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EINLEITUNG 1

A Einleitung

1. Komplexe Organismen bendtigten Sauerstoff-Transportproteine

Sauerstoff bindende Proteine sind anzestrale Molekile, die im Pré&kambrium vor 600 bis
800 Millionen Jahren ihren Ursprung haben (van Holde & Miller, 1995). Sie wurden
notwendig, als photosynthetische Organismen die anaerobe Erdatmosphére in eine aerobe
verwandelten. Nun mussten die Lebewesen einerseits Strategien entwickeln, um sich vor dem
frelwerdenden Sauerstoff und dessen hochreaktiven Derivaten zu schitzen. Andererseits
erwarben Einzeller die Fahigkeit, bel der Zellaamung den Sauerstoff als
Elektronenendakzeptor in der Atmungskette zu nutzen, dem somit eine entscheidende Rolle
fur einen effizienten aeroben Metabolismus zukam. Wahrend bei sehr kleinen Tieren der
Sauerstoff direkt tUber die Korperoberflache zu den stoffwechselaktiven Zellen diffundieren
konnte, wurde dieser Transportweg mit zunehmender Gréf3e und Komplexitét der Organismen
aufgrund des verringerten Oberflachen/VolumenVerhdtnisses unzureichend. Mit der
Entwicklung von vaskul&ren und coel omatischen Kreislaufsystemen wurde die Diffusiorsrate
des Sauerstoffs erhoht und dieser im gesamten Korper vertellt. Dennoch reichte neist die
Menge an physkalisch gelostem Sauerstoff vor allem bel Tieren mit einer hohen
Stoffwechselrate nicht aus. Zur Steigerung der Transporteffizienz entwickelten einige
Tierstamme spezielle Sauerstoff-Transportproteine. Um das osmotische Gleichgewicht
innerhalb des Korpers nicht zu stéren liegen diese entweder dicht gepackt in Transportzellen
(intrazellul&r) vor oder bilden grofie extrazellulare Molekilaggregate, die frel im Blut bzw. in
der Hamolymphe flottieren Aufgrund ihres aktiven Zentrums, an denen die Beladung mit
Sauerstoff stattfindet, kann man drei grundsétzliche Typen von Sauerstoff- Transportproteinen
unterscheiden: Hamoglobin und Hamerythrin, bel denen der Sauerstoff an Eisen gebunden
wird, sowie Hamocyanin mit Kupfer im aktiven Zentrum. Wéhrend das Eisen bei
Hamoglobin an ein Porphyrin-Ringsystem koordiniert ist, ist es beim stets intrazelluléren
Hamerythrin direkt mit dem Protein kovalent verknipft. Hamoglobin ist sowohl intrazellulér
als auch extrazlluldar zu finden Die beiden Kupferatome im aktiven Zentrum des
Hamocyanins verleihen diesem im oxygenierten Zustand eine blaue Farbe. Hdmocyanin ist in
den beiden grof3en Tierstamme Mollusca und Arthropoda zu finden. Obwohl es sich bei den
Hamocyaninen der beiden Phyla um extrazelluldre Kupferproteine mit einem nahezu
identischen aktiven Zentrum handelt, weisen sie dennoch essentielle Unterschiede in ihrer
primédren, tertidren und quartdren Struktur auf. Sie stammen vermutlich unabhangig

voneinander von einem Typ-3-Kupferprotein ab (Markl & Decker, 1992; van Holde & Miller,
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1995; Decker & Terwilliger, 2000; Burmester, 2001; Lieb et al., 2001; van Holde et al.,
2001). Bei den Arthropoden ist das Hamocyanin aus einem Hexamer bzw. mehreren
Hexameren aufgebaut, die jeweils aus sechs Untereinheiten (je 75 kDa) bestehen (Markl &
Decker, 1992). Dagegen liegt das Hamocyanin der Mollusken als Hohlzylinder vor, dessen

Aufbau im néachsten Abschnitt genauer erlautert wird.

2. Das Hamocyanin der Mollusken — eine allgemeine Einfihrung

Das Mollusken-Hamocyanin éhnelt vom aktiven Zentrum her den Enzymen Tyrosinase (van
Gelder et a., 1997) und Catechol-Oxidase (Klabunde et al., 1998). Sowohl bei dem
Hamocyanin as auch bel desen Enzymen handelt es sich um Proteine mit einem Typ-3-
Kupferzentrum, die sich durch zwei Kupferatome auszeichnen (Gerdemann et al., 2002).
Vergleicht man deren Sequenz miteinander, so findet man die héchste Konservierung im
Bereich der Kupferbindungsstellen (van Gelder et a., 1997). Wie aus Abb. 1 deutlich
hervorgeht, zeigt auch die dreidimensionale Struktur deckungsgleiche Regionen. Einen
weiteren Hinweis auf die enge Verwandtschaft findet man in der schwachen Catecholase-
Aktivitat des Hdmocyanins von Octopus vulgaris (Salvato et al., 1998). Allerdings scheint die
Fahigkeit dieser Enzyme, Substrat zu binden, beim H&mocyanin verloren gegangen zu sein.
Dies kann durch die sterische Blockade von Resten erfolgt sein, die das aktive Zentrum
unzuganglich machten (Klabunde et al., 1998).

,(/ cuzs;ﬂ

Abb. 1: Vergleich der 3D-Strukturen

zweier Typ-3-Kupferproteine.

Die Catechol-Oxidase von Ipomea
batatas (ibCO) ist blau, die Hamocyanin-
Domane von Octopus dofleini (odgHC)
orange markiert. In a) ist das
Kupferbindungszentrum und in b) die
gesamte Tertidrstruktur der beiden
Proteine gezeigt (nach Gerdemann et al.,
2002).

Bel dem Hamocyanin der Mollusken handelt es sich bei einer Molekiilmasse von 4 Millionen
Dalton und einem Durchmesser von 35 nm um eines der grofden Proteine, die in der Natur
vorkommen. Die Grundeinheit dieses Hamocyanins ist ein Dekamer (Abb. 2), das durch
Zusammenlagerung Didekamere oder Multi-Dekamere bilden kann. Das Dekamer ist aus funf

Dimeren aufgebaut, die einen di-pentameren, ringférmigen Hohlzylinder bilden (Siezen &
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van Bruggen, 1974; Wichertjeset al., 1986; Miller et al., 1990; Lamy et al., 1993; Lambert et
al., 1994; Meissner et al., 2000). Das Monomer selbst bestent aus einer Polypeptidkette mit
einer Masse von 350 - 450 kDa, die wiederum in sieben bis acht funktionelle Doménen
(functional unit? FU) unterteilt ist. Diese werden vom N-Terminus zum GTerminus als
FU-a bis FU-g bzw. FU-h bezeichnet und sind Uber Linkerpeptide von 10 - 15 Aminosauren
miteinander verknUpft (Lang, 1988; Lang & van Holde, 1991). Die Untereinheiten ordnen
sich auf antiparallele Weise als Homodimere an, von denen sich funf wiederum zu einem
Dekamer zusammenlagern (Meissner et a., 2000). Diese Assoziation von Monomer zu Dimer
und von Dimer zu Dekamer erfordert meist das Vorhandensein von Magnesium-lonen (Miller
et a., 1998).

Mittels hochauflsender 3D-Rekonstruktion (12 A) wurde die Struktur des Didekamers einer
Isoform von Haliotis tuberculata (HtH1) aufgeklart (Meissner et al., 2000).

d) Untereinheit

a) Didekamer a .b G‘ e

Abb. 2: Verschiedene Strukturebenen des M ollusken-Hamocyanins.

a) Didekamere sind die Grundstruktur des Hamocyanins bei den Gastropoda und Bivalvia, wéhrend b) das Dekamer bei

Chitonen und Cephalopoden vorkommt. ¢) Das Dekamer besteht aus funf Dimeren, die jeweils aus zwei Untereinheiten
zusammengesetzt sind. d) Diese Untereinheit ist aus sieben bzw. acht funktionellen Domanen (a-h) aufgebaut.

(Nach Meissner et al., 2000 und Boisset & Mouche, 2000)
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Dabel sind die Domanen FU-a bis FU-f Bestandteile der Zylinderwand, wobei FU-abcd
peripher und FU-ef zentral im Dekamer liegen. Der Bereich des Kragerkomplexes wird von
den Domanen FU-g und FU-h geformt.

Innerhalb der Doméanen ist jedes der beiden Kupferatome (CuA und CuB) an drei
hochkonservierte Histidinreste gebunden (van Holde et al., 1992; Cuff et al., 1998; Miller et
al., 1998;). An dieses aktive Zentrum kann sich ein Sauerstoffmolekll reversibel anlagern.
Zudem konnen sich in den Doménen ene oder zwe Bindungsstellen fur
Kohlenhydratseitenketten befinden, die meist N-glykosidisch mit der Polypeptidkette
verknupft werden (Keller et a., 1999; Lieb et al., 1999, 2000) und sich anhand der Motive
NXS und NXT ablesen lassen. Der Anteil an Polysacchariden kann bis zu 9 % betragen (van
Holde, 1992; Stoeva et a., 1999). Die bisher untersuchten Kohlenhydratseitenketten sind
abhangig vom Organismus von unterschiedlicher Zusammensetzung. Bei dem Hamocyanin
von Megathura tuberculata, das aufgrund seiner immunstimulatorischen Eigenschaften eine
Rolle in der Immuntherapie spielt (Harris & Markl, 1999), wurde Mannose, Galactose, N-
Acetylglucosamin, N-Acetylgalactosamin und Fucose nachgewiesen (Stoevaet al., 1999) und
diverse Glycane in ihrer Struktur aufgeklart (Kurokawa et al., 2002). 3-O-Methylhexose und
Xylose treten zudem bei den Hamocyaninen von Helix pomatia (van Kuik et al., 1985;
Lommerse et al., 1997; Gielens et al., 2004) und Lymnaea stagnalis (van Kuik et al., 1986)
auf.

3. Die Genstruktur des Hamocyanins ist bei allen Klassen sehr ahnlich

Wie ein Vergleich der Genstruktur des Hamocyanins von der Schnecke Haliotis tuberculata
und der Krake Octopus dofleini gezeigt hat (Lieb et al., 2001), ist der Grundaufbau der beiden
Gene sehr dhnlich (Abb. 3).

Nach der Signalsequenz (51 und ) am N-Terminus folgen 14 bzw. 10 Exons, die
untereinander und teilweise auch innerhalb ihrer Sequenz durch Introns getrennt werden. Am
3'-Ende des letzten Exons liegt ein Stopcodon, an welches sich ein untrandatierter Bereich
(3UTR) anschliefdt. Dieser endet mit einem Polyadenylierungssignal, welches die
Polyadenylierungsstelle in der mRNA markiert.
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Haliotis tuberculata (HtH1)

S S A A & A f1 f, h 9 O h/3uTR1  3UTR.

b c d e

Octopus dofleini (OdH )

S S a bl €2 f1 f2 g/a‘ UTR1 3'UTR2

b, C d €1

Abb. 3: Genstruktur von HtH1 und OdHg.

Die Exons der verschiedenen FUs sind mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet. Interne Introns sind
schwarz, Linkerintrons grau narkiert. Ein dritter Typ von Introns ist grau-schwarz gestreift markiert. Das
Signalpeptid ist mit ,s', die untranslatierte 3'-Region mit ,3' UTR’ abgekuirzt. Nach Lieb et al. (2001).

Aufgrund ihrer Position werden die Introns in zwel verschiedene Typen unterteilt. Die
Introns, die sich zwischen den Exons zweier Doménen kefinden, werden als Linkerintrons
bezeichnet. Diese beginnen stets mit den Nukleotiden GT und enden meist mit dem Triplett
CAG. Zudem liegen dle Linkerintrons beider Organismen in Phase 1 vor. Ein wichtiger
Unterschied zwischen den beiden Genstrukturen ist die Lage der internen Introns. Diese
unterbrechen die codierende Sequenz einiger Doménen in mehrere Exons. Das betrifft bel
Haliotis die Doméanen HtH-a, HtH-f und HtH-g, wahrend bei Octopus die Domanen OdH-b,
OdH-e und OdH-f getrennt werden. Im Gegensatz zu den Linkerintrons sind die internen
Introns somit nicht auf bestimmte Positionen festgelegt und sie kommen zudem in alen drei
Phasen vor. Wie bei den Linkerintrons folgen Anfang und Ende fast aler interner Introns der
GT/AG-Regel. Ein dritter Typ von Intron befindet sich innerhalb des Signalpeptids,
zwischen diesem und FU-a und innerhalb des 3'UTR. Diese werden gesondert aufgefhrt, da

deren Zuordnung zu Linkerintrons oder internen Introns nicht geklart ist.

4. DieKristallstruktur der FU-g von Octopus dofleini und FU-e von Rapana

thomasiana erhellt die Beziehung zwischen Struktur und Funktion

Die Rontgenstrukturanalyse der C-terminalen Doméne FU-g von Octopus dofleini (Cuff et al.,
1998) lieferte eine detaillierte Vorstellung tUber die rdumliche Anordnung der Polypeptidkette
und kann aufgrund von Sequenzhomologien als Modell fur alle anderen Doménen

herangezogen werden. Dies ist mdglich, da nach Sander & Schneider (1991) strukturelle
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Homologie zwischen zwei Proteinen vorliegt, wenn die Ahnlichkeit der Sequenzen gleich
oder hoher der Homologieschwelle elner bestimmten Sequenzlénge ist. Diese Schwelle wird
mit Uber 40 % Sequenzidentitét, die FU-g von Octopus dofleini im Vergleich mit den FUs
anderer Mollusken-Hamocyanine aufweist, in jedem Fall Gberschritten Von neuerem Datum
ist die Strukturanalyse von der ,Wanddomane’ FU-e einer Schnecke, Rapana thomasiana
(Perbandt et al., 2003). Beide Kristallstrukturen sind in der Abb. 4 nebeneinander dargestellt.

Abb. 4: Kristallstruktur von RtH2-e (Rapana thomasiana) und OdH-g (Octopus dofleini).

a-Helikale Bereiche sind gelb dargestellt, b-Faltblattstrukturen blau markiert. Bei OdH-Q ist zusétzlich

eine Asparagin-verknuipfte Glykosylierung zu sehen. Nach Perbandt et al., 2003 und Cuff et al., 1998.

Beide FUs lassen sich in zwe strukturelle Doménen unterteilen: eine a-helikale
Kupferbindungsdoméane und eine finfstrangige b -Sandwich-Domane. Dabei stellt erstere
den hoher konservierten Bereich dar. Wie bereits erwahnt gibt es zwel
Kupferbindungsregionen CuA und CuB, in denen sich jewells drei Histidinreste befinden. Das
zweite Histidin der CuA bildet zudem eine Thioetherbriicke mit einem Cystein aus, de
womoglich  einen  entscheidenden Beitrag zur  kooperativen Modulierung  der
Sauerstoffaffinitét leistet (Gielens et al., 1997). Zudem findet man in alen untersuchten
Sequenzen zwel Disulfidbricken, die in unmittelbarer Nahe zu den Histidinen liegen. Die
erste Disulfidbriicke stabilisiert eine b-b-Haarnadelstruktur nahe der Kupferbindungsregion
CuA. Die zweite heftet eine Schleifenregion an eine a-Helix an, die zwei der drel Histidine

von CuB bereitstellt. Die Kristallstruktur von OdH-g weist noch eine weitere Disulfidbriicke
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im Bereich der b-Fdtblatt-Doméne auf, die allerdings nicht in jeder FU vorhanden ist und
somit offenbar keine essentielle Rolle bei der Sauerstoffbindung spielt (Topham et al., 1999).
Beim Vergleich zwischen den beiden Kristallstrukturen lassen sich markante Unterschiede
feststellen. Zum einen ordnet sich FU-g von Octopus dofleini im Kristall zu Dimeren an,
wahrend FU-e von Rapana thomasiana im Kristall einen reguléren Zylinder formen. Diese
unterschiedliche Zusammenlagerung im Kristall kann mit der strukturellen Organisation des
nativen Hamocyanin-Molekiils zusammenhangen. Zum anderen ist bel RtH-e ein Tunnd zu
erkennen, der von der Oberflache zum aktiven Zentrum fihrt. Da be RtH-e die
Strukturanalyse im desoxygenierten Zustand durchgeftihrt wurde, wdhrend bei OdH-g die
Domane in oxygenierter Form vorlag, lasst der Tunnel auf eine mdgliche Funktion bel der
Sauerstoffbindung schlief3en (Perbandt et al., 2003). Ein weiterer Unterschied ist die Lage der
Glykosylierungsstellen.

5. Der Biosyntheseort des Mollusken-Hamocyanins

Der Biosyntheseort des Hamocyanins ist bel den einzelnen Organismen verschieden.
Waéhrend das Hamocyanin von Octopus in den Branchialdrisen produziert wird, lauft die
Synthese bei Nautilus in der Mitteldarmdrise ab (van Holde & Miller, 1995). Neuere
Untersuchungen an Sepia zeigten, dass neben den Zellen in Branchialdrisen,
Branchialherzen und Mitteldar mdr Gise auch embryonische Blutzellen fur die Biosynthese
von Héamocyanin verantwortlich sind (Beuerlein et al., 2000; 2004). Fir einige
Lungenschnecken werden als Biosyntheseort die Rhogocyten (Porenzellen) vermutet, da in
diesen intrazellulére Hamocyanin-M ol ektile beobachtet werden konnten (Skelding & Newell,
1975; Sminia, 1977; Haszprunar, 1996). Diese Zellen wurden auch bel den marinen
Gastropoden Haliotis und Megathura gefunden. In-situiHybridisierungen an Haliotis
bestétigten, dass es sich bel den Rhogocyten tatsdchlich um den Produktionsort von
Hamocyanin handelt (Albrecht et al., 2001). Diese Zellen sind Uber das ganze Bindegewebe
verstreut und vollstdndig von einer extrazellularen Basallamina-dhnlichen  Struktur
umschlossen. Charakteristisch sind vesikulére Einstilpungen, die durch cytoplasmatische
Balken Uberbriickt werden und so eine Pore formen. Neuere Untersuchungen weisen darauf
hin, dass die Verfugbarkeit von Kupfer durch das Cu-spezifische Metallothiorein reguliert
wird, da dessen Genexpression auf die Rhogocyten beschrénkt ist (Chabicovsky et a, 2003).
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6. Besonderheiten des Hadmocyanins bei den verschiedenen Klassen

Dainnerhalb der Mollusken strukturelle Unterschiede im Aufbau des Hamocyanins auftreten,

wird im Folgenden auf die fir meine Arbeit relevanten Klassen genauer eingegangen.

6.1 Das Hamocyanin der Polyplacophoren liegt nur als Dekamer vor

Mikroskopische Aufnahmen des Hamocyanins der Kaferschnecken (Polyplacophora)

stammen von van Bruggen et a. (1981). Be diesem Hamocyanin handelt es sich um

Dekamere, bel denen sich die Kragenregion an einem der beiden Enden befindet (Lambert et
al., 1994b) und dem Molekil somit eine asymmetrische Form verleiht (Ryan et al., 1985).
Aus der molekularen Masse von 4,20 - 4,47 MDa schlossen Hamilton et al. (1989), dass die

Hamocyanin-Untereinheit der Chitonen aus acht funktionellen Doménen bestett. Das

Hamocyanin des Polyplacophoren Acanthochiton fascicularis(AcH) ist in Abb. 5 dargestellt.

Acanthochiton fascicularis

Abb. 5: Elektronenmikroskopische
Aufnahme wund Organisation der
Untereinheit des Hamocyanins von
Acanthochiton fascicularis.

Das Hamocyanin liegt ausschliefflich als
Dekamer vor. Die Seitenansicht ist mit
einem schwarzen Pfeil, die Aufsicht mit
einer Pfeilspitze markiert. Zudem besteht
eine Untereinheit aus acht funktionellen

Domanen.

(Diplomarbeit von Anja Fitsch, 2001)

Das Vorhandensein der C-terminalen FU-h wurde mittlerweile auch auf Sequenzebene

bestdtigt. Vollstandige Sequenzdaten eines Polyplacophoren-Hamocyanins liegen zurzeit

noch nicht vor, jedoch einzelne Teilsequenzen, die in unserem Arbeitskreis ermittelt wurden.
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6.2 Bei den Cephalopoden kann man zwe verschiedene Hamocyanin-Typen

unter scheiden

Hamocyanin as respiratorisches Pigment kommt bel adlen rezenten Kopffil3ern
(Cephalopoda) vor. Diese sind in zwei Subklassen untergliedert, den Nautiloidea und den
Coleoidea. Letztere bestehen aus den Ordnungen Sepioidea, Teuthoidea, Vampyromorpha
und Octopoda.

Bei den Cephalopoden kommt Hamocyanin in Form von Dekamerenvor (Cuff et al., 1998).
Diese bilden einen Hohlzylinder, der aus einer duf}eren Zylinderwand und einem im Inneren
gelegenen Kragen besteht (Lamy et al., 1993; Lambert et al., 1994; Lambert et al., 19953;
Mouche et al., 1999).

Anhand der bisherigen Untersuchungen an Cephalopoden-Hamocyanin konnen zwei
verschiedene Typen unterschieden werden (Abb. 6). Zum einen findet man in den Ordnungen
Vampyromorpha und Octopoda und bei der Subklasse Nautiloidea Dekamere, deren
Kragenregion nur von einer FU gebildet wird. Aufgrund dieser Architektur lassen sich
Rickschlisse auf eine Anzahl von sieben FUs in einer Untereinheit schlief3en, was fir das
Octopus dofleini-Hamocyanin (OdH) bereits anhand von Sequenzdaten bestétigt wurde
(Miller et al., 1998; Lieb et a., 2001). Das Fehlen der achten Doméane geht mit grof3er
Wahrscheinlichkeit aus einem sekundédren Verlust hervor. Dieser Typ des Cephalopoden
Hamocyanins zeichnet sich zudem durch sein Unvermodgen aus, stabile Untereinheiten
Dimere zu bilden (Bonaventura et a., 1981; van Holde & Miller, 1985). Bei den anderen
beiden Ordnungen der Coleoidea zeigt sich dagegen ein anderes Bild. Hier fuhrt eine
zusdtzliche Doméne zu einer aus zwei FUs bestehenden Kragenregion, die in ihrer
Lokalisierung nicht mit der C-teminaen Doméne in Octopus Ubereinstimmen. Zudem rufen
bestimmte Bedingungen stabile UntereinheitenDimere hervor, was ene Folge der
zusatzlichen FU sein kdnnte (Chignell et ., 1997).

Immunchemische Untersuchungen am Hamocyanin von Sepia officinalis (SoH) weisen auf
eine interne Verdopplung einer FU hin (Declercq et a., 1990; Vanderzande et al., 1990).
Beim Vergleich der einzelnen Doménen mit denen von Octopus dofleini zeigte sich, dass die
FUs SoH-abcd den OdH-Domaénen gleicher Position entsprechen. Ebenso weisen die drei C-
terminalen FU’s ein enges Verwandtschaftsverhdtnis auf. Zur finften Doméne in SoH findet
man dagegen kein Analogon bei Octopus, weshalb diese auch als SoH-s fur ,Sepia‘ oder
»Spezial“ bezeichnet wird (Declercq et al., 1990; Loncke et al., 1990; Miller et a., 1998).
Allerdings konnte eine immunol ogische Verwandtschaft mit der benachbarten Doméne SoH-d

nachgewiesen werden (Loncke et al., 1990). Somit ist die zusédtzliche Doméne von Sepia klar
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von den acht Doménen der Gastropoden zu unterscheiden; se ist vermutlich nach dem
Verlust der FU-h innerhadb der Cephaopoden durch interne Verdopplung von SoH-d
entstanden.

Octopus-Typ

Ol

Abb. 6: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des H&mocyanins und dessen Organisation der
Untereinheit vom Octopus-Typ und Sepia-Typ.

Links sind die Hamocyanine von Vampyrotheutis und Benthoctopus zu sehen, deren Kragenregion sich

deutlich von dem rechts dargestellten Sepia-Hamocyanin unterscheidet. Grund hierfir ist die zusétzliche FU

bei Sepia, die aus Duplikation von SoH-d hervorgegangen ist. EM -Aufnahmen aus Mouche et al., 1999.

Sequenzanalysen an Octopus dofleini-Hamocyanin zeigten das Auftreten von zwel |soformen
OdHa und OdHg, die eine Identitét von %6 % aufweisen (Lang, 1988; Lang & van Holde,
1991; Miller at al., 1998). Wahrend die sehr hohe Ubereinstimmung der Aminosauresequenz
eher fir zwel Allele spricht, konnten auf genomischer Ebene deutliche Unterschiede in den
Intronl&ngen nachgewiesen werden (Miller & van Holde, 2003). Von OdHg liegt die
komplette Sequenz der Hamocyanin-Untereinheit vor. Zwischen den einzelnen FUs liegt die
Identitdt zwischen 41% und 45%, wobel die hochste Variabilitdt im Bereich der
Linkerpeptide vorzufinden ist (Miller et al., 1998). Zudem kommen in der Sequenz sieben
potentielle Glykosylierungsstellen vor. Ebenfalls zwei 1soformen besitzt das Hdmocyanin von
Sepia officinalis (Préaux et al., unveroffentlicht), die eine Ubereinstimmung von 82 %

aufweisen
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6.3 Das Hamocyanin der Gastropoden bildet Didekamere und M ulti-Dekamer e aus

Die Hamocyanine der Schnecken (Gastropoda) treten hauptséchlich als Didekamere mit einer
Molekilmasse von 8 Millionen Dalton auf (Abb. 7). Auch hier wird das Dekamer von einer
Zylinderwand aus den FUs abcdef und einer Kragenregion gebildet, wobei letztere von den
Doméanen g und h geformt wird (Lieb et al., 1999). Im Gegensatz zu den Cephalopoden ist der
Kragen peripher angeordnet und verleiht dem Dekamer somit eine Asymmetrie, indem man
eine Kragenseite und eine offene Seite unterscheiden kann (Harris et al., 1992; Orlova et al.,
1997; Meissner et a., 2000). Lagern sich nun zwei dieser Dekamere zusammen, so geschieht
dies mit der offenen Seite (Terwilliger et a., 1988; van Holde et a., 1992; Herskovits &
Hamilton, 1991; Lambert et al., 1995b; Lambert et al., 1995c). Bel einigen marinen
Gastropoden treten zudem tubulére Multi-Dekamere auf (Abb. 7), bel denen sich mehrere
Dekamere mit der offenen Seite an ein zentrales Didekamer anlagern (Herskovitz &
Hamilton, 1991; Markl et al., 1991; Lieb et a., 2004).

Bei GastropodentHamocyaninen findet man je nach Spezies entweder eine Form oder zwel
bis drei Isoformen. Wahrend das Hamocyanin des Seehasen Aplysia californica (AcH) nur als
eine Form vorliegt (Herskovits et al., 1995; Lieb et a., 2004), unterscheidet man bei der
Schlussellochschnecke Megathura crenulata KLH1 und KLH2 (Senozan et al., 1981;
Senozan & Briggs, 1989; Gebauer et al., 1994; Swerdlow et al., 1996; Sohngen et al., 1997;
Harris & Markl, 1999), beim Seeohr Haliotis tuberculata HtH1 und HtH2 (Keller et a.,
1999; Lieb et al., 1999) und bei Rapana thomasiana RtH1 und RtH2 (Idakieva et al., 1993;
Gebauer et d., 1999). Ba Helix pomatia (HpH) und Helix aspersa (HaH) geht man sogar
von drei Isoformen aus (van Breemen et al., 1975; Gielens et a., 1987; Gielens et al., 1990).
Im Gegensatz zu Octopus und Sepia zeigen die beiden Isoformen bei Megathura bzw.
Haliotis eine deutlich geringere Sequenzidentitét von nur 65 % (Lieb et al., 2000).



EINLEITUNG 12

100 nm

. O
.+ O - @09
—

(o)
9

e
e
_ — i
——

Haliotis tuberculata Aplysia californica
Megathura crenulata
Rapana thomasiana

(Helix pomeatia)

Abb. 7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Organisation der Untereinheit des Hamocyanins
von Megathura crenulata und Apylysia californica.

Links ist das Hamocyanin von Megathura crenulata zu sehen, wobei das erste EM-Bild von KLH1 und das
zweite von KLH2 stammen. Wahrend KLH1 hauptséchlich als Didekamer (schwarzer Pfeil) vorliegt, bildet
KLH2 auch lange Multi-Dekamere (weil3er Pfeil) aus. Das Vorkommen von zwei Isoformen ist bei den
Gastropoden haufig. Dagegen tritt bei Aplysia californica nur eine Form auf. Im Elektronenmikroskop
beobachtet man dort neben Didekameren ebenfalls Multi-Dekamere.

6.4 Hamocyanin kommt auch bei Protobranchia vor

Innerhalb der Klasse der Muscheln (Bivalvia) tritt Hamocyanin nur bei den Protobranchia auf.
Die anderen Unterklassen besitzen entweder Hamoglobin oder verfigen Uber kein
respiratorisches Protein (van Holde & Miller, 1995). Allerdings wurde auch innerhalb der
Protobranchia, namlich bei der Gattung Yoldia, in den Kiemen eine hohe Konzentration an
intrazelluldrem Hamoglobin gefunden, das mdoglicherweise unter sauerstoffarmen
Bedingungen den aeroben Metabolismus durch Speicherung von Sauerstoff unterstiitzt (Stead
et a., 2003). Nichtsdestotrotz wird vermutet, dass das urspringliche Atmungspigment der
Bivalvia Hamocyanin ist (Mangum, 1992), zumal die Protobranchia as , lebende Fossilien®
gelten

Hamocyanin in der Hamolymphe der Protobranchia wurde zum ersten Mal von Morse et al.
(1986) bei Acila castrensisund Yoldia limatula beschrieben und spéter auch bei weiteren
Fiederkiemern nachgewiesen (Mangum et al., 1987; Terwilliger et al., 1988; Herskovits et al.,
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1991; Lambert et al., 1995b). Das Hamocyanin der Bivalvia liegt in Form von Didekameren
vor, die aus einer zylindrischen Wand und zwei Kragenkomplexen an beiden Enden des
Zylinders bestehenund somit dem Gastropoden-Hamocyanin gleicht (Terwilliger et al., 1988;
Lambert et a., 1995b). Auf Sequenzebene lagen zu Beginn meiner Doktorarbeit keine Daten
bis auf die in meiner Diplomarbeit ermittelten Teilsequenzen vom Hamocyanin der Bivalvia
Vor.

7. Ziel der Arbeit

Ein Ziel meiner Doktorarbeit war die vollstdndige Sequenzierung des Hamocyanins des
Protobranchiers Nucula nucleus (NnH) als Fortsetzung meiner Diplomarbeit. Das I nteresse an
diesesm Hamocyanin bestent vor adlem darin, dass bisher wie ewdhnt noch keine
Sequenzdaten von einem Muschel- Hdmocyanin vorliegen Durch einen Sequenzvergleich mit
den Hamocyaninen der Schnecke Haliotis tuberculata und des Cephalopoden Octopus
dofleini erhofften wir uns Aufschluss Uber die phylogenetische Beziehung zwischen den drei
Klassen. Weitere Fragen wurden durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen des
Muschel-Hamocyanins aufgeworfen, da es in saner Quartérdruktur eher dem der
Gastropoden als dem der Cephalopoden entspricht. Dieser morphologischen Arbeiten (z.B.
Stasek, 1972) widersprechende Befund sollte anhand der Hamocyanin-Sequenz naher
analysiert werden.

Eine zweite Aufgabe meiner Arbet lag in der Untersuchung des Nautilus pompilius-
Hamocyanins (NpH). Bei diesem Organismus handelt es sich ebenfalls um en ,lebendes
Fossil”, und er ist aufgrund seiner Urspringlichkeit ein gefragtes Versuchsobjekt bei
phylogenetischen Analysen. Zu Beginn meiner Arbeit waren vom Nautilus-Hamocyanin
keine Sequenzdaten vorhanden; die bisherigen Untersuchungen erfolgten ausschliefdlich auf
elektronenmikroskopischer und biochemischer Ebene. Ein Vergleich der dreidimensionalen
Struktur mit anderen Cephal opoden-Hamocyaninen zeigte eine groRRe Ahnlichkeit zwischen
dem Nautilus pompilius- und dem Octopus dofleini-Hamocyanin, obwohl beide Kopffllier zu
verschiedenen Subklassen gezéhlt werden. Dagegen weicht die Quartérstruktur des
Hamocyanins von Octopus dofleini und Sepia officinalis wie erwdhnt deutlich voneinander
ab, obwohl beide der Subklasse Coleoidea angehdren Inwieweit die
Verwandtschaftsbeziehung innerhalb der Cephalopoden auf Ebene der Hamocyanin
Sequenzen aufgel dst werden kann, sollte die Untersuchung an Nautilus pompilius zeigen.
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B Material und Methoden

1. Tiere

1.1 Nautilus pompilius

Cephalopoden gehdren zu der am héchsten entwickelten Gruppe der Mollusken. Sie leben
ausschlieffdlich marin und sind in allen Ozeanen zu finden. Trotz vieler fossiler Belege mit
Uber 10000 Arten umfasst die heute noch lebende Fauna nur noch etwa 700 Spezies. Die
einzigen Uberlebenden Gattungen mit einer &ufleren Schale sind Nautilus und Allonautilus.
Die anderen KopffulRer gehdren zur Subklasse Coleoidea und besitzen entweder eine
modifizierte innere Schale oder haben diese géanzlich verloren.

Nautilus pompilius (,,Perlboot”) gehort innerhalb der Klasse der Cephalopoden zu der
Subklasse Nautiloidea. Diese wird von der Ordnung Nautilida gebildet, die aus einer
einzigen Familie, den Nautilidae, besteht. Die Gattung Nautilus umfasst finf Arten, zu
denenauch Nautilus pompilius gehort (Saunders, 1987).

Die zweite Gattung Allonautilus mit einer Art, die auffallende morphologische Unterschiede
aufweist, wird zusammen mit der Gattung Nautilus zu den Vierkiemern (Nautiloidea)
zusammengefasst (Bonnaud et al., 2004). Die zweite Subklasse der Kopffulder wird als
Zweikiemer (Coleoidea) bezeichnet, zu denen
Kraken, Kalmare und Sepien gehoren.

Die Nautili snd heute nur noch in den
Gewassern des tropischen Westpazifiks zu
finden, wo siein Steilhangen von Korallenriffen
leben. Wahrend sie sich in ihren Ruhephasen in
efwa 400 - 500 m Tiefe aufhalten steigen die
Nautili in der Nacht in hohere Wasserschichten

zur Beutegjagd auf.

Nautilus pompilius, das Gemeine Perlboot, ist !
T . . Abb. 8: Nautilus pompilius
die haufigste und am weitesten verbreitete Art der

Das Foto stammt aus der Quelle:

Gattung, deren  Mitglieder anhand von oublish.uwo.cal ~ifstaplel
Gehausemerkmalen unterschieden werden (Abb.
8). N. pompilius ist an dem geschlossenen Umbilicus (lat. ,Nabel) zu erkennen, der einen

silbernen und schwarz glanzenden Fleck bildet. Im Unterschied zu der Gastropodenschale ist
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das Gehéuse der Perlboote in Kompartimente unterteilt und mit Gas gefiillt, wobel das Tier
nur in der uf¥ersten (jungsten) Kammer sitzt. Die Verbindung zwischen den Kammern wird
durch eine Rohre und einen Gewebestrang, den Siphunculus, geschaffen. Dieser kontrolliert
den Auftrieb, indem er Gas absorbiert oder in die Kammer abgibt. Die Perlboote schwimmen
mit einer schaukelnden Bewegung, wobei ihnen ein Trichter als Antrieb dienen kann. Dieser
besteht aus einem eingerollten, muskuldsen Hautlappen, dessen Rander nicht verwachsen
sind. Durch einen gerichteten Wasserausstol3 durch den flexiblen Siphon kbnnen sich de
Tiere in ale Richtungen fortbewegen. Sie besitzen bis zu hundert saugnapflose Tentakel, die
in zwei Krénzen um die Munddffnung stehen. Diese kénnen auch bel Nicht-Gebrauch in eine
sack-ahnliche Hulle zurtickgezogen werden. Im Gegensatz zu Kraken und Kamaren ist der
optische Sinn bel den Nautili nur schwach ausgebildet. Das einfache Auge vom
Lochkameratyp besitzt keine Linse und ist mit dem Wasser Uber ein enges Loch direkt
verbunden Aufgrund des schlechten Sehens nehmendie Perlboote ihre Beute moglicherweise
Uber chemische Reize war. Nautili sind Réuber, die hauptsachlich Crustaceen und kleine
Fische jagen Zudem erndhren sichdie Tiere von Aas jeder Art, finden aber auch in Exuvien
die fur sie wichtigen Nahrstoffe. Sie selbst fallen Drickerfischen, die mit ihrem méachtigen
Gebiss die Nautilus-Schale zerbeiRen konnen, und anderen Riffbewohnern zum Opfer. Auch
Kraken machen Jagd auf Nautilus und bohren seine Schale an, um ihn anschlief3end mit
Verdauungssaft zu 1d8hmen.

Unser Versuchstier stammte aus der Arbeitsgruppe von Prof. Schipp vom Institut for
Allgemeine und Spezielle Zoologie der Justus-Liebig-Universitét in Giessen. Das Gewebe
wurde in unserem Ingtitut bel -80 °C in der Gefriertruhe gelagert, die Hamolymphe bei -4 °C
aufbewahrt.

1.2 Nucula nucleus

Die Untergliederung innerhalb der Klasse der Muscheln ist heute immer noch ein vie
diskutiertes Thema und es wurden bisher vielerlei unterschiedliche Einteilungen
unternommen. Die folgende ist die am meisten anerkannte, die auf morphologischen
Untersuchungen basiert. Hierbei werden die Bivalvia in funf Subklassen differenziert:
Protobranchia, Pteriomorpha, Paleoheterodonta, Heterodonta und Anomalodesmata.

Nucula nucleus gehort zu der as sehr urspriinglich geltenden Subklasse Protobranchia.
Diese umfasst die beiden Ordnungen Solemyoida und Nuculoida, wobei letztere aus den

Superfamilien Nuculanoidea und Nuculoidea besteht. Innerhalb der Nuculoidea gibt es
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neben den Pristoglomidae die Familie der Nuculidae. Eine der drei Gattungen von den
Nuculidae ist Nucula, aus der die Art Nucula nucleus hervorgeht.

Die Protobranchia umfassen mehr als 600 Spezies und gehtren unter anderem zu den
stammesgeschichtlich &ltesten Muscheln in der Tiefsee (Taylor et a., 1995). Sie heben sich
von den anderen Subklassen der Bivalvia durch die Form ihrer Kiemen ab, deren paarige
Fiederkiemen jeweils aus einem Schaft mit mehreren Kiemenblé&ttchen bestehen Es sind
relativ kleine Muscheln, die sehr konserviert in ihrer Form sind. Diese Gruppe ist von
besonderem ©kologischen Interesse, da ihre Erndhrung und Fortbewegung die
Sedimentstruktur ~ beeinflusst. Das  lecithotrophe  Larvenstadium  Pericllymma
(Hullglockenlarve), bei dem sich die Larve nur von Dotter erndhrt, ist einzigartig unter den
Muscheln. Die Lebenserwartung betrégt etwa ein bis zwei Dekaden, wobel Tiefseebewohner
auch langer leben kénnen. Am Boden lebende Fische, Seesterne und Gastropoden sind die

Hauptfeinde der Protobranchia.

Abb. 9: Muschelschale von Nucula nucleus
Links ist die AuRenansicht, rechts das
Schal eninnere abgebildet. Die Fotos stammen

’&‘r{"“'-

ausfolgender Quelle:

& www.eumed.net/mal akos/I mages/

Nucula_nucleus.jpg

Nucula nucleus die Gemeine Nussmuschel, kommt in der Nordsee, im Ostatlantik von
Norwegen bis ins Mittelmeer, im schwarzen Meer und in Westafrika vor (Abb. 9). Dort lebt
die Muschel dicht unter der Oberflache des Meeresbodens in grobem Sand und Schlick in
einer Tiefe von 10-1000 m, wobei sie vielen Plattfischen als Nahrung dient. Ahnlich wie
Schnecken besitzt Nucula einen echten Kriechful3. Als Anpassung an den weichen Boden ist
ihre Ful3sohle an der Endscheibe gezackt. Wird der Fuf3 in den Boden gestol3en und schwillt
dort mittels des Blutdrucks an, so wirkt er wie ein Anker und der Korper kann nachgezogen
werden. Die Nahrungsaufnahme erfolgt hauptsachlich Gber Mundlappentaster, bei denen es
sich um bewimperte Fortsétize der Mundlappen handelt. Mit ihnen nimmt die Muschel
Protozoen Eier, Larven, Algen, aber auch Detritts auf, was anschlielend Uber eine
Wimpernrinne zur Mundoffnung gelangt. Zudem filtert sie durch Wimpernschlag
Nahrungspartikel aus dem am Vorderende eintretenden Wasserstrom, der dann weiter durch
die Mantelhohle flief3t und am Hinterende ausgestof3en wird.
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Die hier verwendeten Organismen stammten von der biologischen Station in Roscoff
(Frankreich), wo sie an der Atlantikklste gedretscht wurden. Sie wurden in unserem Institut

bei -80 °C in der Gefriertruhe gelagert.

2. Verwendete Chemikalien und Geréate

Die hier verwendeten Laborchemikalien, die in Analysequalitdt erhalten wurden, stammten
von den Firmen Roche (Mannheim), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco Life Technologies
(Karlsruhe), ICN Biomedicals (Meckenheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen). Handelslbliche Petrischalen wurden von Greiner
(Frickenhausen) bezogen, Kunststoffrohrchen mit Schraubdeckel (sogenannte ,,Falcons®) von
Falcon (Heidelberg). Standardlaborgerdte stammten von Labotec (Wiesbaden). Wenn nicht
anders angegeben, wurden alle Zentrifugationen in einer kiihlbaren Mikroliter-Tischzentrifuge
(Centrifuge 5417 R; Eppendorf, Hamburg) oder bel groReren Volumina in einer
Tischzentrifuge (Heraeus, Fulda) durchgefuhrt. Falcons wurden in einer kuhlbaren
Megafuge 1.0 R (Heraeus, Fulda) zentrifugiert. Zudem wurde eine Sorvall Kihlzentrifuge
(RC5B) mit unterschiedlichen Rotoren benutzt. Zur Auswertung von Agarosegelen wurden
UV-Transilluminatoren der Wellenlangen 366 nm und 254 nm von Bachofer (Reutlingen)
verwendet. Als Photometer diente das, BioPhotometer’ der Firma Eppendorf (Hamburg). Der
fir Gewebepraparation eingesetzte Ultra-Turax wurde von der Firma Jahnke und Kunkel
(Staufen im Breisgau) bezogen. Dartiber hinaus verwendete Chemikalien und Gerédte werden
an gegebener Stelle im Text erwahnt.

3.  Allgemeine Vorsichtsmal3®hahmen

Fur alle molekular- und mikrobiologischen Arbeiten wurden autoklavierte (1 bar Uberdruck,
120 °C, 30 min) Gerédte verwendet. Ebenso wurde autoklaviertes, entmineralisiertes Wasser
benutzt, mit dem auch alle Losungen angesetzt wurden. Um eine Kontamination mit RNasen
zu vermeiden, wurden fir ale Arbeiten mit RNA bidestilliertes, mit DEPC (Diethyl-
pyrocarbonat) behandeltes H,O sowie gestopfte Pipettenspitzen und Latex-Handschuhe
verwendet. Zum verbesserten Schutz vor Ethidiumbromid wurden im Umgang mit den

entsprechenden Gelen Handschuhe aus Nitril benutzt.
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4.  Allgemeine mikrobiologische Methoden

4.1 Nahrmedien und Agar platten

L B-Medium (pro Liter)

LB-Agar (pro Liter)

NZY-Medium (pro Liter)

NZY-Agar (pro Liter)

NZY-Topagar (pro Liter)

SM -Medium (pro Liter)

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

10 g Tryptone
pH 7,0

20 g Agar-Agar
ad 1L LB-Medium

5g NaCl

2gMgSO, x 7 H,0

5 g Hefeextrakt

10 g NZ-Amine (Caseinhydrolysat)
pH 75

15 g Agar-Agar
ad 1L NZY-Medium

7 g Agarose
1L NZY-Medium

5,8 g NaCl
20gMgSO, x 7 H,O
50 ml 1M TrigCl

5 ml 2% (w/v) Gelatine

Unmittelbar nach der Herstellung wurden alle Medien autoklaviert (1 bar Uberdruck, 120 °C,

30 min). Zum Gieffen von Agarplatten wurden die Agar-Medien-Losungen auf 55°C

abgekuhlt, bevor die Petrischalen damit etwa zur Halfte geflllt wurden. Der Durchmesser der

kleinen Plattenbetrug 85 mm und der der grof3en Platten 145 mm.

Um ean sdektives Wachstum bestimmter resistenter Bakterienstdmme oder Transformanten

zu begunstigen, wurden die (Agar-)Medien mit Antibiotika versetzt. Da diese Wachstums-

inhibitoren temperatursensitiv sind, wurden diese nach dem Autoklavieren zu den auf etwa

55 °C abgekiihlte Medien gegeben Folgende Endkonzentrationen der Antibiotika wurden

verwendet:

Tetracyclin 50 pg/ml
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 12,5 pg/ml
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Fiir die Blau-Weiss-Selektion wurde der 1 Liter LB-Agar mit 0,5 mM IPTG (Isopropyl-p-D-
Galactosid) und 80 pg/ml X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl--D-Galactosid) versetzt,
anschlieBend autoklaviert und mit einem entsprechenden Antibiotikum in Petrischalen gefiillt.
Die gefiillten Petrischalen wurden bei 4 °C im Kihlraum und die Néhrmedien bei

Raumtemperatur dunkel gelagert.

4.2 Bakterienstimme, Phagen und Vektoren

Bakterienstimme
E. coli XL1-blue MRF’ (Stratagene, Heidelberg)
E. coli XLOLR (Stratagene, Heidelberg)

Phagen
A-Phage (Stratagene, Heidelberg)

Ex Assist™ Helper Phage (Stratagene, Heidelberg)

Vektoren
ZAP Express™II Vektor (Stratagene, Heidelberg)

pGEM-T™ (Promega, Mannheim): 3kb; Ampicillin-Resistenz; multiple cloning site; lacZa-
Gen
pGEM-T Easy ™ (Promega, Mannheim): siche pGEM-T

TOPO TA™ (Invitrogen™; Groningen, NL): pCR™4-TOPO 4 kb; Kanamycin- und
Ampicillin-Resistenz; multiple cloning site; lacZa-Gen
TOPO XL™ (Invitrogen™; Groningen, NL): pCR™-XL-TOPO 3,5 kb; Kanamycin- und

Zeocin-Resistenz; multiple cloning site; lacZa-Gen



MATERIAL UND METHODEN 20

4.3 Bakterienkulturen

Glycerinkultur

Um Bakterien dauerhaft aufzubewahren, wurden diese bei —80 °C in der Gefriertruhe
gelagert. Dazu wurden 500 pl einer Ubernachtkultur mit dem gleichen Volumen an 10 %iger

Glycerinlésung versetzt und die Probe anschlief3end eingefroren.

Plattenkultur

Die Bakterien einer Glycerinkultur wurden mit einer ausgeglihten Platindse auf einer
Agarplatte ausgestrichen, die zuvor mit dem geeigneten Antibiotikum versetzt wurde. Diese
wurde anschlieffend bei 37 °C im Brutschrank Uber Nacht inkubiert. Die mit Parafilm
luftdicht verpackt Platte wurde danach bel 4°C gelagert und war fir mehrere Wochen

verwendbar.

Fliussig- / Ubernachtkultur

Um eine Flussigkultur herzustellen, wurden eine Bakterienkolonie von einer Plattenkultur mit
einer sterilen Impfose oder Pipettenspitze gepickt und diese in 3 — 50 ml des geeigneten
Kulturmediums gegeben. Anschlieffend wurde der Ansatz bei 37 °C Uber Nacht bei 220 Upm
geschuttelt.

Die Zugabe von Antibiotikum hing von dem jeweiligen Verwendungszweck ab und wird in

den einzelnen Abschnitten entsprechend aufgefuhrt.

MgSO,-Kultur von Bakterienstammen

Von einer Platten bzw. einer Glycerinkultur wurde eine Bakterienkolonie gepickt und in ein
N&hrmedium aus 30 ml LB-Medium, 0,2 % (w/v) Maltose, 10 mM MgSO, und Tetracyclin
(50 pg/ml) Ubertragen. Die Fissigkultur wurde Uber Nacht bei 37 °C in enem
Schittelinkubator (200 Upm) wachsen gelassen bis ein Extinktionswert grof3er eins (bel
600 nm) gemessen wurde. Anschlief3end wurde die Kultur 10 min bei 2400 rpm (~ 1000 x Q)
und 4°C in der Heraeus-Zentrifuge pelletiert. Das Bakterienpellet wurde mit einem halben
Volumen der Ausgangsmenge in 10 mM MgSO, resuspendiert und die optische Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von 600 nm (ODggo) in einem Spektrophotometer (Ultraspec® Plus;
Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Als Referenz wurde bakterienfreies MgSO,4 verwendet. Ein
ODgoo-Wert von 1 entsprach dabei ~8 x 108 E. coli-Bakterien. Die Suspensionen wurden bei
4 °C gelagert.



MATERIAL UND METHODEN 21

Kompetente Bakterien

Die Herstellung der kompetenten Bakterien erfolgte nach der CaCl,-Methode (Cohen et al.,
1972). Der erste Schritt bestand im Ansetzen einer Ubernachtkultur, wozu eine Kolonie des
Escherichia coli-Bakterienstammes XL1-blue von einer vorhandenen Masterplatte gepickt
wurde. Die Zugabe des Antibiotikums Tetracyclin verhinderte das Wachsen unerwinschter
Bakterien, die im Gegensatz zu XL1-blue keine Tetracyclinresistenz besal3en. Dieser Ansatz
wurde Uber Nacht bei 37 °C in den Schittler gestellt. Am nachsten Tag wurde ein Aliquot der
Ubernachtkultur im Verhaltnis 1:100 in LB-Medium aufgenommen und so lange bei 37 °C
geschiittelt, bis sich ein OD-Wert von etwa 0,2 bei einer Wellenlange von 600 nm
photometrisch einstellte. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Bakterien in ener
logarithmischen Wachstumsphase, in der man sie gut aufnahmefahig machen konnte.
Anschlielend wurden die Bakterien bei 3500 rpm fir 5 min zentrifugiert (Sorvall® RC-5B;
Du Pont Instruments, Bad Homburg) und das Pellet in 20 ml eiskatem 0,1M MgCh
resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Bakterien in
0,1 M CaCl, aufgenommen und fir mindesters eine halbe Stunde auf Eis quellen gelassen.
Dabel quollen die Bakterien durch Destabilisierung der Membran auf, so dass ein gewisser
Prozentsatz das gewlnscht Plasmide aufnehmen konnte. Die Bakterien waren nun so
vorbehandelt, dass sie fur die Transformation eingesetzt werden konnten. Bei 4 °C konnten

die kompeterten Bakterien bis zu einer Woche aufbewahrt werden

5.  Allgemeine molekularbiologische Methoden

5.1 Phenol/Chlor ofor m-Extr aktion von Nukleinsduren

Die Phenol/Chloroform-Extraktion wird verwendet, um Proteine und einzelne Nukleotide aus
einer Losung von Nukleinsduren und Proteinen zu entfernen.

Dazu wurde zu der zu reinigenden Probe das gleiche Volumen eines 1:1 Phenol/Chloroform
Gemisches gegeben, anschlief3end durch Vortexen grindlich gemischt und bei 1000 x g fur
2 min zentrifugiert. Nach dieser Phasentrennung war eine milchige Interphase zu erkennen, in
der sich die Proteine befanden. Die in der wéssrigen Phase befindlichen Nukleinsduren
wurden in ein neues Gefal3 Uberfiihrt. Um sicher zu stellen, dass keine Proteine mehr in der
Losung vorhanden waren wurde der Schritt wiederholt. Das restliche Phenol wurde durch
Alkohol-Féllung entfernt.
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5.2 Prazipitation von Nukleinsduren mit Ethanol

Dieses Verfahren dient der Reinigung von Nukleinsduren in Lésungen. Die Zugabe von
Alkohol in Gegenwart hoher Konzentrationen an monovalenten Kationen (0,1 - 0,5 M) fihrt
zur Pazipitation der Nukleinsaure-Molekile. Dabei bleiben Salze und Nukleotide in Lésung.
Zudem kann diese Methode zur Entfernung von Phenolresten angewendet werden.

Die zu féllende Nukleinsdure-Ldsung wurde mit einer 5 M Natriumchlorid-Stammldsung so
gemischt, dass diese eine Endkonzentration von 0,2 M besal3. Danach wurden 2 Volumen an
100 %igem Ethanol bzw. ein Volumen an Isopropanol zugegeben Die Prazipitation erfolgte
entweder bei -70 °C fur 30 min oder Uber Nacht bei -20 °C. AnschliefRend wurde die Probe
bei 4°C fur 30 min bei 20.000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde vollstandig getrocknet
und dann in einem geeigneten Puffer (z.B. TE-Puffer) resuspendiert.

5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Messung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgt photometrisch (Bio-Photometer;
Eppendorf, Hamburg) und beruht auf der Extinktion der Stickstoff-Basen bei 260 nm.
Jeweils eine Einheit entsprach dabei:

ds DNA 50 pg/ml

ss DNA 37 pg/ml

ss RNA 40 pg/ml

Durch die Ermittlung der Extinktionswerte bei 230 bzw. 280 nm kann man die
Verunreinigung der Probe mit Polysacchariden bzw. Proteinen ermitteln. Bel guten RNA-
Praparationen liegt das Verhdtnis der Extinktionswerte von 260/230 nm bzw. 260/280 nm bel
1,8-2,0.

Fir eine schnelle Abschdtzung der DNA-Konzentration konnte ein Dot-Test durchgefuhrt
werden. Dazu wurde in eine Petrischale eine 1 %ige Agaroselésung gegeben Jeweils 1 pl
einer Reihe von DNA-L6sungen bekannter Konzentrationen und 1 pl der zu bestimmenden
Probe wurden auf das Gel getropft. Nach 10mindtiger Inkubation wurde das Gel unter UV-
Durchlicht betrachtet und die DNA-Menge im Vergleich zur Eichreihe abgeschétzt.

5.4 Plasmidisolierung

Zur Isolierung des Plasmids aus der Bakterienzelle wurde das E.Z.N.A. Plasmid Miniprep

Kit I (peglab, Erlangen) verwendet und nach dessen Arbeitsanleitung verfahren. Dieses Kit
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beruht auf der alkalischen Lyse (Birnboim & Doly, 1979) und der reversiblen Bindung von
DNA an die Silikamembran eines Zentrifugensaulchens.

Von der Ubernachtkultur wurden 1,5 pl entnommen und in ein Eppendorf-Gefal? gefiillt. Die
Bakterien wurden dann 2 min bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert und das Pellet
durch Zugabe zweier Losungen lysiert. Anschliefend wurde das Lysat mit einer dritten
Losung neutraisert und der bakterielle Niederschlag fur 10 min bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein Zentrifugensiulchen
gegeben, an dessen Silikamembran die Plasmid-DNA reversibel gebunden wurde. Durch
Waschen der Saule wurden Proteinkontaminationen entfernt. Nach  einem
Zentrifugationsschritt zum Trocknen der Saule wurde die Plasmid-DNA in 50 pl Wasser
eluiert. Die DNA-K onzentration wurde anschlief3end photometrisch bestimmt.

5.5 Restriktionsverdau

Um zu Uberprifen, ob das Insert in das Plasmid ligiert wurde, wird der Vektor auf beiden
Seiten der Insertionsstelle geschnitten. Als Werkzeug dienen dazu Restriktionsenzyme des
Typs |1, die den Doppelstrang innerhalb einer fir sie spezifischen Sequenzabfolge spalten.
Bel dieser Erkennungssequenz handelt es sich meist um ein Palindrom aus vier bis sechs
Nukleotiden. Die zu verwendenden Restriktionsenzyme richten sich jewells nach den
multiplen Restriktionsstellen des Vektors.

Der Grofdeil der verwendeten Restriktionsenzyme wurde von der Firma Stratagene
(Heidelberg) bezogen. Sowohl der Vektor pCR®4-TOPO als auch der Vektor pCR®-XL-
TOPO konnten einem Einfachverdau mit EcoR | unterzogen werden. Fir den Verdau wurde
folgender 10 pl Standard-Restriktionsansatz pipettiert:

2 yl Plasmid-DNA (~ 400 ng)

0,5 pl Restriktionsenzym (2-10 U)

0,5- 2 pl 10 x Universal-Puffer (gemal3 der Herstellerangabe)
auffullen mit bidest. H,O auf 10 pl

Die Plasmid-DNA wurde fur mindestens zweal Stunden im Brutschrank bei 37 °C verdaut. Die

Auswertung des Verdaus erfolgte im Anschluss durch Gelelektrophorese.
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5.6 Gelelektrophorese

DNA-Gelelektrophorese

Bendtigte L ésungen:

10 x TBE-Puffer 0,9 M TrigCl

0,9 M Borsaure

20 mM EDTA
10 x Probenpuffer 10 % Glycerin

0,4 % Bromphenolblau
Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/ml

Bel diesem Verfahren konnen Fragmente ihrer Grof3e nach aufgetrennt werden. Dabei macht
man sich zu Nutze, dass die DNA aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rickgrats ein negativ
geladenes Molekil ist und im elektrischen Feld zur Anode wandert.

Zur Auftrennung wird eine Gelmatrix aus Agarose verwendet, die wie ein Molekularsieb
wirkt. Aufgrund ihrer Porenstruktur werden grof3e Molekile in ihrer Wanderung
zuriickgehalten, wahrend niedermolekulare Substanzen ungehindert die Matrix passieren
koénnen. Die Grof3e der Poren hangt von der Konzentration der Agarose ab und diese wird je
nach gewtinschtem Auftrennungsbereich bestimmit. Tab. 1 liefert Anhaltswerte fur die

Korrelation von Agarose-Konzentration und Auftrennung der Fragmente:

Konzentration in % | Trennbereich in kb
03 5-60
06 1-20
0,7 08-10
09 05-7
12 04-6
15 02-4
20 01-3

Tab. 1: Trenneigenschaft von Agarosegelen

Um die Fragmente im Gel sichtbar zu machen, wird das Agarosegel mit Ethidiumbromid
versetzt. Dieses Molekll interkaliert zwischen einzelnen Basenpaaren eines DNA-
Doppelstranges, so dass die DNA unter Bestrahlung mit UV-Licht von 254 nm Wellenlénge

violett fluoresziert. Das Ergebnis der Auftrennung wird in Form von Banden im Gel sichtbar.
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Man sollte alerdings darauf achten, die DNA nicht zu lange dieser kurzen Wellenlénge
auszusetzen, da sie sonst geschéadigt werden kann.

Um die Grol3e der aufgetrennten Banden zuordnen zu kénnen, trégt man zusétzlich zu den
Proben einen Marker auf (Abb. 10). Der verwendete Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker
enthdt Lambda-PhagenDNA von bekannter Sequenz, die mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Hindlll so geschnitten wurde, dass genau definierte Fragmente entstehen. Der
GeneRuler DNA Ladder Mix wurde nach gleichem Prinzip hergestellt, indem Plasmide mit
geeigneten Endonukleasen verdaut wurden. Durch Vergleich der Laufweiten der Banden von
Marker und Probe, kann man Ruickschliisse auf das Molekulargewicht der Fragmente treffen
Zur Herstellung des Gels wurde eine bestimmte Menge an Agarose, die von der jeweiligen
Prozentigkeit des gewlinschten Gels abhing, abgewogen und in 1 x TBE-Puffer durch
Aufkochen gelost. Anschlief3end erfolgte die Zugabe von 0,5% Ethidiumbromid. Nach
kurzem Abkuhlen wurde die Flussigkeit in einen mit Probenkdammen versehenen horizontalen
Gelschlitten ausgegossen. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde der Schlitten in ene
Gelkammer gelegt und diese mit 1 x TBE-Puffer bedeckt. Die Proben wurden mit
Probenpuffer versetzt. Nun wurden die Probenk&mme aus dem Gel gezogen, um den Marker
und die Proben in die Taschen des Gels fillen zu kénnen. Die Kammer wurde dann an das
Elektrophorese-Gerat angeschlossen und bei konstanter Spannung von 10 V/en? laufen
gelassen. Die Gelelektrophorese wurde gestoppt, a's der Farbstoff Bromphenolblau die untere
Grenze des Gels erreicht hatte. Anschlief3end wurde das Gel aus dem Schlitten genommen
und unter UV-Licht auf einem Transilluminator (UV-Transilluminatoren der Wellenlangen
366 und 254 nm, Fa. Bachofer, Reutlingen) ausgewertet. Zur Dokumentation wurden die Gele

mit einem ,,Video-Copy-Processor“ (Mitsubishi) fotografiert.
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Abb. 10: In dieser Arbeit verwendete Marker.

21296 a) Lambda DNA/EcoRI+HindlIl Marker
™

5148 b) GeneRuler™ DNA Ladder
iggg Die Gelelektrophorese wurde unter folgenden
3530 Bedingungen durchgefihrt:

1,0% Agarose
2027 0,5 pg/Spur,
1904
1584 8cm Gellange,
1375 1xTAE, 17 V/cm
947
831
564

a)

Elektrophoretische Auftrennung von RNA im Agarosegel

RNA kann als einzelstréangige Nukleinsdure sehr leicht Sekundarstrukturen ausbilden, die den
Lauf im Gel verandern Um dies zu vermeiden, war sowohl im Probenpuffer als auch im Gel
selbst Formaldehyd enthalten Zudem wurde der Probenansatz fur 5 min auf 70 °C erhitzt und
anschlieffend auf Eiswasser abgekihlt. Um die RNA sichtbar zu machen wurde dem
Probenpuffer Ethidiumbromid zugesetzt.

Verwendete L dsungen:

10 x Elektrophor ese-Puffer (M OPS) 200 mM MOPS
(3-(N-Morpholino))-2-Hydroxypropansul fonséure-
Natriumsalz)
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA
pH 7, im Dunkeln lagern

10 x Beladungspuffer 50 % Glycerol
0,4 % Bromphenolblau
1 mM EDTA
Laufpuffer 1x MOPS

Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/mi
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Die Elektrophorese erfolgte in der horizontalen Minigelkammer von Biotech Fischer
(Reiskirchen). Fiir das RNA-Gel wurde 0,4 g Agarose in 4 ml 10 x MOPS und 30 ml bidest.
H,O aufgekocht. Nachdem die Losung auf etwa 50 °C abgekiihlt war, wurden 6,8 ml 37 %ige
Formaldehyd-Losung zugesetzt und die fertige Gellosung in einen vorbereiteten Gelschlitten
gegossen. Nachdem die Agarose sich verfestigt hatte, wurden die Abdichtungen und der
Probenkamm entfernt, der Gelschlitten in die Elektrophoresekammer gesetzt und soviel
Elektrophoresepuffer eingefiillt, bis das Gel bedeckt war. Die denaturierten und mit
Beladungspuffer versetzten Proben wurden aufgetragen und mit einer konstanten Spannung
von 110 V aufgetrennt. Nach Beendigung des Laufs wurde das Gel im UV-Licht betrachtet

und mit einem ,,Video-Copy-Processor (Mitsubishi) dokumentiert.

»  Extraktion der DNA aus Agarosegelen

Um die DNA-Banden aus dem Gel aufzureinigen, bedient man sich der Methode der
Gelextraktion. Dazu wurden die Losungen von dem QlAquick Gel Extraction Kit der Firma
Qiagen (Hilden) und die Sdulchen von dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit von peqlab
verwendet.

Die zu isolierenden Banden wurden unter UV-Licht aus dem Gel mittels eines sterilen
Skalpells herausgeschnitten. AnschlieBend wurde die Agarose bei 50 °C in einem Puffer
verfliissigt und die Probe iiber ein Sédulchen gegeben, an dessen Silikamembran die DNA
selektiv gebunden wurde. Voraussetzung flir diese Bindung ist eine hohe Salzkonzentration
und ein pH-Wert unter 7,5, was durch den Puffer gewéhrleistet wird. Zur Entfernung von
Verunreinigungen erfolgte ein Waschschritt. Um Ethanolreste des Waschpuffers zu entfernen,
wurde die Sdule trockenzentrifugiert. Als letztes wurde die DNA in Wasser eluiert, da sich
unter diesen Bedingungen - niedrige Salzkonzentration und leicht alkalischer pH-Wert - die
DNA wieder von der Membran 16st. Die DNA-Konzentration wurde im Anschluss im

Photometer bei 280 nm bestimmt.

5.7 Priaparation von Gesamt-RNA

Ein wichtiger Punkt bei der RNA-Isolation ist eine saubere und schnelle Arbeitsweise, um
den Abbau der RNA durch RNasen zu vermeiden. Daher ist Folgendes zu beachten:

— das Tragen von Handschuhen

— die Verwendung von gestopften Spitzen

— das Arbeiten auf Eis
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— die Vorbereitung aller fiir die Isolation notwendigen Ldsungen und Materialien

* Mittels Sdulenaufreinigung

Die Isolation mittels Séulchen erfolgte unter Verwendung zweier verschiedener Kits von
peqlab: Zum einen mit dem E.Z.N.A. Invertebrate RNA Kit, zum anderen mit dem E.Z N.A.
Total RNA Kit. Beide Kits basieren auf der reversiblen Bindung von RNA an die
Silikamembran eines Zentrifugensidulchens. Der Unterschied zwischen den beiden besteht
darin, dass das RNA Kit fiir Invertebraten die Entfernung von Mucopolysacchariden
einschlieBt, die bei den meisten Invertebraten in groBen Mengen vorliegen. Dazu erfolgt eine

Extraktion mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) und Chloroform.

Diese Methode der RNA-Isolierung wurde nur bei Nucula nucleus angewendet und hierzu
jeweils ein Tier eingesetzt. Zuerst wurde dessen Schale entfernt und das Gewebe in fliissigem
Stickstoff eingefroren, um die mechanische Homogenisierung mittels Morser und Pistill zu
erleichtern. Danach wurde das nun pulverisierte Gewebe unter denaturierenden Bedingungen
lysiert und die Polysaccharide wurden abgetrennt. Darauf folgte die Bindung der RNA an die
Silikamembran eines Zentrifugensdulchens. Die anschlieBenden Waschschritte entfernten
storende Proteine und Kontaminationen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit DEPC-dH,O
eluiert, wobei die Ausbeute durch mehrfache Wiederholung der Elution erhéht wurde.

Zur Quantifizierung wurde eine photometrische Bestimmung bei 260 nm mit einem
verdiinnten Aliquot des Eluats durchgefiihrt. Anhand der Absorption lie sich die

Konzentration der RNA-Losung wie folgt berechnen:

Konzentration der RNA-Losung (ug/ml) = Absorptionysg x 40 x Verdiinnungsfaktor

Zusétzlich wurde die Absorption bei 280 nm gemessen. Bei dieser Wellenldnge absorbierten
die aromatischen Aminosduren, so dass sich daraus die Konzentration an Protein ermitteln
lieB. Aus dem Verhéltnis der Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm konnten Riickschliisse
auf die Reinheit der RNA-Losung gezogen werden. Dabei sollten die Werte zwischen 1,8 und
2,0 liegen.

Die RNA-Lo6sungen wurden bei —20 °C im Gefrierschrank gelagert.

Fiir die weiteren Isolationen wurde das E.Z.N.A. Total RNA Kit verwendet, da mit beiden Kits
die gleiche Ausbeute erzielt wurde, aber das Total RNA Kit schneller und leichter zu

handhaben war.
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Mittels GTC-Methode

Verwendete L 6sungen:

GTC-Puffer (500 ml) 4 M Guanidinthiocyanat
25 mM Na-Citrat
20 mM DTT (Dithiothreitol)
pH 7,0, mit 1 M NaOH eingestellt
stexilfiltriert und bei 4 °C gelagert

CIA Chloroform / Isoamylakohol (49:1)
2M NaAcetat pH 4,0

Saur es Phenol (wassergesétigt)

8M LiCl

Diese Methode efolgt unter Verwendung von Guanidinisothiocyanat (Chomczynski &
Sacchi, 1987). Dies ist ein chaotropes Salz, das sehr effektiv Proteine denaturiert und somit
auch RNasen inaktiviert. Danach wird eine Phasentrennung mittels Phenol durchgefiihrt, bei

der die Proteine entfernt werden.

Die bel -80 °C eingefrorenen Gewebe wurden in GTC-Puffer aufgetaut und homogenisiert,
wobel pro g Gewebe 10- 20 ml des Puffers zugefugt wurden. Anschlief3end erfolgte die
Zugabe von 1 ml 2M Natriumacetat pro 10 ml GTC-Puffer und jeweils 0,5 ml Phenol und
0,5ml CIA pro ml GTC-Puffer. Nach grindlichem Mischen wurde die Suspension auf Eis
15 min gekihlt und dann bel 6000 rpm fur 50 min bei 4 °C zentrifugiert. Die obere wassrige
Phase wurde in ein frisches Falcon Uberfihrt und mit 1 Volumen eiskaltem |sopropanol
gemischt. Anschlief3end erfolgte die Prézipitation bei -20 °C fur mindestens 1 h Im Anschluss
wurde erneut bei 6000 rpm fiir 50 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 10 ml GTC-Puffer gel6st. Dies wurde ein weiteres Ma mit einem Volumen
Isopropanol versetzt, gemischt und 30 min bei -20°C prézipitiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 6000 rpm fiir 50 min bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet mit 80 % Ethanol gewaschen Anschlieffend wurde das Pellet bei Raumtemperatur
solange getrocknet, bis der Alkoholgeruch verschwunden war. Danach wurde das Pellet in
DEPC-dH,0O gel6st und nochmals bei 6000 rpm fir 50 min bei 4°C zentrifugiert. Nach
diesem Schritt sollte sich die RNA im Uberstand befinden.

Zur Aufreinigung der RNA und Entfernung der DNA wurde der abgenommene Uberstand mit
einem Volumen 8 M LiCl versetzt und Uber Nacht bei -20 °C gefdllt. Am folgenden Tag
wurde bei 6000 rpm firr 50 min bei 4 °C zentrifugiert, anschlieffend der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das
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Pellet bel Raumtemperatur getrocknet, bis sich der Alkohol vollstandig verflichtigt hatte.
Danach wurde das Pellet in DEPC-dH,O aufgenommen und dann Menge und Reinheit der
RNA bestimmt.

Die extrahierte RNA wurde sofort fir weltere Versuche eingesetzt oder zur Aufbewahrung
mit 0,1 Volumen Na Acetat und 2 - 3 Volumen Ethanol geféllt.

MRNA-I solierung aus Gesamt-RNA

Um aus einer Gesamt-RNA-LOsung mRNA zu isolieren, wurde das ,PolyATtract mRNA
Isolation System | und 1V* von Promega (Mannheim) verwendet. Hierbei hybridisiert ein mit
Biotin markierter oligo(dT)-Primer spezifisch mit der 3'-Poly(A*)-Region der mRNA. Das
Biotin wiederum bindet mit hoher Affinitdt an Streptavidin, welches mit einem
paramagnetischen Partikel (PMP) gekoppelt ist. Dieser Komplex wird mittels eines
Magnetfeldes festgehalten, wahrend die restliche RNA (und eventuell noch vorhandene DNA)
abgewaschen wird. Bei Erniedrigung der Salzkonzentration |6st sich die Bindung zwischen
dem oligo(dT)-Primer und der Poly-A*-RNA. Abschlie3end wurde die mRNA in mehreren
Schritten mit DEPC-dH,0 wieder eluiert.

Die Isolierung wurde ohne Modifikationen laut Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei die
gesamte, nach der GTC-Methode gewonnene RNA eingesetzt wurde.

5.8 Praparation von genomischer DNA

Bendtigte L6sung:

TE-Puffer 10 mM Tris
1mM EDTA
pH 7,6

Beim Arbeiten mit DNA ist vor alem darauf zu achten, Scherkréfte zu vermeiden. Das
erreicht man durch:

- die Verwendung von weiten Pipettenspitzen

- vorsichtiges Mischen, aso nicht vortexen

- ene niedrige Umdrehungszahl auf dem Schittler

Die Isolation der DNA erfolgte in drei Schritten. Zuerst wurden die Proteine durch das Enzym

Pronase zu Aminosduren abgebaut und anschlief3end entfernt. Als néchstes wurde durch
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Zugabe des Enzyms RNase die vorhandene RNA verdaut. Die DNA erhielt man schlielich
durch Prizipitation mit 100 %igem Ethanol, wobei sie als weiller ,,hairball* ausfiel.

Fir die Prdparation wurde das DNA Extraction Kit von Stratagene verwendet. Fiir die
Extraktion wurde im Fall von Nucula nucleus ein Organismus eingesetzt, von dem die Schale
entfernt wurde. Bei Nautilus pompilius wurde etwa 1 g Gewebe eingesetzt. Das Gewebe
wurde auf Eis mit einem Skalpell grob zerkleinert und anschlieBend nach Protokollanleitung
weiterbehandelt. Fiel die DNA nicht als ,hairball” aus, wurde die Losung bei niedriger

Umdrehung abzentrifugiert, das Pellet getrocknet und dann in TE-Puffer resuspendiert.

5.9 PCR-Techniken

e Verwendete Primer

Die verwendeten Primer, die von den Firmen Roth (Karlsruhe) und Sigma-Ark (Deisenhofen)
bezogen wurden, sind im Anhang aufgefiihrt. Bei der Auswahl der spezifischen Primer sollten
folgende Regeln beachtet werden:

— eine Linge von 17 - 28 Basen

— einen (G+C)-Gehalt von 40 - 60 %

— zueinander passende Annealing-Temperaturen von upstream- und downstream-Primer

— keine Selbst-Komplementaritit

— keine Palindrome
N

Ausschluss der Bildung von Primer-Dimeren

Die Eigenschaften des ausgewdéhlten Primers konnten mit Hilfe des Computerprogrammes
Oligo Calculator version 3.07 tiberpriift werden.
Zudem wurden degenerierte Primer verwendet. Bei diesen handelt es sich um ein Gemisch

von Oligonukleotiden, die sich einer oder mehreren Positionen unterscheiden.

*  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) allgemein

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) wird dazu genutzt, um einen
genau definierten Teil eines DNA-Stranges zu vervielfdltigen (Abb. 11). Hierbei wird der
DNA-Doppelstrang durch Erhitzen auf 94 °C denaturiert, d.h. in seine beiden
komplementédren Einzelstringe zerlegt. Wahrend des Annealings lagern sich Oligonukleotide,

so genannte Primer, an, wobei einer am ,sense’-Strang und der andere am ,antisense’-Strang
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bindet. Damit legen sie den zu amplifizierenden Bereich fest und liefern mit ihrem freien 3'-
OH-Ende den Startpunkt fUr die thermostabile DNA-Polymerase. Dieses Enzym kann
daraufhin den jeweiligen DNA-Strang in  5-3-Richtung durch Einbau von
Desoxyribonukleotiden neu synthetisieren, was als Elongation bezeichnet wird.

Diese drei Schritte - Denaturierung, Annealing und Elongation- werden mehrfach wiederholt,
so dass nach jedem Reaktionszyklus die Anzahl der gebildeten DNA-Molekile verdoppelt
wird und eine millionenfache Amplifikation des gewtinschten DNA-Abschnitts zur Folge hat.

Nach dem letzten Zyklus wurde ein weiterer, verlangerter Elongationsschritt durchgefiihrt,
der zum Auffillen nicht vollsténdiger Fragmente sowie zum Anhadngen eines Desoxyadenosin
an das 3-Ende der entstehenden DNA-Fragmente dient. Diese Tatsache wird bei der
Klonierung ausgenutzt (siehe Kapitel 5.10).
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Abb. 11: Schematische Darstellung der ersten beiden Zyklen der Polymerase-K etterreaktion (PCR).

Die PCR ist in drei sich wiederholende Schritte gegliedert. Zuerst erfolgt die Denaturierung des Templates bei
94 °C, wobei es in die beiden Enzelstrange zerlegt wird. Im darauf folgenden Schritt, der als Annealing
bezeichnet wird, binden Primer an die auf dem Einzelstrang komplementére Sequenz. Anschlief3end werden,
von den Primern ausgehend, die beiden Einzelstrénge durch die Tag-Polymerase verlangert (Elongation).

Danach beginnt der Zyklus von neuem.
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Dass ale Reaktionsschritte in einem Gefél ablaufen kénnen, wird durch die Thermostabilitét
der DNA-Polymerase ermdglicht. Diese stammt aus dem hitzestabilen Bakterium
Thermophilus aquaticus (Tag-DNA-Polymerase) und hat ihr Temperaturoptimum zwischen
68 °C und 72 °C.

Als Enzyme wurden die folgenden Tag-Polymerasen entsprechend des Verwendungszwecks
eingesetzt:

Tag-Polymerase (Invitrogen™™

, Karlsruhe): fur altéglichen Gebrauch zur Amplifikation
einfacher Fragmente

Expand DNA-Polymerase-Mix (Roche, Ingelheim): besteht aus einer Mischung von Tag-
Polymerase und Pwo-Polymerase, ist besonders zur Synthese von sehr langen Fragmenten
(> 3 kb) geeignet

Hot Master Taq (Eppendorf, Hamburg): fir schwierigere Templates oder zur Amplifikation
spezifischer Fragmente

Red Taq Mix (Sigma, Deisenhofen): besteht aus einem Mix von Puffer, dNTPs, MgCh, Tag-
Polymerase, mit rotem Farbstoff fir Gelelektrophorese versetzt, zur Uberprifung der
Klonierungsreaktionen

Die jewelligen PCR-Ansitize wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers
zusammenpi pettiert, welches folgende grundlegende Komponenten beinhaltet:
- Die DNA-Matrize, die den zu vervidfatigenden Abschnitt enthalt
- Zwei Primer, um Anfang und Ende des zu verviefétigenden Abschnitts festzulegen
- DNA-Polymerase, um den festgel egten Abschnitt zu kopieren
- Nukleotide, die Bausteine fur den von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-Strang
- Puffer, die eine fur die DNA-Polymerase geeignete chemische Umgebung sicherstellen.
Diese sind entweder bereits mit einer bestimmten Konzentration MgCh versetzt oder dieses
muss gesondert dazu gegeben werden.
Die Konzentration dieser Komponenten in einer genomischen PCR entspricht dem folgenden
Standardansatz:
0,2 - 1 pg genomische DNA
50 pmol upstream-Primer
50 pmol downstream-Primer
2 Wl dNTP-Mix (10 mM)
10 x PCR-Puffer
1,5- 8 mM MgCh
2,5 Units DNA-Polymerase
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Anschliefiend wurden die Proben gemischt, kurz abzentrifugiert und dann auf Eis gehalten.
Am PCR-Gerédt (T Gradient Thermocycler 96, Biometra®) wurde ein Programm eingestellt,

das je nach gewinschter Fragmentléange und Annealingtemperatur der Primer variierte.

PCR mit RNA

Neben der ,klassschen* PCR mit DNA as Matrize wurden auch RNA als Ausgangsmaterial
herangezogen. Dabei wird die RNA jedoch nicht direkt fir die eigentliche PCR-Reaktion
eingesetzt, sondern wird zuvor mit Hilfe eines Enzyms, der Reversen Transkriptase (RT), in
eine stabilere cODNA umgeschrieben (Abb. 12). Entsprechend des Enzyms bezeichnet man
diesen Schritt als Reverse Transkription. Als Synthesestarter dienen zur RNA revers
komplementé&re  Primer, wobei sowohl Poly-d(T), Oligonukleotide as auch
sequenzspezifische Primer verwendet wurden Letztere bieten den Vorteil, dass nur die den
Sequenzbereich enthaltene mMRNA revers transkribiert wird. Die Zugabe von RNasin
verhindert den Abbau von RNA durch eventuell vorhandene RNasen.

Die 5’- und 3 -RACE-PCR stellen eine Variante der RT-PCR dar. Sie ermdglichen durch die
Verwendung von so genannten , Anker‘-Primern die Amplifikation von cDNA-Stréngen
deren 5'-Anfang und 3'-Ende unbekannt ist. Das ,Generacer’- System stellt eine Kombination
aus5'- und 3'-RACE-PCR dar.

Reverse Transkription

Zur Durchfiihrung einer RT-PCR gibt es zwei Moglichkeiten. Bei der ersten wird zuerst eine
reverse Transkription durchgefuhrt, aus der in einem darauf folgenden, unabhangigen
Resktionsschritt eine PCR angesetzt wird. Dabel konnen fur die Reverse Transkription und
fur die PCR unterschiedliche Systeme verwendet werden, die unabhangig vonenander
kombiniert werden konnen. Dagegen wird bei der schnelleren ,One-Step’-Methode die PCR
unmittelbar mit der reversen Transkription gekoppelt, so dass keine Variationsmdéglichkeit
besteht.
Folgende Kits wurden fir die reverse Transkription verwendet:
One-Step-Methode: - OneStep RT-PCR Kit (Quiagen, Hilden)
Two-Step-Methode: - Expand RT (Roche, Ingelheim)

- SuperScript™ 111-RT (Invitrogen™, Karlsruhe)

- cMaster™ RT (Eppendorf, Hamburg)
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Die Zusammensetzung der Ansdtze und der Reaktionsverlauf richteten sich nach dem
Protokoll des Herstellers. Pro Ansatz wurde 0,7 - 1jug Gesamt-RNA eingesetzt.

Die reverse Transkription beginnt mit einer Inkubation des Ansatzes bei 70 °C, um mogliche
Sekundérstrukturen der RNA zu lésen. Erst im Anschluss wird die reverse Transkriptase
zugesetzt, die bei 42°C innerhalb einer Stunde die einzelstrangige RNA in eine
doppelstrangige cONA umschreibt.

Diese cDNA kann nun direkt zur Amplifikation mittels PCR eingesetzt oder bis zur

Verwendung im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt werden.

cap mRNA PolyA*-Schwanz

5 (Y. VY.V, 3
a) b)
» \

5 AAAAAAAA] 3 5 AAAAAAAA 3’

3’ I 5 ) 3’ [ 5
Degenerierter oder Annealing Oligo(dT)-
spezifischer Primer Primer
5 AAAAAAAA] 3’ 5 AAAAAAAA] 3’
RT I ) RT TITTTTTY
cDNA Elongation cDNA

Abb. 12: Schematische Darstellung der reversen Transkription.
Als Matrize dient mRNA, an die wahrend des Annealings entweder ein degenerierter bzw. spezifischer Primer
(a) oder ein Oligo(dT)-Primer (b) bindet. Dieser dient in beiden Félen as Startpunkt fir die cDNA -Synthese

durch die Reverse Transkriptase.

5 - Race

Um die Sequenz des 5'-Endes der mRNA zu erhalten, wurde das* 5 -RACE-system for Rapid
Amplification of cDNA ends’ von Invitrogen™ verwendet. Dazu wird zuerst eine Erststrang-
Synthese mit einem genspezifischen Primer durchgefihrt. Mittels einer terminalen
Deoxynukleotidtransferase (TdT) wird anschlief3end eine Oligo-dC an das 3'-Ende der cDNA
angehangt. In der darauf folgenden PCR-Reaktion kann an diesen Adapter ein Oligo-dG-
Primer binden, der zusammen mit dem genspezifischen Primer bzw. mit einem
genspezifischen Nested Primer den zu amplifizierenden Bereich festlegt. Der Nachteil dieser
Methode besteht darin, dass das Oligo-dC nicht nur an vollstdndige cDNA angehangt wird,
sondern auch an solche, bei der die Elongation ,abgebrochen’ ist. Daher empfiehlt es sich,

einen genspezifischen Primer auszuwéhlen, der sehr dicht am 5’ -Ende der mRNA liegt. Der
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RACE wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt, wobel 0,7- 1 ug Gesamt-RNA as
Ausgangsmateria diente.

3’ - Race

Mit Hilfe des ,, 3'-RACE-system for Rapid Amplification of cDNA ends’ von Invitrogen™
konnte die Sequenz am 3'-Ende der mRNA vervollstandigt werden. Dieses System macht sich
den poly(A)-Schwanz der mRNA an ihrem 3'- Ende zu Nutze, indem ein Oligo(dT)-Primer fr
die reverse Transkritption eingesetzt wird. Dieser Primer enthalt zusétzlich eine Adapter-
Region, an die in der darauf folgenden PCR-Reaktion ein komplementéarer Primer binden
kann. Als upstream-Primer wird ein genspezifischer Primer bzw. Nested Primer verwendet.
Auch hier wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren, wobei 0,7 - 1ug Gesamt-RNA
als Ausgangsmaterial diente.

GeneRacer

Im Gegensatz zu den beiden oben beschriebenen RACE-Kits, bietet das GeneRacer™ Kit
(Invitrogen™, Karlsruhe) den Vorteil, dass gleichzeitig das 5'- und 3'-Ende amplifiziert
werden konnen. Speziell fir das 5 -Ende versichert das Kit, dass nur mRNA mit Cap-Struk tur
in der PCR-Reaktion amplifiziert werden. Das Protokoll des GeneRacers™ beginnt mit einer
Dephosphorylierung, um abgebrochene mRNA bzw. Nicht-mRNA in den folgenden Schritten
als Reaktionspartner ausschlief3en zu konnen. Danach wird von der vollsténdigen mRNA die
Cap-Struktur entfernt, so dass ein 5'-Phosphat Ubrig bleibt. Dieses wird fr die anschlief3ende
Ligation mit dem RNA Oligo bendtigt, der as eine Andockstelle fir den 5'-Primer dient. Als
3’ -Primer wird, wie bei dem 3'-RACE, ein Adapter-Sequenzen enthaltener Oligo(dT)-Primer
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte gemal’ dem Herstellerprotokoll.

Sonden-PCR

Sonden wurden im Rahmen dieser Arbeit bendtigt, um HamocyaninSequenzen gezielt mittels
Screenings oder Southern Blots nachzuweisen. Zur Herstellung der Sonde wurden Fragmente
verwendet, die bereits durch Sequenzierung als Hamocyanin identifiziert wurden. Die
nichtradioaktive Markierung erfolgte Uber die Polymerase-Ketten-Reaktion unter
Verwendung des PCR DIG Labelling Mix (Roche, Ingelheim), in dem zusétzlich zu den vier

Desoxynukleotiden ein mit Digoxigenin markiertes Desoxyuridin enthaten ist. Bei
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Digoxigenin handelt es sich um ein Cardenolid-Steroid aus dem Fingerhut (Abb. 13). Durch
Verwendung eines hochaffinen Digoxigenin-spezifischen Antikorpers, der kovalent mit einer
Reportergruppe (hier: alkalische Phosphatase) verbunden ist, 18sst sich das gesuchte Fragment
anhand einer Farbreaktion identifizieren.

Es wurde folgender PCR-Ansatz zusammenpi pettiert:

50 - 200 ng der eluierten Bande bzw. des Plasmids
10 pmol upstream-Primer

10 pmol downstream-Primer

1 pl PCR DIG Labelling Mix

3 ul MgCh (25 mM)

5 ul 10 x Puffer

0,5 pl Tag-Polymerase (2,5 Units)

mit bidest. H,O auf 50 pl aufgefillt

Der gemischte Ansatz wurde kurz abzentrifugiert, anschlief3end in das PCR-Gerét gestellt und
mittels eines Standardprogramms amplifiziert. Danach wurde die Sonde mittels eines Dot
Tests auf ihren Digoxigenin-Einbau Uberprift. Dazu wurde 1l der Sonde auf ene
Nylonmembran aufgetropft, anschlief?end freie Bindungsstellen mit Blockierungslésung
abgedeckt und mit dem Digoxigenin-Antikorper inkubiert. Die daran gekoppelte Alkalische
Phosphatase setzt nach Zugabe von NBT/BCIP dieses in einen blauen Farbniederschlag um
(Abb. 13). Anhand der Intensitét der Farbung konnte die fur die Hybridisierung erforderliche
Menge abgeschétzt werden. Die Sonde wurde bis zur weiteren Verwendung bel -20 °C
gelagert. Das detaillierte Detektionsprinzip und die dazu verwendeten Losungen sind in
Kapitel 5.12 beschrieben.
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Abb. 13: Detektionsprinzip mit einer Digoxigenin-markierten Sonde.

Die markierte Sonde hybridisiert an den die Zielsequenz enthaltenden Einzelstrang. Das

Digoxigenin (kleiner Kasten) der Sonde wird von Anti-Digoxigenin-Antikdrper erkannt, der mit

einer alkalischen Phosphatase gekoppelt ist. Das Enzym setzt die farblosen Substrate

BCIP/NBT in ein farbiges Prazipitat um.

* Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzreaktionen wurden in unserem Labor nach der Cycle-Sequencing-Methode

durchgefiihrt. Die Sequenzierprodukte wurden durch den Einbau fluoreszenzmarkierter

Didesoxynukleotide (,dye terminators’) markiert.

Die Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:

x ul PCR-Produkt oder Plasmid

2 ul Big Dye Version 3.1
2 pl Tacs-Puffer

1 pl Primer (10 pmol)
mit bidest. H,O auf 20 ul aufgefiillt

Die Menge an eingesetztem Template variierte je nach dessen Konzentration, Lénge und Art.

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde folgendes Programm verwendet:

94 °C
55°C

10 sec

4 min — 30 Zyklen



MATERIAL UND METHODEN 40

Anschlief3end wurden die Proben bei 4 °C aufbewahrt, bis sie zur weiteren Analyse der Firma

GENIterprise Ubertragen wurden.

Klon-PCR

Dabei handelt es sich um ein schnelles Verfahren, um Klone einer Klonierungsplatte auf den

Einbau des richtigen Inserts zu Uberprifen. Fir die PCR-Reaktionen wurde der Red Tag Mix
(Sigma, Deisenhofen) und diese folgendermalien angesetzt:

11,5 yl Red Tag Mix

12,5 pl bidest. H,O

0,5 pl upstream-Primer (10 pmol)
0,5 pl downstream-Primer (10 pmol)

Anschliefiend wurde eine Bakterienkolonie mit einer sterilen Pipettenspitze von der Platte
gepickt und diese in den Ansdtzen kurz gertihrt. Danach wurde die Pipettenspitze in eine
Falcon Uberfihrt und dort zum spéteren Ansetzen einer FlUssigkultur aufbewahrt. Das
Programm wurde nach Herstellerangaben eingestellt, wobei die Elongationszeit je nach Grof3e

des eingebauten Inserts variierte.

5.10 Klonierung

Unter diesem Verfahren versteht man den Einbau eines DNA-Abschnitts in enen
Klonierungsvektor (Ligation), der anschliefend in  Wirtszellen vermehrt  wird
(Transformation). Dies bietet zum einen den Vorteil, dass man eine hohe Kopienzahl des
Inserts aufgrund der schnellen Replikationsgeschwindigkeit der Bakterien erhdt. Zum
anderen ist es dadurch moglich, DNA-Abschnitte in reiner Form zu erhalten, d.h. dass
Banden, die im Gel aufgrund der gleichen Grofe nicht zu trennen sind, hierbel in
verschiedene Vektoren kloniert werden kénnen. Nach der Transformation wird das Plasmid
wieder aus der Bakterienzelle isoliert und das Insert mittels Restriktionsenzymen aus dem
Vektor herausgeschnitten. Um zu tUberprifen, ob die Klonierung funktioniert hat, bedient man
sich der Gelelektrophorese, in der man sowohl die Bande des Vektors, als auch die des Inserts
sehen <ollte. Diese lassen sich anhand des Molekulargewichts der Banden im Gel
unterscheiden.
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Ligation

Bel dieser Reaktion wurde die isolierte DNA-Bande in den Klonierungsvektor pPGEM-T Easy
bzw. pGEM-T (beide Promega, Mannheim) ligiert. Beide Vektoren besitzen an ihrem 3'-Ende
einen Thymidin-Uberhang. Dieser begiinstigt einerseits die Ligation mit dem 3'-Adenosin des
PCR-Produkts, andererseits wird der Zirkularisierung des Vektors vorgebeugt. Um der Selbst-
Ligation zusétzlich entgegenzuwirken, muss das Insert im molaren Verhdtnis zum Vektor in
einer wesentlich héheren Konzentration zugesetzt werden (mindestens 1:3). Fur die Ligation
ist zudem das Enzym Ligase (Roche, Ingelheim) notwendig, das unter ATP-Verbrauch die
Verknipfung zwischen einer freien 5'-Phosphatgruppe und einem feien 3'-Hydroxylende
katalysiert.

Fur die Ligation wurde folgender Ansatz pipettiert:
0,5 ul Vektor (50 ng/ul)
1ul 10 x Rapid Ligation Puffer
1l T4 DNA-Ligase
X Ml Insert
mit bidest. H,O auf 10 pl auffillen

Dieser Ansatz wurde fir 1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht im Kuhlschrank stehen

gelassen und anschlief3end transformiert.

Transformation

Bel der Transformation werden die DNA-Molekile in Form von Plasmiden durch
Hitzeschock in die kompetenten Bakterienzellen aufgenommen.

Dazu wurden zu 100 pl der kompetenten Zellen der Ligationsansatz hinzu gegeben und fir
mindestens 40 min auf Eis gehalten. Danach erfolgte der Hitzeschock, bel dem der Ansatz fur
1 min auf 42 °C im Wasserbad erwdrmt wurde. Die Probe wurde nun erneut fir 2 min auf Eis
gestellt und anschlief?end 500 pl LB-Medium hinzugefiigt. Zur Erholung und letztlich auch
zur Vermehrung der Bakterien wurde der Ansatz fir 1 - 3 h bel 37 °C geschittelt. Nach dieser
Inkubationszeit wurde der Ansatz fir 5 min bei 1000 x g abzentrifugiert und 500 pl von dem
Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in der restlichen Fliissigkeit resuspendiert und der
Ansatz auf X-Gal/Ampicillin- Agarplatten ausplattiert. Nachdem die Fllssigkeit vollstandig in
die Platten eingezogen war, wurde diese Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.
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Blau-Wei(3-Selektion

Am néchsten Morgen konnten die Bakterien nach ihrer Blau/Weil3-Farbung (Langley et al.,
1975) selektiert werden. Dieses Phénomen beruht auf folgendem Prinzip:

Der hier verwendete E. coli-Stamm tragt ein mutiertes lacZ-Gen, das nur fir den a Peptidteil
der b-Galactosidase codiert. Fur die Bildung des Enzyms bendtigen die Bakterien zusétzlich
den fehlenden Abschnitt. Dieser Teil wird von dem Plasmid geliefert, das in die Bakterien
durch die Transformation eingebracht wurde. Die Expression von diesem Abschnitt bleibt
aus, wenn das Insert innerhalb des codierenden Bereichs hineinligiert wurde. Somit dient die
Galactosidase-Aktivitéat as ein Indiz, ob ein Insert in dem Plasmid vorhanden ist. Die
Aktivitdt weist man durch eine Reaktion nach, die durch das Enzym katalysiert wird. Als
Substrat wird das Lactoseanalogon X-Ga (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-gal actopyranosid)
verwendet, das in Anwesenheit von b-Galactosidase zu einem blauen Produkt umgesetzt wird.
Solche Klone, die ein Plasmid ohne Insert tragen, sind also blau gefarbt. Die anderen, bei
denen in das Plasmid das Insert hineinligiert wurde, stellen die weil3en Kolonien dar.

Die weilen Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der Platte gepickt und
einzeln in LB-Medium mit 0,01 % Ampicillin gegeben. Anschlief3end wurden die Ansétze
Uber Nacht bei 37 °C geschuittelt und am néchsten Tag einer Plasmidisolierung (Kapitel 5.4)

unterzogen

TOPOKIlonierung

Bel diesem Verfahren handelt es sich um eine sehr schnelle und effektive Art der Klonierung.
Hierbel ist die Zugabe von Ligase nicht notwendig. Stattdessen bedient man sich eines
anderen Mechanismus: Eine Topoisomerase | bindet an die doppelstrangige DNA des Vektors
und spaltet diese nach der spezifischen Sequenz 5-CCCTT-3'. Es kommt zur Bindung
zwischen dem 3'-Phosphat des gespaltenen Stranges und der Hydroxylgruppe eines
Tyrosylrestes der Topoisomerase. Diese Bindung kann durch den Angriff des 5-OH von dem
PCR-Produkt aufgehoben werden, so dass das gewtinschte Insert in den Vektor hineinligiert
wird. Um die Ligation zu gewéhrleisten, ist ein Uberhangendes Desoxyadenosin am PCR-
Produkt erforderlich, welches zu dem Thymidin-Uberhang des Vektors komplementar ist.

Fur die Klonierung wurden zwei verschiedene Kits verwendet: zum einen der TOPO TA
Cloning Kit™, zum anderen das TOPO XL PCR Cloning Kit™. Letzteres wurde vor allem fir
die Klonierung besonders grof3er Fragmente (> 2 kb) benutzt.
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Die Klonierung wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde jedoch bei
jedem Kit nur die Hélfte der angegebenen Menge an Vektor fir die Ligation eingesetzt. Die
Bakterien waren in dem jeweiligen Kit enthalten wurden allerdings ebenfalls nur zur Hélfte
eingesetzt. Es konnten aber auch die unter Abschnitt4.3 beschriebenen kompetenten

Bakterien verwendet werden.

5.11 Southern Blot

Darunter versteht man eine Methode, bel dem Nukleinsduremolekile zuerst im Gel
elektrophoretisch aufgetrennt werden und das Trennmuster anschlief3end auf eine geeignete
Tréagermembran Ubertragen wird. Zur Detektion bestimmter Molekile auf dem Filter werden

spezifische Sonden verwendet.

Bendtigte L ésungen:

20 x SSC 3 M NaCl
0,3 M NaCitrat

Zudem wurden die gleichen Losungen verwendet, die in Abschnitt 5.12 aufgefihrt sind.
Bevor der Transfer erfolgen konnte, musste zuerst die zu untersuchende Probe auf en
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt werden. Anschlief3end wurden die
as Banden vorliegenden DNA-Molekile im Gel fir 30 min in Denaturierungspuffer in
Einzelstrénge zerlegt, um die spétere Hybridisierung mit der Sonde zu ermdglichen. Danach
wurde das Gd fur 30 min in Neutralisierungspuffer gelegt. Fur den Transfer wurde eine
Apparatur entsprechend dem in Abb. 14 gezeigten Schema aufgebaui.

Aufgrund seiner hohen Salzkonzentration wurde als Puffer 20 x SSC verwendet, weil dadurch
der Transfer aus dem Gel auf die Membran erleichtert wurde.

Das Blotting erfolgte Uber Nacht.

Die Membran wurde nach dem Blotting zuerst getrocknet und anschlief3end fir 30 min bel
80 °C im Trockenschrank gebacken, um die DNA auf der Membran zu immobilisieren. Nach
dem Backen wurde die Membran in 2 x SSC zweimal fur 5 min &quilibriert.

Der Ablauf der Detektion erfolgt nach den in Kapitel 5.9 fur die SondenPCR aufgefihrten
Schritten.

Die Farbreaktion setzte etwa 15 min nach Zugabe der Farbel6sung ein. Dabel wurden deutlich

Banden sichtbar, die sich anhand des Gelfotos zuordnen liefen.
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Abb. 14: Aufbau eines Southern Blots.

Das zu blottende Gel wird auf ein Filterpapier (Whatman ® 3MM) gelegt, das zu beiden Seiten in das
Pufferreservoir hineinragt. Auf dem Gel wird die Transfermembran aus Nylon deckungsgleich platziert, gefolgt
von drei Schichten Filterpapier und einigen Lagen an Saugpapier. Um den Aufbau zu beschweren, wurde eine
mit einem Gewicht versehene Glasplatte darauf gelegt. Der Transfer der DNA auf die Membran wird durch den
Sog des Transferpuffers (20 x SSC) vom Pufferreservoir bis zu den Saugpapierlagen aufgrund der Kapillarkréfte
angetrieben.

5.12 Durchsuchen der genomischen DNA-Bibliothek (,, Screening”)

Um die genomische DNA-Bank nun gezielt nach HamocyaninSequenzen zu durchsuchen,
wurde die so genannte ,, Plaguefilterhybridisierung” verwendet. Bel dieser Methode wird das
Plaguemuster im Bakterienrasen auf eine Membran Ubertragen auf der anschlief3end die
Detektion erfolgt. Dazu konnen entweder spezifisch gegen das Hamocyanin gerichtete
Antikorper verwendet werden, die die von den Wirtsbakterien exprimierten Proteine
erkennen. Eine andere Moglichkeit ist, die gesuchte DNA selbst mit DNA-Sonden
nachzuweisen In dieser Arbeit wurde nur ein Sonden Screening durchgefihrt, da kein
spezifischer Antikorper vorhanden war. Die verwendeten Sonden wurden mit Hilfe von
Primern hergestellt, die aus bereits bekannten Hamocyanin-Sequenzen ausgesucht wurden.

Die Herstellung dieser Sonden wurde bereits in einem friiheren Kapitel (5.9) besprochen.
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Screening mit DNA-Sonden

Verwendete L 6sungen:

Denaturierungddsung 0,5M NaOH
1,5M NaCl

Neutraliserungsésung 15M NaCl
1M TrigCl
pH 74

Aquilibrierungd6sung (2 x SSC) 0,3M NaCl
0,03 M NaCitrat
pH 7,0

Hybridisierungspuffer 5x SSC
0,1 % N-Laurylsarcosin
0,02% SDS
1 % (w/v) Blockingreagenz
zum L6sen auf ca. 50 °C erwéarmen

Waschpuffer 0,15 M NaCl
0,1 M Trig/Cl
pH 7,5

Blockierungsdsung Waschpuffer

1 % (w/v) Blockingreagenz

AP-Puffer (pro Liter) 0,10 M Tris
0,10 M NaCl
0,05 M MgCl,
pH 9,5
Farbeldsung 66 ul NBT (Nitroblau-Tetrazolium)

33 pl BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-1ndoyl phosphat)
in 10 ml AP-Puffer

Fir die erste Screening-Runde wurden auf groRen Agarplatten jeweils 4 x 10* , plaque
forming units* (pfu) ausplattiert. Dazu wurden 600 pl einer frischen MgSO,4-Kultur von XL1-
Blue MRF Bakterien die zuvor auf eine ODgoo Von 0,5 eingestellt worden waren, mit der
entsprechenden Menge an Phagensuspension versetzt. Die Ansédtze wurden far 3 min bei
37 °C inkubiert und danach mit 8 ml auf 48 °C temperierten NZY - Top-Agar auf vorgewarmte
grofRe NZY-Platten ausplattiert. Nach dem Erstarren des Top-Agars wurden die Platten
umgedreht bei 37 °C Uber Nacht in den Brutschrank gestellt. Vor dem eigentlichen Transfer
der Phagenplaques auf eine Nylonmembran mussten die Platten am néchsten Morgen fir
mindestens 30 min kihl gestellt werden, um eine Abldsung des Top-Agars beim Abziehen der
Filter zu vermeiden. Die beschrifteten Nylonfilter wurden auf die Platten gelegt und mittels
einer Nadel in der Weise markiert, dass der Abklatsch der Phagen auf den Filtern spéter den
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Plaques auf den Platten zugeordnet werden konnte. Parallel wurde Whatman3 MM
Filterpapier der passenden Grof3e auf einer salberen Arbeitsflache ausgebreitet und zuerst mit
alkalischem Denaturierungspuffer getrankt. Darauf wurden die Filter mit der Plaqueseite nach
oben transferiert und fir 5 bis 10 min denaturiert. Nach gleichem Verfahren wurden die Filter
anschlief?end fur 10 bis 15 min mit Neutraliserungsosung und letztlich fur 10 min mit
Aquilibrierungsl6sung inkubiert. Nachdem die Filter kurz getrocknet wurden, erfolgte die
Immobilisierung der DNA bel 80 °C fur 30 min im Trockenschrank. Nach dem Trocknen
wurden die Filter fir 1 h bei 68 °C in der Hybridisierungsloésung prahybridisiert. In der
Zwischenzeit wurde die Sonde in Hybridisierungsldsung aufgenommen, wobei 10 ng Sonde
pro ml Losung eingesetzt wurden. Die Sonde wurde anschlief3end im Wasserbad bei 95 °C fir
10 min denaturiert und danach sofort zu den Filtern gegeben. Die Hybridisierung erfolgte
Uber Nacht bel 68 °C im Wasserbad unter Schwenken. Am néchsten Tag wurde die
Hybridisierungslosung abgeschittet und bis zur nachsten Verwendung bei —20°C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Die Filter wurden zuerst 2x5 min in 2x SSC/0,1 % SDS und
anschlief?end 30 min in 0,5 x SSC/0,1 % SDS bei 68 °C gewaschen. Diese Schritte dienten
zur Entfernung von unspezifisch gebundener Sonde. Die Filter wurden dann kurz in
Waschpuffer aquilibriert. Danach wurden die noch freien Bindungsstellen fir 1 h in
Waschpuffer mit 1 % Blockingreagenz abgeséttigt. Anschlief3end wurde das a-DIG AP-
Konjugat in einem Verhdtnis von 1:7500 in Waschpuffer/1 % Blocking Reagenz geldst und
die Filter fir 1 h darin geschwenkt. Bel diesem Schritt reagierte der Antikorper, der mit einer
alkalischen Phosphatase gekoppelt ist, spezifisch mit dem Digoxigenin der Sonde. Als
nédchstes wurde ungebundener AntikOrper durch drei 5minitige Waschschritte mit
Waschpuffer entfernt. Dann wurden die Filter in AP-Puffer &quilibriert, da die alkalische
Phosphatase bel einem pH-Wert von 9,0 optimal arbeitet. Die Farbreaktion wurde durch
Zugabe der Farbelsung herbeigefiihrt. Dabei wurde BCIP durch die alkalische Phosphatase
zu einem violett-braunen Produkt umgesetzt, wahrend NBT als Farbverstarker der Reaktion
diente. Die Farbreaktion wurde durch H,O abgestoppt, sobald eindeutige Signale zu erkennen
waren.

Positiv  identifizierte Plagues wurden mittels ener abgeschnittenen Pipettenspitze
ausgestochen. Dabel machte man sich die Ubereinstimmende Markierung auf Filter und dazu
passender Platte zunutze, um den richtigen Plaque zu identifizieren. Die Plagues wurden zu
400 pl SM-Medium mit 20 ul Chloroform gegeben und die Phagen auf dem Schttler im
Kuhlraum eluiert.

Die entstandene Phagensuspension wurde in geeigneter Weise verdinnt und erneut zur

Infektion von Wirtsbakterien eingesetzt. Im Folgenden wurden die Schritte des
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Sondenscreenings so lange wiederholt, bis ein positiver Plaque einzeln ausgestochen und

somit eine Verunreinigung durch negative Phagenklone ausgeschl ossen werden konnte.

In vivo-Excision

Bel der Herstellung der cDNA-Bank wurden die verschiedenen cDNA-Fragmente in den ZAP
Express' M-Vektor ( -Vektor). Dieser besteht zum einen aus den | -Armen des Phagen zum
anderennoch aus der Sequenz eines Phagemids (pBK -CMV), welche das Insert flankiert. Das
Phagemid wiederum ist auf der einen Seite von der Intiationsstelle, auf der anderen Seite von
der Terminationsstelle umgeben. Bei der in vivo-Excison macht man sich diesen Aufbau zu
Nutze, um das Phagemid zusammen mit dem Insert aus dem | -Vektor zu extrahieren. Dazu
wurden E. coli XL1-blue MRF’-Zellen mit dem Helferphagen ExAssist™ (f1 Bakteriophage;
Stratagene, Heidelberg) und dem | -V ektor koinfiziert. Innerhalb des Bakteriums erkennen die
f1-Bakteriophagen-Proteine die Initiationsstelle in der DNA des | -Vektors und verursachen
einen Strangbruch im Zucker-Phosphat-Rickgrat der DNA. Ausgehend von diesem nick’
beginnt die Synthese von einzelstrangiger (sS)DNA ,downstream® bis zur Terminationsstelle.
Das Genprodukt |1 des Helferphagen zirkularisiert den linearen Einzelstrang, wodurch wieder
ein f1 ,ori“ entsteht. Durch das in der Terminationsstelle enthaltene Verpackungssignal wird
das entstandene Phagemid in Phagenhillen verpackt und sezerniert. Im Anschluss werden die
Bakterien abgetttet. Um doppelstrangige DNA zu erhaten, infiziert man E. coli XLOLR-
Zellen mit den verpackten und sezernierten Phagen. Die BakteriophagenSuspension wird
dann auf Kanamycin-LB-Platten ausplattiert und Uber Nacht bel 37 °C inkubiert. Die Helfer-
Phagen konnen nicht wachsen, da sie sich in Su-Stémmen wie XLOLR nicht replizieren

kdnnen.
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6. Sequenzanalyse und Phylogenie

Die Sequenzdaten wurden mit den in Tab. 2 aufgelisteten Computerprogrammen bearbeitet.
Die erhaltenen Chromatogramme wurden zuerst mithilfe von CHROMAS editiert und
anschlief3end mit TRANSLATE in die Aminosduresequenz Ubersetzt. Um eine Sequenz zu
identifizieren, wurde ein Vergleich mit Informationen aus weltweiten Datenbanken
durchgefiihrt (Blast Japan oder Blast NCBI). Die Signapeptide der Aminosalresequenzen
wurden mit dem Tool “SignaP 3.0” ermittelt (Bendtsen et al., 2004). Stellte sich dabei
heraus, dass es sich um eine Hamocyanin-Sequenz handelt, so wurde entweder mit “ Clustal X
1.83” ein automatisches und zusétzlich mit “GeneDoc 2.6” ein manuelles “Alignment” erstellt
(Nicholas & Nicholas, 1997). Das editierte Alignment konnte fir die Erstellung eines
Stammbaumes als Grundlage genommen werden, mit Hilfe dessen sich die evolutiondren
Verwandtschaftsverhdtnisse von Organismen darstellen lassen. Die Signalpeptide wurden
nicht in die Analysen engebracht. Zudem wurden die Linkerpeptide und die
Sequenziberhange in FU-a und FU-g entfernt. Fir die phylogenetischen Berechnungen wurde
zum einen das PHYLIP 3.6a2 Package (Felsenstein, 2001) verwendet. Distanzen zwischen
Sequenzpaaren wurden mittels der PAM-Matrix berechnet (Dayhoff et al., 1978). Zur
Konstruktion der Stammbaume wurde die Neighbor-joining-Methode angewendet. Die
Zuverlassigkeit der Baume wurde mittels Bootstrapping mit 100 Pseudosamples Uberpriift
(Felsenstein, 1985). Zudem wurden phylogenetische Anaysen mit MRBAYES 3.0
durchgefiihrt (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Dabel wurde den Berechnungen die Dayhoff-
Matrix zugrunde gelegt mit einer Gamma-Vertellung der Raten. Metropolis-coupled Markov
chain Monte Carlo Sampling wurde mit vier Ketten fir 150000 Generationen durchgefihrt.
Das Sampling der Baume fand alle 10 Generatioren statt. Posterior probabilities wurde an
10000 Stammbaumen abgeschétzt (burnin = 5000). Molekulare Stammbaume wurden mit
“Treeview” dargestellt.

Unter Anwendung von Swiss-Model wurde mit Hilfe der bekannten Kristallstruktur von
OdH-g (Cuff et al., 1998) ein Homologie-Modell der entsprechenden funktionellen Domane

von Nautilus pompilius erstellt.
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Datenanalyse

CHROMAS http://trishul .sci.gu.edu.au/"conochromas.html
TRANSLATE http://www.expasy.ch/trandate

SIGNALP 3.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal P/
Datenbanksuche

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

Blast NCBI http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/
Alignment

ClustaX 1.83 ftp://ftg-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X/
GeneDoc 2.6 http://www.psc.edu/biomed/genedoc/
Stammbaumer stellung

Clustal X 1.83 siehe oben

PHYLIP 3.6 http://evol ution.genetics.washington.edu/phylip.html
MRBAYES 3.0 http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes/

Stammbaumeditor

Treeview 1.6

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Proteinmodelling

SWISSMODEL

http://ww.expasy.ch/spdbv

Primer

Oligo Cdculator version 3.07

http://www.basi c.northwestern.edu/bi otool s/oligocal c.html

Tab. 2: Verwendete Computer programme.
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7. Allgemeine proteinbiochemische Methoden

7.1 Entnahme und Aufbereitung der Hamolymphe

Stabilisierungspuffer 50 mM Tris
5mM CaCl,
5mM MgCl,
0,15M NaCl
pH 74

Die Organismen, in diesem Fall die Muscheln, wurden auf Eis prépariert. Dazu wurde zuerst
die Schale entfernt, das Gewebe mit einer Kantile angestochen und die Hamolymphe mit einer
Pipette abgenommen. Die gesammelte Flissigkeit wurde anschlieRend fur 5 min bei
maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert, um groflere Gewebereste zu entfernen Der
Uberstand wurde anschlieRend auf Zentrifugenrohrchen (Ultra-Clear Centrifuge Tubes, 8 x 20
mm von Beckmann) verteilt und in einer Beckman™ Airfuge Zentrifuge fiir 4 h bei 40 psi
(mehr as 132000 xg) pelletiert. Das Hamocyanin-Pellet wurde danach mit
Stabilisierungspuffer Uberschichtet, der mit Proteasechemmer versetzt war, und tber Nacht auf
dem Schittler im Kihlraum gel6st. Am néchsten Tag konnte das resuspendierte Hdmocyanin

fir weitere Versuche verwendet werden.

7.2 Konzentrationsbestimmung und Absor ptionsspektrum des Hamocyanins

Um die Konzentration des Hamocyanins zu bestimmen, wurde ein Absorptionsspektrum von
220 nm bis 600 nm in dem Ultraspec 3100 Pro UV/Visible Spectrophotometer gemessen.
Dabel traten zwei fir das Hamocyanin charakteristische Absorptionsmaxima bei 280 nm und
340 nm auf. Das erste Maximum st typisch fur Proteine, da bei dieser Wellenlénge die
aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin absorbieren. Dabel entspricht eine
OD3g von 1 einem Proteingehat von 1mg/ml. Bel 340 nm besitzt das oxygenierte aktive
Zentrum des Hamocyanins (Cu-O»-Cu-Komplex) ein Absorptionsmaximum und somit liefert
die Messung bei dieser Wellenlange gleichzeitig einen Nachwels des Hamocyanins in der
Probe.

7.3 Dissoziation des M ollusken-Hamocyaninsin seine Untereinheiten

Die Dissoziation des Hamocyanins in seine Untereinheiten erfolgte durch Uberfilhrung in ein
akalisches Medium und unter Entzug zweiwertigen Kationen (Ca®*, M¢?"). Dazu wurde die

Probe in einen Dialyseschlauch (Visking Typ 2032 von Roth, Karlsruhe) gegeben, der zuvor
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in O aufgekocht wurde. Dieser wurde in ein mit 0,13 M Glycin-Puffer pH 9,6 gefiilltes
Becherglas gegeben und Uber Nacht bel 4 °C unter stdndigem Ruhren dialysiert.

Glycin/NaOH-Puffer 0,13 M Glycin
pH 9,6, mit NaOH eingestellt

7.4 Konzentrierung von Proteinproben

Um kleinere Volumina in Reaktionen einsetzen zu kénnen, mussten die Proteinproben zum
Teil aufkonzentriert werden. Dazu wurden zwei verschiedene Systeme verwendet, die im
Folgenden kurz erlautert werden.

Amicon Ultra-15-Filtrationssystem

Bei diesem System wurden Zentrifugationssulen mit einem Filtereinsatz verwendet, der fir
Molekile mit einem Molekulargewicht kleiner als <10000 durchlassig ist. Bel der
Zentrifugation verblieb das Hamocyanin aufgrund seiner Grof3e im Filtereinsatz, wahrend
kleinere Molekile und Wasser sich im Durchfluss befanden. Mittels dieser Methode konnten
maxima 15 ml Probe auf ein Volumen von bis zu 200 pl eingeengt werden. Die
Zentrifugation wurde bei 2000 x g in der Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 R im Rotor 3360

bei 4 °C durchgefiihrt, wobei die Dauer in Abhangigkeit von dem Ausgangsvolumen variierte.

Centrisart |-Zentrifugationssystem

Zur Konzentrierung kleinerer Proteinmengen bis zu 25ml wurden Centrisartl
Zentrifugenréhrchen  (Typ 13239-E; Fa.  Sartorius, Gottingen) verwendet.  Deren
Membraneinsatz besitzt eine Durchl&ssigkeit fur Molekile <10000. Die Proteinprobe wurde
dabel in ein Zentrifugenréhrchen gegeben und anschlief3end ein zweites Roéhrchen mit
Membraneinsatz aufgesetzt, so dass in der darauf folgenden Zentrifugation kleinere Molektile
und Wasser durch die Membran gedriickt wurden. Das Hamocyaninkonzentrat befand sich im
unteren Rohrchen Die Zentrifugation wurde fir 2 x 5 min bel 2000 x g in der Heraeus
Sepatech Megafuge 1.0 R im Rotor 3360 bei 4 °C durchgefiihrt.

7.5 Polyacrylamidgelelektr ophor ese (PAGE)

Proteine lassen sich aufgrund ihrer Ladung in einem elektrischen Feld auftrennen. Man
verwendet dazu Polyacrylamidgele als Matrix, die sich aus einem grof3maschigen Sammelgel

und einem hohervernetzten Trenngel zusammensetzen, wodurch die Auflésung erhéht wird.
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In Anwesenheit von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Tetramethylendiamin (TEMED)
bildet Acrylamid lange Ketten, die wiederum von N,N’-Methylenbisacrylamid zu einer
netzférmige Struktur verknipft werden. Die Porengrof3e der Matrix wird durch die
zugegebenen Konzentrationen an Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid festgelegt, so
dass sich der Trennbereich an das jeweilige Protein anpassen lasst. Tab. 3 zeigt die

Korrelation zwischen Konzentration des Gels und dem Trennbereich der Proteine.

Konzentration in % | Trennbereich in kDa
3 100 — 1000
5 80— 500
8 60 — 400
12 40 - 200
20 10-100

Tab. 3: Trenneigenschaft von PolyacrylamidGelen.

Die Elektrophorese erfolgte sowohl unter denaturierenden (SDS-PAGE), as auch unter nicht
denaturierenden Bedingungen (native PAGE) nach Laemmli (1970).

SDS-PAGE

Dieses Verfahren dient der Bestimmung des Molekulargewichts von einem monomeren
Protein oder von den Untereinheiten eines oligomeren Proteins, wobel die elektrophoretische
Auftrennung nur von der MolekillgrofRe abhangt. Durch die Zugabe des anionischen
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die Eigenladung des Proteins Uberdeckt, indem
SDS in einem konstanten molaren Verhéltnis an die Proteine bindet und diese dadurch mit
einem negativen Mantel umgibt. Alle Proteine wandern daher zur Anode. Um anhand der
Laufstrecke die Molmasse bestimmen zu kdnnen, wird zudem ein Marker mit Eichproteinen
aufgetragen.

Als Molekulargewichtsmarker wurde das Proteingemisch ,SDS-6H“ von Sigma

(Deisenhofen) verwendet:
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Markersubstanz Molekular gewicht
Myosin 205.000
(3-Galactosidase 116.000
Phosphorylase B 97.400
Rinderserumalbumin (BSA) 66.000
Ovabumin 45.000
Carboanhydrase 29.000
Probenvorbereitung

4 x Probenpuffer 62,5 mM Tris’/HCI

25,0 mM Dithiothreitol (DTT, frisch hinzugeben)
10,0 % (w/v) Glycerin

3,0% SDS

0,1 % Bromphenolblau

Die Proben wurden mit 25 % Probenpuffer versetzt und zusammen mit dem Marker auf dem

Heizblock fir mindestens 5 min bei 95 °C denaturiert.

Native PAGE

Die native PAGE trennt die Proteine werden in Abhéngigkeit von ihrer Molekllmasse, ihrer
spezifischen Eigenladung und ihrer Tertidrstruktur auf. Aus diesem Grund finden keine
Behandlung mit SDS und 3-Mercaptoethanol und keine Hitzedenaturierung bei 95 °C statt.

Probenvorbereitung

4 x-Probenpuffer 20 % Saccharose
0,5 % Bromphenolblau

Die Hamolymphe wurde mit 4 x Probenpuffer bis zu einer 1 x Endkonzentration versetzt.
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Gelherstellung

Fur beide Systeme verwendete L 6sungen:

Acrylamidlésung

Polymerisationsstarter

(30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) Bisacrylamid (Protogel

Fertiglosung; Helmut Schroder; Stuttgart)

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat in dest. HoO
TEMED (N,N,N',N' - Tetramethylenethylendiamin)

Von System abhéngige Losungen':

SDS-PAGE native PAGE
Trenngelpuffer 1,5M TrigHCI 60 mM Borsédure
04 % SDS 1,32 M Tris
pH 8,8 pH 9,6
Sammelgel puffer 0,5M Trig/HCI 1M TrigHCI
04 % SDS pH 7,6
pH 6,8
Elektrophoresepuffer 23 mM Tris 264 mM Tris
190 mM Glycin 12 mM Borsaure
0,2% SDS
5% Trenngel | 7,5% Trenngel | 10 % Trenngel | Sammelgel
Protogel 1,7ml 25ml 3,3 ml 0,4 ml
Trenngel puffer 25ml 25ml 25ml -
Sammel gel puffer - - - 0,8 ml
H,O 58ml 5ml 41ml 2ml
TEMED 3ul 3l 3l 3ul
APS 100 pl 100 pl 100 pl 100

Es wurden Gele im Format 80 x 82 mm und 1 mm Dicke hergestellt. Vor dem Gief3en des
Gels wurde zwischen eine Ohrenglasplatte und eine weitere Glasplatte an beiden Seiten ein
Soacer gelegt, die Platten wurden anschliefiend mit zwei Klammern zusammengehalten und
abgedichtet. Dies erfolgte entweder durch Verwendung von Klebeband oder mit 1 %iger
Agaroselosung. Danach wurde zuerst das Trenngel angesetzt und bis etwa 1 cm unter den
oberen Rand zwischen die beiden Platten gegossen. Das Trenngd wurde sofort mit
destilliertem Wasser Uberschichtet, welches nach der Polymerisation (ca. 30 min) wieder
entfernt wurde. Als néchstes wurde die Sammelgelmischung zwischen die Platten eingefillt
und umgehend der Probenkamm (13 Taschen) luftblasenfrei in das Sammelgel gesteckt.
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Nachdem dieses nach etwa 20 min polymerisiert war, wurde das Klebeband entfernt und das
fertige Gel in die Elektrophoresckammer (PHERO-minivert, Biotec Fischer, Reiskirchen)
eingespannt.

Die obere und untere Pufferkammer wurde mit dem Laufpuffer aufgeftllt und der
Probenkamm gerade nach oben aus dem Gel gezogen. Dann wurde das Gel mit den Proben
und dem Marker beladen. Anschlief3end wurde der Kammerdeckel aufgesetzt und die Kabel
so an den Stromversorger angeschlossen, dass die obere Pufferkammer mit der Kathode und
die untere mit der Anode verbunden wurden. Das Gdl lief bei einer konstanten Stromstérke
von 20 - 26 mA, bis die Lauffront des Bromphenolblau den unteren Rand des Gels erreicht
hatte. Nach der Elektrophorese wurden die Glasplatten vorsichtig von dem Gel abgehoben

und das Sammelgel wurde von dem Trenngel entfernt.

Farbelbsung 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva)
40 % Methanol
7,5 % Essigsdure

Entfarbe 6sung 20 % | sopropanol
7 % Essigsaure

Anschlief3end wurde das Trenngel fir mindestens eine Stunde in der Farbel 6sung geschwenkt.
Die darauf folgende Inkubation in der Entfarbelésung erfolgte so lange, bis nur noch die
Banden auf dem Gel angefarbt waren. Danach wurde das Gel solange in 7,5 %iger Essigsaure

gelagert, bis es zur weiteren Aufbewahrung in eine Folie eingeschwel (3t wurde.

Semipraparative PAGE

Diese Methode wurde hier genutzt, um einzelne Hamocyanin-Doménen zu isolieren, die im
SDS-Gdl as distinkte Banden zu erkennen waren. Das war allerdings nur moglich, wenn sich
die Proteinbanden in ihrem Laufverhalten im nativen Gel unterschieden.

Dazu wurde ein natives Gel gegossen wobei auf den Probenkamm verzichtet und die
Proteinprobe Uber die gesamte Lange aufgetragen wurde. Nach dem Gellauf wurden die
Banden mittels einer inversen Proteinfarbung sichtbar gemacht. Bel einer inversen Férbung
wird der Hintergrund angeférbt, wadhrend die Proteine transparent und somit frel von
storenden Farbstoffen bleiben. Hier wurde das Roti-White-System von Roth (Karlsruhe)
verwendet und nach Herstellerangaben verfahren (FernandezPatron et al., 1995). Nach der

Farbung wurden die Banden ausgeschnitten und 30 min in Mobilisierungspuffer inkubiert.
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M obilisierungspuffer 25 mM Trig/HCI

50 mM EDTA

pH 8,3
Um die Proteine zu eluieren, wurden die Gelbanden in ein Eppendorf- Gefél3 Uberfihrt und in
Stabilisierungspuffer homogenisiert, bis eine zahfltissige Masse ertstand. Die Elution erfolgte
Uber Nacht auf dem Schiittler in der Kihlkammer. Um die eluierten Proteinbanden von der
Gelmatrix zu trennen, wurden Eppendorf- Gefalie nach dem in Abb. 15 skizzierten Schema

zusammengesteckt:

Abb. 15: Versuchsaufbau zur Elution einer

Proteinbande aus einem  préparativen

Eppendorf-Gefdf mit Polyacrylamid Gel.
homoge nisierter Gelbande

Das Eppendorf-Gefa3 mit der homogenisierten
Gelbande wird mit einem Loch an der Unterseite
versehen und in ein zweites Eppendorf-Gefal

Eppendorf-Gefdl mit Watt . . . ,
PRETE R gestellt. Dieses ist mit Watte gefillt, Reste der

Gelmatrix zuriickzuhalten. Uber éne Offnung an

der Unterseite kann das Eluat in einem dritten
Eppendorf-Gefdl zum
\{y Auffangen des Eluats Eppendorf- Gefal? auf gefangen werden.

Anschlieffend wurde die Probe fir 5 — 10 min bel 2000 x g zentrifugiert und das Eluat in ein
neues Eppendorf- Gefald Uberfuhrt. Dieses wurde photometrisch gemessen und danach im
SDS-Gel  Uberpruft. Zudem konnten die eluierten Banden fir Crossed-Line-Versuche
eingesetzt werden.

7.6 Western Blot

Bel diesem Blotting-Verfahren werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Der Nachweis des gesuchten Proteins erfolgt durch
Antikorper, die spezifisch gegen das Protein gerichtet sind.

Hier wurde ein Semi-dry-Elektroblotting (Khyse-Andersen, 1984) durchgefiihrt, wobei das
elektrische Feld zwischen zwel horizontalen Metallplatten angelegt wurde.
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Bendtigte Losungen:

Ldsung 1 (pro Liter) 25mM TrigCl
20 % Methanol
pH 10.4

L 6sung 2 (pro Liter) 300 mM Trig/Cl
20 % Methanol
pH 10.4

L ésung 3 (pro Liter) 25mM Tris/Cl
40 mM Norleucin
pH 9.4

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel wurde in Lésung 3
kurz geschwenkt. Die Nitrocellulose-Membran wurde in Losung 1 getrénkt. Anschlief3end
erfolgte der Aufbau des Blots in einer Blotkammer (CTI, Idstein) nach dem in Abb. 16
SKizzierten Schema:

Kathode

3 x 3 Whatmanpapiere in Losung 3

Gel in Lésung 3

Nitrocellulose in Lésung 1

1 x 3 Whatmanpapiere in Lésung 1

2 x 3 Whatmanpapiere in Ldsung 2

1l

Anode

Abb. 16: Aufbau eines Western Blots.

Beim Semi-dry Blot werden das Gel und die NitrocelluloseMembran, die sandwichartig von
Filterpapieren eingeschlossen sind, zwischen die Elektroden gelegt. Das elektrische Feld ist dadurch
senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung angelegt. Dabei wandern die Proteine aus der Gelmatrix auf
die Membran und werden dort gebunden. Das mit Puffern getrénkte Filterpapier dient bei der

Elektrophorese al's |onen-Reservoir.

Der Transfer der Proteine fand bei einer Stromstarke von 0,8 mA/ent Gelflache fiir 2 h statt.
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Verwendete L 6sungen:

TBST (pro Liter) 10 mM Trig/Cl
140 mM NaCl
0,1 % Tween 20

Blockierungddsung 5 % Milchpulver in TBST

Detektionspuffer 0,1 M NaCl
0,1 M Trig/Cl
0,05 M MgCl,

Nach dem Blotting wurden die Proteine auf der Membran reversibel mit PonceauS-L dsung
angeférbt und das sichtbare Muster auf eine transparente Folie tUbertragen. Danach wurde die
Membran in ein Schélchen gegeben und in Blockierungsldsung tiber Nacht auf dem Schuittler
geblockt, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Am néchsten Tag wurde die
Blockierungslosung aus dem Schélchen abgegossen und die Membranen anschlief3end
dreimal mit TBST gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper fur 1,5 h
auf dem Schittler, der zuvor mit TBST 1:10.000 verdinnt worden war. Dieser war jewells
spezifisch gegen das verwendete Hamocyanin gerichtet und stammte aus dem Kaninchen.
Nach der Inkubationszeit wurde die Membran erneut dreimal mit TBST gewaschen. Nun
wurde der 2. Antikérper dazugegeben. Bel diesem handelte es sich um einen Ziege-anti-
KaninchenAntikorper, der gegen den F.-Tell des ersten Antikorpers gerichtet war. Zusétzlich
war dieser mit einer akalischen Phosphatase gekoppelt, welche die spatere Farbreaktion
katalysierte. Die Inkubation auf dem Schittler dauerte 1 h. Danach erfolgte nach drel
Waschschritten mit TBST die Detektion. Dazu wurden zu 10 ml 1 x Detektionspuffer 66
NBT und 33 ul BCIP gegeben und die Membranen damit bedeckt. Nach 15 min wurde eine
Farbung sichtbar. Das Prinzip der Farbreaktion ist in Kapitel 5.12 erl&utert.

Western Blot flir Proteinsequenzierung

Dieses Verfahren entspricht im Ablauf dem des oben beschriebenen Western Blots. Anstelle
einer Nitrocellulose-Membran wird hier eine PVDF-Membran verwendet, die vor ihrem
Gebrauch kurz in 100 % Methanol eingeweicht wurde. Nach dem Proteintransfer wurde die
Membran mit PonceauS angeféarbt und die zu sequenzierenden Banden wurden
ausgeschnitten.
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PonceauS-Farbung

Mittels der im vorherigen Abschnitt erwédhnten PonceauS-Farbung kann man die
transferierten Banden nach dem Westernblot reversibel sichtbar machen Dazu werden die
Nitrocellulose- bzw. PVDF-Membran fur 5 min in einer 1. 10 verdiinnten PonceauS-L dsung
(Sigma, Deisenhofen) geféarbt. Die rote Farbung kann durch Abspllen mit destilliertem

Wasser wieder entfernt werden.

7.7 Limitierte proteolytische Spaltung

Die dialysierte Hdmocyanin-Probe wurde mit folgenden Proteasen gespalten:

- Elastase Typ IV aus Schweinepankreas (Sigma/ No. E-0258)

- Staphylococcus aureus, strain V8 Endoproteinase Gluc-C (Fluka/ No. 45172)

- Trypsin Typ XIlI aus Rinderpankreas (Sigma/ No. T-8642)

- Chymotrypsin Typ Il Rinderpankreas (Sigma/ No. C-4129)

- Astacus Protease aus Astacus spec. (von Prof. W. Stocker, Mainz)

- Papain aus Papaya latex (Sigma/ No. P-4762)

- Pepsin aus Magenschleimhaut vom Schwein (Sigma/ No. P-6887)

- Subtilisin Typ VI aus Bacillus licheniformis (Sigma/ No. P-5380)

Vor ihrer Verwendung wurden die Proteasen entsprechend ihrem pH-Optimum gel6st.

Die jeweilige Protease wurde in einer Endkonzentration von 2 % (w/w) zu der Hamocyanin-
Probe gegeben und in der Regel fur vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Abweichende

Inkubationszeiten sind an entsprechenden Stellen aufgefihrt.

7.8 Zweidimensionale | mmunelektrophor ese

Mittels dieser Methode, die nach Laurell (1965) und Weeke (1973) durchgefihrt wurde,
lassen sich wasserl6sliche Proteine immunologisch charakterisieren.

In einem 1%igen Agarosegel wird in der ersten Dimension ein Proteingemisch
elektrophoretisch aufgetrennt, wobel die unterschiedlichen Proteine aufgrund ihrer
verschiedenen Ladungen unterschiedlich schnell von der Kathode zur Anode wandern Das
weite Gelnetz, was durch die niedrige Agarosekonzentration erreicht wird, lésst keinen
Einfluss der Grof3e und Tertidrstruktur der Proteine zu.

In der zweiten Dimension werden die so aufgetrennten Proteine durch ein antikdrperhaltiges
1 %iges Agarosegel geschickt. Handelt es sich bei dem Protein oder Proteinfragment um ein

Antigen, so kommt es zur Aushildung von Antigen-Antikérperkomplexen. Diese Komplexe
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wandern im Gel solange weliter, bis deren Konzentration so hoch ist, dass sich en
dreidimensionales Netzwerk bildet. Hierbei entsteht ein charakteristisches gipfelférmiges

Prézipitat, das durch Anférben sichtbar wird.
Anhand der Form der Gipfel lasst sich eine Aussage Uber die Verwandtschaft der Proteine

treffen (Abb. 17).

1% Agarose mit Antikérpern

+
a | b d
N
9
3
@
>
0,
AN S
RN
1 ? ©
[ I < —
Gelstreifen Start 1.Dimension

Abb. 17: Grundform der zweidimensionalen | mmunelektrophorese mit mdglichen Préazipitationsmustern.
a) immunologisch nicht identische Proteine; b) immunol ogisch partiell identische Proteine; c) siehe b), jedoch ist

das linke Protein gegentiber dem rechten immunol ogisch unvollstandig; d) immunol ogisch identische Proteine

Verwendete L 6sungen:

19 mM Na-Diethylbarbiturat
0,1 M Diethylbarbiturséure
pH 8,6

Immunoelektrodenpuffer (5 x)

1 % (w/v) Agarose M (Amersham Pharmacia,
Freiburg) in 1 x Elektrodenpuf fer |6sen und auf dem

1% Agar osegel

Heizblock aufkochen.
Waschlésung 0,6 % NaCl
Farbeldsung Methanol /Eisessig / Wasser (4:1:5 vIiVIV)
0,2 % Coomassie Brilliant Blue G 250
Entférbel 6sung Isopropanol / Eisessig / Wasser (4:1:5 viviv)

Crossed |mmunelektrophorese
Durchfuhrung:

1. Dimension:
Die Agarose wurde aufgekocht und 10 ml der geschmolzenen Ldsung wurden auf eine
7x10 cm grolie Glasplatte gegossen Anhand einer Schablone wurden positionierte Locher

(2-4mm ©) in die erstarrte Agarose gestanzt, um darin die zu untersuchende Proteinprobe
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(1- 4 pg) aufzutragen. Die Lauffront wurde durch separates Mitlaufen von 2 ul eines
BromphenolblauSaccharose-Markers (0,5% BPB; 20% Saccharose in H,O) sichtbar
gemacht.

Als Pufferbriicke diente Chromatographiepapier (Schleicher & Schuell, Dassel). Die
Elektrophorese wurde bel 600 V in einer wassergekihlten (17 °C) Multiphor-Apparatur
(Modell 2117, Amersham Pharmacia, Freiburg) durchgefihrt. Sobald der Farbstoff das

Gelende erreicht hatte, wurde die erste Dimension gestoppt.

2. Dimension:

Mittels einer Schablone wurde die Bahn der aufgetrennten Proteinprobe ausgeschnitten
(1 x4,2 cm) und auf die hydrophile Seite eines Gel Bond® - Films (4,2 x 5 cm; Fa. Biozym,
Hess. Oldendorf) Ubertragen. 2 ml geschmolzene, auf 58 °C temperierte Agarose wurde mit
dem Antikorper grundlich gemischt und auf die freie Stelle des Gel Bond®- Films gegossen
Die Elektrophorese wurde auf die gleiche Weise, wie die erste Dimension, bel 300 V Uber
Nacht durchgefihrt.

Um das Prazipitat anzuférben, mussten zuerst tUberschissige Antikorper entfernt werden.
Dazu wurden die Immunel ektrophoresebl &tchen fir 5 min unter angefeuchtetem Filterpapier
gepresst und anschlief3end 10 min quellen gelassen wobel diese Prozedur die ersten beiden
Male mit 0,6 % NaCl-Losung und das letzte Ma mit H,O durchgefuhrt wurde.

Abschlief3end wurde ein letztes Ma mit in dest. H,O getranktem Filterpapier gepresst und die
Filme mit einem Fo6hn getrocknet.

Die trockenen Filme wurden fir ca. 4 min in die Farbelésung gegeben und danach in
Entfarberlosung geschwenkt, bis sich der Hintergrund entfarbte und die Gipfel klar
hervortraten.

Anschlief3end wurdendie Filme erneut mit dem Fohn getrocknet.

Crossed-Line-lmmunelektrophorese

Bel dieser speziaisierten Technik nach Kroll (1973) wird zwischen dem Giel3en der zweiten
Dimension und deren Lauf an der Grenze des Gelstreifens ein Trog ausgeschnitten (30 mm x
4 mm grofd). In den Trog wird ein mit Agarose vermischtes Protein hineinpipettiert (Line) und
dessen immunologische Verwandtschaft mit der urspringlich eingesetzten Proteinprobe
untersucht (Abb. 18).
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Besteht eine strukturelle Verwandtschaft zwischen den Proteinen, fusioniert das Line-Protein
mit dem Hauptprotein; besteht keine Verwandtschaft, werden sie unabhéngig voneinander

prazipitiert.

—— Hauptprotein

r f 'E 3‘—— Line

n u i ~ —=—— Trog (mit Line-Protein)

o o)
CL— Start (mit Hauptprotein)

Abb. 18: Crossed-Line-lmmunelektr ophorese und mégliche Prazipitationsmuster.
a) Das Hauptprotein und das Line-Protein sind immunologisch identisch. b) Die beiden Proteine sind
immunologisch verwandt. Das Line-Protein tragt zusétzliche Epitope, die von den Antikorpern erkannt

werden. ¢) Die beiden Proteine sind immunol ogisch nicht miteinander verwandt.

7.9 Anionenaustauschchromatogr aphie

Das Vefaren der Flussigkeitschromatographie wurde verwendet, um einzelne
Proteinfragmente eines Substanzgemisches (z.B. eines Protease-Verdaus) aufzutrennen. Der
schematische Aufbau des Trennsystems ist in Abb. 19 skizziert. Dieses entspricht einer
HPLC-Apparatur, wobei allerdings die Probenauftrennung nur unter niedrigem Druck

durchgeftihrt wurde.

Verwendete L dsungen:
Trennsaule Q Sepharose (Pharmacia)

Laufmittel A 50 mM Tris
5mM CaCl,
5mM MgCl,
pH 7,0

Laufmittel B 50 mM Tris
5mM MgCl,
1M NaCl
pH 7,0

FluRrate 0,5 ml / min bei Raumtemperatur
Weéllenlange 280 nm
Gradient linearer Gradient von 0- 50% B in 0- 160 min



MATERIAL UND METHODEN 63

—_—>
oA
Injektionsventil I
( Trennséaule (2)
Gradientenmischer/ _
Pumpe (1) Fraktionssammler (4)

A
Laufmittel @
B AR

Computer

Abb. 19: Schematischer Aufbau der HPL C-Apparatur.

Das Proteingemisch, das am Injektionsventil aufgetragen wird, wird Uber eine Anionenaustauscherséule
aufgetrennt. Die eluierten Proteine werden in einem Fraktionsssmmler aufgefangen und deren
Konzentration photometrisch bestimmt. Ein Computer zeichnet das Elutionsprofil auf.

1. Gilson Préazisionspumpe, Modell 321

2. Glassaule mit Q-Sepharose, Lange 30 cm, Durchmesser 14 mm, Volumen 46 ml

3. Gilson Detektor / Photometer, Modell UV /vis-151

4. Gilson Fraktionssammler, Modell FC 203 B

Die Anlage beginnt mit einem Gradientenmischer, in dem die Laufmittel A und B (mobile
Phase) in einem zuvor definierten Verhdltnis miteinander gemischt werden. Daran schlief3t
sich eine Pumpe an, die die Flussigkeit mit einem Druck von maximal 8 bar auf die darauf
folgende Trennsaule (stationdre Phase) vorantreibt. Dazwischen befindet sich en
Injektionsventil, auf dem die Probe aufgebracht wird. Durchlauft die Probe die Trennséule,
welche als ionische Gruppe -CH,-N*(CHs)s tragt, so wird sie dort aufgrund ihrer Polaritat und
den Eigenschaften der Saule aufgetrennt. Die eluierten Fraktionen werden anschlief3end in
einem Photometer bei 280 nm gemessen, um deren Konzentration zu bestimmen. Im
nachgeschalteten Computer kann ein Elutionsprofil erstellt werden, in dem die Absorptionen
als Peaks dargestellt werden.

7.10 Gdlfiltration

Bel dieser Methode werden Proteine ihrer Grof3e nach Uber eine Séule aufgetrennt. Die Saule
enthalt Gelklgelchen, die eine bestimmte Porengrof3e aufweisen. Wird nun ein

Substanzgemisch aus Proteinen unterschiedlicher Grole auf die Séule aufgetragen, so werden
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die kleineren Molekile in den Hohlrdumen der Gelkigelchen zuriickgehalten. Grof3e
Molekile dagegen kénnendie Saule ungehindert passieren und werden friiher eluiert.

Die Econo-Chromatographiesdule (120 cm lang, Durchmesser von 1,5 cm, Bettvolumen von
230 ml) wurde mit dem Saulenmaterial BioGel A 15m (BioRad, Munchen) beladen. Auf die
Saule wurde die Probe aufgetragen, deren Volumen 1 ml nicht Uberschreiten sollte. AlsLauf-
und Elutionspuffer wurde Tris-Stabilisierungspuffer (pH 7,4) verwendet. Der Verlauf der
Gelfiltration wurde mittels des GilsonM 115 UV-Detektor (Abimed, Langenfelden)
gemessen, der eine \eranderung der Extinktion bel 280 nm misst. Die eluierten Proteine
wurden mit dem Fraktionssammler Gilson FC 203 (Abimed, Langenfelden) in 80 Fraktionen
von je 2 ml aufgefangen. Dabel wurde zugleich en Elutionsprofil durch den
Flachbrettschreiber BD 112 (Kipp & Zonen, Holland) erstellt, anhand dessen sich die
detektierten Peaks den einzelnen Fraktionen zuordnen und deren Konzentration bestimmen
liel¥en.

7.11 L ectin-Bindungstest

Um das Vorhandensein von N-glykosidischen Zuckern quantitativ nachzuweisen, wurde ein
mit Biotin gekoppeltes Lektin (Sigma, Deisenhofen) eingesetzt. Dieses stammt aus Triticum
vulgaris und besitzt eine Affinitdt zu N-acetyl-b-D-glucosaminylresten und N-acetyl-b-D-

glucosamin-Oligomeren.

Verwendete L 6sungen:

TBS 50 mmol Tris/Cl
150 mmol NaCl
pH 7,5

Puffer 1 50 mmol Tris/Cl
150 mmol NaCl
1 mM MgCl,
1 mM MnCl,
1 mM CaCl,
pH 7,5

Puffer 2 100 mM Tris/Cl
50 mM MgCl,
100 mM NaCl
pH 9,5
Streptavidin-Alkalische Phosphatase 1:500 eingesetzt
NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 50 mg/ml in 70 %iges Dimethylformamid (DMF)

BCIP (5-Bromo-4-Chloro-indolyl-Phosphat) 50 mg/ml in 100 %iges Dimethylformamid (DMF)
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Die zu untersuchenden Glycoproteine wurden direkt auf eine Nitrocellulose-Membran
aufgebracht. Die Glycoproteine wurden in einer Konzentration von 5 pg und 10 pg eingesetzt.
Als Negativkontrolle wurde das Intermediarfilament Vimentin verwendet, das in den gleichen
Konzentrationen aufgetragen wurde.

Nach Immobiliserung der Proteine wurde die Membran fir 1 h in Blockierungsésung
geschwenkt. Dafir wurde 2 %ige-Rinderserumalbumin(BSA)-TBS-Losung (pH7,5)
verwendet. Anschlief3end erfolgten drei 10minttige Waschschritte, wobei die ersten beiden
Male TBS und beim letzten Mal Puffer 1 eingesetzt wurde. Danach wurde das Lektin 1:100 in
Puffer 1 verdinnt und die Membran damit 1 h unter Schwenken inkubiert. Im Anschluss
wurde dreimal fir 10 min mit TBS gewaschen. Streptavidin-Alkalische Phosphatase wurde
im Verhdtnis 1:5000 in TBS verdinnt und die Membran darin fir 1 h geschwenkt. Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit TBS fur 10 min erfolgte die Farbereaktion. Dazu wurden
NBT und BCIP in Puffer 2 gemischt und Uber die Membran gegeben. Nach dem Auftreten
einer deutlichen Farbentwicklung nach wenigen Minuten wurde die Reaktion mit Wasser

abgestoppt und die Membran getrocknet.

8. Transmissions-Elektronenmikroskopie

Man benttigt dazu mit einem Kohlenstoff-Film beschichtete Kupfernetzchen mit 300 —
400 Maschen, die mir freundlicherweise fertig zur Verfigung gestellt wurden. Kurz vor der
Beladung mit der Proteinprobe wurden die Netzchen in einer Aufdampfanlage einer
Hitzeentladung ausgesetzt, um die Kohlenstoffoberfl&che hydrophil und somit fir das Protein
adsorptionsfahiger zu machen. Fur die EM -Praparation wurde die single-troplet-Methode im
~Negative-Saining“-Verfahren angewendet (Harris & Horne, 1991). Dazu wurden auf

Parafilm folgende Tropfen untereinander vorgelegt:

1 Tropfen Proteinlésung (0,05 - 0,5 mg/ml)
3 Tropfen Aquadest.
1 Tropfen Kontrastierungsmittel: 2 % Uranylacetat

Das Netzchen wurde nun mit einer Pinzette vorsichtig in der oben aufgefihrten Reihenfolge
mit der Kohlenstoffoberflache durch die Lésungen gezogen, wobei zwischen den einzelnen
Tropfen das Netzchen mittels eines Filterpapiers trocken gesaugt wurde. Das Netzchen wurde
anschliefRend auf Filterpapier in einer Petrischale getrocknet und dort bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.
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Die Untersuchung der Préparate wurde in einem Zeiss EM 900 Transmissions-
Elektronenmikroskop durchgeftihrt, wobei Aufnahmen auf Kodak EM-Filmen (Typ 4489)
festgehalten wurden.
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C Ergebnisse

1. Ablauf und Strategie der Projekts

Die Sequenzierung des Hdmocyanins der Muschel Nucula nucleus (NnH) war ein wesentliches
Ziel meiner Doktorarbeit, wobei ich bereits auf Tellsequenzen zurtickgreifenkonnte, die ich in
meiner Diplomarbeit entschllisselt hatte. Zu Beginn der Dissertation gingen wir nur von einem
einzigen Hamocyanin aus, da bisher keine der Sequenzen auf die Existenz von Isoformen
funktioneller Doméanen hinwies. In meiner Diplomarbeit konnten folgende drei Fragmente
isoliert werden: eine Teilsequenz aus NnH-ef und eine zweite aus NnH-fg, die eine Uberlappung
in NnH-f zeigen, so dass diese Domane vollsténdig sequenziert wurde. Zudem wurde ein 400 bp-
Fragment isoliert und NnH-c zugeordnet, wes allerdings aufgrund der geringen Grél3e noch zu
verifizieren war. Bei allen Fragmenten handelte es sich um genomische Sequenzen, belegt durch
die Linkerintrons zwischen NnH-&f und NnH-fg und das interne Intron in NnH-c. Diese
Sequenzen wurden zu Beginn der Doktorarbeit dazu benutzt, DNA-Sonden zum Screening einer
bereits vorhandenen genomischen Bank sowie spezifische Primer herzustellen. Zudem wurde
neue RNA prapariert, mit Hilfe derer schliefdlich zwei Isoformen des NnH gefunden und
vollstandig sequenziert werden konnten.

Neben der Sequenzierung des Hamocyanins wurde dieses auch mit biochemischen Methoden
charakterisiert, wozu die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die Immunelektrophorese
durchgefthrt wurden.

Paralldd zu der Sequenzierung des Muschel-Hamocyanins wurde das Hamocyanin des
Cephal opoden Nautilus pompilius (NpH) untersucht. Dazu wurde zuerst aus der Mitteldarmdrise
RNA prapariert und mit dieser wurden unter Verwendung von degenerierten Primern RT-PCR-
Reaktioren durchgefiihrt. Die dabel erhatenen Fragmente dienten gleichzeitig zur Herstellung
von Sonden, mit Hilfe derer eine von Herrn Dr. Bernhard Lieb hergestellte genomische Bank
durchsucht werden sollte. Nach der Zuordnung der isolierten Sequenzen zu den entsprechenden
Domanen wurden daraus NpH-spezifische Primer hergestellt. Um gezielt die Sequenzliicken
innerhalb des Gens zu schliefien, wurden mittels der Kombination aus spezifischen und
degenerierten Primern weitere RT-PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Die endstandigen Sequenzen
erhielt ich durch 5'- und 3'-RACE. Nachdem die komplette cDNA-Sequenz von NpH und die
daraus abgeleitete Aminosauresequenz bekannt war, konnte ich daraus gezielt Primer zur
Uberpriiffung von internen und Linkerintrons synthetisieren. Fur die genomische PCR musste

zudem DNA extrahiert werden, wozu Mantel gewebe verwendet wurde.
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Um das Hamocyanin von Nautilus pompilius auch biochemisch sowie immunologisch zu
charakterisieren, wurden native und SDS-Gele angefertigt. Zudem wurde NpH mittels
Immunelektrophorese untersucht, wofur unterschiedliche Spaltungen des Hamocyanins mit
Proteasen zum Einsatz kamen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zuerst von Nucula nucleus und anschliefRend von Nautilus
pompilius dargestellt. Die Klone oder Fragmente sind chronologisch aufgelistet, wobei ich nur

solche erwéhne, die zur Zusammensetzung der vollstandigen Sequenz verwendet wurden.

2. Nucula nucleus-Hamocyanin (NnH)

2.1 Isolierung der DNA-Klone der beiden | sofor men

Zu Beginn der Arbeit wurde eine RT-PCR mit degenerierten Primern durchgefihrt, fur die die
wahrend der Diplomarbeit préparierte RNA eingesetzt wurde. Dabei konnten zwel Fragmente
von ~3400 bp und ~3000 bp erhalten werden, die sich alerdings as genomisch herausstellten
(Abb. 20 und Tab. 5). Das erste codiert im Bereich von NnH1-cd, das zweite einen Teil von
NnH1-gh. Beide Fragmente umfassen das dazwischen liegende Linkerintron. Zwischen NnH-c
und NnH-d betragt dieses etwa 1300 bp, wahrend das Linkerintron zwischen NnH-g und NnH-h
eine Lange von ungeféhr 2000 bp aufweist. Zusétzlich konnte ein internes Intron in NnH-d
168 bp nach Beginn der Protein-Domane nachgewiesen werden, das 1239 bp lang ist und in
Phase 1 vorliegt.

Gleichzeitig wurde eine bereits vorhandene genomische Bank durchsucht, deren Primartiter
1,5 x 10" pfu betrug. Zur Detektion wurde eine Sonde aus der Doméane NnH-e hergestellt, wozu
als Template ein Klon aus meiner Diplomarbeit verwendet wurde. Damit konnte ein Fragment
von 2800 bp isoliert werden, dbes die vollstandige Domane NnH-e umfasst und beiderseits im
Linkerintron endet. Zudem befand sich 244 bp upstream ein internes Intron, das in Phase 2
vorliegt und eine Lange von etwa 630 bp besitzt.

Da die Introns des Nucula nucleus-Hamocyanins sehr lang sind und die Sequenzierung der
Fragmente sich schwierig gestaltete, wurde aus einer Muschel neue RNA mittels der GTC-
Methode prapariert. Die reverse Transkription wurde mit degenerierten Primern durchgefihrt,
die in der anschlief?enden PCR sowohl mit degenerierten als auch mit spezifischen Primern
kombiniert wurden. Die dabei amplifizierten Banden, deren Grofe mit der kakulierten
Fragmentlange  Ubereinstimmte, wurden  kloniert und  anschliefend  sequenziert.
Uberraschenderweise wurden bei der Auswertung mehr unbekannte Sequenzen gefunden, als

theoretisch bei einem solitéren Hamocyanin vorhanden sein konnten. Dieser Befund legte die
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Existenz einer zweiten Isoform nahe, was sich bei der weiteren Sequenzanalyse bestétigte.
Mittels eines Alignments wurden die Sequenzen den entsprechenden Doméanen zugeordnet. Wie
sich dabel herausstellte, stammten fast ale bis zum Zeitpunkt der neuen RNA-Prdparation
gefundenen Sequenzen aus einer Isoform, die daher als NnH1 bezeichnet wurde. Das 400 bp-
Fragment aus meiner Diplomarbeit, das der Domane ¢ zugewiesen wurde, codierte allerdings fur
die zweite Isoform (NnH2). Viele erhaltene Sequenzen insbesondere solche innerhalb einer
Doméane, deren Uberlappung nur in der Primersequenz lag, wurden mittels PCR erneut Uberpriift,
um eine ,Durchmischung’ der beiden Isoformen in der letztlich ermittelten Gesamtsequenz
ausschlieRen zu konnen. Dabei wurde ein Uberlappungsbereich von etwa 200 —300 bp
ausgewahit. Um die noch fehlenden Doménen zu analysieren, wurden im Anschluss spezifische
Primer bestellt, die zur RT-PCR eingesetzt wurden. Die endstandigen Sequenzen im 5'- und 3'-
Bereich konnten mittels spezifischer RACE-Kits isoliert werden.

In Abb. 20 snd die zur Zusammensetzung der Isoformen verwendeten Klone graphisch
dargestellt, die von oben nach unten in der Reithenfolge ihrer Isolierung aufgefiihrt sind. Tab. 4
und Tab. 5 liefern dazu einen Uberblick Uber die einzelnen Klone, deren Lange und deren
Ursprung. Die Bezeichnung ,Klon' wurde fur PCR-Fragmente, klonierte DNA-Banden und
DNA-KIlone aus der genomischen Bank gleichermal3en gewahlt, da es sich bei allen um eine
Population genetisch identischer DNA-Molekile handelt. Die mit Stern markierten Klone sind
genomische Fragmente, die mindestens eine Intronsequenz enthalten. Dass diese auch bei
Klonen auftreten, die aus RT-PCRs stammen, liegt an dem nicht durchgeftihrten DNase-V erdau
und der daraus folgenden Amplifikation genomischer Fragmente in der PCR-Reaktion. Auf den
DNase-Verdauwurde mit dem Ziel verzichtet, auch fir die Analyse des Hamocyanins relevante
genomische Sequenzen zu erhalten, was ja gelang. Die Intronsequenzen sind an dieser Stelle

noch nicht aufgefihrt; Abb. 20 zeigt lediglich die codierenden Bereiche.
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Doméne Grofe Herkunft
"NnH1-efg ~5450 bp Diplomarbeit
"NnH1-cd ~3400 bp RT-PCR
"NnH1-gh ~3000 bp RT-PCR

"NnH1-e ~2800 bp Screening

NnH1-bc ~1200 bp RT-PCR
NnH1-bcd ~1800 bp RT-PCR
NnH1-cde ~2000 bp RT-PCR

NnH1-h/3'UTR ~2000 bp 3 RACE

NnH1-ab ~1200 bp RT-PCR

NnH1-5 UTR/a ~400 bp 5 RACE

Tab. 4: Auflistung der isolierten Klone von NnH1.

Die mit Stern markierten Klone sind genomische Fragmente, die mindestens ein Intron enthalten.

Doméne Grole Herkunft
"NnH2-c 984 bp Diplomarbeit
NnH2-cde ~2000 bp RT-PCR
NNH2-&f ~1600 bp RT-PCR
NnH2-fg ~1600 bp RT-PCR
NNnH2-bc ~900 bp RT-PCR
NnH2-b ~400 bp RT-PCR
NNnH2-gh ~900 bp RT-PCR
NnH2-gh/3'UTR ~2500 bp 3 RACE
NnH2-5 UTR/a ~400 bp 5'RACE
NnH2-ab ~1200 bp RT-PCR

Tab. 5: Auflistung der isolierten Klone von NnH2.

Der mit Stern markierte Klonist ein genomisches Fragment, das ein Intron enthélt.
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Die vollsténdige cDNA-Sequenz von NnH1 hat eine Lange von insgesamt 11090 bp. Die
Sequenz beginnt mit einem 5’UTR von 75 bp. Daran schliefdt sich das offene Leseraster (open
reading frame; ORF) mit 10224 bp an. Es besteht aus einem 57 bp langem Signalpeptid und der
far die acht Doméanen codierenden Sequenz von 3389 Aminosauren (Abb. 21). Die Grof3e der
einzelnen FUs reicht von 399 Aminosauren bis 420 Aminosauren mit Ausnahme von NnH1-h,
die durch eine Extension um 101 Aminosauren eine Lange von 508 Aminosauren aufweist. An
Position 3409 Aminosauren befindet sich mit TAA das erste Stopcodon, auf das ein 3 UTR von
791 bp folgt. Dieser umfasst das Polyadenylierungssignal AATAAA und einen 103 bp langen
PolyA-Schwanz. Die errechnete Mol ekl masse betréagt etwa 385 kDa.

Die Sequenz von NnH1 ist in der EMBL-Datenbank unter der Accession-Nummer AJ786639 zu
finden. In Abb. 21 ist die abgeleitete Aminosauresequenz aufgefuhrt, wobei die einzelnen FUs
verschieden farbig unterlegt sind. Die dazugehoérige Nukleotidsequenz befindet sich im Anhang.

Die vollstdndige cDNA-Sequenz von NnH2 hat eine Lénge von insgesamt 10849 bp. Der
Aufbau entspricht dem der cONA von NnH1. Zu Beginn liegt ein 47 bp langer 5’ UTR vor, an
dem sich ein ORF von 10155 bp anschliefdt. Das offene Leseraster besteht aus einem 48 bp
langen Signalpeptid und der fir die acht Domanen codierenden Sequenz von 3369 Aminosauren
(Abb. 22). Auch hier weist NnH2-h mit einer Lange von 504 Aminosauren eine Extension von
95 Aminosauren auf, wahrend die anderen funktionellen Doméanen zwischen 402 Aminosduren
und 419 Aminoséuren lang sind. An Position 3386 Aminosauren liegt mit TGA das este
Stopcodon, auf das ein 3UTR von 647 bp folgt. Dieser enthdt das Polyadenylierungssignal
AATAAA und einen 39 bp langen PolyA-Schwanz. Die errechnete Molekilmasse betragt etwa
387 kDa.

Unter der Accession-Nummer AJ786640 ist die Sequenz von NnH2 in der EMBL-Datenbank zu
finden. Die nachstehende Abb. 22 zeigt die abgel eitete Aminosduresequenz, wobel die einzelnen
FUs verschieden farbig unterlegt sind. Die dazugehotrige Nukleotidsequenz befindet sich auch
hier im Anhang.
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ML | FLALG Q\/w LVRKDVDSL TTAEVLAL QEALKEVQEDTGPTGYQAI AAYHGYPGDL CAHDGHKMACCI HGVPTFPQ
WHRLFTTQVEQALRQKGLG GVPYWDWI QTVSALPTLVRDPI YI NSAGGKALKNYWHKGVI KDAGT TDRAI DDRLFEQPETGHYTN
AVEKVLLALEQEDYCKFEI QFEVAHNDI HYLVGGRYGKSMSSLEYTSYDPI FFLHHSNVDRI FAI WQAL QKKRGL PWDHSNCGLEM
FRTPLEPFGRDSNPFEVTKSHSKGADAFDYONL GYQYHDL TLNGMSVDDL YTL LNERKTHERAFASFRL YG-FGGSANVRVQVCNRD
DDEHSPDRCHFAGDVSVLGGPTEMPWAFHQPYLFDI TDTFHKHG DFHQNFY! KTEL YAVNGSAL PSDAL VSGT GVHQPPAGYL
KPAPVDRTG-AVRKNL DRL TDEEVDSL RKAMARL QSDKSVDGYDAI AEYHGL PARCPRPDAAERVACCVHGVPT FPHWHRL YMVQL
EDALVDRGSTI GLPYWDWIKPLI GLPDLI SNKMYKDPQT GANT DNPFHHGSVAFEGHVTDRDPDSRL FEDPSYCGDHTALFDGMLLA
L EQEDFCDFEVQFEVTHNNL HAW/GGSAKY SMSSL HYTAFDPVFY L HHSNVDRL WAMAQAL QQYRGKPYKAHCATTYTYYPLKPFA
FKSPLNNNEKTQKHAVPTNVYDYESEL GYSFDSLEFGGME QEL DHYI QERKATDRVFVGFLLEGFQKSANVDFFI ERSGQDKFKA
GTl AVLGGSAEMKWRFDRVYKHEI TESLTTLGLTKDSDFSI SVTLTDVDGTELDASVLHDPTI | FEPSHAAEDRPTDFRVVRKNAD
RLTETETDSL VHAL KKL QEDT GAGGFAQVIGAFHGEL PNVWCQVGDEKVACCAHGVAVFPHWHRL L WWOQFEAGL HKYGYKGGVPYWDWS
SPMVDSLPTLANAATYTHPEDGSSI PNPFYSFDVVEGGVSHT TSRAPRQEL FENPGFGKHTKVAKQVMLAFEQEDFCSFETQFEI AH
NFI HAYVGGKDEYSMASLRYTAFDPI FYLHHSNTDRI WAMAQAL QKYRGKPYNRANCAL DSMRAHL KPFAMPSSVNPYPI TRDNSI
PFGAFDYKSNFHYSYDNLEFNGLSI PQLSRELESRKSL YRVFAGFMLHG KDTV%EYI CL SNGDCSNYAGEFL FL GCDPAEMPWI
YNHLYKYEI TDVLDSLHLHHEDRYSI KYEVYDLNNOQNTGTQPYPEPTI L HEFEGAGV DHEYEEVVTTASHI RKDI NNLNPGEI ES
LRAAFGQ RNDGT YAKI AQAHGKPGL CNGKGCCVHGVATFPHWHRL YEVQVENAL L EHGSAVAVPYWDWI EPI KSLPHLLSDPTFF
NSRSHEFDVNPFFSGDI PGENSDT SRDPQPRL FNNDYFYDNM. LAFEQT SFCDFEI QVEL VHNALHSW GGRAHYSLSSLDYTAFD
PAFFI HHANVDRLWAI WQEL QRYRKL PYNKADCSI NL MRKPL YPFAGDENKDTL TKKNSHPQDVFDYRNNL HYKYDNL EFHHMSI P
EL EATLDARKSRDRVFAGFLLHNI GTSADVEI YI CVPKGDGYKDCNNYAGVFSVLGGEVEMPFVFDRLYKYDI TPTI HSLGLNPDA
SDFDLKVAI HGVNGAI LSSDALPRPTI L L:P_G? AAAPHHGGSDVTVRKEI NTLTPLEVDSL MKAVRRLQEDSSPNGYQG ASFHA
VPPL CPSPAAANRFACCVHGVAT FPQMHRL HYWQVEQAL KDHGAT VG PYWDWI RPMT SL PDFFNDGQYTDART GVTFDNPFHHAD
| NFEGAGVHTRRSPNECQRL FEDPSL GYNTW.FENVI LAL EQDNYCDFEVQFEVMHNAI HAW GGGEL RSMGHLHYASYDPI FYI HH
STTDRI FAMAQAL ONHRGL DGEHPNCAL EVIVKEKL KPFSFGKPYNLNPVTAEYSKPGDTFDFKNHFHYDFDKLEI GGVBAAQLDTF
| QERKERDRVFAGFLLAGF KI\/SAM(fQJCKEDGTCQAGGSFEVL GGTLEMPWRFDRLYKYEI TDVLDKMDI RYDDPFHFEWTVTP
TMPGDTI DSNPI SEPSVI FVPA VDHNEDKFAHNQVRRNI NEL DEADVRSL SSAL TDL MADEDKDGFQAI ARFHGVPVQCGDVACC
HHGVWPTFPHVWHRLI TVQFEMAL QRHGSSSGL PYWDWIEKVDAL PHLL TEPEYYDAW DKVVPNPFARGYI ESEDTYTVRDVRNEFK
L FDNAPDAKHSI LFNSVMYAL EQEDFCDFEVQFEVI HNAI HFLT GGFQTYALSSLHYSSYDPLFY! HHANVDRI WAVWOEL QKARG
MPHNSANCAL NLMSEPMHPFDMGE NI NKVTKRHATPSTVFDFEDFGYTYDSFKI GALSLSEI QEEI DNRRNHDRVFAGFLLSA KT
SALVHFHL CKSDDDCl KAGEFGVL GGEFEMPWAFDRL YKYEI TSAVKEAGLNPNDVFNAEAPFHLKLEI TKVDGTQ PSSELHKPT
I YEﬂH HESSVGVASHAGRGVRKNVNTL TPSEI DNL KDAMRAVQADKGVNGY(QSI AAYHGL PAQCGDYACCL HGVPTFPHWHRL
YVKQVEDAL AAHGAEVGVPYWDWI AAFTKL PALVTDPNDNPW/HAHI EYLNEVT TRAPRPQL FKDPEHNEGSFFYRQWVLLAFEQTD
YCDFEVQFEMIHNAI HSWI GSASPYGL SSLDFTSYDPL FYVHHSNT DRLWAMAQAL QRFRGKPYNTAYCAL EQL KKPI RPFSDASN
PNPVTRAHARAL RSFNYEALNYQYDTL SFNGVSI PEL DDLVHERQEKDRI FAAFSLEG KKTCDVKFDVCKSDGECKFAGTFAI LG
SEYEMHVRYDRAFRYDI TDTMEELHLKPESEFTI KLHLVQADGTEL SSDLVDSPEVI FVPG HEHHTVHEDHRDVL LRKNI NSL
SLEEARSL RDAL YKL QNDQTENGFEHI AGFHGEPNVCPEDSESKYACCAHGVPI FPHWHRLLTVQFERGLVDNGAL | GLPYWDWTV
PSKAL PSLFAEESNNPFYKYHI GFANTDTEGDVQDFL FNQPSFYGKYNYLYYLAL TTLEEDNYCDFEVQFEVLHNAVHCFI GGTGA
HSMNTLDYSAFDPFFI | HHSSI DRI W | WNEL QKL RHKSFSYAECT KHHL DRPL HPFNYASVNHNEL TRTHSMPNQAADQSAFGYW
YDNL DMNHHTVAEL AEEI NSL RNSERVFAGFVL HGFGASATRKVFVNDHYAGT FNVL GDRKEVPWAYERL FKYDI TEVL RENNLNA
GHNDI TFRCEVTALDGT TALDPNTLSDPVLVLRPARVNYDVI | FQVAPTNHNPPAKVI VKKGTKLQYHPHAAI VOMVGL SDAVAEL G
SYTSWEKCl VPPFGYRRYCQFNTVYSL SPGNYYFSAPTVEMCKONRKLI LAL/EE

Abb. 21: Abgeleitete Aminosauresequenz von NnH 1.
Das Signal peptid und die einzelnen FUs sind verschieden farbig markiert:
Signalpeptid NnH1-a NnH1-b NnH1-c NnH1-d NnH1-e NnH1-f NnH1-g NnH1-h
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I\/_RtPFI VLLLALQAAAT KRKNVEHLTNLEI LEL QQAL ENVENDQGENGYAAI AGYHGYPNNI CQKEDGSPVACCVHGKAVFPHWHR
LYVDQVEHALKL ETTG PYWDWI QPL TKLPDLVQDAYFI DPAGGRPHPNFWHEGKI DDNHHTDRAI DDRLYEQPEEGHYTHI ME
KVLLALEQTDYCHFEVQFEVAHNDI HYLVGGDHSMSMVBNLEYTSYDPI FFLHHSNVDRLFI | WKL QRKRGL PWDHADCAI DQVHD
PLKPFSLDSNHFADTKTHST GAKAFDWNEL DYTYDDVDVL NGVSL DEL EHL L DERKSHERAFASFRL HGE GGSANVGVNVCVPDHD
EHAKDHCEHAGDVFTLAGKSEMVEVDFNL PYLFEVTDTVHKMHLDFHSAWY| DI DLHSVNGT EL PASL L PKATAVHQPPPGHI ' TAP
HHGDVRLLHTRKDVDRL TPEEVYEL RKAMERL QSDHSI DGYDM AEYHGL PAKCPQPDASKRYACCTHGVPTFPHWHRL YMWQVEQ
ALLARGSHI GLPYWDWSKTI TELPHI ATDKTFKDLESGLDHDNPFLQGNI AFKGAVT DRAVDNKL FNSNHL FDQVYWL AFEQEDFCD
FEVQFEVTHNEI HALVGGNLDYSMATLHYTAFDPI FYLHHSNVDRLWAI WAL QFf HREKPFKAHCAASATFEPLKPFAFGSPLNTN
ELTSSHAVPTKI YDYQNELHYDYDTLDFASLSI GEL EHElI HYHQOKSRTFAGFLLHG. GT SﬂF;EI HI DREGQDSI VAGSFYVLGG
SQEMPWRFDRQYKHEI TDVLAANG AHDDDFHI SLEL TEL DGTHVDSHKLPHPTVI YEPSHGAEYKDHADEYHTRKNVDT L SDDEV
LSI SKAVAKL QEDHT HY GFQEMGEY HGF TKWCQMISGKY VACCAHGVBVF PHWHRL L TEQFEAGL NRDGFNGGL PYWDWI VPMKKL P
HLATDVKYSDDDGOHDNPFLKFGYTEDGT VHFTSRSVNNDL YEDPGYCKYTKI AEQVLLAFEQEDFCSFEI QFEI AHNFI HVLVGG
SMGSLKYTAFDPLFYLHHSNTDRI WAl WQAL QKYRGKQYDRAFCDL EAMNKPL EPFSQASNEYHI TRDHASPSEVFNYKSVFHYDY
DNLEFNGVSI PQLSREVESRKSHDRVFAAFLL HGI_(EKSALATFAI NGHEAGHFFI L GCDENEMPWQYHKVYKFDVTSTLDKFNI HHD
EPMSI TYTVQDLEGTDLGHPYEVSVI HQ\/AR<_GT YRGDEDEFEEVI TTASHI RKNI NSLTDGEMESLRAAFLDI QKEG YEEI ANFH
GKPCGLCNGKGCCVHGVAT FPHWHRL YEVQVEDEL L QHGSTVAVPYWDWI EPI KTVPKFL SSNSYFNSRSL EFDDNPFFHGT YQGHT
TQRDYQPRLFNTDYFYEGVWWLAFEETNFCDFEI QVEM HNAVHSW GGRAEYSMSSLDYTAFDPI FFI HHANVDRLWAI WQEL QRY
REL PYKTADCAVNL MSKAL RPFADDSNKDTVTHDHSI PASVFDYONAL HYKYDNL EFHHVSI QEL EKTLEERKHHDRI FAGFLLHN
| GQSANVEVY! CVSKSNGKEDCDNFAG FSVLGGNVEMPFVFDRLYKLDI TSAVHSL GL SNDAHDFHLKTVI HAVNGT DI DSHAL P
SPTI | FI;FET DHVDHSHDEKHLVRKDI THL TNEEVHSL MHAMRRL QEDHSANGY(QSI ASFHAL PPL CPSPAHSDRYACCVHGVAT
FPLWHRL YL VQVEDANDEHGT TL GL PYWDWIRSMSEL PHFFADEKEI LDGVEYDNPFHHAAI EFLGEG DTERDPQGDHLFAPI TS
GHHTDL FNKVMLAL EQEDFCDFEVQFEL VHNAI HAW GGAKEHSL GHLHFASYDPVFYLHHSMVDRI LAVWOQAL QEYRGHSADHVN
CALEVMHEPLKPFSFGSPYNLNPSTKQYSTPEDTFDYKHHFHYEYDSLEI GGVBI AQE NGYL EEEKEHDRVFAGFL L HGFGRSAHV
SFSVCDDHHSCHSAGSFDVL GGSAEMPWRFDRL FKYDI THALEDNHVRYDEPFTFEI SVADPVTGADI AAEAHLPSPSVI FVPGI G
E-TNT DAFPDNRI RHNI NDL TERDTRSL SSAL REL MADDGKDGFQSI ASFHGYPAQCGDL ACCHHGVPTFPHWHRL T AAQFEAALRR
HGSSTAL PYWDWI QKVDSL PSLL TAPGFHNVWGEHGDDSVL NNPFL RGSI DSDTVTVRQVQSEL FNL GPDSKHSI LYDGVL YALEQT
DFCDFEVQFELAHNAI HYLVGGHQKYSMSSLSYTAYDPPFYI HHSNVDRI WAl WOEL QKHRHL PFDSAHCAL NSMEEPMVPFSDAD
KNI NKKTRSHSVPSTVFDYEDLGYTYDNLKFDGVSI DELDHAI DERRSHARVFI GFLL SGFHKSADVHFDVCPEGGECI HAGWFFV
LGGEDI EMPVWKFDRQYKYDI TPALKEAG TPEDVLNHDAHFHVEI KI ETVDGQTLPGSTFAHSI | YD<Pﬂ-| AGDHDPDPTLSCHGVR
KNI DTLSSSEI SSLRDAL AAVQADKGSNGVKI AAYHGVPAMCGDFACCVHGVAT FPHWAHRL YVKQVEDAL EAHGAKVG PYWDWI
TAFESL PHFFNKEENNPFHHGT | DFMHERT TRAPRAKL FSDPEHSEGSFFYRQ LLAFEQT DY CDFEVQFEMIHNAL HSW.GGPSK
FALSSLDYTAYDPLFY! HHANVDRLWAI WQAL QHHRGHVYDTAYCAL ETL KTPMRPFSDSSNPNKDTRAHSRPVDVFNYDTLNYQY
DNLRFHGVSI PDLDDLLHEQTEHDRVFAMFLLHG KKTVDVNFE»CHSDEGGHEECRFAGSFAI LGSEHEMPVWHYDRLFKYDI TDA
MKEL HLNAARDKFEI KLHLGEVDGTEVPSDVI PAPEVVFQPCG<AHKTHPVHAHDDL RDMY! RKNI NDLSYSETLNLKDALLKYQND
QTrHNGFEYTAG-HGQPL MCPHDGDEKYACCAHGVWPI FPHWHRL FTVOQFEKGL EAHGSHL GL PYWDWIEDVSAL PM_FADDSHGNPY
HHFHL TSAGTDTLRNVRNVL FDQPTFHGKYHYL YYLTM.TL EENNFCDFEVQFEVL HNAVHYFI GGNSDYSMNTLDYSAFDPFFM
HHST1 DRLW/I WQQL QKL RHKPFNYAACADHF L DEPL HPFNYADENPNDL TRTHSMPSEVFDQTAFGYWYDNL DL HHHTLEEI EDE
| HHLKDFERI FAGFVLHGMGQSAKL VFFVDGT KAGFFNL L GGEKEVMPWAFERL YKYDI TEVVHNLGKHAEDTFTFSYEL YDVHGTK
MIFDTPPFPLPVI VOQRPAKSHHDI VRFNL MDHPPVKVI VEPGT RVEFHETEEHPGEHVVEMHT YTSWANCNI PPFGYRKHEFHEEF
ALTHEDYYFSENSVAHCKDGYRVHVHI EIEP

Abb. 22: Abgeleitete Aminosauresequenz von NnH2.
Das Signal peptid und die einzelnen FUs sind verschieden farbig markiert:
Signalpeptid NnH2-a NnH2-b NnH2-c NnH2-d NnH2-e NnH2-f NnH2-g NnH2-h
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2.2 Genomische Sequenz der beiden Isoformen

Wie bereits erwdhnt, wurde bei der RNA-Prgparation auf einen DNase-Verdau verzichtet, so
dass ein Tell der isolierten Fragmente genomischer Herkunft war. Diese zeigten die typischen
Linkerintrons, die in Phase und Position mit denen von bereits bekannten Mollusken
Hamocyaninen Ubereinstimmten. Daneben wurden auch drei interne Introns gefunden, die in
Abb. 23 verdeutlicht sind. Diese unterscheiden sich von den bisher bekannten internen Introns in
ihrer Position und sind in ihrer Phase unterschiedlich. Alle Introns zeigen die typische Splice-site
GT/CAG.

Auffélig an den Introns von Nucula nucleus-Hamocyanin war vor alem ihre Lange mit meist
mehr als 1 kb, was Schwierigkeiten bel der Sequenzierung bereitete. Zudem wollte ich
versuchen, die entsprechenden internen Introns in der anderen Isoform zu finden. Dazu wurde
DNA einer gesamten Muschel prépariert. Im Ergebnis wies NnH1-c kein internes Intron auf. Bel
NnH2-d und NnH2-e fand trotz zahlreicher Versuche mit unterschiedlichen Polymerasen und
Primerkombinationen keine PCR-Reaktion statt. Daraus kdnnte man schlussfolgern, dass sich in
beiden Doméanen ein Intron befindet, was die Polymerisation erschwerte und zum Abbruch der
PCR-Reaktion fuhrte. Ein direkter Nachweis fir ein internes Intron konnte allerdings nicht
erbracht werden. Die Analyse der genomischen Hamocyanin-Sequenz ist somit unvollstandig

und bel denin Abb. 23 nicht aufgefthrten Domanen ist diese noch unklar.
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gcacacggcaaaccag.| (j§aaaat aac...ttattt gfEw] |..gttt gt gt aat ggcaaa
A H G K P L C N G K

NnH1-d -1

tttcctcagtggeat ag.| ffacaggaca...tt at at t ....act acat gt cgt acaa
F P Q WH L HV V Q

/

NnHl—el l

aagt acagt gat gat g.| f[§acat aat t ..ggacggafEl] |..acggacagcacgacaat
K'Y S D D G Q H D N

NnH2-c

Abb. 23: Interne Intronsin beiden I soformen von Nucula nucleus-H&mocyanin.

Die FUs sind entsprechend ihrer Zuordnung farbig gekennzeichnet, die Kupferbindungsstellen sind grau markiert.
Linkerintrons sind mit grauem Pfeil, interne Introns mit weiBRem Pfeil hervorgehoben. Die die Introns flankierenden
Nukleotid- bzw. Aminosauresequenzen sind angegeben, wobei das durch das Intron getrennte Codon rot markiert ist.
Anfang und Ende des Introns sind im grauen Kasten aufgefiihrt, wobei die Splice-sites rot unterlegt sind. Die Position der

internen Introns wurde anndhernd der Lage in der Domane angepasst.
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2.3 Biochemische Unter suchungen

Um das Hamocyanin von Nucula nucleus auch auf proteinbiochemischer Ebene zu untersuchen,
wurde von etwa 50 noch lebenden Muscheln Hamolymphe entnommen Nach deren
Aufreinigung wurde sie auf eine Gelfiltrationssdule aufgetragen und die proteinhaltigen
Fraktionen in einem SDS-Gel Uberprift, um die Polypeptidketten darzustellen Der Hauptgipfel
zeigte im Gel eine Bande bel etwa 400 kDa, die alerdings von einem Schmier kleinerer
Fragmente begleitet wurde. Dabel handelte es sich um das Hamocyanin von Nucula nucleus und
dessen Abbauprodukten wovon insgesamt etwa 2 mg erhalten wurden Ein zweiter kleinerer
Peak enthielt Proteine mit einer GrofRe von etwa 100 kDa, wobei es sich um ein weiteres
Hamolymphe-Protein handeln konnte. Zur Untersuchung der Quartérstruktur von NnH wurden
elektronenmikroskopische Bilder angefertigt (Abb. 24). Diese zeigen hauptséchlich Didekamere,
aber auch zu einem geringeren Teil Tridekamere und Dekamere.

Abb. 24: Transmissions-Elektronenmikroskopie von Nucul a nucleus-Hamocyanin.

NnH liegt hauptséchlich als Didekamer vor (roter Pfeil). Zu einem geringeren Teil findet man auch
Tridekamere (blauer Pfeil). Zudem sind auch einige Dekamere vorhanden, die vermutlich aus Abspaltungen
von groflkeren Komplexen hervorgegangen sind. Die EM-Bilder zeigen fast ausschliefdlich zwei Ansichten des
Hamocyanins, zum einen die Top-Ansicht (Pfeilspitze), zum anderen die Seitenansicht (farbige Pfeile).

Negativkontrastierung mit 2 % Uranylacetat.
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Um die Grole der Hamocyanin-Untereinheit von Nucula nucleus besser abschétzen zu kénnen,
wurde es mit den Hamocyanin-Untereinheiten von Rapana thomasiana (RtH) und Nucula
hanleyi (NhH) aufgetragen (Abb. 25).

M RtH NhH NnH o Abb. 25: 7,5 %ige SDS-PAGE von Nucula hucleus-Hamocyanin.
8FUs —| . L . .
— — - - Neben dem Marker sind die Hamocyanine von Rapana thomasiana
220 kDa |« \ (RtH) und Nucula hanleyi (NhH) als Vergleich aufgetragen. Die
6 EUs Proben wurden in einer Konzentration von 5pug eingesetzt. Bel allen
Hamocyaninen wandert die Hauptbande im Gel auf einer Hohe. Da
116kDa e von RtH bereits bekannt ist, dass die langsamste Bande aus acht
97 kDa g 2FUs Doménen besteht und eine Molekilmasse von 400 kDa besitzt, kann
fir die beiden Muschel-Hamocyanine die gleiche Situation
66 kDa [
angenommen werden.
45 kDa [ v

Das Hamocyanin von Rapana thomasiana besteht aus zwei verschiedenen Isoformen, deren
Untereinheiten ein unterschiedliches Laufverhaten in der SDS-PAGE zeigen. Wahrend die acht
Domanen von RtH1 mit einer Molektlmasse von 400 kDaim Gel als eine Bande laufen, zerfallt
RtH2 in en 6-Domanen und ein 2-DoméanenFragment. Da die Untereinheit der beiden
Muschel-Hamocyanine auf der gleichen Hohe wie RtH1 wandert, liegt ihr Molekulargewicht
ebenfalls bei 400.000, was acht Domanen entspricht. Beide Isoformen von NnH zeigen das
gleiche Laufverhaten im SDS-Gel, indem nur eine Bande sichtbar ist. Die Heterogenitét dieser
Bande wurde durch eine Ansequenzierung bestétigt, die in jedem Schritt keine eindeutigen
Signale ergab.

Als néchstes sollte geklart werden, ob sich die Untereinheiten der beiden Isoformen von NnH im
nativen Gel unterscheiden lassen. Zum Vergleich wurden die Hamocyanin-Untereinheiten von

KLH aufgetragen, das ebenfalls aus zwel verschiedenen |soformen besteht (Abb. 26).
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KLH NrH @ Abb. 26: 5 %ige native PAGE von Nucula nucleus-Hamocyanin.
Beide Hamocyanin-Proben wurden in einer Konzentration von 10 pg

KLH1_p . . . . .
F << 3 aufgetragen. Bei KLH sind deutlich zwei Banden zu erkennen, die den

KLH2 __>. beiden Isoformen entsprechen (Markl et al., 1991). Bei NnH tritt
B 1\‘ deutlich eine starke Bande hervor, die sich nochmals unterteilen lasst

4] |
-_— 2/,,IEI (rote Pfeile 1+ 2). Zusétzlich ist schwache Bande zu sehen (blauer

Pfeil 3). Die rechts sehende Skizze verdeutlicht die Bezeichnung der

Banden.

Im nativen Gel kann man fir KLH deutlich zwel Banden unterscheiden, die die beiden
Isoformen représentieren (Markl et al., 1991; Gebauer et al., 1994). Beim Hamocyanin von
Nucula nucleus tritt deutlich eine Bande hervor (1 + 2), die sich in einen schwéacher geférbten
oberen (1) und einen starker geférbten unteren Bereich (2) unterteilen lasst. Im oberen Teil des
Gels igt eine schwache Bande (3) zu erkennen. Anschlief3end wurde ein préparatives Gel
angefertigt, aus dem die drei skizzierten Banden getrennt voneinander ausgeschnitten wurden.
Nach Elution aus der Gelmatrix wurden diese in einem SDS-Gel aufgetrennt. Banden 2 und 3
entsprachen von der GrofRe einer Hamocyanin-Untereinheit, wobel in beiden Proben zudem
kleinere Abbauprodukte zu sehen waren. Die Molekilmasse von Bande 1 betrug 200 kDa, was
auf ein 4-Domanen-Fragment hindeutet. Bande 2 aus der nativen PAGE wurde ansequenziert

und erbrachte folgendes Ergebnis:

Bande 2 » LLVRK

LLVRK= NnH1-a
DaNnH1-amit LLVRK beginnt, handelte es sich bei der stdrkeren Bande eindeutig um NnH1.

Um die beiden Isoformen auf ihre immunologischen Unterschiede zu Uberprifen, wurde das
Hamocyanin von Nucula nucleus als Antigen in der Crossed Immunelektrophorese eingesetzt
(Abb. 27). Als Antiserum wurde ein Gemisch aus folgenden bereits vorhandenen aus
Kanninchen stammende anti-HamocyaninAntikérpern eingesetzt: antirKLH1 (Megathura
crenulata), anti-KLH2 (Megathura crenulata), anti-HtH1 (Haliotis tuberculata), anti-HtH2
(Haliotis tuberculata), anti-AcH (Aplysia californica), anti- RtH (Rapana thomasiana) und anti-
AfH (Acanthochiton fascicularis).
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Abb. 27: Crossed-lmmunelektrophorese (a) und Crossed-Line-lmmunelektrophorese (k + ¢ + d) von NnH.

In der ersten Dimension befand sich die Anode links. Als Antikdrper wurde ein Gemisch von Kaninchen-
Antikorpern verwendet, die gegen Hamocyanine von verschiedenen Mollusken gerichtet sind. a) Als Antigen
wurden 6 pug NnH aufgetragen. Dabel wurden drei Gipfel (Peak 1, Peak 2 und Peak 3) préazipitiert. b) In das Loch
wurden 8 pg NnH und in den Trog 8ug der isolierten Bande 1 gegeben. Von den drel Prézipitationsgipfeln
wurden Peak 1 und Peak 2 schwach angehoben, wahrend Peak 3 stehen blieb. c) In das Loch wurden 8 pg NnH
und in den Trog 8 pg der isolierten Bande 2 gegeben. Die schwache Reaktion lag mdglicherweise am dlteren
Material der Antigene. Dennoch war eine schwache Anhebung von Peak 1 und Peak 2 zu erkennen, wéhrend
Peak 3 stehen blieb. d) In das Loch wurden 8 pg NnH und in den Trog 8 pg der isolierten Bande 3 gegeben.

Dabei zeigte sich das gleiche Ergbeniswiein b) und c).

In der Crossed Immunelektrophorese (Abb. 27a) waren drei Prézipitationsgipfel von
unterschiedlicher Stérke sichtbar. Um die Gipfel den Isoformen zuordnen zu kénnen, wurden
Crossed-Line-lmmunel ektrophoresen mit den drei isolierten Banden aus der nativen PAGE im
Trog durchgefihrt (Abb. 27b-d); die as Antigen verwendete NnH-Probe unterlag zu diesem
Zeitpunkt allerdings schon einem deutlichen Abbau. Dabei war in der nativen PAGE eine starke
Abnahme der Bande 2 zu sehen dagegen nahmen die Banden 1 und 3 zu. Als Ergebnis der
Crossed- Line-lmmunel ektrophoresen wurden in alen drei Versuchen die Prézipitationsgipfel 1
und 2 angehoben, der Prézipitationsgipfel 3 dagegen nicht. Das lésst vermuten, dass es sich bei
alen drel isolierten Banden um NnH1 und Varianten dieser Isoform handelte. Die Starke der
Prézipitationsgipfel spricht fur die 4-Doméanen-Untereinheit (Bande 1 im nativen Gel) als Peak 1
und die 8-DomanentUntereinheit (Bande 3 im nativen Gel) als Peak 2 da Peak 1 gegenuber
Peak 2 immunologisch unvollsténdig ist. Prazipitationsgipfel 3 ist vermutlich NnH2, dessen
Bande nicht aus dem nativen Gel isoliert wurde. Der kleine Prézipitationsgipfel deutet auf ein
geringes Vorkommen dieser Isoform in der Hamocyanin-Probe von Nucula nucleus hin. Um das

immunologische Muster der einzelnen FUs zu untersuchen, wurde das Hamocyanin von Nucula
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nucleus Uber Nacht gegen Glycinpuffer (pH 9,6) dialysiert und anschlieffend mit Elastase
gespalten. Danach wurde es as Antigen in unterschiedlichen Konzentrationen fur die Crossed
Immunelektrophorese eingesetzt und mit verschiedenen Mengen von anti-Hamocyanin
Antikorper-Gemisch préazipitiert. Leider konnten hierbei keine eindeutigen Peaks detektiert
werden, da die Antikorper wahrscheinlich zu wenig spezifisch gegen die Epitope der einzelnen
FUs gerichtet waren. Da fur weitere Analysen eine Herstellung von spezifischen Antikérpern
gegen das Hamocyanin von Nucula nucleus erforderlich gewesen wére, wurden an dieser Stelle

die biochemischen Untersuchungen abgeschl ossen.
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3. Nautilus pompilius-Hamocyanin (NpH)

3.1 1solierung der Hamocyanin-Klone

Vor Beginn dieser Arbeit lag eine von Herrn Dr. Bernhard Lieb hergestellte genomische Bank
vor. Zuerst wurde aus der Mitteldarmdrise RNA prépariert, da diese als Biosyntheseort fir
Hamocyanin bereits nachgewiesen worden war (Ruth et a., 1988). Damit konnten unter
Verwendung von degenerierten Primern, die aus den konservierten Bereichen der bereits
bekannten HamocyaninSequenzen erstellt wurden, RT-PCRs durchgeftihrt. Dabei wurden zwei
genomische Teilsequenzen aus NpH-ab und NpH-€f isoliert. Aus diesen Fragmenten lief3 sich
anschlief3end jewells eine Sonde herstellen, mit Hilfe derer die genomische Bank durchsucht
wurde. Die dabei gefundenen Sequenzen konntendurch Vergleich in eéinem multiplen Alignment
den entsprechenden Doméanen zugeordnet und daraus NpH-spezifische Primer hergestellt. Um
gezielt die Sequenzliicken innerhalb des Gens zu schlief3en, wurden mittels der Kombination aus
gpezifischen und degenerierten Primern weitere RT-PCR-Reaktionen durchgefiihrt, die zu
weiteren Tellsequenzen fuhrten. Die endstdndigen Sequenzen wurden durch 5'- und 3'-RACE
erhalten. Beim Verknipfen der verschiedenen Fragmente wurde darauf geachtet, dass eine
Uberlappung von 200 - 300 bp vorhanden war. Nachdem die komplette cDNA-Sequenz von
NpH und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz bekannt war, konnten gezielt Primer zur
Uberprifung von internen und Linkerintrons ausgewzhit und synthetisiert werden. Fir die

genomische PCR musste zudem DNA aus Mantel gewebe extrahiert werden.

Abb. 28 zeigt die einzelnen isolierten Klone. Dabel sind nur solche Klone aufgefihrt, die zum
Zusammensetzen der vollstandigen cDNA-Sequenz verwendet wurden. In Tab. 6 ist die GroRRe
und die Herkunft der Klone vermerkt. Dabei sind genomische Sequenzen, die ein Intron
enthalten, mit einem Stern markiert. Der Grund fur ihr Auftreten in einer RT-PCR ist wie schon

bei Nucula nucleus mit dem bewussten Verzicht auf einen DNase-Verdau zu erklaren.
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Domane Grofe Herkunft
"NpH-ab ~2160 bp RT-PCR
"NpH-¢& ~2800 bp RT-PCR
NpH- g ~400 bp Screening
"NpH-b ~2000 bp Screening
NpH-fg ~1340 bp RT-PCR
"NpH-bc ~1200 bp RT-PCR
"NpH-de ~2500 bp RT-PCR
"NpH-cd ~2000 bp RT-PCR
NpH-g/3 UTR ~1000 bp 3 RACE
NpH-5 UTR/a ~400 bp 5 RACE

Tab. 6: Auflistung der isolierten DNA-Klone von Nautilus pompilius Hamocyanin.

Die mit Stern markierten Klone sind genomische Fragmente, die mindestens ein Intron enthalten.

Sequenz von NpH

Die vollsténdige cDNA umfasst 9198 bp und l&sst sich in folgende Bereiche unterteilen: Die
Sequenz beginnt mit einem 5 untrandatierten Bereich von 58 bp. Daran schliefdt das
Signalpeptid an, welches typisch fir Mollusken-Hamocyanin ist (Lieb et al., 2001) und mit
dem Startcodon ATG beginnt. Bereits 27 bp zuvor, im untrandatierten Bereich findet sichein
ATG, welches ebenso das Startcodon sein konnte. Allerdings kommt das weiter vorne
liegende ATG eher as Startcodon in Frage. Zum einen weist diese Stelle die Konsensus-
Sequenz [FEXXINVIEEN auf (Szczesna-Skorupa et a., 1986), die as Initiationspunkt fiir die
Trandation bevorzugt wird. Zum anderen stimmt die Lange des Signalpeptids ungefahr mit
der bei den anderen sequenzierten Mollusken-Hamocyaninen Uberein, die bei NpH
21 Aminosauren betragt. Wie bereits fir andere extrazellulare Proteine bekannt ist, enthalt
auch dieses Signalpeptid hauptséchlich hydrophobe Reste. Im Anschluss folgen sieben
paraloge Regionen, die den funktionellen Domanen NpH-a bis NpH-g entsprechen. Diese
umfassen 404 - 421 Aminosauren Das erste Stopcodon (TAG) befindet sich in der Position
8833 bp, gefolgt von einem 3 UTR von 365 bp. In dieser Region befindet sich auch ein
typisches Polyadenylierungssigna AATAAA), auf das sich 11 bp weiter downstream der
Poly(A)-Schwanz anschlief3t.
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Die abgeleitete Aminosduresequenz ist in Abb. 7 aufgefthrt und in der EMBL-Datenbank
unter der AccessiontNummer AJ 619741 zu finden. Die dazu gehorige Nukleotidsequenz

befindet sich im Anhang.

M‘FI—N\HSL LLFSLQL LVF'I;LA SDPTNI RKNVADL THDVALNLQ AL RTMQDDNSPI GFQAVAAYHGEPASCI DSHENL VWCC
LHGVWPTFPHWHRLYTTHLEQSLLALGTTLGLPYWDWI QPMTHLPNI VQHPLFI DPNGGKAKKNVFYSGT I GFKKMJTARAVDE
RLFSQPEPGHHTFLFEG LDALEQTDYCQFEVQFE! | HNAI HYLVGEQFPHSMSSLEFTSYDPLFFLHHSNVDRLFSI WQALQ
RHRGL PSGHSNCAKEL FTVPMKPFNEDSNPI QL THDHAL PSQL FDHTKLL YQYDDLTLNGLNI TQVQEL| EKRRSHARAFASF
RLSA HTSANVRVHVCVRI DDDKSHDDCDHVAGNFFI LGGAREMEVWHYHYPYRFDI TSTVQELG ALDSNYYVDI DLI Al NGT
LLSSSLI PNPTVDYQPAPGSS PPMRQ DREKLVVRKDL RRLHDTEEFGL RQAMARFMKDESI DGFQALAEYHGLPARCLTPE
GN\RI ACCl HGVATFPHWHRLFVLQVEDALI RRGSPI G PYWDWARPM SLPHLI ADETY! NPYSNKSVPNPFHHGSI DFLHDH
| TTQRDI KQETLFEQPAFGDHTYLFDG-MYAL EQDDFCDFEI QFEI VHNG HAWI GGQQTYSMSSLHFT SFDPLFFLHHSNVD
RI WAI WQALQ' YRGKHYL AHCANSEVHSPVRPFSFPSPRNPNPRTFTHATPTDI YDYEAELGYTFDTLDFGGRSI PDLQNEI E
EHQRHDRTFAGFLFWE HTST NGKVFﬁVD\/I GQATYNAGTI Al LGGTKEMIMNRFDRL YHFEI SEAL KAL GKTADDEFSLHVKI H
DVNGSRLSNDI | PAPNI | FVPA-VKSMNI SHKGHTRRNI NSLTQESL YEL RQAL TSFMADTENT GFQRYAAFHGFPEWCPSPD
AEHKFACCVHGVWPTFVHWHRLLTI QFENG RNHGYQCGAL PYWDWI EAI THL PESL TAAKYTDPHSNEMHHNPLHNGHI DSVNA
DTVRNI NEKL FEQPEFGHFTLLANQVI LALEQENFCDFSVQFEI SHNEI HALVGGTEPYSMVASL TYTAFDPL FM_HHSNVDRI
WAl WOSL QQYRGHPHKSANCAL QQL HOPL SPFSL TSEVNPDPETREHSKPMVDVFDYEHNFHYHYDNLEL L GVSI PQLSREI NR
RRSRNRVFAGFMLHGFKKSALVSFSI LHHQTDET YAGEFY! LGSEDEMPVWHYDRLYRYEI TDI LNELHLQYTDPLRI TYRI ND
L HNKWEGEEFSPTVLYVj’ﬂ_ GI'YGTQTKWREPVTSASRI RKDLNTL TDGEL ESL RNAFL RLQEEGAYEPI AAFHGVPAKCRG
EDGNI YTCCVHGVPTFPHWHRL YVI QVEHAL RERGSGVSVPYWDWI KRFNHL PAL MDESTFYNSRKNEMNTNPFHRGSI SFI N
SHTSRDFQPEL FNSDYL YENTL L AL EQNDFCNFEVQLEVL HNAI HAW GGRDTYSMSSLDYAAYDPI FFI HHSTLDRI WAI WO
EL QRYRGL PYNEANCAL PL MNQHL RPFNNVSVYNHDRNT L TL NKPNDAFDYQNHFHYRYDNL DFHA. SI PQLEHEL HERQTHDR
VFVGFLLHG QASAYVRI Yl CVPTORGSSKENCNNYAG FSI LGGVTEMPWHFDRLYYYEl THALSNLGLSHRSHFRI KTDI N
AVNGTHFDSHI FPDPTI SFV<FAP SKNATHYQEEEHHHFVRKEVSRL SI YEI HEVVYAFRRMORDMSADGFEY! ASYHADPPL
CPNPKALHRYACCI HGVATFLHWHRL YVWQFEQSL HRHGSDI GFPYWDWIRPI THI PALLKDVNYTDPFTNSVVGNPFNHGHL
SFI SPEVMI QRDVCQDKL FKQPKLGRNTW.HDNVI LALEQTDYCNFEVQFEI VHNAI HAW/GGSQEHSL SHLHFAAYDPAFYLH
HSNVDRI W/ WQEL QKI RGL SAYEANCAL EL MNEPL KPFAFGSPYNLNEMIRKYSL PEDTFNYKDHFDYEYDMLEFSGMTI PQ
LEDY! KESLHHERI FAGFLLHGQ C-IﬁAl\l\/E»EVCDI\K;NHCEDAGY FSI LGGSLEMPWAFNRLYRYDI THTLETMHLNYDDNFH
I NI H HDVAGNDL DSHL L QKATI LRQPAAEHHEVHHPLNRI RHNI NDLSERDI QSLKSAL I KVKEDHSNFGFQTT TSYHGLPA
SCPTPEEATYACCMHGVAAFPHWAHRL YAL QFEESL L RHGSSVAL PYWDWIHKI TGLPHL L SNPDYYDAL HKQVTENPFLRGHI
EVAETYTVRNTQPELFEPSKDGKHSLL YDEI LLALEQRDYCDFEVQFEVVHNAI HYLVGGHQRYSMSSLEYASYDPLFFI HHS
NVDRLWAI WAL QQYRRI PYNKAYCAL EQVIT HAMKPFDRETNPNKNTHDHAI PNSVFNYDDLGYSYDNLLFDGLTI TELEEKI
HSRQSHPRVFAGFLLHAI GTSADVHVSVCHHGNNCT SAGLFFI LGGKHEMPWKYDRLFRYDI TDAVTKAGFSPEDVFNDNLLY
KI HTElI NAVNGSHI DSHI MHEPTLI F\‘FE? TKQAERERRI SGGPI | RKNI NKLTSSEI HEL REAMAAVQADHSSNGYQAI AA
YHGLPL QCKPYACCQHGVPTFPHWHRL YVKQVEDTLHTHGSHLG PYWDWIEAFEYLPI LVTETEHNPFHHAKI EFI NETTSR
NPRPQLFTDQRYGETSFFYRQ LLALEQTDFCDFEI QFEVGHNAI HSWGGSTQYGVSTLHFTSYDPLFY! HHSNTDRI WAL W
QALQRYRGLPYNSANCEI HL L KKPLEPFSFESNPNHETHNHSTGNAVFDYHQLGYEYDTLEFHGHNI PQLAVYLDSYHEHDRV
FAGFLLHG KRSADVNFDI CSLNGDCTNAGTFALLGGEHEMPWAFDRLFKYD TKPLOQNLRLHSTDDFSI NI HI VAI NGEELD
SHLI PTPSI | FSPGRGAQ

Abb. 29: Abgeleitete Aminoséur esequenz von NpH.
Das Signal peptid und die einzelnen FUs sind verschieden farbig markiert:
Signalpeptid NpH-a NpH-b NpH-c NpH-d NpH-e NpH-f NpH-g
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3.2 Genomische Analyse

Aus der vallstandigen cDNA-Sequenz wurden Primer ausgewdhlt, um die noch fehlenden

genomischen Sequenzen auf ihre Introns zu Uberprifen. Die in der PCR entstandenen

Fragmente sind in Abb. 30 aufgefthrt.

SiES2 0 a

A

. —-EE- -
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-n 77“

Abb. 30: Isolierte Fragmente der genomischen Analyse des Nautilus pompilius-H&mocyanins.

Die Grof3e der Fragmente symbolisiert anndhernd ihre tatschliche Lange. Schwarz markierte Klone wurden zur

Uberpriifung der internen Introns ausgewéhit, graue Klone fiir die Analyse der Linkerintrons. Schwarz-grau

gestreifte Fragmente dienten zur Analyse beider Introntypen.

Fragmente, welche die Linkerintrons umfassen, wurden von beiden Seiten ansequenziert, um

den genauen Ubergang von Exorrintron zu ermitteln und zudem eine Information tber die

Phase zu erhalten. Dabel wurde auf die vollstdndige Sequenzierung der Introns verzichtet, so

dass deren GrofRe zum Teil nur anhand ihrer Laufstrecke im Gel abgeschétzt werden konnte.

Insgesamt hat das Gen von NpH etwa eine Lange von 18,5 kb und ist in 10 Exons und

9 Introns untergliedert. Neben den Linkerintrons konnten auch interne Introns identifiziert

werden In Tab. 7 sind neben dem IntronTyp auch die Positionen, Phasen und Léngen der

Introns des fur NpH codierenden Gens aufgefhrt.

Doméne Typ Position Lange Phase
NpH-si/s, | ,intern’ CTCTCTGCAG -[gI. . - [@&- CTCCTTGICT | ~1000 bp
NpH-as/ap intern ACTTCTGACC -[€]]. . . €~ CCACCAATAT ~5000 bp
NpH-a/b Linker TCTTCTGACC -[€]]. . . [@X€- CACCCATGCG 487 bp 1

NpH-b/c Linker GTTCCAgCAC -[@I. . . [BE- ATGTAAAAAG 277 bp 1

NpH-c/d Linker CCGECTCTTG-[@]. - - &S~ GTACCTATGG 487 bp 1

NpH-d/e Linker CCTGCACCAG-[g]. - - [EE- GATCCAAAAA ~600 bp 1

NpH-e/f Linker CCAGCTGCAG —(g. - . II&E- AACATCACGA 367 bp

NpH-f/g Linker CCAGGAAGAG —gI. . . [gfe- ATACCAAACA | ~300 bp
NpH-g1/g2 intern CCTGGAAGAG —[g]. - - [EfE- GAGCCCAGCA 819 bp 1

Tab. 7: Position, Lange und Phase der Intronsin dem fur NpH codierenden Gen.

Das Splicing der Introns folgt ausschliefflich der GT/AGRegel. Bis auf das Intron im Signalpeptid liegen ale

Ubrigen in Phase 1 vor, was durch das rot markierte, unterbrochene Codons gekennzeichnet ist.
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Ein Intron befindet sich im Signalpeptid, welches als Einziges in Phase 0 vorliegt. Innerhalb
der funktionellen Doménen folgt das erste interne Intron vier Aminosauren downstream nach
Beginn von NpH-a, das zweite trennt die letzten vier Aminosauren von NpH-g von der
Ubrigen Doméne ab. Die 3 UTR weist dagegen kein Intron auf, was von den bisher
sequenzierten Mollusken-Hamocyanin-Genen abweicht. Die Position der internen Introns ist
in Abb. 31 dargestellt.

acttctgacc...... Maagtattc..ttattt gleerel fe--- ccaccaat at ccgt aaa
T S D ) g T N 1T R K

NpH-a u l

ttct cacct ggaagag...... aagaact t..ctactt a ........ gagcccagcac
FSP GR A Q H

NpH-g

Abb. 31: Interne Intronsim Gen des Hadmocyanins von Nautilus pompilius.

Die FUs sind entsprechend ihrer Zuordnung farbig gekennzeichnet und beide Kupferbindungsstellen grau markiert.
Linkerintrons sind mit grauem Pfeil, interne Introns mit weiRem Pfeil hervorgehoben. Die die Introns umgebenden
Nukleotid- bzw. Aminoséuresequenzen sind angegeben, wobei das durch das Intron getrennte Codon rot markiert ist.
Anfang und Ende des Introns sind in dem grauen Kasten aufgefiihrt, wobei die Splice-sites rot unterlegt sind. Die

Position der internen Introns wurde anndhernd der Lage in der Doméne angepasst.
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3.3 Zusétzliche Sequenzdaten

Neben der hier ermittelten vollsténdigen Sequenz einer Hamocyanin-Polypeptidkette von
Nautilus pompilius, wurden noch zwei verwandte Sequenzen gefunden, von denen aufgrund
von Alignments die eine NpH-a, die andere NpH-f zugeordnet werden konnte. Bei beiden

Sequenzen handelt es sich um genomische Fragmente (Abb. 32 und Abb. 33), da sie einen

Ubergang in den Intronbereich aufweisen

NpH- a

NpH- a

10 20 30 40 50 60
TN RKNVADL THDVAL NL Q AL RT I\/QDDNSPI GF QAVAAYHGEPASCI DSHENL VVCCLH

TNI RKNVDI LTSEETVNL Q<AL REI QDDHSSNGY QA AGYHGEPAACSDSL GHPWCCL H
10 20 30 40 50 60

70 80 90
G\/PTFPHV\HRLYTTHL E@L LAL GTTLGL PYWDW

GVWTFPOMAHRLYVTQVEQSLI SHGATLGFPYWDW
70 80 90

Abb. 32: Alignment der Teilsequenz von NpH-a mit der unbekannten Sequenz.

Diese Sequenz zeigt eine Ubereinstimmung von 67 % auf Aminosaureebene und 77,8 % auf Nukl eotidebene.

Aminosaureaustausche sind rot, stille Mutationen blau markiert.

NpH- f

NpH- f

NpH- f

NpH- f

10 20 30 40 50 60
WAI WOAL (IQYRRI PYNKAYCAL EQVITHAMKPFDRETNPNKNT HDHAI PNSVF NYDDLGYS

WAl WOAL QQHRRL PYNRAY CAL EQVSHAMKPFDRETNPNKNTRDHAI ANSVFEYDDL GYS
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
YDNLLFDGLTI TEL EEKI HSRQSHPRVFAGFLLHAI GT SADVH\/SVCHHGNNCT SAGLFF

YDNLLFDGLTVAELEQEI RNRQSHPRVFAGFLLHAI GT SADVHVSVCHHESNCTNAGLFF
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
I LGGKHENPV\KYDRLFRYDI TDAVTKAGFSPEDVFNDNLLYKI HTEI NAVNGSHI DSHI M

| LGGOHEMPWEYDRL FKYDI TDAI VQAGFTPEAVFDDKNPFKI HI\/KI SAVNGSHI DSRI |
130 140 150 160 170 180

190
HEPTLI FVPGR

HEPTLI FVPGR
190

Abb. 33: Alignment der Teilsequenz von NpH-f mit der unbekannten Sequenz.

Diese Sequenz zeigt eine Ubereinstimmung von 82,2% auf Aminosiureebene und 88,2 % auf

Nukl eotidebene. Aminosaureaustausche sind rot, stille Mutationen blau markiert.
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3.4 Vergleich zwischen Nautilus pompilius und Nautilus macromphalus

Um zu untersuchen, inwieweit Unterschiede in der Himocyanin-Sequenz von zwei Nautilus-

Arten auftreten, wurde eine PCR mit DNA von Nautilus macromphalus als Matrize

durchgefiihrt. Dazu wurden spezifische Primer zum einen aus NpH-b, zum anderen aus NpH-

d zur Amplifikation eingesetzt. Die Sequenzierung erbrachte die in Abb. 34 und Abb. 35

dargestellten Ergebnisse:

10 20 30 40 50 60
NpH-b  PMRQIDREKLVVRKDLRRLHDTEEFGLRQAMARFMKDESIDGFMEYHGLPARCLTPE

NmHb  PMRQIDREKLVVRKDLRRLHDTEEFGLRQAMARFMKDESIDGFMEYHGLPARCLTPE
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
NpH-b  GNRIACCIHGMATFPHWHRLFVLQVEDALIRRGSPIGIPYWDWARM SLPHLIADETYI

NmHb  GNRIACCIHGMATFPHWHRLFVLQVEDALIRRGSPIGIPYWDWARWSLPHLIADETYI

70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170
NpH-b NPYSNKSVPNPFHHGSIDFLHDHITTQRDIK CETLFEQRAFGDHTYLFDGR
NmHb NPYSNKSVPNPFHHGSIDFLHDHITTQRDIK RETLFEQREFGDHTYLFDGR (a)
130 140 150 160 170
Aminosdureaustausch ‘ Nukleotidaustausch ‘
I - N ‘ ATC -AAC ‘
Q-R ‘ C AG - CGG ‘
A - E ‘ G CG - GAG ‘ (b)

Abb. 34: Vergleich einer Teilsequenz aus FU-b zwischen N. pompilius- und N. macromphalus-Himocyanin.

(a) Die beiden Arten zeigen eine Ubereinstimmung von 98,2 % auf Aminosdureebene und 99,2 % auf

Nukleotidebene. Aminosdureaustausche sind rot markiert. (b) Mutationen in den Codons, die zu einem

Aminosiureaustausch gefiihrt haben.
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10 20 30 40 50 6 0
NpH-d ASRIRKDLNTLTDGELESLRNAFLRLQEEGAYEPIAAFHGVPAKCRGRELYTCCVHGM

NmHd ASRIRKDLNTLTDGELESLRNAFLRLQEEGAYEPIAAFHGVPAKCRGHELYTCCVHGM
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120

NmHd PTFPHWHRLYV QVEHALRERG® SVPYWDWTKRHANMELI DESTFYNSRKNEMNTNP
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
NpH-d FHRGSISFINSHTSRDFQPELFNSDYLYENTLLALEQNDFCNFEVQLENMAIHAWIGG

NmHd FHRGSISFINSHTSRDFQPELFNSDYLYENTLLALEQNDFCNFEVQLEMAIHAWIGG
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
NpH-d RDTYSMSSLDYAAYDPIFFIHHSTLDRIWAIWQELQRYRGLPYNEANZMNQHLRPF

NmHd RDTYSMSSLDYAAYDPIFFIHHSTLDRIWAIWQELQRYRGLPYNEANZIMNQHLRPF
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300
NpH-d NNVSVNHDRNTLTLENPNDAFDYQNHFHYRYDNLDFHGLSIPQLEHELHERQTHDRVFVI[

NmHd NNVSVNHDRNTLTLRPNDAFDYQNHFHYRYDNLDFHGLSIPQLEHELHERQTHDRVFV
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360
NpH-d FLLHGIQASA YVRIYICVPTQRGSSKENCNNYAGIFSILGGVTEMPWHFDRLYYYEITHA

NmHd FLLHGIQASA NVRIYICVPTQRGSSKENCNNYAGIFSILGGVTEMPWHFDRLYYYEITHA
310 320 330 340 350 360

370 380 390
NpH-d LSNLGLSHRSHFRIKTDINAVNGTHFDSH

A (a)
NmHd LSNLGLSHRSHFRIKTDINAVNGTHFDSH
370 380 390
Stille Mutationen Aminosidureaustausch
Aminosédure | Nukleotidaustausch | Aminosdureaustausch | Nukleotidaustausch
| | AT T _ATC ‘ A _E ‘ G CA . GAA ‘
G ‘ GG - GAA ‘ M= ‘ AT G -ATA ‘
L ‘ TTA - CTA ‘ K =R ‘ A AG - AGG ‘
P ‘ CCA - CCG ‘ Y =N ‘ TAT - AAT ‘
N | AAT - AAC ‘ I -F ‘ ATC - TTC ‘
(b)

Abb. 35: Vergleich einer Teilsequenz aus FU-d zwischen N. pompilius- und N. macromphalus-Hamocyanin.
(a) Die beiden Arten zeigen eine Ubereinstimmung von 98,5 % auf Aminosiureebene und 98,6 % auf
Nukleotidebene. Aminoséureaustausche sind rot, stille Mutationen blau markiert. (b) Nukleotidaustausche in den

Codons, die zu einer stillen Mutation bzw. zu dem Aminosédureaustausch fiihrten.
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3.5 Biochemische Unter suchungen

Um das Hamocyanin von Nautilus pompilius auch biochemisch und immunologisch zu
charakterisieren, wurden native und SDS-Gele angefertigt. Zudem wurde NpH mittels
Immunel ektrophorese untersucht, wofir auch unterschiedliche Spaltungen des Hamocyanins
mit Proteasen zum Einsatz kamen.

Von der Arbeitsgruppe Prof. Schipp aus Gief3en wurde frisch gezapfte Hamolymphe zur
Verfigung gestellt und das Hamocyanin  Uber  Ultrazentrifugation gereinigt.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass das Hamocyanin ausschliefdlich in Form
von Dekameren vorliegt (Abb. 36). Dies stimmt mit der Literatur Uberein (Bonaventura et al.,
1981; Chignell et al., 1997).

Abb. 36: Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme von Nautilus pompilius-Hé&mocyanin.
NpH liegt ausschliefdlich in Form von Dekameren vor, die in Aufsicht (Pfeilspitze) und Seitenansicht (Pfeil)
hier zu sehen sind. Negativkontrastierung mit 2 % Uranylacetat.
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Denaturierung mit SDS und anschlief3ende Auftrennung im Polyacrylamid-Gel zeigt ein
schnelleres Laufverhalten des NpH im Vergleich zum Gastropoden-Hamocyanin (Abb. 37).
Um die GrolRe abzuschdtzen, wurde das Hamocyanin von Megathura crenulata
(KLH1/KLH2) as auch das von Rapana thomasiana (RtH1/RtH2) als Vergleich aufgetragen,
welchesbei beiden Organismen aus acht Domanen besteht.

Maker RH  NpH  KLH| KLH NnH NpH ©)
- L
- - -
220kDa
116kDa | -
-
97 kDa| '—
66 kDa| W_.
v
@ ®|®

Abb. 37: SDS-PAGE (7,5 %iges Gel) (a) und native PAGE (5 %iges Gel) (b) der Untereinheit von
Nautilus pompilius-Hamocyanin.

Die Proben wurden in einer Konzentration von 5ug eingesetzt. 8) Neben dem Marker sind die Hamocyanine
von Rapana thomasiana (RtH) und Megathura crenulata (KLH) als Vergleich aufgetragen. NpH lauft unterhalb
der 400 kDa-Banden der Gastropoden-Hamocyanine, allerdings liegt es Gber dem 6Domanen-Fragment von
RtH2 (300 kDa). Daher wird die Molekilmasse auf 350 kDa geschétzt, was sieben Doméanen entspricht. b) Zum
Vergleich wurden KLH und NnH aufgetragen. Nur bei KLH zeichnen sich die beiden Isoformen als zwei

Banden ab, wahrend bei NnH und NpH nur eine Bande zu sehen ist.

Das Laufverhalten der Untereinheiten der beiden Isoformen von KLH und RtH in der SDS-
PAGE wurde bereits in Kapitel C 2.3 beschrieben. Da sich die Bande von NpH zwischen dem
6-DomanenFragment von RtH2 (300 kDa) und den 8-Domanen-Fragmenten von KLH1,
KLH2 und RtH1 (400 kDa) befindet, liegt die Grofe ungefahr bei 350 kDa, was den sieben
Domaénen entspricht (Bonaventura et a., 1981).

Im nativen Gel lauft NpH als eine Bande, wahrend bei KLH deutlich zwei Banden zu sehen
sind, die den beiden Isoformen entsprechen Das Laufverhaten von NnH wurde bereits unter
Kapitel 2.3 erlautert.

Gereinigtes und dissoziiertes Hamocyanin wurde dazu verwendet, polyklonale Antikorper in
Kaninchen herstellen zu lassen. Diese wurden zur Prézipitation des NpH in der Crossed

Immunel ektrophorese eingesetzt (Abb. 38). Zum einen wurde dissoziiertes NpH als Antigen
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verwendet, um das Vorhandensein von mehr als einer Form zu Uberpriifen. Dabel zeigte sich
jedoch nur ein einzelner Peak, der fur ein einziges Polypeptid oder aber fir immunologisch

nicht unterscheidbare und damit nahezu identische I sof ormen spricht.

®

A Abb. 38: Crossed-Immunelektrophorese der NpH-
Untereinheit.
Als Antigen wurde 4 pg NpH eingesetzt, das mit

spezifischen Kaninchen-Antikérpern gegen Nautilus

2. Dimension

pompiliusHamocyanin préazipitiert wurde. In der ersten

Dimension war die Anode auf der linken Seite.

®: 1. Dimension @

Um dies genauer zu anaysieren, wurde die Hamocyanin-Untereinheit einer limitierten
Spaltung mit Elastase unterzogen. Elastase spaltet Hamocyanin unter schonenden
Bedingungen normalerweise zwischen den funktionellen Domanen. Der Elastase-Verdau
wurde in einem SDS-Gel auf seine Spaltprodukte hin Uberprift (Abb. 39) und gleichzeitig als
Antigen in der Crossed Immunel ektrophorese aufgetragen (Abb. 40).

Marker uv 1h 2h 3h  Make uw 6h

| T
220 KD s m
3
116kD4 - -
97 kD4 - -
66 kDa| -
ool W -
A
v
| — S — — @

Abb. 39: 7,5 % ige SDS-PAGE des Elastase-Verdaus des NpH.

Der Verdau des in die Untereinheit dissoziierten NpH wurde bei 37°C durchgefihrt und nach
verschiedenen Zeiten abgestoppt. Zum Vergleich ist die unverdaute Probe (uv) aufgetragen. Ein Grofteil der
Hamocyanin-Untereinheit wurde bereits innerhalb der ersten Stunde gespalten in Doménen gespalten. Nach
3h war neben den vereinzelten Domanen bei ca. 50 kDa auch ein 2Domanen-Fragment (~ 100 kDa) zu
sehen. Zudem trat eine Bande bei etwa 70 kDa und eine bei 30 kDa auf, die beide auch nach einem

sechsstiindigen Verdau noch vorhanden waren.
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Vergleicht man die Hamocyanin-Probe vor und nach der Spaltung, so ist bereits nach einer
Stunde ein Grofdteil der Ha&mocyanin-Untereinheit in Domanen gespalten Nach dieser Zeit
treten keine Fragmente grof3er as 150 kDa auf, was einem 3-Doméanen Fragments entspricht.
Nach 3 h lag neben den einzelnen FUs ba etwa 50 kDa auch ein 2-Domanen-Fragment
(~ 100 kDa) vor. Zusétzlich sind eine Bande bei ca. 70 kDa und eine bel 30 kDa zu sehen, die
beide auch nach einer sechsstiindigen Spaltung noch vorhanden waren.

Im immunelektrophoretischen Muster waren sieben Peaks zu sehen (Abb. 40). Von diesen
traten drei Gipfel deutlich separiert voneinander hervor (Pfeile 5,6 und 7), wahrend jeweils
zwei der restlichen vier Peaks eine immunologische Verwandtschaft zeigten (Pfeile 1 +2 und
3 +4). AulRBerdemist ein sehr schwacher Gipfel zu erkennen (Pfeilspitze).

@ Abb. 40: Crossed Immunelektrophorese der mit

s /7 1 Elastaselimitiert gespaltenen NpH-Untereinheit.
3 \ 6 Hierbei sind sieben Peaks zu erkennen (Pfeil 1 - 7), von
1\\n denen drei deutlich as einzelne Gipfel hervortreten.

Von den anderen vier Peaks zeigen jeweils zwei eine

immunologische Verwandtschaft. Zudem ist ein

-
v
2. Dimension

b N
/ . \'- schwacher Schatten eines Gipfels zu erkennen, der hier
4

durch eine Pfeilspitze markiert ist.

®< 1. Dimension @

Um die Peaks den entsprechenden Doménen zuordnen zu kdnnen, wurde versucht, einzelne
von ihnen zu isolieren. Dazu wurde zuerst getestet, welche Proteasen sich zur Spaltung des
Hamocyanins in der Weise eignen, dass sie Fragmente aus mehreren Domanen hervorbringen
(Abb. 41). Dabei lieferte die V8-Protease und das Trypsin das beste Ergebnis, wahrend
Papain und Chymotrypsin sich als ungeeignet erwiesen.
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Abb. 41: Nautilus pompilius-Hamocyanin vor und nach der
(> Spaltung mit verschiedenen Proteasen (7,5 %iges SDS-Gel).

Maker K T C P V8

220kDA Der Verdau wurde bei allen Ansétzen fir 3 h durchgefiihrt. Die

' : Spur K bezeichnet die unverdaute Probe (Kontrolle). Diese zeigt

: z "f allerdings schon einen deutlichen Zerfall in kleinere Fragmente.

116kDa) - o8 Die Spaltung mit Trypsin (T) lieferte, ebenso wie die V8-

97kD4 .. Protease, Fragmentgrof3en Uber den gesamten Trennbereich.

66 kDY Sy Dabel dominierten bei Trypsin im Gegensatz zur V8-Protease

Fragmente, die kleiner as 116 kDa sind. Chymotrypsin (C)

45 kD3| e « | Y dagegen verdaute das Hamocyanin fast vollstandig, wahrend
S e '-_. —

Papain (P) keinen Unterschied zu der unverdauten Probe zeigte.

Als eses wurde mit der V8-Protease gespaten und die Spatprodukte mittels
Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt. Das Elutionsprofil zeigte drei verschiedene
Peaks, die anschlief3end im SDS-Gel auf ihre Gréfde untersucht wurden (Abb. 42). Bei Peak 1
(Fraktion 15) und Peak 2 (Fraktion 21) handelte es sich um Fragmente, deren Grél3e der von
einer Domane entspricht. Der dritte Peak wurde dagegen nicht im Gel aufgetrennt, sondern
blieb in den Taschen. Material aus den ersten beiden Peaks wurde in den Trog der Crossed-
Line-lmmunelektrophrese gegeben, mit einem Elastase-Verdau im Loch Dabel wurde jewells
ein anderer Peak angehoben. Beide Fragmente wurden danach in einem SDS-Gel aufgetrennt,
dieses auf eine PVDF-Membran geblottet, die entsprechenden Banden ausgeschnitten und
zum Sequenzieren geschickt. Die Fraktionen des dritten Peaks aus der
Anionenaustauschchromatographie wurden vereinigt, mit CentriconSaulen eingeengt und
anschlieffend mit  Trypsin  verdaut. Dieser Verdau wurde wiederum auf die
Anionenaustauschersdule aufgetragen, wobel vier verschiedene Peaks aufgetrennt wurden. Im
Gel zeigten die einzelnen Fraktionen Banden von etwa 50 kDa, wobei nur in einer Fraktion
(Fraktion 30) eine Bande vereinzelt vorlag (Abb. 42). Mit dieser wurde ebenfalls eine
Crossed-Line-Immunelektrophorese durchgefihrt, bel der ein weiterer unbekannter Peak
angehoben wurde. Die vom Gel auf die PVDF-geblottete Bande wurde zum Sequenzieren

geschickt. Die Sequenzierungen erbrachten diein Abb. 42 gezeigten Ergebnisse:
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PROBE SEQUENZ SDSPAGE | IMMUNGEL |
30 31 32 TV M NpH-c
Fraktion 30 SMNT SH -1
NpH-c VKSMNI SH NpH-c
/ —
-
e ——
NpH-f
M V8 15 16 17 18 19 20 21
Fraktion 15 V .H .H .P L N
NpH-f EHHEVHHPLN . NpH-f d
— ¢ _Er
- - 4 T T X .
M V8 15 16 17 18 19 20 21 NpH-g
/
Fraktion 21 EI'SGG " NpH-g
NpH-g NTKQAERERRI SGG o L
- TEEesse | AN o

Abb. 42: Zur Doméanenstruktur des NpH: Identifizierung von NpH-c, NpH-f und NpH-g.

Aufgefihrt sind die Proben und deren durch Proteinsequenzierung erhaltenen Sequenz im Vergleich zu der aus der
DNA -Sequenzierung abgeleiteten Sequenz. Zusétzlich ist jeweils das SDS-Gel mit dem dazugehdrigen Immungel
abgebildet. Damit waren drei der Prézipitationsgipfel identifiziert.

Um weitere Prazipitationsgipfel den entsprechenden Doméanen zuordnen zu kdnnen, wurde
dissoziiertes Nautilus-Hamocyanin fur 4 h mit 2 % Trypsin gespalten. Dieser Verdau wurde
auf de Anionenaustauschersaule aufgetragen Das Elutionsprofil zeigte neun Peaks, deren
Fraktionen im SDS-Gel untersucht wurden (Abb. 43). Da keiner der Peaks vereinzelte
Banden enthielt, wurden die zu untersuchenden Fraktionen im nativen Gel auf ihr
Laufverhalten Uberprift. Hierbel konnten einzelne Banden aufgetrennt werden, die mittels

einer semipradparativen PAGE aus dem Gel herausgeschnitten wurden. Sie wurden einzeln in
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den Trog gegeben, wobel neben den bekannten Gipfeln NpH-c, NpH-f und NpH-g auch ein
bisher nicht identifizierter Peak angehoben wurde. Diese Bande (Bande 8/Fraktion36) wurde
nochmals einer SDS-PAGE unterzogen, geblottet und zum Sequenzieren weggeschickt. Die
Sequenzierung lieferte dasin Abb. 43 gezeigte Ergebnis:

PROBE SEQUENZ SDSPAGE IMMUNGEL

MEV1I2 3456 7 8
NpH-a

NpH-
Fraktion 36 TSDPTN Pre

NpH-a Cihbhi ' )

Abb. 43: Identifizierung von NpH-a.
Gezeigt ist die Probe und deren durch Proteinsequenzierung erhaltene Sequenz im Vergleich zu der aus der

DNA - Sequenzierung abgel eiteten Proteinsequenz. Siehe Legende Abb.42.

Als néchstes wurde das Nautilus pompilius-Hamocyanin mit Pepsin und Astacus-Protease
verdaut. Mit Pepsin erfolgte keine Spaltung des Hamocyanins in kleinere Fragmente, weshalb
diese Protease nicht weiter verwendet wurde. Eine sechsstiindige Spaltung mit Astacus
Protease lieferte Fragmente, die im Bereich von 50 kDa bis Gber 200 kDa lagen, wobei 4-
DomanenFragmente und 3-Domanen-Fragmente Uberwogen. Eine Anionenaustauscher-
chromatographie und anschlief3ende SDS-PAGE der Fraktionen zeigte alerdings, dass die
verschiedenen Domanen Fragmente nicht vereinzelt werden konnten. Fraktionen, in denen ein
MonodoméanenFragment Uberwog, wurden mittels Crossed-Line-lmmunelektrophorese
Uberprift; es stellte sich als NpH-c heraus. Die Fraktionen, die im Gel grél3ere Fragmente
zeigten, wurden gepoolt und Uber Gelfiltration aufgetrennt. Das Elutionsprofil zeigte zwel
Peaks, von denen der kleinere das Monodoménen-Fragment NpH-a enthielt. Der grol3e Peak
enthielt die Ubrigen FragmentgrofRen, die in der Crossed-Line-Immunelektrophorese alle
Gipfel auler NpH-c und NpH-a anhoben. Um die in dem grof3en Peak enthaltenen Fragmente
in kleinere Spaltprodukte zu zerlegen, wurde die Fraktion mit der hochsten
Proteinkonzentration mit der V8-Protease gespalten. Daraus resultierten Fragmente, deren
Banden im Gel eine Grofe von zwei Monodomanen-Fragmenten, einem 2-Domanen

Fragment und einem 3-Doménen-Fragment aufwiesen Diese Mischung wurde auf die
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Anionenaustauschersdule aufgetragen, wobel vier Peaks eluiert wurden. Diese wurden in der
SDS-PAGE und in der Crossed-Line-lmmunelektrophorese tberpriift. Die ersten drei Peaks
enthielten vereinzelte Monodoméanen Fragmente, ndmlich NpH-f bei Peak 1 und 2 und NpH-g
bel Peak 3. In dem letzten Gipfel war neben Spuren der beiden letztgenannten Fragmente als
Hauptbande das 2-Doméanen-Fragment und etwas schwécher das 3-Domanen-Fragment zu
sehen. In der Immunelektrophorese wurde allerdings neben NpH-f und NpH-g nur ein
weiterer Peak angehoben. Um das 2-Domanen-Fragment und das 3-Domanen-Fragment in
M onodoméanen Fragmente zu spalten, wurde diese Probe fir 3 h mit Elastase gespalten (Abb.
44). Da die Uberprifung im SDS-Gel weiterhin das 2-Doméanen-Fragment zeigte, wurde die
Spaltung nochmals fir 3 bzw. 6 weitere Stunden angesetzt, wobel eine erneute Zugabe von
Elastase erfolgte. Doch auch diese Versuche fihrten zu keinem weiteren Verdau.

a) b)
oh 6h sh M | O / ®
! \
2-Domanen- — N/pH f 1
Fragment , NpH-g
s P s
‘Q
—— &
NpH-f IS - £
\ - a
o
NDH-Q/ W v

©

()«

1. Dimension

Abb. 44: Elastase-Spaltung des vierten Peaks der Anionenaustauschchromatographie und die
dazugehdrige Crossed-Line-lmmunelektrophorese.

a) Wie die mehrstiindige Elastase-Spaltung (3h bis 9h) zeigt, bleibt neben den Monodoménen-Fragmenten
von NpH-f und NpH-g das 2-Doméanen-Fragment bestehen. b) Der neunstiindige Verdau wurde in den Trog
der Crossed-Line-lmmunel ektrophorese gegeben. Neben den bereits bekannten Peaks von NpH-f und NpH-g
wurde nur ein weiterer Gipfel (roter Pfeil) angehoben.

Um zu kléren, welche Doméanen dem 2-Doméanen Fragment entsprechen, wurde die Probe auf
eine PVDF-Membran geblottet und die entsprechende Bande zum Sequenzieren geschickt.
Leider war dabel keine eindeutige Sequenz ablesbar, was moglicherweise die Folge eines
blockierten oder modifizierten N-Terminus sein konnte. Aus diessm Grund wurde ein
tryptischer Verdau des 2-DomanenFragments durchgefiihrt und die generierten Peptide
anschliefRend Uber die HPLC getrennt. Leider blieb die Ansequenzierung erfolglos.

In Abb. 45 sind die Spaltungen und deren Produkte zusammengefasst.
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V8-Protease Trypsin-Spaltung Astacus-Protease

Anionenaustausch- Anionenaustausch-
chromatographie chromatographie
abcde NpH-g NpH-f Praparatives Gel NpH-c ab defg
Trypsin-Spaltung NpH-g NpH-f Gelfiltration
Anionenaustausch- NpH-c NpH-a NpH-a b defg
chromatographie J

1 / \V/8-Protease

NpH-g
NpH-c / \

NpH-f b de

l

Elastase-Spaltung

\

de ?

Anionenaustausch-

chromatographie

/ \

Abb. 45: Ubersicht iiber die Protease-Spaltungen, deren Aufreinigung und deren Spaltprodukte.

Isolierte und identifizierte FUs sind gelb unterlegt. Grau unterlegte Spaltprodukte waren entweder schon bekannt oder
konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Das grau-gelb markierte Didoménen-Fragment de wurde mit einem
Fragezeichen versehen, da die Zuordnung nur anhand Ausschluss der anderen FUs erfolgte und daher noch Gberpriift

werden muss. Zu kl&ren wére ebenso die Identifizierung von NpH-b.




ERGEBNISSE 100

4. Lektin-Bindungstest

Dieser Test wurde sowohl mit Nucula nucleus-Hamocyanin als auch mit Nautilus pompilius-
Hamocyanin durchgefihrt. Wie aus der Sequenz abzulesen ist, enthélt NpH etwa viermal so
viele potentielle N-glykosidische Bindungsstellen wie NnH. Um diese Beobachtung direkt
Uber das Vorhandensein von Zuckerresten nachzuprifen, wurde ein Lektin-Test durchgefuihrt.
Dazu wurde ein Lektin von Triticum vulgaris verwendet, dass N-Acetylglucosamin-Reste

erkennt (Abb. 46). Als Negativkontrolle wurde das Intermediarfilament Vimentin eingesetzt.

) i Abb. 46: Uberprufung von N-glykosidisch gebundenen
Vimentin KLH NpH NnH

Zuckern mit Hilfe von Lectin.

f} 0He  Nautilus pompiliussHamocyanin (NpH) und Nucula nucleus
- Hamocyanin (NnH) wurden in einer Konzentration von 5ug
und 10 pg eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde Vimentin,
' |5pg asVergleich KLH verwendet, ebenfalls 5pg und 10 pg. Zur

Blockierung wurde die Membran mit 2%iger BSA-TBS-

L6sung inkubiert.

Aus dem Versuch geht deutlich hervor, dass an Hamocyanin von Nucula nucleus weniger
Lektin gebunden wurde als an dem von Nautilus pompilius Die Intensitdt der Farbung
entspricht ungeféhr dem ungleichen Verhdtnis an N-glykosidischen Bindungsstellenbei den
beiden Organismen Das Hamocyanin von Megathura crenulata weist trotz zahlreicher
potentieller N-glykosidischer Bindungsstellen in der Sequenz die schwéachste Farbung auf.
Zudem zeigte sich, dass sich Vimentin mit seiner Negativfarbung gut als Negativkontrolle

eignet.
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D Diskussion

1. Warum Hamocyanin?

Das Hamocyanin der Mollusken gehért seit langerem zu einem der thematischen
Schwerpunkte unserer Arbeitsgruppe. Dieses Molekil beeindruckt nicht nur durch seine
Grole, sondern bietet auch ein vielfaltiges Spektrum an Untersuchungsmaoglichkeiten. Dabei
war zu Beginn der Forschungsarbeit vor allem das Hamocyanin der Schltissellochschnecke
Megathura crenulata (KLH) von besonderem Interesse, dessen immunstimulatorische
Eigenschaften seit mehr als 30 Jahren bekannt sind (Harris & Markl, 1999). Neben seiner
klinischen Verwendung as HaptenCarrier wird es zur Behandlung von
Harnblasenkarzinomen eingesetzt (Harris & Markl, 1999; Linn et a., 2000). Zudem wurde
nachgewiesen, dass der Erreger der Bilharziose, Schistosoma mansoni, H&mocyanin-typische
Oberflachenstrukturen aufweist, die mit KLH-spezifischen Antikorpern kreuzreagieren
(Grzych et d., 1987; Harris & Markl, 1999). Diese Antikorper werden daher zur Diagnose der
Tropenkrankheit eingesetzt (Alves-Brito et a., 1992; Lambertucci, 1993). Doch nicht nur die
medizinischen Aspekte des Hamocyanins erweisen sich as interessant, sondern auch
Untersuchungen an dessen Aufbau von Quartér- bis hin zur Primérstruktur treten immer mehr
in den Vordergrund. Vor allem das Hamocyanin-Gen liefert allein aufgrund seiner Groéfe sehr
vid Sequenzinformation Der Aufbau der funktionellen Doménen stellt eine gute Basis dar,
um phylogenetische Analysen durchzufihren Diese zeichnen sich einerseits durch
wiederkehrende, konservierte Sequenzmerkmale aus, anhand derer sich die Sequenzen
untereinander zuordnen lassen Andererseits gibt es aulRerhalb der Kupferbindungsstellen
variable Bereiche, dessen Sequenzunterschiede als Evolutionsmarker genutzt werden. Daher
liegt ein Fokus auf der Sequenzierung der Hamocyanine verschiedener Taxa, anhand derer

man sich einen Einblick in derenPhylogenie erhofft.

2.  Quartarstrukturen und biochemische Untersuchungen

2.1 Nucula nucleus

Das native Hamocyanin von Nucula nucleus liegt hauptséchlich als Didekamer vor (siehe
Abb. 24), was zu Untersuchungen an der eng verwandten Art Nucula hanleyi passt (Lambert
et a., 1995b). Zusdtzlich treten vereinzelt Tridekamere auf, die durch Assoziation eines
Didekamers mit einem Dekamer zustande kommen. Die Dekamere, die ebenfals zu einem

geringen Anteil in der elektronenmikroskopischen Aufnahme sichtbar waren, waren
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moglicherweise eine Folge der Aufreinigung. Eine Instabilitét der Didekamere wurde bereits
bei KLH2 beobachtet (Harris & Markl, 2000). Die Quartérstruktur des Ha&mocyanins von
Nucula nucleus gleicht damit eher der Situation in Gastropoden, wahrend Cephal opoden und
Chitonen nur Dekamere besitzen Somit stellt sich die Frage, wovon die Bildung von
Didekameren abhéangt bzw. durch was sie verhindert wird. Die Vermutung, dass die
Assoziation durch die fehlende achte Doméne bei einem Teil der Cephalopoden nicht mdglich
ist, wird durch das Vorhandensein von acht funktionellen Doméanen bei Sepia officinalis und
den Chitonen relativiert (Gielens et al., 1983; Lambert et a., 1995a). Ebenso wird der Einfluss
N-glykosidisch gebundener Zucker diskutiert, wobeli die bei Schnecken- und Muschel-
Hamocyanin Ubereinstimmenden Bindungsstellen auch bel den anderen Organismen
auftreten; Daten fur einen Vergleich der Zuckerbdume liegen dlerdings noch nicht vor. Die
bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die Art der Assemblierung innerhalb der Molluskent
Klassen einheitlich ist. Geht man von einer urspringlichen Quartérstruktur des Hamocyanins
aus - d.h. entweder Dekamer oder Didekamer — dann musste der Verlust bzw. der Erwerb der
Komplexbildung nach der Auftrennung in die Klassen, aber vor Entstehung der Ordnungen
erfolgt sein.

Der Grolenvergleich zwischen den Hamocyaninen von Rapana thomasiana, Haliotis
tuberculata und Nucula nucleus in der SDS-PAGE spiegelt den dhnlichen Aufbau einer
Hamocyanin-Untereinheit von Gastropoden und Bivalviern wieder (siehe Abb. 25). Dies
spricht fir ein Molekulargewicht des Didekamers um 8,0 x 10°%, das von Terwilliger et al.
(1988) und Herskovits et al. (1990) gefunden wurde. Dagegen wurde von Mangum et al.

(1987) bel der protobranchiaten Muschel Yoldia limulata ein Molekulargewicht von 6,5 -
6,8 x 10° bestimmt, wobei méglicherweise die Kragenregion abgespalten wurde. Im nativen
Gel konnten drel Banden nachgewiesen werden (siehe Abb. 26), die allerdings aufgrund von
Crossed-Line-Immunel ektrophoresen alle NnH1 zugeordnet wurden (siehe Abb. 27b-d). Das
unterschiedliche Laufverhalten der beiden 8-DomanenFragmente im nativen Gel kann auf

geringfugige Veranderungen in der Untereinheit, wie Verlust des Zuckers oder einiger
Aminosauren, zurtickgefuhrt werden. Der fehlende Nachweis von NnH2 in der nativen PAGE
und der kleine, nicht NnH1 entsprechende Prézipitationsgipfel in der Immunelektrophorese
sorechen fir einen geringeren Anteill von NnH2 in der Hamolymphe. Ein &hnliches
immunologisches Muster wurde bei Haliotis tuberculata-Hamocyanin und Megathura
crenulata-Hamocyanin beobachtet (Gebauer et al., 1994; Keller et al., 1999), bel denen

oftmals - vor allem nach langerer Halterung — eine Isoform Uberwog. Das genaue Verhdtnis
von NnH1 und NnH2 zueinander lasst sich anhand der bisher durchgefiihrten Untersuchungen

nicht klaren. Methoden zur Isolierung der beiden I soformen wurden fur KLH und HtH bereits
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entwickelt (Harris et al., 1995; Keller et al., 1999). Bei KLH lassen sich KLH1 und KLH2
durch  Gdfiltration in  Anwesenheit von Ammoniummolybdat aufgrund ihres
unterschiedlichen Dissoziationsverhatens trennen. Auf gleiche Weise konnen die beiden
Isoformen von HtH isoliert werden. Beim Nucula nucleus-Hamocyanin wurde zur
Aufreinigung nur eine Gelfiltration bei physiologischem pH-Wert durchgefihrt, bei dem
keine Auftrennung erfolgte, was fur die gleiche Quartarstruktur in beiden Isoformen spricht.
Auf Versuche zur Isolierung von NnH1 und NnH2 wurde verzichtet, da die Menge an Protein
sehr limitiert war. Der Proteinanteil in der Hamolymphe liegt bei Nucula sulcata etwa bel
22,6 mg ml™ (Taylor et al., 1995), was im Vergleich zu Megathuren mit etwa 10 mg mi™
relativ viel ist (van Holde & Miller, 1995); doch sind die Individuen von Nucula mit einer

Lange von ca. 1 cm sehr Kklein.

2.2 Nautilus pompilius

Bereits elektronenmikroskopische Arbeiten von 1981 (Bonaventura et a.) zeigten, dass in der
Hamolymphe von Nautilus pompilius das Hamocyanin ausschliefdlich in Form von
Dekameren vorliegt. Die gleiche Situation findet man auch in Octopus. Unsere EM-
Aufnahmen bestédtigen die Ergebnisse von 1981 (siehe Abb. 36). Sowohl mit biochemischen
Untersuchungen (siehe Abb. 37a) als auch auf genomischer Ebene (Kap. C 3.1) konnte
nachgewiesen werden, dass das Nautilus-Hamocyanin aus einer Polypeptidkette mit sieben
funktionellen Domanen besteht. Auch hier wird die Ubereinstimmung mit dem Octopus
dofleini-Hamocyanin deutlich, da diesem ebenfalls die letzte funktionelle Domane, also FU-h,
fehlt. Beim Hamocyanin von Sepia officinalis liegen dagegen acht FUs vor, die allerdings
nicht wie bel den Gastropoden FU-a bis FU-h entsprechen. Vielmehr fand hier eine interne
Verdopplung der FU-d gatt, was durch immunbiochemische Arbeiten und Sequenzanalysen
bestétigt wurde (Declercq et al., 1990; Vanderzarde et d., 1990). Das Vorhandensein vondrei
verschiedenen Hamocyanin-Untereinheiten bel Nautilus pompilius, wie es Bonaventura
(1981) aufgrund biochemischer Untersuchungen annahm, konnte ich nicht bestétigen. Sowohl
im nativen Gel (siehe Abb. 37b), bei der | mmunoel ektrophorese (siehe Abb. 38) als auch auf
cDNA-Ebene trat ausschliefdich eine Form auf (Kap. C3.1). Allerdings wurden auf
genomischer Ebene zusétzliche Sequenzdaten gefunden, die méglicherweise eine zweite
Isoform darstellen (Kap. C 3.3). Fiur die biochemischen Ergebnisse bedeutet dies, dass man
entweder tatsichlich von einem einzelnen Gen fur das Nautilus pompilius-Hamocyanin
ausgehen kann oder aber die zweite Isoform liegt in ener wesentlich niedrigeren

Konzentration in der Hamolymphe vor. Zudem kdnnte eine immunol ogische Unterscheidung
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aufgrund der hohen Identitdt der beiden Sequenzen sehr schwierig sein. Beim Sepia
officinalis-Ha@mocyanin konnten die beiden Isoformen trotz eines Sequenzunterschiedes von
20 % nicht immunologisch unterschieden werden konnten. Da bei dieser Untersuchung - wie
auch beim Nucula nucleus-Hamocyanin - ein Antikoérpergemisch verwendet wurde, kann
dessen Unspezifitédt als Grund fur die fehlende Detektion nicht ausgeschlossen werden.
Allerdings konnten beide Isoformen von NnH mit diesen Antikérpern erfolgreich
nachgewiesen werden die sich jedoch auch erheblich mehr unterscheiden

Die proteolytische Spaltung des Nautilus pompilius-Hamocyanins mit Elastase resultierte in
sieben Peaks, von denen vier Gipfel nach weiterer Spaltung mit anderen Proteasen isoliert und
durch einen Vergleich der Sequenzdaten den entsprechenden Doménen zugeordnet werden
konnten (siehe Abb. 40, Abb. 42, Abb. 43). Der aus der Aminosaduresequenz abgeleitete
isoelektrische Punkt (IP) von NpH-f (5,96), NpH-g (5,93) und NpH-a (5,7) entspricht deren
Auftrennung von Anode zu Kathode. Dagegen ist der IP von NpH-c (5,8) fur seine weiteste
Laufstrecke im Vergleich zu den anderen Doménen zu basisch. Das zeigt, dass sich mittels
der isoelektrischen Punkte die Doménen nicht den entsprechenden Peaks zuordnen lassen.
Der IP wird anhand der Aminosduresequenz berechnet, wdahrend bel der
Immunelektrophorese die Doméanen gefaltet vorliegen und die einzelnen Abschnitte der
Primérstruktur unterschiedlich stark exponiert sind. Zudem kénnten an die Domane
gebundene Zucker das Laufverhalten beeinflussen. Die Aufschliisselung der Ubrigen Gipfel
im immunel ektrophoretischen Muster erwies sich as schwierig, da NpH-b, NpH-d und NpH-e
nicht isoliert und den entsprechenden Peaks zugeordnet werden konnten Somit kann man nur
anhand der Muster in den immunologischen Gelbildern spekulieren. Eine Vermutung dabei
ist, dass es sich bei dem 2-Doménen-Fragment in Abb. 44 um NpH-de handelt, da diese FUs
die einzigen nebeneinander liegenden, unbekannten Doménen sind. Zudem war de bel allen
bisher untersuchten Mollusken-Hamocyaninen ein typisches Fragment (Gebauer et a., 1994;
Sohngen et a, 1997; Keller et a., 1999). Da sich in Linkerregion von NpH-e eine potentielle
N-glykosidische Bindungsstelle befindet, kbnnte moglicherweise ein Zuckerrest die Spaltung
zwischen diesen beiden Doménen verhindern. NpH-b kénnte der in Abb. 40 mit einer
Pfeilspitze markierte Gipfel sein. Dieser Peak ist sehr schwach ausgeprégt, was
moglicherweise fir eine geringere Spezifitéat der Antikorper gegen die Epitope dieser Doméne
spricht. Ahnliches findet man auch bei der Elastase-Spaltung von KLH1, in deren Muster
KLH1-f ebenfals nur schwach prézipitiert wird (Harris & Markl, 2000). Eine Besonderheit
des Spaltmusters von NpH liegt in den Doppelpeaks von NpH-a (Pfeil 3+4) und NpH-c
(Pfeil 1+2) (sehe Abb. 40), die auf immunologisch identische Proteine hindeuten Diese

treten bei verschiedenen Elastase- Spaltungen mit unterschiedlicher Intensitét auf. Bel NpH-c
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verschwindet dieser ,Anhang’ oftmals vollig. Als Erklarung wére denkbar, dass sowohl NpH-
a as auch NpH-c in zwel verschiedene Fragmente gespalten werden. Der Hauptgipfel
entspricht dabei der eigentlichen Doméne (Pfell 1+3), der von den vereinzelten
MonodomanenFragmenten bei der Crossed-Line-lmmunelektrophorese angehoben wurde.
Der kleinere Nebenpeak konnte einerseits einem kirzeren Spatprodukt aufgrund einer
internen Spaltung der Elastase oder Instabilitét der Doméane entsprechen. Andererseits ware
auch eine Spaltung innerhalb von NpH-b vorstellbar, so dass die Nebenpeaks NpH-a bzw.
NpH-c darstellen, die zusédtzlich um ein Spatfragment von NpH-b verlangert sind (Pfeil
2+4). Als Hinweis auf eine interne Spaltung konnte man die bei der Elastase-Spaltung
auftretenden Bande bei ~ 70 kDa sehen (siehe Abb. 39). Die Bande bei ~ 30 kDaim SDS-Gel
konnte aus der Abspaltung des NpH-b-Bruchstiicks von NpH-c resultieren, was das haufige
Verschwinden des Anhangs an dieser Doméne erkléren konnte. Der Vorschlag einer internen
Spatung von NpH-b wirde alerdings den schwachen Gipfel im Elastase-Spaltungsmuster
nicht begrinden Da diese Erklarungen alle sehr spekulativ sind und zudem Fragen offen
lassen, sind weitere Analysen zur endgultigen Klérung notwendig. Dabel ware es sinnvall,
weitere Proteasen zu testen und die Grolentrennung der einzelnen Spaltprodukte zu

verbessern.

3. Die Hamocyanin-Sequenz von Nucula nucleus und Nautilus pompilius

In dem folgenden Alignment (Abb. 47) sind die bereits bekannten Hamocyanin-Sequenzen
von Haliotis tuberculata (HtH1) und Octopus dofleini (OdH) im Vergleich zu den in dieser
Arbeit analysierten, von der Nukleotidsequenz abgel eiteten Aminosauresequenzen dargestellt.
Anhand dieses Sequenzvergleichs sollen die typischen Sequenzmerkmale des Hamocyanins
kurz erlautert werden, bevor nadher auf die Eigentimlichkeiten des Nucula nucleus und

Nautilus pompilius-Hamocyanins eingegangen wird.
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Der konservierte Bereich umspannt die beiden Kupferbindungsstellen CuA und CuB,
wéhrend die Linkerbereiche die hochste Variabilitét aufweisen. Zu den streng beibehaltenen
Merkmalen gehdrt neben den sechs Histidinresten, die fur die Kupferbindung verantwortlich
sind, zwei Disufidbricken zwischen den Positionen Cys 66 - Cys 77 und Cys 199 - Cys 266.
Diese spielen eine grofe Rolle bel der Sauerstoffbindung, da diese Fahigkeit bei Reduktion
der Disulfidbriicken verloren geht (Topham et al., 1999; Georgieva et a., 2004). Eine dritte
Disulfidbriicke liegt zwischen Cys 359 - Cys 371 vor, die alerdings nur in den funktionellen
Doménen a, d, eund g bei alen bisher untersuchten Mollusken-Hamocyaninen vorkommt.
Die grofiere Bedeutung der ersten beiden Disulfidbriicken wird deutlich, wenn man sich ihre
Lage in den verfugbaren Rontgenstrukturen (Cuff et al., 1998; Perbandt et al., 2003)
betrachtet (Abb. 48). Ihre Position hat ganz offensichtlich einen stabilisierenden Einfluss auf
die Kerndoméne. Dagegen befindet sich die dritte Disulfidbriicke an der Oberflache der
peripherenb-SandwichDoméne. Ein weiteres typisches Strukturelement ist die
hochkonservierte Thioetherbriicke zwischen Cys 78 und His 80.

In der Sequenz gibt es potentielle N-glykosidische Bindungsstellen, die an den Motiven
,NXT" (AsnXaaThr) oder ,NXS (AsnXaaSer) zu erkennen sind. Tragt die zentrale
Aminosaure ein Prolin (NPT/S; Asn-Pro-Thr/Ser), wird die Bindungsstelle blockiert (Bause,
1983). Den meisten Mollusken-Hamocyaninen ist gemeinsam, dass in FU-c keine potentielle
N-glykosidische Bindungsgelle vorhanden ist. In Octopus dofleini findet man zwar ein Motiv,
doch ist auch dieses durch ein Prolin blockiert (, NPT).

Die Kristalstruktur von OdH-g enthdlt zwischen den Fatbléttern b2 und b3 ene
Glykosylierungsstelle, die mit einem N-Glykan besetzt ist. Dieser Zucker schliefdt eine Liicke
in der dreidimensionalen Struktur. Ahnliches findet man auch bei einem Grofteil der anderen
sequenzierten Domanen, bei denen zwischen den Faltbl&ttern b11 und b12 eine potentielle N-
Glykosylierungsstelle vorhanden ist (Lieb et a., 2000). Bindet hier ein Zucker, so schliefdt er
die Licke von der gegenlberliegenden Seite im Vergleich zu OdH-g (Abb. 48). Detaillierte
Zuckeranalysen von Mollusken-Hamocyaninen weisen eine grof3e Vielfalt an verschiedenen
N-Glykanen auf und bestdtigen die potentiellen Glykosylierungsstellen als tatséchlichen
Verankerungspunkt (Hall et al., 1977; Kurokawa et al., 2002). Bel den beiden funktionellen
Doménen OdH-g von Octopus und RtH-e von Rapana konnte dies direkt mittels
Rontgenkristallographie nachgewiesen werden (Cuff et al., 1998; Perbandt et al., 2003).
Wenig dagegen ist bekannt Uber die Funktion biologische Bedeutung und Variabilitét des

Glykosylierungsmusters. Man geht davon aus, dass sie entscheidend zur dreidimensionalen
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Struktur beitragen und zudem Interaktionen zwischen den Untereinheiten beeinflussen
(Stoevaet al., 2002).

Abb. 48: Schematische Darstellung der potentiellen N-glykosidischen Bindungsstellen anhand der
Kristallstruktur von OdH-g von Octopus dofleini-Hamocyanin.

In der linken Grafik sind die potentiellen Zuckerbindungsstellen von Nautilus pompilius als Kreise @)
gekennzeichnet, in der rechten Abbildung ist die Position dieser Sequenzmotive von Nucula nucleus as
Dreiecke (? ) dargestellt. Die farbige Markierung entspricht der Zuordnung der Doménen. Zum Vergleich
wurden in beiden Grafiken die potentiellen N-glykosidischen Bindungsstellen von Haliotis tuberculata-
Hamocyanin und Octopus dofleini -Hamocyanin als graue Vierecke (} ) eingezeichnet. Die Disulfidbriicken sind

gelb markiert.

3.1 Besonderheiten bei Nucula nucleus-Hamocyanin

Vergleicht man die Sequenzen der beiden Isoformen von Nucula nucleus mit bereits
bekannten Hamocyanin-Sequenzen sowie mit den beiden Rontgenstrukturen so sticht sofort
eine markante Eigentimlichkeit zwischen den b-Fatbldttern b2 und b3 hervor. An dieser
Stelle liegen bei NnH-c, NnH-d, NnH-f und NnH-g Deletionen, die in NnH-c zwe
Aminosduren und bel den anderen Doméanen sechs Aminosauren umfassen. Zudem falt auf,
dass vor den Deletionen in der Primérstruktur ein Glycin auftritt, das moglicherweise

aufgrund seiner geringen Grole die enge Schlaufe zwischen den beiden Faltbléttern
erleichtert.
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In anderen Regionen liegen weitere ,Indels — also Insertionen oder Deletionen von
Nukleotiden - vor, die alerdings kirzere Abschnitte umfassen und zudem in Bereichen
zwischen Sekundéarstrukturelementen zu finden sind.

Vergleicht man die beiden Isoformen miteinander, so weisen diese einige Unterschiede auf.
NnH1 enthalt im codierenden Bereich 20 zusétzliche Aminoséuren, die in nicht konservierten
Bereichen auf ale acht Doménen verteilt sind. Ein weiterer Unterschied zwischen den
Isoformen besteht in der dritten Disulfidbriicke, die in NnH2-c fehlt, in NnH1-c dagegen
vorhanden ist. Moglicherweise wird dieses fehlende Strukturelement von der Deletion von
sechs Aminosauren in diesem Bereich kompensiert, was die Schlaufe zwischen b8 und b9
ermoglicht.

Es treten bel beiden Isoformen zusammen nur vier potentielle N-glykosidische
Bindungsstellen auf, was im Vergleich zu den schon bekannten Hamocyaninen eine sehr
geringe Anzahl ist (siehe Abb. 47). Bei NnH2-e befindet sich eine Glykosylierungsstelle
zwischen den Helicesa 11 und a 12, die allerdings ein zentrales Prolin tragt (NPS') und daher
vermutlich blockiert ist (Bause, 1983). Die Ubrigen drei Motive liegen zwischen den
Faltblattern b11 und b12 und zwar in den funktionellen Doménen NnH1-a, NnH2-a und
NnH2-d. Die vergleichsweise geringe Anzahl an N-glykosidischen Bindungsstellen passt zu
dem schwachen Signal im Lektin-Bindungstest (sehe Abb. 46). Hierbei zeigte Nautilus
pompilius eine deutlich stéarkere Reaktion, was der vierfach hoheren Anzahl an N-
glykosidischen Bindungsstellen entspricht. Das kaum sichtbare Signal von Megathura
crenulata-Hamocyanin  kénnte moglicherweise aus ener Unzuganglichkeit des N-
Acetylglucosamin-Restes resultieren, da hieran eine Vielzahl von Zucker gekoppelt sind
(Wuhrer et a., 2003). Fur NnH und NpH wirde das gleichzeitig bedeuten, dass dieses
Monosaccharid bei ihnen zuganglich ist. Dieser Lektin-Test liefert allerdings nur erste
Hinweise, de durch weitere Zuckeranalysen verifiziert und umfassender dargelegt werden
mussten. Die ungleiche Verteilung der Glykosylierungsstellen in den beiden Isoformen hat
moglicherweise einen Einfluss auf die jeweilige biologische Funktion. Sie konnte
beispielsweise eine Signalfunktion sein, die eine unterschiedliche Regulation der beiden
Isoformen zulésst. Die Frage nach Glykosylierung als Unterscheidungsmerkmal wurde bereits
fir die Isoformen des Megathura crenulata-Hamocyanins aufgeworfen. Bei langerer
Halterung von Megathura crenulata verschwindet KLH1 sukzessive, da es moglicherweise
als Aminosaurequelle dient. KLH2 bleibt dagegen als Sauerstofftransporter bestehen (Markl
et a., 1991; Gebauer et a., 1994). Zur Unterscheidung zwischen den beiden Isoformen
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konnte ein O-glykosidischer Zucker in KLH2-c dienen, der von einem spezifischen

Oberflachenrezeptor in der Mitteldarmdrise erkannt wird (Harris & Markl, 2000).

3.2 Eigentimlichkeiten beim Hamocyanin von Nautilus pompilius

Vergleicht man die Sequenz von NpH und OdH, so finden sich an einigen Stellen Indels.
Diese entsprechen hier meist einer Lénge von einzelnen Aminosauren und sind in Bereichen
aulRerhalb der Sekundarstrukturen lokalisiert, wie man aus den Kristallstrukturen ableiten
kann. Die Ausnahme stellt eine Licke von vier Aminosauren dar, die sich in NpH-g zwischen
den Faltbldttern b2 und b3 befindet. Interessanterweise ist diese Deletion an der gleichen
Stelle, wie sie bei Nucula nucleus-Hamocyanin auftritt (siehe Kapitel D 3.1). Anstelle eines
Glycins liegt bei NpH ein Prolin vor, das haufig an Knickpunkten von Proteinketten zu finden
is. Bel den anderen bereits sequenzierten MolluskenHamocyaninen bilden diese
Aminosauren einen hochkonservierten ,loop’. Um diese Abweichung zu verdeutlichen, wurde
basierend auf der vorhandenen Kristallstruktur von OdH-g mittels molekularem Modeling
eine dreidimensionale Struktur von NpH-g erstellt (Abb. 49).

Abb. 49: Ein Strukturmodell von NpH-g.
Die Struktur wurde anhand der Kristallstruktur von OdH-g (Cuff et al., 1998) modelliert. Die Kupferatome

sind blau gekennzeichnet. a) Die zusétzliche Schieife (weilzer Pfeil) von OdH-g ist orange markiert. Dieser
,loop’ enthdlt eine potentielle Nglykosidische Bindungsstelle. b) Die Ansicht von unten zeigt die Position
von zwei potentiellen N-glykosidischen Bindungsstellen in NpH-g (gelb) im Vergleich zu der einen in OdH-

g (rot).
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Dabei zeigte sich eine gute strukturelle Ubereinstimmung mit Ausnahme dieser Schieife. Bei
OdH-g enthélt sie zudem eine Glykosylierungsstelle, die mt einem N-Glykan besetzt ist. In
NpH-g liegt weder an dieser Position noch an der gegentiberliegenden Schleife zwischen b11
und b12 eine Zuckerbindungsstelle vor. Stattdessen befinden sich in dieser Doméne zwel, fir
Nautilus-Hamocyanin spezifische potentielle N-glykosidische Bindungsstellen. Diese
Doméne hat also in NpH ein vollig anderes Muster an Zuckerbindungsstellen als OdH. In der
Sequenz des Nautilus-Hamocyanins gibt es 13 potentielle N-glykosidische Bindungsstellen,
die an den Motiven ,NXT’ oder ,NXS’ zu erkennen sind. Eine welitere findet sich in NpH-a,
die dlerdings as zentrale Aminosaure ein Prolin tragt (,NPT’) und daher blockiert sein sollte
(Bause, 1983). In den Linkerpeptiden von NpH-c und NpH-e existiert jewells eine N-
glykosidische Bindungsstelle, wohingegen bel den bisher sequenzierten Hamocyaninen in
diesem Bereich kein solches Motiv aufgetreten ist. Die potentielle N-glykosidische
Bindungsstelle in FU-c tritt bisher nur bei NpH auf. OdH-d und NpH-d zeigen eine
auffallende Ubereinstimmung. Dort befindet sich zwischen a1l und al2 eine potentielle
Glykosylierungsstelle. Aufgrund der peripheren Lage konnte ein an diese Position gekntipfter
Zucker eine wichtige Funktion beim CephaopodentrHamocyanin Ubernehmen. Die am
haufigsten auftretende N-Glykosylierungsstelle in den funktionellen Domanen liegt zwischen
b11 und b12, wie esauch in den Doméanena, b, d und e von Nautilus pompiliusder Fall ist.
Die dritte Disulfidbriicke liegt zwischen Cys 359 - Cys 371 vor, fehlt allerdings in der FU-b
von allen bereits sequenzierten Mollusken-Hamocyaninen Ebenso treten diese Cysteine nicht
in FU-c aller bisher sequenzierten Cephal opodentHamocyanine auf, was daher eine typische
Eigenschaft dieser Klasse sein kénnte.

Bel der Sequenzierung des Nautilus pompiliusHamocyanins wurden neben einer
durchgehenden Polypeptidkette noch zwei Sequenzen gefunden, die zwel weiteren Doménen
zugeordnet werden konnten. Da die Ubereingtimmung zwischen den beiden sich
entsprechenden Doménen nur etwa ~67 % und ~83 % betrug, ist nicht von Allelen
auszugehen, da hierbei die Sequenzidentitét meist bei Uber 98 % liegt. Somit bleiben zwel
Erklarungsmoglichkeiten. Zum einen kénnte es sich um eine zweite Hamocyanin-Isoform
handeln, wie sie auch bei anderen Mollusken vorkommt. Innerhalb der Cephalopoden
existieren bei Octopus dofleini zwei Isoformen, die jedoch mit etwa 96 % eine sehr hohe
Ubereinstimmung aufweisen, allerdings auf genomischer Ebene eindeutig zu unterscheiden
sind (Miller & van Holde, 2003). Auch bei Sepia officinalis liegen zwei verschiedene
Hamocyanin-Polypeptidketten  vor, die ungefdhr 80%  Sequenzidentitdt zeigen
(unverdffentlicht). Daher ware es nicht verwunderlich, wenn auch bel Nautilus pompilius eine
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zweite Isoform existieren wirde. Sonderbar dagegen ist, dass die beiden Sequenzen nur auf
genomischer Ebene entdeckt wurden, wahrend alle durchgefihrten RT-PCRs auf eine einzige
Sequenz hinwiesen Auchbel den biochemischen Analysen konnte kein zweites Hamocyanin
nachgewiesen werden wie bereits unter D 2.2 diskutiert wurde. Vielleicht werden die beiden
Isoformen sehr unterschiedlich stark exprimiert wird oder die eine wird schneller abgebaut.
Belege, dass Hamocyanin-lsoformen unterschiedlich stark exprimiert bzw. sequestriert
werden, liegen vomKLH und HtH vor (Keller et a., 1999; Gebauer et a, 1994). Ebenso gibt
es erste Hinweise auf eine unterschiedlich starke Genexpression der Hamocyanin-Isoformen
von HtH (unverdffentlicht). Andererseits kdnnten die zusdtzlichen Sequenzen aus einem

Pseudogen stammen. Zur erdgltigen Aufklarung bedarf es weiterer Analysen

4. DieGenstruktur des Hamocyanins

Die Genstruktur der Mollusken-Hamocyanine unterstreicht das heute favorisierte Modell der
Intron-Evolution dass es sowohl sehr urspriingliche als auch neu eingefiigte Introns gibt
(Fedorova & Fedorov, 2003; Roy, 2003;). Die hintereinander in der Polypeptidkette
angeordneten funktionellen Doméanen entsprechen im Gen einer Serie von Exons, die durch
Linkerintrons getrennt werden. Diese Introns liegen ausnahmslos in Phase 1 vor, wes bereits
von anderen Mollusken-Hamocyanin Genen bekannt ist (Lieb et al., 2001). Se sind an fast
aquivalenten Positionen insertiert, downstream einer konservierten b-Faltblattregion der
vorangehenden Domane und upstream des konservierten Sequenzmotivs der ersten a-Helix
der nachfolgenden Doméne. Die Linkersequenz vor der ersten a-Helix ist wenig konserviert
und konnte ein Relikt des Signalpeptids sein, das vermutlich vor der Duplikation des
monomeren Vorlauferproteins vorhanden war (Lieb et a., 2001). Die Variabilitét in diesem
Bereich kann mit dem Funktionsverlust als Signalpeptid und damit dem verringerten
Selektionsdruck begrtindet werden

Die Aufrechterhaltung der Phase und Position der Linkerintrons zeigt, dass es sich um sehr
,urspriingliche’ Introns handelt, was fir die ,Intronearly’ -Hypothese spricht (Lieb et al.,
2001). Das urspriingliche Linkerintron war vermutlich Bestandteil des monomeren Vorl&ufer-
Gens und wurden bel der Entstehung der Multi-Domanen Struktur ebenfalls dupliziert (Lieb
et a., 2001).

Die Proteinumgebung der Linkerintrons der einzelnen FUs von Haliotis tuberculata, Octopus

dofleini, Nucula nucleus und Nautilus pompilius zeigt Abb. 50.
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NpH-a/b
OdH-alb
NnH1-a/b
NnH2-a/b
HtH1-a/b

NpH-b/c
OdH-b/c
NnH1-b/c
NnH2-b/c
HtH1-b/c

NpH-c/d
OdH-c/d
NnH21-c/d
NnH2-c/d
HtH21-c/d

NpH-d/e
OdH-d/e
NnH1-d/e
NnH2-d/e
HtH1-d/e

NpH-e/f
OdH-e/f
NnH1-e/f
NnH2-e/f
HtH1-e/f

NpH-f/g
OdH-f/g
NnH1-f/g
NnH2-f/g
HtH1-f/g

NpH-g
OdH-g
NnH1-g/h
NnH2-g/h
HtH1-g/h

NnH1-h
NnH2-h
HtH1-h

al7 b13 bl

| ] —
LSSSLI PNPTVDYQPAPGSSD..............en. PPMRQ DREKLVVRK
LPDGTI PRPTVSY!I PAHNFKD.............cccv... ADMVVVDKTGLNVRK
LPSDALVSGTGVHQPPAGYLD..........cevv. PKPAPVDRTGLAVRK
LPASLLPKATAVHQPPPGHI D.........ccenvn. TAPHHGDVRLLHTRK
LSPDLLPQPTVAYRPGKGHLD..........c.uvn. PPVHHRHDDDLI VRK
LSNDI | PAPNI I FVPA. ..o, HVKSMNI SHKGHTRR
LPPTSI PDPI VI FSPCK..........oevviiiiineannn, KESGVVFDEL YRSRR
LDASVLHDPTI | FEPSH..........cccovviiiiieenn, AAE- DRPTDFRVVRK
VDSHKLPHPTVI YEPSH..........covviiiiinns GAEYKDHADEYHTRK
LDTDLI PHAAVVSEPAH...........ccooiiines PTFEDEKHS- LRI RK
VEGEEFS- PTVLYVPAL................ GTYGTQTKWREPVTSASRI RK
| AGVHLETA- I YEPGL................ GNFGEAG WEPVTSANRI RK
TGTQPYPEPTI LHEPSS................ GA- GVDHEYEEVVTTASHI RK
LGHPYEVSVI HQVARGT ................ YR- GDEDEFEEVI TTASHI RK
LGTDLFHTANVVHDSGT ................ GT- RDRDNYVEEVTGASHI RK
FDSHI FPDPTI SFVPAP..........ccccen... GSKNATHYQEEEHHHFVRK
I NSDI FPHPTI | YVPKQ........c..eennee. D- HSADI KSEEGNEYLVRK
LSSDALPRPTI LLQPGR..........eevneene GAA- - - APHHGGSDVTVRK
| DSHALPSPTI | FEPGT .................... EDH- - - VDHSHDEKHLVRK
LDPHTF- DPTI | FEPGT ..........cevveene DTHI - - LDHDHEEEI LVRK
LDSHLLQKATI LRQPAA. ... EHHEVHH- PLNRI RH
LPASI LPEATVIRIPPS...........coeiiin, NEDADI DTPLNHI RR
| DSNPI SEPSVI FVPAI .......ccciiiiiiiii, VDHNEDKFAHNQVRR
AAEAHLPSPSVI FVPGT ..o GDHNTDAFPDNRI RH
LSGDLI QTPSI | FVPGR.......covviviiiiien, HKLNSRKHTPNRVRH
| DSHI MHEPTLI FVPGR.................... NTKQAERERRI SGGPI | RK
LDSSSLPAPSM YVPAK.........c.cccvvvnnens DFK- REVHKKTVGDAI | RN
| PSSELHKPTI | YEPAH............cce... GHE- SSVGVASHAGRGVRK
TLPGSTFAHSI | YDPPH................... SAG- DHDPDPTL SGHGVRK
| PSSHLHQPTI | YEPCE.................... DHH- DDHQSGSI AGSGVRK

LDSHLI PTPSI | FSPGRGACH
LSNKYLSPPTVFLAPAKT- TH

LSSDLVDSPEVI FVPGS.............. ATHEHHTV- - HED- HRDVLLRK
VPSDVI PAPEVVFQP&K.............. AHKTH- PVHAHDD- LRDMY| RK
LPSDSVKAPTI EFEPGV.............. HRGGKHEDEHHDDRLADVLI RK

LDPNTL SDPVLVLRPARVNY~~ 98 ~~EEE
FDTPPFPLPVI VQRPAKSHH~~ 92 ~~EHP
VWTTRLSQPFI VHRPAHVAH~~ 93 ~~EHE

Abb. 50: Konservierte Sequenzmotive in den Proteinlinkerbereichen der verschiedenen Domanen

von Haliotis tuberculata, Octopus dofleini, Nucula nucleusund Nautilus pompilius.

Hochkonservierte Sequenzen sind grau hinterlegt. Die dazu gehérigen Sekundérstrukturen sind

entsprechend ihrer Position in OdHg vermerkt. Um die Sequenzen alignieren zu kénnen, wurden an

manchen Stellen L ticken eingefiigt, deren Position allerdings nicht genau definiert ist.
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Neben den Linkerintrons treten auch interne Introns auf, die Beispiele fur die ,intron-late'-
Hypothese sind (Lieb et a., 2001). Dieser zweite Typ von Introns befindet sich innerhalb
einer funktionellen Doméane und ist im Gegensatz zu den Linkerintrons variabel in Lage und
Phase. Auch die Anzahl an internen Introns ist bel den verschiedenen Mollusken
Hamocyanin- Genen unterschiedlich In Abb. 51 ist die Genstruktur der schon die bekannten
Hamocyanine von den Haliotis tuberculata, Megathura crenulata und Octopus dofleini im

Vergleich zu den Genen von NpH und NnH dargestellt.

cann = SN -WEGEHEE Ho

< || Haliotis tuberculata (HtH)

ST TR S
v s R U KL

<= ‘l Megathura crenulata (KLH)

[}
&

2]
(7]
-
-
-
|

[ #]
¥4

Ssann s IR CWEEOCHEEE K
s = —HEER- BT <= ‘l Nautilus pompilius (NpH) H
= n IR = ST <==| ocopusaotiani oary |

NnH1
<= || Nucula nucleus (NnH)
NnH2

Abb. 51: Genstruktur des Hamocyanins bel verschiedenen M ollusken-Klassen.

Die Doménen sind mit den bisher verwendeten Farben unterschiedlich gekennzeichnet, wobei die auf
genomischer Ebene noch nicht sequenzierten Doméanen farblos dargestellt sind. Interne Introns sind schwarz,
Linkerintrons grau markiert. Aufgrund ihrer ungewissen Herkunft sind Introns innerhalb des Signal peptids
und der 3'UTR schwarzgrau gestreift dargestellt. Die Lange der Introns wurde in dieser Grafik nicht

berticksichtigt. Die Position der internen Introns entspricht in etwa der Lage in der Doméane.

Neben den Linkerintrons und den internen Introns gibt es einen dritten Typ von Introns. Diese
befinden sich innerhalb des Signalpeptids, zwischen dem Signapeptid und FU-a sowie
innerhalb des 3'UTR (siehe Abb. 51). Je nach Hypothese, wie die Hamocyanin Untereinheit
entstanden sein konnte, wird dieser IntronTyp entweder zu den Linkerintrons oder zu den
internen Introns gezéhlt. Dieser Punkt wird in Kapitel D 4.3 vertieft.

Bel den Schnecken Haliotis tuberculata und Megathura crenulata tragen nicht nur beide
Hamocyanin-Isoformen jeweils die gleichen internen Introns, ihre Position ist auch
interspezifisch konserviert - beide Schnecken gehdren zur Uberordnung Vetigastropoda.
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Jedoch gibt es weder zwischen den verschiedenen Mollusken-Klassen noch zwischen den
verschiedenen Domanen eine Ubereinstimmung interner Introns. Das schlief}t ein
konserviertes internes Intron der ,Ursprungsdomane aus, wie es beispielsweise fir das
Hamoglobin von Artemia angerommen wird (Jellie et al., 1996). Somit misste sich die
Insertion der internen Introns nach der Trennung der Klassen, aber vor der Separation der
Uberordnungen ereignet haben. Auf die Besonderheiten in der Genstruktur von Nucula

nucleus und Nautilus pompilius wird nun im Folgenden genauer eingegangen.

4.1 Nucula nucleus

Obwonhl konserviert in Phase und Position (siehe Abb. 50) ist die Lange der Linkerintrons
variabel; sie liegt zwischen ~424bp (NnH1-f/g) und ~ 2160 bp (NnH1-eff). Ahnliche
GrofRenunterschiede weisen auch Gastropoden-Hamocyanin-Gene auf (Altenhein et al., 2002).
Die drei internen Introns befinden sichalle im Bereich der ersten Kupferbindungsstelle.

Allerdings liegt be NnH1l-c im Gegensatz zu NnH2-c kein internes Intron vor.
Phylogenetisch kommen hierfir zwei Mdaoglichkeiten in Betracht. Einerseits ware ene
Insertion dieses Intrors nach Entstehung der beiden Isoformen denkbar. Andererseits kénnte
es bereits vor der Duplikation vorhanden gewesen und danach in NnH1 verloren gegangen
sein. Letztere Vermutung ist jedoch weniger wahrscheinlich, da hier zwei Schritte - erst
Insertion, dann Deletion - notwendig gewesen waren, im Vergleich zu einem einzigen
Insertionsereignis bei der ersten Hypothese. Der ,umstandliche’ Weg wére vorstellbar, wenn
dieses Intron sehr urspriinglich wére. Diese Situation wurde bei zwel Kopien des Ratten
Insulingens gefunden, bel der die eine Uber ein zusétzliches Intron verfugt, welches bei der
zweiten verloren gegangen ist (Perler et al., 1980). Im Fal des Hamocyanins passt so etwas
aber weniger gut zum ,intronlat€' -Szenario. Die in NnH1-d und NnH1-e liegenden internen
Introns konnten in den entsprechenden Doménen von NnH2 bisher nicht nachgewiesen
werden. Schwierigkeiten bei der Amplifikation in diesem Sequenzbereich sprechen allerdings
fur die Existenz interner Introns, da repetitive Intronsequenzen haufig solche Probleme

bereiteten.

4.2 Nautilus pompilius

Das Hamocyanin-Gen von Nautilus pompilius gleicht im Aufbau grundlegend der bereits
bekannten Genstrukturenvon Haliotis tuberculata und Octopus dofleini (Lieb et al., 2001).

Die Lange der Linkerintrons liegt beim Nautilus-Hamocyanin-Gen zwischen 200 bp und
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500 bp. Damit entsprechen diese von der Gréfée den Linkerintrons im Octopus-Hamocyanin
Gen (Lieb et al., 2001). Das Intron im Signalpeptid des NpH-Gens ist das einzige in Phase 0,
was mit den korrespondierenden internen Introns anderer Hamocyanin- Genre Ubereinstimmt.
Im Gegensatz zu den Hamocyanin-Genstrukturen anderer Mollusken sind das Signal peptid
und NpH-a nicht durch ein Intron getrennt; dagegen liegt ein Intron 10 bp downstream des
Beginns von NpH-a vor. Ungewohnlicherweise gibt es kein Intron in der 3 UTR, wahrend
dieses in den Genen vom Octopus-Hamocyanin und Haliotis-Hamocyanin vorkommt. Es liegt
dort bel beiden in Phasel vor und befindet sich wenige Basenpaare downstream des
Stopcodons (Lieb et al., 2001). Jedoch liegt ein internes Intron 12 bp upstream des
Stopcodons in NpH-g. Auffallig an der Genstruktur des Nautilus pompilius-Hamocyanins ist
die randstandige und fast spiegelbildliche Lage der internen Introns am N- und C-Terminus.
Diese Besonderheit beim NpH-Gen wirft die Frage nach der Herkunft dieser Introns auf.
Einerseits konnten beide Introns anfanglich aus dem Signalpeptid bzw. aus dem 3'UTR wie
bei den anderen MolluskerntHamocyaninen stammen und durch Introndiding verschoben
worden sein. Andererseits konnte es sich um urspriingliche Linkerintrons handeln; das erste
befand sich zwischen dem Signalpeptid und NpH-a und das zweite zwischen NpH-g und
NpH-h vor dem Verlust der letzteren Interessanterweise sind sowohl NpH-a als auch NpH-g
wenige Aminosauren langer as HtH1-a bzw. HtH1-g (ebenso bei HtH2; Altenhein et a.,
2002). Damit entspricht die Lage der internen Introns im Nautilus-Hamocyanin Gen exakt
den Positioren der I ntrons zwischen HtH1-s, und HtH1-a bzw. zwischen HtH1-g und HtH1-
h. Diese Beobachtung wird in Kapitel D 4.3 eingehender diskutiert und in Zusammenhang mit
den dort aufgefthrten Hypothesen gestellt.

Ausgehend von dem ,intronlate’ -Szenario fur die internen Introns wére das ExortIntron
Muster des Nautilus-Hamocyanin-Gens ein sehr urspriingliches. So stehen den konservierten
Linkerintrons zwei fir NpH eigentimliche interne Introns gegeniber, die entsprechend der
,Hypothese der urspringlichen Linkerintrons' mdéglicherweise auch sehr alt sind. Das wére
erstaunlich, da man bei den so genannten ,lebenden Fossilien' davon ausgeht, dass nur ihre

Morphologie, nicht aber ihre Makromolekile in der Zeit eingefroren sind.

4.3 Ruckschlisse auf die Entstehung der Hamocyanin-Unter einheit

Anhand der Genstruktur von NpH und den anderen Hamocyaninen lassen sich Hypothesen
zur Entstehung der Untereinheit formulieren Diese orientieren sich an folgenden Fragen: Wie
sah die urspringliche Monodoméane aus, wenn die funktionellen Domanen in Phasel

beginnen und aufhdren? Wieso liegt eine Unregelméaldigkeit in der Phase des Introns innerhab
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des 3 UTRs vor? Wie kommen die unterschiedlichen Domaneniberhange in FU-a und zum
Tell in FU-g mit jeweils vier Aminosduren sowie FU-h mit 100 Aminosduren zustande? Und
letztlich, wie fugt sich die Genstruktur vom Nautilus pompilius-Hamocyanin in das bisherige
Bild der Hamocyanin- Evolution ein?

Die Vorstellung von der Ur-Doméne orientierte sich vor allem an den wiederkehrenden
Elementen in der Hamocyanin-Genstruktur. Die erste Uberlegung konzentrierte sich auf die
Frage, ob das Signalpeptid bereits in der Ur-Doméne vorhanden war oder erst an die Acht-
DomanentUntereinheit angefigt wurde. Ein Vergleich mit anderen Typ-3 Kupferproteinen
zeigte eine grofe Varianz in deren Struktur. So besitzen die Tyrosinasen der Tiere ein
Signalpeptid, wahrend jene der Pflanzen Uber ein Transitpeptid verfligen. Bei Tyrosinasen
von Bakterien fehlt diese N-terminale Sequenz nattrlich (van Gelder et a., 1997; Gerdemann
et a., 2002). Geht man nun von einem bakteriellen Typ-3 Kupferprotein als Ursprung aus,
fehlte hier wahrscheinlich ein ,Transportsignal’. Erst innerhalb der eukaryotischen Zelle
erfolgte das Anflgen eines Signalpeptids an die Ur-Doméne, weil nun eine gezielte
Lokaliserung notwendig wurde. Diese Entwicklung passt zu den Beobachtungen bel
Tyrosinasen. Danach wére das Signalpeptid vor den Duplikationsprozessen bereits vorhanden
gewesen. Die zweite Mdoglichkeit ist, dass das Signalpeptid erst an die rezente Acht-
Domanen Untereinheit angefiigt wurde. DafUr gibt es allerdings keine Hinweise. Der weiteren
Diskussion wird eine Ur-Domane mit Signal peptid zugrunde gelegt.

Vergleicht man nun die Signal peptide der bekannten Hamocyanine miteinander, so sind diese
immer durch en Intron in Phase 0 in zwei Exons § und $ getrennt (Abb. 52). Es it nicht
klar, ob urspriinglich beide Exons zum Signalpeptid gehtrten oder s, Bestandtell der
Monodoméane war. In letzterem Fall umfasst s, moglicherweise die spateren Linkerpeptide.
Zur besseren Trennung der beiden Bereiche sind diese in Abb. 52 unterschiedlich markiert.
Moglicherweise war die Ur-Doméane grofier als die der rezenten Domanen im Hamocyanin.
Die Ur-Domane endete mit einem Stopcodon, auf das die 3 UTR folgte.

Basierend auf der in Abb. 52 skizzierten Ur-Doméne stelle ich hier zwei Hypothesen vor
(Abb. 53 und Abb. 54), welche die Evolution der Untereinheit des Mollusken-Hamocyanins
erklaren konnten.
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S: S Domane mit einer Lange von >400 Aminosauren 3UTR

ATG 0 Stop

Abb. 52: Schematische Dar stellung der hypothetischen Ur -Domane.

Der Aufbau ergab sich aus Uberlegungen basierend auf den bisher zur Verfiigung stehenden Daten. Die Ur-
Domaéne besteht aus drei Teilen, dem Signalpeptid, der Doméne und einer 3'UTR. Das Signalpeptid istin s;
und s, durch ein Intron in Phase O getrennt, wie es bisher bei allen bekannten Hamocyaninen gefunden
wurde. Diese Bezeichnung wurde zur besseren Zuordnung in der spdteren Hamocyanin-Untereinheit
verwendet. Ob s, urspriinglich ein Bestandteil des Signal peptids oder der Domane war, ist unklar. In dieser
Hypothese wird davon ausgegangen, dass die Lange der Ur-Doméane groRer als die der spéteren Doméane im
Hamocyanin war. Die Lange der dargestellten Bereiche entspricht nicht ihrem tatséchlichen Verhéltnis
zueinander, da vor allem der mittlere Teil wesentlich grof3er sein misste (durch eine Unterbrechung in

diesem Bereich angedeutet).

Die erste Hypothese Abb. 53) beginnt mit der Insertion eines Introns in Phase 1 in der
hinteren Region der Doméne (®©). Der Bereich zwischen dem Intron im Signalpeptid und dem
innerhalb der Doméne wurde im Anschluss dupliziert. Aus dieser Duplikation mit
anschlieffender Fusion resultierte allerdings en  Leserastersprung aufgrund  des
unvollstandigen Codons am Ende der ersten Doméne (®). Um die Funktionsfahigkeit des
Proteins zu erhalten, musste dieser Fehler durch Intronsliding behoben werden. Dabei
verschob sich die Introngrenze um ein Nukleotid nach rechts, so dass die beiden Exons durch
ein Intron in Phase 1 getrennt wurden (®). Der Prozess des Intronslidings konnte bereits in
Genstudien nachgewiesen werden (Rogozin et a., 2000; Sakharkar et a., 2001).

Fir den weiteren Verlauf ergeben sich zwel Moglichkeiten (@ und ®-©@): Zum einen
konnten die beiden entstandenen Exons nun als duplizierende Einheit fungieren, woraus ein
Vier-DoméanenFragment hervorgegangen wére, welches wiederum nach dessen Duplikation
die Acht-Doméanen-Untereinheit geformt hétte (@). Dabel muss man alerdings beachten, dass
sich jewells bei der Fusion avischen Duplikationsmatrize und dupliziertem Fragment ein
Intron-gliding wie in der oben beschriebenen Weise ereignet haben misste.

Zum anderen konnte die neu entstandene Doméane a's duplizierende Einheit dienen, wobel
hinsichtlich der Anzahl dieses Ereignisses verschiedene Varianten moglich sind. Entweder
fuhrten sechs einzelne Duplikationen a1 der Acht-DoménenUntereinheit (®), oder aber es

ereignete sich zundchst eine weitere Duplikation (®), nach der die 2. und 3. Doméane in zwel
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weiteren Ereignissen dupliziert wurden. Daraus resultierte ein Neun-DoméanenFragment (@),
wobei die C-termindle Domane zum Teil verloren ging. Deren Uberreste konnten die
Extension der FU-h darstellen, was alerdings aufgrund der grof3en Sequenzunterschiede
wenig wahrscheinlich ist.

Um der Grundstruktur der Hamocyanin-Untereinheit zu entsprechen waren nun drei weitere
Prozesse in dem Acht-DoméanenFragment notwendig (®). Zum einen miisste ein Intron in
Phase 1 in die s,-Region der ersten Doméne inseriert worden sein, wie es zu Beginn von FU-a
der Hamocyanine gefunden wird. Greift man an dieser Stelle die Linkerpeptide nochmals auf,
so wurde die Intron-Insertion das verkirzte Linkerpeptid in FU-a erkléren. Daneben ist von
einem Verlust des internen Introns in der achten Doméne auszugehen da hier kein
konserviertes Intron bel den verschiedenen Hamocyaninen vorliegt. Zudem miusste eine
Insertion von einem Intron in die 3'UTR erfolgt sein, da an dieser Position mit Ausnahme von
NpH in alen Hadmocyaninen ein Intron vorkommt. Im Unterschied zu den bisherigen Introns
ist dieses nicht an eine Phase gebunden, da hier eine Phasenverschiebung ohne Auswirkung
bleibt.
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Wie man in Abb. 53 sehen kann, erfordert Hypothese 1 sehr viele Einzelereignisse. Daher

schlage ichHypothese 2 vor, die wesentlich weniger Duplikationsschritte bendtigt (Abb. 54).

01 1
— _/
Y
DU
@ // //
'
01 1 1
N— g
g
DU

2 weitere Duplikationsereignisse
? Acht-Doméanen-Untereinheit

[l N NS NN NS NN E e
v v v v v
01 1 1 1 1 1
0/1/2§ ~~—
Verlust des Insertion von internem
internen Introns Intron in allen Phasen

Abb. 54: Hypothese 2 zur Evolution der Hamocyanin-Untereinheit aus einer Ur -Domane.

Ausgehend von der in Abb.52 dargestellten Ur-Doméne ist hier ein aternativer Ablauf der
Duplikationsereignisse aufgefihrt, die zur Acht-Domanen-Untereinheit gefihrt haben kdnnten. Im Unterschied
zu der in Abb. 53 beschriebenen Abfolge beginnt diese hier mit der Insertion von zwei Introns, welche die
,duplication unit’ (DU) umschlief3en. Die Introns sind als Pfeile innerhalb der Ur-Doméne dargestellt, die

Zahlen geben die jeweilige Phase an. Die einzelnen Schritte sind im Text detailliert geschildert.

Der Unterschied der zweiten Hypothese liegt in der Insertion von zwe Introns in die
urspringliche Monodoméne (®©). Die Lage des Gterminalen Introns bleibt wie in Abb. 53
gleich Das zweite N-terminale Intron flgte sich innerhalb des -Bereicls ein. Beide Introns
liegen in Phase 1 vor und umfassen die Region, die als duplizierende Einheit (DU) bezeichnet
wird. Nach Duplikation und Fusion der Doménen (®) schlossen sich diese zur DU
zusammen, woraus ein Vier-DomanenFragment entstand. Dieses wiederum diente als
Duplikationsmatrize und fihrte letztlich zur Acht-Doméanen-Untereinheit (®). Auch in
Hypothese 2 war als Anpassung an die Hamocyanin-Untereinheit zum einen der Verlust des
internen Introns in FU-h, zum anderen die Insertion des internen Introns im 3'UTR

notwendig. Die durch die symmetrische Insertion der Introns entstandene DU hat den Vortell,
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dass es zu keiner Leserasterverschiebung kommt. Schon in friheren Untersuchungen wurde
eine Korrelation zwischen Intron-Phasen beobachtet, die zu symmetrischen Exons flhrten
(Long et a., 1995a; 1995b).

Anhand beider Hypothesen wird deutlich, warum in Kapitel 4 neben den Linkerintrons und
den internen Introns ein dritter Typ von Introns unterschieden wird. Das Intron zwischen $
und FU-a und das Intron im 3'UTR sind danach genau genommen interne Intrors, die
alerdings wesentlich friher inseriert wurden und in ihrer Position im Vergleich zu den
anderen internen Introns konservierter sind.

Naturlich lassen beide hypothetischen Evolutionswege Fragen offen Im Gegensatz zu
Hypothese 1 erklért die zweite nicht, warum der Beginn von FU-a wesentlich kir zer as das
der anderen Doméanen ist. Viedmehr wird von einem urspringlich kurzen Linkerpeptid
ausgegangen, dessen unterschiedliche Lange in den einzelnen Doménen maoglicherweise
durch Rekombination und Fusion entstanden ist. Diese Ereignisse spielen wahrscheinlich
auch eine Rolle bei der Entstehung des C-terminalen Uberhangs von vier Aminosiuren in FU-
a be alen Hamocyaninen und in FU-g bel den Cephalopoden Fir die Extension in FU-h
bieten die Hypothesen zwei Erklarungsansitze. Neben dem Vorschlag als Uberreste einer
9. Doméne erscheint die Vorstellung Uberzeugender, dass die Extension bereits in der Ur-
Doméne vorhanden war, was in den Abbildungen dem Bereich zwischen dem Gterminalen
Intron und der 3 UTR entspricht. Das wirde fur FU-h ds Ur-Doméane sprechen. Diese
Hypothese wurde bereits aufgrund struktureller Uberlegungen formuliert (Lieb et a., 2001).
Wahrend die beiden Hypothesen die Genstruktur der Hdmocyanine von Haliotis tuberculata,
Megathura crenulata und Octopus dofleini erkldren kénnen, lasst die Abweichung der
Genstruktur vom Nautilus pompilius-Hamocyanin Fragen offen. Es ist unklar, welcher Typ
von Genstruktur - der von NpH auf der einen und die von HtH, KLH und OdH auf der
anderen Seite - die urspriingliche Form darstellt. Zwar scheint NpH aufgrund der geringen
Anzahl an internen Introns und deren Position sehr urspringlich zu sein. Jedoch ist
unwahrscheinlich, dass sich die Genstruktur von HtH, KLH und OdH bezlglich der Introns
zwischen $ und FU-a sowie innerhalb der 3'UTR unabhéngig voneinander gleich entwickelt
hat. Fur die Ubereinstimmung des Introns zwischen s und FU-a bei beiden GenTypen
spricht die Konservierung in Position und Phase. Wére s; erst nach der Duplikation ein Teil
des Signalpeptids geworden hétte sich die Grenze zwischen s, und FU-a bei NpH um drei
Aminosauren downstream verlagert. Eine Verschiebung von Introns wurde auch beim
Hamoglobin von Artemia (Jellie et al., 1996) und bei der Pyruvat-Kinase vom Huhn (Roy,
2003) beobachtet. Wie in Kapitel D 4.2 erwahnt, konnte es sichbel dem Intron in NpH-g um

das urspringliche Linkerintron zwischen FU-g und FU-h handeln. Baei OdH ware dieses
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verloren gegangen und ein neues Intron in der 3 UTR eingefiigt wordery oder es war in der
3'UTR von NpH ein Intron vorhanden was spater verloren ging. Letzteres wirde fir die
Urspriinglichkeit dieses Introns sprechen und somit erklaren, warum ebenso in HtH ein Intron
an dieser Position vorhanden ist.

Abschlief3end bleibt die Frage nach der Ur-Doméane. Wie in Kapitel 5 zu sehen sein wird, |&sst
sch anhand der Sequenzanalyse keine Aussage Uber die Rehenfolge der

Duplikationsereignisse treffen. Dieser Punkt wird dort genauer diskutiert.

5.  Evolution der Mollusken-Hamocyanine

Fur phylogenetische Anaysen wurden neben den neuen Hamocyanin-Sequenzen nur
vollsténdig sequenzierte funktionelle Doménen verschiedener Mollusken-Hamocyanine
verwendet, die in Tab. 8 aufgefiihrt sind. Diese Sequenzdaten sind unter den angegebenen
AccessionrNummern zu finden Bisher unverdffentlichte Sequenzen snd aus unserem
Arbeitskreis, mit Ausnahme der Sequenzen von Sepia officinalis, die aus der Arbeitsgruppe

von Prof. Préaux (Katholische Universitét Leuven, Belgien) stammen
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Gastropoda
Haliotis tuberculata HtH1-a bis-h Accession-Nr. Y 13216
HtH2-a bis-h Accession-Nr. AJ 012048
Megathura crenulata KLH1-abis-h bisher unver 6ffentlicht
KLH2-ahis-h bisher unver 6ffentlicht
Rapana thomasiana RtH2-e Accession-Nr. P 83040
Aplysia californica AcH1l-a bis-h Accession-Nr. AJ 556169
Helix aspersa HaH-d bisher unver 6ffentlicht
Helix pomatia HpH-g Accession-Nr. P 56823
Cephalopoda
Octopus dofleini OdH-a bis-g Accession-Nr. O 61363
Sepia officinalis SoH1-a his-g bisher unver 6ffentlicht
SoH?2-a bis-g bisher unver 6ffentlicht
Nautilus pompilius NpH-a bis-g Accession-Nr. AJ 619741
Bivalvia
Nucula nucleus NnH1-a bis-h Accession-Nr. AJ786639
NnH2-a bis-h Accession-Nr. AJ786640
Polyplacophora
Acanthochitonfascicularis AfH-g bisher unver 6ffentlicht
Lepidochiton cinereus LcH-f bisher unver 6ffentlicht

Tab. 8: Auflistung der vollstandig sequenzierten Doméanen von Mollusken-Hamocyaninen und
gegebenenfalls deren Accession-Nummer .
Bisher unverdffentlichte Sequenzen stammen aus unserem Arbeitskreis, mit Ausnahme der Sequenzen von

Sepia  officinalis (Arbeitsgruppe von Prof. Préaux Katholische Universitdét Leuven, Belgien).

Um die Primérsequenzen der Hdmocyanine von Nucula nucleus, Nautilus pompilius, Octopus
dofleini und Haliotis tuberculata gegeniberzustellen wurden mittels des Programms
ClustalX die einzelnen funktionellen Doméanen paarweise miteinander verglichen und daraus
ihre Identitét prozentual berechnet. Das Ergebnisist in Tab. 9 zusammengefasst.
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(Abb. 56) verwendet. Beiden Verfahren wurde eine PAM-Matrix zugrunde gelegt. Zur
Erstellung der phylogenetischen Baume wurden neben den Hamocyanin-Sequenzen von
Nucula nucleus und Nautilus pompilius alle vollstandig sequenzierte Domanender in Tab. 8
aufgefihrten Mollusken verwendet. Die editierten Sequenzen der einzelnen Domanen wurden
in einer der Analysen ungekirzt verwendet, eine zweite Berechnung wurde mit Domanen
durchgefuhrt, von denen die hochvariablen Linkerbereiche entfernt worden waren. Die aus
diesen beiden Sequenzvorlagen resultierenden Stammbaume zeigten hinsichtlich ihrer
Anordnung eine vollstandige Ubereinstimmung und unterschieden sich lediglich durch
bessere Unterstiitzungswerte bei Entfernung der Linkersequenzen. Daher sind an dieser Stelle

nur die beiden Stammbéaume mit den FUs ohne Linkerbereiche dargestellt.
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Abb. 55: Radialer Stammbaum der bisher vollstéandig sequenzierten funktionellen Domanen

diverser Mollusken-Hamocyanine (Neighbor -joining).

Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-joining-Methode berechnet, dem eine PAM-Matrix zugrunde

gelegt wurde. An den Asten sind die ,Bootstrap’-Werte aufgefiihrt, die eine statistische Absicherung

liefern (Werte unter 75 wurden weggelasen). Die topologisch aquivalenten Doméanen sind jeweils in

gleicher Farbe gekennzeichnet.

NnH1/2, Nucula nucleus Hamocyanin; NoH, Nautilus pompilius Hdmocyanin; OdH, Octopus dofleini

Hamocyanin; SoH1/2, Sepia officinalis Hdmocyanin; HtH1/2, Haliotis tuberculata Hamocyanin; KLH1/2,

Megathura crenulata Hamocyanin; AcH1/2, Aplysia californica Hamocyanin; HaH, Helix aspersa

Hamocyanin; HpH, Helix pomatia Hamocyanin; RtH2, Rapana thomasiana Hamocyanin; LcH,

Lepidochiton cinereus Hamocyanin; AfH, Acanthochiton fascicularis Hamocyanin.



DiSKUSSION 131

NnH2 f

NnH1 f
I KLHL g KLH2 g ot g . SoH1 f
o KLH2 h HtH2 g SOHl g OdH f
AcH g

NpH f
HoH o g0 Lo
1.00 SoH2 f
HtH1 h
0.98 “ NpHa
.00 A
1.0 .00 00 OdH a
1.00
SoH1 a
0.98 SoH2 a
0.84 1.00 .00
. .84 1.00 AcH a
oo 1.00 1.00
= 1.00 NnH1 a
T 1.08
NnHL h oo
. NnH2 a
.98 1.00
1.0) HtH2 a
KLH2 a
SoH1 d150H2 d1 109 6971 00 . . o2 KLH1 a
1.00 .
Sot oo m— - i1 a
SoH1 d2 NpH d 0.4 1.00 1.00 NpHe
KLH2 d 1.00 SdiTe
HtH2 d J1.00 109 0-99
KLH1 d SoH1e
SoH2 e
HtH1 d AcHe
o960 100 , HtH2 e
HaH d 062,
N2 qNnHL d 100  1.00 1.00 KLH2 e
KLHLb "L b — 0 4 1.09 R
KLH2 b L0
HtH2 b .
NnHL b KLH1
NnH2 b e 100 100 g Lo e
RtH2 e
0dH b
SoH2b — ﬂw
SoHtb f°C R
SoH2 ¢ SoH1 ¢ |\pH ¢ HtH1c KLH2 ¢ nH1c
b SatTe JKLHL ¢
0.1

Abb. 56: Radialer Stammbaum der bisher vollstandig sequenzierten funktionellen Domanen des
M ollusken-Hamocyanins (MrBayes).

Der Stammbaum wurde mit MrBayes berechnet, dem eine PAM-Matrix zugrunde gelegt wurde. An den
Asten sind die ,Wahrscheinlichkeits -Werte aufgefiihrt, die eine statistische Absicherung liefern. Die
topologisch aquival enten Doméanen sind jeweilsin gleicher Farbe gekennzeichnet.

NnH1/2, Nucula nucleus Hamocyanin; NpH, Nautilus pompilius Hdmocyanin; OdH, Octopus dofleini
Héamocyanin; SoH1/2, Sepia officinalis Hamocyanin; HtH1/2, Haliotis tuberculata Hdmocyanin; KLH1/2,
Megathura crenulata Hamocyanin; AcHL1/2, Aplysia californica Hamocyanin; HaH, Helix aspersa
Hamocyanin; HpH, Helix pomatia Hamocyanin; RtH2, Rapana thomasiana Hamocyanin; LcH,

Lepidochiton cinereus Hamocyanin; AfH, Acanthochiton fascicularis Hdmocyanin
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Wie bereitsin der Einleitung erwahnt, besteht zwischen dem Mollusken-Hamocyanin und den
Enzymen Tyrosinase (van Gelder et al., 1997) und Catechol-Oxidase (Klabunde et a., 1998)
eine enge phylogenetische Verwandtschaft. Diese spiegelt sich im &hnlichen Aufbau des
aktiven Zentrums und der schwachen Phenol-Oxidase-Aktivitdt der Mollusken-Hamocyanine
wieder (Salvato et al., 1998). Allerdings ist diese Vewandtschaft auf Ebene der
Primarstruktur so weit entfernt, dass diese Enzyme aufgrund der mangelnden Auflésung nicht
als AuRengruppe dienen kénnen. Aus diesem Grund wurde die ungewurzelte Darstellung in
Abb. 55 und Abb. 56 verwendet. Beide Stammbaume zeigen acht stabile Aste, welche die
acht funktionellen Doménen représentieren. Diese Anordnung stiitzt die Hypothese einer
anzestralen Doméane (Miller et a., 1998), wie es auch bel dem Vergleich der
Sequenzidentitidten beobachtet wurde Siehe Tab. 9). Theoretischen Uberlegungen zufolge
ging die Acht-DomanenUntereinheit aus drei Duplikationsschritten mit anschlief3ender
Genfusion hervor (Markl et al., 2001; Lieb et al., 2001). Diese Hypothese konnte allerdings
nicht Uberpriift werden, da die Anordnung der Aste entweder sehr schlecht unterstitzt ist
und/oder bei Verwendung verschiedener Analysemethoden variierte. Auch die Anordnung der
MolluskenKlassen zueinander ist nicht zu entnehmen Konstant ist die Gruppierung der
Hamocyanine von Cephalopoden, die der beiden Isoformen von Nucula nucleus und die der
Vetigastropoden. Unstimmigkeiten treten hingegen bei der Zuordnung der Ha&mocyanine von
Rapana thomasiana, Aplysia californica und den beiden Chitonen auf. Aplysia californica-
Hamocyanin wird meistens in einem Ast mit dem Vetigastropoden-Hamocyanin
zusammengefasst, wobe nur etwa die Halfte der Verzweigungen gut unterstiitzt ist. Indessen
wird die Gruppierung der Hamocyanine von Aplysia californica und Helix aspersa bzw. Helix
pomatia mit hohen statistischen Werten untermauert. Die basale Anordnung von AcH-h zum
Bivalvia- und Vetigastropoda-Hamocyanin im MrBayes- Stammbaum wird mit der Neighbor-
joining-Methode nicht bestédtigt. Die HamocyaninSequenzen der Chitonen liefern keine gut
abgesicherte Zuordnung, sondern verschlechtern vielmehr die Auflésung der mit ihnen
gruppierten funktionellen Doménen. Tendenziell zeigt sich eine engere Verwandtschaft des
ChitornrHamocyanins zum Cephalopodent as zum Gastropoden-Hamocyanin. Bevor nun im
Speziellen die Stellung der Hamocyanine von Nucula nucleus und Nautilus pompilius
erlautert wird, soll kurz auf die statistische Absicherung eingegangen werden. Insgesamt
liefert der Stammbaum, der mit MrBayes berechnet wurde, héhere Unterstiitzungswerte als
der Neighbor-Joining-Stammbaum. Diese Beobachtung deckt sich mit einer kirzlich
veroffentlichten Studie von Erixon et a. (2003), in der die Zuverlassigkeit der ,Bayesian
posterior probabilities und des Bootstrapping verglichen wurden. Darin wurden unter

Verwendung identischer Berechnungsmodelle signifikant hohere Wahrscheinlichkeiten
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erziet, as die Werte des Bootstrapping ergaben. Zugleich wurde aber auch auf Gefahren
fehlerhafter Schlussfolgerungen bei der Bayesschen Analyse hingewiesen, wahrend das

Bootstrapping eine konservativere Absicherung lieferte.

5.1 Zur Phylogenie des Bivalvia-Hamocyanins

Das Hamocyanin von Nucula nucleus ist das erste sequenzierte Hdmocyanin einer Muschel
und somit im phylogenetischen Vergleich besonders interessant. Die beiden Isoformen dieses
Hamocyanins gruppieren sich konstant und gut unterstiitzt in einem gemeinsamen Ast, was
auf eine Duplikation der 1soform nach der Entstehung der Klasse Bivalvia schlief3en l&sst. Die
Anordnung von NnH in den Stammbdumen weist auf eine enge Verwandtschaft zwischen
Bivalviaa und Gastropoda-Hamocyanin hin, was meist gut statistisch abgesichert ist. So
ordnen sich die funktionellen Doménen von Nucula nucleus im MrBayes Stammbaum stets
zu den Gastropoden, wobei sie meistens eine Schwesterguppe zu diesen formen. In drel
Domanen-Asten schieben sie sich sogar zwischen die Vetigastropoden und Aplysia
californica. Im Neighbor-joining-Stammbaum liegen Bivalvia und Gastropoda in sechs Asten
als Schwestergruppe vor. In FU-b schiebt sich NnH zwischen die Vetigastropoden und
Aplysia californica, wobei die Verzweigung schlecht unterstitzt ist. In FU-a ordnet sich das
Muschel-Hamocyanin basal zu den Ubrigen Hamocyaninen an. Nur im letzten Fall entspricht
die Aufsplittung der Klassen etablierten morphologischen Vorstellungen. Danach gelten
Gastropoden und Cephalopoden als Schwestergruppen, wahrend Bivalvia und Scaphopoda
zusammengestellt werden (Stasek, 1972). Doch zeigt sich bereits bei dem Aufbau einer
Hamocyanin-Untereinheit von Bivalvia und Gastropoda eine groRere Ahnlichkeit als im
Vergleich zum CephalopodenHamocyanin. So besitzen beide Klassen zwel aus acht
Domaénen bestehende Isoformen, die Uber eine Extension in der C-terminalen Doméne
verfigen. Zudem liegen die Hamocyanine beider Klassen as Didekamere vor. Diese
Beobachtungen stitzen die enge Beziehung zwischen Gastropoden und Bivalvier-

Hamocyanin.

5.2 Zur Phylogenie des Cephalopoden-Hamocyanins

Die molekularen Stammbaume unterstitzen deutlich eine Monophylie der Cephalopoden
einersaits und der Coleoidea andererseits Diese Klasse spaltet sich meistens in beiden
phylogenetischen Béaumen als erstes von den dbrigen Hamocyaninen ab. Innerhalb der

Cephalopoden ist die basale Position von Nautilus pompilius zweifellos bestétigt. Einzig die
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Zuordnung von Sepia ist bel zwei Doméanen nicht den Erwartungen entsprechend. Zum einen
gruppiert sich im MrBayes-Stammbaum SoH2-b mit OdH-b, was alerdings schlecht
unterstiitzt ist und nicht durch den Neighbor-joining- Stammbaum begétigt wird. Zum anderen
ordnen sich die duplizierten Domanen von SoH-d nicht in einem Ast zusammen ary wahrend
sich SoH-d1 mit OdH-d gruppiert, steht SoH-d2 basal zu diesen. Diese Anordnung findet sich
in beiden Stammbaumen wieder und spricht fir SoH-d1 ds ,urspringliche’ und SoH-d2 als
duplizierte FU-d. Die konstante Abzweigung des Cephalopoden-Hamocyanins von den
Ubrigen Hamocyaninen passt zu den strukturellen Besonderheiten des Hamocyanins dieser
Klasse.

Der klaren Trennung von Nautiloidea (Nautilus) und Coleoidea (Octopus und Sepia) im
molekularen Stammbaum steht der gleichartige Aufbau des Nautilus pompilius-Ha@mocyanins
und des Octopus dofleini-Hamocyanins gegentber, gekennzeichnet durch sieben FUs.
Innerhalb der Coleoidea ist das synapomorphe Merkmal der duplizierten FU-d bel den
Decabrachia (Sepioidea und Teuthoidea) Grund fir die strukturell unterschiedlichen
Hamocyanine (Chignell, 1997; Lamy, 1998).

Die Sequenzen der zweiten Nautilus-Art, namlich Nautilus macromphalus, wurden aufgrund
ihrer sehr hohen Identitét von Uber 98 % zu den korrespondierenden funktionellen Doméanen
von Nautilus pompilius-Hamocyanin nicht in die Stammbaumberechnung einbezogen da eine
Gruppierung der beiden Arten ohne Zweifd ist. Vermutlich haben sich die beiden Arten erst
sehr spét getrennt. Deren Verwandtschaft wird inKapitel D 6 diskutiert.

5.3 Molekulare Uhr

In den beiden Stammbdumen liegt eine stabile Trennung der Klassen Gastropoda und
Cephalopoda innerhalb jeder gruppierten funktionellen Doméane vor (siehe Abb. 55 und Abb.
56). Die Aufspaltung der Klassen fand aufgrund fossiler Belege vor 520 Millionen Jahren im
spaten Kambrium statt (Benton, 1993) und eignet sich zur Kalibrierung einer molekularen
Uhr (Lieb et al., 2000; Altenhein et al., 2002).

Nach dieser molekularen Uhr (Abb. 57) beginnt die Evolution des Mollusken-Hamocyanins
vor 732 Millionen Jahren mit der Diversifikation der acht funktionellen Doméanen. Nach der
Trennung Gastropoden Cephalopoden erfolgte die Trennung der Gastropoda von den
Protobranchia vor 494 Millionen Jahren, wobei die Standardabweichung sehr hoch ist.
Tatsachlich reichen geologische Fossilien der Subklasse Protobranchia bis ins Kambrium

zuriick, die Nuculidae werden dem Ordovicium (485 Mya) zugeordnet (Keen, 1969; Cope,
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1997; Cope, 2000). Die Entstehung der beiden Isoformen vonNnH wurde auf 396 Millionen

Jahre zuriickgerechnet, allerdings ebenfalls mit einer hohen Standardabweichung.

L Trennung der Familien der
Duplikation der ﬂVeti astropoda
Untereinheit 9 P
=] 252
Prosobranchia - — u
337
Opis.thobranchia\l =
= 1 252
3
=% 1433
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Gastropoda \

— 494
/ Duplikation der Untereinheit
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Abb. 57: Molekulare Uhr der Evolution der Mollusken-Hamocyanine.

Die Uhr basiert auf einem multiplen Sequenzalignment der einzelnen Doménen, anhand dessen die Distanzen
berechnet wurden. Zur Kalibrierung wurde der Trennungszeitpunkt von Gastropoden und Cephalopoden
verwendet, der sich vor 520 M illionen Jahren ereignete, was durch Fossilienfunde belegt ist (Benton, 1993). Die
grauen Balken an den Verzweigungspunkten geben die Standardabweichung wieder. Die Klassen sind

verschieden farbig unterlegt.

Innerhalb der Cephalopoden wurde anhand der Hamocyanin-Daten die Trennung zwischen
Nautiloidea und Coleoidea auf 415 Millionen Jahre zurtickdatiert. Bis zu diesem Zeitpunkt
musste sich der Verlust der Gterminalen Doméane des Hamocyanins ereignet haben Die
Trennung der Dibranchiata in Octobrachia und Decabrachia reicht 242 Millionen Jahre
zuriick. Innerhalb der folgenden 100 Millionen Jahre fand die interne Verdopplung der FU-d
des Sepia-Hamocyanins statt, da sich diese vor der Duplikation in zwe Isoformen vor
130 Millionen Jahren manifestiert hatte. Den Fossildaten zufolge begann die Trennung in
Nautiloidea und Coleoidea vor etwa 470 Millionen Jahren, im Zeitraum des Kambrium-
Ordovicium-Ubergangs. Diese Separation fand seinen endgiiltigen Abschluss im frihen

Devon, vor ungefdhr 400 Millionen Jahren. Die heute noch lebenden Coleoidea hatten
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vermutlich ihren Ursprung in den bereits ausgestorbenen Belemniten, die im Oberkarbon das
erste Mal auftraten und gegen Ende der Kreidezeit ausstarben. Wahrend die dltesten
Kamarfossilien etwa 200 Millionen Jahre zuriickreichen, traten die ersten sepienartigen
Organismen erst im Tertiér auf. Schwierig ist die Datierung der Kraken, da sie sich aufgrund
ihres weichen Korpers und der fehlenden Schale schlecht als Fossilien eignen.
Untersuchungen zur Vollstandigkeit von Fossilbelegen ergaben fir die Cephalopoden -
insbesondere die Coleoidea - eine hohe Diskrepanz zwischen Fossilfunden und |ebender
Fauna (Foote & Sepkoski, 1999).

Die molekulare Uhr datiert den Trennungszeitpunkt zwischen Prosobranchia und
Opisthobranchia auf 433 Millionen Jahre zuriick. Innerhalb der Vetigastropoden erfolgte in
den darauf folgenden 100 Millionen Jahren die Duplikation des Hamocyanin-Gens, noch
bevor die Familien entstanden. Die Spaltung in Pleurotomarioidea (Haliotidae) und
Fissurelloidea (Fissurellidae) ereignete sich vor 252 Millionen Jahren. Die ersten Fossildaten
von Vertretern der Aplysiidae stammen aus dem Miozédn, vor etwa 20 Millionen Jahren
(Benton, 1993). Die Trennung zwischen Orthogastropoda und Heterobranchia, die sich spéter
in Pulmonata und Opisthobranchia aufspalteten, fand allerdings schon viel friher statt. Der
dlteste Vertreter der Heterobranchia reicht bis ins friihe Devon zurtick und gehdrt der Familie
Kuskokwimiidae an (Fryda, 2001; Fryda and Blodgett, 2001). Die frihesten Fossilien der
V etigastropoden sind 240 Millionen Jahre alt (Benton, 1993).

Die Gegenuberstellung von paldontologischen und molekularen Daten zeigt, dass die
Zeitpunkte der Trennungsereignisse im Rahmen der Standardabweichung gut
Ubereinstimmen. Dafir lassen sich folgende Griinde anfuhren: Der Eichpunkt der molekularen
Uhr ist gut ausgewahlt, da alle errechneten Werte von diesem abhangen und Fehler in der
Kalibrierung zu falschen Rickschltissen fuhren wirden (Lee, 1999). Zudem scheint das
Hamocyanin fir diese Berechnung geeignet zu sein. Es besitzt zum einen eine mittlere
Substitutionsrate von etwa 5x10°, die sich anhand der Distanz und der Divergenzzeit
errechnen lasst. Dazu wird die aus der molekularen Uhr abgelesene Divergenzzeit durch die
Distanz zwischen zwei Monophyla dividiert und der erhaltene Wert anschlief3end durch 2
geteilt. Zum anderen weist es bel den verschiedenen MolluskenKlassen eine konstante
Substitutionsrate auf, da ansonsten starke Abweichungen zu den Fossildaten zu erwarten und
die Astlangen der Stammb&ume (Abb. 55, Abb. 56) sehr unterschiedlich wéren

Als letzter Gesichtspunkt der molekularen Uhr soll nochmals die Diversifikation der FUs vor
etwa 732 Millionen Jahren aufgegriffen werden. Wie bereits von Lieb et al. (2000) diskutiert,
wird dieses frihe Ereignis als ,Geburtsstunde’ eines extrazelluldren Sauerstofftransporters

angesehen Allerdings wurde der erste definitive Fossiifund eines bilateraen Tieres auf
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555 Millionen Jahre zurtickdatiert (Fedonkin and Waggoner, 1997). Bei diesem Fossil handelt
es dch um Kimberella, ein bilateralsymmetrischer Mollusken-dhnlicher Organismus, der
bereits sehr komplex wirkt. Dafir sprechen als Radula-Spuren eingestufte Strukturen aus
dieser Zeit, woraus auf eine aktive Fortbewegung geschlossen wird (Martin et al., 2000).
Zwar datierten die meisten der bereits kalkulierten molekularen Uhren den Ursprung der
Metazoen auf mehr as 800 Millionen Jahrenzurtick (Gu et al., 1998; Wang et a., 1999), doch
viele dieser Berechnungen wurden kritisiert oder sogar widerlegt (Lee et al., 1999; Peterson et
al., 2004). Zur Erklarung der fuhen Datierung der Hamocyanin-Untereinheit bleiben zwei
Maoglichkeiten. Einerseits konnten Licken in den Fossildaten fir die Diskrepanz zwischen der
molekularen Uhr und den verflgbaren Fossilbelegen verantwortlich sein. Diese liefern erste
Beweise fur das Auftreten eines Taxons und konnen aber aufgrund neuer Funde
Veranderungen unterliegen. Andererseits wéare eine Anderung in der Substitutionsrate im
Zeitraum zwischen der Entstehung der Untereinheit und der Auftrennung in die Mollusken
Klassen denkbar, wodurch dieser Abschnitt im spaten Prakambrium zeitlich Uberschétzt

werden wrden.

6. Evolution von Hadmocyanin und Mollusken - ein Vergleich

Die phylogenetische Beziehung zwischen den einzelnen MolluskenKlassen wirft trotz
zahlreicher morphologischer und molekularer Untersuchungen immer noch viele Fragen auf.
Aus morphologischer Sicht handelt es sich bel den Schalen tragenden Mollusken, den
Conchifera, um ein Monophylum (Goétting, 1980a, 1980b). Dazu gehtren die Klassen
Gastropoda, Bivalvia, Cephalopoda, Scaphopoda und Monoplacophora (Goétting, 1980a; von
Savini-Plawen, 1990a), die wiederum von einigen Autoren in Diasoma (Bivalvia,
Scaphopoda und die fossilen * Rostroconchia ) und Cyrtosoma (Monoplacophora, Gastropoda
und Cephalopoda) unterteilt werden (Runnegar & Pojeta, 1974; Pojeta 1980). Eine weitere
Variante dieser Eintellung ist die Untergliederung der Cyrtosoma in Visceroconcha
(Gastropoda und Cephalopoda) und die Monoplacophora a's separate Gruppe (Steiner, 1992;
von Salvini-Plaven & Steiner, 1996). Auch im Hinblick auf die Diasoma treten
unterschiedliche Meinungen auf. Einige Autoren schlugen Scaphopoda und Bivalvia as
monophyletische Gruppe vor (Lauterbach, 1984; von Salvini-Plawen & Steiner, 1996), fur die
der Name Ancrypoda eingefihrt wurde (Hennig, 1979). Neuere morphologische
Untersuchungen ordnen die Scaphopoden eher der GastropodenCephal opodenGruppe zu
(Waller, 1998; Wanninger & Haszprunar, 2002), und auch nolekulare Daten basierend auf
Sequenzierungen ribosomaler  RNA und der CytochromOxidasel unterstitzen die
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SchwestergruppenBeziehung zwischen Scaphopoda und Cephalopoda (Giribet & Wheeler,
2002; Steiner & Dreyer, 2003; Passamaneck et al., 2004). Bezlglich der Zuordnung der drei
tbrigen Mollusken-Klassen Polyplacophora, Solenogastres und Caudofoveata wurden
ebenfalls verschiedene Moglichkeiten diskutiert. Einerseits wurden die drei Klassen als das
zweite Subphylum Aculifera vorgeschlagen (Gotting, 1980a; von Salvini-Plawen, 1990a).
Andererseits wurden Solenogastres und Caudofoveata als Aplacophora zusammengefasst,
die entweder monophyletisch (Gotting, 1980a; Scheltema, 1996; Ivanov, 1996) oder
paraphyletisch (von Salvini-Plawen, 1990a, 1990b) entstanden seien Die Polyplacophoren
stellen zu diesen die Schwestergruppe dar (Scheltema, 1993; 1996; Ivanov, 1996). Die
Stammbdume der verschiedenen Hypothesen sind in Abb. 58 zusammengefasst (nach
Winnepenninckx et a., 1996).

A) ——— Monoplacophora (Cyrtosoma) Monoplacophora (Cyrtosoma) | B)
Gastropoda (Cyrtosoma) Scaphopoda {Diasoma) '
Scaphopoda (Dlasoma) Bivalvla (Diasoma) Conchifera
Bivalvia (Diasoma) Gastropoda (Cyrtosoma)
——— Cephalopoda (Cyrtosoma) Cephalopoda (Cyrtosoma) __|

Polyplacophora Polyplacophora

Solenogastres)| ————— Solenogastres Aculifera
_T Aplacophora Aplacophora
—_— Caudotuvaatwa'_l —— Caudofoveata —

O comopmtetoosma P
| Gastropoda (Cyrtosoma)
L|_— Bivalvia {Dlasoma)

— Scaphopoda (Diasoma) |
Monoplacophora (Cyrtosoma) t — Monoplacophora (Cyrtosoma) |

—— other Conchifera Conchifera

Polyplacophora Polyplacophora
T Solenogastres - [ Solenogastres| Acuiifera
Caudofoveata Aplacophara

Caudofoveatﬂ Aplacophora

Abb. 58: Vergleich der Hypothesen der Mollusken-Phylogenie.

Die Abbildung stammt aus Winnepenninckx et al. (1996). Die Stammb&ume A - D basieren auf morphol ogischen
und larvalen Merkmalen. Fir die Conchiferen ist die Zuordnung zu Diasoma oder Cyrtosoma in Klammern
angegeben. Diese Trennung basiert auf paldontologische Daten (z.B. Runnegar & Pojeta, 1974, 1985; Pojeta,
1980; Steiner, 1992).

A) Stammbaum nach Gétting (1980a, 1980b); B) Stammbaum nach von @lvini-Plawen (1990a, 1990b);
C) Stammbaum nach Brusca& Brusca (1990); D) Stammbaum nach Scheltema (1993, 1996)

Schwieriger sieht die Zuordnung anhand von Stammbé&umen aus, die auf Sequenzanalysen
von z.B. 18SrRNA, 28SrRNA und Cytochrom-Oxidase (COI) basieren Abgesehen von
wenigen Arbeiten (Winnepenninckx et al., 1994; 1996; Lydeard et al., 2000) bezogen sich die
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meisten Sequenzanalysen nicht auf das Gesamt-Phylum Mollusca, sondern auf einzelne
Klassen bzw. Ordnungen (Schilthuizen et al., 1995; Bargues et a., 1997; Harasewych et al.,
1997; Winnepenninckx et al., 1998; Wilding et al., 1999). Auf Ebene des Phylums wird die
Verwandtschaft zwischen den einzelnen MolluskenKlassen nur schlecht aufgelost
(Winnepenninckx et al., 1996), was zum Teil aus der polyphyletischen Auftrennung der
Bivalvia und der Gastropoda resultiert.

Auf Ebene der Klassen liegen sowohl morphologische as auch molekulare Untersuchungen
an Bivavia und Cephalopoda vor, die im Folgenden kurz zusammengefasst und mit unseren
Hamocyanin- Daten verglichen werden.

Molekulare Daten der Bivalvia zeigen einige Unstimmigkeiten sowohl in der Stellung der
Klasse als auch innerhalb der Subklassen So kamen Winnepenninckx et al. (1994) beim
Vergleich von 18SrRNA-Sequenzen zu dem Ergebnis, dass die Bivalvia und Gastropoda
jewells monophyletisch sind und eine Schwestergruppe bilden. Kenchington et al. (1994)
fuhrte die gleiche Analyse unter Verwendung einer grofieren Anzahl an Bivalvia-Taxa durch.
Hierbei erscheinen die Muscheln as polyphyletische Gruppe. Grund fir die schlechte
Unterstiitzung der Muschel-Monophylie in molekularen Studien ist vor allem die Anordnung
der Subklasse Protobranchia, da diese sich zum Teil zu den Aulengruppen stellt
(Adamkewicz et a., 1997; Campbell et a., 1998). Untersuchungen mit 18S rRNA-Sequenzen
|6sten zudem die Monophylie dieser Subklasse nicht auf (Adamkewicz et al., 1997). Zu einem
ahnlichen Ergebnis kam eine umfassende Studie von Giribet & Wheeler (2002), die sowohl
auf molekularen als auch auf morphologischen Daten beruht. Dabei erwies sich vor alem die
Monophylie der Protobranchia as fragwirdig; die Daten sprechen vielmehr fir ene
Paraphylie. Morphologisch gliedern sich die Protobranchia in die beiden Ordnungen
Nuculoida - mit den Superfamilien Nuculoidea und Nuculampidea - und Solemyoida, wobei
die monophyletische Herkunft bei den Nuculoida unsicher ist (Morton, 1996; Waller, 1998).
Die Mitglieder der Ordnung Nuculoidea werden as die urspriinglichsten Bivalvia innerhalb
der Protobranchia, aber auch anzestral zu den Lamellibranchiata angesehen. Zudem geht man
davon aus, dass sie ein Schwestertaxon der Ubrigen Bivalvier darstellen. Diese Aufteilung
ging sogar so weit, dass Waller et a. (1997) die Muscheln nur in zwei Subklassen
untergliederte, ndmlich in Protobranchia und Autobranchia (Autolamellibranchiata). Man
konnte vermuten, dass Protobranchia und Lamellibranchiata eine unterschiedliche Herkunft
haben und die Bivalvia somit diphyletisch sind. Daflr sprechen auch mehrere markante
Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen. Unter anderem weisen die Protobranchia eine
Pericalymma- Larve auf, gegenuiber der lamellibranchiaten Veliger-Larve (Gustafson & Reid,
1986; 1988). Zudem stimmt die Struktur des Magens der Protobranchia eher mit der der
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Gastropoden Uberein (Purchon, 1956). Und letztlich tritt das Hamocyanin nur bel
protobranchiaten Muscheln auf. Wirde sich die Annahme der Biphylie bestétigen, hétte dies
Auswirkungen auf die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Klassen. Hinsichtlich der
Hamocyanin-Evolution konnte das erkldren, warum die Gastropoden-Hamocyanine eine
unerwartet enge Verwandtschaft mit dem Hamocyanin von Nucula nucleus aufweisen. Leider
besitzen die lamellibranchiaten Muscheln kein Hamocyanin, und so kann ihre Phylogenie mit
diesem Merkmal nicht weiter aufgeklért werden

Molekulare Untersuchungen an Cephalopoden lieferten klarere Ergebnisse als bel den
Bivalviern. Die Monophylie der Subklassen Nautiloidea und Coleoidea ist relativ gut belegt.
Untersuchungen mit 18SrRNA an drei Nautilus-Arten (N. pompilius, N. macromphalus und
N. scrobiculatus) zeigten zum einen, dass dieses Molekdl hier im Vergleich zu anderen
Cephalopoden eine eigentimliche Insertion aufweist (Bonnaud et a., 2004). Zum anderen
weicht die Hamocyanin-Sequenz von N. scrobiculatus deutlich von denen von N. pompilius
und N. macromphalus ab, was fur eine separate Art spricht. Ahnliche Ergebnisse wurden auf
morphologischer Ebene und mit 16S RNA erzielt (Wray et al., 1995). Dagegen zeigten
Untersuchungen an mitochondrialen Genen (Wray et al., 1995), 18SrRNA (Bonnaud € al.,
2004) und am Hamocyanin kaum Differenzen in der Nukleotidsequenz zwischen Nautilus
pompilius und Nautilus macromphalus. Morphologisch sind die beiden Arten anhand ihrer
charakteristischen Schalen leicht zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde die Hypothese
aufgestellt, dass es sich bel den beiden Arten um geographische Varianten handelt (Wray et
al., 1995; Bonnaud et al., 2004). Um die Aufsplittung innerhalb der Familien zu untersuchen,
sind Analysen auf genomischer Ebene notwendig. Dabei kdnnen Intronseguenzen
Informationen liefern, da sie keinem Selektionsdruck unterliegen und sich somit Mutationen
angehéuft haben sollten. Dass sich hiermit auf Familienebene Phylogenie betreiben |1&sst,
wurde kirzlich in unserer Arbeitsgruppe am Hamocyanin von Mitgliedern der Haliotidae
demonstriert (Lieb et al., unverdffentlicht). Innerhalb der Coleoidea stimmt die Aufsplittung
in  Octobrachia und Decabrachia mit morphologischen Daten Uberein. Auch die
monophyletische Herkunft beider findet hohe Unterstiitzung (Bonnauwd et al., 1997).
Schwierigkeiten bei der Zuordnung tritt vor allem bei den Vampyromorpha auf, was ebenso
ein Streitpunkt unter Morphologen ist Jeletzky, 1966; von Boletzky, 1992). Hierbei ist
unklar, ob diese Ordnung eine engere Verwandtschaft mit den Octopoda zeigt oder eine
Schwestergruppe zu den Decapoden darstellt. Bisher wird zur engeren Verwandtschaft
zwischen den Ordnungen Octopoda und Vampyromorpha tendiert, die sich auf
morphologische Untersuchungen (Young & Vecchione, 1996) und der Tellsequenzierung der

Cytochrom-Oxidase |11 Gene (Bonnaud et al., 1997) stitzt. H&mocyanin-Daten untermauern
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die Zuordnung zu den Octobrachia, da eine aus sieben FUs bestehende Hamocyanin
Untereinheit beschrieben wurde (Mouche et al., 1999). Um das Bild des Cephal opoden
Hamocyanins zu vervollstéandigen, wéaren Sequenzdaten von Vampyromorpha und Theutoidea
notwendig. Innerhalb der Octobrachia und Decabrachia liegt meist eine hohe statistische
Absicherung der einzelnen Familien vor, doch die interfamiliére Zuordnung ist schlecht
aufgelost, was ein Indiz fur eine schnelle Radiation sein kénnte (Bonnaud et al., 1997; Carlini
et al, 2001). Auch Arbeiten mit mitochondrialer DNA weisen in diese Richtung (Bonnaud et
al., 1997). Bei den Cephalopoda zeichnet sich Hamocyanin somit als hervorragender
molekularer Marker ab, da es neben der Sequenzinformation auch aufgrund der
unterschiedlichen Quartérstrukturen Hinweise zur Phylogenie liefert.

Um einen direkten Vergleich von verschiedenen molekularen Stammb&umen zu erhaten,
wurden von den jeweils gleichen Gattungen Sequenzdaten von 18S rRNA, 28S rRNA, COI
und Hamocyanin ausgewdhlt (die AccessionNummern befinden sich im Anhang). Die
Stammbaumanalyse wurde mit dem Programm , Phylip’ nach der Neighbor-joining-Methode
durchgefihrt, basierend auf einer PAM-Matrix. Die Aminosduresequenzen der COI-Daten
wurden vor der Anayse editiert, wahrend die Sequenzen der ribosomalen RNA ohne
Korrektur zur Berechnung verwendet wurden. Zur Darstellung wurden radiale Stammbéaume

gewdhlt, da eine geeignete AulRengruppe fehlt (Abb. 59).
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Abb. 59: Vergleich von molekularen Stammbiumen basierend auf Sequenzdaten von (a) 18S rRNA (bp),
(b) 28S rRNA (bp), (c¢) Cytochrom Oxidase I (AS) und (d) Himocyanin (AS).

Alle Stammbaume wurden mit dem Programm ,Phylip’ unter Anwendung der Neighbor-joining-Methode

berechnet, der die PAM-Matrix zugrunde gelegt wurde. Die Aminosduresequenzen wurden zuvor editiert und

Uberhiinge abgeschnitten. Die rRNA-Sequenzen wurden uneditiert verwendet. Die Stammbdume sind radial

dargestellt, da eine geeignete AuBlengruppe fehlt. In b) ist der gemeinsame Ast von Helix aspersa und Aplysia

californica verkiirzt dargestellt (gekennzeichnet durch zwei parallele Striche). Die Accession-Nummern der

verwendeten Sequenzdaten befinden sich im Anhang.



DiSKUSSION 143

Die Stammbaume der 18S rRNA, 28S rRNA und COIl weisen zum Tel sehr niedrige
Unterstitzungswerte auf, so dass die entsprechenden Verzweigungspunkte keine Klare
Aussage Uber die Verwandtschaftsbeziehungen liefern. In beiden Stammbaumen der
ribosomalen RNA findet man keine Trennung in die einzelnen Klassen. Die einzige konstante
Zuordnung erfolgt innerhalb der Coleoidea und der Heterobranchia. Dagegen werden bei den
18S rRNA-Sequenzen Nucula proxima und Nautilus scrobiculatus gruppiert, wéhrend nach
den 28S rRNA-Daten Nucula proxima und Haliotis tuberculata zueinander gestellt werden.
Moglicherweise tragt die fehlende Editierung bei den RNA-Stammbaumen zu der schiechten
Auflésung bei, da ein fehlerhaftes Alignment als Grundlage fur die Stammbaumberechnung
dienen konnte. Nach der COI-Analyse handelt es sich sowohl bei den Gastropoden al's auch
bei den Bivalvia um keine monophyletische Gruppe. Die beiden protobranchiaten Muscheln
Nuculana minuta und Yoldia limulata ordnen sich in einem sehr langen Ast zueinander an, da
ihre Sequenzen sehr stark von den anderen abweichen Besser aufgel 6st werden dagegen die
Cephalopoden, wobei die Verzweigungen innerhalb der Coleoidea gut, die basale Stellung
von Nautilus pompilius schlecht unterstitzt ist. Da die COI-Sequenz nur etwa
260 Aminosduren umfasst, fallen einzelne Aminosaureaustausche stéarker ins Gewicht. Die
Stammbaume der 18S rRNA, 28S rRNA und COIl sowie des Hamocyanins lésen die
Verwandtschaftsbeziehung der Klassen zueinander nicht auf. Grund fur dieses Ergebnis
konnte die schnelle Radiation der MolluskenKlassen sein, wodurch die Anzahl der
Sequenzanderungen nicht ausreicht, um eine zuverléassige Rekonstruktion zu erstellen
Philippe et a. (1994) wiesen bereits auf die Schwierigkeit hin, Tiergruppen anhand
molekularer Daten zu differenzieren, die sich vor sehr langer Zeit innerhalb eines sehr kurzen
Zeitraums entwickelt haben. Die fehlende Auf3engruppe und die Beschrankung auf wenige
Klassen stellen ebenfalls Probleme bei der Auflésung des Phylums dar. Im Unterschied zu
den anderen molekularen Stammbdumen zeigt die phylogenetische Anayse mit der
kompletten Hamocyanin-Sequenz (etwa 3000 Aminosduren) allerdings eine optimal
unterstiitzte Trennung in die Klassen Bivalvia, Cephalopoda und Gastropoda. Auch innerhalb
der Klassen werden die V erwandtschaftsbeziehungen klar aufgel 6st, so dass sich Hamocyanin

auf dieser Ebene welt besser als die anderen drei Systeme al's phylogenetischer Marker eignet.
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7. Ausblick

Diese Arbeit lieferte neben den Hamocyanin-Sequenzen von Nucula nucleus und Nautilus
pompilius auch Ansatzpunkte fur weitere Untersuchungen. Beim Muschel-Hamocyanin
konnten weitere Analysen an der Genstruktur die Position der internen Introns in beiden
Isoformen aufkl&ren AufRerdemist bisher nichts Uber den Expressionsort des Hdmocyaninsin
Muscheln bekannt, was nun durch in-situ-Hybridisierungen untersucht werden kénnte. Diese
Methode konnte auch zur Lokaliserung der Gene der beiden Isoformen auf den
Chromosomen verwendet werden, da auch hieriiber noch nichts bekannt ist. Aufschlussreich
konnten auch einhergehende funktionelle Untersuchungen sein. Bisherige Studien an
Muschel-Hamocyanin zeigten namlich, dass z.B. der Bohr-Effekt eher der Situation bei
Polyplacophoren und Cephalopoden as der bei Gastropoden entspricht (Mangum et al.,
1987). Hilfreich wéare dabei eine Methode zu finden, um die beiden Isoformen voneinander zu
trennen. Dies wirde auch Klarheit Gber quantitative Unterschiede der beiden Isoformen in der
Hamolymphe liefern. Eine zu klarende Frage ist aul3erdem, warum es zwei Isoformen gibt. Da
bei anderen Protobranchia auch intrazelluldres Hamoglobin gefunden wurde, wére interessant,
das Vorhandensein dieses Gens bel Nucula zu Uberprifen. Umgekehrt wére ein Nachweis des
Hamocyanins auf genomischer Ebene bei anderen Muschel-Ordnungen ein weiterer
Ansatzpunkt.

Beim Nautilus pompilius-Hamocyanin wére als erstes zu kléaren, ob die nicht der Untereinheit
zugeordneten Sequenzen aus einer zweiten Isoform oder aus einem Pseudogen stammen. Falls
eine zweite Isoform des Nautilus-Hamocyanins existiert, wéare deren Primarstruktur,
Genstruktur und biochemische Eigenschaften zu klaren Um ein vollstandiges Bild von der
Evolution des Cephalopoden-Hamocyanins zu erhaten, wére die Sequenzierung eines
Hamocyanins der Theutoidea und Vampyromorpha aufschlussreich. Da als zweite Gattung
innerhalb der Nautiloidea der Allonautilus als einzige Art existiert, wére dessen Hamocyanin
ebenso ein interessantes Objekt, wobel die Untersuchung aufgrund der zu erwartenden
Ahnlichkeit moglicherweise auf der Genstruktur basieren miisste.

Um die Hamocyanin-Phylogenie besser auflésen zu kénnen, sollte die Suche nach einer
geeigneten Aul3engruppe nicht aus den Augen verloren werden. Dabel wirde sich die zu den
Monoplacophora gehtrende Neopilina anbieten, da dieser Organismus als ein sehr
urspringlicher Vertreter der Mollusken gesehen wird. Allerdings misste dafir zuerst das
Vorhandensein von Hamocyanin nachgewiesen werden. Zudem waére die Vervollsténdigung
der Hamocyanin-Sequenz eines Polyplacophoren interessant, auch wenn die bisher

sequenzierten funktionellen Doménen zu keiner besseren Auflésung geftihrt haben. Ein
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aufschlussreicher Aspekt bel den Chitonen kénnte aber der Zusammenhang zwischen Priméar-
und Quartérstruktur darstellen, da diese Hamocyanine keine Didekamere bilden (Lambert et
al., 1994b), obwohl sie acht Domanenmit einer Extension der C-terminalen Domane besitzen
(unverdffentlichte Daten aus unserem Arbeitskreis). Diese beiden Eigenschaften waren bisher
der Hauptunterschied zwischen dem dekameren Hamocyanin der Cephalopoda und den
Didekameren von Gastropoda und Bivalvia.

Diese Ansdtze konnen moglicherweise Antworten auf die Fragen liefern warum die
Quartarstrukturen der MolluskenrHamocyanine so verschieden sind, welche biologische

Bedeutung damit verbunden ist und wie sich ihre Evolution ereignet hat.
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E Zusammenfassung

Als erste vollstéandige cDNA-Sequenz eines Muschel- Hamocyanins wurde das Nucula
nucleus-Hamocyanin (NnH) sequenziert. Es besteht aus den beiden Isoformen NnH1 und
NnH2, die eine ldentitdét von etwa 61 % aufweisen. Beide sind aus acht funktionellen
Doménen a-h aufgebaut, von denen die Gterminale Doméne h jewells eine Extension von
etwa 100 Aminosduren besitzt. Auf Sequenzebene weist das Muschel-Hamocyanin eine
eigentimliche Deletion im Bereich der ersten Kupferbindungsstelle und eine aufféllig
niedrige Anzahl an potentiellen N-Glykosylierungsstellen auf. Genomische Teilsequenzen
bestdtigen die Konservierung der Linkerintrons in Phase und Position, was bel den internen
Introns nicht zu erkennen ist. Letztere konnten in den fir die Domanen NnH1-d, NnH1-e und
NnH2-c¢ codierenden Genabschnitten nachgewiesen werden. Einen neuen Aspekt lieferte das
interne Intron in NnH2-c, da es nur in einer der beiden Isoformen vorkommt.

Das zweite sequenzierte Hdmocyanin stammt von dem ,,lebenden Fossil* Nautilus pompilius
(NpH). Es wurde sowohl auf cDNA- als auch auf genomischer Ebene vollstandig sequenziert
und besteht aus sieben funktionellen Doménen, wobei die Gterminale Domane h fehlt. Zu
seinen Eigentiimlichkeiten gehort neben 13 potentiellen N-Glykosylierungsstellen, von denen
sich zwel innerhalb von Linkerregionen befinden, eine Deletion im Bereich der erden
Kupferbindungsstelle von NpH-g. Neben den konservierten Linkerintrons lieg ein Intron
innerhalb des Signalpeptids sowie in den Genabschnitten fir NpH-a und NpH-g. Dagegen ist
weder zwischen dem Signapeptid und NpH-a noch innerhalb der 3'UTR ein Intron
vorhanden.

Anhand der neuen Sequenzdaten wurde eine phylogenetische Analyse durchgefihrt, in der
sich die funktionellen Domanen von NnH als Schwestergruppe zu den korrespondierenden
Domanen der Gastropoden anordnen Den Erwartungen entsprechend stellt sich NpH basal
innerhalb der Klasse der Cephalopoden. Phylogenetische Analysen mit der vollstandigen
Hamocyanin-Sequenz 16sen die Verwandtschaftsverhdtnisse der Klassen zueinander nicht
auf, was auf schnelle Radiation schlief3en lasst. Die Gruppierungen innerhalb der Klassen
werden dagegen sehr gut unterstiitzt.

Mittels einer Distanzmatrix wurde eine molekulare Uhr berechnet, fir deren Eichpunkt die
Cephal opoden Gastropoden-Aufspaltung vor 520 Millionen Jahren gewdahlt wurde. Die
Entstehung der Acht-Domanen-Untereinheit fand danach vor 732 (x 33) Millionen Jahren
statt. Die Trennung der Gastropoda und Protobranchia erfolgte vor 494 (+ 50) Millionen

Jahren, was mit Fossilfunden der Nuculidae aus dem Ordovicium Ubereinstimmt. Vor
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396 (+ 55) Millionen Jahren gingen aus einer Genduplikation die beiden Isoformen des
Nucula nucleus-Hamocyanins hervor. Innerhalb der Cephalopoden wurde die Trennung
zwischen Nautiloidea und Coleoidea auf 415 (£ 24) Millionen Jahre zuriickdatiert. Nach
Fossildaten liegt der Trennungszeitraum der beiden Gruppen 470 - 400 Millionen Jahre
zuriick, was gut zu den Hamocyanin Daten passt.



ANHANG

148

F Anhang

1. Abkirzungen

AP | Alkalische Phosphatase |
BCIP | 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-Toluidinsalz |
BSA | Rinderserumalbumin (bovine serum albumine) [
cDNA | copy- oder complement-DNA |
CIA | Chloroform-lIsoamylalkohol |
col | Cytochrom-Oxidase | |
CTAB | Cetyltrimethylammoniumchlorid [
Da | Dalton |
DEPC | Diethylpyrocarbonat |
Dig | Digoxygenin |
DMSO | Dimethylsulfoxid [
DTT | Dithiothreitol |
dsDNA | Doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure (double strand DNA) |
DU | Duplication unit |
EDTA | Ethyldiamintetraacetat [
FU | Functional unit |
GTC | Guanidinthiocyanat |
dH,0 | Bidestilliertes Wasser |
Ig | Tmmunglobulin, Antikérper [
IP | 1soelektrischer Punkt |
IPTG | Isopropyl-b-D-Galactosid |
kb | Kilobasen (1000 Nuklectide) |
kDa | Kilodalton, 10° Dalton [
MOPS | 3-(N-Morpholino)-2-Hydroxypropansulfonsaure Natriumsalz |
mRNA | Messenger RNA |
MYA | Million years ago |
NBT | p-Nitrobluetetrazoliumchlorid [
oD | Optische Dichte |
ORF | offenes Leseraster (open reading frame) |
PAGE | Polyacrylamid-Gelelektrophorese |
PCR | Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction) [
pfu | Plaquebildende Einheiten (plaque forming units) |
RACE | Rapid amplification of cDNA ends |
rRNA | Ribosomale Ribonukleinsaure |
RT | Raumtemperatur [
RT | Reverse Transkriptase |
SDS | Sodiumdodecylsulfat |
ssDNA | Einzelstrangige Desoxribonukleinsaure (single strand DNA) |
TBS/TBST | Tris-Buffered-Saline / and Tween [
Tris | Trishydroxymethylaminomethan |
U | Unit |
UTR | Untranslatierter Bereich (untranslated region) |
uv | Ultraviolett [
v/iv | Volumen pro Volumen (volume/volume) |
w/v | Gewicht pro Volumen (weight/volume) |
X-Gal | 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galctosid |
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2. Abkirzungen der Hamocyanine

AcH Aplysia californica Hamocyanin
AfH Acanthochiton fascicularis Hamocyanin
Hah Helix aspersa Hamocyanin
HpH Helix pomatia Hadmocyanin
HtH Haliotis tuberculata Hamocyanin
KLH Megathura crenulata Hamocyanin
LcH Lepidochiton cinereus Hamocyanin
NmH Nautilus pompilius Ha&mocyanin
NnH Nucula nucleus Hamocyanin
NpH Nautilus pompilius Hamocyanin
OdH Octopus dofleini Hamocyanin
RtH Rapana thomasiana Hamocyanin
SoH Sepia officinalis Himocyanin

3.  Abklrzungscode-Code der Aminosauren

A | Ala | Alanin | M | Met | Methionin |
C | Cys | Cysen | N | Asn | Agparagin |
D | Asp | Aspartat | P | Pro | Prolin |
E | Gu | Glutamat | Q | GIn | Glutamin \
F | Phe | Phenylaanin | R | Arg | Arginin |
G \ Gly | Glycin | S \ Ser | Sein ‘
H | His | Hidtidin | T | Thr | Threonin \
| | lle | Isoleucin | \Y; | val | vdin |
K |Lys |Lysn | W | Trp | Tryptophan |
L | Leu | Leucn Y | Tyr | Tyrosin |
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4. Der genetische Code fur Eukaryoten
Position 2nd ‘ ‘
1st T | c | A | G | 3rd |
F Phe | S Ser | Y Tyr | C Cys | T |
F Phe | S Ser | Y Tyr | C Cys | C I
T L Leu | S Ser | Stop | Stop | A ‘
L Leu | S Ser | Stop | W Trp | G ‘
L Leu | P Pro | H His | R Arg | T |
. L Leu | P Pro | H His | R Arg | c |
L Leu | P Pro | Q GIn | R Arg oA
L Leu | P Pro | Q GIn | R Arg | G |
I lle | T Thr | N Asn | S Ser T
A I lle | T Thr | N Asn | S Ser | c |
I lle | T Thr | K Lys | R Arg | A |
M Met | TThr | K Lys | R Arg | G |
V Vval | A Ala | D Asp | G Gly | T |
. V Vval | A Ala | D Asp | G Gly | c |
V val | AAa | E Glu | G Gly oA
V val | AAa | E Glu | G Gly G |

5. ITUPAC-Code Nukleinsauren

Code| Beschreibung | Code ‘ Beschreibung \
A |Adenin | M ‘ C oder A ‘
C |Cytosin | K | T, U, oder G ‘
G |Guanin | w | T, U, oder A I
T |Thymin | S ‘ C oder G ‘
U |Uraci| | B ‘ C, T, U, oder G (nicht A) ‘
| | Inosin | D ‘A, T, U, oder G (nicht C) ‘
R | Purine (A oder G) 'H |A, T, U, oder C (nicht G) |
Y |Pyrimidine (C, T, oder U) |V ‘A, C, oder G (nicht T, nicht U) ‘
N |

|Jede Base (A, C, G, T oder U)
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6. EMBL-Accession-Nr.
Accession-Nr. Organismus Molekl
AY 039804 Aplysia californica 18SrRNA
AF20502 Lepidopleurus cajetanus 18SrRNA
AF20503 Acanthochitona crinita 18SrRNA
AF20504 Nautilus scrobiculatus 18SrRNA
AF20505 Loligo pealei 18SrRNA
AF20507 Sepia elegans 18SrRNA
AF20511 Haliotis tuberculata 18SrRNA
AF20526 Nucula proxima 18SrRNA
X91976 Helix aspersa 18SrRNA
AF120565 Lepidopleurus cajetanus 28SrRNA
AF120566 Acanthochitona crinita 28SrRNA
AF411688 Nautilus scrobiculatus 28S rRNA
AF120568 Loligo pealei 28SrRNA
AF120569 Sepia elegans 28SrRNA
AF120570 Haliotis tuberculata 28SrRNA
AF120583 Nucula proxima 28SrRNA
AY 377698 Octopusjoubini 28SrRNA
U75842 Aplysia californica 28SrRNA
AF327536 Helix aspersa 28S rRNA
AAR25486 Octopusjoubini Cytochrome C Oxidase
AAQ74908 Sepia elegans Cytochrome C Oxidase
AAL55479 Loligo pealei Cytochrome C Oxidase
AAR25470 Chiton olivaceus Cytochrome C Oxidase
AAR25483 Haliotis tuberculata Cytochrome C Oxidase
AAL55478 Nautilus pompilius Cytochrome C Oxidase
AAF67250 Aplysia punctata Cytochrome C Oxidase
AAL55491 Nucula proxima Cytochrome C Oxidase
AAL55492 Yoldia limulata Cytochrome C Oxidase
AAL55493 Nuculana minuta Cytochrome C Oxidase
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7. Verwendete PCR-Primer

Name uUs/DsSs Sequenz in 57 - 37 Orientierung
(upstream/
| downstream) |
NpH-s1 | us | ATGGCGACTCACTGECACAGCTTGCTG \
NpH-s2 | us |C'|'GCAGC'|'CC'I'TG'I'C'I'TO°\C'I—I'ATGC'I' ‘
NpH-s1 | ds |GTGGCACCTGATGGTACTTCACCT \
NpH-s2 | ds  |ATATTGGTGOCTGATTTAGIGITG |
NpH-a | us | CAATATCOGTAAAAATGT GG |
NpH-a | ds | TGATAACTCTCCAATTGGITTCCAGRC |
NpH-b | us | CACCCATGCGCCAGATTGACAGAG \
NpH-b | ds | CCACACATATCTCTTTGACGG \
NpH-b2 | us | TTCATGATG CAATGECAG ‘
NpH-b2 | ds | ACATCATCTTTGITCCAgCA \
NpH-c | us | TAAAAAGTATGAATATCAGCC \
NpH-c | ds | CCAGAAGAAACATCAACAG \
NpH-c2 | us | GATCTACATAACAAAGT GG ‘
NpH-c2 | ds | GAAGAGTTTTCGCCAACTGTG \
NpH-d | us | GTACCTATGGAACTCAGAC \
NpH-d | ds | CCACTTACCAGCATTGATG |
NpH-d2 | us | CACATTTCGACTCGCACATC \
NpH-d2 | ds | GATTTCATTTGTGCCTGCACCAG |
NpH-e | us | GATCCAAAAATGCAACTCATTATC \
NpH-e | ds |GGTGGTGTACGCTTTCAGAC ‘
NpH-e2 | us | CATTCACATTCATGACATGG \
NpH-e2 | ds |CTA'I‘I'CTCI:GOCAACI:AGCTGCAG \
NpH-f | us | AACATCACGAAGTGCATCATCC ‘
NpH-f | ds | CAGGCACAACATCAATGAC \
NpH-f2 | us | GAAATCAATCCTGTAAATGG ‘
NpH-f2 | ds | CATATCATGCACGAGOCCaCCTTA |
NpH-g | us | ATACCAAACAAGCAGAAAGAG ‘
NpH-g | ds | GGTCACTGAAACAGAACATAATCCATTCCA |
NpH-g2 | ds | CTCACCTGGAAGAGGAGOCC |
NpH-3’ | ds | TAGTTTGCGTGTACTACCACA ‘
NNnH1-s | us | ATGAGGCTTCCATTAATAT =
NnH1-a | us | GACACAGACAGTATCTCECC ‘
NnH1-a | ds | GCACTTGTATCAGGTACCG |
NnH1-b | us | CCTACATTACACCGCCTTTGATCC \
NnH1-c | us | TGTTGTCCAGI TTGAAGCTG |
NnH1-c | ds | CCATACAACAGAGCCAACTG \
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NnH1-e | us | CACATCACGGAGGATCGGAC ‘
NnH1-e | ds | CGATCTCAGAGCCATCOGIC |
NnH1-f | us | TGCACACAACCAAGTAAGACG |
NnH1-f | ds | CATCTGAATTACACAAGCCAAC ‘
NnH1-g | us  |TTTACOGTCAGATGCTCCTG |
NnH1-g | ds |CATTGCGCTCT'I—I'CAACTATG ‘
NnH1-h | us | GITTGAGAGAGGT TTGGTCGATAATGG ‘
NnH1-3’ | ds | CTGTTCTTATTCGAGGTAGG |
NnH2-s | us | ATGCGICTGCCTTTCATAG ‘
NnH2-a | us | CCATCACTCCAACGTGGACAG ‘
NnH2-a | ds | CACCACACAGACAGAGCTAT ‘
NnH2-b | ds | CAGOCCTTTGAATACGAATGAG |
NnH2-c | us | GTGCAGAATACAAAGATCATG |
NnH2-c | ds | CATTCATCAAGTAGCTAGA |
NnH2-d | us |ACGAAGATGA\G'I—I' TGAAGAAG ‘
NnH2-d | ds  |ATCATCTTCGAGOOCG |
NnH2-e | us | ATGTAGATCACAGCCACGATG ‘
NnH2-e | ds | GTAATATTTGITCCTGGTACT ‘
NnH2-f | us |GI'G°\CCAOAATACCGACGCTT ‘
NnH2-f | ds | CATCTATGACCCACCTCATA |
NnH2-g | us | TGOOGGTGATCATGATCC |
NnH2-g | ds | GCACCAGAGGTCGTCTTTC |
NnH2-h | us | GACTATTCGGCATTTGATCC |
NnH2-3" | ds | ACAGCATGCTCATCAATAG |
PYWDW | us | GGYYTNCCNTACTGGGAYTGGAC =
PYWDW | ds | GTGTCCARTCOCAGTANGG |
WAIWQ | us | TGGGONATRTGGCARGC |

| |

WAIWQ ds | GCYTGCCAYATNGCCCA
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8. DNA-Sequenzen

Nucula nucleus

Isoform 1

5" UTR
GGACACT GACATGGACT GAAGGAGT AGAAGAGAGACGGACGCGACCCAACCGGT GACACCGATCACTCCTTGGAG

Si gnal peptid
ATGAGGCTTCCATTAATATTTCTGGCCT TGGGCATTCAGGT CTGTATTGTTCATCCT

NnH1- a

CTTCTGGTTCGGAAAGATGT CGACAGT CTTACCACAGCGGAAGT GCTTGCGCTTCAAGAGGCATTAAAAGAAGT G
CAGGAAGACACTGGCCCTACCGGCTACCAGGCCATTGCGGECGTACCACGGCTATCCAGGGGATCTTTGCGCACAT
GACGGCCACAAAATGGCATGCTGCATTCATGGAATGCCAACCTTTCCACAGT GGCACAGACTGI TCACCACACAG
ATGGAACAAGCTCTTCGT CAGAAGGGACT TGGCATTGGAGT TCCATACT GGGACT GGACACAGACAGTATCTGCC
CTGCCCACGCTTGTAAGAGATCCCATCTATATTAACT CAGCAGGCGGGAAAGCGCTGAAAAACTATTGGCACAAG
GGTGTGATTAAAGAT GCGGGAACCACAGATAGAGCGATTGACGATCGTCTGT TCGAACAGCCT GAGACAGGGCAT
TACACAAACGCAATGGAAAAGGTATTGCTGGCCCTGGAGCAAGAAGACTATTGCAAGT TTGAAATCCAGT TTGAA
GTGGCACACAACGATATTCACTACCTGGT TGGCGGCAGATACGGGAAATCCATGTCAAGTCTCGAATACACCTCC
TATGACCCGATCTTCTTCCTCCATCACTCCAATGT TGACAGGATATTCGCCATTTGGCAAGCTTTGCAGAAAAAG
AGAGGATTACCCTGGGACCACTCCAATTGTGGACTAGAAATGT TCCGAACACCTCTTGAGCCCTTTGGAAGAGAC
TCAAATCCCTTTGAAGTGACAAAAAGCCACT CCAAGGGAGCCGACGCCTTCGATTATCAAAACTTGGGTTACCAG
TACCACGACTTAACCCTGAATGGGATGTCCGTTGATGATCTTTACACTCTCCTTAACGAAAGGAAGACCCACGAA
AGGGCCTTCGCTAGTITTCCGTTTGTACGGATTTGGTGGT TCCGCCAATGT CAGGGT GCAGGT TTGTAACCGGGAT
GACGATGAGCACAGT CCGGACAGATGCCATTTCGCCGGTGACGTCTCTGT TCTAGGT GGCCCTACCGAGATGCCG
TGGGCCTTTCATCAGCCTTACCTGT TTGACATCACCGATACTTTCCATAAGCATGGCATCGATTTTCACCAAAAT
TTTTATATCAAAACCGAATTGTATGCGGT GAACGGCTCGGCTTTGCCATCCGATGCACT TGTATCAGGTACCGGET
GTGCACCAGCCTCCCGCAGGCTATCTAGACC

NnH1- b

CTAAACCGGCT CCTGTAGATAGAACT GGT CTCGCT GT TAGAAAAAATTTAGACCGCT TAACAGACGAGGAAGTI TG
ATTCACT GAGGAAAGCAAT GGCTCGT TTACAAAGCGACAAGT CCGT TGACGGATATGACGCAATTGCGGAGTATC
ATGGCCTTCCCGCTAGGT GT CCAAGACCT GAT GCCGCAGAAAGAGT TGCTTGCTGT GT CCATGGAATGCCTACT T
TTCCTCATTGGCACCGT TTATACATGGTACAGT TAGAAGATGCATTGGT CGATCGTGGCTCTACCATCGGCCTGC
CTTACT GGGACT GGACCAAGCCACT CATAGGT CTGCCGGACCTAATAAGT AATAAGAT GTACAAAGAT CCCCAAA
CAGGTGCAAATACTGACAATCCTTTTCACCATGGTAGT GT GGCGT TTGAAGGGCATGTAACTGATCGT GATCCAG
ACTCCCGACTGT TTGAGGACCCT TCATATGGCGACCACACGGCCCTCTTTGATGGCATGCTTCTTGCTCTCGAAC
AAGAAGACTTTTGCGACTTTGAGGT TCAGT TTGAGGT GACACATAACAACCT CCACGCGT GGGT TGGCGGATCCG
CCAAATATTCGATGT CCTCCCTACATTACACCGCCTTTGATCCTGT TTTCTACCT GCACCACT CAAACGT CGATA
GATTGT GGGCGAT GT GGCAGGCGCT GCAGCAGT ACCGAGGAAAGCCCTACAAGGCACACTGCGCTACCACGTACA
CCTATTATCCTCTCAAACCATTTGCGT TCAAGTCACCTCTTAATAACAACGAAAAGACACAAAAGCATGCCGTITC
CTACGAACGT CTACGATTACGAAAGCGAACTAGGATATAGCT TTGATTCCTTGGAAT TCGGTGGAATGGGTATCC
AAGAGCTGGACCACTATATTCAAGAACGT AAGGCTACAGATAGAGTATTCGT TGGATTTCTGCTGGAAGGCTTCC
AAAAAT CAGCCAATGTGGATTTCTTTATTGAAAGAT CTGGGCAGGACAAAT TTAAAGCAGGGACTATAGCTGTGT
TGGGT GGT TCGGCAGAGAT GAAGT GGCGCT TCGATAGGGT TTACAAACACGAAAT CACGGAGT CACTGACAACTC
TCGGT CTAACCAAAGACAGCGATTTCAGCATCT CAGTAACACT GACT GACGTAGATGGAACAGAATTAGATGCCA
GCGTCCTTCATGACCCAACCATTATATTTGAACCGAGCCATG

NnH1-c

CTGCGGAAGACAGACCAACTGATTTTAGAGT AGT CCGGAAGAAT GCCGATCCCTTAACAGAGACT GAAACCGACA
GCCTTGTACATGCTTTAAAGAAACT GCAAGAGGACACCGGT GCAGGCGGATTCGCCCAAAT GGGCGCATTTCACG
GATTGCCCAACTGGT GTCAGGT TGGT GATGAAAAGGT AGCT TGT TGCGCGCAT GGCATGGCAGTATTTCCACACT
GGCACAGACTACTTGT TGT CCAGT TTGAAGCT GGT CTTCACAAGTACGGGTACAAAGGTGGTGTTCCTTACT GGG
ACTGGTCATCACCTATGGATTCACTTCCTACT TTGGCTAAT GCCGCAACATATACACACCCT GAAGATGGCTCAT
CGATTCCTAATCCTTTCTACTCATTTGATGI TGT CGAAGGT GGAGT TTCCCACACCACAAGT CGAGCCCCGCGAC
AGGAGCTGT' TTGAGAAT CCGGGCT TTGGCAAACAT ACAAAGGT GGCGAAACAGGT GATGCTGGCATTTGAGCAAG
AGGACTTTTGTI TCCTTCGAGACCCAGT TCGAAATTGCCCACAACT TCATACACGCGT ACGT TGGCGGTAAGGACG
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AGTACTCAATGGCATCCCTACGCTACACTGCTTTTGATCCAATCTTCTACCT CCACCATTCCAACACCGATAGAA
TATGGGCGATGT GGCAAGCT TTGCAGAAGT AT CGT GGCAAGCCATACAACAGAGCCAACT GCGCCCTGGATTCAA
TGAGGGCCCATCTTAAGCCAT TTGCAAT GCCGAGCT CCGTGAACCCATATCCCATCACTCGAGACAATTCCATTC
CATTTGGCGCATTTGACTACAAGAGCAATTTCCACTACTCTTACGACAACTTGGAATTCAATGGTCTCAGTATTC
CACACCTTTCACGGGAGCT GGAGAGCCGTAAGTCACTATACCGAGTATTTGCTGGT TTCATGI TGCATGGCATCA
AAGACACTGTCCTCGTCAAGTTCTACATTTGCCTCTCCAAT GGCGACTGT TCCAATTATGCGGGAGAGT TCTTAT
TCTTGGGGEGACCCCCCT GAAATGCCATGGACTTACAATCACCT TTACAAATATGAAATCACTGACGT GTTGGATA
GCCTGCACCT GCATCATGAGGACCGGT ACT CCAT CAAGT ACGAAGT GTAT GACCT TAACAACCAGAACACGGGCA
CCCAACCCTACCCT GAACCGACCATCTTGCACGAGCCATCATCAG

NnH1-d

GTGCAGGT GT TGATCATGAGT ACGAGGAAGT TGT TACCACAGCCAGCCACATAAGAAAAGATATCAACAATTTGA
ATCCAGGGGAGATTGAAAGT CTGAGGGCTGCGT TTGGACAAAT TAGAAACGAT GGAACATAT GCAAAGATCGCTC
AAGCACACGGCAAACCAGGT TTGT GTAATGGCAAAGCGAT GT TGT GTACATGGAATGGCCACCTTCCCTCACTGGC
ATAGATTGTATGAAGT GCAAGT AGAAAAT GCACT TCT GGAACACGGAT CAGCCGT TGCCGTACCATACT GGGACT
GGACGGAGCCCATCAAGT CACTACCCCATCTACTGAGCGACCCCACGT TCTTTAATTCCCGCTCTCATGAATTTG
ATGTCAATCCCTTCTTTAGT GGGGATAT CCCTGGT GAAAACT CAGACACCT CACGAGACCCACAGCCCAGACTTT
TCAACAACGACTATTTCTATGACAATATGCTGT TGGCATTTGAACAAACAAGCTTCTGTGACTTCGAAATTCAGA
TGGAGTTGGTCCATAATGCTCTTCATTCCTGGATAGGAGGGCGTGCTCATTATTCCCTTTCTTCATTGGACTACA
CGGCTTTCGACCCAGCTTTCTTTATTCATCATGCAAATGT CGACCGT CTCTGGGCAATTTGGCAGGAGT TACAGC
GITTACCGGAAGTTACCGT ATAACAAAGCCGAT TGCTCCATAAACCT GATGAGAAAACCACTGTACCCTTTCGCTG
GT GACGAAAACAAAGACACT CTAACCAAAAAGAACAGT CACCCGCAAGATGT TTTCGACTATCGAAATAATCTTC
ATTACAAATATGACAACCT TGAGT TCCATCACATGAGCAT CCCTGAGCTAGAAGCTACCCT CGATGCCCGAAAAT
CACGTGATCGGGTTTTTGCTGGCTTTTTGCTGCATAATAT TGGAACT TCAGCT GACGT CGAGATTTATATATGT G
TTCCTAAAGGT GATGGCTATAAAGACT GCAATAACTATGCTGGAGTATTTTCAGT CCTTGGT GCGGAGGT TGAGA
TGCCGTTTGIGI TTGACAGGCTCTACAAGTACGACATTACTCCGACCATCCATTCCCTGGGTCTTAATCCGGATG
CCAGCGATTTTGACCTGAAAGT TGCTATTCATGCCGT TAATGGGGCCATTTTGAGT TCTGATGCTCTTCCCAGAC
CAACAATTCTGTTACAGCCT GGCAGGG

NnH1- e

GAGCCGCTGCCCCACATCACGGAGGATCGGACGT CACAGTTAGAAAAGAAATTAATACACTTACTCCCTTGGAGG
TTGATAGTTTAATGAAGGCGATGCGTCGTCTTCAAGAAGACAGT TCTCCAAACGGGTATCAAGGAATCCECTTCTT
TCCATGCTGTGCCGCCGCTTTGCCCTTCACCCGCCGCCGCTAATCGCTTTGCCTGT TGCGT TCATGGGATGGCAA
CATTTCCTCAGTGGCATAGACTACATGT CGTACAAATGGAACAAGCTCTGAAAGATCATGGCGCTACAGTTGGTC
TGCCATACTGGGATTGGACTCGACCTATGACATCACTTCCAGATTTCTTCAATGATGGTCAGTACACCGATGCAC
GAACCGGAGTGACTTTTGACAACCCTTTCCATCATGCTGATATTAATTTTGAGGGT GCCGGGGTACATACCAGAC
GCAGCCCCAACGAACAGAGGT TGT TTGAGGAT CCAAGCCTTGGCTATAACACTTGCCTATTTGAGAATGTGATAC
TGGCACTTGAACAGGATAACTATTGTGACTTTGAAGT TCAGT TTGAAGT CATGCATAATGCCATTCATGCCTGGA
TTGGTGGTGGCGAGCTAAGGTCAATGGGCCATCTTCATTACGCTTCCTACGACCCGATTTTCTACATTCATCACT
CCACTACAGACAGAATATTCGCTATGT GGCAGGCATTGCAAAACCACAGAGGTCTAGACGGTGAACATCCAAATT
GTGCTCTGGAGGT CATGAAAGAAAAGCTAAAACCTTTCAGCTTCGGAAAGCCATACAACCTTAATCCTGTGACGG
CTGAATACTCCAAGCCTGGAGACACATTCGATTTTAAGAACCATTTCCACTACGACTTTGACAAACTGGAAATTG
GTGGCATGTCTGCGGCACAACTGGATACCTTCATTCAAGAGAGAAAAGAAAGAGACCGGEGTGITTGCTGECTTCC
TTTTAGCTGGATTCAAAATGT CCGCTACAGT CAAATTCCAAGT AT GTAAAGAGGACGGCACATGT CAGGCAGECG
GCAGCTTTGAAGT TCTCGGTGGTACACTTGAAATGCCTTGGCGATTTGACCGT TTATATAAATACGAGATCACTG
ATGTACTAGACAAGATGGATATTCGCTATGATGACCCATTCCATTTTGAATGGACAGT TACACCAACTATCGCCTG
GCGATACTATCGACTCAAATCCGATCTCAGAGCCATCCGTCATATTTGTACCCGCTATAG

NnH1- f

TTGATCACAATGAAGACAAAT TTGCACACAACCAAGT AAGACGTAACATTAATGAGCT TGAT GAAGCAGACGT CA
GAAGT TTAAGCTCGGCTCTGACCGAT CTGAT GGCAGAT GAGGACAAAGATGGCTTCCAAGCAATCGCTAGATTCC
ATGGCATGCCTGTACAGT GT GGTGATGT CGCTTGT TGT CATCACGGTATGCCGACCT TTCCGCACT GGCACAGAT
TAATTACT GTGCAGT TTGAGAT GGCACT CCAACGCCACGGAT CTAGCT CAGGCCTACCCTACT GGGACTGGACAG
AAAAAAT GGACGCT TTGCCACATCTTCT GACT GAACCCGAATATTACGAT GCGT GGACAGATAAGGT TGT GCCCA
ATCCATTTGCAAGAGGCTACAT TGAAAGCGAAGACACATACACCGT TCGGGACGT TCGGAACCGAGT TCAAATTAT
TCGATAATGCACCTGATGCCAAACATTCTATCCTGT TTAACAGCGT CATGTACGCTCTTGAGCAGGAAGACTTCT
GCGATTTCGAGGT CCAATTTGAGGTGATCCACAATGCCTATTCACTTCCTTATAGGT GGATTCCAAACTTACGCCC
TGTCTTCACTTCATTATTCTTCATACGACCCTCTTTTCTATATTCACCACGCAAACGT TGACAGGATATGGGCAG
TGTGGCAGGAGCTACAGAAGGCT CGT GGGATGCCGCACAACT CCGCTAACTGTGCTCTCAACCTTATGTCAGAAC
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CAATGCATCCTTTTGACAT GGGCATCAATAT TAACAAGGT CACGAAAAGGCACGCTACTCCAAGTACAGIGTITTG
ACTTTGAAGACTTCGGCTACACATATGACAGCT TTAAGAT CGGT GGTTTGI CCCTGAGT GAAATACAGGAGGAAA
TTGACAATCGTCGAAATCATGATAGAGTATTCGCCGGCTTTCTTTTATCGGGAAT CAAAACATCTGCCCTCGITC
ACTTTCATCTCTGTAAAAGT GATGATGACTGTATAAAAGCAGGT GAATTTGGCGT CCT GGGCGGGGAATTCGAAA
TGCCATGGGCGT TCGACAGACT GTACAAATATGAAAT TACCAGT GCGGT TAAGGAAGCT GGGCTCAATCCTAATG
ATGTCTTCAATGCAGAGGCGCCGT TCCATCTGAAGCTAGAAATTACAAAAGT AGACGGAACACAGATCCCTTCAT
CTGAATTACACAAGCCAACTATTATTTATGAACCAGCTCATG

NnH1- g

GACACGAATCCAGCGT AGGT GT CGCCAGT CATGCT GGCCGT GGAGT AAGAAAGAAT GT CAACACGT TAACGCCAT
CTGAGATCGACAACCT TAAGGAT GCAAT GCGAGCT GT GCAAGCGGACAAAGGT GTGAATGGT TACCAGT CAATTG
CTGCTTATCACGGT CTTCCGGCACAAT GT GGGGATTATGCGT GTTGCCTGCATGGCATGCCTACTTTCCCACATT
GGCACAGACT GTACGTAAAGCAAAT GGAAGAT GCCCT GGCT GCCCACGGEGCAGAAGT TGGGATGCCCTATTGGG
ACTGGACTGCCCCTTTTACCAAACTACCAGCCCT TGT GACCGAT CCAAACGACAACCCATGGGTGCATGCTCACA
TTGAATATTTGAACGAGGT CACAACAAGAGCT CCGCGT CCCCAACT CTTTAAGGAT CCGGAACACAACGAGGGAT
CGTTCTTTTACCGT CAGATGCTCCTGGCATTTGAACAGACCGATTATTGCCGATTTTGAGGTACAGT TCGAGATCGA
CGCACAATGCTATCCACT CATGGACGGGTAGCGCCAGTCCTTATGGTCTTTCTTCCCTAGACTTTACTTCTTACG
ATCCGTTATTCTATGTACACCACT CAAACACT GACCGT CT CTGGGCGAT GT GGCAGGCGCTACAAAGGT TCAGGG
GCAAGCCATATAATACAGCCTATTGTGCGCT TGAACAGCT GAAGAAGCCCATTAGACCTTTCTCTGATGCATCCA
ATCCCAACCCT GT GACCAGAGCACAT GCCCGAGCATTGCGCTCTTTCAACTATGAGGCGCTTAACTACCAATATG
ATACACTTTCATTTAATGGAATGAGCAT TCCT GAGT TGGACGAT CTCGT GCAT GAGAGGCAAGAGAAGGAT CGCA
TTTTTGCAGCCTTTTCGCT TGAGGGGAT TAAAAAAACAT GCGACGT CAAATTTGATGTATGTAAAAGTGATCGT G
AATGCAAATTTGCGCGGAACATTTGCCAT CTTGGGAAGCGAATACGAAAT GCATTGGCGGTATGACCGGGCTTTCC
GATACGATATCACCGACACAAT GGAGGAACT TCATCTGAAGCCT GAATCAGAGT TCACTATCAAGT TACATCT GG
TACAGGCCGAT GGGACAGAGCTCAGT TCCGACCTTGTTGATTCTCCAGAGGTTATATTTGT TCCTGGTTCAG

NnH1- h

CTACCCACGAACACCATACT GTACACGAAGACCAT CGAGACGT CCTGCTCAGAAAGAACATCAATTCGI TGTCTC
TCGAAGAGGCTCGAAGCT TACGCGACGCT CTTTACAAACTTCAAAAT GACCAGACAGAAAATGGT TTTGAGCATA
TTGCGGCCTTTCATGGT GAACCCAAT GTATGT CCGGAGGACAGT GAAAGCAAGTATGCTTGCTGT GCCCATGGTA
TGCCGATTTTCCCACACTGGCACCGGCTTCTAACTGTACAGT TTGAGAGAGGT TTGGT CGATAATGGCGCGCTCA
TCGGCCTACCCTACT GGGACT GGACT GTCCCGT CCAAGGCTCTTCCTTCCCTTTT TGCCGAGGAATCAAACAACC
CCTTCTACAAGTATCACATTGGCT TTGCAAATACCGACACCGAGGGGGACGT TCAAGATTTCCTCTTTAACCAAC
CAAGCTTTTACGGAAAATACAACTATCTCTACTATTTAGCCT TGACAACACT TGAAGAGGACAACTATTGTGACT
TTGAGGTACAGI TCGAAGT GCTTCACAACGCAAT GCACTGCTTTAT TGGCGGGACAGGCGCCCATTCTATGAATA
CATTAGACTATTCCGCTTTTGACCCCTTCTTCATTATTCATCATTCAAGTATCGATCGTATTTGGATAATCTGGA
ATGAGCTTCAGAAATTGAGACACAAGT CGTTTAGCTACGCT GAATGTACCAAGCATCATCTTGATCGACCACTTC
ACCCATTCAATTATGCTAGT GT CAACCACAACGAACT CACACGAACTCATTCCATGCCTAATCAAGCCGCCGACC
AATCCCCTTTTGGGTACTGGTATGATAATTTAGATATGAACCACCATACT GTAGCAGAACT CGCAGAAGAAATCA
ACAGT CTACGAAACT CGGAGAGAGTATTCGCTGGCTTTGTCTTACACGGT TTTGGAGCATCTGCTACCCGGAAGG
TCTTTGICAACGATCACTATGCCGGGACGT TTAATGT TCTCGGGGACAGAAAGGAAAT GCCGT GGGCCTACGAAC
GGCTCTTCAAGTACGACAT TACCGAGGT GCTAAGGGAGAATAACT TAAAT GCTGGCCATAACGATATCACGT TCA
GGT GTGAAGT GACGGCCCT TGATGGAACTACAGCCT TGGACCCCAATACTCTCTCCGATCCAGTCCTCGTTTTGC
GCCCAGCTAGGGT CAACTACGACGTAATCATCTTCCAGAT GGCCCCTACCAAT CACAATCCGCCAGCCAAGGT TA
TTGT GAAGAAGGGCACGAAACT CCAGTACCATCCCCATGCGGECCATTGT TCAAATGGGT CTCTCCGACCCTGT GG
CTGAATTAGGCAGCTACACGT CATGGT CCAAATGCATAGT GCCACCTTTCGGCTATAGGCGGTACCAGT TTAACA
CCGTCTACAGCTTGAGCCCTGGAAACTACTACTTCTCTGCGCCCACGGT AGAAAT GTGCAAACAAAACCGAAAAC
TCATACT CGCCGT CGAAGAAGAA

3" UTR

TAAAATCACCGAGGAACGT CATCCAGCACACATTGCAAGAAATATTGGCAGACTGCTCTTCATGTATGI TACTCT
GAAAGATGAATAGAGT TCAAACGCAGACAGGT CCCTATTGTCTTCGGATATGCATATAATTTCGITCTCTCTTGC
ATTTGTCGAAGCCAGCAACTTTATTCTGCTCCTAAATTTGCAACGATGCACTGAGAGTATTTCTTATAGAAGTAT
CTCGGATTTTTGTAGCTATTTTAATTGAATACATAAAATATATCATATTTATGTCCATCGTGATATCGGCATTTA
ATCTTCAATAACGATATGI TGCCTAGT GGAGTAGT TATTCGT TCAGGCCTTGT TCTCAAGT TTAACAGT TGATGT
ATTTGTATAGGAGGGAATCTTCCAGT CGTATGTAGT CATAAGCTAATGT GATCCGGCTGTATATAGGT TATTCAT
ATTACATTCAATGTGCGATATTATTTTATGACATCATTTCCAAGGCAGGGATGGTTCCAAACGACTAAACTTTCA
CGGGAAACGCT CGGCCCAAGAGCGT CACCTACCT CGAAT AAGAACAGAACACCGGACACACTATTAATTGGATAT
TCCAAGAATATGCCGACTTTTGAAGACT TTATGGATATTTCAGAAATTGCCACTTGTGGT TTTTAATTAAATAAA
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GTTGTGTTGGTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Isoform 2

5" UTR
AGCTGGTACCTCCGGACGT TAGGT CGT TGCGAACCGCCAACACGAAG

Si gnal peptid
ATGCGTCTGCCTTTCATAGTGCTGT TGCTAGCCTTGCAGGCTGCTGCT

NnH2- a

CTTAAACGAAAGAATGT TGAACACCTAACAAACCTTGAGATCTTGGAGCTGCAACAAGCACT GGAAAATGT GGAG
AATGATCAAGGAGAAAAT GGCTATGCGGCAATAGCGGGATACCATGGCTATCCGAACAACATTTGCCAGAAAGAG
GATGGATCGCCAGTGGCTTGCTGCGT TCACGGCAAGGCGGTTTTTCCTCACTGGCACAGGCTTTACGTAGACCAG
ATGGAGCACGCTCTCAAATTGCATGGTGCTACCACTGGGATACCATACT GGGACT GGACGCAGCCCTTGACTAAA
CTTCCTGATTTGGTCCAAGATGCATACTTCATTGATCCAGCCGGTGGAAGGCCTCACCCTAACTTTTGGCATGAG
GGAAAAATTGACGATAATCACCACACAGACAGAGCTATAGATGATCGT CTGTATGAGCAGCCGGAAGAAGGT CAC
TACACTCACATTATGGAGAAAGTATTGCTGGCACTGGAACAGACTGATTACTGTCATTTCGAGGTGCAGT TCGAG
GTTGCCCATAACGACATCCATTATCTAGT TGGAGGAGACCACTCTATGTCGATGTCAAACCTTGAGTACACTTCC
TACGATCCCATTTTTTTCCTCCATCACTCCAACGT GGACAGACTGTTTATTATATGGCAGAAGCTTCAGAGGAAG
CGTGGACTCCCGT GGGACCATGCCGACT GCGCCATTGACCAGATGCACGATCCACTTAAGCCTTTCTCTCTGGAT
TCCAACCATTTCGCTGATACCAAGACACACTCAACAGGT GCCAAAGCGTTCGACTGGAACGAATTAGACTATACC
TATGATGACGTCGACGTGTTGAACGGCATGAGT CTCGACGAACTCGAACATTTGCTTGATGAAAGAAAAAGT CAT
GAAAGAGCATTTGCTAGITTCCGI CTCCATGGAAT TGGGGGCTCAGCCAATGTTGGTGTAAATGT CTGCGT GCCG
GACCATGATGAGCACGCTAAGGATCACTGTGAACACGCTGGGGATGT TTTCACACTTGCTGGCAAATCCGAAATG
GAATGGGATTTCAACTTACCCTATTTATTTGAAGTAACCGATACAGTI TCACAAAATGCATCTTGATTTCCATAGT
GCATGGTACATAGATATAGATTTACATTCCGTAAAT GGCACCGAACTTCCGGECATCACTGCTTCCAAAAGCTACA
GCCGTTCACCAACCACCTCCTGGTCACATTGATA

NnH2- b

CTGCACCTCACCATGGTGATGT CCGT CTTCT GCACACT AGAAAGGACGT TGATCGCT TAACACCAGAGGAGGTCT
ACGAGCT TAGGAAAGCAAT GGAACGCCT TCAGAGCGACCATTCCATTGACGGT TATGACATGATTGCGGAGTATC
ATGGCCTTCCAGCAAAGT GCCCTCAACCAGAT GCTAGCAAGAGATAT GCGT GCTGTACCCACGGT ATGCCGACGT
TCCCGCACTGGCATCGATTATACAT GGT CCAGAT GGAGCAGGCACT CTTGGCACGT GGATCTCACATTGGACTGC
CTTATTGGGATTGGT CAAAGACAATAACT GAGT TGCCT CATATTGCCACAGACAAAACCT TCAAAGACCTAGAAA
GCGGATTAGATCATGATAATCCATTCT TGCAAGGGAATATCGCCT TCAAAGGT GCTGTAACGGACAGAGCAGT GG
ACAATAAACTGTTTAATAGCAACCACCTGT TTGATCAAATGATGCTTGCTTTCGAGCAAGAGGATTTCTGIGACT
TCGAAGT CCAGT TTGAAGTAACGCATAAT GAAATACATGCCT TGGT GGGT GGTAACCTTGATTACTCCATGGCTA
CCCTTCACTACACTGCATTTGACCCAATCTTCTACCT GCACCATTCCAACGT CGATCGACTCTGGGCCATTTGGC
AAGCGCT GCAGAT TCACCGAGAAAAGCCGT TTAAAGCT CACT GT GCCGCTTCTGCAACGT TTGAGCCTTTAAAGC
CTTTTGCATTCGGCAGCCCT TTGAATACGAAT GAGCT AACAAGCAGCCACGCT GTGCCCACCAAGATATATGACT
ACCAGAACGAGT TACATTATGATTATGACACT TTGGACT TTGCAAGT TTGT CAAT TGGAGAGCT GGAACAT GAAA
TCCATGTCCATCAACAAAAGAGT CGAACT TTTGCGGGATTCCTACT TCATGGACT TGGAACCT CTGCAGT CCCAG
AAATTCACATTGACCGGGAGGGT CAAGATTCAATTGT TGCTGGAAGCTTCTACGTACT TGGT GGT TCTCAGGAGA
TGCCTTGGCGCTTTGACCGTCAGTACAAACATGAAATCACTGATGT CCTGGCAGCTAATGGCATTGCACACGACG
ACGATTTCCACATTTCTTTGGAACT GACAGAGCT CGACGGCACACACGTI GGACTCACATAAACTGCCTCACCCAA
CAGTCATCTACGAACCTTCGCATG

NnH2- c

GTGCAGAATACAAAGATCATGCAGAT GAGT AT CATACCAGAAAGAACGT CGACACGCT GAGT GATGATGAAGT GT
TGAGTATTTCAAAGGCAAT GGCAAAACT GCAAGAAGAT CACACT CACTACGGATTTCAAGAAAT GGGAGAATACC
ATGGCTTTACCAAAT GGT GT CAGATGGGCGGTAAATATGT CGCTTGTTGCGCTCATGECATGTCCGTTTTTCCTC
ACTGGCACCGATTCCTAACAGAACAGT TTGAGGCCGGATTGAATAGGGAT GGCT TTAAT GGAGGCCTACCCTACT
GGGATTGGACCGT ACCAAT GAAAAAGCT GCCACAT CTTGCCACT GATGTAAAGT ACAGT GATGAT GACGGACAGC
ACGACAATCCGT TCCTCAAATTTGGT TACACCGAAGATGGTACAGT GCACTTTACGT CACGTAGTGTAAACAATG
ATTTGTATGAAGACCCAGGGTATGGAAAGT ATACAAAGATAGCT GAGCAAGT TCTGCTGGCATTTGAACAAGAAG
ACTTTTGCTCCTTTGAGATTCAGT TTGAAATCGCCCACAACT TCATTCATGT GCTGGT CGGGGGAT CGATGGGGT
CTCTGAAATACACCGCATTTGATCCACTGTTTTATCTTCATCATTCCAACACT GATAGGATTTGGGCCATCTGGEC
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AGGCGCT CCAGAAATACCGT GGTAAACAGT ATGATAGAGCCT TCTGTGATCTCGAGGCAATGAATAAACCCTTGG
AGCCTTTCTCTCAAGCT TCGAAT GAATACCACATTACCAGAGACCATGCCAGT CCGTCAGAGGT TTTCAATTACA
AAAGCGT TTTCCACTACGATTACGACAACCTTGAATTTAACGGCAT GT CCATTCCCCAGCTGTCAAGAGACGTTG
AAAGCCGAAAGT CACATGACCGAGTGT TTGCTGCTTTCCT TCTGCACGGAAT CGGGAAGT CGGCACT TGCCACCT
TCGCAATCAATGGCCATGAAGCAGGGCATTTCTTTATTCTCGGAGAT GAAAAT GAGAT GCCCTGGCAATACCACA
AAGTGTACAAATTCGACGT CACATCAACATTAGACAAGT TTAACATTCATCACGACGAGCCTATGAGTATAACGT
ACACGGT TCAAGATCTTGAAGGAACT GACCTAGGT CACCCATATGAGGT TTCCGTCATTCATCAAGTAGCTAGAG
GAACGT

NnH2- d

ACCGGGGAGACGAAGAT GAGT TTGAAGAAGT TAT CACT ACT GCCAGT CACAT CAGAAAGAACATTAACAGCCTGA
CGGACGGT GAAAT GGAGAGT CT CAGGGCGGCAT TCCT GGATAT TCAGAAAGAAGGAAT CTATGAAGAAATTGCTA
ATTTTCACGGAAAACCAGGT TTGT GTAATGGCAAAGGAT GT TGCGT CCATGGAAT GGCCACATTCCCTCACTGGC
ACAGACTATACGAGGT ACAAGT GGAAGACGAACT TCTACAGCATGGT TCAACCGTAGCCGT TCCCTACTGGGATT
GGACGGAACCAATCAAAACCGT ACCGAAATTCCTGAGTAGCAATTCCTACTTTAATTCCCGAAGTCTTGAATTCG
ACGACAATCCATTTTTCCATGGCACATACCAGGGTCATACCACACAGCGAGATTATCAACCCAGCECTTTTCAATA
CCGATTATTTCTATGAAGGGATGATGCTGGCTTTTGAGGAAACAAATTTCTGTGACTTTGAAATTCAGATGGAAA
TGATTCACAACGCTGTACACT CATGGAT CGGAGGACGCGCAGAATATTCCATGT CTTCACTTGACTACACAGCTT
TTGATCCAATATTTTTCATACACCACGCAAACGT GGATCGCT TGTGGGCTATTTGGCAAGAACTACAGCGGTACA
GGGAGT TGCCATACAAGACGGCTGACT GTGCAGTCAATCTTATGAGTAAAGCACTCCGACCTTTTGCAGATGATT
CAAATAAAGACACGGT TACCCATGACCACAGTATTCCAGCAAGCGTATTTGACTACCAGAACGCACTCCACTATA
AATATGACAAT CTAGAGT TCCATCATAT GAGCAT CCAAGAGCT GGAAAAAACCCT GGAAGAGAGAAAACACCATG
ACCGTATATTTGCGGGATTTTTGT TGCACAATATTGGGCAATCTGCCAATGTTGAGGT TTATATATGCGITTCTA
AAAGCAACGGCAAAGAGGACT GTGACAATTTTGCAGGCATATTCTCAGT TCTTGGAGGCAACGT TGAAATGCCAT
TTGTATTTGACCGCCTATACAAGCTCGATATAACTTCAGCAGI TCATTCACTGGGTCTGAGTAACGACGCACATG
ATTTCCACCTGAAGACCGT TATTCATGCAGT GAATGGCACGGATATAGATAGCCATGCCTTGCCGT CTCCAACAA
TCATCTTCGAGCCCGGAACAG

NnH2- e

AAGATCATGTAGATCACAGCCACGATGAGAAGCATTTGGT AAGGAAAGATATCACACACCTTACCAACGAAGAGG
TCCACAGTCTTATGCATGCAATGAGGCGGCTGCAAGAGGATCATTCTGCCAATGGGTATCAGTCGATTGCCTCGT
TCCATGCGCTGCCACCTCTATGTCCTTCTCCTGCCCATTCCGATCGATATGCATGCTGTGTCCATGGAATGGCCA
CTTTCCCACTGTGGCATAGGTTGTATTTGGTACAAAT GGAAGACGCTATGGATGAGCATGGTACTACTCTCGGT T
TGCCTTACTGGGATTGGACTCGTTCTATGTCCGAGCTTCCTCACTTTTTTGCTGATGAAAAAGAAATTCTGGATG
GAGTGGAATATGACAATCCGI TTCACCATGCCGCTATCGAATTCTTAGGGGAAGGGATCGATACAGAGCGCGATC
CTCAAGGGGACCACCTCTTTGCCCCAATTACAAGCGGTCACCATACAGATTTATTCAATAAGGTTATGCTTGCTC
TCGAGCAGGAAGACTTTTGCGATTTTGAAGT ACAGT TCGAGCT GGT GCACAACGCGATCCACGCCTGGATCGGAG
GAGCAAAAGAACACTCACTTGGTCATCTCCACTTCGCGTCGTATGACCCTGTITTTCTACTTGCACCACTCCATGG
TTGACAGAATTTTGGCTGTATGGCAGGCCTTGCAAGAATACCGCGGACACTCTGCTGATCATGTAAATTGCGCCC
TGGAAGT CATGCACGAACCCCTGAAACCGTTTAGCTTCGGCTCTCCGTATAATCTCAACCCATCAACCAAACAGT
ATTCTACTCCCGAAGATACATTTGACTACAAACACCATTTTCATTATGAGTATGACAGT CTGGAAATTGGAGGAA
TGTCTATAGCGCAGATCAATGGCTATCTAGAAGAGGAAAAGGAGCATGACCGTGTCTTCGCCGGTTTTCTTCTCC
ATGGCTTCGGGCGCTCGGCACACGTCTCATTTTCTGTGTGTGACGATCATCACTCTTGCCATTCT GCGGGCAGCT
TCGATGTCTTAGGAGGCAGT GCAGAAATGCCCTGGCGATTCGATCGCCTTTTCAAATATGACATAACCCATGCTC
TAGAAGACAATCACATGCGGTACGACGAACCATTTACTTTCGAAATCAGT GTTGCGGATCCAGT CACTGGAGCAG
ATATTGCTGCTGAAGCTCATCTTCCTTCACCATCTGTAATATTTGTITCCTGGTACTG

NnH2- f

GTGACCACAATACCGACGCT TTCCCAGACAACCGT ATAAGACATAACATCAATGACCTAACT GAACGTGATACCA
GAAGTCTTAGCT CGGCCCT CCGT GAGCTAAT GGCCGACGACGGGAAGGACGGATTCCAGT CTATTGCGAGCTTCC
ATGGATATCCT GCGCAGT GCGGAGACT TGGCT TGCT GCCACCAT GGAAT GCCCACT TTCCCACAT TGGCACAGAT
TGATAGCT GCTCAGT TTGAGGCT GCGCTCAGACGT CACGGT TCCAGTACTGCGCTTCCTTACTGGGATTGGACAC
AAAAGAT GGATAGCCTACCATCACTGTTGACT GCTCCAGGATTTCACAATGTATGGGGGCACGECGATGATAGT G
TCCTAAACAACCCGT TTCTAAGAGGT TCCATTGATAGCGACACT GT TACT GTACGGCAGGTACAGTCGGAGCTCT
TTAACCTCGGACCAGACTCGAAGCACT CTATTCTTTATGACGGGGT TCTCTATGCTCTGGAGCAAACCGATTTCT
GTGATTTTGAAGTACAATTCGAATTGGCACACAACGCTATACACTACCT GGT GGGT GGACATCAGAAATATTCAA
TGTCGT CCCTGAGCTACACGGCGTATGATCCACCTTTCTACATTCATCACT CTAACGT AGATAGGAT CTGGGCAA
TCTGGCAAGAGCT TCAAAAGCATCGTCATTTACCATTCGACT CCGCTCATTGTGCACT TAACT CGATGGAAGAAC
CAATGATGCCGT TTAGT GACGCTGACAAGAATATCAAT AAAAAGACAAGAT CACATAGCGT CCCTAGCACGGTAT
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TTGACTACGAGGATCTAGGCTATACCTACGATAATTTGAAATTCGAT GGCATGT CAATTGATGAATTAGACCATG
CCATTGATGAACGAAGAAGT CACGCCAGAGTATTTATCGGATTTTTGCTAAGCGGCT TCCATAAGT CTGCTGACG
TTCATTTCGACGT TTGI CCGGAAGGAGGGGAGT GTATACATGCCGGTATGTI TCTTCGT ACT CGGGGGAGACATAG
AAATGCCTTGGAAGT TTGACCGACAATACAAATACGATATAACGCCT GCTCTGAAAGAAGCCGGTATAACCCCCG
AAGATGTATTAAACCATGACGCACACT TCCACGT GGAAAT CAAAAT CGAAACT GTGGAT GGACAGACACTTCCAG
GGTCAACATTCGCTCACTCTATCATCTATGACCCACCTCATA

NnH2- g

GTGCCGGT GATCATGATCCTGACCCGACACT GAGT GGTCACGGT GTAAGGAAGAATATTGACACACTAAGT TCCT
CTGAAATATCTTCACTTAGAGAT GCTTTAGCAGCAGT CCAGGCCGACAAGGGT TCTAATGGGGT TCAGAAAATTG
CTGCCTACCACGGT GTACCTGCTATGT GTGGT GACTTTGCCTGCT GCATGCATGGTATGGCAACATTTCCACATT
GCGCATAGGT TGTACGT TAAACAGAT GGAGGAT GCT CT TGAAGCGCACGGAGCCAAAGT TGGAATCCCATATTGGG
ATTGGACTACCGCTTTTGAGTCGTTGCCACATTTTTTCAATAAGGAAGAGAACAATCCTTTCCATCATGGCACCGA
TTGACTTTATGCATGAACGAACCACCCGT GCACCGCGAGCCAAATTGT TCAGT GACCCAGAACATAGCCGAGGGAT
CATTCTTTTACAGACAGATACTTTTGGCCTTCGAGCAAACCGATTACT GCGACTTTGAGGT GCAGT TTGAGATGA
CCCACAACGCTTTACACTCTTGGCTTGGT GGCCCAAGCAAGT TTGGACTTTCCAGTCTTGATTACACCGCCTATG
ATCCACTCTTTTATATTCACCATGCTAATGTAGACCGT CTTTGGGCGATATGGCAGGCT TTGCAGCATCACAGAG
GACACGTTTATGATACAGCTTACT GT GCCCTAGAGACACT AAAGACGCCCATGCGGCCATTTTCAGACAGCTCAA
ACCCCAATAAAGACACGAGGGCGCATTCTAGACCCATGGATGTGTTTAATTACGACACATTGAACTATCAGTATG
ACAACCTTCGCTTCCATGGTATGTCTATTCCCGATCTTGACCGATCTTTTGCAT GAACAGACGGAGCACGACCGAG
TATTTGCAATGT TCCTTTTGCATGGCATTAAGAAAACCGT TGACGT GAACTTTGATCTTTGT CACAGT GACGAGG
GAGGT CACGAGGAATGCAGATTTGCCGGT TCCTTTGCCAT CTTGGEGCAGCGAGCACGAGATGCCTTGGCATTACG
ACAGGCTCTTCAAATATGATATAACAGACGCGAT GAAAGAGCTACATCT CAACGCT GCCAGGGATAAGT TCGAGA
TTAAGCTTCATCT GGGCGAGGT TGACGGTACT GAAGT GCCTTCAGATGT CATTCCAGCACCAGAGGTCGTCTTTC
AGCCAGGCAAAG

NnH2- h

CCCATAAAACACACCCT GT GCACGCT CATGAT GACCTACGGGACAT GTACATAAGAAAGAATATAAACGACCT GT
CCTACAGT GAGACGCTCAATTTGAAAGATGCT CTCCT CAAGTACCAAAAT GATCAGACTCATAACGGATTCGAGT
ATACTCGCTGGATTCCATGGACAGCCT CTAAT GT GCCCACAT GACGGCGATGAAAAGTACGCTTGTTGTGCTCACG
GTATGCCCATTTTCCCACACTGGCATCGT CTCTTCACAGT CCAGT TTGAGAAAGGT CTGGAAGCGCATGGGTCTC
ATCTGGGCCTACCATACT GGGACT GGACAGAGGAT GTCAGCGCTCTACCGATGT TATTCGCAGATGATTCACACG
GTAACCCATACCACCATTTTCACCTCACCTCCGCTGGAACCGATACTCTTCGAAATGT TCGAAATGTACTATTTG
ATCAGCCCACCTTCCACGGGAAATATCACTACCTGTACTACCT CACCATGCTGACATTGGAAGAGAATAATTTCT
GCGATTTCGAGGTACAATTTGAAGT CCTGCACAACGCCAT GCACTACT TCATCGGCGGTAACT CGGATTACTCCA
TGAATACATTGGACTATTCGGCATTTGATCCGT TCTTTATGATACACCATTCCACCATAGACCGTCTTTGGGT TA
TTTGGCAGCAACT GCAGAAACT GCGGCACAAGCCCTTTAACTATGCT GCATGCGCAGACCACT TCCTTGACGAAC
CACTACATCCATTTAATTACGCAGAT GAAAAT CCAAACGATCTAACCCGCACACATTCCATGCCCAGTI GAGGTGT
TTGATCAAACTCCGT TTGGT TACTGGTACGATAATCTTGACCT TCACCACCACACACTTGAAGAGATTGAAGATG
AGATACATCACCTAAAAGACTTTGAGAGAATCTTCGCTGGT TTTGTATTGCATGGTATGGGT CAGT CAGCTAAAC
TGGTATTCTTCGT CGAT GGGACAAAAGCCGGATTCTTCAATCT TCT GGGAGGAGAGAAAGAAAT GCCGT GGGCAT
TTGAGCGT CTATACAAGTACGATATTACAGAAGT GGT CCACAACCT TGGCAAGCAT GCCGAAGATACCT TCACGT
TTTCGTACGAACT CTACGACGT ACACGGAACTAAGATGACT TTCGACACTCCCCCATTCCCATTACCAGTAATTG
TTCAACGT CCAGCCAAGT CCCATCACGACAT CGT CAGGT TCAACCT AATGGACCACCCGCCAGT GAAAGTAATCG
TGGAACCAGGAACT CGAGT TGAAT T CCAT GAAACAGAGGAACACCCCGGT GAGCACGT GGT TGAGATGCATACCT
ATACCTCATGGAACAACTGCAATATTCCTCCTTTCGGGT ACCGCAAGCATGAATTCCATGAAGAATTTGCCCTCGA
CCCATGGTGACTACTACTTTTCCGAAAATAGCGT CGCCCACTGCAAAGACGGT TATCGTGT GCATGTCCATATAG
AGGAACATCCT

3’ UTR

TGAGAAACACGGACT GAAGT TAAATGT TCACATATATAAACGCATTTAc GG GGTTAACTTTgaCGCTTTATTcG
GATAAATGTTAAATAATAAAAAGTaTTTAATAAGCCCAGT GTGACAGCTACATGI TTGe GTAAGE GCGATTATGA
TAQAGCTTAAGCTTCaCCCTATCgATGACTGE Gc Gt GCGCAaCATTCCATGTGAATCGAgCCTCGTATTGG: GCC
CGAAaCAAGT AaCAaCAGACGE GGAAATC TAATAGaCATTGATATATGATATC TTCTGTAGGCTGT GATAATAAG
TGaCaCGTCATGI TTTc TCGATTCGCaCAGTAACATAC TGATaCaCCGGACT GTc TGATgATgAAAGTATAACGT
TTGCCCTCTTGCTGI TAATGAAACAATGT TTTGe TGAgAAAGCTACCCAGT TATATTTAGT GaCGGCT CaCaCGT
TTGAATTGCAAATC TATTTTCAAATACT GAGGCTCAATATCCCATTAgAgATAAACTATGaTTTc TaCAAAACAT
CaCTATTGATGAGCATCGCTGTAt ATAgGAAAGTACE GCATTTAAGT TTTGTGTGATATGAACGAgAATAAAATATT
ATGTTCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Nautilus pompilius

5’ UTR
CCAGGGTCTGT GATTTGGGAAAAAAAAT CGCATGAAT TGGCACGCCCT GCAAAGGAGC

Si gnal peptid
ATGGCGACTCACTGGCACAGCTTGCTGCTGT TCTCTCTGCAGCTCCTTGTCTTCACTTATGCT

NpH- a

ACTTCTGACCCCACCAATATCCGTAAAAATGT GGCTGATTTAACT CATGATGT GGCACT GAATTTGCAGATAGCT
CTGAGGACAATGCAAGATGATAACTCTCCAATTGGT TTCCAGGCAGT TGCAGCTTACCATGGAGAACCTGCATCG
TGTATAGATAGT CATGAAAAT CTGGT CGTGTGCTGT CTTCATGGCATGCCCACATTTCCCCATTGGCACAGATTG
TATACGACTCACT TGGAACAAAGT CTGCTCGCTCTTGGTACCACCCT TGGCT TACCCTACT GGGATTGGACCCAG
CCGATGACCCACTTGCCCAACATCGTACAGCATCCCCTTTTCATTGACCCGAAT GGGGGGAAAGCCAAAAAAAAT
GTGTTTTATTCTGGAACAATTGCGATTTAAGAAGAT GCAAACGGCCCGT GCCGT CGACGAGCGCCTCTTTAGTCAA
CCCGAACCTGGCCACCACACCTTCCTGT TCGAAGGTATCCTCGACGCCCT CGAGCAGACAGACTACTGTCAATTT
GAAGTACAGT TTGAGATAATCCACAACGCCATCCACTATTTGGT TGGAGGT CAGT TTCCGCACTCCATGTCATCC
CTCGAGTTCACATCATATGACCCACTCTTTTTCCTCCATCACTCCAACGTCGACCGTCTATTTTCCATCTGGCAG
GCGCT GCAGCGACACCGAGGACT GCCCAGT GGGCAT TCCAACT GCGCGAAGGAACT GT TCACGGT GCCAATGAAG
CCGTTCAACGAAGATTCCAAT CCGAT CCAGCT GACCCACGACCACGCCCTGCCCAGCCACGCTGTTTGACCACACC
AAGTTGTTATATCAGTATGACGACT TGACT CTGAAT GGCTTAAACAT CACGCAGGT CCAAGAACT CATCGAGAAG
AGACGCTCGCATGCACGTGCTTTTGCCAGT TTTAGACT TAGT GGCATTCACACGT CCGCCAACGT TAGGGTGCAC
GTGTGT GTACGCAT CGAT GACGACAAGT CACACGAT GACT GCGACCACGTGGCCGGTAACTTCTTTATCTTGGGA
GGCGCT CGTGAAAT GGAAT GGCAT TACCACTACCCGT ACCGCT TCGATAT CACCAGCACCGT GCAAGAGCT CGGA
ATAGCT CTGGACAGCAACTACTACGTAGACATTGATCTGATCGCAATCAATGGAACCCTCTTGTCTTCCAGCCTG
ATCCCCAACCCCACAGT GGACTACCAGCCTGCACCAGGCTCTTCTGACC

NpH b

CACCCATGCGCCAGATTGACAGAGAAAAATTGGTAGT GAGGAAAGAT TTACGCCGT CTTCACGACACAGAAGAGT
TTGGT CTGAGGCAAGCGATGGCGCGCTTTATGAAAGACGAGT CTATCGATGGCT TCCAGGCTCTGGCTGAGTACC
ACGGTCTGCCTGCCCGCTGT CTGACT CCAGAGGGTAATCGCATTGCTTGCTGCATTCATGGCATGGCTACTTTTC
CACACTGGCACCGGCTGTTTGTACTGCAGGT AGAGGATGCTCTTATTCGCCGAGGAT CACCCATCGGAATTCCTT
ATTGGGACT GGGCCCGCCCAATGATCAGT CTGCCGCATCTTATTGCCGATGAGACCTATATCAATCCATACAGCA
ACAAAAGTGTTCCTAATCCGT TTCACCATGGTTCCATAGATTTTCTGCATGACCATATCACGACGCAGAGAGATA
TCAAGCAGGAGACGCTGTTTGAGCAACCTGCGT TTGGCGACCACACATATCTCTTTGACGGT TTAATGTACGCCC
TTGAGCAAGATGACTTTTGTGACTTTGAGATCCAGT TTGAAATTGT GCACAATGGCATCCACGCTTGGACTGGTG
GCCAACAAACCTACTCTATGTCGTCTTTGCACTTCACTTCTTTTGATCCTTTATTCTTTCTCCACCATTCCAATG
TAGATCGTATCTGGGCGATATGGCAAGCT CTACAGAT CTACCGCGGAAAACACT ACCT GGCGCACT GCGCGAACT
CTGAGGTACACAGT CCAATGAGACCATTTTCTTTCCCGT CTCCACGCAATCCAAACCCCAGGACCTTTACCCATG
CCACTCCGACAGACATCTATGACTATGAAGCCGAGCTTGGCTATACAT TTGACACACTGGATTTTGGAGGCAGGT
CCATTCCTGACCTACAGAACGAGATTGAAGAGCACCAAAGACATGACCGTACTTTTGCTGGTTTTCTCTTCTGGG
GCATTCACACCTCAACTAATGCGAAGGTCTTTGTGGATGT CATAGGGCAGGCTACTTACAATGCTGGCACGATTG
CAATTCTGGGT GGGACTAAGGAAATGACCTGGAGATTTGACCGCCTTTATCACTTTGAGATTTCCGAAGCCCTCA
AGGCTTTGGGAAAAACT GCTGATGATGAATTCTCACTTCACGTAAAAATTCATGATGT CAATGGCAGCAGATTGT
CTAATGACATTATTCCAGCACCAAACATCATCTTTGTTCCAGCAC

NpH- ¢

ATGTAAAAAGTATGAATATCAGCCATAAAGGT CATACCAGAAGAAACAT CAACAGCCTGACTCAAGAAAGCTTAT
ACGAGCTACGGCAAGCTCTCACTTCTTTCATGCCTGACACT GAGAATACTGGGTTCCAAAGATATGCTGCCTTCC
ATGGATTCCCCGAGT GGTGCCCAT CTCCTGAT GCTGAACACAAATTTGCATGT TGCGT GCATGGCATGCCTACCT
TTGTACATTGGCATCGACT GCTGACCAT CCAGT TTGAGAACGGT AT CAGAAACCAT GGCTACCAATGTGGCCTAC
CATACT GGGACT GGACT GAGGCCAT CACGCATCTCCCCGAAAGT TTGACGGCTGCTAAGTACACCGACCCACATT
CTAATGAAAT GCACCACAACCCACTTCACAATGGT CACATTGACTCTGTGAATGCCGACACCATGAGAAACATAA
ATGAGAAGT TGTTTGAGCAACCGGAATTTGGCCATTTCACTCTTCTGGCCAACCAGGTGATCCTAGCTTTGGAGC
AAGAAAACTTCTGTGACTTTTCAGTGCAGT TTGAAATTTCTCATAATGAAATCCATGCCTTGGTAGGT GGAACCG
AACCCTATTCCATGGCATCGCTGACCTACACTGCCTTTGACCCTCTGT TCATGCTTCACCACT CTAACGT GGACA
GAATTTGGGCCATCTGGCAATCCCT CCAACAGT ACCGAGGACAT CCACACAAGT CTGCCTAACTGTGCTCTGCAAC
AGCTTCATCAACCCCTGTCTCCTTTCAGTCTAACCAGT GAAGT CAATCCAGACCCAGAAACCCGCGAACACTCTA
AACCAATGGATGT TTTCGACTACGAGCACAACTTTCACTACCATTATGACAACCT TGAACTACT CGGAATGAGCA
TCCCTCAGCTGT CTCGGGAGAT TAACCGGCGCAGGAGCCGAAACAGGGT GTTTGCAGGGT TCATGCTTCAT GGAT
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TCAAAAAGT CGGCCCTGGTCAGT TTTAGCATTCTCCACCACCAAACCGACGAGACATATGCTGGAGAGT TCTATA
TTCTGGGTAGT GAAGACGAGAT GCCATGGCACTATGATAGATTGTACAGATACGAAATCACTGACATATTAAATG
AACTCCACCTACAATACACTGATCCCTTACGAATTACATACAGAATTAACGATCTACATAACAAAGT GGTTGAGG
GAGAAGAGT TTTCGCCAACTGTGT TGTATGTGCCGCCTCTTG

NpH-d

GTACCTATGGAACT CAGACAAAAT GGCGGGAGCCAGT GACCAGCGCCAGT CGAAT CAGGAAAGAT TTGAACACGT
TGACT GACGGAGAACT GGAGAGCT TGAGAAATGCTTTCCT TCGT CTGCAGGAAGAAGGT GCCTATGAGCCAATTG
CTGCTTTCCATGGCGT TCCAGCAAAGT GTAGAGGT GAAGAT GGCAACATTTACACGT GCTGCGT GCACGGCATGC
CAACATTCCCTCACTGGCACAGACTGTACGT TATTCAGGTAGAACAT GCTCT GCGGGAACGAGGCTCTGGGGT GT
CTGTGCCCTACTGGGACT GGACCAAACGTTTTAACCACT TACCAGCAT TGATGGACGAAT CCACATTCTACAACT
CTCGGAAAAACGAAAT GAACACCAACCCTTTCCATAGGGGCT CAATCTCCTTCATTAATTCGCACACAAGCAGAG
ACTTTCAGCCAGAACTGI TCAACAGTGACTACTTATATGAAAACACT CTACTGGCATTAGAGCAGAATGATTTCT
GCAACTTCGAGGT CCAGT TAGAGGT CTTGCACAAT GCAAT TCAT GCCTGGAT TGGT GGACGAGACACATATTCTA
TGTCTTCTCTTGACTATGCTGCCTATGATCCAATCTTTTTCATTCACCATTCTACCCT TGACAGAATATGGGCAA
TTTGGCAAGAGT TGCAACGT TATCGAGGT CTGCCTTACAACGAGGCTAACTGCGCTCTTCCACTAATGAATCAGC
ATCTACGACCATTTAATAATGT CTCTGT TAACCACGACCGCAACACCTTAACCT TGAACAAGCCTAATGATGCCT
TTGATTACCAGAACCATTTCCACTACCGCTATGACAACTTGGACTTTCATGGTCTTTCTATCCCTCAGT TAGAGC
ACGAATTACACGAGAGGCAGACT CACGATCGGGTATTTGTGGGT TTCCTGT TGCATGGCATCCAGGCTTCTGCTT
ATGTGAGAATCTACATTTGCGTACCGACT CAGCGCGGAT CCTCAAAAGAAAACT GCAACAACTACGCTGGAATTT
TCTCCATTTTGGGT GGT GT CACAGAGAT GCCCT GGCACTTCGATCGCCTCTACTATTATGAGATCACACATGCTC
TGAGCAACTTGGGT TTGTCACACAGGAGT CATTTCAGAAT CAAGACCGATATCAATGCCGT CAACGGAACACATT
TCGACTCGCACATCTTCCCAGATCCAACGATTTCATTTGTGCCTGCACCAG

NpH- e

GATCCAAAAATGCAACT CATTATCAAGAAGAAGAGCACCACCACTTTGTTCGAAAGGAGGT TAGCCGTCTTTCTA
TTTACGAGATCCATGAGGT GGTGTACGCTTTCAGACGCAT GCAGAGAGATATGTCCGCTGATGCGCTTCGAATACA
TCCCTTCTTACCATGCTGATCCACCTCTCTGT CCAAACCCGAAAGCTTTGCACAGATATGCATGCTGCATACATG
GCATGGCTACCTTTCTGCACTGGCATCGACTATACGT GGTGCAGT TTGAGCAAT CCCTTCACAGACATGGCTCCG
ATATTGGCTTTCCTTACT GGGATTGGACCCGCCCCATTACT CACATCCCGGCGCTGCTTAAAGATGT CAACTACA
CTGACCCCTTTACTAACAGT GTTGTAGGTAACCCGT TCAATCACGGCCATCTGT CCTTTATAAGT CCAGAAGT GA
TGACCCAGAGAGATGTTCAGGACAAGCT CTTTAAGCAGCCAAAACT GGGACGT AACACCT GGCTGCACGACAACG
TGATCTTGGCTTTAGAGCAAACCGACTACTGTAACTTTGAAGTACAGT TTGAGATCGTGCACAACGCCATTCATG
CCTGGGTTGGCGGAAGCCAAGAGCACT CACTCAGCCATCTCCACTTTGCAGCCTATGATCCTGCCTTTTACTTGC
ACCATTCCAATGT CGACCGT ATCTGGGT CATCTGGCAAGAACT TCAAAAGATCCGAGGCCTGTCAGCTTATGAAG
CAAACT GCGCACTGGAGT TGATGAATGAACCTCTCAAACCATTTGCTTTCGGAAGT CCTTACAATCTGAATGAGA
TGACCCGCAAGTACT CCCTACCAGAGGACACCTTTAACTACAAAGACCATTTCGATTACGAATACGATATGCT GG
AATTCAGTGGAATGACTATTCCCCAACT TGAAGATTACATAAAAGAAAGT CTCCATCACGAAAGAATCTTTGCAG
GGTTTCTGCTTCATGGAAT TGGCCAAT CAGCAAACGT TGATTTCGAGGT GT GCGACAACCAGAAT CACT GTGAGG
ACGCTGGATACTTCTCCAT CCT GGGAGGCT CTCTAGAAAT GCCGT GGGCCT TCAACCGACTCTACCGCTATGATA
TTACGCACACCCTTGAAACTATGCACCTTAATTATGATGATAACTTCCACATTAACATTCACATTCATGACATGG
CAGGGAAT GACCTTGACAGCCACCT CCTGCAGAAAGCAACTATTCTCCGCCAACCAGCTGCAG

NpH- f

AACATCACGAAGT GCATCATCCACT GAATCGCAT CAGGCACAACAT CAAT GACCT CAGT GAGAGAGACATCCAGA
GTCTGAAGT CCGCTCTGATCAAAGT CAAGGAAGAT CACAGCAACTTTGGGT TCCAGACTATCACTTCCTATCATG
GTTTGCCTGCCTCGTGTCCCACTCCTGAGGAGGCCACTTATGCT TGCTGTATGCACGGCATGGCTGCCTTCCCAC
ACTGGCATCGTCTGTATGCTCTGCAGT TTGAAGAATCCCTACTCCGT CATGGCTCTAGCGTGGCTCTGCCTTACT
GGGATTGGACCCACAAAATAACT GGACT TCCCCAT CTGCTCAGCAACCCAGATTACTATGATGCTCTGCATAAGC
AGGTCACTGAAAACCCATTTTTAAGAGGACACATTGAAGT GGCAGAAACATATACAGT AAGAAACACCCAACCAG
AACTTTTCGAACCGAGT AAAGATGGAAAGCATTCCCTTTTGTACGATGAAATACT TCTGGCATTAGAGCAAAGAG
ACTACTGTGACTTTGAGGT GCAGT TCGAAGT TGTCCATAATGCTATCCATTATTTGGT GGGT GGTCACCAACGAT
ATTCAATGTCCAGT CTAGAATATGCTTCCTACGACCCTCTTTTCTTCATTCACCATTCCAATGTGGACCGACTGT
GGGCCATTTGGCAAGCAT TACAACAATACAGAAGGATTCCTTACAACAAAGCTTACTGCGCCTTGGAACAGATGA
CACACGCAATGAAGCCATTTGATCGAGAAACAAAT CCAAACAAAAACACACATGATCACGCCATTCCCAACTCAG
TTTTTAATTATGATGATCTGGGATACAGT TACGATAACCTGCTGT TTGATGGCCTAACTATCACTGAACTAGAAG
AAAAGAT CCACAGCAGACAGAGT CACCCACGTGTGTTTGCCGGATTCCTTTTACATGCAATTGGAACCTCTGCTG
ATGTGCATGTCTCTGTGT GT CACCATGGAAACAACT GCACAAGT GCCGGCCTATTCTTTATCCTAGGT GGAAAAC
ACGAGATGCCCTGGAAGTATGACCGTCTGT TTAGGTATGACATCACTGATGCTGT CACTAAGGCTGCGCTTTAGTC
CAGAGGATGTCTTCAATGACAATTTGCTCTACAAGATTCACACAGAAATCAATGCCTGTAAATGGAAGT CACATTG
ACTCCCATATCATGCACGAGCCCACCTTAATATTTGTTCCAGGAAGAG
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NpH- g
ATACCAAACAAGCAGAAAGAGAAAGACGAATTTCT GGAGGACCAATAAT CCGAAAAAATAT CAACAAACTGACT T
CGTCTGAAAT CCAT GAACT GAGAGAGGCAAT GGCAGCAGT ACAAGCT GACCATTCTTCAAATGGCTACCAGGCCA
TTGCTGCCTACCATGGCTTGCCTCTGCAGT GTAAGCCATATGCCTGT TGCCAACATGGCATGCCCACTTTCCCAC
ACTGGCATCGACTTTATGT GAAACAGAT GGAAGATACT CTGCACACACATGGCTCTCACTTGGGGATACCATACT
GGGACT GGACT GAGGCCTTTGAATACCT GCCCAT CCT GGT CACT GAAACAGAACATAATCCATTCCAT CACGCAA
AAATTGAATTCATCAACGAGACCACAT CACGAAAT CCTCGACCCCAACT CTTTACCGACCAAAGGT ACGGAGAAA
CATCGT TCTTCTACCGGCAGATATTGCTGGCT CTGGAGCAGACTGACTTCTGT GATTTCGAGATACAGT TCGAAG
TGGGCCACAACGCCAT CCACT CATGGGT GGGAGGCT CGACT CAGTAT GGAAT GTCAACACTCCACTTCACGAGT T
ACGATCCCTTGI TCTACATTCACCACT CGAACACAGACAGGAT CTGGGCAAT CT GGCAGGCCCTGCAGCGT TACC
GAGGT CTTCCCTACAACAGCGCAAACT GCGAGATCCATCTTTTGAAGAAACCACTAGAACCATTCAGCTTCGAGA
GCAACCCCAACCAT GAGACCCACAATCATTCCACCGGTAACGCCGT CTTCGACTACCACCAGT TGGGCTACGAGT
ACGACACGCTAGAGT TCCACGGT CACAACATTCCCCAGCTGGCTGT CTACCTTGACTCCTACCACGAACATGACA
GGGTCTTCGCTGCGCTTCCT GCTTCACGGAAT CAAACGAT CTGCTGACGT CAACTTCGACATCTGCAGCTTGAATG
GAGATTGCACCAATGCTGGCACATTTGCTTTACT GGGT GGAGAACACGAAATGCCCTGGCECCTTTGACCGTCTTT
TCAAGTACGACAT CACCAAACCT TTGCAGAATCTGCGCCTGCATTCTACCGACGACTTTAGTATTAATATCCACA
TTGIGGCTATCAACGGCGAGGAACT CGACAGCCATCTCATTCCAACACCCTCTATTATCTTCTCACCT GGAAGAG
GAGCCCAGCAC

3’ UTR

TAGAAGTTTTTTTTTCTGAGT TTACAAGAT CGAAGACAACACAAGACACT AGGAT CGGATAAAGCTAACAAGAGA
AATTATCTATTTCACACCATGI TTTACAGATGGT TCATTAGTAAACT GCATAAAGAT GAGATTGCTAAATCATCA
CAAGGTAATGTTAATTATATTCTGAAGT TATAACAAATGCTGACCATCTTTATCGCCGGCTATGAATGT TGGGCA
TCATGGCATCAAGAACT TATGAAGATAGCCT TAT CAGCCAAT GAGAAAGGGATCTGCAAGCATCTCCAGATGACC
TTCCGGCCTTTTTTTTTGTAAAAGT CTGT TCAATAAACATTTAATGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

NpH- a*

CCACCAATATTCGTAAAAATGT GGACATTTTGACCT CTGAGGAGACAGT GAATTTGCAAAAAGCT CTGAGGGAAA
TTCAAGATGATCACTCTTCAAATGGT TACCAGGCTAT TGCAGGCT ACCACGGAGAACCT GCGGCATGT TCAGACA
GT CTCGGACATCCGGT GGT GTGCTGT CTCCAT GGCATGCCCACATTTCCCCAGT GGCACAGGCTGTATGTCACTC
AGATGGAGCAGAGT TTGAT CAGT CACGGCGCCACT CTCGGCTTCCCATACT GGGACT GG

NpH- f *

TGGGCCAT TTGGCAAGCAT TACAACAACACAGAAGGCT GCCT TACAACAGAGCT TACT GCGCCT TGGAGCAGATG
TCGCACGCAATGAAGCCAT T TGATCGAGAAACAAAT CCAAACAAAAACACACGT GATCACGCAATAGCCAACTCA
GTTTTTGAGTACGATGATCTGGGATACAGT TACGATAACCT GCTGT TTGATGGCCTAACT GTCGCTGAACTAGAA
CAAGAGAT CCGCAACAGGCAGAGT CACCCACGT GTATTTGCCGGAT TCCT TTTACACGCAAT TGGAACCTCTGCT
GACGT GCACGT CTCTGTGT GTCACCAT GAAAGCAACT GCACGAACGCCGGCCTATTCTTTATCTTAGGAGGACAA
CACGAGAT GCCCT GGGAGT ATGACCGCCT GT TCAAGT ATGACAT CACT GACGCCAT CGT CCAGGCT GGCTTCACT
CCAGAGGCCGTATTTGATGACAAAAT GCCCT TCAAGAT TCATATGAAGAT CAGCGCT GTAAACGGAAGT CACATC
GACTCTCGTATCATCCACGAGCCCACCT TAATAT TTGTGCCAGGAAGAG
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Nautilus macromphalus

NH- b

CCCATGCGCCAGAT TGACAGAGAAAAAT TGGTAGT GAGGAAAGAT TTACGCCGT CTTCACGACACAGAAGAGT TT
GGT CTGAGGCAAGCGATGGCGCCCTTTATGAAAGACGAGT CTATCGAT GGCT TCCAGGCTCTGGT TGAGTACCAC
GGTCTGCCTGCCCGCTGT CTGACT CCAGAGGGTAATCGCATTGCTTGCTGCATTCATGGCATGGCTACTTTTCCA
CACTGGCACCGGCTGT TTGTACT GCAGGTAGAGGATGCTCTTATTCGCCGAGGAT CACCCATCGGAATTCCTTAT
TGGGACT GGGCCCGCCCAAT GAACAGT CTGCCGCATCTTATTGCCGATGAGACCTATATCAATCCATACAGCAAC
AAAAGTGTTCCTAATCCGT TTCACCATGGT TCCATAGATTTTCTGCATGACCATAT CACGACGCAGAGAGATATC
AAGCGGGAGACGCTGTTTGAGCAACCT GAGT TTGGCGACCACACATATCTCTTTGACGGAAGGGC

NH- d

GCGCCAGT CGAAT CAGGAAAGAT TTGAACACGT TGACT GACGGAGAACT GGAGAGCT TGAGAAATGCTTTCCTTC
GT CTGCAGGAAGAAGGT GCCTATGAGCCAATTGCTGCTTTCCAT GGCGT TCCAGCAAAGT GTAGAGGT GAAGATG
GCAACATTTACACGT GCT GCGT GCACGGCAT GCCAACAT TCCCT CACT GGCACAGACT GTACGT TATCCAGGTAG
AACATCCTCT CCGGGAACGAGCCT CTGGAGT GT CTGT GCCCTACT GGGACTGGACCAAACGT TTTAACCACCTAC
CCGAATTGATAGACGAAT CCACATTCTACAACT CTCGGAAAAACGAAAT GAACACCAACCCTTTCCATAGGGCECT
CAATCTCCTTCATTAATTCGCACACAAGCAGAGACT TTCAGCCAGAACTGTTCAACAGTGACTACTTATATGAAA
ACACTCTACT GGCATTAGAGCAGAATGATTTCT GCAACT TCGAGGT CCAGT TAGAGGT CTTGCACAATGCAATTC
ATGCCTGGATTGGT GGACGAGACACATATTCTATGTCTTCTCTTGACTATGCTGCCTATGATCCAATCTTTTTCA
TTCACCATTCTACCCT TGACAGAATATGGGCAAT TTGGCAAGAGT TGCAACGT TATCGAGGT CTGCCTTACAACG
AGGCTAACTGCGCTCTTCCACTAATGAATCAGCATCTACGACCATTTAACAATGTCTCTGT TAACCACGACCGCA
ACACCTTAACCTTGAACAGGCCTAATGATGCCTTTGATTACCAGAACCATTTCCACTACCGCTATGACAACTTGG
ACTTTCATGGTCTTTCTATCCCT CAGT TAGAGCACGAAT TACACGAGAGGCAGACT CACGATCGGGTATTCGT GG
GTTTCCTGT TGCATGGCATCCAGGCTTCTGCTAATGT GAGAATCTACATTTGCGT ACCGACT CAGCGCGGATCCT
CAAAAGAAAACT GCAACAACTACGCTGGAATTTTCTCCATTTTGGGT GGT GT CACAGAGAT GCCCTGGCACTTCG
ATCGCCTCTACTATTATGAGATCACACATCCTTTGAGCAACTTGGGTTTGT CACACAGGAGT CATTTCAGAATCA
AGACCGATATCAATGCCGT CAACGGAACACATTTCGACTCGCACTTC




ANHANG

164

9. Internetadressen

Methode bzw.

Internet-Adresse

Programm
Align http://www?2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi
Blast http://www.blast.genome.ad.jp
Chromas http://www.technelysium.com.au/chromas.html
ClustalX http://www -igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalX/Top.html

Expasy-tools

http://www.e xpasy.ch/tools/

EMBL-Sequenzdatenbank

http://www.ebi.ac.uk/embl/

FindMod

http://www.expasy.ch/tools/findmod/

Genedoc http://www.cris.com/~ketchup/genedoc.shtml
Lalign http://www?2.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi
Mega http://www.megasoftware.net

Oligonucletid properties

http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html

Primer Selection

http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html

phylip http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
Translate http://www.expasy.ch/tools/dna.html
Treeview http://taxo nomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Zoologie, Abt. 2, Uni Mainz

http://www.uni-mainz.de/FB/Biologie/Zoologie/abt2

Da Internetadressen standen zum Zeitpunkt der Arbeit zur Verfligung.



G Literatur

Adamkevicz, S.L., Harasewych, M.G., Blake, J., Saudek, D., Bult, C.J,, 1997. A molecular phylogeny of the
Bivalve mollusks. Mol. Biol. Evol. 14, 619-629.

Albrecht, U., Keller, H., Gebauer, W., Markl, J., 2001. Rhogocytes (pore cells) as the site of hemocyanin
biosynthesis in the marine gastropod Haliotis tuberculata. Cell Tissue Res. 304, 455-462.

Altenhein, B., Markl, J.,, Lieb, B., (2002). Gene structure and hemocyanin isoform HtH2 from the mollusc
Haliotistuberculata indicate early and late intron hot spots. Gene 301, 53-60.

Alves-Brito, C.P.,, Simpson, A.J, Bahia-Oliveira, L.M., Rabello, A.L., Rocha, R.S., Lambertucci, JR.,
Gazzinelli, G., Katz, N., Correa-Oliveira, R., 1992. Analysis of anti-keyhole limpet hemocyanin antibody in
Brazilians supports its use for the diagnosis of acute Schisostoma mansoni. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
86, 53-56.

Bargues, M.D., Mas-Coma, S., 1997. Phylogenetic analysis of Lymnaeid snails based on 18S rDNA sequences.
Mol. Biol. Evol. 14, 569-577.

Bause, E., 1983. Structural requirements of Nglycosylation of proteins. Studies with proline peptides as
conformational probes. Biochem J. 209, 331-336.

Bendtsen, J.D., Nielsen, H., von Heijne, G., Brunak, S., 2004. Improved prediction of signal peptides:
SignalP 3.0. J. Mol. Biol. 340, 783-795.

Benton, 1993. The Fossil Record 2. pp. 125-270, Chapman & Hall, London.
Beuerlein, K., Westermann, B., Ruth, P., Schimmelpfennig, R., Schipp, R., 2000. Hemocyanin re-uptake in the

renal and branchial heart appendages of the coleoid cephalopod Sepia officinalis. Cell Tissue Res. 301, 413
421.

Beuerlein, K., Ruth, P., Scholz, F.R., Springer, J., Lieb, B., Gebauer, W., Westermann, B., Schmidtberg, H., von
Boletzky, S., Markl, J., Schipp, R., 2004. Blood cells and the biosynthesis of hemocyanin in Sepia embryos.
Micron 35, 115-116.

Birnboim, H.C., Doly, J., 1979. A rapid alkine extraction procedure for screening recombinant plasmid DNA.
Nucl. Acids Res. 7, 1513-1523.

Boisset, N., Mouche, F., 2000. Sepia officinalis hemocyanin: A refined 3D structure from field emission gun
cryoelectron microscopy. J. Mol. Biol. 296, 459-472.

Boletzky von, S., 1992. Evolutionary aspects of development, life style, and reproductive mode in incirrate
octopods (Mollusca, Cephalopoda). Rev. Suisse Zool. 99, 755-770.

Bonaventura, C., Bonaventura, J., Miller, K.I., van Holde, K.E., 1981. Hemocyanin of the chambered Nautilus.
structure-function relationships. Arch .Biochem. Biophys. 211, 589-598.

Bonnaud, L., Boucher-Rodini, R., Monnerot, M., 1997. Phylogeny of cephalopods inferred from mitochondrial
DNA Sequences. Mol.Phy. Evol. 7, 44-54.

Bonnaud, L., Ozouf-Costaz, C., Boucher-Rodini, R., 2004. A molecular and karyological approach to the
taxonomy of Nautilus. C.R. Biologies 327, 133-138.

Brusca, R.C., Brusca, G.J., 1990. Invertebrates. Sinauer, Sunderland, M ass.
Burmester, T., 2001. Molecular evolution of the arthropod hemocyanin superfamily. Mol Biol Evol. 18, 184-195.
Campbell, D.C., Hoekstra, K.J. Carter, J.G., 1998. 18S ribosomal DNA and evolutionary relationships within the

Bivalvia. In: Johnston, P.A ., Haggart, JW. (Eds.). Bivalves: An Eon of Evolution— Palaeobiological studies
honouring Norman D Newell. University of Calgary Press, Calgary, pp. 1-45.



Carlini, D.B., Young, R.E., Vecchione, M., 2001. A Molecular Phylogeny of the Octopoda (Mollusca:
Cephalopoda) evaluated in light of morphological evidence. Mol. Phylogenet. Evol. 21, 388-397.

Chabicovsky, M., Niederstatter, H., Thaler, R, Hodl, E., Parson, W., Rossmanith, W., Dallinger, R., 2003.
Localization and quantification of Cd- and Cu-specific metallothionein isoform mRNA in cells and organs
of the terrestrial gastropod Helix pomatia. Toxicol Appl Pharmacol. 190(1), 25-36.

Chignell, D., van Holde, K.E., Miller, K.l., 1997. The hemocyanin of the squid Sepioteuthis lessoniana:
Structural Comparison with other cephal opod hemocyanins. Comp. Biochem. Physiol. 118, 895-902.

Chomczynski, P., Sacchi, N. 1987. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction, Anal. Biochem. 162, 156-159.

Cohen, SN., Chang, A.C., Hsu, L., 1972. Nonchromosomal antibiotic resistance in bacteria: Genetic
transformation of Escherichia coli by R-factor DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69(8), 2110-2114.

Cope, J.CW., 2000. A new look at early bivalve phylogeny. In: Harper EM, Taylor JD & Crame JA (Eds).
Evolutionary Biology of the Bivalvia. Special Publication of the Geological Society, London, 177, 81-95.

Cope, J.C.W., 1997. The early phylogeny of the Class Bivalvia, Palacontology 40(3), 713-746.

Cuff, M.E., Miller, K.I., van Holde, K.E., Hendrickson, W.A., 1998. Crystal structure of a functional unit from
Octopushemocyanin. J. Mol. Biol. 278, 855-870.

Cuff, M.E., Hendrickson, W.A., Lamy, J.,, Lamy, JN., Miller, K.I., van Holde, K.E., 1990. Crystals of the
carboxykterminal functional unit from Octopus dofleini hemocyanin. J. Mol. Biol. 213, 11-15.

Dayhoff, M.O., Schwartz, R.M., Orcutt, B.C., 1978. A model of evolutionary change in proteins. In: Dayhoff,
M.O. (Ed.). Atlas of protein sequence structure, 5 (Suppl.3). National Biomedical Research Foundation,
Washington DC, USA

Decker, H., Terwilliger, N., 2000. Cops and robbers. putative evolution of copper oxygen-binding proteins. J.
Exp. Biol. 12, 1777-1782.

Declerg, L., Witters, R., Preaux, G., 1990. Partial sequence determination of Sepia officinalis hemocyanin via
cDNA. In: Preaux, G, Lontie, R. (Eds.). Invertebrate Dioxygen Carriers. Leuven University Press, Louvain,
Belgium, 131-134.

Drexel, R., Siegmund, S., Schneider, H.J,, Linzen, B., Gielens, C., Preaux, G., Lontie, R., Kellermann, J,,
Lottspeich, F., 1987. Complete amino-acid sequence of a functional unit from a molluscan hemocyanin
(Helix pomatia). Biol. Chem. Hoppe Seyler. 368, 617-635.

Erixon, P., Svennblad, B., Britton, T., Oxelman, B., 2003. Reliability of Bayesian Posterior Probabilities and
Bootstrap Frequenciesin Phylogenetics. Syst. Biol. 52, 665-673.

Fedonkin, M.A., Waggoner, B.M., 1997. The Late Precambrian fossil Kimberella is a mollusclike bilaterian
organism. Nature 388, 868-871.

Fedorova, L., Fedorov, A., 2003. Intronsin gene evolution. Genetica 118, 123-131.
Felsenstein, J., 1985. Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolution 39, 783-791.

Felsenstein, J., 2001. PHYLIP (Phylogeny Inference Package), Version 3.6alpha2. Distributed by the author.
Department of Genetics, University of Washington, Seattle.

Fernandez-Patron, C., Calero, M., Collazo, P.R., Garcia, J.R., Madrazo, J., Mussacchio, A., Soriano, F., Estrada,
R., Frank, R., Castellanos-Serra, L.R., Mendez, E., 1995. Protein reverse staining: high-efficiency
microanalysis of unmodified proteins detected on electrophoresis gels. Anal. Biochem. 224, 203-211.

Foote, M., Sepkoski, J.J.Jr., 1999. Absolute measures of the completeness of the fossil record. Nature 398, 415
417.



Fryda, J., Blodgett, R.B., 2001. The oldest known heterobranch gastropod, Kuskokwimia gen. nov., from the
Early Devonian of west-central Alaska, with notes on the early phylogeny of higher gastropods. Vestnik
Ceského geol ogického Ustavu 76, 39-53.

Fryda, J., 2001. Discovery of alarval shell in Middle Paleozoic subulitoidean gastropods with description of two
new species from the Early Devonian of Bohemia. Bulletin of the Czech Geological Survey 76, 29-37.

Gebauer, W., Harris, J.R., Heid, H, Suling, M., Hillenbrand, R., Séhngen, S., Wegener-Strake, A., Markl, J.,
1994. Quaternary structure, subunits and domain patterns of two dicrete forms of keyhole limpet
hemocyanin: KLH1 and KLH2. Zoology 98, 51-68.

Gebauer, W., Stoeva, S., Voelter, W., Danese, E., Salvato, B., Beltramini, M., Markl, J., 1999. Hemocyanin
subunit organization of the gastropod Rapana thomasiana. Arch. Biochem. Biophys. 372, 128-134.

Georgieva, D.N., Genov, N., Perbandt, M., Voelter, W., Betzel, C., 2004. Contribution of disulfide bonds and
calcium to molluscan hemocyanin stability. Z. Naturforsch. 59C, 281-287.

Gerdemann, C., Eicken, C., Krebs, B., 2002. The crystal structure of catechol oxidase: New insight into the
function of type-3 copper proteins. Acc. Chem. Res. 35, 183-191.

Gielens, C., Bosman, F., Preaux, G., Lontie, R., 1983. Structural studies by limited proteolysis of the
haemocyanin of Sepia officinalis. Life Chem. Rep. 1, 121-124.

Gielens, C., De Sadeleer, J., Preaux, G., Lontie, R., 1987. Identification, separation and characterization of the
hemocyanin components of Helix aspersa. Comp. Biochem. Physiol. 88B(1), 181-186.

Gidens, C., Vanhoergaerden, R., Myulle, K., Preaux, G., 1990. Microheterogenity of functional unit d of the b.-
hemocyanin of Helix pomatia. In; Preaux, G., Lontie, R. (Eds.). Invertebrate Dioxygen Carriers. Leuven
University Press, Leuven, 147-152.

Gidlens, C., De Geest, N., Xin, X.Q., Devreese, B., Van Beeumen, J., Preaux, G., 1997. Evidence for a cysteine-
histidine thioether bridge in finctional units of molluscan haemocyanins and location of the disulfide
bridges in functional units d and g of the betaC-haemocyanin of Helix pomatia. Eur. J. Biochem. 248, 879
888.

Gielens, C., De Geest, N., Compernolle, F., Préaux, G., 2004. Glycosylation sites of the hemocyanins of Helix
pomatia and Sepia officinalis. Micron 35, 99-100.

Giribet, G., Wheeler, W., 2002. On bivalve phylogeny: a high-level analysis of the Bivalvia (Mollusca) based on
combined morphology and DNA sequence data. Invert. Biol. 121, 271-324.

Gotting, K.J., 1980a. Origin and relationships of the Mollusca. Z. Zool. Syst. Evol. Forsch. 18, 24-27.

Goétting, K.J., 1980b. Argumente fiir die Deszendenz der Mollusken von metameren Antezedenten. Zool. Jb.
Anat. 130, 211-218.

Grzych, J.M., Dissous, C., Capron, M., Torres, S., Lambert, P.H., Capron, A., 1987. Schistosoma mansoni
shares a protective carbohydrate epitope with keyhole limpet hemocyanin. J.Exp. Med. 165, 865-878.

Gu, X., 1998. Early metazoan divergence was about 830 million years ago. J. Mol. Evol. 47, 369-371.

Gustafsen, R.G., Reid, R.G.B., 1986. Development of the pericalymma larva of Solemya reidi Bernard 1980.
(Bivalvia, Cryptodonta, Solemyidae) as revealed by light and electron microscopy. Mar. Biol. 93, 411-427.

Gustafsen, R.G., Reid, R.G.B., 1988. Larval and post-larval morphogenesis in the gutless protobranch bivalve
Solemya reidi (Cryptodonta, Solemyidae). Mar. Biol. 97, 373-387.

Hall, RL., Wood, EJ., Kamberling, JP., Gerwig, G.J, Vliegenthart, F.G., 1977. 3-O-methyl sugars as
constituents of glycoproteins. Identification of 3-O-methylgalactose and 3-O-methylmannose in pulmonate
gastropod haemocyanins. Biochem J. 165, 173-176.



Hamilton, M.G., Herskovits, T.T., Furcinitti, P.S., Wall, J.S., 1989. Scanning transmission electron microscopic
study of molluscan hemocyanins in various aggregation states: comparison with light scattering molecular
weights. J. Ultrastruct. Mol. Struct. Res. 102, 221-228.

Harasewych, M.G., Adamkewicz, S.L., Blake, JA., Saudek, D., Spriggs, T., Bult, C.J., 1997. Phylogeny and
relationships of pleurotomariid gastropods (Mollusca: Gastropoda): An assessment based on partial
18SrDNA and cytochrome c oxidase | sequences. Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 6, 1-20.

Harris, JR., Horne, RW., 1991. Negative staining. In: Harris, J.R. (Ed.). Electron Microscopy in Biology. IRL
Press, Oxford, UK, 203-228.

Harris, JR., Markl, J.,, 1992. Electron microscopy of a double helical tubular filament in keyhole limpet
(Megathura crenulata) hemolymph. Cell Tissue Res. 269, 411-420.

Harris, J.R., Gebauer, W., Sthngen, S.M., Nermut, M.V., Markl, J., 1995. Keyhole limpet hemocyanin (KLH):
purification of intact KLH1 through selective dissociation of KLH2. Micron 26, 201-212.

Harris, J.R., Markl, J., 1999. Keyhole limpet hemocyanin (KLH): A biomedical review. Micron 30, 597-623.

Harris, JR., Markl, J, 2000. Keyhole limpet hemocyanin: Molecular structure of a potent marine
immunoactivator. A review. Eur. Urol. 37, 24-33.

Harris, J.R., Meissner, U., Gebauer, W., Markl, J., 2004. 3D reconstruction of the hemocyanin subunit dimer
from the chiton Acanthochiton fascicularis. Micron 35, 23-26.

Hazprunar, G., 1996. The molluscan rhogocyte (pore cell, Blasenzelle, cellule nucale), and its significance for
ideas on nephridial evolution. J. Mol. Stud. 62, 185-211.

Hennig, W., 1979. Taschenbuch der Speziellen Zoologie. Teil 1, Wirbellose |. Verlag Harri Deutsch, Zirich, pp.
392.

Herskovits, T.T., Hamilton, M.G., Cousins, C.J., Wall, J.S., 1990. Light-scattering and scanning transmission
electron microscopic investigation of the hemocyanin of the bivalve, Yoldia limatula (Say). Comp. Biochem.
Physiol. B. 96, 497-503.

Herskovits, T.T., Cousins, C.J., Hamilton, M.G., 1991. The stabilizing influence of divalent ions and Na* on the
di-decameric structure of Yoldia limatula hemocyanin. Biochim. Biophys. Acta 1076, 71-78.

Herskovits, T.T. Hamilton, M.G., 1991. Higher order assemblies of molluscan hemocyanins. Comp. Biochem.
Physiol. B 99, 19-34.

Herskovits, T.T., Edwards, M.D., Hamilton, M.G., 1995. The hemocyanin of the Californian black sea hare,
Aplysia vaccaria Winkler. Comp. Biochem. Physiol. B 110, 515-521.

Huelsenbeck, J.P., Ronquist, F., 2001. MRBAYES. Bayesian inference of phylogenetic trees. Bioinformatics 17,
754-755.

ldakieva, K., Severov, S., Svendsen, |., Genov, N., Stoeva, S., Beltramini, M., Tognon, G., Di Muro, P., Salvato
B., 1993. Structural properties of Rapana thomasiana Grosse hemocyanin: isolation, characterization and N-
terminal amino acid sequence of two different dissociation products. Comp. Biochem. Physiol. 106B, 53-59.

Ivanov, D.L., 1996. Origin of Aculifera and problems of monophyly of higher taxa in molluscs. In: Taylor, J.D.
(Ed.). Origin and evolutionary radiation of the Mollusca. Oxford Science Publications, London, 59-65.

Jeletzky, J.A., 1966. Comparative morphology, phylogeny, and classification of fossil coleoidea. The University
of Kansas paleontological contributions. Mollusca 7, 1- 162.

Jellie, A.M., Tate, W.P., Trotman, C.N., 1996. Evolutionary history of introns in a multidomain globin gene. J.
Mol. Evol. 42, 641-647.



Keen, A.M., 1969. Family Nuculidae Gray 1824. In: Moore, R.C., Teichert, C. (Eds.). Treatise on Invertebrate
Paleontology. Part N. Mollusca 6. Vol.1. Bivalvia. Geological Society of America & University of Kansas
Press, Boulder, Colorado & Lawrence, Kansas, pp. N230-N231.

Keller, H., Lieb, B., Altenhein, B., Gebauer, D., Richter, S., Stricker, S., Markl, J., 1999. Abalone (Haliotis
tuberculata) hemocyanin type 1 (HtH1). Organization of the approximately 400 kDa subunit, and amino
acid sequence of its functional unitsf, g and h. Eur. J. Biochem. 264, 27-38.

Kenchington, E.L., Roddick, D.L., Singh, R.K., Bird, C.J., 1994. Analysis of the small-subunit rRNA gene
sequences from six families of molluscs. J. Mar. Biotechnol. 1, 215-217.

Khyse-Andersen, J., 1984. Electroblotting of multiple gels: A simple apparatus without buffer tank for rapid
transfer of proteins from polyacrylamide to nitrocellulose J. Biochem Biophys. Meth. 10, 203-209.

Kim, C.B., Moon, S.Y., Gelder, SR., Kim, W., 1996. Phylogenetic relationships of annelids, molluscs, and
arthropods evidenced from molecules and morphology. J. Mol. Evol. 43, 207-215.

Klabunde, T., Eicken, C., Sacchettini, J.C., Krebs, B., 1998. Crystal structure of a plant catechol oxidase
containing a discopper center. Nat. Struct. Biol. 5, 1084-1090.

Kroll, J., 1973. Crossed-line immunoelectrophoresis. Scand. J. Immunol. 2, 79-81.

Kurokawa, T., Wuhrer, M., Lochnit, G., Geyer, H., Markl, J., Geyer, R., 2002. Hemocyanin from the keyhole
limpet Megathura crenulata (KLH) carries a novel type of N-glycans with Gal(betal-6)Man-motifs. Eur J
Biochem. 269, 5459-5473.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during tie assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature 227, 680-685.

Lang, W.H., 1988. cDNA cloning of the Octopus dofleini hemocyanin: sequence of the carboxyl-terminal
domain. Biochemistry 27, 7276-7282.

Lang, W.H., van Holde, K.E., 1991. Cloning and sequencing of Octopus dofleini hemocyanin cDNA: derived
sequences of functional units Ode and Odf. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 244-248.

Lambert, O., Boisset, N., Penczek, P., Lamy, J., Taveau, J.C., Frank, J., Lamy, J.N., 1994. Quaternary structure
of Octopus vulgaris hemocyanin. Three-dimensional reconstruction from frozen-hydrated specimens and
intramolecular location of functional units Ove and Ovb. J. Mol. Biol. 238, 75-87.

Lambert, O., Boisset, N., Taveau, J.C., Lamy, JN., 1995a. Three-dimensional reconstruction of Sepia officinalis
hemocyanin from frozen-hydrated specimens. Arch. Biochim. Biophys. 316, 950-959.

Lambert, O., Taveau, J.C., Boisset, N., Lamy, J.N., 1995h. Three-dimensional reconstruction of the hemocyanin
of the protobranch bivalve mollusc Nucula hanleyi from frozen-hydrated specimens. Arch. Biochem.
Biophys. 319, 231-243.

Lambertucci, JR., 1993. Acute schistosomiasis: clinical, diagnostic and therapeutic features. Rev. Inst. Med.
Trop. Sao Paulo 35, 399-404.

Lamy, J., Gielens, C., lambert, O., Taveau, J.C., Motta, G., Loncke, P., De Geest, N., Preaux, G., Lamy, J.,
1993. Further approaches to the quaternary structure of octopus hemocyanin: A model based on
immunoel ectron microscopy and image processing. Arch. Biochem. Biophys. 305, 17-29.

Lamy, J, You, V., Taveau, J.C., Boisset, N., Lamy, JN., 1998. Intramolecular localization of the functional
units of Sepia officinalis hemocyanin by immunoelectron microscopy. J. Mol. Biol. 284, 1051-1074.

Langley, K.E., Villargjo, M.R., Fowler, A.V., Zamenhof, P.J., Zabin, I., 1975. Molecular basis of beta-
galactosidase al pha-complementation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72(4), 1254-1257.

Laurell, C.B., 1965. Antigen-antibody crossed el ectrophoresis. Anal. Biochem.10, 358-361.



Lauterbach, K.-E., 1984. Das Phylogenetische System der Mollusca. Mitteilungen der Deutschen
Malakol ogischen Gesellschaft 37, 66-81.

Lee, M.S.Y ., 1999. Molecular clock calibrations and Metazoen Divergence Dates. J. Mol. Evol. 49, 385-391.

Lieb, B., Altenhein, B., Lehnert, R., Gebauer, W., Markl J., 1999. Subunit organization of the abalone Haliotis
tuberculata hemocyanin type 2 (HtH2), and the cDNA sequence encoding its functional unitsd, e, f, g and
h. Eur. J. Biochem. 265, 134-144.

Lieb, B., Altenhein, B., Markl, J., 2000. The sequence of a gastropod hemocyanin (HtH1 from Haliotis
tuberculata). J. Biol. Chem. 275, 5675-5681.

Lieb, B., Altenhein, B., Markl, J..Vincent, A., van Olden, E., van Holde, K.E., Miller, K.I., 2001. Structures of
two molluscan hemocyanin genes. sgnificance for gene evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 4546-
4551,

Lieb, B., Boisguerin, V., Gebauer, W., Markl, J., 2004. cDNA sequence, protein structure, and evolution of the
single hemocyanin from Aplysia californica, an ophistobranch gastropod. J. Mol. Evol. 59, 1-10.

Linn, JF., Black, P., Derksen, K., Rubben, H., Thuroff, JW., 2000. Keyhole limpet haemocyanin in
experimental bladder cancer: literature review and own results. Eur. Urol. 37, 34-40.

Long, M., de Souza, S.J., Gilbert, W., 1995. Evolution of the intron-exon structure of eukaryotic genes. Curr.
Opin. Genet. Dev. 5, 774-778.

Long, M., Rosenberg, C., Gilbert, W., 1995. Intron phase correlations and the evolution of the intron/exon
structure of genes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 12495-12499.

Lommerse, J.P., Thomas-Oates, J.E., Gielens, C., Preaux, G., Kamerling, J.P., Vliegenthart, J.F., 1997. Primary
structure of 21 novel monoantennary and diantennary N-linked carbohydrate chains from alphaD-
hemocyanin of Helix pomatia. Eur. J. Biochem. 249, 195-222.

Loncke, P., Vanderzande, M., Gielens, C., Preaux, G., 1990. Identification of the missing functional unit in
Octopus vulgaris hemocyanin from a comparison with Sepia officinalis hemocyanin. In: Preaux, G., Lontie,
R., (Eds.). Invertebrate Dioxygen Carriers. Leuven University Press, Leuven, 295-298.

Lydeard, C., Holznagel, W.E., Schnare, M.N., Gutell, R.R., 2000. Phylogenetic analysis of molluscan
mitochondrial LSU rDNA sequences and secondary structures. Mol. Phylogenet. Evol. 15, 83-102.

Mangum, C.P., Miller, K.l., Scott, J.L., van Holde, K.E., Morse, M.P., 1987. Bivalve hemocyanin; structural,
functional and phylogenetic relationships. Biol. Bull. 173, 205-221.

Mangum, C.P., 1992. Respiratory function of the molluscan hemocyanins. Adv. Comp. Environ. Physiol. 13,
301-323.

Markl, J., Savel-Niemann, A., Wegener-Strake, A., Stling, M., Schneider, A., Gebauer, W., Harris, R., 1991.
The role of two distinct subunit types in the architecture of keyhole limpet hemocyanin (KLH).
Naturwissenschaften 78, 512-514.

Markl, J., Decker, H., 1992. Molecular structure of the arthropod hemocyanins. In: Mangum, C.P. (Ed.). Blood
and Tissue oxygen carriers. Adv. Comp. Environ. Physiol. 13, Springer, Heidelberg, pp. 325-376.

Markl, J., Lieb, B., Gebauer, W., Altenhein, B., Meissner, U., Harris, J.R., 2001. Marine tumor vaccine carriers:
structure of the molluscan hemocyanins KLH and HtH. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 127, R3-RO.

Martin, M.W., Grazhdankin, D.V., Bowring, S.A., Evans, D.A.D., Fedonkin, M.A., Kirschvink, J.L., 2000. Age
of Neoproterozoic Bilaterian Body and Trace Fossils, White Sea, Russia: Implications for Metazoan
Evolution. Science 288, 841-845.

Meissner, U., Dube, P., Harris, JR., Stark, H., Markl, J., 2000. Structure of a molluscan hemocyanin didecamer
(HtH1 from Haliotis tuberculata) at 12 A resolution by cryoel ectron microscopy. J. Mol. Biol. 298, 21-34.



Miller, K.1., Schabtach, E., van Holde, K.E., 1990. Arrangement of subunits and domains within the Octopus
dofleini hemocyanin molecule. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1496-1500.

Miller, K.I., Cuff, M.E., Lang, W.F., VargaWeisz, P., Field, K.G., van Holde, K.E., 1998. Sequence of the
Octopus dofleini hemocyanin subunit: structural and evolutionary implications. J. Mol. Biol. 278, 827-842.

Miller, K.I., van Holde, K.E., 2003. XI1I1th Conference on Dioxygen Binding Proteins, Mainz Germany.

Morse, M.P., Meyhofer, E., Otto, JJ., Kuzirian, A.M., 1986. Hemocyanin respiratory pigment in bivalve
mollusks. Science 231, 1302-1304.

Morton, B.S., 1996. The evolutionary history of the Bivalvia. In: Taylor, J.D. (Ed.). Origin and Evolutionary
Radiation of the Mollusca., Oxford University Press, Oxford, pp. 337-359.

Mouche, F., Boisset, N., Lamy, J,, Za, F., Lamy, JN., 1999. Structural comparison of cephalopod hemocyanins:
Phylogenetic significance. J. Struct. Biol. 127, 199-212.

Nicholas, K.B., Nicholas H.B.J., 1997. GeneDoc: analysis and visualization of genetic variation.
http://www.psc.edu/biomed/genedoc/.

Orlova, E.V., Dube, P., Haris, JR., Beckman, E., Zemlin, F., Markl, J.,, van Heel, M., 1997. Structure of
keyhole limpet hemocyanin type 1 (KLH1) at 15 A resolution by electron cryomicroscopy and angular
reconstitution. J. Mol. Biol. 271, 417-437.

Passamaneck, Y.L., Schander, C., Halanych, K.M., 2004. Investigation of molluscan phylogeny using large-
subunit and small-subunit nuclear rRNA sequences. Mol. Phyl. Evol. 32, 25-38.

Perbandt, M., Guthohrlein, EW., Rypniewski, W., Idakieva, K., Stoeva, S, Voelter, W., Genov, N., Betzel, C,,
2003. The structure of a functional unit from the wall of a gastropod hemocyanin offers a possible
mechanism for cooperativity. Biochemistry. 42, 6341-6346.

Perler, F., Efstratiadis, A., Lomedico, P., Gilbert, W., Kolodner, R., Dodgson, J., 1980. The evolution of genes—
the chicken preproinsulin gene. Cell 20(2), 555-556.

Peterson, K.J., Lyons, J.B., Nowak, K.S, Takacs, C.M., Wargo, M.J., McPeek, M.A., 2004. Estimating metazoan
divergence times with amolecular clock. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(17), 6536-6541.

Philippe, H., Chenuil, A., Adoutte, A., 1994. Can the Camrian explosion be inferred through molecular
phylogeny? Development NR, 15-25.

Pojeta Jr., J., 1980. Molluscan phylogeny. Tul. Stud. Geol. Paleontol. 16, 55-80.

Purchon, R.D., 1956. The stomach in the Protobranchia and Septibranchia (Lamellibranchia). Proc. Zool. Soc.
London 127, 511-525.

Rogozin, |.B., Lyons-Weiler, J., Koonin, E.V., 2000. Intron sliding in conserved gene Families. Trends Genet.
16(10), 430-432.

Roy, S.W., 2003. Recent evidence for the Exon Theory of Genes. Genetica 118, 251-266.

Runnegar, B., Pojeta Jr., J., 1974. Molluscan phylogeny: the paleontological viewpoint. Science 186, 311-317.

Ruth, P., Schipp, R., Klussendorf, B., 1988. Cytomorphology and copper content of the basal cellsin the midgut-
gland of Nautilus (Cephalopoda, Tetrabranchiata). A contribution to the localization of hemocyanin

synthesis. Zoomorphology 108, 1-11.

Ryan, M., Terwilliger, R.C., Schabtach, F., 1985. Chiton hemocyanin structure. Comp. Biochem. Physiol. 80B,
647-656.

Sakharkar, M.K., Tan, T.W., De Souza, S.J., 2001. Generation of a database containing discordant intron
positionsin eukaryotic genes (MIDB). Bioinformatics 17 (8), 671-675.



Salvato, B., Santamaria, M., Beltramini, M., Alzuet, G., Casella, L., 1998. The enzymatic properties of Octopus
vulgaris hemocyanin: o-diphenol oxidase activity. Biochemistry 37, 14065-14077.

Sander, C., Schneider, R., 1991. Database of homology-derived protein structures and the structural meaning of
sequence alignment. Proteins: Struct. Funct. Genet. 9, 56-68.

Saunders, W.B., 1987. The species of Nautilus In: Saunders, W.B., Landman, N.H. (Eds.). Nautilus, The
Biology and Paleohiology of aliving fossil. Plenum Press, New Y ork and London, pp. 35-64.

Scheltema, A.H., 1993. Aplacophora as progenetic Aculiferans and the coelomate origin of the nolluscs as the
sister taxon of Sipuncula. Biol. Bull. 184, 57-78.

Scheltema, A.H., 1996. Phylogenetic position of Sipuncula, Mollusca and the progenetic Aplacophora. In:
Taylor, J.D. (Ed.). Origin and evolutionary radiation of the Mollusca. Oxford Science Publications, London,
pp. 53-58.

Schilthuizen, M., Gittenberger, E., Gultyaev, A.P., 1995. Phylogenetic relationships inferred from the sequence
and secondary structure of ITSLrRNA in Albinariaand putative Isabellaria species (Gastropoda, Pulmonata,
Clausiliidae). Mol. Phylogenet. Evol. 4, 457-462.

Senozan, N. M., Landrum, J., Bonaventura, J., Bonaventura, C., 1981. Hemocyanin of the giant keyhole limpet,
Megathura crenulata. In: Lamy, J., Lamy, J. (Eds.). Invertebrate Oxygen-binding Proteins. Dekker, New
York, 703-717.

Senozan, N.M., Briggs, M., 1989. Hemocyanin levels in the giant keyhole limpet, Megathura crenulata, from
the coast of California. Comp. Biochem. Physiol. 94 A, 195-199.

Siezen, R.J., van Bruggen, E.F., 1974. Structure and properties of hemocyanins. XII. Electron microscopy of
dissociation products of Helix pomatia al pha-hemocyanin: quaternary structure. J. Mol. Biol. 90, 77-89.

Skelding, J.M., Newell, P.F., 1975. On the functions of the pore cells in the connective tissue of terrestrial
pulmonate molluscs. Cell Tissue Res. 156, 381-390.

Sminia, T., 1977. Haemocyanin-producing cells in gastropod molluscs. In: Bannister, J.V., ed.: Structure and
function of haemocyanin. Berlin, Springer, pp. 279-288.

S6hngen, S.M., Stahlmann, A., Harris, JR., Muller, SA., Engel, A., Markl, J.,, 1997. Mass determination,
subunit organization and control of oligomerization states of keyhole limpet hemocyanin (KLH). Eur. J.
Biochem. 248, 602-614.

Stasek, C.R., 1972 The molluscan framework. In: Florkin, M., Scheer, B.T. (Eds.). Chemical zoology, Vol.7.
Mollusca. Academic Press, New York, pp. 1-44.

Stead, R.A., Thompson, R.J., 2003. Physiological energetics of the protobranch bivalve Yoldia hyperborean ina
cold ocean environment. Polar Biol. 26, 71-78.

Steiner, G., 1992. Phylogeny and classification of Scaphopoda. J. Mol. Stud. 58, 385-400.
Steiner, G., Muller, M., 1996. What can 18SrDNA do for bivalve phylogeny? J. Mol. Evol. 43, 58-70.

Steiner, G., Dreyer, H., 2003. Molecular phylogeny of Scaphopoda (Mollusca) inferred from 18S rDNA
sequences: support for a Scaphopoda-Cephal opoda clade. Zoologica Scripta 32, 343-356.

Stoeva, S., ldakieva, K., Rachev, R., Voelter, W., Genov, N., 1997. Amino-terminal oxygen-binding functional
unit of the Rapana thomasiana grosse (gastropod) hemocyanin: carbohydrate content, monosaccharide
composition and amino acid sequence studies. Comp. Biochem. Physiol. B 117, 101-107.

Stoeva, S., Idakieva, K., Genov, N., Voelter, W., 1997. Complete amino acid sequence of dioxygen-binding
functional unit of the Rapana thomasiana hemocyanin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 238, 403-410.



Stoeva, S., Schutz, J., Gebauer, W., Hundsdorfer, T., Manz, C., Markl, J., Voelter, W., 1999. Primary structure
and unusual carbohydrate moiety of functional unit 2c of keyhole limpet hemocyanin (KLH). Biochim.
Biophys Acta 1435, 94-109.

Stoeva, S, Idakieva, K., Betzel, C., Genov, N., Voelter, W., 2002. Amino acid sequence and glycosylation of
functional unit RtH2-e from Rapana thomasiana (gastropod) hemocyanin. Arch. Biochem Biophys. 399,
149-158.

Swerdlow, R.D., Ebert, R.F., Lee, P., Bonaventura, C., Miller, K.I., 1996. Keyhole limpet hemocyanin: structural
and functional characterization of two different subunits and multimers. Comp. Biochem. Physiol. B 113,
537-548.

Szczesna-Skorupa, E., Mead, D.A., Kemper, B., 1986. The selection of the first AUG as the initiator of
eucaryotic mRNASs translation is favored by a 5-terminal cap group and a purine in the -3' position.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 140(1), 288-293.

Taylor, A.C., Davenport, J., Allen, JA., 1995. Anoxic survival, oxygen consumption and haemocyanin
characteristics in the protobranch bivalve Nucula sulcata Bronn. Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol.
Biol. 112A, 333-338.

Terwilliger, N.B., Terwilliger, R.C., Meyhofer, E., Morse, M.P., 1988. Bivalve hemocyanins--a comparison with
other molluscan hemocyanins. Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol. 89, 189-195.

Terwilliger, N.B., 1998. Functional adaptations of oxygen-transport proteins. J. Exp. Biol. 201, 1085-1098.

Topham, R., Tesh, S., Westcott, A., Cole, G., Mercatante, D., Kaufman, G., Bonaventura, C., 1999. Disulfide
bond reduction: A powerful, chemical probe for the study of structure-function relationships in the
hemocyanins. Arch. Biochem. Biophys. 369, 261-266.

van Breemen, J.F., Wichertjes, T., Muller, M.F., van Driel, R., van Bruggen, E.F., 1975. Tubular polymers
derived from Helix pomatia beta-hemocyanin. Eur. J. Biochem. 60, 129-135.

Van Bruggen, E.R.J., Schutter, W.G., van Breemen, JF.L., Bijlholt, M.M.C., Wichertjes, T., 1989. Arthropodan
and molluscan hemocyanins. In: Harris, J.R. (Ed.). Electron microscopy of proteins. Academic Press, New
York, pp 1-38.

Vanderzande, M., Gielens, C., Preaux, G., 1990. Isolation of functional units g and h from the hemocyanin of
Sepia officinalis and partial amino-acid sequence of functional unit h. In: Preaux, G., Lontie, R. (Eds.).
Invertebrate Dioxygen Carriers. Leuven University Press, Leuven, 125-129.

van Gelder, C.W.G., Flurkey, W.H., Wichers, H.J., 1997. Sequence and structural features of plant and fungal
tyrosinases. Phytochemistry 45, 1309-1323.

van Heel, M., Dube, P., 1994. Quaternary structure of multi-hexameric arthropod hemocyanins. Micron 25, 387-
418,

van Holde, K.E., Miller, K.I., 1985. Association-dissociation equilibria of Octopus hemocyanin. Biochemistry
24, 4577-4582.

van Holde, K.E., Miller, K.I., Lang, W.H., 1992. Molluscan hemocyanins: structure and function. Adv. Comp.
Environ. Physiol. 13, 257-300.

van Holde, K.E., Miller, K.I., 1995. Hemocyanins. Adv. Protein Chem. 47, 1-81.

van Holde, K.E., Miller, K.I., Decker, H., 2001. Hemocyanins and invertebrate evolution. J. Biol. Chem. 276,
15563-15566.

van Kuik, JA., van Habeek, H., Kamerling, J.P., Vliegenthart, JF.G., 1985. Primary structure of the low-
molecular-weight carbohydrate chains of Helix pomatia alpha-hemocyanin. Xylose as a constituent of N-
linked oligosaccharidesin an animal glycoprotein. J. Biol. Chem. 260, 13984-13988.



van Kuik, JA., Sijbesma, R.P., Kamerling, J.P., Vliegenthart, J.F.G., Wood, E.J., 1986. Primary structure of a
low-molecular-mass Nlinked oligosaccharide from hemocyanin of Lymnaea stagnalis. 30O-methyl-D-
mannose as a constituent of the xylose-containing core structure in an animal glycoprotein. Eur. J. Biochem.
160, 621-625.

von Boletzky, S., 1992. Evolutionary aspects of development, life style, and reproductive mode in incirrate
octopods (Mollusca, Cephalopoda). Rev. Suisse Zool. 99, 755-770.

von Salvini-Plawen, L., 1990a. Origin, phylogeny and classification of the phylum Mollusca. Iberus9, 1-33.

von Salvini -Plawen, L., 1990b. The status of the Caudafoveata and the Solenogastres in the Mediterranean Sea.
Lavori S1:M. 23, 5-30.

von Savini-Plawen, L., Steiner, G., 1996. Synapomorphies and plesiomorphies in higher classification of
Mollusca. In: Taylor, J.D. (Ed.). Origin and evolutionary radiation of the Mollusca. Oxford Science
Publications, London, pp. 29-53

Waller, T.R., 1998. Origin of the molluscan class Bivalvia and a phylogeny of major groups. In: Johnston, P.A.,
Haggart, JW. (Eds.). Bivalves. An Eon of Evolution — Palaeobiological studies honouring Norman D
Newell. University of Calgary Press, Calgary, pp. 1-45.

Wang, D.Y.-C., Kumar, S, Hedges, SB., 1999. Divergence time estimates for the early history of animal phyla
and the origin of plants, animals and fungi. Proc. R. Soc. Lond. B 266, 163-171.

Wanninger, A., Haszprunar, G., 2002. Muscle development in Antalis entalis (Mollusca, Scaphopoda) and its
significance for scaphopod relationships. J. Morphol. 254, 53-64.

Weeke, B., 1973. Crossed immunoelectrophoresis. Scand. J. Immunol. 2, 47-56.

Wichertjes, T., Gielens, C., Schutter, W.G., Preaux, G., Lontie, R., van Bruggen, E.F.J., 1986. The quartanary
structure of Sepia officinalis haemocyanin. Biochem. Biophys. Acta 872, 183-194.

Wilding, C.S., Mill, P.J., Grahame, J., 1999. Partial sequence of the mitochondrial genome of Littorina saxatilis:
relevance to gastropod phylogenetics. J. Mol. Evol. 48, 348-359.

Winnepenninckx, B., Backeljau, T., De Wachter, R., 1994. Small ribosomal subunit RNA and the phylogeny of
Mollusca. Nautilus 2, 98-110.

Winnepenninckx, B., Backeljau, T., De Wachter, R., 1996. Investigation of molluscan phylogeny on the basis of
18S rRNA sequences. Mol. Biol. Eval. 13, 1306-1317.

Winnepenninckx, B., Steiner, G., Backeljau, T., De Wachter, R., 1998. Details of gastropod phylogeny inferred
from 18S rRNA sequences. Mol. Phylogenet. Evol. 9, 55-63.

Wray, C.G., Landmann, N.H., Saunders, W.B., Bonacum, J., 1995. Genetic divergence and geographic
diversification in Nautilus. Paleobiology 21, 220-228.

Wuhrer, M., Robijn, M.L.M., Koeleman, C.A.M., Balog, C.I.A., Geyer, R., Deelder, A.M., Hokke, C.H., 2003.
A novel Gal(b1-4)Gal(bl-4)Fuc(al-6)-core modification attached to the proximal N-acetylglucosamine of
keyhole limpet hemocyanin (KLH) N-glycans. Biochem. J. 378, 625-632.

Young, R.E., Secchione, M., 1996. Analysis of morphology to determine primary sister taxon relationships
within coleoid cephalopods. Amer. Malac. Bull. 12, 91-112.



