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A. Einleitung 

1. Respiratorische Proteine 

Durch die Evolution sauerstofftransportierender Proteine konnten Tiere entstehen, die 

nicht mehr von den kurzen Diffusionswegen des Sauerstoffs abhängig waren. Diese 

respiratorischen Proteine haben die Fähigkeit, mit Hilfe von Metallionen wie Eisen- 

oder Kupferionen, O2 reversibel zu binden. Sie können dementsprechend als 

Sauerstofftransporter oder Sauerstoffspeicher dienen (Vinogradov, 1985; Terwilliger, 

1998; Kurtz, 1999). Diese speziellen Proteine lassen sich in drei Typen einteilen: 

Globine, Hämerythrine und Hämocyanine. Die Globine sind die wohl am besten 

untersuchten Atmungsproteine und kommen bei allen Tiergruppen vor. Sie treten nicht 

nur intrazellulär, sondern auch extrazellulär 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 Hämerythrine binden den Sauerstoff zwischen zwei Eisenatomen und 

kommen bei einigen marinen Anneliden sowie einigen kleineren Tierstämmen vor 

(Mangum, 1992). Die Hämocyanine findet man bei Mollusken und Arthropoden; sie 

besitzen kupferhaltige Sauerstoffbindungszentren (Abb. 1) (z.B. van Holde und Miller, 

1995; Markl und Decker, 1992). Molluskenhämocyanin unterscheidet sich grundlegend 

vom Arthropodenhämocyanin (Markl, 1986); die vorliegende Arbeit befaßt sich 

ausschließlich mit letzterem. 

 
Abb 1: Struktur der Sauerstoffbindungszentren von Globinen (A), Hämerythrinen (B) und Hämocyaninen 

(C). Die Sauerstoffatome sind rot, die Eisenatome orange und die Kupferatome blau gezeichnet (nach 

Burmester, 2000). 
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2. Die Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden 

Hämocyanine: Hämocyanin ist das respiratorische Protein vieler Cheliceraten, 

Crustaceen und Myriapoden. Es ist extrazellulär und flottiert frei in der Hämolymphe. 

Es kommt in der Hämolymphe in sehr hohen Konzentrationen vor und konnte deshalb 

schon vor vielen Jahren näher charakterisiert werden (Kobert, 1903; Quagliariello, 

1923). Hämocyanin ist in der Lage, Sauerstoff reversibel zwischen zwei Kupferionen zu 

binden und wieder abzugeben (Abb 1B). Es besteht grundsätzlich aus mehreren 

Untereinheiten, die sich zu großen Makromolekülen zusammenlagern und zeigt im 

isolierten Zustand eine charakteristische blaue Färbung (Markl und Decker, 1992). 

Obwohl die Hämocyanine von Arthropoden und Mollusken in ihren 

Kupferbindungsstellen gewisse Ähnlichkeiten aufweisen (Cuff et al., 1998), kann man 

davon ausgehen, dass sie nicht gleichen Ursprungs sind. So unterscheiden sie sich in 

ihrer Primär-, Tertiär- und Quartärstruktur 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 Hämocyanine der Arthropoden sind Mitglieder einer Proteinsuperfamilie, zu 

der auch einige nichtrespiratorische Proteine gehören (Übersichtsartikel: 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. 

Àspan und Söderhall, 1991; Söderhall und Cerenius, 1998). Sie werden als 

sogenannte Zymogene synthetisiert (Prophenoloxidase, PPO) und durch Abspaltung 

eines N-terminalen Peptids aktiviert (Àspan et al., 1995; Hall et al., 1995; Söderhall und 

Cerenius, 1998). Dieses Enzym fehlt bei den Cheliceraten, kommt aber bei 

Crustaceen, Myriapoden und Insekten vor. Phenoloxidasen und Hämocyanine besitzen 

sehr ähnliche aktive Zentren und unter bestimmten Umständen können auch einige 

Hämocyanine eine Phenoloxidaseaktivität entwickeln (Decker und Tuczek, 2000; 

Decker et al., 2001). 
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Pseudohämocyanine: Die Pseudohämocyanine 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 Aminosäuresequenz her mit den 

Hämocyaninen nahe verwandt sind, werden sie als „Pseudohämocyanine“ oder 

„Cryptocyanine“ bezeichnet. Die Präsenz dieser Proteine in der Hämolymohe ist vom 

Häutungszyklus der Tiere abhängig 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 Fähigkeit zur 

Sauerstoffbindung verloren. Die Hexamerine dienen offenbar als Speicherprotein, z.B. 

bei der Häutung, während die membranständigen Hexamerinrezeptoren für die 

Aufnahme von Hexamerinen aus der Hämolymphe durch den larvalen Fettkörper 

verantwortlich sind. Sequenzanalysen zeigen, dass sie mit den Hämocyaninen nahe 

verwandt sind (Telfer und Kunkel, 1991; Markl et al., 1992; Burmester und Scheller, 

1996). 
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3. Allgemeiner Aufbau des Arthropoden Hämocyanins 

Arthropodenhämocyanine sind aus Hexameren aufgebaut, die aus sechs identischen 

oder ähnlichen Untereinheiten mit jeweils 620 bis 660 Aminosäuren bestehen (Markl, 

1986). Eine Untereinheit hat dementsprechend eine Molekülmasse von etwa 70 bis 80 

kDa und das Hexamer besitzt einen Durchmesser von etwa 10 nm (1x6) (Markl, 1986). 

Die Hexamere assoziieren zu unterschiedlichen Quartärstrukturen von 2x6 bis zu 8x6 

(Abb. 2) (Markl, 1986). Durch diese Quartärstruktur kommt auch die Kooperativität 

zustande, bei der die Beladung einer Untereinheit mit Sauerstoff die Beladung der 

anderen Untereinheiten erleichtert und begünstigt (Übersichtsartikel: Markl und Decker, 

1992). Hämocyanin ist in der Lage, ein O2-Molekül 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 III“ (van Holde et al., 2001). Die 

Sauerstoffbindung der meisten Arthropodenhämocyanine ist durch eine moderate bis 

schwache Sauerstoffaffinität, eine hohe Kooperativität 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 Hämocyanine der 

Chelicerata und der malakostraken Crustacea intensiv untersucht, und in letzter Zeit 

wurden auch die Hämocyanine in Myriapoda (Mangum et al., 1985; Gebauer und 

Markl, 1999; Jaenicke et al., 1999) und Hexapoda (Sánchez et al., 1998) näher 

analysiert. 
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Abb 2 : Quartärstruktur verschiedener Arthropodenhämocyanine (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 Röntgenstrukturanalysen des Hämocyanins der Languste 

Panulirus interruptus (Gaykema et al.,1984; Volbeda und Hol,1989) stellte man fest, 

dass die Untereinheiten bohnenförmig sind und sich in drei Domänen unterteilen 

lassen (Abb. 3). Die Domäne 1 besteht aus einem Bündel von α-Helices und umfasst 

etwa 150 bis 180 Aminosäuren. Man vermutet, dass die Domäne 1 für die 

Kooperativität der Sauerstoffbindung wichtig ist, da sie das aktive Zentrum schützt. Im 

Zentrum von Domäne 2 (etwa 220 Aminosäuren) befindet sich das 

Sauerstoffbindungszentrum, das zwei Kupferionen trägt. Die Domäne 2 ist ebenfalls 

aus α-Helices aufgebaut, deren antiparallele Anordnung typisch für globuläre Proteine 

ist (Presnell und Cohen, 1989). Charakteristisch für die dritte Domäne ist die β-

Faltblattstruktur, die ein siebensträngiges, antiparalleles „Beta-Barrel“ bildet (Volbeda 

und Hol, 1989). Sie besteht aus ca. 260 Aminosäuren und ihr wird die Stabilisierung 
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der gesamten Tertiärstruktur des Makromoleküls zugeschrieben (Markl und Decker, 

1992).  

 
Abb. 3: Röntgenstruktur einer Untereinheit des Hämocyanins von Palinurus interuptus 

Die Domänen sind in verschiedenen Farben dargestellt, die zentralen Kupferionen sind blau. 

Beschreibung siehe Text. Grün = Domäne 1; Orange = Domäne 2; Rot = Domäne 3 
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3.1 Das Hämocyanin der Crustacea 

Das Hämocyanin vieler verschiedener Crustaceen ist schon seit langem auf 

immunologischer und biochemischer Basis sehr gut untersucht (Stöcker et al., 1988; 

Markl et al., 1979, Markl, 1986; Markl und Decker, 1992). Bei den Crustaceen 

existieren Hämocyanine von 1x6 (z. B. Palinurus elephas, Isopoda) über 2x6 (z. B. 

Homarus americanus, Astacus leptodactylus) bis zu 4x6 (z. B. Callianassa 

californiensis). Die immunologisch unterschiedlichen Typen von Untereinheiten wurden 

mit α, β und γ bezeichnet (Markl und Kempter, 1981; Markl, 1986). Bei den 

Untereinheiten der Crustaceen gibt es eine hohe Variabilität und sie können selbst 

zwischen nahe verwandten Spezies stark variieren. Außerdem 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 

Hämocyaninsequenzen des α- oder γ-Typs ermittelt werden. Vom 1x6 Hämocyanin der 

Languste Palinurus elephas wurde kürzlich eine 3D-Rekonstruktion mit einer Auflösung 

von 8,5 Å erzielt (Abb. 4) (Meissner et al., in Vorbereitung). 
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Abb 4: 3D-Rekonstruktion des 1x6 Hämocyanins von Palinurus elephas mit 8.5Å Auflösung  

Die 3D-Rekons truktion wurde aus 9 970 kryo-elektronenmikroskopischen Einzelbildern erstellt. Die 

einzelnen Untereinheiten sind farbig abgesetzt. Das gesamte Molekül hat eine Masse von etwa 480 kDa 

(Meissner et al., in Vorbereitung). Es wurde eine Auflösung von 8,5 Å erreicht. Die Sequenz des 

Langusten Hämocyanins konnte zudem auf die bekannte Röntgenstruktur modelliert werden. Dabei 

bestätigten sich die Ergebnisse der Kryoelektronenmikroskopie und der Röntgenstrukturanalyse 

gegenseitig. 
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3.2. Das Hämocyanin der Myriapoda 

Lange Zeit nahm man an, dass die Sauerstoffversorgung der Gewebe der Myriapoda 

ausschließlich über Tracheen erfolgt (Brusca und Brusca, 1990; Hilken, 1998). 

Mangum et al. entdeckten 1985 beim Spinnenläufer Scutigera coleoptrata (Chilopoda) 

ein Hämocyanin und führten das Vorhandensein eines respiratorischen Proteins bei 

diesem Tier auf dessen spezielles, blind endendes Tracheensystem und die hohe 

Aktivität der Tiere zurück (Mangum und Godette, 1986; Mangum et al., 1985). 

Hämocyanin galt jedoch keinesfalls als universelles Merkmal der Myriapoda. Erst im 

Rahmen neuerer Untersuchungen konnte bei dem Diplopoden Spirostreptus spec. ein 

Hämocyanin biochemisch nachgewiesen und charakterisiert werden (Jaenicke et al., 

1999). Es handelt sich wie bei Scutigera coleoptrata um ein 6x6-Hämocyanin, das in 

erstaunlich hoher Konzentration in der Hämolymphe der untersuchten Tiere vorliegt 

und diesem auch strukturell sehr ähnlich ist (Abb. 5). Das Hämocyanin von 

Spirostreptus zeichnet sich durch eine hohe Sauerstoffaffinität (P50 = 4.7 Torr) und eine 

niedrige Kooperativität aus (h = 1.3 ± 0.2). Aufgrund der vorliegenden Daten kann man 

annehmen, dass Hämocyanin als respiratorisches Protein innerhalb der Myriapoda 

weiter verbreitet ist, als bisher angenommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Hämolymphproteine von Spirostreptus spec. 

Hämolymphproteine von Spirostreptus spec. wurden im Elektronenmikroskop untersucht. Der Balken 

entspricht 50 nm. Die Pfeile markieren hämocyaninähnliche Partikel. Auf der rechten Seite sind die 

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

Bei den Onychophora oder Stummelfüssern handelt es sich um eine äußerst seltene 

Tiergruppe. Ihre phylogenetische Position im Verhältnis zu den Arthropoden ist bisher 

nicht genau geklärt. Von einigen Autoren werden ihre Vorfahren aus morphologischer 

Sicht als Verwandte von Plattwürmern oder Mollusken angesehen (Hou und 

Bergström, 1995). Andere sehen sie aufgrund molekularer Daten als Proarthropoda 

(Regier und Shultz, 2001). Sie verfügen, wie die Myriapoda, über 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 hämocyaninähnlichen Proteins in der Hämolymphe 

dieser Tiere (Burmester, unveröffentlicht) (Abb. 6). Eine wichtige Aufgabe der 

vorliegenden Arbeit bestand darin, diese Vermutung biochemisch und 

molekularbiologisch zu verifizieren. 

 

 

 
 

 
Abb. 6: Hämocyaninähnliches Molekül in den Onychophoren (Epiperipatus spec.) 

Hämolymphproteine von Epiperipatus spec. wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Der Balken 

entspricht 10 nm (EM Aufnahme: J. R. Harris) 
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4. Biosyntheseorte des Hämocyanins 

Über die Biosynthese des Hämocyanins ist nur bei einigen Spezies genaueres 

bekannt. Die Konzentration an Hämocyanin im Blut der untersuchten Tiere schwankte 

zwischen 20 und 100 mg/ml und scheint abhängig zu sein von physiologischen 

Bedingungen, Häutung und Entwicklungsstadium (Senozan und Briggs, 1989; 

Hagermann, 1983). Bei dem Pfeilschwanz Limulus polyphemus  wird das Hämocyanin 

in speziellen Zellen, den Cyanocyten, synthetisiert (Fahrenbach, 1970). Bei 

Vogelspinnen wurden hämocyaninbildende Zellen in der inneren Herzwand 

nachgewiesen (Kempter, 1983; Markl et al., 1990) und mRNA, die für Hämocyanin 

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 (Schönenberger, 1980) und bei dekapoden Crustaceen wurde die 

Mitteldarmdrüse als Biosyntheseort des Hämocyanins identifiziert (Jacobs et al, 1984; 

Preaux et al., 1986; Senkbeil und Wriston, 1981). Auch bei der Sekretion des 

Hämocyanins in die Hämolymphe gibt es Unterschiede. Während bei Cheliceraten das 

Protein durch ein Aufplatzen der blutbildenden Zellen freigegeben wird, benötigt das 

Hämocyanin 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). Über den Biosyntheseort des Myriapodenhämocyanins ist bislang nichts 

bekannt. 

5. Funktion des Hämocyanins 

Hämocyanin ist in erster Linie ein Sauerstofftransporter. Darüber hinaus konnten 

jedoch zusätzliche 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). Darüber hinaus 

beschreiben manche Autoren auch Enzymfunktionen des Hämocyanins 

(Übersichtsartikel: Markl und Decker, 1992). Auch wird vermutet, dass Hämocyanin 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). 

Kürzlich wurden Peptide gefunden, die als Spaltprodukt des C-terminalen Endes der 

Hämocyaninsuntereinheit der Garnele Penneaus vanamei eine Fungizid-Wirkung 

zeigen (Destoumieux-Garzón et al., 2001). 
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6. Hämocyanine und Evolution 

Wie schon erwähnt, haben die Hämocyanine der Arthropoden und Mollusken trotz des 

gleichen Namens offenbar keinen gemeinsamen Ursprung sondern entwickelten sich 

unabhängig voneinander aus altertümlichen Kupfer-Proteinen (Markl und Decker, 

1992; Burmester, 2001; van Holde et al., 2001). Die ersten Proteine der 

Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoden, die vor etwa 600 Millionen Jahren 

entstanden, waren wahrscheinlich den Phenoloxidasen sehr ähnlich. Das Entstehen 

eines einheitlichen, Arthropoden-typischen Enzyms, das in den Melaninstoffwechsel 

und die Sklerotisierung der Kutikula involviert war und ist, könnte mit der Evolution 

eines harten Exoskeletts im späten Präkambrium verbunden gewesen sein (Burmester, 

2001). Tyrosinasen mit ähnlichen Funktionen wie die der Phenoloxidasen bei 

Arthropoden kommen in allen Tierstämmen vor, unterscheiden sich jedoch 

grundlegend in ihrer Sequenz und 3D-Struktur (Drexel et al., 1987; Müller et al., 1988; 

Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001). Hämocyanin kann man in allen 

Großgruppen der Arthropoden finden. Dementsprechend existierte es vermutlich 

bereits im letzten gemeinsamen Vorfahren der Chelicerata, Crustacea, Myriapoda und 

Insecta (Burmester, 2001). Die Hämocyaninuntereinheiten sind innerhalb der 

Arthropoden-Unterklassen sehr divergent. Man kann davon ausgehen, dass diese 

Differenzierung bei Crustaceen, Cheliceraten und Myriapoden jeweils unabhängig 

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 Lehrbüchern 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 Schwestergruppenverhältnis der 

Myriapoda mit allen anderen Arthropoda postuliert (Turbeville et al., 1991; Ballard et 

al., 1992). Molekulare Daten sprechen jedoch eher für ein Schwestergruppenverhältnis 

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 

Schwestergruppenverhältnis 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 höchst unsicher. 
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7. Ziel dieser Arbeit 

Hämocyanin eignet sich, wie auch schon in früheren Analysen gezeigt werden konnte, 

als ein hervorragender Marker, um evolutive Veränderungen der 

Hämocyaninsuperfamilie und der Arthropoden nachvollziehen zu können (Burmester, 

2001; Burmester, 2002). Es lagen zu Beginn meiner Arbeit etwa 100 Sequenzen dieser 

Proteinsuperfamilie vor. Bisher existierten allerdings nur Sequenzdaten der 

Hämocyanine von Crustaceen und Cheliceraten, während Sequenzdaten der 

Myriapoden und Onychophoren komplett fehlten. Deshalb sollte ich im Rahmen meiner 

Arbeit vor allem die Hämocyanine der Myriapoda und Onychophora näher untersuchen 

und zusätzlich noch weitere Crustaceenhämocyanine sequenzieren. Die Ergebnisse 

sollten in eine ausführliche phylogenetische Analyse aller Mitglieder der 

Hämocyaninsuperfamilie einfließen. 
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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 Höhlen bis in etwa 70 m Tiefe vorkommen. 

Der amerikanische Hummer (Abb. 7) hat sein Verbreitungsgebiet an der Ostküste 

Nordamerikas und trägt typischerweise an Stelle des ersten Schreitbeinpaares große, 

kräftige Scheren. Die europäische 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 Fischhändler („Fisch Jakob“) in Mainz gekauft. 

 

 

 

 
Abb. 7: Homarus americanus  

 

 

 

 

Palinurus elephas 
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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 große 

Bodenbewohner, deren Verbreitungsgebiet von den Tropen bis in trockene Biotope wie 

Wüsten reicht. Sie haben einen mit Kalk verstärkten Panzer, der ihnen beim Wühlen in 

der Erde hilft. Sie ernähren sich hauptsächlich von verrottendem Pflanzenmaterial. Der 

im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Tausendfüßer stammt aus Kenia und wird bis zu 

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

 

 

 
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 auffälligen, großen Beißzangen umgeformt. Der Körper 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 Düsseldorf zur 

Verfügung gestellt, während 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 äußerst seltene Tiergruppe. 

Ihr Vorkommen erstreckt sich von den Regenwäldern Costa Ricas bis nach 

Neuseeland in eher kälteren Regionen. Die Tiere leben versteckt unter Laub oder 

Steinen und können ein sehr wirkungsvolles Wehrsekret abgeben, das ein 

verdauendes Enzym enthält 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 Hälterung 

Über längere Zeit wurden nur Diplopoden und Onychophoren gehältert. Die 

Diplopoden wurden unter konstanten Temperaturen (28°C) und bei hoher 

Luftfeuchtigkeit in Terrarien der Größe 40 x 40 cm auf Blumenerde gehalten und mit 

Kartoffeln gefüttert. Auch Kadaver von Grillen und Heuschrecken wurden als 

Ergänzung zugefüttert. Die Onychophoren brauchen ebenfalls eine hohe 

Luftfeuchtigkeit, jedoch Temperaturen um etwa 18°C. Als Futter dienten Grillen 

entsprechender Größe. 

1.4 Tierschutzaspekte  

Onychphoren stehen in ihrer Heimat Costa Rica und 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 Geräte 

Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalität 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), Peqlab 

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

 

Folgende Geräte 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, München) 

 

Photometer :   Ultrospec Plus (Pharmacia LKB, Freiburg) 

    Biophotometer (Eppendorf, Köln) 

 

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, Göttingen) 

3. Allgemeine proteinbiochemische Methoden 

3.1 Entnahme der Hämolymphe 

Die Tiere wurden zur Betäubung 1-2 Std. auf Eis gelegt und die Hämolymphe danach 

mit einer sterilen Kanüle entnommen. Bei den Crustaceen wurde die Hämolymphe 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 Hämolymphe, das Blut mit einer ausgezogenen Mikrokapillare entnommen. 

Anschließend wurde die Hämolymphe sofort bei 4°C, 13 000 g, 10 min, abzentrifugiert, 

um die Blutzellen zu sedimentieren. 

3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Für die Charakterisierung der Hämolymphe war es notwendig, den Proteingehalt der 

Proben genau zu bestimmen. In den meisten Fällen 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 Proteinlösung an aromatischen Aminosäuren 

(Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) absorbiert diese Licht im ultravioletten Bereich 

zwischen 200 und 300 nm. Durch die photooptische Proteinbestimmung bei 280 nm 

läßt sich der Proteingehalt einer Lösung folglich grob abschätzen. Dabei geht man 

davon aus, dass 1 OD bei einer Schichtdicke von 1 cm etwa 1 mg/ml Hämocyanin 

entspricht (Markl, 1980). Hämocyanin hat ein zweites Absorptionsmaximum bei 340 

nm, was den oxigenierten Zustand des Moleküls kennzeichnet und durch den Kupfer-

Sauerstoff-Kupfer-Komplex zustande kommt. Die blaue Farbe des Hämocyanins wird 
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außerdem 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 µg. 

 

Bradford-Lösung 

 

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva) wurden in 50 ml 95% Ethanol p.a. 

gelöst, 100 ml 85% H3PO4  hinzugegeben und die Lösung auf 1000 ml aufgefüllt. Die 

Lösung wurde in einer dunklen Flasche bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

 

Durchführung 

 

100 µl der Proteinlösung 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 außerdem das Hämocyanin in seine Untereinheiten zu spalten 

wurd eine Dialyse gegen Gly-OH durchgeführt. Dazu wurd die Hämolymphe 1:2 mit 

Gly-OH-Puffer (7 mol/l Harnstoff, 10 g/l Glycin. PH 9.6) verdünnt und über Nacht bei 

4°C unter leichtem Rühren in einem Dialyseschlauch, bzw. –gefäß in eine 

Harnstofflösung gehängt. Partikel oberhalb der Ausschlußgröße der Dialysemembran 

konnten diese nicht passieren und wurden zurückgehalten, während kleinere Moleküle 

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 Porengröße, in denen dementsprechend Proteine unterschiedlicher Größe 

und Ladung voneinander aufgetrennt werden können.  

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 Hülle, so dass die Proteine 

unabhängig ihrer Ladung nur aufgrund ihrer Größe im Gel aufgetrennt werden. Die 

zurückgelegte Strecke der Proteine im Gel ist in etwa linear vom dekadischen 

Logarithmus der Molekülgrößen abhängig und läßt 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, β-

Mercaptoethanol und durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. Sie bleiben somit in einem 

nativen Zustand und werden in Abhängigkeit ihrer Molekularmasse, ihrer spezifischen 

Eigenladung und ihrer Tertiärstruktur elektrophoretisiert. 

 

Gelzusammensetzung (SDS-PAGE) 

 

a) Trenngelgemisch für 4 Minigele 

 

 5% 7,5% 10% 12,5% 

30% Acrylamid 3,3 ml 5 ml 6,6 ml 8,3 ml 

Trenngelpuffer 

mit SDS 

5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

H2O dest. 11,6 ml 9,9 ml 8,3 ml 6,6 ml 

TEMED 6 µl 6 µl 6 µl 6 µl 

APS (10%) 130 µl 130 µl 130 µl 130 µl 
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b) Sammelgelgemisch für 4 Minigele (SDS-PAGE) 

 

 3,9 % 

30% Acrylamid 1,3 ml 

Sammelgelpuffer mit SDS 2,5 ml 

H2O dest 6,2 ml 

TEMED 10 µl 

APS (10%) 100 µl 

 

 

Lösungen : 

 

• Trenngelpuffer (pH 8,8) 

1,5 M  Tris 

0,4% (w/v) SDS 

 

• Sammelgelpuffer (pH 6,8) 

0,5 M  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) 

 

 Trenngel 5% Sammelgel  

30% Acrylamid 1.65 ml 1.3 ml 

Lsg. B 3.75 ml - 

Lsg. C - 1.2 ml 

H2O 1.2 ml 7.5 ml 

TEMED 7.5 µl 10 µl 

APS (10%) 450 µl 300 µl 
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3.5 Coomassie-Färbung 

Die Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs Comassie Brilliant Blue an 

Proteine. Es können Proteinmengen ab ca. 0,5 µg pro Bande im SDS-Polyacryalmidgel 

sichtbar gemacht werden. 

Zur Färbung wurde das Gel nach der Elektrophorese 1 bis 2 h gefärbt und 

anschließend entfärbt, um die Hintergrundfärbung wieder zu entfernen.  

 

Lösungen : 

 

• Lösung B (pH 7.6) 

60 mM Borsäure 

1,32 mM Tris 

mit H2O auf 100 ml auffüllen 

 

• Lösung C (pH 7.6) 

1 M Tris  

mit H2O auf 100 ml auffüllen 

 

• Elektrophorese-Laufpuffer  

12 mM Borsäure 

264 mM Tris 

mit H2O auf 1000 ml auffüllen 

 

Färbelösung (1000 ml) :     Entfärber (1000 ml) : 

400 ml Methanol      200 ml Isopropanol 

125 ml Essigsäure      116 ml Essigsäure 

auf 1000 ml mit H2O auffüllen    auf 1000 ml mit H2O 

auffüllen 

2g Coomassie Brilliant Blue R-250 

 

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

4.1 „Semidry“ Westernblot 

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran zu 

übertragen wurde ein „semidry“ Westernblot nach Kyhse-Andersen (1984) 

durchgeführt. 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 angefärbt werden (siehe B 4.2). Danach wurden häufig Detektionen der 

Proteine mit spezifischen Antikörpern durchgeführt, 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-Färbung 

Für diese reversible Färbung wurden die Nitrocellulose-Streifen nach dem Transfer für 

etwa 1 bis 2 min in die PonceauS Arbeitslösung gelegt und überschüssige Färbelösung 

mit H2O dest. abgewaschen. 

Die Färbung störte nicht bei nachfolgenden Detektionsschritten. 
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Abb. 11: Aufbau eines „semidry“ Westernblots  

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

Die erste Schicht des Blots bildeten die Whatman-Papiere, auf die luftblasenfrei das SDS-Gel und die 

Nitrocellulosemembran aufgelegt wurden. Den Abschluß 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 hängen. 

4.2 Southernblot 

Mit Hilfe dieser Technik kann man DNA-Fragmente auf Nylon- oder 

Nitrocellulosemembranen übertragen und detektieren. Dazu wurde zuerst eine 

Gelelektrophorese durchgeführt (siehe B.9.6.1) und danach das Gel in eine 

Denaturierungslösung gelegt, anschließend neutralisiert und in 2 x SSC equilibriert 

(Lösungen siehe B 12.2). Der Aufbau eines Southernblots ist in Abb. 12. dargestellt. 

Die Gele wurden über Nacht durch Kapillarkräfte 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. 

 

 

 

 

Nitrocellulosemembran 

+ 

9 x Whatman Papier 

Gel 

- 

9 x Whatman Papier 
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Abb. 12: Aufbau eines Southern/Northernblots 

Die DNA/RNA wird bei diesem Blot durch Kapillarkräfte 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 Gel wurde luftblasenfrei eine Nylonmembran gelegt und darauf Schichten von 

Whatman-Papier und weichen Papiertüchern. Den Abschluß bildete ein Gewicht. Es wurde in der Regel 

über 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 über 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). 

 

 

 

 

 

 

Nylonmembran 

Gewicht 

Agarosegel 

Transferpuffer (20xSSc) 

Papiertücher 

10xWhatman-Papier 

Whatman-Papier 

NC bzw. Nylonmembran 
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5. Sauerstoffbindungskinetik 

Die Versuche zur Sauerstoffbindungskinetik wurden im Institut für Molekulare 

Biophysik bei Herrn Prof. Decker durchgeführt.  

Dabei kann man das Fluoreszenssignal des Proteins als Marker für die 

Sauerstoffbeladung nutzen, da Tryptophanreste des Hämocyanis während dieses 

Beladungsvorgangs bei Anregung mit Licht einer Wellenlänge von 280 nm 

fluoreszieren. Während der Beladung des Hämocyanins mit Sauerstoff sinkt das 

Fluoreszenzsignal dementsprechend kontinuierlich ab. Die Sauerstoffbindung wurde 

nach der Methode von Loewe (1978) gemessen, bei der die Hämocyaninlösung nach 

der Oxygenierung wieder vollständig deoxygeniert wird und dabei der 

Sauerstoffpartialdruck und die Beladung des Hämocyanins mit Sauerstoff gemessen 

wird. Gemessen wurde mit einer Elektrode, die aus einer Arbeitselektrode 

(Platinkathode) und einer Gegenelektrode (Silberanode) bestand. Diese wurde in eine 

1 cm2-Quarzküvette eingesetzt, in der sich etwa 600 µl der zu messenden Probe 

befanden. Zu Beginn einer Messung wurde die Küvette 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 Küvette mit 5 % 

Sauerstoff begast, um zum relativen Maximum und dem Nullpunkt noch einen weiteren 

Fixpunkt zu erhalten. Eine Sauerstoffbindungskurve erhält man über eine 

Digitalisierung der Messwerte. Aus der Kurve konnte man den P50-Wert, also den Wert, 

bei dem das Protein zu 50 % mit Sauerstoff gesättigt ist, ablesen. Der Hill-Koeffizient 

wurde graphisch aus der Steigung der Kurve am Halbsättigungspunkt im Hill-

Diagramm ermittelt. 

6. Elektronenmikroskopie 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Hämocyanin-Moleküle wurden mit dem 

Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Zeiss EM 420 durchgeführt. Als Objekträger 

fungierten sogenannte Grids, runde Netzchen aus Kupfer, die mit Kohlenstoff bedampft 

und vor der Verwendung beglimmt werden. Es wurden etwa  

2 µl Hämolymphe in einer Konzentration von etwa 0,1 mg/ml aufgetragen. 

Anschließend wurden die Grids nacheinander durch drei Tropfen H2O gezogen, um sie 

zu waschen. Eine negative Kontrastierung kann entweder mit Uranylacetat oder 

Ammoniummolybdat durchgeführt werden. 
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7. Test auf Phenoloxidaseaktivität 

Um auszuschließen, dass es sich bei den identifizierten Hämocyaninen um die sehr 

ähnlichen Phenoloxidasen handelt, kann man einen Test auf Phenoloxidaseaktivität 

durchführen. Dabei wird untersucht, ob ein Protein in der Hämolymphe Thyramin 

(Monophenoloxidaseaktivität), bzw. Dopamin (Diphenoloxidaseaktivität) umsetzt. Dazu 

wurde Hämolymphe in einer nativen PAGE aufgetrennt und die Enzyme zugegeben. 

Im Falle einer Aktivität ist eine Farbreaktion sichtbar (Decker et al., 2001). 

8. Mikrobiologische Methoden 

8.1 Bakterienstämme und Vektoren 

Folgende Bakterienstämme der Art Escherichia coli, bei denen es sich um Derivate des 

Stammes K12 handelt und die durch Modifikationen nicht mehr humanpathogen sind, 

wurden verwendet : 

 

Bakterienstämme : 

• E. coli XL 1 Blue MRF´(Stratagene, Heidelberg) 

• E. coli XLOLR (Stratagene, Heidelberg ) 

• E. coli Top10 (Invitrogen, Groningen) 

 

Phagen : 

Zur Synthese aller cDNA-Banken wurden der ZAP Express Vektor und für die in vivo-

Excision (siehe Abschnitt B.12.3) der ExAssistTM Helfer-Phage (Stratagene, 

Heidelberg) verwendet. 
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Plasmidvektoren : 

 

Folgende Plasmidvektoren wurden verwendet : 

 

pBK-CMV (Stratagene, Heidelberg) ZAP ExpressTM cDNA-Banken 

pGEM-T (Promega, Mannheim) Klonierung von PCR-Fragmenten 

pGEM-T easy (Promega, Mannheim) Klonierung von PCR-Fragmenten 

PCR II TOPO TA (Invitrogen, Groningen) Klonierung von PCR-Fragmenten 

PCR II TOPO XL (Invitrogen, Groningen) Klonierung von PCR-Fragmenten 

 

 

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

8.2 Nährmedien 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 MgSO4 x H2O 

     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 

 

 

 



Material und Methoden 29 

Alle Medien wurden direkt nach der Herstellung bei 121°C (1,0 bar) für 30 min 

autoklaviert. Der Agar wurde danach auf ca. 55°C abgekühlt und etwa 5 mm hoch in 

Petrischalen gegossen. 

Um ein selektives Wachstum von bestimmten Bakterien zu ermöglichen, wurden 

Medien nach dem Autoklavieren und Abkühlen mit Antibiotika versetzt. 

Folgende Konzentrationen von Antibiotika wurden verwendet : 

 

Ampicillin  100 mg/Liter 

Kanamycin  12,5 mg/Liter 

Tetracyclin  50 mg/Liter 

 

Um eine Blau-Weiß-Selektion der Bakterien durchzuführen (α-Komplementation, 

Langley et al. 1975) wird LB-Agar mit IPTG (Isopropyl-β-D-Galactosid) und X-Gal (5-

Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid) versetzt, autoklaviert und mit einem 

entsprechendem Antibiotikum in Petrischalen gegossen. 

8.3 Glycerinkulturen 

Zur längeren Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angesetzt und bei 

–80°C eingefroren. Dazu wurden aus frischen Flüssigkulturen 500 µl mit einem 

gleichen Volumen sterilem Glycerin vermischt. Solche Glycerinkulturen sind in der 

Regel für 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 Platinöse oder mit einem autoklavierten Zahnstocher auf dem Agar 

verteilt und über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend konnten diese Platten für 

einige Wochen bei 4°C gelagert werden. 

8.5 Flüssigkulturen 

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, überführt und über Nacht bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 
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8.6 Herstellung kompetenter Bakterien 

Um definierte Plasmide vervielfältigen zu können, müssen sie zuvor in Bakterien 

transformiert werden. Falls nicht die bei einigen Klonierungsvektoren mitgelieferten 

kompetenten Bakterien verwendet wurden (z. B bei Invitrogen, PCR II TOPO TA und 

PCR II TOPO XL), konnte man XL1-Blue Bakterien nach einer modifizierten CaCl2-

Methode (Cohen et al., 1972) kompetent machen. Dazu wurden die Bakterien einer 

Flüssigkultur (siehe B 5.5) im Verhältnis 1:100 in frischem Medium bei 37°C unter 

Schütteln inkubiert, bis sie eine OD600 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 MgCl2 (0,1M) resuspendiert, erneut pelletiert und 

anschließend in 2 ml eiskaltem CaCl2 (0,1M) resuspendiert. Die Bakterienzellen 

wurden dann für mindestens für 30 min auf Eis gehalten und konnten anschließend 

direkt für die Transformation verwendet werden. 

8.7 Transformation kompetenter Bakterien 

Für die Transformation wurden 100 µl kompetente Bakterien mit den zu 

transformierenden Plasmiden (etwa 10 bis 100 ng zirkuläre Plasmid-DNA) gemischt 

und für mindestens 45 min. auf Eis gehalten. Nach kurzem Hitzeschock (45 bis 60 sec, 

42 bis 45°C) wurde dem Ansatz 900µl 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 Präzipitation von Nukleinsäuren 

Um Nukleinsäuren zu präzipitieren, wurde die Probe mit einem zehntel Volumen einer 

Lösung 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 über Nacht bei –20°C 

gefällt. Anschließend wurde das gewonnenen Präzipitat bei 12 000xg für 60 min 

zentrifugiert. 

Das Pellet wurde dann mit 70% Ethanol gewaschen, erneut für 5 min zentrifugiert und 

bei Raumtermperatur oder in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die gefällten 

Nukleinsäuren konnten dann in H2O oder einem entsprechenden Puffer gelöst werden. 

9.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Für eine Bestimmung der Ausbeute an RNA, bzw. DNA nach einer Gelextraktion oder 

einer RNA-Präparation, hat man die Möglichkeit eine photooptische Messung 

durchzuführen, die eine Aussage über die Konzentration der Nukleinsäurelösung 

zuläßt. Nukleinsäuren haben eine Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Messungen 

wurden mit Küvetten einer Schichtdicke von 1 cm durchgeführt. 

 

Für die Konzentrationsbestimmung gilt : 

 

 1OD260 ≈ 40 µg/ml RNA 

 1OD260 ≈ 50 µg/ml dsDNA 

 

Der Quotient aus OD260/OD280 gibt näherungsweise den Grad der Reinheit der RNA 

und der DNA an und somit die Verunreinigung mit Proteinen. Hier gilt : 

 

 OD260/OD280 = 1,8 bis 2 ≈ saubere RNA/DNA 

 OD260/OD280 < 1,8 ≈ mit Proteinen verunreinigte RNA/DNA 
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Alternativ konnte der sogenannte „Dot“-Test durchgeführt werden, bei dem 0.5 bis 1 µl 

DNA auf eine 1% Agaroseplatte, die mit Ethidiumbromid versetzt ist, aufgetragen 

wurde und die DNA-Menge durch Vergleich mit einem bekannten Standard 

abgeschätzt werden konnte. 

9.3 Präparation von Plasmid-DNA 

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen 

(Birnboim und Doly, 1979) und anschließender Präzipitation der bakteriellen Proteine 

mit Systemen verschiedener Hersteller durchgeführt. 

 

• QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden) 

• E.Z.N.A Miniprep Kit der Firma Peqlab (Erlangen) 

9.4 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen 

Um Plasmid-DNA zu verdauen, wurden Restriktionsenzyme verwendet. Diese 

Endonukleasen des Typs II sind Enzyme, die Phosphodiesterbindungen von DNA-

Molekülen an spezifischen Stellen schneiden können. Diese Schnittstellen sind 

palindromische Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaare Länge, deren Temperaturoptimum 

meist bei 37°C liegt. Die Restriktionsendonuklesen wurden von verschiedenen Firmen 

bezogen. 

 

Standard-Restriktionsansatz : 

 

200 ng bis 1 µg Plasmid DNA 

1 bis 5 Einheiten (units) Enzym (1 unit schneidet 1 µg DNA/h unter optimalen 

Bedingungen) 

Reaktionspuffer 

mit H2O auf 20 µl auffüllen 
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9.5 Sondenherste llung 

9.5.1 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden 

Durch eine Digoxigeninmarkierung konnten DNA-Fragmente als Sonde für 

Southernblots, sowie für das Screening einer cDNA-Bank nutzbar gemacht werden. 

Für 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 I als Primer zur Synthese des 

komplementären Stranges. Der verwendete Nukleotidmix enthielt neben den vier 

Nukleotidtriphosphaten (dTTP, dATP, dGTP, dCTP) auch noch ein mit Digoxigenin 

modifiziertes dUTP. Das Verhältnis zwischen dTTP und Dig-dUTP war so gewählt, 

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. Über einen Restriktionsverdau konnten die gewünschten Fragmente 

aus den Vektoren herausgeschnitten, in einem Agarosegel elektrophoretisch 

aufgetrennt und anschließend daraus extrahiert werden. 

Pro Markierungsreaktion wurden bis zu 1 µg DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge 

eingesetzt. Die Reaktion erfolgte nach Angaben des Herstellers. 

 

Alternativ kann man Dig-markierte Fragmente auch über 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. 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 34 

9.5.2 in vitro Transkription 

Um eine RNA-Sonde für einen Northern Blot herzustellen, kann man eine in-vitro 

Transkription mit einer DNA-Matrize durchführen (Abb. 13). Man erhält 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. Während der Transkription wurden mit Dig-markierte Ribonikleotide 

zugegeben, so dass (wie im Fall der PCR-Sonden) die entstehenden RNA-Sonden 

direkt während der Transkription markiert wurden. 

 

Standard-Ansatz (Boehringer Kit) 

 

1-5 µg  Template DNA (linearisiert) 

ad 7 µl  mit RNase-freiem H2O  

2 µl   10 x Puffer 

2 µl  Dig UTP/NTP-Mix 

1 µl   RNasin 

2 µl  T7-Polymerase 

 

Der Ansatz wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von  

2µl 0.2 mM EDTA oder durch Erhitzen auf 65°C gestoppt. Als RNA-Sonde konnten 

direkt 5 µl dieses Ansatzes eingesetzt werden. 
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Abb. 13: Schema der in vitro Transkription 

 

9.6 Gelelektrophorese 

9.6.1 DNA-Gelelektrophorese 

Um DNA-Fragment entsprechend ihrer Größe 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 Molekül, 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 HindIII geschnittene λ-Phagen-

DNA aufgetragen. 

 

 

 

 

Restriktionsspaltung für  
run-off-Transkript 

Restriktionsspaltstellen für Klonierung (mcs) 

5` 
3` 

Vektor- 
sequenzen 

Promotor 
SP6, T7 od.T3 

DNA-Fragment 
PCR-Amplifikat 

3´ 
5` 

Transkription mit 
markierten dUTPs 

Run-off-Transkripte nach Spaltung der Transkriptionseinheit im Vektor am 3´-Ende 
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10 x TBE   0,9 M Tris/Hcl 

   0,9 M Borsäure 

   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 Aktivität 

von RNasen während der Elektrophorese verhinderte.  

 

Ansatz für ein horizontales Minigel : 

 

0,4 g Agarose 

4 ml 10 x MOPS-Puffer 

30 ml H2O 

aufkochen und abkühlen 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 µl mit 10 µl Formamid, 2µl 10 x 

MOPS-Puffer und 3.5 µl Formaldehyd bei 70°C für 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 durchgeführt, die alle auf dem Prinzip der reversiblen Bindung der DNA an 

eine Silicamatrix beruhen. Nach der Bindung und Reinigung ließ sich die DNA unter 

leicht alkalischen Bedingungen (≥ 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 durchgeführt werden, um die 

Ausbeute zu erhöhen. Dazu wurde in einem Volumen von 100 µl 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. Präparation von Gesamt-RNA 

Je nach Tier wurden unterschiedliche Gewebe zur RNA-Präparation verwendet. Bei 

den Crustaceen Homarus americanus  und Palinurus elephas wurden hauptsächlich 

Mitteldarmdrüse, Ovarien, Herz, Darm, Bindegewebe und Muskulatur präpariert. Bei 

den Diplopoden Spirostreptus spec. wurden alle Organe sowie der Kopf verwendet. Bei 

Scutigera coleoptrata und den Epiperipatus spec. wurde aufgrund der geringen Größe 

eine Präparation des gesamten Tieres duchgeführt. 

Zuerst wurden die Tiere auf Eis 1 bis 2 h zur Immobilisierung gekühlt. Die Crustaceen 

wurden zusätzlich mit Chlorophorm narkotisiert. Alle Tiere wurden durch Dekapitation 

devitalisiert. Während der ganzen Präparation wurde auf Eis gearbeitet und zusätzlich 

Vorsichtsmaßnahmen getroffen, die die RNA vor Degradation durch RNasen schützen 

sollten : 

 

• das verwendete Präparationsbesteck wurde durch Autoklavieren sterilisiert 

• es wurde ausschließlich mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes H2O 

verwendet  

• alle Eppendorf und Falcon-Gefäße waren steril und autoklaviert 
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Um die Qualität der RNA zu testen, wurde zusätzlich eine Formaldehyd-RNA-

Gelelektrophorese durchgeführt (siehe B.9.6.2). 

10.1 RNeasy Maxiprep Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden) 

Bei dieser Präparationsmethode wurde nach Versuchsanleitung des Herstellers das 

Gewebe in einem denaturierenden Puffer mit GTC (Guanidinthiocyanat) und β-

Mercaptoethanol homogenisiert und lysiert, um die Aktivität von RNasen während der 

Präparation zu unterbinden. Hierzu wurde, wie auch bei anderen 

Präparationsmethoden, ein mit Isopropanol gereinigter Mörser mit Pistill verwendet. 

Die Aufreinigung der RNA erfolgte über eine Säule mit einer Silica-Matrix, die unter 

geeigneten Bedingungen spezifisch RNA bindet. Die gesamte Präparation erfolgte 

nach den Angaben des Herstellers. 

10.2 RNA-Präparation nach GTC-Methode  

Um größere Mengen an Gewebe zu präparieren oder um eine Verstopfung der Silica-

Matrix in der Säule durch die Proteine des Arthropoden Exoskeletts zu umgehen, 

wurde RNA nach einer alternativen Methode gewonnen. Dazu wurde das Gewebe 

ebenfalls mit Mörser und Pistill unter ständiger Zugabe von flüssigem Stickstoff 

homogenisiert und direkt in 10 bis 20 ml GTC-Puffer überführt. Dann wurden 

nacheinander 1 ml 2M Natriumacetat, 10 ml Phenol und 10 ml CIA (Chloroform-

Isoamylalkohol 49:1) zugegeben und 15 min. auf Eis gekühlt. Die Probe wurde dann 30 

min. bei 10 000 rpm und 4°C zentrifugiert und danach die wässrige Phase mit 1 

Volumen Isopropanol gemischt. Es folgte eine Präzipitation bei –20°C für mindestens 1 

h. Anschließend wurde unter den gleichen Bedingungen ein weiteres mal zentrifugiert 

und das Pellet in etwa 10 ml GTC-Puffer gelöst. Die Präzipitation mit 1 Volumen mit 1 

Volumen Isopropanol wurde wiederholt und nach einer Zentrifugation das Pellet mit 

80% Ethanol gewaschen. Das Pellet mußte bei Raumtemperatur völlig trocknen und 

konnte dann in 5 bis 10 ml H2O bidest gelöst werden (eventuell 20-30 min. schütteln 

bei 55-58°C). Die Lösung wurde durch Zentrifugation erneut pelletiert. Die RNA befand 

sich danach im Überstand. Auch hier wurde die Menge und Reinheit der RNA durch 

Photometrie bestimmt sowie die Qualität durch eine Formaldehyd-Gelelektrophorese 

abgeschätzt. 
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Lösungen : 

 

• GTC-Puffer :  100 g Guanidinthiocyanat in 117 ml H2O bidest lösen 

   7.0 ml 0.75M Natriumcitrat, pH 7.0 

   10.6 ml 10% Sarcosyl 

   1.52 ml β-Mercaptoethanol 

• 2M Natriumacetat, pH 4.0 

• wässrige Phenollösung 

• Chlorophorm-Isoamylalkohol 49:1 

• Isopropanol p.a. 

• 80% Ethanol 

• H2O bidest (mit DEPC behandelt) 

10.3 Präparation von poly-A+-RNA mit PolyATract mRNA Isolation System I (large 

scale) und IV (small scale) der Firma Promega (Mannheim) 

Dieser Methode liegt zugrunde, dass die meisten eukaryotischen mRNA-Moleküle 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 läßt sich mRNA von allen anderen RNAs 

trennen, die einen Anteil von etwa 5% an der Gesamt-RNA hat. 

Die PolyATract-Präparationsmethode 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)-Moleküle 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 

Komplementäre DNA(cDNA)-Banken repräsentieren die Information der messenger 

RNA (mRNA) bestimmter Organismen, bzw. Geweben. Dabei wird die sehr labile RNA 

in cDNA umgeschrieben und dann in einen selbstreplizierenden λ-Vektor kloniert. 

Diese cDNA-Expressionsbanken können dann mit Hilfe von Antikörpern 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 ExpressTM cDNA 

Synthese Kit der Firma 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 überführt. 

11.1 Erststrangsynthese 

Im ersten Schritt wurden mittels der reversen Transkriptase bis zu 5 µg poly-A+-RNA in 

einzelsträngige cDNA umgeschrieben. Zu diesem Zweck mußten die 

Sekundärstrukturen der RNA bei 70°C denaturiert werden. Außerdem mußte bei allen 

Arbeiten mit RNA darauf geachtet werden, dass sie nicht von RNasen angegriffen und 

zerstört werden, weshalb mit RNase-freien Reaktionsgefäßen und Pipettenspitzen 

gearbeitet wurde. Die Synthese der cDNA-Bank erfolgte nach den Angaben des 

Herstellers. Für die Erststrangsynthese wurde ein Linkerprimer eingesetzt, der an 

seinem 5´-Ende zum einen die zum poly-A+-Schwanz komplementäre oligo(dT)-

Sequenz und zusätzlich die Schnittstelle für das Restriktionsenzym Xho I besitzt. 

Dadurch wurde ein gerichtetes Klonieren in die ZAP Express-Vektorarme respektive 

des lacZ Promotors ermöglicht. Durch den Einsatz methylierter Nukleotide besitzt die 

Erststrang-cDNA eine Methylgruppe an jedem Cytosin, die einen unerwünschten 

Verdau an anderen Xho I-Schnittstellen verhindert. Als reverse Transkriptase wurde 

die MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase) verwendet. 
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11.2 Zweitstrangsynthese 

Die Zweitstrangsynthese erfolgte durch das Enzym Polymerase I, das für seine 

Reaktion einen Primer benötigt, an denen der zweite Strang komplementär 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 doppelsträngige cDNA, bei der nicht-methyliertes dCTP eingebaut 

wurde, um einen späteren Restriktionsverdau der cDNA mit XhoI zu ermöglichen. 

Danach wurden die Enden der cDNA-Moleküle mit Hilfe der pfu DNA Polymerase 

aufgefüllt (bunt) und nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion an EcoRI-Adaptoren 

ligiert. Nach einer Phosphorylierung und einem Restriktionsverdau mit XhoI besitzen 

die cDNA-Moleküle an beiden Seiten cohäsive Enden, die dann gerichtet in die 

Vektorarme kloniert werden konnten. 

11.3 Größenfraktionierung 

Um die cDNA-Moleküle ihrer Größe nach zu selektionieren wurde eine 

Größenfraktionierung mit einer Sephacryl S 500-Säule durchgeführt. Dabei wurde die 

cDNA auf eine Matrix aufgebracht und bei 400 x g zentrifugiert. Große Fragment liefen 

dabei schneller durch die Säule als Kleine. Die Fraktionen wurden gesammelt und eine 

Phenol/Chloroform-Extraktion, sowie eine Fällung durchgeführt. Die Fraktion, die die 

größten Fragmente enthielt, wurde weiterverarbeitet. 

11.4 Ligation in die Vektorarme und Verpackung 

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

Für die Verpackung wurden 1 bis 4 µl dieses Ligationsansatzes mit dem 

Verpackungskit Gigapack III Gold der Firma Stratagene (Heidelberg) für genau 2 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Auch hier wurde nach Angaben des Herstellers gearbeitet. 

Nach dieser Prozedur hatte man eine „primäre cDNA-Bank“, deren Titer in einer 

Verdünnungsreihe bestimmt wurde. Dazu wurden die Phagen in SM-Puffer verdünnt 

und mit Bakterien des E. coli-Stammes XL-1 Blue MRF´ bei 37°C für 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 ausgezählt werden. Dazu wurden die Plaques 

gezählt, die als Löcher im Bakterienrasen sichtbar waren. Die Einheit dafür sind die pfu 

= plaque forming units.  
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Der Primärtiter schwankte bei den im Rahmen dieser Arbeit erstellten cDNA-Banken 

zwischen 500 000 und 7 000 000 pfu/ml. 

 

SM-Puffer   0,1 M NaCl 

    10 mM MgCl2 x 7 H2O 

    50 mM Tris/Hcl 

    0,01% (w/v) Gelatine 

    pH 7,5 

 

 

 

 

 

 

 

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

Die gesamte Primärbank wurde auf NZY-Agarplatten mit ca. 50 000 pfu pro Platte 

ausplattiert, über Nacht bei 37°C inkubiert und die Phagen mit SM-Puffer eluiert. Auch 

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

11.6 Liste der erstellten cDNA-Banken 

 

Organismus Gewebe Vektor 

Spirostreptus spec. innere Organe und Kopf ZAP ExpressTM 

Scutigera coleoptrata vollständige Tiere ZAP ExpressTM 

Palinurus elephas Mitteldarmdrüse ZAP ExpressTM 

Homarus americanus Mitteldarmdrüse ZAP ExpressTM 

Epiperipatus spec. vollständige Tiere ZAP ExpressTM 

 

12. Screening von cDNA-Banken 

12.1 Antikörperscreening 

Der ZAP ExpressTM-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 β-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 Antikörper gegen verschiedene 

Crustaceen- und Cheliceratenhämocyanine aus den siebziger und achtziger Jahren 

von Prof. Markl zur Auswahl, mehrere Antikörper gegen Palinurus Hämocyanin, die 

uns freundlicherweise von J. Beintema zur Verfügung gestellt wurden, außerdem 

wurden weitere Antikörper gegen Spirostreptus- und Scutigera-Hämocyanin 

hergestellt. 

 

Das Antikörperscreening 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 getränkte Nitrocellulosemembranen aufgelegt und die Platten 

über 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 abgesättigt, um unspezifische Bindungen 

zu verhindern und anschließend mit dem entsprechenden Antikörper in 5% Milch/TBST 

über Nacht bei 4°C unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Antikörper und die 

verwendeten Verdünnungen sind unter B.12.1.1  aufgelistet. Der primäre Antikörper 

wurde 3x10 min mit TBST weggewaschen und 1 Std. bei Raumtemperatur mit einem 

entsprechenden sekundären Antikörper (1:10000) inkubiert. Nach erneuten 

Waschschritten (3x10 min.) konnten die positiven Klone mit einer Farbreaktion 

detektiert werden. Die anti-Hämocyanin-Antikörper wurden in Kaninchen oder 

Meerschweinchen hergestellt und konnten deshalb von entsprechenden in Ziegen 

hergestellten Sekundärantikörpern anti-Kaninchen oder anti-Meerschweinchen erkannt 

werden. Da diese sekundären Antikörper 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. Für 10 ml Entwicklungspuffer wurden 33 µl BCIP- und 66 µl NBT-

Stammlösung verwendet. Die Farbreaktion der Alkalischen Phophatase erfolgt durch 

eine Umsetzung des Substrates BCIP zu einem unlöslichen blauen Farbstoffes unter 

Anwesenheit des Katalysators NBT. Die Farbreaktion kann durch Zugabe von H2O 

dest. gestoppt werden. Die positiven Klone wurden aus dem Agar ausgestochen und in 

500 µl SM-Puffer mit 20 µl Chloroform bei 4°C aufbewahrt. Das Screening wurde 

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

 

10 x TBS    100 mM Tris/Hcl 

     1.5 M NaCl 

     pH 7.5 

 

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

     3 ml Tween 

     auf 1000 ml mit H2O dest. Auffüllen 
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Entwicklungspuffer   100 mM Tris/HC 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl 

pH 9.5 

 

NBT-Stammlösung   50 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 



 

12.1.1 Verwendete Antiseren : 

 

Antigen Bezeichnung des Antikörpers Zweitantikörper Verdünungen für Westernblot Verdünnungen für Screening 

1. Hummer-Hämocyanin  α-Homarus americanus, 1979 α-Kaninchen 1 : 20 000 1 : 2000 

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

3. Hummer-Hämocyanin  α-Homarus b α-Kaninchen 1 : 20 000 1 : 2000 

4. Hummer-Hämocyanin  α-Hom, 29.12.1981 α-Kaninchen 1 : 20 000 1 : 2000 

5. Hummer-Hämocyanin  α-Homarus gesamt, 1.83 α-Kaninchen 1 : 20 000 1 : 2000 

6. Hummer-Hämocyanin  α-Hom δ, 22.12.81 α-Kaninchen 1 : 20 000 1 : 2000 

7. Flußkrebs-Hämocyanin  α-Astacus 1 α-Kaninchen 1 : 1000 á nicht durchgeführt 

8. Flußkrebs-Hämocyanin  α-Astacus α(UE 3/4) α-Kaninchen 1 : 1000 á nicht durchgeführt 

9. Flußkrebs-Hämocyanin  α-Astacus δ (UE 2) α-Kaninchen 1 : 1000 á nicht durchgeführt 

10. Languste-Hämocyanin  α-94 I α-Kaninchen 1 : 50 000 1 : 5000 

11. Languste-Hämocyanin α-94 II α-Kaninchen 1 : 50 000 1 : 5000 



 

12. Languste-Hämocyanin α-90 I α-Kaninchen 1 : 50 000 1 : 5000 

13. Languste-Hämocyanin α-90 II α-Kaninchen 1 : 50 000 1 : 5000 

14. Tausendfüßer-Hämocyanin  α-Spirostreptus α-Meerschweinchen 1 : 200 000 bis 1 : 1 000 000 1 : 20 000 

15. Spinnenläufer-Hämocyanin  α-Scutigera α-Kaninchen 1 : 10 000 bis 1 : 20 000 1 : 2000 

16. Vogelspinne-Hämocyanin  α-Eurypelma SDS denaturiert α-Kaninchen 1 : 2000 á nicht durchgeführt 

17. Vogelspinne-Hämocyanin  α-Eurypelma nativ α-Kaninchen 1 : 2000 á nicht durchgeführt 

 

á bei heterologer Anwendung 

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

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

Mit Hilfe von DNA-Sonden hat man die Möglichkeit, Klone aus cDNA-Banken zu 

isolieren, die sich für eine Detektion mit Antikörpern als ungünstig erweisen oder im 

falschen Leseraster liegen. Allerdings sind für die Herstellung einer DNA-Sonde 

Information über die Sequenz notwendig. Aus diesem Grund ist das Sondenscreening 

eine wirkungsvolle Methode bestimmte Klone zu finden, von denen schon durch 

Methoden wie Antikörperscreening oder PCR-Techniken Teilsequenzen bekannt sind. 

Zur Herstellung von DNA-Sonden siehe B.9.5. 

Für das Sondenscreening wurden cDNA-Banken wie beim Antikörperscreening auf 

NZY-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden für 

30 bis 60 min bei 4°C abgekühlt, danach wurde eine Nylonmembran für ca. 60 sec 

aufgelegt, um die Phagen-DNA zu transferieren. Danach wurden die Nylonfilter mit der 

Plaqueseite nach oben für 10 min auf ein mit Denaturierungslösung getränktes 

Whatman-Papier gelegt, um die doppelsträngige 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 zunächst durch 60 

min Inkubation in der Hybridisierungslösung bei 68°C abgesättigt. Die Hybridisierung 

erfolgte über Nacht bei 68°C in 30 ml Hybridisierungslösung. 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 für 30 bis 60 min mit 0,5 x 

Waschpuffer bei 68°C gewaschen. Die Filter wurden für 60 min mit Blockierungspuffer 

und anschließend mit dem sekundären 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 durchgeführt werden. Die positiven Klone wurden 

isoliert, wie oben beschrieben. 
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Denaturierungslösung 0,5 M NaOH 

    1,5 M NaCl 

 

Neutralisierungslösung 1 M Tris/HCl 

    1,5 M NaCl 

    pH 7,5 

 

2 x SSC   300 mM NaCl 

    30 mM NaCitrat 

    pH 7,0 

 

Hybridisierungspuffer 0,1% Natrium-N- Laurylsarcosinat 

    1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim) 

    0,02% SDS 

    lösen in 5 x SSC 

 

2 x Waschpuffer  0,1% SDS 

    lösen in 2 x SSC 

 

Blockierungspuffer  100 mM Tris/HCl 

    150 mM NaCl 

    1% Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim) 

    pH 7,5 

 

TBST-Puffer   100 mM Tris/HCl 

    150 mM NaCl 

    0,3% Tween 100 

    pH 7,5 
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12.3 In vivo-Excision 

Das cDNA-Synthese Kit bietet mit dem ZAP Express Vektor die Möglichkeit, eine 

effiziente in vivo-Excision und Rezirkularisierung des in den λ-Phagen klonierten 

Inserts durchzuführen. 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 enthält notwendigerweise das klonierte Insert und die 

Sequenz des pBK-CMV. Mit dem Genprodukt II des Helferphagen wird dann der 

Einzelstrang rezirkularisiert. Es handelt sich hierbei um eine Subklonierung, da alle 

Sequenzen, die normalerweise zum λ-Vektor gehören, ausserhalb des Initiations-, 

bzw. Terminationssignals liegen und nicht zirkularisiert werden. Das entstandene 

Phagemid wird jetzt noch in eine Phagenhülle verpackt und sezerniert.  

Anschließend 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 Einzelstrangnukleinsäure, die zwischen zwei 

vorgegeben Oligonukleotidprimern liegen. Dabei benutzt man temperaturstabile DNA-

Polymerasen, die den wiederholten DNA-Synthese– und Renaturierungszyklen der 

neusynthetisierten DNA-Doppelstränge standhalten. 

Zunächst wird in einer Hybridisierungsreaktion der erste Primer an den gewünschten 

Nukleinsäureeinzelstrang im vorgesehenen 5´-Terminus gebunden. Dann wird mit Hilfe 

einer Polymerase (Taq-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 komplementär 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 

abhängig von Template und Primer bei 49°C bis 60°C, während die Elongation bei 

72°C abläuft. Zu Beginn einer PCR wird die DNA zunächst bei 94°C für 3 bis 4 min. 

denaturiert und zum Abschluß nochmals für 8 bis 10 min elongiert, um der Polymerase 

die Möglichkeit zu geben alle amplifizierten Stränge zu vervollständigen. Die Taq-

Polymerase hängt charakteristisch ein einzelnes, überhängendes 

Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3´-Ende der DNA, was für nachfolgende 

Klonierungsschritte äußerst günstig ist. 

 

Standard-PCR-Ansatz 

5 µl 10 x PCR-Puffer 

5 µl MgCl2 

1 µl dNTP-Mix 

1 µl “upstream” Primer 

1 µl “downstream” Primer 

1 µl DNA-Template 

ad 50 µl mit H2O auffüllen 

0.5 µl Taq-Polymerase 

 

13.1 PCR mit cDNA 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden häufig 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 überhaupt keine Informationen vorliegen, hat man 

mit dieser Methode die Möglichkeit, mit Hilfe von degenerierten Primern ein Stück des 

gesuchten Gens zu amplifizieren. Diese Primer wurden aus hochkonservierten 

Bereichen des gleichen Gens bekannter Arten ausgesucht.  

Außerdem konnten durch eine Amplifizierung von Plasmid-DNA sehr spezifische 

Sonden hergestellt werden. Für 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 für eine PCR 

verwenden. Dabei schreibt das Enzym RT die RNA in einzelsträngige cDNA um. In 

einer zweiten Amplifikation mit Taq-Polymerase wird die cDNA doppelsträngig 

gemacht. Man kann sowohl gesamt-RNA als auch poly-A+-RNA einsetzen. Es werden 

alle zuvor beschriebenen Vorsichtsmaßnahmen im Umgang mit RNA eingehalten. 

Zuerst wurde die RNA bei 70°C denaturiert, um Sekundärstrukturen zu zerstören, 

danach erstellte die RT mit spezifischen Primern die komplementäre cDNA. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde fast ausschließlich die Reverse Transkriptase SuperScript 
TM II 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) 

Häufig sind die cDNA Sequenzen aus Banken am 5´-Endes nicht komplett. Das 5´-

RACE-System der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) bietet eine Möglichkeit, 

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 einzelsträngigen cDNA ein poly-dC-

Schwanz angehängt (tailing). In einem nächsten 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 führte, wurde eine Reamplifizierung mit einem Ankerprimer 

und einem sequenzspezifischen “nested” Primer durchgeführt. Die Fragmente konnten 

dann in einer Gelelektrophorese analysiert, ausgeschnitten und anschließend 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 für eine Reaktion 1 bis 5 µg 

gesamt-RNA eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte mit den mitgelieferten GlassMax 

cDNA Isolations-Säulchen. 
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Abb 15: Ablauf der 5´- RACE (Rapid Amplifikation of cDNA-Ends) 

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wird die mRNA ausgehend von einem genspezifischen Primer (GSP 

1) in cDNA überschrieben. Nach der Degradation der RNA wird ein oligo-dC-Schwanz an die 

einzels trängige cDNA gehängt. Danach folgt die Amplifikation mit einem oligo-dG-Primer und einem 

spezifischen (GSP 2) und anschließend eine Reamplifikation mit einem sogenannten “abridged universal 

anchor primer” (AUAP) oder einem “universal anchor primer” (UAP) und einem weiteren spezifischen 

“nested” Primer. 

 

mRNA  5´ AAAA 3´ 
5´ 3´ 

1. Reverse Transkription 

3´ 5´ 

2. Degradation der RNA 

3´ CCC  CCC 5´ 

3. Tailing der einzelstr. cDNA 

5´ 3´CCCCCCC 
GSP 2 

5´ 

Anker-Primer 

GGGGGGG 4. PCR Zyklus 1 

3´ 
5´ 

nested GSP 

5´GGGG 
3´CCCC 

AUAP/UAP 5. PCR Zyklus 2 

GSP 1 
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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 durchgeführt werden (siehe B.9.7). Um ein sinnvolles Verhältnis 

zwischen Vektor und Insert zu gewährleisten, wurde zuerst eine photooptische 

Bestimmung der DNA-Konzentration gemacht (siehe B.9.2). Das Verhältnis sollte 

zwischen 1 : 3 und 1 : 4 liegen. Es wurden folgende Klonierungsvektoren  

verwendet : 

 

• pGEM-T (Promega, Mannheim) 

• pGEM-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 über ein überhängendes Adenosinnukleosidtriphosphat ligiert werden.  

 

Da zur Amplifikation ausschließlich eine Taq-Polymerase verwendet wurde, die ein 

Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3´-Ende anhängt, konnte mit diesen 

Vektorsystemen ohne weitere Modifikation gearbeitet werden. Die Vektoren lagen 

linearisiert vor. 

14.1 Das pGEM-System 

Die Ligation wurde entweder über 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-weiß-Selektion mit X-Gal versetzt waren, ausplattiert werden (siehe B.8.4). 

Die positiven Kolonien konnten in Flüssigkulturen vermehrt werden, die Plasmide 

präpariert und mit Hilfe von Restriktionsenzymen die Inserts herausgeschnitten und auf 

Agarosegele aufgetragen werden (siehe B.8.5, B.9.3 und B.9.6). 

 

 

 

 



Material und Methoden 55 

Standard-Ligations-Ansatz : 

 

1 µl Vektor (50 ng/µl) 

x µl PCR-Fragment 

5 µl 2 x Ligationspuffer 

1 µl T4-DNA-Ligase 

ad 10 µl mit H2O bidest auffüllen 

14.2 Das TOPO-System 

Bei diesem Vektor wird das PCR-Fragment mit dem Enzym Topoisomerase I aus dem 

Vaccinia Virus einkloniert. Es bindet an doppelsträngige DNA an bestimmten Stellen 

und schneidet das Phosphodiester Rückrat 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 löst 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 durchgeführt. Die 

Editierung der Sequenzen erfolgte mit dem Computerprogramm Chromas. 
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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 durchgeführt (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 Änderungen sich in den untersuchten Sequenzen im Laufe der 

Evolution ergeben haben. Dabei wurde auf konservierte Bereiche geachtet. Dieses 

Alignment konnte dann für die Erstellung eines Stammbaumes als Grundlage 

genommen werden. Für diese phylogenetischen Berechnungen wurde das PHYLIP 

Package (J. Felsenstein) verwendet. Die Molekülmassen und Signalpeptide der 

Aminosäuersequenzen 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://www.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.html 
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Alle im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Stammbäume basieren auf Distanzmatrix- und 

charakterorientierten Methoden. Bei den Distanzmatrix-orientierten Methoden wird die 

relative Ähnlichkeit, bzw. die Distanz zwischen zwei Sequenzen in einer Matrix 

ausgedrückt (z-B. PAM-Matrix oder BLOSUM). In einem ersten Schritt wurden die 

paarweisen Abstände zwischen den einzelnen Sequenzen berechnet. Dafür gibt es 

verschiedene Evolutionsmodelle, die die identischen Nukleotide, bzw. Aminosäuren 

nach einem Algorithmus berechnen und zusätzlich die möglichen Mutationen und 

Rückmutationen mit einbeziehen. Die PAM-Matrix (Dayhoff, 1978) z.B. ergibt sich aus 

den Mutationen pro Position, die sich seit der Trennung zweier Aminosäuren ereignet 

haben. Anhand dieser Abstandsdaten läßt 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. Für eine statistische Überprüfung des 

Ergebnisses wurden die Bootstrap-Werte berechnet. Dabei werden nach einem 

Zufallsprinzip einzelne Positionen innerhalb eines Alignments dupliziert und andere 

deletiert. Die Gesamtlänge der Sequenz bleibt jedoch erhalten. Dadurch wird jeder 

Postion ein unterschiedliches Gewicht zugewiesen, da manche Positionen mehrfach 

und andere gar nicht ausgewählt werden. Die entstandenen Teildatensätze 

(Pseudosamples), meist werden hundert erstellt, wurden mit den oben beschriebenen 

Methoden analysiert. Ein Bootstrap-Wert von 80 bedeutet, dass in 80% der Fälle die 

Sequenzen einander zugeordnet werden, d.h diese Verzweigung im Stammbaum ist zu 

80% unterstützt. 
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C. Ergebnisse 

1. Die Hämocyanine der Crustaceen 

In früheren Untersuchungen wurden schon zahlreiche Hämocyanine der „höheren“ 

Krebse (Malacostraca) auf immunologischer und proteinbiochemischer Ebene 

charakterisiert (Übersichtsartikel: Markl, 1986; Markl und Decker, 1992), doch 

Sequenzdaten aus dieser Gruppe sind noch sehr unvollständig (Burmester, 2001; 

Burmester, 2002). Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher mehrere Untereinheiten der 

Hämocyanine von Homarus americanus und Palinurus elephas auf cDNA-Ebene 

sequenziert werden. 

1.1 Das Hämocyanin des amerikanischen Hummers Homarus americanus 

1.1.1 Biochemische Charakterisierung des Hämocyanins von Homarus 

americanus 

Die Proteine der zellfreien Hämolymphe des Hummers und gereinigtes Hämocyanin 

wurden in einer denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mit 

Coomassie Brilliant Blue R-250 angefärbt. Die SDS-PAGE des 2 x 6 Hämocyanins 

zeigte deutlich drei verschiedene Banden mit Molekülmassen im Bereich von 75 bis 80 

kDa. Diese entsprachen den bereits bekannten α- (HcA), β- (HcB) und  γ- (HcG) 

Untereinheitstypen (Markl, 1986). Außerdem waren noch andere Hämolymphproteine 

und das nichtrespiratorische Pseudohämocyanin im Gel als Banden zu sehen (Markl et 

al., 1979; Burmester, 1999). In einem Westernblot wurden die Proteine mit vier 

verschiedenen Antiseren gegen Homarus-Hämocyanin nachgewiesen (Abb. 16). 

Lediglich Antiserum 4 erwies sich als Hämocyanin-spezifisch. Die anderen 

verwendeten Seren (1-3) erkannten auch das Pseudohämocyanin. 
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Abb 16: SDS-PAGE und Westernblot der Hämolymphproteine von Homarus americanus 

Die Proteine der Hämolymphe und gereinigtes Hämocyanin wurden in einer denaturierenden SDS-PAGE 

aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R-250 angefärbt. Ein Westernblot wurde mit vier 

verschiedenen Antiseren gegen Homarus-Hämocyanin (1 bis 4) durchgeführt. Die Zuordnung der Banden 

erfolgte nach Markl et al., 1979 und Burmester, 1999. Lediglich Antiserum 4 erwies sich als Hämocyanin-

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

Die Analyse der N-terminalen Sequenzen der Hämocyaninuntereinheiten wurde von 

Dr. H. Heid, Deutsches Krebsforschungszentrum (Heidelberg) durchgeführt. 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 

Aminosäuren. Die obere Bande wurde als HcB durch Vergleiche mit bekannten 

Hämocyaninsequenzen anderer Crustacea identifiziert und hat folgende 

Aminosäuresequenz : DTDVAHKQQS  VNRLLYKVTS  HI. Die mittlere Bande wurde 

als HcA identifiziert : DASGDSTAKX  QQDVNHLLDX  IY 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 
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1.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hämocyanins 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 

Pseudohämocyanin erstellt hatte (Burmester, 1999). Die vorhandene cDNA-Bank 

wurde mit einer Mischung sechs verschiedener polyklonaler anti-Homarus-

Hämocyanin-Antikörper durchgemustert. Insgesamt wurden über vierzig positive Klone 

gefunden, von denen dreizehn mit Insertgrößen zwischen 500 und 1800 bp 

sequenziert wurden. Durch Vergleiche mit den N-terminalen Sequenzen und anderen 

Crustaceen-Hämocyaninen konnten alle diese Klone dem α-Typ-Hämocyanin 

zugeordnet werden. Durch Restriktionsverdau und Vergleich der Restriktionsmuster 

konnte gezeigt werden, dass fast alle Klone einem einzigen Sequenztyp angehören. Es 

wurde nur eine Ausnahme gefunden (Klon 222.1), repräsentiert anscheinend ein Allel 

oder ein anderes Gen des Typs α. Der Klon ist unvollständig, 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 unvollständig. Die komplette Sequenz 

des HcA konnte durch eine Kombination von zwei verschiedenen, jedoch in 242 bp 

überlappenden Klonen zusammengesetzt werden, von denen der eine ein 

vollständiges 5´-Ende und der andere ein vollständiges 3´-Ende hat. In der 

Überlappung gab es keine Unterschiede und so kann man von einer einzigen cDNA 

ausgehen. Auf diese Weise erhielt ich die vollständige Sequenz des HcA mit einer 

Länge 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 Aminosäuren und einer 

errechneten Molekülmasse von 75,5 kDa. Dies stimmt mit den Daten der SDS-PAGE 

überein. Die Sequenz ist in der EMBL/Genbank unter der Accession-Nummer AJ 

297738 verfügbar. 
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HamHcA 

 
CACACTGGTGGCCGCGGCTGCTGCCTGGCCAAGCTTCAGCTACCAGAACGACGCTTCCGGTGACAGTACAGCCAAGAGACAACAGGATGT   90 

 T  L  V  A  A  A  A  A  W  P  S  F  S  Y  Q  N  D  A  S  G  D  S  T  A  K  R  Q  Q  D  V    30 

CAACCATCTGCTGGATAGAATTTACGACCATCTTCATTATTCCGACCTGAAGCAAATCTCCGAGACCTTCAGCCCTGAGGCTGACACTTC   180 

 N  H  L  L  D  R  I  Y  D  H  L  H  Y  S  D  L  K  Q  I  S  E  T  F  S  P  E  A  D  T  S    60 

CATGTATACAGATGGTGGCACAGCCGCCCATCATCTTATGGAAGAGCTCAATGATCACAGATTCTTGGAGCAGCATCATTGGTTCTCTCT   270 

 M  Y  T  D  G  G  T  A  A  H  H  L  M  E  E  L  N  D  H  R  F  L  E  Q  H  H  W  F  S  L    90 

TTTTAACCCTCGCCAGCGTGAAGAAGCTCTCATGCTTTTTGATGTCCTGATGCACTGCAAGTCTTGGGAGTGCTTTGTTGACAATGCCGC   360 

 F  N  P  R  Q  R  E  E  A  L  M  L  F  D  V  L  M  H  C  K  S  W  E  C  F  V  D  N  A  A    120 

CTTCTTCCGTGAACGTATGAATGAAGGAGAATTCGCTTACGCACTCTATACAGCAGTTATCCACTCTGAGTTGGGACAAGGGATTGTATT   450 

 F  F  R  E  R  M  N  E  G  E  F  A  Y  A  L  Y  T  A  V  I  H  S  E  L  G  Q  G  I  V  L    150 

ACCTCCACTCTACGAAATCACTCCCCATATGTTCACCAACAGTGAAATCATCCACAAGGCTTACACTGCCAAGATGACCCAGACACCAGG   540 

 P  P  L  Y  E  I  T  P  H  M  F  T  N  S  E  I  I  H  K  A  Y  T  A  K  M  T  Q  T  P  G    180 

CAGGTTTGAGATGAAATTCACAGGGACGAAAAAGAACAAGGAACAAAGAGTGGCCTACTTCGGTGAGGACATTGGCCTCAATATTCACCA   630 

 R  F  E  M  K  F  T  G  T  K  K  N  K  E  Q  R  V  A  Y  F  G  E  D  I  G  L  N  I  H  H    210 

CGTTACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGTGGAAGGACTCCTATGGTTACCATCTTGATCGCAAGGGCGAGCTATTCTTCTGGGCCCA   720 

 V  T  W  H  M  D  F  P  F  W  W  K  D  S  Y  G  Y  H  L  D  R  K  G  E  L  F  F  W  A  H    240 

TCATCAACTCACTGTACGCTTTGACGCTGAGCGCCTCTCTAACTGGCTAGACCCAGTTGACGAGCTTCACTGGGAGCGTATTATTCATGA   810 

 H  Q  L  T  V  R  F  D  A  E  R  L  S  N  W  L  D  P  V  D  E  L  H  W  E  R  I  I  H  E    270 

AGGTTTTGCACCACATACCAGCTACAAGTATGGTGGTGAGTTCCCTGCACGTCCTGACAACGTACACTTTGAGGATGTGGACGGTGTAGC   900 

 G  F  A  P  H  T  S  Y  K  Y  G  G  E  F  P  A  R  P  D  N  V  H  F  E  D  V  D  G  V  A    300 

TCACGTGCGTGACATGATTATCATCGAGAGTCGCATTCGTGACGCCATTGCTCACGGTTACGTGACCGACAATCATGGTGATAACATCAA   990 

 H  V  R  D  M  I  I  I  E  S  R  I  R  D  A  I  A  H  G  Y  V  T  D  N  H  G  D  N  I  N    330 

TATCAGGAATGATCATGGCATTGACGTCCTCGGGGACATCATTGAATCATCCGTGTACAGCCCCAACGCCCAGTATTATGGTGCACTGCA   1080 

 I  R  N  D  H  G  I  D  V  L  G  D  I  I  E  S  S  V  Y  S  P  N  A  Q  Y  Y  G  A  L  H    360 

CAACACTGCTCACATAATGCTTGGTCGACAAGGTGATCCCCATGGCAAATTCAACATGCCTCCCGGTGTGATGGAACACTTTGAGACTGC   1170 

 N  T  A  H  I  M  L  G  R  Q  G  D  P  H  G  K  F  N  M  P  P  G  V  M  E  H  F  E  T  A    390 

CACCCGCGACCCAAGTTTCTTCCGACTACACAAATACATGGATAACATCTTTAAGGAACACAAGGACTCACTTCCTCCTTACACCAAAGC   1260 

 T  R  D  P  S  F  F  R  L  H  K  Y  M  D  N  I  F  K  E  H  K  D  S  L  P  P  Y  T  K  A    420 

TGACATTGAGTTTACTGGTGTGGCGGTTGAAGAAGTTGAAATTGTTGGGCAGCTAAATACATTCTTTGATGAATTTGAATTCAGTCTCGG   1350 

 D  I  E  F  T  G  V  A  V  E  E  V  E  I  V  G  Q  L  N  T  F  F  D  E  F  E  F  S  L  G    450 

CAATGCTGTGGATGAATTAGAAAAAGTTCATGATGTAGCCATTAGCGCATATGTCCACCGTCTTAACCATGAAGAATTTAGTTACAAAAT   1440 

 N  A  V  D  E  L  E  K  V  H  D  V  A  I  S  A  Y  V  H  R  L  N  H  E  E  F  S  Y  K  I    480 

TCTCGTCCAAAACAACAACGAAGGTGACATCCTGGCCACCGTCCGTATCTACTTATGTCCCACTGTTGATAACAACCATATACACATCCC   1530 

 L  V  Q  N  N  N  E  G  D  I  L  A  T  V  R  I  Y  L  C  P  T  V  D  N  N  H  I  H  I  P    510 

TTTGTCGGAAGGACACTGGACCTGCATTGAGATGGACAAGTTCTACAAGCAATTAAAAACTGGATCAAACAAGATCGATCGCAAGTCTAC   1620 

 L  S  E  G  H  W  T  C  I  E  M  D  K  F  Y  K  Q  L  K  T  G  S  N  K  I  D  R  K  S  T    540 

CGAGTCTTCGGTGACTGTTCCTGATTCATTGAGCTTAGCAGAACTTCACGAGAAGACTGACCAGGCCGTAGCCAGCGGCAGCAAACTTGA   1710 

 E  S  S  V  T  V  P  D  S  L  S  L  A  E  L  H  E  K  T  D  Q  A  V  A  S  G  S  K  L  D    570 

CCTGCACGAGTACGAGCGATCATGTGGCCTTCCTGCCAGATTGCTCCTGCCTAAGGGAACAGTCAACGGTATGGACTTCGACCTGTTTGT   1800 

 L  H  E  Y  E  R  S  C  G  L  P  A  R  L  L  L  P  K  G  T  V  N  G  M  D  F  D  L  F  V    600 

GGCTGTGACCAACGGTGATGAGGATAAAGTCACAGACCATCCCGAGACTGACGAACACGGAGGCACCCATGCTCAATGTGGCGCCCATGG   1890 

 A  V  T  N  G  D  E  D  K  V  T  D  H  P  E  T  D  E  H  G  G  T  H  A  Q  C  G  A  H  G    630 
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TGAAAAATACCCAGACAAGAAGCCCATGGGCTACCCACTAGAACGTAGCATTCCTGATGAACGAGTCTTCCATGATGTTGCTAATATTAA   1980 

 E  K  Y  P  D  K  K  P  M  G  Y  P  L  E  R  S  I  P  D  E  R  V  F  H  D  V  A  N  I  N    660 

TGTCACCCATGTGAAGGTATTCTTTAAAGAAGAACATTAAATTACATACAAAATTATCATATTGTCAAACTTAAGATGAACACCTATTAG   2070 

 V  T  H  V  K  V  F  F  K  E  E  H  *                                                       690 

TTTTTTCTTAAAAATTGAAATAATTTAAAAATACTGGCTTATGAAAATTCGCCATTGACTATCATTTTTTTCTATTTGGGTATTACCATT   2160 

TATGTTATTGAAAGGTTCTTCTAATTTCAGTTAAATGAAGTTTAAGTGAAATGTCTTCAAAAACATTAAAAATATACTGGCAATCAAAAA   2250 

AAAAAAAAAAAAAAAA                                                                             2266 

 

 
Abb. 17: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Homarus americanus HcA 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Homarus Hämocyanins HcA, sowie die Translation in 

Aminosäuren. 

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 Hämocyanin 

Um Informationen über den Expressionsort des Hämocyanins bei Homarus 

americanus zu erhalten, wurde ein Northernblot mit verschiedenen Geweben 

durchgeführt. Dazu wurde die RNA aus thorakalem Bindegewebe, Kiemen, 

Mitteldarmdrüse, Muskel, Ovar und Herz präpariert, jeweils ca. 15 µg gesamt RNA in 

einem Agarosegel separiert und auf eine Nylonmembran transferiert. 

Die RNA wurde mit einer spezifischen, Dig-markierten RNA-Sonde, die über eine in 

vitro-Transkription hergestellt wurde (siehe B.9.5.2), nachgewiesen (Abb. 18). 

Dabei konnte deutlich gezeigt werden, dass Hämocyanin ausschließlich in der 

Mitteldarmdrüse exprimiert wird (siehe Senkbeil und Wriston, 1981). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 18: Northern Blot mit RNA verschiedener Gewebe von Homarus americanus 

Etwa 15 µg 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) Mitteldarmdrüse, (4) Muskel, (5) Ovarien, (6) Herz. 
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1.2 Das Hämocyanin der Languste Palinurus elephas (synonym : P. vulgaris) 

1.2.1 Biochemische Charakterisierung des Hämocyanins von Palinurus elephas 

In einer SDS-PAGE mit 7,5% Polyacrylamid wurden mindestens zwei Banden mit einer 

Molekülmasse 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-Hämocyanin detektiert (Abb. 19). Bei den beiden Banden handelt es 

sich wahrscheinlich um jeweils mehrere Untereinheiten, die jedoch in ihren 

Laufeigenschaften sehr ähnlich sind und deshalb nicht aufgetrennt wurden. Alle 

Untereinheiten entsprechen dem α-Typ, da diese von einem Antiserum gegen α-

Hämocyanin, jedoch nicht von einem gegen die γ-Untereinheit gerichteten Antiserum 

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

Durch eine Säulenchromatographie gereinigtes Hämocyanin wurde in einer denaturierenden SDS-PAGE 

aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gefärbt. Man kann mindestens zwei distinkte 

Untereinheiten im Bereich von etwa 80 kDa erkennen. In Westernblot konnten diese mit einem Gemisch 

von anti-Panulirus-Hämocyanin-Antikörper detektiert werden. 
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1.2.2 Molekularbiologische Charakterisierung des Hämocyanins von Palinurus 

elephas 

Aus der Mitteldarmdrüse wurde die Gesamt-RNA präpariert und daraus mit dem 

PolyATract Kit (Promega) die mRNA isoliert. Für die Synthese der cDNA-Bank 

(Stratagene) wurden etwa 5 µg PolyA+-RNA eingesetzt. Der Primärtiter der cDNA-Bank 

betrug etwa 300 000 pfu/ml und konnte zu einem Endtiter von etwa 1.3 x 109 pfu/ml 

amplifiziert werden. Die cDNA-Bank wurde mit einem Gemisch verschiedener anti-

Palinurus-Hämocyanin-Antikörper durchsucht. 

Es wurden neun positive Klone mit Insertgrößen zwischen 1,5 und 3,8 kb 

ansequenziert und als Hämocyanin identifiziert. Durch eine Sequenzierung mit den 

Promotorprimern T3 und T7 und anschließendem „primer walking“ wurden drei 

verschiedene Untereinheiten identifiziert, die PelHc1, 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 α-Typs (Markl, 1986) handelte. Das Hämocyanin 

von Palinurus trägt 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 Aminosäuren ergibt sich ein offener 

Leserahmen von 2052 bp (PelHc1 und PelHc2), bzw. 2055 bp (PelHc3). Die 

Berechnung der Molekülmassen mit dem ExPASy Tool „Compute pI/Mw“ 

(www.expasy.ch/translate) ergibt für alle drei gefundenen Untereinheiten 

Molekülmassen von 75 kDa. Das bestätigt die biochemischen Ergebnisse und stimmt 

ebenfalls mit Werten aus der Literatur überein (Markl et al., 1979; Markl, 1986). Die 

verschiedenen Untereinheiten haben wahrscheinlich sehr ähnliche Laufeigenschaften, 

was erklären kann, dass in der SDS-PAGE nur zwei distinkte Hämocyanin Banden zu 

sehen waren. Die Sequenzen von PelHc1, PelHc2 und PelHc3 sind in der 

EMBL/Genbank unter den Accession-Nummern AJ 344361, AJ 344362 und AJ 344363 

verfügbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 68 

PelHc1 
 

GAAGGTCCTGGTCTTGTGCGCGCTAGTGGCCACAGCTGCCGCTTGGCCAAGCTTCAGCGGTGAACTTACTAATGGTTTCCAAAGCGACGT   90 

 K  V  L  V  L  C  A  L  V  A  T  A  A  A  W  P  S  F  S  G  E  L  T  N  G  F  Q  S  D  V    30 

CCACTCATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGATGTCAACCATCTGCTGGACAAGATCTACGAGCCCATAAAAGATGAGGAACTGCACAA   180 

 H  S  S  D  N  A  H  K  Q  Q  D  V  N  H  L  L  D  K  I  Y  E  P  I  K  D  E  E  L  H  N    60 

CATAGCACAAACCTTTGACCCTGTGGCCGACACCTCCATATATGGTGACGTAGGTGCAGCCGCCAAAACGCTTATGCAGGAACTTAACGA   270 

 I  A  Q  T  F  D  P  V  A  D  T  S  I  Y  G  D  V  G  A  A  A  K  T  L  M  Q  E  L  N  D    90 

TCATAGACTGTTGGAACAGCATCATTGGTTCTCACTTTTTAACACTCGCCAGAGGGAAGAAGCACTCATGCTTTTTACGGTTCTGAATCA   360 

 H  R  L  L  E  Q  H  H  W  F  S  L  F  N  T  R  Q  R  E  E  A  L  M  L  F  T  V  L  N  Q    120 

GTGCAAGGATTGGAACTGTTTTCTTAATAACGCCGCCTTCTTTCGTGAGAGGATGAATGAGGGAGAGTTTGTGTATGCACTCTATGTGAG   450 

 C  K  D  W  N  C  F  L  N  N  A  A  F  F  R  E  R  M  N  E  G  E  F  V  Y  A  L  Y  V  S    150 

TGTCATCCACTCTAAACTGGGAGATGGTATTGTTCTGCCTCCACTCTACGAAGTCACCCCTCACATGTTTACAAACAGTGAAGTCATCGA   540 

 V  I  H  S  K  L  G  D  G  I  V  L  P  P  L  Y  E  V  T  P  H  M  F  T  N  S  E  V  I  D    180 

CAAGGCTTACTCCGCCAAGATGACCCACAAAGAAGGTACATTTAACATGAGCTTCACAGGAACTAAAAAGAACAAAGAACAACGAGTGGC   630 

 K  A  Y  S  A  K  M  T  H  K  E  G  T  F  N  M  S  F  T  G  T  K  K  N  K  E  Q  R  V  A    210 

CTACTTCGGGGAAGATATTGGCATGAACATCCACCACGTTACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGTGGGACGATTCCTATGGTTATCA   720 

 Y  F  G  E  D  I  G  M  N  I  H  H  V  T  W  H  M  D  F  P  F  W  W  D  D  S  Y  G  Y  H    240 

TCTGGATCGCAAGGGTGAGCTCTTCTTCTGGGTCCACCACCAGCTCACTGCCCGCTTTGACGCAGAACGTCTCTCCAACTGGATGGAACC   810 

 L  D  R  K  G  E  L  F  F  W  V  H  H  Q  L  T  A  R  F  D  A  E  R  L  S  N  W  M  E  P    270 

CGTTGACGAACTACATTGGGACGACATTATCCACGAGGGATTTGCTCCACACACTAGTTACAAGTATGGTGGTGAGTTCCCTGTACGTCC   900 

 V  D  E  L  H  W  D  D  I  I  H  E  G  F  A  P  H  T  S  Y  K  Y  G  G  E  F  P  V  R  P    300 

AGACAACATCCGTTTCGAAGATGTGGACGGTGTAGCTCATGTGCATGACATGGAAATCACAGAGAACCGCATTCGTGACGCAATTGCTCA   990 

 D  N  I  R  F  E  D  V  D  G  V  A  H  V  H  D  M  E  I  T  E  N  R  I  R  D  A  I  A  H    330 

CGGTTACATCACGGCCACCGATGGACACACAATCGACATCAGGCAACCTAATGGCATCGAACTCCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCAT   1080 

 G  Y  I  T  A  T  D  G  H  T  I  D  I  R  Q  P  N  G  I  E  L  L  G  D  I  I  E  S  S  M    360 

GTACAGTTCTAACCCACACTATTATGGTTCCCTGCACAACACTGCTCACATGATGCTTGGTCGACAGGGTGATCCTCATGGCAAGTTCGA   1170 

 Y  S  S  N  P  H  Y  Y  G  S  L  H  N  T  A  H  M  M  L  G  R  Q  G  D  P  H  G  K  F  D    390 

CATGCCTCCCGGTGTTATGGAGCATTTTGAGACTGCCACACGCGACCCAAGTTTCTTCAGACTGCACAAATATATGGACAACATCTTCAA   1260 

 M  P  P  G  V  M  E  H  F  E  T  A  T  R  D  P  S  F  F  R  L  H  K  Y  M  D  N  I  F  K    420 

GGAACACACAGACTCTTTCCCTCCCTACACCCATGAAGACCTCGAGTTCCCCGGTGTTTCAGTGGACAATATTGCTATTGATGGACACCT   1350 

 E  H  T  D  S  F  P  P  Y  T  H  E  D  L  E  F  P  G  V  S  V  D  N  I  A  I  D  G  H  L    450 

TACTACATTCTTCGATCAGTTCAAATACAGTCTTGTAAATGCTGTGGATTCAGGTGAAAACGTAGAGGATGTGGCAATCTATGCCAATGT   1440 

 T  T  F  F  D  Q  F  K  Y  S  L  V  N  A  V  D  S  G  E  N  V  E  D  V  A  I  Y  A  N  V    480 

TCATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACTTATGAGATTGAGGTCAGGAACCACAACGAAGAGAAATTTGCTACCGTCCGCATTTTCTTGTG   1530 

 H  R  L  N  H  E  E  F  T  Y  E  I  E  V  R  N  H  N  E  E  K  F  A  T  V  R  I  F  L  C    510 

CCCTACTGAGGATAATAATGGCATAACCTTGAACCTAGATGAAGAACGTTGGCTTTGCCTTGAAATGGACAAGTTCTGGAGAAAACTGGC   1620 

 P  T  E  D  N  N  G  I  T  L  N  L  D  E  E  R  W  L  C  L  E  M  D  K  F  W  R  K  L  A    540 

CAATGGAAAAAATCTAATAGAACGCAGTTCTAAGGACTCGTCGGTGACCGTCCCTGATATGCCAAGCTTTGAATCGCTGAAGCACCAAGC   1710 

 N  G  K  N  L  I  E  R  S  S  K  D  S  S  V  T  V  P  D  M  P  S  F  E  S  L  K  H  Q  A    570 

TGATGAAGCGGTAAAGAACGGAGAAGACCTGGACCTGAGTGCGTATGAACGGTCTTGTGGCATCCCCGACAGAATGCTGCTACCCAAGAG   1800 

 D  E  A  V  K  N  G  E  D  L  D  L  S  A  Y  E  R  S  C  G  I  P  D  R  M  L  L  P  K  S    600 

CAAGCCTCAGGGTATGGAATTCAACCTATACGTGGTTGTGACTGACGGTGACAAGGATACAGATGGAAGTGATGGAGACCACGATCATCA   1890 

 K  P  Q  G  M  E  F  N  L  Y  V  V  V  T  D  G  D  K  D  T  D  G  S  D  G  D  H  D  H  H    630 



Ergebnisse 69 

CGGCACCCACGCTCAGTGTGGCATTCACGGTGAACAGTATCCAGACCATCGGCCTTTGGGTTATCCACTGGAACGTCGCATTCCTGATGA   1980 

 G  T  H  A  Q  C  G  I  H  G  E  Q  Y  P  D  H  R  P  L  G  Y  P  L  E  R  R  I  P  D  E    660 

ACGCGTCTTTGATGGCGTTTCAAACATCAAGCACGCACTCGTCAAGATCGTCCATGACCCAGAGCTTCGTGCTTGAGTTTCCTTCTCATA   2070 

 R  V  F  D  G  V  S  N  I  K  H  A  L  V  K  I  V  H  D  P  E  L  R  A  *                   690 

GTATGATCAAAATTATGACTGACCTGTTTATGGATCATTTTAGTAAACATCAGAATGTTCGTGTGTTCAACAACTTTAGTTCATTCTTAA   2160 

CCTGAGTATAGTCTCAACAAAATTCTTCTGTTTAGAATTTATAACAAAATAGGACAATGTACCAAAATTTGATAATATTATTATCCCACA   2250 

ATAAAGAATATCTGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                                         2286 

 

 
Abb. 20: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Palinurus elephas Hc1 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Palinurus Hämocyanins Hc1, sowie die Translation in 

Aminosäuren. 

Signalpeptid : gelb unterlegt 

Startcodon : unvollständig, 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 70 

PelHc2 
 

AAGGTCCTGGTCTTGTGCGCGCTAGTGGCCACAGCTGCCGCTTGGCCAAGCTTCAGCGGTGAACTTACTAACGGTTTCCAAAGTGACGTC   90 

K  V  L  V  L  C  A  L  V  A  T  A  A  A  W  P  S  F  S  G  E  L  T  N  G  F  Q  S  D  V     30 

CACTCATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGATGTCAACCATCTGCTGGACAAGATCTACGAGCCCATAAAAGATGAGGAACTGCACAAC   180 

H  S  S  D  N  A  H  K  Q  Q  D  V  N  H  L  L  D  K  I  Y  E  P  I  K  D  E  E  L  H  N     60 

ATAGCACAAACCTTTGACCCTGTGGCCGACACCTCCATATATGTTGACGATGGTGCAGCCGCCAAAACGCTTATGCAGGAACTTAACGAT   270 

I  A  Q  T  F  D  P  V  A  D  T  S  I  Y  V  D  D  G  A  A  A  K  T  L  M  Q  E  L  N  D     90 

CATAGACTGTTGGAGCAGCATCATTGGTTCTCACTTTTCAACACTCGCCAGAGGGAAGAAGCACTCATGCTTTTTACTGTTCTGAATCAG   360 

H  R  L  L  E  Q  H  H  W  F  S  L  F  N  T  R  Q  R  E  E  A  L  M  L  F  T  V  L  N  Q     120 

TGCAAGAATTGGAACTGTTTTCGTAATAACGCCGCCTTCTTTCGTGAGAGGATGAATGAGGGAGAGTTTGTGTATGCACTCTATGTGAGT   450 

C  K  N  W  N  C  F  R  N  N  A  A  F  F  R  E  R  M  N  E  G  E  F  V  Y  A  L  Y  V  S     150 

GTCATCCACTCTAAACTGGGAGATGGTGTTGTTCTGCCTCCACTCTACGAAGTCACCCCTCACATGTTTACAAATAATGAAGTCATCGAC   540 

V  I  H  S  K  L  G  D  G  V  V  L  P  P  L  Y  E  V  T  P  H  M  F  T  N  N  E  V  I  D     180 

AAGGCTTACTCTGCCAAGATGACCCACGAAGGAAATACATTTGACATGAGCTTCACAGGAACAAAAAAGAACAGAGAACAACGAGTGGCC   630 

K  A  Y  S  A  K  M  T  H  E  G  N  T  F  D  M  S  F  T  G  T  K  K  N  R  E  Q  R  V  A     210 

TACTTCGGGGAAGATATTGGCATGAACATCCACCACGTTACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGTGGCAAGATTCCTATGGTTATCAT   720 

Y  F  G  E  D  I  G  M  N  I  H  H  V  T  W  H  M  D  F  P  F  W  W  Q  D  S  Y  G  Y  H     240 

CTGGATCGCAAGGGTGAGCTCTTCTTCTGGGTCCACCACCAGCTCACTGCCCGCTTTGACGCAGAACGTCTCTCCAACTGGATGGATCCC   810 

L  D  R  K  G  E  L  F  F  W  V  H  H  Q  L  T  A  R  F  D  A  E  R  L  S  N  W  M  D  P     270 

GTTGACGAACTACATTGGGAGGAAGTTATCCACGAGGGATTTGCTCCACACGCTAGTTACAAGTATGGTGGTGAGTTCCCTACACGTCCA   900 

V  D  E  L  H  W  E  E  V  I  H  E  G  F  A  P  H  A  S  Y  K  Y  G  G  E  F  P  T  R  P     300 

GACAACACCCAATTCAAAAATGTGGACGGCGTAGCTCGTGTGCGTGACATGGAAATCACAGAGAGCCGCATTCGTGACGCAATTGCTCAC   990 

D  N  T  Q  F  K  N  V  D  G  V  A  R  V  R  D  M  E  I  T  E  S  R  I  R  D  A  I  A  H     330 

GGTTACATCACGGCCACCGATGGACACACAATCGACATCAGGCAACCTAATGGCATCGAACTCCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCATG   1080 

G  Y  I  T  A  T  D  G  H  T  I  D  I  R  Q  P  N  G  I  E  L  L  G  D  I  I  E  S  S  M     360 

TACAGTTCTAACCCACAATATTATGGtTCCCTACACAACACTGCTCACATGATGCTTGGTCGACAGGGTGATCCTCATGGCAAGTTCGAC   1170 

Y  S  S  N  P  Q  Y  Y  G  S  L  H  N  T  A  H  M  M  L  G  R  Q  G  D  P  H  G  K  F  D     390 

ATGCCTCCCGGTGTTATGGAGCATTTTGAGACAGCTACACGCGACCCAAGTTTCTTCAGACTGCACAAATATATGGACAACATCTTCAAG   1260 

M  P  P  G  V  M  E  H  F  E  T  A  T  R  D  P  S  F  F  R  L  H  K  Y  M  D  N  I  F  K     420 

GAACACACAGACTCTTTCCCACCCTACACCCATGAAGACCTCGAGTTCCCCGGTGTTTCAGTGGAAAATATTGCTATTGATGGACACCTC   1350 

E  H  T  D  S  F  P  P  Y  T  H  E  D  L  E  F  P  G  V  S  V  E  N  I  A  I  D  G  H  L     450 

ACTACATTCTTCGATCAGTTCAAATACAGTCTTGTAAATGCTGTGGATTCGGGAGAAAACATAGAGGATGTGGAAATCTATGCCAATGTT   1440 

T  T  F  F  D  Q  F  K  Y  S  L  V  N  A  V  D  S  G  E  N  I  E  D  V  E  I  Y  A  N  V     480 

CATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACTTATGTCATTGAGGTCAGCAACGCCAACGAAGTGCATTTAGCTACCGTCCGCATTTTCTTGTGC   1530 

H  R  L  N  H  E  E  F  T  Y  V  I  E  V  S  N  A  N  E  V  H  L  A  T  V  R  I  F  L  C     510 

CCTACCGAGGATAATAATGGCATAACCTTGAACCTAGATGAAGAACGTTGGCTTTGCCTTGAATTGGACAAGTTCTGGACAAAACTGGCC   1620 

P  T  E  D  N  N  G  I  T  L  N  L  D  E  E  R  W  L  C  L  E  L  D  K  F  W  T  K  L  A     540 

AATGGAAAAAATCTAATAGAACGCAGTTCTAAGGACTCGTCGGTGACCGTCCCTGATATGCCAAGCTTTGAATCGCTGAAGCACCAAGCT   1710 

N  G  K  N  L  I  E  R  S  S  K  D  S  S  V  T  V  P  D  M  P  S  F  E  S  L  K  H  Q  A     570 

GATGAAGCGGTAAAGAACGGAGAAGACCTGGACCTGAGTGCGTATGAACGGTCTTGTGGCATCCCCGACAGAATGCTGCTACCCAAGAGC   1800 

D  E  A  V  K  N  G  E  D  L  D  L  S  A  Y  E  R  S  C  G  I  P  D  R  M  L  L  P  K  S     600 

AAGCCTCAGGGTATGGAATTCAACCTATACGTGGCTGTGACTGACGGTGACAAGGATACAGATGGTAGTGATGGAGACCACGATCATCAC   1890 

K  P  Q  G  M  E  F  N  L  Y  V  A  V  T  D  G  D  K  D  T  D  G  S  D  G  D  H  D  H  H     630 



Ergebnisse 71 

GGCACCCACGCTCAGTGTGGCATTCACGGTGAACAGTATCCAGACCATCGGCCTTTGGGTTATCCACTGGAACGTCGCATTCCTGATGAA   1980 

G  T  H  A  Q  C  G  I  H  G  E  Q  Y  P  D  H  R  P  L  G  Y  P  L  E  R  R  I  P  D  E     660 

CGCGTCTTTGATGGCGTTTCAAACATCAAGCACGCACTCGTCAAGATCGTCCATGACCCAGAGCTTCGTGCTTGAGTTTCCTTCTCATAG   2070 

R  V  F  D  G  V  S  N  I  K  H  A  L  V  K  I  V  H  D  P  E  L  R  A  *                    690 

TATGATCAAAATTATGACTGACCTGTTTATGGATCATTTTAGTAAACATCAGAATGTTCGTGTGTTCAACAACTTTAGTTCATTCTTAAC   2160 

CTGAGTATAGTCTCAACAAAATTCTTCTGTTTAGAATTTATAACAAAATAGGACAATGTACCAAAATTTGATAATATTATTATCCCACAA   2250 

TAAAGAATATCTGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                                        2287 

 

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

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

Aminosäuren. 

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 72 

PelHc3 
 

TGAAGGTCCTGGTCTTGTGCGCGCTAGTGGCCACAGCTGCCGCTTGGCCAAGCTTCAGCGGTGAACTTACTAACGGTTTCCAAAGTGACG   90 

  K  V  L  V  L  C  A  L  V  A  T  A  A  A  W  P  S  F  S  G  E  L  T  N  G  F  Q  S  D  V   30 

TCCACTCATCCGATAACGCCCATAAACAACAGGATGTCAACCATCTGCTGGACAAGATCTACGAGCCCATAAAAGATGAGAAACTGCACA   180 

  H  S  S  D  N  A  H  K  Q  Q  D  V  N  H  L  L  D  K  I  Y  E  P  I  K  D  E  K  L  H  N   60 

ACACAGCACAAACCTTTGACCCTGTGGCCGACACCTCCATATATGGTGACGATGGTGCAGCCGCCAAAACGCTTATGCAGGAGCTTAACG   270 

  T  A  Q  T  F  D  P  V  A  D  T  S  I  Y  G  D  D  G  A  A  A  K  T  L  M  Q  E  L  N  D   90 

ATCATAGACTGTTGGAACAGCATCATTGGTTCTCACTTTTTAACACTCGCCAGAGGGAAGAAGCACTCATGCTTTTTACTGTTCTGAATC   360 

  H  R  L  L  E  Q  H  H  W  F  S  L  F  N  T  R  Q  R  E  E  A  L  M  L  F  T  V  L  N  Q   120 

AGTGCAAGGATTGGAACTGTTTTCTTAATAACGCCGCCTTCTTTCGTGAGAGGATGAATGAGGGAGAGTTTGTGTATGCACTCTATGTGA   450 

  C  K  D  W  N  C  F  L  N  N  A  A  F  F  R  E  R  M  N  E  G  E  F  V  Y  A  L  Y  V  S   150 

GTGTCATCCACTCTAAACTGGGAGATGGTATTGTTCTGCCTCCACTCTACGAAGTCACCCCTCACATGTTTACAAACAATGAAGTCATCG   540 

  V  I  H  S  K  L  G  D  G  I  V  L  P  P  L  Y  E  V  T  P  H  M  F  T  N  N  E  V  I  D   180 

ACAAGGCTTACTCCGCCAAGATGACCCACAAAGAAGGTACATTTAACATGAGCTTCACAGGAACTAAAAAGAACAAAGAACAACGAGTGG   630 

  K  A  Y  S  A  K  M  T  H  K  E  G  T  F  N  M  S  F  T  G  T  K  K  N  K  E  Q  R  V  A   210 

CCTACTTCGGGGAAGATATTGGCATGAACATCCACCACGTTACTTGGCATATGGACTTCCCCTTCTGGTGGGACGACTCCTATGGTTATC   720 

  Y  F  G  E  D  I  G  M  N  I  H  H  V  T  W  H  M  D  F  P  F  W  W  D  D  S  Y  G  Y  H   240 

ATCTGGATCGCAAGGGTGAGCTCTTCTTCTGGGTCCACCACCAGCTCACTGCCCGCTTTGACGCAGAACGTCTCTCCAACTGGCTGGATC   810 

  L  D  R  K  G  E  L  F  F  W  V  H  H  Q  L  T  A  R  F  D  A  E  R  L  S  N  W  L  D  P   270 

CCGTTGCCGAACTACATTGGGTGGACGTTATCCACGAGGGATTTGCTCCACACGCTAGTTACAAGCATGGTGGTGAGTTCCCTACACGTC   900 

  V  A  E  L  H  W  V  D  V  I  H  E  G  F  A  P  H  A  S  Y  K  H  G  G  E  F  P  T  R  P   300 

CAGACAACATCCGTTTCAAAAATGTGGACGGCGTAGCTCGTGTGCATGACATGGAAATCACAGAGAGCCGCATTCGTGACGCAATTGCTC   990 

  D  N  I  R  F  K  N  V  D  G  V  A  R  V  H  D  M  E  I  T  E  S  R  I  R  D  A  I  A  H   330 

ACGGTTACATCACGGCCACCGATGGACACACAATCGACATCAGGCAACCTAATGGCATCGAACTCCTGGGAGACATCATCGAATCCTCCA   1080 

  G  Y  I  T  A  T  D  G  H  T  I  D  I  R  Q  P  N  G  I  E  L  L  G  D  I  I  E  S  S  M   360 

TGTACAGTTCTAACCCACACTATTATGGTTCCCTACACAACACTGCTCACATGATGCTTGGTCGACAGGGTGATCCTCATGGCAAGTTCA   1170 

  Y  S  S  N  P  H  Y  Y  G  S  L  H  N  T  A  H  M  M  L  G  R  Q  G  D  P  H  G  K  F  N   390 

ACATGCCTCCCGGTGTTATGGAGCATTTTGAGACTGCCACACGCGACCCAAGTTTCTTCAGACTGCACAAATATATGGaCAACATCTTCA   1260 

  M  P  P  G  V  M  E  H  F  E  T  A  T  R  D  P  S  F  F  R  L  H  K  Y  M  D  N  I  F  K   420 

AGGAACACACAGACTCTTTCCCTCCCTACACCCATGAAGACCTCGAATTCGCCGGTGTTTCAGTGGACAATATTGCTATTGATGGACACC   1350 

  E  H  T  D  S  F  P  P  Y  T  H  E  D  L  E  F  A  G  V  S  V  D  N  I  A  I  D  G  H  L   450 

TTACTACATTcTTCGATCAGTTCAAATACAGTCTTGTAAATGCTGTGGATTCAGGTGAAAACGTAGAGGATGTGGCAATCTATGCCAATG   1440 

  T  T  F  F  D  Q  F  K  Y  S  L  V  N  A  V  D  S  G  E  N  V  E  D  V  A  I  Y  A  N  V   480 

TTCATCGCCTTAACCATGAAGAATTTACTTATGATATTGAGGTCAGGAACCACAACGAAGAAGAGAAATTTGCTACCGTCCGCATTTTCT   1530 

  H  R  L  N  H  E  E  F  T  Y  D  I  E  V  R  N  H  N  E  E  E  K  F  A  T  V  R  I  F  L   510 

TGTGCCCTACCGAGGATAATAATGGCATAACCTTGAACTTAGATGAAGCACGTTGGCTTTGCCTTGAAATGGACAAGTTCTGGAAAAAAC   1620 

  C  P  T  E  D  N  N  G  I  T  L  N  L  D  E  A  R  W  L  C  L  E  M  D  K  F  W  K  K  L   540 

TGGGCAACGGACTTAATATGATAGAACGCAGTTCTAAGGACTCGTCGGTGACCGTCCCTGATATGCCAAGCTTTGAATCGCTGAAGCACC   1710 

  G  N  G  L  N  M  I  E  R  S  S  K  D  S  S  V  T  V  P  D  M  P  S  F  E  S  L  K  H  Q   570 

AAGCTGATGAAGCGGTAAAGAACGGAGAAGACCTGGACCTGAGTGCGTATGAACGGTCTTGTGGCATCCCCGACAGAATGCTGCTACCCA   1800 

  A  D  E  A  V  K  N  G  E  D  L  D  L  S  A  Y  E  R  S  C  G  I  P  D  R  M  L  L  P  K   600 

AGAGCAAGCCTCAGGGTATGGAATTCAACCTATACGTGGCTGTGACTGACGGTGACAAGGATACAGATGGAAGTGATGGAGACCACGATC   1890 

  S  K  P  Q  G  M  E  F  N  L  Y  V  A  V  T  D  G  D  K  D  T  D  G  S  D  G  D  H  D  H   630 
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ATCACGGCACCCACGCTCAGTGTGGCATTCACGGTGAACAGTATCCAGACCACCGGCCTTTGGGTTATCCACTGGAACGTCGCATTCCTG   1980 

  H  G  T  H  A  Q  C  G  I  H  G  E  Q  Y  P  D  H  R  P  L  G  Y  P  L  E  R  R  I  P  D   660 

ATGAACGCGTCTTTGATGGCGTTTCAAACATCAAGCACGCACTCGTCAAGATCGTCCATGACCCAGAGCTTCGTGCTTGAGTTTCCTTCT   2070 

  E  R  V  F  D  G  V  S  N  I  K  H  A  L  V  K  I  V  H  D  P  E  L  R  A  *  V  S  F  S   690 

CATAGTATGATCAAAATTATGACTTTGATCTGTTTATGGATCATTTTAGTAAACATCAGAATGTTCGTGTGTTCAATAACTTTAGTATAG   2160 

TCTCAACAAAATTCTTCTGTTTAGAATTTATATCAAAATAGGACAATGTACCAAAATTTGATAATATTATTATCCCACAATAAAGAATAT   2250 

CTGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                                                    2275 

 

 
Abb. 22: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Palinurus elephas Hc3 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Palinurus Hämocyanins Hc3, sowie die Translation in 

Aminosäuren. 

Signalpepetid : gelb unterlegt 

Startcodon : unvollständig, 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 Hämocyaninsequenzen von Crustaceen 

Um die Evolution der Hämocyanine der Crustacea zu untersuchen, führte ich im 

Rahmen meiner Arbeit eine Stammbaumanalyse mit den Hämocyaninsequenzdaten 

durch. Dazu wurde von allen verfügbaren Hämocyanin- und 

Pseudohämocyaninsequenzen von Crustaceen ein Mehrfachalignment erstellt und 

ausgewertet. Die Stammbaumanalyse der Hämocyaninsequenzdaten 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 durchgeführt. Die statistische 

Absicherung des ermittelten Stammbaums erfolgte mit der Bootstrapping-Methode. Als 

Außengruppe, d.h. der phylogenetische älteste Ast des Stammbaums, wurden die 

Hämocyanine der Cheliceraten gewählt (zur Wahl der richtigen Außengruppe siehe 

Burmester, 2001). Die Pseudohämocyanine und Hämocyanine der Crustaceen bilden 

bei beiden verwendeten Methoden zwei unterschiedliche Äste, wobei die Hämocyanine 

nochmals in die α- und γ- Typ-Sequenzen gesplittet werden. Diese beiden 

unabhängigen Äste repräsentieren die beiden unterschiedlichen Untereinheitstypen der 

Crustaceen Hämocyanine (Abb. 23 und 24). Die statistische Absicherung der beiden 

Bäume ist aufgrund der hohen „Bootstrapwerte“ sehr gut. So ist das 

Schwestergruppenverhältnis des Insektenhämocyanins mit den 

Crustaceenhämocyaninen zu 100% gesichert. Ebenfalls die Gruppierung der 

Pseudohämocyanine scheint strikt zu sein (98 resp. 99). Die Auftrennung der beiden 

Untereinheitstypen in zwei unabhängige Äste ist mit 46% mit der „Neighbor Joining“ 

Methode ein wenig schwach, jedoch bei dem „Maximum Parsimony“ Verfahren mit 

99% (γ-Typ) und 85% (α-Typ) gut unterstützt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 75 

 

 

 

 

 

 
Abb. 23: Molekulare Phylogenie der Hämocyanin Untereinheiten der Crustacea  

Ein Multisequenzalignment mit Proteinsequenzen von Hämocyanin und Pseudohämocyanin verschiedener 

Arthropden wurde mit der „neighbor-joining“-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 Hämocyanin; 

CmaCC1, Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHc1 und 2, Homarus americanus Pseudohämocyanin 1 

und 2; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hämocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hämocyanin 6; 

CsaHc, Callinectes sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei Hämocyanin; HamHcA, 

Homarus americanus Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; PvuHc, Palinurus 

vulgaris Hämocyanin. 
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Abb. 24: Molekulare Phylogenie der Hämocyanin Untereinheiten der Crustacea 

Ein Multisequenzalignment mit Proteinsequenzen von Hämocyanin und Pseudohämocyanin 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 Hämocyanin; 

CmaCC1, Cancer magister Cryptocyanin 1; HamPHc1 und 2, Homarus americanus Pseudohämocyanin 1 

und 2; PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hämocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hämocyanin 6; 

CsaHc, Callinectes sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei Hämocyanin; HamHcA, 

Homarus americanus Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; PvuHc, Palinurus 

vulgaris Hämocyanin. 
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2. Die Hämocyanine der Myriapoden 

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit sollte die erstmalige molekulare 

Charakterisierung des Hämocyanins der Myriapoda sein. Dazu wurden Vertreter von 

Spirostreptus spec., Archispirostreptus gigas und Teledeinopus aoutii näher 

untersucht. Zu weiterführenden biochemischen Untersuchungen wurde das 

Hämocyanin der Spirostreptus-Art herangezogen. 

2.1 Biochemische Charakterisierung des Hämocyanins von Spirostreptus spec. 

Zu Beginn meiner Arbeit lagen schon umfangreiche biochemische Untersuchungen mit 

dem Hämocyanin des Diplopoden Spirostreptus, sowie Daten zu den 

Sauerstoffbindungseigenschaften vor (Jaenicke et al., 1999). Bei dem Hämocyanin von 

Spirostreptus handelt es sich um ein 6x6 Molekül, das in großen Mengen in der 

Hämolymphe vorliegt (ca. 50 bis 70 mg/ml). Es besteht aus mindestens zwei 

gelelektrophoretisch und immunologisch unterschiedlichen Untereinheiten, die in einem 

Konzentrationsverhältnis von etwa 1:3 vorliegen. 

Ich untersuchte zunächst das Hämocyanin des Diplopoden Spirostreptus biochemisch, 

um einen vorhandenen Antikörper zu testen und konnte es daraufhin 

molekularbiologisch charakterisieren. Die Hämolymphproteine wurden aufgrund ihrer 

Größe durch eine Gelfiltrations- Chromatographie gereinigt. Antikörper gegen das 

aufgereinigte Hämocyanin konnten in Meerschweinchen hergestellt werden (Jaenicke 

et al.,1999). In einer SDS-PAGE konnte gezeigt werden, dass das Hämocyanin von 

Spirostreptus zwei verschiedene, elektrophoretisch trennbare Untereinheiten besitzt. 

Diese wurden mit SpiHc1 und SpiHc2 bezeichnet (Abb. 25). In einem Westernblot 

wurden diese Untereinheiten mit verschiedenen Antikörpern gegen Crustaceen- oder 

Cheliceratenhämocyanine und mit dem spezifischen anti-Spirostreptus-Hämocyanin-

Antikörper nachgewiesen (Abb. 25).  
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Abb 25: SDS-PAGE und Westernblot von Spirostreptus-Hämocyanin 

Proteine der Gesamthämolymphe (Spur 2) und isoliertes Hämocyanin wurden in einer SDS-PAGE unter 

denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R-250 angefärbt. 

(3) Westernblot der Gesamthämolymphe mit einem spezifischen anti-Spirostreptus-Hämocyanin 

Antikörper. Die beiden Hämocyanin-Untereinheiten sind mit Hc1 und Hc2 bezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- 

+ 



Ergebnisse 79 

2.1.2 N-terminale Sequenzen des Hämocyanins von Spirostreptus 

Die N-terminalen Sequenzen der beiden Untereinheiten wurden wie oben bereits 

beschreiben von Dr. Pötsch (Institut für Physiologische Chemie, Mainz) ermittelt. 

Obwohl die Aminosäuresequenzen nicht gut lesbar waren, konnten die beiden Banden 

als unterschiedlich identifiziert werden. Eine erkennbare Übereinstimmung mit den 

damals bekannten Hämocyanin Sequenzen wurde jedoch nicht gefunden. Die obere 

Bande im Gel konnte jedoch vermutlich SpiHc1 zugeordnet werden 

EKXP(K/L)PVNV(E/G), während es sich bei der unteren Bande dementsprechend um 

SpiHc2 handelt : (H/A)EXP(H/A)PTEDLL 

2.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung des Hämocyanins von 

Spirostreptus 

Da der Expressionsort des Hämocyanins 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. Für die Synthese der ZAP Express 

cDNA-Bank wurden etwa 5 µg Poly(A)+-RNA eingesetzt. Die cDNA-Bank hatte einen 

Primärtiter von etwa 300 000 pfu/ml, der auf einen Endtiter von 2.8 x 108 pfu/ml 

amplifiziert werden konnte. 

Die Bank wurde mit dem anti-Spirostreptus-Hämocyanin Antikörper durchsucht und es 

konnten 37 mal leicht unterschiedliche, etwa 500 bp große Klone identifiziert werden, 

die am 5´-Ende nicht vollständig 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 Hämocyaninsequenz aus 

dem mittleren Bereich amplifiziert werden. Durch ein anschließendes 5´-RACE mit 

einem Set von mehreren spezifischen Oligonukleotiden und einem degenerierten 

Primer der CuA-Bindungsstelle war es möglich, die komplette Sequenz zu 

amplifizieren. Die ermittelte Sequenz ist 2082 bp lang (plus ein PolyA-Schwanz von 18 

bp) und beinhaltet 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 Aminosäuren mit einer errechneten 

Molekülmasse von 73,7 kDa. Vergleicht man diese Sequenz mit den Ergebnissen der 

N-terminalen Sequenzierung, so kann man sie dem Hc1 zuordnen. Mit einem 

Signalpeptid von 17 Aminosäuren umfaßt die native Hämocyaninuntereinheit 636 

Aminosäuren und hat eine errechnete Molkülmasse von 73.7 kDa, was mit den Daten 

der biochemischen Analyse sehr gut überein stimmt. Auch die sechs Kupfer-
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koordinierten Histidine, die bei allen Arthropodenhämocyaninen absolut konserviert 

vorliegen, sind bei Spirostreptus vorhanden. 

Die Sequenz des Hämocyanins von Spirostreptus ist in der EMBL/Genbank unter der 

Accession-Nummer AJ 297738 verfügbar. 

 

SpiHc1 

 
 

                        AGTTAAGAATCAGCGCTTTCCGAAGACGGTCTTGGGCTGAATTATTCAATTTTTATCCATTAAAA   65 

ATGAAACTTTTCATTTTAGCCGTGGTCCTACTGGCCACCACGGCAATCGCAGAAAAGTGCCCCAAGCCGGTAAATGTAGAAGCCAAACAG   155 

M  K  L  F  I  L  A  V  V  L  L  A  T  T  A  I  A  E  K  C  P  K  P  V  N  V  E  A  K  Q     30 

AAAATGGTGGACACTCTCATCAGTTACATTAACAAACCGGCCAATCCCGTTCCTCCAAAGCCACCAATAGATCCAAAGAAATTAATAGGC   245 

K  M  V  D  T  L  I  S  Y  I  N  K  P  A  N  P  V  P  P  K  P  P  I  D  P  K  K  L  I  G     60 

ATTGGAATTTTGCCGAAAGATCAAGTTTTCTCACTTTTTGACGAAAGGACGTGGGATGAAGTCAGTGAGGTCCTGAAAAGATTTATGGCG   335 

I  G  I  L  P  K  D  Q  V  F  S  L  F  D  E  R  T  W  D  E  V  S  E  V  L  K  R  F  M  A     90 

GCACCAACTTTTGAAGACTTCATTAAAGTTGCCGAAACGTTGTACCCTCACGTGAATGAGGACTTGTTCCTGTTCGGACTCTCCGTGGCC   425 

A  P  T  F  E  D  F  I  K  V  A  E  T  L  Y  P  H  V  N  E  D  L  F  L  F  G  L  S  V  A     120 

ATTGTCCATCGTCCAGATGCCAACGGTGTCCACGTACCTAGAGTACACGAGGTTTATCCGGACAAATTCTTGACCAACGACGTCCTCATC   515 

I  V  H  R  P  D  A  N  G  V  H  V  P  R  V  H  E  V  Y  P  D  K  F  L  T  N  D  V  L  I     150 

AACATTCGAAAACAAATCATTAAAGGACACAAGAACCCCGTGGTGAAGGACACCCACTATTACCACAATGACTTCGACCCATTCCGTAGA   605 

N  I  R  K  Q  I  I  K  G  H  K  N  P  V  V  K  D  T  H  Y  Y  H  N  D  F  D  P  F  R  R     180 

GTGGATTACTTCACCGAAGATCTTGGCATGAATTCGCACCATTATCACTGGCACGTGTTGCACCCATCCATCTGGACACAAGATATTGGA   695 

V  D  Y  F  T  E  D  L  G  M  N  S  H  H  Y  H  W  H  V  L  H  P  S  I  W  T  Q  D  I  G     210 

GAAAAATCCAAACTTGGAGAACTATTCTACTGGATGCACCGACAAATGGTTGCCAGATTTGACAGTGAGCTTTTGTCAGTCCATCTTCCT   785 

E  K  S  K  L  G  E  L  F  Y  W  M  H  R  Q  M  V  A  R  F  D  S  E  L  L  S  V  H  L  P     240 

AGAATTTCTTCCCTCGATGACTGGAACAAGAAAGTCAAGATCGGTTATGCCCCTCACTTGACCATCCAAAGAACGGGTTACACCTACATG   875 

R  I  S  S  L  D  D  W  N  K  K  V  K  I  G  Y  A  P  H  L  T  I  Q  R  T  G  Y  T  Y  M     270 

AACCGGCCAGAGAACCTCGAGATTGAAGATCTGCCTGAACTGACCAAGGGCGAGCTGATGCAGTGGAAGAACAGGATCATGGAGGCTATT   965 

N  R  P  E  N  L  E  I  E  D  L  P  E  L  T  K  G  E  L  M  Q  W  K  N  R  I  M  E  A  I     300 

GCTCGTCATAATATTACCCTAAAAGGAGGACCTGGTAAAAAACTTCGCACCACTCCTGAAAATGGCATAGACATTTTCGGTCACTTGATC   1055 

A  R  H  N  I  T  L  K  G  G  P  G  K  K  L  R  T  T  P  E  N  G  I  D  I  F  G  H  L  I     330 

GCAGCCACGAAGAACAGCACCAATCGCCGATACTATGGCAATCTACATTCCTATGCCCACGTCATTGCAGCTAGAATCGCAGATTCAGAC   1145 

A  A  T  K  N  S  T  N  R  R  Y  Y  G  N  L  H  S  Y  A  H  V  I  A  A  R  I  A  D  S  D     360 

GGCGAACATATGGAGGACAATGGTGCCATGTACGACGTGGCCACTTCTGCCCGAGATCCTCTGTTTTACAGCTGGCACAAGTTCATCGAC   1235 

G  E  H  M  E  D  N  G  A  M  Y  D  V  A  T  S  A  R  D  P  L  F  Y  S  W  H  K  F  I  D     390 

AAGCTTTTCACCGAATACCAGATGACCCTGACGCCATACACTCCTTACCAGTTGACATGGCCAGATGTTGTTGTCGATGGTATCCACATT   1325 

K  L  F  T  E  Y  Q  M  T  L  T  P  Y  T  P  Y  Q  L  T  W  P  D  V  V  V  D  G  I  H  I     420 

GAAAACTTGAAAACCCATGAAGAAAATATGATTCACACCTATTACACCAGCAGCACTCTGAGGCTCAGCAAAGGCTTCGATTACACCAAG   1415 

E  N  L  K  T  H  E  E  N  M  I  H  T  Y  Y  T  S  S  T  L  R  L  S  K  G  F  D  Y  T  K     450 

GACAGTGAGGCCAAGGTCATCGTAGAACACACCGATCACGACGATTTCGTTTACGTCATCGATATCGACAACAATGCCCGAGTGGAGAAG   1505 

D  S  E  A  K  V  I  V  E  H  T  D  H  D  D  F  V  Y  V  I  D  I  D  N  N  A  R  V  E  K     480 

ACGGCCGTTCTGAGAATATTCTTGGCACCCAAATACGACGAGCGTGGTCATCCTTTGACACTGAAAGAACAGCGAGTCATGATGATCGAA   1595 

T  A  V  L  R  I  F  L  A  P  K  Y  D  E  R  G  H  P  L  T  L  K  E  Q  R  V  M  M  I  E     510 
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CTGGACAAATTTAAGGCCACATTGAAACCTGGTCATAACGTTGTCCGTCGCTGCTCAAACGAATCCAGCGTCACCATGCCTGTTGACCAC   1685 

L  D  K  F  K  A  T  L  K  P  G  H  N  V  V  R  R  C  S  N  E  S  S  V  T  M  P  V  D  H     540 

ATCTACGGTGATATCACAAGAACTGTCGATGAGGACCATTGCCATTGTGGCTGGCCAGAGTACCTCTTGGTTCCACAGGGTGATTATGAT   1775 

I  Y  G  D  I  T  R  T  V  D  E  D  H  C  H  C  G  W  P  E  Y  L  L  V  P  Q  G  D  Y  D     570 

GGAATGCACTACGAACTTTTCGTGATGGCCACCAACTACGATGAAGACAAGGCTCAAGACACCGACCTGTCCTGCAAATGCCACGCTCAC   1865 

G  M  H  Y  E  L  F  V  M  A  T  N  Y  D  E  D  K  A  Q  D  T  D  L  S  C  K  C  H  A  H     600 

AGCTACTGCGGCAACATTTTAGGAGAGTACCTAGACAAAAGGCCACTCGGATATCCATTTGACAGAAAGATCAAAGCCACAGGCTGGGCA   1955 

S  Y  C  G  N  I  L  G  E  Y  L  D  K  R  P  L  G  Y  P  F  D  R  K  I  K  A  T  G  W  A     630 

GAATTCAAGACCCAGAACATGTGCGACGCTGACATCGTCATCAAATTTTCTGGAAAAAACAAGGACCATTAAAAACGTTTACCAGAGATG   2045     

E  F  K  T  Q  N  M  C  D  A  D  I  V  I  K  F  S  G  K  N  K  D  H  *                       653 

ATTGTTGATTGTTTAAATAAAAATAATGTGCATCTACAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                      2100 

 

 
Abb. 26: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Spirostreptus Hc1 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Spirostreptus Hämocyanins Hc1, sowie die Translation 

in Aminosäuren. 

Startcodon : grün 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 Aminosäuren der Proteinsequenzierung sind unterstrichen. 
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2.2 Biochemische Charakterisierung des Hämocyanins von Scutigera coleoptrata 

(Chilopoda) 

Bei dem Hämocyanin des Spinnenläufers Scutigera coleoptrata, der zur Klasse der 

Chilopoden gehört, 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, c und d) in einem stöchiometrischen 

Verhältnis von 2:2:1:1 vor und haben Molekülmassen 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 Hämolympheproben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die 

Hämocyaninbande aus dem Gel ausgeschnitten. Die Gelfragmente wurden 

homogenisiert und zur Herstellung von polyklonalen Antikörper verwendet (Fa. Charles 

River). Das Antiserum wurde mittels Westernblot getestet. In einer SDS-PAGE mit 

7,5% Polyacrylamid konnten zwei diskrete Banden mit einer Molekülmasse von jeweils 

etwa 75 kDa identifiziert werden. Auch in einem Western Blot detektierte der anti-

Scutigera-Hämocyanin Antikörper diese Banden (Abb. 27). Man kann davon ausgehen, 

dass die Untereinheiten c 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 Hämocyanin von Scutigera coleoptrata 

Das gereinigte Hämocyanin 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-Hämocyanin-Antikörper nachgewiesen werden. 

 

 

2.2.2 N-terminale Sequenzen des Hämocyanins 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 Aminosäuren mit SpiHc1 überein 

(DQEPAVPADTKDKLEKIL), während HcB (DKEPXATD(K, Q oder I)EAKQKXMLE) auf 

cDNA Ebene nicht ermittelt werden konnte. 
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2.2.3 Molekularbiologische Charakterisierung zweier Hämocyanin-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 µg für die Erststrangsynthese eingesetzt. 

Die Primärbank hatte einen überdurchschnittlich hohen Titer von 1.3 x 106 pfu/ml, der 

auf ca. 50 000 pfu/ml/Platte amplifiziert wurde. Die fertige cDNA-Bank hatte einen Titer 

von ca. 3x108 pfu/ml. Durch ein Antikörperscreening mit dem anti-Scutigera-

Hämocyanin-Antikörper konnten etwa 10 positive Klone isoliert und mittels in vivo-

Excision rezirkularisiert werden. Anschließend wurden die Plasmide präpariert und 

konnten ansequenziert werden. Eine der Untereinheiten lag als vollständiger 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 (ScoHc2), der sich als 

zweite Untereinheit identifizieren ließ, war am 5´- Ende unvollständig. Die fehlenden 

500 bp konnten jedoch mittels PCR aus der cDNA-Bank mit einem Promotorprimer 

(T3) und zwei spezifischen nested Primern amplifiziert und anschließend in den 

Klonierungsvektor PCR II TOPO TA kloniert werden. Dadurch war auch die zweite 

Untereinheit von Scutigera inklusive Signalpeptid vollständig sequenziert (Abb 28 und 

29). Eine der beiden Hämocyaninuntereinheiten konnte durch einen Sequenzvergleich 

der HcA–Bande der Proteinsequenzierung zugeordnet werden (siehe Abb. 28). Die 

beiden unterschiedlichen Untereinheiten wurden in Übereinstimmung mit den 

biochemischen Daten mit ScoHc1 und ScoHc2 bezeichnet wurden. Es handelt sich um 

Proteine mit 636 (ScoHc1) und 648 (ScoHc2) Aminosäuren und einer errechneten 

Molekülmasse 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 verfügbar. 
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ScoHc 1 

 
 

                                                                GGGGACGTGGCGATATA   17 

ATGTGGTCATTGGCTTTAGCGACACTCTTCGTGCTAGGCACGGTTATCCGTGCTGATCAGTGCCCACCGGTACCTGCAGATACCAAGGAC   107 

M  W  S  L  A  L  A  T  L  F  V  L  G  T  V  I  R  A  D  Q  C  P  P  V  P  A  D  T  K  D     30 

AAATTGGAGAAGATTTTGGAATTGATTGGTCATGTCAACAGACCCTTAACGCCAGAGACACCCGAACCCGCTGGTTATGATGAAACCAAG   197 

K  L  E  K  I  L  E  L  I  G  H  V  N  R  P  L  T  P  E  T  P  E  P  A  G  Y  D  E  T  K     60 

CTGAAAGGCCTTGGTATTTTACCCCAACATGAGATCTTCTCTCTCTTCGACGAAAGAACGTGGCCCGAAGCCACCAAGGCAGCCGAATTT   287 

L  K  G  L  G  I  L  P  Q  H  E  I  F  S  L  F  D  E  R  T  W  P  E  A  T  K  A  A  E  F     90 

CTTATGGAGGCCACTGACTTCGAACACTTCATTCAGCGTGCTGATGTTTTGAGGCATCGCATCAACGAGGATATGTTCATGTACGCCCTC   377 

L  M  E  A  T  D  F  E  H  F  I  Q  R  A  D  V  L  R  H  R  I  N  E  D  M  F  M  Y  A  L     120 

AATGTAGCCGTCCTCCACAGGAAGGATACTAGAGGAGTCCAGGTTCCACGTATCCACAAGATCTATCCCGACAAGTTCTTGAAACAAGAT   467 

N  V  A  V  L  H  R  K  D  T  R  G  V  Q  V  P  R  I  H  K  I  Y  P  D  K  F  L  K  Q  D     150 

ATCCTTGTTGAAGTAAGAGAAAAGGTCAACCATGGTGAGGAGAAACCAGTTGTTGATGCCACCGAACTTCACCAGAACCAATTGGATCCT   557 

I  L  V  E  V  R  E  K  V  N  H  G  E  E  K  P  V  V  D  A  T  E  L  H  Q  N  Q  L  D  P     180 

AACTACCGTTTGTCTTACTTCTTGGAAGATATTGGTATGAATTCTCACCATTACCACTGGCACGTTGTCCACCCTGCTGTCTGGTTGCCA   647 

N  Y  R  L  S  Y  F  L  E  D  I  G  M  N  S  H  H  Y  H  W  H  V  V  H  P  A  V  W  L  P     210 

AAACATGGACCCAGGAAGGATAGAAAGGGAGAACTCTTCTACTACATGCATCACCAGATGGTGGCCAGATACGACTCTGAGCGTCTATCC   737 

K  H  G  P  R  K  D  R  K  G  E  L  F  Y  Y  M  H  H  Q  M  V  A  R  Y  D  S  E  R  L  S     240 

AACAATTTACCAAGAACTGAACCATTCGAAAACTGGGATGATCCCCTTGAGGAAGGTTATGCTCCTCATCTTACCATCCACAAAACCGGA   827 

N  N  L  P  R  T  E  P  F  E  N  W  D  D  P  L  E  E  G  Y  A  P  H  L  T  I  H  K  T  G     270 

TACAACTACATGTTTAGGCCTGAAGGTCTGATTGTCCGCGATCTCCCTGAGTTGAACAAGAACAAGATGCGTCAATGGAAATCTCGTATC   917 

Y  N  Y  M  F  R  P  E  G  L  I  V  R  D  L  P  E  L  N  K  N  K  M  R  Q  W  K  S  R  I     300 

CTCCACGGCATCCATCTCAACGTTCTTTATGCTGAAAACGGAACCAAGATCAGTTTGGACAATGAGCACGGTATTGACCTTCTTGGAGAT   1007 

L  H  G  I  H  L  N  V  L  Y  A  E  N  G  T  K  I  S  L  D  N  E  H  G  I  D  L  L  G  D     330 

GCCATCGAATCCAGTCTTCTTAGTGTCAACAGAGCTTTCTACGGTAACATCCATTGCTACGCTCACGTTATGGCCGCTCGTATTGCTGAT   1097 

A  I  E  S  S  L  L  S  V  N  R  A  F  Y  G  N  I  H  C  Y  A  H  V  M  A  A  R  I  A  D     360 

CCTGATGGCAGATACGGAGAAGACAATGGTGTTATGCACGACGTCGCCACTTCTGCCCGTGATCCTCTTTTCTACAGATGGCACAAGTTC   1187 

P  D  G  R  Y  G  E  D  N  G  V  M  H  D  V  A  T  S  A  R  D  P  L  F  Y  R  W  H  K  F     390 

ATTGATAACATCTTCCTTGAATACAAAGACAACCTCGATCCTTACACTCAGTACGAACTCACATGGCCAGATGTTGTTCTCAATGATGTG   1277 

I  D  N  I  F  L  E  Y  K  D  N  L  D  P  Y  T  Q  Y  E  L  T  W  P  D  V  V  L  N  D  V     420 

ACTGTGAAACCACACAAGGGCGATTATGACGATGAAGTCCACACTTACTGGGAAGTTGACAACTATGAATTAGGAAAGGGCTTCGATTAT   1367 

T  V  K  P  H  K  G  D  Y  D  D  E  V  H  T  Y  W  E  V  D  N  Y  E  L  G  K  G  F  D  Y     450 

ACCAGAAAGACCACAGCCACGGTTAAAGTAAGGCATCTTCAGCATGAAGACTACCATTATGAAATTGACATTGACAATAATGCTGGCAAA   1457 

T  R  K  T  T  A  T  V  K  V  R  H  L  Q  H  E  D  Y  H  Y  E  I  D  I  D  N  N  A  G  K     480 

GCCAAAAAGGCCGTTTTCCGTATTTTCTTGGCACCTAAGTACAACGAAAAAGGAGAACTCTTCCCTGTCAACGAACAGAGGCAGTTACTC   1547 

A  K  K  A  V  F  R  I  F  L  A  P  K  Y  N  E  K  G  E  L  F  P  V  N  E  Q  R  Q  L  L     510 

GTCGAGCTCGACAAATTCGTCGCCACTCTTGAACCTGGCCATAATGTGATTGAACGCCAATCCAAGGAATCGAGCGTAACCATGTCCAAG   1637 

V  E  L  D  K  F  V  A  T  L  E  P  G  H  N  V  I  E  R  Q  S  K  E  S  S  V  T  M  S  K     540 

GATCATGTCTTTGGAGAAATCAGAAACCTCGCCGACGACCACCAGTGCAGCTGCGGCTGGCCAGATTACCTCCTGCTGCCCAAGGGCAAA   1727 

D  H  V  F  G  E  I  R  N  L  A  D  D  H  Q  C  S  C  G  W  P  D  Y  L  L  L  P  K  G  K     570 

TATGAAGGCATGACCTACCAACTCTTCGTTGTTGCTACTGACTATGAAGAAGATCATGTTGAAGACGCTGGAGAAGAATGCCAGTGCCGC   1817 

Y  E  G  M  T  Y  Q  L  F  V  V  A  T  D  Y  E  E  D  H  V  E  D  A  G  E  E  C  Q  C  R     600 
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GATTCCATGAGCTACTGCGGTAGTGTAGAGCACAAGCTTCCCGACAACAAGCCTCTGGGCTACCCCTTCGACAGGAGGATAGACGGAACA   1907 

D  S  M  S  Y  C  G  S  V  E  H  K  L  P  D  N  K  P  L  G  Y  P  F  D  R  R  I  D  G  T     630 

GGTTTCGAGGAGTTCAAGACACAGAATATGTATTACGGCGATGTGGTCATTCAGTTCACAGGTGAAACAGTGACCCATTAGAAGTGATCA   1997 

G  F  E  E  F  K  T  Q  N  M  Y  Y  G  D  V  V  I  Q  F  T  G  E  T  V  T  H  ***            657                    

TTGATTTGGCTAATTGTTGAAAAACAAAACTTGGACGAAACTGTTGTTGGTGCTCCTAAGGAAACGGGAAATGAAAGGGCGGAAATGGTA   2087 

TCGTAGCCATGTTTCCGTTTCCAAATCCTACTTACATCATCCATCATGAAAAAGAGATAGAAAGACCTGTGAGACACCCACTGTGCTTTG   2177 

AGGGTATCCAACAAATATGTAAATGTTTTTTTGTAAAATATTTTTTTCAGTGAAATAAAAATATACTTCATTTTCTGTTGTAAAAAAAAA   2267 

AAAAAAAAAAAAA                                                                                2280  

 

 
Abb. 28: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Scutigera Hc1 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hämocyanins von Scutigera coleoptrata (Hc1), sowie 

die Translation in Aminosäuren. 

Startcodon : grün 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 Aminosäuren aus der Proteinsequenzierung sind unterstrichen. 
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ScoHc2 

 
 

                                                              CTGGTTTTGGGTGGCACGACCTCTGAGG   28 

ATGGACACGAGGGTTTTACGGTTAACATTGGCGTTGGTGGCGCTAAGTGGGGTCTTAGCAGATAGCGAGTCATGCAGTTCTGCTATAGTG   118 

M  D  T  R  V  L  R  L  T  L  A  L  V  A  L  S  G  V  L  A  D  S  E  S  C  S  S  A  I  V     30 

AATGATTACAAGCTAAAACAGAAGGAAATTCAGCATCTCGTAGATACCATCAATAAGCCAGTCTACCCTGACTTCAAGGACACGAGAGGT   208 

N  D  Y  K  L  K  Q  K  E  I  Q  H  L  V  D  T  I  N  K  P  V  Y  P  D  F  K  D  T  R  G     60 

ATTATCGATGAATCCAAACTAAAAGGCTTAGGAACACTGCCCCGTCGTGAGGTGTTCTCGCTTTTCGACGAGAGAAACTGGGCCGAAGCT   298 

I  I  D  E  S  K  L  K  G  L  G  T  L  P  R  R  E  V  F  S  L  F  D  E  R  N  W  A  E  A     90 

GCCAAAGTCGTCGAATTGCTACTGGAACCTAAAACCTTCCGAGAGTTCATCCACTTGGCTGACATCATCCATCACAGAGTCAATGAGGAT   388 

A  K  V  V  E  L  L  L  E  P  K  T  F  R  E  F  I  H  L  A  D  I  I  H  H  R  V  N  E  D     120 

CTGTTCTTGTACGCCCTCTCCGTGGCCATCGCACACAGACCCGACTGCCAGGGAGTCCAGGTACCACGAGTACTGGATATCTACCCcGAC   478 

L  F  L  Y  A  L  S  V  A  I  A  H  R  P  D  C  Q  G  V  Q  V  P  R  V  L  D  I  Y  P  D     150 

AAATTCTTGAGAAAGGAAGTCATCCACAAGATCAAAGAAGTTTCCaACGAGGGAGCTTACTTAGATAAGGTTCCAGTTATTGATGCTACC   568 

K  F  L  R  K  E  V  I  H  K  I  K  E  V  S  N  E  G  A  Y  L  D  K  V  P  V  I  D  A  T     180 

GAAGTCAGCGACAACCATTTGGACCCCAACCAGGAACTGCTCTATTTCCTTGAAGATTTGGGCATGAACTCTCACCATCACCATTGGCAC   658 

E  V  S  D  N  H  L  D  P  N  Q  E  L  L  Y  F  L  E  D  L  G  M  N  S  H  H  H  H  W  H     210 

GTGATCCACCCAGCCATTTGGCTTCCAAAACATGGTGGTGTTAAGGACAGGAAGGGAGAATTGTTCTTTTACATGCACAAACAGATGGTT   748 

V  I  H  P  A  I  W  L  P  K  H  G  G  V  K  D  R  K  G  E  L  F  F  Y  M  H  K  Q  M  V     240 

GCCAGATACGACACAGAACGTTTGTCCAATGATTTGCCACGTGTGAGGCCGTTCGAAAATTGGAATGATCCAATTGATGAAGGTTACTCT   838 

A  R  Y  D  T  E  R  L  S  N  D  L  P  R  V  R  P  F  E  N  W  N  D  P  I  D  E  G  Y  S     270 

CCCCATTTGATCATTGACAAGACCGGTTACAAATACGCCTACAGGCCACAAGGAGTCATCGTCCACGACCTTCCTAACTTACCAAAAACC   928 

P  H  L  I  I  D  K  T  G  Y  K  Y  A  Y  R  P  Q  G  V  I  V  H  D  L  P  N  L  P  K  T     300 

AAAATGTTTGAGTGGAAGAACAGAATTATGGTCGGTATTAGGAAAGGAAGCCTCATTTCGGCCAACAAAACCCAAGTGCCTTTGAATAAC   1018 

K  M  F  E  W  K  N  R  I  M  V  G  I  R  K  G  S  L  I  S  A  N  K  T  Q  V  P  L  N  N     330 

GACCATGGTATCGACCTTCTTGGAGACGTTGTTGAGTCCAGTCTGCTCAGTGTCAACCGTGTTTTCTATGGAAATCTTCATTGTTACGCC   1108 

D  H  G  I  D  L  L  G  D  V  V  E  S  S  L  L  S  V  N  R  V  F  Y  G  N  L  H  C  Y  A     360 

CACGTCATCGCCGGAAAGGTCACTGATCCACAGAGCACCTACGGAGAAAAGAACGGTGCTATGTACGATGTAGCTACTTCAGCTCGTGAT   1198 

H  V  I  A  G  K  V  T  D  P  Q  S  T  Y  G  E  K  N  G  A  M  Y  D  V  A  T  S  A  R  D     390 

CCTCTCTTTTACTCGTGGCACAAGTTCATTGATAACATCTTCCAAGAACACAAGGAAACCTTACAACCTTACAATAAGGATGAGCTGAAT   1288 

P  L  F  Y  S  W  H  K  F  I  D  N  I  F  Q  E  H  K  E  T  L  Q  P  Y  N  K  D  E  L  N     420 

TTCCCAGATGTTCAGGTTGATAGTCTCCGAATCAACGTTGCTAATGGAACTTACGAGAATATTGTTCGTACTTACTGGCAGAACAGTCTG   1378 

F  P  D  V  Q  V  D  S  L  R  I  N  V  A  N  G  T  Y  E  N  I  V  R  T  Y  W  Q  N  S  L     450 

TTCAAGATCGCCAAAGGTTTCACTTTCACCACAGAGGGATCCGTCTTGGTTAAGGTCAAACATCTGAACCATGAGACTTTCTACTACAAT   1468 

F  K  I  A  K  G  F  T  F  T  T  E  G  S  V  L  V  K  V  K  H  L  N  H  E  T  F  Y  Y  N     480 

CTTGAAGTTACCAACAATGCCCTCGAGGAAAAACATGGAGTCGTCAGAATTTTCGGTGCTGTGATAAATGACGAACGCGGTCACCCATAC   1558 

L  E  V  T  N  N  A  L  E  E  K  H  G  V  V  R  I  F  G  A  V  I  N  D  E  R  G  H  P  Y     510 

ATATTGAACGACCAGCGCCATCTGGTCATTGAATTGGACAAATTTACCGTCAACCTTAAGCCCGGTAAGAACAGCGTCCGTCAGCCTTGC   1648 

I  L  N  D  Q  R  H  L  V  I  E  L  D  K  F  T  V  N  L  K  P  G  K  N  S  V  R  Q  P  C     540 

TACAAcTCAGCTGTAaCTGCCAAGTACGACGTGTTcTACGgAGATGTAGAAAGCCAGAAGCCACAGGAAGGCTGCAACTGTGGTTGGCCA   1738 

Y  N  S  A  V  T  A  K  Y  D  V  F  Y  G  D  V  E  S  Q  K  P  Q  E  G  C  N  C  G  W  P     570 

GACTATATGTTGCTTCCTAAGGGTAAATACGAGGGTCTCCGCTTCCGTGTGTTCGCAATTGTAACAAATCATGATGAAGATAAGGTCAGC   1828 

D  Y  M  L  L  P  K  G  K  Y  E  G  L  R  F  R  V  F  A  I  V  T  N  H  D  E  D  K  V  S     600 
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GACCAAGAGACGTGTCTGTGCGGTGATGCAGTGGCCTATTGCGGTGCTCACAACCAGAAATACCCCGACAAGAAACCCATGGGCTTCCCC   1918 

D  Q  E  T  C  L  C  G  D  A  V  A  Y  C  G  A  H  N  Q  K  Y  P  D  K  K  P  M  G  F  P     630 

TTCGATAGACGAATCGACGAGAGGACATTCGAACACTTCCACACCCCCAACATGATTGCTACGGACGTCATAATCAAATTCACAGGAGAA   2008 

F  D  R  R  I  D  E  R  T  F  E  H  F  H  T  P  N  M  I  A  T  D  V  I  I  K  F  T  G  E     660 

TTCCTTCCACCCAAGGGTGACATCTGAGCGACTGAATCCAAAACGAAACTATCGAACAGTTGCATTCCTATTGTTTTGTGAACTGTAGCA   2098 

F  L  P  P  K  G  D  I  *                                                                    669 

GTTCAAAGACTATTGTTTGATCATGACATCACGATCATTGTTTTTTAGCTTTTTTATAGGGAACATCAGCAAGTGGTTGGAAGAGCAGCG   2188 

CGGGAAATGATCCATTTCCCTTCTTGTAAATTCTGTTGTATGTATAAAGATTGTTTAACTTTTCAATAAACTGCACTTTAAATAAAAAAA   2278 

AAAAAAAAAA                                                                                   2288 

 

 
Abb. 29: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Scutigera  Hc2 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hämocyanins von Scutigera coleoptrata (Hc2), sowie 

die Translation in Aminosäuren. 

Startcodon : grün 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 Hämocyaninsequenzen von Myriapoden 

Mit den Hämocyaninsequenzen von Spirostreptus spec. (SpiHc1), Scutigera 

coleoptrata (ScoHc1 und ScoHc2) und Hämocyaninsequenzen 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 durchgeführt werden. Es wurden Maximum Parsimony und 

Distanz-Matrix orientierte Methoden verwendet (Maximum Parsimony und Neighbor 

Joining). Als Außengruppe dienten die Phenoloxidasen, die den ältesten Ast der 

Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoden repräsentieren (Sánchez et al., 1998; 

Burmester, 2001). Die Ergebnisse lieferten jedoch für die Position der Myriapoda keine 

einheitlichen Stammbäume. Die Distanzmatrix Methoden favorisieren das Myriapoden-

Hämocyanin als Schwestergruppe der Crustacea und Insecta (Mandibulata) mit einem 

Wert von (61%) (Abb. 30), während die Parsimony Methode ein 

Schwestergruppenverhältnis der Myriapoden-Hämocyaninen mit denen der 

Cheliceraten mit einem Bootstrapwert von 100% unterstützt (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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Abb. 30: Phylogenetische Position des Myriapodenhämocyanins im Stammbaum der 

Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoden. 

Ein Multisequenz-Alignment der Hämocyaninsuperfamilie wurde mit der „Neighbor-Joining“ Methode 

analysiert. Die Zahlen an den Ästen geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit 

der Methode des „bootstraping“ berechnet wurden. ScoHc1 und 2, Scutigera coleoptrata Hämocyanin; 

SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hämocyanin; PinHcA, B und 

C, Panulirus interruptus Hämocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hämocyanin 6; CsaHc, Callinectes 

sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei Hämocyanin; HamHcA, Homarus americanus 

Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; EcaHcA bis G, Eurypelma californicum 

Hämocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hämocyanin; AauHc6, Androctonus australis Hämocyanin; 

TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hämocyanin. 

 

 

Phenoloxidasen 

61 

100 

47 

100 

100 

62 100 

100 

100 

66 

100 

100 

69 

100 

100 

100 

100 

100 

57 

30 

17 

15 

14 

5 



Ergebnisse 91 

 

 
 

 
Abb. 31: Phylogenetische Position des Myriapodenhämocyanins im Stammbaum der 

Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoden. 

Ein Multisequenzalignment der Hämocyaninsuperfamilie wurde mit der „Maximum Parsimony“ Methode 

analysiert. Die Zahlen an den Ästen geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit 

der Methode des „bootstraping“ berechnet wurden. ScoHc1 und 2, Scutigera coleoptrata Hämocyanin; 

SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hämocyanin; PinHcA, B und 

C, Panulirus interruptus Hämocyanin C; CmaHc6, Cancer magister Hämocyanin 6; CsaHc, Callinectes 

sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei Hämocyanin; HamHcA, Homarus americanus 

Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; EcaHcA bis G, Eurypelma californicum 

Hämocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hämocyanin; AauHc6, Androctonus australis Hämocyanin; 

TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hämocyanin. 
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3. Hämocyanin bei den Onychophora 

Die Onychophoren werden von manchen Autoren als Proarthropoden eingeordnet und 

sind deshalb aus phylogentischer Sicht äußerst interessante Objekte. Ein 

respiratorisches Protein war bei diesen Tieren bislang nicht bekannt. In eigenen 

Untersuchungen konnte jedoch ein Hämocyanin biochemisch nachgewiesen werden 

und sollte auf molekularbilogischer Ebene näher charakterisiert werden. 

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

Universität Hamburg) freundlicherweise aus ihrer Zucht zur Verfügung. 

3.1 Biochemische Charakterisierung des Hämocyanins von Epiperipatus spec. 

Die biochemische Untersuchung der Hämolymphproteine von Epiperipatus spec. stellte 

sich aufgrund der geringen Menge als äußerst schwierig heraus. In einer SDS-PAGE 

und einem Westernblot konnte allerdings ein Hämocyanin-ähnliches Protein identifiziert 

werden. Im Blot wurde ein Protein von etwa 75 kDa von einem anti-Homarus-

Hämocyanin Antikörper erkannt (Abb. 32).  
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Abb 32: SDS-PAGE und Westernblot mit Hämolymphproteinen von Epiperipatus 

Die Hämolymphproteine von Epiperipatus wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie 

Brilliant Blue R-250 angefärbt. In einem Westernblot konnte mit einem anti–Homarus-Hämocyanin-

Antikörper eine Bande im Bereich von etwa 75 kDa detektiert werden. 
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3.2 Test auf Phenoloxidaseaktivität 

Mit der Hämolymphe von Epiperipatus spec. wurde ein Test auf Phenoloxidaseaktivität 

durchgeführt (Abb. 33). Dabei wurden etwa 10 µl Hämolymphe (H) (entspricht einem 

Gesamtproteingehalt von etwa 10 µg) und 10 µg einer aufgereinigten Tyrosinase (T) 

eines Pilzes als Positivkontrolle in einer nativen PAGE aufgetrennt. Als Substrat für 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 für die Hämolymphe von Epiperipatus spec. (H) 

ist definitiv negativ, so dass man annehmen kann, dass es sich wahrscheinlich um ein 

echtes Hämocyanin mit Sauerstoffbindungseigenschaften handelt. 

 

 

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

 

    
 

 
Abb. 33: Test auf Phenoloxidaseaktivität 

(A) Eine Tyrosinase (T) und Hämolymphproteine von Epiperipatus spec. (H) wurden in einem nativen Gel 

aufgetrennt und mit Dopamin als Substrat für die Umsetzung durch eine Phenoloxidase zugegeben.  

(B) Eine Tyrosinase (T) und Hämolymphproteine von Epiperipatus spec. (H) wurden in einem nativen Gel 

aufgetrennt und mit Tyramin als Substrat für die Umsetzung durch eine Phenoloxidase zugegeben. In (C) 

ist das mit Coomassie gefärbte native Gel gezeigt. Die Tyrosinase ist unterhalb der Nachweisgrenze. In 

beiden Fällen gab es eine positive Reaktion bei der Tyrosinase und eine negative bei der Hämolymphe 

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

Zunächst erstellte ich eine cDNA-Bank von Epiperipatus. Dazu wurde die Gesamt-RNA 

eines kompletten Tieres präpariert und mit dem PolyATract Kit der Firma Promega die 

mRNA isoliert. Für die Erststrangsynthese hatte ich aufgrund der geringen Ausbeute 

nur etwa 1-3 µg PolyA+-RNA zur Verfügung. Trotzdem konnte eine cDNA Bank von 

hoher Qualität erzeugt werden, bei der es sich unseres Wissens um die erste cDNA-

Bank eines Onychophoren handelt. Sie hat einen Primärtiter von etwa 300 000 pfu/ml 

und konnte auf einen Endtiter von 1.5 x 109 pfu/ml amplifiziert werden. 

Da kein spezifischer Antikörper zur Verfügung stand, wurde die Bank mit anti-

Homarus-Hämocyanin-Antikörpern und dem anti-Spirostreptus-Hämocyanin Antikörper 

nacheinander nach Hämocyanin 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 Hämocyanins die cDNA-Bank über PCR zu amplifizieren und mit dem 

spezifischen PCR-Fragment dann eine DNA-Sonde herzustellen. Ein etwa 1128 bp 

langes PCR-Fragment konnte ich schließlich mit den degenerierten Primern CGW und 

T3 und einer daran anschließenden Reamplifikation mit CGW und CuA1 erhalten. 

Dieses Produkt konnte dann in den Klonierungsvektor PCR II TOPO XL kloniert 

werden und stellte sich nach einer Sequenzierung als Hämocyanin-Teilsequenz 

heraus. Aus diesem Fragment konnte eine Dig-markierte DNA-Sonde hergestellt 

werden und damit die Epiperipatus-Bank durchgescreent werden. Tatsächlich erhielt 

ich einen vollständigen cDNA-Klon eines Hämocyanins, der von beiden Seiten 

ansequenziert werden konnte und mittels primerwalking vervollständigt wurde. Dieser 

Klon umfasst 2287 bp und kodiert für eine vollständige Hämocyanin-Untereinheit mit 

641 Aminosäuren (Abb. 34). Die errechnete Molekülmasse beträgt 73.6 kDa. Durch 

eine Computeranalyse der Sequenz mit dem ExPasy Programm SignalP V1.1 kann 

man vermuten, dass das Hämocyanin von Epiperipatus spec. kein Signalpeptid besitzt. 
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OnyHc 

 
 

                                                                        GTTGAGCAAGCAGCACA   17 

ATGCCTTCAACATCTCAACAAAAAGAAGTATTGGATTTTTTTAATATTCCCGAAACGCGTCGAGTATCACGCGCAAAACAAAAAGATAAA   107 

M  P  S  T  S  Q  Q  K  E  V  L  D  F  F  N  I  P  E  T  R  R  V  S  R  A  K  Q  K  D  K     30 

CCGTCTGTAATTTTCAAACCTTTACCAGCTGGAATCGGAAAACTTAAAAAGGGAAATTTATTTTCTCCGTTTATTAAAAGACATCGAGAA   197 

P  S  V  I  F  K  P  L  P  A  G  I  G  K  L  K  K  G  N  L  F  S  P  F  I  K  R  H  R  E     60 

GAATCTACAAAAGTTATTGAATTTCTTTTAGACAGTAAAGATTATAAAGGATTTTTAGAAAACGCTGCCAGTCTTAGACCCGTTGTAAAC   287 

E  S  T  K  V  I  E  F  L  L  D  S  K  D  Y  K  G  F  L  E  N  A  A  S  L  R  P  V  V  N     90 

GAAATTCTTTTTGTTTACTGTTTCAGTGTGGCTTTGTACCAGTCTCCCCACACGACAAATCTTCTAGCGCCGCCAATATGGCAAACTATG   377 

E  I  L  F  V  Y  C  F  S  V  A  L  Y  Q  S  P  H  T  T  N  L  L  A  P  P  I  W  Q  T  M     120 

CCGTATGATTTTTTTGATCAAAGAGTAGAAAATCAGATTAATGGTATTATTGAAAGCACAAAAGGCGCACCAGATAAACAACCTATACAA   467 

P  Y  D  F  F  D  Q  R  V  E  N  Q  I  N  G  I  I  E  S  T  K  G  A  P  D  K  Q  P  I  Q     150 

GTAATATTAGAACCAACTGGTAACAATAGAGATCCTGAATTTAAACTATCCTACTTTAGAGAAGATATTGCTATAAATTCTCACCATTGG   557 

V  I  L  E  P  T  G  N  N  R  D  P  E  F  K  L  S  Y  F  R  E  D  I  A  I  N  S  H  H  W     180 

CACTGGCATGTGATCTACCCAGTAGGATCAAATCCATCTGATAAAAAAATTAACCGAAAAGGAGAATTATTTTACTATATGCACGAGCAA   647 

H  W  H  V  I  Y  P  V  G  S  N  P  S  D  K  K  I  N  R  K  G  E  L  F  Y  Y  M  H  E  Q     210 

ATGTTAGCTCGCTATGATGCAGAAAGATTGTGTAATGGAATGAGAAGAGTGAAGTCACTTCACGATTATGATGAAATAATTCCAGAAGGT   737 

M  L  A  R  Y  D  A  E  R  L  C  N  G  M  R  R  V  K  S  L  H  D  Y  D  E  I  I  P  E  G     240 

TATTATCCAAGACTTCATTCTAAAATTTCTGGAACTGAATATGCCTCCCGTCAGGCTAACACTCGCATGATGGATACTTTGGATAACACT   827 

Y  Y  P  R  L  H  S  K  I  S  G  T  E  Y  A  S  R  Q  A  N  T  R  M  M  D  T  L  D  N  T     270 

GTCATTGAATTAGAGAGATTTAGAGAAAGAATAGAACATGCTATTTCTGTTGGATATATTGAACTACCAGATAATACTAAAACTCCTTTG   917 

V  I  E  L  E  R  F  R  E  R  I  E  H  A  I  S  V  G  Y  I  E  L  P  D  N  T  K  T  P  L     300 

AATAATGAACAAGGTATTGATATTTTGGCTGACCTTATAGAAGCAAGCAATTACAGTCTCAATGGTGCATATTATGGCGATTTGCATAAT   1007 

N  N  E  Q  G  I  D  I  L  A  D  L  I  E  A  S  N  Y  S  L  N  G  A  Y  Y  G  D  L  H  N     330 

ACAGGTCATGTGATGTTAGCTACTGCACATGATCCTGACAAACGCTTCAATTCTTCAGATGGTGTGATGGGTTTTGTACAAACAGCTTTA   1097 

T  G  H  V  M  L  A  T  A  H  D  P  D  K  R  F  N  S  S  D  G  V  M  G  F  V  Q  T  A  L     360 

AGAGATCCATTGTTTTATAGATGGCATAAACATATTGATAATCTGCTTCAGAATCATAAGAGAACATTACAACCATACACTGACAAAGAG   1187 

R  D  P  L  F  Y  R  W  H  K  H  I  D  N  L  L  Q  N  H  K  R  T  L  Q  P  Y  T  D  K  E     390 

CTTATTGCAGATAAAATTGAAATTAAGGAAGCTTCTATCACATCAAGCCAAACAAAGGATCCTAAAAACAAGTTATATACTTTTTTTGAT   1277 

L  I  A  D  K  I  E  I  K  E  A  S  I  T  S  S  Q  T  K  D  P  K  N  K  L  Y  T  F  F  D     420 

ACTAAACAATTGAATTTGACTAAAGGATTAGACTTTGGAAACTTGGAACAAAGCATTTTAGTTACAATTACGCATCTTCAACATGAAGAA   1367 

T  K  Q  L  N  L  T  K  G  L  D  F  G  N  L  E  Q  S  I  L  V  T  I  T  H  L  Q  H  E  E     450 

TTTACTTATAATATCAAAGTAAACAACAACACAGGCAAAGATTTTACTGGTACATTCAGAATATTTATGGCTCCAAAAAATGATGATCTA   1457 

F  T  Y  N  I  K  V  N  N  N  T  G  K  D  F  T  G  T  F  R  I  F  M  A  P  K  N  D  D  L     480 

GATATACCAATGGAAATAAATGAACAGCGCATATTGATGATAGAAATGGATAAATTTCAGTTGAAATTATCACCAGgAGAGAATAATATC   1547 

D  I  P  M  E  I  N  E  Q  R  I  L  M  I  E  M  D  K  F  Q  L  K  L  S  P  G  E  N  N  I     510 

ACTCGTAAATCAGAAGATTCAAATGTTACACTGCACAAAGAAATGACTTGGGAAATGATTGAGAATCAACCTGATACTTCTGGCCCATCA   1637 

T  R  K  S  E  D  S  N  V  T  L  H  K  E  M  T  W  E  M  I  E  N  Q  P  D  T  S  G  P  S     540 

TCTCAACACTATTGTGCCTGTGGATGGCCCCACCATTTGCTGATTCCTAAAGGTTCTGCTCAAGGAACAGCTTTCCATTGTTTTATTATG   1727 

S  Q  H  Y  C  A  C  G  W  P  H  H  L  L  I  P  K  G  S  A  Q  G  T  A  F  H  C  F  I  M     570 

ATTACTGATTGGAAAACTGATGAAGTTAAAAGTTCTAAGAAACCCACTTGTCAAGATGCAGTTAGCTACTGTGGAATCATAAATGATCTC   1817 

I  T  D  W  K  T  D  E  V  K  S  S  K  K  P  T  C  Q  D  A  V  S  Y  C  G  I  I  N  D  L     600 
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TATCCAGATAAAAAACCTATGGGTTTTCCTTTTGATAGATTGATTCCTTCTGACTTGGCAACTTTTGTTTCAAGATCCAACATGAAAATT   1907 

Y  P  D  K  K  P  M  G  F  P  F  D  R  L  I  P  S  D  L  A  T  F  V  S  R  S  N  M  K  I     630 

TTTGATATATCTATTATACATCGAGAAAAAAAATAGTTCTTAAATTGGAGATTGCATCATCACAGAATAATGATGACGACTTTTAAATCT   1997 

F  D  I  S  I  I  H  R  E  K  K  ***                                                         642 

TTTGCGTTGTGGTTAAAGCTTACATTTGCATATTGCTACCATTTATATTATGGATCCATTTAATCAGTGTTAAATTCACACTTTCTATAC   2087 

CAAAAAAGAAGGAAGTAATAATTTGTTGATTTTTTTTTTCAAGAGAAAACTTTATAGCAGTGCCAGGCAGAAGAAGAATTTTTGGAGAGT   2177  

TTTTGAATTCAACACTTTAATAAAGCTTATTATAATATTTATATTATTATATTTCAGCATACTTCAAAATAAAAATGTTTTTTTTAAATC   2267 

TAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                                                          2286 

 

 
Abb. 34: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von Epiperipatus spec. Hc 

Abgebildet ist die komplette Nukleotidsequenz des Hämocyanins von Epiperipatus, sowie die Translation 

in Aminosäuren. 

Startcodon : grün 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 Hämocyaninsequenz von Onychophoren 

Zur Durchführung der phylogentischen Analyse wurde zunächst ein Multisequenz-

Alignment der Hämocyaninsequenzen von Epiperipatus spec. und der Cheliceraten, 

Insekten und Crustaceen, sowie Phenoloxidasen erstellt. Unter Verwendung des 

PHYLIP Programmpakets (Felsenstein, 2000) konnten dann Stammbäume 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 Außengruppe fiel die Wahl 

aus oben beschriebenen Gründen auf die Phenoloxidasen. 

In diesen phylogenetischen Analysen zeigte sich bei Verwendung der „Neighbor-

Joining“-Methode eine eindeutig basale Stellung des Onychophorenhämocyanins im 

Vergleich zu den anderen Arthropodenhämocyaninen (Abb. 35). Bei einer „Maximum 

Parsimony“ Analyse gruppiert sich das Hämocyanin von Epiperipatus mit den 

Myriapoden – und Cheliceratenhämocyaninen zusammen, wobei die Crustaceen – und 

das Insektenhämocyanin einen gemeinsamen Ast bilden (Abb. 36). Dieses Ergebnis 

wird mit einem Bootstrapwert von 95% unterstützt. 
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Abb. 35: Phylogenetische Position des Onychophorenhämocyanins im Stammbaum der 

Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden. 

Ein Multisequenz-Alignment der Hämocyanin-Superfamilie wurde mit der „Neighbor Joining“ Methode 

analysiert. Die Zahlen an den Ästen geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit 

der Methode des „bootstraping“ berechnet wurden. OnyHc, Epiperipatus Hämocyanin; ScoHc1 und 2, 

Scutigera coleoptrata Hämocyanin; SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin; SamHc, Schistocerca 

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

magister Hämocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei 

Hämocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; 
EcaHcA bis G, Eurypelma californicum Hämocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hämocyanin; AauHc6, 

Androctonus australis Hämocyanin; TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hämocyanin. 
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Abb. 36: Phylogenetische Position des Onychophorenhämocyanins im Stammbaum der 

Hämocyanin-Superfamilie der Arthropoden. 

Ein Multisequenz-Alignment der Hämocyanin-Superfamilie wurde mit der „Maximum Parsimony“ Methode 

analysiert. Die Zahlen an den Ästen geben die statistische Absicherung des Stammbaums wieder, die mit 

der Methode des „bootstraping“ berechnet wurden. OnyHc, Epiperipatus Hämocyanin; ScoHc1 und 2, 

Scutigera coleoptrata Hämocyanin; SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin; SamHc, Schistocerca 

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

magister Hämocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus Hämocyanin; PvaHc und Hc1, Pennaeus vanamei 

Hämocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hämocyanin A; PelHc1-3, Palinurus elephas Hämocyanin; 
EcaHcA bis G, Eurypelma californicum Hämocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus Hämocyanin; AauHc6, 

Androctonus australis Hämocyanin; TtrHcA, Tachypleus tridentatus Hämocyanin. 
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D. Diskussion 

Hämocyanin ist das respiratorische Protein vieler Arthropoden. Zu Beginn meiner 

Arbeit war dieses Protein hauptsächlich bei Vertretern der höheren Krebse 

(Malacostraca) und der Chelicerata (Arachnida und Xiphosura) beschrieben. Daten von 

anderen Arthropoda fehlten beinahe ganz. In der embryonalen Hämolymphe der 

Heuschrecke Schistocerca americana konnte die Existenz eines Hämocyanins 

nachgewiesen werden (Sánchez et al., 1998). Bei den Myriapoda wurde bei Scutigera 

coleoptrata und Scutigera longicornis ein 6x6 Hämocyanin beschrieben (Rajulu, 1969; 

Mangum et al., 1985; Gebauer und Markl, 1999). Ansonsten schien Hämocyanin 

jedoch bei den Insecta und Myriapoda nicht vorhanden zu sein.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hämocyanine verschiedener Crustaceen, 

Myriapoden und eines Onychophoren analysiert. Mit den Sequenzen wurde eine 

umfangreiche phylogenetische Analyse durchgeführt. Es handelt sich bei den 

untersuchten Tieren überwiegend 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 Hämocyanins der Arthropoden 

diskutiert werden. 

1. Die Hämocyanine der Crustacea 

Hämocyanine 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 Hämocyanine bereits in der Stammlinie der 

Crustaceen vorhanden waren. 

Die Grundeinheit eines Crustaceenhämocyanins ist wie bei allen 

Arthropodenhämocyaninen ein Hexamer. Diese können sich zu Oligo-Hexameren 

zusammenlagern. Bei Crustaceen sind Hämocyanine von 1x6 (z.B. Palinurus elephas) 

über 2x6 (z.B. Homarus americanus) bis zu 4x6 (z.B. Callianassa californiensis) näher 

beschrieben. Besonders auffällig ist die starke Heterogenität der Untereinheiten (Markl, 

1986). Diese ermöglicht zum einen die Bildung größerer Aggregate als ein Hexamer, 

zum anderen lässt sich damit die funktionelle Plastizität des Hämocyaninmoleküls 

erklären (Markl und Decker, 1992). Die Sauerstoffbindungseigenschaften werden 
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durch Interaktionen zwischen den Untereinheiten und Konformationsänderungen 

beeinflusst. Die Bildung von Hexameren ist für die Funktion als reversibler 

Sauerstofftransporter von großer Bedeutung, denn nur durch die allosterische 

Wechselwirkung kann das Molekül effektiv beladen bzw. entladen werden. Für eine 

kooperative Sauerstoffbindung sind mindestens zwei Konformationen notwendig. 

Versuche zu den O2-Bindungseigenschaften verschiedener Crustaceenhämocyanine 

ergaben für den Hummer Homarus americanus drei und für die Languste Panulirus 

interruptus zwei unterschiedliche Konformationen (Decker et al., 1997; Volbeda et al., 

1989; Wyman, 1984; Richey et al., 1985). Somit ist die charakteristische 

Quartärstruktur des Moleküls und die Diversität der Hämocyanin-Untereinheiten 

ausschlaggebend für die Sauerstoffaffinität, den Bohr-Effekt und die Kooperativität des 

gesamten Proteins.  

 

Der amerikanische Hummer Homarus americanus besitzt ein 2x6 Hämocyanin, das 

aus mehreren unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut ist. (Markl, 1979; Markl. 

1986; Markl et al., 1986; Stöcker et al., 1988; Mangum und Joy, 1997). Durch 

biochemische Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt 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 Crustaceenhämocyanine (α, β, γ) zuordnen. Vergleicht man 

die in dieser Arbeit identifizierten Untereinheiten mit denen aus der Publikation von 

Stöcker et al. (1988), so entspricht der β–Typ HcB der Untereinheit 6 und HcG (γ-Typ) 

der Untereinheit 4. Darüber hinaus kann man vermuten, dass die HcA Bande eine 

Mischung aus vier α–Typ Untereinheiten ist (1, 2, 3 und 5 nach Stöcker et al., 1988), 

die in ihrem N-Terminus nahezu identisch sind. Bei der Verunreinigung der 

Proteinsequenz der HcB Bande (HcA´) könnte es sich um ein Protein handeln, dass 

mit Untereinheit 1 in Stöcker et al. (1988) identisch ist, das heißt, 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. für das gleiche Hämocyanin 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 α–Typs gefunden wurden ist 

unklar. Es ist selbstverständlich möglich, dass die Klone zwar in der Expressionsbank 

vorhanden waren, aber trotz intensiven Screenings nicht gefunden wurden. Eine 

andere, jedoch eher unwahrscheinliche Möglichkeit wäre, dass die mRNAs der beiden 

anderen Untereinheiten während der Präparation einer stärkeren Degradation durch 

RNasen ausgesetzt waren. Die dritte Erklärung könnte eine von physiologischen 

Bedingungen und Entwicklungsstadien abhängige Biosynthese bestimmter 

Untereinheiten sein. Diese Möglichkeit wurde auch schon von anderen Autoren 

diskutiert (Durstewitz und Terwilliger, 1997; Terwilliger, 1998; Stoeva et al., 1999). Es 

existieren Daten, die zeigen, dass Hämocyanin und Kupfermengen während der 

Häutung sinken und bei osmotischem Stress steigen (Hagermann, 1983). Man muss 

außerdem bedenken, dass die untersuchten Tiere in Kanada gefangen und nach 

Deutschland transportiert werden mussten. Diese Umstände könnten dafür 

verantwortlich sein, dass der Metabolismus auf die Expression nur einer Untereinheit 

umgestellt wurde. Andererseits ist bekannt, dass die Untereinheit α nicht allein in der 

Lage ist, ein hexameres Hämocyanin zu bilden (Stöcker et al., 1988). Jedoch ist die α–

Untereinheit der Grundbaustein eines Crustaceen Hämocyanins, da sie in allen 

bekannten Crustaceen Hämocyaninen vorhanden ist, während die β– und γ–

Untereinheit bei Vertretern mit 1x6 Hämocyanin fehlen können (siehe Markl, 1986). 

 

Die europäische Languste Palinurus elephas besitzt ein 1 x 6 Hämocyanin. Markl et al. 

(1979) fanden bei ihr elektrophoretisch sechs verschiedene Untereinheiten, während 

Neuteboom et al. (1989) nur vier identifizieren konnten. Auf immunologischer Ebene 

ließen sich alle Untereinheiten dem α-Typ-Hämocyanin zuordenen (Markl, 1986; 

Neuteboom et al., 1989; Jekel et al., 1996). Bei der nah verwandten amerikanischen 

Languste Panulirus interruptus gibt es zusätzlich noch eine Untereinheit des γ-Typs 

(Markl, 1986). Diese immunologisch definierten Untereinheiten-Kategorien kann man 

auch in Analysen der Primärstruktur des Hämocyanins wiedererkennen. Im Rahmen 

dieser Arbeit gelang die Identifizierung von neun leicht unterschiedlichen Hämocyanin-

cDNA-Klonen, bei denen man aufgrund von Sequenzvergleichen davon ausgehen 

kann, dass es sich um drei verschiedene Untereinheiten handelt. Diese wurden mit 

PelHc1, PelHc2 und PelHc3 bezeichnet. Sie haben zwischen 94 und 96% Identität im 

kodierenden Bereich (siehe Tab. 2). Vergleicht man diese Sequenzen mit jenen der 

bereits bekannten, auf Proteinebene ermittelten Hämocyaninuntereinheit 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 Aminosäuren 
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von denen der Proteinsequenzierung. Die auftretenden Unterschiede lassen sich 

dadurch erklären, dass bei der Untersuchung der Proteinsequenzen von Jekel et al. die 

Sequenzierung mit einem Gemisch aus mehreren sehr ähnlichen Untereinheiten 

durchgeführt wurde. Eventuell existiert auch noch eine vierte, noch nicht auf cDNA-

Ebene gefundene Hämocyaninuntereinheit, 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 Hämocyanine 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-

Hämocyanin auf die bekannte Röntgenstruktur des P. interruptus-Hämocyanins 

modelliert. Das daraus resultierende Hexamer stimmt hervorragend mit einer aus 9 970 

kryo-elektronenmikroskopischen Einzelbildern rekonstruierten 3D-Struktur von P. 

elephas-Hämocyanin überein (Meißner et al., in Vorbereitung). 

 

Der Biosyntheseort des Hämocyanins ist nur bei wenigen Spezies bekannt 

(Übersichtsartikel: Markl und Decker, 1992). Bei den bisher untersuchten Crustaceen 

geht man davon aus, dass das Hämocyanin in Zellen der Mitteldarmdrüse exprimiert 

wird und mit Hilfe eines Signalpeptids vom Biosyntheseort über das endoplasmatische 

Retikulum freigegeben wird. In der Tat besitzt die Untereinheit α von H. americanus mit 

großer Sicherheit ein Signalpeptid, obwohl die cDNA-Sequenz nur einen Teil davon 

abdeckt (Abb. 17). In einer Northernblot Analyse konnte gezeigt werden, dass die 

Mitteldarmdrüse der Biosyntheseort des Hämocyanins bei H. americanus ist (Abb. 18). 

Diese Daten stimmen mit der Arbeit von Senkbeil und Wriston (1981) überein, in der 

die Mitteldarmdrüse mit Hilfe radioaktiv markierter Aminosäuren als Expressionsort des 

Hämocyanins bei Homarus americanus beschrieben wurde. Im Gegensatz dazu wird 

das Pseudohämocyanin, das ebenfalls ein Mitglied der Hämocyaninsuperfamilie ist und 

eine nahe Sequenzverwandtschaft aufweist, im Herz und in den Ovarien exprimiert 

(Burmester, 1999). 
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1.1 Die Evolution der Hämocyanin-Untereinheiten dekapoder Crustaceen 

Durch umfangreiche Untersuchungen der Hämocyanine der dekapoden Crustaceen 

konnten drei immunologisch unterschiedliche Typen von Untereinheiten charakterisiert 

werden. Diese wurden mit α, β und γ bezeichnet (Markl, 1986). Die α-Untereinheit wird 

als Grundbaustein eines Hämocyanin-Hexamers angesehen, wobei die beiden 

anderen Typen aber essentiell für den Aufbau eines von 2x6 Aggregaten sind (Stöcker 

et al., 1988). Die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Hämocyanin Untereinheiten 

von Homarus americanus und Palinurus elephas gehören alle zum α-Typ. HamHcA 

teilt mit PelHc1 67,8% Identität im kodierenden Bereich, mit PelHc2 67,2% und mit 

PelHc3 67,5%. Im Stammbaum der Hämocyaninuntereinheiten der Crustaceen bilden 

sie mit allen anderen bekannten α-Untereinheiten einen gemeinsamen Ast, der mit 

Bootstrap-Werten von 100 abgesichert ist (Abb. 23 und 24). Untereinheiten des Typs γ 

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 β–Typs liegen bislang nicht vor. Anhand der 

Aufspaltungsereignisse innerhalb der Dekapoda und den dazugehörigen 

paläontologische Daten konnten die Aminosäure-Austauschraten ermittelt werden. 

Diese betragen 1,15 ± 0,04x10-9 Substitutionen pro Position und Jahr für die α-

Untereinheit und 1,48 ± 0,09x10-9 pro Position und Jahr für die γ-Untereinheit. Wie man 

sieht, unterscheiden sich α- und γ-Untereinheiten in ihren Evolutionsraten; die γ–

Untereinheit evolviert etwa 25% schneller als die α–Untereinheit. Dies passt zu der 

Hypothese, dass die α-Untereinheit stammesgeschichtlich älter ist bzw. eine stärker 

konservierte Oberflächenstruktur hat. Aus diesem Grund können Antikörper, die gegen 

diesen Untereinheitstyp hergestellt wurden, mit Hämocyaninen nicht-dekapoder 

Malakostraka kreuzreagieren (siehe auch Markl, 1986; Burmester, 2001). 

Um einen linearisierten Stammbaum zu erstellen wurden Daten aus paläontologischen 

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 übertragen wurden. Legt man 

dann eine Zeitachse an, so sieht man, dass sich der α- vom γ-Typ vor 214 ± 14 

Millionen Jahren trennte und die Pseudohämocyanine vor etwa 238 ± 27 Millionen 

Jahren aus den Hämocyaninen entstanden 
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Abb. 37: Linearisierter Stammbaum der Hämocyanine und Pseudohämocyanine der Crustacea 

Dieser Stammbaum wurde unter Annahme einer molekularen Uhr erstellt und mit Hilfe paläontologischer 

Daten (Briggs et al., 1993) berechnet. CmaCC1, Cancer magister Cryptocyanin1; HamPHc1, Homarus 

americanus Pseudohämocyanin 1; HamPHc2, Homarus americanus Pseudohämocyanin 2; PinHcA bis C, 

Panulirus interuptus Hämocyanin; CmaHc6; Cancer magister Hämocyanin 6; CsaHc, Callinectes sapidus 

Hämocyanin; PvaHc, Penaeus vanamei Hämocyanin; PvuHc, Palinurus vulgaris Hämocyanin; PelHc1 bis 

3, Palinurus elephas Hämocyanin; HamHcA, Homarus americanus Hämocyaninuntereinheit A,  
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2. Die Hämocyanine der Myriapoden 

Lange Zeit nahm man an, dass die Myriapoden aufgrund ihres sehr gut ausgebildeten 

Tracheensystems kein respiratorisches Protein für den Transport von Sauerstoff 

brauchen. Die Präsenz eines 6x6 Hämocyanins bei einem Chilopoden (Hundertfüßer) 

dem Spinnenläufer Scutigera coleoptrata wurde als Ausnahme betrachtet und mit dem 

blind endenden Tracheensystem und der ungeheuren Schnelligkeit dieser Tiere erklärt 

(Mangum et al., 1985, Gebauer und Markl, 1999). Vor kurzem wurde in der 

Arbeitsgruppe ein Hämocyanin bei einem anderen Myriapoden (Spirostreptus spec.) 

identifiziert (Jaenicke et al., 1999). Es handelt sich hierbei um einen Diplopoden 

(Doppelfüßer), der weder über ein blind endendes Tracheensystem verfügt, noch sich 

durch extreme Schnelligkeit auszeichnet. Damit konnte Hämocyanin bei Vertretern 

beider Großgruppen gezeigt werden. Wie bei Hämocyanin von Scutigera handelt es 

sich bei Spirostreptus-Hämocyanin um ein 6x6 Molekül. Diese Quartärstruktur 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 Myriapodenhämocyanine unterscheiden sich wesentlich in ihren 

Sauerstoffbindungseigenschaften. Das Hämocyanin von S. coleoptrata hat eine 

vergleichsweise geringe Sauerstoffaffinität (P50 = 55 Torr), jedoch eine hohe 

Kooperativität (h = 8,9). Bei dem Hämocyanin von Spirostreptus sind die Verhältnisse 

umgekehrt (P50 = 4,7 Torr; h = 1,3). Anhand dieser Daten lässt sich spekulieren, dass 

das Hämocyanin bei Scutigera eher eine Sauerstofftransportfunktion hat, während es 

bei Spirostreptus in erster Linie als Sauerstoffspeicher dient (siehe unten). 

 

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Hämocyaninsequenz von Spirostreptus spec. 

handelt es sich um die erste eines Diplopoden. Es ist ein Protein mit 653 Aminosäuren 

und einer Molekülmasse von 75,5 kDa. Diese Daten stimmen mit der oberen Bande 

einer SDS-PAGE überein und die Sequenz wurde deshalb mit SpiHc1 benannt (siehe 

Abb. 25). Die Sequenz des Spirostreptus-Hämocyanins besitzt alle für ein 

sauerstofftransportierendes Hämocyanin notwendigen Aminosäuren. 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 

hämocyaninähnlichen Proteinen. Es besitzt ein typisches N-terminales Signalpeptid, 

das für den intrazellulären Transfer des Proteins in das endoplasmatische Retikulum 

notwendig ist. Den Cheliceraten fehlt dieses Signalpeptid, da das Hämocyanin dieser 

Tiere im Cytosol synthetisiert wird (Fahrenbach, 1970; Markl et al., 1988; Markl und 
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Decker, 1992). Im Gegensatz dazu besitzen die Hämocyanine 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 Hämocyanins bei Spirostreptus ebenfalls am 

rauhen endoplasmatischen Retikulum und nicht an Polysomen im Cytosol stattfindet. 

Über den Syntheseort des Hämocyanins der Diplopoden gibt es keine genauen 

Informationen. Eine RT-PCR mit Hämocyanin-spezifischen Primern verschiedener 

Gewebe von Spirostreptus spec. ergab Hinweise auf Hämocyanin-mRNA im 

Kopfbereich und in den Blutzellen. Dies muss jedoch durch genauere Analysen 

überprüft werden. 

Die Sequenz von Spirostreptus-Hämocyanin besteht dennoch aus drei Domänen, 

wobei interessanterweise die bei den Crustaceen-Hämocyaninen vorhandene alpha-

Helix 1.2 der ersten strukturellen Domäne deletiert ist (siehe Multisequenzalignment im 

Anhang). Diese Deletion kann man auch bei den Cheliceratenhämocyaninen 

beobachten. Aufgrund dieser strukturellen Ähnlichkeit könnte man eine nähere 

Verwandtschaft der Cheliceraten und Myriapoden postulieren (vergl. Friedrich und 

Tautz, 1995; Hwang et al., 2001). Die phylogenetische Einordnung des 

Myriapodenhämocyanins wird in Kapitel D 2.1 diskutiert. 

 

Gebauer und Markl (1999) fanden beim Hämocyanin von Scutigera coleoptrata vier 

verschiedene Untereinheiten, die sie mit a, b, c 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 Hämocyanin-Untereinheiten 

(ScoHc1 und ScoHc2) (Abb. 28 und 29). Beide besitzen ein Signalpeptid. Bei einem 

Vergleich der N-terminalen, durch eine Proteinsequenzierung ermittelten Sequenzen 

mit den cDNA-Klonen zeigte sich, dass ScoHc1 der SDS-Bande A zugeordnet werden 

kann. Die Sequenzen unterscheiden sich allerdings in zwei Aminosäuren. Dieser 

Unterschied kann mit der oben erwähnten Heterogenität der Untereinheiten 

zusammenhängen. 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 erwähnt, immunbiochemisch vier distinkte 

Untereinheiten identifiziert werden konnten (Gebauer und Markl, 1999). Die beiden 

sequenzierten Hämocyaninuntereinheiten von S. coleoptrata zeichnen sich ebenfalls 

durch hochkonservierte Aminosäuren im Bereich der Kupferbindungsstellen als echte  

Sauerstofftransportproteine aus (Abb. 38). 
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2.1 Phylogenie des Myriapoden-Hämocyanins 

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 

Überklasse „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 früh auf das Heftigste 

abgelehnt (Börner, 1909). Neuere Sequenzdaten und vergleichend- 

entwicklungsbiologische Untersuchungen lieferten jedoch immer stärkere 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 wären nach diesen Befunden eher mit den Crustacea 

verwandt. Es gibt sogar ein „Pancrustacea“-Konzept (García-Machado et al., 1999; 

Wilson et al., 2000; Burmester, 2001; Regier und Shultz, 2001), d.h., die Insecta 

würden sich innerhalb der dementsprechend paraphyletischen Crustacea anordnen. 

Die phylogenetische Stellung der Myriapoda wird allerdings in keiner dieser Arbeiten 

zuverlässig aufgelöst und es gibt verschiedene Evolutionsmodelle, die diskutiert 

werden können (Abb. 41). In eigenen phylogenetischen Untersuchungen bildeten die 

Hämocyanine 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 Hämocyanin kann als ein weiteres Argument für 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. SpiHc1 von Spirostreptus 

gruppiert stets mit ScoHc1 von Scutigera. Die beiden Untereinheiten zeigen eine 

Sequenzidentität von 50,5%. Die andere Hämocyaninuntereinheit ScoHc2 von S. 

coleoptrata hat nur 44,6% Sequenzidentität mit SpiHc1 und zweigt früher im 

Stammbaum ab (Abb. 30 und 31). Die Position der Myriapodenhämocyanine im 

Stammbaum zueinander ist mit einer hohen statistischen Wahrscheinlichkeit gesichert 

(Abb. 30 und 31; ScoHc2: 100%; SpiHc1/ScoHc1: 47 und 84%). Es war jedoch anhand 

der Hämocyanin-Sequenzen nicht genau möglich die phylogenetische Stellung der 

Myriapoda relativ zu den anderen Großgruppen der Arthropoden zu zeigen. 

Berechnungen mit der „Neighbor Joining“ Methode favorisieren ein 

Schwestergruppenverhältnis der Myriapoda mit den Crustacea. Dieses Ergebnis wäre 
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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 wären 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 für ein 

Schwestergruppenverhältnis 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 größte Ähnlichkeit mit den 

Cheliceratenhämocyaninen (39-45% Identität, gegenüber 28,8-34,1% Identität mit 

Crustaceen und 32-37,6% Identität mit Insekten) (siehe Tab. 2). Obwohl es keine 

starken morphologischen Hinweise darauf gibt, muss man aus diesen Gründen einen 

gemeinsamen Ursprung der Chelicerata und Myriapoda ernsthaft annehmen. Neueste 

Untersuchungen mitochondrialer Proteinsequenzen stützen diese Hypothese (Hwang 

et al., 2001). Die phylogenetischen Zusammenhänge der Arthropodenevolution werden 

weiter unten noch ausführlich diskutiert (siehe D 4). Aufgrund dieser Ergebnisse kann 

man aber auf jeden Fall postulieren, dass die Tracheata (Abb. 41A) mit großer 

Wahrscheinlichkeit nicht existieren. 
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3. Hämocyanin bei den Onychophora (Stummelfüßer) 

Onychophora werden meist als Proarthropoda angesehen, wobei ihre genaue Stellung 

im Stammbaum der Arthropoda umstritten ist. Es wurde lange angenommen, dass bei 

den Onychophora, ähnlich wie bei den Myriapoda, aufgrund ihres gut ausgebildeten 

Tracheensystems ein respiratorisches Protein in der Hämolymphe überflüssig sei 

(Ellerton et al., 1983). Erst durch die hier durchgeführten Untersuchungen konnte ein 

Hämocyanin nachgewiesen werden, womit auch zum ersten Mal die Existenz eines 

Arthropodenhämocyanins außerhalb der Euarthropoda belegt wurde. Es wurden uns 

einige Exemplare von Epiperipatus spec. von Frau Dr. H. Ruhberg (Universität 

Hamburg) freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die Untersuchung der 

Hämolymphproteine gestaltete sich zunächst schwierig, da die Entnahme der 

Hämolymphe aufgrund der weichen Haut der Tiere und der geringen Menge an Blut 

äußerst diffizil war. Auch ist die Hämocyaninkonzentration im Blut äußerst gering (etwa 

5 bis 10 % der Gesamtproteinkonzentration, die mit 10 bis 20 mg/ml ebenfalls gering 

ist). Daher ist es uns bisher nicht gelungen, Hämocyanin in ausreichender Menge zu 

reinigen, um weitergehende Experimente wie z.B. die Aufnahme von 

Sauerstoffbindungskurven zu ermöglichen. Auch konnte aufgrund der geringen Menge 

an Hämolymphe kein spezifischer Antikörper gegen Hämocyanin hergestellt werden. 

Tests auf eine Phenoloxidaseaktivität des Proteins, die am Institut für molekulare 

Biophysik durchgeführt wurden, hatten ein negatives Ergebnis (siehe C3.2, Abb.33). 

Ich konnte jedoch die cDNA des Hämocyanins von Epiperipatus spec. klonieren. Es 

weist alle typischen Motive eines „echten“ Hämocyanins auf. Interessanterweise fehlt 

beim Onychophoren-Hämocyanin, ähnlich dem der Cheliceraten, ein Signalpeptid, 

welches für den Transmembrantransport zuständig wäre. Dies lässt 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). Über all diese Mechanismen ist jedoch nur eine Spekulation möglich, da es zum 

Hämocyanin der Onychophoren bisher keine weiteren biochemischen oder 

histologischen Daten gibt. Bei einem Vergleich der Sequenzen der Hämocyanine 

anderer Arthropoden ergab sich die höchste Ähnlichkeit mit denen der Cheliceraten 

(EcaHcA: 38,8%, LpoHc2: 40,8%), wohingegen geringere Übereinstimmungen mit den 

Hämocyaninen der Myriapoden (SpiHc1: 34,4%, ScoHc1: 36,2%, ScoHc2: 36,1%), 

Crustaceen (HamHcA: 32,3%, PelHc1: 34,3%, PelHc2: 33,3%, PelHc3: 33,8%) und 

Insekten zu beobachten waren (SamHc: 34,6%). Die Phenoloxidasen zeigen eine 

Übereinstimmung von 37% (PlePPO) (Sequenzidentitäten siehe Tab. 2). Trotz der 

relativ hohen Sequenzähnlichkeit des Onychophorenhämocyanins mit der 
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Phenoloxidase sprechen alle anderen Merkmale des Proteins für ein „echtes“ 

Hämocyanin. 

3.1 Die Evolution des Hämocyanins der Onychophora 

Die phylogenetische Stellung der Onychophoren in Bezug auf die Arthropoden ist von 

großem 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 zurück (Hou und Bergström, 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 zuverlässigen Auflösung der phylogenetischen 

Stellung der Onychophora. Erst neuere Ergebnisse von Regier und Shultz (2001), die 

kernkodierte Sequenzen verwendeten (Elongationsfaktor 1α und DNA-Polymerase II), 

sind vergleichbar mit den Ergebnissen, die mit Hämocyanin ermittelt wurden. Bei einer 

phylogenetischen Analyse des Epiperipatus-Hämocyanins und anderer 

Arthropodenhämocyanine sowie Phenoloxidasen mit der Distanzmatrix-orientierten 

„Neighbor Joining“-Methode steht das Onychophorenhämocyanin eindeutig an basaler 

Position in einem Schwestergruppenverhältnis zu allen anderen Arthropoda (Abb. 35). 

Dies kann man als eine starke Stütze 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 für eine „long branch attraction“ diskutiert 

werden. Dabei handelt es sich um ein Phänomen, 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 Äste eines Stammbaums zu bündeln (Felsenstein, 1978).  
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4. Evolution der Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoden  

Die Mitglieder der Hämocyaninsuperfamilie zeichnen sich alle durch große 

Übereinstimmungen ihrer Tertiär-, sowie Quartärstrukturen 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 älteste 

Verzweigungspunkt der Hämocyaninsuperfamilie ist wohl der zwischen den 

respiratorischen Hämocyaninen und den sauerstoffumsetzenden Phenoloxidasen. 

Beide weisen starke strukturelle Ähnlichkeiten auf und es scheint möglich, dass eine 

Phenoloxidase im Laufe der Evolution in ein Sauerstofftransportprotein umgewandelt 

wurde (Markl und Decker, 1992; Burmester, 2001). Bei einem Alignment verschiedener 

Hämocyanine und Prophenoloxidasen kann man erkennen, dass die Aminosäuren der 

beiden Kupferbindungsstellen absolut konserviert sind. Das gilt nicht nur für die 

Histidine, die einen wesentlich Anteil an der Bindung des Sauerstoffs haben, sondern 

auch für viele andere Bereiche (Abb. 38). Das läßt den gemeinsamen Ursprung der 

Hämocyanine und Prophenoloxidasen erahnen. Auch die hexamere Grundstruktur ist 

bei allen Arthropdenhämocyaninen gut konserviert und zweifellos ging die Evolution 

der Arthropodenhämocyanine von einem Hexamer aus. Die Bildung von Oligo-

Hexameren entwickelte sich bei Crustaceen, Cheliceraten und Myriapoden 

wahrscheinlich unabhängig voneinander (Markl und Decker, 1992; van Holde und 

Miller, 1995; Burmester, 2002). Während bei den Crustacea und Chelicerata die 

Struktur des Hämocyanins 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 114 

CuA-Bindungsstelle 
 
PlePPO : VSYWREDFGINSHHWHWHLVYPIEM-----NVNRDRKGELFYYMHQQMVARYD 
PmoPPO : ISYWREDYGINVHHWHWHLIYPPAM-----GFDRDRKGELFYYMHQQVIARYD 
OnyHc  : LSYFREDIAINSHHWHWHVIYPVGS-NPS-DKKINRKGELFYYMHEQMLARYD 
EcaHcB : LAYYREDIGVNAHHWHWHLVYPATWRPEVVHRIKDRKGELFFYMHQQMCARYD 
SpiHc  : VDYFTEDLGMNSHHYHWHVLHPSIWTQDI-G-EKSKLGELFYWMHRQMVARFD 
ScoHc1 : LSYFLEDIGMNSHHYHWHVVHPAVWLPKH-GPRKDRKGELFYYMHHQMVARYD 
ScoHc2 : LLYFLEDLGMNSHHHHWHVIHPAIWLPKH-GGVKDRKGELFFYMHKQMVARYD 
HamHcA : VAYFGEDIGLNIHHVTWHMDFPFWWKDSY-GYHLDRKGELFFWAHHQLTVRFD 
PelHc1 : VAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWWDDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFD 
PelHc2 : VAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWWQDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFD 
PelHc3 : VAYFGEDIGMNIHHVTWHMDFPFWWDDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFD 
SamHc  : VAYLGEDLGMNSHHSQWHMDFPFWWKEDEYGIRKERKGELFYYMHHQLIARFD 
 
 
 

CuB-Bindungsstelle 
 
PlePPO : GDLHNTGHVLLAFCHDNDNSHREEIGVMGDSATALRDPVFYRWHKFVDDIFQ 
PmoPPO : GDLHNRGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVFFRLHKLVDDLFQ 
OnyHc  : GDLHNTGHVMLATAHDPDKRFNSSDGVMGFVQTALRDPLFYRWHKHIDNLLQ 
EcaHcB : GSLHNWGHVIMSAVDDPDGRYQLNPGVMSDTATSLRDPIFYRWHRFIDDMFQ 
SpiHc  : GNLHSYAHVIAARIADSDGEHMEDNGAMYDVATSARDPLFYSWHKFIDKLFT 
ScoHc1 : GNIHCYAHVMAARIADPDGRYGEDNGVMHDVATSARDPLFYRWHKFIDNIFL 
ScoHc2 : GNLHCYAHVIAGKVTDPQSTYGEKNGAMYDVATSARDPLFYSWHKFIDNIFQ 
HamHcA : GALHNTAHIMLGRQGDPHGKFNMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFK 
PelHc1 : GSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFK 
PelHc2 : GSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFK 
PelHc3 : GSLHNTAHMMLGRQGDPHGKFNMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFK 
SamHc  : GALHNYGHIMLGQITDPKRKFNMPPGVMEHFETATRDPAFFRLHKYIDNLFY 
 
 

 

Abb. 38: Kupferbindungsstellen der Hämocyanine und Phenoloxidasen verschiedener 

Arthropoden. 

Die konservierten Bereiche sind wie folgt farbig unterlegt : rot = 100%, blau = 75 % und grün = 50% 

konserviert. PlePPO, Pastifastacus leniusculus Prophenoloxidase; PmoPPO, Penaeus monodon 

Prophenoloxidase; OnyHc; Epiperipatus spec. Hämocyanin; EcaHcB, Eurypelma californicum  Hämocyanin 

a; SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin 1; ScoHc1 und 2, Scutigera coleoptrata Hämocyanin 1 und 2, 

HamHcA, Homarus americanus Hämocyanin A, PelHc1 bis 3, Palinurus elephas Hämocyanin, SamHc, 

Schistocerca americana Hämocyanin. 
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In einer Ähnlichkeitsanalyse wurden einige Sequenzen von Hämocyaninen und 

Phenoloxidasen mit dem Programm ClustalX paarweise miteinander verglichen und die 

Identitäten in Prozent berechnet. Dabei kann man sehen, dass die Hämocyanine mit 

Phenoloxidasen etwa 30-40% Sequenzidentität besitzen. Betrachtet man die 

Primärstrukturen der Myriapoda, so kann man feststellen, dass SpiHc1 eine größere 

Ähnlichkeit mit ScoHc1 aufweist als mit ScoHc2 (50,5 respektive 44,6% Identität). Die 

Äste gruppieren sich auch dementsprechend im Stammbaum (Abb. 30 und 31). 

Betrachtet man die Sequenzähnlichkeiten der Myriapoden-Hämocyanine mit anderen 

Arthropoden-Hämocyaninen, fällt auf, dass es bis 42% identisch mit den Cheliceraten-

Hämocyaninen ist, mit dem Insekten Hämocyanin jedoch nur etwa 35%. Innerhalb der 

drei Hämocyanin-Sequenzen der Languste Palinurus elephas herrscht eine 

Übereinstimmung von 94 bis 96%, wobei mit der nahe verwandten Languste Panulirus 

interruptus nur eine Identität von ca. 80% besteht. Das Insekten-Hämocyanin besitzt 

deutlich mehr Identitäten mit den Hämocyaninen der Crustaceen als mit jenen 

Arthropoden oder mit den Prophenoloxidasen. 

Anhand dieser Übereinstimmungen in der Struktur der Hämocyanine und 

Prophenoloxidasen kann man von einem gemeinsmen Ursprung dieser Proteine 

ausgehen. 

 



  

 PlePPO OnyHc EcaHcA LpoHc2 SpiHc1 ScoHc1 ScoHc2 HamHcA PinHcB 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 

EcaHcA 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 

SpiHc1 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 

ScoHc1 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 

PinHcB 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 

PinHcA 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 

PelHc1 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 

PelHc2 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 

PelHc3 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: Sequenzidentitäten (%) der Primärstrukturen verschiedener Hämocyanine und Prophenoloxidasen der Arthropoda. PlePPO, Pastifastacus leniusculus PPO; 

OnyHc, Epiperipatus spec. Hämocyanin; EcaHcA, Eurypelma californicum  Hämocyanin; SamHc, Schistocerca americana Hämocyanin; LpoHc2, Limulus polyphemus 

Hämocyanin; ScoHc1 und 2, Scutigera coleoptrata Hämocyanin; SpiHc1, Spirostreptus spec. Hämocyanin;  PinHcA, B und C, Panulirus interruptus Hämocyanin C; HamHcA, 

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

Betrachtet man die Evolution eines Proteins, so kann man daraus Rückschlüsse auf 

die Evolution des Tieres ziehen, denn die Funktion eines Proteins und die 

Anpassungen auf molekularer Ebene spiegeln die Veränderungen der gesamten 

Spezies wieder. Man kann dementsprechend sagen, dass die Proteine eines 

Organismus dessen phylogenetische Geschichte teilen und physiologische 

Anpassungen während der Evolution auf Veränderungen der Proteinsequenzen zurück 

gehen. Die Methoden der molekularen Phylogenie haben in letzter Zeit sehr zum 

Verständnis, 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 können. Es ist möglich 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 über den Zeitpunkt 

bestimmter Aufspaltungsereignisse in einem solchen Stammbaum treffen. 

In einer Analyse aller bekannten Sequenzen von Arthropodenhämocyaninen und 

Prophenoloxidasen in die auch sämtliche Ergebnisse dieser Arbeit miteinbezogen 

wurden, wurden die Verwandtschaftsverhältnisse innerhalb der 

Hämocyaninsuperfamilie untersucht. Da eine externe Außengruppe fehlt, wurde der 

Stammbaum nach Burmester (2001) mit den Phenoloxidasen gewurzelt. Jedes andere 

Konzept der Evolution der Hämocyaninsuperfamilie der Arthropoda würde eine 

mehrfache und unabhängige Entstehung von Hämocyaninen 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 Schwestergruppenverhältnis zu allen anderen Arthropoden. Ein 

Schwestergruppenverhältnis der Insecta und Crustacea ist mit einem Bootstrap-Wert 

von 100 gut unterstützt (Abb. 39) (Brusca und Brusca, 1990; Friedrich und Tautz, 1995; 

Dohle, 1997). Die genaue phylogenetische Position der Myriapoda kann jedoch nicht 

aufgelöst werden. Sie stehen entweder in einem Schwestergruppenverhältnis 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. 

 

 

 
 

Abb. 39: Vereinfachte Darstellung der molekularen Phylogenie der Hämocyaninsuperfamilie der 

Arthropoda 

Stammbaum nach der „Neighbor Joining“ Methode. Es wurden 34 Hämocyanin-, bzw. 

Phenoloxidasesequenzen verwendet. Die Zahlen an den Verzweigungspunkten der Äste geben die 

„Bootstrap“-Unterstützungswerte an. 
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Unter der Annahme einer molekularen Uhr kann man davon ausgehen, dass sich die 

Cheliceraten- und die Crustaceenhämocyanine vor 600 Millionen Jahren voneinander 

trennten, mit der Aufspaltung der Arthropodenunterstämme (Abb. 40). Man kann also 

vermuten, dass die Evolution der Hämocyanine gemäß der Phylogenie der 

Arthropodenunterstämme erfolgte (Burmester, 2001).  
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Abb. 40: Zeitskala der Evolution der Hämocyaninsuperfamilie 

Der vereinfachte linearisierte Stammbaum wurde auf der Basis von Proteindistanzen berechnet und mit 

paläontologischen 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 Schwestergruppenverhältnis der Myriapoda 

mit den Hexapoda und Crustacea (Pancrustacea). Diese phylogenetische Position 

stimmt mit der „Mandibulata“-Hypothese überein. (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 müssen 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 Erwägung gezogen werden müssen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 Aufklärung der Struktur und 

Evolution des Hämocyanins der Arthropoda beigetragen werden konnten, so sind doch 

noch zahlreiche Fragen offen. Innerhalb der Crustacea wären vor allem molekulare 

Daten zu nicht-dekapoden Malakostraken interessant (siehe Yager, 1991; Hodgson 

and Spicer, 2001) und es fehlen Sequenzdaten der β–Untereinheit, die zum besseren 

Verständnis der Evolution und Diversität der Hämocyaninuntereinheiten der 

Crustaceen beitragen könnten. Auch die Untersuchung weiterer Großgruppen der 

Myriapoda (Symphyla und Pauropoda) könnte deren phylogenetische Stellung klären. 

Ebenso wichtig wäre eine Identifizierung weiterer Mitglieder der 

Hämocyaninsuperfamilie, wie die eventueller Prophenoloxidasen der Myriapoda bzw. 

Onychophora. Neben der Abklärung der Großgruppenverhältnisse könnte man sich 

vermittels Hämocyaninsequenzen 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 Hämocyanin transportiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das 

Hämocyanin einiger Vertreter der Arthropoden biochemisch und molekularbiologisch 

untersucht. Dazu wurden cDNA-Expressionsbanken eines Hummers (Homarus 

americanus), einer Languste (Palinurus elephas = Palinurus vulgaris), eines 

Diplopoden (Spirostreptus spec.), eines Chilopoden (Scutigera coleoptrata) und eines 

Onychophoren (Epiperipatus spec.) erstellt und mit Antikörpern nach Hämocyanin 

durchsucht. Bei H. americanus, P. elephas und S.coleoptrata konnten mit dieser 

Methode bisher unbekannte Hämocyaninuntereinheiten vollständig sequenziert 

werden. Bei den Crustaceen konnten vier Untereinheiten isoliert werden, bei denen es 

sich um Hämocyanine des α-Typs handelt. Bei S. coleoptrata wurden zwei 

unterschiedliche Untereinheiten gefunden. Die Hämocyaninsequenz von Spirostreptus 

spec. wurde durch eine RT-PCR und ein anschließendes 5´-RACE vervollständigt. Erst 

seit einiger Zeit ist das Hämocyanin bei Myriapoden biochemisch charakterisiert und 

bei den in diesen Untersuchungen ermittelten Hämocyaninsequenzen 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 Hämocyanins 

amplifiziert und mit Sondenscreening ein kompletter Hämocyaninklon aus der cDNA-

Bank isoliert werden. Hier handelt es sich um den ersten Hinweis, dass Onychophoren 

über ein respiratorisches Protein verfügen. In einer phylogenetischen Analyse der 

Hämocyaninsequenzen konnte ein Stammbaum der Hämocyaninsuperfamilie erstellt 

werden. Innerhalb der Crustacea ordnen sich die verschiedenen Untereinheiten (α-, β- 

und γ-Typ) in distinkten Ästen an. Die Hämocyanine 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 

Hämocyaninsequenzen die phylogenetische Stellung der Myriapoda nicht zuverlässig 

aufgelöst 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 können somit als 

Proarthropoda angesprochen werden. 
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F. Anhang 

1. Verwendete Abkürzungen 

AauHc Androctonus australis Hämocyanin 

AK Antikörper 

Amp Ampicillin 

AP Alkalische Phosphatase 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

AS Aminosäure 

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

bp Basenpaar 

CmaHc Cancer magister Hämocyanin 

Csa Hc Callinectes sapidus Hämocyanin 

cDNA Koplementäre Desoxyribonukleinsäue 

Da Dalton 

dCTP 2´-Desoxy-Cytosintriphosphat 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DNA Desoyribonukleinsäure 

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat 

DS Downstream 

dTTP 2´-Desoxy-Thymidintriphosphat 

EcaHc Eurypelma californicum Hämocyanin 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

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

g Erdbeschleunigung 

GITC/GTC Guanidinthiocyanat 

HamHcA Homarus americanus Hämocyanin A 

H2O Wasser 

H2Odest. Destilliertes Wasser 

Hc Hämocyanin 

Ig Immunglobulin 

IgG Immunglobulin G 

IPTG Isopropyl-1-Thio-β-D-Galactopyranosid 

Kan Kanamycin 

kb Kilobasen 
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kDa Kilodalton 

LB Luria-Bertani 

LpoHc Limulus polyphemus Hämocyanin 

MCS Multiple cloning site 

MOPS 3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsäure Natriumsalz 

MMLV-RT Moloney murine leukemia virus Reverse Transkriptase 

mRNA Messenger RNA 

NaCl Natriumchlorid 

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid 

NRP Nichtrespiratorisches Protein 

OD Optische Dichte 

OnyHc Epiperipatus Hämocyanin (Onychophora) 

ORF Open reading frame 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PelHc Palinurus elephas Hämocyanin 

pfu Plaque forming units 

PinHc Panulirus interruptus Hämocyanin 

PvaHc Pennaeus vanamei Hämocyanin 

RNA Ribonukleinsäure 

rRNA Ribosomale RNA 

RT Reverse Transkriptase 

RT Raumtemperatur 

SamHc Schistocerca americana Hämocyanin 

ScoHc Scutigera coleoptrata Hämocyanin 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SpiHc Spirostreptus spec. Hämocyanin 

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  Hämocyanin 

UE Untereinheit 
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US Upstream 

UTR Untranslated region 

UV Ultraviolett 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Gewicht pro Volumen 

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

2. Abkürzungscodes der Aminosäuren 

 

A Ala Alanin    M Met Methionin 

C Cys Cystein   N Asn Asparagin 

D Asp Aspartat   P Pro Prolin 

E Glu Glutamat   Q Gln Glutamin 

F Phe Phenylalanin   R Arg Arginin 

G Gly Glycin    S Ser Serin 

H His Histidin   T Thr Threonin 

I Ile Isoleucin   V Val Valin 

K Lys Lysin    W Trp Tryptophan 

L Leu Leucin    Y Tyr Tyrosin 

3. IUPAC-Codes für degenerierte Nukleotide 

M A oder C 

R A oder G 

W A oder T 

S C oder G 

Y C oder T 

K G oder T 

N alle vier Nukleotide 

B nicht A 

D nicht C 

H nicht G 

V nicht T 



Anhang 126 

4. Verwendete Primer 

4.1 Degenerierte Primer 

Bezeichnung Sequenz (in 5´- 3´Richtung) 

CGW1 GGC CAN CCR CAR TGR 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 GAN TTY CCN TTY TGG TGG 

CuA-D CAY CAY TGG CAY TGG CAY 

CuA-YM TAY ATG CAY CAR CAR ATG TG 

CuB-1 ACR TGN CCC CAR TTR TG 

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

CuBCr-2 AAR ATR TTR TCC ATR TAY 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anhang 127 

4.2 Spezifische Primer 

14.2 CTT TGA GAC TGC CAC CCG C 

312.1 T3 TCT TCG GTG ACT GTT CCT G 

312.1 T7 CAG GAA CAG TCA CCG AAG A 

321.1 CTT GTA GAA CTT GTC CAT C 

612.1 ACC TCC ACT CTA CGA AAT C 

CT 5´PCR Primer AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT 

Ony 1 GAT GGA TAC TTT GGA TAA CAC TGT C 

Ony 2 GTG CAG TGT AAC ATT TGA ATC TTC TG 

Ony 3´ CGT GCA TAT AGT AAA ATA ATT CTC C 

Ony 5´ GCA CGA GCA AAT GTT AGC TCG C 

PalHc3 CAG CTT GGT GCT TCA GCG ATT C 

PalHc5 CAC ACT ATT ATG GTT CCC TAC AC 

Pal 5-2 CCT CCA CTC TAC GAA GTC AC 

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 AAA GTA AGG C 

Sc.intern3 GTG GGT GTC TCA CAG GTC TTT C 

Sc1 GAG GAT CTG TTC TTG TAC GCC CTG TC 

Sc2 GCA CAC AGA CCC GAC TGC CAG GGA G 

Sc3´ CTG ACG GAC GCT GTT CTT ACC 

ScHc2intern CGA ACG CGG TCA CCC ATA CAT ATT G 

ScPCR 1 GAG AGG GCG TAC AAG AAC AGA TCC TC 

ScPCR 2 TCC CTG GCA GTC GGG TCT GTG TGC 

Spi 1 TAG ATG TGG TCA ACA GGC ATG G 

Spi 10 AAT ATC TTG TGT CCA GAT GGA TGG 

Spi 11 CAG TAG AAT AGT TCT CCA AGT TTG GA 

Spi 12 TTC GAA TGT 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 TCA ATG TGG 

Spi 4 TCT TGG CAG CCA AAT ACG AC 

Spi 5 CGA GTG GCC TTT TGT CTA G 
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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 CAA ATC TGG 

Spi 9 GCA ACC ATT TGT CGG TGC ATC C 

 

5. Übersicht über alle ermittelten Hämocyanin-Untereinheiten 

Hämocyanin 

Untereinheit 

cDNA  

bp 

Protein  

AS 

Molekülmasse 

kDa 

IEP  

pH 

HamHcA 1962 654 75,5 5,89 

PelHc1 1971 657 75 5,21 

PelHc2 1974 658 75 5,22 

PelHc3 1974 658 75 5,47 

SpiHc1 1908 636 73,7 6,2 

ScoHc1 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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                   *        20         *        40         *        60         *        80       
PlePPO  : MQVTQKLLRRDTEMADAQKQLLYLFERPYDPINAPRADGSFLYAVAGA--------------DTVATRFGVAPTSTVTVP :  66 
PmoPPO  : -------------MANDQQRLLYLFELPQEDIQAPRGGGSVLFKLESD-----------EAPPSVATRVGVSPSVNLPVP :  56 
TmoPPO  : -------------MASKKNIL-LLFDRPREPVFIAKGSKKAVFSVPNEYLADK----YKPLGVALTNRFGEDAD--ERID :  60 
BmoPPO1 : -------------MSDAKNNLLLFFDRPSEPCFMQKGEENAVFEIPDNYYPEK----YQRVSNAIGNRFGSDAG--RMIP :  61 
BmoPPO2 : -------------MADVFESLELLFDRPNEPLITPKGENNSVFQLTEQFLTED----YANNGIELNNRFGDDAS--EKIP :  61 
BmoPPO3 : -------------MSDAKKNLLLFFDRPSEPCFMQKGEEKAVFDIPDNYYPEK----YQRVSNAISNRFGSDAG--RMIP :  61 
MsePPO1 : -------------MADIFDSFELLYDRPGEPMINTKGEDKVLFELTEQFLTPE----YANNGLELNNRFGDEEEVSRKII :  63 
MsePPO2 : -------------MTDAKNNLLYFFDRPNEPCFMQKGEDKVVFEIPDHYYPDK----YKSLSNTLSNRFGNEAT--KRIP :  61 
OnyHc   : ------------------------------MPST--SQQKEVLDFFNIPETRRVSRAKQKDKPSVIFK------------ :  36 
EcaHcB  : ------------------------------MPST-AEKQRRILPFFQFTSLST----KDKFGILVQRD------------ :  33 
EcaHcC  : ------------------------------MPSDANEMQARLLQLFEHSTLST----KAKFGLRVIRD------------ :  34 
EcaHcA  : ------------------------------M-TILHDKQVQALKLFEKLSVAA----TGEPVPADQID------------ :  33 
LpoHc2  : ---------------------------------TLHDKQIRICHLFEQLSSAT----VIGDGDKHKHS------------ :  31 
EcaHcD  : --------------------------------MTIADHQARILPLFKKLTSLS----PD-PLPEAERD------------ :  31 
EcaHcE  : --------------------------------MPDKQKQLRVISLFEHMTSIN----T--PLPRDQID------------ :  30 
EcaHcF  : --------------------------------MTVQDKQRQILPLFEHLTSLT----RG-GLDRTESD------------ :  31 
TtrHcA  : ---------------------------------TIKEKQASILALFEHLTSVP----KQ-HIPEKERD------------ :  30 
AauHc6  : ---------------------------------TVADKQARLMPLFKHLTALT----RE-KLPLDQRD------------ :  30 
EcaHcG  : -------------------------------MASIPEKQALILPLFEKLTSLT----KE-TPPRAQWD------------ :  32 
SpiHc   : --------MKLFILAVVLLATTAIAEKCP-KPVNVEAKQKMVDTLISYINKPA----NP-VPPKPPID------------ :  54 
ScoHc1  : -------MWSLALATLFVLGTVIRADQCPPVPADTKDKLEKILELIGHVNRPL----TP-ETPEPAGY------------ :  56 
ScoHc2  : --MDTRVLRLTLALVALSGVLADSESCSSAIVNDYKLKQKEIQHLVDTINKPV----YP-DFKDTRGI------------ :  61 
HamHcA  : ------------TLVAAAAAWPSFSYQNDASGDSTAKRQQDVNHLLDRIYDHL----HYSDLKQISETFSPEADTSMYTD :  64 
PinHcB  : ----------------------------DALGTGNANKQQDINHLLDKIYEPT----KYPDLKDIAENFNPLGDTSIYND :  48 
PinHcA  : ----------------------------DALGTGNAQKQQDINHLLDKIYEPT----KYPDLKDIAENFNPLGDTSIYND :  48 
PvuHc   : ----------------------------DVHSSDNAHKQHDVNHLLDKIYEPI----KDEKLHNTAHTFNPVADTSIYGD :  48 
PelHc1  : KVLVLCALVATAAAWPSFSGELTNGFQSDVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI----KDEELHNIAQTFDPVADTSIYGD :  76 
PelHc2  : KVLVLCALVATAAAWPSFSGELTNGFQSDVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI----KDEELHNIAQTFDPVADTSIYVD :  76 
PelHc3  : KVLVLCALVATAAAWPSFSGELTNGFQSDVHSSDNAHKQQDVNHLLDKIYEPI----KDEKLHNTAQTFDPVADTSIYGD :  76 
CmaHc6  : ----------------------------TAGGAFDAQKQHDVNSALWKVYEDI----QDPHLIQLSQNFDPL--SGHYDD :  46 
CsaHc   : ----MKLLLLCALVAGASAWPNFGMMADSPGGASNAQKQHDVNSILWKVYEEI----RDPHLKELSQSFDPL--SGHYDD :  70 
PvaHc1  : ----------LLALVAAAAAWPNFGFQSDAGGESDAQKQHDVNFLLHKIYGNI----RYSDLKAKADSFDPAGRFGSYSD :  66 
PvaHc   : --------------MRVLVVLGLVAAAAFQVASADVQQQKDVLYLLNKIYGDI----QDGDLLATANSFDPVGNLGSYSD :  62 
PinHcC  : ----------------------ADCQAGDSADKLLAQKQHDVNYLVYKLYGDI----RDDHLKELGETFNPQGDLLLYHD :  54 
SamHc   : ----MRLMWLAVLVVAVALGGAQAGIGDVPADKPFLMKQREVLRLFNKVHEPN----RYKEQVELGNAYEPLNS-LPRYR :  71 
 
 
 
                   *       100         *       120         *       140         *       160       
PlePPO  : ARPDAD--RRLLGRAPSVPRGAVFSFFIRSHREAARDLCDVLMKTQ--NSTDLMQLAASVRRHVNENLFIYALSFTILRK : 142 
PmoPPO  : ERKDVT--LQDLGTATSVPKGSAFSFFIASHRKAARDLCDFFMKTS--GAEDLMQVAARVHGKVNETLFVYAISFVILRK : 132 
TmoPPO  : VKKIS---IPPFGEILELSRDENFSLFIPKHRRIAGRLIDIFLGMR--NVDDLVSVAVYARDRVNPYLFNYALSVAILHR : 135 
BmoPPO1 : IRNIA---LPNLDLPMELPYNEQFSLFVPKHRKLAGRLIDIFMGMR--DVEDLQSVCSYCQLRINPYMFNYCLSVAILHR : 136 
BmoPPO2 : LKNLSK--LPEFKIATQLPKDAEFSLFLPKHQEMANELLGVLMDVPENELQDLLSTCAFARVNLNPQLFNYCYSVALMHR : 139 
BmoPPO3 : IRNIA---LPNLDLPMELPYNEQFSLFVPKHRQMAGKLIDIFMGMR--DVEDLQSICAYCQLRINPYMFNYCLSVAILHR : 136 
MsePPO1 : LKNLDK--IPEFPKAKQLPNDADFSLFLPSHQEMANEVIDVLMSVTENQLQELLSTCVYARINLNPQLFNYCYTVAIMHR : 141 
MsePPO2 : IRNIT---LPNLEVPMQLPYNDQFSLFVPKHRTMAAKLIDIFMGMR--DVEDLQSVCSYCQLRINPYMFNYCLSVAILHR : 136 
OnyHc   : ---------PLPAGIGKLKKGNLFSPFIKRHREESTKVIEFLLDSK--DYKGFLENAASLRPVVNEILFVYCFSVALYQS : 105 
EcaHcB  : ---------PRLAGLGVLGRGVLFSCFHEEHLKEATQLYEVLIECE--SFEEFLDLCHQAREYVNEGLYVYAVSVAILHR : 102 
EcaHcC  : ---------PKLAGIGILGRGKIFSCFHEDHLEEASRLAEVLVGAE--TFDEFIDLCHQCRDFVNEALFVYSLSVAILHR : 103 
EcaHcA  : ---------ERLRNITTLGPNEFFSCFYPDHLEQAKRVYEVFCHAA--NFDDFVSLAKQARSFMNSTLFAFSAEVALLHR : 102 
LpoHc2  : ---------DRLKNVGKLQPGAIFSCFHPDHLEEARHLYEVFWEAG--DFNDFIEIAKEARTFVNEGLFAFAAEVAVLHR : 100 
EcaHcD  : ---------PRLKGVGFLPRGTLFSCFHEEHLAEAETLAEALVEAK--NFDDFIALATNARAVVNEGLYAFAMSVAILSR : 100 
EcaHcE  : ---------ARLHHLGRLPQGELFSCFHEEDLEEATELYKILYTAK--DFDEVINLAKQSRTFVNEGLFVYAVSVALLHR :  99 
EcaHcF  : ---------VRLRRVGRLPRGTLFSCFHSEHLKEATELYQILYKAD--SFADFIHLAQQARDIVNEGLFVYSVSVAILHR : 100 
TtrHcA  : ---------NRLHDVGHLSRGKLFSLFHREHLEEATHLYEILHAAK--NFDDFLLLCKQARDFVNEKMFAYAVSVALLHR :  99 
AauHc6  : ---------ERLKGVGILPRGTLFSCFHARHLAEATELYVALYGAK--DFNDFIHLCEQARQIVNEGMFVYAVSVAVLHR :  99 
EcaHcG  : ---------PRLAGVGVLPRGTLFSCFHEKHLLEATKLFKVLYSAE--SFNDFLQLAREARDVVNEGLFAYAFSVAVIHR : 101 
SpiHc   : --------PKKLIGIGILPKDQVFSLFDERTWDEVSEVLKRFMAAP--TFEDFIKVAETLYPHVNEDLFLFGLSVAIVHR : 124 
ScoHc1  : -------DETKLKGLGILPQHEIFSLFDERTWPEATKAAEFLMEAT--DFEHFIQRADVLRHRINEDMFMYALNVAVLHR : 127 
ScoHc2  : ------IDESKLKGLGTLPRREVFSLFDERNWAEAAKVVELLLEPK--TFREFIHLADIIHHRVNEDLFLYALSVAIAHR : 133 
HamHcA  : GGTAAHHLMEELNDHRFLEQHHWFSLFNPRQREEALMLFDVLMHCK--SWECFVDNAAFFRERMNEGEFAYALYTAVIHS : 142 
PinHcB  : HGAAAEALMKELNDHRLLEQRHWFSLFNTRQREEALMLFAVLNQCK--EWYCFRSNAAYFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 126 
PinHcA  : HGAAVETLMKELNDHRLLEQRHWYSLFNTRQRKEALMLFAVLNQCK--EWYCFRSNAAYFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 126 
PvuHc   : DGAAAKTLMQKLNDHRLLEEHHWFSLFNTRQREELAMLFTVLNQCK--EWDFLNNNAAFFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 126 
PelHc1  : VGAAAKTLMQELNDHRLLEQHHWFSLFNTRQREEALMLFTVLNQCK--DWNCFLNNAAFFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 154 
PelHc2  : DGAAAKTLMQELNDHRLLEQHHWFSLFNTRQREEALMLFTVLNQCK--NWNCFRNNAAFFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 154 
PelHc3  : DGAAAKTLMQELNDHRLLEQHHWFSLFNTRQREEALMLFTVLNQCK--DWNCFLNNAAFFRERMNEGEFVYALYVSVIHS : 154 
CmaHc6  : DGVAAKRLMKELNENRLLKQNHWFSLFNTRQREEALMLYDVLEHST--DWSTFAGNAAFFRVSMNEGEFVYALYAAVIHS : 124 
CsaHc   : DGVAAKRLMKELNDHRLLEQKHWFSLFNTRQREEALMLYDVLEHST--DWETFAGNAAYFRVRMNEGEFVYAIYAAVIHS : 148 
PvaHc1  : GGEAVQKLVREVKDGKLLQQRHWFSLFNPRQRHEALMLFDVSIHCK--DWNTFVSNAAYFRQKMNEGEFVYALYVAVIHS : 144 
PvaHc   : GGAAVQKLVQDLNDGKLLEQKHWFSLFNTRHRNEALMLFDVLIHCK--DWASFVGNAAYFRQKMNEGEFVYALYVAVIHS : 140 
PinHcC  : NGASVNTLMADFKDGRLLQKKHWFSLFNTRQREEALMMHRVLMNCK--NWHAFVSNAAYFRTNMNEGEYLYALYVSLIHS : 132 
SamHc   : NPAPVKQLVRLYRAGSLLPRGAIFTLFDDTHREQMILLFESLLYAN--DWETFLRTAAWARDRVNEGQFVYALCVAVLHR : 149 
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                   *       180         *       200         *       220         *       240       
PlePPO  : QELRGVRLPPILEVFPHKFIPMEDLTSMQVEVNRTPPTATTPLVIEYGPEFANTNQKAEHRVSYWREDFGINSHHWHWHL : 222 
PmoPPO  : KELRSVRLPTMVEVFPSRFVPQEALSKAQLQINRMDPNQTEPVIIEHGPEFSGTHLKPEHRISYWREDYGINVHHWHWHL : 212 
TmoPPO  : PDTQDVDLPSFIESFPDKYVDAKVFAQAREQATVVP--EGSRAPIEIPKDYTASDLEEEHRLAYFREDLGINLHHWHWHL : 213 
BmoPPO1 : PDTKGLSIPTFAESFPDKFMDPKVFRQAREVSSVVP--SGARMPIVIPSNYTASDTEPEQRVAYFREDIGINLHHWHWHL : 214 
BmoPPO2 : RDTRKVRVKNFAEVFPSKFLDSQVFTQARETAAVIPP-DVPRIPIIIPRDYTATDLEEEHRLAYWREDIGINLHHYHWHL : 218 
BmoPPO3 : SDTKGLQIPTFAECFPDKFMDPKVFRKAREVTSVVP--TGARMPIVIPSNYTASDAEPEQRVAYFREDIGTNLHHWHWHL : 214 
MsePPO1 : RDTGKVRVQNYAEIFPAKFLDSQVFTQAREAAAVIPK-TIPRTPIIIPRDYTATDLEEEHRLAYWREDLGINLHHWHWHL : 220 
MsePPO2 : PDTKGLSIPTFAETFPDKFMDSKVFLRAREVSNVVI--SGSRMPVNVPINYTANTTEPEQRVAYFREDIGINLHHWHWHL : 214 
OnyHc   : PHTTNLLAPPIWQTMPYDFFDQRVENQINGIIESTKGAPDKQ-PIQVILEPTGNNRDPEFKLSYFREDIAINSHHWHWHV : 184 
EcaHcB  : QDCRGVSLPPVQEVFPDKFVPSETLFKAFKEVRL---HPDDE-EIIVDIEKTGNVKDPEYNLAYYREDIGVNAHHWHWHL : 178 
EcaHcC  : PDCHGISLPPIQEIFPDKFVPVETIYKAFKEATR---HADKTDDIIVDMEATGTIMDPEYNLAYYREDIGINAHHWHWHV : 180 
EcaHcA  : EDCRGVIVPPVQEVFADRFIPADSLIKAFTLATTT--QPGDESDIIVDVKDTGNILDPEYKLAYFREDIGVNAHHWHWHV : 180 
LpoHc2  : DDCKGLYVPPVQEIFPDKFIPSAAINEAFKKAHVR--PEFDESPILVDVQDTGNILDPEYRLAYYREDVGINAHHWHWHL : 178 
EcaHcD  : DDCNGVVLPPIQEVFPDRFVPAETINRALKVDKVS--DPNK--DTVVPIQKTGNIRDPEYNVAYFREDIGINSHHWHWHL : 176 
EcaHcE  : DDCKGIVVPAIQEIFPDRFVPTETINLAVKEAAN---HPDQ--DISVHVVETGNILDEEYKLAYFREDVGTNAHHWHWHI : 174 
EcaHcF  : DDCRGVTVPPIQEIFPDRFVPAETVNQAVKADLK---RQSSDEDVLVEIQETGNILDPEHKLAYFREDIGANAHHWHWHI : 177 
TtrHcA  : DDCRGLIIPPVEEVFPDRFIPVETIREAQKEVEL---HPG---KDIVEVENTGNILDPEYRLCYFREDLGVNAHHWHWHI : 173 
AauHc6  : EDCKGITVPPIQEVFPDRFVPAETINRANKEASN---HPDQQ-SIVVEAEETGNILDPEYKLSYFREDIGINAHHWHWHI : 175 
EcaHcG  : DDCKGVTLPPIQEVFPDRFVPSETINLAMKEAKN---DPNS--DIVVDVQETGNILDPEYKLAYFREDIGANAHHWYWHV : 176 
SpiHc   : PDANGVHVPRVHEVYPDKFLTNDVLINIRKQIIKG--HKN---PVVKDTHYYHNDFDPFRRVDYFTEDLGMNSHHYHWHV : 199 
ScoHc1  : KDTRGVQVPRIHKIYPDKFLKQDILVEVREKVNHG--EEK---PVVDATELHQNQLDPNYRLSYFLEDIGMNSHHYHWHV : 202 
ScoHc2  : PDCQGVQVPRVLDIYPDKFLRKEVIHKIKEVSNEGAYLDKV--PVIDATEVSDNHLDPNQELLYFLEDLGMNSHHHHWHV : 211 
HamHcA  : ELGQGIVLPPLYEITPHMFTNSEIIHKAYTAKMTQT-------PGRFEMKFTGTKKNKEQRVAYFGEDIGLNIHHVTWHM : 215 
PinHcB  : KLGDGIVLPPLYEITPHMFTNSEVIDKAYSAKMTQK-------PGTFNVSFTGTKKNREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHM : 199 
PinHcA  : KLGDGIVLPPLYQITPHMFTNSEVIDKAYSAKMTQK-------PGTFNVSFTGTKKNREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHM : 199 
PvuHc   : KLGDGIVLPPLYQITPHMFTNSEVIDKAYSAKMTHK-------EGTFNMSFTGTQKNREQRVAYFGQDIGMNIHHVTWHM : 199 
PelHc1  : KLGDGIVLPPLYEVTPHMFTNSEVIDKAYSAKMTHK-------EGTFNMSFTGTKKNKEQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHM : 227 
PelHc2  : KLGDGVVLPPLYEVTPHMFTNNEVIDKAYSAKMTHE-------GNTFDMSFTGTKKNREQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHM : 227 
PelHc3  : KLGDGIVLPPLYEVTPHMFTNNEVIDKAYSAKMTHK-------EGTFNMSFTGTKKNKEQRVAYFGEDIGMNIHHVTWHM : 227 
CmaHc6  : ELTQHVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIQEAYKAKMTQT-------AAKIESHFTGSKSNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHL : 197 
CsaHc   : PLTEHVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIQAAYKAKMTQT-------ASKIKSHFTGSKSNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHL : 221 
PvaHc1  : PLTEHVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIESAYRAKQTQK-------PGKFESSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHM : 217 
PvaHc   : SLAEQVVLPPLYEVTPHLFTNSEVIEEAYRAKQKQT-------PGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHM : 213 
PinHcC  : GLGEGVVLPPLYEVTPHMFTNSEVIHEAYKAQMTNT-------PSKFESHFTGSKKNPEQHVAYFGEDVGMNTHHVLWHM : 205 
SamHc   : EDTRGVVLPPPYEIYPHLFVNSEVIHAAYKAKMRQE-------PAVVHMNFTGTIRNPEQRVAYLGEDLGMNSHHSQWHM : 222 
 
 
 
                   *       260         *       280         *       300         *       320       
PlePPO  : VYPIEM-----NVNRDRKGELFYYMHQQMVARYDWERLSVNLNRVEKLENWRVPIPDGYFSKLTANNSGRPWGTRQDNTF : 297 
PmoPPO  : IYPPAM-----GFDRDRKGELFYYMHQQVIARYDIERLCLGLPKVEKLDNWRIPIEDGYFPKMTVSISGRNWGSRQDNTL : 287 
TmoPPO  : VYPFEAARE--VVAKNRRGELFYYMHQQIIARYNFERLCNKLKRATRFNDFKQAIQEAYFPKLDSLVASRSWPARVGNQR : 291 
BmoPPO1 : VYPFDAADRA-IVNKDRRGELFYYMHQQIIARYNVERMCNNLSRVRRYNNFRAAIEEGYFPKLDSTVASRAWPPRFAGTT : 293 
BmoPPO2 : VYPFTANDLS-IVAKDRRGELFFYMHQQVIARFNCERLCNSLKRVKKFSNWREPIPEAYFPKLDSLTSSRGWPPRQSGMQ : 297 
BmoPPO3 : VYPFDAADRA-IVNKDRRGELFYYMHQQMIARFNIERFCNDLRKVETYSDFRGPIKEGYFPKMDSQVASRAWPPRFAGSF : 293 
MsePPO1 : VYPFSASDEK-IVAKDRRGELFFYMHQQIIARYNCERLCNSLKRVKKFSDWREPIPEAYYPKLDSLTSARGWPPRQAGMR : 299 
MsePPO2 : VYPFDSADRS-IVNKDRRGELFYYMHQQIIGRYNVERMCNGLPQVKPFSDFSAPIEEGYFPKLDSQVASRTWPPRFAGSV : 293 
OnyHc   : IYPVGS-NPS-DKKINRKGELFYYMHEQMLARYDAERLCNGMRRVKSLHDYDEIIPEGYYPRLHSKISGTEYASRQANTR : 262 
EcaHcB  : VYPATWRPEVVHRIKDRKGELFFYMHQQMCARYDSERLSNGMAPMVPFHNFHEPM-EGYSSHLSSGINGMPYAFRPHGRI : 257 
EcaHcC  : VYPSAWDSVKMHMRKDRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNGLARMIPFHNFHEPL-EGYNPHLSSTQNGLPYAFRPEPMT : 259 
EcaHcA  : VYPSTYDPAFFGKVKDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLNRMIPFHNFNEPL-GGYAAHLTHVASGRHYAQRPDGLA : 259 
LpoHc2  : VYPSTWNPKYFGKKKDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMHRMLPFNNFDEPL-AGYAPHLTHVASGKYYSPRPDGLK : 257 
EcaHcD  : VYPAFYDADIFGKIKDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSVGLQRMIPFQNLDDEL-EGYSPHLRSLVSGLSYGSRPAGMH : 255 
EcaHcE  : VYPATWDPAFMGRMKDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGMRRMIPFSNFDEKL-EGYSAHLTSLVSGLPYAFRPDGLC : 253 
EcaHcF  : VYPPTWDASVMSKVKDRKGELFYYMHQQMCARYDCDRLSTGLRRMIPFHNFDEKL-EGYSPHLTSLVSGLNYASRPAGLH : 256 
TtrHcA  : VYPATWRSEVMGKTKNRKGELFFYMHQQMCARYDCERLSNHMHRMSPFSNLHEEL-EGYAPHLTSMISGLHYGVRPSGMK : 252 
AauHc6  : VYPATWNPTVMGKEKDRKGELFFYMHQQMCARYDSERLSNGLQRMIPFHNFDEPL-EGYAPHLTSLVSGLQYASRPEGYS : 254 
EcaHcG  : VYPANWDAVFTGKTKDRKGELFYYMHQQMCARYDCERLSNGLTRMIPFHNFKEKL-EGYAPHLTSLVSGLHYASRPAGLC : 255 
SpiHc   : LHPSIWTQDI-G-EKSKLGELFYWMHRQMVARFDSELLSVHLPRISSLDDWNKKVKIGYAPHLTIQRTGYTYMNRPENLE : 277 
ScoHc1  : VHPAVWLPKH-GPRKDRKGELFYYMHHQMVARYDSERLSNNLPRTEPFENWDDPLEEGYAPHLTIHKTGYNYMFRPEGLI : 281 
ScoHc2  : IHPAIWLPKH-GGVKDRKGELFFYMHKQMVARYDTERLSNDLPRVRPFENWNDPIDEGYSPHLIIDKTGYKYAYRPQGVI : 290 
HamHcA  : DFPFWWKDSY-GYHLDRKGELFFWAHHQLTVRFDAERLSNWLDPVDELH-WERIIHEGFAPH-TSYKYGGEFPARPDNVH : 292 
PinHcB  : DFPTWWQDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDFERLSNWLDPVDELH-WDRIIREGFAPL-TSYKYGGEFPVRPDNIH : 276 
PinHcA  : DFPFWWEDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDFERLSNWLDPVDELH-WDRIIREGFAPL-TSYKYGGEFPVRPDNIH : 276 



Anhang 131 

PvuHc   : DFPFWWDDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDAERFSNWMDPVDELH-WDDIIHEGFAPH-ASYKYGGEFPTRPDNTH : 276 
PelHc1  : DFPFWWDDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWMEPVDELH-WDDIIHEGFAPH-TSYKYGGEFPVRPDNIR : 304 
PelHc2  : DFPFWWQDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWMDPVDELH-WEEVIHEGFAPH-ASYKYGGEFPTRPDNTQ : 304 
PelHc3  : DFPFWWDDSY-GYHLDRKGELFFWVHHQLTARFDAERLSNWLDPVAELH-WVDVIHEGFAPH-ASYKHGGEFPTRPDNIR : 304 
CmaHc6  : EFPFWWDDAHENHHIERKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH-WDDVIHEGFDPQ-AVYKYGGYFPSRPDNIH : 275 
CsaHc   : EFPFWWDDSHENHHINRKGESFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELH-WDDMIHEGFAPH-TMYKYGGYFPSRPDNVN : 299 
PvaHc1  : EFPFWWDDKY-SHHLDRKGGNFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVEELS-WDKPIVQGFAPH-TTYKYGGQFPSRPDNVD : 294 
PvaHc   : EFPFWWNDAY-GHHLDRKGENFFWIHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQ-WNKPIVDGFAPH-TTYKYGGQFPARPDNVK : 290 
PinHcC  : EFPFWWEDSS-GRHLDRKGESFFWVHHQLTVRYDAERLSNHLDPVEELS-WNKAIDEGFAPH-TAYKYGGYFPSRPDNVH : 282 
SamHc   : DFPFWWKEDEYGIRKERKGELFYYMHHQLIARFDLERLSNDLPFVEPLY-WTERIKDGFYPQ-TTYRVGGEFPARPDNFA : 300 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   *       340         *       360         *       380         *       400       
PlePPO  : IKDFRRNDAGLDFIDISDMEIWRSRLMDAIHQGYMLNRNGERVPLSDNVTTGKRGIDILGDAFEADAQLSPNYLFYGDLH : 377 
PmoPPO  : PKDLRRRELG-EFVDITDMEIWRSRLLDAIHQGFMIDRNGDKVPLRDDVTSGKRGIDILSEALEADAELSVNFPYYGDLH : 366 
TmoPPO  : LKDLNREVDQ-IKQDVDDLKRWSDRIYAAIHQGSATDERGRKIELTEN-----EGIDILGNMIES-SILSPNRTFYGDMH : 364 
BmoPPO1 : IRDLDRPVDQ-IRSDVSELETWRDRFLQAIENMSVMLPNGRQLPLDEE-----TGIDVLGNLMES-SIISRNRPYYGDLH : 366 
BmoPPO2 : WQDLNRAAEG-LFVTIDEMERWRRNVEEAIATGTVRLPNGQTRPLD---------IDTLGNMLES-SALSPNRELYGSIH : 366 
BmoPPO3 : LRDLDRPIDQ-IRIDISELEIWRDRFLKAIEDMAVILPNGRQMPLDEE-----TGIDVLGNLMES-STISVNRPYYGDLH : 366 
MsePPO1 : WQDLKRPVDG-LNVTIDDMERYRRNIEEAIATGNVILPDKSTKKLD---------IDMLGNMMEA-SVLSPNRDLYGSIH : 368 
MsePPO2 : FRNLDRTVDQ-VKIDVRKLFTWRDQFLEAIQKMAIKMPNGRELPLDEV-----TGIDMLGNLMES-SIISPNRGYYGDLH : 366 
OnyHc   : MMDTLD-------NTVIELERFRERIEHAISVGYIELPDNTKTPLNNE-----QGIDILADLIEA-SNYSLNGAYYGDLH : 329 
EcaHcB  : LKDMRE-------VSVQDLERSRERLLDAINLGYVVDPNGLETPLDEL-----HGIDILGAIVES-SNDSVNKSYYGSLH : 324 
EcaHcC  : LCDMHD-------VSVQDLERWRERILDAINLGEVTDPNGDEYALDET-----FGIDVLGAIIES-SRDSKNRESYGSLH : 326 
EcaHcA  : MHDVRE-------VDVQDMERWTERIMEAIDLRRVISPTGEYIPLDEE-----HGADILGALIES-SYESKNRGYYGSLH : 326 
LpoHc2  : LRDLGD-------IEISEMVRMRERILDSIHLGYVISEDGSHKTLDEL-----HGTDILGALVES-SYESVNHEYYGNLH : 324 
EcaHcD  : LRDIND-------CSVQDMERWRERILDAIHTGLVTDSHGKEIKLTEE-----NGLNILGALIES-SHDSVNKPFYGTLH : 322 
EcaHcE  : LHDLKD-------IDLKEMFRWRERILDAIDSGYYIDNEGHQVKLDIV-----DGINVLGALIES-SFETKNKLYYGSLH : 320 
EcaHcF  : LRDLVDF------VDVQDMARWRERLLYSIDIGHVIDHEGQEIPLDAE-----HGIDVLGALLES-SHDSLNDDYYGNLH : 324 
TtrHcA  : LHDIDV-------VTIQDMERWVQRIMEAIDLHLVNDTHGN--KLDET-----TGIDVLGALVEA-SHDSINPEYYGSLH : 317 
AauHc6  : IHDLSD-------VDVQDMVRWRERILDAINMHYIVDKDNNKIPLDIE-----HGTDILGDIIES-SDESKNVEYYGSLH : 321 
EcaHcG  : LRDLSE-------LEVQDVERWRDRILDAYHLNHVHDRENNDVVLDAE-----HGADILGAIIES-SSDSVNRRFYGSLH : 322 
SpiHc   : IEDLPE-------LTKGELMQWKNRIMEAIARHNITLKGGPGKKLRTTPE---NGIDIFGHLIAA-TKNSTNRRYYGNLH : 346 
ScoHc1  : VRDLPE-------LNKNKMRQWKSRILHGIHLNVLYAENGTKISLDNE-----HGIDLLGDAIES-SLLSVNRAFYGNIH : 348 
ScoHc2  : VHDLPN-------LPKTKMFEWKNRIMVGIRKGSLISANKTQVPLNND-----HGIDLLGDVVES-SLLSVNRVFYGNLH : 357 
HamHcA  : FEDVDGV------AHVRDMIIIESRIRDAIAHGYVTDNHGDNINIRND-----HGIDVLGDIIES-SVYSPNAQYYGALH : 360 
PinHcB  : FEDVDGV------AHVHDLEITESRIHDAIDHGYITDSDGHTIDIRQP-----KGIELLGDIIES-SMYSSNVQYYGSLH : 344 
PinHcA  : FEDVDGV------AHVHDLEITESRIHEAIDHGYITDSDGHTIDIRQP-----KGIELLGDIIES-SKYSSNVQYYGSLH : 344 
PvuHc   : FKNVDGV------ARVRDMEITENRIRDAIAHGYITATDGHTIDIRQP-----NGIELLGDIIES-SMYSSNPHYPGSLH : 344 
PelHc1  : FEDVDGV------AHVHDMEITENRIRDAIAHGYITATDGHTIDIRQP-----NGIELLGDIIES-SMYSSNPHYYGSLH : 372 
PelHc2  : FKNVDGV------ARVRDMEITESRIRDAIAHGYITATDGHTIDIRQP-----NGIELLGDIIES-SMYSSNPQYYGSLH : 372 
PelHc3  : FKNVDGV------ARVHDMEITESRIRDAIAHGYITATDGHTIDIRQP-----NGIELLGDIIES-SMYSSNPHYYGSLH : 372 
CmaHc6  : FEDVDGV------ADVRDMLLYEERILDATAHGYV-RINGQIVDLRNN-----DGIDLLGDVIES-SLYSPNPQYYGALH : 342 
CsaHc   : FEDVDGV------ARVRDMLILESRIRDAIAHGYFTGRDGSVISIRDA-----HGIDILGDVIES-STYSPNPEYYGSLH : 367 
PvaHc1  : FDDMDGV------ARIRDLLIIESRIRDAIAHGYIVDKVGNHIDIMNE-----RGIDVLGDVIES-SLYSPNVQYYGALH : 362 
PvaHc   : FEDVDDV------ARIRDMVIVESRIRDAIAHGYIVDSEGKHIDISNE-----KGIDILGDIIES-SLYSPNVQYYGALH : 358 
PinHcC  : FSDVDGV------ARVRDMSMTEDRIRDAIAHGYIDALDGHSIDIMNS-----HGIEFLGDIIES-SGYSANPGFYGSLH : 350 
SamHc   : FHDLQNI-------KVQQMIDYTRRVRECISQQAVITETGDLYNISSP-----EGINVLGELIEP-STGSKHREYYGALH : 367 
 
 
 
                   *       420         *       440         *       460         *       480       
PlePPO  : NTGHVLLAFCHDNDNSHREEIGVMGDSATALRDPVFYRWHKFVDDIFQEYKLTQP---PYTMEDLSLPGVVLDKVGVVR- : 453 
PmoPPO  : NRGHDILAFSHDPDNAHKEEMGVVGDLGTSLRDPVFFRLHKLVDDLFQEYKVTQP---PYTEEELFLPGVRIERAGVVR- : 442 
TmoPPO  : NMGHVFISYVHDPDHRHLESFGVMGDSATAMRDPIFYRWHSYIDDIFQEYKATLP---RYTENQLNFPGVTVSKVEVQVQ : 441 
BmoPPO1 : NMGHVFISYSHDPDHRHLEQFGVMGDSATAMRDPVFYRWHAYIDDIFHLYKYKLT---PYGNDRLDFPNIRVSSVSIEG- : 442 
BmoPPO2 : NNGHSFTAYMHDPEHRYLEQFGVIADEATTMRDPFFYRWHAYIDDVFQKHKESAY-VRPYTRSELENPGVQVRSVSVETP : 445 
BmoPPO3 : NMGHVFIGYCHDPDHRHLEPFGVMGDLATTMRDPLFFRWHGYIDSVFHLYKYKLT---PYSDDRLIFPDIRVRSISLDGK : 443 
MsePPO1 : NNMHSFSAYMHDPEHRYLESFGVIADEATTMRDPFFYRVHAWVDDIFQSFKEAPHNVRPYSRSQLENPGVQVTSVAVESA : 448 
MsePPO2 : NMGHVFAAYTHDPDHRHLEQFGVMGDSATAMRDPFFYRWHRFVDDVFNIYKEKLT---PYTNERLDFPGVRVSSVGIEG- : 442 
OnyHc   : NTGHVMLATAHDPDKRFNSSDGVMGFVQTALRDPLFYRWHKHIDNLLQNHKRTLQ---PYTDKELIADKIEIKEASITSS : 406 
EcaHcB  : NWGHVIMSAVDDPDGRYQLNPGVMSDTATSLRDPIFYRWHRFIDDMFQEYKKSLT---PYS-SQLQFKGVIVKSVCVRAK : 400 
EcaHcC  : NWGHVLMANIVDPDGKYQTNPGVMDDTATSLRDPIFYRWHRFIDDMFQEFKRKLK---PYTKDQLSFTGVEIKNVKVHAH : 403 
EcaHcA  : NWGHVMMAYIHDPDGRFRETPGVMTDTATSLRDPIFYRYHRFIDNVFQEYKKTLP---VYSKDNLDFPQVTITDVKVKAK : 403 
LpoHc2  : NWGHVTMARIHDPDGRFHEEPGVMSDTSTSLRDPIFYNWHRFIDNIFHEYKNTLK---PYDHDVLNFPDIQVQDVTLHAR : 401 
EcaHcD  : NWGHVMIARIHDADGRYRTNPGVMDDTSTSLRDPIFYRYHRWMDNIFQEYKHRLP---SYTHQQLDFPGVRISRVTVRSK : 399 



Anhang 132 

EcaHcE  : NWGHVMMARLQDPDHRFNENPGVMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQKYIATLP---HYTPEDLTCPGVHVVNVTVNAK : 397 
EcaHcF  : NSGHVMMARIHDPDGRFRENPGVMSDTSTSLRDPIFYRYHRFIDNIFQEYKATLP---CYEKKDLEFSGVEIVNCTVNAK : 401 
TtrHcA  : NWGHVITARAHDPEGKFHENPGVMSDTSTSLRDPIFYRWHRFIDNVFQDYKESLH---PYTKHELSFTGIKVVNVSVNAK : 394 
AauHc6  : NWGHVMMANITDPDHRFQENPGVMSDTSTSLRDPIFYRWHRFIDNIFQEHKKSFH---PYTKEELSFPGVEVVGVSINSK : 398 
EcaHcG  : NWGHVMMARMTDPDRSFEENPGVMSDTSTSLRDPIFYRWHRFVDNIFQEYKATLP---SYTADDLNFPGLRIVSVQVNAK : 399 
SpiHc   : SYAHVIAARIADSDGEHMEDNGAMYDVATSARDPLFYSWHKFIDKLFTEYQMTLT---PYTPYQLTWPDVVVDGIHIENL : 423 
ScoHc1  : CYAHVMAARIADPDGRYGEDNGVMHDVATSARDPLFYRWHKFIDNIFLEYKDNLD---PYTQYELTWPDVVLNDVTVKPH : 425 
ScoHc2  : CYAHVIAGKVTDPQSTYGEKNGAMYDVATSARDPLFYSWHKFIDNIFQEHKETLQ---PYNKDELNFPDVQVDSLRINVA : 434 
HamHcA  : NTAHIMLGRQGDPHGKFNMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDSLP---PYTKADIEFTGVAVEEVEIVGQ : 437 
PinHcB  : NTAHAMLGRQGDPHGKFNLPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKKHTDSFP---PYTHDDLEFAGMVVDGIAIDGE : 421 
PinHcA  : NTAHVMLGRQGDPHGKFNLPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKKHTDSFP---PYTHDNLEFSGMVVNGVAIDGE : 421 
PvuHc   : NTAHGMLGRQGDPHGKFNMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDSFP---PYTHEDLEFPGVSVDNIAIEGH : 421 
PelHc1  : NTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDSFP---PYTHEDLEFPGVSVDNIAIDGH : 449 
PelHc2  : NTAHMMLGRQGDPHGKFDMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDSFP---PYTHEDLEFPGVSVENIAIDGH : 449 
PelHc3  : NTAHMMLGRQGDPHGKFNMPPGVMEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHTDSFP---PYTHEDLEFAGVSVDNIAIDGH : 449 
CmaHc6  : NTAHMMLGRQGDPHGKFDLPPGVLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFRKHKDSLP---PYTKEELNFEGVNIDNFYIKGN : 419 
CsaHc   : NTAHVMLGRQGDPHGKFALPPGVLEHFETATRDPAFFRLHKYMDNIFREHKDSLT---PYTKDDLEFSGISVDSLDISNR : 444 
PvaHc1  : NTAHIVLGRQSDPHGKYALPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDSLP---PYTVEELTFAGVSVDSVAIEGE : 439 
PvaHc   : NTAHIVLGRQGDPHGKFDLPPGVLEHFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDNLP---PYTKADLEFSGVSVTELAVVGE : 435 
PinHcC  : NTAHIMLGRQGDPTGKFDLPPGVLEHFETSTRDPSFFRLHKYMDNIFREHKDSLT---PYTRDELEFNGVSIDSIAIEGT : 427 
SamHc   : NYGHIMLGQITDPKRKFNMPPGVMEHFETATRDPAFFRLHKYIDNLFYEHKDLLP---RYTSEELELPGTSIEEVQIDP- : 443 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   *       500         *       520         *       540         *       560       
PlePPO  : --NDQLNTLTTGWSVREFEASRGLDFNSP---NPVILRITHLDHAPFTYHLQITNSHRKPKSVTVRIYMAPKHNERGLEM : 528 
PmoPPO  : --GNEADVLLTGWNTREFEASRGLDFSG----KPVILRLTHLDNKPFDYHIQINNDLREPKEVTVRIYLAPKFGDREKEM : 516 
TmoPPO  : --GGSANTLNTFWQQSDVDMSRGMDFQPR---GSVFVRFTHLQHQPFTYKITVKNSSNGNRKGTCRIFIAPKLDERGNPW : 516 
BmoPPO1 : --GGTPNTLNTLWEQSTVDLGRGMDFTPR---GSVLARFTHLQHDEYNYVIEVNNTGGSSVMGMFRIFIAPTVDESGKPF : 517 
BmoPPO2 : --GGQPNTLNTFWMLSDVNLSRGLDFSDN---GPVYARFTHLNYRHFSYRINVNNT-GSSRRTTVRIFITPKFDERNVPW : 519 
BmoPPO3 : ---GAPNMLNTFWEQSTVDLARGLDFSPR---GSVLARFTHLQHEDYSYVIEVNNTGRSSVMGMFRIFIAPTLDENKRPL : 517 
MsePPO1 : --GGQQNVLNTFWMQSDVNLSKGLDFSDR---GPVYARFTHLNHRPFRYVIKANNT-ASARRTTVRIFIAPKTDERNLPW : 522 
MsePPO2 : ---ARPNTLRTLWQQSTVELGRGLDFTPR---GSVLARFTHLQHDEFQYVIEVNNTTGGNLMGTVRIFMAPKVDDNGQPM : 516 
OnyHc   : QTKDPKNKLYTFFDTKQLNLTKGLDFGNLE--QSILVTITHLQHEEFTYNIKVNNNTGKDFTGTFRIFMAPKNDDLDIPM : 484 
EcaHcB  : ----TADVVETTFANALLDISHAFNFGRT---GPVKVRYNHLTHEPFTYKIVVDNAGTKTRKATVRIFLGPEHDNLGNEF : 473 
EcaHcC  : ----EENVITTTFVEDLLEISNAFNFGRT---GAVKVRYQHLDHEPFVYDIEVENHSARLRHGTCRIFLAPVHDELQNQL : 476 
EcaHcA  : ----IPNVVHTFIREDELELSHCLHFAKP---GSVRARYHHLDHESFSYIISAQNNSNADKQATVRIFLAPTYDELGNDI : 476 
LpoHc2  : ----VDNVVHTFMREQELELKHGINPGNA---RSIKARYYHLDHEPFSYAVNVQNNSASDKHATVRIFLAPKYDELGNEI : 474 
EcaHcD  : ----VPNLIHTYSKDSLLELSHGINLK-----GHIQVKYEHLDHEPYNYEIEVDNRTGEARETCVRIFLAPKYDELGNRL : 470 
EcaHcE  : ----VPNVVTTFMKEAELELSYGIDFGSD---HSVKVLYRHLDHEPFTYNISVENSSGGAKDVTMRIFLGPKYDELGNRL : 470 
EcaHcF  : ----APNVINTYMKESTLEMSHGISFK-----GAVKVKYQHLDHDPFTYSISVENTTGDVKHATVRIFLGPTQDELGNRL : 472 
TtrHcA  : -VITARNVITTFIKKNELELTHGIDFGTT---NSVKVKYPHLEHEPFSFQITVENTSGAKKDATVRIFLAPKLDELGNQL : 470 
AauHc6  : ----TANVITTLIKESLLELSHGINFGTD---QSVKVKYHHLDHEPFTYNIVVENNSGAEKHSTVRIFLAPKYDELNNKL : 471 
EcaHcG  : ----SQNRVRTFLKQEELVLSHGINFGTE---HTVKVHYNHLDHEPFSYTINVDNSSGAVKHATVRIFLGPKCDELGNIL : 472 
SpiHc   : K-THEENMIHTYYTSSTLRLSKGFDYTKD---SEAKVIVEHTDHDDFVYVIDIDNNARVEKTAVLRIFLAPKYDERGHPL : 499 
ScoHc1  : K-GDYDDEVHTYWEVDNYELGKGFDYTRK---TTATVKVRHLQHEDYHYEIDIDNNAGKAKKAVFRIFLAPKYNEKGELF : 501 
ScoHc2  : N-GTYENIVRTYWQNSLFKIAKGFTFTTE---GSVLVKVKHLNHETFYYNLEVTNNALEEKHGVVRIFGAVINDERGHPY : 510 
HamHcA  : --------LNTFFDEFEFSLGNAVDELEKVHDVAISAYVHRLNHEEFSYKILVQNNNEGDILATVRIYLCPTVDNNHIHI : 509 
PinHcB  : --------LITFFDEFQYSILNAVDSGENIEDVDINARVHRLNHNEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNNGITL : 493 
PinHcA  : --------LITFFDEFQYSLINAVDSGENIEDVEINARVHRLNHNEFTYKITMSNNNDGERLATFRIFLCPIEDNNGITL : 493 
PvuHc   : --------LTTFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVEIYANVHRLNHEEFTYDIEVRNHNEEDKFATVRIDLCPTEDNNGITL : 493 
PelHc1  : --------LTTFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVAIYANVHRLNHEEFTYEIEVRNHNEEKF-ATVRIFLCPTEDNNGITL : 520 
PelHc2  : --------LTTFFDQFKYSLVNAVDSGENIEDVEIYANVHRLNHEEFTYVIEVSNANEVHL-ATVRIFLCPTEDNNGITL : 520 
PelHc3  : --------LTTFFDQFKYSLVNAVDSGENVEDVAIYANVHRLNHEEFTYDIEVRNHNEEEKFATVRIFLCPTEDNNGITL : 521 
CmaHc6  : --------LETYFETFEYSLVNAVDDTEDVDDVDIFTYISRLNHKEFSFVGDVTNELDHDVLATVRIFAWPHEDNNGVAF : 491 
CsaHc   : --------LETHFEDYEYSLINGVDDTVDVLDVPISTVVSRLTHNDFKVKIGITNSQNHEVLATVRIFAWPKYDNNHVEF : 516 
PvaHc1  : --------LETYFEDFEYNLINAVDDTEQIADVDISTYVPRLNHKEFKIKVDVSNN-KGEEVSYRHIFAWPHLDNNGIKF : 510 
PvaHc   : --------LETYFEDFEYSLINAVDDAEGIPDVEISTYVPRLNHKEFTFRIDVENG-GAERLATVRIFAWPHKDNNGIEY : 506 
PinHcC  : --------LETFFENFEYSLLNAVDDTVDIADVEILTYIERLNHKKFSFLILVTNNNNTEVLATVRIFAWPLRDNNGIEY : 499 
SamHc   : --------LETFFEYFDVDLLNALDDTEELPDVSIHARVRRLNHKPFVFSVRVNS--EAERFVTVRVFLGPKYDWFGQEI : 513 
 
 
 
                   *       580         *       600         *       620         *       640       
PlePPO  : GFMEQRLLWAEMDKFTQDLKPGQNQ--IVRASNLSSITNPSGYTFRSLEAVNPANPGPP--ANAETNFCGCGWPEHLLLP : 604 
PmoPPO  : DFMEQRILWAEMDKFTVLLKPGKNQEHVTRSSKESSITNLEELTFKDLENSGPGNTS----EQDAFNFCGCGWPQHMLLP : 592 
TmoPPO  : LYRDQKNMFVELDKFTVNLKQGQNN--ITRASSQSSVTIPFERTFRNLDLNRPQGGE----ELAQFNFCGCGWTQHMLIP : 590 



Anhang 133 

BmoPPO1 : SFDEQRKLMIELDKFSQGVKPGNNT--IRRKSIDSSVTIPYERTFRNQADRPADPGT---AGAAEFDFCGCGWPHHMLVP : 592 
BmoPPO2 : IFSDQRKMCIEMDRFVTVLNAGENN--IVRQSTESSITIPFEQTFRDLSAQGNDPRR---DELATFNYCGCGWPQHMLVP : 594 
BmoPPO3 : NFDEQRKLMIELDKFSQGLKPGNNT--VRRRSVDSSVTVPFERTFSNQADRPGNPGS---PESAEFDFCGCGWPQHMLIP : 592 
MsePPO1 : ALSDQRKMFIEMDRFVVPLSAGENT--ITRQSTESSLTIPFEQTFRDLSIQGSDPRR---SELAAFNYCGCGWPQHMLVP : 597 
MsePPO2 : SFNKQRRLMIELDKFSQALRPGTNT--IRRRSVDSSVTIPYERTFRNQSERPGDPGT---AGAAEFDFCGCGWPHHMLIP : 591 
OnyHc   : EINEQRILMIEMDKFQLKLSPGENN--ITRKSEDSNVTLHKEMTWEMIENQ-----PDT-SGPSSQHYCACGWPHHLLIP : 556 
EcaHcB  : DIGRLRRLMIELDKFTTVLEPGENV--IERDSIDSSVTIREQYTYRQLQD------GRS--NREQTEYCSCGWPNDLLVP : 543 
EcaHcC  : TPEELRRLMIELDRFRVELKPGVNH--NHRHSRDSSVTISKQPKFDELLK------GKG--TNNANEYCSCGWPDHLLVP : 546 
EcaHcA  : SLDEQRRLYIEMDKFYHTLRPGKNT--IVRSSTDSSVTLSSVHTFKELLR------GEDL-VEGQTEFCSCGWPQHLLVP : 547 
LpoHc2  : KADELRRTAIELDKFKTDLHPGKNT--VVRHSLDSSVTLSHQPTFEDLLH------GVGL-NEHKSEYCSCGWPSHLLVP : 545 
EcaHcD  : ILEEQRRLYIELDKFHRRLEPGKNV--LVRASGDSSVTLSKVPTFEELES------GNA-NVNPNEY-CSCGWPEHMLVP : 540 
EcaHcE  : QPEQQRTLNIELDKFKATLDPGKNV--VTRDHRNSTVTVEQSVPVKKLRE------EGGV---AGEY-CSCGWPEHMLIP : 538 
EcaHcF  : RLNEQRRFYIELDKFHAELAAGKNT--ITRKSSESSVTVSHTPTFEELQR------GEGVDENTTEF-CSCGWPEHLLVP : 543 
TtrHcA  : PANIQR-LFIELDKFHKELISGQNI--ITHNAADSSVTVSTLRTFEDLKA------GKGVSEDATEY-CSCGWPQNMLIP : 540 
AauHc6  : EPDEQRRLFIELDKFFYTLTPGKNT--IVRNHQDSSVTISKVRTFDQLGA------GEGVSEDSTEY-CSCGWPEHMLIP : 542 
EcaHcG  : EPNEQRRLFIELDKFHKELGPGLNT--INRNSVESNVTVAHTYTFDELRE------GKLAPEDATEY-CNCGWPRHMLIP : 543 
SpiHc   : TLKEQRVMMIELDKFKATLKPGHNV--VRRCSNESSVTMPVDHIYGDITR---------TVDEDH---CHCGWPEYLLVP : 565 
ScoHc1  : PVNEQRQLLVELDKFVATLEPGHNV--IERQSKESSVTMSKDHVFGEIRN---------LADDHQ---CSCGWPDYLLLP : 567 
ScoHc2  : ILNDQRHLVIELDKFTVNLKPGKNS--VRQPCYNSAVTAKYDVFYGDVES---------QKPQEG---CNCGWPDYMLLP : 576 
HamHcA  : PLSEGHWTCIEMDKFYKQLKTGSNK--IDRKSTESSVTVPDSLSLAELHEKTDQAVASGSKLDLHEYERSCGLPARLLLP : 587 
PinHcB  : TLDEARWFCIELDKFFQKVPSGPET--IERSSKDSSVTVPDMPSFQSLKEQADNAVNGGHDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 571 
PinHcA  : TLDEARWFCIELDKFFQKVPSGPET--IERSSKDSSVTVPDMPSFQSLKEQADNAVNGGHDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 571 
PvuHc   : NLDEARWLCLELDKFWTKLGDGKNL--IERSSKDSSVTVPDMPSFESLKKQADEAVNGGHDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 571 
PelHc1  : NLDEERWLCLEMDKFWRKLANGKNL--IERSSKDSSVTVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 598 
PelHc2  : NLDEERWLCLELDKFWTKLANGKNL--IERSSKDSSVTVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 598 
PelHc3  : NLDEARWLCLEMDKFWKKLGNGLNM--IERSSKDSSVTVPDMPSFESLKHQADEAVKNGEDLDLSAYERSCGIPDRMLLP : 599 
CmaHc6  : SFNDGRWNAIEMDKFWVMLHPGHNH--IERSSHDSSATVPDIPSFQIIKDRTNEAIAQNKELHIEEFESGLGLPNRFLIP : 569 
CsaHc   : SFNEGRWNAIELAKFWTKLNSGSNI--IERSSKDFGVTVPDVPSFQTLMDMTDEALGSGSALHLEDYESGLGLPDRFLLP : 594 
PvaHc1  : TFDEGRWNAIELDKFWVKLPGGTHH--IERKCSESAVTVPDVPSFATLFEKTKEALGGADS-GLKDFESATGIPNRFLIP : 587 
PvaHc   : TFDEGRWNAIELDKFWVSLKGGKTS--IERKSTESSVTVPDVPSIHDLFAEA-EA-GGA---GLAKFESATGLPNRFLLP : 579 
PinHcC  : SFNEGRWRALELDRFWVKVKHGHHQ--ITRQSTESSVTVPDVPSLQTLIDRADAAISSGCALHLEDYESALGLPNRFLLP : 577 
SamHc   : PINEKRHYIVEIDKFVAKVNAGKTV--IARKSSESSVTIPDRETTKVLTQRVEDAIAGKVQLTVNKDVRHCGYPDRLLLP : 591 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   *       660         *       680         *       700         *       720       
PlePPO  : RGKPEGMTYQLFFMLTDLEKDQVDQPAG-PRRCANAVSFCGILDSKFPDKRPMGFPFDRRPPPRLQDAEVTSVADYARLS : 683 
PmoPPO  : RGRPEGMVFQLFFMLTDYAQDKVSNPGG-VRRCANGVSFCGMQDAKYPDARPMGFPFDRRPAPLLQGLPVNTTADYARLG : 671 
TmoPPO  : KGTPEGMPCQLFVMISNYEDDKVNQST--EGVCNDAGSYCGIKDKLYPDRRSMGYPFDRMPRN-----GVDTLQQFLTS- : 662 
BmoPPO1 : KGTTQGYPMVLFVMVSNWNDDRVEQDL--VGSCNDAASYCGIRDRKYPDRRAMGFPFDRPAPA------ATTLSDFLRP- : 663 
BmoPPO2 : KGTEAGMPFQLFVMLSNYDLDRIDQDDGKQLTCVEASSFCGLKDKKYPDRRAMGFPFDRPSSS------ATSLQDFILP- : 667 
BmoPPO3 : KGTTQGYPMVLFVMVSNWNDDRVEQDL--VGSCNDAASYCGIRDRKYPDRRAMGFPFDRPAPA------ATTLSDFLRP- : 663 
MsePPO1 : KGTVGGVAYQLFVMLSNYELDKIEQPDGRELSCVEASMFCGLKDKKYPDARPMGYPFDRPSNS------ATNIEDFSAMS : 671 
MsePPO2 : KGTAQGYPVVLFVMISNWNNDRIEQDL--VGSCNDAASYCGIRDRKYPDKQAMGYPFDRKMAN-----DAATLSDFLRP- : 663 
OnyHc   : KGSAQGTAFHCFIMITDWKTDEVKSSK--KPTCQDAVSYCGIINDLYPDKKPMGFPFDRLIPS--------DLATFVSRS : 626 
EcaHcB  : KGNEHGMKFRLFVMLTDAVQGQVGDHGA-TGLCTDAVSYCGAKDQLYPDRYPMGFPFDRDIKA-------DSIPEWLHP- : 614 
EcaHcC  : KGNDRGMPFHLCVMITDYLYDLVGDYGY-DTPCVDAVSYCGAKDSLYPDRRAMGFPFDRPIPE-------GHASNLHQP- : 617 
EcaHcA  : KGNEKGMQFDLFVMLTDASVDRVQSGDG-TPLCADALSYCGVLDQKYPDKRAMGYPFDRKITA-------DTHEEFLTG- : 618 
LpoHc2  : KGNIKGMEYHLFVMLTDWDKDKVDGS-E-SVACVDAVSYCGARDHKYPDKKPMGFPFDRPIHT-------EHISDFLTN- : 615 
EcaHcD  : RGKERGMDFYLFVMLTDYEEDKVQGAGE-QTICSDAVSYCGAKDQKYPDKKAMGYPFDRPIQV-------RTPSQFKTP- : 611 
EcaHcE  : KGNHRGMDFELFVIVTDYAQDAVNGHGE-NAECVDAVSYCGAKDQKYPDKKPMGFPFDRVIEG-------LTLEEFLTP- : 609 
EcaHcF  : RGTYKGMDFQLFVMLTDYEDDHVGSHNG-QTLCADAVSYCGAKDSKYPDKRAMGFPFDRVIKA-------RTVADFRTT- : 614 
TtrHcA  : RGNRKGMVFELFVMLTDWQKDNVDGGGG---FCSDAVSYCGAKDHKYPDKKPMGFPFDRKIEN-------EHLEDFLTT- : 609 
AauHc6  : RGSHKGMEFELFVMLTDHDEDTVAGLSE-NAVCSDAVSYCGARDDRYPDKKAMGFPFDRKIEA-------RTAAEFLTP- : 613 
EcaHcG  : KGTHRGMEFQLFVMLTDYTVDNPCGGAG-KIVCADAVSYCGAKDQKYPDTKPMGFPFDRPTKI-------HTAEEILTP- : 614 
SpiHc   : QGDYDGMHYELFVMATNYDEDKAQDTDL-SCKC-HAHSYCGNILGEYLDKRPLGYPFDRKIKA-------TGWAEFKTQ- : 635 
ScoHc1  : KGKYEGMTYQLFVVATDYEEDHVEDAGE-ECQCRDSMSYCGSVEHKLPDNKPLGYPFDRRIDG-------TGFEEFKTQ- : 638 
ScoHc2  : KGKYEGLRFRVFAIVTNHDEDKVSDQ-E-TCLCGDAVAYCGAHNQKYPDKKPMGFPFDRRIDE-------RTFEHFHTP- : 646 
HamHcA  : KGTVNGMDFDLFVAVTNGDEDKVTDHPE-TDEHGGTHAQCGAHGEKYPDKKPMGYPLERSIPD-------ERVFHDV-A- : 657 
PinHcB  : KSKPEGMKFNLYVAVTDGDKDTEGHNG--GHDYGGTHAQCGVHGEAFPDNRPLGYPLERRIPD-------ERVIDGV-S- : 640 
PinHcA  : KSKPEGMEFNLYVAVTDGDKDTEGHNG--GHDYGGTHAQCGVHGEAYPDNRPLGYPLERRIPD-------ERVIDGV-S- : 640 
PvuHc   : KSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSHG--DHDHHGTHAQCGIHGELYPDHRPLGYPLERRIPD-------DRVFDGV-S- : 640 
PelHc1  : KSKPQGMEFNLYVVVTDGDKDTDGSDG--DHDHHGTHAQCGIHGEQYPDHRPLGYPLERRIPD-------ERVFDGV-S- : 667 
PelHc2  : KSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSDG--DHDHHGTHAQCGIHGEQYPDHRPLGYPLERRIPD-------ERVFDGV-S- : 667 
PelHc3  : KSKPQGMEFNLYVAVTDGDKDTDGSDG--DHDHHGTHAQCGIHGEQYPDHRPLGYPLERRIPD-------ERVFDGV-S- : 668 
CmaHc6  : KGNVKGLDMDVMVAITSGEADAAVE----GLHENTSFNHYGCPDGTYPDKRPHGYPLDRHVDD-------ERIINDL-H- : 636 
CsaHc   : KGKTEGMDFHVVVFVSDGAKDAAVD----GLHESTTYNHYGCHDGTYPDNQPHGYPLDRRVDD-------ERIITGV-S- : 661 
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PvaHc1  : KGNEQGLEFDLVVAVTDGAADAAVD----GLHENTEFNHYGSHG-VYPDKRPHGYPLDRKVPD-------ERVFEDL-P- : 653 
PvaHc   : KGNDRGLEFDLVVAVTDGDADSAVP----NLHENTEYNHYGSHG-VYPDKRPHGYPLDRKVPD-------ERVFEDL-P- : 645 
PinHcC  : KGQAQGMEFNLVVAVTDGRTDAALD----DLHENTKFIHYGYDR-QYPDKRPHGYPLDRRVDD-------ERIFEAL-P- : 643 
SamHc   : KGRRDGMPFTLFVVLTDYEKDKVNDLP-FDYDYGGSVSYCGTLGHRYPDAKPMGFPFDRRI---------DQDSFFT-K- : 659 
 
 
 
                   *       740             
PlePPO  : NMTVQDITITFLTTASRSRHDGPI*- : 707 
PmoPPO  : NAFMHDITIKFLGEKLN*-------- : 688 
TmoPPO  : NMRVQDVTIKFTNRTVRPKSRN*--- : 684 
BmoPPO1 : NMAVRDCIVRFTDRTRQRGQQG*--- : 685 
BmoPPO2 : NMGLQDITIQLQNVTEPNPRNPPMSV : 693 
BmoPPO3 : NMAVRDCIVRFTDRTRQRGQQG*--- : 685 
MsePPO1 : NMGLQDIVIKLSDVTEPNPRNPPA*- : 695 
MsePPO2 : NMAVRDCSIQFSDTTVERGQQG*--- : 685 
OnyHc   : NMKIFDISIIHREKK----------- : 641 
EcaHcB  : NMHFSEVTITHHQ*------------ : 627 
EcaHcC  : NVSFSQIKIQHH*------------- : 629 
EcaHcA  : NMNISHVTVRFQD*------------ : 631 
LpoHc2  : NMFIKDIKIKFHE------------- : 628 
EcaHcD  : NMAFQEIIIQYEGHKH*--------- : 627 
EcaHcE  : SMSCTDVRIKYTDIK*---------- : 624 
EcaHcF  : NMSFTDVKIQFKDQV*---------- : 629 
TtrHcA  : NMGVSDIKIQFMG------------- : 622 
AauHc6  : NMGLTDIKIKFHG------------- : 626 
EcaHcG  : NMSLTDVVIQYVGHE*---------- : 629 
SpiHc   : NMCDADIVIKFSGKNKDH-------- : 653 
ScoHc1  : NMYYGDVVIQFTGETVTH-------- : 656 
ScoHc2  : NMIATDVIIKFTGEFLPPKGDI---- : 668 
HamHcA  : NINVTHVKVFFKEEH*---------- : 672 
PinHcB  : NIKHVVVKIVHHLEHHD--------- : 657 
PinHcA  : NIKHVVVKIVHHLEHHD--------- : 657 
PvuHc   : NIKHALVKIVHDPELRA--------- : 657 
PelHc1  : NIKHALVKIVHDPELRA--------- : 684 
PelHc2  : NIKHALVKIVHDPELRA--------- : 684 
PelHc3  : NIKHALVKIVHDPELRA--------- : 685 
CmaHc6  : NFKHIQVKVFHHA*------------ : 649 
CsaHc   : NFKAVDVKVYHVEDH----------- : 676 
PvaHc1  : NFGHIHLKVFNHGEHIHH-------- : 671 
PvaHc   : NFKHIQVKVFNHGEHIH*-------- : 662 
PinHcC  : NFKQRTVKLYSHEGVDGG-------- : 661 
SamHc   : NIYQRDVTITFKGSV*---------- : 674 
          n       5                        
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