
(Vertreter der Eucarida und der Peracarida; die systematische Einteilung wurde nach dem
Taxonomy Browser des NCBI vorgenommen) Hamocyanine gefunden, wahrend sie au-
Rerhalb dieser Gruppe wohl nur bei einzelnen Vertretern vorkommen (Remipedia, Yager,
1991; Cirripedia, Herberts und de Frescheville, 1981). Die bislang aufgeklarten Hamocya-
ninsequenzen wurden alle innerhalb der Decapoda erarbeitet (z.B. Durstewitz und Terwil-
liger, 1997; Kusche und Burmester, 2001; Kusche et al., 2003), wohingegen Sequenzda-
ten von anderen malakostraken Crustaceen noch nicht existierten. Die Hamocyanine der
bisher untersuchten nichtdekapoden Amphipoda, Isopoda (Peracarida) und Euphausicea
(Eucarida) sind Monohexamere, die nur aus Untereinheiten des a-Typs bestehen (Berthet
et al., 1965; Markl, 1986; Chan und Weeks, 1991). Um Aufschluss Uber die Evolution der
Hamocyaninuntereinheiten innerhalb der malakostraken Crustaceen zu erhalten, sollte
bereits im Rahmen von vorhergehenden Arbeiten die DNA-Sequenz einer Hamocyaninun-
tereinheit von G. roeseli aufgeklart werden (Hembach, 2002). Dieses ware die erste Se-
guenz einer Hamocyaninuntereinheit, die auRerhalb der dekapoden Krebse aufgeklart ist.
Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur Teile einer solchen Sequenz vorlagen, wurden

die diesbeziglichen Untersuchungen fortgesetzt.

4.3.1 Das Hamocyanin von Gammarus roeseli

Obwohl es bei dekapoden Malakostraken bereits problemlos gelungen war verschiedene
Untereinheiten zu sequenzieren (z.B. Kusche et al., 2003), war es bei dem zu den Amphi-
poden (Peracarida, Malakostraka) gehérenden Flu3flohkrebs G. roeseli mit erheblichen
Schwierigkeiten verbunden eine Hamocyaninuntereinheit auch nur in Teilen zu identifizie-
ren. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren bereits einige Sequenzfragmente bekannt,
die alle am 5°-Ende nicht komplett waren (Hembach, 2002). Mittels 5"-RACE gelang es
dann, das fehlende 5-Ende einer Sequenz zu identifizieren. Leider konnte die Sequenz
keiner bereits vorhandenen sicher zugeordnet werden und auch alle Versuche, sie zu
vervollstéandigen, blieben erfolglos. Warum sich die Identifikation der Sequenz der Hamo-
cyanin-Untereinheit von G. roeseli so extrem schwierig gestaltete, kann lediglich gemut-
mafit werden. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist das Gewebe des Fluf3flohkrebses sehr
reich an RNAsen, die wahrend dem RT-Schritt ein vollstandiges Umschreiben der RNA in

cDNA verhindern. Die im Alignment abgebildete, letztendlich aus vier leicht unterschiedli-
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chen cDNA-Fragmenten zusammengesetzte Hamocyaninuntereinheit von G. roeseli zeigt
eine sehr hohe Sequenzidentitat mit der Hdmocyaninunterheit A des dekapoden Mala-
kostraken Palinurus interruptus auf (Abb. 4.7). Vor allem die Bereiche der Kupferbin-
dungsstellen CuA und CuB sind stark konserviert. Ein Alignment der Sequenzen auf
cDNA-Ebene ist dem Anhang (7.10.1) zu entnehmen.

"YAOKQQBI NHLLIKI YEPLIK N
SHAYROOTVNHL LIRVIIEPERF B DL KTVATEENPVADSI

Abb. 4.7: Alignment der Aminosduresequenz des Hamocyanins von G. roeseli mit der Ha-
mocyaninuntereinheit HcA von Palinurus interruptus. Rot = 100 %ige Sequenzidentitat; Grin =
50%ige Sequenzidentitat. PinHcA: Palinurus interruptus H&mocyaninuntereinheit A; GroHc: G.
roeseli Hamocyanin aus verschiedenen Sequenzen zusammengesetzt. Das Signalpeptid umfasst
beim G. roeseli Hdmocyanin 15 Aminoséauren und fehlt in der Sequenz des P. interruptus Hamocy-
anins.
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4.3.2 Phylogenie der Crustaceenh&mocyanine

Innerhalb der Malakostraca existieren drei verschiedene Untereinheitstypen, die immuno-
logisch gegeneinander abzugrenzen sind (Markl, 1986). Diese werden als a,  und y-
Typen bezeichnet. Wahrend Untereinheiten vom a-Typ in allen malakostraken Crustaceen
gefunden wurden in denen Hamocyanin nachweisbar war, ist das Vorkommen von Unter-
einheiten des B und y-Types nach bisherigem Kenntnisstand auf die dekapoden Krebse
beschréankt. Hier kommen Arten mit drei Untereinheitstypen (z.B. Homarus americanus)
ebenso vor, wie solche mit zwei oder nur einem Typ von Hamocyaninuntereinheiten (wie
bei Palinurus elephas). Untereinheiten vom a-Typ sind dabei immer vorhanden. Hingegen
fehlt entweder der B (z.B. Panulirus interruptus) oder der y-Typ (z.B. Grapsus tenuicrusta-
tus; Markl, 1986). Die Hamocyanine der Brachyura sowie die der Astacura bestehen (bis
auf wenige Ausnahmen (wie z.B. bei P. elephas) aus 2x6-meren. Hierzu sind, zusatzlich
zu den a-Untereinheitstypen, entweder solche des (B und/oder y-Types notwendig, bzw.
wie es z.B. bei Ocypode quadrata der Fall ist, verschiedene Isoformen der a-
Untereinheiten (Markl, 1986).

Beim Hamocyanin von G. roeseli handelt es sich, wie bei allen bisher bekannten Hamo-
cyaninen von nichtdekapoden Krebsen, um ein Hexamer (z.B. Markl, 1986; Chan und
Weeks, 1991). Die hier aufgeklarte Hdmocyaninsequenz von G. roeseli wird in den phylo-
genetischen Untersuchungen in beiden Baumen basal zu den lUbrigen Hamocyaninse-
qguenzen des a-Types der dekapoden Krebse gestellt. Die Einordnung ist nur insofern
unterschiedlich, dass sich nach Neighbor-joining die Sequenz der Hamocyaninunterein-
heit von G. roeseli basal zu den Ubrigen a-Typ Untereinheiten anordnet (mit einem
Bootstrapwert von 24 statistisch allerdings nicht gut abgesichert), wohingegen diese im
Stammbaum nach der Bayes'schen Methode mit guter statistischer Unterstiitzung (0.98)
direkt nach der Abspaltung der B-Typ Untereinheit abzweigt und somit auch basal zu den
y-Typ Untereinheiten und den Pseudoh&mocyaninen steht (0.98). In beiden Fallen ist die
Hamocyaninunterheit von G. roeseli als urspringlich anzusehen, was die phylogenetisch
altere Stellung der Amphipoden im Verhéltnis zu den dekapoden Crustaceen widerspie-
gelt. Trotz dieser friihen Abspaltung fand in Untersuchungen eine Kreuzreaktion des Ha-
mocyanins von G. roeseli mit Antikbrpern gegen die Untereinheiten des a-Types der de-
kapoden Crustaceen statt. Der Grund fir diese Erkennung ist die langsame Evolutionsra-
te des Untereinheitstypes a, der Untereinheitstyp y hingegen verandert sich viel schneller

(Kusche und Burmester, 2001). In beiden B&dumen spalten sich, wie bereits erwéhnt, aus
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einem gemeinsamen Vorlaufer mit guter statistischer Unterstiitzung (Bootstrapwert 100,
Bayes 1.00) zunachst die Sequenzen des B-Untereinheitstypes ab, was von vorherge-
henden Untersuchungen bestatigt wird (Kusche, 2003). Dies bedeutet, dass sich die Un-
tereinheiten vom B-Typ bereits vor der Trennung der Peracarida (Amphipoda und Isopo-
da) und der Eucarida (Euphausicea und Decapoda) von einem gemeinsamen Vorlau-
ferhamocyanin abgespalten haben. Nach den hier durchgefiihrten phylogenetischen Ana-
lysen stehen in beiden Baumen die Pseudohd@mocyanine den y-Untereinheiten als
Schwestergruppe gegeniber. Sowohl die Untereinheiten vom y-Typ als auch die Pseudo-
hamocyanine haben sich demnach aus einem gemeinsamen Vorlaufer nach der Tren-
nung von den a-Typ Untereinheiten entwickelt. Diese Ergebnisse widersprechen denjeni-
gen von Burmester und Terwilliger, in deren Untersuchungen die Pseudoh&mocyanine
sich friher abspalten (Burmester, 1999; Terwilliger, 1999). Sie stimmen jedoch mit den
Resultaten anderer Arbeiten Uberein, nach denen die Schwestergruppenstellung der
Pseudohé@mocyanine zu den Hamocyaninuntereinheiten vom y-Typ ebenfalls bestatigt
wird (Kusche et al., 2003). Grund fir die unterschiedliche Bewertung koénnte die gro3ere
Anzahl an Sequenzen sein, die heute fir phylogenetische Studien zur Verfiigung steht.
Die Pseudohamocyanine bilden einen gut abgesichterten, diskreten Ast (99/1.00). Die
Auftrennung in Pseudohamocyanine und Untereinheiten des y-Types erfolgte vor der

Trennung der Brachyura (z.B. Cancer) und Astacura (z.B. Homarus).
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Abb. 4.8: Phylogenetische Position der Hamocyaninuntereinheit von G. roeseli innerhalb
der Crustaceenhdmocyanine. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-joining Methode erstellt.
Die Hadmocyanine von Nephila inaurata (blau) bilden die Au3engruppe.

NinHca-g: Nephila inaurata Hamocyanin Untereinheiten a-g; PleHc: Pacifastacus leniculus Hamo-
cyanin-Untereinheit 1; CmaCC1: Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHc1,2: Homarus america-
nus Pseudohamocyanine 1, 2; PvaHc, Hcl: Pennaeus vanamei Hamocyanin, Hamocyanin -
Untereinheit 1; PinHCA-C: Palinurus intererruptus Hdmocyanin-Untereinheiten A-C; CmaHc6: Can-
cer magister Hamocyanin-Untereinheit 6; CsaHc: Callinectes sapidus Hamocyanin; GroHc: G. roe-
seli Hamocyanin; PleHc2: Pacifastacus leniusculus Hamocyanin-Untereinheit 2; HamHcA: Homa-
rus americanus Hamocyanin-Untereinheit A; PelHcl-4: Palinurus elephas H&amocyanin-
Untereinheiten 1-4.
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Abb. 4.9: Phylogenetische Position der Hamocyaninuntereinheit von G. roeseli innerhalb
der Crustaceenhamocyanine. Der Stammbaum wurde mit der Bayes'schen Methode erstellt. Die

Hamocyanine von Nephila inaurata (blau) bilden die AuRengruppe. Legende siehe vorherigen
Stammbaum.
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4.4 Hamocyanine und Hexamerine der Insekten

Wie die Myriapoden besitzen auch die Insekten ein gut entwickeltes Tracheensystem.
Daher ging man bislang davon aus, dass in dieser Arthropodengruppe ein respiratori-
sches Protein verloren gegangen ist. Einige Insekten, die ein solches als spezielle Anpas-
sungen an hypoxische Lebensraume bendtigen, besitzen Hamoglobin (z.B. Weber und
Vinogradov, 2001). Lediglich im Embryo des Grashiipfers Schistocerca americana wurde
ein Protein (EHP = Embryonales Hamolymph-Protein) identifiziert (Sanchez et al., 1998),
das alle Merkmale eines Hamocyanins, einschlie3lich der sechs Histidine der Kupferbin-
dungsstellen aufwies. Es konnte allerdings in spéateren Entwicklungsstadien nicht mehr
nachgewiesen werden. Dariber hinaus wurden keine weiteren funktionellen Untersu-
chungen durchgefiihrt, so dass die Rolle des EHP als respiratorisches Protein nicht ge-
klart ist.

Hexamerine wurden bei allen bisher untersuchten Insekten gefunden (Telfer und Kunkel,
1991; Burmester, 1999). Allerdings stammen alle Sequenzdaten, die verfligbar sind, von
Hexamerinen in héheren Insekten, wie z.B. den Dipteren oder Lepidopteren (Burmester,
1999). Da es sich beim Ofenfisch, T. domestica, ebenso wie bei der Steinfliege P. margi-
nata um ein basales Insekt handelt, bot sich hier die Moglichkeit zusatzlich zur Evolution

der Hamocyaninuntereinheiten noch diejenige der Hexamerine zu untersuchen.

4.4.1 Die Hamocyanine und Hexamerine von Perla marginata und Thermobia
domestica

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es, zwei vollstandige Hamocyaninuntereinhei-
ten der Steinfliege P. marginata zu sequenzieren. Die cDNA-Sequenzen des Hamocya-
nins von P. marginata (Hcl und Hc2) sind zu 48,3% identisch. Beide besitzen alle sechs
Histidine, welche die Kupferbindungsstellen bilden, sowie die drei Phenylalanine in den
Domaénen 1 und 2, die in den meisten Hamocyaninen eine Rolle bei der Stabilisierung der
Sauerstoffbindung spielen. Beide zeigen die hochste Ubereinstimmung mit dem EHP von
S. americana (65,3 bzw. 47,3% ldentitat).

Das Hamocyanin bei P. marginata ist, wie der Western-Blot (Abb. 3.14) zeigt, in allen
Entwicklungsstadien (Larvenstadium 1-3 Jahre, adulte Tiere) in einer sehr hohen Kon-

zentration von bis zu 25% aller Hamolymphproteine zu finden. Es handelt sich bei dem
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Steinfliegenhamocyanin um ein 1x6 meres Protein, wie es auch bei vielen nichtdekapo-
den Malakostraken vorkommt. Da in der Hamolymphe auch groRe Mengen an Hexameri-
nen (die ebenfalls Hexamere bilden) gefunden wurden, war es nicht méglich, die Hamo-
cyanine mittels Elektronenmikroskopie naher zu charakterisieren. Uber die Erstellung ei-
ner Sauerstoffbindungskurve (in Zusammenarbeit mit der Abteilung fur Biophysik der Uni-
versitat Mainz) aus der Hamolymphe konnte der Nachweis erbracht werden, dass es sich
bei dem Hamocyanin von P. marginata um ein funktionelles respiratorisches Protein han-
delt, welches in der Lage ist, Sauerstoff reversibel zu binden (Abb. 3.15 und 3.16). Der Ps
ist mit = 8 Torr vergleichsweise niedrig, die Affinitat zu Sauerstoff entsprechend hoch. Das
Hamocyanin zeigt mit einem Hill-Koeffizient von h = 2 aul3erdem deutliche Kooperativitat.
Die Sauerstoffkonstanten der T (nichtoxigenierten) und R (oxigenierten) Stadien des Ha-
mocyanins wurden mit 16, bzw. 1,6 Torr bestimmt. Diese kinetischen Werte stimmen mit
der vorausgesagten hexameren Struktur tberein. Wird die Hamolymphe eingefroren, dis-
soziiert das Hamocyanin in zwei Untereinheiten mit unterschiedlichen Sauerstoffaffinitaten
(Pso) von 0,063 und 0,023 Torr. Dieser grof3e Unterschied in der Affinitéat korreliert mit den
strukturellen Unterschieden der zwei Hamocyaninuntereinheiten, die wie bereits erwéahnt,
auch in ihrer Sequenz nur Identitaten von 48,3% zeigen.

Die oben beschriebene Kombination aus hoher Sauerstoffaffinitat und Kooperativitat stellt
fur den Lebensraum, in dem P. marginata lebt, eine sinnvolle Anpassung dar. Diese
Steinfliegenart lebt wahrend ihrer Larvenentwicklung in Bachen mit schneller Strémung
und kiihlem, sauerstoffreichem Wasser (Indikatororganismus fuir biologische Gewassergu-
te 1). Trotz der relativ guten Sauerstoffloslichkeit in solchen Gewassern ist der Sauer-
stoffgehaltes des Wassers im Verhaltnis zur Luft um ein Vielfaches geringer. Daher bend-
tigt die Steinfliege ein Hdmocyanin, das in der Lage ist, Sauerstoff mit hoher Effektivitat
dem Wasser zu entziehen. Dariiber hinaus benétigt sie viel Energie, um sich in der Stro-
mung festhalten, bzw. sich gegen die Stromung bewegen zu kénnen. Das bedeutet, eine

schnelle Sauerstofffreisetzung muss ebenfalls maglich sein.

Beim Ofenfisch (T. domestica), einem Vertreter der Zygentoma (Thysanura), gelang es
ebenfalls zwei unterschiedliche Hamocyaninuntereinheiten partiell zu sequenzieren. Bei
den Versuchstieren handelte es sich meistens um Tiere im letzten Larvenstadium, bzw.
adulte Tiere. Die Sequenzen beinhalten jeweils nur finf der sechs Histidine der Kupfer-
bindungsstellen, da die Primer fiir die RT-PCR in diesen stark konservierten Bereich ge-
legt wurden und die direkte Primerbindungsstelle und somit das sechste Histidin fehlt. Es

handelt sich bei beiden Untereinheiten aber eindeutig um Hamocyanine (Abb. 4.10). In
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allen anderen Insekten, die mittels eines spezifischen Antikérpers gegen das Hamocyanin
der Steinfliege P. marginata und/oder mittels RT-PCR mit degenerierten Primern unter-
sucht wurden (Tabelle 3.1, Abb. 4.11), konnten hingegen bisher keine Hamocyanine ge-
funden werden. Fur einige Insektenarten (z.B. Drosophila melanogaster) existieren Ge-
nomprojekte (Berkeley Drosophila Genome Project), in deren Rahmen bislang kein Ha-
mocyanin nachgewiesen wurde. Andere Insektenordnungen sind noch zu untersuchen.
Es kann folglich vermutet werden, dass das Hamocyanin wahrend der Evolution der héhe-
ren Insekten verlorenging. Dort, wo ein respiratorisches Protein benotigt wurde, entwickel-
te sich Hamoglobin (Weber und Vinogradov, 2001).

Wie in den Untersuchungen aufgezeigt werden konnte, kommen Hexamerine und Hamo-
cyanine, zumindest bei den beiden hier beschriebenen Insekten parallel vor. Bei P. mar-
ginata und T. domestica kénnte es sich daher um sogenannte ,Ubergangsarten handeln,
die das Hamocyanin als respiratorisches Protein noch nicht verloren haben, bei denen
jedoch bereits die Evolution eines Hexamerin aus der Hamocyaninuntereinheit 1 stattge-
funden hat. Die Steinfliege P. marginata verfuigt in allen Lebensstadien tber einen hohen
Hexameringehalt in der Hamolymphe, der mit den Jahren zunimmt (Abb. 3.14) und bei
adulten Tieren am hochsten ist. Eine Begrindung hierfir kdnnte die Tatsache sein, dass
die Vertreter der Art P. marginata nach Beendigung des Larvenstadiums mit dem Schlupf
als adulte Tiere nur noch Uber verkiimmerte Mundwerkzeuge verfiigen und somit keine
feste Nahrung zu sich nehmen kénnen. Wéahrend der Zeit der Paarung und der Eiablage
leben die Steinfliegen von ihren Reserven, die in Form von Hexamerinen gespeichert
wurden (Engelhardt, 1996).
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Abb. 4.10: Alignment der Aminosauresequenzen der Hadmocyaninuntereinheiten 1 und 2 von
P. marginata und T. domestica mit dem Embryonalen Hamolymph Protein von Schistocerca
americana und den Hamocyaninuntereinheiten HcA und HcB von Palinurus interruptus. Bei
den Hamocyaninsequenzen des Ofenfisches handelt es sich um Teilsequenzen. Rot = 100 %ige
Sequenzidentitat; Blau = 75%ige Sequenzidentitat; Griin = 50%ige Sequenzidentitdt. PinHcA, B:
Palinurus interruptus Hamocyaninuntereinheiten A, B; Tdo Hcl, 2: T. domestica Hamocyaninunte-
reinheiten 1,2; Pma 1,2: P. marginata Hamocyaninuntereinheiten 1,2; Sam EHP: S. americana
Embryonales Hamolymph Protein.
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Abb 4.11: Ubersicht iiber die bereits auf Hamocyanin untersuchten Insektenspezies. Der
Schwerpunkt der im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenommenen Untersuchungen lag auf
den basalen Insekten. In den meisten Insektenordnungen konnte kein Exemplar mit Hamocyanin
als respiratorischem Blutfarbstoff gefunden werden. Bei Vetretern der Lepidoptera und Diptera
konnten im Rahmen eines Genomprojektes keine Hinweise auf ein Vorkommen von Hamocyanin
gefunden werden. Bei einem Vertreter der Orthoptera (S. americana) konnte ein EHP in der emb-
ryonalen Hamolymphe nachgewiesen werden. Bei den mit Hb bezeichneten Ordnungen wurde in
einigen Arten ein HAmoglobin nachgewiesen.
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4.4.2 Phylogenie der Hdmocyanine und Hexamerine von Insekten

Die Sequenzen der Hadmocyaninuntereinheiten von P. marginata und T. domestica wur-
den herangezogen, um phylogenetische Analysen mit Bayes sowie Neighbor-joining
durchzufiihren. Im Fall der Insektenhdmocyanine unterscheiden sich die beiden Stamm-
baume wesentlich. Aus Grunden, die bereits unter 4.2.2 erlautert wurden, findet auch hier
der mittels Bayes’scher Analyse erstellte Stammbaum Anwendung. In diesem werden die

Insektenhamocyanine in zwei Gruppen aufgeteilt. Die erste besteht aus den Hamocyani-

nuntereinheiten 2 von P. marginata und T. domestica. Diese stehen in einem gemeinsa-

men Ast basal zu den Hamocyaninen der Crustaceen und den anderen Insektenprotei-
nen. Die Untereinheiten 1 der Insektenhamocyanine stehen hier als diskreter Ast basal zu
den Hexamerinen. Daraus resultieren zwei Schlussfolgerungen:

1. Die Insektenhdmocyanine sind paraphyletisch, d.h. sie ordnen sich an unter-
schiedlichen Asten an. Die Hamocyaninuntereinheit 2 stammt von einem urspriing-
licheren Vorlaufer ab, der in den Crustaceen verloren ging.

2. Das Hexamerin der Insekten evolvierte ausschlie3lich aus der Hamocyaninunte-
reinheit 1 nach der Auftrennung von Crustaceen und Hexapoden.

Das Hexamerin von T. domestica steht in beiden Baumen mit guter statistischer Unter-
stiitzung (100/1.00) basal zu den Ubrigen Insektenhexamerinen, dies geht auch mit der
Systematik der Insekten konform. Die Zygentoma gehoren als priméar fligellose (apterygo-
te) Insekten zu den Thysanura. Diese weisen sehr primitive Merkmale auf und werden
daher als basal eingestuft. Die Hexamerine der untersuchten Steinfliegen bilden einen
diskreten Ast und stehen ebenfalls an der Basis zu den ibrigen Hexamerinen. Dies wird
auch durch die systematische Einordnung gestitzt. Es handelt sich bei P. marginata zwar
um einen Vertreter der Pterygota (gefligelte Insekten), viele Merkmale, wie z.B. die Art
der Flugelfaltung, sind allerdings als urspriinglich anzusehen. Da beim Ofenfisch lediglich
eine Hexamerinuntereinheit gefunden werden konnte, bei den Steinfliegen aber mehrere
verschiedene, ist davon auszugehen, dass die Diversifizierung der Untereinheiten erst in
den pterygoten Insekten erfolgte.

Sowohl im Stammbaum nach Neighbor-joining als auch nach Bayes zeigen die Insekten-

hamocyanine eine nahe Verwandtschaft zu den Crustaceenhdmocyaninen. Dies unter-

stutzt die Pancrustacea-Hypothese, die eine solche Verwandtschaft von Crustaceen und

Insekten postuliert (z.B. Regier und Shultz, 1992; Boore et al., 1995; Hwang et al., 2001).

Ob sich die Insektenhdmocyanine aus denen der malakostraken Crustaceen entwickelt

haben, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Allerdings sind die Hamocyanine
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der Steinfliege und des Ofenfisches Hexamere, was bedeuten kdnnte, dass sich die In-
sekten bereits vor dem Entstehen der Decapoda von einem Vorlaufer abspalteten, der
Uber Hamocyanin verfigte. Einige basale Insekten besitzen kein Hamocyanin (z.B. Col-
lembola, Ephemeroptera, Odonata). Bei diesen ist das respiratorische Protein wahr-
scheinlich bereits verloren gegangen. Die Stellung der Insektenhdmocyanine im Stamm-
baum weist darauf hin, dass ein Taxon der Tracheata mit einem Schwestergruppenver-
haltnis der Hexapoden und Myriapoden unwahrscheinlich ist (z.B. Snodgrass, 1938;
Wheeler, 1993, 2001). Die Stammb&ume unterstitzen hingegen die Einteilung der Arthro-
poden gemal der Pancrustacea- Hypothese, die eine nahe Verwandtschaft der Crusta-
ceen und Insekten unter Ausschluss der Myriapoden postuliert (z.B. Regier und Shultz,
1992; Boore et al., 1995; Hwang et al., 2001). Neben molekularbiologischen Untersu-
chungen, die auf ein solches Taxon der Pancrustaceen hinweisen (z.B. Giribet et al.,
2001; Burmester, 2001), liegen auch morphologische Arbeiten vor, die Zweifel an der Tra-
cheata-Hypothese aufkommen lassen (z.B. Paulus, 1979, 2001: Dohle, 1997). Unklarhei-
ten bestehen beispielsweis in der Frage einer homologen Entstehung der Tracheen von
Myriapoden und Insekten. Diese sind bereits innerhalb der Myriapodengruppen so hete-
rogen, dass eine konvergente Entstehung nicht ausgeschlossen werden kann (Klok et al.,
2002). Die Tracheen der Insekten weichen vom Myriapodenbauplan ebenfalls deutlich ab,
so dass auch hier eine Homologie nicht als gesichert gelten kann (z.b. Hilken, 1998). Wei-
tere Fragen werfen die Neuroblastenentwicklung (Dohle, 1997), sowie die Struktur der
Ommatidien von Myriapoden und Insekten (Paulus 1979, 2001) auf, die sich wesentlich
voneinander unterscheiden.
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Abb. 4.12: Phylogenetische Position der Insektenhdmocyanine und Hexamerine innerhalb
der Hdmocyanin-Superfamilie. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-joining Methode erstellt.
Die Hamocyanine von Nephila inaurata (blau) bilden die Au3engruppe.

NinHcA-G: Nephila inaurata Hdmocyanin Untereinheiten A-G; ScoHcA-D, X: Scutigera coleotrata
Hamocyanin- Untereinheiten A-D, X; SpiHcl: Spirostreptus spec. Hdmocyanin-Untereinheit 1; A-
giHcl: A. gigas Hamocyanin-Untereinheit 1; TdoHc1,2: T. domestica Hamocyanin-Untereinheiten 1
und 2; PmaHc1l, 2: P. marginata Hamocyanin-Untereinheiten 1,2; SamEHP: Schistocerca america-
na Embryonic Hemolymph Protein; PleHc, Hc2; Pacifastacus leniculus Hamocyanin-Untereinheit 1,
2; Pel Hcl-4; Palinurus elephas Hamocyanin-Untereinheiten 1-4; HamHcA: Homarus americanus
Hamocyanin-Untereinheit A; PinHcA-C: Panulirus interruptus Hamocyanin-Untereinheiten A-C;
CmaCC1: Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHc1,2: Homarus americanus Pseudoh@mocya-
nine 1,2; PvaHc, Hcl: Pennaeus vanamei Hamocyanin, Hamocyanin -Untereinheit 1; CmaHc6:
Cancer magister Hamocyanin-Untereinheit 6; TdoHex1: T. domestica Hexamerin 1; Pma Hex1-4:
P. marginata Hexamerin-Untereinheiten 1-4; Tbu Hex1: Taeniopteryx burksi Hexamerin 1; Lmi
JHBP: Locusta migratoria juveniles Hormon bindendes Protein; BdiHex: Blaberus discoidalis He-
xamerin; Pam Hex12: Periplaneta americana Hexamerin 12; RclCyanA, B: Riptortus clavatus Cya-
noprotein a, B; HceRba: Hyalophora cecropia Riboflavin-bindendes Hexamerin; HceMtHF: Hya-
lophora cecropia moderat methioninreiches Hexamerin; HceMtHS: Hyalophora cecropia sehr
methioninreiches Hexamerin; GmeLHP82: Galleria mellonella larvales Hamolymph Protein 82;
TniAJHSP1,2: Trichoplusia ni saures Juvenilhormon supprimierendes Protein; TniBJHSP1: Tri-
choplusia ni basisches Juvenilhormon supprimierendes Protein; HcuSP1,2: Hyphantria cunea
Speicherprotein 1,2; PinSP1: Podia interpunctella Serumprotein 1; SIIMMRSP-A,B: Spodoptera
litura moderat methioninreiches Hexamerin; BmoSSP1,2: Bombyx mori geschlechtsspezifisches
Speicherprotein 1, 2; Mse MRSP: Manduca sexta methioninreiches Speicherprotein; CfeHex2:
Camponotus festinatus Hexamerin 2; Gme Arylphorin: Galleria mellonella Arylphorin; BheHex:
Bracon hebetor Hexamerin; Cce Hex2, 2a: Corcyra cephalonica Hexamerin 2, 2a: ; SliAryl:
Spodoptera litura Arylphorin; MseAryla,b; Manduca sexta Arylphorin a,b; HceAryl: Hyalophora
cecropia Arylphorin; LdeDP1: Leptinotarsa decemlineata Diapause Protein 1; TmoENPS86:
Tenebrio molitor friihes Verpuppungshormon; Tmohex2: Tenebrio molitor Hexamerin 2; Agrhex1:
Anthomus grandis Hexamerinl ; AgeHex, Hex2: Apriona germani Hexamerin, Hexamerin 2;
DmelLSPla, g, LSP2 : Drosophila melanogaster larvale Serumproteine 1 a, g, 2;
CviLSP1la,b,LSP2: Calliphora vicina larvale Serumproteine l1la, g, 2; MdoLSP1, 2: Musca
domestica larvale Serumproteine 1, 2; AgaHex1: Anopheles gambiae Hexamerinl.
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Abb 4.13: Phylogenetische Position der Insektenhdmocyanine und Hexamerine innerhalb
der Hamocyanin-Superfamilie. Der Stammbaum wurde nach der Bayes'schen Methode erstellt.
Legende siehe vorherigen Stammbaum.
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45 Phenoloxidasen

Die Phenoloxidasen der Arthropoden bilden Hexamere (Jaenicke und Decker, 2003) und
besitzen, wie die Hamocyanine, ebenfalls zwei Kupferionen im aktiven Zentrum, die von
sechs Histidinen gebunden sind (Burmester, 2002). Sie wurden bislang in allen Arthropo-
dengruppen mit Ausnahme der Cheliceraten und der Onychophoren gefunden (Nagai und
Kawabata, 2000; Decker et al., 2001). Bei den Cheliceraten Ubernimmt das Hamocyanin
augenscheinlich die Funktion der Phenoloxidase (Nagai und Kawabata, 2000; Burmester,
2002). Bei den Onychophoren war die Existenz einer Phenoloxidase bislang unklar. Da-
her wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen, eine Phenolo-
xidase in Epiperatus spec. nachzuweisen.

45.1 Die Phenoloxidase von Epiperatus spec.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es, die cDNA-Sequenz der Phenoloxidase von
E. spec. teilweise aufzuklaren. Sie ist vollstandig genug, um den Nachweis zu erbringen,
dass es sich um eine echte Phenoloxidase und nicht um ein Hamocyanin handelt. In der
am 5°-Ende unvollstandigen Sequenz sind vier der sechs Histidine der Sauerstoffbin-
dungsstellen CuA (ein Histidin) und CuB (drei Histidine) vorhanden. Es handelt sich also
eindeutig um ein respiratorisches Protein, das aber im Sequenzvergleich eindeutig grofe-
re Ahnlichkeit mit Phenoloxidasen anderer Vertreter der Arthropoden aufweist, als mit
dem bereits identifizierten Hamocyanin von E. spec. (Kusche et al., 2002).

Mit der Identifikation einer Phenoloxidase bei einem Onychophoren ist diese, aul3er bei
den Cheliceraten, in allen Arthropodengruppen nachgewiesen. Die Sequenz der cDNA
konnte nicht komplett aufgeklart werden, da in der bereits vorhandenen cDNA-Bank kein
am 5-Ende vollstandiger Klon vorhanden war. Weil es sich bei Onychophoren um seltene
Tiere handelt, war es auch nicht méglich, innerhalb der vorliegenden Arbeit neue Ver-
suchstiere zu bekommen und diese zu bearbeiten.

Der Nachweis, dass bereits bei den als basale Arthropoden einzustufenden Onychopho-
ren (Westheide/Rieger, 2003) eine Phenoloxidase vorkommt, konnte somit erbracht wer-
den. Das beweist, dass im gemeinsamen Vorfahren aller Arthropoden sowohl eine Pheno-

loxidase, als auch ein Hamocyanin existiert haben muss.
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4.6 Evolution der Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden

Allen Mitgliedern der Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden ist eine hochkonservierte
Grundstruktur gemeinsam (Burmester, 1997). Es wird vermutet, dass die Hamocyanine
aller Arthropoden sich aus einem gemeinsamen Vorlaufer, einer sauerstoffumsetzenden
Phenoloxidase entwickelt haben (z.B. Burmester, 2001). Diese war bereits, wie eigene
Untersuchungen belegen, bei den Onychophoren vorhanden die, wie bereits erwéhnt,
dartber hinaus auch Uber ein Hamocyanin verfligen (Kusche et al., 2002). Das bedeutet,
die Trennung in Phenoloxidasen und Hamocyanine erfolgte vor der Aufspaltung der Ony-
chophoren und der Ubrigen Arthropoden und macht eine Monophylie dieses Taxons
wabhrscheinlich. Die Evolution der Hamocyanine ging vermutlich von Hexameren aus, be-
vor sich diese zu héheren Aggregaten zusammenlagerten und so eine Verbesserung der
Sauerstoffaufnahme- und abgabe durch verstarkte Kooperativiat ermoglichten (Markl,
1986; Burmester, 2003). Wie hier gezeigt wurde, erfolgte dieser Vorgang bei den einzel-
nen Arthropodengruppen mehrfach.

Aus den Hamocyaninen entwickelten sich dann die Pseudohéamocyanine der Crustaceen
und die Hexamerine der Insekten unabhangig voneinander (Burmester et al., 1998; Bur-
mester, 1999). Dies geschah, indem es im Verlauf der Evolution zum Verlust der Sauer-
stoffbindungseigenschaften kam, und die Proteine nun vor allem der Speicherung dienten
(Burmester, 2002). Einige basale Insektenarten verfiigen sowohl Gber Hamocyanine als
auch Hexamerine. Hierbei durfte es sich um ,Ubergangsarten” handeln, bei denen Hamo-
cyanine noch vorhanden sind, Hexamerine sich aber bereits entwickelt haben. Bei hdhe-
ren Insekten konnte kein Hamocyanin mehr gefunden werden, es ist im Laufe der Evoluti-

on verloren gegangen.

4.7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Sequenzen aus allen Gruppen der Arthropo-
den erarbeitet. Obwohl hierdurch ein weiterer Schritt in der Aufklarung der Evolution der
Hamocyaninsuperfamilie und der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Arthropoden
getan wurde, sind viele Fragen noch immer zu klaren. So wéare es z.B. interessant, inner-
halb der Myriapoden die Gruppe der Symphylen und Pauropoden zu untersuchen. In der
Klasse der Crustaceen waren die entomostraken Taxa beziiglich des Vorhandenseins von

Hamocyanin von grof3em Interesse. Obwohl die Tracheata-Hypothese nach derzeitigem
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Wissensstand als Giberholt angesehen werden kann, sind auch in diesem Zusammenhang
noch viele Fragen zu beantworten, wie zum Beispiel die umstrittene Monophylie der Cru-
staceen. Auch die genaue Position der Myriapoden im Arthropodenstammbaum ist noch
immer nicht sicher geklart. So werfen neue Ergebnisse immer wieder neue Fragen auf,
was die weitere Entwicklung der Arthropodensystematik auch zukinftig interessant ma-

chen wird.
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S. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden cDNA-Banken eines Diplopoden (Archispirostreptus
gigas), zweier Insektenarten (Thermobia domestica, Perla marginata) und eines Chelice-
raten (Limulus polyphemus) erstellt. Eine cDNA-Bank des Chilopoden Scutigera cole-
optrata, sowie des Onychophoren Epiperatus spec. war bereits vorhanden. Diese Expres-
sionsbanken wurden mittels Antikdrper- bzw. Sondenscreenings auf Hamocyanin- bzw.
bei den Insekten auch auf Hexamerinklone durchmustert.

- Bei A. gigas konnte eine komplette Hamocyaninunterheit gefunden werden. Eine
zweite Untereinheit, die im Western-Blot zu sehen war, konnte nicht identifiziert
werden.

- Bei S. coleoptrata gelang es, die letzte noch fehlende Untereinheit (HcB) vollstéan-
dig zu sequenzieren, sodass eine abschlieRende Charakterisierung des Hamocy-
anins maoglich war.

- Bei der Steinfliege P. marginata wurden zwei Hadmocyaninuntereinheiten gefunden
und vollstandig sequenziert, dartiber hinaus konnte Uber Erstellung einer Sauer-
stoffbindungskurve (in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biophysik, Arbeits-
gruppe Prof. Decker) der Nachweis erbracht werden, dass es sich um ein funktio-
nelles respiratorisches Protein handelt. Ebenfalls bei der Steinfliege wurden die
Sequenzen eines kompletten Hexamerins sowie drei Hexamerinteilsequenzen er-
arbeitet.

- Beim Ofenfisch T. domestica konnten zwei Hamocyaninuntereinheiten teilweise,
sowie ein Hexamerin vollstandig sequenziert werden.

- Beim xiphosuren Cheliceraten L. polyphemus konnte die Untereinheit Il des H&a-
mocyanins komplett sequenziert werden, drei weitere Untereinheiten liegen als
Teilsequenzen vor.

- Beim Onychophoren E. spec. wurde im Rahmen eines EST-Projektes in Koopera-
tion mit dem MPI fir molekulare Genetik in Berlin, eine Prophenoloxidase gefun-

den, deren Sequenz teilweise aufgeklart werden konnte.

Die erarbeiteten Sequenzen wurden im Anschluss fir phylogenetische Studien benutzt.

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass die sogenannte ,Tracheata-Hypothese" immer
unwahrscheinlicher wird. Diese geht von einer Schwestergruppenstellung der Hexapoda
und der Myriapoda aus. Die hier gemachten Untersuchungen widersprechen dieser Hypo-

these eindeutig. Die Ergebnisse stiitzen vielmehr die ,Pancrustacea-Hypothese”. In den
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Stammbéaumen sind die Crustaceenhdmocyanine eindeutig in naher Verwandtschaft zu
den paraphyletisch entstandenen Insektenhdmocyaninen angeordnet. Ob die Crustaceen
monophyletischen Ursprungs sind, kann nicht eindeutig beurteilt werden, es bestehen
aber weiterhin begriindete Zweifel. Die Myriapodenhdmocyanine stehen in Schwester-
gruppenstellung zu den Crustaceen und den Insektenh@dmocyaninen. Dies weist auf ein
gemeinsames Taxon der Mandibulata hin. Die systematische Stellung der Myriapoden
innerhalb der Arthropoden kann allerdings nicht abschlie3end geklart werden. Dazu ist
eine weitergehende Aufklarung von Hamocyaninsequenzen in diesem Arthropodentaxon
notwendig.
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7. Anhang

7.1 Verwendete Abkirzungen

A/mA Ampere/Milliampere

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

Aqua bidest |bidestilliertes Wasser

Aqua dest. |destilliertes Wasser

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
bp Basenpaar

BPB Bromphenolblau

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure
CIA Chloroform-Isoamylalkohol

Da Dalton

dCTP 2'-Desoxy-Cytosintrisphosphat
ddNMP Didesoxy-Nukleosidmonophosphat
ddNTP Didesoxy-Nukleosidtriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat

DS Downstream

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtBr Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid)
g Erdbeschleunigung

GITC Guanidinthiocyanat

Hc Hamocyanin

IEP Isoelektrischer Punkt

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G
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IPTG Isopropyl-1-Thio-R-D-Galactopyranosid
Kan Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton, 10 ° Dalton

LB Luria-Bertani

M/mM Molar/Millimolar

MCS multiple cloning site

MOPS Morpholino-Propan-Sulfonsdure
MRNA messenger RNA

MYA Million years ago

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

NZY Nitrosamine-Yeast

OD optische Dichte

ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAM Percent accepted mutation

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
pfu Plaguebildende Einheiten (plague forming units)
RNA Ribonukleinsdure

rRNA Ribosomale RNA

Rpm Umdrehungen je Minute (rounds per minute)
RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SM Sodium chloride/Magnesium sulfate
STE Sodium (NaCl)-Tris-EDTA

TBE-Puffer [Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS/TBST |tris buffered saline/Tween

Tdo Thermobia domestica

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin

Tet Tetracyclin

™ Warenzeichen (Trademark)

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA Transfer RNA

U Unit

us upstream
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UTR untranslated region

uv Ultraviolett

VimV \olt/Millivolt

wiv Gewicht pro Volumen (weight/volume)

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galactosid

7.1.2 AuRerhalb der Stammbé&ume verwendete Abklrzungen der Speziesnamen
Abkurzung Spezies
Agi Archispirostreptus gigas
Gro Gammarus roeseli
Lpo Limulus polyphemus
Pma Perla marginata
Sco Scutigera coleoptrata
Tdo Thermobia domestica

7.2 Der genetische Code

uuu UCu UAU UGU
UuC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys
UUA UCA UAA UGA Stop
UuuG UCG UAG Stop UGG Trp
Cuu Leu CCU CAU CGU
CucC CCC Pro CAC His CGC Arg
CUA CCA CAA CGA
CUG CCG CAG GIn CGG
AUU ACU AAU AGU
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA ACA AAA AGA
AUG Met ACG AAG Lys AGG Arg
GUU GCU GAU GGU
GUC GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA GAA GGA
GUG GCG GAG Glu GGG
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7.3 Abkirzungscodes der Aminosauren
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Aspartat P Pro Prolin
E Glu Glutamat Q Gin Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I lle Isoleucin \% Val Valin
K Lys Lysin w Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
7.4 Abkirzungscodes fiur degenerierte Nukleotide

M A oder C

R A oder G

w AoderT

S C oder G

Y CoderT

K GoderT

N Alle vier Nukeotide

B Nicht A

D Nicht C

H Nicht G

\% Nicht T
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7.5 Vektorkarten

7.5.1 Vektorkarte des pBK-CMV-Vektors

Ssp | 4410

Mst Il 4388
Nsil 4303
Nsi| 4231

Nae | 134
Sspl 445

Miu| 463 SV40 poly(A)

Nae | 3369 T7

5 splice
Kpnl 1019
Sac 1126

Nae | 3086 3

phagemid vector
4518 bp
Nhe | 1300

Mst 1l 2756 .
Nsil 1800

@ Slratagene
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7.5.1  Vektorkarte des pCR®4-TOPO®-Vektors

LacZa initiation codon

M13 Reverse priming site | T3 priming site

[ I 1

201 CACACAGGRA ACH
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG

GCTCA GRATTARACCC

"CGAGT CTTAATTGGG AGIGATTTCC

— Spel Pstl Pmel EcoRI EcoR | Not

1 | 1 . I I T

261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCT GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGRES

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

T ~ i \lﬁ A T ?l e CTCCTTTTA X |

31 CCGCTAAATT CAATTCGCCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCARARATG

7.5.2 Vektorkarte des PQE 30-32

PT5 - loc ©-lac O - RBS 6xHis glil®<ig Stop Codons
|

* pQE30 -
pGE31  AC
pGE32 -G

Ampici,

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb

\ Cal E1
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7.6 Primer

7.6.1 Degenerierte Primer

Bezeichnung

Sequenz 5°- 3'Richtung

Stoneflyfwl GAGGGNSAGTTCGTNTACGC
Stoneflyfw2 CCNCCNCCNTAYGARRTCTACCC
Stoneflyrevl GAANGGYTTGTGGTTNAGRCG
Stoneflyrev2 TCGTACTTGGGTCCNAGGAAGAC
Ofenfisch fw TGGCAYATGGAYTTYCCBTTYTGGTGG

Ofenfisch rev 1

CTNGTNGCNGTYTCRAAGTGCTCCAT

Ofenfisch rev 2

GGGTCNCTNGTNGCNGTYTCRAAGTGCTC

Grorev 1l

CNKTCCANTTANTSCTTGTGG

7.6.2 Andere Primer zur PCR

Bezeichnung

Sequenz 5°- 3'Richtung

Steinfliege bur 82 intern

GTCACCAAGGATAGGCGAGGAGAA

Steinfliege hc 1 forward

CAC CAG ATG ATC GCC CGA TAC GAC

Steinfliege hc 1 revers

TTC ACG GGG AAG CGG GCC CAT CTC

Steinfliege hc 2 forward

TTG AGA TGG ACC GCT TCC CCG TG

Steinfliege hc 2 revers

ATG GTT GTG AACAGG TGT CGA G

Steinfliege hc 1 rev 2

TGT TAA GTT GTC CAG GAA TGT GAG

Steinfliege hc 2 rev 2

ATC CCA CAG ACT GAA GGT TGT CCA

Steinfliege hc mit KPN |

CCA GGT ACC TAT GAA GTC TAC CCT

Steinfliege rev hc mit Hind 1l

TTG AAG CTT GGA GGC AGC AGG TCC

Ofenfisch race rev 1

TCAATACCT CTGGTG TCATTC AAGT

Ofenfisch race rev 2

TAT CCT TTC ATATCT TCG ATG GTC AACC

Ofenfisch race rev 3

TCC CTG AACGATTGG TTTCTCCCA G

Ofenfisch fw 1

CTT GAA TGA CAC CAG AGG TAT TGA

Ofenfisch fw 2

AGT TAC TGA TTA CAG CCT TAAATATG

Ofenfisch generacer rev

ACT ACA GGG ATC AACACT TTG GGT G

Ofenfisch generacer fw

GTT CTC CCT TCC TGT CCT TCT CCA CTC

Ofenfisch neu rev 1

CCA CTC CGT ACT CGG GTT TCC AC
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Ofenfisch neu rev 2

CGA GCA GGG AAT TCT CCA CCC

Agi intern fw 1 TAGAGTGGATTACTTCACCGAAGA
Agiinternrev 1 TTGTCTTCATCGTAGTTGGTGGCCA
Agi intern fw 2 CATGGCCAGATGTTGTCATCGATGGTA

Agi intern rev 2

TAC CAT CGA TGA CAA CAT CTG GCC ATG

Scutigerarev 1

TCTTAACTCTCACCATTACCATTGG

Scutigerarev 2

GTTTCTCAAGCACAAGGTCATCG

Scutigerarev 1 A

CCAATGGTAATGGTGAGAGTTAAGA

Scutigerarev 2 A

CGATGACCTTGTGCTTGAGAAAC

Scutigera intern 1

CGGGTTATGCTCCACATCTTACCA

Scutigera intern 2

GTC TTAACT CTC ATC ATCATCACT G

Scutigera intern 3

CAGCTTATGCGTCCTTGACTTC

Gro fw 1 CGACTGGAGCACGAGGACACTGACATG
Gro fw 2 CGACTGGAGCACGAGGACA

Grorev 2 TGAATCAACACCCAGAAGATGG

Grorev 3 CGGATATGCCTTTAAAAAGAAACAAGA

Gro fw 2 coding

GTTGTGTCTCGCGGCGACCAGTGC

Lim 3 (intern)

CTCATCTGACTCATGTTGCTAG

Lim 5 (intern)

GCC ATT AGA TGA CAC ACG AGG

Lim 7 (intern)

GGA AAG AAT CCA TGA CGC CAT CG

Steinfliege 23586 fw

GGT CAAGCCCTTCTCTTACTT CG

Steinfliege 23586;23593;23587

rev

ATC TGG CGG GCC TGG ATG TTG AC

Steinfliege 23593 fw

GGA GAC TCAAGCACTTCGACTGGTT

Steinfliege 23587 fw

CTG GAT ACG AGC CAT CTC TGC GC

Steinfliege 23588 fw

TGC CCA GTT ATG AGT CCT GCC TCA

Steinfliege 23588 rev

AAC TGA CGG GCA CGG ATG TCC AC

Sflhexamerinprimer fur 5” 114-117

AAG TAG AAG ACA TCG AAC AAG TGG

Sflhexamerinprimer fir 5 119

GGA AAA AGC ATA CAC GAA CAT ACC

Sflhexamerinprimer fiir 5 118

GCG TTG TAC CAG GAG GGA TAG AA

Ofenfisch Hexamerin fw 1

GAA GGA AAG ACC GTA AGG GAG AG

Ofenfisch Hexamerin rev 1

TAT CAACTT CTACATTCACCAC

Ofenfisch Hexamerin fw 2

TCG CCA AGA CAT CCA GGA ACA AGG AG

146




Anhang

Ofenfisch Hexamerin rev 2

CTT TCA GTT GGA GGG TAT CTG GGC

AAP

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG

AUAP GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC
AUAP-GGG* GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GG
AUAP-TTT* GGC CAC GCG TCGACTAGTACTTT
AP GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT dTye

GeneRacer™ 5 Primer

CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA

GeneRacer™ 5"'Nested Pr.

GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA

Oligo-dT-Primer (dTy)

[TTTTTTTTTITTTTT

T3-Primer

ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA

T7-Primer

TAA TAC GAC TCA CTATAG GG

M13 Forward (-20)

GTAAAACGACGG CCAG

M13 Reverse

CAG GAA ACA GCT ATG AC

SP6-Primer

ATT TAG GTG ACA CTATAG AA

7.7 Verwendete Antikorper

Antigen Zweitantikdrper | Verdinnung Verdinnung
Western-Blot Screening

Spirostreptus-Hamocyanin a-Meerschwein 1:200 000 1: 20 000

Hummer-Hamocyanin a-Kaninchen 1:1000/1:5000

Limulus- Hamocyanin a-Kaninchen 1: 100 000 1: 25 000

Flusskrebs-Hamocyanin gesamt/ | a-Kaninchen 1:1000/1:5000

UE 3/4; UE 2

Perla marginata -Hamocyanin a-Kaninchen 1:100 000 1:10 000

Spinnenlaufer -Hamocyanin a-Kaninchen 1: 50 000 1: 5000

Languste-Hamocyanin a-Kaninchen 1:1000/1:5000

Taschenkrebs-Hamocyanin a-Kaninchen 1:1000/1:5000
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7.8 Quellenverzeichnis der Internetabbildungen

Archispirostreptus gigas:

http://perso.wanadoo.fr/serge.mallet/ gigas.html

Gammarus roeseli:

http://www.acqueinterne.it/temp/images/img laghi/gammarus.JPG

Perla marginata:

http://www.arthropods.de/insecta/plecoptera/perlidae/perlaMarginata0001.ipg

Thermobia domestica:

http://www.faunistik.net/DETINVERT/ZYGENTOMA/IMAGES/thermobia.domestica
ad01l.ipg

Limulus polyphemus:

http://www.calacademy.org/science now/images/horseshoel.ipg
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7.9 Aus der Arbeit bislang hervorgegangene Publikationen und
Kongressbeitrage

Veroffentlichungen:

Kusche K., Hembach A., Hagner-Holler S., Gebauer W., Burmester T. (2003). Complete
subunit sequences, structure and evolution of the 6x6-mer hemocyanin from the common
house centipede Scutigera coleoptrata. Eur. J. Biochem. 270, 2860-2868

Hagner-Holler S., Schoen A., Erker W., Marden J.H., Rupprecht R., Burmester T. (2004).
A respiratory hemocyanin from an insect. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 871-874

Poster und Vortrédge

Hagner-Holler, S., Kusche, K., Hembach, A., and Burmester, T. (2003) Structure and evo-
lution of myriapod hemocyanins. 96. Jahrestagung der Deutschen Zoologischen Gesell-

schaft, Berlin. Abstract map, p. 194

Hagner-Holler, S., Kusche, K., and Burmester, T. (2003) Structure and evolution of myria-
pod hemocyanins. XIII™ International Conference on Invertebrate Dioxygen Binding Pro-

teins, Mainz. Abstract map. p. 102

Hagner-Holler, S., Schoen, A., Jaenicke, E., Rupprecht, R., Decker, H., and Burmester, T.
(2003) A hemocyanin from the stonefly Perla marginata. XIII"™ International Conference on
Invertebrate Dioxygen Binding Proteins, Mainz. Abstract map. p. 104

Hagner-Holler, S., Schoen, A., Decker, H., and Burmester, T. (2004) Occurrence and evo-
lution of hemocyanins in insects. 97. Jahrestagung der Deutschen Zoologischen Gesell-

schaft, Rostock. Abstract map, p. 30

Burmester, T., and Hagner-Holler, S. (2004) A respiratory hemocyanin from the stonefly

Perla marginata. XXII" International Conference of Entomology, Brisbane, Australia.
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7.10

7.10.1

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

213-3

213-3edi t
25

22033
22035
22036
22039edi t
22039

213-3
213-3edit
25

22033
22035
22036
22039edi t
22039

213-3
213-3edit
251-5
251-3

Multisequenzalignments

Alignment der cDNA-Sequenzen von Gammarus roeseli

* 20 * 40 * 60 * 80
CAGAGGTOCCTTGT GTOCCAATAGAGCT CAATGATCOCT GTGGGT COCAAGT CCOCCGGGT CTTCCOGAGCTCCOOGEGT
-------------------------------------- GGGGTATTCATACGGT TATCATCTTGACCGAAAGGGAGAACT

- - - - TATTCATACGGT TATCATCTTGACOGAAAGGGAAAACT

* 100 * 120 * 140 * 160
CCCTCGAGACCCCT CGT CT CAGCT CGTCT CGGCT TGT CTCGAAT CATTTCGGCCAGT CTOGGCT CGT CGOGACCAACTCG
C CTGGGCCCATCAT CAGCT GACT GTCCGATTTGAT TCT GAAAGGCT GT CCAACCACCT GGACT TGGTCGACGAAC
C NTGGGOCCATCAT CAGCT GACTGT CCGATTTGATTCTGAAAGGCTGTCCAACCACCT GGACT TGGTCGACGAAC :

180 * * *
ACTCGCCTGAACATGI TTTGTCTTATCT CGACGCACCTCATACTACCTACAGGT ATGGAGGTGAATTTCCTACTCGICCT
TGTACT GGGACAGGCCCAT CGAAGACGGT TTCGCTCCTCATACTACCTACAGGT ATGGAGGTGAATTTCCTACTCGTCCT
TGTACTGGGACAGGOCCAT CGAANACGGT TTCGCTCCTCATACT ACCTACAGGT ATGGAGGTGAATTTCCTACTCGICCT
---------- - - GCTCCTCATACTACCTACAGGTATGGAGR GAATTTCCCACTCGICCT

GCTCCTCATACTACCTACAGGTATGGAGE GAATTTCCCACTCGICCT

m ATTTCCCACTCGT

- WATTTCCCACTOGICOUE
- W AT TTCOCACTOGTCO iR
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22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039
221-5

213-3

213 3edi t
51-5

251- 3

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039
221-5

213 3

22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039
221-5

213 3

22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039
221-5

213-3

213 3edi t
51-5

251- 3

* 260 * * 300 * 320

GATCATGT, AAACTTCGAGSATGITGATG’SACATGTCCGCGI’ TCGTGACATGAT CATCCACGAGACCCCGCATCAAGGECG :
GATCATGTAAACT TCGAGGATGI TGATGGACT TGTCCGCGT TCGT GACAT GAT CAT CCACGAGACCCGCATCAAGGECGA -

GATCATGTAAACT TCGAGGATGT TGATGGACT TGT COGCGT TCGT GACATGAT CATCCACGAGACCCGCAT CAAGGES: -
GATCATGT GAACT TCGAGGATGTTGATGGACTTGTCOGOGTTOGT - - - - = = = = = == == = == mmmmmmmmm e mmme oo
GATCATGTGAACT TCGAGGATGT TGATGGACT TGTCCGCGT TOGT - - - = = = = = === == == === === = === == = = == = = =

GATSALIGTGLACT TOGAEGALIGT TGATGGAS T TGT 8 OGCGT TOGT GACAT GATCATCCACGAGACCCGCAT 0. GGeC Nl
GA AAGGT GSACT TCGAAGASGT T GATGGAE T TGTJCGCGT TCGT GACAT GATCAT CCACGAGACCCGCAT YA GG e CIEN
AAOGTGOACT TCGQﬂ ASGT TGATGGAETTGTIICCCGT TCGT GACATGATCATCCACGAGACCCGCATCLY GGECTaNNM

GAT[SALGT GACT TCGAEGAGT TGATGGAST TGT 8CGCGT TOGT GACAT GATCATCCACGAGACCCGCAT (e e GAACCol
GATIOAIIGTGLACT TCGAEGAIIGT TGATGGASTTGTI8CCCGT TCGI'GACATGATCATCCACGAGACCCGCAT IGC :

* 340 * 360 * 380 * 400

AATTOGTTAAACCTGCA- - = - = = = = = = = = = = = = = = = == = m = = e o o e o o e e e e e o e e e e e oo oo o e

ﬁ E%g "Wa% (CGGTTCOCACAT CAACAT CAAT GATGAGCATGGTATTGATCACCTTGGAG
TAUTES a CGGT TCCCACATCAACAT CAATGATGAGCATGGTATTGATCACCTTGGAG

ATATCATTGAATCTTCCTTGTACAGT COCAACGCCCAGT ACTACGGT GCACT TCACAACGAAGCT CACATTATTCTCGGC
ATATCATTGAATCTTCCTTGTACAGT CCCAACGCCCAGT ACTACGGT GCACT TCACAACGAAGCTCACATTATTCTCGGC

CGACAGGCTGATCCTCAT GGAAAGT TCAACCTTOCCOCAAGT GT GAT GGAGCACT TTGAGACAGCCACT CGTGATCCTGC
CGACAGGCT GATCCTCATGGAAAGT TCAACCT TCCCCCAAGT GT GATGGAGCACT TTGAGACAGCCACTCGTGATCCTGC -

176
176
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22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

231 : CTTCTTCAGGCTGCATAAGTACAT GGACAACATGTTCAAGGAACACAAGGATTCCCTTGCTCCTTACACAGCTGAAGAGA 416
231-5 . CTTCTTCAGGCTGCATAAGTACATGGACAACAT GT TCAAGGAACACAAGGATTCCCTTGCTCCTTACACAGCTGAAGAGA @ 416

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

231 : TTGGCTTCCCAGGT GITCATCTGACT AGCGT GAGCAT TGAAGGAGAACT GGAAACGTTCTTCGAAGATTTTGAATATGAT 496
231-5 : TTGGCTTCCCAGGT GTTCATCTGACTAGCGT GAGCATTGAAGGAGAACTGGAAACGT TCTTCGAAGATTTTGAATATGAT @ 496

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

231 : TTGAAAATGGCTGTAGATTCCAGCGAAGCTGTTGCTGAAGT CGAAGT TAAAGCACACGT GGATCGCTTAAACCACAAAGA 576
231-5 . TTGAAAATGGCTGTAGATTCCAGCGAAGCTGT TGCTGAAGT CGAAGT TAAAGCACACGT GGATCGCTTAAACCACAAAGA @ 576

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

231 : TTTTGCTTATAATTTCGATATCAAGAGOGACT CTGCTGACCAACACGCT GTOGT TCGTGTCTTCCTTTGTCCTCGGAGAG & 656
231-5 . TTTTGCTTATAATTTCGATATCAAGAGOGACT CTGCTGACCAACACGCT GTOGT TCGTGTC: - - - - - - = == < < - < = == = = . 637
231-3 FE A i ACCAACACGCTGTCGTTcGTGTCTTCCTTTGTOCTCGRAGAG 42

22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

221-5 R AATTCAAT TCACATTCGACGAGGGT CGCTGGAACT GCATTGAAAT GGACAAAT TTTGGACAAAACTTGCT 70
231 1 ACAACAATGGAATTCAATTCACAT TCGACGAGGGT CGCT GGAACTGCAT TGAAATGGACAAATTTTGGACAAAACTTCCT @ 736
231-5 e : -
231-3 1 ACAACAATGGAATTCAATTCACAT TCGACGAGGGT CGCTGGAACTGCAT TGAAATGGACAAATTTTGGACAAAACTTGCT @ 122
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213-3

22033
22035
22036
22039edi t
22039

213-3

22033
22035
22036
22039edi t
22039

22033
22035
22036
22039edi t
22039

213-3edi t
251-5
251-3

ACAACAATGGAATTCAATTCACAT TCGACGAGGGT CGCT GGAACT GCAT TGAAAT GGACAAAT TTTGGACAAAACTTGCT
----------- aTt CaATTcaCATTcgacgAGEGTcCeTGGaact GCATTGAaAATGGACAAATTTTCgaCAAAACTTCET
ATAACAACGGTATCATCTTCACTTTCGAGGAAGGT CGCTGGAACTGCAT TGAAACTGATAAATTCTGGACTAAACTGECT

GCTGGOGACAAT CACAT CAAGCGCAAAT CTTCTGAGT CT TCT GT CACCGT ACCGGAT GT CCCGAGCTTCGOCAGTCTGAT
GCTGGCGACAATCACATCAAGCGCAAATCT TC TGAGT CTTCTGT CACCGT ACCGGAT GT CCOGAGCTTCGCCAGTC TGAT -

GCTGGOGACAAT CACATCAAGCGCAAAT CTTC TGAGTCT TCTGT CACCGT ACCGGATGT CCCGAGCTTCGOCAGTC TGAT
----------------------------------- GTCTTCTGTCACCGTACCGGATGTCOCGAGCTTOGCCAGTCTGAT

GCTGGOGACAAT CACATCAAGCGCAAAT CTTCTGAGT CT TCTGT CACCGT ACCGGAT GT CCCGAGCTTCGOCAGTCTGAT
Gc TGGcgaCaATCACATCAAGCGCaAATC TTNTGAGTc TTct GTCACCG ACCGGATGTCCCGAGE TTCGCCAGICTGAT -
GCTGGAGACAACCACAT CAAGCGCAAGT CATCCGAT TCATCGGT CACAGT GCCCGATGT CCCCAGCTTCGCAAGT CTCAT -

CCACGATGCTGATGCTGCT GTTGCTAGT GGATCT GATCT CCACCT CGAAGAATTCGACCGAGCT TGOGGCCTCCCTCAAA
CCACGATGCTGATGCTGCTGT TGCTAGTGGATCT GATCT CCaCCTCGAAGAAT TCGACCGAGCT TGCGGCCTCCCTCAAA

CCACGATGCTGATGCTGCT GTTGCTAGT GGATCTGATCT CCaCCTOGAAGAATTCGACCGAGCT TGOGGCCTCCCTCAAA
CCACGATGCTGATGCTGCTGT TGCTAGT GGATCT GATCT CCACCT CGAAGAAT TCGACCGAGCT TGCGGCCTCCCTCAAA -

CCACGATGCTGATGCTGCT GTTGCTAGT GGATCTGATCTCCACCT CGAAGAAT TOGACCGAGCT TGOGGCCTCCCTCAAA

CCaCGATGe TGATGCTGCTGI TG TAGTGGATC TGATCT CCaCCTCGAAGAAT TCGACCGAGCT TGCGGCCT CCCT!

CAAA
TCATGATGCCGATGCTGCT GT TGCCAGCGGAT CT GACCT CCACCT TGAGGAAT TCGATCGGT CCTGCGGTATCCOCCAGA -

GGATGCTCCTGCCT AAGGGAACT GAAGAGGGT TTGGAGT TCCTCTTGGT TGTCGCTGT CTCT GATGGAACT Al

GGATGCTCCTGCCTAAGGGAACT GAAgAGGGT TTGGAGT TCCTCTTGGT TGTCGCTGT CTCTGATGGAACTACCGATGCC

GSAT(ITCCT&CTAAGZSAACTGAAQA(mI'WGBAGTTCCTCTTGSTTGFmGTCTCTGATGBAACTAm

GGATGCTCCTGCCT AAGGGAACT GAAGAGGGECT TGGAGT TCCTCTTGGT TGTCGCTGT CTCT GATGGAACT Al

GGATGCTCCTGCCTAAGGGAACT GAAGAGGGT TTGGAGT TCCTCTTGGT TGT CGCTGT CTCTGAT GGAACT A
GGATGCTTCTACCACAAGGAACCACCGAGGECATGGAAT TCGCTTTTGT CGTCGCTGT TTCGGACGGTACT Al

GSAT@I’OCTG(X:TAA@AACTGAAGAGGGTTT%AGTT(X:TCTT@TTGT(XXTGTCTCI’GAT%AACI’A&

311
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22073
22074
22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

22038
22033
22035
22036
22039edi t
22039

22033
22035
22036
22039edi t
22039

213 3edit
251-5
251-3

CEATGCTCATGGTCA

CAGCACGAT GCOCT GGAGGCTGT \CCCACAGTGTCGTGTTAATCCAGACAAATATCOOGATCATCA
CAGCACGAT GOCCT GGAGGCT GT CGAT GCT CATGGT CACGCACAGT GTGGT GT TAATGGAGAGAAATAT COOGATCATCA

S S A R S A ST S NS SRS
GCGCATGGT CA( :

GCTCATGGICACGCA
GCTCATGGTCACGCG

[BECCAT GGGCT TCCCACT TGACCGACGTATCCCCGATGACCGCATCTTCCTCT

CGCOOGACAACATITEGAAARCCTOOTTE
GCCCATGGGCT TOCCACT T GACCGACGT ATCOCCGAT GACCGCAT e TTCCTCTCGGROCGACAACAT TGAAAAGCTCCTTG

(GGGCT TCCCACTTGACCGACGTATCCCCGATGACCGCATC TTCCTCT m&j
(GGEGCTTCCCACT TGACCGACGT ATCCCCGATGACCGCATCTTCCTCTH GCTA

GGGCTTCCCTCTTGATCGOOGCATCCCT GACGAGOGCGT CTTCCTGAAATCO CA(
GGGCTTCCCTCTTGATCGOCGCATCCCT GACGAGCGCGT CTTCCTGAAATCO CA(
GEGCTTCCCTCTTGATCGT CGCAT TCCT GACGAGOGCATCTTCCTCAAGTH CA(
__________________________________________________________ CA

TCACOBTAACCCACAAGCACTAAT TEGACCEAAAGT GAT AAATAACCCATCTTCTGGGT GTTGATTCAAATATA CA :
TCACCGTAACCCACAAGCACTAAT TGGACCGAAAGT GATAAATAACCCATCT TCTGGGTGT TGATTCAAATATATTTTCA

: T GT' AACCCATCTTCTGGGTGTTGATTCAAATATATTTTCA
: T TCATTTCACCTTCTAGGIGTTCATTCGAATATATTATCAGC
: T TCATTTCACCTTCTAGGTGTTCATTCGAATATATTATCAGC :
: TATCTCGGTCATTTGATGAATTTCAT! CGICAGA :
: TATCTCGGTCATTTGATGAATTTCAT CGTICAGA :
: TTGQ TCCTGGTCATTTGATCAACGT CATTTTCGICTAAATA :
: CT TCCTGGTCATTTGATCAACGTCATTTTCGITTAAATA

-- 580
- 1241

TCACGAAAAAAAAAAAAAANRRBAA. - - - - - - - << <= oee oo . 627
ATGTACTCTTGITTCTTTTTAAAGGCATATCOGT TAAAAAAAAAAAAAAAAAA © 498
ATGTACTCTTGITTCTTTTTAAAGGCATATCOGT TAAMAAAAAAAAAAAAAAA © 134
TCACGAAAAAAAAAAAAAANAAA- © 572
ATAAACTTCCACGT GCAAT 237
ATAAACTTCCACGT GCAAT 285
CCACCAGTGCAATTTATA 563
AACCACCAGTGCAATTTATA 148
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7.10.2 Zur Konstruktion der Stammbaume verwendete Alignments

* * 60 * 80

Pl ePPO NQ/'I'Q(LLRHDTENADA(XQ_LYL FERPYDPI NAPRAD(S IYAVAGA- - - DT- - - - - VA- - TRFGVAPTSTVTVPAR- : 68
M aPPO : -------emon- EQQQLL YLFELPQEPLNRPRAEGSVAFVIBERD- - - DT- - PPEVT- - TRI AGSPSI KLQVPER- : 58
PnoPPO FKIMESD- - - EA- - PPSVA- - TRVGVSPSVNLPVPER- @ 58
TnoPPO F 64
BnoPPOL 65
GmoPPO 65
SbuPPQ2 67
EcaHc- a 33
LpoHcl | 32
EcaHc- b 33
EcaHc-c 34
EcaHc-d 31
EcaHc- e 30
EcaHc- f 31
EcaHc- g 32
TtrHCA 30
AauHc6 30
CsaHcl 31
CsaHc2 31
CsaHc3 31
CsaHc4 31
CsaHc5 31
CsaHc6 31
HanHcA 67
Pi nHcB 51
Pi nHCA : 51
Pel Hcl : - KVLVLCALVATAAAWPSFSGEL TNGFQSDVHSSD D79
Pel Hc2 : - KVLVLCALVATAAAWPSFSGEL TNGFQSDVHSSDI 79
Pel Hc3 - KVLVLCALVATAAAWPSFSGEL TNGFQSDVHSSD D79
Pel Hc4 : MKVLVLCALVATAAAWPSFSGEL PNGFQSDVHSSDI 80
CmaHc6 © 49
CsaHc 73
PvaHc1 69
PvaHc 65
Pi nHcC 57

mHe 74
ScoHcA 56
ScoHcD 62
ScoHcX 65
ScoHcC 63
ScoHcB 57
Spi Hcl 53
Agi Hcl 53

140

Pl ePPO : ErE RPR Qs ) "R VINE] ) © 147
M aPPO : GHYES 137
PmoPPO V| =<VN 3 L © 137
TnoPPO : 140
BnoPPOL : 141
GTmPPO 141
SbuPPQ2 : 144
EcaHc-a : 107
LpoHcl | t PGA : 106
EcaHc-b : y > ] Y\ YAVEVAI LH : 107
EcaHc-c : A 3 FYYSLEVAI LH ;108
EcaHc-d : WK A YRAFAMEVAI LE : 105
EcaHc-e : FYYAVEVALLH : 104
EcaHc-f : FYYSVEVAI LH : 105
EcaHc-g : ) YARSVAVI H : 106
TtrHCA i AYAVEVALLH; : 104
AauHc6 A RYYAVEVAVLH : 104
CsaHcl 3 Y\ YAL : 105
CsaHc2 YL 1 105
CsaHc3 : 105
CsaHc4 105
CsaHc5 105
CsaHc6 105
HanHcA 147
Pi nHcB 131
Pi nHCA 131
Pel Hcl 159
Pel Hc2 159
Pel Hc3 159
Pel Hc4 160
CmaHc6 129
CsaHc 153
PvaHc1 149
PvaHc 145
Pi nHcC 137
SanHc 154
ScoHcA 132
ScoHcD P 138
ScoHeX KG(IJDKEFFQAI K 145
ScoHcC : - --DE- HKARGLG G 139
ScoHcB : - -- SE- DVFKHLG Dl 133
Spi Hcl A F AETLYPHYN=DLIFESCRSYVARY P 129
Agi Hcl A AETLYPHYNEDLIELSCESYARYERP 129
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Pl ePPO
M aPPO
PmoPPO
TrmoPPO

BroPPOL

GmoPPO

SbuPPQR
EcaHc-a :

LpoHcl |

EcaHc-b :
EcaHc-c :
EcaHc-d :
EcaHc-e :

EcaHc- f

EcaHc-g :

TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5

Pl ePPO
M aPPO
PmoPPO
TrmoPPO

BMOPPOL

GmoPPO

ShuPPQ2 :
EcaHc-a :

LpoHcl |

EcaHc-b :
EcaHc-c :
EcaHc-d :
EcaHc-e :

EcaHc- f

EcaHc-g :

TtrHCA

TN TN TN TN TN T T T T T TN T T T T

[T]

KLAYF
KLAYF
AYF

KLAYF{€EDI [IVN,
KLAYFZEDI GVN;
RVAYHEEDI GL

RVAYHEEDI
RVAYHEEDI
RVAYHEEDI

Q| KG - HKN- -
Q | KG- - HKN- -

G
T
L
L
L
L
M

(il nln
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Pl ePPO
M aPPO
PMOPPO
ToPPO

BMoPPOL

GmoPPO

SbuPPQ2 :
EcaHc-a :

LpoHcl |

EcaHc-b :
EcaHc-c :
EcaHc-d :
EcaHc-e :

EcaHc- f

EcaHc- g

TtrHA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4

Pl ePPO
M aPPO
PMOPPO
ToPPO

BMoPPOL

GmoPPO

SbuPPQ2 :
EcaHc-a :

LpoHcl |

EcaHc-b :
EcaHc-c :
EcaHc-d :
EcaHc-e :

EcaHc- f

EcaHc-g :

TtrHA
AauHc6

*

*

Qg
AHEVL eSS EDPH

w
N
o

)

D2PRNYLOM

V]
|

V]
V[
V]
L|

K
V]
V]

I

V]
V]
V
V]
V]
v
v/
Vi
V]
v
v
VR
V]
v/

420

<zI-—Hdd<_ - <2

[] %]
g
G)

DI LGRLI EASS
ANERETHEES -
AN LGJLI EASS

440 * 460

FYR)HKFVDDI F
FYRUHKFVDOIIF
FFREH<EVDDLE

SSKETIRIGDSE ADNPENR
RERBCERKESITEGNY |
EYRKEPEKENIDEPQ

1 ey e

€T
HKFI DNI EMEYKBNLBPYTOYELIW;
HKFI DNI FOEEKETLOPYNXNDEL )N
HKFLDHERY IPTNHL FIQN
HKY] DNI FOENKNTLIsPY TEEL I
»\|HKFI DNL FEEN(KIPAL QY SSEDL|
HKFI DL FEV@N TLLPY TIRYQL;
HKEI ORI FEMe N TLIPY TERNOL W
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Anhang

0
Pl ePPO A 529
M aPPO A 517
PMOPPO A 517
ThOPPO M 517
BMOPPOL G 518
GTPPO 1 517
SbuPPQR L 522
EcaHc-a L 477
LpoHc! | LIGel 476
EcaHc-b : IISHAH T 474
EcaHo-c | VAR ARLEHAICERANAR 3 Coar7
EcaHo-d AsHq] SieVvR FLAR C a7l
EcaHc-e : LEY(El D 1 471
EcaHc-f NEBEl B 473
EcaHc-g : L 1 N 473
TtrHCA Ljiae O 471
AauHc6 SHARY! 472
CsaHcl SHARES 472
CsaHc2 SHCRY! 472
CsaHc3 SHARN; 472
CsaHc4 SHCR 472
CsaHc5 SHARN; 472
CsaHc6 SHARN: 472
HamHc A 510
Pi nHcB 494
Pi nHCA 494
Pel Hol 521
Pel Ho2 521
Pel Hc3 522
Pel Ho4 522
CraHc6 193
CsaHc 517
PvaHcl 511
PvaHc 507
Pi nHcC 500
Santc 514
ScoHcA 502
ScoHcD 511
ScoHeX 519
ScoHcC 512
ScoHcB 506
Spi Hel 500
Agi Hel 500
Pl ePPO 605
M aPPO 592
PMOPPO 593
ThOPPO : 591
BMOPPOL 593
GTPPO 592
SbuPPQR : 597
EcaHc-a 548
LpoHc | 547
EcaHc-b : 544
EcaHc-c : 547
EcaHc-d : 541
EcaHc-e : 539
EcaHc- f 544
EcaHc-g : 544
TtrHCA 541
AauHc6 543
CsaHcl 543
CsaHc2 543
CsaHc3 543
CsaHc4 543
CsaHc5 543
CsaHc6 543
HamHc A 588
Pi nHcB 572
Pi nHCA 572
Pel Hol 599
Pel Ho2 599
Pel Hc3 600
Pel Ho4 600
CraHc6 571
CsaHc 595
PvaHc1 588
PvaHc 580
Pi nHcC 578
nHe 592
ScoHcA 568
ScoHcD 577
ScoHeX 587
ScoHcC 578
ScoHcB 572
Spi Hel 566
Agi Hel 566
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Anhang

* 660 * 680 * 700 * 720

Pl ePPO L J A PPPRLQDAEVTSVABYARL-S : 683
M aPPO : QPAA- ) DAABYARL-D : 669
PnoPPO A ) ABYARL-G : 671
TnoPPO Q RN- S-- : 662
BnoPPOL : DR RP-- : 663
GTmPPO DR KP-- : 661
SbuPPQ2 : A TNAFS : 670
EcaHc-a : 2 cq G- : 618
LpoHcl | : (DVADK| 3 N-- : 616
EcaHc-b : gEFELFVNLT A ﬂ P-- : 614
EcaHc-c : ZFHLEVM TD, KDS 617
EcaHc-d : [eKEReYDgYHRY VK5 < 611
EcaHc-e : 3 ﬁ 609
EcaHc-f : DSl . 614
EcaHc-g : ﬁ 614
TtrHcA < : 609
AauHc6 E P-- : 613
CsaHcl < D-- : 613
CsaHc2 ﬁ E-- 613
CsaHc3 < E-- 613
CsaHc4 ﬁ D-- 613
CsaHc5 < D-- 613
CsaHc6 ﬁ_ D-- 613
HanHc A G A 657
Pi nHcB q S-- 640
Pi nHCA S- 640
Pel Hcl S-- 667
Pel Hc2 S- 667
Pel Hc3 S-- 668
Pel Hc4 S-- 668
CmaHc6 H - 637
CsaHc S- 661
PvaHc1 P- 653
PvaHc : P- 645
PinHcC V] P- 643
SanHc : 3 G\:ﬁFﬁLFWLTD K- : 659
ScoHcA YQL FVWATD) XR - 1 638
ScoHeD - L %ﬂl VI FHTP-- : 646
ScoHeX Fl Qi P : 657
ScoHcC KTK: 648
ScoHcB KTK- - 641
Spi Hcl KTQ - : 635
Agi Hcl KTQ - : 635
Pl ePPO
M aPPO
PnoPPO
TnoPPO
BroPPOL
GTmPPO
ShuPPQ2 :
EcaHc-a :
LpoHcl |
EcaHc-b :
EcaHc-c :
EcaHc-d :
EcaHc-e :
EcaHc- f
EcaHc-g :
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6
HanHc A
Pi nHcB
Pi nHCA
Pel Hcl
Pel Hc2
Pel Hc3
Pel Hc4
CmaHc6
CsaHc
PvaHc1
PvaHc
Pi nHcC

mHe
ScoHcA
ScoHcD
ScoHcX
ScoHcC
ScoHcB
Spi Hcl
Agi Hcl

Alignment 1: Fur die Neighbor-joining und Bayes Stammbé&ume der Myriapoda verwendete
Sequenzen.
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Anhang

* 20 * 40 * 60 * 80
PlePPO  MOTQKLLRRDTEMADAGKGLLYLFERPYDPI GA---DT---- - VA- - TREGVAPTSTVTVPARPD 70
M aPPO MNI'EQQAL L YL FEL PQEPL END- - - DT- - PPEVT- - TRI AGSPS| KLQUPERND 60
PIOPPO - MANDOORLL YL FEL PCEDI ESD- - - EA- - PPSVA- - TRVGVSPSVNLPVPERKD 60
ThoPPO MASKKNI L- LLFDRPREPVFI PNEYLADKYKPLGVALTNRFGEDADER DVKKI S~ 65
BMOPPOL - --------n- MSDAKNNL L L FFDRPSEPCF PDNYYPEKYGRVSNAI GNRFGSDAGRM PI RNI A~ 66
GTOPPO _ MBDSKSRLLLFFDRPSEPCFL PDHYYSDKYKSL TNTLANRFGSGEVRTI PVKNI A~ 66
SbuPPC2 - - MSKETNKI ALALLFDRPLEPVFT, SYYI\EQ(VD\/KDEI QURFSEDVDI KI PLROLKQ 69
LPOHCI | o mmoommm oo oo 2L - - BHDKQ! RECHIFEQESSATVI GDGDKHKHS: —~ - - - - - - - - - - -

EcaHcA - VAATGE Pﬂ t - 33
NinHA - \VAASGEK]P o33
LpoHcVIVI - - 31
EcaHcB - FRGF Bl STKOKFG! LVBRD - 33
NnHCB - FSTKDKF - 33
EcaHcC - SDANE! LSTKAKFG_R\/I - 3
EcaHcD - ~. SLSP - 31
NnHD - BEOLT. ALAPETLPEAERD o3
LpoHcl V- - 3
EcaHcE - Hm:‘ SINT- EI - 30
NnHCE - SI SRT, - 31
LpoHcl . 2000000000TC XOHHOTHIOHNOK . 33
EcaHcF - ST -3
Ni nHCF . : - SLTRAVLPP o3
EcaHG - h _ SLTKETPP - 3
NinHG - ] _ TLTRQUIPP o3
TtrHA - SVPK- OHLPE! - 30
AautHc6 . ‘ ALTRERLPL o3
CsaHel - ﬂ SLTK- QQUAP -3l
CsatHc2 . SLTK- o3
CsaHe3 - SLTR- -3l
Csatca . o3
CsakHcs - - 31
CSQHCE - ooooiiioiio . _MI- - LKEKEDRALPMFENLTSLTR QOLPEDQRD: - - - - - - ------- 31

Pl ePPO
M aPPO
PnoPPO
TrmoPPO
BnoPPOL
GmoPPO
SbuPPC2
LpoHcl |
EcaHcA
Ni nHcA
LpoHcV/ VI
EcaHcB
Ni nHcB
EcaHcC
EcaHcD
Ni nHcD
LpoHcl V
EcaHcE
Ni nHcE
LpoHcl
EcaHcF
Ni nHcF
EcaHcG
Ni nHcG
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6

LAYAYSVALLFR
LF YIRSVAI LHR
YITVAVLHR

SVAVI HR
ISVAWHR
SVALLHR
SVAVLHRED
SVAVEHR
SVAWHR
ISVAVWHR
SVAVWHR

lvlviviviviviv]

lvlviviviv]

E0EV]
FED
(FOBL|
Ap
=0
F\D!
D
oD
FN\D:
oD
FoD);
oD
FoD);
oD
[SCIB}

ISVAVAHR
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Anhang

Pl ePPO

M aPPO

PnoPPO

TnoPPO

BnoPPOL

GmoPPO

SbuPPQ2

LpoHcl |

EcaHcA

Ni nHcA

LpoHcV/ VI

EcaHcB

Ni nHcB

EcaHcC

EcaHcD

Ni nHcD

LpoHcl V

EcaHcE P

Ni nHcE PE KMEYFREDVQIN,

LpoHcl DK- PE{RLAYYREDVEI NEHHWEWHI VYP

EcaHcF PERKLAYFREDI GANAHHWEWHI VY1

Ni nHcF RADDS- PEY{KLAYFREDI CGAN

EcaHcG PEY{KLAYFREDI GAN

Ni nHcG {EPE){KLAYFREDI G NAH

TtrHCA PE)|RLYFREDL GVN,

AauHc6 PE){KLEYFREDI G NAHHWWHI VYP!

CsaHcl [RPPEY{KL AYFREDVEVN, (VWHVVY]

CsaHc2 |BPEN(KL AYFREDVIWVN

CsaHc3 H KLAYFREDI IIN!

CsaHc4 RPREKLAYFREDI Gl N

CsaHc5 N- - HSND- KLAYFEEDI BN,

CsaHc6 PP FPDRF VI = KLAYFREDI GVN
300

Pl ePPO FSKIPJANNS[ERANG

M aPPO FPKl SNIEERAYG

PnmoPPO FPKYVSESER

TrmoPPO FPKEDELYASRS

BnoPPOL FPKR

GmoPPO F <L

SbuPPC2 F

LpoHcl | ( A INSe

EcaHcA KDRKGEL FYYNMHOOVSARYDSERL SNGLYRM “HL NeRHY

Ni nHCA {AKDRIIGEL FYYMHOQMSARYDSERL SNGLLJRM!PF AATE ﬂs-

LpoHcV/ VI KDRKCGEL FYYVHQQOVCARYDOERL S| SSHLS! ‘I G

EcaHcB Pl KDRKGEL FFYMHQQMEARYDEERL S SSHLSSel NG

Ni nHcB KDRKGEL FFYNVHQQVEARYDSERL SNEME! AgBSSNENe

EcaHcC ! ( HLS! o,;G

EcaHcD ADI KDRKGEL FYYNVHQQMSARYDSERL ) ) S=HLESEVSA

Ni nHcD KDRKGEL FYYMHQQMEARYD B D ) ) Azl SL{ESel

LpoHcl V fe D ) ) HLTSBVSE

EcaHcE KDRKGEL FYYMHQQVEARYD d Az HISL\Slel

Ni nHcE Pl KDRKCGEL FYYVHQQVCARYD y aHL TSEVSG

LpoHcl EKDRKGEL FYYMHQQMSARYD) | sG

EcaHcF S KDRKCGEL FYYVHQQVCARYD : d \VSGENY!

Ni nHcF ( J VYEEHHT

EcaHcG YKDRKGEL FYYMHOOMSARYDSERL SNGLJRMIPFENFRERL \%

Ni nHcG KDRKGEL FYYMHQQMEARYDSERL SNGLINRMYEFENHEENL A%

TtrHcA |~ EKNRKGELFFYNHQQ\/ ARYDSERL SNEMIRVEPFENREEEL Y(eY,

AauHc6 =KDRKGEL FFYIVHQQM ARYIZEERLSV\GLIRM PH DY/

CsaHcl KDRKGELFYYI SARYDOERL[NG.| Y/

CsaHc2 KDRKGELFYYI SARYDOERL SNGL| \

CsaHc3 KDRKCGEL FYYVHOQV®ARYDOERL SNGL| Y/

CsaHc4 KDRKGEL FYYMHQQWEARYDOERL SNGL| \

CsaHc5 KDRKCGEL FYYVHOQV®ARYDOERL SNGL| Y/

CsaHc6 KDRKGEL FYYMHOOM VASRE TEFSEREPD-
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Anhang

Pl ePPO 384
M aPPO 373
ProPPO 373
TnoPPO 371
BroPPOL 373
GMoPPO 372
SbuPPO2 374
LpoHcl | 332
EcaHcA 333
Ni nHCA 333
LpoHcV/ VI 333
EcaHcB 331
Ni nHcB 331
EcaHcC 333
EcaHcD 329
Ni nHcD 328
Lpokcl V 335
EcaHcE 327
Ni nHCE 328
Lpokcl 330
EcaHcF 331
Ni nHCF 330
EcaHcG 329
Ni nHcG 328
Tt rHCA 324
AauHc6 328
CsaHcl 328
CsaHc2 328
CsaHc3 328
CsaHc4 328
CsaHc5 328
CsaHc6 328
Pl ePPO 461
M aPPO 450
PoPPO 450
TnoPPO S 449
BroPPOL XYKT] S 450
GPPO A1 DD FNEYKSRL| S: 449
SbuPPCR2 JARFIE DY eF1 Ol F | T 454
LpoHcl | MEDTETSLRDPI FYRWHRFI DNI FREYKIYTL & 408
EcaHcA T 409
Ni nHCA TE 409
LpoHcV/ VI A T 409
EcaHcB PGVMEDTIATSLRDPI FYRAHRFI DDVEQEYKRSL iz Y S oL leF K 406
Ni nHcB SDTATIELRDPI FYRWHRFI DDLFQEYK K 407
EcaHcC K 409
EcaHcD S 405
Ni nHcD 404
LpoHcl v S 411
EcaHcE 403
Ni nHCE 404
LpoHcl PGVMEDT! SA 406
EcaHcF ENPGVMEDT! S 407
Ni nHcF PGVMEDT! 406
EcaHcG i PGVMEDT] IRYR 405
Ni nHcG EN\PGVMEDT] KAVSC% 404
Tt rHcA PGVMEDT] vgl 403
AauHc6 ENESa Ve 404
CsaHc1 ’E\PGVMEDT] VNA) 404
CsaHc2 ENESa LSA 404
CsaHc3 ’E\PGVMEDT] LST& 404
CsaHc4 ENgESa ASI 404
CsaHc5 ’E\PGVMEDT] LSA 404
CsaHc6 E\PGVMEDTE TSLRDPI FYRWHREVDNI FQOYKIATL B Y TG LSAQY 404
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Anhang

0
Pl ePPO { L H Pl SHRKPIRSINGRYAE
M aPPO 3 TVRVFLIPK
PMOPPO 3 TVRI YLIAPK
TnoPPO
BnoPPOL
GmoPPO
SbuPPQ2
LpoHcl |
EcaHcA
Ni nHcA
LpoHcV/ VI
EcaHcB
Ni nHcB
EcaHcC
EcaHcD
Ni nHcD
LpoHcl V
EcaHcE
Ni nHcE
LpoHcl
EcaHcF
Ni nHcF
EcaHcG
Ni nHcG
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6

Pl ePPO
M aPPO
PnmoPPO
TrmoPPO
BnoPPOL
GmoPPO
SbuPPC2
LpoHcl |
EcaHcA
Ni nHcA
LpoHcV/ VI
EcaHcB
Ni nHcB
EcaHcC
EcaHcD
Ni nHcD
LpoHcl V
EcaHcE
Ni nHcE
LpoHcl
EcaHcF
Ni nHcF
EcaHcG
Ni nHcG
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6
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Anhang

Pl ePPO
M aPPO
PnoPPO
TnoPPO
BnoPPOL
GmoPPO
SbuPPQ2
LpoHcl |
EcaHcA
Ni nHcA
LpoHcV/ VI
EcaHcB
Ni nHcB
EcaHcC
EcaHcD
Ni nHcD
LpoHcl V
EcaHcE
Ni nHcE
LpoHcl
EcaHcF
Ni nHcF
EcaHcG
Ni nHcG
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6

Pl ePPO
M aPPO
PnmoPPO
TrmoPPO
BnoPPOL
GmoPPO
SbuPPC2
LpoHcl |
EcaHcA
Ni nHcA
LpoHcV/ VI
EcaHcB
Ni nHcB
EcaHcC
EcaHcD
Ni nHcD
LpoHcl V
EcaHcE
Ni nHcE
LpoHcl
EcaHcF
Ni nHcF
EcaHcG
Ni nHcG
TtrHCA
AauHc6
CsaHcl
CsaHc2
CsaHc3
CsaHc4
CsaHc5
CsaHc6

aDAVSYCG,
ADAVSYCG,

DAVSYCG,
SDAVSYCG,
SDAVSYCG,
€DAVSYCG,
SDAVSYCG,
ADAVSYCG,

KD
(N
KD
(N
KD

Alignment 2: Fir die Neighbor-joining und Bayes-Stammbaume der Cheliceraten
verwendete Sequenzen.
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Anhang

NinHc-a :

MOWTVL
WLVKL LVLCSLVAAAAAV‘PSF- =
- LVAAAAAWPSFS-

- KVLVL CALVATAAAWPSFSCGEL TNGF
- KVLVLCALVATAAAWPSFSGEL TNGF
- KVLVLCALVATAAAWPSFSCGEL TNGF
MKVLVL CALVATAAAWPSFSGEL PNGF

MKLLLLCLAATSAFAWP-
MKLLLLCALVAGASAWP-
- - - LLALVAAAAAWP-

SLVWAAAAASPYSGSHDFSGH
VLLCSLVAATAAWPY- GGF

FNIJRQZEEAL ML Y[BVL =
FNFRQZHEAL M- FeVSIH

* 180 *
ISNFABRR Tl RY

| VLPPLYEV]
| VLPPLYEI
| VLPPLYEI
| VLPPLYEI
| VLPPLYEV]
VVLPPLYEV]
| VLPPLYEV]
| VLPPLYEV]
aVVLPPLYEV,

VLRI YEVX
5 5Pp5yE5 p

*

60
EESVAA- SG- EKIIPADQ D-
Y SFST KD- KF
- AP- ET

|
E

FVYALYYAVI
FRYALYJAVI
FVYALY\SVI
FVYALY\/SVI
FVYALY\SVI
FVYALY\/SVI
FVYALY\SVI

FVYALY AVI
FVYAL Y\YAVI
YLYALY)

M :
2Y4 ED5G n Hh  wHS
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Anhang

1R5Sn 5 5

* 340 * 360 380 * 400
Ni nHc-a : D Dl MDEET[EAB] L*LI = 3 A 1 337
NinHc-b : 3 LIBE[JHG DI LGNI | ES! : 335
Ni nHe-d : ! SLPE=RG DI LAALI ES 1 332
Ni nHc-e : \LLJEENG DI LGSI VES! 1 332
Ni nHe-f : RLAEAI [gEGY; LE=HG DM_GSM_ES! 3 : 334
Ni nHc-g : 3 - REGILENIDLK RLISERINGENI LGl | EA: 332
Pl eHc : ] SRI [ DAVAHGY| ) | : 368
PleHc2 ! ‘RI DAI HGYI : 384

(S ANe=SLYEPNR}AZENETTLAYTIVADHS
hg g G 5512s ys n 4YG Lhn h 55 q

QLlF :
APV DK IDEREY, © 414
1 RY q gTL['PYTV'EQ_ | Tl :
RDPAFFRL HKY Ml FKEHXDRL BFEE © 443
RDPSFFRL HKYMDNI FKEHXDTL © 460
RDPSFFERL HKYMDNI FKEHADSL oo :
RDPSFFRLHKYMDNI F
RDPSFFRLHKYMDNI F
RDPSFFRLHKYNDNI FKE!
RDPSFERLHKYNDNI FKE!
RDPSFFERLHKYNDNI FKE!
RDPSFERLHRYMDNI FKE!

RDPAFFRL HKYMDNI FREH i :
ROPAFFR. HKYMDNVEREL (DSLAPYTAEE! (s © 451
RDPAFFRLHKYMDNI FREHXDSLJPYTIZDDL :
RDPSFERLHKYNDNI FKEHADSL(zPYTYEELL
RDPSFFRLHKYNDNI FKEHXDIL[5PYTIEDL
ROPSFERL HKYNDN FREH DSLEPYT DEL
L| {

2099999
—<<<<éé<

99999

PYSEKELMH :
<PYSCEDL F G\/ : 453
S ; :
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Anhang

NinHc-a :

: SL|
PinHcB NDSSVTVPD,
Pi nHcA NDSSVTVPD,
Pel Hcl NDSSVTVPD,
Pel Hc2 NDSSVTVPD,
Pel Hc3 NDSSVTVPD,
Pel Hc4 NDSSVTVPD,
CmaHc6 DSSETVPD|
GroHe : SESSVIVPD,
CsaHc I XCIZEVTVPD,
PvaHcl R{OSESAVTVPD,
PvaHc : RESJESSVIVPD,
PinHcC : ReSJJESSVTVPD,

3255355338055 5 5N

m<<<é<<l§]_l§]______

Pyl

Alignment 3: Fur die Neighbor-joining und Bayes-Stammb&ume der Crustaceen
verwendete Sequenzen.
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Anhang

MioLSP1

MOWTVLVAALLVATV:
WL VKIIL VL CSLVAAAAAWPSFG- - - QDGFQS!
TLVAAAAA

L VL CAL VATAAAWPSFSGEL TNGFQSDVHSSD-
L VL CALVATAAAWPSFSCGEL TNGFQ
L VLCALVATAAAWPSFSGEL TNGFQ
LVLCALVATAAAWPSFSGEL PNGFQ

LI STLLVAFVAATNI HHYNRRYDDRV,

- MKWLLTLGLVWLASL- AQAKL TRGSVP, FL
- - - K- - FALVLI GLCALA- - A- - - - ADTVDDT-

- HL
SAFVL LALAAFAAASVL PGDT TDHKRVADKE-

ORI HNH- - Y
J I SSHY
NL- - Y

CNLLLLLLLAAAATA-
LI LATATLAVAYPS- -

PO
nEARST

5
=

| - HI -
N- HV-
N- VI -
LAGLVALALSSAVPPP- - KYQHHYKTS| LD YE-
LAGLVALALGSEVPV- - - - - KHSFKVKI K| DOVN- PN-
LAGLVALVMGSAVPH- - PK- FVEYSKKIUHIFENSEQLD- YH
LAGLI ALVQSSVVSP- - V- F OKK\YL DOVN- VN-
SQLN- TD-
KQVN- PD-
KQTD- TE-
K- LV '}w‘i TD- TE-
VNFVSNMD- | KoL FIIEK( H - MY-
- YNTNNFVTMD- | KL VL KR H L- MY-
- - - NRDLVTLD- | KQzeL | [l H L- MY-
-1 DDI ATTD- | K(eTVRLKE l|I" RL- MF-
-- TTLVTMD- | KQg@L V] .|VN L- MY-
----- | | - MY-
HJLGPT- M-
.|| L - MY-
.'I LOPT- | Y-
LVMLAAVALAAANVVKDDTNV- - - FI GKDNI .'I L -1Y-
LACLAAASASAI SGGYGTM - VFTKEP! ‘I LOPT- M-
L - VY-
| VAAL VL AVAAASWKDDYKDF- - | | TKEPM !I LOPT- My-
\"I DD- VFTTPFGGS
) S
?' DD- VFVTKFI
IHLPL - KY- OEYI PYT
FE] w EDPL - MF- E[ZYI d
FE{RVEREDEPL - M-
FH] EDPL - MF-
FH| % L- M- T
LA-11- GLVAVSAYPH- - - - TKETKY; D- FL. CK FEEVYRYEDPL - MF-
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Anhang

Ni nHc- a 97
Ni nHc- b 97
Ni nHc- d 95
Ni nHc- e 95
Ni nHc- f 95
Ni nHc- g 95
ScoHcA 122
ScoHcD 128
ScoHcX 135
ScoHcC 129
ScoHcB 123
Spi Hcl 119
S i
e
Pl eHc2 Tl 150
HanHcA P 137
Pi nHcB E W 151
Pi nHCA A 121
Pel HC1 m 1M © 149
Pel Hc2 Tl UV : 149
Pel Hc3 m Y © 149
Pel Hc4 i T 150
CICSTBH:B m 112
aHc 14
PvaHc1 H 139
PvaHc i 135
Pi nHcC 127
HanPHc 1 A 145
HanPHc 2 A 143
CmeCCl G 122
SanEHP 144
TdoHc1 -
TdoHc2 -
PmaHc1 144
PnmaHc2 138
TdoHx1 150
PITB.HX% 146
PrmaHx -
PmaHx3 g
PmaHx4 4
ThuHex 1 N E] : 1%
Lm JHBP : ) > CIESTIL YA V1 Y - 14,
Bdi Hex GVARP D145
PanmHex12 ISRGEFIS 144
Rcl CyanA h‘ 141
Rcl CyanB S m 141
TroENP86 G 141
AgeHex G 143
AgeHex2 El 136
TnoHex2 G 138
LdeDP1 G 140
Agr Hex1 Enj : 151
Cf eHex2 ﬁ 143
BheHex A 146
GreLHP82 \/| P 145
HceRbH L 142
Tni AJHSP1 \/| 147
MseAryl a TG FY 149
MseAryl b G- i 146
SliAryl TG TN 146
HeeAryl TG Y 147
BrTDSSPIZ “ > FY 146
GreAr AG- F] 146
Cootex2 G FIA 149
CoeHex2a e . FIA 149
HceM HF ML > VIEPRG 14
Sl i MVRSP- A M| z > FN E 146
Sl i MVRSP- B M > F{i g 144
HcuSP2 M > VN G 140
Tni BJHSP2 R > F{i g 143
Pi nSP1 Q g > (N G 145
Tni BJHSP1 H > M g 147
HcuSP1 H m > MEPRG 150
MseMRSP 3 ~ > M E 150
Sl i MRSP FRVG- MR G 148
BnoSSP1 |~ > M g 149
HceM HS FKMG- MEPRG 151
Pi nSP2 SL > M *l' 149
DneLSP2 LWQHQ PETDD 146
Cvi LSP2 L WOHD- PJYDD 145
MdoLSP2 : - 138
AgaHEX1 . - - - TKNNDFAQVAE! TGA! : 146
DnelLSPla 1 ---HYTHFDL <] A 1 144
DmeLSPlg  : --- QVETFDFYIVEKL © 143
Cvi LSPla 1 --- GYTHFDI <] 1 125
Cvi LSP1b : - -- DYNHFDI DK A 1 125
MdoLSP1 : DYTFPEHHSI < ) J o147
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* 180
Ni nHc- a » INJEERARSRENINEP! (EJFADRFVPAB 137
Ni nHc- b : 2 'Q PV 136
Ni nHc-d PA= 134
Ni nHc- e PS= 134
Ni nHc- f PSi= 134
Ni nHc- g PAS 134
ScoHcA Kl 162
ScoHcD RKIS) 170
ScoHcX <IT[e| 175
ScoHcC KEB) 171
ScoHcB KHKMEVEVKNSI NSG- 163
Spi Hcl BVl NI RKQ IKG- 159
Agi Hcl L TNBVEI NI RKQ [ KG- - 159
Pl eHc  TNS=VIEDJAYAARNT - - - - - - - - - - - - 176
Pl eHc2  TNSZVIINKZY SA - - 189
HamHcA TNSE| (MHKENYTARMT - - - - - - - - - - - - 176
Pi nHcB {TNSEVIIDKGY SARNIT - - - - - - - - - - - - 160
Pi nHCA  TNSEVIEDKEY SAKIMT - - - - - - - - - - - - 160
Pel Hcl {TNSEVIIDKGY SARNIT - - - - - - - - - - - - 188
Pel Hc2 U EE DK SAKNT - - - - - - - - - - - - 188
Pel Hc3 {TNNEVIEDKGY SARMT - - - - - - - - - - - - 188
Pel Hc4 {TNS=VIEDKIY SAKNT - - - - - - - - - - - - 189
CmaHc6 TNSEVBOELYKARN - - - - - - - - - - - - 158
CsaHc TNSEVIIOARYKARMT - - - - - - - - - - - - 182
PvaHc1 TNSEVBE SIAYRAKQT - - - - - - - - - - - - 178
PvaHc  TNSEVREERNYRAKOK- - - - - - - - - - - - 174
Pi nHcC S =VIRHE 166
HanPHc 1 A ssEvilod 184
HanPHc2 . [NIKESPLTKHY sSEV] 182
CmaCCl : IEKIESPLTOHY R QR 161
SanEHP BN AVEHR R L& =V]] 183
L[] o3 R T -
TdoHc2 : -
PmaHc1 : AN MEPAYE] ~ NSEVIINSTY 183
PmaHc2 : Kel HLPEAVE! TIBVIRKE 177
TdoHx1 : KMIKKIYEAKMVR: - - - - - - - - - - - 189
PmaHx1 [ELONEVROKA 190
PmaHX2 i - oe-e--o---oo- [HLENEVIOKA 55
PmaHx3 2l KG= THQKA 49
PmaHx4 i I=VOKI® 87
TbuHex1 F [OKIY 58
Lni JHBP §VSAPARCA 181
Bdi Hex = EVMOKAYETRVS- - - - - - - - - - - - 184
PanmHex12 [EVDHRMEHMAOKYWWK- - - - - - - - - - - - 183
Rcl CyanA F E ¥ Vi 187
Rcl CyanB [§VP L| 187
TroENP86 5 YNAE! 182
AgeHex F = 184
AgeHex2 5 YNV=! 176
TroHex2 [§ YST[=! 179
LdeDP1 [§FNK(E! 182
Agr Hex1 (= YNT[D) 193
Cf eHex2 N 185
BheHex = 188
GreLHP82 EE 187
HceRbH gE 184
Tni AJHSP1 G| : 189
MseAryl a EE L= © 101
MseAryl b INT] 188
SliAryl ENCERV 188
HceAryl Elm 189
BnoSSP2 EVL 188
GreAryl {BVINSKI 188
CceHex2 DYLIE 191
CceHex2a F (BVEFKL 191
HceM HF FEVRAMIQKA 185
SI'i MVRSP- A FYREDY! OXA 188
Sl i MVRSP- B FYRADYI (OXA 186
HcuSP2 F DY (O5A 182
Tni BJHSP2 [§VRABVROKEY 185
Pi nSP1 F PVRORS' 187
Tni BJHSP1 F HNI \SA 189
HcuSP1 F NI [05A 192
MseMRSP F HYI NSA] 192
Sl i MRSP F HYI NSA 190
BnoSSP1 F HY BSA 191
HceM HS F HYI NSA 193
Pi nSP2 FYpEHRI [X 1 191
DrreL.SP2 AR ;188
Cvi LSP2 F L| 187
MdoLSP2 (5FDV 180
AgaHEX1 F 188
DrreLSPla CF 213
DnelLSP1lg P ”F AEKFDYEVFSKLTMYEKEYKDI LYKDYS- - - - - EFTGNFYFYTKDWKT : 218
Cvi LSPla A ”F AEKFDYDVW\BKY! MYEKEYKDI L YKDYSTFYKNHDNHHYYYFTKDFKT @ 205
Cvi LSP1b P ”F AEKFDYDVWSKYI MYEKEYKDI L YKDYATFYKNHDNHHYYFFTKDFKT : 205
MdoLSP1 PO aEKFDFDVW\SKYAMYEKEYKDFMYKDYSKYFKEFDN- YYYFYTKDFKL @ 226
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ZE°F SYFUEDVGVNA
FESE SYFIEDVG NA|
ZECFL SYFUEDVGUNS

HVIIPV-
NYNNTGYEYNP- YGSRFGS- |
NYNDTGYEYVA- HNQKYGS-
ELSYF EDI GVNS
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S| SYYMEDVG NA;
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VQMKL MGL GEHWYSESNYI LRENI YEYI
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T YOMAKMMGL GEHWY SEDRFM_ RDNIVDKY NI
MdoLSP1 T WOWAKL MGMGEHWY AEEHFMVRDNMYMVFNE K- DVKMFYMPVDYTRDVYF
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T 347
Ni nHc- a AL N- L| 'Ix N L3
Ni nHc- b 10 S- W ot
Ni nHc- d veLD) S- ) 342
Ni nHc- e 10 S- - 3 32

i - 1 D S- YY[EN!

N e | A - R 342
Seorea’ B S LL - NG 369
ScoHcA 1 D ) * 360
ScoHcD 1 0 S- LL T " O
ScoHcX LN N- L W * 388
ScoHcC | D= S- L gy " EO
ScoHcB xel D S- L W * 30
Spi Hcl I D T- W i : 367
Agi Hcl | D T- W ¥ 367
Pl eHc 1 0 S-TYS- W ) v 358
Pl eHc2 NE- | O S- VYS- W i 39
HanHcA [RND- 1 D S- VYS- W Al e
Pi nHcB RQP- 1 B S- MYS- W Vi 365
Pi nHCA RQP- 1 § S- KYS- W b E
Pel Hcl RQP- 1 B S- MYS- W i 393
Pel Hc2 RQP- 1 § S- MYS- W b e
Pel Hc3 RQP- 1 B S- MYS- W i 35
Pel Hc4 RQP- 1 S- MYS- W b o
CmaHc6 RNN- 1 D S- LYS- W N 304
CsaHc RDA- 10 S-TYS- W v 4
PvaHc1 IMNE: xe| D S- LYS- W h 383
PvaHc NE- 1 0 S-LYS- gy v s
PinHcC - W=F S- GYS- W i e
HanPHc 1 10 C- VYN- W b e
HanPHc 2 1 D C- VYN- W 38
CmaCCL 10 S- L - W E
SanEHP 1N S- T W 388
TdoHc1 T PS- VI W o
TdoHc2 xel D S- 1e8
PmaHc1 10 i
PnmaHc2 1 N 38l
TdoHx1 1 EJ a2
PmaHx1 | S 3%
PmaHx2 | 3 23
PmaHx3 | 262
PmaHx4 | 3
TbuHex1 nl 269
Lm JHBP AY e
Bdi Hex | a1
PanHex12 aos
Rcl CyanA 495
Rcl CyanB 4o
TroENP86 208
AgeHex aos
oo Y] ] . 404
TnoHex2 : - i & DA
LdeDP1 : DTP- oH - SYLRH i DAl
e : ‘ e - [RIGVWDAL ARDERG : 400
herex. | o q - v GRYIG Ig ¢ 399
oLt o - \AJKDFI SI VKK\YRGI 1 411
GreLHP82 o MRS DA
ST D NSL VHE! 1 413
Tni AJHSP1 LI e Dl
MseAryl a : K- DA
MseAryl b TK- a2
SliAryl T K- e
HeceAryl . E- s
BnoSSP2 = aiE
GreAryl T K- 4
CceHex2 K ae
CceHex2a T K- a8
HceM HF . D aiE
Sli MVRSP-A : E- a2
Sli MVRSP-B : E- a5
HcuSP2 = 299
Tni BJHSP2 : E- s
Pi nSP1 T aie
Tni BJHSP1L s
HcuSP1 a2
Mse VRSP a3
Sl i MRSP a3
BnoSSP1 e
HceM HS a8
Pi nSP2 304
DneLSP2 3
Cvi LSP2 e
MdoLSP2 FA
AgaHEX1 408
DrreLSPla 4
DneLSP1g a1
Cvi LSPla a1
Cvi LSP1b Ve
MdoLSP1
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419
Ni nHc- a MI a9
Ni nHc- b MD! aia
Ni nHc- d MD ae
Ni nHc- e S| i
Ni nHc- f Sl ae
Ni nHc- g S| o
ScoHcA VH 4o
ScoHcD A i
ScoHcX P
ScoHcC a9
ety A Vel 442
el A | be 442
Agi Hcl A 1 ﬁ 445
Pl eHc GUYEHE a | € 3
Pl eHc2 G =Hg )l yed 462
HanHcA G\=Hg S =5 petd
Pi nHcB GY=Hg S v ’ivﬂ 433
Pi nHCA €Y VEZF S ViR 433
Pel Hcl G =Hg S ¥ Iﬁ 461
Pel Hc2 G\=Hg S ¥ |n a1
Pel Hc3 GUY=Hg S ¥ Iﬁ 461
Pel Hc4 G\=H§ : | 952
CmaHc6 GVH=H§ '!L \ 432
CsaHc GVH=HF ;‘L VE a2
PvaHc1 GVM=Hg .»;L \/ﬁh 451
PvaHc GVE=HZ EL NS 939
Pi nHcC GVM=Hz 'it 1o 439
HanPHc 1 SVIR=H H AN e
HanPHc2 S i g 455
CmaCCL G | 435
SanEHP G F ace
TdoHc1 G F 5
TdoHc2 G F i
PmaHc1 G F 457
PnmaHc2 G F el
TdoHx1 SVIEHE] 472
PmaHx1 S ala
PmaHx2 30
PmaHx3 32
PmaHx4 ERK
TbuHex1 33
Lm JHBP oo
Bdi Hex S04
PanHex12 e
Rcl GyanA are
Rcl CyanB s
TroENP86 F are
AgeHex F 481
AgeHex2 F are
TnoHex2 F a1
LdeDP1 Y] ars
Agr Hex1 487
Cf eHex2 prd
BheHex i
GreLHP82 =Qy are
HceRbH Y[ pHes
Tni AJHSP1 Y[ . 480
MseAryl a Y[ ,i 482
MseAryl b Y[ 4
SliAryl Y[ pe
HceAryl Y[ ;480
BnoSSP2 Y[ D aes
GreAryl Y[ * ;482
CceHex2 Y[ “ D aes
CceHex2a Y[ a8
HceM HF P
Sl i MVRSP- A 482
Sl i MVRSP- B a2
HcuSP2 are
Tni BJHSP2 P
Pi nSP1 Y[ a8
Tni BJHSP1 S ~ i
HcuSP1 * ae2
Mse VRSP ;’H g 955
Sl i MRSP ~ 480
BnoSSP1 i
HceM HS ! 983
Pi nSP2 R | 5 =
DneLSP2 YRT. | 5 462
Cvi LSP2 \ELR | E i
MdoLSP2 Y[ST: & 454
AgaHEX1 FI=T! R E a7
DnelLSPla LNE SEA 2 228
DneLSPlg F K i i 531
Cvi LSPla \ KIS * 2 a1e
Cvi LSP1b Y| NKEAS 518
MdoLSP1 Y| KIS
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Ni nHc- a 475
Ni nHc- b 473
Ni nHc- d 468
Ni nHc- e 470
Ni nHc- f 470
Ni nHc- g 470
ScoHcA 500
ScoHcD 509
ScoHcX 517
ScoHcC 510
ScoHcB 504
Spi Hel 498
Agi Hcl 498
Pl eHc L 502
Pl eHc2 V| 521
HanHcA \ 508
Pi nHcB V| 492
Pi nHCA V| 492
Pel Hcl NAY 519
Pel Hc2 WAV 519
Pel Hc3 NAY 520
Pel Hc4 WAV 520
CmaHc6 NAY 491
CsaHc NeV, 515
PvaHc1 WAV 509
PvaHc AV 505
Pi nHcC AV 498
HanPHc 1 NAM: 519
HanPHc 2 VA 517
CmaCCl NeL 495
SanEHP NAL 512
TdoHc1 - -
TdoHc2 -
PmaHc1 512
PnmaHc2 512
TdoHx1 538
PmaHx1 531
PmaHx2 333
PmaHx3 388
PmaHx4 428
TbuHex1 395
Lm JHBP 518
Bdi Hex 563
PanmHex12 517
Rcl CyanA 532
Rcl CyanB 531
TroENP86 536
AgeHex 542
AgeHex2 532
TnoHex2 532
LdeDP1 537
Agr Hex1 547
Cf eHex2 528
BheHex 525
GreLHP82 540
HceRbH 538
Tni AJHSP1 542
MseAryl a 542
MseAryl b 540
Sli Aryl 532
HeceAryl 541
BnoSSP2 540
GreAryl ¢ A 542
CceHex2 K P 543
CceHex2a ¢ A 543
HceM HF L. (eP 541
Sl i MVRSP- A L A 544
Sl i MVRSP- B L. Pl 542
HcuSP2 L A 538
Tni BJHSP2 L. Pl 541
Pi nSP1 A 545
Tni BJHSP1 T Pl 540
HcuSP1 U A 544
MseMRSP Pl 544
Sl i MRSP U A 542
BnoSSP1 M Pl 543
HceM HS A 545
Pi nSP2 P 543
DneLSP2 A 537
Cvi LSP2 P 537
MdoLSP2 A 529
AgaHEX1 Pl 527
DnelLSPla A 589
DnelLSP1lg Pl 594
Cvi LSPla A 581
Cvi LSP1b Pl 581
MdoLSP1 P 602
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Anhang

*

780
GEDL- - - EEDRSE- - FCSCEWgoHR : 544
- GKGT- - - DRRGDE- - YCS! : 542

/ADKDA- - THEHKE- - . 584
EQTF—YVQ(G-- : 614
EQF- FVDET- - - 1 607

MYKKN- - - - LYEl 252l © 599
MINMK- - QNI L . 616
=l ;614
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MdoLSP1
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3233733322232
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*

FEDTVNDHGR- - TNECVDAVSYQ
DKVLDDSA- - TVWCSDAVSYQO
QDAVGG- EA- - SGVCVDAI SYQO
HDHVNGLNE- - KSI CADAVSYQO

KEKVNDLPY- - DYDYGGSL SY!
DV\WWPDVDVEHVDKL QBVGY!
ENENNEQD- NVNYKQPFI L
SVT- DM - - KHLDFTSMPY!

SPFEEK- FVKE- - - KKLLSYRSFPY,
EKTSGSD- - - FSFWDIVKSI SY(

- KHLDFTSMPY(

|l > > >

[T] v luvlav]
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RKDLGW - SNTSKTVDTSEMVMVKDDL TYL DSDM.VKRT YKDVMWS- - SMWN- - 747
RKDL ST- MSNTTKDVDL SDMWMKKDDL TYL DSDM. MNWSYKDVM. MSSDNM. RM - : 753
RKDLVN- - TNVAKDI DLSEM MRRDDL TFL DKDM.VRRSYRDVM.MSVDNVSHL - : 750

DTFAKYFE- KKYTQFGTFDYSI EY* C72
QDTFDKYYG- KKYENFGHFDYSYYH* - : 759

EDTFKKYYG FKYDKFGHFDYSYYYNY- . 781
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Anhang

Q
(2]
g
3
3

Alignment 4: Fur die Neighbor-joining und Bayes-Stammb&ume der Insekten ver-
wendete Sequenzen.
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