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1 Einleitung

In dieserArb eit soll die molekularePhylogenieausgevahlter Crustaceenauf der Basiseines
Vergleids der hyperglykamistchen HormonsequenzerfCHH) untersucht werden. Das Ziel
der Arbeit ist es,anhandder CHH-Sequenzemit vershiedenenVerfahrenphylogenetistie
Stammbaume zu erstellen, die Aufschluss eber die Verwandtsdaft der Sequenzergeken
kennen.

1.1 Das hyperglyk amische Hormon (CHH)

Im Verlauf der letzten 15 Jahre wurden vornehmlich bei Crustaceenzahlreiche Neuropep-
tide molekularbiologisth und peptidchemisd isoliert und charakterisiert, die zu der sog.
CHH-Familie gehoren.

CHH steht fur das \crustacan hyper-
glyemic hormon€’, das als \ diaketogenic
hormone' erstmalsvon Abramowitz et al.,
1944 [1] bestrieben wurde. Hinzu kamen
Hormone, die das Wadstum kontrollieren
und als \ molt inhibiting Hormone" (MIH)
bestirieben wurden, solde, die Einu  auf
die Reproduktion nehmen,wie das\ gonade
inhibiting Hormone" (GIH), das aud als
\ vitellogenesisinhibiting hormone" (VIH)
bezeitinet wurde und das\ mandibular or-
gan inhibiting hormone' (MOIH), weldces
einenEinu auf die Farnesylesterprauk-
tion diesesOrgansnimmt. DieseNeurohor-
monewerdenin den X-Organender Medul- Abbildung 1: Mikroskopisdie Aufnahme von
la terminalis syrthetisiert, die in den Au- versdiedenenCHH-Zellen, (Keller et al.)
genstielender Crustaceenlokalisiert sind. Die Medulla terminalis gehert wie die distal
ansdlie ende Medulla interna zu dem Protocerebrumund ist somit Teil desCrustaceen-
hirns. Entsprediend liegendie Zellcluster, die die Hormone der CHH-Familie produzieren,
bei augenstielloserKrebsen, wie z.B. den Isopodent im protocerebralenBereich des Ce-
rebralganglions,welchesaud Supracesophagealgangliogenanr wird. (Review bei Jaros
P.P, 1998[13)

Die Synthesepralukte werden axonal zu einem Neurohamalorgan transportiert, das als
Sinusdreise bezeitinet wird. DiesesOrgan ist keine \ Druse’, sondernein Speicher und
Freisetzungsorgananalogzu der Neurohypophyse der Vertebraten.

Bedingt durch die Fortschritte auf molekularbiologistem Gebiet, konnten durch Einsatz
geeigneterPrimer in und mit Hilfe der ReversenTranskriptase-RPolymerasenkttenreaktion
zahlreilhe CHH-ahnliche Peptide aus unterschiedlichen Geweben der Crustaceenisoliert

lsopoden: Asseln
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werden. Im Vordergrund standenvor allem Ampli k ate aus dem Pericardialorgan, einem
weiteren Neurohamalorgan, das dorsal zu den Thorakalganglien liegt (Abb. 4, Seite 5).
In diesemZusammenhangwurden unterschiedliche CHH-Isotypen charakterisiert, wobei
CHH hier als CHH-Familie zu vestehenist.

Eine genaueAnalyseder Iso-
typen zeigte, da untersdiedli-
che Genefur dasCHH vorliegen,
die o ensichtlich aus Gendupli-
kationen entstanden sind. Wei-
tergehendeUntersudcungen be-
legten, da die CHH aus einem
Vorlaufermolelel prozessiertwver-
den.DasProhormonbesteh aus
einemSignalpeptid und im Falle
der namensgebnden CHH aus
einemCPRP (CHH precursor re-
lated peptide) sowvie dem eigent-
lichen Hormon.

Bei den MIH, GIH / VIH und
den MOIH fehlt das CPRP.

Weiter zeigtengenomisbe Ana-
lysen, da die namensgebnden
CHH alternativ gesplei t werden
kennen,dasheit fur denC-ter-
minalen Bereich (ab der Amino-

saureposition 41) unterschiedli- Abbildung 3: X-Organ Sinusdrese des Panzerkrebses.
che Exoneverwendenkennen.  pie zeichnung in der Mitte zeigt die Augenstiel-

DieserVorgangist gewebesezi-  Nervenstrukturen des Panzerkrebses (Abbildung von D.
sch und eserwiessich, da die sgezet al. 2000[25]

in den X-Organen produzierten

CHH (XO-CHH) die Exone 1, 2 und 4, hingegendie in den Pericardialorganensynheti-
sierten CHH (PO-CHH) die Exone 1 bis 3 \verwenderi siehe Abb. 2). Zudem konnten
Soyezet al., 2000[25] posttranslationale Isomerisierungemacdweisen,wobei dasan 4. Po-
sition liegendeL-Phenylalanin in ein D-Phenylalanin umgewandelt wird. Dieser Vorgang
wird von untersdiedlichen XO-Zelleninnerhalb desgleidhen Clusters durchgekiht. Beide

Exon1l Intron1 Exon 2 Intron2  Exon 3 Intron 3 Exon 4

| sP I—l SP / CPRP / CHH (40 AS) I—l PO-CHH (32 AS) I—l XO-CHH (32 AS) I

Abbildung 2: Aufbau der CHH-Sequenzfamilie(nicht ma stabsgetreu). Das erste Exon mit dem
Signalpeptid (SP) und das zweite Exon, dass sich aus Signalpeptid, CPRP-Sequenzund den
ersten 40 Aminosauren des CHH-Molekells zusammensetzt,bilden mit dem dritten oder vierten
Exon (jeweils 32 Aminosauren) durch alternativ es Splei en ein PO-CHH oder XO-CHH.
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CHH-Typen werdenin der gleichen Sinusdrese gesgeichert, wie Soyez (2000) [25 nachwei-
senkonnte (siehe Abb. 3). Die L-Formen werden als CHH-A, die D-Formen als CHH-B
bezeitinet. ) y
Augenstielganglien(CHH, MIH, GIH, MOIH
PCH, PDH, Enkephaline)

Y-Organ (Ecdysteroide)

Pericardialorgan (CCAP, Proctolin,
FMRFamid-IR)

AndrogeneDreusebei | (AndrogenesHormon)

bzw. Gonadenbei ~ (GSH) ‘ §o< '

Abbildung 4: Scdematisthe Darstellung des zertralen Nervensystemsdes Flu krebses Astacus
astacus Das ZNS bestelt aus dem Cerebralganglion, dem Thorakalganglion und dem Abdomi-
nalganglion. Neben den Neurohormonen der CHH-Familie werden noch weitere Neurohormone
im ZNS gebildet, wie z.B. das pigment concentrating hormone bzw. pigment dispersing hormone
(PCH, PDH) und Enkephaline, das crustacean cardio-activating peptide (CCAP), Proctolin und
die FMRFamid-ahnlichen Peptide. Neben der Sinusdreisegibt esnoch weitere Neurohamalorgane,
wie das Postcommissuralorganund das Pericardialorgan (Jaros, 1988[13)).

1.2 Phylogenie

Jede Speziesoder audh nur jedeseinzelneProtein oder Gen einer Spezieskann durch den
ewlutionaren Prozesseine Abstammungsgesigichte vorweisen,deren verzweigte Struktur

der einesBaumesgleidit. In der wissenshkaftlichen Disziplin der molekularen Phylogenie
versudit man dieseanhand der Ahnlichkeit von DNA-, RNA- oder Protein-Sequenzerzu
rekonstruieren.

Eine der gre ten Scwierigkeiten besteh dabei darin, dassDNA fossilerSpeciesnur schwer
zu isolierenist, sodassesnur anhanddesVergleits der Sequenzermer heute existierenden
Arten meglich ist, Recksdlesseauf gemeinsameé/orfahren zu ziehen.
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2 Material und Metho den

2.1 Metho den der Sequenzanalyse

Eine wichtige Grundlagefur die Sequenzanalyssind Sequenzalignmes, da mit ihrer Hilfe
Informationen eber die Struktur und Funktion bzw. phylogenetistie (stammesgeduchtli-
che) Einordnung von Proteinen gewonnenwerden kennen.

2.1.1 Paarweiser Sequenzvergleich

Um beim Vergleithh zweier Sequenzereine Aussageeber deren Verwandtsdaft tre en zu
kennen,ist eszwedkma ig, einenAlgorithmus zu verwenden, der die Ahnlichkeit der bei-
den Sequenzerbewertet. Dafur meissendie Sequenzerzunachst so angeordnetwerden,
da die gre tm egliche Ubereinstimmung erzielt wird (Alignierung). Um dies zu erreichen,
meissengegelenenfallsLeucken (sog. Gaps) in die Sequenzereingekigt werden, da bei der
Reproduktion Insertionen und Deletionenstattgefunden haben kennen.

De nition  (globaler) paarw eiser Alignmen ts: Sei ein endliches Alphabet und
0= [ fg . Seienweiter A = a;:::a, und B = by:::h, mit a;h 2 zwei Zeicdhenketten

eiber diesemAlphabet.

Ein (globales) Alignment von A und B sind zwei Zeichenketten A® = a2:::a und B =

B:::if, mit der Eigenstaft, da fur ein beliebigesl j k, a oderf 2 ist und A°

bzw. B°ohnedie Blanks? A bzw. B ergeten.

Im Fall von Aminosaure-Sequenzemird eblicherweisefur dasAlphabet der 1-Zeithen-

Code (sieheTabelle 27, Seite 32) der Aminosauren verwendet.

2.1.2 Scoring Matrizen

Mit Hilfe einer Scoring-Matrix wird fer jede Kombination von Sequenzeleméen (z.B.
Bezeitinern fur Aminosauren bei Proteinsequenzengin Distanzwert d(a;b) vereirbart, so
da aud die Ahnlichkeit zweier versdhiedenerAminosauren beziglich ihrer physikalischen
und chemisdien Eigenstaften berudcksichtigt werden kann. Eine oft verwendete Scoring-
Matrix ist die BLOSUMG62 (black substitution matrix ) [9] (Abbildung 5, Seite7). Au erdem
werden neben den Substitutionswerten der Scoring-Matrix noch je ein Distanzwert fer
Insertionend(a; ) und Deletionend( ;b) benetigt (GOP = Gap Open Penalty). Durch
die De nition desSmrings (der Bewertung) einesAlignments als

c(A%SB9 = XK d(a’ 1)

i=1

kannman die Distanz zweier Sequenzer\ und B alsd(A; B) = minyaogogc(A% BY angeten.

2Blanks = Leerzeithen, symbolisiert durch f g
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AIRINID|ICIQIEIGIH| I|L|K|IM|F|P|S|T|W|Y|V
Al4-1|-2,-2,0-1|-2,04-2|-2|-1|-1-1|-2|-1]1,0|-3|-2|0
R 5(0(-2-3,1,0|-2,0-3|-2|2|-1|-3|-2|-1/-1|-3|-2]|-3
N 6,13, 0, 0,0{121}-3/,-3]0|-2(-3|-2|1]0|-4,-2|-3
D 6/-3/0}2}-1{-1|3|4|-1|-3,-3|-1/0(-1|-4|-3|-3
C 9/3/4/3|3|-1|-1|3|-1,-2,-3|-1|-1}-2|-2|-1
Q 5(2(-2,0}-3|-2|{1|0|3|-1,0|-1|-2|-1]|-2
E 5(-2{0{-3|-3|1|-2|-3|-1/0|-1|-3|-2|-2
G 6/-2|-4,-4-2,-3|-3|-2]0|-2|-2|-3|-3
H 8/-3|-3|-1|-2|-1|-2|-1|-2|-2| 2|-3
I 4,231, 0-3/-2|-1|-3|-1| 3
L 41-2| 2|, 0|3|-2|-1|-2|-1]1
K 5(-1}-3/-1| 0|-1| -3|-2|-2
M 5(0(-2|-1}]-1|-1,-1|1
F 6/-4|-2|-2] 1| 3|-1
P 7(-1|-1| -4|-3|-2
S 41 1| -3|-2|-2
T 5(-21-2] 0
W 11} 2| -3
Y 7(-1
\ 4

Abbildung 5: Die BLOSUM-62 Matrix, eine Ahnlichkeitsmatrix der Aminosauren. Die versdie-
denen Aminosauren sind im 1-Buchstaben-Cade angeben (siehe Tab. 27, Seite 32)

2.1.3 Distanzk orrektur

Poisson Korrektur: Durch PoissonDistanz-Korrektur werden\ unsichtkare" Substitu-
tionen, d.h. Mehrfachsubstitution an der gleichen Position, die aus den Sequenzemicht
mehr zu ermitteln sind, ausgegliben, um aus der beredineten Distanz eine reale, ewolu-
tionare Distanz zu sdatzen. Das Verfahren nimmt eine identische Substitutionsrate aller
Positionenund gleiche Aminosaurefrequenzeran.

Gamma Distanz-Korrektur: Die Gamma Distanz-Korrektur stellt eine Verbesserung
der PoissonKorrektur dar, weil sie die Unterschiede der Substitutionsraten der versaie-
denenPositionen berecksidhtigt.

2.1.4 Lokales und globales Alignmen t

Man untersdeidet zwisdien lokalen und globalenAlignments. Wahrend man bei globalen
Alignments die kompletten Sequenzerbetrachtet, werdenbei lokalen Alignments nur Teile
der Sequenzeraligniert, was zum Beispiel bei der Sude von keirzeren Teilsequenzenn
einer Sequenzdatebank zur Anwendungkommt. Bei globalenAlignments geit man davon
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aus,da die SequenzemgemeinsameruUrsprungssind oder ahnliche Funktion haben.

1
[

\
/
\

[I

Abbildung 6: Schematisthe Darstellung von globalem und lokalem Alignment.
Der obere Teil der Graphik zeigt drei global alignierte Sequenzen,der untere Teil drei lokal
alignierte Sequenzen.

Wenn zwei Molekelle vershiedenerLebewesendie gleiche Funktion innehaben, sokann man
davon ausgehenda sich die Sequenzteiledie kritisch fur die Funktion desMolekells sind,
im Laufe der Evolution nicht oder nur wenig verandert haben, wahrend die Anderungsrate
unkritischer Bereidhe heherist. Durch paarmeisebzw. multiples globale Alignments lassen
sidh dieseSequenzkreite identi zieren.

2.1.5 Multipler Sequenzvergleich

Bei multiplen Sequenz-Alignmets werdenmehrere,mindestengedoch drei Sequenzemit-
einanderverglichen. Ein multiples Sequenz-Alignmenist z.B. die Grundlagefur die Erstel-
lung phylogenetistier Baume,die Hinweiseauf die Verwandtsdaftsstruktur der Sequenzen
geben kennen.

De nition  eines multiplen Sequenzalignmen ts: Sei ein endliches Alphabet und

0= [ fg .Seienweiter S;;:::; S Sequenzember derLangenn;::;n,. Ein (globales)
multiples Alignment A von Sy;:::; S ist eineMatrix der Dimensionk | mit denfolgenden
Eigenstaften:

maxfnq;:ing | P k.n
Alili12 ° 81 i k1 j |
Zeilei ergibt ohneBlanks die SequenzS,.

Es gibt keine Spalte, die nur aus Blanks besteh.
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2.1.6 Optimale Alignmen ts

Ein Alignment wird als optimal bezeitinet, wenn esam bestenden ewlutionaren Prozess
re ektiert, der fur die Vielfalt der zu untersuchenden Sequenzerverantwortlich ist. Da

dies eine hedhst subjektive De nition ist und die Verfahren zum Finden des optimalen

Alignments sehrverstiedensind (z.B. versdhiedeneAhnlichkeits-Matrizen) und oft auc

von der Art der Sequenzan sich abhangen,ist diesoft ein sthwierigesUnterfangen.

Informationsgehalt  eines optimalen Alignmen ts:
Es erleichtert die Identi k ation homologerDNA/Protein bereide.

Es gibt ein Ma fur ewlutionaren Abstand der Sequenzemuber die Bewertungsfunk-
tion ( GOP3, GEP#, Ahnlichkeitsmatrix) an.

Es erlaubt Reucksdlusseeber Funktion desGens/Proteins, da ahnliche Proteine oft
ahnliche biochemishe Funktionen haben.

Es gibt ein Ma fur Konservierungoder Variabilit at von Sequenzkreiden an, da
konservierte Bereidhe in der Regelfunktionell kritisch sind, wahrend Bereidhe mit
hoher Variabilit at zumeistin Introns® liegen.

2.1.7 Einfac he und komplizierte Alignmen ts

Einige Alignments werdenals einfach bezeitinet, andereals kompliziert. Ein einfadhes(op-
timales) Alignment (wie z.B. Abbildung 7) ist eines,bei dem der Findungsprozesdrivial
ist, dasheit esmu ten keine Gaps eingebigt werden.

GCGGCCCEAGGTACTGIGTGG
GCGGCCCEAAGGTAGGILTGG
GCGTTCARCAGCTGGBELTGG
GCGTCCARAGCTAGTGIGTGG
GCGGCGTAMGCTAGTEGTGA

*kk-rkk *kk k k% *kkk-

Abbildung 7: Beispiel fur ein einfaches DNA-Alignment.
Zeichenerklarung: * repraseriert Identit at, : starke Ahnlichkeit, . leichte Ahnlichkeit

Sogenante komplizierte Alignments (Abbildung 8) sind optimale Alignments, die nur
durch dasEinfugenvon erzeugtwerdenkonnten, um Insertionenund Deletion zu bereick-
sichtigen.

3GOP = Gap Open Penalty

4GEP = Gap Extension Penalty

SIntrons sind die Abschnitte der DNA innerhalb einesGens, die keine Proteinabsdhnitte kodieren, da sie
ausder pra-mRNA herausgesplei twerden, bevor diesezur Translation aus dem Zellkern herausgeshleust
wird.
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TTGACATGCGGGG---AACCG
TTGACATGCGGTG--GAAGCC
TTGACATE&TAGG---AACGCG
TTGACATE&TAGGGAALCGCG
TTGACATLCTCTG---AACGCG

kkkkkkk: * * * k-

Abbildung 8: Beispiel fur ein kompliziertes Aligment. Zeichenerklarung: sieheAbbildung 7

2.1.8 Alignmen t von Protein-k odierenden Sequenzen

Es madit im Allgemeinenwenig Sinn, proteinkodierende DNA- bzw. mRNA-Sequenzen
direkt zu alignieren. Stattdessenist esoft sinnvoller, die Sequenzenn die entspredienden
Aminosauresequenzerzu ebersetzen.Eine Aminosaure kann durch verstiedene Codon-
Tripletts kodiert werden(sieheTabelle 27, Seite32). Dahermu eine Punktmutation nicht
zwangskhu g zu einer anderenAminosaure fehren, soda sienicht in jedemFall von phy-
siologistier Relewvanz ist. Selbstwenn durch eine Punktmutation eine andere Aminosaure
kodiert wird, kann eine Alignierung der DNA-Sequenzdurch falsthesEinfegenvon Blanks
fehlerhaft sein (siehe Abbildung 9).

Abbildung 10 zeigt das korrekte Alignment nach Aminosaurenbersetzungder Sequenz.

ATGCTGTTAGGGATGCT-GTTAGGG
ATGCTCGTAGGGATGCTCGT-AGGG

*kkkk *kkkk *kkkk *k  kkkk

Abbildung 9: Alignment einer DNA-Sequenz

ATGCTGTTAGGG MLLG
ATGCTCGTAGC GML\’{G

*kkkk *kkkk

Abbildung 10: Aquivalente Protein-Sequenz

2.2 Alignmen t-Algorithmen

In vielen Fallen ist es zwedkma ig, multiple Sequenzalignierungervon Hand vorzuneh-
men. Wenn jedoch viele Sequenzeraligniert werdenmeissenund wenig eber ihre Struktur
bekannt ist, ist esmeist sinnvoller, sich masdineller Verfahrenzu bedienen.

2.2.1 Dynamisc he Programmierung

Esist bekannt, dassdas Problem, optimale multiple Sequenzalignmels masdinell zu er-
stellen, durch dynamisde Programmieéung (nach Needlemanund Wunsd (1970), siehe
[19]) mit einer Laufzeit von (2¢ 1) g kn;i, durch Suten des kerzesten Alignment-
Pfadesin einemgerichteten Graphenmit ~ %, n; Knoten, gelst werdenkann.
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Es wurden zahlreiche Varianten desAlgorithmus ertwickelt, mit dem Ziel sthnellere Bear-
beitung zu ermeglichen. Das erfolgreitiste Konzept ist implemertiert im Alignment Tool
MSA® und beruht auf der divide and conquer - Tednik(siehe Abbildung 11) von Carrillo
& Lipman [2] (e zien t implemertiert von Gupta et al. [8]).

_— Divide and Conquer Alignierung
 —
e N
—_— —
—_— —
—t — !
<N\ <N\ !
e _— —_— |
{ { { { -

<

Darstellung der benétigten Rechenzeit

Abbildung 11: Schematisthe Darstellung desDivide and Conquer- Prinzips. Durch dasVerkerrzen
der Sequenzerin Teilabsdnitte, die aligniert und spater zusammengesetztverden, wird weniger
Redenzeit benetigt. Der rechte Teil der Graphik veransdaulicht die Reduktion der Rechenzeit.

Der Algorithmus teilt die Sequenzerzunadchst mehrfad in kerzere Teilsequenzerauf, die
daraufhin nach Needleman& Wunsd [19] aligniert werden. Die erntstehendenkerzeren
globalenAlignments werdenansdlie end wieder zusammengefgt. Dadurch kann viel Re-
chenzeiteingespartwerden.Dennach bleibt dasProblem desmultiplen Sequenzalignmeis
NP-vollstandig’ (Wang und Jiang [27]). Daher ist es eher unwahrsdeinlich, dasses we-
serilich sdnellere Algorithmen zur Beredinung optimaler multipler Sequenz-Alignmets
geben wird.

Aus diesemGrund ist esnotwendigein Verfahrenzu verwenden,dassauf Heuristikenberuht
und stnelle Erstellung von annaherungsweiseoptimalen multiplen Alignments erlaubt.

2.2.2 Progressiv e Alignierung

Die sthnellsten, sogenanten iterativ en Alignierungsmethalen alignierenprogressivieweils
Paare von Sequenzer(siecheFeng & Dolittle, 1987[7]). Dabei werden entweder paarweise
Alignments oder Alignments einer Sequenzzu einer Teilmengedes multiplen Alignments
aligniert. Die Reihenfolgeder Alignierungenwird durch den jeweiligen Algorithmus vorge-
geben (sieheAbbildung 12, Seite12).

Progressie Verfahrenhaben allerdingsauch Nadteile, da der Algorithmus unter Umstan-
den kein optimales Ergebniserreidit, welil er sich auf Grund der vorgegelenenReihenfolge
in lokalen Minima festsetzenkann.

SHomepageunter ftp:/fastlink.ni h. gov/p ub/ ms/
"NP-Vollstandigkeit ist ein Begri ausder Komplexit atstheorie, der eine Menge von Entscheidungspro-
blemenklassi ziert, fur die angenommenwird, dasskeine e zien ten Algorithmen existieren.
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Abbildung 12: Zwei Meglichkeiten: Der progressive Algorithm us erntscheidet, auf weldhe Weise
das nachste paarweise Alignment durchgefehrt wird.

2.2.3 Der Clustal W - Algorithm us

Ein progressiesVerfahrenverwendet dasweit verbreitete Programm Clustal W [28]. Es
arbeitet mit folgendemAlgorithmus:

Zunadhst werdendie Distanzenaller ) = 02 paarweisenAlignments erreinet. Auf
Grund der Tatsade, dassim Laufe der Evolution Mehrfachmutationen an bestimnten
Sequenzpsitionen stattgefunden haben, die durch das paarweiseAlignment nicht bereick-
sichtigt werden kennen, da sie ja in den Sequenzemicht sichtbar sind, ertspreden die
beretineten Distanzwerte nicht der tatsadlichen ewolutionaren Distanz. Deswegenmeissen
die Distanzbewertungen dieser Alignments mittels des statistischen Modells von Kimura
[18]in die ewlutionaren Distanzenumgevandelt werden.Das Modell gett von einer (mehr
oder weniger) konstarten Mutationsrate aus.

Ansdlie end wird ein sog.guidetree mittels desNeighlor-Joining Verfahrens(siehe Abb-
schnitt 2.3.2) konstruiert. Dazu wird jeder Sequenzzunadst ein Baum mit nur einem
Knoten zugeordnet.Die beidenBaume (Sequenzeroder Alignments) i; ] mit der kleinsten
Distanz d; werdenals nachstesaligniert, und die Distanz desneuenBaumsk zu anderen
Baumenm wird festgelegtauf dim = 3 (dim + djm  djj).

Wennzwei Teilbaumezu einemgre eren Baum zusammengefassterden,werdendie Align-
merts, die den Teilbaumenenspreden, ebenfallsaligniert.

Dabei komnmt eszu folgendenVersdimelzungen:

Sequenz-Sequenz Verschmelzung : Die Alignierung erfolgt nach dem vom paar-
weisenAlignment bekannten Verfahren.

Sequenz-Alignmen t Verschmelzung : Die Sequenzwird nadcheinander mit allen
SequenzerdesAlignments aligniert. Das Einfugenvon Gaps desAlignments erfolgt
nach dem Vorbild despaarweisenAlignments, da die geringsteDistanz aufweist.

Alignmen t-Alignmen t Verschmelzung : Hier werdendie Distanzenaller paarwei-
sen Alignments beretinet und das paarweise Alignment mit der gerinsten Distanz
zur Alignierung herangezogen.

8Clustal W - Homepage:http://www.ebi.a  c. uk/ cl ust al w/
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2.3 Phylogenetisc he Baume

Phylogenetistie Verwandtschaften von Genenoder Organismenwerdenoft als phylogene-
tischer Stammbaum prasertiert. Ein solder Stammbaum ist graphertheoretisthh gesehen
ein ungeritteter, zusammenkngender,azyklisther Graph mit Knoten, die durch Kanten
miteinander verbundensind.
Mit phylogenetisben Baumenversutit man, genetisbe Verwandtsdaftsbezielungendar-
zustellen,indem die genetistien Distanzenals Pfadeim Baumgraphenabgebildetwerden.
Dabei symbolisieren die Blatter des Baumes, also die Knoten, von denenkeine weiteren
Kanten mehr abzweigen,die untersuditen Speciesbzw. derenSequenzenDie innerenKno-
ten sind hypothetische Ahnen der Species.Wenn die Lange der Kanten proportional zu
den genetistien Distanzen der Sequenzerist, spricht man von einem kantengewitteten
Baum.
Da fur n Speciesgenau y
[
2k 5)= —2"(2:(n 5)3;)I
k=3 ’

versthiedeneungewurzeltebinare Stammbaume existieren, steigt die Zahl der ungewurzel-
ten Stammbaume sdon fur nur 10 Speziesauf 2027025 Deshalbwerdensdinelle Algorith-

men benotigt, um die Konstruktion optimaler Stamnmbaume zu bewerkstelligen.

Es gibt viele untersdiedliche Methoden, um phylogenetistie Baume aus molekularenDa-
ten zu konstruieren(Nei und Kumar, 2000[20]). Dabei unterscheidet man zwisden Cluster-
Methoden, Parsimory-Methoden und Likelihood-Methoden. Diese Verfahren werden vor-
gestellt von Swo ord et al. (1996)[26], Li (1997)[17], Pageund Holmes(1998) [21] savie
Nei und Kumar (2000) [20].

2.3.1 Cluster-V erfahren UPGMA

Matrix-orientierte Cluster-Verfahren erstellen Stammbaume anhand von Abstandsmatri-
zen.UPGMA steht fur Unweighted Pairwise Grouping M ethod using A rithmetic means
(Solkal & Mitchener[24]) und stellt die einfadiste Methode einer Abschatzung von phylo-
genetisben Bezielhungenausgenetistien Distanzendar. Dabei werdenahnliche Sequenzen
sdritt weise zu sogenanten operational taxonomic units (OTU's) zusammengefasstind
damit ein phylogenetistier Baum erstellt.

Wenn d; der (z.B. mit der BLOSUM-Matrix) erredinete genetistie Abstand der beiden
Arten i und j und t; die Zeit ist, die seit der Trennung dieser Arten vergangenist, so
ndet das UPGMA-V erfahrendenjenigenBaum unter allen meglichen, bei dem

X X
(dj 2t )2=_ (di €)?

i<j i<j

minimal wird. Diesist nur meglich, wenn die Evolutionsrate® | als konstart vorrausgesetzt
werdenkann, was oft nicht der biologisten Realitat entspricht.

9Evolutionsrate: Anzahl der genetisthen Substitutionen pro Zeiteinheit
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Abbildung 13: Schematisthe Darstellung des UPGMA-Algorithm us.
UPGMA st eine additive Methode, bei der die OTUs durch sequenzielleClustern nach abstei-
gender Ahnlichkeit gruppiert werden.

g = Z2t; ist die Lange des Weges,mit dem die Arten i und j innerhalb des Baumes
verbundensind.

2.3.2 Neigh bor Joining

Der Neighlor Joining-Algorithmus (NJ), vorgestellt von Saitou und Nei, 1987 [23], ist
ebenfalls ein Clusterverfahren und ehnelt dem UPGMA-V erfahren. Da er allerdings keine
ultrametrischen Distanzen benetigt, werden taxaspezi sche Abweichungenin den Substi-
tutionsraten toleriert. Der Algorithmus arbeitet folgenderma en:

Zunachst wird eine Distanzmatrix M mit paarweisenDistanzen d; der Speciesi und |

erredinet. Fur jede Speciesi kann nun eine Gesantzdistanz r; zu allen anderen Arten
beretinet werden:

N ist hierbei die Gesantzahl der Species.

Um die Untersdiede in den Substitutionsraten zwisthen homologenMerkmalen zweier
Arten auszugleiben, wird der Wert M;; korrigiert, soda er einemgemittelten Distanzwert
fur benatbarte Taxa entspricht:

ri+r;

Mi=di N2

Nacdhbarn werden durch den kleinsten M;; -Wert identi ziert. Sir werden in einer neuen
Distanzmatrix durch einenbasalenKnoten u ersetzt, desserDistanz dyx zu jeder anderen
Speciesk unter Berucdkstichtigung der ewlutionaren d-Distanzen beredinet wird (erklart
bei Wagele,2000[3( savie Nei und Kumar, 2000[20]):

di + djk dlj
2

du =

Der Vorgangwird solangewiederholt, bis die Topologie desphylogenetistien Stammbau-
mesaufgedekt ist.
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Abbildung 14: Schematisthe Darstellung zweier Baumtransformationen mit dem ClosestNeightor
Interchange - Verfahren, das fer die Konstruktion von Maximum Parsimony - Stammb&umen
verwendet wird.

2.3.3 Der Minim um Evolution - Algorithm us

Der Minimum Evolution-Algorithmus (ME) fer die Optimierung einesphylogenetistien
Baums, basiert ebenfalls auf einer Distanzmatrix. Ziel desAlgorithmusist es,ausk OTUs
Sy; 1S mit paarweisen Abstanden d(s;; sj) den Baum zu nden, bei dem die Summe
S der Kantenlangen des Baumgraphen minimal ist. Dies wird heurististh durch lokale
Optimierung eber den Neighlor-Joining -Baum erreidt.

2.3.4 Der Maxim um Parsimony - Algorithm us

Im Gegensatzzu Distanz-Verfahren analysierenmerkmalsbasierteMethoden das Sequen-
zalignmert und bewerten nicht nur die Menge, sondernaud die Art der beobaditeten

Veranderungen.Gema Wilhelm von Ockham's Postulat der Denkekonomie \ Pluralitas
non est ponendasine neccesitate’ 1° wird durch die merkmalsbasierteMaximum Parsim-

ony-Methode (MP) die keirzesteBaumtopologieermittelt, die wenigstenewlutiven Sdiritte

benstigt.

Ausgevertet werden nur variable Positioneni;:::;i, der Sequenzendie informativ sind,
d.h. eskommeman diesenPositionenin den Sequenzerzumindestzwei verstiedeneAmi-

nosauren jeweils mindestenszweimal vor.

Fur jede vorgegelene Baumtopologie T wird die notwendigeAnzahl von Anderungender
informativen Positionen q-(T) aller Sequenzersummiert:

Es gibt seltennur eine einzigeBaumtopologie mit Maximum Parsimony, daher kann aus
den gefundenenBaumenein Konsensusbaunerstellt werden.

Da die Konstruktion aller Topologienein NP-hartes Problem ist, werden heuristisdhe Ver-
fahrenzur Auswahl der Baumtopologieneingesetzt.Der Algorithm us verwendetdazueinen

Ojat.: Ohne Notwendigkeit sollte keine Vielfaltigk eit hinzugefgt werden.
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oder mehrereper Zufall konstruierte Startbaume, die durch Baumtransformationen, soge-
nanntem branch-swapping optimiert werden. Beim CNI-Verfahren (ClosestNeighlor In-
terchangg werdenTeilbaume von verstiedenenSeitenausgetausht (sieheAbb. 14).

2.3.5 Bootstrapping - Verfahren

Um die Aussagekraftder erredineten Baume zu testen, lasstsich das Bootstrap-Verfahren
nach Efron, 1979[6] anwenden.Bootstrappingist eineMethode, die durch vielfacheszufalli-
ges Umgestalten der Daten eine Abschatzung des statistischen Fehlers einer Hypothese
ermeglicht.

Zunadst werdenauseinemAlignment A durch zufalligesVertausten, Entfernen und Ver-
doppeln von Sequenzem ahnliche Bootstrap-Datensatze erzeugt. Fur jeden Bootstrap-
Datensatz B; wird unter Verwendung des gewahlten Baumkonstruktionsalgorithmus ein
Baum T; erzeugt. Aus den Baumen Ty;:::; T, kann nun nach dem Majorit atsprinzip ein
Konsensusbaunt (K) ermittelt werden, der zu jedem Teilbaum einenProzertwert angibt,
weldher aussagt,mit weldher Hau gk eit dieserTeilbaum in allen BaumenTy; :::; T, gefun-
denwurde.

2.3.6 MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MEGA [15 ist einefur die Windows-Plattform erntwickelte Software zur phylogenetistien
Analyse. Mit ihr lassensich aus alignierten Sequenzemmittels versdiedener Verfahren
phylogenetistie Stammbaume erstellen.
FolgendeMethoden werden untersteitzt:

UPGMA
Neighbor-Joining
Minimum Evolution
Maximum Parsimory

Au erdem ist es meglich, mit MEGAootstrapping-Tests durchzufehren und Konsensus-
Baume zu erstellen. MEGAerarbeitet Daten, die im FASTA-ormat vorliegen und gene-
riert phylogenetisbe Stammbaume, die als Enhaned Meta File (EMF) exportiert wer-

den kennen. Eine direkte Generierungvon Encapsulatel PostScript (EPS) ist leider nicht

meglich, sodassdie Dateien nach dem Export weiterverarbeitet werdenmeissen.

IMEGA-Homepage: http://www.megas of tware .n et
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2.4 Material

Zunadst wurden Proteinsequenzenvon CHH-Hormonen und CHH-ahnlichen Peptiden
versthiedenerSpeciesmittels der Protein-Sequenzdatelbank Entrez-Protein  desNCBI1?
[29] zusammengestelltVon den Sequenzenwurden die teilweise vorhandenenPrecursor-
Sequenzembgeshbnitten, um einegemeinsamdasisfur die Analysezu scha en. Die durch
diesenVorgang entstandenden Duplikate wurden ertfernt. Ansdlie end wurden die Se-
quenzenin das FASTA-Format'® mberfuhrt. Eine Auistung der untersuditen Species n-

det sich in Abbildung 15.

| Abk mrzung | lateinisc her Name | deutscher Name |

ArmVu Armadillidium vulgare Kugelassel

BomMo Bombyx mori Seidenspanner-Raup
BytTh Bythograeathermydron \Hydrothermal Vent" Krabbe
CanPa Cancerpagurus Tashenkrebs

CarMa Carcinus maenas Strandkrabbe

CheDe Cherax destructor Australischer Flusskrebs
HomAm Homarusamericarus Amerikanisther Hummer
JasLa Jasuslalandii Languste

LitSc Litop enaeussdmitti Wei e Garnele

LitVa Litop enaeusvannamei Pazi sche wei e Garnele
MacLa Macrobradium lanchesteri | Se w assergarnele

MacRo Macrobradium roserbergii | Roselberggarnele.

MarJa Marsupenaeugaponicus Kuruma-Garnele

MetEn Metapenaeusensis \Greasybak" Garnele
OrclLi Orconecteslimosus Amerikanisder Flusskrebs
PacMa Padygrapsusmarmoratus | Marmorkrabbe

PenMo Penaeusmonodon Tigergarnele

ProBo Procambarus bouvieri Bouvieri-Sumpfkrebs
ProCl Procambarus clarkii Roter Sumpfkrebs

Abbildung 15: Auistung der untersuchten Species

2.5 Dokumen te

DiesesDokumert wurde mit dem frei verfugbarem TextsatzsystemIATEX!* gestirieben.
Das Literaturv erzeidnis wurde mit der IATEX-Erweiterung BibTEX erzeugt.

2National Certer for Biotechnology Information (NCBI)
BFASTA-Format siehe:http://ngfnblast. gbf.d e/ docs/ fa sta .h tml
141ATEX-Homepage: http://www.latex - proj ect.o rg/
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3 Ergebnisse

Die in das FASTA-Format mberfahrten Sequenzerwurden mittels desMultiple Sequence
Alignment Tools Clustal X [28] aligniert. Als Scoring-Matrix kam dabei die BLOSUM-
Matrix zum Einsatz. Fer GOP und GEP Parameterwurden die Defaultwerte sbernommen
(GOP=10.0, GEP=0.2). Das Ergebnisder Alignierung ist auf Abbildung 16 zu sehen.

* % * : * : * % : * T * : * : * :
ArmVul RI L v L¥RK AA 73
ArmVu2 RI L v LYRK AA 73
ProBol v L v LYRK TV- 72
ProCl2 \V L v LYRK V- 72
ProBo2 L v LYRK TV- 72
ProCl4 L v LYRK TV- 72
OrcLil L v LYRK TV- 72
OrclLi2 L v LYRK V- 72
HomAmB1 LN v LYRKPFI M- 72
HomAmB2 L v LYRKPFI M- 72
HomAmA1l L v LYRKPFV. M- 72
CheDeB L v LYRK V- 72
CheDeA L v LYRK AV V- 72
ProCl1 L |~ LYRKP| LSCVl RG- 72
ProCI3 L v LYRK LSEl | RGC- 72
JasLa L L YVASVCGVWY 73
BytTh L RVAN RAV@ETV- 72
CanPaxO LYRNS V- 72
CarMaPO1 L S RSRDCL-- 71
CarMaPO2 L S YLRSRDGL- - 71
CarMaPO3 L S YLRSRDGL- - 71
CarMaP0O4 L S YLRSRDGL- - 71
CarMaPO6 L S YLRSRDCGL- - 71
CarMaPO5 L SYVASACRNNCFENEVFDVCVYELYFP- - - - - - - - - - - - - - 59
CarMaXx02 L SYVASACRSNCYSN- - - - ----------------------- 46
CarMax01 L S M- 72
PacMa L M- 72
MaclLal v L V- 72
MacRol v L --- 70
MacRo2 L ALF 73
PenMo3 SRL TV- 72
PenMo4 L TV- 72
LitSc L V- 72
PenMo5 L V- 72
MarJa7 L V- 72
MetEnA L v W- 72
MetEnB L LV- 72
MarJa5 L M- 72
MarJa6 L MW- 72
MarJal LG v M- 72
MarJa2 LG v M- 72
LitvVa LR M- 72
MarJa3 LC V- 72
PenMol LC V- 72
PenMo2 L RL- 72
BomMo : LCRI FV- 72
ruler 1....... 10........ 20........ 30........ 40........ 50........60........ 70. ..

Abbildung 16: Multiples Sequenz-Alignmen aller untersuchter CHH-Sequenzen,generiert mit
ClustalX.

Ein Sternin der erstenZeile steht fur einekonserviertePosition, ein Doppelpunkt fer hohe
Ahnlichkeit. Die Zahl am Ende jeder Zeile gibt die Anzahl der Aminosauren der jeweiligen
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Sequenzan. Das Balkendiagramunter dem Alignment veranstaulicht den Grad der Kon-
servierungder einzelnenPositionen. Die Farbgebungdes Alignments ertspricht dem von
ClustalX vorgebenemStandard fur AminosauresequenzenAn dem Alignment ist deutlich
zu erkennen,dassdie SequenzerCarMaxXO@nd CarMaPO&nvollstandig sind. Die Sequenz
CarMaXOBricht nach der 46. Position ab, CarMaPOBad der 59. Position.

Um in einemAlignment den Grad der Konservierungaller Positionen ansdaulich darstel-
len zu kennen, wurde daher ein weiteres Alignment ohne diese Sequenzererstellt (Abb.
17, Seite 19).

* % * : * : * % : * : * * * * *
ArmVul L v 73
ArmVu2 L v 73
ProBol L v 72
ProClI2 FKKL v 72
ProBo2 FKKL v 72
ProCl4 FKKL v 72
OrcLil FKKL v 72
OrclLi2 FKKL v 72
HomAmB1 FKKL v 72
HomAmB2 FKKL v 72
HomAmA1l FKKL v 72
CheDeB FKKL v 72
CheDeA FKKL 72
ProC:l FRKL d 72
ProCI3 FKKL 72
JasLa L s YVASVGCW 73
MaclLal L v 72
MacRo1l L V 70
MacRo2 | ALF 73
CanPaxO 72
CarMaXx01 72
BytTh 72
PacMa 72
CarMaPO1 71
CarMaPO2 71
CarMaPO3 71
CarMaP0O4 71
CarMaPO6 71
PenMo3 SRL L 72
PenMo4 L L 72
LitSc L L 72
PenMo5 L L 72
MarJa7 L L 72
MetEnA v L 72
MetEnB L 72
MarJa5 L 72
MarJa6 L 72
MarJal v 1\ 72
MarJa2 v 72
LitVa X 72
MarJa3 72
PenMol 72
PenMo2 72
BomMo E | CCM DFV- 72
ruler 1....... 10........ 20........ 30........40........ 50........60........ 70. ..

Abbildung 17: Multiples Sequenz-Alignmen der vollstandigen CHH-Sequenzen,generiert mit
ClustalX
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Aus dem Alignment lassensich folgendelnformationen ableiten, auf die im Diskussionsteil
dieserArbeit noch neher eingegangerwird:

Es handelt sich um ein unkompliziertes Alignment. Es wurden bis auf Au wllungen
an den Sequenzendekeine weiteren Blanks eingekigt.

Die meisten Sequenzerhaben eine Langevon 72 Aminosauren. Ausnahmenbilden

die nur 70 Aminosaurenlange SequenaMacRoIwahrsdeinlich unvollstandig), die 71

Aminosauren langen SequenzerCarMaPOgawvie die 73 Aminosauren langen Sequen-
zenJasLa, MacRo2ArmVulund ArmVu2

Die Aminosaure Cystein (C) kommt aussalie lic h an 6 konserviertenPositionenvor
(Pos.7, 23,26, 39, 43,52).

Der Grad der Konservierung der Positionen 22 bis 31 ist sehr hoch. Au allig ist
die Konstellation Cys-Asp-Asp-Cys (CDDJ die bei ca. % der Sequenzervorhanden
ist bzw. Cys-Glu-Asp-Cys (CEDY; bei der nur eine Nukleinsaurerbaseausgetausit
wurde.

Generellscheint der N-terminale Teil der SequenzeriPosition 1 bis 41) einenheheren
Konservierungsgradzu besitzen,wahrend der C-terminale Sequenzteilein deutlich
hehereVariabilit at zeigt. Insbesondereab Position 57 ist die Variabilit at der Sequen-
zensehrhoch.

Phylogenetisc he Stamm baume

Unter Verwendungder Alignments als Grundlagewurden mit der MEG&oftware versaie-
denephylogenetiste Baume erstellt.

Zunadst wurde ein phylogenetisber Stammbaum mit dem UPGMAIgorithmus konstru-
iert (Abb. 18, Seite 21). Um die Aussagekraftdes Baumeszu eberprefen wurde mit dem
Bootstrap - Verfahrenein Konsensusbaungeneriert (Abb. 19, Seite 22).

Esfolgt ein mit dem Neighlor Joining - Algorithm us konstruierter Stammbaum (Abb. 20,
Seite 23). Auch zu diesemBaum wurde mittels Bootstrapping ein Konsensusbaunerzeugt
(Abb. 21, Seite 24).

Der letzte durch ein ClusterverfahrenerzeugteStammbaum verwendet den Minimum Evo-
lution - Algorithmus (Abb. 22, Seite25). Ein zugehoriger Bootstrap-Konsensusbaunwurde
ebenfalls erstellt (Abb. 23, Seite 26).

Es folgt ein Stamnmbaum, dessenKonstruktion durch den merkmalsbasiertenMaximum
Parsimony - Ansatz realisiert wurde (Abb. 24, Seite 27). Da das verwendete Verfahren
mehrereBaume mit der Maximum Parsimony - Eigensdaft produziert, kann aus diesen
ein Konsensusbaumnerzeugtwerden (Abb. 25, Seite. 28).

Alle Konsensuskume geben nur eine Topologie an, bei den anderen Stammbaumen er-
spreden die Astlangenden gestatzten ewlutionaren Distanzen zwisden den Baumkno-
ten.
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72 — CarMaX02
91 46 E CarMaxO1
CanPaXO

CarMaPO2

CarMaPO1
83| {CarMaPO4
CarMaPO6
CarMaPO3
CarMaPO5
PenMo2

70 — MarJat
97 E MarJa2
34 LitvVa

45

63

83

MetEnA
77 MetEnB

87 99 MarJa3
4|: PenMo1

99 MarJab

22 MarJaé

MarJa7
62 — PenMo3
PenMo4

56 LitSc

29 PenMo5
BomMo

67

0.1

Abbildung 18: Phylogenetishier Stammbaum konstruiert mit UPGMA - Algorithm us. Die Zahlen
an den Verzeigungengeben an, bei wieviel Prozernt der konstruierten Baume eine Verzweigung
existiert (sieheKonsensus-Baum Abb. 19). Der Abstandsbalken unter dem Baum gibt die Anzahl
der Aminosauresubstitutionen pro Position an.
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Abbildung 19: Konsensusbaumaus 100.000durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
UPGMA - Stammbaumen. Verzweigungen,die bei weniger als 50% der erzeugtenBaume auftre-

ten, werden versdimolzen.
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Abbildung 20: Phylogenetishier Stammbaum konstruiert mit Neighlor Joining - Algorithm us.
Die Zahlen an den Verzeigungengeben an, bei wieviel Prozernt der konstruierten Baume eine

Verzweigung existiert (siehe Konsensus-Baum,Abb. 21). Der Abstandsbalken unter dem Baum
gibt die Anzahl der Aminosauresubstitutionen pro Position an.
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Abbildung 21: Konsensusbaumaus 100.000durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
Neightor Joining - Stammbaumen.
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Abbildung 22: Phylogenetistier Stammbaum konstruiert mit dem Minimum Evolution - Algo-
rithm us. Der Abstandsbalken unter dem Baum gibt die Anzahl der Aminosauresubstitutionen

pro Position an.
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Abbildung 23: Konsensusbaumaus 100.000durch das Bootstrapping-Verfahren konstruierten
Minimum Evolution - Stammbaumen.
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Abbildung 24: Phylogenetistier Stammbaum konstruiert mit dem Maximum Parsimony - Algo-

rithm us.
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Abbildung 25: Konsensusbaumaller phylogenetisdhien Stammbaume mit der Maximum Parsim-

ony - Eigensdtaft.
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4 Diskussion

4.1 Multiples Sequenzalignmen t

Das Sequenzalignmenbesttigt die These,dassdie 6 konserviertenPositionen, an denen
die Aminosaure Cystein (C) vorkommt, ein Kennzeiten aller Peptide der CHH-Familie
sind, da Cystein aussalie lic h an diesenPositionen vorkomnt.

Da der Grad der Konservierungim C-terminalen Teil der Sequenzerstark abnimmt, ist es
wahrsdeinlich, da dieserTeil durch alternatives Splei en desdritten bzw. vierten Exons
variert, wie dargestelltin Abbildung 2, Seite 4.

4.2 Phylogenetisc he Stamm baume

Die erstellten phylogenetistien Baume zeigenalle eine recht hohe Ahnlichkeit, allerdings
sind auch Unterschiede zu erkennen, die sich auf die Besdia enheit desverwendetenAl-
gorithmus zureckfelhren lassen.Jeder Algorithmus hat Starken und Sdweaden, soda die
Wahl mitunter scwierig sein kann.

Der UPGMA-Algorithm us kann nur bei ultrametrischen Distanzen korrekte Baumtopolo-
gien konstruieren, da er im Gegensatzzum Neighlmr-Joining -Verfahrenkeine taxaspezi -
sthen Abweichungenin der Substitutionsrate toleriert (sieheWeagele,2000[30]).
Diessdeirt sich im Fall dieserArb eit nur unwesemlich auszwirken, da sich die Topologien
der beiden Stammbaume und insbesonderederen Konsensuskumenkaum unterscheiden.
Die signi kante Ebereinstimnmung aller konstruierten Stammbaume deutet auf eine hohe
Zuverlasslitikeit der prognostiziertenVerwandtscaftsverhaltnisse hin.

Hormone der CHH-Familie kommen nicht nur bei Crustaceenvor, auch Bombyx mori
(BomMaroduziert ein CHH-ahnlichesPeptid und bildet als einzigesinsekt die Randgrup-
pe der phylogenetisben Stammbaume.

Die erstebei denebrigen TaxafolgendeVerzweigungtrennt die Penaeidae die zu denDen-
drobranchiata gehoren von den Pleocyemataund Armadillidium vulgae (ArmV Letztere
gehort zu den Isopoden. Interessaterweise stheinen also die CHH's der Pleocyemata en-
ger mit denender Isopoden (zumindest mit Armadillidium) verwandt zu sein, als mit den
CHH's der Dendrobranchiata

Der Teilbaum der Pleocyemataverzweigt sich wiederumin Astacidea, Brachyuia, Caridea
und Palinura. DieseTopologiewird von allen konstruierten Stammbaumen bestigt.

Die Konsensus-Stamipaume aller verwendeter Konstruktionsalgorithmen gruppieren je-
weils die SequenzerProBo2ProCl4,0rcLil und ProBolProCl20rcLi2 und folgen damit
nicht der Crustaceen-Systemati(Abb. 26).

Die verstiedenenCHH-Isotypen einerdieserSpecies(z.B. ProBolund ProBo2g untersdei-
den sich sichtlich mehr voneinander,als von CHH anderer Species(ProCl4,0rcLil bzw.
ProClI2,0rcLi2).

Ebenfallsist bei den SequenzerPenMolund MarJa3die ewlutionare Distanz kleiner als
zu den mbrigen Sequenzervon Penaeusmonadon und Marsupenaeusjaponicus.
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Dieslat den Sdluss zu, da sich die CHH-Isotypen im Laufe ihrer Evolution getrenrt
haben, bewvor sich dieseunterschiedlichen Specieserntwickelt haben.

Au allend ist auch PenMo2da diese Sequenzvon allen ubrigen untersuciten Penaeidae
abgetrennt ist. Daher ist zu vermuten, das sich dieser CHH-Isotyp freiher in der Evoluti-
onsgesikichte entwickelt hat, als die mbrigen CHH-ahnlichen Peptide der Penaeidae
Anders verhalt essich bei Carcinus maenas

Alle untersudten CHH-Sequenzenson Carcinus maenas (CarMa sind in samtlichen er-
stellten Stammbaumenin einem Teilbaum angeordnet.Dabei ist auch eine Trennung der
Sequenzerder XO-CHH bzw. PO-CHH zu erkennen. Die XO-CHH von CarMasind al-
lerdings naher mit den PO-CHH der sellken Speciesverwandt, als mit dem XO-CHH des
Cancer pagurus (CanPaxXODaher lat sich die Theorie, dassdie Duplikation desdritten
Exonsvor der Trennung dieser Speciesstattgefunden hat, nicht beswtigen.

Insecta

} Bombycidae H Bombyx mori ‘

Isopoda

} Armadillidiidae‘ ‘Armadillidium vulgare ‘

Arthropoda

Litopenaeus schmitti
Litopenaeus vannamei
DendrobranchiataH PenaeoideaH Penaeidae }— Marsupenaeus japonicus
Metapenaeus ensis
Penaeus monodon

Crustacea

Orconectes limosus
Procambarus bouvieri
Procambarus clarkii

Parastacidae H Cherax destructor

Astacidea

Nephropidae H Homarus americanus

BythograeidaeH Bythograea thermydron

Cancridae H Cancer pagurus

Pleocyemata H Brachyura

Grapsidae H Pachygrapsus marmoratus ‘

Portunidae H Carcinus maenas ‘
Machrobrachium lancheste
W Caridea H Palaemonidae}* Machrobrachium rosenbergi

wPalinura HPalinuridae HJasus lalandii ‘

Abbildung 26: Systematistier Stammbaum der Arthrop oden. Unter den untersuchten Species
ndet sich au er Crustaceenauch ein Insekt (Bombyx mori). Die Crustaceenunterteilen sich in
eine Isopoda - eine Assel - (Armadillidium vulgare) und einige Dekapoden (5 Dendrobranchiata
und 12 Pleocyemata).

Fazit

Es ist o ensichtlich, da die Analyse eineseinzelnenProteins keine gro e Aussagekraft
beziglich der Verwandtsthaftsverhaltnisseder Specieshabenkann. Obgleich die Topologien
der erstellten Stammbaume der Crustaceen-Systematikedt ahnlich sind, widerspretien
siesich bei einigenArten innerhalb bestimnter Familien. Die Evolution der CHH verlauft
demnad nicht exakt parallel zu der Evolution der Crustaceen.
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4.3 Ausblic k

Die in dieser Arbeit nicht verwendete Maximum Likelihood-Methode zur Konstruktion
phylogenetistier Baume,die einenstochastisthien Prozesszur Schatzung der Ereigniswahr-
scheinlichkeit bestreibt (siehe[30]), liefert unter UmstandenplausiblereErgebnissealsdas
Maximum Parsimony-Verfahren.Daherware esinteressam phylogenetisbe Baume,die mit
beiden Verfahrenerzeugtwurden, miteinander zu vergleichen.

Eine weitere interessate Meglichkeit phylogenetisbhe Baume zu erzeugen,ist MrBayes®
[12], ein Programm, das einen vielverspretienden Algorithmus verwendet, der ein Maxi-
mum Likelihood Verfahrenverwendet, das auf dem Bayessben Theorem beruht und den
MCMC (Markov chain Monte Carlo) Algorithmus zur Approximation verwendet.

Ferner ist es meglich, mit MEGAlie \ Auftrittswahrscheinlichkeit' fur alle Aminosauren
im jeweiligen Peptid anzugelen. Mit Hilfe dieserAngaben besteh die Meglichkeit, Aussa-
genewber die elektristhe Ladung desMolekells vorzunehmen.

In der vorliegendenArb eit wurde von dieseMeglichkeit Abstand genommenda esferr den
phylogenetistien Vergleid in diesemZusammenhangkeine hohe Relevanz hat.

In dieser Arbeit wurden lediglich die Sequenzernder CHH-Familie untersudit. Es ware
interessam auch die MIH, GIH, VIH und MOIH-Sequenzenzum Vergleid heranzuziehen
und die Signalpeptid- bzw. Precursor-Bereibe ebenfalls zu analysieren.

SMrBayesHomepage:http://morphbank .e bc. uu.se /mrb ayes3/
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5 Anhang

5.1 Aminos auren

| Name | 1-Code | 3-Code | Bindung | Codon-T ripletts
Aminos auren mit reinen Kohlen wassersto -Seitenk etten
Glycin G Gly neutral GGU,GGC,GGA,GGG
Alanin A Ala hydrophob | GCU,GCC,GCA,GCG
Valin \% Val hydrophob | GUU,GUC,GUA, GUG
Leucin L Leu hydrophob | UUA, UUG,CUU, CUC, CUA, CUG
Isoleucin I lle hydrophob | AUU, AUC, AUA
Prolin P Pro hydrophob | CCU,CCC,CCA, CCG
Pherylalanin F Phe hydrophob | UUU, UUC
Aminos auren mit nichtionisierten, aber polaren Grupp en:
Serin S Ser hydrophil | UCU,UCC,UCA, UCG,AGU,AGC
Threonin T Thr hydrophil | ACU, ACC, ACA, ACG
Cystein C Cys hydrophob | UGU,UGC
Methionin M Met hydrophob | AUG
Tryptophan W Trp hydrophob | UGC
Tyrosin Y Tyr hydrophob | UAU, UAC
Asparagin N Asn hydrophil | GAU,GAC
Glutamin Q GIn hydrophil | CAA, CAG
Saure Aminos auren:
Asparagin®ure | D Asp hydrophil | GAU,GAC
Glutaminsaure | E Glu hydrophil | GAA, GAG
Basische Aminos auren:
Lysin K Lys hydrophil | AAA, AAG
Arginin R Arg hydrophil | CGU,CGC,CGA,CGG,AGA, AGG
Histidin H His hydrophil | CAU, CAC

Abbildung 27: Auistung der Aminosauren mit ihren Bindungseigenshaften und der Bezeih-
nung im 1- bzw. 3-Buchstaben-Code savie den die Aminosaure codierenden mRNA-Codons
(A=Adenin, G=Guanin, C=Cytosin, U=Uracil).
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5.2 Proteinsequenzen

In diesemAbscnitt werdendie untersuchten Aminosauresequenzeimm FASTA-Format!®
aufgelistet. Die Zusammenstellungder Sequenzererfolgte mittels der Protein-Sequenzda-
tenbank Entrez-Protein 17 desNCBI*8 [29]. Zu jeder Sequenzind der Speziesnamesowie
die BLAST-ID und die Autoren angegelen.

>ArmVulArmadillidium vulgare (P30814) Martin,G., Sorokine,O. et al.
RIFDTSCKGFYDRGLFAQLORMNMRIPHVAECRDCWTE/FEELKDMMBFINEY EMAMV'S

>ArmVu2Armadillidium  vulgare (AAB25454) Martin,G., Sorokine,O. et al.
RIFDTSCKGFYDRGLFAQLORMNMRIRHVAECRDCYGE FEELKDMMBFINEY EMAMVS

>BomM@ombyxmori (Q9NL55) Endo,H., Nagasawa,H.und Watanabe,T.
SFFTLECKGVFDAAIFARLDRENHRPQLYLCRECFTFY FKGMBSYL\DEKRIDQMIBV

>BytTh Bythograea thermydron (AAK28329) Toullec,J.-Y., Vinh,J. et al.
QIYDRSCKGLYDRRLFSDLIMNYRBRVNACBNCSNYFRQMHBEDR.LNDQFRY RAVRV

>CanPaX@ancer pagurus (P81032) Chung,J.S., Wilkinson,M.C. und Webster
QIYDTSCKGVYDRGLFSDLEMWHER®YVAACBNCSNVFRQMBHE. LNDEFRY RAVEY

>CarMaPOZLarcinus maenas(AAG32671)Boecking, Plosch, Jaros et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHMMREBYVSACRNCENKEFDCZVYEYFDHEELRSRDIG

>CarMaPOZarcinus maenas(AAG29433)Boecking,D.H., Heyn,U et al.
QIYDTSCKGAYDRALFNDLEF MBI YVAACRNCENEFDCZVYEYFPHEELRSRDG

>CarMaPOZarcinus maenas(AAG29434)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEMNMREBYVAACRNCENEFNZVYEYF®OHEELFSRDG

>CarMaPO<£arcinus maenas(AAG29435)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEMNKMRBYVAACNNCENEFDCZVY QY FINHEELFSRDIG

>CarMaPO®arcinus maenas(AAG29444)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHMYBBYVSACRNCENKFDCZVYEYFP

>CarMaPO®&arcinus maenas(AAG29445) Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEHMMRBYVSACRNCENKFDCZVYHFPHEELRSRDIG

BFASTA-Format siehe:http://ngfnblast. gbf.d e/ docs/ fa sta .h tml
17Entrez-Website: http://www.ncbi.n  Im.ni h. gov/Entrez/
8NCBI: National Center for Biotechnology Information
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>CarMaXOZTarcinus maenas(P14944) Weidemann,W.,Gromoll,J. und Keller,R.
QIYDTSCKGVYDRALFNDLEMNMREBYVAACBNCSNVFRQMODLMREFRQYRKVRV

>CarMaXOZarcinus maenas(AAG29431)Boecking,D.H., Heyn,U. et al.
QIYDTSCKGAYDRALFNDLENMBBYVSACBNCSN

>CheDeACherax destructor (P83485) Bulau,P., Reichwein,B. und Keller,R.
QVFDQACKGVYDRAIFKKLORWEBRYVXSCEBNCONNVFRQLEEFLBGFRYISGVQV

>CheDeBCherax destructor (P83486) Bulau,P., Reichwein,B. und Keller,R.
QVFDQACKGVYDRAIFKKLDRWERERYVASCRNCSNYVFRQLDDLL\DVVEY\GGVEY

>HomAmAlomarusamericanus (S52117) de Kleijn,D.P.,de  Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLORWHRFVATCENCSNWFRQLDDLLDVIEEY\BNVRIV

>HomAmBAomarusamericanus (S52118) de Kleijn,D.P.,de  Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLSRWHERFIVI TCENCSNRFRQLDDLMDVIEY\BNVRV

>HomAmB2omarusamericanus (Q25154) de Kleijn,D.P.,de  Leeuw,E.P. et al.
QVFDQACKGVYDRNLFKKLORWERFIVT TCENCSNRFRQLDDLLDVIEEY\BNVRIV

>JaslLa Jasus lalandii  (P56687) Marco,H.G., Brandt,W. und Gade,G.
AVFDQSCKGVYDRSLFSKLDORNEREYVAGCRNCENVFRQLDDMLYVVEY WASQMV

>LitSc Litopenaeus schmitti (P59685) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
ANFDPSCTGVYDRELLGRLERNEREPKVAECBNCFNRFVQLEYIPADLHEY @QHVQV

>LitVa Litopenaeus vannamei (Q26181) Sefiani,M., Le Caer,J.P. und Soyez,D.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLRRMEREPNVIECBNCMNEFRQMBEY.PHLHEHRAVQ@IV

>MacLalMacrobrachium lanchesteri (077220) Ju,B. und Khoo,H.-W.
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRYCRBRYVAROCHEGCYINVFRQIQLRQLMQLEYAAVY

>MacRolMacrobrachium rosenbergii  (P81206) Sithigorngul,W. et al.
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRWYGRBRYVAPOCHRGOINVFRQIQLQLMDLEYAAVQ

>MacRo2Macrobrachium rosenbergii  (AAL40916) Chen,S.H., Lin,C.Y. et al
AILDQSCKGIFDRELFKKLDRVYGIERIRYVAOCKDCETHKFGBVEDLLOYTHKEIRDHALF

>MarJal Marsupenaeusjaponicus (015980) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRMERENVAECBNCMNRFRQMAYWPALHEHEAV®V
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>MarJa2 Marsupenaeusjaponicus (Q9U5D2)Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPSCTGVFDRQLLRRLGRMERPNVHMECENCMNRFRQMBEY.PAILHEYRAVQIV

>MarJa3 Marsupenaeusjaponicus (Q94676) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
SLFDPACTGIYDRQLLRKLCRYEKRIP KVAGCEBNCMNLFLDCLEYIPSHLQEHMAM®/

>MarJab Marsupenaeusjaponicus (015981) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
LVFDPSCAGVYDRVLLGKLERINMBEPNVAECBNCKENIAFVQLEYMPBLHEY@NVRV

>MarJa6 Marsupenaeusjaponicus (P81700) Yang,W.J., Aida,K. und Nagasawa,H.
LVFDPSCAGVYDRVLLGKLNRINMBEPNVAECBNCFNIAFVQLEYLPESLHEY@NVRV

>MarJa7 Marsupenaeusjaponicus (015982) Ohira,T., Watanabe,T. et al.
AAFDPSCTGVYDRELLGRLSRNVBIPKVMECRNCFNRAFVQLEYIPAELHEY@LVQV

>MetEnAMetapenaeusensis (AAD11813) Gu,P.L. und Chan,S.M.
SLFDPSCSGVFDRELLGRLIERNWERIPKVMECBNCENRAFIQCLEYLPIOLHEY @GHVQV

>MetEnBMetapenaeusensis (Q9NGPO)Gu,P.L., Yu,K.L. und Chan,S.M.
SLFDPSCTGVFDRELLGRLNRWSBEPKVAECBHCENRAFIQCLEYPE VLHEYAQNVLRV

>0rcLil Orconectes limosus (1802398A) Kegel,G., Reichwein,B. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRYRERRYVATCRNCANYFRQLDDLLIDVLEYISGVQV

>0rcLi2 Orconectes limosus (Q25589) De Kleijn,D.P.,  Janssen,K.P. et al.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDEYIHERIRYVATCRNCANSYFRQLDDLLIDVLBYISGVQV

>PacMaPachygrapsus marmoratus (AAM21927)Toullec,J.-Y. et al.
QIYDRSCKGVYDRSLFGKLQMMERBIHVBACBRNCSNVFRQMODLLNDVFEY KAVRIV

>PenMolPenaeus monodon(AAD03606) Chen,H.-Y., Cheng,J.-H. und Huang,C.-J.
SLFDPACTGIYDRQLLGKLGRINFRIPKVAGCENCYNIFLDCLEYIPSHLQEHEALQV

>PenMoZPenaeus monodon(AAF36407) Udomkit,A., Chooluck,S. et al.
SLSFRSCTGAYDRELLVRLIONNVERIY GVAECBNCHNEFLYVDMFRRQRQYIYRAL®RL

>PenMo3enaeus monodon(097384) Davey,M.L., HallM.R. et al.
ANFDPSCAGVYNRELLGRLSRNEREPKVAECBNCFNNFVQLEYIPADLHEY@HVRV

>PenMo4Penaeus monodon(097385) Davey,M.L., HallM.R. et al.
ANFDPSCAGVYNRELLGRLERNERPKVAECRNCFNNFVQLEYIPADLHEY @QHVQV

>PenMo%enaeus monodon(097387) Davey,M.L., HallM.R. et al.
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ANFDPSCAGVYDRELLGGLSRNERPKVAECBNCFNYFVQLEYIPADLHEY @QHVQV

>ProBol Procambarus bouvieri (P55845) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDEYIHERIRY VATCRNCANYFRQLDDLLIDVVEYISGVQV

>ProBo2 Procambarus bouvieri (AAB25534) Huberman,A., Aguilar,M.B. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRYRERRYVATCRNCANYFRQLDDLLIDVVEBYISGVQV

>ProCI1 Procambarusclarkii  (AAP57247) Gruenefeld,B. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFRKLECYVNDRIRKVATCRNCAHIFKXVVNGLDELA YISDMRG

>ProCI2 Procambarus clarkii  (AAL79194) Kuepper,M. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDEYWERIRY VATCRNCANSY FRQLDDLLIDVVEYISGVQV

>ProCI3 Procambarus clarkii  (AAL79193) Kuepper,M. und Jaros,P.P.
QVFDQACKGIYDRAIFKKLDEYIERIRYVATCRNCARHAFQEVMBGLNDLXQISEII RG

>ProCl4 Procambarus clarkii  (AAB33097) Yasuda,A., Yasuda,Y. et al.
EVFDQACKGIYDRAIFKKLDRYRERRYVATCRNCANYFRQLDDLLIDVVEYISGVQV
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Isotypen, 4

Kimura-Distanz, 12
Konsensusbauml5, 16

Leucin, 32
Local Alignment, 7
Lysin, 32

Majorit atsprinzip, 16

Maximum Likelihood, 31

Maximum Parsimory, 15, 31

MCMC, 31

Medulla interna, 3

Medulla terminalis, 3

MEGA, 16
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MIH, molt inhibiting hormone,3

Minimum Evolution, 15
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optimales Alignment, 9
OTU, operational taxonomic unit, 13
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Pericardialorgan,4, 5

Pherylalanin, 32

Phylogenie,5

Pleocyemata, 30
PoissonDistanz-Korrektur, 7
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Proctolin, 5

Prolin, 32

Protocerebrum, 3

Scoring-Matrix, 6
Sequenzdatelpank, 33
Serin, 32

Signalpeptid, 4
Sinusdrese, 3
Supracesophagealganglior3

Thorakalganglion, 5
Threonin, 32
Tryptophan, 32
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Uracil, 32

Valin, 32
Vertebrata, 3
VIH, vitellogenesisinhibiting hormone,3

X-Organ, 3



LITERA TUR 39

Literatur

[1] Abramo witz, A.A., F.L. Hisaw und D.N. Paprandrea : The occurrence of a
diaketagenic factor in the eyestalksof crustaeans Biol. Bull. 86:1-5,1944.

[2] Carrillo, H. und D.J. Lipman : The Multiple Sequene Alignment Problemin Bio-
logy. SIAM J. Appl. Math. 48:1073-10821988.

[3] Dir cksen, H.,S.G. Webster undR. Keller :Immunocytochemial demonstation
of the neuroseretory systemscontaining putative moult-inhibiting and hyperglyemic
hormonein the eystalkof brachyuman crustacans Cell Tissue Res251:3-12,1988.

[4] Dugas, M. und K. Schmidt : Medizinischelnformatik und Bioinformatik. Ein Kom-
pendium fur Studium und Praxis. Springer-\erlag Berlin-Heidelberg, 2002.

[5] Durbin, R.,S. Eddy, A. Kr ogh und G. Mitchison : Biological sequene analysis:
prokabilistic madels of proteins and nucleic acids. Cambridge University Press,1998.

[6] Efr on, B.: Bootstrap Methads: Another Look at the Jacknife. Annals of Statistics,
7:1-26,1997.

[7] Feng, D. und R.F. Dolittle : Progressivesgquene alignment as a prerequisite to
phylaeneticstrees J. Mol. Evol. 25:351-36,1987.

[8] Gupt a, S.K., J.D. Kececioglu und A.A. Schaffer : Improving the Practical
Smee and Time E ciency of the Shortest-PathsApproach to Sum-of-Pairs Multiple
Saguene Alignment. J. Comp. Biol. 2:459-4721995.

[9] Henik off, S. und J.G. Henik off : Amino acid substitution matrices from protein
blacks Proc. Natl. Acad. Sci. USA,98:10915-10919,992.

[10] Hillis und Moritz : Molecular Systematics Sinauer Asscciates, Sunderland, MA,
1990.

[11] Huberman, A., M.B. Aguilar , 1. Navarr o-Quir oga, Laid a Ramos, Isis Fer-
nandez , F.M. White und D.F. Hunt : Hyperglyemic peptide hormone from the
Caribbean shrimp penaeus(litopenaeusschmitti). Peptides21:331-3382000.

[12] Huelsenbeck, J.P. und F. Ronquist : MRBAYES: Bayesianinference of phylaye-
ny. Bioinformatics 17, Seiten 754{755,2001.

[13] Jar os, P.P.: Daszentrale Nervensystentdekamder Crustaceen: NeuroendokrinesSys-
tem und Neurohormone Habilitationssdrift, C.v.O.-Universitat Olderburg, 1998.

[14] Kopka, H.: LaTeX Einfuhrung. Band 1. Addison-WesleyBoston, 1999.

[15] Kumar, S., K. Tamura, |I. B. Jak obsen und M. Nei: MEGA2: Molecular Evolu-
tionary GeneticsAnalysis softwate. Bioinformatics, 17, 12:1244-12452001.



LITERA TUR 40

[16] Lacombe, C., P. Greve und G. Mar tin : Overview on the sub-gouping of the
crustacan hyperglyemic hormonefamily. Horm. family neuropeptides33:71-80,1999.

[17] Li, W.-H. : Molecular Evolution. SinauerAssciates, Sunderland,MA, 1997.

[18] Maeshir o, T. und M. Kimura : Mathematial Analysis of Evolutionary Process In:
Proc. of the Third European Conferene on Articial Life (ECAL'95), pp 290-301
Granada, Spain, 1995.

[19] Needleman, S. und C. Wunsch : A geneal methal applicable to the serch for
similarities in the amino acid sequene of two proteins. Molecular Biology, 48:443-
453,1970.

[20] Nei, M. und S. Kumar : Molecular Evolution and Phylagenetics Oxford University
Press,New York, 2000.

[21] Page, R. D. M. und E. C. Holmes : Molecular Evolution: A PhylogeneticApproach
Blackwell Science Oxford, U.K., 1998.

[22] Pl esch, T.: Molekularbiol@ischerNachweisvon Neuropeptid-Vorlauferhormonenim
zentralen Nervensystemvon Carcinus maenas Diplomarbeit, C.v.O.-Universitat Ol-
derburg, Juni 1998.

[23] Saitou, N. und M. Nei: The neighlor-joining methal: A new methal for reconstruc-
ting phylayenetictrees Molecular Biology Evol. 4:406-4251987.

[24] Sokal, R. R. und C. D. Michener : A statistical methal for evaluatingsystematic
relationships University of KansasScienceBulletin, 38:1409-14381958.

[25] Soyez, D., J.-Y. Toullec , C. Olliv aux und G. Geraud: L to D amino acid
isomerization in a peptide hormoneis a late post-translational eventoccuring in spe-
cialized neuroseretory cells. J. Biol. Chem. 275:37870-3787%000.

[26] Swoff ord, D. L.: PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony (and Other Me-
thods). SinauerAsscaiates, Sunderland,MA, 1998.

[27] Wang, L. und T. Jiang : On the Complexity of Multiple Sequene Alignment. J.
Comp. Biol. 1:337-348,1994.

[28] Website : Clustal W, Multiple Sequene Alignment Tool.
http://www.ebi.ac.uk/clusta lw/ .

[29] Website : Entrez Search and Retrieval Systemam National Center for Biotechnolayy
Information (NCBI, USA).
http://www.ncbi.nim.nih.gov  /Entrez /.

[30] Wagele, J.W.: Grundlagen der PhylogenetischenSystematik Dr. Friedrich Pfeil,
Menchen, 2000.



