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SAMENVATT ING

Hemocyan ine  is  een koperbevat tend,  zuurs to f t ranspor te rend e iw i t  da t

voorkomt  in  de  hemolymfe  van ar th ropoden (ge leedpot igen)  en  mol lusken

(weekd ieren) .  Van de  andere  twee groepen van ademhal ingsp iqmenten,

hemoglob inen en  hemery thr inen,  i s  de  s t ruc tuur  a I  geru ime t i jd  bekend.

D i t  p roe fschr i f t  hande l t  over  de  s t ruc tuurbepa l ing  van een hemocyan ine .

H e t  h e m o c y a n i n e - o n d e r z o e k  i n  G r o n i n q e n  w e r d  g e s t a r t  d o o r  E . F . J .  v a n

Bruggen met  een e lek t ronenmicroscop isch  onderzoek .  H ie ru i t  i s  een

samenwerk ingspro jec t  van  twee researchgroepen voor tgekomen,  met  a ls  doe l

de  s t ruc tuur  van he t  be t rekke l i j k  eenvoud ige  hemocyan ine  van de  langoest

Panu l i rus  in te r rup tus  te  beschr i j ven  op  a tomai r  n iveau en  he t  verband

tussen s t ruc tuur  en  func t ie  van d i t  ademhal inqsp igment  te  bes tuderen.  In

d e  g r o e p  v a n  J .  D r e n t h  e n  W . G . J .  H o l  w o r d t  d e  d r i e d i m e n s i o n e l e  s t r u c t u u r

van he t  e iw j . t  bes tudeerd  door  midde l  van  r i in tgend i f f rac t ie .  Voor  de

v o l l e d i q e  i n t e r p r e t a t i e  v a n  d e  e l e k t r o n e n d i c h t h e i d s v e r d e l i n g  i s  e c h t e r

t e v e n s  k e n n i s  v a n  d e  a m i n o z u u r v o l q o r d e  n o d i g .  D e z e  v o l g o r d e  w o r d t

b e p a a l d  i n  d e  g r o e p  v a n  J . J .  B e i n t e m a .

H e m o c y a n i n e  v a n  P a n u l i r u s  i n t e r r u p t u s  b e s t a a t  u i t  h e x a m e r e n  d i e

opgebouwd z i jn  u i t  d r ie  versch i l lende typen subeenheden,  a ,  b  en  c

genaamd.  De dr ie  ke tens  hebben e lk  een molecuu lgewich t  van  ongeveer

75.000.  In  Hoofds tuk  2  word t  beschreven hoe de  bepa l ing  van de

aminozuurvo lgorde van de  a-ke ten  werd  ges tar t  door  de  na t ieve  ke ten

onder  mi lde  omstand igheden te  sp l i t sen  met  t ryps ine .  Deze behande l ing

lever t  twee gro te  f ragmenten op ,  een N- te rminaa l  IBK- f ragment  en  een

C- terminaa l  55K- f ragment ,  en  een su ikerbevat tend pept ide  van der t ien

aminozuren.  De zu iver ing  en  karak ter iser ing  van deze f ragmenten word t

Descnreven.

De bepa l ing  van de  pr ima i re  s t ruc tuur  van he t  l8K- f ragment  i s  onderdee l

van Hoofds tuk  f .  Een dee l  van  de  aminozuurvo lqorde van he t  55K- f raqment

werd  bepaa ld  door  J .M.  Vere i j ken .  Ophe lder ing  van de  aminozuurvo lgorde

van he t  res te rende dee l  van  d i t  f ragment  i s  he t  onderwerp  van he t

promot ie -onderzoek  van H.J .  Bak .

Terw i j l  de  bepa l ing

G a y k e m a  e n  W . G . J .

oolossend vermoqen

de pr ima i re  s t ruc tuur  vorderde,  s laagden | ' l .P .J .

e r in  de  k r is ta ls t ruc tuur  te  beoa len  met  een
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,  ___- . .a  ucEt  van oe  amlnozuurvo lgo tde  van de  a-ke ten  rn  de

e lek t ronend ich the idsverde l ing  beschreven.  E lk  van de  zes  ke tens  van he t

hexameer  bevat  ongeveer  560 aminozuren en  b l i j k t  opgevouwen te  z i jn  in

dr ie  domeinen van ongeveer  ge l i j ke  g roo t te .  Het  eers te  en  tweede domein

bevat ten  vee l  a l fa -he l i ces ,  maar  he t  g roo ts te  dee l  van  he t  derde  domein

word t  gevormd door  zeven be ta-s t rengen d ie  samen een tonvormige

s t r u c t u u r  ( " b a r r e l " )  v o r m e n ;  v a n  h i e r u i t  l o p e n  t w e e  l a n q e  l u s s e n  d i e  d e

andere  twee domeinen a ls  he t  ware  omarmen,  In  he t  midden van he t  tweede

domein  l ig t  he t  ac t ieve  cent rum.  De twee koper ionen worden e lk

g e l i g a n d e e r d  d o o r  d r i e  h i s t i d i n e r e s t e n .  T w e e  v a n  d e  h i s t i d i n e s  v a n  e l k

koper ion  komen voor  in  een -H is -X-X-X-His -  vo lgorde  ge legen in  een

he l ix .  In  de  reeds  bekende vo lgordes  van andere  b inuc lea i re

k o p e r e i w i t t e n ,  z o a l s  t y r o s i n a s e ,  c e r u l o p l a s m i n e  e n  I a c c a s e ,  l i e t  z i c h  n u

eveneens een -H is -X-X-X-Hj ,s -  vo lgorde  aanwi jzen ;  moge l i j k  z i jn  ook  deze

h i s t i d i n e s  b e t r o k k e n  b i j  h e t  a c t i e v e  c e n t r u m .  I n  H o o f d s t u k  I  w o r d t  d e

ter t ia i re  s t ruc tuur  van he t  eers te  domein ,  da t  he t  lBK- f ragment  en  he t

k o r t e  s u i k e r p e p t i d e  b e v a t ,  m e e r  g e d e t a i l l e e r d  b e k e k e n  i n  h e t  l i c h t  v a n

de pr ima i re  s t ruc tuur .  Cys-93  en  Cys-98 vormen samen een d isu l f idebrug.

Su iker  i s  cova len t  gebonden aan Asn- I57 .

N ie l  aL leen komt  men u i t  de  aminozuurvo lgordes  meer  Le  weten  over  he t

verband tussen s t ruc tuur  en  funcL ie ,  ook  kan men op grond h ie rvan

u i t s p r a k e n  d o e n  o v e r  d e  e v o l u t i e  v a n  e i w i t t e n ,  i n  d i t  g e v a l  v a n

hemocyan ines  van ar th ropoden.  Daar toe  werd  de  vo lgorde van de  a-ke ten

van Panu l i rus  in te r rup tus  verge leken met  de  aminozuurvo lgorde van zes

andere  hemocyan ine  subun i ts ,  en  we l  van  c rus taceebn en  che l i cera ten

(  sp innen,  degenkrabben,  schorp ioenen )  in  he t  I  i ch t  van  de

dr ied imens iona le  s t ruc tuur  van hemocyan ine  van Panu- l i rus  (Hoofds tuk  5) .

0p  l7  p rocent  van de  pos i t ies  komt  in  e l le  ke tens  he tze l fde  aminozuur

voor .  D i t  ge ld t  b i j voorbee ld  voor  he t  merendee l  van  de  g lyc ines .  De

overeenkomst  tussen de  hemocyan ineketens  is ,  zoa ls  verwacht ,  he t  g roo ts t

in  he t  tweede domein ,  da t  de  zes  koper l iganderende h is t id ines  bevat .  U i t

de  overeenkomst  in  aminozuurvo lgorde b l i j k t  de  opvouwing van de

po lypept ideketen  deze l fde  te  z i jn  in  a I Ie  hemocyan ines  ven ar th ropoden.

Deze s t ruc tuur  moet  dus  op  z i jn  mins t  600 mi l joen  jaar  oud z i jn ,  daar

het  zo  lang ge leden is  da t  de  c rus tacee6n en  che l i cera ten  d ivergeerden.

De meeste  versch i l - Ien  tussen de  c rus tscee6n en  che l i cera ten  worden

gevonden in  he t  eers te  domein .  Naast  een N- te rmina le  ver leng ing  met  v i j f
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aminozuren hebben de  c rus taceeEn Panu l i rus  in te r ruo tus  en  As tacus

lep todac ty lus ,  een r i v ie rk ree f t ,  een 2L  am. inozuut res ten  Iange Ius

g e m e e n ,  v a n  I y r - 2 2  t o t  A s p - 4 2 ,  d i e  h e l i x  1 . 2  b e v a t .  D e z e  l u s  o n t b r e e k t

in  de  che l i cera ten .  In  Hoofds tuk  f  word t  een moge l i j ke  verb ind ing  van de

p o l y p e p t i d e k e t e n  t u s s e n  h e l i x  1 . 1  e n  h e l i x  I . t  i n  d e  c h e l i c e r a t e n

v o o r g e s t e l d ,  w a a r b i j  d e  r e s t  v a n  d e  d r i e d i m e n s i o n a l e  s t r u c t u u r  g e l i j k

k a n  b l i j v e n  a a n  d i e  i n  d e  c r u s t a c e e e n .

Tene inde een vergeJ . i j k ing  te  kunnen maken tussen de  dr ie  ke tens  van

h e m o c y a n i n e  v a n  P a n u l i r u s  i n t e r r u p t u s ,  w e r d  g e t r a c h t  o p  e e n  s n e l l e

man ier  in fo rmat ie  over  de  aminozuurvo lgorde van subeenhe id  b  en  c  te

v e r k r i j g e n  ( H o o f d s t u k k e n  5  e n  7 ) .

In  HooFdstuk  6  i s  de  bepa l ing  van de  aminozuurvo lgorde van ongeveer

tweederde dee l  van  de  b-ke ten  van hemocyan ine  van Panu l i rus  in te r rup tus

beschreven.  Het  versch i l  in  aminozuurvo lgorde tussen de  a-  en  de  b-ke ten

b t i j k t  m i n d e r  d a n  v i j f  p r o c e n t  t e  z i j n ,  S u i k e r  i s  a a n w e z i g  o p  d e z e l l d e

p l a a t s  i n  d e  p o l y p e p t i d e k e t e n  e n  h e t z e l f d e  g e l d t  v o o r  d e  d r i e  S - S

bruggen.  D i t  ger inge versch i - I  verk laar t  waarom er  geen erns t ige

p r o b L e m e n  w a r e n  b i j  d e  b e p a l i n g  v a n  d e  d r i e d i m e n s i o n a l e  s t r u c t u u r ,

o n d a n k s  h e t  f e i t  d a t  d a a r b i j  k r i s b a l l e n  g e b r u i k t  w e r d e n ,  b e s t a a n d e  u i t

een mengse l  van  a-  en  b-ke ten .  In  Hoofds tuk  I  i s  aandacht  gegeven aan

het  inpassen in  de  e lek t ronend ich the idsverde l ing  van de  aminozuren,

v o o r k o m e n d  i n  h e t  e e r s t e  d o m e i n .  d i e  v e r s c h i l l e n  i n  d e  t w e e  k e t e n s .  D e

m e e s t  i n g r i j p e n d e  v e r a n d e r i n g  d i e  t o t  n u  t o e  i s  g e v o n d e n  i s  d i e  o p

pos i t ie  J -53 ,  waar  een g lu tamineres t  in  de  a-ke ten  is  vervangen door  een

p r o l i n e r e s t  i n  d e  b - k e t e n .

In  Hoofds tuk  7  word t  na  een kor te  samenvat t inq  van eendere

onderzoeksresu l ta ten  be t re f fende hemocyan ine  van Panu l j - rus  in te r rup tus

een verge l i j k ing  gemaakt  tussen de  aminozuurvo lgordes  van de  dr ie  ke tens

a,  b  en  c  onder l ing .  Vervo lgens  worden deze dr ie  ke tens  verge leken met

d e  b - k e t e n  v a n  A s t a c u s  l e p t o d a c t y l u s .  E n  t o t  s l o t  w o r d e n  i n  d i t

hoofds tuk ,  in  aanvu l l ing  op  Hoofds tuk  5 ,  de  aminozuurvo- lgordes  van de

hemocyen ines  van de  c rus tacee6n nogmaals  verge leken met  d ie  van de

che l icera ten ,  maar  nu  met  een vo l led ige  a-ke ten  en  met  in fo rmat ie  over

de b-  en  de  c -ke ten  van hemocyan ine  van Panu l i rus  i .n te r rup tus .

Hoofds tuk  B is  een qepopu lar iseerde vers ie  van Hoofds tuk  5  1n  he t

Neder lands .  D i t  hoofds tuk  kan geJ-ezen worden a Is  een u i tb re id ing  van

deze samenvat t ing .
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