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Summary

Summary

Hemocyanin is the principal respiratory protein of the Arthropoda. The protein is composed
of six identical or similar subunits, each carrying two copper ions by which they reversibly
bind oxygen. While the transport of oxygen is the main function of hemocyanin, this protein
is also involved in amino acid storage, hardening of the cuticle and immune response. The
occurrence and properties of hemocyanins have been thoroughly studied in Crustacea and
Chelicerata, but their presence in the Onychophora, Myriapoda and Hexapoda has only
been recently discovered. In these subphyla, respiratory proteins had long been considered
unnecessary, since these species possess an elaborate tracheal system for oxygen supply.
Hemocyanin was first described in a Hexapoda in the stonefly Perla marginata in 2004.
Since then, hemocyanin was shown to occur in a variety of hexapod orders, but still there is
no clear correlation between the presence of hemocyanin and specific evolutionary events,
ecological conditions, physiological properties or the species morphology.

Here | showed that the expression of hemocyanin dramatically increases in the collembolan
Folsomia candida in response to hypoxia. This is the first time that a direct connection
between hemocyanin expression and oxygen availability could be demonstrated in adult
Hexapoda. In addition, hemocyanin was identified in an additional 21 collembolan species,
which were phylogenetically assigned to the suborders Symphypleona, Tomoceroidea, and
Entomobryomorpha. A comprehensive study of the migratory locust Locusta migratoria
showed that hemocyanin expression is neither related to the age, phenotypic phase nor sex
of the animals, nor is it involved in the hypoxia response or immune reaction. Rather
hemocyanin expression is restricted to the embryonic stage, where it probably provides
oxygen to the developing embryo across the diffusion barrier of the ootheca. In an
additional study, hemocytes were identified as the site of hemocyanin synthesis in the
mantis Hierodula membranacea. Further evidence suggests that hemocyanin might have an
intracellular function in the hemocytes of H. membranacea, where it could act for example,
as a phenoloxidase.

In summary and considering other studies, my findings suggest that hemocyanin originally
had a general respiratory function in the Hexapoda. Hemocyanin still has this role in basal
Hexapoda that are likely to encounter hypoxia in their habitats, for example Collembola or
Plecoptera. In so-called "higher® Hexapoda, however, the tracheal system provides
sufficient oxygen to the adult animals. Here hemocyanin developed a more specialized

function and supplies oxygen only to the developing embryos or adopted other roles.
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Zusammenfassung

Hamocyanin ist das am haufigsten vorkommende respiratorische Protein innerhalb der
Arthropoda. Das aus sechs identischen oder ahnlichen Untereinheiten gebildete Protein ist
durch zwei Kupferionen, welche jede Untereinheit im aktiven Zentrum tragt, dazu in der
Lage reversibel Sauerstoff zu binden. Neben seiner eigentlichen Funktion im
Sauerstofftransport ist Hamocyanin dariber hinaus in einigen Taxa auch an der
Energiespeicherung, der Aushartung der Cuticula, sowie der Immunantwort beteiligt.
Wahrend das Hamocyanin der Crustacea und Chelicerata umfassend untersucht wurde,
galten respiratorische Proteine in den Onychophora, Myriapoda und Hexapoda aufgrund
ihrer gut ausgebildeten Tracheensysteme lange als Uberflissig. Erst nachdem Hamocyanin
2004 in der Steinfliege Perla marginata nachgewiesen werden konnte, zeigten weitere
Untersuchungen, dass Hamocyanin in einer Vielzahl der Hexapoda-Ordnungen vertreten
ist. Dennoch ist eine Korrelation des Vorkommens von H&mocyanin mit evolutiven
Ereignissen, 0kologischen Bedingungen, physiologischen Eigenschaften, oder der
Morphologie der Tiere bisher nicht mdglich. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der Collembola Folsomia candida auf hypoxiebedingt niedrige Sauerstoff-
konzentrationen mit einer starken Expressionssteigerung von Hamocyanin reagiert. Die
dabei unter Hypoxie bis zu tausendfach gesteigerte Himocyaninexpression zeigte deutlich,
dass Hamocyanin in F. candida entsprechend der vorliegenden Sauerstoffkonzentration
reguliert wird und das Protein so eine Rolle in der Sauerstoffversorgung der adulten Tiere
Ubernimmt. Dartber hinaus konnte H&mocyanin in 21 weiteren Collembola-Spezies
nachgewiesen und die Tiere phylogenetisch den Unterordnungen der Symphypleona,
Tomoceroidea oder Entomobryomorpha zugeordnet werden. Umfassende Untersuchungen
an der Wanderheuschrecke Locusta migratoria zeigten, dass kein Bezug der
Hamocyaninexpression zu dem Geschlecht der Tiere, der verfliigbaren Sauerstoff-
konzentration, einer Immunantwort in Reaktion auf Bakterienbefall, oder dem Wechsel in
die gregarine Schwarmphase steht. Stattdessen wurde die bereits bekannte spezifische
Expression von Hamocyanin im Embryonalstadium bestatigt. Dartiber hinaus konnte in der
Fangschrecke Hierodula membranacea erstmalig in einem Hexapoda die Hamocyanin-
synthese innerhalb der Hamocyten nachgewiesen werden. Zusammen mit den bereits
bestehenden Untersuchungen deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass
Hamocyanin urspriinglich eine allgemeine respiratorische Funktion in den Hexapoda besall
und diese Funktion in einigen Hexapoda, wie den Collembola oder Plecoptera, bis heute
Ubernimmt. In hdher entwickelten Hexapoda, wie den Orthoptera oder Blattodea, reicht
hingegen das gut entwickelte Tracheensystem aus, um die Sauerstoffversorgung der
adulten Tiere zu gewdhrleisten. Hier Ubernimmt Hamocyanin stattdessen die

Sauerstoffversorgung der in Ootheken oder Eipaketen abgelegten Embryonen.
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1. Einleitung

1.1 Sauerstoff und Respiration

Im Laufe der Erdgeschichte kam es zu mehreren Zeitpunkten zu, zum Teil drastischen,
Verédnderungen in der Zusammensetzung der Atmosphéare (Kasting & Siefert, 2002; Berner
et al.,, 2007; Canfield et al.,, 2007). Der heute fiur das Leben auf der Erde wichtigste
Bestandteil der Atmosphére ist Sauerstoff. Dessen allm&hliche Akkumulation, sowie das
Auftreten anhaltender Episoden atmosphdarischer Hypoxie und Hyperoxie, tbten einen
starken selektiven Druck auf molekularer und physiologischer Ebene aus und wurde so zu
einer treibenden Kraft der Evolution (Kasting & Siefert, 2002; Berner et al., 2007; Canfield et
al., 2007). Wahrend der Entstehung der ersten Lebewesen vor etwa 3,5 bis 4 Milliarden
Jahren besal? die Erde eine sauerstofffreie, reduzierende Atmosphéare, wodurch die
Organismen dieser Zeit Uber eine fermentierende, obligat anaerobe Lebensweise verfugten
(Barnabas et al., 1982; Kasting & Siefert, 2002; Canfield et al., 2007). Wahrend anaerobe
Photosynthese bereits deutlich friher entstanden ist, scheint das Vorkommen oxidativer
Photosynthese stark mit dem Auftreten von Cyanobakterien zu korrelieren (Cloud, 1968).
Cyanobakterien stellen die ersten Organismen dar, die nachweislich tUber ein zweites
Photosystem verfligen und somit in der Lage sind Energie durch aerobe Photosynthese zu
gewinnen (Cloud, 1968; Blankenship & Hartman, 1998). Dies erlaubte ihnen sich weltweit in
nahezu allen Habitaten zu etablieren (Garcia-Pichel et al., 2003). Das verstarkte
Vorkommen sauerstoffproduzierender Organismen fihrte im Proterozoikum vor circa
2,3 Milliarden Jahren dazu, dass erstmalig gro3ere Mengen Sauerstoff in der
Erdatmosphéare akkumulierten (Cloud, 1968; Farquhar et al., 2000; Kasting & Siefert, 2002;
Canfield et al., 2007). Wahrend es seitdem immer wieder zu ausgedehnten hypoxischen
und hyperoxischen Perioden kam, hélt sich der heutige Anteil atmosphdarischen Sauerstoffs
von 21% seit etwa 600 bis 700 Millionen Jahren weitgehend stabil (Ward et al., 2006;
Berner et al., 2007). Dieser Anstieg des atmosphérischen Sauerstoffs zeigte enorme
Auswirkungen auf die Komplexitat, Spezialisierung und metabolischen Prozesse fast aller
Lebewesen (Kasting & Siefert, 2002; Canfield et al., 2007; Ward et al., 2006). Betrachtet
man die heutige, nahezu ubiquitédre Verbreitung von aerober Energiegewinnung in allen
Organismenreichen, zeigt sich die Bedeutung von Sauerstoff fir die Evolution des Lebens
auf der Erde. So verfugen fast alle eukaryotischen Organismen Uber Mitochondrien und
nutzen O, als Elektronenendakzeptor innerhalb der Atmungskette (Rogers et al.,, 1998).
Dementsprechend gehdrt die stindige Versorgung mit Sauerstoff zu einem der
grundlegendsten Bedurfnisse aller héheren Lebewesen. Wahrend kleine Organismen
aufgrund ihres gunstigen Oberflichen-Volumen-Verhéltnisses in der Lage sind, ihren
Sauerstoffbedarf Uber Hautatmung zu decken, ist dies bei grof3eren Organismen nicht

madglich. Fortschreitende Kompartimentierung und steigende Korpergréf3e fihrte zu
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Diffusionsbarrieren und einem erhdhten Sauerstoffbedarf, wahrend die zur Respiration
genutzte Oberflache nicht im gleichen Umfang wuchs wie die sauerstoffverbrauchenden
Gewebe. Als Konsequenz entwickelten sich mehrere Anpassungen, die das Auftreten
komplexerer Organismen, sowie das Erschlieen sauerstoffirmerer Habitate erlaubten.
Zunachst entstanden offene und geschlossene Kreislaufsysteme, welche die
Voraussetzung zur O,-Versorgung aller Gewebe des Organismus schufen. Respiratorische
Oberflachen, wie Tracheen, Kiemen und Lungen bildeten sich aus und ermdglichten die
Aufnahme von gréReren Mengen O, in die Kreislaufsysteme (Reece et al., 2010). Neben
diesen Anpassungen zur Aufnahme und Verteilung von Sauerstoff im Organismus,
entstanden drei Klassen respiratorischer Proteine, welche den Transfer von Sauerstoff von
der respiratorischen Oberflache, Gber das Kreislaufsystem, hin zum sauerstoffbendtigenden
Gewebe bewerkstelligen. Respiratorische Proteine sind Molekiile, die in ihrem aktiven
Zentrum ein Metall-lon tragen, Gber welches sie in der Lage sind, Sauerstoff reversibel zu
binden. Dadurch spielen sie eine zentrale Rolle beim Transport und der Speicherung von
Sauerstoff. Basierend auf ihrer Struktur und ihren aktiven Zentren, werden die
respiratorischen Proteine in die drei GrofRgruppen der Globine, H&merythrine und

Hamocyanine eingeteilt (Kurtz, 1999; Terwilliger, 1998; Mangum, 1985; Vinogradov, 1985).

1.2 Hamocyanin

Hamocyanine sind kupferhaltige respiratorische Proteine, welche in der Hamolymphe vieler
Arthropoda und Mollusca vorkommen (Markl & Decker, 1992; van Holde & Miller, 1995;
Burmester, 2002). Sie gehdren zu den Typ-3 Kupferproteinen und sind in der Lage
Sauerstoff reversibel Gber zwei Cu-lonen zu binden, welche in den Bindungsstellen (CuA
und CuB) von jeweils drei Histidinen koordiniert werden (siehe Abbildung 1.1; Linzen et al.,
1985; Volbeda & Hol, 1989; van Holde & Miller, 1995). Die Kupferionen der
Bindungszentren liegen im deoxygeniertem Zustand als Cu(l) vor und wechseln bei
Oxigenierung in die Cu(ll)-Form, in der sie Sauerstoff als O,” binden (van Holde et al.,
2001).
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Abbildung 1.1: Aktives Zentrum einer Hamocyaninuntereinheit von Limulus polyphemus. Zu sehen
sind die a-Helices (rot) 2.1 und 2.2 der CuA, sowie die 2.5 und 2.6 der CuB Bindungsstelle. Die
sechs Histidine (griin) koordinieren die zwei Kupferionen (orange), welche ein Sauerstoffmolekdil
(blau) binden (aus Jaenicke, 2002).

1.2.1 Aufbau & Struktur

Wahrend die Hamocyanine der Arthropoda und Mollusca abgesehen von ihren aktiven
Zentren nur noch ber geringe Ahnlichkeit verfiigen, entstammen beide der Superfamilie
der Typ-3 Kupferproteine, welche bereits vor der Aufspaltung der Domanen Archaea,
Bacteria und Eukaryota existierte (Immesberger & Burmester, 2004; Aquilera et al., 2013).
Wéhrend heute mit dem segregierten a-, dem cytosolischen B- und dem membran-
gebundenen y-Subtyp drei Formen von Typ-3 Kupferproteinen existieren, stellt der
ao-Subtyp die alteste Form dar (Aquilera et al., 2013). Das Hamocyanin der Mollusca
entwickelte sich aus einer a-Subtyp Tyrosinase, welche in vielen Bakterien, Pilzen, Pflanzen
und Tieren gefunden wird (Burmester, 2001; van Holde et al., 2001; Aquilera et al., 2013).
Innerhalb der Arthropoda hingegen entstand Hamocyanin aus der fir Arthropoda
spezifischen B-Subtyp Phenoloxidase, welche keine signifikante Sequenzéhnlichkeit zu
Phenoloxidasen anderer Tierstamme mehr aufweist (Markl & Decker, 1992; van Holde &
Miller, 1995; Burmester, 2002; van Holde et al., 2001; Aquilera et al., 2013). Hdmocyanine
kommen immer frei gelost in der Hamolymphe vor und erreichen dabei, mit bis zu 95% des
in der Hamolymphe enthaltenen Proteins, teils extrem hohe Konzentrationen. Um den
osmotischen Druck und die Viskositat der Hamolymphe gering zu halten, bilden sie stets
multimere Proteinaggregate aus. (Mangum, 1985; Markl & Decker, 1992; van Holde &
Miller, 1995). Das Hamocyanin der Mollusca besteht aus riesigen, 350 bis 450 kDa grof3en
Untereinheiten und liegt als Deka-, Dideka- oder Multidekamer vor. Jede
Hamocyaninuntereinheit ist dabei in der Lage, sieben bis acht aktive Zentren zu tragen, so
dass ein Hamocyanin bis zu 160 Sauerstoffmolekile transportieren kann (Markl & Decker,
1992; van Holde & Miller, 1995). Im Gegensatz dazu werden Hamocyanine der Arthropoda

stets aus einem Hexamer von sechs identischen oder &hnlichen Untereinheiten gebildet
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und verfigen Uber eine kubische Quartarstruktur. Je nach Spezies kann es dabei zur
Ausbildung von Oligomeren kommen, welche aus bis zu acht Hexameren aufgebaut sind
und molekulare Massen von bis zu 3600 kDa erreichen. Eine einzelne
Hamocyaninuntereinheit besteht aus etwa 630 bis 660 Aminoséauren, verfugt tber eine
Molekulargewicht von circa 70 bis 80 kDa und besitzt ein aktives Zentrum (siehe Abbildung
1.2; Markl & Decker, 1992; van Holde et al., 2001). Da es sich bei den Hamocyaninen der
Mollusca und Arthropoda um konvergent entstandene Proteine handelt, welche nicht naher
miteinander verwandt sind, wird im Folgenden nur auf das Hamocyanin der Arthropoda

eingegangen.

Abbildung 1.2: Struktur einer Arthropoda Hamocyaninuntereinheit (A) vereinfachte Darstellung
eines Hamocyaninhexamers (B) vereinfachte Darstellung eines Arachnida Hamocyanins
(Aphonopelma hentzi), bestehend aus vier Hexameren (C) (aus Burmester, 2002).

Eine Hamocyaninuntereinheit der Arthropda lasst sich in drei strukturelle Bereiche
unterteilen. Die erste Domane, welche gleichzeitig die variabelste ist, umfasst den
N-Terminus mit circa 150 bis 180 Aminoséuren (Linzen et al., 1985; Volbeda & Hol, 1989).
Sie ist hauptsachlich aus a-Helices aufgebaut und ist wichtig fir die allosterische Regulation
der Sauerstoffbindung (Magnus et al., 1994). Die zweite Domane ist etwa 220 Aminosauren
grof3 und enthélt die Kupferbindungsstellen CuA und CuB, die beide aus jeweils zwei
a-Helices bestehen und die koordinierenden sechs Histidine tragen (Linzen et al., 1985;
Volbeda & Hol, 1989; Hazes et al., 1993). Die dritte Doméne besteht aus circa 260
Aminosauren, welche eine siebenstrangige, antiparallele B-Faltblattstruktur (B-barrel)
formen (Hazes et al., 1993; Volbeda & Hol, 1989). Daruber hinaus verfigen Hamocyanine
Uber ein strikt konserviertes Phenylalanin in Doméne eins, welches eine wichtige Rolle bei
der kooperativen Sauerstoffbindung spielt, sowie zwei weitere in Domane drei, die der

Stabiliserung der Sauerstoffbindung dienen (Hazes et al., 1993).
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1.2.2 Vorkommen in den Arthropoda

Wahrend die Struktur von Hamocyanin innerhalb der Arthropoda zwischen den Subphyla
hoch konserviert ist, ist die Diversitdt in Bezug auf die Zusammensetzung der
Hexamersubtypen sehr hoch. Die Hdmocyaninsubtypen stellen dabei keine Orthologe dar,
sondern evolvierten unabh&nging von einander in den Subphyla (siehe Abbildung 1.3;
Burmester, 2002).

Phenoloxidases
Onychophoran Hc
Chelicerate Hc
—< Myriapod Hc
p-type N
phyllocarid Hc

peracarid Hc
> Malacostracan Hc

a-type

y-type

Pseudo-Hc 4

—< Ostracod Hc (part)
Ostracod Hc (part)
‘|——<<Branchiuran Hc
Remipede + Hexapod Hc2
_|=Remipede + Hexapod Hc 1

Abbildung 1.3: Phylogenetischer Stammbaum der Arthropodah&dmocyanine (aus Burmester, 2015).

Wahrend die genaue phylogenetische Position der Onychophora noch nicht abschlieRend
geklart ist, werden sie als nahe Verwandte oder Teil der Arthropda angesehen (Giribet et
al., 2001). Dies wird durch den Fund von Hamocyanin in Angehérigen der beiden Familien
der Peripatidae (Kusche et al., 2002) und der Peripatopsidae (Burmester, unveroffentlicht)
unterstiitzt. Uber das bloRe Vorkommen innerhalb der Onychophora hinaus, ist kaum etwas
Uber die Eigenschaften des Onychophora Hamocyanin bekannt.

In den Chelicerata ist Hamocyanin weit verbreitet und kommt in den Xiphosura
(Pfeilschwanzkrebse), Scorpiones (Skorpione), Uropygi (Geil3elskorpione), Amblypygi
(GeilRelspinnen), Aranea (Webspinnen), Pycnogonida (Asselspinnen), Palpigradi
(Palpenlaufer), und den Ricinulei (Kaputzenspinnen) vor. Hingegen fehlt es in den Opiliones
(Weberknechte), Pseudoscorpiones (Pseudoskorpione), Solifugae (Walzenspinnen), und
den Acari (Milben) vollstandig (Markl, 1986; Markl et al., 1986; Rehm et al., 2012). Das
Hamocyanin der Chelicerata besteht je nach Spezies aus bis zu acht Untereinheiten

(Markl et al., 1986), von denen jeder Subtyp Uber distinkte physikalische und chemische
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Eigenschaften verfugt. Die Sauerstoffbindungseigenschaften der Untereinheiten &hneln sich
jedoch stark (Burmester, 2002). Das native Hamocyanin bildet ein Mono-, Di-, Tetra- oder
Oktohexamer (Markl et al., 1986). Die Zusammensetzung der einzelnen Untereinheiten
innerhalb des Hamocyanins ist dabei hoch konserviert und erfordert, dass jeder Subtyp eine
spezielle Position im Protein einnimmt (Markl, 1986; Rehm et al., 2012).

Innerhalb der Myriapoda konnte Hamocyanin in den Chilopoda (HundertfliRer), Diplopoda
(DoppelfiiRer) und Symphyla (Zwergfuf3er) nachgewiesen werden (Mangum et al., 1985;
Jaenicke et al., 1999; Kusche & Burmester, 2001; Pick et al., 2014). Zu den Pauropoda
(WenigfuRRer) liegen bislang keine Untersuchungen vor. Das native Hamocyanin der
Myriapoda setzt sich aus sechs Hexameren zusammen, einer Konfiguration die spezifisch
fur die Myriapoda ist. Dabei kann die Anzahl der verwendeten Untereinheitstypen zwischen
einer und vier variieren (Mangum et al., 1985; Jaenicke et al., 1999; Pick et al., 2014).

Die Crustacea weisen die hochsten Variabilitét im Aufbau ihres Hamocyanins auf und
zeigen selbst zwischen eng verwandten Spezies sowohl in der Zusammensetzung der
Untereinheiten, als auch deren Struktur groRe Unterschiede (Markl, 1986; Markl et al.,
1986; Markl & Decker, 1992). Hamocyanin konnte in den Malacostraca (Hohere Krebse),
den Remipedia, Branchiura (Fischlause) und den Ostracoda (Muschelkrebse)
nachgewiesen werden (Mangum, 1985; Markl & Decker, 1992; Ertas et al., 2009; Marxen et
al., 2014; Pinnow et al., 2015). Innerhalb der Malacostraca besitzen alle Unterklassen
Hamocyanin, welches sich zu Mono-, Di-, oder Tetrahexameren zusammensetzt (Markl,
1986; Markl et al., 1986; Markl & Decker, 1992). Manche Untereinheiten werden dabei in
einigen Arten nur wahrend gewisser Entwicklungsstadien oder unter spezifischen
physiologischen Konditionen exprimiert (Markl & Decker, 1992). In den Decapoda
(zehnfuRBkrebse), dem gréf3ten Taxon der Malacostraca, existieren drei Untereinheitstypen,
die als a, B und y bezeichnet werden (Markl, 1986; Markl et al., 1986). Dartiber hinaus
verfugen die Phyllocarida, sowie die Isopoda (Asseln) und Amphipoda (Flohkrebse) der
Peracarida (Ranzenkrebse) Uber distinkte Untereinheitstypen (Mangum, 1983; Markl,
1986). Die B-Untereinheit stellt den altesten Subtyp der Malacostraca dar. Die
Untereinheiten der Phyllocarida und Peracarida divergierten vor der Aufspaltung der a und
B Subtypen (Burmester, 1999; Burmester, 2002; Marxen et al., 2013). AulRerhalb der
Malacostraca konnte Hadmocyanin in den Ostracoda (Marxen et al., 2014) den Branchiura
(Pinnow et al., 2015), sowie den Remipedia (Ertas et al., 2009) identifiziert werden. Die
Remipedia, welche die engsten Verwandten der Hexapoda sind, verfigen Uber die
Hamocyaninuntereinheiten 1 und 2, bei denen es sich um Orthologe der Hexapoda
Hamocyanine handelt (Ertas et al, 2009). Innerhalb der Hexapoda ist
Hamoyaninuntereinheit 1 in fast allen Ordnungen vertreten, wahrend es zu mehreren

unabhangigen Verlusten von Untereinheit 2 gekommen ist (Pick et al., 2009a).
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1.2.3 Eigenschaften & Funktionen

Die Synthese von Hamocyanin findet entweder im Hepatopankreas oder den Hamocyten
statt. Bei letzterem variieren jedoch die Subpopulationen innerhalb derer die Synthese
stattfindet zwischen den Spezies. Daruber hinaus ist fir einige Arachnida bekannt, dass
Hamocyanin in sessilen Hamocyten gebildet wird, welche sich an der inneren Herzwand
befinden. Hamocyanine verfiigen tber ein N-terminales Signalpeptid, anhand dessen sie
Uber das endoplasmatische Reticulum in die Hamolymphe sezerniert werden. Dem
Hamocyanin der Arachnida, sowie dem Hamocyanin der Hexapoda Thermobia domestica
und Hierodula membranacea fehlt dieses Signalpeptid jedoch (Kempter, 1983; Markl &
Decker, 1992; Voit et al., 2000; Pick et al., 2009a). In den Arachnida erfolgt die Freisetzung
des Proteins in die HAmolymphe durch Lyse der Hamocyanin-synthetisierenden Hamocyten
(Kempter, 1983; Voit et al., 2000; Pick et al., 2009a). Ein ahnlicher Mechanismus kdnnte
auch in T. domestica und H. membranacea vorliegen, ist aber bisher experimentell nicht
nachgewiesen wurde (Pick et al., 2008). Die eigentliche Funktion von Hamocyanin ist der
Transport von Sauerstoff innerhalb der Ha&molymphe. Die Sauerstoffaffinitat des
Hamocyanins schwankt stark zwischen verschiedenen Spezies. Alleine in den
Malacostraca variieren die Halbsattigungswerte (Pso) zwischen 1,5 und 40 Torr (Mangum,
1983). Auch in den Myriapoda unterscheiden sich die Sauerstoffbindungseigenschaften der
Hamocyanine trotz ihres ahnlichen Aufbaus teils signifikant. Wahrend das Hamocyanin der
Chilopoda uber eine geringe O,-Affinitdt und hohe Kooperativitdt verfiigt, zeigt das
Hamocyanin der Diplopoda eine hohe Affinitdt und geringe Kooperativitdt (Kusche &
Burmester, 2001; Damsgaard et al., 2013). Generell erreicht die Kooperativitat der
Hamocyanine sehr hohe Werte, mit Hill Koeffizienten von bis zu 9, dem hdchsten
bekannten Wert Uberhaupt. (Loewe, 1978; van Holde & Miller, 1995). Die Bindung des
Sauerstoffs durch Hamocyanin ist auf3erdem durch verschiedene Effektoren beeinflussbar.
Wichtige Faktoren sind hierbei die Konzentration von Stoffwechselprodukten wie Laktat, die
Menge der in der Hamolymphe gel6sten lonen, sowie Verdnderungen des pH-Werts und
der Temperatur (Loewe, 1978; Mangum, 1985; Zeis et al., 1992; Bridges, 2001; van Holde
et al., 2001). Neben seiner respiratorischen Funktion ist Hamocyanin auch an weiteren
Prozessen beteiligt. Hierzu gehéren die Energiespeicherung (Uglow, 1969a; Uglow, 1969b;
Depledge & Bjerregaard, 1989), der Transport von Metallionen (Zatta, 1984), sowie eine
Funktion als Phenoloxidase (Nagai & Kawabata 2000; Nagai et al., 2001; Decker et al.,
2001; Lee et al., 2004). Des Weiteren spielt Himocyanin eine Rolle bei der Aushartung der
Cuticula (Paul et al., 1994) und dem Transport von Ecdysteroiden (Jaenicke et al., 1999).
AuRerdem Ubernimmt es in einigen Crustacea eine Funktion im Immunsystem, indem durch
limitierte Proteolyse des C-Terminus antimikrobielle und antifungizide Peptide gebildet

werden (Destoumieux-Garzom et al., 2001; Lee et al., 2003).
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1.3 Hamocyaninsuperfamilie

In der HAmocyaninsuperfamilie wird eine Gruppe von Proteinen zusammengefasst, welche
in Sequenz und Struktur allesamt den kupfertragenden Ha&mocyaninen der Arthropoden
ahneln. Hierzu gehéren neben dem namensgebenden Hamocyanin auch
Pseudohdmocyanin (Cryptocyanin), Phenoloxidasen, Hexamerine und Hexamerin-
rezeptoren  (Burmester, 2001; Burmester, 2002). Neben den strukturellen
Ubereinstimmungen dieser funf Proteine, ahneln sie sich auch in ihrer Funktion. So sind
alle, wenn auch in unterschiedlicher Ausprdgung, an H&utungsprozessen oder dem
Sauerstofftransport  beteiligt (Destoumieux-Garzém et al.,, 2001). Die gesamte
Hamocyaninsuperfamilie ist dabei auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickzuftihren, der
bereits vor der Aufspaltung der Arthropodasubphyla vor etwa 600 Millionen Jahren entstand
(Burmester, 2001; Burmester, 2002). Hochstwahrscheinlich verfligte dieses Protein bereits
Uber eine Phenoloxidaseaktivitat, welche das Ausbilden des Arthropoda-Exoskeletts durch
Melanisierung der Cuticula erméglichte. Die durch das Exoskelett entstehende
Diffusionsbarierre, sowie die etwa zu diesem Zeitpunkt stattfindende GréRenzunahme der
Tiere, fuhrten wahrscheinlich dazu, dass der Sauerstoffbedarf der Tiere nicht mehr
ausreichend durch Diffusion gedeckt werden konnte. Eine spater stattfindende
Genduplikation des Vorlauferproteins, welches als Phenoloxidase bereits Uber die
Eigenschaft verfiigte mit Sauerstoff zu interagieren, lieferte vermutlich die Grundlage fur die
Evolution des sauerstofftransportierenden H&mocyanins. Dies erklart die ubiquitare
Verbreitung von Phenoloxidasen innerhalb der Arthropoda, sowie die Notwendigkeit fiir das
Auftreten eines Sauerstofftransportproteins innerhalb des Phylums (Burmester, 2001,
Burmester, 2002).

Phenoloxidasen

Chelicerata Himocyanin

Myriapoda Hamocyanin

— Crustacea Hamocyanin

——Pseudohdmocyanin

—— Hexapoda Hamocyanin

—=—Hexamerin

Abbildung 1.4 : Vereinfachtes Kladogramm der H&amocyaninsuperfamilie der Arthropoda. Die
Hamocyanine der Crustacea und der Hexapoda sind der Einfachheit halber in der vorliegenden
Darstellung paraphyletisch zu den Pseudohamocyaninen, beziehungsweise den Hexamerinen

dargestellt (abgewandelt aus Burmester, 2015).
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Das in Abbildung 1.4 dargestellte vereinfachte Kladogramm verdeutlicht die Evolution der
Hamocyaninsuperfamilie. Als Wurzel des Stammbaums dienen die Phenoloxidasen, aus
denen sich die Hamocyanine der Arthropodataxa ableiten. Die H&mocyanine der
Chelicerata, welche als erstes evolvierten, sowie die Hamocyanine der Myriapoda stehen
basal zu den Proteinen der Crustacea und Hexapoda. Diese befinden sich in einem
Schwestergruppenverhaltnis, deren Aufspaltung vor etwa 400 Millionen Jahren stattfand. Im
Laufe der Evolution kam es dann, sowohl in den Crustacea als auch den Hexapoda,
unabhangig voneinander zu einer Genduplikation mit anschlie@endem Verlust des
sauerstoffbindenden kupferhaltigen Zentrums. Dies fiihrte in den Crustacea zur Entstehung
der Pseudohdmocyanine, wahrend in den Hexapoda die Hexamerine evolvierten
(Burmester et al., 2002).

1.3.1 Phenoloxidasen

Phenoloxidasen gelten als die altesten Vertreter der Hamocyaninsuperfamilie (Burmester,
2002). Sie ahneln in ihrer Funktion stark den Tyrosinasen der Wirbeltiere und anderer
Metazoa, unterscheiden sich von ihnen aber deutlich in Sequenz und Struktur.
Phenoloxidasen verfiigen tber die gleichen Kupferbindungsstellen und die sechs streng
konservierten Histidine, wie sie auch im Hamocyanin vorkommen (Fujimoto et al., 1995;
Hall et al., 1995; Kawabata et al., 1995). Sie katalysieren die o-Hydroxylierung von
Monophenolen zu o-Diphenolen, welche in einem weiteren Schritt zu o-Chinonen oxidiert
werden. Je nachdem ob dabei beide oder nur die letzte Reaktion durchgefiihrt wird,
unterscheidet man zwischen einer Tyrosinase- oder Catecholoxidaseaktivitdt. Die so
gebildeten o-Chinone polymerisieren anschlieend in einer nicht-enzymatischen Reaktion
zu Melanin. Durch diese Herstellung von Melanin sind Phenoloxidasen an der
Sklerotisierung der Cuticula, bei der Wundheilung, sowie der Bekampfung von
Mikroorganismen in der humoralen Immunantwort beteiligt (Ashida & Yoshida, 1988; Aspan
& Soderhall, 1991; Séderhall & Cerenius, 1998). Phenoloxidasen werden zunachst als
Zymogen, den so genannten Prophenoloxidasen, synthetisiert und erst durch die
Abspaltung eines N-terminalen Peptids aktiviert (Aspan et al., 1995; Hall et al., 1995). Dies
geschieht durch spezielle Serinproteasen, welche einen groReren Teil der ersten
strukturellen Domaine des Proteins abspalten und so das aktive Zentrum fir seine
Substrate freilegen (Ashida & Yoshida, 1988; Aspan et al., 1995; Soderhall & Cerenius,
1998). Die Synthese der Prophenoloxidase erfolgt in den Immunzellen der Invertebraten,
den Hamocyten. Welcher Hamocytensubtyp fir die Synthese verantwortlich ist, kann
speziesspezifisch variieren (Cerenius & Soderhéll, 2004). Da Prophenoloxidasen uber kein
Signalpeptid zur Sekretion durch das Endoplasmatische Reticulum verfiigen, wird vermutet,

dass sie durch Lyse der Hamocyten in die Hamolymphe gelangen (Kempter, 1983; Voit et
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al., 2000; Cerenius & Sdderhall, 2004; Gonzalez-Santoyo & Cérdoba-Aguilar, 2012).
Innerhalb der Arthropoda konnten Phenoloxidasen in den Crustacea (Aspan et al., 1995),
Hexapoda (Fujimoto et al., 1995; Hall et al., 1995; Kawabata et al., 1995) und Myriapoda
(Burmester, 2001; Pick et al., 2014) nachgewiesen werden. Innerhalb der Chelicerata
fehlen sie vollstédndig. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Hamocyanin in einigen
Chelicerata, nach Aktivierung durch limitierte Proteolyse oder durch ein Gerinnungsenzym,
die Phenoloxidasefunktion tibernehmen kann (Nagai & Kawabata 2000; Nagai et al., 2001;
Decker et al., 2001).

1.3.2 Pseudohadmocyanin (Cryptocyanin)

Pseudohdmocyanin, auch Cryptocyanin genannt, ist ein Speicherprotein, welches
ausschlief3lich in der Hamolymphe einiger dekapoder Krebse vorkommt (Burmester, 1999;
Terwilliger et al., 1999). Wie fast alle Vertreter der Hadmocyaninsuperfamilie liegt auch
Pseudohd&mocyanin als Hexamer vor und &hnelt sowohl in Sequenz und Struktur, als auch
der Grol3e stark Hamocyanin. Im Gegensatz zu Hamocyanin fehlt Pseudo&dmocyanin jedoch
mindestens eines der hochkonservierten Histidine, sowie das kupferenthaltende,
sauerstoffbindende Zentrum. Pseudoh&mocyanin spielt eine zentrale Rolle in der Ecdysis,
wo es als Speicherprotein Verwendung findet und zum Aufbau des neu entstehenden
Exoskeletts genutzt wird (Terwilliger et al., 2005; Terwilliger, 2012). Die Expression ist dabei
extrem an das Hautungsstadium gekoppelt. Wahrend sich Pseudohamocyanin zwischen
Héautungen kaum nachweisen lasst, macht es kurz vor Beginn der Hautung den Hauptanteil
des innerhalb der Hamolymphe enthaltenen Proteins aus (Terwilliger et al., 1999). Neben
der Funktion in der Ecdysis, wird spekuliert, dass Pseudohamocyanin eine Rolle beim
Transport von Ecdyson spielen, an der Calciumspeicherung, sowie der osmotischen
Regulation wahrend der Hautung beteiligt sein konnte (Terwilliger et al., 2005; Terwilliger,
2012). Aussagen Uber den Syntheseort von Pseudohamocyanin variieren zwischen den
Ovarien und dem Herzgewebe in Homarus americanus (Burmester, 1999) und den R-Zellen
des Hepatopankreas in Cancer magister (Terwilliger et al., 1999; Terwilliger et al., 2005).
Phylogenetische Analysen zeigten, dass Pseudohdmocyanin innerhalb der Malacostraca
aus einer Genduplikation des Hamocyanins entstanden ist und es aufgrund fehlenden
Selektionsdrucks zum Verlust der Kupferbindung kam, wodurch Pseudoh&mocyanin andere

Funktionen im Organismus Ubernehmen konnte (Burmester, 1999).
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1.3.3 Hexamerin & Hexamerinrezeptor

Ein weiterer Vertreter der Hamocyaninsuperfamilie sind die Hexamerine der Hexapoda.
Hexamerine bestehen mit wenigen Ausnahmen (Markl et al., 1992; Danty et al., 1998) aus
sechs identischen oder sehr dhnlichen 75 bis 85 kDa grof3en Untereinheiten, die sich zu
einer dem Protein namensgebenden hexameren Quartarstruktur zusammensetzen (Telfer &
Kunkel, 1991). Sowohl Sequenz als auch Struktur der Hexamerine ahneln stark denen von
Hamocyanin. Allerdings fehlen Hexamerin die Kupfer-koordinierenden Histidine, welche
Hamocyanin die Bindung von Sauerstoff erméglichen (Fujii et al., 1989; Willot et al., 1989).
Traditionell werden Hexamerine, basierend auf ihrer Aminosdurezusammensetzung, in
verschiedene Gruppen unterteilt. Hexamerine mit einem Anteil von Tyrosin und
Phenylalanin von tber 15% werden zu den Arylphorinen gezahlt, wéahrend methioninreiche
Hexamerine mindestens 4% Methionin in ihrer Aminosaurezusammensetzung aufweisen
(Telfer & Kunkel, 1991). Funktionell dienen Hexamerine vor allem als Speicherproteine, die
Energie und Aminosauren zum Aufbau adulter Strukturen bereitstellen (Levenbook &
Bauer, 1984). Diese Funktion spiegelt sich besonders deutlich in der Expression der
Hexamerine wieder, welche vor allem in der Hamolymphe von Larven und Nymphen sehr
hohen Konzentrationen aufweisen und bis zu 50% des in der Hamolymphe gel6sten
Proteins ausmachen kénnen (Scheller et al., 1990; Telfer & Kunkel, 1991). Neben dieser
Speicherfunktion erfiillen Hexamerine noch weitere Aufgaben. So konnte gezeigt werden,
dass sie direkt in die Cuticula (Peter & Scheller, 1991) und die sich entwickelnden Antennen
mancher Insekten eingebaut werden (Danty et al., 1998). Dartber hinaus agieren
Hexamerine als Transportproteine fur kleine organische Verbindungen wie Steroidhormone
(Enderle et al., 1983), Riboflavin (Magee et al., 1994) und Juvenilhormon (Braun & Wyatt,
1996). Auflerdem Ubernehmen sie in einigen Féllen eine Funktion in der humoralen
Immunantwort (Hayakaway, 1994; Beresford et al., 1997) und sind entscheidend an der
Auspragung der Kastenzugehdrigkeit einiger Termitenarten beteiligt (Zhou et al., 2006).
Phylogenetisch bilden Hexamerine eine stabile monophyletische Gruppe, welche in
Schwestergruppenbeziehung zu dem Typ 1 der Hexapodah&mocyaninen steht (Burmester,
2001). Untersuchungen deuten darauf hin, dass Hexamerin vor etwa 400 Millionen Jahren
innerhalb der Hexapodastammlinie evolvierte, was mit dem Alter der ersten Fossilfunde von
Hexapoda korreliert (Kukalova-Peck, 1991). Daruber hinaus folgte die Diversifikation der
Hexamerine der Evolution der Hexapodataxa, mit der Ausnahme der Riboflavin-bindenen
Hexamerine der Lepidoptera, welche vermutlich in den restlichen Holometabola verloren

gingen.
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Um das in der Hamolymphe befindliche Hexamerin zum Aufbau adulter Strukturen nutzen
zu konnen, muss Hexamerin zun&chst in die Zellen des Fettkdrpers eingelagert werden
(Ueno & Natori, 1982; Burmester & Scheller, 1992). Dies geschieht durch Endocytose,
wéhrend der spaten Larval- oder Nymphalstadien. Die Endocytose von Hexamerin wird
dabei Uber das Hautungshormon 20-Hydroxyecdyson gesteuert und erfolgt Gber einen
speziellen auf der Zelloberflache befindlichen Hexamerinrezeptor (Ueno et al., 1983; Ueno
& Natori, 1984; Burmester & Scheller, 1995a; Burmester & Scheller, 1997; Burmester,
1999). Dieser, bisher ausschlieBlich bei den Dipteren Calliphora vicina (Burmester &
Scheller, 1995b), Sarcophaga peregrina (Chung et al., 1995) und Drosophila melanogaster
(Maschat et al., 1990) nachgewiesene Rezeptor, zeigt groRe Ahnlichkeit zu seinem
Substrat Hexamerin, sowie anderen Mitgliedern der Hamocyanin-Superfamilie (Burmester &
Scheller, 1995b). Im Gegensatz zu anderen Vertretern dieser Gruppe sind jedoch nur circa
150 Aminosauren im N- und etwa 230 Aminosauren im C-terminalen Bereich hoch
konserviert, wahrend der Rest des Proteins eine sehr hohe Variabilitdt aufweist (Burmester
& Scheller, 1996).

1.4 Hamocyanin der Hexapoden

Die weitgehend impermeable Cuticula der Arthopoda macht die Aufnahme von Sauerstoff
durch Diffusion Uber die Kdrperoberfliche schwierig und ineffizient. In den aquatisch
lebenden Crustacea und Chelicerata wird dieses Problem durch die, mit dem
AuBBenmedium in Verbindung stehenden, Kiemen gel6st. Innerhalb der terrestrisch
lebenden Arthropoda entwickelten sich verschiedene Anpassungen, um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten. Wahrend es in seltenen Féllen bei sehr kleinen
Organismen mit diinner Cuticula zu Hautatmung kommt, erfolgt die Respiration bei vielen
Chelicerata tber Buchlungen. Der Grof3teil der terrestrischen Arthropoda bewerkstelligt die
Sauerstoffaufnahme jedoch Uber ein Tracheensystem, welches in den Hexapoda und
Myriapoda weit verbreitet ist, aber auch in einigen Chelicerata vorkommt. Das
Tracheensystem besteht aus einem hochgradig verzweigten Komplex luftgefullter, aus
Chitin bestehender Rohren, welche die inneren Gewebe Uber Offnungen, den sogenannten
Stigmen, mit der Atmosphére verbinden (Krogh, 1920; Burmester & Hankeln, 2007). Die
Aufnahme von Sauerstoff in die Zellen erfolgt hauptsachlich an den Enden der sich immer
weiter verjingenden Tracheen, den sogenannten Tracheolen. Diese kdnnen in hochaktiven
Organen mit hohem Sauerstoffbedarf, wie zum Beispiel der Flugmuskulatur, in die Zellen
eindringen und eine direkte Verbindung mit den Mitochondrien herstellen. Der eigentliche
Sauerstofftransport in den Tracheen erfolgt hauptsachlich durch passive Diffusion (Krogh,
1920; Burmester & Hankeln, 2007), wobei auch in seltenen Fallen aktive Atmung stattfindet

(Komai, 1998; Westneat et al., 2003). Der Transport von O, erfolgt aufgrund der hohen
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Diffusionsrate in den luftgefiillten Tracheen etwa 200.000 bis 300.000 Mal schneller als in
flussigen Medien wie Hamolymphe oder Blut, und ist somit hoch effizient (Krogh, 1920;
Burmester & Hankeln, 2007). Dies fuhrte zu der Annahme, dass das Tracheensystem zur
Deckung des Sauerstoffbedarfs auch der gréf3ten heute bekannten Insekten ausreicht und
Hexapoda Uber keinen Bedarf an spezialisierten respiratorischen Proteinen verfiigen
(Mangum, 1985; Law & Wells, 1989; Willmer et al., 2005). Als Ausnahmen hierzu galten die
Larven der Dasselfliege Gastrophilus intestinalis, die aquatischen Larven von Zuckmiicken
(Chironomidae), sowie einige Arten von Rickenschwimmern, die alle Uber Hamoglobin
verfugen (Weber & Vinogradov, 2001). Ein Vorkommen von Hamocyanin innerhalb der
Hexapoda hingegen war nicht bekannt. Dies anderte sich erst, als Sanchez et al. (1998)
Hamocyanin zufallig in der Heuschrecke Schistocerca americana wahrend einer
Affinitatschromatographie aufreinigten. Allerdings wurde es aufgrund der spezifischen
Expression im Embryonalstadium zunachst als embryonic hemolymph protein (EHP)
bezeichnet und als ein naher Verwandter von HAmocyanin eingestuft.

Der fuhrenden phylogenetischen Hypothese (Pancrustacea-Hypothese) nach evolvierten
Hexapoda und Crustacea, welche in einem Schwestergruppenverhdltnis zueinander
stehen, aus einem gemeinsamen Vorfahren (Giribet et al., 2001; Hwang et al., 2001).
Hierbei missen eine Reihe von teils drastischen Anpassungen stattgefunden haben,
welche die Respiration fundamental veranderten und den heutigen Insekten den Ubergang
von aquatischen zu terrestrischen Habitaten erlaubten. Basierend hierauf und unter der
Annahme, dass Steinfliegen (Plecoptera) bezuglich ihrer Morphologie und ihrem Verhalten
sehr urspringliche Merkmale aufweisen, gingen Hagner-Holler et al. (2004) davon aus,
dass auch der Gasaustausch innerhalb der Plecoptera, &hnlich wie bei ihren Vorfahren,
mittels Hamocyanin bewerkstelligt werden koénnte. In ihren Untersuchungen an der
Steinfliege Perla marginata konnten zwei Hamocyaninuntereinheiten (PmaHcl & PmaHc2)
nachgewiesen werden, welche trotz des Tracheensystems wahrend des gesamten
Lebenszyklus exprimiert werden. Die Expression findet dabei in so hohen Konzentrationen
statt, dass Hamocyanin bis zu 25% des in der Hamolymphe gelésten Proteins ausmacht.
Dartber hinaus wurde sowohl in Nymphen als auch adulten Tieren gezeigt, dass das
Hamocyanin Sauerstoff reversibel bindet. Es verfligt dabei uUber Kooperativitat (Hill
Koeffizienz von 2) und bindet O, mit einem Halbsattigungsdruck (Psg) von 8 Torr. Des
Weiteren konnte eine enge Verwandtschaft der Himocyaninuntereinheit 1 von P. marginata
zum EHP von S. americana nachgewiesen werden, wodurch EHP erstmals als Hamocyanin
identifiziert wurde (Hagner-Holler et al., 2004). Angeregt durch diese Entdeckung wurden
eine Reihe weiterer Untersuchungen beziglich des Vorkommens von H&amocyanin
innerhalb der Hexapoda durchgefuhrt. So konnten Fochetti et al. (2006) Hamocyanin

zunéchst in Perla grandis nachweisen, gefolgt von Untersuchungen an fiinfzehn weiteren
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Plecoptera durch Amore & Fochetti (2009), welche Hadmocyaninuntereinheit 1 und 2 in vier
weiteren Arten fanden. Wieso manche Arten dber Hamocyanin verfligen, wahrend es bei
anderen Arten abwesend ist, konnte bisher jedoch nicht geklart werden, da weder das
Habitat, der Lebenszyklus, die GroéfRe, noch das Jagdverhalten der Tiere mit dem
Vorkommen von Hc korreliert werden konnten (Amore & Fochetti, 2009).

Im Folgenden konnte das Vorkommen von Hamocyanin in Collembola (Folsomia candida,
Sinella curviseta), Archeognatha (Machilis germanica), Zygentoma (Lepisma saccharina),
Dermaptera (Chelidurella acanthopygia), Mantophasmatodea (Tanzaniophasma spec),
Orthoptera (Locusta migratoria), Phasmatodea (Carausius morosus), Mantodea (Hierodula
membranacea), Isoptera (Cryptotermes secundus), und Blattodea (Blaptica dubia,
Periplaneta americana, Shelfordella lateralis) gezeigt werden. Wahrend fir die Embioptera,
Zoraptera, sowie die Grylloblattodea keine Untersuchungen vorliegen, konnte Hamocyanin
innerhalb der Protura, Diplura, Ephemeroptera, Odonata, sowie samtlichen Eumetabola
(Hemiptera + Holometabola) nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 1.5; Pick et al.,
2008; Pick et al., 2009a; Burmester, 2015).

Collembola Hc1
Protura
Diplura
Archaeognatha Hc1
Zygentoma Hec1 + He2
Ephemeroptera
Odonata
Plecoptera Hc1 + He2
B Embioptera ?
_l Zoraptera ?
Dermaptera Hc1 + Hc2
1 : Grylloblattodea ?
: Mantophasmatodea Hc1
1 Orthoptera Hc1
-I Phasmatodea Hc1
| Mantodea Hc1 + He2
Isoptera Hc1 + He2
Blattodea Hc1 + He2
Eumetabola
-400 ~300 -200 -100 0
Time (millions of years)

Abbildung 1.5: Verbreitung von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda (abgewandelt aus Pick et al.,
2009a).
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Auffallig ist die Abwesenheit des zum Transport Uber das endoplasmatische Reticulum
dienende Signalpeptid der Untereinheiten 1 und 2 der Mantodea H. membranacea, sowie
der Untereinheit 2 des Zygentoma Thermobia domestica. Da Hamocyanin, wie bei den
Ubrigen Hexapoda, innerhalb der Hamolymphe nachgewiesen werden konnte, scheint ein
alternativer vom Signalpeptid unabhdngiger Exportweg zu existieren. Vermutet wird ein
ahnlicher Prozess wie bei den Chelicerata, bei denen Hamocyanin aus den Hamocyten
durch Zelllyse freigesetzt wird. Wie es zu dem unabhéngigen Verlust des Signalpeptids in
diesen Spezies kam und welche physiologische Relevanz sie spielen, ist bisher nicht
geklart (Pick et al., 2008; Pick et al., 2009a). Umfassende Expressionsstudien an der
argentinischen Waldschabe Blaptica dubia konnten zeigen, dass Hamocyanin auf
Proteinebene ausschliel3lich im Embryonalstadium der Tiere exprimiert wird (Pick et al.,
2009b). Dies bedeutet, dass das Tracheensystem Nymphen, wie auch adulte Tiere mit
ausreichend Sauerstoff versorgen kann. Erst die Embryonen, welche in einer Oothek
verpackt sind und bis zum Schlipfen im Korper der Mutter getragen werden, benétigen,
bedingt durch die zusatzliche Diffusionsbarriere, ein respiratorisches Protein. Hamocyanin
Ubernimmt somit in B. dubia eine Funktion ahnlich der von embryonalem Hamoglobin in
Saugetieren. Ob dabei ein direkter Gasaustausch zwischen den Embryonen und dem
Muttertier stattfindet oder die Embryonen den Sauerstoff direkt aufnehmen, ist nicht
bekannt. Neben der Ahnlichkeit dieses embryospezifischen Vorkommens von Hamocyanin
in B. dubia zu der Expression von EHP in den Embryonen von S. americana, konnte ein
ahnliches Expressionsprofil auch in der Wanderheuschrecke L. migratoria gezeigt werde
(Yin et al., 2011; Chen et al., 2015). Auch hier erfolgt die Expression von Hamocyanin auf
Proteinebene ausschlieRlich in den Embryonen, in denen es hauptsachlich in der Epidermis
exprimiert wird (Chen et al., 2015). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein RNA-
Interferenz  basierter Hamocyanin-knockdown zu signifikanten Verzégerungen und
Auffalligkeiten in der Embryonal-entwicklung, sowie einer reduzierten Schlupfrate fuhrten
(Chen et al., 2015). Zusammen betrachtet, deutet dies auf einen funktionellen Wandel von
Hamocyanin im Laufe der Evolution hin. Wahrend es eine generelle Rolle innerhalb der
Sauerstoffversorgung basaler Hexapoda Ubernimmt, dient es hoher entwickelten
hemimetabolen Insekten zur Versorgung von Embryonen (Pick et al., 2009b). Warum
Hamocyanin in den Protura, Diplura, Ephemeroptera, Odonata und allen Eumetabola
verloren ging, ist bisher nicht geklart. Es muss aber davon ausgegangen werden, dass
unbekannte physiologische oder morphologische Modifikationen in der Evolution dieser
Taxa ein respiratorisches Protein Uberflissig machten. Erst mit der ErschlieBung
hypoxischer Habitate zeigte sich, dass der Verlust von H&amocyanin eine Licke im
Genrepertoir der Eumetabola hinterliel3, welche durch Hamoglobin geschlossen wurde
(Weber & Vinogradov, 2001; Burmester & Hankeln, 2007).
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1.5 Zielsetzung

Wahrend die Verbreitung von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda mittlerweile gut
dokumentiert ist, wurden bis heute nur wenige funktionelle Studien durchgefiihrt. Dartber
hinaus l&sst sich das Vorkommen von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda bisher weder
mit evolutiven Ereignissen (Landgang; aquatische/subterrestische Lebensabschnitte),
Okologischen Bedingungen (hypoxische Perioden), physiologischen Eigenschaften
(Stoffewechselrate), oder der Morphologie der Tiere (Tracheenaufbau) korrelieren.

Ziel der Arbeit war es, die Prasenz von Hamocyanin parallel zum Tracheensystem zu
erklaren und die Bedeutung von Hamocyanin fur die Sauerstoffversorgung zu untersuchen.
Hierflr sollten verschiedene funktionelle Untersuchungen an verschiedenen Hexapoda

durchgefuhrt werden:

Folsomia candida

Mit dem Collenbola Folsoma candida sollten Hypoxieversuche durchgefiihrt und die
Expression von Hamocyanin auf RNA- und Proteinebene untersucht werden. AnschlieRend
sollte mittels RNA Interferenz ein Hamocyanin-knockdown induziert werden, um eventuelle
Effekte auf die Hypoxietoleranz untersuchen zu kénnen. Zusétzlich sollte das Vorkommen
von Hamocyanin in weiteren Collembola untersucht und diese in einen phylogenetischen
Stammbaum eingefiigt werden, um eine mdgliche Korrelation der Hamocyaninexpression

mit den dkologischen Bedingungen des Habitats der Tiere aufzuzeigen.

Locusta migratoria

Die Wanderheuschrecke Locusta migratoria sollte in gregariner und solitarer Phase
geziichtet und vergleichede Untersuchung zwischen den Phasen durchgefuhrt werden.
Dariber hinaus sollte die H&mocyaninexpression der gregarinen Tiere uUber alle
Entwicklungsstadien, unter Hypoxie, sowie im Anschluss an die Induzierung des
Immunsystems analysiert werden, um mdgliche weitere Funktionen von Hamocyanin in

L. migratoria zu identifizieren.

Hierodula membranacea

Da beide Hamocyaninuntereinheiten von Hierodula membranacea Uber kein Signalpeptid
verfugen, ist nicht bekannt ob ein Export des Proteins aus der Zelle stattfindet. Eine
Analyse der Hamocyaninexpression auf RNA- und Proteinebene sollte zunachst klaren wo
Hamocyanin in H. membranacea synthetisiert wird. Darlber hinaus sollte untersucht
werden, ob Hamocyanin an seinem Syntheseort verbleibt und dort eine intrazellulare
Funktion tGbernimmt oder ob ein alternativer Exportweg existiert, durch den es an seinen

Wirkungsort gelangt.
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2. Material & Methoden
2.1 Material
2.1.1 Versuchstiere

Im Rahmen der Arbeit wurden drei Arten von Arthropoda im Labor unter kontrollierten

Bedingungen geziichtet. Die Taxonomie der Versuchstiere ist in Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1 : Taxonomische Ubersicht der verwendeten Versuchstiere.

Stamm Art hropoda
Klasse H exapoda
Ordnung Collembola Orthoptera Mantodea
Familie Isotomidae Acrididae Mantidae
Gattung Folsomia Locusta Hierodula
Art Folsomia candida Locusta migratoria Hierodula membranacea

2.1.1.1 Folsomia candida

Etwa 100 Exemplare des Collembolen Folsomia candida (Willem, 1902) wurden zu
Zuchtzwecken von der AG Filser der Universitat Bremen zur Verfiigung gestellt. Die
Haltung der Tiere erfolgte in 15x20x7 cm groRRen PlastikgefdRen, deren Deckel zur
ausreichenden Durchliftung mit Gaze abgedichtete Locher enthielt. Um ein Austrocknen
der Tiere zu vermeiden, wurde der Boden der Gefal3e mit einem feuchtigkeitsspeichernden
Aktivkohle-Gips-Gemisch (Verhdltnis 9:1) ausgegossen. Nachdem der Gips Uber Nacht
ausharten konnte, wurden die Platten mit Wasser gesattigt. AnschlielBend konnten die
Versuchstiere in die ZuchtgefdRe eingesetzt werden. Als Futter stand den Tieren
Trockenhefe ad libitum zur Verfligung. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem Klimaschrank

bei konstant 20 °C und einem Tag-Nacht-Zyklus von 8 / 16 Stunden.

.

Abbildung 2.1 : Folsomia candida. Adultes Tier in ventraler (A) und dorsaler Ansicht (B).
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Damit fur die Versuche nur Tiere des gleichen Alters und Entwicklungsstadiums verwendet
wurden, wurde zunachst eine Synchronisationszucht eingerichtet. Hierfir wurden
Petrischalen mit dem zuvor beschriebenen Aktivkohle-Gips-Gemisch ausgegossen und
jeweils 15 adulte Tiere in eine Schale uberfuhrt. Die sich parthenogenetisch vermehrenden
Tiere wurden fur drei Tage in der Schale gehalten, wo es vermehrt zur Eiablage kam.
Anschlie3end wurden die adulten Tiere mittels Exhaustor aus den Schalen entfernt und die
Entwicklung der Eier taglich verfolgt. Nach circa zehn Tagen schlipften die ersten
Jungtiere, wonach die restlichen Eier von der Platte entfernt wurden. So konnte
gewadhrleistet werden, dass in den Versuchen nur Tiere des gleichen Alters verwendet
wurden. Die Jungtiere verblieben fir weitere 21 Tage in ihren Schalen, zu welchem
Zeitpunkt sie das Adultstadium erreicht hatten und fir die Versuche verwendet werden

konnten.

2.1.1.2 Locusta migratoria

Zum Aufbau einer Zucht wurden 300 Wanderheuschrecken der Art Locusta migratoria
(Linneaus, 1758) von einem kommerziellen Zichter bezogen. Die Haltung der
Heuschrecken erfolgte in 50x50x50 cm grol3en Metallkéfigen, bei einem Tag-Nacht-Zyklus
von 8 / 16 Stunden und Temperaturen zwischen 26 °C nachts und 36 °C tagsuber. Die
Tiere wurden mit frischen Weizenkeimlingen, Apfeln und Mohren gefiittert. Zur Eiablage

stand ein mit einem Erde-Sand-Gemisch beflillites Gefal3 zur Verfligung.

T\(V\

Abbildung 2.2 : Juvenilstadien 1 bis 5 von Locusta migratoria (von rechts nach links).

Um den Einfluss der Populationsdichte auf die Genexpression zu untersuchen, wurden die
Tiere in zwei Gruppen aufgeteilt. Gregarine Tiere lebten in Ké&figen mit hoher
Bevolkerungsdichte von mehr als 200 Tieren, wahrend solitdre Tiere in Kafigen mit einer
Bevolkerung von weniger als zehn Tieren gehalten wurden. Alle Versuchstiere entstammten
mindestens der finften Generation in diesen Haltungsbedingungen, bevor sie fur die

Versuche verwendet wurden.
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2.1.1.3 Hierodula membranacea

Zu Zuchtzwecken wurden 20 subadulte Fangschrecke der Art Hierodula membranacea
(Burmeister, 1838) bei einem kommerziellen Ziichter erworben und bis zum Erreichen des
Adultstadiums einzeln in 20x20x10 cm grof3en Boxen, bei Raumtemperatur gehalten. Die
adulten Tiere wurden verpaart und die daraus resultierende Generation nach erreichen des
Adultstadiums fur die Probenentnahme verwendet. Die Tiere wurden ihrer GrofR3e
entsprechend ad libitum mit Fruchtfliegen, Grillen oder Heuschrecken gefttert.

Abbildung 2.3: Hierodula membranacea. Adultes Weibchen (A). Jungtiere beim Schlupf aus der
Oothek (B).
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2.2.1 Gerate

Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Gerate verwendet

Autoklaven

Brutschréanke

Blotkammer

Elektrophoresekammer

Geldokumentation

Heizblock

pH-Meter

Photometer

Ultraschallgeréat

Spannungsgeber

Thermocycler

Vortexer

Rotator
Waagen

Zentrifugen

3850 ELV (Tuttnauer, Breda Niederlande)

Dampfsterilisator Modell B (Webeco GmbH, Bad Schwartau)
Innova 4200 und 4230 Incubator Shaker

(New Brunswick Scientific, Nrtingen)

Semi-Dry Transferblot-Kammer Typ SDS2

(A.Hartenstein, Wirzburg)

Mini Protean® 3 Elektrophoresesystem (BioRad, Miinchen)
Horizontal-Elektrophoresekammer (A. Hartenstein, Wirzburg)
Fusion Fx7 (Peglab Biotechnologie, Erlangen)

Bio TDB-100 (A. Hartenstein, Wrzburg)

InoLab pH 720 (WTW, Weilheim)

BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Bonn)
Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Darmstadt)
SonoPlus Ultraschall-Homogenisator HD 2070

(Bandelin, Berlin)

Consort EV 243 (Sigma-Aldrich, Hamburg)

Labcycler (Sensoquest, Gottingen)

7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Darmstadt)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, New York)

REAX 2000 (Heidolph Instruments, Schwabach)
Intelli-Mixer RM-2S (Elmi Ltd., Riga)

BP210S (Sartorius, Géttingen)

SPO 51 (Scaltec, Géttingen)

Sigma 1-14 Mikrozentrifuge (Sigma, Osterode am Harz)
Speed Vac® SC110 (Savant, Dreieich)

Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)

Heraeus Labofuge 400R (Heraeus, Hanau)
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2.1.2 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien stammen, insofern nicht anders vermerkt, von den

Herstellern Applied Biosystems (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt).

2.1.3 Medien & Agarplatten
Fur die Herstellung von Selektionsplatten, sowie die Anzucht von Bakterienkulturen wurde

LB-Medium (englisch: lysogeny broth), nach einem modifizierten Rezept von Bertani (1951),

verwendet.

LB-Medium: 5 g Natriumchlorid
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
11 Aqua dest.
pH 7,4

Das LB-Medium wurde unmittelbar nach der Herstellung fur 20 Minuten bei 121 °C und
einem Druck von 2,1 bar autoklaviert. Medien fir die Selektionsplattenherstellung wurden
anschliel3end fir eine Stunde bei 60 °C im Wasserbad inkubiert und, je nach Bedarf, mit

weiteren Zuséatzen gemischt.

2.1.4 Bakterien und Vektoren

Klonierung

Zur Klonierung von Gensequenzen wurde der high copy number Vektor pGEM-T (Promega,
Mannheim) zusammen mit dem, zum Blau-Weil3-Screening geeigneten, Escherichia coli

Bakterienstamm JM 109 (Promega, Mannheim) verwendet.

Rekombinante Expression

Die rekombinante Expression wurde mit dem pet-4la (Novagen, Schwalbach) Vektor
durchgefuhrt. Dieser verfuigt neben einer Chloramphenicol-Resistenz N- und C-terminal der
multiple cloning site Uber einen GST- und einen His-Tag. Die Expression erfolgte in dem
Bakterienstamm Rosetta 2 (Novagen, Schwalbach). Dieses Derivat des BL21
Bakterienstamms eignet sich zur Expression von eukariotischen Proteinen, da es

zusatzliche Genkopien fur in E. coli selten genutze tRNAs enthélt.

25



Material & Methoden

2.1.5 Primer

Alle verwendeten Primer wurden mit dem auf Ruby basierendem Programm Primerlyze
(Borner, unveréffentlicht) anhand bereits bekannter Gensequenzen oder Sequenzen nah-
verwandter Arten entworfen. Zusatzlich wurden die Bindungseigenschaften aller Primer
mittels  OligoAnalyzer 3.1  (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/)
untersucht. Die Primersynthese wurde von Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

vorgenommen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Extraktion

Um RNA aus Geweben oder ganzen Tieren zu isolieren, wurden die Proben zunachst unter
Zugabe von flissigem Stickstoff gemdrsert. AnschlieRend erfolgte, basierend auf der 1986
von Chomczynski und Sacchi beschriebenen Einschritt-Flissigphasen-Separation, die
Trennung der RNA von DNA und Protein mittels peqGOLD Trifast™ (Peglab
Biotechnologie, Erlangen). In einem weiteren Aufreinigungsschritt wurde die RNA Uber eine
Silicamembran mittels des Crystal RNA Mini Kits (Biolab Products, Bebensee) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Die gereinigte RNA wurde in Wasser eluiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C tiefgefroren.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren fand mittels photometrischer
Messung am Nandrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Schwerte) bei 260 nm
statt. Der so gemessene Absorptionswert entspricht, bei einer optischen Dichte (OD) von 1,
einer Konzentration von 50 ng/pl bei DNA-L6sungen und, aufgrund der Hyperchromazitat,
einem Wert von 40 ng/ul bei einzelstrangigen RNA-LOsungen. Durch den gleichzeitig bei
280 nm gemessenen Wert, dem Absorptionsmaximum von Proteinen, erméglicht die
photometrische Messung eine qualitative Aussage Uber die Reinheit der gemessenen
Probe und gibt Hinweise auf eine eventuelle Kontamination durch Protein oder

Losungsmittel.
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2.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsau ren

Die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren ist eine Methode zur Separation und
Analyse von DNA und RNA, basierend auf deren GroéRe und Ladung. Hierbei werden
Nukleinsduren in ein elektrisches Feld gebracht, in dem sie aufgrund ihres negativ
geladenen Phosphatrickgrats zur Anode wandern. Da die Nukleinsdurefragmente dabei die
Matrix eines Agarosegels durchlaufen missen, erfolgt eine Auftrennung basierend auf ihrer
GroRRe. Zur Visualisierung der Fragmente im Gel wird der Farbstoff Ethidiumbromid
verwendet. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der Nukleinsauren, wodurch es
zu einer Verschiebung des Anregungsspektrums kommt. Dadurch kann Ethidiumbromid
mittels einer UV-Bestrahlung mit Licht der Wellenldange von 312 nm zur Fluoreszenz

angeregt und die Nukleinsduren so detektiert werden.

2.2.3.1 RNA-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von RNA wurden denaturierende, formaldehydhaltige
Gele verwendet. Die RNA-Proben wurden vor der Beladung des Agarosegels in 2x RNA
Loading Dye Solution (Thermo Scientific, Schwerte) aufgenommen und fiir 10 Minuten bei
65 °C denaturiert. Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer. Da der verwendete RNA-
Ladepuffer Ethidiumbromid in einer Konzentration von 10 mg/ml enthielt, konnte die

Geldokumentation im Anschluss an die Elektrophorese durchgefiihrt werden.

10x MOPS-Puffer: 0,2 M MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsaure))
50 mM Natriumacetat
10 mM NazEDTA (Ethylendiamintetraessigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat)
pH 7,0

Formaldehydgel: 0,3 g Agarose geldst in 22,5 ml Aqua dest.
3 ml 10x MOPS-Puffer
4.5 ml 37% Formaldehyd
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2.2.3.2 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Proben erfolgte in nativen Agarosegelen. Je nach erwarteter
FragmentgréRe wurden Gele mit einem Agarosegehalt von 1 bis 2% verwendet. Die
DNA-Proben wurden in DNA-Ladepuffer aufgenommen und zusammen mit dem DNA-
Standard GeneRuler DNA Ladder Mix (100 -10.000 bp; Thermo Scientific, Schwerte)
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer. Nach Abschluss der Elektrophorese
wurde das Gel fir 5 Minuten in einer Ethidiumbromidldsung (10 mg/l) inkubiert. Nach
anschlieBendem Spulen mit Aqua dest. konnte das Gel unter UV-Licht dokumentiert

werden.

DNA Ladepuffer: 50% (w/v) Saccharose
0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1 M Na2EDTA
4 M Harnstoff

10x TBE-Puffer: 0,89 M Tris
0.89 M Borsaure
0,5 M Na,EDTA
pH 8,0

Agarosegel: 1 - 2% (w/v) Agarose
30 ml TBE-Puffer

E-Puffer: 0,36 M Tris
0,3 M Natriumdihydrogenphosphat
0,1 M Na,EDTA

Ethidiumbromidlésung: 1 ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) auf 1 | E-Puffer
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2.2.4 cDNA-Erststrang-Synthese

Um fur weitere Anwendungen intron-freie DNA zu gewinnen, wurde die zuvor isolierte
MRNA (englisch: messenger RNA) mittels reverser Transkriptase in cDNA (englisch:
complementary DNA) umgeschrieben. Bei der Reversen Transkriptase handelt es sich um
eine aus Retroviren stammende RNA-abhéngige DNA-Polymerase (Baltimore, 1970; Temin
& Mizutani, 1970), die in der Lage ist, basierend auf einer RNA-Matrize, einen
komplementaren DNA-Strang zu synthetisieren. Als Startpunkt der cDNA-Synthese dient
ein Oligo(dT)-Primer, welcher mit dem Poly-A-Schwanz der mRNA hybridisiert und die
Verlangerung durch die Reverse Transkriptase erméglicht. Die Erststrangsynthese erfolgte
mit dem RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Schwerte)

nach Herstellerangaben.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die auf den Arbeiten von Mullis und Faloona (1987), sowie Saiki et al. (1988) basierende
Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; englisch: polymerase chain reaction) dient
der in vitro Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen. Das Verfahren beruht zum
einen auf der Verwendung von kurzen synthetisch hergestellten Primern, die den zu
amplifizierenden DNA-Abschnitt sowohl am 3'-, als auch am 5'-Strang flankieren. Zum
anderen auf dem Einsatz der hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase, welche aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammt. Die PCR besteht aus den drei sich
zyklisch wiederholenden Phasen der Denaturierung, der Anlagerung und der Elongation. Im
ersten Schritt wird der PCR-Ansatz erhitzt bis die DNA-Matrize denaturiert und in zwei
Einzelstrange gespalten wird. Wahrend der Anlagerung wird die Temperatur gesenkt bis die
spezifische Hybridisierungstemperatur der Primer, welche zur amplifizierenden DNA-
Sequenz basenkomplementar sind, erreicht wird und die Primer an die einzelstrangigen
DNA binden. Die so angelagerten Primer werden im letzten Schritt von der Tag-DNA-
Polymerase als Startpunkte der Elongation genutzt. Dieser Reaktionszyklus aus
Denaturierung, Anlagerung und Elongation wird etwa 30 bis 35 Mal wiederholt. Da jedes
hergestellte Amplifikat im nachsten Zyklus als Matrize dient, kommt es zu einer
exponentiellen Vervielfaltigung des gewiinschten DNA-Fragments. Im Rahmen der
Versuche wurde die Moltag DNA-Polymerase (Molzym, Bremen) nach Herstellerangaben
verwendet. Die in den PCR-Reaktionen verwendeten Primer sind in Tabelle 6.3 des

Anhangs aufgefihrt.
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2.2.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um Kontaminationen, wie Puffer und Primer, von PCR-Produkten zu trennen, wurden
Ethanol-Féllungen oder Gelaufreiningungen durchgeftihrt. Entstanden in einer PCR neben
dem gesuchten Produkt auch unspezifische Amplifikate, wurde die Probe zunachst Uber ein
Agarosegel aufgetrennt. AnschlieRend wurde das DNA-Fragment der gesuchten GrofR3e
unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem Crystal Gel-Extraction Kit (Biolab Products,
Bebensee), Uber eine Silicamembran nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Enthielt die aufzureinigende Lésung nur ein einzelnes DNA-Fragment wurde eine Ethanol-
Fallung durchgefihrt. Hierzu wurde die aufzureinigende Ldsung in 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat, sowie 2,5 Volumen kaltem Ethanol aufgenommen und tiber Nacht bei -80 °C
gefallt. Nach 20 miniitiger Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C wurde der Uberstand
verworfen, das erhaltene Pellet zwei Mal mit 75%igem Ethanol gewaschen und erneut
abzentrifugiert. AbschlieRend wurde das Pellet in Wasser resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C tiefgefroren.

2.2.7 Klonierung

Das Verfahren der Klonierung ermoglicht es, DNA im groRen Mal3stab zu vervielfaltigen.
Hierzu wird die Zielsequenz zunéchst in extrachromosomale DNA (Plasmid) und diese
anschlieBend in Bakterien eingebracht. Bei den verwendeten Plasmiden handelt es sich
meist um high copy number Plasmide, welche in der Wirtszelle in hoher Stiickzahl
exprimiert werden, so dass es bei jeder Zellteilung zu einer starken Vermehrung der

Zielsequenz kommt.

2.2.7.1 Ligation von PCR-Produkten

Fir die Ligation wurde der fiir TA-Klonierungen geeignete pGEM®-T Vektor (Promega,
Mannheim) verwendet. Dieser verfiigt ber 3-terminale Thymidin-Uberhdnge, welche,
zusammen mit der terminalen Transferaseaktivitéat der verwendeten Taqg-Polymerasen, ein
leichtes einbauen der Zielsequenzen in den Vektor ermdglichten. Fir die Ligationsreaktion
wurden 1 pl pGEM®-T Vektor (50 ng/ul) mit 3 ul PCR-Produkt, 5 pl 2x Ligase-Puffer, sowie
1 pl T4 DNA-Ligase versetzt und bei 4 °C tUber Nacht inkubiert.
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2.2.7.2 Transformation kompetenter Zellen

Bei der Transformation handelt es sich um eine Technik zur nicht-viralen Aufnahme von
DNA in kompetente Bakterienzellen. Eine der am héufigsten genutzten Transformations-
methoden ist die Hitzeschock-Transformation. Hierbei werden die zu transformierenden
Bakterien mit Calciumchlorid behandelt, um die Absto3ung zwischen Zellmembran und
einzubringender DNA zu verringern. Durch einen anschlieRenden kurzen Hitzeschock
werden die Membranen der Bakterienzellen kurzzeitig porés, wodurch die Aufnahme der
Vektoren erméglicht wird.

Zur Transformation wurden 25 pl JM109 Bakterienzellen (Promega, Mannheim) mit 4 pl
Ligationsansatz vermischt und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgten ein
50 Sekunden andauernder Hitzeschock bei 42 °C und eine erneute 2 minitige Inkubation
auf Eis. Danach wurden die kompetenten Zellen mit 500 pl LB-Medium gemischt und bei
37 °C im Brutschrank unter standigem Schiitteln inkubiert. Nach 1,5 Stunden wurde die
Bakteriensuspension auf Ampicillin-haltigen Selektionsplatten ausplattiert und diese bei
37 °C uber Nacht inkubiert.

2.2.7.3 Blau-Weil3-Selektion

Die Blau-Weil3-Selektion ist eine Methode zur schnellen Identifikation positiv transformierter
Bakterienklone. Das Selektionssystem basiert auf der Hydrolyse des synthetischen
Substrates X-Gal durch das Enzym B-Galactosidase, welches X-Gal zu Allolactose und
5-Brom-4-chlorindoxyl umsetzt (Winnacker, 1987). In Verbindung mit Sauerstoff reagiert
5-Brom-4-chlorindoxyl zu einem intensiven blauen Farbstoff. Fir die Blau-Weil3-Selektion
geeignete Bakterienstdmme tragen den fir den N-terminalen Abschnitt codierenden Teil der
B-Galactosidase in ihrem Genom, wahrend der C-terminale Abschnitt erst durch einen
geeigneten Vektor in die Wirtszelle eingebracht werden muss. Wird die Expression der
B-Galactosidase durch Induktion mit dem Lactose-Analogon IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactosid) ausgeldst, kommt es zur a-Komplementation. Da sich bei dem verwendeten
pPGEM®-T Vektor die Klonierungsstelle innerhalb der fiir die B-Galactiosidase codierenden
Sequenz befindet, wird die Expression der C-terminalen Domé&ne durch den Einbau eines
Inserts verhindert und eine Blaufarbung bleibt aus.

Positive weil3e Bakterienklone wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der
Selektionsplatte in 5 ml LB-Medium udberfihrt, welches zuvor mit 10 pg/ml Ampicillin
versetzt wurde. Die Bakterien wurden anschlieRend Uber Nacht bei 37 °C auf einem
Schuttler inkubiert.
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2.2.7.4 Dauerkulturen
Nachdem die Bakterienkulturen tber Nacht wachsen konnten, wurde vor Beginn der
Plasmidpraparation (2.2.8) zunachst eine Dauerkultur angelegt. Hierzu wurden 700 pul der

Bakterienkultur mit 300 pl Glycerin gemischt und bei -80 °C tiefgefroren.

2.2.8 Plasmidpraparation

Um die in Bakterienzellen eingebrachten Plasmide nach ihrer Amplifikation durch das
bakterielle Wachstum zu isolieren, wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | (Peqglab
Biotechnologie, Erlangen), welches auf dem Funktionsprinzip der alkalischen Lyse von
Bakterienzellen (Birnboim & Doly, 1979) basiert, nach Herstellerangaben verwendet. Die
isolierten Plasmide wurden in 50 pl Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.

2.2.9 Restriktionsverdau
Um zu Uberprifen, ob ein Plasmid ein Insert der gesuchten GroRRe tragt, wurde ein
Restriktionsverdau durchgefihrt. Dieser wurde fur 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert und

anschliel3end auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt.

Restriktionsansatz: 5 ul Plasmidlésung
3 ul Aqua dest.
1 pl 10x Restriktionspuffer

1 pl Restriktionsenzym
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2.2.10 RNA-Interferenz

Bei der 1998 von Fire et al. entdeckten RNA-Interferenz (RNAI) handelt es sich um einen
posttranskriptionellen Regulationsmechanismus, der zum spezifischen Abbau von mRNA
fuhrt. Dabei werden so genannte pri-miRNA (englisch: primary miRNA), welche vermutlich
von einer Typ Il Polymerase synthetisiert werden, von der RNase Il Endonuclease Drosha
geschnitten und als pre-miRNA (englisch: precursor miRNA) aus dem Zellkern in das
Cytoplasma transportiert. Im Cytoplasma wird die pre-miRNA von der RNase |l
Endonuclease Dicer geschnitten und die fertige miRNA (englisch: micro RNA) im
Folgenden in den RNA-induced silencing complex (RISC) eingebaut. Der RISC bindet
abschliel3end, gefuhrt von der komplementaren miRNA, an die Ziel-mRNA und degradiert
diese (Bartel, 2004). Diese endogenen Prozesse ktnnen genutzt werden, um gezielt die
Expression eines Gens zu senken (englisch: knockdown). Hierzu werden synthetisch
hergestellte doppelstrangige RNAs (dsRNA; englisch: double stranded RNA) in den
Organismus eingebracht und durch Dicer zu siRNAs (englisch: small interfering RNA)
verarbeitet. Diese binden anschlieBend an die mRNA des Zielgens und fihren zum
gewiinschten knockdown. Die dsRNA-Synthese erfolgte mit dem MEGAScript® T7
Transcription Kit (Life Technologies, Darmstadt) nach Herstellerangaben. Als
Ausgangspunkt der RNA-Synthese dient cDNA, welche mit Primern (siehe Tabelle 6.5)

hergestellt wurde, die tber einen T7-Promoter verfiigten.

2.2.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der Ermittlung der genauen Basenabfolge eines DNA-Fragments.
Die im Rahmen der Arbeit verwendete Sequenzierungsmethode beruht auf dem Prinzip der
Kettenabbruchsynthese nach Sanger et al. (1977). Alle Sequenzierungsreaktionen dieser
Arbeit wurden von der Firma GATC Biotech (Konstanz) mit dem ABI 3730xl

Sequenziersystem durchgefihrt.
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2.2.12 Quantitative real-time RT-PCR

Die quantitative real-time RT-PCR (qPCR) ist eine auf dem Prinzip der RT-PCR basierende
Methode zur Quantifizierung von Nukleinsauren in Geweben (Heid et al., 1996). Anders als
bei Endpunktbestimmungen von Nukleinsduren, ist es durch die gPCR mdglich, die
Produktzunahme in jedem PCR-Zyklus in Echtzeit (englisch: real-time) zu messen und
dadurch die urspringlich eingesetzte Kopienzahl des untersuchten Gens zu bestimmen.
Dies ermoglicht Vergleiche der transkriptionellen Expression der untersuchten Gene
zwischen verschiedenen Geweben und physiologischen Zustanden. Die Quantifizierung in
der qPCR erfolgt durch den Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green, welcher in die kleine
Furche doppelstrangiger DNA interkaliert. Dies fuhrt zu einer Erhéhung der Fluoreszenz
des SYBR®-Green, wodurch eine spezifische Detektion bereits bei geringsten DNA-Mengen

ermaoglicht wird.

2.2.12.1 Probenvorbereitung

Die RNA-Extraktion der gPCR-Proben erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben. Um
Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden, wurde zusétzlich ein DNase-Verdau
mit dem RNase-free DNase Kit (Qiagen, Hilden) auf der Silicamembran durchgefiihrt. Zur
Konzentrationsbestimmung der RNA wurde das Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies,
Darmstadt) mit dem RNA High Sensitivity Kit nach Herstellerangaben verwendet.
AnschlieRend erfolgte eine RNA-Gelelektrophorese, um die RNA auf eventuelle
Degradation hin zu untersuchen. Die cDNA-Synthese wurde mit 1 ug RNA und dem
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kits for RT-gPCR (Thermo Scientific, Schwerte) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.12.2 Standardproben der quantitativen real-time  -RT-PCR

Um dber vergleichende Aussagen hinaus die exakte Expression eines Gens bestimmen zu
kénnen, muss die Effizienz, mit der die Amplifikation in der qPCR ablauft, ermittelt werden.
Hierfur wird eine Standardgerade anhand von Standardplasmiden erstellt, deren genaue
Kopienzahl bekannt sein muss. Die exakte Anzahl an Plasmiden berechnet sich durch die
photometrisch bestimmte DNA-Konzentration in der Plasmidlésung, sowie der GrofRen des

Plasmids und des Integrats (siehe Abbildung 2.4).
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Durchschnittliches Molekulargewicht einer Base
Da doppelstrangige DNA
l Gesamtlange Plasmid + Integrat

v

330 g/mol - 2 - X =Y - 108 g/mol

— Y - 108 g/mol entsprechen 6,022 - 102 Kopien/mel| : Y

— 108¢g entsprechen  Z - 102 Kopien | umrechnung von g auf ng
— 10" ng entsprechen  Z - 102 Kopien |: 10"

— 1ng entsprechen  Z- 108 | - die Plasmidkonz. Q ng/pl
— x ng/pl entsprechen  Z - 108- Q Kopien/yl

Abbildung 2.4 : Berechnung der Kopienzahl von Standardplasmiden.

Mit der errechneten Kopienzahl/ul kann anschlieBend eine Verdunnungsreihe einer
Plasmidldésung mit einer definierten Kopienzahl von X*10? bis X*10’ angesetzt und diese
zur Erstellung einer Eichgeraden genutzt werden. Uber die aus der Standardgeraden
ermittelten Steigung (englisch: slope) kann abschlieRend durch die Formel E = 10/stiouns
(Rasmussen, 2001) die Effizienz der PCR-Reaktion bestimmt werden. Dabei nimmt die
Steigung im ldealfall Werte im Bereich von -3,3 bis -3,4 an, was etwa einer Verdopplung der

vorliegenden DNA und somit einer Effizienz von 100% entspricht.

2.2.12.3 Durchfihrung der quantitativen real-time-R  T-PCR

Um die GleichmaRigkeit der gPCR zu gewdahrleisten und eventuell auftretende
Schwankungen in den Proben zu identifizieren, wurde jede Probe in Tripletts und die zur
Erstellung der Eichgeraden verwendeten Standardplasmide in Dupletts angesetzt.
AuBBerdem wurden wahrend jedes Laufs Negativkontrollen (NTC; englisch: no template
control) verwendet, um die Reagenzien auf Kontaminationen hin zu Uberprifen. Zur
Minimierung von Pipettierfehler wurden dariber hinaus die Reagenzien fir jeden Versuch

zuné&chst in einem Mastermix angesetzt und erst dann mit der cDNA vermischt.

gPCR-Ansatz pro Well: 11 pl Power SYBR®-Green PCR Master Mix
0,55 pl forward-Primer (10 pM)
0,55 pl reverse-Primer (10 pM)
1 ul cDNA
8,8 ul Aqua dest.
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Die Proben wurden auf eine 96er CRYSTAL PCR Platte (Biolab Products, Bebensee)
aufgetragen, diese mit CRYSTAL gqPCR-Folie (Biolab Products, Bebensee) versiegelt und
die Platte kurz abzentrifugiert. Die gPCR wurde, nach dem in Tabelle 2.2. beschriebenen
Reaktionsprotokoll, mit einem ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Darmstadt) durchgefuhrt. Um zu gewahrleisten, dass trotz der hohen
Sensitivitét der gPCR keine unspezifischen Produkte oder Primer-Dimere detektiert werden,
wurde dem Reaktionsprotokoll eine Schmelzkurvenanalyse angefiigt. Die in der gPCR

verwendeten Primer sind in Tabelle 6.4 aufgefihrt.

Tabelle 2.2 : Reaktionsprotokoll der real-time RT-PCR.

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Priméare Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 15s w
Hybridisierung 60 °C 15s ‘;'\_'
Elongation 72 °C 30s 5

95 °C 15s
Schmelzpunktanalyse 60 °C 30 s
95 °C 15
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2.2.12.4 Auswertung der quantitativen real-time-RT- PCR

Nach Abschluss einer gPCR wurden zunéchst die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse
Uberprift. Da jedes PCR-Produkt tber eine spezifische Dissoziationstemperatur verfigt,
sollte die Schmelzpunktanalyse nur einen einzelnen peak zeigen, da weitere peaks

Kontaminationen mit unspezifischen DNA-Amplifikaten oder Primer-Dimere darstellen

(siehe Abbildung 2.5).

Melt Curve

i —— T

Derivative Reporter (-Rn)
=
e —————

Temperature (°C)

Abbildung 2.5 : Beispielhafte Darstellung einer Schmelzpunktanalyse. Die untersuchten Proben

zeigen ausschlieBlich einen peak und enthalten somit ein einzelnens, spezifisches Amplifikat.

Um die Messungen verschiedener Proben untereinander vergleichen zu kénnen, muss ein
Schwellenwert (englisch: threshold) innerhalb der Amplifikationskurve festgelegt werden, an
dem die Fluoreszenz in allen Proben gemessen werden soll. Der Amplifikationszyklus der
PCR, in dem die Fluoreszenz einer Probe den threshold Uberschreitet, wird als Ct-Wert
(englisch: cycle of threshold) bezeichnet (siehe Abbildung 2.6). Da sich der Ct-Wert

umgekehrt proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge an DNA verhalt, kann tber

ihn die urspringlich eingesetzte DNA-Menge bestimmt werden.
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Amplification Plot
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Abbildung 2.6 : Beispielhafte Darstellung eines Amplifikationsplots. Die farbigen Linien
reprasentieren die Triplett-Ansétze der untersuchten Proben. Der cycle of threshold befindet sich am

Schnittpunkt der Amplifikationskurven mit dem threshold.

Um eventuelle Expressionsschwankungen zwischen biologischen Replikaten zu
minimieren, wurden alle Proben auf nicht regulierte Referenzgene normalisiert. Dies
geschah durch die AACt-Methode, welche den Expressionsunterschied zwischen einem
Kalibrator und einer Probe berechnet und dabei gleichzeitig die Normalisierung auf ein

Referenzgen vollzieht (siehe Abbildung 2.7).

(Eie lgen)C tzielgen(Kalibrator)—Ctzielgen(Proben)
R

o (EReferenzgen) CtReferenzgen(Kalibrator) _CtReferenzgen(Probe)

Abbildung 2.7 : Berechnung des Expressionsunterschieds (R) zwischen Kalibrator und Probe,
normalisiert auf ein Referenzgen. E = Effizienz der PCR-Reaktion; Ct = cycle of threshold.

Um absolute Kopzienzahlen fiir die einzelnen Proben zu erhalten, wurden im Anschluss die
errechneten Regulationsfaktoren mit der Kopienzahl des Kalibrators multipliziert. Standen
mehrere Referenzgene zur Normalisierung der Proben zur Verfigung, wurde das
Referenzgen mit der stabilsten Expression durch Normfinder v.0953 (Andersen et al., 2004)

ermittelt und zur Normalisierung verwendet.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinisolation

Zur Isolation von Proteinen aus einzelnen Geweben oder ganzen Tieren wurden die Proben
zunachst unter flissigem Stickstoff gemdrsert und anschlielend in HEPES-Puffer
aufgenommen. Zum weiteren Aufschluss wurden die Proben 5x fir 30 Sekunden auf Eis
sonifiziert. Festbestandteile wurden durch eine abschlieRende Zentrifugation fir 15 Minuten

bei 20.000 x g und 4 °C entfernt und die geldsten Proteine in ein neues Tube Uberfihrt.

HEPES-Puffer: 20 nM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure)
pH 7,5
1 Tablette Complete (Roche, Mannheim) pro 50 ml

2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Protein-Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Protein
Assay Kit am Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Darmstadt). Hierbei misst das
Qubit® 2.0 die Fluoreszenz, die entsteht sobald im Puffer enthaltene Fluoreszenzfarbstoffe
an die Proteine der Probe binden. Somit nehmen RNA und DNA-Kontaminationen der
Probe keinen Einfluss auf das Messergebnis, wodurch eine exakte Konzentrations-

bestimmung erméglicht wird.

2.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektr ~ ophorese

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (englisch: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) dient der elektrophoretischen ladungsunabhéngigen Gréfl3enauftrennung
von Proteinen (Laemmli, 1970). Dabei wird das anionische Detergenz Natriumdodcylsulfat
(SDS; englisch: sodium dodecyl sulfate) verwendet, welches die Eigenladung der Proteine
Uberdeckt, so dass die Auftrennung ausschlielich aufgrund des Molekulargewichts
stattfindet. Die SDS-PAGE wurde in einem Mini Protean 3 Elektrophoresesystem (Biorad,
Munchen) durchgefihrt. Vor dem Auftragen der Proteinproben wurden diese mit 4x
Laemmli-Puffer versetzt und fir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Anschlie3end wurden die
Proben zusammen mit dem Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, Schwerte) aufgetragen. Die Visualisierung der Proteine erfolgte
durch eine mehrstiindige Inkubation in Coomassie-Féarbelésung. Der darin enthaltene
Farbstoff Coomassie-Blau bindet unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten
der Proteine, wodurch diese angeféarbt werden. Um Hintergrundsignale zu minimieren

wurde das Gel fur 1,5 Stunden in Entfarbelésung inkubiert.
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4x Laemmli-Puffer: 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
2 ml 10% SDS
1 ml Glycerin
0,25 ml Aqua dest.
eine Spatelspitze Bromphenolblau

vor Gebrauch 10% (v/v) B-ME frisch zusetzen

1x SDS Laufpuffer: 23 mM Tris
190 mM Glycin
0,2% (v/v) SDS

Coomassie-Farbeltsung: 2 g Coomassie Brilliant Blue R 250
400 ml Methanol
175 ml 60% (v/v) Essigsaure
425 ml Aqua dest.

vor Gebrauch sterilfiltrieren

Entfarbeldsung: 10% (v/v) Eisessig
25% (v/v) Isopropanol

in Aqua dest.

2.3.4 Westernblot
Damit Proteine durch eine immunologische Detektion visualisiert werden kénnen, missen
zunéchst die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine

Nitrocellulosemembran transferiert werden.

2.3.4.1 Elektrophoretischer Transfer der Proteine

Fur den elektrophoretischen Transfer der Proteine wurde das Semi-Dry Westernblot
Verfahren verwendet (Renart et al., 1979; Burnette, 1981). Das Ubertragen der Proteine auf
die Nitrocellulosemembran erfolgt hierbei durch das senkrechte Anlegen einer Spannung
zwischen Gel und Membran.

Vor Beginn des elektrophoretischen Transfers wurden die porablot NCP
Nitrocellulosemembran (PorengréRe 0,45 um; Macherey-Nagel, Diren), das SDS-Gel,
sowie das Blottingpapier (A. Hartenstein, Wirzburg) fir einige Minuten in Transferpuffer
inkubiert. Dies diente der Benetzung der Membran und der Lockerung der Bindung des
SDS an die Proteine. AnschlieRend wurden Gel und Membran in der Blotkammer vorsichtig

Ubereinander gelegt und mit Blottingpapier tber- und unterschichtet. Der elektrophoretische
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Transfer erfolgte bei 120 V und 35 mA fir 1,5 Stunden. Um den Erfolg des Transfers zu
Uberprifen, wurde die Nitrocellulosemembran anschlie@end mit Ponceau S gefarbt.
Ponceau S ist ein Azofarbstoff, der reversibel an positiv geladene Aminogruppen der
Proteine bindet und nach Abschluss der Visualisierung durch Spilen mit Aqua dest. wieder

entfernt werden kann.

Transferpuffer: 2,9 g Glycin
5,8 g Tris
0,37 g SDS
200 ml Methanol
800 ml Aqua dest.
pH 8,3 - 8,7

Ponceau S-LOsung: 5% Essigsaure
0,02% Ponceau S

2.3.4.2 Immunologische Detektion

Die immunologische Detektion dient dem spezifischen Nachweis von zuvor auf eine
Membran transferierten Proteinen. Die Visualisierung erfolgt hierbei durch eine indirekte
Farbung. Hierfir wird ein spezifisch gegen das gesuchte Protein gerichteten
Primarantikorper verwendet, welcher von einem, mit dem Enzym alkalische Phosphatase
(AP) gekoppelten, Sekundarantikrper gebunden wird. Die alkalische Phosphatase
katalysiert dabei den Umsatz der Substrate 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) und
Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT), was dazu fihrt das beide Farbstoffe in unmittelbarer Nahe
der AP-Molekile ausfallen und so spezifisch das gesuchte Protein anfarben. Um die
Spezifitat der Antikérperbindung zu erhdéhen, wurden freie Proteinbindungsstellen zunéchst
durch eine Inkubation der Nitrocellulosemembran in unspezifisch bindender Blockldsung
abgesattigt. Die verwendeten Antikdrper und Detektionsprotokolle sind in Tabelle 2.3

aufgefuhrt.
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5x TBS-Puffer:

Blocklésung:

AP-Puffer:

BCIP:

NBT:

100 mM Tris-HCI, pH 7,5
750 mM NacCl

2% (v/v) Milchpulver
0,02% (v/v) Tween-20
in 1x TBS-Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NacCl

50 mg/ml in 100% Methylformamid

75 mg/ml in 70% Methylformamid

Tabelle 2.3: Verwendete Protokolle der immunologischen Detektionen von Hdmocyanin in Folsomia

candida, Hierodula membranacea und Locusta migratoria.

Folsomia Hierodula Locusta
candida membranacea migratoria

Blocken

Primarantikorper

Waschen
Sekundarantikorper
Waschen
Equilibrierung

Detektion

5% Milchpulver + 0,5% Tween-20 in 1x TBS fir 1 Stunde

Fca-Hc2 (Rabbit) Bdu-Hcl1+Bdu-Hc2 Bdu-Hcl+Bdu-Hc2

1:10.000 in (Rabbit) 1:10.000 in  (Rabbit) 1:10.000 in
Blocklésung tber Blocklésung tber Blocklésung tber
Nacht bei 4 °C Nacht bei 4 °C Nacht bei 4 °C

3x fur 5 Minuten in 1x TBS
Anti-Rabbit (Goat) 1:10.000 in Blockingldsung fur 1 Stunde
3x fur 5 Minuten in 1x TBS
10 Minuten in AP-Puffer

BCIP + NBT in AP-Puffer
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2.3.5 Antikorperherstellung

Fur die immunologische Detektion werden zwei Antikérper bendtigt. Neben dem spezifisch
gegen ein Wirtstier gerichteten Sekundarantikdrper wird auf3erdem ein Primarantikorper
bendtigt, welcher das gesuchte Protein bindet. Da im Falle von Folsomia candida
Hamocyanin 2 (Fca-Hc2) kein Primarantikorper verfugbar war, musste zun&chst ein
geeigneter Antikorper hergestellt werden. Hierfur erfolgte die rekombinanter Expression und
Aufreinigung eines Hc2-Teilfragments, welches anschliel3end zur Immunisierung eines New

Zealand White Rabbits verwendet wurde.

2.3.5.1 Rekombinante Proteinexpression

Zur rekombinanten Expression von Folsomia candida Hamocyanin 2, wurde zunéachst ein
Teilfragment der Hc2-Sequenz amplifiziert (siehe Tabelle 6.6) und in den Expressionsvektor
pet-41a (Novagen, Schwalbach) kloniert. Daraufhin erfolgte die Ligation in Rosetta 2 Zellen
(Novagen, Schwalbach) nach Herstellerangaben. Im Anschluss an die Plasmidpraparation
und Sequenzierung wurde ein fur die rekombinante Expression geeigneter Klon identifiziert
und dieser in einer 10 ml Vorkultur unter Chloramphenicol (34 mg/ml) und Kanamycin
(10 mg/ml) Selektion tber Nacht bei 37 °C angezuchtet. Im Weiteren wurde die Vorkultur in
11 frisches LB-Medium uberfuhrt und die Zelldichte regelmafiig bei einer Wellenldnge von
600 nm photometrisch bestimmt. Nach erreichen einer OD zwischen 0,4 und 0,8, wurde
eine 1 ml Induktionskontrolle abgenommen und die Bakterien mit 1 ml IPTG induziert. Die
Bakterien wurden dann uUber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlief3end, nach Abnahme
einer 1 ml Expressionskontrolle, bei 4000 g und 4 °C fir 30 Minuten abzentrifugiert. Das
erhaltene Pellet der Expressionskultur wurde in 12 ml Lysispuffer aufgenommen, kurz in
flussigem Stickstoff eingefroren und danach fur 60 Minuten in einem Wasserbad bei 37 °C
inkubiert. Die resuspendierte Losung wurde im Anschluss auf Eis 5x fur 30 Sekunden
sonifiziert. Nach Abnahme einer 1 ml Inclusion-Body-Probe, wurde das Lysat bei 10.000 g
bei 4 °C fiir 30 Minuten pelletiert. Der Uberstand enthielt das gesuchte Fusionsprotein,

welches mittels Sterilfiltration (45 um Porengréf3e) in ein neues Falcon tberfiihrt wurde.

Lysepuffer: 50 ml 1x PBS, pH 7,3
2 mM DTT (Dithiotreitol)
1 mg/ml Lysozym
1 Tablette Complete
1 mM Pefabloc
80 ul DNase

Eine kleine Spatelspitze RNase
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2.3.5.2 Proteinaufreinigung

Zur Aufreinigung des exprimierten Hc2-Fusions-Proteins wurde eine His60 Ni Superflow
Resin (Clonetech, Heidelberg) Nickelsaule verwendet. Diese bindet reversibel das, an das
gesuchte Protein gekoppelte, His-Tag, wéhrend andere Proteine die Matrix der Saule
ungehindert passieren. Erst durch absenken des pH-Wertes I6st sich das Fusionsprotein
von der Saule und lasst sich Fraktionieren. Zu Beginn der Aufreinigung wurde die Matrix der
His60 Saule zunachst mit 10 ml Aquilibrierungspuffer gewaschen, 4 ml der Probe auf die
Séaule gegeben und diese bei 4 °C fur 1 Stunde im Rotator inkubiert. AnschlieRend wurde
der Durchfluss der Séaule verworfen und in zwei Wiederholungen die restliche Probe
aufgetragen. Nachdem das gesuchte Protein so an die Saule gebunden wurde, erfolgten
zwei 10 minitige Inkubationen mit5 ml Aquilibrierungspuffer im Rotator, wobei der
Durchfluss verworfen wurde. Daraufhin wurde die Saule in zwei Waschschritten mit jeweils
5 ml Waschpuffer ebenfalls fir 10 Minuten im Rotator inkubiert und der Durchfluss
verworfen. AbschlieRend erfolgte die Elution des Zielproteins durch Zugabe von 10 ml
Elutionspuffer auf die Saule, wobei der Durchfluss in 1 ml Fraktionen gesammelt wurde.
Nach einer photometrischen Messung bei 280 nm, wurden die proteinenthaltenden

Fraktionen vereint und in der Dialyse weiterverwendet.

Waschpuffer: 50 mM Natriumhydrogenphosphat
8 M Harnstoff
300 mM Natriumchlorid
40 mM Imidazole
pH 7.4

Elutionspuffer: 50 mM Natriumhydrogenphosphat
8 M Harnstoff
300 mM Natriumchlorid
300 mM Imidazole
pH 7.4

Aquilibrierungspuffer : 50 mM Natriumhydrogenphosphat
8 M Harnstoff
300 mM Natriumchlorid
20 mM Imidazole
pH 7.4
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2.3.5.3 Dialyse

Um das Hc2-Protein von den in der Sdulenaufreinigung genutzten Pufferbestandteilen zu
trennen, erfolgte eine Dialyse. Hierzu wurden die proteinenthaltenden Fraktionen in einem
Dialyseschlauch vereint und bei 4 °C unter standigem Rihren die Konzentration des
Harnstoffs im Dialysemedium schrittweise abgesenkt. Nach drei Tagen war sé&mtlicher
Harnstoff entfernt und das Hc2-Protein konnte abschlieRend mittels Amicon® Ultra-15
Zentrifugenfilter (Merck Millipore, Schwalbach) mit einem molecular weight cutoff von

10.000 auf ein Volumen von 2 ml eingeengt werden.

2.3.5.4 Immunisierung

Die Immunisierung eines New Zealand White Rabbits wurde bei Charles River (L'Arbresle,
Frankreich) nach einem 72 Tage Standardprotokoll durchgefihrt. Das Serum der finalen
Blutung konnte anschlieRend fur die Detektion von Hamocyaninuntereinheit 2 aus

Folsomia candida verwendet werden.

2.4 Bioinformatische Methoden

2.4.1 Sequenzanalysen

Die Auswertung der, in der Sequenzierung erstellten, Chromatogramme erfolgte mittels
FinchTV V. 1.4.0 (http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). Zur Verifizierung der
erhaltenen Gensequenzen wurden diese gegen Datenbanken mittels BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) abgeglichen. Alignments verschiedener Sequenzen
wurden mittels MAFFT V. 7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) erstellt und die so
erhaltenen Sequenzalignments in Genedoc v. 2.7.000 (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc)

Ubertragen.
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2.4.2 Stammbaumanalysen

Um die im Rahmen der Arbeit gesammelten Collembola taxonomisch zuzuordnen, wurde
eine phylogenetische Stammbaumanalyse durchgeftihrt. Hierfir wurde die 18S rRNA
sequenziert und, insofern vorhanden, durch bereits verfligbare Teilfragmente der 28S rRNA
erganzt (siehe Tabelle 6.8). Die so gewonnenen Sequenzen wurden anschlieRend wie
unter 2.2.10 aligniert. Bevor jedoch ein phylogenetischer Stammbaum berechnet werden
konnte, musste zunachst das fur den Datensatz am besten geeigneten Substitutionsmodels
statistisch bestimmt werden. Hierfir wurden die vorliegenden Sequenzen mittels
jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) unter Verwendung von Akaikes Informationskriteriums
untersucht. Basierend auf dieser Untersuchung wurde der Datensatz mittels
Mr.Bayes v.3.2.3 (Huelstenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003) unter
Verwendung des GTR Modells (Tavaré, 1986) und der Annahme invarianter
Substitutionspositionen, sowie einer Gammeverteilung der Substitutionsraten berechnet.
Die Analyse erfolgte dabei Uber eine Million Generationen. Nach jeder hundertsten
Generationen wurde eine Stichprobe genommen und die posterioren Wahrscheinlichkeiten
ermittelt. Die ersten 2500 Stammbaume wurden verworfen und abschliel3end die erhaltenen
Stammb&ume in einem Konsensusbaum vereint. Ein Stammbaum zur Einordnung der
analysierten Sequenzen (siehe Tabelle 6.7) der Hamocyaninuntereinheiten wurde mittels
Bayes'scher Analyse unter Annahme des WAG-Modells und einer Gammaverteilung der
Substitutionsraten uber 5 Millionen Generationen berechnet. Jede hundertste Generation
wurde eine Stichprobe genommen und die posterioren Wahrscheinlichkeiten ermittelt. Die
ersten 12500 Stammb&ume wurden verworfen und abschlieRend die erhaltenen

Stammbaume in einem Konsensusbaum vereint.

2.4.3. Transkriptomanalysen

Um ein breites Spektrum an Taxa verschiedener Hexapoda-Ordnungen auf das
Vorhandensein von H&amocyanin hin zu untersuchen, wurden Transkriptomanalysen
durchgefuhrt. Hierzu erfolgte ein mapping der in Tabelle 6.10 aufgefihrten
Transkriptomdaten mittels der CLC Genomics Workbench 7.5.1. (Qiagen, Hilden, Germany)
gegen die Referenzsequenzen der Hamocyanine von Blaptica dubia, Thermobia domestica,
Locusta migratoria und Folsomia candida. Zur Vermeidung eines falsch positiven mappings
von Hexamerinsequenzen gegen die Hamocyaninreferenzen, wurden dariiber hinaus sechs
verschiedene Hexamerinsequenzen als zusatzliche Referenzen verwendet (siehe Tabelle
6.9). Als Parameter des mappings wurden length fraction=0,75 und similarity
fraction = 0,75 festgelegt. Als Positivkontrolle, zur Uberpriifung der fir das mapping
gewahlten Parameter, dienten B-Actin Sequenzen von F. candida, L. migratoria und Apis

mellifera.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen der Hypoxieantwort des Collembol a Folsomia candida
Um zu Uberprifen, ob Hamocyanin eine Rolle in der Respiration des Collembola F. candida
einnimmt, wurden Hypoxieversuche durchgefuihrt. Hierzu wurde F. candida in vier
Versuchsreihen unterschiedlich starken Hypoxiebedingungen ausgesetzt.

» schwache Kurzzeithypoxie (10% O fir 1 h)

» starke Kurzzeithypoxie (1,5% O, flr 1 h)

» schwache Langzeithypoxie (10% O, flr 24 h)

o starke Langzeithypoxie (1,5% O, flir 24 h)
Als Kontrolle dienten unter Normoxie (21% O,) gehaltene Tiere. Pro Behandlung wurden
sieben biologische Replikate verwendet, bestehend aus jeweils zweihundert synchron-
geziichteten Tieren. Die Extraktion von RNA und Protein erfolgte in direktem Anschluss an

die Hypoxiebehandlungen.

3.1.1 Analyse der RNA-Expression in Reaktion auf Hy poxie mittels
guantitativer real-time RT-PCR

Fur die Untersuchung der Hypoxieantwort auf mRNA-Ebene sollte neben dem
sauerstofftransportierenden Hamocyanin (Hc) auch die Expression weiterer moglicherweise
mit Hypoxie oder dem O,-Metabolismus assoziierter Gene analysiert werden. Hierzu
gehorten der oxidative Stressmarker heat shock protein 70 kDa (Hsp70), die in der
Glykolyse beteiligten Enzyme Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und
Laktatdehydrogenase (LDH), sowie die im Citratzyklus involvierten Enzyme Isocitrat-
dehydrogenase (IDH) und Malatdehydrogenase (MDH). Als Referenzgene dienten
Cyclophilin (Cyc), B-Tubulin (Tub) und das ribosomale protein, large, PO (Rplp0). Eine
Analyse mittels NormFinder zeigte, dass RplpO (Normfinder stability value =0,167) den
geringsten Schwankungen unterworfen war und somit das am besten zur Normalisierung
geeignete Referenzgen darstellte. Die statistische Auswertung der ermittelten Daten

erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA.
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Hamocyanin

Die Untersuchung der Hadmocyaninexpression (Hc; siehe Abbildung 3.1) zeigte, dass in
Folsomia candida unter normoxischen Bedingungen etwa 2x10°Kopien/ug Gesamt-RNA
des Gens vorlagen. In Reaktion auf starke und schwache Kurzzeithypoxie, sowie auf
schwache Langzeithypoxie stieg die Kopienzahl von Hc auf Werte im Bereich zwischen
5x10* bis 1,3x10°Kopien/ug, was jedoch keine signifikante Steigerung im Vergleich zur
Normoxie darstellt. Starke Langzeithypoxie hingegen fuhrte zu einem signifikanten
(p<0,001) Anstieg auf circa 1x10’ Kopien/ug, was einer etwa 4000-fachen Steigerung im

Vergleich zur Normoxie entspricht.

Hc

*kk
I k%

2,0X1 07~ [ I ek ke

1,6x107
1,2x107 4
8,0x10°
2,0x10°

1,6x10° 1

1,2x10° 4

Anzahl Kopien pro ug RNA

8,0x10*

4,0x10*+

0 - Normoxie

10% O, 10% O, 1,5% 0, 1,5%0,
1h 24h 1h 24h

Abbildung 3.1: Expression von Hdmocyanin mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-
Exposition unterschiedlicher Lange und Intensitét. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine

zweiseitige ANOVA (*** = p<0,001).
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Heat shock protein 70

Abbildung 3.2 stellt die Expression von Heat shock protein 70 (Hsp70) in Folsomia candida
in Reaktion auf verschiedene Hypoxie-Expositionen dar. Zwar unterschieden sich die
gemessenen Mengen an Hsp70 mRNA zwischen den Hypoxiebehandlungen zum Teil
stark, jedoch sind diese Unterschiede aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht
signifikant. So enthielt die Normoxiekontrolle circa 5x10’ Kopien/ug Gesamt-RNA des
Hsp70 Gens. Auch die schwache Langzeithypoxie (10% O, fur 24 h) und starke
Langzeithypoxie (1,5% O, fir 24 h) fuhrten zu &hnlichen Kopienzahlen. Der Minimalwert
von etwa 2x10’Kopien/ug wurde erreicht, nachdem die Versuchstiere starker
Kurzzeithypoxie (1,5% O, fir 1 h) ausgesetzt waren. Der Maximalwert von 1x10° Kopien/ug
hingegen wurde unter schwacher Kurzzeithypoxie erreicht (10% O, fur 1 h).
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Abbildung 3.2: Expression von Hsp70 mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-
Exposition unterschiedlicher Ladnge und Intensitat. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine
zweiseitige ANOVA.
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase & Laktatd  ehydrogenase

Die in der Glykolyse involvierten Enzyme Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) und Laktatdehydrogenase (LDH) zeigten spezifische Reaktionen in Antwort auf
die Hypoxiebehandlungen unterschiedlicher Ladnge und Intensitat. Wahrend die Anzahl
gemessener Kopien des GAPDH Gens (siehe Abbildung 3.3) unter Normoxie und
schwacher Kurzzeithypoxie (10% O; fiir 1 h) bei circa 1,4x10° Kopien/ug Gesamt-RNA lag,
wurden wahrend schwacher Langzeithypoxie (10% O, fiir 24 h) und starker Kurzzeithypoxie
(1,5% O, furr 1 h) nur etwa 9x10’ Kopien/ug gemessen. Starke Langzeithypoxie (1,5% O,
fir 24 h) hingegen filhrte zu einem signifikanten (p<0,001) Anstieg der Kopienzahl auf 4x10°
Kopien/pg. Dies entspricht einem etwa 3-fachen Anstieg der Kopienzahl im Vergleich zu der
Normoxiekontrolle, sowie den tbrigen Hypoxiebehandlungen.

GAPDH
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1h 24h Th 24h

Abbildung 3.3: Expression von GAPDH mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-
Exposition unterschiedlicher Ladnge und Intensitat. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine
zweiseitige ANOVA (*** = p<0,001).
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Die Analyse von LDH (Abbildung 3.4) zeigte, dass normoxisch gehaltene Tiere uber etwa
1,3x10° Kopien/ug Gesamt-RNA des LDH Gens verfiigten. Eine Ahnlich Kopienzahl wurde
unter schwacher Kurzzeithypoxie (10% O, fur 1 h) vorgefunden. Im Vergleich zu diesen
Behandlungen wurden unter schwacher Langzeithypoxie (10% O, fir 24 h), mit etwa
4,5x10° Kopien/ug, eine signifikant (p<0,05) hohere Kopienzahl gemessen. Unter starker
Kurzzeithypoxie (1,5% O, fir 1 h) und starker Langzeithypoxie (1,5% O, fur 24 h) stieg die
Kopienzahl auf etwa 2 bis 2,5x10° Kopien/ug an, was jedoch keinen signifikanten
Unterschied zu der Normoxiekontrolle oder anderen Hypoxiebehandlungen darstellte.
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Abbildung 3.4: Expression von LDH mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-Exposition
unterschiedlicher Lange und Intensitat. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine zweiseitige
ANOVA (*** = p<0,05).
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Isocitratdehydrogenase & Malatdehydrogenase

Die im Citratzyklus beteiligten Enzyme Isocitratdehydrogenase (IDH) und
Malatdehydrogenase (MDH) zeigten keine signifikante hypoxie-spezifische Regulation. Die
in der Normoxie und den Hypoxiebehandlungen gemessene Kopienzahlen von IDH (siehe
Abbildung 3.5) erreichten Werte von circa 7x10° bis 9x10° Kopien/ug Gesamt-RNA, zeigten
daruber hinaus aber keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.5: Expression von IDH mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-Exposition
unterschiedlicher Lange und Intensitat. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine zweiseitige
ANOVA.

Die vorliegende Menge an MDH mRNA (Abbildung 3.6) zeigte einen leicht abfallenden
Trend, je langer und intensiver die Hypoxiebehandlung ausfiel. In den normoxisch
gehaltenen Tieren wurden etwa 1,9x10° Kopien/ug Gesamt-RNA gemessen. Wahrend die
Kopienzahl unter schwacher Kurzzeithypoxie (10% O, fiir 1 h) bei circa 2,3x10° Kopien/ug
Gesamt-RNA lag, fallt dieser Wert auf etwa 1,5x10° Kopien/ug bei schwacher
Langzeithypoxie (10% O fiir 24 h) ab und erreicht ein Minimum von etwa 1x10° Kopien/ug
unter starker Kurzzeithypoxie (1,5 O, fur 1 h) und starker Langzeithypoxie (1,5% O, fir
24 h).
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MDH
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Abbildung 3.6: Expression von MDH mRNA in Folsomia candida in Reaktion auf Hypoxie-
Exposition unterschiedlicher Ldnge und Intensitat. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine
zweiseitige ANOVA.

3.1.2 dsRNA vermittelter Hamocyanin- knockdown

Nachdem gezeigt werden konnte, dass starke Langzeithypoxie in Folsoma candida zu
einem erhdhten Vorkommen von Hamocyanin mRNA fiihrt (siehe Abbildung 3.1), sollte im
Folgenden untersucht werden welche Konsequenzen ein dsRNA induzierter Hamocyanin-
knockdown unter Hypoxie nach sich zieht. Hierzu wurden den Versuchstieren Uber drei
Tage jeweils 100 pg Trockenhefe verfittert, welche mit je 200 ng dsRNA versetzt war. Im
Anschluss wurden die Tiere flr 24 Stunden unter 1,5% Sauerstoff gehalten und die
Hamocyaninexpression mittels qPCR analysiert. Neben einer non template control (NTC),
welche kein template zur Herstellung fir die dsRNA enthielt, diente die Expression
unbehandelter Tiere als Positivkontrolle. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einfaktorieller ANOVA mit anschlielendem Bonferroni Post-Hoc-Test.
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Wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, lasst sich eine leichte Tendenz im Vorkommen von
Hamocyanin zwischen den Behandlungen erkennen. Wé&hrend die Hamocyaninkopienzahl
des knockdowns bei etwa 5x10° Kopien/ug Gesamt-RNA liegt, steigt die gemessene
Kopienzahl auf etwa 7,5x10° Kopien/ug in der NTC und auf circa 8,5x10° Kopien/ug in den

unbehandelten Kontrolltieren. Dennoch liegt zwischen den Behandlungen kein statistisch
signifikanter Unterschied vor.
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Abbildung 3.7: Expression von Hamocyanin mRNA in dsRNA induzierten knockdown-Tieren im
Vergleich zu Tieren der no template control (NTC) und unbehandelten Kontrolltieren Die statistische
Auswertung erfolgte durch eine zweiseitige ANOVA.
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3.1.3 Nachweis von Hamocyanin auf Proteinebene in  Folsomia candida

Um zu Uberprifen, ob der in F. candida mittels gPCR gezeigte spezifische Anstieg von
Hamocyanin mRNA unter starker Langzeithypoxie (siehe Abbildung 3.1) ebenfalls ein
Anstieg an Protein nach sich zieht, wurde eine immunologische Detektion mittels
Westernblot durchgefiihrt. Hierzu wurden aus jeweils drei biologischen Replikaten,
bestehend aus je 200 Versuchstieren, Proteine isoliert, nachdem die Tiere fur 24 Stunden
einer Sauerstoffkonzentration von 10%, beziehungsweise 1,5% ausgesetzt waren. Als
Kontrolle dienten unter Normoxie gehalten Tiere. Nach Auftrennung durch eine SDS-PAGE
zeigte sich, dass eine Isolation der Proben unter herkémmlichen Verfahren zur Degradation
der Proteine fuhrte. Aus diesem Grund erfolgte eine Wiederholung des Versuchs, bei dem
die Versuchstiere zur Proteinisolation im Anschluss an die Hypoxiebehandlung direkt in
Laemmli-Puffer aufgenommen wurden. Aufgrund der Zusammensetzung des Puffers war
eine genaue Proteinmengenbestimmung im Folgenden jedoch nicht mehr mdglich.
Stattdessen wurden 16 pl jeder Probe in der SDS-PAGE eingesetzt (siehe Abbildung 3.8)
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Abbildung 3.8: Coomassiefarbung des Folsomia candida Gesamtproteins. Fir jedes der drei

biologischen Replikate der Normoxie, schwacher Langzeithypoxie (10% O, 24 h) und starker
Langzeithypoxie (1,5% O,, 24 h) wurden jeweils 16 ul des in Laemmli-Puffer isolierten Proteins

aufgetragen.
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Wie in Abbildung 3.8 zu erkennen ist, beinhalten die Proben der starken Langzeithypoxie
(1,5% O, fur 24 h) deutlich mehr Protein als die der schwachen Langzeithypoxie (10% O,
fur 24 h) und der Dabei unterschiedlichen
Behandlungen eine undeutliche Auftrennung, welche nur wenig distinkte Banden erkennen
lassen. Dariiber hinaus finden sich groRere Mengen Protein im niedrigen kDa Bereich, was

auf eine Degradation des Proteins schliel3en lasst. Die immunologische Detektion des

Normoxie. zeigen alle Replikate der

Hamocyanins erfolgte mit zwei Prim&rantikbrpern. Zum einen mit dem selbst hergestellten
F. candida Hamocyaninuntereinheit 2 Antikérper (siehe 2.3.6), zum anderen mit einem

gegen Hamocyaninuntereinheit 2 von Blaptica dubia gerichteten Antikorper.

Folsomia candida Hamocyanin Antikorper Blaptica dubia Himocyanin Antikorper
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35 kDa =—— 35 kDa =—
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Abbildung 3.9: Immunologische Detektion von Hamocyanin in Folsomia candida. Die Farbungen

erfolgten unter Verwendung der Hamocyaninuntereinheit 2 Primarantikdrper aus F. candida und
Blaptica dubia. Unabhéngig des verwendeten Antikdrpers kommt es zur unspezifischen Detektion

von groReren Mengen Protein in den Proben der starken Langzeithypoxie (1,5% O, fir 24 h).

Die in Abbildung 3.9 dargestellten Farbungen zeigen, sowohl unter Verwendung des
F. candida, als auch des B. dubia Primarantikorpers, unspezifische Bindungen an Proteine
verschiedenster Grof3en. Die dabei stark der
Coomassiefarbung und zeigen ebenfalls deutlich mehr markiertes Protein in den Proben
der starken Langzeithypoxie (1,5% O, fir 24 h). Hingegen zeigen die Proben der Normoxie,
sowie der schwachen Langzeithypoxie (10% O, flr 24 h) kaum oder keine distinkten

Proteinbanden. Darlber hinaus werden im Bereich von 70 bis 80 kDa keine distinkten

erhaltenen Farbungen &hneln

Banden detektiert, die Himocyanin zugeordnet werden kdnnten.
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3.2 Verbreitung von Hamocyanin innerhalb der Collem  bola

Nachdem Hamocyanin bereits in Folsomia candida und Sinella curviseta nachgewiesen
werden konnte (Pick et al., 2009a), sollte eine breit angelegte Untersuchung Aufschluss
dariiber liefern wie weit verbreitet das Vorkommen von Hamocyanin innerhalb anderer
Collembolataxa ist. Hierzu sollte versucht werden Hamocyanin in unterschiedlichen
Collembola nachzuweisen und eine phylogenetische Einordnung anhand ihrer 18S rRNA
Sequenzen in einen von Xiong et al. (2008) veroffentlichten Datensatz vorzunehmen. Far
diese Analyse standen aus unterschiedlichen Quellen 9 auf Gattungs- oder Artniveau
bestimmte, sowie 29 weitere distinkte, taxonomisch nicht n&her bestimmte
Collembolaspezies zur Verfugung. Im Folgenden wurde die 18S rRNA der 38 Tiere
sequenziert und zur Berechnung der Position im phylogenetischen Stammbaum verwendet.

Daruber hinaus sollte Himocyanin mittels PCR in den Tieren nachgewiesen werden.

3.2.1 Zuordnung der identifizierten Hamocyanine zu Untereinheitstyp 1 und 2

Um die, in den untersuchten Collembola, gefundenen Hamocyanine Untereinheitstyp 1 oder
2 zuzuordnen, wurde aus den gewonnen Sequenzen, sowie den Sequenzen weiterer
Hexapoda (siehe Tabelle 6.7), ein Stammbaum erstellt. Als Aul3engruppe, welche im
Stammbaum nicht dargestellt ist, dienten dabei H&mocyaninsequenzen verschiedener
Myriapoda. In dem Stammbaum (siehe Abbildung 3.10) bilden die Sequenzen vom
Hamocyaninuntereinheitstyp 2 der Hexapoda, der Collembola Folsomia candida, sowie von
Heteromurus nitidus und den nicht ndher bestimmten Arten Symphypleona 1,
Tomoceroidea 1, 4, 5 und 7, sowie Entomobryomorpha 4, 5, 6, 9 und 10 ein Monophylum.
Die Hamocyanine der Collembola stehen dabei in einem Schwestergruppenverhéltnis zu
den Ubrigen Hamocyaninen des Untereinheitstyps 2. Ein &hnliches Bild zeigt sich auch fur
die Hamocyaninuntereinheit 1. Wahrend das H&mocyanin von Machilis germanica
(Archaeognatha) an der Basis der Hdmocyanin 1 Untereinheiten steht, bilden die restlichen
Sequenzen vom Untereinheitstyp 1 der Hexapoda zusammen mit den bereits bekannten
Sequenzen von F.candida, S.curviseta und Lepidocyrtus cyaneus ein Monophylum.
Dieses Monophylum umfasst aulerdem die Hamocyaninsequenzen der nicht néher
bestimmten Collembola Entomobryomorpha 1, 2, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 17 und 18. Auch in
diesem Fall bilden die Hamocyanine der Collembola eine Schwestergruppe zu den brigen

Hamocyaninen des Untereinheitstyps 1.
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Entomobryomorpha 5

Heteromurus nitidus

Entomobryomorpha 10
{[ Entomobryomorpha 9
Entomobryomorpha 6

Folsomia candida Hc2

Entomobryomorpha 4

Tomoceroidea 1

Tomoceroidea 5

Folsomia candida

Tomoceroidea 7
Tomoceroidea 4

Symphypleona 1

I Hexapoda Hamocyaninuntereinheit 2
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Entomobryomorpha 2

Folsomia candida Hc

Entomobryomorpha 18

ﬁl —~1

Entomobryomorpha 8

Entomobryomorpha 15

Sinella curviseta Hc1

Entomobrya proxima Hc1

b — Lepidocyrtus cyaneus Hcl
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Orchesella flavescens

Entomobryomorpha 11
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Entomobryomorpha 1
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I Hexapoda Hamocyaninuntereinheit 1

— H3 yani inheit 2 Ha yani inheit 1

Abbildung 3.10: Phylogenetische Analyse der Hamocyaninuntereinheiten taxonomisch nicht naher
bestimmter Collembola. Die in der Analyse verwendeten Sequenzen bilden zwei monophyletischen
Schwestergruppen bestehend aus Hamocyaninuntereinheit 1 und 2. Die Berechnung des
Stammbaums wurde mittels Bayes'scher Analyse unter Annahme des WAG-Modells und einer
Gammaverteilung der Substitutionsraten durchgefiihrt. Als Aufl3engruppe dienten Hamocyanin-
sequenzen verschiedener Myriapoda, welche nicht dargestellt sind. Bayes'sche posterior
Wahrscheinlichkeit von 1,00 sind durch einen schwarzen Kreis markiert, von = 0,95 durch einen
grauen Kreis. Im Rahmen der Arbeit ermittelte Sequenzen sind fett markiert. Der Balken

reprasentiert 0,2 Substitutionen pro Aminosaureposition.
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3.2.2 Phylogenetische Analyse der Collembola

Um die auf Hamocyaninvorkommen untersuchten Collembola phylogenetisch einzuordnen,
wurden die 18S rRNA Sequenzen der Collembola zusammen mit den von Xiong et al.
(2008) publizierten Sequenzen (siehe Tabelle 6.8) einer Bayes'schen Analyse unterzogen
(siehe Abbildung 3.11). Als AuRengruppe dienten die 18S rRNA Sequenzen von Callibaetis
ferrugineus (Ephemeroptera) und Ctenolepisma longicaudata (Zygentoma), welche im
Stammbaum jedoch nicht dargestellt sind. Die Einteilung der GroRRgruppen basiert auf der
von Xiong et al. veréffentlichten Arbeit. Die Symphypleona (Im Stammbaum von Xiong et al.
reprasentiert durch Sphaeridia pumilis, Sminthurides aquaticus, Pseudobourletiella spinata,
Papirinus pradigiosus und Sminthurus viridis) bilden im vorliegenden Stammbaum kein
Monophylum, sondern, durch die an der Wurzel des Stammbaums stehenden Sphaeridia
pumilis und Sminthurides aquaticus, ein Paraphylum. Die Neelipleona (Neelides minutus)
stellen die né&chsten Verwandten der Symphypleona dar und stehen im
Schwestergruppenverhéltnis zu den utbrigen Collembola. Die Poduromorpha (Onychiurus
hangchowensis, Onychiurus yodai, Tullbergia yosii, Hypogastrura duplicispinoas,
Hypogastrura spec, Odontella spec, Triacanthella spec, Podura aquatica, Friesea japonica,
Crossodonthina tiantongshana und Neanura latior) und Entomobryomorpha (Folsomia
candida, Isotomurus palustris, Isotoma viridis, Heteromurus tenuicornis, Orchesella spec,
Lepidocyrtus paradoxus, Entomobrya dorsosignata, Sinella curviseta und Callyntrura spec)
bilden jeweils ein Monophylum. Jedoch beinhalten die Entomobryomorpha nicht die
ebenfalls monophyletisch erhaltene Superfamilie der Tomoceroidea (Oncopodura
crassicornis und Tomocerus violaceus), die in vielen Studien zu den Entomobryomorpha
gezéhlt wird (siehe Diskussion). Die Entomobryomorpha stehen in einem
Schwestergruppenverhdltnis zu den Poduromorpha und Tomoceroidea, welche wiederum

in einem Schwestergruppenverhaltnis zueinander stehen.

» Abbildung 3.11: Phylogenetischer Stammbaum der Collembola. Der Stammbaum wurde anhand
der 18S rRNA Sequenzen der untersuchten Collembola, sowie einem von Xiong et al. (2008)
veroffentlichten Datensatz, bestehend aus Sequenzen der 18S und 28S rRNA verschiedener
Collembola, berechnet. Die Bayes'sche Analyse lief unter Verwendung des GTR Modells, sowie der
Annahme invarianter Substitutionspositionen und einer Gammaverteilung der Substitutionsraten. Als
AuRengruppe dienten 18S und 28S rRNA Sequenzen von Callibaetis ferrugineus und Ctenolepisma
longicaudata. Die im Rahmen der Arbeit ermittelten Sequenzen sind fett markiert. Das Vorkommen
von Hamocyanin wird fir den jeweiligen Untereinheitstyp durch ein X angezeigt. Bayes'sche
posteriore Wahrscheinlichkeiten von 1,00 sind durch einen schwarzen Kreis markiert,
Wabhrscheinlichkeiten von = 0,95 durch einen grauen Kreis. Der Balken reprasentiert 0,03
Substitutionen pro Nukleotidposition. Die farbliche Einteilung der GroRRgruppen der Collembola

basiert auf dem von Xiong et al. publizierten Stammbaum.
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3.3 Hadmocyanin in Locusta migratoria

Die hemimetabole Wanderheuschrecke Locusta migratoria stellt aufgrund ihres Auftretens
in solitarer und gregariner Phase, und den damit einhergehenden physiologischen
Unterschiede, ein interessantes Untersuchungsobjekt fir die Expression und Funktion von
Hamocyanin in Insekten dar. Wahrend die solitare Phase die Ubliche Vorkommensweise
von L. migratoria verkorpert, fihrt eine hohe Populationsdichte zum Wechsel in die
schwarmbildende und hoch mobile gregarine Phase. Im Folgenden wurden umfassende
Expressionsanalysen auf mRNA- und Proteinebene an Mannchen und Weibchen beider
Phasen, den Embryonen und den fiinf Nyphenstadien durchgefihrt. Dariber hinaus wurden
die Auswirkungen von Hypoxie, sowie von Injektionen mit dem Immunstimulanz
Lipopolysaccharid (LPS) auf die Expression von Hadmocyanin untersucht. Die solitaren und
gregarinen Tiere wurden unter den in 2.1.1.2 beschrieben Bedingungen geziichtet.
Abgesehen vom Vergleichen zu den solitdren Tieren, entstammten alle verwendeten
Versuchstiere der gregarinen Zucht. Embryonen wurden aus drei Tage alten Gelegen
entnommen, wobei jedes biologische Replikat aus 10 Embryonen bestand. Im Falle der
Nymphenstadien wurden jeweils 5 Tiere einer Generation zu einem Replikat vereint. Fur die
Hypoxieversuche wurden Mannchen fir 24 Stunden einer Sauerstoffkonzentration von 10%
ausgesetzt. Den LPS-Tieren wurden jeweils 200 pg Lipopolysaccharid injiziert und die Tiere
nach 2 Tagen fir die RNA-Isolation verwendet. LPS-Kontroll-Tiere erhielten Injektionen mit
Insektenringer ohne Lipopolysaccharid.

Neben den Genen fir die Hamocyaninuntereinheiten 1 und 2 wurden auch die zur
Normalisierung verwendeten Referenzgene [(-Actin, Tubulin und Cyclophilin untersucht.
Eine Analyse mittels NormFinder zeigte, dass B-Actin (Normfinder stability value = 0,291)
das am besten geeignete Referenzgen zur Normalisierung darstellte. Die statistische
Auswertung mit signifikanzanalyse erfolgte durch eine einfaktorielle ANOVA mit

anschliefendem Bonferroni Post-Hoc-Test.

Die in Abbildung 3.12 dargestellten mRNA Kopienzahlen von Hamocyaninuntereinheit 1 in
L. migratoria schwanken um Werte von etwa 5x10° Kopien/ug Gesamt-RNA. Die einzige
Ausnahme hiervon bilden die Embryonen, in denen Hamocyanin mit 1x10° Kopien/ug in
deutlich gré3eren Mengen vorliegt. Dies stellt einen signifikanten (p<0,001) Unterschied im
Vergleich zu allen anderen untersuchten physiologischen Zustanden, sowie der Hypoxie-
und LPS-Behandlung dar. Weder die Kopienzahl der Hamocyaninuntereinheit 1 in den
Nymphenstadien, den adulten Tieren, noch in den Hypoxie- und LPS-Behandlungen

unterscheiden sich auf signifikantem Niveau voneinander.
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Abbildung  3.12: Expression der Hamocyaninuntereinheit 1 mRNA in  samtlichen
Entwicklungsstadien von Locusta migratoria, sowie unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen. Die Analyse mittels zweiseitiger ANOVA ergab, dass die Hamocyaninuntereinheit 1
MRNA in den Embryonen signifikant héher (p<0,001) exprimiert ist, als in den ubrigen Proben.
Embryonen (n=3), Nymphenstadium 1 (n=3), Nymphenstadium 2 (n=3), Nymphenstadium 3 (n=3),
Nymphenstadium 4 (n=3), Nymphenstadium 5 (n=3), Weibchen solitar (n=6), Weibchen gregarin
(n=6), Mannchen solitar (n=3), Mannchen gregarin (n=6), Mannchen Hypoxie (n=3), Weibchen LPS
(n=4), Weibchen LPS-Kontrolle (n=4), Mannchen LPS (n=4), Mannchen LPS-Kontrolle (n=3)

Die statische Auswertung erfolgte durch eine zweiseitige ANOVA.
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Ein &hnliches Bild zeigt sich auch bei der Betrachtung der Kopienzahlen der
Hamocyaninuntereinheit 2 von L .migratoria (siehe Abbildung 3.13). Wahrend in den
solitaren Weibchen etwa 1x10° Kopien/ug Gesamt-RNA gemessen wurden, enthielten die
tbrigen Proben ungefahr 1,5x10* bis 1,5x10° Kopien/ug. Die Ausnahme hierzu stellen, wie
auch bei Hamocyaninuntereinheit 1, die Embryonen dar, in denen 1,5x10°KKopien/ug
gemessen wurden. Dies stellt, wie in der Untersuchung der Himocyaninuntereinheit 1, eine
signifikante (p<0,001) Steigerung der embryonalen Hdomcyaninexpression im Vergleich zu

den Ubrigen Untersuchungsgruppen dar.
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Abbildung  3.13: Expression der Hamocyaninuntereinheit 2 mRNA in  samtlichen
Entwicklungsstadien von Locusta migratoria, sowie unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen. Die Analyse mittels zweiseitiger ANOVA ergab, dass die Hamocyaninuntereinheit 2
MRNA in den Embryonen signifikant héher (p<0,001) exprimiert ist, als in den ubrigen Proben.
Embryonen (n=3), Nymphenstadium 1 (n=3), Nymphenstadium 2 (n=3), Nymphenstadium 3 (n=3),
Nymphenstadium 4 (n=3), Nymphenstadium 5 (n=3), Weibchen solitar (n=6), Weibchen gregarin
(n=6), Mannchen solitar (n=3), Mannchen gregarin (n=6), Mannchen Hypoxie (n=3), Weibchen LPS
(n=4), Weibchen LPS-Kontrolle (n=4), Mannchen LPS (n=4), Mannchen LPS-Kontrolle (n=3)
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Die Coomassiefarbung des L. migratoria Gesamtproteins zeigt distinkte Expressionsprofile
in den untersuchten Proben. Dabei hebt sich die Proteinzusammensetzung innerhalb der
Embryonen, mit sehr starken Banden im Bereich von 55, 100 und 130 kDa, von denen der
restlichen Proben ab (siehe Abbildung 3.14). Wahrend Nyphenstadium 1, sowie die
solitaren Weibchen und Mannchen nur sehr schwache Banden zeigen, ahneln sich die

weiteren Proben sehr in ihren Expressionsprofilen.

170 kDa m—
130 kDa m——

100 kDa ==
70 kDQ m—
55 kDg =
40 kDa ===

35 kDg =
25 kDa ==

15 kDa =

Abbildung 3.14: Coomassiefarbung des Locusta migratoria Gesamtproteins. Es wurden jeweils
50 ug Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen.

Die immunlogische Detektion mittels Blaptica dubia Hamocyanin 1 und 2 Antikorpers (siehe
Abbildung 3.15) zeigt in den embryonalen Proben zwei distinkte Banden auf der Héhe von
etwa 70 bis 75 kDa, welche der Grof3e von Hamocyanin entsprechen. Dariiber hinaus
zeigen die Proben des Nymphenstadium 1, der solitiren Weibchen, sowie der
Hypoxiebehandlung sehr schwache Banden auf der Hohe von circa 100 kDa, welche auf
unspezifische Kreuzreaktionen des Antikdrpers hindeuten.
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Abbildung 3.15: Immunologische Detektion von H&mocyaninuntereinheit 1 und 2 in Locusta
migratoria. Die embryonale Probe zeigt zwei distinkte Banden auf Héhe von circa 70 bis 75 kDa,
welche der GréRe von Hamocyanin entsprechen. Die Proben des Nymphenstadium 1, sowie der
solitdren Weibchen und der Hypoxiebehandlung zeigen auf Héhe von 100 kDa ebenfalls jeweils eine
Bande. Die immunologisch detektierten Proteine sind mit einem Pfeil (<) markiert. H&mocyanin-
untereinheit 1 und 2 wurden parallel mittels des B. dubia Hamocyanin 1 und 2 Antikdrpers detektiert.

3.4 Hamocyanin in Hierodula membranacea

Die Fangschrecke Hierodula membranacea verfugt Gber zwei Hamocyaninuntereinheiten,
welche beide kein Signalpeptid fir den Transport Gber das endoplasmatische Reticulum
besitzen. Aus diesem Grunde sollte untersucht werden, ob es sich hierbei um eine
intrazellular vorkommende Variante des Hamocyanins handelt, oder ob ein alternativer
Transportmechanismus existiert, durch den das Protein aus der Zelle exportiert wird. Aus
diesem Grund wurden Hamocyten, Fettkorper, Ovarien, sowie das Muskelgewebe der
Fangarme mittels quantitativer real-time RT-PCR und Westernblot in adulten Weibchen
untersucht. Hierzu wurden den Tieren jeweils 500 pl Insektenringer abdominal injiziert.
Nach funf Minuten wurden die Tiere getdtet und das Ringer-Hamolymph-Gemisch fir die
Aufreinigung der Hamocyten gesammelt. Alle weiteren Gewebe wurden in direktem
Anschluss entnommen, mehrfach in Insektenringer gewaschen und fir die RNA- und
Protein-Extraktion verwendet. Zur Normalisierung der gPCR Daten wurde das Referenzgen
elongation factor 1 alpha (EFla) verwendet. Die Signifikanzanalyse erfolgte durch eine

einfaktorielle ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni Post-Hoc-Test.
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Die gemessenen Kopienzahlen der Hamocyaninuntereinheit 1 in den unterschiedlichen
Geweben sind in Abbildung 3.16 dargestellt. In der Muskulatur wurde mit circa
1x10"* Kopien/ug Gesamt-RNA die geringste Menge an Hamocyaninuntereinheit 1 mRNA
gemessen. Die Werte des Fettkdrpers und der Ovarien fallen mit jeweils circa
5x10” Kopien/ug etwas héher aus. Hingegen wurde in den Hamocyten ein Wert von etwa
5x10°Kopien/ug gemessen. Dieses um den Faktor 10 hohere Vorkommen von
Hamocyaninuntereinheit 1 mRNA in den Hamocyten stellt einen statistisch signifikanten
(p<0,05) Unterschied zu den gemessenen mRNA Mengen des Muskelgewebes und der

Ovarien dar.

Hc1

1x107 ~

1x10°6 [ ]

1x10°

1x10*

Anzahl Kopien pro ug RNA

Hamocyten Fettkdrper Muskel Ovarien

Abbildung 3.16: Expression von Hamocyaninuntereinheit 1 mRNA in unterschiedlichen Geweben
der Fangschrecke Hierodula membranacea. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine
zweiseitige ANOVA (* = p<0,05). Muskel (n=6), Fettkorper (n=6), Ovarien (n=6), Hdmocyten (n=4)
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Die Analyse der Hamocyaninuntereinheit 2 zeigte, dass die mRNA des Gens nur in sehr
geringen Mengen in den untersuchten Geweben vorliegt, wodurch es zu inkonsistenter
Amplifikation innerhalb der gPCR Triplikate kam. Aus diesem Grund waren genauere
Aussagen zum Vorkommen von Hamocyaninuntereinheit 2 auf mRNA-Ebene in

H. membranacea nicht mdglich.

Der in Abbildung 3.17 dargestellte Proteinnachweis mittels des Blaptica dubia
Hamocyanin 1 Antikérper (Bdu Hcl) zeigt sehr schwache Banden in den Hamocyten auf
der Hohe von circa 70 kDa. Dariber hinaus kommt es zu einer unspezifischen Farbung im
Fettkorper bei etwa 40 kDa. Sowohl im Muskelgewebe, als auch den Ovarien wird kein
Protein detektiert.

Die Farbung mit dem B. dubia Hadmocyanin 2 Antikorper (Bdu Hc2) zeigt starke Banden auf
Hoéhe von etwa 70 kDa in den Hamocyten, sowie dem Muskelgewebe der Fangarme.
Dariber hinaus kommt es in beiden Geweben zu unspezifischen Farbungen von Protein
Uber- und unterhalb dieses Bereichs. Auch im Fettkdrper kommt es zur unspezifischen

Detektion von Protein, welche auf Kreuzreaktionen des Antikorpers zuriickzufiihren ist.

Hamocyten  Fettkorper Muskel Ovarien
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Abbildung 3.17: Coomassiefarbung und immunologische Detektion des Gesamtproteins von
Hierodula membranacea. Die Farbung erfolgte mittels der Blapitca dubia Hamocyanin 1 und
B. dubia Hamocyanin 2 Antikdrper. Die Farbung mittels Bdu Hcl Antikorper zeigt in den Hamocyten
eine Bande auf Héhe von etwa 70 kDa. Die Farbung mittels Bdu Hc2 Antikérper zeigt Banden in den
Hamocyten, sowie den Muskeln auf Hohe von 70 kDa. Proteibandenn im Bereich von 70 kDA sind

mit einem Pfeil (—) markiert. Es wurden jeweils 50 ug Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen.
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3.5 Transkriptomanalysen

Im Rahmen der Transkriptomanalyse wurden die Transkriptome von 103 Hexapoda (siehe

Tabelle 6.10) auf das Vorkommen von H&mocyanin hin untersucht. Die untersuchten

Spezies umfassten dabei Mitglieder sdmtlicher Hexapoda-Ordnungen. Im Rahmen der

Analyse konnten in 14 dieser 103 Spezies Hamocyanin-&hnliche Sequenzen identifiziert

werden (siehe Tabelle 3.1), die spezifisch gegen die als Referenzen dienenden

Hamocyaninsequenzen (siehe Tabelle 6.9) gemapped wurden.

Tabelle 3.1: Ubersicht der im Rahmen der Transkriptomanalyse untersuchten Hexapoda-Arten, in

denen Hinweise auf ein Himocyaninvorkommen gefunden wurden.

Art Ordnung
Apachyus charteceus Dermaptera
Aretaon asperrimus Phasmatodea
Atelura formicaria Zygentoma
Ceuthophilus spec Orthoptera
Cosmioperla kuna Plecoptera
Cryptocercus wrighti Blattodea
Folsomia candida Collembola
Machilis hrabei Archaeognatha
Mantis religiosa Mantodea
Perla marginata Plecoptera
Peruphasma schultei Phasmatodea
Stenobothrus lineatus Orthoptera
Tanzaniophasma spec Mantophasmatodea
Thermobia domestica Zygentoma
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4. Diskussion

Einer der &ltesten Verweise auf die Existenz von Hamocyanin ist die Beschreibung des
blauen Blutes einer Schnecke durch den niederlandischen Naturforscher Swammerdam im
Jahre 1669 (Bonaventura & Bonaventura, 1980). Im Laufe der folgenden 200 Jahre h&uften
sich Beobachtungen blauen Blutes in verschiedenen Mollusca und Crustacea Taxa (Kobert,
1903), welche schlie8lich auf das kupfertragende respiratorische Protein Hamocyanin
zurtickgefuhrt wurden. Heute gehdrt Himocyanin zu den am besten untersuchten Proteinen
in Invertebraten. Dennoch wurde Hamocyanin in einem Hexapoda erst 2004 eindeutig
nachgewiesen (Hagner-Holler et al., 2004). Mit Aushahme der Eumetabola, in denen es
vermutlich verloren ging, konnten seitdem H&mocyaninvorkommen in den meisten
Hexapoda gezeigt werrden. Trotzdem existieren bis heute nur wenige funktionelle
Untersuchungen zum Hamocyanin der Hexapoda Dariber hinaus Ilasst sich das
Vorkommen von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda bisher weder mit evolutiven
Ereignissen (Landgang; aquatische/subterrestische Lebensabschnitte), ©kologischen
Bedingungen (hypoxische Perioden), physiologischen Eigenschaften (Stoffwechselrate),
oder der Morphologie der Tiere (Tracheenaufbau) korrelieren. Ziel dieser Arbeit war es, an
ausgewahlten Hexapoda mittels funktioneller Analysen die Bedeutung von Hamocyanin fur
die Sauerstoffversorgung zu untersuchen und neue Erkenntnisse Uber die Prasenz von

Hamocyanin parallel zum Tracheensystem zu gewinnen.

4.1 Hamocyanin in Collembola

Die Collembola gehdren stammesgeschichtlich zu den &ltesten Hexapoda und stellen eine
monophyletische Ordnung dar (Hopkin, 1997). Basierend auf der Morphologie ihrer
Mundwerkzeuge werden die Hexapoda in Entognatha (Sackkiefler) und Ectognatha
(Freikiefler) gegliedert. Die Ectognatha werden dabei von den Collembola, Protura und
Diplura gebildet, bei denen die Mundwerkzeuge in einer Mundtasche liegen, welche durch
Faltungen der Kopfkapsel gebildet wird, wahrend die Mundwerkzeuge der Ectognatha frei
an der Kopfunterseite vorkommen (Grimaldi & Engel, 2005; Gullan & Cranston, 2010).
Wahrend die Entognatha vermutlich nicht monophyletisch sind und ihre genaue Position
innerhalb der Hexapoda nicht einstimmt geklart ist, werden sie in den meisten Fallen als
basale Ordnungen innerhalb der Hexapoda, oder als Schwestergruppe der Ectognatha
angesehen (Grimaldi & Engel, 2005; Gullan & Cranston, 2010; Meusemann et al., 2010;
Misof et al., 2014). Als sicher gilt hingegen, dass die Entognatha und somit auch die
Collembola evolutiv sehr alt sind (Hopkin, 1997; Meusemann et al., 2010; Misof et al.,
2014). Dabei wird die anzestrale Position der Collembola neben phylogenetischen Analysen

auch durch Fossilfunde gestitzt. So stammt das Fossil des Collembola Rhyniella
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praecursor aus dem Devon und ist mit etwa 400 Millionen Jahre das alteste bekannte Fossil
der Hexapoda (Engel & Grimaldi, 2004). Bis heute wurden etwa 6500 bis 8000 Collembola-
Spezies beschrieben (Hopkin, 1997; Schneider et al., 2011), wobei Schatzungen davon
ausgehen, dass dartiber hinaus noch bis zu 40.000 unbekannte Spezies existieren kénnten
(Hopkin, 1997). Wahrend der Artenreichtum der Collembola weitaus kleiner ausféllt als in
anderen Hexapoda-Ordnungen, wie den Coleoptera mit circa 350.000 Arten, gehdren die
Collembola dennoch zu den individuenreichsten Arthropoda und sind weltweit in nahezu
allen Habitaten anzutreffen (Hopkin, 1997). Die seit Jahren in der Okotoxikologie als
Modellorganismus verwendete Art Folsomia candida, stellt vermutlich den am
umfangreichsten erforschten Collembola dar, welcher in einer Vielzahl thematisch diverser
Studien untersucht wurde (fir Review siehe Fountain & Hopkin, 2005). F. candida gilt als
S0 genannte trampspecies, welche durch menschlichen Einfluss weltweit verschleppt wurde
und deren genauer biogeographischer Ursprung kaum noch nachzuvollziehen ist. Als
Habitat nutzt F.candida Bdden und Streuschichten, welche hé&ufig Schwankungen in
Temperatur, Feuchtigkeit und der Sauerstoffverfiigbarkeit aufweisen. Gerade wahrend
Uberflutungen kommt es innerhalb dieser Habitate zu wechselnder Verfiigbarkeit von
Sauerstoff, sowie teils erhdhten Konzentrationen an Kohlenstoffdioxid. Obwohl! F. candida
Uber kein Tracheensystem verfugt, sondern Sauerstoff Uber die gesamte Oberflache der
Cuticula aufnimmt, sind die Tiere an schwankende Sauerstoffverhéltnisse gut adaptiert.
Wahrend hypoxischer Phasen zeigen die Tiere erhdhte Herzkontraktionsraten, welche
helfen die Differenz der Partialdricke zwischen dem AufRenmedium, dem Blut und den
inneren Geweben aufrecht zu erhalten (Paul et al., 1997). In einigen Fallen wurde berichtet,
dass einzelne Tiere bis zu 18 Stunden unter anoxischen Bedingungen Ulberleben kdnnen
(Fountain & Hopkin, 2005). Wahrend lange angenommen wurde, dass Collembola tber
keine respiratorischen Proteine verfigen, konnte 2009 Hamocyanin in F. candida
nachgewiesen werden (Pick et al, 2009a). Aufgrund des bereits bekannten
Hamocyaninvorkommens, der basalen Stellung innerhalb der Hexapoda, sowie der
einfachen Haltungs- und Zuchtbedingungen stellte F.candida ein gut geeignetes
Untersuchungsobijekt fiir Funktionsstudien von Hamocyanin in basalen Hexapoda dar.

Nachdem Pick et al. (2009a) das Vorkommen von Hamocyaninuntereinheit 1 in F. candida
beschrieb, gelang es Xie et al. (2013) dartber hinaus auch Untereinheit 2 in den Tieren
nachzuweisen. Im Rahmen der Arbeit konnte jedoch trotz ausgiebiger Versuche
Hamocyaninuntereinheit 1 in den verwendeten Tieren nicht amplifiziert werden. Auch in
lokalen F. candida Stammen aus Da&nemark und Shanghai konnte Hcl mittels PCR nicht
nachgewiesen werden (Yun-Xia, personliche Kommunikation). Dartber hinaus finden sich
keine Sequenzubereinstimmungen mit der Ha&mocyaninuntereinheitl in den von von

Faddeeva et al. (2015) veroffentlichten Transkriptomdaten (Sequence Read Archive:
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SRR935329). Dies legt nahe, dass die Untereinheit 1 des F. candida Hadmocyanins nur in
bestimmten Populationen vorkommt oder in Reaktion auf bestimmte physiologische
Bedingungen exprimiert wird, welche in den vorliegenden Versuchen nicht repliziert werden
konnten. Aus diesem Grund wird im Folgenden ausschliel3lich auf die Expression der

Hamocyaninuntereinheit 2 von F. candida eingegangen.

4.1.1 Untersuchungen der Hypoxieantwort auf mRNA-Eb ene in Folsomia
candida

Um zu uberprifen, ob H&mocyanin tatsédchlich eine Rolle in der Respiration von
Folsomia candida Ubernimmt, erfolgte die kontrollierte Exposition der Tiere gegenuber
Hypoxie unterschiedlicher L&nge und Intensitdt. Neben dem respiratorischen Protein
Hamocyanin (Hc), wurde bei dieser Untersuchung die Expression verschiedener durch die
Sauerstoffverfiigbarkeit beeinflusster Proteine analysiert. Hierzu gehdrten der Stressmarker
Heat shock protein 70 (Hsp70), die in der Glykolyse beteiligten Enzyme
Laktatdehydrogenase (LDH) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
sowie die innerhalb des Citratzyklus involvierten Enzyme Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)
und Malatdehydrogenase (MDH). Bei den verwendeten Hypoxiestufen handelte es sich um
schwache Kurzzeithypoxie (10% O, fur 1 h), starke Kurzzeithypoxie (1,5% O, fur 1 h),
schwache Langzeithypoxie (10% O, fir 24 h), sowie starke Langzeithypoxie (1,5% O, flr
24 h).

Wahrend die Gene GAPDH, LDH und Hc, eine spezifische Expressionsregulationen zeigen
und im Folgenden diskutiert werden, soll zunachst auf die nicht regulierten Gene IDH, MDH
und Hsp70 eingegangen werden. Zhou et al. (2008) selektierten Drosophila melanogaster
Uber mehrere Generationen auf ihre Toleranz gegeniber Hypoxie und fanden, dass die so
gezichteten Tiere eine deutlich geringere Expression der Gene des Citratzykluses
aufweisen als ihre unter Normoxie gehaltenen Artgenossen (Zhou et al., 2008b; Zhou et al.,
2009). Wahrend eine solche generationsubergreifende Anpassung im vorliegenden
Versuch in F.candida nicht untersucht wurde, konnte der ohne Sauerstoff
funktionsunfahige Citratzyklus ein groRes Einsparungspotential in der Proteinbiosynthese
bieten. Aus diesem Grund wurde die Expression der im Citratzyklus involvierten MDH,
welche Malat zu Oxalacetat umwandelt (Musrati et al., 1998; Minarik et al., 2002), und der
IDH, welche Isocitrat zu a-Ketoglutarat umsetzt (Barnes et al., 1971; Gélvez & Gadal,
1994), untersucht. Beide Proteine zeigen jedoch in keiner der verwendeten
Hypoxiebehandlungen eine Regulation auf mRNA-Ebene. Somit deuten die gefundenen
Expressionsprofile darauf hin, dass andere Mechanismen in F. candida greifen, die auch
unter Hypoxie einen uneingeschrankten Ablauf des Citratzyklus ermdglichen. Dies wird

ebenfalls durch das Markergen der molekularen Stressantwort deutlich. Anderungen der
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physiologischen Umweltbedingungen, wie ein Anstieg der Temperatur oder sinkende
Sauerstoff-verfugbarkeit, fihren zu einer spezifischen molekularen Stressantwort (Pelham,
1986; Lindquist & Craig, 1988). Hauptaufgabe dieser Stressantwort sind vor allem der
Erhalt der Zellhomdostase, sowie die Aufrechterhaltung der Integritdt von Makromolekulen.
Dies geschieht durch DNA reparierende Proteine und molekulare Chaperone. Letzere
sorgen fir die korrekte Faltung von Proteinen, sowie der Beseitigung fehlerhaft gefalteter
oder beschadigter Proteine durch das Proteasom (Kiiltz, 2003; Fuchs et al., 1998). Eine der
wichtigsten in diesen Prozessen involvierten Proteinklassen sind die Hitzeschockproteine
(Hsp; englisch: heat shock protein), deren Name sich von ihrer Beteiligung in der Antwort
auf Hitzestress ableitet (Ritossa, 1962; Lindquist & Craig, 1988). Neben Hitzeschocks flihrt
auch eine Vielzahl anderer Stressoren zu einer gesteigerten Expression von Hsps, sowohl
in prokaryotischen als auch in eukaryotischen Organismen. Eines der am haufigsten
vorkommenden Hsps ist das zwischen den Taxa hoch konservierte Hsp70 (Pelham, 1986;
Lindquist & Craig, 1988). Hsp70 reguliert die korrekte Faltung von Proteinen wéhrend der
Synthese, die Neufaltung beschédigter oder aggregierte Proteine, sowie deren Abbau in
Kooperation mit dem Proteasom (Williams & Nelsen, 1997; Song et al., 2001). Neben
weiteren Funktionen ist Hsp70 am transmembranen Proteintransport (Pelham, 1986), sowie
vermutlich innerhalb der Apoptosepravention durch Bindung des Chytochrom C und durch
die Inhibition der Aktivierung der Caspase 3 beteiligt (Beere et al., 2000; Mosser et al.,
2000). Proteine der Hsp70-Familie gehéren zu den am besten untersuchten
Stressproteinen und werden aufgrund der Art ihrer Induktion h&ufig als Bioindikatoren fur
Stressmessungen auf molekularer Ebene genutzt (Kéhler et al.,, 1998). Die Funktion von
Hsp70 bei der intrazellularen Proteinbindung und dem transmembranen Proteintransport
basiert auf der Fahigkeit ungefaltete Polypeptidketten zu binden. Die Bindung eines solchen
Polypeptids durch Hsp70 fuhrt zur Freisetzung des Hsp70-associated heat shock factor,
welcher DNA an so genannten cis-acting heat shock element sequences bindet und im
Folgenden die Transkription von Hsp70 fordert (Gething & Sambrook, 1992). Basierend auf
der abnormal protein hypothesis fuhrt das Auftreten eines Stressors zu einem Anstieg an
denaturierten oder falsch gefalteten Proteinen in der Zelle. Die damit einhergehende
Steigerung ungefalteter Polypeptidketten, welche von Hsp70 gebunden werden kénnen,
induziert die Hsp70-Transkriptionskaskade, was zu einer erhfhten Expression von Hsp70
fuhrt (Edington et al., 1989; Craig & Gross, 1991). Diese Regulation von Hsp70 unter
Hypoxie wurde in den Hexapoda besonders gut in Drosophila melanogaster dokumentiert.
Hier konnte nicht nur gezeigt werden, dass es zu einer steigenden Expression von Hsp70
unter Hypoxie kommt, sondern auch, dass eine Uberexpression von Hsp70 in Hirn oder
Herz zu einer gesteigerten Hypoxietoleranz der Tiere fuhrt (Azad et al., 2011; Zhao &

Haddad, 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte keine erhéhte Expression von Hsp70 in
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F. candida in Reaktion auf die Hypoxiebehandlung festgestellt werden. In Anbetracht der
spezifischen und graduellen Antwort von GAPDH, LDH und Hc auf die steigenden Langen
und Intensitaten der verwendeten Hypoxiebehandlungen, muss davon ausgegangen
werden, dass es in F. candida unter den vorliegenden physiologischen Bedingungen zu
keiner durch oxidativem Stress bedingten gesteigerten Fehlfaltung von Proteinen kommt,

oder andere Mechanismen an deren Beseitigung beteiligt sind.

Regulation der Genexpression in Reaktion auf Kurzze  ithypoxie

Die untersuchten Gene zeigen in Folsoma candida wahrend der einstiindigen
Hypoxiebehandlungen keine signifikanten Regulationsunterschiede zur Normoxiekontrolle.
Da die Versuchstiere Giber mehrere Generationen bei Normoxie (21% O,) gehalten wurden,
kann eine Praadaption durch vorangegangene Hypoxiephasen ausgeschlossen werden.
Wahrscheinlich sorgt ein Wechsel zu anaerober Energiegewinnung dafir, dass die Tiere
kurzfristige hypoxische Phasen Uberdauern kénnen. Allerdings wére der Energiebedarf des
Organismus allein durch anaerobe Energiegewinnung nur voribergehend zu decken, da es
schnell zum Verbrauch fermentierbarer Substrate, sowie zur vermehrten Produktion
unerwinschter Stoffwechselendprodukte kommt. Aufgrund der geringeren energetischen
Effizienz des anaeroben Metabolismus ist der ATP-Bedarf des Organismus langerfristig nur
aufrecht zu erhalten, wenn es zu einer Reduktion des Sauerstoffverbrauchs kommt (Herreid
II, 1980; Hochachka, 1986). Dies legt die Vermutung nahe, dass die Tiere der gesenkten
Sauerstoffverfligbarkeit, neben dem Wechsel zur anaeroben Energiegewinnung, durch eine
Verringerung der metabolischen Aktivitat entgegenwirken. Dieses Absenken aller nicht
unmittelbar lebensnotwendigen Prozesse, auch als metabolischer Arrest bezeichnet, fihrt
unter anderem zu einem Ruckgang der Proteinbiosynthese von bis zu 90% (Hochachka,
1986; Hochachka et al., 1996). Als Resultat wird die Natrium-Kalium-Pumpe in metabolisch
arretierten Zellen zum Hauptenergieverbraucher, welche unter Anoxie bis zu 75% des
gesamten ATP-Verbrauchs der Zelle ausmachen kann (Hochachka et al., 1996). Somit ist
es mdoglich, den Hauptgrund der Zellapoptose, den Zusammenbruch des Membran-
potentials aufgrund mangelnder ATP-Versorgung der Natrium-Kalium-Pumpe, hinaus zu
z6gern und so die hypoxische Phase zu tiberstehen.

Die aus dem metabolischen Arrest resultierende gesenkte Aktivitat, steht im Einklang mit
dem beobachteten Verhalten von F. candida wahrend der Hypoxieversuche: Die Tiere
reagierten bereits frih auf das Absenken der Sauerstoffkonzentration mit dem
weitgehenden Einstellen ihrer Aktivitat und nahmen diese erst im Zuge der Reoxygenierung
wieder auf. Erst die l&angerfristige Exposition von geringen Sauerstoffkonzentrationen fiihrte

in F. candida zu einer spezifischen Hypoxieantwort auf mRNA-Ebene.
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Regulation der Genexpression in Reaktion auf schwac  he Langzeithypoxie

Die Versuchstiere reagierten auf schwache Langzeithypoxie (10% O, fur 24 h) mit einer
gesteigerten Expression der Laktatdehydrogenase, deren mRNA etwa drei Mal starker
exprimiert wurde als unter Normoxie. Die LDH katalysiert die Umsetzung von Pyruvats und
NADH zu Laktat und NAD" durch den Verbrauch von Glukose, welche durch die Glykolyse
bereitgestellt wird (Everse & Kaplan, 1973; Markert, 1984). Wahrend das so gewonnene
Laktat fur die Energiegewinnung selbst keine Rolle spielt, kann das regenerierte NAD"
erneut in der Glykolyse als Oxidationsmittel verwendet werden. Die LDH ermdéglicht somit,
wenn auch im Vergleich zur Glykolyse sehr viel ineffizienter, die Aufrechterhaltung der
Energiegewinnung unter Sauerstoffmangel (Everse & Kaplan, 1973; Markert, 1984).
Diesem Prozess sind jedoch enge zeitliche Grenzen gesetzt, da das so gebildete Laktat im
Organismus akkumuliert und es dadurch zu einem Absinken des pH-Werts kommt, der so
genannten Laktatazidose (Philip & Oliva, 1970; Taylor, 1982). Erst unter aeroben
Bedingungen kann Laktat unter Sauerstoffverbrauch erneut zu Pyruvat umgewandelt
werden und in den Citratzyklus einflieRen.

Die vorliegende erhdohte Expression der LDH unter schwacher Langzeithypoxie kdnnte
Folsomia candida eine gesteigerte anaerobe Stoffwechselkapazitat vermitteln, die es den
Tieren erlaubt, auf die gesunkenen Sauerstoffkonzentrationen zu reagieren. So wéren sie in
der Lage, den Energiehaushalt durch anaerobe ATP-Synthese auszugleichen und die
Kosten dieser ineffizienten ATP-Gewinnung, in Form des in der Hamolymphe
akkumulierenden Laktats, erst begleichen zu missen, wenn wieder genigend O, zur
Verfigung steht. Dariber hinaus konnte die gesteigerte LDH-Expression noch einen
weiteren Vorteil im Umgang mit fallenden Sauerstoffkonzentrationen bieten. Wahrend die
Akkumulation von Laktat zumeist einen negativen Nebeneffekt der anaeroben
Energiegewinnung darstellt, fungiert Laktat in einer Vielzahl von Crustacea als positiver
Effektor von Hamocyanin, durch dessen Bindung es zu einer Steigerung der
Sauerstoffaffinitdt des Hadmocyanins kommt (Truchot, 1980; Booth et al., 1982; Graham et
al., 1983; Johnson et al., 1984; Bouchet & Truchot, 1985; Johnson et al., 1987; Sanders &
Childress, 1992; Zeis et al., 1992). Die so gesteigerte Sauerstoffaffinitdt erlaubt es den
Tieren, selbst bei geringeren Sauerstoffpartialdriicken ausreichend O, aus dem sie
umgebenden Medium aufzunehmen und den Effekt der Laktatazidose voribergehend oder
ganzlich zu vermeiden. Wahrend in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Laktat auf die
Sauerstoffaffinitdit des Hamocyanins von F. candida nicht untersucht wurde, wirde dies
dennoch erklaren, wieso die Tiere auf schwache Langzeithypoxie ausschlief3lich mit einer

erhdhten Expression der LDH reagieren.
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Regulation der Genexpression in Reaktion auf starke Langzeithypoxie

Das Expressionsprofil der Hypoxieantwort unter starker Langzeithypoxie (1,5% fur 24 h)
unterscheidet sich deutlich von dem der schwachen Langzeithypoxie. Wé&hrend sich unter
starker Langzeithypoxie keine Regulation der LDH-Expression nachweisen lasst, ist die
Expression des GAPDH Gens pro pg Gesamt-RNA drei Mal héher als in Tieren der tbrigen
Behandlungen. GAPDH spielt eine zentrale Rolle in der Glykolyse, wo es die Umsetzung
von Glycerinaldehyd-3-Phosphat, in Anwesenheit von NAD" und anorganischem Phosphat,
zu 1,3-Bisphosphoglycerat, sowie NADH und ATP katalysiert (Tristan et al., 2011; Seidler,
2013). AuRBerdem ist GAPDH in die Pravention der apoptotischen Permeabilisierung der
mitochondriellen Membran involviert (Colell et al., 2007). Hierbei handelt es sich um ein
durch physiologischen Stress bedingtes Absinken des mitochondriellen Membranpotentials,
durch das es zum Caspase-unabhdngigem Zelltod kommt. Durch die glykolytische
Bereitstellung von gentigend ATP kann GAPDH das Voranschreiten dieses Prozesses
unterbinden und beginstigt durch die Initiation von Autophagie den Abbau bereits
permeabilisierter Mitochondrien (Colell et al., 2007; Seidler, 2013). Des Weiteren kann
GAPDH den Wechsel von der glykolytischen Energiegewinnung zum Pentose-Phosphat-
Weg einleiten. Dabei wird das Reduktionsdquivalent NADPH gebildet, wodurch der
Organismus unabhangig vom Sauerstoff Reduktionsmittel regenerieren und sich so vor den
Auswirkungen von oxidativem Stress schiitzen kann (Ravichandran et al., 1994; Tristan et
al., 2011; Seidler, 2013). Die vorliegende gesteigerte Konzentration an GAPDH mRNA
impliziert eine erhdhte glykolytische Aktivitdt in Folsomia candida, welche es erlaubt auf
anaerobem Weg grol3ere Mengen ATP bereit zu stellen. Dieses Sauerstoff-unabhangig
synthetisierte ATP wiirde es F. candida erlauben unter Hypoxie der Apoptose, durch den
Verlust des Membranpotentials, entgegenzuwirken und wuirde, anders als die
Energiegewinnung durch die Lakatdehydrogenase, nicht zur Akkumulation von toxischen
Endprodukten in der Hamolymphe filhren. Ob ein Wechsel zum Pentose-Phosphat-Weg
tatsachlich stattfindet, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden.

Die grof3te Regulation in Reaktion auf starke Langzeithypoxie erféahrt die Expression der
Hamocyaninuntereinheit 2. In der vorliegenden Untersuchung wurden in Tieren, die starker
Langzeithypoxie ausgesetzt waren, etwa 1x10’Kopien des Gens pro pg Gesamt-RNA
gefunden. Im Gegensatz dazu wurden nur circa 2x10° Kopien des Gens in normoxisch
gehaltenen Tieren gemessen. Dies entspricht einer etwa 4000-fachen Steigerung der Hc2
Expression. Die daraus resultierende gesteigerte Sauerstoffbindungskapazitat verleiht
F. candida vermutlich die Féhigkeit auch bei geringen Sauerstoffkonzentrationen, wie sie
naturlicherweise im Erdreich vorkommen, ausreichend O, zum Erhalt der Zellhomo&ostase

aufzunehmen. Diese Sauerstoff-abhéngige Expression ist unseres Wissens nach der erste
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direkte Nachweis fir eine respiratorische Funktion von Hamocyanin in adulten Tieren der

Hexapoda.

4.1.2 Proteinnachweis in hypoxisch gehaltenen Tiere n

Um zu dberprifen, ob das auf mRNA-Ebene gemessene stark erhdhte Vorkommen der
Hamocyaninuntereinheit 2 zu einem ebenfalls in diesem MalRe gesteigerten Protein-
vorkommen fihrt, wurde ein Westernblot mit anschlielender immunologischer Detektion
durchgefuhrt. Erste Versuche der Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE zeigten, dass es
wéhrend der Versuchsdurchfihrung zur Degradation des Proteins kam, was zu irregularen
Proteinkonzentrationsbestimmungen und Proteinprofilen in der Coomassiefarbung fihrte
(nicht gezeigt). Die darauf folgende immunlogische Detektion mittels der Blaptica dubia Hc2
und der Folsomia candida Hc2 Antikdrper markierten eine Vielzahl von Proteinen
unterschiedlicher Grol3e, welche auf unspezifische Antikérperbindungen oder das
denaturierte Protein zuriickgefihrt werden kbénnten. Diese Banden traten jedoch
ausschlief3lich in den Proben der starken Langzeithypoxie (1,5% fur 24 h) auf, wahrend
unter schwacher Langzeithypoxie (10% fur 24 h) und Normoxie (21% O,) kein Protein
detektiert wurde. Im Folgenden wurden die Proteinisolation, sowie die Handhabung der
Proben unter stringenteren Bedingungen durchgefihrt, was jedoch zu keiner signifikanten
Verbesserung in der Coomassiefarbung oder der immunologischen Detektion fiihrte. Der
einzige Hinweis auf einen schnellen Proteinabbau, beziehungsweise dessen Degradation in
F. candida in der bestehenden Literatur bezieht sich auf die Instabilitat von Hsp 70
(Staempfli et al. 2002). Staempfli et al. konnten zeigen, dass Hsp 70 in F. candida schnell
degradiert und in zwei etwa 48 kDa grof3e Fragmente zerféllt. Dies fuhrten die Autoren
allerdings nicht auf eine allgemeine Proteaseaktivitit zurtick, sondern darauf, dass es unter
den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE zu einer Neuanordnung der Polypeptid-
kette des Proteins kommt, welches so eine autoproteolytisch Aktivitat erlangt und sich
selbst schneidet. Staempfli et al. gelang es schlie3lich Hsp 70 aus F. candida durch direkte
Homogenisation der Versuchstiere in flissigem Stickstoff und anschlieRender Aufnahme
des Proteins in Laemmli-Puffer zu stabilisieren, welcher zusétzlich mit Proteaseinhibitoren
versetzt wurde. Auch unter der Verwendung des von Staempfli et al. etablierten Protokolls
konnte jedoch keine Verbesserung im Erscheinungsbild des Westernblot verzeichnet
werden. Wie es trotz der verwendeten Proteaseinhibitoren zu einem schnellen und
umfangreichen Proteinabbau kommt, konnte im Rahmen der Arbeit nicht geklart werden.
Ebenso unklar ist, wie es zur ausschlieRlichen Detektion von Protein in den Proben der
starken Langzeithypoxie kommt. Eine unspezifische Bindung des Antikérpers sollte in
samtlichen Proben gleichermalRen auftreten. Dennoch kam es in mehreren Versuchs-

wiederholungen mit voneinander unabhéngigen gewonnenen Proteinproben stets zur
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Detektion groRRerer Proteinmengen in den Proben der starken Langzeithypoxie, wéhrend
Proben der schwache Langzeithypoxie und Normoxie kein Signal zeigen. Eine mégliche
Erklarung wére, dass es zu einer Aggregation der degradierten Proteine kommt. Wenn die
Proben der starken Langzeithypoxie, wie durch die gPCR-Daten impliziert, mehr
Hamocyanin enthalten, kbnnte so ein ganzes Spektrum an Proteinaggregaten
unterschiedlichster Gro3en entstehen, die Himocyaninepitope exponieren. Dies wirde zum
einen erklaren, wieso es nur unter starker Langzeithypoxie zu einer Detektion kommt, zum

anderen, wieso ein Grol3teil des enthaltenen Proteins gefarbt wird.

4.1.3 Hamocyanin- knockdown in Folsomia candida mittels RNA-Intereferenz
Wahrend die mittels quantitativer real-time RT-PCR bestimmte Hamocyanin mRNA-Menge
eindeutig darauf hinweist, dass Hamocyanin in der Respiration von Folsomia candida unter
starker Langzeithypoxie involviert ist, lasst der fehlende Proteinnachweis offen, ob die
ermittelte mMRNA-Menge tatsdchlich in eine entsprechende Proteinmenge umgesetzt wird.
Um die Beteiligung von Hamocyanin bei der Sauerstoffversorgung von F. candida unter
Hypoxie unabhangig zu den vorangegangenen Versuchen zu belegen, sollte mittels dsRNA
ein Hamocyanin-knockdown durchgefiihrt werden. Insofern Hamocyanin essentiell fir das
Uberleben der Versuchstiere unter starker Langzeithypoxie ist, wiirde das Absenken der
Hamocyanin mRNA im Organismus durch die externe Zufuhr von dsRNA eine differenzielle
Genantwort nach sich ziehen missen oder, im extremsten Fall, zu einem letalen Phanotyp
fuhren.

Das praziseste Applikationssystem fir dsRNA stellt die subcuticulare Injektion der RNA
mittels eines Mikroinjektors dar. Aufgrund der direkten Applikation kann die Aufnahme einer
definierten dsRNA-Menge garantiert und der genaue Beginn der Inokulation bestimmt
werden. Daruiber hinaus ist die subcuticulare Injektion bereits in verschiedenen Organismen
wie Caenorhabditis elegans, Ixodes scapularis (Hirschzecke), Locusta migratoria
(Wanderheuschrecke), Blattella germanica (Deutsche Schabe) oder Reticulitermes flavipes
(GelbfuRige Bodentermite) mehrfach zur Induktion eines Gen-knockdowns erfolgreich
verwendet worden (Maestro & Bellés, 2006; Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2008a; Karim et
al., 2008; Luo et al., 2013). In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich jedoch, dass es
aufgrund der Stabilitat und Elastizitat der Cuticula von F. candida wéhrend der Applikation
zu letalen Verletzungen der Versuchstiere kommt (98% Mortalitét innerhalb von 1 Stunde;
100% Mortalitat innerhalb von 24 Stunden). Aus diesem Grund musste eine alternative,
weniger invasive Applikationsmethode verwendet werden. Hierfir bot sich die Aufnahme
der zu applizierenden dsRNA mit dem Futter an, welche unter anderem in Caenorhabditis
elegans, Nilaparvata lugens, Bactrocera dorsalis (Fruchtfliege) oder Glossina morsitans

morsitans (TseTse Fliege) zu stark reduzierten Expressionsniveaus der jeweiligen Zielgene
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fuhrte (Timmons & Fire, 1998; Walshe et al.,, 2009; Chen et al., 2010; Min et al., 2010;
Huvenne & Smagghe, 2010; Li et al., 2011). Nachdem in Vorversuchen festgestellt wurde,
dass es innerhalb von 24 Stunden bei 20 °C zu keiner Degradation der dsRNA kam (nicht
gezeigt), wurde die zu applizierende dsRNA den Versuchstieren mit ihrem Futter
verabreicht. Die anschlieRende Untersuchung mittels quantitativer real-time RT-PCR zeigt
jedoch, dass die mit dsRNA behandelten Versuchstiere zwar Uber weniger Kopien des
Hamocyaningens verflgten, dies aber keine signifikanten Reduktion der H&mocyanin
MRNA im Vergleich zu den Kontrolltieren darstellt.

Ob das Ausbleiben des Hamocyanin-knockdowns auf die verwendete dsRNA oder die
Applikationsmethode zurtickzufihren ist, lasst sich im Folgenden nicht klaren. Da die
applizierte dsRNA erst im Organismus durch das Enzym DICER zu physiologisch aktiver
SiRNA geschnitten wird, ist es nicht méglich, Aussagen lber die spezifische Inhibition von
Hamocyanin durch die einzelnen, aus der dsRNA entstehenden, siRNAs zu treffen. Dartber
hinaus kann die aufgenommene Menge an dsRNA durch das Verfuttern nicht genau
bestimmt werden und schwankt wahrscheinlich zwischen den Tieren eines Replikats,
wodurch es zu Abweichungen im Grad der Inhibition kommen diirfte. Des Weiteren kdnnte
auch der Syntheseort von Hamocyanin, welcher in F. candida nicht n&her bestimmt ist,
ausschlaggebenden Einfluss auf den Erfolg der RNA-Interferenz nehmen. Wie Walshe et al.
(2009) in der Tsetse Fliege Glossina morsitans morsitans feststellten, sind Gene die im
Fettkorper exprimiert werden schlechter oder gar nicht von einem knockdown durch
geflutterte dsRNA betroffen, als Gene die im Mitteldarm exprimiert werden.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Hamocyanin-knockdown induziert
werden konnte, stellt die RNA Interferenz eine geeignete Methode dar, um die
respiratorische Funktion von Hamocyanin in F. candida zu belegen. Um unabhé&ngig des
Applikationssystems den knockdown-Effekt zu verstéarken, sollte in weiteren Versuchen
anstelle von dsRNA auf kommerziell synthetisierte siRNA-Oligomere zuriickgegriffen
werden. Gegeniber der verwendeten dsRNA verfligen siRNA-Oligomere Uber eine hohere
Bindungsspezifititt an die mRNA des Zielgens und fihren, wie verschiedene
Untersuchungen zeigten, zu einem starkeren knockdown-Effekt (Elbashir et al., 2001a;
Elbashir et al., 2001b; Reynolds et al., 2004).

4.1.4 Verbreitung von Hamocyanin in den Collembola

Die Phylogenie der Collembola ist mittlerweile seit mehr als 100 Jahren Gegenstand der
Forschung. Wahrend neuere molekulare Studien die basale Stellung der Collembola
innerhalb der Hexapoda weiter bestatigen (Gao et al., 2008; Timmermans et al., 2008; von
Reumont et al., 2009), sind die Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Collembola bis

heute nicht geklart (Deharveng, 2004; Schneider et al., 2011). Die erste Einteilung der
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Collembola in einen phylogenetischen Stammbaum erfolgte durch Bérner (1906), der die
Tiere in die Unterordnungen Arthropleona und Symphypleona unterteilte. Folgende Arbeiten
lieRen jedoch erkennen, dass die von Bdrner vorgeschlagene Systematik nicht differenziert
genug war und gliederten die Collembola detaillierter auf (Salmon, 1964; Yosii, 1977,
Christiansen & Bellinger, 1980-1981). Von diesen erhielt jedoch nur die von Cassagnau
(1971) postulierte Aufspaltung der Arthropleona in die Unterordnungen Poduromorpha und
Entomobryomorpha allgemeine Zustimmung. Dariiber hinaus gliederte Massoud (1976) die
Familie der Neelidae aus den Symphypleona aus und stellte sie in die Unterordnung der
Neelipleona. Die dadurch entstehende Phylogenie der Collembola umfasst die vier
Unterordnungen Symphypleona, Entomobryomorpha, Poduromorpha und Neelipleona und
ist heute sowohl aus morphologischer, wie auch molekularbiologischer Sicht gut unterstutzt
und weitgehend akzeptiert (Deharveng, 2004). In welchen Verwandtschaftsverhaltnissen
diese Ordnungen zueinander stehen, ist jedoch immer noch umstritten (Deharveng, 2004;
Schneider et al., 2011).

Wie divers die vorgeschlagenen Phylogenien ausfallen, wird klar, sobald man die in den
letzten Jahren verdffentlichten Stammb&aume vergleicht. In der, auf morphologischen Daten
basierenden Analyse, durch D’Haese (2003) wurden die Collembola in Poduromorpha +
(Entomobryomorpha + (Neelipleona + Symphypleona)) unterteilt. Hingegen zeigten
molekularbiologische Untersuchungen ein anderes Bild. So erbrachte die Untersuchung der
Verwandschaftsverhaltnisse der Hexapoda von Gao et al. (2008) die Neelipleona +
(Symphypleona + (Entomobryomorpha + Poduromorpha)), wahrend von Reumont et al.
(2009) in ihrer Analyse der Verwandtschaftsverhdltnisse der Arthropoda Neelipleona +
(Entomobryomorpha + (Symphypleona + Poduromorpha)) erhielten. Im Fall der von
DellAmpio et al. (2009) verdffentlichten Phylogenie kam es zu einer nicht néher
aufgetrennten Trichomie bestehend aus Neelidpleona + Entomobryomorpha +
(Symphypleona + Poduromorpha). Schneider et al. (2011) erhielten die Symphypleona +
(Neelipleona + (Poduromorpha + Entomobryomorpha)). In der Arbeit von Xiong et al. (2008)
erwiesen sich die Entomobryomorpha als nicht monophyletisch, da die Tomoceroidae mit
den Poduromorpha gruppierten. Dabei ergaben sich bei der Analyse (Symphypleona +
Neelipleona) + (Entomobryomorpha + (Tomoceroidea + Poduromorpha)). Das
Schwestergruppenverhaltnis der Symphypleona und Neelipleona, welches in dieser Arbeit
gefunden wurde, spiegelt gut die enge Beziehung beider Unterordnungen wieder, die durch
morphologische Ahnlichkeiten mehrfach vorausgesagt wurden (Bretfeld, 1986; D’'Haese,
2003).
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Neelipleona " Poduromorpha Neelipleona Poduromorpha Neelipleona . Poduromorpha
>—< >l<moceridae

Symphypleona Entomobryomorpha Symphypleona Entomobryomorpha* Entomobryomorpha Symphypleona

wenndp D'Haese (2003a) Ko  t v smmma | e $ Dell‘Ampio et al. (2009)
------ » Gao et al. (2008) —> Xiong et al. (2008) ——> von Reumont et al. (2009)
=P Schneider et al. (2011)

Abbildung 4.1: Phylogenetische Verwandtschaft der Collembola-Unterordnungen aus
unterschiedlichen Publikationen. Pfeile deuten die Position der Wurzel fir die jeweilige Publikation
an. Mehrere Pfeile weisen auf Ambiguitat der Wurzel hin. Ein * hinter einem Taxonnamen und vor
einer Publikation kennzeichnet nicht monophyletische Taxa in der Publikation (abgewandelt aus
Schneider et al., 2011).

Eines der groften Probleme bei der Stammbaumerstellung ist die Auswahl einer
geeigneten Auf3engruppe. Da die Collembola eine grof3e phylogenetische Distanz zu ihren
nachsten Verwandten, den Ubrigen Hexapoda, aufweisen, kommt es bedingt durch die
Auswahl mdglicher Aul3engruppentaxa zu so genannten random outgroup effects (Lanyon,
1988; Wheeler, 1990). Hierbei werden, basierend auf den verwendeten Auf3engruppen,
jeweils unterschiedliche Collembola basal an der Wurzel positioniert. Dies geschieht, da die
Collembola sich genetisch zu stark von den Ubrigen Hexapoda unterscheiden und keine
distinkte Art als die den Hexapoda am né&chsten stehende ausgemacht werden kann.
Welche Auswirkung dies auf die resultierende Phylogenie hat, verdeutlicht ein Vergleich der
Arbeiten von D’'Haese (2003), Gao et al. (2008) und Xiong et al. (2008). Wéhrend die
ungewurzelten Stammbaume dieser Arbeiten auf Unterordnungsniveau vollstéandig
miteinander kompatibel sind, fihren die gewurzelten Stammb&ume zu véllig verschiedenen
Topologien (Abbildung 4.1; Schneider et al., 2011).

Im vorliegenden, unter Verwendung des von Xiong et al. (2008) publizierten Datensatzes,
aus 18S rRNA Sequenzen erstellten Stammbaum sind die Symphypleona paraphyletisch.
Die nur durch Neelides minutus vertretenen Neelipleona stehen in einem
Schwestergruppenverhdltnis zu den  Entomobryomorpha, Poduromorpha  und
Tomoceroidea, wahrend die nicht monophyletischen Entomobryomorpha in einem
Schwestergruppenverhéltnis zu den Tomoceroidea und Poduromorpha stehen. Letztere
wiederum befinden sich ebenfalls in einem Schwestergruppenverhéltnis zueinander. Damit
ahnelt die Topologie des Stammbaumes der von Xiong et al. (2008) beschriebenen
Phylogenie, mit Abweichungen in den Verwandtschaftsverhaltnissen der Symphypleona
und Neelipleona. Wé&hrend die Symphypleona im vorliegenden Stammbaum nicht gut
aufgeldst und paraphyletisch sind, wird die Position der Neelipleona gut unterstiitzt.

Darlber hinaus findet sich eine eher basale Position der Neelipleona auch in den Arbeiten
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von Gao et al. (2008) und von Reumont et al. (2009), wahrend die engere Verwandtschaft
der Neelipleona und Symphypleona bereits von Gao et al. (2008), D’Haese (2003) und
Xiong et al. (2008) beschrieben wurde. Die nicht monophyletischen Entomobryomorpha und
die mit den Poduromorpha assoziierten Tomoceroidea, wie sie von Xiong et al. (2008)
beschrieben wurden, sind in der vorliegenden Analyse ebenfalls erhalten. Wahrend die
Position der Tomoceroidea nicht gut unterstitzt ist, wurden die Tomoceroidea bereits 1945
anhand morphologischer Merkmale als monophyletisch beschrieben (Bonet, 1945). Diese
Interpretation gewinnt aufgrund der molekularen Untersuchungen von Xiong et al. (2008)
wieder an Bedeutung. Es ist allerdings zu betonen, dass die vorliegende Arbeit keinen
Anspruch daran stellt, die grundlegenden Fragen der Phylogenie der Collembola zu
beantworten. Vielmehr soll das Vorkommen von Hamocyanin in den bereits etablierten und,
in Hinblick auf die jungsten phylogenetischen Analysen, gut unterstiitzten Unterordnungen

untersucht werden.

Wie zu erkennen ist, gibt es eine starke Tendenz in der Verteilung welcher Unterordnung
die untersuchten Collembola angehdren. Mit 22 der 37 untersuchten Arten gehdren bereits
etwa 60% der zur Analyse verfigbaren Collembola zu den Entomobryomorpha. Die
Tomoceroidea sind mit neun untersuchten Arten ebenfalls gut reprasentiert. Im Gegensatz
dazu sind die mit vier und zwei Arten vertretenen Symphypleona, beziehungsweise
Poduromorpha stark unterrepréasentiert. Dartber hinaus standen fir die Untersuchung keine
Neelipleona zur Verfigung. Trotz dieses Ungleichgewichts in der Verteilung der
Versuchstiere gelang es Hamocyanin in den Unterordnungen der Symphypleona und
Entomobryomorpha, sowie der Superfamilie der Tomoceroidea nachzuweisen. Wahrend
das Vorkommen der Hamocyaninuntereinheit 1 auf die Entomobryomorpha beschrankt ist,
lieR sich Hamocyaninuntereinheit2 in den Symphypleona, Entomobrymorpha und
Tomoceroidea nachweisen. Eine Ausnahme unter den untersuchten Collembola stellt
Entomobryomorpha 10 dar, welches das einzige Versuchstier ist, in dem zeitgleich die
Expression beider Hdmocyaninunterheiten gezeigt werden konnte. In den zwei verfligbaren
Arten der Poduromorpha konnte kein Hamocyaninvorkommen gezeigt werden. Aufgrund
der verwendeten PCR-basierten Nachweismethode kann ein fehlender Nachweis von
Hamocyanin jedoch nicht mit dessen Abwesenheit in den jeweiligen Taxa gleichgesetzt
werden. So waren bereits geringe Sequenzunterschiede in den Primerbindungsstellen
zwischen den Spezies ausreichend, um eine Amplifikation zu verhindern. Darlber hinaus
zeigen die Ergebnisse der Hypoxieversuche deutlich in welchem unterschiedlichen Mal} die
Expression von Hamocyanin, je nach physiologischem Zustand, stattfinden kann. Dadurch
kénnte der Nachweis von Hamocyanin in Tieren, die kurz zuvor Hypoxie ausgesetzt waren,
deutlich einfacher ausfallen, als in Tieren, die Uber langere Zeit unter Normoxie gelebt

haben. AufRerdem kann eine spezifische Expression in unterschiedlichen Entwicklungs-
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stadien nicht ausgeschliossen werden, da diese bisher in den Collembola nicht untersucht
wurde. Da trotz dieser Schwierigkeiten das Vorkommen von Hamocyanin in 62% der
untersuchten Tiere bestatigt werden konnte, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass die
tatsachliche Verbreitung von Hamocyanin innerhalb der Collembola héher ist, als im
vorliegenden Stammbaum dargestellt. Angesichts dessen, waren Rickschliisse auf einen
eventuellen Verlust von Hamocyanin in den Poduromorpha unter der bisherigen Datenlage,
bedingt durch die geringe Abdeckung der Podurmorpha in den vorhandenen Versuchs-
tieren, sehr verfriht. Gleiches gilt fir einen eventuell evolutiv bedingten Verlust der
Hamocyaninuntereinheit 1 in den Symphypleona und Tomoceroidea. Auch hier wird eine
breitere Abdeckung der Unterordnung, beziehungsweise Superfamilie, durch weitere
Versuchstiere benttigt, bevor konkrete Schlisse gezogen werden kdnnen. Allerdings
erscheint ein Verlust von Hamocyaninuntereinheit 1 als sehr unwahrscheinlich, da Hcl
bisher in allen Hexapoda die Uber Hamocyanin verfigen nachgewiesen werden konnte,
wéhrend Untereinheitstyp 2 in verschiedenen Ordnungen nicht vorhanden ist (Pick et al.,
2009a). Pick et al. (2009a) vermuteten daraufhin, dass Hcl den zentralen Baustein des
Hamocyaninhexamers in Hexapoda  darstellt, wahrend Hc2 ein Modifizierung des
Hexamers zuldsst, die unter anderem differenziertere Bindungseigenschaften oder génzlich

andere Funktionen des Hdmocyanins erméglicht.

In Anbetracht des vornehmlich innerhalb der Entomobryomorpha nachgewiesenen
Hamocyanins, sollte versucht werden, das Vorkommen von Hamocyanin mit dem Habitat,
beziehungsweise der Lebensweise der jeweiligen Tiere zu korrelieren. Collembola
besiedeln eine Vielzahl unterschiedlicher Habitate, die vom Litoral und Neuston Uber
arktisches Eis hin zu trophischen Baumkronen reichen. Wahrend diese extremeren
Lebensraume jedoch meist nur von einigen wenigen Arten bevolkert wird, leben die meisten
Collembola Spezies im Boden oder damit assoziierten Habitaten (Christiansen, 1964; Wise,
1965; Ponge, 1993; Rusek, 1998; Rodgers & Kitching, 1998). Die genaue Charakterisierung
von Bdden erfordert jedoch die Erfassung einer groReren Anzahl verschiedenster Faktoren,
wie horizontale und vertikale Stratifikation, pH-Wert, Feuchtigkeit, Temperatur,
Verflgbarkeit von Nahrungsquellen, sowie das Vorkommen von Predatoren, die bei der
Abgrenzung eines Habitats beriicksichtigt werden missen (Ponge, 1993; Rusek, 1998).
Aus diesem Grund wird haufig ein stark vereinfachtes Klassifikationssystem verwendet,
welches die Collembola in epedaphische (auf dem Boden oder in dessen Vegetation),
hemiedapische (in den groben Strukturen der Bodenoberflache, wie Moos oder der
Streuschicht) und euedaphische (tief im Boden) lebende Arten unterteilt (Ponge, 1993;
Rusek, 1998). Fast alle Entomobryomorpha gehdren zur Gruppe der epedaphisch lebenden
Collembola. Die Ausnahme hiervon stellen die Angehdrigen der Familie der Isotomidae dar,

die zu den hemiedaphischen Arten z&hlen. Umgekehrt verfligen die Symphypleona
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Uberwiegend Uber hemiedaphische Lebensweisen, wéhrend nur einige wenige Arten
epedaphisch sind (Christiansen, 1964; Nickerl et al., 2013). Die Poduromorpha gehéren
gleichermal3en zu den hemi- wie euedaphische Arten, wahrend die Neelipleona, von denen
jedoch nur wenige Arten untersucht sind, Uberwiegend zu den euedaphischen lebenden
Tieren gehdren (siehe Tabelle 4.1; Rodgers & Kitching, 1998; Nickerl et al., 2013).

Tabelle 4.1: Ubersicht der Lebensweisen innerhalb der Collembola-Unterordnungen

Unterordnung Lebensweise Hamocyanin
Symphypleona Uberwiegend hemiedaphisch (wenige epedaphische Arten) Ja
Neelipleona tiberwiegend euedaphisch Nein
Entomobryomorpha berwiegend epedaphisch (Isotomidae: hemiedaphisch) Ja
Poduromorpha hemiedaphisch / euedaphisch Nein

Betrachtet man die Verteilung des Hamocyaninvorkommens im Stammbaum, zeigt sich,
dass Hamocyanin ausschlief3lich in epedaphischen und hemiedaphischen, jedoch nicht in
euedaphischen Arten nachgewiesen werden konnte. In Anbetracht der verhaltnismaRig
besseren Sauerstoffverfigbarkeit innerhalb der Streu- und oberen Bodenschichten, im
Vergleich zum tieferen Erdreich, erscheint dies zun&chst widersprichlich. Hierbei kdnnte es
sich um ein Artefakt handeln, welches durch die geringe Abdeckung euedaphisch lebender
Arten zu erklaren ist. Dies erscheint umso wahrscheinlicher, da in der vorliegenden Arbeit
klar gezeigt werden konnte, dass Folsomia candida auf sinkende Sauerstoffkonzentrationen
mit einer Steigerung der Hamocyaninexpression reagiert. Eine weitere magliche Erklarung
liegt in der Untersuchung von Nickerl et al. (2013), die das Vorkommen von cuticuléaren
Sekundarstrukturen verschiedener Collembola untersuchten. Diese Sekundarstrukturen
finden sich ausschlief3lich bei hemi- und euedaphisch lebenden Arten, welche zumindest
zum Teil im Erdreich leben, und dienen vermutlich dem Schutz, der fir die Hautatmung
wichtigen cuticuldren Strukturen gegen Abrieb durch Bodenpartikel. Nickerl et al. (2013)
stellten dartber hinaus die Theorie auf, dass die Sekundarstrukturen die Bildung von
physikalischen Kiemen (Plastron) beglnstigen, wie sie sonst auf Blattern einiger in
Uberschwemmungszonen beheimateter Pflanzen vorkommen. Diese Plastrons kénnten den
Austausch von O, und CO, mit der Umgebung begiinstigen und so einen weiteren Faktor
darstellen, der den Collembola das Uberleben in Boéden mit geringer
Sauerstoffverfiigbarkeit ermdglicht (Nickerl et al., 2013). Weitere Untersuchungen an
Symphypleona, Poduromorpha und Neelipleona kdnnten Aufschluss dariber geben, ob
Hamocyanin auch in tiefer im Boden lebenden Arten vorkommt oder ob dessen Vorkommen

eine spezifische Anpassung der epedaphisch und hemiedaphischen Arten darstellt.
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4.2 Hamocyanin in der Wanderheuschrecke  Locusta migratoria

Die Entdeckung des embryonic hemolymph proteins (EHP) in Schistocerca americana 1998
stellt die erste Beschreibung eines Hamocyanins in Hexapoda dar (Sanchez et al., 1998).
Dennoch sind seit dieser Zeit nur wenige Untersuchungen zum Hamocyanin der Orthoptera
durchgefuhrt worden. Sanchez et al. (1998) gingen davon aus, dass Hamocyanin aufgrund
der spezifischen Expression von EHP in den Embryonen von S. americana eine Rolle in der
Sauerstoffversorgung wahrend der embryonalen Entwicklung spielt. Eine solche Funktion
konnte spéter anhand des Expressionsmusters von Hamocyanin in der argentinischen
Waldschabe Blaptica dubia gezeigt werden (Pick et al., 2009b). Innerhalb der Orthoptera
konnte Hamocyanin neben S. americana auch in der europdischen Wanderheuschrecke
Locusta migratoria nachgewiesen werden (Pick et al., 2009a), wo ebenfalls eine hohe
Expression in den sich entwickelnden Embryonen festgestellt wurde (Yin et al., 2011). Uber
die Hamocyaninexpression in den Nymphenstadien und adulten Tieren existieren
gegensatzliche Ergebnisse. Wahrend Yin et al. (2011) H&mocyanin in samtlichen
Entwicklungsstadien nachweisen konnten, fanden Chen et al. (2015), dass Hamocyanin
ausschlie3lich in den sich entwickelnden Embryonen exprimiert wird. Dariber hinaus
vermuteten sie, dass es sich bei dem von Yin et al. (2011) gefundenem H&mocyanin in
Nymphen und Adulten um falsch positive Ergebnisse handelte, welche auf die
Amplifikationen des Gens mittels degenerierter Primer zurtickgefihrt wurden (Chen et al.,
2015). Weiter konnten Chen et al. (2015) zeigen, dass Hamocyanin hauptséchlich in der
Epidermis der Embryonen exprimiert wird und ein RNA-induzierter knockdown des Gens zu
signifikant verzdgerter Embryonalentwicklung und geringeren Schlupfraten fihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob Hamocyanin in den Orthoptera
tatsachlich funktionell auf die Sauerstoffversorgung der Embryonen begrenzt ist, oder ob
weitere, zum teil nicht-respiratorische Funktionen vorliegen. Hierzu wurde das Vorkommen
von Hamocyanin unter verschiedenen physiologischen Zustanden, sowie in séamtlichen
Entwicklungsstadien von L. migratoria untersucht. Da L. migratoria Phasenpolymorphismus
zeigt und in solitarer und gregariner Phase auftreten kann (Uvarov, 1921), sollte zusétzlich
die Hamocyaninexpression beider Phasen verglichen werden. Die von Uvarov (1921)
postulierte Phasentheorie besagt, dass Wanderheuschrecken, welche normalerweise in
solitarer (einzeln lebender) Phase vorkommen, aufgrund gewisser Reizen in die gregarine
(schwarmbildende) Phase wechseln, in der sie in extrem hoher Populationsdichte auftreten
(Uvarov, 1921; Ellis, 1959; Ellis & Pearce, 1962; Pener et al., 1997). Dartber hinaus &ndert
sich auch das Flugverhalten der Tiere zwischen den Phasen. Wahrend solitéare Tiere sehr
grol3e Strecken an einem Stiick zuriicklegen, werden die Flugphasen der gregarinen Tiere
haufig durch Fral3phasen unterbrochen. Trotz dieser normalerweise kiirzeren Flige, wurde

die langste, an einem Stiick zuriickgelegte, Strecke bei gregarinen Tieren gemessen, die
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auf ihrem Weg keine geeigneten Futterquellen finden konnten (Pener et al., 1997). Solitare
Heuschrecken hingegen legen auf ihren Fligen regelmaRig Strecken von mehr als
20 Kilometer an einem Stick zuriick. Da die aktive Flugmuskulatur tber den hdchsten
bekannten massenspezifischen Sauerstoffverbrauch aller an der Lokomotion beteiligten
Gewebe verfugt (Weis-Fogh, 1964; Dudley, 1999), konnten die Tiere durch ihre
Flugmuskulatur einen gesteigerten Sauerstoffbedarf zeigen, der durch den Hamocyanin-
bedingten Sauerstofftransport gedeckt werden kénnte. Des Weiteren ist bekannt, dass
Hamocyanin in einigen Crustacea an der Immunantwort beteiligt ist (Destoumieux-Garzém
et al., 2001; Lee et al., 2003). Da das Auftreten der gregarinen Tiere in groRen Schwarmen
die Verbreitung von Krankheiten und Parasiten beginstigt, ware eine &hnliche Funktion
auch in L. migratoria denkbar. Somit stellt die Populationsdichte und eine damit
einhergehende mdgliche Verbreitung von Krankheiten einen Ansatzpunkt dar, in dem ein
gesteigertes Hamocyaninvorkommen von Vorteil fiir gregarine Exemplare von L. migratoria
sein konnte, wahrend das Flugverhalten ein hoheres Hamocyaninvorkommen in den
solitaren Tieren beginstigen kdnnte.

Da neben den solitdren und gregarinen Phasen, welche sich unter anderem in Morphologie,
Physiologie, Okologie und Verhalten voneinander unterscheiden, auch Mischformen
existieren, ist eine klare Abgrenzung der Phasen extrem schwer (Uvarov, 1921; Dirsh,
1953; Hardie & Lees, 1985; Pener & Yerushalmi, 1998). Die klare Abgrenzung der Phasen
wird dabei weiter durch das voneinander unabh&ngige auftreten einiger Merkmale
erschwert, welche stéarker oder schwéacher ausgepragt sein konnen (Uvarov, 1921; Hardie
& Lees, 1985). AuRerdem sind bisher keine Genmarker bekannt, welche auf
molekularbiologischem Weg eine Zuordnung zu einer der Phasen erlauben. Stattdessen
werden Quotienten der Fligellange zur Femurlange (E/F-Quotient), sowie der Femurlange
zur Kopfbreite (F/C-Quotient) verwendet, um eine grobe Abschatzung der vorliegenden
Phase zu ermdglichen (Dirsh, 1953; Deng et al., 1996). Des Weiteren wird die Zuordnung
zu einer Phase weiter durch die Tatsache erschwert, dass Wanderheuschrecken dazu
neigen in Gefangenschaft gregarine Merkmale auszubilden, so dass selbst solitdre Tiere
morphologisch nie ganz ihren freilebenden Artgenossen ahneln (Hardie & Lees, 1985).
Viele Details dartber, wie der Wandel von der solitdren zur gregarinen Phase stattfindet
und welche Faktoren daran beteiligt sind, sind noch immer nicht bekannt. Der wichtigste
Ausloser des Phasenwechsels ist das Erreichen einer bestimmten Populationsdichte.
Hierbei fuhrt vermutlich h&ufiger Kontakt der Tiere untereinander zur Induktion des
Phasenwechsels. Auflerdem sind vermutlich visuelle Reize, sowie eine Reihe von
Hormonen, wie Ecdysteroid oder Juvenilhormon, beteiligt (Ellis, 1959; Rahman et al., 2002).
Die fehlenden Phasenmarker und noch grof3en Unsicherheiten bei der Induktion des

Phasenwechsels machen es allerdings schwierig eine Aussage dartber zu treffen, in
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welcher Phase sich die verwendeten Versuchstiere tatsachlich befanden. Aus diesem
Grund entstammten alle in Rahmen der Arbeit verwendeten Versuchstiere der flnften
Generationen unter solitdren oder gregarinen Haltungsbedingungen.

Um unabh&ngig von der Phase eine Beteiligung von Hamocyanin an der Immunantwort zu
Uberprifen, wurden adulte Tiere mit Lipopolysaccharid injiziert, welches eine Immunantwort
auslost. AuRerdem sollte ein von der Phase unabhdngiger Hypoxieversuch zeigen, in dem
die Tiere fur 24 Stunden einer Sauerstoffkonzentration von 10% ausgesetzt waren, ob
Hamocyanin an der Respiration beteiligt ist.

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass sowohl Hamocyaninuntereinheit 1, wie auch 2 in
L. migratoria in allen Entwicklungsstadien, mit Ausnahme der Embryonen, konstant in
relativ geringen Mengen exprimiert werden. Wahrend der Embryogenese hingegen wird
Hamocyanin um den Faktor 100.000 fir Untereinheit 1 und 50.000 fur Untereinheit 2 hoher
exprimiert. Damit entspricht das vorgefundene Expressionsmuster dem von Yin et al. (2011)
beschriebenen, die ebenfalls ein Vorkommen von Hdmocyanin auf mMRNA-Ebene innerhalb
samtlicher Entwicklungsstadien fanden. Da die Amplifikation innerhalb der quantitativen
real-time RT-PCR mit spezifischen Primern durchgefiihrt wurde, kann eine wie von Chen et
al. (2015) vermutete unspezifische Amplifikation ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus
liegt die Hamocyaninexpression auf mRNA-Ebene in der vorliegenden Untersuchung
deutlich Uber den von Chen et al. (2015) publizierten Werten. Allerdings lasst sich
Hamocyanin auf Proteinebene ausschlief3lich in den Embryonen nachweisen, was darauf
hindeutet das es in den anderen Entwicklungsstadien zu keiner oder einer nur sehr
geringen Translation der mRNA kommt. Der Vergleich zwischen Tieren der solitdren und
gregarinen Phase zeigte keine Unterschiede in der Hamocyaninexpression. Ob sich die
Tiere tatsachlich in unterschiedlichen Phasen befanden und wenn ja, wie ausgepragt die
jeweilige Phase war, kann im Rahmen der Arbeit nicht geklart werden. Eine Beteiligung von
Hamocyanin an der Immunantwort in Reaktion auf Bakterienbefall kann durch die
vorgenommenen LPS Injektionen, welche keine gesteigerte Hamocyaninexpression nach
sich zogen, weitgehend ausgeschlossen werden. Dartber hinaus deutet das Ausbleiben
der Expressionsregulation unter Hypoxie stark darauf hin, dass Hamocyanin nicht in der
Respiration der adulten Tiere involviert ist. Damit bestatigen die vorliegenden Ergebnisse
die bereits von Sanchez et al. (1998) aufgestellte Theorie, dass Hamocyanin seine
generelle Funktion in der Respiration der Orthorptera verloren hat und der

Sauerstoffversorgung der Embryonen dient.
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4.3 Hamocyanin in der Fangschrecke Hierodula membranacea

Das Hamocyanin der Arthropoda verfugt im Regelfall Giber ein Signalpeptid, welches fur den
Transport Uber das endoplasmatische Reticulum zustdndig ist. Ein fehlen dieser
Signalsequenz war lange Zeit nur aus einigen Arachnida bekannt, konnte aber durch die
Sequenzierung der HAmocyanine des Zygentoma Thermobia domestica und der Mantodea
Hierodula membranacea auch in zwei Hexapoda gezeigt werden (Kempter, 1983; Markl &
Decker, 1992; Voit et al., 2000; Pick et al., 2008; Pick et al., 2009a). Wahrend die
Hamocyaninuntereinheit 2 von T. domestica Uber kein Signalpeptid verfugt, ist dieses
jedoch in Untereinheit 1 vorhanden. Hingegen fehlt der Fangschrecke H. membranacea als
einzigem Hexapoda die zum Export aus der Zelle bendtigte Sequenz in beiden
Hamocyaninuntereinheiten (Pick et al., 2008; Pick et al., 2009a). Dies wirft die Fragen auf,
ob ein alternativer Transportweg existiert tiber den das Hamocyanin aus der Zelle befdrdert
wird, oder ob Hdmocyanin in H. membranacea Uber eine intrazellulare Funktion verfiigt. Um
diese Fragen zu beantworten, sollte der Syntheseort von Hamocyanin identifiziert und
Gewebe, in denen Hamocyanin funktionell eine Rolle spielen kénnte, untersucht werden.
Hierfir wurden im Rahmen der Arbeit Expressionsanalysen auf mRNA- und Proteinebene
in HAmocyten, Fettkdrper, Ovarien und Muskelgewebe der Tiere durchgefiihrt.

Die Untersuchung der vier ausgewahlten Gewebe auf mMRNA-Ebene zeigte zunéchst, dass
Hamocyaninuntereinheit 2 in den verwendeten Versuchstieren nicht oder in nur so geringen
Mengen exprimiert wurde, dass eine Quantifikation mittels gPCR nicht mdglich war. Dies
deutet darauf hin, dass Hamocyaninuntereinheit 2 nur unter bestimmten physiologischen
Bedingungen oder in gewissen Entwicklungsstadien in H. membranacea exprimiert wird. Im
Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass Hamocyaninuntereinheit 1 mRNA in deutlich
hoherem Mal3e in den Hamocyten exprimiert wird, als im Fettkérper, den Ovarien oder der
Muskulatur. Wahrend auch in diesen Geweben Hamocyanin mRNA gemessen wurde, ist
dies vermutlich auf eine Kontamination der Ubrigen Gewebe mit Hamocyten
zurickzufuhren. Aufgrund des offenen Gefal3systems der Tiere werden s&mtliche Gewebe
mit Hamolymphe und somit auch mit den frei in der Hamolmyphe flottierenden Hamocyten
umspult. Vermutlich konnten die isolierten Gewebe nicht ausreichend von den Hamocyten
getrennt werden, so dass es auch hier zu einer positiven Detektion von Hamocyanin mRNA
kam. Wie in den Plecoptera gezeigt werden konnte erfolgt in den Hexapoda die
Hamocyaninsynthese im Fettkdrper (T. Burmester, personliche Kommunikation), der eine
analoge Funktion zum Hepatopankreas der Crustacea besitzt, welcher der Syntheseort von
Hamocyanin in den meisten Crustacea darstellt (Markl & Decker, 1992). Damit stellt dies
den ersten bekannten Nachweis fur eine Hdmoyaninsynthese in Hamocyten innerhalb der

Hexapoda dar.
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Wahrend somit geklart werden konnte in welchem Gewebe die Hamocyaninsynthese
stattfindet, sollte der Proteinnachweis Aufschluss dartiber geben, ob das Hamocyanin trotz
mangelndem Signalpeptids aus den Hamocyten in andere Gewebe transportiert wird.
Allerdings ist eine endgiltige Aussage dariber, aufgrund der bereits beschriebenen
Kontamination der Gewebe mit Hamocyten, schwierig. So zeigt der Proteinnachweis eine
starke Detektion von H&mocyanin in den Hamocyten und dem Muskelgewebe der
Fangarme, wahrend aul3erdem ein sehr schwaches Signal im Fettkérper vorhanden ist.
Letzteres lasst sich dabei jedoch vermutlich, aufgrund der geringen Intensitat des Signals,
auf eine Kontamination zurtickfiihren. Wéhrend das gezeigte Hamocyaninvorkommen in
den Hamocyten diese als Syntheseort bekréaftigt, konnte das ebenso starke
Hamocyaninsignal im Muskelgewebe auf eine Kontamination oder eine muskelspezifische
Funktion zurlickzufihren sein. Schreibt man die Detektion von H&amocyanin im
Muskelgewebe einer Hamocyten-bedingten Kontamination zu, ware das Vorkommen von
Hamocyanin in H. membranacea auf die Hadmocyten beschrénkt. Hamocyten sind fir die
zellulare Immunantwort der Hexapoda zustandig und bewerkstelligen unter anderem die
Phagocytose, sowie die Einkapselung und Melanisierung von Fremdkorpern und
Mirkoorganismen (Cerenius & Sdderhall, 2004). Die hierfir notwendigen chemischen
Reaktionen werden durch Phenoloxidasen katalysiert, welche jedoch bisher weder in
H. membranacea, noch anderen Mantodea nachgewiesen wurden. Wie aber aus einigen
Chelicerata bekannt ist, kann Hamocyanin nach Aktivierung durch eine limitierte Proteolyse
eine Phenoloxidasefunktion ausiiben (Nagai & Kawabata 2000; Nagai et al., 2001; Decker
et al, 2001). Ein ahnlicher Prozess, der es Hamocyanin erlaubt eine Rolle in der
Immunantwort zu Ubernehmen, wéare auch in H. membranacea denkbar. Dartber hinaus
wirde die Abwesenheit des Signalpeptids in der Hamocyaninsequenz durch eine
intrazellulare Funktion plausibel erklart werden.

Sollte sich hingegen das Vorkommen von Hamocyanin im Muskelgewebe bestatigen,
misste ein alternativer Transportweg innerhalb der Hamocyten dafiir sorgen, dass es zum
Export des Hamocyanins kommen kann. In den Arachnida wird Hamocyanin ebenfalls in
Hamocyten synthetisiert und gelangt durch selektive Zelllyse in die Hamolymphe (Kempter,
1983; Voit et al., 2000; Pick et al., 2009a). Ein solcher vom Signalpeptid unabhé&ngiger
Export ware auch in H. membranacea denkbar. Innerhalb des Muskelgewebes kodnnte
Hamocyanin eine Myoglobin-&hnlichen Funktion Ubernehmen und der Muskulatur
Sauerstoff zur Verfligung stellen, welcher bei der extrem schnellen Bewegung der
Fangarme beim Beutefang benétigt werden kénnte. Wahrend H. membranacea, wie die
meisten Mantodea, ihrer Beute zunachst bewegungslos auflauern, erfolgt der Beuteschlag
durch eine extrem schnelle Bewegung der Fangarme. Dabei erreichen die Tiere so hohe

Geschwindigkeiten, dass es bis in die spaten sechziger Jahre nicht mdglich war diese
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genaue zu messen (Maldonado et al., 1967). Sollte sich eine Funktion von Hamocyanin in
der Sauerstoffspeicherung innerhalb des Muskelgewebes in H. membranacea bestatigen,
waére dies die erste Beschreibung eines ,Myohamocyanins*.

Bedingt durch die verwendeten Methoden und die damit einhergehende Kontamination der
untersuchten Gewebe durch Hamocyten, lasst sich bisher jedoch nur mit Sicherheit sagen,
dass der Syntheseort von Hamocyanin in H. membranacea in den Hamocyten liegt. Weitere
Untersuchungen werden nétig sein, um zu klaren ob H&mocyanin tatsachlich eine
Phenoloxidasefunktion ausiibt, oder die Rolle eines ,Myoh&amocyanins“ Glbernimmt. Dariber
hinaus sollten zusatzliche Untersuchungen an den Embryonen und Nymphen von
H. membrancea durchgefiihrt werden, da in den nahen Verwandten Blattodea und
Orthoptera Hamocyanin eine Rolle in der Versorgung der Embryonen Ubernimmt (Pick et
al., 2009b; Yin et al.,, 2011; Chen et al., 2015). Da die Mantodea ihre Eier ebenfalls in
Ootheken verpacken, existiert auch hier eine weitere Diffusionsbarriere, bei deren

Uberwindung Hamocyanin eine Rolle spielen konnte.

4.4 Hamocyanin in Hexapoda

Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit erwdhnt, stellt das Hamocyanin der Hexapoda ein
bisher nur wenig untersuchtes Themengebiet dar. Dabei lag der Fokus der Untersuchungen
stets auf einigen wenigen Spezies, wie Schistocerca americana, Perla marginata, Blaptica
dubia oder Locusta migratoria, in denen Hamocyanin nachgewiesen werden konnte und
verschiedene Studien durchgefuhrt wurden (Sanchez et al., 1998; Hagner-Holler et al.,
2004; Pick et al., 2009b; Yin et al., 2011; Chen et al., 2015). Den bisher umfangreichste
Uberblick des Vorkommens von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda lieferte die Arbeit von
Pick et al. (2009a), welche in elf weiteren Spezies Hadmocyanin nachwies. Seitdem sind nur
wenige weitere Spezies untersucht und kaum neue Erkenntnisse dariiber gewonnen
worden, wieso Hamocyanin trotz des gut ausgebildeten Tracheensystems in
verschiedensten Hexapoda vorkommt. Deswegen lasst sich bis heute die zentrale Frage,
ob das Vorkommen von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda mit evolutiven Ereignissen,
Okologischen Bedingungen, physiologischen Eigenschaften, oder der Morphologie der Tiere

korreliert, nicht beantworten.
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4.4.1 Vorkommen von Hamocyanin in den Hexapoda

Entgegen der damaligen Annahme, Hexapoda verflgten aufgrund ihres Tracheensystems
Uber keine respiratorischen Proteine, wurde Hamocyanin mittlerweile in einer Vielzahl an
Hexapoda-Ordnungen nachgewiesen (siehe Abbildung 4.2). So verfligen, mit Ausnahme
der Protura, Diplura, Odonata, Ephemeroptera, Zoraptera, Grylloblattodea und Embioptera,
alle ametabolen und hemimetabolen Hexapoda uber Hamocyanin (Pick et al., 2009a;
Burmester, 2015). Wahrend die Abwesenheit von Hamocyanin in den Odonata und
Ephemeroptera aufgrund von Genomanalysen bereits bestéatigt werden konnte, erscheint
ein Verlust von Hadmocyanin in den Protura und Diplura durch die Auswertung von EST-,
Transkriptomanalysen ebenfalls als sehr wahrscheinlich. Im Gegensatz dazu liegen fir die
Zoraptera, Grylloblattodea und Embioptera bisher keine nédheren Untersuchungen vor (Pick
et al., 2009a; Burmester, 2015). Innerhalb der Stammlinie, die zu den Eumetabola fiihrte,
ging Hamocyanin hingegen vollsténdig verloren, was unter anderem durch Genomanalysen
an Drosophila melanogaster (Diptera), Bombyx mori (Lepidoptera), Apis mellifera
(Hymenoptera) und Tribolium castaneum (Coleoptera) belegt werden konnte. Stattdessen
rekrutierten die Eumetabola, bei der Besiedelung hypoxischer Habitate, ein Hamoglobin aus
einem intrazellularen Globingen, welches vermutlich im Genom aller Insekten vorkommt
(Burmester, 2015). Diese Verteilung des Hamocyaninvorkommens innerhalb der Hexapoda
zeigte sich im Weiteren auch in der im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Analyse von 103
Transkriptomen (siehe Tabelle 3.1). Hierbei wurden Hinweise auf Hamocyanin in den
Transkriptomen samtlicher Hexapoda-Ordnungen gefunden, in denen ein Hamocyanin-
vorkommen bereits gezeigt werden konnte. Die einzige Ausnahme hierzu stellten die, in der
Analyse mit zwei Arten vertreten, Isoptera dar, in denen kein Hamocyanin gefunden wurde.
Darluber hinaus fanden sich auch in dieser Untersuchung in den Protura und Diplura keine

Anzeichen fir ein Vorkommen von Hamocyanin.
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Abbildung 4.2: Verteilung respiratorischer Proteine in den Hexapoda. Angegeben sind jeweils

Hamocyaninuntereinheit 1 und 2 (Hc1; Hc2), sowie Hamoglobin (Hb; nach Misof et al., 2014).

4.4.2 Mogliche Funktionen des Hamocyanins in den He  xapoda

Funktionelle Untersuchungen von Hamocyanin existierten in den Hexapoda bisher nur in
den Plecoptera, Orthoptera und Blattodea (Hagner-Holler et al., 2004; Pick et al., 2009b;
Yin et al., 2011; Chen et al., 2015). Durch die vorliegende Arbeit konnten diese Ordnungen
durch Untersuchungen an den Collembola und Mantodea erweitert werden.

So konnte in dem Collembola Folsomia candida eindeutig gezeigt werden, dass
H&amocyanin eine Funktion in der Sauerstoffversorgung adulter Tiere Ubernimmt, wie sie
auch in den Crustacea vorkommt, den nachsten Verwandten der Hexapoda. Es scheint
naheliegend, dass Hamocyanin diese Funktion in der Stammlinie der Hexapoda tibernahm
und es erst im Laufe der Evolution zu mehreren voneinander unabhaniggen Verlusten von
Hamocyanin innerhalb der Hexapoda-Ordnungen kam. Aufgrund ihrer terrestrischen
beziehungsweise subterrestrischen Lebensweisen und den mit dem Boden assoziierten
schwankenden Sauerstoffverfligbarkeiten wéare es denkbar, dass Hamocyanin auch in den
Ubrigen Apterygota (fligellose Insekten) eine generelle Rolle in der Sauerstoffversorgung
der Tiere Ubernimmt.

Eine ahnliche Funktion liegt in den Plecoptera vor, deren aquatischen Larven, neben
normalerweise sauerstoffreichen FlieRgewadssern, haufig in sauerstoffarmen stehenden
Gewassern leben. Da die Larvalphase aufRerdem den Grof3teil der Lebensdauer der Tiere

ausmacht, mit zum Teil nur wenigen Tagen bis Wochen andauernden adulten Phasen, ist
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die ErschlieBung dieser Habitate vermutlich durch die Anwesenheit von Hadmocyanin stark
beglnstigt worden. Neben der Expression im Larvenstadium konnte jedoch auch ein
Hamocyaninvorkommen in adulten Tieren gezeigt werden (Hagner-Holler et al., 2004).
Damit stellen die Plecoptera die bisher einzigen Hexapoda dar, in denen H&amocyanin
sowohl auf mRNA- wie auch auf Proteinebene in gréReren Mengen in sémtlichen
Entwicklungsstadien nachgewiesen wurde.

Des Weiteren konnte durch die umfassenden Untersuchungen an der Waldschabe
Blaptica dubia und der Wanderheuschrecke Locusta migratoria gezeigt werden, dass
Hamocyanin eine zentrale Rolle bei der Sauerstoffversorgung der Embryonen spielt,
wahrend es in adulten Tieren kaum exprimiert wird (Sanchez et al., 1998; Pick et al., 2009a;
Yin et al., 2011; Chen et al., 2015). So fuhrt ein HAmocyanin-knockdown zu einer starken
Verzogerung in der Embryonalentwicklung und einer geringeren Schlupfrate der Tiere
(Chen et al., 2015). Durch die vorliegende Arbeit konnte auRerdem gezeigt werden, dass
Hamocyanin zumindest in L. migratoria dariiber hinaus keine seiner, aus anderen Tieren
bekannten, Funktionen wahrnimmt und ausschlief3lich der Versorgung der Embryonen tber
die Diffusionsbarriere der Oothek, beziehungsweise dem Eipaket dient. Diese spezialisierte
Versorgung der sich entwickelnden Embryonen erscheint auch in einer Reihe weiterer
Orthopteroidea sinnvoll. So legen auch die Mantophasmatodea ihre Eier in Eipakete ab,
wéhrend die Phasmatodea Uber hartschalige Eier verfiigen und die Dermaptera ihre Eier
haufig in unterirdischen Bauten deponieren.

In der Analyse des Hamocyanins der Fangschrecke Hierodula membranacea konnten
Hinweise auf ein Hamocyaninvorkommen innerhalb der Hamocyten, wie auch dem
Muskelgewebe gefunden werden. Wéhrend dies auf eine Phenoloxidasefunktion innerhalb
der Hamocyten hindeutet, kdnnte es sich beim Hamocyanin von H. membranacea ebenso
um ein ,Myoha&mocyanin®“ handeln, welches zur Sauerstoffspeicherung im Muskelgewebe
dient. Wéahrend beide Falle eine neuartige, bisher unbeschriebene Funktion in Hexapoda

darstellen wirden, kann jedoch keine der Funktionen bisher endgiltig belegt werden.
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4.5 Ausblick

Wahrend neue Studien weitere Erkenntnisse liefern, die langsam ein besseres Bild des
Vorkommens und der Funktionen von H&mocyanin innerhalb der Hexapoda vermitteln,
existieren noch immer viele unbeantworteten Fragen. Allen voran, womit das Vorkommen
von Hamocyanin innerhalb der Hexapoda korreliert. Dies gilt besonders fiir Taxa die sich in
ihrer Lebensweise und ihrer Habitatwahl sehr &hneln und dennoch nicht alle ein
Vorkommen von H&mocyanin aufweisen. So wuirde in den Protura und Diplura ein
Hamocyanin-vorkommen zundchst naheliegend erscheinen, da sie, wie die meisten
Collembola, in oder auf dem Boden leben und, im Falle der Protura, viele Arten Uber kein
Tracheensystem verfiigen (Fountain & Hopkin, 2005; Nicker et al., 2013). Trotzdem deutet
alles darauf hin, dass Hamocyanin in diesen Ordnungen verloren ging (Pick et al., 2009a;
Burmester, 2015). Ahnliches gilt auch fir die Ephemeroptera und Odonata, die wie die
Plecotpera Uber einen tUberwiegend aquatischen Lebenszyklus und sehr lang andauernde
Juvenilstadien verfiigen. Basierend auf diesen Ahnlichen in der Physiologie und Okologie
der Tiere ware zu vermuten, dass die Ephemeroptera und Odonata ebenfalls tber
Hamocyanin verfiigen. Dennoch fehlt Hadmocyanin in den Ephemeroptera und Odonata
nachweislich, wéhrend die Plecoptera es in s&mtlichen Entwicklungsstadien exprimieren
(Hagner-Holler et al., 2004; Pick et al., 2009a; Burmester, 2015). Wéahrend somit klar ist,
dass es zum mehrfachen, unabhéangigen Verlust von Hdmocyanin in den Hexapoda kam,
stellt sich umso mehr die Frage worin sich die Spezies voneinander unterscheiden, so dass
es zu diesem unterschiedlichen Bedarf fur ein respiratorisches Protein kommt. Sicher ist,
dass Hamocyanin in den Collembola eine respiratorische Funktion in adulten Tieren
Ubernimmt. Erst spater kam es in hoher entwickelten insekten zu einem Wandel der
Funktion, hin zur Versorgung der Embryonen. Um den evolutiven Zeitpunkt dieses
Funktionswechsels in etwa zu bestimmen, sollten funktionelle Untersuchungen an den
Archaeognatha, Zygentoma und Dermaptera durchgefuihrt werden. Um dartber hinaus zu
klaren, ob die Funktion von Hadmocyanin in héheren Insekten tatsachlich auf die Versorgung
der Embryonen beschrankt ist, oder, wie im Falle von Hierodula membranacea
angenommen, auch andere Funktionen erflllt, sollten auch die Mantophasmatodea,
Phasmatodea und Isoptera funktionell untersucht werden. Dabei erscheinen knockdown-
Versuche, wie von Chen et al. (2015) durchgefihrt, als das am besten geeignete Mittel, um

diese Untersuchungen durchzufiihren.
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Anhang

6. Anhang

6.1 IUPAC Codes fur Nukleotide und Aminosauren

Tabelle 6.1 : IUPAC Abkirzungscodes fir Nukleotide

Abkirzung  Entsprechende Nukleotide
A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin

Tabelle 6.2 : IUPAC Abklrzungscodes fir Aminosauren

Abkirzung Dreibuchstabencode Entsprechende Aminoséau

ren

I o Mmoo

<s<H0wmmOUTVTZZTC X

Ala Alanin

Cys Cystein

Asp Asparaginsaure
Glu Glutaminsaure
Phe Phenylalanin
Gly Glycin

His Histidin

lle Isoleucin

Lys Lysin

Leu Leucin

Met Methionin

Asn Asparagin

Pro Prolin

GIn Glutamin

Arg Arginin

Ser Serin

Thr Threonin

Val Valin

Trp Tryptophan
Tyr Tyrosin
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6.2 DNA- und Proteinmarker

Abbildung 6.1 : GeneRuler DNA Ladder Mix (100 -10.000 bp; Thermo Scientific, Schwerte)

Ladder mix

1

1% agarose

- TICD) =t

S g, i S o
- &

( )

Lo Lo

Gel

kDa
—~180 —
—~130 -

—~100 -

-

Blot

Abbildung 6.2 : PageRuIerTM Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Schwerte)
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6.3 Vektorkarten

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 V\ 2692
) T7
f1 ori 1 1 start
Apal 14
Aatll 20
VA= lE
Amp'’ st
pGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector O | Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
orl BstXI| 103
Nsil 112
126
T spe

T7 Transcription Start

5”...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3"...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

17 Promoter | | | | | | I
Apal Aatll Sphl BstZI

CCATG GCCGC GGGATT3
GGTAC CGGCG CCCTA

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
3'TTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC

Ncol Sacll Spel Notl Pstl Sall Ndel
BstZI

SP6 Transcription Start

(cloned insert)

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT...3’
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA...&

[ | | I | SP6 Promoter
Sacl BstXI Nsil

Abbildung 6.3 : Vektorkarte und Sequenz des pGEM-T Vektors (Promega, Mannheim).
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(4990) AsiSI - Pvul

(4864) Smal
(4862) TspMI - Xmal

(4647) Nrul

(4336) Acul —

(4204) AlWNI

(3961) BssSI

(3559) Bstz171
(3533) PfIFI - Tth111I

BlpI (80)
(5691) Dralll

AvrIl (131)
(5563) Psil

BxHis

PaeR71I - PspXI - TIiI - XhoI (174)
Eagl - NotI (182)
HindIII (189)
_Sall (195)
Eco53KI (204)
- Sacl (206)

PstI - SbfI (214)
—— Ascl (216)
_—— Stul (225)
——— BsrGI (229)
———— EcoRI (235)

BamHI (241)
" EcoRV (251)

" NcoI (255)

~~ PshAI (265)
~ Agel (292)
— Acc651 (295)
~ KpnI (299)
_ BglII (302)

" Mfel (360)

~ ithrombin site

Sacll (393)
Spel (424)

. - Swal (667)
~ Mscl (887)
N NdelI (1094)

- RBS

" Xbal (1132)

—
/Vﬁﬁj 0 ﬂ
4"\‘-_”/‘eﬁnmalor Mcs !

S'TGQ )(’7’3'
y

enterok,"as
e

%,

pET-41a(+)
5933 bp

T7 promoter
SgrAl (1243)
SphI (1399)

BStAPI (1607)

" Miul (1924)

BStEII (2105)
NmeAIII (2130)
PSpOMI (2131)
Apal (2135)

Hpal (2430)

PpuMI (2794)

Abbildung 6.4 : Vektorkarte des pet-41a(+) Vektors (Novagen, Schwalbach).
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6.4 Primer

Tabelle 6.3: Ubersicht der verwendete Standardprimer.

Bezeichnung Gen Organismus Sequenz 5'-3'
Hc-D1-f , GTNGCGGTYTCRAARTGYTCCAT
Hemocyanin Arthropoda
Hc-D1-r ATGGAYTTYCCNTTYTGGTGGAA
Fca-COI-f Cytochrom_c_ Folsomia GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
Fca-COl-r Oxidase | candida TAAACTTCAGGGT GACCAAAAAATCA
18S-L0001 18SRNA Folsomia TACCTGGTTGATCCTGCCAGT
18S-R1100 (Nukleotid1-1100) candida CGACGATCCAAGAATTTCAC
18S-L0922 18SRNA Folsomia AATTGGAGTGCTCAAAGCAGGC
18S-R2090 (Nukleotid922-2090)  candida CCTACGGAAACCTTGTTACG
Fca-ActB-deg-f 8-Actin Folsomia TGGCAYCAYACNTTYTAYAA
Fca-ActB-deg-r candida GCDATNCCNGGRTACATNGT
Fca-Tub-deg-f 8-Tubulin Folsomia TGGGCNAARGGNCAYTAYAC
Fca-Tub-deg-r candida GGRTCRCANGCNGCCATCAT
Fca-Cyc-deg-f = Folsomia CCNMGNGTNTTYTTYGAYAT
Cyclophilin A !
Fca-Cyc-deg-r candida GCNGTNGTDATRAARAAYTG
Fca-Rplp0-deg-f Ribosomal protein, Folsomia ATGEGNAARAAYACNATG
Fca-Rplp0-deg-r large, PO candida GCRAAYTTNSWNGGRTCYTT
Fca-LDH-f Laktat- Folsomia TTGAATGTTTCTCOGTCATCTG
Fca-LDH-r Dehydrogenase candida GAACTTTAACCCTTTCTGCACTGA
Fca-IDH-f Isocitrat- Folsomia CCCGTCGT GGAGATGGAT
Fca-IDH-r Dehydrogenase candida CCOCCTAGAATATTTCTCAACGTG
Fca-MDH-f Malat- Folsomia TGGEGGTAATCACAGCTCTACACA
Fca-MDH-r Dehydrogenase candida TGCTTCTTCGOGTTCTTCAA
Lmi-COI-deg-f Cytochrom-c- Locusta GCWCCAGATATAGCW TTCCACG
Lmi-COl-deg-r Oxidase | migratoria GATATARAATTGGRTCACCYCCTCC
Lmi-Hcl-f . Locusta TTCACAGGAACGATCCGCAA
. Hemocyanin 1 . .
Lmi-Hcl-r migratoria CCCAGCATGATGTGTCCGTA
Lmi-Cyc-deg-f Cvelonhilin A Locusta TTGTGATTGAGCTACGTGOG
clopnilin . .
Lmi-Cyc-deg-r yelop migratoria CATGCCTTCAACAACTGACCC
Lmi-Actb-deg-f 8-Actin Locusta TGGCAYCAYACNTTYTAYAA
Lmi-Actb-deg-r migratoria ACNATGTAYCCNGGNATGHGC
Hme-Hcl-f . Hierodula CTTCCCTGGTCTGAAAGTCGTA
Hemocyanin 1
Hme-Hcl-r membranacea GTGAAGAAGTGGTCCTCATCGA
Hme-Hc2-f : Hierodula TCAGCAGAGACACGGTATTCAG
Hemocyanin 2
Hme-Hc2-r membranacea CTGTTCCATTOCAGAGGTTGCA
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Tabelle 6.4: Ubersicht der verwendeten gPCR-Primer.

Bezeichnung Gen Organismus Sequenz5'-3'
gPCR-Fca-Hc-f . Folsomia TGACATGAAGCACTACGAACTCCG
Hemocyanin 2 .
qPCR-Fca-Hc-r candida TAGAATCOGCCGAAGACT CCAT
gPCR-Fca-ActB-f 6-Actin Folsomia CATGCCATCCTTCGTTTGGACTTG
gPCR-Fca-ActB-r candida GOGACATAGCACAACTTCTCCTTG
gPCR-Fca-Tub-f 6-Tubulin Folsomia AACCTACTGCATCGACAATGAGGC
gPCR-Fca-Tub-r candida TTGACCAGGGAATCGGAGACAAGT
gPCR-Fca-Cyc-f Cyclophilin A Folsomia GGTCTACGT TOCACCGAGTCATC
gPCR-Fca-Cyc-r candida GGTCCAGCATTAGOCATTGACATG
qPCR-Fca-Rplp0-f  Rihosomal protein, Folsomia CCACCATCCGAAGCAACCTTGT
gPCR-Fca-Rplpo-r  large, PO candida AACGT TCCTGACTCCAGCCATA
gPCR-Fca-LDH-f Laktat- Folsomia COGACTAAGOGAATTACACCCTGACA
gPCR-Fca-LDH-r Dehydrogenase candida CGTAAGCACTGTCCATTACTTGACCA
gPCR-Fca-IDH-r Dehydrogenase candida CCTCGTCAGROGTTATTGTCG
gPCR-Fca-MDH-f Malat- Folsomia ACGGTGTGGTCAAGAAAGGAAACGAC
qPCR-Fca-MDH-r Dehydrogenase candida TGCAGCAGACAT TGCGGAAGACAT
qPCR-Fca-GAPDH-f  Glycerinaldehyd -3- -\ . GCCATTAGCCAAAGT CATCAACGA
Phosphat- dida

GPCR-Fca-GAPDH-  pepydrogenase can GCAACACCACGACCATCTCG
gPCR-Fca-HSP70-r 70 candida AAGATCAGCATTCAGCTCCTCGA
gPCR-Lmi-Hc1-f . Locusta GOCTCAACCATAAGOCGTTCGT

. Hemocyanin 1 . .
gPCR-Lmi-Hc1-r migratoria CGATCTCGACGATGTAGTGCCTC
gPCR-Lmi-Hc2-f . Locusta TTCACCACATCTCCGACACCTA

. Hemocyanin 2 . .
gPCR-Lmi-Hc2-r migratoria GACGAATGTTGTCTGCOCCACTTC
gPCR-Lmi-Cyc-f Cyclophilin A Locusta TGGTTTGTAAAGTCACCACCTTGG
gPCR-Lmi-Cyc-r migratoria TAAAACT GOCGAGAATTTTAGAGCC
gPCR-Lmi-Actb-f 6-Actin Locusta CCATTGAACCCAAAGGCAAACAGG
gPCR-Lmi-Actb-r migratoria CGACACACCATCACCAGAATCCAA
gPCR-Lmi-bTub-f 8-Tubulin Locusta TCGCCCAAGGTATCAGACACTG
gPCR-Lmi-bTub-r migratoria CGTGOGGAAGCAAATGTCGTA
gPCR-Hme-Hc1-f Hemocyanin 1 Hierodula CATTGACCTGCTGAACGCACTA
gPCR-Hme-Hc1-r membranacea GTGAATGGCTGATGGTTGAGGC
gPCR-Hme-Hc2-f Hemocyanin 2 Hierodula TTCTGCATOGTCCAGATTGOCG
gPCR-Hme-Hc2-r membranacea ATGOCTCCCTGACAACATCCGT
gPCR-Hme-EFla-r  alpha membranacea OCTGAAGAGGAAGACGTAGAGEC
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Tabelle 6.5: Ubersicht der verwendeten Primer zur Herstellung von dsRNA. Alle Primer tragen die
T7-Adapter-Sequenz (TAATACGACTCACTATAGGG) am 5'-Ende.

Bezeichnung Gen Organismus Sequenz 5'-3'

Fca-Hcl-T7-fwd . Folsomia TGGTGGAACCCCGACAAATACG
Hemocyanin 1 .

Fca-Hcl-T7-rev candida TACTCAAGAAAACGT GCGCCAT

Fca-GAPDH-T7-fwd Glycerinaldehyd -3- -\ .0 GAAGGTGGAGCTAAGCGAGTTA
phosphat- !

Fca-GAPDH-T7-rev Dehydrogenase candida TGGGCATTCAACATGATTCCAGC

Mmu-Cybg-T7-fwd Cvioalobi Mus TGGTGGAACCCCGACAAATACG

oglonin
Mmu-Cybg-T7-rev yiog musculus TACTCAAGAAAACGT GOGCCAT

Tabelle 6.6: Primer zur Herstellung des Konstrukts fiir die rekombinante Expression von Folsomia

candida Hemocyanin 2. Die eingebaute Schnittstelle Spel ist blau, die fir Xhol rot markiert.

Bezeichnung Gen Organismus  Sequenz 5'-3'

FcaHc2-F1 . Folsomia GCGTAACTAGT CCCGACAAATACGGTGGT
Hemocyanin 2 .

FcaHc2-R1 candida GOGTACT CGAGTACACCGGGTGOGAG
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6.5 Phylogenetische Analysen

Tabelle 6.7: Zur Berechnung des Hamocyaninstammbaums verwendete Sequenzen von

Hamocyaninuntereinheitstyp 1 und 2 von verschiedener Arthropoda.

Artname Klasse Protein Accession humber
Archispirostreptus gigas Diplopoda Hamocyanin 1 ggr&i‘;@;?l
Arcynopteryx compacta Hexapoda Hamocyanin 2 igr&?%gge.l
Besdolus ravizzarum Hexapoda Hamocyanin 2 fgg’igg‘;:?_l
Blaptica dubia Hexapoda Hamocyanin 1 gzg%‘;ggg.l
Blaptica dubia Hexapoda Hamocyanin 2 82%%2%:0.1
Chelidurella acanthopygia Hexapoda Hamocyanin 1 82%%2254_1
Chelidurella acanthopygia Hexapoda Hamocyanin Type 2 82%%2%:7_1
Cryptotermes secundus Hexapoda Hamocyanin 1 82%%2257_1
Cryptotermes secundus Hexapoda Hamocyanin 2 gzg%‘;gg&l
Dictyogenus alpinus Hexapoda Hamocyanin 1 igr&?%ggs.l
Dictyogenus alpinus Hexapoda Hamocyanin 2 fgg’igg‘;:&l
Dinocras cephalotes Hexapoda Hamocyanin 1 28%%;%‘(221
Dinocras cephalotes Hexapoda H&mocyanin 2 25?382618%1_1
Entomobrya proxima Hexapoda Hamocyanin 1 28%'—1%2‘101
Folsomia candida Hexapoda Hamocyanin 1 82%%2%:3_1
Folsomia candida Hexapoda Hamocyanin 2 iﬁ?&g};l
Guadalgenus franzi Hexapoda Hamocyanin 1 28?)%%%231
Hanseniella audax Myriapoda Hamocyanin Type la gggi%%l%l
Hanseniella audax Myriapoda Hamocyanin Type 1b g(e:r(]:i%%l;gl
Hierodula membranacea Hexapoda Hamocyanin 1 82%%2255_1
Hierodula membranacea Hexapoda H&amocyanin Type 2 82%%2256_1
Isoperla acicularis Hexapoda Hamocyanin 2 288?%2‘;:9_1
Isoperla grammatica Hexapoda Hamocyanin 2 iga%;gl;s_l
Lepidocyrtus cyaneus Hexapoda Hamocyanin 1 28%'—1%2‘891
Lepisma saccharina Hexapoda Hamocyanin 1 82%%%%“241
Lepisma saccharina Hexapoda Hamocyanin 2 82%%%%“251
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Artname Klasse Protein Accession humber
Locusta migratoria Hexapoda Hamocyanin 1 82%%2%14.1
Locusta migratoria Hexapoda Hamocyanin 1 ,(ileEn;%%g.l
Locusta migratoria Hexapoda Hamocyanin 2 ,(ileEn;%g%_l
Locusta migratoria manilensis Hexapoda H&mocyanin 1 28%8832%1
Machilis germanica Hexapoda Hamocyanin 1 822%2252_1
Periplaneta americana Hexapoda Hamocyanin 1 gzg%‘;%:l_l
Periplaneta americana Hexapoda Hamocyanin 2 82%%2%:2_1
Perla grandis Hexapoda Hamocyanin 1 22;338;01
Perla grandis Hexapoda Hamocyanin 2 22;338;11
Perla marginata Hexapoda Hamocyanin 1 82%882;%:2_1
Perla marginata Hexapoda Hamocyanin 2 SE\BBSE;%:&;L
Polydesmus angustus Myriapoda Hamocyanin 1 gg(]:i?g,%l%l
Schistocerca americana Hexapoda embryonic hemolymph protein iﬁg’i’gggo 1

Scutigera coleoptrata
Scutigera coleoptrata
Scutigera coleoptrata
Scutigera coleoptrata
Scutigera coleoptrata
Shelfordella lateralis
Shelfordella lateralis
Sinella curviseta
Spirostreptus spec
Thermobia domestica
Thermobia domestica
Zootermopsis nevadensis

Zootermopsis nevadensis

Myriapoda
Myriapoda
Myriapoda
Myriapoda
Myriapoda
Hexapoda
Hexapoda
Hexapoda
Diplopoda
Hexapoda
Hexapoda
Hexapoda

Hexapoda

Hamocyanin Type A
Hamocyanin Type B
Hamocyanin Type C
Hamocyanin Type D
Hamocyanin Type X
Hamocyanin 1
Hamocyanin 2
Hamocyanin 1
Hamocyanin 1
Hamocyanin 2
Hamocyanin 1
Hamocyanin Type 1

Hamocyanin Type 2

UniProtKB/Swiss-

Prot: Q95P08.1

UniProtKB/Swiss-

Prot: Q8IFJ8.1

UniProtKB/Swiss-

Prot: Q8T115.1

UniProtKB/Swiss-

Prot: Q95P07.1

UniProtKB/Swiss-

Prot: Q8T116.1
GenBank:
CARS85705.1
GenBank:
CARS85706.1
GenBank:
CARS85691.1
GenBank:
CAC33894.1
GenBank:
CAQ63321.1
GenBank:
CAQ63322.1
GenBank:
KDR21641.1
GenBank:
KDR21642.1
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Tabelle 6.8: Zur Berechnung des Collembolastammbaums verwendete 18S und 28S rRNA

Sequenzen verschiedener Hexapoda.

Artname Ordnung Sequenz  Accession number
Callibaetis ferrugineus Ephemeroptera  18S rRNA GenBank: AF370791.1
Callyntrura spec Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016566.1
Callyntrura spec Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016585.1
Crossodonthina tiantongshana  Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016557.1
Crossodonthina tiantongshana  Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016574.1
Ctenolepisma longicaudata Zygentoma 18S rRNA GenBank: AY210811.1
Entomobrya dorsosignata Collembola 18S rRNA GenBank: AY596360.1
Entomobrya dorsosignata Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016584.1
Folsomia candida Collembola 18S rRNA GenBank: AY555515.1
Folsomia candida Collembola 28S rRNA  GenBank: JN981046.1
Folsomia octoculata Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016561.1
Folsomia octoculata Collembola 28S rRNA GenBank: DQ016579.1
Friesea japonica Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016558.1
Friesea japonica Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016575.1
Heteromurus tenuicornis Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016564.1
Heteromurus tenuicornis Collembola 28S rRNA GenBank: DQ016582.1
Hypogastrura duplicispinosa Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016555.1
Hypogastrura duplicispinosa Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016570.1
Hypogastrura spec Collembola 18S rRNA GenBank: AY596362.1
Hypogastrura spec Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016571.1
Isotoma viridis Collembola 18S rRNA GenBank: AY596361.1
Isotomurus palustris Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016578.1
Isotomurus palustris Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016560.1
Isotomurus palustris Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016577.1
Lepidocyrtus paradoxus Collembola 18S rRNA GenBank: U61301.1
Lepidocyrtus paradoxus Collembola 28S rRNA  GenBank: JN981068.1
Neanura latior Collembola 18S rRNA GenBank: AY037172.1
Neelides minutus Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016567.1
Neelides minutus Collembola 28S rRNA GenBank: DQ016586.1
Odontella spec Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016559.1
Odontella spec Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016576.1
Oncopodura crassicornis Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016563.1
Oncopodura crassicornis Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016581.1
Onychiurus hangchowensis Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016554.1
Onychiurus hangchowensis Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016572.1
Onychiurus yodai Collembola 18S rRNA GenBank: AY037171.1
Onychiurus yodai Collembola 28S rRNA  GenBank: EF392703.1
Orchesella spec Collembola 18S rRNA GenBank: AY555514.1
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Artname Ordnung Sequenz  Accession humber

Orchesella spec Collembola 28S rRNA  GenBank: EF392704.1
Papirinus prodigiosus Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016569.1
Papirinus prodigiosus Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016588.1
Podura aquatica Collembola 18S rRNA GenBank: AY596363.1
Podura aquatica Collembola 28S rRNA  GenBank: AY210838.1
Pseudobourletiella spinata Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016568.1
Pseudobourletiella spinata Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016587.1
Sinella curviseta Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016565.1
Sinella curviseta Collembola 28S rRNA GenBank: DQ016583.1
Sminthurides aquaticus Collembola 18S rRNA GenBank: AY596364.1
Sminthurides aquaticus Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016590.1
Sminthurus viridis Collembola 18S rRNA GenBank: AY859604.1
Sminthurus viridis Collembola 28S rRNA  GenBank: AY859603.1
Sphaeridia pumilis Collembola 18S rRNA GenBank: AY145140.1
Sphaeridia pumilis Collembola 28S rRNA  GenBank: DQ016589.1
Tomocerus violaceus Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016562.1
Tomocerus violaceus Collembola 28S rRNA GenBank: DQ016580.1
Triacanthella spec Collembola 18S rRNA GenBank: AY859610.1
Triacanthella spec Collembola 28S rRNA  GenBank: AY859609.1
Tullbergia yosii Collembola 18S rRNA GenBank: DQ016556.1

6.6 Transkriptomanalyse

Tabelle 6.9: In der Transkriptomanalyse verwendete Referenzsequenzen.

Artname Ordnung  Protein Accession number
Blaptica dubia Blattodea Hemocyaninl GenBank: FM242646.1
Blaptica dubia Blattodea Hemocyanin Il GenBank: FM242647.1

GenBank: KF670722.1
GenBank: KJ713391.1
GenBank: FM242647.1
GenBank: FM165288.1
GenBank: FM165289.1

Folsomia candida Collembola Hemocyanin Il

Locusta migratoria Orthoptera Hemocyanin |

Locusta migratoria Orthoptera Hemocyanin I

Thermobia domestica Zygentoma Hemocyanin |

Thermobia domestica Zygentoma Hemocyanin Il

Locusta migratoria Orthoptera Hexamerin | GenBank: FJ609738.1
Locusta migratoria Orthoptera Hexamerin Il GenBank: FJ609739.1
Locusta migratoria Orthoptera Hexamerin IV~ GenBank: FJ609741.1

Occasjapyx japonicus Diplura Hexamerin | GenBank: JX867263.1
Reticulitermes flavipes Isoptera Hexamerin | GenBank: AY572858.2
Reticulitermes flavipes Isoptera Hexamerin Il GenBank: AY572859.2
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Tabelle 6.10: Ubersicht der untersuchten Transkriptome.

Artname Ordnung SRA-Run

Acanthocasuarina muellerianae Hemiptera SRR921560
Acanthosoma haemorrhoidale Hemiptera SRR921561
Acerentomon sp. Protura SRR921562
Aleochara curtula Coleoptera SRR921563
Anurida maritima Collembola SRR921564
Apachyus charteceus Dermaptera SRR921565
Aposthonia japonica Embioptera SRR921566
Aretaon asperrimus Phasmatodea SRR921567
Atelura formicaria Zygentoma SRR921568
Baetis sp. Ephemeroptera SRR921569
Bibio marci Diptera SRR921570
Bittacus pilicornis Mecoptera SRR921571
Blaberus atropos Blattodea SRR921572
Bombylius major Diptera SRR921573
Boreus hyemalis Mecoptera SRR921574
Calopteryx splendens Odonata SRR921575
Campodea augens Diplura SRR921576
Ceratophyllus gallinae Siphonaptera SRR921577
Cercopis vulnerata Hemiptera SRR921578
Ceuthophilus sp. Orthoptera SRR921579
Annulipalpia sp. Trichoptera SRR921580
Chrysis viridula Hymenoptera SRR921581
Conwentzia psociformis Neuroptera SRR921582
Cordulegaster boltonii Odonata SRR921583
Corydalus cornutus Neuroptera SRR921584
Cosmioperla kuna Plecoptera SRR921585
Cotesia vestalis Hymenoptera SRR921586
Cryptocercus wrighti Blattodea SRR921587
Ctenocephalides felis Siphonaptera SRR921588
Dichochrysa prasina Neuroptera SRR921589
Empusa pennata Mantodea SRR921590
Ephemera danica Ephemeroptera SRR921591
Epiophlebia superstes Odonata SRR921592
Dyseriocrania subpurpurella Lepidoptera SRR921593
Essigella californica Hemiptera SRR921594
Euroleon nostras Neuroptera SRR921595
Eurylophella sp. Ephemeroptera SRR921596
Folsomia candida Collembola SRR921597
Forficula auricularia Dermaptera SRR921598
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Artname Ordnung SRA-Run

Frankliniella cephalica Thysanoptera SRR921599
Galloisiana yuasai Grylloblattodea SRR921600
Grylloblatta bifratrilecta Grylloblattodea SRR921601
Gryllotalpa sp. Orthoptera SRR921602
Gynaikothrips ficorum Thysanoptera SRR921603
Gyrinus marinus Coleoptera SRR921604
Haploembia palaui Embioptera SRR921605
.Hydroptilidae sp. Trichoptera SRR921606
Inocellia crassicornis Neuroptera SRR921607
Isonychia bicolor Ephemeroptera SRR921608
Lepicerus sp. Coleoptera SRR921609
Leptopilina clavipes Hymenoptera SRR921610
Leuctra sp. Plecoptera SRR921611
Lipara lucens Diptera SRR921612
Liposcelis bostrychophila Psocoptera SRR921613
Machilis hrabei Archaeognatha SRR921614
Mantis religiosa Mantodea SRR921615
Mastotermes darwiniensis Isoptera SRR921616
Meinertellus cundinamarcensis Archaeognatha SRR921617
Meloe violaceus Coleoptera SRR921618
Menopon gallinae Phthiraptera SRR921619
Metallyticus splendidus Mantodea SRR921620
Nemophora degeerella Lepidoptera SRR921621
Nilaparvata lugens Hemiptera SRR921622
Notostira elongata Hemiptera SRR921623
Occasjapyx japonicus Diplura SRR921624
Okanagana villosa Hemiptera SRR921625
Orussus abietinus Hymenoptera SRR921626
Osmylus fulvicephalus Neuroptera SRR921627
Panorpa vulgaris Mecoptera SRR921628
Parides eurimedes Lepidoptera SRR921629
Periplaneta americana Blattodea SRR921630
Perla marginata Plecoptera SRR921631
Peruphasma schultei Phasmatodea SRR921632
Planococcus citri Hemiptera SRR921633
Platycentropus radiatus Trichoptera SRR921634
Pogonognathellus sp. Collembola SRR921635
Polyommatus icarus Lepidoptera SRR921636
Prorhinotermes simplex Isoptera SRR921637
Prosarthria teretrirostris Orthoptera SRR921638
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Anhang

Artname Ordnung SRA-Run

Ranatra linearis Hemiptera SRR921639
Rhyacophila fasciata Trichoptera SRR921640
Sminthurus viridis Collembola SRR921641
Stenobothrus lineatus Orthoptera SRR921642
Stylops melittae Strepsiptera SRR921643
Tanzaniophasma sp. Mantophasmatodea SRR921644
Tenthredo koehleri Hymenoptera SRR921645
Tetrix subulata Orthoptera SRR921646
Tetrodontophora bielanensis Collembola SRR921647
Thermobia domestica Zygentoma SRR921648
Thrips palmi Thysanoptera SRR921649
Timema cristinae Phasmatodea SRR921650
Trialeurodes vaporariorum Hemiptera SRR921651
Triarthria setipennis Diptera SRR921652
Trichocera saltator Diptera SRR921653
Tricholepidion gertschi Zygentoma SRR921654
Triodia sylvina Lepidoptera SRR921655
Velia caprai Hemiptera SRR921656
Xanthostigma xanthostigma Raphidioptera SRR921657
Xenophysella greensladeae Hemiptera SRR921658
Yponomeuta evonymella Lepidoptera SRR921659
Zorotypus caudelli Zoraptera SRR921660
Zygaena fausta Lepidoptera SRR921661
Ectopsocus briggsi Psocoptera SRR645929
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