,Die molekulare Evolution der

Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden®

Dissertation
zur Erlangung des Grades
.Doktorin der Naturwissenschaften*
am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg — Universitat

in Mainz

Kristina Kusche

geb. in Waiblingen

Mainz, November 2001



Tag der mundlichen Prufung : 21.Dezember 2001



Danksagunq

Zuerst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Jirgen Markl herzlich fir die Aufnahme in

seine Arbeitsgruppe, seine Unterstiitzung und die hervorragende Betreuung bedanken.

Bei meinem Betreuer P.D. Dr. Thorsten Burmester méchte ich mich ganz besonders
herzlich fur das wunderschone und ergiebige Thema, die freundschaftliche
Zusammenarbeit, Unterstitzung und (meistens) grof3e Geduld bedanken.

Frau Heide Storz und Herrn Dr. Wolfgang Gebauer danke ich aufrichtig flr die nette
Hilfe in allen biochemischen und rechnerischen Angelegenheiten.

Dr. Uli Meil3ner, Michi Stohr und Dr. Frank Depoix gilt mein grof3er Dank, da sie sich
bei allen Fragen zu dem ,Problem* Computer riihrend um mich gekiimmert haben. Und

auch vielen Dank fuir schone und bunte Bilder.

Fur EM-Aufnahmen geht mein Dank an Dr. J.R. Harris und Dr. W. Gebauer.

Den Diplomandinnen Conny Milke und Anne(mie) He(i)mbach méchte ich ganz
besonders flr ihre hervorragende Arbeit wahrend ihres F2-Praktikums und fur die nette

Zeit mit ihnen im Labor danken.

Ansonsten gibt es noch ein ganz groRes DANKE fir das schone Arbeitsklima und viel
Spal3 an die gesamte Arbeitsgruppe.

Und selbstverstandlich gilt meine allergrof3te Dankbarkeit meiner Familie und Timmi,

die immer an mich geglaubt haben und mir in Krisenzeiten zur Seite standen.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
y N ] 1 =11 (01 o PR PRRPRR 1
1. RespiratoriSChe ProtiNe ... e e e e e e e ennnees 1
2. Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden .............ooooiiiieeiiiie e 2
3. Allgemeiner Aufbau des Arthropoden HEMOCYANINS ..........cceeiiiiiiiiieiiiee e 4
3.1 Das HAMOCYaNIN der CrUSTACEA. .........ueiuiieriiie ettt 7
3.2. Das Hamocyanin der Myriapoda ..........ccueeeeiiiiieeiiiieee e 9
3.3. Hamocyanin bei ONYChOPNOIa ? ......oooi i 10
4. Biosyntheseorte desS HAMOCYANINS ..........ceiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e et e e e e e e s e snnrraeeee s 11
5. FUNKEON d@S HAMOCYANINS ......uviiiieiiiiiee et e e st e et e e e et e e e e s e e e e snnae e e e enneeeeennnneeeeennees 11
6. HAmMocyanine und EVOIULION ..........oouii e 12
A (= o 11T g AN o= | SRS 13
B. Material und MethOOEN............oii i e e e e e as 14
O 11T SO TP TP PPRPPI 14
R O (151 =Tt T PP PPPRPP PP 14
IR Y Y/ = o T Lo = O UPRRRSTPRI 15
1.3 ONYCNOPNOTA. ... it e e e e eaneeeanes 16
R = =T (U oo PRSPPSO 17
1.5 TIErsCNUIZASPEKLE ......ccoueieiiie et 17
2. Verwendete Chemikalien UnNd GErate ............cocvviiiiiiiiiiiiie e 17
3. Allgemeine proteinbiochemische Methoden ... 18
3.1 Entnahme der HAMOIYMPNE ... 18
3.2 Bestimmung der ProteinkONZentration ............ccccooeceeeeeiiieeeessiieee e esieee e seeee e 18
3.2.1 EXUNKIONSMESSUNG ...uttiiiiiieitiie sttt ettt et rae e e st e st e e sneeesnneeens 18
3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford............ccccoveiiiiiiiiiie e 19
TR 1T 1)Y= RSP 19
3.4 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) .......ccooooiiiiiiiiiieii e 20
3.5 Co0MASSIE-FAMUNG........coiiiiiiie e e e e e nneeeas 22
v = (o] o | 0 4= 1 o T [T o TS UPERSSTRR 23
4.1 ,Semidry” WeSEEINDIOL .........cocuiiii et 23
4.1.1 PONCEAUS-FAMDUNG .....ooiiiiiiiii e e 23
4.2 SOUNEINDIOL ... .ot e e 24
4.3 Northern BIot (AIWIN €t al., 1977) ...ueeeiieei e 25
5. SauerstoffoiNdUNGSKINETIK ............oiiiiiiee e e 26

6. ElektronenmiKrOSKOPIE ........ooii ittt e e e e e e e e s nneeeeenees 26



Inhaltsverzeichnis 2

7. Test auf PhenoloXidas@akUtiVItAL . .........c..eveeiiiiee e e e e e nees 27
8. MikrobiologiSChe MethOUEN ..........coiiiiiiie e 27
8.1 Bakterienstdmme und VEKIOIEN .........ccccuiiiiiiiiiie e 27
8.2 Nahrmedien und Agarplatten ............coooiiee e e 28
8.3 GIYCEINNKUITUIEN ......uviiiieeie e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e nnrreeeeeeas 29
8.4 PlattenKUITUIEIN ... e e e e et e e e e e e e e s nnneeeas 29
8.5 FIUSSIGKUIUIEN ...ttt e e e e et e e e ennee e e e nnnneeas 29
8.6 Herstellung kompetenter BaKIerien ... 30
8.7 Transformation kompetenter Bakterien ...........cocuviiiiriiiie e 30
9. Allgemeine molekularbiologische Methoden.............coccviviiiiiiii i 31
9.1 Prazipitation vON NUKIEINSAUIEN ..........c..uviiiiiei e a e 31
9.2 Konzentrationsbestimmung von NUKIEINSAUreN .............ccccceevviieeeiiiiiee e 31
9.3 Praparation von Plasmid-DINA ..........ccoiiiieoiiiiee e seee e ntee e sneee e e s nnneeeas 32
9.4 DNA-Verdau mit ReStriktioNSENZYMEN .......c..coiiiieiiieiiee e 32
9.5 SONAENNEISIEIUNG .....eoeiiiiieiie e 33
9.5.1 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-SONEN...........ccccccvveeeeeiiieee e 33
9.5.2iN VItro TranSKIiPtON ... e e e e s e e e e e e e e 34
0.6 GElEIEKITOPNOIESE. ...t e e e e e e e s e s e e e e e e e e ns 35
9.6.1 DNA-GEIleleKtrOPNOIESE. .....ceie ittt e e e e nnneeeas 35
9.6.2 RNA-GEleleKtrOpNOrESE. ......ccueiieiie ettt 36
9.7 DNA-Isolierung aus AgarOSEOEIEN ..........coiiiieiiiieiiiee e 37
10. Préaparation von GEeSamMERNA..........ooi i e e e e e e e anneeas 37
10.1 RNeasy Maxiprep Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden) ...........ccccovieveeeeriiinnnee, 38
10.2 RNA-Praparation nach GTC-Methode..........ccccveeeeeeiiiiiiiee e 38
10.3 Praparation von poly-A™-RNA mit PolyATract mRNA Isolation System |
(large scale) und IV (small scale) der Firma Promega (Mannheim)................ 39
11. Synthese VON CDNA-BANKEN ..........ooiiiiiiiii it 40
11.1 ErStSIrangSYNNESE.......ciiiiiiiiiiee ittt st enne e 40
11.2 ZWeitStrangSYNINESE .......uuveiiie e 41
11.3 GroRenfraklioNIEIUNG .........eeeeeeeiiiiiiiiiee e e e e e e e et e e e e e e e e se st rer e e e e e e e e s sssarraereeaeeesennnseens 41
11.4 Ligation in die Vektorarme und Verpackung .........ccccccueeeeiiiiieeniniiineesieeeessiieee e 41
11.5 Amplifikation der CONA-BANK .........cooiiiiiiiiie e 43
11.6 Liste der erstellten CDNA-BANKEN .........coccuiiiiiiiiiiee et esiee e e e e 43
12. Screening VON CDNA-BANKEN ..........oouiiiiiii ittt 43
D2 N g1 1] (o] g 0T £Ted (1= ] T SRR 43



Inhaltsverzeichnis 3

22 Yo g To [T 0 ST 7= o 1] o R SUPRRSSRRR 48
12.3 1N VIVO-EXCISION ..ttt st et e e e e 50
13. PCR-TECHNIKEN ...ttt ettt e e snneas 50
13. 1 PCR MIt CDNA ..ottt 51
13.2 PCR MIE RNA .ttt b e e be et e e naeeennas 52
13.2.1 RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion) .............cccccccveeene 52
13.2.2 5"-RACE (Rapid Amplifikation of CDNA ENAS) .......ccceevrieeiiieeiiiee e 52
14. Klonierung vON PCR-FIaAgMENTEN ........ccouii it snneas 54
14.1 DAS PGEM-SYSIEIM ...ttt e e e e s s e e e e e e e e e e nnnenes 54
14.2 DAS TOPO -SYSIEIM ..uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiuiitarrirrarereraeerrr ... 55
15, DNA-SEQUENZIEIUNG ...eeeeteeeesiietiieeereeeeeeasttteeeeeaeesssaasssseseeaeessaaassrsseeeaassssaasssssereeeesssannssens 55
16. Sequenzanalyse und PRYIOGENIE ..........ccuiiiiiiiiiee et 56
O =t o 1= o] 17T = SRR 58
1. Die HAMOCYaNiNg der CrUSTACEEN. ........ciiiiiieiiee ettt sttt ne e 58
1.1 Das Hamocyanin des amerikanischen Hummers Homarus americanus ................ 58

1.1.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Homarus
BIMETICANUS. ...ttt ittt ettt e e ettt e e e et e e e sb e e e e s be e e e s aabbe e e e s e nbbe e e e enbe e e e s snsneeeeennnneeas 58
1.1.2 N-terminale Sequenzen des Hamocyanins von Homarus americanus................ 60

1.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Homarus

AIMEIICANUS. ...eeeeeiteeieeeeieeeeeessteeeeeasseeeeeasseeeeeasssaeeesasseeeeaasseeeeanssseeesssnneeeanssnnes 61
1.1.4 Identifizierung des Expressionsortes von HAMOCYaNIN ..........ccocceevieeenieeenieeene 64
1.2 Das Hamocyanin der Languste Palinurus elephas (synonym : P. vulgaris)............ 65
1.2.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Palinurus elephas........ 65

1.2.2 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Palinurus

L2 =T o] = SR 67

1.3 Phylogenetische Auswertung der Hdmocyaninsequenzen von Crustaceen........... 74

2. Die Hamocyanine der MYNapOUEN ..........ooiiuii ittt 77
2.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Spirostreptus spec. ........ 77

2.1.2 N-terminale Sequenzen des Hamocyanins von Spirostreptus ...........cccccceeeeeeeenn. 79

2.1.3 Molekularbiologische  Charakterisierung des Hamocyanins von

I 01013 (=] o] (LSS SUPPRPPRRI 79
2.2 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata

[(©1 311 0] oo = ) FR TR 82
2.2.2 N-terminale Sequenzen des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata ................ 83

2.2.3 Molekularbiologische Charakterisierung zweier Hamocyanin-Untereinheiten
VON Scutigera COIEOPIIALA .........uueeiieeei i e e e 84



Inhaltsverzeichnis 4

2.3 Phylogenetische Auswertung der Hamocyaninsequenzen von Myriapoden........... 89
3. Hamocyanin bei den ONyChOPNOra...........coouiiiiiiii e 92
3.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Epiperipatus spec........... 92
3.2 Test auf PhenoloXidaseaktiVItAL ...............cooieiiiiieieeeee e 94
3.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Epiperipatus ........ 95
3.2. Phylogenetische Auswertung der Hamocyaninsequenz von Onychophoren......... 98
D. DISKUSSION ..ttt ettt ettt e s s e e nb e e e nn e e e e e e enbneeenneeeenes 101
1. Die HAMOCYANINE dEr CrUSTACEA ......ccuvviiiiieeiiie ettt 101
1.1 Die Evolution der Himocyanin-Untereinheiten dekapoder Crustaceen................ 105
2. Die HAmocyanine der MyriapOUeN ...........coiuuiie e i e s e e e aaee e e e earae e 107
2.1 Phylogenie des Myriapoden-HAmOCYaninS ...........cueeeeeeeiiiiiiiieieee e cccviniee e e e e 109
3. Hadmocyanin bei den Onychophora (Stummelfllker) ..o 111
3.1 Die Evolution des Hamocyanins der Onychophora............cccooccveeeeviiieee s 112
4. Evolution der Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden ............ccocceeviieeiiie e, 113
5. Molekulare Phylogenie der Proteine der Hamocyaninsuperfamilie.............ccccceviveeniinnnns 117
B. AUSDIICK. ... 121
E. ZUSAMMENTASSUNG ...vviiiiiiie i e et e e e e e s e r e e e e e e s s st e e e e e e e e s asnnnraneeeaaeeanns 122
T AN o ¢ = T o PRSP 123
1. Verwendete ADKUIZUNGEN ......c..uiiieiiiiee e ceiiee e e sitee e sttee e e s sneeee e e s naeeeeesnseeeeeansseeeeeannseeeeennnes 123
2. AbkUrzungscodes der AMINOSEAUIEN .......ccouuieiieieiiee et sieeestee et e e e sbe e e sneeesneeens 125
3. IUPAC-Codes fir degenerierte NUKIEOtIdE...........coocueiriiiiiiiiiiiie e 125
4. VErWENAELE PIIMET .....oiiiiiii ettt be e enr e 126
4.1 DEJENEIIEITE PHIMEN .. ..uiiiiiiii et e e e e e e s e s e e e e e e e e s enanneees 126
4.2 SPEZITISCNE PIIME ... . it e e e e e e e e e enneees 127
5. Ubersicht tiber alle ermittelten Hamocyanin-Untereinheiten ..............ccccveveeeveveeeeeenee. 128
6. MUMISEQUENZ-ALIGNMENT .......eiiiiie ettt s ne e e ennee e 128

(T L (=T (U ] SRR 135



A. Einleitung

1. Respiratorische Proteine

Durch die Evolution sauerstofftransportierender Proteine konnten Tiere entstehen, die
nicht mehr von den kurzen Diffusionswegen des Sauerstoffs abhangig waren. Diese
respiratorischen Proteine haben die Fahigkeit, mit Hilfe von Metallionen wie Eisen-
oder Kupferionen, O, reversibel zu binden. Sie kdnnen dementsprechend als
Sauerstofftransporter oder Sauerstoffspeicher dienen (Vinogradov, 1985; Terwilliger,
1998; Kurtz, 1999). Diese speziellen Proteine lassen sich in drei Typen einteilen:
Globine, Hamerythrine und Hamocyanine. Die Globine sind die wohl am besten
untersuchten Atmungsproteine und kommen bei allen Tiergruppen vor. Sie treten nicht
nur intrazellular, sondern auch extrazellular vor allem bei Wirbeltieren auf und binden
den Sauerstoff mittels eines Eisenporphyrinringes (Dickerson und Geis, 1983;
Hardison, 1996). In letzter Zeit konnten ganz neue Mitglieder dieser Proteinfamilie
identifiziert werden (Burmester und Hankeln, 1999; Burmester et al., 2000; Burmester
et al., 2002). Die Hamerythrine binden den Sauerstoff zwischen zwei Eisenatomen und
kommen bei einigen marinen Anneliden sowie einigen kleineren Tierstdmmen vor
(Mangum, 1992). Die Hamocyanine findet man bei Mollusken und Arthropoden; sie
besitzen kupferhaltige Sauerstoffbindungszentren (Abb. 1) (z.B. van Holde und Miller,
1995; Markl und Decker, 1992). Molluskenhamocyanin unterscheidet sich grundlegend
vom Arthropodenhdmocyanin (Markl, 1986); die vorliegende Arbeit befal3t sich
ausschlief3lich mit letzterem.

B . PR 4
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Abb 1: Struktur der Sauerstoffbindungszentren von Globinen (A), Hamerythrinen (B) und Hamocyaninen
(C). Die Sauerstoffatome sind rot, die Eisenatome orange und die Kupferatome blau gezeichnet (nach
Burmester, 2000).
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2. Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden

Hamocyanine: Hamocyanin ist das respiratorische Protein vieler Cheliceraten,
Crustaceen und Myriapoden. Es ist extrazellular und flottiert frei in der Hamolymphe.
Es kommt in der Hamolymphe in sehr hohen Konzentrationen vor und konnte deshalb
schon vor vielen Jahren néher charakterisiert werden (Kobert, 1903; Quagliariello,
1923). Hamocyanin ist in der Lage, Sauerstoff reversibel zwischen zwei Kupferionen zu
binden und wieder abzugeben (Abb 1B). Es besteht grundsatzlich aus mehreren
Untereinheiten, die sich zu gro3en Makromolekilen zusammenlagern und zeigt im
isolierten Zustand eine charakteristische blaue Farbung (Markl und Decker, 1992).
Obwohl die Hamocyanine von Arthropoden und Mollusken in ihren
Kupferbindungsstellen gewisse Ahnlichkeiten aufweisen (Cuff et al., 1998), kann man
davon ausgehen, dass sie nicht gleichen Ursprungs sind. So unterscheiden sie sich in
ihrer Primar-, Tertiar- und Quartarstruktur grundlegend (van Holde und Miller, 1995;
Markl und Decker, 1992). Nach statistischen Auswertungen von Sequenzvergleichen
konnte gezeigt werden, dass eine phylogenetische Verwandtschaft dieser
respiratorischen Proteine unwahrscheinlich ist (Burmester, 2001; van Holde et al.,
2001). Die Hamocyanine der Arthropoden sind Mitglieder einer Proteinsuperfamilie, zu
der auch einige nichtrespiratorische Proteine gehoren (Ubersichtsartikel: Beintema et
al., 1994; Burmester und Scheller, 1996; Burmester, 2001). Im Folgenden werden
diese beschrieben.

Phenoloxidasen: Die Phenoloxidasen sind an der humoralen Immunantwort, der
Sklerotisierung der Kutikula und der Wundheilung der Arthropoden beteiligt. Es handelt
sich bei ihnen um sauerstoffumsetzende Enzyme des Melaninstoffwechsels (z.B.
Aspan und Soéderhall, 1991; Soéderhall und Cerenius, 1998). Sie werden als
sogenannte Zymogene synthetisiert (Prophenoloxidase, PPO) und durch Abspaltung
eines N-terminalen Peptids aktiviert (Aspan et al., 1995; Hall et al., 1995; Séderhall und
Cerenius, 1998). Dieses Enzym fehlt bei den Cheliceraten, kommt aber bei
Crustaceen, Myriapoden und Insekten vor. Phenoloxidasen und Hamocyanine besitzen
sehr ahnliche aktive Zentren wnd unter bestimmten Umstédnden kdnnen auch einige
Hamocyanine eine Phenoloxidaseaktivitat entwickeln (Decker und Tuczek, 2000;
Decker et al., 2001).
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Pseudoh&mocyanine: Die Pseudoh&mocyanine sind nicht-respiratorische Proteine
(NRPs), die bei verschiedenen dekapoden Crustaceen gefunden und auf
Sequenzebene charakterisiert wurden (,NRPs"; Markl et al., 1979; Burmester, 1999;
Terwilliger, 1999). Sie besitzen keine Kupferbindungsstellen und transportieren
dementsprechend keinen Sauerstoff. Da sie von ihrer Aminosauresequenz her mit den
Hamocyaninen nahe verwandt sind, werden sie als ,Pseudohamocyanine” oder
~Cryptocyanine* bezeichnet. Die Prasenz dieser Proteine in der Hamolymohe ist vom
Hautungszyklus der Tiere abhéngig und man vermutet deshalb eine Speicherfunktion
(Burmester, 1999; Terwilliger et al., 1999).

Hexamerine und Hexamerinrezeptoren: Die Hexamerine und ihre Rezeptoren der
Insekten haben ihr Kupferbindungszentrum und damit die Fahigkeit zur
Sauerstoffbindung verloren. Die Hexamerine dienen offenbar als Speicherprotein, z.B.
bei der Hautung, wahrend die membranstdndigen Hexamerinrezeptoren fur die
Aufnahme von Hexamerinen aus der Hamolymphe durch den larvalen Fettkdrper
verantwortlich sind. Sequenzanalysen zeigen, dass sie mit den Hamocyaninen nahe
verwandt sind (Telfer und Kunkel, 1991; Markl et al., 1992; Burmester und Scheller,
1996).
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3. Allgemeiner Aufbau des Arthropoden Hamocyanins

Arthropodenh@amocyanine sind aus Hexameren aufgebaut, die aus sechs identischen
oder ahnlichen Untereinheiten mit jeweils 620 bis 660 Aminoséuren bestehen (Markl,
1986). Eine Untereinheit hat dementsprechend eine Molekilmasse von etwa 70 bis 80
kDa und das Hexamer besitzt einen Durchmesser von etwa 10 nm (1x6) (Markl, 1986).
Die Hexamere assoziieren zu unterschiedlichen Quartarstrukturen von 2x6 bis zu 8x6
(Abb. 2) (Markl, 1986). Durch diese Quartarstruktur kommt auch die Kooperativitat
zustande, bei der die Beladung einer Untereinheit mit Sauerstoff die Beladung der
anderen Untereinheiten erleichtert und begiinstigt (Ubersichtsartikel: Markl und Decker,
1992). Hamocyanin ist in der Lage, ein Q-Molekil zwischen zwei Kupferionen, die
wiederum mit je drei Histidinen koordiniert sind, reversibel zu binden (Linzen et al.,
1985; Markl und Decker, 1992; van Holde und Miller, 1995). Die
Kupferbindungszentren sind vom sogenannten , Typ IlI“ (van Holde et al., 2001). Die
Sauerstoffbindung der meisten Arthropodenhamocyanine ist durch eine moderate bis
schwache Sauerstoffaffinitat, eine hohe Kooperativitdt und einen Bohr-Effekt
charakterisiert (Loewe et al., 1978; Mangum 1980, 1983, 1985; van Holde und Miller,
1982; Ellerton, 1983). Schon seit vielen Jahren werden die Hamocyanine der
Chelicerata und der malakostraken Crustacea intensiv untersucht, und in letzter Zeit
wurden auch die Hamocyanine in Myriapoda (Mangum et al., 1985; Gebauer und
Markl, 1999; Jaenicke et al., 1999) und Hexapoda (Sanchez et al., 1998) naher

analysiert.
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Abb 2 : Quartérstruktur verschiedener Arthropodenh&mocyanine (nach Markl und Decker, 1992)

(a) Typisches 2 x 6 Hc vieler Dekapoda (z.B. Homarus americanus), (b) 2 x 6 Hc vieler Spinnen (z.B.
Cupienius salei), (c) 4 x 6 Hc einiger Garnelen (z.B. Callianassa californiensis), (d) typisches 4 x 6 Hc von
Eurypelma californicum (Arachnida), (e) 2 x 6 Hc von Squilla mantis (Crustacea: Hoplocarida), (f) 6 x 6 Hc

der Myriapoda (Scutigera coleoptrata), (g) 8 x 6 Hc der Xiphosura (z.B. Limulus polyphemus)

Aufgrund der Daten von Roéntgenstrukturanalysen des Hamocyanins der Languste
Panulirus interruptus (Gaykema et al.,1984; Volbeda und Hol,1989) stellte man fest,
dass die Untereinheiten bohnenférmig sind und sich in drei Doménen unterteilen
lassen (Abb. 3). Die Domane 1 besteht aus einem Biindel von a-Helices und umfasst
etwa 150 bis 180 Aminosauren. Man vermutet, dass die Doméne 1 fir die
Kooperativitat der Sauerstoffbindung wichtig ist, da sie das aktive Zentrum schiitzt. Im
Zentrum von Doméne 2 (etwa 220 Aminosauren) befindet sich das
Sauerstoffbindungszentrum, das zwei Kupferionen tragt. Die Domane 2 ist ebenfalls
aus a-Helices aufgebaut, deren antiparallele Anordnung typisch fiir globuléare Proteine
ist (Presnell und Cohen, 1989). Charakteristisch fur die dritte Doméane ist die b-
Faltblattstruktur, die ein siebenstrangiges, antiparalleles ,Beta-Barrel” bildet (Volbeda
und Hol, 1989). Sie besteht aus ca. 260 Aminosauren und ihr wird die Stabilisierung
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der gesamten Tertiarstruktur des Makromolekiils zugeschrieben (Markl und Decker,
1992).

Abb. 3: Réntgenstruktur einer Untereinheit des Hdmocyanins von Palinurus interuptus
Die Domanen sind in verschiedenen Farben dargestellt, die zentralen Kupferionen sind blau.
Beschreibung siehe Text. Griin = Doméane 1; Orange = Doméne 2; Rot = Doméne 3
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3.1 Das Hamocyanin der Crustacea

Das Hamocyanin vieler verschiedener Crustaceen ist schon seit langem auf
immunologischer und biochemischer Basis sehr gut untersucht (Stécker et al., 1988;
Markl et al., 1979, Markl, 1986; Markl und Decker, 1992). Bei den Crustaceen
existieren Hamocyanine von 1x6 (z. B. Palinurus elephas, Isopoda) tuber 2x6 (z. B.
Homarus americanus, Astacus leptodactylus) bis zu 4x6 (z. B. Callianassa
californiensis). Die immunologisch unterschiedlichen Typen von Untereinheiten wurden
mit a, b und g bezeichnet (Markl und Kempter, 1981; Markl, 1986). Bei den
Untereinheiten der Crustaceen gibt es eine hohe Variabilitat und sie kdnnen selbst
zwischen nahe verwandten Spezies stark variieren. Auflerdem werden manche
Untereinheiten vermutlich nur in bestimmten Entwicklungsstadien oder unter
spezifischen physiologischen Bedingungen exprimiert (Markl und Decker, 1992;
Durstewitz und Terwilliger, 1997; Terwilliger, 1998). Bisher konnten nur
Hamocyaninsequenzen des a- oder g-Typs ermittelt werden. Vom 1x6 Hamocyanin der
Languste Palinurus elephas wurde kirzlich eine 3D-Rekonstruktion mit einer Auflésung
von 8,5 A erzielt (Abb. 4) (Meissner et al., in Vorbereitung).



Einleitung 8

Abb 4: 3D-Rekonstruktion des 1x6 Hamocyanins von Palinurus elephas mit 8.5A Auflésung

Die 3D-Rekonstruktion wurde aus 9 970 kryo-elektronenmikroskopischen Einzelbildern erstellt. Die
einzelnen Untereinheiten sind farbig abgesetzt. Das gesamte Molekiil hat eine Masse von etwa 480 kDa
(Meissner et al., in Vorbereitung). Es wurde eine Aufldsung von 8,5 A erreicht. Die Sequenz des
Langusten Hamocyanins konnte zudem auf die bekannte Roéntgenstruktur modelliert werden. Dabei

bestétigten sich die Ergebnisse der Kryoelektronenmikroskopie und der Rd&ntgenstrukturanalyse
gegenseitig.
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3.2. Das Hamocyanin der Myriapoda

Lange Zeit nahm man an, dass die Sauerstoffversorgung der Gewebe der Myriapoda
ausschlieBlich Uber Tracheen erfolgt (Brusca und Brusca, 1990; Hilken, 1998).
Mangum et al. entdeckten 1985 beim Spinnenlaufer Scutigera coleoptrata (Chilopoda)
ein Hamocyanin und fuhrten das Vorhandensein eines respiratorischen Proteins bei
diesem Tier auf dessen spezielles, blind endendes Tracheensystem und die hohe
Aktivitat der Tiere zurick (Mangum und Godette, 1986; Mangum et al., 1985).
Hamocyanin galt jedoch keinesfalls als universelles Merkmal der Myriapoda. Erst im
Rahmen neuerer Untersuchungen konnte bei dem Diplopoden Spirostreptus spec. ein
Hamocyanin biochemisch nachgewiesen und charakterisiert werden (Jaenicke et al.,
1999). Es handelt sich wie bei Scutigera coleoptrata um ein 6x6-Hamocyanin, das in
erstaunlich hoher Konzentration in der Hamolymphe der untersuchten Tiere vorliegt
und diesem auch strukturell sehr ahnlich ist (Abb. 5). Das Hamocyanin von
Spirostreptus zeichnet sich durch eine hohe Sauerstoffaffinitéat (Pso = 4.7 Torr) und eine
niedrige Kooperativitat aus (h = 1.3 + 0.2). Aufgrund der vorliegenden Daten kann man
annehmen, dass Hamocyanin als respiratorisches Protein innerhalb der Myriapoda
weiter verbreitet ist, als bisher angenommen.

Abb. 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Hamolymphproteine von Spirostreptus spec.
Hamolymphproteine von Spirostreptus spec. wurden im Elektronenmikroskop untersucht. Der Balken
entspricht 50 nm. Die Pfeile markieren hamocyanindhnliche Partikel. Auf der rechten Seite sind die

Aufnahmen in einer zweifachen VergrofRerung gezeigt (nach Jaenicke et al., 1999).
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3.3. Hamocyanin bei Onychophora ?

Bei den Onychophora oder Stummelfissern handelt es sich um eine aulerst seltene
Tiergruppe. lhre phylogenetische Position im Verhdltnis zu den Arthropoden ist bisher
nicht genau geklart. Von einigen Autoren werden ihre Vorfahren aus morphologischer
Sicht als Verwandte von Plattwirmern oder Mollusken angesehen (Hou und
Bergstrom, 1995). Andere sehen sie aufgrund molekularer Daten als Proarthropoda
(Regier und Shultz, 2001). Sie verfugen, wie die Myriapoda, Uber ein sehr gut
ausgebildetes Tracheensystem und die Existenz eines respiratorischen Proteins war
bislang sehr umstritten (Ellerton et al., 1983). Es gibt seit kurzer Zeit jedoch Hinweise
auf das Vorhandensein eines hamocyanindhnlichen Proteins in der Hamolymphe
dieser Tiere (Burmester, unverotffentlicht) (Abb. 6). Eine wichtige Aufgabe der
vorliegenden Arbeit bestand darin, diese Vermutung biochemisch und

molekularbiologisch zu verifizieren.

Abb. 6: Himocyaninahnliches Molekil in den Onychophoren (Epiperipatus spec.)
Hamolymphproteine von Epiperipatus spec. wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Der Balken
entspricht 10 nm (EM Aufnahme: J. R. Harris)
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4. Biosyntheseorte des Hamocyanins

Uber die Biosynthese des Hamocyanins ist nur bei einigen Spezies genaueres
bekannt. Die Konzentration an Hadmocyanin im Blut der untersuchten Tiere schwankte
zwischen 20 und 100 mg/ml und scheint abh&ngig zu sein von physiologischen
Bedingungen, Hautung und Entwicklungsstadium (Senozan und Briggs, 1989;
Hagermann, 1983). Bei dem Pfeilschwanz Limulus polyphemus wird das Hamocyanin
in speziellen Zellen, den Cyanocyten, synthetisiert (Fahrenbach, 1970). Bei
Vogelspinnen wurden hamocyaninbildende Zellen in der inneren Herzwand
nachgewiesen (Kempter, 1983; Markl et al., 1990) und mRNA, die fir Hadmocyanin
kodiert konnte aus diesen Zellen isoliert werden (Voit und Schneider, 1986; Voit et al.,
2000). Bei Crustaceen wurden Cyanocyten in den Augenstielen von Squilla mantis
gefunden (Schonenberger, 1980) und bei dekapoden Crustaceen wurde die
Mitteldarmdriise als Biosyntheseort des Hamocyanins identifiziert (Jacobs et al, 1984;
Preaux et al., 1986; Senkbeil und Wriston, 1981). Auch bei der Sekretion des
Hamocyanins in die Hamolymphe gibt es Unterschiede. Wahrend bei Cheliceraten das
Protein durch ein Aufplatzen der blutbildenden Zellen freigegeben wird, benétigt das
Hamocyanin von Crustaceen ein Signalpeptid, um ins Blut abgegeben zu werden (Voit
et al., 2000; Mangum et al., 1985; Markl and Decker, 1992; van Holde and Miller,
1995). Uber den Biosyntheseort des Myriapodenhamocyanins ist bislang nichts
bekannt.

5. Funktion des Hamocyanins

Hamocyanin ist in erster Linie ein Sauerstofftransporter. Dariiber hinaus konnten
jedoch zusétzliche Funktionen dieses Proteins gezeigt werden. So werden in der
Literatur  Aufgaben im Bereich der Sauerstoffspeicherung oder eine
osmoregulatorische Funktion diskutiert (van Holde et al., 2001). Dartber hinaus
beschreiben manche Autoren auch Enzymfunktionen des H&amocyanins
(Ubersichtsartikel: Markl und Decker, 1992). Auch wird vermutet, dass Hamocyanin bei
Cheliceraten an der Immunantwort beteiligt ist und die dort fehlende Phenoloxidase
ersetzt (Decker und Riemke, 1998; Nagai und Kawabata, 2000; Decker et al., 2000).
Kirzlich wurden Peptide gefunden, die als Spaltprodukt des C-terminalen Endes der
Hamocyaninsuntereinheit der Garnele Penneaus vanamei eine Fungizid-Wirkung
zeigen (Destoumieux-Garzon et al., 2001).
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6. Hdmocyanine und Evolution

Wie schon erwahnt, haben die Hamocyanine der Arthropoden und Mollusken trotz des
gleichen Namens offenbar keinen gemeinsamen Ursprung sondern entwickelten sich
unabhangig voneinander aus altertimlichen Kupfer-Proteinen (Markl und Decker,
1992; Burmester, 2001; van Holde et al, 2001). Die ersten Proteine der
Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden, die vor etwa 600 Millionen Jahren
entstanden, waren wahrscheinlich den Phenoloxidasen sehr &hnlich. Das Entstehen
eines einheitlichen, Arthropoden-typischen Enzyms, das in den Melaninstoffwechsel
und die Sklerotisierung der Kutikula involviert war und ist, kdbnnte mit der Evolution
eines harten Exoskeletts im spaten Prakambrium verbunden gewesen sein (Burmester,
2001). Tyrosinasen mit ahnlichen Funktionen wie die der Phenoloxidasen bei
Arthropoden kommen in allen Tierstammen vor, unterscheiden sich jedoch
grundlegend in ihrer Sequenz und 3D-Struktur (Drexel et al., 1987; Mlller et al., 1988;
Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001). Hamocyanin kann man in allen
GroR3gruppen der Arthropoden finden. Dementsprechend existierte es vermutlich
bereits im letzten gemeinsamen Vorfahren der Chelicerata, Crustacea, Myriapoda und
Insecta (Burmester, 2001). Die Hamocyaninuntereinheiten sind innerhalb der
Arthropoden-Unterklassen sehr divergent. Man kann davon ausgehen, dass diese
Differenzierung bei Crustaceen, Cheliceraten und Myriapoden jeweils unabhangig
abgelaufen ist (Markl, 1986; Burmester, 2001).

Innerhalb der Arthropoda ist vor allem die Position der Myriapoda umstritten. Bis
Anfang der neunziger Jahre war die ,Tracheata“-Hypothese stark favorisiert und hat
sich bis heute in den meisten Lehrblichern gehalten. Sie besagt, dass die Myriapoda
zusammen mit den Insecta ein gemeinsames Taxon bilden (Snodgrass, 1938; Brusca
und Brusca, 1990). Es wird jedoch auch ein Schwestergruppenverhéltnis der
Myriapoda mit allen anderen Arthropoda postuliert (Turbeville et al., 1991; Ballard et
al., 1992). Molekulare Daten sprechen jedoch eher fur ein Schwestergruppenverhaltnis
der Myriapoda mit den Chelicerata (Friedrich und Tautz, 1995; Giribet et al., 1996;
Hwang et al., 2001). Auch die genaue Stellung der Hexapoda ist in diesem
Zusammenhang unklar. Es deuten immer mehr Daten auf ein
Schwestergruppenverhdltnis der Crustacea mit den Hexapoda hin (Friedrich und
Tautz, 1995; Boore et al., 1998; Burmester, 2001). Auch die relative Stellung der
Onychophora im Stammbaum der Arthropoda ist hdchst unsicher.
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7. Ziel dieser Arbeit

Hamocyanin eignet sich, wie auch schon in friheren Analysen gezeigt werden konnte,
als ein hervorragender Marker, um  evolutive Veranderungen  der
Hamocyaninsuperfamilie und der Arthropoden nachvollziehen zu kénnen (Burmester,
2001; Burmester, 2002). Es lagen zu Beginn meiner Arbeit etwa 100 Sequenzen dieser
Proteinsuperfamilie vor. Bisher existierten allerdings nur Sequenzdaten der
Hamocyanine von Crustaceen und Cheliceraten, wahrend Sequenzdaten der
Myriapoden und Onychophoren komplett fehlten. Deshalb sollte ichim Rahmen meiner
Arbeit vor allem die Hamocyanine der Myriapoda und Onychophora néher untersuchen
und zusatzlich noch weitere Crustaceenhamocyanine sequenzieren. Die Ergebnisse
sollten in eine ausfiihrliche phylogenetische Analyse aller Mitglieder der

Hamocyaninsuperfamilie einflieRen.
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B. Material und Methoden

1. Tiere

1.1 Crustacea

Homarus americanus und Palinurus elephas: Arthropoda, Crustacea, Eucarida,
Decapoda

Beide Crustaceenarten sind schreitende Krebse, die am Seeboden und im Felslitoral in
Spalten, Nischen und Hohlen bis in etwa 70 m Tiefe vorkommen.

Der amerikanische Hummer (Abb. 7) hat sein Verbreitungsgebiet an der OstkUiste
Nordamerikas und tragt typischerweise an Stelle des ersten Schreitbeinpaares grof3e,
kraftige Scheren. Die européische Languste Palinurus elephas (= Palinurus vulgaris)
ist im Mittelmeer sowie im Atlantik verbreitet. Ihr fehlen an allen Schreitbeinen Scheren
und die Hinterleibssegment sind mit zuweilen sehr scharfen Stacheln besetzt. Die
Crustaceen wurden bei einem lokalen Fischhandler (,Fisch Jakob®) in Mainz gekauft.

Abb.7: Homarus americanus
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1.2 Myriapoda

Spirostreptus spec.: Arthropoda, Myriapoda, Diplopoda, Juliformes.

Bei den Diplopoden (Abb. 8) handelt es sich um langgestreckte, z.T. beachtlich grol3e
Bodenbewohner, deren Verbreitungsgebiet von den Tropen bis in trockene Biotope wie
Wisten reicht. Sie haben einen mit Kalk verstarkten Panzer, der ihnen beim Wuhlen in
der Erde hilft. Sie erndhren sich hauptséchlich von verrottendem Pflanzenmaterial. Der
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte TausendfiiRer stammt aus Kenia und wird bis zu

15 cm lang. Das erste Beinpaar der Mannchen ist zu einem Gonopoden umgewandelt.

.""‘:Jr"lflikhll..'

Abb. 8: Spirostreptus spec.

Scutigera coleoptrata: Arthropoda, Myriapoda, Chilopoda, Scutigeramorpha

Die Chilopoda (Abb. 9) sind hingegen sehr schnelle und bewegliche Tiere. Das erste
Rumpfpaar ist zu auffalligen, grof3en Beil3zangen umgeformt. Der Kérper von Scutigera
besteht aus 22-25 Segmenten und die untersuchten Tiere zeichnen sich durch extrem
lange Beine aus. Auch die Chilopoda bewohnen relativ trockene bis sehr feuchte
Gebiete. Die Diplopoden wurden uns freundlicherweise vom Aquazoo Dusseldorf zur
Verfigung gestellt, wahrend die Chilopoden in Griechenland von Herrn Dr. Wolfgang
Gebauer, in Deutschland (Geisenheim) von Frau Barbara Laufs und in Italien (Giglio)
von Frl. Julia Markl gefangen wurden.
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Abb. 9: Scutigera coleoptrata

1.3 Onychophora

Epiperipatus spec.: Proarthropoda, Onychophora, Peripatida

Bei den Onychophora (Abb. 10) handelt es sich um eine auf3erst seltene Tiergruppe.
Ihr Vorkommen erstreckt sich von den Regenwaldern Costa Ricas bis nach
Neuseeland in eher kélteren Regionen. Die Tiere leben versteckt unter Laub oder
Steinen und konnen ein sehr wirkungsvolles Wehrsekret abgeben, das ein
verdauendes Enzym enthdlt und somit auch zum Fangen der Beute dient. Die

Onychophora stammen aus der Zucht von Frau Dr. Hilke Ruhberg aus Hamburg.

Abb. 10: Epiperipatus spec.
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1.4 Halterung

Uber langere Zeit wurden nur Diplopoden und Onychophoren gehaltert. Die
Diplopoden wurden unter konstanten Temperaturen (28°C) und bei hoher
Luftfeuchtigkeit in Terrarien der Grof3e 40 x 40 cm auf Blumenerde gehalten und mit
Kartoffeln gefittert. Auch Kadaver von Grillen und Heuschrecken wurden als
Ergdnzung zugefittert. Die Onychophoren brauchen ebenfalls eine hohe
Luftfeuchtigkeit, jedoch Temperaturen um etwa 18°C. Als Futter dienten Grillen

entsprechender Grol3e.

1.4 Tierschutzaspekte

Onychphoren stehen in ihrer Heimat Costa Rica wnd Neuseeland unter Naturschutz
und sind dementsprechend selten. Die untersuchten Tiere stammen jedoch aus einer

deutschen Nachzucht und konnten deshalb unbedenklich verwendet werden.

2. Verwendete Chemikalien und Gerate

Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitdt bezogen und stammten,
wenn nicht anders angegeben von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt),
Serva (Heidelberg), Boehringer (Mannheim) und Sigma (Deisenhofen). Die Kits wurden
von den Firmen Stratagene (Heidelberg), Gibco Life Technologies (Karlsruhe), Peglab

(Erlangen), Invitrogen (Groningen) und Sigma Aldrich (Darmstadt) bezogen.

Folgende Gerate wurden, wenn nicht anders angegeben, benutzt :

Zentrifugen : Heraeus Biofuge pico, Rotor 3325 (Kendro GmbH,
Hanau)
Heraeus Megafuge 1.0R, Rotor 3360
Speed Vac Concentrator (Bachofer, Reutlingen)
Airfuge (Beckman Instruments GmbH, Minchen)

Photometer : Ultrospec Plus (Pharmacia LKB, Freiburg)

Biophotometer (Eppendorf, Koln)

Elektronenmikroskop : Zeiss EM 420
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Autoklav : Technoclav (Integra Biosciences, Fernwald)
PH-Meter : Digital-pH-Meter (Knick, Berlin)
Thermocycler : Techne Progene (Techne, Cambridge, UK)

Biometra T-Gradient (Biometra, Gottingen)

3. Allgemeine proteinbiochemische Methoden

3.1 Entnahme der Hamolymphe

Die Tiere wurden zur Betaubung 1-2 Std. auf Eis gelegt und die Hamolymphe danach
mit einer sterilen Kanile entnommen. Bei den Crustaceen wurde die Hamolymphe am
abdominalen Sinus und bei den Myriapoden dorsal entnommen. Bei den Onychophora
wurde aufgrund ihrer nicht sklerotisierten Haut, dem Wehrsekret und der sehr geringen
Menge an Hamolymphe, das Blut mit einer ausgezogenen Mikrokapillare entnommen.
Anschliel3end wurde die Hamolymphe sofort bei 4°C, 13 000 g, 10 min, abzentrifugiert,
um die Blutzellen zu sedimentieren.

3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Charakterisierung der Hamolymphe war es notwendig, den Proteingehalt der
Proben genau zu bestimmen. In den meisten Fallen wurde eine photooptische
Messung bevorzugt; der Proteingehalt konnte aber auch mit der Methode nach
Bradford bestimmt werden.

3.2.1 Extinktionsmessung

Entsprechend des Gehaltes einer Proteinlésung an aromatischen Aminosduren
(Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) absorbiert diese Licht im ultravioletten Bereich
zwischen 200 und 300 nm. Durch die photooptische Proteinbestimmung bei 280 nm
lant sich der Proteingehalt einer Losung folglich grob abschatzen. Dabei geht man
davon aus, dass 1 OD bei einer Schichtdicke von 1 cm etwa 1 mg/ml Hamocyanin
entspricht (Markl, 1980). Hamocyanin hat ein zweites Absorptionsmaximum bei 340
nm, was den oxigenierten Zustand des Molekiils kennzeichnet und durch den Kupfer-

Sauerstoff-Kupfer-Komplex zustande kommt. Die blaue Farbe des Hamocyanins wird
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aullerdem durch ein weiteres Absorptionsmaximum des Kupfer-Komplexes im

sichtbaren Bereich bei ca. 560 nm erzeugt.

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 ihrer hohen Empfindlichkeit eignet sich diese

Methode zur Bestimmung kleiner Proteinmengen im Bereich von 2 bis 16 ug.

Bradford-L6sung

100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva) wurden in 50 ml 95% Ethanol p.a.
geldst, 100 ml 85% H;PO, hinzugegeben und die Losung auf 1000 ml aufgeftillt. Die

Losung wurde in einer dunklen Flasche bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Durchfihrung

100 pl der Proteinlésung wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz gemischt und nach
5 min die Extinktion bei 595 nm photometrisch gemessen. Als Standard diente Rinder
Serum Albumin (BSA).

3.3 Dialyse

Um niedermolekulare Verunreinigungen und Salze aus einem Proteingemisch
abzutrennen und um aufRerdem das Hamocyanin in seine Untereinheiten zu spalten
wurd eine Dialyse gegen Gly-OH durchgefiihrt. Dazu wurd die Hamolymphe 1:2 mit
Gly-OH-Puffer (7 mol/l Harnstoff, 10 g/l Glycin. PH 9.6) verdinnt und tber Nacht bei
4°C unter leichtem RUhren in einem Dialyseschlauch, bzw. —gefal3 in eine
Harnstofflosung gehéngt. Partikel oberhalb der Ausschluf3gré3e der Dialysemembran
konnten diese nicht passieren und wurden zuriickgehalten, wahrend kleinere Molekile
frei diffundieren konnten.
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3.4 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Durch eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) kann man Proteine
aufgrund ihres Molekulargewichts in einem elektrischen Feld auftrennen. Acrylamid ist
nach Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und durch eine Katalyse mit
Tetramethylendiamin (TEMED) in der Lage lange Ketten zu bilden, die dann durch
Zugabe von N,N"-Methylenbisacrylamid miteinander vernetzt werden. Je nach
Konzentration von Acrylamid und N,N"-Methylenbisacrylamid entstehen Netze
bestimmter Porengréi3e, in denen dementsprechend Proteine unterschiedlicher Grol3e
und Ladung voneinander aufgetrennt werden kénnen.

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine durch das Detergens SDS
(Natriumdodecylsulfat) bei von 95°C, 5 min denaturiert. SDS maskiert zudem die
Eigenladung der Proteine durch eine negativ geladene Hiille, so dass die Proteine
unabhangig ihrer Ladung nur aufgrund ihrer GréR3e im Gel aufgetrennt werden. Die
zurlickgelegte Strecke der Proteine im Gel ist in etwa linear vom dekadischen
Logarithmus der MolekillgréRen abhangig und lalt sich anhand von mitgelaufenen
Markerproteinen bestimmen. Es wurde ausschliesslich das System nach Laemmli
verwendet.

Bei der nativen PAGE werden die Proteine nicht durch Zugabe von SDS, b-
Mercaptoethanol und durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. Sie bleiben somit in einem
nativen Zustand und werden in Abhangigkeit ihrer Molekularmasse, ihrer spezifischen
Eigenladung und ihrer Tertiarstruktur elektrophoretisiert.

Gelzusammensetzung (SDS-PAGE)

a) Trenngelgemisch fur 4 Minigele

5% 7,5% 10% 12,5%
30% Acrylamid 3,3ml 5ml 6,6 ml 8,3 ml
Trenngelpuffer 5ml 5ml 5 mi 5 ml
mit SDS
H,O dest. 11,6 ml 9,9 ml 8,3 ml 6,6 ml
TEMED 6 ul 6 ul 6 pl 6 ul
APS (10%) 130 ul 130 pl 130 pl 130 ul
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b) Sammelgelgemisch fur 4 Minigele (SDS-PAGE)

3,9 %
30% Acrylamid 1,3 ml
Sammelgelpuffer mit SDS 2,5ml
H20 dest 6,2 ml
TEMED 10
APS (10%) 100
Ldsungen :

- Trenngelpuffer (pH 8,8)

15M Tris
0,4% (wW/v) SDS

- Sammelgelpuffer (pH 6,8)

0,5M Tris
0,4% (w/v) SDS

- Elektrophorese-Laufpuffer (pH ca. 8,3)

23 mM Tris
190 mM Glycin
0,2% (w/v)  SDS

Gelzusammensetzung (native PAGE)

21

Trenngel 5% Sammelgel
30% Acrylamid 1.65 ml 1.3 ml
Lsg.B 3.75 ml -
Lsg.C - 1.2ml
H.O 1.2 mi 7.5 ml
TEMED 7.5 wou
APS (10%) 450 pl 300 pl
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3.5 Coomassie-Farbung

Die Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs Comassie Brilliant Blue an
Proteine. Es kbnnen Proteinmengen ab ca. 0,5 pug pro Bande im SDS-Polyacryalmidgel
sichtbar gemacht werden.

Zur Farbung wurde das Gel nach der Elektrophorese 1 bis 2 h gefarbt und

anschlieRend entfarbt, um die Hintergrundfarbung wieder zu entfernen.

Ldsungen:

- Lésung B (pH 7.6)

60 mM Borsaure

1,32 mM Tris

mit H,O auf 100 ml auffillen

- Lésung C (pH 7.6)
1M Tris
mit H,O auf 100 ml auffillen

- Elektrophorese-Laufpuffer
12 mM Borsaure

264 mM Tris

mit H,O auf 1000 ml auffullen

Farbeldsung (1000 ml) : Entfarber (1000 ml) :

400 ml Methanol 200 ml Isopropanol

125 ml Essigsaure 116 ml Essigsaure

auf 1000 ml mit H,O auffullen auf 1000 ml mit H,O
auffillen

2g Coomassie Brilliant Blue R-250

Aufbewahren der Gele in 7% iger Essigsaure.
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4. Blottingmethoden

4.1, Semidry“ Westernblot

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran zu
Ubertragen wurde ein ,semidry® Westernblot nach Kyhse-Andersen (1984)
durchgefuhrt. Bei diesem Transfer wandern die Proteine beim Anlegen einer Spannung
in Richtung der Anode und werden auf der dazwischen liegenden Membran
immobilisiert. Nach dem Transfer konnten die gebundenen Proteine mit Ponceau S
reversibel angefarbt werden (siehe B 4.2). Danach wurden haufig Detektionen der
Proteine mit spezifischen Antikdrpern durchgefuhrt, die in einer Farbreaktion mit
NBT/BCIP nachgewiesen werden konnten (siehe B 12.1).

Der Aufbau eines Westernblots ist in Abb. 11 gezeigt.

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

4.1.1 PonceauS-Farbung

Fur diese reversible Farbung wurden die Nitrocellulose-Streifen nach dem Transfer fur
etwa 1 bis 2 min in die PonceauS Arbeitslésung gelegt und tberschissige Farbeldsung
mit H,O dest. abgewaschen.

Die Farbung storte nicht bei nachfolgenden Detektionsschritten.
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Abb. 11: Aufbau eines , semidry” Westernblots

Die Whatman-Papiere sowie die Nitrocellulosemembran wurden mit Transferpuffer getrankt.

Die erste Schicht des Blots bildeten die Whatman-Papiere, auf die luftblasenfrei das SDS-Gel und die
Nitrocellulosemembran aufgelegt wurden. Den Abschluf3 bildete wieder eine Schicht Whatman-Papier. Da
die Proteine durch die SDS-PAGE negativ geladen sind, wandern sie in Richtung Pluspol und bleiben

dabei in der Membran hangen.

4.2 Southernblot

Mit Hilfe dieser Technik kann man DNA-Fragmente auf Nylon- oder
Nitrocellulosemembranen Ubertragen und detektieren. Dazu wurde zuerst eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt (siehe B.9.6.1) und danach das Gel in eine
Denaturierungslésung gelegt, anschliel3end neutralisiert und in 2 x SSC equilibriert
(Losungen siehe B 12.2). Der Aufbau eines Southernblots ist in Abb. 12. dargestellt.
Die Gele wurden tber Nacht durch Kapillarkréfte auf eine Membran transferiert und die
DNA durch Inkubation bei 80°C auf der Membran fixiert. Die Hybridisierung und
Detektion erfolgte wie in Abschnitt B 12.2 (Sondenscrening) beschrieben.

Als Transferpuffer wurde 20 x SSC verwendet.
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. Gewicht

Papiertiicher

10xWhatman-Papier

| NC bzw. Nylonmembran
g Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry B Ry Ry Ry B Ry B Ry B Ry B R B R B R B R B R B R B R B R B R m R

L A A AL T A A

C L T T T T e o T T T e o T T A A Agarosegel

Whatman-Papier

Transferpuffer (20xSSc)

Abb. 12: Aufbau eines Southern/Northernblots

Die DNA/RNA wird bei diesem Blot durch Kapillarkrafte auf die Membran gezogen. Dazu wurde das zu
blottende Gel auf ein Whatman-Papier gelegt, das mit beiden Enden in den Transferpuffer (20 x SSC)
hineinreicht. Auf das @l wurde luftblasenfrei eine Nylonmembran gelegt und darauf Schichten von
Whatman-Papier und weichen Papiertiichern. Den Abschluf bildete ein Gewicht. Es wurde in der Regel
Uber Nacht geblottet.

4.3 Northern Blot (Alwin et al., 1977)

Entsprechend des Southern Blots kann man mit einem Northern Blot spezifische RNA
in einem Gemisch verschiedener RNAs zu detektieren. Die Gele mussten jedoch vor
dem Blotten in 2 x SSC equilibriert werden, um das im Gel enthaltene Formaldehyd zu
entfernen (RNA-Gelelektrophorese siehe B 9.6.2). Nach dem Transfer Gber Nacht auf
eine Nylon — oder Nitrocellulosemembran wurde die RNA durch Inkubation bei 80°C

fixiert und danach mit einer entsprechenden Sonde detektiert (siehe Abb. 12).
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5. Sauerstoffbindungskinetik

Die Versuche zur Sauerstoffbindungskinetik wurden im Institut fir Molekulare
Biophysik bei Herrn Prof. Decker durchgeftihrt.

Dabei kann man das Fluoreszenssignal des Proteins als Marker fir die
Sauerstoffbeladung nutzen, da Tryptophanreste des Hamocyanis wahrend dieses
Beladungsvorgangs bei Anregung mit Licht einer Wellenlange von 280 nm
fluoreszieren. Wahrend der Beladung des Hamocyanins mit Sauerstoff sinkt das
Fluoreszenzsignal dementsprechend kontinuierlich ab. Die Sauerstoffbindung wurde
nach der Methode von Loewe (1978) gemessen, bei der die Hamocyaninlésung nach
der Oxygenierung wieder vollstindig deoxygeniert wird und dabei der
Sauerstoffpartialdruck und die Beladung des Hamocyanins mit Sauerstoff gemessen
wird. Gemessen wurde mit einer Elektrode, die aus einer Arbeitselektrode
(Platinkathode) und einer Gegenelektrode (Silberanode) bestand. Diese wurde in eine
1 cm®Quarzkivette eingesetzt, in der sich etwa 600 pl der zu messenden Probe
befanden. Zu Beginn einer Messung wurde die Klvette mit 100 % Sauerstoff begast,
so dass sich ein stabiles Signal einstellt. Dann wurde zur Deoxygenierung 100 %
Stickstoff eingeleitet. War der Deoxy-Zustand erreicht, wurde die Kivette mit 5 %
Sauerstoff begast, um zum relativen Maximum und dem Nullpunkt noch einen weiteren
Fixpunkt zu erhalten. Eine Sauerstoffbindungskurve erhalt man Uber eine
Digitalisierung der Messwerte. Aus der Kurve konnte man den Pso-Wert, also den Wert,
bei dem das Protein zu 50 % mit Sauerstoff gesattigt ist, ablesen. Der Hill-Koeffizient
wurde graphisch aus der Steigung der Kurve am Halbsattigungspunkt im Hill-

Diagramm ermittelt.

6. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Hamocyanin-Molekile wurden mit dem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Zeiss EM 420 durchgefiihrt. Als Objektrager
fungierten sogenannte Grids, runde Netzchen aus Kupfer, die mit Kohlenstoff bedampft
und vor der Verwendung beglimmt werden. Es wurden etwa

2 I Hamolymphe in einer Konzentration von etwa 0,1 mg/ml aufgetragen.
AnschlieRend wurden die Grids nacheinander durch drei Tropfen H,O gezogen, um sie
zu waschen. Eine negative Kontrastierung kann entweder mit Uranylacetat oder
Ammoniummolybdat durchgefuihrt werden.
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7. Test auf Phenoloxidaseaktivitat

Um auszuschlie3en, dass es sich bei den identifizierten Hamocyaninen um die sehr
ahnlichen Phenoloxidasen handelt, kann man einen Test auf Phenoloxidaseaktivitat
durchfiihren. Dabei wird untersucht, ob ein Protein in der Hamolymphe Thyramin
(Monophenoloxidaseaktivitat), bzw. Dopamin (Diphenoloxidaseaktivitdt) umsetzt. Dazu
wurde Hamolymphe in einer nativen PAGE aufgetrennt und die Enzyme zugegeben.
Im Falle einer Aktivitat ist eine Farbreaktion sichtbar (Decker et al., 2001).

8. Mikrobiologische Methoden

8.1 Bakterienstamme und Vektoren

Folgende Bakterienstamme 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)

Phagen :

Zur Synthese aller cONA-Banken wurden der ZAP Express Vektor und fur die in vivo-
Excision (siehe Abschnitt B.12.3) der ExAssist™ Helfer-Phage (Stratagene,
Heidelberg) verwendet.
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Plasmidvektoren :

Folgende Plasmidvektoren wurden verwendet :

pBK-CMV (Stratagene, Heidelberg) ZAP Express™ cDNA-Banken

pGEM-T (Promega, Mannheim) Klonierung von PCR-Fragmenten
pGEM-T easy (Promega, Mannheim) Klonierung von PCR-Fragmenten
PCR Il TOPO TA (Invitrogen, Groningen) Klonierung von PCR-Fragmenten
PCR 1l TOPO XL (Invitrogen, Groningen) Klonierung von PCR-Fragmenten

Die Vektorkarte des pBk-CMV-Vektors ist in Abbildung 14 gezeigt.

8.2 Nahrmedien und Agarplatten

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
LB-Topagar 0,7% (w/v) Agarose in LB-Medium
NZY-Medium 5 g NaCl

2 g MgS0O, 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 Medien wurden direkt nach der Herstellung bei 121°C (1,0 bar) fur 30 min
autoklaviert. Der Agar wurde danach auf ca. 55°C abgekihlt und etwa 5 mm hoch in
Petrischalen gegossen.

Um ein selektives Wachstum von bestimmten Bakterien zu ermdglichen, wurden
Medien nach dem Autoklavieren und Abkiihlen mit Antibiotika versetzt.

Folgende Konzentrationen von Antibiotika wurden verwendet :

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

Um eine Blau-Weil3-Selektion der Bakterien durchzufiihren (a-Komplementation,
Langley et al. 1975) wird LB-Agar mit IPTG (Isopropyl-b-D-Galactosid) und XGal (5-
Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galactosid)  versetzt, autoklaviert und mit einem

entsprechendem Antibiotikum in Petrischalen gegossen.

8.3 Glycerinkulturen

Zur langeren Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angesetzt und bei
—80°C eingefroren. Dazu wurden aus frischen Flussigkulturen 500 pl mit einem
gleichen Volumen sterilem Glycerin vermischt. Solche Glycerinkulturen sind in der
Regel fir mehrere Monate bei —80°C haltbar.

8.4 Plattenkulturen

Aus Glycerinkulturen der Bakterien wurden Ausstriche auf Agarplatten hergestellt, die
mit entsprechenden Antibiotika versetzt sind. Dazu wurden die Bakterien entweder mit
einer sterilen Platindse oder mit einem autoklavierten Zahnstocher auf dem Agar
verteilt und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend konnten diese Platten fir
einige Wochen bei 4°C gelagert werden.

8.5 Fliissigkulturen

Um Bakterien zu kultivieren wurden Einzelkolonien von einer Agarplatte mit einem
sterilen Zahnstocher in ca. 4 ml LB-Medium, das wiederum mit einem entsprechenden
Antibiotikum versetzt ist, Uberflhrt und Gber Nacht bei 37°C unter Schutteln inkubiert.
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8.6 Herstellung kompetenter Bakterien

Um definierte Plasmide vervielfaltigen zu koénnen, missen sie zuvor in Bakterien
transformiert werden. Falls nicht die bei einigen Klonierungsvektoren mitgelieferten
kompetenten Bakterien verwendet wurden (z. B bei Invitrogen, PCR Il TOPO TA und
PCR Il TOPO XL), konnte man XL1-Blue Bakterien nach einer modifizierten CaCl-
Methode (Cohen et al., 1972) kompetent machen. Dazu wurden die Bakterien einer
Flissigkultur (siehe B 5.5) im Verhdltnis 1:100 in frischem Medium bei 37°C unter
Schitteln inkubiert, bis sie eine ODgy von 0,2 bis 0,4 erreicht hatten. Die sich dabei in
der logarithmischen Wachstumsphase befindenden Bakterien wurden pelletiert (5 min,
500xg, 4°C), in 10 ml eiskaltem MgCL (0,1M) resuspendiert, erneut pelletiert und
anschlieBend in 2 ml eiskaltem CaCl, (0,1M) resuspendiert. Die Bakterienzellen
wurden dann fur mindestens fir 30 min auf Eis gehalten und konnten anschlie3end

direkt fur die Transformation verwendet werden.

8.7 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation wurden 100 pl kompetente Bakterien mit den zu
transformierenden Plasmiden (etwa 10 bis 100 ng zirkulare Plasmid-DNA) gemischt
und fir mindestens 45 min. auf Eis gehalten. Nach kurzem Hitzeschock (45 bis 60 sec,
42 bis 45°C) wurde dem Ansatz 900ul LB-Medium zugegeben und die Bakterien bei
37°C zur Erholung mindestens 1,5 Std. inkubiert. Danach konnten die transformierten
Bakterien auf LB-Platten ausplattiert werden, die zur Selektion plasmidtragender Klone

mit entsprechenden Antibiotika versetzt worden waren.
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9. Allgemeine molekularbiologische Methoden

9.1 Prazipitation von Nukleinsauren

Um Nukleinsauren zu prazipitieren, wurde die Probe mit einem zehntel Volumen einer
Losung einwertiger Kationen (10M Ammoniumacetat, 8M Lithiumchlorid, 2M
Natriumchlorid oder 3M Natriumacetat) und 2,5 Volumen Ethanol p.a. oder 0,7
Volumen Isopropanol p.a. gemischt und bei —70°C 60 min. oder Uber Nacht bei —20°C
gefallt. AnschlieRend wurde das gewonnenen Préazipitat bei 12 000xg fur 60 min
zentrifugiert.

Das Pellet wurde dann mit 70% Ethanol gewaschen, erneut fur 5 min zentrifugiert und
bei Raumtermperatur oder in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die geféllten

Nukleinsé&uren konnten dann in H,O oder einem entsprechenden Puffer geltst werden.

9.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Fur eine Bestimmung der Ausbeute an RNA, bzw. DNA nach einer Gelextraktion oder
einer RNA-Préparation, hat man die Madoglichkeit eine photooptische Messung
durchzufuhren, die eine Aussage Uber die Konzentration der Nukleinsdurelésung
zulaft. Nukleinsauren haben eine Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Messungen

wurden mit Kivetten einer Schichtdicke von 1 cm durchgefiihrt.

Fir die Konzentrationsbestimmung gilt :

10D, » 40 pg/ml RNA
10D, » 50 pg/ml dsDNA

Der Quotient aus OD,/OD,g, gibt ndherungsweise den Grad der Reinheit der RNA
und der DNA an und somit die Verunreinigung mit Proteinen. Hier gilt :

OD60/OD>go= 1,8 bis 2 » saubere RNA/DNA
OD260/OD,g0 < 1,8 » mit Proteinen verunreinigte RNA/DNA
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Alternativ konnte der sogenannte ,Dot“-Test durchgefihrt werden, bei dem 0.5 bis 1 pl
DNA auf eine 1% Agaroseplatte, die mit Ethidiumbromid versetzt ist, aufgetragen
wurde und die DNA-Menge durch Vergleich mit einem bekannten Standard
abgeschatzt werden konnte.

9.3 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen
(Birnboim und Doly, 1979) und anschlieRender Prazipitation der bakteriellen Proteine

mit Systemen verschiedener Hersteller durchgefihrt.

- QlAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden)
- E.Z.N.A Miniprep Kit der Firma Peglab (Erlangen)

9.4 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Um Plasmid-DNA zu verdauen, wurden Restriktionsenzyme verwendet. Diese
Endonukleasen des Typs Il sind Enzyme, die Phosphodiesterbindungen von DNA-
Molekilen an spezifischen Stellen schneiden konnen. Diese Schnittstellen sind
palindromische Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaare Lange, deren Temperaturoptimum
meist bei 37°C liegt. Die Restriktionsendonuklesen wurden von verschiedenen Firmen

bezogen.

Standard-Restriktionsansatz :

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 auf 20 ul auffillen
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9.5 Sondenherstellung

9.5.1 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden

Durch eine Digoxigeninmarkierung konnten DNA-Fragmente als Sonde fir
Southernblots, sowie fiir das Screening einer cDNA-Bank nutzbar gemacht werden.
Fur diese Markierung wurde das Dig High Prime Kit der Firma Boehringer (Mannheim)
verwendet. Diese Markierungsmethode beruht auf der Anlagerung von hexameren
random-Nukleotiden, an die zu markierenden Fragmente. Diese Oligonukleotide
dienen dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | als Primer zur Synthese des
komplementéaren Stranges. Der verwendete Nukleotidmix enthielt neben den vier
Nukleotidtriphosphaten (dTTP, dATP, dGTP, dCTP) auch noch ein mit Digoxigenin
modifiziertes dUTP. Das Verhaltnis zwischen dTTP und Dig-dUTP war so gewahlt,
dass statistisch jedes 20. bis 25. Nukleotid des neu synthetisierten Stranges mit
Digoxigenin markiert ist. Detektiert wurden diese Fragmente mit alkalischer-
Phophatase-konjugierten Fab-Fragmenten und einer Nachweisreaktion mit NBT und
BCIP (siehe B.12.1).

Markiert wurden Fragmente, die als Plasmide vorlagen und die aus cDNA-Banken
isoliert wurden. Uber einen Restriktionsverdau konnten die gewiinschten Fragmente
aus den Vektoren herausgeschnitten, in einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieRend daraus extrahiert werden.

Pro Markierungsreaktion wurden bis zu 1 pg DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange
eingesetzt. Die Reaktion erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Alternativ kann man Dig-markierte Fragmente auch tber eine PCR mit Dig-markierten
dNTPs herstellen. Dazu wurde ein Fragment mit spezifischen oder degenerierten
Primern amplifiziert und anstelle von Standard Nukleotiden ein Nukleotidmix
verwendet, der Dig-markierte dUTPs enthielt.
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9.5.2in vitro Transkription

Um eine RNA-Sonde fir einen Northern Blot herzustellen, kann man eine in-vitro
Transkription mit einer DNA-Matrize durchfihren (Abb. 13). Man erhalt diese
sogenannten run-off Transkripte durch eine Amplifikation von Sequenzen, die in
Vektoren kloniert sind, die Promotoren von Bakteriophagen (SP6, T3, T7) enthalten.
Diese Promotorsequnenzen liegen unmittelbar vor oder hinter der multiple cloning site.
Dazu wurde DNA, die in ein solches Plasmid einkloniert vorliegt, linearisiert und
amplifiziert. Wahrend der Transkription wurden mit Dig-markierte Ribonikleotide
zugegeben, so dass (wie im Fall der PCR-Sonden) die entstehenden RNA-Sonden
direkt wahrend der Transkription markiert wurden.

Standard-Ansatz (Boehringer Kit)

1-5pug Template DNA (linearisiert)
ad 7 pl mit RNase-freiem H,O

2ul 10 x Puffer

2 ul Dig UTP/NTP-Mix

1u RNasin

2ul T7-Polymerase

Der Ansatz wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von
2ul 0.2 mM EDTA oder durch Erhitzen auf 65°C gestoppt. Als RNA-Sonde konnten
direkt 5 ul dieses Ansatzes eingesetzt werden.
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Restriktionsspaltstellen fur Klonierung (mcs)

Vektor- 5 DNA-Fragment 3

sequenzen 3 PCR-Amplifikat 5
Promotor
SP6, T7 0d.T3

Restriktionsspaltung fur
run-off-Transkript
Transkription mit
markierten dUTPs

Run-off-Transkripte nach Spaltung der Transkriptionseinheit im Vektor am 3"-Ende

Abb. 13: Schema der in vitro Transkription

9.6 Gelelektrophorese

9.6.1 DNA-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragment entsprechend ihrer GroR3e aufzutrennen, wurden sie in einem 0,5
bis 2%-igen, mit Ethidiumbromid versetzten horizontalem Agarosegel bei einer
Spannung von 6V/cm Elektrodenabstand aufgetrennt. Als Elektrophorespuffer diente
0,5 x TBE.

Ethidiumbromid ist ein bei Bestrahlung mit UV-Licht fluoreszierendes Molekil, das in
die DNA interkaliert und auf diese Art sichtbar macht. Dementsprechend handelt es
sich dabei um eine stark cancerogene Chemikalie.

Als Molekulargewichtsstandard wurde mit EcoRI und Hindlll geschnittene | -Phagen-

DNA aufgetragen.
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10 x TBE 0,9 M Tris/Hcl
0,9 M Borsaure
20 mM EDTA
pH 8,3

9.6.2 RNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in 1% Agarosegelen, die mit
Formaldehyd als denaturierendes Agens versetzt wurden, das gleichzeitig die Aktivitat
von RNasen wahrend der Elektrophorese verhinderte.

Ansatz fur ein horizontales Minigel :

0,4 g Agarose

4 ml 10 x MOPS-Puffer

30 ml H,O

aufkochen und abkuhlen auf ca. 50°C
6,8 ml Formaldehyd

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 50% Glycerin
0.4 % Bromphenolblau
0.4% Xylencyanol
10 x TBE

Die RNA-Proben wurden in einem Volumen von 4.5 pl mit 10 pl Formamid, 2ul 10 x
MOPS-Puffer und 3.5 ul Formaldehyd bei 70°C fir 5 min. denaturiert und mit 0.1
Volumen 10 x Beladungspuffer versetzt aufgetragen. Zur Sichtbarmachung unter UV-
Licht der RNA wurde der Probe ebenfalls Ethidiumbromid zugesetzt.
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9.7 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde mit Systemen verschiedener
Hersteller durchgefihrt, die alle auf dem Prinzip der reversiblen Bindung der DNA an
eine Silicamatrix beruhen. Nach der Bindung und Reinigung liel3 sich die DNA unter
leicht alkalischen Bedingungen (3 pH 8) wieder aus der Membran eluieren.

Folgendes Kit wurde verwendet :

- Qiagen Gelextraction

Die Extraktion erfolgte auch hier nach Angaben des jeweiligen Herstellers. Es konnte
jedoch eine Modifikation der Elutions-Bedingungen durchgefihrt werden, um die
Ausbeute zu erhdéhen. Dazu wurde in einem Volumen von 100 pl eluiert das danach
mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge wieder auf ein geringes Volumen eingeengt wurde.
Auch hier konnte man die Ausbeute an DNA photooptisch bestimmen.

10. Praparation von Gesamt-RNA

Je nach Tier wurden unterschiedliche Gewebe zur RNA-Praparation verwendet. Bei
den Crustaceen Homarus americanus und Palinurus elephas wurden hauptsachlich
Mitteldarmdrtise, Ovarien, Herz, Darm, Bindegewebe und Muskulatur prapariert. Bei
den Diplopoden Spirostreptus spec. wurden alle Organe sowie der Kopf verwendet. Bei
Scutigera coleoptrata und den Epiperipatus spec. wurde aufgrund der geringen Grol3e
eine Praparation des gesamten Tieres duchgefihrt.

Zuerst wurden die Tiere auf Eis 1 bis 2 h zur Immobilisierung gekuhlt. Die Crustaceen
wurden zusatzlich mit Chlorophorm narkotisiert. Alle Tiere wurden durch Dekapitation
devitalisiert. Wahrend der ganzen Praparation wurde auf Eis gearbeitet und zusétzlich
Vorsichtsmaflinahmen getroffen, die die RNA vor Degradation durch RNasen schiitzen

sollten :

das verwendete Praparationsbesteck wurde durch Autoklavieren sterilisiert
es wurde ausschlieBlich mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes H,O
verwendet

alle Eppendorf und Falcon-Gefal3e waren steril und autoklaviert
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Um die Qualitat der RNA zu testen, wurde zusétzlich eine Formaldehyd-RNA-

Gelelektrophorese durchgefiihrt (siehe B.9.6.2).

10.1 RNeasy Maxiprep Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden)

Bei dieser Praparationsmethode wurde nach Versuchsanleitung des Herstellers das
Gewebe in einem denaturierenden Puffer mit GTC (Guanidinthiocyanat) und b-

Mercaptoethanol homogenisiert und lysiert, um die Aktivitat von RNasen wahrend der
Praparation zu unterbinden. Hierzu wurde, wie auch bei anderen
Préaparationsmethoden, ein mit Isopropanol gereinigter Mérser mit Pistill verwendet.
Die Aufreinigung der RNA erfolgte Uber eine Saule mit einer Silica-Matrix, die unter
geeigneten Bedingungen spezifisch RNA bindet. Die gesamte Préparation erfolgte

nach den Angaben des Herstellers.

10.2 RNA-Préaparation nach GTC-Methode

Um groéRere Mengen an Gewebe zu préparieren oder um eine Verstopfung der Silica-
Matrix in der Saule durch die Proteine des Arthropoden Exoskeletts zu umgehen,
wurde RNA nach einer alternativen Methode gewonnen. Dazu wurde das Gewebe
ebenfalls mit Morser und Pistill unter stdndiger Zugabe von flissigem Stickstoff
homogenisiert und direkt in 10 bis 20 ml GTC-Puffer dberfihrt. Dann wurden
nacheinander 1 ml 2M Natriumacetat, 10 ml Phenol und 10 ml CIA (Chloroform-
Isoamylalkohol 49:1) zugegeben und 15 min. auf Eis gekihlt. Die Probe wurde dann 30
min. bei 10 000 rpm und 4°C zentrifugiert und danach die wassrige Phase mit 1
Volumen Isopropanol gemischt. Es folgte eine Prazipitation bei —20°C fir mindestens 1
h. AnschlieRend wurde unter den gleichen Bedingungen ein weiteres mal zentrifugiert
und das Pellet in etwa 10 ml GTC-Puffer gelost. Die Prazipitation mit 1 Volumen mit 1
Volumen Isopropanol wurde wiederholt und nach einer Zentrifugation das Pellet mit
80% Ethanol gewaschen. Das Pellet mulite bei Raumtemperatur véllig trocknen und
konnte dann in 5 bis 10 ml HO bidest geldst werden (eventuell 20-30 min. schutteln
bei 55-58°C). Die Losung wurde durch Zentrifugation erneut pelletiert. Die RNA befand
sich danach im Uberstand. Auch hier wurde die Menge und Reinheit der RNA durch
Photometrie bestimmt sowie die Qualitédt durch eine Formaldehyd-Gelelektrophorese

abgeschatzt.
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LOosungen :

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

- 2M Natriumacetat, pH 4.0

- wassrige Phenollésung

- Chlorophorm-lsoamylalkohol 49:1

- Isopropanol p.a.

- 80% Ethanol

- H,O bidest (mit DEPC behandelt)

10.3 Praparation von poly-A*-RNA mit PolyATract mRNA Isolation System | (large
scale) und IV (small scale) der Firma Promega (Mannheim)

Dieser Methode liegt zugrunde, dass die meisten eukaryotischen mRNA-Molekile im
Gegensatz zu den anderen vorhandenen RNAs (z.B. tRNA, rRNA,snRNA) an ihrem 3’-
Ende ein Polyadenylierungssignal tragen, das aus bis zu 250 Adenosin-Nukleotiden
besteht. Mit Hilfe dieses poly-A’-Schwanzes laRt sich mRNA von allen anderen RNAs
trennen, die einen Anteil von etwa 5% an der Gesamt-RNA hat.

Die PolyATract-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 spezifisch. Mit Hilfe von Streptavidin (Streptavidin-
PMP, paramagnetic particles), das an magnetische Partikel gebunden ist und ganz
spezifisch an Biotin bindet, lassen sich die poly-A’-RNA-Biotin-oligo(dT)-Molekiile in
einem magnetische Feld von anderen RNAs trennen und aufreinigen. Auch hier wurde
exakt nach den Angaben des Herstellers gearbeitet.
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11. Synthese von cDNA-Banken

Komplementare DNA(cDNA)-Banken reprasentieren die Information der messenger
RNA (mMRNA) bestimmter Organismen, bzw. Geweben. Dabei wird die sehr labile RNA
in cDNA umgeschrieben und dann in einen selbstreplizierenden | -Vektor kloniert.

Diese cDNA-Expressionsbanken konnen dann mit Hilfe von Antikdrpern oder
spezifischen Sonden auf bestimmte genetische Informationen durchsucht werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere cDNA-Banken unterschiedlicher Organismen
angefertigt (siehe B 11.6). Alle cDNA-Banken wurden mit dem ZAP Express™ cDNA
Synthese Kit der Arma Stratagene (Heidelberg) hergestellt. Dabei wurde die cDNA
gerichtet in die Vektorarme kloniert, mit Hilfe des Induktors IPTG die Expression des in
der Bank kodierten Proteins induziert und mit der sogenannten in vivo-Excission in ein

Plasmid Uberfuhrt.

11.1 Erststrangsynthese

Im ersten Schritt wurden mittels der reversen Transkriptase bis zu 5 ug poly-A™-RNA in
einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Zu diesem Zweck multen die
Sekundarstrukturen der RNA bei 70°C denaturiert werden. Au3erdem muf3te bei allen
Arbeiten mit RNA darauf geachtet werden, dass sie nicht von RNasen angegriffen und
zerstort werden, weshalb mit RNase-freien Reaktionsgefal3en und Pipettenspitzen
gearbeitet wurde. Die Synthese der cDNA-Bank erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Fur de Erststrangsynthese wurde ein Linkerprimer eingesetzt, der an
seinem 5-Ende zum einen die zum poly-A’-Schwanz komplementéare oligo(dT)-
Sequenz und zuséatzlich die Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Xho | besitzt.
Dadurch wurde ein gerichtetes Klonieren in die ZAP Express-Vektorarme respektive
des lacZ Promotors ermdglicht. Durch den Einsatz methylierter Nukleotide besitzt die
Erststrang-cDNA eine Methylgruppe an jedem Cytosin, die einen unerwinschten
Verdau an anderen Xho Schnittstellen verhindert. Als reverse Transkriptase wurde
die MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase) verwendet.



Material und Methoden 41

11.2 Zweitstrangsynthese

Die Zweitstrangsynthese erfolgte durch das Enzym Polymerase |, das flr seine
Reaktion einen Primer bendtigt, an denen der zweite Strang komplementér zum ersten
cDNA-Strang synthetisiert wird. Dazu dienten hier die RNA-Reste, die nach
Behandlung der RNA-DNA-Hybride mit dem Enzym RNase H erhalten geblieben sind.
Dadurch entstand doppelstrangige cDNA, bei der nicht-methyliertes dCTP eingebaut
wurde, um einen spateren Restriktionsverdau der cDNA mit Xhol zu ermdéglichen.
Danach wurden die Enden der cDNA-Molekile mit Hilfe der pfu DNA Polymerase
aufgefillt (bunt) und nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion an EcoRI-Adaptoren
ligiert. Nach einer Phosphorylierung und einem Restriktionsverdau mit Xhol besitzen
die cDNA-Molekiille an beiden Seiten cohésive Enden, die dann gerichtet in die

Vektorarme kloniert werden konnten.

11.3 GroRRenfraktionierung

Um die cDNA-Molekile ihrer GréRe nach zu selektionieren wurde eine
GroRenfraktionierung mit einer Sephacryl S 500-Saule durchgefuhrt. Dabei wurde die
cDNA auf eine Matrix aufgebracht und bei 400 x g zentrifugiert. Grofl3e Fragment liefen
dabei schneller durch die Saule als Kleine. Die Fraktionen wurden gesammelt und eine
Phenol/Chloroform-Extraktion, sowie eine Fallung durchgefihrt. Die Fraktion, die die

gréRten Fragmente enthielt, wurde weiterverarbeitet.

11.4 Ligation in die Vektorarme und Verpackung

Es wurden bis zu 500 ng cDNA ber Nacht in die Vektorarme ligiert.

Fur die Verpackung wurden 1 bis 4 pl dieses Ligationsansatzes mit dem
Verpackungskit Gigapack Il Gold der Firma Stratagene (Heidelberg) fiir genau 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Auch hier wurde nach Angaben des Herstellers gearbeitet.
Nach dieser Prozedur hatte man eine ,primdre cDNA-Bank®, deren Titer in einer
Verdunnungsreihe bestimmt wurde. Dazu wurden die Phagen in SM-Puffer verdinnt
und mit Bakterien des E. coli-Stammes XL-1 Blue MRF" bei 37°C flr 30 min. inkubiert.
Danach wurden sie mit NZY-Topagar auf NZY-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nach 6 bis 8 Std. waren die Phagen als Plaques im
Bakterienrasen sichtbar und konnten ausgezahlt werden. Dazu wurden die Plagques
gezahlt, die als Locher im Bakterienrasen sichtbar waren. Die Einheit daftir sind die pfu

= plaque forming units.
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Der Primartiter schwankte bei den im Rahmen dieser Arbeit erstellten cDNA-Banken
zwischen 500 000 und 7 000 000 pfu/ml.

SM-Puffer 0,1 M NacCl
10 mM MgClL x 7 H,O
50 mM Tris/Hcl
0,01% (w/v) Gelatine
pH 7,5

Ssp 14410

Mst |l 4388
Nsil 4303
Nsil 4231

Nael 134
Ssp | 445

MIu1 463 gya0 boly(A)

Nae | 3369 7

5' splice
Kpenl 1019
Sac| 1126

Nae | 3086 T3

phagemid vector

Nhe 1 1300

Mst 1l 2756 E
Nsil 1900

& Stralagene

Abb. 14: Vektorkarte des pBK-CMV-Vektors :
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11.5 Amplifikation der cDNA-Bank

Die gesamte Primarbank wurde auf NZY-Agarplatten mit ca. 50 000 pfu pro Platte
ausplattiert, iber Nacht bei 37°C inkubiert und die Phagen mit SM-Puffer eluiert. Auch

hier wurde der Titer der amplifizierten Bank in einer Verdiinnungsreihe ermittelt.

11.6 Liste der erstellten cDNA-Banken

Organismus

Gewebe

Vektor

Spirostreptus spec.

innere Organe und Kopf

ZAP Express™

Scutigera coleoptrata

vollstandige Tiere

ZAP Express™

Palinurus elephas

Mitteldarmdriise

ZAP Express™

Homarus americanus

Mitteldarmdriise

ZAP Express™

Epiperipatus spec.

vollstandige Tiere

ZAP Express™

12. Screening von cDNA-Banken

12.1 Antikdrperscreening

Der ZAP Express™-Vektor ist ein Expressionsvektor mit dem die in die Vektorarme
ligierte cDNA problemlos in XL-1 Blue Bakterien exprimiert werden kann. Die
Expression kann durch Zugabe eines b-Galaktosids induziert werden, da vor der
Klonierungsstelle des Vektors der lacZ-Promotor lokalisiert ist. Bei der Synthese der
cDNA-Bank werden durch die Reverse Transkriptase unterschiedlich lange Transkripte
hergestellt. Zum Screening standen mir verschiedene Antikdrper gegen verschiedene
Crustaceen- und Cheliceratenhdmocyanine aus den siebziger und achtziger Jahren
von Prof. Markl zur Auswahl, mehrere Antikbrper gegen Palinurus Hamocyanin, die
uns freundlicherweise von J. Beintema zur Verfiigung gestellt wurden, auf3erdem
wurden weitere Antikbrper gegen Spirostreptus- und Scutigera-Hamocyanin

hergestellt.

Das Antikorperscreening stellt eine abgewandelte Methode der Immunoscreening-
Methode nach Sambrook et al. (1989) dar. Dazu wurden ca. 50 000 pfu der cDNA-
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Bank mit NZY-Topagar auf NZY-Agarplatten ausplattiert und 5 bis 6 Std. bei 42°C
inkubiert. Wenn nach dieser Zeit die ersten Plaques im Bakterienrasen sichtbar waren,
wurden mit 10 mM IPTG getrankte Nitrocellulosemembranen aufgelegt und die Platten
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Filter wurden dann markiert, von den Platten
abgezogen und kurz in 1 x TBST gewaschen, um Bakterienreste zu entfernen. Danach
wurden sie in 5% Trockenmilchpulver/TBST abgeséttigt, um unspezifische Bindungen
zu verhindern und anschliel3end mit dem entsprechenden Antikdrper in 5% Milch/TBST
Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Antikorper und die
verwendeten Verdinnungen sind unter B.12.1.1 aufgelistet. Der primare Antikorper
wurde 3x10 min mit TBST weggewaschen und 1 Std. bei Raumtemperatur mit einem
entsprechenden sekundéren Antikérper (1:10000) inkubiert. Nach erneuten
Waschschritten (3x10 min.) konnten die positiven Klone mit einer Farbreaktion
detektiert werden. Die anti-Hadmocyanin-Antikorper wurden in Kaninchen oder
Meerschweinchen hergestellt und konnten deshalb von entsprechenden in Ziegen
hergestellten Sekundarantikdrpern anti-Kaninchen oder anti-Meerschweinchen erkannt
werden. Da diese sekundaren Antikbrper mit dem Enzym Alkalische Phophatase
gekoppelt vorlagen, konnte man sie mit Entwicklungspuffer, der mit NBT
(Nitroblautetrazoliumchlorid) und BCIP (5-Brom-4- Chlor-3-Ondolylphosphat) versetzt
wurde, nachweisen. Fur 10 ml Entwicklungspuffer wurden 33 pl BCIP- und 66 pl NBT-
Stammldsung verwendet. Die Farbreaktion der Alkalischen Phophatase erfolgt durch
eine Umsetzung des Substrates BCIP zu einem unl@slichen blauen Farbstoffes unter
Anwesenheit des Katalysators NBT. 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 ul Chloroform bei 4°C aufbewahrt. Das Screening wurde

solange wiederholt, bis es mdglich war, Einzelplaques zu isolieren.

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

auf 1000 ml mit H,O dest. Auffiillen
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Entwicklungspuffer 100 mM Tris/HC
100 mM NacCl
5 mM MqgClI
pH 9.5
NBT -Stammlésung 50 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

BCIP-Stammldsung 50 mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid

45



12.1.1 Verwendete Antiseren :

Antigen Bezeichnung des Antikoérpers Zweitantikorper Verdlinungen fir Westernblot |Verdinnungen fur Screening
1. Hummer-Hamocyanin a-Homarus americanus, 1979 a-Kaninchen 1:20 000 1:2000

2. Hummer-Hamocyanin a-Hom denaturiert (UE C) a-Kaninchen 1:20 000 1:2000

3. Hummer-Hamocyanin a-Homarus b a-Kaninchen 1:20000 1:2000

4. Hummer-H&mocyanin a-Hom, 29.12.1981 a-Kaninchen 1:20000 1:2000

5. Hummer-Hamocyanin a-Homarus gesamt, 1.83 a-Kaninchen 1:20000 1:2000

6. Hummer-Hamocyanin a-Hom d 22.12.81 a-Kaninchen 1:20000 1:2000

7. FluRkrebs-Hamocyanin a-Astacus 1 a-Kaninchen 1:1000 ¥ nicht durchgefihrt
8. FluRkrebs-Hamocyanin a-Astacus a(UE 3/4) a-Kaninchen 1:1000 ¥ nicht durchgefthrt
9. FluRBkrebs-Hamocyanin a-Astacus d(UE 2) a-Kaninchen 1:1000 ¥ nicht durchgefiihrt
10. Languste-Hamocyanin a-91 | a-Kaninchen 1:50 000 1:5000

11. Languste-Hamocyanin a-94 11 a-Kaninchen 1:50 000 1:5000




12. Languste-Hamocyanin a-90 | a-Kaninchen 1:50 000 1:5000
13. Languste-Hamocyanin a-90 1l a-Kaninchen 1:50 000 1:5000
14. TausendflRer-Hamocyanin | a-Spirostreptus a-Meerschweinchen 1:200 000 bis 1 : 1 000 000 1:20 000
15. Spinnenlaufer-Hamocyanin | a-Scutigera a-Kaninchen 1:10 000 bis 1 : 20 000 1:2000
16. Vogelspinne-Hamocyanin | a-Eurypelma SDS denaturiert a-Kaninchen 1:2000 % nicht durchgefiihrt
17. Vogelspinne-Hamocyanin | a-Eurypelma nativ a-Kaninchen 1:2000 % nicht durchgefiihrt

% bei heterologer Anwendung

1-9, sowie 15 und 16 waren in der Arbeitsgruppe vorhanden, 10-13 wurden von J. Beitema zur Verfugung gestellt. Die Antiseren 14 und

15 wurden von der Fa. Charles River (Ki3legg) kommerziell hergestellt.
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12.2 Sondenscreening

Mit Hilfe von DNA-Sonden hat man die Mdglichkeit, Klone aus cDNA-Banken zu
isolieren, die sich fur eine Detektion mit Antikbrpern als ungunstig erweisen oder im
falschen Leseraster liegen. Allerdings sind fur die Herstellung einer DNA-Sonde
Information Uber die Sequenz notwendig. Aus diesem Grund ist das Sondenscreening
eine wirkungsvolle Methode bestimmte Klone zu finden, von denen schon durch
Methoden wie Antikdrperscreening oder PCR-Techniken Teilsequenzen bekannt sind.
Zur Herstellung von DNA-Sonden siehe B.9.5.

Fir das Sondenscreening wurden cDNA-Banken wie beim Antikdrperscreening auf
NZY-Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden fir
30 bis 60 min bei 4°C abgekihlt, danach wurde eine Nylonmembran fir ca. 60 sec
aufgelegt, um die Phagen-DNA zu transferieren. Danach wurden die Nylonfilter mit der
Plagueseite nach oben fir 10 min auf ein mit Denaturierungslosung getranktes
Whatman-Papier gelegt, um die doppelstrdngige DNA zu denaturieren. In zwei
folgenden Schritten wurden die Filter auf die gleiche Weise zuerst neutralisiert und
equilibriert. Nach kurzem Antrocknen wurde die DNA durch eine Inkubation bei 80°C
auf der Membran fixiert. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden zunadchst durch 60
min Inkubation in der Hybridisierungslésung bei 68°C abgesattigt. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht bei 68°C in 30 ml Hybridisierungslosung. Es wurden etwa 5 ng Dig-
Sonde eingesetzt. Nach der Hybridisierung wurden die Filter zuerst bei
Raumtemperatur 2 x 15 min mit 2 x Waschpuffer und dann fur 30 bis 60 min mit 0,5 x
Waschpuffer bei 68°C gewaschen. Die Filter wurden fur 60 min mit Blockierungspuffer
und anschlielend mit dem sekundaren anti-Fab-Fragment, das ebenfalls mit dem
Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt vorliegt, inkubiert. Nach einer Stunde
Inkubation bei Raumtemperatur konnten die Filter mit TBST-Puffer gewaschen und die
Farbnachweisreaktion mit NBT/BCIP durchgefuhrt werden. Die positiven Klone wurden
isoliert, wie oben beschrieben.
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Denaturierungslosung

Neutralisierungslosung

2x SSC

Hybridisierungspuffer

2 X Waschpuffer

Blockierungspuffer

TBST -Puffer

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

1 M Tris/HCI

1,5 M NaCl
pH 7,5

300 mM NacCl

30 mM NaCitrat
pH 7,0

0,1% Natrium-N- Laurylsarcosinat

1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)
0,02% SDS

I6sen in 5 x SSC

0,1% SDS
I6sen in 2 x SSC

100 mM Tris/HCI

150 mM NacCl

1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)
pH 7,5

100 mM Tris/HCI
150 mM NacCl
0,3% Tween 100
pH 7,5

49
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12.3 In vivo-Excision

Das cDNA-Synthese Kit bietet mit dem ZAP Express Vektor die Mdglichkeit, eine
effiziente in vivo-Excision und Rezirkularisierung des in den |-Phagen klonierten
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
Phagemids pBK-CMV, das das einkloniert 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 entstandene Einzelstrang enthalt 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 zum | -Vektor gehodren, ausserhalb des Initiations-,
bzw. Terminationssignals liegen und nicht zirkularisiert werden. Das entstandene
Phagemid wird jetzt noch in eine Phagenhille verpackt und sezerniert.

AnschlieRend 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.

13. PCR-Techniken

Die “polymerase chain reaction” (Polymerasekettenreaktion) beruht auf der Synthese
von DNA-Sequenzen an einer Einzelstrangnukleinsaure, die zwischen zwei
vorgegeben Oligonukleotidprimern liegen. Dabei benutzt man temperaturstabile DNA-
Polymerasen, die den wiederholten DNA-Synthese— und Renaturierungszyklen der
neusynthetisierten DNA-Doppelstrange standhalten.

Zunachst wird in einer Hybridisierungsreaktion der erste Primer an den gewlnschten
Nukleinséaureeinzelstrang 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 40 mal
wiederholt.
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Typischerweise findet die Denaturierung der DNA bei 94°C statt. Das Annealing erfolgt
abhéngig von Template und Primer bei 49°C bis 60°C, wéhrend die Elongation bei
72°C ablauft. Zu Beginn einer PCR wird die DNA zunéchst bei 94°C fur 3 bis 4 min.
denaturiert und zum Abschluf3 nochmals fiir 8 bis 10 min elongiert, um der Polymerase
die Moglichkeit zu geben alle amplifizierten Strédnge zu vervollstandigen. Die Tag-
Polymerase hangt charakteristisch ein einzelnes, uberhangendes
Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3-Ende der DNA, was fur nachfolgende

Klonierungsschritte &ufRerst guinstig ist.

Standard-PCR-Ansatz

5 ul 10 x PCR-Puffer

5 ul MgCl,

1 pl dNTP-Mix

1 pl “upstream” Primer

1 pl “downstream” Primer
1 pul DNA-Template

ad 50 pl mit H,O auffillen
0.5 ul Tag-Polymerase

13.1 PCR mit cDNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden haufig Klone aus cDNA-Banken amplifiziert. Zum Teil
wurden Phagenklone direkt oder die in den pBK-CMV umklonierte cDNA-Klone
verwendet.

Falls zu einer bestimmten Sequenz Uberhaupt keine Informationen vorliegen, hat man
mit dieser Methode die Mdglichkeit, mit Hilfe von degenerierten Primern ein Stick des
gesuchten Gens zu amplifizieren. Diese Primer wurden aus hochkonservierten
Bereichen des gleichen Gens bekannter Arten ausgesucht.

AuRBerdem konnten durch eine Amplifizierung von Plasmid-DNA sehr spezifische
Sonden hergestellt werden. Fur die Herstellung von Dig-markierten DNA-Sonden
wurden mit spezifischen Primern Fragmente aus den entsprechenden Klonen

amplifiziert (siehe auch B.9.5).
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13.2 PCR mit RNA

13.2.1 RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion)

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) kann man RNA als Template fur eine PCR
verwenden. Dabei schreibt das Enzym RT die RNA in einzelstrangige cDNA um. In
einer zweiten Amplifikation mit Tag-Polymerase wird die cDNA doppelstrangig
gemacht. Man kann sowohl gesamt-RNA als auch poly-A*-RNA einsetzen. Es werden
alle zuvor beschriebenen Vorsichtsmafinahmen im Umgang mit RNA eingehalten.
Zuerst wurde die RNA bei 70°C denaturiert, um Sekundarstrukturen zu zerstoren,
danach erstellte die RT mit spezifischen Primern die komplementare cDNA. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde fast ausschlie3lich die Reverse Transkriptase SuperScript
™ I der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) verwendet, deren
Temperaturoptimum bei 42°C liegt. Die Reaktion wurde bei 70°C abgestopt und die
noch vorhandene RNA durch Zugabe von RNase H degradiert. Die entstandene cDNA

war stabil und konnte in folgenden Reaktionen per PCR amplifiziert werden.

13.2.2 5°-RACE (Rapid Amplifikation of cDNA Ends)

Haufig sind die cDNA Sequenzen aus Banken am 5°-Endes nicht komplett. Das 5°-
RACE-System der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) bietet eine Moglichkeit,
die unbekannte Sequenz einer RNA oder mRNA aus dem 5’-Bereich zu amplifizieren.
Es handelt sich hierbei um eine Abwandlung der RT-PCR. Mit Hilfe des Enzyms
Terminale Transferase wird an das 3"-Ende einer einzelstrangigen cDNA ein poly-dC-
Schwanz angehangt (tailing). In einem nachsten 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 fuhrte, wurde eine Reamplifizierung mit einem Ankerprimer
und einem sequenzspezifischen “nested” Primer durchgefiihrt. Die Fragmente konnten
dann in einer Gelelektrophorese analysiert, ausgeschnitten und anschlieend in einen
entsprechenden Vektor kloniert werden (siehe B.9.6 und B.14). Der typische Verlauf
einer 5-RACE ist in Abb. 15 dargestellt.

Der Kit wurde nach Angaben des Herstellers verwendet und die spezifischen Primer
bei der Firma Roth in Auftrag gegeben. Es wurden fir eine Reaktion 1 bis 5 ug
gesamt-RNA eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte mit den mitgelieferten GlassMax

cDNA Isolations-Séaulchen.
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1. Reverse Transkription

MRNA 5 AAAA 3

3. Tailing der einzelstr. cDNA

3" CCC «——CCC 5

Anker-Primer

EGGGGGGG 4. PCR Zyklus 1

3'CCccccc 5
GSP 2

AUAPIUAP 5 PCR zyklus 2

5 GGGG 3

3'ceee 5
nested GSP

Abb 15: Ablauf der 5°- RACE (Rapid Amplifikation of cDNA-Ends)

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wird die mMRNA ausgehend von einem genspezifischen Primer (GSP
1) in cDNA (berschrieben. Nach der Degradation der RNA wird ein oligo-dC-Schwanz an die
einzelstrangige cDNA gehéngt. Danach folgt die Amplifikation mit einem oligo-dG-Primer und einem
spezifischen (GSP 2) und anschlieRend eine Reamplifikation mit einem sogenannten “abridged universal
anchor primer” (AUAP) oder einem “universal anchor primer” (UAP) und einem weiteren spezifischen

“nested” Primer.
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14. Klonierung von PCR-Fragmenten

Um ein PCR Fragment in einen Plasmidvektor zu ligieren, konnte es nach
elektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel ausgeschnitten und eine
Gelextraktion durchgefiihrt werden (siehe B.9.7). Um ein sinnvolles Verhaltnis
zwischen Vektor und Insert zu gewahrleisten, wurde zuerst eine photooptische
Bestimmung der DNA-Konzentration gemacht (siehe B.9.2). Das Verhdltnis sollte
zwischen 1: 3 und 1 : 4 liegen. Es wurden folgende Klonierungsvektoren

verwendet :

PGEMT (Promega, Mannheim)
pPpGEM-T easy (Promega, Mannheim)
PCRII TOPO TA (Invitrogen, Groningen)
PCRII TOPO XL (Invitrogen, Groningen)

Es handelt sich bei all diesen Klonierungsvektoren um sogenannte TA-Vektoren, was
bedeutet, dass sie am 5-Ende ein dTTP-Nukleosidtriphosphat tragen und die Inserts
immer Uber ein Gberhdngendes Adenosinnukleosidtriphosphat ligiert werden.

Da zur Amplifikation ausschlie3lich eine Tag-Polymerase verwendet wurde, die ein
Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3'-Ende anhéngt, konnte mit diesen
Vektorsystemen ohne weitere Modifikation gearbeitet werden. Die Vektoren lagen

linearisiert vor.

14.1 Das pGEM-System

Die Ligation wurde entweder tber Nacht bei 4°C oder zwei Tage bei 8°C inkubiert.
Danach konnten 5 bis 10 ml des Ligationsansatzes in kompetente XL-1 Blue
transformiert und auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten, die zur Induktion mit IPTG und
zur blau-weil3-Selektion mit XxGal versetzt waren, ausplattiert werden (siehe B.8.4).
Die positiven Kolonien konnten in Flussigkulturen vermehrt werden, die Plasmide
prapariert und mit Hilfe von Restriktionsenzymen die Inserts herausgeschnitten und auf
Agarosegele aufgetragen werden (siehe B.8.5, B.9.3 und B.9.6).
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Standard-Ligations-Ansatz :

1 pl Vektor (50 ng/ul)

X ul PCR-Fragment

5 ul 2 x Ligationspuffer

1 ul T4-DNA-Ligase

ad 10 pl mit H,O bidest auffullen

14.2 Das TOPO-System

Bei diesem Vektor wird das PCR-Fragment mit dem Enzym Topoisomerase | aus dem
Vaccinia Virus einkloniert. Es bindet an doppelstrangige DNA an bestimmten Stellen
und schneidet das Phosphodiester Riickrat in einem Strang der DNA auf. Die Energie
des aufgebrochenen Phosphodiester 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 attackiert und l6st die reversible
Bindung der Topoisomerase. Der Vektor ist somit aktiviert und kann das PCR-Produkt
aufnehmen. Die TOPO Klonierungsreaktion kann danach in mitgelieferte kompetente
Bakterien TOP10 des Stammes E. coli transformiert werden. Mit diesem Vektorsystem

kann man von innerhalb etwa 5 min. ein PCR-Produkt klonieren.

15. DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der kommerziellen Firma GENterprise in Mainz
nach dem “Taq Dye Terminator Cycle Sequencing’-Prinzip durchgefiihrt. Die

Editierung der Sequenzen erfolgte mit dem Computerprogramm Chromas.



Material und Methoden 56

16. Sequenzanalyse und Phylogenie

Die Sequenzdaten konnten mit verschiedenen Computerprogrammen bearbeitet
werden, die in Tabelle 1 aufgelistet sind.

Um eine Sequenz zu identifizieren wurde zuerst ein Vergleich mit Informationen aus
weltweiten Datenbanken durchgefihrt (Blast Japan oder Blast NCBI). Danach wurde
entweder mit “ClustalX” ein automatisches oder mit “GenDoc” ein manuelles
“Alignment” erstellt. Ein ,Alignment” ist ein Vergleich von Sequenzen und stellt eine
Hypothese dar, welche Anderungen sich in den untersuchten Sequenzen im Laufe der
Evolution ergeben haben. Dabei wurde auf konservierte Bereiche geachtet. Dieses
Alignment konnte dann fir die Erstellung eines Stammbaumes als Grundlage
genommen werden. Fur diese phylogenetischen Berechnungen wurde das PHYLIP
Package (J. Felsenstein) verwendet. Die Molekilmassen und Signalpeptide der
Aminosauersequenzen konnten mit dem ExPASy Tool ermittelt werden.

Tabelle 1 : verwendete Computerprogramme

Datenanalyse

ExPASy Tool http://www.expasy.ch/translate

GCG-Software Packet

Datenbanksuche

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

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

Alignment

ClustalX 1.64 ftp://ftg-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/

GeneDoc 2.6 http://iwww.psc.edu/biomed/genedoc/
Stammbaumerstellung

ClustalX 1.64 siehe oben

PHYLIP 3.6 http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
Stammbaumeditor

Treeview 1.6 http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.htm|
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Alle im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Stammb&aume basieren auf Distanzmatrix- und
charakterorientierten Methoden. Bei den Distanzmatrix-orientierten Methoden wird die
relative Ahnlichkeit, bzw. die Distanz zwischen zwei Sequenzen in einer Matrix
ausgedrickt (z-B. PAM-Matrix oder BLOSUM). In einem ersten Schritt wurden die
paarweisen Abstande zwischen den einzelnen Sequenzen berechnet. Daflr gibt es
verschiedene Evolutionsmodelle, die die identischen Nukleotide, bzw. Aminosauren
nach einem Algorithmus berechnen und zusatzlich die méglichen Mutationen und
Ruckmutationen mit einbeziehen. Die PAM-Matrix (Dayhoff, 1978) z.B. ergibt sich aus
den Mutationen pro Position, die sich seit der Trennung zweier Aminosauren ereignet
haben. Anhand dieser Abstandsdaten a3t sich dann ein Stammbaum erstellen (z.B.
nach der ,Neighbor Joining“-Methode). Um einen linearisierten Stammbaum zu
erstellen, wurden die Distanzmatrix-Daten in das Microsoft EXCEL 97
Tabellenkalkulationsprogramm importiert. Fiir eine statistische Uberprifung des
Ergebnisses wurden die Bootstrap-Werte berechnet. Dabei werden nach einem
Zufallsprinzip einzelne Positionen innerhalb eines Alignments dupliziert und andere
deletiert. Die Gesamtlange der Sequenz bleibt jedoch erhalten. Dadurch wird jeder
Postion ein unterschiedliches Gewicht zugewiesen, da manche Positionen mehrfach
und andere gar nicht ausgewdahlt werden. Die entstandenen Teildatensétze
(Pseudosamples), meist werden hundert erstellt, wurden mit den oben beschriebenen
Methoden analysiert. Ein Bootstrap-Wert von 80 bedeutet, dass in 80% der Félle die
Sequenzen einander zugeordnet werden, d.h diese Verzweigung im Stammbaum ist zu

80% unterstitzt.
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C. Ergebnisse

1. Die Hamocyanine der Crustaceen

In friheren Untersuchungen wurden schon zahlreiche Hamocyanine der ,h6heren”
Krebse (Malacostraca) auf immunologischer und proteinbiochemischer Ebene
charakterisiert (Ubersichtsartikel: Markl, 1986; Markl und Decker, 1992), doch
Sequenzdaten aus dieser Gruppe sind noch sehr unvollstéandig (Burmester, 2001,
Burmester, 2002). Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher mehrere Untereinheiten der
Hamocyanine von Homarus americanus und Palinurus elephas auf cDNA-Ebene

sequenziert werden.

1.1 Das Hamocyanin des amerikanischen Hummers Homarus americanus

1.1.1 Biochemische Charakterisierung des Hdmocyanins von Homarus

americanus

Die Proteine der zellfreien Hamolymphe des Hummers und gereinigtes Hamocyanin
wurden in einer denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit
Coomassie Brilliant Blue R250 angefarbt. Die SDS-PAGE des 2 x 6 Hamocyanins
zeigte deutlich drei verschiedene Banden mit Molekilmassen im Bereich von 75 bis 80

kDa. Diese entsprachen den bereits bekannten a- (HcA), b- (HcB) und g (HcG)

Untereinheitstypen (Markl, 1986). AuRerdem waren noch andere Hamolymphproteine
und das nichtrespiratorische Pseudohamocyanin im Gel als Banden zu sehen (Markl et
al., 1979; Burmester, 1999). In einem Westernblot wurden die Proteine mit vier
verschiedenen Antiseren gegen Homarus-Hamocyanin nachgewiesen (Abb. 16).
Lediglich Antiserum 4 erwies sich als Hamocyanin-spezifisch. Die anderen
verwendeten Seren (1-3) erkannten auch das Pseudohamocyanin.
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Abb 16: SDS-PAGE und Westernblot der Hamolymphproteine von Homarus americanus

Die Proteine der Hamolymphe und gereinigtes Hamocyanin wurden in einer denaturierenden SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt. Ein Westernblot wurde mit vier
verschiedenen Antiseren gegen Homarus-Hamocyanin (1 bis 4) durchgefiihrt. Die Zuordnung der Banden
erfolgte nach Markl et al., 1979 und Burmester, 1999. Lediglich Antiserum 4 erwies sich als Hamocyanin-

spezifisch.
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1.1.2 N-terminale Sequenzen des Hamocyanins von Homarus americanus

Die Analyse der Nterminalen Sequenzen der Hamocyaninuntereinheiten wurde von
Dr. H. Heid, Deutsches Krebsforschungszentrum (Heidelberg) durchgefuhrt. Dazu
wurden Proteine, die vorher auf eine PDVF-Membran transferiert worden waren,
ausgeschnitten und einem Edman-Abbau unterworfen. Die Ermittlung der Aminoenden
der drei Banden ergab drei verschiedene Sequenzen zwischen 20 und 22
Aminosauren. Die obere Bande wurde als HcB durch Vergleiche mit bekannten
Hamocyaninsequenzen anderer Crustacea identifiziert und hat folgende
Aminosauresequenz : DTDVAHKQQS VNRLLYKVTS HI. Die mittlere Bande wurde
als HcA identifiziert : DASGDSTAKX QQDVNHLLDX 1Y und die untere entsprach laut
Sequenzvergleich der Untereinheit HcG : DSPGVSEVNV AQKQHDVNFL. In der HcB-
Bande tauchte eine leichte Verunreinigung auf, deren Sequenz identisch mit HCA zu
sein scheint (HCA"): DASGDSTAKX QQDVNXXXDX IY



Ergebnisse 61

1.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Homarus

americanus

Zu Beginn meiner Arbeit lag bereits eine cDNA-Bank aus RNA verschiedener Gewebe
von Homarus vor, die Dr. T. Burmester im Rahmen seiner Untersuchungen zum
Pseudohédmocyanin erstellt hatte (Burmester, 1999). Die vorhandene cDNA-Bank
wurde mit einer Mischung sechs verschiedener polyklonaler anti-Homarus-
Hamocyanin-Antikorper durchgemustert. Insgesamt wurden Uber vierzig positive Klone
gefunden, von denen dreizehn mit Insertgrofen zwischen 500 und 1800 bp
sequenziert wurden. Durch Vergleiche mit den Nterminalen Sequenzen und anderen
Crustaceen-Hamocyaninen konnten alle diese Klone dem a-Typ-Hamocyanin
zugeordnet werden. Durch Restriktionsverdau und Vergleich der Restriktionsmuster
konnte gezeigt werden, dass fast alle Klone einem einzigen Sequenztyp angehdren. Es
wurde nur eine Ausnahme gefunden (Klon 222.1), reprasentiert anscheinend ein Allel
oder ein anderes Gen des Typs a. Der Klon ist unvollstdndig, aber durch einen
Vergleich der sequenzierten Region (336 bp) mit den anderen Sequenzen konnte ein
Unterschied in 22 bp festgestellt werden.

Leider waren alle gefundenen positiven Klone unvollstandig. Die komplette Sequenz
des HcA konnte durch eine Kombination von zwei verschiedenen, jedoch in 242 bp
Uberlappenden Klonen zusammengesetzt werden, von denen der eine ein
vollstandiges 5°-Ende und der andere ein vollstandiges 3"-Ende hat. In der
Uberlappung gab es keine Unterschiede und so kann man von einer einzigen cDNA
ausgehen. Auf diese Weise erhielt ich die vollstandige Sequenz des HCA mit einer
Lange von 2246 bp und einem offenen Leserahmen von 2016 bp. Die Sequenz hat
einen 21 bp langen poly(A) Schwanz und ein alternatives Polyadenylierungssignal
(ATTAAA) ist 21 bp vor (upstream) der Polyadenylierungsstelle zu finden.

Die translatierte Sequenz des Klons von HcA ist komplett bis auf das Signalpeptid
(Abb. 17). Das native HcA ist ein Polypeptid aus 654 Aminosauren und einer
errechneten Molekiilmasse von 75,5 kDa. Dies stimmt mit den Daten der SDS-PAGE
Uberein. Die Sequenz ist in der EMBL/Genbank unter der Accession-Nummer AJ
297738 verfugbar.
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HamHCcA

CACACT GGT GGCCGCGGCT GCTGCCT GGCCAAGCT TCAGCTACCAGAACGACGCT TCCGGT GACAGT ACAGCCAAGAGACAACAGGATGT

T L VAAAAAWPS ST FSYQNUDASGDSTAKIRIOQOQDV

CAACCATCTGCTGGATAGAATTTACGACCATCTTCATTATTCCGACCT GAAGCAAAT CTCCGAGACCT TCAGCCCTGAGGCTGACACTTC

N HL L DRI YDHLHY SDULIKOQI S ETZFSUPEADT S

CATGTATACAGATGGT GGCACAGCCGCCCATCATCT TATGGAAGAGCT CAATGATCACAGATTCTTGGAGCAGCATCATTGGT TCTCTCT
MY TDOGGTAAHHLMETELNUDHREFLEQHMHWEF S L
TTTTAACCCTCGCCAGCGTGAAGAAGCTCTCATGCTTTTTGATGT CCTGATGCACTGCAAGT CTTGGGAGT GCTTTGT TGACAATGCCGC
FNPRQQREEALMLFDVL MHZCIKSWETCFVDNAA
CTTCTTCCGTGAACGTATGAATGAAGGAGAATTCGCTTACGCACT CTATACAGCAGT TATCCACT CTGAGT TGGGACAAGGGATTGTATT
FFRERMNEGEUFAYALYTAVI HSELGOQGI VL
ACCTCCACT CTACGAAATCACT CCCCATATGT TCACCAACAGT GAAAT CATCCACAAGGCT TACACT GCCAAGAT GACCCAGACACCAGG
P PLYEI TPHMEFTNSEI I HKAYTAKMMTOQTPG
CAGGTTTGAGATGAAATTCACAGGGACGAAAAAGAACAAGGAACAAAGAGT GGCCTACT TCGGT GAGGACATTGGCCTCAATATTCACCA
R F EMKZFTGTIKI KNI KEQRVAYFGET DI GL NI HH
CGTTACTTGGCATATGGACT TCCCCTTCTGGT GGAAGGACT CCTATGGT TACCATCTTGATCGCAAGGGCGAGCTATTCTTCTGGGCCCA
V T WHMDUFUPFWWIKUDSY GY HLUDARIKGEILFF WAH
TCATCAACTCACTGTACGCT TTGACGCT GAGCGCCTCTCTAACT GGCTAGACCCAGT TGACGAGCT TCACTGGGAGCGTATTATTCATGA
H QL TVRFDAERLSNWLDUZPVDELWMHWEIRI I HE
AGGT TTTGCACCACATACCAGCTACAAGT AT GGT GGT GAGT TCCCT GCACGT CCTGACAACGT ACACT TTGAGGAT GT GGACGGT GTAGC
GF APHTSY KY GGEZFWPARZPUDNVHFEUDVDG GV A
TCACGT GCGT GACATGATTATCATCGAGAGT CGCATTCGT GACGCCATTGCT CACGGT TACGT GACCGACAAT CATGGT GATAACATCAA
HVRDMI I I ESRI RDAI AHGYVTIDNMHTGTUDNI N
TATCAGGAAT GAT CATGGCAT TGACGT CCTCGGGGACAT CATTGAATCATCCGT GTACAGCCCCAACGCCCAGTATTATGGT GCACTGCA
I R NDHGI DV L GDI I ESSVYSPNAOQYYGALH
CAACACTGCTCACATAATGCT TGGT CGACAAGGT GATCCCCAT GGCAAAT TCAACAT GCCTCCCGGT GTGATGGAACACTTTGAGACTGC
NTAHI ML GRQGUDWPHGIK FNMPPGVMEWHTFET A
CACCCGCGACCCAAGTTTCTTCCGACTACACAAATACAT GGATAACAT CTTTAAGGAACACAAGGACTCACTTCCTCCTTACACCAAAGC
T RDPSFFRLHIKYMDNI F KEMHI KD SLZPZPY TKA
TGACATTGAGT TTACTGGT GT GGCGGT TGAAGAAGT TGAAATTGT TGGGCAGCTAAATACATTCTTTGATGAATTTGAATTCAGT CTCGG
bl EFTGVAVEEVEI VGQLNTFFUDTETFTETFSL G
CAATGCTGTGGATGAATTAGAAAAAGT TCATGATGTAGCCATTAGCGCATATGT CCACCGT CTTAACCATGAAGAATTTAGT TACAAAAT

N AV DELEIKVHDVAI SAYVHRLNHETETFS YK
TCTCGT CCAAAACAACAACGAAGGT GACAT CCTGGCCACCGT CCGTATCTACT TATGT CCCACT GT TGATAACAACCATATACACATCCC
L VQNNNESGDI L ATV RI YLCPTVDNNMHI HI P
TTTGTCGGAAGGACACT GGACCT GCAT TGAGATGGACAAGT TCTACAAGCAAT TAAAAACT GGAT CAAACAAGATCGATCGCAAGTCTAC
L S EGHWTT CI EMDI KU FYKQLKTGSNI KI DRIKST
CGAGTCTTCGGTGACTGTTCCTGATTCATTGAGCT TAGCAGAACT TCACGAGAAGACT GACCAGGCCGT AGCCAGCGGCAGCAAACTTGA
E S SV TVPDJ SILSLAETLMHEIZKTDA QAVASGSI KTLD
COCTGCACGAGTACGAGCGAT CATGT GGCCT TCCT GCCAGAT TGCT CCTGCCTAAGGGAACAGT CAACGGTATGGACTTCGACCTGT TTGT
L HEYERSTCGLWPARLILLWPIKSGTVNSGMDT FUDILFV
GGCTGTGACCAACGGT GATGAGGATAAAGT CACAGACCAT CCCGAGACT GACGAACACGGAGGCACCCATGCTCAATGT GGCGCCCATGG

AV T NGDEWD KV TDMHU®PETDEWHG G GTMHAI QT CGAWHG
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TGAAAAATACCCAGACAAGAAGCCCAT GGGCTACCCACTAGAACGT AGCATTCCT GATGAACGAGT CTTCCATGATGT TGCTAATATTAA
E K YPDI K KWPMGYPLERSI PDERVFHDVANI N
TGTCACCCATGTGAAGGTATTCT TTAAAGAAGAACAT [IBIAT TACATACAAAAT TATCATATTGT CAAACT TAAGATGAACACCTATTAG
vV T HV KV F F KEE H *
TTTTTTCTTAAAAATTGAAATAATTTAAAAATACTGGCTTATGAAAATTCGCCATTGACTATCATTTTTTTCTATTTGGGTATTACCATT
TATGTTATTGAAAGGT TCTTCTAATTTCAGT TAAATGAAGT TTAAGT GAAATGT CTTCAAAAACATIIARAAAT ATACT GGCAAT CAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 17: Nukleotid- und Aminosauresequenz von Homarus americanus HcA
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Homarus Hdmocyanins HcA, sowie die Translation in

Aminosauren.
Signalpeptid : gelb unterlegt
Stopcodon : Rot unterlegt.

Polyadenylierungssignal : liegt 21 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.

Die Ergebnisse der Proteinsequenzierung sind unterstrichen.
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1.1.4 Identifizierung des Expressionsortes von Hamocyanin

Um Informationen Uber den Expressionsort des Hamocyanins bei Homarus
americanus zu erhalten, wurde ein Northernblot mit verschiedenen Geweben
durchgefihrt. Dazu wurde die RNA aus thorakalem Bindegewebe, Kiemen,
Mitteldarmdrise, Muskel, Ovar und Herz prépariert, jeweils ca. 15 pg gesamt RNA in
einem Agarosegel separiert und auf eine Nylonmembran transferiert.

Die RNA wurde mit einer spezifischen, Dig-markierten RNA-Sonde, die Uber eine in
vitro-Transkription hergestellt wurde (siehe B.9.5.2), nachgewiesen (Abb. 18).

Dabei konnte deutlich gezeigt werden, dass Hamocyanin ausschlielich in der
Mitteldarmdriise exprimiert wird (siehe Senkbeil und Wriston, 1981).

T 72 34 56

Abb. 18: Northern Blot mit RNA verschiedener Gewebe von Homarus americanus
Etwa 15 pg gesamt-RNA verschiedener Gewebe von Homarus americanus wurden in
einem Agarosegel aufgetrennt und mit einer Dig-markierten RNA-Sonde detektiert.

(1) Bindegewebe, (2) Kiemen, (3) Mitteldarmdruse, (4) Muskel, (5) Ovarien, (6) Herz.
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1.2 Das Hamocyanin der Languste Palinurus elephas (synonym : P. vulgaris)

1.2.1 Biochemische Charakterisierung des Hdmocyanins von Palinurus elephas

In einer SDS-PAGE mit 7,5% Polyacrylamid wurden mindestens zwei Banden mit einer
Molekilmasse von etwa 75 kDa aufgetrennt. Die von Markl et al. (1979) beschriebene
Auftrennung in sechs verschiedene Banden wurde nicht erhalten. In einem Westernblot
wurden zwei klar erkennbare Banden mit einem Gemisch aus verschiedenen Antiseren
gegen Palinurus-Hamocyanin detektiert (Abb. 19). Bei den beiden Banden handelt es
sich wahrscheinlich um jeweils mehrere Untereinheiten, die jedoch in ihren
Laufeigenschaften sehr ahnlich sind und deshalb nicht aufgetrennt wurden. Alle
Untereinheiten entsprechen dem a-Typ, da diese von einem Antiserum gegen a-
Hamocyanin, jedoch nicht von einem gegen die g Untereinheit gerichteten Antiserum

erkannt wurden (Markl, 1986).
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Abb 19: SDS-PAGE und Westernblot von Hamolymphproteinen von Palinurus elephas

Durch eine Saulenchromatographie gereinigtes Hamocyanin wurde in einer denaturierenden SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbt. Man kann mindestens zwei distinkte
Untereinheiten im Bereich von etwa 80 kDa erkennen. In Westernblot konnten diese mit einem Gemisch

von anti-Panulirus-Hamocyanin-Antikdrper detektiert werden.
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1.2.2 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Palinurus

elephas

Aus der Mitteldarmdrise wurde die Gesamt-RNA prapariert und daraus mit dem
PolyATract Kit (Promega) die mRNA isoliert. Fir die Synthese der cDNA-Bank
(Stratagene) wurden etwa 5 pg PolyA’-RNA eingesetzt. Der Primartiter der cDNA-Bank
betrug etwa 300 000 pfu/ml und konnte zu einem Endtiter von etwa 1.3 x 10° pfu/ml
amplifiziert werden. Die cDNA-Bank wurde mit einem Gemisch verschiedener anti-
Palinurus-Hamocyanin-Antikérper durchsucht.

Es wurden neun positive Klone mit Insertgrof3en zwischen 1,5 und 3,8 kb
ansequenziert und als Hamocyanin identifiziert. Durch eine Sequenzierung mit den
Promotorprimern T3 und T7 und anschlieendem ,primer walking” wurden drei
verschiedene Untereinheiten identifiziert, die PelHcl, PelHc2 und PelHc3 genannt
wurden. Die Unterschiede der drei Untereinheiten betragen auf Nukleotidebene etwa 2-
3 % und es konnte durch Sequenzvergleiche festgestellt werden, dass es sich bei allen
Sequenzen um Untereinheiten des a-Typs (Markl, 1986) handelte. Das Hamocyanin

von Palinurus tragt ein Signalpeptid am 5°-Ende. Die Polyadenylierungssignale
(AATAAA) liegen bei allen drei Sequenztypen 19 bp vor dem PolyA*™-Schwanz (Abb.
20, 21 und 22). Bei einer Translation in Aminosauren ergibt sich ein offener
Leserahmen von 2052 bp (PelHcl und PelHc2), bzw. 2055 bp (PelHc3). Die
Berechnung der Molekulmassen mit dem ExPASy Tool ,Compute pl/Mw"
(www.expasy.ch/translate) ergibt fur alle drei gefundenen Untereinheiten
Molekilmassen von 75 kDa. Das bestétigt die biochemischen Ergebnisse und stimmt
ebenfalls mit Werten aus der Literatur Uberein (Markl et al., 1979; Markl, 1986). Die
verschiedenen Untereinheiten haben wahrscheinlich sehr ahnliche Laufeigenschaften,
was erklaren kann, dass in der SDS-PAGE nur zwei distinkte Hamocyanin Banden zu
sehen waren. Die Sequenzen von PelHcl, PelHc2 und PelHc3 sind in der
EMBL/Genbank unter den Accession-Nummern AJ 344361, AJ 344362 und AJ 344363
verfugbar.
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PelHcl

GAAGGT CCTGGT CTTGT GCGCGCTAGT GGCCA CAGCT GCCGCT TGGCCAAGCT TCAGCGGT GAACT TACTAATGGT TTCCAAAGCGACGT
K VvL VL CALVATAAAWPS S FSGETLTNGTFOQSDV
CCACTCATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGATGT CAACCAT CTGCTGGACAAGAT CTACGAGCCCATAAAAGAT GAGGAACT GCACAA
H S S DNAHI KQQDVNMHTLIULUDI KI Y EWPI KDETETLHN
CATAGCACAAACCT TTGACCCT GTGGCCGACACCT CCATATATGGT GACGT AGGT GCAGCCGCCAAAACGCT TATGCAGGAACT TAACGA
I AQTFDWPVADTSI!I YGDVGAAAKTILMQETLND
TCATAGACT GT TGGAACAGCATCATTGGT TCTCACTTTT TAACACT CGCCAGAGGGAAGAAGCACT CATCCTTTTTACGGT TCTGAATCA
HRLLEQHHWEFSLFNTRQRETEALMLE FTVLNDAQ
GTGCAAGGATTGGAACTGT TTTCTTAATAACGCCGCCTTCTTTCGT GAGAGGAT GAAT GAGGGAGAGT TTGTGTATGCACTCTATGTGAG
C K DWNTZ CFLNNAAFFRERMNETGETFVYALY VS
TGTCATCCACT CTAAACT GGGAGATGGTATTGT TCTGCCT CCACTCTACGAAGT CACCCCTCACATGT TTACAAACAGT GAAGT CATCGA
VI HS KL G6GDOGI VL PPLYEVTWPHMMFTNSTEUVI D
CAAGGCTTACTCCGCCAAGAT GACCCACAAAGAAGGTACATTTAACAT GAGCT TCACAGGAACT AAAAAGAACAAAGAACAACGAGT GGC
K A°Y S AKMTWMHIKIESGTVFNMMSU FT GTIKI KNI KEIQRV A
CTACTTCGGGGAAGATATTGGCATGAACATCCACCACGT TACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGT GGGACGATTCCTATGGT TATCA
Y F GEDI GMNI HHV T WHMMDZFZPFWMWDUDSY GY H
TCTGGATCGCAAGGGT GAGCTCTTCTTCTGGGT CCACCACCAGCT CACTGCCCGCTTTGACGCAGAACGT CTCTCCAACT GGATGGAACC
L DRKGELFFWVHHOQLTARTFUDAEWIRTLSNMWMEP
CGTTGACGAACTACATTGGGACGACAT TATCCACGAGGGAT TTGCTCCACACACTAGT TACAAGTATGGT GGTGAGT TCCCT GTACGTCC
v D ELHWDUDI I HEGFAPHTSYKY GGETFPVRP
AGACAACATCCGT TTCGAAGAT GT GGACGGT GTAGCT CATGT GCAT GACAT GGAAAT CACAGAGAACCGCAT TCGT GACGCAATTGCTCA
DNI RFEDVDSGVAHVHDMETI TENRI RDAI AH
CGGTTACATCACGGCCACCGATGGACACACAAT CGACAT CAGGCAACCT AATGGCATCGAACT CCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCAT
GYl T ATDS GHTI DI RQPNSGI EL L GDI I E S SM
GTACAGT TCTAACCCACACTATTATGGT TCCCTGCACAACACT GCTCACATGATGCT TGGT CGACAGGGT GATCCTCATGGCAAGT TCGA
Y S S NPHYYGSLHNTAHMMLGROQGDUPHGI KF D
CATGCCTCCCGGTGT TATGGAGCATTTTGAGACT GCCACACGCGACCCAAGT TTCTTCAGACTGCACAAATATATGGACAACATCTTCAA
MPPGVWMEMHEFETATIRDZPSZFFRLHIKY MDNI F K
GGAACACACAGACTCTTTCCCTCCCTACACCCATGAAGACCTCGAGT TCCCCGGTGTTTCAGTGGACAATATTGCTATTGATGGACACCT
EHTDSZFWPPYTHETDILIEFWPGV SVDNI AI DGHIL
TACTACATTCTTCGATCAGT TCAAATACAGT CTTGTAAATGCT GT GGAT TCAGGT GAAAACGT AGAGGAT GT GGCAATCTATGCCAATGT
T TFF D QFKY SLVNAVDSGENVEUDVAI Y ANWYV
TCATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACT TATGAGAT TGAGGT CAGGAACCACAACGAAGAGAAATTTGCTACCGTCCGCATTTTCTTGTG
HRL NMHETEFTYEI EVRNMHNETEIKFATVRI F L C
CCCTACTGAGGATAATAATGGCATAACCT TGAACCTAGAT GAAGAACGT TGGCTTTGCCT TGAAATGGACAAGT TCTGGAGAAAACTGGC
P T EDNNSGI TL NLDEERWLT CLEMDIKFWRKL A
CAATGGAAAAAAT CTAATAGAACGCAGT TCTAAGGACT CGT CGGT GACCGT CCCTGATATGCCAAGCT TTGAAT CGCTGAAGCACCAAGC
N GKNWLI ERSSKDSSVTVPDMMPS S FESILIKHAOQA
TGATGAAGCGGT AAAGAACGGAGAAGACCT GGACCT GAGT GCGT ATGAACGGT CTTGT GGCAT CCCCGACAGAAT GCTGCTACCCAAGAG
DEAV KNG GEU DLW DL SAYE ERST CGI PDRMLILPK'S
CAAGCCTCAGGGTATGGAATTCAACCTATACGT GGT TGT GACT GACGGT GACAAGGATACAGAT GGAAGT GATGGAGACCACGATCATCA

K P QGMETFNLYVVVTDSGDI KUDTWDS GSUDSGUDMHTDMHH
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Ergebnisse

CGGCACCCACGCT CAGT GTGGCAT TCACGGT GAACAGT AT CCAGACCAT CGGCCT TTGGGT TATCCACT GGAACGT CGCATTCCTGATGA
G THAQCGI HGEOQYUPUDMHRPLGYPLERRI P DE
ACGCGTCTTTGATGGCGT TTCAAACAT CAAGCACGCACT CGT CAAGAT CGT CCATGACCCAGAGCT TCGT GCTBBGT TTCCTTCTCATA

RV F DGV SNI KHALVKI1l VHDUZPETLRA*
GTATGATCAAAATTATGACTGACCTGT TTATGGATCATTTTAGT AAACATCAGAATGT TCGTGTGTTCAACAACTTTAGTTCATTCTTAA
CCTGAGTATAGTCTCAACAAAATTCTTCTGT TTAGAATTTATAACAAAATAGGACAATGTACCAAAATTTGATAATATTATTATCCCACH

BIARAGAAT ATCT GCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 20: Nukleotid- und Aminosauresequenz von Palinurus elephas Hcl
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Palinurus Hamocyanins Hcl, sowie die Translation in

Aminosauren.

Signalpeptid : gelb unterlegt

Startcodon : unvollsténdig, teilweise markiert.

Stopcodon : Rot unterlegt.

Die potentielle Glykosilierungsstelle ist mit blauen Buchstaben markiert (NMS).

Polyadenylierungssignal : liegt 19 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.



Ergebnisse

PelHc2

AAGGT CCTGGT CTTGT GCGCGCTAGT GGCCACAGCT GCCGCT TGGCCAAGCT TCAGCGGT GAACTTACTAACGGT TTCCAAAGT GACGTC
K'vL VLT CALVATAAAWPS ST FEFSGEILTNGFIOQS DV
CACTCATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGAT GT CAACCAT CTGCT GGACAAGAT CTACGAGCCCATAAAAGAT GAGGAACTGCACAAC
HS S DNAHI KQQDVNHTILIULUDI KI Y EWPI KDETETL HN
ATAGCACAAACCT TTGACCCT GT GGCCGACACCT CCATATAT GT TGACGAT GGT GCAGCCGCCAAAACGCT TATGCAGGAACT TAACGAT
Il AQTFDWPVADTSI|I YVDDG GAAAKTLMOQETLND
CATAGACTGTTGGAGCAGCATCATTGGT TCTCACTTTTCAACACT CGCCAGAGGGAAGAAGCACTCATGCTTTTTACTGTTCTGAATCAG
HRLLEQHHWEFSLFNTRQREIEALMLEFTVLNDAQ
TGCAAGAATTGGAACTGT TTTCGTAATAACGCCGCCTTCTTTCGT GAGAGGAT GAATGAGGGAGAGT TTGTGTATGCACTCTATGT GAGT
C K NWNZ CFRNNAAFFREWRMNETGETFVY ALY VS
GTCATCCACTCTAAACT GGGAGATGGTGTTGT TCTGCCTCCACT CTACGAAGT CACCCCTCACATGT TTACAAATAATGAAGT CATCGAC
VI HSK 1L G6GDGVVLPPLYEVTWPHMFTNNTEVWVI D
AAGGCT TACT CT GCCAAGAT GACCCACGAAGGAAATACAT TTGACAT GAGCT TCACAGGAACAAAAAAGAACAGAGAACAACGAGT GGCC
K A°Y S AKMTWHEU GNTFDMMSU FT GTIKIKNIREU QRV A
TACTTCGGGGAAGATAT TGGCAT GAACAT CCACCACGT TACTTGGCATATGGACT TCCCCTTCTGGT GGCAAGATTCCTATGGT TATCAT
Y F GEDI GMNI HHV T WHMDFUPF WWOQDS Y G Y H
CTGGATCGCAAGGGTGAGCTCTTCTTCTGGGT CCACCACCAGCT CACTGCCCGCT TTGACGCAGAACGT CTCTCCAACTGGATGGATCCC
L DRKGELFFWVHHOQLTARTFUDAEWRLSNWMDP
GTTGACGAACTACAT TGGGAGGAAGT TATCCACGAGGGAT TTGCTCCACACGCTAGT TACAAGTATGGT GGTGAGT TCCCTACACGT CCA
v Db EL HWEEVI HEGFAPMHASYKY GGEFZPTRP
GACAACACCCAATTCAAAAAT GT GGACGGCGTAGCT CGT GT GCGT GACATGGAAAT CACAGAGAGCCGCATTCGTGACGCAATTGCTCAC
DNTQFIKNVD GVARVRDMMEI TESIRI RDAI AH
GGTTACAT CACGGCCACCGAT GGACACACAAT CGACAT CAGGCAACCT AAT GGCAT CGAACT CCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCATG
GYl T ATDSGMHTI DI RQPNSGI EL L GDI I E S SM
TACAGTTCTAACCCACAATATTATGG TCCCT ACACAACACT GCTCACATGATGCTTGGT CGACAGGGT GATCCTCATGGCAAGTTCGAC
Y S S NP QYY GSLHNTAHMMLGRAOQGUDUPHGT KFD
ATGCCTCCCGGT GT TATGGAGCATTTTGAGACAGCT ACACGCGACCCAAGT TTCT TCAGACT GCACAAATATATGGACAACATCTTCAAG
M PPGVMEMHTFETATRDWPS S FFRLHKYMDNI F K
GAACACACAGACTCTTTCCCACCCTACACCCATGAAGACCT CGAGT TCCCCGGT GT TTCAGT GGAAAATATTGCTATTGATGGACACCTC
EHTDSFWPWPYTHETDLIEZFWPGVSVENI AIl DGHIL
ACTACATTCTTCGATCAGT TCAAATACAGT CTTGTAAATGCTGT GGATTCGGGAGAAAACATAGAGGAT GTGGAAATCTATGCCAATGT T
T TFF DO QFKY SLVNAVDSGENI EDVEI Y ANV
CATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACT TATGT CAT TGAGGT CAGCAACGCCAACGAAGT GCATTTAGCTACCGTCCGCATTTTCTTGTGC
HRLNMHEEFTYVI EVSNANEVHLATVRI F L C
CCTACCGAGGATAATAATGGCATAACCT TGAACCTAGATGAAGAACGT TGGCT TTGCCTTGAATTGGACAAGT TCTGGACAAAACT GGCC
P T EDNNGI TL NULWDEIERWLCLELDIKFWTKL A
AATGGAAAAAAT CTAATAGAACGCAGT TCTAAGGACT CGT CGGT GACCGT CCCTGATAT GCCAAGCT TTGAATCGCTGAAGCACCAAGCT
N GKNWLI ERSSKDSSVTVPDMMPSFESLKHAOQA
GATGAAGCGGTAAAGAACGGAGAAGACCT GGACCT GAGT GCGT AT GAACGGT CTTGT GGCAT CCCCGACAGAAT GCTGCTACCCAAGAGC
DEAVKNGEUDLWDILSAY ERST CGI PDRMLIL P K S
AAGCCT CAGGGT ATGGAAT TCAACCTATACGT GGCT GT GACT GACGGT GACAAGGATACAGAT GGTAGT GATGGAGACCACGATCATCAC

K P QGMEFNLYV AV TDS GDI KUDTWDGSUDGDMHUDMHH
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Ergebnisse

GGCACCCACGCT CAGT GT GGCATTCACGGT GAACAGT AT CCAGACCAT CGGCCT TTGGGT TATCCACT GGAACGT CGCATTCCTGATGAA
G THAQCGI HGEOQYPUDHRPLGYPLERIRI P DE
CGCGT CTTTGATGGCGT TTCAAACAT CAAGCACGCACT CGT CAAGAT CGTCCATGACCCAGAGCT TCGT GCT [BlIGT TTCCTTCTCATAG
RV FDGV S NI KHALVKI1 VHDUZPETLRA*
TATGATCAAAATTATGACTGACCTGTTTATGGATCATTTTAGTAAACATCAGAATGT TCGTGTGTTCAACAACTTTAGTTCATTCTTAAC
CTGAGTATAGTCTCAACAAAATTCTTCTGT TTAGAATTTATAACAAAATAGGACAAT GTACCAAAATTTGATAATAT TATTATCCCACHEA

[EBBAGAATATCTGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 21: Nukleotid- und Aminosauresequenz von Palinurus elephas Hc2

1980

660

2070

690

2160

2250

2287

71

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Palinurus Hadmocyanins Hc2, sowie die Translation in

Aminosauren.
Signalpepetid : gelb unterlegt
Stopcodon : Rot unterlegt.

Polyadenylierungssignal : liegt 19 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.



Ergebnisse

PelHc3

TGAAGGT CCTGGTCTTGT GCGCGCTAGT GGCCACAGCT GCCGCT TGGCCAAGCT TCAGCGGT GAACT TACTAACGGT TTCCAAAGTGACG
K vLVLCALVATAAAWPS S FEFSGETULTNGTFOQSTVDV
TCCACT CATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGATGT CAACCAT CTGCTGGACAAGAT CTACGAGCCCATAAAAGAT GAGAAACT GCACA
HS S DNAHIKOQQDVNHTLIULDI KI Y EWPI KDEIKTLHN
ACACAGCACAAACCT TTGACCCT GT GGCCGACACCT CCATATAT GGT GACGAT GGT GCAGCCGCCAAAACGCTTATGCAGGAGCTTAACG
T AQTUFDWPVADTSI!I Y GDDU GAAAKTILMQETLND
ATCATAGACT GT TGGAACAGCATCATTGGT TCTCACTTTTTAACACT CGCCAGAGGGAAGAAGCACTCATGCTTTTTACTGTTCTGAATC
HRLLEQHHWFSLFNTROQQREEALMLFTVL NDQ
AGTGCAAGGATTGGAACTGT TTTCTTAATAACGCCGCCT TCTTTCGT GAGAGGAT GAAT GAGGGAGAGT TTGTGTATGCACTCTATGTGA
C K DWNTZ CFLNNAAFFRERMNETGETFVY ALY VS
GI GTCATCCACTCTAAACTGGGAGATGGTATTGT TCTGCCTCCACT CTACGAAGT CACCCCTCACATGTTTACAAACAATGAAGT CATCG
VI HS KL GDSGI VL PPLYEVTWPHMMFTNNEVI D
ACAAGGCT TACT CCGCCAAGAT GACCCACAAAGAAGGT ACATTTAACATGAGCT TCACAGGAACT AAAAAGAACAAAGAACAACGAGT GG
K AY S AKMTMHIKEGT FNMMSZFT GTIKI KNI KEQRVA
CCTACTTCGGGGAAGATATTGGCATGAACATCCACCACGT TACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGT GGGACGACTCCTATGGTTATC
Y F GEDI GMNI HHVTWHMDUFPF WWDUDS Y G Y H
ATCTGGATCGCAAGGGT GAGCTCTTCT TCTGGGT CCACCACCAGCT CACTGCCCGCT TTGACGCAGAACGT CTCTCCAACTGGCTGGATC
L DRKGELFFWVHHOQLTARTFUDAERILSNWLDP
CCGTTGCCGAACTACATTGGGT GGACGT TATCCACGAGGGAT TTGCTCCACACGCTAGT TACAAGCATGGT GGTGAGT TCCCTACACGTC
VA EL HWVDVI HEU GFAPHASYKHGS GETFPTRP
CAGACAACATCCGT TTCAAAAAT GT GGACGGCGT AGCT CGT GT GCAT GACAT GGAAAT CACAGAGAGCCGCATTCGTGACGCAATTGCTC
DNI RFKNVDSGVARVHDMEI TESIRI RDAI AH
ACGGT TACAT CACGGCCACCGAT GGACACACAAT CGACAT CAGGCAACCT AAT GGCATCGAACT CCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCA
GYl|l T ATDSGHTI DI RQPNSGI ELLGDI I E S SM
TGTACAGT TCTAACCCACACTATTATGGT TCCCTACACAACACT GCTCACATGATGCT TGGT CGACAGGGT GATCCTCATGGCAAGTTCA
Y S S NPHYY GSLHNTAMHMMLGROQGDUPHGI K F N
ACATGCCTCCCGGT GT TATGGAGCATTTTGAGACT GCCACACGCGACCCAAGT TTCTTCAGACT GCACAAATATATGGaCAACATCTTCA
M PP GVMEMHT FETATRDUZPSFFRLHKYMDNI F K
AGGAACACACAGACTCTTTCCCTCCCTACACCCATGAAGACCT CGAATTCGCCGGT GTTTCAGTGGACAATATTGCTATTGATGGACACC
EHTDSFWPWPYTHETDILIEFAGVYVYSVDNI AI DGHIL
TTACTACATTc TTCGATCAGT TCAAATACAGT CTTGTAAATGCTGT GGATTCAGGT GAAAACGT AGAGGAT GT GGCAATCTATGCCAATG
T TFFDQFIKY SLVNAVDSGENVEUDVAI Y ANV
TTCATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACT TATGATAT TGAGGT CAGGAACCACAACGAAGAAGAGAAATTTGCTACCGTCCGCATTTTCT
HRL NWMHETEZFTYDI EVRNHNETEEI KFATVRI F L
TGTGCCCTACCGAGGATAATAATGGCATAACCT TGAACT TAGAT GAAGCACGT TGGCTTTGCCTTGAAAT GGACAAGT TCTGGAAAAAAC
cCPTEUDNNGI TLNLWUDEARWLTCLEMDIKF WK KL
TGGGCAACGGACT TAATAT GATAGAACGCAGT TCTAAGGACT CGT CGGT GACCGT CCCTGATATGCCAAGCT TTGAATCGCTGAAGCACC
GNGLNMI ERSSKDSSVTVPDMMPSFESTLKHAQ
AAGCT GAT GAAGCGGT AAAGAACGGAGAAGACCT GGACCT GAGT GCGT AT GAACGGT CTTGT GGCAT CCCCGACAGAAT GCTGCTACCCA
A DEAVKNGEUDLUDILSAYERSTCGI PDRMLIL P K
AGAGCAAGCCT CAGGGTATGGAATTCAACCTATACGT GGCTGT GACT GACGGT GACAAGGAT ACAGAT GGAAGT GATGGAGACCACGATC

S K P QGMEFNLYV AV TDSGDI KDTDGSDGUDMHTDH
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Ergebnisse

ATCACGGCACCCACGCT CAGT GTGGCATTCACGGT GAACAGT ATCCAGACCACCGCGCCT TTGGGT TATCCACT GGAACGT CGCATTCCTG
HGTHAOQCGI HGEQYPDMHRPLGYUPLERRI P D
ATGAACGCGT CTTTGATGGCGT TTCAAACAT CAAGCACGCACT CGT CAAGAT CGT CCATGACCCAGAGCT TCGTGCT [@lIGT TTCCTTCT
ERVFDS GV SNI KHALVIKI VHDZPELIRA?®*V S F S
CATAGTATGATCAAAATTATGACTTTGATCTGT TTATGGATCATTTTAGTAAACATCAGAATGT TCGTGTGTTCAATAACTT TAGTATAG
TCTCAACAAAATTCTTCTGT TTAGAATTTATATCAAAATAGGACAAT GTACCAAAATTTGATAATATTAT TATCCCACRAIIABAGAATAT

CTGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 22: Nukleotid- und Aminosauresequenz von Palinurus elephas Hc3
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Palinurus Hadmocyanins Hc3, sowie die Translation in

Aminosauren.

Signalpepetid : gelb unterlegt

Startcodon : unvollsténdig, teilweise markiert.

Stopcodon : Rot unterlegt.

Die potentielle Glykosilierungsstelle ist mit blauen Buchstaben markiert (NMS).

Polyadenylierungssignal : liegt 19 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.
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1.3 Phylogenetische Auswertung der Himocyaninsequenzen von Crustaceen

Um die Evolution der Hamocyanine der Crustacea zu untersuchen, fihrte ich im
Rahmen meiner Arbeit eine Stammbaumanalyse mit den Hamocyaninsequenzdaten
durch. Dazu wurde von allen verflgbaren Hamocyanin- und
Pseudohamocyaninsequenzen von Crustaceen ein Mehrfachalignment erstellt und
ausgewertet. Die Stammbaumanalyse der Hamocyaninsequenzdaten erfolgte mit dem
.Neighbor-Joining“-Verfahren auf der Basis der empirischen Proteindistanzen (PAM001
Matrix) nach Dayhoff. Eine ,Maximum Parsimony“-Analyse wurde mit dem
PROTPARS-Programm wie in Abschnitt B 16 durchgefuhrt. Die statistische
Absicherung des ermittelten Stammbaums erfolgte mit der Bootstrapping-Methode. Als
AuRengruppe, d.h. der phylogenetische &lteste Ast des Stammbaums, wurden die
Hamocyanine der Cheliceraten gewahlt (zur Wahl der richtigen Aul3engruppe siehe
Burmester, 2001). Die Pseudohamocyanine und Hadmocyanine der Crustaceen bilden
bei beiden verwendeten Methoden zwei unterschiedliche Aste, wobei die Himocyanine
nochmals in die a- und ¢ Typ-Sequenzen gesplittet werden. Diese beiden

unabhangigen Aste reprasentieren die beiden unterschiedlichen Untereinheitstypen der
Crustaceen Hamocyanine (Abb. 23 und 24). Die statistische Absicherung der beiden
Baume ist aufgrund der hohen ,Bootstrapwerte sehr gut. So ist das
Schwestergruppenverhaltnis des Insektenh@amocyanins mit den
Crustaceenhamocyaninen zu 100% gesichert. Ebenfalls die Gruppierung der
Pseudohamocyanine scheint strikt zu sein (98 resp. 99). Die Auftrennung der beiden
Untereinheitstypen in zwei unabhangige Aste ist mit 46% mit der ,Neighbor Joining®
Methode ein wenig schwach, jedoch bei dem ,Maximum Parsimony* Verfahren mit
99% (g-Typ) und 85% (a-Typ) gut unterstiitzt.
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Abb. 23: Molekulare Phylogenie der Hamocyanin Untereinheiten der Crustacea
Ein Multisequenzalignment mit Proteinsequenzen von Hamocyanin und Pseudohédmocyanin verschiedener

Arthropden wurde mit der ,neighbor-joining“-Methode analysiert.
Distanz. Zur statistischen Absicherung des Stammbaums wurden

als Zahlen an den Aufspaltungspunkten angegeben. SamHc,

Der Balken entspricht einer 0,1 PAM
die Bootstrapwerte berechnet. Sie sind

Schistocerca americana Hamocyanin;

CmaCC1, Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHcl und 2, Homarus americanus Pseudohamocyanin 1
und 2; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hamocyanin 6;

CsaHc, Callinectes sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei Hamocyanin; HamHCcA,

Homarus americanus Hamocyanin A; PelHcl-3, Palinurus elephas Hamocyanin; PvuHc, Palinurus

vulgaris Hdmocyanin.
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Abb. 24: Molekulare Phylogenie der Himocyanin Untereinheiten der Crustacea

Ein Multisequenzalignment mit Proteinsequenzen von Hamocyanin und Pseudohamocyanin verschiedener
Arthropden wurde mit der ,maximum parsimony*“-Methode analysiert. Der Balken entspricht einer 0,1 PAM
Distanz. Zur statistischen Absicherung des Stammbaums wurden die Bootstrapwerte berechnet. Sie sind
als Zahlen an den Aufspaltungspunkten angegeben. SamHc, Schistocerca americana Hamocyanin;
CmaCC1, Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHcl und 2, Homarus americanus Pseudohéamocyanin 1
und 2; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hamocyanin 6;
CsaHc, Callinectes sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei Hadmocyanin; HamHCcA,

Homarus americanus Hamocyanin A; PelHcl-3, Palinurus elephas Hamocyanin; PvuHc, Palinurus
vulgaris Hamocyanin.
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2. Die Hamocyanine der Myriapoden

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit sollte die erstmalige molekulare
Charakterisierung des Hamocyanins der Myriapoda sein. Dazu wurden Vertreter von
Spirostreptus spec., Archispirostreptus gigas und Teledeinopus aoutii néher
untersucht. Zu weiterfUhrenden biochemischen Untersuchungen wurde das

Hamocyanin der Spirostreptus-Art herangezogen.

2.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Spirostreptus spec.

Zu Beginn meiner Arbeit lagen schon umfangreiche biochemische Untersuchungen mit
dem Hamocyanin des Diplopoden Spirostreptus, sowie Daten zu den
Sauerstoffbindungseigenschaften vor (Jaenicke et al., 1999). Bei dem Hamocyanin von
Spirostreptus handelt es sich um ein 6x6 Molekill, das in grof3en Mengen in der
Hamolymphe vorliegt (ca. 50 bis 70 mg/ml). Es besteht aus mindestens zwei
gelelektrophoretisch und immunologisch unterschiedlichen Untereinheiten, die in einem
Konzentrationsverhaltnis von etwa 1:3 vorliegen.

Ich untersuchte zundchst das Hamocyanin des Diplopoden Spirostreptus biochemisch,
um einen vorhandenen Antikbrper zu testen und konnte es daraufhin
molekularbiologisch charakterisieren. Die Hamolymphproteine wurden aufgrund ihrer
GroRRe durch eine Gelfiltrations- Chromatographie gereinigt. Antikbrper gegen das
aufgereinigte Hamocyanin konnten in Meerschweinchen hergestellt werden (Jaenicke
et al.,1999). In einer SDS-PAGE konnte gezeigt werden, dass das Hamocyanin von
Spirostreptus zwei verschiedene, elektrophoretisch trennbare Untereinheiten besitzt.
Diese wurden mit SpiHcl und SpiHc2 bezeichnet (Abb. 25). In einem Westernblot
wurden diese Untereinheiten mit verschiedenen Antikdrpern gegen Crustaceen- oder
Cheliceratenhdmocyanine und mit dem spezifischen anti-Spirostreptus-Hamocyanin-
Antikorper nachgewiesen (Abb. 25).
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Abb 25: SDS-PAGE und Westernblot von Spirostreptus-Hamocyanin

Proteine der Gesamthamolymphe (Spur 2) und isoliertes Hadmocyanin wurden in einer SDS-PAGE unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt.

(3) Westernblot der Gesamthdmolymphe mit einem spezifischen anti-Spirostreptus-Hamocyanin

Antikérper. Die beiden Hamocyanin-Untereinheiten sind mit Hcl und Hc2 bezeichnet.
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2.1.2 N-terminale Sequenzen des Hdmocyanins von Spirostreptus

Die N-terminalen Sequenzen der beiden Untereinheiten wurden wie oben bereits
beschreiben von Dr. Potsch (Institut fur Physiologische Chemie, Mainz) ermittelt.
Obwohl die Aminosauresequenzen nicht gut lesbar waren, konnten die beiden Banden
als unterschiedlich identifiziert werden. Eine erkennbare Ubereinstimmung mit den
damals bekannten Hamocyanin Sequenzen wurde jedoch nicht gefunden. Die obere
Bande im Gel konnte jedoch vermutlich SpiHcl zugeordnet werden
EKXP(K/L)PVNV(E/G), wahrend es sich bei der unteren Bande dementsprechend um
SpiHc2 handelt : (H/A)EXP(H/A)PTEDLL

2.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von

Spirostreptus

Da der Expressionsort des Hamocyanins bei Spirostreptus unbekannt ist, extrahierte
ich zuerst die Gesamt-RNA (ohne Cuticula) eines kompletten Tieres und isolierte mit
dem PolyATract Kit (Promega) die Poly(A)"-RNA. Fur die Synthese der ZAP Express
cDNA-Bank wurden etwa 5 pg Poly(A)+-RNA eingesetzt. Die cDNA-Bank hatte einen
Primartiter von etwa 300 000 pfu/ml, der auf einen Endtiter von 2.8 x 10° pfu/ml
amplifiziert werden konnte.

Die Bank wurde mit dem anti-Spirostreptus-Hamocyanin Antikérper durchsucht und es
konnten 37 mal leicht unterschiedliche, etwa 500 bp grof3e Klone identifiziert werden,
die am 5”-Ende nicht vollstéandig waren und sich in nur wenigen Basenpaaren am Ende
unterschieden. Auch ein Sondenscreening mit einer spezifischen DNA-Sonde ergab
keine positiven Klone. Erst durch eine RT-PCR konnte eine Hdmocyaninsequenz aus
dem mittleren Bereich amplifiziert werden. Durch ein anschlieendes 5 -RACE mit
einem Set von mehreren spezifischen Oligonukleotiden und einem degenerierten
Primer der CuA-Bindungsstelle war es moglich, die komplette Sequenz zu
amplifizieren. Die ermittelte Sequenz ist 2082 bp lang (plus ein PolyA-Schwanz von 18
bp) und Dbeinhaltet einen offenen Leserahmen von 1959 bp. Das
Polyadenylierungssignal AATAAA liegt 21 bp upstream des PolyA-Schwanzes (Abb.
26). Eine Translation ergibt ein Protein von 636 Aminosduren mit einer errechneten
Molekilmasse von 73,7 kDa. Vergleicht man diese Sequenz mit den Ergebnissen der
N-terminalen Sequenzierung, so kann man sie dem Hcl zuordnen. Mit einem
Signalpeptid von 17 Aminosduren umfaldt die native Hamocyaninuntereinheit 636
Aminosauren und hat eine errechnete Molkilmasse von 73.7 kDa, was mit den Daten
der biochemischen Analyse sehr gut Uberein stimmt. Auch die sechs Kupfer-
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koordinierten Histidine, die bei allen Arthropodenhamocyaninen @solut konserviert
vorliegen, sind bei Spirostreptus vorhanden.

Die Sequenz des Hamocyanins von Spirostreptus ist in der EMBL/Genbank unter der
Accession-Nummer AJ 297738 verfugbar.

SpiHcl

AGTTAAGAATCAGCGCTTTOCGAAGACGGTCTTGGGCTGAATTATTCAATTTTTATCCATTAAAA 65
ATGAAACTTTTCATTTTAGCCGT GGT CCTACT GGCCACCACGGCAAT CGCAGAAAAGT GCCCCAAGCCGGTAAATGTAGAAGCCAAACAG 155

M KLFI L AVVLLATTAI AEKCPIKWPVNVEATEKDAQ 30

AAAAT GGT GGACACT CTCATCAGT TACAT TAACAAACCGGCCAATCCCGT TCCTCCAAAGCCACCAATAGATCCAAAGAAATTAATAGGC 245
K MmVvVDTULI1I SYI NKWPANPVZPPKWPPI DPIKIKILI G 60
ATTGGAATTTTGCCGAAAGATCAAGT TTTCTCACTTTTTGACGAAAGGACGT GGGAT GAAGT CAGT GAGGT CCTGAAAAGATTTATGGCG 335
I G1I L P KDOQVFSLFDERTWDEV S EVL KR RFMA 90
GCACCAACTTTTGAAGACTTCATTAAAGT TGCCGAAACGT TGTACCCTCACGTGAATGAGGACTTGTTCCTGTTCGGACTCTCCGTGGCC 425
AP TFEDU FI KVAETILYW®PHVNEUDILU FULFGL S VA 120
ATTGT CCATCGT CCAGAT GCCAACGGT GT CCACGTACCTAGAGT ACACGAGGT TTATCCGGACAAATTCTTGACCAACGACGTCCTCATC 515
Il VAHARPDANGVHVPRVHEVY?PDI KT FTLTNUDUVTL.I 150
AACATTCGAAAACAAAT CATTAAAGCACACAAGAACCCCGT GGT GAAGGACACCCACTATTACCACAATGACTTCGACCCATTCCGTAGA 605
N1 RKQI I K GHIKNWPVV KDTWHYYHNDTFUDUPTFRR 180
GTGGATTACTTCACCGAAGATCTTGGCATGAATTCGCACCATTATCACTGGCACGT GTTGCACCCATCCATCTGGACACAAGATATTGGA 695
v DY FTEUDUL GMNSHHYHWHVLHZPSI WTIOQDI G 210
GAAAAAT CCAAACT TGGAGAACTATTCTACT GGATGCACCGACAAATGGT TGCCAGATTTGACAGTGAGCTTTTGTCAGTCCATCTTCCT 785
E K S KL GELFYWMHROQQMVART FDSEILIL SV HLP 240
AGAATTTCTTCCCT CGATGACT GGAACAAGAAAGT CAAGAT CGGT TATGCCCCT CACT TGACCATCCAAAGAACGGGT TACACCTACATG 875
R1 S8 S L DDWNIKI KWVIKI GYAPHLTI QRTGYTYWM 270
AACCGGCCAGAGAACCT GGAGAT TGAAGAT CTGCCT GAACT GACCAAGGGCGAGCT GATGCAGT GGAAGAACAGGAT CATGGAGGCTATT 965
NRPENLEI EDLUPELTI K GELMQWIKNRI ME A 300
GCTCGTCATAATATTACCCTAAAAGGAGGACCT GGTAAAAAACT TCGCACCACT CCTGAAAATGGCATAGACATTTTCGGTCACTTGATC 1055
A RHNI TL KOGGPGK KLRTTWPENGI DI F GHL I 330
GCAGCCACGAAGAACAGCACCAATCGCCGATACTATGGCAATCTACATTCCTATGCCCACGT CATTGCAGCTAGAATCGCAGATTCAGAC 1145
AATK KNS STNRRYYGNLHSYAHVI A ARI ADSTD 360
GGCGAACATATGGAGGACAAT GGT GCCATGTACGACGT GGCCACT TCTGCCCGAGATCCTCTGT TTTACAGCTGGCACAAGTTCATCGAC 1235
GEHMEUDNGAMYDVATSARUDUZPLFY S WHKF 1 D 390
AAGCTTT TCACCGAATACCAGATGACCCTGACGCCATACACTCCTTACCAGT TGACATGGCCAGATGT TGT TGTCGATGGTATCCACATT 1325
KL FTEYQMTLTW®PYTWPYQLTWPUDVV VDS GI HII 420
GAAAACT TGAAAACCCATGAAGAAAATATGATTCACACCT AT TACACCAGCAGCACT CTGAGGCT CAGCAAAGGCTTCGATTACACCAAG 1415
E NL KTHEENMMI HTYY TS STWLIRLSKGTFUDYTK 450
GACAGT GAGGCCAAGGT CATCGTAGAACACACCGAT CACGACGATTTCGT TTACGT CATCGATATCGACAACAATGCCCGAGTGGAGAAG 1505
DS EAKVI VEHTDMHIDIDU FUVY VI DI DNNARVEK 480
ACGGCCGT TCTGAGAATATTCTTGGCACCCAAATACGACGAGCGT GGTCATCCTTTGACACT GAAAGAACAGCGAGT CATGATGATCGAA 1595

T AV LRI FL APKYDERGHZ®PLTILI KEUQRVMMI E 510
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CTGGACAAATTTAAGGCCACATTGAAACCT GGT CATAACGT TGT CCGT CGCTGCTCAAACGAAT CCAGCGT CACCATGCCTGT TGACCAC
L DK FKATLIKWPGHNVVRRT CSNESSVTMPVDH
ATCTACGGT GATATCACAAGAACT GT CGAT GAGGACCAT TGCCAT TGT GGCTGGCCAGAGTACCTCTTGGT TCCACAGGGT GATTATGAT
Il y G bl T RTVDZEUDUHT CHT CGWPEYLLVPQGDYD
GGAATGCACTACGAACTTTTCGT GATGGCCACCAACT ACGAT GAAGACAAGGCT CAAGACACCGACCT GT CCTGCAAATGCCACGCTCAC
GMHYELFVMATNYDEU DI KAOQDTWDULSCIKTZCHAH
AGCTACTGCGGCAACATTTTAGGAGAGTACCTAGACAAAAGGCCACT CGGATAT CCATTTGACAGAAAGAT CAAAGCCACAGGCT GGGCA
S Yy CcCGNI L GEYLDIKWRPLGYPFDRIKI KATGWA
GAATTCAAGACCCAGAACAT GT GCGACGCTGACATCGT CATCAAAT TTTCT GGAAAAAACAAGGACCATIIBBIAAACGT TTACCAGAGATG
EF K TQNMCDADI VI KF S GIKNIKDH*

ATTGTTGATTGTTTARAIARAAAT AATGT GCATCTACAAA AAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 26: Nukleotid- und Aminoséuresequenz von Spirostreptus Hcl
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Spirostreptus Hamocyanins Hcl, sowie die Translation

in Aminoséauren.

Startcodon : griin unterlegt.
Stopcodon : Rot unterlegt.
Signalpeptid : gelb unterlegt.

Polyadenylierungssignal : liegt 21 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.

Die Aminosauren der Proteinsequenzierung sind unterstrichen.
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2.2 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata
(Chilopoda)

Bei dem Hamocyanin des Spinnenlaufers Scutigera coleoptrata, der zur Klasse der
Chilopoden gehdrt, handelt es sich um ein 36mer, das aus 6 x 6 Untereinheiten
aufgebaut ist (Mangum et al., 1985). Gebauer und Markl (1999) identifizierten vier
verschiedene Typen von Untereinheiten biochemisch und elektronenmikroskopisch.
Demnach liegen die Untereinheiten (a, b, ¢ und d) in einem stochiometrischen
Verhaltnis von 2:2:1:1 vor und haben Molekilmassen von 75 bis 80 kDa. Dabei sollen
a und b das Hexamer bilden und c oder d wird eine ,linker“-Funktion zugeschrieben.
Auch in immunologischen Untersuchungen konnten diese vier verschiedenen
Untereinheitstypen identifiziert werden (Gebauer und Markl, 1999).

Die Hamolympheproben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Hamocyaninbande aus dem Gel ausgeschnitten. Die Gelfragmente wurden
homogenisiert und zur Herstellung von polyklonalen Antikérper verwendet (Fa. Charles
River). Das Antiserum wurde mittels Westernblot getestet. In einer SDS-PAGE mit
7,5% Polyacrylamid konnten zwei diskrete Banden mit einer Molekilmasse von jeweils
etwa 75 kDa identifiziert werden. Auch in einem Western Blot detektierte der anti-
Scutigera-Hamocyanin Antikorper diese Banden (Abb. 27). Man kann davon ausgehen,
dass die Untereinheiten ¢ und d in der langsameren, die Untereinheiten a und b in der
schnelleren Bande comigrieren und deshalb nicht getrennt zu sehen sind (Gebauer
und Markl, 1999).
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Abb 27: SDS-PAGE und Westernblot mit Himocyanin von Scutigera coleoptrata
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Das gereinigte Hamocyanin von Scutigera coleoptrata wurde in einer denaturierenden SDS-PAGE

aufgetrennt. Man erkennt mindestens zwei distinkte Banden im Bereich von 75 kDa. Diese Banden

konnten in einem Westernblot mit einem anti-Scutigera-Hamocyanin-Antikdrper nachgewiesen werden.

2.2.2 N-terminale Sequenzen des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata

Auch bei Scutigera coleoptrata wurden die N-terminalen Sequenzen wie oben

beschrieben von H. Heid (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) ermittelt.

Die Proteinsequenz HcA stimmt bis auf zwei Aminosduren mit SpiHcl Uberein
(DQEPAVPADTKDKLEKIL), wahrend HcB (DKEPXATD(K, Q oder )EAKQKXMLE) auf

cDNA Ebene nicht ermittelt werden konnte.
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2.2.3 Molekularbiologische Charakterisierung zweier Hdmocyanin-Untereinheiten

von Scutigera coleoptrata

Die cDNA-Bank wurde aus der RNA von zwei kompletten Tieren hergestellt. Dazu
wurde die mRNA isoliert und davon etwa 3-5 g fur die Erststrangsynthese eingesetzt.
Die Primarbank hatte einen tiberdurchschnittlich hohen Titer von 1.3 x 10° pfu/ml, der
auf ca. 50 000 pfu/ml/Platte amplifiziert wurde. Die fertige cDNA-Bank hatte einen Titer
von ca. 3x10® pfu/ml. Durch ein Antikdrperscreening mit dem anti-Scutigera-
Hamocyanin-Antikorper konnten etwa 10 positive Klone isoliert und mittels in vivo-
Excision rezirkularisiert werden. AnschlieRend wurden die Plasmide prapariert und
konnten ansequenziert werden. Eine der Untereinheiten lag als vollstandiger cDNA-
Klon (ScoHc1) vor und konnte mit den Vektorprimern T3 und T7 von beiden Enden her
sequenziert werden und danach mittels ,primer walking“ mit spezifischen internen
Primern komplett durchsequenziert werden. Ein weiterer Klon (ScoHc?2), der sich als
zweite Untereinheit identifizieren liel3, war am 5°- Ende unvollstdndig. Die fehlenden
500 bp konnten jedoch mittels PCR aus der cDNA-Bank mit einem Promotorprimer
(T3) und zwei spezifischen nested Primern amplifiziert und anschlie3end in den
Klonierungsvektor PCR Il TOPO TA kloniert werden. Dadurch war auch die zweite
Untereinheit von Scutigera inklusive Signalpeptid vollstandig sequenziert (Abb 28 und
29). Eine der beiden Hamocyaninuntereinheiten konnte durch einen Sequenzvergleich
der HcA-Bande der Proteinsequenzierung zugeordnet werden (siehe Abb. 28). Die
beiden unterschiedlichen Untereinheiten wurden in Ubereinstimmung mit den
biochemischen Daten mit ScoHcl und ScoHc2 bezeichnet wurden. Es handelt sich um
Proteine mit 636 (ScoHcl) und 648 (ScoHc2) Aminoséuren und einer errechneten
Molekilmasse von 74,4 kDa bzw. 74,8 kDa. Die beiden Sequenzen sind in der
EMBL/Genbank unter den Accession-Nummern AJ 344359 und AJ 344360 verfugbar.
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ScoHc 1

GGGGACGTGGCGATATA
ATGT GGTCATTGGCTTTAGCGACACT CTTCGT GCTAGGCACGGT TAT CCGT GCT GAT CAGT GCCCACCGGT ACCT GCAGATACCAAGGAC

MWSLALATLUFVL GTVI RADOQCPPVPADTKD

AAATTGGAGAAGATTTTGGAATTGATTGGT CATGT CAACAGACCCT TAACGCCAGAGACACCCGAACCCGCT GGT TATGATGAAACCAAG
K L EK Il LELI GHVNRZPLTW®PETW®PEWPAGYDTET K
CTGAAAGGCCTTGGTATTTTACCCCAACATGAGATCTTCTCTCTCTTCGACGAAAGAACGT GGCCCGAAGCCACCAAGGCAGCCGAATTT
L K 6L GI L PQHEI F SL FDERTWPEATIKAATEF
CTTATGGAGGCCACTGACTTCGAACACT TCATTCAGCGT GCTGATGT TTTGAGGCAT CGCATCAACGAGGATATGT TCATGTACGCCCTC
L MEATDUFEHFI QRADVLRHRI NEDMMFMY AL
AATGT AGCCGT CCTCCACAGGAAGGATACT AGAGGAGT CCAGGT TCCACGT ATCCACAAGAT CTATCCCGACAAGT TCTTGAAACAAGAT
NV AVLHRIKUDTRGVQVPRI HKI Y PDIKTFIL K QD
ATCCTTGT TGAAGT AAGAGAAAAGGT CAACCAT GGT GAGGAGAAACCAGT TGT TGAT GCCACCGAACT TCACCAGAACCAATTGGATCCT
Il L VEVREIKVNHGETEIKWPVVDATIEILWHI QNI QLDTP
AACTACCGTTTGTCTTACTTCTTGGAAGATATTGGTATGAATTCTCACCATTACCACT GGCACGT TGT CCACCCTGCTGTCTGGT TGCCA
N Y RLSY FL EDI GMNSMHHYHWHYVVHPAVWL P
AAACAT GGACCCAGGAAGGATAGAAAGGGAGAACT CTTCTACTACAT GCATCACCAGAT GGT GGCCAGATACGACT CTGAGCGT CTATCC
K HGPRIKDRIKGELFYYMHHOQMYVARYDSERTIL S
AACAATTTACCAAGAACT GAACCAT TCGAAAACT GGGATGATCCCCT TGAGGAAGGT TATGCTCCTCATCT TACCAT CCACAAAACCGGA
N NL PRTEPFENWDU DU PLEEGYAPHTLTI HKT G
TACAACTACATGT TTAGGCCT GAAGGT CTGATTGT CCGCGATCTCCCT GAGT TGAACAAGAACAAGAT GCGT CAATGGAAATCTCGTATC
Y N YMFRWPEGLI VRDLWPETLNIKNIKMRAO QWK SR
CTCCACGGCATCCATCTCAACGT TCTTTATGCT GAAAACGGAACCAAGAT CAGT TTGGACAATGAGCACGGTATTGACCTTCTTGGAGAT
L HGI HLNVLYAENGTI KI SL DNEMHGI DL L GD
GCCATCGAATCCAGTCTTCTTAGT GTCAACAGAGCTTTCTACGGTAACATCCATTGCTACGCT CACGT TATGGCCGCTCGTATTGCTGAT
Al ESSLLSVNRAFYGNI HCYAHVMAARI AD
CCTGATGGCAGATACGGAGAAGACAATGGT GT TATGCACGACGT CGCCACTTCTGCCCGTGATCCTCTTTTCTACAGATGGCACAAGTTC
P DGRYGEUDNGVMHDVATSARUDUPILUFYRWHKF
ATTGATAACATCTTCCTTGAATACAAAGACAACCTCGATCCTTACACT CAGTACGAACT CACATGGCCAGATGT TGTTCTCAATGATGTG
I DNI1 F L EY KDNLDW®PYTOQYELTWPIDVVL NUDYV
ACT GT GAAACCACACAAGGGCGATTATGACGATGAAGT CCACACT TACT GGGAAGT TGACAACT ATGAAT TAGGAAAGGGCTTCGATTAT
T VKPHIKGDYDUDEVHTYWEVDNYELGIKGTFDY
ACCAGAAAGACCACAGCCACGGT TAAAGT AAGGCATCTTCAGCATGAAGACTACCATTATGAAATTGACATTGACAATAATGCTGGCAAA
T RKTTA ATV KVRHLOQHEUDYHYEI DI DNNAGK
GCCAAAAAGGCCGTTTTCCGTATTTTCTTGGCACCTAAGTACAACGAAAAAGGAGAACT CTTCCCTGT CAACGAACAGAGGCAGT TACTC
A K KAVFRI FL APIKYNEI KU GETLFWPVNEU QRUOQTLL
GTCGAGCTCGACAAATTCGT CGCCACT CTTGAACCT GGCCATAAT GT GATTGAACGCCAAT CCAAGGAAT CGAGCGTAACCATGT CCAAG
V EL DKFVATILEWPGHNVI ERQSIKIESSVTMS K
GATCATGTCTTTGGAGAAAT CAGAAACCT CGCCGACGACCACCAGT GCAGCT GCGGCTGGCCAGATTACCT CCTGCTGCCCAAGGGCAAA
DHVFGEI RNLADUDMHOQCSTCGWPUDYLLL P K GK
TATGAAGGCATGACCTACCAACTCTTCGT TGT TGCTACT GACTAT GAAGAAGAT CATGT TGAAGACGCT GGAGAAGAAT GCCAGT GCCGC

Y EGMTY QL FVV ATIDYEEUDMHYVEUDAGEET COQTCR

17

107

30

197
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287

90

377

120

467

150

557

180

647

210

737

240

827

270

917

300

1007

330

1097

360

1187

390

1277

420

1367

450

1457

480

1547

510

1637
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1727
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1817
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GATTCCATGAGCTACT GCGGTAGT GTAGAGCACAAGCT TCCCGACAACAAGCCT CTGGGCTACCCCT TCGACAGGAGGATAGACGSCGAACA
DS MSYCGSVEHI KILWPDNIKWPLGYUPFDRRI DGOGT
GGTTTCGAGGAGT TCAAGACACAGAATAT GTAT TACGGCGAT GT GGT CATTCAGT TCACAGGT GAAACAGT GACCCATBBAAGT GATCA
G FEEF KT QQNMYY GDVVI QF TGETV T H ***
TTGATTTGGCTAATTGT TGAAAAACAAAACT TGGACGAAACT GT TGT TGGT GCTCCTAAGGAAACGGGAAAT GAAAGGGCGGAAATGGTA
TCGTAGCCATGITTCCGT TTCCAAATCCTACTTACATCAT CCATCATGAAAAAGAGATAGAAAGACCT GTGAGACACCCACTGTGCTTTG
AGGGTATCCAACAAATATGTAAATGT TTTTTTGTAAAATATTTTTTTCAGT GARBIIABRBRAATATACT TCATTTTCTGT TGTAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAA

Abb. 28: Nukleotid- und Aminoséuresequenz von Scutigera Hcl
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata (Hcl), sowie

die Translation in Aminosauren.
Startcodon : griin unterlegt.
Stopcodon : Rot unterlegt.

Polyadenylierungssignal : liegt 28 bp vor dem PolyA™-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.

Die Aminoséuren aus der Proteinsequenzierung sind unterstrichen.
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ScoHc2

CTGGTTTTGGGT GGCACGACCTCTGAGG
ATGGACACGAGGGT TTTACGGT TAACAT TGGCGT TGGT GGCGCTAAGT GGGGT CTTAGCAGATAGCGAGT CATGCAGT TCTGCTATAGT G
M DTWRVLRLTLALVALSGVLADSES ST CSSAI V
AATGATTACAAGCT AAAACAGAAGGAAAT TCAGCAT CTCGTAGATACCAT CAAT AAGCCAGT CTACCCT GACT TCAAGGACACGAGAGGT
N DY KL KQQKEI QHL V DTI NKWPVYPDTFIKDTRG
ATTATCGATGAATCCAAACT AAAAGGCT TAGGAACACT GCCCCGT GGTGAGGT GT TCTCGCTTTTCGACGAGAGAAACT GGGCCGAAGCT
Il 1 DE S KL KGLGTULWPRREVFSLFDEIRNWATE A
GCCAAAGT CGTCGAATTGCTACT GGAACCTAAAACCT TCCGAGAGT TCATCCACT TGGCTGACAT CATCCATCACAGAGT CAATGAGGAT
A KVV ELLLEWPI KTV FREFI HLADI I HHRVNTETD
CTGTTCTTGTACGCCCT CTCCGT GGCCATCGCACACAGACCCGACT GCCAGGGAGT CCAGGTACCACGAGTACTGGATATCTACCCe GAC
L FLYALSVAI AHRPDTCAQGVQVZPRVLDI Y PD
AAATTCTTGAGAAAGGAAGT CATCCACAAGAT CAAAGAAGT TTCCaACGAGGGAGCT TACT TAGATAAGGT TCCAGT TATTGATGCTACC
K F L RKEVI HKI KEVSNEGAYLUDI KVZPVI DAT
GAAGT CAGCGACAACCATTTGGACCCCAACCAGGAACTGCTCTATTTCCTTGAAGAT TTGGGCATGAACT CTCACCATCACCATTGGCAC
EVSDNHLUDZPNO QETLULYFLEDLGMMNSHHHHWH
GTGATCCACCCAGCCATTTGGCT TCCAAAACAT GGT GGT GT TAAGGACAGGAAGGGAGAATTGT TCTTTTACATGCACAAACAGATGGT T
v i HPAI WL PKHGGV KD RIKGEILZFZFYMHKOQMYV
GCCAGATACGACACAGAACGT TTGTCCAATGATTTGCCACGT GTGAGGCCGT TCGAAAAT TGGAATGATCCAATTGATGAAGGT TACTCT
AARY DT ERLSNDIL®PRVRPFIENWNDU®PI DEGY S
CCCCATTTGATCATTGACAAGACCGGT TACAAATACGCCTACAGGCCACAAGGAGT CATCGTCCACGACCTTCCTAACTTACCAAAAACC
P HLI1 I DKTU GYIKYAYRPQGVI VHDLUPNLPKT
AAAATGT TTGAGT GGAAGAACAGAAT TAT GG CGGTATTAGGAAAGGAAGCCT CATTTCGGCCAACAAAACCCAAGT GCCTTTGAATAAC
K M F EWKNRI MV GI RKGSLI S ANIKTIQVPL NN
GACCATGGTATCGACCTTCTTGGAGACGT TGT TGAGTCCAGT CTGCTCAGTGTCAACCGTGTTTTCTATGGAAATCTTCATTGTTACGCC
DHGI DLL GDVVESSLLSVNRVFYGNLHTCYA
CACGT CATCGCCGGAAAGGT CACT GAT CCACAGAGCACCT ACGGAGAAAAGAACGGT GCTATGTACGATGTAGCTACTTCAGCTCGT GAT
HVI A GKVTDWPQSTYGEI KNGAMYDVATSARTD
CCTCTCTTTTACTCGTGGCACAAGT TCATTGATAACATCTTCCAAGAACACAAGGAAACCTTACAACCTTACAATAAGGATGAGCTGAAT
P L FYSWHI K FI DNI F QEHI KETILQPYNJZKWDETLN
TTCCCAGATGT TCAGGT TGATAGT CTCCGAATCAACGT TGCTAATGGAACT TACGAGAATATTGT TCGTACTTACTGGCAGAACAGTCTG
F P DV QVDSLIRI NVANGTYENI VRTYWOQNS'L
TTCAAGATCGCCAAAGGT TTCACT TTCACCACAGAGGGATCCGT CTTGGT TAAGGT CAAACAT CTGAACCATGAGACTTT CTACTACAAT
FKI AKGFTFTTES GSVLV KV KHLNHETFY YN
CTTGAAGTTACCAACAAT GCCCT CGAGGAAAAACAT GGAGT CGT CAGAATTTTCGGT GCTGT GATAAAT GACGAACGCGGT CACCCATAC
L EVTNNALEEIKHGVYVRI FGAVI NDERGHUPY
ATATTGAACGACCAGCGCCATCTGGT CATTGAATTGGACAAATTTACCGT CAACCT TAAGCCCGGT AAGAACAGCGT CCGTCAGCCTTGC
Il L NDQWRHL VI EL DI KUFTVNLIKWPGIKNSVRQPC
TACAAC T CAGCTGTAaCTGCCAAGTACGACGT GT Tc TACGY AGAT GT AGAAAGCCAGAAGCCACAGGAAGGCT GCAACT GTGGT TGGCCA
Y NS AV TAKYDVZFY GDVESOQKZPQEGTCNT CGWP
GACTATATGTTGCTTCCTAAGGGTAAATACGAGGGT CTCCGCTTCCGT GTGT TCGCAATTGTAACAAAT CATGATGAAGATAAGGT CAGC

DYy ML LPKGIKY EGLIRFRVFAI VTNHDETDIKV S

28

118

30

208

60

298

90

388

120

478

150

568

180

658

210
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240

838

270

928
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1018
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1108

1198

390

1288

420

1378
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GACCAAGAGACGT GT CTGT GCGGT GAT GCAGT GGCCTAT TGCGGT GCT CACAACCAGAAATACCCCGACAAGAAACCCATGGGCTTCCCC
DQETT CLTCGDAVAY CGAHNA QIKYPDIKIKUPMGTF P
TTCGATAGACGAAT CGACGAGAGGACATTCGAACACTTCCACACCCCCAACATGATTGCTACGGACGT CATAATCAAATTCACAGGAGAA
FDRRI DERTVFEMHFHTWPNMI ATDWVI I KFTGE
TTCCTTCCACCCAAGGGT GACAT CJIBll GCGACT GAAT CCAAAACGAAACTATCGAACAGT TGCATTCCTATTGT TTTGTGAACTGTAGCA
F L PP KGTDI *

GTTCAAAGACTATTGTTTGATCATGACATCACGATCATTGT TTTTTAGCTTTTTTATAGGGAACAT CAGCAAGT GGT TGGAAGAGCAGCG
CGGGAAATGATCCATTTCCCTTCTTGTAAATTCTGT TGTATGTATAAAGATTGTTTAACTTTTC-CTGCACTTTAAATAAAAAAA

AAAAAAAAAA

Abb. 29: Nukleotid- und Aminosauresequenz von Scutigera Hc2
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hamocyanins von Scutigera coleoptrata (Hc2), sowie

die Translation in Aminosauren.
Startcodon : griin unterlegt.
Stopcodon : Rot unterlegt.

Polyadenylierungssignal : liegt 19 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.
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2.3 Phylogenetische Auswertung der Himocyaninsequenzen von Myriapoden

Mit den Hamocyaninsequenzen von Spirostreptus spec. (SpiHcl), Scutigera
coleoptrata (ScoHcl und ScoHc2) und Hamocyaninsequenzen von Cheliceraten und
Crustaceen, sowie Sequenzen verschiedener Phenoloxidasen wurde zuerst ein
Multisequenzalignment erstellt. Mit diesem Alignment konnte dann mit dem PHYLIP
Programmpaket (Felsenstein, 2000) eine phylogenetische Analyse nach
verschiedenen Methoden durchgefuihrt werden. Es wurden Maximum Parsimony und
Distanz-Matrix orientierte Methoden verwendet (Maximum Parsimony und Neighbor
Joining). Als AulRengruppe dienten die Phenoloxidasen, die den &ltesten Ast der
Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden reprasentieren (Sanchez et al., 1998;
Burmester, 2001). Die Ergebnisse lieferten jedoch fiir die Position der Myriapoda keine
einheitlichen Stammb&ume. Die Distanzmatrix Methoden favorisieren das Myriapoden-
Hamocyanin als Schwestergruppe der Crustacea und Insecta (Mandibulata) mit einem
Wert von (61%) (Abb. 30), wahrend die Parsimony Methode ein
Schwestergruppenverhaltnis der Myriapoden-Hamocyaninen mit denen der
Cheliceraten mit einem Bootstrapwert von 100% unterstitzt (Abb. 31). Die
Insektenproteine sind jedoch nach beiden Methoden sehr nahe mit denen der
Crustacea verwandt und bilden mit diesen eine Schwestergruppe (100%).
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Phenoloxidasen
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Abb. 30: Phylogenetische Position des Myriapodenhdmocyanins im Stammbaum der
Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden.

Ein Multisequenz-Alignment der H&mocyaninsuperfamilie wurde mit der ,Neighbor-Joining” Methode
analysiert. Die Zahlen an den Asten geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit
der Methode des ,bootstraping” berechnet wurden. ScoHcl und 2 Scutigera coleoptrata Hamocyanin;
SpiHc1, Spirostreptus spec. Hamocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hamocyanin; PinHcA, B und
C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hamocyanin 6; CsaHc, Callinectes
sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei Hamocyanin; HamHcA, Homarus americanus
Hamocyanin A; PelHcl-3, Palinurus elephas Hamocyanin; EcaHcA bis G, Eurypelma californicum
Hamocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hamocyanin; AauHc6, Androctonus australis Hamocyanin;

TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hamocyanin.
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Abb. 31: Phylogenetische Position des Myriapodenhdmocyanins im Stammbaum der
Hamocyaninsuperfamilie der Arthropoden.

Ein Multisequenzalignment der Hamocyaninsuperfamilie wurde mit der ,Maximum Parsimony“ Methode
analysiert. Die Zahlen an den Asten geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit
der Methode des ,bootstraping” berechnet wurden. ScoHcl und 2 Scutigera coleoptrata Hamocyanin;
SpiHcl, Spirostreptus spec. HAmocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hamocyanin; PinHcA, B und
C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hamocyanin 6; CsaHc, Callinectes
sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei Hamocyanin; HamHcA, Homarus americanus
Hamocyanin A; PelHcl-3, Palinurus elephas Hamocyanin; EcaHcA bis G, Eurypelma californicum

Hamocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hamocyanin; AauHc6, Androctonus australis Hamocyanin;
TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hamocyanin.
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3. Hdmocyanin bei den Onychophora

Die Onychophoren werden von manchen Autoren als Proarthropoden eingeordnet und
sind deshalb aus phylogentischer Sicht &uRerst interessante Objekte. Ein
respiratorisches Protein war bei diesen Tieren bislang nicht bekannt. In eigenen
Untersuchungen konnte jedoch ein Ha&mocyanin biochemisch nachgewiesen werden
und sollte auf molekularbilogischer Ebene néher charakterisiert werden.

Die hier verwendeten Tiere stellte Frau Dr. H. Ruhberg (Zoologisches Institut,

Universitat Hamburg) freundlicherweise aus ihrer Zucht zur Verfligung.

3.1 Biochemische Charakterisierung des Hamocyanins von Epiperipatus spec.

Die biochemische Untersuchung der Hamolymphproteine von Epiperipatus spec. stellte
sich aufgrund der geringen Menge als auf3erst schwierig heraus. In einer SDS-PAGE
und einem Westernblot konnte allerdings ein Hamocyanin-ahnliches Protein identifiziert
werden. Im Blot wurde ein Protein von etwa 75 kDa von einem anti-Homarus-

Hamocyanin Antikdrper erkannt (Abb. 32).
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Abb 32: SDS-PAGE und Westernblot mit Himolymphproteinen von Epiperipatus
Die Hamolymphproteine von Epiperipatus wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
Brilliant Blue R250 angefarbt. In einem Westernblot konnte mit einem anti-Homarus-Hamocyanin-

Antikorper eine Bande im Bereich von etwa 75 kDa detektiert werden.
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3.2 Test auf Phenoloxidaseaktivitat

Mit der Hamolymphe von Epiperipatus spec. wurde ein Test auf Phenoloxidaseaktivitat
durchgefihrt (Abb. 33). Dabei wurden etwa 10 pl Hamolymphe (H) (entspricht einem
Gesamtproteingehalt von etwa 10 pg) und 10 pg einer aufgereinigten Tyrosinase (T)
eines Pilzes als Positivkontrolle in einer nativen PAGE aufgetrennt. Als Substrat fur die
Reaktion wurde Dopamin (siehe A) und Tyramin (siehe B) verwendet. Nach etwa 30
min wurde die Reaktion noch mit SDS induziert (Decker et al., 2001). In der
Positivkontrolle ist die Umsetzung des Substrats durch die Tyrosinase (T) eindeutig als
Farbreaktion zu sehen. Das Ergebnis fir die Hamolymphe von Epiperipatus spec. (H)
ist definitiv negativ, so dass man annehmen kann, dass es sich wahrscheinlich um ein
echtes Hamocyanin mit Sauerstoffbindungseigenschaften handelt.

(A) Dopamin (B) Tyramin (C) natives Gel
T H T H T H

+ g
-

Abb. 33: Test auf Phenoloxidaseaktivitat

(A) Eine Tyrosinase (T) und Hamolymphproteine von Epiperipatus spec. (H) wurden in einem nativen Gel
aufgetrennt und mit Dopamin als Substrat fur die Umsetzung durch eine Phenoloxidase zugegeben.

(B) Eine Tyrosinase (T) und Hamolymphproteine von Epiperipatus spec. (H) wurden in einem nativen Gel
aufgetrennt und mit Tyramin als Substrat fiir die Umsetzung durch eine Phenoloxidase zugegeben. In (C)
ist das mit Coomassie gefarbte native Gel gezeigt. Die Tyrosinase ist unterhalb der Nachweisgrenze. In
beiden Féllen gab es eine positive Reaktion bei der Tyrosinase und eine negative bei der Hamolymphe

von Epiperipatus spec. .
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3.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hamocyanins von Epiperipatus

Zunachst erstellte ich eine cDNA-Bank von Epiperipatus. Dazu wurde die Gesamt-RNA
eines kompletten Tieres prépariert und mit dem PolyATract Kit der Firma Promega die
MRNA isoliert. Fur die Erststrangsynthese hatte ich aufgrund der geringen Ausbeute
nur etwa 1-3 pg PolyA-RNA zur Verfiigung. Trotzdem konnte eine cDNA Bank von
hoher Qualitat erzeugt werden, bei der es sich unseres Wissens um die erste cDNA-
Bank eines Onychophoren handelt. Sie hat einen Priméartiter von etwa 300 000 pfu/mli
und konnte auf einen Endtiter von 1.5 x 10° pfu/ml amplifiziert werden.

Da kein spezifischer Antikorper zur Verfugung stand, wurde die Bank mit anti-
Homarus-Hamocyanin-Antikérpern und dem anti-Spirostreptus-Hamocyanin Antikorper
nacheinander nach Hamocyanin Klonen durchsucht, was jedoch ohne Erfolg blieb. Ich
entschloss mich daher zu der Strategie mit Vektorprimern (T3 oder T7) und
degenierten Primern der Kupferbindungsstellen und anderen hochkonservierten
Bereichen des Hamocyanins die cDNA-Bank Uber PCR zu amplifizieren und mit dem
spezifischen PCR-Fragment dann eine DNA-Sonde herzustellen. Ein etwa 1128 bp
langes PCR-Fragment konnte ich schlieBlich mit den degenerierten Primern CGW und
T3 und einer daran anschlieBRenden Reamplifikation mit CGW und CuAl erhalten.
Dieses Produkt konnte dann in den Klonierungsvektor PCR I TOPO XL Kkloniert
werden und stellte sich nach einer Sequenzierung als Hamocyanin-Teilsequenz
heraus. Aus diesem Fragment konnte eine Dig-markierte DNA-Sonde hergestellt
werden und damit die Epiperipatus-Bank durchgescreent werden. Tatséchlich erhielt
ich einen vollstandigen cDNA-Klon eines Hamocyanins, der von beiden Seiten
ansequenziert werden konnte und mittels primerwalking vervollstandigt wurde. Dieser
Klon umfasst 2287 bp und kodiert fir eine vollstdndige Hamocyanin-Untereinheit mit
641 Aminosauren (Abb. 34). Die errechnete Molekilmasse betrdgt 73.6 kDa. Durch
eine Computeranalyse der Sequenz mit dem ExPasy Programm SignalP V1.1 kann
man vermuten, dass das Hamocyanin von Epiperipatus spec. kein Signalpeptid besitzt.
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TATCCAGATAAAAAACCTATGGGTTTTCCTTTTGATAGATTGATTCCTTCTGACT TGGCAACTTTTGT TTCAAGATCCAACATGAAAATT
Y PDKKPMGFWPFDRLI PSDLATUZFVSRSNMK
TTTGATATATCTATTATACATCGAGAAAAAAAATIBIET TCTTAAATTGGAGAT TGCATCATCACAGAATAATGATGACGACTTTTAAATCT
F DI S 1 I HRE K K ***

TTTGCGTTGTGGT TAAAGCTTACATTTGCATATTGCTACCATTTATATTATGGATCCATTTAATCAGTGTTAAATTCACACTTTCTATAC
CAAAAAAGAAGGAAGTAATAATTTGTTGATTTTTTTTTTCAAGAGAAAACT TTATAGCAGT GCCAGGCAGAAGAAGAATTTTTGGAGAGT
TTTTGAATTCAACACTTTAATAAAGCT TATTATAATATTTATATTATTATATTTCAGCATACT TCAABAIAARBAATGTTTTTTTTAAATC

TAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 34: Nukleotid- und Aminoséuresequenz von Epiperipatus spec. Hc
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Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hamocyanins von Epiperipatus, sowie die Translation

in Aminosauren.
Startcodon : griin unterlegt.
Stopcodon : Rot unterlegt.

Polyadenilierungssignal : liegt 24 bp vor dem PolyA*-Schwanz und ist violett unterlegt.

Die Histidine, die mit den Kupferionen der Kupferbindungsstelle koordiniert sind, sind blau unterlegt.
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3.2. Phylogenetische Auswertung der Himocyaninsequenz von Onychophoren

Zur Durchfihrung der phylogentischen Analyse wurde zunéchst ein Multisequenz-
Alignment der Hamocyaninsequenzen von Epiperipatus spec. und der Cheliceraten,
Insekten und Crustaceen, sowie Phenoloxidasen erstellt. Unter Verwendung des
PHYLIP Programmpakets (Felsenstein, 2000) konnten dann Stammbadume nach
verschiedenen Evolutionsmodellen berechnet werden. Es wurden Maximum Parsimony
und Distanzmatrix-orientierte  Methodenzur  molekularphylogentische  Analyse
verwendet, die unter B 16 beschrieben werden. Zur statistischen Absicherung der
Ergebnisse wurde die ,Bootstrapping“-Methode benutzt. Als AuRengruppe fiel die Wahl
aus oben beschriebenen Griinden auf die Phenoloxidasen.

In diesen phylogenetischen Analysen zeigte sich bei Verwendung der ,Neighbor-
Joining“-Methode eine eindeutig basale Stellung des Onychophorenhdmocyanins im
Vergleich zu den anderen Arthropodenhamocyaninen (Abb. 35). Bei einer ,Maximum
Parsimony“ Analyse gruppiert sich das Hamocyanin von Epiperipatus mit den
Myriapoden — und Cheliceratenhamocyaninen zusammen, wobei die Crustaceen — und
das Insektenhamocyanin einen gemeinsamen Ast bilden (Abb. 36). Dieses Ergebnis
wird mit einem Bootstrapwert von 95% unterstutzt.
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Abb. 35: Phylogenetische Position des Onychophorenhdmocyanins im Stammbaum der
Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden.

Ein Multisequenz-Alignment der Hamocyanin-Superfamilie wurde mit der ,Neighbor Joining“ Methode
analysiert. Die Zahlen an den Asten geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit
der Methode des ,bootstraping” berechnet wurden. OnyHc, Epiperipatus Hadmocyanin; ScoHcl und 2
Scutigera coleoptrata H&mocyanin; SpiHcl, Spirostreptus spec. Hamocyanin; SamHc, Schistocerca
americana Hamocyanin; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer
magister Hamocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei
Hamocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hamocyanin A; PelHcl1-3, Palinurus elephas Hamocyanin;
EcaHcA bis G, Eurypelma californicum Hamocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hamocyanin; AauHc6,

Androctonus australis Himocyanin; TtrHcA, Tachypleus tridentatus H&mocyanin.
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Abb. 36: Phylogenetische Position des Onychophorenhdmocyanins

Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden.

22

84 PinHeA
_l 1
PinHcB

PeiHc3
PalHe2
PalHe1

OnyHc
ScoHc2

54

SookHol
Ep

SpiHe
EcaHeD
EoaHoF

100

im Stammbaum der

Ein Multisequenz-Alignment der Hamocyanin-Superfamilie wurde mit der ,Maximum Parsimony“ Methode

analysiert. Die Zahlen an den Asten geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit
der Methode des ,bootstraping” berechnet wurden. OnyHc, Epiperipatus Hamocyanin; ScoHcl und 2,

Scutigera coleoptrata Hamocyanin; SpiHcl, Spirostreptus spec. Hamocyanin; SamHc, Schistocerca

americana Hamocyanin; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hamocyanin C; CmaHc6, Cancer

magister Hamocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus Hamocyanin; PvaHc und Hcl, Pennaeus vanamei

Hamocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hamocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hamocyanin;

EcaHcA bis G, Eurypelma californicum Hamocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hamocyanin; AauHc6,

Androctonus australis Hdmocyanin; TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hamocyanin.
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D. Diskussion

Hamocyanin ist das respiratorische Protein vieler Arthropoden. Zu Beginn meiner
Arbeit war dieses Protein hauptsachlich bei Vertretern der hoheren Krebse
(Malacostraca) und der Chelicerata (Arachnida und Xiphosura) beschrieben. Daten von
anderen Arthropoda fehlten beinahe ganz. In der embryonalen Hamolymphe der
Heuschrecke Schistocerca americana konnte die Existenz eines Hamocyanins
nachgewiesen werden (Sanchez et al., 1998). Bei den Myriapoda wurde bei Scutigera
coleoptrata und Scutigera longicornis ein 6x6 Hamocyanin beschrieben (Rajulu, 1969;
Mangum et al., 1985; Gebauer und Markl, 1999). Ansonsten schien Hamocyanin
jedoch bei den Insecta und Myriapoda nicht vorhanden zu sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden H&amocyanine verschiedener Crustaceen,
Myriapoden und eines Onychophoren analysiert. Mit den Sequenzen wurde eine
umfangreiche phylogenetische Analyse durchgefuhrt. Es handelt sich bei den
untersuchten Tieren Uberwiegend um Mitglieder von Taxa, deren Position im
Arthropoden-Stammbaum umstritten ist. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Arbeit
im Hinblick auf die Struktur, Funktion und Evolution des Hamocyanins der Arthropoden
diskutiert werden.

1. Die Hamocyanine der Crustacea

Hamocyanine wurden bislang in allen untersuchten Vertretern der malakostraken
Crustaceen gefunden (Mangum, 1983; Markl, 1986). In anderen Unterklassen der
Crustaceen sind sie, von eventuellen Ausnahmen abgesehen (Yager, 1991; Hodgson
und Spicer, 2001), nicht vorhanden. Aufgrund ihrer weiten Verbreitung innerhalb der
Cheliceraten, kann man annehmen, dass Hamocyanine bereits in der Stammlinie der
Crustaceen vorhanden waren.

Die  Grundeinheit eines Crustaceenhamocyanins ist wie bei allen
Arthropodenhamocyaninen ein Hexamer. Diese kdnnen sich zu Oligo-Hexameren
zusammenlagern. Bei Crustaceen sind Hdmocyanine von 1x6 (z.B. Palinurus elephas)
Uber 2x6 (z.B. Homarus americanus) bis zu 4x6 (z.B. Callianassa californiensis) néher
beschrieben. Besonders auffallig ist die starke Heterogenitat der Untereinheiten (Marki,
1986). Diese ermoglicht zum einen die Bildung gréRerer Aggregate als ein Hexamer,
zum anderen lasst sich damit die funktionelle Plastizitat des Hamocyaninmolekils
erklaren (Markl und Decker, 1992). Die Sauerstoffbindungseigenschaften werden
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durch Interaktionen zwischen den Untereinheiten und Konformationsdnderungen
beeinflusst. Die Bildung von Hexameren ist fir die Funktion als reversibler
Sauerstofftransporter von grof3er Bedeutung, denn nur durch die allosterische
Wechselwirkung kann das Molekil effektiv beladen bzw. entladen werden. Fir eine
kooperative Sauerstoffbindung sind mindestens zwei Konformationen notwendig.
Versuche zu den O,-Bindungseigenschaften verschiedener Crustaceenhamocyanine
ergaben fir den Hummer Homarus americanus drei und fir de Languste Panulirus
interruptus zwei unterschiedliche Konformationen (Decker et al., 1997; Volbeda et al.,
1989; Wyman, 1984; Richey et al, 1985). Somit ist die charakteristische
Quartarstruktur des Molekils und die Diversitat der Hamocyanin-Untereinheiten
ausschlaggebend fir die Sauerstoffaffinitdt, den Bohr-Effekt und die Kooperativitt des

gesamten Proteins.

Der amerikanische Hummer Homarus americanus besitzt ein 2x6 Hamocyanin, das
aus mehreren unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut ist. (Markl, 1979; Markl.
1986; Markl et al., 1986; Stocker et al.,, 1988; Mangum und Joy, 1997). Durch
biochemische Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden,
konnten in einer SDS-PAGE drei diskrete Untereinheiten identifiziert werden (siehe
C1.1.1, Abb. 16). Aufgrund der N-terminalen Sequenzen lassen sich die drei hier
gefundenen Untereinheiten den auf immunologischer Ebene von Markl (1986)
beschriebenen Typen der Crustaceenhdmocyanine (a, b, g zuordnen. Vergleicht man
die in dieser Arbeit identifizierten Untereinheiten mit denen aus der Publikation von
Stocker et al. (1988), so entspricht der b—Typ HcB der Untereinheit 6 und HcG (g Typ)
der Untereinheit 4. Daruber hinaus kann man vermuten, dass die HCA Bande eine
Mischung aus vier a—Typ Untereinheiten ist (1, 2, 3 und 5 nach Stdcker et al., 1988),
die in ihrem N-Terminus nahezu identisch sind. Bei der Verunreinigung der
Proteinsequenz der HcB Bande (HcA") kdnnte es sich um ein Protein handeln, dass
mit Untereinheit 1 in Stocker et al. (1988) identisch ist, das heil3t, es wandert sehr nahe
der HcB Bande (Untereinheit 6) in der SDS-PAGE. Die drei hier ermittelten
aminoterminalen Sequenzen (C.1.1.2) unterscheiden sich grundlegend von denen von
Stoeva et al. fur das gleiche Hamocyanin publizierten (1999). Da die hier ermittelte N-
terminale Sequenz der HcA-Untereinheit jedoch identisch mit der aus einem cDNA-
Klon ist (Abb. 17), gehe ich davon aus, dass die in Abschnitt C1.1.2 gezeigten
aminoterminalen Sequenzen korrekt sind. Leider konnten die beiden anderen
Untereinheiten (HcB und HcG) nicht als cDNA-Klone isoliert werden, obwohl die

entsprechenden Polypeptide durch SDS-PAGE und N-terminale Proteinsequenzierung
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nachweisbar waren. Der Grund, warum nur Klone des a-Typs gefunden wurden ist

unklar. Es ist selbstverstandlich moglich, dass die Klone zwar in der Expressionsbank
vorhanden waren, aber trotz intensiven Screenings nicht gefunden wurden. Eine
andere, jedoch eher unwahrscheinliche Mdglichkeit ware, dass die mRNAs der beiden
anderen Untereinheiten wahrend der Praparation einer starkeren Degradation durch
RNasen ausgesetzt waren. Die dritte Erklarung kénnte eine von physiologischen
Bedingungen und Entwicklungsstadien abhangige Biosynthese bestimmter
Untereinheiten sein. Diese Madglichkeit wurde auch schon von anderen Autoren
diskutiert (Durstewitz und Terwilliger, 1997; Terwilliger, 1998; Stoeva et al., 1999). Es
existieren Daten, die zeigen, dass Hamocyanin und Kupfermengen wahrend der
H&autung sinken und bei osmotischem Stress steigen (Hagermann, 1983). Man muss
aullerdem bedenken, dass die untersuchten Tiere in Kanada gefangen und nach
Deutschland transportiert werden mussten. Diese Umstande koénnten dafur
verantwortlich sein, dass der Metabolismus auf die Expression nur einer Untereinheit
umgestellt wurde. Andererseits ist bekannt, dass die Untereinheit a nicht allein in der
Lage ist, ein hexameres Hamocyanin zu bilden (Stocker et al., 1988). Jedoch ist die a—
Untereinheit der Grundbaustein eines Crustaceen Hamocyanins, da sie in allen
bekannten Crustaceen Hamocyaninen vorhanden ist, wahrend die b— und g

Untereinheit bei Vertretern mit 1x6 Hamocyanin fehlen kénnen (siehe Markl, 1986).

Die europaische Languste Palinurus elephas besitzt ein 1 x 6 Hamocyanin. Markl et al.
(1979) fanden bei ihr elektrophoretisch sechs verschiedene Untereinheiten, wahrend
Neuteboom et al. (1989) nur vier identifizieren konnten. Auf immunologischer Ebene
lieBen sich alle Untereinheiten dem a-Typ-Hamocyanin zuordenen (Markl, 1986;
Neuteboom et al., 1989; Jekel et al., 1996). Bei der nah verwandten amerikanischen
Languste Panulirus interruptus gibt es zusatzlich noch eine Untereinheit des gTyps
(Markl, 1986). Diese immunologisch definierten Untereinheiten-Kategorien kann man
auch in Analysen der Primarstruktur des Hamocyanins wiedererkennen. Im Rahmen
dieser Arbeit gelang die Identifizierung von neun leicht unterschiedlichen Hamocyanin-
cDNA-Klonen, bei denen man aufgrund von Sequenzvergleichen davon ausgehen
kann, dass es sich um drei verschiedene Untereinheiten handelt. Diese wurden mit
PelHcl, PelHc2 und PelHc3 bezeichnet. Sie haben zwischen 94 und 96% Identitét im
kodierenden Bereich (siehe Tab. 2). Vergleicht man diese Sequenzen mit jenen der
bereits bekannten, auf Proteinebene ermittelten Hamocyaninuntereinheit von P.
elephas ( = P. vulgaris ) (Jekel et al., 1996), so sind sie im Wesentlichen identisch. Die

auf cDNA Ebene ermittelten Sequenzen unterscheiden sich in 45 bis 56 Aminosauren
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von denen der Proteinsequenzierung. Die auftretenden Unterschiede lassen sich
dadurch erklaren, dass bei der Untersuchung der Proteinsequenzen von Jekel et al. die
Sequenzierung mit einem Gemisch aus mehreren sehr &hnlichen Untereinheiten
durchgefihrt wurde. Eventuell existiert auch noch eine vierte, noch nicht auf cDNA-
Ebene gefundene Hamocyaninuntereinheit, die jedoch in der Proteinsequenzierung
von Jekel et al. (1996) auftaucht. Ein Vergleich der ermittelten Sequenzen von P.
elephas mit den bereits bekannten Sequenzen von P. interruptus zeigt etwa 20%
Sequenzunterschiede (siehe Tab. 2). Unter Annahme einer molekularen Uhr haben
sich die Hamocyanine der beiden Langustenarten vor etwa 100 Millionen Jahren
aufgetrennt, wobei aufgrund von Fossilfunden lediglich nur 20 Mio. Jahre erwartet
worden waren (Cobb und Philipps, 1980) (siehe: Abb. 37: linearisierter Stammbaum
der Crustacea).

In einem Projekt innerhalb der Arbeitsgruppe wurden die Sequenzen von P. elephas-
Hamocyanin auf die bekannte RoOntgenstruktur des P. interruptus-Hamocyanins
modelliert. Das daraus resultierende Hexamer stimmt hervorragend mit einer aus 9 970
kryo-elektronenmikroskopischen Einzelbildern rekonstruierten 3D-Struktur von P.
elephas-Hamocyanin Uberein (Meil3ner et al., in Vorbereitung).

Der Biosyntheseort des Hamocyanins ist nur bei wenigen Spezies bekannt
(Ubersichtsartikel: Markl und Decker, 1992). Bei den bisher untersuchten Crustaceen
geht man davon aus, dass das Hamocyanin in Zellen der Mitteldarmdriise exprimiert
wird und mit Hilfe eines Signalpeptids vom Biosyntheseort Uiber das endoplasmatische
Retikulum freigegeben wird. In der Tat besitzt die Untereinheit a von H. americanus mit
groBer Sicherheit ein Signalpeptid, obwohl die cDNA-Sequenz nur einen Teil davon
abdeckt (Abb. 17). In einer Northernblot Analyse konnte gezeigt werden, dass die
Mitteldarmdrise der Biosyntheseort des Hamocyanins bei H. americanus ist (Abb. 18).
Diese Daten stimmen mit der Arbeit von Senkbeil und Wriston (1981) uberein, in der
die Mitteldarmdriise mit Hilfe radioaktiv markierter Aminoséuren als Expressionsort des
Hamocyanins bei Homarus americanus beschrieben wurde. Im Gegensatz dazu wird
das Pseudohamocyanin, das ebenfalls ein Mitglied der Hamocyaninsuperfamilie ist und
eine nahe Sequenzverwandtschaft aufweist, im Herz und in den Ovarien exprimiert
(Burmester, 1999).
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1.1 Die Evolution der Himocyanin-Untereinheiten dekapoder Crustaceen

Durch umfangreiche Untersuchungen der Hamocyanine der dekapoden Crustaceen
konnten drei immunologisch unterschiedliche Typen von Untereinheiten charakterisiert
werden. Diese wurden mit a, b und gbezeichnet (Markl, 1986). Die a-Untereinheit wird
als Grundbaustein eines Hamocyanin-Hexamers angesehen, wobei die beiden
anderen Typen aber essentiell fur den Aufbau eines von 2x6 Aggregaten sind (Stocker
et al., 1988). Die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Hamocyanin Untereinheiten
von Homarus americanus und Palinurus elephas gehoren alle zum a-Typ. HamHCA
teilt mit PelHcl 67,8% Identitat im kodierenden Bereich, mit PelHc2 67,2% und mit
PelHc3 67,5%. Im Stammbaum der Hamocyaninuntereinheiten der Crustaceen bilden
sie mit allen anderen bekannten a-Untereinheiten einen gemeinsamen Ast, der mit
Bootstrap-Werten von 100 abgesichert ist (Abb. 23 und 24). Untereinheiten des Typs g
sind bei Panulirus vulgaris, Panulirus interruptus und Cancer magister sequenziert und
gruppieren sich im Stammbaum mit sehr guter statistischer Absicherung (Abb. 23 und
24). Sequenzdaten des b-Typs liegen bislang nicht vor. Anhand der
Aufspaltungsereignisse  innerhalb der Dekapoda und den dazugehdrigen
paldontologische Daten konnten die Aminosaure-Austauschraten ermittelt werden.
Diese betragen 1,15 + 0,04x10° Substitutionen pro Position und Jahr fiir die a-
Untereinheit und 1,48 + 0,09x10°° pro Position und Jahr fiir die g-Untereinheit. Wie man
sieht, unterscheiden sich a- und gUntereinheiten in ihren Evolutionsraten; die g-
Untereinheit evolviert etwa 25% schneller als die a-Untereinheit. Dies passt zu der
Hypothese, dass die a-Untereinheit stammesgeschichtlich alter ist bzw. eine starker
konservierte Oberflachenstruktur hat. Aus diesem Grund kénnen Antikorper, die gegen
diesen Untereinheitstyp hergestellt wurden, mit Hamocyaninen nicht-dekapoder
Malakostraka kreuzreagieren (siehe auch Markl, 1986; Burmester, 2001).

Um einen linearisierten Stammbaum zu erstellen wurden Daten aus paldontologischen
Studien als Referenz benutzt. Man kann dabei davon ausgehen, dass sich die
Brachyura und Palinura vor etwa 150 Millionen Jahren getrennt haben, wobei die
Auftrennung der Astacura und Palinura vor ca. 180 Millionen Jahren erfolgte (Briggs et
al., 1993). Die Berechnung der einzelnen Aufspaltungsereignisse erfolgte, indem die
Werte in das EXCEL Tabellenkalkulationsprogramm Ubertragen wurden. Legt man
dann eine Zeitachse an, so sieht man, dass sich der a- vom gTyp vor 214 + 14

Millionen Jahren trennte und die Pseudohamocyanine vor etwa 238 + 27 Millionen

Jahren aus den Hadmocyaninen entstanden
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Abb. 37: Linearisierter Stammbaum der Himocyanine und Pseudohdmocyanine der Crustacea

Dieser Stammbaum wurde unter Annahme einer molekularen Uhr erstellt und mit Hilfe paldontologischer
Daten (Briggs et al., 1993) berechnet. CmaCC1, Cancer magister Cryptocyaninl; HamPHc1, Homarus
americanus Pseudohamocyanin 1; HamPHc2, Homarus americanus Pseudohdmocyanin 2; PinHcA bis C,
Panulirus interuptus Hamocyanin; CmaHc6; Cancer magister Hdmocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus
Hamocyanin; PvaHc, Penaeus vanamei Hdmocyanin; PvuHc, Palinurus vulgaris Hamocyanin; PelHcl bis

3, Palinurus elephas Hamocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hamocyaninuntereinheit A,
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2. Die Hamocyanine der Myriapoden

Lange Zeit nahm man an, dass die Myriapoden aufgrund ihres sehr gut ausgebildeten
Tracheensystems kein respiratorisches Protein fir den Transport von Sauerstoff
brauchen. Die Prasenz eines 6x6 Hamocyanins bei einem Chilopoden (Hundertfil3er)
dem Spinnenlaufer Scutigera coleoptrata wurde als Ausnahme betrachtet und mit dem
blind endenden Tracheensystem und der ungeheuren Schnelligkeit dieser Tiere erklart
(Mangum et al., 1985, Gebauer und Markl, 1999). Vor kurzem wurde in der
Arbeitsgruppe ein Hamocyanin bei einem anderen Myriapoden Spirostreptus spec.)
identifiziert (Jaenicke et al.,, 1999). Es handelt sich hierbei um einen Diplopoden
(Doppelfiizer), der weder Uber ein blind endendes Tracheensystem verfugt, noch sich
durch extreme Schnelligkeit auszeichnet. Damit konnte Hamocyanin bei Vertretern
beider GroRR3gruppen gezeigt werden. Wie bei Hadmocyanin von Scutigera handelt es
sich bei Spirostreptus-Hamocyanin um ein 6x6 Molekil. Diese Quartarstruktur kommt
bisher nur bei den Myriapoden vor. Chilopoda und Diplopoda haben sich laut
Fossilfunden vor etwa 400 Millionen Jahren getrennt (Jeram et al., 1990; Shear, 1997).
Die beiden Myriapodenhdmocyanine unterscheiden sich wesentlich in ihren
Sauerstoffbindungseigenschaften. Das Hamocyanin von S. coleoptrata hat eine
vergleichsweise geringe Sauerstoffaffinitat (Ps, = 55 Torr), jedoch eine hohe
Kooperativitat (h = 8,9). Bei dem Hamocyanin von Spirostreptus sind die Verhaltnisse
umgekehrt (Pso = 4,7 Torr; h = 1,3). Anhand dieser Daten lasst sich spekulieren, dass
das Hamocyanin bei Scutigera eher eine Sauerstofftransportfunktion hat, wahrend es
bei Spirostreptus in erster Linie als Sauerstoffspeicher dient (siehe unten).

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Hamocyaninsequenz \on Spirostreptus spec.
handelt es sich um die erste eines Diplopoden. Es ist ein Protein mit 653 Aminosauren
und einer Molekilmasse von 75,5 kDa. Diese Daten stimmen mit der oberen Bande
einer SDS-PAGE uberein und die Sequenz wurde deshalb mit SpiHcl benannt (siehe
Abb. 25). Die Sequenz des Spirostreptus-Hamocyanins besitzt alle fur ein
sauerstofftransportierendes Hamocyanin notwendigen Aminoséuren. So sind z.B. die
sechs hochkonservierten Histidine der Kupferbindungsstellen zu finden. Das Protein
unterscheidet sich jedoch deutlich in seiner Sequenz, Struktur und seinen
biochemischen Eigenschaften von den Phenoloxidasen und nichtrespiratorischen
hamocyaninahnlichen Proteinen. Es besitzt ein typisches Nterminales Signalpeptid,
das fir den intrazelluléaren Transfer des Proteins in das endoplasmatische Retikulum
notwendig ist. Den Cheliceraten fehlt dieses Signalpeptid, da das Hamocyanin dieser
Tiere im Cytosol synthetisiert wird (Fahrenbach, 1970; Markl et al., 1988; Markl und
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Decker, 1992). Im Gegensatz dazu lkesitzen die Hadmocyanine der Crustaceen und
Insekten ein solches Signalpeptid, da das Protein im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert wird. Man kann aufgrund des vorhandenen Signalpeptids davon
ausgehen, das die Biosynthese des Hamocyanins bei Spirostreptus ebenfalls am
rauhen endoplasmatischen Retikulum und nicht an Polysomen im Cytosol stattfindet.
Uber den Syntheseort des Hamocyanins der Diplopoden gibt es keine genauen
Informationen. Eine RT-PCR mit Hamocyanin-spezifischen Primern verschiedener
Gewebe von Spirostreptus spec. ergab Hinweise auf Hamocyanin-mRNA im
Kopfbereich und in den Blutzellen. Dies muss jedoch durch genauere Analysen
Uberprift werden.

Die Sequenz von Spirostreptus-Hamocyanin besteht dennoch aus drei Domaéanen,
wobei interessanterweise die bei den Crustaceen-Hamocyaninen vorhandene alpha-
Helix 1.2 der ersten strukturellen Domane deletiert ist (siehe Multisequenzalignment im
Anhang). Diese Deletion kann man auch bei den Cheliceratenhdmocyaninen
beobachten. Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit kénnte man eine néhere
Verwandtschaft der Cheliceraten und Myriapoden postulieren (vergl. Friedrich und
Tautz, 1995; Hwang et al, 2001). Die phylogenetische Einordnung des
Myriapodenhé@mocyanins wird in Kapitel D 2.1 diskutiert.

Gebauer und Markl (1999) fanden beim Hamocyanin von Scutigera coleoptrata vier
verschiedene Untereinheiten, die sie mit a, b, ¢ und d bezeichneten. Ich selbst konnte
in einer SDS-PAGE zwei distinkte Banden (A und B) identifizieren, wobei vermutlich
die Untereinheiten c und d, sowie a und b comigrierten und mit den verwendeten
Methoden nicht einzeln zu detektieren sind. (siehe Abb. 27).

Ich erhielt zwei distinkte Sequenzen von typischen Hamocyanin-Untereinheiten
(ScoHcl und ScoHc2) (Abb. 28 und 29). Beide besitzen ein Signalpeptid. Bei einem
Vergleich der Nterminalen, durch eine Proteinsequenzierung ermittelten Sequenzen
mit den cDNA-Klonen zeigte sich, dass ScoHcl der SDS-Bande A zugeordnet werden
kann. Die Sequenzen unterscheiden sich allerdings in zwei Aminosauren. Dieser
Unterschied kann mit der oben erwdhnten Heterogenitat der Untereinheiten
zusammenhangen. Die SDS-Bande B konnte dagegen der Untereinheit ScoHc2 nicht
zugewiesen werden (siehe C2.2.2). Man kann also von mindestens drei verschiedenen
Sequenzen ausgehen, wobei, wie erwahnt, immunbiochemisch vier distinkte
Untereinheiten identifiziert werden konnten (Gebauer und Markl, 1999). Die beiden
sequenzierten Hamocyaninuntereinheiten von S. coleoptrata zeichnen sich ebenfalls
durch hochkonservierte Aminosauren im Bereich der Kupferbindungsstellen als echte
Sauerstofftransportproteine aus (Abb. 38).
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2.1 Phylogenie des Myriapoden-Hamocyanins

Die phylogenetische Stellung der Myriapoda im Stammbaum der Arthropoda ist vor
allem seit Anfang der neunziger Jahren umstritten. Aufgrund ihres Tracheensystems
wurden sie von den meisten Autoren von etwa 1935 bis 1991 mit den Insecta in die
Uberklasse ,Tracheata® gestellt (Snodgrass, 1938; Brusca und Brusca, 1990).
Andererseits gab es morphologische Merkmale, die dieser Hypothese widersprachen
und eine Monophylie dieser beiden Klassen wurde bereits frih auf das Heftigste
abgelehnt  (Borner, 1909). Neuere  Sequenzdaten und  vergleichend-
entwicklungsbiologische Untersuchungen lieferten jedoch immer starkere Hinweise,
dass die ,Tracheata“ als monophyletische Gruppe nicht existieren (Turbeville et al.,
1991; Averof und Akam, 1995; Friedrich und Tautz, 1995; Dohle, 1997; Giribet und
Ribera, 2000; Shultz und Regier, 2000; Hwang et al., 2001; Giribet et al., 2001; Regier
und Shultz, 2001). Die Hexapoda waren nach diesen Befunden eher mit den Crustacea
verwandt. Es gibt sogar ein ,Pancrustacea“-Konzept (Garcia-Machado et al., 1999;
Wilson et al.,, 2000; Burmester, 2001; Regier und Shultz, 2001), d.h., die Insecta
wirden sich innerhalb der dementsprechend paraphyletischen Crustacea anordnen.
Die phylogenetische Stellung der Myriapoda wird allerdings in keiner dieser Arbeiten
zuverlassig aufgelést und es gibt verschiedene Evolutionsmodelle, die diskutiert
werden konnen (Abb. 41). In eigenen phylogenetischen Untersuchungen bildeten die
Hamocyanine von Spirostreptus und Scutigera einen gemeinsamen Ast mit Bootstrap-
Werten von 61% bzw. 99%, wobei die Auftrennung in distinkte Untereinheiten bereits
vor der Trennung der Chilopoden und Diplopoden erfolgte. (Abb. 30 und 31). Dies
sowie das gemeinsame 6x6 Hamocyanin kann als ein weiteres Argument fur die
Monophylie der Myriapoda genommen werden und steht in klarem Widerspruch zu
Vorstellungen einer Paraphylie der Myriapoda (Kraus, 1998), selbst wenn Daten in
Bezug auf die Pauropoda und Symphyla noch fehlen. SpiHcl von Spirostreptus
gruppiert stets mit ScoHcl von Scutigera. Die beiden Untereinheiten zeigen eine
Sequenzidentitat von 50,5%. Die andere Hamocyaninuntereinheit ScoHc2 von S.
coleoptrata hat nur 44,6% Sequenzidentitdt mit SpiHcl und zweigt friher im
Stammbaum ab (Abb. 30 und 31). Die Position der Myriapodenhdmocyanine im
Stammbaum zueinander ist mit einer hohen statistischen Wahrscheinlichkeit gesichert
(Abb. 30 und 31; ScoHc2: 100%; SpiHc1/ScoHcl: 47 und 84%). Es war jedoch anhand
der Hamocyanin-Sequenzen nicht genau moglich die phylogenetische Stellung der
Myriapoda relativ zu den anderen Gro3gruppen der Arthropoden zu zeigen.
Berechnungen mit der ,Neighbor Joining® Methode favorisieren ein
Schwestergruppenverhaltnis der Myriapoda mit den Crustacea. Dieses Ergebnis ware
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ganz im Sinne der ,Mandibulata“-Hypothese, wonach die Insecta, Crustacea und
Myriapoda ein gemeinsames Taxon der Arthropoda bilden (Abb. 41D)
(morphologisches Merkmal wéren hier die hochentwickelten Kiefer — Mandibeln —
dieser Tiere) (Brusca und Brusca, 1990). Diese Daten entsprechen denen von
ribosomaler DNA (Turbeville et al.,, 1991; Giribet und Ribera, 2000) oder anderen
molekularen Studien (Regier und Shultz, 1997; Shultz und Regier, 2000).
Berechnungen mit der ,Maximum Parsimony“-Methode sprechen jedoch eher fir ein
Schwestergruppenverhéltnis der Myriapoda mit den Chelicerata (Abb. 41C) wie sie
auch Friedrich und Tautz (1995) aufgrund von Daten der mitochondrialen DNA
postulieren. Im Sequenzvergleich besteht die groRte Ahnlichkeit mit den
Cheliceratenhdmocyaninen (39-45% Identitdt, gegenuber 28,8-34,1% Identitdt mit
Crustaceen und 32-37,6% Identitdt mit Insekten) (siehe Tab. 2). Obwohl es keine
starken morphologischen Hinweise darauf gibt, muss man aus diesen Griinden einen
gemeinsamen Ursprung der Chelicerata und Myriapoda ernsthaft annehmen. Neueste
Untersuchungen mitochondrialer Proteinsequenzen stiitzen diese Hypothese (Hwang
et al., 2001). Die phylogenetischen Zusammenhéange der Arthropodenevolution werden
weiter unten noch ausfuhrlich diskutiert (siehe D 4). Aufgrund dieser Ergebnisse kann
man aber auf jeden Fall postulieren, dass die Tracheata (Abb. 41A) mit grof3er

Wahrscheinlichkeit nicht existieren.
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3. Hamocyanin bei den Onychophora (Stummelfif3er)

Onychophora werden meist als Proarthropoda angesehen, wobei ihre genaue Stellung
im Stammbaum der Arthropoda umstritten ist. Es wurde lange angenommen, dass bei
den Onychophora, dhnlich wie bei den Myriapoda, aufgrund ihres gut ausgebildeten
Tracheensystems ein respiratorisches Protein in der Hamolymphe Uberfliissig sei
(Ellerton et al., 1983). Erst durch die hier durchgefuihrten Untersuchungen konnte ein
Hamocyanin nachgewiesen werden, womit auch zum ersten Mal die Existenz eines
Arthropodenhamocyanins auf3erhalb der Euarthropoda belegt wurde. Es wurden uns
einige Exemplare von Epiperipatus spec. von Frau Dr. H. Ruhberg (Universitat
Hamburg) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Untersuchung der
Hamolymphproteine gestaltete sich zunéchst schwierig, da die Entnahme der
Hamolymphe aufgrund der weichen Haut der Tiere und der geringen Menge an Blut
aulRerst diffizil war. Auch ist die Hamocyaninkonzentration im Blut &ufRerst gering (etwa
5 bis 10 % der Gesamtproteinkonzentration, die mit 10 bis 20 mg/ml ebenfalls gering
ist). Daher ist es uns bisher nicht gelungen, Hdmocyanin in ausreichender Menge zu
reinigen, um weitergehende Experimente wie z.B. die Aufnahme von
Sauerstoffbindungskurven zu erméglichen. Auch konnte aufgrund der geringen Menge
an Hamolymphe kein spezifischer Antikdrper gegen Hamocyanin hergestellt werden.
Tests auf eine Phenoloxidaseaktivitdét des Proteins, die am Institut fur molekulare
Biophysik durchgefuhrt wurden, hatten ein negatives Ergebnis (siehe C3.2, Abb.33).

Ich konnte jedoch die cDNA des Hamocyanins von Epiperipatus spec. klonieren. Es
weist alle typischen Motive eines ,echten* Hamocyanins auf. Interessanterweise fehlt
beim Onychophoren-Hamocyanin, ahnlich dem der Cheliceraten, ein Signalpeptid,
welches fur den Transmembrantransport zustandig wére. Dies lasst vermuten, dass es
ebenfalls an freien Ribosomen synthetisiert und dann durch ein Aufplatzen der
blutbildenden Zellen, den Cyanocyten, freigesetzt wird (Kempter, 1983; Markl et al.,
1990). Uber all diese Mechanismen ist jedoch nur eine Spekulation méglich, da es zum
Hamocyanin der Onychophoren bisher keine weiteren biochemischen oder
histologischen Daten gibt. Bei einem Vergleich der Sequenzen der Hamocyanine
anderer Arthropoden ergab sich die hochste Ahnlichkeit mit denen der Cheliceraten
(EcaHcA: 38,8%, LpoHc2: 40,8%), wohingegen geringere Ubereinstimmungen mit den
Hamocyaninen der Myriapoden (SpiHcl: 34,4%, ScoHcl: 36,2%, ScoHc2: 36,1%),
Crustaceen (HamHcA: 32,3%, PelHcl: 34,3%, PelHc2: 33,3%, PelHc3: 33,8%) und
Insekten zu beobachten waren (SamHc: 34,6%). Die Phenoloxidasen zeigen eine
Ubereinstimmung von 37% (PlePPO) (Sequenzidentitaten siehe Tab. 2). Trotz der

relativ. hohen Sequenzéhnlichkeit des Onychophorenhamocyanins mit der
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Phenoloxidase sprechen alle anderen Merkmale des Proteins fir ein ,echtes*

Hamocyanin.

3.1 Die Evolution des Hamocyanins der Onychophora

Die phylogenetische Stellung der Onychophoren in Bezug auf die Arthropoden ist von
groliem Interesse, da sie oft als ,missing link" zwischen Anneliden und Arthropoden
und als lebendes Fossil bezeichnet wurden (Wenzel, 1950; Ghiselin, 1984). Die
Fossilien reichen bis in das Kambrium zuriick (Hou und Bergstrom, 1995). Durch 16S
(Ballard et al.,, 1992) und 18S-DNA-Sequenzen (Aguinaldo et al., 1997; Giribet und
Ribera, 1998), bzw. der Anordnung der mitochondrialen Gene (Boore et al., 1995) kam
es zu keiner zufriedenstellenden und zuverlassigen Auflosung der phylogenetischen
Stellung der Onychophora. Erst neuere Ergebnisse von Regier und Shultz (2001), die
kernkodierte Sequenzen verwendeten (Elongationsfaktor 1a und DNA-Polymerase 1),

sind vergleichbar mit den Ergebnissen, die mit Himocyanin ermittelt wurden. Bei einer
phylogenetischen  Analyse des  Epiperipatus-Hamocyanins und  anderer
Arthropodenhamocyanine sowie Phenoloxidasen mit der Distanzmatrix-orientierten
.Neighbor Joining“-Methode steht das Onychophorenh&mocyanin eindeutig an basaler
Position in einem Schwestergruppenverhdltnis zu allen anderen Arthropoda (Abb. 35).
Dies kann man als eine starke Stiitze des Proarthropoda-Konzepts ansehen.

Bei Verwendung der ,Maximum Parsimony“-Methode wurden die Onychophora als
Schwestergruppe der Myriapoda und Chelicerata eingeordnet (Abb. 36). Diese
Gruppierung kann jedoch als Beispiel fur eine ,long branch attraction“ diskutiert
werden. Dabei handelt es sich um ein Phanomen, das vor allem bei Verwendung der
-Maximum Parsimony“ Methode auftaucht, wenn Sequenzen analysiert werden, die
unterschiedlich schnell evolvieren. Die ,Maximum Parsimony“-Methode tendiert dazu,
alle langen Aste eines Stammbaums zu biindeln (Felsenstein, 1978).
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4. Evolution der Hdmocyaninsuperfamilie der Arthropoden

Die Mitglieder der Hamocyaninsuperfamilie zeichnen sich alle durch grofRe
Ubereinstimmungen ihrer Tertiar-, sowie Quartarstrukturen aus. Man geht davon aus,
dass sie alle einen gemeinsamen Vorfahren haben und dass sie sich seit ihrer
Trennung differenziert haben (Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001). Der alteste
Verzweigungspunkt der Hamocyaninsuperfamilie ist wohl der zwischen den
respiratorischen Hamocyaninen und den sauerstoffumsetzenden Phenoloxidasen.
Beide weisen starke strukturelle Ahnlichkeiten auf und es scheint moglich, dass eine
Phenoloxidase im Laufe der Evolution in ein Sauerstofftransportprotein umgewandelt
wurde (Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001). Bei einem Alignment verschiedener
Hamocyanine und Prophenoloxidasen kann man erkennen, dass die Aminosduren der
beiden Kupferbindungsstellen absolut konserviert sind. Das gilt nicht nur fur die
Histidine, die einen wesentlich Anteil an der Bindung des Sauerstoffs haben, sondern
auch fur viele andere Bereiche (Abb. 38). Das lalit den gemeinsamen Ursprung der
Hamocyanine und Prophenoloxidasen erahnen. Auch die hexamere Grundstruktur ist
bei allen Arthropdenh&mocyaninen gut konserviert und zweifellos ging die Evolution
der Arthropodenhdmocyanine von einem Hexamer aus. Die Bildung von Oligo-
Hexameren entwickelte sich bei Crustaceen, Cheliceraten und Myriapoden
wahrscheinlich unabhangig voneinander (Markl und Decker, 0©92; van Holde und
Miller, 1995; Burmester, 2002). Wahrend bei den Crustacea und Chelicerata die
Struktur des Hamocyanins von 1x6 bis 1x8 Untereinheiten variiert, scheint bei den
Myriapoda die 6x6 Struktur einheitlich zu sein. Man kann annehmen, dass diese
Struktur seit der Aufspaltung der Diplopoda und Chilopoda vor mindestens 400
Millionen Jahren (Robinson, 1990; Friedrich und Tautz, 1995; Shear, 1997) konserviert
ist.
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CuA-Bindungsstelle

Pl ePPO : 2 W Bl EM - - - - NVNRBR(NE SN
PnmoPPO :
OnyHe
EcaHcB :
Spi Hc 3
ScoHcl : [BS DRKGEL FYYM-Hz QW/ARYD
ScoHc2 DRKGELFFYM—[{Q\A ARYD
HamHcA : Qg IDRKCGEL FFWAHZ QL

Pel Hcl :
Pel Hc2
Pel Hc3
SanmHc

Pl ePPO :
PnoPPO :
OnyHe
EcaHcB :
Spi Hc
ScoHcl
ScoHc?2
HanmHcA :
Pel Hcl :
Pel Hc2 :
Pel Hc3 :
SantHc

D
D
D
D
D
D
D

Abb. 38: Kupferbindungsstellen der Hamocyanine und Phenoloxidasen verschiedener
Arthropoden.

Die konservierten Bereiche sind wie folgt farbig unterlegt : rot = 100%, blau = 75 % und griin = 50%
konserviert. PlePPO, Pastifastacus leniusculus Prophenoloxidase; PmoPPO, Penaeus monodon
Prophenoloxidase; OnyHc; Epiperipatus spec. Hamocyanin; EcaHcB, Eurypelma californicum Hamocyanin
a; SpiHcl, Spirostreptus spec. Hamocyanin 1; ScoHcl und 2, Scutigera coleoptrata Hamocyanin 1 und 2,
HamHcA, Homarus americanus Hamocyanin A, PelHcl bis 3, Palinurus elephas Hamocyanin, SamHc,

Schistocerca americana Hamocyanin.
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In einer Ahnlichkeitsanalyse wurden einige Sequenzen von Hamocyaninen und
Phenoloxidasen mit dem Programm ClustalX paarweise miteinander verglichen und die
Identitaten in Prozent berechnet. Dabei kann man sehen, dass de Hamocyanine mit
Phenoloxidasen etwa 30-40% Sequenzidentitat besitzen. Betrachtet man die
Primarstrukturen der Myriapoda, so kann man feststellen, dass SpiHcl eine gréRRere
Ahnlichkeit mit ScoHc1 aufweist als mit ScoHc2 (50,5 respektive 44,6% ldentitat). Die
Aste gruppieren sich auch dementsprechend im Stammbaum (Abb. 30 und 31).
Betrachtet man die Sequenzéahnlichkeiten der Myriapoden-Hamocyanine mit anderen
Arthropoden-Hamocyaninen, fallt auf, dass es bis 42% identisch mit den Cheliceraten-
Hamocyaninen ist, mit dem Insekten Hamocyanin jedoch nur etwa 35%. Innerhalb der
drei Hamocyanin-Sequenzen der Languste Palinurus elephas herrscht eine
Ubereinstimmung von 94 bis 96%, wobei mit der nahe verwandten Languste Panulirus
interruptus nur eine Identitét von ca. 80% besteht. Das Insekten-Hamocyanin besitzt
deutlich mehr Identititen mit den Hamocyaninen der Crustaceen als mit jenen
Arthropoden oder mit den Prophenoloxidasen.

Anhand dieser Ubereinstimmungen in der Struktur der Hamocyanine und
Prophenoloxidasen kann man von einem gemeinsmen Ursprung dieser Proteine

ausgehen.



PlePPO|OnyHc| EcaHcA|LpoHc2|SpiHcl|ScoHcl|ScoHc2| HamHCcA|PinHeB |PinHcA|PelHc1|PelHc2|PelHc3|PinHcC|SamHc

PlePPO 37 40,1 39,8 32,7 36,4 33,4 30,2 30,1 29,1 30,2 30,5 30,3 28,3 31,5
"OnyHc 37 38,8 40,8 34,4 36,2 36,1 32,3 32,5 32,8 34,3 33,3 33,8 31 34,6
||EcchA 40,1 38,8 60,7 39,2 42,9 38,9 36,3 32,3 32,8 33,8 33,7 33,1 32,6 36,5
LpoHc2 39,8 40,8 60,7 39,2 44,9 41,1 35,8 34,1 34,3 35 34,6 33,8 33,2 37,8
SpiHcl 32,7 34,4 39,2 39,2 50,5 44,6 29,3 29,5 29,9 29,3 29,1 28,8 29,7 32
ScoHcl 36,4 36,2 42,9 44,9 50,5 52,4 33,4 33,1 33,5 34,1 33,3 33,2 31,7 37,6
ScoHc2 33,4 36,1 38,9 41,1 44,6 52,4 34,1 32 31,9 31,7 31,1 31,4 31,8 33,6
HamHcA 30,2 32,3 36,3 35,8 29,3 33,4 34,1 68,9 68,5 67,8 67,2 67,5 58,7 45,2
"PianB 30,1 32,5 32,3 34,1 29,5 33,1 32 68,9 97 81,1 80,3 80,5 59,5 43,7
"PianA 29,1 32,8 32,8 34,3 29,9 33,5 31,9 68,5 97 80,5 79,9 79,8 59,8 44
"PeIHcl 30,2 34,3 33,8 35 29,3 34,1 31,7 67,8 81,1 80,5 94,4 96,2 60,2 43,6
||PeIHc2 30,5 33,3 33,7 34,6 29,1 33,3 31,1 67,2 80,3 79,9 94,4 94,3 61 43
||PeIHc3 30,3 33,8 33,1 33,8 28,8 33,2 31,4 67,5 80,5 79,8 96,2 94,3 60 43
PinHcC 28,3 31 32,6 33,2 29,7 31,7 31,8 58,7 59,5 59,8 60,2 61 60 43,6
SamHc 31,5 | 34,6 36,5 37,8 32 37,6 33,6 45,2 43,7 44 43,6 43 43 43,6

Tab. 2: Sequenzidentitaten (%) der Primarstrukturen verschiedener Hamocyanine und Prophenoloxidasen der Arthropoda. PlePPO, Pastifastacus leniusculus PPO;
OnyHc, Epiperipatus spec. Hamocyanin; EcaHcA, Eurypelma californicum H&amocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hamocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus
Hamocyanin; ScoHcl und 2, Scutigera coleoptrata Hamocyanin; SpiHc1, Spirostreptus spec. Hamocyanin; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hdmocyanin C; HamHCcA,

Homarus americanus Hamocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hamocyanin.
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5. Molekulare Phylogenie der Proteine der Hamocyaninsuperfamilie

Betrachtet man die Evolution eines Proteins, so kann man daraus Ruckschlisse auf
die Evolution des Tieres ziehen, denn die Funktion eines Proteins und die
Anpassungen auf molekularer Ebene spiegeln die Verdnderungen der gesamten
Spezies wieder. Man kann dementsprechend sagen, dass die Proteine eines
Organismus dessen phylogenetische Geschichte teilen und physiologische
Anpassungen wahrend der Evolution auf Veranderungen der Proteinsequenzen zuriick
gehen. Die Methoden der molekularen Phylogenie haben in letzter Zeit sehr zum
Verstandnis, sowohl der Systematik der Tiere, als auch der Evolution und Funktion der
Proteine beigetragen (z.B. Swofford et al., 1995; Pagel et al., 1999). Dayhoff et al.
(1975) postulierten, dass Proteingruppen, die einen gemeinsamen Vorfahren haben in
Familien und Superfamilien zusammengefasst werden kénnen. Es ist mdglich mit den
Sequenzen orthologer Proteine einen phylogenetischen Stammbaum zu erstellen.
Nimmt man eine molekulare Uhr an, d.h. die Evolutionsrate eines Proteins oder einer
Proteinfamilie ist durchgehend konstant, kann man Aussagen Uber den Zeitpunkt
bestimmter Aufspaltungsereignisse in einem solchen Stammbaum treffen.

In einer Analyse aller bekannten Sequenzen von Arthropodenhamocyaninen und
Prophenoloxidasen in die auch samtliche Ergebnisse dieser Arbeit miteinbezogen
wurden, wurden die Verwandtschaftsverhéaltnisse innerhalb der
Hamocyaninsuperfamilie untersucht. Da eine externe Auf3engruppe fehlt, wurde der
Stammbaum nach Burmester (2001) mit den Phenoloxidasen gewurzelt. Jedes andere
Konzept der Evolution der H&mocyaninsuperfamilie der Arthropoda wirde eine
mehrfache und unabhangige Entstehung von Hamocyaninen und Phenoloxidasen
zugrunde legen, was jedoch ziemlich unwahrscheinlich ist. Viel eher ist ein
monophyletischer Ursprung dieser Proteine anzunehmen (Burmester, 2001). In dem
hier gezeigten und vereinfachten Stammbaum stehen die Onychophora an basaler
Position in einem Schwestergruppenverhaltnis zu allen anderen Arthropoden. Ein
Schwestergruppenverhdltnis der Insecta und Crustacea ist mit einem Bootstrap-Wert
von 100 gut unterstitzt (Abb. 39) (Brusca und Brusca, 1990; Friedrich und Tautz, 1995;
Dohle, 1997). Die genaue phylogenetische Position der Myriapoda kann jedoch nicht
aufgelost werden. Sie stehen entweder in einem Schwestergruppenverhéltnis zu den
Cheliceraten oder man findet sie, wie in Abb. 39 dargestellt und mit einem Bootstrap-
Wert von 56% relativ gut statistisch abgesichert, als Schwestergruppe der Crustacea +

Insecta (,Mandibulata“-Hypothese) (Abb. 30 und 31). Anhand der vorliegenden Daten
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kann jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit die Monophylie der Myriapoda und Insecta

ausgeschlossen werden, was die , Tracheata“-Hypothese widerlegt.

Phenoloxidasen

Onychophora Hc

Myriapoda Hc

Insecta Hc

100

Crustacea Hc

Chelicerata Hc

0.1

Abb. 39: Vereinfachte Darstellung der molekularen Phylogenie der Hamocyaninsuperfamilie der
Arthropoda

Stammbaum nach der ,Neighbor Joining® Methode. Es wurden 34 Hamocyanin-, bzw.

Phenoloxidasesequenzen verwendet. Die Zahlen an den Verzweigungspunkten der Aste geben die
LBootstrap“-Unterstitzungswerte an.
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Unter der Annahme einer molekularen Uhr kann man davon ausgehen, dass sich die
Cheliceraten- und die Crustaceenhdmocyanine vor 600 Millionen Jahren voneinander
trennten, mit der Aufspaltung der Arthropodenunterstamme (Abb. 40). Man kann also
vermuten, dass die Evolution der Hamocyanine gemal der Phylogenie der

Arthropodenunterstdmme erfolgte (Burmester, 2001).

Phenoloxidasen

Onychophora-Hamocyanin

Myriapoda-Hamocyanin

Chelicerata-Hamocyanin

| _: Crustacea-Hamocyanin
Pseudo-Hamocyanin

_* -CU2+

Insecta-Hamocyanin

A Hexamerin
- Cu?
] 1 u 1 1 u 1

600 500 400 300 200 100 O Mio Jahre

Insecta — Malacostraca Aufspaltung

Abb. 40: Zeitskala der Evolution der Hdmocyaninsuperfamilie
Der vereinfachte linearisierte Stammbaum wurde auf der Basis von Proteindistanzen berechnet und mit
paldontologischen Daten geeicht. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die

phylogenetische Stellung der Myriapoda ist nicht gesichert.
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Je nach verwendeter Methode existieren alternative Modelle zur Arthropodenevolution
(Abb. 41). Die Evolutionmodelle B bis D entsprechen Hypothesen, die alle in Betracht
zu ziehen sind. In Abb. 41 Modell B stehen die Myriapoda basal zu allen anderen
Euarthropoda (Ballard et al., 1992). In Abb. 41 C sind die Myriapoda als
Schwestergruppe der Chelicerata eingeordnet (Friedrich and Tautz, 1995; Giribet et al.,
1996) und Modell Abb. 41 D postuliert ein Schwestergruppenverhaltnis der Myriapoda
mit den Hexapoda und Crustacea (Pancrustacea). Diese phylogenetische Position
stimmt mit der ,Mandibulata“-Hypothese Uberein. (Boore et al., 1995; Regier und
Shultz, 1992). Das in Abb. 41 A dargestellte ,Tracheata® Modell der
Arthropodenevolution kann wohl ausgeschlossen werden. Alle hier gezeigten
Evolutionsmodelle missen auch in Zukunft weiter diskutiert werden. Aufgrund der
vorliegenden Daten scheint jedoch deutlich geworden zu sein, dass die Onychophoren
an basaler Position im Arthropodenstammbaum stehen und die Insekten mit den
Crustaceen eine Schwestergruppe bilden, wobei hier die ,Pancrustacea“- und

~.Mandibulata“-Konzepte in Erwédgung gezogen werden muissen.

A Chelicerat B Myriapoda
Crus&cea Chelicerata
Myriapoda Crustacea
Hexapoda Hexapoda

C Chelicerata D Chelicerata
Myriapoda [ Myriapoda
Crustacea _|: Crustacea
Hexapoda Hexapoda

Abb. 41: Vier Modelle der Arthropodenevolution

(A) Klassisches Modell. Myriapoda und Insecta bilden die , Tracheata“ (Brusca und Brusca, 1990)

(B) Myriapoda stehen basal zu allen anderen Euarthropoda (Ballard et al., 1992)

(C) Myriapoda sind die Schwestergruppe der Chelicerata (Friedrich and Tautz, 1995; Giribet et al., 1996)

(D) Myriapoda sind die Schwestergruppe der Pancrustacea (Hexapoda und Crustacea) (Boore et al.,

1995; Regier and Shultz, 1992)
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6. Ausblick

Auch wenn durch die hier vorliegenden Daten zur Aufklarung der Struktur und
Evolution des Hamocyanins der Arthropoda beigetragen werden konnten, so sind doch
noch zahlreiche Fragen offen. Innerhalb der Crustacea waren vor allem molekulare
Daten zu nicht-dekapoden Malakostraken interessant (siehe Yager, 991; Hodgson
and Spicer, 2001) und es fehlen Sequenzdaten der b—Untereinheit, die zum besseren
Verstandnis der Evolution und Diversitdt der Hamocyaninuntereinheiten der
Crustaceen beitragen konnten. Auch die Untersuchung weiterer Grol3gruppen der
Myriapoda (Symphyla und Pauropoda) kdnnte deren phylogenetische Stellung klaren.
Ebenso  wichtig ~ware eine Identifizierung  weiterer  Mitglieder  der
Hamocyaninsuperfamilie, wie die eventueller Prophenoloxidasen der Myriapoda bzw.
Onychophora. Neben der Abklarung der GroR3gruppenverhéltnisse kénnte man sich
vermittels Hamocyaninsequenzen der Stammesgeschichte innerhalb einzelner
Gruppen wie beispielsweise der Spinnen oder der brachyuren Krabben zuwenden.
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E. Zusammenfassung

In vielen Arthropoden wird Sauerstoff mittels des als Oligo-Hexamer vorliegenden
Kupferproteins Hamocyanin transportiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Hamocyanin einiger Vertreter der Arthropoden biochemisch und molekularbiologisch
untersucht. Dazu wurden cDNA-Expressionsbanken eines Hummers (Homarus
americanus), einer Languste (Palinurus elephas = Palinurus vwvulgaris), eines
Diplopoden (Spirostreptus spec.), eines Chilopoden (Scutigera coleoptrata) und eines
Onychophoren (Epiperipatus spec.) erstellt und mit Antikbérpern nach Hamocyanin
durchsucht. Bei H. americanus, P. elephas und S.coleoptrata konnten mit dieser
Methode bisher unbekannte Hamocyaninuntereinheiten vollstandig sequenziert
werden. Bei den Crustaceen konnten vier Untereinheiten isoliert werden, bei denen es
sich um Hamocyanine des a-Typs handelt. Bei S. coleoptrata wurden zwei
unterschiedliche Untereinheiten gefunden. Die Hamocyaninsequenz von Spirostreptus
spec. wurde durch eine RT-PCR und ein anschlieRendes 5"-RACE vervollstandigt. Erst
seit einiger Zeit ist das Himocyanin bei Myriapoden biochemisch charakterisiert und
bei den in diesen Untersuchungen ermittelten H&mocyaninsequenzen von
Spirostreptus spec. und S. coleoptrata handelt es sich um die ersten von Myriapoden.
Bei Epiperipatus spec. wurde mittels RT-PCR ein cDNA-Fragment des Hamocyanins
amplifiziert und mit Sondenscreening ein kompletter Hamocyaninklon aus der cDNA-
Bank isoliert werden. Hier handelt es sich um den ersten Hinweis, dass Onychophoren
Uber ein respiratorisches Protein verfiigen. In einer phylogenetischen Analyse der
Hamocyaninsequenzen konnte ein Stammbaum der Hamocyaninsuperfamilie erstellt
werden. Innerhalb der Crustacea ordnen sich die verschiedenen Untereinheiten (a-, b-

und gTyp) in distinkten Asten an. Die Hamocyanine der Myriapoda bilden einen

gemeinsamen Ast, wobei die Auftrennung in distinkte Untereinheiten bereits vor der
Trennung der Chilopoden und Diplopoden erfolgte. Jedoch kann anhand der
Hamocyaninsequenzen die phylogenetische Stellung der Myriapoda nicht zuverlassig
aufgelost werden. Eine gemeinsame Anordnung mit den Hexapoda (,Tracheata“-
Hypothese) kann jedoch mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden. Die
Onychophora stehen in diesem Stammbaum an basaler Position und kénnen somit als
Proarthropoda angesprochen werden.



Anhang 123

F. Anhang

1. Verwendete Abklrzungen

AauHc Androctonus australis Hamocyanin
AK Antikdrper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat
bp Basenpaar

CmaHc Cancer magister Hamocyanin

Csa Hc Callinectes sapidus Hamocyanin
cDNA Koplementare Desoxyribonukleinsdue
Da Dalton

dCTP 2 -Desoxy-Cytosintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoyribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat

DS Downstream

dTTP 2 -Desoxy-Thymidintriphosphat
EcaHc Eurypelma californicum Hamocyanin
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

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

GITCI/IGTC Guanidinthiocyanat

HamHCcA Homarus americanus Hamocyanin A
H,O Wasser

H,Odest. Destilliertes Wasser

Hc Hamocyanin

[o} Immunglobulin

1gG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-1-Thio-b-D-Galactopyranosid
Kan Kanamycin

kb Kilobasen
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kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani

LpoHc Limulus polyphemus Hamocyanin
MCS Multiple cloning site

MOPS 3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonséaure Natriumsalz
MMLV-RT Moloney murine leukemia virus Reverse Transkriptase
mMRNA Messenger RNA

NacCl Natriumchlorid

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

NRP Nichtrespiratorisches Protein

oD Optische Dichte

OnyHc Epiperipatus Hamocyanin (Onychophora)
ORF Open reading frame

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion

PelHc Palinurus elephas Hamocyanin

pfu Plaque forming units

PinHc Panulirus interruptus Hamocyanin
PvaHc Pennaeus vanamei Hamocyanin
RNA Ribonukleinsaure

rRNA Ribosomale RNA

RT Reverse Transkriptase

RT Raumtemperatur

SamHc Schistocerca americana Hamocyanin
ScoHc Scutigera coleoptrata Hamocyanin
SDS Natriumdodecylsulfat

SpiHc Spirostreptus spec. Hamocyanin
STE Natrium-Tris-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TBS/TBST Tris buffered saline/Tween

TEMED N;N;N",N’-Tetramethylendiamin
TEN Tris-EDTA-NaCl

TE Tris-EDTA

Tet Tetracyclin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA Transfer RNA

TtrHc Tachypleus tridentatus Hamocyanin

UE

Untereinheit
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us Upstream

UTR Untranslated region

uv Ultraviolett

viv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indoloyl-b-D-Galactosid

2. Abklrzungscodes der Aminosauren

I o mmooO >»

- X

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin

<s<Hdwmwwnmo UvV=zZZ

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

3. IUPAC-Codes fur degenerierte Nukleotide

A oder C

A oder G

AoderT

C oder G

CoderT

GoderT

alle vier Nukleotide

nicht A

nicht C

nicht G

<l x| ol m z[| x| <] 0 g B =

nicht T

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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4. Verwendete Primer

4.1 Degenerierte Primer

126

Bezeichnung

Sequenz (in 5- 3’'Richtung)

CGw1 GGC CAN CCR CARTGR CA

CGW-Ony CAT RTG NTG NGG CCA NCC RCA

CuA-1 CAY GAY TGG CAY TGG CAY YTN GTN TAY CC
CuA2 CAY CAY TAY CAY TGG CA

CuA-2 CAY CAY TGG CAY TGG CA

CuACr-2 CAY CAY GTN ACN TGG CAY ATG

CuACr-3 ATG GANTTY CCNTTY TGG TGG

CuA-D CAY CAY TGG CAY TGG CAY

CuA-YM TAY ATG CAY CAR CARATG TG

CuB-1 ACRTGN CCCCARTTR TG

CuBCr-1 AAR ATR TTR TCC ATR TAY TTR TGN ARN CKR AAR AA
CuBCr-2 AARATRTTRTCCATRTAY TTR TG

FFW2 TTY TTY TGG GTN CAY CAY CAR C

GELF-Ony GGN GAR YTN TTY TWY TAY ATG CA

GTH CCR CAY TGN GCR TGN GTN

GYP1 CYR TCR AAN GGR WAN CC

MG-1 CKR TCR AAN GGR WAN CCC AT

PCuA2 CAY CAY GTN CAN TGG CAY ATG G

TFF TAY TGR AAY TCR TCR AAR AAN GT

VHH TCR TGR TGY TCN ARR TGR TGN AG
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4.2 Spezifische Primer

14.2 CTTTGAGACTGC CACCCGC

312.1 T3 TCTTCG GTGACTGTTCCT G

312177 CAG GAA CAG TCACCG AAG A

321.1 CTTGTAGAACTTGTCCATC

612.1 ACC TCCACT CTACGAAATC

CT 5"PCR Primer AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT
Ony 1 GAT GGATACTTT GGATAACACTGTC
Ony 2 GTG CAG TGT AACATT TGAATC TTC TG
Ony 3 CGT GCA TAT AGT AAAATAATT CTCC
Ony 5 GCA CGA GCAAAT GTTAGC TCG C
PalHc3 CAG CTT GGT GCT TCAGCG ATTC
PalHc5 CAC ACT ATT ATG GTT CCC TAC AC

Pal 5-2 CCT CCACTC TAC GAAGTCAC
Sc.3%intern CCG GTA AGA ACA GCG TCC GTC AG
Sc.5"intern CGT TTG TCC AAT GAT TTG CCA CG
Sc.intern2 ACA GCC ACG GTT AAAGTAAGG C
Sc.intern3 GTG GGT GTCTCACAGGTCTTTC

Scl GAG GATCTG TTCTTG TACGCC CTG TC
Sc2 GCA CAC AGA CCC GAC TGC CAG GGA G
Sc3’ CTG ACG GAC GCT GTT CTT ACC
ScHc2intern CGA ACG CGG TCACCC ATACATATT G
ScPCR 1 GAG AGG GCG TAC AAG AACAGATCCTC
ScPCR 2 TCC CTG GCA GTC GGG TCT GTG TGC
Spi 1 TAG ATG TGG TCA ACAGGC ATG G

Spi 10 AAT ATC TTG TGT CCA GAT GGA TGG
Spi 11 CAG TAG AAT AGT TCT CCAAGT TTG GA
Spi 12 TTC GAATGT TGA TGA GGA CGT CG

Spi 13 ACC TCG TGT ACT CTA GGT ACG TG

Spi 14 GAC AAT GGC CAC GGA GAG TC

Spi 2 GGC ATG GTG ACG CTG GAT TCG

Spi 3 CGT TAT GAC CAG GTT TCAATG TGG
Spi 4 TCT TGG CAG CCA AAT ACG AC

Spi 5

CGAGTGGCCTTTTGT CTAG
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Spi 6 TCG GGC ATT GTT GTC GAT ATC

Spi 7 CAT CCA AAG AAC GGG TTA CAC

Spi 8 ACA AAA GCT CAC TGT CAAATC TGG
Spi 9 GCAACCATT TGT CGG TGC ATC C

5. Ubersicht uber alle ermittelten Hamocyanin-Untereinheiten

Hamocyanin cDNA Protein Molekllmasse IEP
Untereinheit bp AS kDa pH
HamHcA 1962 654 75,5 5,89
PelHcl 1971 657 75 521
PelHc2 1974 658 75 5,22
PelHc3 1974 658 75 5,47
SpiHc1 1908 636 73,7 6,2
ScoHcl 1908 636 74,4 5,87
ScoHc2 1944 648 74,8 6,96
OnyHc 1923 641 73,6 8,39

6. Multisequenz-Alignment

siehe folgende Seiten
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