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Die folgenden Abkiirzungen werden in der vorliegenden Arbeit fiir die Beschreibung der

Mollusken-Hdmocyanine verwendet:

HtH

KLH

RtH
OdH

SoH

FU

-a bis -h

hth

klh

(a) bis (h)

Haliotis tuberculata Himocyanin

Megathura crenulata Hamocyanin (Keyhole Limpet Hemocyanin)
Helix pomatia Himocyanin

Rapana thomasiana Hamocyanin

Octopus dofleini Himocyanin

Sepia officinalis Himocyanin

Funktionelle Doméne (Functional Unit, Funktionelle Einheit)

Bezeichnung der FUs

Haliotis tuberculata Himocyanin cDNA bzw. genomische DNA
Megathura crenulata Himocyanin genomische DNA
in Klammern geschriebene FUs sind nur partiell in den beschriebenen Klonen

enthalten



EINLEITUNG 1

A. Einleitung

> Uber die Forschung am Mollusken-Hiimocyanin: eine kurze Einfiihrung

Héamocyanin ist ein extrazellulédres, frei in der Himolymphe zirkulierendes, respiratorisches
Protein vieler Arthropoden und Mollusken. Aufgrund ihrer gravierenden strukturellen
Unterschiede werden Arthropoden- und Mollusken-Hédmocyanin in zwei getrennte
Proteinfamilien unterteilt. Das Mollusken-Hdmocyanin ist ein Glykoprotein mit einer
relativen Molekiilmasse von vier bzw. acht Millionen Dalton. Elektronenmikroskopisch ist
es in Form eines Hohlzylinders mit pentamerer Symmetrie sichtbar. Mit Maflen von etwa
35 nm Durchmesser und einer Hohe von 18 bzw. 36 nm hat es die Dimension eines
mittelgroBen Viruspartikels und zdhlt zu den grofiten bekannten Proteinen in der Natur. Es
kommt innerhalb der Mollusken in den Klassen der Cephalopoda, Polyplacophora, Bivalvia
und Gastropoda vor und dient den Tieren zur Versorgung ihrer Gewebe und Organe mit
Sauerstoff. Dabei wird Sauerstoff reversibel zwischen zwei Kupferatomen gebunden,
wodurch das Hadmocyanin und somit die Himolymphe die charakteristische blaue Farbe

erhalt.

Aus historischen Griinden fillt dem Hamocyanin der kalifornischen Schliissellochschnecke
Megathura crenulata eine besondere Bedeutung zu. Als erstes kommerziell erhiltliches
Hémocyanin wird das KLH (aus dem Englischen Keyhole Limpet Hemocyanin) schon seit
iiber dreiflig Jahren in der immunologischen Forschung eingesetzt. Wegen seiner enormen
Grofle sowie dem Kohlenhydratanteil, der bis zu 4 % betragen kann (Van Kuik et al., 1990),
besitzt es eine Vielzahl von Epitopen, die in Sdugetieren eine starke Immunantwort auslosen.
Dabei richtet sich das Immunsystem der Sduger, denen es appliziert wird, nicht nur gegen
die Epitope des KLH. Das gesamte Immunsystem wird aktiviert und das KLH wirkt als
Immunstimmulanz sowohl fiir die humorale als auch fiir die T-Zell-vermittelte
Immunantwort (Denizot & Golstein, 1981; Markl, 1987; Ward, 1981). Neben dieser
Wirkung des KLH als Immunstimmulanz sind im Zuge der immunologischen Forschungen
noch weitere Eigenschaften entdeckt worden, die sich die Medizin heute zunutze macht. So
wird das KLH als Hapten-Carrier verwendet, um Antikorper gegen kleinere Antigene
(Chemikalien, Lipide, Polysaccharide, Oligonukleotide u. a.) zu erzeugen, die an das KLH
gekoppelt werden (Helling et al., 1994). In diesem Zusammenhang wichst das Interesse am
KLH in der Tumorforschung als Trager von Tumorantigenen zur Immunisierung und als
Vakzinkomponente bei der Impfung gegen bestimmte Krebsformen (Vacmune® der Firma

Biosyn, Fellbach). Es wird dariiber hinaus als Medikament (Immucothel” der Firma Biosyn,

n A



EINLEITUNG 2

Fellbach) zur Senkung der Rezidivrate beim oberflichlichen Harnblasenkarzinom eingesetzt
(Jurincic et al., 1988; Jurincic-Winkler et al., 1995; Jurincic-Winkler et al., 1996). Durch
eine Kreuzreaktion von Epitopen des KLH mit Oberflichenantigenen von Schistosoma
mansoni, dem Erreger der Bilharziose, kann es schlieBlich auch zur Diagnose der
Schistosomiasis eingesetzt werden (Dissous et al., 1986; Grzych et al., 1987; Markl et al.,
1991a). Dies sind nur einige Beispiele fiir die medizinisch-immunologische Anwendung und
Bedeutung des KLH. Einen detaillierteren Uberblick iiber diese Thematik gibt der Artikel
,Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH): a biomedical review* von Harris und Markl (1999).

> Allgemeiner Aufbau der Mollusken-Héimocyanine

Die Grundeinheit des Mollusken-Hdmocyanins ist ein Hohlzylinder bestehend aus zehn
gleichen Untereinheiten (siche Abbildung 1). Dieses Dekamer mit 18 nm Hohe und einem
Durchmesser von 35 nm hat eine relative Molekiilmasse von etwa vier Millionen Dalton. Die
Bildung von Dekameren erfolgt iiber stabile Dimere aus zwei Untereinheiten. Fiinf solcher
Dimere lagern sich zum vollstindigen Dekamer zusammen, wodurch die pentamere
Symmetrie des Zylinders zustande kommt (Lambert et al., 1994a; Lamy et al., 1993; Miller
et al., 1990; Siezen & van Bruggen, 1974; Wichertjes et al., 1986). Die genaue Form des
Dekamers wurde erst kiirzlich von unserer Arbeitsgruppe identifiziert (Meissner et al.,
2000). Bei Tintenfischen und Kéferschnecken bilden solche Dekamere die vorherrschende
Form, wihrend sich bei Muscheln und Schnecken zwei Dekamere zu einem Didekamer
verbinden (Herskovits & Hamilton, 1991; Lambert et al., 1995b; Lambert et al., 1995¢c;
Terwilliger et al., 1988; Van Holde et al., 1992). Hohere Aggregationsformen sind bei
Vorderkiemer- und Hinterkiemerschnecken beschrieben, wo tubulidre Multidekamere oder
sogenannte Cluster einzelner Didekamere auftreten konnen (Herskovitz & Hamilton, 1991;
Markl et al.,, 1991b). Das zylindrische Dekamer als Grundeinheit der Mollusken-
Hémocyanine besteht aus einer Zylinderwand und einem im Innern gelegenen Bereich.
Dieser sogenannte Kragen kann wie bei Cephalopoden zentral im Innern des Zylinders
liegen, wodurch eher symmetrische Hohlzylinder entstehen, deren beide Seiten sich in der
Aufsicht nicht voneinander unterscheiden (Lambert et al., 1994a; Lambert et al., 1995a;
Lamy et al., 1993; Mouche et al., 1999). Bei den Gastropoden liegt dieser Kragen peripher.
Das Dekamer ist also asymmetrisch mit einer Kragenseite und einer offenen Seite (Harris et

al., 1992; Meissner et al., 2000; Orlova et al., 1997).

Die einzelnen Untereinheiten bestehen aus einer durchgehenden Polypeptidkette mit 350 bis
450 kDa. Sie sind in sieben oder acht globulére Substrukturen gefaltet, die man als
,,Funktionelle Einheiten* oder ,,Funktionelle Doménen® bezeichnet. Diese werden in der

vorliegenden Arbeit mit FU (aus dem Englischen Functional Unit) abgekiirzt. Sie werden
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vom N- zum C-Terminus mit a bis & bezeichnet. Die einzelnen FUs haben ein
Molekulargewicht von 45000 bis 60000. Jede besitzt ein aktives Zentrum mit zwei
Kupferatomen (bezeichnet mit Cu-A und Cu-B). Zwischen diesen kann ein
Sauerstoffmolekiil reversibel angelagert werden. Die beiden Kupferatome werden jeweils
iiber drei hochkonservierte Histidinreste gebunden (Miller et al., 1998; Van Holde et al.,
1992).

Als Glykoprotein besitzt das Mollusken-Hdamocyanin bis zu 9 % Kohlenhydratseitenketten,
die hauptsidchlich N-glykosidisch mit der Polypeptidkette verkniipft sind (Drexel et al., 1986;
Stoeva et al., 1999; Van Kuik et al., 1990; Vanhoergaerden et al., 1990; Wood & Chaplin,
1983).

Review-Artikel zur Struktur der Mollusken-Himocyanine stammen unter anderem von
Harris & Markl (1999), Herskovits (1988), Herskovits & Hamilton (1991), Markl (1996),
Van Holde & Miller (1995) und Van Holde et al. (1992).

Abbildung 1 stellt schematisch die Unterschiede im Hdmocyanin der einzelnen Mollusken-
Klassen dar. Die Untereinheiten der Cephalopoden- und Gastropoden-Hdmocyanine sind
sowohl immunologisch als auch auf Ebene der Primarstruktur untersucht worden. Daher sind
in Abbildung 1 die einzelnen FUs dieser Untereinheiten farbig markiert. Die beiden bei
Cephalopoden beschriebenen Untereinheiten von Octopus und Sepia sind unterschiedlich
lang, was ndher erldutert wird. Bei Kéferschnecken und Muscheln sind Hamocyanine
beschrieben (Herskovits et al., 1989; Herskovits et al., 1986; Lambert et al., 1994b; Lambert
et al.,, 1995¢c; Ryan et al., 1985), die bislang aber nicht ndher untersucht wurden.



Stamm Mollusca

Monoplacophora Scaphopoda
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Abb. 1: Die Hiimocyanine der verschiedenen Mollusken-Klassen.
Die in der Quartérstruktur als Hohlzylinder sichtbaren Mollusken-Hédmocyanine zeigen strukturell einige Unterschiede zwischen den einzelnen Klassen. Diese Unterschiede in der
Quartérstruktur sind in Form von Zylinder-Modellen schematisch wiedergegeben. Auf Ebene der Untereinheit (Kugelmodelle) gibt es Unterschiede zwischen den Himocyaninen

von Cephalopoden und Gastropoden, die im Text niher beschrieben werden.

ONALIFTINIA
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> Cephalopoden-Héimocyanin

Das Cephalopoden-Hdamocyanin bildet in der Quartarstruktur symmetrische Dekamere aus
zehn gleichen Untereinheiten. Es liegt in Form von Hohlzylindern vor, die aus der
Zylinderwand und einer im Innern liegenden zentralen Struktur bestehen. Hohere
Aggregationsformen sind nicht bekannt. Die Untereinheiten bestehen aus sieben bzw. acht
funktionellen Doménen (FUs). Bei den Cephalopoden sind insbesondere die Himocyanine
von Octopus dofleini und Sepia officinalis detaillierter untersucht. Das Hdmocyanin von
Octopus dofleini (OdH) ist das erste vollstindig sequenzierte Mollusken-Hdmocyanin
(Miller et al., 1998). Es enthilt sieben FUs, @ bis g, von denen jede ein aktives Zentrum mit
den bereits erwdhnten Histidinresten der Kupferbindungsstellen enthélt. Bis auf die
funktionelle Doméane OdH-c findet sich in der Sequenz jeder FU mindestens eine potentielle
N-Glykosilierungsstelle. Die einzelnen FUs sind zwischen 394 und 420 Aminoséuren lang.
Ein Sequenzvergleich dieser sieben FUs vom OdH miteinander zeigt, dall die

Ubereinstimmungen etwa bei 42 % Identitiit liegen.

Neben der vollstindig sequenzierten Primérstruktur des OdH ist die Sekundéir- und
Tertidrstruktur der funktionellen Doméne OdH-g iiber Rontgenstrukturanalyse aufgeklért
(Cuff et al., 1998). Diese Analyse mit 2,3 A Aufldsung zeigt, daB OdH-g aus zwei

unterschiedlichen strukturellen Doménen aufgebaut ist (siche Abbildung 2).



EINLEITUNG 6

Abb. 2: Die Rontgenstruktur der funktionellen Domiine OdH-g von Octopus dofleini Himocyanin mit
2,3 A Auflésung (Cuff et al., 1998).
Die Sakundérstruktur-Elemente sind in Form von Réhren (a-Helix) oder flachen Pfeilen (-
Faltblatt) wiedergegeben. Die nachgewiesene Kohlenhydratseitenkette ist mit einem Pfeil markiert.

Schwarze Kreise symbolisieren die beiden Kupferatome des aktiven Zentrums.

Zum einen gibt es die Kern-Domine, in der das aktive Zentrum mit den beiden
Kupferatomen liegt. Sie besteht zum groBten Teil aus a-Helices, die durch unstrukturierte
Sequenzabschnitte bzw. durch kurze B-Faltblitter voneinander getrennt sind. Sie beginnt mit
dem N-Terminus der FU und wird durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert. Die zweite
Doméne wird hauptsdchlich durch antiparallel angeordnete B-Faltblattstrainge gebildet, die
durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Sie endet mit dem C-Terminus. Die
,,Verbindung“ zwischen der Kern- und der B-Faltblatt-Doméne bildet eine Zuckerseitenkette,
die angeheftet an der Kern-Doméne einen offenen Bereich zwischen den beiden Doménen
iiberspannt. In der Architektur des aktiven Zentrums zeigt sich deutlich, da3 die jeweils drei

Histidinreste der Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B in rdumlicher Ndhe zueinander
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liegen. Dabei wird das zweite Histidin der Bindungsstelle Cu-A durch eine Thioetherbriicke

mit einem benachbarten Cysteinrest stabilisiert.

Das zweite gut untersuchte Cephalopoden-Hiamocyanin ist das von Sepia officinalis (SoH).
Die Strukturaufklérung erfolgte iiberwiegend ~ iiber  biochemische und
elektronenmikroskopische Techniken (Lambert et al., 1995a; Lamy et al., 1998; Wichertjes
et al., 1986). Auch hier bilden zehn Untereinheiten ein zylindrisches Dekamer mit zentraler
Kragenregion. Anders als beim OdH besteht die Untereinheit des SoH allerdings aus acht
funktionellen Doméinen. Vom SoH liegen einige partielle Sequenzdaten vor (Declercq et al.,
1990; Top et al., 1990; Vanderzande et al., 1990). Im Vergleich mit anderen Mollusken-
Hémocyaninen taucht hier allerdings eine Besonderheit auf. Mit immunochemischen
Methoden sowie multiplen Sequenzalignments der SoH-Sequenzen mit den einzelnen FUs
des OdH sind die Verwandtschaftsverhiltnisse der topografisch an gleicher Position
innerhalb der Polypeptidketten liegenden FUs untersucht worden (Declercq et al., 1990;
Loncke et al., 1990; Miller et al., 1998). Immunologisch stimmen die funktionellen
Doménen SoH-a, SoH-b, SoH-¢ und SoH-d mit OdH-a bis OdH-d tiberein. Im Anschluf} an
SoH-d scheint sich eine weitere FU im SoH eingefiigt zu haben, die wir mit SoH-/e/s fiir
»sepia“ oder ,,speziell“ bezeichnen. Sie besitzt kein Pendant im OdH, ist aber imunologisch
mit SoH-d verwandt ist (Loncke et al., 1990). Die folgenden funktionellen Doménen SoH-
[fle, SoH-/g]fund SoH-//]g entsprechen immunologisch den funktionellen Doménen OdH-
e, OdH-f und OdH-g. Diese Verhiltnisse der drei C-terminalen FUs spiegeln sich auch in
einem multiplen Sequenzalignment wieder. In der folgenden Abbildung ist der Unterschied
zwischen OdH und SoH schematisch wiedergegeben. Die immunologische Verwandtschaft

der FUs zwischen Octopus und Sepia ist durch die Verwendung gleicher Farben gezeigt.
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IRSOr-Y Jof Yo

Abb. 3: Verwandtschaft der einzelnen funktionellen Domiinen zweier Cephalopoden-Himocyanine.
Die Hamocyanine von Octopus dofleini (OdH) und Sepia officinalis (SoH) bestehen aus sieben
bzw. acht funktionellen Doménen (FUs), die hier als farbige Kugeln dargestellt sind.
Immunbiochemische Vergleiche der einzelnen FUs von OdH und SoH sowie Sequenzvergleiche
haben gezeigt, dafl die N-terminalen funktionellen Domédnen OdH-a bis OdH-d und SoH-a bis
SoH-d einander entsprechen. Die C-terminalen funktionellen Doménen SoH-/f/e, SoH-/g/f und
SoH-/h]g zeigen allerdings mehr Verwandtschaft zu OdH-e, OdH-f und OdH-g. Daher wurde in
unserer Arbeitsgruppe fiir diese FUs eine doppelte Bezeichnung eingefiihrt. In eckigen Klammern
steht die aus chronologischer Abfolge der einzelnen FUs vom N- zum C-Terminus resultierende
Bezeichnung. Hinter der eckigen Klammer folgt die Bezeichnung, die nach den
Verwandtschaftsverhéltnissen zwischen den FUs von OdH und SoH ermittelt wurde. Entsprechend
sind die verwandten FUs in der gleichen Farbe dargestellt. Die zusétzliche funktionelle Doméne bei
Sepia wird mit SoH-/e/s fiir ,,sepia“ oder ,,spezial® bezeichnet. Sie ist immunologisch mit SoH-d

verwandt.

> Gastropoden-Himocyanin

Das Gastropoden-Hiamocyanin bildet in der Quartirstruktur ein Didekamer mit einem
Molekulargewicht von etwa acht Millionen (siche Abbildung 1). Neben den in der
Héamolymphe von Schnecken vorherrschenden Didekameren finden sich bei manchen
Gastropoden auBlerdem hohere Aggregationsformen. Dabei tauchen vor allem tubuldre
Multidekamere auf. An ein zentrales Didekamer werden weitere Dekamere von beiden
Seiten angelagert und bilden so ldngere Ketten (Harris & Markl, 1992; Herskovits &
Hamilton, 1991; Markl et al., 1990). Ein weiterer Unterschied zum Cephalopoden-
Héamocyanin besteht in einer deutlichen Heterogenitit der Untereinheiten. Fiir mehrere
Gastropoden sind zwei verschiedene Isoformen beschrieben, die sich immunologisch
deutlich voneinander unterscheiden. So zum Beispiel fir Megathura crenulata (Gebauer et

al., 1994; Senozan & Briggs, 1989; Senozan et al., 1981; Swerdlow et al., 1996), Haliotis

> f A
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tuberculata (Keller, 1994; Keller et al., 1999), Murex fulvescens (Brouwer et al., 1978),
Buccinum undatum (Lips et al., 1981) oder Rapana thomasiana (Boteva et al., 1991,
Gebauer et al., 1999b). Bei Helix pomatia und Helix aspersa sind sogar drei verschiedene
Untereinheiten (op-, an- und Pce-Form) bekannt, die jeweils noch weitere Heterogenitét
aufweisen (Gielens et al., 1987; Gielens et al., 1990; Van Breemen et al., 1977). Wéhrend
die Untereinheiten von Megathura und Haliotis ausschlieBlich Homo-Oligomere bilden,
lagern sich bei Murex und Buccinum beide Untereinheiten offenbar zundchst zum Dimer
zusammen und bilden somit Hetero-Didekamere. Dies ist allerdings noch nicht verifiziert
worden. Von den Gastropoden-Hamocyaninen war zu Beginn meiner Arbeit auf Ebene der
Primérstruktur wenig bekannt. Vom Himocyanin der Weinbergschnecke Helix pomatia
(HpH) waren von der Isoform B¢ die funktionellen Doménen HpHpBc-d und HpHpBc-g sowie
ein C-terminales Peptid von HpHBc-4 sequenziert (Drexel et al., 1986; Drexel et al., 1987;
Finotto et al., 1990; Xin et al., 1990). Von Rapana thomasiana (RtH) lag die Priméarstruktur
von RtH2-a aus direkter Proteinsequenzierung vor (Stoeva et al., 1997). Biochemisch und
elektronenmikroskopisch waren zu Beginn meiner Arbeit neben dem Hémocyanin der
Weinbergschnecke Helix pomatia (HpH) besonders die beiden Himocyanine von Megathura
crenulata (KLH) eingehend untersucht (Gebauer et al., 1999a; Gebauer et al., 1994; Harris et
al., 1993; Malley et al., 1965; Markl et al., 1991b; Senozan et al., 1981; Sohngen et al.,
1997).

> Megathura crenulata Himocyanin (KLH)

Das Hédmocyanin der Kalifornischen Schliissellochschnecke Megathura crenulata besteht
aus zwei verschiedenen Untereinheiten, die mit KLH1 und KLH2 bezeichnen werden
(Gebauer et al., 1994; Markl et al., 1991b). Diese beiden Isoformen unterscheiden sich
physiologisch, biochemisch und immunlogisch voneinander. Das KLHI1 hat eine
Molekiilmasse von 390 kDa und ist in acht funktionelle Doménen (FUs) gefaltet. Es bildet in
der Quartirstruktur Didekamere von 35 nm Durchmesser und einer Héhe von 36 nm. Hohere
Aggregationsformen sind als Cluster mehrerer Didekamere beschrieben (Gebauer et al.,
1994; Harris et al.,, 1993). KLH2 besteht ebenfalls aus acht FUs, besitzt aber eine
Molekiilmasse von nur 350 kDa (Gebauer et al., 1999a; S6hngen et al., 1997). Hier bilden
sich neben der didekameren Form auch tubuldre Multidekamere. Dabei werden an ein
zentrales Didekamer einzelne Dekamere an beiden Seiten angelagert. Physiologisch treten
beide Isoformen parallel in der Himolymphe auf und dienen primir dem Sauerstofftransport.
Bei gehélterten Schnecken verschwindet nach einigen Monaten das KLH1 aus der
Héamolymphe und es bleibt lediglich das KLH2 zuriick (Gebauer et al., 1994). Hier scheint
also ein physiologischer Unterschied zwischen den beiden Isoformen zu bestehen, der zu

einem selektiven Abbau des KLH1 bzw. zu differentieller Expression der beiden potentiellen

> & A



EINLEITUNG 10

KLH-Gene fiihrt. Auch die Stabilitit der beiden Isoformen in der Quartarstruktur ist
unterschiedlich. So 148t sich beispielsweise durch selektive Dissoziation des KLH2 aus dem
Gemisch das KLHI1 als intaktes Molekiil isolieren (Harris et al., 1997a; Harris et al., 1995;
Harris et al., 1997b). Immunologisch sind die acht FUs beider Isoformen unterscheidbar.
Proteolytische Spaltung der beiden Untereinheiten fiihrt zu einem Gemisch von 16 FUs, die
in der 2D-Immunelektrophorese einzelne Immunprézipitate bilden (Gebauer et al., 1994;
Sohngen et al., 1997). Die Zuordnung der proteolytischen Spaltprodukte zu den
entsprechenden FUs der beiden Isoformen wurde von unserer Arbeitsgruppe aufgeklart
(Gebauer et al., 1999a; Gebauer et al., 1994; S6hngen et al., 1997). Diese Zuordnung wurde
unter anderem dadurch erreicht, da3 die proteolytisch erhaltenen Peptidfragmente von ihrem
N-Terminus her ansequenziert wurden. So sind mittlerweile die N-terminalen
Anfangssequenzen fast aller FUs vom KLHI und KLH2 bekannt (Gebauer et al., 1994;
Soéhngen et al., 1997). Die Primirstruktur von KLH2-¢ wurde iiber direkte

Proteinsequenzierung vollstdndig ermittelt (Stoeva et al., 1999).

Neben der biochemischen Analyse der beiden KLH-Formen wurde die Quartérstruktur mit
elektronenmikroskopischen Techniken untersucht (Dube et al., 1995; Harris et al., 1992;
Orlova et al., 1997) und es gibt mittlerweile zahlreiche Daten iiber das Dissoziations-
Reassoziationsverhalten (Gebauer & Harris, 1999; Harris et al., 1998; Harris et al., 1997a;
Harris et al., 1995; Harris et al., 1997b).

> Biosyntheseort des Gastropoden-Himocyanins

Neben den biochemischen und elektronenmikroskopischen Arbeiten am Protein wurden in
unserer Arbeitsgruppe Untersuchungen zum Biosyntheseort des Héimocyanins bei
Prosobranchiern durchgefiihrt (Albrecht, 1996). Das Hémocyanin wird hier in Zellen
synthetisiert, die aufgrund ihrer Oberfldchenstruktur als Porenzellen bezeichnet werden.
Diese Porenzellen liegen vermehrt im Bindegewebe des Mantels und der Mitteldarmdriise.
Wihrend dieser Untersuchungen an Megathura crenulata ergaben sich allerdings einige
Schwierigkeiten bei der Detektion von Himocyanin-mRNA in den Schliissellochschnecken.
Dies mag zum Teil darauf zuriickzufiihren sein, daf3 - wie bereits erwdhnt - bei gehélterten
Schnecken innerhalb kurzer Zeit das KLH1 aus der Himolymphe vollstdndig verschwindet
und lediglich KLH2 weiter vorhanden ist. Aus diesem Grund wurde in unserer
Arbeitsgruppe das Hémocyanin der nahe verwandten Art Haliotis tuberculata (HtH)
untersucht. Es  zeigte sich, daB bei Haliotis tuberculata diese zunichst
immunhistochemischen Untersuchungen zum Biosyntheseort zu klareren Ergebnissen
fihrten. Bei Haliotis tuberculata konnte ultrastrukturell der Biosyntheseort des

Héamocyanins lokalisiert werden. Hier enthielten die bereits erwéhnten Porenzellen in

e &
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Vesikeln des Golgi-Apparates parakristalline Strukturen, die im Elektronenmikroskop
eindeutig als Hédmocyanin identifiziert werden konnten. Diese Schnecken, die auch als
Seeohr oder Abalone bezeichnet werden, lassen sich problemlos im Aquarium halten und
zeigen keine Verdnderung der Himocyanin-Konzentration in Gefangenschaft. AuBerdem
zeigt das HtH &dhnliche physiologische, immunologische und biochemische Eigenschaften
wie das KLH. Parallel zu den immunhistochemischen Untersuchungen zum Biosyntheseort
wurde deshalb das HtH in unserer Arbeitsgruppe auch biochemisch und molekularbiologisch

untersucht.

> Haliotis tuberculata Himocyanin (HtH)

Das Hamocyanin von Haliotis tuberculata enthélt wie auch das KLH zwei verschiedene
Untereinheiten, HtH1 und HtH2, die jeweils aus acht immunologisch verschiedenen FUs
bestehen. In der SDS-PAGE zeigen beide Untereinheiten eine GroBe von etwa 400 kDa
(Keller et al., 1999; Lieb et al., 1999). Auch hier 146t sich das HtH1 wie das KLH1 durch
selektive Dissoziation des HtH2 aus dem Gemisch beider Isoformen als intaktes Molekiil
isolieren (Keller et al., 1999). Die FUs beider Isoformen lassen sich proteolytisch
voneinander abspalten und zeigen in der 2D-Immunelektrophorese einzelne Prizipitate. Die
Spaltprodukte konnten ihren Positionen innerhalb der Polypeptidkette zugeordnet werden
(Keller et al., 1999; Lieb et al., 1999). Dabei wurden die erhaltenen Spaltprodukte N-
terminal ansequenziert. So liegen von den meisten FUs vom HtH die N-terminalen
Anfangssequenzen vor. Tabelle 1 zeigt die N-terminalen Anfangssequenzen der einzelnen
FUs von HtH1 und HtH2 zusammen mit den iiber SDS-PAGE bestimmten Molekiilmassen

der proteolytisch erhaltenen Fragmente.
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Tab. 1: N-terminale Anfangssequenzen der einzelnen FUs des HtH und ihre in der SDS-PAGE
bestimmten Molekiilmassen (Keller et al., 1999; Lieb et al., 1999).

N-terminale Anfangssequenz Molekiilmasse [kDa]

DNVVRKDVSHLTDDEVQ 53
? 48
FEDEKHSLRIRKNVDSLTPEETNELR 46

VEEVTGASHIRKNLNDLNTGEM 40

ILDHDHEEEILVRKNIIDLSP 49

KLNSRKHTPNRVRHELSSLSSRDIASLKA 50

DHQSGSIAGSGVRKDVNTLTKAETDNLRE 45

DEHHDDRLADVLIRKEVDFLSLQEANAIKD 60

SVDTVIXKNVDNLxD ?

DEVVTAASHI 50

PDGHSDDI 53

ANIAGSGV 43

VTROQXTDGNA 59

Der Biosyntheseort des Hamocyanins bei Haliotis tuberculata liegt in den sogenannten
Porenzellen. Da die Porenzellen bei Haliotis vermehrt im Bindegewebe des Mantels zu
finden sind, wurde in unserer Arbeitsgruppe RNA aus dem Mantelgewebe von lber dreiflig
Individuen prépariert und damit eine cDNA-Bank erstellt. Im Rahmen meiner Diplomarbeit
konnte ich aus dieser cDNA-Bank iiber Antikdrperscreening einen cDNA-Klon isolieren, der
Teile der fiir HtH1 kodierenden cDNA enthielt. Dieser Klon, hth1-(g)k, kodierte fiir etwa 60
Aminosduren des C-terminalen Endes der funktionellen Domédne HtHI1-g und fiir die
vollstandige HtH1-4. Einen dhnlichen Klon isolierte und sequenzierte Henning Keller in
unserem Labor (Keller et al., 1999). Henning Keller konnte im Rahmen seiner Doktorarbeit
aus diesem cDNA-Klon eine Sonde herstellen, mit der er in situ-Hybridisierungen an
Geweben von Haliotis tuberculata durchgefiihrt hat. So konnte er die Himocyanin-mRNA
in Porenzellen nachweisen und somit den Biosyntheseort eindeutig identifizieren (Albrecht

et al., Publikation in Vorbereitung).

Neben der in dieser Arbeit beschriebenen Analyse der Primér- und Genstruktur der beiden
HtH-Isoformen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen zum Dissoziations-
Reassoziationsverhalten (Harris et al., 2000) wurde in unserer Arbeitsgruppe auch die
Quartérstruktur des HtH1 eingehend untersucht. Ausgehend von
kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen der HtH1-Didekamere konnte die 3D-Struktur

=K A
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iiber Computerrekonstruktionen bis zu einer Aufldsung von 12 A aufgeklirt werden
(Meissner et al., 2000). Es zeigt sich hier erstmalig der Verlauf eines Untereinheiten-Dimers
innerhalb des Zylinders. Eine solche Computerrekonstruktion des HtH1 ist in Abbildung 4
dargestellt. Dabei ist das Untereinheiten-Dimer farbig hervorgehoben. In einem Schnittbild

durch das Dekamer sind die Strukturen zu sehen, die den inneren Kragenkomplex bilden.

Abb. 4: 3D-Rekonstruktion des HtH1-Didekamers.
Links ist die Computerrekonstruktion des HtH1-Didekamers mit einer Auflésung von 12 A zu
sehen. Das Untereinheiten-Dimer ist farbig hervorgehoben. Rechts ist ein Computer-generierter
Schnitt durch das Didekamer als Stereo-Bild dargestellt (Meissner et al., 2000). Diese Bilder

wurden mir freundlicherweise von Ulrich Meiiner zur Verfiigung gestellt.
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> Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die vollstdndige Primér- und Genstruktur des HtH1 zu
ermitteln. Da das Hadmocyanin von Haliotis tuberculata aus zwei Isoformen besteht, sollte
parallel zur Analyse des HtH1 damit begonnen werden, die Primérstruktur des HtH2 zu
sequenzieren. Die erhaltenen Daten sollten zusammen mit denen von Octopus dofleini
(Billiald et al., 1990; Cuff et al., 1998; Lamy et al., 1993; Lamy et al., 1986; Lamy et al.,
1987; Miller et al., 1998) ein umfassenderes und detaillierteres Bild iiber die Struktur, die

Verwandtschaft und die Evolution der Mollusken-Hamocyanine geben.

Da alle bisherigen Versuche, die Himocyanin-cDNA der nahe verwandten Art Megathura
crenulata zu isolieren und zu sequenzieren ohne Erfolg geblieben waren, sollte wenn
moglich neben den Untersuchungen am HtH noch ein Weg gefunden werden, die
Primérstruktur des KLH zu ermitteln. Das besondere Interesse bei der Analyse des KLH
liegt im Wesentlichen in seiner medizinischen und immunologischen Bedeutung, die
eingangs erldutert wurde. Dieser Teil der Arbeit wurde finanziell von der Firma Biosyn
(Fellbach) unterstiitzt, die das KLH in zwei Formen kommerziell vertreibt (Vacmune® und

Immucothel®).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Daten wurden in enger Zusammenarbeit zwischen mir
und meinem betreuenden Assistenten Bernhard Lieb erstellt. Da wir im Verlauf der Arbeit in
staindigem Austausch sowohl in Bezug auf die Labortétigkeit als auch bei methodischen und
strategischen Fragen gestanden haben, ist es nicht moglich, die Einzelergebnisse
voneinander zu trennen. Wenn ich im Folgenden im Plural spreche, so meine ich damit die
von Bernhard Lieb und mir durchgefiihrten Arbeiten und die erhaltenen Daten. Desweiteren
wurden Teile der hier dargestellten Ergebnisse von den von Bernhard Lieb und mir
mitbetreuten Diplomanden Sigmar Stricker und Christian Awenius erarbeitet. Diese

Teilergebnisse sind gekennzeichnet.
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B. Material und Methoden

1. Versuchstiere

1.1. Systematische Stellung der Versuchstiere

Die beiden untersuchten Mollusken-Arten gehoren innerhalb der Klasse der Gastropoda zur
Unterklasse der Streptoneuren oder Prosobranchia. Haliotis tuberculata und Megathura
crenulata gehdren zur Ordnung der Diotocardia oder Archaeogastropoda. Die Diotocardia
trennen sich unter anderem in die Uberfamilie der Pleurotomariacea (Paarkiemer), zu denen
die Familie der Haliotidae gehort, deren einzige Gattung Haliotis darstellt. Eine weitere
Uberfamilie ist die der Fissurellacea (Lochschnecken), in der die Gattung Megathura

innerhalb der Familie der Fissurellidae (Schliissellochschnecken) steht.

1.2. Haliotis tuberculata

Haliotis tuberculata lebt benthisch im Sublithoral und in der Flachwasserzone felsiger
Kiistenabschnitte und bevorzugt eine Tiefe zwischen 9 und 12 Metern. Sie ist die fiir den
Armelkanal typische Art und an allen felsigen Kiisten GroBbritanniens, der Kanalinseln und
Frankreichs zu finden. Vereinzelt tritt Haliotis tuberculata auch im Mittelmeer auf, wo
Haliotis lamellosa allerdings die vorherrschende Art ist. Als nachtaktiver Weidegédnger
verstecken sie sich tagsiiber in engen Spalten und auf der Unterseite von Steinen oder Felsen.
Nachts sind die Tiere sehr aktiv und weiden mit ihrer Radula Makroalgen von
Felsoberflachen ab. In Gefangenschaft lassen sie sich problemlos mit Seetang fiittern, den sie

mit threm starken FuBmuskel festhalten.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere der Art Haliotis tuberculata, die mir
freundlicherweise von der Firma Biosyn (Fellbach) zur Verfiigung gestellt wurden,
stammten entweder aus Wildfangen von der franzosischen Atlantikkiiste oder aus einer
Nachzucht vom S. M. E. L. (Syndicat Mixte d 'Equipement du Littoral, Blainville sur Mer,
Frankreich).
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Abb. 5: Haliotis tuberculata (griines Seeohr, Abalone).

1.3. Megathura crenulata

Die Art Megathura crenulata lebt an der Pazifikkiiste Siidkaliforniens und Mexikos
unmittelbar unter der Brandungszone zwischen 3 und 12 Metern Tiefe. Sie ist ausschlieB3lich
auf felsigem Grund zu finden und bevorzugt Zonen mit permanenter Wasserbewegung. Mit
ihrem starken FuBmuskel heften die Tiere sich an ihrem Untergrund fest und weiden mit
ihrer Radula Makroalgen und tierischen Bewuchs ab. Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere
wurden uns freundlicherweise von der Firma Biosyn (Fellbach) zur Verfiigung gestellt. Die
in Kalifornien préparierten Tiere stammten von George Kelly und Richard Rode (Marinus,

Long Beach, USA).

Abb. 6: Megathura crenulata (Kalifornische Schliissellochschnecke).

7
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1.4. Hiilterung

Die marinen Schnecken wurden in 300 Liter-Aquarien mit Meerwasser (3,5 % Instant
Ocean, Aquarium Systems, Sarrebourg, Frankreich) bei konstant 17°C gehalten. Der Tag-
Nacht-Rhythmus lag bei jeweils 12 Stunden. Die Arten Haliotis tuberculata und Megathura
crenulata wurden mit Seetang (Haitai Deutschland GmbH, Nettal) einmal pro Woche

gefiittert.

2. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitdt bezogen und stammen, wenn nicht
anders angegeben, von den Firmen Biomol (Hamburg), Fluka (Neu-Ulm), Gibco Life
Technologies (Karlsruhe), ICN Biomedicals (Meckenheim), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) und Serva (Heidelberg).

3.  Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.1. Prizipitation von Nukleinsiuren

In Anwesenheit von niedrigen Konzentrationen einwertiger Kationen bilden Nukleinsduren
ein Prézipitat, das sich durch Zentrifugation gewinnen ldBt. Die zu prézipitierende
Nukleinsdureprobe wurde mit einer Losung einwertiger Kationen (Konzentration siche
Tabelle 2 ) gemischt, mit 2,5 Volumen Ethanol (absolut) oder 0,7 Volumen Isopropanol
(absolut) bei —70°C fiir 60 Minuten oder bei —20°C iiber Nacht gefillt und anschlieBend bei
12000 x g fiir eine Stunde zentrifugiert.

Das Prézipitat wurde in 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Minuten) und bei

Raumtemperatur getrocknet.

Fiir anschlieBende Reaktionen wurden die Nukleinsduren in entsprechenden Puffern oder in

H,0 aufgenommen.
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Tab. 2: Kationenkonzentration zur Prizipitation von Nukleinsiduren.

Stammlosung [M] Endkonzentration [M]

Ammoniumacetat 10 2,0 bis 2,5
Lithiumchlorid 8,0 0,8
Natriumchlorid 2 0,2
Natriumacetat 3,0 (pH 5,2) 0,3

3.2. Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsiuren

Um Proteine und einzelne Nukleotide aus einer Nukleinsdurelosung zu entfernen, wurde eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dazu wurde die Nukleinsdureprobe mit
1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (im Verhéltnis 25 : 24 : 1) fiir 20 Sekunden
gemischt (Vortexen) und zur Phasentrennung fiir 2 Minuten zentrifugiert. Die geféllten
Proteine befanden sich danach in der Interphase zwischen organischer und wésseriger
Losung. Die Nukleinsduren blieben in wisseriger Phase und wurden in ein frisches
Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Anschlieend wurde dieser Vorgang zweimal mit Chloroform-
Isoamylalkohol (im Verhéltnis 24 : 1) wiederholt, um restliches Phenol aus der Losung zu

entfernen.

3.3. Priparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen (Birnboim
& Doly, 1979) und anschlieBender Prizipitation der bakteriellen Proteine mit zwei

verschiedenen Systemen nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

e  QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden)

e Concert™ Rapid Plasmid Purification System der Firma Gibco Life Technologies

(Karlsruhe)

Ausgehend von 1,5 ml Fliissigkultur betrug die Ausbeute bei beiden Kits etwa 10 pg reiner
Plasmid-DNA.

e Plasmidpréparation nach He et al. (1989)

Geringere Mengen unreiner Plasmid-DNA wurden durch Lyse der Bakterienzellen mit Telt-

Puffer und anschlieBender Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe B.3.2, Phenol/Chloroform-
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Extraktion von Nukleinsduren) gewonnen. Da diese Plasmid-DNA stark mit bakterieller
RNA und DNA verunreinigt war, eignete sich diese Prédparationsmethode lediglich zur

Verifizierung  rekombinanter ~ Bakterienklone  mittels = Restriktionsverdau ~ und

Gelelektrophorese.

Telt-Puffer 2,5 M Lithiumchlorid
50 mM Tris/HCl
4% (v/v) Triton X-100
62,5 mM EDTA

3.4. Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen des Typs II sind Enzyme, die Phosphodiesterbindungen von
DNA-Molekiilen an fiir sie sequenzspezifischen Stellen zerschneiden. Diese Schnittstellen
sind palindromische Sequenzen von typischerweise 4 bis 8 Basenpaaren Lénge. Mittlerweile
stehen iiber 150 solcher Restriktionsenzyme kommerziell zur Verfligung, die sich in ihrer
Schnittstelle unterscheiden. Es wurden fast ausschlieBlich Restriktionsendonukleasen der
Firma Stratagene (Heidelberg) zum Verdau von DNA verwendet. Die Puffer und deren
Konzentrationen wurden fiir die verschiedenen Restriktionsenzyme nach Angaben des

Herstellers eingesetzt.
Der Standard-Restriktionsansatz zum Verdau von Plasmid-DNA war ein 20 pl-Ansatz mit:

200 ng bis 1 pg Plasmid-DNA

1 bis 5 Einheiten (Units) Enzym

(1 Unit schneidet 1pg DNA pro Stunde unter optimalen Bedingungen)
Reaktionspuffer

mit H,O auf ein Volumen von 20 ul aufgefiillt

Der Erfolg der Restriktion wurde anschliefend in einem Agarosegel getestet.

3.5. Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin

Um DNA-Fragmente als Sonden fiir das Screening von cDNA-Banken sowie fiir Southern-

/Northernblots zu verwenden, mussten die entsprechenden Fragmente mit Digoxigenin (Dig)

Y
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markiert werden. Hierfiir wurde das Dig High Prime Kit der Firma Boehringer (Mannheim)

verwendet.

Das Prinzip dieser Markierungsmethode beruht auf der Anlagerung von hexameren random-
Oligonukleotiden an die zu markierenden DNA-Fragmente. Diese Oligonukleotide dienen
dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I als Primer zur Synthese des komplementéren
Stranges. Der verwendete Nukleotidmix enthidlt neben den vier Nukleosidtriphosphaten
(dTTP, dATP, dCTP und dGTP) das mit Digoxigenin modifizierte Nukleosidtriphosphat
Dig-dUTP. Das Verhéltnis zwischen dTTP und Dig-dUTP ist so eingestellt, dal} statistisch
jedes 20. bis 25. Nukleotid des neu synthetisierten Stranges mit Digoxigenin markiert ist.

Die zu markierenden DNA-Fragmente stammten zum einen aus Klonen, die aus den cDNA-
Banken isoliert wurden. Uber Restriktionsverdau wurden die gewiinschten cDNA-Fragmente
aus den Plasmidvektoren herausgeschnitten. Nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel konnten die entsprechenden Stiicke aus dem Gel ausgeschnitten, extrahiert und
direkt fir die Markierungsreaktion eingesetzt werden. Zum anderen wurden die zu
markierenden DNA-Fragmente tiber PCR gewonnen. Mittels spezifischer und degenerierter
Primer wurden so Stiicke aus cDNA-Klonen und aus genomischer DNA amplifiziert. Diese
konnten dann nach erfolgter Gelelektrophorese und Gelextraktion zur Markierung eingesetzt

werden.

Es wurden pro Markierungsreaktion bis zu 1 pg DNA-Fragmente unterschiedlicher Linge
eingesetzt, nach Angaben des Herstellers mit Digoxigenin markiert, aufgereinigt und die
Ausbeute der Reaktion im Vergleich zu einer Standardlésung mit bekannter Dig-Markierung

iiberpriift.

3.6. Gelelektrophorese

> DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,5 bis 2 %-igen
horizontalen Agarosegelen versetzt mit 0,01 % Ethidiumbromid-Stammldsung bei einer
Spannung von 6V/cm Elektrodenabstand. Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x TBE

verwendet.

Ethidiumbromid ist ein fluoreszierendes, interkalierendes Molekiil, das sich in die grofBe

Furche der DNA-Doppelhelix einlagert und so die Sichtbarmachung der DNA im UV-Licht
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(UV-Transilluminatoren der Wellenldngen 366 und 254 nm, Fa. Bachofer, Reutlingen)

ermoglicht.

Als Molekulargewichtsstandard wurde mit Eco RI und Hind III geschnittene A-Phagen-DNA

aufgetragen.
10 x TBE 0,9 M Tris/HCl

0,9 M Borséure

20 mM EDTA

pH 8,3
Ethidiumbromid-Stamml&sung 10 mg/ml
> RNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in 1 %-igen Agarosegelen, die mit
Formaldehyd und MOPS-Puffer gegossen wurden. Die Spannung betrug 6V/em
Elektrodenabstand. Fiir ein Minigel wurde 0,4 g Agarose mit 4 ml 10 x MOPS-Puffer (3-(N-
Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsdure Natriumsalz) und 30 ml H,O aufgekocht, auf ca.
50°C abgekiihlt, mit 6,8 ml Formaldehyd versetzt und gegossen. Das Formaldehyd
verhinderte die Aktivitit von RNasen wihrend der Elektrophorese. Als Elektrophoresepuffer
diente 1 x MOPS-Puffer.

Die RNA-Proben wurden in einem Volumen von 4,5 ul mit 10 pl Formamid, 2 ul
10 x MOPS-Puffer und 3,5 ul Formaldehyd bei 70°C fiir 5 Minuten denaturiert und mit
0,1 Volumen 10 x Beladungspuffer versetzt aufgetragen. Zur Sichtbarmachung der RNA
wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese entweder in eine Ethidiumbromid-Losung
(1 x MOPS-Puffer, 0,01% Ethidiumbromid-Stammldsung) gelegt und unter UV-Licht

analysiert oder mit Toluidinblau irreversibel gefarbt.

10 x MOPS-Puffer 0,2 M MOPS, pH 7
50 mM Natriumacetat, pH 7
10 mM EDTA, pH 8

10 x Beladungspuffer 50 % Glycerin
0,4 % Bromphenolblau
0,4 % Xylencyanol
10 x TBE
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3.7. DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen beruht bei allen drei verwendeten
Methoden auf der selektiven Bindung von DNA an eine Matrix aus Silicagel unter hohen
Salzkonzentrationen bei pH-Werten unterhalb von pH 7,5. Im leicht alkalischen Milieu bei
pH-Werten grofer pH 8 und niedrigeren Salzkonzentrationen lassen sich die gebundenen
DNA-Stiicke nach Aufreinigung dann wieder ablosen. Bei allen drei Praparationsmethoden

konnen Fragmente von 40 bp bis zu 10 kb extrahiert werden.

e Agarose Gel DNA Extraction Kit der Firma Boehringer (Mannheim)
e QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden)

e Concert™ Gel Extraction Systems der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe)

Die Extraktion erfolgte nach Angaben des jeweiligen Herstellers. Variationen bestanden
lediglich im Volumen des Elutionspuffers, mit dem die extrahierten und gereinigten DNA-
Fragmente von der Matrix abgelost wurden. Dieses Volumen richtete sich nach
Verwendungszweck und weiterer Bearbeitung der extrahierten Fragmente und schwankte

zwischen 10 und 50 pl.

4.  Allgemeine mikrobiologische Arbeiten
4.1. Bakterien und Vektoren

> Bakterienstimme

Es wurden folgende Bakterienstimme der Art Escherichia coli verwendet:

e FE. coli XL 1 Blue MRF"’ (Stratagene, Heidelberg)
e FE. coli XLOLR (Stratagene, Heidelberg)
e FE. coli M15 (pREP4) (Qiagen, Hilden)

> Phagen

Zur Synthese aller cDNA-Banken wurde der ZAP Express Vektor (Stratagene, Heidelberg)
verwendet. Fiir die in Abschnitt B.10 beschriebene in vivo-Excision wurde der ExAssist™

Helfer-Phage (Stratagene, Heidelberg) verwendet.

=
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> Plasmidvektoren

Als Plasmidvektoren wurden die folgenden Plasmide benutzt:

e pBK-CMYV (Stratagene, Heidelberg) ZAP Express' ™ cDNA-Banken

e pQE 30, 31 und 32 (Qiagen, Hilden) Proteinexpression

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

e pBluescript” II SK +/- (Stratagene, Heidelberg) Subklonierung

4.2. Nihrmedien und Agarplatten

LB-Medium
(pro Liter)

LB-Agar

LB-Topagar

NZY-Medium
(pro Liter)

NZY-Agar

NZY-Topagar

10 g NaCl

10 g Tryptone
5 g Hefeextrakt
pH 7,0

20 g Agar-Agar auf 1 Liter LB-Medium
0,7 % (w/v) Agarose in LB-Medium

5 g NaCl

2 g MgSO4 x 7 HzO

5 g Hefeextrakt

10 g NZ-Amine (Casein-Hydrolysat)
pH 7,5

15 g Agar-Agar auf 1 Liter NZY-Medium

0,7 % (w/v) Agarose in NZY-Medium

Alle Medien wurden direkt nach ihrer Herstellung bei 121°C (1,0 bar Druck) fiir 30 Minuten

autoklaviert. Agar wurde auf 55°C abgekiihlt und etwa 5 mm hoch in Petrischalen gegossen.

Um ein selektives Wachstum von bestimmten Bakterien zu ermoglichen, wurden Medien

und Agarplatten nach dem Autoklavieren auf 55°C abgekiihlt und mit Antibiotika versetzt.

Folgende Konzentrationen an Antibiotika wurden eingesetzt:
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Ampicillin 100 mg pro Liter
Kanamycin 12,5 mg pro Liter
Tetracyclin 50 mg pro Liter

Sollten Bakterien mittels Blau-Weil3-Selektion, der so genannten o-Komplementation
(Langley et al., 1975), selektiert werden, wurde LB-Agar mit IPTG (Isopropyl-B-D-
Galactosid) und X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid) versetzt, autoklaviert

und mit einem entsprechenden Antibiotikum in Petrischalen gefiillt.

4.3. Glycerinkulturen

Zur Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angesetzt und bei —80°C
eingefroren. Aus frischen Fliissigkulturen der zu konservierenden Bakterien wurden 500 pl
entnommen und mit dem gleichen Volumen Glycerin vermischt. Solche Glycerinkulturen

waren fur mehrere Monate bei —80°C haltbar.

4.4. Plattenkulturen

Aus Glycerinkulturen der Bakterien wurden Ausstriche auf Agarplatten hergestellt, die mit
einem geeigneten Antibiotikum versetzt waren. Dazu wurden die Bakterien mit einer sterilen
Platinése auf dem Agar verteilt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend konnten

diese Platten iiber mehrere Wochen bei 4°C gelagert werden.

4.5. Fliissigkulturen

Fiir Flissigkulturen wurden Einzelkolonien von Agarplatten mit einem sterilen Zahnstocher
oder einer Impfose in LB-Medium {iberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Die Menge an Medium und Zusatz von Antibiotika sowie anderen Substanzen

richtete sich nach Art der Bakterien und dem Verwendungszweck der Kultur.

Fliissigkulturen fiir Plasmidpréparationen wurden in 3 bis 5 ml LB-Medium angesetzt und

mit einem Antibiotikum versetzt.

Fiir die cDNA-Banken wurden Bakterien in 30 ml LB-Medium mit 300 ul Maltose
(20 % w/v) und 300 ul MgSQO, (1 M) versetzt. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden
die Bakterien bei 500 x g, 4°C, sedimentiert und in einer sterilen MgSO,-Lésung (10 mM)
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resuspendiert. Fiir das Ausplattieren der Banken wurde die Dichte der Bakterien auf eine
ODggo ~ 0,5 eingestellt, fiir die in vivo-Excision wurden Bakterien mit einer Dichte von

ODggpo ~ 1,0 verwendet.

4.6. Kompetente Bakterien

Um Plasmide klonieren zu konnen, mussten sie in Bakterien transformiert werden. Die
Bakterien wurden nach einer modifizierten CaCl,-Methode (Cohen et al., 1972) kompetent
gemacht. Dazu wurden Bakterien einer Flissigkultur (siche B.4.5) im Verhiltnis 1 : 100 in
frischem Medium bei 37°C inkubiert, bis sie eine ODgy ~ 0,2 erreicht hatten. Die sich nun in
der logarithmischen Wachstumsphase befindenden Bakterien wurden pelletiert (5 Minuten
bei 500 x g, 4°C), in 10 ml eiskaltem MgCl, (0,1 M) resuspendiert, erneut sedimentiert und
anschliefend in 2 ml eiskaltem CaCl, (0,1 M) resuspendiert. Die Bakterienzellen wurden nun
fiir mindestens 30 Minuten auf Eis gehalten und konnten anschlieBend fiir die

Transformation verwendet werden.

4.7. Transformation kompetenter Bakterien

Fiir die Transformation wurden 100 pl kompetente Bakterien mit den zu transformierenden
Plasmiden (etwa 10 bis 100 ng zirkuldre Plasmid-DNA) gemischt und fiir mindestens
45 Minuten auf Eis gehalten. Nach kurzem Hitzeschock (1 Minute bei 45°C) wurde dem
Ansatz 900 ul LB-Medium zugesetzt und die Bakterien bei 37°C zur Erholung fiir
30 Minuten inkubiert. Danach konnten die transformierten Bakterien auf LB-Platten
ausplattiert werden, die mit geeigneten Antibiotika zur Selektion rekombinanter Klone

versetzt waren.
5.  Priparation von RNA

5.1. Gesamt-RNA-Priparation

Die Versuchstiere wurden aus dem Aquarium genommen und in Beuteln auf Eis fiir etwa
90 Minuten bis zum Tode gekiihlt. Danach wurde mit sterilem Préparationsbesteck die

Schale entfernt und Gewebe entnommen.
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Bei Haliotis tuberculata wurde das bindegewebsreiche Mantelgewebe sowie Teile der
Kiemen, Bindegewebe der Mitteldarmdriise und Pericard herauspréipariert und sofort auf
Trockeneis gelagert. Je nach GroBe der Tiere konnten 100 mg bis zu 1,5 g Gewebe pro Tier

prépariert werden.

Die Préparation von Megathura crenulata erfolgte auf gleiche Weise, allerdings wurde hier
bei grofen Individuen hauptsdchlich Bindegewebe aus dem Bereich der Mitteldarmdriise
entnommen. Bei mittelgroen und kleinen Tieren wurde lediglich die Schale entfernt und,

sofern moglich, der Eingeweidesack vom FuBmuskel getrennt.

Um die zu préparierende RNA vor Degradation durch RNasen zu schiitzen, mufiten folgende

VorsichtsmaBinahmen getroffen werden:

e Zur Priparation der Gewebe wurden sterile Skalpellklingen sowie autoklaviertes
Préparationsbesteck verwendet.

e Das Gewebe wurde auf Trockeneis prapariert und gelagert.

e Die Zerkleinerung und Homogenisation der Gewebestlicke wurde in mit DEPC-H,O
(Diethylpyrocarbonat) behandelten und autoklavierten Glasgerdten oder in sterilen
Plastikfalkons durchgefiihrt.

e Alle Puffer und Losungen wurden mit DEPC-H,O angesetzt und anschliefend

autoklaviert, um das DEPC zu entfernen.

Die Ausbeute der RNA-Praparation wurde photometrisch bestimmt. Dabei gilt :

1 ODygp =~ 40 pg RNA / ml
Der Quotient aus OD,4y / ODyg gibt ndherungsweise den Grad der Verunreinigung der RNA
mit Proteinen. Hier gilt :

0Dy / ODygo = 1,8 bis 2 = saubere RNA

OD»60 / ODsg < 1,8 = mit Proteinen verunreinigte RNA
Um die Qualitdt der préparierten gesamt-RNA zu testen wurde eine Formaldehyd-RNA-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Siehe hierzu Abschnitt B.3.6, RNA-Gelelektrophorese.

Die gesamt-RNA wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden préipariert.

> RNeasy Maxiprep Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden)

Bei dieser Priparationsmethode wurde das Gewebe in einem denaturierenden Puffer mit

GTC (Guanidinthiocyanat) und [B-Merkaptoethanol homogenisiert und lysiert, um die
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Aktivitit von RNasen wéhrend der Préparation zu unterbinden. Hierzu wurde ein
autoklavierter, RNase-freier Glas-Douncer verwendet. Die Aufreinigung der RNA erfolgte
iiber eine Siule, deren Silicagel-Matrix unter den gegebenen Bedingungen spezifisch RNA
band. Es konnten bis zu 1 g Gewebe eingesetzt werden. Die Préparation erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die RNA wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen 2 M NaCl und
0,7 Volumen Isopropanol (absolut) {iber Nacht bei —20°C gefallt.

> Phenol-/Chloroform-Methode nach Scheller & Karlson (1977)

Zunéchst wurde das Gewebe mit einem Ultra-Turrax der Firma Jahnke & Kunkel (Staufen
im Breisgau) in TEN-Puffer griindlich zerkleinert und homogenisiert. Es wurden 2 g Gewebe
in 20 ml TEN-Puffer homogenisiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Puffer (PCI-Puffer) unter Schiitteln bei 4°C
fir 10 Minuten. Die Losung wurde in 50 ml Falkons mit Phase-Lock-Gel der Firma
Eppendorf (Hamburg) iiberfiihrt. Das Phase-Lock-Gel (PLG), das zur besseren
Phasentrennung von organischer und wifriger Phase diente, wurde vorher fiir 2 Minuten bei
1500 x g sedimentiert. Die RNA-Ldsung wurde fiir 5 Minuten bei 1500 x g zentrifugiert, die
wiBrige Phase als Uberstand in frische PLG-Falkons iiberfiihrt und erneut mit 1 Volumen
PCI-Puffer extrahiert und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis der
Uberstand klar und somit frei von Proteinen war. Der die RNA enthaltende Uberstand wurde
in frische Falkons iiberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 0,1 Volumen 2 M NaCl und
0,7 Volumen Isopropanol (absolut) bei —20°C {iber Nacht gefillt.

TEN-Puffer 50 mM Tris/HCI pH 7,6
10 mM EDTA
0,1 M NaCl
1% Lauroylsarcosinate
autoklavieren

200 pg / ml Heparin

CIA-Puffer Chloroform-Isoamylalkohol im Verhiltnis 24 : 1
mit TEN-Puffer ausschiitteln

PCI-Puffer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Puffer
24 g Phenol
6 ml TEN-Puffer
30 ml CIA-Puffer
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5.2.  Priparation von poly-A"-RNA

Es kamen zwei verschiedene Methoden zur Gewinnung von poly-A"-RNA zur Anwendung.
Beiden Préparationsmethoden liegt zugrunde, dal die meisten eukaryontischen mRNA-
Molekiile im Gegensatz zu anderen RNA-Molekiilen (z.B. tRNA, rRNA, snRNA) an ihrem
3’-Ende polyadenyliert sind, also 20 bis zu 250 Adenosin-Nukleotide an ihrem Ende tragen.
Mit Hilfe dieses angehingten poly-A"-Schwanzes lassen sich mRNA-Molekiile, deren Anteil
an der gesamt-RNA in der Regel nur etwa 5 % oder weniger betrigt, spezifisch von allen
anderen RNA-Klassen trennen. Die eingesetzte Menge an gesamt-RNA richtete sich nach

Priparationsmethode und benétigter poly-A™-RNA.

> Oligotex™ mRNA Mini-, Midi- und Maxi-Kit der Firma Qiagen GmbH
(Hilden)

Das Verfahren dieser Methode basiert auf der kovalenten Bindung von Oligonukleotiden der
Form dC;y-T3 (also 10 Cytosinnukleotide und 30 Thymidinnukleotide) an Polystyren-Latex-
Partikel als Tragermatrix. Diese Oligonukleotid-Polystyren-Latex-Partikel (Oligotex)
hybridisieren unter hohen Salzkonzentrationen mit dem poly-A’-Schwanz der mRNA-
Molekiile. Nach erfolgter Trennung und Aufreinigung dieser Hybride von anderen RNA-
Molekiilen lassen sich diese ionischen Bindungen durch Erniedrigung der Salzkonzentration
16sen und somit die poly-A*-RNA wieder von den Oligotex-Partikeln abldsen. Oligotex als
Trigermatrix liegt in Form von Zentrifugations-Saulchen vor; die Priparation der poly-A*-

RNA erfolgte nach Angaben des Herstellers.

> PolyATtract® mRNA Isolation Systems I (large scale) und IV (small scale)

der Firma Promega (Mannheim)

Diese Praparationsmethode verwendet ein oligo(dT) Oligonukleotid, das an seinem 5’-Ende
biotinyliert vorliegt. Dieses Biotin-oligo(dT) Oligonukleotid hybridisiert ebenfalls spezifisch
mit dem poly-A’-Schwanz der mRNA-Molekiile. Durch Zugabe von Streptavidin, das an
magnetische Partikel gebunden ist (Streptavidin-PMP, paramagnetic particles), lassen sich
die poly-A"-RNA-Biotin-oligo(dT)-Hybride in einem magnetischen Feld von anderen RNA-
Molekiilen trennen und aufreinigen, da Streptavidin sehr effizient an Biotin bindet.
AnschlieBend kann die Bindung durch Erniedrigung der Salzkonzentration gelost und die
poly-A"-RNA in RNase-freiem Wasser eluiert werden. Die poly-A"-RNA wurde nach
Angaben des Herstellers prapariert.
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6.  Priparation von genomischer DNA

Die Préparation von genomischer DNA erfolgte mit dem DNA Extraction-Kit der Firma
Stratagene (Heidelberg). Bei dieser Methode wurden bis zu 500 mg Gewebe homogenisiert.
Mit einem speziellen Proteinasegemisch wurden die Zellen und Zellkerne lysiert und die
Proteine und Zelltriimmer anschlieBend gefdllt. Es zeigte sich, daB die Ausbeute an
genomischer DNA deutlich gesteigert werden konnte, wenn das Gewebe nur wenig
mechanisch homogenisiert wurde. Bei groflen Zell- und Gewebefragmenten in der Losung
konnte die erforderliche Lyse der Zellen mit Verlingerung der Inkubationszeit erreicht
werden. Nach Degradation der RNA durch Zugabe von RNase wurde die genomische DNA
mit Ethanol (absolut) gefillt und als ,,Knduel* mit einem Glasstab aufgewickelt und aus der
Losung gezogen. Die Préparation erfolgte weiter nach Angaben des Herstellers. Die vom
Hersteller angegebene Menge an zu homogenisierendem Gewebe liel sich problemlos um
ein Mehrfaches erweitern und so die Ausbeute an genomischer DNA pro Priparation
erhohen. Hierbei trat keinerlei Verunreinigung durch Proteine oder RNA auf. Die Ausbeute
an genomischer DNA lag bei bis zu 5 mg pro Ansatz. Die DNA wurde in TE-Puffer in einer

Konzentration von etwa 350 pg / ml resuspendiert.

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

7. Verwendete Primer

Alle verwendeten Primer wurden bei den Firmen Gibco Life Technologies (Karlsruhe), Roth
(Karlsruhe), GENAXIS Biotechnology GmbH (Spechbach) und bei GenTech Mainz (Prof.
Dr. Hennig, Physiologische Chemie, Universitit Mainz) bezogen. Die Auswahl der
Oligonukleotide erfolgte mit dem Computerprogramm ,,0ligo” sowie diversen im Internet
frei zugénglichen Primerkalkulationsprogrammen (siche B.14, Sequenzauswertung am

Computer).

Die in der Regel lyophilisierten Primer wurden in TE-Puffer in einer Konzentration von

100 pmol/pl resuspendiert und bei —20°C aufbewahrt.

Eine Tabelle, in der alle verwendeten Primer, mit denen die Sequenzdaten dieser Arbeit
gewonnen wurden, aufgelistst sind, ist im Anhang unter F.4 zu finden. Sie sind unterteilt in
HtH1-spezifische Primer (numeriert), HtH2-spezifische Primer (mit Buchstaben bezeichnet)

und degenerierte Primer (mit kleinen romischen Zahlen numeriert). Die Sequenz der

=
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degenerierten Primer enthdlt [TUPAC-Codes fiir degenerierte Nukleotide und ist in
Abbildung 14, S. 61 niher erlédutert.

8.  Synthese von cDNA-Banken

Als Ausgangsmaterial stand eine A-cDNA-Bank zur Verfiigung, die mit poly-A"-RNA aus
dem Mantelgewebe von 30 Individuen der Art Haliotis tuberculata hergestellt worden war.
Diese von Dagmar Gebauer und Henning Keller hergestellte cDNA-Bank wurde bereits im
Rahmen der Doktorarbeit von Henning Keller und meiner Diplomarbeit mit einem

Antikoroper gegen das Himocyanin von Haliotis erfolgreich gescreent.

Alle ¢cDNA-Banken wurden mit dem cDNA-Synthese-Kit ZAP Express™ der Firma
Stratagene (Heidelberg) hergestellt und mit dem Gigapack® III Gold Verpackungskit der

gleichen Firma verpackt.

Die Synthese erfolgte, soweit nicht unter Variationen (siche B.8.8) vermerkt, nach Angaben
des Herstellers. Lediglich die vom Hersteller beschriebenen Kontrollen mit radioaktiv
markierten Nukleotiden wurden weggelassen und gegebenenfalls das Reaktionsvolumen und

die Pufferkonzentrationen angeglichen.

Die mit dem ZAP Express'™ cDNA Synthese-Kit erstellten cDNA-Banken sind
Expressionsbanken, bei denen die cDNA gerichtet in die Vektorarme kloniert und {iber den
Induktor IPTG die Expression des in der cDNA kodierten Proteins induziert werden kann. Es
besteht also die Moglichkeit, die rekombinanten A-Phagenklone sowohl mit spezifischen,
gegen das Zielprotein gerichteten Antikorpern als auch mit spezifischen Nukleinsdure-
Sonden zu screenen. Des weiteren bietet das ZAP Express'“-System einen einfachen Weg,
c¢DNA-Sequenzen aus den rekombinanten A-Phagen in wenigen Schritten in ein Plasmid zu
iiberfithren. Dieser Schritt wird im Abschnitt in vivo-Excision (siche B.10) genauer erldutert.
Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Synthese kurz beschrieben; die
durchgefiihrten Variationen des Standardprotokolls sind im Anschluf8 daran erldutert. Am
Ende dieses Abschnitts steht eine tabellarische Auflistung aller im Rahmen dieser Arbeit
erstellten cDNA-Banken mit Angaben zu Organismus, Gewebe der RNA-Préparation,

Variationen vom Standardprotokoll sowie der verwendeten Primer.

&
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Erststrangsynthese

mRNA ARAAAAAAAA
TTTTTTTTTTTXhoNNNN

Degradation der RNA

TTTTTTTTTTT NNNN

Zweitstrangsynthese

TTTTTTTTTTT NNNN

Blunting

AAAAAAAAAAA NNNN
TTTTTTTTTTT NNNN

Ligation an Eco RI-Adaptoren

EcoNNNNNNN AAAAAAAAAAA NNNNNNNNNNN
NNNNNNN TTTTTTTTTTT NNNNNNNNNNNEco

Xho I-Verdau

EcoNNNNNNN AAAAAAANAAA
NNNNNNN TTTTTTTTTTT

Gerichtete Klonierung in ZAP Express

Vektor ————— EcONNNNNNN AAAAAAAAAAA ——— Vektor
Vektor EcoNNNNNNN TTTTTTTTTTT —— Vektor
Abb. 7: Schematischer Ablauf der cDNA-Bank-Synthese.

Ausgehend von einem oligo-dT-Primer wird die mRNA von ihrem poly-A'-Schwanz mit dem
Enzym Reverse Transkriptase in cDNA {iiberschrieben (Erststrangsynthese). Nach Degradation der
mRNA wird die cDNA doppelstringig gemacht (Zweitstrangsynthese). Dabei dienen Reste der
abgebauten mRNA als Primer. Vorhandene Liicken werden geschlossen (Blunting) und
anschlieBend werden an die glatten Enden der cDNA Adaptoren ligiert. Mit Hilfe der im oligo-dT-
Primer enthaltenen Xho I-Schnittstelle und der aus dem Adapter stammenden Eco RI-Schnittstelle

kann die cDNA nun gerichtet in die Vektorarme ligiert werden.
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8.1. Erststrangsynthese

Es konnten bis zu 5 pg polyA"™-RNA fiir die reverse Transkription eingesetzt werden. Um
Sekundirstrukturen der RNA zu zerstoren, wurde die Probe fiir 5 Minuten bei 70°C
denaturiert und auf Eis gehalten. Bei allen Arbeiten mit RNA war auf RNase freie
Reaktionsgefdle und Pipettenspitzen zu achten. Nach Protokoll wurden 2,4 pg eines
Linkerprimers eingesetzt, der neben der zum poly-A"-Schwanz der mRNA komplementiren
oligo(dT)-Sequenz an seinem 5’-Ende die Schnittsequenz fiir das Restriktionsenzym Xho I
enthielt. Diese ermoglichte nach Restriktionsverdau der doppelstringigen c¢cDNA die
gerichtete Klonierung in die ZAP Express-Vektorarme (siche Abbildung 7) . Des Weiteren
wurden fiir die Erststrangsynthese methylierte Nukleotide verwendet, damit eventuell in der
c¢DNA befindliche Schnittstellen fiir Xho I bei der zur Klonierung nétigen Restriktion nicht
vom Enzym geschnitten wurden. Als Reverse Transkriptase wurde die MMLV-RT (Moloney

Murine Leukemia Virus-Reverse Transcriptase) verwendet.

8.2. Zweitstrangsynthese

Durch reverse Transkription der RNA ausgehend vom oligo(dT)-Primer sind RNA-DNA-
Hybride entstanden, die mehr oder weniger weit vom poly-A’-Schwanz am 3’-Ende in die
mRNA hinein reichten. Durch Zugabe von RNase H wurde die RNA aus dem Hybrid
abgebaut und blieb nur in Fragmenten am neu synthetisierten cDNA-Strang haften. Die
Zweitstrangsynthese erfolgte durch das Enzym DNA Polymerase I. Dieses Enzym bendtigte
fiir die Reaktion Primer, an denen der zweite Strang dann komplementir zum ersten cDNA-
Strang synthetisiert werden konnte. Diese Primer wurden von den RNA-Resten gebildet, die
nach Behandlung mit RNase H erhalten geblieben waren. DNA-Polymerase I als Holoenzym
beseitigte diese ,,RNA-Primer anschlieBend durch seine RNase H-Aktivitit, wodurch
doppelstrangige cDNA-Molekiile entstanden, die an ihren Enden und auch intern durch den
Abbau der ,RNA-Primer* noch einzelstringige Bereiche enthielten. Die
Zweitstrangsynthese sowie das anschlieBende Auffiillen (Blunting) der ¢cDNA-Molekiile
erfolgte mit nicht-methylierten Nukleotiden, damit die am 5'-Ende des Linkerprimers
gelegene und ebenfalls zum Doppelstrang synthetisierte  Schnittstelle fiir das
Restriktionsenzym Xho I erhalten blieb.

8.3. Blunting der cDNA-Enden und Ligation der cDNA an Adaptoren

Durch Zugabe von Pfu DNA Polymerase wurden diese Liicken aufgefiillt und es entstanden
doppelstrangige cDNA-Molekiile unterschiedlicher Lange mit ,,glatten (blunt ends) Enden.
Die Ansdtze wurden Phenol/Chloroform-extrahiert und anschlieBend mit Natriumacetat

gefillt. Es folgte die Ligation der gefillten cDNA-Doppelstringe an Eco RI-Adaptoren.
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Diese bestanden aus einem 13-mer und einem 9-mer Oligonukleotid die komplementir
zueinander waren und ein cohisives Eco RI-Ende besalen. Da nur das 9-mer Oligonukleotid
phosphorylliert vorlag, nicht aber das 13-mer, konnten diese Adaptoren gerichtet mit ihrer

glatten Seite an die cDNA, nicht aber aneinander ligieren.

8.4. Phosphoryllierung der Adaptoren und Restriktionsverdau zur gerichteten

Klonierung

Um nun gerichtete Klonierung der mit Eco RI-Adaptoren besetzten cDNA in die Vektorarme
zu ermoglichen, musste das jeweilige 13-mer Oligonukleotid mittels der T4 Polynukleotid-
Kinase phosphorylliert werden. Nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Xho I, welches im
Linkerprimer schneidet, nicht aber innerhalb der hemimethylierten ¢cDNA, besaBlen die
cDNA-Molekiile an beiden Seiten cohisive Enden; auf der 5'-Seite den Eco RI-Uberhang
der Adaptoren und auf der 3’-Seite das Xho I-Ende des Linkerprimers.

8.5. GroBenfraktionierung und Quantifizierung der cDNA

Durch den Restriktionsverdau der cDNA mit XhoI wurde an einem Ende der Eco RI
Adapter und der Rest des Linkerprimers entfernt. Die dabei entstandenen kleinen Fragmente
mussten entfernt werden, da diese wie auch die zu klonierende cDNA an beiden Seiten
cohisive Eco RI/Xho I-Enden besaen und somit ebenfalls in die Vektorarme ligiert worden
wiren. Des weiteren wurde eine GroBenfraktionierung durchgefithrt, um die cDNA-
Molekiile der GroBe nach zu selektionieren. Zu diesem Zweck wurden vom Hersteller zwei
verschiedene Methoden der GroBenfraktionierung angeboten. Bei der Methode mit
Sephacryl S-500 wurde die cDNA auf Sdulen mit einer Matrix aus Sephacryl aufgebracht
und zentrifugiert. GroBe cDNA-Fragmente liefen dabei schneller durch die Matrix als
kleinere Fragmente. Bei der zweiten Methode fungierte Sepharose CL-2B Gel als Matrix. Es
wurde eine Sdule aus Sepharose CL-2B Gel hergestellt, die cDNA oben aufgetragen und
durchlaufen lassen. Auch hier liefen gro3e Fragmente schneller durch die Matrix als kleine.
In beiden Methoden wurden einzelne Fraktionen gesammelt, Phenol/Chloroform-extrahiert

und mit Natriumchlorid gefillt.

Die Prizipitate der einzelnen Fraktionen wurden dann in einem geringen Volumen H,O
aufgenommen und die Konzentration der darin enthaltenen ¢cDNA bestimmt. War die
Ausbeute der einzelnen Fraktionen gering, wurden jeweils die Fraktionen gepoolt, die

potentiell die grofiten Fragmente enthielten.
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8.6. Ligation in die Vektorarme und Verpackung

In einem 10 pl Ligationsansatz wurden bis zu 500 ng cDNA in 1 pg Vektorarme ligiert. Die
Ligation erfolgte iiber Nacht bei 4°C.

Fiir die Verpackung wurden 1 bis 4 pl dieser Ligationsansidtze mit dem Verpackungskit
Gigapack III Gold (Stratagene, Heidelberg) fiir etwa zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert und anschlieBend nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

Die Ausbeute an rekombinanten Phagen der so entstandenen cDNA-Bank, die so genannte
,primdre ¢cDNA-Bank®, wurde in einer Verdiinnungsreihe bestimmt. Dazu wurden die
Phagenpartikel in SM-Puffer verdiinnt und mit Bakterien des E.coli-Stammes XL-1 Blue
MRF’ bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Bakterien waren zuvor iiber Nacht in LB-
Medium versetzt mit Maltose (0,2% w/v) und Magnesiumsulfat (10 mM) angezogen und in
einer Magnesiumsulfatlosung (10 mM) zu einer ODgy ~ 0,5 verdiinnt worden. Nach
Inkubation der Phagen mit den Bakterien wurden sie mit NZY-Topagar versetzt und auf
NZY-Agarplatten ausplattiert. Nach 6 bis 8 Stunden bei 37°C waren die Phagenklone als

Plaques im Bakterienrasen der Topagarose sichtbar und konnten ausgezéhlt werden.

SM-Puffer 0,1 M Na(Cl
10 mM MgCl, x 7 H,O
50 mM Tris/HC1
0,01 % (w/v) Gelatine
pH 7.5

8.7. Amplifikation der cDNA-Bank

Die primidre cDNA-Bank wurde vollstandig auf NZY-Agarplatten mit ca. 20000 pfu (plaque
forming units) pro Platte ausplattiert, iiber Nacht bei 37°C inkubiert und die Phagen auf den
Platten mit SM-Puffer eluiert. Die Titer der auf diese Weise amplifizierten cDNA-Banken

wurden ebenfalls durch eine Verdiinnungsreihe der Phagen bestimmt.

8.8. Variationen (random-primed cDNA-Synthese)

Die bis hier beschriebene Synthese von cDNA-Banken wurde im Wesentlichen bei allen
angefertigten cDNA-Banken durchgefiihrt. Als Variation dieser Methode wurde bei einigen
cDNA-Bank-Synthesen nicht der vom Hersteller mitgelieferte oligo-dT-Primer fiir die
Erststrangsynthese verwendet sondern ein Gemisch aus random-Hexanukleotid-Primern und

spezifischen Hdmocyanin-Primern. Auf diese Weise wurde die mRNA nicht zwangsliufig



MATERIAL UND METHODEN 35

vom poly-A“-Schwanz, also ihrem 3’-Ende her, in cDNA iiberschrieben. Die random-Primer
lagerten sich bei der Erststrangsynthese an zufdlligen Stellen der mRNA an und initiierten
hier die reverse Transkription. Die spezifischen Hamocyanin-Primer dienten der reversen
Transkription von H&mocyanin-mRNA und sollten somit den Anteil an Hémocyanin-
sprzifischer ¢cDNA erhdhen. Fiir die cDNA-Banken B und E wurden random- und
spezifische Primer synthetisiert, die eine Xho I-Schnittstelle enthielten. Die damit
synthetisierte cDNA wurde gerichtet in Xho I/Eco RI-vorverdaute Vektorarme ligiert. Die
random- und spezifischen Primer, die fiir die Synthese der cDNA-Bank Y verwendet
wurden, enthielten keine Xho I-Schnittstelle. Die mit diesen Primern hergestellte cDNA
konnte nicht gerichtet in die Vektorarme kloniert werden. Es wurden an die Enden der
aufgefiillten, doppelstrangigen cDNA-Stiicke Adaptoren ligiert, die ein cohésives, zur
Restriktionsschnittstelle Eco RI kompatibles Ende enthielten. Diese konnten dann in mit
Eco RI vorverdaute Vektorarme ligiert werden. Diese cDNA-Banken wurden ausschlieSlich

mit DNA-Sonden gescreent.

8.9. Tabellarische Auflistung aller im Rahmen dieser Arbeit erstellten cDNA-

Banken

Die folgende Tabelle listet alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten cDNA-Banken der
verschiedenen Organismen auf. Unter dem Punkt , Variationen“ der Tabelle sind die
Oligonukleotid-Primer vermerkt, die zur Herstellung der jeweiligen random-geprimten
cDNA-Bank verwendet wurden. Die genaue Sequenz dieser Primer findet sich unter F.4 in
Tabelle 12, S. 131. Das fiir die RNA-Priparation herangezogene Gewebe ist ebenfalls
aufgefiihrt. Lediglich die cDNA-Bank G ist nicht im Rahmen dieser Arbeit entstanden,

sondern lag zu Beginn bereits vor. Sie wurde von D. Gebauer und H. Keller hergestellt.
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Tab. 3:

Alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten und gescreenten cDNA-Banken.

Es sind die Individuenzahlen, aus denen das angegebene Gewebe pripariert wurde, fiir die

jeweiligen Banken angegeben. Desweiteren sind bei den random-geprimten Banken die

verwendeten Primer notiert. Die genaue Primersequenz findet sich unter F.4 in Tabelle 12,

S.131. Da bei den cDNA-Banken A, B, C, D und E auf die GroBe der préparierten

Schnecken geachtet wurde, sind hier die ungefihren Schalenldangen angegeben. Die cDNA-

Bank G wurde von D. Gebauer und H. Keller hergestellt und in dieser Arbeit lediglich

gescreent.

Organismus

Gewebe

Variation

Megathura crenulata

(8 Individuen)

vollstindige kleine Tiere

(18 bis 32 mm Schalenlénge)

Megathura crenulata

(8 Individuen)

vollstdndige kleine Tiere

(18 bis 32 mm Schalenldnge)

random-Xho-Primer,

Primer 21 bis 24

Megathura crenulata

(2 Individuen)

Mitteldarmdriise und Mantel

Megathura crenulata

(2 Individuen)

Mitteldarmdriise, Mantel,

Kieme und Pericard

Megathura crenulata

(2 Individuen)

Mitteldarmdriise, Mantel,

Kieme und Pericard

random-Xho-Primer,

Primer 21 bis 24

Haliotis tuberculata

(30 Individuen)

Mantel

Haliotis tuberculata

(? Individuen)

Mantel, Mitteldarmdriise

random-Hexanukleotide,

Primer 8, 9 und 12

Megathura crenulata

(2 Individuen)

Mitteldarmdriise,

Mantelgewebe

9.  Plaquefilterhybridisierung (,,Screening*)

9.1.  Antikérperscreening

Das ¢cDNA-Synthese-Kit ZAP Express'™ ermdglicht die Expression der in die Vektorarme

ligierten cDNA. Die Expression kann durch Zugabe eines B-Galaktosids induziert werden,

da vor der Klonierungsstelle der lacZ-Promotor liegt. Da das Enzym Reverse Transkriptase

verschieden lange Transkripte synthetisiert und diese nicht in jedem Fall die vollstdndige

mRNA représentieren, liegen die entstehenden cDNA-Molekiile nicht immer im richtigen

A\
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Leseraster. Die Translation der auf der Fremd-DNA kodierten Proteine erfolgt statistisch nur
bei jedem dritten cDNA-Klon. Die restlichen zwei Drittel der cDNA-Klone liegen nicht im
richtigen Leseraster. Uber Induktion der Expression und folgendes Antikdrperscreening
konnen statistisch also nur ein Drittel der cDNA-Klone, die kodierende Teile des gesuchten

Proteins enthalten, detektiert und isoliert werden.

Es standen zwei verschiedene Antiseren gegen das Hadmocyanin von Haliotis tuberculata
und 15 Antiseren und monoklonale Antikdrper gegen das Hédmocyanin von Megathura

crenulata zur Verfiigung.

Das Antikorperscreening stellt eine Abwandlung der Immunoscreening-Methode nach
Sambrook et al. (1989) dar. Es wurden etwa 20000 pfu der cDNA-Banken auf NZY-
Agarplatten ausplattiert und fiir etwa 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeit
tauchten die ersten Phagenklone als Plaques im Bakterienrasen auf. Nitrozellulosefilter
wurden aufgelegt, die zuvor in 10 mM IPTG getrankt worden waren. IPTG fungierte hier als
Induktor der Proteinexpression der in die Phagen klonierten Fremd-DNA. Durch weitere
Inkubation der Platten bei 37°C fiir 6 bis 8 Stunden konnten die Fremdproteine auf die

Nitrozellulose transferiert werden.

Die Filter wurden von den Platten gezogen, zweimal fiir 5 Minuten in 1 x TBS gewaschen
und mit Magermilchpulver (10 % w/v in TBS) fiir eine Stunde abgesittigt. Danach erfolgte
die Inkubation der Filter mit den anti-H&mocyanin-Antikdrpern bei Raumtemperatur fiir
2 Stunden. Die Antikérper wurden je nach ihrer Sensitivitdt gegen ihr Zielprotein in

Verdiinnungen von 1:1 bis 1:30000 eingesetzt.

Die Filter wurden erneut in TBS gewaschen und mit einem sekunddren anti-Ig-Antikorper
inkubiert. Da die anti-Hdmocyanin-Antikérper aus unterschiedlichen Organismen stammten
(Maus, Kaninchen, Meerschweinchen), wurden auch entsprechend verschiedene sekundére
Antikorper verwendet, die spezifisch gegen Immunglobuline eines Tieres gerichtet waren.
Diese anti-Ig-Antikorper lagen gekoppelt mit dem Enzym Alkalische Phosphatase vor und

wurden in einer 1:7500-fachen Verdiinnung eingesetzt.

Nach griindlichem Waschen in TBS wurden die Filter zur Detektion Hédmocyanin-
spezifischer Klone einer Farbreaktion unterzogen. Dazu wurden sie in AP-Puffer inkubiert,
der mit NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) und BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat)
versetzt wurde. Es wurden 66 ul NBT-Stammloésung und 33 pl BCIP-Stammlosung fiir
10 ml AP-Puffer verwendet. Die Farbreaktion des Enzyms Alkalische Phosphatase erfolgte

N\
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durch Umsetzung des Substrates BCIP zu einem unloslichen, blauen Farbstoff unter
Anwesenheit des Katalysators NBT. Die Filter wurden so lange inkubiert, bis eine deutliche

Blaufarbung eintrat und anschlieend in Wasser gespiilt, um die Reaktion zu stoppen.

Die auf diese Weise als positiv identifizierten Phagenklone wurden aus dem Agar
ausgestochen und in SM-Puffer bei 4°C unter Schiitteln eluiert. In weiteren ,,Runden*
wurden diese positiven Phagenklone so lange vereinzelt bis Einzelplaques gestochen werden

konnten.

10 x TBS 100 mM Tris/HCl
1,5 M NaCl
pH 7,5

AP-Puffer 100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl
5 mM MgCl
pH 9,5

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

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

9.2. Sondenscreening

Das Screening mit DNA-Sonden hat gegeniiber dem Antikdrperscreening den groBen
Vorteil, daB hier auch solche cDNA-Klone detektiert werden kdnnen, die nicht im richtigen
Leseraster ins Phagen-Genom kloniert wurden. Allerdings ist fiir die Herstellung von DNA-
Sonden Sequenzinformation der gesuchten cDNA notwendig. Da diese aber in der Regel zu
Beginn des Screenings nicht vorhanden ist, eignet sich das Sondenscreening besonders fiir
die Detektion von cDNA-Klonen, nachdem bereits iiber andere Wege (etwa Antikorper-

Screening oder PCR) Teile der gesuchten Sequenz isoliert wurden.

Fiir das Sondenscreening wurden die cDNA-Banken wie oben beschrieben auf NZY-
Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden fiir 30
Minuten gekiihlt und die in den Plaques enthaltene Phagen-DNA durch Auflegen von
Nylonmembranen transferiert. Die Nylonfilter wurden mit der Plaqueseite nach oben zur

Denaturierung der doppelstrangigen DNA fiir 10 Minuten auf Whatmanpapier gelegt, das

N\
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mit Denaturierungslosung getrdnkt war. Auf gleiche Weise wurden die Filter mit
Neutralisierungslosung neutralisiert und mit 2 x SSC equilibriert. Nach kurzem Antrocknen
an der Luft wurden die Filter fiir 30 Minuten bei 80°C ,,gebacken”, um die DNA zu

immobilisieren.

Die so behandelten Filter wurden in Hybridisierungslosung fiir eine Stunde bei 68°C
geschiittelt, um alle freien Bindungsstellen der Nylonmembran abzuséittigen. AnschlieBend
erfolgte die Hybridisierung mit denaturierter Digoxigenin-markierter DNA-Sonde iiber
Nacht bei 68°C in Hybridisierungslosung unter leichtem Schiitteln. Dabei wurden etwa

50 ng Dig-Sonde auf 30 ml Hybridisierungslosung eingesetzt.

Nach Hybridisierung wurden die Filter erst bei Raumtemperatur mit 2 x Waschpuffer

(2 x 15 Minuten) und dann fiir eine Stunde bei 68°C in 0,5 x Waschpuffer gewaschen.

Nach weiterer Inkubation der Membranen in Blockierungspuffer fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur wurden sie mit anti-Digoxigenin-FAB-Fragmenten inkubiert. Diese lagen
wie die sekundéren anti-Ig-Antikdrper des Antikorperscreenings als Konjugat gekoppelt mit
dem Enzym Alkalische Phosphatase vor. Nach Inkubation fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur wurden die Filter mit Tween-Puffer gewaschen. Die Farbreaktion und

Isolierung positiver Phagenklone erfolgte wie oben beschrieben.

Denaturierungslosung 0,5 N NaOH
1,5 M NaCl

Neutralisierungslosung 1 M Tris/HCl
1,5 M NaCl
pH 7,5

2x SSC 300 mM NaCl
30 mM NacCitrat
pH 7,0

Hybridisierungspuffer 0,1 % Sodium-N-Lauroylsarcosinat
1 % Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)
0,02 % SDS
l6sen in 5-fach SSC

EN
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2 x Waschpuffer 0,1 % SDS
l6sen in 2-fach SSC

Blockierungspuffer 100 mM Tris/HCl
150 mM NaCl
1 % Blockingreagenz (Boehringer, Mannheim)

pH 7,5

Tween-Puffer 100 mM Tris/HCI1
150 mM NaCl
0,3 % Tween 100
pH 7,5

10. In vivo-Excision

Um die in die A-Phagen klonierte Fremd-DNA aus dem Phagengenom in ein Plasmid zu
iiberfiihren, bietet das ZAP Express' " ¢cDNA Synthese-Kit die so genannte in vivo-Excision.
F1-Bakteriophagen-Proteine erkennen in den fl-Phagen normalerweise den Replikations-
ursprung (,,origin of replication”) fiir die sense-Strang-Synthese der genomischen DNA.
Dieser Replikationsursprung wird unterteilt in eine Initiations- und eine Terminationsstelle.
Bei dem fiir die Herstellung der cDNA-Bank verwendeten ZAP Express' " -Vektor (A-
Vektor) wurden Initiations- und Terminationsstelle separat einkloniert und dazwischen
befindet sich die Sequenz des Phagemids pBK-CMYV, das eine Kanamycinresistenz tragt und
das gewlinschte cDNA-Insert flankiert.

Fiir eine in vivo-Excision werden E. coli XL1-Blue MRF’-Zellen mit dem Helferphagen
ExAssist (f1 Bakteriophage) und dem A-Vektor ZAP Express' koinfiziert. Innerhalb des
Bakteriums erkennen die Proteine des Helferphagen dann die Initiationsstelle in der DNA
des A-Vektors und verursachen dort einen ,\Nick* (Kerbe). Ausgehend von diesem ,,Nick*
beginnt nun die DNA-Einzelstrangsynthese ,,downstream‘ bis zur Terminationsstelle. Der so
entstandene lineare DNA-Einzelstrang enthilt folglich die Sequenz des pBK-CMV mit dem
klonierten Fremd-DNA-Insert.

Mit dem Gen II-Produkt des Helferphagen wird der DNA-Einzelstrang dann zirkularisiert.
Durch das Verpackungssignal, das sich innerhalb der Terminationsstelle befindet, wird das
so entstandene Phagemid danach in eine Phagenhiille verpackt und sezerniert. AnschlieBend

werden die Bakterien abgetotet.

A
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Um doppelstrangige DNA zu erhalten, infiziert man FE.coli XLOLR-Zellen mit dem
verpackten, sezernierten Phagemid und plattiert diese auf LB-Platten, die Kanamycin
enthalten, aus. Jetzt wachsende Kolonien miissen das doppelstringige Phagemid mit dem
cDNA-Insert besitzen. Helfer-Phagen kdnnen nicht wachsen, da sie nicht in der Lage sind,

sich in Su’-Stdmmen wie XLOLR zu replizieren.

Die in vivo-Excision erfolgte nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden die im Screening
positiven Phagenklone amplifiziert, die Titer bestimmt und 1 x 10° pfu fiir die in vivo-

Excision eingesetzt

11. PCR-Techniken

11.1. PCR allgemein

Das folgende Schema soll das allgemeine Prinzip der PCR (polymerase chain reaction)
verdeutlichen. Bei jedem Zyklus wird im ersten Schritt die doppelstringige Template-
(Matritzen-) DNA bei 94°C denaturiert. Die Anlagerung (Annealing) der spezifischen Primer
an ihre komplementdren Sequenzen erfolgt bei einer Temperatur, die abhéingig von der
Schmelztemperatur der jeweiligen Primer ist. Als Naherung wird die Annealingtemperatur
5°C unter der errechneten Schmelztemperatur der Primer gewihlt. Die Synthese der
komplementéren Stringe ausgehend von den Primern erfolgt bei einer Temperatur von 68
bis 72°C. AnschlieBend beginnt ein weiterer Zyklus mit der Denaturierung der entstandenen
Dopplestrange. Es folgen 30 bis 40 weitere Zyklen. Auf diese Weise wird die Template-

DNA zwischen den spezifischen Primern exponentiell vervielfaltigt.
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Doppelstriangige Template-DNA

ZyKlus 1

Nach Denaturierung der doppelstrangigen
DNA folgt die Anlagerung (Annealing) der
spezifischen Primer an ihre komplementéren
Sequenzen. Die Tag-DNA-Polymerase
synthetisiert an beiden Primern komplementére
DNA-Stringe (Elongation)

Zyklus 2

Nach erneuter Denaturierung lagern sich die
Primer wieder an ihre komplementiren Stellen
(Annealing)

Verldngerung der Primer (Elongation)

ZyKlus 3

Denaturierung, Annealing, Elongation

ZyKlus 4

Uusw.

Abb. 8:

Legende befindet sich neben der Graphik!

Ablauf der PCR (Polymerase chain reaction).



MATERIAL UND METHODEN 43

Das Temperaturprofil einer typischen PCR-Reaktion ist in Abbildung 9 dargestellt.

PCR Temperaturprofil
100 1 :
90 - <+ Denaturierung
80 1
70 <+ Elongation
60 1
50 <+ Annealing
OC T
07 3035
30 7 ZyKklen
20 7
10 7
0 T
1 2 35
Zyklen
Abb. 9: Ein typisches PCR-Temperaturprofil fiir die Amplifikation eines 1,5 kb-Fragments.

Die X-Achse stellt hier den zeitlichen Ablauf (in Zyklen) der PCR dar, auf der Y-Achse ist die
Temperaturskala angegeben. Jeder Zyklus besteht aus der Denturierung der doppelstringigen
Template-DNA (30 sec. bei 94°C), gefolgt von der Anlagerung der Primer (Annealing, 30 sec. bei
45-65°C) und der anschlieBenden Elongation (2 min. bei 72°C). Darauf beginnt ein neuer Zyklus.

Gegen Ende wird die PCR auf 4°C gehalten, um unspezifische Reaktionen zu unterbinden.

Die Benennung der Primer erfolgte nach allgemeinem Standard:

e Upstream-Primer (US) initiieren die Synthese eines ,,sense“-Stranges

e Downstream-Primer (DS) initiieren die Synthese eines ,,antisense®-Stranges

Die Zyklusbedingungen richteten sich nach der jeweiligen Anwendung und den gegebenen
Bedingungen. In der Regel reichten 35 Zyklen zur Amplifikation des gewiinschten
Fragmentes aus. Da die Aktivitit der Taq-DNA-Polymerase mit fortwéhrenden Zyklen
nachlie8, wurden die Elongationszeiten ab dem zehnten Zyklus verldngert. Am Ende des
letzten Zyklus einer PCR-Reaktion wurde eine weitere Elongationszeit von 2 bis 60 Minuten
zugegeben, damit das Enzym alle amplifizierten Stringe vervollstindigen konnte. Es ist zu

bemerken, dafl das Enzym Tag-DNA-Polymerase ans 3'-Ende jedes synthetisierten Stranges

L3
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ein einzelnes, liberhdngendes Adenosinnukleosidtriphosphat anhéngt. Die iiber die PCR mit
Taq entstehenden Fragmente sind also nicht mit glatten Enden, sondern an beiden Seiten mit
einem 3’-Uberhang versechen. Die letzte Elongationszeit wurde auch zur Komplettierung
dieses Uberhanges verwendet. Besonders bei langen PCR-Produkten (>5kb) verbesserte
eine verlingerte FElongationszeit am Ende der PCR (bis zu 60 Minuten) die

Klonierungsfahigkeit der Fragmente.

In der folgenden Tabelle sind die in Abhéingigkeit von der GroBe des erwarteten PCR-

Produktes gewidhlten Elongationszeiten aufgelistet.

Tab. 4: Elongationszeiten der PCR in Abhéngigkeit von der Grofie des erwarteten Fragments.
Die Verldngerung des letzten Elongationsschritts um bis zu 60 Minuten erhoht die

Klonierungsfahigkeit der entstehenden Fragmente.

GroBe des PCR-Fragments (kb)

Elongationszeit (Minuten)

letzte Elongation am Ende (Minuten)

Alle PCR-Ansitze wurden in Thermocyclern der Firmen Biometra® (TGradient), Eppendorf
(Mastercycler® gradient), MJ Research (Minicycler™) und Perkin Elmer (GeneAmp PCR
System 2400) gecycelt.

11.2. PCR mit genomischer DNA

Die Analyse der Himocyanin-Gene erfolgte im Wesentlichen iiber PCR mit genomischer

DNA. Dabei wurde folgender Standardansatz verwendet:

1 pug genomische DNA

100 pmol US-Primer

100 pmol DS-Primer

2 ul ANTP-Mix (10 mM)
PCR-Puffer (10-fach konzentriert)
1,5-2 mM MgCl,

2,5 Units Tag-DNA-Polymerase
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Das Temperaturprofil richtete sich nach der erwarteten GroBe des zu amplifizierenden
Fragmentes sowie der Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Ein typisches
Temperaturprofil zur Amplifikation eines Fragmentes von etwa 1,5kb GroBe ist in
Abbildung 9 dargestellt. Die Annealingtemperatur wurde abhéngig von den verwendeten
Primern gewdhlt. Sie lag in der Regel 3-5°C unter der niedrigsten Schmelztemperatur der
beiden Primer. Da der Erfolg der PCR-Reaktion auch von anderen Faktoren, wie
beispielsweise der MgCl,Konzentration oder dem Verhiltnis der verwendeten Primer
zueinander abhing, sind diese Angaben nur eine grobe Wiedergabe einer Standard-Reaktion.

Fiir einzelne PCR-Anséitze mussten diese Faktoren gegebenenfalls optimiert werden.

Es hat sich gezeigt, da} eine Verlangerung der Elongationszeit am Ende des letzten Zyklus
einer PCR die Klonierungsfdahigkeit der erhaltenen Fragmente deutlich verbesserte.
Besonders bei Fragmenten von iiber 5 kb Léange wurde der letzte Schritt auf bis zu
60 Minuten ausgeweitet. Diese Verldngerung der Elongationszeit ermoglicht es der Taq-
DNA-Polymerase, an jedes entstandene Fragment den oben beschriebenen 3’'-

Adenosintriphosphat-Uberhang zu synthetisieren.

Die PCR-Ansétze wurden in 0,5-2 %-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und
die gewiinschten Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten. Nach Extraktion der DNA-Stiicke
aus dem Gel (siche B.3.7, DNA-Isolierung aus Agarosegelen) konnten diese dann zur

Klonierung bzw. direkt zur Sequenzierung eingesetzt werden.

Eine Besonderheit der PCR mit genomischer DNA stellte die PCR mit dem Kit Expand
Long Template PCR System der Firma Boehringer (Mannheim) dar. Dieses PCR-Kit enthielt
ein Enzymgemisch aus Tag- und Pwo-DNA-Polymerase. Es diente zur Amplifikation von
Fragmenten aus genomischer DNA bis zu einer Grofie von 27 kb. Die Ansétze wurden nach
Angaben des Herstellers mit 500 ng genomischer DNA und einer Primerkonzentration von
10 pmol pro Primer gecycelt. Es wurde das Puffersystem 1 (1,75 mM MgCl,) des Kits
verwendet und die Ansdtze mit Mineralol tberschichtet. Ein typisches Temperaturprofil

einer solchen Expand-PCR zeigt die folgende Abbildung.

L
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Expand-PCR Temperaturprofil
100 -
<4—  Denaturierung
80
<+ Elongation
60 - <4—  Annealing
°C —
40 1 30-35
Zyklen
20
0 I I I
1 2 35 % :ab Zyklus 11 wird pro Zyklus
Zyklen die l?longatlonszelt um 20 Sek.
verlangert

Abb. 10: Ein typisches Temperaturprofil einer Expand-PCR.
Auch bei diesem Temperaturprofil ist wieder der zeitliche Ablauf der PCR (X-Achse) mit der
angesteuerten Temperatur (Y-Achse) dargestellt. Ein einzelner Zyklus besteht bei der Expand-PCR
aus einer relativ kurzen Denaturierung der doppelstrangigen Template-DNA (10 sec. bei 94°C),
gefolgt von der Anlagerung der Primer bei einer Temperatur von 55-65°C. Die Elongation verlduft
hier deutlich lidnger als bei einer ,,normalen* PCR, da iiber die Expand-PCR Fragmente bis zu 20 kb
amplifiziert werden kdnnen. Das Temperaturoptimum der verwendeten Enzyme liegt bei 68°C. Die

letzte Elongationszeit ist abhidngig von der Gréfe des Amplikons und kann bis zu 60 min. betragen.

11.3. PCR mit cDNA

Aus Klonen der cDNA-Banken konnten iiber PCR bestimmte Sequenzabschnitte fiir
Folgereaktionen amplifiziert werden. Dafiir wurden zum Teil Phagenklone direkt verwendet,
in der Regel allerdings die in den Plasmidvektor pBK-CMV umklonierten cDNA-Klone
eingesetzt. Die auf diese Weise amplifizierten cDNA-Fragmente wurden fiir zwei
unterschiedliche Anwendungen hergestellt. Diese werden im Folgenden genauer

beschrieben.

PCR zur Sondenherstellung wurde mit etwa 20 ng Plasmid-DNA durchgefiihrt. Uber
spezifische Primer wurden die zur Dig-Markierung gewliinschten Fragmente aus den

entsprechenden Klonen amplifiziert, im Gel elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel
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extrahiert. Die Fragmente konnten dann direkt fiir die Markierungsreaktion verwendet

werden.

Fragmente zur Umklonierung in Expressionsvektoren wurden auf gleiche Weise aus cDNA-
Klonen amplifiziert. Um eine Klonierung in die Expressionsvektoren pQE 30, 31 und 32 zu
ermdglichen, wurden die spezifischen Primer so modifiziert, da3 sie Schnittstellen fiir
geeignete Restriktionsenzyme enthielten. Die Fragmente wurden zuerst in den PCR-
Klonierungsvektor pGEM-T-easy ligiert und transformiert. AnschlieBend konnten die
Fragmente mit den in die Primersequenz eingefiligten Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
aus dem Plasmid wieder herausgeschnitten werden. Zur Klonierung wurde der
Expressionsvektor mit den gleichen Enzymen geschnitten und das gewiinschte Fragment

hineinligiert.

11.4. PCR mit RNA (RT-PCR)

> RT-PCR

Um RNA als Template fiir PCR-Reaktionen zu verwenden, musste sie anfinglich {iber das
Enzym Reverse Transkriptase (RT) in cDNA {iberschrieben werden. Daher die Bezeichnung
RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR). Anschliefend konnte mit der einzelstrangigen cDNA
eine PCR durchgefiihrt werden. Es wurden sowohl gesamt-RNA als auch poly-A"-RNA
eingesetzt. Zu Beginn einer RT-PCR musste die RNA bei 70°C denaturiert werden, um
Sekundérstrukturen aufzuldsen. Die reverse Transkription konnte sowohl mit spezifischen
Primern als auch mit einem oligo-dT-Primer durchgefiihrt werden. Es standen mehrere
Reverse Transkriptasen zur Verfligung. Die Reaktionstemperatur konnte mit den
verschiedenen Enzymen variiert und auf diese Weise die Spezifitit der reversen
Transkription optimiert werden. So hatten die MMLV-RT (Stratagene, Heidelberg) und die
SuperScript™ II-RT (Gibco Life Technologies, Karlsruhe) ein Temperaturoptimum bei
42°C, wihrend das Enzym ThermoScript™ (Gibco Life Technologies, Karlsruhe) eine
reverse Transkription bei einer Temperatur von 50— 65°C ermoglichte. Hohere
Temperaturen bei der reversen Transkription konnten gegebenenfalls die unspezifische
Anlagerung der Primer an RNA-Molekiile minimieren. Je nach Enzym wurden die
Reaktionen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die RT-Reaktionen wurden durch
Inkubation bei 85°C abgestoppt und anschlieBend die RNA durch Zugabe von RNase H
degradiert. Variable Mengen einzelstrangiger cDNA konnten in folgenden PCR-Reaktionen

amplifiziert werden.
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Neben den erwihnten Enzymen als Einzelkomponenten wurden zwei Kits fiir die RT-PCR

verwendet.

>

Titan One Tube RT-PCR

Das Titan One Tube RT-PCR System der Firma Boehringer (Mannheim) ermdglicht es, die

reverse Transkription mit anschlieBender PCR in einer Reaktion anzusetzen. Das Kit enthélt

die AMV-RT zur reversen Transkription und die Enzyme Taq- und Pwo-DNA-Polymerase

zur Amplifikation der entstehenden cDNA-Einzelstrange in der PCR. Der Reaktionspuffer

wurde fiir alle Enzyme in einer Reaktion optimiert. Es wurden 1 ug gesamt-RNA eingesetzt

und nach Angaben des Herstellers verfahren. Es wurden spezifische und degenerierte Primer

verwendet. Das Temperaturprofil einer solchen Titan-RT-PCR zeigt die Abbildung 11. Die

erhaltenen Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel extrahiert und

kloniert.
Titan-RT-PCR Temperaturprofil
100 ~
90 -
80 - Denaturierung
der RNA
70
60 - ..
Reverse Transkription der RNA
°C 50 - PCR mit
40 35 Zyklen
30 H
20 -
10
0 \ 4
5 Minuten 35 Minuten
Abb. 11: Temperaturprofil einer Titan-RT-PCR.

Nach Auflosen der Sekundirstrukturen der RNA (Denaturierung bei 70°C fiir 5 min.) erfolgte die
reverse Transkription fiir 30 min. bei 50°C. Im Anschluf} daran folgte eine PCR mit 35 Zyklen zur

Amplifikation der bei der reversen Transkription entstandenen cDNA.

& A
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> 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Das 5'-RACE-System der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) stellt eine Variation
der RT-PCR dar. Es ermoglicht die Amplifikation von Fragmenten aus dem 5’-Bereich einer
mRNA, dessen Sequenz unbekannt ist. Auch hier ist der erste Schritt die reverse
Transkription der mRNA ausgehend von einem spezifischen Primer. In einem zweiten
Schritt wird die entstandene einzelstrangige cDNA an ihrem 3’-Ende durch das Enzym
Terminale Transferase mit einem poly-dC-Schwanz versehen (Tailing). Mit einem
spezifischen DS-Primer und einem oligo-dG-US-Primer, der an den poly-dC-Schwanz
bindet, kann iiber PCR das dazwischenliegende, unbekannte Fragment amplifiziert werden.

Der Ablauf einer 5'-RACE ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Reverse Transkription
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Abb. 12: Ablauf der 5'-RACE (Rapid amplification of cDNA ends).
Die mRNA wird ausgehend von einem spezifischen Primer (rot) in cDNA {iberschrieben (Reverse
Transkription). Nach Verdau der RNA wird die einzelstringige cDNA durch das Enzym Terminale
Transferase mit einem oligo-dC-Schwanz versehen. Dieser dient in der folgenden PCR als
komplementére Anlagerungsstelle fiir den eingesetzten oligo-dG-US-Primer. Auf diese Weise kann

der 5'-gelegene, unbekannte Teil einer mRNA amplifiziert werden.

Das Kit wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden 1 bis 5 ug gesamt-RNA

fiir die reverse Transkription bei 42°C eingesetzt. Die Aufreinigung der einzelstrdngigen
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cDNA erfolgte mit den im Kit enthaltenen GlassMAX cDNA Isolations-Siulchen.
Verschiedene Mengen von einzelstréngiger cDNA wurden den Angaben gemédfB der Tailing-
Reaktion unterzogen und anschliefend fiir die PCR eingesetzt. Die erhaltenen Fragmente

wurden in Agarosegelen analysiert und in PCR-Vektoren kloniert.

11.5. Klonierung von PCR-Fragmenten

Die gewlinschten PCR-Fragmente konnten nach elektrophoretischer Auftrennung und
anschliefender Gelextraktion in Plasmidvektoren ligiert werden. Dafiir wurde zuerst die
Konzentration der extrahierten DNA bestimmt, um ein optimales Mengenverhéltnis von
Vektor : Insert von 1 : 3 einstellen zu konnen. Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurden

folgende Vektoren verwendet:

e pGEM-T Easy (Promega, Mannheim)
e pGEM-T (Promega, Mannheim)

Die Plasmidvektoren lagen linearisiert vor und trugen an beiden Enden ein 5’-iiberhdngendes
dTTP-Nukleosidtriphosphat. Damit waren sie kompatibel zur Klonierung von PCR-

Produkten, die ein 3 -iiberhdngendes Adenosintriphosphat an beiden Seiten trugen.

Reaktionsansatz (10 pl):
1 ul Vektor (50 ng/ ul)
X ul PCR-Fragment
5 ul 2 x Ligationspuffer bzw.
1 pl 10 x Ligationspuftfer
1 ul T4-DNA-Ligase (3 U/ ul)

Gegebenenfalls wurde mit H,O auf ein Volumen von 10 pl aufgefiillt und die Ligation iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Diese Ligationsansitze wurden vollstéindig in kompetente Bakterien
des E.coli Stammes XL-1 Blue MRF’ transformiert und auf IPTG / X-Gal-haltigen LB-
Agarplatten mit Ampizillin ausplattiert. Uber Blau-WeiB-Selektion konnten solche
Bakterienklone identifiziert werden, die erfolgreich transformiert waren. Diese
Bakterienkolonien wurden als Fliissigkulturen vermehrt, die Plasmide préipariert und iiber
Restriktionsverdau und Gelelektrophorese der Erfolg der Ligation getestet. Siehe hierzu auch
die entsprechenden Abschnitte Transformation kompetenter Bakterien, Fliissigkulturen,

Préparation von Plasmid-DNA, Restriktionsverdau und DNA-Gelelektrophorese.
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12. Blotting von Nukleinsiuren

12.1. Southernblot

Fiir die Detektion von DNA-Fragmenten auf Nylonmembranen erfolgte zundchst eine
Gelelektrophorese. Um das Gel zu blotten, wurde es in Denaturierungslosung gelegt,
anschliefend neutralisiert und in 2 x SSC equilibriert. Der Aufbau eines Southernblot ist in
Abbildung 13 dargestellt. Die Gele wurden iiber Nacht geblottet und die DNA durch
Inkubation bei 80°C fiir 30 Minuten auf der Nylonmembran fixiert. Der Transferpuffer war
20 x SSC. Die Hybridisierung und Detektion erfolgte wie in Abschnitt B.9.2,

Sondenscreening, beschrieben.

<«—— Glasplatte mit Gewicht

I
B W W s T W
e < Papierticher
T e A T

B T T T T
B

<«—— Whatman-Papier

<“— Nylonmembran
<«—— Agarosegel

Transferpuffer
(20 x SSC)

Abb. 13: Aufbau eines Southernblot/Northernblot.
Das zu blottende Gel wird auf ein Whatmanpapier gelegt, das in den Transferpuffer hineinreicht.
Auf dem Gel wird die Nylonmembran plaziert und dariiber folgen einige Schichten Whatmanpapier
sowie ein Stapel einfacher Papiertiicher. Zum Beschweren wird eine Glasplatte mit einem Gewicht
aufgelegt. Der Transferpuffer (20 x SSC) wird durch Kapillarkrifte aus dem Reservoire durch das
Gel und die Membran in die Papiertiicher gezogen und transportiert dabei die DNA/RNA aus dem
Gel auf die Membran.
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12.2. Northernblot

Der Aufbau eines Northernblot ist in Abbildung 13 dargestellt. Als Transferpuffer diente wie
beim Southernblot 20 x SSC. Bevor die RNA-Gele geblottet werden konnten, mussten sie in
2 x SSC é&quilibiert werden, um das im Gel enthaltene Formaldehyd zu entfernen. Die Gele
wurden anschliefend {iber Nacht geblottet. Da die RNA durch die Bedingungen des
Formaldehydgels bereits denaturiert war, konnte sie direkt nach dem Transfer bei 80°C
immobilisiert werden. Die Hybridisierung und Detektion ist in Abschnitt B.9.2,

Sondenscreening, erldutert.

13. DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von den Firmen SeqlLab (Sequence Laboratories Gottingen
GmbH) und GENterprise (Mainz) nach dem ,,Taq Dye Terminator Cycle Sequencing‘-
Prinzip durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Sequenzchromatogramme erfolgte mit dem

Computerprogramm Chromas.

14. Sequenzauswertung am Computer

14.1. Verwendete Computerprogramme

Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe einer Vielzahl von Computerprogrammen bearbeitet und
ausgewertet, die zum groBten Teil als ,,Freeware* im Internet zur Verfiigung stehen. Es folgt
eine tabellarische Auflistung der verwendeten Programme und der entsprechenden

Internetadressen bzw. Angaben zum Softwarehersteller.

9 _or o

oA of of
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Tab. S: Verwendete Software und Programme.

Computerprogramm Herkunft
Align http://www2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi
Blast Japan http://www.blast.genome.ap.jp/
Blast NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Chromas http://www.technelysium.com.au/chromas.html
ClustalX ftp://ftg-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X/

DNAStar Softwarepacket

Lasergene Biocomputing Software for Windows

Genedoc http://www.cris.com/~ketchup/genedoc.shtml
Lalign http://www2.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi

Oligo http://web.mit.edu/toxms/www/pkz204g/
Primerauswahl http://alces.med.umn.edu/webprimers.html

Translate http://www.expasy.ch/tools/dna.html

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

14.2. Alignments, Stammbiume und phylogenetische Berechnungen

Fir die Erstellung von Alignments wurden die abgeleiteten Aminosiduresequenzen
verwendet. Alignments wurden mit dem Computerprogramm ClustalX erstellt. Dabei wurde
als Standardeinstellung eine Korrektur multipler Substitutionen vorgenommen, bei der
mogliche Riickmutationen in die Berechnungen der Abstandsverhéltnisse zwischen den
verglichenen Sequenzen miteinbezogen werden. Die Standardeinstellungen und Parameter

von ClustalX sind in der Beschreibung des Programms gegeben (Thompson et al., 1997).

Fiir die Erstellung von Stammb&umen wurde ebenfalls mit dem Programm Clustal aus einem
Alignment ein ,,Bootsrap-Tree* berechnet. Das bedeutet, dal das Programm eine variable
Zahl von moglichen Stammbidumen berechnet. Der ausgegebene Stammbaum enthilt
Boostrap-Werte, die angeben, wie oft eine gezeigte Verzweigung dabei berechnet wurde. Als
Standardeinstellung hat Clustal 1000 mégliche Baume pro Alignment berechnet. Fiir die

Darstellung des Stammbaums wurde das Programm TreeView verwendet.

Phylogenetische Berechnungen erfolgten mit der Software Phylip. Basierend auf einem
Clustal-Alignment wie oben beschrieben wurde in Phylip eine Distanzmatrix berechnet, die
die Distanzen zwischen den verglichenen Sequenzen wiederspiegelt. Diese Berechnung
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erfolgte auf zwei unterschiedliche Weisen. Zum einen wurden die Distanzen unter Korrektur
mdglicher Riickmutationen nach Dayhoff (1983) an jeder Position separat berechnet. Zum
anderen wurde nach Kimura (1993) die multiplen Substitutionen iiber das gesamte
Alignment berechnet. Anhand der Distanzmatrices wurde unter Verwendung eines
paleontologisch bestimmten Eichpunktes die phylogenetische Verwandtschaft der

verglichenen Sequenzen in Millionen Jahren bestimmt.
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C. Ergebnisse

1.  Zur Strategie

Urspriingliches Ziel der Arbeit war es, die Primédrstruktur der beiden Himocyanin-Isoformen
KLH1 und KLH2 der Schliissellochschnecke Megathura crenulata zu ermitteln. Zu Beginn
war neben der vollstindig sequenzierten cDNA des Hidmocyanins von Octopus dofleini
(Miller et al., 1998) eine Teilsequenz HtH1-(g)h aus der cDNA des Hédmocyanins von
Haliotis tuberculata, einer zu Megathura nahe verwandten Art, bekannt, an der ich im
Rahmen meiner Diplomarbeit mitgearbeitet hatte. Diese Teilsequenz stammte von einem
durch Antikorperscreening aus einer cDNA-Bank (cDNA-Bank G, siche Tabelle 3, Seite 36)
isolierten Klon. Die Bank war mit RNA aus dem Mantelgewebe von Haliotis hergestellt
worden (Keller et al., 1999). Dieselbe Methode sollte auch bei Megathura angewendet
werden. Dazu wurde von gehélterten Schnecken RNA aus dem Bindegewebe der
Mitteldarmdriise prépariert, daraus eine cDNA-Bank erstellt (cDNA-Bank Z) und diese mit
diversen in der Arbeitsgruppe vorhandenen Antikdrpern gescreent. Es standen 15
verschiedene monoklonale und polyklonale Antikorper gegen KLH1 und KLH2 zur
Verfligung, die alle in Westernblots bzw. in der 2-D-Immunelektrophorese spezifisch KLH
erkannten. Mit keinem dieser Antikdrper konnte allerdings ein fiir KLH kodierender cDNA-
Klon aus der cDNA-Bank Z isoliert werden. Ein Sondenscreening mit einer artfremden
DNA-Sonde aus dem Klon hthl-(g)h von Haliotis tuberculata blieb ebenfalls ohne Erfolg.
Auch mit Northernblots aus gesamt- sowie mRNA des Mitteldarmdriisengewebes von
Megathura crenulata konnte mit Hilfe der hthl-(g)h-Teilsequenz als Sonde keine
Hamocyanin-mRNA nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zusammen mit der
Beobachtung, dafl der Gehalt besonders des KLH1 in der Hdmolymphe von gehilterten
Schliissellochschnecken drastisch innerhalb weniger Wochen abnahm (Gebauer et al., 1994),
legte die Vermutung nahe, dal die bei uns im Aquarium gehaltenen Schnecken keine
Héamocyanin-Synthese mehr betrieben. Es schien also notwendig, Schnecken direkt nach
dem Fang zu préparieren und RNA zu isolieren. Zu diesem Zweck sind Bernhard Lieb und
ich nach San Diego, Kalifornien, geflogen und haben aus frisch gefangenen Individuen
binnen einiger Stunden RNA préipariert. Um gegebenenfalls altersabhingige Transkription
der Hamocyanin-Gene zu erfassen, wurden separate RNA-Pridparationen von Tieren
unterschiedlicher Grofle durchgefiihrt. Zwar lief sich das Alter nicht eindeutig anhand der
GroBe ermitteln, aber der GroBBenunterschied der préparierten Schnecken war sehr deutlich

(kleine Tiere mit Schalenldngen von 18 bis 32 mm im Gegensatz zu gro3en Tieren mit einer
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Schalenldnge von etwa 90 mm). Aus der Literatur ist eine Altersbestimmung anhand der
Schalengrofle nicht fiir Megathura beschrieben, aber fiir die nahe verwandte
Schliissellochschnecke Fissurella crassa (Bretos, 1980; Ward, 1967). Bei dieser
Schneckenart, die von ihrer Schalengrof3e her Megathura in etwa entspricht, besitzen ca. ein
Jahr alte Tiere eine Schale von etwa 26 mm Lénge. Mit etwa 6 Jahren ist die Schale dann
80 mm lang. Demnach waren die von uns priparierten Tiere zwischen einem halben und
iiber 6 Jahren alt. Aus diesen RNA-Priparationen haben wir insgesamt fiinf cDNA-Banken
erstellt (cDNA-Banken A bis E, siche Tabelle 3, S. 36 ). Zwei der fiinf Banken (Banken B
und E) wurden mit random- und spezifischen Primern hergestellt (siche B.8.8, Variationen
(random-primed ¢cDNA-Synthese). Alle fiinf Banken wurden mit dem gleichen Satz von
anti-KLH-Antikorpern und der artfremden Sonde aus dem cDNA-Klon hth1-(g)h gescreent.
Doch auch hier konnten keine Klone isoliert werden, die Teile der KLH-spezifischen cDNA

enthielten.

Als mogliche Erklarung fiir diese MiBerfolge bot sich an, daf} die Schliissellochschnecken
nur saisonal Himocyanin synthetisieren. Damit ergaben sich zwei mdgliche Losungswege,

um die Primérstruktur des KLH zu ermitteln:

° Zum einen die Suche nach der ,,richtigen* Saison bei kalifornischen Freilandtieren,
in der sie Himocyanin synthetisieren. Diese Moglichkeit war fiir uns allerdings nicht

durchfiihrbar.

. Die zweite Mdglichkeit bestand darin, einen ,,Umweg* iiber das Hamocyanin von
Haliotis tuberculata zu machen. Uber die Sequenzierung der HtH-cDNA und die
Analyse der HtH-Gene sollten wir in der Lage sein, die KLH-Gene aus dem Genom

von Megathura zu amplifizieren.

Wir haben also zunichst die Himocyanine der verwandten Art Haliotis tuberculata weiter
untersucht, um einen groBeren Sequenzabschnitt als HtH1-(g)h zu analysieren. Aus den
gewonnenen Sequenzdaten bei Haliotis sollten wir dann in der Lage sein, degenerierte
Primer aus konservierten Bereichen der DNA zu synthetisieren, um mit diesen iiber PCR die

Gene von KLH1 und KLH2 zu amplifizieren und zu sequenzieren.

Zunéchst nur als Hilfsobjekt gedacht, wurde HtH1 im weiteren Verlauf der Arbeit das erste
komplett sequenzierte Gastropoden-Hdmocyanin (Lieb et al., 2000) und durch parallele
Arbeiten zum Dissoziations-Reassoziationsverhalten (Harris et al., 2000) sowie zur seiner

Quartirstruktur (Meissner et al., 2000) ist es mittlerweile das neben Octopus-Hamocyanin

w4
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best untersuchte Mollusken-Hdmocyanin {iberhaupt. Dariiber hinaus ging gleichzeitig auch

die Strategie beziiglich des KLH auf.

2.  Sequenzierung von Haliotis tuberculata Himocyanin (HtH1 und HtH2)

2.1. Sequenz der HtH1 cDNA

Um weitere Sequenzdaten vom Haliotis-Himocyanin zu gewinnen, wurde die bereits im
Rahmen meiner Diplomarbeit erfolgreich mit Antikérpern gescreente cDNA-Bank G von
Haliotis mit einer Sonde aus dem Klon hthl-(g)k erneut untersucht. Da jenes
vorangegangene Antikorperscreening nur solche Klone iiberhaupt hatte erfassen konnen,
deren klonierte c¢DNA sich im richtigen Leseraster befand (siche B.9.1,
Antikorperscreening), konnten durch Sondenscreening auch noch andere cDNA-Klone aus
der gleichen Bank isoliert werden, deren klonierte cDNA sich nicht im richtigen Leseraster
befand. Uber dieses Screening wurden tatsichlich ¢cDNA-Klone isoliert, die sich vom

Ausgangsklon hth1-(g)h unterschieden.

Im Folgenden werden die cDNA-Klone chronologisch nach ihrer Isolierung aufgelistet und
nach der cDNA-Bank, aus der sie stammen und nach der Sonde, mit der sie identifiziert
wurden, beschrieben. Dabei sind nur solche Klone erwéhnt, die fiir die vollstdndige cDNA-
Sequenz des HtH1 herangezogen wurden bzw. aus denen DNA-Sonden fiir das weitere
Screening hervorgegangen sind. Insgesamt wurden 18 ¢cDNA-Klone aus den verschiedenen
cDNA-Banken von Haliotis isoliert, die Teile der HtH1 ¢cDNA enthielten. Fiinf dieser Klone
deckten mit Uberlappungen die vollstindige cDNA des HtH1 ab. Da aus drei weiteren
cDNA-Klonen im Verlauf der Arbeit Sonden hergestellt wurden, sind hier insgesamt acht
Klone nidher erlautert. Die Lage der in dieser Arbeit beschriebenen cDNA-Klone vom HtH1

ist in Abbildung 15, S. 63 schematisch dargestellt.

Die einzelnen Klone wurden zunidchst aus den in der Vektorsequenz enthaltenen
Promotorbereichen T3 (upstream) und T7 (downstream) ansequenziert. Gegebenenfalls
wurden die Sequenzen durch Primerwalking vervollstindigt und mit Uberlappungen

zwischen den einzelnen Klonen von mindestens 300 bp zusammengehéngt.

£ A
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> cDNA-Bank G (oligo-dT)

Aus dem Klon hthl-(g)h, der durch Antikorperscreening im Rahmen meiner Diplomarbeit
aus der cDNA-Bank G isoliert werden konnte, wurde durch Restriktionsverdau mit dem
Enzym Kpn I ein Teil der cDNA von ca. 1200 bp herausgeschnitten. Dieser Teil wurde mit

Digoxigenin markiert und als Sonde zum Screening der cDNA-Bank verwendet.

Alle aus der cDNA-Bank G isolierten Klone enthielten am 3’-Ende den poly-A‘-Schwanz
der mRNA und reichten mehr oder weniger weit in die mRNA hinein. Durch Screening mit
der Sonde aus dem cDNA-Klon hthl-(g)k konnte ein weiterer Klon aus der oligo-dT-
geprimten Bank G isoliert werden, der fiir HtH1 kodierte. Der Klon hth1-(f)gh war 3,8 kb
grof3 und enthielt neben den vollstidndigen fiir die funktionellen Doménen HtH1-g und HtH1-
h kodierenden Sequenz auch einen Teil der Sequenz des HtH1-f. Dieser Klon wurde von
Sigmar Stricker im Rahmen seiner Diplomarbeit isoliert und charakterisiert. Aus diesem
Klon wurde durch Restriktion mit dem Enzym Pst I eine Sonde aus dem 5’-gelegenen Teil
der cDNA aus dem Bereich der funktionellen Doméne HtH1-f hergestellt und mit dieser
Sonde die gleiche cDNA-Bank G erneut gescreent. Dies ergab einen weiteren Klon von
4,7kb Lénge, den Klon hthl-(e)fgh. Der Klon hthl-(e)fgh enthielt die vollstindige
kodierende Sequenz von HtH1-f'bis HtH1-/4 sowie einen kurzen Teil von HtH1-e. Mit einer
aus diesem Klon durch Restriktion mit den Enzymen Eco RI und Xho I hergestellten Sonde
von etwa 800 bp konnte aus der cDNA-Bank G kein weiterer Klon isoliert werden, der fiir

HtH1 kodierte. Aus diesem Grund wurde eine weitere cDNA-Bank erstellt.

> cDNA-Bank Y (random)

Diese cDNA-Bank Y wurde mit random-Primern und drei aus der Sequenz des Klons hthl1-
(e)fgh generierten HtH1-spezifischen Primern, den Primern 8, 9 und 12, erstellt. Die genaue

Sequenz der Primer findet sich im Anhang unter F.4.

Gescreent wurde diese Bank mit der Eco/Xho-Sonde aus dem Klon hth1-(e)fgh. Es konnte
der Klon hthl-(d)e(f) mit einer Linge von 2 kb und einem Uberlappungsbereich mit dem
Klon hthl-(e)fgh von 347 Nukleotiden isoliert werden. Aus dem 5'-Bereich dieses Klons
wurde durch Restriktion mit Hind III erneut eine etwa 300 bp groBBe Sonde hergestellt und
mit dieser die Bank Y gescreent. Es konnte der 2,4 kb grole Klon hthl-(c)d(e) isoliert
werden. Dieser Klon enthielt an seinem 3’-Ende einen Bereich von etwa 570 bp, der im Klon
hth1-(d)e(f) bereits enthalten und sequenziert worden war. Mit zwei verschiedenen Sonden
aus diesem Klon wurde die Bank Y ohne Erfolg emneut durchsucht. Kein weiterer Klon
konnte isoliert werden, der fiir Teile der funktionellen Domédnen HtH1-a, HtH1-b oder
HtH1-c kodierte.
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Bei einer mit random-Primern synthetisierten cDNA-Bank miissen die enthaltenen Klone
nicht notwendigerweise die vollstindige mRNA mit Uberlappungen zwischen den einzelnen
cDNA-Klonen représentieren. Es konnten also auch noch cDNA-Klone der funktionellen
Doménen HtH1-a, HtH1-b und HtH1-¢ in der Bank Y vorhanden sein, die nicht mit dem
Klon hthl-(c)d(e) iiberlappten und somit auch nicht mit einer aus diesem Klon hergestellten
Sonde isoliert werden konnten. Um auch diese Klone identifizieren und isolieren zu konnen,
haben wir iiber PCR mit genomischer DNA von Haliotis ein Fragment von etwa 400 bp
amplifiziert und zur Herstellung einer Sonde verwendet. Fiir diese PCR wurden zwei Primer
verwendet (Primer iii US und iv DS), die wir anhand der bis dahin bekannten cDNA von
HtH1 generieren konnten. Diese Primer lagen innerhalb des stark konservierten Bereiches
der Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B und wurden als degenerierte Primer synthetisiert.
Die Lage und die Sequenz der beiden Primer ist in Abbildung 14 gezeigt. Da die
Kupferbindungsstellen in allen FUs von Mollusken-Himocyaninen zu finden sind, sollte das
mit diesen Primern aus genomischer DNA von Haliotis amplifizierte Fragment ein Gemisch

des entsprechenden Bereiches aus allen FUs des HtH1 sowie des HtH2 enthalten.
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Aminosduren. Die Primersequenzen enthalten [TUPAC-Codes fiir degenerierte Nukleotide.
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Dieses PCR-Amplikon wurde mit Dioxigenin markiert und zum Screening der Bank Y
verwendet. Es konnten damit mehrere Klone isoliert werden, von denen zwei bis dahin noch
unbekannte Teile der HtH1-cDNA enthielten. Der 1,7 kb groBe Klon hth1-(b)(c) liberlappte
in einem Bereich von etwa 570 bp mit dem bereits vorhandenen Klon hthl-(c)d(e). Der
zweite isolierte Klon hthl-(h) enthielt einen weiter 5'-gelegenen Teil der fir HtHI-b
kodierenden cDNA mit einer Uberlappung mit dem Klon hthl-(b)(c) von etwa 430
Nukleotiden. Aus diesem 750 bp groflen Klon hth1-(b) wurde iiber PCR mit den spezifischen
Primern 40 und 41 (siche unter F.4 im Anhang) ein ca. 450 bp grofles Fragment fiir die
Herstellung einer weiteren Sonde amplifiziert und die Bank Y damit erneut durchsucht. Es
konnte der Klon hth1-(s)a(b) isoliert werden. Dieser 1,8 kb gro3e Klon enthielt an seinem
5’-Anfang ein Stiick von 48 Nukleotiden, das ein Peptid von 15 Aminosduren kodierte
(bezeichnet mit ‘s’ fiir Signalpeptid). Im Anschlul3 an dieses kurze Signalpeptid folgte die
aus direkter Proteinsequenzierung bekannte Anfangssequenz des HtH1 (siche Tabelle 1,
S.12) (Keller et al., 1999). Die vollstindige Primarstruktur des in die Hamolymphe
sezernierten HtH1 war hiermit als cDNA kloniert und sequenziert. Am Anfang des cDNA-
Klons hthl-(s)a(b) war kein Startcodon enthalten, die komplette mRNA war demnach noch
nicht vollstindig kloniert. Aus dem Anfangsbereich des Klons wurden verschiedene Sonden
hergestellt, mit denen allerdings keine weiteren Klone isoliert werden konnten, die den

vorderen Teil der cDNA mit Startcodon enthielten.

In der folgenden Abbildung sind die cDNA-Klone des HtH1 schematisch zusammengestellt.
Die Anordnung der einzelnen Klone von oben nach unten entspricht der Reihenfolge ihrer
Isolierung aus den cDNA-Banken. Der von Sigmar Stricker im Rahmen seiner Diplomarbeit,
die ich mit betreut habe, isolierte Klon ist mit ! gekennzeichnet. Die zum jeweiligen
Screening verwendeten Sonden sind als schwarze Balken entsprechend ihrer Lage
eingezeichnet und wurden sowohl mittels Restriktionsverdau (symbolisch mit Blitzen
dargestellt) als auch iiber PCR mit spezifischen und degenerierten Primern (als Pfeile
gezeigt) hergestellt. Das Signalpeptid und die einzelnen FUs sind farbig voneinander

getrennt. Die Lénge der einzelnen Fragmente entspricht nur ungefahr der relativen Lange.

2
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Klon hth1-(g)h

1. HtH1-Sonde -_—

Klon hth1-(f)gh

|
7 N
2. HtH1-Sonde —

Klon hth1-(e)fgh

= ] |

¢ N

3. HtH1-Sonde

Klon hth1-(d)e(f)

7N

4. HtH1-Sonde —

Klon hth1-(c)d(e)

5. HtH1-Sonde* —_—

Klon hth1-()(c)
[E——

Klon hth1-(b)
=
6. HtH1-Sonde 2 <

Klon hthl-(s)a(b)
= —

Abb. 15: c¢DNA-Klone der HtH1 ¢cDNA.
Die Lange der hier dargestellten Klone entspricht nur ungeféhr ihrer relativen Grofe. Die fiir das
Screening der cDNA-Banken verwendeten Sonden sind ebenfalls eingezeichnet. Der mit !
markierte Klon wurde von Sigmar Stricker im Rahmen seiner Diplomarbeit, die ich mit betreut
habe, isoliert und bearbeitet. Blitze symbolisieren Restriktionsverdau, waagrechte Pfeile stellen
Primer fiir PCR-Reaktionen zur Sondenherstellung dar. Die mit * gekennzeichnete Sonde wurde
nicht aus einem cDNA-Klon sondern iiber PCR mit genomischer DNA hergestellt. In Klammern
geschriebene FUs sind nur partiell in den jeweiligen Klonen enthalten. Die einzelnen FUs sind
durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet. Der 5 vor HtH1-a gelegene Sequenzabschnitt ist

mit ‘s’ (Signalpeptid) gekennzeichnet.
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Die vollstdndig zusammengehidngte cDNA-Sequenz des HtH1 betrdgt 10654 bp mit einem
offenen Leseraster (ORF, open reading frame) von 10257 bp ab dem dritten Nukleotid bis
zum ersten Stopcodon. An das Stopcodon schliet sich ein 3’-UTR (untranslated region)
von 395 Nukleotiden mit Polyadenylierungssignal und einem poly-A"-Schwanz von 20 bp
an. Die im ORF kodierte Aminoséuresequenz von 3419 Aminoséuren trigt wie oben bereits
erwdhnt am Anfang ein Stiick von 15 Aminosduren, das vermutlich ein Stiick eines
Signalpeptids darstellt. Mit der Sequenz ,DNVVRKDVSHLTDDHVQ“, die aus direkter
Proteinsequenzierung ermittelt wurde (Keller et al., 1999), beginnt das in die Himolymphe
sezernierte Protein HtH1, bestehend aus 3404 Aminosduren, mit einer errechneten relativen

Molekiillmasse von 392 kDa.

Die vollstindige Aminosduresequenz des HtH1 war damit kloniert und sequenziert. Die
zusammengehédngte ¢cDNA-Sequenz ist in der EMBL-Datenbank unter der Accession-
Nummer Y 13219 zu finden. In Abbildung 16 ist die aus der cDNA abgeleitete
Aminosduresequenz vom HtH1 dargestellt. Die einzelnen FUs sind in verschiedenen Farben
gezeigt. Die aus direkter Proteinsequenzierung bekannten N-terminalen Anfangssequenzen

einzelner FUs sind unterstrichen.
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LVQFLLVALVI{'GAGA X8

PPVHHRHDDDLIVRKNIDHLTREEEYEL
RMALERFQADTSVDGYQATVEYHGLPARCPRPDAKVRFACCMHGMASFPHWHRLFVTQVEDALVRRGSPIGVPYWD
WIKPMTHLPDLASNETYVDPYGHTHHNPFFNANISFEEGHHHTSRMIDSKLFAPVAFGEHSHLFDGILYAFEQEDF
CDFEIQFELVHNSIHAWIGGSEDYSMATLHYTAFDPIFYLHHSNVDRLWAIWQALQIRRHKPYQAHCAQSVEQLPM
KPFAFPSPLNNNEKTHSHSVPTDIYDYEEVLHYSYDDLTFGGMNLEEIEEATHLRQQHERVFAGFLLAGIGTSALV
DIFINKPGTQPLKAGDIAILGGAKEMPWAFDRLYKVEITDSLKTLSLDVDGDYEVTFKIHDMHGNALDTDLIPHAA
VVSEPAHPTFEDEKHSLRIRKNVDSLTPEETNELRKALELLENDHTVGGFNQLGAFHGEPKWCPNPEAEHKVACCV
HGMAVFPHWHRLLALQAENALRKHGYSGALPYWDWTRPLSQLPDLVSHEQYTDPSDHHVKHNPWFNGHIDTVNQDT
TRSVREDLYQQPEFGHFTDIAQQVLLALEQDDFCSFEVQYEISHNFIHALVGGTDE3YGMASLRYTAYDPIFFLHH
SNTDRIWAIWQSLQKYRGKPYNTANCAIESMRRPLQPFGLSSAINPDRITREHAIPFDVFNYRDNFHYVYDTLEFN
GLSISQLDRELEKIKSHERVFAGFLLSGIKKSALVKFEVCTPPDNCHKAGEFYLLGDENEMAWAYDRLFKYDITQV
LEANHLHFYDHLFIRYEVFDLKGVSLGTDLFHTANVVHDSGTGTRDRDNYVEEVTGASHIRKNLNDLNTGEMESLR
AAFLHIQDDGTYESTIAQYHGKPGKCQLNDHNIACCVHGMPTFPQWHRLYVVQVENALLNRGSGVAVPYWEWTAPID
HLPHFIDDATYFNSRQQRYDPNPFFRGKVTFENAVITRDPQAGLFNSDYMYENVLLALEQENYCDFEIQFELVHNA
LHSMLGGKGQYSMSSLDYSAFDPVFFLHHANTDRLWAIWQELQRFRELPYEEANCAINLMHQPLKPFSDPHENHDN
VTLKYSKPQDGFDYQNHFGYKYDNLEFHHLSIPSLDATLKQRRHHDRVFAGFLLHNIGTSADITIYICLPDGRRGN
DCSHEAGTFYILGGETEMPFIFDRLYKFEITKPLQQLGVKLHGGVFELELEIKAYNGSYLDPHTFDPTIIFEPGTD
THILDHDHEEEILVRKNIIDLSPRERVSLVKALQRMKNDRSADGYQAIASFHALPPLCPNPE4AAHRYACCVHGMA
TFPQWHRLYTVQVQDALRRHGSLVGIPYWDWTKPVNELPELLSSATFYHPIRNINISNPFLGADIEFEGPGVHTER
HINTERLFHSGDHDGYHNWFFETVLFALEQEDYCDFEIQFEIAHNGIHTWIGGSAVYGMGHLHYASYDPIFYIHHS
QTDRIWAIWQELQKYRGLSGSEANCAIEHMRTPLKPFSFGPPYNLNSHTQEYSKPEDTFDYKKFGYRYDSLELEGR
SISRIDELIQQRQEKDRTFAGFLLKGFGTSASVSLQVCRVDHTCKDAGYFTILGGSAEMPWAFDRLYKYDITKTLH
DMNLRHEDTFSIDVTITSYNGTVLSGDLIQTPSIIFVPGR

ES

DHHDDHQSGSRAGSGVRKDVNTLTKAETDNLREALRGVMADHGPNGFQAIAAFHGKPAMCPMPDGHNYSCCTHG
MATFPHWHRLYTKQMEDAMRE?HGSHVGLPYWDWTAAFTHLPTLVTDTDNNPFQHGHIDYLNVNTTRSPRDMLFND
PEHGSESFFYRQVLLALEQTDFCKFEVQFEITHNATHSWTGGHSPYGMSTLDFTAYDPLFWLHHSNTDRIWAVWQA
LQEYRGLPYNHANCEIQAMKTPLRPFSDDINHNPVTKANAKPSDVFEYNRLSFQYDNLIFHGYSIPELDRVLEERK
EEDRIFAAFLLSGIKRSADVVFDICQPGHECVFAGTFAILGGELEMPWSFDRLFRYDITKVMKQLHLRHDSDFTFR
VKIVGTDDHELPSDSVKAPTIEFEPGVHRGGKHEDEHHDDRLADVLIRKEVDFLSLQEANATIKDALYKLQNDDSKG
GFEAIAGYHGYPNMCPEKGTDKYPCCVHGMPVFPHWHRLHTIQMERALKNHGSPMGIPYWDWTKKMSSLPSFFGDS
SNNNPFYKYYIRGVQHETTRDVNQRLFNQTKFGEFDYLYYLTLQVLEENSYCDFEVQYEILHNAVHSWLGGTGKYS
MSTLEHSAFDPVFMIHHSSLDRIWILWQKLQKIRMKPYYALDCAGDRLMKDPLHPFNYETVNEDEFTRINSFPSIL
FDHYRFNYEYDNMRIRGQDIHELEEVIQELRNKDRIFAGFVLSGLRISATVKVFIHTKDDTSHEEYAGEFAVLGGE
KEMPWAYERMLKLDISDAVHKLHVRDEDIRFRVVVTAYNGDVVTTKLSQPFIVHRPAHVAHDILVIPLGEGHDLPP
KVVVKSGTKVEFTPIDSSVNKAMVELGSYTAMAKCIVPPFSYHGFELDKVYSVDHGDYYIAAGTHALCEQNLRLHI
HVEHE

Abb. 16: Aminosiuresequenz des HtH1.
In dieser Abbildung ist die aus den zusammengesetzten cDNA-Klonen abgeleitete vollstindige
Proteinsequenz des HtH1 dargestellt. Zusétzlich zu den acht im nativen Protein enthaltenen FUs
HtH1-a bis HtH1-k ist im N-terminalen Anfagsbereich noch ein Signalpeptid (lila) von 15
Aminoséuren kodiert. Die Sequenz der FUs HtH1-a bis HtH1-/ besteht aus 3404 Aminoséuren und
besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 392 x 10°. Die aus direkter Proteinsequenzierung
bekannten Anfangssequenzen des nativen Proteins sowie einzelner Spaltprodukte sind
unterstrichen. Mit E markierte Positionen enthalten Aminosduresubstitutionen, die im Text ndher

betrachtet werden.
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In den Uberlappungsbereichen der einzelnen cDNA-Klone tauchen 23 Basenaustausche auf,
die auf Proteinebene zu 6 Aminosduresubstitutionen fithren. In der Proteinsequenz findet

sich fur die sechs variablen Aminosiuren ein E

Folgende Aminoséuren sind an diesen Positionen kodiert:

X! Alanin oder Valin

X Asparaginsiure oder Valin
X3 Prolin oder Alanin
x4 Alanin oder Serin

X’ Glycin oder Arginin

X6 Alanin oder Threonin

2.2. Sequenz der HtH2 cDNA

Durch Kreuzhybridisierung mit der aus dem Klon hth1-(g)4 {iber Restriktion mit dem Enzym
Kpn I hergestellten DNA-Sonde (1. HtH1-Sonde) konnte aus der cDNA-Bank G auch ein
Klon isoliert werden, der zwar eindeutig fiir Himocyanin kodierte, aber von der bis dahin
bekannten Sequenz des HtH1 signifikant abwich. Wie sich anhand der N-terminalen
Proteinsequenzen (Lieb et al., 1999) spiter herausstellte, handelte es sich bei diesem Klon
um einen Teil der cDNA der Isoform HtH2. Insgesamt konnten acht cDNA-Klone isoliert
werden, die Teile der fiir HtH2 kodierenden cDNA enthielten. Von diesen sind hier vier
nidher beschrieben, da sie zur Herstellung von Sonden und fiir die zusammengesetzte cDNA

herangezogen wurden.

> cDNA-Bank G (oligo-dT)

Aus dem bereits erwéhnten Klon hth2-(g)k von 2,3 kb konnte durch Restriktionsverdau mit
dem Enzym Bam HI eine Sonde erstellt werden. Mit dieser HtH2-spezifischen Sonde wurde
die cDNA-Bank G erneut gescreent. Es konnten mehrere HtH2-Klone isoliert werden, von
denen der Klon hth2-defgh mit 6,7 kb am groften war. Er enthielt die vollstindige
kodierende Sequenz der FUs HtH2-d, bis HtH2-4. Aus diesem wurde durch Restriktion mit
den Enzymen Bam HI, Eco RI und Pst I eine Sonde von 0,67 kb aus dem Bereich von HtH2-
d erstellt, doch konnte mit dieser Sonde aus der cDNA-Bank G kein weiterer Klon isoliert

werden.
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> cDNA-Bank Y (random)

Ein Screening der cDNA-Bank Y mit der gleichen Sonde erbrachte einen weiteren Klon, der
Teile der bis dahin noch unbekannten cDNA vom HtH2 enthielt. Der Klon hth2-(c)d(e)
enthielt mit einer GroBe von etwa 2,5 kb drei-Viertel der Sequenzinformation fiir die
funktionelle Domédne HtH2-c, die vollstindige HtH2-d und einen Teil der HtH2-e. Der
Uberlappungsbereich zwischen diesem Klon und dem Klon hth2-defgh betrug gute 1,6 kb.
Aus diesem Klon wurde iiber PCR mit den spezifischen Primern X und A (genaue Sequenz
der Primer ist im Anhang unter F.4 gezeigt) ein Fragment von ca. 400 bp aus dem fiir HtH2-
¢ kodierenden Bereich amplifiziert und zur Herstellung einer Sonde eingesetzt. Mit Hilfe
dieser Sonde konnte aus der cDNA-Bank Y erneut ein HtH2-Klon isoliert werden. Der Klon
hth2-(b)(c) enthielt mit einer Grofle von 1 kb das hintere Viertel der fiir HtH2-b kodierenden
Sequenz sowie knapp zwei Drittel von HtH2-c mit einer Uberlappung zum Klon hth2-(c)d(e)
von 370 Nukleotiden. Eine Sonde aus dem 5’-gelegenen Teil dieses Klons erbrachte keine
weiteren fiir HtH2 kodierenden Klone. Es konnte aus der cDNA-Bank Y kein Klon mehr
isoliert werden, der den vorderen Teil der cDNA von HtH2 enthielt.

Im Folgenden sind die vier oben beschriebenen HtH2 cDNA-Klone entsprechend der
Reihenfolge ihrer Isolierung aus den cDNA-Banken schematisch dargestellt. Auch hier sind
wie in Abbildung 15, S. 63 die zum Screening verwendeten Sonden mit Angaben zur
Herstellungsweise als Balken eingezeichnet. Die farbige Unterteilung der FUs ist
entsprechend den gewihlten Farben der HtH1 cDNA. Die GroBe der dargestellten Klone und

Sonden entspricht nur ungeféahr ihrer relativen Léange.
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Klon hth2-(g)h

1. HtH2-Sonde —_—

Klon hth2-defgh

¢ s

Klon hth2-(c)d(e)

[ e——]
> <«

2. HtH2-Sonde

3. HtH2-Sonde

Klon hth2-(b)(c)
=

Abb. 17: c¢DNA-Klone der HtH2-cDNA.
Chronologische Abfolge der Isolierung und die Lage der cDNA-Klone von HtH2 innerhalb der
vollstdndigen cDNA. Die Lange der hier dargestellten Klone entspricht nur ungeféhr ihrer relativen
Grofe. Die flir das Screening der cDNA-Banken verwendeten Sonden sowie ihre Herstellung sind
ebenfalls eingezeichnet. Blitze symbolisieren Restriktionsverdau, waagrechte Pfeile stellen Primer
fiir PCR-Reaktionen zur Sondenherstellung dar. In Klammern geschriebene FUs sind nur partiell in
den jeweiligen Klonen enthalten. Die einzelnen FUs sind durch unterschiedliche Farben

gekennzeichnet. Weille Bereiche sind bislang nicht iiber cDNA kloniert und sequenziert.

Die ¢cDNA des HtH2 war demnach nicht vollstdndig kloniert und sequenziert. Es fehlte noch
der 5'-gelegene Teil der mRNA mit der vollstdndigen kodierenden Sequenz von HtH2-a und
den ersten drei Viertel von HtH2-b. Da aus den cDNA-Banken G und Y keine Klone isoliert
werden konnten, die diesen Bereich enthielten, haben wir verschiedene andere Techniken
versucht, mit denen der fehlende Teil der mRNA kloniert und sequenziert werden sollte. So
wurden 5'-RACE und RT-PCR mit einer Vielzahl verschiedener Primer und unter Variation
der Protokolle bislang erfolglos angewendet. Auch die Synthese einer weiteren cDNA-Bank
mit random- und spezifischen HtH2-Primern erbrachte keine weiteren HtH2-Klone aus dem

vorderen, fehlenden Abschnitt der mRNA. Wie jedoch im Abschnitt C.2.4, Sequenzierung

P A
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des HtH2-Gens, zu sehen sein wird, waren wir auch ohne die Klonierung der mRNA in der

Lage, die kodierende Sequenz des vorderen Teils vom HtH2 zu ermitteln.

Die aus den cDNA-Klonen zusammengehéngte cDNA-Sequenz von 8258 bp enthélt einen
ORF von 8018 bp ab dem dritten Nukleotid bis zum ersten Stopcodon und kodiert fiir 2672
Aminosduren. Das errechnete Molekulargewicht dieser Sequenz betrigt 307 x 10°. Ab dem
Stopcodon folgt ein 3’-UTR von 240 bp mit Polyadenylierungssignal und einem poly-A"-
Schwanz von 18 Nukleotiden. Die cDNA-Sequenz findet sich in der EMBL-Datenbank unter
der Accession-Nummer AJ 012048. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz ist in
Abbildung 18 gezeigt. Die einzelnen FUs sind entsprechend dem HtH1 in verschiedenen
Farben dargestellt. Aus proteolytischer Spaltung des HtH2 und direkter
Proteinsequenzierung der erhaltenen Fragmente waren die N-terminalen Anfangssequenzen
einiger FUs bekannt (Lieb et al., 1999). Diese Sequenzabschnitte sind in der aus der cDNA

abgeleiteten Aminosduresequenz unterstrichen.
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FFLSHIGTSANVEIIIDHGTLHTSVGTFAVLGGEKEMKWGFDRLYKYEITDELRQLNLRADDVFSISVKVTDVDGS
ELSSELIPSAAIIFERSHIDHQDPHHDTIIRKNVDNLTPEEINSLRRAMADLQSDKTAGGFQQIAAFHGEPKWCPS
PDAEKKFSCCVHGMAVFPHWHRLLTVQGENALRKHGCLGALPYWDWTRPLSHLPDLVSQQNYTDAISTVEARNPWY
EIGHIDTVGVDTTRSVRQELYEAPGFGHYTGVAKQVLLALEQDDFCDFEVQFEIAHNFIHALVGGSEPYGMASLRY
TTYDPIFYLHHSNTDRLWAIWQALQKYRGKPYNSANCAIASMRKPLQPFGLTDEINPDDETRQHAVPFSVFDYKNN
FNYEYDTLDFNGLSISQLDRELSRRKSHDRVFAGFLLHGIQQSALVKFFVCKSDDDCDHYAGEFYILGDEAEMPWG
YDRLYKYEITEQLNALDLHIGDRFFIRYEAFDLHGTSLGSNIFPKPSVIHDEGAGHHQADEYDEVVTAASHIRKNL
KDLSKGEVESLRSAFLQLQNDGVYENIAKFHGKPGLCDDNGRKVACCVHGMPTFPQWHRLYVLQVENALLERGSAV
SVPYWDWTETFTELPSLIAEATYFNSRQQTFDPNPFFRGKISFENAVITRDPQPELYVNRYYYQNVMLAFEQDNYC
DFEIQFEMVHNVLHAWLGGRATYSISSLDYSAFDPVFFLHHANTDRLWAIWQELQRYRKKPYNEADCAINLMRKPL
HPFDNSDLNHDPVTFKYSKPTDGFDYQNNFGYKYDNLEFNHFSIPRLEEIIRIRQRQDRVFAGFLLHNIGTSATVE
IFVCVPTTSGEQNCENKAGTFAVLGGETEMAFHFDRLYRFDISETLRDLGIQLDSHDFDLSIKIQGVNGSYLDPHI
LPEPSLIFVPGSSSFLRPDGHSDDILVRKEVNSLTTRETASLIHALKSMQEDHSPDGFQAIASFHALPPLCPSPSA
AHRYACCVHGMATFPQWHRLYTVQFQDALRRHGATVGVPYWDWLRPQSHLPELVTMETYHDIWSNRDFPNPFYQAN
IEFEGENITTEREVIADKLFVKGGHVFDNWFFKQAILALEQENYCDFEIQFEILHNGVHTWVGGSRTYSIGHLHYA
SYDPLFYLHHSQTDRIWAIWQELQEQRGLSGDEAHCALEQMREPLKPFSFGAPYNLNQLTQDFSRPEDTFDYRKFG
YEYDNLEFLGMSVAELDQYIIEHQENDRVFAGFLLSGFGGSASVNFQVCRADSTCQDAGYFTVLGGSAEMAWAFDR
LYKYDITETLEKMHLRYDDDFTISVSLTANNGTVLSSSLIPTPSVIFQRGH

GRAADSAHSANIAGSGVRKDVTTLTVSETENLRQALQGVIDDTGPNGYQAIASFHGSPPMCEMNG
RKVACCAHGMASFPHWHRLYVKQMEDALADHGSHIGIPYWDWTTAFTELPALVTDSENNPFHEGRIDHLGVTTSRS
PRDMLFNDPEQGSESFFYRQVLLALEQTDYCQFEVQFELTHNAIHSWIGGRSPYGMSTLEFTAYDPLFWLHHSNTD
RIWAVWQALQKYRGLPYNEAHCEIQVLKQPLRPFNDDINHNPITKTNARPIDSFDYERFNYQYDTLSFHGKSIPEL
NDLLEERKREERTFAAFLLRGIGCSADVVFDICRPNGDCVFAGTFAVLGGELEMPWSFDRLFRYDITRVMNQLHLQ
YDSDFSFRVKLVATNGTELSSDLLKSPTIEHELGAHRGPVEETEVTRQHTD 2éHFHRKEVDSLSLDEANNLKNA
LYKLQNDHSLTGYEAISGYHGYPNLCPEEGDDKYPCCVHGMAIFPYWHRLLTIQLERALEHNGALLGVPYWDWNKD
LSSLPAFFSDSSNNNPYFKYHIAGVGHDTVREPTSLIYNQPQIHGYDYLYYLALTTLEENNYCDFEVQYEILHNAV
HSWLGGSQKYSMSTLEYSAFDPVFMILHSGLDRLWIIWQELQKIRRKPYNFAKCAYHMMEEPLAPFSYPSINQDEF
TRANSKPSTVFDSHKFGYHYDNLNVRGHSIQELNTIINDLRNTDRIYAGFVLSGIGTSASVKIYLRTDDNDEEVGT
FTVLGGEREMPWAYERVFKYDITEVADRLKLSYGDTFNFRLEITSYDGSVVNKSLPNPFIIYRPANHDYDVLVIPV
GRNLHIPPKVVVKRGTRIEFHPVDDSVTRPVVDLGSYTALFNCVVPPFTYRGFELNHVYSVKPGDYYVTGPTRDLC
QNADVRIHIHVEDE

Abb. 18:  Aminosiure-Teilsequenz des HtH2.
Die aus den zusammengesetzten cDNA-Klonen vom HtH2 abgeleitete Protein-Teilsequenz besteht
aus 2672 Aminosduren und enthdlt neben der nur partiell sequenzierten FU HtH2-b die
vollstdndigen Sequenzen der FUs HtH2-c¢ bis HtH2-4. Unterstrichene Bereiche waren aus direkter
Proteinsequenzierung von Spaltprodukten des nativen Proteins bereits bekannt. Die mit
gekennzeichneten ~Aminoséuresubstitutionen rithren von Nukleotidaustauschen aus den

Uberlappungsbereichen der einzelnen cDNA-Klone her.

In den Uberlappungsbereichen der verschiedenen cDNA-Klone sind 14 Basensubstitutionen
zu finden, die in der Aminosduresequenz zu zwei Austauschen fithren. Diese beiden
Aminoséurepositionen sind in der Sequenz mit E markiert. Die alternativen Aminoséuren

sind:

X! Serin oder Asparagin

X2 Histidin oder Glutamin
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2.3. Sequenzierung des HtH1-Gens

Zur Analyse der Genstruktur wurden aus den erhaltenen ¢cDNA-Sequenzen spezifische
Primer gewihlt und mit diesen iiber PCR (siehe B.11.2, PCR mit genomischer DNA) die
entsprechenden Teile des Gens amplifiziert. Die fiir die hier aufgefiihrten PCR-Klone
wichtigsten Parameter der PCR sind in Tabelle 6 zusammengestellt. Dabei wurden unter
Umstinden viele PCR-Reaktionen unter Variation der einzelnen Faktoren, besonders der
Annealingtemperatur und der Primerkombination, durchgefiihrt, um eine optimale Reaktion
und somit ein einziges, spezifisches Amplikon zu erhalten. Besonders der Bereich zwischen
dem Signalpeptid und der FU HtH1-b war schwierig zu amplifizieren, da hier die Introns

eine beachtliche Lange haben.

Tab. 6: PCR-Klone des HtH1-Gens.
In dieser Tabelle sind die fiir die Amplifikation des HtH1-Gens durchgefiithrten PCR-
Reaktionen mit den wichtigsten Parametern aufgefiihrt. Die resultierenden Fragmente wurden
kloniert und die Klone fortlaufend nummeriert. Die genaue Lage und Sequenz der
verwendeten Primer findet sich in Tabelle 12, S. 131. Der PCR-Typ wird im entsprechenden
Abschnitt des Material- und Methodenteils niher erldutert. Die Angaben zur Gréf3e beziehen
sich auf die aus der cDNA gegebenen Grofle des Fragmentes (nur kodierende Sequenz) und

auf die GroBe des iiber PCR aus dem Genom amplifizierten Fragments.

PCR- US- DS- Annealing Grofie (bp)

Nummer Primer | Primer O ¢DNA | PCR

PCR HtH1-1 18 15 53,0 1386 1861
PCR HtH1-2 25 20 53,0 1106| 1688
PCR HtH1-3 10 30 58,0 2570 5354
PCR HtH1-4 35 80 60,9 191 1155
PCR HtH1-5 27 8 55,0 1681 2038
PCR HtH1-6 4 6 53,0 1367 1701
PCR HtH1-7 36 2 53,0 1160 1719
PCR HtH1-8 85 82 62,0 832 | 4030
PCR HtH1-9 &3 84 62,0 952 | 10643
PCR HtH1-10 64 73 58,0 392 1955

Neben den aus der cDNA bekannten kodierenden Teilen (Exons) wurden auf diese Weise

auch nichtkodierende Bereiche (Introns) des HtH1-Gens analysiert. Die spezifischen Primer

-
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aus der Sequenz des HtH1 wurden durchlaufend nummeriert. Die Sequenz der verwendeten
Primer ist in Tabelle 12, S.131 zu sehen. Die resultierenden PCR-Klone sind in
Abbildung 19 schematisch beschrieben. Die aus der cDNA bekannten kodierenden Bereiche
des HtH1-Gens sind hier wieder farbig unterlegt. Die relative Grofe der einzelnen farbigen

Bereiche in dieser Abbildung entspricht nicht der Lange der jeweiligen Sequenzen.

PCR HtH1-10 PCR HtH1-8 PCR HtH1-6 PCR HtH1-3 PCR HtHI1-1
I | I []
64 73 85 82 4 6 10 30 18 15
S - - N
83 84 36 2 27 8 35 80 25 20
I | | | I L1 | |
PCR HtH1-9 PCR HtH1-7 PCR HtH1-5 PCR HtH1-4 PCR HtH1-2

Abb. 19: PCR-Klone zur Amplifikation des HtH1-Gens.
Hier sind die in Tabelle 6 beschriebenen PCR-Klone mit ihrer ungefihren Lage innerhalb der
cDNA sowie den verwendeten Primern angegeben. Die einzelnen FUs sind farbig voneinander
unterschieden. Die GroBe der farbigen Blocke und Klone entspricht nicht der relativen

Sequenzlénge. Die Sequenz der verwendeten Primer findet sich im Anhang unter F.4.

Alle PCR-Klone wurden von beiden Seiten mit den in der Sequenz des PCR-
Klonierungsvektors liegenden Sequenzierprimern T7 und SP6 ansequenziert. Uber
Primerwalking wurden die Klone vollstindig doppelstriangig sequenziert. Da bei der
Sequenzierung von Introns hdufig Probleme auftraten, wurden aus manchen klonierten PCR-
Fragmenten Sub-PCR-Reaktionen durchgefiihrt und die entstandenen Fragmente erneut
kloniert und sequenziert. Solche zur Vervollstindigung der Sequenz durchgefiihrten PCR-
Reaktionen sind hier nicht aufgefiihrt. Lediglich die Ansdtze PCR HtH1-4 und PCR HtH1-10
sind in Abbildung 19 sowie in Tabelle 6 erwdhnt, da diese aus genomischer DNA
amplifiziert und unabhingig von den sie jeweils Uberlappenden anderen PCR-Klonen

hergestellt wurden.

Das Gen von HtH1 ist 28614 bp groB und besteht aus 17 Exons und 16 Introns {iber dem
gesamten Bereich ab dem Signalpeptid bis zum Polyadenylierungssignal im 3’-UTR. Es hat
sich gezeigt, daBl die kodierende Sequenz des HtH1 durch Introns in den Sequenzabschnitten

zwischen den FUs (Linker) in einzelne Exons unterteilt ist. Diese sieben Linker-Introns

»
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sowie das Intron zwischen der fiir das Signalpeptid kodierenden Sequenz und dem ersten
Exon von HtH1-a liegen alle in Phase 1. Die kodierenden Bereiche des Signalpeptids sowie
der FUs HtH1-a, HtH1-f'und HtH1-g sind dariiber hinaus durch ,,interne* Introns in zwei bis
vier kleinere Exons zerlegt. Ein weiteres Intron befindet sich sieben Nukleotide hinter dem
Stop-Codon im 3’-UTR. Die bislang sequenzierten 48 kodierenden Nukleotide des
Signalpeptids sind durch ein solches ,,internes* Intron (Phase 0) in ein Exon von 32 und ein
sehr kleines Exon von 16 Nukleotiden unterteilt. Die fiir HtH1-a kodierende Sequenz wird
durch drei ,,interne Introns (Phase 0, 2 und 2) in vier einzelne Exons getrennt, in der fiir
HtH1-f kodierenden Sequenz findet sich ein ,,internes* Intron in Phase 0 und die fiir HtH1-g
kodierende Sequenz besteht aus drei Exons mit zwei internen Introns (Phase 1 und 0). Die
Positionen der ,,internen Introns liegt innerhalb der jeweiligen kodierenden Sequenz der
drei FUs an verschiedenen Positionen, wodurch die einzelnen Exons dieser FUs auch eine
unterschiedliche Grofie erhalten. Die genaue Grofle der Exons und Introns zusammen mit
den Intron-Insertionsstellen, den Phasen, der Intron-Ldnge und der darin enthaltenen

Sequenz wird in der Diskussion niher betrachtet.

Eine schematische Darstellung des Gens vom HtH1 ist in Abbildung 20 zu sehen. Dabei
entsprechen die Gréfen der einzelnen Blocke in etwa der relativen Lénge der dargestellten
Exons und Introns. Die Exons sind entsprechend den Farben der cDNA gewihlt. Introns sind

als grau gemusterte Bereiche zu sehen.

Die vollstédndige Sequenz des HtH1-Gens ist bislang nicht veroffentlicht und in der EMBL-

Datenbank unter der Accession-Nummer AJ 252741 erst nach Publikation zuginglich.



Exon-Bezeichnungen

al a2 a3 ad b ¢ d e fi g2 5 2 X h  UIR
s1/s2 s2/al al/a2 a3/a4 a4/b b/c c/d d/e e/fl f2/g1 g2/g3 g3/h h/UTR
a2/a3 f1/£2 gl/g2

Intron-Bezeichnungen

28,6 kb

Abb. 20: Struktur des HtH1-Gens.
Das HtH1-Gen mit gut 28,6 kb Lénge ist in 17 Exons (farbige Blocke) unterteilt, die druch 16 Introns (grau gemusterte Blocke) getrennt sind. Die unterschiedlichen Farben
der einzelnen Exons entsprechen den Farben, wie sie bei der cDNA gewihlt wurden. Am 3°-Ende des Gens schlieft sich an HtH1-/ ein untranslatierter Bereich (UTR, grau)
an, der ein Polyadenylierungssignal beinhaltet. Die Grofle der einzelnen farbigen Exons und der grau gemusterten Introns entspricht in etwa ihrer relativen Lénge. Lediglich

das Exon s2, das nur 16 Basenpaare umfafit, ist vergroBert dargestellt.
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Die kodierende Sequenz betridgt entsprechend der cDNA 10259 bp bis zum ersten
Stopcodon. Die Intronsequenzen machen mit 17980 bp fast zwei Drittel des gesamten Gens
aus. Auch in der genomischen Sequenz konnten in den Uberlappungsbereichen der einzelnen
PCR-Reaktionen Basensubstitutionen festgestellt werden. Vier von diesen Positionen liegen
in Introns, die restlichen 19 liegen in Exons. Im Vergleich zwischen der aus den kodierenden
Sequenzen des HtHI-Gens abgeleiteten Aminosduresequenz und der aus der cDNA
resultierenden Aminosduresequenz treten 21 Substitutionen auf. Von diesen sind zehn
isofunktionelle Austausche. Die restlichen elf Substitutionen liegen in variablen Bereichen

der Primérstruktur, die keine nennenswerte Konservierung aufweisen.

2.4. Sequenzierung des HtH2-Gens

Auch fiir HtH2 wurden zur Analyse der Genstruktur aus den cDNA-Sequenzen spezifische
Primer herausgesucht, mit denen die entsprechenden Teile des Gens iiber PCR amplifiziert
wurden. Auch hier konnten neben den kodierenden Abschnitten (Exons) Bereiche in der
Genstruktur identifiziert werden, die nicht in der mRNA zu finden waren (Introns). Die
PCR-Reaktionen wurden wie in den jeweiligen Abschnitten im Kapitel “Material und
Methoden” beschrieben durchgefiihrt, kloniert und sequenziert. Tabelle 7 zeigt die
wichtigsten Parameter der PCR-Reaktionen und die GrofBe der daraus resultierenden
Fragmente des HtH2-Gens. Zur Sequenzierung der so klonierten genomischen Fragmente
wurden die Promotorsequenzen der PCR-Klonierungsvektoren pGEM-T und pGEM-T-easy,
T7 und SP6, verwendet. Waren die Fragmente damit noch nicht vollstindig sequenziert,
wurden Folgesequenzierungen mit spezifischen Primern durchgefiihrt. Alle Primer fiir PCR-
Reaktionen wie auch fiir Folgesequenzierungen wurden so gewéhlt, dafl ausreichende
Uberlappungen zwischen den einzelnen Fragmenten entstanden. Auf diese Weise konnte die
Genstruktur des HtH2-Gens im Bereich der bis zu diesem Zeitpunkt bekannten ¢cDNA-

Sequenz ermittelt werden.

Mit Hilfe der in Abbildung 14 dargestellten degenerierten Primer ii, iii und iv konnten
allerdings auch Fragmente des HtH2-Gens aus genomischer DNA amplifiziert werden, die
aus dem weiter 5'-gelegenen Teil stammten. Dieser Teil konnte noch nicht iiber cDNA
kloniert und sequenziert werden. Uber solche PCR-Reaktionen mit spezifischen HtH2-DS-
Primern und den degenerierten US-Primern konnte der vollstindige Genomabschnitt der
funktionellen Doméne HtH2-b sowie ein groBer Teil von HtH2-a amplifiziert und
sequenziert werden. Dies waren die Klone ,,PCR HtH2-10“ und ,,PCR HtH2-11% Die
folgende Tabelle listet die wichtigsten Parameter der PCR-Reaktionen auf, die fiir das HtH2-

Gen erfolgreich durchgefiihrt wurden. Die spezifischen HtH2-Primer sind fortlaufend mit

V& 4

Grofibuchstaben bezeichnet und die PCR-Klone durchnummeriert.
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Tab. 7: PCR-Klone des HtH2-Gens.
In dieser Tabelle sind die fiir die Amplifikation des HtH2-Gens durchgefiihrten PCR-

Reaktionen mit den wichtigsten Parametern aufgefiihrt. Die resultierenden Fragmente wurden

kloniert und die Klone fortlaufend nummeriert. Die genaue Lage und Sequenz der

verwendeten Primer findet sich in Tebelle 12, S. 131. Der PCR-Typ wird im entsprechenden

Abschnitt des Material und Methoden Teils néher erldutert. Die Angaben zur Grofle beziehen

sich auf die aus der cDNA gegebenen Grofe des Fragments (nur kodierende Sequenz) und auf

die Grofe des iiber PCR aus dem Genom amplifizierten Fragments. Lediglich fiir die Klone
,,PCR HtH2-10* und ,,PCR HtH2-11* ist keine cDNA-Linge angegeben, da hier keine cDNA

aus dem amplifizierten genomischen Bereich vorhanden war.

PCR- US- DS- Annealing MgCl, PCR-Typ Grofie (bp)
Nummer Primer | Primer €O [mM] ¢cDNA | PCR
PCR HtH2-1 P I 54,0 2,0 Normal 1247 1796
PCR HtH2-2 G H 54,0 1,5 Normal 580 978
PCR HtH2-3 N 0) 55,0 1,5 Normal 720 1098
PCR HtH2-4 D F 54,0 2,0 Normal 462 | 2113
PCR HtH2-5 C M 57,0 1,5 Normal 1214 | 2224
PCR HtH2-6 S U 56,0 1,5 Normal 1390 1688
PCR HtH2-7 J Q 60,0 1,5 Normal 1029 1029
PCR HtH2-8 V4 A 57,0 1,5 Normal 1208 | 1498
PCRHtH2-9 | X A 55,0 L5 Normal 3450 819
PCR HtH2-10 i Y 50,0 - 54,0 1,5 Normal 799
PCR HtH2-11 I 60,1 4864

Die ungeféhre Lage der gewéhlten Primer sowie die aus den PCR-Reaktionen resultierenden

Fragmente sind in Abbildung 21 dargestellt. Die einzelnen FUs sind in der Abbildung

entsprechend der cDNA mit ihren unterschiedlichen Farben markiert. Die GroBe der

einzelnen farbigen Abschnitte in dieser Abbildung stimmt nicht mit der relativen Lénge der

Sequenzen iiberein.
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PCR HtH2-11 PCR HtH2-9  PCR HtH2-7 PCR HtH2-5 PCR HtH2-3  PCR HtH2-1
ii IX A J Q C M N O P 1
° : © - ° - ° " ﬁ
ii Y Z A S U D F G H

PCR HtH2-10  PCR HtH2-8 PCR HtH2-6 PCR HtH2-4  PCR HtH2-2

Abb. 21: PCR-Klone zur Amplifikation des HtH2-Gens.
Hier sind die in Tabelle 7 beschriebenen PCR-Klone mit ihrer ungefihren Lage innerhalb der
cDNA sowie den verwendeten Primern angegeben. Die einzelnen FUs sind farbig voneinander
unterschieden. Die Grofe der einzelnen Klone und der farbigen Blocke entspricht nicht der

relativen Sequenzldnge. Die Sequenz der Primer ist im Anhang unter F.4 gezeigt.

Das bis zu diesem Zeitpunkt bekannte HtH2-Gen hat eine Gréfle von 18312 bp und reicht
aus der FU HtH2-a bis zum Polyadenylierungssignal im 3"UTR. Es ist unterteilt in 15 Exons
und 14 Introns. Auch hier finden sich neben Linker-Introns, die zwischen den kodierenden
Abschnitten der einzelnen FUs liegen, noch ,,interne* Introns. Wie auch beim HtH1-Gen
werden die kodierenden Sequenzen der FUs HtH2-a, HtH2-f und HtH2-g in entsprechend
vier, zwei und drei Exons zerlegt. Da der genomische Abschnitt von HtH2-a noch nicht
vollstindig sequenziert ist, kann noch nicht gesagt werden, ob hier nicht noch weitere
Linterne Introns im 5’-gelegenen Teil von HtH2-a zu finden sind. Auch kann noch nicht
gesagt werden, ob vor HtHI1-a ein Signalpeptid kodiert und wie dieses auf genomischer
Ebene strukturiert ist. Die kodierende Sequenz beinhaltet neben den aus der cDNA bereits
sequenzierten 8018 Basenpaaren der funktionellen Doméanen HtH2-(b), HtH2-c bis HtH2-A
noch weitere 1904 Nukleotide. Darin sind die zuvor fehlenden 954 bp (318 Aminosduren)
von HtH2-b sowie 950 bp (316 Aminosduren) aus dem 3’-gelegenen Teil von HtH2-a
kodiert.

Demnach steht der nichtkodierende Anteil des bislang sequenzierten HtH2-Gens (8168 bp
Intron) in etwa im gleichen Verhiltnis zu den Exons (10172 bp). Die Linker-Introns liegen
wie auch beim HtHI-Gen alle in Phase 1, wihrend die ,jinternen Introns in
unterschiedlichen Phasen auftreten. Die drei ,,internen“ Introns in der fiir HtH2-a
kodierenden Sequenz liegen in Phase 0, 2 und 2 (wie beim HtH1), das ,,interne* Intron in

HtH2-f liegt in Phase 0 und die beiden ,,internen” Introns in der kodierenden Sequenz von
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HtH2-g liegen in Phase 1 und 0. Die Phasen aller bislang sequenzierten Introns sowie ihre
Insertionsstellen stimmen exakt mit denen des HtH1-Gens iiberein. Diese Ubereinstimmung

wird in der Diskussion detaillierter betrachtet.

In den Uberlappungsbereichen der einzelnen PCR-Klone treten 11 Basensubstitutionen auf,
von denen nur vier in Exons liegen. Diese fiihren auf Proteinebene zu drei
Aminosduresubstitutionen.  Zwischen der aus der HtH2-cDNA  abgeleiteten
Aminosduresequenz und der aus den genomischen Sequenzen erhaltenen
Aminosduresequenz tauchen dariiber hinaus noch 16 Unterschiede auf. Davon sind sechs
Substitutionen isofunktionelle Austausche. Die restlichen liegen nicht konservierten
Bereichen innerhalb der Primérstruktur. In der folgenden Abbildung ist die {iber genomische
PCR zusitzlich zur cDNA sequenzierte abgeleitete Aminosduresequenz mit einer relativen

Molekiilmasse von 73 kDa der FUs HtH2-a und HtH2-b gezeigt.

EAPAPSSDAHLAVRKDINHLTREEVYELRRAMERFQADTSVDGYQATVEYHGLPARCPFPEATN
RFACCIHGMATFPHWHRLFVTQVEDALIRRGSPIGVPYWDWTQPMAHLPGLADNATYRDPISGDSRHNPFHDVEVA
FENGRTERHPDSRLFEQPLFGKHTRLFDSIVYAFEQEDFCDFEVQFEMTHNNIHAWIGGGGKYSMSSLHYTAFDPI
SYLHHSNTDRLWAIWQALQIRRNKPYKAHCAWSEERQPLKPFAFSSPLNNNEKTYENSVPTNVYDYEGVLGYTYDD
LNFGGMDLGQLEEYIQRQRQRDRTFAG

Abb. 22: Aus dem Genom abgeleitete partielle Aminosiuresequenz der FUs HtH2-4 und HtH2-5.
Die hier abgebildete Aminosduresequenz ist aus den PCR-Klonen ,PCR HtH2-10“ und ,,PCR
HtH2-11* abgeleitet und lag nicht in Form von ¢cDNA-Klonen vor. HtH2-a ist gelb und HtH2-b
orange dargestellt. Von HtH2-a fehlen noch etwa 100 Aminosduren aus dem N-terminalen

Anfangsbereich.

In Abbildung 23 ist schematisch die partielle Genstruktur des HtH2-Gens gezeigt. Introns
sind hier wieder als grau gemusterte Blocke zwischen den farbigen Exons dargestellt. Die

Grofe der Exon- und Intron-Blocke entspricht in etwa ihrer relativen Linge.



Exon-Bezeichnungen

al a2 a3 a4 b c d e f1 2 m @ @ h UTR

al/a2  a2/a3 a3/ad  ad/b ble c/d d/e e/fl  fl/f2 f2/gl  gl/g2 g2/g3 g3/ WUTR

Intron-Bezeichnungen

18,3 kb

Abb. 23: Struktur des HtH2-Gens.
Das HtH2-Gen, soweit es bislang sequenziert wurde, ist mit gut 18 kb Léange in 15 Exons (farbige Blocke) und 14 Introns (grau gemusterte Blocke) unterteilt. Die Farben der
einzelnen Exons entsprechen der Darstellung der cDNA. Die fiir HtH2-a kodierende Sequenz ist nur partiell kloniert und sequenziert. Am 3’-Ende des Gens schlief3t sich an die
fiir HtH2-/ kodierende Sequenz ein untranslatierter Bereich (3'-UTR, grau) an, der ein Polyadenylierungssignal beinhaltet. Die Grofe der einzelnen farbigen Exons und der

grau gemusterten Introns entspricht in etwa ihrer relativen Lénge. Weille Bereiche sind bislang noch nicht sequenziert.

Die bis hierher analysierte Sequenz des HtH2-Gens ist bislang unverdffentlicht und in der EMBL-Datenbank unter der Accession-Nummer AJ 297475 erst

nach Publikation zugénglich.
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D. Diskussion

Ziel meiner Doktorarbeit war es, die Primédr- und Genstruktur der Isoform 1 des Haliotis
tuberculata-Hamocyanins (HtH1) zu ermitteln. Parallel dazu sollte damit begonnen werden,
die Isoform HtH2 zu sequenzieren. Da die Versuche in enger Zusammenarbeit mit meinem
Betreuer Bernhard Lieb durchgefiihrt wurden, ist es nicht mdglich, die Einzelergebnisse zu
trennen. Die dargestellte Analyse der Primér- und Genstruktur beider Isoformen des HtH

wurde anteilig zu etwa zwei Dritteln von mir angefertigt.

Als weiteres Ziel der Arbeit sollte ein Weg gefunden werden, die DNA-Sequenz der beiden
Isoformen des Hémocyanins der Schlissellochschnecke Megathura crenulata zu
entschliisseln. Wie sich im Folgenden zeigen wird, sind wir {iber die Analyse der
Genstrukturen des HtH und den daraus gewonnenen Erkenntnissen auch hierzu in der Lage
gewesen. Diese Arbeiten wurden fast vollstindig von Bernhard Lieb und dem von uns
mitbetreuten Diplomanden Christian Awenius durchgefiihrt. Da mein Anteil an diesen Daten
sehr gering ist, sind die Resultate der Untersuchung der beiden KLH-Isoformen nicht im

Kapitel ,,Ergebnisse* aufgefiihrt. Sie werden aber hier kurz mitdiskutiert.

1.  Die Sequenz des Haliotis tuberculata Haimocyanins

Aus einer frither in unserer Arbeitsgruppe erstellten oligo-dT-geprimten cDNA-Bank sowie
einer weiteren von Bernhard Lieb mit random-Primern synthetisierten cDNA-Bank konnten
Klone isolieret werden, die fiir die vollstindige Primérstruktur des HtH1 kodieren. Am
Anfang der cDNA findet sich kein Start-Kodon, die mRNA ist demnach noch nicht
vollstédndig kloniert und sequenziert. Der ORF kodiert fiir 3419 Aminoséuren. Die kodierte
Sequenz beginnt mit einem Abschnitt aus 15 Aminoséduren, den wir als Signalpeptid (s)
interpretieren. Dieser Abschnitt, der liberwiegend aus hydrophoben Aminosiuren besteht,
wird offenbar posttranslational abgespalten. Die aus direkter Proteinsequenzierung des
nativen HtH1 erhaltene N-terminale Anfangssequenz ,,DNVVRKDVSHLTDDEVQ™ (Keller et
al., 1999) ist im AnschluB an die Signalsequenz kodiert. Die Primérstruktur des in die
Hamolymphe sezernierten HtH1 ist also vollstindig kloniert und sequenziert. Sie besteht aus
3404 Aminosduren mit einer errechneten Molekiilmasse von 391 kDa, was mit der anhand
von SDS-Gelen bestimmten Masse des nativen Molekiils von etwa 400 kDa iibereinstimmt
(Keller et al., 1999). In den Uberlappungsbereichen der einzelnen cDNA-Klone sind an 23
Positionen unterschiedliche Basen enthalten. Von diesen 23 Basenaustauschen fiihren

lediglich sechs in der Primdrstruktur zu Aminosduresubstitutionen. Diese sechs variablen
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Aminoséuren sind im Ergebinsteil beschrieben. Wir gehen davon aus, daf} es sich hierbei um
Sequenzabweichungen aufgrund verschiedener Allele des HtH1-Gens handelt. Es ist nicht
verwunderlich, dafl hier mehrere verschiedene Allele in den einzelnen c¢cDNA-Klonen
reprisentiert sind, da fiir die beiden cDNA-Banken RNA von mehr als dreiflig Individuen
préapariert wurde. Dartliber hinaus treten 26 Unterschiede zwischen den aus der cDNA und

den aus genomischen Sequenzen abgeleiteten Aminosdurensequenzen auf.

Ein Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz des HtH1 mit der Sequenz des
Hémocyanins von Octopus dofleini (Miller et al., 1998) ist in Abbildung 24 dargestellt.
Dabei sind die aus der Rontgenstrukturanalyse von OdH-g ermittelten Sekundarstrukturen,
die Disulfid- sowie Thioetherbriicken und die potentiellen N-Glykosilierungsstellen in den
FUs beider Himocyanine mit eingezeichnet. Es zeigt sich deutlich, dafl neben den in allen
FUs konservierten Aminoséduren (griin unterlegt) flir einige topografisch an gleicher Position
innerhalb der Polypeptidkette beider Hé&mocyanine liegende FUs Kkonservierte
Sequenzeinschiibe bzw. -liicken auftreten Diese FU-typischen Abweichungen sind gelb
unterlegt. Die Verldngerung der HtH1-/4 von etwa 95 Aminosduren kommt sonst in keiner
anderen funktionellen Doméne vor. Die im aktiven Zentrum fiir die Bindung der beiden
Kupferatome bendtigten sechs Histidinreste sind rot markiert. Die schwarz markierten
Aminosduren kennzeichnen die Positionen, an denen durch verschiedenene Allele des HtH1-
Gens unterschiedliche Aminosduren kodiert sind. Es wird deutlich, da diese mdglichen

allelen Unterschiede alle in Sequenzabschnitten liegen, die nicht konserviert sind.

Auffillig ist die Lage der potentiellen N-Glykosilierungsstellen in zwei Bereichen, die mit
hellem Blau (in OdH) und dunklem blau (in HtH1) gekennzeichnet sind. Im HtH1 finden
sich zwolf solcher Sequenzmotive (NXT bzw. NXS) und zwar in allen FUs auller in HtH1-c.
Die funktionellen Domédnen HtH1-b bis HtH1-g besitzen jeweils zwei solche Motive. Neben
der etwas verstreuten Anordnung dieser potentiellen N-Glykosilierungsstellen im vorderen
Teil zwischen den a-Helices a2 und a7 innerhalb der Kern-Doméne ist die konservierteste
Position zwischen den B-Faltblattstringen B11 und P12, wo in acht der fiinfzehn in

Abbildung 24 gezeigten FUs eine solche potentielle N-Glykosilierungsstelle liegt.

Die Lage der in OdH-g nachgewiesenen Disulfid- und Thioetherbriicken sind mit
eingezeichnet. Die Disulfidbriicke zwischen den B-Faltblittern B2 und B3 sowie die direkt
folgende Thioetherbriicke scheinen flir die korrekte Faltung des aktiven Zentrums eine
wichtige Rolle zu spielen, da die dafiir bendtigten Cystein- und Histidinreste in allen
funktionellen Doménen konserviert sind. Das gleiche gilt fiir die Disulfidbriicke zwischen a-

8 und a'11, die die Kupferbindungsstelle Cu-B des aktiven Zentrums umpsannt. Die in OdH-
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g nachgewiesene Disulfidbriicke zwischen B8 und B9 scheint dagegen nicht fiir alle
funktionellen Doménen notwendig zu sein. In den funktionellen Doménen HtH1-b, OdH-b,

OdH-c und HtH1-4 fehlen die Cysteinreste, die diese Disulfidbriicke bilden.
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Die Lage der potentiellen N-Glykosilierungsstellen im HtH1 sind in Abbildung 25 in die
Tertidrstruktur von OdH-g (Cuff et al., 1998) eingezeichnet. Die in OdH-g zwischen 2 und
B3 nachgewiesene Zuckerseitenkette ist mit einem Pfeil markiert. Die potentiellen N-
Glykosilierungsstellen der einzelnen FUs des HtH1 sind entsprechend den bislang
verwendeten Farben als Kreise in die Tertidrstruktur eingefiigt. In der rdumlichen
Anordnung 146t sich erahnen, dall solche Kohlenhydratketten, die an der konservierten N-
Glykosilierungsstelle zwischen 11 und f12 angeheftet sind, den gleichen Raum ausfiillen
konnten wie die von OdH-g. Allerdings liegen diese konservierten potentiellen N-
Glykosilierungsstellen in der B-Faltblatt-Domine, die Zucker wiirden also von der anderen
Seite her kommen. Eine &hnliche Positionierung der Zuckerseitenkette von der Kern-
Doméne aus wére auch fiir HtH1-g (in B3) zu vermuten. Eine solche konstante Anordnung
einer potentiellen Kohlenhydratkette mag eine funktionelle Rolle spielen. Ob diese
Positionen allerdings tatsidchlich glykosiliert sind, kann nur durch eine Analyse der
Kohlenhydratseitenketten am nativen Molekiil geklédrt werden. Beim KLH wurden allerdings
fiir eine Reihe von funktionellen Doménen N-Glykosilierungen nachgewiesen (Stoeva et al.,

1999). Darauf wird spéter in diesem Kapitel noch genauer eingegangen.

\Z
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(nach Cuff et al. 1998)

HtHl1-a (1)
HtH1-b (2)
HtH1-d (2)
HtHlI-e (2)
HtH1-(2)
HtH1-g (2)
HtH1-A (1)

Abb. 25:

Die potentiellen N-Glykosilierungsstellen der FUs vom HtH1 in der Tertidrstruktur von
OdH-g.

Die Position der potentiellen N-Glykosilierungsstellen der einzelnen FUs sind in Form farbiger
Kreise in die Tertidrstruktur von OdH-g eingezeichnet. Die in OdH-g nachgewiesene

Kohlenhydratkette ist mit einem Pfeil markiert.

Die errechnete Molekiilmasse des nativen, in die Hdmolymphe sezernierten Proteins
bestehend aus 3404 Aminosduren betrdgt ca. 392 kDa, was der in der SDS-PAGE
bestimmten Molekiilmasse von etwa 400 kDa entspricht (Keller et al. 1999). Fiir die

einzelnen, durch proteolytische Spaltung aus dem nativen Molekiil erhaltenen funktionellen

Doménen wurden neben den N-terminalen Anfangssequenzen auch die Molekiilmassen in
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der SDS-PAGE bestimmt (Keller et al. 1999). Diese Molekiilmassen stimmen fiir einige aus
der cDNA abgeleitete Sequenzen iiberein. HtH1-b hat eine errechnete Molekiilmasse von
48,1 kDa (iber SDS-PAGE 48 kDa), HtH1-¢ hat 48,4 kDa (iiber SDS-PAGE 49 kDa),
HtH1-g hat 46,2 kDa (iiber SDS-PAGE 45 kDa) und HtHI1-4 hat eine errechnete
Molekiilmasse von 59,2 kDa (iiber SDS-PAGE bestimmt mit 60 kDa). In den anderen FUs
treten Unterschiede in der iiber SDS-PAGE bestimmten und errechneten Molekiilmasse von
bis zu 8 kDa auf. Diese Unterschiede konnen zum einen dadurch erklart werden, dal3 die von
uns gewdhlte Unterteilung der abgeleiteten Aminosduresequenz in einzelne FUs anhand der
Exon-Intron-Grenzen des Gens gezogen wurde. Diese Unterteilung stimmt nur ungefahr mit
den proteolytischen Spaltprodukten {iberein. Zum anderen ist das native Molekiil glykosiliert
und kann daher eine groflere Molekiilmasse erhalten. Dies trifft fiir die funktionellen
Doménen HtH1-a¢ und HtHI1-f zu. Hier sind die errechneten Molekiilmassen tatséchlich
geringer als die iiber SDS-PAGE bestimmten. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dal3
diese FUs tatsdchlich im nativen Zustand glykosiliert vorliegen. Bei HtH1-¢ und HtH1-d

sind die errechneten Molekiilmassen grof3er.

Durch Kreuzhybridisierung einer aus einem HtH1-Klon erstellten DNA-Sonde konnte aus
der oligo-dT-geprimten cDNA-Bank von Haliotis auch ein Klon isoliert werden, der fiir
HtH2 kodierte. Mit Hilfe dieses Klons konnte eine spezifische HtH2-Sonde erstellt und die
cDNA des HtH2 identifiziert werden. Wie im Ergebnisteil bereits geschildert, konnte auf
diese Weise ein groBer Teil der cDNA des HtH2 kloniert und sequenziert werden. Die darin
kodierte ~Aminosduresequenz umfait 2672 Aminosduren, was einer errechneten
Molekiilmasse von 306 kDa entspricht. Darin sind die funktionellen Doménen HtH2-c bis
HtH2-4 vollstindig und HtH2-b mit 94 Aminosduren partiell enthalten. Neben den kodierten
FUs besteht die cDNA aus einem 3’-UTR von 240 Nukleotiden mit Polyadenylierungssignal
und poly-A'-Schwanz. In den insgesamt 8258 bp der cDNA tauchen in den
Uberlappungsregionen der einzelnen cDNA-Klone an 14 Positionen unterschiedliche Basen
auf, die auf Proteinebene zu zwei Aminosduresubstitutionen fithren. Diese beiden
alternativen Aminosauren sind im Ergebnisteil geschildert. Auch bei diesen Substitutionen
gehen wir davon aus, daf es sich um unterschiedliche Allele des HtH2-Gens handelt. Da fiir
die bislang sequenzierte cDNA des HtH2 nur vier Klone ausreichen, sind in den
Uberlappungsbereichen der Klone entsprechend auch weniger allele Formen zu finden als in
der cDNA des HtH1. Im Vergleich zwischen den abgeleiteten Aminoséuresequenzen aus der
cDNA und den genomischen Sequenzen treten 20 weitere Unterschiede auf. Diese liegen wie
auch beim HtH1 vornehmlich in nicht-konservierten Sequenzabschnitten (siche

Abbildung 26 ).
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Neben der aus der cDNA bekannten kodierenden Sequenz der funktionellen Doménen HtH2-
b bis HtH2-# konnten mit Hilfe der in Abbildung 14, S. 61 dargestellten degenerierten
Primer weitere Abschnitte aus dem 5'-Bereich des HtH2-Gens amplifiziert werden. So lief3
sich das fiir HtH2-b kodierende Exon vervollstindigen und aus dem Bereich der kodierenden
Sequenz von HtH2-a die einzelnen Exons und Introns amplifizieren. Das erste fiir HtH2-a
kodierende Exon ist allerdings noch nicht vollstdndig kloniert und sequenziert. Es fehlen hier
noch etwa 100 Aminosduren bis zum N-terminalen Anfang des sezernierten Proteins.
Anhand der exakten Ubereinstimmung der Genstrukturen von HtH1 und HtH2 zwischen den
bis dahin sequenzierten Abschnitten konnten wir aus den mit degenerierten Primern
erhaltenen genomischen Fragmenten, deren kodierende Sequenz nicht in ¢cDNA-Klonen
enthalten und daher flir uns unbekannt war, die Exon-Intron-Grenzen im Vergleich zum
HtH1-Gen ermitteln. Dabei haben wir uns an den konservierten Splice-Stellen der Introns, an
den Intron-Phasen, an den Positionen der Introns innerhalb der kodierenden Sequenz sowie

den daraus resultierenden Exon-Grof3en orientiert.

Insgesamt haben wir iiber die genomischen Sequenzen 316 Aminoséduren von HtH2-a und
die in der cDNA nicht kodierten fehlenden 319 Aminosduren von HtH2-b ermittelt. Damit
ist auch die Primérstruktur der zweiten Isoform des Hdmocyanins von Haliotis tuberculata
fast vollstdndig sequenziert. Ein Vergleich der funktionellen Doménen des HtH2 mit OdH ist
in Abbildung 26 dargestellt. Konservierte Aminosduren sind griin unterlegt, die sechs
Histidine der Kupferbindungsstellen sind rot gekennzeichnet und die potentiellen N-
Glykosilierungsstellen sind hellblau (fiir OdH) oder dunkelblau (fiir HtH2) unterlegt. Die aus
der Rontgenstrukturanalyse von OdH-g bekannten Sekundirstrukturelemente sind ebenfalls
mit angegeben. Auch hier zeigt sich wie beim Vergleich der Primérstrukturen von HtH1 und
OdH deutlich, daB3 neben den in allen FUs konservierten Aminoséuren einige Positionen FU-
spezifisch abweichen. Auffallend sind hier besonders FU-spezifische Sequenzeinschiibe und
Deletionen, die gelb unterlegt sind. Auch HtH2-/4 ist um knapp hundert Aminosiuren linger
als alle anderen FUs. Diese Verldngerung ist ebenfalls gelb markiert. Es finden sich in der
Primérstruktur des HtH2 zehn potentielle N-Glykosilierungsstellen. In HtH2-c und HtH2-e
liegen jeweils zwei und in den restlichen FUs je eine. Sie befinden sich entweder verteilt im
vorderen Bereich der Kern-Doméne oder zwischen den B-Faltblattern f11 und B12 in der B-
Faltblatt-Doméne. Hier ist lediglich die Position der potentiellen N-Glykosilierungsstelle von
HtH2-4 um fiinf Positionen zum C-Terminus hin verrutscht und befindet sich zwischen 12

und a'17.
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Abb. 26:
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Ein Sequenzalignment der FUs von HtH2 und OdH. Fiir Details siche Text.
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Die Lage der potentiellen N-Glykosilierungsstellen des HtH2 innerhalb der Tertidrstruktur
von OdH-g ist in Abbildung 27 durch farbige Kreise symbolisiert. Wie sich hier deutlich
zeigt, sind auch fast alle der im HtH2 enthaltenen potentiellen N-Glykosilierungsstellen so
positioniert, daB bei tatsdchlicher Glykosilierung die angehefteten Kohlenhydratketten den
gleichen Raum in der Tertidrstruktur einnehmen koénnten, wie die nachgewiesene
Zuckerseitenkette in OdH-g. Dies sind insbesondere die in der B-Faltblatt-Doméne zwischen
B11 und P12 liegenden Stellen der funktionellen Doménen HtH2-a, HtH2-d, HtH2-e, HtH2-f
und HtH2-g sowie die zwischen P12 und a’17 liegende Stelle in HtH2-4. Von den in der
Kern-Domine liegenden Glykosilierungsstellen kdme eine &hnliche Positionierung der
Kohlenhydratkette nur fiir HtH2-e innerhalb des P5-Faltblattes in Frage. Eine konkrete

Aussage zur tatsdchlichen Glykosilierung ist aber nur anhand des nativen Proteins moglich.
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HtH2-a (1)
HtH2-b (1)
HtH2-¢ (2)
HtH2-d (1)
HtH2-¢ (2)
HtH2-1(1)
HtH2-g (1)
HtH2-% (1)

® ® O @0 0O

(nach Cuff et al. 1998)

Abb. 27: Die potentiellen N-Glykosilierungsstellen der FUs vom HtH2 in der Tertidrstruktur von
OdH-g.
Die Position der potentiellen N-Glykosilierungsstellen der einzelnen FUs sind in Form farbiger
Kreise in die Tertidrstruktur von OdH-g eingezeichnet. Die in OdH-g nachgewiesene

Kohlenhydratkette ist mit einem Pfeil markiert.

Aus dem nativen HtH2 sind durch proteolytische Spaltung und SDS-PAGE die
Molekiilmassen der funktionellen Doménen HtH2-d, HtH2-¢, HtH2-¢g und HtH2-/ ermittelt
worden (Lieb et al. 1999). Die aus der Sequenz des HtH2 errechneten Molekiilmassen dieser
funktionellen Doménen stimmen in etwa mit den iiber SDS-PAGE bestimmten

Molekiilmassen tiberein.
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Da auch HtH2 fast vollstindig sequenziert ist, ist es erstmalig moglich, die Primérstrukturen
der beiden Isoformen eines Gastropoden-Hdmocyanins miteinander zu vergleichen. Ein
solches Alignment zwischen HtH1 und HtH2 ist in Abbildung 28 gezeigt. Anders als in
Abbildung 24, bei der die einzelnen funktionellen Doménen untereinander dargestellt
wurden, sind in diesem Alignment die durchgehenden Sequenzen von HtH1 und HtH2 zu
sehen. Die in allen funktionellen Doménen konservierten Aminosduren sind wie in den
Abbildungen 24 und 26 griin unterlegt. Die FU-spezifischen Ubereinstimmungen zwischen
HtH1 und HtH2 sind gelb markiert. Die potentiellen N-Glykosilierungsstellen sind blau und
die Histidinreste der Kupferbindungsstellen rot gekennzeichnet. Die in den funktionellen
Doménen HtH-b und HtH-# fehlenden Cysteinreste, die potentiell in allen anderen FUs die
dritte in OdH-g nachgewiesene Disulfidbriicke zwischen B8 und B9 bilden, sind lila
unterlegt. Pfeile markieren die Positionen, an denen auf genomischer Ebene ,,interne* Introns
die kodierenden Sequenzen der FUs HtH-a, HtH-f und HtH-g in mehrere Exons unterteilen.
Diese Positionen sind in beiden HtH-Genen konserviert. Darauf wird spater noch detaillierter
eingegangen. FU-unabhéngige Liicken (aufgrund von Deletionen bzw. Insertionen) sind in

dem gezeigten Alignment schwarz hervorgehoben.
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Vergleich der abgeleiteten Aminoséiuresequenzen von HtH1 und HtH2. (Legende siche folgende Seite)
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Abb. 28: (siehe vorangehende Seite)
Die abgeleiteten Aminosduresequenzen von HtHI und HtH2 sind untereinandergestellt. Die
Ubergiinge zwischen den funktionellen Dominen sind angegeben. Die in allen FUs konservierten
Aminosiuren sind griin unterlegt, die FU-spezifischen Ubereinstimmungen sind gelb markiert.
Histidinreste der Kupferbindungsstellen sind rot und potentielle N-Glykosilierungsstellen blau
gekennzeichnet. Liicken zwischen den Sequenzen von HtH1 und HtH2 sind schwarz unterlegt.
Pfeile symbolisieren die konservierten Insertionsstellen der ,.internen Introns in den FUs a, fund

g. Die fehlenden Cysteinreste der FUs HtH-b und HtH-/ sind lila unterlegt (siche Text).

Wie sich deutlich zeigt, sind die beiden HtH-Isoformen {iber weite Bereiche identisch, aber
es gibt auch deutliche Unterschiede. Ein in Clustal erzeugtes Alignment der
Aminosauresequenzen von HtH1 und HtH2 zeigt eine Identitit zwischen den Sequenzen von
etwa 65 %. Die Ahnlichkeit der beiden Sequenzen betriigt sogar 80 %, wenn isofunktionelle
Aminosauresubstitutionen mit beriicksichtigt werden. Bei den einzelnen funktionellen
Dominen zeigen HtH1-g und HtH2-g mit etwa 74 % Identitit und 86 % Ahnlichkeit die
grofte Ubereinstimmung. Bei den potentiellen N-Glykosilierungsstellen der einzelnen
funktionellen Dominen finden sich Ubereinstimmungen vor allem in der bereits
geschilderten konservierten Position der B-Faltblatt-Doméne zwischen B8 und B9 (siche
Abbildungen 24 und 26). In HtH-a, HtH-d, HtH-e und HtH-f liegen hier solche potentiellen
Glykosilierungsstellen in beiden Isoformen. Von den in der Kern-Doméine etwas verstreuter
liegenden Stellen ist lediglich die potentielle N-Glykosilierungsstelle in der funktionellen
Domiéne HtH-b (direkt hinter a5) bei beiden Isoformen vorhanden. Die restlichen
potentiellen N-Glykosilierungsstellen sind nicht in beiden Isoformen des HtH konserviert.
Die FU-spezifischen Sequenzeinschiibe bzw. Deletionen, die im Vergleich mit den einzelnen
funktionellen Doménen des OdH aufgetreten sind, zeigen sich auch im Vergleich der beiden
Untereinheiten des HtH. Insgesamt sind in dem gezeigten Alignment zwischen HtHI und
HtH2 zwanzig Liicken eingefligt, die schwarz markiert sind. Diese FU-unabhingigen
Mutationen konnten durch Deletion oder Insertion entstanden sein. Sie fithren dazu, dal3 bis
auf die funktionellen Doméinen HtH-g und HtH-% die einzelnen FUs von HtH1 und HtH2 in
ihrer Lange minimal voneinander abweichen. Diese Abweichungen in der Léinge liegen
vornehmlich in Bereichen, die aullerhalb der beiden Kupferbindungsstellen des aktiven
Zentrums liegen. Es liegt nahe, dall in solchen nicht-hochkonservierten Sequenzabschnitten
derartige Mutationen tolerierbar sind und keine funktionellen Verdnderungen hervorrufen.
Lediglich in der funktionellen Doméne HtH-g liegt eine Deletion/Insertion zwischen den
ersten beiden Histidinresten der Kupferbindungsstelle Cu-A. Die Liicke zu Beginn der
funktionellen Doméne HtH1-g kdnnte von einer Verschiebung der Intron-Splice-Stelle durch

eine Punktmutation herrithren.
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2.  Die Sequenz des Megathura crenulata Himocyanins

Mit Hilfe der in Abbildung 14, S. 61 dargestellten degenerierten Primer, die wir aus den
Sequenzen vom HtH ermittelt haben, konnten grofle Bereiche der Gene von KLHI1 und
KLH2 {iber PCR aus genomischer DNA von Megathura crenulata amplifiziert werden. Die
Arbeiten am KLH1-Gen wurden ganz iiberwiegend von Bernhard Lieb angefertigt, wéhrend
die Analyse des KLH2-Gens hauptsachlich von Christian Awenius im Rahmen seiner
Diplomarbeit, die ich mit betreut habe, durchgefiihrt wurde (Awenius, 2000). So konnten
bislang etwa 12,7 kb des KLHI1-Gens und 12,4 kb des KLH2-Gens sequenziert werden.
Aufgrund der konservierten Genstruktur der beiden HtH-Gene waren wir in der Lage, aus
den genomischen Sequenzen von KLH1 und KLH2 die kodierenden Bereiche (Exons) von

den Intronsequenzen zu unterscheiden.

Die partiell sequenzierte kodierende Sequenz des KLH1-Gens betrigt 6424 bp und kodiert
fir 2141 Aminosduren. Darin sind die funktionellen Dominen KLH1-¢ bis KLHI-f
vollstdndig enthalten. KLH1-b ist mit 309 Aminoséuren und KLH1-g mit 241 Aminoséuren
kodiert. Ein Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz des KLHI mit dem
entsprechenden Bereich von HtH1 zeigt etwa 70 % Identitéit und 87 % Ahnlichkeit zwischen
den beiden Himocyaninen. Die Ubereinstimmungen zwischen KLH1 und HtH1 sind auf

Ebene der Primérstrukturen also groBer als zwischen HtH1 und HtH2.

Die kodierende Sequenz des partiell sequenzierten KLH2-Gens umfafit 7420 bp. Sie enthilt
die vollstindige Sequenz der funktionellen Dominen KLH2-¢ bis KLH2-g sowie 308
Aminosduren von KLH2-b und 97 Aminosduren von KLH2-4. Ein Vergleich zwischen
KLH2 und HtH2 zeigt, daB hier die Ubereinstimmungen zwischen den beiden
Hémocyaninen noch grofer ist als bei KLH1 und HtH1. Die Isoformen 2 von HtH und KLH
sind zu etwa 75% identisch. Hier liegt die Ahnlichkeit unter Beriicksichtigung

isofunktioneller Aminosauren bei etwa 89 %.

Auch in den abgeleiteten Aminosduresequenzen der beiden KLH-Isoformen finden sich
potentielle N-Glykosilierungsstellen des Typs NXS bzw. NXT. Im Vergleich zu den
potentiellen N-Glykosilierungsstellen im HtH treten hier Unterschiede vor allem in der
Anzahl der potentiellen N-Glykosilierungsstellen aber auch einige Ubereinstimmungen auf.
Im KLH1 finden sich sechs solcher Stellen, wihrend beim HtH1 im gleichen Sequenzbereich
(zwischen HtH1-b und HtH1-g) zehn potentielle N-Glykosilierungsstellen enthalten sind.
Von diesen sechs Positionen im KLH1 stimmen vier exakt mit denen im HtH1 iiberein. Dies

sind die Positionen in KLH1/HtH1-b (hinter a 5), KLHI/HtH1-d (zwischen B11 und B12),

Tey
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KLH1/HtH1-f (zwischen B11 und $12) und in KLH1/HtH1-g (in $3). In beiden abgeleiteten
Sequenzen fehlen potentielle N-Glykosilierungsstellen in den funktionellen Doménen
KLH1/HtH1-c. KLH2 enthélt im Sequenzabschnitt zwischen KLH2-b und KLH2-4 lediglich
drei potentielle N-Glykosilierungsstellen. Im gleichen Bereich liegen im HtH2 sieben solcher
Positionen. Hier stimmen die beiden konservierten N-Glykosilierungsstellen zwischen den (-
Faltblattern 11 und B12 in den funktionellen Domédnen KLH2/HtH2-d und KLH2/HtH2-f
iiberein. In KLH2-b, KLH2-¢ und KLH2-g sowie den etwa 90 Aminosduren von KLH2-4

liegen keine potentiellen N-Glykosilierungsstellen.

Bei einer Reihe anderer Mollusken-Hadmocyanine wurden N-glykosidisch gebundene Zucker
nachgewiesen. So treten bei Helix pomatia in der Primérstruktur der funktionellen Doméne
HpHpc-g drei potentielle N-Glykosilierungsstellen auf (hinter a2, zwischen [2/B3 und
zwischen B11/B12), die alle drei tatsdchlich glykosiliert sind (Vanhoergaerden et al., 1990;
Xin et al., 1990). In HpHPc-d ist nur eine potentielle Bindungsstelle in der Sequenz enthalten
(in al12). Da diese FU ebenfalls glykosiliert ist, schlieBen die Autoren darauf, daf} der N-
glykosidische Zucker an dieser Stelle angehidngt sein muf3 (Drexel et al., 1986). Die
funktionelle Doméne RtH2-a von Rapana thomasiana trigt ebenfalls N-glykosidisch
gebundene Zucker. Hier treten in der Primérstruktur zwei potentielle Bindungsstellen auf
(hinter a2 und in a12), von denen mindestens eine tatsdchlich glykosiliert sein muf3 (Stoeva
et al., 1997). Bei Sepia officinalis sind N-glykosidische Zucker in der funktionellen Doméne
SoH-/f]e nachgewiesen (Top et al., 1990). Hier sollen zwei Stellen glykosiliert sein (hinter
B2 und zwischen B11/B12).

Die Lage der potenticllen und nachgewiesenen N-Glykosilierungsstellen aller bislang zur
Verfiigung stehenden Sequenzen der Mollusken-Hdamocyanine sind in Abbildung 29
zusammenfassend nocheinmal in die Tertidrstruktur von OdH-g eingezeichnet. Dabei habe

ich die nachgewiesenen N-Glykosilierungsstellen mit fetten Buchstaben markiert.
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HtH1-a
HtH1-d
HtHI1-e
HtH1-f
HtH2-a
HtH2-d
HtH2-e
HtH2-f
HtH2-g
KLHI-d
KLH1-f
KLH2-d
KLH2-f
OdH-a
OdH-b
OdH-d
OdH-e
SoH-/f]e
HpHpc-g

HtH1-A

HtH1-g
KLHl-g

HtH1-b
HtH2-b
HtH2-c
KLHI1-b

OdH-g
KLH1-f
SoH-/f]e
SoH-/h]g
HpHpc-g

HtH2-¢
KLHI-d [ Hir1 e HpHBcg | | RiHo-g

OdH-f HpHpc-d

(nach Cuff et al. 1998)

Abb. 29:

Die potentiellen N-Glykosilierungsstellen bisher sequenzierter Mollusken-Himocyanine in
der Tertidrstruktur von OdH-g.

Die Pfeilspitzen zeigen die Position N-glykosidischer Bindungsstellen innerhalb der Primérstruktur
von OdH-g. Die FUs der verschiedenen Mollusken-Himocyanine, in denen
Kohlenhydratseitenketten tatsdchlich nachgewiesenen wurden, sind in fetten Buchstaben

geschrieben.
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Diese Darstellung unterstreicht die bereits deutlich gemachte Konservierung der N-
Glykosilierungsstellen zwischen B2/B3 und B11/B12. Fiir die letztere ist in HpHBc-g und
SoH-/f]e eine Glykosilierung nachgewiesen. Bei mehr als der Hilfte der hier angegebenen
potentiellen N-Glykosilierungsstellen konnte bei tatsdchlicher Glykosilierung der angehéngte
Zucker den gleichen Raum einnehmen wie die nachgewiesene Kohlenhydratseitenkette von

OdH-g.

3.  Die Genstruktur der Gastropoden-Haimocyanine

Aus den erhaltenen ¢cDNA-Sequenzen von HtH1 und HtH2 konnten spezifische Primer
synthetisiert werden, mit denen wir die entsprechenden Abschnitte der HtH-Gene {iber PCR
amplifiziert haben. Dabei war anhand der cDNA die Unterteilung in kodierende Exons und

nicht-kodierende Introns moglich.

Das HtH1-Gen ist 28634 bp groB3 und lésst sich in 17 Exons und 16 Introns unterteilen. Es
zeigt sich, daB alle acht im Protein enthaltenen FUs auf genomischer Ebene Exons
entsprechen, die untereinander durch Introns in den Linker-Sequenzen zwischen den
einzelnen FUs (Linker-Introns) getrennt sind. Die kodierende Sequenz der FUs HtHI-a,
HtH1-fund HtH1-g ist dariiber hinaus durch ,,interne Introns in mehrere Exons zerlegt. So
besteht der kodierende Teil der FU HtH1-a aus vier Exons (unterteilt durch drei ,,interne*
Introns), HtH1-f aus zwei Exons und HtHI-g aus drei Exons. Die Positionen dieser
ninternen Introns sind in der Abbildung 24 als farbige Pfeile entsprechend den bisher
gewihlten Farben fiir die einzelnen FUs in das Alignment von HtHI und OdH mit
eingezeichnet. Da die ,,internen” Introns der FUs HtH1-¢, HtH1-f und HtHI-g alle an
unterschiedlichen Positionen innerhalb der Primérstruktur der FUs liegen, konnen wir vier
verschiedene Exon-Intron-Strukturen der acht FUs im HtH1-Gen unterscheiden. Diese vier
Typen sind in Abbildung 30 schematisch dargestellt. Die FUs sind hier als Blocke gezeigt.
Die ungefédhre Position der Introns ist durch Pfeile symbolisiert und zur Orientierung sind die

beiden Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B grau schraffiert.
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Cu-A Cu-B
HtH1-a &% l @ l
H MR
HtHI-f N Q
HtH1-g _

Abb. 30: Vergleich der verschiedenen Exon-Intron-Organisationen der acht FUs im HtH1-Gen.
Die fiir die acht FUs des HtH1 kodierenden Sequenzen sind auf genomischer Ebene in vier
verschiedenen Exon-Intron-Strukturen organisiert. Diese vier verschiedenen Typen sind hier
schematisch dargestellt. Die beiden Kupferbindungsstellen in jeder FU, Cu-A und Cu-B, sind als

graue Bereiche markiert. Die ,,internen” Introns sind als schwarze Pfeile symbolisiert.

Ein weiteres Intron im HtH1-Gen liegt im Bereich des 3'-UTR, zehn Nukleotide hinter dem
letzten kodierenden Triplet von HtH1-A. Auch die Signalsequenz, die bislang nur 45
Nukleotide umfasst, ist durch ein ,,internes Intron in zwei Exons unterteilt, von denen das
zweite lediglich 16 Nukleotide grof3 ist. Zwischen Signalsequenz und dem ersten Exon von
HtH1-a liegt ebenfalls ein Linker-Intron. Eine schematische Darstellung des HtH1-Gens mit

der relativen Grofle der einzelnen Exons und Introns ist in Abbildung 20, S. 74 dargestellt.

Die bereits in der cDNA-Sequenz in Abbildung 16, S. 65 durch verschiedene Farben
symbolisierte Unterteilung der vollstdndigen Primérstruktur in einzelne FUs beruht auf der
hier geschilderten Genstruktur. Die bislang gebrduchliche Unterteilung der 400 kDa-
Untereinheit in acht funktionelle Doménen beruhte auf der proteolytischen Spaltung der
Polypeptidkette in acht Teile. Die Proteasen spalten die vollstindige Untereinheit in der
Regel in den Linker-Regionen zwischen den einzelnen FUs. Die proteolytische Spaltstelle
und die Insertionsstelle der Linker-Introns liegen nicht an gleicher Position. Daher
entsprechen die bislang aus der proteolytischen Spaltung resultierenden N-terminalen

Anfangssequenzen der funktionellen Doménen nur ungefdhr den von uns neu definierten

#
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Anfédngen, die aus der Trennung der kodierenden Sequenzabschnitte der acht FUs durch
Linker-Introns auf genomischer Ebene herrithren. Die ,,internen” Introns der funktionellen
Doménen HtH1-a, HtH1-f'und HtH1-g sind bei dieser Unterteilung der Primérstruktur in die
acht einzelnen FUs nicht beriicksichtigt. Dabei ist zu bemerken, dafl die Insertion eines
Introns in das Triplet-Raster der kodierenden Sequenz auf drei verschiedene Weisen erfolgen
kann. Man spricht hier von drei verschiedenen Phasen. In Phase 0 liegt das Intron genau
zwischen zwei Triplets, in Phase 1 und Phase 2 spaltet das eingefiigte Intron ein Triplet in
zwei Teile. Bei einem Phase 1-Intron liegt das erste Nukleotid des Triplets 5° vor dem Intron
und die beiden anderen Nukleotide 3 hinter dem Intron. Bei Phase 2-Introns ist es
umgekehrt. In der Genstruktur des HtH1-Gens taucht bei den acht Linker-Introns, die die
kodierenden Bereiche des Signalpeptids sowie der FUs voneinander trennen, eine
Regelmaéssigkeit auf: diese Introns liegen alle in Phase 1. Dies gilt auch fiir das Intron im
Anschlufl an das Stop-Codon. Allerdings ist die nach dem Stop-Codon folgende Sequenz
nicht mehr kodieren, man muf} also das Triplet-Raster rein numerisch weiterfiihren. Die
ninternen® Introns, die die kodierenden Sequenzen von HtH1-a, HtH1-f und HtH1-g sowie
des Signalpeptids in mehrere Exons zerlegen, kommen in unterschiedlichen Phasen vor. So
liegt das Intron zwischen den beiden Exons des Signalpeptids in Phase 0, die drei ,,internen*
Introns in HtH1-a in den Phasen 0, 2 und 2, das ,,interne* Intron in HtH1-f'in Phase 0 und die
ninternen® Introns in HtH1-g in den Phasen 1 und 0. Die Position dieser sechs ,,internen®
Introns innerhalb der funktionellen Doménen ist zwar verschieden, aber fiir zwei Positionen
nahe beieinander. Die Insertionsstelle des Introns in HtH1-f (Phase 0) und des ersten
»internen™ Introns in HtH1-g (Phase 1) liegen nur 19 Nukleotide (sechs Aminoséuren)
auseinander. Die Insertionsstelle des ersten ,,internen Introns in HtH1-a und des zweiten
Introns in HtH1-g liegen nur 24 Nukleotide (acht Aminosduren) weit auseinander. Hier sind
beide Introns in Phase 0. Die Abbildung 31 gibt die Positionen der sechs ,,internen* Introns

mit thren Phasen und den Abstdnden zwischen den Insertionsstellen schematisch wieder.
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Abb. 31: Die ,,internen* Introns des HtH1-Gens.
Hier ist schematisch eine funktionelle Doméne mit den sechs Histidinresten der Kupfer-
bindungsstellen Cu-A und Cu-B dargestellt. Pfeile markieren die Insertionsstellen der sechs
Hinternen® Introns des HtH1-Gens. Diese sind im Gen verteilt auf drei funktionelle Doménen
(Introns al, a2 und a3 liegen in der kodierenden Sequenz von HtH1-a, fl im kodierenden Bereich
von HtH1-f'und gl und g2 zerlegen die kodierende Sequenz von HtH1-g). Die Insertionsstellen der
Introns innerhalb der Primérstruktur der FUs sind bei allen sechs ,internen® Introns

unterschiedlich. Die Abstidnde zwischen ihnen sind angegeben.

In Abbildung 31 wird deutlich, daf3 alle sechs ,,internen* Introns innerhalb der funktionellen
Doménen an unterschiedlichen Positionen liegen. Mit Ausnahme eines Paares sind auch die
Phasen verschieden, was daruf hindeutet, daf} diese vier Introns unabhéngig voneinander in
das HtH1-Gen integriert wurden. Lediglich die Introns al und g2 sind nahe beieinander und
liegen zudem in der gleichen Phase. Dieses Intron kdnnte durch einen Vorgang, der als
wintron-sliding® bezeichnet wird, von seiner urspriinglich an gleicher Stelle in HtH1-a und
HtH1-g liegenden Position um sechs Aminosduren (18 Basenpaare) verschoben worden sein.
Ein solcher Vorgang ist unter anderem fiir die Genfamilie der Globin-Gene (Stolzfus &
Doolittle, 1993) und die Familie der F/10 Xylanase-Gene (Sato et al., 1999) beschrieben,
wird allerdings recht kontrovers diskutiert. Die im Alignment ebenfalls nahe beieinander
liegenden Introns f1 und gl liegen nicht in der gleichen Phase. Mutationsereignisse, die ein
LHintron-sliding* mit dem Resultat einer Phasenverschiebung bewirken wiirden, sind sehr

unwahrscheinlich (Stolzfus & Doolittle, 1993).

Die GroBe der Exons und Introns im HtH1-Gen ist sehr variabel. Die Exons sind zwischen
16 Basenpaaren (Exon s2) bis zu iiber 1,5 kb (Exon h/UTR) lang. Das kleinste Intron mit
174 bp Lénge liegt zwischen den Exons HtH1-e und HtH1-f1, das grofite Intron liegt mit
iiber 5 kb zwischen den Exons HtH1-s2 und HtH1-al. Die Introns untereinander zeigen so
gut wie keine Sequenzhomologien. Lediglich die 5'- und 3’-Splice-Stellen sind konserviert.
Diese Sequenzmotive sowie Phasen und Léngen der Introns des HtH1-Gens sind in den

Tabellen 8, S.104 und9, S.106 mit den Intronsequenzen aller weiteren von uns

¥

sequenzierten Himocyanin-Gene im Vergleich dargestellt.
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Beim HtH2-Gen (siche Abbildung 23, S.79) zeigt sich, daB die Unterteilung der
kodierenden Exons durch Introns auf gleiche Weise wie beim HtH1-Gen erfolgt. Die fiir die
einzelnen FUs kodierenden Exons werden auch hier durch Linker-Introns voneinander
separiert. Die fiir die funktionellen Doménen HtH2-a, HtH2-f und HtH2-g kodierenden
Sequenzen werden wie auch beim HtH1 durch ,,interne* Introns in vier, zwei bzw. drei
Exons zerlegt. Die in den Linker-Regionen der funktionellen Dominen liegenden Linker-
Introns sowie die ,,internen* Introns innerhalb der kodierenden Sequenz der funktionellen
Doménen HtH2-a, HtH2-f und HtH2-g liegen an exakt den gleichen Positionen wie im
HtH1-Gen. Es stimmen sowohl die Insertionsstellen aller Introns als auch die Intron-Phasen
iiberein. Lediglich das Intron im 3’-UTR von HtH2 liegt nicht in Phase 1 sondern in Phase 2.
Da im nicht-kodierenden 3'-UTR das Triplet-Raster allerdings nur virtuell weitergefiihrt
werden kann, ist diese Verschiebung um ein Nukleotid fiir die Proteinexpression ohne

Relevanz.

Die kodierenden Exons beider HtH-Gene besitzen mit nur geringen Abweichungen von
maximal sechs Nukleotiden die gleiche Lénge. Das Exon des 3’-UTR ist im HtH2-Gen um
etwa 150 Basenpaare kiirzer als im HtH1-Gen. Es gibt allerdings groe Unterschiede in der
Lénge der Introns, die in beiden HtH-Genen an gleicher Position liegen (siche Tabelle 8§,
S. 104 ). Hier ist die grofBte Differenz in der Lange des Introns a4/b, das im HtH1-Gen etwa
3,2 kb und im HtH2-Gen nur 0,8 kb grof3 ist. Zwischen den Introns von HtH1 und HtH2 gibt

es neben den konservierten Splice-Stellen keinerlei Sequenzhomologien.

Das bislang sequenzierte KLH1-Gen besteht aus neun Exons, die durch acht Introns
voneinander getrennt sind. Die aus den Exons abgeleitete Aminosduresequenz umfasst 2141
Aminosduren. Neben den vollstindig enthaltenen Sequenzen der funktionellen Doménen
KLH1-¢ bis KLHI1-f sind KLH1-b und KLH1-g partiell sequenziert. Die kodierenden
Sequenzen von KLH1-fund KLH1-g sind wie bei den HtH-Genen durch ,,interne* Introns in
zwel bzw. drei Exons zerlegt, die exakt an denselben Positionen liegen wie bei den HtH-
Genen. Auch die Phasen der Introns entsprechen exakt denen beim HtH. Das gleiche gilt
auch fiir die Linker-Introns zwischen den fiir die einzelnen FUs kodierenden Exons (Lieb et

al., unpubliziert).

Das partiell sequenzierte KLH2-Gen besteht aus zehn Exons und neun Introns. Es umfasst
den Bereich zwischen den funktionellen Domdnen KLH2-b und KLH2-4. Die aus den Exons
abgeleitete Sequenz von 2473 Aminoséuren enthilt die vollstdndige Sequenz von KLH2-¢
bis KLH2-g sowie die nur partiell sequenzierten KLH2-b und KLH2-4. Auch hier ist die
kodierende Sequenz von KLH2-f und KLH2-g durch ,,interne Introns unterteilt. Auch hier

0
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sind alle Introns mit ihrer Insertionsstelle und der Phase konserviert (Lieb et al.,

unpubliziert).

In Abbildung 32 sind die vier von uns analysierten Gene der Gastropoden-Hdmocyanine
schematisch miteinander verglichen. Dabei entsprechen die GroBlen der farbig
gekennzeichneten Exons den relativen Léngenverhédltnissen. Die Introns sind als graue

Balken eingezeichnet und stimmen nicht mit ihren relativen Léngen iiberein.
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Abb. 32: Vergleich der Genstrukturen von HtH und KLH.
Neben dem vollstdndig sequenzierten Gen von HtH1 sind die Genstrukturen von HtH2, KLH1 und KLH2 nur partiell sequenziert. Die einzelnen Exons sind entsprechend den
bislang gewihlten Farben dargestellt und ihre Grofe entspricht der relativen Lange der bereits sequenzierten Abschnitte. Die dazwischen liegenden Introns sind als graue Blocke
gezeigt. Thre Lange spiegelt nicht die relativen GroBBenverhéltnisse wieder. Die Splice-Stellen aller Introns liegen bei den vier Genen an exakt der gleichen Position und besitzen die

gleiche Phase.
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Wie in Abbildung 32 schematisch zu sehen ist, stimmen die Genstrukturen der vier
Gastropoden-Hémocyanine iiberein. Die Lédngen der bislang sequenzierten einzelnen Exons
sind mit geringen Abweichungen identisch. Lediglich die Intronléngen sind &uflerst variabel.
Tabelle 8 zeigt die erhaltenen Exon- und Intron-Léngen sowie die Intron-Phasen der vier
Hémocyanin-Gene. Die identischen Exon-Léngen sind farbig hervorgehoben. Die Lange der

bislang nur partiell sequenzierten Exons sind in Klammern angegeben.

Tab. 8: Vergleich der Exon- und Intron-Lingen und Intron-Phasen der vier analysierten
Himocyanin-Gene.
Exakte Ubereinstimmungen in der Linge der Exons sind entsprechend den bisher gewihlten

Farben der einzelnen FUs gekennzeichnet. Die konservierten Phasen der Linker-Introns sind

grau unterlegt. In Klammern geschriebene Exon-Léngen sind nur partiell sequenziert.

Exon-Grofien (in bp) Intron-Groflen (in bp) und Phasen
HtH1 | HtH2 | KLH1 | KLH2 HtH1 | HtH2 | KLH1 | KLH2 | Intron-
Intron Phase
32 s1/s2 2551
16 s2/al 5034
350 al/a2 659
221 a2/a3 904
255 a3/ad 543
407 ad4/b 3198
1245 b/c 559
1242 c/d 334
d/e 357
1260 e/fl 174
f1/£2 698
2/gl 298
gl/g2 964
22/g3 650
g3/h 582
h/3’UTR 475

o l-E=e

Es wird deutlich, dal} besonders die Exons, die fiir die FUs a, f'und g kodieren, in allen vier
Genen exakt die gleiche Lange besitzen. Die fiir diese FUs kodierende Sequenz ist durch
Linterne® Introns in mehrere Exons unterteilt. Die Intron-Langen sind sehr unterschiedlich
und reichen von 174 bp (Intron e/f1 im HtH1-Gen) bis zu iiber 5 kb (Intron s2/al im HtH1-
Gen). Auffallend ist, dal die Linker-Introns alle in Phase 1 liegen (grau unterlegt).

Die konservierten Sequenzmotive der Splice-Stellen in den Introns sind in Tabelle 9 gezeigt.
Neben diesen Splice-Stellen sind in einigen Exon-Intron-Ubergingen noch weitere

Nukleotide in den vier Genen konserviert. Diese Nukleotide sind griin unterlegt. In diesem

T # g
)



DISKUSSION 105

Vergleich wird neben der Konsensussequenz der Splice-Stellen die Konservierung der

Intron-Phasen bei allen vier Genen und die Variabilitit der Intron-Léngen deutlich.
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Tab. 9: Konsensussequenzen im Bereich der Splice-Stellen aller bislang sequenzierten Introns.

Die Konsensussequenz der Splice-Stellen ist gelb unterlegt, konservierte Nukleotide in Exons und

Introns sind griin unterlegt. Das Stop-Codon im HtH1- und HtH2-Gen ist rot gekennzeichnet.

HtH1

HtH1
HtH2

HtH1
HtH2

HtH1
HtH2

HtH1
HtH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH1
KLH2

HtH1
HtH2
KLH2

HtH1
HtH2

sl/s2

HtH1-s2/al

al/a2
al/a2

a2/a3
a2/a3

a3/a4
a3/a4
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Die bisherige Analyse der Genstrukturen beschrénkte sich auf die vier von uns sequenzierten
Hémocyanine HtH1, HtH2, KLH1 und KLH2. Im Juli 2000 wurde die Genstruktur des
Hémocyanins von Octopus dofleini, dessen vollstindige cDNA schon ldnger sequenziert ist
(Miller et al. 1998), auf einer Tagung vorgestellt (Vincent et al., 2000). Die Genstruktur
zweier Gene (A- und G-Typ), die wahrscheinlich allele Formen des OdH darstellen, umfaft
mit etwa 13,5 kb die kodierende Sequenz der funktionellen Doméinen OdH-a bis OdH-g. Es
handelt sich hierbei um die nahezu vollstindige Genstruktur. Das Gen von OdH besteht aus
elf Exons, die durch zehn Introns unterteilt sind. Die kodierende Sequenz der sieben
funktionellen Doménen des OdH werden durch Introns in den Linker-Regionen voneinander
separiert. Diese Linker-Introns liegen alle in Phase 1. Drei ,,interne* Introns unterteilen die
kodierenden Sequenzen der funktionellen Doméinen OdH-b (das Intron liegt zwischen den
beiden Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B in Phase 2), OdH-e (das Intron liegt hier zum
3’-Ende hin in Phase 1) und OdH-f (dieses Intron liegt hinter der Kupferbindungsstelle Cu-B
in Phase 0). Im Anfangsbereich des Gens ist ein Signalpeptid kodiert, das nicht durch ein
Intron von der kodierenden Sequenz der funktionellen Doméne OdH-a getrennt ist. Im
Anschluf} an die kodierende Sequenz von OdH-g folgt ein 3’-UTR, der ebenfalls durch ein
Intron unterteilt ist. Allerdings liegt dieses Intron nicht so dicht am Stop-Codon, wie es bei
den beiden HtH-Genen der Fall ist. Abbildung 33 zeigt schematisch die Struktur des OdH-
Gens im Vergleich zum HtH1-Gen (stellvertretend fiir die Gastropoden-Hadmocyanine).

Exon :sls2al a2 a3 a4 b c d e f1 2 gl g2 g3 h UTR
wertt H-CHH - HH -
Phase: 01 0 2 2 1 1 1 1 10 110 1 1
Exon : s a b1 b2 c d el e2 f1 f2 ¢ UTR
o [ HHTHEE{T HEH{ -
Phase: 1 2 1 1 1 11 0 1 ?

Abb. 33: Die Genorganisation von HtH1 und OdH.
Die Struktur des HtH1-Gens stellvertretend filir die Archacogastropoden-Hdmocyanine ist hier mit
der Organisation des OdH-Gens (Vincent et al., 2000) verglichen. Die farbigen Blocke entsprechen
in ihrer GroBe der relativen Lénge der Exons. Dies ist fiir OdH nur ndherungsweise moglich, da die
genaue Genorganisation noch nicht vorliegt. Die Bezeichnung der Exons von OdH wurde von mir
entsprechend den Bezeichnungen bei HtH und KLH gewéhlt. Die Introns sind als graue Balken

eingezeichnet und entsprechen nicht ihrer relativen Lénge. Unter den beiden Genstrukturen sind die

S5

Phasen der Introns gezeigt.
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Die Positionen der Introns in OdH ist nur ungefihr angegeben, da eine genaue
Positionierung anhand der Beschreibung des OdH-Gens nicht moglich ist. Es wird allerdings
sehr deutlich, daf3 die Linker-Introns zwischen den kodierenden Sequenzen der funktionellen
Doménen sowohl bei Octopus als auch bei Haliotis und Megathura zwischen jeder
funktionellen Doméne vorhanden sind und alle in Phase 1 liegen. Diese Introns scheinen also
sehr friih in der Evolution der Mollusken-Himocyanine im Verlauf der Genduplikationen
entstanden zu sein. Sie haben sich sowohl in den Gastropoden als auch den Cephalopoden
erhalten. Die ,,internen* Introns in OdH zeigen keinerlei Ubereinstimmung mit denen der
Gastropoden. Die kodierende Sequenz der funktionellen Doméinen OdH-b und OdH-e sind
durch ,interne* Introns in zwei Exons separiert, was bei den Gastropoden-Hdmocyaninen
nicht der Fall ist. Ein ,internes* Intron, das in OdH-f zu finden ist, ist zwar auch in
Gastropoden eingefiigt, allerdings nicht an dieser Position hinter der Kupferbindungsstelle
Cu-B, sondern vor der Kupferbindungsstelle Cu-A. Auch die Positionen der drei ,,internen*
Introns im OdH-Gen zeigen untereinander keinerlei Ubereinstimmungen. Sie kommen in
allen drei Phasen vor und liegen jeweils an verschiedenen Positionen innerhalb der

funktionellen Doménen.

Wie bei dieser Tagung ebenfalls bekannt wurde, existieren Daten zur Genstruktur des
Hémocyanins von Sepia officinalis. Diese gleicht offenbar der Struktur vom OdH-Gen, aber
es existiert ein zusitzliches ,,internes” Intron in der fiir SoH-c¢ kodierenden Sequenz (C.
Gielens, personliche Mitteilung). Ein solches ,,internes* Intron ist weder im OdH-Gen noch

bei den Genen der Archaeogastropoden-Hémocyanine enthalten.

Ein mdglicher Ablauf bei der Entstehung der heutigen Mollusken-Hdmocyanine durch
Genduplikation ist in Abbildung 34 dargestellt. Aus einem Vorldufer-Gen mit nur einer
funktionellen Doméne konnte durch Genduplikation ein Gen entstanden sein, daBl zwei
Exons fiir funktionelle Doménen enthielt, die von einem Intron in Phase 1 getrennt waren.
Da auch das erste Exon von HtHI1-a durch ein Linker-Intron in Phase 1 vom Signalpeptid
getrennt ist, konnten die Linker-Introns als nicht-kodierender Bereich 5° vor dem Ur-Gen
(bestehend aus einer funktionellen Doméne als Exon) enthalten gewesen sein. Zwei weitere
Genduplikationen kdnnten weiterhin zu einem Gen mit acht funktionellen Doménen gefiihrt
haben. Diese acht Exons waren durch sieben Introns voneinander getrennt, die aus dem
nicht-kodierenden Abschnitt 5 vor dem ersten Exon hervorgegangen waren und alle in
Phase 1 lagen. Dieses acht-FU Vorldufer-Gen der heutigen Mollusken-Hdmocyanine enthielt
einzelne Exons fiir die acht funktionellen Doménen a bis 4. Nach der Trennung der
Cephalopoden und Gastropoden kdnnte bei den Cephalopoden die achte FU /4 deletiert sein,

so dal das Octopus-Himocyanin heute nur sieben funktionelle Doménen enthélt. Durch

oy
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Insertion von drei ,internen” Introns bei einem urtiimlichen Cephalopoden bzw. sechs
»internen® Introns bei einem Vorldufer der heutigen Archacogastropoden konnten dann die

heutigen Genstrukturen von Octopus, Megathura und Haliotis entstanden sein.
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- - - { HEE--CTH - .-

Cephalopoda Gastropoda

6 8
L HHEHE- - H - =CHHH - - - -
Octopus Isoform 1
7 9
{ HHEEHHE i - ~(HHH - -0 -
Sepia Isoform 2
Abb. 34: Die Entstehung der heutigen Genstruktur der Mollusken-Hédmocyanine.

Ein moglicher Weg, wie die heutigen Genstrukturen der Mollusken-Hdmocyanine entstanden sein
konnten, ist hier schematisch dargestellt. Die weilen bzw. farbigen Blocke stellen Exons dar, graue
Balken zeigen Introns. Die einzelnen Schritte sind nummeriert:

1 das Ur-Gen besteht aus einem Exon, das fiir eine funktionelle Doméne kodiert

2 Genduplikation fiihrt zu einem zwei-Doménen-Gen bestehend aus zwei Exons und einem
Intron in Phase 1 (erstes Linker-Intron)

3/4 zwei weitere Genduplikationen fithren zu einem Gen aus acht Exons (kodierend fiir acht
FUs a bis k) und sieben Introns (alle in Phase 1).

5 Trennung der Cephalopoden und Gastropoden (beide hatten urspriinglich acht FUs?)

6 Verlust der achten FU % bei Cephalopoden und Entstehung der heutigen Genstruktur
(Insertion von drei ,,internen” Introns).

7 Entstehung der Genstruktur von Sepia officinalis mit einer zusétzlichen funktionellen Doméne
und einem weiteren ,,internen” Intron in SoH-c. Die genaue Genstruktur von SoH ist noch
nicht bekannt.

8 Entstehung der heutigen Genstruktur der Archaeogastropoden durch Insertion von sechs
internen‘ Introns.

9 Genduplikation, die zu den heutigen beiden Isoformen gefiihrt hat.
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An welcher Stelle sich das Himocyanin von Sepia officinalis mit seinen acht funktionellen
Doménen entwickelt hat, bleibt noch unklar. Die vollstindige Genstruktur von SoH konnte
dariiber Auskunft geben, wann und eventuell auch wie der Verlust der achten FU /4 bei den
Cephalopoden und die Entstechung der zusétzlichen FU SoH-/e/s stattgefunden haben

konnte.

In der Organisation der Himocyanin-Gene von Mollusken scheint es offenbar zwei Typen
von Introns zu geben, die zu verschiedenen Zeiten in das Genom inserierten. Die Linker-
Introns sind konserviert und liegen alle in Phase 1. Handelt es sich hierbei um friihe Introns
(intron-early-Hypothese) nach Gilbert (1978, 1985)? Nach der intron-early-Hypothese, die
auch als exon-shuffling-Hypothese bezeichnet wird, bestand das Genom frither Eukaryonten
aus Mini-Genen (sie sollen heutigen Exons entsprechen), die flir einzelne, kleine Protein-
Module kodierten. Diese bildeten die Vorfahren heutiger struktureller Einheiten von
Proteinen. Flankierend von diesen Mini-Genen lagen nicht-kodierende Sequenzabschnitte,
die postranskriptional nicht entfernt werden mufiten, da sich nicht innerhalb der kodierenden
Sequenzen lagen. Durch Kombination solcher Mini-Gene sollen die heutigen komplexen
Proteine entstanden sein. Wahrend der Fusion dieser Mini-Gene sollen die flankierenden,
nicht-kodierenden Sequenzbereiche zwischen den resultierenden Exons erhalten geblieben
sein. Sie entsprechen also den heutigen Introns. Diese Hypothese stiitzt sich auf die
Beobachtung, dafl im Genom hdherer Eukaryonten solche Sequenzen, die fiir funktionelle
Einheiten von Proteinen kodieren, als Exons vorliegen und durch Introns voneinander
getrennt sind. Nach dieser Hypothese konnten die Linker-Introns der Himocyanin-Gene der
Mollusken friih in der Evolution wihrend der Kombination bzw. Verdopplung von Exons
(die fiir eine funktionelle Doméne kodierten) entstanden sein. Allerdings soll es sich bei den
postulierten Mini-Genen der intron-early-Hypothese um deutlich kleinere Protein-Module,
etwa kurze a-Helices gehandelt haben. Die Genstruktur der Mollusken-Hamocyanine
unterstiitzt diese Hypothese also nicht, da die einzelnen Protein-Module einer funktionellen
Domiéne nicht durch Introns unterteilt sind. Dennoch liegen die Linker-Introns konserviert an
gleicher Position und in der gleichen Phase zwischen den funktionellen Doménen. Die erste
Genduplikation eines ein-FU-Urgens mit flankierenden, nicht-kodierenden Sequenz-
bereichen kénnte zu einem zwei-FU-Gen gefiihrt haben, das aus zwei Exons und einem
dazwischenliegenden Intron in Phase 1 bestand. In weiteren Duplikationsschritten bzw.
durch ungleiche Cross-over-Ereignisse konnte ein sieben- oder acht-FU Hdmocyanin-Gen
entstanden sein, bei dem zwischen den Exons der einzelnen funktionellen Doménen jeweils
Linker-Introns in Phase 1 gelegen haben. Es ist weiterhin zu bemerken, daf3 die friihen
Introns nach der intron-early-Hypothese in Phase O liegen sollen, also flankierend vor und

hinter den Mini-Genen, die kombiniert wurden (Roy et al., 1999). Diese Aussage stiitzt sich

Ale
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auf eine statistische Auswertung der Intron-Phasen im Genom hdherer Eukaryonten.
Desweiteren mufl wéhrend des Vorgangs der Neukombination von Exons (exon-shuffling)
das Leseraster der kombinierten Exons {ibereinstimmen. Andernfalls wire keine
duchgehende Translation der zusammengefiigten Exons mdglich. Die Linker-Introns in den
Héamocyanin-Genen liegen alle in Phase 1. Dies trifft sogar fiir das Introns zwischen dem fiir
das Signalpeptid kodierenden Exon und dem ersten Exon der funktionellen Doméne HtH1-a
zu. Wire also das erste ein-FU-Exon bereits in Phase 1 gewesen, konnten durch
Verdopplung und Kombination ein multi-FU-Gen entstanden sein, dessen einzelne Exons

alle in der gleichen Phase und gewissermassen kompatibel fiir die Translation waren.

Die ,,internen* Introns konnten ,,spéte Introns® reprdsentieren. Nach der intron-late-
Hypothese (Cavalier-Smith, 1991) sollen nicht-kodierende Sequenzabschnitte im Genom
hoherer Eukaryonten spét in der Evolution durch Integration in bestehende Gene entstanden
sein. Diese spéten Introns konnen in allen drei Phasen inserieren, da hier keine Fusion von
Mini-Genen zur Insertion der Introns gefiihrt hat. In den Himocyanin-Genen liegen die
ninternen® Introns tatsdchlich in allen moglichen Phasen und sind nicht konserviert. Sie sind
wahrscheinlich erst spét in der Evolution der Mollusken nach der Trennung der Klassen bzw.

Ordnungen entstanden.

In der Literatur werden die infron-late- und intron-early-Hypothesen ausfiihrlich und
kontrovers diskutiert (Cavalier-Smith, 1991; Go, 1981; Hankeln et al., 1997; Matthews &
Trotman, 1998; Patthy, 1999; Roy et al., 1999; Sato et al., 1999; Stolzfus & Doolittle, 1993).
Im Folgenden sollen die Genstrukturen von Tyrosinasen, Arthropoden-Hdmocyanin und

Hexamerinen mit einbezogen werden.

Die Tyrosinasen sind kupferbindende Proteine, die in ihrem aktiven Zentrum eine deutliche
Sequenzhomologie zu den Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B der Mollusken-
Hémocyanine aufweisen (Huber & Lerch, 1986; Lontie et al., 1990; Markl, 1996; Morrison
et al., 1994; Preaux et al., 1988; van Gelder et al., 1997; Van Holde et al., 1992). Diese
Sequenzhomologien im Bereich der Kupferbindungsstellen zusammen mit Untersuchungen
zu Tyrosinase-Aktivitdt von Mollusken-Hadmocyanin (Nakahara et al., 1983) deuten darauf
hin, daB3 diese Proteinfamilien miteinander verwandt und aus einem gemeinsamen Vorldufer
entstanden sein konnten. Es werden hier exemplarisch die Tyrosinase-Gene von Mus
musculus (Ruppert et al., 1988) und Neurospora crassa (Kupper et al., 1989) gezeigt (siche
Abbildung 35, S. 114).
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Wie in der Einleitung geschildert, besitzen Mollusken- und Arthropoden-Hamocyanin wenig
Gemeinsamkeiten. So binden beide Proteine Sauerstoff reversibel zwischen zwei
Kupferatomen und zeigen im oxygenierten Zustand ein spezifisches Absorbtionsmaximum
bei einer Wellenldnge von 340 nm, was auf den Cu-O,-Cu-Komplex zuriickzufiihren ist. Auf
Ebene der Primérstruktur zeigt sich eine Verwandtschaft im Bereich der
Kupferbindungsstelle Cu-B der Arthropoden-Hdmocyanine, Mollusken-Hdamocyanine und
Tyrosinasen. Die Kupferbindungsstelle Cu-A der Arthropoden-Hdamocyanine zeigt keinerlei
Ubereinstimmung mit denen von Mollusken-Hémocyaninen oder Tyrosinasen. Fiir einen
Vergleich auf genomischer Ebene steht die Genstruktur der Untereinheit e des Himocyanins

von Eurypelma californicum zur Verfigung (Voll & Voit, 1990).

Die Hexamerine der Insekten, zu denen larvale Serumproteine, Speicherproteine und
Arylphorine gehoren, sind mit den Arthropoden-Hédmocyaninen verwandt und werden mit
ithnen zusammen in eine Protein-Superfamilie gestellt (Burmester et al., 1998). Es werden
die Genstrukturen von Lsp-1 und Lsp-2 von Drosophila melanogaster (Burmester et al.,
1998; Massey et al., 1997; Mousseron-Grall et al., 1997), das Arylphorin-Gen von
Calliophora vicina (Naumann & Scheller, 1991), die Serumproteine SP-1 und SP-2 von
Bombyx mori (Fujii et al., 1989; Sakurai et al., 1988) und die Genstruktur der Arylphorine (a
und B) von Manduca sexta (Willott et al., 1989) mit den Mollusken-Hdmocyanin-Genen

verglichen.

In Abbildung 35 sind die Genstrukturen von Tyrosinasen, Arthropoden-Hédmocyanin und
Hexamerinen mit den verschiedenen Genstrukturen der funktionellen Doménen von Octopus

und Haliotis im Vergleich dargestellt.
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Abb. 35: Vergleich der Genstrukturen von Mollusken-Himocyaninen, Tyrosinasen, Arthropoden-
Himocyanin und Hexamerinen.
Exons sind als weille Blocke und Introns als graue Balken dargestellt. Die Lange der dargestellten
Exons entspricht in etwa ihrer relativen Grof3e, die der dargestellten Introns nicht. Die Histidinreste
des aktiven Zentrums sind in den Hdmocyaninen und Tyrosinasen vermerkt. Die vormaligen
Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B der Hexamerine sind als grau schraffierte Bereiche in ihrer
ungefdhren Position gezeigt. Tyr = Tyrosinase, Hc-e = Arthropoden-Hamocyanin Untereinheit e,

LSP = Larvales Serum Protein, SP = Serum Protein.
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Wie sich deutlich zeigt, ist keine der gezeigten Genstrukturen von Tyrosinasen,
Arthropoden-Hdmocyanin oder Hexamerinen mit denen der Mollusken-Hdmocyanine
homologisierbar. Die Postionen der Introns in den beiden gezeigten Tyrosinasen zeigen
keinerlei Korrelation zu den ,,internen* Introns in den FUs von HtH. Die genaue Position der
LHinternen® Introns im OdH lassen sind uns zwar noch nicht bekannt, aber auch nach der
groben Beschreibung (Vincent et al., 2000) ist keine Ubereinstimmung mit den Tyrosinasen
feststellbar. Aufgrund der nur sehr geringen Sequenzhomologie zwischen Tyrosinasen und
Mollusken-Hamocyaninen wird deutlich, dal die Trennung eines Vorldufer-Gens von
Tyrosinasen und Mollusken-Hdmocyaninen sehr weit zuriickliegen muf}, zumal der
Ursprung der heutigen funktionellen Dominen der Mollusken-Hdmocyanine im
Priakambrium datiert wird (sieche Abbildung 37, S. 124). Die Genstrukturen der Superfamilie
der Hexamerine und Arthropoden-Hamocyanine sind evolutiv miteinander verwandt und
einige Intron-Positionen hier konserviert (Burmester et al., 1998; Markl et al., 1992; Markl &
Decker, 1992). Bei ecinzelnen Genen wurden allerdings einige oder sogar alle der
ursriinglichen Introns im Verlauf der Evolution deletiert. Damnach unterliegen verwandte
Gene dieser Protein-Superfamilie einer deutlichen Variabilitit in Bezug auf Zahl und

Positionsunterschiede der Introns (Burmester et al., 1998).

Die Globin-Gene der Crustaceen, die in ihrer Priméarstruktur keinerlei Verwandtschaft zu den
beschriebenen Proteinfamilien zeigen, sind aufgrund ihres modularen Aufbaus von Interesse.
Sie bestehen aus bis zu neun funktionellen Doménen, die wie das Mollusken-Hdmocyanin
entlang einer durchgehenden Polypeptidkette angeordnet sind. Uber die Entstehung und
Evolution der Globin-Gene ganz allgemein, die auch bei Bakterien, Protisten, Pflanzen,
Pilzen und Vertebraten auftreten (Hardison, 1996), ist im Hinblick auf die beiden
geschilderten Intron-Hypothesen viel publiziert worden (Go, 1981; Hankeln et al., 1997;
Jellie et al., 1996; Matthews & Trotman, 1998; Stolzfus & Doolittle, 1993). Das in diesem
Zusammenhang aufschlulreichste Gen ist das Globin-Gen vom Salinenkrebs Artemia, das
aus neun funktionellen Globin-Dominen besteht (Matthews et al., 1998). Es existiert in zwei
Varianten, C- und T-Typ, die die Genprodukte zweier verschiedener Gene darstellen (Jellie
et al.,, 1996; Matthews & Trotman, 1998). Die Genstrukturen beider Typen sind
hochkonserviert und die Intron-Positionen und Phasen sind identisch. Anders als bei den
HtH- und KLH-Genen, wo die einzelnen funktionellen Doméinen durch Linker-Introns
voneinander getrennt sind, werden die Exons der neun Globin-Doménen bei Artemia nur
durch drei Linker-Introns separiert. Hier liegt eine Genstruktur vor, die dhnlich entstanden
sein diirfte wie das Gen der Mollusken-Hémocanine. Mehrere Genduplikationen (und
Fusionen) konnten aus einem Vorldufer-Gen mit nur einer Globin-Doméne ein multi-

Doménen-Globin erzeugt haben. Allerdings sind bei Artemia mit nur wenigen Ausnahmen
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zwei ,interne” Introns pro Doméne konserviert (Matthews & Trotman, 1998). Der ein-
Doménen-Vorfahr bestand somit bereits vor der Duplikation aus drei Exons und zwei
LHinternen® Introns. Im Verlauf der Evolution sind mehrere Linker-Introns und ein ,,internes
Intron verloren gegangen. Vor der letzten Genduplikation wihrend der Entstehung des neun-
Doménen-Globins ist eines der ,,internen* Introns an eine verdnderte Position gewandert
(intron-sliding?), wodurch zwei der 17 ,internen® Introns an verdnderter Position liegen.
AnschlieBend hat sich das heutige Globin-Gen von Artemia verdoppelt, wodurch zwei
Varianten entstanden sind. Einen dhnlichen Weg habe ich fiir die Entstehung der Mollusken-
Hémocyanine postuliert (siche Abbildung 34, S.110). Bei den Archacogastropoden-
Hémocyaninen endet dieser Weg &hnlich wie beim Artemia-Globin ebenfalls in einer
Duplikation des multi-Doméinen-Gens, was zur Expression von zwei Isoformen oder
Varianten des gleichen Proteins gefithrt hat. Dieser Vergleich erklart aber neben der
dhnlichen Entstehungsweise der multi-Doménen-Gene nicht den Ursprung der Introns in den

Genen der Mollusken-Hamocyanine.

Das Auftreten der heutigen Introns in den Genen der Mollusken-Hédmocyanine 148t sich nicht
vollstdndig anhand der geschilderten Intron-Hypothesen erkléren. Offenbar hat es zwei
Phasen in der Evolution der Himocyanin-Gene gegeben. In der ersten Phase sind die Linker-
Introns wihrend der Vervielfiltigung eines ein-FU Vorldufergens entstanden. Diese Linker-
Introns sind in Position und Phase innerhalb der Cephalopoden und Gastropoden konserviert
geblieben. In einer zweiten Phase sind die ,,internen Introns in die bestehenden multi-FU
Gene integriert worden. Diese Ereignisse haben offenbar erst nach der Trennung der beiden
Klassen stattgefunden. Die ,,internen Introns sind also deutlich jiinger als die Linker-

Introns.

¥
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4.  Evolution der Mollusken-Himocyanine

Im Folgenden werden die von uns sequenzierten FUs von HtH und KLH mit den momentan
zur Verfigung stehenden Sequenzen der Mollusken-Hdmocyanine verglichen. Dabei sind
die fast vollstindig sequenzierten FUs mit einbezogen. In Tabelle 10 sind alle hier
diskutierten FUs unter Angabe ihrer Quelle aufgelistet. Die angegebenen Accession-
Nummern der Sequenzen von HtH1 und HtH2 beziehen sich auf die in die EMBL-

Datenbank eingetragenen cDNA- und Gen-Sequenzen.

Tab. 10: Alle Mollusken-Hiéimocyanine, von denen vollstiindig oder fast vollstiindig sequenzierte
FUs zur Verfiigung stehen.
In Klammern geschriebene FUs sind nur partiell sequneziert. Die Sequenzen von Haliotis

tuberculata sind in der EMBL-Datenbank unter den angegebenen Accession-Nummern zu

finden.

Cephalopoda
Octopus dofleini OdH-a bis -g (Miller et al., 1998)
Sepia officinalis SoH-(/f]e) (Top et al., 1990)
SoH-(/g/f) ; SoH-/h]g (Declercq et al., 1990)
Gastropoda
Haliotis tuberculata HtH1-a bis -A Accession-Nr. 'Y 13219 (cDNA)
und AJ 252741 (Gen)
HtH2-(a) ; -b bis-h Accession-Nr. AJ012048 (cDNA)
und AJ 297475 (Gen)
Helix pomatia HpHpc-d (Drexel et al., 1987)
HpHpc-g (Xin et al., 1990)
Megathura crenulata KLH1-(b) ; -¢ bis -f; (-g) | bislang unveréffentlicht
KLH2-(b) ; -c bis -g bislang unveréffentlicht
Rapana thomasiana RtH2-a (Stoeva et al., 1997)

Die in dieser Tabelle angegebenen FUs der Cephalopoden- und Gastropoden-Hédmocyanine

sind, sofern sie nicht in Klammern geschrieben sind, vollstindig sequenziert. Von den sechs
in Klammern geschriebenen partiell sequenzierten FUs ist die vorhandene
Aminoséuresequenz fiir einen sinnvollen Vergleich lang genug. Hier nicht aufgefiihrt sind

lediglich die sehr kurzen Sequenzstiicke der FUs KLH2-4 und HpHp -4, da sie zu kurz sind.

IS
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Aus den in Tabelle 10 gezeigten 41 Sequenzen funktioneller Domédnen wurde mit dem
Computerprogramm Clustal ein multiples Sequenzalignment erstellt. In Abbildung 36 ist ein
radialer Stammbaum gezeigt, der auf diesem multiplen Sequenzalignment basiert. Die Linge
der einzelnen Aste sind iiber das Alignment nach der Kimura-Methode berechnet (Kimura,
1993) und geben die Distanzen der Sequenzen untereinander an. Die Bootstrap-Werte sind in
% angegeben. ,,Bootstrapping® bedeutet, dal das Programm Clustal aus dem erstellten
Alignment mehrere (in diesem Fall 1000) phylogenetische Baume berechnet. Die Bootsrap-
Werte geben an, wie oft bei diesen Berechnungen die Verzweigungen der Aste in der
gezeigten Weise berechnet wurden. Der Baum wurde mit dem Computerprogramm
,»lreeView™ erstellt und als Word-Dokument bearbeitet. Die topografisch an gleicher
Position liegenden FUs sind wieder in den bislang verwendeten Farben dargestellt. Die nicht
vollstindig sequenzierten sechs FUs sind durch einen graduellen Farbverlauf
gekennzeichnet. Die mit einem Stern markierten 28 FUs sind die von unserer Arbeitsgruppe

sequenzierten und in dieser Arbeit beschriebenen FUs von HtH1, HtH2, KLH1 und KLH?2.

Es zeigt sich deutlich, daB die bislang hauptsichlich auf immunologischer Ebene
festgestellten Verwandtschaftsverhiltnisse der einzelnen FUs untereinander auch in der
Primérstruktur zu finden sind. Immunologische Untersuchungen mit einzelnen FUs haben
gezeigt, daBl solche FUs, die an gleicher topografischer Position innerhalb der
Polypeptidkette von Hémocyaninen verschiedener Molluskenarten liegen, mehr
Verwandtschaft zueinander aufweisen als die einzelnen FUs einer Polypeptidkette
zueinander (Brenovitz et al., 1986; Loncke et al., 1990; Markl, 1996; Van Holde et al.,
1992). Die genaue Position der einzelnen FUs innerhalb des Zylinders ist bislang weitgehend
unklar. Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit Antikorpern gegen einzelne FUs
haben gezeigt, daB3 die FUs-g und -4, soweit vorhanden, im Innern des Zylinders liegen und
den Kragenkomplex bilden (Gebauer et al., 1999a; Gebauer et al., 1994; Harris et al., 1993;
Lambert et al., 1994a; Lamy et al., 1993; Meissner et al., 2000). Der genaue Verlauf der
Polypeptidkette einer Untereinheit - insbesondere entlang der Zylinderwand - ist allerdings
noch nicht bekannt. In diesem Stammbaum ist zu sehen, daB3 topografisch an gleicher
Position innerhalb der Polypeptidkette liegende FUs aller sequenzierten Mollusken-
Hémocanine jeweils in einem separaten Ast gruppiert werden. Sie besitzen also mehr

Ahnlichkeit als die einzelnen FUs eines Himocyanins untereinander.

Dabei ist zu erkliren, warum die FUs SoH-/fJe, SoH-/g/f und SoH-/A]g eine
Doppelbezeichnung fithren. Wie in der Einleitung und in Abbildung 3, S.8 bereits
beschrieben, besteht das Himocyanin von Sepia officinalis aus acht FUs, die mit a bis A

bezeichnet wurden (Wichertjes et al., 1986). Immunochemische Untersuchungen sowie
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partielle Sequenzvergleiche mit OdH haben allerdings gezeigt, da3 die C-terminalen FUs £, g
und 4 vom SoH mit den FUs e, fund g vom OdH korrelieren (Loncke et al., 1990). Diese
Homologie der drei C-terminalen FUs vom SoH zeigt sich auch in dem hier dargestellten

Stammbaum im Vergleich mit allen anderen Sequenzen von Mollusken-Hémocyaninen.

Als einzige Ausnahme steht die N-terminale FU RtH2-¢ im Stammbaum bei den
funktionellen Dominen g. Da das Hamocyanin von Rapana thomasiana neben dieser
abweichenden Zuordnung von RtH2-a auch noch andere Besonderheiten aufweist (Gebauer
et al., 1999b), ist eine detailliertere Analyse der Primérstruktur der beiden RtH-Isoformen
von groflem Interesse. In diesem Zusammenhang sei erwéhnt, dal es mir mit den in
Abbildung 14, S. 61 beschriebenen degenerierten Primern iii und iv gelungen ist, ein kurzes
Fragment von etwa 400 bp aus dem Genom von Rapana thomasiana zu amplifizieren und zu
sequenzieren. Die darin kodierte Sequenz von 132 Aminosduren liegt zwischen den
Kupferbindungsstellen Cu-A und Cu-B. Dieses kurze Fragment wird in einem multiplen
Sequenzalignment zu den FUs ¢ gruppiert, eine spezifische Zuordnung zu einer der beiden
fiir Archaeogastropoden typischen Isoformen ist allerdings nicht gegeben. Ausgehend von
diesem kurzen Sequenzabschnitt sollte es moglich sein, die Primérstruktur vom RtH auf

DNA-Ebene zu ermitteln.

Neben der Anordnung der korrespondierenden FUs in separaten Asten gibt der Stammbaum
der Abbildung 36 auch Auskiinfte iiber die Verwandtschaftsverhiltnisse der Mollusken-
Hémocyanine. Es zeigt sich, da3 die Hdmocyanine der Gastropoden (abgesehen von der
bereits erwédhnten Stellung von RtH2-a) mehr Sequenzéhnlichkeiten untereinander
aufweisen als zu den Cephalopoden-Hdmocyaninen. Besonders deutlich wird dies in den
Asten der FUs d und g, wo neben den von uns sequenzierten HtH und KLH auch eine FU
von Helix pomatia HpHP¢ sequenziert wurde. Die Cephalopoden-Sequenzen zweigen in
diesen Asten deutlich vor den Gastropoden-FUs ab. Die Sequenzen von Octopus und Sepia
werden ebenfalls in einem eigenen Ast gefiihrt, der sich erst recht spdt in die beiden Arten
unterteilt. Dies 148t auf eine engere Verwandtschaft zwischen Ocfopus und Sepia schlieB3en.
Bislang sind vom SoH nur drei FU-Sequenzen publiziert, von denen zwei nur partielle
Primérstrukturen darstellen. Bei den Sequenzen der Archacogastropoden zeigen die
Isoformen 1 und 2 von Haliotis und Megathura eine deutliche Verwandtschaft zueinander.
Die FUs von HtH1 und KLH1 einerseits und die FUs von HtH2 und KLH2 andererseits
werden stets zusammengestellt. Dies deutet darauf hin, dal im Zuge der Evolution die
beiden Isoformen der Archaeogastropoden entstanden sind, bevor sich die Vorfahren von

Haliotis und Megathura voneinander getrennt haben.
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Abb. 36: Radialer Stammbaum aller bislang sequenzierten FUs von Mollusken-Héimocyaninen.

Basierend auf einem Clustal-Alignment unter Korrekur multipler Substitutionen wurde dieser

Stammbaum mit dem Computerprogramm TreeView erstellt. Die nicht ganz vollstindig

vorhandenen Sequenzen einzelner FUs sind durch einen graduellen Farbverlauf gekennzeichnet.

Die mit einem Stern markierten FUs wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe sequenziert und sind

in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Bootstrap-Werte sind an den jeweiligen

Verzweigungspunkten in % angegeben. Fiir Erlduterungen sieh Text.
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Der hier dargestellte radiale Stammbaum ldsst keine Aussage {iiber die
Verwandtschaftsverhiltnisse der einzelnen FUs untereinander zu. Die acht Aste der FUs a
bis 4 miinden alle in etwa zentral in der Mitte des Baumes. Die Anordnung der acht Aste ist
allerdings sehr variabel, sobald man Sequenzen aus dem Alignment entfernt oder zufiigt. Die
Tatsache, daB alle acht Aste der FUs a bis 4 unabhingig voneinander im Baum gruppiert
werden, spricht dafiir, daB evolutiv diese acht FUs im urspriinglichen Mollusken-
Hémocyanin enthalten gewesen und relativ schnell aus einem gemeinsamen Vorldufer
entstanden sind. Das Fehlen der FU % bei Cephalopoden stellt demnach einen spéteren
Verlust der achten FU dar. Die bei SoH eingefiigte FU, die zu einem acht-FU-Hadmocyanin
bei Sepia flihrt, ist wahrscheinlich erst nach der Trennung der einzelnen Cephalopoden-
Gruppen entstanden. Daflir sprechen auch biochemische und elektronenmikroskopische
Untersuchungen an einem weiteren Cephalopoden-Hdamocyanin, dem Hadmocyanin von
Vampyroteuthis infernalis (Vampyromorpha). Dieses aus sieben FUs bestehende
Héamocyanin zeigt basierend auf diesen biochemischen und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen deutlich mehr Verwandtschaft zum OdH (Mouche et al., 1999). Da
Octopoda, Sepioida und Vampyromorpha als unabhingig voneinander entstandene
Cephalopoden-Ordnungen gelten, scheint das acht-FU-Hidmocyanin innerhalb der
Cephalopoda eine Besonderheit der Sepioidea zu sein. Fiir eine genauere Analyse der
Evolution der Mollusken-H&mocyanine habe ich ein multiples Alignment mit Clustal von
allen vollstindig sequenzierten FUs erstellt. In Tabelle 11 sind die daraus resultierenden
Werte fiir die Identitdten der einzelnen FUs gezeigt. Die sehr variabelen Randbereiche,
insbesondere die C-terminale Verldngerung von HtH1-A# und HtH2-4 sind dabei nicht
berticksichtigt.



Tab. 11: Identititen-Vergleich der vollstindig sequenzierten FUs verschiedener Mollusken-Héimocyanine.
HtH |HtH |HtH |HtH [HtH |[HtH |HtH [HtH |HtH |HtH [HtH |[HtH |HtH [HtH [HtH [0dH]OdH]0dH|O0dH|OdH]OdH|OdH|KLH |KLH |KLH |KLH |KLH|KLH |KLH |KLH |KLH |HpH |HpH | SoH |RtH
a1 1c1d|te|1rl1glrn]2b]2clodf2e|2rl2g|2n]|-a]l-b]-cl-da]l-el-fl-gliclialie]tr]2c]|2d]2e]2r]2e]|pcd|Bceg|-lhg|2-a
42.5] 43.2| 42.5] 40.9] 40.9| 41.8] 37.8] 40.4| 43.9] 42,5] 42.3| 42| 43.9] 37.1] 53.2] 42.8] 42.3] 42.5] 41.3] 42.3 42.6] 43.7] 439 39 41.3] 447 432 40.9] 41.8] 43.5] 42.8] 432[ 397 HtH1-a
46.3| 43.2| 489| 42.8] 43.5| 39.4 46.6| 44.2| 46.8 42,8 44.9| 39.2| 41.8| 599 47.3| 42| 489 43.9] 455 45.6| 425 50.6| 42.5| 45.6] 41.8| 4d.4] 43| 43.9[HeHI-p
41.6] 46.1| 43.5] 50.6] 41.3| 44.9 43,7| 46.8| 42.3] 48,7| 43.2| 42.3] 46.6] 56.3| 44.2| 44.9] 43| 469 43.5| 454| 44.4| 506 42.5] 468 42.8] 4golHtHIC
46,3| 45.1| 463| 40.1| 44.2| 4538 43.7| 45.4| 45.4| 42.8] 41.6| 44.4| 42.3] 56,3 45,6 432 45 41,5 451| 42| 454 439 40.6] 43,5[HtH1-4
47| 47.5] 40.1] 49.9] 48.7] 46,3 45.6| 47.3| 43| 42| 48.7| 46.3| 43.2] 53.7| 46.8] 474 41.5| 447 43.7| 47.7| 442| 458| 45.1| 48|HtHIe
439] 399 42| 447] 43| 47 45,1 40.1| 42.5] 44.4| 41.8] 46.3| 44.4| 53.4 41.2 42| 03] a3 43| 42| 42.3] 39.2[ 43.5[HeH1y
44.7| 45.4| 50.8] 44.2| 48.5| 4538 46,1| 44.2| 47| 47.5| 46.6] 43| 44.4] 62.4] 49.6] 47.5] 47.7| 44.4] 489| 42.8] 48.7] 45.1 43,7 57.7| s3.9[HtH1¢
40.1] 42| 40.4] 39.9] 39.9| 456 36,3| 39.2| 39.7| 38.7| 39.4| 39.9| 43.1| 43| 41.3] 397 41.1] 43.9] 40.9] 39.4| 39.7| 439| 382 42.3| 39.9| 42.5[ueH1-k
47| 45.6] 48.9| 43| 463| 42| 40.6] 59.4| 46.1| 43.2] 485 42.5] 46| 482] 42| 46| 435 42| 439 42.8] 4a.9[Hen2-p
45.6] 49.4| 43.7| 48,5| 44.9| 43.9] 48,9 58.4| 46.3| 47.7| 44.9| 49.5 473| 487] 439 46,1| 46,6 45.1| 49.2[nth2-c
45.8| 44.7| 449| 42.3] 40.9| 435 41.1] 54.6] 449] 43| 44| 435 454| 423 42,8| 41.8] 44,7[HeH2-4
45.4| 47.7| 432| 41.8| 50.6| 44.4] 42| 582| 46.3| 47,9 47.7| 439 48 45,1 463| 44.4| aglnenz-e
46.6] 40.4| 44.7| 44.4| 43.2| 463| 43.5] 51.8] 45.2| 43.2| 44.9] 454 43.9| 432( 43.2| 43.7|nenzy
454| 425 45.8] 46,3| 46.1| 43.9] 41.8] 60.7] 47.3| 46.6] 46.8| 44.7 45,6 56.8| 55.1|Hehze
37.5] 40.4| 42| 39.4| 40.4| 40.6] 455| 45.6] 41| 43| 385 44.9] 41.3] 41.6] 39| 46.6] 39.4| 44.9] 41.1] 44.4|ueH2-n
45.1| 42| 439] 40.6| 42.5] 43.1] 42| 42| a1.1] 437 425 41.1] 42.3] 43[ 44.4] 40.6] 43 40.6] 42.3]0dHa
47.7] 43.7] 48] 44.2| 47.6] 47| 41.3| 489 451| 49.4| 43.5] 49.9] 458 47| 41.8] 45.6] 43.2| 43.5]0dH-b
Legende 442| 44.4| 43.5| 44,3| 56,1 42.3| 44.9| 40.4| 584 41.1| 468 41.6| 47| 416] 456] 41.3] 43]odn-c
44.4] 42| 424| 444 553| 43| 44.2| 44.4] 544 43| 46.1| 44.4| 53.7] 432] 39.9| 39.90dn-d
Die Angaben geben die Identitdten in % wieder. 42| 43.3| 45.8| 42.8] 53.4| 46.6| 47.3| 43.2| 56.5] 42.5] 451| 43| 451| 42| 47.5]0dHe
44.3| 444| 25| 46| 534( 43.7] 42.3] 463| 51.5] 435 413 42.5] 42.5] 49.2f0dns
[ 1 Vergleich nicht-korrespondierender FUs aller Himocyanine 483| 44| 46| 438 49| 43.6| 483| 46.4| 61.7] 43.6] 571 53,3]0dH-¢
43.5] 485[ 439 444| 47| 39| 489] 42| 45.6] 44.9] 48.5[KLHIC
[ Vergleich homologer FUs aus verschiedenen Mollusken-Klassen 458| 432| 48.2 44.4| 458| 46.1 447| 42| 42.8[KLHI-¢
47| 47.7| 42.5 44.9| 48,7| 44.4| 46.8| 43.9| 46.1]KLHI-
1 Korrespondierende Sequenzen der Gastropoden-Himocyanine 137 432] 45.6 a1.1] 43.7] 23] 413] a3.9[kLALy
KLH2-c
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Tabelle 11  spiegelt die im  Stammbaum der Abbildung 36  dargerstellten
Verwandtschaftsverhdltnisse der Mollusken-Hdamocyanine wider. Wéhrend die nicht-
homologen FUs aller Himocyanine im Durchschnitt lediglich 45 % Identitit aufweisen
(weiBe Zellen), zeigen die homologen FUs aus verschiedenen Molluskenklassen etwa 55 %
Ubereinstimmung  (grau unterlegt). Die homologen Gastropoden-Sequenzen aus
Prosobranchiern versus Pulmonaten zeigen durchschnittlich 64 % Identitdt, wobei hier nur
die FUs HpHpc-d, HpHPc-g und RtH2-¢ mit den entsprechenden FUs von HtH und KLH
verglichen wurden (tiirkis unterlegt). Die korrespondierenden FUs der beiden Hiamocyanin-
Isoformen der Archaeogastropoden sind miteinander verglichen etwa zu 68 % identisch
(griin  unterlegt), wihrend innerhalb derselben Isoform durchschnittlich 73 %
Ubereinstimmung vorliegt (rot unterlegt). Die grofte Ubereinstimmung von fast 80 % zeigen
die FUs HtH2-c und KLH2-c. Der bislang einzige mogliche Vegleich dieser Art innerhalb
der Cephalopoden ist der zwischen OdH-g und SoH-/fJg mit einer Ubereinstimmung der

Sequenzen von 73 % (lila unterlegt).

Aus dem gleichen multiplen Sequenzalignment wurde mit dem Computerprogramm ProtDist
eine Distanzmatrix erstellt, in der die Abstandsverhiltnisse der FUs untereinander unter
Korrektur moglicher Riickmutationen nach der Dayhoff-Methode berechnet wurden. Unter
der Annahme, dal3 eine molekulare Uhr existiert, dal3 also die Evolution der Mollusken-
Héamocyanine mit einer konstanten Mutationsrate erfolgte, kann aus dieser Distanzmatrix die
Phylogenie der Mollusken sowie die Entstehung der Mollusken-Hdmocyanine berechnet
werden. Zur Berechnung dieses phylogenetischen Baums, bei der mir Thorsten Burmester
freundlicherweise geholfen hat, wurde aus paleontologischen Daten die Aufspaltung der
Cephalopoden und Gastropoden vor 520 Millionen Jahren als Eichpunkt verwendet (Benton,
1993). In Abbildung 37 ist ein solcher phylogenetischer Baum dargestellt. Die Werte der
Zeitskala beziehen sich auf Millionen Jahre (aus dem Englischen million years ago = MYA).

Aus der Distanzmatrix wurden auch die Standardabweichungen berechnet.
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iEntstehung der beiden Hdmocyanin-Isoformen der Prosobranchia
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1
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Abb. 37: Phylogenetischer Baum der Mollusken-H:imocyanine.

Nach diesen Berechnungen sind die acht FUs des heutigen Mollusken-Hamocyanins bereits
im Prikambrium vor etwa 744 + 46 Millionen Jahren entstanden. Demnach kdnnte zum
Beispiel das Fossil Kimberella, das als Ur-Mollusk des ausklingenden Prikambriums
interpretiert wird (Fedonkin & Waggoner, 1997), ein multi-FU-Hédmocyanin besessen haben.
Fiir die anhand paleontologischer Daten bestimmte Trennung der Cephalopoden und
Gastropoden ergibt sich aus der Distanzmatrix ein Wert von 520 + 29 Millionen Jahren.
Innerhalb der Gastropoden haben sich hiernach die Vorderkiemerschnecken vor etwa 379 +
20 Millionen Jahren von den Lungenschnecken getrennt, was der Datierung anhand fossiler
Daten entspricht (Benton, 1993; Yochelsen, 1979). Die beiden Isoformen der
Archaeogastropoden-Hdamocyanine haben sich nach diesen Berechnungen vor 339 + 19
Millionen Jahren durch Genduplikation entwickelt und die Aufspaltung der Vorfahren von

Haliotis und Megathura hat vor etwa 255 = 7,3 Millionen Jahren stattgefunden.
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Demnach wire die heutige Genstruktur der Archaeogastropoden-Hémocyanine mindestens

340 Millionen Jahren alt und seitdem vollig konserviert geblieben.

Bei einer Standardabweichung von maximal 6 % liefern diese Berechnungen sehr detaillierte
Daten tiber die Evolution der Mollusken. Allerdings sind diese Aussagen mit Vorsicht zu
behandeln, da wir bei der Berechnung zwei Voraussetzungen getroffen haben, die nicht
zwangsldufig zutreffen miissen. Zum einen gehen wir von der Existenz einer molekularen
Uhr aus. Wir setzen also voraus, dafl die Evolution der Mollusken-Hamocyanine innerhalb
der letzten 750 Millionen Jahre einer konstanten Mutationsrate unterlegen war. Diese
Annahme ist strittig, da sich die Mutationsrate beispielsweise durch Verdnderung von
Umwelteinfliissen, etwa der UV-Einstrahlung auf die Erdatmosphire, verschieben kann.
Zum anderen gehen wir bei der Berechnung von der von Benton (1993) anhand fossiler
Funde bestimmten Trennung der Cephalopoden und Gastropoden vor 520 Millionen Jahren
aus. Diese Datierung unterliegt allerdings auch einigen Schwankungen. So wird
beispielsweise der Cephalopoden-Gastropoden-Split von Yochelsen (1979) vor etwa 600
Millionen Jahren angesetzt. Dieser Unterschied beruht auf der Datierung des Prakambriums
und des Kambriums. Wenn wir diesen Eichpunkt fiir unsere Berechnungen verwenden,
verschieben sich alle Aufspaltungsereignisse deutlich nach hinten. So wéren etwa die
einzelnen FUs des heutigen Mollusken-Hdmocyanins nicht vor 744 + 46 Millionen Jahren
entstanden sondern vor 831 + 51 Millionen Jahren. Die exakte Datierung bestimmter
Aufspaltungsereignisse im Laufe der Evolution der Mollusken ist also nur bedingt und in
einem recht groBen Zeitfenster moglich. Dennoch kénnen wir anhand unserer Sequenzdaten
deutlich belegen, daB bereits relativ weit im Prdkambrium ein sauerstofftransportierendes

Protein aus acht funktionellen Doménen existierte.

AN
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5. Ausblick

Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Daten liefern wir den GroBteil der bislang zur
Verfiigung stehenden Sequenzen von Mollusken-Hamocyaninen. Fiir eine phylogenetische
Analyse der ecinzelnen Mollusken-Klassen anhand von H&mocyanin-Sequenzen wéren
besonders die Primédrstrukturen der bislang noch nicht sequenzierten Klassen Bivalvia und
Polyplacophora von gro3em Interesse. Mit Himocyanin-Sequenzen aller Mollusken-Klassen
lieBe sich vielleicht die Evolution der GroBgruppen der Mollusken rekapitulieren. Das
gleiche gilt fiir die Verwandtschaftsbeziehungen einzelner Familien oder Gattungen
innerhalb der verschiedenen Klassen. So wire beispielsweise die Sequenz des Himocyanins
von Rapana thomasiana im Hinblick auf die beobachteten Eigenheiten dieses Himocyanins

(Gebauer et al., 1999b) verglichen mit anderen Gastropoden-Hamocyaninen interessant.

Vielleicht 148t sich mit einem Vergleich der Primérstrukturen von Mollusken-Hédmocyaninen
aller Mollusken-Klassen auch kliren, warum verschiedene Aggregationsformen auftreten.
Besteht zum Beispiel eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein einer FU /4 und der

Bildung von Didekameren?

Neben dieser phylogenetisch orientierten Analyse der Primérstrukturen kann aufgrund
unserer Ergebnisse die Expression von rekombinantem Hémocyanin in Angriff genommen
werden. So wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits FUs rekombinant hergestellt, wenn auch
noch nicht in renaturiertem Zustand. Dies ist besonders im Hinblick auf die medizinisch-
immunologische Anwendung des KLH von grolem Wert. Momentan wird das klinisch
eingesetzte KLH aus den Schnecken gewonnen. Durch den Einsatz von rekombinantem
KLH konnte man langfristig auf diese Quelle verzichten, und man konnte den Wirkstoff
moglicherweise sogar gezielt verbessern. Und schliefllich kénnte man anhand von

rekombinantem Hdmocyanin Struktur-Funktions-Beziehungen im Detail untersuchen.
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E. Zusammenfassung

Als erste komplette Sequenz eines Gastropoden-Hadmocyanins wurde das Hdmocyanin von
Haliotis tuberculata iiber cDNA vollstindig kloniert und sequenziert. Die Primérstruktur
besteht aus 3404 Aminosduren mit einer errechneten Molekiilmasse von 392 kDa. Neben der
vollstdndigen Primérstruktur des sezernierten Proteins ist in der cDNA eine Signalsequenz
kodiert. Es findet sich kein Start-Codon fiir die Translation, die mRNA ist also noch nicht

ganz vollstindig kloniert und sequenziert.

Mit Hilfe spezifischer Primer wurde die Genstruktur des HtH1-Gens zwischen der
Signalsequenz und dem 3’-UTR iiber PCR aus genomischer DNA ermittelt. Dies ist die erste
bekannte Genstruktur eines Schnecken-Hémocyanins. Das Gen umfafit etwa 28,6 kb und
besteht aus 17 Exons und 16 Introns. Die kodierende Sequenz des Signalpeptids und der acht
FUs sind in den Linker-Regionen durch Introns (Linker-Introns) getrennt, die alle in Phase 1
liegen. Die Signalsequenz von bislang 48 Nukleotiden sowie die Sequenz der funktionellen
Doménen HtH1-a, HtH1-f und HtH1-g sind durch ,,interne* Introns in zwei bis vier Exons
unterteilt. Diese ,,internen“ Introns inserieren an unterschiedlichen Positionen und in

unterschiedlichen Phasen in die kodierende Sequenz der einzelnen FUs.

Von der Untereinheit HtH2 wurde iiber cDNA und genomische PCR die vollstindige
kodierende Sequenz der funktionellen Doménen HtH2-b bis HtH2-%# und ein grofler Teil von
HtH2-a sequenziert. Die partielle Primérstruktur umfaf3t 3307 Aminoséuren. Es fehlen noch
etwa 100 Aminoséduren aus dem N-terminalen Bereich von HtH2-a. Das Fragment des HtH2-
Gens von 18,3 kb besteht aus 15 Exons und 14 Introns. Die Exon-Grof3en und die Positionen
sowie Phasen der Introns (,interne* Introns und Linker-Introns) entsprechen exakt den
Verhiltnissen im HtH1-Gen. Zwischen korrespondierenden Introns in HtH1 und HtH2

besteht neben den konservierten Splice-Stellen keinerlei Sequenzhomologie.

Die Genstruktur der Archaeogastropoden (HtH und KLH) ist in allen Exons und Introns
hochkonserviert. Das soeben auf einer Tagung vorgestellte Himocyanin-Gen von Octopus
dofleini (OdH) zeigt eine Korrelation zu den Archaeogastropoden-Hédmocyaninen in den
Linker-Introns, die ebenfalls alle in Phase 1 liegen. Die ,,internen* Introns des OdH-Gens
korrespondieren nicht mit den ,,internen Introns der Archaeogastropoden-Hdmocyanine.
Das Vorlaufer-Gen der Mollusken-Hdmocyanine scheint demnach Linker-Introns in Phase 1
besessen zu haben, nicht aber ,,interne* Introns. Diese sind offenbar erst nach der Trennung

der Cephalopoden und Gastropoden entstanden. Ein Vergleich der Genstrukturen der
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Mollusken-Hdmocyanine mit Genen von Tyrosinasen, Arthropoden-Hdmocyaninen und

Hexamerinen zeigt keine Ubereinstimmung.

Multiple Sequenzalignments und daraus erstellte phylogenetische Stammbadume mit den
abgeleiteten Aminosduresequenzen von HtH1, HtH2, KLH1, KLH2 und anderen Mollusken-
Hémocyaninen zeigen, dal3 topografisch an gleicher Position innerhalb der Polypeptidkette
verschiedener Himocyanine liegende FUs mehr Ahnlichkeit zueinander besitzen als die
einzelnen FUs innerhalb eines Hadmocyanins untereinander. Innerhalb der Gastropoden-
Hémocyanine zeigen die FUs der Archaeogastropoden-Himocanine eine grofere
Ahnlichkeit als zum Hidmocyanin von Helix pomatia. Das gleiche gilt auch fiir FUs der

korrespondierenden Isoformen HtH1 und KLH1 bzw. HtH2 und KLH?2.

Auf der Annahme basierend, dal} eine ,,molekulare Uhr* existiert, 146t sich mit Hilfe einer
Distanzmatrix die Phylogenie der Mollusken-Hidmocyanine rekapitulieren und die einzelnen
Aufspaltungsereignisse im Verlauf der Evolution der Mollusken datieren. Als Eichpunkt fiir
die molekulare Phylogenie dient die aus paleontologischen Daten bestimmte Trennung der
Cephalopoden und Gastropoden vor 520 Millionen Jahren. Die Berechnungen ergeben, daf3
die acht funktionellen Doménen der heutigen Mollusken-Hémocyanine vor etwa 750
Millionen Jahren entstanden sind. Die Trennung der Pulmonaten und Prosobranchia hat
demnach vor ca. 380 Millionen Jahren stattgefunden, was paleontologischen Daten
entspricht. Vor 340 Millionen Jahren sind durch Genduplikation die beiden heutigen
Isoformen der Archaeogastropoden entstanden und vor 255 Millionen Jahren haben sich die

Familien der Fissurellidae und Haliotidae voneinander getrennt.
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F. Anhang

1.  Abkiirzungen

Avian myeloblastosis virus Reverse Transkriptase
Alkalische Phosphatase
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat

Chloroform-Isoamylalkohol

Dalton

Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Ethyldiamintetraacetat

Functional unit (Funktionelle Einheit, Funktionelle Doméne)

Guanidinthiocyanat

Helix pomatia Himocyanin

Haliotis tuberculata Himocyanin

Immunglobulin, Antikdrper

Isopropyl-B-D-Galactosid
kb Kilobasen

kDa Kilodalton, 10° Dalton

KLH Megathura crenulata Himocyanin (Keyhole Limpet Hemocyanin)

MMLV-RT Moloney murine leukemia virus Reverse Transkrpitase

MOPS 3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsaure Natriumsalz
MYA Million years ago
NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

OdH Octopus dofleini Himocyanin

ORF Open Reading Frame (offenes Leseraster)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

Polymerase chain reaction

Plaque forming units

Phase Lock Gel

Rapid amplification of cDNA ends

Reverse Transkriptase

Rapana thomasiana Himocyanin

Sodiumdodecylsulfat
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Sepia officinalis Himocyanin

Trishydroxymethylaminomethan

untranslated region (Untranslatierter Bereich)

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

A T K Q" e g a

el

R -

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galctosid

Abkiirzungscodes der Aminosiuren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile

Lys

Leu

Alanin M Met Methionin
Cystein N Asn Asparagin
Aspartat P Pro Prolin
Glutamat Q Gln Glutamin
Phenylalanin R Arg Arginin
Glycin S Ser Serin
Histidin T Thr Threonin
Isoleucin v Val Valin
Lysin w Trp Tryptophan
Leucin Y Tyr Tyrosin

IUPAC-Codes fiir degenerierte Nukleotide

A oder C N jedes der vier Nukleotide
A oder G B nicht A

Aoder T D nicht C

C oder G H nicht G

Coder T \% nicht T

Goder T
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4. Verwendete Primer

Tab. 12:

Bezeichnung und Sequenz aller verwendeten Primer.

Nummer Name/Orientierung Sequenz (in 5°- 3"-Richtung)
HtH1-spezifische Primer

2 HtH1-c DS1 GGAAGTTGGTAAAGGGGGCGA

4 HtH1-c US1 GACAGAATCACCAGAGAGCAT

6 HtH1-d DSI1 TCGTGATGTCTCCTTTGCTTC

8 Haliotis efl DS ATAATGGAGGGCGTCTGAATG

9 Haliotis ef2 DS GAGGGCGTCTGAATGAGGTCT

10 HtH1-f Klon 16 US AGGGGTCTATCTGGGTCGG

12 Hal frandom Bank DS | GGACTGCGTGCTTCTTGGTGA

15 HtH1-3"-UTR DS TCCTCATCGTCTCGTTCACCA

18 Kpn-Sonde US GAGGTACCGACAAGTATCCCTGC

20 Xho-Sonde DS AACTCGAGTGGTGAATCATGAAG

21 Californien 1 DS NNNCTCGAGCAGGCGATGCCAATGGGGGAACACGGG

22 Californien 2 DS NNNCTCGAGNCKRTGCCARTGNGGRAA

23 Californien 3 DS NNNCTCGAGCGAGTGGTGAATCATGAAGACAGGGTC

24 Californien 4 DS NNNCTCGAGRTGRTGDATCATRAANAC

25 HtH1-g US1 CCACAACCCAGTCACAAAGGC

27 HtH1-d US1 CAAAACCACAGGACGGATTCG

30 HtH1-g DS1 GCCTTTGTGACTGGGTTGTGG

35 HtH1-g US2 AAGGCTGAGACCGACAACC

36 HtH1-b US1 GAGGAGGGACACCATCACACG

40 HtH1-b US3 GAGAGATTCCAGGCCGACACA

41 HtH1-b DS3 ATCTTCCTGCTCAAATGCGTA

64 HtH1-a US6 CCTTACTGGGACTGGACGC

73 HtH1-a DS5 CAGATGGCGAAGAGGCGGTCAACGTTGGAG

80 HtH1-g Intron 1 DS1 TGCTTGGTGTAGAGGCGATGC

82 HtH1-b DS7 GTTGGCAAACAGTTTCGAATCTATCATCCT
HtH1-a US10 GGCTTGTTCAGTTTCTACTCGTCGCCCTTG
HtH1-a DS7 CGTTCTTTGGAGTGGCGTTCGTCTAGTTCT
HtH1-a US9 AGAACTAGACGAACGCCACTCCAAAGAACG
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Fortsetzung von Tabelle 12

Nummer Name/Orientierung Sequenz (in 5°- 3’-Richtung)
HtH2-spezifische Primer

A HtH2 RACE DS2 ATTCTTTCTGATGTGGCTTGC
C HtH2-e USI ATGCTGACCGCCAACAACG
D HtH2-f US1 GCATTAGCCCAGAGGACGT

F HtH2-g DS1 AGGCAGTTGTCCAGTCCCA
G HtH2-g US1 TGCTGTGCTGGGAGGGGAG
H HtH2-h DS1 GGAGTCGGACAAGAACGCC

I HtH2-3-UTR DS AGAGAAGAACGCCAATGTCCT
J HtH2 Dom c/d US GCAAGCCACATCAGAAAGAAT
M HtH2-f DS2 ACGTCCTCTGGGCTAATGC
N HtH2-g US2 TGGGACTGGACAACTGCCT
(0] HtH2-g DS2 CTCCCCTCCCAGCACAGCA

P HtH2-h US1 GGCGTTCTTCTCCGACTCC
Q HtH2-d DS1 CGCCATCTCTGTGGCTCCTCC
S HtH2-d US1 GGAGGAGAAACAGAGATGGCG
U HtH2-e DS2 CGTTGTTGGCGGTCAGACT

X HtH2-b US1 CTCTTCATACCTCCGTGGGCA
Y HtH2-b DS1 TGCCCACGGAGGTATGAAGAG
Z HtH2-c US1 TTCAATCAGACAAAACCGCCG
A HtH2-c DS2 CGGCGGTTTTGTCTGATTGAA
1I HtH2-b DS4 TGAAGGCGAAAGGTTTGAGAGGCTGGCGTT

random- und degenerierte Primer

random-Xho I

Californien 5 DS

NNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNN

i1 US

WHRL US

ATGGCNGTNTTYCCNCAYTGGCA

i1 US

PYWDW US

GGYYTNCCNTACTGGGAYTGGAC

1vUS

WAIWQ US

TGGGCNATRTGGCARGC

it DS

WHRL DS

TGCCARTGNGGRAANACNGCCAT

iii DS

PYWDW DS

GTCCARTCCCAGTANGGNARRCC

iv DS

WAIWQ DS

GCYTGCCAYATNGCCCA
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