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Gliicklicher Weise sind Haemoglobin und Chlorophyll
Korper von hohem physiologischem Interesse -
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ein wenn auch vielleicht kleiner Beitrag zur
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Einleitung

A Einleitung

1 Sauerstoff in aquatischen Lebensraumen

Mit Beginn der Akkumulation von molekularem Sauerstoff (O,) in der Atmosphéare vor mehr
als zwei Milliarden Jahren konnten die bis dahin anaerob lebenden Organismen komplexe
aerobe Stoffwechselwege erschlieen, die ihnen eine effizientere Energieausbeute
ermdglichten (Berg et al., 2003; Raymond & Segre, 2006). Der durch die Photosynthese der
Pflanzen und Cyanobakterien gebildete Sauerstoff sammelte sich zunehmend in der
Atmosphare an und erreichte vor 300 Millionen Jahren eine maximale Konzentration von
35% (Berner, 1999). Im Laufe der folgenden 100-150 Millionen Jahre nahm der
Sauerstoffgehalt auf lediglich 10% ab (Berner, 1999) und liegt seit 10 Millionen Jahren bei
konstant 21% (Falkowski et al., 2005). "Niedere" Wirbeltiere (Fische, Amphibien und
Reptilien) waren somit im Laufe ihrer Evolution groRen Variationen in der Konzentration des
Sauerstoffgehalts der Atmosphare und dementsprechend einem starken Selektionsdruck fir
Hypoxietoleranz ausgesetzt (Huey & Ward, 2005). Daher haben diese Tiere verschiedene
Anpassungen entwickelt, um mit voribergehenden Schwankungen des zur Verfligung
stehenden Sauerstoffs zurechtzukommen (Bickler & Buck, 2007).

Aquatische Lebensraume weisen zudem einen deutlich niedrigeren Sauerstoffgehalt auf als
terrestrische Habitate, da sich unter optimalen Bedingungen lediglich 1/30 des in der Luft
enthaltenen Sauerstoffs im Wasser 16st (Atkins & de Paula, 2006). Die Aufnahme des
Sauerstoffs aus dem Wasser ist ferner durch die langsamere Diffusion in flissigem Medium
im Vergleich zur Luft deutlich erschwert (1. Ficksches Diffusionsgesetz; Fick, 1855; Stokes-
Einstein-Gleichung; Einstein, 1905). Die Loslichkeit von Sauerstoff ist abhangig von
Temperatur und Salzgehalt des Wassers. Eine hohe Sauerstoffkonzentration findet man in
kalten, salzhaltigen Gewassern, wahrend mit zunehmender Temperatur und bei geringem
Salzgehalt des Wassers die Loslichkeit von Sauerstoff abnimmt. Besonders deutlich wird
dies zum Beispiel bei stehenden Gewassern, die durch Sonneneinstrahlung stark erwarmt
werden, wodurch ihr Sauerstoffgehalt so stark abnimmt, dass die darin lebenden
Organismen hypoxischen Bedingungen ausgesetzt sind. Wahrend bei 10°C in Stf3wasser
bis zu 10,92 mg O, pro Liter geldst sind, kann der Sauerstoffgehalt im Extremfall bei
Erwarmung auf 30°C auf 7,53 mg O, pro Liter Wasser abnehmen (Henrysches Gesetz,
Atkins & de Paula, 2006). Der maximale Sauerstoffgehalt wird jedoch nur sehr selten, zum
Beispiel in gut bellfteten Gewassern, erreicht. Auch kommt es durch Photorespiration der
Wasserpflanzen zu Schwankungen im Sauerstoffgehalt des Wassers. Im Winter kdnnen
geschlossene Eis- und Schneedecken die Diffusion von Luft in das Wasser verhindern. Der
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aerobe Abbau von organischem Material durch Bakterien verringert den Sauerstoffgehalt in
stehenden Gewassern deutlich. In Trockenzeiten entstehen bei flachen Gewassern isolierte
kleine Wasserbereiche, die neben der Erwarmung auch durch mangelnde Ventilation des
Wassers und geringe pflanzliche Photosyntheseleistung von Sauerstoffmangel bedroht sind.
Auch die Gezeiten stellen fur Meeresbewohner von Kistenregionen und Riffen ein grolRes
Risiko dar, da wahrend der Ebbe Priele entstehen kbénnen, die von der bewegten
Wasserflache abgeschnitten sind. In solchen flachen, stehenden Gewassern steigt die
Temperatur durch Sonneneinstrahlung wesentlich starker an als im freien Meer, zudem wird
der Sauerstoffgehalt des Wassers durch die Atmung von Korallen und anderen

Meeresbewohnern weiter reduziert.

2 Hypoxieanpassungen der Fische

Aufgrund der Schwankungen in der Sauerstoffkonzentration des Wassers haben Fische
neben Veranderungen ihres Verhaltens verschiedene anatomische, physiologische und
biochemische Anpassungen entwickelt, die ihnen helfen, unter Hypoxie zu uberleben
(Nikinmaa, 2002; Nilsson & Renshaw, 2004; Cossins & Crawford, 2005; Nikinmaa & Rees,
2005; Bickler & Buck, 2007). Unter den ca. 20.000 Fisch-Spezies gibt es grof3e Unterschiede
in der Hypoxietoleranz. Fische der Familien der Lachse (Salmonidae) und der Makrelen und
Thunfische (Scombridae), die zu den schnellen und ausdauernden Schwimmern zahlen, sind
sehr stark abhangig von einem aeroben Stoffwechsel und reagieren sensibel auf niedrige
Sauerstoffkonzentrationen (Bushnell et al., 1990; Gamperl et al., 2001). Zu der Gruppe der
hypoxietoleranten Fische zdhlen zum Beispiel Karpfenfische und Aale (Gesser, 1977; Bailey
et al., 1999; Nilsson & Renshaw, 2004).

2.1 Verhaltensanpassungen

Viele Fische reagieren bereits auf kurzzeitige Hypoxie mit abnehmender Aktivitat (van den
Thillart et al., 1976; Kramer & Mehegan, 1981; Dalla Via et al., 1994). Zudem wurde unter
Sauerstoffmangel eine Zunahme der Atemfrequenz beobachtet (Jensen et al., 1993; Nilsson
& Renshaw, 2004; van der Meer et al., 2005). Einige Fische reagieren auf hypoxische
Bedingungen mit Oberflachenatmung (Kramer, 1983; Affonso & Rantin, 2005; Tobler et al.,
2006). Sie nutzen dabei die hdhere Sauerstoffkonzentration in dem Bereich des Gewassers
aus, der direkt mit der Luft in Kontakt steht (Kramer & Mehegan, 1981). Dieser Effekt ist
besonders ausgepragt bei Fischen, die nicht dauerhaft mit Sauerstoffmangel konfrontiert
sind. Bei Spezies, die sich hauptsachlich am schlammigen, sauerstoffarmen Grund von
Gewassern aufhalten, wurde bei Hypoxie keine Oberflachenatmung beobachtet; trotzdem
Uberlebten diese Tiere unter Sauerstoffmangel aufgrund anderer Anpassungen (Kramer,
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1983). Fische aus stark sauerstoffhaltigen Gewassern (zum Beispiel Flissen mit starker
Strdmung) zeigten bei Sauerstoffmangel keine Veranderung der Atmung. Der Lebensraum
dieser Spezies ist selten bis nie von Hypoxie bedroht, so dass diese Tiere offenbar keine
besonderen Anpassung an Sauerstoffmangel entwickelt haben (Kramer, 1983).

2.2 Anatomische Anpassungen

Anhand der GroRe der respiratorischen Oberflache verschiedener Fisch-Spezies kénnen
Ruckschlisse auf den jeweiligen Sauerstoffbedarf und damit auch auf die Hypoxietoleranz
getroffen werden. Thunfische haben als ausdauernde Schwimmer auch bei langsamer
Fortbewegung einen hohen Sauerstoffbedarf (Bushnell & Brill, 1992). Durch eine grolde
Kiemenoberflache gelingt es ihnen, eine bessere O,-Aufnahme zu erzielen. So besitzt der zu
den Makrelen und Thunfischen (Scombridae) zahlende Echte Bonito (Katsuwonus pelamis)
im Vergleich mit einer gleich grofen Regenbogenforelle eine 10-fach gréRere
Kiemenoberflache (Hughes, 1984 a, b). Im Allgemeinen ist die respiratorische Oberflache in
Thunfischen 5- bis 10-mal gréRer als bei anderen aktiven Teleostiern (Hughes, 1984 a, b).
Allerdings muss durch die grol’e, mit dem umgebenden Wasser in Kontakt stehende,
respiratorische Oberflache sehr viel Energie zur Osmoregulation aufgewendet werden
(Bushnell & Brill, 1992).

Um die geringen Konzentrationen des Sauerstoffs im Wasser effektiver nutzen zu kénnen,
vergréllern manche Fische bei einem mehrere Tage andauerndem Sauerstoffmangel die
Oberflache ihrer Kiemen (Chapman et al., 2000; Saroglia et al., 2002; Sollid et al., 2003;
2005; van der Meer et al., 2005). Unter Normoxie besitzen die Kiemen der Karausche keine
hervorstehenden Lamellen (Sollid et al., 2003). Bereits nach einem Tag Hypoxie konnte
aufgrund der Reduktion der zwischen den Lamellen liegenden Zellmasse eine deutliche
Zunahme der Kiemenoberflache beobachtet werden. In den Kiemen des Zebrabarblings
kommt es bei Sauerstoffmangel durch eine Steigerung der Zellzahl bei gleichzeitiger
Reduktion der ZellgréRe der Epithelzellen der sekundaren Lamelle zu einer zerklifteteren
Kiemenoberflache (van der Meer et al., 2005).
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2.3 Physiologische Anpassungen

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass ein Schllssel zum
Uberleben langerer hypoxischer Perioden ein Zusammenspiel aus gleichzeitiger Abnahme
der Stoffwechselrate und einer Verringerung des Energiebedarfs ist (Hochachka, 1986 b;
Bickler & Buck, 2007). Eine Reduktion oder die Einstellung vieler bioenergetischer Prozesse
ist die Folge. Unter Sauerstoffmangel hat der Organismus lediglich zwei Mdglichkeiten, die
Energieversorgung mit ATP aufrecht zu erhalten: die anaeroben Stoffwechselwege der
Energieproduktion zu verstarken oder den Energiebedarf zu reduzieren (Hochachka, 1986 a,
b). Der Wechsel von aerobem zu anaerobem Stoffwechsel ermdglicht auch bei Hypoxie die
Bildung von Energiedquivalenten, jedoch ist diese Moglichkeit zumeist lediglich zur
kurzzeitigen Uberbriickung von Sauerstoffmangel geeignet, da durch Anaerobiose toxische
Stoffwechselendprodukte gebildet werden. Bei Wirbeltieren, die lIangere Zeit unter geringen
Sauerstoffkonzentrationen Uberleben mussen, ist eine Verringerung des ATP-Bedarfs
unablassig. In Extremfallen kann es dabei sogar zu einem Stillstand des Metabolismus
kommen (Hochachka, 1986 b). Ein anaerober Stoffwechsel verursacht im Normalfall durch
die Anreicherung von Lactat eine toxische Ansduerung des Gewebes. Anoxietolerante
Karpfenfische wie die Karausche und der Goldfisch verhindern diese Acidose durch eine
modifizierte Glykolyse (Shoubridge & Hochachka, 1980; 1981; van den Thillart et al., 1982;
Holopainen et al., 1986; Lutz et al., 2003). Bei einigen Fisch-Spezies konnte gezeigt werden,
dass grolere Individuen eine starkere Hypoxietoleranz besitzen als kleinere Fische
(Almeida-Val et al., 2000; Foss et al., 2002), was vermutlich auf einen geringeren
massespezifischen Stoffwechsel zurlckzuflhren ist (Almeida-Val et al., 2000). Ebenso
erleichtern groRere Glykogenreserven in groReren Fischen (Sloman et al.,, 2006) die
Energieproduktion durch anaerobe Stoffwechselwege. Besonders deutlich wird dies bei den
Karpfenfischen, die im Verhaltnis zur Kérpergrofie die grofdten Glykogenreserven aller bisher
untersuchten Fische aufweisen (Nilsson & Renshaw, 2004). Die Karausche ist das am
besten erforschte hypoxietolerante Wirbeltier und kann monatelang unter hypoxischen
Bedingungen bei geringer Temperatur und einige Tage unter Anoxie bei Raumtemperatur
Uberleben (Nilsson & Renshaw, 2004).

Seit einigen Jahren werden die Kenntnisse der phanotypischen und verhaltensbasierten
Anpassungen an Sauerstoffmangel zunehmend durch molekulare Analysen erganzt.
Hypoxie bewirkt zahlreiche Veranderungen der Genexpression in Fischen (Gracey et al.,
2001; Ton et al., 2003; Nikinmaa & Rees, 2005; van der Meer et al., 2005), die helfen,
Sauerstoff zu sparen, und somit dem Fisch eine bessere Uberlebenschance bei geringen
Sauerstoffkonzentrationen ermdglichen. Unter Sauerstoffmangel kommt es aufgrund der
Aktivierung anaerober Stoffwechselwege zu einer verstarkten Expression von Genen, die an
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der anaeroben Energiegewinnung beteiligt sind (Gracey et al., 2001; Ton et al., 2003; van
der Meer et al., 2005). In verschiedenen Microarray-Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass bei Gillichthys mirabilis ebenso wie bei adulten und embryonalen Zebrabarblingen die
mRNA von Enzymen der Glykolyse unter Hypoxie vermehrt gebildet wird (Gracey et al.,
2001; Ton et al., 2003; van der Meer et al., 2005). Ebenso war auf molekularer Ebene eine
Hochregulation der Gluconeogenese-Enzyme zu beobachten (Gracey et al.,, 2001).
Hierdurch Iasst sich auch unter Sauerstoffmangel, der haufig mit Nahrungsmangel assoziiert
ist, der zur Versorgung des Gehirns zwingend erforderliche Blut-Glucose-Wert
aufrechterhalten. Des Weiteren erfolgt bei Sauerstoffmangel eine reduzierte Genexpression
von Enzymen, die fir die sauerstoffabhdngige Energieproduktion (Citratzyklus,
mitochondriale Atmungskette) benétigt werden (Ton et al., 2003; van der Meer et al., 2005).

Neben der Regulation der energieliefernden Prozesse konnte eine Abnahme der
Genexpression von Enzymen energieverbrauchender Schritte beobachtet werden. Die
Proteinbiosynthese bendtigt 20-30% des aerob produzierten ATPs (Bickler & Buck, 2007).
Aus diesem Grund ist die Proteinsynthese einer der Prozesse, der in hypoxischen oder
anoxischen Geweben sehr frih eingestellt wird (Hochachka et al., 1996). Diese Regulation
tritt allerdings nur in hypoxietoleranten Spezies wie dem Goldfisch auf, wahrend es bei
hypoxieintoleranten Spezies bei Sauerstoffmangel haufig zu einer Hochregulation der
Proteinsynthese kommt. lonenpumpen wie die Na*/K*-ATPase verbrauchen bis zu 30% der
ATP-Produktion zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials (Bickler & Buck, 2007). Die
Plasmamembran von anoxietoleranten Organismen besitzt im Vergleich zu Saugetieren eine
bis zu 5-fach geringere Permeabilitat fir Na*- und K'-lonen (Hochachka, 1986 a, b; Else &
Hulbert, 1987), die unter Sauerstoffmangel weiter abnimmt (Buck & Hochachka, 1993). Eine
Reduktion des ATP-Verbrauchs durch Verschluss der lonenkandle ist eine weitere
Anpassung an Sauerstoffmangel (Hochachka, 1986 a). In Zebrabarblingen konnte
tatsachlich neben der Abnahme der Proteinbiosynthese auch eine Verringerung der
Genexpression von ATPasen beobachtet werden (Ton et al., 2003).
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3 Karpfenfische

3.1 Zebrabarbling (Danio rerio)

Der Zebrabarbling Danio rerio ist aufgrund seiner kurzen Generationszeit, der leichten
Halterung und Zucht sowie der durchsichtigen Embryonen ein Modellorganismus der
Molekular- und Entwicklungsbiologie (Haffter & Nusslein-Volhard, 1996; Dooley & Zon, 2000;
Wixon, 2000; Briggs, 2002). Zebrabarblinge besiedeln sowohl schnell und langsam flieRende
Gewasser als auch stehende Wasserbereiche (Talwar & Jhingran, 1991). Da ihr warmer
tropischer Lebensraum (zum Beispiel in Indien, Bangladesch, Pakistan und Nepal)
natirlichen Schwankungen des Sauerstoffgehalts unterworfen sein kann, haben
Zebrabarblinge die Fahigkeit entwickelt, sowohl als adultes Tier (Rees et al., 2001; van der
Meer et al., 2005) als auch wahrend der Embryonalentwicklung (Padilla & Roth, 2001;
Pelster, 2002; Ton et al., 2003) hypoxische Phasen zu Uberleben. Die Larven von Fischen
sind haufig niedrigen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt, da sie hypoxische Zonen nicht
meiden kdnnen. Bei Sauerstoffmangel kommt es beim Zebrabarbling zu einer verlangsamten
oder im Extremfall sogar eingestellten Entwicklung (Padilla & Roth, 2001; Pelster, 2002; Ton
et al., 2003). Des Weiteren zeigt der Zebrabarbling diverse molekulare und biochemische
Anpassungen an Hypoxie, wie sie auch bei anderen Fischen beschrieben wurden (siehe 2).
So wurde gezeigt, dass die Aktivitdt des Fisches bei Sauerstoffmangel stark abnimmt (Rees
et al., 2001), ebenso konnte eine vergroRerte Kiemenoberflaiche und eine verstarkte
Ventilation beobachtet werden (van der Meer et al., 2005). Zudem kommt es zu einer
gesteigerten Expression von Genen des anaeroben Metabolismus und teilweise zu einer
Verringerung der Proteinsynthese (Rees et al., 2001, Bosworth et al., 2005; van der Meer et
al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass eine Adaptation an niedrige, nicht letale
Sauerstoffkonzentrationen (pO, = 15 Torr; Normoxie pO, ~ 140 Torr) die Uberlebensrate
adulter Zebrabarblinge bei starker Hypoxie (pO. = 8 Torr) deutlich erhéht (Rees et al., 2001).
Die Steigerung war bei mannlichen Tieren wesentlich starker ausgepragt als bei weiblichen.
Scheinbar sind mannliche Tiere leichter dazu in der Lage, ihre Stoffwechselrate zu
reduzieren, als es weiblichen Tieren aufgrund des hohen Energiebedarfs des
Ovariengewebes mdglich ist. Diese Vermutung wird gestitzt von Untersuchungen, die
gezeigt haben, dass ein lang andauernder Sauerstoffmangel wahrend der Entwicklung von
Zebrabarblingen ein verstarktes Auftreten von mannlichen Individuen bewirkt (Shang et al.,
2006). Wahrend in den ersten Tagen die Gonaden Ovarien ahneln, kommt es innerhalb des
ersten Monats zur Ausbildung des Geschlechts. Enzyme, die fur die Umwandlung von
Testosteron zu Ostrogen benétigt werden, sind in hypoxischen Embryonen in wesentlich

geringeren Konzentrationen vorhanden, so dass es zu relativ héheren Testosteronwerten
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und damit mehr mannlichen Tieren kommt. Eine gréfRere mannliche Population (75% statt
60%) bedeutet einen geringeren Fortpflanzungserfolg, somit hat Sauerstoffmangel im
Gewasser einen direkten Einfluss auf die Zusammensetzung der Fischpopulation.

3.2 Goldfisch (Carassius auratus)

Wahrend der Zebrabarbling erst seit einigen Jahren als Modellorganismus zur Untersuchung
der Hypoxietoleranz dient, ist die Fahigkeit von Spezies der Gattung Carassius, lange Zeit in
Gewassern mit niedrigem Sauerstoffgehalt zu Uberleben, schon lange bekannt (Blazka,
1958; van den Thillart et al.,, 1976; van den Thillart, 1977; Walker & Johansen, 1977;
Holopainen et al., 1986; van Waarde et al., 1990). Der Goldfisch C. auratus ist eine
Zuchtform der Karausche Carassius carassius, die bevorzugt in stehenden Gewassern von
Europa bis Nordasien beheimatet ist. Der Lebensraum von C. carassius ist besonders im
Winter von geringen Sauerstoffkonzentrationen gepragt, wenn eine Eis- und Schneedecke
die Diffusion von Luft in das Wasser verhindert. Beide Carassius-Spezies sind aus diesem
Grund in der Lage, unter anoxischen Bedingungen zu Uberleben. Bei einer Temperatur von
20°C kann der Goldfisch fur 16 Stunden anoxische Bedingungen Uberstehen (van den
Thillart, 1977), bei niedrigeren Temperaturen von 5°C verlangert sich die Zeitspanne sowohl
beim Goldfisch als auch bei der Wildform, der Karausche, auf mehrere Wochen oder Monate
(Walker & Johansen, 1977; van den Thillart et al., 1983; Holopainen et al., 1986, Smith et al.,
1996). Eine hohe Effizienz der Sauerstoffaufnahme durch die Kiemen bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck, eine Verringerung des Energiebedarfs bei Sauerstoffmangel sowie
ein modifizierter anaerober Stoffwechsel mit den Endprodukten Ethanol, Kohlendioxid und
Ammoniak ermdglichen dem Goldfisch eine gute Anpassung an Sauerstoffmangel (van den
Thillart & Kesbeke, 1978; Shoubridge & Hochachka, 1980; van Waarde, 1983; 1988; van
Waversfeld et al., 1989 a, b). Im Ruhezustand wird bei einer zehnstiindigen Anoxie bei 20°C
lediglich ein Drittel des Energiebedarfs durch Glykolyse, Hydrolyse von ATP und
Kreatinphosphat, sowie durch das Aufbrauchen von vorhandenen Sauerstoffreserven
gedeckt (van den Thillart et al., 1976). Ein GroRteil der benétigten Energie wird durch die
anaerobe Umsetzung von Glykogen und Proteinen und der weiteren Umsetzung der
entstandenen Stoffwechselprodukte zu Ethanol und Kohlendioxid geliefert (van den Thillart
et al., 1982; van Waarde et al., 1982), allerdings beginnt dieser Prozess erst nach ungefahr
vier Stunden Sauerstoffmangel. Vor Beginn der Ethanolproduktion kommt es zur
Ansammlung von Lactat (van den Thillart et al., 1976) und Alanin (van Waarde et al., 1982),
deren Konzentrationen jeweils ein konstantes Niveau erreichen, bevor der
energieaufwandige ethanolproduzierende Stoffwechselweg aktiviert wird (van den Thillart et
al., 1976; van Waarde et al., 1982, Holopainen et al., 1986). Karpflinge wie der Goldfisch und
die Karausche sind die einzigen Wirbeltiere, die unter Sauerstoffmangel eine modifizierte
Glykolyse mit dem Endprodukt Ethanol anstelle von Lactat betreiben (Shoubridge &
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Hochachka, 1980; van Waarde et al., 1991). Sie verhindern hierdurch eine durch die
Ansammlung von anaerob gebildetem Lactat auftretende toxische Acidose (van Waarde et
al., 1990). Wahrend andere Vertebraten wie die Schildkréten der Gattungen Trachemys und
Chrysemys bei Sauerstoffmangel in einen komatésen Zustand verfallen (Lutz & Nilsson,
1997), gelingt es der Karausche, einen konstanten ATP-Spiegel aufrecht zu erhalten, der ihr
erlaubt, auch bei starkem Sauerstoffmangel aktiv zu bleiben (Nilsson et al., 1993; Nilsson,
2001). Ein erhohter cerebraler Blutfluss erleichtert hierbei die Versorgung des Gehirns mit
Nahrstoffen (Nilsson, 2001; Nilsson & Renshaw, 2004). Die Deaktivierung der Sehkraft bei
Sauerstoffmangel (Nilsson & Renshaw, 2004) ist eine weitere Anpassung, die hilft, Energie
zu sparen, da die Retina des Wirbeltierauges eines der stoffwechselaktivsten Gewebe ist
(Anderson, 1968). Zudem konnte unter Hypoxie bei der Karausche eine deutliche Zunahme
der  Kiemenoberflache nachgewiesen  werden, wodurch eine  verbesserte
Sauerstoffaufnahme erzielt wird (Sollid et al., 2003, 2005).

4 Respiratorische Proteine

Die verschiedenen Tiergruppen haben unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um die
Sauerstoffversorgung ihrer Zellen zu gewahrleisten. An den respiratorischen Epithelien
erfolgt die Aufnahme des Sauerstoffs durch Diffusion. Dies jedoch ist ein langsamer
Vorgang, der nur zur Versorgung derjenigen Zellen geeignet ist, die im direkten Kontakt mit
dem respiratorischen Organ stehen. Groliere Tiere bendtigen ein Kreislaufsystem, um alle
Zellen des Organismus effektiv mit Sauerstoff zu versorgen. Zirkulierende Korper-
flissigkeiten fungieren dabei unter anderem als Transportmedium flr Sauerstoff. Aufgrund
der geringen Ld&slichkeit von Sauerstoff in Flussigkeiten betragt der Anteil des physikalisch
geldsten Sauerstoffs im Blut lediglich 0,3 Volumenprozent (Vol%) (Schmidt & Thews, 1997).
Durch die Bindung an respiratorische Proteine kann die Sauerstoffkonzentration im Blut auf
bis zu 20 Vol% erhdht werden (Schmidt & Thews, 1997).

Im Laufe der Evolution entwickelten sich drei Gruppen von respiratorischen Proteinen, die
mit Hilfe von Metallionen Sauerstoff reversibel binden: Globine, Hamerythrine und
Hamocyanine. Wahrend in den Hamerythrinen (Fe®*) und den Hamocyaninen (Cu*) das
Metallion direkt an die Proteinkette gebunden wird (Garbett et al., 1971; van Holde & Miller,
1995), besitzen die Globine eine prosthetische Gruppe, das Ham (Abb. A 1 A), in dem das
Fe*-lon koordinativ in einem Porphyrinring gebunden ist (Perutz, 1979). Globine sind im
Tierreich weit verbreitet und kénnen sowohl intrazellular in Blutzellen (zum Beispiel bei
Vertebraten) als auch extrazellular (zum Beispiel das Chlorocruorin der Anneliden) vorliegen
(Hardison, 1996; Weber & Vinogradov, 2001). Hamerythrine sind bei einigen marinen
Anneliden und verschiedenen kleinen Tierstdmmen zu finden (Klippenstein, 1980). Die
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Hamocyanine der Arthropoden und Mollusken unterscheiden sich in ihrer Struktur deutlich
und kommen als grof3e extrazellulare Aggregate vor (Markl & Decker, 1992; van Holde &
Miller, 1995).

5 Globine

Globine sind die im Organismenreich am weitesten verbreiteten respiratorischen Proteine;
sie kommen nicht nur bei Tieren, sondern auch bei Archaebakterien, Eubakterien, Protisten,
Pilzen und Pflanzen vor, und erreichen eine enorme Vielfalt beziglich ihrer Struktur und ihrer
Funktionalitdt (Hardison, 1996; Weber & Vinogradov, 2001; Freitas et al., 2004).
Wahrscheinlich haben sich alle Globine aus einem Vorlauferprotein entwickelt, welches
bereits im letzten gemeinsamen Vorfahren vor 1,8 Milliarden Jahren vorhanden war
(Hardison, 1996; Freitas et al., 2004).

Globine sind kleine, globuldre Proteine, die typischerweise aus 140-150 Aminosauren
aufgebaut sind. Die acht a-Helices (A-H) bilden eine drei-Uber-drei a-helikale
Sandwichstruktur aus, die charakteristisch flr Vertreter der Proteinsuperfamilie der Globine
ist (Kendrew, 1963; Perutz, 1979; Bolognesi et al., 1997; Abb. A 1 B). Die prosthetische
Gruppe der Globine, das Ham, wird durch verschiedene Aminosaurereste der Peptidkette in
einer hydrophoben Tasche des Proteins fixiert. Diese Aminosauren sind bei fast allen
untersuchten Globinen identisch und haben einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur
und die Funktionalitdt des Proteins. Das proximale Histidin F8 (achte Aminosdure der F-
Helix) bindet an die funfte Koordinationsstelle des Eisenions im Ham (Abb. A 1 B). Die
Aminosauren Histidin E7, Phenylalanin CD1 und Leucin F4 stabilisieren das Ham in der
Proteinkette und beeinflussen somit das sauerstoffbindende Zentrum. Globine kdnnen neben
Sauerstoff auch andere gasformige Liganden (CO, NO) reversibel binden. Wahrend die
Globine fur ihre Fahigkeit bekannt sind, Sauerstoff zu transportieren und zu speichern
(Dickerson & Geis, 1983; Wittenberg & Wittenberg, 2003) und so den oxidativen
Stoffwechsel der Zellen aufrechterhalten, wurden in den letzten Jahren auch andere
Funktionen der Globine entdeckt (Gardner et al., 1998; Sowa et al., 1998; Minning et al.,
1999; Flogel et al., 2001).

Die Globine der Invertebraten zeichnen sich durch eine grofRe strukturelle Diversitat aus.
Neben intrazellularen und extrazellularen monomeren Globinen gibt es intrazellulare multi-
und polymere Globine, "Multi-Subunit"-Hamoglobine, die aus mehreren Globinuntereinheiten
zusammengesetzt sind, und so genannte "Multi-Domanen"-Globine, die aus mehreren dieser
Globinketten bestehen (Vinogradov et al., 1970; Weber & Vinogradov, 2001). Die Familie der
Vertebratenglobine besteht aus mindestens vier Mitgliedern. Schon lange bekannt und
demzufolge gut untersucht sind das Hamoglobin in Blutzellen und das Myoglobin in
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Muskelzellen. Vor einiger Zeit konnten zwei weitere Vertreter der Vertebratenglobine
identifiziert werden: Neuroglobin, welches hauptsachlich in neuronalem Gewebe lokalisiert ist
(Burmester et al., 2000) und Cytoglobin, welches in vielen verschiedenen Geweben
exprimiert wird (Burmester et al., 2002). Alle vier Globine unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich ihrer Struktur, ihres Vorkommens und ihrer biophysikalischen Eigenschaften. Die
vorliegende Arbeit befasst sich ausschlielBlich mit den Globinen der Wirbeltiere.
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Abb. A 1: Struktur von Myoglobin und seiner prosthetischen Gruppe

A: Struktur der prosthetischen Hamgruppe der Globine. Das H&m besteht aus einem
Protoporphyrinring mit einem zentralen Eisen(ll)ion. M = Methyl-, P = Propyl-, V =
Vinylrest (nach Stryer, 1997). B: Rdumliche Struktur von Myoglobin. Die acht a-helikalen
Bereiche sind mit A-H gekennzeichnet. Deutlich zu erkennen ist die Ausbildung der
globintypischen Sandwichstruktur der Helices AEF und BGH. Die rot eingezeichnete
Hamgruppe wird durch das proximale Histidin fixiert (http://www.cm.utexas.edu/
academic/courses/Spring2002/CH339K/Robertus/overheads-1/ch7_myoglobin.jpg).

5.1 Myoglobin

Myoglobin ist das erste Globin, dessen dreidimensionale Struktur durch Réntgen-
kristallographie aufgeklart wurde (Kendrew, 1963). Humanes Myoglobin besteht aus 153
Aminosauren, die ein monomeres Protein mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa
bilden. Die acht a-Helices A bis H formen dabei die globintypische a-helikale
Sandwichstruktur. Das Innere des Molekils wird hauptsadchlich von unpolaren
Aminosaureresten gebildet, lediglich das Histidin F8 fixiert die Hamgruppe direkt in der
hydrophoben Tasche des Proteins. Myoglobin ist hauptsachlich im Skelett- und im
Herzmuskel zu finden und dient dort als temporarer Sauerstoffspeicher, der die
Sauerstoffversorgung der Mitochondrien aufrecht erhalt (Wittenberg, 1992; Wittenberg &
Wittenberg, 2003). Zudem erleichtert es die intrazellulare Diffusion des Sauerstoffs
(Wittenberg & Wittenberg, 2003). Des Weiteren kann Myoglobin durch die Bindung oder
Freisetzung von Sauerstoff schwankende Sauerstoffkonzentrationen im Muskelgewebe

ausgleichen (Ordway & Garry, 2004). Zudem wurde eine Beteiligung von Myoglobin an der
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Detoxifikation von NO beschrieben, indem es als NO-Dioxygenase fungiert und NO zu Nitrat
oxidiert (Flogel et al., 2001; Wittenberg & Wittenberg, 2003). Die Sauerstoffaffinitat des
Myoglobins ist mit einem Halbsattigungsgrad von Psq = 1 Torr deutlich héher als die des
Hamoglobins und erleichtert so die Aufnahme von Sauerstoff aus dem Blut. Eine hohe
Lactatkonzentration, wie sie unter anaeroben Bedingungen im Muskelgewebe vorliegt,
verringert die Sauerstoffaffinitdt des Myoglobins und sorgt so fir eine erleichterte
Freisetzung des Sauerstoffs unter hypoxischen Bedingungen (Giardina et al., 1996).

5.2 Hamoglobin

Hamoglobin ist ein tetrameres Globin, das aus zwei a- und zwei B-Ketten aufgebaut ist, die
jeweils aus 141 beziehungsweise 146 Aminosduren bestehen. Das gesamte Hamoglobin-
molekil hat somit eine molekulare Masse von ca. 64 kDa. Das Hamoglobin der Vertebraten
ist in Erythrocyten lokalisiert und transportiert Sauerstoff von den respiratorischen Epithelien
zu den inneren Organen (Dickerson & Geis, 1983). Hdmoglobin konnte bisher nahezu in
allen Wirbeltieren nachgewiesen werden, lediglich einige Arten der Eisfische besitzen kein
Hamoglobin (Ruud, 1954; Sidell et al., 1997). Die Sauerstoffaffinitdt des nativen humanen
Hamoglobins betragt Pso = 26 Torr (McCarthy, 1943). Die im Vergleich zu Myoglobin deutlich
geringere Sauerstoffaffinitdt des Hamoglobins kommt durch die Wechselwirkung mit 2,3-
Bisphosphoglycerat (BPG) zustande. Bisphosphoglycerat bindet im Zentrum des
Hamoglobintetramers und stabilisiert durch Quervernetzung der B-Untereinheiten die
Quartarstruktur des deoxy-Hamoglobins (Berg et al., 2003). Hierdurch muss flr die Bindung
von Sauerstoff mehr Energie aufgewandt werden als bei Myoglobin. Hamoglobin und
Myoglobin unterscheiden sich weiterhin durch den Verlauf ihrer Sauerstoffbindungskurven.
Wahrend der hyperbolische Verlauf bei Myoglobin zeigt, dass die Sauerstoffaffinitat lediglich
vom Sauerstoffpartialdruck im Gewebe abhangig ist, l1asst sich aus dem sigmoidalen Verlauf
der Sauerstoffbindungskurve bei Hamoglobin folgern, dass zusatzlich das Verhaltnis von
oxygenierten zu deoxygenierten Untereinheiten einen Einfluss auf die Bindung von
Sauerstoff hat. Hdmoglobin ist aufgrund seiner vier Untereinheiten ein allosterisches Protein.
Die Bindung von einem Molekul Sauerstoff an eine Untereinheit erleichtert die Aufnahme
weiterer Sauerstoffmolekile durch die anderen Untereinheiten. Diese Kooperativitat der
Untereinheiten wird auch bei der Abgabe von Sauerstoff beobachtet. Die Sauerstoffaffinitat
des Hamoglobins ist abhangig vom pH-Wert und von der CO,-Konzentration im Blut. In
stoffwechselaktiven Geweben liegen eine hohe CO,-Konzentration sowie ein niedriger pH-
Wert vor. Unter diesen Bedingungen sinkt die Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins und eine
Abgabe des gebunden Sauerstoffs an das Gewebe wird erleichtert (Bohr-Effekt).
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5.3 Neuroglobin

Neuroglobin konnte vor einigen Jahren als drittes Vertebratenglobin in cDNA-Sequenzen aus
humanen und murinen Hirngeweben identifiziert werden (Burmester et al., 2000). Im Laufe
der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass sein Vorkommen nicht auf Saugetiere
beschrankt ist. Neuroglobin-mRNA konnte in allen Wirbeltierklassen (Sauger, Fische,
Amphibien, Reptilien und Végeln) nachgewiesen werden (Burmester et al., 2000; Awenius et
al., 2001, Kugelstadt et al., 2004; Fuchs et al., 2006; Milton et al., 2006), so dass vermutet
werden kann, dass Neuroglobin in allen Vertebraten vorhanden ist. Die Neuroglobine der
Saugetiere bestehen aus 151-160 Aminosauren und bilden die typische drei-Uber-drei a-
helikale Sandwichstruktur mit acht a-Helices aus (Burmester et al., 2000; Awenius et al.,
2001; Reuss et al., 2002). Auf Aminosaureebene betragt die Identitat mit Myoglobinen und
Hamoglobinen lediglich 20-25% (Burmester et al., 2000).

|
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Abb. A 2: Aminosaurealignment von humanen Globinen
Dargestellt ist ein Vergleich der verschiedenen humanen Globinsequenzen. Ngb
Neuroglobin, Cygb = Cytoglobin, MB = Myoglobin, HBA, HBB, HBD, HBE, HBG, HBZ =
Hamoglobin a, B, J, €, vy, {. Konservierte Aminosauren sind grau, die Histidine E7 und F8
sowie das Phenylalanin CD1 rot eingefarbt. Die Intronpositionen sind durch Pfeile
markiert. Die Sekundarstruktur von humanem Neuroglobin sowie die interne
Disulfidbriicke sind angegeben (nach Burmester & Hankeln, 2004).

Wahrend die meisten Globine der Vertebraten und Invertebraten zwei konservierte Introns
an den Positionen B12.2 (zwischen der zweiten und dritten Base des 12. Codons der B-
Helix) und G7.0 besitzen, weist das Gen der Neuroglobine ein zusatzliches Intron an Position
E11.0 auf (Burmester et al., 2000, Awenius et al.,, 2001, Abb. A 2). Im Vergleich zu den
Neuroglobinen der Saugetiere besitzen die Fisch-Neuroglobine noch ein zusatzliches Intron
in der 5'-UTR (Awenius et al., 2001; Fuchs et al., 2004). Neuroglobin liegt in den meisten
Spezies als "single-copy" Gen vor, lediglich in der Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss
konnten zwei fir Neuroglobin kodierende Sequenzen identifiziert werden, die sich um 6
Aminosauren unterscheiden (Rosner, 2003).
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TruNgb : KLSSKDKE! TT -NCGSTQD@INISIZARPE: (VTI QY LI VA N).V- 79
OmyNgbl : KLTEKEKE| pg(eleinie)y CL.SSPEFLINE\AVWKVMLVIDAA 79

OmyNgb2 : KLTEKDKE| pdie)4Ne)y CL.SSPEFLINH\RWYKVMLVIDAA’ 79

HsaNgb : NVEDI#SSIAXEYIPAS PAFYPA' : 151
DreNgb : HLDDIFHT|AXDFPL PAYUNTSL : 159
TniNgb : HLDD@HSIAZDFIAL QAYJNASTINOK : 159
TruNgb : HLDDIFHSIAXDFIfL AT EAIARSIIFQC SIREOAYUNA STIHON : 159
OmyNgbl : HLDNIFHTIAXDFIfL T\ VGESLLYML{S[&IT. Giolepq T N3 FRIG)A : 159
OmyNgb2 : HLDDIFHTIAXDF#L EAVGESLL YML{OI&SIT. Gz (€)' T{e)JFRIO)A : 159

Abb. A 3: Aminosaurealignment der Neuroglobine
Vergleich der Neuroglobine (Ngb) verschiedener Fische mit humanem Neuroglobin.
Konservierte Aminosauren sind schwarz markiert, die zur Fixierung des Hams bendtigten
Aminosauren sind rot unterlegt. Hsa = Homo sapiens, Dre = Danio rerio, Tni = Tetraodon
nigroviridis, Fru = Fugu rubripes, Omy = Oncorhynchus mykiss.

Innerhalb der bekannten Neuroglobin-Sequenzen der verschiedenen Wirbeltierklassen sind
70 Aminosauren hochkonserviert, dies entspricht bis zu 46% der Aminosaurepositionen.
Zwischen humanem Neuroglobin und dem Neuroglobin der Fische betragt die Identitat auf
Aminosaureebene bis zu 54%, wahrend die bisher vollstdndig sequenzierten Fisch-
Neuroglobine einen deutlich héheren Konservierungsgrad von tber 80% besitzen (Abb. A 3).
Die an der Ham- und Ligandbindung beteiligten Aminosduren (proximales und distales
Histidin F8 und E7, Phenylalanin B10, CD1 und G5, Tyrosin CD3, Valin E11, FG1 und FG3,
Leucin F4) sind in allen Neuroglobin-Sequenzen unverandert zu finden (Pesce et al., 2003).
Insertionen und Deletionen von Aminosauren sind im Laufe der Neuroglobin-Evolution nur
selten zu beobachten und beschranken sich hauptsachlich auf die N- und C-terminalen
Bereiche sowie auf den flexiblen Bereich der C- und D-Helix (Burmester et al., 2004). Die
Aminosauresubstitutionsrate betragt mit 0,4*10° Substitutionen pro Position und Jahr
lediglich ein Drittel der bei Hamoglobinen beobachteten Rate (Wystub et al., 2004; Roesner
et al., 2005). Dies kommt hauptsachlich durch die Abnahme der nichtsynonymen
Substitutionen wahrend der Neuroglobin-Evolution zu Stande und ist ein Hinweis auf einen
hohen negativen Selektionsdruck (Burmester et al., 2004). Innerhalb der Fisch-Neuroglobine
betragt die Substitutionsrate 0,9*10° Aminosauresubstitutionen pro Position und Jahr
(Awenius et al., 2001; Fuchs et al., 2004).

Die hohe Ubereinstimmung auf Aminosédureebene spiegelt sich auch in den nahezu
identischen Bindungskinetiken der Neuroglobine von Mensch, Maus und Zebrabarbling wider
(Dewilde et al., 2001; Fuchs et al., 2004). Wahrend in Hamoglobin und Myoglobin das
zentrale Eisenion des Hams im deoxygenierten Zustand lediglich durch eine Bindung Uber
das proximale Histidin F8 an die Proteinkette gebunden ist, fixiert im deoxy-Neuroglobin das
distale Histidin E7 ebenfalls das Ham und bindet an die sechste Koordinationsstelle des
Eisens (Burmester et al., 2000; Dewilde et al., 2001; Pesce et al., 2003). Eine
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Hexakoordination des Eisens konnte bereits bei Globinen der Pflanzen, Bakterien und der
Invertebraten gezeigt werden (Kundu et al., 2003), war allerdings vorher noch nicht bei
Vertebraten beschrieben.

% \{’g' o
, - -
'\ Ty
. | ]
| | -
{J {J

A hexa B penta c oxy

Abb. A 4: Koordination des Hams in penta- und hexakoordinierten Globinen
A: das von zwei Histidinen (oben His E7, unten His F8) fixierte hexakoordinierte Ham im
deoxy-Neuroglobin und -Cytoglobin. B: pentakoordiniertes Ham im deoxygenierten
Myoglobin. C: oxygeniertes Globin (nach Hankeln et al., 2005).

Aus der Hexakoordination im deoxy-Zustand resultiert fir Neuroglobin eine komplexe
biphasische Ligandenkinetik. Die Verdrangung des internen Liganden Histidin E7 stellt bei
der Bindung von gasférmigen Liganden den limitierenden Faktor dar; nach diesem
langsamen Schritt erfolgt die Bindung eines externen Liganden aufgrund der hohen Affinitat
des Eisenions schnell (Dewilde et al., 2001; Kundu et al., 2003; Pesce et al., 2005). Die
Sauerstoffaffinitdt von Neuroglobin liegt im Bereich von Ps, = 1 Torr (Burmester et al., 2000;
Dewilde et al., 2001; Pesce et al., 2002; Fuchs et al., 2004) und ist damit vergleichbar mit der
von Myoglobin.

Neuroglobin konnte auf mRNA- und Proteinebene im Cytoplasma von Neuronen des
zentralen und peripheren Nervensystems nachgewiesen werden (Burmester et al., 2000;
Sun et al.,, 2001; Zhang et al., 2002; Reuss et al., 2002; Mammen et al., 2003; Geuens et al.,
2003; Wystub et al., 2003; Fuchs et al., 2004; Laufs et al., 2004). Gewebe mit einem hohen
Sauerstoffbedarf zeigen eine starke Expression von Neuroglobin (Burmester et al., 2000).
Besonders deutlich wird dies im Hirn, welches zwar lediglich 2% der Masse des Kdorpers
ausmacht, dafur jedoch 20% des eingeatmeten Sauerstoffs zur Energiegewinnung bendtigt
(Schmidt & Thews, 1997). Die Proteinkonzentration an Neuroglobin im gesamten
Hirngewebe der Maus betragt ca. 1 uM. Weitere Neuroglobin-positive Signale konnten in
endokrinen Geweben wie der Adenohypophyse, der Nebenniere, den Hoden und in den
Langerhans'schen Zellen der Bauchspeicheldrise detektiert werden (Burmester et al., 2000;
Reuss et al., 2002; Geuens et al., 2003). Diese Gewebe sind, ebenso wie Neuronen, sehr
stoffwechselaktiv, ein Merkmal aller Neuroglobin exprimierenden Zellen. Ein Gewebe mit
besonders hohem Sauerstoffbedarf ist die Retina (Netzhaut) des Wirbeltierauges (Anderson,
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1968; Osborn et al., 2004). Aus diesem Grund ist nicht verwunderlich, dass die héchste
Neuroglobin-Konzentration in der Retina der Maus beobachtet werden konnte (Schmidt et
al., 2003). Die Neuroglobin-Konzentration betragt hier ca. 100 yM, was vergleichbar ist mit
der Konzentration von Myoglobin in einigen Skelettmuskelzellen. Subzellulare
Untersuchungen ergaben, dass die Lokalisation von Neuroglobin in der Retina von
Wirbeltieren signifikant mit dem Auftreten von Mitochondrien korreliert ist (Bentmann et al.,
2005). Im Zebrabarbling Danio rerio ist Neuroglobin nicht nur im Hirngewebe und im Auge
lokalisiert, sondern auch in den Chloridzellen der Kiemen, die wahrend der Osmoregulation
ebenfalls eine hohe Stoffwechselrate aufweisen (Fuchs et al., 2004).

Im Laufe der letzten Jahre wurden verschiedene Neuroglobin-Funktionen diskutiert
(Burmester & Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005). Neuroglobin kdnnte &hnlich wie
Myoglobin eine Funktion als Sauerstoffspeicher einnehmen, oder die Diffusion von
Sauerstoff innerhalb der Zellen zu den Mitochondrien erleichtern (Wittenberg & Wittenberg,
2003; Abb. A 5 a). Ahnlich wie bei bakteriellen Globinen beobachtet, kdnnte Neuroglobin als
Sauerstoffsensor dienen (Freitas et al., 2005; Abb. A 5 b). Eine Funktion als terminale
Oxidase, die durch die Regeneration von NAD" die glykolytische ATP-Produktion unter
Hypoxie gewahrleistet, erscheint ebenso mdglich (Abb. A 5 c). Dies konnte bereits bei Mais-
Hamoglobin gezeigt werden (Sowa et al., 1998). Neuroglobin kénnte des Weiteren an der
Detoxifikation reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS), die unter hypoxischen Bedingungen
gebildet werden, beteiligt sein (Abb. A 5 d). Ebenso ist eine Funktion als Dioxygenase, die
reaktive Stickstoffverbindungen (RNS) wie NO in unschadliches Nitrat umwandelt, vorstellbar
(Abb. A 5 e), eine solche Funktion wurde bereits fur Myoglobin im Herzmuskel beschrieben
(FIogel et al., 2001). Ferner ist es denkbar, dass Neuroglobin andere cytoplasmatische
Enzyme mit Sauerstoff versorgt, die diesen flr verschiedene chemische Reaktionen
bendtigen (Abb. A 5 f). Die deutliche Korrelation zwischen der Neuroglobin-Expression und
der Stoffwechselaktivitat der Gewebe |asst eine sauerstoffspeichernde Funktion (Abb. A 5 a)
am wabhrscheinlichsten erscheinen (Burmester & Hankeln, 2004). Eine hohe Konzentration
eines solchen Proteins erleichtert die Aufrechterhaltung eines aeroben Metabolismus in
Zellen, die aufgrund einer hohen Stoffwechselrate einen gesteigerten Sauerstoffbedarf
aufweisen.
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Abb. A 5: Mogliche Funktionen von Neuroglobin
(nach Hankeln et al., 2005).

Das Nervensystem von Wirbeltieren reagiert sehr empfindlich auf schwankende und niedrige
Sauerstoffkonzentrationen, wie sie bei Schlaganfall oder cerebraler Ischamie auftreten.
Durch die geringere Versorgung der Neuronen mit Sauerstoff kommt es unweigerlich zu
einem Absterben von Zellen. Eine hohe Neuroglobin-Konzentration kénnte die Schadigung
neuronaler Gewebe bei Hypoxie verhindern oder verringern. Die in den letzten Jahren
zahlreich durchgefiihrten Untersuchungen zur Veranderung der Neuroglobin-Expression
unter Sauerstoffmangel bei Saugetieren kamen jedoch zu widersprichlichen Ergebnissen.
Wahrend von einigen Arbeitsgruppen eine Zunahme der Neuroglobin mRNA-Expression
nach Hypoxie im Hirn von Maus oder Ratte (Fordel et al., 2004; Hundahl et al., 2006 b; Li et
al., 2006) beobachtet wurde, ergaben andere Untersuchungen keine Veranderung (Mammen
et al.,, 2002) oder sogar eine Abnahme der Neuroglobin-Expression (Hankeln, persénliche
Mitteilung).

5.4 Cytoglobin

Das vierte Mitglied der Vertebratenglobine wurde zeitgleich von drei verschiedenen
Forschergruppen unabhangig voneinander identifiziert und benannt (Kawada et al., 2001;
Burmester et al., 2002; Trent & Hargrove; 2002). Aufgrund der ubiquitdren Expression des
Proteins im Saugergewebe hat sich der Name Cytoglobin durchgesetzt (Burmester et al.,
2002). Bisher sind Cytoglobin-Sequenzen nicht nur von Saugetieren, sondern auch vom
Huhn und von einigen Fischen bekannt (Burmester et al., 2002; Kugelstadt et al., 2004;
Fuchs et al., 2005). Cytoglobine sind mit 174 bis 190 Aminosauren und einer berechneten
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molekularen Masse von ungefahr 21 kDa aufgrund von N- und C-terminalen Verlangerungen
deutlich groRer als typische Vertreter der Globinfamilie (siehe Abb. A 2 und A 6). Die
globintypischen Introns an den Positionen B12.2 und G7.0 sind in allen bekannten
Cytoglobinen konserviert, zusatzlich besitzen die Saugetiere noch ein Intron an Position
H11.2 (Burmester et al, 2002; 2004; sieche Abb. A 2). Die Verlangerungen resultieren aus
einem zusatzlichen Exon am C-Terminus der Saugetier-Cytoglobine sowie vermutlich aus
einer Verdopplung des 5'-kodierenden Bereichs am N-Terminus (Burmester et al., 2002).
Den Cytoglobinen der Fische und des Huhns fehlt das zusétzliche Exon im 3'-Bereich, so
dass sie etwas kirzer als die Cytoglobine der Sauger sind (Kugelstadt et al., 2004; Fuchs et
al., 2005). Sequenzvergleiche haben gezeigt, dass die Cytoglobine der Sdugetiere mit einer
geringen Aminoséauresubstitutionsrate von lediglich 0,3*10° Aminosauren pro Position und
Jahr und einer Reduktion der nichtsynonymen Nukleotidaustausche noch starker konserviert
sind als die Neuroglobine (Burmester et al., 2002; Wystub et al., 2004). Die Evolutionsrate
der Knochenfisch-Cytoglobine ist ungefahr doppelt so hoch wie die der Cytoglobine von
Huhn und Sauger (de Sanctis et al., 2004; Kugelstadt et al., 2004; Fuchs et al., 2005). Im
Vergleich zu anderen Globinen deutet sie aber dennoch auf eine konservative Evolution der
Knochenfisch-Cytoglobine hin (Fuchs et al., 2005).

Wahrend die Cytoglobine der Saugetiere und des Huhns als "single-copy" Gene vorliegen,
besitzen die Knochenfische zwei paraloge Cytoglobin-Gene Cytoglobin 1 und Cytoglobin 2
(Fuchs et al., 2005). Ahnlich wie das orthologe Sauger-Cytoglobin werden beide Cytoglobine
der Knochenfische in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wobei die Expression von
Cytoglobin 2 in neuronalen Geweben 250-fach starker ist als die von Cytoglobin 1, was eine
mdgliche Subfunktionalisierung der beiden Cytoglobine nach der Genduplikation vermuten
lasst (Fuchs et al., 2005). Ein Vergleich der Genregion von humanem Cytoglobin auf
Chromosom 17g25.3 mit den paralogen Regionen der genomischen Sequenz des T.
nigroviridis ergab, dass die beiden Kopien der Knochenfisch-Cytoglobine nicht aus einer
einzelnen Genduplikation resultieren, sondern vielmehr das Resultat einer grol¥flachigen
genomischen Duplikation mit zahlreichen benachbarten Genen ist, die vermutlich vor 320-
350 Millionen Jahren im Vorlaufer der Strahlenflosser stattgefunden hat (Fuchs et al., 2005).
Ein Vergleich der Fisch-Cytoglobine mit humanem Cytoglobin verdeutlicht die
unterschiedliche Lange der verschiedenen Cytoglobine und zeigt, dass zwischen den

verschiedenen Spezies zahlreiche Aminosauren hochkonserviert sind (Abb. A 6).
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* 20 * 40 * 80
HsaCygb : ———————mmmmmmmo o MEKVPGEME I ERRERSEE[SEAERKAVQAMIJARL YANCED QYESQE : 63
DreCygbl : ———————mmmmmmmo o ME---GDGGVQLTQSPDSIETEEDVCY 1QDTJKPVYAERDN EHE : 60
OlaCygbl : ——————mmmmmm MER--KQGEVDHLERSRP[ETDKERVM I QDS{JAKVYQNCDD S 61
TniCyghl : ——————mmmmmmm MERMQRDGEVDHVEQPGPRTEKEKVM I QDS{JAKVFQSCDD K 63
TruCygbl : ———— oo MERMQGDGELDHVERPSPETDKEKVM I QDS{JAVVFQSCDD K 63
DreCygh2 : ———————mmmmmmmo o MEKEREDEETEGRERPEP[ITDVERG I IKDT{JARVYASCED S 63
OlaCygb2 : MSCRESPPPPSPPPQ--MLGVQRGECEDRPERAEPSDAEME I 1QHTJGHVYKNCED S 78
TniCygb2 : MSHREPPPP--—-- QL-AVQRRDVDGQDGPERAEPISDTEREM I RDAJGHVYKNCED S 74
TruCygb2 : MSHRESPPAPPPPPQLLGGQRRDVEGEDGPERAKPSDTEREMIQDTIIGH I YKNCED S 80
* 100 * 120 * * 160
HsaCygb : KHMEDPLEMERSPSERKEACEWMGALN NEHDPDKVSSVLALVEKARRLKH SV IMEVVABEFASDF : 143
DreCygbl : RELQDPAEMQONASEKKEGORYLNALNILYENERDADKLNT I FNQMEKSARLRH iflEvLVEAFPQCE = 140
OlaCygbl : KHIEDAEELEKSSOIRKEARRMNA I LYESIDNSDKVSSVLNAVEKARR 1 RH sevIlEVLGEAYPQWM - 141
TniCygbl : KHMEEPE[EMQQSVEERKEAHRMTALNILMESEDNSDRVASVLKSVIERARRLKHN IlEVLGEAFTENT - 143
TruCygbl : KDIEEPEEMQRS I[SIRKEAHRNMTT 1 LYENTIDDADAMASALKSVIERAREL RH IlEVLGEAFTENT - 143
DreCygb2 : QDMEDPEEMEKSSOMRKEARRYMNAIY NIHDPEKVSSVLVLVEKARISFKY 1IlE1LASEFGECF : 143
OlaCygb2 : QDMQDPEEMEKSSEERQSAREIMNALY NIQDPEKVSSVLALVEKARIAVKH MLsvVLS[EDFPEFF : 158
TniCygb2 : QDMEEPEEMERSSEERHEACRIMNALY NIHDPEKVSSVLAVVERABIAVKH IlEVLCEKFPEFF - 154
TruCygb2 : QDMEDPE[SMERSSEERHEACKMNAIL NIHDPEKVSSVLALVEKARI 1KH MBEVLCEAFPEFF : 160

* 180 * 200
HsaCygb : PP-ETQRAJAKMERGLI1YSHVTAANMKEVEIVOQVPNATTPPATLPSSGP : 190
DreCygbl : SPAEVQSSJ|SKIEMG ILYWQMNRWMAE E---NSKK----——————- 174
OlaCygbl : TA-EVASAIITNELAILCCSIKAVYEE PHLSNSTS----——————- 177
TniCygbl : TA-EVASAUTKELANMCCGIAAVYKEAGITELSSSVE-—————————— - 179
TruCygbl : TA-EVASAJTKELANMCCAVAAVHEEAGIITKLSSSAE-—————————— 179
DreCygb2 : TP-EVQTSJSKEMAALYWH I TGAMTEVEIIVKLSSSAV-—————————- 179
OlaCygb2 : TA-EVQLVTKEMAAVYWHVTGAMTE LQVSSSAV-—-———————— : 194
TniCygb2 : TA-DVQLV{ISKEMATVYWHVTGANTD! LQVSSSAV-—————————— : 190
TruCygb2 : TA-DVRMV[JAKEMAAVYWHVTGATD LQVSSSAV---———————— - 196

Abb. A 6: Aminosaurealignment der Cytoglobine
Vergleich der Cytoglobine (Cygb) verschiedener Fische mit humanem Cytoglobin.
Konservierte Aminosduren sind schwarz markiert, die zur Fixierung des Hams bendtigten
Aminosauren sind rot unterlegt. Hsa = Homo sapiens, Dre = Danio rerio, Ola = Oryzias
latipes, Tni = Tetraodon nigroviridis, Fru = Fugu rubripes.

Trotz der Verlangerungen im N- und C-terminalen Bereich bilden die Cytoglobine die
globintypische Struktur mit acht a-Helices in einem drei-Uber-drei a-helikalem Sandwich aus
(de Sanctis et al., 2004). Im Gegensatz zum monomeren Myoglobin und Neuroglobin liegt
humanes Cytoglobin in vitro als stabiles Homodimer vor (Hamdane et al., 2003; de Sanctis et
al., 2004). Cytoglobin ist wie Neuroglobin im deoxygenierten Zustand durch die Bindung des
distalen Histidins E7 an die Hamgruppe hexakoordiniert (de Sanctis et al., 2004). Innerhalb
der Cytoglobine sind neben dem proximalen Histidin F8 und dem distalen Histidin E7, die
das Eisenion im Ham koordinieren, die zur Stabilisierung der Hamgruppe bendtigten
Aminosauren Phenylalanin CD1 sowie Valin E11 und F4 hochkonserviert (Burmester et al.,
2004). Die Bindungskinetiken von Cytoglobin werden gepragt von der langsamen
Verdrangung des internen Histidin E7-Liganden, bevor ein externer gasférmiger Ligand an
das Ham binden kann (Pesce et al., 2002; Kundu et al., 2003). Die Sauerstoffaffinitat von
Cytoglobin betragt Pso = 1 Torr und ist damit vergleichbar mit der von Neuroglobin und
Myoglobin (Trent & Hargrove, 2002; Hamdane et al., 2003).
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Wahrend zunachst von einer ubiquitdren Expression von Cytoglobin ausgegangen wurde
(Burmester et al., 2002), konnten in den letzten Jahren genauere Aussagen Uber die
Lokalisation von Cytoglobin getroffen werden. Cytoglobin wird cytoplasmatisch in
Fibroblasten und nah verwandten Zelltypen des Bindegewebes und in Eingeweideorganen
exprimiert (Schmidt et al., 2004; Nakatani et al., 2004). Des Weiteren konnte Cytoglobin in
Osteoblasten und Chondroblasten, nicht jedoch in ausgereiften Osteocyten und
Chondrocyten detektiert werden (Schmidt et al., 2004). Cytoglobin ist damit haufig in Zellen
lokalisiert, die an der Produktion von Komponenten der extrazelluldren Matrix in Eingeweiden
beteiligt sind. Auerdem konnte in einigen neuronalen Zellen des zentralen und des
peripheren Nervensystems, inklusive der Retina, eine cytoplasmatische und nukleare
Expression von Cytoglobin nachgewiesen werden (Hankeln et al., 2004; Nakatani et al.,
2004; Schmidt et al., 2004; 2005).

Cytoglobin kénnte verschiedene gewebespezifische Funktionen einnehmen. Eine Beteiligung
an der Detoxifikation von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen erscheint ebenso
moglich wie das Bereitstellen von Sauerstoff fur enzymatische Reaktionen (Hankeln et al.,
2004). Eine Uberexpression von Cytoglobin steigert die Kollagensynthese (Nakatani et al.,
2004), moglicherweise stellt Cytoglobin hierbei der Prolylhydroxylase Sauerstoff zur
Verfugung (Hankeln et al., 2005). Untersuchungen zur Veranderungen der Cytoglobin-
Expression unter hypoxischen Bedingungen ergaben jedoch unterschiedliche Ergebnisse.
Wahrend von Schmidt et al. (2004) und Fordel et al. (2007) eine deutliche Zunahme der
Cytoglobin-mRNA in verschiedenen Geweben (Leber, Herz, Muskel und Auge) von Maus
und Ratte nach Hypoxie beschrieben wurde, konnten Li et al. (2006) eine unveranderte
Cytoglobin-Expression im Hirn von Ratten nach Sauerstoffmangel beobachten. Offensichtlich

erfolgt die Regulation von Cytoglobin gewebespezifisch.

5.5 Evolution der Globine

Aufgrund der grof3en Anzahl an bekannten Globinsequenzen bietet sich diese Proteinfamilie
zur Untersuchung der Evolution von Genen und Spezies gleichermaften an (Graur & Li,
2000). Anhand von phylogenetischen Untersuchungen der vier bekannten Globine der
Vertebraten konnte gezeigt werden, dass vor ungefahr einer Milliarde Jahren ein
Vorlauferglobin existiert haben kénnte, von dem sich alle heutigen Globine der vielzelligen
Tiere (Metazoa) ableiten lassen (Burmester et al., 2002; Abb. A 7). Neuroglobin bildet
zusammen mit den Nervenglobinen einiger Invertebraten im Stammbaum der Globine einen
urspringlichen Ast, der sich bereits vor der Trennung der Protostomia und Deuterostomia
vor mehr als 600 Millionen Jahren von den anderen Globinen abgespalten hat (Burmester et
al., 2000). Innerhalb des anderen Astes entstanden vor ca. 500 bis 600 Millionen Jahren
zunachst das Hamoglobin sowie ein zellulares Globin (Goodman et al., 1988), aus dem
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durch Genduplikation vor ca. 450 Millionen Jahren, und somit bevor die Chondrichthyes
(Knorpelfische) und die kiefertragenden Wirbeltiere (Gnathostomata) divergierten, die
Myoglobine und Cytoglobine entstanden (Burmester et al., 2002).

Ch 14 C 17 Ch 22 Chromosom 18 Chromosom 11
NGB CYGB MB HbC W W« g2 al E LI O L T
I [ [ ]

——r—
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200 Cytoglobin _

.PM

400

Neuroglobin
600

Millionen Jahre

800

1000 =

urspriingliches
Globin

Abb. A 7: Evolution der Globingene des Menschen
(verandert nach Burmester et al., 2002).

6 Zielsetzung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Diversitat der
Fischglobine durchgefuhrt. Hierbei lag der Schwerpunkt auf der Identifizierung neuer

Globintypen.

Wahrend die meisten Saugetiere aufgrund der konstanten Sauerstoffkonzentration der
Atmosphadre nicht an wechselnde Sauerstoffpartialdricke angepasst sind, ist der
Lebensraum von Fischen natirlichen Schwankungen des Sauerstoffgehalts unterworfen.
Aus diesem Grund haben Fische verschiedene Anpassungen entwickelt, um in Zeiten des
Sauerstoffmangels zu Uberleben. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
untersucht, wie sich niedrige Sauerstoffkonzentrationen auf die Expression der Globine

auswirken.
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B Material und Methoden

1 Tiere

1.1 Danio rerio (Zebrabarbling)

Die fir allgemeine Untersuchungen verwendeten Zebrabarblinge entstammten der eigenen
Zucht und wurden bei 26°C gehalten. Adulte Zebrabarblinge, die fir die Hypoxieexperimente
eingesetzt wurden, stammten aus Aquarienfachgeschaften (Juma Aquaristik und Hornbach,
Mainz). Diese Zebrabarblinge wurden durch langsames Reduzieren der Wassertemperatur
(1°C pro Tag) an eine Temperatur von 21-22°C akklimatisiert. Hierzu wurde ein Thermofilter
(Ekip 350, Hydor, Bassano del Grappa, Italien) verwendet. Beide Gruppen wurden in einem
Licht / Dunkel Zyklus von 14 h / 10 h gehalten und mit TetraMin Trockenfutter (Tetra, Melle)
geflttert. Zur besseren Sauerstoffversorgung wurde das Aktivkohle-gefilterte Wasser mit
gefilterter Luft begast. Durch regelmalige Wasserwechsel wurde die Wasserqualitat
konstant gehalten.

Abb. B 1: Danio rerio (Zebrabarbling)
(Quelle: http://www.JensRoesner.de).

1.2 Carassius auratus (Goldfisch)

Die Goldfische flir die Hypoxieexperimente wurden bei Juma Aquaristik in Mainz gekauft und
in 100 | Aquarien bei 20°C und einem Licht / Dunkel Zyklus von 14 h / 10 h gehalten. Das
Wasser wurde mit Thermofiltern (Ekip 350, Hydor, Stadt) temperiert und gefiltert, sowie mit
gefilterter Luft begast. Die Wasserqualitat wurde wochentlich tberprift (Multi Check, Amtra,
Rodgau) und es wurden regelmalig Teilwasserwechsel durchgefinhrt.

Bei allen anderen Untersuchungen wurden Goldfische aus eigener Zucht verwendet. Die
Zuchttiere wurden 2002 im Zoopalast (Wiesbaden) gekauft und seitdem artgerecht in einem
grolten Wasserbecken im Botanischen Garten der Universitat Mainz gehalten.
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Abb. B 2: Carassius auratus (Goldfisch)
(Quelle: http://www.JensRoesner.de).

1.3 Tetraodon nigroviridis (Gruner Kugelfisch)

Der Grine Kugelfisch ist in tropischen Brackgewassern in Asien (Indonesien, Malaysia,
Philippinen, Sri Lanka) heimisch. Er kommt dort im Bereich der Mangrovenwalder vor und
vertragt verschiedene Salzkonzentrationen von SuRwasser bis Meerwasser. Die
verwendeten Kugelfische stammten aus dem Aquarienfachhandel (Zoopalast, Wiesbaden)
und wurden in Brackwasser bei 26°C mit einem Licht / Dunkel Zyklus von 14 h / 10 h
gehalten. Die Fltterung erfolgte mit kleinen Posthornschnecken und mit getrockneten
Bachflohkrebsen.

Abb. B 3: Tetraodon nigroviridis (Griiner Kugelfisch)
(eigene Aufnahme).
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1.4 Systematik der Fische

(nach den Angaben bei NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/)

Stamm Chordata (Chordatiere)
Unterstamm Vertebrata (Wirbeltiere)
Uberklasse Gnathostomata (Kiefertragende)
Klasse Osteichthyes (Knochenfische)
Unterklasse Actinopterygii (Strahlenflosser)
Uberordnung Teleostei (héhere Knochenfische)
Ordnung Cypriniformes (Karpfenartige) Tetraodontiformes (Kugelfischartige)
Familie Cyprinidae (Karpfenfische) Tetraodontidae (Kugelfische)
Unterfamilie | Rasborinae Cyprininae -
(Barblinge) (Karpflinge)
Art Danio rerio Carassius auratus | Tetraodon nigroviridis
(Zebrabarbling) (Goldfisch) (Gruner Kugelfisch)
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2 Chemikalien und Gerate

Alle fur die Laborarbeit verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitat bezogen und

stammten, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck

(Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Mdnchen). Die Kits wurden von den Firmen PeqglLab

(Erlangen), QIAGEN (Hilden), Macherey-Nagel (Duren), Invitrogen (Karlsruhe), Sigma

Aldrich (Minchen) und ABgene (Hamburg) bezogen.

Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Gerate verwendet:

Zentrifugen:

Photometer:

Autoklav:

pH-Meter:

Thermocycler:

Aquarien:

Sauerstoffelektrode:

Heraeus Biofuge pico, Rotor 3325 (Kendro GmbH, Hanau)
Eppendorf Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
Heraeus Megafuge 1.0R, Rotor 3360 (Langenselbold)
Sorvall (RC5B), GSA- und SS34-Rotor (Langenselbold)
Speed Vac Concentrator (Bachofer, Reutlingen)

Ultrospec® (Amersham Pharmacia biotech, Freiburg)
Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)
Cary 1E UV-Visible Spectrophotometer (Varian, Darmstadt)

Technoclav (Integra Biosciences, Fernwald)
Digital-pH-Meter (Knick, Berlin)

Techne Progene (Techne, Cambridge, UK)

Biometra T Gradient (Biometra, Gottingen)

Biometra T1 Thermocycler (Biometra, Gottingen)

ABI 7000 Real-time PCR Cycler (Applied Biosystems,
Darmstadt)

Hypoxieexperimente:

D. rerio: Beckengrofte 30x20x20 cm (10 Liter)

C. auratus: BeckengroRe 35x35x35 cm (40 Liter)
Halterungsaquarien: 50x60x50 cm (150 Liter)

Oxi 340i (WTW, Weilheim)
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3 Hypoxieexperimente

Vor der Durchfiihrung der Experimente wurden die Zebrabarblinge und Goldfische zunachst
fir mindestens 10 Tage an die beschriebenen Haltungsbedingungen adaptiert (siehe 1). Die
Hypoxieexperimente wurden in Glasaquarien (10 Liter, 40 Liter) mit lose abdichtenden
Deckeln aus durchsichtigem PVC durchgefiihrt. Aktivkohle-gefiltertes Wasser wurde mit Hilfe
von Thermofiltern temperiert und ventiliert (Ekip 200, Ekip 350, Hydor, Bassano del Grappa,
Italien). Durch ein kleines Loch im Deckel wurden verschiedene Gasmischungen (2%
Sauerstoff in Stickstoff, 5% Sauerstoff in Stickstoff, 100% Stickstoff; Air Liquide, Dusseldorf)
eingeleitet und durch einen Ausstromerstein fein verteilt. Der Sauerstoffpartialdruck (pO,)
des Wassers wurde alle 5 Minuten mit einer Sauerstoffelektrode (Oxi 340i, WTW, Weilheim)
gemessen. Die Messwerte wurden im Messgerat gespeichert und konnten anschliefend am
Computer mit Hilfe der Programme MultiLab® Pilot (WTW, Weilheim) und Microsoft® Excel
2003 (Microsoft, USA) ausgewertet werden.

Die Fische wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn das letzte Mal gefittert. Auf Futtergabe
wahrend dem Versuch wurde verzichtet, da es durch Unterschiede in der Menge der
aufgenommenen Nahrung zur Verfalschung der Versuchsergebnisse kommen kann. Bei
jedem Experiment wurden die Fische zufallig in eine Hypoxie- und eine Kontrollgruppe
aufgeteilt. Es wurde darauf geachtet, dass stets alle Tiere eines Experiments aus derselben
Zuchtgruppe kamen, um zu garantieren, dass Hypoxie- und Kontrollfische das gleiche Alter
hatten. Es wurden vier Tiere pro Gruppe gewahlt, so dass sich ein Verhaltnis von
zweieinhalb Liter Wasser pro Zebrabarbling und zehn Liter Wasser pro Goldfisch ergab. Dies
entsprach auch der Besatzdichte in den Halterungsaquarien. Beide Gruppen wurden gleich
behandelt, der einzige Unterschied lag in der Zusammensetzung des eingeleiteten Gases.
Zu Beginn des Versuches lag in beiden Becken ein O,-Partialdruck von 140 Torr vor. Durch
langsames Einleiten von 2% bzw. 5% Sauerstoff wurde nach einer Stunde ein O,-
Partialdruck von etwa 31 (27-35) Torr bzw. 65 (60-70) Torr erreicht. Die Kontrolltiere wurden
mit gefilterter Frischluft (21% Sauerstoff, 78% Stickstoff, ~0,9% Argon, 0,04% Kohlendioxid)
begast. Die Begasung wurde Uber den gesamten Zeitraum des Versuches konstant
gehalten, so dass sich der O,-Partialdruck nur geringfiigig veranderte. Nach 24 bzw. 48
Stunden wurden die Hypoxieexperimente des Zebrabarbling beendet. Hierzu wurde der
Fisch auf Eis betaubt und direkt in Stickstoff eingefroren oder ausgewahlte Organe prapariert
(siehe dazu auch 5.1).

Bei den Experimenten mit Goldfischen wurde nach 48 Stunden mit einem Partialdruck von
50 Torr reiner Stickstoff eingeleitet und der O,-Partialdruck von 13 Torr fir 8 Stunden
konstant gehalten. Danach wurde fur 12 Stunden wieder ein pO, von 50 Torr eingestellt, die
Fische auf Eis betaubt, dekapitiert, einzelne Organe prapariert und in Stickstoff eingefroren.
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Es wurde stets zunachst ein Genickschnitt durchgeflhrt und dann die Organe in der
Reihenfolge Auge, Hirn, Herz, Kieme und Eingeweide entfernt.

Abb. B 4: Hypoxiebecken
Aufbau der Hypoxiebecken fir Experimente mit Zebrabarblingen (A) und Goldfischen (B,
rechtes Becken, linkes Becken = Kontrolle). Durch den griinen Schlauch wurde eine
Gasmischung mit geringem Sauerstoffgehalt eingeleitet und der Sauerstoffpartialdruck
mit Hilfe einer Sauerstoffsonde bestimmt, die in der Mitte des Beckens angebracht war.

Die Tierhaltung und die Durchfliihrung der Experimente erfolgte gemal der vorliegenden
Tierversuchsgenehmigung der Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz, AZ 1.5 177-07/021-30.

26



Material und Methoden

4 Mikrobiologische Methoden

4.1 Bakterienstamme

Es wurden folgende Bakterienstamme der Art Escherichia coli verwendet:

= E. coli Top10 (Invitrogen, Groningen); Resistenz gegen Tetracyclin
= E. coli BL21 (DE3)pLys (Stratagene, Heidelberg); Resistenz gegen Chloramphenicol

Beide Stdmme sind Sicherheitsstdmme (K12 Derivate), denen die flr die Pathogenitat
verantwortlichen Gene fehlen.

4.2 Nahrmedien und Agarplatten

Es wurden folgende Nahrmedien verwendet:

= LB-Medium (pro Liter) 1% NaCl 1049
1% Trypton 1049
0,5% Hefeextrakt 5¢
pH 7,4
= LB-Agar 20 g Agar-Agar auf 1 Liter LB- Medium
= L-Medium (pro Liter) 0,5% NaCl 59
1% Trypton 10g
0,5% Hefeextrakt 59
pH 7,4

Alle Medien wurden unmittelbar nach ihrer Herstellung fir 30 min bei 121°C (1,0 bar)
autoklaviert. Der Agar wurde danach auf ca. 55°C abgekuhlt und 5 mm hoch in Petrischalen
(9 85 mm) gegossen.

Um ein selektives Wachstum der gewlnschten Bakterien zu ermdglichen, wurden Medien
und Agar nach dem Autoklavieren und Abkihlen mit Antibiotika versetzt. Dabei wurden

folgende Antibiotikakonzentrationen verwendet:

= Ampicillin (Amp) 100 mg /|
= Kanamycin (Kan) 12,5mg /|
= Chloramphenicol (Chl) 34 mg/l
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4.3 Flussigkulturen

Zur Herstellung einer Flissigkultur wurde eine Bakterienkolonie von einer Agarplatte mit
einer sterilen Pipettenspitze in ca. 5 ml LB-Medium, das zuvor mit Antibiotika (siehe 4.2)
versetzt wurde, Uberflihrt und Gber Nacht unter Schatteln bei 37°C inkubiert.

4.4 Expressionskulturen

Die rekombinante Expression von Proteinen in E. coli erfolgte in ca. vier Liter
Expressionskultur in L-Medium bei ca. 25°C. Siehe dazu 7.8.

4.5 Glycerinkulturen

Um Bakterien Uber langere Zeit aufbewahren zu kénnen, wurden Glycerinkulturen angesetzt.
700 ul Bakterienflissigkultur wurden mit 300 pl sterilem Glycerin versetzt, gemischt und bei
-80°C eingefroren. Glycerinkulturen sind eingefroren mehrere Monate haltbar.
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5 Allgemeine molekularbiologische Methoden

5.1 Praparation von RNA

Vor der Praparation wurden die Fische mit Eis betdubt und anschlieRend durch einen
scharfen Schnitt durch das Rickenmark dekapitiert. Die gesamte Praparation wurde auf Eis
durchgeflhrt, praparierte Gewebe wurde sofort in fllissigem Stickstoff eingefroren und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Praparation von Gesamtfisch-RNA wurde der
Fisch nach dem Betauben direkt in flissigem Stickstoff eingefroren. Um eine Degradation
der RNA durch RNasen zu vermeiden, wurde das verwendete Praparationsbesteck durch
Abflammen sterilisiert und nur autoklavierte oder sterilisierte, RNase freie Gefalle und
Pipettenspitzen verwendet. Alle Lésungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt und
autoklaviert.

= DEPC-H,O: 11H5044
1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Uber Nacht schitteln bei 37°C, autoklavieren

5.1.1 RNA-Praparation mit der GITC-Methode

Die Praparation gréfierer Mengen an RNA erfolgte mit der GITC-Methode (Chirgwin et al.,
1979). Hierbei wurde das Gewebe direkt in 10 ml GITC-Puffer mit Hilfe eines Ultra-Turraxes
(IKA, Staufen) homogenisiert und nacheinander 1 ml 2 M Natriumacetat, 10 ml saures
Phenol und 10 ml CIA (Chloroform-lsoamylalkohol im Verhaltnis 49:1) zugegeben. Die
Lésung wurde fur 1 h (mindestens 15 min) auf Eis gekihlt und im Anschluss fur 60-90 min
bei 4.332 g und 4°C zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde abgezogen, mit 1
Volumen Isopropanol versetzt und bei -20°C Uber Nacht (mindestens 1 h) prazipitiert. Das
entstandene Prazipitat wurde abzentrifugiert (60 min, 4332 g, 4°C), der Uberstand verworfen
und das Pellet in 7 ml GITC-Puffer gelést. Nach Zugabe von einem Volumen Isopropanol
wurde erneut fur eine Stunde bei -20°C prézipitiert und anschlieBend zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 0,5 ml Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen (ca. 45 Minuten) wurde das Pellet in 1-2 ml DEPC-Wasser geldst und far 30
Minuten bei 9.000g und 4°C abzentrifugiert. Die RNA befand sich im Uberstand.
Konzentration und Reinheit wurden photooptisch (siehe 5.3) und mittels RNA-
Gelelektrophorese bestimmt (siehe 5.5.2).
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=  GITC-Puffer : 100 g Guanidinisothiocyanat in 117 ml H,Oq4q4 |6sen
7,0 ml 0,75 M Natriumcitrat, pH 7,0
10,6 ml 10% Natrium-N-Lauroylsarcosinat
1,52 ml B-Mercaptoethanol

5.1.2 RNA-Praparation mit dem "RNeasy-Kit" (Qiagen, Hilden)

Zur Isolierung von DNA-freier RNA wurde das "RNeasy Mini-Kit" der Firma Qiagen
verwendet, welches auf einer reversiblen Bindung der RNA an eine Silikamembran beruht.
Das Gewebe (Gesamtfisch oder einzelne Organe) wurde in der entsprechenden Menge
RLT-Puffer (Qiagen) mit Hilfe eines Ultra-Turraxes (IKA, Staufen) oder mit Micro-
Glasmdrsern (Roth, Karlsruhe) homogenisiert. Fir die Isolation der RNA wurden ca. 200 pl
Homogenisat eingesetzt (20 mg Gewebe). Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach Angabe
des Herstellers und beinhaltete einen DNase-Verdau. Die RNA wurde zweimal mit 30 pl
sterilem, RNase-freiem Wasser eluiert.

5.2 Praparation von genomischer DNA

Die DNA-Praparation erfolgte mit dem "DNA Extraction Kit" (Stratagene, Heidelberg), die
Durchfuhrung erfolgte nach Angabe des Herstellers. Das Gewebe wurde mit einem Skalpell
zerschnitten (ca. 0,3 cm x 0,3 cm) und mit 14 ml Lésung 2 und 6,16 pl Pronase (100 pg/ml)
uber Nacht bei 37°C in einem Hybridisierungsofen (Bachofer, Reutlingen) inkubiert. Nach
Abkuhlen auf Eis wurden 5 ml Lésung 3 hinzugegeben, invertiert und fur 15 min bei 2.000 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer weiten Pipette abgenommen und mit
zwei Volumen absolutem Ethanol versetzt. Die dabei ausfallende DNA wurde mit einem
sterilen Glasstab aufgewickelt, mit Ethanol gewaschen und in sterilen H,O4 gel6st.

5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Nukleinsauren haben aufgrund der aromatischen Ringe der Basen ein Absorptionsmaximum
bei 260 nm. Bei Messungen in Klvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm gilt:

1 ODgg0 ~ 50 pg/ml doppelstrangige DNA
1 ODggp ~ 35 pg/ml einzelstrangige RNA

Da das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 280 nm liegt (siehe 7.2.1), lasst sich anhand
des Quotienten OD250/OD4g, €ine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsaure treffen.
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OD260o/ODogq = 1,8 fiir reine DNA-L6sung
OD260/ODygq = 2,0 fiir reine RNA-L6sung
OD260/ODygg < 1,8 fiir mit Proteinen verunreinigte DNA- oder RNA-L&sung

5.4 PCR-Techniken

5.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ("polymerase chain reaction", PCR) ist ein Verfahren zur
Vervielfaltigung von Nukleinsaureabschnitten. Sie beruht auf der Synthese von DNA-
Sequenzen zwischen zwei Oligonukleotidprimern, die an einer einzelstrangigen Nukleinsaure
binden. Ein PCR-Lauf besteht aus drei Temperaturstufen, die zyklisch durchlaufen werden.
Zu Beginn der Reaktion wird der Ansatz auf 94°C erhitzt, um die doppelstrangige DNA der
Probe in ihre Einzelstrange zu denaturieren. Im zweiten Schritt kommt es zur Anlagerung
(Annealing) der Primer an ihre komplementare Sequenz des denaturierten DNA-Stranges.
Die Temperatur hierfir betragt, abhangig von der Schmelztemperatur der verwendeten
Primer, 45-60°C. In der dritten Stufe kommt es durch die Tag-Polymerase, einer
temperaturstabilen DNA-Polymerase, zur Synthese des komplementaren DNA-Abschnittes
ausgehend vom 3'-Ende des Primers. Diese Elongation erfolgt bei 72°C, dem
Aktivitdtsoptimum der Tag-Polymerase. Im Anschluss erfolgt ein neuer Zyklus, der mit der
Denaturierung des entstandenen DNA-Doppelstranges beginnt. Wahrend der folgenden 30-
35 Zyklen kommt es zur exponentiellen Vermehrung des gewiunschten DNA-Abschnittes.
Nach dem letzten Zyklus wird fir 10 Minuten nachelongiert, damit die Polymerase alle
amplifizierten Strange vervollstandigen kann.

Bei allen PCR-Anséatzen wurde die Tag-Polymerase von Invitrogen (Karlsruhe) nach Angabe
des Herstellers verwendet. Diese Polymerase hangt charakteristisch ein einzelnes,
Uberhdngendes Adenosinnukleosidtriphosphat an das 3'-Ende der DNA an, was flr
nachfolgende Klonierungsschritte von Vorteil ist.

5.4.2 RT-PCR

Bei der RT-PCR wird als Template RNA eingesetzt, die in einem der PCR vorgeschalteten
Schritt in einzelstrangige cDNA umgeschrieben wird. Hierfur verwendet man Enzyme, die als
Reverse Transkriptasen bezeichnet werden. In der folgenden Amplifikation wird die
gewlnschte cDNA-Sequenz von der Tag-Polymerase vervielfaltigt. Die RT-PCR wurde mit
dem "OneStep RT-PCR" Kit von QIAGEN (Hilden) durchgefiihrt. Hierbei erfolgen Reverse
Transkription (RT) und PCR nacheinander im selben Reaktionsgefal®. Die Durchflihrung

erfolgte nach Angabe des Herstellers.
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5.5 Gelelektrophorese

5.5.1 DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréRe wurden horizontale, 0,8-2%ige
Agarosegele verwendet. Als Elektrophoresepuffer diente 0,5 x TBE, die Elektrodenspannung
betrug 120 V (8 V/cm Elektrodenabstand). Aufgrund der negativ geladenen Phosphat-
gruppen des Zucker-Phosphat-Rickgrats der Nukleinsduren wandert die DNA dabei zu der
Anode. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 0,5 x TBE aufgekocht und mit
Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt und nach Abkdhlen in
Minigelkammern (Biotec Fischer, Reiskirchen) gegossen.

Ethidiumbromid ist ein organischer Farbstoff, der in die DNA interkaliert. Nach Anregung mit
UV-Licht (254-366 nm) wird Licht im orangeroten Bereich emittiert, so dass die aufgetrennten
DNA-Fragmente angefarbt sind. Mit Hilfe eines Molekulargewichtstandards (GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas) kann eine Aussage Uber Grdfe und Konzentration der
DNA-Fragmente getroffen werden. Ethidiumbromid ist aufgrund seiner interkalierenden
Wirkung ein starkes Mutagen.

= 10 x TBE (pro Liter): 0,9 M Tris/HCI 108 g
0,9 M Borsaure 55,6 g
20 mM EDTA 4,659
pH 8,3

5.5.2 RNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in horizontalen, 1%igen Agarosegelen.
Um die RNA zu denaturieren, wurde dem Gel Formaldehyd zugesetzt, welches die
Wasserstoffbrickenbindung blockiert und somit die Ausbildung einer Sekundarstruktur
verhindert. Des Weiteren hemmt es die Aktivitdt von RNasen. Die RNA-Proben wurden mit
Beladungspuffer versetzt, bei 70°C fir 5 min. denaturiert und auf das vorbereitete Gel
aufgetragen. Als Elektrophoresepuffer diente 1 x MOPS-Puffer. Durch zugesetztes
Ethidiumbromid konnte die RNA nach der Elektrophorese (100 Volt) mit Hilfe von UV-Licht
sichtbar gemacht werden.
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=  RNA-Minigel: 0,4 g Agarose
4 ml 10 x MOPS-Puffer
30 ml H,O
aufkochen und abkihlen auf ca. 50°C
6,8 ml Formaldehyd

= 10 x MOPS-Puffer: 0,2 M MOPS, pH 7
0,05 M Natriumacetat, pH 7
0,01 M EDTA, pH 8

= 10x RNA-Probenpuffer: 100 pl Ethidiumbromid (Stammldsung 10 mg/ml)
720 pl Formamid
260 pl Formaldehyd
100 pl HyOq4
50% Glycerin
0,4% Bromphenolblau
0,4% Xylencyanol

5.6 DNA-Isolierung aus Agarosegelen und PCR-Produktreinigung

Nach der DNA-Gelelektrophorese von PCR-Produkten und Restriktionsansatzen wurden
Banden, die die gewiinschte FragmentgréRe hatten, ausgeschnitten. Die Isolierung aus dem
Agarosegel erfolgte mit einem Extraktionskit ("Nucleotrap”, Macherey und Nagel GmbH,
Duren), das auch zur Reinigung dephosphorylierter Vektoren (siehe 5.7.2) verwendet wurde.
Die Durchfihrung erfolgte nach Angabe des Herstellers, die DNA wurde mit 50 pl
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) eluiert. Die Ausbeute wurde anschlief3end
photooptisch bestimmt (siehe 5.3).

5.7 Klonierungsmethoden

5.7.1 Klonierung von PCR-Fragmenten

PCR-Fragmente wurden in den pCR®4-TOPO TA®- (Invitrogen, Groningen, Resistenz gegen
Ampicillin und Kanamycin) oder der pGEM-Teasy-Vektor (Promega, Mannheim, Resistenz
gegen Ampicillin) kloniert. Beide Vektoren lagen bereits linearisiert vor. Das gewilnschte
PCR-Fragment wurde, sofern keine anderen Banden vorhanden waren, direkt ohne
Aufreinigung des PCR-Produktes eingesetzt. Alternativ wurden die PCR-Produkte durch eine
Gelelektrophorese aufgetrennt und das entsprechende Fragment durch Gelextraktion isoliert.
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= Klonierungsreaktion: 4,5 yl PCR-Produkt
1 ul Salzlésung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCly)
0,5 ul pCR® 4-TOPO® Vektor (5 ng)
oder
4 ul PCR-Produkt
0,4 ul pGEM-Teasy Vektor
1 yl Ligase
1 ul Ligationspuffer
3,6 pl H,O4

Der Reaktionsansatz wurde nach vorsichtigem Mischen fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend in chemisch kompetente "One Shot® TOP10" E. coli Zellen
transformiert (siehe 5.8).

5.7.2 Klonierung in pET-3a und pET-15b

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden die Vektoren pET-3a und pET-15b
(Novagen, Darmstadt) verwendet. Vor der Klonierung musste der Vektor linearisiert und
dephosphoryliert werden. Durch die Dephosphorylierung wird eine Selbstligation des Vektors
verhindert. Ein Verdau des Vektors mit Restriktionsenzymen schafft definierte Enden, die zur
Ligation von PCR-Fragmenten bendtigt werden.

Zunachst wurde der zirkuldre Vektor mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI
geschnitten (siehe 5.10.1) und im Anschluss die freien 5'-OH-Gruppen der Uberhangenden
Enden dephosphoryliert. Dazu wurde der Vektor fir 30 min bei 37°C mit Alkalischer
Phosphatase (Boehringer, Mannheim) inkubiert und diese nach Zugabe von 1 pl 0,5 M EDTA
fir 10 Minuten bei 72°C inaktiviert.

Die zu klonierende cDNA wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen (Ndel und BamHlI)
aus dem Sequenziervektor pCR®4-TOPO® TA ausgeschnitten, der Verdau mittels
Gelelektrophorese (siehe 5.5.1) Uberprift und Uber Gelextraktion (siehe 5.6) isoliert und
aufgereinigt. Der Dephosphorylierungsansatz wurde vor der Ligation ebenfalls aufgereinigt
(siehe 5.6).

Der Ligationsansatz wurde fur 2-3 Tage im Kuhlraum bei 4-7°C inkubiert, um eine effiziente
Ligation zu erzielen.
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= Dephosphorylierungsansatz: 4-5 ug Vektor
10 pl 10 x Phosphatasepuffer
1 ul Alkalische Phosphatase
ad 100 pl HyOyq

= Ligationsansatz: 175 ng cDNA
100 ng pET-3a oder pET-15b Vektor
2 pl 10 x Ligationspuffer
2 pl Ligase
ad 20 pl Hy,O4q

5.8 Transformation kompetenter Bakterien

Zur Transformation wurden 25-100 ul der kompetenten Bakterien (E. coli Top10 (Invitrogen,
Karlsruhe) und E. coli BL21 (DE3)pLys (Stratagene, Heidelberg)) mit den zu
transformierenden Plasmiden (10-100 ng zirkuldre Plasmid-DNA) versetzt und fur 30 min auf
Eis gehalten. Nach kurzem Hitzeschock bei 42°C (30 sec bei E. coli Top10, 20 sec bei E. coli
BL21 (DE3)pLys) und Abkuhlen auf Eis wurden dem Ansatz 250 pl bzw. 900 pl LB-Medium
zugegeben. Anschliefend wurden die Bakterien zur Erholung fur mindestens 1,5 Stunden
bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Der Ansatz wurde bei 200 g fur 3 Minuten abzentrifugiert,
der Grolteil des Mediums abgezogen und verworfen und das Pellet im restlichen Volumen
resuspendiert. Danach konnten die Bakterien auf LB-Platten ausplattiert werden, die zur
Selektion der plasmidtragenden Bakterien mit entsprechenden Antibiotika versetzt worden
waren. Nach Inkubation bei 37°C uber Nacht wurden 10 Klone gepickt und Flissigkulturen
angesetzt (siehe 4.3).

5.9 Praparation von Plasmid-DNA

Um aus den Bakterienkulturen die Plasmid-DNA zu isolieren, wurde das "E.Z.N.A Miniprep
Kit" der Firma Peglab (Erlangen) verwendet. Dieses System beruht auf der alkalischen Lyse
von Bakterienzellen. Die Plasmid-DNA wird dabei reversibel an eine Silikat-Matrix gebunden
und kann mit Wasser oder einem speziellen Elutionspuffer eluiert werden. Die Praparation
erfolgte nach dem Isolierungsprotokoll flr "High Copy-Number“-Plasmide, es wurden 4 ml
Flissigkultur eingesetzt. Nach Elution mit 50 ul Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)
wurde die Konzentration der Plasmid-DNA photooptisch bestimmt (siehe 5.3).
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5.10 Uberpriifung des Klonierungserfolgs

Um zu dberprifen, ob die isolierten Plasmide das gewinschte Insert tragen, wurden
verschiedene Methoden angewandt.

5.10.1 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Die Restriktionsanalyse dient der Charakterisierung und Identifizierung von
Klonierungsprodukten sowie zur Vorbereitung von Insert und Vektor auf die Ligation.
Restriktionsenzyme spalten die doppelstrangige DNA an spezifischen Erkennungsstellen.
Die entstehenden Fragmente kdnnen durch Gelelektrophorese (siehe 5.5.1) aufgetrennt und
so ihre GroRe abgeschatzt werden. Die fur den DNA-Verdau bendétige Menge an
Restriktionsenzym wird in Units angegeben: Ein Unit Enzym ist die Menge, die bendtigt wird,
um ein ug DNA bei optimalen Bedingungen (Temperatur, Salzkonzentration) zu spalten.

Der Restriktionsverdau wurde bei 37°C, dem Temperaturoptimum der Endonukleasen
durchgefihrt, es wurde auf die jeweilige optimale Salzkonzentration geachtet. Die
Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

= Standard-Restriktionsansatz: 0,4 — 1 pg Plasmid-DNA
1 pl 10 x Puffer
1 Unit Enzym / ug DNA
ad 10 pl Hy,O4q

Im Anschluss an die Restriktion wurden die Grdflie der Inserts Uber ein 1%iges Agarosegel
Uberpruft. Die Klone, die das erwartete Insert trugen, wurden sequenziert (siehe 5.12).

5.10.2 PCR mit Vektorprimern

Alternativ zum Restriktionsverdau konnte das Insert mit Hilfe einer PCR amplifiziert werden.
Diese Methode kann direkt mit einzelnen Bakterienkolonien angewandt werden und erfordert
somit keine vorherige Praparation der Plasmid-DNA.

Es wurde der "ReadyMix™REDTaq™" der Firma Sigma (Deisenhofen) verwendet. In dem
Mix sind bereits die flir die PCR bendétigten Komponenten Tag-Polymerase, dNTPs, MgCl,
und der Puffer enthalten, es missen nur noch die Vektorprimer, die DNA und Wasser
zugegeben werden. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurde der Ansatz halbiert.
Die Template-DNA entstammte einer Bakterienkolonie, die gepickt und kurz im
Reaktionsgemisch abgestreift wurde. Nach Abstrich auf einer LB-Masterplatte wurde die
Kolonie in LB-Medium Uberflhrt, um eine Flussigkultur (siehe 4.3) zu erhalten.
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Es wurde eine PCR mit 30 Zyklen und einer Annealing-Temperatur von 55°C durchgefiihrt
und die entstandenen Produkte mittels eines 1%igen Agarosegels Uberprift. Bei den
positiven Klonen wurde eine Flissigkultur angesetzt, die Plasmid-DNA isoliert und
sequenziert (siehe 5.6 und 5.12).

5.11 Oligonukleotidprimer

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma ARK (Darmstadt) bezogen und in
sterilem HPLC-Wasser geldst, so dass die Konzentration des Primers 100 pmol/ul (100 uM)
betrug. Eine Auflistung aller Primer befindet sich im Anhang (siehe G4).

5.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von klonierten DNA-Fragmenten erfolgte nach dem Sanger-Verfahren
(Sanger et al., 1977; Prober et al., 1987). Das Insert befindet sich in einem doppelstrangigen
Vektor, und kann somit von zwei Seiten sequenziert werden. Nach Denaturieren des
Doppelstranges kommt es zum Anlagern des Sequenzierprimers, eine DNA-Polymerase
beginnt mit der Synthese eines komplementaren Stranges. Im Reaktionsgemisch liegen
neben den normalen 2'-Desoxynukleotiden auch fluoreszenzmarkierte 2',3'-
Didesoxynukleotide vor. Wird ein Didesoxynukleotid in den komplementdren Strang
eingebaut, kommt es zu einem Kettenabbruch, da das fur eine weitere Verknupfung der
Nukleotide notwendige 3'-OH nicht mehr vorhanden ist. Es entstehen Strangfragmente
unterschiedlicher Lange, die nach Probenaufbereitung Uber ein Sequenziergel aufgetrennt
und ausgewertet werden. Alle Sequenzierungen wurden im BYOS™-Verfahren von der
Firma GENterprise (Mainz) durchgefuhrt.

5.13 Auswertung der Sequenzen

5.13.1 Verwendete Datenbanken und Computerprogramme

Um die erhaltenen Sequenzen auszuwerten, wurden verschiedene Computerprogramme

und Datenbanken verwendet, die als "Freeware" im Internet erhaltlich sind.

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

= Chromas 1.55 http://www.technelysium.com.au/chromas.html

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

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

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

= Compute pl/Mw tool http://www.expasy.ch
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5.13.2 Alignment und Sequenzanalyse

Um eine erhaltene Sequenz zu identifizieren, wurde sie zunachst mit Informationen aus
Online-Datenbanken (GenBank) verglichen, welche mit dem BLAST-Algorithmus (Altschul et
al., 1990) durchsucht wurden. Danach wurde mit GeneDoc ein manuelles Alignment erstellt,
anhand dessen Vergleiche mit bekannten Sequenzen nah verwandter Organismen
durchgeflihrt werden koénnen. Das so erhaltene Alignment diente als Grundlage fir

Stammbaumanalysen.

5.13.3 Phylogenie und statistische Auswertung

Zur Erstellung von phylogenetischen Stammb&umen wurden die Programme PHYLIP 3.6b
(Felsenstein, 2004), Tree-Puzzle 5.2 (Strimmer & von Haeseler, 1996) und MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) verwendet. Distanzmatrices wurden mit Tree-Puzzle unter
Verwendung des PAM- (Dayhoff et al., 1978) und WAG-Modells (Whelan & Goldman, 2001)
der Aminosaureevolution unter Annahme einer Gamma-Verteilung der Substitutionsraten mit
acht Kategorien berechnet. Neighbor-joining Stammbdume wurden mit dem Programm
NEIGHBOR des PHYLIP Programmpaketes erstellt. Die Zuverldssigkeit der erhaltenen
Stammbaume wurde mittels Bootstrapping mit 100 "Pseudosamples" Uberprift (Felsenstein,
1985). Hierzu wurde das Programm PUZZLEBOOT (http://www.tree-puzzle.de/#puzzleboot)
verwendet. Zudem wurden phylogenetische Analysen mit MrBayes unter der Verwendung
des PAM- und WAG-Modells und der Annahme einer Gamma-Verteilung der
Substitutionsraten durchgefihrt. Es wurde ein "Metropolis-coupled Markov chain Monte
Carlo (MCMCMC) sampling" mit vier Ketten fir 200.000 bzw. 300.000 Generationen durch-
geflhrt. Das Sampling der Baume fand alle zehn Generationen statt, im Anschluss wurden
von den letzten 15.000 bzw. 5.000 (burn-in = 5.000 bzw. 25.000) die "posterior probabilities"

abgeschatzt. Molekulare Stammbaume wurden mit dem Programm Treeview dargestellt.
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6 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (qRT-PCR, qPCR) ist eine Methode zur Quantifizierung von
Genexpression auf mRNA-Ebene. Es wurde ausschliellich die SYBR-Green Methode
verwendet, bei der der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green in die amplifizierte doppelstrangige
DNA interkaliert. Durch Messung der Fluoreszenz nach jedem PCR-Zyklus ("real-time") kann
die Menge an amplifizierter DNA quantifiziert werden. Diese ist proportional zu der
eingesetzten Menge an mRNA. Alle gqRT-PCR Experimente wurden als Two-Step-PCRs
durchgeflhrt.

6.1 cDNA-Synthese

Fir die Reverse Transkription von mRNA in cDNA wurden 0,7-1 pg DNase-behandelte
Gesamt-RNA eingesetzt. Damit die Effizienz der cDNA-Synthese vergleichbar ist, wurde
darauf geachtet, dass flr gleiche Gewebe immer dieselbe Menge an Gesamt-RNA
eingesetzt wurde. Es wurde die Superscript [| RNase H™ Reverse Transkriptase (Invitrogen,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet, fur manche Gewebe wurde aufgrund
der grolen Anzahl zu untersuchender Gene der Ansatz verdoppelt. Alle cDNAs wurden
direkt im Anschluss mit einem Volumen sterilem HPLC-Wasser verdunnt.

6.2 Entwerfen der qRT-PCR Primer

Die fir die gqRT-PCR verwendeten Primerpaare wurden so gewahlt, dass mindestens einer
der Primer auf einer Exon-Intron-Grenze lag. Hierdurch wird vermieden, dass es durch
eventuell vorhandene genomische Verunreinigungen der eingesetzten Gesamt-RNAs zu
einer Amplifikation von genomischer DNA kommt. Zudem wére ein solches Amplifikat leicht
durch seine abweichende Grofe von den spezifischen Produkten zu unterscheiden. Des
Weiteren wurde darauf geachtet, dass die Amplifikate zwischen 80 und 150 bp grof3 waren
und maoglichst nah am 3’-Ende des Gens lagen.

Zur Vermeidung von Primerdimeren wurden die Primer nicht nur auf Selbstkomplementaritat,
sondern auch auf die mégliche Bildung von Heterodimeren getestet. Hierzu wurde der "IDT
SciTools OligoAnalyser3.0" (Integrated DNA Technologies, http://www.idtdna.com/analyzer/
Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) verwendet. Die Schmelztemperatur wurde durch
das Programm "Oligonucleotide Properties Calculator" (http://www.cmbn.no/tonjum/
oligocalculator.html) Uberprift und lag bei allen Primern zwischen 63 und 70°C. Alle
verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma ARK (Darmstadt) synthetisiert, eine Liste
der Primer befindet sich im Anhang (siehe G4).
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6.3 Durchfiihrung der qRT-PCR

Bei der Durchfliihrung der Messungen wurden zwei verschiedene Kits verwendet. Alle gRT-
PCRs mit Proben des Zebrabarblings Danio rerio erfolgten mit dem "ABsolute™ QPCR
SYBR® Green Mix" (ABgene, Hamburg). Hier wurde der Ansatz von 50 pl auf 30 pl reduziert.
Bei allen Experimenten mit dem Goldfisch Carassius auratus und bei den
Expressionsvergleichen zwischen D. rerio und C. auratus wurde der "Power SYBR® Green
PCR Master Mix" (Applied Biosystems, Foster City, USA) eingesetzt, flr den der Ansatz von
50 yl auf 25 ul halbiert wurde. Die weitere Durchfihrung erfolgte nach Angaben der
Hersteller. Die Primerkonzentration betrug jeweils 100 nM und es wurde pro Ansatz 1 ul der
verdunnten cDNAs eingesetzt. Alle Proben wurden als Triplikate gemessen. Zur Bestimmung
der Effizienz der Reaktion wurden so genannte Standardkurven pipettiert. Hierzu wurden
entweder serielle 10-fach Verdiinnungen von Plasmidstandards (10°-10% Kopien pro ul) oder
serielle 5-fach Verdinnungen von cDNAs (1-1/625) verwendet.

Die Messung erfolgte in einem Vier-Schritt-Protokoll (15 min 95°C, 15 sec 95°C, 30 sec
60°C, 30 sec 72°C), die Schritte 2-4 wurden dabei 40-mal wiederholt. Die Fluoreszenz wurde
in jedem Zyklus nach dem 72°C Schritt bestimmt. Im Anschluss an die gesamte qRT-PCR
erfolgte die Messung einer thermischen DNA-Dissoziationskurve. Hierdurch lasst sich
erkennen, ob wahrend der PCR unspezifische Produkte wie Primerdimere oder Amplifikate
von genomischer DNA entstanden sind. Zudem kann die Reinheit der Negativkontrolle ("no
template control", NTC) tberprift werden.

6.4 Auswertung der quantitativen real-time PCR

Eine erste Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse erfolgte mit dem Programm "ABI PRISM®
7000" (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die typische Darstellungsform der
Messergebnisse der quantitativen real-time PCR ist der so genannte Amplifikationsplot, in
dem der Logarithmus des normalisierten Fluoreszenzsignals (Delta Rn) gegen die PCR-
Zyklenzahl aufgetragen wird (Abb. B 5). Jeder Probe wird dabei ein Ct-Wert ("Cycle of
threshold") zugewiesen, der denjenigen Zyklus angibt, bei dem das Fluoreszenzsignal einen
manuell oder automatisch festgelegten Schwellenwert erreicht. Anhand dieser Ct-Werte lasst
sich nun die Expression eines Gens bei verschiedenen Individuen vergleichen. Der Ct-Wert
ist die Grundlage fir die Berechnung der relativen Quantitdten der cDNAs mit dem
Programm qBase (http://medgen.ugent.be/gbase). Dieses Programm ermoglicht die
Normalisierung der Proben auf ein Referenzgen sowie die Einbeziehung der Effizienz der
einzelnen Reaktionen. Die Ct-Werte eines Tripletts sollten nicht mehr als 0,5 Zyklen
auseinander liegen. Im Normalfall wurde ein Unterschied von weniger als 0,2 Zyklen
beobachtet, so dass Werte, die weiter als 0,5 Zyklen auseinander lagen, vor der weiteren
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Auswertung ausgeschlossen wurden. Die weitere statistische und grafische Auswertung
erfolgte mit dem Programm Microsoft® Excel 2003 (Microsoft, USA).

Delta Rn vs Cycle
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Abb. B 5: Amplifikationsplot
Exemplarisch dargestellt ist ein Amplifikationsplot fir Neuroglobin. Der Schwellenwert
wird durch die horizontale griine Linie symbolisiert. Deutlich zu erkennen ist die hohe
Ubereinstimmung zwischen den drei Messwerten eines Tripletts.

Zur Bestimmung der Effizienz der jeweiligen PCR-Reaktion wurden Standardgeraden mit
seriellen Verdinnungen von Plasmidstandards oder cDNA-Proben gemessen. Da es bei
einem PCR-Zyklus zu einer Verdopplung der PCR-Produkte kommt, betragt im optimalen
Fall die Effizienz der Reaktion E = 2. Mit Hilfe der Steigung der Standardgeraden lasst sich
die Effizienz mit der Formel E = 10 ("/5*®9"9) perechnen. Fiir eine 100%ige Effizienz der PCR-

Reaktion muss demnach die Steigung der Standardgeraden -3,32 sein (siehe Abb. B 6).
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Abb. B 6: Standardgerade
Exemplarisch dargestellt ist die Standardgerade des Gens ARP ("Acidic ribosomal
protein”, nach neuer Nomenklatur "ribosomal protein, large, PQ", rplp0), gemessen wurde
eine serielle 5-fach Verdiinnung einer Goldfisch cDNA-Probe. Aufgetragen wurde der Ct-
Wert ("Cycle of threshold") gegen den Logarithmus der Ausgangskopienzahl der cDNA-
Probe. Mit Hilfe der Steigung der Standardgerade (-3,38) wurde eine PCR-Effizienz von
fast 98% errechnet.

Zur Untersuchung der Expression der Positivkontrollen Lactatdehydrogenase (LDH-A) und
Phosphoglyceratkinase @ (PGK-1) des  Zebrabarblings  wurden  anstelle  von
Plasmidverdinnungen serielle 5-fach Verdinnungen von cDNA-Proben zur Ermittlung der
Effizienz der PCR-Reaktionen eingesetzt. Da bei dieser Methode eine bessere
Ubereinstimmung innerhalb der Dubletts und Tripletts eines Ansatzes beobachtet wurde,
wurde fur die Untersuchung der Genexpression des Goldfisches fur alle Gene die Effizienz
der PCR-Reaktion durch serielle 5-fach Verdinnungen von cDNA-Proben bestimmt. Eine

Liste der eingesetzten Standards befindet sich im Anhang (siehe G5).
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7 Proteinbiochemische Methoden

7.1 lIsolierung von Proteinen aus Gewebeproben

Zur lIsolierung von Gesamtprotein aus einzelnen Organen wurden diese in 1 x PBS mit
Protease-Inhibitor (Complete Protease Inhibitor-Mix, Roche) homogenisiert. Hierzu wurde ein
Ultraschallstab (Labsonic 1510, B. Braun, Melsungen AG) verwendet und auf Eis gearbeitet.
Das Homogenisat wurde anschliefend 5-10 min bei 10.000 g abzentrifugiert und der
Uberstand bei -20°C gelagert.

= 10xPBS: 1,4 M NaCl
27 mM KCI
81 mM NaHPO,
15 mM KH,PO,

7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration einer Probe zu bestimmen, wurden photooptische Messungen
durchgefuhrt. Waren exaktere Werte erforderlich, wurde die Proteinbestimmung nach
Bradford (1976) angewandt.

7.2.1 Extinktionsmessung

Bei der photooptischen Proteinbestimmung macht man sich die Absorptionen der
Aminosauren zu Nutze. Aromatische Aminosauren wie Tryptophan und Tyrosin haben eine
starke Absorption bei 260 bis 280 nm. Proteine mit einer durchschnittlichen Verteilung dieser
beiden Aminosauren haben bei einer Konzentration von 1 mg/ml eine Absorption bei 280 nm
von etwa 1 (Schichtdicke 1 cm). In der Praxis ist es Ublich, statt der durchschnittlichen Zahl
an Tryptophan und Tyrosin, die fir das jeweilige Protein bekannte Anzahl der beiden
Aminosauren einzubeziehen.

FUr Neuroglobin gilt ndherungsweise: 1 ODgg ~ 0,7 mg/ml.

7.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bradford-Proteinbestimmung (Bradford, 1976) beruht auf Wechselwirkungen des
Saurefarbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 mit den Proteinen, besonders mit
kationischen Seitenketten (Arginin). Nach Ausbildung des Farbstoff-Protein-Komplexes
verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465 zu
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595 nm. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Methode, die Nachweisgrenze liegt bei 0,5
Mg Protein, eignet sie sich besonders zur Bestimmung kleiner Proteinmengen unter 20 ug.
Anhand einer Eichgeraden mit Rinderserumalbumin (BSA) kann die Konzentration der
Proteinproben bestimmt werden.

= Bradford-Lésung: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva)
in 50 ml 95% Ethanol p.a. I6sen
100 ml 85% H3PO,
ad 1000 ml mit H,Oq4

7.3 Aufnahme eines Absorptionsspektrums

Zur Aufnahme eines kompletten Spektrums der Proteinproben wurde ein Scann von 380 bis
600 nm durchgefiihrt. Hierzu wurde die Proteinprobe verdinnt und die Absorption im
angegebenen Bereich in 0,5 nm Schritten bestimmt.

Um ein deoxy-Spektrum zu erhalten, wurde der Probe Natriumdithionit zugesetzt, welches
den vorhandenen Sauerstoff reduziert. Die Spektren wurden mit dem Computer
aufgezeichnet und mit dem Programm Microsoft® Excel 2003 (Microsoft, USA) ausgewertet.

7.4 Entsalzen und Aufkonzentrieren von Proteinlésungen

An verschiedenen Stellen der Aufreinigung bakteriell exprimierter Proteine war es nétig, die
Proteinlésung auf ein geringeres Volumen einzuengen und zu entsalzen. Hierzu wurden
Amicon Ultra Zentrifugenfilter der Firma Millipore (Schwalbach) verwendet. Die Membran der
Zentrifugenfiltereinheiten ist fur Molekile mit einer maximalen Grofle von 10 kDa
durchlassig. Durch Zentrifugation (4.000 g) kdnnen somit Wasser, Salzionen und kleine
Proteine aus der Proteinldsung entfernt werden. Vor dem Einengen wurde die Proteinlésung
fur 5 min bei 10.000 g abzentrifugiert, um zu vermeiden, dass Schwebstoffe die
Filtermembran verdichten. Um die Proteinldsung vollstadndig von lonen, die bei den nachsten
Reinigungsschritten stéren wirden, zu befreien, wurde die aufkonzentrierte Proteinprobe mit
dem zwei- bis dreifachen des Ausgangsvolumens an 20 mM Tris-HCI (pH 8,5) gewaschen.

7.5 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Um die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde das denaturierende und
diskontinuierliche System von Laemmli (1970) verwendet. Durch Zugabe von (-
Mercaptoethanol erfolgt eine Reduktion der Disulfidbriicken. Das anionische Detergenz SDS
(Natriumdodecylsulfat) erzeugt eine negativ geladene Hille um die Proteinmolekile und
maskiert somit die Eigenladung der Proteine.
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Die Wanderungsstrecke der denaturierten, negativ maskierten Proteine bei der SDS-PAGE
ist proportional zum  Logarithmus des  Molekulargewichtes. Anhand  von
Molekulargewichtsstandards (Unstained Protein Molecular Weight Marker, PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot), lasst sich die Grolke der Proteine

bestimmen.

7.5.1 Gelherstellung

Es wurden vertikale Elektrophoresekammern (Biotec Fischer, Reiskirchen) und 15%ige SDS-
Gele verwendet.

Gelmischungen fir 4 Minigele

Trenngel 15% Sammelgel 3,9%

Rotiphorese-Gel (Roth) 10 ml 0,9 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 5 ml -
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - 1,6 ml
10% SDS 200 pl 60 ul
H204 5 ml 4 ml
Temed 20 pl 6 ul
10% APS 200 pl 60 pl

* Rotiphorese-Gel: Ultra Pure (Acrylamidlésung) 37,5 : 1

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

7.5.2 Proteindenaturierung

Zur Denaturierung wurden die Proteine mit 4 x Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C
inkubiert.
= 4 x Probenpuffer: 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
2ml 10% SDS
1 ml Glycerin
0,1 ml 1% Bromphenolblau
0,5 ml B-Mercaptoethanol
0,15 ml H,Oq4
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7.5.3 Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100-120 Volt und konstanter Stromstarke solange,
bis die blaue Lauffront das untere Gelende erreicht hatte.

=  SDS-Laufpuffer: 23 mM Tris, pH 8,4
190 mM Glycin
0,2% (w/v) SDS

7.5.4 Coomassie-Farbung

Die Farbung mit Coomassie Brilliant Blue G-250 beruht auf Interaktionen zwischen dem
Farbstoff und den Proteinen (siehe 7.2.2). Die Nachweisempfindlichkeit dieser Methode liegt
bei ca. 0,5 pg Protein pro Bande. Durch die in der Farbeldsung enthaltene Essigsaure
werden die Proteine fixiert.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 1-2 h in Coomassie gefarbt, anschlieRend wurde
der Hintergrund entfarbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Die Gele wurden in 7%
Essigsaure aufbewahrt.

= Farbeldsung: 400 ml Ethanol
170 ml Essigséaure (60%)
430 ml H,O4
2 g Coomassie Brilliant Blue R-250

= Entfarbelésung: 200 ml Isopropanol
116 ml Essigséaure (60%)
ad 1000 ml Hzod

7.6 Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen (Western Blot)

7.6.1 Elektrotransfer

Durch den Vorgang des Elektroblottings lassen sich Proteine, die zuvor mit Hilfe einer
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und fokussiert wurden, durch ein senkrecht zum
Gel angelegtes Feld auf eine Nitrocellulose-Membran transferieren. Die Lage der Proteine
zueinander bleibt hierbei unverandert. Aufgrund der leichten Zuganglichkeit der Proteine fiir
Antikorper, sind spezifische Nachweisreaktionen (Antikérperdetektion) moéglich. Es wurde
das Semidry-Verfahren nach Kyhse-Anderson (1984) verwendet.
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= Transferpuffer (pro Liter): 39 mM Glycin 299
48 mM Tris 589
0,037% SDS 0,37 g
20% Methanol 200 ml
pH 8,3

7.6.2 Farbung der Proteine mit Ponceau$S

Um die Proteine auf der Nitrocellulose-Membran reversibel zu farben, wurde die Membran
kurz mit 1:10 verdinnter PonceauS-Ldsung (Sigma-Aldrich, Minchen) inkubiert und der
Hintergrund mit H,O4 entfarbt. Die Markerbanden wurden mit Bleistift markiert und
anschliel’end die PonceauS-Farbung vollstandig entfernt.

7.6.3 Detektion spezifischer Proteine mit Antikérpern

Unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrocellulose-Membran wurden mit 2% BSA in
1 x TBS fur 45 Minuten abgesattigt. Die Inkubation mit dem Primarantikérper (1:500 in 2%
BSA in 1 x TBS) erfolgte fir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C.
AnschlieRend wurde die Membran dreimal 5 Minuten mit 1 x TBS gewaschen, um den
Primarantikorper vollstandig zu entfernen, und fur 45 Minuten mit einem Alkalische
Phosphatase-gekoppelten Sekundarantikdrper (polyklonaler anti-Kaninchen-lgG-Antikorper
aus Ziege, Dianova, Hamburg) inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
Bindungsstellen des Sekundarantikérpers durch eine Farbreaktion (10 ml AP-Puffer, 33 pl
BCIP, 66 pl NBT) detektiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Membran mit H,Oq4
gespuilt.

= 10 x TBS (pro Liter): 100 mM Tris 12149
1,4 M NaCl 81,89
pH 8,0
= AP-Puffer (pro Liter): 100 mM Tris 12149
100 mM NaCl 5859
pH 9,5
= BCIP: 50 mg/ml in 100% Dimethylformamid
= NBT: 50 mg/ml in 70% Dimethylformamid
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7.7 Herstellung und Aufreinigung von Antik6rpern

Antikérper gegen rekombinant exprimiertes und aufgereinigtes Protein wurden von den
Firmen Charles River (Kil3leg) oder Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt.

7.7.1 Immunisierung

Zur Synthese von polyklonalen Antikérpern wurden Kaninchen mit verschiedenen Antigenen
(> 0,2 mg rekombinant exprimiertes Protein) nach folgendem Schema immunisiert.

Tag Prozedur Bemerkungen

0 1. Injektion Praimmunserum vor der 1. Injektion
28 2. Injektion

38 1. Serumprobe ca. 2-4 ml

42 3. Injektion

52 2. Serumprobe ca. 2-4 ml

56 4. Injektion

70 Entblutung

7.7.2 Affinitatsreinigung

Zur Reinigung der Antikdrperseren wurde das "HiTrap™ NHS-activated HP-Kit" der Firma
Amersham Biosciences (Minchen) verwendet. Antigene mit primaren Aminogruppen kénnen
kovalent an die S&ulenmatrix binden und bilden so die Basis fur eine
Affinitatschromatographie. Durch Inkubation der vorbereiteten S&ule mit Antikdrperserum
konnen die Antikdrper an das an der Saule gebundene Antigen binden und nach einigen
Waschschritten eluiert werden. Die Durchfuhrung erfolgte nach Angabe des Herstellers.

7.8 Rekombinante Expression in Bakterien

Um Aussagen Uber die Struktur und Funktion von Proteinen treffen zu kénnen, werden
Proteinmengen im Milligramm-Bereich bendtigt. Hierzu werden die Proteine in einem
geeigneten bakteriellen Expressionssystem (berexprimiert und anschlieBend durch eine
Abfolge von Reinigungsschritten aufgereinigt.

7.8.1 Bakterielles Expressionssystem

Die rekombinante Expression in Bakterien erfolgte mit dem E. coli T7 Expressionssystem
(Studier et al., 1990). Die cDNA des zu exprimierenden Proteins wurde in den
Expressionsvektor pET-3a oder pET-15b ("plasmid for expression by T7 RNA polymerase")
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ligiert (Novagen, Darmstadt) und anschlielend in Zellen des Bakterienstammes BL21
(DE3)pLys (FF ompT rgm3p) (Stratagene, Heidelberg) transformiert (siehe 5.8). Bei den
Bakterienzellen handelt es sich um einen lysogenen Tochterstamm von BL21, der die DNA
des Bakteriophagen DE3 im Genom tragt. DE3 ist ein Derivat des Lambda-Phagen, der die
Immunitatsregion des Phagen 21 tragt. Der lacUV5-Promotor des Lambda-Phagen Iasst sich
mit Hilfe des Lactose-Derivates IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) induzieren. Der
Vorteil von IPTG gegenuber Lactose liegt darin, dass IPTG nicht abgebaut wird, da es nur
als Induktor und nicht als Substrat fungiert. Durch die Induktion wird durch das in den
Bakterien enthaltene pLys-Plasmid neben dem gewunschten Protein zusatzlich Lysozym
exprimiert. Durch die hohe Lysozymkonzentration kann der Zellaufschluss bereits durch
Einfrieren und Auftauen erfolgen.

7.8.2 Bakterielle Expression

Far die Expression der Globine wurden 3 ml Flussigkultur des rekombinanten Bakterienklons
(siehe 4.3) in einen Liter L-Medium Uberimpft. Zur Selektion der gewlnschten Bakterien
wurden dem Medium zwei Antibiotika (Chloramphenicol und Ampicillin) zugesetzt. Damit die
Bakterien die prosthetische Gruppe der Globine, das Ham, in die exprimierten Proteine
einbauen konnen, wurde die Bakteriensuspension mit einer Vorstufe des Hams, 5'-
Aminolaevulinsaure (ALA, Endkonzentration 1 mM), versetzt. Zwei Molekule ALA
kondensieren dabei zu einem Pyrrolderivat, von denen vier nach einer weiteren
Kondensationsreaktion zunadchst ein lineares Tetrapyrrol und nach anschlieBender
Zyklisierung einen Porphyrinring bilden. Nach Veranderungen der Seitenketten und
Ausbildung eines Chelatkomplexes mit Eisen entsteht schliel3lich das Ham, die prosthetische
Gruppe der Globine.

Die vier Liter Bakterienkultur wurden zu gleichen Teilen auf acht 2 Liter Erlenmeyerkolben
verteilt und bei ca. 25°C unter Schitteln inkubiert, bis die optische Dichte ODgy den fiir die
Induktion optimalen Wert von 0,4-0,8 erreicht hatte. Nach Abnahme einer Induktionskontrolle
wurde mit IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid) eine Endkonzentration von 0,4 mM
eingestellt und beide Kulturen ber Nacht bei 25°C inkubiert.

Um die Bakterien aus der Kultur zu ernten, wurde bei 4.332 g fir 20 min unter Kiahlung
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem Volumen Protease-
Inhibitor-Puffer (Pl-Puffer) resuspendiert. FlUr einen Ansatz von 4 Liter Bakterienkultur
wurden 100 ml PI-Puffer bendtigt, der neben zwei Protease-Inhibitoren (Complete PI-Mix der
Firma Roche und Pefabloc der Firma Roth) noch DNase und RNase enthielt, um die in den
Bakterien vorhandene DNA und RNA zu verdauen.
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» Protease-Inhibitor-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0 100 ml 50 mM Tris

(fGr 100 ml) 1 mM DTT (Dithiotreitol) 160 mg
2 Tabletten Complete Protease Inhibitor-Mix
1 mM Pefabloc 24 mg
1 mM MgCl, 100 pl 1 M MgCl,
800 ug DNase 160 pl (50 mg/ml)

1 Spatelspitze RNase

DNase: 50 mg/ml in TE-Puffer, pH 8,0 (10 mM Tris, 1 mM EDTA)

7.8.3 Aufbrechen der Bakterienzellen

Um die exprimierten Globine aus den Bakterienzellen zu isolieren, wurden die Zellwande
durch zwei Methoden aufgebrochen. Zunachst wurde die Zellsuspension in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei Raumtemperatur aufgetaut, hierbei werden die Zellwande
durch Deformationen zerstort, und der zellulare Inhalt wird freigesetzt. Diese Prozedur wurde
2-3-mal wiederholt, bis die Losung nur noch maRig viskos war.

Im Anschluss wurde die Zellsuspension auf Eis mit Ultraschall behandelt (Labsonic 1510, B.
Braun, Melsungen AG), dieser Vorgang wird als Sonifizieren bezeichnet. Der Ultraschallstab
tauchte dabei direkt in die Zellsuspension ein. Starke Druckanderungen bewirken ein
effektives Aufbrechen der Zellen und Organellen, auch DNA wird unter diesen Bedingungen
teilweise fragmentiert. Die Beschallung erfolgte in 30 Sekunden-Intervallen, gefolgt von 30
Sekunden Pause, um eine zu starke lokale Erwarmung zu vermeiden. Es wurden soviele

Beschallungen (ca. 10-20) durchgefihrt, bis die Suspension fliissig war.

7.8.4 Verdau von Nukleinsauren

Da in der Zellsuspension vorliegende DNA und RNA die spatere Aufreinigung der Proteine
stort und die Nukleinsauren durch die Ultraschallbehandlung nicht vollstandig fragmentiert
waren, wurde nach dem Sonifizieren ein DNA- und RNA-Verdau angeschlossen. Dazu
wurden die Proben fur 2 h bei 37°C inkubiert. Die dem Protease-Inhibitor-Puffer zugesetzten
Nukleasen konnten so optimal die DNA und RNA verdauen. Ein gleichzeitiger Abbau der
Proteine durch in den Bakterien enthaltenen Proteasen wurde durch zwei Inhibitoren
(Complete Protease Inhibitor-Mix und Pefabloc) wirkungsvoll verhindert. Um Zelltrimmer,
Organellen und verdaute Nukleinsduren von der Proteinlésung abzutrennen, wurde

anschlief’end bei 5.500 g und 4°C fir mindestens 1 Stunde zentrifugiert.
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7.8.5 Reinigung der rekombinanten Proteine ohne His-Tag

7.8.5.1 Ammoniumsulfatprazipitation

Durch  Ammoniumsulfat lassen sich Proteine aus Loésungen schonend ausféllen.
Ammoniumsulfat schutzt die biologische Aktivitat der Proteine und lasst sich leicht wieder
von den Proteinen trennen (siehe 7.4). Da die Loslichkeit der Proteine von der
Salzkonzentration abhangig ist, kénnen die Proteine durch schrittweise Zugabe des
Ammoniumsulfates fraktioniert ausgefallt werden. Zur Prazipitation wurde die Proteinldsung
mit steigenden Mengen (NH,).SO, (in der Regel 20-80%) versetzt, zur vollstandigen Fallung
auf Eis 20 min gerthrt und anschlieRend bei 4°C und 4.332 g flr 20 min abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in einem Volumen 1 x PBS resuspendiert und der Uberstand
solange weiter ausgesalzt, bis ein dunkelrotes Pellet vorlag. Es wurde nach der
Ammoniumsulfattabelle aus "Methods of Enzymology" (Deutscher, 1990) prazipitiert. Das
Pellet mit der hdchsten Konzentration des gewlinschten Proteins wurde mit Hilfe von
Zentrifugenfiltereinheiten entsalzt und aufkonzentriert (siehe 7.4).

7.8.5.2 Anionenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie beruht auf Wechselwirkungen geladener lonen. In
basischem Milieu treten Proteine aufgrund der negativen Ladungen der Aspartat- und
Glutamatseitenketten als Anionen auf, welche an die positiv geladene funktionelle Gruppe
der lonenaustauscher-Matrix binden. Je starker das Protein geladen ist, desto groRer ist
auch seine Affinitat zum lonenaustauscher. In einem zweiten Schritt kommt es durch Zugabe
steigender Salzkonzentrationen zu einer Elution des gebundenen Proteins. Fest gebundene
Proteine werden dabei zunachst zuriickgehalten und erst bei hohen lonenstarken von der
Matrix verdrangt.

Zur Reinigung der Proteine wurde eine Flissigkeitschromatographie (HPLC) durchgeflihrt,
als Tragermaterial diente dabei DEAE-Sepharose (Diethylaminoethylsepharose) mit der
funktionellen Gruppe —O-(CH,),-N®H(CH,CHs),. Vor Verwendung wurde die mit DEAE-
Sepharose gefillte Saule mit Tris-HCI (20 mM, pH 8,5, filtriert) aquilibriert. Die auf 4-8 ml
Volumen eingeengte und entsalzte Proteinprobe wurde auf die Saule aufgetragen und mit
gradueller Erhéhung der NaCl-Konzentration (0-1 M in 20 mM Tris-HCI, pH 8,5, filtriert)
eluiert. Die Durchflussgeschwindigkeit wurde auf 0,5 ml Puffer/min eingestellt und ein
Fraktionssammler (6 min/Fraktion) an die Saule angeschlossen. Vor dem Fraktionssammler
befindet sich ein Photometer, welches die Absorption des Eluates misst. Uber einen
angeschlossenen Computer kann der Verlauf der Absorption in Abhangigkeit von der Zeit
ermittelt, und so eine Aussage Uber die Proteinkonzentration getroffen werden. Des Weiteren
kann Uber den Computer ein Elutionsprofil erstellt werden. Im Anschluss an den Saulenlauf
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wurde die Reinheit der globinhaltigen Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese Uberprift
(siehe 7.5). Fraktionen, die ein angemessenes Verhaltnis von Globin zu Restproteinen
hatten, wurden vereinigt und auf ein Volumen von 1-2 ml eingeengt (siehe 7.4).

7.8.5.3 Gelfiltrationschromatographie

Um das gewlinschte Protein in reiner Form zu erhalten, wurde nach der DEAE-Saule eine
Gelfiltrationschromatographie angeschlossen, bei der die Proteine nach ihrer Grole
aufgetrennt werden (GréRenfraktionierung). Die Gelfiltrationsmatrix wird dabei von kleinen
porésen Kigelchen eines Kohlenhydratpolymers gebildet. Kleine Molekile kdénnen in die
Poren eindringen, wohingegen gréReren nur das wassrige Medium zwischen den Kigelchen
zur Verfugung steht. Dies fuhrt dazu, dass gro3e Proteine die Saule schneller passieren
koénnen als kleine Proteine, die eine weitere Wegstrecke zurlicklegen missen.

Die Gelfiltration wurde mit einer "High Load™ 26/60 Superdex™ 75 prep grade" Saule der
Firma Amersham Pharmacia Biotech durchgefiihrt. Die Sdule wurde mit 20 mM Tris-HCI (pH
8,5, filtriert) aquilibriert. Nach Auftragen der Probe wurde mit dem gleichen Puffer in einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min eluiert und 80 Fraktionen (6 min/Fraktion) aufgefangen.
Die Absorption des Eluates wurde mit Hilfe eines eingebauten Photometers bestimmt und
Uber einen Schreiber wiedergegeben. Im Anschluss wurde die Reinheit der Proben bestimmt
(siehe 7.5) und ihre Konzentration gemessen (siehe 7.2).

7.8.6 Reinigung von rekombinanten Proteinen mit His-Tag

Rekombinant exprimierte Proteine mit His-Tag wurden mit Hilfe einer Metallionen-
Affinitatschromatographie (IMAC) aufgereinigt ("Protino® Ni 2000 prepacked columns",
Macherey und Nagel, Diren). Hierbei bindet ein Chelatligand der Silikat-Matrix der Sdule an
fiinf Koordinationsstellen eines Ni?*-lons. Der Histidin-Tag des rekombinanten Proteins wird
von der sechsten Koordinationsstelle des Nickel-lons gebunden und kann nach
verschiedenen Waschschritten mit einem Imidazol-Puffer eluiert werden. Fur die
rekombinante Expression von Proteinen mit His-Tag wurde der pET-15b-Vektor (Novagen,
Darmstadt) in BL21 (DE3)pLys Bakterien (Stratagene, Heidelberg) verwendet. Nach Anzucht
der Bakterien (siehe 7.8.2) wurden diese pelletiert und in 1 x LEW-Puffer (Macherey und
Nagel, Duren) resuspendiert. Die weitere Aufreinigung des Proteins erfolgte nach Angaben
des Herstellers.
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C Ergebnisse

1 Identifikation von neuartigen Fischglobinen

1.1  Globin X

Mit Hilfe von Datenbanksuchen nach neuroglobindhnlichen Sequenzen konnte zu Beginn
meiner Arbeit ein neuartiges Globin identifiziert werden, welches lediglich in Fischen und
Amphibien prasent ist. In den DNA-Sequenzen anderer Vertebraten (Amnioten) konnten
keine orthologen Gene nachgewiesen werden. Da Uber Funktion und Vorkommen des
Globins zunachst nichts bekannt war, bekam es den vorldufigen Namen "Globin X" (GbX).

1.1.1 Molekulare Charakterisierung von Globin X

In den NCBI-Datenbanken konnten partielle Sequenzen der cDNA des Globin X-Gens fir die
Fische Danio rerio (Zebrabarbling), Tetraodon nigroviridis (Griner Kugelfisch) und Tetraodon
rubripes (Japanischer Kugelfisch) identifiziert werden. Des Weiteren lagen Teile der
genomischen Sequenz des Globin X-Gens des Grinen Kugelfisches vor. Ziel war es, diese
Sequenz zu vervollstandigen und Aussagen uber die Globin X-cDNA verschiedener Fische

zu treffen.

1111  Genomische Sequenz fiir Globin X des Tetraodon nigroviridis

Nach Alinierung der in den Datenbanken vorhandenen genomischen Teilsequenzen von
T. nigroviridis war ersichtlich, dass die DNA-Sequenz fur Globin X etwa 4.700 bp lang ist. Da
Fragmente dieser GroRe nur schwer zu klonieren sind, wurden die Primer so gewahlt, dass
zwei Teilsequenzen (2.427 bp fur den 5'-Bereich und 2.332 bp flr den 3'-Bereich) mit
Uberlappung (133 bp) durch PCR amplifiziert werden konnten (fir die Lage der Primer siehe
Anhang G6.1.7). Beide Fragmente wurden kloniert und die Sequenz durch mehrfaches
Sequenzieren mit verschiedenen Primern verifiziert. Nach Zusammenfiigen der
Teilsequenzen konnten zwei sehr ahnliche Sequenzen identifiziert werden. Aufgrund der
hohen Identitat (98%) der beiden genomischen Sequenzen handelt es sich vermutlich um
zwei verschiedene Allele des Globin X-Gens. Vom Startcodon ATG bis zum Stopcodon
betragt die Lange der genomischen Sequenz 4.301 bp (Allel 1) bzw. 4.302 bp (Allel 2). Aus
Datenbank Eintragen kann die Lange des Globin X-Gens bei T. rubripes und D. rerio auf
mindestens 4.390 bp bzw. 47.200 bp geschatzt werden, weshalb auf die Klonierung der
genomischen Sequenz des Zebrabarblings verzichtet wurde.
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Ein Alignment der genomischen Sequenzen mit der entsprechenden cDNA (siehe Anhang
G6.1.7) zeigt, dass der kodierende Bereich des Globin X auf finf Exons aufgeteilt ist, der von
vier Introns unterbrochen wird. Hierbei sind die beiden Introns B12.2 (zwischen der 2. und 3.
Base des 12. Codons in der B-Helix) und G7.0, die in allen Vertebratenglobinen zu finden
sind, konserviert. Zusatzlich finden sich in den genomischen Globin X-Sequenzen noch zwei
weitere Introns an den Positionen E10.2 und H11.0. Abbildung C 1 veranschaulicht die
Lange und Lage der Exons und Introns. Ein komplettes Alignment der genomischen
Sequenz des Globin X-Gens von T. nigroviridis befindet sich im Anhang (siehe G6.1.7).

B12.2 E10.2 G7.0 H10.0
! M ARTAnA
(] (] [(H——1=
T. nigroviridis 1634 bp 1478 bp 69 bp 505 bp
T. rubripes > 1450 bp 1398 bp 169 bp 780 bp
D. rerio > 20600 bp > 18100 bp 2944 bp > 4700 bp
S. tropicalis 659 bp 3756 bp > 2000 bp 371 bp
1000 bp

Abb. C 1: Genomische Struktur der Globin X-Gene
Dargestellt sind in grau die Exons und als Linie die Introns, deren Position in der Globin-
struktur angeben ist (B12.2 bedeutet nach der 2. Base des 12. Codons der B-Helix). Der
Grolenstandard bezieht sich auf das Globin X-Gen von T. nigroviridis. > = Mindestgrofie
der jeweiligen Introns, die exakte Lange kann aufgrund der zum Teil nicht bekannten
Genomsequenzen nicht angegeben werden. T. nigroviridis = Griner Kugelfisch,
T. rubripes = Japanischer Kugelfisch, D. rerio = Zebrabarbling, S. tropicalis = Silurana
tropicalis = Krallenfrosch (Roesner et al., 2005).

11.1.2 Kodierende Sequenz fiir Globin X

Die cDNA-Sequenzen flr Globin X der Fische D. rerio, Carassius auratus (Goldfisch) und T.
nigroviridis wurden durch RT-PCR aus Gesamt-RNA amplifiziert. Hierzu wurden die Primer
basierend auf der jeweiligen Sequenz aus der Datenbank gewahlt. Zur Amplifikation der
Globin X-Sequenz des Goldfisches wurden aufgrund der nahen Verwandtschaft die gleichen
Primer wie beim Zebrabarbling verwendet. Die Identifikation der Globin X-cDNA des
Krallenfrosches Silurana (Xenopus) tropicalis erfolgte am Institut fir Molekulargenetik,
Universitat Mainz. Nach Klonierung in Standardvektoren und Sequenzierung wurde ein
Alignment erstellt (Abb. C 2). Der kodierende Bereich des Globin X-Gens bei T. nigroviridis
betragt 618 bp, wahrend der der anderen Globin X-Gene nur 603 bp lang ist.
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TniGbX : CGC‘A‘AGCGGAGTTTGG AleA A A : 80
DreGbX : CTle\Cr\elsleGer. A : 80
CauGbX : (&3 GAGAGCGGA llCC : 80
XtrGbX : CTGeCALT GHGA A AGAA s 74
100
TniGbX : TGCTGCTGCGGTGGTGTAT cle\GAEAA : 160
DreGbX : A------------------ CACC. : 142
CauGbX : A------------------ %gc : 142
XtrGbX : G------ CCAACCCTTAAC T GCl : 148
* 180
TniGbX : A : 240
DreGbX : s 222
CauGbX : s 222
XtrGbX : : 228
280

TniGbX : A : 320
DreGbX : Ar\eler.(cAler\cleyyTC : 302
CauGbX : GCAG"GAGCTTC : 302
XtrGbX : A : 308
TniGbX : : 400
DreGbX : : 382
CauGbX : : 382
XtrGbX : : 388
TniGbX : A : 480
DreGbX : [e/:{elefe)V.(ciy.-Vniv-Ne GGTATGT‘GGAGCTGAGTTTATCTGTGC : 462
CauGbX : CACCEAAGTATTAC GGTATGTHGGAGCTGAGTTTATCTGTGC : 462
XtrGbX : A : 468
TniGbX : : 557
DreGbX : : 542
CauGbX : : 542
XtrGbX : : 542
TniGbX :

DreGbX :

CauGbX :

XtrGbX :

Abb. C 2: cDNA-Sequenz fiir Globin X
Dargestellt ist ein Alignment der cDNA fir Globin X des Kugelfisches (TniGbX), des
Zebrabarblings (DreGbX), des Goldfisches (CauGbX) und des Krallenfrosches (XtrGbX).

Nach Translation ergibt sich fir den Kugelfisch T. nigroviridis ein Protein mit 205
Aminosauren und einer errechneten molekularen Masse von 23,4 kDa (Abb. C 3), wahrend
das der Karpfenfische (DreGbX, CauGbX) und des Krallenfrosches (XtrGbX) lediglich 200
Aminosauren und eine errechnete molekulare Masse von jeweils 23,1 kDa aufweist. Ein
Vergleich der Globin X-Aminosauresequenzen mit anderen Globinen zeigt, dass die typische
Globinstruktur mit 140 bis 150 Aminosauren und den acht a-Helices A bis H konserviert ist.
Durch Verlangerungen am N-Terminus (24 Aminosauren im Vergleich mit dem Neuroglobin
des Zebrabarblings) und C-Terminus (17 Aminosauren) ist das Globin X der Fische und
Amphibien groRBer als typische Globine der Vertebraten. Die fur die Sauerstoffbindung
wichtigen Aminosauren wie das proximale und das distale Histidin an den Positionen E7 und
F8 sind genauso konserviert wie das Phenylalanin CD1.
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* 20 * 40 * 60 * 80
TniGbX : %EIESLE:KAEFGDRSAEEEDAAAAAAAWYPREDQIQMIKD KVIRDDISNAY : 80
DreGbX : I IEGSELTAGAPEIRPGERETPAG- - - - - - LTTNHIRLIKECURL IO e e TUM SR el iy © 74
CauGbX : | IYGSELTARAPEIRAGEIZETPAG- - - - - - LTANHIRLIKESIRLTQEDISNAYE TIMAUIRIANAINAAONYIIBIIY : T4
XtrGbX : MESILESLEWQWRD - SLD-HTZTSPLL- - PTLNLSEQQQQLLVESIRL I QHMINAYEVILIRYINIppid Ao )y ighyds : 76

* 140 *

* 100 * 120 160
TniGbX : TEDLE'LRSSRELRAHGLRVMSFIEKSVA'LDQQDRLE A IYNAPPINYYE CEAYQIXTIPKERFSIY : 160
DreGbX : EDLE'LRTSRELRAHGLRVMSFIEKSVA'LDQLERLET AL JYNAPPILY CEAYRISTIFKDRWEAPIY : 154
CauGbX : \YERFERIAITSREMZLN: (@AM TIHEAPNILDQL EIAXTINAL) AYNAPPIY CEAYRIXTIFKDRWEEPIY : 154
XtrGbX : \YDEQAIMIANKDIRFN:(ONRYLEIGVINERNITADCAIIAIEINAT, AYNAP PIIY Y(o! T SEYYCiZMIEHDK : 156

* 180

* 200
TniGbX : LIPFINYATIAFONVTGLIRKEHQIAY - GSRQRHLALPPKDGPEKRTSAL : 205
DreGbX : LIFFAUSTIAIONVTSINREEFLIF¥ERNKRSNTQTSSRERPDKRSTAL : 200
CauGbX : LIFFNUNTIAZONVTSILREEFLINFERNKRSNTQTSSRERPDKRSTAI : 200
EEAW. !

XtrGbX : ICTVIWER[EYQINIE - -RRHSDGRSLIDGLQGNKGLI : 200

Abb. C 3: Aminosauresequenz fiir Globin X
Vergleich der Aminosauresequenzen des Globin X von Kugelfisch (TniGbX),
Zebrabarbling (DreGbX), Goldfisch (CauGbX) und Krallenfrosch (XtrGbX). Konservierte
Aminosauren sind schwarz markiert. Die zur Hdm-Bindung bendétigten Histidine E7 und
F8 sowie das Phenylalanin CD1 sind farbig hervorgehoben.

1.1.1.3 Sequenzvergleich und phylogenetische Analyse

Die Identitat der Aminosauresequenz von Globin X des Kugelfisches T. nigroviridis mit den
Sequenzen der Karpfenfische (D. rerio und C. auratus) betragt jeweils 68,8%. Bezieht man
die isofunktionellen Aminosaureaustausche mit ein, ergibt sich eine Ahnlichkeit von 89%
(basierend auf einer PAM 250 Matrix). Die Identitat zwischen Fisch- und Amphibien-Globin X
betragt 54,5% bis 59,4%. 98 Aminosauren sind in allen vier Globin X-Sequenzen strikt
konserviert, wobei 90 davon in der 140 Aminosauren langen Globindomane zu finden sind.
Wenn man davon ausgeht, dass die Trennung von Teleostiern (Hohere Knochenfische) und
Tetrapoden vor 420 Millionen Jahren erfolgte und die Abspaltung der Cypriniden
(Karpfenartige) von den percomorphen Kugelfischen vor 120 Millionen Jahren stattfand
(Benton, 1990; Wittbrodt et al., 2002), ergibt sich innerhalb der Fische eine Substitutionsrate
von 1,65*10° Aminosauresubstitutionen pro Position und Jahr. Vergleicht man Fische und
Amphibien miteinander, betragt die Substitutionsrate 0,63*10° Aminosauren pro Position und
Jahr. Reduziert man diese Vergleiche ausschlief3lich auf die Globindomane, halbiert sich die
Anzahl der Aminosauresubstitutionen pro Position und Jahr auf 0,72*10° innerhalb der
Fische und 0,31*10° im Vergleich der Globin X-Domé&nen von Fischen und Amphibien.

Um eine Aussage Uber den Selektionsdruck zu erhalten, wurde das Verhaltnis der
synonymen zu den nichtsynonymen Nukleotidaustauschen (ds/dn-Verhaltnis) berechnet
(Tabelle C 1). In Fischen liegt fir die kodierende Sequenz des Globin X das ds/dn-Verhaltnis
zwischen 5,2 und 10,5, wahrend in der Globindomane eine geringere Anzahl an
nichtsynonymen Austauschen auftritt. Somit ist fur die Globindomane das ds/dn-Verhaltnis
(8,4 bis 34,9) deutlich gréRer als in der gesamten kodierenden Sequenz.

56



Ergebnisse

Tabelle C 1: Mittlere Substitutionsraten in ausgewahlten Fischglobinen
Die Evolutionsrate der Aminosauren wurde nach dem PAM-Modell (Dayhoff et al.,
1978) unter der Vorraussetzung berechnet, dass sich die Linien der Ostariophysi
(Zebrabarbling, Goldfisch) und der Acanthopterygii (Kugelfische) vor 120 Millionen
Jahren aufgespalten haben. Nichtsynonyme (dn) und synonyme (ds) Nukleotid-
substitutionen wurden nach Ota und Nei (1994) berechnet. Angegeben sind jeweils
die Substitutionen pro Position und Jahr (verandert nach Roesner et al., 2005).

Substitutionsraten (x 10”%)

Aminoséuren dn ds ds/dn
Globin X 1,65 0,88 8,21 9,6
Globin X-Doméne 0,72 0,38 11,00 28,6
Neuroglobin 0,95 0,46 9,69 21,3
Cytoglobin 3,09 1,67 5,61 3,4
Hamoglobin o 4,02 2,13 6,00 2,8
Hamoglobin 2,12 1,29 4,95 3,9
Myoglobin 1,55 0,75 5,25 7,0

Ein Vergleich der Globin X-Aminosduresequenzen mit ausgewahlten Globinsequenzen
verschiedener Vertebraten und Invertebraten verdeutlicht, dass die grolte Identitat mit den
Neuroglobinen der Vertebraten vorliegt (26% bis 34,6%). Die Ubereinstimmung mit anderen
Globinen ist deutlich geringer; so sind nur 15% bis 25% der Aminosauren der Vertebraten-
Hamoglobine, 18% bis 26% der Vertebraten-Myoglobine und 22% bis 26% der Aminosauren
der Cytoglobine in Globin X konserviert.

Bei den phylogenetischen Analysen wurden verschiedene Stammb&ume mit Hilfe der
Neighbor-Joining- und der Bayes'schen Methode berechnet. Aufgrund der hohen Divergenz
von Pflanzen-, Pilz- und Bakterienglobinen konnten diese nicht als Auliengruppe eines
Metazoen-Stammbaumes gewahlt werden. In einem radiaren Phylogramm gruppieren die
Globin X-Proteine mit den Neuroglobinen der Vertebraten, den intrazelluldaren Globinen der
Invertebraten (Glycera-Hamoglobin und Nerven-Myoglobin von Aphrodite) und den
Hamoglobinen von Ciona intestinalis. Die Monophylie dieses Astes (Abb. C 4, Verzweigung
A) wird lediglich durch sehr geringe Bootstrap-Werte von 43% bis 48% und malige
Bayes'sche Wabhrscheinlichkeiten (0,83 und 0,78) unterstitzt, konnte jedoch durch
verschiedene andere phylogenetische Analysen ebenfalls nachgewiesen werden. Diese
Globine (Verzweigung A) separieren sich dabei von den Protostomierglobinen der Anneliden
und Arthropoden (Verzweigung C) und den anderen Vertebratenglobinen, in denen die
Hamoglobin a- und B-Ketten, die Myoglobine und die Cytoglobine der Gnathostomata
(Kiefermunder) sowie die Hamoglobine der Agnathen (Kieferlose) zu finden sind (Knoten B).
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Intrazellulare
Globine der
Anneliden

Ciona-
Hamoglobine

GdiHbP3
Invertebraten- i
r CinHb2 CinHb3
globine
CinHb4,
DmeHb Aachigh
Vertebraten-
CttHbVIII Neuroglobine
CttHbllb
CttHbVI
CttHbE
DreGbX \éfnlgbr;ten-
CauGhX obin
— A TniGbX
PsiHb1
N . B MglHb1
MglHb3
MglHb2
LfiHb
DreCygb
HsaCYGB
LamHb2 MmuCygb
HsaMB
MmuMb HpoHbA
PcaMb
. SacHbA
TniMb TthMb saHB/
GauMb” MmuHbB MmuHbA g%nyHbA4
HsaHBB
Vertebraten-

DreHbBa1

SacHbB

globine

Abb. C 4: Neighbor-Joining Stammbaum der Globine im Tierreich

Der Stammbaum basiert auf einer WAG Substitutions-Matrix mit Gamma-Korrektur.
Neighbor-Joining Bootstrapping Werte fur Verzweigung A sind 43% (PAM-Modell) und
48% (WAG-Modell), fur B 68% / 73% und fur C 37% / 33%. Bayes'sche
Wahrscheinlichkeiten sind fur A 0,83 (PAM-Modell) und 0,78 (WAG-Modell), far B 1,00 /
1,00 und fir C 0,58 / 0,48. Cygb = Cytoglobin, GbX = Globin X, Hb = Hadmoglobin, Mb =

Myoglobin, Ngb = Neuroglobin, Abklrzungen der Tiernamen siehe Anhang (G7.1)
(verandert nach Roesner et al., 2005).
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1.1.1.4 Expression von Globin X-mRNA

Zur Untersuchung der Globin X mRNA-Expression in verschiedenen Geweben wurde aus
neun Organen eines adulten Goldfisches Gesamt-RNA isoliert. Mit Hilfe zweier Primerpaare
wurde durch RT-PCR die Globin X-cDNA amplifiziert. Zur Kontrolle der PCR und der Qualitat
der RNA wurde eine RT-PCR fur B-Actin durchgefihrt, welches in allen Geweben exprimiert
wird. Schwache Globin X-Signale konnten in Kieme, Muskel, Herz, Darm, Niere, Milz und
Leber des Goldfisches detektiert werden, jedoch nicht in Hirn und Auge (Abb. C 5). Da es
sich hierbei nur um eine semi-quantitative Expressionsanalyse handelt, kann kein direkter
Ruckschluss auf die Starke der Expression in verschiedenen Geweben gezogen werden,
allerdings lasst sich sagen, dass Globin X-mRNA in allen Geweben relativ gering exprimiert
wird. Dies wird gestutzt durch die Anzahl an Eintrdgen in EST-Datenbanken des
Zebrabarblings. Eine Blast-Suche in EST-Datenbanken ergab bei 1.157.650 Eintragen
(Januar 2007) lediglich vier Ubereinstimmungen mit der Globin X-Sequenz, wahrend flr
Neuroglobin 21, fur Cytoglobin 57 und fir Myoglobin ebenso wie fir die Hdmoglobine jeweils
mehrere hundert Sequenzen gefunden wurden.

B-Actin ."-!.‘5. = Ul

Abb. C 5: Expressionsanalyse von Globin X-mRNA
RNA wurden von den angegebenen Geweben des Goldfisches isoliert und die
Expression von Globin X-mRNA durch RT-PCR bestimmt. 3-Actin diente als Kontrolle fur
Konzentration und Qualitat der RNA, verschiedene BandengréfRen von 3-Actin resultieren
aus verschiedenen gewebespezifischen Isoformen (veréndert nach Roesner et al., 2005).

Mit Hilfe einer quantitativen real-time PCR (siehe B6) gelang es, Globin X-mRNA in sehr
schwacher Konzentration auch in Hirn und Auge des Zebrabarbling nachzuweisen, allerdings
ist das Expressionsniveau hier deutlich niedriger als im Gesamtfisch (Abb. C 6 A). Ein
Vergleich mit Neuroglobin ergab, dass die mMRNA-Menge von Globin X im Auge nur 4% und
im Hirn lediglich 2% der Neuroglobin-Konzentration betragt (Abb. C 6 B).

59



Ergebnisse

1,4 -
1,2 A
1,0
0,8 -
0,6 -

0,4 -

Relative GbX mRNA-Expression

0,2 E
0,0

*

Auge

Hirn

Gesamt

1,2

1,0 1

0,8 1

0,6 -

04 -

0,2 1

Relative mRNA-Expression

0,0

Ngb Ngb

Kk

GbX
—

*kk

GbX

Auge Hirn

Abb. C 6: Expressionsanalyse von Globin X-mRNA durch quantitative real-time PCR

A: Durch quantitative

real-time PCR konnte Globin X-mRNA in schwachen

Konzentrationen auch in Hirn und Auge des Zebrabarblings nachgewiesen werden. Es
wurde auf die Konzentration an Globin X im Gesamtfisch normalisiert. B: Ein Vergleich
der Expressionsniveau von Globin X (schwarze Balken) und Neuroglobin (graue Balken)
verdeutlicht, dass es sich bei Globin X nicht um ein neuronales Protein handelt. N = 4,
*** P <0,001, * P <0,05.

Ferner konnte gezeigt werden, dass Globin X-mRNA im Zebrabarbling entwicklungs-

abhangig exprimiert wird. Experimente an verschiedenen Individuen einer Zuchtgruppe

zeigten, dass sich bei adulten Tieren innerhalb von flinf Monaten das Expressionsniveau von
Globin X-mRNA im Gesamtfisch mehr als verzehnfachte (Abb. C 7).

Relative GbX mRNA-Expression

Adult

+ 5 Monate

Abb. C 7: Entwicklungsabhangige Expression von Globin X-mRNA

Ein Vergleich der

Expression von Globin X-mRNA
verschiedener Entwicklungsstufen ergab fir die alteren Individuen (schwarzer Balken,
N = 4) eine mehr als 10-fach erhéhte Globin X-Konzentration. *** P < 0,001.

in adulten Zebrabarblingen
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1.1.2 Proteinbiochemische Charakterisierung von Globin X

Um Aussagen Uber proteinbiochemische und biophysikalische Eigenschaften von Globin X
treffen zu kdénnen, wurde das Protein rekombinant in E. coli Bakterien exprimiert und
aufgereinigt. Das gereinigte Protein wurde zur Herstellung von polyklonalen Antikérpern
(siehe B7.7) verwendet, mit denen Aussagen uUber die Lokalisation des Proteins im Fisch
getroffen werden sollten. Des Weiteren stand das Protein fiir verschiedene Experimente zur
biophysikalischen Charakterisierung zur Verfligung.

1.1.21 Rekombinante Expression von Globin X des Zebrabarblings

Globin X besitzt, wie bereits beschrieben, im Vergleich zu andern Globinen Verlangerungen
am N- und C-Terminus. Aus frilheren Expressionsversuchen war bekannt, dass N- und C-
terminale Verlangerungen die Expression und das Aufreinigungsverhalten der Globine
verandern kénnen. So bewirken zusatzliche Aminosauren an der A- oder H-Helix bei der
Expression in vitro haufig eine Konformationsédnderung, was darin resultiert, dass das Globin
keine Ham-Gruppe und somit auch keinen Sauerstoff mehr binden kann. Zudem werden
Globine mit N- und C-terminalen Verlangerungen haufig in "Inclusion Bodies®
(EinschluBkérpern) exprimiert und sind nur sehr schwer in nativer Form aufzureinigen. Aus
diesem Grund wurde ein Klon konstruiert, der nicht die komplette kodierende Sequenz,
sondern nur die Globindomane des Globin X exprimiert. Diesem Klon (Globin X ANC) fehlen
N-terminal 24 Aminosduren, der C-Terminus wurde um 16 Aminosauren verkirzt und die
letzte Aminosaure durch ein Stopcodon ersetzt. Abbildung C 8 verdeutlicht den Unterschied
der Aminosaurestrukturen von Globin X (23,1 kDa) und Globin X ANC (19,1 kDa). Die
Sequenz von Danio rerio Globin X ANC wurde mittels einer PCR auf einem Globin X-
Plasmid amplifiziert, in den Expressionsvektor pET-3a ligiert und in E. coli Bakterien

exprimiert.

GbX 24 AS 16 AS

Abb. C 8: Vergleich der Aminosaurestruktur von Globin X und Globin X ANC
Schematisch dargestellt ist die Aminos&urestruktur von Globin X und Globin X ANC des
Zebrabarblings. Zur rekombinanten Expression wurde der Klon Globin X ANC konstruiert,
dem im Vergleich zum nativen Globin X die N- und C-terminalen Verlangerungen fehlen
und der lediglich die Globindomane des Globin X exprimiert.

Durch einen Nukleinsdureverdau wurden die pelletierten Bakterien von DNA- und RNA-
Verunreinigungen befreit, die eine weitere Aufreinigung stdéren wurden. Eine Reinigung des
Globin X erfolgte durch Ammoniumsulfatfallung, Anionenaustauschchromatographie und
Grolenfraktionierung. Hierbei konnte das Globin X schrittweise von bakteriellen Proteinen
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separiert werden, so dass es abschlieBend in reiner Form vorlag. Nach jedem
Reinigungsschritt wurde eine SDS-Gelelektrophorese durchgefuhrt, um das Verhaltnis von
Globin zu bakteriellen Proteinen zu bestimmen und so eine Aussage uber Reinigungserfolg
und Konzentration des Globins treffen zu kdnnen. Wie in Abbildung C 9 zu erkennen, gelang
es, Globin X ANC mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa in sehr reiner Form zu
gewinnen. Aus vier Liter Bakterienkultur wurden 20 mg rekombinantes Protein aufgereinigt.

116,0 == ===
66,2  w-
-
45,0 - —
350 *
- ———
250 W ——
? -
18,4 W= ‘
144 - <
.
kDa M A B c D

Abb. C 9: Reinigung von rekombinant exprimierten Globin X ANC
Globin X ANC des Zebrabarblings wurde rekombinant in Bakterien exprimiert und
aufgereinigt. M = Marker, A = Bakterienpellet, B = Ammoniumsulfatpellet (70% und 80%),
C = Anionenaustauschchromatographie, D = Gréfenfraktionierung.

Das rekombinant exprimierte Globin X ANC ist in seiner oxygenierten Form rot gefarbt, so
dass wahrend der Aufreinigung globinhaltige Fraktionen leicht an der Farbe erkannt werden
konnten (Abb. C 10). Dies war ein erster Hinweis darauf, dass Globin X ANC wie andere

Globine in der Lage ist, eine Ham-Gruppe und damit Sauerstoff zu binden.

Abb. C 10: Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie von Globin X ANC
Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie, die Globin X ANC enthalten,
lassen sich durch die rote Farbe des Proteins leicht identifizieren.
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1.1.2.2 Absorptionsspektrum von rekombinantem Globin X ANC des Zebrabarblings

Globine haben in Abhangigkeit von ihrem Oxygenierungszustand unterschiedliche
Absorptionseigenschaften. Von aufgereinigtem Globin X ANC wurde zunachst ein
Absorptionsspektrum des oxygenierten Proteins aufgenommen. AnschlieRend wurde der
gebundene Sauerstoff mit Natriumdithionit reduziert, um ein Absorptionsspektrum von
deoxygeniertem Globin X ANC zu erhalten. Abbildung C 11 zeigt deutlich den Unterschied
der beiden Spektren. Wahrend oxygeniertes Globin X ANC neben dem Maximum bei 415 nm
lediglich zwei schwache Nebenmaxima (536 nm und 562 nm) aufweist, zeigt das deoxy-
Spektrum neben dem Hauptmaximum bei 428 nm noch zwei weitere Maxima bei 531 nm
und 561 nm. Das Spektrum von Globin X dhnelt somit stark dem Spektrum von Neuroglobin
(Burmester et al., 2000; Fuchs et al., 2004).

0.5 x5 oxy GbX ANC
deoxy GbX ANC
0,4 -
c
20,3
g
9
a 0,2 -
<
0,1 -
0,0 T T T T T
380 430 480 530 580 630
Wellenldange [nm]

Abb. C11:  Absorptionsspektrum von Globin X ANC des Zebrabarblings

1.1.2.3 Sauerstoffaffinitit und Hill-Koeffizient von Globin X ANC

Mit dem aufgereinigten Globin X ANC wurden verschiedene Experimente von einem
Kooperationspartner durchgefiihrt. Die Sauerstoffaffinitat (p50) von Globin X ANC liegt in
Abhangigkeit vom pH-Wert im Bereich von 1 bis 12,5 Torr. In neutralem Milieu ist die
Sauerstoffaffinitat von Globin X ANC hoher als im Basischen, was auf einen reversen Bohr-
Effekt schlieBen lasst (Abb. C 12). Der p50-Wert von Globin X ANC ist damit deutlich
geringer als der fur Hamoglobin beobachtete von 26 Torr (McCarthy, 1943). Der Hill-
Koeffizient von Globin X ANC zwischen 1,2 und 2,3 lasst eine Kooperativitdt von mehreren
Untereinheiten vermuten (Abb. C 12).
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Abb. C 12: Sauerstoffaffinitat und Hill-Koeffizient von Globin X ANC
Dargestellt sind in A die Abhangigkeit der Sauerstoffaffinitat vom pH-Wert und in B der
Hill-Koeffizient von rekombinantem Globin X ANC. Die Messungen wurden von einem
Kooperationspartner durchgefiihrt.

1.1.2.4 Expression von Globin X-Protein in unterschiedlichen Geweben

Um die Lokalisierung von Globin X auf Proteinebene untersuchen zu kénnen, wurden
zunachst polyklonale Antikorper gegen rekombinantes Danio rerio Globin X ANC in
Kaninchen hergestellt. Aufgrund der hohen Identitdt von Goldfisch- und Zebrabarbling-
Globin X und der nahen Verwandtschaft der beiden Karpfenfische, konnten die anti-
Zebrabarbling Antikorper fir beide Spezies eingesetzt werden. Proteinextrakte aus
verschiedenen Geweben eines adulten Goldfisches wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und durch einen Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Als
Primarantikorper diente anti-Globin X-Serum aus Kaninchen, welches in einer Verdiinnung
von 1:500 eingesetzt wurde. Durch einen mit Alkalischer Phosphatase gekoppelten
Sekundarantikorper konnten in allen untersuchten Geweben des Goldfisches (Muskel, Herz,
Leber) Signale flr Globin X detektiert werden. Die hdchste Konzentration an Globin X-
Protein liegt im Muskel vor, hier zeigt der Western Blot auch deutlich Banden nicht nur fir ein
Monomer bei 23 kDa, sondern auch fiir ein Dimer mit der molekularen Masse von 46 kDa
(Abb. C 13).
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Abb. C13: Western Blot-Analyse zur Expression von Globin X in Goldfischgewebe
Proteinextrakte von Goldfischgewebe wurde durch SDS-Gelektrophorese aufgetrennt
und Globin X mittels eines Western Blots mit anti-Zebrabarbling Globin X-Antikérper-
serum (1:500 verdiinnt) nachgewiesen. Ma = Marker, M = Muskel, R = rekombinantes
Globin X ANC. Deutlich sind sowohl Monomer- als auch Dimerbanden zu erkennen.
Das rekombinante Protein ist durch die fehlenden Aminosauren am N- und C-
Terminus entsprechend kleiner als das aus dem Zebrabarbling isolierte Globin X.

1.2 Myoglobine der Karpfenfische

Vor kurzem wurde gezeigt, dass Myoglobin nicht nur im Muskelgewebe lokalisiert ist,
sondern dass Myoglobin auf mRNA-Ebene auch in zahlreichen anderen Geweben des
Karpfens Cyprinus carpio exprimiert wird (Fraser et al., 2006). Zudem konnte im Karpfen
eine hirnspezifische Isoform des Myoglobins identifiziert werden (Fraser et al., 2006). Die
ubiquitare Expression von Myoglobin sollte fur den Goldfisch verifiziert und die kodierende
Sequenz der Myoglobin 2-Isoform identifiziert werden.

1.2.1 Molekulare Charakterisierung von Myoglobin 2 des Goldfisches

Die molekulare ldentifizierung von Myoglobin 2 erfolgte durch eine RT-PCR auf Hirngewebe
des Goldfisches. Hierzu wurde die RNA zunachst in cDNA umgeschrieben. In der
anschlielenden PCR wurden Primer eingesetzt, die fur das Cyprinus carpio Myoglobin 2
kodieren. Nach Klonierung konnte die cDNA sequenziert und als Myoglobin 2-Isoform des
Goldfisches identifiziert werden (Abb. C 14). Nach Translation ergibt sich ein Protein mit 147

Aminosauren und einer errechneten molekularen Masse von 16,2 kDa (Abb. C 15).
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Abb. C 14: Nukleotidalignment der Karpfenfisch-Myoglobine
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Dargestellt sind die Myoglobin-Isoformen (Mb) verschiedener Karpfenfische.
Cau = Carassius auratus (Goldfisch), Cca = Cyprinus carpio (Karpfen), Dre = Danio
rerio (Zebrabarbling). Entsprechend des Konservierungsgrades sind die Nukleotide
farbig markiert, schwarz = 100%, dunkelgrau = 80%, hellgrau = 60% Identitat.
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Abb. C 15: Aminosaurealignment der Karpfenfisch-Myoglobine

Dargestellt sind die Aminosauresequenzen der Myoglobine (Mb) ausgewahlter
Karpfenfische. Abklrzungen siehe Abb. C 14. Konservierte Aminosduren sind
schwarz unterlegt, farbig hervorgehoben sind die fir die Hdm-Bindung bendtigten
Histidine E7 und F8 sowie das Phenylalanin CD1.
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Die Identitdt zwischen beiden Isoformen des Goldfisch-Myoglobins betragt auf
Nukleotidebene 85 %, auf Aminosaureebene 78 % (Tabelle C 2). Ein Vergleich mit den
Myoglobinen des Karpfens verdeutlicht, dass sich die jeweiligen Isoformen verschiedener
Spezies ahnlicher sind, als die beiden Isoformen einer Art. Die Identitdt auf Nukleotidebene
betragt fur das Myoglobin 1 von Karpfen und Goldfisch 94% (Aminosaureebene 94%), die flr
Myoglobin 2 der beiden Karpflinge (Karpfen und Goldfisch) 93% (88%). Im Gegensatz dazu
betragt die Ubereinstimmung zwischen dem Myoglobin des Zebrabarblings und den
Myoglobinen der Karpflinge lediglich ca. 80%.
Tabelle C 2: Identititen der Karpfenfisch-Myoglobine

Ein Vergleich der Karpfenfisch-Myoglobine auf Nukleotid- (blau) und

Aminosaureebene (dunkelrot) verdeutlicht die grof’e Identitdt der Isoformen
verschiedener Spezies.

Identitat der Nukleotide
c DreMb CcaMb1 CcaMb2 CauMb1 CauMb2
:% DreMb 82% 83% 82% 79%
;é CcaMb1 82% --- 86% 94% 84%
o CcaMb2 80% 79% 86% 93%
% CauMb1 82% 94% 78% 85%
= CauMb2 78% 79% 88% 78% -

1.2.2 Phylogenie der Fisch-Myoglobine

Die Stammbaum-Analyse der Fisch-Myoglobine erfolgte mit Hilfe des Programmpakets von
MrBayes (http://mrbayes.csit.fsu.edu/) (siehe B5.13.3). Zunachst wurde ein Alignment mit
den Sequenzen ausgewahlter Fisch-Spezies erstellt, als Auliengruppe dienten die
Myoglobine der Knorpelfische.

Der Stammbaum der Fisch-Myoglobine verdeutlicht, dass die einzelnen Myoglobin-
Isoformen (CauMb1 mit CcaMb1, CauMb2 mit CcaMb2) der Cyprininae (Karpflinge) naher
miteinander verwandt sind als die verschiedenen Isoformen innerhalb einer Art (CauMb1 mit
CauMb2, CcaMb1 mit CcaMb2). Diese Aufspaltung ist mit Bayes'schen Wahrscheinlichkeiten
von 0,99 und 1,00 sehr gut abgesichert. Das Verwandtschaftsverhaltnis zwischen den
Isoformen Myoglobin 1 und 2 von Karpfen und Goldfisch sowie deren Beziehung zum
Myoglobin von Zebrabarbling (DreMb) und Goldelritze (PprMb) ist jedoch mit Werten von
0,94 und 0,81 nicht gut unterstutzt. Des Weiteren zeigt der Stammbaum die nahe
Verwandtschaft innerhalb der verschiedenen Scombridae-Arten (Makrelenfische) ebenso wie
die innerhalb der Tetraodontidae (Kugelfische), Nototheniidae (Antarktisdorsche) und
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Channichthyidae (Krokodileisfische), wobei die Auflésung zum Teil ebenfalls ungenau ist.
Zur Diskussion des Stammbaumes siehe D 1.2.

HpoMb Heterodontidae
ManMb
1,00 HjaMb Triakidae
1,00
GgaMb
CcaMb1 )
CauMb1
—— CcaMb2
0,94 1,00 > Cyprinidae
L—— CauMb2
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Abb.C 16: Stammbaum der Fisch-Myoglobine nach MrBayes

Basierend auf einem Aminosaurealignment ausgewahlter Fisch-Myoglobine wurde ein
Stammbaum nach MrBayes erstellt. Die Bayes'schen Wahrscheinlichkeiten der
jeweiligen Verzweigungen sind angeben (1,00 = 100%). Abkurzungen siehe Anhang
(G7.2). Heterodontidae = Stierkopfhaie, Triakidae = Hundshaie, Cyprinidae =
Karpfenfische, Scombridae = Makrelenfische, Xiphiidae = Schwertfische,
Tetraodontidae = Kugelfische, Nototheniidae = Antarktisdorsche, Channichthyidae =
Krokodileisfische.
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1.2.3 Expression von Myoglobin

Zur genauen Lokalisierung von Myoglobin-Protein in verschiedenen Geweben wurde
zunachst das Myoglobin des Zebrabarblings rekombinant in Bakterien exprimiert.
AnschlieRend wurden polyklonale Antikérper gegen Myoglobin in Kaninchen erzeugt. Mit
dem Antikdrperserum wurden Western Blot-Analysen auf verschiedenen Geweben des
Zebrabarblings und des Goldfisches durchgefuhrt.

1.2.3.1 Rekombinante Expression von Myoglobin des Zebrabarblings

Fir die rekombinante Expression wurde zunachst die cDNA des Zebrabarbling-Myoglobins
in den Expressionsvektor pET-15b kloniert und das Plasmid in Bakterien des Stammes BL21
(DE3)pLys transformiert. In diesem Expressionssystem wird das Protein mit einem N-
terminalen 6 x His-Tag versehen, so dass die Aufreinigung mit Hilfe von Metallionen-
Affinitatschromatographie erfolgen kann. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zu der
herkémmlichen, klassischen Aufreinigung von rekombinanten Proteinen, wie sie fur Globin X
angewandt wurde, liegt in der leichten Handhabung der verwendeten Ni**-Silikat-Saulen und
der damit verbundenen schnelleren Aufreinigung des Proteins. Allerdings eignet sich diese
Methode nicht so gut fur die Synthese von grof’en Mengen Protein, da die Saulen nur eine
begrenzte Kapazitat haben. Auch kann es durch die zusatzlichen Histidine und die neun
weiteren Aminosauren am N-Terminus zu geringen Anderungen der Konformation kommen,
was zum Beispiel die O,-Bindungseigenschaften des Globins beeinflussen kann. Da das
aufgereinigte Myoglobin lediglich zur Synthese von polyklonalen Antikérpern dienen sollte,
waren diese Nachteile zu vernachlassigen.

Nach dem Ernten der Bakterienkultur wurde das Pellet in Lyse-Puffer resuspendiert und die
Zellwande durch Einfrieren in flissigem Stickstoff sowie durch Ultraschall-Behandlung
aufgebrochen. Nach Zentrifugation wurde der I6sliche Uberstand auf die Affinitatssaule
aufgetragen. Mehrmaliges Waschen entfernte unspezifisch gebundene Proteine, so dass
schliellich aufgereinigtes Myoglobin eluiert werden konnte. Abbildung C 17 zeigt sehr
deutlich den guten Reinigungserfolg des rekombinant exprimierten Myoglobins. Aufgrund der
15 zusatzlichen Aminosauren am N-Terminus erhoht sich die molekulare Masse des
Myoglobins von 15,5 kDa auf rechnerisch 17,2 kDa. Alle Fraktionen der Elution zeigten klare
Banden bei ca. 18 kDa, wobei in den Fraktionen 2 und 3 die hochste Myoglobin-
Konzentration zu erkennen ist. Insgesamt wurden aus 500 ml Expressionskultur ca. 5 mg
Myoglobin aufgereinigt.
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Abb. C17: Rekombinante Expression von Myoglobin des Zebrabarblings
Das Ergebnis einer SDS-Gelektrophorese verdeutlicht den Reinigungserfolg der Ni**-
Silikat-Saulen. M = Marker, B = Bakterienpellet (2 ul), E = Eluat (5 pl)

Anders als erwartet, zeigte das aufgereinigte Myoglobin nicht die flr Globine typische rote
Farbung. Zu Beginn der Aufreinigung war die Proteinlésung noch rétlich gefarbt, was auf
gebundenes Ham schliel3en liel®. Offensichtlich |6ste sich das Ham durch Veranderungen
des pH-Wertes oder durch die geringe Imidazol-Konzentration im Elutionspuffer aus der
hydrophoben Tasche des Myoglobins. Aus diesem Grund konnte von Myoglobin kein
Spektrum in Abhangigkeit des Oxygenierungszustandes aufgenommen werden. Auch bei
der Expression von Myoglobin ohne His-Tag und der klassischen Aufreinigung gelang es
nicht, Myoglobin mit gebundener Ham-Gruppe aufzureinigen. Wahrend in allen Fallen die
Farbe des Bakterienpellets noch auf eine Ham-Bindung schlieRen liel, verschwand die
Farbung spatestens nach der Anionenaustauschchromatographie.

1.2.3.2 Expression von Myoglobin in Geweben des Goldfisches

Die ubiquitare Expression von Myoglobin-Protein wurde mit Hilfe von Western Blot-Analysen
Uberpruft. Hierzu wurden verschiedene Gewebe eines Goldfisches (Hirn, Kieme, Herz,
Leber, Niere, Schwimmblase) in PBS homogenisiert und der Proteinextrakt elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach einem Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose-Membran wurde Myoglobin
durch anti-Myoglobin Antikérperserum nachgewiesen. Abb. C 18 zeigt, dass in allen
untersuchten Geweben des Goldfisches Signale fur Myoglobin detektiert werden konnten.
Durch die hohe Identitdt von Myoglobin 1 und 2 des Goldfisches ist es allerdings nicht

mdglich, auf Proteinebene zwischen den beiden Isoformen zu differenzieren.
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Abb. C 18:
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Western Blot-Analyse zur Expression von Myoglobin

Proteinextrakte von verschiedenen Goldfischgeweben wurden elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Nachweis fir
Myoglobin erfolgte mit Myoglobin-Antikdrperserum in 1:500-facher Verdinnung. M =
Marker, Mb = rekombinantes Myoglobin (0,5 ug), Hi = Hirn, K = Kieme, He = Herz, L =
Leber, N = Niere, S = Schwimmblase, jeweils 100 ug Proteinextrakt (fir Herz und
Schwimmblase nur 50 pg).
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2 Sauerstoffabhangige Globinexpression in Karpfenfischen

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit soll die Expression von Globinen in Fischen unter
verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen sowohl auf molekularer als auch auf
proteinbiochemischer Ebene charakterisiert und eine Aussage uber mogliche
Praadaptationen in hypoxietoleranten Organismen getroffen werden.

21 Hypoxieexperimente

Bei den Hypoxieexperimenten wurden zwei verschiedene Spezies der Karpfenfische
eingesetzt: zum einen der relativ hypoxiesensitive Zebrabarbling, der dennoch in der Lage
ist, fur mehrere Stunden eine Sauerstoffkonzentration von bis zu einem
Sauerstoffpartialdruck von pO, = 15 Torr zu Uberleben (Rees et al., 2001); zum anderen der
hypoxietolerante Goldfisch, der bei 20°C mehrere Stunden ohne Sauerstoff auskommt und
bei geringen Temperaturen lange Zeit bei sehr niedrigen Sauerstoffkonzentrationen leben
kann (van den Thillart et al., 1976).

Zebrabarblinge und Goldfische wurden fur verschiedene Zeitspannen mit geringen
Sauerstoffkonzentrationen inkubiert. Nach dem Ende des jeweiligen Versuches wurden die
Fische auf Eis betdubt und entweder direkt in flissigem Stickstoff eingefroren oder es
wurden nach Dekapitation einzelne Organe prapariert und in Stickstoff eingefroren. Aus den
Geweben wurde anschlieRend Gesamt-RNA oder Protein extrahiert und fir quantitative real-
time PCR oder Western Blot-Analysen eingesetzt.

2.1.1 Hypoxieexperimente mit Zebrabarblingen

Zu Beginn der Versuche wurde zunachst das Minimum des Sauerstoffgehalts im Wasser
bestimmt, bei dem die Fische noch Uberleben. Hierzu wurden die Fische in zwei Gruppen
und in zwei gleichgestaltete Aquarien aufgeteilt. In das eine Aquarium wurde eine
Gasmischung mit niedrigem Sauerstoffgehalt (2% O, in 98% N,) eingeleitet, in das andere
gefilterte Normalluft (21% O,). Innerhalb einer Stunde wurde so der Sauerstoffpartialdruck im
Hypoxiebecken von 138 Torr auf 18 Torr reduziert und fur weitere 23 Stunden konstant
gehalten. Anders als erwartet (vergleiche Rees et al., 2001), war dieser Wert fir die meisten
Zebrabarblinge letal: mehr als 80% der Versuchstiere starben innerhalb der ersten 24
Stunden. Aus diesem Grund wurde flir den Zebrabarbling ein etwas hdherer
Sauerstoffpartialdruck von 31 Torr (Schwankungsbreite 27-35 Torr) als unterste Grenze der
Hypoxieexperimente gewahlt. Dieser Grenzwert war jedoch fir ca. 20% der Zebrabarblinge
immer noch zu niedrig, so dass in einem Fall sogar eine komplette Versuchsgruppe
innerhalb der ersten 20 Stunden einging. Im Normalfall Uberlebten aber mindestens 80% der
Hypoxietiere den Versuch.
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Beim Zebrabarbling wurden neben verschiedenen Zeitspannen bei 31 Torr auch
Experimente mit einem Sauerstoffpartialdruck von 65 Torr (60-70 Torr) durchgefiihrt, um
eine Aussage Uber die Expression der Globine in Abhangigkeit von der Starke des
Sauerstoffmangels treffen zu kénnen.

2.1.2 Hypoxieexperimente mit Goldfischen

Beim Goldfisch sollte an eine 48-stiindige Inkubation mit ungefahr 50 Torr eine nahezu
anoxische Phase angeschlossen werden. Dies wurde durch Einleiten von reinem Stickstoff
(100% N) erreicht. Allerdings zeigte sich hier, dass die Goldfische bei 21°C nicht in der Lage
waren, diese Bedingungen lange zu uberleben, so waren nach spatestens 16 Stunden bei
5 Torr alle Individuen an Sauerstoffmangel gestorben. Aus diesem Grund wurde die stark
hypoxische Phase abgeschwacht (pO, = 13 Torr), auf lediglich acht Stunden reduziert und
im Anschluss daran fir weitere 16 Stunden mit einem Sauerstoffpartialdruck von 50 Torr
begast. Diese Bedingungen Uberlebten alle eingesetzten Goldfische.

2.2 Verhalten der Fische wahrend der Hypoxieexperimente

Wie bereits im vorherigen Abschnitt erlautert, stellte der gewahlte Sauerstoffpartialdruck von
31 Torr eine kritische Konzentration fur den Zebrabarbling dar. Zu erkennen war dies nicht
nur daran, dass 31 Torr fur ca. 20% der Individuen letal waren, sondern auch am Verhalten
der Tiere in der Hypoxiegruppe. Bereits bei einem Sauerstoffpartialdruck von 65 Torr erhdhte
sich die Atemfrequenz der Zebrabarblinge deutlich, ab 50 Torr versuchten manche Tiere,
durch Luftatmung mehr Sauerstoff aufzunehmen. Im Laufe des Versuches schien allerdings
ein Gewohnungseffekt einzusetzen, so dass sich die Tiere die meiste Zeit am Boden des
Aquariums aufhielten, und sich wenig bewegten. Ein koordiniertes Schwimmen war einigen
Zebrabarblingen unterhalb eines Sauerstoffpartialdrucks von 50 Torr nicht mehr méglich. Da
dies besonders in Bereichen mit starkerer Strémung zu beobachten war, wurde darauf
geachtet, dass sich keine Fische im direkten Ansaugbereich der Umwalzpumpe aufhalten
konnten. Wahrend starke Hypoxie (31 Torr) deutliche Auswirkungen auf das Verhalten der
Zebrabarblingen hatte, konnte bei schwacher Hypoxie (65 Torr) lediglich eine erhdhte
Atemfrequenz beobachtet werden.

Im Vergleich dazu bewirkte beim Goldfisch der Sauerstoffpartialdruck von 50 Torr keine
starke Veranderung des Verhaltens. Im Verlauf der ersten 48 Stunden schwammen die
Goldfische der Hypoxiegruppe im gesamten Aquarium umher und es war kein signifikanter
Unterschied zu den Kontrolltieren zu beobachten. Wéhrend den acht Stunden bei 13 Torr
allerdings zeigten die Goldfische die gleichen Verhaltensanpassungen wie die
Zebrabarblinge bei 31 Torr, und hielten sich bevorzugt am Boden des Aquariums auf.

Deutlich war, dass die Goldfische bei einem Sauerstoffpartialdruck von 13 Torr fast blind
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waren und nicht mehr auf optische Reize aullerhalb des Aquariums reagierten. In den
folgenden 16 Stunden bei 50 Torr normalisierte sich das Verhalten wieder, ebenso konnten

sie wieder optische Reize wahrnehmen.

2.3 Vorbereitung der quantitativen real-time PCR-Experimente

Zur Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR waren zunéachst einige Vorbereitungen
erforderlich. Um die Effizienz der PCR-Reaktion ermitteln zu kdnnen, ist es notwendig, mit
Verdinnungen von Plasmiden oder cDNAs so genannte Standardgeraden zu messen. Bei
Verwendung der Plasmidstandard-Methode musste zundchst die cDNA der zu
untersuchenden Gene als Plasmid vorliegen. Aus diesem Grund wurden vor Beginn der
Experimente die cDNAs der Referenzgene ARP ("Acidic ribosomal protein", nach neuer
Nomenklatur "ribosomal protein, large, PQ0", rplp0) und CP (Cyclophilin) des Zebrabarblings
und des Goldfisches kloniert. Ebenso wurden die verschiedenen Globine von Zebrabarbling
und Goldfisch kloniert, sofern die Plasmide nicht vorhanden waren. Fir alle untersuchten
Gene sind Sequenz und Datenbank-Zugangsnummer im Anhang (siehe G6.1.7) angegeben.
In manchen Fallen ergab die Auswertung der quantitativen real-time PCR, dass die
Amplifikation nur mit einer schlechten Effizienz statt gefunden hatte, oder dass durch die
Bildung von Primerdimeren die Auswertung nicht moglich war. In diesen Fallen wurden
verschiedene Primer ausgetestet und flr weitere Experimente nur die Primer eingesetzt, die
eine gute Amplifikationseffizienz aufwiesen und nur geringe Mengen oder keine Primer-
dimere bildeten. Eine Liste der verwendeten Primer befindet sich ebenfalls im Anhang (siehe
G4).

2.4 Normalisierung der quantitativen real-time PCR-Daten

Bei der cDNA-Synthese wurde stets fur ein Experiment fur alle Proben dieselbe Menge an
Gesamt-RNA eingesetzt. Um Unterschiede in der Effizienz der cDNA-Synthese
vernachlassigen zu kdnnen, wurden alle Messergebnisse der quantitativen real-time PCR
auf so genannte Referenzgene normalisiert. Die Verwendbarkeit der Gene ARP und CP als
Referenzgene in Hypoxieexperimenten wurde bereits beschrieben (Simpson et al., 2000).
Allerdings konnte durch quantitative real-time PCR-Experimente gezeigt werden, dass im
Fall der gewahlten Versuchsbedingungen lediglich die Expression von ARP unabhangig von
der Sauerstoffkonzentration erfolgte, wahrend fir CP eine schwache, aber signifikante
Hochregulation unter Hypoxie beobachtet wurde (Abb. C 19). Aus diesem Grund wurden alle
Messwerte auf die Expression von ARP normalisiert, um vergleichbare Ergebnisse zu
erzielen.
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Abb. C 19: Expression von ARP und CP unter Normoxie und Hypoxie
mRNA-Expression von ARP ("Acidic ribosomal protein") und CP (Cyclophilin) des
Zebrabarblings, normalisiert auf die eingesetzte Menge an Gesamt-RNA. Deutlich zu
erkennen ist die Hochregulation von Cyclophilin unter Hypoxie (schwarze Balken,
48 h, 31 Torr) im Vergleich zur Normoxie (weil’e Balken, 138 Torr). ** P < 0,01.

2.5 Hypoxieinduzierte Veranderung der Globinexpression in Zebrabarblingen

2.5.1 Expression von Globin-mRNA

Zebrabarblinge wurden einer Sauerstoffkonzentration von 65 Torr (milde Hypoxie, 48 h) oder
31 Torr (starke Hypoxie, 48 h und 24 h) ausgesetzt. Im Anschluss an den Versuch wurde
aus den einzelnen Individuen Gesamt-RNA prapariert, in cDNA umgeschrieben und die
Expression verschiedener Gene mittels quantitativer real-time PCR untersucht. Die
Expression wurde auf das Referenzgen ARP normalisiert. Bei den Kontrolltieren wurde die
RNA vor der cDNA-Synthese gepoolt und die jeweilige Genexpression gleich eins gesetzt. In
Tieren, die fir 48 h einer milden Hypoxie (65 Torr) ausgesetzt waren, wurden nur geringe
Veranderungen der Globin-mRNA Expression beobachtet (Abb. C 20). Lediglich eine 50%ige
Abnahme der Hamoglobin a (Hba) und Hamoglobin B (HbB) Konzentration sowie eine
Verdopplung der Cytoglobin 1 (Cygb1) Expression traten auf, wahrend die Expression der
anderen Globine nahezu konstant blieb. Allerdings waren beide Veranderungen nicht
signifikant, da zwischen den einzelnen Individuen der Hypoxiegruppe zum Teil deutliche
Unterschiede der Genexpression beobachtet wurden.
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Abb. C 20: Expression von Globinen des Zebrabarblings bei verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen
Die Expression der mRNA wurde durch quantitative real-time PCR ermittelt.
Verglichen werden die mMRNA-Mengen von normoxischen Zebrabarblingen (48 h, 138
Torr, weiRe Balken), von Zebrabarblingen bei milder Hypoxie (48 h, 65 Torr, graue
Balken) und von Zebrabarblingen bei starker Hypoxie (48 h, 31 Torr, schwarze
Balken). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte von drei bis vier Individuen und die
dazugehdrige Standardabweichung. Die Signifikanz der Messwerte wurde mittels
eines Student’schen t-Tests ermittelt. *** P < 0,001, ** P < 0,01. ARP = "Acidic
ribosomal protein”, CP = Cyclophilin, Cygb = Cytoglobin, GbX = Globin X, Hb =
Hamoglobin, LDH-A = Lactatdehydrogenase A, Mb = Myoglobin, Ngb = Neuroglobin,
PGK-1 = Phosphoglyceratkinase 1 (nach Roesner et al., 2006).

In den Versuchen bei starker Hypoxie (31 Torr) waren die Veranderungen wesentlich starker
ausgepragt (Abb. C 21). Die Hamoglobin mRNA-Konzentration reduzierte sich innerhalb von
24 Stunden auf 70% bis 80% und betrug nach 48 Stunden lediglich 25% bis 35% der mRNA
Menge der jeweiligen Kontrolltiere (Signifikanz P < 0,001 bzw. P < 0,01). Die Expression von
Myoglobin-mRNA (Mb) erhdhte sich sowohl bei kurzzeitiger als auch bei andauernder
Hypoxie ungefahr 2,5-fach, wobei diese Veradnderung aufgrund der hohen
Standardabweichung nicht signifikant war. Nach 24 Stunden wurde eine 4-fache
Hochregulation der Neuroglobin-mRNA beobachtet, wobei durch die starken Unterschiede
der Expression in den einzelnen Individuen auch hier keine Signifikanz vorlag. Nach 48
Stunden bei 31 Torr wurde nahezu das Ausgangshiveau der Neuroglobin-Expression
erreicht, und die mMRNA-Konzentration war lediglich um 30% erhéht. Zebrabarblinge sind im
Besitz zweier paraloger Cytoglobin-Gene (Fuchs et al., 2005), von denen lediglich Cytoglobin
1 (Cygb1) eine leichte Hochregulation unter Hypoxie zeigt. Das Expressionsniveau von
Cygb2 blieb nahezu unverandert. Es wurden nur geringe Veranderungen der Expression von
Globin X-mRNA unter schwacher Hypoxie (65 Torr) beobachtet, bei starker Hypoxie (31
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Torr) allerdings nahm die Konzentration an Globin X-mRNA auf 30% bzw. 10% der
normoxischen Kontrolle ab (Signifikanz P < 0,01 und P < 0,001).
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Abb. C 21: Expression von Globin-mRNA des Zebrabarblings bei unterschiedlich
lang andauernder starker Hypoxie
Zebrabarblinge wurden bei 31 Torr fir 24 h (graue Balken) oder 48 h (schwarze
Balken) gehalten. Weilte Balken symbolisieren die normoxische Kontrolle (138 Torr).
Die mRNA-Mengen wurden durch quantitative real-time PCR bestimmt. Alle Werte
sind  Mittelwerte von drei bis vier Individuen, die dazugehorigen
Standardabweichungen sind angegeben. *** P < 0,001, ** P < 0,01, * P < 0,05.
Abkurzungen siehe Abbildung C 20 (verandert nach Roesner et al., 2006).

2.5.2 Expression von Neuroglobin-mRNA in Hirn und Auge des Zebrabarblings

Neben der mRNA-Expression der Globine im Gesamt-Zebrabarbling wurde die Expression
von Neuroglobin in Hirn und Auge in einem weiteren Versuch getrennt untersucht. Hierzu
wurden Zebrabarblinge fiir 24 h bei einem Sauerstoffpartialdruck von 31 Torr gehalten. Nach
Ende des Versuchs wurden die Tiere der Hypoxie- und der Normoxiegruppe auf Eis betaubt,
das Hirn sowie die Augen prapariert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Durch
quantitative real-time PCR wurde die Expression ausgewahlter Gene untersucht. Als
Referenzgen diente wie schon in den vorherigen Versuchen ARP. Auch bei diesem Versuch
zeigte sich eine grof3e Variabilitdt zwischen den einzelnen Individuen einer Gruppe, so dass
die Signifikanz der Werte sehr gering ist. Die beiden Positivkontrollen LDH-A und PGK-1
zeigten eine starke Hochregulation in beiden Geweben (Daten nicht gezeigt). Wahrend die
Neuroglobin mRNA-Menge in normoxischen und hypoxischen Augen nahezu konstant war
(Abb. C 22), war im Hirn der hypoxischen Tiere eine 3-fach hdhere Neuroglobin mRNA-
Konzentration zu beobachten als bei den Kontrolltieren (P < 0,05).
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Abb. C 22: Expression von Neuroglobin-mRNA des Zebrabarblings in Hirn und
Auge bei Hypoxie
Zebrabarblinge wurden fur 24 h bei einem pO, = 31 Torr (schwarze Balken) gehalten,
weille Balken symbolisieren die normoxische Kontrolle (138 Torr). Neuroglobin
mRNA-Mengen von Auge und Hirn wurden getrennt durch real-time PCR bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte von vier Individuen und die dazugehdrigen
Standardabweichungen. * P < 0,05 (t-Test) (verandert nach Roesner et al., 2006).

2.5.3 Quantitative Western Blot-Analyse

Zur Untersuchung der Veranderung der Proteinexpression in Zebrabarblingen bei Hypoxie
wurden diese zunachst flr 48 h bei 31 Torr gehalten. Im Anschluss wurden aus Hirn, Auge
und Herz die Gesamt-Proteine extrahiert. Um eine Aussage Uber Veranderungen der
Neuroglobin- und Myoglobin-Konzentration auf Proteinebene zu erlangen, wurden
quantitative Western Blots mit einer konstanten Menge an Protein (100 ug Proteinextrakt pro
Spur) durchgefuhrt. Exemplarisch dargestellt ist der Western Blot zur Untersuchung der
Neuroglobin-Expression in Hirngewebe des Zebrabarblings (Abb. C 23). Bei der
Hypoxiegruppe ist eine deutlich hdhere Konzentration an Neuroglobin (14 kDa) zu erkennen.
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Abb. C 23: Western Blot zur Bestimmung der Neuroglobin-Expression in
Zebrabarblingen bei Hypoxie
Exemplarisch dargestellt ist der Western Blot mit Hirn-Proteinextrakt von
normoxischen und hypoxischen Zebrabarblingen (jeweils 100 ug). Verdiinnung des
Primarantikérpers 1:500, M = Marker, Ngb = rekombinantes Neuroglobin (0,5 ug).
Deutlich zu erkennen ist die starkere Neuroglobin-Expression (14 kDa) im Hirngewebe
der hypoxischen Tiere.

Mit Hilfe des Programms "Scion Image" (http://www.scioncorp.com/, Scion Corporation,
USA) wurden die Grauwertintensitaten der Globinbanden berechnet, um eine Aussage Uber
die Globinkonzentration im jeweiligen Gewebe treffen zu kénnen. Von allen Werten wurde
zur Grauwertkorrektur die mittlere Intensitat des Hintergrundes von leeren Gelspuren
abgezogen. Nach Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanz mit dem
Programm Microsoft® Excel 2003 (Microsoft, USA) wurde auf die Expressionsrate der
Kontrolltiere normalisiert. Bei allen weiteren Western Blot-Analysen wird auf die Abbildung
der Originalbilder verzichtet und stattdessen lediglich das Ergebnis der Auswertung gezeigt.

Im Hirn konnte eine hoch signifikante (P < 0,001) 5-fache Erhéhung der Neuroglobin-
Proteinexpression fir die hypoxischen Tiere nachgewiesen werden, wahrend die
Neuroglobin-Expression in den Augen der Hypoxiegruppe nur leicht erhoht (1,9-fach, nicht
signifikant) war (Abb. C 24). Bei Myoglobin konnte im Herzgewebe eine schwache (20%),
aber dennoch signifikante (P < 0,05) Hochregulation auf Proteinebene unter Hypoxie
nachgewiesen werden (Abb. C 24).
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Abb. C 24:
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Relative Proteinexpression

Expression von Neuroglobin- und Myoglobin-Protein in Auge, Hirn und
Herz des Zebrabarblings

Zebrabarblinge wurden fir 48 h unter Normoxie (weiRe Balken) oder pO, = 31 Torr
(schwarze Balken) gehalten. Die Konzentrationen von Neuroglobin in Auge und Hirn
sowie von Myoglobin im Herz wurden separat durch quantitative Western Blot-Analyse
bestimmt (100 pg Proteinextrakt pro Spur, N = 3 oder 4). *** P < 0,001, * P < 0,05 (t-
Test) (verandert nach Roesner et al., 2006).
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2.6 Hypoxieinduzierte Veranderung der Globinexpression im Goldfisch

2.6.1 Expression von Globin-mRNA

Die Goldfische wurden zunachst fir 48 Stunden einem pO, von 50 Torr ausgesetzt,
anschlieRend folgte eine achtstindige Phase bei 13 Torr. Nach weiteren 16 Stunden bei 50
Torr wurden die Fische auf Eis betdubt und Hirn, Auge sowie das Herz prapariert. Von
diesen Organen sowie vom restlichen Fischkérper wurde RNA isoliert und die Expression
verschiedener Gene fir jedes Tier der Kontroll- und der Hypoxiegruppe einzeln durch
quantitative real-time PCR-Analysen untersucht. Die mRNA-Expression wurde fir den
Fischkdrper und fir das Herzgewebe auf ARP normalisiert, da in diesen Geweben die ARP-
Expression sauerstoffunabhangig war. In Auge und Hirn des Goldfisches wurde allerdings
eine deutliche Hochregulation von ARP unter Hypoxie beobachtet, so dass die Expression in
diesen Geweben auf die eingesetzte Menge an RNA normalisiert wurde.

Im Fischkdrper wurde unter den gewahlten Bedingungen eine leichte Hochregulation der
Positivkontrolle LDH-A beobachtet (Abb. C 25). Die Hdmoglobin mRNA-Menge reduzierte
sich auf ca. 80% im Vergleich zur normoxischen Kontrolle, ebenso wurde eine leichte
Abnahme der Cygb1-Expression (60%) beobachtet. Allerdings waren alle Veranderungen
aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant. Eine signifikante Hochregulation
zeigte lediglich Myoglobin 1, dessen mRNA-Konzentration sich unter Hypoxie
verzwanzigfachte (Abb. C 25).
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Abb. C 25: mRNA-Expression im Goldfischgewebe unter Hypoxie

Goldfische wurden fir 72 Stunden hypoxischen Bedingungen ausgesetzt (48 h 50
Torr, 8 h 13 Torr, 16 h 50 Torr, schwarze Balken). Die mMRNA-Expression wurde durch
real-time PCR bestimmt und mit der normoxischen Kontrolle (138 Torr, weil’e Balken)
verglichen. Dargestellt ist die Veranderung der Genexpression in Fischkorper (ohne
Augen, Hirn und Herz). Die Balken symbolisieren jeweils den Mittelwert von vier
Individuen, die Standardabweichung ist angegeben, Abklrzungen siehe Abb. C 20,
** P < 0,01 (t-Test).

81



Ergebnisse

Im Herzgewebe erhdhte sich sowohl das mRNA-Expressionsniveau der Positivkontrolle
LDH-A (120%) als auch die Menge an Myoglobin 1-mRNA (150%) leicht, aber nicht
signifikant (Abb. C 26).

Abb. C 26:
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mRNA-Expression im Herzgewebe des Goldfisches unter Hypoxie
Goldfische wurden fir 72 Stunden hypoxischen Bedingungen ausgesetzt (48 h 50
Torr, 8 h 13 Torr, 16 h 50 Torr, schwarze Balken). Die mMRNA-Expression wurde durch
real-time PCR bestimmt und mit der normoxischen Kontrolle (138 Torr, weil’e Balken)
verglichen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von vier Individuen, die
Standardabweichung ist angegeben. Abklrzungen siehe Abb. C 20.

Im Auge der hypoxischen Goldfische betrug die Neuroglobin-Konzentration lediglich 20% der

mRNA-Menge, wie sie flir die Kontrolltiere beobachtet wurde (Abb. C 27). Um Aussagen

Uber eine Funktion von Neuroglobin im ROS-Stoffwechsel treffen zu kénnen, wurde eine

mdgliche co-Regulation mit der Expression der Superoxiddismutase (SOD-1) untersucht. Die

Superoxiddismutase zeigte auf mMRNA-Ebene eine hypoxieinduzierte Hochregulation (1,5-
fach, Abb. C 27).
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Abb. C 27: mRNA-Expression im Auge des Goldfisches unter Hypoxie
Goldfische wurden fir 72 Stunden hypoxischen Bedingungen ausgesetzt (48 h 50
Torr, 8 h 13 Torr, 16 h 50 Torr, schwarze Balken). Die Bestimmung der mRNA-
Expression erfolgte durch real-time PCR. Es wurde auf die Expression der
normoxischen Kontrolle (138 Torr, weilte Balken) normalisiert. Dargestellt sind jeweils
Mittelwert und Standardabweichung von vier Individuen. Abkurzungen siehe Abb. C
20, SOD-1 = Superoxiddismutase 1, ** P < 0,01 (t-Test).

Im Hirngewebe wurde neben Neuroglobin und Superoxiddismutase noch die Expression der
beiden Myoglobine des Goldfisches untersucht. Wahrend die Myoglobin 1-Konzentration
lediglich leicht erhoht wurde (1,2-fach), ergab sich flir das Myoglobin 2 eine hochsignifikante
Verdopplung der mRNA-Konzentration (Abb. C 28). Die Starke der Expression von
Neuroglobin (130%) und SOD-1 (110%) veranderte sich nur geringflgig.
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Abb. C 28: mRNA-Expression im Hirn des Goldfisches unter Hypoxie
Goldfische wurden fir 72 Stunden hypoxischen Bedingungen ausgesetzt (48 h 50
Torr, 8 h 13 Torr, 16 h 50 Torr, schwarze Balken). Die mMRNA-Expression wurde durch
real-time PCR bestimmt und mit der normoxischen Kontrolle (138 Torr, weil3e Balken)
verglichen. Angegeben ist jeweils der Mittelwert von vier Individuen und die
dazugehdrige Standardabweichung. Abkirzungen siehe Abb. C 20 und Abb. C 27.
** P < 0,01 (t-Test).

2.6.2 Expression von Neuroglobin und Myoglobin auf Proteinebene

Zur Untersuchung der Proteinexpression bei Goldfischen wurden diese denselben
Versuchsbedingungen ausgesetzt wie die Goldfische, deren mRNA-Expression untersucht
wurde (48 h 50 Torr; 8 h 13 Torr; 16 h 50 Torr). Im Anschluss an den Versuch wurden die
Fische auf Eis betaubt und dekapitiert. Nach Praparation von Auge, Hirn, Herz und Leber
wurde aus diesen Geweben Gesamtprotein isoliert. Durch quantitative Western Blots war es
moglich, Veranderung der Proteinexpression von Neuroglobin und Myoglobin unter Hypoxie
zu untersuchen. Es wurden jeweils konstante Mengen an Gesamtprotein eingesetzt (100 ug
fir Auge, Hirn und Leber, 20 ug fir Herz). Die Grauwertintensitat der Globinbanden wurde
wie beim Zebrabarbling mit dem Programm "Scion Image" (Scion Corporation, USA,
http://www.scioncorp.com/) bestimmt. Zur Grauwertkorrektur wurde jeweils die Intensitat
einer leeren Gelspur abgezogen. Mit dem Programm Microsoft® Excel 2003 (Microsoft, USA)
wurden die Werte statistisch abgesichert und es erfolgte eine Normalisierung auf die
Expression der Kontrolltiere.

Wahrend beim Zebrabarbling deutliche Veranderungen der Proteinexpression unter Hypoxie
auftraten (Abb. C 24), zeigte der Goldfisch auf Proteinebene nahezu keine Reaktion auf den
Sauerstoffmangel (Abb. C 29). Der verwendete Myoglobin-Antikérper detektierte aufgrund
der hohen Anhnlichkeit der Sequenz von Myoglobin 1 und 2 beide Myoglobine des

84



Ergebnisse

Goldfisches. Da das Myoglobin 2 lediglich im Hirn exprimiert wird, ist dies fur die Gewebe

Herz und Leber nicht von Bedeutung. Im Hirn kann allerdings durch Western Blot-Analyse

keine Aussage dartber getroffen werden, ob beide Myoglobine in gleicher Weise reguliert

werden.
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Abb. C 29: Expression von Neuroglobin- und Myoglobin-Protein im Goldfisch nach

Sauerstoffmangel

Goldfische wurden fur 72 h unter Normoxie (weil’e Balken, 138 Torr) oder Hypoxie
(schwarze Balken, 48 h 50 Torr, 8 h 13 Torr, 16 h 50 Torr) gehalten. Neuroglobin-
Konzentration in Auge und Hirn (100 pg Proteinextrakt je Spur) und Myoglobin-
Mengen in Hirn (100 pg), Herz (20 pg) und Leber (100 pg) wurden einzeln durch
Western Blot-Analysen bestimmt. Dargestellt ist stets der Mittelwert von vier
Individuen und die Standardabweichung. * P < 0,05 (t-Test).
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3 Vergleichende Untersuchung zur konstitutiven Globinexpression in
Zebrabarbling und Goldfisch

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass der Zebrabarbling auf Sauerstoffmangel mit
einer Hochregulation von Myoglobin 1-mRNA und -Protein reagiert. Ebenso konnte eine
starke Erhéhung der Neuroglobin-Konzentration im Hirn sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Im Goldfisch wurde lediglich eine Hochregulation der
Myoglobin 1-mRNA beobachtet. Abweichend zum Zebrabarbling wurde im Goldfisch sogar
eine deutliche Abnahme der Neuroglobin-mRNA im Auge und nur eine geringe Erhdhung der
mRNA-Menge im Hirn beobachtet. In beiden Fallen hatte die Regulation keinen Einfluss auf
die Konzentration an Neuroglobin-Protein. Eine Untersuchung der konstitutiven Globin-
expression sollte Aufschluss dariber geben, ob es Grinde fir die unterschiedlichen
Reaktionen von Zebrabarbling und Goldfisch auf Sauerstoffmangel gibt.

Hierzu wurden von normoxischen Zebrabarblingen und Goldfischen die Gewebe Auge, Hirn
und Herz prapariert und Gesamt-RNA oder -protein extrahiert. Durch real-time PCR-
Experimente mit Primern im konservierten Bereich sollte eine Aussage Uber die in Auge und
Hirn der Fische vorhandene Konzentration an Neuroglobin-mRNA getroffen werden. Bei
Myoglobin war eine Untersuchung auf mRNA-Ebene nicht moéglich, da aufgrund der hohen
Sequenzunterschiede keine Primer gefunden werden konnten, die in einem konservierten
Bereich lagen und die Kriterien fUr real-time PCR-Primer erflllten. Des Weiteren sollten
durch quantitative Western Blot-Analysen die Neuroglobin- und Myoglobin-Konzentrationen
in beiden Spezies verglichen werden.
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3.1 Konstitutive Neuroglobin mRNA-Expression

Durch quantitative real-time PCR-Experimente sollte ermittelt werden, ob signifikante
Unterschiede des Neuroglobin mRNA-Mengen in Auge und Hirn von normoxischen
Zebrabarblingen und Goldfischen vorliegen. Mit Primern im konservierten Bereich der
Neuroglobin-Sequenz  wurde die konstitutive Neuroglobin mRNA-Expression in
Zebrabarbling und Goldfisch untersucht (Abb. C 30).
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Abb. C 30: Konstitutive Neuroglobin mRNA-Expression
Dargestellt ist die Neuroglobin mRNA-Mengen in Zebrabarbling (weil3e Balken, N = 3)
und Goldfisch (schwarze Balken, N = 4). * P < 0,05 (t-Test).

Deutlich zu erkennen ist die sehr viel geringere Neuroglobin mRNA-Menge in Geweben des
Goldfisches, der im Auge nur 1% und im Hirn nur 15% der Menge an Neuroglobin-mRNA zu
besitzen scheint wie der Zebrabarbling.

Allerdings muss das Ergebnis der Auswertung angezweifelt werden, da offensichtlich bei
beiden Fischen sehr starke Unterschiede in der Effizienz der PCR-Reaktion auftraten (Abb.
C 31). Beim Zebrabarbling zeigt der Amplifikationsplot einen normalen Verlauf mit einer
exponentiellen Phase, wie er auch fir andere Untersuchungen der Neuroglobin mRNA-
Expression beobachtet wurde. Fur Hirn und Auge des Goldfisches ist jedoch nur eine sehr
schwache Amplifikation zu erkennen, was sich in einem flachen Kurvenverlauf im
Amplifikationsplot aullert. Diese Abweichung der Effizienz der PCR-Reaktion ist vermutlich
auf unterschiedlich gute Primerbindung zurlick zu flihren. Eine schlechte Qualitat der cDNA-
Proben des Goldfisches kann ausgeschlossen werden, da die Proben zur selben Zeit in
anderen Untersuchungen sehr gute Amplifikationen ergaben.
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Abb. C 31:  Amplifikationsplot zur Untersuchung der konstitutiven Neuroglobin-
Expression
Gezeigt ist ein Amplifikationsplot der Auswertung der Expression von Neuroglobin im
Auge von Zebrabarbling und Goldfisch. Deutlich zu erkennen ist der typische
exponentielle Verlauf der Zunahme der PCR-Produkte beim Zebrabarbling, wahrend
fur den Goldfisch eine wesentlich geringere Effizienz der PCR-Reaktion vorliegt.

3.2 Konstitutive Neuroglobin-Proteinexpression

Aufgrund der geringen Aussagekraft des Vergleichs der Neuroglobin mRNA-Expression
wurde zusatzlich die Proteinexpression in den Geweben Auge und Hirn untersucht. Hierzu
wurden jeweils 100 ug Proteinextrakt elektrophoretisch aufgetrennt und Neuroglobin durch
Western Blot-Analyse mit Antikérpern gegen Neuroglobin des Zebrabarblings nachgewiesen.
Exemplarisch dargestellt (Abb. C 32) ist der Western Blot zum Vergleich der Neuroglobin-
Proteinexpression im Hirngewebe von Zebrabarbling und Goldfisch. Deutlich zu erkennen ist
die héhere Neuroglobin-Expression im Goldfisch.
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Abb. C 32:
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Western Blot-Analyse zur konstitutiven Neuroglobin-Expression
Exemplarisch dargestellt ist der Western Blot zur Untersuchung der Neuroglobin-
Expression im Hirn von normoxischen Zebrabarblingen (N = 3) und Goldfischen (N =
4). Aufgetragen wurden jeweils 100 upg Proteinextrakt, Verdinnung des
Primarantikérpers 1:500, M = Marker, Ngb = rekombinantes Neuroglobin (0,5 pg). Die
Neuroglobin-Konzentration im Hirn des Goldfisches ist deutlich hoéher als im
Zebrabarbling.

Die Auswertung mit dem Programm "Scion Image" (Scion Corporation, USA,

http://www.scioncorp.com/) ergab eine deutlich erhdéhte Neuroglobin-Proteinexpression in

Geweben des Goldfisches verglichen mit dem Zebrabarbling (Abb. C 33). So wurde in

normoxischen Augen eine 3-fach erhohte Neuroglobin-Konzentration fiir den Goldfisch

beobachtet. Im Hirngewebe besitzt der Goldfisch eine signifikant 5-fach héhere Neuroglobin-

Proteinkonzentration als der Zebrabarbling.

Abb. C 33:

*%

Relative Ngb-Proteinexpression

Auge Hirn

Konstitutive Neuroglobin-Proteinexpression

Dargestellt ist ein Vergleich der Neuroglobin-Proteinexpression in Geweben von
normoxischen Zebrabarblingen (weile Balken, N = 3) und Goldfischen (schwarze
Balken, N = 4). Es wurde auf die Expression des Zebrabarblings normalisiert. * P <
0,05, ** P < 0,01 (t-Test).
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3.3 Konstitutive Myoglobin-Proteinexpression

Die Myoglobin-Expression in Herz- und Hirngewebe von normoxischen Zebrabarblingen und
Goldfischen wurde durch quantitative Western Blot-Analysen mit 15 ug (Herz) oder 100 ug
(Hirn) Proteinextrakt untersucht. Wahrend der Antikdrper in beiden Herzgeweben ein Protein
der gleichen GroRe detektierte, waren flir das Myoglobin-Signal im Hirngewebe von
Zebrabarblingen und Goldfischen leichte GréRenunterschiede zu erkennen (Abb. C 34), die
vermutlich auf Unterschiede der molekularen Masse und des isoelektrischen Punktes der
Myoglobine zurickzufihren sind. Die Intensitdt des Myoglobin-Signals wurde mit dem
Programm "Scion Image" (Scion Corporation, USA, http://www.scioncorp.com/) ausgewertet

(siehe 2.5.3).

kDa
116,0
66,2

45,0
35,0

25,0

18,4 |

14,4 - G
M Zebrabarbling Goldfisch Mb

Abb. C 34: Western Blot-Analyse zur konstitutiven Myoglobin-Expression
Dargestellt ist der Western Blot zur Untersuchung der Myoglobin-Expression im Hirn
von normoxischen Zebrabarblingen (N = 3) und Goldfischen (N = 4). Aufgetragen
wurden jeweils 100 pg Proteinextrakt, Verdiinnung des Primarantikérpers 1:500, M =
Marker, Mb = rekombinantes Myoglobin (0,5 pg).

Es konnten nur geringe Unterschiede der Myoglobin-Mengen in beiden Fischen in beiden
Geweben beobachtet werden (Abb. C 35). Zum Teil wurden groRe Abweichungen zwischen
den einzelnen Individuen beobachtet, so dass in beiden Fallen keine Signifikanz vorlag.
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Relative Mb-Proteinexpression
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Herz Hirn

Abb. C 35: Konstitutive Expression von Myoglobin-Protein
Durch quantitative Western Blot-Analyse wurde die Myoglobin-Konzentration in Herz-
und Hirngewebe von normoxischen Zebrabarblingen (weiller Balken, N = 3) und
Goldfischen (schwarzer Balken, N = 4) verglichen.
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D Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst Datenbanken nach neuartigen globindhnlichen
Sequenzen durchsucht. Deren Analyse erlaubte Rickschlisse auf die Evolution der
Globinfamilie. Die neu identifizierten  Globintypen  wurden hinsichtlich  ihrer
proteinbiochemischen Eigenschaften und ihrer Lokalisation in verschiedenen Fischgeweben
untersucht. Des Weiteren wurde die Veranderung der Expression aller bekannten
Fischglobine unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen in den Karpfenfischen D. rerio
(Zebrabarbling) und C. auratus (Goldfisch) bestimmt. Durch den Vergleich der konstitutiven
Globinexpression beider Fische ergaben sich erste Hinweise auf mogliche Praadaptationen
an Sauerstoffmangel.

1 Identifikation und Charakterisierung neuartiger Globine in Fischen

1.1 Globin X: Ein fiinfter Globintyp der Wirbeltiere!

Seit vielen Jahren sind Globine gleichermal3en ein wichtiges Modell zur Untersuchung der
Protein- und Genevolution als auch zur Aufklarung der Verwandtschaft verschiedener
Tierarten (Graur & Li, 2000). Zu Beginn meiner Arbeit waren vier Globine bekannt, die in
allen Wirbeltierklassen prasent sind. Neben Hamoglobin und Myoglobin besitzen die
Wirbeltiere noch zwei weitere Globine, das Neuroglobin und das Cytoglobin (Burmester et
al., 2000; 2002; 2004; Hankeln et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte in Fischen
und Amphibien noch ein weiteres, flinftes Globin identifiziert werden (Roesner et al., 2005).
Weil Uber die Funktion des Globins zunachst noch nichts bekannt war, bekam es den
vorlaufigen Namen Globin X. Durch phylogenetische Analysen und durch die geringe
Ahnlichkeit zu Sequenzen anderer Globine wurde gezeigt, dass Globin X keine nahe
Verwandtschaft zu der a- oder B-Kette der Hamoglobine, zu Myoglobin oder zu den
Cytoglobinen von Fischen, Amphibien oder anderen Vertebraten aufweist.

1.1.1 Ubiquitare Expression von Globin X

Globin X wird in zahlreichen Geweben exprimiert (Abb. C 5), jedoch muss die Lokalisation
auf zelluldrer Ebene noch genauer untersucht werden. Trotz seiner relativ nahen
phylogenetischen Verwandtschaft zu Neuroglobin konnte gezeigt werden, dass Globin X kein
primar neuronales Protein ist. Durch semi-quantitative PCR konnte in Auge und Hirn des
Goldfisches keine Expression von Globin X nachgewiesen werden, eine quantitative PCR
ergab jedoch in beiden Geweben des Zebrabarblings eine sehr geringe Konzentration von
Globin X, die weniger als 5% der mRNA-Menge von Neuroglobin entsprach (Abb. C 6). Es
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konnte weiterhin eine verstarkte Expression von Globin X-mRNA in alteren Tieren gezeigt
werden (Abb. C 7), was darauf hindeutet, dass Globin X mdglicherweise eine entwicklungs-
abhangige Funktion einnimmt. Obwohl zurzeit noch keine Funktionen von Globin X bekannt
sind, lassen sich durch die Identifikation von Globin X wichtige Aussagen Uber die
Globinevolution auf Protein- und Genebene treffen.

1.1.2 Charakterisierung der Protein- und Genomstruktur von Globin X

Ahnlich wie Cytoglobin (Burmester et al., 2002) und wie einige Invertebratenglobine
(Neuwald et al., 1997) besitzt das Globin X-Protein Verlangerungen am N- und C-Terminus.
Ein Vergleich dieser Anhange mit Datenbanksequenzen ergab keine erkennbaren
Ahnlichkeiten. Der N-terminale Bereich wird groftenteils von einfachen Sequenzabschnitten
gebildet. In manchen Sequenzen des Kugelfisch-Globin X wurde ein "Indel" (Insertion oder
Deletion) einer Aminosaure in der Alanin-reichen Region beobachtet (siehe auch Abb. C 3).
Kurze Sequenzduplikationen, die moglicherweise durch "replication slippage" verursacht
wurden, sind bereits fir die N-terminale Region der Cytoglobine von Saugern beschrieben
worden (Burmester et al., 2002).

Muster und Verhaltnis der Aminosaure- und Nukleotidsubstitutionen geben einen Hinweis auf
die Starke des Selektionsdrucks, der die Evolution der Globin X-Sequenzen gepragt hat.
Ahnlich wie bei anderen Vertebratenglobinen liegt die Aminosauresubstitutionsrate der
Globin X-Sequenzen im Bereich von 10° Substitutionen pro Position und Jahr (Graur & Li,
2000; Wystub et al., 2004). Die Globindoméane ist hochkonserviert, mit vergleichbaren
Substitutionsraten, wie sie bei Neuroglobin und Cytoglobin beschrieben wurden (Wystub et
al., 2004). Aus diesem Grund resultiert die geringe Ahnlichkeit von Globin X mit Hdmoglobin,
Myoglobin und Cytoglobin wahrscheinlich eher aus der frihzeitigen Entstehung des Globin X
als aus einer erhdhten Evolutionsrate (siehe unten). Der Selektionsdruck kann auch durch
das Verhaltnis von synonymen zu nichtsynonymen Austauschen bestimmt werden (Nei &
Gojobori, 1986), die zwischen verschiedenen Globinen sehr stark variieren kdnnen (Wystub
et al., 2004). Ein starker Selektionsdruck innerhalb einer kodierenden Region bedeutet, dass
mehr synonyme (ds) als nichtsynonyme (dn) Nukleotidsubstitutionen stattfinden (siehe
Tabelle C 1). Betrachtet man die gesamte Globin X-Sequenz (ds/dn = 9,6), liegt das ds/dn-
Verhaltnis in dem fir Vertebraten-Hamoglobine (ds/dn = 2,8 - 3,9) und -Myoglobine (ds/dn =
7,0) beschriebenen Bereich (Wystub et al., 2004; Roesner et al., 2005). Innerhalb der
Globindomane ist das Verhaltnis (ds/dn = 28,6) durch die geringere Anzahl der nicht-
synonymen Austausche jedoch wesentlich groRer. Dies deutet darauf hin, dass auf der
Globindomane ein starker Selektionsdruck gelegen hat, der die Struktur des Globin X und
sehr wahrscheinlich auch seine Funktion beeinflusst hat.

Der Vergleich der Globin X-Sequenz des Grinen Kugelfisches mit den Sequenzen der
Karpfenfische ergibt eine deutlich hdhere Evolutionsrate als man durch den Vergleich der
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Sequenzen von Fischen und Amphibien erwarten wirde. Die gleiche Diskrepanz existiert
auch bei den anderen Vertebratenglobinen (Wystub et al., 2004). Wahrend es einerseits
moglich erscheint, dass innerhalb der Fische eine erhdhte Substitutionsrate auftritt, ist es auf
der anderen Seite auch denkbar, dass die Trennung der Cypriniformes (Karpfenartige) von
den Tetraodontiformes (Kugelfischartige) zu einem friheren Zeitpunkt statt gefunden hat als
bislang angenommen. Bei der Berechnung der Evolutionsrate wurde die Trennung dieser
beiden Ordnungen auf vor 120 Millionen Jahren datiert (Benton, 1990; Wittbrodt et al., 2002),
neuere Untersuchungen gehen jedoch von einer friheren Trennung vor 256 bis 312
Millionen Jahren der beiden Taxa innerhalb der Knochenfische aus (Thomas & Touchman,
2002). Diese deutlich langere Zeitspanne nach der Trennung der Cypriniformes und der
Tetraodontiformes wirde die Anzahl der Aminosauresubstitutionen pro Position und Jahr
mehr als halbieren, und die zunachst beschriebene scheinbar héhere Substitutionsrate
erklaren.

Die Konservierung der Genanordnung (Reihenfolge und Orientierung) in einem Abschnitt
des Genoms (Synthenie) gibt Hinweise auf die Evolution einzelner Gene. Eine Betrachtung
der Genomsequenzen erlaubt es, eine Aussage uber benachbarte Gene des Globin X-Lokus
zu treffen. Das Globin X-Gen des Japanischen Kugelfisches Tetraodon rubripes ist nicht
komplett sequenziert, es fehlen Teile des ersten Introns und das zweite Exon. Das Globin X-
Gen des Japanischen Kugelfisches befindet sich auf dem "scaffold" M000153 und liegt
zwischen den Genen, die fur den Hepatocyten Wachstumsfaktor-Aktivator Inhibitor 1
("hepatocyte growth factor activator inhibitor 1") und fur die Phospholipase D3 kodieren. Die
orthologen Gene des Menschen befinden sich auf den Chromosomen 1595 und 19q13.2,
und weder diese, noch mdgliche paraloge Gene sind im humanen Genom mit dem Genlokus
eines Globins assoziiert. Die chromosomale Lage des Globin X-Gens liefert somit kaum

Information zum chromosomalen Ursprung in einem urspriinglichen Taxon.

1.1.3 Biochemische und biophysikalische Charakterisierung von Globin X

Zur biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung wurde zunachst die
Globindomane von Globin X (Globin X ANC, Aminosauren 25-184, pl-Wert = 7,79) des
Zebrabarblings rekombinant in Bakterien exprimiert. Anhand der globintypischen Rotfarbung
der Proteinlésung (Abb. C 10) konnte schon friih geschlussfolgert werden, dass das
rekombinante Protein eine Hamgruppe gebunden hatte. Das aufgenommene
Absorptionsspektrum des oxygenierten und deoxygenierten Globin X ANC (Abb. C 11)
ahnelt stark dem des Neuroglobins (Burmester et al., 2000; Fuchs et al., 2004). Es kann also
davon ausgegangen werden, dass es sich bei Globin X ANC ebenso wie bei Neuroglobin um
ein im deoxygenierten Zustand hexakoordiniertes Globin handelt. Auffallig ist, dass sowonhl
bei Neuroglobin als auch bei Globin X ANC das Maximum der deoxygenierten Form im
Vergleich zur oxygenierten Form stark in den langwelligen Bereich verschoben ist. Da bei
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hexakoordinierten Globinen nach Dissoziation des Sauerstoffs das distale Histidin die
sechste Koordinationsstelle des Eisens einnimmt, wird das delokalisierte T1I-
Elektronensystem des Ham-Ringes vergrélert. Hieraus resultieren eine starkere Absorption
des Proteins sowie eine Rotverschiebung des Absorptionsmaximums. Dieser Effekt war
auch deutlich an der Proteinldsung zu erkennen. Wahrend oxygeniertes Globin X ANC
intensiv rot gefarbt ist (siehe Abb. C 10), ist die deoxygenierte Proteinldésung lediglich leicht
orange gefarbt. Das nahezu identische Absorptionsspektrum von Neuroglobin und Globin X
ANC lasst Rickschlisse auf mogliche weitere Ahnlichkeiten der biochemischen
Eigenschaften (Ligandenkinetik, Sauerstoffaffinitat) zu.

Hexakoordination wurde neben Neuroglobin und Cytoglobin auch fir Globine der Bakterien,
Pflanzen und Invertebraten beschrieben (Kundu et al., 2003), doch obwohl diese weite
Verbreitung im Organismenreich eine konservierte Funktion vermuten Iasst, ist Uber die
physiologische Bedeutung der Hexakoordination noch nichts bekannt. Kirzlich konnte fir
das Neuroglobin von Maus und Mensch gezeigt werden, dass bereits geringe
Veranderungen des pH-Wertes einen grof3en Einfluss auf die Bindung von externen
Liganden wie O, haben (Fago et al., 2004; Nienhaus et al., 2004). In Globin X ANC bewirkt
eine Zunahme des pH-Wertes von pH 7 zu pH 8 eine 10-fache Verringerung der
Sauerstoffaffinitdt (Abb. C 12). Dieser reverse Bohr-Effekt erleichtert die Bindung von
Sauerstoff im stoffwechselaktiven Gewebe. Ein reverser Bohr-Effekt wurde ebenfalls beim
Neuroglobin des Zebrabarblings bei niedrigen Temperaturen und einem pH-Wert unter 6,5
beschrieben (Hundahl et al., 2006 a), wahrend die Sauerstoffaffinitdt von pentakoordiniertem
Myoglobin keinen Bohr-Effekt zeigt, also unabhangig vom pH-Wert ist.

Der bei hexakoordinierten Globinen beobachtete reverse Bohr-Effekt 1asst sich durch eine
Protonierung des distalen Histidin E7 bei niedrigen pH-Werten erklaren, woraufhin das
Histidin aus der Ham-Tasche heraus schwingt und demzufolge die Sauerstoffaffinitat des
Globins ansteigt (Fago et al., 2004). Méglicherweise bewirkt diese Offnung der Ham-Tasche
zusatzlich den Bruch der Bindung zwischen der Aminosaure E10 (Arginin bei Globin X, Lysin
bei Neuroglobin) und dem Propionat des Hams, die den Zugang von externen Liganden zum
Ham blockiert, wie es bei humanem und murinem Neuroglobin der Fall ist (Fago et al., 2004;
Nienhaus et al., 2004). Der reverse Bohr-Effekt ist umso starker ausgepragt, je fester die
Aminosaure E10 an das Hadm gebunden ist. Die Bindung zwischen dem Arginin des Globin X
und dem Propionat des Hams durfte ahnlich stark sein wie die Bindung zwischen Lysin und
Propionat im Neuroglobin des Zebrabarblings. Hexakoordination bewirkt nicht nur eine
Verringerung der Sauerstoffaffinitdt, sondern reduziert auch die Temperaturempfindlichkeit
der Ligandbindung (Uzan et al., 2004; Hundahl et al., 2006 a). Dies kdnnte die Bindung von
externen Liganden wie O, unabhangig von der Temperatur machen, was besonders in
poikilothermen Tieren wie Fischen und Amphibien von grof3er physiologischer Relevanz sein
konnte, da die Korpertemperatur dieser Tiere starken Schwankungen unterworfen ist
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(Hankeln et al., 2005). Das Neuroglobin des Zebrabarblings zeigt zum Beispiel eine deutlich
geringere Temperaturempfindlichkeit der Oxygenierung als humanes Neuroglobin oder
pentakoordiniertes Myoglobin (Hundahl et al., 2006 a).

Durch die Zugabe von DTT verringert sich die Sauerstoffaffinitat von Globin X ANC bei pH
7,5 4-fach (Abb. C 12), was vermuten lasst, dass die Bildung einer Disulfidbriicke die
Sauerstoffaffinitdt des Globin X kontrolliert. Der Hill-Koeffizient (n = 1,2-2,3) von Globin X
ANC lasst Rickschlusse auf eine mogliche Kooperativitat zu. Durch Réntgenstrukturanalyse
konnte bei Cytoglobin die Bildung eines Homodimers nachgewiesen werden, eine derartige
Orientierung der zwei Untereinheiten war zuvor bei Vertebratenglobine noch nicht bekannt
(de Sanctis et al., 2004). Eine ahnliche dimere oder sogar tetramere Struktur von Globin X ist
ebenfalls mdglich.

1.1.4 Moglicher Verlust von Globin X in der Evolution der Amniota

Globin X-Sequenzen konnten sowohl in Fischen als auch in Amphibien nachgewiesen
werden, so dass die Entstehung dieses Gens auf einen Zeitpunkt vor der Trennung der
Tetrapoden und der Knochenfische vor 420 Millionen Jahre (Benton, 1990) datiert werden
kann. Datenbanksuchen ergaben keinen Hinweis auf das Vorhandensein eines homologen
Gens in den verfligbaren Sequenzen von Saugetieren und Végeln. Aus diesem Grund
erscheint es sehr wahrscheinlich, dass das Globin X-Gen in der Evolution der Amnioten
verloren gegangen ist. Mit dem Ubergang zum Landleben war die Funktion von Globin X
moglicherweise obsolet, da den Tieren mit Luft als Atemmedium eine konstante, hohere
Sauerstoffkonzentration zur Verflgung stand, als dies zuvor in ihrem aquatischen
Lebensraum der Fall war (siehe auch A 1). Der Verlust von Globin X in Sdugern und Vogeln
deutet auf eine mdgliche sauerstoffabhangige Funktion hin, jedoch missen hierzu noch

weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden.

1.1.5 Mogliche Hinweise fiir eine Intronverschiebung in Globinen

Intronpositionen werden als wichtige Hinweise fir die Evolution von Genen angesehen,
jedoch ist die Herkunft der Introns in Globingenen und die Stabilitat ihrer Positionen zum Teil
umstritten (Hankeln et al., 1997; Logsdon et al., 1998). Die Globin X-Gene besitzen die
globintypischen Introns an den Positionen B12.2 und G7.0, die auch in den meisten
Vertebraten- und Invertebratenglobinen konserviert sind, inklusive aller bekannten
Hamoglobine, Myoglobine, Neuroglobine und Cytoglobine der Vertebraten (Hardison, 1996;
Hankeln et al., 1997; Burmester et al., 2000; 2002). Aus diesem Grund werden die Introns
B12.2 und G7.0 als phylogenetisch urspriinglich angesehen (Dixon & Pohajdak, 1992;
Hardison, 1996). Das Globin X-Gen besitzt zusatzlich zwei weitere Introns. Wahrend das
Intron in der H-Helix an Position H10.0 in keinem anderen Globin beobachtet werden konnte,
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und somit sehr wahrscheinlich erst nach der Trennung von Globin X von den anderen
Globinen erworben wurde, verdient das zentrale Intron an Position E10.2 nahere
Betrachtung. In verschiedenen Globingenen konnten Introns in der E-Helix gefunden
werden, die sich jedoch in ihrer genauen Position unterscheiden (siehe Abb. D 1).

E12.2 | Glyptotendipes barbipes

E15.0 | Chironomus melanotus

| E9.1|
Ascaris suum Chlamydomonas

Chlamydomonas

Artemia salina GbX

A B |[C D E F G H

Chironomus thummi

Paramecium, Artemia salina

C. elegans

Artemia salina

Ciona intestinalis -
Vertebraten Ngb
Vertebraten GbX m 9

Abb. D 1: Intronpositionen in Globingenen der Metazoa
Dargestellt ist die Lage der Introns relativ zu den a-Helices A-H. Introns von Globin X sind
hervorgehoben (verandert nach Roesner et al., 2005).

Alle vier Hamoglobine von Ciona intestinalis, die eine nahe phylogenetische Verwandtschaft
zu Globin X zeigen (siehe Abb. C 4), besitzen ebenfalls ein Intron an Position E10.2 (Ebner
et al., 2003). Interessanterweise ist das entsprechende Intron der Vertebraten-Neuroglobine,
welches die nachsten Verwandten von Globin X sind, an Position E11.0 lokalisiert und damit
im Vergleich zur Position E10.2 lediglich um ein Basenpaar verschoben. Obwohl es denkbar
erscheint, dass beide Introns voneinander unabhangig durch ein Insertionsevent entstanden
sind, muss die Mdglichkeit der Intronverschiebung ("intron sliding") ebenfalls in Betracht
gezogen werden (Rogers, 1986; Stoltzfus et al., 1997). Im Moment gibt es keine einfache
Erklarung fur die Verschiebung der Intron-Exon-Grenze um lediglich ein Basenpaar. Kein
bekannter Mechanismus, aufer einem zeitgleichen Auftreten zweier unabhangiger
Mutationen, existiert, der eine solche Verschiebung des Introns hervorrufen kénnte (Stoltzfus
et al., 1997). Aufgrund der nahen phylogenetischen Verwandtschaft von Neuroglobin, Globin
X und den Hamoglobinen von Ciona ist die Hypothese mdglich, dass das zentrale Intron
frihzeitig in der Evolution entstanden ist (méglicherweise an Position E10.2). Neuroglobin
ware damit ein Beispiel flir das sehr selten auftretende Phanomen der Intronverschiebung
(Rogozin et al., 2000).
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1.1.6 Zwei Globinfamilien im Tierreich?

Die Proteinsuperfamilie der Globine ist im Tierreich weit verbreitet. Eine Aufklarung der
Globin-Phylogenie kdénnte dabei helfen, auch die Evolution der Globinfunktionen zu
verstehen. Zurzeit ist es nicht moglich, eine Auliengruppe zu definieren, die eine sinnvolle
Wurzelung des phylogenetischen Stammbaumes der Metazoenglobine ergibt. Des Weiteren
ist die Auflosung des Baumes, unabhangig von der angewanden Methode, sehr schlecht,
was sich in niedrigen Bootstrapping-Werten und geringen Bayes'schen Wahrscheinlichkeiten
widerspiegelt (siehe Abb. C 4). Dies wird groRtenteils durch die sehr geringe Konservierung
der Globine Uber eine langere Evolutionszeitspanne und die kurze Sequenzlange
hervorgerufen. Trotzdem zeigt der Stammbaum der Metazoenglobine deutlich die Existenz
von drei Hauptasten (Abb. C 4). Der eine Ast (Abzweigung C) beinhaltet die meisten Globine
der Protostomia, im zweiten Ast (Abzweigung B) sind die Hamoglobine, Myoglobine und
Cytoglobine der Vertebraten zu finden, jedoch nicht die Neuroglobine und die Globin X-
Proteine. Diese beiden Aste divergierten zu dem Zeitpunkt, als sich die Protostomia vor mehr
als 600 Millionen Jahren von den Deuterostomia trennten. Im Gegensatz dazu befinden sich
die Neuroglobine und Globin X in einem dritten, wesentlich urspringlicheren Ast
(Verzweigung A), der sowohl Proteine der Protostomia als auch der Deuterostomia enthalt.
Der phylogenetische Stammbaum der Globine liefert somit deutliche Hinweise darauf, dass
der letzte gemeinsame Vorfahre der Bilateria mindestens zwei distinkte Globine besessen
hat. Das Vorlauferglobin an Verzweigung A fuhrte letztendlich unter anderem zu den
Neuroglobinen und Globin X-Proteinen der Vertebraten, wohingegen das andere
urspriingliche Gen als Vorlaufer der Metazoenglobine der Aste B und C angesehen werden
kann.

Zurzeit lassen sich keine funktionellen oder strukturellen Gemeinsamkeiten erkennen, die
diese Globinfamilien voneinander abgrenzen. So sind in beiden Familien pentakoordinierte
Globine wie die Hamoglobine der Vertebraten und des Invertebraten Glycera genauso zu
finden wie hexakoordinierte Globine (Neuroglobin, Cytoglobin und Globin X) (Pesce et al.,
2002; Burmester & Hankeln, 2004). Ebenso sind in allen Asten myoglobinahnliche
sauerstoffspeichernde Proteine und hamoglobindhnliche Sauerstofftransportproteine
vertreten. Dies veranschaulicht die grof3e strukturelle und funktionelle Flexibilitdt der Globine,
deren Aufklarung in dem MalRe voranschreitet, indem genomische Daten aus verschiedenen
Taxa fur Untersuchungen zur Verfligung stehen.
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Der in der Einleitung gezeigte Stammbaum zur Phylogenie der Globine (Abb. A 7) muss
aufgrund des identifizierten funften Mitglieds der Globinfamilie fur die Fische entsprechend
modifiziert werden (Abb. D 2). Vor mehr als 600 Millionen Jahren erfolgte die Trennung der
Nervenglobine (unter anderem Neuroglobin und Globin X) von den anderen Globinen, die
sich vor ca. 500-600 Millionen Jahren in die Hamoglobine und ein extrazellulares
Vorlauferglobin der Myoglobine und Cytoglobine aufgespalten haben. Innerhalb der
Nervenglobine kam es vor ca. 550-500 Millionen Jahren zur Trennung der Neuroglobine und

der Globin X-Proteine.
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Abb. D 2: Evolution der Fischglobine

Phylogenetische Beziehung der bisher bekannten Globine der Fische. Der Pfeil
symbolisiert den ungefahren Zeitpunkt, an dem die Trennung der Knochenfische von den
Tetrapoden stattgefunden hat (veréandert nach Roesner et al., 2006).
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1.2 Zwei Myoglobine der Karpfenfische

Bis vor kurzem ging man davon aus, dass Myoglobin lediglich in Muskelgewebe exprimiert
wird. Neuere Untersuchungen der Arbeitsgruppe von A. Cossins (Fraser et al., 2006)
ergaben allerdings, dass im Karpfen Cyprinus carpio Myoglobin auch in zahlreichen anderen
Geweben vorhanden ist. Zudem konnte diese Arbeitsgruppe ein weiteres Myoglobin
identifizieren, welches lediglich im Hirn exprimiert wird (Fraser et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit konnte sowohl die Expression von Myoglobin in verschiedenen
Geweben des Zebrabarblings und des Goldfisches verifiziert als auch die kodierende
Sequenz fir das Myoglobin 2 des Goldfisches aufgeklart werden.

1.2.1 Molekulare und biochemische Charakterisierung der Myoglobine

Mittels RT-PCR wurde im Hirngewebe des Goldfisches die Myoglobin 2-Isoform identifiziert
(Abb. C 14). Der Goldfisch ist somit neben dem Karpfen (Fraser et al., 2006) das einzige
Tier, bei dem zwei Myoglobin-lIsoformen bekannt sind. Ein Vergleich der
Aminosauresequenzen beider Isoformen zeigt, dass die meisten Substitutionen im Bereich
der A- und der H-Helix sowie in der flexiblen Region der C- und D-Helix zu finden sind. Die
zur Fixierung des Hams bendtigten Aminosauren (Phe CD1, His E7 und F8) sind ebenso wie
zahlreiche hydrophobe Aminosauren der Ham-Tasche konserviert. Die substituierten
Aminosauren befinden sich grofitenteils auf der Oberflache des Proteins, wo sie nur einen
geringen Einfluss auf die Flexibilitat der Proteinkette und die Hdm-Bindung haben.

Eine hohe Konzentration von Myoglobin 2 im Gehirn des Goldfisches konnte, wie fur
Neuroglobin vorgeschlagen (Burmester et al., 2000; Hankeln et al., 2005), die
Sauerstoffversorgung dieses Gewebes unter Hypoxie verbessern. Im Skelettmuskel von
Saugetieren wurde eine Beteiligung von Myoglobin am Abbau von toxischen reaktiven
Stickstoffverbindungen wie NO beobachtet (Flogel et al., 2001; Wittenberg & Wittenberg,
2003). Eine solche Funktion kommt mdglicherweise auch fur die Myoglobine der Fische in
Betracht.

Die beschriebene ubiquitire mRNA-Expression von Myoglobin 1 im Karpfen (Fraser et al.,
2006) konnte auf Proteinebene auch fir verschiedene Goldfischgewebe nachgewiesen
werden. Die Expression in Hirn, Kieme, Leber und Schwimmblase war ungefahr vergleichbar
stark, eine deutlich héhere Konzentration war im Herzgewebe zu beobachten (Abb. C 18).
Dies entspricht der urspringlichen Annahme, dass besonders hohe Myoglobin-
Konzentrationen im Muskelgewebe vorhanden sind. Durch die hohe Identitat der beiden
Isoformen erkennt der Antikérper beide Myoglobine, so dass auf Proteinebene zunachst
keine Aussage Uber die unterschiedlich starke Expression der beiden Isoformen im Hirn
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getroffen werden kann. Allerdings besitzt das im Hirn des Goldfisches detektierte Myoglobin
eine etwas hdéhere molekulare Masse als das Myoglobin in den anderen Geweben (CauMb1;
Abb. C 18). Die errechnete molekulare Masse von Myoglobin 2 des Goldfisches (CauMb2,
16,16 kDa) ist nur geringfligig gréfer als die von Myoglobin 1 (CauMb1, 15,85 kDa), jedoch
unterscheiden sich beide Myoglobin-Isoformen des Goldfisches hinsichtlich ihres
isoelektrischen Punktes deutlich (CauMb1 pl = 8,85; CauMb2 pl = 7,89). Dies kdnnte ebenso
wie posttranslationale Veranderungen einen Einfluss auf die Laufeigenschaften beider
Myoglobine bei der elektrophoretischen Auftrennung haben. Das im Hirn des Goldfisches auf
Proteinebene nachgewiesene Myoglobin kann somit der Myoglobin 2-Isoform (CauMb2)
zugeordnet werden, wahrend im Hirn keine oder lediglich eine sehr geringe Expression der
Myoglobin 1-Isoform (CauMb1) nachgewiesen werden konnte (Abb. C 18 und C 34). Dieses
Verhaltnis der Expression beider Myoglobin-lsoformen im Hirn des Goldfisches deckt sich
mit der von Fraser et al. (2006) beschriebenen starken mRNA-Expression von Myoglobin 2
(CcaMb2) und der geringen Konzentration an Myoglobin 1-mRNA (CcaMb1) im Hirngewebe
des Karpfens.

Ein Vergleich der konstitutiven Myoglobin-Expression im Zebrabarbling und im Goldfisch
ergab weder im Herz- noch im Hirngewebe deutliche Unterschiede bezlglich der
Proteinkonzentration (Abb. C 35). Das im Hirngewebe des Zebrabarblings detektierte
Myoglobin (DreMb, 15,83 kDa) ist jedoch geringfugig kleiner als das im Hirn des Goldfisches
(CauMb2, 16,16 kDa) nachgewiesene Protein. Die Expression des Myoglobins ist somit auch
im Zebrabarbling nicht auf das Muskelgewebe beschrank.

1.2.2 Phylogenie der Myoglobine

Phylogenetische Untersuchungen (Abb. C 16) haben ergeben, dass die einzelnen
Myoglobin-Isoformen (CauMb1 mit CcaMb1, CauMb2 mit CcaMb2) der Cyprininae
(Karpflinge) naher miteinander verwandt sind als die verschiedenen Isoformen innerhalb
einer Art (CauMb1 mit CauMb2, CcaMb1 mit CcaMb2). Zweifel gibt es jedoch bezuglich der
Stellung des Myoglobins von Zebrabarbling (Barblinge, Rasborinae) und Goldelritze
(Eigentliche Weil¥fische, Leuciscinae). Die Aufspaltung der Karpfenfisch-Myoglobine in dem
von mir gezeigte Stammbaum (Abb. C 16) ahnelt der des von Fraser et al. (2006, Abb. D 3)
publizierten Stammbaumes. Er impliziert, dass das Myoglobin des Zebrabarblings naher mit
der hirnspezifischen Myoglobin 2-Isoform verwandt ist als mit der ubiquitdr exprimierten
Myoglobin 1-Isoform, zudem misste der Zebrabarbling nach dieser Aufspaltung ebenfalls
zwei Isoformen besitzen.
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Abb. D 3: Phylogenetische Analyse der Fischglobine
Dargestellt ist der Stammbaum der Fischglobine aus Fraser et al. (2006). Die
Bootstrapping-Werte der Verzweigungen sind angegeben (100% = 1000).

Durch Datenbanksuchen (Fraser et al., 2006, eigene Daten Februar 2007) konnte flr den
Zebrabarbling keine zweite Myoglobin-Sequenz identifiziert werden. Eine Mdglichkeit ware,
dass der Zebrabarbling, ebenso wie die beiden Karpflinge, zwei Myoglobin-Gene besessen
hat, eines davon jedoch im Verlauf der Evolution verloren hat. Dies erscheint allerdings sehr
unwahrscheinlich, da das Myoglobin des Zebrabarblings zwar phylogenetisch mit der
zweiten Isoform des Myoglobins der Karpflinge gruppiert, das ubiquitdre Expressionsmuster
jedoch der Myoglobin 1-Isoform entspricht. Der gezeigte phylogenetische Stammbaum der
Fisch-Myoglobine (Abb. C 16) erscheint aber nicht nur wegen der falschen Auflésung
innerhalb der Cypriniden unwahrscheinlich. Ein weiterer Kritikpunkt ist sicherlich die falsche
paraphyletische Anordnung der Makrelenfische (Thunfische, Scombridae), die durch die
schwach unterstitzte, falsche Abspaltung der Kugelfische (Tetraodontidae),
Antarktisdorsche (Nototheniidae) und Krokodileisfische (Channichthyidae) hervorgerufen
wird. Mit einer richtigen Aufspaltung der Acanthopterygii (Stachelflosser) wirden die
Makrelenfische eine monophyletische Gruppe bilden. Durch die Verwendung anderer
phylogenetischer Methoden (Neighbor-Joining statt MrBayes) konnte hier keine bessere
Auflésung erzielt werden. Phylogenetische Untersuchungen mit kurzen Sequenzlangen
flihren haufig zu ungenauen Auflésungen im Stammbaum wie es in diesem Fall flir den
Myoglobin-Stammbaum sehr deutlich wird. Die Richtigkeit des Stammbaumes (Abb. C 16)
muss somit stark angezweifelt werden. Eine andere Uberlegung zur Entstehung der beiden
Myoglobin-Isoformen in Karpflingen ist notwendig.
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Wahrend der Evolution der Fische kam es zu verschiedenen Zeitpunkten zu Duplikationen
des Genoms (Zhou et al., 2002). Wahrend die erste Duplikation des Genoms vor ungefahr
440 Millionen Jahren und damit vor der Aufspaltung der Knochenfische in die Fleisch- und
Strahlenflosser stattfand, wird das zweite Duplikationsevent der Strahlenflosser auf einen
Zeitpunkt vor ungefahr 360 Millionen Jahren datiert. Die meisten héheren Strahlenflosser
besitzen somit einen doppelten Chromosomensatz (2n = 50). Innerhalb der Karpfenfische
(Cyprinidae) kam es zu einer weiteren Genomduplikation, die allerdings auf einzelne
Unterfamilien beschrankt ist (Leggatt & lwama; 2003). Wahrend zahlreiche Vertreter der
Karpflinge (Cyprininae), darunter alle Cyprinus-Arten und zahlreiche Carassius-Spezies, ein
tetraploides Genom (4n = 100) aufweisen (Ojima et al., 1966; Ohno et al., 1967; David et al.,
2003), sind sowohl der Zebrabarbling (Rasborinae) als auch die Goldelritze (Leuciscinae) nur
diploid (2n = 50) (Endo & Ingalls, 1968; Sola & Gornung, 2001; Zhou et al., 2002; Leggatt &
Iwama, 2003). Ein Sequenzvergleich verschiedener duplizierter Genloki des Karpfens
(Larhammar & Risinger, 1994) datiert ebenso wie eine Untersuchung von Mikrosatelliten-
Markern der Cyprinidae (David et al., 2003) die Genomduplikation innerhalb dieser Familie
auf einen Zeitpunkt vor 12-16 Millionen Jahren. Es erscheint sehr wahrscheinlich, dass die
Genomduplikation innerhalb der Karpfenfische nach der Trennung der Cyprininae von den
Rasborinae und den Leuciscinae erfolgte, und das Vorkommen der Myoglobin 2-Isoform
somit auf einzelne Unterfamilien der Cyprinidae beschrankt ist. Der letzte gemeinsame
Vorfahre von Karpfen und Goldfisch vor der Trennung vor 10,7 Millionen Jahren (David et al.,
2003) hatte demnach bereits beide Myoglobin-Isoformen, wahrend der letzte gemeinsame
Vorfahre der Cyprininae und der Rasborinae lediglich eine Myoglobin-Isoform besessen hat.
Das Myoglobin des Zebrabarblings musste deshalb basal zu den beiden Isoformen von
Karpfen und Goldfisch stehen.
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2 Sauerstoffabhangige Globinexpression in Karpfenfischen

Der Lebensraum von Fischen ist haufig gepragt von niedrigen oder wechselnden
Sauerstoffkonzentrationen. Viele Fisch-Spezies haben aus diesem Grund spezielle
Anpassungen entwickelt, die ihnen das Leben in sauerstoffarmen Gewassern ermdglichen.
Neben Veranderungen ihres Verhaltens, der Anatomie ihrer Kiemen und ihres Stoffwechsels
sind auch molekulare und biochemische Adaptationen an Sauerstoffmangel (Hypoxie)
beobachtet worden (Nikinmaa, 2002; Nilsson & Renshaw, 2004; Cossins & Crawford, 2005;
Nikinmaa & Rees 2005). Daher wurde die Expression von Globinen in Fischen unter
verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen sowohl auf molekularer als auch auf
proteinbiochemischer Ebene untersucht und eine Aussage uber mogliche Adaptationen in
hypoxietoleranten Organismen getroffen.

2.1 Verhaltensanderungen unter Sauerstoffmangel

Unter Sauerstoffmangel zeigen viele Fische deutliche Veranderungen ihres Verhaltens:
neben einer generellen Abnahme der Aktivitdt wird eine Zunahme der Oberflachen- und
Luftatmung beschrieben (Kramer, 1987). Diese Anpassungen waren im Falle des
Zebrabarblings deutlich zu beobachten. Bei starker Hypoxie (pO, < 50 Torr) hielten sich die
Fische bevorzugt am Boden des Aquariums auf und verzichteten fast vollstandig auf ein
Schwimmen in der Vertikalen. Wahrscheinlich erhéht die verringerte Aktivitat aufgrund des
damit einhergehenden reduzierten Energieverbrauchs die Uberlebensfahigkeit des Fisches
unter Sauerstoffmangel. Lediglich die gesteigerte Ventilationsfrequenz der Kiemen (pO, < 65
Torr) verbraucht gréRere Mengen Energie als unter normoxischen Bedingungen, tragt jedoch
wegen der hiermit verbundenen erhdhten Sauerstoffaufnahme weiter zu einer verbesserten
Hypoxietoleranz bei. Bei einigen Zebrabarblingen war bei einem pO, ab etwa 50 Torr die
Tendenz zur Oberflachen- und Luftatmung zu beobachten. Der Aufenthalt an der
Wasseroberflache ermdglicht es den Fischen, eine eventuell hohere Ilokale
Sauerstoffkonzentration auszunutzen. Bei sehr geringen Sauerstoffkonzentrationen wird die
Sauerstoffaufnahme aus dem Wasser zunehmend energieaufwandiger, so dass durch
Luftatmung Energie gespart werden kann (Kramer, 1987). Das Phanomen der
Oberflachenatmung ist bereits bei zahlreichen anderen Fischen beschrieben worden, die an
temporare Schwankungen des Sauerstoffgehalts des Wassers angepasst sind (Kramer,
1983; Affonso et al., 2005; Tobler et al., 2006). Allerdings ist zu erwdhnen, dass die Tiere,
die sich zu Beginn der Hypoxieexperimente haufig an der Wasseroberflache aufgehalten
haben, zunadchst keine deutliche Verringerung ihrer Aktivitat zeigten. Erst mit zunehmender
Dauer des Sauerstoffmangels (ab 2-3 Stunden) kam es auch bei diesen Tieren zu einer
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Reduktion des Schwimmverhaltens. Mdglicherweise erklart das anfangs unterschiedliche
Verhalten der Fische die in manchen Versuchen sehr ausgepragten individuellen
Unterschiede der Regulation der Globinexpression. Da die Zebrabarblinge in ihrem
naturlichem Habitat auch unter Sauerstoffmangelbedingungen freien Zugang zur
Wasseroberflache haben, kann davon ausgegangen werden, dass die durch die gewahlten
Versuchsbedingungen hervorgerufenen Veranderungen der Globinexpression auch unter
naturlichen Bedingungen zu beobachten sind.

Die Verhaltensanderungen des Goldfisches waren wesentlich schwacher ausgepragt.
Wahrend der insgesamt 64 Stunden bei einem pO, ~ 50 Torr waren keine Veranderungen
zwischen den Tieren der Hypoxiegruppe und der Kontrollgruppe zu erkennen. Erst bei einem
sehr starken Sauerstoffmangel (pO, ~ 13 Torr) zeigten die Goldfische ein eingeschranktes
Schwimmverhalten in der Vertikalen. Offensichtlich ist der Goldfisch durch Veranderungen
auf Ebene des Stoffwechsels (modifizierte Glykolyse mit Ethanol als Endprodukt; Shoubridge
& Hochachka, 1980) oder durch andere physiologische Anpassungen dazu in der Lage, auch
unter Sauerstoffmangel eine unveranderte Aktivitat aufrecht zu erhalten. Erst bei sehr starker
Hypoxie (pO, ~ 13 Torr) muss er seine Aktivitat reduzieren, um Energie zu sparen. Unter den
gewahlten Versuchsbedingungen zeigte keiner der Goldfische die beim Zebrabarbling
beobachtete Luft- und Oberflachenatmung. Die Anpassung an einen Lebensraum, der sehr
haufig geringe Sauerstoffkonzentrationen aufweist, fuhrt offensichtlich dazu, dass der
Goldfisch, &hnlich wie andere bevorzugt am schlammigen Grund von stehenden Gewassern
lebende Fische, nicht auf eine Sauerstoffaufnahme an der Wasseroberflache angewiesen ist.
Verschiedene Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass lediglich die Fische, die
temporaren, kurzfristigen Sauerstoffmangelbedingungen ausgesetzt sind, unter Hypoxie auf
Oberflachen- oder Luftatmung ausweichen (Kramer & McClure, 1982; Kramer, 1983; 1987;
Weber & Kramer, 1983; Affonso et al., 2005; Tobler et al., 2006).

2.2 Rolle der respiratorischen Proteine in der Hypoxieantwort

Die Aufrechterhaltung eines konstanten Sauerstoffflusses vom Wasser zu der Atmungskette
der Mitochondrien ist fur die Fische unter Sauerstoffmangel besonders wichtig.
Respiratorische Proteine erhdhen die Menge des zur Verflgung stehenden Sauerstoffs
bereits unter Normoxie deutlich (Schmidt & Thews, 1997), so dass Veranderungen ihrer
Konzentration oder ihrer physiologischen Eigenschaften unter Hypoxie wahrscheinlich sind.
Hamoglobin transportiert den an den respiratorischen Epithelien aufgenommenen Sauerstoff
Uber das Kreislaufsystem im Korper und gewahrleistet so die Versorgung aller Zellen mit
Sauerstoff. Myoglobin als Sauerstoffspeicherprotein verbessert die Sauerstoffversorgung der
quergestreiften Muskulatur. Bisher ist wenig bekannt Uber die Funktion der kurzlich
entdeckten weiteren Mitglieder der Globinfamilie, Neuroglobin, Cytoglobin und Globin X
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(Burmester & Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005), die ebenfalls in Fischen exprimiert
werden (Awenius et al., 2001; Burmester et al., 2002; Fuchs et al., 2004; 2005; Roesner et
al., 2005). Die Expression der respiratorischen Proteine in Tieren, die in ihrer Evolution
Adaptationen an phasenweise geringe Sauerstoffkonzentrationen entwickelt haben, kann
auch Hinweise auf ihre generelle physiologische Funktion und ihre besondere Rolle in der
Hypoxieantwort geben.

2.3 Zebrabarblinge bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen

In einer friheren Untersuchung wurde gezeigt, dass adulte Zebrabarblinge in der Lage sind,
bei einem Sauerstoffpartialdruck von 15 Torr (2 kPa) bei 22°C fir 48 Stunden zu Uberleben
(Rees et al., 2001). In meinen Versuchen betrug allerdings die Mortalitat bei einem pO, =
18 Torr (2,4 kPa) bereits mehr als 80% nach 24 Stunden. Dieser deutliche Unterschied Iasst
sich modglicherweise durch Unterschiede in den Zuchtlinien der verwendeten
Zebrabarblingen erklaren. Eventuell kénnten auch andere Versuchsparameter wie
Wasserwerte, BeckengrofRe und Stromung des Aquarienwassers sowie das Alter der adulten
Tiere einen Einfluss auf ihre Widerstandkraft gegen Sauerstoffmangel haben. Zudem wurde
von einer Abhangigkeit der Uberlebensfahigkeit von den Jahreszeiten berichtet, die in Herbst
und Winter héher war als in Frihjahr und Sommer; auch scheint das Geschlecht der Tiere
einen gewissen Einfluss auf die Hypoxietoleranz zu haben (Rees et al., 2001).

In den Experimenten unter starker Hypoxie wurde die Sauerstoffkonzentration des Wassers
auf 31 Torr eingestellt, die deutliche Hochregulation der Kontrollgene Lactatdehydrogenase
A und Phosphoglyceratkinase 1 (Abb. C 21), deren Hypoxieantwort bereits in Microarray-
Studien belegt wurde (Ton et al., 2003), demonstriert, dass die Zebrabarblinge auch unter
diesen Bedingungen einem hypoxischen Stress ausgesetzt waren.

In den quantitativen real-time PCR-Experimenten wurde eine grol3e Standardabweichung
zwischen den einzelnen Individuen des Zebrabarblings beobachtet. Eine dhnliche Variabilitat
wurde bereits bei verschiedenen Fisch-Spezies in Microarray-Studien beschrieben (Oleksiak
et al., 2002; Cossins & Crawford, 2005). Abweichungen auf mRNA-Ebene verdeutlichen die
genetischen, physiologischen und verhaltensbasierten Unterschiede zwischen einzelnen
Individuen. Nichtsdestotrotz waren die meisten Veranderungen der Globinexpression auf
mRNA-Ebene signifikant, und konnten im Fall von Neuroglobin und Myoglobin auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. C 24). Zudem wurde eine sehr &hnliche
Expressionsstarke von Hamoglobin a und B beobachtet, wie es bei solchen co-regulierten
Genen zu erwarten war (Hardison, 1998). Die Variationen der Myoglobin- und Neuroglobin-
Proteinexpression waren wesentlich geringer als die Abweichungen auf mMRNA-Ebene, was

eine zusatzliche Regulation auf der Ebene der Translation vermuten I3sst.
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2.3.1 Reduzierte Expression von Himoglobin unter Hypoxie

Ein sehr Uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Studie ist die deutliche Abnahme der
mRNA-Menge von Hamoglobin a und B nach zwei Tagen Hypoxie im Vergleich zur
Normoxiekontrolle (Abb. C 20). Die Hypoxieantwort von Hamoglobin in Fischen ist nicht
einheitlich (Nikinmaa & Rees, 2005). Wahrend manche Untersuchungen uber eine Zunahme
der Hamoglobin-Expression unter Hypoxie berichten (zum Beispiel Timmerman & Chapman,
2004), beobachten andere keine Veranderung der Hamoglobin-Konzentration (zum Beispiel
Person-Le Ruyet et al., 1998) oder eine Abhangigkeit der Hypoxieantwort von der
Expositionsdauer (Affonso et al., 2002). Die Hypoxieantwort ist somit vermutlich
speziesspezifisch. Eine Abnahme der Hamoglobin mRNA-Expression im Zebrabarbling
wurde bisher nur in Microarray-Studien mit Embryonen nachgewiesen (Ton et al., 2003). Als
Erklarung fur die Abnahme der Hamoglobin-Expression fuhrten die Autoren an, dass
Embryonen des Zebrabarblings 24 Stunden nach der Befruchtung (24 hpf) keine
Blutzirkulation bendtigen, weil bereits durch Diffusion die Sauerstoffversorgung gewahrleistet
ist. Ohne Zweifel kann dieses Argument fur die vergleichbare Abnahme der Hamoglobin-
Konzentration in adulten Zebrabarblingen nicht angebracht werden, da diese sehr wohl von
einem Blutkreislaufsystem zur Sauerstoffversorgung abhangig sind. Eine alternative
Hypothese zur Erklarung der Hamoglobin-Regulation unter Hypoxie muss in Erwagung
gezogen werden.

Zunachst muss betont werden, dass die Regulation von Hamoglobin lediglich auf mRNA-
Ebene untersucht wurde, auf Proteinebene konnte sich ein anderes Ergebnis zeigen. Zudem
konnte die Induktion der distinkten Hamoglobin-Ketten eine Erklarung sein.
Datenbanksuchen haben ergeben, dass Zebrabarblinge sechs Kopien des Hamoglobin a-
Gens und funf des B-Gens besitzen. Entsprechend der Angaben in den Datenbanken sind
zwei der a- und drei der B-Hamoglobine embryonale Hamoglobine, so dass zahlreiche
Kopien jedes Gens auch im adulten Zebrabarbling vorhanden sind und moglicherweise
exprimiert werden kénnen. Die in der quantitativen real-time PCR verwendeten Primer waren
so gewahlt, dass sie alle adulten Hamoglobin a- oder B-Ketten amplifizieren konnten. Ein
differentielles Verhalten der verschiedenen adulten Hamoglobin-Gene wiirde allerdings die
beobachtete generelle Abnahme der Hamoglobin-Expression nicht verandern. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass wunter Hypoxie eine Expression embryonaler
Hamoglobinketten induziert wird. In der Tat konnte durch Gelelektrophorese nachgewiesen
werden, dass Hypoxie das Expressionsmuster der Hamoglobinketten in der
Regenbogenforelle verandert (Marinsky et al., 1990). Da allerdings bereits in Embryonen des
Zebrabarblings eine Abnahme der Expression embryonaler Hamoglobine nach
Sauerstoffmangel beobachtet wurde (Ton et al., 2003), erscheint eine hypoxieinduzierte
Expression embryonaler Hamoglobine in adulten Zebrabarblingen unwahrscheinlich,
weshalb eine andere Erklarung in Betracht gezogen werden muss.
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Méglich ware, dass unter Hypoxie die Menge des Hamoglobins hdher ist als die des
verfligbaren Sauerstoffs. Ein Anstieg der Hamoglobin-Konzentration und damit eine
Erhéhung der Sauerstofftransportkapazitat hatte nur einen geringen Effekt auf die
Sauerstoffversorgung, wirde aber durch die Proteinbiosynthese sehr viel Energie
verbrauchen. In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Hypoxie in
Fischen eine Veranderung der Sauerstoffbindungseigenschaften des Hamoglobins hervorruft
(Weber & Jensen, 1988; Nikinmaa, 2001; Jensen, 2004). Unter Sauerstoffmangel kommt es
zu einer Abnahme der Konzentration der Regulatoren Adenosintriphosphat (ATP) und
Guanosintriphosphat (GTP) in den roten Blutzellen, was eine Erhéhung der
Sauerstoffaffinitdt des Hamoglobins bewirkt. Dies ist ein effizienterer Weg, um die
Sauerstoffaufnahme des Blutes zu erleichtern. Die Abnahme der Hamoglobin mRNA-
Konzentration kann durch einen energiesparenden Mechanismus erklart werden, der die
Synthese von Hamoglobin beendet.

Allerdings wurden in den durchgefiihrten Experimenten lediglich kurzzeitige Veranderungen
nach maximal 2 Tagen Hypoxie untersucht. Es ist mdglich, dass andere
Versuchsbedingungen und eine langere Exposition ein verandertes Bild der Hamoglobin-
Expression unter Sauerstoffmangel bewirken. Weitere Studien sind somit notwendig, um das
Verhalten von Hdmoglobin-mRNA unter Hypoxie genauer zu verstehen.

2.3.2 Hypoxie induziert die Myoglobin-Expression

Myoglobin erleichtert die Diffusion des Sauerstoffs von den Blutkapillaren zu den
Mitochondrien und speichert Sauerstoff, aber es kann mdglicherweise auch NO
detoxifizieren (Flogel et al., 2001; Wittenberg & Wittenberg, 2003). In Saugetieren sind die
Ergebnisse zur Regulation der Myoglobin-Expression unter Sauerstoffmangel nicht
schlissig. Wahrend unter geringen Sauerstoffkonzentrationen, wie sie zum Beispiel im
Hoéhentraining von Athleten vorkommen, erhdhte Myoglobin-Konzentrationen beobachtet
wurden (Hoppeler & Vogt, 2001), gibt es auch Untersuchungen, die diese Auswirkung nicht
bestatigen konnten (zum Beispiel Levine & Stray-Gundersen, 2001). In meinen
Untersuchungen konnte ich zeigen, dass im Zebrabarbling unter starker Hypoxie eine
Hochregulation von Myoglobin sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene erfolgt (Abb. C
20, C 21 und C 24). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der wichtigen Rolle, die
Myoglobin in der Sauerstoffversorgung des Gewebes einnimmt. Myoglobin ist ein
monomeres Protein und besitzt somit keine hamoglobinahnliche Kooperativitat, die seine
Sauerstoffaffinitdt erhohen kénnte. Die einzige Moéglichkeit, die Sauerstoffversorgung des
Herzmuskels und anderer Gewebe unter Hypoxie aufrecht zu erhalten, ist demzufolge eine
Erhdhung der Myoglobin-Konzentration.
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2.3.3 Gewebespezifische Neuroglobin-Regulation unter Sauerstoffmangel

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal die Veranderung der Neuroglobin-
Expression unter Sauerstoffmangel in Fischen untersucht. Obwohl dieses respiratorische
Protein in den letzten Jahren sehr intensiv untersucht wurde, ist seine genaue Funktion noch
nicht bekannt (Burmester & Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005). Die phylogenetische
Verwandtschaft von Neuroglobin zu den Nerven-Hamoglobinen der Invertebraten (Burmester
et al., 2000), die positive Korrelation mit der Intensitat des zellularen Stoffwechsels (Schmidt
et al.,, 2003), die co-Lokalisation mit Mitochondrien (Bentmann et al., 2005) und seine
Fahigkeit, das Uberleben von Neuronen unter Hypoxie oder Ischamie zu férdern (Sun et al.,
2001; 2003) deuten auf eine myoglobindhnliche Funktion von Neuroglobin hin. Des Weiteren
erscheinen auch andere Funktionen von Neuroglobin, wie die Detoxifikation von reaktiven
Stickstoffverbindungen und von NO ebenso mdglich wie eine Funktion als Sauerstoffsensor
(Burmester & Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005; siehe auch Kapitel A 6.3).

Die bisherigen Publikationen zur Regulation der Neuroglobin-Expression in Saugetieren
unter Sauerstoffmangel zeigen unterschiedliche Ergebnisse (siehe dazu auch Kapitel D 3).
Von Fordel et al. (2004) und Li et al. (2006) wurde in Maus und Ratte eine 2- bis 3-fache
Hochregulation von Neuroglobin auf mRNA-Ebene nach moderater Hypoxie (7-12% flur 4-5
Tage) beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigten nach Mammen et al. (2002) Mause nach
einer zweiwdchigen Hypoxie (10% O,) keine Veranderung der Neuroglobin mRNA-
Expression. Andere Untersuchungen ergaben sogar eine Halbierung der Neuroglobin
mMRNA-Konzentration in Ratten nach 5 Stunden bei 6% O, und nach 44 Stunden bei 10% O,
(Burmester & Hankeln, persdnliche Mitteilung).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Neuroglobin im Hirn und Auge des
Zebrabarblings unter Hypoxie unterschiedlich reguliert wird. Im Hirn konnte nach 24 Stunden
bei 31 Torr eine kurzzeitige Hochregulation der Neuroglobin-mRNA beobachtet werden,
wahrend im Auge unter diesen Bedingungen keine Veranderungen auftraten (Abb. C 22).
Diese Beobachtung deckt sich sehr gut mit den Ergebnissen der quantitativen Western Blot-
Analysen (siehe Abb. C 23, C 24), die im Hirn nach 48 Stunden bei pO, = 31 Torr eine
signifikante 5,7-fache Erhéhung der Proteinkonzentration von Neuroglobin zeigten, wahrend
sich die Expression im Auge lediglich verdoppelte. Diese Unterschiede lassen sich
mdglicherweise durch das gegensatzliche Verhalten dieser beiden Organe unter Hypoxie
erklaren. Der Karpfen Cyprinus carpio, der ebenfalls zu den Cypriniformes (Karpfenartige)
zahlt, wird unter Hypoxie blind (Johansson et al., 1997), wahrend das Gehirn aktiv bleibt
(Nilsson, 2001). Hieraus Ilasst sich folgern, dass unter Sauerstoffmangel die
Stoffwechselaktivitat im Auge des Zebrabarblings mdglicherweise ebenfalls abnimmt, aber
im Hirn aufrechterhalten wird. In frlheren Studien der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass das Expressionsniveau von Neuroglobin in Saugetieren sehr stark mit der
Stoffwechselaktivitdt und dem Sauerstoffverbrauch der Zellen korreliert ist (Schmidt et al.,
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2003; Bentmann et al., 2005). Hohe Neuroglobin-Konzentrationen erleichtern vermutlich die
Aufrechterhaltung des oxidativen Stoffwechsels im Gehirn des Zebrabarblings.

Die Genregulation unter Sauerstoffmangel erfolgt haufig Uber so genannte HREs ("hypoxia
responsive elements"), die Bindestellen fir den hypoxieinduzierbaren Transkriptionsfaktor
HIF-1 ("hypoxia-inducible transcription factor") aufweisen (Wenger & Gassmann, 1997).
Typischerweise besteht ein HRE aus zwei HIF-1-Motiven (5'-RCGTG-3") in direkter oder
gegenlaufiger Orientierung oder aus einer HIF-1-Bindestelle in Verbindung mit einer
benachbarten Bindestelle fir einen anderen co-stimulatorischen Transkriptionsfaktor
(Semenza et al., 1996; Wystub et al., 2004). Im Neuroglobin-Gen des Zebrabarblings
konnten funf Bindestellen fir HIF-1 identifiziert werden, die aufgrund ihrer rdumlichen Nahe
zueinander ein mdogliches funktionelles HRE ausbilden kénnten (Fuchs et al., 2004). Ein
Charakteristikum von HREs ist die zwischen nah verwandten Arten konservierte Position der
Bindestellen der Transkriptionsfaktoren. Uber die Konservierung der HIF-1-Bindestellen in
Fisch-Neuroglobinen kann aufgrund der entfernten Verwandtschaft des Zebrabarblings mit
den Kugelfischen keine Aussage getroffen werden (Wystub et al., 2004). Meine Ergebnisse
zeigen zum ersten Mal, dass Neuroglobin des Zebrabarblings in vivo ein durch Hypoxie
induzierbares Gen ist. Eine Regulation der Neuroglobin-Expression durch die HIF-1-
Signalkaskade koénnte diese Beobachtung erklaren. Eine verstarkte Expression von
Neuroglobin unter Sauerstoffmangel passt sehr gut zu der Hypothese, dass Neuroglobin an
der Sauerstoffversorgung der Neuronen beteiligt ist, ahnlich wie Myoglobin in Muskelzellen
(Burmester et al., 2000; Sun et al., 2001; Schmidt et al., 2003; Bentmann et al., 2005). In der
Tat verhalt sich Neuroglobin im Gehirn &hnlich wie Myoglobin im Herzen. Nichtsdestotrotz
muss auch in Betracht gezogen werden, dass diverse Studien gezeigt haben, dass unter
Sauerstoffmangel (Hypoxie und Ischamie) vermehrt reaktive Sauerstoffverbindungen und
NO gebildet werden (Jezek & Hlavata, 2005; Wenger, 2006). Es ist denkbar, dass
Neuroglobin an einer Verringerung der hohen Konzentration dieser Verbindungen beteiligt ist
(Herold et al., 2004; Brunori et al., 2005). Unabhangig von der genauen Funktion auf
molekularer Ebene ist Neuroglobin wahrscheinlich neuroprotektiv sowohl fiir Fische als auch

fur Saugetiere.

2.3.4 Regulation von Cytoglobin und Globin X

Fische besitzen zwei paraloge Cytoglobin-Gene, die friih in der Evolution der Knochenfische
durch Duplikation entstanden sind (Fuchs et al., 2005). In Saugetieren, die lediglich eine
Kopie des Cytoglobin-Gens besitzen (Burmester et al., 2002), steigt die Expression von
Cytoglobin bei Sauerstoffmangel in verschiedenen Geweben (Leber, Herz, Muskel und Hirn)
deutlich an (Schmidt et al.,, 2004; Fordel et al.,, 2004; Mammen et al., 2006). Im
Zebrabarbling konnte keine signifikante Veranderung der Expression von Cytoglobin 1 und 2
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auf mRNA-Ebene beobachtet werden (siehe Abb. C 20, C 21), was darauf hindeutet, dass
Cytoglobin nicht an einer akuten Hypoxieantwort des Zebrabarblings beteiligt ist.

Globin X konnte erst vor kurzem als fiinftes Mitglied der Vertebratenglobine ausschlielich in
Fischen und Amphibien identifiziert werden (Roesner et al., 2005; siehe auch Abschnitte C 1
und D 1). Globin X wird in zahlreichen Geweben in geringer Konzentration exprimiert,
allerdings ist Uber seine Funktion noch nichts bekannt. Die deutliche Verringerung der
Globin X mRNA-Konzentration in hypoxischen Zebrabarblingen (Abb. C 20, C 21) deutet auf
eine enge Verknlpfung mit einem sauerstoffabhangigen Stoffwechselweg hin. Aufgrund der
geringen Expression von Globin X unter Normoxie und der weiteren Abnahme der
Expression unter Hypoxie erscheint es jedoch unwahrscheinlich, dass Globin X an der
Sauerstoffversorgung der Gewebe beteiligt ist. Um die genaue Funktion von Globin X
aufzuklaren, missen noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

2.4 Goldfische unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen

Wahrend im Zebrabarbling eine zum Teil deutliche hypoxieinduzierte Regulation der
Globinexpression stattfand, traten im Goldfisch bei den meisten Globinen nur geringe, nicht
signifikante Veranderungen der mRNA-Konzentrationen nach Sauerstoffmangel auf.

Im Fischkorper (ohne Auge, Hirn und Herz) wurde lediglich Myoglobin 1 signifikant um den
Faktor 20 erhoht (Abb. C 25). Diese Hochregulation ist deutlich starker als die Zunahme der
Myoglobin-mRNA beim Zebrabarbling. Allerdings sind die verschiedenen Experimente
aufgrund der unterschiedlichen gewahlten Versuchsbedingungen beim Goldfisch und beim
Zebrabarbling nicht direkt vergleichbar, wenn auch in beiden Fischen die gleiche Tendenz
einer deutlichen Induktion von Myoglobin vorlag. Die beobachtete Zunahme der Myoglobin-
Konzentration im Fischkorper und im Herzen passt zu der Funktion dieses Proteins, die
Sauerstoffversorgung im Muskel und in anderen Geweben zu gewahrleisten.

Im Hirngewebe verdoppelte sich die mRNA-Konzentration von Myoglobin 2 signifikant,
wahrend sich die von Myoglobin 1 lediglich leicht erhéhte (Abb. C 28). Im Karpfen konnte
unter Hypoxie allerdings keine verstarkte Expression von Myoglobin 2 beobachtet werden
(Fraser et al., 2006). Moglicherweise kommt diese Diskrepanz durch die verschiedenen
Versuchsbedingungen oder durch unterschiedliche Anpassungen der beiden Fische an
Sauerstoffmangel zu Stande. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
hypoxieinduzierte Expression von Myoglobin in den verschiedenen Geweben des Karpfens
temperaturabhangig ist (Fraser et al., 2006). Wahrend im Muskel nur bei 30°C eine deutliche
Zunahme der mRNA-Konzentration von Myoglobin 1 nach 8 Tagen beobachtet wurde,
erhéhte sich die mRNA-Konzentration in der Leber sowohl bei 30°C als auch bei 17°C. In
Kieme und Hirn hatte ein Sauerstoffmangel nur geringe Auswirkungen auf die mRNA-
Konzentration (Fraser et al., 2006). Uber die Funktion von Myoglobin 2 ist noch nichts
bekannt. Die Expression dieses Globins im Hirn lasst vermuten, dass Myoglobin 2 in diesem
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Gewebe eine ahnliche Rolle wie Myoglobin 1 im Muskel einnimmt und als
sauerstoffspeicherndes Protein eine Aufrechterhaltung des aeroben Stoffwechsels auch
unter hypoxischen Bedingungen ermdglicht.

Nach Hypoxie konnte im Hirn des Goldfisches lediglich eine geringe, nicht signifikante
Veranderung der Neuroglobin-Expression auf mRNA-Ebene beobachtet werden (Abb. C 27).
Dieses Ergebnis ist in Anbetracht der starken Hochregulation von Neuroglobin im Hirn des
Zebrabarblings unter Sauerstoffmangel verwunderlich und erfordert weitere Untersuchungen,
zumal bekannt ist, dass im Karpfen die Hirnfunktionen unter Hypoxie aufrechterhalten
werden (Nilsson, 2001). Im Auge des Goldfisches war sogar eine deutliche Abnahme der
Neuroglobin-Expression auf mRNA-Ebene zu erkennen (Abb. C 27). Das Auge von
Wirbeltieren hat unter normoxischen Bedingungen einen sehr hohen Sauerstoffbedarf
(Anderson, 1968; Yu & Cringle, 1996; Osborne et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass
der Karpfen unter hypoxischen Bedingungen nahezu blind wird (Nilsson, 2001). Dies lasst
eine reduzierte Stoffwechselrate im Auge vermuten, so dass der Sauerstoffbedarf dieses
Gewebes unter Hypoxie stark abnimmt. Eine Aufrechterhaltung oder Erhdéhung der
Konzentration an respiratorischen Proteinen wie Neuroglobin im Auge ware somit nicht
notwendig und wirde lediglich Energie verbrauchen. Das Wiedererlangen der Sehkraft nach
der achtstiindigen starken Hypoxie (pO, = 13 Torr) deutet darauf hin, dass die Degradation
des Neuroglobins mdglicherweise so langsam ablauft, dass der Goldfisch aufgrund der
hohen konstitutiven Neuroglobin-Konzentration im Auge (Abb. C 33) bei kurzzeitigem
starkem Sauerstoffmangel keine Uberexpression der mRNA benétigt.

Im Auge ist die Regulation von Neuroglobin und Superoxiddismutase genau gegenlaufig
(Abb. C 27), was zunédchst gegen eine Beteiligung von Neuroglobin im ROS-Stoffwechsel
spricht. Unter Sauerstoffmangel werden verstarkt reaktive Sauerstoffverbindungen gebildet
(Jezek & Hlavata, 2005; Wenger, 2006). Eine verstarkte Expression der Superoxiddismutase
kénnte den Abbau dieser Verbindungen beschleunigen und so die durch reaktive
Sauerstoffverbindungen verursachten Zellschadigungen verringern. Im Hirn jedoch wurde
nur eine geringe Zunahme der Superoxiddismutase-mRNA beobachtet (Abb. C 28),
allerdings zeigten die Ergebnisse der quantitativen PCR, dass die Konzentration der
Superoxiddismutase-mRNA im Hirn konstitutiv deutlich hdher ist als im Auge.

Die Untersuchung der Proteinexpression von Neuroglobin und Myoglobin nach
Sauerstoffmangel ergab in allen Fallen nur eine gering reduzierte oder konstantbleibende
Globinkonzentration in den untersuchten Geweben des Goldfisches (Abb. C 29). Im
Vergleich dazu zeigte der Zebrabarbling bei beiden Proteinen eine deutlich gesteigerte
Proteinexpression nach Hypoxie (siehe Abb. C 24 und D 2.3). Im Karpfen konnte unter
Hypoxie nach 5 Tagen eine 2,8-fach erhdhte Proteinexpression von Myoglobin beobachtet
werden (Fraser et al., 2006). Aufgrund der bekannten unterschiedlich ausgepragten
Hypoxietoleranz der verschiedenen Karpfenfische (van den Thillart et al., 1976; van den
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Thillart, 1977 Rees et al.,, 2001; van der Meer et al., 2005; Fraser et al., 2006) ist eine
Diskrepanz der Regulation der Proteinexpression nicht verwunderlich. Der gréfite Vorteil der
hypoxie- und anoxietoleranten Lebewesen beruht darin, dass sie die Proteinbiosynthese, die
grolle Mengen an Energie verbraucht, frihzeitig reduzieren oder sogar ganz einstellen
kénnen (Hochachka, 1996 a, b).

2.5 Konstitutive Neuroglobin-Expression im Zebrabarbling und im Goldfisch

Um die Frage zu klaren, weshalb der Goldfisch auf eine verstarkte Expression von
Neuroglobin bei Hypoxie verzichten kann, ohne von einer Schadigung des neuronalen
Gewebes bedroht zu sein, wurde die konstitutive Globinexpression in Zebrabarbling und
Goldfisch bestimmt (siehe C 3).

Aufgrund unterschiedlicher Effizienzen der PCR-Reaktion ergab die Untersuchung der
konstitutiven Neuroglobin-Expression in  Hirn und Auge auf mRNA-Ebene kein
aussagekraftiges Ergebnis (Abb. C 30). Eine hohe mRNA-Konzentration muss jedoch durch
mogliche Unterschiede auf Translationsebene nicht zwangsldufig mit einer hohen
Proteinkonzentration korreliert sein. Aus diesem Grund ist ein Vergleich der mRNA-Mengen
zwischen zwei verschiedenen Spezies weniger aussagekraftig als ein Vergleich auf
Proteinebene. Wahrend die Myoglobin-Konzentrationen in Herz und Hirn in normoxischen
Goldfischen und Zebrabarblingen vergleichbar waren (Abb. C 35), ergaben sich bei
Neuroglobin deutliche Unterschiede. Auf Proteinebene konnte im Goldfisch im Auge eine 3-
fach, im Hirn sogar eine 5-fach hohere Neuroglobin-Konzentration im Vergleich zum
Zebrabarbling nachgewiesen werden (Abb. C 33). Aufgrund dieser deutlich starkeren
Proteinexpression von Neuroglobin in beiden neuronalen Geweben kann der Goldfisch
wahrscheinlich auf eine Hochregulation dieses Proteins unter Sauerstoffmangel verzichten.
Ein Vergleich der normoxischen Neuroglobin-Expression in Ratte und einem an
Sauerstoffmangel angepassten Vertreter der Blindmause konnte ebenfalls eine erhdhte
Neuroglobin-Expression in der hypoxietoleranten Spezies nachweisen (Hankeln, personliche
Mitteilung). Ahnlich erhdhte Konzentrationen respiratorischer Proteine wurden auch in
anderen hypoxieadaptierten Tieren wie tauchenden Saugetieren (Pottwal, Seeelefant,
Klappmutzenrobbe) und tauchenden Végeln (Pinguinen) beschrieben (Ramirez et al., 2007).
Die Myoglobin-Konzentration im Skelettmuskel ist bei tauchenden Saugern generell héher
als bei den meisten terrestrischen Arten, und ist zudem bei Tieren, die tiefe Tauchgange zur
Nahrungssuche durchflihren, besonders stark erhoht (Ramirez et al., 2007). Eine hohe
konstitutive Expression von Globinen erhéht demzufolge die Toleranz gegenlber
Sauerstoffmangel und erméglicht im Fall von Neuroglobin ein Uberleben unter hypoxischen
Bedingungen ohne Schadigung des neuronalen Gewebes.
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3 Neuroglobin und seine Bedeutung fiir die Hypoxietoleranz

Die vorliegende Arbeit liefert eine umfassende Studie zur Untersuchung der Regulation von
Globinen unter Hypoxie in einem Organismus in vivo. Weil Fische in ihrem naturlichen
Habitat voribergehend hypoxischen Bedingungen ausgesetzt sein kdnnen, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die beobachteten Veranderungen auf mRNA- und Proteinebene
physiologische Antworten auf Sauerstoffmangel reflektieren. Dies steht im Gegensatz zu
zahlreichen Studien an Saugetieren (zum Beispiel Mammen et al., 2002; Fordel et al., 2004;
Li et al., 2006), deren untersuchte Spezies sehr wahrscheinlich in ihrem adulten Leben keine
hypoxischen Bedingungen vorfinden werden. Viele der Ergebnisse basieren auch auf
Studien mit Zellkulturen (zum Beispiel Sun et al., 2001; Schmidt-Kastner et al., 2006) und
sind somit nicht direkt vergleichbar mit Untersuchungen an lebenden Organismen.

Die in meinen Versuchen gezeigte Abnahme der Hamoglobin-mRNA im Zebrabarbling unter
Hypoxie erfordert weitere Studien. Die Zunahme der Expression von Myoglobin und
Neuroglobin des Zebrabarblings unter Sauerstoffmangel ist konsistent mit der
vorgeschlagenen Beteiligung der beiden Proteine an der Sauerstoffversorgung von Herz
beziehungsweise Gehirn. Diese Beobachtung ist im Fall von Neuroglobin besonders
bemerkenswert, da dessen Funktion hei® debattiert wird. Zudem konnte durch die
Hypoxieexperimente mit Zebrabarblingen zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine
Hochregulation von Myoglobin und Neuroglobin auf mRNA-Ebene auch eine Zunahme der
Proteinkonzentration bewirkt. Die Expression von Globin X nimmt unter Hypoxie deutlich ab,
was einen ersten Hinweis auf eine mogliche physiologische Rolle dieses Proteins liefert.

Im Vergleich zum Zebrabarbling konnte beim Goldfisch lediglich eine deutliche Zunahme der
Myoglobin 1-Expression im Fischkorper beobachtet werden. Alle anderen untersuchten
Globine zeigten nahezu keine Veranderung der Expression auf mRNA- und Proteinebene.
Im Fall von Neuroglobin wurde sogar eine deutliche Abnahme der mRNA-Expression im
Auge des Goldfisches beobachtet, was zunachst gegen die oben postulierte Beteiligung von
Neuroglobin an der Sauerstoffversorgung neuronaler Gewebe sprach. Der Nachweis der
hohen konstitutiven Neuroglobin-Expression in Hirn und Auge des Goldfisches erklart jedoch

die unterschiedliche Regulation des Proteins in beiden Karpfenfischen.

Hohe Konzentrationen an respiratorischen Proteinen erleichtern die Sauerstoffversorgung
der Gewebe und ermoglichen einen effektiven aeroben Stoffwechsel auch in
Sauerstoffmangelsituationen. Zebrabarblinge und Goldfische nutzen hierbei zwei
unterschiedliche Strategien. Wahrend im relativ hypoxiesensitiven Zebrabarbling eine
deutliche Zunahme der Myoglobin- und Neuroglobin-Expression auf mRNA- und
Proteinebene nach Hypoxie zu beobachten war (Abb. C 20, C 21, C 22 und C 24), besitzt
der hypoxietolerante Goldfisch eine hohe konstitutive Konzentration an Neuroglobin-Protein
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(Abb. C 33), so dass er auf eine energieverbrauchende Neusynthese dieses Proteins unter
Sauerstoffmangel verzichten kann (Abb. C 29). Durch beide Strategien wird das gleiche
Resultat erzielt: eine hohe Konzentration des respiratorischen Proteins in den jeweiligen
Geweben. Die Regulation der Globinexpression spiegelt die unterschiedlichen Lebensraume
der beiden Karpfenfische wider. Im tropischen Habitat des Zebrabarblings wechseln sich
Phasen mit normaler Sauerstoffkonzentration des Wassers und zwischenzeitliche kurze
Phasen geringerer Sauerstoffkonzentration ab (Talwar & Jhingran, 1991; Wu, 2002). Unter
diesen Bedingungen ware eine dauerhaft erhéhte Konzentration von Neuroglobin und
Myoglobin nicht von Vorteil, sondern wirde vielmehr aufgrund der energieaufwandigen
Proteinbiosynthese einen Nachteil fir den Zebrabarbling darstellen. Die bessere Alternative
stellt hier eine hypoxieinduzierte Expression von Neuroglobin und Myoglobin dar, die nur
zum Tragen kommt, wenn die Sauerstoffversorgung der Gewebe anders nicht
aufrechterhalten werden kann. Allerdings ist der Zebrabarbling durch diesen Mechanismus
nicht in der Lage, ahnlich niedrige Sauerstoffkonzentrationen wie der Goldfisch zu Uberleben.
Im Gegensatz zum Lebensraum des Zebrabarblings ist das Habitat der Carassius-Arten sehr
haufig von Hypoxie oder Anoxie bedroht (Lushchak et al., 2001; Nilsson & Renshaw, 2004;
Sollid et al., 2005). In diesem Fall ist eine hohe konstitutive Expression von respiratorischen
Proteinen wie Neuroglobin sinnvoll und erlaubt im Auge sogar ein Einstellen der Synthese
dieses Proteins unter Hypoxie. Hierdurch kann der Goldfisch Energie in Form von ATP
einsparen und so langer unter Sauerstoffmangelbedingungen Uberleben (Hochachka et al.,
1996).

In den letzten Jahren wurden verschiedene Untersuchungen zur Regulation der Neuroglobin-
Expression in Sdugetieren nach Hypoxie oder Ischamie durchgefihrt, die jedoch nicht zu
einheitlichen  Ergebnissen  kamen. Einige  Untersuchungen beschreiben eine
hypoxieinduzierte Neuroglobin-Expression in vivo und in vitro und stitzen damit die
Hypothese, dass Neuroglobin die Sauerstoffversorgung neuronaler Gewebe bei
Sauerstoffmangel verbessert. In hypoxischem Hirngewebe von Maus und Ratte konnte nach
moderater Hypoxie (7-12% O,, 48-72 Stunden) eine 2- bis 3-fach erhéhte Neuroglobin
MmRNA-Konzentration beobachtet werden (Fordel et al., 2004; Li et al., 2006). Ischamie
erhéht die Neuroglobin-Expression im Hirn von Ratten und mongolischen Rennmausen um
den Faktor 1,5 (Sun et al., 2001; Li et al., 2006). Shang et al. (2006) konnten hierbei zeigen,
dass die Induktion der Neuroglobin-Expression nach Ischamie und Reperfusion auf den
cerebralen Cortex beschrankt ist, der im Vergleich zum Hippocampus eine erhéhte Toleranz
gegenlber Hypoxie und Ischamie aufweist. In verschiedenen Zellkulturexperimenten konnte
gezeigt werden, dass unter nahezu anoxischen Bedingungen (0,25-1% O;) eine deutliche
Zunahme der Neuroglobin-Expression auf mRNA-Ebene erfolgt (Sun et al., 2001; Fordel et
al., 2004; Rayner et al., 2006; Schmidt-Kastner et al., 2006). Allerdings sind in vitro und in
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vivo Experimente nicht direkt vergleichbar, da in den Geweben in vivo haufig auch unter
Normoxie  nur geringe  Sauerstoffkonzentrationen  vorliegen. So liegt die
Sauerstoffkonzentration im Hirn bereits unter normoxischen Bedingungen in vivo bei 1-5
Vol% (Sharp & Bernaudin, 2004). Aufgrund der in diesen Untersuchungen gezeigten
Induktion der Neuroglobin-Expression unter Sauerstoffmangel in Nagetieren erscheint eine
Beteiligung von Neuroglobin an der Sauerstoffversorgung neuronaler Gewebe dennoch
wahrscheinlich.

Die weiter oben beschriebene verstarkte Neuroglobin-Expression unter Hypoxie im
Zebrabarbling sowie die hohe konstitutive Neuroglobin-Konzentration in Hirn und Auge des
Goldfisches lassen die Annahme zu, dass Neuroglobin eine entscheidende Rolle bei der
Hypoxietoleranz spielt. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass humanes Neuroglobin in
vitro eine interne Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen CD7 und D5 ausbilden kann, die
unter reduzierenden Bedingungen, zum Beispiel durch Ansammlung von NADH-
Reduktionsaquivalenten als Folge eines eingeschrankten aeroben Stoffwechsels,
aufgebrochen werden kann (Hamdane et al., 2003). Die Reduktion der internen
Disulfidbricke verringert die Sauerstoffaffinitat von humanem Neuroglobin um den Faktor 10
(Hamdane et al., 2003), was bei hypoxischem Stress die Abgabe von Sauerstoff an das
Gewebe erleichtern wirde. Da dem Neuroglobin der Nagetiere das Cystein CD7 fehlt, ist
nicht klar, ob dieser Mechanismus in vivo auftritt, oder ob er auf einzelne Tiergruppen
beschrankt ist (Hankeln et al., 2005). Im Neuroglobin von Zebrabarbling und Goldfisch sind
die beiden Cysteine CD7 und D5 konserviert, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass diese Neuroglobine ebenfalls eine interne Disulfidbriicke ausbilden. Eine erleichterte
Abgabe des an Neuroglobin gebundenen Sauerstoffs unter hypoxischen Bedingungen stellt
eine weitere Anpassung an die im Habitat der Fische haufig auftretenden
Sauerstoffmangelsituationen dar. Die vorliegenden Ergebnisse zur Regulation von
Neuroglobin der Fische stltzen die Hypothese, dass dieses Protein der Atmungskette
Sauerstoff zur Aufrechterhaltung eines aeroben Metabolismus zur Verfiigung stellt. Eine
solche Funktion wurde aufgrund der hohen Stoffwechselaktivitdt Neuroglobin exprimierender
Zellen (Burmester et al., 2000; Reuss et al., 2002; Geuens et al., 2003; Schmidt et al., 2003)
und der co-Lokalisation von Neuroglobin und Mitochondrien (Bentmann et al., 2005) bereits
mehrfach postuliert.

Andere Publikationen zeigten jedoch, dass in vivo im Hirngewebe der Maus nach milder
Hypoxie (7-12% O,, Expositionsdauer 2 Stunden bis 2 Wochen) und nach globaler Ischamie
im Rattenhirn keine Veranderung der Neuroglobin mRNA-Konzentration zu beobachten war
(Mammen et al., 2002; Hundahl et al., 2005; Schmidt-Kastner et al., 2006). In Hypoxie- und
Ischamieexperimenten unserer Arbeitsgruppe konnte auRerdem gezeigt werden, dass unter
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den gewahlten Bedingungen eine deutliche Abnahme der Neuroglobin mRNA-Konzentration
im Hirn von Ratten auftrat (Burmester & Hankeln, persénliche Mitteilungen). Diese
Ergebnisse widersprechen einer moglichen Funktion des Neuroglobins als typisches
respiratorisches Protein, das der Sauerstoffspeicherung oder dem Sauerstofftransport dient.
Ein Protein, welches durch die Bereitstellung von Sauerstoff die Aufrechterhaltung eines
aeroben Stoffwechsels auch unter Sauerstoffmangelbedingungen gewahrleisten soll, sollte
unter Hypoxie eine ahnliche Induktion der Expression erfahren, wie dies bereits bei
Myoglobin beschrieben wurde (Grange et al., 2001). Mdglicherweise muss eine andere
Funktion von Neuroglobin in Betracht gezogen werden. Herold et al. (2004) und Fago et al.
(2004) postulierten eine Beteiligung von Neuroglobin an der Detoxifikation reaktiver
Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Eine solche Funktion in der zellularen Abwehr von
oxidativem Stress bendtigt nicht zwangslaufig eine verstarkte Expression unter
Sauerstoffmangel und kénnte so den neuroprotektiven Effekt von Neuroglobin erklaren
(Fordel et al., 2004; Hundahl et al., 2005). Herold et al. (2004) haben gezeigt, dass
Neuroglobin in vitro eventuell an der Entgiftung von reaktiven Stickstoffverbindungen (RNS)
wie NO und Peroxynitrit, die bei Sauerstoffmangel verstarkt gebildet werden, beteiligt sein
kénnte. Eine solche Funktion wurde bereits bei Myoglobin und Hamoglobin beschrieben
(Flogel et al., 2001; Herold et al., 2002; Fago et al., 2003). Gegen eine Funktion als NO-
Dioxygenase spricht allerdings, dass eine Verringerung der Neuroglobin-Expression durch
Antisense-Oligonukleotide keinen Effekt auf die Toxizitdt von NO-Donatoren in vitro hat (Sun
et al.,, 2001). NO-Bindungskinetiken konnten eine mogliche Funktion als NO-Dioxygenase
ebenfalls nicht bestatigen, da durch die Hexakoordination im deoxy-Zustand eine effektive
Bindung von NO an Neuroglobin durch das distale Histidin verhindert wird (van Doorslaer et
al., 2003). Zudem konnte keine co-Lokalisation von Neuroglobin und der neuronalen NO-
Synthase auf Proteinebene nachgewiesen werden (Reuss et al., 2002).

Eine weitere Mdglichkeit ist die Beteiligung von Neuroglobin an der Detoxifikation von
reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS). Eine erhoéhte Energieladung in der Zelle im
Zusammenhang mit einer hohen Stoffwechselaktivitat fihrt zu einer verstarkten Bildung
solcher Verbindungen (Boveris et al., 1972; Valdez et al., 2006). Die Expression von
Neuroglobin in  stoffwechselaktiven Geweben konnte somit nicht (nur) der
Sauerstoffversorgung der Zellen dienen, sondern kénnte auch mit einer Beteiligung an der
Entgiftung von ROS wie H,0, erklart werden (Hankeln et al., 2005; Fordel et al., 2007).
Besonders nach Ischamie kommt es durch Reperfusion zu einer verstarkten Bildung von
ROS, hier kénnte eine Funktion als Antioxidantien-Enzym den neuroprotektiven Effekt von
Neuroglobin erklaren (Chan, 1996; Lei et al., 1997; Sun et al., 2001; 2003).
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Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse zur Regulation von Neuroglobin in Sdugern unter
Hypoxie kann vermutet werden, dass der Grad der Induktion von verschiedenen Faktoren
abhangig ist. Neben den genauen Versuchsbedingungen (zum Beispiel Intensitdt des
Sauerstoffmangels, Expositionsdauer) spielt die Wahl des Versuchstieres eine grof3e Rolle.
Die meisten Saugetiere sind im Normalfall keinen schwankenden Sauerstoffkonzentrationen
ihrer Umwelt ausgesetzt. Ausnahmen sind zum Beispiel hypoxietolerante Nagetiere wie die
Blindmause, die in unterirdischen Bauen Ileben und somit temporar geringen
Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt sind (Shams et al., 2005). Ergebnisse, die durch
Hypoxieexperimente mit Ratten und Mausen erzielt wurden, lassen eventuell falsche
Ruckschlusse in Bezug auf eine Beteiligung von Neuroglobin an einer Hypoxieantwort zu, da
diese Tiere keine ausgepragten Adaptationen an Sauerstoffmangel besitzen.
Untersuchungen zur Veranderung der Neuroglobin-Expression in Tieren, die auch unter
naturlichen Bedingungen haufig mit Sauerstoffmangel konfrontiert sind (zum Beispiel
Fische), sind deshalb aussagekraftiger.

Meine Ergebnisse zur Regulation von Neuroglobin unter Sauerstoffmangel im Zebrabarbling
sowie die verstarkte konstitutive Expression von Neuroglobin im hypoxietoleranten Goldfisch
im Vergleich mit dem relativ hypoxiesensitiven Zebrabarbling deuten darauf hin, dass
Neuroglobin tatsdchlich eine wichtige Rolle im sauerstoffabhangigen Metabolismus spielt. Es
ist wahrscheinlich, dass es eine myoglobinadhnliche Funktion einnimmt und den aeroben
Metabolismus im neuronalen Gewebe auch unter Sauerstoffmangel aufrechterhalt, indem es
den Mitochondrien Sauerstoff zur Verfugung stellt. Allerdings kann auch eine mdgliche Rolle
bei der Detoxifikation der unter Sauerstoffmangel gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies

nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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E Zusammenfassunq

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich die Diversitdt und die sauerstoffabhangige
Expression der Globine von Karpfenfischen.

Mit Globin X konnte ein fiinfter Globintyp identifiziert werden, dessen Vorkommen auf Fische
und Amphibien beschrankt ist. Globin X wird sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in
zahlreichen Geweben exprimiert. Zur Aufklarung der genauen Funktion missen noch weitere
Analysen durchgefiihrt werden. Phylogenetische Untersuchungen ergaben eine
urspriingliche Verwandtschaft zwischen Neuroglobin und Globin X und deuten darauf hin,
dass der letzte gemeinsame Vorfahre der Protostomia und Deuterostomia bereits zwei
verschiedene Globintypen besessen hat.

Im Zebrabarbling und im Goldfisch konnte ich eine Myoglobin-Expression neben dem Herzen
auch in Hirn, Kieme, Leber und Niere nachweisen und somit zeigen, dass Myoglobin nicht
nur im Muskelgewebe lokalisiert ist. Des Weiteren konnte eine hirnspezifische Myoglobin-
Isoform im Goldfisch identifiziert werden, deren Funktion noch unklar ist und weiterer
Untersuchungen bedarf. Das Vorhandensein der zweiten Isoform ist innerhalb der
Cyprinidae (Karpfenfische) aufgrund einer Genomduplikation bei den Cyprininae (Karpflinge)
auf diese Unterfamilie beschranki.

Durch Hypoxieexperimente konnte gezeigt werden, dass die Expression der Globine von der
Intensitat des Sauerstoffmangels abhangig ist und gewebe- und artspezifisch erfolgt. Im
Zebrabarbling wurde eine Abnahme der Hamoglobin- und Globin X-Konzentration
beobachtet, wahrend das Cytoglobin-Expressionsniveau nahezu unverandert blieb. Im Fall
von Myoglobin und Neuroglobin konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die
hypoxieinduzierte Zunahme der mRNA-Menge auch mit einer verstarkten Expression des
jeweiligen Proteins korreliert ist. Im Vergleich dazu war die Veranderung der Expression der
meisten Globine im Goldfisch gering, lediglich Myoglobin wurde im Fischkdrper auf mRNA-
Ebene nach Hypoxie deutlich verstarkt exprimiert. Durch einen Vergleich der konstitutiven
Neuroglobin-Expression beider Karpfenfische konnte in Auge und Hirn des hypoxietoleranten
Goldfisches eine 3- bzw. 5-fach héhere Neuroglobin-Konzentration als im hypoxiesensitiven
Zebrabarbling nachgewiesen werden. Meine Ergebnisse stutzen somit die Hypothese, dass
Neuroglobin eine myoglobindhnliche Funktion einnimmt und den aeroben Stoffwechsel im
neuronalen Gewebe auch unter Sauerstoffmangel aufrechterhalt.
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Anhang

G Anhang

1

Abkilirzungsverzeichnis

AP
APS
Arp
AS
BCIP
bp
BSA
Cau
Cca
cDNA
CP
Ct
Cygb
Da
DEAE
DEPC
dn
DNA
dNTP
Dre
ds
DTT
EDTA

GbX
GITC
Hb
H204
H204q
IPTG
kb
kDa

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

Acidic ribosomal protein; ribosomal protein, large, PO; rplp0
Aminosaure
5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat
Basenpaar

Rinderserumalbumin

Carassius auratus (Goldfisch)
Cyprinus carpio (Karpfen)
komplementare Desoxyribonukleinsaure
Cyclophilin

Cycle of threshold

Cytoglobin

Dalton

Diethylaminoethyl
Diethylpyrocarbonat

Nichtsynonyme Nukleotidaustausche
Desoxyribonukleinsaure
Desoxy-Nukleotidtriphosphat

Danio rerio (Zebrabarbling)
Synonyme Nukleotidaustausche
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Erdbeschleunigung oder Gramm
Globin X

Guanidinisothiocyanat

Hamoglobin

destilliertes Wasser
doppeltdestilliertes Wasser
Isopropyl-1-Thio-f-D-Galactopyranosid
Kilobasen

Kilodalton
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I @@ m m O O >»

L Luria

Lac Lactose

LB Luria-Bertani

LDH-A Lactatdehydrogenase A

M Molar

Mb Myoglobin

MOPS 3-(N-Morpholino)-2-Hydroxypropansulfonsdure-Natriumsalz
mRNA messenger RNA

NBT Nitroblau-Tetrazoliumsalz

Ngb Neuroglobin

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
pET plasmid for expression by T7 RNA polymerase
PGK-1 Phosphoglyceratkinase 1

RNA Ribonukleinsaure

RT Reverse Transkription oder real-time

SDS Natriumdodecylsulfat

SOD-1 Superoxiddismutase 1

TBE Tris-Borat-EDTA

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

Tni Tetraodon nigroviridis (Griiner Kugelfisch)
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

uv Ultraviolett

Vv Volt

wiv Gewicht pro Volumen

Abkiirzungscodes der Aminosauren

Ala Alanin | lle Isoleucin R Arg Arginin
Cys Cystein K Lys Lysin S Ser Serin

Asp Aspartat L Leu Leucin T Thr Threonin
Glu Glutamat M Met Methionin \' Val Valin

Phe Phenylalanin N Asn Asparagin w Trp Tryptophan
Gly Glycin P Pro Prolin Y Tyr Tyrosin

His Histidin Q GIn Glutamin
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3 Genetischer Standardcode

Triplett Aminosaure | Triplett Aminosaure | Triplett Aminosaure | Triplett Aminosaure
TTT Phe TCT Ser TAT Tyr TGT Cys
TTC Phe TCC Ser TAC Tyr TGC Cys
TTA Leu TCA Ser TAA Stop TGA Stop
TG Leu TCG Ser TAG Stop TGG Trp
CTT Leu CCT Pro CAT His CGT Arg
CTC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CTA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg
CTG Leu CCG Pro CAG Gin CGG Arg
ATT lle ACT Thr AAT Asn AGT Ser
ATC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
ATA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
ATG Met / Start ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GTT Val GCT Ala GAT Asp GGT Gly
GTC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GTA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GTG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly

4 Verwendete Primer

41 PCRund RT-PCR

4.1.1 Globin X

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

DreGbX 5 CAGGGCTGGTTTCAGGATGGGC
DreGbX 5 nested GGATGGGCTGCGCTATTTCGG

DreGbX 3 TACATGTCTGAGATGGTCTTCA
DreGbX 3 nested TGAGATGGTCTTCAGATGGCTGTGC
DreGbX Nde mini GAGCATATGGCGGGACTCACCACTAATC
DreGbX Bam mini GGACGGATCCGTTCAGCTGCGTTTGTTTC
DreGbX Nde lang CCTCATATGGGCTGCGCTATTTCG
DreGbX Bam lang TTGGGATCCCTTCAGATGGCTGTGC
TniGbX 5 CCGTGTTTTCCGTTCATAATGGGC
TniGbX 5 nested CATAATGGGCTGCGCGATATCAAGTC
TniGbX 3 GCAGCGGGCCCTCCTACAG

TniGbX 3 nested CTCCTACAGGGCGCTGGTCCTCT
TniGbX 5.1 genDNA CACAGATTTCCCGTGGAGCAAG
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TniGbX 5.1 nested genDNA | CCGTGGAGCAAGATCTACCATTTTAC
TniGbX 3.1 genDNA GAGGGTGAGGAGTTCATGGTTC
TniGbX 3.1 nested genDNA | GGAGTTCATGGTTCTGGTTTATTTAATC
TniGbX 5.2 genDNA CGTGTGGCGATGTCATGGAAGG
TniGbX 5.2 nested genDNA | CATGGAAGGGTAATAACAGGTAGCG
TniGbX 3.5 genDNA GTCAAGCAGCAGGTCTTCTC

4.1.2 Myoglobin

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

DreMb Nde

GCGACAGCATATGGCTGATCATGATC

DreMb Bam

AGCGGATCCACCGGCAAATCCG

CyprinidenMb2 5 1

ATGGCTGATTACGAGCGGTTTCTGAA

CyprinidenMb2 3 1

ACCGGCGAATCCGATCTCCTTGTAGTAGCG

4.1.3 Andere

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

Karpfen bActin 5

GTCCGTGACATCAAGGAGAAGC

Karpfen bActin 3

CAGACTCATCGTACTCCTGCTTG

DreArp cDNA 5

ATGCCCAGGGAAGACAGGG

DreArp cDNA 3

TTAATCAAACAGGCCGAAGCC

DreCP cDNA 5

ATGGCAAACCCCAAAGTGTTT

DreCP cDNA 3

TTAGAGCTGGCCGCAGTTGG

4.2 Quantitative real-time PCR

4.2.1 Zebrabarbling Danio rerio

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

DreArp_gPCR_F

CATCCAGCAGGTGTATGATAACGG

DreArp_gPCR_R CTCACACCCTCCAGGAACCTC
DreCP_gPCR_F TCACACTGAAACACGGAGGCA
DreCP_gPCR_R GCTTACCGTCCAGCCAGTTG

DreLDHA_gPCR_F

ATTGGAATGTCTGTAGCTGACCTGT

DreLDHA_gPCR_R

TACACCATGCATTCCCTTGACCAAAG

DrePGK_gPCR_F

GTAACAAGACCAAAGCAAGTCAGG

DrePGK_gPCR_R

TGTGAGCTCTATGTGCAGTTCCGA

DreHbAa_qgPCR_F

CTGATACGGACAAGGCTGTTGT

DreHbAa_gPCR_R

AGACGGTCAGCATTCTGGCGA

DreHbBa_gPCR_F

ATGGTTGAGTGGACAGATGC

DreHbBa_gPCR_R

TACACGATCAGACATCTGGATAG

DreMb_qPCR_F

GAAGTTCTCAACCGTCTGTTCAA

DreMb_qPCR_R

GCTTCCCGCCAGATCACCCT

DreNgb_gPCR_F

AAGGTGATGTTAGTGATTGATGCAG

DreNgb_gPCR_R

GGACTCTCCAACCAAAGCGAA

DreCauNgb_gPCR_F

TGTTCACGAGGTTATTTGAGCTGG
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DreCauNgb_gPCR_R

TAGGTCATCAAGATGGCTCACAGC

DreCygbl gPCR_F

GTGCTGGTCAGGTTTTTCACAA

DreCygbl gPCR_R

TGTGTTGAGAGCGTTCAAGAC

DreCygb2 gPCR_F

ACATGACCCAGAGAAAGTATCATCTG

DreCygb2_qgPCR_R

CTCTCCAAACTCCTCTGCAAG

DreGbX_gPCR_F

GACTCATCCAGAGTGTAAAGATGT

DreGbX_gPCR_R

GAGTCTCTAAACGCTCCAGC

4.2.2 Goldfisch Carassius auratus

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

DreArp gPCR F

CATCCAGCAGGTGTATGATAACGG

DreArp gPCR R

CTCACACCCTCCAGGAACCTC

DreLDHA gPCR F

ATTGGAATGTCTGTAGCTGACCTGT

DreLDHA gPCR R

TACACCATGCATTCCCTTGACCAAAG

CauHbA gPCR F

CTGTCGGTGATGCCGTTTC

CauHbA gPCR R

ACATTGAGAGCGAGGATCTTG

CauHbB gPCR F

CTGGAGAGAGCCATCAAGAACA

CauHbB gPCR R AGCCAGGAGCCTGAAGTTGT
CauMb gPCR F GAAGTTCTGACCCGTCTGTTTAA
CauMb gPCR R GTTCCCCGCCAGATCAGACT

CauMb2 gPCR F

GTTCTGACCCGTTTGTTTAAGGCA

CauMb2 gPCR R

CGCCACCAACGCATTTCCCGCCAGT

CauNgb gPCR F

AAGGTGATGTTAGTGATCGATGCTG

CauNgb gPCR R

AGGGACTCTCCAACCAAAGTGAA

DreCauNgb gPCR F

TGTTCACGAGGTTATTTGAGCTGG

DreCauNgb gPCR R

TAGGTCATCAAGATGGCTCACAGC

CauCygbl gPCR F

GTGCTCATCAGGTTCTTCTCCA

CauCygbl gPCR R

CCGCAGGGCGTGTTTCTTCAGC

DreSOD1 gPCR F

CAACACAAACGGCTGCATCAGTGC

DreSOD1 gPCR R

GTCTCCGACGTGTCTCACACTATC

4.3 Sequenzierprimer

Bezeichnung

Sequenz (5’-3’-Richtung)

TniGbX 5.3 genDNA CCTCTTATCGCTCCACATCGC
TniGbX 5.4 genDNA GCGTCAACCATAATGTCAGATTAG
TniGbx 3.3 genDNA GGTTTATCCTCCTCATGTCTTC
TniGbX 3.4 genDNA CTCCAGCTCGGATGTGAACC
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA
T7 Promotor TAATACGACTCACTATAGGG
T7 Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG
M13 Forward GTAAAACGACGGCCAG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA
pet03 GCAGCAGCCAACTCAGCTTC
pet05 ACCACAACGGTTTCCCTCTAG
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5 Untersuchte Gene bei der quantitativen real-time PCR

Gen Standard | Zugangsnummer mRNA Zugangshummer genomische DNA
DreArp Plasmid BC049058 Gene ID: 58101
DreCP Plasmid AY391451; BC059470 Gene ID: 335519
DreLDHA | cDNA NM_131246; 30496 Gene ID: 30496
DrePGK cDNA NM_213387 Gene ID: 406696
DreHbAa Plasmid NM 131257 Gene ID: 30507
DreHbBa Plasmid NM_131020 Gene ID: 30216
DreMb Plasmid AY337025 NW_634308
DreNgb Plasmid NM_131853 Gene ID: 117233
DreCygb1 | Plasmid AJ320232 Gene ID: 246090
DreCygb2 | Plasmid AJ635229 Gene ID: 554176
DreGbX Plasmid NM_001012261 Gene ID: 497122
CauArp cDNA siehe DreArp siehe DreArp
CauLDHA | cDNA siehe DreLDHA siehe DreLDHA
CauSOD1 | cDNA NM_131294 (DreSOD1) Gene ID: 30553 (DreSOD1)
CauHbA cDNA AF528157 siehe DreHbAa
CauHbB cDNA AF528159 siehe DreHbBa
CauMb1 cDNA Résner, 2003 siehe DreMb
CauMb2 cDNA eigene Daten siehe DreMb
CauNgb cDNA Burmester, personliche Mitteilung | siehe DreNgb
CauCygb1 | cDNA Résner, 2003 siehe DreGbX

6  Alignments

In allen Alignments ist die Lage der Primer blau bzw. grin markiert. Die Exon-Intron-Grenzen sind

gelb hervorgehoben. Sofern nicht anders angeben,

Konservierung angefarbt: schwarz = 100%, dunkelgrau = 80%.

6.1 Globinalignments

6.1.1 Hamoglobin a

sind die Nukleotid entsprechend

* 20 * 40 * 60 * 80
P21 Y- CUPIIA TGAGT CT{@ TCTGATACGGACAAGGCTGTTGTIAAEGCCINT®TGGGCTAAGATCLGClSCCALYEGCCGATGA Tele : 80
CauHbA : hLS{erXeifesGyy GATCGGACAAGGCTGTTGT NAGCCOTINTGGGCTAAGATCEeGCICCAEINGCCGATGAEA Clele : 80
* 100 * 120 * 140 * 160
I )1 - C R TGAAGCCCTCGCCAIIATGCTGACCGTCTACCCTCAGACCAAGACCTANWTTCTCTCANTGH TpyerNelelelegeleleyy : 160
CauHbA : pyerVXelefeleyy CAIATGCTGACCGTCTACCCTCAGACCAAGACCTAGMTTCTCTCASTGGHY CigerNelelefegyeleleiy : 160

ihrer
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DreHbAa
CauHbA

DreHbAa
CauHbA

DreHbAa
CauHbA

DreHbAa
CauHbA

* 180 * 200 * 220 * 240
CTGGTCG \AAGACTATCATGGGTGCEGTCCGEGALGCIGTTTCAA .
CTGGTCCIGTGAAGAAGCAJNGGAAGACTATCATGGGTGCTGTCGGTGATGCCGTTTCAAACATAGACGACCTTGTGGGA

* 260 * 280 * 300 * 320
5 e O TR I e R

CTl CICCCTGAGCGAACTICATGCITTCAAMETGCGTIATTGACCCGGCCAACT TICAAATCCTCGCTCTCAATGT]

* 400

340 * 360 * 380 *
@ GTGGTCATCGECATGCIRCTTCCCTGEAGACTTCACCCCIHGAGGTTCACKTGTCAGTINGACAAGT TN T T T{6AEAA
* 420 *
[TGGCINCTGGCTCTCTCTGAGAA vl 2 432

6.1.2 Hamoglobin 3

DreHbBa
CauHbB

DreHbBa
CauHbB

DreHbBa
CauHbB

DreHbBa
CauHbB

DreHbBa
CauHbB

DreHbBa
CauHbB

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGGTTGAGTGGACAGATGC] AMAGCCATCOTTGGCCTGTGGGGAAAGCT®AATLMICGATGAARNTCGGACCTCA
ATGGTTGAGTGGACAGATGC) AlIGCCATCIATTGGCCTGTGGGGAAAGCTINAAT(MSCGATGAAGTCGGACCTCA

* 100 * 120 * 140 * 160
GGCCCTATCCARATGTCTGATCGTGTATCCCTGGACTCAGAGATATTTCGCCACKTT[6GGOAACCTGTCAAGCCCCGCT
GGCCCTAECCAEe TGTCTGATCGTGTATCCCTGGACTCAGAGATATTTCGCCAC[®T Ty AACCTGTCAAGCCCCGCT

* 180 * 200 220 * 240

*
CGATCATGGGTAACCCCAARGTGGCAGCTCARY AGGACTGTGATGGGAGGTCTE§GAGAGAGCCATCAAGAACATGGAM
CGATCATGGGTAACCCCAAEGTGGCAGCTCAMGGOAGCGACTGTGATGGGAGGTCTGGAGAGAGCCATCAAGAACATGGA)N
* 260 * 280 * 300 * 320
AACeTCAAGLVCACCTATGCMeCleCTCAGTGTGATGCACTCTGAGAAAMTGCATGTGGATCCCGACAACTTCAGE&TINCT]
AACITCAAGE[eCACCTATGCE[&CI\CTCAGTGTGATGCACTCTGAGAAANWTGCATGTGGATCCCGACAACTTCAGE6TCCT]
* 340 * 400

360 * 380 *
&GCTGATTGCATCACCGTITGCGCTGCCATGAAGT T(8GGCCHAleCTGGINT TCAATGCTGANGTCCAGGAGGCs TGGCAGARN
GGCTGATTGCATCACCGTETGCGCTGCCATGAAGT TYNGGCCleAIC TG TTCAATGCTGASGTCCAGGAGGCHTGGCAGANN

420

* * 440
AGTTTCTGECTGTeGTCGTTTCIGCTCTGTGCAGACAGTACCACTAGERER T V]
AGTTTCTGICTGT®GTCGTTTCGCTCTGTGCAGACAGTACCACTAGEEER T Y]

6.1.3 Myoglobin

DreMb
CauMbl
CauMb2

DreMb
CauMbl
CauMb2

DreMb
CauMbl
CauMb2

DreMb
CauMbl
CauMb2

DreMb
CauMbl
CauMb2

DreMb
CauMbl
CauMb2

* 20 * 6 *
A TGGCTGATEAMGAICEGETTCTGAAE TGCTCGCCAGEECTEGAGCCCCANTANGECGMANCGCGAGGAGAAGTTCTCAL
A~ TGGCTGATCACGAI\CHGETTCTGAAATGCTGGGCECIECTEGAGGCCCACTICEGGE®AR CGGAGGAGAAGTTCTGAC
Al TGGCTGATIACGAECEGINTTCTGAAATGCTGGGCAGEGTEGAGGCCGACTATGNEGGEEANCGGAGGAGAAGTTCTGAC)

GCleCGECGGTGECEGCICANGGAGCGACCGTGCT®AAGAAGCTGGG®GALY
‘CGCGGCGGTQEZEGCCCACGGAGCGACCGTGCTGAAGAAGCTGGGTGAGCTGCTGAAGGCCAEAGGAGATCACGCTGCG
ATGCGTTGGTGGCGGCECACGGINGCGACIGTGCTGAAGAAGCTGGGIGAGCTGCTGAEGGCCAAAGGAGATCACGCTGC!

* 260 * 280 *
(¢ T{e CTCAAACCIACTGGCCALYWACACACGCCAACA R CACAAL GCCCTCAACAACTTCAGE6 TGATCAC[®GAGGTGCT]
ATCCTCAAACCECTGGCCACCACICACGCCAACAAGCACAAGATCECCCTCAACAACTTCAGE6TGATCACEGAGGTGCT]
ATCCTCRANCCERTGGCCACEACACAIGCCAACARGCACAAGATEICCCTCAACAACTTCAGESTGATCACIGAGGTGCT]
* *

GGTGAARGTGATGGCEGAINAAGGCGGGICTGGA!

* 40 0 80
C|

* 100 * 120 * 140 * 160
ClegyCTGTTCAAGGAGHYAT CCrAGAACTCI{GAAGCTETTCCCOAAGT TipNeiyGGEATIFICTCAGGGTGATCTGGCGGGAA
ClEliCTGTTTAAGEAGEATCCeGA[EACTCAGAAGCTETTCCCEAAGT TEEEGCEATEECTCAGTCTGATCTGGCGGGGA

e TTGTTTAAGGCACATCCEGAISACTCAGAAGCTETTCCCGAAGT TELVAGGGCATCTCTCAGTCTGAACTGGCGGGAA

* 180 * 200 * 220 * 240
CTGCTGAAGGCCABAAGGAGA®CACGCTGC(

* 300 320

340 * 360 * 380
clecleleciele TIer A ccsleleCles

GGTGAABGTGATCGECECABAABGCGGGECTGEACECECCIGCACATNSCCCeCTEAGGAINAGT CATGGAEGCCETIEAT CCRN
GGTGEAGGTGATHNAEGAGAANGCGGGECTGGACHCE A ARGAGAIT CATGGACHECH :
* 420 * 440
GACATCGACEGINTACTACAAGGAGATCGGATTIAGCCGGTTAA NI VY
GACATCGACIYSINTACTACAAGGAGHTCGGATTIEGCCGGTTAA NNV Y
FNIGACATCGACISElSTACTACAAGGAGATCGGATTIEGCCGGTTAA NIV Y

240
240

320
320

400
400

80
80

160
160

240
240

320
320

400
400

80
80
80

160
160
160

240
240
240

320
320
320

400
400
400
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6.1.4 Cytoglobin

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

DreCygbl
CauCygbl
DreCygb2

80

* 20 * 40 * 60 *
: e -------- EGAECEGEGAGTECECTCECACEETETEECGEAEECGTETETﬁ
C A

: [N EAAAGAGAGGEAGEN TEANEAGACECIEGGCGGENE EAREAFI GG e TE TEEGCGEGET

* 100 * 120 * 140 * 160
ICCAGGACAC e TAle CG”GE ARAATGCTGGAGTEGCTGTGCTGGTCAeTTTTTCACAAACTTC
ICCAGGACAC AleACCleGT(e AGMC C A GAAEGCTGGAGTCGCTGTGCTCATC Alele TTCTTCTCCAACTTC
pWNAGGACAC GCLX&GT[egyT) SGTT| ACEAT GGG T CTIATACTINAT CAlele TTIE T TINEIRVAACTTCC]

* 180 * 200 * 220 * 240
CIATCGGCGAAGCAGTACTTCGA[E CANWTTCCETGALMTGCAGGA[SCCEG®GGAGATGEAGCAEANCGCECAGCTGAAGAAA
CleTCEGCEAAGCAGTACTTCEATCAINTTCCETGAMATIACAGGATCCIIGAGGAGETCIAAGEAAAGCEIN6CAGCTGAAGAAA
cleTCRAGCRAAGCAGTANT TN CAE TTCCINEGAWATEEA GGAT CCEGAGGAGATCleAGIAAAA G CINCINCAGCTGAIAAA

260 * 280
CACGECIAGCGRIGTCTTGAACGCTCTCAACAC.

* 300 *

TGGTGGALAACCTGECELGANGCINGACAAACTCAACACCATC A
CACGCCCTGCGGGTCATGARCGCEETEAACACHTECTGGAGAACCTECEEGACCEACGACAAACTCAACACCATC CE
N GIYATCAT{S TGy GCIGGT

400

320

cARGEGCERCGRGTCATGAACGCHITIAACACAE TG TGGAGAACCTACATGACCCAGAG.
* 340 * 360 * 380 *
¢ CAGATGGGEAAATCACACGCECT/lel6CACAAGGTGGAECCIE T TACTTCAA AGTGAT{$CTGGAGH
CAGATGGGEAAATCACACGCHC TI®AAACA CAAGGTGGACCC e T TACTTCAA AGTGATECTGGAGH
NCIGETGGGAAACCACANGCI THARRAIA CAARGTGGARNCANATINTACT TCAR CTRAA GTIATICTGGAGH
* 420 * 440 * 460 * 480
: GGAGGETTTCCCACAR Al CCAlelAGAI \CT{c CAGAlCle TCCTGETCeAAE CTCATGCE N TCTAC
: GGAGGCT T TCCCAC A TG T T A LT e
Tle,CAleLXele A i TGGLIGE Al \CCABBEGA G T/ \CAGAlSI T CCTGGTCBAA\CTGATGGS Xl MV TGTAC
* 500 * 520 * 540
: IR cRAACCETE TG e R e CIleleleAG - - - - - - - - - AafaccarPAAGHED : 525

: HEEMTINCHCAGEGE CCI T AT AT G e TCARACTATCCGETCAGCIGTCIE : 540

6.1.5 Neuroglobin

DreNgb
CauNgb

DreNgb
CauNgb

DreNgb
CauNgb

DreNgb
CauNgb

DreNgb
CauNgb

DreNgb
CauNgb

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGGAGAAGCTGTCTGAAAAAGATAAGGGT eysChVe{eleleleAler.Nelsjielele)Ne)Ne yeuye eleler.V.Xe).V.Xer.V.Ye e e efer.Ner-Vie]
------------------------------ CTISATCCGGGINCAGCTGGGAGAGTCTGGGGAAGAACAAGGTGCCACATG

* 100 * 120 * 140 * 160
AAT(e TTGTTCACGAGGTTATTTGAGCTG! ‘T GACTCTCTTCAECTACAGCACAAAL T(e
AATYY TGTTCACGAGGTTATTTGAGCTG ACTCTCTTCALICTACAGCACAAAWY TCle

* 180 * 200 * 220 * 240
[CACCTGAATGCTCTCCAGCCCAGAGTTCCTCGAGCACGTCACCAAe TGATGTTAGTGATTGATGCAG s Hcyyer.\cle(e). by

CACCTGAATG@®CTCTCCAGCCCAGAGTTCCTCGAGCACGTCACCAAETGATGTTAGTGATCGATGCT G ed e yer \elefer Uy
* 260 * 280 * 300 * 320
CTTGATgACCTAWACAWACyxelerNele).Noy wineyipiyeyyfer.V-Xeleyye el Aﬂ GAAGCACCA)Xe AA H
CTTGATGACCTA[WT T{&r\TyelerNeler.Noy ey igiyeyiyfer.V-Xeloyelele Cr\Ale).V-Ye[er Ne{e)\C. AA T H
* 340 * 360 * 380 * 400
ICTTCGCiiTGGTTGGAGAGTCCCTGCT®TATATGCTRICAGTCCAGINTGGGCCAGCETACACIAACAINCIN6TGCGCCAGGHE
CTTCACIWTGGTTGGAGAGTCCCTGCTIWTATATGCTINCAGTCCAGHeTGGGISCCAGCHTACACeACAMCEITGCGCCAGGHY

440 * 460 * 480

* 420 *
C6TGGCTPWACCATGTACA Ty GGTGTCAGCCATGACTCGAGGCTGGGCCAAAAATGGTGAACACAAGTCCAACTGA
CiyTGGCT{®@ACCATGTACA Lo T .

71

vl

80

151
85
160

231
165
240

311
245
320

391
325
400

: 471
355
4717

80
50

160
130

240
210

320
290

400
370

480
396
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6.1.6 Globin X

* 20 * 40 * 60 * 80
o} S1e) o) GEFIIA TGGGCTGCGCTATTTCGGGCTCCGGACTGACAGCGGGAGCCCCGGAGATCAGACCCGGGGAGGAAGAGACTCCGGCGGGEN 80
[eE=151¢] Y QNN TGGGCTGCGCTATTTCGGGCTCCGGACTGACAGCGGGAGCCCCGGAGATCAGACCCGGGGAGGAAGAGACTCCGGCGGGHN 80
* 100 * 120 * 140 * 160
o} ¥Nelsy S CTCACCACHAATCACATCCGCCTCATCAAAGAGTCCTGGAGGCTCATTCAGGAGGACATCGCCAAAGTGGGCATCATYINANESNEAI]
CauGbX : ‘CTCACCACC"TCACATCCGCCTCATCAAAGAGTCCTGGAGGCTCATTCAGGAGGACATCGCCAAAGTGGGCATCATCE : 160
* 180 * 200 * 220 * 240
DreGbX : peiwielesyelNeleyweywnierXer.Noher e CAlerNeyeny:V.v.Xe) b ey v wjoiwifeleheiwifelelelerNeleuyelerNelerWjeuelelNeyXele, : 240
[eXi{e) > QT GT TCGTCAGGTTGTTTGAGACTCATCMAGAGTGTAAAGATGTTTTCTTCCTCTTTCGGGACGTGGAGGATCTGGAGAGGEVFE Y]
* 260 * 280 * 300 * 320
o} 41e) o) EFIIC TGCGCACAAGCAGAGAGCTTCGAGCCCACGGCCTGCGEGTGATGTCCTTCATTGLEAAGAGTGTGGCCAGACTGGAT CAENCYAI]
[eE101el Y QNFIIC TGCGCACAAGCAGAGAGCTTCGAGCCCACGGCCTGCGIGTGATGTCCTTCATTGLEAAGAGTGTGGCCAGACTGGAT CA VI
* 340 * 360 * 380 * 400
I} 4=Te) ) I GCTGGAGCGTTTAGAGACTCTGGCGCTGGAACTGGGCAAGAGCCACTACAGATAIAACGCTCCACCCAAGTATTACGGGT R
[eE1i{e) > GFIIGCTGGAGCGTTTAGAGACTCTGGCGCTGGAACTGGGCAAGAGCCACTACAGATABAACGCTCCACCCAAGTATTACGGG TIENE- 1]
* 420 * 440 * 460 * 480
DreGbX : nLVNeivNelerNeleuyerNeuwnTAueieseloleleyyT(elelelefole).Viehniy.V.v-Xeler.Nor-Xe)-unele) Nehdoleuer.V-Xeueler\A e)-Nelelofehyeler.vXe, : 480
[e:X1{e) > QFINIA TGTAGGAGCTGAGT T¥ATCTGTGCGGTICGGCCGATCTTAAAGGACAGATGGACTCCTGAACTGGAEGAGGCCTGGAA G- T-1V]
* 500 * 520 * 540 * 560
o} J1e) o) GEFEIA CTCTGTTCCAGTANGTJACGTCCATCATGAGAGAGGGATTTCTGGAGGAAGAAAGAAACMAACGCAGCAACACACAGACEEEE-T L
[eE101¢ Y QNN CTCTGTTCCAGTAMGTE\CGTCCATCATGAGAGAGGGATTTCTGGAGGAAGAAAGAAACIAAACGCAGCAACACACAGA CEETAY
* 580 * 600
DreGbX : eie{erNelerXe)Xe)NeluA):Xe[erXerNor:V-Xe)Xele)XelohXo)-Xelslarbeuery : 603
[eENi{e) > QNG T CCAGCAGAGAGCIEACCAGACAAGAGGAGCACAGCCAT CTGA NN K]
6.1.7 Genomische Globin X-Sequenz des Kugelfisches T. nigroviridis
Lage der Exons bzw. Introns: schwarz bzw. weif}
* 20 * 40 * 60 * 80
TniGbX Genl : [eeleigelerNelor.V.Xe).Nehiv.-Nele).Viniwnv:X6¢ TGGACTGTCACAGCATCCCACCGTCGGACTTTCCCACCCGTGTTTTCCGTTCAT
TniGbX Gen2 : [eelejyefesNelohV.Xer.Niehy.Xele).Vgiygiv-X6¢TGGACTGTCACAGCATCCCACCGTCGGACTTTCCCACCCGTGTTTTCCGTTCAT
TRiGbX CGDNA : === - o oo oo o e o e oo e e e e e e e e e e e e e e e e oo
* 100 * 120 * 140 * 160

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

AATGGGCTGCGCGATATCAAGTCTGGGCGCAAAAGCGGAGTTTGGAGACAGAAGCGCAGAGGAGGAGGACGCAGCTGCT
AATGGGCTGCGCGATATCAAGTCTGGGCGCAGAAGCGGAGTTTGGAGACAGAAGCGCAGAGGAGGAGGACGCAGCTGCT
BATGGGCTGCGCGATATCAAGTCTGGGCGCAAAAGCGGAGTTTGGAGACAGAAGCGCAGAGGAGGAGGACGCAGCTGCT

* 180 * 200 * 220 * 240
CTRERIGCTGCGGTGGTGTATCCCAGAGAAGATCAGATTCAGATGATCAAAGACTCGTGGAAAGTTATCCGGGATGACATC
CT e GCTGCGGTGGTGTATCCCAGAGAAGATCAGATTCAGATGATCAAAGACTCGTGGAAAGTTATCCGGGATGACATC
CTGCTGCTGCGGTGGTGTATCCCAGAGAAGATCAGATTCAGATGATCAAAGACTCGTGGAAAGTTATCCGGGATGACATC

* 260 * 280 * 300 * 320
[e{e{er:V-V-Xe e ele)r Vv Vwv.NneipNeleiwy e GTAAGATGGGGCATAAAAAGGGTAAAAACTTTGAAGTGTTGGTCACGTGTT
[ele{er:V:V-Ne wele[er Vg Vv bciyyeleiwyNe GTAAGATGGGGCATAAAAAGGGTAAAAACTTTGAAGTGTTGGTCACGTGTT
GCCAAAGT TGGGAT TAT TATGT TCG T TAGEEE R T
* 340 * 360 * 380 * 400

AAGATACTTATTACCACACTCGGTTTTTTTTTTCTTACAGAAAAAAACAATAGTTATTTTCTTACAACAAATTGGACCTG
AAGATACTTATTACCACACTCGGTTTTTTTTTTCTTACAGAAAAAAACAATAGTTATTTTCTTACAACAAATTGGACCTG

* 420 * 440 * 460 * 480
TAGGATAGAAAATAAAATGTCATAAATGTTTAAAGCCACCATTGGTCTCACTGAAACTTTAACATTTAAAAGGGCCTCCA
TAGGATAGAAAATAAAATGTCATAAATGTTTAAAGCCACCATTGGTCTCACTGAAACTTTAACATTTAAAAGGGCCTCCA

* 500 * 520 * 540 * 560
GAGACCTGGTGGATCTCTAGTGATGATGACTCGACCTTTGCATGCAAGCTGGAACGCCTGACATCCCTGTGCTGTCCCTC
GAGACCTGGTGGATCTCTAGTGATGATGACTCGACCTTTGCATGCAAGCTGGAACGCCTGACATCCCTGTGCTGTCCCTC

* 580 * 600 * 620 * 640
TGACCCACGCCCCAGCCGTCCTCCTCCACCCCTCTTATCGCTCCACATCGCATCTTCAGAAAGCATTATGCAGTAACGCA
TGACCCACGCCCCAGCCGTCCTCCTCCACCCCTCTTATCGCTCCACATCGCATCTTCAGAAAGCATTATGCAATAACGCA

80
80

160
160
79

237
237
159

317
317
188

397
397

477
477

557
557

637
637
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TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

* 660 * 680 * 700 * 720
CAGC- - -AGGTCTGCAGCACGGCCATGCAATTAAAGCCATGGAGAAAATGGGTTTTATCAATTACAACGATGGCAGCCCG
CAGCTGCAGGTCTGCAGCACGGCCATGCAATTAAAGCCATGGAGAAAATGGGTTTTATCAATTACAGCGATGGCAGCCCG

* 740 * 760 * 780 * 800
TGCCTGGGACACACACACAGACGTGTTTGGCCTCTGGCTGAAAAACAAACGCTGGAATAAGAGACAACTGGGCGGGTAGA
TGCCTGGGACACACACACAGACGTGCTTGGCCTCTGGCTGAAAAACAAACGCTGGAATAAGAGACAACTGGGCGGGTAGA

* 820 * 840 * 860 * 880
GTCCAAGTAAAGCCCCTGGGAATATGGTGTCCGTCAGAGAGGCCGACTCCCTCCCTGACGGACAGGAGCAGCGTCACATC
GTCCAAGTAAAGCCCCTGGGAATATGGTGTCCGTCAGAGAGGCCGACTCCCTCCCTGACAGACAGGAGCAGCGTCACATC

* 900 * 920 * 940 * 960
GTTGGGAATCACCTACTGTGTGATTCAACGTGGGTTCGTTGACAGCAGGAAGGAGTTCCACTCAGATGTCCCGCCTGAGA
GTTGGGAATCACCTACTGTGTGATTCAACGTGGGTTCGTTGACAGCAGGAAGGAGCTCCACTCAGATGTCCCGTCTGAGA

* 980 * 1000 * 1020 * 1040
CCATGTGACACGCTCTCAAAAGCACCCATCTAACTTCCACAGAGGGCTGCATGGGTGCCTGCGGATGTCTGCTCTCACAT
CCATGTGACACGCTCTCAAAAGCACCCATCTAACTTCCACAGAGGGCTGCATGGGTGCCTGCGGATGTCTGCTCTCACAT

* 1060 * 1080 * 1100 * 1120
CCTGCTGAAGCTGCTCACATAAACCGCCACCATTCCCTTTCATTCCATTCACTCGGCACACCAACTTCCTCCCCTTCCAG
CCTGCTGAAGCTGCTCACATAAACCGCCACCATTCCCTTTCATTCCATTCACTCGGCACACCAACTTCCTCCCCTTCCAG

* 1140 * 1160 * 1180 * 1200
GAACAGAAGTTATAGCCCTCACATTTTGATTTCCCCTCTTTTCCATCCCCAGCTGGCAAGGGGAGGGTGGGGAGTGGGGE
GAACAGAAGTTATAGCCCTCACATTTTGATTTCCCCTCTTTTCCATCCCCAGCTGGCAAGGGGAGGGTGGGGAGTGGGGG

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280
GGGGGGGGGGACGACACTGACTTTGTGCTGTAAGAAAATGCATCCTGCTGACATATTCAGTATTCACGTATTTATGTTGC
GGGGGGG- - -ACGACACTGACTTTGTGCTGTAAGAAAATGCATCCTGCTGACATATTCAGTATTCACGTATTTATGTTGC

* 1300 * 1320 * 1340 * 1360
GACATCCTCTGGTGGCGCTCTGGCAGCCATCACAGAGGCCGTCGGTGCTTCGACAGCTCCTCCATCCATCTGTCAGTCAT
GACATCCTCTGGTGGCGCTCTGGCAGCCATCACAGAGGCCGTCGGTGCTTCGACAGCTCCTCCATCCATCTGTCAGTCAT

* 1380 * 1400 * 1420 * 1440
GGGTGCCACATGTCACCAGCGTCTGATGCATTTATTCATGGCTGTCTGTGTAAACACTTTTATTTACACCGTCATGCAGA
GGGTGCCACATGTCACCAGCGTCTGATGCATTTATTCATGGCTGTCTGTGTAAACACTTTTATTTACACCGTCATGCAGA

* 1460 * 1480 * 1500 * 1520
GATTAACAACAACAGCAGAGAGCCGTCACACGCAGGAGCTCAGGCCAACTCCCTCCTCCCTTCTTTCTCTTTTTACACCG
GATTAACAACAACAGCAGAGAGCCGTCACACGCAGGAGCTCAGGCCAACTCCCTCCTCCCTTCTTTCTCTTTTTACACTG

* 1540 * 1560 * 1580 * 1600
ACTTTAATGCAAACAGACGGAGTTTGCAGCCGCTCAGCTGGAGGCAGGACTGCTCTGTGATTGGCTGGCAGCACACTCCA
ACTTTAATGCAAACAGACGGAGTTTGCAGCCGCTCAGCTGGAGGCAGGACTGCTCCGTGATTGGCCGGCAGCACACTGCA

* 1620 * 1640 * 1660 * 1680
AAGTTCTGCTTGGAGGGAACTGATTGGGGTTAAATCAGAGCCGAGATGCCATCTGACCACAATCCTGGTGGTTCTTGCTG
AAGTTCTGCTTGGAGGGAACTGATTGGGGTTGAATCAGAGCCAAGATGCCATCTGACCACAATCCTGGTGGTTCTTGCTG

* 1700 * 1720 * 1740 * 1760
GGGAGGCGCGCAAAAAA -GAGAAAAAAAAACCCAACAGACTGATTGCAGATTACCAGAAAAAGAACAGGATAACGGGGGA
GGGAGGCGCGCAAAAAAAGAGAAAAAAAAACCCAACAGACTGATTGCAGATTACCAGAAAAAGAACAGGATAGCGGGGGA

* 1780 * 1800 * 1820 * 1840
CAATCAGATCTCTGCTCAGAAGACATGAGGAGGATAAACCGTCCCGCTTCCGTGTTGATGAGCTGCACACTCGGAGGTCA
CAATCAGATCTCTGCTCAGAAGACATGAGGAGGATAAACCGTCCCGCTTCCGTGTTGATGAGCTGCACACTCGGAGGTCA

* 1860 * 1880 * 1900 * 1920
TGTGACCGTCAGCCTGAACCGTTCGGTATCTCTGCGTGAACTCTGTCCTCCGTGTGTCTGATTACAGewNe wieler.Xer Xegy
TGTGACCGTCAGCCTGAACCGTTCGGTATCTCTGCGTGAACTCTGTCCTCCGTGTGTCTGATTACAGewNe wielerNerNedy
------------------------------------------------------------------- GTTGTTCGAGACT]

* 1940 * 1960 * 1980 * 2000

CATCCTGAATGCAAAGACGTCTTCTTCCTGTTCCGAGATGTGGAGGACCTGGAGAGGTTGCGGAGCAGCCGTGAGCTCA!
CATCCTGAATGCAAAGACGTCTTCTTCCTGTTCCGAGATGTGGAGGACCTGGAGAGGTTGCGGAGCAGCCGTGAGCTCA!
CATCCTGAATGCAAAGACGTCTTCTTCCTGTTCCGAGATGTGGAGGACCTGGAGAGGTTGCGGAGCAGCCGTGAGCTCA!

714
717

794
797

874
877

954
957

1034
1037

1114
1117

1194
1197

1274
1274

1354
1354

1434
1434

1514
1514

1594
1594

1674
1674

1753
1754

1833
1834

1913
1914
201

1993
1994
281
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TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

* 2020 * 2040 * 2060 * 2080
(elejele(e)Yelelelslede/6le GTCAGTAAGCAAGGCTGAGAATGTCAGCCCTGGGCTCAAACTGGGCACAAACTGGCCGACCTGCT
(eleele/e)Nele/e/sleye6le GTCAGTAAGCAAGGCTGAGAATGTCAGCCCTGGGCTCAAACTGGGCACAAACTGGCCGACCTGCT
GGCGCACGGCCT G R

* 2100 * 2120 * 2140 * 2160

CCGCCCCCCTTAGACGGGGGATGCTGAAACCCAGTCCTCCAGGGCCACAATCCAATGGGGATTCTGACCCTGGCTCACCT
CCGCCCCCCTTAGACGGGGGATGCTGAAACCCAGTCCTCCAGGGCCACAATCCAATGGGGGTTCTGACCCTGGTTCACCT

* 2180 * 2200 * 2220 * 2240
GGGTTCCCACCTGCCCCGGGAGGACAGTCCGCTGTCTGCTTGACAGTGGAAAACAGCGAGCAGCATCAGGGAGCCTGATC
GGGTTCCCACCTGCCCCGGGAGGACAGTCCGCTGTCTGCTTGACAGTGGAAAACAGCGAGCAGCATCAGGGAGCCTGATC

* 2260 * 2280 * 2300 * 2320
CTGACATTTTTAAAACTCTAATCTGCTGTATTTCAAAGCATGTTTAAAAGTGTGACGATGTCATGGAAGGGTAATAACGG
CTGACATTTTTAAAACTCTAATCTGCTGTATTTCAAAGCATGTTTAAAAGTGTGGCGATGTCATGGAAGGGTAATAACAG

* 2340 * 2360 * 2380 * 2400
GTAGGGTAATAA- - -CAGCTGCATCGGTGACGGCACCGTAAAACACCCCCGTAACTCATCACAGGAGAAGGGCTGGAATG
GTAGCGTAATAATAACAGCTGCATCGGTGACAGCACCGTAAAACACCCCCGTAACTCATCACAGGAGAAGGGCTGGAATG

* 2420 * 2440 * 2460 * 2480
TACTGAAATE N V.V.\y:V.V.Xe(er:\e).V.Ne[er Ve Va6 TCACCCTCAGAGGGAGAGCAGACAAGTCTTCGGCTCACTCCCT
TACTGAAAT(e).Wyy:V:V.Yy.V.V.Ne{er\e).V.\e{e): &) V.Ney {&{e TCACCCTCAGAGGGAGAGCAGACAAGTCTTCGGCTCACTTCCT

* 2500 * 2520 * 2540 * 2560

TAACTGAAACATGAGTAAAATTAAACCAAGCCAGAATTCTCAGTGCAGCTAAAGTGAACCAAACTTTCCACATTGTATAA
TAACTGAAACATGAGTAAAATTAAACCAAGCCAGAATTCTCAGTGCAGCTAAAGTGAACCAAACTTTCCACATTGTATAG

* 2580 * 2600 * 2620 * 2640
CTTTGGTTCAGAAAAGGCTGGTGTAAATGCCACGACTGACAACCGAGGCAGGAACTTGATACCAAAGATACAAACGATGT
CTTTGGTTCAGAAAAGGCAAGTGTAAATGCCACGACTGACAACCGAGGCAGGAACTTGATACCAA-GATACAAACGATGT

* 2660 * 2680 * 2700 * 2720
CCCCGATGAGGCAGCAGCCATGTTCCAGGACCTTGAAAACCTCAGCATCAGGTCTGGAGAACGCTGTGGCTCCTGCGCCT
CCCCGATGAGGCAGCAGCCATGTTCCAGGACCTTGAAAACCTCAGCATCAGGTCTGGAGAGCGCTGTGGCTCCTGCGCCT

* 2740 * 2760 * 2780 * 2800
GCAGCTGGCCCTCGGCACAGTCGTAAAGGTTGTTAAAGTTATTGATCTCCCAGGTCACCGATCAGTGCGCGTCAACCATA
GCAGCTGGCCCTCGGCACAGTCGTAAAGGTTGTTAAAGTTATTGATCTCCCAGGTCACCGATCAATGCGCGTCAACCATA

* 2820 * 2840 * 2860 * 2880
ATGTCAGATTAGAAAAGACAATCCAGCACATCCCTTCATTCGTTTGGGGGAAGACTCGGAGGAGCTATTTTTAGCTGTGA
ATGTCAGATTAGAAAAGACAATCCAGCACATCCCTTCATTCGTTTGGGGGAAGACTCGGAGGAACTATTTTTAGCTGTGA

* 2900 * 2920 * 2940 * 2960
ATTTCAGTCTTTATATAGTAATATAACAAAATATTTAGTTGTGTGTATGAGCATGCACCAGAACAGCTTCTGGTGCATGC
ATTTCAGTCTTTATATAGTAATATAACAAAATATTTAGTTGTGTGTGTGAGCATGCACCAGAACAGCTTCTGGCGCATGC

* 2980 * 3000 * 3020 * 3040
TCACACACAAAAAAGGCAAAACGTATGCATTTCTCTAGTAAAGTGTGGATGTCAAAGGGCTGTTGGTTGGTTCTCTCCTG
CCACACACAAAAAAGGCAAAACGTATGCATTTCTCTAGTAAAGTGTGGATGTCAAAGGGCTGTTGGTTGGTTCTCTCCTG

* 3060 * 3080 * 3100 * 3120
GTGTTCAGCCTGATGTTAGGCCAGCGTCACTGATCAGGTCACGTGGTTCTGCAAACACACATTAGTGCGAATGCAGAGGA
GTGTTCAGCCTGATGTTAGGCCAGCGTCACTGATCAGGTCACGTGGTTCTGCAAACACACATTAGTGCAAATGCAGAGGA

* 3140 * 3160 * 3180 * 3200
AATGAAACCGGTTCTAAATGTTACCCTTTATTAGCCTTCCCTCTCTTTTTTTTCTTTTTGTCACCCCCACACACACACAC
AATGAAACCGGTTCTAAATGTTACCCTTTATTAGCCTTCCCTCTCTTTTTTTTCTTTTTGTCACCCCCACACACACACAC

* 3220 * 3240 * 3260 * 3280
ACACGTTAAAGTGATGCCAGGGAACAACAAAGAATATTGATCTGTGGTGATTTCTACAGAAGAAAAATATATATTTTGGA
ACACGTTAAAGTGATGCCAGGGAACAACAAAGAATATTGATCTGTGGTGATTTCTACAGAAGAAAAATATATATTTTGGA

* 3300 * 3320 * 3340 * 3360
CACAAAAACAATTATGCAATCAGCTGTTCCGGCCATGAGCAACTGTGATGGACAGAGAATCAATTGTGTGTGTGTGTGTG
CACAAAAACAATTATGCAATCAGCTGTTCCGGCCATGAGCAACTGTGATGGACAGAGAATCAATTGTGTGTGTGTGTGTG

2073
2074
296

2153
2154

2233
2234

2313
2314

2390
2394

2470
2474

2550
2554

2630
2633

2710
2713

2790
2793

2870
2873

2950
2953

3030
3033

3110
3113

3190
3193

3270
3273

3350
3353
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TniGbX Genl
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TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
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TniGbX_ cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

TniGbX Genl
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TniGbX cDNA

TniGbX Genl
TniGbX Gen2
TniGbX cDNA

* 3380 * 3400 * 3420 * 3440
TGTGTGTGTGTGTGTGTTTTCAGGCTGTTTCAGTGTAAAATGTCACCACGCAACAAAGAAGCAGCACACAGATCCACAGT
TGTGTGTGTGTGTG--TTTTCACGCTGTTTCAGTGTAAAATGTCACCACGCAACAAAGAAGCAGCACACAAATCCACAGT

* 3460 * 3480 * 3500 * 3520
GCTGCTCATTTCCACGAGCAGGCTGATCTCCTTCTATTCGCCTCCATCTCTTTCAGeleNerWie i eloy iy Wiy yer.Xe.V.V.V.{
GCTGCTCATTTCCACGAGCAGGCTGATTTCCTTCTATTCGCCTCCATCTCTTTCAGeleiNerWie i eloy iy Wiy yer.XeV.V.V.{
-------------------------------------------------------- GGTGATGTCCTTTATTGAGAAAA

* 3540 * 3560 * 3580 * 3600

CGTGGCGAGGCTGGACCAGCAGGACCGGCTGGAAGCTCTGGCTGTGGAGCTGGGGAAAAGCCATTATCACTACAACGCTC
CGTGGCGAGGCTGGACCAGCAGGACCGGCTGGAAGCTCTGGCTGTGGAGCTGGGGAAAAGCCATTATCACTACAACGCTC
CGTGGCGAGGCTGGACCAGCAGGACCGGCTGGAAGCTCTGGCTGTGGAGCTGGGGAAAAGCCATTATCACTACAACGCTC

* 3620 * 3640 * 3660 * 3680
[&7:Xeele.V-Xe v Vv X&) Xe[6« GTAAGGCCCCAACGAGCCCGTGGACTCGCGCACACAGACTCCACCCTGAAACATTTTTCATTT
[&:Xelele).V-Ne sy Yy X&) Xe[6 GTAAGGCCCCAACGAGCCCGTGGACTCGCGCACACAGACTCCACCCTGAAACATTTTTCATTT
CACCCAAGT AT TACAGCEEE

* 3700 * 3720 * 3740 * 3760
pysleler e TATGTCGGAGCTGAATTCATCTGTGCCGTGCAGCCCATCCTGAAGGAGAGGTTCACATCCGAGCTGGAGGAGGC
pysleler e TATGTCGGAGCTGAATTCATCTGTGCCGTGCAGCCCATCCTGAAGGAGAGGTTCACATCCGAGCTGGAGGAGGC
------ TATGTCGGAGCTGAATTCATCTGTGCCGTGCAGCCCATCCTGAAGGAGAGGTTCACATCCGAGCTGGAGGAGGC

* 3780 * 3800 * 3820 * 3840

[N GTGAGAAGGTCCTGGTTGGATGCCCAGTAAGACCGGTTTGATGTGTGCAACCAGTGAGCATGAGCCCACTGAG
(eiielel ¥ Xe GTGAGAAGGTCCTGGTTGGATGCCCAGTAAGACCGGTTTGATGTGTGCAACCAGTGAGCATGAGCCCACTGAG
T G G2

* 3860 * 3880 * 3900 * 3920
GACAAGGGAACGTGGCCCTTCAAAGGTCCATGTGGTATGAGTACAGAGAATGGTGAAAACAGAGCTGATCAAAATGTAGT
GACAAGGGAACGTGGCCCTTCAAAGGTCCATGTGATATGAGTACAGAGAATGGTGAAAACAGAGCTGACCAAAATGTAGT

* 3940 * 3960 * 3980 * 4000
GTGTGTAATGTGGATGGACTGAGACACATTTGTTCTTATGGGTGGAAAAAAAACCCCAAAAGATAATAATTTTAACAACC
GTGTGTAATGTGGATGGACTGAGACATGTTTGTTTTTATGGGTGGAAAAAAAACCCCAAAGGATAATAATTTTAACAACC

* 4020 * 4040 * 4060 * 4080
ATAAGTGGGCTTAATTGAAACTTGGAAAAAGCATTTCCAAGGCTGGACTGAATGATTTCTAACTGTCTGTGGGCAAATGA
ATAAGTGGGCTTAATTGAAACTTGGAAAAAGCATCTCCAAGGCTGGATTGAATGATTTCTAACTGTCTGTGGGCAAATGA

* 4100 * 4120 * 4140 * 4160
ATGGTTTTATTGAAGAACAGAGGACAAACACGTTCAAATTAAGGGTGGGGCAGAGGGGTAAAAAAA-CACATTCTAACAG
ATGGTTTTATTGAAGAACAGAGGACAAACACGTTCAAATTAAGGGTGGGGCAGAGGGGTAAAAAAAACACATTCTAACGG

* 4180 * 4200 * 4220 * 4240
CTAAATAAAATAGCGATAATCGGCATTAAATTGTATTAATATTGGACTTTTTTTTTT-CTTTGGTAATTATTATCTTAGC
CTAAATAAAATAGCGATAATCGGCATTAAATTGTATTAATATTGGACTTTTTTTTTTTCTTTGGTAATTATTATCTTAGC

* 4260 * 4280 * 4300 * 4320
TTGAGCCAGTTTTTTATTTGCTGGGTTGACGCAG:s{einneiyeierNejvNeleiferNeleleleleleyyeruyer.Neler.V.Xeleleleler:Vele).Ye,
TTGAGCCAGTTTTTTATTTGCTGGGTTGACGCAG \seypeiweierNejyNeleiyerNefelelele/eyer.yerNele).v.\elele/esler.Nele Ne]
----------------------------------- CCTTGTTCCAGTACGTGACCGGGCTGATGAGGAAGGGCCACCAG!

* 4340 * 4360 * 4380 * 4400

AGGAGGGCAGCCGACAGCGCCACCTAGCGCTGCCCCCGAAGGACGGCCCAGAGAAGAGGACCAGCGCCCTGTAGGAGGE
D cocGCC e e oA CTA BTG o AR SCAC S ARG SeACcAGC G T T oo I
AGGAGGGCAGCCGACAGCGCCACCTAGCGCTGCCCCCGAAGGACGGCCCAGAGAAGAGGACCAGCGCCCTGTAGGACA NS

* 4420 * 4440 * 4460 * 4480
CCGCTGCACCGGECCACCGCCAGTCTGTGTTTGTAAATACTGTACCGCTTCATTTTGTATATTGCTCATATTTATTAGCC
CCGCTGCACCGGECCACCGCCAGTCTGTGTTTGTAAATACTGTACCGCTTCATTTTGTATATTGCTCATATTTATTAGCC

* 4500 * 4520 * 4540 * 4560
AATTTTACATATTTATCGCATAAAACACACTCAAAATACCATGAGACTTTAAACAATGCACTTTATTTCTGACACAGCAC
AATTTTACATATTTATCGCATAAAACACACTCAAAATACCATGAGACTTTAAACAATGCACTTTATTTCTGACACAGCAC

* 4580 * 4600 * 4620 *
GCTAGTGCAGGACTCAGGAACAGAGCACAGATGTTCAAAAAAAACTGAAAAACAGCTGTGAGAAGACCTGCTGCTTGAC
GCTAGTGCAGGACTCAGGAACAGAGCACAGATGTTCAAGAAAAACTGAAAAACAGCTGTGAGAAGACCTGCTGCTTGAC

3430
3431

3510
3511
320

3590
3591
400

3670
3671
417

3750
3751
491

3830
3831
498

3910
3911

3990
3991

4070
4071

4149
4151

4228
4231

4308
4311
544

4388
4391
622

4468
4471

4548
4551

4627
4630
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6.1.8 Stammbaum der Globine im Tierreich

Die Aminosauren sind entsprechend ihres Konservierungsgrades unterlegt, schwarz = 100%,
dunkelgrau = 70%, hellgrau = 40%.

TniGbX
DreGbX
CauGbX
XtrGbX
HsaNGB
MmuNgb
TniNgb
DreNgb
OmyNgb
AacNgb
GdiHbP3
CinHb2
CinHb3
CinHb4
CinHbl
LteGbB
LteGbD
PsiHbl
SspHb
AmaMb
LamHb2
DmeHb
GinHb
CttHbIIb
CttHbVIII
CttHbVI
CttHbE
MglHbl
MglHb2
MglHb3
Lf1Hb
HsaCYGB
MmuCygb
DreCygb
ManMb
GauMb
TthMb
TniMb
PcaMb
HsaMB
MmuMb
HpoHbA
SacHbA
OmyHbA4
TthHbA2
MmuHbA
HsaHBA
SacHbB
HpoHbB
CcaHbB
DreHbBal
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TniGbX
DreGbX
CauGbX
XtrGbX
HsaNGB
MmuNgb
TniNgb
DreNgb
OmyNgb
AacNgb
GdiHbP3
CinHb2
CinHb3
CinHb4
CinHbl
LteGbB
LteGbD
PsiHbl
SspHb
AmaMb
LamHb2
DmeHb
GinHb
CttHbIIb
CttHbVIII
CttHbVI
CttHbE
MglHbl
MglHb2
MglHb3
Lf1Hb
HsaCYGB
MmuCygb
DreCygb
ManMb
GauMb
TthMb
TniMb
PcaMb
HsaMB
MmuMb
HpoHbA
SacHbA
OmyHbA4
TthHbA2
MmuHbA
HsaHBA
SacHbB
HpoHbB
CcaHbB
DreHbBal
HsaHBB
MmuHbB

100 * 120 * 140 * 160 180
HE e e MGCAISSLGAKAEFGDRSAEEEDAAAAAAAVVYPREDQIQMIKDSIKVIRD- - -DIAK IIMFVRLFETHPECKD
T - --MGCAISGSGLTAGAPEIRPGEEETPAG------ LTTNHIRLIKES“RLIQE---DIAK IIMFVRLSETHSECKD
HE e e MGCAISGSGLTARAPEIRAGEEETPAG------ LTANHIRLIKESwRLTQE---DIAK IIMFVRLSETHSECKD
———————————— MGCILSSLGWQWRD-SLD- HTETSPLL——PTLNLSEQQQQLLVESwRLIQH———DIAK ILFVRLFETHPECKD

MERPEPELIRQS[RAVSR- - - SPLEH]
----MERPESELIRQS||RVVSR---SPLEH
-MEKLSSKDKELIRGS|DSLGK - - -NKVPH|
-MEKLSEKDKGLIRDS|ESLGK - - -NKVPH|
-MEKLTEKEKELIRVS||ESLGK- - -DKVPH

e MHLTADQVAALKAS||PEVSAG-DGGAQL
- -MGLTTEEIELLRSS||NEMKT - - IGMKEL|
P MSLTSEQUVLLRSS[QTIGK - - LGMS
: VNGPNYFCSCCCGNSVCNSNWLTCVTAAGSVAPTVSTTVPPADEGLKRSDIINIQDS|NTLKG- - FGYET'
Py MPFTDEELKLLRNS|DEVKK - - LGMKE
KKQCGVLEGLKVKSE“GRAYGSGHDREAFSQAIWRATEAQ 13ESRSL
e KVFVAVFLLAFATYVSAECLVTESLKVKLQASAFGHAHERVAFELELWRDI IDDHZEIKAD)
P DCNTLKRFKVKHQQQVFSGEHHRTEFSLEFWKEFLHDH;DLVSL
-MYKWLLCLALIGCVSGCNILQRLKVKNQQEAFGYADDRTSLETALWRS I IMQK ZESVD!

MGPLQRLKVKRQiAEAYGSGNDREEF HFIWTHV)JKDAZSARDIL
MNSDEVQLIKKT|JEIPVA- - -TPTDS
MNSEEVNDIKRT|\EVVAA- - -KMTE
MSADEASLVRGS“AQVKH---SE-
MSADQLALFKSS|NTVKH- - -NE-
MTTEQADLVKKT|)/STVKF - - -NE-

MPITDQGPLPTLSEGDKKAIRES[PQIYQ- - -NFEQTELVVLLEFLQKN5GAQQS
----- MSAHGIARTTEGERAAVRAS|/AVLMK - - - DYEHAEVQILDKF[JKANZAAKPH
——MPITDQRPLPTLSEGEKKAIKESuPQIYQ———NFEQTSLDVLIEFLQKFPEAQDS
——————— PIVDSGSVAPLSAAEKTKIRSA|APVYS- - -NYETS
MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQAM ARLYA - - -NCED'
MEKVPGDMEIERRERSEELSEAERKAVQAT||ARLYA - - -NCED'
ME- - -GDGGVQLTQSPDSLTEEDVCVIQDTKPVYA- - - ERDN;
----------------------------------------------- MVDWEKVNSV|SAVES - - -DLTAT
-MADWDKVNSV|/SAMEA - - -NITA
-MADFDAVLKC|GPVEA- - -DYTTI
- -MGDFDMVLKF|GPVEA - - -DYSAH,
- - -VLSEGEWQLVLHV|AKVEA - - - DVAGH
- -MGLSDGEWQLVLNV|GKVEA- - -DIPGH
e T R T MGLSDGEWQLVLNV|GKVEA - - - DLAGH|
: MSTSTSTSDYSAADRAELAALSKVLAQ- - - NAEAF
—————— MVLSAADKTAIKHLTGSLRT- - - NAEAT
- -MSLTAKDKSVVKAF[[GKISG- - -KAD
-MTTLSDKDKSTVKAL{JGKISK- - - SADAT
- -MVLSGEDKSNIKAAGKIGG- - -HGAE
- -MVLSPADKTNVKAA[GKVGA - - - HAGE

e VHWIGEERALVNAV[TKT - - - - - DHQAVVAKALERLIY
P VHWSEVELHEITTT|KSI----- DKHSLEAKALARMST
: - -MVEWTDAERSAIIGL{GKL- - - - - NPDEL{PQALARCLI
P MVEWTDAERTAILGL{GKL- - - - - NIDEIPQALSRCLI
P MVHLTPEEKSAVTAL{GKV- - - - - NVDE
P MVHLTDAEKAAVSGL{GKV- - - - - NADE
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* 200 * 220 * 240 * 260 *
TniGbX : --FLFRDV----- EDLERLRSSRELR. 1GLR§MSFIEKSVARLDQ---QDRLEALAVE GKSiIYHYN-A-PPKYYSYVGAEFICAVQPIL : 153
DreGbX : --FLFRDV----- EDLERLRTSRELR. IGLRvMSFIEKSVARLDQ---LERLETLALE GKSiIYRYN-A-PPKYYGYVGAEFICAVRPIL : 147
CauGbX : --FLFRDV----- EDLERLRTSRELR. IGLRVMSFIEKSVARLDQ---LERLETLALE GKSiIYRYN-A-PPKYYGYVGAEFICAVRPIL : 147
XtrGbX : --FLFRDV----- DDLQALRANKDLRA!:GLR\LSFVEKSVARIAD- - -CARLEELALE!/YGRSi[YRYN-A-PPRYYQYVGTEFISAVCPML : 149
HsaNGB : Q—YNCRQFS————SPEDCL—SSPEFLDEIRKEMLVIDAAVTNVED———LSSLEEYLAS GRKIz:RAVG-V-KLSS)3STVGESLLYMLEKCL : 121
MmuNgb : Q-YNGRQFS----SPEDCL-SSPEFLD: IRK\/MLVIDAAVTNVED- - -LSSLEEYLTS|#GRK:IRAVG-V-RLSS)JSTVGESLLYMLEKCL : 121
TniNgb : H-YT-TNCG----STQDCL-SSPEFLE!: VTK\YMLVIDAAVSHLDD - - - LHSLEDFLLN/*GRKEIQAVG -V -KPQS)3JAMVGESLLYMLQCSL : 123
DreNgb : S-YS-TNCG----DAPECL-SSPEFLE!:VTK\YMLVIDAAVSHLDD - - - LHTLEDFLLN/*GRKEIQAVG-V-NTQS)3JALVGESLLYMLQSSL : 123
OmyNgb H H—YN—TNCG————TIQDCL—SSPEFLD& TK\YMLVIDAAVSHLDN- - - LHTLEDFLLN/#GKKEIQAVG -V -NTQS/ZAVVGESLLYMLQCSL : 123
AacNgb : P-CK-GES------- LAALKTNVLLGQ: GAKFMEYITTAVNGLDDY - -AGKAHGPLTEWGSR: KTRG-T-TPAN3GKAGEALLAILASVV : 124
GdiHbP3 : G-YS-GRT-------- SALKHNSKLQN;GKIIVHQIGQAVSELDD---GSKFEATLH GQE;KGFGDI -KGEY)JPALGDALLEAMNSKV : 122
CinHb2 : --YN-LELPDDETLTLEAMRSNQKMSRI:ATRIATSISTYLKLVDQ- - - PEELKTFLNGFGE! GHN-V-EPEDSEYLAPVMLAVIGGQL : 127
CinHb3 : --HS-VLSPTQQT-EIEVLKSNAKVVRIL SREGLSIDKIINLLDN---GEELVKYLL GK KRS-I-PRKY/JSAMGPVLLSVISAVL : 126
CinHb4 : --SQ-LSLSSNESFTLEQMRNNSRVVYHANRUARAVGRLVDLIEL---PTNFTDHL GQ! YHG-V-APVN:IDYMGPVLLETIKVNL : 260
CinHbl : --YT-IDLPDEEELTIDVMRENKKVVA:ATRIANAISKFIKFLDQ- - -PEELEKLLTS|YGES)IARRQ-V-DPES)JEYVAPVILSVIGGHL : 127
LteGbB H HGDDTS -HPAFIA:AER[JLGGLDIAISTLDQ- - - PATLKEELDH#QVQI;IEGRK - I - PDNY|3DAFKTAILHVVAAQL : 121
LteGbD H RGDNIY-SPEFG. 1SQR§LSGLDITISMLDT———PDMLAAQLA KV ERN-L-KPEFSDIFLKHLLHVLGDRL : 136
PsiHbl : QGENIY-SPEFQ. IGIRvLAGLDSVIGVLDE———DDTFTVQLA TERG-T-KPEY)3JDLFGTQLFDILGDKL : 119
SspHb H NGKDIS—SPAFQAHIQ FGGFDMCISMLDD- - - SDVLASQLAHIFHA ERG-I-SAEY)JDVFAESLMLAVESTI : 135
AmaMb H SVDSLSSVGSFASETTE&VAAVFDLVAKAGD———AAGLAGAAKQVVA SRGGV-SGAEYADLFAALVPFLASAL : 121
LamHb2 H RGDNIH—TPAFRA&&TRULGGLDMCIALLDD———EGVLNTQLAHEAS SSRG-V-SAAQYDVVEHSVMMGVEHEI : 118
DmeHb : P-F--RDV--- PLEELSGNARFRA&AGRIIRVFDESIQVLGQDGDLEKLDEIWTKIAVS IPRT-V-SKESYNQLKGVILDVLTAAC : 121
GinHb : PWF--KEI--- PFDDLPENARFKTEGTRILRQVDEGVKALSVDFGDKKFDDVWKKEAQ HEKK-V-ERRSYNELKDIIIEVVCSCV : 122
CttHbIIb : PQFAGKDL--- - -ETLKGTGQFAT: AGRIVGFVSEIVALMGNSANMPAMETLIKD! : 118
CttHbVIII : PQFAGKDL--- -DSIKDSADFA iSGRIVGFFSEVIGLIGNPENRPALKTLID S8 : 118
CttHbVI : PQFAGKDL--- -DSIKDSAAFATHATRIVSFLSEVISLAGSDANIPAIQNLAKE TS : 118
CttHbE : PQFVGKDL-------- DAIKGGAEFST:AGRIVGFLGGVIDDL------ PNIGKHVD. A : 127
MglHbl : PKF--SAT----- K——CNLEQDNEVKggASRIINAVNHTIGLMDK———EAAMKQYLK SA : 127
MglHb2 : TKM--KDL----- HTLEDLASSADARW:VERIIQAVNFAVINIED- - -REKLSNKF SQ! : 130
MglHb3 : PKF--SAK----- K——CHLEQDNEVKWQASRIINAVNAVVGHLDN———EVAMKQYLXEES SSEFQV-DPKMJKELSAIFVSTIR--- : 127
LflHb : PKF--KGM----- TSADQLKKSADVRWE&ERIINAVNDAVASMDD———TEKMSMKLR SG! KSFQV-DPQY/SKVLAAVIADTVAA-- : 129
HsaCYGB : SQF--KHM----- EDPLEMERSPQLRK&GCgEgGALNTVVENLHD———PDKVSSVLALVGK LKHKV-EPVY)JKILSGVILEVVAEEF : 139
MmuCygb : SQF--RHM----- EDPLEMERSPQLRK&&C GALNTVVENLHD - - - PDKVSSVLALVGK. LKHKV-EPMY)JKILSGVILEVIAEEF : 139
DreCygb : EHF--REL----- QDPAEMQQONAQLKK:(GQR\YLNALNTLVENLRD - - -ADKLNTIFNQMGKSi;/ALRHKV -DPVY)2KILAGVILEVLVEAF : 136
ManMb : PKFKNKSL-------- GELKDTADIKAQADT)YLSALGNIVKKKGS------ ITTHKI-PPHYSTKITTIAVDVLSEMY : 115
GauMb : PKLKNKSL--- - -GELKDTADIKAQADT)/LKALGNIVKKKGN- ITTHKI-PPHY3TKITTIAVGVLSEMY : 115
TthMb : PKF--AGI--- AQADIAGNAAVSATIGAT),LKKLGELLKAKGS - TKHKI-PINNSKLISEVLVKVMHEKA : 115
TniMb : PKF--VGI--- -AQSELAGNAAVSAHGAT LKKLGELLKAKGN- TKHKI-PIKNJKLIAEVIGKVMAEKA : 115
PcaMb : DRF--KHL----- KTEAEMKASEDLKKHGVT LTALGAILKKKGH- TKHKI-PIKYLEFISEAITHVLHSRH : 119
HsaMB : DKF--KHL----- KSEDEMKASEDLKK;GAT LTALGGILKKKGH- TKHKI-PVKYLEFISECIIQVLQSKH : 120
MmuMb : DKF--KNL----- KSEEDMKGSEDLKK;GCT LTALGTILKKKGQ------ TKHKI-PVKYLEFISEITIIEVLKKRH : 120
HpoHbA : KDY--KDFT---------- AAAPSIKAHGAK VTALAKACDHLDD------ GSELKV-DPANSQYLSYCLEVALAVHL : 122
SacHbA : SKF--TDFS-- —ANGKRVKAHGGKNLNAVADATDHLDN— GTTLCV-DPHNJPLLTQCILVTLAAHL : 115
OmyHbA4 : SHW--ADLS-- -PGSGPVKK:GGIIMGAIGKAVGLMDD - FNLRV-DPGNYKILSHNILVTLAIHF : 115
TthHbA2 : SHW--PDMS-- —PGSGPVKAHGKK GGVALAVSKIDD- FKMRV-DPSNJKILSHCILVVIANMF : 116
MmuHbA H -HGSAQVKGEGKKvADALASAAGHLDD- HKLRV-DPVNIKLLSHCLLVTLASHH : 114
HsaHBA H -HGSAQVKGﬁGKKa@DALTNAVAHVDD- HKLRV-DPVNIKLLSHCLLVTLAAHL : 114
SacHbB : VKF---NGK-------- FHASDSTVQTI:AGK|yVSALTVAYNHIDD- - - - - - YEELHV-DPENJKLLANCLEVELGHAL : 114
HpoHbB : G-----NLK------- EFTACSYGVKE:AKK\YTGALGVAVTHLGD------ EELHV-DVES)JKLLAKCFVVELGILL : 113
CcaHbB : SPAATIMGNPKV. IGRTvMGGLERAIKNMDN- SEKLHV-DPDN3RLLADCITVCVAMKF : 119
DreHbBal : SPAAIMGNPKVAAHGRT GGLERAIKNMDN- - - - - - SEKLHV-DPDN3RLLADCITVCAAMKF : 119
HsaHBB : ESF--GDLS----- TPDAVMGNPKVKAHGKK LGAFSDGLAHLDN------ (CDKLHV-DPENJRLLGNVLVCVLAHHF : 119
MmuHbB : DSF--GDLS----- SASAIMGNAKVKA:GKK) ITAFNDGLNHLDS-- - - - - (CDKLHV-DPEN)JRLLGNMIVIVLGHHL : 119
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TniGbX
DreGbX
CauGbX
XtrGbX
HsaNGB
MmuNgb
TniNgb
DreNgb
OmyNgb
AacNgb
GdiHbP3
CinHb2
CinHb3
CinHb4
CinHbl
LteGbB
LteGbD
PsiHbl
SspHb
AmaMb
LamHb2
DmeHb
GinHb
CttHbIIb
CttHbVIII
CttHbVI
CttHbE
MglHbl
MglHb2
MglHb3
Lf1Hb
HsaCYGB
MmuCygb
DreCygb
ManMb
GauMb
TthMb
TniMb
PcaMb
HsaMB
MmuMb
HpoHbA
SacHbA
OmyHbA4
TthHbA2
MmuHbA
HsaHBA
SacHbB
HpoHbB
CcaHbB
DreHbBal
HsaHBB
MmuHbB

280 * 300 * 320
K-ERF-TSELEE/WKTLFQYVTGLMRKGHQEE - GSRQRHLALPPKDGPEKRTSAL :
K-DRW-TPELEE/.WKTLFQYVTSIMREGFLEEERNKRSNTQTSSRERPDKRSTAI :
K-DRW-TPELEE WKTLFQYVTSIMREGFLEEERNKRSNTQTSSRERPDKRSTAT :
H—DKW—TAEVEEEWKGLFAYICTVMERGYQEEE——RRHSDGRSLIDGLQGNKGLI :
G-PAF-TPATRAWSQLYGAVVQAMSRGWDGE - -
G-PDF-TPATRT!:WSRLYGAVVQAMSRGWDGE - - - - -
G-QAY-TASLRQ WLNMYSVVVASMSRGWAKNGEDKAD
G-PAY-TTSLRQ:WLTMYSIVVSAMTRGWAKNGEHKSN
G-QGY - TAPLRQ\.WLNMYTIVVAAMSRGWAKNGEHKTD
G-GDF-TPAAKDEWTKVYNTISSTMQAAL -------------------------- :
H-GLD----- RTLWAAGYRVISDALIAGLES-----=-===m-mmmmmmmmmmmm :
N-LNS-NSAILQI'WVKAYGVLRNGIVRGMYA- -
E-KDL-DAPVMQ!:\WATAYGVIEKGIIDGM- - - - - - -
E-LPS-DSPTLS/WAKAYGVIKNGIKDAIIATYAEG-
K-LPS-NSPTLQ WVKAYGVLRNGIVSAMEA- - - - -
G-RCY-D- - -RE.WDACIDHIEDGIKGHH- - - -
G-THF-D- - - FGEI'WHDCVDQIIDGIK------==-===-===-===—==—-==--
G-THF-D- - - QA WRDCYAVIAAGIKP -~ - = === == == === === —mm o - e m oo =
E-SCE-D- - -KDWSQCTKVISSGIGSGV
G-GAC-D- - -QAWTAATGAVVAALKAAA
GQNVE -D- - -KDLWQACLDVITGGIQGN - - = === == === == === e — e m e oo o
S- - -L-DESQAATWAKLVDHVYGIIFKAIDDDGNAK -
K---L-NEKQV§E§HKFFDRAYDIAFAEMAKMG---
S- - -W-NDSLGALWTQGLDNVFNMMFSYL - - - -

D- - -W-NDTMKSTWDLALNNMFFYILHALE- - -
N- - -F-DGPTET/WTLALDTTYAMLFSAMD- - -
D- - -Y-TAAVEA: WGATFDAFFGAVFAKM- - - == == == === === oo oo oo :
--------- GKALYEKLFSIICTLLRSSYDE---------=-=--=-====—=-=
G- -GL-SGEGKSGWHKVMTIICKMLKSKY - - - -
- - --GKAZYEKLFSIICTLLRSSYDE- -
--------- GDAGFEKLMSMICILLRSAY-------------mmmmmmmmmmemm
A-SDF - PPETQRIWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP- - :
A-NDF - PVETQK.WAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNTTTPPATLPSSGP- - :
P-QCFSPAEVQSSWSKLMGILYWQMNRVYAEVGWE - - -NSKK- - - = === == == - - :
P-SEM-NAQVQAI\FSGAFKIICSDIEKEYKAANFQG- - - === == === ==-==---
P-SEM-NAQAQE'\FSGAFKSICSDIEKEYKAANFQG-
G-LD- - - AGGQT!: LRNVMGI I IADLEANYKELGFSG-
G-LD- - -TAGQQ/\LRNIMATI IADIDATYKELGFS - -
P-GDF - GADAQG:MNKALELFRKDIAAKYKELGYQG-
P-GDF - GADAQGMNKALELFRKDMASNYKELGFQG-
S-GDF - GADAQG'MSKALELFRNDIAAKYKELGFQG-----=-=-==-=-=---- :
T-_EF-SPETHCHLDKFLTNVCHELSSRYR- - - -~ - << << << <o :
T- -EL-KPETHC\LDKFLCEVATALGSHYR- - -
p-SDF-TPEVHIEVDKFLAAVSAALADKYR---
P-KEF - TPDAHVSLDKFLASVALALAERYR- - -
P-ADF - TPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR- - -
P-AEF-TPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR- - -
H-KEF - TPEVQA/MWSKFSNVVVDALSKGYH- - === === == == == - == mmmm == - :
K-DKF-APQTQAIWEKYFGVVVDAISKEYH- -~ === === === - oo oo :
GPSGF -NPDVQE/WQKFLCVVVSALCRQYH- - -
GQAGF -NADVQE!:WQKFLAVVVSALCRQYH- - == == === === - oo oo :
G-KEF-TPPVQA/ ' YQKVVAGVANALAHKYH- - - = == == === == == — o m e oo o :
G-KDF - TPAAQA/FQKVVAGVAAALAHKYH- - - = == == === === oo oo oo o :

205
200
200
200
151
151
159
159
159
151
147
156
153
294
156
145
157
141
159
145
142
153
151
143
144
144
152
149
156
149
149
190
190
174
149
149
147
146
153
154
154
149
142
143
144
142
142
142
141
148
148
147
147
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6.1.9 Stammbaum der Fisch-Myoglobine

Die Aminosauren sind entsprechend ihres Konservierungsgrades unterlegt, schwarz = 100%,
dunkelgrau = 70%, hellgrau = 40%.

DreMb 80
CcaMbl : 80
CcaMb2 : 80
CauMbl : 80
CauMb2 : 80
PprMb  : 80
NcoMb 80
CanMb 80
CrhMb 80
CraMb 80
TorMb 80
TthMb 80
TobMb 80
SchMb 80
TalMb : 80
TalaMb : 80
FruMb : 80
TniMb 80
EpeMb 79
Sjavb : - 80
MniMb : - 80
PgeMb : - 80
GgiMb : H - 80
ManMb  : Q Q A - 80
HpoMb = [TEWEHUNEVIAV|EPE1PAVELA I IESKEHKELKD KE[JPVQQLGNNEDLRK| R NLIEK(e} ST : 80
Hjavb : [WABWDKYNSVISAYEQONITATEQN I[NLNREEQY[ZESEDY LKNKSLGELKDT/AD 1KAQAD R NIV[{K SQ : 80
GgaMb  : DKY/NSVIISAMEAN I TAVEQN I[BLINEEEQY|ZESQSY] LKNKSLGELKD:II:EDI ~QAD K. NIV SKKENESQ - 80
DreMb 147
CcaMbl : 147
CcaMb2 : 147
CauMbl : 147
CauMb2 : 147
PprMb  : 147
NcoMb 147
CanMb 147
CrhMb 147
CraMb 147
TorMb 147
TthMb 147
TobMb 147
SchMb 147
TalMb : 147
TalaMb : 147
Frumb : 146
TniMb 146
EpeMb 146
Sjavb 147
MniMb 147
PgeMb 147
GgiMb 147
ManMb 149
HpoMb 149
Hjawmb 149
GgaMb 149
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6.2 Alignments der Kontroll- und Referenzgene

6.2.1 B-Actin

Zugangsnummer: AB039726

Cau_bActin
Cau bActin
Cau_bActin
Cau bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin
Cau_bActin

Cau_bActin

* 100 * 120 * 140 *

* 180 * 200 * 220 *

* 260 * 280 * 300 *

* 340 * 360 * 380 *

* 420 * 440 * 460 *

* 500 * 520 * 540 *

* 580 * 600 * 620 *

* 660 * 680 * 700 *

* 740 * 760 * 780 *

* 820 * 840 * 860 *

* 900 * 920 * 940 *

* 980 * 1000 * 1020 *

* 1060 * 1080 * 1100 *

Cau_bActin : [ceygfeuy ¥V : 1128

6.2.2 Acidic ribosomal protein (ARP)

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGCCCAGGGAAGACAGGGCCACGTGGAAGTCCAACTAMTTINCTGAAIATCAT/Sl6AACTGCTGGATGACTINCCCCAAGT
ATGCCCAGGGAAGACAGGGCCACGTGGAAGTCCAACTANT T[6CTGAA[EATCAT{{6AACTGCTGGATGACTICCCCAAGT

* 100 * 120 * 140 * 160
TTTCATCGTGGGE®GCAGACAATGTCGGCTCCAAGCAGATGCAGACCATCCGTCTGTCCCTGCGGGGCAAGGCCGTCGTG!
TTTCATCGTGGGIYGCAGACAATGTCGGCTCCAAGCAGATGCAGACCATCCGTCTGTCCCTGCGGGGCAAGGCCGTCGTG

* 180 * 200 * 220 * 240
TCATGGGEAAAAACACCATGATGAGGAAGGCCATCCGINGGCCACCTGGAIMAACAACCCINeCTCTGGAGA pyCCle
TCATGGG®@AAAAACACCATGATGAGGAAGGCCATCCGE®GGCCACCTGGACAACAACCCEICTCTGGAGAL Cle{eT

* 260 * 280 * 300 * 320
[CACATCCGEGGGAACGTGGGCTTCGTCTTCACCAAGGAGGATCTGACTGAGETCC AlGCTGCTGCTGGCAAACAAAGHY
[CACATCCGGGGAACGTGGGCTTCGTCTTCACCAAGGAGGATCTGACTGAGHRTCC AINCTGCTGCTGGCAAACAAAGHY

* 340 * 360 * 380 * 400

CCCGCTGCTGCCCGTGCTGGIGCCATCGCCCCOTGTGAGGTGAC] [6CAGAACACCGGE,CTCGGTCC] A
CCCGCTGCTGCCCGTGCTGGIGCCATCGCCCCETGTGAGGTGAC] & pNCAGAACACCGGIACTCGGTCC] A
* 420 * 440 * 460

* 480
AGACCTCUWTTCTTCCAGGCTTTGGGAATCACCACCAAGATCTCCAGAGGAACCATTGALATCINTIENAGINGACGTTCAGCTG
AGACCTCTTCTTCCAGGCTTTGGGAATCACCACCAAGATCTCCAGAGGAACCATTGACATClT[e/\GOGACGTTCAGCTG]

GATATGGAGAAGATCTGGCACCACACTTTCTACAACGAGCTGCGTGTTGCCCCTGAGGAGCACCCTGTCCTGCTGACAGA

TGGCCATCCAGGCTGTGCTCTCCCTGTATGCTTCAGGTCGTACTACTGGTATTGTGATGGACTCCGGTGATGGTGTGAC

ATGCCAACACTGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCTGGCATTGCTGACCGTATGCAGAAAGAGATCACTTCCCT

CTCCCTGTCTATCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCTGGCCCTTCCATTGTCCACAGAAAG

20 * 40 * 60 * 80

ATGGATGAGGAAATCGCTGCCCTGGTCGTTGATAACGGCTCCGGTATGTGCAAAGCCGGTTTTGCTGGAGATGATGCCCCHN

160
TCGTGCTGTTTTCCCCTCCATTGTTGGCAGACCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTTGGCATGGGACAGAAGGACTCCTAT

240

TGGGAGATGAGGCTCAAAGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTTAAGTATCCTATTGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGA TN

320

400

GGCTCCCCTCAATCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTATGHN

480

560

CACACTGTACCCATCTACGAGGGTTATGCTCTTCCCCATGCAATCCTGCGTCTGGATCTGGCTGGTCGTGATCTGACAGARE

640

CTACCTGATGAAGATCCTGACCGAGCGTGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGAGAGAAATTGTCCGTGACATCAAGGHN

720

AGAAGCTGTGCTATGTGGCCCTGGACTTTGAGCAGGAGATGGGAACCGCCGCCTCCTCTTCCTCTCTGGAGAAGAGCTATHN

800

GAGCTCCCTGACGGGCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGTTTCCGTTGCCCTGAGGCTCTTTTCCAGCCATCCTTCC T

880

AGGTATGGAATCTTGCGGTATCCATGAGACCACCTTCAACTCAATCATGAAGTGTGATGTGGACATTCGTAAGGACCTGTHN

960

1040

GCTCCTTCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCTCCCCCTGAGCGCAAATACTCTGTCTGGATTGGTGGCTCCATCCTGGCHN

1120

80
80

160
160

240
240

320
320

400
400

480
480

80

160

240

320

400

560

640

720

800

880

1040

1120
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DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

DreArp
CauArp

* 500 * 520

* 540 * 560
HEATCAAACCTGGAGACAAGGTGGGCGCCAGCGAGGCCACGCTGCTEAACATGCTGAACATCTCGCCCTTCTC] Ty
BEATCAAACCTGGAGACAAGGTGGGCGCCAGCGAGGCCACGCTGCT®AACATGCTGAACATCTCGCCCTTCTC] Cpy

* 580 * 600 * 620 * 640
GATCATCCAGCAGGTGTATGATAACGGCAGIGTCTACAGCCCCGAGGTGCTGGACATCACTGAEGAINGCCCTGCACAAGA
GATCATCCAGCAGGTGTATGATAACGGCAGEOGTCTACAGCCCCGAGGTGCTGGACATCACTGAGAGCCCTGCACAAGA

* 660 * 680 * 700 * 720
GATTCCTGGAGE[ TGTGAGGAACATCGCCAGTGTGTGTCTGCAGATCGGETACCCIAACHY TpN6CATCCCTCACACT
GGTTCCTGGAG{E[6TGTGAGGAACATCGCCAGTGTGTGTCTGCAGATCGGLITACCCEA CPY®-------------

* 740 * 760 * 780 * 800

ATCATCAATGGATACAAGAGGGTCCTGGCTGTCACTGTCGAAACAGACTACACATTCCCCTTGGCTGAGAAGGTGAAGGC

* 820 * 840 * 860 * 880
CTACCTGGCTGATCCCACCGCTTTCGCTGTTGCAGCCCCTGTTGCGGCAGCTACAGAGCAGAAATCCGCTGCTCCTGCGG

* 900 * 920 * 940 *
CCAAAGAGGAGGCACCCAAGGAGGAATCTGAGGAGTCTGATGAAGACATGGGCTTCGGCCTGTTTGATTAA : 951

6.2.3 Cyclophilin (CP)

DreCP :

DreCP :

DreCP :

DreCP :

DreCP :

DreCP :

DreCP :

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGGCAAACCCCAAAGTGTTTTTTGACATCACCATCGATGGGAAGGAGGCGGGGAGGATCGTGATGGA6TGAGAGCTGA
* 100 * 120 * 140 * 160
[TGTTGTGCCGAAGACCGCTGAGLYACTTCCGTGCACTCTGCACCGGAGAGAAGGGTTTCGGCTACAAGGGCTCCGGCTTCC]
* 180 * 200 * 220 * 240
ACCGCGTCATCCCCCAATTCATGTGTCAGEeCGGTGATTTCACCAATCACAACGGAACCGGAGGAAAGTCCATCTACGGC
* 260 * 280 * 300 * 320
ACAAGTTTGAGGATGAAAACTTCACACTGAAACACGGAGGCAAAGGCACCCTGTCTATGGCCAACGCCGGCCCCAACAC
* 340 * 360 * 380 * 400

CAACGGCTCGCAGTTCTTCATCTGCACCGCCGACACCAACTGE6TGGACGGTAAGCACGTGGTGTTCGGGAAGGTTGTG
* 420 * 440 * 460 * 480

ATGGTTTAGATGTTGTGGATGCCATCGAGAAAAAAGGAAGTAGCAGCGGGAAATGCTCCGCCAAGGTCGTGATCGCCAAC

*

[TGCGGCCAGCTCTAANEEE I}

6.2.4 Lactatdehydrogenase A (LDH-A)

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

* 100 * 120 * 140 * 160
TGGTGTTGGAATGGTTGGAATGGCTGCCGCCGTCAGCATCCTTCTCAAE[CATCTGACCGATGAACTCGCCCTGGTGGAC!

* 180 * 200 * 220 * 240
[ TGATGGAAGATAAGCTGAAAGGAGAGGCTATGGACTTGCAGCATGGAAGCCTGTTTCTCAAGACGCACAAGATTGTAGC

* 260 * 280 * 300 * 320
FGATAAAINT TACAGTGTGACCGCAAACTCAAAAGTGGTTGTTGTGACCGCTGGAGCTCGTCAGCAGGAGGGTGAGAGCC

* 340 * 360 * 380 * 400
HECCTGAACCTTGTCCAGAGGAATGTTAACATTTTCAAGTTCATTATCCCAAACATCATCAAGTACAGCCCCAACTGCATCC

* 420 * 440 * 460 * 480
[TTTTGGTGGTTTCAAATCCT{eMTGACATTTTGACCTATGTGGCCTGGAAGCTGAGCGGTTTGCCCAGGAACCGTGTGATT]

* 500 * 520 * 540 * 560
GGCAGTGGCACAAACTTGGATTCTGCTCGTTTCCGCTACTTGATGGGAGAGAAGTTGGGAATTCATCCATCTAGCTGCCA

* 580 * 600 * 620 * 640
[TGGTTGGGTCGTTGGAGAACATGGAGACTCCAGCGTTCCTGTGTGGAGTGGTGTGAATGTGGCTGGGGTGTCCCTCCAA

* 660 * 680 * 700 * 720
CTCTAAACCCTGACTTGGGTACAGATAAAGACAAGGAGGACTGGAAGAGCGTCCACAAGATGGTGGTTGACAINGCATAT]

56
56

64
64

72

0
0

0
0

0

707

80

88

160

240

320

400

480

0

0

80

160

240

320

400

480

560

640

720
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DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

DreLDHa

* 740 * 760 * 780 * 800
GAAGTTATTAAGCTGAAGGGTTACACTTCTTGGGCTATTGGAATGTCTGTAGCTGACCTGTGTGAAAGTATCTTGAAGAA
820 840 860 * 880
ATGCACAAATGTCACCCAGTTTCTACTTTGGTCAA GGl TGCATGGTGTAAATGAAGAGGTTTTCCTAAGTGTGCCT
* 900 * 920 * 940 * 960

GCATTCTGGGTAATAATGGCCTGACAGATGTCGTCCACATGACCCTCAAACCAGAAGAGGAAAAACAGTTGGTGAAGAGC

* 980 * 1000
GCCGAGACCTTGTGGGGTGTTCAGAAGGAGCTGACCCTGTGA NN

6.2.5 Phosphoglyceratkinase 1 (PGK-1)

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

DrePGK1l

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGTCTCTTTCGAACAAACTTCATTTGGACAAGGTGGACGTGAAAGGAAAGCGGGTGATCATGAeGTGGACTTCAATGT]

* 100 * 120 * 140 * 160

CCCTATGAAGAACAATGTGATCACAAATAACCAGAEINATCAAGGCTGCAGTCCCATCTATCCAGCACTGTTTAGATAATT]

* 180 * 200 * 220 * 240

GTGCCAAAGCTGTGGCCCTGATGAGCCACTTGGGCCGGCCTGATGGAGTCCCTATGCCAGACAAATACTCTCTGGAGCCT]

* 260 * 280 * 300 * 320

GTGGCTGCAGAACTCAAGAACCTGCTGGGAALVAGACGTTCAGTTCCTGAAAGACTGTGTGGGTCCAGATGTGGAGAAAGC
* 340 * 360 * 380 * 400

CTGTGCAGACCCTCCTGCAGGATCTGTCATTCTGCTGGAGAATCTGCGCTTTCATGTGGCTGAGGAGGGCAAGGGCAAA

* 420 * 440 * 460 * 480

ATGCATCGGGTAACAACACCAAAGCAAGTCAGGCAGAGATCGATGCTTTCCGAGCCTCCCTGTCCAAATTGGGTGACGTA

500 540 560
TACGTCAACGATGCTTTCGGAACTGCACATAGAGCTCAC GCTCTATGGTTGGAGTGAATCTCCCTCAGAAGGCTGCTG

* 580 * 600 * 620 * 640

TTTTCTGATGAAGAAAGAGCTAGACTACTTTGCCATGGCCCTTGAGAAACCACAGAGGCCTTTCTTGGCCATCCTCGGA!

* 660 * 680 * 700 * 720
[ele GCCAAGGTCAAAGATAAGATTCAGCTGATCAACAACATGTTGGACAAGGTGAATGAGATGATCATTGGTGGAGGAAT

* 740 * 760 * 780 * 800

GCCTTTACCTTCCTCAAGGTTCTCAAGAACATGGAINTCGGCACTTCCCTGTTTGATGAAGAGGGTTCCACAATTGTGAA

* 820 * 840 * 860 * 880

AGACCTCATGGCCAAAGCAGAAAAGAACGGTGTAAAGATCACACTTCCAGTCGACTTTATCACTGCAGACAAATTTGAT

900 920 940 960
AGAAGGCAACAACAGGGACCGCAACGGTAGCAGAAGGTATTCCTGCTGGCTGGAT(6GTCTAGACTGTGGTCCTGAGAGC

* 980 * 1000 * 1020 * 1040
[TCAAAGCTCTATGCAGAGGCTGTGGCCAGAGCCAAGCAGATTGTGTGGAACGGACCCGTTGGCGTGTTCGAGTGGGACAA

* 1060 * 1080 * 1100 1120
CTTTGCTCATGGAACCAAGAACATGATGGACAAAGTTGTAGAAGCGACCAAAAATGGCTGCATCACCATTATClle TGGGG]

* 1140 * 1160 * 1180 * 1200

GAGACACAGCTACCTGCTGTGCCAAGTGGGACACTGAGGACAAGGTCAGCCATGTGAGCACAGGGGGCGGAGCCAGTCT

* 1220 * 1240 *
GAGCTGCTGGAGGGTAAAGTGCTGCCCGGTGTCGATGCCCTCAGTAACGTATAA NPT

6.2.6 Superoxiddismutase 1 (SOD-1)

DreSOD1

DreSOD1

DreSOD1

DreSOD1

* 20 * 40 * 60 * 80
ATGGTGAACAAGGCCGTTTGTGTGCTTAAAGGCACCGGTGAAGTGACCGGCACCGTCTATTTCAATCAAGAleGTGAAAR)]

* 100 * 120 * 140 * 160
GAAGCCAGTGAAGGTGACTGGTGAAATTACTGGCCTTACTCCAGGAAAACATGGTTTCCACGTCCATGCTTTTGGTGACA

* 180 * 200 * 220 * 240
ACACAAACE[e CTGCATCAGTGCAGGTCCGCACTTCAACCCTCATGACAAAACTCATGGTGGGCCAACCGATAGTGTGA)N

* 260 * 280 * 300 * 320
CACGTCGGAGACCTGGGTAATGTGACCGCTGATGCCAGTGGTGTTGCAAAAATTGAAATCGAGGATGCAATGCTAACTTT]

800
880

960

80
160
240
320
400
480
560
640
720
800
880
960

1040
1120

1200

80
160
240

320
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DreSOD1 :

DreSOD1 : K¥

* 340 *

* 420 *

360 *

440 *

380 *

460

AGTCTTAAAACTGGCAACGCTGGCGGTCGTCTGGCCTGTGGAGTGATCGGCATCACTCAGT GAREEEYS

7  Abkirzungen und deutsche Namen der Tiere

7.1 Stammbaum der Globine im Tierreich

400

GTCAGGCCAACATTCTATTATTGGGAGGACCATGGTENTTCATGAGAAGGAGGATGACTTGGGGAAGGGTGGCAATGAGGHEE Y

Abkiirzung | Lateinischer Name Stamm (lat.) Klasse (lat.) Ordnung (lat.)
Deutscher Name Stamm (deut.) | Klasse (deut.) Ordnung (deut.)

Aac Aphrodita aculeata Annelida Polychaeta Phyllodocida
Seemaus Ringelwirmer Vielborster _—

Ama Arenicola marina Annelida Polychaeta Capitellida
Wattwurm Ringelwirmer Vielborster -

Cau Carassius auratus Chordata Actinopterygii Cypriniformes
Goldfisch Chordatiere Strahlenflosser Karpfenartige

Cca Cyprinus carpio Chordata Actinopterygii Cypriniformes
Karpfen Chordatiere Strahlenflosser Karpfenartige

Cin Ciona intestinalis Chordata Ascidiacea Enterogona
Schlauchseescheide Chordatiere Tunikaten -

Cit Chironomus thummi Arthropoda Insecta Diptera
thummi GliederfiiRler Insekten Zweiflligler
Rote Mickenlarve

Dme Drosophila melanogaster | Arthropoda Insecta Diptera
Taufliege Gliederfulller Insekten Zweiflugler

Dre Danio rerio Chordata Actinopterygii Cypriniformes
Zebrabérbling Chordatiere Strahlenflosser Karpfenartige

Gau Galeorhinus australis Chordata Chondrichthyes Carcharhiniformes
Hundshai Chordatiere Strahlenflosser Grundhaie

Gdi Glycera dibranchiata Annelida Polychaeta Phyllodocida
Blutwurm Ringelwirmer Vielborster -—

Gin Gasterophilus intestinalis | Arthropoda Insecta Diptera
Pferdemagenbremse Gliederfulller Insekten Zweiflligler

Hpo Heterodontus Chordata Chondrichthyes Heterodontiformes
portusjacksoni Chordatiere Strahlenflosser Stierkopfhaie
Port Jackson-Stierkopfhai

Hsa Homo sapiens Chordata Mammalia Primates
Mensch Chordatiere Saugetiere Primaten

Lam Lamellibrachia sp. Pogonophora Vestimentifera Lamellibrachiida
Réhrenwurm Bartwlirmer - -

Lfl Lampetra fluviatilis Chordata Petromyzontiformes
Flussneunauge Chordatiere Rundmauler
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Lte Lumbricus terrestris Annelida Oligochaeta Haplotaxida
Regenwurm Ringelwirmer Wenigborster -—

Man Mustelus antarcticus Chordata Chondrichthyes Carcharhiniformes
Australischer Glatthai Chordatiere Strahlenflosser Grundhaie

Mgl Myxine glutinosa Chordata - Myxiniformes
Schleimaal Chordatiere Inger

Mmu Mus musculus Chordata Mammalia Rodentia
Maus Chordatiere Saugetiere Nagetiere

Omy Oncorhynchus mykiss Chordata Actinopterygii Salmoniformes
Regenbogenforelle Chordatiere Strahlenflosser Lachsartige

Pca Physeter catodon Chordata Mammalia Cetacea
Pottwal Chordatiere Saugetiere Wale

Psi Pheretima sieboldi Annelida Oligochaeta Haplotaxida
Regenwurm Ringelwirmer Wenigborster -—

Sac Squalus acanthias Chordata Chondrichthyes Squaliformes
Dornhai Chordatiere Strahlenflosser Stachelhaiartige

Ssp Sabella spallanzanii Annelida Polychaeta Sabellida
Réhrenwurm Ringelwirmer Vielborster Federwirmer

Tni Tetraodon nigroviridis Chordata Actinopterygii Tetraodontiformes
Griner Kugelfisch Chordatiere Strahlenflosser Kugelfischartige

Tth Thunnus thynnus Chordata Actinopterygii Perciformes
GroRer Thunfisch Chordatiere Strahlenflosser Barschartigen

Xtr Xenopus tropicalis Chordata Amphibia Anura
Krallenfrosch Chordatiere Amphibien Froschlurche

7.2 Stammbaum der Fisch-Myoglobine

Abkiirzung | Lateinischer Name Klasse (lat.) Ordnung (lat.) Familie (lat.)
Deutscher Name Klasse (deut.) | Ordnung (deut.) Familie (deut.)
Can Cryodraco antarcticus Actinopterygii Perciformes Channichthyidae
Langfingriger Eisfisch Strahlenflosser | Barschartige Krokodileisfische
Cau Carassius auratus Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Goldfisch Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische
Cca Cyprinus carpio Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Karpfen Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische
Cca Cyprinus carpio Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Karpfen Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische
Cgu Champsocephalus Actinopterygii Perciformes Channichthyidae
gunnari Strahlenflosser | Barschartige Krokodileisfische
Gebanderter Eisfisch
Cid Ctenopharyngodon idella | Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Graskarpfen Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische
Cra Chionodraco Actinopterygii Perciformes Channichthyidae
rastrospinosus Strahlenflosser | Barschartige Krokodileisfische
Stacheliger Eisfisch
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Crh Channichthys Actinopterygii Perciformes Channichthyidae
rhinoceratus Strahlenflosser | Barschartige Krokodileisfische
Langschnauzen-Eisfisch

Dre Danio rerio Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Zebrabarbling Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische

Epe Euthynnus pelamis Actinopterygii Perciformes Scombridae
Echter Bonito Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische

Fru Fugu rubripes Actinopterygii Tetraodontiformes Tetraodontidae
Kugelfisch Strahlenflosser | Kugelfischartige Kugelfische

Gga Galeorhinus galeus Chondrichthyes | Carcharhiniformes Triakidae
Hundshai Knorpelfische Grundhaie Hundshaie

Ggi Gobionotothen Actinopterygii Perciformes Nototheniidae
gibberifrons Strahlenflosser | Barschartige Antarktisdorsche
Gelbe Notothenia

Hja Hemitriakis japonica Chondrichthyes | Carcharhiniformes Triakidae
Japanischer Engelhai Knorpelfische Grundhaie Hundshaie

Hpo Heterodontus Chondrichthyes | Heterodontiformes Heterodontidae
portusjacksoni Knorpelfische Stierkopfhaiartige Stierkopfhaie
Port Jackson-Stierkopfhai

Man Mustelus antarcticus Chondrichthyes | Carcharhiniformes Triakidae
Australischer Glatthai Knorpelfische Grundhaie Hundshaie

Mni Makaira nigricans Actinopterygii Perciformes Xiphiidae
Blauer Marlin Strahlenflosser | Barschartige Schwertfische

Nco Notothenia coriiceps Actinopterygii Perciformes Nototheniidae
Gelbbauchnotothenia Strahlenflosser | Barschartige Antarktisdorsche

Pge Pseudochaenichthys Actinopterygii Perciformes Channichthyidae
georgianus Strahlenflosser | Barschartige Krokodileisfische
South-Georgia-Eisfisch

Ppr Pimephales promelas Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae
Goldelritze Strahlenflosser | Karpfenartige Karpfenfische

Sch Sarda chiliensis Actinopterygii Perciformes Scombridae
Ostpazifischer Bonito Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische

Sja Scomber japonicus Actinopterygii Perciformes Scombridae
Mittelmeermakrele Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische

Tala Thunnus alalunga Actinopterygii Perciformes Scombridae
Weiler Thunfisch Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische

Tal Thunnus albacares Actinopterygii Perciformes Scombridae
Gelbflossen-Thunfisch Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische

Tni Tetraodon nigroviridis Actinopterygii Tetraodontiformes Tetraodontidae
Griner Kugelfisch Strahlenflosser | Kugelfischartige Kugelfische

Tob Thunnus obesus Actinopterygii Perciformes Scombridae
Atlantischer Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische
GroRaugenthun

Tor Thunnus orientalis Actinopterygii Perciformes Scombridae
Nordpazifischer Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische
Blauflossen-Thunfisch

Tth Thunnus thynnus Actinopterygii Perciformes Scombridae
GroRer Thunfisch Strahlenflosser | Barschartige Makrelenfische
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8 Zugangsnummern der Sequenzen

8.1 Stammbaum der Globine im Tierreich

Bezeichnung | Zugangsnummer Bezeichnung | Zugangsnummer
AacNgb U46754 HsaNGB AJ245946
AmaMb1 Kleinschmidt & LamHb2 P15469
Weber 1998
CauGbX AJB35195 LflHb P02207
CcaHbB D88117 LteGbB P02218
CinHb1 AJ548500 LteGbD U55073
CinHb2 AJ548501 ManMb P14399
CinHb3 AJ548502 MglHb1 AF 156936
CinHb4 AJ548503 MglHb2 AF157494
CttHbllb AF001292 MglHb3 AF184239
CttHbVI P02224 MmuCygb AJ315163
CttHbVIII P02227 MmuHbA V00714
CttHbE P11582 MmuHbB AK028067
DmeHb AJ132818 MmuMb P04247
DreCygb AJ320232 MmuNgb AJ245945
DreGbX AJB35194 OmyHbA4 D88114
DreCygb AJ320232 OmyNgb AJ547800
DreHbBa1 NM_131020 PcaMb P02185
DreNgb AJ315610 PsiHb1 506483
GauMb P14397 SacHbA A24653
GdiHbP3 M55444 SacHbB B24653
GinHb AF063938 SspHb AJ131285
HpoHbA P02021 TniGbX AJB635193
HpoHbB P02143 TniMb CAAE01011832
HsaCYGB AJ315162 TniNgb AJ315609
HsaHBA J00153 TthHbA2 AB093570
HsaHBB M36640 TthMb Q9oDD47
HsaMB M14603 XtrGbX AJ634915
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8.2 Stammbaum der Fisch-Myoglobine

Bezeichnung | Zugangsnummer Bezeichnung | Zugangsnummer
CanMb Q9DEPOQ ManMb P14399

CauMb Rdsner, 2003 MniMb AF291833

CcaMb CF663027 NcoMb AAC69245
CguMb U71054 PgeMb U71055

CraMb P87497 PprMb DT260395
CrhMb AY341058 SchMb AAG02108

DreMb NM_200586 SjaMb AF291835

EpeMb AF291837 TalaMb AF291832

FruMb AL835228 TalMb AAG02112
GgaMb P14397 TniMb FS_CONTIG_40589 1
GgiMb U71057 TobMb AB104433

HjaMb P14398 TorMb AF291836
HpoMb P02206 TthMb Q9oDD47
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9 Vektoren

9.1 Vektorkarte des pCR®4-TOPO®-Vektors

LacZw irifiation eodon
ing site T3 priming site

12 Reverse

201 CACRCRGGEARA RCAGCTATSA CCATGATTAC GOCARGITCR GRATTARCCOC TCACTARAGH
GTETETOCTT TETOGATACT GETACTAATE COETTOGAGT CTTAATTGES ACTGATTTCC

Spel  Ssa0387 II(P.st] F;n.'el Eclx'.‘Rl EcloRI N?fl
261 GACTRAGTCCT GCAGGTITAAR ROGRATTORC O PCR  Abterelallett-Uynaslneld
CTEATCAGGA OGTCCARATT TECTTARGCG CEARYMALCISENTTCO0S CTTAAGCGOD

T7 priming site 113 Forward {-20) prirning site

[ 1 [
311 | COSCTRRATT CRATTOGO0C TATAGTGRGT OGTATTACAR TTCACTEGCC GTOGTTTTAC
GECGATTTRA GTTRAGOREG ATATCACTCA GCRTARTGTT AAGTGACOGE CRGCRRARTG

9.2 Vektorkarte des pGEM®-T Easy-Vektors

Xmn 1 2009
Nae |
Scali 2707 17
1 start

Mo Apal 14
Aatll 20
Sphi 26
Bsti | 3
Amp' a7
pGEM®-T Easy lacZ 43
Vector T 1 5\1
{3015bp) 44
Sl 52
Spe | 64

EcoR | i
Nol 717
BstZ | 17
Pstl B8
ori Sall a0
Nde | 97
Sac | 109
BstX | 118
Nsil 127
141

SPE
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9.3

Vektorkarte des pET-3a-Vektors

T7 promoter primer #69348-3

gl ll TT promater Xpal hs
AT TR AT R AT TART AL AL T AL TATARR AR AL CACAA G T TTECETETAGAAATAATTI TTRTTTAAL TTTAAGRAGRAGA
_Nde | T7+Tag PET-24 fomp | ozl

TaT&ﬂnT&TEECTJECITﬂGTGBTEB&C!ECI&A‘I’GRTCEEEHTCCERTRTMl:mﬂccﬂHAM‘BMGTG&ETTRGT&ET“MC ETRAGL AATAALTAGCATAL
Hath | mjarMatThed [yE | yi | nk | nlatElyArgQly3arGlyiyE = A e
rminater primer £5

PET-3b . GRTCRRGATECRECTRL TARL ARG CAAAGR AR CTEARTTRRC TAL TALRACCOLT BAREAAT RACTAGLATAR
wET-Jd - .. .GlyArghspProAlad latenLysA | mArglyed | ukl af luLayilaklaklaTeralaG ] uG | nEnd
'r.n.ccnascmac PET-3c.d .. GRTCRBATC G TR TAAL AL CE LR ARARGAA G TRAR T TRAC TAL TRCLACCRLTRAGRARTARLTAGCATAA
Aladar . . .GlyArglladrglaulsuThrlysPrad | yArgl yelaudarTrplauleyuProPralau$srisnAenEnd

T7 tarminator

T TREG R TCTAAACRGGTE TTRAGRGETTTTT TR

pET-3a-d cloning/expression region

EcoR 1i4638)
Apo |(4638)

Cla 1{24)
fHind 1l2a)

Aat |li4s67)

Eput102 l{458)
SEp lig449)

BamH lis10)
Scalidizs) Mdle I550)
Xba lis8s)
Bagl l1{646)
SgrA [(687)

Puu l{4015)
Pst I{3800)

Sph l(g43)
EcoM 1i903)
Sal 1328)
Eam1105 1{2645) Psha [(993)
pET-3a
(464 0kbp)

Eag I(1216)

Mru 1i1251)
ApaB 1{1329)
Bsph 1i1331)

HoiE 113338)

Al 1(3168)

Bsm 1{1638)
Awva l(1702)
M= [{1723)
Bpull I{1858)

BscG [(1912)

BspLL11 12752)
Al 11l{2752)

Sap |(2636)

Bst1107 1{2523)

Bsah |(2504)

Tth111 {2497
BsmB [{2303)
Pyu [1i2343)
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9.4

Vektorkarte des pET-15b-Vektors

T7 promoier primer #53348-3

T7 promotar lae: oparator ¥n3l .
— —
AATACGACTCACTATAGSEGAAT TGT CAGCEGATARCARTTCECCTCTARAAATAAT TTTGT TTAAC T TTAAGAAGEASS
Hig-Tag Xho | BamH
CCATCATCATCA A CC : CTCCAGGATCCGRCTG G
HisH GlyLeuval Frokegs He tLeut lubsps 3
thrombin T7 terminator
CCCTTGEGGECTCTARACGEATCT TGAGELETTTTTIG

vl lualagluLey

T7 terminator primer #59337-3

PET-15b cloning/expression region

Bou1102 1{267)
BamH I{318)
Xho I[(324)
Nde I[331)
Mco 1{239)

Xba |i428)

At 1115835)
Ssp l(5517)

Sea l(5183)
Pwu 1i5083)
Pst I[4253)

Miu 1{1218)
Bel I(1220)

BstE 11{1307)

pPET-15b

{5T08hbp) Apa l1427)

Abwh [4238)

(Spa1-gag) O

BeaH lIj1627)
Hpa l{1722)

BspLU11 I{3220)
Sap (3704}

Bst1107 I(2501) Psha I208
Ace l(3500)
Bsad 1{3572) Eaq 2234

Tth111 1{2585) Nru l[2312)
Bsph 12209)
Bam 112704

Bou10 I{2926)
Msc liz7e1)
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Neuroglobin has been identified as a respiratory pro-
tein that is primarily expressed in the mammalian nerv-
ous system. Here we present the first detailed analysis of
neuroglobin from a non-mammalian vertebrate, the ze-
brafish Danio rerio. The zebrafish neuroglobin gene re-
veals a mammalian-type exon-intron pattern in the cod-
ing region (B12.2, E11.0, and G7.0), plus an additional
5’-non-coding exon. Similar to the mammalian neuroglo-
bin, the zebrafish protein displays a hexacoordinate de-
oxy-binding scheme. Flash photolysis kinetics show the
competitive binding on the millisecond timescale of ex-
ternal ligands and the distal histidine, resulting in an
oxygen affinity of 1 torr. Western blotting, immune
staining, and mRNA in situ hybridization demonstrate
neuroglobin expression in the fish central nervous sys-
tem and the retina but also in the gills. Neurons contain-
ing neuroglobin have a widespread distribution in the
brain but are also present in the olfactory system. In the
fish retina, neuroglobin is mainly present in the inner
segments of the photoreceptor cells. In the gills, the
chloride cells were identified to express neuroglobin.
Neuroglobin appears to be associated with mitochon-
dria-rich cell types and thus oxygen consumption rates,
suggesting a myoglobin-like function of this protein in
facilitated oxygen diffusion.

Transport and storage of oxygen in vertebrate animals are
typically mediated by globins, small proteins that bind O, by
the means of a porphyrin-coordinated Fe?* ion (1-3). The het-
erotetrameric hemoglobin is present in red blood cells of nearly
all vertebrates and transports O, in the circulatory system
from the respiratory surfaces to the inner organs. The mono-
meric myoglobin, typically found in the myocytes of cardiac and
striated muscles, facilitates intracellular O, diffusion to the
mitochondria and stores O, (3, 4) but also functions as an
nitric-oxide dioxygenase (5). Neuroglobin (Ngb)! and cytoglobin
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are two recently discovered vertebrate globins (6-9). Whereas
cytoglobin might play a role in collagen synthesis (10, 11), the
leading hypotheses suggest Ngb to be involved in neuronal
oxygen homeostasis (6, 12—-16).

Ngb shares only a few amino acids with vertebrate hemoglo-
bin and myoglobin (<25% identity) but rather resembles the
nerve-specific globins known in some invertebrates (6, 13). In
fact, phylogenetic analyses suggest an ancient origin of Ngb,
probably diverging from the other globins before the Protosto-
mia-Deuterostomia split (6, 8). Mouse and human deoxy-Ngb
display hexacordinated hemochrome-binding schemes at the
Fe?" (17, 18). The proximal histidine can be replaced by an
external ligand such as O,, resulting in an oxygen affinity (P5,)
of ~1-2 torr, similar to that of myoglobin (6, 17).

Initially, Ngb was found to be predominantly expressed in
the brains of man and mouse (6), but recent analyses show Ngb
to be also present in the peripheral nervous system and some
non-neuronal endocrine tissues (19-21). Particularly high
amounts of Ngb were observed in the mammalian retina where
it could reach a concentration similar to that of myoglobin in
muscle cells (14). This study also suggests that, at the subcel-
lular level, Ngb is localized adjacent to the mitochondria. In
cultured neuronal cells from the mouse brain, synthesis of Ngb
is enhanced under low oxygen conditions (12), although these
results could not been confirmed by in vivo studies (22). The
presence of Ngb promotes the survival of cultured neuronal
cells at low oxygen levels, and overexpression of Ngb may
protect neurons from hypoxic-ischemic injury in vitro and in
vivo (12, 15).

The available data suggest that Ngb expression levels corre-
late with high oxygen consumption rates, implying an impor-
tant role of Ngb in neuronal O, supply, although other func-
tions of Ngb are still conceivable (13, 23). Whereas Ngb was
originally identified in mammalian species (6), it is also present
in fishes (24), suggesting a widespread occurrence in verte-
brates. The investigation of Ngb function in non-mammalian
species is an essential prerequisite for the understanding of its
role in the vertebrate metabolism. Here, we have carried out a
detailed genetic, biochemical, and expressional analysis of Ngb
from the zebrafish Danio rerio.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning and Sequencing of D. rerio Ngb cDNA and Gene—D. rerio
were kept at 28 °C in a freshwater aquarium. Genomic DNA of D. rerio

fication of ¢cDNA ends; HRE, hypoxia-responsive sequence elements;
ISH, in situ hybridization; NRSE, neuron-restrictive silencer element;
PBS, phosphate-buffered saline; TBST, Tris-buffered saline with
Tween 20.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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was extracted using the Qiagen DNeasy kit. Several oligonucleotide
primers were designed according to the Ngb ¢cDNA sequence (24) and
partial data base entries of the zebrafish Ngb gene. Overlapping frag-
ments were amplified using the SAWADY “Mid Range” PCR system
(PeqLab). The sequences were obtained after the cloning of the PCR
products into the pCR4-TOPO vector (Invitrogen). 5'-RACE experi-
ments were carried out with the Invitrogen kit according to the manu-
facturer’s instructions using ~1 ug of D. rerio total RNA and three
nested oligonucleotide primers. Sequences were obtained either directly
from the PCR products or after cloning into the pCR4-TOPO vector
(Invitrogen). Sequences were analyzed by applying the GeneDoc 2.6
(25), MatInspector V2.2 (26), and BLAST searches (27) using Eukary-
otic Promoter Data base, release 76 (28).

Expression and Purification of Recombinant Ngb—The complete
D. rerio Ngb ¢cDNA was cloned into the pET3a expression vector
(Novagen) using PCR-generated Ndel and BglII restriction sites. The
plasmid was transformed into the Escherichia coli BL21(DE3)pLys
strain and grown at 25 °C in TBY medium (0.5% NaCl, 1% tryptone,
0.5% yeast extract, pH 7.4) containing 100 pg/ml ampicillin, 30 pg/ml
chloramphenicol, and 1 mM d-aminolevulinic acid. The culture was
induced at A4y, = 0.8 by isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside at a final
concentration of 0.4 mM and grown overnight. The bacteria were har-
vested by a 20-min centrifugation at 4,322 X g and resuspended in 50
mM Tris-HCIL, pH 8.0, 1 mm EDTA, 0.5 mwm dithiothreitol, 8 ug/ml
DNase, and 4 ug/ml RNase supplemented with Complete™ proteinase
inhibitor mixture (Roche Applied Science) and Pefabloc (Roche Applied
Science). The cells were broken by three freeze-thaw cycles in fluid
nitrogen followed by ultrasonication (10 X 30 s). The sample was
incubated for 2 h at 37 °C to digest the DNA and RNA. The cell debris
was removed by a centrifugation for 1 h at 4 °C at 10,000 X g. The
supernatant was fractionated by ammonium sulfate precipitation. The
reddish 60—70% ammonium sulfate pellet was dissolved in 5 mM Tris-
HCI, pH 8.5, and desalted using an Amicon Ultra filter (Millipore).
Further purification of Ngb was achieved by a DEAE ion-exchange
column with a gradient of 0—1 M NaCl in 5 mMm Tris-HCI, pH 8.5. Size
exclusion chromatography was carried out using a High Load™ 26/60
Superdex™ 75 prep grade (Amersham Biosciences). The final Ngh
fractions were analyzed by gel electrophoresis, pooled, concentrated,
and stored frozen at —20 °C. Protein concentrations were determined
using the Bradford (29) method.

Absorption Spectra and Ligand-binding Kinetics—The spectral
forms were determined on a Cary400 or HP8453 spectrometer. The
main characteristic differing from human hemoglobin is the deoxy form,
which has the enhanced « and Soret band characteristic of the hexaco-
ordinated species. The CO-bound form can be photodissociated to follow
the subsequent competitive rebinding of CO and the distal histidine. A
10-ns yttrium aluminium garnet laser at 532 nm was used for photo-
dissociation. A monochromatic detection beam was used consisting of a
50-watt quartz halogen lamp with an interference filter.

Antibody Preparation and Western Blotting—Purified recombinant
D. rerio Ngb was used to raise a polyclonal antibody in rabbits. Specific
antibodies were affinity-purified from the crude rabbit serum using
recombinant D. rerio Ngb coupled to a SulfoLink column (Pierce) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. The antibody was stored at
4 °C in 50 mM Tris, 100 mMm glycine, ~pH 7.4, supplemented with 0.1%
NaN,. For Western blotting, selected tissues were homogenized in 1%
SDS, 5% B-mercaptoethanol, 10% glycerol, and 65 mm Tris, pH 6.8. The
samples were heat-denatured at 95 °C for 5 min and loaded to a 14%
SDS-polyacrylamide gel. Proteins were stained with Coomassie Bril-
liant Blue R-250. Antibody detection was carried out on protein samples
transferred to nitrocellulose membrane for 2 h at 0.8 mA/cm?. Nonspe-
cific binding sites were blocked by incubation for 2 h with 2% nonfat dry
milk in TBST (10 mm Tris-HCl, pH 7.4, 140 mm NacCl, 0.3% Tween 20).
The membranes were incubated with anti-Ngb antibodies diluted
1:2,000 in 2% milk/TBST. The membranes were washed four times for
10 min in TBST and incubated with the goat anti-rabbit antibody
coupled with alkaline phosphatase (Dianova). The filters were washed
in TBST as above, and detection was carried out with either nitro blue
tetrazolium chloride or 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate as
substrates.

In Situ Hybridization—The DNA template for generating an Ngb
antisense RNA probe was produced by PCR, attaching the T7 RNA
polymerase promoter sequence to the 3’ end of the Ngb ¢cDNA. Digoxi-
genin-labeled antisense RNA was then generated by in vitro transcrip-
tion using T7 RNA polymerase (Roche Applied Science). Control sense
RNA probe was created using a ¢cDNA carrying the T7 promoter se-
quence at the 5’ end. Two specimens of D. rerio were prepared by
freezing the animals on dry ice and decapitating them. Frontal cryo-
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ATG stop

B12.2 E11.0 G7.0

1kb

Fic. 1. Structure of the D. rerio Ngb gene. The sequences were
compiled from the data of Awenius et al. (24), the published Danio
genomic sequences (clone CH211-233N24), and our own sequencing
results. The bar indicates the mRNA. The open reading frame is black.
The positions of the start and stop codons and the four introns are
indicated. The distribution of potentially relevant HREs in the gene
region is shown by closed squares, and the possible NRSEs are indicated
by open circles.

sections (15 um) were mounted onto slides coated with aminosilane and
stored at —80 °C. Prior to hybridization, the sections were postfixed for
15 min in 4% formaldehyde/PBS and washed 2 X 5 min in PBS, 0.1%
Tween 20 and 5 min in PBS. Hybridization with labeled RNA probes
was carried out at 42 °C overnight in 50% formamide, 2X SSC. Sense
probes and hybridization mixtures completely lacking probe RNA were
used as negative controls. Slides were washed for 3 X 5 min at room
temperature in 2X SSC, 20 min in 0.1X SSC at 60 °C and subsequently
treated for 15 min at 37 °C with RNase A in 2X SSC. After washing 3 X
5 min with 2X SSC and 5 min in 1X PBS, 0.1% Tween 20, and 0.2%
bovine serum albumin, nonspecific antibody binding sites were blocked
with 1% blocking reagent (Roche Applied Science), 150 mm NaCl, and
100 mM Tris-HCI, pH 7.4. Specimens were incubated for 30 min at room
temperature with an anti-digoxigenin antibody (Roche Applied Science)
coupled with alkaline phosphatase (diluted 1:100 in PBS) and washed
2 X 5 min in PBS, 0.1% Tween 20, and 0.2% bovine serum albumin and
5 min in 100 mM Tris/HCI, pH 9.5, 100 mMm NaCl, and 50 mm MgCl,.
Detection was carried out using nitro blue tetrazolium and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate. The reaction was stopped by washing in
PBS, and preparations were mounted in 50% glycerol/PBS and exam-
ined with a Zeiss Axiophot microscope. Neuroanatomical regions were
identified by the aid of the brain atlas by Wullimann et al. (30).
Immunofluorescence Studies—Tissues were fixed for 8 h or overnight
in 4% paraformaldehyde in PBS (8 mm Na,HPO,, 1.5 mm KH,PO,, 140
mM NaCl, 2.7 mm KCI). Cryosections (12 um) were prepared and placed
onto glass slides coated with chromalaun gelatin. Nonspecific binding
sides were blocked for 15 min in 2% bovine serum albumin, 0.1%
TritonX-100 in PBS. The sections were incubated with anti-Ngb anti-
bodies (1:20—1:50) in the blocking solution overnight at 4 °C. The sec-
tions were washed 3 X 8 min in PBS. Incubation with the secondary
antibody coupled with Cy3 (Dianova), diluted 1:500 in blocking solution,
was carried out for 2 h at room temperature in the dark. The sections
were washed 3 X 8 min in PBS, mounted in Elvanol polyvinyl alcohol
(Mowiol, Calbiochem), and examined with a Leitz DM RD microscope.

RESULTS

The D. rerio Neuroglobin Gene—The nucleotide sequence of
zebrafish Ngb ¢cDNA has been determined previously (24). We
designed multiple primers that allowed the amplification of
overlapping fragments from the D. rerio Ngb gene. The se-
quences of the PCR fragments are essentially identical (>99%)
with the sequence of clone CH211-233N24 from the zebrafish
genome project (Sanger Institute). Within the Ngb coding re-
gion, only at the third nucleotide of codon 153, a silent C—T
transition was observed (Supplemental Fig. S1). Putative
mRNA transcription start sites were determined by 5'-RACE
experiments and deduced from the longest expressed sequence
tags (fr71g03.y1, fr74a03.y1, and fr73f03.y1). Counting from
the 5’ most transcription start site to the poly(A) tail, the
zebrafish Ngb gene covers a total of 6286 bp (Fig. 1 and Sup-
plemental Fig. S1). A comparison of the genomic sequences
with the cDNA reveals the presence of four introns. The second,
third, and fourth introns are positioned within the coding re-
gion at exactly the same positions as in the human and mouse
neuroglobin genes (6) as follows: B12.2 (i.e. between codon
positions 2 and 3 of the 12" amino acid of the globin helix B);
E11.0; and G7.0. An additional intron of 184 bp is located at bp
119 in the 5’-non-coding region, whereas the start ATG was
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found at position 446. Thus, the D. rerio Ngb mRNA covers
2640 bp, including a 5'-untranslated region of 261 bp and a
3'-untranslated region of 1899 bp.

The expressed sequence tags in the sequence databases show
the presence of another transcribed region of unknown function
1.5 kb upstream to the Danio Ngb gene (data not shown), thus
delimiting the 5'-regulatory sequences of the Ngb gene. This
upstream region, putatively encompassing the Ngb promoter,
was compared with the Eukaryotic Promoter Data base, which
is an annotated collection of eukaryotic Polll promoters with
experimentally determined transcription start sites (28). In
this analysis, the upstream region revealed significant similar-
ities with various Polll promoter regions. In particular, the
promoters of mouse myoglobin and rabbit B-hemoglobin gave
significant scores (E = 2 X 10" ¥ and E = 2 X 1077), indicating
the integrity of the predicted transcription start site. Further
inspections of the 5’-upstream sequences of the zebrafish Ngb
gene show that the putative promoter lacks a TATA box,
whereas multiple other regulatory sequences such as GATA-
binding sites, CCAAT/enhancer-binding protein, and CAAT
box are present (Supplemental Table S1). Two putative neuron-
restrictive silencer elements (NRSEs) were also identified in
the Ngb promoter region (Fig. 1).

The Ngb gene plus the upstream and downstream genomic
regions were scanned for the presence of putative hypoxia-
responsive sequence elements (HREs). HREs in hypoxia-regu-
lated genes are defined by the binding motif of the hypoxia-
inducible transcription factor HIF-1 (5’-RCGTG-3') (31).
Typically, an HRE includes two HIF-1 motifs (in direct or
inverted orientation) or one HIF-1 motif combined with an
erythropoietin (EPO) box (32) or a HIF ancillary sequence (33).
Five such closely spaced motif combinations are present in the
zebrafish Ngb gene region (Fig. 1).

Ligand-binding Kinetics of Zebrafish Neuroglobin—The
Danio Ngb was expressed using the pET3a vector system. The
recombinant protein was purified by ammonium sulfate pre-
cipitation followed by ion-exchange and size exclusion chroma-
tography (Supplemental Fig. S2). The ferrous deoxy form of
Ngb shows a typical hexacoordinated absorption spectrum (Fig.
2A) as characterized by large amplitudes for the « band (560
nm) and the Soret band (426 nm) (17). The kinetics after CO
photodissociation revealed a biphasic form. The rapid phase is
competitive binding of CO or the distal histidine residue. For
higher CO levels, the rate and relative amplitude of this phase
increases. At low CO levels, the histidine binding becomes
more competitive and the slow phase becomes more prominent.
The slow phase involves the replacement of the histidine by CO
and requires several seconds for a complete return to the initial
CO-bound state. From the kinetics at various CO levels, one
can extract the CO on-rate and the histidine both on-rate and
off-rate (Table I). Similarly, competition of oxygen and CO can
be used to obtain the rate coefficients for oxygen. Note that two
ligand affinities are given in the table. The intrinsic affinity is
the ratio of the binding rates for a given ligand. This would be
the affinity in the absence of competing ligand. The overall
oxygen affinity, taking into account the competing histidine
ligand, is calculated to be ~1 torr, similar to human NGB
without dithiothreitol (34). With dithiothreitol, the disulfide
bond is broken and human NGB shows a lower oxygen affinity.
This effect was not observed for Danio Ngb.

Detection of Ngb Protein in Zebrafish Tissues—Specific anti-
bodies against recombinant zebrafish Ngb were raised in rab-
bits and further purified by affinity chromatography. In West-
ern blotting, these antibodies detect the recombinant Ngb at
~16 kDa (Fig. 3A). Ngb was also stained by the antibody in
extracts from the brain, the total eye, and the gills but not in
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Fic. 2. Ligand binding of recombinant D. rerio Ngb. A, absorp-
tion spectra equilibrated under CO (solid line) or nitrogen (deoxy,
dashed line). B, recombination of CO to zebrafish Ngb at three CO
concentrations: 10, 100, and 1000 um. The biphasic kinetics show the
competition between CO and His binding. As the CO concentration is
increased, less His binds and the amplitude of the slow phase decreases.

TaBLE 1
Ligand binding parameters to Ngb

pH 7.0, 100 mm phosphate buffer based on flash photolysis results.

Q Oxygen Histidine &
kon kon koﬂ' Kd kon kuff Ka P50

uMls s nm s torr
Danio 70 250 0.3 13 2500 2 1250 0.9
Human Ngb“ 40 140 0.8 5.7 2000 7 280 09
NGB + DTT* 50 170 0.8 4.7 2000 0.6 3300 8.4

“ Hamdane et al. (32).

the muscle or the blood. As already observed in mouse (14), the
apparent molecular mass of the native Ngb is slightly higher
than that of the recombinant protein. The reason for this dis-
crepancy is still unknown but may be explained by posttrans-
lational modifications. After preadsorption of the antibodies
with the antigen, the Ngb band disappeared in Western blots of
retinal and brain tissues, demonstrating the specificity of the
anti-Ngb antibodies. To investigate whether Ngb may be re-
leased from the cells, the total brain was incubated for 2 h in
PBS. However, no Ngb could be detected in the supernatant
while there was a signal in the brain extracts (Fig. 3B).
Expression Pattern of Danio Ngb by mRNA in Situ Hybrid-
ization—To localize the sites of Ngb mRNA expression in ze-
brafish, frontal cryosections of head regions were analyzed by
in situ hybridization (ISH) using an in vitro transcribed anti-
sense RNA probe. Cross-sections from several layers were in-
spected (Supplemental Fig. S3). A perinuclear signal typical for
mRNA hybridization of Ngb was found in the neuronal somata
of essentially all of the regions of the Danio brain (Fig. 4) (see
also Supplemental Fig. S4 and Supplemental Table S2). Con-
trol experiments that included nonspecific RNA (mouse intes-
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Fic. 3. Western blot analysis of Ngb protein in selected ze-
brafish tissues. A, ~20 ug of total protein form of selected tissue
extracts were applied/lane. Ngb was detected in the brain, the gills, and
the total eye but not in the muscle or blood. ~0.5 pg of recombinant Ngb
was applied as a positive control. B, detection of Ngb after incubation of
the brain in PBS. No Ngb was detected in the supernatant while it was
present in the brain tissue. Control, 2 pg of purified Ngb.

tine total RNA) as competitor showed identical staining (data
not shown). Sections hybridized with an in vitro transcribed
sense RNA probe showed no staining (Supplemental Fig. S5),
thus demonstrating the specificity of the Ngb labeling. For
example, in a section of the posterior mesencephalon (Fig. 4),
we found a particularly strong Ngb signal in the periventral
zone of the tectum opticum. Additional staining was observed in
putative neurons scattered in the white matter of the brain and
in neuronal populations such as the preglomerular nucleus,
posterior tubular nucleus, the torus longitudinalis, the hypo-
thalamus, and the pituitary gland. An examination of further
frontal sections showed the presence of Ngb mRNA in various
brain regions (Supplemental Fig. S4 and Supplemental Table
S2), e.g. Ngb mRNA was also detected in brain regions of the
visual system, predominantly in parts of the tectum opticum
and the torus semicircularis, which are both part of the mes-
encephalon. ISH signal was also present in two other regions
involved in visual signal processing, the area dorsalis telen-
cephali of the telencephalon and the medulla oblongata, a part
of the rhombencephalon. The other parts of the Danio brain in
which strong ISH signals were observed included parts of the
telencephalic area dorsalis telencephali, the diencephalic pos-
terior tuberculum, the hypothalamus, and the synencephalon.
In the rhombencephalon, which includes the metencephalon
and the myelencephalon, signals could be seen in the formatio
reticularis.

Ngb ISH staining was also noticed in the telencephalon,
containing the bulbus olfactorius (Fig. 5A). Intense Ngb ISH
signal could be detected in the sensory epithelium of the pe-
ripheral olfactory organ. Strong Ngb mRNA labeling was also
observed in distinct layers of the zebrafish retina (Fig. 5B). The
outer and inner nuclear layers, which contain the nuclei, and
the ganglion cell layer were heavily stained with the Ngb
probe, whereas the outer plexiform layer and the outer seg-
ments of the photoreceptor cells appeared to be unstained. The
head cross-sections revealed that Ngb is also present in
the gills (Fig. 5C). The ISH signal appeared to be limited to the
chloride cells that were located mainly at the base and the
lateral regions of the secondary lamella.

Immunodetection of Danio Ngb Protein—The presence of the
Ngb protein in zebrafish tissues was monitored by indirect
immunofluorescence experiments. An affinity purified a-Danio
Ngb antibody was applied on cryosections from both fixed and
unfixed tissues. In agreement with the mRNA ISH data, we
observed scattered Ngb immune reactivity of the brain neu-
rons. Particularly strong staining of neurons was observed in
the diencephalic lateral hypothalamus (Fig. 6A). In control
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Fic. 4. Localization of Ngb mRNA in the zebrafish midbrain. A
frontal section of the zebrafish mesencephalon (c¢f. Supplemental Fig.
S3) was hybridized with an Ngb antisense probe. ISH signals were
observed in the neurons in various brain regions. The insets show
enlarged neuronal somata in the dorsal tegmentum (B), the caudal zone
of periventricular hypothalamus (C), and the ventral region of the
periventricular gray zone of tectum opticum (D). Abbreviations: DIL,
diffuse nucleus of the inferior lobe; DTN, dorsal tegmentum; He, caudal
zone of periventricular hypothalamus; Pgm, medial proglomerular nu-
cleus; PGZ, periventricular gray zone of tectum opticum; PIT, pituitary
gland; PTN, posterior tuberal nucleus; TeO, tectum opticum; TGN,
tertiary gustatory nucleus; 7L, longitudinal torus; Tla, lateral torus;
Tsvl, ventrolateral nucleus of torus semicircularis.

experiments without first antibody, no staining of the neurons
was observed (Fig. 6B). In the retina, no anti-Ngb immune
staining was found either in the cells of the retinal pigment
epithelium or in the outer segments of the photoreceptors.
Bright immune staining was observed in the photoreceptor
layer, whereas there was little but detectable immune reaction
in the outer and inner plexiform layers and at the ganglion cells
(Fig. 6C). No signal was present in the appropriate control
experiments (not shown). In the gills, we observed scattered
staining of cells that most probably corresponded to the chlo-
ride cells of the secondary lamella (Fig. 6D).

DISCUSSION

Ngb is a recently identified member of the vertebrate globin
superfamily (6) that is probably present in all of the vertebrate
taxa including fish (24), amphibians, and birds.2 Although
most experiments support the idea of an important role of Ngb
in oxygen homeostasis of nerve tissues (6, 12—-16), other func-
tions or additional functions of Ngb are still conceivable (13, 16)

2 C. Fuchs, P. Kugel Stadt, T. Hankeln, and T. Burmester, unpub-
lished data.
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Fic. 5. Localization of Ngb mRNA in zebrafish tissues. The
sections were incubated with an Ngb antisense RNA probe. Ngb was
strongly expressed in the sensory epithelium (SE) of the olfactory bulb,
whereas there was less Ngb mRNA in the non-sensory epithelium
(NSE) (A). In the retina (B), there was Ngb mRNA present in the
ganglion cell lager (GC), the inner plexiform layer (IPL), the inner
nuclear layer (INL), and the outer nuclear layer (ONL). No signal was
detected in the outer plexiform layer (IPL) and the outer segments of
the photoreceptor cells (Ph). PE, pigment epithelium. In the gill (C), the
chloride cells (CC) at the secondary lamella are labeled.

and many open questions remain to be solved. So far, biochem-
ical and molecular studies on Ngb have been carried out exclu-
sively with mammalian species. However, a comparative ap-
proach involving non-mammalian species offers a promising
tool for the identification of conserved Ngb features and thus
for the further understanding of Ngb function.

Conservation and Differences between Fish and Mammalian
Ngb Genes—Ngb is a highly conserved protein with substitu-
tion rates that are ~3-fold lower than those in hemoglobin and
myoglobin (6, 24, 35). This is also true for the gene structure,
which contains three conserved introns in the coding regions of
fish and mammalian Ngb genes. While the introns in B12.2 and
G7.0 are present in all vertebrate and many invertebrate glo-
bin genes (13, 36), the intron in E11.0 is unique to Ngb. The
additional short intron in the 5’-untranslated region is most
likely homologous to an intron at a similar position in the
Tetraodon nigroviridis and Takifugu rubripes genes (data not
shown). Such an intron is absent from the mammalian neuro-
globins and may have been acquired early in fish evolution
before the Ostariophysi (D. rerio) and the Acanthopterygii (7.
nigroviridis, T. rubripes) separated ~120 million years ago
(37, 38).

Similar to mammalian Ngb (6, 35), the zebrafish gene lacks
a TATA box, although several other transcription factor bind-
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Fic. 6. Indirect anti-Ngb immunofluorescence of cryosections from
the brain (A), the retina (C), and the gills (D). In the caudal zone of
periventricular hypothalamus (Hc), neuronal cells were stained with
the anti-Ngb antibody (A), whereas in a control without first antibody
no staining was observed (B). In the retina, bright immunofluorescence
was visible in the inner segments (IS) of the photoreceptor cells (C). The
plexiform layers and ganglion cells were weakly stained. In the gills (D),
single cells at the secondary lamella were stained that most probably
represent chloride cells.

ing sites were present (Supplemental Table S1 and Supplemen-
tal Fig. S1). In contrast to the mammalian genes, the putative
Danio Ngb promoter region was not associated with a CpG
island. The Danio Ngb promoter rather shared significant sim-
ilarities with experimentally derived promoters from mouse
myoglobin (39) and rabbit hemoglobin (40). However, it must
remain uncertain whether this is a conserved feature retained
from the common globin gene ancestor or has been acquired by
convergent evolution. The hypoxia response of Ngb is of partic-
ular interest because it may shed light on neuroglobin function
and its role in hypoxia-related diseases such as stroke. How-
ever, the available data are conflicting. Whereas Sun et al. (12)
suggest an up-regulation of Ngb in cultured neuronal mouse
cells under oxygen deprivation, Mammen et al. (22) did not find
any reaction of Ngb to hypoxia in mouse in vivo. In fact, five
putative HREs (31-33) were present in the Danio Ngb gene
region (Fig. 1). However, a comparison of the zebrafish Ngb
gene with that of T\ nigroviridis and T. rubripes does not reveal
any positional conservation of these regulatory elements (35).
The actual function of the putative HREs in hypoxia regulation
of the zebrafish Ngb genes requires experimental confirmation
in future studies. In several mammalian genes, neuron-specific
gene expression was mediated by a 21-bp sequence motif, the
NRSE that binds to the neuron-restrictive silencer factor
(NRSF) (41, 42). Putative NRSE motifs have been identified in
mouse and human Ngb genes (43), and two such elements were
present in the 5'-promoter region of the Danio Ngb gene (Sup-
plemental Table S1 and Supplemental Fig. S1). Although the
regulatory function of these NRSEs remains to be established
in both fish and mammalian Ngb, they possibly explain the
largely neuron-specific expression of Ngb.

Fish and Mammalian Ngb Are Hexacoordinated Globins
with Similar Ligand-binding Kinetics—Similar to the mamma-
lian Ngbs (17, 18) and various other animal and plant hemo-
globins (44), deoxygenated zebrafish Ngb displayed a hexaco-
ordinated hemochrome-binding scheme at the Fe?" of the
porphyrin ring. The ligand-binding kinetics of zebrafish Ngb
are similar to those of human Ngb, displaying the biphasic form
for competitive binding of the internal His with the external
ligand. The rate coefficients for Danio are approximately twice
the rates of human Ngb, indicating a faster passage in the
heme pocket. Because all of the rates are increased by the same
factor, the overall observed affinity does not change signifi-
cantly. As for mammalian Ngb, the Danio Ngb oxygen affinity
is ~1 torr, suggesting that this parameter has been maintained
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throughout the evolutionary process. There is a major differ-
ence in the dependence on the kinetics on the possible disulfide
bond. Although human NGB oxygen affinity decreased to ~10
torr (34), Danio Ngb showed little effect. Note that the first Cys
in Danio was shifted by two positions relative to the human
NGB sequence.

Neuronal Expression of Ngb in the Vertebrate Brain—As in
the central nervous system of mammals (6, 19, 21), Ngb was
expressed in brain neurons (Figs. 3—6). Because of the insta-
bility of the purified anti-Ngb antibody, we did not carry out a
thorough immunohistochemical analysis of the fish brain. Nev-
ertheless, in regions inspected by both methods, ISH and im-
munofluorescence, the observed patterns matched and demon-
strated the presence of Ngb mRNA and protein in the somata of
most if not all of the nerve cells. No evidence was found for glial
expression of Ngb in fish, which corresponds to the data ob-
tained in mammals (19-21). Thus, the neuronal expression of
Ngb was conserved in gnathostomian vertebrates for ~420
million years (37). A novel finding of this study was the obser-
vation of strong Ngb expression in the sensory part of the
receptor cells of the zebrafish olfactory system (Fig. 5A). Sig-
nificant Ngb was also present in the following parts of the
olfactory tract in the telencephalon and the olfactory cortex.
Because of the strong calcification of the rodent olfactory sys-
tem, similar staining experiments have not been carried out in
these species. Thus, it remains to be established whether high
Ngb expression also occurs in the olfactory region of the mam-
mals or whether this is a unique feature of the teleost fish.

Because the immunofluorescence signal in the brain was
only clearly visible at high magnifications, its total concentra-
tion in the brain appeared to be low. Nevertheless, the fish
retina and the gills showed bright fluorescence and thus may
contain higher amounts of Ngb.

High Concentrations of Ngb in the Photoreceptor Inner Seg-
ments—The mouse retina has been observed so far to be the
highest Ngb-expressing tissue in mouse with the Ngb protein
reaching a concentration similar to that of myoglobin in the
striated muscle (~100 pum) (14). The ISH pattern of Ngb mRNA
in the fish retina was similar to that in mouse with the excep-
tion that we observed some ISH signals in the fish inner plex-
iform layer (Fig. 5B). Although there was, as in mouse, detect-
able amounts of Ngb protein present in the ganglion cell and
the plexiform layers, most Ngb in the zebrafish retina actually
appeared to be located in the inner segments of the photore-
ceptor cells (Fig. 6B). If the idea of an oxygen transport function
of Ngb (6, 14, 16) was correct, it may be explained by the high
energy requirements of the fish cones and rods. Whereas upon
light adaptation, the pupil diameter of the mammalian retina
decreased, most fish did not show a similar response (45).
Rather, the cone cells of the fish retina displayed light-induced
shortening of the myoid, the neck-region located between the
ellispoid and the perinuclear region of the inner segments (46).
Consequently, a high concentration of mitochondria in the el-
lipsoid region has been observed. Thus, the observation of the
presence of apparently high Ngb concentrations in the inner
segments agrees with previous observation in the mouse retina
that suggests an association of Ngb with mitochondria (14).

Wittenberg and Wittenberg (47) observe an extracellular
hemeprotein in the choroid blood from perfused retina of two
basal teleost fish species (bowfin and bluefish). The hemo-
chrome absorption spectra of these globins were similar to
those of mammalian and fish Ngb. Thus, we had speculated
that this heme protein may correspond to Ngb (14, 24). How-
ever, neither the Western blotting experiments (Fig. 3) nor the
immunofluorescence data (Fig. 6) provided any evidence that
Ngb may be found in the blood or the extracellular space.
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Therefore, it remains uncertain whether the retinal heme pro-
tein identified in the bowfin and the bluefish (47) corresponds
to Ngb and, even if it does, whether it represents as proposed by
those authors an intracellular globin that has been artificially
released into the blood during the preparation procedure.

Ngb in the Chloride Cells Suggests Another Association of
Ngb with Mitochondria—With the exception of the expression
in some endocrine tissues (19, 20), Ngb has been assumed to be
an exclusively neuronal protein. Here we show by immunoflu-
orescence studies, ISH, and Western blotting that Ngb was also
present in the chloride cells of zebrafish gills. Fish gills perform
a variety of physiological functions including respiratory gas
exchange, ion exchange, and excretion (48, 49) and are consid-
ered as high energy-demanding tissues (50, 51). In freshwater
fish, the chloride cells are the principal site of Ca?", Cl™, and
possibly also Na* uptake (52) and are known to be rich in
mitochondria (52, 53). Again, this observation suggests an as-
sociation of Ngb with the mitochondria (14) and is in line with
the hypothesis that Ngb is involved in cellular oxygen
consumption.

Implications for Vertebrate Ngb Function—The phylogenetic
origin of Ngb dates back to before the time when the Protosto-
mia and Deuterostomia diverged, suggesting a conserved func-
tion of this protein in the metabolism of the animal (6, 13, 14,
24). The Ngb gene structure, oxygen-binding kinetics, and ex-
pression patterns are globally similar in mammals and fish.
Differences in the retinal expression pattern as well as the
presence of Ngb in the fish gills may be easily explained by
different oxygen requirements within these tissues. It should
be stressed that, similar to mammals, fish Ngb concentration
appears to be correlated with an abundant presence of mito-
chondria in the cells, although there is no evidence that Ngb is
located within these organelles. Therefore, our results support
the hypothesis of an important role of Ngb in oxygen-linked
metabolism (14, 16). Whether Ngb has a myoglobin-like func-
tion in supplying oxygen to the respiratory chain by facilitated
diffusion from the cell membrane to the mitochondria (3, 4) or
whether it actually sustains the energy metabolism of the cell
via another, a still unknown mechanism (13, 16), remains to
be established.
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Summary

Hemoglobin and myoglobin are oxygen transport and storage
proteins of most vertebrates. Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin
(Cygb)—two recent additions to the vertebrate globin superfamily —
have still disputed functions. Combining the data from all available
resources, we investigate the evolution of these novel globins. Both
Ngb and Cygb show little sequence variation in vertebrate evolution,
suggesting conserved structures and functions, and an important role
in the animal’s metabolism. Exon-intron patterns remained
unchanged in Ngb and Cygb, with the exception of the addition of
a 3’ exon to Cygb early in mammalian evolution. In phylogenetic
analyses, Ngb forms a common branch with globin X, another
recently identified globin with undefined function in lower
vertebrates, and with some invertebrate nerve globins. This shows
an early divergence of this branch in animal evolution. Cygb is
related to myoglobin, and associated with an eye-specific globin from
birds. The pattern of globin evolution shows that proteins with clear
respiratory roles evolved independently from intracellular globins
with uncertain functions. This result suggests either multiple
independent functional changes or a yet undefined respiratory role
of tissue globins like Ngb and Cygb.

wsmB Life, 56: 703707, 2004

Hemoglobin; myoglobin; neuroglobin; Cytoglobin; oxy-
gen transport.

Keywords

INTRODUCTION

Globins are small respiratory proteins that bind an oxygen
molecule by the virtue of an iron-ion that is coordinated by a
porphyrin-ring and a histidine of the polypeptide chain (7, 2).
Globin genes have been identified in all domains of life,
including bacteria, archaea, protists, fungi, plants and animals
(3—5). There is little doubt that all globins derived from a
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globin gene that had already been present in the last universal
common ancestor more than 1.8 billion years ago (3, 5).

In vertebrates, five globin types have been identified so far.
Most famous are hemoglobin (Hb) and myoglobin (Mb). Hb,
consisting of two «- and two f-chains, transports molecular
oxygen from the respiratory surfaces to the inner organs, thus
fuelling the respiratory chain of the mitochondria (/). Mb, on
the other hand, either stores or transports oxygen in the
myomers of the striated and cardiac muscle, but also detoxifies
NO (6). Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cygb) are two
recently discovered vertebrate globins, with their physiological
functions only just beginning to emerge (7—13). Ngb
represents an ancient globin related to invertebrate nerve-
globins. It is mainly expressed in the nervous system and is
thought to be involved in neuronal oxygen homeostasis (7,
12—15). Cygb might play a role in collagen synthesis (/6).
Most recently, a fifth type of vertebrate globin—referred to as
‘globin X’ (GbX)—was discovered in fish and amphibians,
which appears to be absent in higher vertebrates (/7).
Understanding the evolution of these proteins helps in
unravelling their physiological functions. Here we compare
sequences of vertebrate Ngb and Cygb from all available
resources, and discuss their possible origin in light of putative
functions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Sequence Data

The BLASTN and TBLASTN algorithms (/8) were
employed to search the sequence databases and trace archives
of genomic DNA and expressed sequence tags available at
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The nucleotide se-
quences of the genes were extracted from the databases and
assembled by hand. The following sequences were used:

Neuroglobin. HsaNGB, human (Homo sapiens), accession
number AJ245946; PtrNgb, chimpanzee (Pan troglodytes),
XM_522915; MmulNgb, Rhesus monkey (Macaca mulatta);
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CpoNgb, Guinea pig (Cavia porcellus), AJ781213; OcuNgb,
rabbit (Oryctolagus cuniculus), AJ781214; MmusNgb, mouse
(Mus musculus), AJ245945; RnoNgb, rat (Rattus norvegicus),
AY066001; SscNgb, pig (Sus scrofa), AJ635235; CfaNgb, dog
(Canis familiaris), AAEX01040503; BtaNgb, cow (Bos taurus),
AJ635234; MdoNgb, opossum (Monodelphis domestica),
AAFRO01016568; GgaNgb, chicken (Gallus gallus), AJ635192;
DreNgb, zebrafish (Danio rerio), AJ315610; TniNgb, pufferfish
(Tetraodon nigroviridis), AJ315609; TruNgb, pufferfish (Taki-
fugu rubripes), CAAB01000170; OmyNgbl and 2, rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss), AJ547800 and AJ547801.

Cytoglobin. HsaCYGB, human (H. sapiens), AJ315162;
PtrCygb, chimpanzee (P. troglodytes), XM_523726; Mmul-
Cygb, Rhesus monkey (M. mulatta); MmusCygb, mouse (M.
musculus), AJ315163; RnoCygb, rat (R. norvegicus), AJ245663;
CfaCygb, dog (C. familiaris), AAEX01049981; BtaCygb, cow
(B. taurus), AAFC01078662; MdoCygb, opossum (M. domes-
tica), AAFRO01073414; GgaCygb, chicken (G. gallus),
AJ812227; DreCygbl, zebrafish (D. rerio), AJ320232; Dre-
Cygb2, zebrafish (D. rerio); CcaCygb, carp (Cyprinus carpio),
CA967584; OmyCygb2, rainbow trout (O. mykiss), AJ547802.

Sequence Analyses and Molecular Phylogenetic Inference

DNA sequence translation and analyses of primary
structures were performed with the programs of the ExXPASy
Molecular Biology Server (http://www.expasy.org). The Ngb
and Cygb cDNA and amino acid sequences were aligned by
hand, employing the known crystal structures (/9, 20) and
previously published alignments as guidelines (8, 77, 21). The
program package PHYLIP 3.6b (22) was used for the
phylogenetic tree reconstructions. Distance matrices were
calculated with PROTDIST using the PAM models. Neigh-
bor-joining trees were inferred with the program NEIGH-
BOR, the reliability of the branching pattern was tested by
bootstrap analysis (23) with 100 replications. MrBayes was
employed for Bayesian phylogenetic analyses (24), using the
WAG model with gamma distribution of rates. The analyses
were run for 100,000 to 200,000 generations with random
starting trees. Trees were sampled every 10th generation and
posterior probabilities were estimated on the final 5,000 trees.

RESULTS AND DISCUSSION

Neuroglobin Genes and Proteins

Until today, only a limited number of Ngb genomic and
cDNA sequences have been published (7, 25—27). Sequences
from a few other species are available from the databases (see
materials and methods). However, some of these are
suspicious because of unreasonably high identity with human
or rat Ngb (AY264260—-AY264264; AY625274). These
sequences are most likely PCR artefacts and have been
ignored. To obtain additional Ngb sequences, we searched
various genome projects. This resulted in the Ngb coding
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sequences from the chimpanzee (P. troglodytes), the rhesus
monkey (M. mulatta), the dog (C. familiaris) and the opossum
(M. domestica). Partial sequences are also available from a few
other species (data not shown). Only unambiguous sequences
were considered, while single read positions were ignored.
Therefore, Ngb sequences are currently available from 11
mammals, a bird and four teleost fish species. Ngb appears to
be a single-copy gene in all species except of the trout, in which
two distinct Ngb sequences have been obtained that differ by 6
amino acids. While most vertebrate and invertebrate globin
genes contain only two introns at the distinct positions B12.2
(i.e., helix B, 12th amino acid, between codon positions 2 and
3) and G7.0 (3), Ngb harbours an additional intron in E11.0. It
has been speculated that such central intron was present in the
globin ancestor (3, 28). In fact, an intron at the adjacent
position E10.2 has been observed in GbX and in the tunicate
globins, both of which are assumed to be distantly related to
Ngb (17, 21). It has also been speculated that the E11.0 intron
emerged from an E10.2 intron by a rare ‘intron sliding’ event
(17).

The Ngb proteins match the ‘classical’ globin fold and
measure between 151 and 160 amino acids (Fig. 1). Insertion/
deletion events have been rare in Ngb evolution and are
restricted to the N- and C-termini and the flexible CD corner.
The heme- and ligand-associated residues (proximal and distal
histidines, PheB10, PheCDI1, TyrCD3, ValEll, LeuF4,
ValFG1, ValFG3, and PheGS5; cf. ref. 19) are invariant in all
Ngb proteins. Seventy amino acids are strictly conserved
among the known Ngbs, which corresponds to 46.4% of the
positions (ignoring gaps). Amino acid substitution rates are
low in Ngb (~ 0.4 x 10~ amino acid replacements per site
per year in mammals), being about a third of that in
hemoglobin (/7, 29). This is largely due to a reduction of
non-synonymous mutations in Ngb evolution, which is an
indicator for strong purifying selection. We found no evidence
for conspicuous positive selection events at any position. In
summary, all data show that Ngb has remained largely
unchanged during evolution. This view is also supported by
the essentially identical ligand binding characteristics of
human, mouse and zebrafish Ngb (30, 31). These observations
strongly suggest that Ngb function does not allow for much
variation in protein sequence and structure.

Cytoglobin Genes and Proteins

Six Cygb cDNA sequences are available from the literature
(8, 9, 27). Additional Cygb sequences were obtained from the
chimpanzee (P. troglodytes), rhesus monkey (M. mulatta), dog
(C. familiaris), cow (B. taurus), opossum (M. domestica), trout
(0. mykiss) and carp (C. carpio) (Fig. 2). Cygb is a single copy
gene in mammals (8), whereas two distinct Cygh gene lineages
have been observed in teleost fishes (C. Fuchs, T. Burmester,
and T. Hankeln, unpublished data). At present, it must remain
uncertain whether these two Cygbs carry out different
functions. In addition, a globin distantly related to Cygb has
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B12.2 s-s—| E11.0
—
M A M B NI IAAANT D AL E Y
HsaNGB ME----- RPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
PtrNgb ME----- RPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
MmulNgb ME----- RPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
OcuNgb ME----- RPEQELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFDLEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
CpoNgb ME----- RPEPELIRQSWRAVNRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNGRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDTAVT 77
MmusNgb ME----- RPESELIRQSWRVVSRSPLEHGTVLFARLFALEPSLLPLFQYNGRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
RnoNgb ME----- RLESELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFSRLFALEPSLLPLFQYNGRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
SscNgb ME----- RPEHELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFDLEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
CfaNgb ME----- RPEPELIRQSWRAVRRSPLEHGTVLFARLFDLEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDTAVT 77
BtaNgb ME----- LPEPELIRQSWREVSRSPLEHGTVLFARLFDLEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 77
MdoNgb METRRLSGPEQELIRESWQKVNSNPLQHGMILFTRLFDLEPDLLPLFQYNCRQFSSPQDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAVT 82
GgaNgb MESGMLSRTQQALIRESWRRVSGSPVQHGVVLFSRLFDLDPDLLPLFQYNCKRFASPQECLAAPEFLDHIRKVMLVIDAAVS 82
DreNgb ME--KLSEKDKGLIRDSWESLGKNKVPHGIVLFTRLFELDPALLTLFSYST-NCGDAPECLSSPEFLEHVTKVMLVIDAAVS 79
TniNgb ME--KLSSKDKELIRGSWDSLGKNKVPHGVILFSRLFELDPELLNLFHYTT-NCGSTQDCLSSPEFLEHVTKVMLVIDAAVS 79
FruNgb ME--KLSSKDKELIRGSWDSLGKNKVPHGVIMFSRLFELDPELLSLFHYTT-NCGSTQDCLSSPEFLEHVTKVMLVIDAAVS 79
OmyNgbl ME--KLTEKEKELIRVSWESLGKNKVPHGVIMFSRLFELEPALLNLFHYNT-NCGTIQDCLSSPEFLDHVTKVMLVIDAAVS 79
OmyNgb2 ME--KLTEKDKELIRGSWESLGKNKVPHGVVMFSRLFELEPALLNLFHYNT-NCSPTQDCLSSPEFLDHVTKVMLVIDAAVS 79
Sy ey S T Y TR LTS N T T T L LT
G7.0
AAANA] F ) %% %% ) G MAAY] H MAA
HsaNGB NVEDLSSLEEYLASLGRKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----DGE-~--- 151
PtrNgb NVEDLSSLEEYLASLGRKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----DGE---- 151
MmulNgb NVEDLSSLEEYLASLGRKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----DSE-~--- 151
OcuNgb NVEDLSSLEEYLAGLGRKHRAVGVRFSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----DGE-~-~-- 151
CpoNgb KVEDLSSLEEYLAGLGKKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLERCLGPAFTPAIRAAWSQLYGAVVQAMSRGW-~---DGE---~- 151
MmusNgb NVEDLSSLEEYLTSLGRKHRAVGVRLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPDFTPATRTAWSRLYGAVVQAMSRGW----DGE-~--- 151
RnoNgb NVEDLSSLEEYLATLGRKHRAVGVRLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPDFTPATRTAWSQLYGAVVQAMSRGW----DGE-~--- 151
SscNgb NVEDLSSLEEYLAGLGRKHRAVGVKLSSFSAVGESLLYMLEKCLGPTFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----NGE---- 151
CcfaNgb NVEDLSSLEEYLAGLGKKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPAVRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----DGD-~--- 151
BtaNgb NVEDLSSLEEYLAGLGRKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGW----GGE-~--- 151
MdoNgb HVENLSSLEEYLTNLGKKHKAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEQCLGSTFTVTMKEAWTQLYGAVVQAMSRGW--~--NGE---- 156
GgaNgb HLEDLPCLEEYLCNLGKKHQAVGVKVESFSTVGESLLYMLEKCLGAAFSPDVREAWIELYSAVVKAMQRGWEVLPEGD---- 160
DreNgb HLDDLHTLEDFLLNLGRKHQAVGVNTQSFALVGESLLYMLQSSLGPAYTTSLRQAWLTMYSIVVSAMTRGWAK--NGEHKSN 159
TniNgb HLDDLHSLEDFLLNLGRKHQAVGVKPQSFAMVGESLLYMLQCSLGQAYTASLRQAWLNMYSVVVASMSRGWAK--NGEDKAD 159
FruNgb HLDDLHSLEDFLLNLGRKHQAVGVNPQSFATVGESLLYMLQCSLGQAYTASLRQAWLNMYSVVVAAMSRGWAK--NGEDKAD 159
OmyNgb1l HLDNLHTLEDFLLNLGKKHQAVGVNTQSFAVVGESLLYMLQCSLGQGYTAPLRQAWLNMYTIVVAAMSRGWAK--NGEHKTD 159
OmyNgb2 HLDDLHTLEDFLLNLGKKHQAVGVNTQSFAVVGESLLYMLQCSLGHGYTGPLRQAWLNMYTIVVAAMSRGWAK--NGEHKTD 159
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Figure 1. Alignment of Ngb amino acid sequences. The globin consensus numbering is given in the lower row and the secondary
structure of human Ngb (/9) is superimposed in the upper row. a-helices are designated A through H; conserved amino acids are
shaded. The intron positions are given. See Materials and Methods for abbreviations.

been observed in chicken, which appears to be exclusively
expressed in the eye (27). Thus, Cygh gene evolution is more
complex than that of Ngb, suggesting several subfunctionali-
zation events, which certainly requires attention in future
studies. Introns are present in the conserved positions B12.2
and G7.0. Due to an additional exon at the 3’ end, mammalian
Cygb genes are ten amino acids longer than those of chicken
and fish. The function of these sequences is uncertain because
they do not display any discernible similarity to any other
sequence in the databases. The identification of opossum Cygh
shows that this exon has been acquired by the mammalian
Cygb after the separation from bird some 310 million years
ago (MYA), but before the divergence of Placentalia and
Marsupialia (~ 170 MYA).

Although it carries extensions at its N- and C-termini, the
Cygb protein displays the typical globin core (20). Besides the
iron-coordinating proximal and distal histidines at E7 and F8,
the other heme-coordinating and stabilizing residues LeuB10,
PheCDl1, ValEl1l1, ValF4 and HisFG?2 are strikingly conserved,
with the exception that in D. rerio Cygb2 HisFG?2 is replaced
by a Tyr. Human Cygb forms a stable dimer in vitro (20, 32).
The hydrophobic dimer interface is surrounded by residues
providing stabilizing hydrogen bonds and electrostatic inter-
actions (ArgB12, AsnBCl, SerC3, TyrG4, LysG6, GluGl14
and ArgH12). Both, the hydrophobic core and the stabilizing
residues are highly conserved in the mammalian Cygb

proteins, suggesting dimer formation in these species, too.
Non-mammalian Cygb proteins are more variable, and their
quaternary structure is currently uncertain. Sequence compar-
isons have shown that (mammalian) Cygb is even less variable
than Ngb, with low substitution rates (~0.3 x 10~° amino
acid replacements per site per year) and a reduction of non-
synonymous mutations (8, 29). Thus, mammalian Cygb
function seems to require a highly conserved protein. Probably
due to the duplication, the two fish Cygh genes display higher
substitution rates (C. Fuchs, T. Burmester, and T. Hankeln,
unpublished data). Presently, it is uncertain whether this is the
result of a relaxation of selective pressure or positive selection.

The Evolution of Vertebrate Globins and Functional
Implications

Due to the large number of available sequences, the globins
are a popular model for the investigation of gene and species
evolution (33). Vertebrate globin types are associated with two
distinct branches of metazoan globins (ref. 17; Fig. 3). Ngb
and GbX belong to an ancient branch of globins that diverged
from the other globin types before the Protostomia and
Deuterostomia split more than 600 MYA (7, 17). The recently
identified Hbs from the tunicate Ciona intestinalis also belong
to this branch (217), likewise at least some invertebrate nerve
globins and intracellular hemoglobins (7, 25). The other
branch includes the gnathostomian and agnathan Hbs,
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B12.2
M A )aa) B Qdc ) o IWyYWQ )
HsaCYGB MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQAMWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMEDPLEMERSPOQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
PtrCygb MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQAMWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMEDPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
MmulCygb MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQATWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMEEPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 95
MmusCygb MEKVPGDMEIERRERSEELSEAERKAVQATWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFRHMEDPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
RnoCygb MEKVPGDMEIERRERNEELSEAERKAVQATWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMEDPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
BtaCygb MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQATWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMEEPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
CfaCygb MEKVPGEMEIERRERSEELSEAERKAVQATWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFKHMTEPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
MdoCygb MEKVPGEMEIERRERNEELSETERKAVQDTWARLYANCEDVGVAILVRFFVNFPSAKQYFSQFQHLEEPLEMERSPQLRKHACRVMGALNTVVENL 96
GgaCygb MEKVQGEMEIERWERSEEISDAEKKVIQETWSRVYANCEDVGVSILIRFFVNFPSAKQYFSQFKHMDDTLEMERSLQLRKHAQRVMGAINTVVENL 96
DreCygbl ME---GDGGVQLTQSPDSLTEEDVCVIQDTWKPVYAERDNAGVAVLVRFFTNFPSAKQYFEHFRELQDPAEMQONAQLKKHGQRVLNALNTLVENL 93
CcaCygbl ME---RDGGVERTQSPETLTEDDVCVIQDTWRPVYENRENAGVAVLIRFFSNFSLAKQYFDQFRDMQDPEEMKQSIQLKKHALRIMTALNTLVENL 93
DreCygb2 MEKEREDEETEGRERPEPLTDVERGIIKDTWARVYASCEDVGVTILIRFFVNFPSAKQYFSQFQDMEDPEEMEKSSQLRKHARRVMNAINTVVENL 96
OmyCygb2 MERQQGEVTADRLERLDPLCDSEREMIKDTWAKVYQNCDDVGVAILIRLEVNFPSSKQYFSQFQQVEDPGELERSAQLKKHSRRVMNAINTLVENL 96
G7.0 HC11l.2
VAL F WAL G A (] H I
HsaCYGB HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVVAEEFASDFPP-ETQRAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP 190
PtrCygb HDPDKVSSVIALVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVVAEEFASDFPH-ETQRAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP 190
MmulCygb HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVVAEEFANDFPP-ETQRAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP 189
MmusCygb HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPMYFKILSGVILEVIAEEFANDFPV-ETQKAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNTTTPPATLPSSGP 190
RnoCygb HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPMYFKILSGVILDVIAEEFANDFPV-ETQKAWTKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNTTTLPATLPSSGP 190
BtaCygb HDPEKVSSVLSLVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVIAEEFANDFPP-ETQRAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP 190
cfaCygb HDPEKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVIAEEFANDFPP-ETQRAWAKLRSLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNTTTPPATLPSSGP 190
MdoCygb HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYFKILSGVILEVVAEECANDFPS-ETQRAWSKLRSIIYSQVTAAYKEVGWVQQLPTTNIPQATLPSSRS 190
GgaCygb DDPEKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYFKKLTGVMLEVIAEAYGNDFTP-EAHGAWTKMRTLIYTHVTAAYKEAGWVSYPSATL---—---~----- 179
DreCygbl RDADKLNTIFNQMGKSHALRHKVDPVYFKILAGVILEVLVEAFPQCFSPAEVQSSWSKLMGILYWQMNRVYAEVGWE---NSKK----------- 174
CcaCygbl RDGDKLNSVFQQOMGKSHALKHKVDPVYFKILAGVILEVLLEAFPQCFSPASVQSAWSKLLGVLYWQMNKVYAEVGWESIKNSAK- - 177
DreCygb2 HDPEKVSSVLVLVGKAHAFKYKVEPIYFKILSGVILEILAEEFGECFTP-EVQTSWSKLMAALYWHITGAYTEVGWVKLSSSAV----------- 179
OmyCygb2 HDGDKMVSVLKLVGKAHALRHNVEPVYFKILCGVILEVLVADFPDYITP-EVAVAWTKLLDAIYWHVKGVYEEVGWA--SSSAV----------- 177

Figure 2. Alignment of Cygb sequences. The secondary structure of human Cygb (20) is shown in the upper row and conserved
residues are shaded. o-helices are designated A through H; conserved amino acids are shaded. See Materials and Methods for

abbreviations.
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Figure 3. Simplified phylogenetic tree of vertebrate globins. Proteins with clear respiratory functions are shaded in grey. See text

for discussions.

gnathostomian Mbs, Cygbs and the eye-specific globin (GbE)
from chicken (27). Currently, the exact topology of this clade
is difficult to resolve. Based on the absence of Mb in the
Agnatha, we have argued that Cygb forms a common branch
with Mb (8). However, it is also conceivable that Cygb is in
fact more closely related to the Hbs of Agnatha, with Mb
being a distinct branch. GbE associates with Cygb in all
analyses, although it must be uncertain whether it represents
an ancient Cygb-related gene lineage or has evolved only in the
Archosauria (27).

Tree topology clearly shows that highly expressed globins
with either oxygen storage (Mb) or transport (Hb) functions

(Fig. 3) emerged several times independently from tissue
globins with uncertain roles in the animal’s metabolism. This
may be interpreted as three independent ‘gain of respiratory
function’ events in vertebrate globin evolution. Alternatively,
the last common globin ancestor may have already had a
role in oxygen supply, which has possibly been retained in
all other globins (Ngb, Cygb, GbX, and GbE). The
generally lower expression levels of these proteins might be
explained by their restricted expression in particular cell
types or cellular compartments, or the involvement in a yet
undefined O, supply mechanism specific to some enzymatic
reactions.
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A Globin Gene of Ancient Evolutionary Origin in Lower Vertebrates: Evidence
for Two Distinct Globin Families in Animals

Anja Roesner,* Christine Fuchs,T Thomas Hankeln,t and Thorsten Burmester*

*Institute of Zoology, Johannes Gutenberg University, Mainz, Germany; and fInstitute of Molecular Genetics,

Johannes-Gutenberg-University, Mainz, Germany

Hemoglobin, myoglobin, neuroglobin, and cytoglobin are four types of vertebrate globins with distinct tissue
distributions and functions. Here, we report the identification of a fifth and novel globin gene from fish and amphibians,
which has apparently been lost in the evolution of higher vertebrates (Amniota). Because its function is presently
unknown, we tentatively call it globin X (GbX). Globin X sequences were obtained from three fish species, the zebrafish
Danio rerio, the goldfish Carassius auratus, and the pufferfish Tetraodon nigroviridis, and the clawed frog Silurana
tropicalis. Globin X sequences are distinct from vertebrate hemoglobins, myoglobins, neuroglobins, and cytoglobins.
Globin X displays the highest identity scores with neuroglobin (~26% to 35%), although it is not a neuronal protein, as
revealed by RT-PCR experiments on goldfish RNA from various tissues. The distal ligand-binding and the proximal
heme-binding histidines (E7 and F8), as well as the conserved phenylalanine CD1 are present in the globin X sequences,
but because of extensions at the N-terminal and C-terminal, the globin X proteins are longer than the typical eight
o-helical globins and comprise about 200 amino acids. In addition to the conserved globin introns at helix positions
B12.2 and G7.0, the globin X genes contain two introns in E10.2 and H10.0. The intron in E10.2 is shifted by 1 bp in
respect to the vertebrate neuroglobin gene (E11.0), providing possible evidence for an intron sliding event. Phylogenetic
analyses confirm an ancient evolutionary relationship of globin X with neuroglobin and suggest the existence of two

distinct globin types in the last common ancestor of Protostomia and Deuterostomia.

Introduction

Globins are small heme-proteins with a characteristic
three-on-three a-helical sandwich structure. They have the
ability to bind oxygen and other gaseous ligands between the
iron ion of the porphyrin ring and—typically—a histidine
of the polypeptide chain (Dickerson and Geis 1983).
Globin-type proteins are widespread and occur in archaea,
bacteria, plants, fungi, and animals and exhibit an enormous
structural and functional diversity (Hardison 1996; Weber
and Vinogradov 2001; Freitas et al. 2004). Although globins
are famous for their capability to transport and store oxygen
(Dickerson and Geis 1983; Wittenberg and Wittenberg
2003), thus, sustaining oxidative metabolism in the cell, in
recent years, other functions have been discovered (Gardner
et al. 1998; Sowa et al. 1998; Minning et al. 1999; Flogel
et al. 2001).

In the vertebrates, four types of globin have been
identified so far. Here, we refer to all globins as “globin
superfamily.” For functionally derived classifications we
use the term “type”, the term “family” refers to the dis-
tinct globin branches defined here by phylogenetic studies.
Hemoglobin (Hb) consists of four globin chains, is located
in erythrocytes, and serves for the transport of oxygen from
the respiratory surfaces to the inner organs (Dickerson and
Geis 1983). Hb is present in all vertebrates investigated
so far (Dickerson and Geis 1983), with the exception of
some icefish species (Ruud 1954; Sidell et al. 1997). Myo-
globin (Mb), mainly localized in the striated and cardiac
muscle, is a monomer that acts as temporal oxygen store
and facilitates intracellular oxygen diffusion (Wittenberg
1992; Wittenberg and Wittenberg 2003) but also detoxifies
NO (Flogel et al. 2001). Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin

Key words: globin, hemoglobin, neuroglobin, gene duplication,
intron sliding.
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(Cygb) are two recently discovered vertebrate globin types
with poorly defined functions (Burmester et al. 2000, 2002;
Kawada et al. 2001; Trent and Hargrove 2002; Pesce et al.
2002; Burmester and Hankeln 2004). Here, we present the
identification and molecular analyses of a fifth vertebrate
globin type, adding further diversity to the globin super-
family.

Materials and Methods
Animals

All animals were obtained from a local pet shop.
Zebrafishes (Danio rerio: Actinopterygii; Ostariophysi;
Cypriniformes) and spotted green pufferfishes (Tetraodon
nigroviridis: Actinopterygii; Acanthopterygii; Tetraodon-
tiformes) were kept at 28°C in a freshwater aquarium;
goldfishes (Carassius auratus: Actinopterygii; Ostario-
physi; Cypriniformes) were kept at 16°C. The western
clawed frog Silurana (Xenopus) tropicalis (Amphibia;
Anura) was dissected immediately after purchase. Animals
were killed by decapitation, the tissues were removed
and kept frozen at —80°C or immediately used for the
experiments.

Cloning and Sequencing of Globin X cDNAs and Gene

RNA was extracted from tissues of D. rerio, T. nigro-
viridis, and C. auratus according to the guanidine hydro-
chloride method (Chirgwin et al. 1979) and from S.
tropicalis by the Qiagen RNeasy kit. Specific oligonucle-
otide primers were designed according to the aligned
sequences and used to amplify the corresponding cDNAs
by reverse-transcription PCR experiments applying the
OneStep kit according to the manufacturer’s instructions
(Qiagen) or employing the SuperScript™™ reverse transcrip-
tase (Invitrogen). The primer sequences are available from
the authors upon request. The PCR products were cloned
into the pCR4-TOPO (Invitrogen) or the pGEM-Teasy

Molecular Biology and Evolution vol. 22 no. 1 © Society for Molecular Biology and Evolution 2005; all rights reserved.



vectors (Promega), sequenced on both strands using Dye-
Terminator ™ chemistry (Applied Biosystems), and loaded
on an ABI3730 capillary sequencer (GENterprise). The
missing 3’ region of S. tropicalis GbX cDNA was ob-
tained using the RACE system by Invitrogen. Sequences
were deposited at the GenBank/EMBL database under the
accession numbers AJ635194 (D. rerio), AJ635193 (T.
nigroviridis), AJ635195 (C. auratus), and AJ634915 (S.
tropicalis). Genomic DNA of T. nigroviridis was obtained
using the Stratagene DNA extraction kit. Two sets of nested
primer pairs were designed according to the complete T.
nigroviridis cDNA and the partial database entries available
at GenBank and Genoscope (see above). Overlapping
genomic fragments were amplified and their sequences
were obtained after the cloning of the PCR products as
described above. The PCR clones represent two slightly
different GbX genes (accession numbers AJ635196 and
AJ635197).

mRNA Expression Analyses

Total RNA was isolated from various C. auratus
tissues. 1.6 pg of total RNA per tissues form C. auratus
were reverse transcribed with an oligo-dT primer followed
by PCR reactions on 10% of the total synthesis. Primers
used for C. auratus GbX are 5'-CAGGGCTGGTTTCAG-
GATGGGC-3" and 5'-TACATGTCTGAGATGGTCTT-
CA-3', with 5" GGATGGGCTGCGCTATTTCGG-3" and
5'-TGAGATGGTCTTCAGATGGCTGTGC-3" as nested
primers. The oligonucleotides 5'-GTCCGTGACATCAA-
GGAGAAGC-3' and 5'-CAGACTCATCGTACTCCT-
GCTTG-3" were applied for the B-actin standard.

Database Analyses

The BlastN and TBlastN search algorithms (Altschul
et al. 1990) were employed to evaluate the sequence
databases and trace archives at GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) and the pufferfish genome projects of
Takifugu rubripes (http://fugu.hgmp.mrc.ac.uk) and Tetra-
odon nigroviridis (http://www.genoscope.cns.fr/externe/
tetraodon/). The nucleotide sequences were extracted from
the databases and assembled with Genedoc 2.6 (Nicholas
and Nicholas 1997), using the BlastT results as guidelines.
The Web-based tools provided at the ExXPASy Molecular
Biology Server at the Swiss Institute of Bioinformatics
(http://www.expasy.org) were used for the translation of
the DNA and further analyses of the protein sequences.

Sequence Analyses and Phylogenetic Inference

The GbX protein sequences were manually added to an
alignment of selected globin sequences (Burmester et al.
2000, 2002). The sequences used are Ngb from human
(Homo sapiens: Chordata; Vertebrata; Mammalia)
(HsaNGB, accession number AJ245946), mouse (Mus
musculus: Chordata; Vertebrata, Mammalia) (MmuNgb,
AJ245945), T. nigroviridis (Chordata; Vertebrata; Actino-
pterygii) (TniNgb, AJ315609), D. rerio (Chordata; Verte-
brata; Actinopterygii) (DreNgb, AJ315610), and rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss: Chordata; Vertebrata; Actino-
pterygii) (OmyNgb, AJ547800), nerve Mb of the sea mouse
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(Aphrodita aculeata: Annelida; Polychaeta) (AacNgb,
U46754), sea squirt (Ciona intestinalis: Chordata; Tunicata)
Hbs 1to 4 (CinHb1-4, AJ548500 to AJ548503), bloodworm
(Glycera dibranchiata: Annelida; Polychaeta) Hb P3
(GdiHbP3, M55444), earthworm (Lumbricus terrestris:
Annelida; Oligochaeta) Hbs B (LteGbB, P02218*) and Hbs
D (LteGbD, U55073%*), earthworm (Pheretima sieboldi:
Annelida; Oligochaeta) Hb I (PsiHb1; S06483*), fanworm
(Sabella spallanzanii: Annelida; Polychaeta) Hb (SspHb,
AJ131285), lugworm (Arenicola marina: Annelida; Poly-
chaeta) Mb (AmaMb1 [Kleinschmidt and Weber 1998]),
beard worm (Lamellibrachia sp.: Pogonophora; Vestimen-
tifera) Hb 2 (LamHb2, P15469%), fruitfly (Drosophila
melanogaster:  Arthropoda; Insecta) Hb (DmeHb,
AJ132818), horse botfly (Gasterophilus intestinalis: Ar-
thropoda; Insecta) Hb (GinHb, AF063938), midge (Chi-
ronomus thummi thummi: Arthropoda; Insecta) Hbs
(CttHbIIb, AF001292, CttHbVI, P02224*, CttHbVIII,
P02227*, CttHbE, P11582%), Atlantic hagfish (Myxine
glutinosa: Chordata; Vertebrata; Myxiniformes) Hbs 1 to
Hbs 3 (MglHb1, AF156936, MglHb2, AF157494, MglHb3,
AF184239), European river lamprey Lampetra fluviatilis
Hb (Chordata; Vertebrata; Petromyzontiformes) (LflHb,
P02207*), Cygb from human (HsaCYGB, AJ315162),
mouse (MmuCygb, AJ315163), and zebrafish (DreCygb,
AJ320232), Mb from the gummy shark (Mustelus antarc-
ticus: Chordata; Vertebrata; Chondrichthyes) (ManMb,
P14399%*), tope shark (Galeorhinus australis: Chordata;
Vertebrata; Chondrichthyes) (GauMb, P14397%*), T. nigro-
viridis (TniMb, CAAEO01011832), bluefin tuna (Thunnus
thynnus: Chordata; Vertebrata; Actinopterygii) (TthMb,
Q9DDA47%), sperm whale (Physeter catodon: Chordata;
Vertebrata, Mammalia) (PcaMb, P02185*), mouse
(MmuMb, P04247%*), and human (HsaMB, M14603); Hbs
a from the Port Jackson shark (Heterodontus portusjack-
soni: Chordata; Vertebrata; Chondrichthyes) (HpoHbA,
P02021%*), spiny dogfish (Squalus acanthias: Chordata;
Vertebrata; Chondrichthyes) (SacHbA, A24653), rainbow
trout (OmyHbA4, D88114), bluefin tuna (TthHbA2,
AB093570), the mouse (MmuHbA, V00714) and human
(HsaHBA, J00153), Hbs b from H. portusjacksoni
(HpoHbB, P02143%*), S. acanthias (SacHbB, B24653), carp
(Cyprinus carpio: Chordata; Vertebrata; Actinopterygii)
(CcaHbB, D88117), zebrafish (DreHbBal, NM_131020),
human (HsaHBB, M36640), and mouse (MmuHbB,
AKO028067). Asterisks indicate sequences from the protein
database. The final alignment is available from the authors
upon request.

The program packages PHYLIP version 3.6b
(Felsenstein 2004), Tree-Puzzle version 5.2 (Strimmer and
von Haeseler 1996) and MrBayes version 3.0beta4
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) were used for the phy-
logenetic tree reconstructions. Distance matrices were
calculated with Tree-Puzzle using the PAM (Dayhoff,
Schwartz, and Orcutt 1978) and the WAG (Whelan and
Goldman 2001) models of amino acid evolution, each with
assuming gamma distributions of substitution rates with
eight categories. Neighbor-joining trees were inferred
with the program NEIGHBOR from the PHYLIP package.
The reliability of the branching pattern was tested by
bootstrap analysis (Felsenstein 1985) with 100 replications,
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employing PUZZLEBOOT (shell script by M. Holder and
A. Roger). Bayesian phylogenetic analyses (cf. Huelsen-
beck et al. 2001) were performed by MrBayes, using the
PAM and WAG models of amino acid evolution and
assuming a gamma distribution of substitution rates. Prior
probabilities for all trees were equal. Metropolis-coupled
Markov chain Monte Carlo MCMCMC) sampling was per-
formed with one cold and three heated chains that were run
for 300,000 generations. Starting trees were random, trees
were sampled every 10th generation, and posterior prob-
abilities were estimated on the final 5,000 trees (burn-in =
25,000).

Substitution rates were calculated based on a PAM
matrix under the assumptions that the Tetrapoda and
Teleostei diverged about 420 MYA and that the cyprinid
fishes (D. rerio and C. auratus) and percomorph puffer-
fishes (T. nigroviridis) diverged about 120 MYA (Benton
1990; Wittbrodt, Shima, and Schartl 2002). The number of
nonsynonymous (dn) and synonymous (ds) nucleotide
substitutions per site were obtained by the SNAP program
(Ota and Nei 1994), which implements the method of Nei
and Gojobori (1986) for the correction of multiple
substitutions.

Results
Identification of a Novel Globin Gene from Fishes and
Amphibians

Systematic Blast searches were carried out on the
databases of genomic sequences from three fish species
(D. rerio, T. nigroviridis, and Takifugu [Fugu] rubripes)
and the amphibian S. fropicalis. Initially, the TBlastN
algorithm under the assumption of a BLOSUM 45
substitution matrix was employed, using the human Ngb
amino acid sequence (Burmester et al. 2000) as query. For
each species, we obtained sequences that correspond to
a single novel globin gene. Because the function of the
gene product is presently unknown, this novel gene has
been termed “globin X” or GbX. Employing the BlastN
algorithm, the D. rerio, T. nigroviridis, T. rubripes, and S.
tropicalis GbX sequences were compiled from the NCBI
trace archives and other resources (see Materials and
Methods), and the tentative genomic sequences of the
genes were deduced. In addition, an expressed sequence
tag (EST) from the catfish Ictalurus punctatus (accession
number CK416201) was found that is most likely
homologous to GbX. No corresponding sequences were
found by TBlastN searches in any of the complete
genomes of mouse, human, or chicken, in EST sequences
of mammals or birds, or in the trace archives of
mammalian genomic sequences.

The putative coding regions were inferred by
comparison with the published Ngb genes and the [.
punctatus EST sequence. These data show that the coding
region of the T. rubripes GbX gene is not completely
covered by the genome sequences in the databases. The
actual cDNA sequences of D. rerio, T. nigroviridis, and
S. tropicalis GbX were then obtained from total RNA by
RT-PCR experiments, also demonstrating that these novel
globin genes are in fact expressed in the animals. In
addition, we used oligonucleotide primers deduced from

the D. rerio sequence to obtain the cDNA of GbX from the
goldfish C. auratus.

Genomic DNA was extracted from T. nigroviridis
and the GbX gene was amplified by PCR and sequenced.
Two slightly different sequences were obtained from
a single animal. Because the available genomic sequences
of T. nigroviridis and T. rubripes suggest that GbX is
a single-copy gene, the two obtained sequences most likely
represent distinct alleles of this gene. The GbX gene of T.
nigroviridis comprises 4,301 bp or 4,302 bp (counting
from the start ATG to the stop codon). As deduced from
the trace files and partial database entries, the GbX genes
of T. rubripes and D. rerio are more than 4,390 bp and
more than 47,200 bp, respectively (fig. 1). Because both
genes are not complete in their intronic regions, these
values are lower estimates. The coding regions of S.
tropicalis GbX are scattered on different trace files that
indicate a gene of less than 7,600 bp. The coding region of
T. nigroviridis GbX covers 615 bp, and those of the other
GbX genes cover 600 bp. Comparison of the GbX genes
with the cDNA sequences shows that the coding regions of
fish and amphibian GbX are distributed on five exons (fig.
1). Two of the introns are located at positions B12.2 (i.e.,
between the second and third base of the 12th codon in
globin helix B) and G7.0, which are typical for vertebrate
globins (fig. 2). Two other introns are present in positions
E10.2 and H10.0.

The cDNAs translate into proteins of 200 (S.
tropicalis) and 205 (T. nigroviridis) amino acids, with
predicted molecular masses in the range of 23 kDa.
Comparison of the deduced GbX protein sequences with
other globins show that the globin fold, which covers
about 140 to 150 amino acids of the standard o-helices A
through H, is conserved (fig. 3). Because of extensions of
about 25 to 30 amino acids at both the N-terminal and the
C-terminal, the lengths of fish and amphibian GbX exceed
that of the typical globins. Nevertheless, the key residues
important for oxygen binding, such as the proximal and
distal histidines in the position E7 and F8, as well as the
phenylalanine at CD1, are strictly conserved. Computer
predictions using the PSORT II program (Nakai and
Horton 1999) indicate that the GbX proteins do not contain
any signal peptide and are most likely localized in the
cytoplasm.

Sequence Comparison and Phylogenetic Analyses
of Vertebrate Globins

The GbX amino acid sequences of the pufferfish T.
nigroviridis and the Cypriniformes (D. rerio and C.
auratus) share about 69% of the amino acids and are
about 89% similar considering isofunctional replacements
(based on a PAM 250 matrix). Fish and amphibian globins
are 54.5% to 59.4% identical. Ninety-eight residues are
strictly conserved among all four GbX proteins. Within the
140—amino acid globin core, 90 amino acids are un-
changed. The substitution rates within the fish GbX are
1.65X10 amino acid substitutions per site per year
(table 1) and 0.63x10? if fish and amphibian GbX are
compared (data not shown). When only the globin core
regions are considered, the substitution rates are estimated
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B12.2 E10.2 G7.0 H10.0
ﬁ I—I ‘AATAAA
[ ] (] (H—-
T. nigroviridis 1634 bp 1478 bp 69 bp 505 bp
T. rubripes > 1450 bp 1398 bp 169 bp 780 bp
D. rerio > 20600 bp > 18100 bp 2944 bp > 4700 bp
S. tropicalis 659 bp 3756 bp > 2000 bp 371 bp
1000 bp

FiG. 1.—Genome structure of GbX genes. The intron positions and sizes are indicated. Introns are designated according to the positions in the
globin structure (e.g., “B12.2” means codon position 2 within codon 12 of globin helix B). The size bar refers to the T. nigroviridis GbX gene.

to be about the half. Levels of selective constraints were
measured by calculating the ds/dn ratios. These vary
between 5.2 and 10.5 in the coding region of fish GbX and
between 8.4 and 34.9 in the DNA sequences coding for the
globin domain.

The GbX amino acid sequences were then included in
an alignment of selected vertebrate and invertebrate globins
(see Materials and Methods). Pairwise comparisons showed
that GbX displays the highest degree of sequence similarity
with the vertebrate Ngbs, with identity values ranging from
26.0% to 34.6%. Other globins have generally lower
similarity scores. For example, the GbX proteins share
18% to 26% amino acids with vertebrate Mbs, 15% to 25%
with vertebrate Hbs, and 22% to 26% with the cytoglobins.
Various phylogenetic trees were constructed employing the
neighbor-joining method and Bayesian inference. Because
of the high divergence of the plant, fungal, and bacterial
globins, these proteins cannot be used as out-group for
rooting of the metazoan globin tree. In a radial phylogram,
the GbX proteins consistently group with the vertebrate
Ngbs, annelid intracellular globins (Glycera Hbs and the
Aphrodite nerve Mb) and the Ciona intestinalis Hbs (fig. 4).

Chironomus thummi

| E9.1|

Ascaris suum

C. elegans

The monophyly of this branch (fig. 4, node “A”) received
modest bootstrap support (43% and 48%) and reasonable
Bayesian probability scores (0.83 and 0.78) and was
recovered in all additional analyses employing other
substitution matrices or additional metazoan globin se-
quences (data not shown). Together, they are strictly sepa-
rated from the other metazoan globins, represented here
by the protostomian globins from annelids and arthropods
(node “C”) and by the other vertebrate globins, which in-
clude the Hb chains o and 3, the Mbs and the Cygbs of
the gnathostomian vertebrates, and the agnathan (hagfish
and lamprey) Hbs (node “B”). Whereas the branch that
comprises the protostomian globins is poorly supported, the
monophyly of the vertebrate globins (excluding Ngb and
GbX) was recovered with high probability scores in all
analyses.

Expression of Globin X mRNA

Total RNA was extracted from nine selected goldfish
tissues. Using RT-PCR with two pairs of specific GbX
primers, weak GbX cDNA signals were detected in the

E12.2 | Glyptotendipes barbipes

Chironomus melanotus
Chlamydomonas

F3.1

Paramecium, Artemia salina

Artemia salina

F10.0 | Chlamydomonas

Artemia salina

GbX
B122] 9
\AJ
A B |[C| [D E F G H

Ciona intestinalis
Vertebrate GbX

Vertebrate Ngb

FiG. 2.—Distribution of introns in various metazoan globin genes, shown relative to the globin a-helices A to H. The bold boxes indicate the

introns in the GbX genes.
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FiG. 3.—Comparison of GbX amino acid sequences from pufferfish (TniGbX), zebrafish (DreGbX), goldfish (CauGbX), and frog (XtrGbX) with
Ngb from zebrafish (DreNgb), mouse (MmuNgb), and human (HsaNGB). The secondary structure of human neuroglobin is superimposed in the upper
row, with o-helices designated A through H, the globin consensus numbering is given below the sequences. Strictly conserved amino acids are shaded
in dark gray; residues conserved among GbX are shaded in light gray. The four intron positions in the GbX genes (i.e., B12.2, E10.2, G7.0 and H10.0)

are indicated by arrows at the upper row.

gills, muscle, heart, gut, kidney, spleen, and liver (fig. 5).
No detectable amplification products were observed in the
eye and the brain RNA. Although these data do not allow
a valid quantitative assessment of expression levels, the
abundance of the GbX message appears to be generally
low. This observation is corroborated by the available EST
data from zebrafish. A single sequence (AL921870) was
obtained from the EST database of 450,652 entries (as of
February 2004) by Blast searches, whereas 11 entries are
derived from Ngb, 31 from Cygb, 87 from Mb, and several
hundred from the various Hb genes.

Discussion

For many years, globins have served as an important
model for investigating protein and gene evolution, as well
as species phylogeny (Graur and Li 2000). So far, four
types of globins have been identified in vertebrates, with
Ngb and Cygb being the most recent additions to the well-
known Hbs and Mbs (Burmester et al. 2000, 2002;
Burmester and Hankeln 2004). Ngb represents an ancient
globin type related to invertebrate nerve globins and is
thought to be involved in neuronal oxygen homeostasis
(Burmester et al. 2000; Sun et al. 2001; Schmidt et al.

Table 1
Mean Substitution Rates in Selected Fish Globins

Substitution rates (X 10~°)

Amino acids dn ds ds/dn
Globin X 1.65 0.88 8.21 9.6
Globin X core 0.72 0.38 11.00 28.6
Neuroglobin 0.95 0.46 9.69 21.3
Cytoglobin 3.09 1.67 5.61 34
Hemoglobin o 4.02 2.13 6.00 2.8
Hemoglobin B 2.12 1.29 4.95 39
Myoglobin 1.55 0.75 5.25 7.0

NoTeE.—Amino acid evolution rates were estimated according to the PAM model
(Dayhoff, Schwartz, and Orcutt 1978), assuming that the lineages leading to the
Ostariophysi (D. rerio; C. auratus) and Acanthopterygii (T. nigroviridis; T. rubripes)
separated 120 MYA. Cytoglobin paralogs in fish (C. Fuchs, T. Burmester, and T.
Hankeln, unpublished data) were treated separately. Corrected nonsynonymous (dn)
and synonymous (ds) nucleotide substitutions per site were calculated by the method
of Ota and Nei (1994). All rates are given as changes per site per year.

2003; Fuchs et al. 2004). Cygb shares a more recent
common ancestry with Mb and might play a role in
collagen synthesis (Nakatani et al. 2004; Schmidt et al.
2004). As we have shown here, a fifth globin type is
present in fish and amphibians. This protein, named GbX,
is not particularly related to the oo and 3 Hb chains, the
Mbs, or the Cygbs from fishes, amphibians, or any other
vertebrate, as reflected by the low sequence similarities
and the phylogenetic analyses (fig. 4). GbX is widely
expressed in many but not all tissues, although its cellular
distribution remains to be investigated. It should be
emphasized that, despite its distant similarity to Ngb,
GbX is not a primary neuronal protein, and, at least in
goldfish, it is not expressed in neural tissues at all (fig. 5).
At present, the function(s) of GbX remain uncertain.
Nevertheless, GbX provides valuable clues for the
evolution of globin proteins and genes.

Possible Loss of GbX in Amniota

In the present study, GbX sequences have been
identified in fish and amphibians, suggesting that the
emergence of this gene dates back to the time before the
Tetrapoda diverged from the teleost fishes some 420 MYA
(Benton 1990). Extensive database searches did not
provide any evidence for the presence of GbX homologs
in the available sequences of mammals and birds. Thus,
the GbX gene has most likely been lost during the
evolution of the Amniota.

Conserved and Divergent Features of GbX Protein
and Genome Structures

Similar to Cygb (Burmester et al. 2002) and some
invertebrate globins (Neuwald et al. 1997), the GbX proteins
contain extensions at their N-terminals and C-terminals. No
discernible similarity of these extensions to any known
sequence in the databases has been found. The N-terminal
parts are largely characterized by simple sequences, and in
some T. nigroviridis GbX sequences, an indel of one amino
acid was observed in the alanine-rich region (fig. 3). Short
sequence duplications, possibly generated by replication
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slippage, have also been noted in the N-terminal extension
of mammalian Cygb genes (Burmester et al. 2002).
Patterns and rates of amino acid and nucleotide
substitutions provide evidence of the levels of selective
constraints that have shaped the GbX sequences. The
overall amino acid substitution rates of GbX are in the
range of 10~° amino acid substitutions per site per year,
similar to those of other vertebrate globins (Graur and Li
2000; Wystub et al. 2004). The globin core of GbX is
highly conserved, with rates similarly low as those in Ngb
and Cygb (cf. Wystub et al. 2004). Thus, the low similarity
of GbX to other globins probably reflects an ancient
divergence of GbX (see below) rather than enhanced
evolutionary rates. Selective constraints may also be
measured by the ds/dn ratios (Nei and Gojobori 1986),
which have been found to be highly variable among
vertebrate globin genes (Wystub et al. 2004). Strong
selective pressure on a coding region will favor synony-
mous nucleotide substitutions (ds) over nonsynonymous
substitutions that lead to an amino acid replacement (dn)
(table 1). While overall GbX ds/dn ratios are in the range
of those of vertebrate hemoglobins and myoglobins
(Wystub et al. 2004), the ratios in the globin core are par-

ticularly high. In summary, these observations indicate that
strong purifying selection has been imposed on the globin
core and, thus, has shaped GbX structure and most likely
also its function.

As already noted for the other vertebrate globins
(Wystub et al. 2004), a comparison of pufferfish (T nigro-
viridis) and cyprinid (D. rerio; C. auratus) GbX sequences
resulted in higher evolution rates than expected (e.g., from
a comparison of fish and amphibian globins). Whereas
on the one hand, replacement rates may be enhanced in the
fish lineage, it is on the other hand conceivable that the
divergence time of the Cypriniformes and pufferfishes
assumed in this study (approximately 120 MYA [cf. Benton
1990; Wittbrodt, Shima and Schartl 2002]) is in fact an
underestimate (Thomas and Touchman 2002). An earlier
divergence of these taxa within the teleost fishes would of
course explain the apparent higher substitution rates.

The GbX gene of the pufferfish T. rubripes is not
complete, with parts of the first intron and the second exon
missing in the databases. Nevertheless, the available
genomic sequences of T. rubripes (Aparicio et al. 2002)
allow the identification of the neighboring genes. The T.
rubripes GbX gene is located on scaffold M000153,
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indicated goldfish tissues. The expression of GbX mRNA was determined
by RT-PCR (upper row). B-actin mRNA was used as standard control of
RNA concentration and integrity (lower row). Note that the multiple
bands for B-actin mRNA derive from tissue-specific isoforms.

between the putative genes coding for hepatocyte growth
factor activator inhibitor 1 and phospholipase D3. The
human orthologs of these genes are located on chomo-
somes 15q5 and 19q13.2, respectively, and neither these
nor putative paralogous genes are associated with any
globin locus in the human genome. Thus, the chromo-
somal position of GbX is unlikely to be informative with
respect to its chromosomal origin in an ancestral taxon.

Possible Evidence for Intron Sliding in Globins

Intron positions are considered as valuable clues for
gene evolution, but the antiquity of introns within globin
genes and their positional stability have been a matter of
debate (e.g., Hankeln et al. 1997; Logsdon, Stoltzfus, and
Doolittle 1998). The GbX genes contain the “classical”
globin introns at positions B12.2 and G7.0 (figs. 1-3).
These two introns have been found in most vertebrate and
invertebrate globins, including all known vertebrate
hemoglobin, myoglobin, neuroglobin, and cytoglobin
genes (Hardison 1996; Hankeln et al. 1997; Burmester
et al. 2000, 2002) and are considered as phylogenetically
ancient (Dixon and Pohajdak 1992; Hardison 1996). GbX
contains two additional introns. Whereas the intron in the
H-helix (H10.0) is unique and, thus, has most likely been
acquired after the divergence of GbX from the other
globins, the central intron in E10.2 of the GbX gene
requires attention. Introns in the E-helix have been found
in various globin genes, although they are differentially
positioned within this region (fig. 2). All four C.
intestinalis Hb genes, which are distantly related to GbX
(fig. 4), also contain introns in position E10.2 (Ebner,
Burmester, and Hankeln 2003). It is noteworthy that the
vertebrate Ngb genes, which are the closest relatives of
GbX, have an intron in E11.0, which is, thus, shifted by 1
bp compared with the E10.2 position. Although it is
possible that these introns arose from two independent
insertion events, we must also consider the possibility of
intron sliding (Rogers 1986; Stoltzfus et al. 1997). At
present, a shift of intron-exon boundaries by 1 bp is not
easy to explain, and no known mechanism—except for
two coinciding independent mutation events (Stoltzfus
et al. 1997)—exists that can readily bring about such an
intron sliding event. However, given the close phyloge-
netic relationship of Ngb, GbX and the Ciona Hbs (fig. 4),
it is possible that the central intron in these genes actually

inserted early in evolution (likely in position E10.2), and
that Ngb is in fact one of the few anecdotal examples of
intron sliding (Rogozin, Lyons-Weiler, and Koonin 2000).

Two Families of Animal Globins?

The globin superfamily is widespread within the
animal kingdom, and tracing of globin phylogeny would
help to understand their functional evolution. At present,
no out-group is available that would allow a reliable
rooting of the phylogenetic tree of the metazoan globins.
Moreover, regardless of the reconstruction method used,
the resolution of the trees remains poor, as reflected by the
low bootstrap support values and Bayesian posterior
probabilities (fig. 4). This drawback is largely caused by
the poor conservation of the globins over long evolution-
ary distances and the rather short sequences. Nevertheless,
three major branches of animal globins were recovered
(fig. 4). The first branch, at node “C,” comprises
protostomian globins and the second branch (node “B”)
comprises the vertebrate Hbs, Mbs, and Cygbs proteins but
not the Ngb and GbX proteins. It is reasonable to assume
that these two branches separated at the time of
protostomian-deuterostomian divergence. By contrast,
Ngb and GbX are members of a third and more ancient
globin branch that comprises proteins from both Proto-
stomia and Deuterostomia (fig. 4, node “A’). Thus, the
phylogenetic tree provides evidence that the last common
bilaterian ancestor possessed at least two distinct globin
genes: the ancestor at node “A” eventually gave rise to the
vertebrate Ngb and GbX proteins, the C. intestinalis Hbs,
and the annelid intracellular globins, whereas the other
ancestral gene was the predecessor of the metazoan
globins of the clades “B” and “C.” However, at present
there are no functional or structural features that clearly
delineate these globin families. For example, pentacoordi-
nated (e.g., vertebrate and Glycera Hbs) and hexacoordi-
nated (e.g., neuroglobin and cytoglobin) globins occur in
both families (Pesce et al. 2002; Burmester and Hankeln
2004), as well as Mb-type oxygen-storage proteins and
Hb-type oxygen-transport proteins. This demonstrates the
structural and functional flexibility of globins that is only
beginning to be fully appreciated as genomic data of
a broad variety of taxa becomes available.
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Abstract

Neuroglobin and cytoglobin are two recent additions to the family of heme-containing respiratory proteins of man and other
vertebrates. Here, we review the present state of knowledge of the structures, ligand binding kinetics, evolution and expression pat-
terns of these two proteins. These data provide a first glimpse into the possible physiological roles of these globins in the animal’s
metabolism. Both, neuroglobin and cytoglobin are structurally similar to myoglobin, although they contain distinct cavities that
may be instrumental in ligand binding. Kinetic and structural studies show that neuroglobin and cytoglobin belong to the class
of hexa-coordinated globins with a biphasic ligand-binding kinetics. Nevertheless, their oxygen affinities resemble that of myoglobin.
While neuroglobin is evolutionarily related to the invertebrate nerve-globins, cytoglobin shares a more recent common ancestry with
myoglobin. Neuroglobin expression is confined mainly to brain and a few other tissues, with the highest expression observed in the
retina. Present evidence points to an important role of neuroglobin in neuronal oxygen homeostasis and hypoxia protection, though
other functions are still conceivable. Cytoglobin is predominantly expressed in fibroblasts and related cell types, but also in distinct
nerve cell populations. Much less is known about its function, although in fibroblasts it might be involved in collagen synthesis.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Globins: vertebrate novices add complexity to the
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Fig. 1. Characteristics of vertebrate globins. The graphic summarizes selected expressional, biochemical and phylogenetic features of vertebrate
globin types. More information can be retrieved under the ‘locus link’ numbers at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/.

eight a-helical segments (named A-H) that display a
characteristical 3-over-3 o-helical sandwich structure.
This conserved ‘globin fold’ identifies them as members
of the globin protein superfamily [1-3], which also com-
prises truncated versions whose globin fold consists of
only four o-helices [4]. Globins contain a heme pros-
thetic group (Fe-protoporphyrin IX), by which they
can reversibly bind gaseous ligands like O,, CO and
NO. Most known globins fulfil respiratory functions,
supplying the cell with adequate amounts of O, for aer-
obic energy production via the respiratory chain [5-7].
They are phylogenetically ancient molecules whose intri-
cate adaptive evolution is demonstrated by their wide-
spread occurrence in bacteria, fungi, plants,
invertebrate and vertebrate animals [8]. In man and
other vertebrates, the heterotetrameric hemoglobin
(Hb) is located in red blood cells and transports O, from
the respiratory organs to the tissues via the circulatory
system, and CO, (at the N-terminal amino groups of
the protein chains) in the reverse direction [5]. The
monomeric vertebrate myoglobin (Mb) is present in car-
diac and striated muscle, where it acts as a local O, store
and probably facilitates intracellular diffusion of O, to
the mitochondria [7,9]. In addition, Mb has an impor-
tant function as a dioxygenase, converting potentially
harmful NO radicals into innocuous nitrate [10]. With
exciting data like these, globins continue to be amongst
the best-studied cases in terms of structure, function and
evolution in the world of protein families.

A few years ago, intrigued by the discovery of unex-
pected globins in the insect model organism Drosophila
[11,12], we set out to systematically search human and
mouse genome project sequence databases for the pres-
ence of novel, additional globins in vertebrates. First
found was neuroglobin (Ngb), a globin predominantly
expressed in nervous tissue [13]. Shortly after that, a
fourth vertebrate globin type was described indepen-
dently by three groups [14-16] and is now officially
named cytoglobin (Cygb), based on its widespread
expression in mammalian tissues. These findings add
considerable complexity to our view on O, metabolism
in the vertebrate cell and may have substantial biomed-
ical implications. The review is intended to summarize
the structural, gene expressional and functional data
on Ngb and Cygb available until November 2004
(Fig. 1), thereby providing perspectives for future
research on these molecules.

2. Neuroglobin: the distantly related cousin on our
nerves

2.1. Protein structure and ligand binding

Ngb is a substantially divergent member of the glo-
bin family, displaying only 20-25% amino acid se-
quence identity to Mbs and Hbs [13, Fig. 2]. Ngb
represents a typical Mb-type monomeric globin, which
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Fig. 2. Amino acid sequence alignment of Ngb and Cygb sequences from various vertebrate species, compared with human hemoglobin alpha and
beta chains and human myoglobin. Amino acid positions are shaded to indicate conserved residues. Cysteine residues in Ngb and Cygb, possibly
engaging in disulfide bond formation (see text), are linked by brackets. The intron positions found in Ngb and Cygb genes are indicated by arrows

(B12.2, e.g., means that the intron is found between positions 2 and 3 in the 12

th codon of helix B). The species abbreviations are: Hsa, Homo sapiens;

Ptr, Pan troglodytes; Mmu, Mus musculus; Rno, Rattus norvegicus; Cfa, Canis familiaris; Bta, Bos taurus; Ssc, Sus scrofa; Tni, Tetraodon nigroviridis;

Tru, Takifugu rubripes; Dre, Danio rerio and Omy, Onchorhynchus mykiss.

can bind O, reversibly [13,17,18]. In spite of its se-
quence differences, Ngb features the conserved globin
fold consisting of the eight a-helices A-H, albeit with
some peculiarities which reflect a pronounced adaptive
potential of this basic globin structure (Fig. 3). The
crystal structure of human NGB [19] has recently been
solved, revealing the presence of unusual protein cavi-
ties which are not found as such in Hb and Mb and
which may influence ligand storage and diffusion paths
inside the molecule. The most peculiar structural char-
acteristic of Ngb is the so-called ‘hexa-coordinated’
binding scheme of the heme Fe atom in the ferrous
(Fe**) deoxy and in the ferric (Fe’") states (Fig. 3).
The crystallographic data have ultimately confirmed
several types of spectroscopic analyses [13,17,20-24],
showing that in the absence of external ligands, the his-
tidine at position 7 of the E helix (HisE7) binds the

heme iron at its sixth, distal position. Thereby, any
external gaseous ligand such as O, or CO has to com-
pete with the internal His(E7) ligand for Fe binding.
This produces a biphasic ligand-binding kinetics for
Ngb: the displacement of the His(E7) is the rate-limit-
ing, slow step, while the inherent affinity of the Fe
atom after His(E7) displacement is high and makes
the gaseous ligand-binding step fast [17,25]. Heme
hexa-coordination has previously been reported in
plant, bacteria and invertebrate globins [26], and
although this widespread occurrence may suggest a
conserved function, its physiological significance is
not yet understood. Recent kinetic studies show that
even slight variations in pH may cause pronounced
changes in the association rates of exogenous ligands
in Ngb [27]. On the other hand, hexa-coordination in
Ngb and other globins may render the process of exter-
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nal ligand binding relatively independent of tempera-
ture variations [unpublished data], which might be
physiologically relevant under conditions of fluctuating
body temperatures, e.g., in poikilothermic animals. An-
other effect of hexa-coordination may be a protection
of the Fe*" iron atom against various oxidizing mole-
cules, which seems to suppress the formation of cyto-
toxic ferryl (Fe*")-heme [28].

Despite the complex ligand-binding scheme, the over-
all O,-affinity of mammalian and of fish Ngb is in the
range of 1 Torr [13,17,25,29], which is similar to the
O, affinity of Mb. Recently, it was found that human
NGB is able to form an internal disulfide bridge at cys-
teines CD7 and DS in vitro (see Fig. 2) [18], which may
break up under reducing conditions in the cell, e.g.,
when NADH" reduction equivalents accumulate under
hypoxia. Reduction of the disulfide bond in turn lowers
the O, affinity of Ngb by a factor of 10, which would
lead to a release of O, and thus, possibly, an attenuation
of hypoxic stress. It is not yet clear if this mechanism is
acting in vivo: while fish Ngbs possess two cysteines at
roughly equivalent positions, rodent Ngbs lack the
CD7 cysteine (cf. Fig. 2).

With regard to globin function (see below), it is essen-
tial to investigate the possibility of Ngb binding to li-
gands other than O,, namely the noxious reactive
oxygen and nitrogen species, which accumulate in the

(a)

‘--.e.’ Nr .

@@f

myoglobin

(b)

hexa

cell, e.g., after ischemic insult and subsequent reperfu-
sion of the tissue [30]. EPR (electron paramagnetic res-
onance) and kinetic studies revealed that the binding
affinity of the reactive nitric oxide (NO) to Ngb-Fe**
is relatively low compared to penta-coordinate Hbs
and Mbs, which is due to protection of the Fe*™ by
the internal His(E7) ligand [31]. Under an excess of
NO, however, Ngb-Fe’"'-NO may readily form and
scavenge peroxynitrite, a harmful oxidizing molecule
generated under ischemic conditions [28].

2.2. Phylogeny

Ngb sequences are now known for a broad variety
of mammalian and fish species (Fig. 2 and unpublished
data) [13,29,32,33]. Our recent finding of putative Ngb
orthologs in frogs and chicken strongly indicates its
conserved presence in all vertebrate taxa (unpublished
data). Phylogenetic reconstructions show that Ngb
resembles nerve globins that have been found in some
invertebrate species [13]. Recent results have shown the
existence of a fifth globin type in lower vertebrates
(unpublished data). Together with Ngb, invertebrate
nerve and other intracellular globins, and the Ciona
intestinalis globins [34], this novel globin of presently
unknown function defines a distinct branch of the glo-
bin phylogenetic tree. Thus, Ngb is representative of an

cytoglobin

penta oxy

Fig. 3. (a) 3-D protein structure of human MB (PDB accession number: 2MM1), NGB (10J6) and Cygb (1IUMO). In MB, the eight alpha-helices are
designated A through H. Note that the globin fold is conserved in all three proteins. (b) Schematic scheme of globin hexa-coordination. The
equilibrium of the hexa- and penta-coordinated form is the rate limiting step in ligand binding for Ngb and Cygb. Colors: red, heme group; green,

interacting histidines; blue, oxygen ligand.
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old globin lineage, which already existed before the
separation of Protostomia and Deuterostomia more
than 600 million years ago (Fig. 1). Ngb sequence con-
servation during mammalian evolution has been espe-
cially high, pointing to a strongly selected, important
function. Evolutionary rate calculations show that
mammalian Ngb evolves approximately 3-fold slower
than Mb and Hb [35].

2.3. Gene expression patterns

Since the initial discovery of Ngb mRNA in the mam-
malian brain [13], several studies have confirmed the
widespread expression of both, Ngb mRNA and pro-
tein, in nerve cells of the central and peripheral nervous
system in mammals [32,36-39]. Ngb is exclusively ex-
pressed in the cytoplasm of neurons, but not in glia,
which may be explained by the presence of candidate
neuron-restrictive silencer elements in the Ngb gene re-
gion [38,40]. In some studies [36,39], virtually all neu-
rons appear to be Ngb-positive, albeit at regionally
substantially different expression intensities. These vary-
ing expression levels reconcile these data with other
studies that have reported a more focal expression pat-
tern of Ngb [37,38]. Recent mRNA in situ hybridization
studies in the zebrafish (Danio rerio) revealed a global
pattern of Ngb expression in the fish brain [29].

In addition to the central nervous system (CNS)
and the peripheral nervous system (PNS), mammalian
Ngb is expressed in endocrine tissues such as the ade-
nohypophysis, adrenal gland, testes [36] and the pan-
creatic islets of Langerhans [38]. Like neurons, these
cell-types are known to be metabolically highly active,
which appears to be a general feature of Ngb expres-
sion sites.

While the average Ngb protein content in total
mouse brain has been estimated to be rather low
(ca. 1 uM; [13]), we found that the retina of the mam-
malian eye is a major site of Ngb expression [41]. Lo-
cal retinal Ngb concentrations in mouse amount to an
estimated 100 uM, which is almost equivalent to Mb
content in muscle cells. Ngb is found in the plexiform
cell layers and in the inner segments of the photore-
ceptors, which again coincides with regions of high
metabolism and O, demand. Retinal Ngb expression
has recently been confirmed in the zebrafish [29]. In
Danio, we noticed an additional Ngb expression site,
namely the chloride cells of the gills, which are known
to sustain high metabolic rates during regulation of
osmolarity.

2.4. Gene regulation and medical implications
Given that Ngb may be instrumental in sustaining

cellular O, levels, it is mandatory to study its regula-
tion under conditions of hypoxic and ischemic stress.

In cultured rat cortical neurons, Ngb mRNA and pro-
tein were shown to be upregulated maximally 2.5-fold
after 16 h of anoxia [42]. Admittedly, cell culture hy-
poxia experiments should be interpreted critically,
since the ‘hypoxic’ conditions achieved in the cell incu-
bator may in reality merely reflect physiological O,
tensions normally present in tissues like the brain
[43]. Other authors [37] did not find any upregulation
of Ngb mRNA in brains in vivo after prolonged (up
to 14 days) exposure of mice to moderate hypoxia
(10% O,). Our preliminary hypoxia experiments appear
to confirm a lack of pronounced upregulation [unpub-
lished data]. Clearly, the results on Ngb regulation by
hypoxic stress need to be further substantiated. At this
moment, the data can at best be taken to indicate a
mild short-term response of Ngb to hypoxic stress.
Interestingly, bioinformatical sequence evaluations
[35] reveal that the Ngb genes in mammals lack con-
served hypoxia-responsive sequence elements, which
also argues against a strong transcriptional hypoxia re-
sponse of Ngb mediated by the hypoxia-inducible
‘master’ transcription factor HIF-1 (hypoxia-inducible
factor-1). However, the moderate hypoxia response
of Ngb in cell culture was reported to be dependent
on the mitogen-activated protein kinase (MAPK) sig-
nal transduction pathway [44], which is known to
interact with the HIF-pathway via the recruitment of
p300/CREB transcriptional co-activator. In addition
to hypoxia, Ngb seems to be moderately upregulated
in cell cultures by the addition of hemin, the ferric
chloride salt of heme, which is already known to trans-
criptionally activate Mb and Hb [44]. This response of
Ngb seems to proceed via the soluble guanylate cy-
clase-protein kinase G (sGC-PKG) signal transduction
pathway.

In the mouse immortalized hippocampal cell line
HN33, antisense-mediated downregulation of Ngb leads
to decreased levels of cell survival under hypoxia, while
overexpression of Ngb in the same cells improves cell
survival. This finding suggests that Ngb may exert some
protective effect under hypoxic stress in the nervous sys-
tem [42]. It is not clear, however, if neuroprotection is
due to an O, supply function of Ngb or some other func-
tion, like the binding of noxious reactive oxygen species
(see below). Recently, it was reported that Ngb is also
able to promote neurogenic survival in vivo [45]: in
rat, intracerebral administration of an Ngb antisense oli-
godeoxynucleotide increases infarct size by 2-fold and
worsens neurological outcome after an induced focal
ischemia. In turn, an adeno-associated-virus (AAV)-
mediated Ngb overexpression ameliorates ischemic
pathology [45]. These studies indicate that Ngb is a can-
didate target for diagnosis and, possibly, therapy of
stroke and of neurodegenerative disorders, which are
known to be associated with hypoxia or increased levels
of reactive oxygen species.
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3. Cytoglobin: myoglobin’s elusive brother
3.1. Protein structure and ligand binding

Cygb shares about 30% amino acid sequence identity
with Mb, pointing at a shared evolutionary ancestry
[14-16]. Compared to Mb, mammalian Cygb is unusu-
ally long, containing 190 amino acids owing to exten-
sions of about 20 amino acids at both, the N- and the
C-terminus (Fig. 2). Part of the N-terminal extension
may be explained by sequence motif duplication, while
the C-terminal extension partly derives from a small
additional exon, which has been recruited during mam-
malian evolution and is lacking in fish Cygb sequences
(Fig. 2). Irrespective of these functionally elusive termi-
nal extensions, which are also observed in some inverte-
brate globins, Cygb features the sequence hallmarks of a
standard globin, e.g., the key residues Phe(CD1),
His(E7) and His(F8). The crystal structure [46] ulti-
mately proves that the Cygb core folds as a classic glo-
bin. Unfortunately, however, no interpretable electron
density data were obtained for the extended Cygb ter-
mini. In agreement with spectroscopic data [16,47], the
crystal structure proves that Cygb is also a hexa-coordi-
nated globin (Fig. 3). Moreover, Cygb displays an
unprecedented large apolar protein matrix cavity next
to the heme, which is connected to the exterior and
may provide a special ‘ligand tunnelling’ pathway
[46,48].

Ligand-binding kinetics of Cygb are — as in the case
of Ngb — determined by the comparatively slow phase
of displacing the internal His(E7) ligand, before an
external gaseous ligand can then rapidly bind to the iron
atom [25,26]. The resultant O, affinity of Cygb is also in
the range of 1 Torr [16,18]. As shown for Ngb, Cygb is
able to form an internal disulfide bridge (albeit at differ-
ent positions, between Cys(B2) and Cys(E9); cf. Fig. 2).
Reduction of this bond lowers O, affinity of Cygb only
moderately, by about 2-fold [18]. While there is no evi-
dence for intermolecular disulfide bonds, biochemical
and crystallographic data suggest that full-length Cygb
might act as a homodimeric protein, while the truncated
form is monomeric [18,46].

3.2. Phylogeny

Reconstructions of globin phylogeny confirmed that
Cygb is distantly related to vertebrate Mbs (Fig. 1), with
which it may have shared a common ancestor before the
split of jawless and jawed vertebrates about 450 million
years ago [15]. Independent evidence for this proposed
‘relationship by gene duplication’ comes from human
genome data, showing that Cygb on chromosome
17925 and Mb on chromosome 22ql12 are both parts
of paralogous gene groups which have been formed by
an ancient large-scale duplication event [49]. Cygb se-

quences are known from various vertebrates including
man, mouse, rat and zebrafish [14-16,50]. We have re-
cently identified Cygb homologues in chicken, in several
fish species like Medaka and pufferfishes and in amphib-
ians [unpublished data], which substantiates our evolu-
tionary scenario. In some taxa, we have obtained
evidence for independently duplicated Cygb genes, mak-
ing the evolution of this globin type rather complex.
Cygb is very slowly evolving in mammals, and is even
slightly more conservative than Ngb [35], which indi-
rectly points towards a strongly selected function.

3.3. Gene expression patterns

Cytoglobin mRNA was originally detected by North-
ern blot hybridization in essentially all tissues of the
mammalian body, indicating a very widespread expres-
sion pattern [15,16]. At the same time, the rat ortholog
of Cygb was independently isolated by a proteomics
approach from the fibroblast-related stellate cells of
the liver (and it was therefore dubbed ‘stellate cell acti-
vation-associated protein’ STAP) [14,50]. Subsequently,
it was reported that Cygb protein is localized exclusively
within the cell nuclei in a wide variety of tissues [38].
Two recent studies have re-investigated the expression
pattern of Cygb [51,52]. Using independently derived
antibodies, both report that Cygb is cytoplasmatically
expressed in fibroblasts and fibroblast-related cell types
in a broad variety of splanchnic organs like liver, heart,
muscle, gut, kidney, lung and pancreas. The earlier pub-
lications on the presence of Cygb (synonym STAP) in
the fibroblast-like hepatic stellate cells were therefore
confirmed. In addition, Cygb expression was also de-
tected in bone osteoblasts and in tracheal chondroblasts,
but not in mature osteocytes and chondrocytes [51]. In
summary, the data by the majority support the specific
expression of Cygb in the cytoplasm of cells that are ac-
tively engaged in the production of extracellular matrix
components in visceral organs. Adding complexity to
the Cygb expression pattern, our results suggest that
Cygb is also expressed in specific, but ill-defined neuro-
nal cell populations in the brain, as well as in peripheral
nerve cells [51]. Here, Cygb immunostaining yielded sig-
nals in both, the cytoplasm and the nucleus, possibly
pointing at a specific role of Cygb in nervous tissues.

3.4. Gene regulation and medical implications

Cygb was originally described as a protein that is
upregulated in activated, fibroblast-like hepatic stellate
cells during liver fibrosis, and recent data demonstrate
Cygb expression in stellate cells of fibrotic pancreas tis-
sue during pancreatitis and in fibroblast-like cells from
necrotic regions in the kidney after diet-induced chronic
nephropathy in rats [14,52]. In primary cultures of rat
hepatic stellate cells, Cygb expression is slightly aug-
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mented by addition of recombinant transforming
growth factor B (TGFf) and platelet-derived growth
factor-B (PDGF-B), serum factors, which accelerate
stellate cell activation [52]. Addition of protein kinase
inhibitors suggests that Cygb may be regulated via a
protein kinase C (PKC)-dependent signal transduction
pathway.

When NIH 3T3 fibroblast cells were transfected with
a Cygb expression construct and, subsequently, collagen
al (I) synthesis was induced by TGFf, a substantial
enhancement of collagen production was observed in
the Cygb-transfected cells as compared to non-Cygb-
expressing wild-type 3T3 cells [52]. This result suggests
a stimulatory, yet undefined role of Cygb in collagen
expression, a finding that is corroborated by the shut-
down of Cygb expression during osteoblast and chon-
droblast maturation [51]. By exposing mice to hypoxic
conditions, we have shown that Cygb is upregulated 2-
to 3-fold in heart and liver [51], which is in good agree-
ment with the presence of conserved hypoxia-responsive
sequence elements in the Cygb gene region [35]. Acute
tissue hypoxia is a stimulatory signal in processes like
osteogenesis, chondrogenesis and wound healing
[53,54], in which collagens are massively produced,
thereby possibly creating a link between the above
observations on Cygb regulation. In summary, Cygb
may have substantial biomedical impact due to its
involvement in organ fibrosis and in the production of
extracellular matrix collagens during normal tissue
development and fibrotic pathogenesis.

4. Two globins in search of their role in the family
(and in the cell)

Theoretically, and partly in analogy to other globins,
we can consider several possible cellular functions for
Ngb and Cygb (Fig. 4) and discuss them in light of
the currently available data:

(a) As with Mb and many other Mb-type molecules,
both novel globins could either store O, or assist
in the diffusion of O, within the cell towards the
mitochondria [7].

(b) Both globins could function as oxygen sensor pro-
teins, which have been well-studied in bacteria
[55]. Alternatively, they could be involved in other
intracellular signalling pathways.

(c) Ngb and Cygb might act as terminal oxidases,
regenerating NAD™ to support glycolysis and sus-
tain ATP production under hypoxic conditions, as
proposed for maize hemoglobin [56].

(d) Both globins could be instrumental as scavengers of
reactive oxygen or nitrogen species, which are pro-
duced, e.g., after reperfusion/re-oxygenation fol-
lowing ischemia.

(e) As proven for Mb in mammalian muscle cells [10],
they could possess dioxygenase activity, converting
harmful excess NO into innocuous nitrate.

(f) Several cytoplasmatic enzymes use molecular O,
for chemical reactions, and globins like Ngb or
Cygb could supply these other enzymes with ade-
quate amounts of O,.

In the case of Ngb, much indirect evidence favours
scenario (a). As initially pointed out [13], it certainly
makes sense for highly O,-demanding and metabolically
active cells like neurons to possess a specialized respira-
tory protein, which helps to sustain aecrobic metabolism,
possibly by acting as a ‘salvage’ O, store on the encoun-
ter of acute hypoxia. The correlation between Ngb
expression rates and metabolic activity is intriguing,
most notably in the case of the vertebrate retina, where
Ngb localization perfectly matches the zones of stron-
gest O, consumption and is even found strictly associ-
ated with mitochondria-rich segments of the
photoreceptors [41]. Adding to this argument, the nerve
globin present in the bivalve mollusc Tellina has been
proven to sustain neuronal activity under hypoxic stress
[57]. While the overall amount of Ngb protein in the
mammalian brain may be low, there are pronounced dif-
ferences in expression levels. For certain highly active
brain regions, and of course the most strongly Ngb-
expressing retina, Ngb levels appear to be sufficient for
an Mb-like O, supply function. Moreover, some struc-
tural and physiological features of Ngb are essentially
Mb-style. It must be clearly pointed out, however, that
Ngb rapidly autoxidizes to metNgb(Fe*") [17]. To func-
tion as an O, supply, we therefore have to postulate a
yet unidentified Ngb-reducing enzymatic activity, in
analogy to Mb reductase in muscle. The neuroprotective
effects of Ngb (over)expression [42,45] are certainly in
line with an O, supply function. Also, a short-term stor-
age role will not necessarily require a pronounced upreg-
ulation of globins under hypoxia, as shown for Mb in
hypoxic muscle during athletic training [58]. One may
even ask whether any gross physiological hypoxia re-
sponse on the globin level can be expected in those
mammalian species which are usually not adapted to
hypoxic conditions.

We regard the current evidence for Ngb as a signalling
protein (scenario b) as rather weak. Globin-coupled O,
sensors [55] have until now only been found in Archaea
and bacteria and usually require signal-transducing pro-
tein domains in addition to the globin part. It has been
proposed based on in vitro studies using surface plasmon
resonance that oxidized Ngb(Fe®*) is involved in intracel-
lular signalling under oxidative stress by inhibiting re-
lease of GDP from Ga proteins and triggering release
of the GPy complex, thereby enhancing cell survival
[59]. The interaction of Ngb with G proteins was postu-
lated on the basis of a proposed sequence similarity be-
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Fig. 4. Hypothetical functions of intracellular globins. See text for further explanations. Colors: green, globin molecule; brown, heme group; red,

oxygen ligand; pink, mitochondrium; yellow, oxygen-needing enzyme.

tween Ngb and regulators of G protein signalling (RGS)
and RGS domains of G protein-coupled receptor kinases.
The evidence given for this similarity, however, is very
weak and it will require further studies to substantiate
this proposed Ngb involvement in signal transduction
in vivo. Recently, the B2 subunit of the Na,K-ATPase
ion pump was also reported to interact with Ngb in a
yeast two-hybrid assay and in immunoprecipitation
experiments [60]. This protein, however, is membrane-
bound with a pronounced expression in astroglial cells
[61], while Ngb is clearly cytoplasmatically expressed
only in neurons. These methods of identifying potential
Ngb partner molecules should therefore be used with cau-
tion. Finally, it should be noted that a role of both Ngb
and Cygb in O, sensing appears unlikely, because at least
in vitro their observed ligand affinities [13,17] are much
higher than those of functional sensors like the HIF pro-
lyl-4-hydroxylases that are known to work under natural
cellular O, concentrations [62].

The role of Ngb as a terminal oxidase for sustaining
glycolysis under hypoxia (scenario c) has not yet been
investigated. According to the ‘lactate shuttle’ hypothe-
sis, it is currently believed that in normoxia and even un-
der functional activation of a brain region, glycolysis
occurs predominantly in the astroglia, which produces
substantial amounts of lactate [63]. This lactate is taken
up by neurons, which appear to have a preference to oxi-
dize imported lactate instead of producing lactate/pyru-
vate by their own glycolysis. Under this scenario, Ngb as
a purely neuronal protein should not play a substantial
role in glycolytic energy production. Energy depletion
under hypoxia, however, may stimulate enhanced glu-
cose oxidation in neurons, compensating for a reduction
in lactate supply by astroglia.

A function of Ngb as a scavenger of reactive oxygen
species (ROS) and nitrogen species (scenario d) would
be consistent with the neuroprotective effect of Ngb
after ischemia and reperfusion of brain tissue [42,45],
when such harmful molecules are known to form. A
possible chemistry showing how Ngb(Fe?*) might react
first with NO and then with peroxynitrite has recently
been published [28]. It remains to be shown whether
this chemistry works in vivo at physiological NO con-
centrations. At present, a classic MbO,-like NO dioxy-
genase activity (scenario e) may be regarded
improbable for Ngb. To our knowledge, this issue
has been studied, without any publication of positive
results so far. Ngb and NO synthase do not seem to
strictly co-localize in neurons [36]. The NO donor so-
dium nitroprusside did not increase Ngb expression
in cultured cells [42], although an upregulation might
not strictly be required for the dioxygenase reaction.

Less data are currently available for Cygb and several
possible cellular roles can still be hypothesized for this
protein. On the one hand, Cygb shows a globin fold
and an O, affinity reminiscent of Mb, to which it is phy-
logenetically related. On the other hand, Cygb features
peculiarities like its N- and C-terminal extensions, which
might be mediating special protein—protein interactions,
plus the heme hexa-coordination, a redox-dependent O,
affinity and special cavities for ligand diffusion. Based
on the expression pattern, which is not as global as sug-
gested by its name, we envisage that Cygb will perform
distinct functions in the cytoplasm of fibroblast-like
cells, and in the nuclear and cytoplasmic compartments
of yet to be defined nerve cell populations [51]. Cygb cer-
tainly has its most prominent role in cells of the fibro-
blast lineage. Any proposed function here must take
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into account the following: (i) fibroblast-like cells are
not known to be metabolically active in general, but en-
gage in the massive production of extracellular matrix
proteins like collagen; (ii) collagen synthesis consumes
molecular O, during hydroxylation at proline residues,
performed by dedicated proly-hydroxylases; (iii) Cygb
(like collagen production) is upregulated by hypoxia
[51] and (iv) Cygb overexpression is able to somehow en-
hance collagen expression [52]. We therefore hypothe-
size that Cygb could be involved in collagen
production. One formal possibility is that Cygb provides
O, directly to the collagen prolyl-hydroxylases (scenario
fin Fig. 4), although the lower O, affinity of the collagen
prolyl-hydroxylase [62] appears to be at odds with this
mechanism. Alternatively, Cygb might participate in
some unknown signalling pathway, ultimately augment-
ing collagen synthesis.

Although vertebrate Ngb and Cygb were discovered
only recently, many labs have since contributed signifi-
cantly to our knowledge on the biochemistry, structure,
comparative physiology and molecular genetics of these
proteins. Future studies should focus on ultimately
understanding the function(s) of intracellular globins
in the metabolism of eukaryotic cells and on their bio-
medical impact.

Note added in proof

Recent papers describe the structures of mouse bis-his-
tidyl ferric and CO-bound ferrous mouse Ngb (Vallone
et al. (2004) Proteins 56, 85-92; Vallone et al. (2004) PNAS,
e-publication), and of human wildtype CYGB (Sugimoto
et al. (2004) J. Mol. Biol. 339, 873-885). Ligand binding
characteristics of NGB and CYGB have been further
analyzed (Fago et al. (2004) J. Biol. Chem. 279, 44417-
26). Chicken Ngb and Cygb and the fifth vertebrate
globin (GbX) are published (Kugelstadt et al. (2004)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 325, 719-725; Roes-
ner et al. (2004) Mol. Biol. Evol., e-publication).
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Summary

Unlike most mammals, many fish species live and
survive in environments with low or changing levels of
oxygen. Respiratory proteins like hemoglobin or
myoglobin bind or store oxygen, thus enhancing its
availability to the respiratory chain in the mitochondria.
Here we investigate by means of quantitative real-time
PCR the changes of hemoglobin, myoglobin, neuroglobin,
cytoglobin and globin X mRNA in zebrafish (Danio rerio)
exposed to mild (Po,=~8.6 kPa) or severe (Pg,=~4.1 kPa)
hypoxia. Neuroglobin and myoglobin protein levels were
investigated by western blotting. Whereas mild hypoxia
caused only minor changes of mRNA levels, strong
hypoxia enhanced mRNA levels of the control genes
(lactate dehydrogenase A and phosphoglycerate kinase 1).
Surprisingly, levels of hemoglobin a and B mRNA were
significantly reduced under severe hypoxia. Myoglobin
mRNA and protein in heart mildly increased, in line with

its proposed oxygen supply function. Likewise,
neuroglobin mRNA and protein significantly increased in
brain (up to 5.7-fold at the protein level), but not in eye.
This observation, firstly, suggests physiological differences
of zebrafish eye and brain under hypoxia, and secondly,
indicates an important role of neuroglobin in oxidative
metabolism, probably oxygen supply within neurons.
There was little change in the expression of the two
cytoglobin genes. Globin X mRNA significantly decreased
under hypoxia, pointing to a functional linkage to oxygen-
dependent metabolism.

Supplementary material available online at
http://jeb.biologists.org/cgi/content/full/209/11/2129/DC1

Key words: cytoglobin, hemoglobin, myoglobin, neuroglobin,
oxygen, zebrafish, Danio rerio.

Introduction

The aerobic lifestyle of most animals requires a constant
supply of sufficient oxygen, and low oxygen levels (hypoxia)
constitute a major environmental threat. Fish live in water,
which has a low oxygen capacitance (1/30th compared to air)
and poor oxygen diffusibility. Aqueous environments are also
prone to temporal and seasonal changes of oxygen partial
pressures. Therefore, many fish species have evolved various
behavioral, anatomical, physiological, biochemical and
molecular adaptations that enable them to cope with periods of
hypoxia (for reviews, see Nikinmaa, 2002; Nilsson and
Renshaw, 2004; Cossins and Crawford, 2005; Nikinmaa and
Rees, 2005). Low oxygen levels cause a decrease of activity,
enhanced ventilation and reduction of the metabolic rate
(Jensen et al., 1993; Dalla Via et al., 1994; van den Thillart
and van Waarde, 1985; Smith et al., 1996; Ton et al., 2003;
van der Meer et al., 2005). Prolonged hypoxia, which extends
more than a few days, may also induce anatomical changes
such as expansion of the gill surface (Sollid et al., 2005; van
der Meer et al., 2005).

It is not surprising that hypoxia causes major changes of
gene expression in fish (Gracey et al., 2001; Ton et al., 2003;
Nikinmaa and Rees, 2005; van der Meer et al., 2005), which
allow the animals to save oxygen and to better cope with
periods of oxygen shortage. For example, genes encoding
enzymes for glycolysis and fermentation were found to be
more strongly expressed after long term hypoxia in adult goby
fish, Gillichthys mirabilis (Gracey et al., 2001), adult zebrafish,
Danio rerio (van der Meer et al., 2005), and after 24 h of
anoxia (0% O,) in zebrafish embryos (Ton et al., 2003). By
contrast, among others, genes required for oxygen-dependent
energy production (e.g. the TCA cycle or the mitochondrial
respiratory chain) and protein translation were repressed.
Hypoxia also causes developmental arrest, as reflected by the
repression of cell cycle-related genes (Padilla and Roth, 2001;
Ton et al., 2003).

Respiratory proteins enhance the availability of oxygen to
the electron transport chain in the mitochondria. All respiratory
proteins of vertebrates belong to the superfamily of globins,
which harbor a porphyrin-ring with a Fe?* ion. Five globin

THE JOURNAL OF EXPERIMENTAL BIOLOGY



2130 A. Roesner, T. Hankeln and T. Burmester

classes are known to be present in fish (Fig. 1). Hemoglobin
(Hb) consists of two o and two B chains, is located in the
erythrocytes and greatly increases the oxygen capacitance of
the blood. It enables the efficient transport of oxygen from the
respiratory surfaces (lungs, gills, skin) to the inner organs. The
monomeric myoglobin (Mb) is mainly situated in striated
muscle and heart. It is supposed to store oxygen and to
facilitate intracellular oxygen diffusion (Wittenberg and
Wittenberg, 2003). Neuroglobin (Ngb) is located in the central
and peripheral nervous system (Burmester et al., 2000), the
retina (Schmidt et al., 2003) and some endocrine tissues (Reuss
et al., 2002). Ngb may have a Mb-like role in enhancing the
availability of oxygen to the metabolically active neurons,
although other functions such as the detoxification of reactive
oxygen or nitrogen species (ROS, RNS) or oxygen signaling
have been proposed (for reviews, see Burmester and Hankeln,
2004; Hankeln et al., 2005). Cytoglobin (Cygb) is expressed
in fibroblast-related cells and some neurons (Burmester et al.,
2002; Schmidt et al., 2004). Its function may be related to ROS
detoxification or oxygen supply to particular enzymatic
reactions (Schmidt et al., 2004; Hankeln et al., 2005). Globin
X (GbX) is restricted to fish and amphibia (Roesner et al.,
2005). Its function is currently unknown.

It may be expected that altered oxygen levels have a
significant impact on the expression of globins. For example,
Hb levels were shown to have increased in mammals under
high altitude conditions (e.g. Samaja et al., 2003), whereas data
on Mb expression under hypoxia are variable (Hoppeler and
Vogt, 2001; Levine and Stray-Gundersen, 2001). Results on
hypoxia regulation of Ngb in mammalian systems are also not
consistent. Whereas Ngb was found to be more highly
expressed in hypoxic cell and tissue culture systems (Sun et
al., 2001; Fordel et al., 2004), no changes in Ngb mRNA levels
were found in whole animal experiments (Mammen et al.,
2002). Cygb mRNA levels increase in hypoxic liver and heart
of rat and mice (Schmidt et al., 2004), whereas the observed
changes of Cygb mRNA levels in the brain were not significant
(Fordel et al., 2004) (A. Avivi, F. Gerlach, S. Reuss, T.
Burmester, E. Novo and T. Hankeln, unpublished data).

Hemoglobin ~ Hemoglobin Myoglobin Cytoglobin
o-chain B-chain
Erythrocytes  Erythrocytes Muscles Fibroblasts
heart neurons
0—
100—
200—
300—
400—
=
500
600—
700
MYA

Most mammals are not adapted to environments with low or
changing oxygen partial pressures. Therefore, at least some of
the data on globin expression, particularly those on Ngb and
Cygb, have been obtained from animals that will never be
subject to any hypoxic conditions during their adult live. Here,
we investigate the response of globin mRNA and protein (for
Mb and Ngb) levels to hypoxia in the zebrafish Danio rerio.
The zebrafish may actually experience low oxygen levels in its
warm and tropical environment and it has an astonishing ability
to withstand hypoxia (Padilla and Roth, 2001; Rees et al., 2001;
Pelster, 2002; Ton et al., 2003; van der Meer et al., 2005).
Moreover, D. rerio has become a prime model for investigation
of physiological adaptations at the molecular level.

Materials and methods
Animal maintenance

Danio rerio Hamilton (Cypriniformes) were obtained from
a local pet shop and kept in activated carbon filtered water at
a density of approximately 1 fish per 21, with a 14 h:10 h
light:dark cycle and a temperature of 25°C. Fish were fed
TetraMin flakes (Tetra, Melle, Germany) once per day. Water
was filtered with a thermofilter (Ekip 350, Hydor, Bassano
del Grappa, Italy). Water quality (total and carbonate
hardness, pH and nitrite and nitrate content) was checked
periodically and partial water changes were carried out when
necessary. Temperature acclimation was performed by
cooling 1°C per day. Zebrafish were acclimated to 22°C for
at least 10 days before hypoxia treatment. Animal handling
and experiments were conducted according to a protocol that
had been approved by the county-government office
(Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz, AZ 1.5 177-07/021-
30).

Hypoxic treatment

Groups of four fish were randomly assigned to hypoxia
treatment or control groups. Hypoxia treatment was performed
in a 101 glass aquarium, covered with loosely fitting acrylic
covers. Gas mixtures (2% O, in N, or 5% O, in Ny, Air liquide,

Neuroglobin Globin X
Neurons Diverse
endocrine

Fig. 1. Fish respiratory proteins.
The scheme provides an overview
on the expression and evolution of
fish globins. MYA, million years
ago. The arrow indicates the
approximate time of divergence of
teleost fish and tetrapods.
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Dusseldorf, Germany) were bubbled through water. A
thermopump (Ekip 200, Hydor, Bassano Del Grappa, Italy)
was used to circulate the water and to keep the temperature
constant at 22°C. Oxygen partial pressure and temperature
were measured every 5 min by an oxygen sensor (Oxi 340i,
WTW, Weilheim, Germany). Fish were not fed for 24 h before
the start of, or during, the experiment. Experiments started at
an oxygen partial pressure of 18.4 kPa (138 Torr). The water
was aerated to achieve 4.1 kPa (~31 Torr, bubbled with 2% O,)
or ~8.6 kPa (65 Torr, bubbled with 5% O,), respectively, after
1 h. Oxygen partial pressure remained constant (+0.6-0.8 kPa)
throughout the experiment. Control zebrafish were kept under
the same conditions, but the water was gassed with room air
(Po,=~18.4 kPa). After 24 h or 48 h, fish were directly frozen
in liquid nitrogen. For the experiments employing total eyes,
brain or heart, the specimens were cooled on ice and killed by
decapitation. For each fish, organs were removed within less
than 2 min, shock-frozen in liquid N, and kept at —80°C until
use.

RNA extraction

RNA samples from total animals or single organs were
extracted using the RNeasy Mini Kit by Qiagen (Hilden,
Germany). Fish were weighed and homogenized in the
required volume of RLT buffer (Qiagen) with a rotor stator.
To avoid contamination with genomic DNA, a DNase
digestion was performed on the column (Qiagen). Quality and
amount of RNA were checked photometrically and with RNA
gel electrophoresis.

c¢DNA cloning and sequencing

The complete cDNA sequences of the genes used in this
study [acidic ribosomal protein [ARP (also known as rplp0),
EMBL/GenBank acc. no. BC049058], cyclophilin
(AY391451), Hba [hba (hbaal), NM_131257), HbR
[hbb(bal), NM_131020], Mb (AY337025), Ngb
(NM_131853), Cygbl (AJ320232), Cygb2 (AJ635229) and
GbX (NM_001012261)] were obtained by amplification from
total RNA with the OneStep RT-PCR kit (Qiagen) using
specific primers (see Table S1 in supplementary material).
After cloning into standard vectors (pCR4-TOPO, Invitrogen,
Karlsruhe, Germany, or pGEM Teasy, Promega, Mannheim,
Germany) the sequences were determined by a commercial
service (Genterprise, Mainz, Germany). The cDNA plasmids
were used for generating standard curves for use in real-time
PCR (see below). The cDNAs of the genes used as positive
controls [lactate dehydrogenase A (Idha, NM_131246) and
phosphoglycerate kinase 1 (pgkl, NM_213387)] were not
cloned.

Quantitative real-time PCR

RNA extractions and cDNA synthesis were carried out from
single specimens, except for the control group for which the
RNA samples were combined before cDNA synthesis. In the
experiments with brains or total eyes, both the hypoxia and
control group animals were treated individually. Quantitative
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real-time RT-PCR was performed with a two-step protocol.
First, total RNA was converted into cDNA employing
Superscript II RNase H™ reverse transcriptase (Invitrogen) and
an oligo(dT ) primer according to manufacturer’s instruction.
The cDNA samples were diluted with the same volume of
DNase-free water. Real-time RT-PCR experiments were
carried out on an ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) using the ABsolute™ QPCR SYBR®
Green ROX Mix (Abgene, Hamburg, Germany). Levels of
mRNA of ARP, cyclophilin, LDHA, PGK1, Hba, Hbb, Mb,
Ngb, Cygbl, Cygb2 and GbX were evaluated. ARP and
cyclophilin were employed as putatively non-regulated
reference genes (Simpson et al., 2000). To avoid amplification
of genomic DNA, all primer pairs included one intron-
spanning oligonucleotide. The oligonucleotide primers were
obtained from Sigma-Genosys (Hamburg, Germany) (see
Supplemental Table S1 in supplementary material). Reactions
were run in triplicate with one or two repetitions, using 1 .l of
diluted cDNA as template in a reaction volume of 30 p.l.
Primer concentrations were 0.13 pmol 1"  for each
oligonucleotide. The Tag-polymerase was activated for 15 min
at 95°C, followed by 40 cycles of a standard PCR protocol
(94°C 15 s, 60°C 30 s, 72°C 30 s). Efficiency of reaction was
measured by the slope of a standard curve. For standard curves,
only duplicates were run, using fivefold cDNA dilutions
(positive controls Ildha and pgkl) or tenfold dilutions of
plasmids (all other genes). Specificity of the amplification
reaction was analyzed using dissociation curves with a
temperature range from 60°C to 95°C. First evaluation of
results was performed in the ABI Prism 7000 SDS program;
for normalization and calibration, data were exported to qBase
(http://www.medgen.ugent.be/gbase/). Final data analyses
were carried out with the Microsoft Excel XP spreadsheet
program. The significance of the data was evaluated using
Student’s #-test.

Protein extraction and western blotting

After the hypoxia treatment, zebrafish used for protein
analyses were cooled down on ice and immediately dissected.
Total eyes, brains and hearts were removed and stored at
—20°C. Tissues were homogenized in 1X phosphate-buffered
saline (PBS; 140 mmol I'' NaCl, 2.7mmoll' KCI,
8.1mmol 1! Na,HPO,, 1.5mmoll”! KH,PO,) with
ultrasonication and precipitated for 10 min at 13,000 g at 4°C.
Protein concentrations of the supernatant were determined with
the Bradford method (Bradford, 1976).

Protein extracts (100 g per lane) were heat-denatured in
sample buffer (31.25 mmol I"' Tris—HCl, pH 6.8, 1% SDS,
2.5% B-mercaptoethanol, 5% glycerol) for 5 min at 95°C and
loaded onto a 15% SDS polyacrylamide gel. Antibody
detection was carried out on protein samples transferred to
nitrocellulose membrane for 2 h at 0.8 mA cm™2. Non-specific
binding sites were blocked by incubating for 45 min with 2%
bovine serum albumin (BSA) in TBS (10 mmol 17! Tris,
pH 7.4, 140 mmol 1! NaCl). Membranes were then incubated
for 2 h with anti-Ngb antibodies (Fuchs et al., 2004) or anti-
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zebrafish-Mb serum (raised against recombinantly expressed
D. rerio Mb; unpublished), both diluted 1:500 in 2%
BSA/TBS, and washed four times for 5 min with TBS.
Membranes were incubated with the goat anti-rabbit antibody
coupled with alkaline phosphatase (Dianova, Hamburg,
Germany) for 1 h, diluted 1:10 000 in 2% BSA/TBS, and
washed as described above. Detection was carried out with
nitroblue-tetrazolium chloride and 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate salt as substrates. The filters were scanned
at 1,200 d.p.i. and the images were imported into the Scion
Image program (version Beta 4.02) and an analysis of grey
values was performed to obtain an estimate of the protein
levels. The mean grey values of the background of empty gel
lanes were subtracted from the measurements of the Ngb or
Mb protein levels. Data were imported into Microsoft Excel
XP and Student’s t-test was used to assess significance.

Results

We first followed the survival rate of adult D. rerio after
exposure to hypoxia. We found that Pp,=~2.4 kPa (~18 Torr)
was lethal for more than 80% of the animals after 24 h (N=S8).
At ~4.1 kPa O, partial pressure and at 22°C, the survival rate
was >80% after 48 h hypoxia exposure (N=43). Therefore, the
latter regime was applied as maximum (severe) hypoxic
conditions.

Changes of gene expression in the hypoxic zebrafish

Evaluation of real-time RT-PCR results showed that ARP
expression does not change under hypoxia (Pg,=~4.1 kPa or
~8.6 kPa), whereas we observed a mild but significant
upregulation of cyclophilin (Figs2 and 3). Therefore, all
expression levels were subsequently normalized according to
ARP. Microarray data had demonstrated that expression levels
of LDH-A and PGK1 mRNA were highly enhanced in

Relative expression rate

zebrafish under hypoxia (Ton et al., 2003). These mRNAs were
used in our experiments as positive controls to verify hypoxia
exposure and response. In fact, at Po,=~4.1 kPa for 48 h, we
saw significant upregulation of the expression of both LDHA
and PGK1 mRNA by a factor of 2.5 and 3.8, respectively
(Figs 2 and 3). PGK-1 levels increase even under mild hypoxia
(48 h, Pp,=~8.6 kPa; 1.9-fold compared with the normoxic
control) or after a shorter time-period (24 h, Po,=~4.1 kPa)
(2.1-fold compared with the normoxia). The large standard
deviations reflect differences of mRNA levels among
individuals. However, the results were significant according to
a Student’s #-test, as indicated in Figs 2 and 3.

Globin-mRNA levels in zebrafish under different hypoxia
regimes

We found only minor changes in globin mRNA levels in
animals exposed to Po,=~8.6 kPa for 48 h (Fig. 2). There was
an approximate 50% decrease in Hba and Hbf3 mRNA levels,
which was, however, not significant. Under severe hypoxia
(Po,=~4.1 kPa), the changes in globin mRNA were much more
pronounced (Fig. 3). Hb mRNAs decreased after 24 h by 20%,
to 30% compared to the normoxia control, and after 48 h at
Po,=~4.1 kPa they were reduced by between 65% and 75%
(P<0.005 and P<0.001). Mb mRNA levels increased about
2.5-fold under short- and long-term severe hypoxia, although
this change was not significant because of the large standard
deviation. Ngb mRNA increased after 24 h strong hypoxia by
about fourfold, but the standard deviation results in a
borderline significance (P=0.065). After 48 h at 4.1 kPa Po,,
the Ngb mRNA levels were nearly back to normoxia levels,
with only about a 1.3-fold increase. Zebrafish possess two
paralogous Cygb genes (Fuchs et al., 2005). For Cygbl
mRNA, we see a mild upregulation under hypoxia, which was,
however, not significant. Cygb2 mRNA levels remained
almost unaltered. GbX mRNA expression was unchanged at
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[ Po,=~8.6 kPa
. P02—~4 1 kPa
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S S @
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Fig. 2. Expression of D. rerio globins at different oxygen levels. mRNA quantities were determined by quantitative real-time PCR. The white
columns represent mRNA levels from zebrafish kept for 48 h at normoxia (Po,=~18.4 kPa), grey columns are mRNA levels from zebrafish kept
for 48 h at Pp,=~8.6 kPa, black columns are mRNA levels from zebrafish kept for 48 h at Pp,=~4.1 kPa. Values are means =+ s.d. The significance
of the data was estimated with a Student’s -test, with N=3 or 4 individuals for each data point. ***P<0.001; **P<0.01. ARP, acidic ribosomal
protein; Cygb, cytoglobin; GbX, globin X; Hb, hemoglobin; LDHA, lactate dehydrogenase A; Mb, myoglobin; Ngb, neuroglobin; PGK1,
phosphoglycerate kinase 1.
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Fig. 3. Rate of expression of D. rerio globin expression under hypoxia. Zebrafish were kept at Pp,=~4.1 kPa for 24 h (grey columns) and 48 h
(black columns). The white columns represent the normoxia control. mRNA quantities were determined by quantitative real-time PCR. Values
are means =+ s.d. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05 (r-test). For abbreviations, see Fig. 2.

Po,=~8.6 kPa, but significantly decreased at Pp,=~4.1 kPa to
a level of about 10% of the normoxia control after 48 h
(P<0.001).

Expression of Ngb mRNA in brain and eye

We further analyzed the expression of Ngb mRNA
separately in brain and eye of zebrafish that had been kept for
24 h at Pp,=~4.1 kPa. Total brains and eyes were immediately
removed from zebrafish and shock-frozen in liquid N,.
Expression of selected genes was analyzed in individuals by
quantitative real-time PCR. Again, we found a strong variation
in gene expression levels between individuals of the same
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Fig. 4. Expression of neuroglobin (Ngb) mRNA in zebrafish eye and
brain. Zebrafish were kept for 24 h at normoxia (white columns) or
Pp,=~4.1 kPa (black columns). Ngb mRNA levels from eye and brain
were quantified separately by real-time PCR (N=4). The units of the
y-axis are arbitrary. ¥*P<0.05 (z-test).

group (Fig. 4). The positive-control genes Idha and pgkl were
found to be significantly upregulated in both tissues (data not
shown). Ngb mRNA levels were essentially the same in the
normoxic and hypoxic eyes (Fig. 4). However, in brain we saw
about threefold higher mRNA level in tissues from hypoxic
animals compared to the control (P<0.01).

Quantitative western blotting

Proteins were extracted from brains, total eyes and hearts of
individual zebrafish that had been kept for 48 h at severe
hypoxia (Pg,=~4.1 kPa). To analyze changes in protein levels,
we performed quantitative western blots, applying a constant
amount of total protein extracts (100 wg per lane; Fig. 5). We
observed a mildly (20%) but significantly (P<0.05) higher
level of myoglobin in the hearts from hypoxic zebrafish
compared to control animals that had been kept for the same
time under normoxia (Pp,=~18.4 kPa). Ngb protein levels
were somewhat higher in the protein extracts from the hypoxic
eye than in those of the normoxia control (1.6-fold), but this
increase was not significant (P=0.11). In the brain, however,
we consistently observed 5.7-fold more Ngb protein in the
hypoxic than in the normoxic animals. This increase was
highly significant, as estimated by a Student’s #-test (P<0.001).

Discussion
Zebrafish at low oxygen concentrations

Fish have many different adaptations that allow them to cope
with the oscillations in Pp, that may occur in the aquatic
environment (Nikinmaa, 2002; Nilsson and Renshaw, 2004;
Cossins and Crawford, 2005). A previous study reported that
adult zebrafish survive a Pg, of 2 kPa at 22°C for 48 h (Rees
et al., 2001), whereas in our hands Pg,=~2.4 kPa at 22°C
caused >80% mortality after less than 24 h. This discrepancy
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Fig. 5. Expression of neuroglobin (Ngb) in zebrafish eye and brain,
and myoglobin (Mb) in heart. Zebrafish were kept for 48h at
normoxia (white columns) or Pp,=~4.1 kPa (black columns). Ngb
protein levels from eye and brain, and Mb levels from heart, were
quantified separately (100 g protein per lane; N=3). The units of the
y-axis are arbitrary. ***P<0.001; *P<0.05 (z-test).

may be explained by differences in zebrafish strains. We have
chosen an oxygen partial pressure of ~4.1 kPa (4.15 kPa) as the
severe hypoxic condition for our experiments. The strong
upregulation of the typical hypoxia-responsive genes ldha and
pgkl, which is in line with a recent microarray study (Ton et
al., 2003), demonstrates that under these conditions zebrafish
were actually experiencing serious hypoxic stress.

We observed a large standard deviation in all our
quantitative real-time PCR experiments employing zebrafish.
A similarly large variability has been noted for various fish
species in a number of microarray studies (Oleksiak et al.,
2002; Cossins and Crawford, 2005). These variations in
mRNA levels certainly reflect genetic, physiological or
behavioral differences between individuals. Nevertheless,
most changes in globin mRNA levels were significant, and, in
the case of Mb and Ngb, agreed with parallel western blot
experiments. Moreover, we observed very similar values for
the expression levels of Hba and Hbf, as expected for the
products of such tightly co-regulated genes (Hardison, 1998).
It should also be noted that variability in Mb and Ngb protein
content was much smaller than the variation in mRNA levels,
suggesting additional regulation at the translational level.

Understanding the role of respiratory proteins in hypoxia
response

Maintaining a constant flow of oxygen from the water to the
respiratory chain of the mitochondria is a major challenge for
fish living under hypoxia. Respiratory proteins already enhance
oxygen availability under normoxia, and changes in their
concentration or physiological properties are expected under
hypoxia. It is well established that Hb transports oxygen in the
circulatory system and that Mb enhances oxygen supply to
striated muscle cells, which is, in the case of fish, mainly the

heart. Much less is known about the recently discovered novel
members of the globin family, Ngb, Cygb and GbX (Burmester
and Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005), which are present in
fish (Awenius et al., 2001; Burmester et al., 2002; Fuchs et al.,
2004; Fuchs et al., 2005; Roesner et al., 2005). Their
expression response in an animal system that is evolutionarily
adapted to at least temporarily low oxygen partial pressures
provides hints to their general physiological functions in
vertebrates and their particular roles in hypoxic response.

Hemoglobin mRNA is downregulated under hypoxia

A surprising finding of our study is that Hba and  mRNA
levels were significantly lower after 2 days of hypoxia
compared to the normoxia controls. The response of Hb to
hypoxia exposure in fish is not clear (Nikinmaa and Rees,
2005). Whereas some studies reported an increase of Hb under
hypoxia (e.g. Timmerman and Chapman, 2004), others did not
see any change in Hb concentration (e.g. Person-Le Ruyet et
al., 1998), or a differential responses depending on exposure
times (e.g. Affonso et al., 2002). Thus hypoxia response of Hb
in fish may be species specific. Down-regulation of Hb mRNA
in zebrafish has previously been reported in a microarray study
employing embryos (Ton et al., 2003). The authors explained
this observation by stating that zebrafish embryos, 24 h post-
fertilization, did not require blood flow, but oxygen uptake was
achieved by diffusion. However, there is no doubt that adult
zebrafish, which display the same decrease of Hb mRNA
(Figs2 and 3), rely on blood circulation. Therefore, an
alternative hypothesis to explain Hb regulation in hypoxic
zebrafish is required.

First, we have to emphasize that we only monitored Hb
mRNA. Protein levels may actually behave quite differently.
Another explanation could be the induction of distinct Hb
chains. Database searches revealed six copies of the Hba gene
and five of the Hb3 gene. According to the annotation, two o
and three 3 hemoglobins are embryonic hemoglobins, leaving
multiple copies of each gene that are potentially expressed in
the adult zebrafish. The oligonucleotide primers we used for
quantitative PCR were designed to amplify all adult Hba and
[ chains. Even a differential behavior of adult Hb genes would
not alter the observed overall down-regulation of Hb. We
cannot exclude that hypoxia, for example, induces the
expression of embryonic Hbs. In fact, it has been observed by
gel electrophoresis that hypoxia changes the pattern of Hb
chains in trout (Marinsky et al., 1990). However, based on the
observation of Ton et al. (Ton et al.,, 2003) of a down-
regulation of embryonic Hbs in embryos, we consider this
explanation less likely.

Another possible explanation is that under hypoxia the
amount of Hb exceeds the available oxygen. Therefore, a rise
in Hb concentration and thus oxygen carrying capacity would
have only minor effect on oxygen delivery, but would be very
energy costly. Numerous studies have demonstrated that
hypoxia induces in fish a change in oxygen binding properties
of Hb (Weber and Jensen, 1988; Nikinmaa, 2001; Jensen,
2004). Under hypoxia, the concentrations of the modulators
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adenosine triphosphate (ATP) and guanosine triphosphate
(GTP) fall in red blood cells, leading to an increased O, affinity
of Hb. This is a more efficient mechanism that improves
oxygen uptake by the blood. The decrease of Hb mRNA could
be explained by an energy-saving mechanism that ceases Hb
synthesis. However, we should note that we only investigated
short-term changes, up to 2 days hypoxia. It is possible that
other regimes will reveal a distinct pattern of Hb expression.
Clearly, additional studies are required to fully understand the
peculiar behavior of Hb mRNA under hypoxia.

Hypoxia induces myoglobin expression in zebrafish heart

The function of Mb is to facilitate diffusion of oxygen from
the capillaries to mitochondria and to store oxygen, but it may
also detoxify NO (Wittenberg and Wittenberg, 2003). In
mammals, the pattern of Mb regulation under hypoxia is not
conclusive. It is held that low-oxygen conditions, as they occur
e.g. during high altitude training, increase Mb levels (Hoppeler
and Vogt, 2001), but not all agree (e.g. Levine and Stray-
Gundersen, 2001). In zebrafish, we observe that severe hypoxia
induces Mb mRNA and protein (Figs2, 3 and 5). This
observation is in line with a major oxygen supply role of Mb
for the heart. Because Mb is a monomeric protein, it does not
display an Hb-like cooperativity that would enhance its oxygen
affinity. The only possible mechanism to increase oxygen flow
into the cardiac muscle is therefore to raise Mb concentrations.

Hypoxia regulation of neuroglobin and implication for its
function

In this study, we have investigated for the first time the
changes of Ngb expression in fish. Although this respiratory
protein has been intensively studied in recent years, its exact
role in vertebrate neurons is far from understood (Burmester
and Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005). The phylogenetic
relationship of Ngb to invertebrate nerve Hbs (Burmester et al.,
2000), positive correlation with the intensity of cellular
metabolism (Schmidt et al.,, 2003), co-localization with
mitochondria (Bentmann et al., 2005) and ability to promote
neuronal survival under hypoxia or ischemia (Sun et al., 2001)
point to an Mb-like O, supply function of Ngb. However, other
functions for Ngb, such as the detoxification of RNS and NO
or signaling have been proposed (for reviews, see Burmester
and Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005).

The published data disagree on the regulation of expression
of Ngb under low oxygen conditions in mammalian systems.
Sun et al. reported a 2.5-fold upregulation of Ngb mRNA and
protein under nominal anoxia in a primary neuronal cell culture
from mouse (Sun et al., 2001). An upregulation of Ngb mRNA
was also obtained in a mouse neuronal cell line (Fordel et al.,
2004), although the changes were not significant. By contrast,
mice kept under sustained hypoxia (10% O,) for up to 2 weeks
showed no change in Ngb mRNA in the brain (Mammen et al.,
2002). However, in rat, we observed a down-regulation of Ngb
mRNA by about 40-60% after 5 h at 6% O, or after up to 44 h
at 10% O, (A. Avivi, F. Gerlach, S. Reuss, T. Burmester, E.
Nevo and T. Hankeln, unpublished data).
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We show here that Ngb behaves differentially in the
zebrafish brain and eye. Whereas in brain, Ngb mRNA levels
showed a short-term upregulation after 24 h at Pp,=~4.1 kPa
(Fig. 4), no effect was observed in the whole eye. This pattern
perfectly matches the western blot data (Fig. 5), which show a
5.7-fold increase of Ngb protein after 48 h severe hypoxia in
brain but not in eye. In the eye, the protein levels only slightly
increased. The differences might be explained by distinct
behavior of these organs under hypoxia. The crucian carp
Carassius carassius, which also belongs to the Cypriniformes,
becomes blind under anoxia (Johansson et al., 1997), whereas
the brain still functions (Nilsson, 2001). By inference, we
assume that hypoxia causes a major decrease of metabolic
activity of the zebrafish eye, whereas the brain is more or less
active. We have previously demonstrated that the expression
levels of Ngb in mammals are closely linked to metabolic
activity and oxygen consumption (Schmidt et al., 2003;
Bentmann et al., 2005). Therefore, high levels of Ngb are
obviously required to preserve the oxidative metabolism in the
zebrafish brain.

Our data show for the first time that Ngb is actually a
hypoxia-inducible gene in vivo under naturally occurring
conditions. This observation perfectly agrees with the
hypothesis of Ngb being an O, supply protein of the neurons,
similar to the function of Mb in the muscle cells (Burmester et
al., 2000; Sun et al., 2001; Schmidt et al., 2003; Bentmann et
al., 2005). In fact, Ngb behaves in the brain in a largely similar
way to Mb in the heart. Nevertheless, it should also be
considered that several studies reported that under low oxygen
conditions (hypoxia or ischemia) the concentrations of ROS
and NO may increase (Jezek and Hlavata, 2005; Wenger,
2006). Therefore, it is still conceivable that Ngb breaks down
these deleterious compounds (Herold et al., 2004; Brunori et
al., 2005). Regardless of its actual function at the molecular
level, Ngb is presumably neuroprotective for both fish and
mammals.

The other globins: cytoglobin and globin X

Fish possess two paralogous Cygb genes, which duplicated
early in teleost evolution (Fuchs et al., 2005). In mammals,
which have only a single gene copy (Burmester et al., 2002),
Cygb expression increases under hypoxia in a variety of tissues
(Schmidt et al., 2004, Fordel et al., 2004). We did not observe
significant changes of Cygbl or Cygb2 mRNA levels (Figs 2
and 3), indicating that Cygb is not involved in acute hypoxia
response of zebrafish. GbX has only recently been discovered
in fish and amphibians (Roesner et al., 2005). It is expressed
at a low level in a variety of tissues, but its function is
uncertain. The severe down-regulation of GbX mRNA in
hypoxic zebrafish points to a close relationship of the gene to
oxygen-dependent metabolism, but it is unlikely to be involved
in oxygen supply.

Conclusions

We have presented the first comprehensive study on the
regulation of globins under hypoxia in a single organism.
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Because zebrafish may actually experience hypoxic periods in
its environment, it is probable that the changes in mRNA and
protein levels we observed here reflect physiological
responses. This is in contrast to many mammalian studies,
which have investigated species that are unlikely to experience
any hypoxic situation during adult life or have used cell culture
systems. The down-regulation of Hb mRNA in zebrafish under
hypoxia certainly requires additional studies. The increased
expression of Mb and Ngb under hypoxia is consistent with a
proposed function of these proteins in oxygen supply to the
heart and brain, respectively. This finding is remarkable in the
case of Ngb, the function of which is still a topic of hot debate.
GbX gene expression is markedly reduced under oxygenated
conditions, providing a first hint to its physiological role.
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