Expressions- und Evolutionsstudien an
Vertretern der
Hamocyanin-Superfamilie der

Arthropoden

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
an der Fakultat fur Mathematik, Informatik und
den Naturwissenschaften, Fachbereich Biologie

der Unversitat Hamburg

vorgelegt von
Samantha Malaika Scherbaum, geb. Didier

aus Hamburg

Hamburg, 2014






Genehmigt vom Fachbereich Biologie

der Fakultat fur Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitat Hamburg

auf Antrag von Professor Dr. T. BURMESTER

Weiterer Gutachter der Dissertation:

Professor Dr. C. LOHR

Tag der Disputation: 28. Mai 2014

)

Professor Dr. C. Lohr
Vorsitzender des
Fach-Promotionsausschusses Biologie



Inhaltsverzeichnis

Inhalt

ZUSAMMENTASSUNG . ..cetiii ittt e ettt e e e e e s bbbttt e e e e e e e e s bbb aeeeeeeeeeeaannes 1
B I = 1 1= 10T T T 3
1.1. Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden ............ccccuviiiiiiiiiiiiiians 3
110, HEMOCYANIN ...t e e e e e e e e 4
1.1.2. PhenoloXidase ..o 7
1.1.3. ,Kupferlose* Vertreter der Hdmocyanin-Superfamilie................ccccooeeeeee. 9
1.2.  Vertreter der Hdmocyanin-Superfamilie der Arthropoden .............cccccccunnnnnne. 10
1.2.1. ONYCNOPNOIA ...t e e 10
1.2.2.  ChEliCErata ... 11
1.2.3. MYFAPOUA . ... e 13
L O 4 U =T = - SR PPPPRSPRRR 14
1.2.5.  HEXAPOAA .. ..o 17
LI T A 11 £ =Y v 1 T 21
2. Material und Methoden ... 22
0 B |V = (=T = 1 1= o [ 22
2.1.1.  Drosophila melanogaster..............c.uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
2.1.2.  PalinuUrus €lePRaS ..............uuuuuuuuuuiiiii e 22
2.1.3.  Scolopendra dehaani..................c.c.uuuuuuuuiuuiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e ———————————— 23
R S 1= - | (= T 23
2.1.5.  Chemikalien Und KitS........ccooiiiiiiiiiiiee e 24
D L TV = ¢ o = o I 25
0t O O o 0= 25
N |V 1= 1 T Yo [ o I 26
2.2.1. Anzucht von MIKroorganiSmeN ............coceeuuiuiiiieeeeeceeeiies e e e e e e e e e eeens 26
W A - | U1 (1 P 27
2.2.3. Molekularbiologische Methoden ...........ccooviiiiiiiiii i, 28
2.2.4. Analyse der relativen Genexpression mittels Realtime qRT-PCR.............. 34
2.2.5. Sequenz- und phylogenetische ANalySe ..............vvveveeeiviviiiiiiiiiiiiininiinneaan, 35
2.2.6. Rekombinante Expression von Proteinen im prokaryotischen System ...... 36

2.2.7. Expression der Hdmocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im
prokaryotischen System unter Anwesenheit von CuCl, ............................. 37

2.2.8. Expression der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas in
INSEKEENZEIIEN ... 37

2.2.9. Herstellung der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im in vitro

EXPreSSiONSSYSIEM.......uuiiiiiiiiii i 38
2.2.10.  Aufreinigung vONn Prot@inen.............eevviiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieievressvesssessresnnnnnnnn, 39

2.211. Rekonstitution des LSP 2. ... 40



Inhaltsverzeichnis

2.212. Kupfereinbauversuche in das rekombinant hergestellte PelHc4 ............ 40
2.2.13. Biochemische Methoden...............o e 41
2.2.14.  Aufnahme von Sauerstoffbindungskurven ...........cccoociiiiiniiiiiieee, 46
2215, StruktUranalySEn .........uuuueiiiii s 46
3. ErgeDbNiSSe ... 49
3.1. Etablierung von Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutionssystemen flr
Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie .............ccccvvviivviiiiiiiiiiins 49
3.1.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster ..............cccccccouuuicuuueennnennn. 49
3.1.2. Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. €lephas ..............ccccevvevvevvvvvvvvverennnnnnnnnn, 54
3.1.3.  Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster................ccccvueeeiiiiiiiiciiieeennaeenn, 63
3.2.  Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidase in S. dehaani.......................... 65
3.2.1.  SEQUENZANAIYSE .....eeeiiiiieiiiiiiitee ettt 65
3.2.2. Phylogenetische ANalySe ........couuiiiiiiiiiieiee e 66

3.2.3. Proteinbiochemischer Nachweis des Hdmocyanins in der Hamolymphe...70
3.2.4. Sauerstoffbindungskinetik des Hamocyanins.............cccceevvevvvvivveeivinvinnnnnn. 70
3.2.5. Nachweis von Phenoloxidaseaktivitat in der Hdmolymphe von S. dehaani71
3.2.6. Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene in Ei und Mitteldarmdrise ...72
3.2.7. Proteinbiochemischer Nachweis von Hdmocyanin in Ei und

MitteldarmArlSe .....ccooee e 73
4. DISKUSSION .....oooiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e neeenneennennnnes 75
4.1. Rekombinante Expression von Hexamerin, Hdmocyanin und einer
g A T=T gTo] (o ) =TT 75
4.1.1. Ausgewahlte Proteine aus der Hamocyanin-Superfamilie ......................... 76
4.1.2. Die Wahl des EXpressionSSYStemsS .........ccooiiiiiiiiieiieiiiiiiieeeee e 76
4.1.3. Die Wahl eines geeigneten Systems zum Kupfereinbau................ccccuuuuee. 77
4.2. Eignung von Expressionssytemen zur Herstellung von Proteinen aus der
Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden................euvuiieiviviiiiiiiiiiieiinan. 77
4.2.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster .............cccoucvvuueeeeeeeiinnnnnns 78
4.2.2. Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas Phenoloxidase 3 von D.
101 ] = T Lo o I F = P 80
4.3. Das aktive Zentrum des HAMOCYaNINS .........ccuiiiiiiiiiiiiiieee e 87
4.4. Eignung von Absorptionsspektren zur Uberpriifung eines erfolgreichen
KUPTEIEINDAUS......ee e 88
4.5. Kupferlose versus kupferhaltige Vertreter der Himocyanin-Superfamilie ......... 89
4.6. Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidasen in S. dehaani........................ 90
4.6.1. Funktionelles Hamocyanin in S. dehaani ...............ccccccoeiiiiiiiiiieiieeeieis 90
4.6.2. Funktionelle Phenoloxidasen in S. dehaani..............cccccccovviiiiieeinenniinnnnns 93

4.6.3. Analyse der Hamocyaninexpression in den Eiern und der Mitteldarmdrise
VON S, dENAANI..........ueeeiiiie e e e 95

YN L] o[]S R P RUPTPRRRPR 97



Inhaltsverzeichnis

5.

LiteraturverzeiChnis ... 98
ANNANG ... .o e e e aaaaan 118
6.1.  ADKUrzUNGSVErZEICNIS ......coiiiiiiee e 118
B.2.  PrIMIEI ittt ettt netnentnnnnnnnnnnee 120
6.3. Bakterielle und in vitro Expressionskonstrukte und Bakterienstamme ............ 122
6.4. Stabil transfizierte ZellliNien ............coovi i 122
6.5. Modifizierte PelHc4-, DmeLSP2- und DmePPO3-Sequenzen ........................ 122
6.5.1. DMELSP2 ... e 122
B.5.2.  PEeIHCA ... 123
6.5.3.  DMEPPO3S ... a e 126
6.6. Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutions-systeme fir Vertreter der
Hamocyanin-Superfamili©...............ooiiiiiii e 127
6.7. Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidase in S. dehaani........................ 128
L A0 T = o [0 1= 2 Y o 128
B.7.2.  PRYIOQENIE ... ..o e aene 136

6.7.3. Realtime gRT-PCR........ou s 152



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Hamocyanin-Superfamilie  der Arthropoden besteht aus kupferhaltigen
Hamocyaninen und Phenoloxidasen sowie den kupferlosen Hexamerinen,
Cryptocyaninen (Pseudo-Hamocyaninen) und den Hexamerinrezeptoren. Die einzelnen
Vertreter Ubernehmen unterschiedliche Funktionen (BEINTEMA et al., 1994;
BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002), zu
denen u. a. der Sauerstofftransport (Hamocyanine), die Immunabwehr (Phenoloxidasen)
und die Speicherung von Aminosauren (Hexamerine, Cryptocyanine) zahlen. Wahrend
Hamocyanine in allen Unterstdmmen zu finden sind, ist das Vorkommen der anderen

Vertreter auf einzelne oder mehrere Unterstamme beschrankt.

Struktur- und vor allem Funktionsuntersuchungen an Vertretern der Hamocyanin-
Superfamilie existieren kaum, da bisher nur ausgewahlte Vertreter rekombinant
hergestellt werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Expressions-,
Aufreinigungs- und Rekonstitutionsbedingungen fur ein Hexamerin so optimiert, dass
anhand von Strukturanalysen gezeigt werden konnte, dass es sich um das richtig
gefaltete Protein handelt. Fir ein Hdmocyanin wurden verschiedene Expressions- sowie
Kupferrekonstitutionssysteme gewahlt. Unter keiner der gewahlten Bedingungen konnte
sicher Oxyhamocyanin nachgewiesen werden. Lediglich die Kupferrekonstitution nach
BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) lieferte Hinweise auf eine mdgliche
Oxyform des Hamocyanins. Eine Phenoloxidase wurde in einem in vitro
Expressionssystem mit Kupfer hergestellt. Die Aktivitdit der Phenoloxidase konnte
allerdings nicht sicher nachgewiesen werden. Wahrend das Hexamerin also richtig
gefaltet hergestellt werden konnte, gelang dies nicht sicher flir die kupferhaltigen
Vertreter der Hdmocyanine und Phenoloxidasen, da Schwierigkeiten beim Kupfereinbau

bestanden.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die Myriapoden aufgrund ihres
ausgepragtem Tracheensystem Uber kein respiratorisches Protein verfligen. Inzwischen
konnte in allen Unterklassen auler den Pauropoden Hadmocyanin nachgewiesen werden.
Uber die Anwesenheit von Phenoloxidasen in den Myriapoden gab es lediglich Hinweise.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei vollstandige Hamocyanin-Untereinheiten sowie
drei Phenoloxidasen in dem Chilopoden Scolopendra dehaani identifiziert werden. Das
Hamocyanin zeigte sowohl eine geringe Sauerstoffaffinitdt als auch eine geringe

Kooperativitat. AuRerdem konnte die Mitteldarmdrise als putativer Syntheseort des
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Hamocyanins festgelegt werden. S. dehaani verfigt des Weiteren Uber eine starke

Hamocyanin-Genexpression in den Eiern. Auch die Proteinexpression war im Ei stark.
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1. Einleitung

1.1. Die Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden

Die Arthropoden sind einer der artenreichsten Tierstdmme, der die Onychophora,
Chelicerata, Myriapoda, Crustacea und Hexapoda beinhaltet. Arthropoden bewohnen die
unterschiedlichsten dkologischen Nischen. Die Sauerstoffversorgung sowie ein aktives
Immunsystem werden innerhalb der Arthropoden unter anderem durch die Hamocyanin-
Superfamilie gewahrleistet (JAENICKE, 2002). Alternativ erfolgt bei einigen Crustaceen-
und Hexapodenspezies die Sauerstoffversorgung durch das respiratorische Protein
Hamoglobin (z. B. FOX, 1957; BERGTROM et al., 1976; DANGOTT und TERWILLIGER,
1981). Die Hamocyanin-Superfamilie stellt eine Gruppe von Proteinen dar, zu denen
sowohl kupferhaltige als auch kupferlose Vertreter zahlen. Erstere sind die Hamocyanine
und Phenoloxidasen, wahrend zu den letzteren die Hexamerine, ihre Rezeptoren sowie
die Cryptocyanine (Pseudo-Hamocyanine) zahlen. Die Proteine der Hamocyanin-
Superfamile Ubernehmen verschiedene Funktionen (BEINTEMA et al., 1994;
BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Diese
reichen von einer zentralen Rolle bei der Sauerstoffversorgung (Hamocyanin), tGber die
Immunabwehr (Phenoloxidasen) bis hin zum Transport von z. B. Hormonen und der
Speicherung von Aminosauren (Hexamerin und Cryptocyanin/Pseudo-Hamocyanin;
BURMESTER, 2002).

Ciona phenoloxidases

Arthropod phenoloxidases

Onychophoran hemocyanin

Chelicerate hemocyanins

Myriapod hemocyanins

Insect hemocyanins type 2

Decapod hemocyanins
and pseudohemocyanins

Insect hemocyanins type 1

Insect hexamerins
Abb. 1.1: Evolution der Proteine der Himocyanin-Superfamilie (BURMESTER, 2004).
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IMMESBERGER und BURMESTER (2004) konnten zeigen, dass auch aullerhalb der
Arthropoden Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie zu finden sind und konnten in dem
Tunicaten Ciona intestinalis zwei putative Phenoloxidasegene nachweisen (Abb. 1.1).
Des Weiteren konnten Ahnlichkeiten mit einer Hamocyanin-Doméne in Kupfer-bindenden
Proteinen der Amoebozoa, des Pilzes Aspergillus niger, des Schwammes Amphimedon
queenslandica, des Ctenophoren Mnemiopsis leidyi und des Hemichordaten
Saccoglossus kowalevskii identifiziert werden (MARTIN-DURAN et al., 2013).

Hamocyanin kommt aber nicht nur bei den Arthropoden, sondern auch bei den
Mollusken vor. Die Hamocyanine beider Tierstamme sind kupferhaltige
Sauerstofftransportproteine, die sich in der Hamolymphe befinden (MARKL und
DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995). Das Fehlen signifikanter
Sequenzahnlichkeiten in den Hamocyaninen dieser beiden Tierstamme deutet auf eine
konvergente Entwicklung des Hamocyanins hin (BURMESTER, 2001; VANHOLDE et al.,
2001; BURMESTER, 2002).

1.1.1. Hamocyanin

Hamocyanin ist ein Protein, das innerhalb der Arthropoden sowohl bei den Insekten,
Cheliceraten, Crustaceen als auch den Myriapoden zu finden ist (MARKL und DECKER,
1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; BURMESTER, 2001). Es kommt geldst in der
Hamolymphe, typischerweise in hohen Konzentrationen vor. Dort ist es vor allem am
Sauerstofftransport beteiligt. Arthropodenhdmocyanine weisen bei der Sauerstoffbindung
eine sehr hohe Kooperatvitat mit Hill-Koeffizienten von bis zu 9 auf (LOEWE, 1978;
DECKER und STERNER, 1990a; VANHOLDE und MILLER, 1995). Ihr
Sauerstoffbindungsverhalten wird dabei durch physiologische Effektoren wie Protonen,
lonen und L-Lactat beeinflusst (DECKER und STERNER, 1990a).

Hamocyanin fungiert aber nicht ausschliel3lich als Sauerstofftransportprotein. Es ist auch
am Transport von Metallionen und deren Metabolismus beteiligt (CHAN und WEEKS,
1992). Des Weiteren kann Hamocyanin in der Energiespeicherung (UGLOW, 1969) und
in der Osmoregulation mitwirken (MANGUM, 1983). Zudem ist es in der Lage unter
bestimmten Bedingungen eine Phenoloxidasefunktion einzunehmen (NAGAI et al.,
2001). Diese konnte sowohl fiir ausgewahlte Cheliceraten- als auch Crustaceenspezies
gezeigt werden (DECKER und RIMKE, 1998; DECKER und TUCZEK, 2000). Die

Anwesenheit von distinkten Hamocyanin- und Phenoloxidase-Proteinen in allen
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Unterstdmmen der Arthropoden spricht daflr, dass die Hamocyanine und
Phenoloxidasen vor der Aufspaltung der Arthropoden-Unterstdmme divergierten
(BURMESTER, 2002). Die Entstehung der Hamocyanine aus den Phenoloxidasen
konnte mit dem Anstieg der atmospharischen Sauerstoffkonzentration im frihen
Kambrium und der damit verbundenen GréRRenzunahme der Tiere sowie der Entwicklung
der Kutikula zusammenhangen (BURMESTER, 2002; KUSCHE et al., 2002). Die
Diffusion des Sauerstoffs war nicht mehr effizient genug, um den Stoffwechsel
anzutreiben. Damit verschaffte die Entwicklung von Sauerstofftransport-Proteinen einen
Selektionsvorteil (BURMESTER, 2001).

Das Hamocyanin der Arthropoden, mit Ausnahme der Cheliceraten, verfiigt tber ein N-
terminales Signalpeptid, das fiir den intrazelluldaren Transport des Hamocyanins in das
raue endoplasmatische Retikulum sorgt (MANGUM et al., 1985; MARKL und DECKER,
1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; VOIT et al., 2000). Dort wird das Protein gefaltet.
AnschlieBend wird das Hamocyanin in die Hamolymphe sezerniert. Syntheseort des
Hamocyanins ist bei den Crustaceen die Mitteldarmdrise (MARKL und DECKER, 1992),
bei den Hexapoden® wahrscheinlich der Fettkérper. Bei den Cheliceraten, denen das N-
terminale Signalpeptid fehlt, wird das Hamocyanin durch Lyse der Hamocyanin-
bildenden Zellen in die Hdmolymphe freigesetzt (KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000).

1.1.1.1. Struktur des Hdmocyanins

Arthropodenhdmocyanine bilden typischerweise Hexamere, die sich in der
Zusammensetzung ihrer Untereinheiten stark unterscheiden kdonnen. Diese Hexamere
kénnen sich zu Oligohexameren von bis zu 8x6-meren zusammenlagern (Abb. 1.2C;
MANGUM, 1985; MARKL, 1986; MARKL et al., 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995).
Eine Untereinheit bindet zwei Kupferionen, die durch je drei Histidine koordiniert werden.
Die beiden Kupferionen binden ein Sauerstoffmolekul reversibel (Abb. 1.2A) und werden
als CuA und CuB bezeichnet. Aufgrund der Symmetrie der Kupferbindungsstellen zahit

das Hamocyanin zu den Proteinen mit einem Typ3-Kupferbindungzentrum.

* Die Begriffe Insecta und Hexapoda werden hier synonym verwendet. Sie beinhalten sowohl die
Entognatha (Collembola, Protura, Diplura) als auch die Ectognatha (Archaeognatha, Zygentoma,
Pterygota).
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Eine Hamocyanin-Untereinheit weist typischerweise eine Lange zwischen 630 und 660
Aminosduren mit einer Molekilmasse zwischen 70 wund 80kDa auf. Die
Aminosauresequenz ist in drei Bereiche unterteilt, welche sich in ihren Faltungsmotiven
unterscheiden (Abb 1.2A; VOLBEDA und HOL, 1989; HAZES et al., 1993; MAGNUS et
al., 1994). Die N-terminal liegende Domane 1 besteht aus funf oder sechs a-Helices und
schitzt das aktive Zentrum. Dieses befindet sich in Domane 2. Die Lage der sechs
Kupfer-koordinierenden Histidinreste wird durch ein aus vier a-Helices bestehendes
Barrel stabilisiert. Die Domane 2 ist der am starksten konservierte Bereich in einer
Hamocyanin-Untereinheit. C-terminal befindet sich die Domane 3, bestehend aus einem
sieben-strangigen antiparallelen B-Barrel. Domane 1 und 2 enthalten insgesamt drei
konservierte Phenylalanine, die stabilisierend auf die Sauerstoffbindung wirken. Die
einzelnen Untereinheiten werden durch nicht-kovalente Bindungen aneinander
gebunden. Einige 2x6 Hamocyanine werden durch Disulfidbriicken gebildet (MARKL und
DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995). Rontgenstrukturanalysen liegen
sowohl flr das deoxigenierte 1x6 Hamocyanin der Kalifornischen Languste Palinurus
interruptus (GAYKEMA et al., 1984) als auch fur das des Pfeilschwanzkrebses Limulus
polyphenus in seiner oxy- und deoxygenierten Form vor (HAZES et al., 1993; MAGNUS
et al., 1994). Auch das 6x4 Hamocyanin des Kaiserskorpions Pandinus imperator konnte
kirzlich kristallisiert werden (JAENICKE et al., 2012). Des Weiteren gibt es 3D-
Rekonstruktionen verschiedener Arthropodenhdmocyanine (z. B. TAVEAU et al., 1997;
MEISSNER et al., 2003; MARTIN et al., 2007; MARKL et al., 2009).
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6-mer 12-mer 36-mer

Abb. 1.2: Struktur der Arthropodenhdamocyanine (JAENICKE, 2002)

A) Hamocyanin-Untereinheit von P. interruptus: Domane 1 ist rot, die zweite blau und die dritte
grun gefarbt. Die beiden Kupferatome im aktiven Zentrum sind orange.

B) Aktives Zentrum einer Hamocyanin-Untereinheit von Limulus polyphemus: Die beiden
Kupferionen (orange), die das Sauerstoffmolekil (blau) binden, werden durch sechs Histidinreste
(grdn) koordiniert.

C) Quartarstrukturen von Arthropodenhdmocyaninen

1.1.2. Phenoloxidase

Phenoloxidasen sind multifunktionale Enzyme. Sie katalysieren die o-Hydroxylierung von
Monophenolen zu o-Diphenolen und die Oxidation von o-Diphenolen zu o-Chinonen
(Tyrosinaseaktivitdt) oder nur die Oxidation von o-Diphenolen zu o-Chinonen
(Catecholoxidaseaktivitat; Abb. 1.3). Bei der Sklerotisierung der Kutikula werden in
diesem Prozess Proteine der Kutikula und Chitin quervernetzt (HOPKINS und KRAMER,
1992; SUGUMARAN, 1996).
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R R R
Tyrosinaseaktivitat: + 1/20, =— + 1/20, =— + H,0
HO O
OH OH "
R R

K‘\\ /
Catecholoxidaseaktivitt: + 120, ——— ll + RO

fffff PR

OH

Abb. 1.3: Reaktionen, die durch die Phenoloxidase katalysiert werden:
Oben: Tyrosinaseaktivitat; unten: Catecholoxidaseaktivitat.

Nach der Bildung des o-Chinons kommt es zu einer nichtenzymatischen Vernetzung zu
Melanin (MONDER et al., 1957a; MONDER et al.,, 1957b; MARMARAS et al., 1996;
SUGUMARAN, 1996). Melanin wird haufig an Verwundungen, um aggregierte
Hamocyten und eingekapselte Parasiten gefunden (SUGUMARAN und KANOST, 1993).

Phenoloxidasen werden als Zymogene synthetisiert (Prophenoloxidasen, PPO) und
durch die Abspaltung eines N-terminalen Peptids aktiviert (ASPAN et al., 1995;
KAWABATA et al., 1995; CHOSA et al., 1997; SODERHALL und CERENIUS, 1998).
Diese Aktivierung kann durch zwei unterschiedliche Mechanismen erfolgen. Zum einen
durch limitierte Proteolyse mit speziellen Proteasen. Es wird dabei ein Peptid
abgespalten, das ca. der ersten Domane der Arthropodenhamocyanine entspricht
(ASPAN et al., 1995; KAWABATA et al., 1995; CHOSA et al., 1997; SODERHALL und
CERENIUS, 1998). Zum anderen kénnen z. B. Fettsduren, Phospholipide, Detergenzien
und Alkohol fir eine Aktivierung der Prophenoloxidase sorgen. Entscheidend ist dabei
der lipophile Charakter der verwendeten Reagenzien (MOORE und FLURKEY, 1990;
SUGUMARAN und NELLAIAPPAN, 1991; ASADA et al.,, 1993; NELLAIAPPAN und
SUGUMARAN, 1996; ASADA, 1998; ESPIN und WICHERS, 1999). Wie die
Hamocyanine der Arthropoden weisen die Phenoloxidasen zwei Kupferbindungsstellen
auf, wobei die Kupferionen durch jeweils drei Histidinreste koordiniert werden
(FUJIMOTO et al., 1995; BURMESTER und SCHELLER, 1996; TERWILLIGER et al.,
1999). Innerhalb der Arthropoden konnten sie bisher bei den Hexapoden und Crustaceen

nachgewiesen werden. Bei den Myriapoden gibt es Hinweise auf die Existenz von
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Phenoloxidasen sowohl auf biochemischer (XYLANDER und BOGUSCH, 1992;
XYLANDER, 1996) als auch auf mMRNA-Ebene (PICK et al., 2014). Bei den Cheliceraten
fehlen sie vollstandig (NAGAI und KAWABATA, 2000; DECKER et al., 2001). Hier ist
jedoch das Hamocyanin, zumindest in einigen Arten, in der Lage eine
Phenoloxidaseaktivitat zu tbernehmen (DECKER und RIMKE, 1998).

1.1.3. ,Kupferlose® Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie

Zu den ,kupferlosen“ Vertretern der Hamocyanin-Superfamilie zahlen die Hexamerine,
ihre Rezeptoren sowie die Cryptocyanine/Pseudo-Hamocyanine. Hexamerine kommen in
der Hamolymphe vieler Hexapoden vor. Sie haben sich aus der Hamocyanin-
Untereinheit 1 der Hexapoden entwickelt (BURMESTER, 2001; HAGNER-HOLLER et
al., 2004; PICK et al., 2009). Bei den meisten Hexamerinen handelt es sich um 1x6-
mere, die aus sechs identischen oder sehr ahnlichen Untereinheiten aufgebaut sind
(TELFER und KUNKEL, 1991). Die Hexamerine haben die fir die Sauerstoffbindung
essentiellen Histidine verloren und agieren somit als Speicherproteine. Sie kommen in
hohen Konzentrationen in der Hamolymphe von Larven- und Nymphenstadien vor und
kénnen dort Energie und Aminosduren zum Aufbau adulter Strukturen zur Verfiigung
stellen (KINNEAR und THOMSON, 1975; LEVENBOOK und BAUER, 1984).
Hexamerine kdnnen noch weitere Funktionen ubernehmen. Hierzu zahlt die Bindung von
Steroidhormonen (ENDERLE et al., 1983), von Riboflavin (MAGEE et al., 1994) und von
Juvenilhormonen (BRAUN und WYATT, 1996) sowie die Beteiligung an der
Sklerotisierung der Kutikula (PETER und SCHELLER, 1991). Wie das Hadmocyanin der
Hexapoden werden sie wahrscheinlich im Fettkdrper synthetisiert. Ein Signalpeptid ist fir
die Sezernierung in die Hamolymphe verantwortlich, wo das Hexamerin akkumuliert
(BEINTEMA et al,, 1994, BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Wahrend der
Verpuppung wird das Hexamerin selektiv vom Fettkdrper wieder aufgenommen und in
Proteingranula in den Fettkérperzellen eingelagert (TOJO et al., 1978; UENO und
NATORI, 1982).

Der Hexamerinrezeptor wurde bisher nur bei den Dipteren (UENO und NATORI, 1984;
BURMESTER und SCHELLER, 1992; BURMESTER und SCHELLER, 1995) identifiziert.
Dort ist er fir die Aufnahme des Hexamerins in den Fettkdrper verantwortlich. Er wird

daher genauer unter Punkt 1.2.5.4. Hexamerinrezeptor der Hexapoda beschrieben.
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Die hexameren Proteine in der Hdmolymphe vieler Decapoden werden als Cryptocyanin
(TERWILLIGER et al., 1999) oder als Pseudo-Hamocyanin (BURMESTER, 1999)
bezeichnet. Sie haben mindestens eins der kupferbindenden Histidine verloren und
fungieren als Speicherproteine. Eine ausfiihrlichere Beschreibung ist unter 1.2.4.2.

Cryptocyanin/Pseudo-Hamocyanin der Crustacea zu finden.

1.2. Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie der
Arthropoden

1.2.1. Onychophora

Die Onychophoren (StummelfiiRer) sind eng verwandt mit den Arthropoda und verfiigen
wie viele Vertreter der Arthropoda Uber ein Tracheensystem (BRUSCA et al., 1990). Man
unterscheidet zwei Familien. Dies sind die Peripatopsidae und die Peripatidae. Als
Vertreter der Hdmocyanin-Superfamilie konnte bei den Onychophoren nur Hdmocyanin

nachgewiesen werden. Uber die Existenz einer Phenoloxidase ist nichts bekannt.

1.2.1.1. Hamocyanin der Onychophora

Onychophoren verfiigen Uber das respiratorische Protein Hamocyanin. Dies konnte in
jeweils einer Art der beiden vorkommenden Familien gefunden werden. Dabei handelt es
sich um Epiperipatus sp. (Peripatidae, KUSCHE et al., 2002) und Peripatopsis sedgwicki
(Peripatopsidae, nicht publiziert). Es konnte gezeigt werden, dass das Hamocyanin der
Onychophoren aus einer einzelnen Hamocyanin-Untereinheit besteht. Uber das
Sauerstoffbindungsverhalten dieser Hamocyanin-Untereinheit ist noch nichts bekannt.
Sie bildet eine Schwestergruppe zu den Hamocyaninen, Cryptocyaninen und
Hexamerinen der Euarthropoden (Chelicerata, Myriapoda, Crustacea und Hexapoda;
Abb. 1.1). Dies deutet darauf hin, dass das Hadmocyanin bereits in einem gemeinsamen
Vorfahren aller Panarthropoda (Arthropoda, Onychophora, Tarigrada) vorhanden war.
Dabei sind die Hadmocyanine offensichtlich aus den Phenoloxidasen der Arthropoden

hervorgegangen (Abb. 1.1).
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1.2.2. Chelicerata

Der Unterstamm Chelicerata setzt sich aus den Ordnungen Xiphosura
(Pfeilschwanzkrebse), Scorpiones (Skorpione), Uropygi (Gei3elskorpione), Amblypygi
(GeilRelspinnen), Aranea (Webspinnen), Opiliones (Weberknechte), Pseudoscorpiones
(Pseudoskorpione), Solifugae (Walzenspinnen), Pycnogonida (Asselspinnen), Palpigradi
(Palpenlaufer), Ricinulei (Kaputzenspinnen) und Acari (Milben) zusammen. Der
Aufnahme von Sauerstoff dienen Kiemen bei marinen Cheliceraten, Buchlungen und
Tracheen bei terrestrischen Formen. Als Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie konnte
bei den Cheliceraten nur Hamocyanin identifiziert werden. Sie verfigen offenbar weder

Uber Phenoloxidasen noch lber Speicherproteine.

1.2.2.1. Hamocyanin der Chelicerata

Innerhalb der Cheliceraten konnte Hdmocyanin bei den Xiphosura, Scorpiones, Uropygi,
Amblypygi, Aranea und Pycnogonida nachgewiesen werden. Bei den Opiliones,
Pseudoscorpiones, Solifugae und Acari ging es offenbar verloren (REHM et al., 2012).
Opiliones, Pseudoscorpiones und Solifugae sind Apulmonata, die Uber Tracheen
verfigen. Diese scheinen flir den aeroben Metabolismus auszureichen (REHM et al.,
2012). Die Acari sind sehr klein und haben ebenfalls Tracheen (OBENCHAIN und
OLIVER, 1975). Scorpiones, Uropygi, Amblypygi und Aranea haben hingegen
Buchlungen. Diese sind mit Hamolymphe gefillt, wodurch der Sauerstoffverbrauch der
einzelnen Gewebe limitiert ist (REHM et al., 2012). Cheliceratenhamocyanine setzen
sich aus bis zu acht distinkten Untereinheiten zusammen und bilden 1x6-, 2x6-, 4x6- und
8x6-mere (MARKL, 1986; MARKL et al., 1986). Die 2x6-mere vieler Labidognatha
bestehen aus zwei Hexameren, die Gber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind
(MARKL, 1980; MARKL, 1986). Bei dem Hamocyanin der Xiphosuren handelt es sich um
8x6-mere, wahrend das Hamocyanin der Arachniden in der Regel 4x6-mere bildet. 1993
konnte die Kristallstruktur der deoxygenierten Hamocyanin-Untereinheit 2 von Limulus
polyphemus in einer Aufldsung von 2,18 A ermittelt werden (HAZES et al., 1993).
MARTIN et al. (2007) konnten die Quartarstruktur des 8x6-mers im Cryo-TEM (Cryo-
Tranmissionselektronenmikroskopie) und mittels 3D-Rekonstruktion in 10 A auflésen. Es
wurden 46 Interhexamer-Kontaktstellen identifiziert. 24 davon befinden sich innerhalb der
vier 2x6-mere, zehn werden zur Herstellung der 4x6-mere bendtigt und zwolf um die
beiden 4x6-mere in ein 8x6-mer umzuwandeln. Dieses 8x6-mer setzt sich wiederum aus

acht distinkten Untereinheiten zusammen. Diese Untereinheitstypen haben sich vor 540-
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420 Millionen Jahren auseinanderentwickelt (VOIT et al., 2000; AVERDAM et al., 2003).
Sie wurden in vier monopyletischen Gruppen zusammengefasst (REHM et al., 2012).
Der ersten monophyletischen Gruppe gehdéren die Arachniden Hamocyanin-
Untereinheitstypen b und ¢ sowie die V/VI-Untereinheitstyp der Xiphosuren an. Die
zweite Gruppe wird durch den a-Typ Arachniden- und den II-Typ Xiphosurenhdmocyanin
gebildet. Die dritte Gruppe beinhaltet den Arachnidenhamocyanintyp d und f sowie den
Xiphosurenhamocyanintyp Illb und IV. Die Hamocyanin-Untereinheiten e und g der
Arachniden genauso wie | und llla der Xiphosuren bilden die vierte monophyletische
Gruppe (REHM et al., 2012). Alle funktionellen Untereinheiten sind beim Cheliceraten
Hamocyanin an der Sauerstoffbindung beteiligt. Die Kooperativitat nimmt vom 4x6-, (iber
das 2x6- zum 1x6-mer schrittweise ab (BROUWER und SERIGSTAD, 1989;
HARTMANN und DECKER, 2002). Fiir das Hamocyanin von Eurypelma californicum®
konnte eine geringe Sauerstoffaffinitat bei pH 7,0 (P50~30,9 Torr) und eine moderate
Sauerstoffaffinitat bei pH 7,6 (Ps0~18,2 Torr) gezeigt werden. Der Hill-Koeffizient betrug
bei pH 7,0 2,2 und bei pH 7,8 2,6 (DECKER und STERNER, 1990b).

Den Hamocyanin-Untereinheiten der Cheliceraten fehlt ein Signalpeptid, trotzdem liegt
es geldst in der Hamolymphe vor. Es wird, dies wurde zumindest fiir E. californicum
gezeigt, an freien Ribosomen synthetisiert und durch Lyse der Zellen freigesetzt. Die
Synthese erfolgt in Hamocyten-ahnlichen Zellen, die an die innere Herzoberflache
geheftet sind (KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000).

Das Hamocyanin der Cheliceraten ist in der Lage eine Phenoloxidaseaktivitat
auszuulben. Diese ist sowohl bei E. californicum (DECKER und RIMKE, 1998) als auch
bei L. polyphemus (DECKER et al., 2001) vorhanden. Das Hamocyanin ist damit an der
humoralen Immunantwort und der Sklerotisierung der Kutikula beteiligt. Bei beiden
Hamocyaninen konnte die Phenoloxidaseaktivitdt durch geringe SDS-Konzentrationen
ausgelost werden. Diese Eigenschaft ist allerdings auf bestimmte Untereinheiten
beschrankt (DECKER et al., 2001).

* Eurypelma californicum wurde falsch bestimmt, tatséchlich handelt es sich um Aphonopelma
hentzi (NENTWIG, 2012). Dennoch wurde die Bezeichnung beibehalten.
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1.2.3. Myriapoda

Myriapoden umfassen die Chilopoda (HundertfiRer), Diplopoda (Doppelfulier),
Pauropoda (WenigdfiilRer) und die Symphyla (Zwergfif3er). Sie verfligen wie Hexapoden
Uber ein ausgepragtes Tracheensystem. Es wurde lange Zeit angenommen, dass die
Existenz eines respiratorischen Proteins aufgrund der Anwesenheit dieses
Tracheensystems nicht notwendig sei. Als Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie
konnte bei den Myriapoda Hamocyanin identifiziert werden. Aufterdem gibt es Hinweise

auf die Existenz von Phenoloxidasen, Speicherproteine scheinen zu fehlen.

1.2.3.1. Hamocyanin der Myriapoda

Innerhalb der Myriapoda wurde bei den Chilopoda, Diplopoda und Symphyla
Hamocyanin nachgewiesen (SUNDARA RAJULU, 1969; MANGUM et al.,, 1985;
GEBAUER und MARKL, 1999; JAENICKE et al., 1999; KUSCHE und BURMESTER,
2001; KUSCHE et al., 2003a; MARKL et al., 2009; DAMSGAARD et al., 2013; PICK et
al., 2014). Das Hamocyanin der Pauropoden wurde bislang noch nicht untersucht.
Wahrend bei den Symphylen bisher nur Sequenzdaten vorhanden sind, existieren bei
den Vertretern der Chilopoden und Diplopoden auch funktionelle und strukturelle
Untersuchungen des Hamocyanins. Die erste Entdeckung fand bei dem HundertfliRer
Scutigera longicornis statt (SUNDARA RAJULU, 1969). Spater konnte flr Scutigera
coleptrata gezeigt werden, dass es sich bei dem Hamocyanin um ein 6x6-mer handelt
(MANGUM et al., 1985). Es wurden auf RNA-Ebene flinf Hamocyanin-Untereinheiten
(ScoHcA-D und ScoHcX) identifiziert (KUSCHE et al.,, 2003a). Dabei konnte die
Untereinheit X nicht im nativen Protein nachgewiesen werden. Die Untereinheiten A-D
kommen im nativen Protein in einem Verhaltnis von ungefahr 2:2:1:1 vor (GEBAUER und
MARKL, 1999; KUSCHE et al., 2003a). Bei den Diplopoden konnten JAENICKE et al.
(1999) bei drei Arten aus der Familie der Spirostreptidae (Diplopoda) zeigen, dass das
Hamocyanin ebenfalls 6x6-mere bildet. Es wurde zundchst angenommen, dass es sich
aus zwei Hamocyanin-Untereinheiten zusammensetzt. Auf molekularer Ebene konnte
nur die Sequenz einer Untereinheit identifiziert werden (KUSCHE und BURMESTER,
2001). Bei dem TausendflRer Archispirostreptus gigas wurde nachgewiesen, dass es
sich nicht, wie zuvor angenommen, um zwei verschiedene Hamocyanin-Untereinheiten,
sondern um unterschiedliche Glykosilierungsformen einer einzelnen Untereinheit handelt
(DAMSGAARD et al., 2013).
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Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hamocyanins der Diplopoden Spirostreptus sp.
und A. gigas weist ein gegensatzliches Verhaltnis zum Hamocyanin des Chilopoden S.
coleoptrata auf. Wahrend das Hamocyanin von Spirostreptus und A. gigas eine hohe
Sauerstoffaffinitat (Pso=4,7 Torr bei pH 7,5 und P5,=3,5 Torr bei pH 8,1) und eine geringe
Kooperativitat (h=1,3 £ 0,2 und h=3, bei pH 7,4) zeigt, ist die Situation beim Hamocyanin
von S. coleptrata revers. Hier liegt eine geringe Sauerstoffaffinitat (P5o=55 Torr bei pH
7,5) und eine hohe Kooperativitat vor (h=8,9 bei pH 7,5, MANGUM et al., 1985;
JAENICKE et al., 1999). Die deutet darauf hin, dass das Hamocyanin von Spirostreptus
und A. gigas der Sauerstoffspeicherung dient, wahrend das Hamocyanin von S.

coleptrata schnell Sauerstoff bereitstellen kann.

1.2.3.2. Phenoloxidase der Myriapoda

Uber die Phenoloxidasen der Myriapoden sind bisher kaum Daten verflgbar. Sie
konnten bisher nur biochemisch nachgewiesen werden (XYLANDER und BOGUSCH,
1992; XYLANDER, 1996). PICK et al. 2014 konnten Hinweise fir eine PPO mRNA in
dem Diplopoden Polyxenus lagurus entdecken. In Datenbankanalysen konnten sie
zudem in dem vollstandig sequenzierten Genom des Chilopoden Strigamia maritima das
Gen fir eine putative PPO identifizieren. Beiden Proteinen fehlt ein Signalpeptid, was auf
ein intrazellulares Protein hindeutet. Des Weiteren konnte in keiner der beiden Arten

Hamocyanin nachgewiesen werden (PICK et al., 2014).

1.2.4. Crustacea

Crustaceen sind ein sehr formenreicher Unterstamm der Arthropoden. Zu ihnen zahlen
die Oligostraca, Branchiopoda (KiemenfuRkrebse), Copepoda (RuderfulRkrebse),
Malacostraca (hohere Krebse), Thecostraca (Kapselschaler), Remipedia und
Xenocarida. Crustacea verfiigen in der Regel tber Kiemen, bei den héheren Landasseln
(Onscidea) haben sich Tracheen entwickelt. Als Vertreter der Hdmocyanin-Superfamilie
konnten bei den Crustacea Hamocyanin, Phenoloxidasen sowie das Speicherprotein

Cryptocanin nachgewiesen werden.
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1.2.4.1. Hamocyanin der Crustacea

Innerhalb der Crustacea schien Hamocyanin nur bei den Malacostraca und Remipedia
vorhanden zu sein (MANGUM, 1985; MARKL und DECKER, 1992; ERTAS et al., 2009).
2013 konnte gezeigt werden, dass auch die Ostracoden Uber Hamocyanin verfligen
(personliche Mitteilung: MARXEN, 2013). Die anderen Klassen haben entweder kein

respiratorisches Protein oder sie verwenden Hamoglobin (MANGUM, 1985).

Das Hamocyanin der Crustacea verfugt im Vergleich zu dem stark konservierten
Hamocyanin der Cheliceraten (BURMESTER, 2002; REHM et al., 2012) Uber eine
hohere Variabilitét in der Untereinheitenzusammensetzung. Diese kann sich innerhalb
nahe verwandter Arten und sogar innerhalb von Populationen unterscheiden (MARKL,
1986; MARKL et al., 1986; STOCKER et al., 1988; MANGUM und JOY, 1997). Einige
Untereinheiten werden nur unter spezifischen physiologischen Bedingungen exprimiert
(MARKL und DECKER, 1992; DURSTEWITZ und TERWILLIGER, 1997; TERWILLIGER,
1998). Bei den Malacostrca kommen 1x6-, 2x6-mere und 4x6-mere vor. 1x6-mere
wurden z. B. bei den Isopoden identifiziert (MARKL, 1986). Bei den 2x6-meren existieren
zwei verschiedene Quartarstrukturen. 4x6-mere konnten in dem Maulwurfskrebs
Upogebia pusilla und in Callianassa californiensis identifiziert werden (MILLER et al.,
1977; MARKL et al., 1986; MARKL und DECKER, 1992; PAOLI et al., 2007).

Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hamocyanins der Crustacea ist gut untersucht und
variiert stark. So konnte in diversen Arbeiten gezeigt werden, dass bei verschiedenen
Spezies eine Veranderung der lonenkonzentration der Hamolymphe zu einer
Veranderung der Sauerstoffaffinitadt und der Kooperativitat fiihrt (LARIMER und RIGGS,
1964; TRUCHOT, 1975; MASON et al.,, 1983). Es gibt aber noch diverse andere
Faktoren die das Sauerstoffbindungsverhalten beeinflussen (BROWN und
TERWILLIGER, 1998). Zu diesen zahlen unter anderem Temperatur, L-Lactat und
andere natlrlich vorkommende organische Effektoren wie z. B. Harnstoffverbindungen,
Dopamin und verwandte Neuroamine sowie Stickstoffmetaboliten (TRUCHOT, 1980;
BOOTH et al., 1982; GRAHAM et al., 1983; MORRIS et al., 1985; MORRIS et al., 1986;
LALLIER et al., 1987; LALLIER und TRUCHOT, 1989; MORRIS und MCMAHON, 1989;
MORRIS, 1990; SANDERS et al., 1992).

Zu den Malacostraca zahlen die Eucarida (Decapoda und Euphausiacea), Hoplocarida

(Stomatopoda), Peracrida (u.a. Amphipoda und lIsopoda), Syncarida (Anaspidacea,
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Bathynellacea) und Phyllocarida (Leptostraca). Das Hamocyanin der Decapoda wurde
urspriinglich immunologisch in drei Untereinheitstypen klassifiziert, die als a, f und y
bezeichnet wurden (MARKL, 1986; STOCKER et al., 1988). Diese Klassifizierung konnte
auch durch jingere molekulare phylogenetische Analysen weitestgehend unterstitzt
werden (BURMESTER, 2002; HAGNER-HOLLER et al., 2005; SCHERBAUM et al.,
2010; MARXEN et al.,, 2013). Innerhalb dieser drei Untereinheitstypen ist der a-
Untereinheitstyp naher mit dem y-Untereinheitstyp verwandt als der B-Untereinheitstyp
(MARKL, 1986; MARKL et al., 1986; KUSCHE et al., 2003b; HAGNER-HOLLER et al.,
2005; SCHERBAUM et al., 2010). Der a- und y-Typ trennten sich vor ~400 Millionen
Jahren. Die Aufspaltung des p-Untereinheitstyps von der a/y-Linie hingegen fand bereits
im frithen Kambrium vor ~520 Millionen Jahren statt (SCHERBAUM et al., 2010;
MARXEN et al., 2013). Neben dem a-, B- und y-Untereinheitstyp gibt es innerhalb der
Malacostraca auch noch das Hamocyanin der Amphipoda und Isopoda, welches nicht
mit den anderen drei Untereinheitstypen gruppiert (MARXEN et al., 2013). Die
Hamocyanine der Crustaceen sind z. T. in der Lage eine Funktion als Phenoloxidase zu
Uubernehmen (DECKER und JAENICKE, 2004).

1.2.4.2. Cryptocyanin/Pseudo-Hamocyanin der Crustacea

Das Cryptocyanin/Pseudo-Hamocyanin ahnelt stark dem Hamocyanin, kann jedoch
keinen Sauerstoff binden (MARKL et al., 1979), da die kupferbindenden Histidine durch
andere Aminosauren ersetzt wurden (BURMESTER, 1999; TERWILLIGER et al., 1999).
Mit dem Verlust des Sauerstoffbindungszentrums lie3 der Selektionsdruck nach
(BURMESTER, 2002), was zu einer signifikant héheren Substitutionsrate als beim
Hamocyanin fuhrte. Die Cryptocyanine entwickelten sich aus dem y-Typ Hamocyanin der
Decapoden vor ca. 180 Millionen Jahren (KUSCHE et al., 2003b).

Es wird vermutet, dass es sich um ein Speicherprotein handelt (BURMESTER, 2002), da
sich die Cryptocyaninkonzentration innerhalb von H&utungszyklen unterscheidet
(TERWILLIGER et al., 1999). Syntheseort des Cryptocyanins ist das Bindegewebe der
Mitteldarmdrise, respektive das Herzgewebe und die Ovarien (BURMESTER, 1999;
TERWILLIGER et al.,, 1999). TERWILLIGER et al. (2005) konnten zeigen, dass,
synchron mit dem Hautungszyklus, Cryptocyanin in die Himolymphe sezerniert wird und

durch die Epidermis in die extrazellulare Matrix des neuen Exoskeletts wandert .
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1.2.4.3. Phenoloxidase der Crustacea

Phenoloxidasen zirkulieren in der Hamolymphe von Crustaceen in ihrer inaktiven Form,
der Prophenoloxidase (PPO), in den Hamocyten (TERWILLIGER und RYAN, 2006). Sie
werden bei den Crustacea von granularen bis semi-granuldren Hamocyten gebildet
(CERENIUS et al.,, 2003). Dabei fehlen unreifen Hamocyten des Signalkrebses
Pacifastacus leniusculus die PPO, wahrend reife Hamocyten in der Hamolymphe Uber
diese verfugen (SODERHALL et al., 2003). In den Crustacea wurde bisher pro Spezies
nur ein flr die PPO kodierendes Gen gefunden (CERENIUS und SODERHALL, 2004),
wahrend es bei den Insecta bis zu zehn verschiedene Gene pro Spezies gibt
(WATERHOUSE et al., 2007). Phenoloxidasen sind an der Immunantwort beteiligt. Bei
P. leniusculus konnte gezeigt werden, dass die Produktion der Phenoloxidase mit einer
erhohten Resistenz gegen das hoch pathogene Bakterium Aeromonas hydrophila
einhergeht (LIU et al., 2007). Die Phenoloxidasen der Crustacea bilden Hexamere
(JAENICKE und DECKER, 2003). Innerhalb der Crustacea gibt es zwei distinkte PPO-
Gruppen. Dies sind zum einen die PPO der Decapoda und zum anderen die PPO der
Branchiopoda. Den Iso- und Amphipoden hingegen scheinen die PPO zu fehlen
(TERWILLIGER und RYAN, 2006).

1.2.5. Hexapoda

Zu den Hexapoden zahlen die Ecto- und Entognatha. Die meisten Hexapoden verfligen
Uber ein Tracheensystem, in dem sauerstoffhaltiges Gas durch Stigmata in der Kutikula
aufgenommen und im Korper durch Diffusion verteilt wird. Als Vertreter der Hamocyanin-
Superfamilie konnten bei den Hexapoden Hamocyanin, Phenoloxidasen sowie das

Speicherprotein Hexamerin und dessen Rezeptor nachgewiesen werden.

1.2.5.1. Hamocyanin der Hexapoda

Die meisten Hexapoden verfiigen Uber ein ausgepragtes Tracheensystem, Uber das der
Gasaustausch stattfindet. Daher wurde lange angenommen, dass sie neben dem
Hamoglobin bei einigen Spezies keine weiteren respiratorischen Proteine besitzen
(MANGUM, 1985; LAW und WELLS, 1989; WILLMER et al., 2005). PICK et al. (2009)
konnten Hamocyanin innerhalb der Hexapoda in den Collembola, Archegonatha,
Zygentomata, Plecoptera, Dermaptera, Orthoptera, Phasmatodea, Mantodea, Isoptera

und Blattaria nachweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die eumetabolen Insekten die
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Hamocyanine verloren haben (HAGNER-HOLLER et al.,, 2004; BURMESTER und
HANKELN, 2007). Auch bei einigen Vertretern der ametabolen und hemimetabolen
Insekten koénnten sie verloren gegangen sein. Eine weitere Erklarung fur die
Abwesenheit des Hamocyanins in diesen Insekten kénnte eine Expression nur in
bestimmten Entwicklungsstadien sein. Fur das Hamocyanin der argentinischen

Waldschabe Blaptica dubia konnte dies gezeigt werden (PICK et al., 2010).

Hexapoden verfiigen Uber zwei Hamocyanin-Untereinheitstypen (Hc1 und Hc2). Diese
separierten sich bereits vor der Aufspaltung der Remipedia” und Hexapoda (ERTAS et
al., 2009). Da Hc1 in allen soweit untersuchten Hexapoden vorhanden ist, wird davon
ausgegangen, dass sie der zentrale Baustein des Hexapodenhamocyanins ist. Hc2 ist
innerhalb der Hexapoden mehrmals unabhangig voneinander verloren gegangen (PICK
et al., 2009).

Das Sauerstoffbindungsverhalten des Hadmocyanins wurde innerhalb der Hexapoden nur
bei der Steinfliege Perla marginata untersucht. Es weist eine hohe Sauerstoffaffinitat
(Pso~8 Torr) und eine gewisse Kooperativitat (h=2) auf. Dabei bildet es ein 1x6-mer als
Quartarstruktur (HAGNER-HOLLER et al., 2004).

1.2.5.2. Phenoloxidase der Hexapoda

Alle bisher untersuchten Insekten verfligen Uber mindestens zwei Phenoloxidasegene
mit Ausnahme der Honigbiene, welche nur tber ein Gen verfiigt (EVANS et al., 2006). In
einigen Moskito-Spezies konnte gezeigt werden, dass bestimmte PPO-Gene z. T. nur in
einigen Stadien oder in der Anwesenheit spezieller Pathogene exprimiert werden
(MULLER et al., 1999; HUANG et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dass die einzelnen
PPO unterschiedliche Aufgaben haben, zumindest in den Diptera (CERENIUS und
SODERHALL, 2004). Die Synthese der Prophenoloxidasen findet groRtenteils in
Hamocyten statt (CERENIUS und SODERHALL, 2004). Der Hamocytentyp ist
speziesspezifisch. Die Prophenoloxidase der Lepidoptera wird beispielsweise in
sogenannte Oenocyten synthetisiert (JIANG et al., 1997), wahrend der Syntheseort bei
den Moskitos die granularen Hamocyten und Oenocyten sind (CASTILLO et al., 2006).
Bei Drosophila melanogaster werden die Prophenoloxidasen 1 und 2 primar in

Kristallzellen exprimiert, wohingegen die Expression der Prophenoloxidase 3 nach einer

* Remipedia sind Crustacea. Sie wurden als Vorfahren der Hexapoda vorgeschlagen (ERTAS et
al., 2009).
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parasitaren Infektion in Lamellocyten stattfindet (RIZKI und RIZKI, 1984; IRVING et al.,
2001; TANG, 2009). Prophenoloxidasen befinden sich in der Hamolymphe, trotz
Abwesenheit eines Signalpeptids. Dies deutet darauf hin, dass sie durch die Ruptur der
Hamocyten dorthin gelangen (KANOST und GORMAN, 2008). Dabei unterscheiden sich
Hamocytentypen in ihrer Stabilitdt, sodass einige Prophenoloxidasen ohne Ausldser in
die Hamolymphe entlassen werden. In den Lepidoptera findet man die
Prophenoloxidasen hauptsachlich in der Hamolymphe, wahrend z.B. die
Prophenoloxidasen der Heuschrecken und Schaben dominant in den Hamocyten
vorkommen, aus denen sie erst durch eine Aktivierung entlassen werden (BREHELIN et
al.,, 1989; DURRANT et al., 1993). Im Gegensatz zum Hamocyanin und Hexamerin
scheinen die Prophenoloxidasen der Insekten nicht ausschlieBlich Hexamere zu bilden.
So bildet die Prophenoloxidase des Tabakschwarmers Manduca sexta Mono-, Di-, Tri-
und hoéhere Oligomere. Dabei beglinstigt eine geringe Salzkonzentration die Bildung
hoherer Oligomere (JIANG et al., 1997). Dies konnte ebenfalls bei der Phenoloxidase
von Bombyx mori gezeigt werden (ASHIDA, 1971). Es wird angenommen, dass min.

zwei der drei Drosophila PPO als Homodimere in vivo vorliegen (SEZAKI et al., 2001).

1.2.5.3. Hexamerin der Hexapoda

Hexamerin wurde bei allen bisher untersuchten Insekten in der Hamolymphe gefunden
(SCHELLER et al., 1990; TELFER und KUNKEL, 1991) und dient wahrend Hautungs-
und in Hungerphasen als Speicherprotein (TELFER und KUNKEL, 1991; BURMESTER,
1999; BURMESTER, 2001). Es kann keinen Sauerstoff binden, da die dafir
verantwortlichen Histidine durch andere Aminosauren ersetzt wurden (BEINTEMA et al.,
1994; BURMESTER, 2001; BURMESTER, 2002). Trotzdem weisen Hexamerine und
Hamocyanine Ahnlichkeiten beziiglich ihrer Struktur auf (TELFER und KUNKEL, 1991;
BEINTEMA et al., 1994).

Die Hexamerine der Hexapoden zeigen kein homogenes Bild in Bezug auf ihre
Aminosdurenzusammensetzung. Sie wurden aufgrund des haufigen Vorkommens
bestimmter Aminosauren benannt. Einige Hexamerine weisen besonders viele
aromatische Aminosauren auf (Arylphorine), andere sind besonders methioninreich (Met-
rich storage protein), bzw. die Aminosduren Glutamin und Glutaminsdure sowie
Asparagin und Asparaginsaure sind besonders haufig vertreten (TELFER und KUNKEL,
1991). Arylphorine und methioninreiche Hexamerine findet man in fast allen

Insektenordnungen, wahrend die Glutamin-/Glutaminsaure- und Asparagin-
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/Asparaginsaure-reichen Hexamerine nur bei den Hymenoptera vorhanden sind
(WHEELER und BUCK, 1995; MARTINEZ et al., 2000). Innerhalb der Dipteren konnten
zwei Hexamerine identifiziert werden, welche als larvale Serumproteine (LSP)
bezeichnet werden. Die Hexamerine der Dipteren werden entweder den LSP1- oder den
LSP2-ahnlichen Hexamerinen zugeordnet (ROBERTS et al., 1977; MASSEY et al., 1997;
MOUSSERON-GRALL et al., 1997; BURMESTER et al., 1998). D. melanogaster besitzt
beide LSP. Die Expression der zwei LSP ist auf den Fettkorper ab dem letzten
Larvenstadium beschrankt (ROBERTS et al., 1977; POWELL et al., 1984). Nur LSP2
wird in adulten Tieren exprimiert (SHIRRAS und BOWNES, 1989; BENES et al., 1990).

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte LSP2 ist wie das LSP1 ein Hexamer. Im
Gegensatz zum LSP1, das sich aus a-, B- und y-Untereinheiten zusammensetzt, besteht
das LSP2 aus sechs identischen Untereinheiten. Dabei hat jede Untereinheit eine
theoretische Molekilmasse von 83,5 kDa. Diese weicht stark von der experimentell
beobachteten Molekilmasse ab, welche zwischen 74,5 und 79 kDa liegt (MOUSSERON-
GRALL et al., 1997). Fur das LSP2 konnte gezeigt werden, dass die Transkription durch
das  Hautungshormon  20-Hydroxyecdyson induziert wird (JOWETT und
POSTLETHWAIT, 1981; NAKANISHI und GAREN, 1983). Betrachtet man die
Quartarstruktur des Hexamerins, so konnte MARTIN (2007) zeigen, dass die
Untereinheiten bohnenférmig sind und die Ecken eines trigonalen Antiprismas in einer

,D3 point-group” Symmetrie besetzen.

1.2.5.4. Hexamerinrezeptor der Diptera

Der Hexamerinrezeptor ist innerhalb der Hexapoda auf die Diptera beschrankt (UENO
und NATORI, 1984; BURMESTER und SCHELLER, 1992; BURMESTER und
SCHELLER, 1995). In Datenbankanalysen konnte festgestellt werden, dass er innerhalb
der Diptera nur bei den Brachycera vorkommt (personliche Mitteilung: BURMESTER,
2013). Er weist hohe Sequenzahnlichkeiten zu seinem Liganden, dem Hexamerin, von
dem er abstammt, auf (BURMESTER und SCHELLER, 1996; BURMESTER, 1999;
BURMESTER, 2002). Lokalisiert ist er an der Oberflache der Fettkorperzellen, wo er
durch das Hautungshormon 20-Hydroxyecdyson aktiviert wird (UENO et al., 1983; UENO
und NATORI, 1984; BURMESTER und SCHELLER, 1995). Er ist verantwortlich fir die
Endozytose des Hexamerins in den Fettkdrper (MARX, 1983; BURMESTER und
SCHELLER, 1992; BURMESTER und SCHELLER, 1997; HANSEN et al., 2002). Die

Sequenzahnlichkeiten des Hexamerinrezeptors zu den anderen Vertretern der
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Hamocyanin-Superfamilie beschranken sich auf den N- und C-terminalen Bereich, der in
etwa der ersten und dritten Domane des Arthropoden-Hamocyanins entspricht. Er ist
jedoch langer als die anderen Proteine der Hamocyanin-Superfamilie (BURMESTER und
SCHELLER, 1996).

1.3. Zielsetzung

Um Struktur- und Funktionsanalysen an Proteinen durchfuhren zu konnen, ist es
notwendig sie rekombinant herzustellen. Das Interesse gilt bei den Proteinen der
Hamocyanin-Superfamilie insbesondere dem Sauerstoffbindungszentrum. Unter-
suchungen an diesen Proteinen in vitro sind nur flr ein Hexamerin vorhanden. Ziel dieser
Arbeit war es ein System zu entwickeln um Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie in
ihrer aktiven Form, richtig gefaltet zu exprimieren. An diesen rekombinant hergestellten
Proteinen koénnten u. a. Mutagenesexperimente am aktiven Zentrum durchgefuhrt

werden, um so den Mechanismus der Sauerstoffbindung besser zu verstehen.

Innerhalb der Cheliceraten, Crustaceen und Hexapoden sind die Hamocyanine vieler
Spezies genauer in Bezug auf ihre Evolution, Funktion, Struktur sowie Syntheseort
untersucht. Phenoloxidasen konnten bisher nur bei den Crustaceen und Hexapoden
nachgewiesen werden. Uber die Hdmocyanine der Myriapoden existieren kaum Daten.
Auch Uber die Phenoloxidasen aus diesem Unterstamm ist wenig bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten weitere Daten Uber das Hamocyanin und die Phenoloxidase der
Myriapoden gesammelt werden, um diese evolutiv einordnen zu kénnen, ihre Funktion

zu ermitteln sowie ihren Syntheseort zu bestimmen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (MEIGEN, 1830), die ,schwarzbduchige® Taufliege, entwickelt

sich nach dem Schllipfen Uber drei Larvenstadien bis zur Verpuppung. Ein Lebenszyklus
von der Befruchtung bis zum Schlupfen der Fliegen dauert ca. 13-15 Tage (WOLPERT

et al., 1998).

Stamm
Unterstamm
Klasse
Uberordnung
Ordnung
Unterordnung
Familie
Gattung

Art

Arthropoda
Hexapoda
Insecta
Neoptera
Diptera
Brachycera
Drosophilidae

Drosophila

Drosophila melanogaster

2.1.2. Palinurus elephas

Palinurus elephas

(FABRICIUS, 1803),

die europaische Languste,

kann eine

Korperlange von bis zu 50 cm erreichen und kommt im Ostatlantik vom siidwestlichen

Norwegen bis nach Marokko sowie im Mittelmeer vor.

Stamm
Unterstamm
Klasse
Uberordnung
Ordnung

Art

Arthropoda
Crustacea
Malacostraca
Eucarida
Decapoda

Palinurus elephas
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2.1.3. Scolopendra dehaani

Scolopendra dehaani (VAHTERA et al., 2013), der viethamesische HundertfilRer, kommt
vor allem in Sudostasien vor und zahlt dort zu den grofiten HundertfiRern mit einer

Kdrperlange von bis zu 30 cm.

Stamm Arthropoda
Unterstamm Myriapoda

Klasse Chilopoda

Ordnung Scolopendromorpha
Familie Scolopendidae
Gattung Scolopendra

Art Scolopendra dehaani

Die hier verwendeten HundertfliRer wurden von der Firma b.t.b.e. (Schnirpflingen) oder

Spinnen Vinmann (Krefeld) kauflich erworben.

2.1.4. Gerate
Agarosegelkammer Horizontal-Elektrophoresekammer (A. Hartenstein, Wirzburg)
Autoklav Systec VE-55 (Systec, Wettenberg)
Tuttnauer 3850 ELV (Biomedis, GielRen)
Binokular SZ61 (Olympus, Hamburg)
Blotkammer Elektroblotter Typ SD 18 (A. Hartenstein, Wirzburg)
Brutschranke Innova 4200 und 4230 Incubator Shakers (New Brunswick
Scientific, Nurtingen)
Drehrotator Tube Rotator (VWR, Hannover)
Elektronenmikroskop Filter Elektronenmikroskop LEO 912 (Carl Zeiss AG, Hamburg)
EM 902A (Zeiss, West Germany)
FPLC-Anlage AKTApurifier 10 (GE Healthcare, Freiburg)
Geldokumentationssystem  Fusion Fx7 (Peglab, Erlangen)
Heizblock Bio TDB-100 (A. Hartenstein, Wirzburg)
Horizontaler Schiittler See-saw rocker SSL4 (Stuart, Staffordshire UK)
Mikroskope Olympus 1X50 (Olympus, Hamburg)
pH-Meter InoLab pH 720 (WTW, Weilheim)
Schott CG 842 (Schott, Mainz)
Photometer NanoDrop 1000 (Peglab, Erlangen)
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BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg)

Platereader DTX 880 Multimode Detector (Beckman Coulter, Krefeld)
SDS-Gelkammer Mini-PROTEAN Electrophoresis System (Bio-Rad, Miinchen)
Spannungsgerate Consort EV243 (Jencons, Bedfordshire UK)

PowerPac™ Power Supply (Bio-Rad, Minchen)

Speed Vac Speed Vac SC110 (Thermo/Savant, Dreieich)
Spektralphotometer Lambda 2S (Perkin Elmer, Fremont, USA)

Sterilwerkbank LaminAir LB-48-C (Heraeus, Hanau)

Thermocycler LabCycler Gradient (SensoQuest GmbH, Géttingen)

T1 Thermocycler (Biometra, Gottingen)
Ultraschallgerat Ultraschallgerat (KLN Ultraschall AG, Heppenheim)
Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Berlin)
Waagen Kern 474 (Kern & Sohn GmbH, Albstadt)
Sartorius 1203MP (Sartorius AG, Géttingen)
Sartorius BP210S (Sartorius AG, Géttingen)
SPO 51 (Scaltec, Géttingen)
Zentrifugen Eppendorf Zentrifuge 5804 (Eppendorf AG, Hamburg)
Eppendorf Zentrifuge 541R (Eppendorf AG, Hamburg)
Heraeus Labofuge 400R (Heraeus, Hanau)
Sigma 1-14 Mikrozentrifuge (Sigma, Osterode am Harz)
Zentrifuge GS 15R (Beckman Coulter, Fullerton)

2.1.5. Chemikalien und Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben,
von den Firmen Biowest (Renningen), Carl Roth (Karlsruhe), Merck Chemicals
(Darmstadt), Millipore (Schwalbach), PAA Laboratories GmbH (Cdlbe), Peqglab
(Erlangen), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Sigma-Aldrich
(Steinheim).

Kits wurden von den Firmen Applied Biosystems (Darmstadt), IBA (Géttingen), Invitrogen
(Karlsruhe), PAA Laboratories GmbH (Cdlbe), Peqglab (Erlangen), Promega (Mannheim),
Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und Thermo Scientific (Waltham,
USA) bezogen.

Weitere Komponenten und Verbrauchsmaterialien wie Antibiotika, Marker, Enzyme,
Einmalsterilspritzen,  Sterilfilter, = Reaktionsgefalle, Zentrifugenréhrchen, sterile
Einmalpipetten, Zellkulturflaschen, Petrischalen, Kryoréhrchen und Pipettenspitzen

lieferten die Firmen Invivogen (Toulouse, Frankreich), Fermentas (St. Leon-Roth), New
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England Biolabs (Frankfurt), A. Hartenstein (Wirzburg), Sarstedt (Nimbrecht-
Rommelsdorf), Gibco (Karlsruhe) und Starlab (Ahrensburg).

2.1.6. Vektoren

Tabelle 2.1 fasst alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren zusammen.

Tabelle 2.1:  Vektoren und ihre Resistenzen

Vektor Resistenz Firma

pGEM-T Easy Ampicillin Promega (Mannheim)
pGEM-T Ampicillin Promega (Mannheim)
TOPO TA Ampicillin, Kanamycin Invitrogen (Karlsruhe)
pET16b Ampicillin Novagen (Darmstadt)
pET24a Kanamycin Novagen (Darmstadt)
pMT/V5-His B Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe)
pCoHygro Hygromycin Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.7. Primer

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Operon
synthetisiert und in lyophilisierter Form geliefert. Sie wurden in HPLC-Wasser gelost,
wobei eine 100 yM Stammlésung und eine 10 uM Arbeitslésung hergestellt wurden.
Beide wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Die Primer, mit einer Lange zwischen 18 und 63 Nukleotiden, wurden anhand bekannter
Sequenzen erstellt. Die Schmelztemperatur Ty lag Uber 58°C und der G/C-Gehalt
zwischen 40 und 60%. Zur Vermeidung von Selbst- oder Heterodimeren wurden die
Primer mit der Online Software OligoAnalyser 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/
applications/oligoanalyzer/) analysiert. In anderen Fallen wurden die Primer durch das
Programm Primerlyse (BORNER, nicht veréffentlicht) erstellt. Alle verwendeten Primer
sind im Anhang (Tabelle 6.1 bis 6.6) dargestellt.
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2.2. Methoden

2.2.1.  Anzucht von Mikroorganismen

2.2.1.1. Verwendete Bakterienstamme

Es wurde ausschliellich mit Bakterien des K12-Stammes der Art Escherichia coli
gearbeitet. Diese gehoren alle der Risikogruppe 1 an und wurden bereits in kompetenter
Form kommerziell erworben. Wahrend Bakterien des JM109-Stammes ausnahmslos flur
Klonierungen eingesetzt wurden, wurde der Bakterienstamm Rosetta2(DE3)pLysS flr
die rekombinante Expression von Proteinen verwendet. Kompetente Bakterienzellen
wurden bei -80°C gelagert. Eine genauere Beschreibung der verwendeten

Bakterienstamme ist in Tabelle 2.2 zu finden.

Tabelle 2.2: Bakterienstimme und ihre Resistenzen

Bakterienstamm | Resistenz Firma
JM109 keine Promega (Mannheim)
Rosetta2(DE3)pLysS | Chloramphenicol Novagen (Darmstadt)

2.2.1.2. Nahrmedien und Antibiotika

Alle verwendeten Medien (Tabelle 2.3) wurden nach der Herstellung fir 20 min bei
121°C (2,1 bar) autoklaviert. Der LB-Agar wurde bis auf 60°C im Wasserbad abgekiihlt,
fur ein gewinschtes Blau-Weil-Screening mit 0,25 mM X-Gal (in Dimethylformamid
gelést) und 0,2mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) versetzt und
anschlielend unter sterilen Bedingungen ca. 0,5 cm hoch in Petrischalen (& 85 mm)

gefullt.

Tabelle 2.3:  Medien und ihre Zusammensetzung

Medium Zusammensetzung

L-Medium 5 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt; pH 7,4
LB-Medium 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt; pH 7,4
LB-Agarplatten 11 LB-Medium, 20 g Agar Agar

Die verwendeten Antibiotika wurden in dem entsprechenden L&sungsmittel geldst
(Tabelle 2.4) und als Stammlésungen angesetzt. In destillietem Wasser gel6ste
Antibiotika wurden durch einen 0,22 pym Filter steril filtriert. Die Stammldsungen wurden
bei 4°C gelagert.
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Tabelle 2.4:  Konzentration und Lésungsmittel verwendeter Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration Losungsmittel

Ampicillin 100 pg/ml destilliertes Wasser, steril filtriert
Kanamycin 10 pg/ml destilliertes Wasser, steril filtriert
Chloramphenicol 34 pg/mi 100%iger Alkohol

Tetracyklin 10 pg/ml 100%iger Alkohol

Hygromycin-B 300 pg/mi kommerziell erworben (Carl Roth)

2.2.1.3. Ubernachtkulturen

Zur Anzucht von Bakterien wurden Ubernachtkulturen in Volumen zwischen 5 und 50 ml
L-, bzw. LB-Medium angesetzt und mit den entsprechenden Antibiotika sowie dem
jeweiligen Klon unter sterilen Bedingungen versetzt. Sie wurden tber Nacht bei 37°C und

150 rpm inkubiert.

2.2.1.4. Dauerkulturen

Fur die langerfristige Lagerung von Klonen wurden Dauerkulturen angelegt. Diese
beinhalteten 700 ul Ubernachtkultur und 300 pl Glycerin und wurden bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2. Zellkultur

2.2.2.1. Schneider 2 Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in der Zellkultur ausschlief3lich Schneider 2 Zellen (S2)
verwendet. Diese Zelllinien sind von spaten embryonalen Stadien von D. melanogaster
abgeleitet (20 bis 24 h alt; SCHNEIDER, 1972). Es handelt sich dabei um Insektenzellen,
die sowohl schwach adharent als auch in Suspension bei Raumtemperatur kultiviert
werden kdnnen. Die Zellen wurden stabil transfiziert und bei der Kultivierung der Zellen
wurde im Wesentlichen nach dem ,Drosophila Expression System® (DES) der Firma

Invitrogen vorgegangen.

2.2.2.2. Nahrmedien und Antibiotika

Das hier verwendete Schneider's Drosophila Medium sowie das fetale Kalberserum
wurde von der Firma BioWest bezogen. Dabei setzte sich das Vollmedium aus

Schneider’s Drosophila Medium, 10% fetalem Kalberserum (fetal bovine serum, FBS)
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und 300 pg/ml Hygromycin-B zusammen. Das FBS wurde vor Gebrauch durch einen
0,22 um Filter steril filtriert. Das Einfriermedium setzte sich aus 45% conditioned Medium
(Medium, in dem bereits Zellen gewachsen sind) und 45% Vollmedium sowie 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) zusammen. Das Vollmedium konnte einige Wochen bei 4°C

gelagert werden.

2.2.2.3. Passagieren von Zellen

Die S2 Zellen wurden in 25, 75 und 125 cm® Flaschen mit Beliiftungsfunktion in Volumen
von 5, 10 und 25 ml in Volimedium kultiviert. Vor dem Passagieren wurde die Vitalitat der
Zellen Uberprift. Abhangig von der Anzahl der Zellen wurden diese in dem Medium von
den Wanden der Flasche abgewaschen und anschliel3end in einem Verhaltnis von 1:5

bis 1:10 in Vollmedium in einer neuen Flasche geldst.

2.2.2.4. Anlegen und Auftauen von Dauerkulturen

Beim Anlegen und Einfrieren von Dauerkulturen wurde nach dem ,Drosophila Expression

System® vorgegangen.

2.2.2.5. Zellzahlung

Vor der Bestimmung der Zellzahl erfolgte eine Uberpriifung der Vitalitat der Zellen mit
einer Trypanblau-Farbung. Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der nur von
abgestorbenen Zellen aufgenommen werden kann. Diese erscheinen dunkelblau. Dem

Zellvitalitatstest folgte die Zellzahlung in einer Neubauer-Kammer.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA-Extraktion nach ,Holmes Bonner*

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNA durch die klassische Methode mit Phenol-
Chlorophorm-Isoamylalkohol nach Holmes und Bonner extrahiert (HOLMES und
BONNER, 1973). Das Gewebe wurde in 1ml HBS pro 100-200 mg Gewebe
homogenisiert und mindestens dreimal mit Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol versetzt,
um Proteine zu isolieren. AnschlieRend wurden die Nukleinsduren in 2,5 Volumen
Ethanol tber Nacht bei -20°C gefallt. Es wurde fiir eine halbe Stunde bei 20 000 x g und
4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in TES geldst, mit 4,5 M Natriumacetat, pH 5,2

versetzt und fir 3 h auf Eis inkubiert, um die RNA zu fallen. Es folgte ein weiterer
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Zentrifugationsschritt bei 4°C und 20 000 x g fir 30 min, das Pellet wurde in 3 M
Natriumacetat, pH 5,2 sowie in 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in DEPC-

Wasser gelost.

Tabelle 2.5: Puffer fiir die RNA-Extraktion

Puffer Zusammensetzung

HBS 7 M Harnstoff, 0,35 M NaCl, 1 mM EDTA, 2% SDS, 10 mM Tris/HCI, pH
7.4

PCI Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol 25:24:1

TES 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0, 0,2% SDS

2.2.3.2. Isolierung von Gesamt-RNA mit TriFast und dem CHRISTAL RNA Mini
Kit

Bei der Isolierung der Gesamt-RNA aus Geweben wurden mehrere Methoden
kombiniert. Zunadchst erfolgte die mechanische Zerkleinerung des Gewebes unter
Einsatz von Flissig Stickstoff und Mdrsern, dann wurden die Zellen mittels des in dem
TriFast enthaltenen Guanidinthiocyanat aufgebrochen. Es folgte eine Phenol-
Chlorophorm Extraktion. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA Uber die Sdulen des
CHRISTAL RNA Mini Kits (biolab products) aufgereinigt.

2.2.3.3. DNase Verdau der isolierten Nukleinsauren

Der DNase Verdau der isolierten Nukleinsauren diente der Entfernung noch vorhandener
DNA in den RNA Proben. Er erfolgte mittels des RNase free DNase Kits (Quiagen,
Hilden). Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen, wobei der Verdau entweder
nach einer abgeschlossenen RNA-Isolation oder bei Verwendung des CHRISTAL RNA
Mini Kits wahrend des letzten Waschschritts auf der Filtersdule R fir 15 min bei RT

erfolgte.

2.2.3.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt (SAMBROOK et al., 1989), da in diesem Bereich die aromatischen
Ringe der Basen absorbieren. Bei einer RNA-LAsung entspricht eine OD,gy von 1 einer
Konzentration von 40 ng/ul, bei einer DNA-LAsung von 50 ng/ul. Der Quotient der ODog
zur ODygo gibt Information Uber die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0
liegen. Liegt er unter 1,8 liefert dies einen Hinweis auf eine Verunreinigung der Probe

durch Proteine oder organische Verbindungen.
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2.2.3.5. DNA Gelelektrophorese

Die DNA Gelelektrophorese diente sowohl der Analyse von DNA als auch ihrer
Praparation. Sie erfolgte in 1%igen Agarosegelen, die durch das Aufkochen von Agarose
in TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM Na,EDTA; pH 8,0) hergestellt
wurden. Die Gelelektrophorese fand bei einer konstanten Spannung von 100 Volt statt.
AnschlieRend wurden die Gele zur Visualisierung der DNA in Ethidiumbromid gefarbt.
Bei praparativen Gelen wurde die DNA ausgeschnitten und mit dem CRYSTAL Gel-

Extraktionskit (biolab products) aufgereinigt.

2.2.3.6. RNA Gelelektrophorese

Die RNA Gelelektrophorese diente der Qualitatskontrolle der RNA und fand ebenfalls in
Agarosegelen statt. Es wurden denaturierende Bedingungen durch die Zugabe von
Formaldehyd gewahlt und die RNA wurde vor der Elektrophorese flir 10 min auf 65°C
erhitzt, um eine Sekundarstrukturbildung zu vermeiden. Als Laufpuffer wurde 1 x MOPS
verwendet. Die Proben wurden mit dem &aquivalenten Volumen einer Ethidiumbromid-
haltigen 2 x Loading Dye Solution (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und konnten so

visualisiert werden.

Tabelle 2.6:  Puffer fiir die RNA Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

10 x MOPS 0,20 M MOPS, 0,05 M Natriumacetat; 0,1 M EDTA, pH 7,0

RNA Gel 0,35 g Agarose/22 ml H,0, 3,0 ml 10 x MOPS, 4,5 ml 37%iges
Formaldehyd

2.2.3.7. Reverse Transkription

Die reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgte mit SuperScript Ill Reverse
Transkriptase (200 U/ul) der Firma Invitrogen oder dem Revert Aid H Minus Strand cDNA
Synthesis Kit der Firma Thermo SCIENTIFIC. Es wurden Oligo(dT)-Primer verwendet

und stets strikt nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.3.8. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR; SAIKI et al., 1988) ist
eine Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-Teilbereichen. Es wurden
standardmaRig die rekombinante Tag Polymerase MolTaq (Molzym) oder AccuPrime
(Invitrogen) verwendet und nach Herstellerangaben vorgegangen. Abhangig von der

Grolle der zu amplifizierenden Teilbereiche, der Taq Polymerase sowie den
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verwendeten Primern (Tabelle 6.1 bis 6.6, Anhang) wurde die Temperatur innerhalb der
verschiedenen Schritte der Reaktion variiert. Zur Erhdhung der Ausbeute der PCR wurde
in einigen Fallen eine nested PCR durchgefuhrt. Dies bedeutet, dass zwei PCRs
aufeinander folgen. Dabei wird in der 2. PCR ein Primerpaar verwendet, das innerhalb

des in einer ersten PCR hergestellten DNA-Teilbereichs bindet.

2.2.3.9. Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

Zur Vervollstandigung von 3'- und 5-Enden der cDNA wurde die RACE Methode
gewahlt. Diese Methode beruht auf der selektiven Bindung eines 5'-RACE Adapters an
die Monophosphatgruppe der mRNA, der zuvor die 5' Cap-Struktur entfernt wurde mit
anschlieBRender RT-PCR (MARUYAMA und SUGANO, 1994; VOLLOCH et al., 1994;
SCHAEFER, 1995). Die RACE wurde mit dem Generacer Kit der Firma Invitrogen nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die 5" RACE wurden 5 ug isolierte RNA eingesetzt
und in der RT-PCR wurden Random Hexamere als Primer verwedet. Fir die 3' RACE
wurden ebenfalls 5 yg RNA eingesetzt und mit Oligo(dT)-Primern revers transkribiert. Die
Amplifikation von spezifischen Sequenzabschnitten erfolgte mit gen- und
adapterspezifischen Primern in einer PCR und nested PCR (Tabelle 6.3 und 6.4,
Anhang).

2.2.3.10. Klonierungen

Klonierungen dienen dem gezielten Einbringen bestimmter DNA-Abschnitte in Vektoren,
diese werden in Bakterienzellen transformiert, vervielfaltigt und aufgereinigt. Dann
kdnnen sie sequenziert werden. Bei den als Vektoren verwendeten Plasmiden handelt es
sich um zirkulare doppelstrangige extrachromosomale DNA-Molekiile, die sich in

Bakterienzellen vervielfaltigen lassen.

2.2.3.10.1. TA-Klonierungen

TA-Klonierungen machen sich die Eigenschaft der Tag DNA Polymerasen
sequenzunabhangig am 3'-Ende der synthetisierten DNA ein Uberhangendes Adenosin
anzuhangen zunutze. Dieses kann dann in einen linearisierten Vektor mit einem 5'
Desoxythymidinuberhang ligiert werden.

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurde hier das pGEM-T (Easy) Vector System der
Firma Promega verwendet. Bei diesem erfolgt die Ligation des PCR-Fragments in den

Vektor durch eine T4-DNA Ligase, die die Bildung einer Phosphodiesterbriicke aus einer
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Hydroxid- und einer Phosphatgruppe katalysiert. Das Vorgehen erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.2.3.10.2. Gerichtete Klonierungen

Gerichtete  Klonierungen wurden angewendet, um DNA-Fragmente in die
entsprechenden Vektoren flir eine Expression in S2 Zellen zu klonieren. Dabei wurden
die DNA-Fragmente am 3'- und am 5-Ende mittels PCR mit Schnittstellen fir
Restriktionsendonukleasen versehen (EcoRV und Notl). Der verwendete Vektor
(PMT/V5-His B) wies Schnittstellen fir dieselben Restriktionsenzyme auf. Die gewahlten
Restriktionsenzyme wiesen unterschiedliche Erkennungssequenzen auf. Vektor und
Konstrukt wurden mit den beiden Restriktionsenzymen sequenziell verdaut und

anschlief3end mittels einer T4-DNA Ligase ligiert.

2.2.3.10.3. Restriktionsverdau

Der Verdau von DNA-Fragmenten und Vektoren mit Restriktionsenzymen erfolgte zum
einen zur Herstellung von Expressionskonstrukten und zum anderen, um zu Uberprifen,
ob das Integrat innerhalb eines Vektors die richtige Grole besall. Fir den Verdau
wurden Typll-Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die doppelstrangige DNA an
bestimmten Erkennungssequenzen schneiden. Die Restriktionsendonukleasen wurden
von NEB (New England Biolabs) oder Fermentas (St. Leon Roth) bezogen. Es wurde

nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.3.10.4. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren erfolgte mit einer T4-DNA Ligase. Dabei
wurden ausschlieBlich Konstrukte mit komplementaren lUberhangenden Enden (sticky
ends) ligiert. Ligationsansatze hatten immer ein Volumen von 10 ul, wobei der Vektor in
einer Konzentration von 50-100 ng und das zu ligierende Fragment in 3-5 fachen
molarem Uberschuss vorlag. Das Enzym sowie ein ATP-haltiger Puffer waren weitere
Bestandteile. Die Reaktion erfolgte fur 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C.

2.2.3.10.5. Transformation

Die Transformation bereits kompetenter Zellen (JM109, Promega oder
Rosetta2(DE3)pLysS, Novagen) erfolgte mittels Hitzeschock. Dabei wurden die Zellen

zunachst 20 min auf Eis aufgetaut, mit 1-6 pl Ligationsansatz versetzt und fir 30-50 sec
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auf 42°C erhitzt. AnschlieBend wurden sie 2 min auf Eis abgekuhlt und auf ein
Endvolumen von 275 ul mit L-Medium aufgeflllt. Zur Regeneration der Zellen und
Ausbildung ihrer Antibiotika-Resistenz wurden sie fur 60-90 min bei 37°C und 150 rpm
inkubiert. Anschlieliend wurden sie auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika bzw.

Indikatorplatten (vgl. 2.2.1.2.) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C gelagert.

2.2.3.10.6. Praparation von Plasmid DNA

Die Praparation von Plasmid DNA erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | der
Firma PeqglLab. Dieses beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse von Plasmiden
(BIMBOIM und DOLY, 1979). Die DNA-Préaparation erfolgte aus Ubernachtkulturen (vgl.

2.2.1.3.). Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.3.11. Phenol-Chlorophorm Extraktion

Um praparierte Plasmid DNA fir weitere Versuche von stérenden RNasen zu befreien,
wurde eine Phenol-Chlorophorm Extraktion durchgeflihrt. Dieser schloss sich immer eine
Fallung der DNA mit Alkohol an. Die Extraktion erfolgte iber ein 2-Phasen System, bei
dem die Proteine in der organischen Phase geldst werden, wahrend sich die DNA in der
wassrigen Phase befindet. Die DNA wurde mit dem gleichen Volumen PCI (Phenol
Chlorophorm Isoamylalkohol 25:24:1) versetzt und 5 min durch Vortexeren und
Invertieren vermischt. Es folgte eine 10-minutige Zentrifugation bei RT. Die wassrige
Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen CIl (Chlorophorm
Isoamylalkohol 49:1) versetzt, wieder vermischt und zentrifugiert. Die wassrige Phase

wurde abgenommen und die darin vorhandenen Nukleinsduren mit Ethanol gefallt.

2.2.3.12. Ethanolfallung von Nukleinsauren

Die Ethanolfallung diente der Reinigung der Nukleinsauren von anderen Komponenten.
Es wird sich dabei die schlechte Ldslichkeit von Nukleinsauren in Ethanol zunutze
gemacht. Des Weiteren bendtigen die Nukleinsauren zweiwertige Kationen zum
Ausfallen. Die Nukleinsauren wurden mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2-5,4)
versetzt und vermischt. Auflerdem wurden 2,5Volumen 100%iger Ethanol
hinzugegeben. Die Fallung erfolgte Uber Nacht bei -80°C. In einem Zentrifugationsschritt
bei 4°C und 20 000 x g wurden die gefallten Nukleinsduren pelletiert und mit 5 Volumen
70%igem Ethanol gewaschen. In einer weiteren Zentrifugation fir 5 min bei 12 000 x g

wurden die restlichen Salze geldst, das Pellet getrocknet und in H,O resuspendiert.
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2.2.3.13. Sequenzierung

Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma GATC Biotech, Konstanz,
durchgefiihrt. Die Sequenzierung erfolgte dort nach der Kettenabbruchmethode
(SANGER et al., 1977). Die fir die Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tabelle

6.6, Anhang zu finden.

2.2.4. Analyse der relativen Genexpression mittels Realtime qRT-
PCR

In einer Realtime gRT-PCR (WANG et al., 1989; HIGUCHI et al., 1993) wurde die
quantitative Genexpression analysiert. Bei dieser Methode werden PCR-Produkte
wahrend ihrer Entstehung (in ,realtime®) hochspezifisch detektiert. Es wurde die SYBR
Green Methode in Kombination mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Darmstadt) verwendet, wobei wahrend der exponentiellen Phase der PCR
die Fluoreszenz des in die doppelstrangige DNA interkalierenden SYBR Greens
detektiert und verarbeitet wird. Es wurden die relativen Genexpressionen der Gene
Hamocyanin 1 und 2 (SdeHc1 und 2), der Prophenoloxidase 1, 2 und 3 (SdePPO1-3)
sowie der Referenzgene B-Actin und RPLPO im Ei und in der Mitteldarmdrise des
HundertfiRers S. dehaani untersucht. Hierflir wurden 775 ng RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Von allen zu untersuchenden Proben wurden Tripletts angelegt, die zur
Reduktion des Pipettierfehlers aus einem Mastermix stammten. Fir eine PCR wurden
10 ul SYBR Green, 1 ul cDNA, 0,5 ul Primer forward (10 uM), 0,5 pyl Primer reverse
(10 yM) sowie 8 ul Wasser eingesetzt. Ebenfalls wurde pro Gen ein Triplett einer ,No
Template Control* (NTC, Negativkontrolle), die keine cDNA enthielt, angelegt.

Des Weiteren wurden Standardproben mitgefiihrt (Plasmide, die das entsprechende
Genfragment enthielten), von denen die genaue Kopienzahl/ul bekannt war. Von ihnen
wurde eine serielle 10-fach Verdinnung von 10® bis 10° angesetzt und eine
Standardkurve erstellt. Mit Hilfe dieser Standardkurve konnte die absolute Kopienanzahl
in den Proben sowie die PCR-Effizienz errechnet werden.

Die gRT-PCR erfolgte in 96-Well-Platten (biolab products) nach dem in Tabelle 2.7

beschriebenen Standardprogramm.
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Tabelle 2.7: Standardprogramm bei einer qRT-PCR Reaktion

Reaktionsschritt Dauer Temperatur
Primare Denaturierung 10 min 95°C
Denaturierung & | 15sec 95°C
Annealing -g 15 sec 58°C
Elongation (Detektion) g 30 sec 72°C
Finale Elongation 10 min 72°C

Der PCR schloss sich eine Schmelzpunktanalyse aller Proben an, um mdgliche

Primerdimere sowie unspezifische Amplifikate zu identifizieren.

2.2.4.1. Auswertung der qRT-PCR Daten

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte mit der AACt-Methode (LIVAK und
SCHMITTGEN, 2001), bei der die relative Genexpression evaluiert wird. Dafir wurden
die aus den technischen Replikaten gemittelten Ct-Werte verwendet. Die so errechneten
relativen Expressionsverhaltnisse wurden mit den absoluten Kopienzahlen multipliziert
und auf Kopienzahlen pro pg eingesetzter RNA gebracht. Bezogen wurde die relative
Genexpression auf die Mitteldarmdrise. Die Auswertung erfolgte sowohl mit dem

Referenzgen B-Actin als auch mit RPLPO.

2.2.5. Sequenz- und phylogenetische Analyse

Ermittelte Sequenzen wurden zunachst mit einer Online-Software
(http://web.expasy.org/translate/) in Aminosauresequenzen translatiert und dann auf
Proteinebene analysiert. Dazu zahlte die Uberpriifung von Lange und theoretischer
Molekllmasse sowie die Suche nach putativen Signalpeptiden
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) und N-Glykosylierungsstellen
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Zum Vergleich einzelner Sequenzen
miteinander wurden Sequenzalignments mit der Online-Software MAFFT version 7
(KATOH und STANDLEY, 2013) erstellt und in der Software GeneDocV. 2.7.000
(NICHOLAS et al., 1997) bearbeitet.

Das als Grundlage fir den in dieser Arbeit erstellten Stammbaum fungierende multiple
Sequenzalignment wurde mit Sequenzdaten von Cheliceraten-, Pancrustaceen- und
Myriapodenhamocyaninen sowie mit Phenoloxidasesequenzen von Pancrustaceen und

Myriapoden erganzt. Aus diesem Alignment wurde mit der Software MrBayes Version

35



Material und Methoden

3.1.2 (HUELSENBECK und RONQUIST, 2001) unter Annahme des WAG-Modells
(WHELAN und GOLDMAN, 2001) und einer Gamma-Verteilung der Substitutionsraten
ein Stammbaum erstellt. Diese auf der Bayes’'schen Analyse basierende Software
berechnet Wahrscheinlichkeiten der Aufspaltungen eines Stammbaumes, welche als
posterior probabilities bezeichnet werden. Die Wahrscheinlichkeiten des Stammbaums
werden mit der Wahrscheinlichkeit der Daten bei einem gegebenen Stammbaum
multipliziert und das Produkt durch die Summe aller Wahrscheinlichkeiten geteilt. Da sich
das Produkt nicht errechnen lasst, wird mit Hilfe des Metropolis-Hastings-Green-
Algorithmus, eine Variation der Metropolis-Coupled Markov Chain Monte Carlo
Simulation, dieser Wert angenahert. Es werden eine cold chain und drei heated chains
verwendet, um den grotmadglichen likelihood-Wert fir einen Stammbaum zu finden. Es
wurden 5 Millionen Generationen analysiert, von der jede 100ste Generation in die
Berechnung mit einbezogen wurde, da aufeinander folgende Generationen korrelieren.
Von den 50 000 erstellten Stammbaumen wurden die ersten 10 000 als burnin verworfen

und aus den verbleibenden 40 000 ein Konsensusbaum berechnet.

2.2.6. Rekombinante Expression von Proteinen im prokaryotischen
System

Die rekombinante Expression des larvalen Serumproteins 2 (LSP2) von D. melanogaster
bzw. der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas erfolgte in dem E. coli T7/pET-
System in dem Expressionsstamm Rosetta2(DE3)pLysS in 11 bzw. 100 ml Kulturen
(abgewandelt nach HEFENBOCK, 2008). Diese wurden mit Ubernachtkulturen versetzt
und wuchsen, bis sie eine optische Dichte von ODgy zwischen 0,6 und 0,8 erreicht
hatten. Die Expression wurde durch die Zugabe von 0,4 mM Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und fir 12 h bei 27°C bzw. 3 h bei 37°C
durchgefiihrt. Vor der Zugabe des IPTGs bzw. nach Abschluss der Expression wurde
eine Induktions-, bzw. Expressionskontrolle abgenommen und direkt mit Probenpuffer

(4 x Lammli) versetzt.

2.2.6.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster

Nach der Expression wurden die Bakterienzellen bei 4°C und 4500 x g eine Stunde
pelletiert, in 20 mM Tris/HCI, pH 8,5 resuspendiert und flir min. eine Nacht bei -20°C
gelagert. Dem 2-stindigen DNase-/RNase-Verdau bei 37°C ging der Aufschluss der
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Zellen durch Sonifizieren voraus. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4000 x g

und 4°C fur 60 min, bei dem der Isliche Proteintuberstand abgetrennt wurde.

2.2.6.2. Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas

Im Anschluss an die Expression wurden die Bakterienzellen fiir 1 h bei 4°C und 4000 x g
zentrifugiert und das Pellet in Stabilisierungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 8, 10 mM
CaCl,, 10 mM MgCl,) resuspendiert. Es folgte der Aufschluss der Zellen durch
Sonifizieren und ein DNase-/RNase-Verdau fir 15 min bei RT. Der I&sliche
Proteinlberstand wurde von den Zelltrdmmern durch 60-minutiges Zentrifugieren bei
4000 x g und 4°C abgetrennt.

2.2.7. Expression der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im
prokaryotischen System unter Anwesenheit von CuCl,

Die rekombinante Expression des PelHc4 fand wie unter 2.2.6. beschrieben statt.
Allerdings wurde zusatzlich zur Induktion der Expression durch das IPTG auch 20 uM
CuCl, zu den Bakterienzellen gegeben (nach DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012).

Anschlie3end wurde wie flir das Hamocyanin beschrieben vorgegangen.

2.2.8. Expression der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas in
Insektenzellen

2.2.8.1. Transfektion der S2 Zellen

Die Transfektion der Wildtyp (WT) S2 Zellen mit verschiedenen Palinurushamocyanin-
Konstrukten (Tabelle 2.8; im Vektor pMT/V5-His B) erfolgte mit dem Nanofection Kit der
Firma PAA (Pasching) nach Angaben des Herstellers. Gleichzeitig wurden die WT S2
Zellen mit dem pCoHygro Vektor transfiziert, welcher das E. coli Hygromycin-
Resistenzgen tragt (GRITZ und DAVIES, 1983). Dieser verleiht den transfizierten Zellen
die Mdglichkeit mit dem Antibiotikum Hygromycin B selektiert zu werden (PALMER et al.,
1987). Aulerdem wurde zu Kontrollzwecken ein Leervektor transfiziert. Das hier zur
Transfektion verwendete Nanofectin Kit besteht aus einem positiv geladenen Polymer,
das DNA binden kann und sich in einem Nanopartikel befindet. Dieser Nanopartikel
schitzt die eingebettete DNA vor Degradation durch Nukleasen und begtinstigt aufgrund

seiner geringen GrofRe die Aufnahme in die Zellen.
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Tabelle 2.8:  Modifikationen der verschiedenen Expressionskonstrukte

Konstrukt PelHc4 | Modifikationen

Strep Il Kozak C-terminaler Strep-tag Il angefligt, modifizierte Kozaksequenz
Strep Il C-terminaler Strep-tag Il angefligt

His Kozak C-terminaler His-tag angefiigt, modifizierte Kozaksequenz

His C-terminaler His-tag angefiigt

2.2.8.2. Selektion der transfizierten S2 Zellen

Die Selektion der transfizierten S2 Zellen erfolgte mit dem Antibiotikum Hygromycin-B.
Dieses wurde in einer Endkonzentration von 300 ug/ml im Vollmedium eingesetzt. Dabei
wurde alle funf Tage das Medium mit Antibiotikum gewechselt. Neben den transfizierten
S2 Zellen wurden bei der Selektion ebenfalls WT Zellen kultiviert. Sobald diese im
Vitalitatstest mit Trypanblau als ,tot* identifiziert wurden, konnte die Selektion beendet
werden. Eine Selektion dauerte in der Regel drei bis vier Wochen. AnschlieRend konnten

die Zellen passagiert und Dauerkulturen angelegt werden.

2.2.8.3. Expression in S2 Zellen

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten pMT/V5-His B Vektor handelt es sich um
einen Vektor, der den Vorteil einer induzierbaren Expression des rekombinanten Proteins
durch den Metallothioninpromotor bietet (MARONI et al., 1986; BUNCH et al., 1988). Die
Induktion der Expression erfolgt mit 500 yM CuSO, (Endkonzentration). Vor der
Expression wurden die Zellen gewaschen, gezahlt und auf eine Zelldichte von ca. 2 x
10° Zellen/ml gebracht. Sie wurden in 25 ml Ansatzen in 175 cm?Kulturflaschen
Uberfiihrt. Es erfolgte zunachst eine Inkubation flir 6 h bei 27°C, dann wurden die Zellen
mit dem steril filtrierten CuSO, versetzt. Die Expression dauerte zwischen 24 und 96 h.
AnschlielRend wurden die Zellen bei 100 x g fir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,5 aufgenommen. Das Pellet sowie die Uberstande wurden

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.9. Herstellung der Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas im
in vitro Expressionssystem

Ein weiterer Ansatz zur Herstellung von richtig gefaltetem P. elephas Hamocyanin war

die Nutzung des in vitro Expressionssytems der Firma NEB (New England Biolabs).
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Dieses zellfreie Transkriptions-/Translationssytem stammt aus E. coli und bietet die
Moglichkeit in relativ kurzer Zeit nicht modifizierte Proteine herzustellen. Die Translation
wird dabei durch die Zugabe der DNA initiiert. Das Vorgehen erfolgte wie vom Hersteller

angegeben.

2.2.10. Aufreinigung von Proteinen

2.2.10.1. Gelfiltrationschromatographie

Bei der Gelfiltrationschromatographie handelt es sich um eine Methode zur
GroRenfraktionierung von Molekulen. Dabei kdnnen grofde Molekile die Matrix einer
Saule schneller passieren als kleinere. Die Matrix wird aus porésen Kugelchen eines
Kohlenhydratpolymers gebildet, in die kleine Molekule eindringen kénnen, groRere aber
nicht. Dadurch entsteht eine Korrelation zwischen Zeitpunkt der Elution von der Saule
und GréRe der Proteine. Die Gelfiltration wurde mit der AKTApurifier (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala) unter Verwendung einer ,HiLoad™ 26/60 Superdex 200 prep
grade“ Saule (GE Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt. Die Aquilibrierung der Saule
erfolgte mit 1| Dialysepuffer (steril filtriert). Es wurde max. 1 ml Proteinprobe auf die
Saule gegeben. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min und es wurde in einem

Volumen von 3 ml fraktioniert.

2.2.10.2. Affinitatschromatographie mittels Strep-tag Il

Die Aufreinigung von Konstrukten mit einem Strep-tag Il erfolgte Uber eine Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie. Bei dieser Chromatographie handelt es sich um ein
modifiziertes Streptavidin-Biotin-System. In diesem weist die als Strep-tag Il bezeichnete
Peptidsequenz (NH2-Asn-Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys-COOH; SCHMIDT et al.,
1996) eine hohe Affinitdt zu dem Streptavidinderivat Strep-Tactin auf. Da das
Saulenmaterial der hier verwendeten Sdulen daraus besteht, binden Proteine, die mit
einem Strep-tag Il versehen sind, reversibel an dieses Material. Die Elution erfolgte mit
Desthiobiotin. Bei der Verwendung der manuellen gravity flow columns der Firma IBA
und der StrepTrap HP der Firma GE Healthcare wurde nach Herstellerangaben
vorgegangen. Dabei wurden alle Puffer selber ohne EDTA angesetzt und vor Gebrauch

steril filtriert.
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2.2.11. Rekonstitution des LSP2

Nach abgeschlossener Aufreinigung und Einengen auf ca. 1 ml mittels Amicon Ultra 50
(Millipore, Schwalbach), wurde das LSP2 zur Rekonstitution gegen einen Natrium- und
Kaliumphosphat-haltigen Puffer in Anwesenheit von N-Phenylthioharnstoff und
Dithiotreitol dialysiert (Tabelle 2.9). Die Dialyse erfolgte in einem Dialyseschlauch mit
einem molekularen Ausschlussgewicht von 10 kDa fiir 96 h bei 4°C. AnschlieRend wurde
die umgepufferte Probe aus dem Dialyseschlauch entnommen und einer
Grolienfraktionierung unterzogen, um einzelne Untereinheiten von zusammen-
gelagerten Hexameren zu trennen. Das rekonstituierte LSP2 konnte dann fir

Strukturanalysen eingesetzt werden.

Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Puffer fiir die Dialyse

Puffer Zusammensetzung
Eﬂ'frgphos"hatp”ﬁer’ 140 mM NaCl, 15 mM KH,PO,
gﬁtguomphos"hatp“ﬁe“ 140 mM NaCl, 18,81 mM Na,PO,

10mM MgCl,, 11 Kaliumphosphatpuffer, pH 4,8, 300 ml
Dialysepuffer, pH 6,3 Natriumphosphatpuffer, pH 9,0; Stabilisatoren: 15%  N-
Phenylthioharnstoff, 15% Dithiotreitol

2.2.12. Kupfereinbauversuche in das rekombinant hergestellte
PelHc4

2.2.12.1. Kupfereinbau nach JENSEN et al. (1999)

Bei Kupfereinbauversuchen nach JENSEN et al. (1999) wurde generell ein Puffer
verwendet, welcher sich aus 1 M NaCl, 50 mM Tris/HCI, pH 7,4, 200 yM CuCl, sowie
10 mM Ascorbinsaure (TrisCuCl,>-Puffer) zusammensetzte . Es gab 2 Versuchsansétze
(A und B), die jeweils noch variiert wurden (Tabelle 2.10).

In Versuchsansatz A wurde 1 mg rekombinant hergestelltes Hamocyanin verwendet.
Dieses wurde 1:10 mit dem TrisCuCl,>-Puffer versetzt und bei 10°C jede Stunde die
Absorption bei 340 nm gemessen bzw. alle 24 h ein Absorptionsspektrum mit einem
UV/VIS Spektrometer gemessen.

Versuchsansatz B wurde wie Versuchsansatz A durchgefihrt, zusatzlich wurde dem
Puffer noch 1 M PPS (3-(1-Pyridinio)-1-propansulfonat) zur Erhéhung der Léslichkeit des

Proteins zugesetzt.
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Tabelle 2.10: Variationen der Versuchsansatze A und B

Versuchsansatz Variation 1

A Protein auf pH 6 umgepuffert, um
Kupfereinbau zu unterstitzen

B Protein auf pH 6 umgepuffert, um
Kupfereinbau zu unterstiitzen

Neben den Variationen A/A1 und B/B1 gab es noch weitere Modifikationen dieses
Versuchs. So wurde das Hamocyanin (1 mg in 1 ml) gegen den TrisCuCl,>-Puffer bei
4°C fur unterschiedliche Zeitrdume dialysiert. AulRerdem erfolgte der Versuch in einem
TrisCuCl,>-Puffer mit einem pH Wert von 7,0. Auch wurde die Konzentration der

Ascorbinsaure von 10 mM auf 100 uM reduziert.

2.2.12.2. Kupfereinbau nach WIGFIELD und GOLTZ (1993)

Bei diesem Ansatz gab es drei Versuche, die sich in ihrem pH Wert von 6,0, 6,5 und 7,0
unterschieden. Es wurden 1,25*10°M rekombinantes PelHc4 in 50 mM Tris/HCI
(verschiedener pH Werte) eingesetzt. Davon wurden 0,2 ml mit 20 pl einer 1,25*10* M
CuSO0,4-Lésung versetzt und bei 10°C alle 1 h die Absorption bei 340 nm gemessen. In
einem weiteren Versuch wurden dieselben Bedingungen gewahlt. Hier wurde die
Absorption jedoch nicht nur bei einer Wellenlange gemessen, sondern es wurden alle

24 h Absorptionsspektren zwischen 250 und 700 nm gemessen.

2.2.12.3. Kupfereinbau nach BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992)

Das in Bakterienzellen rekombinant exprimierte und Uber eine Affinitatschromatographie
aufgereinigte PelHc4 wurde wie von BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992)
beschrieben 10 yM eingesetzt und mit 40 yM Cu(l) und 200 uM Glutathion versetzt
(BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992). Nach 4, 6 und 24 h wurden

Absorptionsspektren gemessen.

2.2.13. Biochemische Methoden

2.2.13.1. Entnahme von Korperflissigkeit bei S. dehaani

Das Tier wurde bei -20°C flir 5 min sediert. Da die Entnahme der Hamolymphe mit einer
Spritze nicht moglich war, wurde das Tier seziert und in kleine Gewebestlicke zerteilt.
Diese wurden in einer Zentrifugationssaule fir 10 min bei 10000x g und 4°C

zentrifugiert. Im Durchfluss war die Korperflissigkeit enthalten. Diese wurde 1:2 mit
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Myriapoden-Stabilisierungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 7,5; 20 mM CaCl,, 20 mM
MgCl,) sowie 1 mM Pefabloc versetzt. AnschlieRend wurde sie fur 15 min bei 14 000 x g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entweder direkt verarbeitet oder bei -20°C

gelagert.

2.2.13.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen erfolgte photometrisch. In einer
Proteinldsung ist die Absorption bei 280 nm abhangig von der Anzahl der aromatischen
Aminosauren. Es wird davon ausgegangen, dass bei einer Kivettenschichtdicke von
1 cm eine ODyg von 1 einer Hadmocyaninkonzentration von ca. 1,1 mg/ml entspricht
(LOEWE, 1978).

2.2.13.3. UV/VIS Spektroskopie

Bei einem Zweistrahl UV/VIS Spektrometer strahlt die Lichtquelle ultraviolettes,
sichtbares und nahinfrarotes Licht, welches zunachst durch einen Monochromator
geschickt wird. Dieser lasst nur Lichtstrahlen der zu messenden Wellenlangen durch.
Anschlieend fallt der Lichtstrahl auf einen Sektorspiegel. Dieser lasst den Lichtstrahl
abwechselnd durch die Probe und einen Vergleichswert fallen. Die nicht von der Probe
bzw. vom Vergleichswert absorbierten Strahlen verschiedener Wellenlange und
Intensitdt werden vom Detektor empfangen, abgeglichen und in einem Spektrum
verarbeitet, wobei der Vergleichswert die Nullkurve darstellt. Die zu messende Probe
sowie der Vergleichswert befinden sich in einer Quarzkivette. Bei dem verwendeten
Gerat wird die Strahlung im VIS Bereich durch eine Halogenlampe und im UV-Bereich
durch eine Deuteriumlampe erzeugt. Fir die Absorptionsspektren wurden
Proteinlésungen unterschiedlicher Konzentration in der Regel in einem Bereich von 250
bis 700 nm gemessen. Bei den Kupfereinbauversuchen wurden 700 ul des

Versuchsansatzes gegen 700 pl der Negativkontrolle gemessen.

2.2.13.4. SDS PAGE

Die SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen in
Anwesenheit von 0,1% (w/v) SDS unter denaturierenden Bedingungen (LAEMMLI, 1970)
nach ihrer molekularen Masse. Es wurden 7,5%- und 10%ige Trenngele sowie 3,9%ige

Sammelgele verwendet (Tabelle 2.11).
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Tabelle 2.11: Pipettierschema fiir zwei SDS-Gele

. 7,5%iges | 10%iges 3,9%iges

Reagenzien
Trenngel | Trenngel | Sammelgel

Acrylamid-Bisacrylamid 2,0 ml 2,66 ml 0,45 ml
1,5 M Tris, pH 8,5 1,75 ml 1,75ml | -
0,5MTris,pH6,8 | -——- | - 0,8 mi
10% SDS 80 80 ul 30 ul
dest. H,O 3,92 ml 3,42 ml 2ml
TEMED 8 ul 8 ul 3 ul
10% APS 80 80 30
Gesamtvolumen ca. 8 mi ca. 8 ml ca. 3,3 ml

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 3-Mercaptoethanol-haltigen 4 x
Lammli-Probenpuffer versetzt, fir 5 min auf 95°C erhitzt und anschlieRend auf Eis
abgekihlt. Die Gelelektrophorese erfolgte in vertikalen Laufkammern in einem
Tris/Glycin-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von 120 V fir 90-140 min.

AnschlielRend wurden die Gele 1 h in Coomassie Farbeldsung gefarbt, fir eine Stunde

entfarbt und in Aufbewahrungslésung bis zur Dokumentation gelagert.

Tabelle 2.12: Zusammensetzung der Puffer fiir die SDS-PAGE

Puffer Zusammensetzung

1 x SDS-Laufpuffer 23 mM Tris, 190 mM Glycin, 0,2% SDS

4 x Lammli- 1,25 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 1,00 ml Glycerin, 0,25 ml dest. H,0, 1
Probenpuffer Spatelspitze Bromphenolblau, 10% B -Mercaptoethanol

Coomassie- 2 g Coomassie Brilliant Blue R 250, 400 ml Methanol, 100 mi
Farbeldsung Essigsaure (100%), 500 ml dest. H,O, vor Gebrauch filtrieren
Entfarbeldsung 10% Essigsaure, 25% Isopropanol

Aufbewahrungslésung | 7,5% Essigsaure

2.2.13.5. Native PAGE

Bei der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese bleibt bei der Auftrennung der Proteine
ihre native Konformation erhalten. Es findet also im Gegensatz zu einer PAGE unter
denaturierenden Bedingungen keine Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe statt.
Die native PAGE erfolgte mit den gleichen Puffern wie die SDS PAGE, allerdings wurde
bei allen Puffern auf den Zusatz des Detergens SDS verzichtet. Die Proben, in einem
Probenpuffer (5 x) aus 50% Glycerin (v/v) und 0,1% Brompenolblau (w/v), wurden nicht
aufgekocht, sondern auf Eis gelagert. Die PAGE fand bei 4°C fir 127 min statt.

2.2.13.6. Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, um Proteine nach einer SDS PAGE elektrophoretisch

auf eine Membran zu Ubertragen und anschlieRend immunologisch sichtbar zu machen.
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Hier wurde eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengréfie von 0,45 uym verwendet.
Der Western Blot erfolgte nach dem Semi-Dry Verfahren (KYHSEANDERSEN, 1984).

2.2.13.6.1. Elektrophoretischer Transfer

Nach der SDS PAGE wurden Gel, Membran und Filterpapier fir 10 min in Transferpuffer
inkubiert. FUr den Transfer wurde der Blot so aufgebaut, dass eine senkrecht angelegte
Spannung dazu fihrte, dass die Proteine aus dem Gel auf die Membran wanderten. Zur
Uberprifung des Transfers konnten die Proteine auf der Nitrocellulosemembran

reversibel mit Ponceau S angefarbt werden (Tabelle 2.13).

2.2.13.6.2. Immunologische Detektion

Die immunologische Detektion von Proteinen auf der Membran fand mit einem
Antikoérper gegen das Hamocyanin von S. coleptrata, gegen das von P. elephas oder mit
dem kommerziell erworbenen Antikdrper Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat
der Firma IBA statt. Bei letzterem wurde die Immundetektion nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Bei der Verwendung der Hamocyanin-Antikbrper wurde die Membran
zunachst mit 2-5% Milchpulver mit oder ohne 0,5% TWEEN in 1 x TBS fir 1 h bei RT,
zur Vermeidung unspezifischer Bindungen, abgesattigt. Es folgten 90 min Inkubation im
Erstantikdrper, verdinnt 1:10 000 bis 1:5000 in 1 x TBS. Dieser bindet spezifisch an das
entsprechende Hamocyanin, weist aber auch konservierte Bereiche auf, gegen die der
Zweitantikorper (aus einer anderen Spezies) gerichtet ist. Dieser wiederum ist an ein
Enzymsystem (Alkalische Phosphatase) gebunden, das in einer Farbreaktion reagiert.
Nach der Inkubation mit dem Erstantikdrper wurde 4 x 5 min in 1 x TBS gewaschen und
dann der Zweitantikdrper Anti-Rabbit-AP (1:10 000) hinzugegeben. Es folgte ein weiterer
4-facher Waschschritt in 1 x TBS, dann wurde die Membran in AP-Reaktionspuffer
aquilibriert und anschlieBend erfolgte die Visualisierung in der Detektionslésung. Die

Reaktion wurde durch die Umlagerung der Membran in H,O gestoppt.
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Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Puffer fiir den Western Blot

Puffer Zusammensetzung

Transferpuffer a,zgog Glycin, 5,8 g Tris, 0,37 g SDS, 200 ml Methanol, 800 ml dest.
Ponceau S 5% Essigsaure, 0,02% Ponceau S

5xTBS 100 mM Tris/HCI, pH 7,5, 750 mM NaCl

NBT 75 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

BCIP 50 mg/ml BCIP in reinem Dimethylformamid

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

Detektionslésung 10 ml AP-Puffer, 33 ul BCIP, 66 ul NBT

2.2.13.7. Veranderung der Konzentration von Proteinldsungen

Fur viele Versuche mussten Proteine in hoher Konzentration bzw. in geringen Volumina
eingesetzt werden. Dies erfolgte bei Volumina unter 500 ul durch Vakuumzentrifugation
und bei grofleren Volumina mit Amicon Ultra 50 Zentrifugationsréhrchen (Millipore,
Schwalbach). Diese haben einen Filter mit einer Ausschlussmasse von 50 kDa, d.h. nur

Molekdle, die eine molekulare Masse unter 50 kDa haben, kdnnen diesen passieren.

2.2.13.8. Aktivitatsnachweis von Phenoloxidasen

Generell gibt es zwei Moglichkeiten, um die Aktivitat von Phenoloxidasen nachzuweisen:
den Dopachrom-Assay (MASON, 1948) und den MBTH-Assay (PIFFERI und
BALDASSARI, 1973). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich der MBTH-Assay
verwendet, welcher ca. achtmal sensitiver als der Dopachrom-Assay ist. Dies beruht auf
dem hoheren molaren Extinktionskoeffizienten des Farbstoffs. Er entsteht in einer
Reaktion zwischen Besthorns-Hydrazon mit Dopachinon. Dabei reagiert das D,L-Dopa,
das von der Phenoloxidase zu Dopachinon umgesetzt wurde, mit dem Besthorn-
Hydrazon (MBTH) zu einem rosa Farbstoff. Dieser ist stabil und reagiert nicht weiter. Wie
von JAENICKE (2002) beschrieben, wurde hier auf den Zusatz von 2% (v/v)
Dimethylformamid verzichtet und 0,45 mM MBTH eingesetzt. Der Aktivitdtsnachweis
erfolgte in nativen Polyacrylamidgelen oder auf einer Nitrocellulose-Membran. Als
Positivkontrolle wurde in beiden Fallen kommerziell erworbene Champignon Tyrosinase
eingesetzt (30 ng). Beim Nachweis in einem nativen Polyacrylamidgel wurde dieses nach
abgeschlossener Elektrophorese zunéachst fir 15 min in 0,1 M Phosphatpuffer inkubiert
und anschliefend in die Farbelésung gegeben bis die Signale erschienen. Auf die
Nitrocellulosemembran wurden zu 5 pl Probe dasselbe Volumen Farbeldésung gegeben.

Als Negativkontrolle fungierten 5 pl Farbelésung.
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung der Puffer fiir den MBTH-Assay

Puffer Zusammensetzung

gi_] M Phosphatpuffer. - | 61,5 mm Na,HPO,, 38,5 mM NaHPO,

Dopaminpuffer 500 mM Dopamin in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7 (eiskalt)
Farbelésung 1 ml Dopaminpuffer, 0,45 mM MBTH, 10 mM SDS, 3% Ethanol

2.2.14. Aufnahme von Sauerstoffbindungskurven

Sauerstoffbindungskurven wurden nach der fluorimetrisch polarographischen Methode
gemessen (LOEWE, 1978). Diese Methode beruht darauf, dass deoxygeniertes
Hamocyanin bei Anregung mit Licht einer Wellenlange um die 290 nm fluoresziert. Die
Intensitat dieser Fluoreszenz nimmt mit steigender Sauerstoffsattigung des Hamocyanins
linear ab. Die Fluoreszenz wurde mit einem Standard Fluorimeter bei 338 nm gemessen,
wahrend die Sauerstoffsattigung der Hamocyaninlosung simultan mit einer
Sauerstoffelektrode determiniert wurde. Aus der sich ergebenden
Sauerstoffbindungskurve wurde der Halbsattigungswert Ps, abgelesen und nach
Umwandlung in einen Hill-Plot die Kooperativitat bestimmt. Sauerstoffbindungskurven

wurden von Prof. Dr. N. Hellmann, Universitat Mainz, angefertigt.

2.2.15. Strukturanalysen

2.2.15.1. Circhulardichroismus-Spektroskopie

Circhularer Dichroismus (CD) kann beobachtet werden, wenn optisch aktive Substanzen
links und rechts circhular polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbieren (ATKINS
und DE PAULA, 2005). Aus CD-Spekiren erhalt man Informationen Uber die
Sekundarstruktur von Peptiden, Proteinen und Nukleinsauren. Diese Methode erfordert
die Anwesenheit von Asymmetriezentren in einer Probe, da diese fur die optische
Aktivitdt verantwortlich sind. Bei Proteinen stellt jedes C, ein Asymmetriezentrum dar.
Entscheidend filr das CD-Spektrum sind allerdings im Wesentlichen die
Asymmetriezentren  der  Seitenketten. Ein  CD-Spektrum wird in  einem
Wellenlangenbereich zwischen 190 und 250 nm gemessen. Mittels Dekonvolution wird
aus den gemessenen Daten ein fit erstellt, der eine Aussage Uber den prozentualen

Anteil an a-Helices, p-Faltblattern und Coils liefert.
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CD-Spektren wurden von der AG Prof. Dr. Betzel, Institut flir Biochemie und
Molekularbiologie, der Universitdt Hamburg, durchgeflhrt. Daflir wurde eine
Proteinlésung mit einer Konzentration von ca. 100 pg/ml und einem Volumen von ca.
100 pl bendtigt.

2.2.15.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Bei der hier durchgeflihrten Elektronenmikroskopie (EM) von Proteinlésungen muss die
Probe zuvor mit einem Schwermetall, 1-2%igem Uranylacetat, negativ angefarbt werden,
um ausreichend Kontrast zu schaffen. Der hochenergetische Elektronenstrahl trifft im EM
auf die Probe, wobei die Elektronen umso mehr abgelenkt werden, je hoher die
Atommasse der Teilchen ist, auf die sie treffen. Das entstehende Zwischenbild wird
durch das vorhandene Linsensystem noch stark vergréfert und kann digital sichtbar
gemacht werden. Dunkle Bereiche zeigen eine hohe, hellere eine weniger hohe
Elektronendichte an. Mit Elektronenmikroskopen kann eine Aufldsung von bis zu 0,1 nm
erreicht werden.

Elektronenmikroskopische Bilder wurden im botanischen Institut der Universitadt Hamburg
in Zusammenarbeit mit der AG Prof. Dr. Quader oder im Zoologischen Museum der
Universitat in Zusammenarbeit mit der AG Friedrich erstellt. Es wurden immer
kommerziell erworbene bereits mit Kohlenstoff befiimte Grids (Science Services)
verwendet. Diese wurden im Heinrich-Pette-Institut, Abteilung Elektronenmikroskopie,
beglimmt. Proteinlosungen wurden in Konzentrationen zwischen 0,01 und 1 mg/ml auf
die Grids aufgetragen. Dabei wurden 10 ul Proteinlosung auf das Grid getropft, 10 sec
inkubiert und anschliefend mit einem Kimtech Tuch abgesaugt. Dem folgten drei
Waschschritte jeweils fir 30 sec mit 20 yl H,O. Die Negativkontrastierung wurde mit
10 pl 1-2%igem Uranylacetat fir 10 sec durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Grids

getrocknet und konnten bis zur Dokumentation bei RT gelagert werden.

2.2.15.3. 3D-Rekonstruktion aus ,negative staining“

Bei dieser Methode wird zunachst eine Vielzahl negativ  gefarbter
elektronenmikroskopischer Bilder mit einer sehr hohen Auflésung erzeugt. Mit den
entsprechenden Computerprogrammen kann das Protein dann dreidimensional
rekonstruiert werden, wobei ein molekulares Modell des Gesamtproteins entsteht. Aus
diesem Modell lassen sich Positionen einzelner Aminosauren sowie intramolekulare

Verbindungen ablesen.
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.Negative staining“ und 3D-Rekonstruktionen wurden von der AG Prof. Dr. Markl,

Fachbereich Molekulare Biophysik, an der Universitat Mainz durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung von Expressions-, Aufreinigungs- und
Rekonstitutionssystemen fur Vertreter der
Hamocyanin-Superfamilie

Um Struktur- und Funktionsanalysen an Proteinen durchzufiihren, ist es wichtig diese
rekombinant herstellen zu kénnen. Insbesondere beim Hamocyanin ware es interessant
den Mechanismus der Kupferbindung durch den Austausch einzelner Aminosauren
genauer zu untersuchen. Da sich die rekombinante Expression der Proteine aus der
Hamocyanin-Superfamilie als schwierig erwies, existiert bisher nur die Strukturanalyse
eines rekombinanten Hexamerins (RYU et al., 2009). Bei allen in dieser Arbeit
verwendeten Proteinen war bereits gezeigt worden, dass eine rekombinante Expression
moglich ist. Fir das Hexamerin larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster konnte
gezeigt werden, dass eine Expression und Rekonstitution im T7/pET-System mdglich ist
(HEFENBOCK, 2008). Auch die Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas konnte in
ihrer Apoform in diesem System hergestellt werden (DIDIER, 2009). Die Phenoloxidase
3 von D. melanogaster wurde in Drosophila-Zellen als funktionelles Enzym rekombinant
exprimiert (ERTAS, 2009). Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Optimierung der
rekombinanten Expression dieser Proteine der Hamocyanin-Superfamilie sowie der

Etablierung eines Systems zum erfolgreichen Einbau von Kupfer.

3.1.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster

Das larvale Serumprotein 2 von D. melanogaster (DmeLSP2) ist ein Hexamerin und stellt
somit ein kupferloses Protein der Hamocyanin-Superfamilie dar (ROBERTS et al., 1977;
AKAM et al.,, 1978; MOUSSERON-GRALL et al., 1997). Es bildet eine aus sechs
identischen Untereinheiten bestehende Quartarstruktur, wobei jede Untereinheit aus 697
Aminosauren besteht und eine theoretische molekulare Masse von 83,4 kDa mit
Signalpeptid aufweist. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Expressionsskonstrukt
wurde von HEFENBROCK (2008) hergestellt. Es bestand aus der fir das LSP2
kodierenden Sequenz, ligiert in den Vektor pET24a. Ihm fehlte das Signalpeptid, da
dieses die rekombinante Expression im T7/pET-System behindert (HEFENBOCK, 2008).
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Die theoretische molekulare Masse ohne Signalpeptid, jedoch mit Strep-tag Il, betrug
82,4 kDa.

3.1.1.1. DmeLSP2 - Rekombinante Expression im prokaryotischen System,
Aufreinigung und Rekonstitution

HEFENBROCK (2008) konnte zeigen, dass eine Expression von DmelLSP2 im
prokaryotischen Expressionssystem moglich ist. Wahrend sie auf den Bakterienstamm
BL21(DE3)pLysS zurlckgriff, wurde im Rahmen dieser Arbeit der effizientere
Expressionsstamm Rosetta2(DE3)pLysS verwendet. Auch hier konnte nach der
rekombinanten Expression fir 12 h bei 27°C in 1,51 Kulturen Iésliches Protein im
Zelliberstand nachgewiesen werden (Abb. 3.1A). Die Aufreinigung des Proteins erfolgte
in einem Einschritt-Protokoll tber eine Affinitatschromatographie mittels Strep-tag Il und
nicht wie von HEFENBROCK (2008) beschrieben Uber eine Ammoniumsulfatprazipitation
mit anschlieBender Anionenaustauschchromatographie. Durch diese vereinfachte
Aufreinigung konnte der Verlust an Protein verringert werden. Nach abgeschlossener
Aufreinigung lagen in der Regel tber 6 mg LSP2 aus einer 1,5 | Expressionskultur vor.
Gleichzeitig konnte reines DmeLSP2 erhalten werden (Abb. 3.1B).
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Abb. 3.1: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der
rekombinanten Expression von DmeLSP2 und anschlieBender Strep-tag Aufreinigung

A) SDS PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zelliberstandes

B) SDS PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 3) nach der Strep-tag
Affinitatsaufreinigung. Verwendeter Antikdrper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat.

Die Rekonstitution der einzelnen mittels Affinitatschromatographie aufgereinigten LSP2-
Untereinheiten zu einem Hexamer erfolgte durch eine Dialyse fur 96 h bei 4°C in
Anwesenheit von N-Phenylthioharnstoff (N-PTH) und Dithiotreitol (DTT). Das N-PTH

verhindert die Oxidation von Aminosauren, wahrend das DTT unterstlitzend auf die
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Bildung von  Disulfidbricken  wirkt. Der Dialyse schloss sich  eine
Gelfiltrationschromatographie an, um einzelne Untereinheiten von den rekonstituierten
Hexameren zu trennen. Unter Verwendung des gleichen Puffersystems wurde zunachst
mit Proteinen bekannter GroRe ermittelt bei welchem Saulenvolumen diese eluierten.
Daraus ergab sich, dass die Elution eines Grolteils des DmeLSP2 bei ca. 450 kDa
stattfand (Abb. 3.2 oben). Diese molare Masse entspricht in etwa der des DmelLSP2
Hexamers. Die Elutionsfraktionen wurden proteinbiochemisch mittels SDS PAGE und
Western Blot analysiert, um sicher zu stellen, dass es sich tatsachlich um das LSP2
handelt (Abb. 3.2 unten).
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3.1.1.2. DmeLSP2 - Strukturanalysen

Die Struktur des rekombinant exprimierten und rekonstituierten DmelLSP2 wurde auf drei
verschiedenen Wegen analysiert. Es wurde mittels Elektronenmikroskopie Uberpruft, ob

sich tatsachlich Hexamere gebildet haben. Durch ein CD-Spektrum wurden in
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Kooperation mit der AG Betzel, Biochemie, Universitdt Hamburg, Daten Uber die
Sekundarstruktur generiert. Zur Uberprifung der Quartarstruktur wurde in Kooperation
mit der AG Markl, molekulare Tierphysiologie, Uni Mainz, aus negativ gefarbten TEM-
Aufnahmen eine 3D-Rekonstruktion erstellt. Diese sollte Aufklarung dariber liefern, wie
die Untereinheiten im Hexamer angeordnet sind und Uber welche Strukturen sie

miteinander in Kontakt stehen.

In elektronenmikroskopischen Bildern erkennt man das Hexamer des DmelLSP2 als
quaderférmige Struktur mit Kantenlangen um die 10 nm (MOUSSERON-GRALL et al.,
1997). Wie bereits erwartet, konnten auch bei dem rekombinant exprimierten,
rekonstituierten DmeLSP2 auf den elektronenmikroskopischen Bildern (Abb. 3.3)
ahnliche Strukturen identifiziert werden. Sie wiesen ebenfalls Kantenlangen um die
10 nm auf. HEFENBROCK (2008) konnte nach der Rekonstitution des rekombinanten
DmeLSP2 in elektronenmikroskopischen Bildern neben diesen quaderférmigen
Strukturen auch noch deutlich kleinere Strukturen erkennen, die sie als einzelne
Untereinheiten definierte. Solche deutlich kleineren Strukturen sind nach dem hier
verwendeten Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutionsprotokoll eindeutig nicht

vorhanden.

Abb.: 3.3: Elektronenmikrosko-
pische Bilder des rekombinant
hergestellten und rekonstituierten
DmeLSP2.

0,1 um

Die elektronenmikroskopischen Bilder brachten erste Informationen Gber die
Quartarstruktur des DmeLSP2, lieferten aber keine Information Uber die Faltung der
einzelnen Untereinheiten. Um diese zu Uberprifen, wurde ein CD-Spektrum erstellt,

wobei das rekombinante, rekonstituierte DmeLSP2 in einer Konzentration von 100 mg/ml
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in einem Volumen von 100 pl eingesetzt wurde. Aus dem CD-Spektrum (Abb. 3.4) ergab
sich, dass 44% des Proteins als a-Helix vorlagen und 10% als B-Faltblatt gefaltet waren.
48% lagen als Turns und Random Coils vor. Diese Werte wurden mit der
Sekundarstruktur eines aus der SWISS-MODEL Datenbank stammenden Modells fur
natives DmeLSP2 verglichen. Das Modell beruht auf der Kristallstruktur des Hexamerins
Arylphorin des chinesischen Eichenseidenspinners Antheraea pernyi. Aus diesem geht
hervor, dass 21% des Proteins als B-Faltblatt, 27% a-Helix und 52% als Random Coils

vorliegen.
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Abb. 3.4: CD Spektrum des rekombinanten rekonstituierten DmeLSP2.

Aus negativ gefarbten TEM-Aufnahmen wurde die 3D-Struktur des DmelSP2
rekonstruiert (Abb. 3.5A-D). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich um ein
Hexamer handelt. In die 3D-Struktur wurde die Sekundarstruktur der Untereinheiten
,gefittet. Dabei ist aufgrund der Aufldsung von 20 A nicht eindeutig zu erkennen, Uber
welche Strukturen die Untereinheiten bei der Bildung des Hexamers in Kontakt stehen. In
der Aufsicht (topview) erscheint das DmeLSP2 grob viereckig, in der Seitenansicht

(sideview) hexagonal.
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Abb. 3.5: 3D-Rekonstitution des LSP2 von D. melanogaster mit einer Auflésung von 20 A

A) und B) verschiedene Ansichten des Hexamers. A) Topview, B) Sideview

C) und D) in die verschiedenen Ansichten des Hexamers wurde die Sekundarstruktur der
einzelnen Untereinheiten eingebettet.

3.1.2. Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas

Das Hamocyanin der europaischen Languste P. elephas ist ein Hexamer, welches aus
vier ahnlichen Untereinheiten besteht (MARKL et al., 1979; BELLELLI et al., 1988;
NEUTEBOOM et al., 1989; KUSCHE et al., 2003b). Diese unterscheiden sich in weniger
als 5% ihrer Aminosauresequenzen voneinander. Die hier verwendete Untereinheit 4
besitzt ein 15 Aminosauren langes Signalpeptid, welches fir die Expression im T7

System und im in vitro Expressionssystem entfernt wurde. Sie hat eine theoretische
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Molekulmasse von 79,83 kDa mit und 78,37 kDa ohne Signalpeptid (KUSCHE et al.,
2003b). Das fur die Expression im prokaryotischen und in vitro System verwendete
PelHc4 verflugte Uber einen Strep-tag Il und kein Signalpeptid. Es wies eine theoretische
molekulare Masse von 78,37 kDa auf und lag bereits in dem Vektor pET16b vor
(HEFENBOCK, 2008).

3.1.2.1. PelHc4 - Expression im prokaryotischen System

Fir die Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas (PelHc4) konnte gezeigt werden,
dass nach einer rekombinanten Expression flir drei Stunden bei 37°C in 100 ml Kulturen
in dem Bakterienstamm Rosetta2(DE3)pLysS l6sliches PelHc4 vorlag (Abb. 3.6A).
Dieses konnte durch eine Strep-tag Il Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden
(Abb. 3.6B). Dabei betrug die Ausbeute ca. 1 mg PelHc4 bei einem Expressions-

ausgangsvolumen von 10 x 100 ml.

A > B
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Abb. 3.6: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der
rekombinanten Expression von PelHc4 und anschlieRender Strep-tag Aufreinigung

A) SDS PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zelliberstandes

B) SDS PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 2) nach der Strep-tag
Affinitédtsaufreinigung. Verwendeter Antikorper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat.
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3.1.2.2. PelHc4 - Expression im prokaryotischen System in Anwesenheit von
CuCl;
Bei der rekombinanten Expression von PelHc4 in Anwesenheit von CuCl;, (nach DIRKS-
HOFMEISTER et al., 2012) wurden die Zellen, nachdem sie eine ODgy von Uber 0,4
erreicht hatten, zusatzlich zur Induktion der Expression mit 20 uM CuCl, versetzt und flr
3 h bei 37°C inkubiert. Auch hier konnte anschlielend I6sliches PelHc4 nachgewiesen
werden (Abb. 3.7A). Nach einer erfolgreichen Aufreinigung mittels Strep-tag Il lag das
Protein im Vergleich zur Expression ohne CuCl, trotz gleichem Ausgangsvolumen bei
der rekombinanten Expression in einer héheren Konzentration vor (Abb. 3.7B). Bei

einem Ausgangsvolumen von 10 x 100 ml lagen nach Aufreinigung ca. 1,3 mg PelHc4

VOr.
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Abb. 3.7: Diskontinuierliche SDS PAGE und immunologischer Nachweis der
rekombinanten Expression von PelHc4 in Anwesenheit von CuCl, und anschlieBender
Strep-tag Aufreinigung

A) SDS-PAGE der Expressionskontrolle (EK) und des Zelliberstandes

B) SDS-PAGE (Mitte) und Western Blot (rechts) einer Eluatfraktion (Eluat 2) nach der Strep-tag
Affinitdtsaufreinigung. Verwendeter Antikérper: Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat.

3.1.2.3. PelHc4 - Expression in Schneider 2 Zellen

Far die Expression in Schneider 2 Zellen (S2 Zellen) wurden das PelHc4 gerichtet in den
Vektor pMT/V5-His B kloniert. Dabei lag das PelHc4 mit einer modifizierten
Kozaksequenz zur Initiation der Translation vor (KOZAK, 1987; KOZAK, 1990; KOZAK,
1991). Da durch diese Modifikation die zweite Aminosaure ausgetauscht wurde (Lysin
gegen Glutaminsdure), gab es ein weiteres Expressionskonstrukt ohne diese
Veranderung. Von jedem dieser beiden Varianten existierte eine mit einem C-terminalen
His-tag und eine mit einem C-terminalen Strep-tag Il. Sie wurden als Kozak Strep, Strep;

Kozak His und His bezeichnet. Da es sich bei dem pMT/V5-His B-Vektor um einen
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Vektor handelt, der eine induzierbare Expression des rekombinanten Proteins durch
einen Metallothioninpromotor ermdglicht, wurde die Expression des Zielproteins durch
die Zugabe von CuSO;, initiiert. Die PelHc4-Untereinheit verfiigte Gber ein N-terminales
Signalpeptid, welches in vivo daflr verantwortlich ist, dass das Protein in die
Hamolymphe sezerniert wird. Die S2 Zellen wurden mit den entsprechenden
Expressionskonstrukten sowie dem pCoHygro Vektor, der den Zellen eine Resistenz
gegen das Antibiotikum Hygromycin verleiht, stabil transfiziert und selektiert.
Anschlielend erfolgte die Expression durch die Zugabe von 500 uM CuSO,. Dabei
zeigte sich, dass bei allen Konstrukten, auller Kozak His, nach 24, 48 und 96 h PelHc4
I6slich in den Zellen vorlag (Abb. 3.8), im Medium konnte kein PelHc4 detektiert werden.
In den Zellen liegt die detektierte Bande bei ca. 100 kDa und nicht wie im
prokaryotischen System um die 80 kDa (Abb. 3.6).

kDa M 24h 48h 96h 24 h 48h 96 h 24 h 48h 96 h
130—

100=—

70=—
55— ¢ )
KS KS KS S S. b o s

Abb. 3.8: Immunologischer Nachweis der Expression von PelHc4 in S2 Zellen:
Expressionsdauer 24 h, 48 h und 96 h; Expressionskonstrukte: KS Kozak Strep, S Strep, H His:
Verwendeter Antikérper: a-PelHc Hamocyanin von P. elephas.

Das PelHc4 konnte im Medium trotz des vorhandenen Signalpeptids fir die
Sezernierung nicht nachgewiesen werden. Dies wurde im Folgenden naher analysiert.
Dabei wurde nur mit den Expressionskonstrukten, die Uber einen Strep-tag Il verfigten
weitergearbeitet. Da die Menge an rekombinantem Protein bei allen drei Zeitpunkten
ahnlich war, fand die Expression fir 48 h statt. Im Western Blot liel3 sich im Medium kein
PelHc4 detektieren. Bei einer SDS PAGE der Mediumproteine stellte sich heraus, dass
eine hohe Dichte an Proteinen mit einer molekularen Masse zwischen 50 und 150 kDa
vorhanden war (Abb. 3.9, erstellt im Rahmen einer Elternzeitvertretung von K.

Schwarze).
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kDa
100 =
70—
Abb. 3.9: SDS PAGE der Mediumproteine nach Expression
55 = von PelHc4 Kozak Strep in Schneider 2 Zellen

Um auszuschlielRen, dass diese Mediumproteine das PelHc4 ,lberdecken®, wurde die
Expression in einem serumfreien Medium durchgefiihrt. Hier konnte das PelHc4 nach
48 h sowohl in den Zellen als auch im Medium immunologisch nachgewiesen werden

(Abb. 3.10, erstellt im Rahmen einer Elternzeitvertretung von K. Schwarze).

S S
Q N -
kDa N
Qo Q Q
S A S
130 =—
Abb. 3.10: Immnuologischer Nachweis von PelHc4 in
Zellen und Medium nach rekombinanter Expression
100=— von PelHc4 Kozak Strep in S2 Zellen in serumfreiem
Medium. Verwendeter Antikorper: Strep-Tactin Alkalische
70 = Phosphatase Konjugat.
55 =—

Nach rekombinanter Expression des PelHc4 in S2 Zellen liegt 16sliches Protein in den
Zellen und im Medium vor. Allerdings ist das PelHc4 im Medium nur dann nachweisbar,
wenn serumfreies Medium verwendet wird. Die Proteinkonzentration im Medium ist so
gering, dass keine Aufreinigung stattfinden kann. Damit entfallt auch die Mdéglichkeit zu

Uberprifen, ob das rekombinante PelHc4 in den S2 Zellen bereits Kupfer gebunden hat.

3.1.2.4. PelHc4 - Expression im in vitro Expressionssystem

Neben der Expression in den beiden zellbasierenden Systemen E. coli und Drosophila-
Zellen fand die Expression des PelHc4 auch zellfrei in vitro statt. Hierfir wurde ebenfalls

das Expressionskonstrukt PelHc4 ohne Signalpeptid jedoch mit Strep-tag Il in dem
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Vektor pET16b verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression erfolgreich
war (Abb. 3.11). Probenvolumen und Probenkonzentration waren jedoch nach

abgeschlossener Reaktion gering.

g
kDa %’3’
X

Abb. 3.11: Immunologischer Nachweis der in
vitro Translation von PelHc4

IVT: in vitro Translation ohne DNA (Negativkontrolle),
100 = IVT PelHc4: in vitro Translation von PelHc4.
Verwendeter Antikdrper: Strep-Tactin  Alkalische
Phosphatase Konjugat.

70—

55 =

3.1.2.5. PelHc4 - in vitro Kupfereinbauversuche in das rekombinante
Apohamocyanin

Da es sich beim Hamocyanin, im Gegensatz zum Hexamerin, um einen kupferhaltigen

Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie handelt, stand hier nicht die Rekonstitution,

sondern der Kupfereinbau im Vordergrund. Dabei wurden unterschiedliche Bedingungen

gewahlt. Ein Fokus lag darauf, sowohl Cu(l) als auch Cu(ll) zur Verfugung zu stellen.

Neben der Wahl der Kupferquelle wurden aber auch Parameter wie pH Wert,

Kupferkonzentration in den Puffern, Art der Pufferbereitstellung etc. getestet.

Kuperhaltiges Hamocyanin lasst sich photometrisch an einem zusatzlichen
Absorptionsmaximum um die 340 nm nachweisen. Um sicher zu stellen, dass es sich um
eine hamocyanin- und nicht proteinspezifische Reaktion handelt, wurden in der Regel
parallel Absorptionsspektren unter identischen Bedingungen mit rekombinant
hergestelltem DmeLSP2 oder mit BSA (bovine serum albumin) gemessen, die jeweils

kein Kupfer binden.

3.1.2.5.1. Kupfereinbau nach JENSEN et al. (1999)

JENSEN et al. (1999) konnten den erfolgreichen Kupfereinbau in das Menkes-Protein,
eine kupferbindende P-Typ ATPase zeigen. Sie verwendeten dafiir einen TrisCuCl,*-

Puffer. In diesem wird Kupfer als Cu(l) bereitgestellt. Analog zu den beschriebenen
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Versuchsbedingungen wurden 1 mg rekombinantes PelHc4 verwendet und 1:10 mit
TrisCuCl,>-Puffer versetzt (VA). Alternativ wurde in VB 1M PPS (3-(1Pyridinio)-1-
propansulfonat) zur Erhéhung der Ldslichkeit des Proteins zugesetzt. In VA1 und VB1
wurde das Protein zunachst auf pH 6 umgepuffert, da ein niedriger pH Wert den
Kupfereinbau unterstitzt (WIGFIELD und GOLTZ, 1993). Bei allen Versuchsansatzen
wurde die Absorption bei 340 nm Uber einen Zeitraum von 120 h gemessen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Anderungen der Absorption beim PelHc4 den Anderungen
beim DmeLSP2 sehr ahnlich waren (Abb. 3.12; VA, VA1, und VB nicht gezeigt). Es kam
zu keinem Anstieg der Absorption bei 340 nm. In vorrangegangenen Versuchen war es
gelungen, unter Versuchsbedingung A1 ein hamocyanintypisches Absorptionsspektrum
zu zeigen (DIDIER, 2009), diese Ergebnisse waren nicht reproduzierbar. Neben den
Versuchsbedingungen VA, VA1, VB und VB1 wurde der Versuch noch anderweitig
modifiziert. So wurde das rekombinante PelHc4 nicht mit dem TrisCuCl,>-Puffer versetzt,
sondern schonender durch Dialyse umgepuffert. Des Weiteren wurde der pH Wert des
TrisCuCl,>-Puffer auf 7 herabgesetzt. Auch die Konzentration der Ascorbinsdure wurde
von 10 mM auf 100 yuM reduziert. Keine dieser Modifikationen flhrte zu einem

Absorptionsmaximum bei 340 nm (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.12: Absorption bei 340 nm gegen die Zeit wahrend eines Kupfereinbauversuchs
nach JENSEN et al. (1999)

VB1 PelHc4: Kupfereinbauversuch in PelHc4, VB1 DmelLSP2: Kupfereinbau in DmeLSP2 als
Negativkontrolle.

3.1.2.5.2. Kupfereinbau nach WIGFIELD und GOLTZ (1993)

WIGFIELD und GOLTZ (1993) konnten eine Methode flur einen erfolgreichen
Kupfereinbau in eine Apotyrosinase etablieren . Der Kupfereinbau erfolgte schneller bei
niedrigeren pH Werten, wobei Kupfer als Cu(ll) bereitgestellt wurde. Es wurde in
Anlehnung an die Versuchsbedingungen das rekombinante Hamocyanin bzw.
Hexamerin (als Negativkontrolle) 1,25*10° M in 50 mM Tris/HCI gelést. Es gab drei
Ansatze, die sich in ihren pH Werten unterschieden, welche pH 7,0, pH 6,5 und pH 6,0
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waren. Das in dem Tris-Puffer verschiedener pH Werte geldste, rekombinante Protein
wurde mit 1,25*10*M CuSO, (10-facher Uberschuss) versetzt. Die Messung der
Absorption bei 340 nm erfolgte Uber 77 h (Abb. 3.13). Wahrend es beim Hamocyanin bei
allen drei pH Werten zu einem Anstieg der Absorption nach ca. 30 h kam, konnte dies
beim Hexamerin nicht beobachtet werden. Bei allen drei pH Werten lag das rekombinant
hergestellte PelHc4 im Gegensatz zum DmeLSP2 am Ende des Versuchs nicht mehr in
Lésung vor. Um zu Uuberprifen, wann es innerhalb dieser gemessenen 77 h zur
Prazipitation des PelHc4 kommt, wurden Absorptionsspektren zwischen 250 und 750 nm
gemessen. Die Absorption wurde alle 24 h Gberprift (Abb. 6.8a und b, Anhang). Diese
Absorptionsspektren zeigten keine Absorptionsmaxima bei 340 nm, was darauf hinweist,

dass der Anstieg der Absorption im ersten Versuch mit einer frihen Prazipitation des

PelHc4 zusammenhangt.
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Abb. 3.13: Messung der Absorption bei 340 nm wahrend eines Kupfereinbauversuchs

nach WIGFIELD und GOLTZ (1993)
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3.1.2.5.3. Kupfereinbau nach BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992)

BROUWER und BROUWER-HOEXUM (1992) konnten zeigen, dass der Einbau von
Kupfer als Cu(l) in natives Apohamocyanin méglich ist (BROUWER und BROUWER-
HOEXUM, 1992). Analog zu den von ihnen gewahlten Versuchsbedingungen wurde
rekombinantes aufgereinigtes Apohamocyanin verwendet und mit einem Cu(l)-haltigen
Puffer (pH 6) versetzt. In den gemessenen Absorptionsspektren (Abb. 3.14) wird das
proteintypische Absorptionsmaximum bei 280 nm durch ein Absorptionsmaximum bei
260 nm Uberlagert, welches mit Nukleinsduren korrespondiert. Nach 4 und 6 h verandert
sich die Absorption zwischen 300 und 350nm. Es ist aber kein deutliches

Absorptionsmaximum bei 340 nm zu erkennen.
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Abb. 3.14: Absorptionssspektren wihrend eines Kupfereinbaus nach BROUWER und
BROUWER-HOEXUM (1992)

3.1.2.6. PelHc4 - Kupfereinbau wahrend der Expression im prokaryotischen/in
vitro System

Eine andere Strategie der Herstellung von korrekt gefaltetem, kupferhaltigem
Hamocyanin war es, bereits wahrend der rekombinanten Expression Kupfer
bereitzustellen und anschlieBend das Protein durch eine Affinitdtschromatographie von

den bakterieneigenen Proteinen abzutrennen.

3.1.2.6.1. Kupfereinbau wahrend der Expression im prokaryotischen System

Bei der Expression der Hamocyanin-Untereinheit 4 im  prokaryotischen
Expressionssystem in Anwesenheit von CuCl, (DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012)

wurden anschlieBend an die Aufreinigung Absorptionsspektren gemessen. Zu keinem
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der untersuchten Zeitpunkte konnte ein zusatzliches Absorptionsmaximum bei 340 nm
detektiert werden (Abb. 3.15). Das proteintypische Absorptionsmaximum bei 280 nm
wurde durch ein Absorptionsmaximum bei 260 nm uUberlagert. Die Expression des
PelHc4 in Anwesenheit von CuCl, ist mdglich, es kommt zu keiner Bindung des Kupfers
an das PelHc4.
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Abb.: 3.15: Absorptionsspektren nach Expression in Anwesenheit von CuCl,

3.1.2.6.2. Kupfereinbau wahrend der Expression im in vitro Expressionssystem

Der in vitro Expressionsansatz wurde bereits zu Beginn der Reaktion mit 10, 50, 100,
500 uM CuSO, versetzt. Auch in Anwesenheit des Kupfers war die Expression des
PelHc4 erfolgreich (nicht gezeigt). Nach abgeschlossener Reaktion lag jedoch nicht

ausreichend Protein vor, um es aufzureinigen und Absorptionspektren zu messen.

3.1.3. Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster

Bei der Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster (DmePPO3) handelt es sich um ein
Enzym mit Tyrosinase- und Catecholoxidaseaktivitdt. Sie hat eine theoretische
Molekulmasse von ca. 79 kDa, verfugt nativ Uber kein Signalpepitd und ist ein Zymogen.

Dieses wird durch die Abspaltung eines Peptids am N-Terminus aktiviert.

3.1.3.1. DmePPO3 - in vitro Expressionssystem in Anwesenheit von CuSO4

Die Expression der DmePPO3 im in vitro Expressionssystem war erfolgreich. Dies

konnte sowohl durch eine zusatzliche Bande zwischen 70 und 80 kDa (im Vergleich zur
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Negativkontrolle) in einem 10%-igem SDS-Gel (nicht gezeigt) als auch in einem Western
Blot belegt werden (Abb. 3.16).

Abb. 3.16: Immunologischer Nachweis der in vitro

Translation von DmePPO3

IVT: in vitro Translation ohne Plasmid

100 = (Negativkontrolle), IVT DmePPQO3: In vitro
Translation von DmePPO3. Verwendeter Antikorper:

Strep-Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat.

55—

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression der DmePPQO3 im in vitro System
generell moglich ist, fand die Expression in Anwesenheit von CuSQO, statt. Es wurden
zwei pH Werte (pH 5,5 und 7,0) und unterschiedliche CuSO,4-Konzentrationen (10 uM,
50 uM, 100 puM, 500 uM) gewahlt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die Expression
erfolgreich war (nicht gezeigt). AnschlieRend erfolgte ein MBTH-Assay um zu
Uberprifen, ob die DmePPO3 das Kupfer gebunden hatte, und somit aktiv war. Als
Positivkontrolle wurden 30 ng Champignon-Tyrosinase verwendet. Bei den CuSO,-
Konzentrationen 10 und 50 uM war bei beiden pH Werten eine schwache Farbung
erkennbar. Auch die Negativkontrolle wies eine leichte Farbung auf, da das CuSO, mit
der MBTH-Farbelésung kreuzreagierte. Diese Reaktion nahm mit steigender CuSO,-
Konzentration zu. Es konnte nicht sicher eine Aktivitat der PPO3 nachgewiesen werden
(Abb. 3.17), der Kupfereinbau ist damit fraglich.

10uM 50 uM 100 uM 500 uM

Abb. 3.17: MBTH-Assay der in
vitro Translation von
DmePPO3 in Anwesenheit
von CuSO, in verschiedenen
Konzentrationen bei zwei pH
Werten. Positivkontrolle: 30 ng
Champignon-Tyrosinase.

pH 7,0pH 5,5

Positiv-
kontrolle
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3.2. Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidase in S.
dehaani

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war der Nachweis von Hamocyanin und
Phenoloxidasen in dem HundertfUBer S. dehaani. Hierfir mussten zunachst die
entsprechenden Sequenzen identifiziert werden. Eine phylogenetische Analyse der
Sequenzen sollte deren Stellung innerhalb der Arthropoden zeigen. Aulierdem sollten
biochemische Untersuchungen belegen, dass es sich tatsachlich um Hamocyanine bzw.
Phenoloxidasen handelt. Die Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene lieferte

Information Uber den Syntheseort des Hamocyanins.

3.2.1. Sequenzanalyse

Aus EST-Daten (REHM et al., eingereicht) waren bereits Teilsequenzen bekannt, die mit
groller Wahrscheinlichkeit Hamocyanine- oder Phenoloxidasen von S. dehaani
darstellten. Anhand dieser Sequenzen wurden Primer erstellt (Tabelle 6.2, Anhang).
Mittels PCR konnten Sequenzen ermittelt werden, bei denen sich in einer BLAST
Analyse herausstellte, dass es sich um flnf verschiedene Hamocyanin-dhnliche
Sequenzen handelte. Die 3'- und 5'-Enden dieser Teilsequenzen wurden mittels RACE
vervollstandigt (Sequenzen befinden sich im Anhang, Abb. 6.9 bis 6.13). Die funf
Sequenzen wiesen die fur Hamocyanine und Phenoloxidasen typischen konservierten
Histidine auf (Abb. 3.18). Sie wurden mit den Hdmocyaninsequenzen der Untereinheiten
A-D des Chilopoden S. coleptrata verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass zwei der
Sequenzen hoéhere ldentitdten zu ScoHcA-D aufwiesen als die verbleibenden drei
(Tabelle 3.1). Dies und die Tatsache, dass diese beiden Sequenzen ein fir Hamocyanin
typisches Signalpeptid aufwiesen, deutete darauf hin, dass es sich um Hamocyanin-
Untereinheiten handeln koénnte. Sie wurden daher vorlaufig als SdeHc1 und 2
bezeichnet. Die beiden putativen Hamocyanin-Untereinheiten bestehen aus 660
respektive 662 Aminosauren und weisen Signalpeptide zwischen 15 und 19
Aminosauren auf. lhre theoretische Molekllmasse betragt ca. 75kDa und beide
Untereinheiten haben zwei bzw. drei putative N-Glykosilierungsstellen. Nur eine dieser
putativen N-Glykosilierungsstellen befindet sich in beiden Untereinheiten an derselben
Position. Die verbleibenden drei Sequenzen wiesen keine Signalpeptide und deutlich
geringere durchschnittliche ldentitdten zu ScoHcA-D auf, was den Verdacht nahe legt,

dasss es sich um Prophenoloxidasen handeln konnte. Sie wurden daher vorlaufig als
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SdePPO1-3 benannt. Sie weisen zwischen 642 und 665 Aminosduren auf, was einer

theoretischen Molekllmasse zwischen ca. 75 und 77 kDa entspricht (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1:  Uberblick iiber die Charakteristika der putativen Hamocyanine und
Phenoloxidasen von S. dehaani
ORF: open reading frame; theoretische Molekiiimasse ohne Signalpeptid; [x]: Phenoloxidasen

sind in vivo nicht glykosyliert.

Protein Theore- Signal- Putative Durchschnitt-
. tische peptid N-Glykosy- tliche
ORF | (Amino- M .. . . oyl

siuren) olekil- (A_‘_mlno- lierungs- Identitaten zu

Masse [kDa] | sduren) stellen ScoHcA-D [%]
SdeHc1 | 1989 | 662 74,57 19 2 44
SdeHc2 1983 660 74,75 15 3 45
SdePPO1 | 1998 | 665 76,79 - [7] 34
SdePPO2 | 1935 | 644 75,02 - 3] 34
SdePPO3 | 1929 | 642 75,38 - [5] 33

3.2.2. Phylogenetische Analyse
Die  ermittelten =~ Aminosauresequenzen der putativen  Hamocyanine und

Prophenoloxidasen von S. dehaani wurden phylogenetisch analysiert. Diese Analyse

sollte Informationen darliber erbringen, wo die putativen Hamocyanine und
Phenoloxidasen gruppieren. Es wurde ein multiples Sequenzalignment erstellt, das mit
bereits bekannten Hamocyanin- und Phenoloxidasesequenzen anderer Arthropoda
erganzt wurde. Daraus wurde ein Stammbaum errechnet.

3.2.2.1. Multiples Sequenzalignment

Aus den beiden vermeintlichen Hamocyanin- sowie den drei Phenoloxidasesequenzen
wurde ein multiples Sequenzalignment erstellt (Abb. 3.18). Die Berechnung der
Identitdten und Ahnlichkeiten zwischen den Hamocyanin- und PPO-Sequenzen erfolgte
mit der Dayhoff PAM 250 Matrix (Tabelle 3.2). SdeHc1 weist Ahnlichkeiten von 66% und
Identitdten von 45% zu SdeHc2 auf. Die Ahnlichkeiten zu den drei PPO liegen bei
SdeHc1 und 2 zwischen 54% und 56%, die Identitaten zwischen 33% und 36%. Die drei
PPO weisen zueinander Ahnlichkeiten zwischen 61% und 76% auf. Die Identitaten liegen
zwischen 46% und 56%.
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* 20 * 40 * 60 * 80

SdeHcl : MAALOQWFLLGLVALSLVAGEKCPK-TNDIQEKQRRLVEALSYVNRPYNPKPK-——-—-————-—-————-——— DHELTPAEKKFLE : 64
SdeHc2 : M---RCEFVLVLLIAATFASQ-CPKPPSDAEAKQQQIFQIVEYINKAQTPEPV-———-———————————— VEGVEEKELKYL- : 60
SdePPOl : M---------———--——————————— AEVKSMORLVLDLEDNVSEPLDQRQP--FHTAFASGPVITSRDAAATGTRLRPQM : 54
SdePPO2 : M---------——---——————————— EDQLNLOQKLVLDLFRNVSEPLSESDFPVFATSYAGNKDIFYEFEE-————————— : 46
SdePPO3 : M---------————-——————————— EKTROMQGFILDMFNKVSESHPRHKH--EHILASHGIQFSSYFE--TETFLKSE- : 51

aocal . loco oo al.3

100 * 120 * 140 * 160
SdeHcl : SHVGYLPRREVYS DARYLPEA.LYFL*fLDPPNFDGFIRAIDILSKHINEDMLYYVVSVAATHRDDTRGVILPRIHD : 143
SdeHc2 : ——-GHLPKNEIFSLIADERNWPEAKAAVKYL--LEPKTFDDFIKAAKILITRINDEIFLYALSVAILHRPDTRGVQIPRIQD : 136
SdePPO1l : TGIGILPRGRIESTIFNRDHMDEAMRVVRLL--MRLDD-RDLQLALAYLRDNINEELEFVYSISVLSTSQPTLRRTKLPPVEE : 132
SdePPO2 : fKIGILPKGRIFSTFKREHMKEAIDIIELL*fTKTETfNNLDPIMLKLRKKVNEELFVYATSVFFIQNPDLK*IKLPLIEE 0 122
SdePPO3 : —GLGVLKKGKIFSPFNNEHMDEAFKAIKYLNDTKLDT—KSLIIKIVGLHMLLNEELFVYVTSYVIINHPDFKTVHLPPYQE : 130
aooaol . oo ao aol . Saaoa aoocoal . baoo [eletet

* 180 * 200 * 220 240
SdeHcl H IYPDKFLRSEIIGQIKQKALGNEKD———IVVDDTKQHVDYRDPYSRLGYFLNDIAMNSHYHWVQNSLIWK-YPSVAN : 221
SdeHc2 : VFPDKEIPNFLLQQIREEAIRGDON---PIV- NL-SNYLNVENSLNYFTNDLGMNSHYHYWHPATG————VPI QT : 208
SdePPO1l : VLPAKFIPSSAISQARTIQRRASQETQETIIIDVDFTGNDLDPEHRLAYWREDIGLNAHBIWHWEIIVYPYTW----IPE-LG : 208
SdePP0O2 : VLPQKECTGDVIRKA--VKENEKAMSMIPIIIDVEYTSTPLEPEHALAYWREDIGLNAHEBWHWEIIVYPYEW-—-——— PD-GN : 195
SdePPO3 : IFPDKEIHKETISKIKRQVIHNGKDSKKEIVIPADFSGDNLDPEHRLAYWREDIQLNSHEBIWNWEILVYPTDW----TPDSGE : 207

o4 aooal . Taoax R1BBR [e%eeTe aoooa2 . Looox

* 260 * 280 * 300 * 320
SdeHcl : LLKERIGAABAYMEHEMVNRFDAELLSNKLPRVTPFENWNDPILEGYAAHLIVDRYQYNYMYRPPNLKLKDLPETTRNQMR : 302
SdeHc2 : VTRDRHGSRIGAHMEISOLVRRYESERLSSGLPLTESFVNWDEPIQTGFSSHLTIFKKSYYYNFRPEGITLSDLPELTKNKML : 289

SdePPOl : TIRDRKGELYYMBEOOITARYDCERISLNFPRVRPLLNWTEPMAEGYAPHLSKEISGTVYAFRPANMTMRDLPFITVDRLR : 289
SdePPO2 : KPKDRRGELJZYYMEIOOMIARYDCERLAVDLPRVVPLHDWDNFIPEGYAPHLNKEIANTIYCYRBSNMILN---QVNIDELR : 273
SdePPO3 : GLRDRKGEL|§YYMEOQOLVARYNCERLSVHYPRVTAFFEWDEPIVEGYNSHLLKENSGINYGPRBGNMILODLPNLTKSILR : 288
QA2+ 2 LAXAAOLLOOL 2B p2cC AL
* 340 * 360 380 400

SdeHcl H QWRDRILDSIHKGYAI*SKDGi.LSEEDGIDI IGNMVESTVNSINLPLYGNLBICYABIT IAARVADPDNTYGEDNGAMYD : 382
SdeHc2 : LWKHRILLGIHSQFLI-SANN: LEREDGEDLLGNAVESSLLSINRQFYGNLIEINY. IAGRASDPDGRYGAHNGVMHD : 369
SdePPOl : TWYQRIIQDIHKGSFT-RDDGTKVQLDNDQGIDIVGDVVEAAYTTPNATFYGDFEINLGEIQIIARVHDPDERYKEEVGVMAD : 369
SdePPO2 : QMYETIIQDLRSGFFI-RNDDAKIPLDTERGIDIVGNTVEASNASANMDRYGSLEINNGEINATARIHDPDGRFKLEDGVMAD : 353
SdePPO3 : AWYQRIMQSIHLGYLTSREYNTHIPLNNEGGIDKIGAIVEASRLSVNYDFYGNLHNMS INSLSRIHDPDERYKGDPGVMGD : 369
2. 3oaoaooaRR2DR BR2ER o2 . daot ot a2 . Soaot
* 420 * 440 * 460 * 480
SdeHcl : VATSARDPLIYRWEIKYIDKIIQAYRNSLRSYTVEQLTWPVVVVEGLTVEGAK----VNKIKTFWEDDVLTVGTGFTETGPS : 459
SdeHc2 : VATSARDPLEYRWEIKFIESLFQQLREHLKPYSHYELTYPAVVVEKVEVVPDKHPETVNKVRIGYTTNKLKLNPGFDETRQS : 450

SdePPOl : STTAMRDPIAYRWEKEIDNVEVEHKMKLKPYTEEELTFKDIVVNGIQVQGKM-SQRPHIIGTFWQERTISLORGITENSAI : 449
SdePPO2 : TATAMRDPIAYRWEKFIDNIFLOHKSRLTPYTREELMFEKVIIDSIYIQGKT-SKATDKIETFWQESKLNLENGINFKNKV : 433
SdePPO3 : VATTVRDPIHRFRWEKFIDDIFQEHKLOLPSYNEEGEMFKDIIVKSVDTEGKQ----NNQLOTFWEESTLDMKYGLAFECGS : 446

QAAAAAANZ « 6N a3. 1 BRRB3ARE BB PPRRRBRR3BRREREA
* 500 * 520 * 540 * 560
SdeHcl : ATAKVNVRHLEHEEFSYNIQVVNNAGENKKAVFRIFLAPKYDEKGHEFDEFNEQROSMIELDKEVTELTPGKNVVI-RKSSE : 539
SdeHc2 : -TATVNVQHLDHEPFHYKFRIYNNAQOVONAAVRIFLAPKYDEQGHRLKVNDOQROLMIELDKEVVHLOPGVNQFL-RSSSE : 529
SdePPOl : -PVSVRYRHLOHESFTWNIEVENKSNADKPGTVRIFMAPTENDTRQRFSPNDORVLMLEMDKFEFNFKPGKNIIQ-QRSEQ : 528
SdePPO2 : -SVSVRYRHLOHEKFEWNIEVENKWNENEQGTVRIEMAPIYGEDGKELSPNEQRLLMIEMDKFEYTLRPGTNYIS-RRSDQ : 512
SdePPO3 : -PIVVRYRHLOHEQFNWSIIVENISNEKKQGMVRIFMAPKYDVTGNQFTPNELRKLMIEMDKEEFTFEAKKTVIVTRKSRD : 526

PRRBRB3CEBRBRE BRR3DERRRERR PRBRR3ERRRE pRB  B3F 3.2 PPRRBB3GRRRR  BRRP 3HERE

* 580 * 600 * 620 * 640

SdeHcl : SSVTQKHEKIYANPKERQQ------- NDHCNCGWPDNLLVPRGSYEGTEEQVEVVVIENYEEDYVPS--DESCHCGDGRSYC : 611
SdeHc2 : SSVIMPTKYFFGDVQDIAR-------| -CNCGWPEYLLLPRGSYEGLDFQLFVAVTNWDEDKVKDKVEPECQCSESLSYC : 603
SdePPO1 : SNITIPTLRSFGELIAESESDDLLDAQSYCSCGLPEHLLVPRGKQEGMPFQTFVMITDAVKDRVNG---DSKQCHDATSYC : 606
SdePPO2 : SNVTIQTLKRFSELDKETKVTN----EASCSCGLPDHLLVPRGKKDGMAFQTFVMITSAIEDRVKG---KGQHCLDAASYC : 586
SdePPO3 : SSVIIPDAKTTQONIREELQKDD--PWQHYCGCGLESHLLVPRGKREGMNEMTEVMITDXTKDKVYE--EDDDVCKTAPSYC : 603

B B3I 3.4 PRBRE3IRLRRBRRa3.S

* 660 * 680 * 700 * 720
SdeHcl : GILFGNHPDRRPYGYPFEKRTDAHTFQDEKTPNMYAVDVSIQFTGVIKKSS——-——-———————————————————————— T 662
SdeHc2 : GTISGKYPDRRPFGYPFERPIVESNWEDEVTONIHISDVNIRFVGNVEEEKQ----—--——---- IEKHH--—-—-=——--— : 660
SdePPO1 : GVINEKYPDKKPMGYPEDRVILAADWSTEKTSNMNEFGDVIVTFKEEVINANAGSLVFPKTFFDFEKKKKKKTLSCRYVA : 685
SdePPO2 : GVINDKYPDKKPMGFPEDRVINAADWSSEKTPNMGFGVIKICFEDIVKDSDLHD----—-—---— ENDH---—-=-=——--- : 644
SdePPO3 : GILNKKYPDKRAMGFPEDRQISDNSWOKEQKPNNEV-——————————————— - —m—m—— - —— WRT : 642

o3.6  BBBRAB3KBRARRR
Abb. 3.18: Multiples Sequenzalignment von SdeHc1 und 2 sowie SdePPO1, 2 und 3

Konservierte Histidine sind blau, stabilisierende Phenylalanine pink hinterlegt. Das Signalpeptid ist
in roter Schrift markiert. Unter dem Alignment ist die Sekundarstruktur eingezeichnet. Diese folgt
den Standardkonventionen der Hamocyaninstruktur (GAYKEMA et al., 1984; HAZES et al., 1993).
a: a-Helix, B: B-Faltblatt.
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Tabelle 3.2: Identititen und Ahnlichkeiten zwischen SdeHc1, Hc2 und PPO1, 2 und 3

SdeHc1 SdeHc2 SdePPO1 | SdePPO2 | SdePPO3
SdeHc1 66,51% 55,28% 54,19% 55,91%
SdeHc2 | 45,30% 55,30% 55,12% 54,67% 2
SdePPO1 | 33,53% 33,36% 73,29% 67,45% (Eg
SdePPO2 | 34,31% 33,39% 55,59% 61,68% fz
SdePPO3 | 36,29% 35,36% 48,44% 46,12%
Identitat

3.2.2.2. Erstellung eines Stammbaums

Die Erstellung des Stammbaums (Abb. 3.19) erfolgte anhand von Aminosaure-
sequenzen. Dabei wurden die Hamocyanin- und Phenoloxidasesequenzen von S.
dehaani in ein multiples Sequenzalignment eingefligt, das Hamocyaninsequenzen
verschiedener Arthropoden, aber auch Phenoloxidasesequenzen von Pancrustaceen
und Myriapoden enthielt. Anhand dieses Alignments wurde dann mit der Bayes'schen
Analyse ein Stammbaum errechnet. Dabei fungierten die Hamocyanin-Untereinheiten
von zwei Onychophoren als AuBengruppe. Die Hamocyanin-Untereinheiten der
Myriapoda bilden innerhalb des Baums ein maximal unterstitztes Monophylum. Bei den
Myriapodenhamocyanin-Untereinheiten fand eine basale Aufspaltung in zwei
Untereinheitstypen mit einem Unterstitzungswert von 1,0 statt. Diese beiden
Untereinheitstypen werden hier als Typ | und Typ Il bezeichnet. Typ | beinhaltet
Hamocyanin-Untereinheiten der Diplopoden und Chilopoden, zu Typ Il zahlen
Hamocyanin-Untereinheiten der Chilopoden, Diplopoden und Symphylen. Die beiden
Untereinheitstypen sind also vor der Evolution der Chilopoden, Diplopoden und
Symphylen entstanden. Die beiden putativen Hdmocyanin-Untereinheiten von S. dehaani
(SdeHc1 und 2) gehdren der Typ Il Myriapodenhamocyanin-Untereinheit an. Dabei bildet
SdeHc1 eine Schwestergruppe zur Hamocyanin-Untereinheit B des Chilopoden S.
coleptrata (ScoHcB, Unterstiutzungswert 1,0) und SdeHc2 zu S. coleptrata HcA (ScoHcA,
Unterstltzungswert 0,94). Die drei putativen Phenoloxidasen von S. dehaani (SdePPO1-
3) gruppieren mit der putativen Phenoloxidase des Chilopoden Strigamia maritima
(Unterstitzungswert 1,0; PICK et al., 2014). Sie bilden eine Schwestergruppe zum
Hamocyanin der Chelicerata, Pancrustacea und Myriapoda. Damit liefert die
phylogenetische Analyse einen weiteren Hinweis darauf, dass es sich tatsachlich um
Hamocyanin-Untereinheiten handelt, da sie mit weiteren Myriapodenhamocyanin-
Untereinheiten gruppieren. Auch die drei putativen Phenoloxidasesequenzen gruppieren

mit einer vermeintlichen Myriapodenphenoloxidase.
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Abb. 3.19: Nach der Bay schen Analyse erstellter Konsensusbaum der Hiamocyanine und Prophenoloxidasen einiger Arthropoden. Myriapoden-
hamocyanine und Phenoloxidasen sind grau hinterlegt. Der Baum wurde mit den Hdmocyanin-Untereinheiten von zwei Onychophoren gewurzelt.
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3.2.3. Proteinbiochemischer Nachweis des Hamocyanins in der
Hamolymphe

Es konnte gezeigt werden, dass auf mMRNA-Ebene zwei Sequenzen vorhanden sind, bei
denen es sich wahrscheinlich um Hamocyanin-Untereinheiten handelt. Um zu
Uberprifen, ob in der Hamolymphe Hamocyanin vorhanden ist, wurde ein Western Blot
durchgefiihrt. Es wurde ein Antikérper gegen das Hamocyanin eines weiteren
Chilopoden, S. coleptrata verwendet. In der SDS PAGE und im Western Blot sind drei
Banden im Bereich zwischen 75 und 85 kDa zu erkennen (Abb. 3.20), bei anderen
Individuen konnten nur zwei Banden identifiziert werden (nicht gezeigt). In der
Hamolymphe von S. dahaani ist also Hamocyanin respektive ein Hamocyanin-ahnliches

Protein vorhanden.

o

&F &

s & &
kDa (§%Q® S
S 9 ¢

Abb. 3.20: SDS PAGE und immunologischer
i ~ Nachweis von Hamocyanin in der Hamolymphe
100 == ” 7 von S. dehaani (5ug aufgetragen). Verwendeter

a~ Antikérper: a-Scutigera Hamocyanin.

3.2.4. Sauerstoffbindungskinetik des Hamocyanins

Nachdem auf mRNA-Ebene putative Hamocyanin-Untereinheiten identifiziert wurden und
in einem Western Blot putatives Hamocyanin in der Hamolymphe von S. dehaani
nachgewiesen werden konnte, wurde zum Nachweis des Hamocyanins die
Sauerstoffbindungskinetik der Hamolymphe von S. dahaani gemessen. Diese fand in

Kooperation mit Prof. Dr. N. Hellmann (Biophysik, Uni Mainz) statt.
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Aus den geglatteten Sauerstoffbindungskurven (Abb. 3.21) ergab sich eine hdhere
Sauerstoffaffinitat bei pH 7,7 als bei pH 6,8 (pH 7,7: P5~19,2 Torr; pH 6,8:
Pso~27,2 Torr), was auf einen Bohreffekt hinweist. Der leicht sigmoidale Verlauf der
Sauerstoffbindungskurven deutet auf eine Kooperativitdt hin. Nach Transformation der
Sauerstoffbindungskurve in den Hill-Plot konnte der Hill-Koeffizient bestimmt werden.
Dieser liegt bei pH 7,7 bei ~1,86 und bei pH 6,8 bei ~1,6. Bei beiden pH Werten liegt

eine geringe Kooperativitat vor.

In der Hamolymphe von S. dehaani liegt also funktionelles Hamocyanin, das Sauerstoff

binden kann, vor.

1,2 -
1
o 0.8
g 06 - Abb. 3.21: Geglattete Sauer-
- —pH 7,7 stoffbindungskurven der
% 0,4 Hamolymphe von S. dehaani
@ 5 ——PHB,8 |pei pH 7,7 (schwarz) und pH
’ 6,8 (rot)
0 T T T T 1
0,2 20 40 60 80 100

pO,[Torr]

3.2.5. Nachweis von Phenoloxidaseaktivitat in der Hamolymphe von
S. dehaani

Der Nachweis von Phenoloxidaseaktivitat erfolgte in frisch entnommener Hamolymphe.
Diese wurde in verschiedenen Verdunnungen einer nativen PAGE unterzogen und
anschlieend in einem MBTH-Assay analysiert. In dem Gel sind bei allen
Verdunnungsstufen deutlich rote Banden sichtbar (Abb. 3.22). Die Stellung der drei
putativen Phenoloxidasen in der phylogenetischen Analyse sowie der Nachweis einer
Phenoloxidaseaktivitat in der Hdmolymphe von S. dehaani unterstitzen die Annahme,

dass es sich bei den drei Sequenzen um Phenoloxidasen handelt.
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Abb. 3.22: PO-Aktivitatsnachweis in der Hamolymphe von S.
dehaani mit MBTH. HL Hdmolymphe

3.2.6. Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene in Ei und
Mitteldarmdruse

Aus Ei und Mitteldarmdrise von S. dehaani wurde RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Diese wurde zur Analyse der Genexpression auf mMRNA-Ebene in einer
gRT-PCR eingesetzt. Bezogen wurde die relative Genexpression auf die
Mitteldarmdrise. Zur Normalisierung dienten die Referenzgene -Actin (Abb. 3.23) und
RPLPO (Abb. 6.15 und 6.16, Anhang). Beide Referenzgene zeigten ahnliche Tendenzen.
Wider der Erwartung, dass in der Mitteldarmdrise am meisten mRNA Kopien von
SdeHc1 und SdeHc2 vorliegen, stellte sich heraus, dass von SdeHc1 im Ei ca. 1500-mal
mehr Kopien mRNA vorhanden sind als in der Mitteldarmdrise. Bei SdeHc2 liegt der
Faktor bei ca. 3400. Bei den Phenoloxidasen ist der Unterschied nicht so stark. Von
SdePPO1 liegen 7-mal mehr Kopien mRNA im Ei als in der Mitteldarmdriise vor, bei
SdePPO3 liegt der Faktor bei 0,4. Von SdePPO2 liegen um den Faktor 181 mehr Kopien
mRNA im Ei als in der Mitteldarmdrise vor. Sowohl im Ei als auch in der Mitteldarmdrise
ist das Verhaltnis der beiden Hamocyanin-Untereinheiten zueinander ahnlich. Von
SdeHc1 liegen im Ei 4-mal mehr Kopien mRNA vor als von SdeHc2. In der
Mitteldarmdrise sind es ca. 9-mal mehr Kopien mRNA. Bei den Phenoloxidasen lasst
sich in den beiden Geweben keine deutliche Tendenz erkennen. Wahrend in der
Mitteldarmdriise von allen drei PPO ahnlich viele Kopien mRNA vorliegen, sind im Ei 9-
mal mehr Kopien von SdePPO2 als von SdePPO1 vorhanden. Von SdePPO3 liegen im
Ei 237-mal weniger Kopien mRNA vor als von SdePPO2.
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Abb. 3.23: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen B-Actin,
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdriise.

3.2.7. Proteinbiochemischer Nachweis von Hamocyanin in Ei und
Mitteldarmdrise

Aus den Geweben Ei und Mitteldarmdrise wurden neben der RNA auch die Proteine
isoliert und in einem Western Blot analysiert. Des Weiteren erfolgte eine Quantifizierung
der relativen Bandenintensitdt mit der Software Imaged. In beiden Geweben liegt
Hamocyanin vor (Abb. 3.24). Dies zeigt eine deutliche Bande bei ca. 75 kDa. Im
Gegensatz zu dem Hamocyanin-Nachweis in der Hamolymphe (Abb. 3.20) wurde hier
nur eine Bande detektiert. Die Intensitat der Hdmocyanin-Bande im Ei war 6-mal starker
als die in der Mitteldarmdrise (Abb. 3.25).
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Abb. 3.24: Immunologischer  Nachweis von
Hamocyanin im Ei und in der Mitteldarmdriise von S.
100 = dehaani. MDD: Mitteldarmdriise. Verwendeter Antikdrper:
a-Scutigera Hamocyanin.
70—
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Abb. 3.25: Vergleich der Hamocyanin-Bandenintensitat in Ei und Mitteldarmdrise mit der

Software ImageJ
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4, Diskussion

Die Hdmocyanin-Superfamilie der Arthropoden ist eine Proteingruppe, die neben dem als
respiratorischem Protein fungierenden Hamocyanin auch Phenoloxidasen, die als
Tyrosinasen und Catecholoxidasen agieren, beinhaltet. Des Weiteren zahlen zu dieser
Superfamilie die beiden Speicherproteine Hexamerin und Pseudo-Hamocyanin sowie der
Rezeptor der Hexamerine. Wahrend Hamocyanine in allen Unterstdmmen der
Arthropoden vorhanden sind (MARKL und DECKER, 1992; BURMESTER, 2001;
VANHOLDE et al.,, 2001), sind die anderen Mitglieder auf einzelne oder mehrere
Unterstdmme beschrankt. So findet man Phenoloxidasen nur bei Crustaceen und
Hexapoden, innerhalb der Cheliceraten fehlen sie (NAGAI und KAWABATA, 2000;
DECKER et al., 2001). Bei den Myriapoden gibt es Sequenzdaten von zwei Spezies
(PICK et al., 2014) sowie biochemische Nachweise einer Phenoloxidaseaktivitat in
anderen Spezies (XYLANDER und BOGUSCH, 1992; XYLANDER, 1996). Die
Hexamerine und ihre Rezeptoren sind ausschliellich bei den Hexapoden zu finden und

Pseudo-Hamocyanine kommen nur bei den decapoden Krebsen vor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits bestehende Expressions- und
Rekonstitutionssysteme fir Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie optimiert, sowie neue
Protokolle etabliert.

Ein weiterer Fokus lag auf der Charakterisierung des Hamocyanins und der

Phenoloxidasen des Myriapoden S. dehaani.

4.1. Rekombinante Expression von Hexamerin,
Hamocyanin und einer Phenoloxidase

Die Untersuchung der Struktur und Funktion von Proteinen setzt vorraus, dass diese
rekombinant exprimiert werden kénnen. So kénnen zum Beispiel durch den Austausch
einzelner Aminosauren deren Relevanz in Bezug auf die Faltung und Interaktion mit
anderen Molekilen analysiert werden. Insbesondere bei den kupferhaltigen Vertretern
der Hadmocyanin-Superfamilie der Arthropoden ist es interessant den Mechanismus der
Sauerstoffbindung naher zu untersuchen. Hierbei stehen die kupferbindenden Histidine
sowie die die Sauerstoffbindung stabilisierenden Phenylalanine im Vordergrund. Bei den

Globinen ist die rekombinante Expression von funktionsfahigem Protein mdglich
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(GAMBACURTA et al., 1993; DEWILDE et al., 2001; BOBOFCHAK et al., 2003). Anhand
dieser rekombinant hergestellten Globine konnten bereits diverse strukturelle und
funktionelle Studien durchgefihrt werden (z. B. DEWILDE et al., 2001; FUCHS et al.,
2004; YU et al., 2009). Voraussetzungen fur Struktur- und Funktionsanalysen sind, dass

das Protein richtig gefaltet ist und in seiner aktiven Form vorliegt.

4.1.1. Ausgewahlte Proteine aus der Hamocyanin-Superfamilie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die rekombinante Expression ein kupferloses
Hexamerin sowie ein kupferhaltiges Hamocyanin und eine Phenoloxidase ausgewahlt.
Bei dem Hexamerin handelt es sich um das larvale Serumprotein 2 von D. melanogaster
(DmeLSP2), bei dem Hamocyanin um die Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas
(PelHc4) und bei der Phenoloxidase um eine von D. melanogaster (DmePPQO3). Die
rekombinante Expression dieser drei Proteine war bereits in friiheren Arbeiten untersucht
worden. So konnte gezeigt werden, dass eine Expression von DmeLSP2 im T7/pET-
System mit anschlieRender Rekonstitution generell moglich ist (HEFENBOCK, 2008).
Das PelHc4 lied sich ebenfalls in diesem Expressionssystem in seiner Apoform
herstellen (DIDIER, 2009). Die DmePPQO3 konnte als funktionelles Enzym in Drosophila-
Zellen exprimiert werden (ERTAS, 2009).

4.1.2. Die Wahl des Expressionssystems

Fir die rekombinante Expression dieser drei Proteine wurden prokaryotische E. coli
Zellen, eukaryotische Drosophila-Zellen der Linie Schneider 2 (SCHNEIDER, 1972)
sowie ein in vitro Expressionssystem verwendet. Letzteres bietet den Vorteil, dass es
zellfrei ist. So kénnen sich bei der Expression in diesem System keine Inclusion Bodies
(Einschlusskorper) bilden, wie es z. B. bei der Expression in Mikroorganismen der Fall
sein kann (NAKANO und YAMANE, 1998). Diese unléslichen Proteinaggregate bilden
sich im Cyto- oder Periplasma. Sie stellen zum einen eine Chance und zum anderen ein
Problem dar (STRANDBERG und ENFORS, 1991). Die Chance besteht darin, dass das
Uberexprimierte Protein meist in hoher Konzentration in den Proteinaggregaten vorliegt.
Das Problem ist dabei die Solubilisierung. Diese ist bei der DmePPO3 nicht moglich
(ERTAS, 2009). Die prokaryotischen E. coli Zellen haben den Vorteil einer einfachen

Handhabung und grolier Proteinausbeuten, verbunden mit einem geringen
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Kostenaufwand (BANEYX, 1999). Ein Nachteil der prokaryotischen Zellen ist eine andere
posttranslationale Modifikation der Proteine als im eukaryotischen System. So gibt es
diverse Unterschiede in der N-Glykosylierung von pro- und eukaryotischen Proteinen
(VALDERRAMA-RINCON et al., 2012). Diese Tatsache wiederum ist ein Vorteil bei der

Expression von eukaryotischen Proteinen z. B. in Schneider 2 Zellen.

4.1.3. Die Wahl eines geeigneten Systems zum Kupfereinbau

Neben der Wahl des ,richtigen* Expressionssystems stand im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls die Ermittlung eines geeigneten Systems zum Einbau von Kupfer in das
rekombinant exprimierte Hamocyanin bzw. die Phenoloxidase im Vordergrund.
Hamocyanine und Phenoloxidasen (Tyrosinasen und Catecholoxidasen) zahlen zu den
Typ3-Kupferproteinen. Diese verfligen Uber ein binukleares Kupferbindungszentrum. Die
Bindung von einem Molekil Sauerstoff erfolgt in einer ,side-on* Koordination durch zwei
Kupferatome (DECKER et al., 2007). Die Kupferionen A und B werden von jeweils drei
Histidinen koordiniert. Oxygenierte Hamocyanine und Phenoloxidasen weisen ein
charakteristisches Absorptionsmaximum um die 340 nm auf. Dieses reflektiert die

Bildung eines Kupfer-Sauerstoff-Komplexes.

4.2. Eignung von Expressionssytemen zur Herstellung von
Proteinen aus der Hamocyanin-Superfamilie der
Arthropoden

Die im Rahmen dieser Arbeit fir die rekombinante Expression verwendeten Proteine
verfugten alle Uber einen C-terminalen Strep-tag Il zur Aufreinigung. Fur das DmeLSP2
konnte gezeigt werden, dass nach Expression im T7-Expressionssystem, Strep-tag
Aufreinigung und Dialyse das Protein als Hexamer vorlag (Abb. 4.1). An diesem wurden
Strukturuntersuchungen durchgeflihrt. Das PelHc4 konnte in drei verschiedenen
Expressionssytemen erfolgreich exprimiert werden. Nur nach der Expression im T7-
Expressionssystem lag ausreichend Protein fir eine Strep-tag Affinitdtschromatographie
vor. Dieser folgten unterschiedliche Kupfereinbauversuche, deren Erfolg anhand von
UV/VIS Spektroskopie untersucht wurde. Zudem erfolgte die Expression des PelHc4 im
T7-Expressionssystem unter Anwesenheit von CuCl,. Nach Affintatschromatographie

konnte in UV/VIS Spektren jedoch kein Hinweis auf funktionelles Hamocyanin erhalten
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werden. Die DmePPO3 wurde im in vitro Expressionssytem in Anwesenheit von Kupfer
exprimiert. Der Nachweis der Phenoloxidaseaktivitdt erfolgte direkt im

Expressionsansatz, dabei konnte nicht sicher eine Aktivitat nachgewiesen werden.

PelHc4 ’[DmeLSPZ} [DmePP03
i
Rekombinante Expression in
1 o 4} 4} 1
] in vitro T7-System] ] H : in vitro Sys-
\82 Zellen ’[ System } mit CuCl, [T? System || T7 Systemj tem mit Cu
{ \ i \
Aufreinigung mittels Strep-tag |l Aktivitats-
Affinitdtschromatographie nachweis
{ \ I
UV/VIS- Kupfer- ’ Dial
Spektren einbau lalyse
\
UV/IVIS- Aufreini-
Spektren gung
i
Struktur-
analysen )

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der verwendeten Expressionssysteme, Auf-
reinigungsmethoden und Rekonstitutionbedingungen fiir die drei Proteine PelHc4,
DmeLSP2 und DmePPO3

4.2.1. Larvales Serumprotein 2 von D. melanogaster

Das DmelLSP2 ist ein Hexamer, welches sich aus sechs identischen Untereinheiten
zusammensetzt. Es verflgt natirlicherweise Uber ein N-terminales Signalpeptid, tber
das es in die Hamolymphe sezerniert wird (MOUSSERON-GRALL et al., 1997). Fir eine
erfolgreiche rekombinante Expression in E. coli muss dieses entfernt werden
(HEFENBOCK, 2008; ERTAS, 2009). Das Hexamer lasst sich im TEM an seiner
quaderférmigen Struktur mit Kantenlangen um die 10 nm identifizieren (MOUSSERON-
GRALL et al., 1997). 2008 war es HEFENBROCK gelungen, einzelne Untereinheiten im
T7/pET-Expressionssystem in dem Bakterienstamm BL21(DE3)pLysS rekombinant zu
exprimieren. Diese wurden nach erfolgreicher Aufreinigung in einer Dialyse rekonstituiert
und die Quartarstruktur mittels TEM Uberpruft. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl

Hexamere als auch einzelne Untereinheiten vorlagen.
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Bei dem im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und rekonstituierten DmeLSP2 lagen
nach abgeschlossener Rekonstruktion ausschliellich Hexamere und keine einzelnen
Untereinheiten vor. Das Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutionsprotokoll wurde
so optimiert, dass ausreichend rekombinantes, richtig gefaltetes Protein fur
Strukturanalysen vorlag. Die Optimierungen bestanden in der Verwendung des
Rosetta2(DE3)pLysS Expressionsstammes, welcher tber das pRARE Plasmid verfiigt.
Dieses tragt laut Herstellerangaben die tRNA Gene flr sieben von E. coli selten
verwendete Codons. Die Aufreinigung des DmelLSP2 wurde von einer Dreischritt-
Aufreinigung auf ein Einschritt-Protokoll mittels Strep-tag Il (SCHMIDT et al.,, 1996)
Affinitatschromatographie reduziert. Dieser Strep-tag |l bietet neben der effizienten
Aufreinigung des Proteins auch die Moglichkeit der Detektion durch einen gegen den
Strep-tag Il gerichteten Antikérper. Ein weiterer Vorteil des Strep-tag Il ist, dass er in der
Regel weder Proteinfaltung noch Sekretion behindert (SCHMIDT und SKERRA, 2007).
Des Weiteren kann die Elution unter physiologischen Bedingungen stattfinden. Wahrend
bei HEFENBROCK (2008) nach abgeschlossener Aufreinigung 5 mg LSP2 aus einer
1,5 | Expressionskultur vorlagen, lagen bei dem hier verwendeten Einschritt-Protokoll in
der Regel Uber 6 mg vor. Die erfolgreiche Optimierung wurde mittels Strukturanalysen
bestatigt. Die offensichtlich korrekte Faltung und Bildung des Hexamers konnte sowohl in
elektronenmikroskopischen Bildern als auch in einer 3D-Rekonstruktion gezeigt werden
(Abb. 3.3 und 3.5). MARTIN (2006) konnte zeigen, dass die Untereinheiten des
DmeLSP2 bohnenférmig sind und die Ecken eines trigonalen Antiprismas in einer ,D3
point-group“ Symmetrie besetzen. In der hier angefertigten 3D-Rekonstruktion wiesen
die Untereinheiten keine deutliche bohnenférmige Struktur auf. Ursache daflr ist
wahrscheinlich, dass die 3D-Rekonstruktion von MARTIN (2006) ,uberfittet® war
(personliche Mitteilung: MARKL, 2013). Die Struktur eines trigonalen Antiprismas ist
jedoch zu erkennen. Das rekombinante rekonstituierte DmeLSP2 scheint in der 3D-
Rekonstruktion in der Seitenansicht (sideview) grob hexagonal, in der Aufsicht (topview)

rechteckig.

Das rekombinante DmeLSP2 ist wahrscheinlich nicht wie in vivo glykosyliert, da es in der
SDS PAGE die zu erwartende molekulare Masse aufweist und nicht wie fiur
Glykosylierungen typisch eine hohere molekulare Masse hat. Dabei scheint die N-
Glykosylierung des Proteins keinen entscheidenden Einfluss auf die Bildung des
Hexamers zu haben, denn in vivo ist das LSP2 glykosyliert (ROBERTS und EVANS-
ROBERTS, 1979).
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In der Analyse der Sekundarstruktur des DmeLSP2 mittels CD-Spektroskopie stellte sich
heraus, dass 44% des Proteins als a-Helix vorliegen und 10% als p-Faltblatt. Die Werte
weichen stark von dem SWISS MODELL Repository (SCHWEDE et al., 2003; ARNOLD
et al., 2006; KOPP und SCHWEDE, 2006; KIEFER et al., 2009) fir DmeLSP2 ab, in dem
21% des Proteins als B-Faltblatt, 27% a-Helix und 52% als Random Coils vorliegen.
Dieses 3D-Strukturmodell basiert auf der Kristallstruktur des chinesischen
Eichenseidenspinners (A. perny) Arylphorins, bei dem es sich ebenfalls um ein
Hexamerin handelt. Die Ursache flr diese Abweichungen in der Sekundarstruktur beruht
wahrscheinlich darauf, dass es sich bei der Methode um eine grobe Abschatzung
handelt. Die Tatsache, dass ein relativ hoher Prozentsatz an gefalteten Strukturen

vorliegt, deutet darauf hin, dass das Protein richtig gefaltet ist.

Nachdem fir das DmelLSP2 gezeigt werden konnte, dass es sich erfolgreich im
prokaryotischen System rekombinant exprimieren und rekonstituieren lasst, lag bei den
kupferhaltigen Vertretern der Hamocyanin-Superfamilie, PelHc4 und DmePPO3, der

Schwerpunkt auf dem Kupfereinbau.

4.2.2. Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas Phenoloxidase 3
von D. melanogaster

4.2.2.1. Auswirkungen der Zugabe von Kupfer wahrend der Expression in E. coli

Das Hamocyanin der europaischen Languste P. elephas ist ein Hexamer, welches sich
aus vier ahnlichen Untereinheiten zusammensetzt (MARKL et al., 1979; BELLELLI et al.,
1988; NEUTEBOOM et al., 1989; KUSCHE et al., 2003b). Die Aminosauresequenz
dieser vier Untereinheiten unterscheidet sich in weniger als 5%. Naturlicherweise verflgt
die hier verwendete Untereinheit vier Uber ein Signalpeptid, welches fir die Expression
im T7/pET-System sowie im in vitro Expressionssytem abgespalten wurde. Bei der
Expression im bakteriellen T7/pET-System gibt es generell zwei Mdglichkeiten um
funktionelles, kupferhaltiges Hamocyanin herzustellen. Entweder wird das Kupfer
wahrend der Expression ins Medium gegeben oder es findet zunachst die Expression
der Apoform mit anschlieRendem in vitro Kupfereinbau statt. Bei der Expression in
Anwesenheit von Kupfer wurde die Bakteriensuspension wahrend der Expression mit
20 yM CuCl, versetzt.
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Kupfer ist schon in geringen Konzentrationen fiir Zellen toxisch. Kupfer'* und Kupfer?
kénnen hochaffin an adventive Strukturen partiell gefalteter Proteine binden und dort die
Autooxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleinsauren katalysieren (PUFAHL et al.,
1997). Daher haben Zellen einen streng kontrollierten Mechanismus fur die Aufnahme,
intrazellulére Verteilung, Verwendung sowie Exkretion von Kupfer (MIYAYAMA et al.,
2011). Bei verschiedenen Polyphenoloxidasen (Phenoloxidasen der Pflanzen) konnte
jedoch gezeigt werden, dass sie nach Expression in E. coli in Anwesenheit von 20 uM
CuCl, Aktivitat aufwiesen (SULLIVAN et al., 2004; DIRKS-HOFMEISTER et al., 2012).
Wabhrscheinlich bleibt die Kupferhomdostase hier erhalten. Uber diese ist bei
Prokaryoten bisher kaum etwas bekannt. Es wird angenommen, dass sie bei Eukaryoten
durch folgenden Mechanismus der Verteilung des Kupfers an die Kupferenzyme
aufrechtgehalten wird (KIM et al., 2008). Kupfer liegt in der Zelle als Kupferion vor,
gebunden an das Ctr1, einem Kupfertransporter, der an der Plasmamembran exprimiert
wird (ZHOU und GITSCHIER, 1997; LEE et al.,, 2000). Kupfertransportproteine,
sogenannte Kupferchaperone, transportieren das Kupfer zu den Kupferenzymen. Ein
Beispiel ist das Kupferchaperon CCS (copper chaperone for superoxide dismutase) der
Superoxiddismutase 1 (SOD1), das Kupfer an SOD1 durch Bildung eines Heterodimers
abgibt. Das Kupferchaperon Atox1 (aus Hefezellen) transportiert Kupfer zu Atp7a und
Atp7b, ATP- abhangigen Kupfertransportproteinen, in dem sekretorischen
Stoffwechselweg des Kupfers Gber den Golgi-Apparat (KLOMP et al., 1997; HAMZA et
al., 1999). Im Golgi-Apparat wird das Kupfer entweder direkt in Kupferenzyme eingebaut
oder es wird Uber sekretorische Vesikel ausgeschieden. Auch in Prokaryoten existiert ein
Atx1-ahnliches Kupferchaperon CopZ (COBINE et al., 1999), fir das verschiedene
Funktionen vorgeschlagen wurden (COBINE et al.,, 1999; ROSENZWEIG und
O'HALLORAN, 2000). Cox17 ist ebenfalls ein Kupferchaperon, das fir den Transport des
Kupfers in die Mitochondrien, zum Einbau in die Cytochrom C Oxidase, in humanen und
Hefezellen verantwortlich ist (GLERUM et al., 1996; AMARAVADI et al., 1997; BEERS et
al., 1997; SRINIVASAN et al., 1998).

Fur einige Typ3-Kupferproteine, zu denen auch die Hamocyanine und Phenoloxidasen
zahlen, sind die entsprechenden Kupferchaperone bekannt. So konnte bei diversen
Streptomyces Spezies gezeigt werden, dass das Melanin-synthetisierende Operon aus
zwei Genen, die fur MelC1 und MelC2 kodieren, besteht (z. B. LEE et al., 1988;
BETANCOURT et al., 1992; CHEN et al., 1992). MelC1 kodiert upstream fur ein kleines
Metallochaperon (Caddie-Protein), das fir den Kupfereinbau in die durch MelC2 kodierte
Apotyrosinase verantwortlich ist (LEE et al., 1988; CHEN et al., 1992). Das marine
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Bakterium Marinomonas mediteranea verfligt Uber ein Operon, auf dem fir die
Prophenoloxidase B (PPOB) zwei Gene liegen, PPOB1 und B2. Wahrend B1 fir die
Apotyrosinase kodiert, ist das B2 Protein wahrscheinlich an dem Kupfereinbau in die
Apotyrosinase B1 beteiligt (LOPEZ-SERRANO et al.,, 2004). Dieses vermeintliche
Kupferchaperon scheint sehr spezifisch zu agieren, denn M. mediteranea verfigt noch
Uber eine weitere PPO (PPOA), welche jedoch nicht von PPOB2 mit Kupfer versorgt
werden kann (LOPEZ-SERRANO et al., 2007). Der Kupfereinbau in Proteine ist bisher
ein unvollstandig erforschtes Phanomen, insbesondere Uber die Kupferbeladung von
Typ3-Kupferproteinen ist wenig bekannt (JAENICKE et al., 2010). Hdmocyanine weisen
jedoch in der Domane 3 ein Cupredoxin-ahnliches Motif auf (Typ1-
Kupferbindungszentrum). JAENICKE et al. (2010) schlugen vor, dass die Hamocyanine
von einem Protein abstammen, dass sowohl Uber ein Typ1- als auch Uber ein Typ3-
Kupferbindungszentrum  verfigte. Da die  Kupferbeladung wahrend der
Hamocyaninbiosynthese durch bestimmte Kupferchaperone erfolgte, nahm der selektive
Druck auf den Erhalt des Kupferbindungszentrums in der Cupredoxin-dhnlichen Domane
ab. Uber die Kupferchaperone der Hamocyanine fehlen bisher weitere Daten. Daher war
eine Expression in Anwesenheit des entsprechenden Chaperons fir PelHc4 nicht

moglich.

Neben den Kupferchaperonen scheinen auch die Metallothionine eine wichtige Rolle in
der Kupferhomdostase der Zelle zu spielen. Sie sind Cystein-reiche intrazellulare Metall-
bindende Proteine, die eine geringe molare Masse aufweisen (z. B. KLAASSEN et al.,
1999; COYLE et al.,, 2002; GRENNAN, 2011). Auch fur Hdmocyanin konnte gezeigt
werden, dass Kupfer-Metallothionine das Potential besitzen, Kupfer in das aktive
Zentrum von Apohamocyanin zu transportieren (BROUWER et al., 1986; BROUWER et

al., 2002). Fur diesen Versuch wurden beide Proteine aus dem Organismus isoliert.

Im Rahmen dieser Arbeit flihrte die Expression in Anwesenheit von CuCl, sogar zu
hoéheren Proteinausbeuten als ohne diesen Zusatz. Das deutet nicht darauf hin, dass das
Kupfer nicht toxisch fiir die E. coli Zellen war. Die Zugabe von Kupfer wahrend der
Expression hatte bei einigen Polyphenoloxidasen zu funktionellem Enzym gefiihrt. Unter
diesen Bedingungen konnte hier jedoch kein funktionelles PelHc4 nachgewiesen
werden. Wahrscheinlich erfolgt der Kupfereinbau in die Polyphenoloxidasen in dem
prokaryotischen Expressionssysem entweder ohne ein entsprechendes Chaperon oder
ein Metallochaperon von E. coli ist in der Lage Kupfer in diese Proteine einzubauen.

Dem erfolglosen Kupfereinbau in das Hamocyanin der Crustaceen kdnnten auch
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Strukturunterschiede zu den Polyphenoloxidasen zugrunde liegen. Generell zeigen
Sequenzvergleiche, dass die Tyrosinasen und Catecholoxidasen der Pflanzen, Pilze,
Bakterien und Vertebraten mehr dem Molluskenhamocyanin als dem der Arthropoden in
ihrer Sekundarstruktur dhneln (VANGELDER et al., 1997; VANHOLDE et al., 2001).
Vergleicht man jedoch die Proteinstrukturen um das aktive Zentrum von Mollusken- und
Arthropodenhamocyanin sowie der Catecholoxidase der Suf3kartoffel, so sind diese sich
in allen drei Proteinen sehr ahnlich (DECKER und TUCZEK, 2000).

Die Expression von PelHc4 im prokaryotischen T7/pET-System unter Zugabe von Kupfer
fuhrte nicht, wie flr einige Polyphenoloxidasen beschrieben, zu funktionellem Protein.
Das T7/pET-System in Korrelation mit der Zugabe von Kupfer wahrend der Expression

eignet sich also nicht zur Herstellung von funktionellem PelHc4.

4.2.2.2. Auswirkungen der Zugabe von Kupfer nach der rekombinanten
Expresssion in das Apoprotein

Die alternative Moglichkeit der Herstellung von funktionellem kupferhaltigen Hamocyanin

ist die Expression des PelHc4 in seiner Apoform mit anschlieRendem in vitro

Kupfereinbau. Diese Methode hatte sich schon bei anderen Kupferproteinen als

erfolgreich herausgestellt und die Versuchsbedingungen wurden zum Teil an diese

Bedingungen angepasst. Dabei ist es generell méglich, Kupfer als Cu'* oder Cu*

einzusetzen.

JENSEN et al. (1999) konnten fir das Menkes-Protein zeigen, dass eine Expression in
dem Bakterienstamm BL21(DE3)pLyS mit anschlieRendem Kupfereinbau durch Dialyse
gegen einen TrisCuCl,>-Puffer, in dem Kupfer als Cu'* vorliegt, méglich ist (JENSEN et
al.,, 1999). Bei dem Menkes-Protein handelt es sich um eine P-Typ ATPase, die sechs
sich wiederholende stark metallassoziierte (HMA: heavy metal-associated) Sequenzen
am N-Terminus aufweist (DIDONATO et al., 1997). Dieses HMA-Motiv ist stark
konserviert und wurde in mehreren bakteriellen HMA-Proteinen (BULL und COX, 1994)
sowie in dem Kupferchaperon Atox1 respektive Atx1 gefunden (KLOMP et al., 1997).
Das HMA-Motiv bindet Kupfer entweder lber zwei Cysteinreste oder lber diese beiden
Cysteinreste plus einen Methioninrest (PUFAHL et al., 1997; GITSCHIER et al., 1998).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Versuchsbedingungen in Bezug auf pH Wert, Art
des Losens des Proteins und Molaritat der Ascorbinsaure modifiziert, nachdem DIDIER
(2009) mit diesem Ansatz vermutlich die Oxy- und die Metform des PelHc4 nachweisen

konnte. Ein erfolgreicher Kupfereinbau konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet
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werden. Vermutlich lagen Probleme mit der Faltung des PelHc4 vor. DIDIER (2009)
beschrieb bereits dieses Problem und konnte die erzielten Ergebnisse nicht

reproduzieren.

Unter Einsatz eines Cu'*-haltigen Puffers war es (1992) BROUWER und BROUWER-
HOEXUM gelungen, das Apohamocyanin des amerikanischen Hummers Homarus
americanus mit Kupfer zu funktionsfahigem Protein zu rekonstituieren. Sie entnahmen
dem Hummer dafir Hdmocyanin und deoxygenierten dieses. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Bedingungen fir die Kupferrekonstitution des Apo-PelHc4, wie von
BROUWER und BROUWER-HOEXUM als optimal beschrieben, gewahlt. Der
erfolgreiche Kupfereinbau wurde anhand von Absorptionsspektren UGberprift. Nach vier
bis sechs Stunden kam es zu einer Veranderung der Absorption zwischen 300 und
350 nm. Ein deutliches Oxyhamocyanin Absorptionsmaximum konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis darauf, dass es sich um
eine geeignete Methode zur Kupferrekonstituion von Apo-PelHc4 handeln kdnnte, die

Versuchsbedingungen aber noch weiter optimiert werden missen.

Fur eine Champignon-Tyrosinase konnten WIGFIELD und GOLTZ (1993) zeigen, dass
eine Rekonstitution mit Kupfersulfat moglich war. Sie verwendeten kommerziell
erworbene Tyrosinase, die sie durch Inkubation mit Cyanid in ihre inaktive Apoform
umwandelten (WIGFIELD und GOLTZ, 1990). Der Versuch wurde bei verschiedenen pH
Werten durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Kupferrekonstitution der Apotyrosinase
ein pH Wert-abhéngiger Prozess ist, der bei der Verwendung von Cu?* bei pH 7,5 ca.
zwoélfmal langsamer erfolgt als bei pH 5,8. Beim Vergleich von Cu' versus Cu?* bei pH
5,8 stellte sich heraus, dass der Kupfereinbau ins native Protein mit cu'™ 16 mal
effektiver ist (WIGFIELD und GOLTZ, 1990). Dieser Versuch erwies sich flr das PelHc4
als vielversprechend, da es im Laufe der Zeit zu einem Anstieg der Absorption bei
340 nm kam. Allerdings prazipitierte das Protein nach abgeschlossenem Versuch, was

auf eine falsche Faltung hindeutet.

Im Gegensatz zu der Kupferzugabe wahrend der Expression von PelHc4 weist die
Zugabe von Kupfer nach der Expression auf mdgliche Versuchsbedingungen zur
Herstellung von funktionellem Hamocyanin hin. Allerdings mussen hier noch mehrere
Faktoren, wie die Proteinfaltung und die Bedingungen bei Kupfereinbau optimiert

werden.
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4.2.2.3. Eignung von Insektenzellen (Schneider 2 Zellen)

Nachdem die Expression von PelHc4 im prokaryotischen T7/pET-System zwar
erfolgreich war, aber Probleme mit der Stabilitat des Proteins vorlagen, wurde alternativ
das ,Drosophila Expression System*“ verwendet. Diese aus D. melanogaster stammende
Zelllinie wurde stabil transfiziert (SCHNEIDER, 1972). Neben der einfachen Handhabung
der Zellen bietet dieses System die Moglichkeit Vektoren zu verwenden, welche Uber
einen starken Metallothioninpromotor verfugen (MARONI et al., 1986; BUNCH et al.,
1988). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der pMT/V5-His B Vektor ausgewahlt. Durch
seinen starken Metallothioninpromotor ist es mdglich, die Expression des Zielproteins
durch die Zugabe von CuSO, zu induzieren. Das PelHc4 verfugt natirlich Gber ein
Signalpeptid, was in vivo flr die Sezernierung in die Hdmolymphe verantwortlich ist. Bei
der Verwendung von serumfreien Medium konnte PelHc4 in diesem nachgewiesen
werden, allerdings lag es in geringer Konzentration vor. Auch in den Zellen lag I6sliches
PelHc4 in einer geringen Konzentration vor. Fir die Prophenoloxidase 3 aus D.
melanogaster war die Expression in diesem fur sie homologen System erfolgreich
(ERTAS, 2009). Sie lag anschlief3end als funktionelles Enzym vor. Dies konnte in einem
Aktivitatsassay nachgewiesen werden. Da ihr ein Signalpeptid fehlt, befand sich die
I6sliche DmePPO3 in den Zellen. Der Aktivitatsnachweis konnte im Zelllysat erfolgen.

Das Protein wurde demzufolge nicht aufgereinigt.

Die erfolgreiche Expression von funktioneller Phenoloxidase in Schneider 2 Zellen hatte
gezeigt, dass es generell modglich ist, kupferhaltige Vertreter der Hamocyanin-
Superfamilie der Arthropoden in diesem System herzustellen. Damit schien es ein
geeignetes Expressionssystem fiir PelHc4 zu sein. Das Problem der geringen
Expressionsrate von PelHc4 in S2 Zellen flhrte dazu, dass nach der
chromatographischen Auftrennung der Drosophila-Proteine zu wenig Zielprotein fur die
Messung von Absorptionsspektren vorhanden war. Ob der Einbau von Kupfer in das in
S2 Zellen hergestellte PelHc4 Uberhaupt maoglich ist, bleibt letztendlich ungeklart. Sollte
wie bereits beim prokaryotischen System ausgefiihrt, ein Kupferchaperon fiir den
Kupfereinbau in das PelHc4 bendtigt werden, kann wahrscheinlich auch in Drosophila-
Zellen kein Oxyhamocyanin hergstellt werden. Da Kupferchaperone generell spezifisch
zu sein scheinen (LOPEZ-SERRANO et al.,, 2007), kénnten die Drosophila-eigenen
Chaperone unter Umstanden nicht fur den Kupfereinbau in das Apohamocyanin sorgen.

Die erfolgreiche Expression der DmePPO3 in S2 Zellen kénnte damit zusammenhangen,
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dass es sich um ein homologes System handelt und das entsprechende Kupferchaperon

bereits vorhanden ist.

4.2.2.4. Eignung eines zellfreien in vitro Expressionssystems in Anwesenheit von
Kupfer
Zellfreie in vitro Expressionssysteme werden in der Regel aus E. coli, Weizenkeimen
oder Kaninchen Retikulozyten gewonnen (z. B. JERMUTUS et al.,, 1998; ENDO und
SAWASAKI, 2003; JACKSON et al., 2004). Sie bieten unter anderem die Moglichkeit der
Modifizierung von Reaktionsbedingungen, z. B. flr eine bessere Proteinfaltung (KATZEN
et al., 2005). Im Fall des PelHc4 bot es die Moglichkeit die Expression in Gegenwart von
Kupfer stattfinden zu lassen. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete, auf E. coli-
Komponenten basierende System, bietet den Vorteil von hohen Syntheseraten. Die
Produkte kénnen von wenigen Mikro- bis zu einigen Milligramm pro Milliliter Reaktion
reichen, sind jedoch protein- und reaktionsabhangig (KIGAWA et al., 1999). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden zunachst 25 yl Ansatze verwendet, um zu Uberprifen, ob eine
Expression moglich ist. Diese geringen Ausgangsvolumen flihrten dazu, dass nach einer
Affinitatsaufreinigung praktisch kein Protein mehr vorlag. Somit war es fir das PelHc4
nicht moéglich Absorptionsspektren zu messen. Zur Uberpriifung, ob sich das zellfreie in
vitro Expressionssystem zur Herstellung von funktionellen Typ3-Kupferproteinen aus der
Hamocyanin-Superfamilie der Arthropoden generell eignet, wurde mit der DmePPQO3
weitergearbeitet. Fir dieses Protein konnte, wie bereits erwadhnt, gezeigt werden, dass
es als funktionelles Enzym in Drosophila Schneider 2 Zellen exprimiert werden kann.
Zum Nachweis der Aktivitdt und damit auch der Funktionalitdt und Kupferbindung kann
bereits bei sehr geringen Mengen an PPO ein Aktivitatstest (hier: MBTH-Assay) im
Zelllysat durchgefuhrt werden (ERTAS, 2009). Zunachst erschien dieser Ansatz als
erfolgsversprechend. Das freie Kupfer interagierte jedoch mit dem Farbereagenz MBTH,
sodass alle Negativkontrollen stark mit angefarbt wurden. Alternativ kann eine
Phenoloxidaseaktivitdt auch mit dem Dopachrom-Assay nachgewiesen werden
(MASON, 1948), welches jedoch weniger sensitiv ist und daher fiir diese Zwecke nicht in

Frage kam.

Das in vitro Expressionssytem eignet sich wahrscheinlich nicht fir die Herstellung von
Typ3-Kupferproteinen. Bei einem Ausgangsvolumen von 25 yl ist die Proteinausbeute fiir
den Nachweis von funktionellem PelHc4 zu gering. Da bei der DmePPO3 nicht sicher ein
Aktivitatsnachweis erfolgen konnte, wurde die Expression von PelHc4 in diesem System

nicht weiter verfolgt.
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4.3. Das aktive Zentrum des Hamocyanins

Wahrend die rekombinante Expression von Hamocyanin in allen im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Expressionssystemen etabliert werden konnte, blieb ein stabiler
! ! Erfoly beim  Kupfereinbau in das
:. : ® e Apohamocyanin aus. Die Oxygenierung von
100 | ? Hamocyanin induziert eine Veranderung
‘ des Oxidationsstatus von Cu(l), zu Cu(ll),

|' | [ N sowie eine Veranderung der Absorption im
; :| |! .J - UV/VIS Bereich (EICKMAN et al., 1979).
f ! || il 1\ / Diese Veranderungen sind charakteristische
| / Absorptionsbanden bei 340 und 570 nm

Ii i \ (Abb. 4.2), welche aus der Bildung des
q'.l ! ' Sauerstoff-Kupfer-Komplexes resultieren

L \_  (SOLOMON et al, 1992). Beide
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Abb. 4.2: Absorptionsspektren von Himo-  Sauerstoff gebunden ist (RICHEY et al,

cyanin: (a) Oxyhamocyanin, (b) Methamo- . .
cyanin, (c) Semimethimocyanin, (d) Des- 1983). Der Abstand zwischen den beiden

oxyhamocyanin (ANDREW et al., 1993) Kupferionen im aktiven Zentrum betragt
3,5A in der Oxy- und 4,6 A in der Deoxyform. In dem binukledren Zentrum des
Hamocyanins sind drei Oxidationsstufen méglich: Cu', (Deoxyhamocyanin), Cu', (Oxy-
oder Methamocyanin) und Cu'Cu" (Semimethdmocyanin; ANDREW et al., 1993).
Methdmocyanin weist ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 680 nm auf.
Semimethdmocyanin kommt unter physiologischen Bedingungen nicht vor. Fir eine
humane Tyrosinase wurde dieser Zustand (Cu'Cu")jedoch als Teil des Mechanismus der
Oxidation von L-Dopa und L-Tyrosin vorgeschlagen (WOOD und SCHALLREUTER,
1991). Wahrend in dieser Arbeit nur eine steigende Absorption bei 340 nm beim PelHc4
beobachtet werden konnte, konnte DIDIER (2009) die Bildung der putativen Oxy- und
Metform beobachten. Diese Ergebnisse lieRen sich schon von DIDIER nicht
reproduzieren und hangen wahrscheinlich mit Faltungsproblemen des PelHc4 bei der

Expression im T7/pET-System zusammen.
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BROUWER und BROUWER-HOEXUM war es 1992 gelungen, natives Hamocyanin aus
Homarus americanus aufzureinigen, in seine Apoform zu Uberfuhren und in vitro mit
Kupfer zu rekonstituieren. Sie fassten den Rekonstitutionsprozess folgendermalien
zusammen: 1. Cu'* bindet an der Hamocyaninoberflache (Eingang zum Kupfertunnel). 2.
Das Cu'"* wandert langsam durch den Kanal in das aktive Zentrum und bildet zunéchst
ein  mononukleares Zentrum. 3. Das zweite Kupferion wandert schnell in das
Hamocyanin hinein, wodurch sich das binukledre Zentrum bildet (BROUWER und
BROUWER-HOEXUM, 1992). Die Rolle des Kupfers im aktiven Zentrum des
Hamocyanins ist auch mehrfach Gegenstand weiterer Untersuchungen (BROUWER et
al., 2002; GATTO et al., 2004; SPINOZZI| et al., 2005). Dabei spielt die Wirkung der
Kupferionen auf die Struktur eine entscheidende Rolle. In Strukturanalysen (CD-
Spektroskopie) konnte gezeigt werden, dass beim Hamocyanin der Mittelmeer-
Strandkrabbe Carcinus aestuarii die Entfernung des Kupfers aus dem aktiven Zentrum
zu marginalen Konformationsanderungen des Hexamers fiihrte. Beim Monomer
hingegen fuhrte die Entfernung zu Veranderungen der Tertiarstruktur (SPINOZZI et al.,
2005). Ungeklart bleibt, ob der Einbau des Kupfers in die Apoform in vivo nach der
Proteinbiosynthese und Proteinfaltung oder bereits wahrend der Translation stattfindet
(BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992). Sollte der Kupfereinbau tatsachlich in
vivo wahrend der Translation stattfinden, ist es unter Umstanden schwierig mit einem
System, wie dem hier verwendeten T7/pET-System in Kombination mit einem in vitro
Kupfereinbau, funktionelles Hamocyanin herzustellen. Viel wahrscheinlicher scheint die
Expression von funktionellem Protein in einem System, in dem Kupfer bereits wahrend
der Translation oder nach der Proteinsynthese und Proteinfaltung eingebaut werden
kann. Das ist jedoch beim T7/pET-System nicht der Fall, in S2 Zellen und im in vitro
Expressionssystem konnte es aufgrund zu geringer Proteinmengen nicht nachgewiesen

werden.

4.4. Eignung von Absorptionsspektren zur Uberpriifung
eines erfolgreichen Kupfereinbaus

Wie bereits erwahnt war ein zentrales Problem bei der Herstellung von funktionellem
PelHc4, neben Problemen bei der Proteinfaltung und dem Kupfereinbau, die Etablierung
einer Methode zur Uberpriifung des erfolgreichen Kupfereinbaus. Die hier verwendete
Methode der UV/VIS-Spektroskopie wird sowohl zum Nachweis von oxygeniertem

Hamocyanin in der Hamolymphe (z. B. JAENICKE et al.,, 1999), als auch zur
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Uberpriifung der Rekonstitution von kupferfreiem Hamocyanin mit Kupfer (BROUWER et
al., 1986; BROUWER und BROUWER-HOEXUM, 1992) verwendet.

Zur Messung von UV/VIS-Spektren sind recht hohe Proteinkonzentrationen und
Volumina erforderlich, was bei einer Vielzahl der Versuche dazu fiihrte, dass ein
erfolgreicher Kupfereinbau nicht Gberprift werden konnte. Ein weiterer Aspekt ist die
Sensitivitdt der Absorptionsspektren, denn die Absorption bei 340 nm ist deutlich
geringer als die bei 280 nm. Das Verhaltnis zwischen den beiden Messpunkten kann
stark variieren und korrespondiert zum einen mit der Starke der Absorption bei 280 nm,
also der Anzahl an aromatischen Aminosauren, und zum anderen mit der Menge an
gebundenem Sauerstoff (RICHEY et al.,, 1983). Eine sehr sensitive Methode zur
Messung der Sauerstoffbindung an das aktive Zentrum des Hamocyanins ist
Fluoreszenz (LOEWE, 1978). Deoxygeniertes Hamocyanin fluoresziert bei Anregung mit
Licht einer Wellenlange von 290 nm. Je mehr Sauerstoff gebunden wird, desto
schwacher wird die Fluoreszenz. Dabei besteht ein lineares Verhaltnis zwischen
Sauerstoffsattigung und Fluoreszenz. Da die Sauerstoffaffinitdt nicht durch die
Hamocyaninkonzentration beeinflusst wird (LOEWE und LINZEN, 1975; LOEWE, 1978),
reichen geringe Proteinkonzentrationen aus. Die Moglichkeit Sauerstoffbindung an das
Hamocyanin mittels Fluoreszenz zu messen, bestand im Rahmen dieser Arbeit nicht und

das Hamocyanin war fir einen Transport zu instabil.

4.5. Kupferlose versus kupferhaltige Vertreter der
Hamocyanin-Superfamilie

Ziel dieser Arbeit war es, ein Expressionssystem flr Proteine aus der Hamocyanin-
Superfamilie der Arthropoden zu etablieren und zu optimieren. Dabei lag der Fokus
insbesondere auf dem kupferhaltigen Vertreter Hamocyanin. Nachdem gezeigt werden
konnte, dass die rekombinante Expression von richtig gefaltetem DmelLSP2 im
Cytopasma von E. coli moglich ist, wurde angenommen, dass unter denselben
Bedingungen richtig gefaltetes Hamocyanin hergestellt werden kann. Immerhin verfiigen
das hier verwendete DmelLSP2 und PelHc4 Uber 27,58% identische und 48,91%
ahnliche Aminosauren. DIDIER (2009) konnte zeigen, dass die rekombinante Expression
des PelHc4 in E. coli méglich ist. Bei der in vitro Rekonstitution des PelHc4 mit Kupfer
wurden jedoch immer wieder Prazipitate festgestellt, was auf eine nicht korrekte
Proteinfaltung hindeutet. DmeLSP2 verfigt wie PelHc4 UUber eine putative N-
Glykosylierungsstelle. Wahrend dieses Glykan beim DmeLSP2 offensichtlich nicht fir die
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Proteinfaltung und Stabilitat entscheidend ist, kdnnte es beim PelHc4 eine Rolle spielen.
Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die N-Glykosylierung von Proteinen nicht nur
fur ihre Faltung, sondern auch fur ihre Stabilitat verantwortlich ist (MITRA et al., 2003;
BUCK et al., 2004; MITRA et al.,, 2006). Dagegen spricht wiederum, dass in
Strukturanalysen gezeigt werden konnte, dass sich die Glykane mit Ausnahme von zwei
N-Acetylglucosaminen vor allem auf der Oberflache der Proteine befinden (WORMALD
et al., 2002). Bei der Hamocyaninuntereinheit B von der kalifornischen Languste P.
interruptus ist ein Asparagin glykosyliert. Dieses Glykan steht mit Ausnahme des ersten
Zuckers nicht in Kontakt mit den anderen Aminosaureresten (GAYKEMA et al., 1984).
Bei der Expression von PelHc4 in S2 Zellen konnte gezeigt werden, dass es eine
deutlich héhere molare Masse aufwies als bei der Expression in E. coli, was ein Hinweis

auf eine Glykosylierung ist.

Die Expression des kupferhaltigen PelHc4 unter ahnlichen Bedingungen wie die beim
DmeLSP2 fiihren trotz groRer Ahnlichkeiten auf Aminosiureebene wahrscheinlich zu
nicht korrekt gefalteten PelHc4 ohne posttranlationale Modifikationen. Der entscheidende
Unterschied zwischen diesen beiden Proteinen ist das im LSP2 verlorengegangene
Kupferbindungszentrum. Dieses scheint auch Einfluss auf die Proteinfaltung zu haben.
Es erscheint logisch, dass die Expressionsbedingungen flir das PelHc4 denen flr
DmePPO3 &hneln missen, da es sich bei diesem Enzym ebenfalls um ein Typ3-
Kupferprotein handelt. Allerdings sind S2 Zellen nicht das geeignete Expressionssytem
fur PelHc4.

4.6. Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidasen in S.
dehaani

4.6.1. Funktionelles Hamocyanin in S. dehaani

Myriapoden verfligen wie Hexapoden uber ein ausgepragtes Tracheensystem. Lange
wurde deswegen angenommen, dass sie keine respiratorischen Proteine aufweisen und
dass die wenigen Vorkommen von Hamocyanin in den Scutigeromorphen Ausnahmen
darstellten. Diese Ausnahmen wurden in Korrelation mit der hohen Aktivitat der Tiere und
ihrem auffalligen blind endenden Tracheensystem gestellt (MANGUM und GODETTE,
1986). Noch immer ist das Hamocyanin der Myriapoden nicht so gut erforscht wie das

der Crustaceen und Cheliceraten. Immerhin konnte es inzwischen in den Chilopoden
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(HundertfuRern), Diplopoden (Doppelfuern) und Symphylen (Zwergful3ern)
nachgewiesen werden (SUNDARA RAJULU, 1969; MANGUM et al., 1985; GEBAUER
und MARKL, 1999; JAENICKE et al, 1999; KUSCHE und BURMESTER, 2001;
KUSCHE et al., 2003a; MARKL et al., 2009; DAMSGAARD et al., 2013; PICK et al.,
2014). Dabei ist Hdmocyanin in einigen Chilopoden- und Diplopodenspezies vorhanden,
wahrend es in anderen Spezies offenbar fehlt (PICK et al.,, 2014). Pauropoden

(WenigfiiRer) standen noch nicht flir Hdmocyanin-Untersuchungen zur Verfligung.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmalig der Nachweis von putativer Hamocyanin-
mRNA in dem HundertfiiRer S. dehaani. Dabei konnten die vollstandigen Sequenzen von
zwei Untereinheiten identifiziert werden. In einer phylogenetischen Analyse gruppierten
sie mit anderen Myriapodenhamocyanin-Untereinheiten. Bei den Myriapoden gibt es
zwei Hamocyaninuntereinheitstypen, welche in den Chilopoda, Diplopoda und Symphyla
vorhanden und damit bereits vor der Entstehung dieser drei Unterklassen entstanden
sind. Sie wurden in dieser Arbeit als Typ | und Typ Il Myriapodenhamocyanin definiert
(Abb. 3.17). Die beiden in dieser Arbeit identifizierten vermeintlichen Hamocyanin-
Sequenzen enthielten die fur die Sauerstoffbindung essentiellen Kupferbindungsstellen
sowie die, die Sauerstoffbindung stabilisierenden, Phenylalanine und ein Signalpeptid.
Dies wies auf eine Funktion als respiratorisches Protein hin, welche durch die
Charakterisierung der Sauerstoffbindungskinetik der Hamolymphe von S. dehaani
bestatigt werden konnte. Dabei stellte sich heraus, dass das Hamocyanin eine moderate
Sauerstoffaffinitat aufweist (pH 7,7: Pso~19,2 Torr; pH 6,8: P5~27,2 Torr). Ein Bohr-
Effekt ist vorhanden, da die Sauerstoffaffinitdt des Hamocyanins bei dem niedrigeren pH
Wert geringer ist als bei dem hoheren. Bei beiden untersuchten pH Werten liegt eine
geringe Kooperativitdt vor (pH 7,7 bei h~1,86 und bei pH 6,8 bei h~1,6). In anderen
Arbeiten wurde das Sauerstoffbindungsverhalten dreier weiterer Myriapoden-
hamocyanine bestimmt. Dies ist zum einen das des Chilopodens S. coleoptrata. Bei
diesem liegt eine geringe Sauerstoffaffinitdt (P5=55 Torr) und eine hohe Kooperativitat
vor (h=8,9 bei pH 7,5; MANGUM et al., 1985). Zum anderen handelt es sich um das
Hamocyanin des Spirostreptus sp., welches eine hohe Sauerstoffaffinitat (Pso=4,7 Torr)
und eine geringe Kooperativitat aufweist (h~1,3 bei pH 7,5; JAENICKE et al., 1999). Bei
dem Hamocyanin eines weiteren Diplopodens A. gigas sind die Verhaltnisse ahnlich
(P50=3,5 Torr bei pH 8,1 und h~1,5 zwischen pH 7,0 und 8,0; DAMSGAARD et al.,
2013). KUSCHE et al. (2003) schlugen vor, dass dieses unterschiedliche
Sauerstoffbindungsverhalten des Hamocyanins zwischen S. coleoptrata und

Spirostreptus sp. mit den verschiedenen Lebensweisen einhergeht. So handelt es sich
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bei S. coleoptrata um ein sehr schnelles Tier, das Sauerstoff bendtigt um sich
entsprechend bewegen zu kdnnen. Spirostreptus sp. bewegt sich langsam und lebt
teilweise in der Erde. Das Hamocyanin muss daher in der Lage sein, Sauerstoff zu
speichern. Dies ist auch bei A. gigas der Fall. S. dehaani ist wie S. coleoptrata ein agiles
Tier, bei dem das Hamocyanin eine hdhere Sauerstoffbindungsaffinitdt als die des
Hamocyanins von S. coleptrata, aber eine geringere als die der beiden

Diplopodenhamocyanine aufweist.

Bei den decapoden Krebsen konnte gezeigt werden, dass zusatzliche Untereinheiten
zum Sinken der Sauerstoffaffinitat und zum Steigen der Kooperativitat fiihren (MARKL
und DECKER, 1992). Dies konnte auch bei den Myriapoden der Fall sein (MANGUM et
al.,, 1985). Die Hamocyanin-Untereinheiten von A. gigas, Spirostreptus sp. und S.
dehaani gruppieren alle mit dem Typ Il Myriapodenhamocyanin und weisen eine geringe
Kooperativitat und eine héhere Sauerstoffaffinitat als das Hamocyanin von S. coleoptrata
auf. Dessen Hamocyanin-Untereinheiten gruppieren zum Teil mit dem Typ | (ScoHCcA,

ScoHcC und ScoHcD), aber auch mit dem Typ Il Myriapodenhdmocyanin (ScoHcB).

In der phylogenetischen Analyse konnte gezeigt werden, dass alle bisher untersuchten
Myriapodenhdmocyanine zumindest eine Untereinheit aufweisen, die zum Typ |l
Myriapodenhamocyanin zahlt. Es ware mdglich, dass dieser Untereinheitstyp der
Grundbaustein des Myriapodenhdmocyanins darstellt, wahrend Typ | nur optional
anwesend ist. Ein erweiterter Myriapodenhdmocyanin-Datensatz wird Informationen
daruber und auch Uber die Verwandtschaftsverhaltnisse der Hdmocyanine der einzelnen

Klassen innerhalb der Myriapoden liefern.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit in der Hamolymphe von S. dehaani Hamocyanin
mittels Antikbrper gegen das Hamocyanin von S. coleptrata immunologisch
nachgewiesen werden. Dabei konnte eine distinkte Bande mit einer molekularen Masse
zwischen 90 und 100 kDa identifiziert werden. Bei zwei weiteren Banden, die eine etwas
geringere molekulare Masse aufweisen (zwischen 80 und 90 kDa), handelt es sich
wahrscheinlich um Abbauprodukte, denn sie sind im Verhaltnis zu der distinkten Bande
schwach. Sollte es sich bei den beiden schwéacheren Banden um Untereinheiten
handeln, musste ihre Bandenintensitat in einem x:6 Verhaltnis zu der distinkten Bande
stehen, denn Hamocyanine sind Hexamere. Dies ist augenscheinlich nicht der Fall. Die
theoretische molekulare Masse der beiden in dieser Arbeit identifizierten Hdmocyanin-

Untereinheiten ist deutlich geringer als die im immunologischen Nachweis ermittelte und
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liegt um die 75 kDa. Dies deutet auf eine posttranslationale Modifikation hin. Beide
Untereinheiten weisen drei putative N-Glykosylierungsstellen auf, von denen zumindest
eine in beiden Untereinheiten konserviert ist. Ein Hinweis daflir, dass es sich nicht nur
um eine putative, sondern um eine funktionelle N-Glykosylierungsstelle handelt. Diese N-
Glykosylierungsstelle befindet sich wie bei den vier S. coleoptrata Hamocyanin-
Untereinheiten (MARKL et al., 2009) in der B2D—B2E Schleife.

Die beiden Hamocyanin-Untereinheiten von S. dehaani verfigen Uber ein N-terminales
Signalpeptid zum Proteintransport. Es konnte gezeigt werden, dass dieses bei den
Crustaceen und Hexapoden fir den intrazellularen Transport in das raue
endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist (MANGUM et al., 1985; MARKL und
DECKER, 1992; VANHOLDE und MILLER, 1995; VOIT et al., 2000). AnschlieRend wird
es Uber Vesikel aus der Zelle transportiert. Der Syntheseort ist die Mitteldarmdrise
(MARKL und DECKER, 1992). AnschlieRend wird das Hamocyanin Uber das
Signalpeptid in die Hamolymphe sezerniert. Dem Hamocyanin der Cheliceraten fehlt das
Signalpeptid. Es wird an freien Ribosomen synthetisiert und durch Lyse der Zellen in die
Hamolymphe freigesetzt. Sessile Hamocyten-ahnliche Zellen sind der Syntheseort
(KEMPTER, 1983; VOIT et al., 2000). Die Existenz des N-terminalen Signalpeptids in
beiden Hdmocyanin-Untereinheiten von S. dehaani spricht dafur, dass der Syntheseort
des Hamocyanins wie bei den Crustaceen die Mitteldarmdrise ist (MARKL und
DECKER, 1992).

In der Hdmolymphe von S. dehaani konnte reversibel sauerstoffbindendes Hamocyanin
nachgewiesen werden. Die vollstandigen Sequenzen zweier Hamocyanin-Untereinheiten
gruppieren in einer phylogenetischen Analyse mit anderen Myriapodenhamocyanin-
Untereinheiten. In einem Western Blot konnte gezeigt werden, dass das Hamocyanin

wahrscheinlich N-glykosyliert ist.

4.6.2. Funktionelle Phenoloxidasen in S. dehaani

Uber die Phenoloxidasen der Myriapoda ist bisher kaum etwas bekannt. Es existieren
Nachweise von Phenoloxidaseaktivitat (XYLANDER und BOGUSCH, 1992; XYLANDER,
1996) sowie putative Phenoloxidasesequenzen bei dem Diplopoden Polyxenus langurus
und dem Chilopoden S. maritima (PICK et al., 2014). Bei P. langurus wurde in einer RT-
PCR cDNA identifiziert, die signifikante Ahnlichkeiten mit den Phenoloxidasen von
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Crustaceen und Hexapoden aufwies. Das korrespondierende Protein besteht aus 678
Aminosauren und weist kein Signalpeptid auf. Das Gen fur die vermeintliche PPO von S.
maritima wurde in dessen Genom identifiziert. Der ORF (open reading frame) translatiert
in ein aus 670 Aminosauren bestehendes Protein, ebenfalls ohne Signalpeptid. Beiden

Spezies fehlt Hamocyanin.

In dieser Arbeit konnte neben den beiden Hamocyanin-Untereinheiten die mRNA von
drei weiteren Hamocyanin-ahnlichen Sequenzen in S. dehaani identifiziert werden.
Aufgrund des Fehlens eines Signalpeptids und den sehr viel geringeren
durchschnittlichen Identitaten zu den Hamocyanin-Untereinheiten A-D von S. coleptrata
wurde angenommen, dass es sich bei diesen drei Sequenzen um PPO handeln konnte.
Sie wurden daher SdePPO1, 2 und 3 benannt. Die Existenz der drei konservierten
Histidine pro Kupferbindungsstelle sowie die drei, die Sauerstoffbindung stabilisierenden
Phenylalanine in allen drei Sequenzen, zeigten bereits, dass es sich wahrscheinlich um
Phenoloxidasen handelt. In einer phylogenetischen Analyse gruppierten sie nicht mit den
Hamocyanin-Untereinheiten der Myriapoden, sondern mit der putativen Phenoloxidase
von S. maritima. Untermauert wurde die Annahme, dass es sich tatsachlich um
Phenoloxidasen handelt dadurch, dass in der Hamolymphe von S. dehaani

Phenoloxidaseaktivitat nachgewiesen werden konnte.

In der phylogenetischen Analyse gruppierten SdePPO1, 2 und 3 nicht mit den
Phenoloxidasen der Pancrustacea und der vermeintlichen PPO des Diplopoden P.
langurus. Die Phenoloxidasen der Pancrustacea stehen basal zu ihnen. Die PPO von P.
langurus wiederum steht basal zu den Phenoloxidasen der Pancrustacea, den restlichen
Myriapoden sowie den Hamocyaninen der Euarthropoden. Warum die Phenoloxidasen
der Myriapoden in dieser phylogenetischen Analyse paraphyletisch sind und nicht mit
den PPO der Pancrustacea gruppieren, bleibt ungeklart. Ein méglicher Erklarungsansatz
ware eine sehr friihe Divergenz der Phenoloxidasen in den Arthropoden (PICK et al.,
2014). Die Sequenzen konnten auch aufgrund dieser hohen Divergenz falsch
eingeordnet worden sein. Es besteht aulerdem die Mdglichkeit, dass es sich bei der hier
als Auliengruppe definierten Hamocyaninsequenz des Onychophoren Epiperipatus sp.
(KUSCHE et al., 2002) um eine Phenoloxidase handelt. Es miissen mehrere PPO-Gene
in den einzelnen Unterstdmmen der Arthropoden vorhanden gewesen sein, die zum Teil
wieder verloren gegangen sind. Bei den Myriapoda gab es wahrscheinlich zwei PPO-

Gene, wobei bei P. langurus und S. maritima sowie S. dehaani das jeweils andere
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verloren gegangen ist. Die Hdmocyanine der Myriapoda, Pancrustacea und Chelicerata

haben sich aus der Phenoloxidase von S. dehaani und S. maritima entwickelt.

In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, eine Phenoloxidase in einem Myriapoden
sicher nachzuweisen. S. dehaani ist der erste Myriapode, in dem sowohl Hadmocyanin-

Untereinheiten als auch Phenoloxidasen nachgewiesen werden konnten.

4.6.3. Analyse der Hamocyaninexpression in den Eiern und der
Mitteldarmdruse von S. dehaani

In einer gqRT-PCR wurde die Hamocyaninexpression der beiden Untereinheiten sowie
der drei Phenoloxidasen im Ei und in der Mitteldarmdrise Uberprift. Bei der
Mitteldarmdriise wurde angenommen, dass es sich um den Syntheseort des
Hamocyanins handelt. Die Eier wurden ausgewahlt, da bereits bei der Waldschabe
Blaptica dubia eine hohe Hamocyaninexpression in der Oothek gezeigt wurde. Dabei
stellt sich heraus, dass im Ei ~1500 (SdeHc1), bzw. ~3400 (SdeHc2) x mehr Kopien
mRNA vorlagen als in der Mitteldarmdrise. Auf Proteinebene war das Hamocyanin im Ei
sechsfach starker vorhanden als in der Mitteldarmdruse. Dieses geringere Verhaltnis auf
Protein-Ebene ist darauf zurlckzuflhren, dass Unterschiede zwischen der Anzahl an
mRNA-Kopien und Proteinexpression vorliegen kdnnen (GREENBAUM et al., 2003).
AuRerdem ist die Mitteldarmdrise nicht der Ort, an dem viel Hdmocyanin erwartet wurde,
da dieses aufgrund seines Signalpeptids in die Hamolymphe sezerniert wird. Das
Hamocyanin in den Eiern dient wahrscheinlich der Sauerstoffversorgung des Embryos im
Ei. Dadurch, dass in den Eiern viel Hdmocyanin vorhanden ist, kdnnte dieses die
Sauerstoffabgabe vom maternalen auf das embryonale Gewebe erleichtern. Auferdem
vefigen die Embryos im Gegensatz zu den adulten Tieren nicht Uber ein ausgepragtes
Tracheensystem und sind somit starker auf ein Sauerstofftransportprotein angewiesen.
Auch in der argentinischen Waldschabe Blaptica dubia liegt eine relativ héhere
Hamocyaninexpression in der Oothek als in den Muttertieren vor (PICK et al., 2010). Die
hohe Hamocyaninexpression im embryonalen Gewebe in den Hexapoden und
Myriapoden ist konvergent entstanden. Die deutlich geringere Hamocyaninexpression in
der Mitteldarmdrise als in den Eiern kdnnte erklaren, warum in den meisten Myriapoden
bisher kein Hamocyanin identifiziert werden konnte. Wahrscheinlich wurden nur adulte

Tiere untersucht. Dagegen spricht jedoch, dass in dem vollstandig sequenzierten Genom
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des Geophilomorphen S. maritima offenbar kein Hdmocyanin identifiziert werden konnte
(PICK et al., 2014).

Aufgrund des vorhandenen Signalpeptids wurde die Mitteldarmdrise bereits als
mdglicher Syntheseort flir das Hadmocyanin von S. dehaani vorgeschlagen. Auf mRNA-
Ebene konnte gezeigt werden, dass in der Mitteldarmdrise mehr mRNA-Kopien von
SdeHc1 und 2 als von den Phenoloxidasen vorlagen, was einen weiterer Hinweis auf
den Syntheseort liefert. Die Anzahl der SdePPO1, 2 und 3 mRNA-Kopien in der
Mitteldarmdrise ist deutlich héher als erwartet, denn es wurde angenommen, dass die
Phenoloxidasen der Myriopoden wie die der Crustaceen und Hexapoden in den
Hamocyten synthetisiert werden (CERENIUS et al., 2003; CERENIUS und
SODERHALL, 2004) und nicht in der Mitteldarmdrise. Da den Phenoloxidasen ein
Signalpeptid fehlt, gelangen sie durch Ruptur der Hamocyten in die Hamolymphe
(KANOST und GORMAN, 2008). Dies ist bei der Mitteldarmdrise nicht mdglich.
Wabhrscheinlich stammen die mMRNA-Kopien der SdePPO nicht aus der Mitteldarmdrise,
sondern aus einem anderen Gewebe, das zusammen mit der Mitteldarmdriise isoliert

wurde.
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Bereits im Rahmen anderer Arbeiten (HEFENBOCK, 2008; DIDIER, 2009; ERTAS,
2009) wurde gezeigt, dass die Expression eines Hexamerins mit anschlieRender
Rekonstitution erfolgreich war. Fiur das Hamocyanin PelHc4 wurden diverse
Expressions- und Rekonstitutionssysteme getestet, wobei es nie zu einer
reproduzierbaren Bildung der Oxyform kam. Ein anderer als die bisher getesteten
Ansatze ware die Expression in Anwesenheit eines Kupferchaperons. Da dies fir das
Hamocyanin nicht bekannt ist, kdnnte z. B. ein Chaperon einer Tyrosinase verwendet
werden. Allerdings scheinen die Kupferchaperone sehr spezifisch nur an ein bestimmtes
Zielprotein zu liefern (LOPEZ-SERRANO et al., 2007). Die Expression des PelHc4
unter Anwesenheit eines Kupferchaperons im T7/pET-System konnte zeigen, ob dies ein
vielversprechender Ansatz zur Herstellung von kupferhaltigem Hamocyanin ist. Sollte
dies der Fall sein, kdnnten funktionelle und strukturelle Untersuchungen an dem PelHc4
vorgenommen  werden. Hierzu zdhlt z. B. eine Uberprifung des
Sauerstoffbindungsverhaltens. Des Weiteren kdnnten durch Mutageneseexperimente
Aminosauren im aktiven Zentrum ausgetauscht werden und so deren Rolle bei der

Sauerstoffbindung ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Hamocyanin-Untereinheiten und drei
Phenoloxidasen in dem Chilopoden S. dehaani identifiziert werden. In einer
phylogenetischen Analyse ist die Stellung der drei Phenoloxidasen Uiberraschend, da sie
nicht mit den Phenoloxidasen der Pancrustacea gruppieren. Durch einen erweiterten
Datensatz konnte diese Stellung bestatigt werden, aber auch eine Aussage uber die
Verwandtschaftsverhaltnisse der Hamocyanine der einzelnen Klassen innerhalb der
Myriapoden getroffen werden. Des Weiteren werden TEM-Aufnahmen der Hamolymphe
zeigen um welche Quartarstruktur es sich beim Hamocyanin von S. dehaani handelt. Die
Anaylse der Hamocyanin-Genexpression hatte gezeigt, dass diese in den Eiern starker
als in der Mitteldarmdrise ist. Das kdnnte eine mdgliche Ursache darstellen, warum in
vielen Myriapodenspezies kein Hamocyanin nachgewiesen werden konnte. Die
Untersuchung der Eier von verschiedenen Myriapodenspezies wird zeigen, ob es sich
bei dieser starken Hadmocyanin-Genexpression um ein verbreitetes Phanomen innerhalb

der Myriapoda handelt.
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6. Anhang

6.1. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxidsulfat

Atox1 engl. antioxidant 1 copper chaperone

Atp7a engl. copper-transporting ATPase 1

Atp7b engl. copper-transporting ATPase, beta polypeptide

Atx1 engl. cytosolic copper metallochaperone

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

BSA engl. bovine serum albumin

CCSs engl. copper chaperone for superoxide dismutase

CD Circhularer Dichroismus

cDNA engl. complementary desoxynucleotidacid

Cl Chlorophorm Isoamylalkohol

CIP engl. calf intestinal phosphatase

CopZz engl. copper chaperone CopZ

Cox17 engl. cytochrome ¢ oxidase copper chaperone

Ctr1 engl. coppper transporter 1

CuA/B Kupferionen in Typ3-Kupferbindungszentren

DEPC DiEthylPyroCarbonate

dest. destilliert

DmeLSP2 larvales Serumprotein2 von D. melanogaster

DmePPO3 Prophenoloxidase 3 von D. melanogaster

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl. desoxynucleotidacid

dNTP(s) Desoxynucleotidtriphosphat(e)

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EM Elektronenmikroskop

engl. englisch

EST engl. expressed sequence tags

et al. lat. at alii (Maskulinum) oder et aliae (Femininum) oder et alia
(neutrum) in deutsch: und andere

fbs engl. fetal bovine serum

fwd forward

h engl. hour

HBS Holmes Bonner Solution

Hc Hamocyanin

His-tag Hexahistidin-tag (Affinitatstag)

HMA engl. heavy metal-associated

HPLC engl. high performance liquid chromatography

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

L Luria

LB Luria Bertani

LSP2 larvales Serumprotein 2

min Minute
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MBTH
MelCA1
MelC2
MOPS
mRNA
NBT
N-PTH
oD
ORF
PAGE
PCI
PCR
PelHc4
pET
PO
PPO
PPS
gRT-PCR
RACE
RNA
RPLPO
RT

rev
SDS
S2

sec
SOD1
Sli
TAP
Taq
TBE
TBS
TEM
TEMED
Tris
tRNA
UTR
uv
VIS
viv
val.
WT
wiv
Xd
X-Gal

3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon
engl. tyrosinase co-factor

Apotyrosinase
(N-Morpholin)-Propansulfon-Saure

engl. messenger-RNA

Nitro Tetrazolium Blue Chloride
N-Phenylthioharnstoff

optische Dichte

engl. open reading frame
Polyacrylamidgelelectrophorese

Phenol Chlorophorm Isoamylalkohol

engl. polymerase chain reaction
Hamocyanin-Untereinheit 4 von P. elephas
engl. plasmid for expression by T7 RNA-Polymerase
Phenoloxidase

Prophenoloxidase
(3-(1-Pyridinio)-1-propansulfonat
quantitative Realtime PCR

engl. rapid amplification of cDNA ends
engl. ribonucleinacid

engl. ribosomal protein, large, PO
Raumtemperatur oder reverse Transkription
reverse

Sodiumdodecylsulphat

Schneider 2

Sekunde

Superoxiddismutase 1

Strep-tag Il (Streptavidin-tag Il, Affinitatstag)
engl. tobacco acid pyrophosphatase
Thermophilus aquaticus

Tris/Borat/EDTA

engl. tris buffered saline
Transmissionselektronenmikroskop
N,N,N*,N’-Tetramethylethylendiamid
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

engl. transfer-RNA

engl. untranslated region

ultraviolett

engl. visible

engl. volume per volume

vergleiche

Wildtyp

engl. weights per volume

Zentrifugalkraft
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside
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6.2. Primer

Die Schmelztemperatur aller im Ramen dieser Arbeit verwendeten Primer wurde mit der
Online  Software OligoAnalyser 3.1  (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/

oligoanalyzer/) ermittelt.

Tabelle 6.1: Primer fiir PelHc4 Zellkulturkonstrukte: gelb: EcoRV-Schnittstelle; oliv: Notl-
Schnittstelle; Kozaksequenz ist unterstrichen, bei PelHc4KozakFor wurde ein A durch ein
G ersetzt: Griin hinterlegt; Stopp-, bzw. Startcodon sind rot hinterlegt; Strep-tag Il ist pink
hinterlegt, His-tag: blau hinterlegt; sequenzspezifische Primersequenz ist grau hinterlegt;
zwischen die Tags und den sequenzspezifischen Primerbereich sind zwei Aminoséuren
eingefiigt (Serin und Argenin)

Name Sequenz 5'—-3'
PelHc4KozakFor TAGGATATCEIBBGAGGTCCTGGTCTTGTGCGCG
PelHc4For TAGGATATCEBAAGGTCCTGGTCTTGTGCGCG
PelHc4Rev His_Notl GTAG TGC
GCTAGCACGAAGCTCTGGGTC
PelHc4RevStreplINotl | GTAG CTTTTCGAACTGCGGGTGTGACCAjj¢c]¢cle
TAGCACGAAGCTCTGGGTC
Tabelle 6.2: Primer fiir das Hamocyanin von S. dehaani anhand bekannter EST Daten
Name Sequenz 5'—-3'
ScoHcAFor GGACTGAACCTATGGCTGAAGGTTACG
ScoHcARev CTGTCGGCCATTACCCCAACTTCTTCC
ScoHcBFor GTTGCTACATCTGCTCGTGATCCTC
ScoHcBRev CACTACGGGCTTGCCAGGTGTC
ScoHcXFor ATCCTCTTCTGAATCCAGTGCCAC
ScoHcxRev CTTCTTCGACATTCCCAACAAACCG
Tabelle 6.3: Primer fiir die 5'RACE zur Vervollstandigung der Hamocyanin- und

Phenoloxidasesequenzen von S. dehaani. Ein ,,N“ im Primernamen bedeutet, dass es sich
um einen Nested Primer handelt.

Name Fiir Sequenz Sequenz 5'—-3'

GeneRacer 5' Primer alle CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
GeneRacer™ 5' Nested alle GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA
Primer

5 ¢c19061 rev SdeHc1 TCAATGCCGTCCTCTTCACTAAG

5'N ¢c19061 rev SdeHc1 CCAGTATGCGGTCTCTCCATTGT
V5'Irc 10806 SdeHc2 AAAGATTCACTGCACTGGCATTCCG
V5'N Irc10806 SdeHc2 GAAGAGCTGAAAGTCAAGACCTTCGT
5’ ¢c16444 rev SdePPO1 GGTCTCTCATAGTCATGTTAGCCG
5'N c16444 rev SdePPO1 CTTCAGCCATAGGTTCAGTCCAAT
5'rc16015 r 3 SdePPO2 CAGCCGCATTGATGACTCGGTCGAA
5'NIrc16015 r 3 SdePPO2 CACTCCACAGTAACTGGCGGCATCTA
5'c30121 r 3 SdePPO3 ACTTCTGCCACGAATTATCGCTAAT
5'Nc30121 r 3 SdePPO3 GTATTCCACAGTAACTTGGAGCAGT
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Tabelle 6.4:

Primer fiir die 3'RACE zur Vervollstaindigung der Hamocyanin- und

Phenoloxidasesequenzen von S. dehaani. Ein ,N“ im Primernamen bedeutet, dass es sich
um einen Nested Primer handelt.

Name Fir Sequenz Sequenz 5'—-3'

GeneRacer™ 3' Primer alle GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG
™ !

SeneRacer™ 3'Nested | ale CGCTACGTAACGGCATGACAGTG

3" ¢19061 for SdeHc1 CTATGAGGGAACGGAATTTCAAGTCT

3'N c19061for SdeHc1 GCTATTGTGGCATCCTCTTTGGTA

3" Irc10806 for SdeHc?2 GACAAAGTCAAAGATAAAGTGGAACCG

3'N Irc10806 f SdeHc?2 CGTCAATATTCGGTTTGTTGGGAATGT

3" ¢c16444 for SdePPO1 GCCATTCCTGTTTCTGTTCGTTAC

3'N c16444 for SdePPO1 GACAACGCTTCTCTCCAAATGATC

3'Irc16015 for SdePPO2 GAAGATAGGGTGAAAGGGAAAGGTCA

3'NIrc16015 f SdePPO2 TGCGGCTGATTGGTCTTCATTCA

3'c30121 for SdePPO3 GTATCAACGCAGAGTCCATTACGGC

3'N ¢30121 for SdePPO3 TGTTGGTAATCGTAAATAGGGCTGTG

Tabelle 6.5:

Primer fiir Real Time RT-PCR der Hamocyanine und Phenoloxidasen sowie

der Referenzgene f-Actin und RPLPO von S. dehaani.

Name Sequenz 5'—3'
RTSdeHc1F TCGCACCATTATCATTGGCACGT
RTSdeHc1R GCATGTAAGCAAAGGCAGCACCA
RTSdeHc2F TGCCTTGTCTGTGGCGATCC
RTSdeHc2R TCCGGGAAAACATCCTGTATCCTC
RTSdePPO1F TCAGGCCAGGACCATTCAGAGA
RTSdePPO1R TCGCCAATAAGCCAGACGATGTT
RTSdePPO2F TGGTGTTATGGCGGATACAGCAA
RTSdePPO2R GTCAGTCTCGATTTGTGTTGCAGAAA
RTSdePPO3F GGGCCACAATTCCCTTTCACG
RTSdePPO3R TGGCAACATCTCCCATGACTCC
SdeActinF GCTGCATCTTCAAGTTCCCTGGA
SdeActinR GCCACAAGATTCCATGCCCAAGAA
SdeRPLPOF TCGGTTCGAAACAGATGCAGC
SdeRPLPOR GAGGGATCAATCTTTCCAATGCAGG
Tabelle 6.6:  Vektorspezifische Primer
Name Sequenz 5'—3'
pETO3 GCAGCAGCCAACTCAGCTTC
pETO05 ACCACAACGGTTTCCCTCTAG
pET05 pET32b GGAATAACAATTCCCCTCTAG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG
MTFwd CATCTCAGTGCAACTAAAGG
BGHRev TTAGAAGGCACAGTCGAGG
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6.3. Bakterielle und in vitro Expressionskonstrukte und

Bakterienstamme
Tabelle 6.7: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten bakteriellen und in vitro
Expressionskonstrukte und Bakterienstaimme
. Antibiotikaresistenz des
Name In Bakterienstamm
Konstruktes

gg}ill_;zigtrepllohne Rosetta2(DE3)pLysS Kanamycin

PelHc4Strepll ohne Rosetta2(DE3)pLysS/ Ampicillin

SP/pET16b zellfrei

DmePPO3Strepll/ zellfrei Kanamycin

pET24a

6.4. Stabil transfizierte Zelllinien

Tabelle 6.8:  Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten stabil transfizierten
Zelllinien

Name Zelllinie Antibiotikaresistenz

PelHc4Strep Kozak S2 Hygromycin

PelHc4Strep S2 Hygromycin

PelHc4His Kozak S2 Hygromycin

PelHc4His S2 Hygromycin

6.5. Modifizierte PelHc4-, DmelL.SP2- und DmePPQO3-
Sequenzen

6.5.1. DmelLSP2

ATGAAGCACCTGGACTCCAAGGTGGCGGACAAGGACTTTCTGATGAAACAGAAGTTCATGTACCAGATCCTG
CAGCACATCTACCAGGACGATGTGTTCACCACGCCCTTCGGGGGCAGCTACGTGGAGTACAAGCCGTGGGAG
CACGTGGCCGACTATGTGCACCCGGAGATGTTGGAGCACTTCTTCGAGCTGTGGCAACACCAACCCTTCACC
GATGACATGGTGTGGTCGGTGATGTACGACAAGCACGAGGAGTATGTGGTGGGTCTGGTGCGTCTCTTCTAC
TTCGCCAAGAACTGGGAGACCTTCCAGCACGTCGTCTACTGGGCCCGCCAGCACGTAAACAAGCAGTTGTTC
GTGTACGCCGTGACCATTGCCAGTTTGTTCCGTGATGATATGCAGGGAGTCGTCCTGCCGGCCCACTACGAG
ATCCACCCATGGAGCTACTTCGATAGCCAGGCACTGGAATGGGCTGAGCACTACAAAATGCACGGCTTCCAT
CATGTCAAGCAGATGGACAACATCTACAACGTGGTGATCCGTACGAACTATTCGAACGTGCACGGTTCCCTG
AACTACGATCACGATTTGGCCTACTACCTGGAGGATGTTGGCTTCAATGCCTTCTACTACTACTTCAATCTG
GACTATCCGTTCTGGACGAAGGGCGGCGAGGAGCATGTCCTTAACAAGGATCGTCGCGGTGAGCTCTACCTG
TATGTCCACTGGCAATTGCTGGCCCGTTGGTACCTGGAGCGTCTGTCCCACGATCTCGGCGAGGTGCCCGCT
TTCAACATGTATGTGCCAACCGAATCCGGCTATGCCAGTAACCTGCGCACCTACTACGGCGTACCCCAATGG
CACCGGGAGAATCACCACAGCTTCTACCACGAGCACAACTACGAGCACATCGAGCATGTGGAGATGTACACG
CAGCGTGTCATGGACTGGATCCACAAGAACGAGAAGTTCGATGTGGAGACCATCAATGTGCTGGGCAACATC
ATCCAGGGCAATGCGGACAGCGTGGACAAGAAGTTCTACGGCAGTCTTGACAAGCTGTACCGCTTCATTGTG
AACGAGGGCCACCATTATGGCCATGGTGACGAGAGCTTCCCTGGCCTTTTCATGCACTACGACACCTCTATG
CGCGATCCGATCTTCTACGAGGTATACAAGACCATTGTCAGCCACTACTGGCATCTGATGGAGACCTATCCG

122



Anhang

GAGTACCACAAGAAGGATTACGCCTTCGAGGGTGTCCACATCGATGCCGTCCACATGCCCGAAAGTCTGACC
ACCTACTTCGAGCACTTCGACTCGGACATCAGCAATGCCGTCAATGTGGAGCCCGCCGTTGAGGGATCCGCC
GATCCGTTGTACACCTTCGGCAGGAACTCCCACTACAAGGGATCCAGCTATGTGATCAAGGCCCGCCAGCAG
CGTCTCAACCACAAGCCCTTCGAGTTCACCCTGGACGTGACCTCGGACAAGGCTCAGGATGCCGTTGTGAAG
GTCTTCATTGGACCCAAGTACGATGAGCACGGACACGAGATCCCACTGGAGCACAACTACCAGAACTTCTTC
GAGCTGGAGCACTTCAAGGTGCATCTGGAGGCGGGCGTTAACCACATCAAGCGCGCCAGCGGTGACTTCTCC
TTCTGGGTGAACGATCGCACCACCTACCTGGAGCTCTACCAGAAGCTGATGGACGCCACCAACAGTGACTAC
AAGTTCAAGCTGGATCAGTCGGAGGCCCATTGCGGCGTGCCCAACCGAATGATGCTGCCGCGCGGCAAGAAG
GGCGGCCAGGTGTTCCAGTTCTTCTACATGGTCTACCCGTACCACCAGCCCGAGGTTGCCCAGTTCACTGGC
TACGATCCGGTGGTCAGCTGCGGCGTGGGACACGGTTCCCGCTACGTGGACGCCTTGCCCTTCGGTTTCCCC
TTCAACAGGCCGGTGAAGCATGACTACTACTTCGATGTCCACAACTTCAAGTTCGTCGACGTGAAGATCTTC
CATCGCGACGAGCACACCAATGTGGTCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGTAG

Abb. 6.1: DmeLSP2Strepll ohne SP: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt,
Strep-tag |l ist unterstrichen.

6.5.2. PelHc4

atgaaggtcctggtcttgtgcgecgctagtggccacagctgeccgecttggeccaagecttcagecggtgaacttect
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgetggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggceccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgectttttactgttctgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgeccttctttcgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttcceccttectggtgggacgactecctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgeccecgetttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgctccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggcgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcec
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcctee
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgecttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttceccteecctacaccceat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcecttcecgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttget
accgtccgcecattttcttgtgcecctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgectgaagcaccaagectgatgaagcggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgectacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
cctttgggttatccactggaacgtcgcattcctgatgaacgcgtctttgatggegtttcaaacatcaagcac
gcactcgtcaagatcgtccatgacccagagcttecgtgettggtcacacccgcagttcgaaaagtga

Abb. 6.2: PelHc4Strepll ohne SP: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-
tag Il ist unterstrichen.

taggatatcatggaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggeccacagectgecgettggeccaagettcageggt
gaacttcctaacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccat
ctgctggacaagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtg
gccgacacctccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgecttatgcaggaacttaacgatcataga
ctgttggaacagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgectttttact
gttctgaatcagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgecttcectttecgtgagaggatgaatgag
ggagagtttgtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctcca
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ctctacgaagtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgeccaagatgacce
cacaaagaaggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttce
ggggaagatattggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttcceccttctggtgggacgactcc
tatggttatcatctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgeccecgectttgac
gcagaacgtctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggattt
gctccacacactagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtyg
gacggcgtagctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttac
atcacggccaccgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatc
gaatcctccatgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgettggt
cgacagggtgatcctcatggcaagttcgacatgceccteccecggtgttatggagcattttgagactgeccacacgce
gacccaagtttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctecce
tacacccatgaagacctcgagttcccecggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactaca
ttcttcgatcagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatc
tatgccaatgttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagag
aaatttgctaccgtccgcattttcttgtgeccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaa
gcacgttggctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgce
agttctaaggactcgtcggtgaccgtcecctgatatgccaagectttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaa
gcggtaaagaacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgetg
ctacccaagagcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggataca
gatggaagtgatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatcca
gaccatcggcctttgggttatccactggaacgtcgcattecctgatgaacgecgtectttgatggecgtttcaaac
atcaagcacgcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCATGGTCACACCCGCAGTTC
GAAAAGtgaCGCCGGCGCTAC

Abb. 6.3: PelHc4Strep Kozak: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag Il
und Kozak-Sequenz sind unterstrichen.

atgaaggtcctggtcttgtgcgecgectagtggeccacagectgeccgecttggeccaagecttcageggtgaacttect
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgetggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggceccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgetttttactgttctgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgceccttctttcgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttcceccttectggtgggacgactecctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgeccecgetttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgctccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggcecgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcec
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcctcee
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgecttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccecctecectacacccat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcecttcecgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttget
accgtccgecattttcttgtgcecctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagectgatgaagcggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgectacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
cctttgggttatccactggaacgtcgcattecctgatgaacgecgtetttgatggecgtttcaaacatcaagcecac
gcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCATGGTCACACCCGCAGTTCGAAAAGEga
CGCCGGCGCTAC

Abb. 6.4: PelHc4Strep: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag Il ist
unterstrichen.
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taggatatcatggaggtcctggtcttgtgcgcgctagtggccacagectgeecgettggeccaagettcageggt
gaacttcctaacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccat
ctgctggacaagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtg
gccgacacctccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcataga
ctgttggaacagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgctttttact
gttctgaatcagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgeccttctttcgtgagaggatgaatgag
ggagagtttgtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgcctcca
ctctacgaagtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacc
cacaaagaaggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttce
ggggaagatattggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttcceccttctggtgggacgactcece
tatggttatcatctggatcgcaagggtgagctcttcttetgggtccaccaccagectcactgeccgetttgac
gcagaacgtctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggattt
gctccacacactagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatcecgtttcgaaaatgtyg
gacggcgtagctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttac
atcacggccaccgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatce
gaatcctccatgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgecttggt
cgacagggtgatcctcatggcaagttcgacatgcctcecececggtgttatggagcattttgagactgeccacacge
gacccaagtttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttcccteccc
tacacccatgaagacctcgagttcceccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactaca
ttcttcgatcagttcaaatacagtcttgtaaatgectgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatc
tatgccaatgttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagaqg
aaatttgctaccgtccgcattttcttgtgeccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaa
gcacgttggctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgce
agttctaaggactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgectgaagcaccaagctgatgaa
gcggtaaagaacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgetg
ctacccaagagcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggataca
gatggaagtgatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatcca
gaccatcggcctttgggttatccactggaacgtcgcattecctgatgaacgecgtectttgatggecgtttcaaac
atcaagcacgcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCACACCACCACCACCACCAC
TAGGCGGCCGCCTAC

Abb. 6.5: PelHc4His Kozak: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, His-tag und
Kozak-Sequenz sind unterstrichen.

atgaaggtcctggtcttgtgecgecgectagtggeccacagctgecgettggeccaagecttcagecggtgaacttect
aacggtttccaaagtgacgtccactcatccgataacgcccataaacaacaggatgtcaaccatctgctggac
aagatctacgagcccataaaagatgaggaactgcacaacatagcacaaacctttgaccctgtggccgacacc
tccatatatgttgacgatggtgcagccgccaaaacgcttatgcaggaacttaacgatcatagactgttggaa
cagcatcattggttctcactttttaacactcgccagagggaagaagcactcatgectttttactgttcectgaat
cagtgcaaggattggaactgttttcttaataacgccgceccttctttecgtgagaggatgaatgagggagagttt
gtgtatgcactctatgtgagtgtcatccactctaaactgggagatggtattgttctgecctccactctacgaa
gtcacccctcacatgtttacaaacagtgaagtcatcgacaaggcttactccgccaagatgacccacaaagaa
ggtacatttaacatgagcttcacaggaactaaaaagaacaaagaacaacgagtggcctacttcggggaagat
attggcatgaacatccaccacgttacttggcatatggacttccceccttectggtgggacgactecctatggttat
catctggatcgcaagggtgagctcttcttctgggtccaccaccagctcactgececgetttgacgcagaacgt
ctctccaactggatggaacccgttgacgaactacattgggacgacattatccacgagggatttgetccacac
actagttacaagtatggtggtgagttccctgtacgtccagacaacatccgtttcgaaaatgtggacggecgta
gctcatgtgcatgacatggaaatcacagagaaccgcattcgtgacgcaattgctcacggttacatcacggcec
accgatggacacacaatcgacatcaggcaacctaatggcatcgaactcctgggagacatcatcgaatcecctcece
atgtacagttctaacccacactattatggttccctgcacaacactgctcacatgatgecttggtcgacagggt
gatcctcatggcaagttcgacatgcctcccggtgttatggagcattttgagactgccacacgcgacccaagt
ttcttcagactgcacagatatatggacaacatcttcaaggaacacacagactctttccctcececctacacccat
gaagacctcgagttccccggtgtttcagtggaaaatattgctattgatggacaccttactacattcttcgat
cagttcaaatacagtcttgtaaatgctgtggattcaggtgaaaacgtagaggatgtggcaatctatgccaat
gttcatcgccttaaccatgaagaatttacttatgagattgaggtcaggaaccacaacgaagagaaatttget
accgtccgcattttcttgtgeccctaccgaggataataatggcataaccttgaacttagatgaagcacgttgg
ctttgccttgaaatggacaagttctggaaaaaactggccaatggaaaaaatctaatagaacgcagttctaag
gactcgtcggtgaccgtccctgatatgccaagctttgaatcgctgaagcaccaagctgatgaagecggtaaag
aacggagaagacttggacctgagtgcgtatgaacggtcttgtggcatccccgacagaatgctgectacccaag
agcaagcctcagggtatggaattcaacctatacgtggctgtgactgacggtgacaaggatacagatggaagt
gatggagaccacgatcatcacggcacccacgctcagtgtggcattcacggtgaacagtatccagaccatcgg
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cctttgggttatccactggaacgtcgcattcecctgatgaacgecgtectttgatggecgtttcaaacatcaagcecac
gcactcgtcaagatcgtccatGACCCAGAGCTTCGTGCTAGCGCACACCACCACCACCACCACTAGGCGGCC
GCCTAC

Abb. 6.6: PelHcd4His: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, His-tag ist
unterstrichen.

6.5.3. DmePPO3

ATGGCCGACAAGAAGAATCTGCTCCTTCTGTTCGATCATCCCACGGAGCCCGTGTTCATGGACAAGGGTGGC
AATGGCACCGTCTTCGACGTGCCCGACTCCTACGTGACCGATCGCTACAACCAGATGTGCAAGAAGGTCCAG
CGGCGCGTGAGCAGCGCGTCCGAGAAGAACGTCCAGGTCAAGGAGATCGCCATACCGGATCTCAGTTGCTCC
ATGAGACTGGGCCGCTCGGAGCAGTTCTCGATCTTCCTGAAGTCCCACCGCAAGATGGCCAGCCACCTAATC
GAGATCTTCACCAAAATGCAGACCGTGGATGAGCTGCAGAGCGTGGCGGTGTACGCCAGGGATCGCGTCAAT
CCGGTGCTCTTCAACTACGCCTTGTCGGTGGCCCTGCTCCACCGTCCGGACACCAAGGATCTCGAACTGCCC
GCCTTCGCGCAGACCTTCCCGGATCGCTTCATCGACTCGAAGATGCTTCGCAGCATGCGCGAGGAGTCCTTT
GTGGTGGAGCGCTCCGCCGCCCGCCTGCCCGTCGTCAGTTCGGTCAAGTACACCGCCTCCGATCTCGATGTG
GAGCACCGGCTGTGGTATTTCCGCGAGGACCTGGGCGTCAACCTGCACCACTGGCACTGGCATCTGGTCTAT
CCCATCGAGGCGCCCGACCGCAGCATCGTGGACAAGGACCGTCGTGGCGAGCTGTTCTACTATATGCACCAG
CAGATCATTGCCCGCAACAATGCCGAGCGGCTGAGCAACCACATGGCCCGGGTGCAGCCGTTCAACAACCTG
GACGAACCCATTGCCGAGGGCTACTTCCCCAAGATGGACTCGCTGGTGGCCAGTAGGGCGTATCCTCCGCGC
TTCGACAACACCCGGCTGAGCGACGTGGACCGGCCCAACAACCAGTTGAGGGTTGGCATCGATGATATGAAG
CGCTGGCGCGAACGCATCTACGAGGCCATCCATCAGGGCTACGTTTTGGATACGAACAATGAAAAGATCGTG
CTGGATGACGCTAAGGGCATCGACATCCTGGGCAACATCATCGAGGCTTCCGATCTGACGCCCAACAGTACG
CTGTACGGCGACTTCCACAACATGGGGCACATACTGATTGCCTACTCACACGATCCGACCAACAAGCACCTG
GAGTACGCGGGCGTGATGGGCGACGCCTCCACCGCGATGCGCGATCCGATCTTCTACAAGTGGCACGCCTTC
ATCGACAATATGTTCCAGGAGCACAAACGTCTGCTTTCTCCCTATGAGAAGCAAGAGCTCAGCTTTCCGGAC
GTTCGCGTCGAGAGCATCCAGGTGGAGAGCCAGGGTCAGGTCAACAGGCTAACCACCTTCTGGCAGGAGTCC
GATGTGGACATGTCCCGTGGCCTTGATTTTGTGCCGCGCGGCCATGTCCTCGCTCGGTTCACCCATCTGCAG
CACCACGAATTCAGCTACACCATCAAGGTGGATAACTCCAGCGAGGCCACGCGGTATGGCTACGTGCGCATC
TTCCTGGCGCCCAAGCTGGATGATCGCAATGCACCCATGCTGCTGGAGCAACAGCGCCTGATGATGGTGGAG
CTGGACAAGTTCGTGGTTACCATGCCTCCCGGCAGCCATACGATCACCCGGAACTCCACGGAGTCGAGTGTC
ACCATTCCGTTCGAGCGCACCTTCCGCAACCTGGACAAGCTGGAGGAGCTGCAGAACTTCTTGTGCGGCTGC
GGTTGGCCCCAGCACATGCTGATTCCGAAGGGTCGGCCCGAGGGTCTGCGCTTCGAGCTCTTCGTCATGGTT
TCCAACTACGAAGAGGATAAGGTTGACCAGACGGTCGCAGATTGCGGCTGCAGCATCGCCGCTTCCTACTGC
GGCCTGCGCGATCGCCTCTATCCGGATCGCAAGTCCATGGGCTTCCCCTTCGATCGCAAGCCGCGTCGAGGC
TCCGAGATCCTGGAGAACTTCCTGACGCCCAACATGTGCGCCGTGGAGGTCATCATTACCCACGAGGACCGC
ACCGAGAAGCTTCGCGAGGTACCAGCTCGCTCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGTGACTCGAGAGAGT
Abb. 6.7: DmePPO3Strepll: Start- und Stoppcodon sind in roter Schrift dargestellt, Strep-tag Il ist
unterstrichen.
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6.6. Expressions-, Aufreinigungs- und Rekonstitutions-
systeme fur Vertreter der Hamocyanin-Superfamilie
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Abb. 6.8a: Absorptionsspektren wahrend eines Kupfereinbauversuchs nach WIGFIELD und
GOLTZ (1993) in das rekombinante PelHc4 bei pH 7,0 und pH 6,5.
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Abb. 6.8b: Absorptionsspektren wahrend eines Kupfereinbauversuchs nach WIGFIELD und
GOLTZ (1993) in das rekombinante PelHc4 bei pH 6,5 und pH 7,0.

6.7. Nachweis von Hamocyanin und Phenoloxidase in S.
dehaani

6.7.1. Sequenzen

6.7.1.1. S. dehaani Hamocyanin 1

aaagcggtttgtgctgagaagttcatctcagaacagaacatggctgcccttcagtggttce

cttctaggcctcgtggctctgtcacttgttgcaggcgaaaaatgtccaaaaactaatgac
E K ¢ P K T N D
attcaagaaaagcaacgtagactcgttgaagctcttagctatgtcaatagaccatacaat
I ¢ £E K 9 R R L V E AL S Y V N R P Y N
cctaaaccgaaggatcatgaattgacgcctgcagagaaaaaatttctagaatctcatgtt
P K P K D H E L T P A E K K F L E S H V
ggatatttacctagaagggaagtttattctgtttttgatgcaagatatttgccagaagcecce
G vy L. p R R E VY S V F DA R Y L P E A
aatgcatctctttattttctgttagatcctcccaattttgatgggtttatcagagcgatce
L vy ¥ L L D P P N F D G F I R A I
gatattctcagtaaacacatcaatgaagacatgctttactacgtagtgtccgtagcagcet
p 1 L §S K H I N E D M L Y Y V V S V A A
actcatcgtgacgacacacgtggtgtcattctccctecgtatacatgacatctatcecccgac
T H R D D T R G Vv I L P R I H D I Y P D
aagttcctcagaagtgaaatcataggccaaatcaaacagaaggcacttgggaatgaaaag
K P L R S E I I 6 @ I K @ K A L G N E K
gatatagttgttgatgatactaagcaacatgttgattatcgagatccttacageccgttta
p 1 v v D D T K QQ H V DY R D P Y S R L
ggttactttcttaatgatattgccatgaattcgcaccattatcattggcacgtgcaaaac
G Yy ¥ L ND I A M N S H H Y H W H V Q N
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Anhang

tccttgatttggaaaaatcgaacctatccatcagtagctaatcttttaaaagaacgecatt
s L I W K N R T Y P S V A N L L K E R I
ggtgctgcctttgcttacatgcatcacgagatggttaacagatttgatgcagaacttcta
G A A F A Y M HHE M V N R F D A E L L
agcaacaagctgccaagagttactccttttgagaattggaatgatcctattctggaggga
s N K L P R V T P F E N W N D P I L E G
tatgctgctcatttaatagtagacagataccaatataactacatgtatcggccacctaac
Y A A H L I V D R Y Q Y N Y M Y R P P N
ctcaaactcaaagatttgcctgaaacgacaagaaaccaaatgagacaatggagagaccgc
L K L KX b L P E T T RN O M R QO W R D R
atactggacagcatccacaagggatatgccatctcaaaagatgggagaaatgttaccctt
I L.D s I H K G Y A I S K D G R N V T L
agtgaagaggacggcattgatattataggcaacatggtagaatctacagtgaacagcatc
s B B D G I D I I G N M V E S T V N S I
aatttacctctgtatggaaacttgcactgttatgcccataccatcgcagctagagtggcet
N L P L Y G N L H C Y A H T I A A R V A
gatcctgataacacatacggagaggataatggagctatgtatgacgttgctacatctgcet
b p DN T Y G E DNGAM Y D V A T S A
cgtgatcctctgttctatcgttggcacaaatacattgacaaaattattcaagcatacaga
R D P L ¥ Y R W H K Y I D K I I QQ A Y R
aattccctcaggagttatacagttgaacagcttacatggccagttgtggttgtagaagga
N S L R S Yy T VvV E Q L T W P V V V V E G
ttgacagtcgaaggcgcaaaagtaaataaaattaaaaccttctgggaagatgatgttctc
L T v E G A K v N K I K T F W E D D V L
acagtaggaaccggcttcaccttcacaggtccatctgccactgccaaagtgaacgttcegt
T v 6 T G ¥ T F T G P S A T A K V N V R
catcttgaacacgaggaatttagttacaacatccaagtagtcaataatgctggcgaaaac
H L £E H E E F S Y N I Q V V N N A G E N
aagaaagcagttttccgtattttcttggcaccaaaatatgacgaaaaaggccatgaattt
K K AV F R I F L A P K Y D E K G H E F
gatttcaatgaacaacgtcaatcaatgattgaactggataaatttgtaacagaattgaca
b ¥F N E Q R Q¢ S M I E L D K F V T E L T
cctggcaagaacgtagtgatcaggaaatcgtcagaatccagtgtaacccaaaaacacgaa
P 6 K N v v I R K SsSs S E S s VvV T Q K H E
aaaatatacgctaatccaaaagaaagacaacaaaacgatcattgcaactgcggttggeecg
K T v A N P K E R Q Q N D H C N C G W P
gataatttgctcgttcctagaggttcctatgagggaacggaatttcaagtctttgtegtt
b N L L. Vv.P» R G S Y E GG T E F Q V F V V
gtcacaaattatgaagaggattacgtaccatccgatgaaagttgtcactgcggcgatggt
v T N Y E E D Y v P S D E S C H C G D G
cggagctattgtggcatcctctttggtaaccacccagaccgccgtcececttatggttatect
R s vy ¢ 6 T L. » G N H P DR R P Y G Y P
tttgaaaaaagaacagacgcccacactttccaggactttaagacccccaacatgtacget
F E K R T D A H T F © D F K T P N M Y A
gttgacgtcagcattcaatttactggagtcattaagaagagctcttaagtgtcttgcatt
v b v s I ¢ F T G V I K K s S -
aaatgatctttttttttttcaaaacgataagtgagacaacttataaaaaattttgtacaa
aataaatatgatttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abb. 6.9: Nukleotid- und Proteinsequenz der Hamocyanin-Untereinheit 1 von S. dehaani:
Signalpeptid ist rot hinterlegt, konservierte Histidine sind tirkis hinterlegt, putative N-
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Anhang

Glykosylierungsstellen sind griin hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-
Schwanz ist in roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen.

6.7.1.2. S. dehaani Hdmocyanin 2

gaaagtcttgaacactctgaccagaaactgtcactctacggtgtcttgtattcgcagaga
tacaagatgcgctgctttgttcttgttttattgattgctgcaacttttgcatctcagtgt
S Qo C
ccaaaacctccatctgatgctgaagccaaacaacagcaaatttttcaaatcgtagaatat
P K P P S D A E A K Q Q O I F @ I VvV E Y
attaacaaagcgcagacaccagaaccagttgttgaaggagtggaggagaaggagttgaag
I N K A o T P E P V V E G V E E K E L K
tacctgggtcatttaccaaaaaatgaaatattttctttatttgatgaacgcaattggcecc
Yy L. G H L P K N E I F S L F D E R N W P
gaagctaaagcagcagtgaaataccttcttgaaccaaagactttcgatgacttcattaaa
E A K A AV K Y L L EP K T F D D F I K
gcagccaaaattttaatcacccggatcaatgacgaaatcttcctatatgeccttgtectgtyg
A A K I L T T U R I N D E I ¥ L Y A L S V
gcgatccttcatagacctgacacaaggggggttcaaatcccgaggatacaggatgtttte
A I L H R P D T R G V 0 I P R I O D V F
ccggataaatttattccaaatttccttcttcagcagatcagagaagaagccattagaggce
p D K ¥ I P N F L L.OQ 0 I R E E A I R G
gatcaaaatcccattgttaatctaaatatttcatccaactacttgaacgttgaaaatagt
b o N P I VN L N I S S N Y L N V E N S
ctcaattatttcaccaatgatttgggcatgaactctcaccattatcactatcacgtggtt
L N Y F T N DL G M N S H H Y H Y H V V
caccctgctactggggtccctattcaaacagttaccagagatcgtcatggaageccgattt
H p A T G V P I 0 T V T R D R H G S R F
gctcatatgcacagtcaattagtcagaagatatgaatctgaaagattgtccagtggtttyg
A H M H S 0 L VvV R R Y E S E R L S S G L
cctttaacagaatcatttgtcaattgggatgaaccgattcagacgggtttttcgtctcat
p L T E S ¥ V N W D E P I Q T G F S S H
ctgacaattttcaaaaagagttattactataatttccgcccagaaggaatcacgctttcet
L T I F K K S Y Y Y N F R P E G I T L S
gacctcccagagttgactaaaaataagatgctattgtggaaacatcgaatccttttaggce
b L P E L T K N K M L L W K H R I L L G
attcacagccaatttttgatatctgctaataacaagaatgtgtccttagagcgtgaagat
I # s ¢ F L I S A N N K N V § L E R E D
ggagaagatttgctagggaatgccgtagaatctagtttactaagcatcaatcgtcagttt
G £ DL LGN AV E S S L L s I N R Q F
tacggaaaccttcacaattatgcccatgttattgccggecgagettctgatcccgacggt
Yy 6 N L H N Y A H VvV I A G R A S D P D G
agatatggggctcacaacggtgttatgcatgacgtcgccacttctgctagagatccactt
R Yy GA H NGV M HDV A T S A R D P L
ttctacaggtggcataaattcatcgaatctttgttccagcaattgagagaacatcttaaa
F Y R W H K F I E S L F O QQ L R E H L K
ccttattctcattatgagcttacctatccecgectgttgttgtggaaaaagtagaagttgtt
P Yy S H ¥y E L T Y P A V V V E K V E V V
ccagataaacatccagaaactgtaaataaagtccgtactggttacaccaccaataagttg
P D K H P E T V N K V R T G Y T T N K L
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Anhang

aaactgaatccgggttttgatttcactcgtcaaagcactgcaacggtgaatgttcaacat
K L. N P G F D F TR O S T A T V N V Q H
ttggatcacgaacccttccattataagttcagaatatacaataacgcacaacaagttcaa
L b H E P F H Y K F R I Y N N A Q Q V 0Q
aacgccgccgtcagaatatttttggctcccaaatacgacgaacagggccaccgactgaag
N A A V R I F L A P K Y D E Q G H R L K
gttaatgaccaaagacagctcatgattgaactcgataagtttgtagtccacttgcaacca
v N D 0 R 0 L. M I E L D K F V V H L Q P
ggagttaatcagttcttaagatcctcttctgaatccagtgtcactatgccaactaaatat
G v N Q F L R S S S E S 5 v T M P T K Y
tttttcggtgacgtccaagacatagccagaaatcacagttgcaattgtggttggccagaa
F F G DV 0 DI A RN H S C N C G W P E
tatttactacttcctcgtggctcctacgaaggtcttgactttcagectettecgtegeggtyg
y L L L » R G S Y E GG L D F Q L F V A V
actaattgggatgaagacaaagtcaaagataaagtggaaccggaatgccagtgcagtgaa
T N w D E D K Vv K D K v E P E C @ C S E
tctttgagctattgtggaacaatttctggcaaatatcctgacagacgtcecctttcgggtac
s L s y c¢c 6 T I S G K Y P D R R P F G Y
ccgtttgagcgtccaatcgtcgaatccaactgggaggattttgtcactcaaaacatccecat
P ¥ E R P I VE S N W E D F V T Q N I H
atcagtgacgtcaatattcggtttgttgggaatgtcgaagaagaaaaacaaatagagaaa
I s b v N I R F V. G NV E E E K Q I E K
caccattaaatttacaaaactgtagaattattatattatgtgcaatttgaaataaaataa
H H -
atggaattttttcgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Abb. 6.10: Nukleotid- und Proteinsequenz der Haimocyanin-Untereinheit 1 von S. dehaani:
Signalpeptid ist rot hinterlegt, konservierte Histidine sind tirkis hinterlegt, putative N-

Glykosylierungsstellen sind griin hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-
Schwanz ist in roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen.

6.7.1.3. S. dehaani Prophenoloxidase 1

gatttcaaaatg
M
gcagaagtcaaaagtatgcagcgtcttgtgctggatctttttgataacgtttccgaacct
A E VXK S M 9 R L VL DL F DNV S E P
ttggatcaaagacaaccatttcacactgccttcgccagecggeccagtgatcaccagtaga
L b o R O P F H T A F A S G P VvV I T S R
gatgcggcagccacagggaccagacttcggectcagatgaccggcattggaattettect
b A A AT G T RL R P QO M T G I G I L P
cggggaaggattttctccactttcaatagggatcacatggacgaagctatgagagttgtc
R G R I # 5 T F N R D HM D E A M R V V
cgattgctcatgagactggatgatcgagatttacaactggctttggcttatttacgggat
R L ..M R L D DURDIL @Q L A L A Y L R D
aacataaacgaagagttgttcgtatactctattagcgttttgagtactagccagcctacc
N I N E E L F V Y s I s v L s T s o P T
ttaagaagaacaaaacttccaccagtggaagaagttttaccagccaaattcattcctage
L R R T K L P P V E E V L P A K F I P S
tcggcaattagtcaggccaggaccattcagagaagagcatcgcaagaaacacaggaaact
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Anhang

s A I s O A R T I Q R R A S Q E T @ E T
ataattattgatgtcgatttcactggcaatgatttagacccagaacatcgtctggcttat
r r 1 b v D F T GG N D L D P E H R L A Y
tggcgagaagacataggcctcaatgcccatcattggcattggcacattgtttatccecctat
W R E D I 6 L N A H H W H W H I V Y P Y
acgtggatccctgaattagggactataagagatagaaaaggagagttgttctattatatg
T w I P E L G T I R D R K G E L F Y Y M
catcaacagataattgctagatatgattgtgaacgaatatctctaaatttcccaagagtg
H 0 ¢ I T A R Y D C E R I S L N F P R V
aggccacttctaaattggactgaacctatggctgaaggttacgctccacatttaagtaaa
R p L. L N W T E P M A E G Y A P H L S K
gaaatatcaggcactgtctacgctttcagaccggctaacatgactatgagagacctgect
E I s 6 T vy A F R P AN M T MU R D L P
tttataactgtagatcgtctacgtacatggtatcaaagaatcattcaagatatacacaaa
F I T Vv D R L R T W Y QQ R I I o D I H K
ggatcttttacgagggatgatggtacgaaagttcagctggataatgatcaaggaatagat
G S ¥ T R D D G T K V Q L D N D O G I D
attgtaggagatgtagtagaagcagcatatacgactcctaatgccactttttatggcgat
I v 6 b Vv V £ A A Y T T P N A T F Y G D
ttccacaacttgggacatcagatcattgctcgagtacacgatcctgacgaaagatacaag
F H N L G H 0 I I A R V H D P D E R Y K
gaagaagttggggtaatggccgacagtactacagctatgagagatcccattttctatcga
E E V G VM AD s TT A MR D P I F Y R
tggcataaattcatcgataatgttttcgtagaacataagatgaagcttaaaccttataca
W H X ¥ I D N V F V E H K M K L K P Y T
gaagaggagttaacttttaaagatattgttgtaaatggtatccaagttcaaggaaaaatg
E ¥ E L T F K D I Vv V N GG I 0 V QQ G K M
agtcaaagaccgcatattattggtaccttctggcaagagagaaccattagcttgcaaaga
s ¢ R P H I I 6 T F W Q@ E R T I S L Q R
ggaatcactttcaacagtgccattcctgtttctgttcgttaccgtcacttgcaacacgaa
G I T F N S A I P V S V R Y R H L Q H E
agcttcacgtggaacatagaagtagaaaacaaaagcaatgcagataaaccggggacagtg
s F T W N I E V E N K S N A D K P G T V
agaatatttatggcaccaaccttcaatgatacaagacaacgcttctctccaaatgatcaa
R I # M A P T F N D T R O R F S P N D Q
cgtgttttgatgctggaaatggacaaattcgaattcaattttaaacctggaaaaaatatt
R v. M L M D K F E F N F K P G K N I
attcagcaaagatctgaacagtcaaacataacaataccaactctgagaagctttggagaa
I o 9 R S E 9 s N I T I P T L R S F G E
ttgatagcagagagtgagagtgacgatttgctggatgcacagagctactgtagctgtggt
L T A E S £E s D D L L D A Q S Y C S C G
ttacctgaacatcttctggtacctagaggaaaacaggaaggaatgccgttccagactttce
L P E H L L VvV P R G K Q E G M P F Q T F
gttatgattacagatgcagtaaaagatagggtaaacggtgacagcaagcaatgtcatgat
v M I T D A V K D R V N G D S K O C H D
gctaccagctactgtggagtaatcaatgagaagtatcctgacaaaaaacccatgggatat
AT s vy ¢ 6 v I NE K Y P D K K P M G Y
cctttcgatagggtcattttggctgccgattggtcaactttcaaaacctccaacatgaat
P ¥ D RV I L AA DW S T F K T S N M N
ttcggtgatgttacagttacatttaaagaagaagtcataaatgctaatgctggctctcett
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Anhang

F G DV TV T F K E E V I N A N A G S L
gtctttcccaaataaacattttttgattttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

v F P K -
Abb. 6.11: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 1 von S. dehaani: konservierte

Histidine sind turkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in
roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen.

6.7.1.4. S. dehaani Prophenoloxidase 2

tgccgtttgctatcgttggttgttaattcgaagact
agtgtttccaggcataaactaatggaagatcaactaaatttgcaaaagcttgttttggat
M E D 0 L N L © K L Vv L D
cttttcagaaatgtgtctgaacctttaagtgaatccgattttcctgtttttgcaacttcce
L *» R N V S E P L S E S D F P V F A T S
tatgctggaaataaagacattttctatgaatttgaagagaagattggtatccttcctaag
Yy A G N K DI F ¥y E F E E K I G I L P K
ggaagaattttctcgaccttcaaaagggaacacatgaaagaagctattgatattattgaa
G R I F s T F K R E H M K E A I D I I E
ttacttacgaaaactgaaacaaataatttggatccgattatgctcaaacttagaaagaaa
L ... T K T E T N N L D P I M L K L R K K
gtaaatgaagaactattcgtttatgcgactagcgtttttttcattcaaaatcctgactta
v N E E L ¥ V Y A T S VvV F F I O N P D L
aaaattaaactgcctttgatagaagaagtcttaccacagaaattttgtacaggagatgtt
K I K L p L I E E V L P Q K F C T G D V
attagaaaagccgtgaaagaaaacgaaaaagctatgtcaatgataccaatcattattgat
I R K AV K E N E K A M S M I P I I I D
gtcgaatacacaagtactcctttggaaccggaacatgcattggcgtattggcgagaagat
v E vy T s T p L E P E H A L A Y W R E D
attggactcaatgctcatcactggcattggcacatcgtctatccttatgaatggecctgat
I G L N A H HWH WH I VY P Y E W P D
ggtaacaaaccaaaagacagaagaggggaattgttttattatatgcatcagcaaatgatt
G N K P K D RRGE L F Y Y M H Q Q M I
gctagatatgattgcgagagattggctgtggatttaccaagagttgtaccactacacgat
AR Y D CE R L A V DL P R V V P L H D
tgggacaatttcatacctgaaggctatgcgccacatttaaataaggaaattgccaatact
w b N F I P E G Y A P H L N K E I A N T
atctactgttatagaccatctaatatgatactgaatcaagtgaatatagatgaattacgt
I ¥y ¢ ¥ R P S N M I L N 9Q V N I D E L R
cagatgtatgagactattatccaggatttacgctctggtttcttcatacggaatgatgat
o My B T I I 9 D L R S G F F I R N D D
gctaaaatcccattagacactgagagaggaattgacatagtaggaaatactgtagaagca
A K I p L DT E R G I D I V G N T V E A
tcaaatgccagtgcgaatatggacagatatggaagtttacataacaatgggcataatgca
S NA S A NMDI R Y G S L H N N G H N A
atcgctagaatccatgatccggatggcagatttaaattggaagatggtgttatggcggat
I A R I H D P D G URPF K L E D G V M A D
acagcaactgctatgagagacccaattttttatcgttggcataaattcatcgacaacatc
T A T A M R D P I F Y R W H K F I D N I
tttctgcaacacaaatcgagactgaccccatatactagagaggagctcatgttcgaaaaa
F L 0 H K S R L T P Y T R E E L M F E K

133



Anhang

gtgattatagacagtatatatatccaaggcaaaacatctaaggcaacagataagatagaa
v 1 I D S I Yy I 9 G K T S K A T D K I E
actttctggcaagaaagtaagctcaatctagaaaatgggattaacttcaaaaacaaagtc
T F W 9 E S K L N L E N G I N F K N K V
tcagtttcagttcgctatcgtcatttgcaacatgaaaaatttgaatggaacatagaagtc
s v S vV R Y R H L Q H E K F E W N I E V
gagaataagtggaatgaaaacgaacaaggaacggtgagaatattcatggcacctatatat
E N K W N E N E QO G T V R I F M A P I Y
ggtgaagatggaaaagaattaagtcctaatgaacaacgacttctaatgattgaaatggat
G £ D G K E L §S P N E Q R L L M I E M D
aaatttgaatacactttacgacctggaacgaattacatcagtcgtcgatcggaccaatcc
K P E ¥y T L, R P G T N Y I S R R S D Q S
aacgtaacaattcaaacactgaaaagatttagtgaactcgataaggaaacgaaggttacc
N V T I ¢ T L K R F s E L D K E T K VvV T
aatgaggcttcctgcagttgtggtttgcctgatcatcttctagtacccaggggcaaaaaa
N E A S C S C GG L P D H L L V P R G K K
gatggaatggcttttcagacgtttgttatgataaccagtgcaatagaagatagggtgaaa
b 6 M A F Q T F V M I T S A I E D R V K
gggaaaggtcaacactgcttagatgccgccagttactgtggagtgatcaatgacaaatat
G K G g H C L D A A S Y C G V I N D K Y
cctgataaaaaacccatgggatttcctttcgaccgagtcatcaatgcggctgattggtet
P D K K p M G F P F DR V I N A A D W S
tcattcaaaactcccaatatgggttttggtgttattaagatttgtttcgaagatatagta
s ¥ K T P N M G F G v I K I C¢c ¥ E D I V
aaggatagtgatctgcacgatgagaatgatcactgaataatcataagtatcatttagaat
K D s D L H D E N D H -
gtatgctcacataatccttttactataacaattcatttttaacagaaaagttattgaata
ttgaaacaattattctattaatcttataaattttctgttttctttaatattaagagaaaa
taaactaatattcattgcataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Abb. 6.12: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 2 von S. dehaani: konservierte

Histidine sind tlrkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in
roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen.

6.7.1.5. S. dehaani Prophenoloxidase 3

gaaaagtttaattttgacaaataaccagaatcttatccatatccgcaatcaaaaaacatt
atggaaaaaactcgtcagatgcaaggcttcattctcgatatgttcaataaagtatccgaa
M E K T R O M 0 G ¥ I L D M F N K V S E
tcgcatcctcgacacaaacatgaacatattctggcaagtcacggaattcagttttegtet
S H P R H K H E H I L A S H G I Q F S S
tattttgaaacagaaacatttttgaaatctgaaggtttaggagttcttaagaagggaaaa
Yy ¥ E T E T *F L K S E G L G VvV L K K G K
atcttctcgcecctttcaataacgaacacatggacgaagcttttaaggctatcaagtatctce
I ¥ S P F NN E H M D E A F K A I K Y L
aacgatacaaaactggatacaaaatcgttgataataaaaatcgttggtttacacatgttg
N D T K L D T K S L I I K I VvV G L H M L
ctgaatgaagagttgtttgtgtacgttacaagttacgtcatcataaatcaccctgacttc
L N E E L F V Yy V T S Y Vv I I N H P D F
aagacagtccatttacctccttatcaggagattttcceccgacaaatttattcataaagag
K T v H L. P P Y Q E I ¥ P D K F I H K E
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Anhang

acaattagcaaaatcaaacgccaagttatacataatggaaaagattcaaagaaagaaata
T I s K I K R ¢ v I H N G K D S K K E I
gtaatccctgctgatttcagtggcgataatctggatcctgaacatagattagecttattgg
v I Pp A D F S G D N L D P E H R L A Y W
cgagaagatattcaactgaattcccaccactggaattggcatctcgtctatccaactgat
R E DI ¢ L N S H H W N W H L VvV Y P T D
tggacaccagatagcggtgaaggtctcagagatcgtaaaggagaattattctattacatg
w T p D S G E G L R D R K G E L F Y Y M
catcaacagttagttgccagatacaattgcgaacgattatctgtacactatccaagagtt
H 0 0 L V AR Y N C E R L S V H Y P R V
acggcattttttgaatgggacgaacccatagttgaggggtataattcacacttattgaaa
T A F F E W D E P I V E G Y N S H L L K
gagaattcaggtatcaattatggtccaagaccaggaaatatgattctgcaagatcttcca
E N s 6 I N ¥ G P R P G NM I L O D L P
aatctaaccaaaagcattttacgtgcatggtaccagaggatcatgcaaagcatccatttg
N L T K S I L. R A W Y O R I M O S I H L
ggatatcttaccagccgggaatataatactcatattccactaaataatgaaggaggaatt
G vy L. T s R E Y N T H I P L N N E G G I
gataaaataggagctatagtagaggcatcaagattatctgtcaactacgatttttacgga
b x I 6 A I VEA S R L s V N Y D F Y G
aatttgcacaatatgagccacaattccctttcacgaatacatgatccagatgaaagatac
N L H N M S H N S L S R I H D P D E R Y
aagggcgatccaggagtcatgggagatgttgccactactgttagagatcctatctttttt
K 6 b pPp GV M G DV A T T V R D P I F F
cgatggcataaattcattgatgatatttttcaagaacataaattacaactaccttcttac
R W H K » I D D I F Q E H K L Q L P S Y
aatgaagaagggctaatgttcaaagatatcatagtaaaatccgttgataccgaaggaaaa
N E E G L M F K D I I VvV K s Vv D T E G K
caaaataaccagttacaaacgttttgggaagaaagtactctcgatatgaaatatggecttg
Q N N O L O T F W E E S T L D M K Y G L
gcttttgaatgtggaagtcccatagttgttcggtatcgtcatttgcaacatgagcaattt
A F E C G S P I VV R Y R H L Q H E Q F
aattggtcaattatagtggagaatatatcaaacgaaaaaaagcaaggcatggtgagaata
N W s I 1 v E N I S8 N E K K 0 G M V R I
tttatggcacccaaatatgatgtaactggaaatcagtttacacctaatgagctacggaag
F M A P K ¥Y D V T G N O F T P N E L R K
ctcatgattgaaatggacaaatttgaatttactttcgaagcaaagaagacagttattgtyg
L M I E M D K F E F T F E A K K T Vv I V
actcgtaaatcaagagattcaagtgtgattatcccagatgcaaaaacaacccaaaatata
T R K s R D s s v I I P D A K T T Q N I
agagaagaacttcaaaaagacgatccctggcaacactattgtgggtgcggattgccaagt
R E E L ¢ K D D P W Q H Y C G C G L P S
caccttctagtaccaagaggtaaacgtgaagggatgaactttatgacattcgtaatgata
H L L.v P R G K R E GGM N F M T F V M I
accgatgctacaaaagataaagtctatgaagaagatgacgatgtatgcaaaactgctcca
T b A T K D K vy E E D D D V C K T A P
agttactgtggaatactcaataagaaatatcccgataaaagagcaatgggatttccattt
s ' vy ¢ 6 I L N K K Y P D K R A M G F P F
gaccgtcaaattagcgataattcgtggcagaagtttcaaaaaccaaataatgaagtgtgg
b R ¢ I s D N S W Q K F QO K P N N E V W
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agaacttgaatagtgatttgttggtaatcgtaaatagggctgtgaaaaatagtttagcaa
R T -
ttctttaaaaacatggtgctcatgcttaatcttcataaacaatctattttttttctatta
attcctttaatgcttatattataatatgccaaattaaattccatgcaaatcttgggtaca
taagttattttcatgaatagtttcataactaacagtgttaattaaatgtaccatattgag
gatatttaattaattttatttaattaaattgatgaaggactaaaatcagatttaaataca
caaatagtagacattagaacttcgtgaataattatattcattacaaagtataaaaaaatt
ttagcatttaaattccgatgttgttaaaatcagaagaaaattaaataaatttaaacatac
cataatgctaatttatccaaataatctaacttataattttattaaatatgaaattcataa
atttttttccttaatttaggatttaaagaaggattttaaatatagtgcatatgttattct
taaaaataaacagtgtaccacaaagttatattatccattgtatttttattttttacaagt
tcaattttcatcttggaaaaaaaatgcaaattgtattagaacttttgtcgttataatcaa
attttcttttatatacattagcgcattatctttgtatttatatgtaaagcattcaaaaaa
taaaagagcaatccttaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abb. 6.13: Nukleotid- und Proteinsequenz der Phenoloxidase 3 von S. dehaani: konservierte
Histidine sind turkis hinterlegt, Start- und Stoppcodon sind in fett dargestellt, PolyA-Schwanz ist in

roter Schrift dargestellt und Polyadenylisierungssignal ist unterstrichen.

6.7.2.

Phylogenie

6.7.2.1. Abklrzungsverzeichnis der verwendeten Sequenzen

Tabelle .6.9:  Fiir die phylogenetische Analyse verwendete Sequnezen

Abkiirzung |Artname Klasse Protein ﬁﬂgnamngrs-
AaePPO1 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase |AF292114
AaePPO3 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase |AF310673
AaePPO4 Aedes aegypti Hexapoda Prophenoloxidase | AF327409
AauHc6 Androctonus australis Chelicerata Hamocyanin P80476*
AfrPPO Artemia franciscana Crustacea Prophenoloxidase | AM85010
AgaPPO1 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase | AF004915
AgaPPO2 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase | AF004916
AgaPPO3 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase |L76038
AgaPPO4 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase |AJ010193
AgaPPO5 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase |AJ010194
AgaPPO6 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase |AJ010195
AgaPPO8 Anopheles gambiae Hexapoda Prophenoloxidase | AJ459961
AgiHc1 Archispirostreptus gigas Myriapoda Hamocyanin HE574799
AgoHCcA Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcB Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcC Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcD Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcE Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
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AgoHcF Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcG Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AgoHcX Acanthoscurria gomesiana Chelicerata Hamocyanin EST
AmePPO Apis mellifera Hexapoda Prophenoloxidase |AY242387
AstPPO Anopheles stephensi Hexapoda Prophenoloxidase | AF062034
AsuPPO Armigeres subalbatus Hexapoda Prophenoloxidase | AF260567
AsuPPO2 Armigeres subalbatus Hexapoda Prophenoloxidase | AF286468
BduHc1 Blaptica dubia Hexapoda Hamocyanin FM242646
BduHc2 Blaptica dubia Hexapoda Hamocyanin FM242647
BmoPPO1 Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase |D49370
BmoPPO2 | Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase | D49371
BmoPPO3 | Bombyx mori Hexapoda Prophenoloxidase | AF178462
CacHc1 Chelidurella acanthopygia Hexapoda Hamocyanin FM242641
CcsHc Cyamus scammoni Crustacea Hamocyanin ABB59715
CmaHc1 Cancer magister Crustacea Hamocyanin AAW57889
CmaHc2 Cancer magister Crustacea Hamocyanin AAW57890
CmaHc3 Cancer magister Crustacea Hamocyanin AAWS57891
CmaHc4 Cancer magister Crustacea Hamocyanin AAWS57892
CmaHc5 Cancer magister Crustacea Hamocyanin AAW57893
CmaHc6 Cancer magister Crustacea Hamocyanin u48881
CmaPPO Cancer magister Crustacea Phenoloxidase DQ230981
CmoHc1 Carausius morosus Hexapoda Hamocyanin FM242640
CroHcl Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090484
CroHcll Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090485
CroHcllla Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090486
CroHclllb Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090487
CroHclV Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090488
CroHcV Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090489
CroHcVI Carcinoscorpius rotundicauda | Chelicaerata Hamocyanin DQ090490
CsaHc Callinectes sapidus Crustacea Hamocyanin AF249297
CsaHc1 Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307903
CsaHc2 Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307904
CsaHc3 Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307905
CsaHc4 Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307906
CsaHcb Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307907
CsaHc5x Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307908
CsaHc6 Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307909
CsaHc6x Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307910
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CsaHcb6y Cupiennius salei Chelicaerata Hamocyanin AJ307911
CseHc1 Cryptotermes secundus Hexapoda Hamocyanin FM242644
CseHc2 Cryptotermes secundus Hexapoda Hamocyanin FM242645
DerPPO2 Drosophila erecta Hexapoda Prophenoloxidase S:[ré?]m-
DerPPOA1 | Drosophila erecta Hexapoda Prophenoloxidase dG;r;cr)]m—
DmaPPO Daphnia magna Crustacea Prophenoloxidase |FJ381649
DmePPO2 | Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase |AC006074
DmePPO3 | Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase | AC008352
DmePPOA1 | Drosophila melanogaster Hexapoda Prophenoloxidase | D45835
DmoPPOA1 | Drosophila mojavensis Hexapoda Prophenoloxidase dGaig‘rim-
DpsPPO2 Drosophila pseudoobscura Hexapoda Prophenoloxidase dG;r;?]m'
DpsPPOA1 | Drosophila pseudoobscura Hexapoda Prophenoloxidase dG;r;?]m'
DpuPPO Daphnia pulex Crustacea Prophenoloxidase |EST
DviPPO2 Drosophila virilis Hexapoda Prophenoloxidase dG;r;?]m'
DyaPPQO2 Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase QOAZ%UMOO
DyaPPQO3a | Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase 80A8EGUO1OO
DyaPPO3b | Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase §‘8A5E1U010°
DyaPPOA1 | Drosophila yakuba Hexapoda Prophenoloxidase Q‘OAZ%UMOO
EbaHcA Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865913
EbaHcB Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865914
EbaHcC Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865915
EbaHcD Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865916
EbaHcE Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865917
EbaHcF Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865918
EbaHcG Euphrynichus bacillifer Chelicerata Hamocyanin FR865919
EcaHcA Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin X16893
EcaHcB Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin AJ290429
EcaHcC Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin AJ277489
EcaHcD Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin AJ290430
EcaHcE Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin X16894
EcaHcF Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin AJ277491
EcaHcG Eurypelma californicum Chelicerata Hamocyanin AJ277492
EpiHc1 Epiperipatus sp Onynchophora | Hamocyanin CAD12808
EpuHc1 Eurydice pulchra Crustacea Hamocyanin GQ153951
EpuHc2 Eurydice pulchra Crustacea Hamocyanin GQ153952
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EspHc1 Endeis spinosa Chelicerata Hamocyanin FR865911
FchHc1 Fenneropenaeus chinensis Crustacea Hamocyanin FJ594414
GmoPPO Galleria mellonella Hexapoda Prophenoloxidase | AF336289
GpuHc1 Gammarus pulex Crustacea Hamocyanin EST data
GroHc1 Gammarus roeseli Crustacea Hamocyanin AJ937836
HamHcA Homarus americanus Crustacea Hamocyanin AJ272095
HamPPO Homarus americanus Crustacea Prophenoloxidase |AY655139
HauHcA Hanseniella audax Myriapoda Hamocyanin HE574800
HauHcB Hanseniella audax Myriapoda Hamocyanin HE574801
HcuPPO1 Hyphantria cunea Hexapoda Prophenoloxidase | U86875
HcuPPO2 Hyphantria cunea Hexapoda Prophenoloxidase | AF020391
HdiPPO2 Holotrichia diomphalia Hexapoda Prophenoloxidase | AB079665
HmeHc1 Hierodula membranacea Hexapoda Hamocyanin FM242642
HmeHc2 Hierodula membranacea Hexapoda Hamocyanin FM242643
LpoHcll Limulus polyphemus Chelicerata Hamocyanin AM260213
LpoHcllla Limulus polyphemus Chelicerata Hamocyanin AM260213
LpoHclllb Limulus polyphemus Chelicerata Hamocyanin to do
LpoHclV Limulus polyphemus Chelicerata Hamocyanin AM260215
LpoHcVI Limulus polyphemus Chelicerata Hamocyanin AM260216
MgeHc1 Machilis germanica Hexapoda Hamocyanin FM242639
MgiHCA Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865920
MgiHcB Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865921
MgiHcC Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865922
MgiHcD Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865923
MgiHcE Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865924
MgiHcF Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865925
MgiHcG Mastigoproctus giganteus Chelicerata Hamocyanin FR865926
MjaHcL Marsupenaeus japonicus Crustacea Hamocyanin EF375711
MjaHcY Marsupenaeus japonicus Crustacea Hamocyanin EF375712
MjaPPO Marsupenaeus japonicus Crustacea Prophenoloxidase |AB073223
MsePPO Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase |L42556
MsePPO1 Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase | AF003253
MsePPO2 Manduca sexta Hexapoda Prophenoloxidase | AF003253
NinHCA %‘Z’Zf;@’s’g‘r’gﬁm Chelicerata | Hamocyanin AJ547807
NinHcB 2’;@’;’9’; naurata Chelicerata | Hamocyanin AJ547808
NinHcD 2’;@’;’9’; ’S”Ci‘;g‘;asls Chelicerata | Hamocyanin AJ547809
NinHCE Nephila inaurata Chelicerata Hamocyanin AJ547810
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madagascariensis
NinHcF gi’fj’;’s’;’snci‘r’gg < Chelicerata | Hamocyanin AJ547811
NinHcG #zgg’élz’s’g}’g”;ils Chelicerata | Hamocyanin AJ547812
NkeHc Nebalia kensleyi Crustacea Ha&mocyanin GQ279108
NkePPO Nebalia kensleyi Crustacea Prophenoloxidase | GQ279109
OfuPPO Ostrinia furnacalis Hexapoda Prophenoloxidase |DQ333883
OscHc1 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hamocyanin FM999828
OscHc2 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hamocyanin FM999829
OscHc3 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hamocyanin FM999830
OscHc4 Odontodactylus scyllarus Crustacea Hamocyanin FM999831
PamHc1 Periplaneta americana Hexapoda Hamocyanin FM242648
PamHc2 Periplaneta americana Hexapoda Hamocyanin FM242649
PanHc1 Polydesmus angustus Myriapoda Hamocyanin HES574797
PanHc2 Polydesmus angustus Myriapoda Hamocyanin HES574798
PanHc3 Polydesmus angustus Myriapoda Hamocyanin EST
PciHc1 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hamocyanin EST
PciHc2 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hamocyanin EST
PciHc3 Petrolisthes cinctipes Crustacea Hamocyanin EST
PelHc1 Palinurus elephas Crustacea Hamocyanin AJ344361
PelHc2 Palinurus elephas Crustacea Hamocyanin AJ344362
PelHc3 Palinurus elephas Crustacea Hamocyanin AJ344363
PelHc4 Palinurus elephas Crustacea Hamocyanin AJ516004
PgrHc1 Perla grandis Hexapoda Hamocyanin DQ118369
PgrHc2 Perla grandis Hexapoda Hamocyanin DQ118370
PhuPPO | Pediculus humanus Hexapoda Prophenoloxidase |7, 0—002429
PimHc2 Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424080
PimHc3A Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424079
PimHc3B Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424082
PimHc3C Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424081
PimHc4 Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424085
PimHCc5A Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424084
PimHc5B Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424086
PimHc6 Pandinus imperator Chelicerata Hamocyanin FN424083
PinHcA Panulirus interruptus Crustacea Hamocyanin P04254*
PinHcB Panulirus interruptus Crustacea Hamocyanin P10787*
PinHcC Panulirus interruptus Crustacea Hamocyanin S21221*
PlaPPO Polyxenus lagurus Myriapod Prophenoloxidase |HES574802
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PleHc Pacifastacus leniusculus Crustacea Hamocyanin AF522504
PleHc2 Pacifastacus leniusculus Crustacea Hamocyanin AY 193781
PlePPO Pacifastacus leniusculus Crustacea Prophenoloxidase |X83494
PmaHc1 Perla marginata Hexapoda Hamocyanin AJ555403
PmaHc2 Perla marginata Hexapoda Hamocyanin AJ555404
PmoPPO Penaeus monodon Crustacea Prophenoloxidase |AF521948
PseHc Penaeus semisulcatus Crustacea Hamocyanin AF521949
PsePPO Penaeus semisulcatus Crustacea Prophenoloxidase |AF521949
PvaHc Penaeus (Litop enaeus) Crustacea Hamocyanin X82502
vannamei
PvaHc1 Penaeus (Litop enaeus) Crustacea Hamocyanin AJ250830
vannamei

SamHc1 Schistocerca americana Hexapoda Hamocyanin AF038569
SbuPPO1 Sarcophaga bullata Hexapoda Prophenoloxidase |AF161260
SbuPPO2 Sarcophaga bullata Hexapoda Prophenoloxidase |AF161261
ScoHcA Scutigera coleoptrata Myriapoda Hamocyanin AJ344359
ScoHcB Scutigera coleoptrata Myriapoda Hamocyanin AJ512793
ScoHcC Scutigera coleoptrata Myriapoda Hamocyanin AJ431379
ScoHcD Scutigera coleoptrata Myriapoda Hamocyanin AJ344360
ScoHcX Scutigera coleoptrata Myriapoda Hamocyanin AJ431378
ScuHc1 Sinella curviseta Hexapoda Hamocyanin FM242638
SmaPPO Strigamia maritima Myriapoda Prophenoloxidase dGaetre]ﬂm-
SpiHc1 Spirostreptus sp. Myriapoda Hamocyanin AJ297738
SdeHc1 Scolopendra subspinipes Myriapoda Hamocyanin -
SdeHc2 Scolopendra subspinipes Myriapoda Hamocyanin -
SdePPO1 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase -
SdePPO2 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase -
SdePPO3 Scolopendra subspinipes Myriapoda Prophenoloxidase -
StuHc1 Speleonectes tulumensis Crustacea Hamocyanin FM863709
StuHc2 Speleonectes tulumensis Crustacea Hamocyanin FM863710
StuHc3 Speleonectes tulumensis Crustacea Hamocyanin FM863711
TdoHc1 Thermobia domestica Hexapoda Ha&mocyanin FM165288
TdoHc2 Thermobia domestica Hexapoda Hamocyanin FM165289
TmoPPO Tenebrio molitor Hexapoda Prophenoloxidase | AB020738
TtrHCA Tachypleus tridentatus Chelicerata Hamocyanin -
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6.7.2.2. Multiples Sequenzalignment der fur die phylogenetische Analyse
verwendeten Sequenzen

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 * 120 * 140
Psefc TEDD! TASFTLI TIG-PVD{f- PGIGN-| FNLFLDCK-~TEVDFKNARMH- t 95
PanHc3 KEVEHINRPYVAETEL TGD-PAKF-KGLGN-| DERQWP-ELT TFEEFLKVAEA- 87
SdeHcl kEALSYVNRPYNPKPKDHEL TPAE-KK P DARYLP-ELNASLYFLLDPP--NEDGFIRAIDI- 91
ScoHcA. TGHVNRPLTPET] D- ETKE KGLGI— Lii DERTWP-E TKAAEFLMEAT - - DFEHFIQRADV - 88
SCOHCB. LEJ| LOHVNKPYVAETKDPKT GI- DERQWD-E, SEDEFIDRAET - 90
ScoHcC LHVDS INKPTSPDFRA T GT— K 89
ScoHeD DTINKPYVYPDFKDT 1T GT-| %) : 89
SdeHc2 FOUVEYINKAQTPEP YLGH-| : 87
SpiHcl. DT} TSYINKPANP 1D-PKK-1GIGI DERTWD-EVSE] : 87
AgiHcl. DT ISYINK 1D-PKKI-TGIGI DERTWD-EVSE
PanHcl. DNIJLTFINKED! D-PSKI-KGVGY | M| DEREWP-E[TE]
PanHc2. TOM ISKINKPVPAET TIE-KSRY-RTLGO-| DARYWN-ETSOQ)
HauHcB. KE{|TOYINRPHTHSGGSC T-RAS |-KETGH-| DERT!
HauHch. KE TMHT) TKL TGH-|
ScoHCX. RINRPLIPOFKEPNFPTSFLT DPKEFF-QAT
5dePPOL HTAFASGPVIT: TRL-RPQJ-TGIGI-|
SmaPPO --FORPFEGAPVLI ~QSRI-VGIGI-| NKOHMA-] TRLLODLYTSDLRDSLLAMGF -
5dePPO2 FATSYAGNKDIF-YEFE-EKIGI - IDY|TELLTKT---ETNNLDPIMLK—
5dePPO3 ILASHGIOFSSYE: TET-FLKS-EGLGV-| NNEHMD-E{ FKATKYLNDTK-LDTKSLE IKIVG—
EcaHcA. T T-DERJI-RNITT- YPDHLE-QUK
AgOHCA. T I I-DER -RNITT- YPDHLE-QUK
NinHch. T DOT-DARY-ST! LPAHLE-ELK]
EbaHch. L I KPEHL
MgiHcA. T TGKG, YPKHLE-ALIE 1 89
PimHC3B. V- HPDHLE-ERR : 88
LpoHCIT. I HPDHLE-EQR : 87
CroHcIT. T HPEHLI : 87
PimHc3A. PH-DERJ-KHVGT— HPVHL; 84
EcaHcD. - HEEHLA- : 86
AgoHeD. - HEEHLA- 86
NinHcD. TL - HEDHLG-E} : 86
EcaHcF. ™ % HSEHLK-EATE} 86
AgOHCF. ™ 5 HSEHLK-ELTE] : 86
NinHcF. ™ L GR-{P HTEHLI-EQEE - : 86
EbaHcF. T L DER-DPRI-KTTGK—| HL DFEDFIHLAEQ- 86
PimHC5A. TT- L DER-DPRI-KDVGV—| HEEHLL-ELER!FTVLYQAK--DEADLIQLSQQ- 86
MgiHCF. : OKRULHFFKHLAY T LI LGR- HAEHL 86
MgiHcD. : QKENLTfIFKGLT: T - HEAHLH-EQOESYELL : 86
EbaHcD. : QLRULAHFKKLT T PT- NETHLO-E ETL 86
LpoHCIIIb. : QNHMLSWLEHLNN--L- ™ L D HMEHLT -EE THSYETLFK : 86
CroHcIITb. : QNKMLSWLEHLNN--L ™ L DVGH-| HMEHLT-EQ THIYETLYN. : 86
LpoHCIV. EHLT T L R-DPRY-HDLGH-| HKEHLE-EJ THSYETLYK : 86
CroHcIV. 7] L R-DAR-HDLGH-| HKEHLE-] K. 86
PimHc2. TR--T L HADHLH-ELQTI/AETL 84
EcaHcE. T T-DAR-HHLGR-, HEEDLE-EZTE E¥ A 85
AgOHCE. T I-DPR, -HHLGH-, HEDDLA-ETE E¥ A 85
NinHcE. T A TGK-| HEKGLA-EAT E~1~ 86
PimHC6. ™ L IGI- HAKHLA-EST E~1~ 86
RauHc6. ™ L D T-1p] HARHLA-EATERYVAL E~1~ : 86
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CmaHcl. : [E@HEoR! KEE FRGKIfiD] : 633
CmaHc2. : CfEHOR K3P HHSOE|NY : 634
PeiHcl. : SfEHOR KP 634
. : RHIZOR! KP! 633

H AR KB 634

1 nR) K- P! 634

. : feH AR K- P! 613
OscHed. : [fgHEAR KB 624

Abb. 6.13: Multiples Sequenzalignment: schwarz hinterlegte Bereiche weisen 100%, dunkelgrau
hinterlegte 75%, hellgrau hinterlegte 50% und weil} hinterlegte weniger als 50% Identitat der
Aminosauren auf.

150



Anhang

6.7.2.3. Stammbaum
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Abb. 6.14: Nach der Bay'schen Analyse
erstellter detaillierter Konsensusbaum der
Hamocyanine und Prophenoloxidasen
einiger Arthropoden. Der Baum wurde mit den
Hamocyanin-Untereinheiten von zwei Onycho-
phoren gewurzelt.
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6.7.3. Realtime gRT-PCR
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Abb. 6.15: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen B-Actin,
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdrise.
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Abb. 6.16: Genexpression auf RNA-Ebene normalisiert auf das Referenzgen RPLPO,
bezogen auf das Gewebe Mitteldarmdrise.
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