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Einleitung

Einleitung

Eine Vielzahl zelluldrer Prozesse wird durch die Verinderung der intrazelluldren Ca*'- Konzentration
gesteuert. Voraussetzung fiir die vielfiltige Wirkungsweise von Ca®" als sekundirer Botenstoff
(second messenger) ist die Regulierung der freien cytosolischen Ca**-Konzentration im nanomolaren
Bereich (100 nM), die etwa 10.000x niedriger ist als im extrazelluliren Kompartiment. Dieser
Konzentrationsgradient wird durch membranstindige Ca®-Pumpen, -Kanile, Na"-Ca*"-Austauscher
und durch Ca**-Sequestrierung in intrazellulire Ca**-Speicher aufrechterhalten (Carafoli und Krebs
2016; Brini et al. 2013). Ein Ca*"-Signal wird durch eine transiente Erhohung der freien cytosolischen
Ca’"-Konzentration initiiert und durch Ca*"-bindende Proteine subzelluldr vermittelt. Hierzu wird in

jeder Zelle ein spezifischer Satz von Ca**-bindenden Proteinen fiir die Signaltransduktion exprimiert.

Diese Arbeit gliedert sich in drei Studien Ca®-regulierter Prozesse bei Evertebraten, nimlich der
Regulation der Muskelkontraktion (Teil I) und der Muskelerschlaffung (Teil IT) sowie der Modulation
des Actins (Teil I1I).

In Fortsetzung fritherer Studien am Actin des Tardigraden (Bértierchen) Hypsibius klebelsbergi
(D’Haese et al. 2011; Kiehl et al. 2007), wurde in Teil I die Muskelregulation von H. klebelsbergi und
des Onychophoren (Stummelfiiier) Peripatus novaezealandiae untersucht.

Tardigraden und Onychophoren bilden zwei Tierstimme innerhalb der Ecdysozoa (Hautungstiere), wo
sie zusammen mit den Arthropoda (GliederfiiBer) als Panarthropoda zusammengefasst werden. Ihre
phylogenetische Stellung zueinander und innerhalb der Ecdysozoa ist jedoch unklar (Abb. 1; sieche
L.3). Als die nichsten Verwandten der Arthropoden besitzen Tardigraden und Onychophoren noch
urtiimliche Merkmale, da sich ihre Anatomie seit dem Kambrium (vor rund 540 Mio. Jahren) kaum
verandert hat. Im Gegensatz zu den Arthropoden weisen sie, wie auch die fossilen Lobopodia
(Lappentfiifier), ungegliederte Extremitéten auf (Ou et al. 2012; Haug et al. 2012). Weiterhin treten bei
Tardigraden und Onychophoren Muskelzellen auf, die zwar eine sarkomerdhnliche Organisation
aufweisen aber als Zwischenform der glatten und quergestreiften Muskulatur angesehen wird

(Camatini et al. 1979; Walz 1974).
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Deuterostomia

Lophotrochozoa
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Abb. 1 Hypsibius klebelsbergi und sein Lebensraum. (A) Tardigraden und Onychophoren gelten als die
néchsten Verwandten der Arthropoda (Gliederfiiler), mit denen sie als Panarthropoda zusammengefasst werden.
Thre phylogenetische Stellung zueinander und innerhalb der Ecdysozoa (H&utungstiere) ist nach wie vor
umstritten (siehe 1.3). Phylogenetische Rekonstruktion der Ecdysozoa erfolgte nach Telford et al. (2008). (B) H.
klebelsbergi ist ein auffallend schwarz pigmentierter Tardigrade (ca. 500 um Korperldnge), welcher in
Kryokonitlochern (C) auf Gletschern lebt. Eine besondere Féhigkeit der Tardigraden ist die Kryptobiose,
wodurch sie in der Lage sind, extreme Umweltbedingungen zu iiberdauern (Mobjerg et al. 2011). Bilder mit

freundlicher Genehmigung von Dr. Hieronymus Dastych (Dastych et al. 2003).

Innerhalb der Ecdysozoa zeigen die bisher untersuchten Fadenwiirmer (Nematoda), Priapswiirmer
(Priapulida), Insekten (Hexapoda) und Spinnentiere (Chelicerata) eine duale Regulation, wo das
Actomyosin gleichzeitig Actin- als auch Myosin-gekoppelt reguliert wird (Espinoza-Fonseca et al.
2015; Hidalgo et al. 2001; Ritter et al. 1999; Martin et al. 1986; Sellers et al. 1980; Chantler und
Szent-Gyorgyi 1978; Harris et al. 1977). Bei Krebstieren (Crustacea) wird der Scheren- und
Abdominalmuskel ebenfalls dual reguliert (Koenders et al. 2004; Ojima und Nishita 1989).

Zur Untersuchung der Muskelregulation bei H. klebelsbergi und P. novaezealandiae, wurden vier
Ca”**-bindende Proteine aus der EF-Hand Proteinfamilie (CTER-Gruppe), nimlich das ubiquitir
exprimierte Calmodulin, die Troponin-Untereinheit C (Troponin C), sowie die essentielle- und
regulatorische Myosin-leichte-Kette analysiert. CTER-Proteine wirken als molekulare Ca®*-Schalter

die Actin- oder Myosin-gekoppelt die Muskelkontraktion steuern und das Actomyosin in einen aktiven
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(on-state) oder inaktiven (off-state) Zustand versetzen. Actin-gekoppelt kann das Actomyosin iiber
zwei Systeme gesteuert werden, ndmlich durch Troponin-Tropomyosin oder Calmodulin-Caldesmon
(Lehman 2016; Ansari et al. 2008). Im Myosin-gekoppelten System ist der Ca’’-Schalter die
regulatorische bzw. essentielle leichte-Kette des Myosins (Yamaguchi et al. 2016; Gao et al. 2013).

Da eine Priparation der Muskelproteine bei Tardigraden nicht moglich ist, wurde zur
Charakterisierung die cDNAs der CTER-Proteine von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae
sequenziert und analysiert. Die Sequenzdaten sollten Riickschliisse auf die regulatorische Funktion im
Muskel ermoglichen und mogliche Verdnderungen oder Adaptationen fiir die Kryptobiose
herausstellen. Weiterhin wurden das Troponin C, die essentielle- und regulatorische Myosin-leichte-
Kette von H. klebelsbergi fiir weiterfiilhrende Versuchsansitze zur Ca*’-Bindung rekombinant
exprimiert.

Wihrend die EF-Hand Proteine der CTER-Gruppe die Muskelkontraktion regulieren, ist bei der
Muskelerschlaffung ein weiteres EF-Hand Protein ndmlich das Parvalbumin beteiligt. Parvalbumin
war das erste Ca’"-bindende Protein, welches kristallisiert worden ist. Aus der Rontgenstrukturanalyse
von Parvalbumin wurde das EF-Hand Ca**-Bindungsmotiv ermittelt, die kennzeichnend ist fiir die EF-
Hand Proteinfamilie (Kretsinger und Nockolds 1973). In der schnell kontrahierenden Muskulatur von
Vertebraten wird Parvalbumin die Funktion eines ,,l6slichen relaxierenden Faktors® zugeschrieben.
Nach diesem Modell agiert Parvalbumin als Ca®’-Transporter zwischen Troponin C und dem
sarkoplasmatischen Reticulum (SR). Bevor das SR ein Ca**-Signal 13scht, entzieht das Parvalbumin
dem Troponin C das Ca®" und inhibiert damit die Actin-Myosin-Interaktion. Parvalbumin transportiert
das Ca®" zum SR, wo dem Parvalbumin das Ca®" entzogen wird. Je schneller das Ca”*-Signal gel3scht
wird und damit die Muskelzelle erschlafft, umso schneller kann die Muskelzelle wieder kontrahieren.
Durch die Zwischenschaltung von Parvalbumin wird die Relaxierungszeit des Muskels verkiirzt und
ermdglicht damit einen schnelleren Kontraktionszyklus. Hierbei konnte an isolierten Muskelfibrillen
gezeigt werden, dass einerseits die Injektion von Parvalbumin die Relaxierungszeit verkiirzt und
andererseits Parvalbumin-knockout die Relaxierungszeit erhoht (Arif 2009; Raymackers et al. 2000;
Schwaller et al. 1999; Miintener et al. 1995). Bei Vertebraten wurden bisher die schnellsten
Muskelkontraktionen, mit einer Frequenz von iiber 200 Hz, im Schwimmblasenmuskel des
Krétenfisches Opsanus tau (Batrachoidiformes) gemessen, der durch oszillierende Kontraktionen der
sog. Schall- oder Trommelmuskeln Tone erzeugt. Diese hohe Kontraktionsfrequenz dieser Muskulatur
korreliert mit der bis dato hdchsten ermittelten Parvalbumin-Konzentration eines Muskels (bis zu 1.5
mM; zur Ubersicht siehe Rome 2006). Weiterhin konnte bei Fischen nachgewiesen werden, dass der
Parvalbumin-Gehalt in der schnell kontrahierenden weilen Muskulatur bis zu 8x hoher ist als in den
langsam kontrahierenden roten Muskulatur (Kobayashi et al. 2006). Bei der Suche nach Parvalbumin
in der Muskulatur von Evertebraten fand man anstelle des Parvalbumins ein analoges 16sliches Ca*'-
bindendes Protein, ndmlich das Soluble Calcium Binding Protein (SCBP oder SCP). Die

physikalischen und strukturellen Gemeinsamkeiten von Parvalbumin und SCBP deuten auf eine
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funktionelle Analogie hin. Beide Proteine sind in niedriger lonenstirke loslich, ihr isoelektrischer
Punkt liegt im sauren Bereich (pl: 4-5), sie sind in Anwesenheit von Ca®" hitzestabil, Ca**-Bindung
fiihrt zu keiner signifikanten Konformationsidnderung und sie liegen in hoher Konzentration im
Muskelgewebe vor (Gerday 1988, 1982). SCBPs wurden bisher in der Muskulatur beim
amerikanischem Sumpfkrebs Procambarus clarkii (Crustacea) (White et al. 2011; Gao et al. 2006;
Cox et al. 1976), Muscheln der Gattung Pecten (Mollusca) (Collins et al. 1983), Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (Arthropoda), Schmeillfliege Calliphora erythrocephala (Arthropoda)
(Kelly et al. 1997; Kiehl und D'Haese 1992) und beim Lanzettfischchen Branchiostoma lanceolatum
(Takagi et al. 1986) isoliert. Erstmalig in einem terrestrischen Tier wurde SCBP im Regenwurm
Lumbricus terrestris (Annelida) nachgewiesen (Huch et al. 1988). Eine quantitative Analyse der
SCBP-Konzentration im Hautmuskelschlauch und Kaumagen von L. ferrestris zeigte, analog zum
Parvalbumin in der Muskulatur von Vertebraten, eine Korrelation des SCBP-Gehaltes mit der
Kontraktionsgeschwindigkeit des Muskels. Die SCBP-Konzentration liegt in den schnell
kontrahierenden Muskelzellen des Hautmuskelschlauches um drei Zehnerpotenzen hdher als in den
langsam kontrahierenden Muskelzellen des Kaumagens (Huch und D’Haese 1992).

Bislang gibt es keine Funktionsstudien zur Rolle von SCBPs als ,,16slicher relaxierender Faktor* und
Ca**-Transporter in Evertebraten. Versuchsansitze zur physiologischen Funktion von SCBPs stammen
lediglich von P. clarkii, wobei die erleichterte Ca**-Diffusion nicht betrachtet worden ist (Piront et al.
1980). Zur Klérung der Frage, ob SCBPs in ihrer Funktion dem Vertebraten Parvalbumin gleichen
wurde in Teil II mit Regenwurmkomponenten in Ca®-Verteilungsstudien und Diffusions-
experimenten der Einfluss des SCBPs auf die Ca*-Regulation des Actomyosins und der moglichen
Funktion von SCBPs als Ca**-Transporter untersucht. Die zur erleichterten Diffusion durchgefiihrten
Versuche basieren auf den methodischen Ansatz von Feher (1984, 1983) der fiir Parvalbumin und das
intestinale Calbindinp,gk in Ca’"-Fluxstudien eine erleichterte Ca’"-Diffusion demonstrieren konnte.
Neben ihrer Funktion bei der Muskelregulation spielen Ca®"-bindende Proteine auch im
Nervengewebe eine zentrale Rolle bei der Regulierung der Ca’’-Homdostase und damit der
Ausschiittung Ca*"-induzierter Neurotransmitter (Schneggenburger et al. 2012). Im zentralen und
peripheren Nervensystem von Vertebraten wurden bisher eine Vielzahl von Ca**-bindenden Proteinen
nachgewiesen, von denen vor allem Calretinin, Calcineurin, S100-Proteine sowie Parvalbumin und
Calmodulin ndher untersucht worden sind (Kuberappa et al. 2016; Schwaller 2014; Arif 2009; Rusnak
und Mertz 2000; Chin und Means 2000). SCBPs wurden im Nervengewebe bisher in der
Weinbergschnecke Helix pomatia (Mollusca), Meeresschnecke Aplysia californica (Mollusca) und D.
melanogaster nachgewiesen (Kelly et al. 1997; Pauls et al. 1993; Kerschbaum et al. 1992).
Immunhistochemisch konnten SCBPs in der Muskulatur und im Nervengewebe von L. terrestris
bisher nicht eindeutig lokalisiert werden. Komplikationen ergaben sich beim Einsatz der polyklonalen
SCBP-Antikérper (Huch 1991), bei der Fixierung der loslichen Proteine und durch moégliche

Kreuzreaktionen mit Proteinen aus der CTER-Gruppe. Um diese Hindernisse zu umgehen, wurde im
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Rahmen dieser Arbeit durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) SCBP-mRNA in
Gewebeschnitten von Muskel und Nervengewebe des Regenwurms lokalisiert. Durch den Einsatz von
RNA Sonden konnen zellspezifisch mRNAs detektiert werden. Die Lokalisation der Regenwurm
SCBPs sollte zu einem besseren Verstéindnis der Funktion von SCBPs sowohl im Muskel als auch im
Nervengewebe beitragen.

Ca*"-bindende Proteine regulieren nicht nur die Interaktion der Actin- und Myosinfilamente bei der
Muskelkontraktion und —erschlaffung sondern auch den Polymerisationsgrad von Actinfilamenten.
Das Actin-Cytoskelett ist ein dynamisches Netzwerk aus Actinfilamenten (F-Actine), das sich
kontinuierlich durch Polymerisation von monomeren Actinmolekiilen (G-Actine) und
Depolymerisation im Umbau befindet und fiir die mechanische Stabilitit sowie u.a. fiir
Zellbewegungen, Cytokinese oder fiir sensorische Funktionen der Zellen verantwortlich ist (Huber et
al. 2015; Fletcher und Mullins 2010). Im Vergleich zur dynamischen Struktur des Cytoskeletts
unterliegen auch die scheinbar ,,starren* F-Actine der Myofibrillen einer fortlaufenden Reorganisation
(Ono 2010). Diese Actin-Dynamik oder der Actin-turnover wird durch Actin-bindende Proteine
reguliert, welche nach ihrer Funktionsweise in Gruppen eingeteilt werden (Pollard 2016). Eine grobe
Differenzierung lédsst sich vornehmen zwischen Actin-bindenden Proteinen, die 1. an F-Actine binden
und eine stabilisierende oder regulatorische Funktion ausiiben; 2. F-Actine miteinander vernetzen und
3. die Polymerisation und damit die Linge der F-Actine beeinflussen. Zu den letzteren gehdren die
Actin-Modulatoren, die Ca*" abhingig und durch die Bindung an saure Phospholipide
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, PIP,) reguliert, an F- und G-Actine binden. Hierdurch konnen
Actin-Modulatoren das schnell wachsende Plus-Ende blockieren (Capping), F-Actine schneiden
(Fragmentation) und die Bildung neuer F-Actine initiieren (Nukleation) (Nag et al. 2013).
Typischerweise sind Actin-Modulatoren aus sechs oder aus drei Segmenten aufgebaut. Zwei
Ausnahmen bilden das zwei-segmentige ABP29 von der Oster-Lilie Lilium longiflorum (Xiang et al.
2007) und das vier-segmentige GLSN-1 des Fadenwurms Caenorhabditis elegans (Nematoda)
(Klaavuniemi et al. 2008). Der drei-segmentige Actin-Modulator von L. terrestris (EWAM) war der
erste  Actin-Modulator der aus der Muskulatur eines Evertebraten isoliert und biochemisch
charakterisiert worden ist. Hierbei zeigte sich, dass EWAM wie ein sechs-segmentiges Gelsolin der
Vertebraten Ca*"-abhingig seine Konformation dndern und mit Actin interagieren kann (D’Haese und
Hinssen 1987). Bemerkenswerterweise zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Fragmentationseffizienz zwischen dem drei-segmentigen EWAM und dem sechs-segmentigen
Gelsolin der Vertebraten (Giebing et al. 1997; 1994). Basierend auf den vorausgegangenen
Ergebnissen war es das Ziel in Teil III durch eine vollstindige Sequenzierung, genomische- und
Transkript-Analyse eine differentielle Expression der EWAM Isoformen P1-P4 zu untersuchen.
Weiterhin sollte durch eine histochemische Lokalisation mittels FISH das Expressionsmuster der

EWAM Isoformen nachgewiesen werden. Die Lokalisation sollte dariiber Aufschluss geben, ob die
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Dynamik der Actinfilamente verschiedener Muskelzelltypen im Regenwurm eine Adaptation oder

Aktivitét spezifischer Modulator Isoformen erfordern.
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|. EF Hand Proteine

Teil I

I. Untersuchung der Muskelregulation in Hypsibius klebelsbergi
(Tardigrada) und Peripatus novaezealandiae (Onychophora)

1.1 EF-Hand Proteine von Hypsibius klebelsbergi und Peripatus novaezealandiae

I.1a Calmodulin

Die Calmodulin (CaM) cDNA Sequenzen von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae bestitigen die
evolutiondr hohe Konservierung von CaM im Tierreich mit vier EF-Hénden (Abb.I-1, Publikation 2,
Abb. 1). Vergleich der CaM Proteinsequenzen verschiedener Vertreter der Proto- und Deuterostomia
aber auch des Nesseltiers Metridium senile (Seeanemone, Cnidaria) und sogar des Protozoen
Tetrahymena pyriformis (Ciliophora) zeigen eine Sequenzidentitit im Bereich von 88-99 %.
Bemerkenswert ist die Identitét der Proteinsequenzen von H. klebelsbergi mit Homo sapiens mit 98 %.
Vergleich der vier EF-Héande von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigt jeweils die hochste
Sequenzidentitit zwischen EF-Hand I und III (55 %) und zwischen EF-Hand II und IV (59 %). Dies
ist in Ubereinstimmung mit der Theorie, dass CaM durch zwei tandem-Duplikationen eines
urspriinglichen CaM Gens mit nur einer EF-Hand evolviert ist (Friedberg und Rhoads 2001). Im
Vertebraten CaM weist jede EF-Hand ein hochaffines Ca*"-Bindungsmotiv auf (Dissoziations-
konstante Kp= 10 - 107 M), wobei aufgrund der Kooperativitit jedes gebundene Ca** die Bindung
eines weiteren Ca>" begiinstigt (Reihenfolge der Bindung: III — IV— I — II; Valeyev et al. 2008).
CaM gilt als Prototyp der Ca**-Sensoren, das in eukaryotischen Zellen ubiquitér exprimiert wird. CaM
weist amino- und carboxy-terminal eine globuldre Domédne mit jeweils zwei EF-Hinden auf. Beide
Domaénen sind durch eine zentrale Interhelix miteinander verbunden (Chattopadhyaya et al. 1992;
Babu et al. 1985). Die Bindung von vier Ca>" fiihrt zu einer aktivierten Konformation des CaMs, wo
hydrophobe Regionen fiir die Interaktion mit Zielproteinen freigelegt sind. Neben seiner Funktion als
Ca’"-Schalter in der Muskulatur ist CaM an einer Vielzahl verschiedener Zellvorginge beteiligt,
indem es in Ca*"-aktivierter Form u.a. Proteinkinasen, -phosphatasen, Phosphodiesterasen oder

Ionenkanile reguliert (Chin und Means 2000).

EFH | EFH Il

XY Z-Y-X -2 XY
Hk MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELODMINEVDADG 60
Pe MADQLTEEQIAEFKEAFSLEFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMIGAEDADG 60
Hs MADQLTEEQIAEFKEAFSLEFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMINEVDADG 60
Dm MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMINEVDADG 60
Ce MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMINEVDADG 60
Pp MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELODMINEVDADG 60
Cn MADQLTEEQIAEFKEAFSLEFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMINEVDADG 60
Te MADQLTEEQIAEFKEAFSLEDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONPTEAELQDMINEVDADG 60

hkkkhkkkhkhkdkhhkdkhhkhhkhkhkhkhkhkhhhdhhhkhhkhhkhhkkhkkhhkdkhhkkhr % %k % %
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EFH Il
Z-Y-X -Z XY Z-Y-X -Z
Hk NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVEDKDGNGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Pe NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVEDKDGNGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Hs NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVEDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Dm NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Ce NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Pp DGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGDGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Cn NGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVEDKDGNGFISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120
Te NGTIDFPEFLSLMARKMKDTDTEEELIEAFKVEDRDGNGLISAAELRHVMTNLGEKLTDE 120

chkkkkkkkhkk s chkhkkhhkhk khkk: hkk.khkk:.kk:k khkkkhkkkhkhkhhkhhkhhkh

EFH IV
XY Z-Y-X -2
Hk EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTLK 149
Pe EVDEMIRSFDIDGDGQVNYEEFVTMMTLK 149
Hs EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQMMTAK 149
Dm EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK 149
Ce EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTTK 149
Pp EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK 149
Cn EVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVKMMTSK 149
Te EVDEMIREADIDGDGHINYEEFVRMMMAK 149

khkkkkhkk hhkkkkk. . .hkkkkkk * % *

Abb.I-1 Sequenzvergleich von Vertebraten und Evertebraten Calmodulin.

Calmodulin ist im Tierreich hoch konserviert mit vier EF-Hénden (I-IV). Die Calmodulin Proteinsequenzen von
Hypsibius  klebelsbergi (Hk, Uniprot-Zugangsnummer: G9B6R4), Peripatus novaezealandiae (Pe,
AOAOAT7AAG63), Homo sapiens (Hs, P62158), Drosophila melanogaster (Dm, Hexapoda; P62152),
Caenorhabditis elegans (Ce, Nematoda; O16305), Patinopecten sp. (Pp, japanische Kammmuschel, Mollusca;
P02595), Metridium senile (Cn, Seeanemone, Cnidaria; Q9SNR9) und Tetrahymena pyriformis (Te, Ciliophora,
Protozoa; P02598) wurden mit Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) verglichen. Identische
Aminosiuren sind mit einem Stern (*) und konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:) dargestellt.
Potenziell Ca**-bindende EF-Hinde (EFH I-IV) und Ca®’-Bindungskoordinaten (X, Y, Z, -Y, -X, -Z) sind
gekennzeichnet. Ein Vergleich der genomischen Struktureigenschaften, wie Exonldngen und Intronpositionen
legt den Schluss nahe, dass die CTER-Proteine, wie auch die 16slichen Ca*"-bindenden Proteine (siehe Teil IT),
aus einen gemeinsamen Protein-Vorfahren mit einer EF-Hand hervorgegangen sind. Im Laufe der Evolution
haben sich durch Genduplikationen zwei EF-Hand-Paare evolviert, von denen in rezenten EF-Hand Proteinen,
mit Ausnahme in Calmodulin, mindestens eine EF-Hand degeneriert ist und kein Ca®" mehr binden kann

(Kawasaki et al. 1998).

I.1b Troponin C
Aus den abgeleiteten Aminosduresequenzen der Troponin Cs (TnC) von H. klebelsbergi und P.
novaezealandiae lassen sich amino- und carboxy-terminal jeweils eine potentielle Ca**-bindende EF-

Hand (IT und IV) ableiten. Im Sequenzvergleich mit anderen Evertebraten zeigt sich, dass diese beiden

EF-Hénde nahezu vollstindig konserviert sind (Abb.I-2A, Publikation 2, Abb. 2). Dies ist im

Einklang mit den bisher untersuchten TnCs bei Insekten (Hexapoda), Krebstieren (Crustacea) und
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beim Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Nematoda) die alle amino- und carboxy-terminal die
potentiell Ca®"-bindende EF-Hénde II und IV aufweisen (Sanfelice et al. 2016; Tanaka et al. 2013; Qiu
et al. 2003; Ueda et al. 2001; Garone et al. 1991; Wnuk 1989). Die putativen 3D-Strukturen der TnCs
von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigen im Gesamtvergleich die hochsten
Strukturhomologien mit den Vertebraten TnCs. Vergleichbar zu den letzteren weisen die Tardigraden
und Onychophoren TnCs eine zentrale Interhelix auf, welches die amino- und carboxy-terminalen EF-
Hand Regionen miteinander verbindet (Abb. 1-2). Diese Interhelix ist an der Bindung mit den
Troponin Untereinheiten Troponin-T und -I (TnT und Tnl) involviert und ist fiir die Ca*" induzierte
regulative Funktion des TnCs von Bedeutung. In der Skelettmuskulatur von Vertebraten besteht die
amino-terminale TnC Doméne aus zwei EF-Hénden (I und II) die mit geringer Affinitdt und hoher
Spezifitit Ca*" binden (Dissoziationskonstante Kp= 10 M) und eine regulatorische oder aktivierende
Funktion innehaben. Dahingegen sind die carboxy-terminalen hochaffinen Ca*"/Mg**-Bindungsstellen
der EF-Hinde III und IV (Dissoziationskonstante Kp= 107 M [Ca®*"] und Kp= 107 M [Mg”]) fiir die
Wechselwirkung mit TnT und Tnl verantwortlich. In der ruhenden Zelle liegen die regulatorischen
Ca**-spezifischen amino-terminalen EF-Hinde ungebunden vor, wihrend die carboxy-terminalen
hochaffinen EF-Hénde mit Mg”" gesittigt sind (Wakabayashi 2015; Gomes et al. 2002).

Analog zum Vertebratenmodel und zu den bisher untersuchten Arthropoden TnCs kann fiir das
Tardigraden und Onychophoren TnC abgeleitet werden, dass die konservierte EF-Hand II die
regulatorische Ca’"-bindende Region darstellt und die carboxy-terminale EF-Hand IV fiir die
Wechselwirkung mit TnT und Tnl verantwortlich ist.

Ca’"-gebunden wies das rekombinante Tardigraden TnC eine héhere elektrophoretische Mobilitit auf

(Publikation 1, Abb. 3B). In der Ca’"-gebundenen Form liegt Troponin C in einer gestreckten

Konformation vor, wo hydrophobe Regionen exponiert werden. Dieses dullert sich in einer erhdhten
elektrophoretischen Mobilitit im Vergleich zur Ca**-freien Konformation (Head und Perry 1974). Die
Konformationsinderung beim Tardigraden TnC ist ein Hinweis auf eine durch Ca*" induzierbare
Freilegung hydrophober Bindestellen, die fiir eine Interaktion mit Tnl essentiell ist. Die carboxy-
terminale Doméne von TnC interagiert durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der amino-
terminalen Doméne von Tnl und umgekehrt (Abb.I-2A; Fusi et al. 2014). Die Sequenzdaten lassen
darauf schlieBen, dass in H. klebelsbergi und P. novaezealandiae ein regulierendes TnC vorliegt, dass

im Troponin-Tropomyosin System Ca*"-abhingig die Muskelkontraktion regulieren kann.
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Abb.I-2 Sequenz- und Strukturvergleich von Vertebraten und Evertebraten Troponin Cs.

(A) Das Vertebraten Troponin C (TnC) der Skelettmuskulatur (Hs) weist vier EF-Hande auf. Dagegen ist bei der
cardialen TnC Isoform (He) sowie bei allen verglichenen Ecdysozoen die EF-Hand I (bei Hypsibius klebelsbergi
[HK], Peripatus novaezealandiae [Pe] und Drosophila melanogaster [Dm, Hexapoda] auch EF-Hand III)
degeneriert. Das TnC von Mizuhopecten yessoensis (Mp, Mollusca) besitzt nur die carboxy-terminale EF-Hand
IV. Die zentrale Interhelix (rot markiert und durch ein spiralformiges Band gekennzeichnet), welches an der
Bindung mit den Troponin Untereinheiten TnT und Tnl involviert ist, weist, mit Ausnahme bei Caenorhabditis
elegans (Ce, Nematoda) und Mp, eine Linge von zwanzig Aminosduren auf. Carboxy-terminal zeigen sich
hydrophobe Aminosduren (Methionine, blau) die an der Wechselwirkung mit Tnl beteiligt sind (Fusi et al.
2014). Sequenzvergleich erfolgte wie in Abb.I-1. (B) Im Strukturvergleich der putativen 3D-Modelle Ca*'-
aktivierter TnCs zeigen sich fir H. klebelsbergi (HK) und P. novaezealandiae (Pe) die hochsten
Strukturhomologien mit den Vertebraten TnCs (Hs und He). Vergleichbar zu den Vertebraten weisen die TnCs
von Hk und Pe eine zentrale o-Helix auf, welches die amino- und carboxy-terminalen EF-Hand Regionen
verbindet. Die 3D-Modelle der verglichenen TnCs wurden mit Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/
phyre2/html/page.cgi?id=index) mit den Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) -Vorlagen /tn4 (Hk, Pe, Hs,
Hc), 2JNF (Dm, Ce) sowie mit //kj (Mp) errechnet. Die Strukturunterschiede zwischen der Proteinstruktur von
H. klebelsbergi (Referenzstruktur) und der verglichenen TnCs sind farblich nach ihren RMS-Wert (Root Mean
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Square) dargestellt. Der RMS-Wert gibt an, wie stark sich eine Proteinstruktur von einer Referenzstruktur
entfernt. Dazu wird das Quadrat des Abstandes aller einzelnen Atomkoordinaten X von den Koordinaten der
Referenzstruktur Xref berechnet, iiber die Anzahl der Atome summiert und letztlich von dem Ergebnis die
Wurzel gezogen (Maiorov und Crippen 1994). Je kleiner der RMS-Wert und damit die Abweichung von H.
klebelsbergi umso blaulicher erscheint eine Region oder Domine. Mit steigendem RMS-Wert wechselt der
Farbton von Blau iiber Griin, Gelb, Orange zu Rot. Die markierten EF-Hande I-IV sowie die amino (N)- und
carboxyl (C)-Enden sind fiir alle Modelle analog zu H. klebelsbergi. H. klebelsbergi (HK, Uniprot-
Zugangsnummer: G9B6R3); P. novaezealandiae (Pe, AOAOATAAM?2); Homo sapiens Skelettmuskel-Isoform
(Hs, P02585); Homo sapiens Herzmuskel-Isoform (He, P63316); Drosophila melanogaster (Dm; P47947);
Caenorhabditis elegans (Ce; Q09665); Mizuhopecten yessoensis (Mp, japanische Kammmuschel; P35622).

I.1c Regulatorische und essentielle leichte-Ketten des Myosins

Die Aminosduresequenzen der regulatorischen leichten-Ketten des Myosins (tMLC) von H.
klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigen drei degenerierte EF-Hénde (II-IV) und nur eine amino-
terminal potenziell Ca*-bindende EF-Hand I auf. Dies entspricht dem Schema aller verglichenen
rMLCs von Vertebraten und Evertebraten. Weiterhin lassen sich in der cDNA des Tardigraden und
Onychophoren phosphorylierbare Threonine (T) und Serine (S) identifizieren, die durch ein
Erkennungsmotiv fiir die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK, Hong et al. 2011) flankiert werden

(Publikation 2, Abb. 4). Der Sequenzvergleich mit verschiedenen rMLCs weist zwei Regionen hoher

Konservierung auf. Die erste Region umfasst das amino-terminale MLCK-Motiv und die EF-Hand I.
Die zweite konservierte Region erstreckt sich liber die degenerierte EF-Hand II (Abb.I-3A). Die
phosphorylierbaren amino-terminalen Regionen zeigen im Vergleich der putativen 3D-Strukturen
verschiedener rMLCs insgesamt die hochsten Strukturdhnlichkeiten. Auffdllig sind die
Strukturdhnlichkeiten der rtMLCs von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae mit den rtMLCs des
Regenwurms Lumbricus terrestris (Annelida) und der Kammmuschel Argopecten irradians
(Mollusca) (Abb.I-3B).

Die Sequenzdaten des rMLCs von H. klebelsbergi dienten als Grundlage fiir weiterfithrende
Versuchsansitze mit rekombinant exprimierten Proteinen, die zum Zeitpunkt des Verfassens dieser
Arbeit jedoch nicht abgeschlossen waren und nachstehend kurz dargestellt werden. Im Fokus stand die
Ca’"-abhingige Regulation der Myosin-ATPase durch die rMLC von H. klebelsbergi. Bisher wurde
nur fir die tMLC aus der schriggestreiften Muskulatur von L. terrestris die Regulation des
Actomyosins durch direkte Ca**-Bindung demonstriert (Carlhoff 1988). Ein Austausch der rMLCs am
Regenwurm-Myosin mit Tardigraden-rMLCs reduzierte die Ca*"-Sensitivitit von etwa 85 % bei
diesem hybriden Actomyosin auf etwa 20 %. Diese Reduktion ist méglicherweise auf eine verdnderte
oder fehlerhafte Interaktion der rMLCs am Myosinkopf (Subfragment-1) zurlickzufiihren, die
wiederum durch die Ca**-Bindung oder Phosphorylierungszustand beeinflusst werden konnte. Ein
Vergleich der Aminoséuresequenzen der rMLC EF-Hénde I von H. klebelsbergi und L. terrestris

zeigt in der E-Helix weitgehend Ubereinstimmungen, wihrend in der F-Helix deutlich Unterschiede
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bestehen (Abb.I-3A). Basierend hierauf wurden Tardigraden rMLC-Konstrukte mit einer
ausgetauschten F-Helix von L. ferrestris rekombinant exprimiert. Durch diese chiméren Tardigraden-
tMLCs konnte die Ca®'-Sensitivitit des Actomyosins auf nahezu den urspriinglichen Wert erhdht
werden (80 %). Dies ldsst den Schluss zu, dass durch die Veréinderung der F-Helix eine Ca’*-Bindung
beim Tardigraden-tMLC mdglich ist. Weiterhin kann hieraus angenommen werden, dass bei H.

klebelsbergi das Actomyosin liber die Phosphorylierung der rMLCs reguliert wird.

A
Hk = —mmmmmmmmmmm MTGEKEKTKKRAQRAFSNVFAMFEQNQIAEF 31
Pe  ——mmmm e MDGRKEKTKKRAQRATSNVFAMFEQNQIAEF 31
Hsk =~ ————m oo MA-PKRAKRRTVEGGSSSVFSMFDQTQIQEF 30
Hsm ——————mmmmmmmmm o MSSK---RTKTKTKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEF 33
Dm = —m oo MSSRKTAGRRATTKKRAQRATSNVFAMFDOAQIAEF 36
Ce —mmmmmmmmmmmm MASR----KTVNRRQRPQRATSNVFAMFDOAQIQEF 32
Lt AKDKEKKEKKDKKKDDAPAEEAPAAAAAPAEEAAPTPSAAPTHKVGNVFALFKQNQIQEF 60
Al e MADKAASGVLTKLPQKQIQEM 21
.0 o Kk k% k.
EFH I
XY 2-Y-X -Z
Hk KEAFSMMDONKDGFVDKDDLKDTFASLGRA-PPDSEIDAMLNEASG--PINFTMFITLFG 88
Pe KEAFSMMDONKDGFVDKDDLKDTFASLGRA-PPDSEIDAMLNEASG--PINFTIFLEDLL 88
Hsk KEAFTVIDQNRDGIIDKEDLRDTFAAMGRLNVKNEELDAMMKEASG--PINFTVFLTMFG 88
Hsm KEAFNMIDQNRDGFIDKEDLHDMLASLGKN-PTDEYLDAMMNEAPG--PINFTMFLTMFG 90
Dm KEAFNMIDONRDGFVEKEDLHDMLASLGKN-PTDDYLDGMMNEAPG--PINFTMFLTLFG 93
Ce KEAFNMIDONRDGFIDQEDLKDMFASLGKE-VTEQFIDSMINEAPGAQPINFTMFLTLFG 91
Lt KEAFTMIDQDRDGIIGPDDLGNIFQQIGRE-VDPKVVKEMLAESAE--KLNFTHFLTLFG 117
Ai KEAFSMIDVDRDGFVSKEDIKAISEQLGRA-PDDKELTAMLKEAPG--PLNFTMFLSIFS 78
*kkk .ok . okk. . ek c k. : * . k. ckkk k. .
Hk EKVAGVDPEATIANAFKLFDKEGTGKLDEGPLRQLLTGVGDKLTDDELNQAFKGAPLS-K 147
Pe QY----SQLPWKIDVLLLFSQDFQAVYPEDRLRELLTGVGDKFTDDDVSCAFKGAV-—--- 140
Hsk EKLKGADPEDVITGAFKVLDPEGKGTIKKKFLEELLTTQCDRFSQEEIKNMWAAFPPDVG 148
Hsm EKLNGTDPEDVIRNAFACFDEEATGTIQEDYLRELLTTMGDRFTDEEVDELYREAPIDKK 150
Dm ERLQGTDPEDVIKNAFGCFDEENMGVLPEDRLRELLTTMGDRFTDEDVDEMYREAPIK-N 152
Ce EKLTGTDPEEVIRNAFQCFDEDNSGKLNEEHLRELLTTMGERYSEEQVDELFRDAPIK-G 150
Lt EKLHGTDTEGTLRDAFALFDEDKLGYLLEEYVKDLLTNVGDQYNKDEIKQVWKEAPIE-G 176
Ai DKLSGTDSEETIRNAFAMFDEQETKKLNIEY IKDLLENMGDNFNKDEMRMTFKEAPVE-G 137
. . . . « k% . .« . .
Hk GQLDYQAFSKLMTRGPEDEAGAAPKKK 174
Pe --WPYNAFSKLFTGGREDEAGAHQKKK 165
Hsk GNVDYKNICYVITHGDAKDQE-—--—-— 169
Hsm GNFNYIEFTRILKHGAKDKDD---—-— 171
Dm GLFDYLEFTRILKHGAKDKDEQ--—-— 174
Ce GQFDYVEFTRMLKHGTKDKDEA--—-— 172
Lt GKFDYVKFVRLIKRGKEEE--——--—-— 195
Ai GKFDYVKFTAMIKGSGEEEA-—-——-— 157

* i
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Abb.I-3 Sequenz- und Strukturvergleich der regulatorischen leichten-Ketten des Myosins (rMLCs) von
Vertebraten und Evertebraten. (A) Alle verglichenen rMLCs besitzen nur die potenziell Ca**-bindende EF-
Hand 1. Die tMLCs von Hypsibius klebelsbergi (HK) und Peripatus novaezealandiae (Pe) zeigen dhnlich wie
bei Homo sapiens (Hsk, Skelettmuskel Isoform; Hsm, glatter-Muskel Isoform), Drosophila melanogaster (Dm)
und Caenorhabditis elegans (Ce) phosphorylierbare Threonine (T) und Serine (S) (griin markiert), die durch ein
Erkennungsmotiv fiir die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (fett) flankiert werden. Nur beim Regenwurm
Lumbricus terrestris (Lt), fir die eine Regulation des Actomyosins durch direkte Ca**-Bindung an der rMLC
demonstriert worden ist (Carlhoff 1988), zeigt sich eine um rund 30 basische Aminosiuren elongierte amino-
terminale Doméne. (B) Die putativen 3D-Modelle von Hk und Pe zeigen die deutlichsten Strukturhomologien
mit Abweichungen in der Interhelix zwischen der amino- und carboxy-terminalen Doméne. Auffillig ist
weiterhin die Strukturdhnlichkeit der rMLCs von Hk bzw. Pe mit Lt und der Muschel Argopecten irradians
(Ail). Hypsibius klebelsbergi (HK, Uniprot-Zugangsnummer: G9B6R2); Peripatus novaezealandiae (Pe,
AO0AO0ATAAJ6); Homo sapiens, Skelettmuskel-Isoform (Hsk, Q96A32); Homo sapiens, glatter-Muskel Isoform
(Hsm, P19105); Drosophila melanogaster (Dm, Hexapoda; P40423); Caenorhabditis elegans (Ce, Nematoda;
Q09510); Lumbricus terrestris (Lt, Annelida; P80164). Argopecten irradians (Ai, Karibik-Kammmuschel,
Mollusca; P13543). Sequenzvergleich, Modellierung und Markierung der Strukturen bzw. Sequenzen erfolgte
wie in Abb.I-2. Verwendete Protein Data Bank-Vorlage fiir alle Modelle: /wdc.

Die Analyse der cDNA Sequenzen der essentiellen Myosin-leichte-Ketten (eMLC) von H.
klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigen vier degenerierte EF-Héande (Publikation 2, Abb. 3).
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Bisher wurde nur im Myosin-gekoppelten Molluskenmuskel die Aktivierung des Actomyosins durch
Ca’*-Bindung an der eMLC demonstriert. Bemerkenswerterweise zeigte sich hierbei, dass die Ca*'-
Bindung nicht in der kanonischen EF-Hand III erfolgt, sondern in der degenerierten EF-Hand I (Szent-
Gyorgyi et al. 1999). Die carboxy-terminale Doméne der eMLCs ist fir die Bindung in der
Hebelregion des Myosins verantwortlich. Fiir die amino-terminale Domine werden, dhnlich wie in
rMLCs, Wechselwirkungen mit negativen Resten des Actins beschrieben (Petzhold et al. 2014;
Himmel et al. 2009).

1.2 Regulation der Actin-Myosin Interaktion bei Hypsibius klebelsbergi und
Peripatus novaezealandiae

Die Sequenzanalysen der EF-Hand Proteine Calmodulin (CaM), Troponin C (TnC) und der
regulatorischen Myosin-leichte-Kette (rMLC) von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigen,
dass die Voraussetzungen fiir eine duale Regulation mit einem Actin-gekoppelten Troponin-
Tropomyosin System und einer Myosin-gekoppelten Regulation durch die rMLCs vorhanden sind.

Im Gegensatz zu P. novaezealandiae, wo nur der gereinigte Hautmuskelschlauch fiir die RNA
Priaparation verwendet worden ist, wurde bei H. klebelsbergi das gesamte Tier als RNA Quelle
eingesetzt. Daher kann bei H. klebelsbergi nur auf Grundlage der cDNA Sequenzen eine
Unterscheidung zwischen muskulérer und nicht-muskuldrer Isoform, wie es z.B. bei Actin Isoformen
moglich ist (Perrin und Ervasti 2010), nicht durchgefiihrt werden. Datenbankanalysen (Uniprot-
Datenbank) zeigen jedoch innerhalb der Ecdysozoa, vor allem fiir die leichten-Ketten des Myosins,
verschiedene muskulidre und nicht-muskuldre Isoformen. Es wird davon ausgegangen, dass in dieser
Studie die Hauptisoformen der CTER-Gruppe des somatischen Muskels von H. klebelsbergi und P.
novaezealandiae sequenziert worden sind. Bei Untersuchungen beim Tardigraden Hypsibius dujardini
wurde die Troponin-Untereinheit Tnl nur in der somatischen Muskulatur und nicht in der
Pharynxmuskulatur lokalisiert (Obinata et al. 2010). Dies ist ein Hinweis darauf, dass der
Pharynxmuskel moglicherweise Myosin-gekoppelt reguliert wird. Fiir Onychophoren liegen in der
Literatur keine Daten iiber die Lokalisation von Troponin oder der leichten-Ketten des Myosins vor.
Bemerkenswert ist die deutliche Sequenziibereinstimmung der EF-Hand Proteine von P.

novaezealandiae mit Spinnentieren (Chelicerata) (Publikation 2, Abb. 5) mit denen, basierend auf

neuroanatomischen und 12S RNA Daten, eine Schwestergruppen-Beziehung postuliert worden ist
(Strausfeld et al. 2006; Ballard et al. 1992).

Die evolutive und physiologische Signifikanz eines dualen Regulationssystems ist bis dato ungeklart.
Eine duale Regulation {iber zwei Kontrollsysteme erlaubt eine effektivere und feinere Steuerung des
off- und on-states des Actomyosins. Weiterhin kann in einem dualen System das Actomyosin auch bei

Ausfall eines Kontrollsystems fortlaufend durch das zweite Kontrollsystem reguliert werden. Bei den
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Urbilateria, den letzten gemeinsamen Vorfahren der Deutero- und Protostomia, war wahrscheinlich ein
duales Regulationssystem aktiv. Eine Differenzierung in ein Actin- und Myosin-gekoppeltes System
erfolgte moglicherweise bei der Aufspaltung der Deutero- und Protostomia. Troponin ist im Genom
der stammesgeschichtlich dlteren Taxa der Nesseltiere (Cnidaria), Rippen- oder Kammquallen
(Ctenophora), Plattentiere (Placozoa) und Schwiamme (Porifera) nicht vorhanden. Dagegen weist das
Vorhandensein einer Myosin-leichte-Ketten-Kinase in diesen Taxa auf eine Myosin-gekoppelte
Regulation durch Phosphorylierung hin, was scheinbar evolutiv die urspriingliche Muskelregulation

darstellt (Steinmetz et al. 2012).

1.3 Phylogenetische Stellung der Tardigraden und Onychophoren

In der Evolution der Arthropoden stehen die als enigmatische Taxa beschriebenen Tardigraden und
Onychophoren in einer unklaren phylogenetischen Stellung zueinander und innerhalb der Ecdysozoa.
Schwestergruppen-Beziehungen zwischen Arthropoda und Onychophora (Hejnol und Martin-Duran
2015; Campbell et al. 2011), Arthropoda und Tardigrada (Gross und Mayer 2015), Tardigrada und
Onychophora (Rota-Stabelli et al. 2011), Tardigrada und Nematoda (Yoshida et al. 2017; Meusemann
et al. 2010; Philippe et al. 2005) oder zwischen Onychophora und Chelicerata (Strausfeld et al. 2006;
Ballard et al. 1992) werden kontrovers diskutiert. Neue morphologische oder molekularbiologische
Daten werden daher auch beziiglich ihrer phylogenetischen Bedeutung hin iiberpriift. Im Rahmen der
eigenen Studie {iber die CTER-Proteine von Tardigraden und Onychophoren wurde mit 131 TnC-, 96
rMLC- und 62 eMLC-Proteinsequenzen phylogenetische Kladogramme nach dem Maximum-
Likelihood Modell erstellt (Publikation 1, supplementary Abb. S4). Die Kladogramme zeigen keine

eindeutige Klassifizierung zu den Ecdysozoen, jedoch eine Protein-spezifische Variation innerhalb der
Ecdysozoa zu Nematoda (TnC, rMLC) oder zu Annelida und Mollusca (eMLC). Die CTER-
Kladogramme stellen daher keinen phylogenetischen Spezies-Baum sondern vielmehr einen Gen-
Baum dar, der mogliche funktionelle Homologien der Proteine widerspiegelt. Durch ein
Mutationsereignis konnte ein Gen zwei Allele auspridgen, die auch nach einer Speziation d.h.
Artbildung, im Genpool beider Arten vorhanden sein konnen. Im Kladogramm konnten beide Allele
bzw. zwei mogliche Protein Isoformen jedoch im gleichen Ast erscheinen (Szollosi et al. 2013; Li
1997).

Die phylogenetische Stellung von Tardigraden und Onychophoren wurde ebenfalls bei eigenen
Untersuchungen am Actin-bindenden Gelsolin von P. novaezealandiae und des Tardigraden Hypsibius
dujardini untersucht (Publikation 3). Waihrend bei den Vertebraten das Gelsolin aus sechs
Wiederholungen homologer Segmente aufgebaut ist, zeigt sich bei den Evertebraten eine Variation in
der Anzahl der Gelsolinsegmente (zur Ubersicht siche Ghoshdastider et al. 2013). Das Gelsolin bei
Mycetozoa (Schleimpilze), Porifera, Cnidaria, Mollusca, Annelida und Platyhelminthes (Plattwiirmer)
weist drei Segmente auf. Innerhalb der Ecdysozoa zeigen Caenorhabditis elegans (Nematoda) vier

und Drosophila melanogaster (Hexapoda) sechs Gelsolinsegmente. Bei den eigenen Sequenzierungen
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konnte bei P. novaezealandiae ein sechs-segmentiges Gelsolin ermittelt werden, dass sich
moglicherweise wie in Arthropoden entwickelt hat und damit im Einklang ist mit der Annahme einer
Schwestergruppen-Beziehung zwischen Arthropoda und Onychophora. Im Gegensatz hierzu zeigen

Sequenzanalysen bei H. dujardini ein drei-segmentiges Gelsolin (Publikation 5, Abb. 4) . Diese drei-

segmentige Struktur stellt entweder eine sekundédre Reduktion dar, wie es auch fiir das vier-segmentige
Gelsolin von C. elegans angenommen wird (Ghoshdastider et al. 2013), oder aber ist es ein
plesiomorphes (urspriingliches) Merkmal, welches beim letzten gemeinsamen Vorfahren vorhanden
war. In letzterem Szenario wiirde ein drei-segmentiges Tardigraden Gelsolin die Stellung der

Tardigraden als basalste Gruppe der Panarthropoda unterstiitzen.
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Teil 11

II. Losliche Ca**-bindende Proteine (SCBP) vom Regenwurm
Lumbricus terrestris

I1.1 SCBP Isoformen im Regenwurm Lumbricus terrestris

Drei SCBP Isoformen (SCBP; ;) wurden bisher aus dem Hautmuskelschlauch von L. terrestris durch
Ionenaustauscherchromatographie isoliert. Hierbei konnte SCBP; nur in sehr geringer Konzentration
und nicht reproduzierbar isoliert werden. Sein sicherer Nachweis gelang erst durch eine Kreuzreaktion
mit SCBP;-Antikérper (Kiehl 2001; Huch 1991; Huch et al. 1988). Die durch Huch et al. (1988)
ermittelten Aminosdurezusammensetzungen ermoglichen eine klare Differenzierung zwischen SCBP.
;. In SCBP; liegt kein Tryptophan vor, es hat im Vergleich zu SCBP, doppelt so viel Prolin und im
Vergleich zu SCBP; ein Cystein, ein Histidin und doppelt so viel Valin.

Bei den eigenen Sequenzierungen wurde eine vierte SCBP Isoform aus der cDNA des Kaumagens
vollstindig sequenziert. Durch Vergleiche mit den bekannten cDNAs und genomischen Sequenzen
von SCBP; (zwei unterschiedliche Gene mit jeweils einem Intron von 2450 bzw. 2200 Bp) und SCBP;
(ein Gen mit einem 2200 Bp Intron) (Kiehl 2001) lésst sich die Isoform aus dem Kaumagen (benannt
als SCBP,,) eindeutig als die SCBP, Isoform mit dem langen Intron identifizieren. In der cDNA des
Kaumagens konnte ausschlieBlich nur SCBP,, identifiziert werden. Unter der Annahme, dass SCBP,,
fiir die langsamen Muskelzellen des Kaumagens spezifisch ist, muss das von Huch et al. (1988)
isolierte SCBP, aus dem Hautmuskelschlauch nahezu vollstindig aus der SCBP, Isoform mit dem
kurzen Intron (benannt als SCBP,,) bestanden haben. Die Proteinsequenzen von SCBP,, und SCBP,,
unterscheiden sich nur durch einen konservierten Austausch von zwei Aminosduren, wobei der erste
(A4 zu V) in der E-Helix und der zweite (Dsg zu E) auBerhalb der EF-Héande lokalisiert ist (Abb.II-1,

Publikation 4, Abb. 1). Eine Untersuchung ob diese Aminosduresubstitutionen zwischen SCBP,, und

SCBP,, einen Einfluss auf die Ca*"-Bindungskinetik haben, steht noch aus. Jedoch zeigt ein Vergleich
der Ca**-abhingigen Mobilitit der rekombinanten Proteine SCBP,, und SCBP,, im Harnstoffgel

identische elektrophoretische Mobilitéten.
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A
\ _rrl
B
SCBPZa
Melix E loop Helix H
MSAFYLRKLKTYFN: TDTDKDGVLTENDYHEMARRFIEIVKLDDAQGKKLHALAAKVW 22
ND TDGKSLTQDQLIASFLKRRSDPKFLESLK 13
LMTVEFHVVDINKDGSIQLDEFTIMFRFHC I DAA 5
HAKASFEAIDSNSDGVISLDEFLTAVVDFFTGEDEKSSSRLEWGPLV
SCBP3
Melix E loop Helix H
MADAFIERKLKTYFSRIDFDKDGAITRSDFEGLGTREFVESEKLDAAKGADLKAKLVQVIW 22
EQYLKGVVSDGTRLTQAVFVEAVKKOLGDPNFKKVLAG 15
PLPLFFSAVDGNGDGLIQKDEFQLFFKLLGIPE 4

SAEKSFEAIDTNKDGDISKEEFVIAGTDFETSTDESSPSKYFWGPLV

Abb.II-1 Putatives 3D-Modell und EF-Hand Sequenzen von SCBP,, und SCBP; von Lumbricus terrestris.

(A) Dargestellt ist das 3D-Modell von SCBP,, errechnet mit Phyre’ (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/
phyre2/html/page.cgi?id=index) mit der Protein Data Bank-Vorlage: 2scp. Im Gegensatz zu den EF-Hand Ca®'-
Sensorproteinen Calmodulin, Troponin C und den leichten-Ketten des Myosins weisen SCBP und Parvalbumin

eine kompakte Struktur ohne eine Interhelix auf, welches die amino- und carboxy-terminalen Enden verbindet
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(Rabah et al. 2005; Cook et al. 1993; Vijay-Kumar und Cook 1992). Die beiden Strukturabweichungen zu
SCBP; sind in griin bzw. gelb im 3D-Modell und die entsprechenden Aminoséduren in gleicher Farbe in der
SCBP,, Sequenz (B) markiert. Abweichungen zeigen sich in der degenerierten EF-Hand II und in der Region
zwischen der EF-Hand III und IV, beides Regionen die nicht direkt an der Ca**-Bindung beteiligt sind. SCBP,,
unterscheidet sich nur in zwei Aminosduren (A4 zu V und D;g zu E) von SCBPy, (im 3D-Modell und in der
Sequenz gekennzeichnet). Amino (N)-, carboxyl (C)-Ende und EF-Hénde (I-IV) sind markiert. Die Absténde
zwischen den einzelnen EF-Héanden sind am Rand angegeben. Charakteristisch bei Parvalbumin und SCBP sind
die unregelmifBigen Abstinde zwischen den EF-Hénden I-IV. Sequenzvergleiche zeigen fiir diese Regionen
Abstinde von 21-24 Aminosduren zwischen dem ersten EF-Hand Paar, 12-16 Aminosduren zwischen der II. und

III. EF-Hand sowie durch 4-7 Aminosduren zwischen der III. und IV. EF-Hand.

Obwohl die ¢cDNA Sequenzen von SCBP,,;, und SCBP; jeweils drei potentiell Ca’*-bindende EF-
Hiénde (I, IIT und IV, Abb.II-1) aufweisen, konnten Huch et al. (1988) die Bindung von drei Ca*" nur
fiir SCBP; (Kp= 1.3 x 107 M) nachweisen, wihrend fiir SCBP, eine Bindung von zwei Ca** (Kp=1.5
x 107 M) ermittelt wurde. Unter Annahme der unterschiedlichen Bindungskonstanten fiir die Ca**- und
Mg**- Bindung (Schwaller 2010; Celio et al. 1996; Zot und Potter 1984) lassen sich hiernach fiir
SCBP,,, und SCBP; drei bzw. zwel Ca2+/Mg2+—Bindungsstellen ableiten. In der Anzahl Ca*'-
spezifischer und Ca**/Mg’*-Bindungsstellen zeigen sich Unterschiede zwischen den SCBPs
verschiedener Taxa (Takagi et al. 1986; Collins et al. 1983). Wahrend bei Vertebraten die Funktion
einer einzelnen Parvalbumin Isoform durch eine Reihe weiterer Ca**-bindender Proteine, z.B.
Calbindine oder S100 Proteine moduliert wird (Omar et al. 2016; Donato et al. 2013), besitzen
Evertebraten scheinbar verschiedene SCBP Isoformen, welche speziell an die Anforderungen des
Muskelzelltyps angepasst sind.

Die Ca’"-abhingige elektrophoretische Mobilitit der rekombinanten Regenwurm SCBPs mit einem
carboxy-terminalen Histidin-zag und der nativ isolierten Proteine ist nahezu identisch. Hierbei zeigt
sich in der Ca*"-freien Form eine deutlich hohere Ca*-abhiingige elektrophoretische Mobilitit als

Ca’"-gebunden (Publikation 4, Abb. 3). Eine durch Ca**-Bindung induzierte Freilegung hydrophober

Regionen, wie z.B. beim Calmodulin, kann fiir die Regenwurm SCBPs ausgeschlossen werden. Dies
kann durch hydrophobe Interaktionschromatographie demonstriert werden, wobei SCBP Ca*'-
gebunden nicht mit der hydrophoben Matrix interagiert (D’Haese, personliche Mitteilung). Diese
Beobachtung unterstiitzt die postulierte funktionelle Rolle der Regenwurm SCBPs als Ca**-Puffer im
Gegensatz zu Ca’"-Sensoren, die Ca’"-aktiviert iiber die freigelegten hydrophoben Regionen mit
Zielproteinen interagieren. Spektroskopische Untersuchungen beim SCBP des Seeringelwurms
Nereis diversicolor demonstrieren, dass trotz einer Ca’" induzierten ErhShung des o-helikalen Anteils
um rund 30 %, die kompakte ellipsoide Grundstruktur erhalten bleibt (Cox und Stein 1981).
GleichermaBen zeigen réntgenkristallografische Untersuchungen beim Vertebraten Parvalbumin, Ca*'-
gebunden als auch Ca®-frei, eine ellipsoide Tertidrstruktur mit einem hydrophoben Kern und einer

Oberfldche mit tiberwiegend hydrophilen Aminosduren (Hentzl et al. 2011, 2008).
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I1.2 Genomische Organisation und Northern Blot Analyse

Die drei SCBP Gene von L. ferrestris zeigen jeweils nur ein Intron (Publikation 4, Abb. 2B). Alle

befinden sich in der Region zwischen der 1. und II. EF-Hand. Mit bis zu elf Introns sind die
genomischen Strukturen der SCBPs der meisten Evertebraten, z.B. der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, Miicke Anopheles gambiae oder der Kopflaus Pediculus humanus (Ensembl Metazoa

Datenbanknummern: FBgn0026144; AGAP007963; PHUMG607850) dagegen wesentlich komplexer

aufgebaut.

Northern Blots zeigen drei mRNA Transkripte, zwei fiir SCBP, und einen fiir SCBP; (Publikation 4,
Abb. 2A). Da zwischen der kodierenden als auch der nicht-kodierenden cDNA Regionen der beiden
SCBP; Isoformen kein Langenunterschied ermittelt werden konnte, miissen die unterschiedlich langen
mRNA-Transkripte von SCBP, auf variierende Poly(A+)-Lingen zuriickzufiihren sein. Die
detektierten mRNA Transkripte zeigen damit, dass die drei identifizierten Regenwurm SCBP Gene zu

drei unterschiedliche Isoformen transkribiert werden.

I1.3 Lokalisation von SCBPs durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

I1.3a SCBPs im Muskel
Durch FISH konnten in diesem Versuchsteil auf mRNA-Ebene SCBPs im Muskel von L. terrestris
nachgewiesen werden. SCBP wird im proximalen Bereich der Léngs- und Ringmuskulatur des

Hautmuskelschlauches exprimiert (Publikation 4, Abb. 4). Diese Verteilung korreliert mit einer

hohen Myosin ATPase- und einer niedrigen Succinatdehydrogenase-Aktivitidt. Kennzeichnendes
Merkmal dieser proximalen schnellen Muskelzellen ist die Expression der 25 kD Isoform der
regulatorischen Myosin-leichte-Kette (rMLC), im Gegensatz zu den langsamen Muskelzellen des
Kaumagens mit der 28 kDa rMLC Isoform (D'Haese und Carlhoff 1987; Carlhoff und D'Haese 1987).
Die langsamen Muskelzellen des Kaumagens zeigen nur eine schwache SCBP Expression. Dies ist in
Ubereinstimmung mit der quantitativen Analyse des SCBP-Gehaltes, wo im Hautmuskelschlauch drei

Zehnerpotenzen mehr SCBP gefunden worden ist als im Kaumagen (Huch und D’Haese 1992).

I1.3b SCBPs im Nervengewebe

Bei den FISH-Analysen im Nervengewebe konnten in den Cerebralganglien und den Circum-
pharyngealkonnektiven starke mRNA-Farbungen in den peripheren Arealen beobachtet werden.
Weiterhin wurde SCBP-mRNA in der Myelinscheide um das Bauchmark nachgewiesen (Publikation
4, Abb. 5 und 6). In Kontrollfirbungen mit Kryoschnitten aus Méusehirn und -muskel zeigten die

verwendeten FISH-Sonden, trotz hoher Sequenziibereinstimmung der EF-Hand Proteine zwischen
Vertebraten- und Evertebraten, keinerlei Kreuzreaktionen mit Parvalbumin, Calmodulin oder anderen
EF-Hand Proteinen aus der CTER-Gruppe. Die spezifische und lokal begrenzte Anfiarbung in den

Cerebralganglien, im Circumpharyngealkonnektiven und im Bauchmark sind ein Hinweis darauf, dass
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den neuronalen SCBPs von L. ferrestris eine spezifische Funktion zukommt. Die neuronalen SCBPs
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und der Meeresschnecke Aplysia californica wurden
hauptsidchlich in elektrisch stillen Neuronen mit dem Monoamin Serotonin als Transmitter
nachgewiesen (Kelly et al. 1997; Hermann et al. 1991). Es wurde daher eine dhnliche Funktion wie in
Vertebraten angenommen, nidmlich dass in elektrisch stillen Neuronen Ca®‘-bindende Proteine als
Ca’*-Puffer die spontane Aktivierung von Ca’’-abhingigen Kanile verhindern. Neuronales
Parvalbumin wird in Séugetieren in GABA (y-Aminobuttersdure)-Neuronen exprimiert, die eine hohe
elektrische Aktivitit zeigen. Durch einen Aktionspotential ausgeloster Ca®*-Einstrom kann Ca®'-
abhingige Kaliumkanéle 6ffnen. Dieses flihrt zu einer langanhaltenden Hyperpolarisation, wodurch
der Membranwiderstand vermindert wird und die Zelle gegeniiber weiteren Erregungen
unempfindlicher wird (relative Refraktirzeit). Parvalbumin puffert das Ca*" und schlieft damit die
Kaliumkanéle. Damit fiihrt das Parvalbumin zu einer schnelleren Repolarisation wodurch in kiirzeren
Abstédnden weitere Aktionspotentiale initiiert werden konnen (Hu et al. 2014). GABA-Neuronen
wurden auch im Bauchmark, Ober- und Unterschlundganglion von L. terrestris nachgewiesen. Hierbei
sind diese Neuronen hauptsédchlich in den Bauchmarkganglien lokalisiert, wo eine hohere Freisetzung
von GABA-Transmitter erfolgt als im Circumpharyngealkonnektiv (Telkes et al. 1996; Cowan et al.
1990; Gardner und Walker 1982). Ahnlich wie neuronales Parvalbumin haben SCBPs in Nervenzellen
hochstwahrscheinlich eine Ca**-Pufferfunktion, wodurch sie hierbei exitatorische und inhibitorische

Effekte auf die Motorneuronen auslésen konnen.

I1.4 Funktionelle Untersuchungen

SCBPs weisen in vivo zwei hervorstechende Eigenschaften auf: (1) sie besitzen alle mindestens eine
Ca’"/Mg**-Bindungsstelle und (2) ist der Gehalt in schnell kontrahierenden Muskeln um mehrere
GroBenordnungen hoher als in langsam kontrahierenden Muskeln. Hieraus lassen sich analog zum
Vertebraten Parvalbumin zwei physiologische Funktionen fiir SCBPs in Muskelzellen postulieren,
namlich als Ca®**-Pufferproteine und als Ca’"-Transporter (Ca’*-Shuttle) die wihrend der
Muskelrelaxierung Ca®* vom Actomyosin zum sarkoplasmatischen Reticulum (SR) transportieren.
Damit SCBPs in der Muskulatur des Regenwurms als relaxierende Faktoren interagieren konnen,
miissen drei Bedingungen erfiillt sein. Regenwurm SCBPs miissen in der Lage sein, den
regulatorischen Proteinen des Actomyosins (Troponin C, essentielle- und regulatorische Myosin-
leichte-Kette) Ca®" zu entziehen. Wenn dies zutrifft diirfen SCBPs, bei Erhohung der intrazelluliren
Ca**-Konzentration, nicht unmittelbar mit dem Actomyosin um das Ca®*" konkurrieren und damit die
Kontraktion unterbinden. Jedoch muss das SCBP zeitlich vor der sarkoplasmatischen ATP-abhingigen
Ca**-Pumpe das Ca*"-Signal Ioschen, um als ein relaxierender Faktor zwischen Actomyosin und SR zu

interagieren.
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IL.4a Ca**-Verteilung zwischen SCBP und Actomyosin

Aus den genannten Bedingungen erschlieft sich eine zeitliche Abfolge des Ca®*-Fluxes bei der
Muskelrelaxierung. Dieses ldsst sich in zwei Phasen einteilen, welches die beiden postulierten
physiologischen Funktionen von SCBPs als Ca*"-Puffer- und Ca’"-Transporter nacheinander in
Erscheinung treten ldsst. In der ersten Phase wird das einstromendende Ca*" zuerst am Actomyosin
gebunden und wird erst hiernach durch SCBP entzogen.

Die Funktion als Ca®-Puffer bzw. -Chelator konnte zunichst mit Regenwurmkomponenten
demonstriert werden, wo die ATPase-Aktivitidt des Actomyosins in Gegenwart von SCBP gehemmt

wurde (Publikation 5, Abb. 1). Basierend hierauf wurde eine 45Ca2+—\/erschiebung mit einem

Proteingemisch aus Actomyosin und SCBP, beide decalcifiziert und Mg**-beladen, gemessen. Dieser
Ansatz simuliert einen Ca’"-Stimulus in einer ruhenden Zelle ([Ca®]: etwa 100 nM, [Mg”]: 0.5-1
mM). Hierbei zeigt sich, dass “Ca’* zuerst an das Actomyosin bindet. Mit zunehmender
Einwirkungsdauer nimmt der **Ca®*-Beladungsgrad von Actomyosin ab und parallel dazu die *Ca**-

Beladung am SCBP progressiv zu (Publikation 5, Abb. 2). Daraus lisst sich folgende physiologische

Annahme fiir das Regenwurm SCBP ableiten: Im Ruhezustand der Muskelzelle sind die Ca®'-
Bindestellen sowohl an den regulatorischen Proteinen des Actomyosins als auch am SCBP mit Mg*"
gesittigt. Eine Erhohung des intrazelluliren Ca®" fiihrt zum Austausch des Mg®" durch Ca*". Eine
langsamere Mg*"-Dissoziation am SCBP erlaubt, dass das Ca®" zuerst an die regulatorischen Proteinen
bindet und die Kontraktion initiiert. Erst hiernach wirkt das SCBP als Ca**-Puffer und entzieht dem
Actomyosin das Ca®*. Betrachtet man die Dauer einer phasischen Kontraktion einer Lingsmuskelzelle
des Regenwurms, so erfolgt diese in einem Zeitfenster von ca. 100-200 Millisekunden (Tashiro 1971).
In diesem Zeitfenster war im experimentellen Ansatz eine *Ca’*’-Messung nicht durchfiihrbar.
Dennoch konnte auch in vitro eine **Ca**-Verschiebung vom Actomyosin zum SCBP nachgewiesen
werden, welches nahezu vollstindig innerhalb der ersten Minute erfolgte. Der Ca®-Entzug vom
Actomyosin wurde bisher nur fiir Parvalbumin an isolierten Myofibrillen demonstriert (Gerday und

Gillis 1976).

IL.4b Ca**-Verteilung zwischen SCBP und dem SR

In Ca®*-Verteilungsexperimenten zwischen SCBP und SR konnte gezeigt werden, dass durch die
Pumpaktivitit der Ca®"-ATPase des SRs der *’Ca®"-Beladungszustand des SCBPs abnimmt
(Publikation 5, Abb. 5). Dies demonstriert, dass das Regenwurm SCBP durch das SR decalcifiziert

werden kann. Im Gegensatz zum Parvalbumin, wo eine direkte Interaktion mit dem SR beschrieben
wurde (Ushio und Watabe 1994), konnte dies fiir das Regenwurm SCBP bzw. SR ausgeschlossen
werden. Hierbei konnte nach erfolgter Reaktion zwischen **Ca*"-beladenem SCBP und SR beide

Proteinkomponenten durch Filtrationsschritte getrennt werden.
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IL.4c Erleichterte Ca**-Diffusion durch SCBP

Durch eine fortschreitende Ca**-Beladung des SCBPs wird eine Ca**-Sittigung erreicht, wonach es
nicht mehr als Ca*"-Puffer wirken kann. Zur Klirung der Frage ob SCBPs Ca*'-gesittigt in der Lage
sind, als Ca*-Transporter Ca*" von den kontraktilen Proteinen zum SR zu transportieren, wurde ein
transkompartimentaler unidirektionaler **Ca’**-Flux in An- und Abwesenheit von SCBP untersucht.
Hierbei konnte in einer Diffusionsapparatur (Abb.II-2) demonstriert werden, dass der **Ca**-Flux in
Anwesenheit von Regenwurm SCBPs konzentrationsabhidngig um rund 70 % erhoht wird

(Publikation 5, Abb. 3 und 4). Diese Ergebnisse stiitzen das Modell eines ,,relaxierenden Faktors®,

wo SCBP als Ca’"-Transporter (Ca’*-Shuttle) Ca**-Ionen vom Actomyosin zum SR iibertrigt (Blum et
al. 1977; Pechere et al. 1977). In Kontrollexperimenten mit Ovalbumin oder Myoglobin konnte Feher
(1983) demonstrieren, dass dieses Phinomen der erleichterten Ca**-Diffusion mit der Ca®*-bindenden
Fihigkeit eines Proteins zusammenhingt. Eine erleichterte Ca®"-Diffusion konnte Feher hiernach
ebenfalls mit dem Ca**-Chelator Chelex zeigen. Jedoch war die erleichterte Ca**-Diffusion mit diesen
nicht frei-diffusiblen Harzkugeln 20x weniger effizient, als das in der gleichen Molaritét eingesetzte
Ca®"-bindende Protein Calbindinpysk. Dieser deutliche Unterschied der Effizienz eines frei- und eines
nicht frei-diffusiblen Ca*"-bindenden Molekiils muss daher auf unterschiedliche physikalische
Vorginge zuriickzufiihren sein. Bei einem nicht frei-diffusiblen Ca**-bindenden Molekiil, wie den
Chelex Harzkugeln, ldsst sich das sogenannte ,,Eimerbrigarden-Modell* (bucket brigade) anwenden,
wonach das Ca®" in einer stationiren Kette von einem Molekiil zum anderen weitergegeben wird
(Wittenberg 1970). Beim frei im Cytosol diffusiblem SCBP handelt es sich dagegen um eine trans-
lationale Diffusion, wo das SCBP als Ca**-Transporter durch die Kinetik eines transzelluldren Ca*'-
Gradienten vorangetrieben wird (Gillis 1985; Cannell und Allen 1984; Baylor et al. 1983; Gillis et al.
1982). Durch die Pumpaktivitit der Ca**-ATPase des SRs ist die Ca’’-Konzentration an der
Grenzflache zwischen dem Cytosol und dem SR niedriger als im Bereich des Actomyosins. Durch die
Anwesenheit von SCBP wird dieser Gradient erhoht und damit der unidirektionale Ca**-Flux vom
Actomyosin zum SR beschleunigt. Wie Feher et al. (1989) mit Calmodulin zeigen konnten, tritt die
erleichterte Ca*"-Diffusion nur dann in voller Stirke auf, wenn eine Ca®" Sittigung des Proteins
vorliegt. Aufgrund des langsamen Mg*'- Ca’" Austausches am SCBP, wodurch Ca®" zuerst an die
regulatorischen Proteinen bindet, ist es fraglich, ob in vivo der Ca®" Gradient wihrend einer einzelnen
Kontraktion (twitch) ausreichend ist, um das vorhandene SCBP zu sittigen. Es ist eher davon
auszugehen, dass das Phanomen der erleichterten Ca’"-Diffusion erst bei einem repetitiven Ca**
Stimulus bzw. einer tonischen Kontraktion auftritt. Tonische und tetanische Muskelkontraktionen
wurden fiir die Langsmuskulatur des Regenwurms schon nachgewiesen (Tashiro und Yamamoto
1971). Hierbei konnte das SCBP nach einen lang anhaltendem Ca®>" Einstrom das Ca®" Signal durch

eine erleichterte Ca’ -Diffusion zum SR 16schen.
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Abb.II-4 Schematische Darstellung der Diffusionsapparatur und Ablauf der Diffusionsexperimente.

Die Diffusionsapparatur bestand aus drei Kammern (linke L, mittlere Mg und rechte Kammer Ry). Die Mg wird
durch zwei Dialysemembranen (cut-off: 6-8 kDa) von Lg und Ry getrennt. An die Lx und Rk sind jeweils zwei
Schlauchsysteme angeschlossen, die seitlichen dienen dem Puffereinlass und die oberen zum Pufferauslass. In
der Lg und Rk befindet sich jeweils ein Magnetriihrer, der iiber einen mikromotorgetriebenen Ringmagneten
angetrieben wird. Durch einen senkrechten Einlass kann die Probenlosung in die Mg (Fiillkanal: 1mm
Durchmesser) injiziert werden. Die SCBP-Probe (schwarze Kugeln) befindet sich in der My in einem Gel aus 0.5
% Agar (w/v) in Diffusionspuffer [Pufferp: 10 mM HEPES (pH 7.0), 140 mM KCL, 0.5 mM MgCl,, 10 uM
CaCl, (griine Kugeln)]. Die Messung des *Ca**-Fluxes (rote Kugeln) von der L in die Rx wurde mit der
kontinuierlichen Perfusion (12 ml/h, angedeutet durch die gestrichelten Pfeile) der Ly mit Pufferp + *Ca*" und
der Rg mit Pufferp ohne “*Ca’" gestartet. Das Perfundat der Rx wurde mittels eines Fraktionssammlers fiir die
“Ca’" Bestimmung gesammelt. Der ermittelte **Ca**-Flux ist der Quotient aus der **Ca**-Konzentration (in cpm
ml™") von Rg zu Ly ([¥Ca®"|Rg / [*Ca’"|Lx x 100). Wird die Mg nur mit Pufferp, ohne Agar gefiillt, ist der
“Ca’*-Flux aufgrund einer Durchmischung unabhingig von der Diffusionsstrecke (Feher 1984). Die

Umgebungstemperatur wurde mit einem kalibriertem Temperaturfiihler kontinuierlich kontrolliert.

Erstmals wurde mit diesen Verteilungs- und Diffusionsexperimenten fiir das SCBP eines Evertebraten
die Rolle als Ca**- Puffer und Ca**-Transporter zwischen dem Actomyosin und dem SR untersucht.
Hierbei wurden alle getesteten Proteinkomponenten aus L. terrestris isoliert. Das Regenwurm SCBP
kann dem Actomyosin Ca*" entziehen, den Ca**-Flux erhohen und vom SR decalcifiziert werden. Die
erzielten Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass das SCBP von L. terrestris funktionell dem

Vertebraten Parvalbumin entspricht.
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Teil 11

II1. Der Actin-Modulator vom Regenwurm Lumbricus terrestris:
Earthworm Actin Modulator

II1.1 Earthworm Actin Modulator (EWAM) Isoformen

Aus dem Extrakt des Hautmuskelschlauches (in niedriger Ionenstirke und bei Abwesenheit von Ca*")
lassen sich iiber die Anionen-Austauscherchromatographie drei Proteinfraktionen auftrennen, die eine
viskosititserniedrigende Gelsolin-Aktivitit zeigen. Diese drei Aktivititspeaks wurden entsprechend
ihrem zeitlich versetzten Elutionsprofils (bei 30, 80 und 110 mM KCL) als EWAM-P1,-P2 bzw. -P3
gekennzeichnet (D'Haese und Hinssen 1987). Kriiger (2001) konnte aus dem Muskelextrakt des
Kaumagens zwei Gelsolin Fraktionen (bei 90 und 200 mM KCL) chromatographisch auftrennen und
bei Verwendung derselben Chromatographiesiule unter identischen Elutionsbedingungen zeigen, dass
der erste Aktivitdtspeak aus dem Kaumagen dem dritten Aktivitdtspeak aus dem Hautmuskelschlauch
und damit P3 entspricht. Der zweite Aktivititspeak aus dem Kaumagen, welcher im Vergleich zu P1-
P3 erst bei hoher Salzkonzentration von 200 mM KCL eluierte, wurde als die vierte EWAM Isoform
P4 bezeichnet. In der SDS-PAGE zeigte P1 eine apparente Masse von 43 kDa und P2-P4 eine etwas
héhere Masse von 45 kDa.

I11.2 Sequenzierung und Analyse der cDNAs von P3 und P4

Durch RACE-PCRs (Rapid Amplification of ¢DNA-Ends) konnten bei den eigenen durchgefiihrten
Sequenzierungen die vollstandigen cDNA Sequenzen von P3 und P4 ermittelt werden. Hierbei wurden
im Vergleich mit der bekannten P1- und P2-Sequenz verschiedene konservierte Peptidmotive aus der
Gelsolin Proteinfamilie als Grundlage fiir die Auswahl geeigneter RACE-Primer verwendet. Der
offene Leserahmen (OLR) der P3 cDNA ist 1101 Bp (367 Aminoséuren, As) lang. Die flankierenden
5¢ und 3° untranslatierten Bereiche (UTR) von P2 (345 und 545 Bp) sind in den entsprechenden
Nukleotidpositionen identisch mit der UTR von P3. P3 weist im Vergleich mit allen EWAM
Isoformen die kiirzeste 5' UTR von 141 Bp und die ldngste 3° UTR mit einer Lange von 1034 Bp auf.
Der OLR von P4 unterscheidet sich von P2 und P3 nur durch ein zusitzliches Kodon (AAG) am
carboxy-terminalen Ende. EWAM weist zwei unterschiedliche putative Polyadenylierungssignale
(PAS) auf, nimlich ATAAAA in P2/P3 und AATAT in P1/P4. Wie fiir den eukaryotischen initiation
factor 2o gezeigt, werden an den Polyribosomen mRNAs mit verschiedenen PAS unterschiedlich
bevorzugt translatiert (Edwalds-Gilbert et al. 1997). Variationen des PAS stellen daher einen
moglichen Kontrollpunkt dar, um die Genexpression zu regulieren. Die verschiedenen PAS in EWAM
sind daher moglicherweise ein Hinweis auf eine unterschiedlich regulierte Translation der EWAM
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Isoformen. Fiir Quantifizierungsversuche konnten in dem Zeitrahmen dieser Arbeit trotz mehrfacher
Versuche nicht die optimalen Bedingungen fiir eine quantitative Echtzeit-PCR etabliert werden, um
sowohl eine Kontrolle als auch eine spezifische Amplifikation der einzelnen EWAM Isoformen zu
gewihrleisten. Proteinisolationen zeigen jedoch, dass der Gehalt an EWAM im schnell
kontrahierenden Hautmuskelschlauch in einem vergleichbaren Bereich liegt wie in den langsamen
Muskelzellen des Kaumagens (Kriiger 2001). Demnach hiangt der Gehalt des Modulators nicht von der
Kontraktionsgeschwindigkeit der Muskelzellen ab. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei der
Lokalisation zweier Gelsolin Isoformen (HG1/2) in verschiedenen Muskelfasertypen im Hummer
Hommarus americanus erzielt. Hierbei zeigte sich wie beim EWAM eine mengenméBig gleiche aber
distinkte Expression beider Isoformen in schnellen und langsamen Muskelzellen. HG1 wurde
vorwiegend im schnellen abdominal- und HG2 im tonischen ScherenschlieBmuskel nachgewiesen
(Unger und Hinssen 2010).

Sequenzvergleiche aller vier EWAM Isoformen zeigen Homologien der einzelnen Segmente (S), die
insgesamt von S1-S3 abnehmen (62-100, 69-100 und 53-92 % Sequenzidentitit; Abb.III-3A). S2 ist
am stirksten konserviert, wobei dieses Segment in P2-P4 identisch ist. Im Vergleich mit dem drei-
segmentigen Fragmin vom Schleimpilz Physarum polycephalum (UniProt-Zugangsnummer:
Q9X7ZD2; Ampe und Vandekerckhove 1987), Severin vom Schleimpilz Dictyostelium discoideum
(P10733:; Eichinger und Schleicher 1992), EgAFFP vom Hundebandwurm Echinococcus granulosus
(Q24800; Cortez-Herrera et al. 2001) sowie mit den ersten drei Gelsolinsegmenten von D.
melanogaster (Q07171; Stella et al. 1994) und von Homo sapiens (P06396; Kwiatkowski et al. 1986)

zeigt sich eine Sequenzidentitét von 31-46 % wobei S1 die hochste Konservierung aufweist (Abb.I1I-
3). Im Gelsolin der Vertebraten bindet S1 ein Actinmonomer (G-Actin) und ist im S1-S3 Komplex
essentiell fiir die Fragmentation von Actinfilamenten (F-Actin) (McGough et al. 2003). Innerhalb des
sechzehn Aminosduren langen G-Actin Bindungsmotivs in S1 zeigen sich zwischen dem humanem
Gelsolin und EWAM P1-P4 neun konservierte Aminosduren. Im EWAM hat S1 eine G-Actin und S2
eine G- sowie F-Actin Bindungsregion. S1 und S2 sind sowohl bei der Nukleation als auch bei der
Fragmentation involviert (Giebing et al. 1997). Die Bedeutung fiir die Actinbindung und -
fragmentation erklart daher auch die evolutive Konservierung von S1 bei Gelsolin. Im Gegensatz
hierzu weisen die PIP, und F-Actin Bindungsregionen eine hohere Variabilitit auf (Abb.II-1A,
Publikation 6, Abb. 2).

Dem drei-segmentigen EWAM fehlt eine carboxy-terminale tail-latch Helix (Abb.III-2). Diese Helix

blockiert bei Abwesenheit von Ca®” die Actinbindung in S2 und wird erst bei einem Ca®"-Anstieg im
mikromolaren Bereich (10 M) freigegeben (Ashish et al. 2007; Liick et al. 2000; Lin et al. 2000). Das
Fehlen dieser tail-latch zeigt sich beim EWAM durch eine schnellere Aktivierung schon bei

submikromolaren Ca*"-Konzentrationen (Hinssen et al. 1986; D’Haese, personliche Mitteilung).
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Abb.III-1 Segmentale (S1-S3) und putative 3D-Struktur des Ca**-aktivierten EWAM:s.

(A) Konservierte G-, F-Actin und PIP,- Bindestellen von EWAM-P1 bzw. -P2 sind im Vergleich zu Fragmin
von Physarum polycephalum (Uniprot-Zugangsnummer: Q9XZD2), Severin von Dictyostelium discoideum
(P10733) und humanem Gelsolin (P06396) dargestellt. Konservierte Aminoséuren sind mit einem * gezeigt. Bei
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der genomischen Analyse der EWAM Isoformen wurde eine zweite EWAM-P2 Sequenz gefunden, welche im
Vergleich zu der durch RACE ermittelten P2 ¢cDNA amino-terminal um acht Aminosduren (MARVFQQD)
elongiert ist und ein zweites Methionin (M) im richtigen Leseraster aufweist. (B) Jedes Segment besteht aus
einer Gelsolin-homologen Doméne (GH-Doméne) aus 100-130 Aminosduren, die ein flinf-strangiges B-Faltblatt
mit zwei flankierenden a-Helices ausbildet. Aus Sequenzvergleichen wurde postuliert, dass der drei bzw. sechs-
segmentige Modulator durch eine Triplikation einer einzelnen GH-Doméne und einer anschlieBenden
Duplikation evolviert ist (Way et al. 1989; Kwiatkowski et al. 1986). 3D-Modell wurde mit Phyre’
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) mit der Protein Data Bank-Vorlage clrgiG be-
rechnet. Amino (N)- und carboxyl (C)-Enden sind markiert.

S6

DDDYWSVDPLDRAMAELAA;g,

~AAP-~

Homo sapiens Lumbricus terrestris
Gelsolin EWAM

Drosophila melanogaster Dictyostelium discoideum
Gelsolin Severin

(48 DNLFKNEVRSVONMRRLLFH,s
I - —-

Caenorhabditis elegans Physarum polycephalum
GSNL-1 Fragmin

Abb.III-2 Vergleich der carboxy-terminalen Enden von Gelsolin und drei-segmentigen Actin-Modula-
toren. Die sechs-segmentigen (S1-S6) Gelsoline vom Menschen und Drosophila melanogaster (Uniprot-
Zugangsnummer: Q07171) sowie das vier-segmentige (S1-S4) GSNL-1 von Caenorhabditis elegans (Q21253)
weisen carboxy-terminal am letzten Segment eine fail-latch Helix von neun oder zehn Aminoséuren auf

(gekennzeichnet durch ein schwarzes spiralformiges Band). Diese tail-latch blockiert bei Abwesenheit von Ca*
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die Actinbindung in S2 und wird erst bei einem Ca®'-Anstieg im mikromolaren Bereich (10 M) freigegeben
(Ashish et al. 2007; Liick et al. 2000; Lin et al. 2000). Den drei-segmentigen Actin-Modulatoren EWAM,
Severin von Dictyostelium discoideum und Fragmin von Physarum polycephalum fehlen carboxy-terminal eine
tail-latch Helix, was eine schnellere Aktivierung schon bei submikromolaren Ca**-Konzentrationen ermoglicht.
Sekundarstrukturen, fiir das humane Gelsolin siehe Burtnick et al. 1997, wurden durch Jpred4 (Drozdetskiy et al.

2015) ermittelt. Uniprot-Zugangsnummern fiir das humane Gelsolin, Severin und Fragmin siehe Abb.III-1.

II1.3 Genomische Organisation

Die vier EWAM Isoformen werden von vier unterschiedlichen Genen kodiert (Publikation 6, Abb.

3A). Wiahrend P1 und P2 ein Intron aufweisen, wurden bei P3 und P4 keine Intronsequenzen
gefunden. Vier distinkt exprimierte EWAM Gene sind auflergewohnlich innerhalb der Actin-
Modulator Genfamilie der bisher untersuchten Organismen. Die cytoplasmatischen und sekretorischen
Gelsolin Isoformen beim Menschen als auch bei Drosophila melanogaster werden durch alternatives
Spleilien von einem einzelnen Gen prozessiert (Stella et al. 1994; Kwiatkowski et al. 1986). Beim
Zebrafisch Danio rerio wurden zwei Gelsolin Gene nachgewiesen, wobei ein Gen als Uberbleibsel
einer Genomverdopplung in einem Vorfahren der Knochenfische angesehen wird (Jia et al. 2007). Bis
dato wurden die Genome von zwei Anneliden, des marinen Polychaeten Capitella teleta
(Borstenwurm) und des Egels Helobdella robusta (kalifornischer Platt-Egel) vollstdndig sequenziert.
C. teleata weist zwei und H. robusta ebenfalls wie L. terrestris vier Gene auf (EnsemblMetazoa
Datenbanknummern: CapteG177948, CapteG154247; HelroG177421, HelroG185261, HelroG85143,
HelroG186285). Die ermittelten Sequenzdaten von EWAM liefern Hinweise, die auf mogliche

Duplikationsereignisse des EWAM Gens hindeuten. Die vier EWAM Isoformen lassen sich in zwei
Typen trennen, ndmlich in den P1 (P4)- und P2 (P3)-Typus mit jeweils gleichem offenen Leserahmen
(OLR), Polyadenylierungssignal, N- sowie C-terminus. Hierbei sind die 5° und 3‘untranslatierten
Bereiche (UTRs) von P2 in den entsprechenden Nukleotidpositionen identisch mit der UTR von P3.
Trotz der iibereinstimmenden UTR-Abschnitte lassen sich jedoch unterschiedliche Gene fiir P2 bzw.
P3 nachweisen. Durch Punktmutationen unterscheiden sich die Aminosduresequenzen der OLRs von
P2 und P3 in insgesamt zehn Positionen, von denen vier konserviert und ein Austausch semi-
konserviert ist. Weiterhin lassen sich durch eine phylogenetische Rekonstruktion mit EWAM und 3-
segmentigen EWAM-homologen Proteinen im Entwicklungsast von EWAM drei putative
Duplikationsereignisse identifizieren. Hierbei zeigt sich eine Dichotomie von P1 zu P2-P4 und eine

Gruppierung von P2 mit P3 mit 100 % bootstrap-Unterstiitzung (Publikation 6, supplementary Abb.

S2). Die Sequenzdaten und die phylogenetische Analyse von EWAM lassen daher den Schluss zu,
dass zumindest die Gene fiir P2 bzw. P3 durch Duplikationen entstandene (paraloge) Genkopien sind.
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit bisherigen phylogenomischen Analysen bei Anneliden, die
eine Genomvergroferung durch Genduplikationen demonstrieren (Zwarycz et al. 2015; Cho et al.

2012). Bei der genomischen Untersuchung der EWAM Isoformen wurde eine zweite P2-Sequenz
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gefunden, welche im Vergleich zu der durch RACE ermittelten P2 ¢cDNA amino-terminal um acht
Aminosduren (MARVFQQD) elongiert ist. Diese Verlingerung beinhaltet ein zweites Startkodon,
welches im gleichen Leseraster liegt und damit theoretisch als eine weitere P2 Isoform translatiert

werden konnte (Abb.III-1A, Publikation 6, Abb. 2A). Datenbankabgleiche zeigen fiir das

MARVFQQD-Motiv keine eindeutige Zuordnung zu Signalpeptiden fiir eine mogliche sekretorische
Variante des EWAMs. Der Nachweis einer sekretierten Exportform im Blut vom polychaeten
Anneliden Arenicula marina (unverdffentlichte Ergebnisse) lassen jedoch vermuten, dass auch in L.

terrestris eine sekretorische Exportform existieren kdnnte.

I11.4 Northern Blot Analyse

Northern Blots mit drei Sonden (kodierende Sequenz von P1 sowie amino- und carboxy-terminale
Hilfte der kodierenden Sequenz von P3), gegen die mRNA aus dem Hautmuskelschlauch und
Kaumagen, zeigen drei Transkripte im Hautmuskelschlauch und zwei im Kaumagen (Publikation 6,
Abb. 3B). Aufgrund der relativ geringen Sequenziibereinstimmung der verwendeten P1-Sonde mit P2-
P4, wurde eine Kreuzreaktion dieser spezifischen P1-Sonde mit P2-P4 ausgeschlossen. Die
kodierenden Sequenzen von P2-P4 hingegen zeigen untereinander eine hohe Sequenzidentitit der
Nukleotid- (Nt) und Proteinsequenz (As) (P2/P3: 95 % Nt/As, P2/P4: 85 % Nt/As und P3/P4: 88 % Nt
und 87 % As), wodurch mittels einer unspezifischen P3-Sonde die Transkripte von P2-P4 detektiert
werden konnten. Die spezifische P1-Sonde zeigt nur gegen die Hautmuskelschlauch mRNA ein Signal
bei 3100 Nt. Die detektierten Banden mit den beiden P3-Sonden konnten aufgrund der bekannten
gewebespezifischen Proteinnachweise, P1-P3 im Hautmuskelschlauch und P3 sowie P4 im Kaumagen,
eindeutig zugeordnet werden. Die Bande mit der GroBe von 2300 Nt, die sowohl in der
Hautmuskelschlauch als auch in der Kaumagen mRNA detektiert wurde, konnte als das P3 mRNA
Transkript identifiziert werden. Damit war die verbleibende zweite Bande in der Kaumagen mRNA
mit 1700 Nt P4 und die Bande mit 2100 Nt in der Hautmuskelschlauch mRNA das P2 Transkript. Die
ermittelten TranskriptgroBen fir P1-P4 zeigen im Vergleich mit den sequenzierten cDNAs
Abweichungen von 100-200 zusidtzlichen Nts, was auf die unbekannten Poly(A+)-Léngen
zuriickzufiihren sein kann. Die Northern Blot Analyse validiert, dass alle vier EWAM Gene im adulten
Tier transkribiert werden. Damit wurde sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene ein
gewebespezifisches Expressionsmuster der EWAM Isoformen bestitigt, ndmlich P1-P3 im

Hautmuskelschlauch und P3 und P4 im Kaumagen.
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IIL.5 Lokalisation der EWAM Isoformen durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH)

Lokalisation der EWAM Isoformen durch FISH zeigt eine distinkte Expression im schnell und
langsam kontrahierenden Muskelzelltypen. Die Detektion von P1 mittels einer spezifischen P1-Sonde
zeigt im Hautmuskelschlauch eine charakteristische Farbung der proximalen Bereiche der Ring- und

Langsmuskulatur (Publikation 6, Abb. 4A). Dieses Verteilungsmuster korreliert mit der Verteilung

der regulatorischen Myosin-leichte-Kette (rMLC) mit einer Masse von 25 kDa. Diese Muskelzellen
besitzen eine hohe Myosin ATPase-Aktivitdt und eine niedrige Succinatdehydrogenase-Aktivitat
(D'Haese und Carlhoff 1987; Carlhoff und D'Haese 1987). Diese charakteristische Enzymausstattung
ist ein typisches Merkmal schnell kontrahierender Muskelzellen, welche anaerob arbeiten und ihren
Energiebedarf {iberwiegend durch Glykogenabbau decken (Mabuchi und Sreter 1980; Burke et al.
1971; Brooke und Kaiser 1970). Diese schnell kontrahierenden Muskelzellen befdhigen den
Regenwurm zu schnellen Fluchtreaktionen. Die Verteilung von P1 im Hautmuskelschlauch ist damit
in Ubereinstimmung mit der Lokalisation und Mengenverteilung von SCBP im Hautmuskelschlauch
und bestdtigt damit die Korrelation des SCBP-Gehaltes mit der Kontraktionsgeschwindigkeit des
Muskels in L. ferrestris (siehe 11.3a). Hybridisierungen mit der P2-Sonde zeigt eine besonders starke
Markierung der mRNAs in den distalen Bereichen der Léngs- und Ringmuskulatur des
Hautmuskelschlauches sowie einer gleichméBigen Fiarbung der Muskelschichten des Kaumagens

(Publikation 6, Abb. 4B). Charakteristisch fir diese Zellen ist die 28 kDa Isoform der rMLC. Die

typischen Kennzeichen dieser Muskelzellen sind eine hohe Succinatdehydrogenase-Aktivitit und eine
niedrige Myosin und Actomyosin ATPase-Aktivitit (D'Haese und Carlhoff 1987; Carlhoff und
D’Haese 1987). Aufgrund dieser typischen Enzymausstattung werden die Muskelzellen des
Kaumagens und der distalen Bereiche des Hautmuskelschlauches als langsam kontrahierend
eingestuft. Diese Zellen besitzen einen erhdhten Mitochondriengehalt und decken ihren
Energichaushalt liberwiegend iiber den Citratzyklus. Moglicherweise befdhigt diese langsame
Muskulatur den Regenwurm durch langanhaltende, tonische Aktivitdt den Coelomdruck aufrecht zu
erhalten (D’Haese und Carlhoff 1987). Auf Proteinebene konnten bereits, durch indirekte
Immunfluoreszenz mit monoklonalen anti-P2-Antikdrpern, P2-P4 in den distalen Bereichen des
Hautmuskelschlauches, im Kaumagen, in der muskelhaltigen Hiille des Bauchmarks, im Dorsalgefal3,
in der Ring- und Langsmuskulatur des Darms und der Dissepimente lokalisiert werden (Kriiger 2001;

Publikation 6, Abb. 5). Eine Gegenfarbung mit affinititsgereinigten anti-P1-Antikorpern war bisher

aufgrund starker Kreuzreaktionen mit anderen Zellproteinen an Gefrierschnitten nicht moglich. Durch
FISH konnte nun erstmals auf mRNA-Ebene mit einer spezifischen Sonde P1 in schnell

kontrahierenden Muskelzellen lokalisiert werden.
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I11.6 Physiologische Bedeutung von vier EWAM Isoformen

Die physiologische Bedeutung von vier EWAM Isoformen fiir zwei Muskelzelltypen, schnell
kontrahierender Hautmuskelschlauch und langsam kontrahierender Kaumagen, muss im Hinblick auf
die spezifische Funktion von Actin-Modulatoren im Muskel betrachtet werden. Hierbei liegt in der
Muskulatur von Vertebraten und Evertebraten das Gelsolin Ca*-abhingig entlang der Actinfilamente
gebunden vor (Unger und Hinssen 2010; Gonsior und Hinssen 1995). Wahrend in der Myogenese
Actin-Modulatoren die Polymerisation der Myofibrillen regulieren, kann hiernach ihre Hauptfunktion
im Muskel in der Fragmentation und damit beim Austausch von G-Actin Monomeren liegen. Wie
vergleichende proteolytische Spaltungsversuche zeigen, ist das G-Actin von Evertebraten instabiler als
das von Vertebraten (Khaitlina et al. 1999). Die Expression von verschiedenen EWAM Isoformen ist
daher moglicherweise eine Adaptation an die Actin-Dynamik instabiler G-Actine. Ausgehend davon,
dass zwei distinkte Actin Isoformen in L. terrestris exprimiert werden (Lewke und Weber 1996),
konnten bestimmte EWAM Isoformen mit unterschiedlicher Ca**-Abhingigkeit und Bindungsstirke
an verschiedene Actin Isoformen binden. Diese Annahme wird durch andere Actin-bindende Proteine
unterstiitzt, flir die bereits eine selektive und unterschiedlich starke Bindung an verschiedene Actin
Isoformen demonstriert worden ist (De La Cruz 2005; Tzima et al. 2000; Shuster et al. 1996; Yao et
al. 1996; Namba et al. 1992; Weber et al. 1992; Larsson und Lindberg 1988). Weiterhin konnte die
Aktivitit von EWAM durch die Interaktion mit Actin-bindenden Proteinen wie beim Vertebraten
Gelsolin moduliert werden. Fiir das Vertebraten Gelsolin ist eine Interaktion mit Actin-bindenden
Proteinen bisher mit Tropomyosin und Calponin beschrieben worden, die einen inhibierenden Effekt
auf die Fragmentation bzw. Nukleation haben (Khaitlina et al. 2013; Ferjani et al. 2006).
Gleichermallen wire ein modulierender Effekt der beiden Tropomyosin Isoformen in L. terrestris
(Ditgens und D'Haese 1985) auf EWAM denkbar. Durch die Expression von vier EWAM Isoformen
ergibt sich damit eine vielfaltige Adaptation und Spezifitit. Eine weitere mogliche spezifische
Funktion einzelner EWAM Isoformen konnte auch mit den Stadien in der Entwicklung korrelieren. Im
adulten Tier werden jedoch alle vier EWAM Isoformen exprimiert und sind daher fiir die Organisation

und turnover der Actinfilamente von Bedeutung.
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Abb.III-3 Sequenzvergleich von EWAM mit Gelsolin und drei-segmentigen Actin-Modulatoren. (A)
Sequenzvergleich der Proteinsequenzen der EWAM Isoformen P1-P4 mit dem drei-segmentigen Actin-
Modulator Fragmin von Physarum polycephalum (Uniprot-Zugangsnummer: Q9XZ7ZD2), Severin von
Dictyostelium discoideum (P10733), ECHGR (Hundebandwurm, Echinococcus granulosus, Q24800) und den
ersten drei Segmenten vom Gelsolin von Drosophila melanogaster (Q07171) und von Homo sapiens (P06396).
Gelsolinsegmente S1-3, G-, F-Actin und PIP, Bindestellen sind farblich analog zur Darstellung in Abb.III-1
markiert. P2 hat mit pH 6.5, ermittelt durch isoelektrische Fokussierung, den hdchsten isoelektrischen Punkt (pI).
P4 dagegen den niedrigsten errechneten pl von 5,73 und ist damit vergleichbar mit Fragmin (pI 5.7). Der
theoretische pl von P3 liegt zwischen P2 und P4 bei 5,93 (D'Haese und Hinssen 1987). (B) Unter den EWAM
Isoformen liegt die hochste Sequenzidentitdt zwischen P2 und P3 mit 97 %. Von den drei-segmentigen
Modulatoren zeigt Fragmin mit 45 bzw. 46 % die hochste Sequenzidentitit mit EWAM (45 bzw. 46 %).
Sequenzen wurden mit Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) verglichen. Identische

Aminosiuren sind mit einem Stern (*) und konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:) dargestellt.

A
PL @ O ——— MATGLIKAKEYDWK--DSNL-ALFGSDTEKQVKKD
P2 @ e MSGLVKAKRYDWK--DSNL-AMFGSALDKSVKKE
P32 e MSGLVKAKRYDWK--DSNL-ALFGSALDKSVKKE
P4 0 e MATGLIKAKEYDWK--DSNL-ALFGSDTEKQVKKD
Fragmin -———————————————————————————— MQKAKVYNIA--DSNI-ANLGTELEKKVKLA
Severin @ 00——————— MIKNRKLDIT--STNV-AGIGTDLDKKCRLD
ECHGR = @ - === MAGLVKAKDYDWK--DSNM-ELFGSSKDRQVKKE
Drome MDASGAATMAVLSSLLVFLALSSSLCSAGTLNARPAF----PVQSGEIQPSG-QNSKQAA
Human MAPHRP-—-——-——— APALLCALSLALCALSLP-VRAATASRGASQAGAPQGRV-PEARPNS
L 1
Pl SAATEPAWKGAGQK--EGLKIWRIVNFKVTEWPQONQHGKFYNGDSYIILNTYKPDPKSNE
P2 SALKEAAWKGVGEK--VGLKIWRIVNFKVTEWPEKDYGSFFSGDSYIILNTYKLKG-REE
P3 SALKEAAWKGVGEK--VGLKIWRIVNFKVTEWPEKDYGSFFSGDSYIILNTYKLKG-REE
P4 SAATEPAWKGAGQK--EGLKIWRIVNEFKVTSFPEKDYGSEFFSGDSYIILNTYKLKG-REE
Fragmin AAETEQAWKGVGKQ--VGLDIWRINQFKVTQVPKNAYGQFYSGDSYIVLWTYKQ—-—--NDR
Severin AASTEAQWKGVGQA--PGLKIWRIENFKVVPVPESSYGKFYDGDSYITILHTFKE-—--GNS
ECHGR SAMTEKCWEPVGRATSPFLMVWRVNQFTLEPVPSDEIGNFYNGDSYVICKATRSPG-GDK
Drome RRVMHPSFANAGRT--PGLEIWRIENFEPVIYPKTNYGKFYTGDSFIVLNTIENKK-DKK
Human MVVEHPEFLKAGKE--PGLQIWRVEKEFDLVPVPTNLYGDFFTGDAYVILKTVQL-R-NGN
* * :**: :* * * *: **:::: :
IL }
Pl LAYDVHFWIGSQSSQDEYGTAAYKTVELDTFL.DDKPVQHREVQGYESELFRNYFKQGL -~
P2 LAYDVHFWIGSKSTODEYCVAAYKTVELDAYIL.DDAATQHRDAEGNESDLFLSYFENGL--
P3 LAYDVHFWIGSKSTQODEYCVAAYKTVELDAYL.DDAAIQHRDAEGNESDLFLSYFENGL--
P4 LAYDVHFWIGSKSTODEYATAAYKTVEVDTYLDDKAIQHREAEGYESELFQSYFP-HI--
Fragmin LAWDVHFWLGTYTTQDEAGTAAYKTVELDDVLGGAPVQHREVQGYESQRFLSYFPNGI--
Severin LKHDIHFFLGTFTTQODEAGTAAYKTVELDDFLGGAPIQYRQCQSYESPSFLSLFPKY——-
ECHGR LLYNVHFWIGKHSTADEYGTAAYKTVELDTFLDDAAVQHREVEGYESQLFKSYFDKLVIL
Drome LSWDVHFWLGLETSTDEAGAAAILTVQLDDLLNGGPVQHREVQDHESQLFLSYFKNGI--
Human LOYDLHYWLGNECSQDESGAAAIFTVQLDDYLNGRAVQHREVQGFESATFLGYFKSGL—--
* ceke ok : k% * % LE R * ckok. * % * *
G-Actin
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B
P1 P2 P3 P4 Fragmin Severin ECHGR Drome Human
P1 61 62 66 45 43 42 33 32
P2 97 85 46 42 42 31 31
P3 87 46 42 42 31 31
P4 46 43 42 31 31
Fragmin 53 41 37 37
Severin 38 36 35
ECHGR 30 29
Drome 44
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Das Calciumion (Ca®") ist ein intrazellulires Signalmolekiil, das als sekundirer Botenstoff (second
messenger) eine Vielzahl zelluldrer Prozesse steuert. Hierzu wird in jeder Zelle ein spezifischer Satz
von Ca’-bindenden Proteinen fiir die Signaltransduktion exprimiert. In der vorliegenden Arbeit
wurden Ca’"-bindende Proteine und deren Isoformen, die an der Muskelkontraktion,
Muskelerschlaffung sowie der Modulation des Actins beteiligt sind, hinsichtlich ihrer Unterschiede in
der Regulation, Struktur und zelluldren Lokalisation charakterisiert.

In Fortsetzung fritherer Arbeiten am Actin des Bartierchens Hypsibius klebelsbergi (Ecdysozoa=
Hautungstiere, Tardigrada) wurde die Muskelregulation von H. klebelsbergi und des Stummelfiilers
Peripatus novaezealandiae (Ecdysozoa, Onychophora) untersucht. Ein besonderes Merkmal der
Tardigraden ist ihre Féhigkeit zur Kryptobiose, wodurch sie in der Lage sind extreme
Umweltbedingungen zu iiberdauern. Mit Hinblick auf Adaptationen fiir die Kryptobiose und der
umstrittenen Phylogenie der Tardigraden und Onychophoren wurden vier Ca*"-bindende Proteine aus
der EF-Hand Proteinfamilie (CTER-Gruppe) sequenziert und analysiert. CTER-Proteine wirken als
molekulare Ca*-Schalter die Actin- oder Myosin-gekoppelt die Muskelkontraktion steuern und das
Actomyosin in einen aktiven oder inaktiven Zustand versetzen. Die phylogenetische Stellung von
Tardigraden und Onychophoren wurde ebenfalls bei eigenen Untersuchungen am Actin-bindenden
Gelsolin von P. novaezealandiae und des Tardigraden Hypsibius dujardini untersucht.

Wihrend die EF-Hand Proteine der CTER-Gruppe die Muskelkontraktion regulieren, ist bei der
Muskelerschlaffung ein weiteres EF-Hand Protein nédmlich das Parvalbumin beteiligt. Bei der Suche
nach Parvalbumin in der Muskulatur von Evertebraten fand man anstelle des Parvalbumins ein
analoges 16sliches Ca®*-bindendes Protein, namlich das SCBP. Bislang gibt es keine Funktionsstudien
zur Rolle von SCBPs als , lslicher relaxierender Faktor” und Ca**-Transporter in Evertebraten. Zur
Klarung der Frage, ob SCBPs in ihrer Funktion dem Vertebraten Parvalbumin gleichen, wurde der
Einfluss des SCBPs vom Regenwurm Lumbricus terrestris auf die Ca*"-Regulation des Actomyosins
und der méglichen Funktion von SCBPs als Ca**-Transporter getestet.

Ca’"-bindende Proteine regulieren nicht nur die Interaktion der Actin- und Myosinfilamente bei der
Muskelkontraktion und —erschlaffung sondern auch den Polymerisationsgrad von Actinfilamenten.
Der drei-segmentige Actin-Modulator von L. ferrestris (EWAM) war der erste Actin-Modulator der
aus der Muskulatur eines Evertebraten isoliert und biochemisch charakterisiert worden ist. Basierend
auf den vorausgegangenen Ergebnissen war es das Ziel durch eine vollstindige Sequenzierung,
genomische- und Transkript-Analyse eine differentielle Expression der EWAM Isoformen P1-P4 zu
untersuchen. Weiterhin sollte durch eine histochemische Lokalisation das Expressionsmuster der
EWAM Isoformen nachgewiesen werden. Dies sollte die Frage nach der Bedeutung der verschiedenen

Actin-Modulator Isoformen des Regenwurms (EWAM) beantworten und dariiber Aufschluss geben,
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ob die Dynamik der Actinfilamente verschiedener Muskelzelltypen im Regenwurm die Aktivitét
spezifischer Modulator Isoformen erfordern.

Die Sequenzanalysen der CTER-Proteine von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae zeigen, dass die
Voraussetzungen fiir eine duale Regulation mit einem Actin-gekoppelten Troponin System und einer
Myosin-gekoppelten Regulation durch die regulatorische Myosin-leichte-Kette vorhanden sind. Durch
Versuche mit rekombinant exprimierten chimiren Tardigraden-rMLC Konstrukte kann geschluss-
folgert werden, dass bei H. klebelsbergi das Actomyosin liber die Phosphorylierung der rtMLCs
reguliert wird. Eigene Kladogramme mit CTER-Proteinen von H. klebelsbergi und P. novaezealandiae
zeigen keine eindeutige Klassifizierung zu Ecdysozoa. Bei den eigenen Sequenzierungen konnte bei P.
novaezealandiae ein sechs-segmentiges Gelsolin ermittelt werden. Demgegeniiber zeigen die
Sequenzauswertungen ein drei-segmentiges Gelsolin bei H. dujardini. Versuche mit SCBP
demonstrieren, dass das Ca®” zunichst vom Actomyosin gebunden und erst hiernach vom SCBP
entzogen wird. Das Ca**-beladene SCBP kann vom sarkoplasmatischen Reticulum (SR) decalcifiziert
werden. Der gemessene Ca”"-Flux in einer dreikammerigen Diffusionsapparatur zeigt eine Erhhung
auf 170% durch SCBP. In Gewebeschnitten des Regenwurms konnte SCBP-mRNA in proximalen
Muskelzellen der Langs- und Ringmuskulatur des Hautmuskelschlauches lokalisiert werden. Im
Kaumagen zeigt sich nur eine schwache SCBP Expression. Fiir die bereits bekannten vier Actin-
Modulator Isoformen von L. ferrestris (EWAM P1-P4) konnten bei den eigenen Untersuchungen die
vollstindigen cDNA Sequenzen von P3 und P4 ermittelt sowie vier unterschiedliche Gene und
mRNAs identifiziert werden. Lokalisation der EWAM Isoformen in Gewebeschnitten des
Hautmuskelschlauches und Kaumagen zeigen eine distinkte Expression.

Aus den Sequenzanalysen der EF-Hand Proteine von H. klebelsbergi lassen sich fiir die Kryptobiose
bei Tardigraden keinerlei Adaptationen herleiten. Eine Schwestergruppen-Beziehung zwischen
Arthropoda und Onychophora kann aus einem sechs-segmentigen Gelsolin von P. novaezealandiae
abgeleitet werden, dass sich moglicherweise wie in Arthropoden entwickelt hat. Dagegen unterstiitzt
ein drei-segmentiges Gelsolin von H. dujardini die Stellung der Tardigraden als basalste Gruppe der
Panarthropoda. Die erzielten Ergebnisse mit Regenwurm-SCBPs unterstiitzen die Annahme, dass das
SCBP von L. terrestris wie das Vertebraten Parvalbumin als Ca*"-Transporter zwischen Troponin C
und dem SR interagieren kann. Ahnlich dem Parvalbumin konnte SCBP erstmals im Nervengewebe
nachgewiesen werden. Die Lokalisation von SCBP im Muskelgewebe ist in Ubereinstimmung mit der
bereits bekannten quantitativen Analyse des SCBP-Gehaltes, wo im Hautmuskelschlauch drei
Zehnerpotenzen mehr SCBP gefunden worden ist als im Kaumagen. Vier EWAM Isoformen
ermoglichen durch die Bindung an verschiedene Actin Isoformen sowie die Interaktion mit Actin-
bindenden Proteinen eine vielfdltige Adaptation und Spezifitit. Die Sequenzdaten und die
phylogenetische Analyse von EWAM lassen den Schluss zu, dass zumindest die Gene fiir P2 bzw. P3
durch Duplikationen entstandene Genkopien sind. Eine unterschiedliche Verteilung der vier EWAM

Isoformen ist in Ubereinstimmung mit dem SCBP-Gehalt in schnellen und langsamen
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Muskelzelltypen in der Ring-, Langs- und Kaumagenmuskulatur. Die Bindung an verschiedene Actin
Isoformen sowie die Interaktion mit Actin-bindenden Proteinen, konnte die distinkte Expression von

EWAM begriinden.
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