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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die GriinalgeVolvox carteri besteht aus nur zwei Zelltypen, die unterschigdlic
Funktionen besitzen. Die klare Arbeitsteilung zwiese den Gonidien, die fur die
Reproduktion verantwortlich sind, und den fir Beweg spezialisierten
Somazellen macht diese Alge zu einem interessaviteatellorganismus fir die
Untersuchung der Zelldifferenzierung. Die Aufklaguder Unterschiede zwischen
diesen beiden Zelltypen bezuglich der Genexpreskam wichtige Auskinfte
Uber die Funktionsweise der Zelldifferenzierundelia. Durch die Verwendung
von Real Time RT-PCR-Analysen wurde die Expression einer Gruppe 39
Genen aus 170 bioinformatisch analysierten cDNAd8agen in beiden Zelltypen
gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass 16 diesex Sgnifikant starker in
Somazellen exprimiert werden, wahrend weitere zd&bene eine hohere
Expression in Gonidien aufweisen. Der Zusammenhawischen der
zelltypspezifischen Lokalisation von Soma-spezifest Genen und ihrer Funktion
wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert und diskutUnter den in Somazellen
exprimierten Genen befand sich ein Retinoblastohmiéhes Gen RBR1). Die
Untersuchungen, die im weiblichen StangwvelO durchgefiihrt wurden, konnten
zeigen, dass dieses Gen wahrend der EmbryogenekeeRprimiert wird.RBR1
wird in Volvox posttranskriptionell (durch differenzielles Spk=i} und
posttranslationell (Phosphorylierung durch CDK-Q@y&) reguliert. Die genauere
Analyse von RBR1 hinsichtlich der Expression in den beiden Zelltypeu
verschiedenen Zeitpunkten der Embryogenese koreigerz, dass dieses Gen in
allen untersuchten Stadien starker in den Somarzelle in Gonidien exprimiert
wird. Das konnte ein Hinweis darauf sein, da®BR1 nicht nur an der
Embryogenese sondern auch an der Seneszenz derz&lemabeteiligt sein
konnte. Im Vergleich zum asexuellen LebenszyklusdWRBR1 im sexuellen
Lebenszyklus deutlich starker exprimiert, was aegsgtn Rolle bei der sexuellen
Entwicklung inVolvox hinweist. Daraufhin wurde vergeblich mit versclaeen
PCR-Ansatze (mit normalen und degenerierten Oligos)l Southern-Blot-
Analyse nachRBR1 in Mannchen gesucht. Deshalb wurden als nachstes d
Mannchen Yolvox-Stamm?281-1) mit RBR1 von Weibchen transformiert, was zur
Zunahme der ZellgréRe bei den Somazellen, Gonidied Spermienpaketen

fuhrte. Die Abwesenheit voRBR1 in Mannchen einerseits und die Funktionalitat
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des RBR1 von Weibchen in M&annchen anderseits deutet datanf dass
vermutlich ein funktionell analoges Gen RBR1 in Mannchen vorhanden ist, das
jedoch an die neuen geschlechtlichen Anforderurmggepasst wurde. Die hdhere
Expression defBR1 wahrend der Embryogenese Wolvox zusammen mit der
Beobachtung der Zellgréenverdnderung bei den ficananten lasst vermuten,
dassRBR1 an der Bestimmung der ZellgroRe wahrend der 4elitg beteiligt ist.
Die Messung der Zellgro3e ist fur die zeitliche abiéation der asymmetrischen
Zellteilung im sexuellen und asexuellen LebenszyklanVolvox und ist dartber
hinaus fur die Bestimmung des Schicksals der Zefllach der asymmetrischen
Zellteilung (ob sie sich zu Gonidien oder zu Sonflare entwickeln) sehr
bedeutend.

Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Claritodopsine CHR1 und
CHR2) identifiziert und charakterisiert. Diese beidema@nelrhodopsine von
Volvox zeigen Homologie zu den bekannten Bakteriorhod@psidie sich durch
eine lonen-Kanal-Aktivitdt auszeichnen. DReal Time RT-PCR-Analyse zeigte,
dassCHR1 und CHR2 fast ausschliel3lich in Somazellen exprimiert wardeie
Expression beider Gene ist wahrend der Embryogenesenn die
Zelldifferenzierung beginnt, sehr hoch und reageert Umgebungsfaktoren wie
Temperatur und Licht. Die Daten zeigen, d&$R1 und CHR2 neben der
Beteiligung bei den lichtinduzierten Reaktionen Yolvox, auch bei der
Zelldifferenzierung eine zusatzliche Rolle spielen.

In den zwei Zelltypen voWolvox wird die Photosynthese auf verschiedene Art
und Weise reguliert. Beziglich der Zelltyp-spezifien Regulation der
Photosynthese in Gonidien und Somazellen, wurdeNdd&l-Gen (rucleic aid
binding) in Rahmen dieser Arbeit charakterisierte Rivei Splei3varianten dieses
Gens zeigen eine Zelltyp-spezifische Expressiore Biste Spleil3variante ist
Gonidien-spezifisch und die zweite SpleiRvariang¢é $oma-spezifisch. Die
Aminosauresequenz von NABL1 zeigt, dass dieses GenRNA-Bindedoménen
(CSD und RRM) besitzt. Weiterhin konnte durch ddentifizierung der 14
LHCBM-Gene inVolvox gezeigt werden, dass sie in ihrer mRNA eine CSD-
Konsensussequenz besitzen, die als Bindungss&ll€8D-Doméane des NAB1
dient. Die Expression derLHCBM-Gene wird vermutlich durch zwei
zellspezifische NAB1-SpleiRvarianten in beiden &gén unterschiedlich
kontrolliert.
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2 Einleitung

2.1 Volvox carteri als Modellorganismus fur die

Zelldifferenzierung

2.1.1 Die Grunalge Volvox carteri

Volvox carteri entstammt der Familie Volvocaceae und dient als
Modellorganismus flur Phototaxis, Physiologie, Giéneind Molekularbiologie
(Oltmanns 1892; Holmes 1903; Starr 1970; Kirk 199D)ese kugelférmige
Grinalge besteht nur aus zwei Zelltypen, den seolan sowie den
reproduktiven Zellen (Gonidien). Neben der 20008Meineren Somazellen
besitzt einVolvox-Sphéaroid ~16 grof3e Gonidien (Starr, 1969, 197®,ddirch
Teilung neue Tochterkolonien bilden kénnen. Die @mm sind innerhalb des
Sphéroides in der extrazellularen Matrix (ECM) liiart und haben keinen
direkten Kontakt zum Umgebungsmedium. Die Somaazgelite sich dagegen an
der Oberflache des Sphéaroides befinden, sind anderem fur die Phototaxis und
Chemotaxis verantwortlich (Kirk 1997; Hoops 1993).

Volvox carteri vermehrt sich normalerweise asexuell. Der asexuebenszyklus
dauert unter Laborbedingungen 48 Stunden bei eib@rh Licht / 8 h Dunkel-
Rhythmus. In Abbildung 2-1 ist der asexuelle Lelagkkis von Volvox
dargestellt. Jedes Gonidium teilt sich zunachst Mal symmetrisch, wobei 32
gleich grol3e Zellen entstehen. 16 dieser Zelldartesich bei der sechsten Runde
asymmetrisch und bilden Grof3e und kleine Teilunuspkte. Der Zeitpunkt der
asymmetrischen Teilung ist fur die Zelldifferenzieg sehr bedeutend (Kirk
1997). Die Untersuchungen zeigen, dass die Untedehn der Zellgro3e und
nicht in der Zusammensetzung des Cytoplasmas d&sckSal der Zellen
bestimmen (Kirk et al. 1993; Kirk 1997). Die grol3ellen entwickeln sich im
weiteren Verlauf des Lebenszyklus zu Gonidien, klegneren zu somatischen
Zellen. Die Gonidien teilen sich zwei oder drei tee¢ Male asymmetrisch und
bilden weitere somatische Zellen. Die Somazellemgégen teilen sich elf- bis
zwolfmal symmetrisch weiter (Kirk 1997). Am Ender d&llteilungen liegen die
Gonidien an der Aullenseite des Embryos, wéahrend Biealkérper der

Flagellenanlagen nach innen der Hohlkugel gericbietl. Im Rahmen der so
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genannten Inversion stulpt sich die Alge komplett, wodurch die Gonidien
daraufhin im Inneren des Spharoides und die Soheazehit dem nach aul3en
gerichteten Flagellen auf der Oberflache des Spdesdokalisiert sind, also die
Zellen im Embryo die gleiche Anordnung wie in dewutkérkolonie besitzen
(Viamontes und Kirk 1977; Viamontes et al. 1979]lidann 2006a). Am Ende
der Embryogenese sind die Zellen noch mit der Pdasambran verbunden und
der Embryo beinhaltet keine ECM. Nach der Inversimeginnt eine lange
Wachstumsphase, in welcher die ECM synthetisiertdwiAm Ende des
Lebenszyklus macht die ECM 95% des gesamten Volanaars (Sumper und
Hallmann 1998; Hallmann 2003). 30-36 Stunden naelgim der Zellteilung
schlipfen die Tochterkolonien aus der Mutterkoloni2ie Tochterkolonien
wachsen weiter und beginnen ca. zehn Stunden tneh Freisetzung aus der
Mutterkolonie mit der Zellteilung. Der asexuellebdemszyklus ist involvox bei
weiblichen und mannlichen Individuen identisch. Deaden Geschlechter sind in
diesem Lebenszyklus nicht voneinander unterscheidiibaGegensatz dazu ist das
Teilungsprogramm in der sexuellen Entwicklung asdals in der asexuellen
Entwicklung.

Der Zeitpunkt der asymmetrischen Zellteilung istdie sexuelle Differenzierung
in Volvox sehr wichtig. Unter extremen Bedingungen wie Z.Backenheit oder
Stress schaltet der Organismus allerdings in deaneflen Lebenszyklus um und
bildet widerstandsfahige Zygoten, die in der Lagaedsdiese extremen
Bedingungen zu Uberleben (Hallmann et al, 1998|nkkain 2003). Der sexuelle
Lebenszyklus wird durch ein 32 kD Glykoprotein (Seduktor) eingeleitet, das
schon ab einer Konzentration von™V aktiv ist (Starr und Jaenicke 1974;
Tschochner et al. 1987; Mages et al. 1988). Di€dgsoprotein wird in Spermien
wahrend des sexuellen Lebenszyklus oder in Soneszelér asexuellen Algen
nach Hitzeschock produziert (Starr und Jaenicked 18k und Kirk 1986). Im
sexuellen Lebenszyklus findet die asymmetrischdtedleing bei Weibchen im
Vergleich zu dem asexuellen Lebenszyklus um einedBwerzdgert, also erst in
der siebten Runde, statt, was zur Bildung von 32ellen und ~2000-3000
Somazellen fuhrt. Im sexuellen Lebenszyklus der mt¢en findet die
asymmetrische Zellteilung erst in der achten Rustd#, infolgedessen dann 128
Spermienpakete und 128 Somazellen gebildet werdedes Spermienpaket

beinhaltet 64 oder 128 Spermien (Hallmann et aB8)9Die Spermienpakete



Einleitung

besitzen wie Somazellen zwei Flagellen und schwimmeeh der Freisetzung im
Medium. Nach dem Kontakt mit einem weiblichen Spidirim sexuellen

Lebenszyklus werden die Eizellen durch Spermienubbtet. Dadurch gebildete
Zygoten konnen in den extremen Umweltbedingungesn 2MB. Kalte und Hitze

Uberleben (Hallmann 2003). Deolvox sich als Modellorganismus fur die
Aufklarung der Zelldifferenzierung eignet und sdi#n 70er Jahren intensive
genetisch und molekularbiologisch untersucht wikark 1988), ist die Suche
nach neuen Zelltyp-spezifischen Genen und Untetswghhrer Rolle bei der
Zelldifferenzierung von enormer Bedeutung. Im folden Kapitel soll ein

Einblick in die Zelltyp-spezifische GenexpressiarVolvox gegeben werden.

‘-cl"rl;l
AT maturation of __J}:‘%@E’Qﬂ
programmed - gonidia _— % s
death of rai
parantal Hour
~somatic cells’ 2810

b%}:nversim

Abbildung 2-1: Darstellung des asexuellen Lebenszis vonVolvox (Kirk 1997).

Die Dauer des asexuellen Lebenszyklus Volvox betragt 48 Stunden bei einem 16 h Licht/ 8 h
Dunkel-Rhythmus. Die Zellteilung beginnt in der hiphase und dauert ~ 6 Stunden. Die etwa 45
mindtige Inversion beginnt daran anschlieRend ¢(Hatin 2006a). Nach der Inversion wachsen die
Tochterkolonien innerhalb der Mutterkolonie und elear am Schluss freigesetzt.
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2.1.2 Differenzielle Genexpression irvVolvox

Um die genetischen Hintergriinde der Zelldifferenmig zu untersuchen bildet
ein einfacher Mikroorganismus wigolvox enorme Vorteile. Im Gegensatz zu
hoheren Organismen wie z.Brabidopsis oder Drosophila, besitztVolvox nur
zwei Zelltypen mit einer klaren Arbeitsteilung. Wéhd die fur die Bewegung
spezialisierten Somazellen nach zwei bis drei Tagdgrand einer programmierten
Seneszenz sterben, teilen sich die Gonidien waitarneue Tochterkolonien zu
bilden (Pommerville und Kochert 1981, 1982; Kirk9¥9. Die beiden Zelltypen
unterscheiden sich in ihrer Gro3e. Die Gonidienehadinen Durchmesser von ~
55 um, wohingegen der Durchmesser der Somazellgrm-Betragt. Durch diesen
GroRRenunterschied kénnen die beider Zelltypen ahimaechanischer Methoden
im Labor relativ einfach voneinander getrennt ward@eirk et al. 1993; Tam und
Kirk 1991). Diese Trennung erlaubt die Untersuchubeglltyp-spezifischer
Expression verschiedener Gene, was wertvolle Keéssegniber die mdgliche
Funktion der jeweiligen Gene liefern kann.

Die ersten Studien Uber die Zelltyp-spezifische é&gnession involvox zeigten,
dass eine Gruppe von Genen in beiden Zelltyperrseoiteedlich exprimiert wird
(Tam und Kirk 1991; Tam et al. 1991). Die Expressenalyse von 31 Genen in
Somazellen und Gonidien zu verschiedenen Zeitpunktes asexuellen
Lebenszyklus vorVolvox zeigte, dass 19 dieser Gene, wie ZB67 und G1,
Uberwiegend in Gonidien und 13 dieser Gene, wie SBund $4 starker in
Somazellen exprimiert werden (Tam und Kirk 1991)eit¢e Untersuchungen
konnten zeigen, dass die meisten der Gonidienfgdmn Gene an der
Photosynthese beteiligt sind (Choi et al. 1996;9deer et al. 1999). Die genauere
Expressionsanalyse der Soma-spezifischen Gene Vasstuten, dass manche
dieser Gene an der friheren und die anderen arspdgeren Entwicklung der
Somazellen beteiligt sind (Tam et al. 1991).

Obwohl die Ermittlung weiterer Zelltyp-spezifisch&ene in Volvox grof3e
Bedeutung hatte, konnten bislang nur wenige Untbrsugen dieser Art
durchgefuhrt werden. Gegenwartig sind die Untersagkn, die gleichzeitig eine
grolRe Zahl der Gene auf ihre Zelltyp-spezifischeprEgsion uUberprifen,
winschenswert. Die Untersuchung der Genexpressioxoivox wahrend des

Lebenszyklus oder in zwei verschiedenen Zelltypemrde bislang nur mit
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Methoden wie Northern Blot odén situ Hybridisierung durchgefihrt (Tam und
Kirk 1991; Tam et al. 1991). Diese Methoden weiggloch einige Nachteile auf,
die sie fur den Einsatz in der globalen Expressinak/se ungeeignet machen.
Solche GroRanséatze bendtigen neue Verfahren, di@cki schnell, sensitiv,
genau, spezifisch und kostengunstig sind. Zurzestden hauptsachlich zwei
Methoden fur die Untersuchung einer grof3en Anzabm ¥Genen eingesetzt,
namlich die Analyse mittelMicroarrays und Real Time RT-PCR (Schena et al.
1995; Giulietti et al. 2001; Mocellin et al. 2003Rbwohl bei Microarrays-
Analysen wesentlich groRere Mengen an Daten beatheerden kdnnen, ist die
Durchfuhrung sehr kostspielig und Informationen zkompletten Genom oder
cDNA Daten mussen verfugbar sein (Durinck 2008).defu muissen die
Ergebnisse der Microarrays-Analysen bezlglich der Expressionsanalysen
anschlieBend mit praziseren Methoden wie Beal Time RT-PCR bestatigt
werden. Die quantitativReal Time RT-PCR ist von daher eine Methode, die allen
Anforderungen gerecht werden kann, welche an einn&8lverfahren gestellt
werden. Diese Methode wird deswegen sehr haufig Wotersuchung der
differenziellen Genexpression in verschiedenen Qisgaen eingesetzt (Schenk et
al. 2003; Shi et al. 2003; Lee et al. 2008; Zhoale2008). Durch die Anwendung
dieser Methode zur quantitativen Analyse der Geresgion inVolvox kann der
Zusammenhang zwischen der differenziellen Genegmesund der Funktion
bestimmter Gene beziglich der Zelldifferenzierunggalgsiert und erforscht
werden. Der erste Teil dieser Arbeit (Nematollahale 2006) beschaftigt sich mit
der bioinformatischen Analyse und Charakterisierurgines Sets von
verschiedenen Gen-Kategorien. Darauf folgend sell Ekpression dieser Gene
mittels Real Time RT-PCR-Verfahren in den Somazellen und in den @eni

untersucht werden.
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2.2 Die Rolle des Retinoblatoma-Proteins in der Entwicking von

Volvox

2.2.1 Retinoblastoma-Protein

Die Regulation der Zellteilung gehért zu den komplten Prozessen der Natur,
bei der die Bestimmung der Zellgrol3e, die Zahl deiflteilungen und die
Reparatur genetischer Defekte wéhrend der Zelitgilin Vordergrund stehen
(Stals und Inzé 2001). Das Retinoblastoma-Genatiasrstes bei den Menschen
entdeckt wurde und dessen Defekt als Ursache fisgchiedene Krebsarten qilt,
kodiert fir das Retinablastoma-Protein (RB), dasereder Hauptregulatoren der
Zellteilung ist (Lee et al. 1987; Fung et al. 19&Triend et al. 1986; Weinberg
1995). Das Retinablastoma-Protein ist ein im Kerkalisiertes Phosphoprotein,
das die Expression mancher Gene verhindert, diddiirUbergang der Zelle von
G1- in die S-Phase notig sind (Weinberg et al. 198%s geschieht durch die
Bindung des RB-Proteins an E2F-Transkriptionsfadpwodurch deren Funktion
unterdrickt wird (Hiebert et al. 1992; Flemingtdrak 1993; Nevins 1998; Dyson
1998). Die letzteren sind fir den Ubergang dereZetin der G1- in die S-Phase
entscheidend, da sie die Expression von Genenamider Zellteilung, DNA-
Synthese und Replikation beteiligt sind, kontroéire (Menges et al. 2002; Ren et
al. 2002). Neben den E2F-Transkriptionsfaktorent gds weitere RB-
Interaktionspartner wie z.B. DP1 und DP2 (Trimarchd Lees 2002). E2F- und
DP-Proteine binden gemeinsam an E2F-Bindungsstell@s zur Stabilitat der
Anbindung beitragt (Dyson 1998). AulRer einer dieektBindung an E2F-
Transkriptionsfaktoren und der darauf folgenden tRuagulation der
Genexpression kdnnen bestimmte Chromatin-remodshiie Faktoren wie DNA-
Methyltransferase (DNMT), Histon-Deacetylase (HDACund Histon-
Methyltransferase (HMTase) durch Interaktion mimd&B-E2F-Komplex die
Transkription der Gene blockieren (Abbildung 2-Zbiertson et al. 2000; Ferreira
et al. 2001; Nicolas et al. 2001; Steele-Perkinale001; Dunaief et al. 1994;
Morris und Dyson 2001).
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s » ){ » Transkription £2F lop %Transknptmn

DNA DNA

Abbildung 2-2: Unterdriickung der Genexpression durtt RB wahrend der G1-Phase.

Durch direkte Bindung an den E2F-DP-Komplex wir@ dianskriptionelle Aktivitat von E2F
verhindert und die Genexpression reprimiert (linkBariiber hinaus kénnen die Chromatin-
remodellierende Faktoren (CRF) wiederum an den RB-BP-Komplex binden (rechts) und
dadurch die Expression der Zielgene von E2F bloekiéverandert nach Harbour und Dean 2000).

2.2.2  Struktur und Regulation des RB-Proteins

Das RB-Protein besitzt drei verschiedene Regiordan N-Terminus, einer

Zentralregion mit zwei Domanen (A und B), die iteal bis jetzt identifizierten

RB-Proteinen verschiedener Organismen konservigrtund einen C-Terminus
(Durfee et al. 2000; Dick 2007). Die N- und C-Temos des RB sind fur die
Aktivitat des Proteins sehr wichtig. Aul3erdem werdese beiden Regionen zum
Teil als Bindungsstelle fur Interaktionspartner @R#3-Proteins vermutet (Durfee
et al. 1994; Riley et al. 1997; Dick und Dyson 20(3ie essentielle Region flur
die Interaktion zwischen RB-Protein und anderertdfnen liegt aber im Zentrum
des Proteins. Die A- und B-Domanen sind notwendigdie Funktion des RB-

Proteins bzw. dessen Bindung an die interagiererfdeteine E2F, DP und
andere. Die B-Domane beinhaltet eine LxCxE-Bindstejke, die fur die Bindung

an den Proteinen wie z.B. E2F, die ein LxCxE-Ma@nthalten, verantwortlich ist
(Dyson et al. 1989; Munger et al. 1989; Lee etl8b8). Die Veranderung dieser
Bindungsstelle durch Punktmutation oder die Bloakig durch Bindung viraler

Proteine, wie z.B menschliches Papillomavirus Efardiéi zur Inaktivierung des
RB (Dick 2007).

Die Regulation des RB-Proteins erfolgt durch Phosglrerung. Nur das

hypophosphorylierte RB kann an E2F binden und sesate transkriptionelle

Aktivitat unterdricken (Dyson 1998; Morris und Dys@001), d.h. das RB-
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Protein kann nur in hypophosphorilierter From atedaktionspartner in der G1-
Phase binden. Mit dem Beginn der S-Phase wird REhdCyclin-abhangige
Kinasen (CDKs) und deren Interaktionspartner (@y2Ji CyclinE und CyclinA)
phosphoryliert und diese hyperphosphorylierte Feamn nun nicht mehr an E2F
und andere an der Zellteilung beteiligte Proteimelén (Sherr 1996; Harbour und
Dean 2000; Shen 2002). Die Inaktivierung des RBefme filhrt zum Ubergang
der Zelle von der G1-Phase in die S-Phase, bewrogdtimale GroRRe fur die
Teilung erreicht wird oder DNA-Schaden repariertrden (Lundberg und
Weinberg 1998). Die Aktivierung der Cyclin-abharengKinasen (CDKs) und
deren Interaktionspartner wird durch Wachstumssggnaguliert (Mittnacht
1998). Abbildung 2-3 zeigt verschiedene FormenRIRsn G1- und S-Phase.

- EE&}W Transcription

-..-'LI-I-' L -.-"-...f

S phase

Abbildung 2-3: Die Aktivitit des RB-Proteins in hypodephosphorylierter und
hyperphosphorylierter Form wahrend der G1- und S-Plase.

Wahrend der G1-Phase ist RB hypophosphoryliert bimdiet an den E2F-DP-Komplex. Dies
verhindert die transkriptionelle Aktivitat von E2Rkm Ende der G1-Phase und mit dem Beginn der
S-Phase wird RB durch CDK-Cyclin-Komplexe phospliery (hyperphosphorylierte Form).
Durch diese Phosphorylierung trennt sich RB vom-BE-Komplex. Nach diesem Schritt werden
die Zielgene von E2F, die an ZellteilungsregulatibiNA-Synthese und Replikation beteiligt sind,
exprimiert (Shen 2002).

10
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2.2.3 RB-Proteine in Pflanzen und Algen

Das Vorkommen von RB-Proteinen in Menschen undefierusammen mit der
Entdeckung ihrer Rolle in der Regulation der Zélitey deutet darauf hin, dass
diese Proteine eine zentrale Rolle in der Entwicglder Organismen spielen. Auf
der Suche nach RB-Proteinen in anderen Organisneeichteten Grafi et al.
(1996) von dem ersten pflanzlichen RB-Protein iridviBie Ahnlichkeit zwischen
diesem Protein und den RB-Proteinen der Saugetigzelnteraktion mit viralen
Proteinen und die Phosphorylierung durch eine Ss&Kanase weisen darauf hin,
dass die Funktion der RB-Proteine in Pflanzen &hrdu der in Tieren ist (Grafi et
al. 1996). Weitere Untersuchungen zeigten, dasshpithe und tierische RB-
Proteine hinsichtlich der Struktur, Regulation umdinktion Ahnlichkeiten
besitzen. Die wichtigsten Bindungsdoméanen (A- unbddnane) zuziglich einer
Leucin-reichen Region im N-Terminus der RB-Proteidee vermutlich fur die
subzellulare Lokalisation der RB-Proteine und aileck Interaktion mit den RB-
Partnern wie z.B. Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKjwemndig ist, sind wéhrend
der Evolution konserviert geblieben (Sterner efl@b5; Xie et al. 1996; Ach et al.
1997; Durfee et al. 2000; Lendvai et al. 2007). Adte Interaktionspartner sind
zum grof3en Teil bei Pflanzen und Tieren gleich. Dgehdren z.B. E2F, DP,
Cykline, chromatingebundene und virale Proteinenfléy et al. 1998; den Boer
und Murray 2000; Rossi und Varotto 2002; Shen 20029 Aktivitat des RB-
Proteins wird bei den Pflanzen wie bei den Tierarckl Cyclin-CDK Komplexe
reguliert (Nakagami et al. 1999). Im Gegensatz Augstieren, bei denen die
Phosphorylierung des RB-Proteins durch CDK-Cyclir{lycD), CDK-Cyclin-E
(CycE) und CDK-Cyclin-A (CycA) durchgefihrt wird @fbour und Dean 2000;
Trimarchi und Lees 2002), wurden jedoch bei dear2#n bislang nur CycD und
CycA identifiziert (Shen 2002). IArabidopsis gibt es z.B. zehn CycD Homologe,
die meist das LxCxE-Bindeelement besitzen (Vandepat al. 2002). Die
Ahnlichkeit der pflanzlichen und tierischen RB-Riioe einerseits und das
Vorhandensein konservierter Interaktionspartner wi8. E2F und Cycline
anderseits sind ein zusatzlicher Hinweis fiir dienliihkeit der Rolle der RB-
Proteine in den Pflanzen und Tieren. Der Zusamnrenlzavischen zelltyp- und

entwicklungsspezifischer Expression der RB-Proteine Pflanzen und den
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Entwicklungsprozessen wie z.B. Wurzelwachstum uath€&ophyt konnte bereit
nachgewiesen werden. Die Untersuchungen zeigers dme kontinuierliche
Expression des RB-Proteins fir die Regulation desgkeichs zwischen der
Differenzierung und der Erneuerung der Wurzelzeltedrabidopsis notwendig
ist. Darlber hinaus fuhren die Mutationen im Rdilastoma-Gen von
Arabidopsis zur Storungen bei dem Gametophyt (Ebel et al. 200dnery und
Benfey 2005; Lendvai et al. 2007).

Auch bei der GrinalgeChlamydomonas reindardtii wurde ein zu dem
Retinoblastoma-Protein  homologes Protein gefundédie Untersuchung
bestimmterMating Type Locus-Mutanten, deren ZellgroRe im Vergleich zum
Wildtyp kleiner war, zeigte, dass in diesen MutantasMAT3 Gen (homolog
zum Retinoblastoma-Protein) ausgeschaltet war (Austket al. 1995; Umen und
Goodenough 2001)mat3 Mutanten teilen sich bevor die optimale Grol3eiehnte
wird. Die Zahl der Zellteilungen wahrend der S-Rhams Vergleich zum Wildtyp
nimmt zu und die Zellen nach der Zellteilung sigb-35 % kleiner als die des
Wildtyps (Umen und Goodenough 2001). Die ErhéhuegZ£ktliteilungsanzahl in
mat3 Mutanten liegt sehr wahrscheinlich daran, dass Bliberexpression an E2F-
und DP-Proteinen vorliegt. Die Uberexpression digd®teine fiihrt namlich zu
zusatzlichen Zellteilungen irabidopsis (De Veylder et al. 2002).

Obwonhl bei Saugetieren ein RB-Defekt zur Abklrzuley G1-Phase und einem
frihzeitigen Ubergang zur S-Phase fiihren kanngdistDauer der G1-Phase in
mat3 Mutanten langer als im Wildtyp, was dadurch bedsinst, dass die kleinere
mat3 Mutante mehr Zeit zum Erreichen der optimalen @réli3 die Zellteilung
bendtigt. Wahrend Wildtyp-Algen nur eine 1,5 fachenahme des Zellvolumens
brauchen, um die optimale Grél3e zu erreichen, aTotdiemat3-Mutanten eine
4-fache Vergrol3erung des Zellvolumens (Umen undd@&oough 2001). Diese
Ergebnisse zeigen, dass MAT3 an der Kontrolle adigil3e inChlamydomonas
beteiligt ist. Die Identifizierung von CDK und CyaiProteinen im Genom von
Chlamydomonas deutet darauf hin, dass die Regulation von MATZ \bei
Saugetieren und Pflanzen eventuell durch Phospbomglg kontrolliert wird
(Bisova et al. 2005). Anderseits zeigt die Existeman weiteren RB-
Interaktionspartnern wie z.B. E2F und DP1, dassosbwie Zellteilung als auch
der RB-Zyklus in Algen, Pflanzen und Saugetieredhnlicher Weise kontrolliert

wird (Fang et al. 2006). Weitere Untersuchungennkem zeigen, dass weitere
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nicht bekannte Proteine, wie z.B. SMTGhlamydomonas am RB-Zyklus beteiligt
sein kdnnen (Fang und Umen 2008). Eine Mutation 88 -Gens fuhrt zur
Veranderung der ZellgréRe mat3 Mutanten, was einen weiteren Hinweis fur die
Beteilung dieses Gens an der Zellteilung und dentidle der ZellgréRe in
Chlamydomonas liefert (Fang und Umen 2008). Im GegensatZChiamydmonas
besitzt Volvox neben einer symmetrischen Zellteilung, was deidtedleing in
Chlamydmonas entspricht, eine zusatzlich asymmetrische Zelitgjl Wie schon
beschrieben spielt diese asymmetrische Zellteiking sehr wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung, der sexuellen bzw. der aseemeEntwicklung vonVolvox
(Kirk et al. 1993; Kirk 1997; Hallmann 1998). Dashiksal durch diese
asymmetrische Zelteilung entstehender Zellen wivdaad ihrer Gréf3e bestimmt
(Abbildung 2-4). So entwickeln sich die groRererlete zu Gonidien und die
kleineren zu Somazelle (Siehe auch 2.1.1).

Abbildung 2-4: Volvox-Embryo im 64-Zellstadium im asexuellen Lebenszykls.
Nach funf symmetrischen Zellteilungen findet eirmyrametrische Zellteilung statt. Bei diesem
Schritt teilen sich 16 Zellen asymmetrisch und drldunterschiedlich groRe Tochterzellen. Die
gréReren Zellen werden zu Gonidien und die klememe Somazellen. In dieser Abbildung (Kirk
und Kirk 2004) sind die Zellen nach der asymmelrsc Zellteilung gezeigt. Die Pfeile zeigen
zwei unterschiedlich grol3e Zellen infolge der asytriachen Zellteilung ivolvox.
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Aufgrund der Tatsache, dass @hnlamydomonas die Zellgré3e und die Zahl der
Zellteilungen durch MAT3 kontrolliert werden, wasne Beteiligung der RB-
Proteine an der Zellteilung beNMolvox méglich. Die Erforschung des
Zusammenhangs zwischen der asymmetrischen Zefiteimd den RB-Proteinen
konnte weitere Details Uber die Funktionsweise Ziddifferenzierung einerseits
und Hinweise fir die Entwicklung dieses Systemseinem Einzeller wie
Chlamydomonas bis hin zu einem Vielzeller wi€olvox liefern.

Die Regulation der Zelldifferenzierung Wolvox ist nicht nur auf asymmetrische
Zellteilung zurickzufiihren, sondern auch auf phggische Prozesse danach, die
durch Umgebungsfaktoren wie z.B. das Licht koniedlwerden. Am Ende der
Zellteilung in Volvox bleiben die beiden Zelltypen undifferenziert basd.icht
ankommt. Das folgende Kapitel soll von daher einEmblick in den

Zusammenhang zwischen dem Licht und der Zelldiffeierung invVolvox geben.
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2.3 Channelrhodopsine inVolvox

Freibewegliche Mikroorganismen sind in der Lage,\ierhalten in Abhangigkeit
vom Licht zu &ndern. Die Reaktionen der Mikroorgamen auf Licht variieren je
nach Lichtintensitat und Lichtrichtung. Diese lictoluzierten Reaktionen spielen
eine Uberlebenswichtige Rolle fur die Organismed werden in verschiedene
Kategorien eingeteilt. Eine von diesen Reaktionsh FPhototaxis, bei der
Organismus seine Schwimmrichtung in Anhangigkeit der Lichtquelle andert
(Diehn et al. 1977). Die Phototaxis wird in posgti¥hototaxis (Bewegung in
Richtung hoherer Beleuchtungsstarke) und negativetd®axis (Bewegung in
Richtung niedrigerer Beleuchtungsstarke) untert@itiotokinese (lichtabhangige
Veranderung der Schwimmgeschwindigkeit) und phatbmche Reaktionen
(plotzliche Veranderung in Bewegungsrichtung odestellung des Schwimmens
wegen hoherer Lichtintensitat) sind neben der Rbri® zwei weitere
lichtinduzierte Reaktionen bei den Grinalgen (Diebral. 1977; Kreimer 1994).
Die Bestimmung der Lichtrichtung in Grinalgen ids arstens wegen der
Photosynthese sehr wichtig. Dartuber hinaus dient siuch als ein
Regulationssignal fir viele verschiedene zellulRrezesse wie beispielsweise
Genexpression, Protein- und Lipid-Synthese, Zaliney und
Gametendifferenzierung (Kirk und Kirk 1985; Bindend Anderson 1986;
Weissig und Beck 1991; Gloeckner und Beck 1995;s@r@an et al. 2004,
Guschina und Harwood 2006; Moulager et al. 20078. IDchtdetektion und die
Signaltransduktion flr phototaktische und photopbdie Reaktionen in
Grunalgen werden durch Rhodopsine vermittelt, dieder Plasmamembran
vordem Augenfleck lokalisiert sind (Foster et al84; Hegemann 2008).
Rhodopsine sind lichtsensitive Membranproteine, idieler Augenfleck-Region
(Augenfleck plus Plasmamembran) von Grinalgen atsnidante Proteine
vorkommen (Deininger et al. 1995; Schmidt et alO&0 Bislang wurden zwei
Rhodopsine mit lonenkanal-Aktivitat @hlamydomonas identifiziert. Anhand der
Homologie zum lonenkanal der bakteriellen Rhodapgbacterioopsin (Bop) von
Halobacterium salinarum) wurden diese Proteine Channelrhodopsin-1 (CHR1)
und Channelrhodopsin-2 (CHR2) benannt (Nagel e2@02; Sineshchekov et al.
2002; Suzuki et al. 2003; Nagel et al. 2003). Diepiession dieser
Channelrhodopsine mittels RNA-Interferenz (RNAI)igte dass diese beiden

15



Einleitung

Proteine an phototaktischen und photophobischenkt®ean beteiligt sind
(Sineschchekov et al. 2002). Die Autoren schlaganviodel vor, in dem CHR1
fur photophobische Reaktionen bei hohen Lichtintaten verantwortlich ist,
wohingegen CHR2 an phototaktischen Reaktionen beihwachen
Lichtbedingungen beteiligt ist (Sineshchekov e@02). Andere Untersuchungen
zeigen, dass CHR2 im Gegensatz zu CHR1 im Dauedichnell inaktiv wird,
insbesondere wenn das extrazellulare Millieu basist (Hegemann 2008). Die
Beteiligung von CHR2 an der Phototaxis wird von dfgia et al. 2004 in Frage
gestellt. Aufgrund der Tatsache, dass die zeitlidherzogerung zwischen
Lichtanregung und Lichtstrom durch CHR2 im Mikrosekenbereich und
andererseits fur die phototaktische Reaktio€hhamydomonas unter schwachem
Licht im Millisekundenbereich liegen, gehen die éugn davon aus, dass sowohl
CHR1 als auch CHR2 an photophobischen Reaktiongsilige sind und ihre
Beteiligung an phototaktischen Reaktionen @hamydomonas nur auf indirekte
Weise geschieht (Kateriya et al. 2004; Hegemann8ROEs ist noch nicht
erwiesen, welchem dieser Proteine die entscheiderf@enktionen fir die
phototaktischen und photophobischen Reaktionensoigieben werden kdnnen,
allerdings wird CHR1 als dominanter Photorezeptor phototaktische und
photophobische Reaktionen i@hlamydomonas vermutet, da dieses Protein
einerseits in einem weiten pH-Wert-Bereich von phtbid pH 9 aktiv ist und
anderseits das  Absorptionsmaximum  dieses Proteinsit ndem
Absorptionsmaximum des PhotorezeptorsGnlamydomonas korreliert (Zacks
und Spudich 1994; Hegemann und Tsunoda 2007; Ber#t@l. 2008).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, Aktionspotentiale zu argen und dartber hinaus in
Tieren die Neuroaktivitdt zu kontrollieren, sind amelrhodopsine mittlerweile
fur die Neurobiologie sehr wichtig. Durch heteradogExpression der
Channelrhodopsine in neuralen Geweben kann dieddktivitat erforscht werden
(Zhang et al. 2006). Dies bezuglich wurde bis je@HR2 und NpHR
(Halorhodopsin von Natronomonas pharaonis) heterolog in verschiedene
Zelllinien exprimiert und deren Fahigkeit zur Ergang des Aktionspotentials
untersucht (Bi et al. 2006; Boyden et al. 2005izigka et al. 2006; Li et al. 2005).
CHR?2 ist ein Kationen-Kanal und Kationen wie z.Bi*Nind C4&" kénnen durch
diesen Kanal nach der Aktivierung bei 470 nm Blzhilitransportiert werden.

NpHR ist ein Chloridkanal und die @bnen werden durch diesen Kanal nach der
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Aktivierung bei 570 nm Gelblicht transportiert. Rbr die Expression der
Kationen-Pumpe CHR2 zusammen mit einer Chlorid-RammNpHR
(Halorhodopsin von Natronomonas pharaonis) konnte in C. elegans die
bidirektionale Bewegung des Wurms durch verschiedeichtqualitdten (Blau-
und Gelblicht) kontrolliert werden (Zhang et al. 0Z). Dies fuhrt zur
Akkumulation der negativen lonen in der Zelle (@y&sma) und dadurch zur
Hyperpolarisation und Suppression der Aktivitat d&sirons. Han und Boydem
(2007) berichteten, dass durch die Kombination wvdalorhodopsin von
Natronomonas pharaonis (Halo) mit einem Absorptionsmaximum bei 570 nm und
CHR2 mit einem Absorptionsmaximum bei 470 nm daslluzee
Membranpotential anhand der Anderungen der Int@nsitd des Verhaltnisses
zwischen 470 nm und 570 nm Licht ganz préazise kdmrt werden kann (Han
und Boyden 2007) (Abbildung 2-5). Durch die Aktiniag des CHR2 mit 470 nm
Blaulicht werden die Kationen wie z.B. Nand C4" auf die innere Seite der
Plasmamembran (Cytoplasma) transportiert, was zubnaBAme des
Membranpotentials (z.B. von -70 auf -50 mV) flhiDies wird in der
Neurobiologie als Depolarisation bezeichnet. Dabgan werden die Clonen
durch die Aktivierung von NpHR bei 570 nm auf dianére Seite der
Plasmamembran transportiert. Dies fuhrt zur Zunallee Membranpotentials
(z.B. von -50 auf -70 mV), was als Hyperpolarisatidefiniert wird. Bezuglich
dieser neuen Anwendungsmaoglichkeiten der Channdighgine von Grinalgen ist
die Suche nach neuen Channelrhodopsinen von grofierasse. Es ist besonders
erwinscht, neue Channelrhodopsine zu finden, die @rhohte lonenkanal-
Aktivitat aufweisen, in einem grofl3eren pH-Spektrakiiv sind oder andere
Absorptionsspektren aufweisen. Aufgrund der engemwdndtschaft zwischen
Volvox und Chlamydomonas ist es sinnvoll, als erstes nach neuen
Channelrhodopsinen iNolvox zu suchen. Interessanterweise unterscheiden sich
die lichtinduzierten Reaktionen bei diesen beiddgeA. Die lichtinduzierten
Bewegungen der einzelligen Grunal@hlamydomonas sind viel schneller im
Vergleich zu der vielzelligen Alg¥olvox (Braun und Hegemann 1999), was ein
Hinweis darauf ware, dass die Lichtrezeptoren wmarthelrhodopsine in beiden

Algen unterschiedliche Eingenschaften haben.
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Abbildung 2-5: Einsatz von CHR2 und Halo zur Hyperplarisation und Depolarisation der
Membran.

Durch die Expression von CHR2 und Halo kann das Mampotential prazise kontrolliert werden.
Halo ist eine Chlorid-Pumpe, deren Aktivitat (geftarkiert) zur Hyperpolarisation der Membran
fuhrt. CHR?2 ist eine Kationen-Pumpe, durch die Bliembran depolarisiert werden kann (blau
markiert). Das Absorptionsmaximum von Halo liegt 580 nm und von ChR2 bei 470 nm (Han
und Boyden 2007).

2008 berichteten Ernst et al. vom ersten Channeétisin inVolvox (VChR). Das
Absorptionsmaximum von VChR liegt bei 470 nm unde dgemessene
Leitfahigkeit bei pH-Werten von 4, 6 und 7,5 zejgiiass dieser lonenkanal fur
H*, Li*, Na", K" und C&" permeabel ist (Ernst et al. 2008). Nach unseretigen
Kenntnissen Uber die Sequenz von VChR ist diesegeiRr ein Hybrid aus
Channelrhodopsin-1 und Channlerhodopsin-2 Volvox. Deswegen entsprechen
die gemessenen Eigenschaften dieses Proteins Bidonenkanal-Aktivitat und
Absorptionsmaximum keinem weiteren in der Natuthamdenen Protein, sondern
deuten eher auf ein Hybridprotein hin. Im Rahmemséi Arbeit sollten
Channelrhodopsin-1 und Channelrhodopsin-¥ahvox identifiziert, kloniert und

naher charakterisiert werden.
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3 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuaslang unbekannter Zelltyp-
spezifischer Gene in der Grunalgelvox carteri und die Charakterisierung ihrer
jeweiligen Rolle im Zusammenhang mit der Zelltygsifischen Expression. Die
Identifizierung neueNolvox-Gene sollte anhand der bioinformatischen Analyse
vorhandener cDNA-Klone, unterstitzt durch die Dateder Volvox-
Genomdatenbank von JGI begonnen werden. Die ideatien Gene sollten
zunachst mitteldkeal Time RT-PCR auf ihre differentielle Expression in beide
Zelltypen, namlich den somatischen und reproduktigellen, von Volvox
untersucht werden, wozu zunachst diese Method¥®olnox etabliert werden
sollte. Die Zelltyp-spezifische Expression dieseen& konnte brauchbare
Information Uber ihre mdgliche Funktion und ihre teudielle Rolle im
Zusammenhang mit der Zelldifferenzierung liefern.

Basierend auf diesen Informationen sollten ansBbhel einige dieser Gene fir
weitere Untersuchungen ausgewahlt werden. Als Kuite fir diese Auswahl
diente die mégliche Funktion der Gene beziiglich Zditeilung, der asexuellen
und sexuellen Entwicklung und der Zelldifferenzieyu Die Funktion
ausgewahlter Gene sollte dann durch verschiedemmubfgsansatze ermittelt und
deren Rolle bei der Zelldifferenzierung und Entvliclg analysiert und diskutiert

werden.
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1 Quantitative Analyse der Zelltyp-spezifischen Gengxession

in Volvox?

Um mehr tber die Rolle der noch nicht untersucl@ene inVolvox zu erfahren,
sollen in diesem Teil der Arbeit ne®lvox Gene identifiziert und anhand der
Zelltyp-spezifischen Expression deren Zusammenhaibgler Zelldifferenzierung
diskutiert werden.

Als Ausgangsmaterial fur die Untersuchung der difdiellen Genexpression
standen zellspezifische cDNA-Sequenzen (120 Gorsjperifische und 30 Soma-
spezifische cDNAs) volvolvox zur Verfigung (Amann 2002; Schmidt 2004). Um
eine Basis fur molekulargenetische Experimentechaféen, sollten diese cDNAs
als erstes bioinformatisch analysiert werden. Dwenwendung von DNASIS-
Software (Version 7,00; Hitachi Software EnginegyiBouth San Francisco, CA)
wurden die kleinen cDNA Fragmente miteinander vehgin um Uberlappende
Fragmente rauszufinden und dadurch moglichst ged®&NA-Fragmente zu
bekommen. Durch diese Analyse wurde die Zahl @As auf 105 reduziert.
Da die vorhandenen cDNA-Sequenzen immer noch kbragmente darstellten,
wurden zunachst diese cDNA-Fragmente mit den geswran DNA-Sequenzen
von JGI (dint Genome hstitute;Volvox whole-genome shotgun reads) verglichen.
Anhand dieses Vergleichs konnten ausgehend vorkaeen cDNA-Fragmenten
die zugehorigen genomischen DNA-Sequenzen ermiteltden. Anhand des
Vergleiches zwischen cDNA und genomischer Sequengamment unter
Anwendung des Genannotationsprogramms FGENESHb@&oft Mount Kisco,
NY) konnte dann die vollstandige Intron-Exon-Stuktbestimmt werden.
Schlief3lich wurde mit diesen Sequenzen nach orjgoldSequenzen bzw. Genen
in der Chlamydomonas-Gendatenbank des JGI (http://genome.jgi-psf.org/cg
bin/runAlignment?db=Chlre2&advanced=1), sowie inr ddCBI-Gendatenbank

! Ghazaleh Nematollahirash Kianianmomeni, Armin Hallmann (2006) Quantitative
analysis of cell-type specific gene expressionha green alga/olvox carteri (BMC
Genomics/: 321)
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(National_Center for Botechnology hformation) gesucht. Dieser Vergleich lieferte

viele brauchbare Anhaltspunkte zu mdglichen Fumieiodieser Gene iXolvox.

Zusatzlich zu diesen Genen wurden 26 weitere Gaésieen Zusammenhang mit

der Entwicklung involvox anhand vorheriger Untersuchung oder ihrer Homelogi

zu bekannten Genen anderer Organismen vermutetewekdnnte, in die

Untersuchungen miteinbezogen. Aus den 176 bearbeiteDNA-Klonen bzw.

Genen wurde ein Pool von 39 Genen/Proteinen furUtheersuchung Zelltyp-

spezifischer Genexpression zusammengestellt.

Dieser Pool bestand aus:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Genen, deren zellspezifische ExpressionMimivox anhand vorheriger
Studien bekannt waren und in dieser Studie als ndbet eingesetzt
wurden (5 GeneACTA (Cresnar et al. 19905SGA (Ertl et al. 1989),
REGA (Kirk et al. 1999),GON30 (Tam und Kirk 1991)GON167 (Tam
und Kirk 1991));

Genen, deren Funktion und deren Status der Zedpgzrifischen
Expression anhand ihrer Homologie zu bekannten &¢inediesem Fall
REGA) in Volvox vorhersehbar waren (1 GERLLSA);

Genen, deren Zelltyp-spezifische Expression anhamster Studien
(Schmidt 2004) vermutet werden konnte (4 Geb&RP1, ARD1, MRP2,
GSPK47);

bekannterVolvox Genen mit unbekanntem Status der Zelltyp-spehiisc
Expression (1 GemNITA);

Genen, die zum ersten Mal in dieser Arbeit idezigfit wurden und deren
Zelltyp-spezifische Expression anhand ihrer Homiglagy anderen Genen
voraussagbar war (7 GenBYHA, KLPA, FER1, NAB1, RAP41, FBP1,
CP12);

Genen, die zum ersten Mal in dieser Arbeit idexigfit wurden, aber deren
Zelltyp-spezifische Expression nicht vorhersehbar W15 GenePRFA,
FSD1, RPL37, GLU1, HSP70B, HSP40A, UBCA, PONA, RBR1, VPEA,
SACL, RCD1, ADCA, NIPA, LCIB);

NeuenVolvox-Genen, fur die kein homologes Gen in anderen Gsgan
gefunden werden konnte und deren Zelltyp-speziéiscbtatus deswegen
nicht vorhersehbar war (6 Gen&PF1l, UPF2, UPF3, UPF4, UPF5,
UPF6).
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Die Messung der Genexpression der oben genanntee (BeSomazellen und
Gonidien erfolgte mit Hilfe der quantitativéteal Time RT-PCR. Diese Methode
ist ein schnelles und préazises Verfahren zur qtaivien Messung der
Genexpression in verschiedenen Geweben bzw. Zeifitypliguchi et al. 1993;
Heid et al. 1996; VanGuilder et al. 2008). Dazu demr die Somazellen und
Gonidien vor der ersten Zellteilung mechanisch vareder getrennt. Auf3erdem
wurden die Primer - wenn moglich- so ausgewahltssdalie beiden
Oligonukleotide in verschiedenen Exons positiongnd. Im Falle einer DNA-
Kontamination wiesen amplifizierte Produkte eineblfgre Lange und eine
modifizierte Tm (Schmelztemperatur) auf. Dadurchrdeuermoglicht, dass eine
eventuelle DNA-Kontamination anhand der Agaroseele&trophorese oder der
Analyse deMeting-Kurven derReal Time RT-PCR detektiert werden konnte. Die
Real Time RT-PCR wurde zuerst fur alle 39 Gene optimierte @ptimierung
erfolgte durch Variation verschiedener Parameterie ve.B. Annealing-
Temperatur, Additiva (DMSO, Glycin) und die Menge eingesetzter RNA. Die
Expressionsmessung der jeweiligen Gene in Somazeatid Gonidien wurde dann
mit Hilfe einesOne-Sep Real Time RT-PCR Kits (Qiagen, Germany) unter der
Verwendung genspezifischer Oligonukleotide fur ge@en und 300 ng RNA von
Somazellen oder Gonidien durchgefihrt. Alle Realdio wurden dreifach
gemessen. Als Kontrolle wurden bei jeder MessungizMWegativekontrollen
durchgefuhrt: ein Ansatz ohne Template (non termaptantrol) und einer ohne
Zugabe von Reverser Transkriptase (RT Minus). DigeBnisse wurden mittels
der AAC; Methode analysiert, um die Expression in einenfiyfeim Vergleich zu
anderem Zelltyp unter der Verwendung deéktin-Gens als Kontrolle zu
bestimmen (Bustin 2000; Pfaffl 2001). Die Expressiaten degktin-Gens in
diesen Experimenten und friheren Studien zeigt@ss dieses Gen in Somazellen
und Gonidien in gleicher Starke exprimiert wird umeswegen kann dieses Gen
als Referenzgen fur die Zelltyp-spezifische Expoessanalyse inVolvox
verwendet werden (Cresnar et al. 1990). Die AnatieseErgebnisse zeigte, dass
26 Gene eine signifikante Differenz in den Exprassstarken (hoher als Faktor
zwei) zwischen den Somazellen und den Gonidien @igbm. Zehn dieser Gene
werden Uberwiegend in den Gonidien exprimiert, watr16 Gene ein hoheres

Expressionsniveau in den Somazellen aufweisen (éinfg 4-1).
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Gonidien Somazellen
/@ (46x) SSGA
/M (150X) REGA
GON30
GON167
/A (69%) RLSA
CSRP1
ARD1
MRP2
GSPK47!
NITA
//A (160x) DYHA
/M (21%) KLPA
FERL
NABL
RAP41
FBPL1
CP12
PRFA
FSD1
RPL37
LU1
HSP70B
HSP40A
UBCA
PONA
RBR1
PEA
SACL
RCD1/
/M (22) ADCA
NIPA
LCB
UPF1
UPF2
UPF3
UPF4
UPF5
UPF6
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Abbildung 4-1: Zelltyp-spezifische Analyse der Gengression in Volvox mittels Real Time
RT-PCR.

Die Abbildung zeigt die differenzielle Genexpressioon 38 Genen zwischen Somazellen und
Gonidien. Rechts sind die Gonidien-spezifischeneGarrot, links die Soma-spezifischen Gene in
blau dargestellt. Die Lange der Balken spiegeltiEgsressionslevel des jeweiligen Gens in einem
Zelltyp im Vergleich zum anderen Zelltyp. Die Genren sind am Ende der Balken zu sehen
(verandert nach Nematollahi et al. 2006).

Bezlglich der differenziellen Genexpression undldiérenzierung inVolvox
war die Untersuchung Soma-spezifischer Gene inediégbeit von groRem
Interesse, da die Expression dieser GSESA, REGA, RLSA, GON30, MRP2,
DYHA, KLPA, HSP40A, UBCA, SAC1, ADCA, NIPA, LCIB, UPF5, UPF6 und
RBR1) neue Erkenntnisse Uber die Rolle dieser Gene inardogenhang mit der
Zelldifferenzierung lieferten.

Ein in den Somazellen ~46 x starker als in den @eniexprimiertes Gen, das
sogenannt&SGA Gen (pherophorin-like ECM-glycoprotein SSG185)diknt fur
ein Pherophorin-dhnliches ECM-Glycoprotein. Diegastein ist an der ECM-
Synthese ivolvox beteiligt (Ertl et al. 1989). Die hohe Expressimn SSGA in
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Somazellen korreliert mit den Ergebnissen aus femeStudien (Wenzl et al.
1984; Ertl et al. 1989).

NebenSSGA zeigte dasREGA-Gen (somatic regenerator REGA) im Vergleich zu
Gonidien eine sehr erhdhte Expression in SomazeREGA ist ein im Kern
lokalisierter Transkriptionsfaktor, der durch seifktivitat die Entwicklung der
Somazellen zu Gonidien verhindert (Kirk et al. 1p9MIit Hilfe einer DNA-
bindenden VARL-Domane ist REGA in der Lage, an ier dPhotosynthese
beteiligte Gene zu binden und deren Expressiorem ®omazellen zu blockieren
(Meissner et al. 1999; Duncan et al. 2006; Dundaal.e2007). Die ~150fache
Expression deRREGA Gens stimmt mit dem in friheren Studien festghkstel
Status der Zelltyp-spezifischen Genexpression igi€irk et al. 1999). Ein
REGA-homologes Gen, daBLSA (regA-like sequence A), zeigt eine ~69fach
starkere Expression in Somazellen im Vergleich zwni@en. Die
Aminosauresequenz von RLSA ist sehr ahnlich zu REGéA die VARL-Domane
ist zwischen diesen beiden Proteinen konserviegtmwtlich handelt es sich auch
bei diesem Protein wie beim REGA um einen Transikmsrepressor fur die
Gene, die an der Photosynthese und EntwicklungSaenazellen beteiligt sind
(Duncan et al. 2006; Duncan et al. 2007).

Obwohl in einer friheren Studie d@®N30-Gen (G30 protein) als ein Gonidien-
spezifisches Gen ermittelt wurde (Tam und Kirk 192®igte dieReal Time RT-
PCR-Analyse, dass dieses Gen vermehrt in den Sdierazxprimiert wird, was
vermutlich darin begriindet ist, dass die maximalpréssion dieses Gen nach der
Zellteilung erreicht wird, wahrend bei dieser Arsdyaber die RNA vor der ersten
Zellteilung isoliert wurde.

In Volvox sind die Somazellen unter anderem fir die Phottand Bewegung
verantwortlich und besitzen zwei Flagellen. Mittleile ist eine ganze Reihe von
Genen bekannt, die an der Flagellenbewegung in ayén beteiligt sind. In
Chlamydomonas wurden mehr als 100 beteiligte Proteinfamilien des
Flagellenapparat identifiziert (Merchant et al. 2D0n dieser Studie wurden in
Volvox zwei solche Gene DEYA und KLPA) anhand der Homologie zu
Chlamydomonas-Genen identifiziert und deren Zelltyp-spezifiscBxpression
gemessen. Die Ergebnisse &eal Time RT-PCR zeigten, da€3EYA (flagellara
dynein (heavy chain)) um einen Faktor von 160 WhdPA (kinesin-like protein)
(Mitchell und Brown 1994; Mitchell und Brown 199Walther et al. 1994) um
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einen Faktor von 21 starker in Somazellen in Vechleu Gonidien exprimiert
werden.

Die Lokalisation der Transkripte mancher Gene (®eup, 6 und 7), bei denen der
Status der Zelltyp-spezifischen Expression nichrheosehbar war, war eines der
wichtigsten Ergebnisse dieser Studie. Die Ermigluwter Zelltyp-spezifischen
Expression dieser Gene zwischen Somazellen unddi@onkénnte neue Hinweise
Uber die Beteiligung dieser Gene an der Zelldifiererung inVolvox liefern. Zu
diesen Genen gehdrten sowohl die Gene, deren Bankéinhand von
Homologievergleichen vermutet werden konnten, alshadie Gene, Uber deren
Funktion keine Informationen vorlagen. Zu den keteh zahlen sechs Gene, fir
die in der nah verwandten einzelligen Al@hlamydomonas entweder keine
Information beztglich ihrer Funktion vorlag, odegikk sequenzverwandtes Gen
gefunden wurde. Die Anwesenheit mancher dieser Gan€olvox-Genom und
deren Abwesenheit imChlamydomonas-Genom kdnnte vermutlich mit der
Entwicklung eines multizellularen Organismus Wielvox aus einem einzelligen
Organismus wieChlamydomonas zu tun haben. Diese Gene wurddRF1 bis
UPF6 (UPF steht fur ,protein of unknown function®) gemd. Das Transkript von
vier Genen, namlichUPF1, UPF3, UPF5 und UPF6 wurde starker in den
Somazellen ermitteltUPF2 und UPF4 waren im Vergleich zu Somazellen starker
in den Gondien experimiert.

Zu den Funktionen bekannter Genen, deren Zelltgziipche Expression nicht
vorhersehbar war, die jedoch nach unseren Ergemisieutlich starker in
Somazellen exprimiert werden, gehorten: §4HCA-Gen (ubiquitin conjugating
enzyme E2), dass das fiur den gezielten Proteinabbantwortliche Ubiquitin
kodiert (van Nocker et al. 1996; Nandi et al. 20@&)sHSP70A-Gen (HSP40-like
heat shock protein), das fur ein Hitzeschock-Pnotkbdiert, welches die
Interaktion zwischen HSP70 und Zielproteinen sisibitt und fiir die Translation,
die Faltung und den Abbau von Proteinen wichtig@teetham et al. 1992; Qiu et
al. 2006; Genevaux et al. 2007); d8&C1-Gen (sulfur deprivation response
regulator SAC1), das durch die Runterregulation Rlestosyntheseaktivitat unter
Schwefelmangel in Chlamydomonas fiir das Uberleben des Organismus
verantwortlich ist (Davies et al. 1996; Ravina ét 2002); dasADCA-Gen
(adenylate cyclase), dessen Genprodukt die Synthese cyclischem

Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus AdenosintriphosphA@P) katalysiert und

25



Diskussion der Ergebnisse

selbst durch G-Proteine reguliert wird (Cooper 2088Bman 1990; Huang et al.
1997); dasNIPA-Gen (NaCl-inducible protein) und dd<CIB-Gen (low-CQ
inducible protein LCIB), das vermutlich am Kohlef$t
Konzentrationsmechanismus@ilamydomonas beteiligt ist (Asamizu et al. 2000;
Miura et al. 2004).

Eines der untersuchten Gene, namRBR1, zeigt eine Sequenzverwandschaft zu
dem Retinoblastoma-Gen von Menschen (Lee et al7;188ng et al. 1987). Da
dieses Gen an der Regulation der Zellteilung bgtedt (Weinberg 1995), war die
hohere Expression dieses Gens in Somazellen, dm Zeitpunkt der
Probennahme keine Zellteilungen mehr durchfuhréerd, den ersten Blick sehr
Uberraschend. AuRRer der Beteiligung an dem Zelhg#prozess sind
Retinoblastoma-Proteine aber auch an der Senedzetedigt (Lundberg und
Weinberg 1998; Ben-Porath und Weinberg 2004; BemtRound Weinberg
2005). Fruhere Studien konnten bereits zeigen, d@sSomazellen am Ende des
Lebenszyklus infolge der Seneszenz sterben (Koch@rb; Pommerville und
Kochert 1982). Basierend auf diesen Information@nnite die héhere Expression
desRBR1-Gens in Somazellen auf den Alterungsprozess deatschen Zellen
zurtck zu fuohren sein, was aber experimentell got#t werden sollte. Zur
Untersuchung deRBR1-Rolle beziglich der Zelldifferenzierung bei denn@ien
und Somazellen iWolvox, wurde dieses Gens flr weitere Analyse ausgewdllt
charaktersiert. Die ausfuhrliche Vorgehensweise uwhd Diskussion der
ermittelten Ergebnisse werden im folgenden Kapibegestellt.

Die Anwendung deReal Time RT-PCR in dieser Arbeit zeigt, dass diese Methode
zur Analyse der Zelltyp-spezifischen ExpressionMalvox geeignet ist. Die
Auswertung der Expressionsdaten konnte zeigen, dassvorher ermittelten
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen in dieser Atiestatigt werden konnten, was
die Anwendung dieser Methode Wolvox zur Analyse der Genexpression als
positiv darstellt. Diese Methode kommt nicht nur fiie Analyse der Zelltyp-
spezifischen Genexpression bezlglich der Zelldgfiererung in Frage, sondern
kann auch im Zusammenhang mit asexueller oder Bexuentwicklung in
Volvox, dem Wachstum unter Stressbedingungen, wie z.BzeHiKalte und

Mangel-Bedingungen und zur Analyse von Mutantegesetzt werden.
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4.2 Das geschlechtspezifische Retinoblatoma-Proteinl ivolvox
deutet auf eine zusatzliche Rolle der RB-Proteine e der

sexuellen Entwicklung hirf

In Volvox ist die Zelldifferenzierung zwischen Somazellerd uonidien durch
eine asymmetrische Zellteilung reguliert. Die Gro@er Zellen nach dieser
asymmetrischen Zellteilung ist fur das Schicksal dellen sehr bedeutend. Die
goReren Zellen entwickeln sich zur Gondien und ldeneren zur Somazellen
(sieche auch 2.1.1). Die Untersuchung bei der nahwamten Alge
Chlamydomonas zeigen, dass die Bestimmung der Zellgrol3e durch ei
Retinoblastoma-Gen MAT3) reguliert wird. Im ersten Teil dieser Arbeit
(Nematollahi et al. 2006) wurde ein Retinoblastoatmliches Gen als Soma-
spezifisch ermittelt. In diesem Teil der Arbeitlstie Rolle dieses Gens beziglich
der Zellgrof3e und asymmetrischer Zellteilung/olvox untersucht werden. Diese
Untersuchungen sollten einerseits die Rolle dies&ens bei der
Zelldifferenzierung und anderseits neue Erkenngnigser den Zusammenhang
zwischen den RB-Proteinen und der Entwicklung derltizkllularitat liefern,
soweit die Funktion des homologen G&MAT3 als Regulator fur die Zellgrof3e im
nah verwandten einzelligeBhlamydomonas untersucht worden ist (Umen und
Goodenough 2001).

Nach der Klonierung desRBR1-Gens und der Amplifikation bzw. der
Sequenzierung der cDNA konnte die gesamte Sequedasive Intron-Exon-
Grenzen ermittelt und analysiert werden. Das 116¥nAséuren lange RBR1 ist
homolog zu den RB-Proteinen der tierischen undngfiehen Organismen (RBs),
mit den konservierten A- und B-Doménen. Aul3erdeist gs im N-terminalen
Bereich drei konservierte Regionen, die wahrschainftr die subzelluléare
Lokalisation des RBR1 und auch ihre Interaktion deh RB-Partnern wie z.B.

Cyclin-abhéngige Kinasen (CDK) notwendig sind (8éeret al. 1995; Durfee et

2 Arash Kianianmomeni, Ghazaleh Nematollahi, Armin Hallmann (2008) A Gen
Specific Retinoblastoma-Related Protein Wolvox carteri Implies a Role for the
Retinoblastoma Protein Family in Sexual Developn{Btdant Cell20: 2399-2419)
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al. 2000). Die A- und B-Domaéanen sind durch einetéhgregion (so genannte
spacer region) voneinander getrennt (Lee et al. 1998; Claudiale002). Die
Aminosauren in dieser Region interagieren mit Qwl, was zur
Phosphorylierung und Inaktivierung des RB-Protéist (Ewen et al. 1992; Faha
et al. 1992; Lacy und Whyte 1997). Diese zwei korieeten Doméanen sind
zudem fir die Bindung des RB-Proteins an deren rdkt®nspartern
verantwortlich (Lee et al. 1998; Harbour und Dead0® Dick 2007). Die
konservierte LXCXE-Bindungsstelle am Ende der B-Boeist fiir die Funktion
des RBR1 und dessen Bindung an RB-Interaktionspasg®hr wichtig (Lee et al.
1998). Diese Bindungsstelle interagiert mit zalslien Proteinen, die ein LxCXxE-
Element besitzen (Abbildung 4-2) wie z.B. E2F, DidCycline (Durfee et al.
2000; Shen 2002; Dick 2007).

Das RBR1 wird vermutlich auf posttranslationaleefé mittels Phosphorylierung
reguliert. Ahnlich wie bei anderen RB-Proteinensit’t RBR1 15 potentielle
CDK-Phosphorylierungsstellen, die eventuell fur &egulation dieses Proteins
durch die CDK-Cycline sehr bedeutend sind (She@6ifundberg und Weinberg
1998; Harbour und Dean 2000; Shen 2002). Anhand sedie
Phosphorylierungsstellen wird wahscheinlich dig3exgein wahrend der G1 Phase
phosphoryliert und demzufolge inaktiviert (Taya 19%efton 2001; Mitthacht
2005). Auf diese Weise wird die Bindung dieses &nst an E2F und anderer
Proteine verhindert (Das et al. 2005; Dick 2007).eulN potentielle
Phosphorylierungstellen sind zwischen MAT3 und RBRinserviert. RBR1
besitzt zwolf positivgeladene Aminosauren innerhaddéln LXCxE-Bindungsstelle,
darunter drei Lysinreste und sieben Argininrestaes® Aminosauren sind
wahrscheinlich wie RBs aus Saugetieren und Pflaridenlie Phosphorylierung
des RBR1 notwendig. Die Untersuchungen zeigen, deesse Aminosauren als
Phosphorylierungsstelle des RBs dienen und die tuoten bei diesen
Aminosauren verandern die Bindungs- und Phosplesgyigseigenschaften des
RBs (Lee et al. 1998; Harbour et al. 1999; Browd Gallie 2002).
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Abbildung 4-2: Alignment der B-Doménen der Retinoblastoma-Proteine verschiener
Organismen.

Zwischen allen RB-Proteinen sind die A- und B-Domé#&onserviert. Hier wurden die B-Doméanen
von Volvox carteri (Vc RBR1), Chlamydomonas reinhardtii (MAT3), Arabidopsis thaliana (At
RBR) undHomo sapiens (Hs RB1) dargestellt. Die Aminosauren, die dir@ktLxCxE binden, sind
mit einem Stern markiert (Lee et al. 1998).

Auller der Regulation desRBR1 auf posttranlationelle Ebene durch
Phosphorilierung, scheint die Expression diesess@erfi transkriptionelle Ebene
reguliert zu sein. Wahrend der Durchfihrung der PROR mit unterschiedlichen
Primern zur Amplifikation der cDNA vonRBR1 wurden Amplifikate mit
unerwarteten Grof3en beobachtet. Die SequenzierigggrdFragmente konnte
zeigen, dass da&BR1-Gen differenziell gespleil3t wird. Das differenizel
SpleiBen ist eine der wichtigsten Mechanismen dexlleZ da durch
unterschiedliche Spleil3varianten die Expression@ene und die Aktivitat der
Proteine reguliert wird (Sharp 2005; Xing und L&O®). Dies kann mittels zweier
Mechanismen stattfinden: Erstens durch die Elinnumig der mRNA bei der
Einflhrung eines vorzeitigen Stopcodons, was zurbadbder mRNA mit Hilfe
des NMD-Komplexesnonsense-mediated decay) fuhrt (Wilkinson 2005; Stamm
et al. 2005); zweitens durch die Anderung der Esghaften des Proteins, wie z.B.
Aktivitat, Lokalisation, Stabilitat und Bindungsfigkeit durch die Anderung der
Aminosauresequenz (Stamm et al. 2005; Park und e&pav2007; Kim et al.
2008). BeiRBR1 wurden insgesamt vier verschiedene SpleiRvariadentifiziert.
AulRer der ersten Spleil3variante, die fur ein komgsde RBR1 mit einem
Molekulargewicht von 122 kDa kodiert, werden bezidreiteren Spleil3varianten
kleinere Proteine mit den Molekulargewichten von 8% und 12 kDa gebildet.

Interessanterweise wird bei der SpleiRvariante 3 (@a) die LXCXxE-
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Bindungsstelle eliminiert, die fur die Interaktiomt CDK-Cyclinen notwendig ist

(Knudsen und Wang 1996; Lee et al. 1997; Dahiyd.€1000). Aus diesem Grund
konnte dieses Protein nicht mehr durch den CDK¥Cilomplex phosphoryliert
bzw. inaktiviert werden. Durch die Einfuhrung zwew@rzeitiger Stopcodons bei
den SpleiBvarianten 3 und 4 werden entweder klein@roteine mit

eingeschrénkter Funktion gebildet oder diese k@rzanRNAs werden durch
NMD eliminiert.

Entwicklungsabhéngige . . )
Expression Differenzielles Splei3en

N i

RBR1

Phosphorilierung durch
CDK-Cyclin-Komplex

Abbildung 4-3: Darstellung der potentiellen Regulaionsmechanismen des RBR1 iNolvox.

RBR1 wird in Volvox durch verschiedene Mechanismen reguliert. Die &gion dieses Gens ist
stark entwicklungsabhangig. Durch das differenzielbpleilen werden vier verschiedene
SpleiRvarianten gebildet. AuRerdem besitzt dieseter 15 Phosphorylierungstellen. Durch diese
Phosphorylierungsstellen wird méglicherweise dietiitdt dieses Protein mittels des CDK-
Cyclin-Komplexes reguliert.

Aul3er der potentiellen posttranskriptionellen urabtpranslationalen Regulation
des RBR1 durch das differenzielle Splei3en und die Phospgieoung ist die
Expression dieses Gens Molvox entwicklungsabhéngig reguliert (Abbildung 4-
3). Dies konnte anhand der Expressionsanalyse RBEd-Gens wéahrend des
Lebenszyklus voivolvox gezeigt werden. Dazu wurden die im 16 Stundentl/ich

8 Stunden Dunkel-Rhythmus synchronisierten Kultumn 17 verschiedenen
Zeitpunkten (vor der ersten Zellteilung bis zur ise&zung der jungen
Tochterkolonien aus der Mutterkolonie) isoliert uddren RNA extrahiert. Die
Expression defRBR1-Gens wurde mit Hilfe deReal Time RT-PCR unter der
Verwendung desAktin-Gens als Referenz gemessen und ausgewertet. Die

Expressionsdaten zeigten, dass &BR1-Gen vor dem Beginn der Zellteilung
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schwach exprimiert wird, wohingegen die Expressioit dem Beginn der
Zellteilung rasch zunimmt. Die Expression steigthveiad der Embryogenese
weiter und erreicht ihr Maximum am Ende der Invamsbzw. am Anfang der
ECM-Biosynthese. Mit dem Beginn der ECM-Biosynthes®l des Wachstums
der Tochterkolonien innerhalb der Mutterkolonieksidie Expression deRBR1-
Gens innerhalb kurzer Zeit und verbleibt bis zungiBe der nachsten Zellteilung
auf diesem Niveau.

Im ersten Teil dieser Arbeit (Nematollahi et alOBD konnte gezeigt werden, dass
RBR1 zum Zeitpunkt vor Beginn der Zellteilung ~8fachr&er in den Somazellen
als in den Gonidien exprimiert wird. Diese zellgfisghe Expression und die
Hypothese, dass dieses Gen an der Seneszenz voazé&lmm beteiligt sein
kdnnte, machte weitere Expressionsmessungen zwehsthiedenen Zeitpunkten
des Lebenszyklus sowohl in den Somazellen der katenie als auch in den
Embryonen erforderlich, da sich ab diesem Zeitpulde Beginns der Zellteilung
die Gonidien zu Embryonen entwickeln und die Tremqn@oma-Vorlauferzellen
und Gonidien-Vorlauferzellen vom Embryo nicht memdglich ist. Die Messung
der Zelltyp-spezifischen Expression deBR1 zeigte, dass die Expression zu allen
drei Zeitpunkten (vor der ersten Zellteilung, waldeder Zellteilungen und am
Ende der Inversion) in den Somazellen hoher aldein Gonidien bzw. in den
Embryonen ist (Abbildung 4-4). Basierend auf dets@dahe, dass die Zellteilung
zu diesen Zeitpunkten nur in Gonidien stattfinded die mutterlichen Somazellen
zum gleichen Zeitpunkt einer genetisch bedingtemeSeenz unterliegen (Kochert
1975; Pommerville und Kochert 1982), wird vermutdgss das RBR1 zwei
unterschiedliche Rollen in den zwei Zelltypen vdaolvox spielt. In den alten
Somazellen wird dieses Gen vermutlich eingeschaiigt die programmierte
Seneszenz im Gang zu bringen. Die Verwicklung d@&-HRoteine in die
Seneszenz durch Interaktion mit anderen Proteinenzv8. p53 und p21 wurde
bereits in anderen Organismen nachgewiesen (Dagrgeieb al. 2000; Sage et al.
2000; Narita et al. 2003; Ben-Porath und Weinbé@52. Zudem flhren gréRRere
Mengen an RBR1 in den Somazellen der Mutterkolevaérscheinlich zu einer
verstarkten Bindung an E2F-Transkriptionsfaktoréie, fur die Aktivierung des
Zellteilungsprogramms (Ubergang von G1- in die &d&) verantwortlich sind
(Hiebert et al. 1992; Dyson 1998). Auf diese Weisel eventuell die Zellteilung
in den Somazellen endgultig blockiert.
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Die Expression des RBR1 in Gonidien wahrend deltedkeing ist vermutlich fur
die Kontrolle der ZellgroBe vor und nach der Tejumotwendig. In
Chlamydomonas ist MAT3 an der Bestimmung der notwendigen ZelRgdur die
Zellteilung an zwei Punkten beteiligt: einersei¢s WMindestgroRe der Mutterzellen
zu Beginn der Zellteilung und andererseits dergfélde, bei der die Tochterzellen
die Teilung einstellen missen (Umen und Goodend@@fitl). InVolvox ist die
Zelldifferenzierung zwischen Somazellen und Gomdiabhéngig von der
ZellgroRe nach der asymmetrischen Zellteilung. Bestimmung der notwendigen
ZellgrolRe fur diese asymmetrische Zellteilung wivdhrscheinlich durch RBR1
reguliert. Auferdem konnte die Einstellung der tédling in den Gonidien nach
zwei bis drei asymmetrischen Zellteilungen daraegdn, dass danach eine
bestimmte Zellgré3e erreicht wird, ab der die Gmmdsich nicht mehr teilen
konnen. Die Bestimmung dieser ZellgroRe konnte fatlerdurch RBR1 reguliert

werden.

Expression vor der ersten Expression wahren der Expression nach der Inversion
Zellteilung Zellteilung

| o - | o

Relative Expression Level
Relative Expression Level
Relative Expression Level

mE L |

Somazellen Gonidien Somazellen  Embryonen Somazellen Embryonen

Abbildung 4-4: Zelltyp-spezifische Expression deRBR1.

Die Expression de®BR1-Gens inVolvox wird zellspezifisch reguliert. Die Messung dieser
Expression in Gonidien und Somazellen zu 3 versiemien Zeitpunkten wahrend des asexuellen
Lebenszyklus involvox zeigt, dass dieses Gen stérker in den Somazéflém @onidien exprimiert
wird. Gezeigt ist die Expression v&tBR1 in Somazellen und Gonidien vor der ersten Zellteil
(Abbildung links), Somazellen der Mutterkolonie uddn Embryonen wahrend der Zellteilung
(Mitte) und nach der Inversion (rechte Abbildung).

Die Rolle der asymmetrischen Zellteilung Wolvox ist nicht nur fir die
Zelldifferenzierung im asexuellen Lebenszyklus eimsdend, sondern auch fir
den sexuellen Lebenszyklus (siehe auch 2.1.1). inRdlle desRBR1 wéhrend
des sexuellen Lebenszyklus v®&folvox zu untersuchen, wurde die Expression

dieses Gens zu verschiedenen Zeitpunkten wahresgealaiellen Lebenszyklus
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analysiert. Das Expressionsmuster war bei sexaodlizierten Algen &hnlich zu
den asexuellen Algen. Die Expression ist niedrigdem Beginn der Zellteilung,
nimmt wahrend der Embryogenese zu und die hochgteeksion wird am Ende
der Inversion bzw. am Anfang der ECM-Biosyntheseeieht. Obwohl das
Expressionsmuster gleich bleibt, zeigen die sexndlizierten Algen ein hoheres
Expressionsniveau im Vergleich zu vegetativen Algereses war wahrend der
Zellteilung um 78% und am Ende der Inversion um 4%8induzierten Algen
hoher als bei vegetativen Algen, was auf die Relbem RBR1 im sexuellen
Lebenszyklus hinweist.

Als nachstes wurde d&BR1 im Genom vonVolvox lokalisiert. Da dieVolvox-
Genomdaten nicht vollstandig waren und zudem kedtekularer Marker, die mit
bestimmten Regionen im Genom gekoppelt sind, exesti, wurde die Analyse
mittels des Vergleichs zwischen dem Mating-Typedsowon Chlamydomonas
(Merchnat et al. 2007), in dem dsAT3 Gen lokalisiert ist, und dem Scaffold 43
im Volvox-Genom, das daB8BR1-Gen beinhaltet, durchgefuhrt. Der Mating-Type-
Lokus in Chlamydomonas ist 1 MB grof3 und beinhaltet ~ 50 Gene (Ferriglet
2002). Die Ergebnisse zeigten, dass &BR1-Gen wie dasMAT3-Gen von
Chlamydomans (Umen und Goodenough 2001; Ferris et al. 2002)Mating-
Type-Locus (MT) lokalisiert ist. BeChlamydomonas wurde gezeigt, dass manche
in der MT lokalisierten Gene wie z.BFUSL und MID an der sexuellen
Entwicklung inChlamydomonas beteiligt sind. Diese zwei Gene sind nur in einem
Mating-Typ-Locus vorhanderFUSL ist im MT-Plus undMID ist im MT-Minus
lokalisiert) (Ferris und Goodenough 1994; Ferrialetl996; Ferris et al. 2002).
Aufgrund der mdglichen Beteiligung de®BR1 an der asymmetrischen
Zellteilung, was fur die Produktion der Eizellendudie Spermien in beiden
Volvox-Geschlechtern entscheidend ist (siehe auch 2.4id@rseits, und in
Kombination mit der eventuellen Beziehung zwischen im Mating-Type-Locus
lokalisierten Genen und der sexuellen Differenzigrianderseits, wurde die
Lokalisation desRBR1 in Mannchen untersucht. Nach der DNA-Isolierung vo
vier verschiedenen mannlichen Stammé® 1B, Adam, Poona und 281-1) wurde
versucht mit verschieden@BR1-spezifischen Primer-Paaren dieses Genfragment
in Mannchen zu isolieren. Uberraschenderweise lomdbei keine Bande
amplifiziert werden. Aufgrund der Tatsache, dagsRiekombination innerhalb des

MT verdrangt wird, kdnnen sich die Gene im Matingp&-Locus schneller andern
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als andere Gene (Gillham 1969; Ferris et al. 198U} diesem Grund kdnnte das
geschlechtspezifische RB-Protein in Mannchen deeclge oder eine sehr ahnliche
Proteinsequenz haben, obwohl die DNA-Sequenz sich Zeil unterscheidet.
Deswegen wurden weitere PCRs mit degeneriertero©lippter den spezifischen
bis zu den unspezifischémnealing-Temperaturen (55°C bis 42°C) durchgefihrt.
Bei unspezifischenAnnealing-Temperaturen ergaben die Reaktionen mehrere
Banden, die sich aber nach Sequenzierung als spetifische Banden erwiesen.
Zusatzlich zu den PCR-Experimenten wurden SoutBésts durchgefihrt, um
das orthologd&RBR1-Gen in der DNA der Mannchen zu detektieren. DiatBern-
Blot-Analyse wurde mit zwei unterschiedlichen Samdenter stringenten
(Hybridisierung bei 52°C; eine Stunde waschen 2&x8SC, 0,1%SDS) und nicht-
stringenten Bedingungen (Hybridisierung bei 42°@eeStunde waschen in
2xSSC, 0,1% SDS) durchgefihrt. Als Kontrolle wudie DNA von Weibchen
verwendet. Obwohl unter der Verwendung der WeibdbBiA unter allen
Bedingungen das Gen detektiert werden konnte, korein Signal bei der
Méannchen-DNA detektiert werden. Aul3erdem wurde dei Suche in der EST-
Datenbank von JGI di®&BR1-Sequenz nur bei Weibchen-ESTs gefunden. Alle
diese Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, das®iinchen nur eine Kopie
von RBR1 vorhanden ist, wohingegen keine ahnliche DNA-Saguei Mannchen
existiert. Um eine neue Hypothese, namlich dasRB&4 eine Schlisselrolle im
sexuellen Lebenszyklus voviolvox spielen konnte, zu Uberprifen, wurde der
mannliche Stamm 281-1 mit RBR1 von Weibchen transformiert. Als
Selektionsmarker wurde dadlTA-Gen verwendet, welches in Gegenwart von
Nitrat das Uberleben der Transformanten im ammofrieian Medium ermoglicht
(Schiedlmeier et al. 1994; Gruber et al. 1996).iN&elektion der Transformanten
auf demNITA-Gen wurden die Transformanten auf d&BR1-Gen uberpruft.
Anschlie3end wurde durch Southern-Blot Uberprife wele Kopien vorRBR1

im Genom integriert wurden. Alle transgenen Manmchdie fur die weitere
Analyse ausgewahlt wurden, besal3en nur eine eikzge vomRBR1-Gen.

Die mit WeibchenRBR1 transformierten Mannchen (175-3-2, 175-4-6 und-875
1) zeigten nach den ersten Analysen einige phérsatyp Unterschiede zu den
WT-Mannchen (WT = Wildtyp, Mannchen, die nur mit ndeNITA-Gen
transformiert worden waren (TRefl)). Obwohl die @ananzahl bei WT-

Mannchen bei ~10 lag, besalRen die Transformant@8nGdnidien, was einem
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Anstieg um 40% entspricht. Im Gegensatz dazu kokeitee Veranderung in der
Anzahl der Somazellen festgestellt werden.

In weiteren Analysen wurden die Zellvolumen beide&elltypen von
Transformanten im Vergleich zum Wildtyp bestimmor@lien und Somazellen
wiesen jeweils einen Zuwachs des Zellvolumens &% ®ei den Gonidien und
15% bei den Somazellen in Anwesenheit 8R1-Gens auf (Abbildung 4-5).
Kirk et al. (1993) schrieben, dass die ZellgroRes &chlissel fur die
Zelldifferenzierung dient. Infolge der asymmetrisnhZellteilung entwickeln sich
die Zellen, die groRRer als 8 um im Durchmesser,stndGonidien, wahrend die
Zellen mit einem kleineren Durchmesser zu Somazelierden. Durch die
Uberexpression der RB-Proteine in den Transfornma(¢@enes RB-Protein und
heterolog exprimiertes Weibchen-RBR1) Uberschreitgahrscheinlich mehr
Zellen diese Grenze und werden zu Gonidien.

Da RB-Proteine bei der Regulation der Zellteilungeezentrale Rolle spielen und
auch inVolvox wahrend der Embryogenese eine erhdhte ExpressinrRBR1
festgestellt wurde, wurde in Transformanten die Rig des RBR1 auf die
Zellteilungsdauer gemessen. Dazu wurde der zestlidlbstand zwischen der
zweiten Zellteilung (Embryonen im Vierzellstadiunmd der Mitte der Inversion
gemessen (Siehe auch Abbildung 2-1). Diese Messgigte, dass bei der
Transformante 175-6-1 der zeitliche Abstand zwisclieesen beiden Punkten
groRer ist als im Wildtyp (TRefl). Die Lange dies&riode war in TRefl 6,5
Stunden (STAB = 15 Minuten) und in 175-6-1 9 Stun@®TAB = 15 Minuten).
Anhand dieser Daten konnte die Lange der Embryagenachgerechnet werden.
Diese betrug fur TRefl ~8 Stunden und fir 175-6411 -Stunden, d.h. die
Embryogenese bei den Transformanten dauert dreidStulanger im Vergleich
zum Wildtyp. Die Lange der Embryogenese bei der fIRentspricht auch
friheren Messungen in deviolvox Weibchen-StamnivelO (Kirk 1998; Hoops et
al. 2005; Hallmann 2006a).

Um den Zusammenhang zwischen RBR1 und dem sexuk#benszyklus in
Volvox rauszufinden, wurden die Transformanten im segnellebenszyklus
untersucht.Die Zellteilungsmuster verandern sich in beiden dBleshtern im
sexuellen Lebenzyklus. Wie schon in der Einleitengahnt teilen sich die sexuell
induzierten Gonidien bei den Weibchen in siebtekl&&y asymmetrisch statt im

sechsten, wie es bei asexuellen Algen der Fall Ds¢se Verschiebung der
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asymmetrischen Zellteilung fuhrt zur Produktion ve82 Eizellen und ~2000-
3000 Somazellen. Im sexuell induzierten Mannchergedan wird die
asymmetrische Zellteilung erst im achten Zyklusctigefiihrt. Dies fuhrt zur
Bildung von 128 Somazellen und 128 Androgonidieaed Androgonidium fuhrt
eine oder zwei weitere Zellteilungsrunden durch,swaur Bildung eines
Spermienpakets mit 64 oder 128 Spermien fuhrt. \MieilZahl der Spermien in
jedem Spermienpaket nicht bestimmt werden konnterdev der Durchmesser
jedes Spermienpakets gemessen. Diese Messung, ziEgteder Durchmesser der
Spermienpakete bei den Transformanten 30-40% gréerals beim Wildtyp.
Diese Zunahme des Spermienpaket-Volumens schafiigged Raum fir eine
weitere Zellteilungsrunde, wodurch die Spermien woemale Grol3e erreichen.
Infolge dieser zuséatzlichen Zellteilung in den $penpaketen produzieren die
transformierten Mannchen moglicherweise doppelt \8ele Spermien im

Vergleich zu dem Wildtyp.

Gonidien Somazellen Spermienpakete
250 160 30§
140 -
200 1 g 251 —P
- 120 4 *é
2 s £ 204
S 150 1 g 100 - 'g
o o o
§ = 80 & 15
4 N 0
2 100 2 60 : 0l
= g o
° ® 40+ 2
50 - g 5]
20 A 5
=1
0 0+ 8 0 .
TRefl 175-6-1 TRefl 175-6-1 TRefl 175-6-1

Abbildung 4-5: Die Veranderung der Zellgrof3e nach ér Expression von WeibchenRBR1 in
Méannchen.

In den transgenen M&nnchen ist eine Zunahme désolehens zu beobachten. In der Abbildung
sind das Zellvolumen der Gonidien, der Somazellew wen Spermienpakete von 175-6-1
(Méannchen, transformiert mit Weibch&BR1) und TRefl (Mannchen Kontrolle, ohne Weibchen-
RBR1) dargestellt. Bei Gonidien und Somazellen wurds ®®lumen des TRefl als 100%
genommen und die relativen Volumen des 175-6-1 ienh#ltnis zu TRefl gemessen. Bei den
Spermienpaketen wurde der Durchmesser in um gemebs8@ Zellen wurden bei jeder Messung
gezahit.

Aufgrund der zentralen Rolle der RB-Proteine ber d@ellteilung und der
Entwicklung ist trotz der Abwesenheit einer ahrdichSequenz zURBR1 in
Mannchen (PCR, PCR mit den degenerierten Oligositt@on-Bot und EST

Datenbank) davon auszugehen, dass ein anal&pEl-Gen in Mannchen
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vorhanden ist. DieseRBR1-Analog konnte wieRBR1 bei Weibchen im Mating-
Type-Locus lokalisiert sein. Die Expression deskfionsfahigenRBR1-Gens von
Weibchen in den transgenen Mannchen bekréftigt edidgsanahme. Die
Veranderung der ZellgroBe in den Transformanten nt@ndurch eine
Uberexpression der RB-Proteine zustande gekomnienrganlich die Expression
des eigenen RB-Proteins und des RBR1 von Weibcheme solche
Uberexpression der RB-Proteine fiihrt ebenfallsZzimahme des Zellvolumens in
Drosophila melanogaster (Neufeld et al. 1998).

Der Unterschied zwischen den beideB-Genen von Weibchen und Mannchen
geht wahrscheinlich auf die unabhéangige Entwicklbegler Gene im Laufe der
Evolution zuriick. Die Analyse der Mating-Type-Lani Chlamydomonas zeigte,
dass die an der sexuellen Entwicklung beteiligteends sich viel schneller
verandern als andere Gene wie z.B. Beta-Tubuliri@=et al. 1997). Andererseits
scheint die Rekombination im Mating-Type-Lokus wudtéckt zu sein (Gillham
1969; Ferris 1995). Um diese Aussagen zu Uberprifarden verschiedene Gene
zwischen Chlamydomonas und Volvox verglichen. Die Gene wurden in zwei
Kategorien, die an der sexuellen Entwicklung bigfigh und unbeteiligten Gene,
unterteilt. Obwohl die nicht an der sexuellen Egklung beteiligten Gene (z.B.
Aktin, Beta-Tubulin und Nitratreduktase) zwischenChlamydomonas und Volvox
hoch konserviert sind, konnten fur die an der skseEntwicklung beteiligten
Gene (z.BFUSL, MID und SAD1) nur Treffer mit niedriger Homologie oder gar
keine homologe Gene gefunden werden. Dies bekradlags die Gene, die an der
sexuellen Entwicklung beteiligt sind, sich viel seller verandern als die anderen.
Die unterschiedlichen RB-Proteine in Mannchen ureibthen kénnten nicht nur
an der unterschiedlichen Entwicklung der beidenc@leshter liegen, sondern
selbst ein Grund dafir sein.

Zusammengefasst lasst sich aus der Wirkung desrolege exprimierten
WeibchenRBR1 auf die Grolle der Gonidien, der Somazellen und den
Spermienpakete in den transformierten Mannchenieftdn, dass ein ahnliches
Gen in Mannchen vorhanden ist. Der phéanotypischeaerndochied zwischen
Weibchen und Mannchen zeigt sich nur im sexuellebelnszyklus, wobei das
RBR1-Gen wahrend dieses Lebenszyklus starker exprimmed (78% mehr in
sexuell induzierten Weibchen im Vergleich zu vetie¢a Algen). Nach der

sexuellen Induktion ist der Zeitpunkt des Beginaes asymmetrischen Zellteilung
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fur die Bildung zweier unterschiedlicher Geschlechegntscheidend. Aus diesem
Grund konnte eine geschlechtspezifische EntwickldegRB-Proteine inv/olvox
zur  unterschiedlichen  Regulation der  Zellteilunggpamme  bzw.
unterschiedlicher Zelldifferenzierung nach der sdbem Induktion fuhren.
AulRerdem wurde wahrscheinlich im Laufe der Evolutio ein
geschlechtspezifisches Zellteilungsprogramm in deruell induzierten Algen
zusammen mit dem geschlechtspezifischen RB-Praeiwickelt. Diese Daten
wiesen auf eine zusatzliche Rolle der RB-Proteigieder sexuellen Entwicklung
der Organismen hin, was bis jetzt noch nicht erkidgeworden ist. Es sollte aber
der Zusammenhang zwischen RB-Proteinen und sexkughewvicklung weiter
erforscht und analysiert werden. Dies konnte inteerStelle durch die
Charakterisierung des geschlechtspezifischen RBP® in  Mannchen
fortgefuhrt werden. Die Identifizierung der RB-Reatproteine und Bestimmung
deren zellspezifischer bzw. geschlechtspezifisdRelle konnte weiterhin zur

Aufklarung der RB-Proteinbasierter sexuellen Enkiing inVolvox beitragen.
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4.3 Channelrhodopsine inVolvox®

Die Untersuchung der Zelldifferenzierung Wolvox fokussiert sich auf die zwei
vorhandenen Zelltypen in diesem Organismus, nan@ichidien und Somazellen.
Die Somazellen und die Gonidien zeigen sowoh| soteedliche Protein- als auch
Genexpressionsmuster (Kirk and Kirk 1985; Nemakollet al. 2006). Bislang
konnten mehrere Gene identifiziert werden, die imem Zelltyp starker als im
Vergleich zum anderen Zelltypen exprimiert werd€ani and Kirk 1991; Kirk et
al. 1999; Meissner et al. 1999; Nematollahi et 28106). Die Untersuchungen
zeigen, dass sich das Proteinmuster in den Soraazetld den Gonidien kurz
nach dem Eintritt des Lichtes und des Beginns @didifferenzierung dramatisch
andert. Dies weist darauf hin, dass die Zelldiffiererung zwischen den beiden
Zelltypen eventuell durch Licht kontrolliert wirdBei dieser lichtabhangigen
Proteinsynthese sind wahrscheinlich RhodopsineiligetéKirk und Kirk 1983;
Kirk und Kirk 1985; Ebnet et al. 1998). Rhodopsimend lichtsensitive
Membranproteine, die als dominante Proteine in Aegenfleck-Region von
Grunalgen vorkommen (Deininger et al. 1995; Schreidil. 2006). Um die Frage
zu beantworten, welche Rolle die Rhodopsin¥ahvox spielen, wurden in dieser
Arbeit zwei Rhodopsin-Gene vonVolvox kloniert und charakterisiert:
Channelrhodopsin-10HR1) und Channelrhodopsin-ZKR2). Diese beiden Gene
wurden anhand der Homologie zu den ChannelrhodepsionChlamydomonas
und den Bakteriorhodopsinen identifiziert (Nagelaet2002: Nagel et al. 2003;
Spudich et al. 2000). Da3HR1-Gen besteht aus 13 Exons und 12 Intr@$R2
aus 14 Exons und 13 Introns. Die Untersuchung Melvox-Genoms und
Southern-Blot-Analysen konnten zeigen, dass voemne&en nur eine Kopie im
Volvox-Genom vorhanden isCHR1 kodiert fur ein Protein mit einer LAnge von
837 Aminosaure und einem Molekulargewicht von 8@, wahrend das 747

Aminosauren lange CHR2 ein Molekulargewicht vonaefv,8 kDa aufweist. Die

% Arash Kianianmomeni, Katja Stehfest, Ghazaleh Nematollahi, Peter HeggmArmin
Hallmann (2008) Light-gated ion channels\alvox carteri underlie a light-dependent,

cell type-specific, stage-specific, and sex indwdegendent regulation (submitted)
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Identitdt von CHR1 zum Channelrhodopsin-1 @ilamydomonas betragt 62.7%
Uber einem Bereich von 252 Aminosauren. CHR2 zdingg 68.5% Identitdt zum
Channelrhodopsin-2 voBhlamydomonas in 260 Aminosauren. Aul3erdem zeigen
beide Proteine 18 bis 25 % ldentitat zu Bakteriddpsinen (Tabelle 4-1).

Bakteriorhodopsine CHR1 CHR2

BOP (ACCESSION CAP14056) | 53 g4 iber 151 AS |  18,3% in 169 AS

Halobacterium salinarum

HR (ACCESSION 093741) 22 3% liber 166 AS 24.5% in 143 AS

Haloterrigena sp.

SR(ACCESSION 093743) | o 50/ tiher 147 AS | 24.5% in 147 AS

Hal or ubrum sodomense

NR (ACCESSION QOUWS1) | 53 100 iher 147 AS | 24.0% in 154 AS

Neurospora crassa

Tabelle 4-1:Die Identitat zwischen den Bakterienrhdopsinen und Channelrhodopsinen von
Volvox.

Die Sieben-Transmembranen-Helix (7TM)-Doméane vorRCHInd CHR2 zeigen Homologie zu
Bakteriorhodopsinen. Die analysierten Bakteriorhpmiioe sind: Bacterioopsin (Bop) von
Halobacterium salinarum, Halorhodopsin (HR) vorHaloterrigena sp., Sensory rhodopsin (SR)
von Halorubrum sodomense und Opsin-1 (NR) voNeurospora crassa. Die Identitat zwischen den
beiden Proteinen wurde in Prozent angegeben. A fSteAminosaure.

Die CHR1 und CHR2 enthalten die so genannte 7 Tivh@lte (Aminosaurereste
32 bis 263 bei beiden Proteinen), die fur ihre meKanal-Aktivitat bekannt ist
(Abbildung 4-6). Die Aktivitat dieses Bereiches dtsen-Tranporter wurde in
Bakterien und irChlamydomonas bereits nachgewiesen (Nagel et al. 2002; Nagel
et al. 2003; Sineshchekov et al. 2002; Spudich.e2090). Die 7 TM-Doméanen
sind zwischen den Channelrhodopsinen v¥blvox und Chlamydomonas
konserviert (Abbildung 4-6). Anhand der Struktudgean konnte fir
Bacterioopsin (Bop) gezeigt werden, dass 22 Aminesd die in den 7 TM-
Doménen lokalisiert sind, direkt mit Retinal, delwhtempfindlichen Bestandteil
der Rhodopsine, interagieren (Khorana 1993; Biesgtkal. 1999). Obwohl die
Identitdt zwischen Channelrhodopsinen vdolvox und Bakterienrhodopsinen

niedrig ist (Tabelle 4-1), sind die an der Retimadlong beteiligten Aminosauren
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zum Teil konserviert geblieben. Elf von diesen Aaséuren in CHR1 sind
identisch zu Bop (Y80, R115, W119, T122, L126, D1&158, S176, W218,
P222 und K252) und funf weitere sind konservativgetauscht worden (E118,
C123, C154, F221 und 1246). Bei CHR2 findet manmigientische Aminoséauren
(Y80, R115, W119, T122, D151, G158, W218, P222 K@82) und vier weitere,
die konserviert umgetauscht wurden (E118, C1231R2# 1246). Die Position
dieser Aminosauren wurde in CHR1 und CHR2 im Vecplezu den

Channelrhodopsinen vabhlamydomonas und Bop in Abbildung 4-6 dargestellt.
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Abbildung 4-6: Sequenzalignment zwischen 7 TM-Domé&m von Algen-Channelrhodopsinen
und Bop.

Das Alignment stellt die Sequenzverwandtschaft zwischen Chahoétpsin-1 von
Chlamydomonas (Cr CHR1), Channelrhodopsin-1 varfolvox (Ve CHR1), Channelrhodopsin-2
von Chlamydomonas (Cr CHR2), Channelrhodopsin-2 vafolvox (Ve CHR2) und Bacterioopsin
von Halobacterium salinarum (Bop) dar. Die 7 TM-Domanen sind Grau hinterlegtip
konservierten Aminosauren zwischen Algen-Channeiopsine und Bop sind. Weil3e Buchstaben
auf grauem Hintergrund. Die Aminosauren, die mind@etinal interagieren, sind mit Sternchen
gekennzeichnet (Bieszke et al. 1999; Hendersor. d980), # zeigt das Retinal-bindende Lysin
(Nagel et al. 2002).

Da sich einerseits das Muster der Proteinsynthesgomazellen und Gonidien
wahrend der Zelldifferenzierung ivolvox nach dem Eintritt des Lichtes
dramatisch verandert (Kirk und Kirk 1985; Kirk 199id anderseits Rhodopsine
als Lichtrezeptoren bekannt sind, wird vermutetssd&Rhodopsine an dem
Zelldifferenzierungsprozess beteiligt sind, wesweg€HR1 und CHR2

hinsichtlich ihrer Rolle bei der Zelldifferenziemigenauer charakterisiert wurden.
Dazu wurde als erstes die Zelltyp-spezifische Esgiom der Channelrhodopsine

untersucht. Fiur diesen Zweck wurden Gonidien unch&ellen vor der ersten
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Zellteilung mechanisch voneinander getrennt unctdiefiend wurde ihre RNA
isoliert. Die Expression deSHR1 und CHR2 wurde in beiden Zelltypen mittels
Real Time RT-PCR unter der Verwendung déigin-Gens als Referenz gemessen.
Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass diedsspynen beider Gene extrem
Zelltyp-spezifisch sind und ihre mRNAs fast nurden Somazellen detektiert
werden konnten.CHR1 wird 931-fach undCHR2 882-fach starker in den
Somazellen exprimiert als in den Gonidien (Abbilguyi7).

Da sowohlCHR1 als auchCHR2 ausschlief3lich in den Somazellen exprimiert
werden, wére ihre Beteiligung bei der Proteinsys¢h@ Somazellen moglich. Die
Beteiligung der Rhodopsine an der Proteinsynthese GQonidien wird
wahrscheinlich durch andere Rhodopsine reguliag.Ahalyse des Volvoxopsins
durch Ebnet et al. (1998) zeigte, dass dessen Himphswr in Gonidien und
Embryonen vorhanden ist.

In  Chlamydomonas sind Channelrhodopsin-1 und Channelrhodopsin-2 an
phototaktischen und photophobischen Reaktioneniliggt€Sineshchekov et al.
2002; Berthold et al. 2008). Lichtinduzierbare Reaien gehoéren inVolvox zu
den Aufgaben der somatischen Zellen. Diese Zelesitzen zwei Flagellen und
einen Augenfleck, welcher zwischen den Flagellerd wtem Zellaquator
positioniert ist (Hoops 1993, 1997). Abhangig van thtensitat und der Richtung
des absorbierten Lichtes durch Photorezeptoren zaiBe Rhodopsine wird die
Geschwindigkeit der Flagellenbewegung reguliert whd Schwimmrichtung
festgelegt (Riffer und Nultsch 1990, 1991; Hoop8319Hegemann 2008). Die
gewaltige Expression de€HR1 und CHR2 in Somazellen im Vergleich zu
Gonidien vonVolvox deutet darauf hin, dass diese beiden als Lichiteren
bekannten Proteine an den lichtinduzierten Rea&tiom Volvox beteiligt sein
kénnten. Vermutlich sind beide Proteine wie ©@hlamydomonas in der
Augenfleck-Region der Somazellen lokalisiert (Katziet al. 2004).

In Volvox sind die Somazellen unterschiedlich gro3. Die &ré& Somazellen ist
abhangig von ihrer Position an der Oberflache dpkafides. Die grofieren
Somazellen sind am anterioren Pol, die kleinerenpasterioren Pol lokalisiert
(Hand und Haupt 1971; Sakaguchi und Ilwasa 1979%.ahlteriorer Pol wird in
Volvox die Schwimmrichtung der Alge definiert. Die ans#ien Pol lokalisierten
Somazellen besitzen grof3ere und sensitivere Augekdlim Vergleich zu den

Somazellen, die sich am posterioren Pol befindelesd® Eigenschaften lassen
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vermuten, dass die am anterioren Pol lokalisieBemazellen vermutlich wichtig
fur die phototaktischen und photophobischen Reakhosind (Hand und Haupt
1971). Der GroRRenunterschied zwischen den Augemdteaer Somazellen von
Volvox wird als ein Sensitivitatsgradient vom anterioRsl zum posterioren Pol
definiert (Sakaguchi und Iwasa 1979; Hoops 1997a Binerseits beide
Channelrhodopsine fur die lichtinduzierten Realdionverantwortlich sind

(Hegemann 2008; Berthold et al. 2008) und anddtsrbeide Gene fast nur in
Somazellen exprimiert werden, konnte ein Gradiemtder Expression der
Rhodopsine in den Somazellen der Kolonie vorlieglasg heil3t, die Expression
von CHR1 und CHR2 ist in den am anterioren Pol lokalisierten Somlaresehr

hoch und nimmt in Richtung des Posterioren Polgikarerlich ab. Dies kdnnte
der Grund dafur sein, wieso am anterioren Pol Islate Somazellen sensitiver

auf Licht reagieren als die am posterioren Pollislaten.
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Abbildung 4-7: Zelltyp-spezifische Expression deCHR1- und CHR2-Gene inVolvox.

Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardeiohwung der relativen Expression vERR1
und CHR2 in Somazellen im Vergleich zu Gonidien. Die Sontleneund Gonidien wurden vor der
ersten Zellteilung voneinander getrennt und ihreARSoliert. Die Expression voi€tHR1 und
CHR2 wurde mit Hilfe derReal Time RT-PCR gemessen und anhand deXC, Methode
ausgewertet (Bustin 2000; Pfaffl 2001). 300 ng RNérde fir jeden PCR-Ansatz eingesetzt. Alle
Reaktionen wurden dreifach gemessen.
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Um mehr Uber die Funktion der Channelrhodopsineedahren, wurde als
nachstes deren Expression wéahrend des asexuelleenszyklus vonVolvox
gemessen. Fur diese Analyse wurden \dkvox-Kulturen Eve 10-Stamm) in 8
Stunden Dunkel / 16 Stunden Licht-Rhythmus bei 28¥@chronisiert. Unter
diesen Bedingungen betragt der Lebenszyklus Votvox 48 Stunden. Die
Gesamt-RNA wurde dann zu folgenden Zeitpunkten ldgdsenszyklus isoliert:
nach der Freisetzung der jungen TochterkoloniendaunsMutterkolonie (Punkt 1
und Punkt 2); kurz vor der ersten Zellteilung (PuBk wahrend der Zellteilung
(Punkt 4); nach der Inversion (Punkt 5); in der Watamsphase (Punkt 6 bis
Punkt 7) und nach der Freisetzung der jungen Tdabltmnien aus der
Mutterkolonie (Punkt 8), was wiederum der Punknfispricht (Abbildung 4-8).
Nach der Isolierung der RNA wurde die ExpressionGleannelrhodopsine mittels
Real Time RT-PCR zu den erwdhnten Zeitpunkten gemessen. Rdlaktionen
wurden dreifach gemessen. Als Referenz wurdeA#as-Gen verwendet, welches
wahrend des Lebenszyklus vdfolvox konstant exprimiert wird (Cresnar et al.
1990) und in friheren Experimenten als Referenzgewendet wurde (Amon et
al. 1998; Hallmann et al. 2001; Hallmann 2006b; H&atlahi et al. 2006). Die
berechneten Expressionen fir alle Zeitpunkte wurdérdem Wert vom Punkt 1
normalisiert.

Die Expression deSHR1 bleibt vor und wéahrend der Zellteilung niedrig Rul
bis 4) und erreicht sein Maximum am Ende der IneergPunkt 5). Kurz danach
und wahrend der folgenden Wachstumsphase (beimmBetgr Lichtphase) sinkt
das Expressionslevel zuerst und nimmt einige Stusgéter (mit dem Beginn der
nachsten Dunkelphase) wieder zu (Abbildung 4-8gsPiErgebnisse zeigen, dass
die Expression dieses Gens wahrend der Dunkelglfaset 5 und 7) zunimmt.
Das Expressionslevel stieg bei Punkt 5 um den Fakt® und bei Punkt 7 um den
Faktor ~5. Das Expressionsniveau @#4#R1-Gens wurde zudem im sexuellen
Lebenszyklus untersucht. Das Expressionsmuster @d®1l im sexuellen
Lebenszyklus ist identisch mit dessen Muster imetaiven Lebenszyklus mit
dem Unterschied, dass der Expressionslevel am &adiversion 50% hdher ist
als im Vergleich zum gleichen Punkt im asexuellebénszyklus.
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Abbildung 4-8: Das Expressionsmuster vonrCHR1 wahrend des asexuellen und sexuellen
Lebenszyklus vonVolvox.

Links. Das Expressionsmuster im asexuellen Lebenszyidude dargestelltDie X-Achse zeigt
den Lebenszyklus voWolvox Uber 48 Stunden. Null Stunden ist als Beginn delitélung
definiert und 36 ist der Zeitpunkt der Freisetzuhgy Tochterkolonien aus der Mutterkolonie
(Release). Die berechneten Expressionen fir alipputekte wurden mit dem Wert vom Punkt 1
normalisiert. Alle Messungen wurden in drei Patatiedtzen durchgefuhrt.Unten ist die Licht-
Dunkel-Phase im Lebenszyklus vifolvox schematisch dargestellt. Fir weitere Informationen
siehe auch Abbildung 2-IRechts. Die Expression vorCHRL ist nach der Zugabe des Sex-
Induktors zu den vegetativen Algen (Induktion) gesen und dargestellt. Punkt 1 ist als der
Zeitpunkt der Induktion definiert.

Die Real Time RT-PCR-Analyse desCHR2-Gens wahrend des asexuellen
Lebenszyklus zeigte, dass die Expression dieses Gach der Freisetzung der
Tochterkolonien niedrig bleibt (Punkt 1 und 2). deldl nimmt sie vor der ersten
Zellteilung leicht zu (Punkt 3; Abbildung 4-9). Wé&hnd der Zellteilung (Punkt 4)
ist die Expression vo@HR2 niedrig. Wie zuvor da€HR1-Gen, so wird auch das
CHR2-Gen am Ende der Inversion (Punkt 5) stark exprimiEaktor ~10 im
Vergleich zu dem Punkt 1) und erreicht dort seirxieum. Nach der Inversion
nimmt die Expression wieder ab und stagniert bis réichsten Zellteilung. Im
Gegensatz z€HR1, bei dem die Expression in der zweiten Dunkelphaigeler
zunimmt, weist di€€HR2-Expression keine weitere Steigerung bei Punktf7 au
Im sexuellen Lebenszyklus ahnelte das Expressiostemwon CHR2 dem des

asexuellen Lebenszyklus, allerdings mit einem starknstieg um 400% am Ende
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der Inversion (Punkt 5), was als Hinweis auf didl&kgon CHR2 im sexuellen
Lebenszyklus in/olvox gewertet werden kann.
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Abbildung 4-9: Das Expressionsmuster deEHR2 im asexuellen und sexuellen Lebenszyklus
von Volvox.

Die X-Achse zeigt den Lebenszyklus vdolvox Uber 48 Stunden hinweg. Null Stunden ist als
Beginn der Zellteilung definiert und 36 ist der geinkt der Freisetzung der Tochterkolonien aus
der Mutterkolonie. Die berechneten Expressionenafl Zeitpunkte wurden mit dem Wert von
Punkt 1 normalisiert. Alle Messungen wurden in d?arallelanséatzen durchgefiihrt.Unten ist die
Licht-Dunkel-Phase im Lebenszyklus voiWolvox schematisch dargestelltLinks. Das
Expressionslevel vo@HR2 im asexuellen Lebenszyklus steigt vor der erstelitedlung (Punkt 3)
und am Ende der Inversion (Punkt Bechts. Nach der Zugabe des Sex-Induktors nimmt die
CHR2-Expresion stark zu und erreicht ihre hdchste Esgiom am Ende der Inversion.

Die Expressionsdaten zeigen, d&$R1 und CHR2 im Laufe des asexuellen und
sexuellen Lebenszyklus voWolvox unterschiedlich exprimiert werden. Die
hochste Expression fir beide Gene liegt am Ende Ideersion in der
Dunkelphase. Dieses Expressionsmuster &hnelt Esipnsslaten voiolvoxopsin,

das am Ende der Inversion stark exprimiert wird n@bet al. 1998). Diese
Tatsache ist besonders interessant, weil Rhodopsyeatlich als Photorezeptor in
der Augenfleck-Region der Somazellen fiir Phototardig sind (Foster et al.
1984; Kateriya et al. 2004). Idolvox wirde dann eine hohere Expression der
Rhodopsine am Ende der Wachstumsphase bei der ad3wilg der
Tochterkolonien erwartet, weil in dieser Phase dé&odopsine fir die

Orientierung und Lichtdetektion in Tochterkoloniemendtigt werden.
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Die Zunahme der Expression v@@HR1 und CHR2 in Volvox wahrend der
Embryogenese, wenn die Zelldifferenzierung statdtn ist ein Hinweis darauf,
dass diese Proteine mdglicherweise an anderen $ezewie z.B. der
Zelldifferenzierung direkt oder indirekt beteiligind. Es wurde spekuliert, dass ein
Zusammenhang zwischen den Rhodopsinen und der redfiffiellen
Proteinsynthese in Somazellen und Gonidien begkghtkt und Kirk 1985). Dies
betrifft nicht nur den asexuellen Lebenszyklus winivox, sondern auch den
sexuellen Lebenszyklus, da die Expression @GetR1- und CHR2-Gene im
sexuellen Lebenszyklus im Vergleich zum asexudlirenszyklus zunimmt.

Die Real Time RT-PCR-Analysen zeigen, dass die Expression @biiRl und
CHR2 in der Dunkelphase am héchsten ist und mit demirBeder Lichtphase
abnimmt. Der Zusammenhang zwischen der ExpresseonCtiannelrhodopsine
und der Licht-Dunkel-Phase ist b@HR1 deutlicher zu sehen als bEHR2.
Wahrend die Expression d€sIR1 mit dem Beginn beider Dunkelphasen (Punkt 5
und 7) im asexuellen Lebenszyklus steigt, nimmtekpression de€HR2 nur bei
der ersten Dunkelphase (Punkt 5) zu (Abbildung 4n8l Abbildung 4-9). Die
weiteren Untersuchungen zeigten, dass die Expresses CHR1 und CHR2
negativ durch Licht reguliert wird. Allerdings idte Wirkung des Lichtes auf die
Expression de€HR1 starker als auCHR2. Vergleicht man die Expression der
beiden Channelrhodopsine in Abhangigkeit von Lidd, kann man feststellen,
dass die Expression v&@HRL viel lichtsensitiver ist als vo@HR2. DaCHR1 als
dominantes Gen bei der lichtinduzierten Reaktiorenmutet wird (Berthold et al.
2008), kann die direkte Regulation dieses Genshddas Licht als Vorteil fur die
Regulation der lichtinduzierten Reaktionerviolvox gelten.

Neben der Lichtintensitat spielt die Umgebungstenaipe fur die lichtinduzierten
Reaktionen eine wichtige Rolle. Die Phototaxis wird Volvox durch die
Temperatur beeinflusst. Beispielsweise kann einesitige Phototaxis bei
Temperaturen zwischen 20-30°C durch Senkung dep@eatur auf 14°C in eine
negative Phototaxis umgewandelt werden (Sakagucid dawada 1977,
Sakaguchi and lwasa 1979). Um den Einfluss der Beatypr auf die Expression
von CHR1 und CHR2 zu untersuchen, wurden die Algen einmal bei eivddreren
(100 min bei 42°C und anschliel3end 20 min bei 4Kitk and Kirk 1986) und
einmal bei einer niedrigeren Temperatur (120 min BEC im Vergleich zur

normalen Zuchtungstemperatur 28°C) inkubiert. AhsBend wurde RNA isoliert
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und die relative Expression im Vergleich zu den B8fC kultivierten Algen

gemessen.
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Abbildung 4-10: Expression vonCHR1 nach Hitze- und Kaltebehandlung.
Fir Hitzeschock-Bedingungen wurden die Algen zug#€§t min bei 42.5°C und dann 20 min bei
45°C inkubiert. Die Kéaltebehandlung erfolgte dueihe 120-minltige Inkubation der Algen bei

14°C. Die Kontrollalgen wurden bei 28 kultiviert. Die Messung der Expression erfolgté m
Hilfe der Real Time RT-PCR-Analyse. Alle Messungen wurden in drei Relahsatzen
durchgefiihrt.

Durch die Inkubation der Algen bei hbheren Tempeeat wurde die Expression
beider Gene stark vermindert. Im Vergleich zur Kolt¢ exprimierten behandelte
Algen ~90% wenige€CHR1 und ~25% wenige€HR2. Die Inkubation der Algen
bei niedrigeren Temperaturen flhrte ebenso zur Ameader Expression beider
Gene. Im Vergleich zur Kontrolle wurdeéHR1 ~63% undCHR2 ~62% weniger
exprimiert (Abbildung 4-10, Abbildung 4-11). Die nt@eraturabhéngige
Expression dieser Gene, besonders bei niedrigeeempd@raturen, korreliert mit
der Umschaltung von positiven zu negativer Photstaxnter niedrigeren

Temperaturen.
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Abbildung 4-11: Expression desCHR2 nach Hitze- und Kaltebehandlung.
Die Hitzebehandlung erfolgte durch 100-miniitigeulb&tion der Algen bei 42°& und eine 20-
minutige Inkubation bei 48 (Kirk und Kirk 1985). Fiir die Kaltebehandlung wen die Algen

bei 1£C fur 120 min inkubiert. Nach der Messung der Espien mittelsReal Time RT-PCR
wurden die Daten mit Hilfe de&XAC; Methode ausgewertet (Bustin 2000).

Diese Daten zeigen, dass die Expression beider réhéwodopsine inVolvox
durch Licht und Temperatur reguliert wird. Da be{8ene an phototaktischen und
photophobischen Reaktionen beteiligt sind, wird di@/irkung der
Umgebungsfaktoren wie Licht und Temperatur aufEk@ressionen dieser Gene
dem Organismus helfen, auf die Veranderung im Lictd Temperatur effektiver
zu reagieren. Die Umschaltung von positiver Phaistabei Temperaturen
zwischen 20-30°C zu einer negativen PhototaxisldéC (Sakaguchi and Iwasa
1979) konnte auf eine veranderte Expression VORR1 und CHR2
zurickzufihren sein. Von diesen beiden Genen sclidR1 sensitiver und
schneller auf Licht und Temperatur zu reagieren.pbatoinduzierte Reaktionen
bei Algen sehr schnell angeschaltet werden (Kadegtyal. 2004), ist eine schnelle
Expression beteiligter Gene in diesem Prozess vamnger BedeutungCHRL
konnte deshalb eher als ein beteiligtes Gen fulidminduzierten Reaktionen in
Betracht kommen. Dieses Gen wird durch Licht negaé&guliert und seine
Expression ist sehr sensitiv gegentber VerdnderudgeUmgebungsfaktoren wie
z.B. Licht und Temperatur. I@hlamydomonas wird das Channelrhodopsin-1 als
das dominante Gen fir die photophobischen Reaktioeemutet (Berthold et al.
2008). Die hier vorliegenden Daten deuten auf &@ateiligung desCHR1-Gens
an den lichinduzierten Reaktionen hin. Inwieweédsgs Gen an phototaktischen
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und photophobischen Reaktionen belvox beteiligt ist und welche Rolle dabei
andere Gene wie z.BHR2 spielen, blieb aber unklar.

Zusammenfassend zeigt sich, d&34dR1 und CHR2 zwei Zelltyp-spezifische
Gene sind, die ausschlieflich in den Somazellenreigrt werden Diese Zelltyp-
spezifische Expression ist durch die Beteiligungr d8omazellen an
lichtinduzierten Bewegungen iVolvox zu erklaren. Die lichtinduzierten
Reaktionen wie z.B. Phototaxis andern sichVahvox in Abhangigkeit von Licht
und Temperatur (Sakaguchi and Tawada 1977; Sakagudhlwasa 1979). Die
Expressionsanalyse der Channelrhodopsine untersghtedlichen Licht- und
Temperaturbedingungen zeigte, dass die Expres&mehGene durch Licht und
Temperatur beeinflusst wird. Diese Korrelation zhisn den Veranderungen in
Phototaxis und der Expression der Channelrhodogpginete bedeuten, dass diese
beiden Gene an diesem Prozess beteiligt sind.

AuBBer der Zelltyp-spezifischen Expression beiderar@ielrhodopsine in den
somatischen Zellen als Hinweis fir ihre Beteiligumgler Phototaxis, deutet deren
entwicklungsabhéangige Expression wahrend des Lepklus in Volvox auf die
Rolle dieser Gene bei der Zelldifferenzierung hbwohl die Zellteilung in
Volvox in der Dunkelphase beendet wird, bleiben die Aeliess zum Beginn der
Lichtphase undifferenziert. Die Wirkung des Lickdsf translationeller Ebene
fuhrt zur differenziellen Proteinsynthese in Sonflape bzw. Gonidien und
anschlieBender Zelldifferenzierung (Kirk und Kir@8b). Die Untersuchung dieser
Proteinsynthese unter der Belichtung mit untersttiieen Wellenlangen konnte
zeigen, dass das Absorptionsmaximum fir die Preyethese bei 500 nm liegt,
was dem Aktionsspektrum von Channelrhodopsine &l{Kék und Kirk 1985;
Hegemann und Tsunoda 2007). Dies zusammen mit dgre&sionsmuster der
Channelrhodopsine iWolvox, die am Ende der Embryogenese stark exprimiert
werden (unter der Voraussetzung, dass das Proteih & diesem Zeitraum
synthetisiert wird), deutet darauf hin, d&8dR1 und CHR2 eine Rolle bei der
Zelldifferenzierung spielen. Diese beiden Chanroeldpsine konnten als Zelltyp-
spezifische Photorezeptoren die ProteinsyntheSomazellen kontrollieren bzw.
regulieren. Die Identifizierung weiterer Rhodopsireusammen mit der
Bestimmung ihrer Zelltyp-spezifischen Expressionstau konnte diesen
Zusammenhang zwischen der differenziellen Protetm®gse in Somazellen,

Gonidien und Rhodopsinen mehr erlautern.
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Da die Channelrhodopsine seit ihrer EntdeckungGhlamydomonas (Nagel et al.
2002; Nagel et al. 2003; Sineshchekov et al. 20@8) Kontrolle der
Neuronenaktivitat in der Neurobiologie eingesetarden, ist die Suche nach
neuen Channelrhodopsinen aus Algen mit erweiteEgenschaften wie z.B.
anderen Aktionsspektren oder grofierer Durchlassifie bestimmte lonen von
grof3er Bedeutung, was jedoch erst vor kurzem besgomurde (Nagel et al. 2005;
Zhang et al. 2007; Hegemann 2008). Die in diesdreiArneu identifizierten
Channelrhodopsine augolvox (CHR1 und CHRZ2) sind daher als geeignete
Kandidaten fir die weitere Analyse bezuglich ihrAnwendung in der
Neurobiologie zu werten. Die Bestimmung der Aktgpektren fir CHR1 und
CHR2 bzw. die Messung ihrer lonen-Transport-Akéivivare der nachste Schritt

zur Charakterisierung dieser beiden Proteine.
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5 Charakterisierung eines RNA-bindenden Proteins,
NAB1, in Volvox

5.1 Einleitung

Die GriunalgeVolvox carteri dient als Modellorganismus zur Untersuchung von
Zelldifferenzierung, Seneszenz und Phototaxis (lKimkd Harper 1986; Kirk 1997,
Pommerwille und Kochert 1982; Sakaguchi und lwa8&9) Diese Alge besitzt
nur zwei Zelltypen, ndmlich Gonidien (reproduktiellen) und Somazellen.
Diese beiden Zelltypen unterscheiden sich hingathtlihrer Morphologie,
Physiologie, Zellgré3e, Protein- und Genexpressiwsser (Starr 1969, 1970;
Kirk und Kirk 1983, 1985; Kirk et al. 1993; Tam uifatk 1991; Nematollahi et al.
2006). Die 2000-3000 kleinen Somazellen, die an dberflache denNolvox-
Sphéaroid lokalisiert sind, besitzen zwei Flagellemen Augenfleck und im
Vergleich zu Gonidien einen kleinen Chloroplastere Somazellen sind auf die
Bewegung und Phototaxis spezialisiert (Hoops 1998,7) und sind nicht in der
Lage sich weiter zu teilen und sterben nach einene@tion durch einen
programmierten Alterungsprozess (Pommerwille uncchéot 1981, 1982). Im
Gegensatz zu den Somazellen teilen sich die Goanidied bilden neue
Generationen. Die Gonidien besitzen einen grol3dor@plasten, der die nétige
Energie fir Wachstum und Teilung bereitstellt.

Neben einer Reihe von Genen, die differenziell @dben Zelltypen exprimiert
werden (Tam und Kirk 1991; Nematollahi et al. 2Q0é)terscheiden sich ihre
Proteinmuster stark (Kirk und Kirk 1985;). Es sibpereits einige Gene bekannt,
die entweder starker in Somazellen oder in Gonidigarimiert werden. Tam und
Kirk zeigten 1991, dass 19 Gene starker in den @emiexprimiert werden,
wahrend zwolf weitere Gene vermehrt in den Somezedkprimiert werden. Die
Expressionsanalyse der 19 Gonidien-spezifischere ®@gihrend des asexuellen
Lebenszyklus vorMVolvox konnte zeigen, dass nur eines dieser G
wahrend der Embryogenese, die weiteren 18 dagegegmeWrt nach der
Embryogenese bzw. wahrend der Freisetzung und meifier jungen Kolonien
exprimiert werden (Tam und Kirk 1991). Die weit€harakterisierung dieser 18

Gene zeigte, dass 16 dieser Gonidien-spezifischeme Gin der Photosynthese
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beteiligt sind. Die Aminosduresequenzen von dreeseli Gene zeigten
Homologien zu den Proteinen des LichtsammelkomglexX@EE3 (oxygen-
evolving enhancing protein 3),HCA (light-harvesting complex protein A) und
FNR (ferredoxin-NADP+ reductase) kodieren Chloroplestgine, die an der
Photosynthese beteiligt sind (Choi et al. 1996;ddeer et al. 1999). Diese in der
Thylakoidmembran lokalisierten Proteine sind veramtlich fir die Absorption
der Lichtenergie und deren Weiterleitung zum Liebktionszentrum der
Photosynthese (Jansson 1994; Kargul und Barber)2008

Auf der Suche nach weiteren zellspezifisch expnitare Genen inVolvox
untersuchten Nematollahi et al. (2006) einen Pooh vi0 Genen auf ihre
zellspezifische Expression. Die Analyse zeigte,sda8 Gene eine signifikante
Expressionsdifferenz (hoher als Faktor zwei) zwascklen Somazellen und den
Gonidien aufweisen. 16 dieser Gene werden Uberwegge den Somazellen
exprimiert, wahrend zehn weitere Gene ein hohergzrdssionsniveau in den
Gonidien aufweisen. Unter den letzteren befindeh siasNAB1-Gen, dessen
Expression in den Gonidien um mehr als den Fakier gegeniber den
Somazellen erhoht ist.

Das zum ersten Mal i€hlamydomonas charakterisierte RNA-bindende Protein
NAB1 (putative mcleic a&id binding protein) ist an der posttranskriptionellen
Regulation der Lichtsammelkomplex-Proteine des &stems Il (LHCII-
Komplex) beteiligt (Mussgnug et al. 2005). Durck dinalyse der EST-Sequenzen
von Chlamydomonas konnten bereits neun LHCII-IsoformenLHCBML,
LHCBM2, LHCBM3, LHCBM4, LHCBMS5, LHCBM6, LHCBMS8, LHCBM9 und
LHCBML11) identifiziert werden (Elrad et al. 2002; Elraddu@rossman 2004). Die
Expression dieser Gene auf Proteinebene konntealfér auRerLHCBM11,
nachgewiesen werden (Stauber et al. 2003). Der I&ehg der
Aminosauresequenzen der LHCBM-Proteine erbrachtenenei starken
Konservierungsgrad dieser Proteine, kleinere Sequdarschiede sind
Uberwiegend im N-terminalen Bereich zu finden. Zrarer sehr ahnlichen
Sequenzen wird vermutet, dass jedes dieser Pradaieespezifische Funktion im
LHCII-Komplex besitzt (Elrad et al. 2002). Die pwwanskriptionelle Regulation
der LHCBM-Gene geschieht durch die Bindung des NAB1 an daasskript der
LHCBM-Gene. Der cytosolische Translationsrepressor NARtjuestriert die

LHCBM-mRNAs in  sub-polysomalen = mRNP-Komplexen (messenger
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ribonucleoprotein complex) und verhindert dadutate iTranslation (Mussgnug et
al. 2005; Wobbe et al. 2008). NAB1 besitzt zwei RhNiAdende Domanen,
namlich CSD (cold shock domain) am N-Terminus urRIVR(RNA recognition
motif) am C-Terminus. Die Kombination dieser Doménst wahrscheinlich fur
die spezifische Erkennung detHCBM-mRNAs und darauf folgende
Translationsblockierung entscheidend (Mussgnud €085).

Im Gegensatz zuChlamydomonas besitzt Volvox zwei Zelltypen mit
unterschiedlichen Photosyntheseaktivitaterivatvox sind die photosynthetischen
Aktivitaten in Somazellen deutlich geringer als @onidien, was durch die
verminderte Expression der an der Photosynthes#ligetn Gene und der daraus
folgenden Blockierung der Photoynthese in diesetitypeerklart werden kann.
Der Schlisselregulator dieses Prozesses ist dasAREGmatic regenerator)
Protein, welches mit Hilfe einer DNA-bindenden VARIomane in der Lage ist,
an Gene zu binden, die an der Photosynthese é&teailsind und deren Expression
in den Somazellen zu blockieren (Kirk et al. 1989&issner et al. 1999; Duncan et
al. 2006; Duncan et al. 2007). Durch die Aktivit@in REGA in den Somazellen
wird die Biogenese der Chloroplasten blockiert, wafirscheinlich auch mit dem
Beginn der programmierten Alterungsprozesse zusarhamgt (Kirk et al. 1999;
Meissner et al. 1999; Pommerwille und Kochert 1982ksierend auf diesen Daten
konnte ein Teil der Zelldifferenzierung iNolvox auf eine unterschiedliche
Regulation der Photosynthese in beiden Zelltypemickzufihren sein. Bei der
Zelltyp-spezifischen Regulation der Photosyntheséolvox konnte eventuell der
cytosolische Translationsrepressor NAB1 beteilgjhsUm mehr tber die Rolle
des NABL1 bei der Regulation der Photosynthese m&zellen und Gonidien zu
erfahren, wurde im Rahmen dieser Arbeit dé&B1-Gen kloniert und néher

charakterisiert.
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5.2 Material und Methoden

Volvox-Stamm und Kulturbedingungen

Der verwendeteEvel0 Stamm (Wildtyp) vonV. carteri f. nagariensis wurde
freundlicherweise von Herrn David Kirk (Washingtoniversity, St. Louis, MO)
zur Verfigung gestellt. Der Stamm wurde Wolvox-Standardmedium (SVM)
(Provasoli und Pintner 1959) kultiviert. Ein synohes Wachstum konnte durch
konstante Bellftung bei 28°C im 8 Stunden Dunkdlé /Stunden Licht- (10,000
Lux)-Rhythmus erzielt werden (Starr und Jaenické4)9Stammkulturen wurden
in Reagenzglasern mit 10 ml SVM gehalten und naoér €5eneration in frisches
Medium Uberimpft. Fir die DNA- und RNA-Isolierunguvden die Algen in 10 |
Kolben steril Gberimpft und bis zu einer Dichte v&#8 Algen pro ml synchron

kultiviert.

DNA-Isolierung

Fur die DNA-Isolierung wurde das DNeasy Plant MKit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Dafur wurden die Algen zuerst auf eidd®® pum Sieb aufkonzentriert
und dann in flissigem Stickstoff eingefroren. Ardmglend wurden die
gefrorenen Algen mit einem Minipistill zerkleineuhd die DNA wurde nach
Angaben des Herstellers isoliert.

Fur die Isolierung gréRerer Mengen an DNA wurde did@AB-Methode
verwendet (Murray und Thompson 1980; Saghai-Marebfal. 1984). Nach
Zugabe von 10 ml CTAB-L6sung [150 mM Tris-HCI (pkD8 1,05 M NaCl; 15
mM EDTA (pH 8,0); 1,5% (w/v) CTAB und Zugabe von5% (v/v) B-
Mercaptoethanol unmittelbar vor dem Gebrauch] aOf rhl in Stickstoff
gemorserte Algen wurde die Mischung 1-2 Stundeerwstéindigem Schitteln bei
60°C inkubiert. Anschliel3end wurde die Zellsuspem$ min auf Eis abgekihlt
und nach der Zugabe von 15 ml Chloroform/Isoamyliatk (24:1) 20 min lang
wiederholt invertiert. Nach Zentrifugation bei 21@0flir 30 min wurde die
wasserige Phase abgenommen, mit 20 pl RNAse (1ongérsetzt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Fallung der DNA erfolgterda Zugabe von einem

Volumen Isopropanol (-20°C) und einer anschlie3end&0-mindtigen
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Zentrifugation bei 12.000 g. Das Pellet wurde dameimal mit 70% EtOH (-
20°C) gewaschen und in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) aunfgnmen. Die
Konzentration und die Qualitait der DNA wurden atiefend mittels
Agarosegelelektrophorese und photometrischer Alisoigmessung bei einer
Wellenlange von 260 und 280 nm (GE Healthcare, digpsSchweden) bestimmt.

RNA Isolierung

Die eingefrorenen Algen wurden im Moérser fein zeikért und die RNA wurde
unter Verwendung von Tri-Reagent isoliert (Sigmahaih, St. Luis, MO). 1 ml
fein gemoarserte Algen wurden zuerst in 10 ml Traent und 3 ml Chloroform
aufgenommen und gemischt. Nach Zentrifugation Bedd0 g fur 15 min bei 4°C
wurde die RNA durch Zugabe von Isopropanol zu dasserigen Phase gefallt,
zweimal mit 70% EtOH gewaschen und anschlieBenBNiase-freiem Wasser
(behandelt mit 0,1% Diethylpyrocarbonat) aufgenomnigie Quantifizierung der
RNA erfolgte mit Hilfe eines RNA-Formaldehyd-Agaegels und
photometrischer Absorptionsmessung bei einer Wéitgye von 260 und 280 nm

(GE Healthcare, Uppsala, Schweden).

Standard PCR

Die Standard PCR-Reaktionen (1x PCR Puffet)rits Tag-DNA-Polymerase,
100 uM je dNTP, 1 puM je Primer und ~ 100 ng DNA)rden in 25 pl-Mal3stab
im sterilen 0,2 ml-PCR-GefalRen angesetzt. Die Afkplion erfolgte mit
folgendem Programm: 3 min bei 94 °C, 40 Reaktioklery(30 s bei 95°C, 3 min
bei 55°C und 2 min bei 72°C) und anschliel3end 7bmiry2°C.

Standard RT-PCR

Fur die reverse Transkription (RT) wurde 1 pg GdsaiMA von Volvox

eingesetzt. Das Umschreiben d&AB1-mRNA in cDNA erfolgte unter
Verwendung des Primers ON15048 (5-CAACTGTCCCTCAATAG; Siehe
8.2) und der Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV)eRersen Transcriptase
(Promega). Die Reaktionszeit betrug eine Stunde BH@iC und wurde

anschlieBend durch eine 15-minitige Inkubation@a8iC gestoppt. 10 pl dieses
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Ansatzes wurde dann als Template fir die Amplifd@tder cDNA in einer
Standard-PCR eingesetzt.

Real Time RT-PCR

Nach der Isolation von Gesamt-RNA vbdfolvox wurde die RNA mit DNase |
(Promega) behandelt, um die Amplifikation genomesddNA wahrend deReal
Time RT-PCR auszuschlieRen. Zu diesem Zweck wurde RINA mit 5 Units
DNase | unter Verwendung von DNAse-Puffer (20 mMs;TpH 8.4, 2 mM
MgCl,, 50 mM KCI) versetzt. DieReal Time RT-PCR wurde mit Hilfe des
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kits von Qiagen duethigrt. Als Template
wurde 300 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Zusatzlich eam demplate beinhaltete
jeder Reaktionsansatz je 0,8 uM der Primer, 12 3xpQuantiTect SYBR Green
RT-PCR Master Mix und 0,25 pl QuantiTect RT Mixemem Gesamtvolumen
von 25 pl.

Alle Messungen wurden in drei Parallelansatzen ltyetiihrt. Zwei zusatzliche
Ansatze (einmal ohne Zugabe von RNA und einmal cfugabe von Reverser
Transkriptase) dienten als Negativ-Kontrollen. Diémplifikation der
SpleiBvariante 1 de®NAB1-Gens wurde durch den Einsatz des Primerpaars
ON14887 (5-GGAACCGTGAAGTGGTTCAAC) wund ON14888 (5'-
CCTCAACCTCAAACTCGACG) durchgefuhrt (Siehe 8.2). DipleiRvariante 2
wurde mit dem Primerpaar ON14887 (5-GGAACCGTGAAGITTCAAC)
und ON15233 (5-CAATAACGACGTGTTGTGCAAAGC) amplifieit (Siehe
8.2). Das Primerpaar ON15010 (5-TGAGAAGACGTACGAG®T) und
ON15011 (5-CCTCCATGCCGATTAGGCTA) diente zur AmjKdtion des
101-bp langenAktin-Fragments, welches als Referenz in diesem Expatime
verwendet wurde. Di®ne Step Real Time RT-PCR wurde anhand des folgenden
PCR-Programms in eineiReal Time Cycler (DNA Engine Opticon Continuous
Fluorescence Detection, MJ Research, Waltham, MAghefihrt: 30 min bei
50°C (fur die cDNA-Synthese), 15 min 95°C Vorlaufndu 40
Amplifikationszyklen (95°C fur 20 s, 55°C fur 30und 72°C fir 40 s). Das
relative Expressionsniveau wurde mit Hilfe danC—Methode unter der
Verwendung de®ktin-Gens als Referenz bestimmt (Bustin 2000; Pfaffd120
Nematollahi et al. 2006).
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Nothern Blot

8 pg Gesamt-RNA wurde auf einem 1,5%igem Formaldekyarosegel
aufgetrennt und auf eine positiv geladene MembRaotlie, Germany) geblottet.
Anschliel3end wurde durch eine 3-mindtige Inkubation UV-Crosslinker die
RNA auf der Membran fixiert. Die Prahybridisierumgirde fir 2 Stunden bei
42°C in ,DIG Easy Hyb“-Losung (Roche, Germany) dgefihrt. Unter
Verwendung des ,PCR DIG Labeling Mix“-Kits (Roch&ermany) und des
Primerpaars ON15047 (5-CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG) undN13048
(5-CAACTGTCCCTCAACATCCG) wurde eine 817-bp-lange@markierte
NAB1-Sonde hergestellt (Siehe 8.2). Die Membran wurdend mit der
denaturierten Sonde (20 ng Sonde pro Hybridisiesi@isgng) Uber Nacht
hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde die Maman einmal mit 2x
SSC/0,1% SDS bei RT fur je 5 min und zweimal mitx0SSC/0.1% SDS bei
52°C fur jeweils 20 min gewaschen. Die Detektiofolgte mit Hilfe eines
Antikorpers gegen DIG, an dem zugleich eine alkhksPhosphatase gebunden
ist, unter Verwendung von Nitroblau-Tetrazoliumaido(NBT) und 5-Brom-4-

chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) nach HerstelleraregafRoche, Germany).

Southern Blot

Nach dem Verdau von 12 ug DNA nttincll wurden die DNA Fragmente in
einem 1%igem Agarose-Gel aufgetrennt und auf eylerinembran (Hybond-N;
Amersham Bioschiences) ubertragen und durch eiteebihandlung (30 min bei
120°C) auf der Membran fixiert (Sambrook et al. 99®ie 578-bp-lange DIG-
markierte NAB1-Sonde wurde unter Verwendung des PCR DIG Labdling
Kits (Roche, Germany) wund des Primerpaars ON1504B- (
CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG) und ON14888 (5'-
CCTCAACCTCAAACTCGACG) amplifiziert (Siehe 8.2). Die
Prahybridisierung, die Hybridisierung und alle Westhritte erfolgten nach
einem Standard-Protokoll (Sambrook et al. 1989 Detektion erfolgte mit
Hilfe der Anti-DIG-Antikorper konjugiert mit alkadcher Phosphatase unter
Verwendung des Chemolumineszenz-Substrats CDP @Rache Applied

Science).

58



NAB1-Gen inVolvox

Klonierung desNAB1-Gens und vonNAB1-cDNA

Die Klonierung desNAB1-Gens erfolgte durch die Verwendung des Primerpaars
ON15043 (5'-CCGTGGATATGGAAGGTATTG) und ON15046
(5-TAGTCGACGGAGTAAGCGAG) in einer Standard PCR-R&an (Siehe
8.2). Als Template wurde genomische DNA dafvox-Linie EvelO verwendet.
Das 4882 bp lange Fragment wurde dann in dertooiRV geschnittenen pKS(+)
Bluescript Il Vektor kloniert und von beiden Seitsgquenziert.

Das Primerpaar ON15047 (5'-CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG)duBN15048
(5-CAACTGTCCCTCAACATCCG) wurde zur Amplifikationedt NAB1-cDNA
verwendet (Siehe 8.2). Durch eine Standard RT-P@dRdie Verwendung von 1
Mg RNA konnte die 817-bp-lange cDNA vowABl amplifiziert werden. Die
cDNA wurde nach der Klonierung in den niicoRV geschnittenen pKS(+)

Bluescript Il Vektor von beiden Seiten sequenziert.

Separation von Gonidien und Somazellen

Zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Genexpressigarden Gonidien und
Somazellen voneinander getrennt. Die in 10 Litelbkén synchron gewachsenen
Algen wurden vor der ersten Zellteilung durch e Jum Sieb aufkonzentriert.
Nach der AufschlieBung deNolvox-Spharoide mit Hilfe eines Dounce-
Homogenizator wurden die zwei Zelltypen unter Zwgaon 7% Percoll
voneinander getrennt (Sigma-Aldrich, St. Luis, M8gmatollahi et al. 2006).

Induktion der sexuellen Entwicklung

Zur Erzeugung des Sex-Induktors wurde der méannigfaenm69-1B zuerst 100
min bei 42°C und anschlie3end 20 min bei 45°C imgl{Kirk und Kirk 1986).
Durch diesen Hitzeschock schalten die Algen vonxuwléen in den sexuellen
Lebenszyklus um und produzieren den Sex-Indukt@chNder Freisetzung des
Sex-Induktors ins Medium wurde dieses Medium stétilert. 70 ml von diesem
Medium wurde dann zur Induktion der in den 10 Lit€éolben synchron

gewachsenen Weibchen-Liriel0 beim Release eingesetzt.
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Datenbank-Analysen

Die Identifizierung der LHCBM-Gene in  Volvox-EST-Datenbak
(http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/runAlignment?dbaival &advanced=1

erfolgte  anhand der Aminoséauresequenz vobHCBM-Genen von
Chlamydomonas (Elrad et al. 2002; Elrad und Grossman 2004) urter
Verwendung von tBLAStn (Altschul et al. 1990).
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5.3 Ergebnisse

5.3.1 NAB1-Gen ausVolvox

Unter den im ersten Teil dieser Arbeit untersucl@men befand sich ein 122 bp
langes Fragment, das Gonidien-spezifisch exprimientde (Nematollahi et al.
2006). Dieses Fragment gehorte zu deAB1-Gen vonVolvox, welches anhand
der Homologie zu dem NAB1 vo@hlamydomonas (Mussgnug et al. 2005) in
Kombination mit der frei zuganglicheWolvox-Genomsequenzen vom JGI

(http://genome.jqi-psf.org//VVolcal/Volcal.home.html identifiziert und

amplifiziert wurde (Abbildung 5-1). Nach der Klonimg in den mitEcoRV
geschnittenen pKS(+) Bluescript Il Vektor wurde séie Fragment von beiden
Seiten sequenziert. Daruiber hinaus wurde unterV@éewendung der Gesamt-
RNA von Volvox die cDNA vonNAB1-Gen amplifiziert, welche 56 bp vor dem
Startcodon begann und 32 bp nach dem Stopcodoreerdierch den Vergleich
der Sequenz des 4882 bp langen genomisbhiAd1-Fragments und der Sequenz
der 817 bp amplifizierten cDNA konnte dann die genkxon-Intron-Struktur des
NAB1-Gens ermittelt werden.

A B C D

5— 09— 33— , 5—

3— 0,7 — X g 3T

2= — 2— N
0,5 g — g

g — 0,3 =— 0,5 =— 1_-_,_-*_

Abbildung 5-1: Identifikation des NAB1-Gens inVolvox.

A. Durch genomische PCR konnte ein 4882 bp grol3aprignat amplifiziert werden, welches das
vollstdndige NAB1-Gen beinhaltet. Zusétzlich zum kodierenden Beredds NAB1-Gens
beinhaltet dieses Fragment 1177 bp, die sich vor 8&artcodon, und 1018 bp, die sich nach dem
Stopcodon (VTR) befinden.B. Das 817 bp groRe cDNA-Stiick voRAB1-Gen konnte anhand
einer RT-PCR amplifiziert werderC. Die Northern-Blot-Analyse ergibt fir disSAB1-mRNA
eine Lange von 2,3 kb. Die Detektion der mRNA afel durch den Einsatz des mit DIG
markierten 817 bp groRen cDNA-Fragmenfe@sDie Kopienzahl dedlAB1-Gens konnte anhand
der Southern-Blot-Analyse nachgewiesen werden.S&lsde wurde ein 578 bp langes Fragment
desNAB1-Gens mit DIG markiert und mit 12 pg ntiincll verdaute®Volvox-DNA hybridisiert.
Die Zahlen zeigen die GroRe in Kilobasen (kb).
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DasNAB1-Gen (vom Start- bis zum Stopcodon) ist 2687 byg land besteht aus
sechs Exons und funf Introns. Der codierende BeréesNAB1-Gens ist 729 bp
lang. Trotz dieses kurzen Kodierungsbereichs istldinge der mRNA ungefahr
2,3 kb grol3, was auf den langen 3'UTR-Bereich 8.68) zurlckzufiihren ist,
der durch EST-Datenbankanalyse und Northern-Blatdbgt werden konnte
(Abbildung 5-1). Die BLASTn Analyse degolvox-Genoms und die Southern-
Blot-Analyse zeigten, dass nur eine Kopie @d&&B1-Gens imVolvox-Genom
(lokalisiert in Scaffold 1 der Genomassemblierumg dolvox-Genomsvon JGI
mit dem Protein ID 78979) vorhanden ist (Abbildud).

Das offene Leseraster voWABL kodiert fur ein 242 Aminosaure-langes Protein
mit einem Molekulargewicht von 26 kDa. Dieses Protédesitzt zwei
Nukleinsédure-Bindedomanen: eine Kéalteschock-Dom@&@®D) am N-Terminus
(Aminosaurereste 7 bis 73) und ein ,RNA Recognitdotif (RRM) am C-
Terminus (Aminosaurereste 167 bis 236). Die Seqeeatitat zwischeVolvox-
NAB1 und Chlamydomonas-NAB1 betragt 87,8% Uber 247 Aminosauren und
ihre Ahnlichkeit liegt bei 97,1% Uber 247 Aminoséni(Abbildung 5-2).

FRGY2 EAEASEPEPVPQPESEPEIQKPGIAAARNQANKKVLA EVRNEVEEINR 60
NABL1-CR SOLRe0 SATKEFEEITP 25
NABL1-VC SOLReR SATKEFEEITP 25
FRGY2 NDTK [EVEEEJAIKKNNPRKAEEVGIEETYEEDY Y EEE KE-AE MANY VPVKHES 119
NABL-CR GGGG [ aVAOININSEG---F GELRES:V VeV EACPIERSH: AAPEE- 80
NABL-VC EGGG [SFpVaOININSDG---F L RESEAYS:EYEACPIERSH] SAPEE- 80
FRGY2  -RF ENFEREERRFYRPRADTAG [EEEVSPEOMSEERREE TSPQOERRRPEF 178
NABL-CR  -- P RN - — G (RERGR---AR [EARG YAAAY GROMAPVEG 119
NABL-VC - P RN - — G RRERGR---AR [EARRAYAA-YG (VPP MG 118
FRGY2 RRR [ERRGRPNNQQNQGAEVTEQSENK ALAZEDDPQRPPPRRFRQR 238
NABL-CR -F [[gPAOZTGRGRGRGG--------- RGGAM [ZAMQGVNE------------- VAY SGM 154
NABL-VC -F | [fPA0FTGRGRGRGR--------- felen Y N FElelc] Yle) omm——— MPY &Gl 150

FRGY2 ERPAPQ €GDGEAKAESG[ERPEPQORNRPYVRRRQGA TAJEEGKAEP 298
NAB1-CR EMGGVGNAEEPSGLQVVVH SCQVRKDHFKERVER--AD\VYRVIERSRGFG 212
» PIIG ) R VY DAWe

NAB1-VC IPG-GLE EPSGLQVVVH SCQVIeRKDHFKERVER--AD RSRGFG 207
FRGY2 QHPAS|IEGTPSDSPTDDGAPVQSSAPDPGIADTPAPE 336
NAB1-CR RFTTHEDAATACDKLNNSQIDGRTISVRLDRFA--- 247
NAB1-VC RFATHEDAAQACEKMNNSQIDGRTISVRLDRFE--- 242

Abbildung 5-2: Alignment zwischenVolvox-NAB1, Chalmydomonas-NAB1 und FRGY2.
DasAlignment stellt die Sequenzverwandtschaft zwischen NAB1 Voiwvox (NAB1-VC), NAB1
von Chlamydomonas (NAB1-CR) und FRGY2 vonXenopus leavis. Die zwischen allen drei
Proteinen konservierten Aminosauren sind mit weiBechstaben auf schwarzem Hintergrund
markiert. Die zwischen den NAB1-Sequenzen Wmivox und vonChlamydomonas identischen
Aminosauren sind mit schwarzen Buchstaben auf gnadmtergrund dargestellt.
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NABL1 ist auRerdem auch homolog zu FRGY2 Wanopus leavis. FRGY?2 ist ein
MRNA-bindendes Protein, das ebenfalls eine KalteeSk-Domane (CSD)
besitzt. Dieses Protein kontrolliert die mMRNA-Exgsi®n in Xenopus leavis
mittels Translationsrepression (Matsumoto et a@6)9Die Homologie zwischen
NAB1 und FRYG2 ist besonders am N-Terminus hoch, ds CSD-Domane
liegt. Die Analyse de¥olvox-Genoms durch eine tblastn-Suche (Proteinsequenz
verglichen mit der Ubersetzung aller sechs Leseemhminer DNA-Sequenz)
konnte zeigen, dass im gesamisivox-Genom NAB1 das einzige Protein mit
einer CSD-Domaéne ist. Es konnte nur ein homologetelr zu NAB1 inVolvox
identifiziert werden, das allerdings zwei RRM-Doraaraufweist. Dieses Protein
(JGI Protein 1D:109965) ist homolog zu GBP1 (G mtidinding-protein 1), ein
»1elomere DNA-binding Protein* au€hlamydomonas (Abbildung 5-3; Petracek
et al. 1994).
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Abbildung 5-3: Alignment zwischenVolvox-GBP1, Chalmydomonas-GBP1.

Die Sequenzverwandtschaft zwischen GBP1 wvdolvox (GBP1-VC) und GBP1 von
Chlamydomonas (GBP1-CR) ist dargestellt. Die konservierten Ansidioren zwischen GBP1-VC
und GBP1-CR sind mit wei3en Buchstaben auf schwatdmtergrund markiert. Die zwei RRM-
Domaénen sind gekennzeichnet.
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Die starke Homologie zwischen NAB1 vorfolvox und Chlamydomonas lasst
vermuten, dass NAB1 ivolvox auch als RNA-bindendes Protein eine Rolle
spielt. In Chlamydomonas wurde in nabl-Mutanten, in denen daNAB1-Gen
mittels Plasmid-Mutagenese ausgeschaltet war, leiiteere Chlorophylimenge
nachgewiesen, was durch die Bindung von NAB1 anntiRNA der LHCBM-
Gene und die dadurch verminderte Expression Wd&tCBM-Gene in
Chlamydomonas begriindet liegen kénnte (Mussgnug et al. 2005; Mgoét al.
2008). Zur Analyse der Regulation deHCBM-Gene durch NAB1 involvox

wurden zunachst diese Genéviolvox identifiziert.

5.3.2LHCBM-Gene inVolvox

Zur Identifizierung del.HCBM-Gene inVolvox wurde eine tBlastn-Suche mit
den Aminosauresequenzen der LHCBM-Proteine @alsamydomonas in der
Volvox-EST-Datenbank von JGI (http://genome.jgi-
psf.org//Volcal/Volcal.home.html) durchgefihrt. Blurdiese Suche konnten 14
LHCBM-Gene identifiziert werden. Neun dieser Gene wurdsach den
Chlamydomonas LHCBM-Genen,LHCBM1 bis LHCBM6, LHCBMS8, LHCBM9
und LHCBM11, benannt (Elrad et al. 2002; Elrad und GrossmaddR0Diese
Namensgebung erfolgte anhand der Homologie zwisdltié@BM-Gene von
Volvox und Chlamydomonas. Weitere LHCBM-Gene wurden danihHCBM?7,
LHCBM10, LHCBM12, LHCBM13 und LHCBM14 benannt (Abbildung 5-4). Die
LHCBM-Gene vonVolvox kodieren fur kleine Proteine, welche zueinandér se
ahnlich sind. Der Unterschied zwischen diesen Rreteliegt Uberwiegend im N-
terminalen Bereich (Abbildung 5-4). LHCBMS5 ist nmi&70 Aminosauren das
langste Protein, LHCBM14 mit 223 Aminosauren daz&éte.
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Abbildung 5-4: Sequenzvergleich der identifizierterlLHCBM-Proteine aus Volvox.

Die 14 LHCBM-Proteine wurden anhand eines VergkiderVolvox-EST-Datenbank von JGI
mit den Sequenzen von LHCBM-Proteinen &isamydomonas identifiziert. Der C-Terminus ist
bei allen LHCBM-Proteinen konserviert und sie ustbeiden sich Uberwiegend im N-Terminus
voneinander. Dag\lignment dieser 14 Proteine augolvox (VC steht firVolvox carteri) und
LHCBM®6 von Chlamydomonas (CR steht fuiChlamydomonas reinhardtii) wurde dargestellt. Die
Informationen Uber Protein-ID, Lokalisation Wolvox-Genom und die EST-Unterstitzung sind
wie folgt: LHCBM1 (Protein-ID: 73821, Lokalisation: Volcal/scaffolD:1319806-1321354,
EST: JGI_CBGW447); LHCBM2 (Protein-ID: 109135, Lokalisation:
Volcal/scaffold_24:1392184-1394017 , EST: JGI_CBH@22); LHCBM3 (Protein-ID: 81675,
Lokalisation: Volcal/scaffold 26:1196340-119850&TE JGI_CBGW389)LLHCBM4 (Protein-
ID: 84135, Lokalisation: Volcal/scaffold 74:2036205774, EST: JGI_CBHO029302);
LHCBM5 (Protein-ID: 110088, Lokalisation: Volcal/scaffofth:179508-182328, EST:
JGI_CBGW548); LHCBM6 (Protein-ID: 84533, Lokalisation: Volcal/scaffo@B:298005-
298647, EST: JGI_CBGZ17059); LHCBM7 (Protein-ID: 77072, Lokalisation:
Volcal/scaffold_60:204798-210095, EST: JGI_CBHA1B12HCBMS8 (EST: JGI_CBGW445);
LHCBM9 (EST: JGI_CBH029302); LHCBM10 (Protein-ID: 81918, Lokalisation:
Volcal/scaffold_31:196174-198031, EST: JGI_CBHOZj23HCBM11 (Protein-ID: 80470,
Lokalisation: Volcal/scaffold_12:1325540-1327199,STE JGI_CBGZ12971); LHCBM12
(Protein-ID: 109843, Lokalisation: Volcal/scaffoRl:414915-416662, EST: JGI_CBGY548);
LHCBM13 (EST: JGI_CBGZ14110;HCBM14 (EST: JGI_CBGY542).
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Im Gegensatz zu dem LHCBMS5, das den langsten N-iheisrbesitzt, sind die N-
Termini von LHCBM13 und LHCBM14 die kirzesten. Dianf LHCBM-
Proteine, LHCBM1, LHCBM3, LHCBM4, LHCBM6 und LHCBMS9sind
einander ahnlicher im Vergleich zur nachsten Grupestehend aus LHCBM2,
LHCBM7, LHCBMS, LHCBM10, LHCBM11, LHCBM12 (Abbildug 5-4).
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Abbildung 5-5: Das CSDCS-Motiv inLHCBM-Genen vonVolvox.

Die Aktivitdt derLHCBM-Gene wird durch NAB1 reguliert. Das NAB1 bindetdia mRNA von
LHCBM-Genen innerhalb einer Konsensussequenz (CSDCS)s Bhgnment dieser
Konsensussequenzen vibHCBM6 von Chlamydomonas und del. HCBM-Gene vorolvox zeigt
eine hohe Ubereinstimmung. Die markierten Bereigigen die CSD-Konsensussequenz.

In vitro-Analysen konnten bereits zeigen, dass NAB1 @mhamydomonas an
LHCBM6-mRNA bindet und die Expression dieses Genes velanin Anhand
einer mMRNA-Konsensussequenz (CSDCS), die inLd&iBM Genen konserviert
geblieben ist, bindet NAB1 an die mRNA deHCBM-Gene, wodurch die
Expression derLHCBM-Gene in Chlamydomonas vermindert wird. Dies
geschieht durch Sequestrierung der mRNA in eindnpslysomalen mRNP-
Komplex (messenger ribonucleoprotein complex) uret @lockierung der
Translation del.HCBM-Gene (Mussgnug et al. 2005; Wobbe et al. 20083. Di
Suche nach der Konsensussequenz inLdllDBM-Genen vorVolvox anhand der
Konsensussequenz v&hlamydomonas zeigte, dass diese lHCBM-Gene von
Volvox ebenfalls vorhanden ist. Diese Konsensussequemg innerhalb des
codierenden Bereiches und dessen Distanz zu Startdeetragt zwischen 187 bp
beim LHCBM1-Gen bis zu 346 bp beiltHCBM5-Gen. Abbildung 5-5 zeigt das

66



NAB1-Gen inVolvox

Alignment zwischen dem.HCBM®6-Gen vonChlamydomonas und denLHCBM-

Genen vorVolvox mit markierter Konsensussequenz.

5.3.3 Differenzielles SpleiRen deSAB1-Gens

In der Volvox-EST-Datenbank des JGI  htp://genome.jqgi-
psf.org//Volcal/Volcal.home.htinlvurden zwei cDNA-Sequenzen vowABl-
Gen identifiziert (JGI_CBGZ22225.fwd und JGI_CBGZA8d.fwd), die auf

differenzielles Spleil3en dieses Genes hindeut®as.differenzielle Splei3en ist

eine der wichtigsten regulatorischen Mechanismen Zfdle, bei dem durch
unterschiedliche Spleil3varianten die Expression died Aktivitat von Genen
reguliert werden kann (Sharp 2005; Xing und Lee&20hsgesamt konnten zwei
Spleilvarianten fUNABL1 gefunden werden. Wéahrend die erste Spleil3variante
(NAB1V1) fur NAB1 mit zwei RNA-Bindenden-Doménen $O und RRM)
kodiert, fuhrt die Retention des ersten Intronss(ttdron wird als Exon gelesen)
bei der SpleiBvariante 2 (NAB1V2) zu einer klUrzeMariante ohne RRM-
Doméane, da infolgedessen das offene Leseraster eimiém frihzeitigen
Stopcodon beendet wird (Abbildung 5-6; Anhang 8.2).

A ATG TGA

Abbildung 5-6: Der Struktur von NAB1-Gen und NAB1-Protein.

A. Dargestellt ist die Exon-Intron Struktur der enst®pleil3variante vomWNAB1-Gen. Das Gen
besteht aus 6 Exons und 5 Introns. Die StrukturRteteins mit zwei CSD- und RRM-Doménen
ist ebenfalls gezeigB. Bei der zweiten SpleiRvariante wird das ersteolntals Exon gelesen und
das offene Leseraster endet mit einem frihzeiti§opcodon. Diese Variante kodiert fir ein
kleineres Protein, das nur die CSD-Domane entlAdls, Startcodon; TGA, Stopcodon; N, N-
Terminus; C, C-Terminus; Zahlen stehen fiir die Namerung der Aminosaurereste.
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Die Ladnge des NAB1V2 betragt 114 Aminosauren, inrgleach zu den 242
Aminosauren langen NAB1V1. Aullerdem ist die CSD-Bom bei dem
NAB1V2 in einigen Aminosauren (Aminosaurereste 3i8 B5) verandert
(Abbildung 5-7).

NAB1-V1
NAB1-V2
csD
70 80 g 100 110 120
NAB1-V1 eoErsxnvBvscEBesarzerrrnrncEerERcll
NAS1-V2 ERjg--—— —GLWNSGLVEFDSFCYMDLLEPLET A
130 140 150 160 170 180
NAB1-V1
NRB1-V2
190 200 210 220 230 240
NABI-V1 LEDHFREWRVERADVVYDAWGRSREFGTVRFATREDARQRCERMNNSQIDERTISVRLDR
NAB1-W2 = —m oo mm oo -
RRM
NAB1-V1 FE
NAS1-V2 =

Abbildung 5-7: Alignment der NAB1-SpleiRvarianten

Gezeigt sind in dieser Abbildung die Aminosauresegen der beiden SpleiRvarianten mit
markierten CSD- und RRM- Doménen. Das NAB1V2 kadiér ein kleineres Protein im
Vergleich zum NAB1V1. Dieses Protein beinhaltet ndie CSD-Doméane mit einigen
Veranderungen in der Aminosauresequenz. Die Amureséste 37 bis 45 sind bei dieser Variante
umgetauscht worden.

5.3.4 Zelltypspezifische Expression dddAB1-Gens

Im Rahmen deReal Time RT-PCR-Analysen im ersten Teil dieser Dissertation
wurde dasNAB1-Gen als Gonidien-spezifisch kategorisiert (Nemakol et al.
2006). Nach der Entdeckung der zweiten Splei3vegjatie flr ein Protein mit
nur einer CSD-Doméne kodierte, war die UntersuchdeigZelltyp-spezifischen
Expression dieser SpleiRvariante von grol3em Irgerein Volvox hangt die
Regulation der Photosynthese mit der Zelldifferenaig zusammen (Kirk et al.
1999; Meissner et al. 1999). In diesem Zusammenkéangte die Untersuchung
der unterschiedlichen Expression der zwei SpleiButagn eines RNA-bindenden
Proteins wie NABL1 in beiden Zelltypen neue Hinwedgesbezuglich liefern.
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Abbildung 5-8: Die Expression der NAB1-SpleiRvarianten (NAB1V1 und NAB1V2 ) in

Somazellen und Gonidien.

Die relative Expression der beiden Spleil3variameinde durchReal Time RT-PCR gemessen.
Dafur wurden 300 ng mRNA eines jeden Zelltyps esegiet. DasAktin-Gen wurde als Kontrolle

verwendet. Rechts ist die Expression der Spleiageil in Gonidien im Vergleich zu Somazellen
gezeigt, links ist die hthere Expression der zwegpleil3variante in Somazellen im Vergleich zu

Gonidien dargestellt. Die Standardabweichung fér Mtessungen ist gezeigt.
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Abbildung 5-9: Die Expression desNAB1V1 und NAB1V2 im Vergleich zueinander in

Gonidien und Somazellen.

Die Expression voiNAB1V1 im Vergleich zuNAB1V2 ist in beiden Zelltypen, insbesondere in

Gonidien starker. Die Messung der Expression etdagit Hilfe derReal Time RT-PCR-Analyse.

Alle Messungen wurden in drei Parallelanséatzentyetiihrt.
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Fur die Untersuchung der Zelltyp-spezifischen EgpiendesNAB1-Gens wurden
Gonidien und Somazellen (Weibchen-Starinel0) vor der ersten Zellteilung
voneinander getrennt und die Expression von beRgriRvarianten durcReal
Time RT-PCR unter Verwendung deéstin-Gens als Kontrolle gemessen. Die
Messungen zeigten, dass die erste Spleil3variaetéavider ersten Studie um den
Faktor vier starker in Gonidien im Vergleich zu Sxrellen exprimiert wird.
Interessanterweise wird die zweite Splei3variatieksr in Somazellen (~Faktor
2,7) als in Gonidien exprimiert (Abbildung 5-8).eDrelativen Expressionslevel
beider SpleiRvarianten zueinander zeigten, dé&B1V1 in beiden Zelltypen
starker exprimiert wird (Abbildung 5-9), wobei deesExpressionsunterschied in

Gonidien viel starker als in Somazellen ist.

5.3.5 NAB1-Expression wahrend des Lebenszyklus vafolvox

Zur Analyse demMNAB1-Funktion wurde die Expression der Splei3variantalsl
auch der Splei3variante 2 wahrend des asexuelldrenszyklus vonVolvox
gemessen. Fur diese Analyse wurden dobvox-Kulturen Eve 10-Stamm) in
einem 8 Stunden Dunkel / 16 Stunden Licht-Rhythineis28°C synchronisiert.
Unter diesen Bedingungen betragt der Lebenszykbms\Vfolvox 48 Stunden. Die
Gesamt-RNA wurde zu folgenden Zeitpunkten isolididch der Freisetzung der
jungen Tochterkolonien aus der Mutterkolonie (Puhkind Punkt 2); kurz vor der
ersten Zellteilung (Punkt 3); wahrend der ZellteguPunkt 4); nach der Inversion
(Punkt 5); in der Wachstumsphase (Punkt 6 bis Pdnkind nach der Freisetzung
der jungen Tochterkolonien aus der Mutterkolonien® 8), was wiederum Punkt
1 entspricht (Abbildung 5-10).

Die Expression desNAB1l-Gens wurde mittelsReal Time RT-PCR zu den
erwahnten Zeitpunkten bestimmt. Alle Messungen enrdin drei
Parallelanséatzen durchgefuhrt. Als Referenz wurde Aktin-Gen verwendet,
welches wahrend des Lebenszyklus Vdalvox konstitutiv exprimiert wird
(Cresnar et al. 1990) und in friheren ExperimeraisnReferenzgen verwendet
wurde (Amon et al. 1998; Hallmann et al. 2001; kialhn 2006b; Nematollahi et
al. 2006). Die berechneten Expressionen fur allépdekte wurden in Relation
zur Expression am Punkt 1 normalisiert. Die ExpoesdesNAB1V1 nimmt nach

der Freisetzung der Tochterkolonien ab (Punkt 2 @hdund erreicht seinen
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niedrigsten Wert wahrend der Zellteilung (Punkt #).diesem Punkt ist die
Expression dedlAB1V1 im Vergleich zu Punkt 1 um den Faktor 100 reddzier
Die Expression nimmt am Ende der Inversion (Punktubd wahrend der
folgenden Wachstumsphase (Punkt 6 und 7) zu, eigigen hdchsten Stand kurz
vor der Freilassung der Tochterkolonien aus dertd&fikblonie erreicht. Das
Expressionsniveau deSlAB1V1 wurde zudem im sexuellen Lebenszyklus
untersucht. Der sexuelle Lebenszyklus Wmhvox wird durch ein 32 kDa groRRes
Protein (Sex-Induktor) eingeschaltet und dient irmgénsatz zum asexuellen
Lebenszyklus nicht nur als Fortpflanzungs- songerch als Uberlebensstrategie
in Stresssituationen (Kirk and Kirk 1986; Hallma2®03). Die Algen wurden ftr
diese Messung zum Zeitpunkt 1 mit Sex-Induktor med. Das
Expressionsmuster dégA\B1V1 im sexuellen Lebenszyklus ist bei den ersten drei
gemessen Punkten (Punkt 1, 2 und 3) identisch esseh Muster im vegetativen
Lebenszyklus. In dieser Phase nimmt die ExpresdesNABL1V1 im sexuellen
Lebenszyklus ab. Obwohl die héchste Expression NiBB1V1 im asexuellen
Lebenszyklus zum Punkt 7 (kurz vor der Freisetzdeg Tochterkolonien) lag,
wird dasNAB1V1 in sexuellen Lebenszyklus sehr stark am Ende mlersion
exprimiert (Punkt 5). Dieses Expressionslevel 506% hoher im Vergleich zum
gleichen Punkt im asexuellen Lebenszyklus.

Die Real Time RT-PCR-Analyse desNAB1V2 wahrend des asexuellen
Lebenszyklus zeigte, dass die Expression diesaaMarnach der Freisetzung der
Tochterkolonien trotz einer Senkung bei dem Punktelativ konstant bleibt.
Jedoch nimmt sie wahrend der Zellteilung (Punktd) Faktor 10 ab und steigt
wieder, wie bei der SpleiRvariante 1, am Ende dawersion (Punkt 5) und
wahrend des Wachstumsphase (Punkt 6) an. Bei deise&zung der
Tochterkolonien (Punkt 7) erreicht die Expressiast fdas gleiche Niveau wie zu
Punkt 1. Im sexuellen Lebenszyklus ahnelte das ésgownsmuster voNAB1V2
dem des asexuellen Lebenszyklus, allerdings méneistarken Anstieg um 340 %
am Ende der Inversion (Punkt 5; 20 Stunden nachndieiktion), was als Hinweis
fur die Beteiligung de®dNAB1V2 am sexuellen Lebenszyklus vdolvox gewertet
werden kann (Abbildung 5-11). Die Expressionsmubtader Spleil3varianten im
asexuellen Lebenszyklus varfolvox sind zum Teil ahnlich. Beide Gene werden
wahrend der Zellteilung sehr schwach exprimiert imd Expression nimmt am

Ende der Inversion zu. Im sexuellen LebenszyklusvVatvox werden beide
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SpleiRvarianten am Ende der Inversion (Punkt S)stéker als im Vergleich zum

asexuellen Lebenszyklus exprimiert.
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Abbildung 5-10: Das Expressionsmuster deNAB1 (Spleil3variante 1) wahrend des asexuellen
und sexuellen Lebenszyklus voWolvox.

Die X-Achse zeigt den Lebenszyklus vdaolvox Uber 48 Stunden. Die Stunde Null ist als Beginn
der Zellteilung definiert und Stunde 36 ist dertgenkt der Freisetzung der Tochterkolonien aus
der Mutterkolonie. Unten ist die Licht-Dunkel-Phase Lebenszyklus von/olvox schematisch
dargestelltLinks. Die Expression des NAB1 wahrend des asexuelleenstyklusRechts.Nach
der Zugabe von Sex-Induktor an Punkt 1 wurde di@ré&sion des NAB1 im sexuellen
Lebenszyklus volVolvox gemessen.
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Abbildung 5-11: Das Expressionsmuster vonNAB1 (SpleiBvariante 2) wahrend des
asexuellen und sexuellen Lebenszyklus vafolvox.

Links. Das Expressionsmuster vidAB1 (Spleil3variante 2) im asexuellen Lebenszyklus wurd
dargestellt.Rechts. Die Expression vomNABL (SpleiBvariante 2) wird nach der Zugabe des Sex-
Induktors zu den vegetativen Algen (Induktion) gessa. Siehe auch Abbildung 5-10 fir Details.
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5.4 Diskussion

In den zwei unterschiedlichen Zelltypen v&olvox wird die Photosynthese
wahrscheinlich auf verschiedene Art und Weise liegulDie groRe Gonidien
besitzen grofRe Chloroplasten, welche den héheremgiebedarf dieser Zellen
decken. Dagegen weisen die Somazellen im VergleichGonidien kleinere
Chloroplasten auf. Die Untersuchung der Zelltypz#jmhen Genexpression
konnte bereit zeigen, dass die an der Photosynthetedigten Gene starker in
Gonidien als in Somazellen exprimiert werden, wat @ne unterschiedliche
Regulation der Photosynthese in beiden Zelltypeddutet (Tam und Kirk 1991;
Choi et al. 1996; Meissner et al. 1999; Nematollahial. 2006). Das RNA-
bindende Protein NAB1 ist einer der Regulatoren Baotosynthese. Dieses
Protein ist homolog zu zwei bekannten RNA-bindend&oteinen, namlich
NAB1 aus Chlamydomonas und FRGY2 ausXenopus leavis. Diese beiden
Proteine fuhren zur Blockierung der Translationctiudie Bindung an bestimmte
MRNAs (Matsumoto et al. 1996; Matsumoto et al. 20@8ssgnug et al. 2005).
Die Untersuchungen des FRGY2 konnten bereits zeidass fur die Bindung
dieses Proteins eine CSD-Konsensussequenz in deNAmBRes Zielgens
notwendig ist (Manival et al. 2001). Bhlamydomonas bindet NAB1 an mRNA
von LHCBM-Genen und fuhrt durch die Blockierung der Tramstatzur
verminderten Expression dieser Gene. Das Vorhaetensler CSD-
Konsensussequenz imHCBM-Genen von Chlaymdomonas und in vitro-
Untersuchungen weisen darauf hin, dass diese Keassaquenz fur die Bindung
der Proteine mit einer CSD-Doméane wie NAB1 notwgndi (Mussgnug et al.
2005).

Das NAB1 Protein vorvolvox beinhaltet neben einer CSD-Doméne eine RRM-
Doméne. Neben der fur die Bindung BRICBM-mRNAs notwendigen CSD-
Doméne ist die zweite RNA-Bindungsdomane (RRM) waheinlich wie bei
FRGY2 fur die Erh6hung der Bindungsspezifitat uner @indungsstabilitat
verantwortlich (Matsumoto et al. 1996; Manival ¢t 2001). Die konservierte
CSD-Domane bei NAB1 vorVolvox einerseits und die Tatsache, dass die
LHCBM-Gene inVolvox eine CSD-Bindestelle beinhalten, andererseitsst |as
vermuten, dass dieses Protein an der Expressiatateg del. HCBM-Gene und
dadurch an der Regulation der Photosynthese lgtest. Durch die Suche im
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Volvox-Genom konnte kein weiteres Protein mit einer CSiprBne gefunden
werden und eine Southern-Blot-Analyse zeigte, daseine Kopie voiNAB1 in
Volvox vorhanden ist. Dies deutet darauf hin, dass NABZ mziges Protein mit
einer CSD-Domaéne nicht nur atHCBM-Gene bindet, sondern mdglicherweise
an weitere Gene bzw. Genfamilien, die eine CSD-Knsgssequenz beinhalten.
In Volvox wird dasNAB1-Gen differenziell gespleildt, was zur Kodierung ierne
unterschiedlicher Proteine fihrt. Die erste Splaiiante (NAB1V1) beinhaltet
die beiden CSD- und RRM-Domanen, wohingegen dieitew8pleil3variante
(NAB1V2) nur die CSD-Doméne besitzt. Da das Vorlens®in der CSD-
Doméane fur die spezifische Bindung arHCBM-mRNA ausreichend ist
(Mussgnug et al. 2005), sind beide NAB1-Variantender Lage, aHCBM-
MRNAS zu binden und deren Expression zu kontrelfieDie CSD-Domane von
NAB1V2 unterscheidet sich in einigen Aminoséurem WAB1V1. Dadurch ist
maoglicherweise die Bindungspezifitat bzw. Bindungdse der CSD-Domaéane von
NAB1V2 modifiziert, was die Regulation deHCBM-Gene positiv oder negativ
beeinflussen kdnnte.

Die Expressionsanalyse beider Spleil3varianten dResh Time RT-PCR zeigt,
dass die erste Variante starker in Gonidien undzdieite Variante vermehrt in
Somazellen exprimiert wird. Das konnte ein Hinwderauf sein, dass diese
beiden SpleiBvarianten zellspezifische Funktioneresitben. Da die
photosynthetischen Aktivitdten in Somazellen im gleich zu Gonidien stark
reduziert sind, kdonnte NAB1V2 an diesem Prozeseilogt sein. Durch die
Veranderung in der CSD-Domane konnte die Binduregffit dieser RNA-
bindenden Doméane abgenommen haben. Dadurch karsesdiBrotein in
Somazellen an ein grofReres Spektrum von mMRNAs bjnadke an der
Photosynthese beteiligt sind, und deren Expressamindern. Im Gegensatz
dazu ist wahrscheinlich die Bindungsspezifitat 88s881V1 hoher als die von
NAB1V2 und deswegen bindet dieses Protein in eisi@e nur an bestimmte
MRNASs der an der Photosynthese beteiligten Gene \Biedel. HCBM-Gene.

Die Funktion dieser beiden NAB1-Varianten ist tbng in gewisser Hinsicht
ahnlich zu REGA (somatic regenerator), einem Trapsknsfaktor, der sehr
stark in Somazellen exprimiert wird (Kirk et al. 2% Nematollahi et al. 2006)
und an Gene bindet, die an der Photosyntheseigesiid (Meissner et al. 1999;

Duncan et al. 2006; Duncan et al. 2007). Interdsesamrise befinden sich unter
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den Zielgenen von REGA drei Gene, deren Aminosaaruesnz zu den Proteinen
des Lichtsammelkomplexes (Photosystem 1) ahnliagh (&hoi et al. 1996;
Meissner et al. 1999). Im Gegensatz zu REGA, bimdkB1 an mRNAs der
beteiligten Gene des Photosystems Il, namlielcBM-Gene. Allerdings werden
wahrscheinlich weitere Gene durch diese Proteir@BINNund REGA) reguliert,
die noch nicht in diesem Zusammenhang untersuchdemosind. Es ist durchaus
auch mdglich, dass manche Gene durch beide Pro{dlAB1 und REGA)
reguliert werden, besonders in Somazellen, wo dagsynthetische Aktivitat im
Vergleich zu Gonidien ganz niedrig ist.

Die Expressionsanalyse d&\B1V1 im asexuellen Lebenszyklus vorolvox
zeigt, dass die Expression dieses Gens wahrendealkeilung stark abnimmt.
Vergleicht man dieses Expressionslevel mit dem &sgionslevel voNAB1V1 in
Algen nach der Freisetzung der Tochterkolonierndigetder Expressionslevel nur
1%. Bei demNAB1V?2 ist diese Abnahme ungefahr 90 % im Vergleich zm de
Expressionslevel der Algen nach dem Release. Digrdssion beider
SpleiRvarianten steigt nach der Inversion bis zersetzung der Tochterkolonien
aus der Mutterkolonie. In dieser Zeit sind die Agenit dem Wachstum
beschéftigt, was mit der Erhdhung der Photosyntigsdtat in der Zelle
zusammenhangt, da mehr Energie bendtigt wird. Btewiederum ein Hinweis
daflir, dassNAB1 bei der Regulation der an der Photosynthese lgtézil Gene
eine Rolle spielt. Die Expressionsmuster beidereiBphrianten korreliert mit
Untersuchungen von Tam und Kirk (1991), in der Hipression der an der
Photosynthese beteiligten Gene nach der Embryogebesy. wahrend der
Wachstumsphase und Freisetzung der Tochterkolaniarmmt (Tam und Kirk
1991). Im Vergleich zum asexuellen Lebenszyklus deer die beiden
SpleiBvarianten wahrend des sexuellen Lebenszyduasehrt exprimiert, was
auf deren potentielle Rolle im sexuellen Lebenszykiindeutet. Da das NAB1
das einzige Protein mit einer CSD-Domane ist, kémed nicht nur an die an der
Photosynthese beteiligten Gene binden, sondern ancindere Gene, die eine
CSD-Konsensussequenz besitzen. Diese Gene konrdgchjean anderen
Prozessen wie z.B. der sexuellen Entwicklung unlidifierenzierung beteiligt
sein.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass NABD dwei Spleil3varianten

an der Zelltyp-spezifischen Regulation der Phottsse beteiligt sein konnte.
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Diese Regulation kénnte durch unterschiedliche Bng$spezifitaten beider
SpleiBvarianten und dadurch die Zelltyp-spezifisékegulation derLHCBM-
Gene stattfinden. Die Untersuchung Zelltyp-spedifes Expression detHCBM-
Gene konnte neue Erkenntnisse Uber diesen Zusanamgniefern. Darlber
hinaus kdnnte die Identifizierung weitere Ziel-mR&dAes NAB1 zur Aufklarung
der Rolle dieses Proteins beziglich des sexuellebehszyklus oder der

Zelldifferenzierung involvox beitragen.

76



Ausblick

6 Ausblick

Einerseits konnte die Anwendung deeal Time RT-PCR-Methode in dieser
Arbeit zur Untersuchung der Zelltyp-spezifischem&epression und andererseits
die Ubereinstimmung der erzielten Ergebnisse niitdren Studien zeigen, dass
diese Methode fur die Analyse der Zelltyp-spezifes€&Genexpression ixolvox
geeignet ist. Weiterhin kann diese Methode zur Megsder Genexpression
wahrend des asexuellen und sexuellen Lebenszykius Volvox eingesetzt
werden. Die Anwendung dieser Methode kann aufRerdarch Analyse der
Genexpression unter bestimmter Wachstumsbedingungen.B. Stress, Mangel
an bestimmten Na&hrelementen wie Stickstoff und $t¢élw sowie der
Expressionsmessung bei der Mutanten bzw. Transfdenaerweitert werden.
Die Verwendung und Etablierung weiterer Referenegau3eAktin-Gen, was als
Referenzgen in dieser Arbeit angewendet wurde, kdienAussagekraftigkeit
dieser Methode erh6éhen. Zur Analyse der vermindegenexpression bei RNAI-
Transformanden wéare die Etablierung eiReal Time RT-PCR fir die absolute
Quantifizierung hilfreich.

Basierend auf den Ergebnissen der Real Time RT-M@Rlen drei Soma-
spezifische GeneRBR1, CHR1 und CHR2) und ein Gonidien-spezifisches Gen
(NAB1) zur weiteren Untersuchungen ausgewahlt. Die Qotdung defBR1-
Gens zeigt, dass dieses Gen mdglicherweise an degul®ion der
asymmetrischen Zellteilung beteiligt ist. Da die§&sn nur in Weibchen gefunden
wurde, soll im nachsten Schritt dessen OrthologMé&nnchen identifiziert und
charakterisiert werden. Nicht nur dieRB-Gene sondern auch ihre
Interaktionspartner konnten sich geschlechtspehnfientwickelt haben. Die
Identifizierung dieser Gene zusammen mit dem Véfllewischen denRBR1
von Weibchen und dem eventuell&®B-Gen von Mannchen kdnnten einen
Beitrag zur Aufklarung der sexuellen Entwicklungvolvox leisten.

NebenRBR1 werden zwei weitere Gen€KIR1 und CHR2) in Somazellen mehr
als in Gonidien exprimiert. Aul3er der Beteiligungsetr beiden Gene an den
lichtinduzierten Reaktionen inVolvox, ware ihre Beteiligung an der

Zelldifferenzierung durch zellspezifische Regulatater Proteinsynthese mdaglich.
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Dies sollte durch weitere Untersuchungen wie z.BerrMnderung der
Genaktivitat anhand von RNAi-Knockdowns erforsclerden.

Ein weiterer Aspekt bezlglich der Zelldifferenziegu in Volvox ist die
zellspezifische Regulation der Photosynthese. Did¢etduchung des Gonidien-
spezifischen NAB1-Gens deutet darauf hin, dass dieses Gen durch zwei
SpleiBvarianten mit unterschiedlicher zellspezifest Lokalisation an der
Regulation der Photosynthese beteiligt ist, washldleren Bindung abhHCBM-
Gene erfolgt. Dartber hinaus konnte die Zelltypzdsehe Regulation der
Photosynthese unter anderem durch die Zelltyp-8pelzé Expression der
LHCBM-Gene oder die Regulation weiterer an der Photbswet beteiligter Gene

durchNABL1 reguliert sein, was jedoch untersucht werdenesollt
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8 Anhang

8.1 Abkirzungen

°C Grad Celsius

% Prozent

% (V/v) Volumenprozent

% (w/v) Gewichtsprozent

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
cDNA Complementary DNA

CSD Cold Shock Domain

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
DEPC Diethylpyrocarbonate

DIG Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphate
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EST Expressed sequence tag

et al. et alii (und andere)

EtOH Ethanol

H.,O Wasser

HCI Salzsaure

Kb Kilobasenpaar

kDa Kilodalton

I Liter

Mg Mikrogramm

ul Mikroliter

UM Mikromol

mg Milligramm

min Minute(n)

ml Milliliter
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mM
MRNA
MW
NaCl
NaOH
NBT
PCR
RRM
RNA
RNP
RT
RT-PCR
SDS

Tris
uv

Vol.
WT
z.B.

Millimol

Messenger RNA
Molekulargewicht

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Polymerase-Kettenreaktion

RNA Recognition Motif
Ribonukleinsaure
Ribonukleotid-Protein
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettetiogak
Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultraviolett

Volumen

Wildtyp

zum Beispiel
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8.2 NAB1-Sequenz

Die Sequenz voNAB1-Gen vonVolvox mit markierter Intron-Exon-

Struktur und Aminosauresequenz beider Spleil3vamant

10 20 30 40 50 60
5'AGGCGCTTGAGAAGAAGGCATTACTGGAGCGCGCAGCCCTCBAGABTCAACACTG
RRLRRRHYWSAQPSRM PSTL
GA*EEGITGARSPRE CRQH™*
ALEKKALLERAALEN AV NTE

70 80 90 100 110 120
AGCGCCAGGCGCTCGAAAGCACTGCGGCGGCTGAACGGGCEBEAGIUGCAGCACGA
SARRSKALRRLNGRPW SAAR
APGARKHCGG*TGGL GAQHD
RQALESTAAAERAAL ERSTT

130 140 150 160 170 180
CCAAGCGGCTCAAGGAGATGGAGGCGGCAGCGACACGGCTTIEXAGETCGTATAA
PSGSRRWRRQRHGLRM KLV?*
QAAQGDGGGSDTACG *SSYK
KRLKEMEAAATRLAD EARIK

190 200 210 220 230 240
AGTGGGCTGAGGAGCGGGCGGCGGCGGAGGGCGTCTGCCMEWAAREBEGAGCTGG
SGLRSGRRRRACGLTG WRSW
VG*GAGGGGGRVG*P DGGAG
WAEERAAAEGVWADR MAELE

250 260 270 280 290 300
AGGCTAAGTATCGCAAGAAGCTGGGTGCGTGGTCTTGGAGCEDWMAGATGGGAGAG
RLSIARSWVRGLGA*S RMGE
G*'VSQEAGCVVLERN PGWES
AKYRKKLGAWSWSVI QDGRYV

310 320 330 340 350 360
TTTCGGTAGGGATGGATTTTAAATTTTCAGCGTGCAGCGTGCTEAICCTTTCGACTT
FR*GWILNFQRAACLR SFRL
FGRDGF*IFSVQRA* DPFDF
SVGMDFKFSACSVLE ILSTS

370 380 390 400 410 420
CAGGACGTTTGCATGATCGTGGGAAGGGGAAGGGCAACCACBGBSRAGCGTCCCGC
QDVCMIVGRGRATTEN DASR
RTFA*SWEGEGQPRR TMRPA
GRLHDRGKGKGNHGE RCVPQ

430 440 450 460 470 480
AAGGGCTTGTTTAATTAACTACCATCATGCCGGTCCTTCGCCAIOGCGCCTCTGTC
KGLFN*LPSCRSFALH CASYV
RACLINYHHAGPSPS IAPLS
GLV*LTTIMPVLRPP LRLCP
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490 500 510 520 530 540
CGTGGGCGCTTCATCGATGTCAGTCTTGCTACTGACTGACCCTETBCCCCCTTGCC
RGRFIDVSLATD*PPYV FPLA
VGASSMSVLLLTDPL CSPLP
WALHRCQSCY*LTPC VPPCP

550 560 570 580 590 600
CCCTCCGCCGCTTCCTTAATCCCCCACTTGCTGCAGAGGACCECBREAAGGCCGCTT
PSAASLIPHLLQRTSS ARPL
PPPLP*SPTCCRGPAQ AQGRF
LRRFLNPPLAAEDLK RKAAS

610 620 630 640 650 660
CTCGGGAGCTGGAAATTGACAACCAGTGGAAGGAACGTCTGE&IGACCAACAAGT
LGSWKLTTSGRNVWTS *P TS
SGAGN*QPVEGTSGR ADQQYV
RELEIDNQWKERLDE LTNKS

670 680 690 700 710 720
CCCTCGCGGAGCGAGAGCTCATCGCCGCCTCGTGGAACAGCAGGEGHCAGCCCAGG
PSRSESSSPPRGTAG* RQPR
PRGARAHRRLVEQQA SGSPG
LAERELIAASWNSRL AAAQE

730 740 750 760 770 780
AGGAGGCCGCTGCACGCTACCGGGCCCTGCAGGTGCGATGRMWIBGTCCCGTACG
RRPLHATGPCRCDGGAQ *SRT
GGRCTLPGPAGAMAG SSPVR
EAAARYRALQVRWRA VVPYG

790 800 810 820 830 840
GGGTTACACTGTCAGCTGCGGGAAGGCGCAATTGGCCCATAGCTENMGCGTGTTGCT
GLHCQLREGAIGP*LS ERVA
GYTVSCGKAQLAHS* ASVLL
VTLSAAGRRNWPIAE RACCS

850 860 870 880 890 900
CCGGCAGTAAGGGAGTTGCAGCTCCCGTTGCCGTGGGCTACABEGRATTTGCCAGGC
PAVRELQLPLPWAT®** ALPG
RQ*GSCSSRCRGLPD RPCQA
GSKGVAAPVAVGYLI GLARR

910 920 930 940 950 960
GGCCTTGCACTGCACGGTGTAGCCCCACCGGCGCGCTTTTGBGCGRATGGCCGCCGG
GLALHGVAPPARFWGY HGRR
ALHCTV*PHRRAFGA TMAAG
PCTARCSPTGALLGL PWPPYV

970 980 990 1000 1010 1020
TTGCACGTGGCTGGTACGAGTGTGTGGACGGTGCGGCGGCAGIGAGTTCTTGTGG
LHVAGTSVWTVRRQCP EFLW
CTWLVRVCGRCGGSYV LSSCG
ARGWYECVDGAAAVS *VLVA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
CTTGTGGCGCTGGGTGCATGCAGGAGGAGCTGGATGCCAAGCGHGGATCAGTAGCC
LVALGACRRSWMPRWP PSVA
LWRWVHAGGAGCQGG HQ*P
CGAGCMQEELDAKVA ISSR

100



Anhang

1090 1100 1110 1120 1130 1140
GGCTGGCGGACATGGCAGGGAAAGAGGGCCGGCGGGAGGTEEBGGEACTAACGC
GWRTWQGKRAGGRCSE AN *R
AGGHGRERGPAGGAA RRTNA
LADMAGKEGRREVQR GELTR
1150 1160 1170 1180 1190 1200
GCCAGGTGAGCTGGGGGAAGCAAAGAGCGAGGAAAGGGCGEEEGRITGCAAAGC
AR*AGGSKERGKGGGL SLQS
PGELGEAKSEERAVD CLCKA
QVSWGKQRARKGRW I VFAKP
1210 1220 1230 1240 1250 1260
CATCGCCAGTGACGGAATCATGGAACGGGGTAGGGACGGGGEWTFICAAAGTGGA
HRQ*RNHGTG*GRGF|I MQSG
IASDGIMERGRDGG S SCKVE
SPVTESWNGVGTGVH HAKWK
1270 1280 1290 1300 1310 1320
AGTTATGGCAGTTTTGCCTTTGTTCACATGACAGCACACATGACAST GGCCAGATGG
SYGSFAFVHMTAHMTA MARW
VMAVLPLFT*QHT*Q QWPDG
LWQFCLCSHDSTHDS NGQMG
1330 1340 1350 1360 1370 1380
GTAAGTCAACTGGTCCATATCGGTGTTACAATGGCCTCTTTGOGFBGTTTGAGTTG
VSQLVHIGVTMASLRYV KFEL
*VNWSISVLQWPLCV LSLSC
KSTGPYRCYNGLFAC £V KV A
1390 1400 1410 1420 1430 1440
CAGTACAGTGTTATGCGTACAGTGAACCTGTCAAAGCCCTGAARGCGGGTGATGCA
QYSVMRTVNLSKP*MQ AGDA
STVLCVQ*TCQSPEC KRVMH
VQCYAYSEPVKALNA SG*CT
1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCCACTCATCTTGCTAGCCCGAATCGGCGGCGGTTACCATTATAGATCTATCCATC
PTHLASPNRRRLPLLI DLSI
PLILLARIGGGYHY*H *1YPS
HSSC*PESAAVTITD RSIHP
1510 1520 1530 1540 1550 1560
CGTGGATTGCGCGGTATACTGTGTTCGCAGCTGGAGGAGCT 2GR CACGAAGCG
RGLRGILCSQLEELQA LHEA
VDCAVYCVRSWRSFR PYTKR
WIARYTVFAAGGASG PTRSG
1570 1580 1590 1600 1610 1620
GAGACCCGGCGGCGTGCAGAGCTGGAGCGGGCACTGCGTGAGGOGBTGTTCAAG
ETRRRAELERALRDAA AMFK
RPGGVQSWSGHCVTR RPCSR
DPAACRAGAGTA*RG GHVQG
1630 1640 1650 1660 1670 1680
GCCGAGCTGTACGAGAAACAGGTATGATGGCCACCCTACCG@®EATTTTGCGGGTT
AELYEKQV*WPPYRDC TLRYV
PSCTRNRYDGHPTGI ALCGF
RAVRETGMMATLPGL HFAGL
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1690 1700 1710 1720 1730 1740
TGCCTACCCGCCTTGCATGCCACATGTGCGGTGTTCTGTGCTEGCSECCGCCTCATT
CLPALHATCAVFCACS RRLI
AYPPCMPHVRCSVLA AAASF
PTRLACHMCGVLCLQ PPPHS

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CATGCTGAAGGGGGCCTCGCCAATCCATGCTATCACGGGCGCGTUCCCTGCATCA
HAEGGLANPCYHGRPP SPAS
MLKGASPIHAITGAL RPLHH
C*RGPRQSMLSRAPS VPCII

1810 1820 1830 1840 1850 1860
TTTCCCACTCGCACCGTAACTTTCCAACACGGTACACGCACCCBEBTTGTGTTTGC
FPTRTVTFQHGTRTRT TCVC
FPLAP*LSNTVHAPG LLVFA
SHSHRNFPTRYTHPD YLCLR

1870 1880 1890 1900 1910 1920
GCAGGCGCAGCTAGACGCGGCCTACCGGGACGCTCGCATCUIBEFICTCGCAGC
AGAARRGLPGRSHPAA ASRS
QAQLDAAYRDARILR QHLAA
RRS*TRPTGTLASCG SISQR

1930 1940 1950 1960 1970 1980
GCATAACGTTAACTTGCCCTCCCCACGACCCGGACGCTCCAANGIEEEGACCGGCGA
A*R*LALPTTRTLQRD CDRR
HNVNLPSPRPGRSKG TATGE
I TLTCPPHDPDAPKG LRPAS

1990 2000 2010 2020 2030 2040
GTCTTCCCCCAAGGTAAGGATAGTGCTCTAGAGGATAGTCTGABGAGTGGGCTTCA
VFPQGKDSALEDSLKK LWAS
SSPKVRIVL*RIV*R SCGLQ
LPPR*G*CSRG*SEE AV GFR

2050 2060 2070 2080 2090 2100
GGATAAGGCATATGGTCTACCTGGCGGGGCTCAATCCTGCTCRALTGGTAAATTTG

G*GIWSTWRGSILLNYV VVNL
DKAYGLPGGAQSCST LwW*1C
IRHMVYLAGLNPAQR CGKFA

2110 2120 2130 2140 2150 2160
CACCCACACTAGGCGCATTCCTGTCTAGCGCCTTGCGTGCTAMBAGTTCGGTGAC
HPH*AHSCLAPCVLKL QFGD
THTRRIPV*RLAC?*N YSSVT
PTLGAFLSSALRAKT TVR*R

2170 2180 2190 2200 2210 2220
GTCCATTGCTGTACTTGACGCTGGGCGCTTTATCATTGGATTIGTTTCCCAGGTGCC
VHCCT*RWALYHWIFC LPGA
SIAVLDAGRFIIGFF ASQVP
PLLYLTLGALSLDTFL PPRCH
-------- ON15043----- > 2250 2260 2270 2280
AT  CCGIGGATATGGAAGGTATTGCCTTATCACCGCCTCCGGCGGCTGGTTACTACACTTC
IRGYGRYCLITASGGW LLHF
SVDMEGIALSPPPAA GYYTS
PWIWKVLPYHRLRRL VTTLR
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2290 2300 2310 2320 2330 2340
GGGATCTGGGGCTAGCCCGCGGACGGCCAGCGTGGCTACCGRATIGGACGCCGA
GIWG*PADGQRGYPLG TGRR
GSGASPRTASVATPS ELDAE
DLGLARGRPAWLPPR NWTPK

2350 2360 2370 2380 2390 2400
AGTCACTGCGCTACGGGCAGCCAGGGCGGAGTATCAACGGTABAELCGCCCAAGA
SHCATGSQGGVSTVNY RRPR
VTALRAARAEYQRSI TAAQD
SLRYGQPGRSINGOQL PPPKM

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TGCGCGCAACGCTCTACTTGACCGATCAGAGGTGGGCTCTAGBIGBACGTGCAGTT
CAQRST*PIRGGLYVR PRAYV
ARNALLDRSEVGST* GHVQF
RATLYLTDQRWALRE ATCSL

2470 2480 2490 2500 2510 2520
TGCCAGCTATGGAATTGCGTGCGCGGGTTGCCAGGAGGAAATGBCETTCATTCTC
CQLWNCVRGLPGGNAM TFIL
ASYGIACAGCQEEMP *PSFS
PAMELRARVARRKCH DLHSL

2530 2540 2550 2560 2570 2580
TGCTATCTTGTCTTACTCCCACAATTGAGAATACTCCCGCATGTAGTGTAACGGGCA
CYLVLLPQLRILPHVL V*RA
AILSYSHN*EYSRMY LCNGOQ
LSCLTPTIENTPACT CVTGR

2500 2600 2610 2620 2630 2640
GGTAAACCCTTTCACGCTGACAGGTTCGCGAGCAGCGGAGCDEING GTGCAAGCC
GKPFHADRFASSGATA LVQA
VNPFTLTGSRAAELDQ RLCKP
*TLSR*QVREQRSYS ACASP

2650 2660 2670 2680 2690 2700
CAGCGCTCAACCGACAAGCTCGCAGCTCTGGGCGAGGAACTEAGAGCTGCCAAGT
QRSTDKLAALGEELTA ELPS
SAQPTSSQLWARN®*Q QSCQV
ALNRQARSSGRGTNS RAAKY

2710 2720 2730 2740 2750 2760
ACATCGGCAGGTATATGCCTATGCCATGCTTAGTGTATCGCGGUETCCTGCTCTAA
TSAGICLCHA*CIALC LLL*
HRQVYAYAMLSVSRC ASCSN
IGRYMPMPCLVYRAYV PPALT

2770 2780 2790 2800 2810 2820
CCAGAGTCTCATTGCTGATTAAGCATGGCGTGCTTGCCCAATREBSGATGCTGATG
PESHC*LSMACLPNCN RMLM
QSLIAD*AWRACPIA TGC*W
RVSLLIKHGVLAQLDQ QDADG

2830 2840 2850 2860 2870 2880
GATGACGACTCGTCTGTCATGGAGACGCAACCCCGCCGGGAGTRIGACAGACCCG
DDDSSVMETQPRREHA STDP
MTTRLSWRRNPAGSM LPQTR
*RLVCHGDATPPGAC FHRPG
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2890 2900 2910 2920 2930 2940
GCCTTTGACGCTTGGCGAAGCCGCCTATCTTCACGTCTTACT T AAAAAAACTG
AFDAWRSRLSSRLTSA LKKL
PLTLGEAAYLHVLLL R*KNW
L*RLAKPPIFTSYFC VKKTG

2950 2960 2970 2980 2990 3000
GAGCCTAGTGTGCGATAGCACGTCTGTGGGCGCAGTTGCCGARSHCTTTCCTTGT

EPSVR*HVCGRSCRNN DFPC
SLVCDSTSVGAVAE!/ TTFLYV
A*CAIARLWAQLPK?™ RLSLS

3010 3020 3030 3040 3050 3060
CGATAGACAGGAAGATCATTTTGGAATTGATTTGACTCCTTGTAARGCTCACAGCAC
R*TGRSFWN*FDSL *|I CSQH
DRQEDHFGIDLTPCK YAHST
IDRKIILELI*LLVN MLTAP

3070 3080 3090 3100 3110 3120
CAATGTTCCCTTGGGTAAAGCTTTCGTTAGACGACGGCATCT@BEA CTGAGACTCT
QCSLG*SFR*TTASAK V*DS
NVPLGKAFVRRRHLROQ KSETL
MFPWVKLSLDDGICK SLRLY

3130 3140 3150 3160 3170 3180
ACACCGACACAAAAACACGAAATTCCATTAACCGCACATCCTE2AACCAGGATTTGT
TPTQKHEIPLTAHPHP TRIC
HRHKNTKFH*PHILI RPGFV
TDTKTRNSINRTSSS DQDLC
3190 3200 3210 3220 3230 3240
GCCGCCCTTGACAACCATATCCATAATCAGAAAGAAACGGAATGIEEGCTCCAAAGTA
AALDNHIHNQKETELR G SKYV
PPLTTISIIRKKRNZC GAPKY
RP*QPYP*SERNGIA GLQST

3250 3260 3270 3280 3290 3300
CAACAGATCTCTGCCGTACATCATCTCTCCTCGAAACTGCAGGITGGCGCAGTCCT
QQISAVHHLSSKLQRR RRSP
NRSLPYIISPRNCSYV VGAVL
TDLCRTSSLLETAAS SAQSC

3310 3320 3330 3340 - e ON15047--
GTTCGCTCCGACCTGGTTCTGCAACAGACGGGCAGCTCTTBEIRAGCTGCCGAAAG
VRSDLVLQQTGSSCPYV SCRK
FAPTWFCNRRAALAL *AAES
SLRPGSATDGQLLPC KLPKA

Startcodon

-- > 3370 3380 3390 3400 3410 3420
CTGGCCCCGAACGCCGACTGAGCGTGGAGGGTCEEEGESAGCAGCTCAGGCAA
L A NAD*AWRVAGMGE QLROQ
WPRTPTERGGSREWA SSSGN
GPERRLSVEGRGNGR AAQAT

------ ON14887------- > 3450 3460 3470 3480
CGGGAACCGTGAAGT GGTTCAACGCCACTAAGGGCTTTGGATTCATCACACCTGAAGGT
RGT KWFNATKGFGFI TPEG
GEP*SGSTPLRALDS SHLKYV
GNREVVQRH*GLWIH HT*R W
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3490 3500 3510 3520 3530 3540
GTGGCGAGGACTTCTTCGTCCABGTABGCGCTGEATTTGCACAACACGICGITA

G
GGEDFFVHQVSAEA
vV A

RTSSSIRSALKLC TTRRY
WRGLLRPSGQR*SFA QHVVI
3550 3560 3570 3580 3590 3600

TTGTTAGCGTTCAGCCGTCGAGACCAAGTTCTTGAGGCTGGCAAGGETEEARTG

L

C*RSAVETKFLRLAR VLCGT
VSVQPSRPSS*GWOQG FSVEROQ
3610 3620 3630 3640 3650 3660

AGCGGTCTAGTGCATTTTGACAGCTTTTGTTACATGGACTTGCTCGAMTIATT

S
AV*CILTAFVTWTCW DLLGL
RSSAF*QLLLHGLAG TSWDC

3670 3680 3690 3700 3710 3720
GCACGCTGCTTATCTGCTGGGTGTGCGGGGGCCGTGCCAATGMRGGRENSGC
A
HAAYLLGVRGPCOQCN DRAMA
TLLICWVCGGRANAT TALWP

3730 3740 3750 3760 3770 3780
CGCTGCACACGCTCCTTGATTTAGCGTAATATACGCTTAGTTTGCAAATCTATAA
R cL PKS*
AAHAP*FSVIYA*FA YQNLK
LHTLLDLA*YTLSLL TKILS

------- ON15232------>

3790 3800 3810 3820 3830 3840
GCTCCAAAACGAATCCACABRCT TGACCTGGACTGCTTTCTCTCGGTTGAGTGTTGCA
APKRIHSGLTWTAFSR LSVA
LQNESTAA*PGLLSL G*VLH
SKTNPQRLDLDCFLS VECCM

3850 3860 3870 3880 3890 3900

TGGTTGCTGCGCAGCAACATCAACTCGGATGGCTTCCGCAGCCTGCGGGAGGGAGAGG
WLLRRPTSTRMASAAC GRER
GCCADQHQLGWLPQP AGGRG
VAAQTNINSDGFRSL REGEA

<------ON14888----- - 3930 3940 3950 3960

CCGTCGAGT TTGAGGT TGAGGCAGGGCCGGATGGAAGATCCAAGGCCGTGAGCGTGTCTG
PSSLRLRQGRMEDPRP *ACL
RRV*G*GRAGWKIQG RERVW
VEFEVEAGPDGRSKA VSVSG

3970 3980 3990 4000 4010 4020

GCCCTGGTGGCTCTGCCCCGEABGAGCGCTTCCTCTGGACTCCACCCACACAATTT
ALVALPRR*ERFLWTP PTQF
PWWLCPGGESASSGL HPHNL
PGGSAPEVRALPLDS THTIW

4030 4040 4050 4060 4070 4080

GGCTTATTATAATCGGAAGGCATCTATAGCAGCTATCTCCCATAGITGTTTACT
GLL*SEGIYSSYLP*L LFST
AYYNRKASIAAISHS ccstLL
LITIGRHL*QLSPIA AVLYF
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4090 4100 4110 4120 4130 4140
TCTACAAGGCGTGGGAGTCGAGCGGGTACCATACAACCTTACTCRGATGLTG
STRRGSRAGTIQPYWL CSVL
LQGVGVERVPYNLTG FARSC
YKAWESSGYHTTLLA LLGLA
4150 4160 4170 4180 4190 4200
CCTTAATGTGTCGGCTGCGGACATTAGCTGCTGTGATTTATTACTRAGGGAGGG
P*CVGCGH*LL*FITK ACRG
RPAEG

LNVSAADISCCDLLL
LMCRLRTLAAVIYY?® GLPRG

4210 4220 4230 4240 4250 4260
GGATGTGTACCTCAAGTACTTGAGGTTCGTGAACATCCATGCOCTGEBCCGGGGATAA
GCVPQVLEVREHPCLYV VRG?
DVYLKYLRFVNIHAW LSGDK

MCTSST*GS*TSMPG CPGIK

4270 4280 4290 4300 4310 4320

AAGTGGCGACCCTGCTTTTCCAGGGTCAGGCGCCAAAGCGCGUHITAIET CG
KWRPCFSRVRRQSARS *VCS
SGDPAFPGSGAKARYV PEYVR

VATLLFQGQAPKRAF LSMFD
4330 4340 4350 4360 4370 4380
ACGCAGTCCCTGTACGTATGCCTATGGTCCCGCTAATGTCACACTGRUTEHKBCGG
TQSLYVCLWSR*CHTS EAWR
RSPCTYAYGPANVTL LRPGG
AVPVRMPMVPLMSHEF *GLAG
4390 4400 4410 4420 4430 4440
GGTTGGGTCCTCTCTCTAGCTCGATGTGTCTGATCCCTGACGTCAGEGGGAAT
GWVLSLARCV*SLTSS GCGY
VGSSL*LDVSDP*RQ ADVAM
LGPLSSSMCLIPDVK RMWLZC
4450 4460 4470 4480 4490 4500
GCAAAAGGCATGGATTGCATTCCCCCATTGCCACGCACAGGCCASUBAMGA
AKGMDCIPPLPRTGQG HALR
QKAWIAFPHCHAQAR DMR*D
KRHGLHSPIATHRPG TCAEM
4510 4520 4530 4540 4550 4560
TGAAGCTGTCGACAAGTTAGCCTGCGTACCCCTCATCTGCCCTCITATEEOTCCA
*SCRQVSLRTPHLPSYV LYAP
EAVDKLACVPLICPL SSMLQ
KLSTS*PAYPSSALC PLCSR
4570 4580 4590 4600 4610 4620
GGGTGCTCCAAGGAACTTCCGGGGCGGTGGCCGTGGTCGCGGCEHRRRItitaT
GCSKELPGRWPWSRPC PWRP
GAPRNFRGGGRGRGR ARGAR
VLQGTSGAVAVVAAYV PVAPYV
4630 4640 4650 4660 4670 4680
TGGTGCTTATGCTGCTTACGGCTATCCTCAGATGCCGCCCATGTARTBCTAGIT
WCLCCLRLSSDAAHVP RLLL
GAYAAYGYPQMPPMY PGYYF
VLMLLTAILRCRPCT PATTF
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4690 4700 4710 4720 4730 4740

TTTCCCAGCTGTATGTTCAGTCCCTGTGCAATCACTGGCTAGGACAGGCCGCGGCGCGC

PSWYVQSLCNHWLGDQQ A AAR

PAGMFSPCAITG*D RPRRA

QLVCSVPVQSLART GRGAR

4750 4760 4770 4780 4790 4800

GCGTGTTTACAGTTATGCATGTTTACAGTTATGTCTACAGTTCTAANAARGGAC
ACLQLCMFTVMSTVLK NI1SD
RVYSYACLQLCLQEF* KTFRT
VETVMHVYSYVYSSK KHFGOQ

4810 4820 4830 4840 4850 4860

AATCTTTACCAGATGTGGACAATTTGATTAGATTTGGCTGGCGACARGGGAAAT

LYQMWTI*LDLAGDY VMGN

FTRCGQFD*IWLAT M* W E |
SLPDVDNLIRFGWRL CNGKF

4870 4880 4890 4900 4910 4920

TCGCGGGCGCAATCGGGAAATGGTGTGGTGTTAAAGCATTCG T ARNMNMTGHAA
SRAQSGNGVVLKHS*K *x KK
RGRNREMVWC*SIRK N DK K N
AGAIGKWCGVKAFVK MIKKT

4930 4940  4950------ON15045--- — > 4980

CAGAATCCAGCTGTCTCGACGGGTAARMGGT GCAGGCT GACAGTGGCCGGAATCC
QNPAVSTGKTEAAG®*Q WPES
RIQLSRRVRRKLQAD SGRNP
ESSCLDG*DGSCRLT VAGIL

4990 5000 5010 5020 5030 5040

TGCAGGACCAGTAACCCCCGAGGATCCATTCCTTCGCAACAGAANTBEAECGTC
CRTSNPRGSIPSQQN* TRHV
AGPVTPEDPFLRNRI KHVTS
QDQ*PPRIHSFATEL NTSRP

<mme-ON15044------- 5070 5080 5090 5100

CTGOGAAACGT CCGAACTTCATGGCAAAATTGTGCTATTTTGCTGCCGTCGCTTTTGTGC

RNVRTSWQNCAILLP sSLLC
CETSELHGKIVLFCC RRFCA
AKRPNFMAKLCYFAA VAFVQ

5110 5120 5130 5140 5150 5160

AGATCCAACTGGCCGGGGACGGGGTCGCGGCCGTGGCGGCATGCGTATERAGG

SNWPGTGSRPWRHAY SGYD

PTGRGRGRGRGGMP QG MI

QLAGDGVAAVAACL FRV*S

5170 5180 5190 5200 5210 5220

CCAGGGTATGCCGTACCCTGGCATCCCCATTCCCGGTGGCTTGCEREUGAGCC
PGYAVPWHPHSRWLGT DGRA
QGMPYPGIPIPGGLE PTGEP
RVCRTLASPFPVAWN RRASR

5230 5240 5250 5260 5270 5280

GTCGGGACTGOBBGCGGCTGGTTGGATTGGATGCTATGGTATAACCGAACACCACCCA
VGTAGAAGWIGCYGIT EHHP
SGLQVRLVGLDAMYV* PNTTQ
RDCRCGWLDWMLWYN RTPPS
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5200 5300 5310 5320 5330 5340
GCGTTCCCTGTTGGCGGTTCCTTCTGCGGCAGGTTTGACTATCGRATTGSACC
AFPVGGSFCGRFDYRL RKQT
RSLLAVPSAAGLTIG FASRP
VPCWRFLLRQV*LSA SQADL
5350 5360 5370 5380 5390 5400
TTTTGGAATCGGGGCCGATTGGTTCGGATATCTGTGAAACATGAAAGAGETAC
FWNRGRLVRISVKHER VFRY
FGIGADWFGYL*NMK EFLGT
LESGPIGSDICET*K SF*VP
5410 5420 5430 5440 5450 5460
CATACGGAAGGCGATTCCGCGTCAAGGGATATGAGGCTTGATGATARTASGC
HTEGDSASRDMRLDG I KLIA
IRKAIPRQGI*GLMA LS*LP
YGRRFRVKGYEA*WH *V N C Q
5470 5480 5490 5500 5510 5520
AGAGCAATGCTGTCAGTTCTGTTGGCAATAAATCACGGGAAAGASPATGTICGT
RAMLSVLLAINHGKES VQCR
EQCCQFCWOQ*ITGKN LFNAYV
SNAVSSVGNKSRERI CSMPW
5530 5540 5550 5560 5570 5580
GGGGATGTTGATGCAATGACTGGGCGTGTGATCGTCTGCAGCCOTGCATALC
GDVDAMTGRVIVCSPA *ELT
GMLMQ*LGV*SSAAL HNSSP
GC*CNDWACDRLQPC I1TPHL
5590 5600 5610 5620 5630 5640
TTTCCGTACCTAAGTACTTAGTTCACAATTGTGTCATTTGTTTTACAGRRGTTG
FPYLST*FTIVSFVLH CGRL
FRT*VLSSQLCHLFY IAAGC
SVPKYLVHNCVICFT LRQVYV
5650 5660 5670  5680------ -ON15105------
TGGTCCACAACCTGCCGTGGAGCTGCCAGTGGCAGEAGIT CACTTCAAGGAGT
WSTTCRGAASGSSSRI TSRS
GPQPAVELPVAAAQG SLQGYV
VHNLPWSCQWOQQLKD HFKEW
- > 5710 5720 5730 5740 5750 5760
GGAGGGTGGAACGCGCTGATGTTGTGTATGATGCATGGGGCCGBIRGAGTGTC
GGWNALMLCMMHGAGP GETV
EGGTR*CCV*CMGPV QVRLS
RVERADVVYDAWGRS R*DCR
5770 5780 5790 5800 5810 5820
GCAACGTGTCGCGCAAGGATAGAATTGTTACTGGTGCCTGAAACCCCAGBAGC
ATCRARIELLLVPETP TPGS
QRVAQG*NCYWCLKP QRPEA
NVSRKDRIVTGA*NP NARKL
5830 5840 5850 5860 5870 5880
TGCATGTGTGTGCGCGCTGAATCCCCTCCACTTACACATCGTTCAGGEEGATG
CMCVRAESPPLTHRSA ALVL
ACVCALNPLHLHIVOQ LHWC*
HVCAR*IPSTYTSFS CIGVD
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5890 5900 5910 5920 5930 5940
ATAGTGCTTAATTGCTGTTTCTATATGGCCACCTTGGAGAATCGTGTACTRAAG
IVLNCCFYMATLENRL LVLK
*CLIAVSIWPPWRIV YLS*R
SA*LLFLYGHLGESS TCPKD
5050 5960 5970 5980 5990 6000
ATTTGCAACTCGTTACCCGCTCGERRGECTTTGGCACCGTCCGGTTCGCCACGAAGGA
ICNSLPARQGLWHRPYV RHEG
FATRYPLGRGFGTVR FATKE
LQLVTRSAGALAPSG SPRRR
6010 6020 6030 6040 6050 6060
GGACGCCGCACAGGCGTGTGAGAAGATGAACAACAGCCAGATCGACESIZCG
GRRTGV*EDEQQPDRR A HNK
DAAQACEKMNNSQID GRTIS
TPHRRVRR*TTARST GAQ~*V
Stopcodon
6070 6080 6090 S S—— ON15048-----6120
TGTGCGTTTGGATCGGTTTGESAGGACTACCGGGCEATGTTGAGCGACAGTTGAGG
CAFGSV*VKDYRADVE GQLR
VRLDRFE*RTTGRML RDS*G
CVWIGLSEGLPGGC* GTVEG
6130 6140 6150 6160 6170 6180
GACCGCTGAGGATGAGGCGATGATGAGCAGCCCGATAACTTCRITACACGCTCTT
DR*G*GDDEQPDNFSP SHAL
TAEDEAMMSSPITSP PHTLF
PLRMRR**AAR*LLP LTRSS
6190 6200 6210 6220 6230 6240
CATTGTAGTGCTTCCCCAAGAGAAGAAGACCACTGTGTGTATATETEBIGAGCG
HCSASPREEDHCVYMC RV *A
IVVLPQEKKTTVCIC AVCER
L*CFPKRRRPLCVYV PCVSYV
6250 6260 6270 6280 6290 6300
TGTGTGAACCGGCCCCCAGTCCGCCGCGCGGTAGCTGCGTTTTECAGEATASA
CVNRPPVRRAVAAFCH ** DR
V*TGPQSAAR*LRFA IDRID
CEPAPSPPRGSCVLFP LIG*T
6310 6320 6330 6340 6350 6360
CCCTGGGTATATTACACACCCACGCGTGTCCGAAAACTATGTERBATCCGCTGCCT
PWVYYTPTRVRKLCMT NPLP
PGYITHPRVSENYV* QIRCL
LGILHTHACPKTMYD KSAAC
6370 6380 6390 6400 6410 6420
GCGTGATTGACGCCGCCGCATAAACGTGCTTTGTTCGGTTGTGTGUOCAACCTTTGG
A*LTPPHKRALFGCVR LNLW
RD*RRRINVLCSVVC VSTFG
VIDAAA*TCFVRLCA SQPLE
6430 6440 6450 6460 6470 6480
AAGATTAGGGAACAGCTGAAAGTTGCGTTTCGGGCCAGGACAEIACTGCGCAGCG
KIREQLKVAFRARTAL CCAA
RLGNS*KLRFGPGQH CAAQR
D*GTAESCVSGQDSI VLRSG
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6490 6500 6510 6520 6530 6540
GTGTGCTTGCAGCGCAGCCTCTATTGCCCCCCGGGAATGCTAGRRIGGTTCGGATG
VCLQRSLYCPPGMLVL RV R M
CACSAASIAPRECSC CGFGC
VLAAQPLLPPGNARA AGSDA
6550 6560 6570 6580 6590 6600
CAAGCTGAGTGCCTTGATTGCCATGACTCACCTGGCTGCCGTTTGCTATGTCA
QAECLDCHDSPGCRFL RVLS
KLSALIAMTHLAAVS YGFSH
S*VP*LP*LTWLPEFP TGSL
6610 6620 6630 6640 6650 6660
TTGAAGGGTCGAGTAGGGAGCGATGTGGCCGGGTTGGTCGTAGGTEGERAGC
LKGRVGSDVAGLVVGW VLQS
*RVE*GAMWPGWS*A GFCRA
EGSSRERCGRVGRRL GSAER
6670 6680 6690 6700 6710 6720
GACATAATGCGAGCTCTGCGCACCCCGGGGGTTTGGTTGGCTGTCGCAGCAGCTGC
DIMRALRTPGVWLAAL CSSC
T*CELCAPRGFGWLP CAAAA
HNASSAHPGGLVGCP VQQLL
6730 6740 6750 6760 6770 6780
TCACATGCACAGGGACTGGTTGAATGCTATGTTGCTGTGCGGABGAACAGCCGGGA
SHAQGLVECYVAVRKEK *QPG
HMHRDWLNAMLLCGR SNSRD
TCTGTG*MLCCCAEE VTAGT
6790 6800 6810 6820 6830 6840
CGCGATGTCTAGGCATTCGGGACGTATGTGTTTGGCGTATGTGIBECGGTGTCATG
RDV*AFGTYVFGVCVF GGVM
AMSRHSGRMCLAYVY LAVSC
RCLGIRDVCVWRMC I WRCHA
6850 6860 6870 6880 6890 6900
CTGGATGAAAGGGAATGTGAGCTGACCCTGTGAGAAAACTGTCTB2ATTCTTGT
LDERECELTL*ENCLI FSSC
WMKGNVS*PCEKTV* FSPLV
G*KGM*ADPVRKLSD FLLLS
6910 6920 6930 6940 6950 6960
CTAAACGGTACCTCTTTCGTTACCTTTAACACGTTGCGACCGARTIGTGCCCCATGG
LNGTSFVTFEFNTLRPTD CAPW
*TVPLSLPLTRCDRP TVPHG
KRYLFRYL*HVATDR LCPMA
6970 6980 6990 7000 7010 7020
CCCCTCGGTCTGTTGCGCTGAGCCTCGCCTTCGCGGGTCGACBTGRTCGCCTCCA
PLGLLR*ASPSRVDPT SSPP
PSVCCAEPRLRGSTR HLRLH
PRSVALSLAFAGRPD IFAST
7030 7040 7050 7060 7070 7080
CATGTAACCTCCTCGCCTCATCTTCCTTATCACATTAACGCCACARTTAGAACA
HVTSSPHLPYHINATI KFE*T
M*PPRLIFLITLTPQ LNSEQ
CNLLASSSLSH*RHN * ] L NK
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Anhang

<-----ON15046------- 7110 7120 7130 7140

AAG CTCGCTTACTCCGTCGACTATAACTAGATAATAAGACACTACCAAACATACGCCTAT
KLAYSVDYN*IIRHYRQ TYAY
SSLTPSTITR**DTT KHTPI
ARLLRRL*LDNKTLP NIRLY

7150 7160 7170 7180 7190 7200
ACACAACACAACAGAAACTCCTAAATGACCGATAGAAGCCTAGAGEGTACCCATCA
TQHNRNS*MTDRSLDA AYPS
HNTTETPK*PIEA*M QRTHH
TTQQKLLNDR*KPRZC SVPIT

7210 7220 7230 7240 7250 7260
CCCGCCAAGCACATGTAGAAGAGAAGAGCATTTCAGCCCTTGGRTATCAGTTTCC
PAKHM*KRRAFQPLGA TSVS
PPSTCRREEHFSPWYV LHQFP
RQAHVEEKSISALGC YISFP

7270 7280 7290 7300 7310 7320
CCGTACCCATGGGACAGGTTGCCGCGTGGGGCGGCAGCTCOIATACT CATGCATA
PYPWDRLPRGAAAPCS Y P CI
RTHGTGCRVGRQLRA HTHAY
VPMGQVAAWGGSSVL IPMHT

7330 7340 7350 7360 7370 7380
CACAAGTCAGGCACTACTGGAAAAGCACACACTGATGAGCCCCEMBEEATTRAG
HKSGTTGKAHTDEPGG SGIE
TSQALLEKHTLMSPE VPGSR
QVRHYWKSTH**ARR FRDRD

7390 7400 7410 7420 7430 7440
ACCTATCACGGTCGAAATCCTTCCGATGGCGGTAGGTAAAAGCCGTAGTCGATGGAC
TYHGRNPSDGGR*KRP *SMD
PITVEILPMAVGKSA PSRWT
LSRSKSFRWR*VKAP LVDGL

» Die Exons sind in blau und die Introns in rot detgllt. Der griin markierte
Bereich zeigt die zweite Halfte der NAB1-Splei3aate2, welche durch die
Retention des ersten Introns gebildet wird. Deb gebrkierte Bereich zeigt die
NAB1-Spleildvariantel (Siehe auch 5.3.3).
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