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1. Einleitung

Die Regulation der Zelldifferenzierung ist in den Biowissenschaften eines der aktuellsten
Themen. Durch rapide Fortschritte in der Gentechnik konnte bereits eine Reihe grundlegender
Prinzipien der Genregulation und Differenzierung bei Eukaryonten aufgeklirt werden.
Wichtige Modellorganismen fiir die Studien sind Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Mus musculus und Arabidopsis thaliana. Die hier eingesetzte Kugelalge
Volvox carteri (Abb. 1) hat den groBen Vorteil, das einfachste Modell mit nur zwei
Zelltypen — somatischen und reproduktiven Zellen — zu sein, ein Umstand, der viele
»uberfliissige* Details der Zelldifferenzierung auf ihre Grundprinzipien reduziert.

Volvox wurde vor ca. 300 Jahren von Antony van Leeuwenhoek entdeckt (Dobell, 1932).
Zweihundert Jahre spdter diente die Alge August Weismann als Kronzeugin flir seine
Keimbahn-Theorie (1889). Durch die bahnbrechenden Forschungen von Richard Starr (1968)
wurde V. carteri zum bevorzugten Untersuchungsobjekt von Entwicklungsgenetikern
(Huskey, 1979; Huskey & Griffin, 1979; Huskey et al., 1979; Kirk, 1988; Kirk, 1990; Kirk,
1994; Kirk, 1998; Kirk, 2001; Kirk & Nishii, 2001; Schmitt et al., 1992).

0’5
5"

- *'thi.i-if :

‘.

. |

Abb. 1. Adultes Spharoid von V. carteri f. nagariensis mit 16 Gonidien (innen) und ca. 2000
chlamydomonas-artigen somatischen Zellen an der Oberflache der Kugel (aus Stark, 1996).
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Die grine Kugelalge steht mit 16 Gonidien und ca. 2000 Somazellen am Ende der
Entwicklungsreihe der Volvocida, die vom Einzeller Chlamydomonas iiber die kolonialen
Gonium, Pandorina, Eudorina und Pleodorina bis zum differenzierten Vielzeller Volvox
reicht. Der vermutliche gemeinsame Vorldufer dieser Linie war ein chlamydomonas-ahnlicher
Einzeller. Aus dieser rezenten Entwicklungsreihe resultiert die einmalige Situation, daf} auch
die Evolution der molekularen Grundlagen der Differenzierung der gentechnischen Analyse
zugéanglich wird (Kirk, 1998). Der Einzeller Chlamydomonas reinhardtii besitzt zwei
Flagellen und einen Augenfleck und kann im Gegensatz zum obligat photoautotrophen
V. carteri heterotroph auf Acetat wachsen. Jede dieser Zellen durchlduft in ihrem
Lebenszyklus eine vegetative und eine reproduktive Phase. Beginnend mit diesem Einzeller
beobachtet man iiber Gonium, Pandorina, Eudorina und Pleodorina eine zunehmende
morphologische Komplexitit und Assoziation von chlamydomonas-artigen Zellen zu immer
grofleren Kolonien; aber erst Volvox vollzieht die vollstindige Differenzierung in zwei
funktionell unterschiedliche Zelltypen mit vollstindiger Aufteilung der vegetativen und
reproduktiven Funktionen (Schmitt et al., 1998).

Der vegetative Lebenszyklus (Abb. 2) von V. carteri dauert im 16:8 h Licht-Dunkel-Zyklus
bei 29 °C zwei Tage. Er beginnt mit je fiinf symmetrischen Teilungen der 16 Gonidien,
gefolgt von einer asymmetrischen Teilung der 16 anterioren Zellen des Embryos. Die 16
grofleren Zelldquivalente teilen sich noch weitere zwei- bis dreimal asymmetrisch. Die

kleineren Zellteilungsprodukte werden, wie die 48 posterioren Zellen zu Somavorlduferzellen,

RegA

0 24 48 54 60 66 72 78 96 h
Bl Dunkel punkel [NV I  Dunkel Dunkel
(0o (wuy) OOe) DO
oo/ ¥y 08/ L
X . Cytodifferenzierung Freisetzung der Tod der mitterlichen
Teilungen  Inversion und Wachstum jungen Sphéroide Somazellen
<« < > >
Embryogenese Reifung der jungen Gonidien-Reifung
Spharoide

Abb. 2. Lineare Darstellung von zwei sukzessiven vegetativen Lebenszyklen von V. carteri
unter Laborbedingungen mit einem 16:8 h Licht-Dunkel-Zyklus. Ausgehend von einzelnen
Gonidien ist der Entwicklungsweg bis hin zum Absterben der Somazellen griin gekennzeichnet. Durch
einen Pfeil ist der Zeitpunkt des Auftretens von RegA markiert. Details im Text (verandert nach Stark
& Schmitt, 2002).
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die sich bis zur Reifung elf- bis zwolfmal teilen. Die 16 groflen Zellen sind Gonidienvorlaufer
fiir die ndchste Generation. Sie gelangen nach der gastrulations-dhnlichen Inversion ins Innere
der Kugel (Nishii & Ogihara, 1999; Nishii et al., 2003), wo sie im weiteren Verlauf des
Zyklus heranreifen. Wihrenddessen nimmt die Grof3e des Sphiroids durch Einlagerung von
extrazelluldrer Glykoprotein-Matrix zwischen den Somazellen stark zu (Hallmann & Kirk,
2000; Sumper & Hallmann, 1998). Die fertigen Sphéroide werden durch partielle Proteolyse
der Matrix aus der Mutterkugel freigesetzt. Die Somazellen in der Zellhiille sterben danach
allmihlich ab (Green & Kirk, 1981; Kirk, 1997; Kirk, 1998; Kirk et al., 1986; Lichtinger,
2000; Pommerville & Kochert, 1982; Pommerville & Kochert, 1981; Viamontes & Kirk,
1977). Ursache dafiir ist primédr die Abschaltung der Photosynthese in diesen Zellen (Choi et
al., 1996; M. Lichtinger, pers. Mitteilung; Meissner et al., 1999).

Von R. Starr wurden 1970 erstmals morphologische Volvox-Mutanten beschrieben, die zur
Charakterisierung des Differenzierungsgens regAd (somatic regenerator) fiihrten (Huskey &
Griffin, 1979; Starr, 1970). In der Folge wurden zwei weitere Schliisselgene der
Differenzierung, gls (gonidialess) und lag (late gonidia), identifiziert (Huskey & Griffin,
1979; Kirk, 1988; Kirk et al., 1991). Diese drei Genorte definieren die zentralen Gene der
Differenzierung von V. carteri (Abb. 3; Kirk, 1998).

Gonidium
Symmetrische
Teilungen
32-Zellstadium
gls
l Asymmetrische Teilungen l
Grofle Zellen Kleine Zellen
16 Gonidien Ca. 2000 somatische

Zellen

Abb. 3. Arbeitshypothese, die das genetische Minimalprogramm der Soma-Keimbahn-
Differenzierung bei V. carteri illustriert. In einem 32-Zell-Embryo initiiert das Genprodukt von gls
asymmetrische Teilungen, die zu groRen und kleinen Zellen fiihren. Die groRen Zellen héren auf, sich
zu teilen und werden zu Stammzellen fur den nachsten Zyklus. Die kleinen Zellen teilen sich noch
funf- bis sechsmal und differenzieren zu Somazellen. Das regA-Gen wird nur in den Somazellen
exprimiert, unterdriickt dort die reproduktiven Eigenschaften und halt somit die Differenzierung
aufrecht. Die lag-Gene werden nur in den Gonidien exprimiert und unterdriicken dort die Somazell-
Eigenschaften. (modifiziert nach Stark & Schmitt, 2002)
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Mit der Einfilhrung gentechnischer Methoden — genetische Transformation (Schiedlmeier et
al., 1994) mit Selektionsmarkern, wie nit4 (Nitratreduktase-Gen, Gruber et al., 1992; Gruber
et al., 1996) und aphH (Paromomycin-Resistenz, Jakobiak et al., 2004), ferner Transposon-
Mutagenese (Miller et al., 1993) und Reportergen-Analogen (Hallmann & Sumper, 1994) — in
die Untersuchung von V. carteri war der Zugang zur molekularen Analyse dieser
Differenzierungsgene erschlossen. Mit Hilfe des endogenen Transposons Jordan (Miller et
al., 1993) wurden zwei der drei Genorte — g/ls4 und reg4 — markiert und isoliert (Kirk et al.,
1999; Miller & Kirk, 1999). Der Nachweis der Funktionalitit dieser Gene erfolgte durch
Cotransformation mit Hilfe einer ballistischen Methode unter Verwendung des nitA-Gens als
Selektionsmarker (Gruber et al., 1992; Gruber et al., 1996; Kirk et al., 1999; Miller & Kirk,
1999; Schiedlmeier et al., 1994).

Das gls-Genprodukt sorgt nach fiinf symmetrischen Teilungen im 32-Zell-Stadium der
Embryogenese bei den asymmetrischen Teilungen fiir die Verschiebung der Teilungsebene
und somit fiir unterschiedlich groe Tochterzellen (Abb. 3; Miller & Kirk, 1999). Hat dieser
Genlocus eine Defektmutation, so entstehen nur gleich grofe Zellen, die dann alle zu
somatischen Zellen differenzieren. Wegen des Fehlens von reproduktiven Gonidien wiirde der
Organismus sterben, wenn nicht zusétzlich eine inaktivierende reg4-Mutation eingefiihrt
wird, die in einer Redifferenzierung aller somatischen Zellen zu reproduktiven Zellen
resultiert. Eine solche gls-reg4-Doppelmutante enthilt keine primédren Gonidien im Inneren
der Volvox-Kugel; jedoch sind die somatischen Zellen an der Kugeloberflache nach ca. zwei
Tagen zu reproduktiven Gonidien redifferenziert, aus denen neue Sphiroide entstehen. In den
Gonidien unterdriicken die Lag-Proteine die Ausprdagung somatischer Eigenschaften, wie den
Augenfleck und die beiden Flagellen (Abb. 3; Kirk, 1990).

Das RegA-Protein ist fiir die Aufrechteraltung der Differenzierung verantwortlich. In regA-
Defektmutanten ist die terminale Differenzierung der somatischen Zellen (Abb. 4)
aufgehoben. Sie entwickeln sich wéhrend der Reifung der jungen Sphéroide zu
funktionsfahigen Gonidien (Starr, 1970). Dieser Vorgang beginnt mit dem Verlust des
Augenflecks und der Flagellen und der Groenzunahme der Zelle. Anschliefend kann eine
erhohte Expression von Chloroplasten-Genen beobachtet werden, was sich in der
zunehmenden Intensitét der griinen Farbe widerspiegelt (Kirk, 1997). Wird RegA konstitutiv
in allen Zellen exprimiert, resultiert dies im Fls-Phénotyp (fruitless). Diese Mutanten haben
normale Somazellen, aber winzige Gonidien, die sich extrem langsam teilen. Solche

Sphéroide sterben nach zwei bis drei Generationen (Stark et al., 2001).
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Abb. 4. RegA-Mutante 153-68 von V. carteri am zweiten Tag des Lebenszyklus. Zu diesem
Zeitpunkt werden die Somazellen dunkelgriin und beginnen zu wachsen. Spater werden sie sich
teilen, um Nachkommen des gleichen Phanotyps zu produzieren.

Das RegA-Protein reprimiert in den somatischen Zellen die Ausbildung reproduktiver
Eigenschaften, indem es als negativ regulierender Transkriptionsfaktor fungiert (Abb. 3, Kirk
et al., 1999; Meissner et al., 1999). Dal3 kernkodierte Chloroplasten-Komponenten, vor allem
zentrale Bestandteile der Energiegewinnung durch Photosynthese, in somatischen Zellen
Zielgene der negativen RegA-Regulation sind, wurde bereits nachgewiesen (Amann, 2002;
Choi et al., 1996; Meissner et al., 1999; Schmidt, 2004). Die Aufkldarung der Regulation des
regA-Gens einerseits und der zelltyp-spezifischen Expression und der Wirkung des RegA-
Proteins andererseits sind fiir das Verstdndnis der terminalen Differenzierung der somatischen
Zellen essentiell.

Der 12,5 kb-Genlocus von regA (Abb. 5) enthilt 8 Exons (zusammen 3147 bp) und 7 Introns,
sowie eine kurze 5S'NTR (940 bp) und eine lange 3'NTR (2638 bp). Das RNA-Transkript ist
6725 nt lang und ist etwa 12 h nach Beginn der Embyogenese detektierbar; das RegA-Protein
tritt nach 16 h auf (Kirk et al., 1999). Das RegA-Protein wird von den Exons 5 (3' Ende) bis 8
kodiert (Abb. 5, gelbe Boxen); die stromaufwirts positionierten Exons 1 bis 5 sind nach

fritheren Befunden stumm (Kirk et al., 1999).
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Abb. 5. MaRstabsgetreue Karte des regA Genlocus. Blaue Boxen symbolisieren nicht-kodierende
Exons (E1-ES5), gelbe Boxen reprasentieren kodierende Exons (E5-E8), und die Linien zwischen
Exons markieren Introns (l4-I;). Die Positionen von Transkriptions-Startpunkt (+1), Translations-Start
(ATG9) und Translations-Stopp (TGA) sowie PolyA-Signal (TGTAA) sind bezeichnet, ferner die Lage
von acht ATG-Tripletts in der 5’NTR, sowie einer inaktivierenden 280-bp Deletion in E6, die den
stabilen Reg-Phanotyp von 153-68 verursacht.

Dieser upstream Bereich enthélt 8 potentielle AUG-Startcodons (Abb. 6), die eigentlich durch
den scanning-Mechanismus von der Translationsmaschinerie erkannt werden miissten
(Kozak, 1995; Kozak, 2002). Fiir die Erkennung eines AUG-Tripletts ist auBerdem dessen
Umgebung, die sogenannte Kozak-Sequenz, mitentscheidend. Bei Chlamydomonas wurde sie
wie folgt festgelegt (Ikeda & Miyasaka, 1998): MAMMAUGGC (M = A oder C; Fettdruck =
hochkonserviert), wobei die Positionen -3 und +4 am stirksten konserviert und fiir die

Erkennung besonders wichtig sind.

-~ o~ ™ < n ©o ~ 0 (o] e
o ) o o 0o 0 ) o
2 2 2 2 2D 2 o} o} 2
< < < < = < I = z
Leseraster ‘ E|xon 1 Exon 3 - E i Exon|6
1 [ ]
ORF 1 ORF 2 ORF 6
2 [ [ |
ORF 5 ORF 7
RegA-ORF
3 [ | I [
ORF 3 ORF 4 ORF 8 ORF9 ORF 10
I ]
f 1
1040 bp

Abb. 6. Schema des reifen Transkripts der 5' NTR (blau) von regA und des 5'-Bereiches der
kodierenden Region (gelb) mit den Positionen von 10 AUG-Codons und den zugehérigen
offenen Leserastern (ORF1-ORF10). Die Lange der ORFs (rot), die Zuordnung zu einem der drei
Leseraster (von oben nach unten) und die maximale Ausdehnung der 5'NTR von +1 bis AUG10 sind
dargestellt.
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Keines der ersten 10 AUG-Codons im regd-Transkript besitzt diese ideale
Sequenzumgebung. Die Verteilung der AUG-Codons auf die Exons 1 bis 6 und mdgliche
Leseraster sind in Abb. 6 zusammengefalit. Dieses Muster ist auch im regA-Transkript der
verwandten Spezies Volvox carteri f. kawakasiensis auftillig stark konserviert (D. Kirk, pers.
Mitteilung), ein Befund, der die vermutete regulierende Bedeutung dieser Region
unterstreicht.

Das, beginnend vom AUG9-Startcodon, kodierte RegA-Protein enthdlt 1049 AS-Reste mit
einem berechneten Molekulargewicht von 111.000. RegA ist aulergewohnlich hydrophil und
hat einen isoelektrischen Punkt von 4,8. Es enthdlt zwei Alanin-, drei Glutamin-, zwei
Glutamat- und zwei Prolin-reiche Regionen, die zusammen mehr als 35% des gesamten
Proteins ausmachen. Diese Doménen sind typisch fiir Transkriptionsfaktoren (Cowell, 1994;
Hanna-Rose & Hansen, 1996). Zusitzlich wurden bei Computer-Strukturanalysen zwei
potentielle  Helix-Loop-Helix-Motive  (Position 639-708 und Position 781-826;
Positionsangaben vgl. Anhang 8.2), sechs Kernlokalisierungs-Signale des Typs SV40 grof3es
T-Antigen (PKKKRKYV; jeweils eins an den Positionen 461-464, 911-914 und 1016-1019 und
drei {iberlappende an Position 798-803), ein Kernlokalisierungs-Signal des Xenopus
Nucleoplasmin-Typs (KRXXXXXXXXXXKKKK; Position 618-634) und ein neuartiges
Zn-Finger-Motiv (Position 483-501) entdeckt (Kirk et al., 1999; Stark, 1999). Aufgrund
dieser Beobachtungen ist RegA ein neuer Transkriptionsfaktor, der ausschlieBlich in
Somazellen exprimiert wird und fungiert (Kirk et al., 1999). Er wirkt (indirekt) reprimierend
auf die Transkription kernkodierter Chloroplastengene (Choi et al., 1996; Meissner et al.,
1999; Tam & Kirk, 1991). Kiirzlich stellte sich heraus, da3 RegA in somatischen Zellen die
Transkription des sacl/-Gens (kodiert fiir ein Sulfatmangel-Sensorprotein, Wykoff et al.,
1998) stimuliert (Schmidt, 2004). Es wird vermutet, dal Sacl wiederum Gene fiir den
Photosyntheseapparat unterdriickt, ein Vorgang, der zu Seneszenz und Tod der Somazellen
fiihrt (Meissner et al., 1999; Stark & Schmitt, 2002). Das RegA-Protein steht also an der
Spitze einer Regulationskaskade, die den differenzierten Zustand der Somazellen aufrecht
erhélt und spéter im Zyklus Seneszenz und Zelltod determiniert.

Weil die Expression des regA-Gens ausschlieBlich in den kleinen Somazellen die kritische
Determinante des Zellschicksals ist, war zu vermuten, dal} unterschiedliche
Transkriptionskontrollen in den kleinen und groBen Zellen nach den asymmetrischen
Teilungen wirken. Tatséchlich sorgen zwei enhancer in den Introns 3 und 5 von regd

(Abb. 5) fiir dessen Transkription in somatischen Zellen und ein silencer in Intron 7 blockiert
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dessen Transkription in den Gonidien (Stark et al., 2001). Die Aktivierung dieser Elemente
scheint von der ZellgroBe bzw. dem Zellvolumen in einer bisher unverstandenen Weise
abzuhédngen (Kirk et al., 1993; Schmitt, 2003; Stark & Schmitt, 2002).

Dariiber hinaus wirken weitere Kontrollen auf die Expressionsstirke von regA. Ihre
Mechanismen, die den Promotor und die 5’NTR von regd betreffen, galt es hier zu
analysieren und aufzukldren. Expressions-Experimente von rekombinanten regA in diversen
Organismen dienten ferner dem Ziel, reines RegA bzw. Teile des Proteins fiir die Produktion

spezifischer Antikdrper zu gewinnen. Im einzelnen wurden folgende Arbeitsziele formuliert:

1) Das TBP-Gen von V. carteri, ein ubiquitirer und zentraler Transkriptionsfaktor,
sollte isoliert, analysiert und rekombinant als Pendant und Muster fiir das viel
grofBere RegA-Protein exprimiert werden.

2a) RegA war rekombinant vollstindig oder partiell zu exprimieren und zu reinigen.

2b) Ein polyklonales Anti-RegA-Antiserum war herzustellen und zu reinigen.

3a) Die Bedeutung aller 10 AUG-Startcodons in der 5’NTR des reg4-Gens (Abb. 5) war
durch gezielte Mutationen in Kombination mit Transformations- und

Komplementations-analysen zu eruieren.

3b) Die Rolle in der regA-Translation des hochkonservierten und ldngsten offenen

Leserahmens (ORF2) in der 5’NTR (Abb. 6) war zu testen.
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2. Material

2.1 Organismen und Plasmide

In Tab. 1 sind die verwendeten Organismen, in Tab. 2 die eingesetzten Plasmide mit Markern

und Referenzen zusammengefasst.

Tab. 1. Verwendete Organismen

Stamm Marker Herkunft/Referenz
Escherichia coli
DH10B F~ araD139 A(ara, leu)7697 AlacX74 Eett)hessa_ResLiarch
~ - aboratories Life
galU galK mcrA A(mrr hsdMRS™ merBC) Technologies, Inc.
mcrA rpsL decR 380A/acZ AM15 endA1
nupG recA1
Rosetta(DE3) F ompT hsdSg (rg" mg’) gal decm (DE3) | Novagene
pRARE (CamF)
NM538 F~ gal lacY metB hsdR supF Frischauf et al.
(1983)
XL1-Blue MRF’ A(merA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 | Stratagene
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac[F’ proAB laclZAM15 Tn10 (Tef)]°
XLOLR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mir)173 | Stratagene
endA1 thi-1 recA1 lac[F’proAB
lacl®ZAM15 Tn10 (Tet)|Su '
Volvox carteri f. nagariensis
HK10 weiblicher J-Stamm (Japan) Starr (1969)
Poona weiblicher I-Stamm (Indien) Adams et al. (1990)
153-48 HK10 ( ) x Poona ( )-Kreuzung: nitA, Schiedimeier et al.
chl® (1994)
153-68 HK10xPoona-Kreuzung: regA, glsA, Kirk et al. (1999)
nitA, chl®
A2-12 153-68 mit pVcNR15 und pVcRegA2, Stark (1999)
nitA*, regA*
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Volvox carteri f. kawasakiensis KK3
Volvox carteri f. weismannia LB 2170
Volvox obversus L1865

Volvox aureus 88-1

Volvox africanus LB1890

Volvox tertius

Volvox gigas LB1894

Volvox rousseletti LB 1861

Volvox spermatosphera 2273
Volvox dissipatrix

Volvox globator

Pleodorina californica

Pleodorina illinoisiensis LB 808
Eudorina elegans LB 1193
Eudorina unicocca

Pandorina

Gonium

High Five™ Zellen

Umbenennung in Eudorina californica,
dann in Eudorina indica

Umbenennung in Eudorina illinoisiensis

BTI-TN-5B1-4, aus Trichoplusia ni Eiern

NIES®
UTEX®
UTEX
SAG*
UTEX
UTEX
UTEX
UTEX
UTEX
NIES
SAG

Nozaki (1989)

Nozaki (1989)
UTEX
UTEX
UTEX

UTEX

Invitrogen

' Genetische Nomenklatur nach Bachmann (1990)

2 National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, Japan

® The Culture Collection of Algae at the University of Texas, Austin, USA

4 Sammlung von Algenkulturen der Universitat Géttingen, Deutschland



http://www.nies.go.jp/

MATERIAL

11

Tab. 2. Verwendete Plasmide, Phagen und Genbanken

Name Marker® Herkunft/Referenz

Plasmide

pSK™ bla, lacZ' Stratagene

pGEM™-T bla, lacZ’ Promega

pBK-CMV Neo'/Kan', lacZ Stratagene

pAcSG-His-NT B Derivat von pAcSG1, His-Tag, bla Pharmingen

pAcSG 111 pAcSG-His-NT B mit kodierendem Bereich | Eschenwecker (2000)
von regA

pVL1392-XylE pVL1392 mit Gen fir Catechol-2,3- Pharmingen

puC 19
pUC19Reg111
pVcRegA1

pVcRegA2

pGEM-Avrll/Pmel

pGEM-5,5kb

pVcRegA1ATG1

pVcRegA1ATG2

pVcRegA1ATG2Stop

pVcRegA1ATG3

pVcRegA1ATG5

pVcRegA1ATG6

pVcRegA1ATG7

Dioxygenase aus Pseudomonas putrida
bla, lacZ

kodierender Bereich von regA in puC19
regA (15,3 kb genomisch) in pSK

pVcRegA1 + Ha-tag (YPYDVPDYA) in
Kpnl-Schnittstelle des Exon 6 (Base 5638)

pGEM-T mit integierter Avr II- und Pme I-
Schnittstelle

pGEM-T mit Pme I/Avr ll-Fragment aus
regA

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 1 in
pSK’ (1. Motiv)

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 1 in
pSK™ (2. Motiv)

regA mit zwei Stop-Codons hinter ATG2

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 2 in
pSK

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 3 in
pSK' (1. Motiv)

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 3 in
pSK™ (2. Motiv)

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 3 in
pSK’ (3. Motiv)

Vieira & Messing (1982)
Eschenwecker (2000)
Kirk et al. (1999)

Stark (1999)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pVcRegA1ATGY

pVcRegA1ATGO9Stop
pVcRegA1ATGIStop?
pVcRegA1ATG10Stop
pVcRegA1ABamHI

pCR4-TOPO-3xHA

pGEM-3xHA

pGEM-6xHA

pVcRegA1ABamHI+HA
pVcRegA1+6xHA
pVcRegA1ATG2Stopp+
6xHA

pVcNR15

pTYB4

pTYB4-regA/1
pTYB4-regA/2

pTYB4-regA/3

pSK-A17Xba2,7/7

pGEM-TBPkon

pBK-CMV-11
pBK-CMV-61

pSK-61

regA mit ATG—TGG Mutation in Exon 5 in
pSK

regA mit Stop-Codon hinter ATG9

regA mit zwei Stop-Codons hinter ATG9
regA mit Stop-Codon hinter ATG10
pVcRegA1 mit BamHI — Deletion (7420 bp)
an die codon usage von V.carteri
angepaliter synthetisch hergestellter
dreifacher Ha-fag in pCR4-TOPO

(Invitrogen)

dreifacher HA-fag mit Nco I-Schnittstelle an
beiden Seiten in pGEM-T

sechsfacher HA-tag mit Nhe I- (5'-Ende)
und Avr lI-Schnittstelle (3’-Ende) in
pGEM-T

pVcRegA1ABamHI mit hinter ATG2
integriertem dreifachem HA-tag

pVcRegA1 mit sechsfachem HA-fag in
Avr lI-Schnittstelle

pVcRegA1ATG2Stop mit sechsfachem HA-
tag in Avr II-Schnittstelle

bla,
Volvox nitA (cDNA + Promotor + Intron 1)

bla, rop, lacl,
Sce VMA Intein-tag, CBD aus B. circulans

kodierender Bereich von Base 1 bis Base
1180 des regA-Gens in pTYB4

kodierender Bereich von Base 1156 bis
Base 2214 des regA-Gens in pTYB4

kodierender Bereich von Base 2194 bis
Base 3150 des regA-Gens in pTYB4

tbp (2,7 kb genomisch aus A17)in pSK

cDNA-Sequenz von tbp (Base 427 bis
Base 824 der mRNA) in pGEM-T

tbp (2,6 kb cDNA aus A11) in pBK-CMV
tbp (2,6 kb cDNA aus A61) in pBK-CMV

tbp (2,6 kb cDNA) in pSK™ mit
BamH I/Xba I-Verdau aus pBK-CMV-61

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Entelechon

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Gruber et al

NEB

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

. (1996)
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pSK-TBP TBPcDNA mit BamH I- und Nco I- diese Arbeit
Schnittstelle (5’-Ende) in pSK
pTYB4-tbp kodierender Bereich von tbp in pTYB4 diese Arbeit
Phagen und
Genbanken
A Dashll A Vektor fiir genom. Genbibliotheken Stratagene
N ZAP Express A Vektor flir cDNA-Bibliotheken Stratagene
ExAssist™ Interference | Helfer-Phage zur in vivo Exzision von pBK- | Stratagene

Resistant Helper Phage

Genomische
V. carteri-Genbank

V. carteri cDNA-
Genbank

A7

A1

A61

CMV aus A ZAP Express

genomische Genbank von V. carteriin A
Dashlli

cDNA-Genbank von V. carteri in
A ZAP Express

A — DASH II-Klon mit TBP-Teilsttick

A — ZAP Express — Klon mit TBP-cDNA, um
109 Basen am 3’Ende kiirzer als A61

A — ZAP Express — Klon mit vollstandiger
TBP-cDNA

Kirk et al. (1999)

B. Cresnar, pers. Mitteilung

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

® Genetische Nomenklatur nach Novick et al. (1976)
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2.2 Verwendete Oligonukleotide

Tab. 3. Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5°—3%)

Verwendung

T7

T3

pPSKu

pSKr

SP6

pGEMdown
PAcCG2Tuni
PAcCG2Trev
regA/1-Ncolu
regA/1-Xholr
regA/2-Ncolu
regA/2-Xholr
regA/3-Ncolu
regA/3-Xholr
Intein Reverse
regA/l-seq
ON-TBP-1
ON-TBP-2
ON-TBP-3
ON-TBP-4
ON-TBP-5
ON-TBP-6
TBPSuni
TBPSrev

Genom. Sonde TBP
cDNA-Sonde TBPu
cDNA-Sonde TBPr
17Xba2,7/7-1
17Xba2,7/7-2
17Xba2,7/7-3
17Xba2,7/7-1u
glu

gUr

K1-T3
T7-Folgel
T3-Folgel
61-T7-Folgel

TAATACGACTCACTATAGGG
AATTAACCCTCACTAAAGGG
CACTATAGGGCGAATTGG
AAAGGGAACAAAAGCTGG
TATTTAGGTGACACTATAG
GAATACTCAAGCTATGCATCC
TGGTGGCGACCATCCTC
CGTCAGTCAGTCACGATG
CCATGGAGATCGGCTTCCGTAAGGAAG
CTCGAGCTGCACCGCATCGTCGGAAGC
CCATGGAGGCTTCCGACGATGCGGTGC
CTCGAGGTATTGGTTCAGAACCGACGC

CCATGGCGTCGGTTCTGAACCAATACTTG
CTCGAGGTCCGAAAGGGAATCATCTCCAG

ACCCATGACCTTATTACCAACCTC
CAGTTGGCCGTCTATCTCAGC
AAYGCNGARTAYAAYCCNAA
TTYGCNGCNGTNATHATG
ACNACNGCNYTNATHTT
GGRAAYTTNACRTCRCA
AANARYTCNGGYTCRTA
CATNCKRTADATNARNCC
CAGCTCCAGGACATCATG
GAACTCCTTGAACGTGG
GTACGCCAAGATCGTGCAAAAG
GGCACAAAGCTAGACTTGAAGG
GACACAAAGATGAGCACG
GACGGAACTCTGTGCTGTAAC
GATGAGCAGCACGATCTTGG
TGCCTGTATCTCCGAATCCAG
GTTACAGCACAGAGTTCCGTC
GGAGCATATGGAACAGCAGC
GCTGCTGTTCCATATGCTCC
CCATGACGTTACAGGACCTTC
GCATGCGCAGCTTGGCACATC
CTGGTATTACACCACAGCTGC
GCATGCGCAGCTTGGCACATC

PCR und Sequenzierung

PACG2T-Sequenzierung

PCR fiir pTYB4-Klonierung

pTYB4-Sequenzierung
regA/l-Sequenzierung

degenerierte PCR TBP

genomische TBP-Sonde

cDNA-Sonde TBP

TBP-Sequenzierung
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61-T3-Folge2
61-T7-Folge2
61-T3-Folge2.2
51-T3-Folgel
61-T7-Folge3
11-T7-Folge?2
gDNA5' E6
gDNA3’ UTR
gDNA3’ polyA
ATGmutOEu
ATGmutOEr
AP-XhoI
AP-BamHIr
AP-BamHIu
AP-AvrII
ATGlmutu
ATGlmutr
ATG2mutu
ATG2mutr
ATGZ2nonu
ATG2nonr
ATG3mutu
ATG3mutr
ATGS5Smutu
Atgbmutr
ATGomutu
ATGémutr
ATG7mutu
ATGTmutr
ATGI9TGGu
ATGO9TGGr
ATGS9nonlu
ATGS9nonlr
ATG9non2u
ATGS9non2r
ATG10nonu
ATGlOnonr
ATGY9seq
ATGSOrev
ATG10uni
ATG1l0nonseq
ATGlOnonseqgrev
NcoHAuni
NcoHArev

ATG2NcoHAu

GAAGCAGCCCAAGATCGTGC
CTACAAGGACATGCACCTGCC
CTACGAGCCGGAGCTCTTTCC
CTACATGAATATCTACCCCAC
CAAACTGGGTGTCGGCGCAAG
CGCGTTTGCTCATACCAAGGC
GATTCAGTACAAGAAAGGAGA
GCACTCAACCCTGCTAGCGAC
CCTAAAATATGAATTACAGCC
GTCGTTGCGTTGGAGACCCTTC
CTTGGAAGATCTGCAGACAATG
GCTCGAGAGAATCTTGGTGC
GTGGATCCCGGCCATTTGAG
CCTCAAATGGCCGGGATCCAC
CCCTAGGTCGTCGACCACCG
GTTGATAGGCTGGCGTTGGGC
GCCCAACGCCAGCCTATCAAC
CACTTAGCCTGGGCGTATCC
GGATACGCCCAGGCTAAGTG
CAATGGCGTAACCTTGATACCTTG
CAAGGTATCAAGGTTACGCCATTG
CACTCAGCCTGGCTCAAGAAG
CTTCTTGAGCCAGGCTGAGTG
GAGCAGGGCACTGGTCGGCGT
ACGCCGACCAGTGCCCTGCTC
CGTCCCGTGGGGCACCACTTG
CAAGTGGTGCCCCACGGGACG
CGGCGTTTGGGCAAAGCCCTC
GAGGGCTTTGCCCAAACGCGG

CTGCGAAGCAGCTTCTGGGAGGTGAGAGCGTGC
GCACGCTCTCACCTCCCAGAAGCTGCTTCGCAG

GCAGCTTCATGTAAGTGAGAGCG
CGCTCTCACTTACATGAAGCTGC
CTTCGCAGATCTGATTCCGTAAGG
CCTTACGGAATCAGATCTGCGAAG
GACATGCCACCGTAACCTCAGCTG
CAGCTGAGGTTACGGTGGCATGTC
CATTGCCGACTTTGTGTTCC
GTGGCTGGACAGCGTTCGTG
GAAACACAGCAATCACCGC
CTCTTTAATGGTTACAGAG
CTCTGTAACCATTAAAGAG
CGCCCTCCATGGCATACCCGTACG
CCTTGGTCCATGGCGTAGTCGGG
CCAACACTTAGCCATGGCGTATCC

TBP-Sequenzierung

PCR zur Vervollstadigung
der genomischen tbp-
Sequenz

AuBenprimer fir ATG-

Mutagenese

ATG-Mutagenese

Sequenzierung

PCR fiir HA-tag-Klonierung
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ATG2NcoHAr GGATACGCCATGGCTAAGTGTTGG PCR fiir HA-tag-Klonierung
regA-HA-Nhel CCCTTGGCTAGCTACCCGTACGAC

regA-HA-AvrII CCTTGGCCTAGGGGCGTAGTCGGG

LEG6 TTGGGAGCCGACCTGCCATCC Screening-PCR auf
RE6 AGCGTGACCTCGCATGTATCC Cotransformation
ATG2HAuni GGCTTACCTCGCTCGTATAAC Screening-PCR auf HA in
ATG2HArev TCATGGAGTGGATGGACTACC orf2

orf2uni ATGGCGTATCCTTGCTACCTTG orf2-PCR

orf2rev TCTGGACAAGTGGTGCCCATC

orf2degu GARTAYTGYGCNGTNCARMG

orf2degr GYTGRCANGTNGCCCACC

degl GARTAYTGYGCNGTNCA

deg2uni TGGGCNACNTGYCARCA

deg2rev TGYTGRCANGTNGCCCA

deg3 CARGCNCTNACNACNCA

deg4 ACNGCNAGRCADATNCC

O0ligo-dT+A GACTCGAGTCGACATCGA (T) 17 RT-PCR

Adapter GACTCGAGTCGACATCGA

ATG2expu CAGCCTTGCTTGCGTTCTTCT

NCoATG2 ACCATGGCGTATCCTTGCTAC

Actin-fwd TAGATTCCGGTGACGGTGTA Aktin-Sonde
Actin-rev TCTTCGCGATCCACATTTGC
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2.3 Herkunft von Chemikalien und Enzymen

DNA-Leiter-Mix

Acrylamid/Bisacrylamid - Losungen

Agarose

Alkalische Phosphatase
Ampicillin
Anti-CBD-Ak

Anti-Glutathion-S-Transferase Ak, monoklonal

Anti-mouse IgG
Anti-rabbit 1gG

APS

ATP

Bacto Agar

Bacto Trypton
Bacto Yeast Exctract
Biotin
Bromphenolblau
BSA

Césiumchlorid
Catechol

Chitin beads
Coomassie 250 R
DEPC
Desoxyribonukleosidtriphosphate
DMSO

DNase |

DTT

ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling and

Detection System

ECL™ Western blotting analysis system

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 11
Ethidiumbromid

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit

Glycerol

Harnstoff

HEPES

Hybond™ ECL

Hybond™ N'-Nylonmembran
IPTG

peqlab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Roche (Mannheim)

Serva (Heidelberg)

NEB, Inc. (Beverly, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Fluka (Seelze)

Roche (Mannheim)

Difco (Detroit, MI, USA)

Difco (Detroit, MI, USA)

Difco (Detroit, MI, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

NEB, Inc. (Beverly, MA, USA)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Roche (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Amersham Biosciences (Freiburg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
peqlab (Erlangen)

Serva (Heidelberg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Roth (Karlsruhe)

GIBCO BRL (Gaithersberg, MD, USA)

Biomol (Hamburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)

LOEWE BIOCHEMICA GmbH (Otterfing)
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Magermilchpulver

MultiMark®™ Multi-Colored Standard
Nucleospin™ Plasmid Kit
pGEM-T-Vektor Kit

Phenol (Tris-geséttigt)
Phenol/Chloroform

Prestained Protein Marker
ProofStart™ DNA Polymerase
Oligotex mRNA Mini Kit

OlAfilter™ Midi Kit

Qiagen™ Plasmid Mini Kit
Rapid-hyb buffer
Restriktionsenzyme und Restriktionspuffer

RNaseA

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor

SDS
Silver Staining kit, Protein

SuperScript™ I RNase H Reverse
Transcriptase

T4 DNA Ligase

Taq DNA-Polymerase
TEMED

Tris

Triton X-100
Tween ™ 20

X-Gal

alle weiteren Salze, Zucker, Chemikalien und
Losungsmittel

Topfer (Dietmannsried)
Invitrogen (Karlsruhe)
Macherey-Nagel (Hilden)
Promega (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

NEB, Inc. (Beverly, MA, USA)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Roche (Mannheim)
NEB, Inc. (Beverly, MA, USA)

Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala,
Schweden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)

Serva (Heidelberg)

USB (Cleveland, OH, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Merck (Darmstadt)
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2.4 Medien

Zusammensetzung und Herstellung der verwendeten Medien zeigt Tab. 4.

Tab. 4. Verwendete Medien

LB, (Luria Broth) Bacto Trypton 1049
Bacto Yeast Extract 59
NaCl 10¢
H,O ad 11

mit TN NaOH pH 7,0 einstellen

fur Platten: + Bacto Agar 15 g/l
LBo-amp LBy
Nach autoklavieren hinzufiigen:
Ampicillin 100 pg/ml
LBo-amp/X-Gal/IPTG LBy

(fir Platten)
nach autoklavieren hinzufligen:

Ampicillin 100 pg/ml
X-Gal (20 mg/ml in DMFQO) 20 pg/mi
IPTG (100 mM) 375 plll
LBy-Kan LBy
nach autokalvieren hinzufugen:
Kanamycin 50 pg/mi
TY Bacto Trypton 10¢
Bacto Yeast Extract 59
H.0 ad 11
mit 1N NaOH auf pH 7,2 einstellen
TY/Glyc. TY 1 Vol.
Glycerin 87 % 2 Vol.

nach dem Autoklavieren mischen

Metall-Lésung fir SVM Na,-EDTA*2 H,O 159
FeCl;*6 H,O 194 mg
MnCl,*4 H,O 82 mg
ZnCl, 10 mg
CoCl,*6 H,0 4 mg
Na,MoO4*2 H,O 8 mg

H,O ad 11
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SVM Hepes 0649
Na-Glycerophosphat-Hydrat 50 mg
KCI 50 mg
Ca(NO3),*4 H,O 118 mg
MgSQO4*7 H,O 40 mg
Na,CO3*10 20 mg
Harnstoff 30 mg
Thiaminchlorid-hydrochlorid 1mg
Biotin 2,5 ug
Vitamin B12 1,5 ug
Metall-Lésung 3 mi
H.0 ad 11
mit 10N NaOH auf pH 8,0 einstellen
autoklavieren

SVMN wie SVM, ohne Harnstoff

Express Five SFM — Medium
(GibcoBRL, Karlsruhe)

2.5 Puffer und Losungen

In den Tab. 5 - 12 sind Puffer und Losungen, geordnet nach Anwendungsbereichen,

aufgefiihrt.

Tab. 5. Losungen fiir die Kultivierung des Phagen A

SM-Puffer Tris pH 7,5 50 mM
NaCl 0,1M
MgSQO, 8 mM
Gelatine 0,01 %

Top-Agar Agar 749
MgSQO, 10 mM
LBy ad 11
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Tab. 6. Losungen fiir die Plasmidisolierung

Lésung A Glucose 50 mM
EDTA 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0 25 mM
DNase-freie RNase 250 pg/mi
Lésung B NaOH 02M
SDS 1% (wlv)
Lésung C Ammoniumacetat 75M
Tab. 7. Lésungen fiir die DNA- und RNA-Praparation aus V. carteri
Volvox-Lysepuffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA, pH8,0 10 mM

10 % Sarcosyl

N-Laurylsarcosin

10 % (w/v)

CIA Chloroform 24 Vol.
Isoamylalkohol 1 Vol.
Volvox-Resuspensionspuffer Tris/ClI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
SDS-Extraktionspuffer Tris/Cl, pH 6,8 60 mM
SDS 2%
RNA-Lysepuffer Tris/Cl pH 8,0 50 mM
NaCl 300 mM
EGTA 5mM
SDS 2%
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Tab. 8. Puffer fur die Dialyse von DNA

STE Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1mM
NaCl 100 mM

TE 10.1 Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 1mM

TE 10.01 Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 0,1 mM

Tab. 9. Lésungen fiir die Gelelektrophorese von DNA

8 % Polyacrylamid-Gel Acrylamid:Bisacrylamid (29:1) 40% 20 ml
H.0 59,3 ml
5x TBE 20 ml
10 % APS 0,7 ml
TEMED 100 pl

PA-Auftragspuffer Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Glycerin 30%
H,O

10x TBE Tris 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 25 mM

Agarosegel (1 %) Agarose 1 % (wiv)
in 1x TBE

Auftragspuffer fir Agarosegele | Glycerin 50 % (v/iv)
Bromphenolblau 0,2 % (w/v)
Xylencyanol 0,2 % (w/v)

EDTA

10 mM
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Tab. 10. Lésungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese von RNA

5x MOPS-Puffer MOPS 200 mM
NaOAc 50 mM
EDTA 5mM

RNA-Ladepuffer 0,5 M EDTA pH 8,0 20 ul
Glycerin 5ml
DEPC-behandeltes H,O 5mil
Bromphenolblau 40 mg
Xylencyanol 40 mg

DEPC-behandeltes Wasser H,O 11
DEPC 0,1 ml

inkubieren 12h, 37°C, autoklavieren

Tab. 11. Losungen fiir Southern blotting, Northern blotting, Hybridisierung und Markierung von

DNA-Sonden

Depurinierungslésung HCI 0,25 M
Denaturierungslosung NaOH 0,5M
NaCl 1,5M
Neutralisierungslésung Tris pH 8,0 0,5M
NaCl 1,5M
SSC (20x) NaCl 3M
Na-Citrat pH 7,0 0,3M
STE Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
NaCl 100 mM
Tab. 12. Lésungen fiir Protein-Analyse
SDS-Extraktionspuffer Tris/Cl, pH 6,8 60 mM
SDS 2%
SDS-Sammelgel Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1) 5 % (v/v)
Tris/Cl ph 6,8 125 mM
SDS 0,1 % (w/v)
APS 0,05 % (w/v)
TEMED 0,07 % (viv)
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SDS-Trenngel (10 %)

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1)

10 % (v/v)

Tris/Cl ph 6,8 376 mM

SDS 0,1 % (w/v)

APS 0,05 % (wiv)

TEMED 0,07 % (viv)
SDS-PAGE-Laufpuffer, pH 8,3 | Glycin 192 mM

Tris 25 mM

SDS 0,1 % (w/v)
SDS-PAGE-Auftragspuffer, 3x, | Glycerin 30 % (v/v)

SDS-frei

2-B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

3 % (v/v)
0,03 % (w/v)

SDS-PAGE-Auftragspuffer, 2x,
mit SDS

Tris/CI

Glycerin

SDS
2-B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

0,02 mM

18,4 % (v/v)
4,2 % (wiv)
20 % (viv)
0,013 % (w/v)

natives Polyacrylamidgel (10 %) |5x TBE 20 % (viv)
Acrylamid/Bisacrylamid 26 % (viv)
APS 0,6 % (w/v)
TEMED 0,1 % (viv)
Auftragspuffer fir Glycerin 40 % (viv)
Polyacrylamidgele, 5x 1x TBE 25 % (v/v)
Bromphenolblau 0,04 % (w/v)
Transferpuffer fiir Western Blot | Glycin 192 mM
Tris 25 mM
Methanol 20 % (v/v)
PBS Dinatriumhydogenphosphat 80 mM
Natriumdihydogenphosphat 20 mM
NaCl 100 mM
Blockierungslosung Magermilchpulver 5 % (wlv)

Tween 20
in PBS

0,1 % (viv)

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie 250 R
Ethanol
konz. Essigsaure

0,14 % (wiv)
45 % (viv)
9 % (viv)

Entfarber

konz. Essigsaure
Ethanol

7 % (viv)
5 % (viv)
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3. Methoden

3.1 Kultivierung der Organismen

3.1.1 Escherichia coli-Kulturen

Escherichia coli wurde, ausgehend von Einzelkolonien, bei 37 °C in LBy-Fliissigmedien oder
auf LBo-Agarplatten (nach Sambrook et al., 1989) angezogen. Zur Transformantenselektion
wurden LBy-amp-Platten verwendet, oder LBj-amp/X-gal/IPTG-Platten, um zusitzlich ein
»Blau-Weil-screening* (Vieira & Messing, 1982) auf pUC-Rekombinanten durchfiihren zu
konnen. Kulturvolumina bis 7,5 ml wurden im Reagenzglasroller (Heidolph, Kelheim)
inkubiert, groBere Kulturen im Schiittelwasserbad (New Brunswick Scientific G76, New
Brunswick, NJ, USA). Agarplatten wurden in temperaturkonstanten Brutschrinken
(Memmert, Schwabach) bebriitet. Das Bakterienwachstum wurde photometrisch bei 600 nm
Wellenlidnge verfolgt (Novaspec II, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Eine
ODggo von 1,0 entspricht einer Kulturdichte von 8x10% E. coli-Bakterien pro ml (Sambrook et

al., 1989).

3.1.2 Algen-Kulturen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Stimme nach Starr und Jaenicke
(1974) in Standard Volvox-Medium (SVM) (modifiziert nach Provasoli & Pintner, 1959) bei
27-30 °C kultiviert und in einem Hell-Dunkel-Zyklus von 16:8 h synchronisiert. Synchrones
Wachstum wurde bei Bedarf durch geringe Koloniedichte und Aussortieren asynchroner
Sphiroide beim Uberimpfen erreicht. Jedoch wurden die Algen fiir manche Experimente
bewusst asynchron angezogen, um DNA aus allen Phasen des Zyklus zu erfassen.
V. globator, V. aureus, V. obversus und Eudorina unicocca wurden wie oben, aber bei 22 °C
kultiviert. Stammkulturen wurden in Reagenzglidsern mit 10 ml SVM gehalten und nach zwei
bis drei Generationen in frisches Medium iiberimpft. Bei V. globator und V. obversus war die
Zugabe von Erdexudat (modifiziert nach Pringsheim, 1946) im Verhéltnis 1:7 notwendig.

GroBere Kulturvolumina (200 ml bis 9 1) wurden beliiftet.
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3.1.3 Kultivierung des Phagen A
3.1.3.1 Anzucht der Wirtsbakterien

Der Phage A wurde nach Standardmethoden kultiviert (Sambrook et al., 1989). Als
Wirtsbakterium wurde der E. coli-Stamm NM538 verwendet. Zur Anzucht von Bakterien fiir
die Phagenplattierung wurde E. coli NM538 in 5 ml LBy-Medium, supplementiert mit 10 mM
MgSO4 und 0,4% Maltose, UN angezogen. Am nichsten Tag wurde die Zelldichte bestimmt
(3.2.1.12), die Bakterien abzentrifugiert (HTZ, 3.000 Upm, RT, 5 min) und zu einer
ODgoo von 2,0 in 10 mM MgSO4 resuspendiert.

3.1.3.2 Phagenplattierung fiir Titerbestimmung und screening einer Genbibliothek

Fiir Titerbestimmungen von Phagenlysaten wurden Verdiinnungsreihen in SM-Puffer erstellt.
Fiir das screening wurden in der ersten Runde 10.000-25.000 pfu, in der zweiten Runde
100-500 pfu eingesetzt. Zur Plattierung der Phagen wurden 100 ul Phagenlysat (in SM-
Puffer) mit 100 ul vorbereiteter Wirtsbakterien gemischt und 20 min bei 37°C zur Adsorption
der Phagen inkubiert. AnschlieBend wurden 3 ml fliissiger Top-Agar (47°C) zugegeben, kurz
gemischt und auf eine trockene LBy-Platte ausgegossen. Die Platten wurden bei 37°C
inkubiert, bis die Plaques gut sichtbar waren (UN, mindestens 10-12 h). Beim screening als
positiv identifizierte Plaques wurden mit einer Pipettenspitze ausgestochen und zur Elution

der Phagen in 0,5 ml SM-Puffer iiberfiihrt und ein Tropfen Chloroform hinzugefiigt.

3.1.3.3 Herstellung von Plattenlysaten

Zur Herstellung von Plattenlysaten z.B. fiir die A-DNA-Priparation (3.2.1.10) wurden 10° pfu
Phagen wie unter 3.1.3.2 beschrieben plattiert und bis zur konfluenten Lyse bei 37°C bebriitet
(ca. 9 h). AnschlieBend wurden die Platten mit 5 ml SM-Puffer iiberschichtet und UN bei 4°C
zur Elution der Phagen leicht geschiittelt. Nach Abziehen des Lysats wurde mit 1 ml SM
nachgewaschen. Um im Lysat befindliche Bakterien abzutdten, wurde 2 % (v/v) Chloroform
zugegeben und kriftig gemischt. Chloroform, Zelltrimmer und Agarreste wurden
anschieend durch Zentrifugation entfernt (Sorvall SS34-Rotor, 10.000 Upm, 4°C, 10 min).
Das fertige Lysat wurde mit einem Tropfen Chloroform versetzt und bis zur

Weiterverwendung bei 4°C gelagert.
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3.1.4 High Five™ — Insektenzellen

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen mit 10 ml serologischen Pipetten
(Roth, Karlsruhe) bzw. mit Mikro—Pipetten (Gilson, Villiers le bel, Frankreich) unter
Verwendung von Filtertips (Peqlab, Erlangen) durchgefiihrt.

3.1.4.1 Initiation

Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Insektenzellen der Schmetterlingsart Trichoplusia ni
(High Five™, Invitrogen, Groningen, Niederlande, 1ml Aliquot) wurden durch Zugabe von
auf 37° C vorgewdrmtem Express Five SFM (GibcoBRL, Karlsruhe) aufgetaut, in ein
15 ml-Sarstedt-Rohrchen (Niimbrecht) {iberfithrt und mit Medium auf 5 ml aufgefiillt. Die
Zellen wurden dann sofort bei RT mit 500 x g fiir 10 min in einer Hettich-Zentrifuge
(Rotix RP, Kista, Schweden) abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 5 ml neuem Medium
resuspendiert, in eine Kulturflasche (75 cm?; Sarstedt Cell” Gewebekulturflasche, Niimbrecht)
iiberfithrt und mit 10 ml Medium versetzt. Die Flasche wurde bei 27° C im Brutschrank
(Heraeus, Karlsruhe) inkubiert. Nach 30 min wurde das Absetzen der Zellen unter dem
Mikroskop (Zeiss IM, Zeiss, Jena; Olympus SZM, Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg)
kontrolliert.

3.1.4.2 Kulturhaltung

Die Insektenzellen wurden bei 27° C im Brutschrank unter normaler Atmosphére kultiviert.
Kulturen, die am GefiBBboden eine kohérente Zellschicht ausgebildet hatten, wurden
folgendermallen aufgeteilt: Das Medium wurde vorsichtig, ohne die Zellschicht zu zerstoren,
abgenommen und durch 15 ml auf 27° C vorgewédrmtes Medium ersetzt. Danach wurden die
Zellen durch Abklopfen vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Ein Teil der Suspension
wurde in eine neue Kulturflasche {iberfiihrt, ein Teil blieb in der alten Flasche, und der Rest
wurde verworfen. Danach wurde neues Medium zugegeben, so dall wieder 15 ml in jeder

Flasche enthalten waren. Die Inkubation fand bei 27° C. Es wurde ein Zell-Logbuch gefiihrt.

3.1.4.3 Aufbewahrung

Von einer gut bewachsenen Kulturflasche wurde die Zellzahl mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (Blaubrand, Wertheim) bestimmt. Danach wurden die Zellen 10 min bei RT und

1000 x g (Hettich Rotixa RP, Kista, Schweden) sedimentiert, der Uberstand abgenommen und
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die Zellen in 90% FBS / 10% DMSO resuspendiert, so daB in 1 ml 3-4 x 10° Zellen enthalten
waren. Jeweils 1 ml wurde in ein Cryocup (InterNunc, Didnemark) pipettiert, wihrend die
Zellen stindig auf Eis gehalten wurden. Die Gefdfle wurden 90 min bei —20° C eingefroren.

Nach einer 24 h—Lagerung bei —80° C wurden sie in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.1.5 Baculovirus-Amplifikation

Fir die Amplifikation der rekombinanten Baculoviren, die durch Transfektion von
Insektenzellen entstanden sind (3.2.6), wurden 5 x 10° Zellen in einer 10 cm — Petrischale
(Optilux Tissue Culture Dish, TC-treated, Becton Dickinson, Plymouth, England)
ausgebracht. Nach 30 min, wenn sich die Zellen zu mindestens 80% abgesetzt hatten, wurden
sie mit 1,25 ml virus-enthaltenden Uberstand (3.2.6) versetzt und die Viren vorsichtig durch
Schwenken verteilt. Nach 3 d Inkubation wurde der Uberstand abgenommen, bei 1000 x g
(Hettich Rotixa RP, Kista, Schweden) abzentrifugiert und der virus-haltige Uberstand bei
4° C aufbewahrt. Der Virustiter wurde durch den end-point delution assay (nach Baculovirus
Expression Vector System Manual 5th Edition May 1998 von Pharmingen, Plymouth,
England) bestimmt. Hierzu wurden in eine 12 well — Platte (Zellkultur Testplatte, Renner,
Darmstadt) jeweils 1 x 10° Zellen/Mulde ausgebracht. Nach 30 min wurden die Zellen nach
folgendem Schema (Abb. 7) mit Virus infiziert:

100pl 10 (m

OO0
OO0
OO0
OO

Abb. 7. Infektionsschema des end-point delution assay.
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Wenn auch die Insektenzellen, zu denen nur 1 pl Uberstand gegeben wurde, im Vergleich zur
Kontrolle (Oul, Abb. 8 A), infiziert aussahen (Abb. 8 B), wurde der Virustiter fiir eine

effiziente Proteinexpression als ausreichend definiert.

Abb. 8. Vergleich infizierter und nicht-infizierter Insektenzellen. In A ist ein nicht-infizierter
Insektenzellrasen zu sehen. In B wurden die Zellen 96 h vorher mit Baculoviren infiziert.

3.2 Arbeiten mit Nukleinsiauren

3.2.1 [Isolierung, Reinigung und Auftrennung von DNA

3.2.1.1 Mini-Préparation von Plasmid-DNA aus E. coli durch Alkalische Lyse

Fir die Gewinnung kleiner Mengen an Plasmid-DNA (modifiziert nach Ish-Horowicz &
Burke, 1981) wurden plasmidhaltige Klone in 5 ml LBg-amp UN im Roller (37°C)
angezogen. Nach Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 1 min) wurden die Zellen in
200 pl Losung A resuspendiert. Durch Zugabe von 400 pl frisch hergestellter Losung B und
fiinfmintitiger Inkubation bei RT erfolgte die Lyse der Zellen. Zellproteine und SDS wurden
durch Mischen des Lysats mit 300 ul 7,5 M NH4OAc nach 10 min Inkubation auf Eis durch
Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 10 min) abgetrennt. Der plasmidhaltige Uberstand
wurde anschlieBend zur Fallung der DNA mit 500 pl Isopropanol versetzt und 15 min bei
-20 °C gehalten. Nach einer weiteren Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 15 min) wurde
nach dem Abziehen des Uberstandes das DNA-Prizipitat mit 500 ul 70 % EtOH gewaschen
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und nach dem Trocknen in 30-50 pl H,O aufgenommen (Rohplasmid). Die Ausbeute lag
zwischen 2 pg und 10 pg Plasmid-DNA pro ml Kultur.

3.2.1.2 Isolierung von reiner Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung reiner Plasmid-DNA, z.B. zur nachfolgenden automatischen Sequenzierung,
wurde der Nucleospin Plasmid Kit von Macherey-Nagel (Hilden) oder der E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit 11 von peqlab (Erlangen) verwendet. Es wurden 5 - 50 ml einer E. coli UK
eingesetzt. Fiir die Plasmidpriparation wurde gemal der Vorschrift des Herstellers verfahren.

Die DNA mit 50 - 100 ul des mitgelieferten Elutionspuffers oder H,O eluiert.

3.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA im grof8en Maf3stab

Zur Gewinnung groferer Mengen an Plasmid-DNA wurde das QIAfilter™ Midi Kit von
Qiagen (Hilden) eingesetzt. Die DNA wurde geméfl der Vorschrift des Herstellers aus
25-30 ml einer E. coli UK isoliert. Die DNA wurde je nach Bedarf in 100-300 pl H,O

aufgenommen. Es wurden Ausbeuten von 70-130 pg DNA erreicht.

3.2.1.4 DNA-Extraktion

Die Ausgangslosung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol versetzt, kurz gemischt und
anschlieBend zentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 1 min). Die obere wélrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen und mit dem gleichen Volumen einer Phenol/Chloroform-Ldsung
(Roth, Karlsruhe) versetzt und wie oben behandelt. Dieselben Schritte wurden noch zweimal
mit Chloroform durchgefiihrt, um Phenolreste zu entfernen. Die Nukleinsduren wurden dann

durch eine DNA-Féllung (3.2.1.5) gewonnen.

3.2.1.5 DNA-Fillung

Die DNA-haltige Losung wurde mit 2,5 Volumen 95% EtOH versetzt und in Gegenwart von
zusdtzlich 2,5 M NH4Ac und 40 pg Glycogen bei —20° C 15 min inkubiert. Danach wurde die
DNA sedimentiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 15 min) und der US vorsichtig abgenommen. Das
Sediment wurde mit 150 pl 70% EtOH gewaschen und erneut abzentrifugiert (ETZ,
14.000 Upm, RT, 5 min). Das Sediment wurde dann getrocknet und anschliefend in einem

geeigneten Volumen H,O wieder gelost. Die DNA wurde bei —20° C autbewahrt.
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3.2.1.6 Isolierung von DNA aus V. carteri

Zur Gewinnung von DNA aus V. carteri wurden, leicht modifiziert nach der Methode von
Mages et al. (1988), Kulturen iiber ein Nitex-Sieb (Porengrofle 10 pum) geerntet. Die
gewonnenen Sphdroide wurden mittels Dounce-Homogenisator ge6ffnet und die
Zellsuspension zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 7.000 Upm, 4 °C, 10 min). Das Sediment
wurde in Volvox-Lysepuffer (ca. 2,5 ml je 1 Kulturvolumen) aufgenommen, dreimal im
Wechsel bei -80 °C eingefroren und bei 37 °C wieder aufgetaut, und schlielich mit 1/5 Vol.
10% Sarcosyl versetzt. Nach erneutem Einfrieren und erneutem Auftauen wurde die
Suspension 30 min auf Eis inkubiert und regelméBig kraftig gevortext. Zum Entfernen der
Zelltrimmer wurde das Lysat zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4 °C, 30 min)
und anschieBend der Uberstand mit 0,9 g/ml CsCl versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis
wurde erneut zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4 °C, 30 min), zum Uberstand
je ml 300 pug EtBr gegeben und schlieBlich die Losung in 13,5 ml-Beckman Quick-Seal-
Ultrazentrifugenrohrchen {berfiihrt. Nach der Dichtegradientenzentrifugation (Beckman
75Ti- oder 50Ti-Rotor, Beckman - UZ L8-M, 40.000 Upm, 4 °C, 46-60 h) wurde die DNA-
Bande unter UV-Licht mit einer Spritze abgezogen. Nach Dialyse gegen STE wurde zweimal
mit Phenol und einmal mit CIA extrahiert. SchlieBlich wurde nochmals gegen TE 10.1, dann

gegen TE 10.01 dialysiert.

3.2.1.7 TIsolierung von DNA aus V. carteri im kleinen Maf3stab

50-200 ml einer Volvox-Kultur wurden geerntet, die Sphéroide mittels Dounce-
Homogenisator gedffnet und durch Zentrifugation sedimentiert (Hettich Rotixa, 2.000 Upm,
RT, 10 min). 300 pl des Pellets wurden in ein ERG iiberfithrt und mit 250 pl P1 (Plasmid
Mini Kit, Qiagen, Hilden) und 250 pl SDS-Extraktionspuffer versetzt. Nach 10 min
Inkubation bei 95°C wurden 350 ul N3 (Plasmid Mini Kit, Qiagen, Hilden) zugesetzt, 15 min
auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 5 min). Nach
erneutem Zentrifugieren des Uberstands wurde zum Uberstand 600 pl Isopropanol
zugegeben, der Ansatz 10 min auf Eis gehalten und zur Sedimentation der DNA zentrifugiert
(ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 15 min). Die DNA wurde mit 500 pl 70% EtOH gewaschen und
nach kurzem Trocknen in 100 pl H,O aufgenommen. Evtl. vorhandene Verunreinigungen
wurden durch Zentrifugation entfernt. Die so gewonnene DNA wurde fiir PCR-Analysen

eingesetzt.
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3.2.1.8 Isolierung von RNA aus V. carteri

Volvox-RNA wurde mit geringfiigigen Modifikationen nach der Methode von Kirk und Kirk
(1985) isoliert. 400 ml einer Volvox-Kultur wurden geerntet, die Sphiroide mit einem
Dounce-Homogenisator gedffnet und bei 5.000 x g 5 min zentrifugiert. 0.5 ml des Sediments
wurden zu 5 ml RNA-Lysepuffer, versehen mit 1,5 % DDC und 1 mg Proteinase K, gegeben,
gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden 660 ul 2 M KCl zugesetzt, 15 min
auf Eis inkubiert und zum Abtrennen von ausgefallenem SDS und Zelltrimmern zentrifugiert
(Sorvall SS34-Rotor, 10.000 Upm, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde nochmals zentrifugiert
(Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4°C, 10 min), in ein frisches Corex-Rohrchen {iberfiihrt,
zur RNA-Fillung mit 1/3 Vol. 8 M LiCl versetzt und UN bei 4°C stehengelassen. Nach
Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 15.000 Upm, 4°C, 30 min) wurde das RNA-Sediment
dreimal mit 2 M LiCl gewaschen und jeweils 30 min bei 15.000 Upm und 4°C zentrifugiert
(Sorvall SS34-Rotor). Der RNA-Niederschlag wurde schlielich in 600 ul H,O (DEPC-
behandelt) geldst, in ein 1,5 ml ERG iiberfiihrt und erneut durch Zugabe von 200 pl 8 M LiCl
UN bei 4°C gefillt. Nach Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 30 min) wurde das
Sediment zweimal mit 600 pl 2 M LiCl gewaschen und der Uberstand nach Zentrifugation
(ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 15 min) verworfen. Die RNA wurde danach in 400 ul DEPC-
behandeltem H,O aufgenommen und nochmals durch Zugabe von 40 pl 2 M NaOAc und
1 ml kaltem EtOH (100 %) bei -80°C 1h lang gefdllt. Nach Zentrifugation (ETZ,
14.000 Upm, 4°C, 30 min) und dreimaligem Waschen mit 1 ml kaltem 70 % EtOH wurde das
RNA-Sediment 5 min im Vakuum bei RT getrocknet, in 200 ul DEPC-behandeltem H,O
aufgenommen und bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurde aus der so gewonnenen Gesamt-
RNA polyA” - mRNA isoliert, dazu wurde der OligoTex™ mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

nach Vorschrift des Herstellers eingesetzt.

3.2.1.9 [Isolierung von mRNA aus V. carteri

Eine Volvox-Kultur wurde geerntet, die Sphéroide mit einem Dounce-Homogenisator gedffnet
und bei 350 x g 5 min zentrifugiert. 50.000 Sphiroide wurden mit 4 ml RNA-Lysepuffer
gemischt und bei 30 °C 30 min inkubiert. Wéhrend dieser Zeit wurde regelmifig mittels
Heidolph-Mixer durchmischt. Anschlieend wurde 1 Volumen Phenol pH 4,8 zugegeben und
10 min unter regelmiBigen mischen die RNA extrahiert. Die wéssrige Phase wurde durch
Zentrifugation (Hettich Rotixa, 3.000 Upm, RT, 10 min) abgetrennt und in ein neues

Rohrchen tberfiihrt. Die Phenol-Extraktion wurde einmal wiederholt. Anschliefend wurde in
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gleicher Art und Weise zweimal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und einmal
mit CIA (24:1) extrahiert. Die so gewonnene RNA wurde mit Isopropanol gefillt und in
RNase-freiem H,O aufgenommen. Die mRNA wurde dann mit dem OligoTex™ mRNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers isoliert.

3.2.1.10 Isolierung von DNA aus dem Phagen A

Fiir die Gewinnung von A-DNA wurde der Qiagen Lambda Mini Kit verwendet (Qiagen,
Hilden). Fiir die Praparation wurde ein Plattenlysat von zwei Platten (3.1.3.3, ca. 10 ml Lysat)
eingesetzt. Es wurde nach der vom Hersteller vorgegebenen Vorschrift verfahren. Die DNA

wurde in 100 pl H,O aufgenommen.

3.2.1.11 Isolierung des Plasmids pBK-CMV aus A ZAP Express

Der Phagen-Vektor A ZAP Express (Stratagene, La Jolla, CA, USA) enthilt als insert einen
Phagemid-Vektor (pBK-CMV), in den das eigentliche cDNA-Fragment integriert ist.
Nachdem das Phagemid mit Hilfe eines Helferphagen in vivo herausgeschnitten worden ist,
kann es als Plasmid schnell und einfach weiter untersucht werden. Zum Herausschneiden
wurde der ExAssist™ Interference-Resist Helper Phage von Stratagene (La Jolla, Ca, USA)
verwendet. Es wurde dazu wie in der Vorschrift des Herstellers beschrieben vorgegangen. Die
erhaltenen Bakterien, die pBK-CMV-Derivate enthielten, wurden auf LBj-kan-Platten

gezogen.

3.2.1.12 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die zu bestimmende DNA-Probe wurde, wenn nétig, verdiinnt und mit einem Photometer die
Absorption bei 260 nm gemessen. Dabei entsprechen 50 pg/ml doppelstrangige DNA bzw.
40 pg/ml RNA einem OD-Wert von 1,0. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde
zusitzlich die Absorption bei 280 nm gemessen und das Verhéltnis von OD,g zu ODxgo
gebildet. Ein Wert OD560/ODsso von 1,8 entspricht einem hohen Reinheitsgrad der DNA, bei
RNA liegt der Faktor bei 2,0.

3.2.1.13 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente von GréBen zwischen 0,1 kb und ca. 20 kb wurden, versehen mit 1/10 Vol.

Auftragspuffer, zur analytischen GroBenbestimmung bzw. fiir préparative Zwecke auf
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0,75-2 %igen Agarosegelen in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur Sichtbarmachung der DNA
wurden dem Gel 0,5 pg/ml EtBr zugesetzt. Je nach angelegter Stromstarke (20-120 mA) und
GroBle des Gels betrug die Laufzeit 1-6 h. Als DNA-Molekulargewichtsstandard diente ein
DNA-Leiter-Mix (peqGOLD DNA Leiter-Mix, Peqlab, Erlangen). Die aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden auf einem UV-Leuchtschirm (Chromato-Vue Transilluminator C60, Ultra
Violet Products Inc., San Gabriel, CA, USA) sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Kappa™
CF 8/1 DX-Kamerasystems (Kappa, Gleichen) photographiert. Die digitalisierten Bilder
wurden iiber einen Mitsubishi™-Thermoprinter ausgedruckt und konnten mit der Kappa™-

Software (V 3.15) zur Weiterverarbeitung im Computer gespeichert werden.

3.2.1.14 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von DNA

Um niedermolekulare DNA-Proben (< 200 bp) in ihrer GroBe genau bestimmen und
unterscheiden zu konnen, wurden sie mit 1/6 Vol. PA-Ladepuffer versehen und auf 8%igen
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt (Sambrook et al., 1989). Als Laufpuffer diente 1XTBE, bei
einer angelegten Spannung von 8 V/cm betrug die Laufzeit ca. 1-2 h. Um die DNA sichtbar
zu machen, wurde das Gel nach dem Lauf in einer EtBr-Farbeldsung (0,5 pg/ml in 1 x TBE)
ca. 30 min geschwenkt und, wie beschrieben (3.2.10), photographiert.

3.2.1.15 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

RNA wurde auf denaturierenden Agarosegelen (1-1,5 %) mit 2,2 M Formaldehyd in
1 x MOPS-Puffer aufgetrennt (Sambrook et al., 1989). Die RNA-Proben wurden mit
2 ul 5 x MOPS-Puffer, 3,5 ul Formaldehyd, 10 pl Formamid und H;O auf
20 pl Gesamtvolumen (oder ein Vielfaches davon) eingestellt, 15 min bei 65°C denaturiert
und mit 0,1 Vol. RNA-Ladepuffer gemischt. Nach Auftrag auf das Gel wurden die Proben
ca. 5-8 h bei 70-90 V aufgetrennt. Als GroBenstandard diente eine kauflich erworbene
RNA-Leiter (Promega, Mannheim). Um die RNA sichtbar zu machen, wurde das Gel mit
EtBr-Firbelosung (0,5 pg/ml) ca. 15 min gefiarbt und wie unter 3.2.10 beschrieben
photographiert. Von Gelen fiir Northern blots wurde der zu hybridisierende Bereich
abgetrennt, nicht gefarbt, und vor dem Tranfer 10 min in H,O und 10 min in 20 x SSC
gewaschen. Um Verunreinigungen durch RNasen zu vermeiden, wurde fiir alle Losungen

DEPC-behandeltes Wasser verwendet.
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3.2.1.16 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente wurden zur Reinigung aus priparativen Agarosegelen unter UV-Licht mit
einem Skalpell ausgeschnitten und in 1,5 ml ERGs iiberfiihrt. Zur Isolierung der DNA wurde
der QIAQuick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) oder der GFX™ PCR DNA Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Dazu wurde nach Vorschrift
des Herstellers vorgegangen. Die DNA wurde je nach Bedarf mit 30-50 ul H,O oder mit

kommerziellem Elutionspuffer eluiert.

3.2.2 Modifizierung von DNA

3.2.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsverdaus von DNA (0,5-2 pg fiir analytische und bis zu 10 pg fiir préparative
Ansitze) wurden in 10-100 pl Gesamtvolumen mit 1/10 Vol. 10x-Restriktionspuffer und
2-20 U Restriktionsenzym durchgefiihrt und 1-10 h inkubiert. Die Auswahl des geeigneten
Restriktionspuffers sowie der Inkubationstemperatur erfolgten nach den Angaben des

Herstellers.

3.2.2.2 Dephosphorylierung von DNA

Gespaltene DNA wurde gegebenenfalls mit alkalischer Phosphatase behandelt. Die DNA
wurde durch Zusatz von 1/10 Volumen 3M NaOAc pH 5,2, eines dreifachen Volumens
EtOH,ps und anschlieBender Zentrifugation (ETZ, 13.000 Upm, 15 min) gefillt. Das Sediment
wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 34 pl H,O geldst.
Alternativ wurde die DNA durch den Auftrag auf ein Agarosegel mit anschlieBender
Isolierung gereinigt und mit 40 pl H,O eluiert. Es wurden zu 34 pl Eluat 4 upl des
10 x Dephosphorylierungspuffer sowie 2 pl Alkalischer Phosphatase (1U/ul) zugesetzt und
30 min bei 37° C inkubiert. Die Reinigung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
(3.2.1.13).

3.2.2.3 Ligieren von DNA

Die Ligierungsreaktionen wurden in einem Volumen von 10-20 pl durchgefiihrt. Die DNA-
Fragmente wurden in entsprechenden Mengenverhiltnissen mit Ligase-Puffer und 1 pl T4-

Ligase (5 U/ul) gemischt und 1-24 h bei 4-25 °C inkubiert.
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3.2.2.4 PCR-Amplifizierung von DNA und RNA

Die Polymerase chain reaction (PCR) erlaubt die gezielte Amplifikation gewiinschter DNA-
Abschnitte. Fiir alle PCR-Amplifikationen wurde ein Thermocycler des Typs Uno II
(Biometra, Gottingen) verwendet. Bei der Auswahl der verwendeten Primer (2.2) wurde
darauf geachtet, dass die Schmelztemperaturen beider Oligonukleotide (je ca. 20mer) sich
nicht wesentlich unterschieden. Die Reaktionsbedingungen richteten sich nach dem
jeweiligen Experiment und wurden entsprechend optimiert. Je nach Anforderungen wurde
herkdmmliche Tag-Polymerase (Eurogentec, Koln; Qiagen, Hilden), eine Polymerase mit
proofreading-Aktivitit (ProofStart™ DNA Polymerase, Qiagen, Hilden) oder eine Mischung
aus beiden verwendet. Soweit nicht anders angegeben, wurden in sterilen, ultradiinnen
0,2 ml PCR-Gefdfle (BIOzym, Hess. Oldendorf) die Ansitz laut Anweisung des Herstellers
zusammenpipettiert. Ein Teil oder auch die gesamte Menge des Ansatzes wurde im folgenden
zur Auftrennung der amplifizierten DNA auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach der
Elektrophorese wurde, wenn noétig, die erhaltene Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die
DNA isoliert (3.2.1.16).

Die Amplifikation von RNA (RT-PCR) erfolgte wie oben beschriecben nach dem
Umschreiben in cDNA mit Reverser Transkriptase. Fiir die reverse Transkription wurde die
SuperScript™ II RNase H ~ Reverse Transcriptase zusammen mit dem RNaseOUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Karlsruhe) nach Vorgaben des Herstellers

eingesetzt.

3.2.2.5 Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Das gereinigte PCR-Produkt wurde in einen pGEM-T™-Vektor kloniert (p)GEM-T™ Vektor
Kit, Promega; Ansatz: 7 ul PCR-Produkt, 1 pl Vektor, 1 pl Puffer, 1 pl T4-Ligase, 4 °C, UN)
und in E. coli DHI10B eingebracht (3.2.4). Positive, durch ,Blau-weiB3-screening*
identifizierte Klone wurden weiterkultiviert (3.1.1), Plasmid-DNA isoliert (3.2.1.1) durch
geeignete Restriktion (3.2.2.1) auf ihre Richtigkeit liberpriift und sequenziert (3.2.3). Zur
Sequenzierung wurden die im Vektor bindenden Primer pGEMdown und T7 (Tab. 3)

verwendet.
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3.2.3 Sequenzanalyse und Sequenzbearbeitung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde als Auftragssequenzierung an einem ABI 310-Sequencer
am Lehrstuhl fiir Genetik der Universitit Regensburg bzw. von der Fa. Entelechon
(Regensburg) und der Fa. Geneart (Regensburg) durchgefiihrt.

Sequenzen wurden vor allem mit folgenden Programmen computergestiitzt ausgewertet:

- Zahlreiche Auswertungen wie Erstellung von Restriktionskarten und Alignments sowie
Genstrukturvorhersagen wurden mit dem GCG-Programmpaket (Wisconsin Package
Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc.) und mit Emboss
(Zugang 1iber UK Human Genome Mapping Project Computing Services,
http://www.Hgmp.mrc.ac.uk/) durchgefiihrt.

- Zur schnellen Erstellung von alignments und Exon-Intron-Abgleichung diente Dotlet von
Marco Pagni und Thomas Junier (Schweizerisches Institut fiir Bioinformatik;
http://www.isrec.isb-sib.ch/java/dotlet/Dotlet.html)

- Datenbanksuchen wurden v.a. mit BLAST (Altschul et al., 1997) in den Datenbanken am
NCBI durchgefiihrt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/)

- Fir weitere Analysen wurden zahlreiche im Internet verfligbare Datenbanken und
Programme benutzt (z.B. mfold, http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/

rna/forml.cgi).

3.2.4 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli-Zellen (DH10B) wurden fiir die Transformation modifiziert, nach
D. Alexander (ARCO Plant Cell Research Institute, Stanford, USA), hergestellt. 100 ml einer
hundertfach in 2xYT verdiinnten UN-Kultur wurden bei 37°C bis zu einer ODg=1,0
geschiittelt. Nach Zugabe von 2 ml 1 M MgCl, wurde 10 min bei 37 °C, anschlieBend 1 h im
Eisbad inkubiert. Nach Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 6.000 Upm, 4 °C, 5 min) wurde
das Sediment in 20 ml kaltem CMN-Puffer resuspendiert und 60 min auf Eis gehalten. Nach
erneuter Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 6.000 Upm, 4 °C, 5 min) wurde das Sediment in
4 ml CMN-Glycerin resuspendiert, zu 200 pl portioniert und bei -80 °C eingefroren. Zur
Transformation wurden zu einer geeigneten Menge Plasmid-DNA (10-100 ng, 5-20 ul bei
Ligierungsansdtzen) 80 ul der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen gegeben und

30 min auf Eis gehalten. Nach einem Hitzeschritt (4 min, 37 °C) wurde der Ansatz nochmals
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5 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde 10-100 pl des Ansatzes auf geeignete LBy-
Selektionsplatten plattiert und UN bebriitet.

3.2.5 Transformation von Volvox carteri

Die genetische Transformation von V. carteri erfolgte mit der particle gun-Methode
(Schiedlmeier et al., 1994). Als Rezipienten kamen die nitA’-Stimme 153-48 (WT-
Morphologie) und 153-68 (regA-Morphologie) zum Einsatz. Als Selektionsmarker diente das
nitA-Gen des Plasmids pVcNRI15 (Gruber et al., 1996). Nur Transformanten kdnnen in
Medium mit Nitrat als einziger Stickstoff-Quelle (SVMN) wachsen und wurden auf diese Art
selektioniert.

Algen mit regA-Morphologie wurden vor der Transformation konzentriert und die Sphéroide
mittels Dounce-Homogenisator gedffnet. Fiir Transformationen mit pVcNRI15 wurden die
Algen zudem griindlich mit SVMN gewaschen. Bei Algen mit WT-Morphologie konnen nur
die Gonidien transformiert werden. Nachdem die Sphiroide konzentriert und mit einem
Dounce-Homogenisator gedffnet worden waren, wurde durch Zugabe von Percoll (5 %
Endkonzentration) die Dichte der Algensuspension so eingestellt, dass die Gonidien durch
Zentrifugation (Hettich Rotixa, 1.350 Upm, RT, 5 min) von den somatischen Zellen
abgetrennt werden konnten. Fiir Transformationen mit pVcNR15 wurden die Gonidien
wiederum griindlich mit SVMN gewaschen.

Pro Transformationsansatz wurden von der Selektionsplasmid-DNA (pVcNR15) und der
Plasmid-DNA des nicht-selektierten Markers je 1 pg auf 1 mg Goldpartikel gefallt. In
10 ul 70 % EtOH suspendiert, wurden die Goldpartikel sodann mit 6 bar Heliumdruck auf die
in einer Petrischale befindlichen Algen (0,1 — 0,2 ml Suspension) geschossen. Fiir die
Selektion auf nitA wurden die Algen sofort in 30 ml SVMN aufgenommen und nach
Beendigung aller Transformationsansidtze nochmals auf bis zu vier weitere Platten unter
Zugabe von SVMN aufgeteilt. Nach 7-15 Tagen wurden potentielle Transformanten isoliert.
Dabei wurde je Ansatz nur eine Transformante weiterkultiviert, um eine zuféllige Auswahl
von Geschwistern zu vermeiden. Zwischen 30 und 80 % der nitA"-Transformanten treten als
Cotransformanten auf und haben somit auch das unselektierte Transgen aufgenommen
(Schiedlmeier et al., 1994). Ein screening auf Cotransformation wurde mittels PCR aus
lebenden Sphéroiden durchgefiihrt. Hierzu wurden zwei bis drei Sphdroide pro Ansatz als

template in die PCR eingesetzt und ein initialer Schritt von 95 °C fiir 5 min vorgeschaltet.
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3.2.6 Transfektion von High Five'"-Insektenzellen

3.2.6.1 Herstellung rekombinanter Baculoviren

Es wurde die Zellzahl einer mit High Five'“-Insektenzellen gut bewachsenen Flasche mit
einer Neubauer-Zahlkammer (Blaubrand, Wertheim) bestimmt und dann 2 x 10° in einer
6 cm — Petrischale (EASY GRIP™ Tissue Culture Dish von Becton Dickinson, Plymouth,
England) ausgebracht. Die Schale wurde bei 27° C inkubiert. Wahrenddessen wurden 0,5 pug
Baculogold™ Baculovirus DNA (Pharmingen, Plymouth, England) mit 5 pg Transfervektor
mit der im Leseraster klonierten Gensequenz gemischt und dies mit HBS (20 mM HEPES;
150 mM NaCl) auf 55 ul gebracht. AuBBerdem wurden 30 pul des DOTAP Liposomalen
Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim) mit 70 ul HBS verdiinnt. Diese beiden Losungen
wurden wiederum miteinander gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Das Absetzen der
Insektenzellen wurde nach 30 min kontrolliert. AnschlieBend wurde zu den Zellen, die sich zu
90 % abgesetzt hatten, die hergestellte Transfektionslosung zugeben und durch leichtes
Schwenken der Platte gleichmiBig verteilt. Nach 6 h Inkubation bei 27° C wurde die
Transfektionslosung vorsichtig abgenommen und durch vorgewidrmtes Medium ersetzt. In
dieser Zeit wurden der Transfervektor und die Baculo-DNA in die Insektenzelle
aufgenommen, wo sie anschlieende durch homologe Rekombination homologer Bereiche im
5’Bereich des Polyhedrin-Gens und des Transfervektors miteinander verkniipft wurden und
ein intaktes Virusgenom entstand (Abb. 9). Danach erfolgte eine weitere Inkubation von 5 d.
Dann wurde der Uberstand abgenommen und bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand

enthielt das rekombinante Virus und wurde bei 4° C aufbewahrt.
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freigesetzten Viren
enthalten das Ziel-Gen

Abb. 9. Konstruktion von rekombinanten Baculoviren fiir die Expression in Insektenzellen.
(modifiziert nach Lottspeich & Zorbas, 1998)

3.2.6.2 Catechol-Test

Zur Kontrolle der Transfektion, wurde eine gut bewachsene Kulturflasche parallel mit dem
pVL1392-XylE-Kontrollvektor transfeziert (3.2.6.1). Der dabei entstandene K+-Virus enthielt
das Gen fiir das Enzym Catechol-2,3-dioxygenase aus Pseudomonas putrida. Wird dieses
Enzym exprimiert, wurden die Zellen nach der Zugabe von 500 pM Catechol und
50 uM Natriumbisulfat ins Medium und vier Tagen Inkubation bei 27 °C gelb. Dieser Test
konnte auch zur indirekten Kontrolle der rekombinanten Proteinexpression verwendet
werden. Dazu wurde das K+-Virus in gleicherweise wie das Virus, das das Ziel-Gen enthilt,
amplifiziert (3.1.5) und eine Zellkulturflasche infiziert (3.3.2.1). Nach einer 48-stiindigen
Inkubation bei 27 °C wurden 500 pM Catechol und 50 uM Natriumbisulfat ins Medium
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gegeben. Nach ca. 20 h konnte eine Gelbfarbung des Mediums beobachtet werden (Abb. 10),
wenn die Insektenzellen das Enzym Catechol-2,3-dioxygenase rekombinant exprimierten.
War dies der Fall, wurden technische Probleme bei der Expression des Ziel-Gens

ausgeschlossen.

Abb. 10. Catechol-Test. 48 h nach der Infektion mit dem K+-Virus wurden der linken Kulturflasche
500 puM Catechol und 50 uM Natriumbisulfat zugesetzt und UN bei 27° C inkubiert. Die rechte Flasche
enthalt als Kontrolle infizierte Zellen ohne Catechol.

3.2.7 Hybridisierung und Detektion von Nukleinsiduren

3.2.7.1 Ubertragung von DNA aus Agarosegelen auf Nylon-Filter (Southern blot)

DNA aus Agarosegelen wurde durch Kapillartransfer (modifiziert nach Southern, 1975) auf
Hybond™ N'-Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg) iibertragen. Dazu wurde
das Gel nach der Elektrophorese zunichst 20 min in Depurinierungslosung, dann 20-30 min
in Denaturierungslosung und schlielich 40-60 min in Neutralisierungsldosung unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Als Transferpuffer diente 10 x SSC. Nach kurzem Waschen der Membran
in 2 x SSC wurde sie zur Immobilisierung der DNA 2 h bei 80 °C gebacken.
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3.2.7.2 Direktes Autbringen von DNA auf Nylon-Filter (Dot blof)

Um Kopienzahlen, z.B. von Transgenen, zu bestimmen und entsprechende Daten aus
Souther-Analysen zu verifieren, wurden Dot blot-Analysen durchgefiihrt. Die
Transformanten-DNAs, Kontroll-DNAs und Verdiinnungen von Referenz-DNAs zur
Erstellung einer Eichgerade wurden auf ein Volumen von 50 pl gebracht und mit
50 pl 20 x SSC versetzt. Ein Stapel aus einer Hybond™ N'-Nylonmembran (Amersham
Biosciences, Freiburg) und zwei Whatman-3MM-Filterpapieren wurde in 10 x SSC
angefeuchtet und in eine kommerzielle Dot blot-Apparatur eingespannt. Durch Anlegen von
Vakuum konnten so die Proben exakt in ca. 5 mm groBBen Punkten durch die Membran
gesogen werden, wobei die DNA an die Membran adsorbierte. Nach kurzem Trocknen wurde
die Membran zur Denaturierung der DNA zuerst 5 min in Denaturierungslosung, dann 1 min
in Neutralisierungslosung geschwenkt. AnschlieBend wurde die DNA durch zweistiindiges
Backen bei 80 °C an der Membran fixiert und bis zur Hybridisierung zwischen zwei

Whatman-3MM-Papieren aufbewahrt.

3.2.7.3 Ubertragung von RNA aus Agarosegelen auf Nylon-Filter (Northern blot)

RNA aus Agarosegelen wurde analog zur Southern-Technik (3.2.7.1) auf Hybond™
N'-Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg) iibertragen. Vor dem
Kapillartransfer wurde das Gel 10 min in DEPC-behandeltem H,O und 10 min in 20 x SSC
gewaschen. Als Transferpuffer diente 10 x SSC. Zur Fixierung der RNA wurden die
Membranen nach dem blotting 2 h bei 80 °C gebacken.

3.2.7.4 Screening von A-Genbanken

Von Phagenplatten (3.1.3.2) wurde durch plaque lifting Phagen-DNA auf Hybond™
N'-Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg) iibertragen. Dazu wurden die
Membranen 1 min auf die Platten aufgelegt und die Lage der Membranen markiert, um spéter
die Hybridisierungssignale den Plaques zuordnen zu konnen. Die Membranen wurden
anschlieBend 7 min in Denaturierungslosung und 1 min in Neutralisierungslosung
geschwenkt. Sodann wurden die Membranen zur Fixierung der DNA 2 h bei 80 °C gebacken

und bis zur Hybridisierung aufbewahrt.
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3.2.7.5 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die Markierung wurde als Auftragsmarkierung durch Random Primed Labeling von der

Fa. Hartmann Analytic (Braunschweig) durchgefiihrt.

3.2.7.6 Prahybridisierung, Hybridisierung und Waschen der Membranen

Vor der Hybridisierung wurden die Nylonmembranen je nach GroBe in 8-13 ml Rapid-hyb
buffer (Amersham Biosciences, Freiburg) bei 65°C im Hybridisierungsofen (Mini
Hybridisation Oven, Appligene) vorhybridisiert. Zur Hybridisierung wurde die zuvor
denaturierte Sonde (5 min, 95°C) zugegeben und UN bei 65°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Membranen jeweils 20 min zunichst in 2 x SSC, 0,1% SDS bei RT, dann
2 x SSC, 0,1% SDS bei 65°C und, je nach Bedarf weiter jeweils 20 min in 0,2 x SSC,
0,1% SDS bei 65 °C und evtl. bei noch héheren Temperaturen gewaschen. Danach wurden
die Membranen auf ein feuchtes Whatman-3MM-Papier gelegt, in Folie eingeschweilit und

eine Autoradiographie durchgefiihrt (3.2.8).

3.2.7.7 Nichtradioaktive Detektion von Nukleinsduren

Fiir Southern- und Dot blot-Analysen mit A-DNA und Plasmid-DNAs wurden nicht-
radioaktive Hybridisierungen nach dem ECL™-Verfahren (Amersham Biosciences, Freiburg)
durchgefiihrt. Zur Herstellung der Sonden, Hybridisierung und Detektion wurde verfahren,
wie vom Hersteller vorgeschrieben. Die Hybridisierungen wurden im Hybridisierungsofen

durchgefiihrt.

3.2.8 Autoradiographie

3.2.8.1 Autoradiographie mittels Rontgenfilm

Zur Autoradiographie wurde auf die Membranen in Filmkassetten ein Rontgenfilm (Fuji
medical x-ray Film, Fuji Photo Film Co., Japan oder Kodak Biomax™ MS, Kodak,
Rochester, NY, USA) aufgelegt und, je nach Bedarf, ca. 2-70 h bei -80°C exponiert
(Biomax™-Film mit Verstirkungs-Schirm). Fiir Hybridisierungen nach dem ECL™-
Verfahren wurde ein Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Freiburg) 0,5-30 min
exponiert, anschlieBend 2-4 min entwickelt (Rodinal Entwickler, Kodak) und 2 min fixiert

(Tetenal Fixiersalz, Kodak).
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3.2.8.2 Autoradiographie mittels Phosphorlmager

Zur radioaktiven Autoradiographie wurde auch ein Phosphorlmager (Cyclone™ Storage
Phosphor System, Packard Instruments Co., Meriden, CT, USA) eingesetzt. Dazu wurden
spezielle screens ca. 1-15 h aufgelegt, die anschlieBend im Phosphorlmager gemessen
wurden. Die in digitaler Form vorliegenden Daten wurden mit der zugehorigen Software
(OptiQuant V. 2.50) ausgewertet. Auf diese Weise war eine sowohl schnelle als auch
reproduzierbare quantitative Analyse der Intensititen von Banden der Autoradiogramme

moglich.

3.3 Arbeiten mit Proteinen

3.3.1 Expression und Isolierung von rekombinanten Proteinen aus E. coli mittels dem

IMPACT-CN-Systems

3.3.1.1 Transformation und Expression

Fiir die rekombinante Expression wurde das IMPACT-CN-System (NEB, Beverly, MA, USA)
mit dem Expressionsplasmid pTYB4 (Abb. 11) und dem E. coli Stamm Rosetta (DE3)

verwendet. Die zu exprimierenden kodierenden Bereiche wurden mittels PCR mit den

M13 ori
pMB1 ori

bla pMB1 rop

pTYB4
)\

CBD
lacl
Sce Intein

MCS_lac T7 promotor

/ operator\

Xho | Nco |

GGG CCC GAG CTC CTT AAG CGC CGG CGG CAG CTG AGC GCT CGA TCG GTA CCA
Gly Pro Glu Lys Phe Glu Arg Gly Gly Asp Val Arg Ser Ser Ala Met

Abb. 11. Expressionsvektor pTYB4 (NEB). Dieser Vektor kodiert fiir ein Fusionsprotein mit einem C-
terminalen Intein-tag aus S. cerevisiae (Sce Intein) und eine daran anschlieBende Chitin-
Bindedoméane (CBD). Der zu exprimierende Bereiche wurde Uber die in der MCS enthaltenen
Schnittstellen Nco / und Xho | integriert. Die Transkription wird durch den mit IPTG induzierbaren T7
Promotor kontrolliert. Durch den Lac Repressor, Lacl, der an den lac operator bindet, wird die
Basaltranskription minimiert. pMB1 ori, Replikationsursprung fiir E. coli; bla, Ampicillin-Resistenz.
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Nco I- (5”) und Xho I-Schnitten (3’) versehen und in den Vektor ligiert. Nach Sequenzierung
wurden die Plasmide in den E. coli Stamm laut Anweisung des Herstellers eingebracht.
AnschlieBend wurden Einzelkolonien in 10 ml LB-amp angeimpft und bei 37 °C UN im
Roller inkubiert. Mit dieser Kultur wurde dann 1 1 LB-amp + 1 % Glucose beimpft und bei 37
°C geschiittelt bis eine ODgyp von 0,8 erreicht wurde. Die Kultur wurde mit 0,3 mM IPTG
induziert und UN bei 15 °C geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5.000 x g
(10 min) geerntet und bei -80 °C bis zur Reinigung gelagert.

3.3.1.2 Zellaufschlul und Reinigung von rekombinanten Protein nach der Intein-Methode

Zellen aus 1 1 Kultur wurden in 50 ml Cell Lysis Buffer (20 mM Tris, pH 8,0, 500 mM NacCl,
1 mM EDTA, Proteaseinhibitor Complete™ von Roche, Mannheim) aufgenommen und
mittels French Press aufgeschlossen. AnschlieBend wurde 10 pg/ml DNase I zugesetzt und
die nicht 16slichen Bestandteile durch Zentrifugation bei 12.000 x g (1 h) abgetrennt. Der
Uberstand wurde dann auf eine laut Hersteller (NEB, Beverly, MA, USA) vorbereitete
Chitinséule geladen (Abb. 12). Dem Waschschritt mit etwa 10 Sdulenvolumen Cell Lysis

N-terminal ~ C-terminal
X

~ /s’
N ,
7 Promotor

{ Intein
Tag
Laden &
Waschen

Chitin

S

Sy

Abb. 12. FlieRdiagramm einer Reinigung nach der Intein-Methode.
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Buffer (ohne Proteaseinhibitor) folgte das Auftragen von drei Sdulenvolumen 50 mM DTT,
gelost in Cell Lysis Buffer, zur Induktion der Spaltreaktion des Inteins. Nach 16-stlindiger
Inkubationszeit wurde das abgespaltene Protein in 5 ml Fraktionen in hoher Reinheit von der
Séule eluiert. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE getestet und die Protein-

enthaltenden Fraktionen vereinigt.

3.3.2 Expression und Isolierung von rekombinanten Proteinen aus High Five™

Insektenzellen

3.3.2.1 Infektion der Insektenzellen

Es wurden 5 x 10° Zellen pro Zellkulturflasche ausgebracht und nach 30 min bei 27 °C
kontrolliert. Nach dem Absetzen der Zellen wurden 500 - 1000 pl Virusiiberstand zugegeben
und durch leichtes Schwenken gleichméBig verteilt. Die Zellen wurden 3 d bei
27 °C inkubiert. Danach wurden sie bei 1.000 x g (RT; Hettich Rotixa RP, Kista, Schweden)
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Aus dem Sediment wurde das Protein

gewonnen.

3.3.2.2 Denaturierende Gewinnung des Gesamtproteins

Fiir die denaturierende Gewinnung des Gesamtproteins wurde zum oben gewonnenen
Sediment (3.3.2.1) 1 ml SDS-Extraktionspuffer gegeben und 3 min aufgekocht. Danach
wurde die Suspension in der ETZ 2 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein ERG {iiberfiihrt und bei —80 °C aufbewahrt.

3.3.2.3 Gewinnung des Gesamtproteins unter nativen Bedingungen

Zur Gewinnung des Gesamtproteins unter nativen Bedingungen wurde das oben gewonnene
Sediment (3.3.2.1) in eiskaltem Insect Cell Lysis Buffer (Pharmingen, Plymouth, England),
der einen Protease Inhibitor Cocktail (Pharmingen, Plymouth, England) enthélt, resuspendiert.
Zu 2 x 107 Zellen wurde 1 ml Lysepuffer gegeben. Die Zellen wurden 45 min auf Eis lysiert.
Danach wurde das Lysat in der Tischzentrifuge 5 min zentrifugiert und der Uberstand durch
Spritzenvorsatzfilter (SuporTM Acrodisc™ 25; 0,2 um; Pall Gelman Sciences, Ann Arber, MI,
USA) filtriert. Das Lysat wurde gegen PBS 24 h bei 4 °C dialysiert und bei —80 °C
aufbewahrt.
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3.3.2.4 Reinigung unter nativen Bedingungen mittels Affinitétsséule

Die Reinigung der rekombinanten Proteine erfolgte iiber eine HiTrap NHS-aktivierte Séule

(1 ml, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden).

3.3.2.4.1 Packen der Siule

Die HiTrap NHS-aktivierte Sdule wurde zuerst dreimal mit 2 ml 1 mM HCI gewaschen, um
das Isopropanol zu entfernen. AnschlieBend wurde sofort 1 ml einer Ligandenlsung
(Img Ak; in 0,2 M NaHCOs; 0,5 M NaCl; pH 8,3) aufgetragen und 4 h bei 4 °C inkubiert,
dreimal mit 2 ml Puffer A (0,5 M Ethanolamin; 0,5 M NaCl, pH 8,3), dann mit dreimal 2 ml
Puffer B (0,1 M Acetat; 0,5 M NaCl, pH 4,0) und schlieflich mit dreimal 2 ml Puffer A
gewaschen. Die Sdule wurde 30 min bei RT inkubiert und anschlieBend wurde dreimal mit
2 ml Puffer B, dann dreimal mit 2 ml Puffer A und schliefSlich dreimal mit 2 ml Puffer B
gewaschen. Danach wurden 2 ml PBS (pH 7,2) injiziert. Der Durchlauf betrug weniger als

1 ml/min.

3.3.2.4.2 Affinitits-Reinigung
Die Sdule wurde mit je 3 ml PBS und dann mit Elutionspuffer (0,2 M Glycin/HCI pH 2,5)

gewaschen. AnschlieBend wurde sie mit 10 ml PBS é&quilibriert, bevor 1 ml nativer
Proteinextrakt (3.3.2.3) aufgetragen wurde. Die Siule wurde UN bei 4° C stehen gelassen.
Mit 10 ml PBS wurde die Siule gewaschen. Die Elution erfolgte mit 3 ml Elutionspuffer.
750 pl Eluat wurden mit 2 Volumen K;3;PO4-Losung pH 9,0 neutralisiert. Danach wurde der
Antikorper gegen PBS pH 7,2 bei 4° C dialysiert. Die Sdule wurde nach der Elution mit
10 ml PBS gewaschen und zur Wiederverwendung wurde sie mit 0,05 M Na,HPOy,
0,1 % NaNs, pH 7 beladen und bei 4° C aufbewahrt. Der Erfolg wurde mit Hilfe eines
Western Blot (3.3.7.5) tiberpriift.

3.3.3 Affinititsreinigung von Antikorper

Fir die Reinigung von Rohseren wurden 50 bis 200 pg des Antigens auf ein SDS-
Polyacrylamid-Gel (3.3.7.1) aufgetragen und anschliefend auf eine Membrans transferiert
(3.3.7.5). Die Membran wurde kurz in PBS gewaschen, 5 min mit Ponceau-S iiberschichtet
und dann vorsichtig mit PBS entfarbt. Die Antigen-Bande wurde ausgeschnitten und in

kleinen Stiicken in ein 2 ml ERG {iberfiihrt. Nachdem die Membran mit PBS vollstindig
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entfirbt wurde, wurden 2 ml Rohserum zugegeben und UN im Roller bei 4 °C inkubiert. Die
Membranstiicke wurden anschlieend dreimal 5 min mit PBS + 0,1% BSA, zweimal 5 min
mit PBS + 0,1% BSA+ 0,1% + NP40 und dreimal 5 min mit PBS + 0,1% BSA gewaschen.
Die Elution wurde dreimal 1 min unter Zugabe von je 750 ul 0,2 M Glycin pH 2,5
durchgefiihrt. Zum Neutralisieren wurde jeweils 375 pl gekiihlter 1M KP;-Puffer pH 9,0
zupipettiert. Die Ak-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, gegen PBS dialysiertund bei
-20 °C autbewahrt. Die Membranstiicke konnen in PBS + 0,02% NaNj3; bei 4 °C einige

Wochen aufbewahrt und dann wieder verwendet werden.

3.3.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.3.4.1 Proteingehaltbestimmung mit Bio-Rad Protein Assay (Hercules, CA, USA)

Fiir die Proteingehaltbestimmung wurde der Bio-Rad Protein Assay (Hercules, CA, USA)
herangezogen. Dieser Test basiert auf dem Bradford assay. Es wurde ein Proteinstandard mit
BSA von 2 pg/ml bis 28 pg/ml hergestellt. Davon wurden 800 pl mit 200 pl der Dye Reagent
Concentrate — Losung gemischt. Die unbekannte Proteinlosung wurde 40fach verdiinnt und,
wie die Standard-Losungen, in den Test eingesetzt. Die anschlieBende photometrische
Messung erfolgte bei 595 nm. Danach wurde die Standard - Proteinkonzentrationen gegen die
Absorption aufgetragen, der Wert fiir die Proteinkonzentration des zu bestimmende Proteins

abgelesen und um den Verdiinnungsfaktor 40 korrigiert.

3.3.4.2 Proteingehaltbestimmung mit Bio-Rad DC Protein Assay (Hercules, CA, USA)

Alternativ wurde die Proteingehaltbestimmung mit dem Bio-Rad DC Protein Assay
(Hercules, CA, USA) durchgefiihrt. Dieser Test basiert auf der Lowry-Methode und kann bei
SDS-Konzentrationen von bis zu 10 % eingesetzt werden. Zuerst wurde ein Proteinstandard
mit BSA von 0,2 bis 1,4 mg/ml hergestellt. Dann wurden 20 pl des Reagenz S zu je 1 ml des
Reagenz A gegeben. 50 ul Standard bzw. Probe wurden zu 250 ul A-S-Gemisch gegeben und
kurz gemischt. Danach wurden 2 ml des Reagenz B zugesetzt und sofort gemischt. Nach
15 min wurde dann die Absorption bei 750 nm gemessen, die Standard-
Proteinkonzentrationen gegen die Absorption aufgetragen und der Wert fiir die

Proteinkonzentration des zu bestimmenden Proteins abgelesen.
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3.3.5 Proteinfillung mit Aceton

Zur Féllung von Proteinen wurden 200 pl Proben mit 600 pl Aceton in einem ERG gemischt
und 30 min bei -20 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 5 min zentrifugiert und der US entfernt.
Der Niederschlag wurde in 40 pl SDS-PAGE-Auftragspuffer (2 x, mit SDS; Tab. 12)

aufgenommen und 10 min bei 95 °C inkubiert.

3.3.6 Proteinkonzentrierung mit Centricon

Fir die Konzentrierung von Proteinen wurden Centricon-Rohrchen (Zentrifugen-
Ultrafiltrationseinheit fiir wifirige Losungen, Millipore, Bedford, MA, USA) verwendet, die
anhand der Porengrofe des Filters ausgewdhlt wurden. Die Probe wurde in das Sample
Reservoir, welches auf das Abfallgefdll gesteckt ist, pipettiert und bei der fiir den Centricon-
Typ angegebenen g-Zahl zentrifugiert. Nach ausreichender Einengung der Probe, wurde das
Sample Reservoir umgekehrt auf das Auffanggefall gesteckt und bei 300 bis 1.000 x g 2 min

zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt (3.3.4).

3.3.7 Proteinanalysen

3.3.7.1 SDS-Polyacrylgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die Elektrophorese von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurden Mini-Gele
(9 x 7 cm; 1 mm Dicke) verwendet. Die Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele erfolgte
nach der Anleitung des Herstellers der Elektrophorese-Apparatur (Biometra, Gottingen).
Zundchst wurde zwischen die entfetteten Glasplatten das Trenngel (Tab. 12) bis etwa 1 cm
unterhalb des Randes gegossen und mit 500 pl H,O iiberschichtet. Nachdem die
Polyacrylamid-Losung polymerisiert war, wurde das Wasser abgegossen und das Trenngel
mit dem Sammelgel (Tab. 12) iiberschichtet. AnschlieBend wurde ein Teflonkamm mit
10 Taschen eingesetzt. Nach erfolgter Polymerisierung wurde der Kamm und die Dichtung
entfernt und das Gel in die Elektrophorese-Kammer eingebaut, in die der SDS-Laufpuffer
(Tab. 12) bereits eingefiillt war. Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge
Auftragspuffer (Tab. 12) versetzt und, wenn nétig, 3 min bei 100 °C inkubiert. Zur
Bestimmung der GroBen wurde ein Molekulargewichts-Standard (MultiMark™ Multi-
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Colored Standard oder SeeBlue™ Pre-Stained Standard von Novex, Groningen, Niederlande)

mit aufgetragen. Die Apparatur wurde mit 20 mA je Gel angeschlossen und lief etwa 2 h.

3.3.7.2 Elektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen mit Polyacrylamid-Gelen

Fiir die Elektrophorese nicht-denaturierter Proteine wurde dieselbe Apparatur wie unter
3.3.7.1 verwendet. Die Polyacrylamid-Losung (Tab. 12) wurde zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen und der Teflonkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde das
Gel in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt, in der bereits der Laufpuffer (1x TBE; pH 8,2)
eingefiillt worden war. Die Proben wurden mit dem 5 x Auftragspuffer (Tab. 12) fiir
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen versetzt und ohne

Aufkochen aufgetragen. Je Gel wurden fiir ca. 2 h 20 mA angelegt.

3.3.7.3 Nachweis von Proteinen mittels Coomassie-Farbung

Nach Abschlul der Elektrophorese wurde das Gel von der Glasplatte geldst und 15 min bei
RT in der Coomassie-Fiarbelosung (Tab. 12) leicht geschiittelt. Danach wurde es in die
Entfarbelosung iiberfiihrt. Die Losung wurde nach 30 und nach 90 min gewechselt und dann
UN bei leichtem Schiitteln weiter entfirbt. Das Gel wurde zur Aufbewahrung zwischen
Whatman-3MM-Filterpapier und Kopierfolie mit einem LKB 2003 Slab Gel Dryer (Bromma,
Schweden) getrocknet.

3.3.7.4 Nachweis von Proteinen mittels Silberfarbung

Nach AbschluB3 der Elektrophorese wurde das Gel von der Glasplatte gelost und laut
Anweisung des Herstellers unter Verwendung des Silver Staining kit (Protein, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) geférbt. Das Gel wurde zur Aufbewahrung zwischen
Whatman-3MM-Filterpapier und Kopierfolie mit einem LKB 2003 Slab Gel Dryer (Bromma,

Schweden) getrocknet.

3.3.7.5 Western—Analyse

Die Transfereinheit wurde nach Anleitung des Herstellers der Elektroblot-Apparatur (Hoefer
TE22 Tank Transfer Unit, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
zusammengesetzt. Nach Abschlufl der Elektrophorese wurde das Gel vorsichtig von der

Glasplatte gelost und auf eine passend zugeschnittene Nylon-Membran (Hybond™ ECL,
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Amersham Biosiences, Freiburg) gelegt. Abb. 13 zeigt den Aufbau der Apparatur fiir

Immunbindetests.

Kathode

e

Schaumstoff

Whatman-Papier ‘ l
Gel | |

Membran [ \

Whatman-Papier ‘

Schaumstoff

Anode

Abb. 13. Aufbau der Hoefer-Apparatur fiir Inmunbindetests.

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte in Transferpuffer (Tab. 12) bei
400 mA fiir 2 bis 3 h. Die Membran wurde UN bei 4° C in Blocking Puffer (Tab. 12)
aufbewahrt und anschlieBend dreimal 10 min mit PBS-Tween™™ 20 (0,2%) unter leichtem
Schiitteln gewaschen. Wéhrenddessen wurde der primére Antikorper 1:200 bis 1:800 in 5 ml
Blocking Puffer verdiinnt. Die Membran wurde in das Roéhrchen transferiert und in einem
Roller (New Brunswick Scientific Co. TC-7, New Brunswick, NJ, USA) bei RT 60 bis
90 min mit dem primdren Antikérper inkubiert. Danach wurde sie wieder dreimal 10 min mit
PBS-Tween™ 20 (0,2%) unter leichtem Schiitteln gewaschen. Unterdessen wurde der
sekundire Antikorper 1:2000 bis 1:2500 in 5 ml Blocking Puffer verdiinnt. Die Membran
wurde in das Rohrchen transferiert und im Roller bei RT 60 min mit dem sekundéren
Antikorper, an den das Enzym Peroxidase aus Meerrettich gekoppelt ist, inkubiert. Danach
wurde sie erneut dreimal 10 min mit PBS-Tween'™ 20 (0,2%) unter leichtem Schiitteln
gewaschen. Fiir die Detektion wurde das ECL™ Western blotting analysis System (Amersham
Biosiences, Uppsala, Schweden) verwendet. Dazu wurden nach Anleitung des Herstellers zu

gleichen Teilen Losung 1 mit Losung 2 gemischt und gleichméBig auf der Membran verteilt.
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Nach 1 min wurde die Losung abgekippt und die Lumineszenz mit Rontgenfilmen (Hyperfilm
ECL, Amersham Biosiences, Uppsala, Schweden) dokumentiert. Hierfiir wurde die Membran
zwischen zwei Kopierfolien gelegt, auf die der Rontgenfilm fiir jeweils 30 sec, 2 min, 5 min
und 30 min aufgelegt wurde. Die Filme wurden dann mit dem Rodinal Filmentwickler
(Kodak, Rochester, USA) entwickelt und mit dem Tetenal Fixierer (Kodak, Rochester, USA)

fixiert.
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4. Ergebnisse

Die Differenzierung von V. carteri wird von drei Genloci — gis, lag und regd — gesteuert. In
dieser Arbeit steht das reg4-Gen im Vordergrund der Untersuchungen. Seine Transkription
und Expression bestimmen den zellspezifischen und den zeitlichen Verlauf der
Differenzierung (Kirk et al., 1999; Schmitt, 2003; Stark et al., 2001). Die regulatorische
Wirkung des RegA-Proteins und die Aufkldrung der Regulation des regA-Gens selbst, sind
die entscheidenden Aspekte der Differenzierung von somatischen Zellen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der ubiquitire Transkriptionsfaktor TBP (TATA-Box-
Bindeprotein) von V. carteri isoliert und analysiert. Im zweiten Teil wurde das RegA-Protein
bzw. Teile davon rekombinant exprimiert. Diese Proteine dienten als Basis fiir die Gewinnung
spezifischer Antikorper, mittels derer die Synthese des Proteins, eventuell auch in anderen
Volvox-Spezies, nachzuweisen wdre. Im dritten Teil wurde die Translationskontrolle des

regA-Gens durch Elemente seiner 5’NTR untersucht.

4.1 Charakterisierung des thp-Gens von V. carteri

Die Frage, wie das RegA-Protein soma-spezifische Gene reguliert, ist bisher offen.
Andererseits ist bekannt, dal bei Anwesenheit von RegA die Transkription von sacl positiv
(Schmidt, 2004) und die der wichtigen Chloroplastengene negativ reguliert wird (Meissner et
al., 1999). Es ist offen, ob RegA direkt an Promotor-DNA bindet oder ob z.B. der ubiquitére
Transkriptionsfaktor TBP eine Plattform fiir die Bindung von regA4 bildet. Deshalb wurde hier
das TBP-kodierende Gen von V. carteri isoliert, charakterisiert und rekombinant exprimiert
als Basis fiir Bindestudien an DNA und das rekombinant exprimierte RegA-Protein.

TBP ist eine ubiquitire und essentielle Komponente des Transkriptionsapparates von Archien
und Eukaryonten, die fiir alle drei eukaryontischen RNA-Polymerasen von zentraler
Bedeutung ist. Fehlt die TATA-Box, wie bei den rRNA-Genen (Rausch et al., 1989), so wird
TBP durch Protein-Protein-Interaktion rekrutiert. Das TBP (Abb. 14) wird in zwei Regionen
unterteilt, eine nicht-konservierte (N-terminale) und eine konservierte Doméne. Die nicht-
konservierte, aminoterminale Domédne dient der Wechselwirkung mit regulatorischen

Proteinen und ist in ihrer Lange sehr variabel. Bei Pflanzen (z.B. A. thaliana: 18 AS) ist diese
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Region im Vergleich zu den Tieren (z.B. H. sapiens: 159 AS) relativ kurz. Die
hochkonservierte carboxyterminale Doméne, die sogenannte Kernregion, vermittelt die DNA-
Bindung des Proteins. Sie enthélt zwei Kopien einer ca. 62 bp langen Sequenz (Abb. 14,

griine Boxen) und mehrere kurze Wiederholungen.

I_ DNA-Bindung _l

A. thaliana L] A s |
<>
18 AS
H. sapiens | ——
h 159 AS i 180 AS g
nicht konserviert konserviert

Abb. 14. Schema der TBP-Priméarstrukturen von A. thaliana und H. sapiens. Der konservierte Tell
(Kernregion, 180 AS) ist grau, die DNA-bindenden Domanen griin markiert; letztere stellen
Sequenzwiederholungen dar. Blau: nicht-konservierte Domane.

TBP-kodierende Gene wurden von zahlreichen Spezies isoliert und sequenziert (Anhang
8.1.3, mit Quellenangaben). In den meisten Fillen existiert nur eine Genkopie, aber es gibt
einige Ausnahmen wie z.B. die Modellpflanze Arabidopsis, die zwei Kopien enthilt (Gasch et
al., 1990). Die konservierte TBP-Kernregion vieler Spezies weist iber 75 % Identitit zum
menschlichen Protein auf (Hernandez, 1993). TBP bindet als Monomer sattelférmig an die
DNA (Abb. 15), und zwar in der kleinen Furche (Horikoshi et al., 1990; Starr & Hawley,
1991). Durch die Bindung wird die DNA-Doppelhelix (im Bereich der TATA-Box) um mehr
als 100° gebogen und dadurch teilweise entwunden, was fiir die Transkription von TBP als
Transkriptionsfaktor essentiell ist (Horikoshi et al., 1992).

TBP-kodierende Gene von V. carteri oder anderen Griinalgen waren zu Beginn dieser Studien
nicht bekannt. Deshalb war, auler den genannten Griinden, auch eine Aufkldrung der Gen-

und Proteinstruktur per se von Interesse.
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TBP/DNA

Abb. 15. TBP/DNA-Interaktion. Das TBP-Protein bildet eine sattelférmige Struktur, mit der es an die
DNA (blau) bindet. TBP ist in braun dargestellt. Die symmetrische Sattelform wird von jeweils funf
B-Strangen (Pfeile, unten) und je zwei a-Helices (Wendeln, oben) gebildet. (Tan, 1999)

4.1.1 Gewinnung der Sonde VcTBP

Fiir die Sequenzaufklirung des unbekannten thp-Gens von V. carteri waren entsprechende
Klone aus einer genomischen und einer cDNA-Genbibliothek zu fischen. Zur Gewinnung
einer geeigneten Sonde wurden AS-Sequenzen aus der universell hochkonservierten TBP-
Region in drei degenerierte Primerpaare (Tab. 3) iibersetzt (Anhang 8.1.3) und in den
2* moglichen Kombinationen in eine PCR mit CsCI-DNA (3.2.1.6) von V. carteri HK10 als
Matrize eingesetzt. Die aufgetrennten PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert
(3.2.2.5). Die Sequenzen der Produkte der beiden Primerkombinationen ON-TBP-1/
ON-TBP-4 und ON-TBP-2/ON-TBP-4 (Tab. 3) lieferten bei einer BLAST-Suche in der
NR-Datenbank (NCBI) die besten Ergebnisse mit ca. 70 % Identitét. Das ldngere der beiden
PCR-Podukte (ON-TBP-1/ON-TBP-4; 894 bp) wurde als Sonde, VcTBP, zum screening

einer genomischen Genbibliothek von V. carteri verwendet.



ERGEBNISSE 56

4.1.2 Screening einer genomischen und einer cDNA-Genbibliothek

Zum screening der genomischen Volvox-Genbibliothek (3.2.7.4) in A DASH II (Kirk et al.,
1999) mit VcTBP (Abb. 16) wurden 96.000 Phagen plattiert. Insgesamt wurden 18 positive
Signale erhalten, von denen acht in der zweiten Runde eingesetzt und schlieBlich vier
unabhingige plaques gepickt wurden. Eine Restriktionskartierung ergab, daB3 der A-Klon
Nr. 17 (M7, Abb. 16) die Sequenzbereiche der drei anderen Klone enthilt. Dieser ldngste
Klon wurde vollstindig mittels primer walking sequenziert.

Nachdem die genomische tbp-Teilsequenz A17 bekannt war, wurde sie in drei Leserahmen
tibersetzt, durch Vergleich der korrekte identifiziert und wahrscheinliche Exon- und Intron-
Bereiche abgegrenzt. Auf diese Art wurden fiinf Introns und sechs Exons (E6 unvollsténdig)
definiert (Abb. 16). Anhand dieser Daten wurden geeignete Primer (cDNA-SondeTBPu und
cDNA-SondeTBPr, Tab. 2) zur Herstellung einer Sonde fiir die cDNA-Bibliothek in A-ZAP-
Express (B. Cresnar, pers. Mitteilung) konzipiert und mittels einer PCR, mit der gesamten
cDNA-Matrize synthetisiert (TBPkon; Abb. 16). Mit TBPkon wurden von 400.000 plattierten
Phagen drei positive Plaques erhalten und in einer zweiten Runde vermehrt. Mit dem
ExAssist™ Helferphagen (Stratagene, La Jolla, CA, USA) wurde aus allen drei Klonen
(A-cDNA-Klone 11, 51 und 61) in vivo das Plasmid pBK-CMV mit der integrierten cDNA
isoliert (3.2.1.11). Der A-cDNA-Klon 61 (A61; Abb. 16) enthielt mit 2363 bp die ldngste
Sequenz bis zum PolyA-Signal (Anhang 0). Ein 109 bp upstream liegendes weiteres PolyA-
Signal wird in der kiirzeren cDNA von A11 benutzt (Abb. 16). Der Klon A51 war deutlich
kiirzer und wurde nicht weiter berticksichtigt.

Ein Vergleich von cDNA (Anhang 8.1.2) und genomischer Sequenz (Anhang 8.1.1) zeigte,
daf} der genomischen Sequenz am 3’Ende noch ca. 1440 bp fehlten, die mittels zweier PCRs
mit den Primernpaaren gDNAS5’E6/gDNA3’UTR und K1-T3/ gDNA3’polyA (Tab. 3) direkt
aus dem Genom isoliert wurden (Abb. 16). Durch den Vergleich von ¢cDNA (ca. 2340 bp,
Anhang 0) und genomischer DNA (ca. 4 kb; Anhang 8.1.1) wurde die gesamte kodierende
Region und die endgiiltige thp-Struktur mit sechs Exons und fiinf Introns festgelegt (Abb. 16).
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Abb. 16. Physikalische Karte des TBP-Genlocus tbp von V. carteri. Gezeigt ist die hier abgeleitete
Exon (weil’e Boxen) -Intron (schwarz) -Struktur des Gens mit den NTRs, dem Start- und Stopp-Codon
und zwei PolyA-Signalen. Aulerdem sind die verschiedenen Sequenzabschnitte der genomischen
DNA und der cDNA und deren Lage gezeigt. Die genomische Sequenz setzt sich aus der Sequenz
des AKlons 17 (rot) und der durch PCR gewonnenen Teilbereiche (orange) zusammen. Die Lage der
beiden cDNA-AKlone 61 und 11 (griin) sowie die der fir die Hybridisierung der Genbibliotheken
verwendeten Sonden (blau) VcTBP (genomisch) und TBPkon (cDNA) ist dargestellt.

Interessanterweise ist das abgeleitete TBP-Polypeptid N-terminal um ca. 140 Reste gegeniiber
Metazoen-TBPs (aber nicht gegeniiber den Pflanzen-TBPs) verkiirzt (Anhang 8.1.3). Nach
ca. 20 Resten beginnt bereits die konservierte, DNA-bindende Region. Als einziger Vertreter
der TBP-Familie hat das V. carteri-Protein jedoch eine ca. 120 AS-Reste lange C-terminale
Doméne mit auffilligen Haufungen von Alanin-, Glutamin- und Prolinresten, die auf eine
regulatorische Funktion hindeuten. Das Genomprojekt des verwandten Einzellers
C. reinhardtii (JGI, Walnut Creek, CA, USA) lieferte eine abgeleitete TBP-Primirstruktur mit
einer dhnlich verlingerten, aber nur méBig konservierten (53,7 % Identitdt) Sequenz (4.1.4

und Anhang 8.1.3).
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4.1.3 Kopienzahl des thp-Gens im Volvox-Genom

Wird aufler der C-terminal verlidngerten TBP-Spezies noch eine zweite (mdglicherweise ohne
den C-terminalen Appendix) im V. carteri-Genom kodiert? Zwei verschiedene Gene sind z.B.
im A. thaliana-Genom enthalten (Gasch et al., 1990). Deshalb wurde eine thp-Kopienzahl-
Bestimmung mittels Southern-Analyse (Abb. 18) durchgefiihrt. Nach Einzel- und
Doppelverdaus (3.2.2.1) von V. carteri-HK10-DNA mit insgesamt sieben Restriktions-
enzymen, Fragmenttrennung mittels Elektrophorese (3.2.1.13) und DNA-Transfer auf eine
Membran (3.2.7.1), wurde mit TBPkon (Abb. 17, blaue Boxen) hybridisiert. Die
entsprechende Restriktionskarte des tbp-Genlocus ist in Abb. 17, das Ergebnis der Southern-
Analyse in Abb. 18 widergegeben.

ATG TAA

Spe | Nco | Xho | Sac | Avr I Nde | Sph |

Abb. 17. Restriktionskarte des tbp-Genlocus. Eingezeichnet sind neben Start- (ATG) und
Stoppcodons (TAA) die Positionen der Schnittstellen, der fiir die Southern-Analyse (Abb. 18)
verwendeten Restriktionsenzyme. Der hybridisierende Bereich des Gens mit TBPkon ist blau markiert.
Die Exonabschnitte des kodierenden Bereichs, die nicht durch die Sonde abgedeckt wurden, sind
grau dargestellt.

Aufgrund der Restriktionskarte und der Lage der Sonde TBPkon wurde in den Spuren des
Nco I-, Sac I- und Xho I-Verdaus zwei, bei den restlichen Verdaus eine hybridisierende Bande
erwartet. Der Doppelverdau mit Avr I] und Spe I sollte eine 1980 bp Bande, der Doppelverdau
mit Spe I und Sph I eine 3570 bp Bande ergeben. Zusitzlich auftretende Banden wiirden auf

eine weitere Kopie des thp-Gens hindeuten.
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Abb. 18. Southern-Analyse des tbp-Gens. Je Spur wurde 3 ug mit dem jeweiligen Enzym verdaute
HK10-DNA eingesetzt. In der Spur ,Sonde“ wurde TBPkon-DNA als Hybridisierungskontrolle
aufgetragen. Links ist die Spur des GréRRenstandards des EtBr-gefarbten Agarosegels gezeigt, dessen
Ubrige Spuren auf die Southern-Membran transferiert wurden.

AuBer in der Spur Sac I wurden alle erwarteten Banden detektiert. Im Sac I-Verdau trat nur
eine statt der erwarteten zwei Banden auf. Allerdings ist der hybridisierende Bereich des
zweiten Fragments relativ klein, so dal eventuell die Stirke der Sonden-Bindung unter den
verwendeten Waschbedingungen nicht ausreichend war. Zusdtzliche Banden wurden nicht
beobachtet. Folglich enthélt V. carteri auBBer der isolierten keine weitere thp-Kopie.

Zur Absicherung dieses Resultats wurde ein Northern blot durchgefiihrt (3.2.1.8; Abb. 19).
Hierzu wurde aus V. carteri HK10 RNA isoliert und davon 13 pug zur Analyse aufgetragen.
Als Sonde wurde wieder TBPkon verwendet. Wegen der beiden PolyA-Signale wurden zwei
Banden erwartet, die sich um 109 Basen in ihrer Grofle unterschieden. Wenn ein zweites
thp-Gen von unterschiedlicher Grofle im Genom existiert (und transkribiert wird), sollte eine
weitere Bande sichtbar werden. Da der Transkriptionsstart von tbp nicht exakt definiert war,

wurde eine Grofe der zbp-mRNA von mindestens 2450 nt erwartet.
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Abb. 19. Northern-Analyse des tbp-Gens. Es wurden 13 ug HK10-RNA aufgetragen und die
Membran mit der Sonde TBPkon hybridisiert. Der Pfeil markiert die minimale GréRe von tbp.
Links wurde der GréRenstandard aufgetragen.

Im Northern blot wurde eine prominente Bande bei ca. 2600 nt detektiert, eine minimal
verkiirzte (um 109 bp) zweite Bande wurde nicht beobachtet. Sollte ein weiteres thp-Gen
existieren, so wurde es entweder von dieser Sonde nicht erkannt und/oder es unterscheidet
sich nicht in seiner GroBe. Die Daten lassen den SchluB3 zu, dal3 V. carteri nur eine Kopie des

tbp-Gens enthilt.

4.1.4 Vergleich der TBP-Sequenzen von V. carteri und C. reinhardtii

C. reinhardtii ist der einzellige Vertreter in der Gruppe der Volvocida. Das Genom dieser
Alge wurde von JGI (DOE Joint Genome Institute, Walnut Creek, CA, USA) vollstindig
sequenziert und teilweise annotiert. Die bp-Sequenz ist bekannt. Dies gab mir die
Moglichkeit, das bp-Gen und das abgeleitete Genprodukt des néchsten einzelligen

Verwandten von V. carteri zum Vergleich heranzuziehen (Abb. 20).
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Abb. 20. Vergleich der TBP-Primarstrukturen von V. carteri (diese Arbeit) und C. reinhardltii
(Genomprojekt; JGI, Walnut Creek, CA, USA). Identische AS-Reste sind grau hinterlegt, Liicken
sind durch — markiert. Das alignment wurde mit Hilfe des Programms water (EMBOSS) erstellt.

Die beiden Polypeptide sind zu 77,5 % identisch, die Ahnlichkeit betrigt 80,6 %. Die
Kernregionen (Position 30-212) der beiden TBPs sind nahezu identisch (Identitdt 98,9 %).
Auch das C. reinhardtii-Protein besitzt einen zusétzlichen carboxyterminalen Bereich
(ab Position 230 der Abb. 20, 120 AS-Reste), allerdings unterscheidet sich dieser doch
erheblich in seiner Sequenz von der des V. carteri-TBP; die Identitét dieser Region betrigt
nur 53,7 %, die Ahnlichkeit 57,8 %. Andererseits weisen die konservierten Glutamin-Reste
zwischen Position 249 und Position 264, das AAAXMMPPPP-Motiv (Position 277 bis
Position 282) und die Sequenz ab Position 321 auf eine funktionelle Bedeutung dieser
Bereiche hin. Insgesamt ist zu vermuten, dal3 dieser griinalgenspezifische neue C-terminale
Bereich von TBP eine besondere regulatorische Rolle spielt, die aber in diesem Kontext nicht

weiter untersucht wurde.

4.1.5 Rekombinante Expression von thp im IMPACT-CN-System

Das abgeleitete Volvox-TBP hat eine Grofle von 37 kDa und einen isoelektrischen Punkt von
10,1 (pepstats, EMBOSS). Fiir die Expression wurde die kodierende Sequenz der cDNA des
thp-Gens in den pTYB4-Vektor kloniert (Abb. 11). Nach der Uberpriifung der Sequenz wurde
dieses Plasmid in den Rosetta-Stamm von E. coli (Tab. 1) transferiert (3.3.1.1). Dieser Stamm
hat zusitzlich zum Satz iiblicher tRNAs in E. coli selten benutzte tRNA-Spezies auf einem

Plasmid kodiert, so dal} eine abweichende codon usage die Expression nicht hemmen kann.
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Durch Zugabe von 0,3 mM IPTG wurde die Expression des klonierten thp induziert und die
Zellen bei 16 °C UN inkubiert (3.3.1.1). Nach dem ZellaufschluB wurde das TBP-Protein
mittels Chitinsdule gereinigt (3.3.1.2). Proben von 25 pg bzw. 50 ug des eluierten Proteins
(Abb. 21) wurden zur Kontrolle der Reinheit gelelektrophoretisch getrennt (3.3.7.1) und die
Banden mit Coomassie angefarbt (3.3.7.3).
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Abb. 21. SDS-Gel mit gereinigtem TBP-Protein. In Spur 1 wurden 50 pg und in Spur 2
25 ug Protein aufgetragen. Der Pfeil markiert das TBP. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt. Links
ist der GroRenstandard aufgetragen.

Wie Abb. 21 demonstriert, konnte TBP (rechnerisch 37 kDa) nahezu homogen von der Séule
gewonnen werden. Allerdings entspricht die Mobilitdit im Gel einem scheinbaren
Molekulargewicht von 45 000. Diese Laufanomalie wurde durchgehend beobachtet und
beruht offenbar auf der Proteinzusammensetzung.

Das gereinigte, rekombinante Protein wurde fiir Promotor-DNA-abhéngige Bindestudien mit
rekombinantem RegA-Protein (4.2) zur Verfligung gehalten. Diese Studien kamen allerdings
wegen der geringen Expression und Instabilitdt des rekombinanten RegA-Proteins bisher

nicht zustande.
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4.2 Rekombinante Expression von RegA zur Herstellung von Anti-RegA-

Antiseren

Das reg4-Gen und sein Genprodukt, RegA, spielen in der Aufrechterhaltung der
Somazelldifferenzierung bei V. carteri eine Schliisselrolle. Dabei stellt sich die Frage: Wie
wird der Regulator selbst reguliert? Zur Beantwortung wurden zwei Wege verfolgt:

(1) Das intakte 111 kDa-RegA-Protein, bzw. Teile davon, wurden rekombinant
exprimiert (4.2.1). Sie dienten als Basis fiir die Gewinnung spezifischer Antikdrper
(4.2.2), mittels derer die Synthese des Proteins — eventuell auch in anderen Volvox-
Spezies — nachzuweisen wire. Das vollstindige RegA-Protein konnte aullerdem in
die unter 4.1 erwidhnten TBP- und DNA-Bindestudien eingesetzt werden.

(2) Transkription und Translation des regA-Gens, vor allem seine Regulation durch
Sequenzelemente seiner 5’NTR, wurde mit Hilfe gezielter Mutationen ausfiihrlich

untersucht (4.3).

4.2.1 Rekombinante Expression von RegA

Zur rekombinanten Expression des Proteins waren im Vorfeld bereits verschiedene Systeme
getestet worden: (1) Experimente mit dem E. coli-pET-System (Novagen, Bioggio — Lugano,
Schweiz; Jakobiak, 1999) und dem QIlA4express System (Qiagen, Hilden; Jakobiak, 1999)
verliefen ohne Ausbeute. (2) Die Expression sowohl des kompletten RegA als auch von
RegA-Teilfragmenten in Schizosaccharomyces pombe mit dem ESP Yeast Protein Expression
and Purification System (Stratagene, La Jolla, CA, USA) fiihrten nicht zum Erfolg, weil die
Zellen abstarben. Allerdings konnten mit dem GST Gene Fusion System (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) zwei Fragmente des RegA-Proteins, Pepil4
(Position 240-Position 512) und Pepi34 (Position 456-Position 512), exprimiert werden
(Jakobiak, 1999). (3) Im Insektenzell-Baculovirus-Expressionssystem wurde RegA
exprimiert. Dabei resultierten neben geringen Mengen des intakten RegA verschiedene
kiirzere Proteinfragmente, die vermutlich auf Expressionsprobleme, wie unvollstindige
Translation, in den Insektenzellen zuriickzufiihren waren (Eschenwecker, 2000).

Im folgenden wurde versucht, weitere Teilfragmente von RegA mit dem IMPACT-CN-
System (NEB, Beverly, MA, USA) sowie das komplette RegA-Protein mit Hilfe des

Insektenzell-Baculovirus-Expressionssystems zu exprimieren.
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4.2.1.1 Expression mit dem IMPACT-CN-System

Zu Beginn dieser Untersuchung stand ein Anti-6kDa-Ak (Eschenwecker, 2000; Jakobiak,
1999) zur Verfiigung. Zu dessen Gewinnung wurde ein 6 kDa RegA-Fragment (Position 456-
Position 512), als GST-Fusionsprotein, Pepi34, eingesetzt. Es wurde anhand eines
Hydrophobizitits-Diagramms (Jakobiak, 1999; Kyte & Doolittle, 1982) ausgewdhlt, weil
dieser Bereich durch seine hohe Hydrophilitit wahrscheinlich an der Proteinoberfliche liegt
und somit immunogene Epitope enthdlt. Dieses Antiserum war aber nicht geniligend
empfindlich um RegA in V. carteri-Extrakten zu detektieren (Eschenwecker, 2000). Da sich
das RegA-Protein in den fritheren Experimenten nicht als intaktes Protein rekombinant
exprimieren lie (Eschenwecker, 2000), wurde hier der Ansatz gewéhlt, RegA in drei
Teilstlicken — RegA/1, RegA/2 und RegA/3 (Abb. 22) - zu exprimieren. Dazu wurde das
IMPACT-CN-System in Verbindung mit dem E. coli Rosetta-Stamm (Tab. 1) verwendet.
Dieser Bakterienstamm enthélt zuséitzlich ein Plasmid, das sechs der sieben seltenen tRNAs
von E. coli kodiert und exprimiert. Dies sollte Probleme bei der Translation wegen der
unterschiedlichen codon usage zwischen E. coli und V. carteri, wie sie bei der rekombinanten
Expression in E. coli bisher aufgetreten waren, verhindern. Das IMPACT-CN-System
ermdglicht mittels einer Chitinsdule die Reinigung von Fusionsproteinen (3.3.1), die aus dem
Test-Protein, einem Intein-fag und einer Chitinbindedoméne (CBD) bestehen. Nach Bindung
des Fusionsproteins an die Sdule und Waschschritten wird durch Inkubation mit DTT die
Selbstspaltung des Intein-tags induziert; das zu reinigende Protein wird eluiert. Als
Expressionsvektor wurde das pTYB4-Plasmid gewidhlt (Abb. 11), in das die zu
exprimierenden Teilstiicke von regA (Abb. 22) einzeln kloniert wurden. Deren rekombinante

Expression und die Reinigung der Produkte sind Gegenstand der folgenden Kapitel.

200 bp
—
E5 E6 E7 E8
I /
regA/1 I ]
1179 b regA/2 | i
( P) (1059 bp) regA/3

(957 bp)

Abb. 22. Schema des kodierenden Bereichs von regA. Die gelben Boxen markieren die
kodierenden Exons, E5 bis E8, von regA. Die Positionen der drei Teilfragmente, regA/1, regA/2 und
regA/3, innerhalb des regA-Gens sind markiert. Balken stellen die Lage einer in V. carteri f.
kawasakiensis (orange) konservierten Region dar; ferner ist die Lage der Teilpeptide Pepi14 (blau)
und Pepi 34 (griin) angezeigt.
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4.2.1.1.1 Expression von regA/1

Das Teilstiick regA/I enthilt die ersten 1179 bp des kodierenden Bereichs der regd-cDNA
(Abb. 22). Es wurde mittels PCR an einer klonierten reg4-Matrize (pUC19Regl11, Tab. 2)
inklusive der terminalen Schnittstellen fiir die Klonierung in pTYB4 hergestellt. Die
rekombinante Expression im Rosetta-Stamm von E. coli nach IPTG-Induktion verlief
problemlos (3.3.1.1). Das rekombinante 44 kDa-Produkt, RegA/1, wurde mittels IMPACT
gereinigt (3.3.1.2) und die Fraktionen der Elution mittels SDS-PAGE (3.3.7.1) iiberpriift.

127 8 9 10 11 12 13 3 45 6 7 8 9 10
kpa 2yl 26 ul_ kba  200pl acetongefallt

RegA/1

11 12 13 14 15 16 17 18 19

Abb. 23. SDS-PAGE zur Uberpriifung der RegA/1-Reinigung mittels /IMPACT-Methode. Die
Fraktionen und aufgetragene Volumina sind angegeben, einige wurden mit Aceton gefallt, um das
Auftragsvolumen zu verringern. Die Spuren wurden wie folgt beladen: 1, induzierte Zellen;
2, Durchlauf nach dem Auftrag des Gesamtextraktes; 3-7, 5 ml Fraktionen des Durchlaufs wahrend
des DTT-Auftrags; 8-17, 5 ml Fraktionen der Elution; 18, 19, 5 ml Fraktionen nach Inkubation der
Chitinmatrix mit 1 % SDS. RegA/1 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Standardmarker und —gréRRen
sind links gezeigt.

Ein Teil des RegA/1-Proteins wurde schon wihrend des DTT-Auftrags auf die Sdule eluiert
(Abb. 23/4-7). Der Hauptanteil wurde nach der UN-Inkubation mit DTT vollstindig vom
Intein-fag abgetrennt und eluiert (Abb. 23/8-16). Die geringe Mobilitdt von RegA/1, die ein

ca. 70 kDa-Protein (statt 44 kDa) vortiuscht, konnte spiter in Western-Analysen bestitigt
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werden. AuBlerdem trat in den Eluaten eine zweite 60 kDa-Bande auf (Abb. 23/4-13),
allerdings deutlich schwicher als die RegA/1-Bande. Diese Bande, bei der es sich vermutlich
um das E. coli-Chaperon GroEL handelt, konnte durch Zugabe von 2 mM ATP zum
Waschpuffer (Lissin et al., 1990; Viitanen et al., 1990) und durch Erniedrigung der
Wachstumstemperatur nach der IPTG-Induktion von 16 °C auf 14 °C eliminiert werden

(Abb. 24).

RegA/1

kDa

48

30

Abb. 24. SDS-PAGE mit gereinigtem RegA/1. Es wurde 1 ug Protein aufgetragen. Rechts ist der
GroRenstandard gezeigt.

Der Intein-CBD-fag und moglicherweise nicht gespaltenes Fusionsprotein konnte nach
Inkubation der Chitinmatrix mit 1 % SDS abgespalten und eluiert werden. Die so erhaltenen
Fraktionen (Abb. 23/18, 19) zeigten Intein zusammen mit der CBD (55 kDa), nicht aber das
gesamte Fusionsprotein (ca. 99 kDa). Dieser Befund wies auf eine vollstindige Abspaltung
des RegA/1-Proteins vom Intein durch DTT hin. Das Teilfragment RegA/1 (Abb. 24) wurde
anschlieend zur Antikorperherstellung verwendet (4.2.2.1).
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4.2.1.1.2 Expression von regA/2

Das Teilstlick regA/2 ist 1059 bp lang und deckt den kodierenden Bereich zwischen den
Positionen 1156 und 2214 ab (Abb. 22). Expression und Reinigung von RegA/2 erfolgten wie
zuvor (4.2.1.1.1). Die berechnete Grofle von RegA/2 betrigt 39 kDa.

Wie bei RegA/1 begann die Abspaltung des Proteins vom Intein schon wihrend des DTT-
Auftrags, aber die eluierte Menge war geringer als bei RegA/1 (Abb. 25/8, 9). RegA/2 zeigte
in der SDS-PAGE ebenfalls eine Laufanomalie, die einem 45 kDa-Protein (statt 39 kDa)
entsprach. In den konzentrierten, acetongefillten Fraktionen wurde deutlich, dafl neben

RegA/2 (Abb. 25/Pfeil) zusidtzliche Banden auftraten, deren Mobilitdt sich z.T. nur

1 234 5 6 78 9 10 11 121314 1516 17
kDa 1 pl 26 ul kDa 26 pl kDa
122 & i = 175
ol 122 -~ 83
Z;’ -l 79 w 62
33 23 .
2088 20
N 17
18 19 20212223 2425 10111213 14 1516 17
kDa 26 yl : kDa 200 pl acetongefallt
122 FIEREARE” s
79 V — 52 1224 . e e
47 W8 5 b b 48 79 W=
47 ™ - e
33 4 33 wee 4
‘ s o R RegA/2
24 5 N
208 17 ol

Abb. 25. SDS-PAGE zur Uberpriifung der RegA/2-Reinigung mittels IMPACT-Methode. Die
Fraktionen und aufgetragene Volumina sind angegeben, einige wurden mit Aceton gefallt, um das
Auftragsvolumen zu verringern. Die Spuren wurden wie folgt beladen: 1, Iésliche Fraktion nach
Zellaufschluf3; 2, nicht-16sliche Fraktion nach Aufschlul; 3, 4, Waschschritte ; 5-9, 5 ml Fraktionen des
Durchlaufs wahrend des DTT-Auftrags; 10-17, 5 ml Fraktionen der Elution; 18-25, 5 ml Fraktionen
nach Inkubation der Chitinmatrix mit 1 % SDS. RegA/2 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
Standardmarker und —gréf3en sind gezeigt.
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geringfiigig von RegA/2 unterschied (Abb. 25/10-17). Diese Verunreinigungen lieen sich
auch durch Verdnderung der Waschbedingungen, wie z.B. durch die Zugabe von Tween 20,
nicht eliminieren. Die Eluate nach SDS-Inkubation (Abb. 25/18-25) zeigten, dal RegA/2
nahezu vollstindig von Intein-CBD abgetrennt wurde.

Das RegA/2-Protein lief3 sich gut exprimieren, konnte aber durch /IMPACT-Reinigung nicht
ohne kontaminierende Proteine gewonnen werden. Es wurde deshalb nicht zur

Antikdrperherstellung eingesetzt.

4.2.1.1.3 Expression von regA/3

Das Fragment regA/3 ist 957 bp lang und deckt den Bereich zwischen den Positionen 2194
und 3150 des kodierenden Bereichs von reg4 ab (Abb. 22). Die abgeleitete Peptidsequenz
zeichnet sich u.a. durch ausgedehnte Glutamin-, Glutamat- und Alanin-Wiederholungen aus
(Kirk et al., 1999). Die entsprechenden Triplett-Wiederholungen beeintrachtigen die korrekte
Amplifikation durch PCR und die Sequenzierung. Deshalb wurden weitere Experimente zur
Expression dieses Teilstlicks ausgesetzt, zumal das reine RegA/l1-Polypeptid fiir die

Gewinnung eines spezifischen Antiserums zur Verfiigung stand.

4.2.1.2 Expression von RegA mit dem Baculovirus-Insektenzell-System

Die Expression des kompletten RegA-Proteins ist flir eine erfolgreiche Suche nach
Bindepartnern von RegA unabdingbar. AuBlerdem konnte ein polyklonaler Antikorper, der
alle Bereiche des Proteins erkennt und somit im Gegensatz zu den Peptidantikorpern
Anti-6kDa-Ak und Anti-RegA/1-Ak (4.2.2.1) universeller einsetzbar ist, hergestellt werden.
Zur rekombinanten Expression des kompletten RegA-Proteins wurde das Baculovirus-
Expressions-System gewdhlt.

In diesem eukaryontischen Expressionssystem werden rekombinante Viren verwendet, deren
Wirtsspektrum auf Insektenzellen beschriankt ist. Die gentechnisch verdnderten Baculoviren
(3.2.6) ermdglichen eine effiziente heterologe Genexpression in Insektenzellen. Als Vehikel
fiir den Gentransfer wird das Autographa californica Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus
(AcMNPV, Baculovirus) eingesetzt, das die fiir Expressionszwecke verwendeten
Insektenzellen, wie z.B. die der Schmetterlingsart Trichoplusia ni, infizieren kann. Fiir die
Konstruktion rekombinanter Viren werden Vektoren verwendet, die in E. coli propagiert
werden kdnnen. Das zu exprimierende Gen steht meist unter der Kontrolle des starken viralen

Polyhedrin-Promotors. Dieser Transfervektor wird zusammen mit infektioser, meist linearer
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Wildtyp-Virus-DNA in Insektenzellen eingebracht. Die Integration des heterologen Gens ins
virale Genom erfolgt durch in vivo-Rekombination iiber virale Abschnitte im Transfervektor
(Abb. 9). Vorteile bestehen in der Option, authentisches Protein mit allen eukaryotischen
Modifikationen zu erhalten.

Zur Herstellung rekombinanter Baculoviren wurde der kodierende Bereich (Abb. 22,
3147 bp) des reg4-Gens in den Transfervektor pAcSG-His-NT B (Tab. 2) kloniert, wodurch
das Plasmid pAcSG-111 (Tab. 2) entstand. Mit diesem Plasmid wurde eine Transfektion
(3.2.6) durchgefiihrt und die daraus resultierenden rekombinanten Viren einer Amplifikation
unterzogen (3.1.5), bis ein ausreichender Virustiter erreicht wurde (Eschenwecker, 2000).

Zur Expression und Isolierung des RegA-HIS-Proteins wurden High Five'™-Insektenzellen
mit den rekombinanten Viren infiziert (3.3.2.1). Als indirekte Kontrolle der Infektion und
Expression wurde der Catechol-Test mit positivem Ergebnis durchgefiihrt (3.2.6.2). Die
infizierten Zellen sollten ein RegA-Protein mit aminoterminalen His-fag produzieren. Nach
deren Lyse unter nativen Bedingungen (3.3.2.3) wurde mittels Affinititschromatographie
(3.3.2.4), fiir die eine HiTrap NHS-aktivierte Sdule mit 1 mg des gereinigten Anti-6kDa-Ak
beladen wurde (3.3.2.4.1), aus dem Proteingesamtextrakt das RegA-HIS-Protein gereinigt und
die Fraktionen der Elution mittels SDS-PAGE und Western-Analyse mit dem Anti-6kDa-Ak
tiberpriift (Abb. 26).
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Abb. 26. SDS-PAGE und Western blot der RegA-HIS-Reinigung mittels Affinitats-
chromatographie. Die Fraktionen und aufgetragene Volumina sind angegeben. A, Fraktionen der
Affinitdtsreinigung: 1, Gesamtprotein; 2, Durchlauf wahrend des Proteinauftrags; 3, 4, Waschschritte
mit PBS; 5-8, Fraktionen der Elution. Pfeile: erwartete Mobilitit von RegA-HIS. Links:
GroRenstandard. B, Western-Analyse von A mit Anti-6kDA-AK.
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Das RegA-HIS-Protein konnte in sehr sauberer Form, wenn auch nicht vollstdndig von den
Insektenzellen synthetisiert, gereinigt werden. Die hier beobachteten Translationsabbriiche
sind meist auf die v.a. im letzten Drittel der regA-Sequenz auftretenden Triplett-
Wiederholungen (Prolin: CCG, Glutamin: CAA und CAG; Anhang 8.2) zuriickzufiihren, weil
diese Tripletts in 7. ni deutlich seltener benutzt werden als in V. carteri (Kane, 1995; Novy et
al., 2001). Dieses Polypeptidgemisch deckte den bisher grofiten Teil des RegA-Proteins ab

und wurde deshalb ebenfalls zur Antikorper-Herstellung verwendet.

4.2.2 Herstellung von Anti-RegA-Antikorpern

Fiir in vivo- und in vitro-Untersuchungen der regulatorischen Funktion von RegA wire ein
hochspezifischer Anti-RegA-Antikorper hochst wiinschenswert. Eine empfindliche ,,Sonde*
fiir RegA-verwandte Proteine wire ferner ein willkommenes Instrument zur Analyse
phylogenetischer Verwandtschaften zwischen verschiedenen Spezies von Volvox und konnte
moglicherweise Aufschlul geben iiber die Verbreitung des RegA-Regulationsprinzips
innerhalb der verschiedenen Volvox-Linien (Kirk, 1998; Schmitt et al., 1998). Der zunichst
hergestellte Anti-6kDa-Ak (Eschenwecker, 2000; Jakobiak, 1999) war zur Detektion
rekombinant exprimierten RegA-Proteins geeignet, nicht aber zum Nachweis kleiner Mengen
in V. carteri-Extrakten. Hier wurde daher das RegA/1-Protein (4.2.1.1.1) und durch
Expression im Baculovirus-Insektenzell-System gewonnene RegA-Fragmente (4.2.1.2) als

Basis fiir die Gewinnung spezifischer Antiseren herangezogen.

4.2.2.1 Herstellung und Reinigung des Anti-RegA/1-Antikorpers

Das RegA/1-Fragment (4.2.1.1.1), wurde zur Immunisierung (Pineda Antikorper Service,
Berlin) von zwei Kaninchen eingesetzt. Die eine Hélfte des RegA/1-Proteins sollte in nicht-
denaturierter Form eingesetzt werden. Dazu wurde es gegen 20 mM HEPES, 500 mM NaCl
und sinkenden DTT-Konzentrationen dialysiert, um das DTT in 5 mM-Schritten bis auf 5 mM
abzusenken und das Ausfallen des Proteins zu vermeiden. Eine geringe Menge fiel trotzdem
aus und wurde vor der Immunisierung abgetrennt. Parallel dazu wurde die andere Hilfte mit
Aceton gefdllt und in PBS/0,5% SDS in denaturierter Form aufgenommen. Zur
Immunisierung wurde jeweils 1 mg Protein verwendet.

Die gewonnenen Rohseren wurden in Western-Analysen mit verschiedenen V. carteri-

Stimmen tberpriift. Die Transformante A2-12 zeichnet sich durch ca. 30 reg4-Kopien im
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Genom aus (Abb. 43), die zu 40mal mehr regA-Transkript in den Algen fiithren (Abb. 45).
Somit sollte die RegA-Proteinmenge im Gesamtzellextrakt dieser Alge ebenfalls um ca. das
40fache erhoht sein. AuBerdem enthalten die transgenen regA-Kopien einen HA-fag. Mit
dessen Hilfe konnte in Western-Analysen die Expression und die geringere Mobilitit
(135 kDa statt 111 kDa) von RegA bereits gezeigt werden (Kirk et al., 1999). Das Rohserum
gegen das nicht-denaturierte Antigen zeigte keine Banden in der erwarteten Grofe (nicht
gezeigt).

Die Western-Analyse mit dem Anti-RegA/1-Rohserum gegen das denaturierte Antigen zeigte,
daB dieser im A2-12-Proteinextrakt eine Bande bei etwa 135 kDa erkannte (Abb. 27), die
weder in der Negativkontrolle V. carteri 153-68- noch im wildtypischen HK10-Extrakt
zusehen war. Bei den Banden unterhalb 60 kDa handelt es sich um Kreuzreaktionen des
Rohserums. In der Spur RegA/1 wurde das verwendete Antigen als Positivkontrolle

aufgetragen und auch erkannt.

<
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Abb. 27. Western-Analyse mit Anti-RegA/1-Rohserum. Die Proteingesamtextrakte (jeweils
60 ng) der angegebenen V. carteri-Stamme und 1 pl des RegA/1 Proteins wurden zur Detektion
eingesetzt. Pfeile markieren die jeweils erwarteten GroRen. Der GroRRenstandard ist angegeben. Der
Film wurde 30 min exponiert, ausgenommen Spur RegA/1, die 1 min exponiert wurde.
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Der Antikérper wurde unter Verwendung des rekombinant exprimierten RegA/1-Proteins
affinitdtsgereinigt (3.3.3), um die kreuzreagierenden Bestandteile zu entfernen. Nach der
Reinigung wurde eine Western-Analyse mit Proteinextrakten einiger Transformanten der
AUG-Mutagenesen (4.3), sowie mit den in der Western-Analyse der Abb. 27 verwendeten
V. carteri-Stimmen durchgefiihrt (Abb. 28). Die AUG-Transformanten entstanden durch
Transformation der RegA-Mutante 153-68 mit in der 5’NTR des reg4-Gens mutierten
pVcRegAl-Plasmiden. Sie zeigten alle den WT-Phénotyp und exprimierten somit das RegA-

Protein.
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Abb. 28. Western-Analyse zur Uberpriifung des gereinigten Anti-RegA/1-Ak. Die
Proteingesamtextrakte (jeweils 60 ug) der angegebenen V. carteri-Stdamme wurden hybridisiert. Die
Pfeile markieren die erwartete GroRe von RegA. Der GréRenstandard ist angegeben. Der Film wurde
60 min exponiert, ausgenommen Spur A2-12, die 2 min exponiert wurde. 2.14 und A2-12 sind
Transformanten mit hohen regA-Kopienzahlen.

Bei dieser Analyse konnte zum erstenmal auBer in A2-12-Extrakten in einem weiteren Extrakt
(Abb. 28/2.14) das RegA-Protein nachgewiesen werden. Allerdings konnte der Anti-RegA/1-
Ak das RegA-Protein im WT-Stamm HK10 nicht detektieren. Die Kreuzreaktionen konnten

zugunsten der RegA-Bande deutlich reduziert, aber nicht vollig eliminiert werden.
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4.2.2.2 Herstellung und Reinigung des Anti-RegA-Antikorpers

Insgesamt konnten mit dem Baculovirus-Insektenzell-System 900 pg RegA-HIS-Protein
gewonnen (4.2.1.2) und zur Immunisierung von zwei Kaninchen eingesetzt (Pineda
Antikorper Service, Berlin) werden. Die beiden Rohseren wurden mit verschiedenen
V. carteri-Proteinextrakten getestet (in Abb. 29/A und B nur fiir ein Rohserum gezeigt).

In der Analyse konnten neben etlichen Kreuzreaktionen, die in allen Spuren in &hnlicher
Weise auftraten, nur in den Spuren des A2-12-Extraktes die erwartete Bande bei ca. 135 kDa
detektiert werden, nicht aber im HKI10-Extrakt. Im Proteinextrakt der AregA-Mutante
(153-68), der als Negativkontrolle verwendete wurde, konnte, wie erwartet, keine RegA-
Bande detektiert werden. Das zweite Rohserum zeigte die gleichen Eigenschaften und wird
hier nicht gezeigt.

Durch eine Reinigung mittels einer Affinitétssdule (3.3.2.4) der beiden Rohseren wurde
versucht, die kreuzreagierenden Antikdrper zu entfernen und die gewiinschten IgGs
anzukonzentrieren. Die nun erhaltenen Ak-Extrakte wurden erneut zu Western-Analysen

eingesetzt (Abb. 29/C und D).
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Abb. 29. Western-Analyse zur Uberpriifung des Anti-RegA-Rohserums (A und B) und des
gereinigten Anti-RegA-Ak (C und D). Es wurden jeweils 60 ug Proteingesamtextrakt der
angegebenen V. carteri-Stamme und 1 ug RegA-HIS (4.2.1.2) eingesetzt. Die Pfeile markieren die
erwartete Grolle von RegA. Der Gré3enstandard ist angegeben.
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Die Kreuzreaktionen konnten nahezu eliminiert werden. Das RegA-Protein konnte allerdings
weiterhin nur im A2-12-Extrakt detektiert werden. Vermutlich ist im Zellextrakt von HK10
zu wenig RegA-Protein vorhanden, um es mit dem Anti-RegA-Ak detektieren zu konnen.

Somit stehen zwei polyklonale Anti-RegA-Antikoperseren (Anti-RegA/1-Ak und Anti-RegA-
Ak) zur Verfiigung, die, bei geniigender RegA-Konzentration im Gesamtzellextrakt, RegA

auch in V. carteri-Stammen detektieren konnen.
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4.3 Untersuchung der 5°’NTR auf Kontrollelemente der regA-

Genexpression

Der regA-Genlocus enthilt eine 5’NTR mit (fast) fiinf nicht-kodierenden Exons und vier
Introns (Abb. 30). Hat diese Region eine Bedeutung fiir die Kontrolle der regA-
Genexpression? Bisher ist bekannt, dafl Intron 3 (wie auch Intron 5) ein enhancer-Element
enthilt, das essentiell ist fiir die Transkription von reg4 (Stark et al., 2001). Dariiber hinaus
enthdlt die 5’NTR acht ATG-Tripletts mit drei groferen und fiinf kleineren offenen
Leserahmen (Abb. 31), denen eine Rolle in der Feinkontrolle der regA-Translation zukommen
konnte. Diese offene Frage wurde mit zwei Deletionen in der 5’NTR, einer systematischen
Mutagenese der einzelnen AUG-Codons und mit der Einfiihrung von nonsense-Mutationen in
bestimmte ORFs angegangen. Als empfindliches Testsystem diente die in vivo-
Komplementationsanalyse eines defekten regA4-Gens, deren Erfolg anhand der verdnderten
Morphologie der Kugelalge abgelesen werden konnte.

Der 12,5 kb-regA-Genlocus (Abb. 30) enthdlt 8 Exons und 7 Introns, sowie eine 940 bp-
5'NTR und eine 2635 bp 3'NTR. Sein Promotorbereich ist 42 bp lang. Das 111 kDa-regA4-
Genprodukt wird in Exon 5 (3' Ende, ATG 9) bis Exon 8 kodiert. Die Zuordnung von ATG9
als Translationsstart beruht darauf, daB3 hier das offene Leseraster von regd beginnt. Die
stromaufwiérts positionierten Exons 1 bis 5 sind nach fritheren Befunden stumm (Stark et al.,
2001). Thre potentielle Rolle in der Feinsteuerung der Translation wurde dagegen schon bald
postuliert (Stark & Schmitt, 2002). Mit dem enhancer-Element in Intron 3 wurde der 5’NTR

bereits eine zentrale Kontrollfunktion zugeordnet (Stark et al., 2001).
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Abb. 30. Karte des regA-Genlocus (pVcRegA1, wie Abb. 5) mit zwei enhancer- (en) und einem
silencer-Element (si) sowie den Positionen von zwei Deletionen (AE1-E3; AE4-E5).
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Die 5’NTR der regAd-mRNA enthilt acht potentielle AUG-Startcodons (Abb. 30, Abb. 31),
mit potentieller Kontrollfunktion iiber die regA4-Translation. Anzahl und Positionen der AUGs
sind zwischen V. carteri f. nagariensis und V. carteri f. kawasakiensis konserviert (D. Kirk,
pers. Mitteilung). Diese Beobachtung unterstreicht die mogliche Bedeutung dieser AUGs. Es
gibt Beispiele eukaryontischer mRNAs, mit dhnlich strukturierten 5’NTRs (Kozak, 1991).
Nach einer von Kozak (1995) aufgestellten Regel wird jenes AUG auf der mRNA eines Gens
als Translationsstart erkannt, dessen Sequenzumgebung folgendem Konsensus gehorcht

(Kozak, 1987):
RCCAUGG

Die Positionen -3 und +4 (Fettdruck) sind dabei besonders wichtig. Im C. reinhardtii-System

gilt diese Sequenz in erweiteter und leicht modifizierter Form (Ikeda & Miyasaka, 1998):
MAMMAUGGC

(M = A oder C; Fettdruck = hochkonserviert). Wegen der phylogenetischen Ndhe von
C. reinhardtii zu V. carteri (Kirk et al., 1993; Rausch et al., 1989) wurde letztere Konsensus-
Sequenz als Malistab fiir die Beurteilung bei V. carteri verwendet. Z.B. ergab ein Vergleich
dieser Sequenz mit dem Translationsstart des thp-Gens von V. carteri (Anhang 8.1) eine

Ubereinstimmung von 100 %. Die Struktur der 5’NTR des reg4-Gens zeigt Abb. 31.
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Abb. 31. Transkript der 5' NTR (blau) von regA und des 5'-Bereiches der kodierenden Region
(gelb) mit den Positionen von 10 AUG-Codons und den zugehérigen offenen Leserastern
(ORF1-ORF10). Die Lange der ORFs (rot), das jeweilige Leseraster und die maximale Ausdehnung
der 5NTR von +1 bis AUG10 sind dargestellt.
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Die ersten zehn AUGs und ihre Sequenzumgebungen wurden nach den modifizierten Kozak-
Kriterien bewertet und eine Reihung nach der Ubereinstimmung mit dem Konsensus
vorgenommen (Tab. 13). Es wurde jede Ubereinstimmung gezihlt. Stimmten die beiden

Positionen —3 und +4 (Tab. 13, rot), wurde dies zusitzlich gewertet.

Tab. 13. Klassifizierung der 10 ersten AUG-Codons in der regA-mRNA nach Sequenz-
tibereinstimmung mit der Kozak-Umgebung.

Startcodon | Kozak-Sequenz Bewertung' ORF
MAMMAUGGC? 6++

AUG2 AGCAAUGGC® 5+ 142 AS
AUGI10 AGACAUGCC 4 1016 AS
AUG7 CGUUAUGGC 4 6 AS
AUG9 CUUCAUGGA 3+ 1049 AS
AUG3 AGCAAUGCU 3 6 AS
AUGS GCAAAUGUC 3 23 AS
AUG6 CCCGAUGGG 2+ 13 AS
AUGI AGGCAUGCG 2 14 AS
AUG4 CCUUAUGCC 2 2 AS
AUGS ACCUAUGUA 2 1 AS

' Zahl der Ubereinstimmungen
2 Konsensus; M = A oder C; rote Basen werden als 1+ gewertet

3 Ubereinstimmung mit Konsensus in Fettdruck

Die Liste (Tab. 13) gibt eine klare Reihenfolge der Qualitidt der AUG-Codons im Hinblick auf
thre Eignung als Translationsstart: AUG2 und AUG10 rangieren an der Spitze, gefolgt von
AUG9. Dies sind auch die Starts mit den ldngsten ORFs (Tab. 13). Wahrend AUG9 und
AUGI10 beide im reg4-Leserahmen liegen, folgt auf AUG2 ein eigener 426 bp ORF (ORF2)
in einem unabhdngigen Raster; ORF2 iiberlagert ORF3 bis ORF6 (Abb. 31), die dadurch
moglicherweise keine Bedeutung haben, dhnlich wie die sehr kurzen ORF7 und ORFS8. Wie
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die folgenden Experimente zeigen, ist diese Einschidtzung gerechtfertigt, so daB AUG2 (und
AUGT1) das grofite Gewicht in der 5S’NTR zufillt.

4.3.1 Ein empfindlicher Komplementationstest

Extrakte von WT V. carteri HK10 enthalten solch geringe Mengen an RegA-Protein, dal3 es
bisher nicht gelang, sie immunologisch zu detektieren (4.2.2). Lediglich in der Transformante
A2-12 mit mehr als 30 regd-Kopien (Tab. 19) gelang es, sowohl das HA-markierte Protein
mit Anti-HA (Kirk et al., 1999) als auch mit Anti-RegA-Antiseren (Abb. 28, Abb. 29) zu
detektieren. Deshalb wurde hier ein empfindlicher biologischer Test eingesetzt (Stark et al.,
2001), der auf der Komplementation des defekten regAd-Gens (regAA; mit einer 281 bp
Deletion) von V. carteri 153-68 (Rezipient) beruht. Die Transformation (3.2.5) dieser RegA-
Mutante mit intaktem regd filhrt zum morphologisch unterscheidbaren WT; bei
Transformationen mit defektem regA bleibt dagegen die RegA-Morphologie erhalten. Das

Testsystem wird in Abb. 32 veranschaulicht.

Selektivmarker nicht-selektionierter

Marker
/X\O&\O&\(X\c(;;r&m()QMYXNOQ(/ - / \-
nitA= regAA
nitA+ ¢ regA+

0, NVONGNONTON N

Abb. 32. Prinzip eines Komplementationstests bei V. carteri. Die Volvox-Mutante 153-68
(nitA'regAA) wurde mit einem selektiven (nitA) und einem nicht-selektiven (regA)Plasmid
cotransformiert. Letzteres enthielt die zu testenden regA-Mutationen. Cotransformanten wurden durch
PCR der trangenen regA-Sequenz bestatigt. Unter diesen determiniert das Verhaltnis der Phanotypen
WT/RegA die Funktionsfahigkeit (= Komplementationsfahigkeit) der transgenen regA-Varianten.
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Unter den resultierenden Cotransformanten wurde fiir jedes der reg4-Konstrukte das
Komplementationsvermdgen bestimmt. Die Cotransformations-Haufigkeit von unselektierten
Markern, wie des klonierten reg4-Gens, liegt zwischen 30% und 80% (Schiedlmeier et al.,
1994). Ausgehend vom Plasmid pVcRegAl, das den nativen reg4-Genlocus trigt und als
Positiv-Kontrolle fiir alle Cotransformationen diente, wurden von M. Lichtinger Deletionen
der Exons 1-3 und der Exons 4-5 (Abb. 30) sowie in dieser Arbeit elf Punktmutationen (4.3.3,
4.3.4) entweder zur Substitution von ATG-Codons (ATG — TGG) oder zur Generierung von
Stopp-Codons (4.3.4, 4.3.5, 4.3.6.3) eingefiihrt. Mit jedem dieser Konstrukte wurden
mindestens 24 unabhéngige Cotransformanten hergestellt, ihre Identitét mittels PCR {iberpriift
und danach ermittelt, mit welcher Haufigkeit der Wildtyp-Phanotyp wiederhergestellt wurde.
Dies gilt als quantitatives Mal} fiir die Funktionsfdhigkeit (+) bzw. -unfdhigkeit (-) des
eingesetzten regA-Konstrukts (Stark et al., 2001).

4.3.2 Analyse von zwei Deletionen in der S’NTR von regA4

Zwei von M. Lichtinger hergestellte Deletionen, die erstens die Exons 1 bis 3 einschlieBlich
der Introns 1 und 2 (1170 bp) und zweitens die Exons 4 und 5 (bis ATG 9) einschlieBlich
Intron 4 (430 bp) umfaliten (Abb. 30), wurden zunéchst in den Test eingesetzt. In beiden
Féllen blieben das 5' Promotorende (42 bp) und Intron 3 mit seinem enhancer-Element intakt
(Stark et al., 2001), um die normale Transkriptionsfahigkeit zu erhalten. V. carteri 153-68
wurde mit jedem dieser pVcRegAl-Derivate (Tab. 2) zusammen mit pVcNR15 (Tab. 2)
cotransformiert und die Morphologie der Transformanten bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tab. 14 zusammengefalit (M. Lichtinger, pers. Mitteilung).

Wihrend das native reg4-Gen (Al; Positiv-Kontrolle) bei 17 von 31 (55%) Cotransformanten
den Wildtyp-Phénotyp wiederherstellte, waren es bei den reg4-Deletionen (Abb. 30) AE1-E3
0 von 33 (0%) und bei AE4-E5 17 von 39 (44%). Folglich enthilt die Deletion der Exons 1
bis 3 (AE1-E3) fiir die regd-Genexpression entscheidende Sequenzinformation(en), die

zweite Deletion (AE4-ES) dagegen nicht.
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Tab. 14. Komplementation von regAA (V. carteri 153-68) mit WT regA und zwei verschiedenen
Deletionskonstrukten (Abb. 30).

Al AE1-E3 | AE4-E5
WT/Gesamt” 17/31 0/33 17/39
WT-Anteil in %’ 55 0 44
% Al* 100 0 80
Komplementation + - +

TwT regA

2 Verhaltnis von Cotransformanten mit WT-Charakter zur Gesamtzahl der Cotransformanten
® Anteil der Cotransformanten mit WT-Charakter an der Gesamtzahl der Cotransformanten

* Anteil der Cotransformanten mit WT-Charakter relativ zur WT-Kontrolle A1 (100 %)

4.3.3 Bedeutung der ATG-Tripletts in der ’NTR

Kozak (2002) postulierte, dal AUG-Codons stromaufwirts vom AUG-Translationsstart eine
funktionale Rolle beim ribosome scanning spielen, da normalerweise das erste Startcodon auf
der mRNA vom Initiationskomplex der Translation erkannt wird. Dieser Komplex erkennt
nicht nur das AUG sondern auch dessen Umgebung, die Kozak-Sequenz. Je mehr
Abweichung dieser Bereich von der Konsensussequenz zeigt, um so schwieriger wird es flr
den Initiationskomplex, das Startcodon zu erkennen. Wird ein solches upstream AUG
iberlesen, spricht man vom leaky scanning. Ein Vergleich der Sequenzumgebungen der
10 AUG-Codons auf der regd-mRNA (Tab. 13) =zeigt, daB keine der Kozak-
Konsensussequenz vollig entspricht und somit der Mechanismus des leaky scanning bei der
Translationskontrolle von regAd auftreten konnte. Das offene regA-Leseraster beginnt mit
AUG9. Ferner kénnte der sogenannte Reinitiations-Mechanismus bei der Uberbriickung der
5’NTR eine Rolle spielen. Bei diesem Vorgang wird ein kurzer ORF (etwa 12 AS) translatiert
(Kozak, 2002). Nach erfolgter Translation dissoziiert die 40S-Ribosomenuntereinheit nicht
von der mRNA, sondern lduft weiter und kann, wenn sie erneut mit allen notigen
Initiationsfaktoren beladen wird, mit der Translation beim nidchsten AUG wieder starten.
Dieser Prozess kann sogar nach vier upstream gelegenen ORFs noch stattfinden (Wang &
Rothnagel, 2004). Dieser Mechanismus konnte bei den Startcodons 1, 3, 6 und 7 (Abb. 31,
Tab. 13) greifen.
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Von den 8 AUG-Codons vor dem aktuellen Translationsstart AUG9 (Kirk et al., 1999) liegen
7 in den ersten drei Exons (Abb. 30). Diese Tripletts ATG1-ATG7, ausgenommen ATG4,
wurden zu TGG-Tripletts mutiert und deren Komplementationsfahigkeit getestet, um den
EinfluB} jedes einzelnen AUG auf die regA4-Translation zu untersuchen. In gut untersuchten
Beispielen verbesserte das Ausschalten von upstream AUG-Codons und ORFs hiufig die
Expression der kodierten Gene (Arrick et al., 1991; Marth et al., 1988). Im regA-Fall sollten
leaky scanning oder Reinitiation folglich den WT-Anteil im Vergleich wegen besserer
Komplementationsraten erhdhen.

Welche Resultate wurden tatsidchlich erhalten, wenn einzelne ATG-Mutationen in den
Komplementationstest (Abb. 32) eingesetzt wurden? Die getesteten Konstrukte sind in

Abb. 33 mit den jeweiligen Mutationen dargestellt.

E1 E2 E3 E4 E5 E6
+1
pVcRegA1 -— | I—" |P I I‘ | | | =
St .o :
pVcRegA1-ATG1 - ¥ 0 ‘
ATG>TGG
pVcRegA1-ATG2 — - ) ;
AATG> CTGG
pVcRegA1-ATG3 —*}—| - ) ¥ {
AATG> CTGG
AATG> CTGG
pVcRegA1-ATG6 - e— - | 3 { J‘
ATG>TGG
pVcRegA1-ATG7 - — - | : B a =

ATG>TGG

Abb. 33. Wildtyp regA (pVcRegA1) und 6 Punktmutationen, die auf ihre Fahigkeit zur
Komplementation von V. carteri 153-68 (Reg’) getestet wurden. Gezielte Mutationen einzelner
ATG-Tripletts sind angegeben. Symbole wie in Abb. 30.
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Tab. 15. Komplementation von regAA (Stamm 153-68) mit einzelnen ATG-Mutationen (Abb. 33)1.

Al ATGI ATG2 | ATG3 ATGS ATG6 | ATG7
WT/Gesamt 1731 | 3/25(2) 5/26 14/31 8/24 (1) 1025 | 13/30 (1)
WT-Anteil in % 55 12 19 45 33 40 43
% Al 100 22 35 82 60 73 78
Komplementation + + + + + + +

! Kriterien und Beschreibung wie Tab. 14

2 M-Reg-Phanotypen unter den WT-Phanotypen sind in Klammern angegeben.

Die Cotransformationsexperimente (Tab. 15) ergaben folgendes Bild: Alle Konstrukte waren
in der Lage den WT-Phénotyp wieder herzustellen. Allerdings trat keine Erhohung des WT-
Anteils ein, wie er bei den Mechanismen leaky scanning und Reinitiation erwartet worden
wire, sondern alle AUG-Mutationen riefen eine Verringerung der Komplementationsrate um
22 bis 78 % relativ zur WT-Kontrolle hervor. Die Startcodons 3 bis 7 spielen offenbar eine
untergeordnete Rolle in der Regulation der regA-Genexpression, weil Mutationen in diesen
Codons weiterhin zu 60 % bis 82 % Cotransformanten mit WT-Charakter fithrten. Anders
dagegen Mutationen in ATG1 (22 %) und ATG2 (35 %), die in deutlicher Reduktion der
Komplementationsraten resultierten, aber in keinem Fall deren volligen Verlust nach sich
zogen. In wenigen Féllen trat ein modifizierter Reg-Phénotyp, der M-Reg-Phéinotyp, auf, bei
dem einige somatische Zellen grofer wurden (Abb. 34, rechts) und vereinzelt zu Gonidien
redifferenzierten (Abb. 34, links). Diese redifferenzierten Zellen unterscheiden sich von
denen, die durch eine inaktivierende regA-Mutation entstanden, durch ihren immer noch
vorhandenen Augenfleck (Kirk, 1998). Vermutlich ist dies auf eine sehr schwache Expression
von regA zuriickzufiihren, die in einigen Zellen fiir die Aufrechterhaltung der Differenzierung
nicht mehr ausreicht. Dieser Phénotyp wurde als ,,schwacher WT* eingestuft, d.h., prinzipiell

funktioniert die Komplementation.
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Abb. 34. M-Reg-Phénotyp. Links ist ein Spharoid mit vier (1) sich einzelnen Somazellen zuerkennen,
die zu Gonidien dedifferenzieren (D. Kirk). Rechts ist eine vergrof3erte, aber nicht dedifferenzierte
Somazelle gezeigt, die den Augenfleck und die Flagellen behalten hat.

Mechanismen des leaky scanning und Reinitiation, die zur Erhohung der
Komplementationsrate gefiihrt hitten, wurden aufgrund dieser Ergebnisse als mogliche
Translationskontrollen ausgeschlossen. Von Interesse waren aber die Mutationen von ATG1
und ATG2, die deutlich hemmende Effekte auf die regd-Genexpression zeigten (Tab. 15).
Beide liegen innerhalb der regA4-Deletion AE1-E3 (Abb. 30), die zum vollstdndigen Verlust
der Komplementationsfihigkeit fithrte (Tab. 14) und auch der ORF2 fillt in diese Deletion.
Bevor die Bedeutung dieser Sequenzelemente fiir die Translation von reg4 ndher untersucht
wird (4.3.6), soll zunichst der Einflul von ATG9 und ATGI10 iiberpriift werden, Codons, die

am Start und innerhalb des aktuellen regA4-Leserasters liegen.

4.3.4 Mutationen im ATGY9-Leseraster

AUGS? stellt den publizierten Translationssstart von RegA dar (Kirk et al., 1999). Es ist kein
ideales Startcodon, denn seine Kozak-Sequenz weist nur drei Ubereinstimmungen mit der
Konsensussequenz auf (Tab. 13); zwei CUGs 15 bzw. 18 bp upstream im selben Leserahmen
konnten dariiber hinaus als mogliche Startcodons fungieren (Kozak, 2002). Deshalb wurde
ATGY nach TTG mutiert (4.3.3) und ferner ein Stopp (Position +4) bzw. zwei Stopps
(Positionen +4 und +10) in den ORF9 eingefiihrt (Abb. 35). Letztere wiirden den Abbruch der
Translation, ausgehend von AUG9 oder den CUGs nach sich ziehen. Sollte es sich bei AUG9
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um den einzigen Translationsstart handeln, so wiirde der Komplementationstest negativ
ausfallen. Die aktuellen Ergebnisse (Tab. 16) indizieren jedoch, dal die Verhéiltnisse

komplexer sind.

E1 E2 E3 E4 E5 E6
+1
pVcRegA1 —q:pdlil_ﬁi | L" I
I I I 1
©
- o ™ < B~ © @
28 EE& EE 2 2
pVcRegA1-ATG9 - — - ) [Il
ATG>TGG
PVCRegA1-ATGOStOp  mml e ) (| =
ATGGAG > ATGTAG
pVcRegA1-ATGO92Stop  wml — = |
ATGGAG > ATGTAG ATCGGC > ATCTGA

Abb. 35. Wildtyp regA (pVcRegA1) und drei Mutationen in ATG 9 und dem anschlieBenden
Leseraster, die auf ihre Fahigkeit zur Komplementation von V. carteri 153-68 (regAA) getestet
wurden. Mutierte Tripletts sind unterstrichen. Symbole wie in Abb. 33.

Tab. 16. Komplementation von regAA mit drei Mutationen im Leseraster von ATG9 (Abb. 35)1.

Al ATGY ATGYStop ATG92Stop
WT/Gesamt 17/31 5127 8/28 7/32
WT-Anteil in % 55 19 29 22
% Al 100 35 53 40
Komplementation + + + +

! Kriterien und Beschreibung wie in Tab. 15

Die drei Konstrukte waren in der Lage, den regdAA-Defekt von V. carteri 153-68 bis zu
ca. 50 % zu komplementieren. Dieses Ergebnis fiihrt zu dem Schluf3, daB AUGY wichtig, aber
fiir die Translation eines funktionsfdhigen RegA nicht absolut erforderlich ist. Vermutlich
reicht ein N-terminal verkiirztes RegA-Protein flir die Funktionsfahigkeit. AUG9 wére danach

nicht das einzige Startcodon im regA-Gen.
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4.3.5 Ein Stopp-Codon im ATG10-Leseraster

ATGIO0 liegt im Exon 6, 33 Codons unterhalb von ATG9 (Exon 5). Beide weisen eine dhnlich
bewertete Kozak-Umgebung auf (Tab. 13), die ihre Eignung fiir eine reduzierte Translation
belegt (natives regA ist ein schwach exprimiertes Gen; s. 4.2.2, Abb. 29). Um die Rolle von
ATG10 und des folgenden ORF mit 1016 Codons zu testen, wurde ein TAA-Stopp im vierten
Codon generiert (Abb. 36) und das Konstrukt in den Komplementationstest eingesetzt. Das
Ergebnis der Cotransformationsanalyse (Tab. 17) zeigt sehr deutlich, da das
Translationsprodukt unterhalb von ATG10 entscheidend wichtig fiir die Komplementations-

und Funktionsfahigkeit des RegA-Proteins ist.

E1 E2 E3 E4 E5 E6
+1
VcRegA1 - | | |
p g I I )—l:p{; | 1 |
-~ © < 5~ © ® =1
pVcRegA1-ATG10Stop = — ¥ {

ATGCCACCGCAA > ATGCCACCGTAA

Abb. 36. Wildtyp regA (pVcRegA1) und eine Stopp-Mutation hinter ATG 10, die auf ihre
Fahigkeit zur Komplementation von V. carteri 153-68 (regAA) getestet wurde. Das mutierte
Triplett ist unterstrichen. Symbole wie in Abb. 33.

Tab. 17. Komplementation von regAA mit ATG10Stop (Abb. 36)1.

Al ATG10Stop
WT/Gesamt 17/31 1/25
WT-Anteil in % 55 4
% Al 100 7
Komplementation + -

! Kriterien und Beschreibung wie in Tab. 15

Lediglich eine von 25 Cotransformanten hatte WT-Charakter, moglicherweise als Folge eines

readthrough oder einer spontanen Suppressormutation. Statistisch betrachtet, resultiert die
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Einfiihrung des TAA-Stoppcodons in einer Inaktivierung von RegA. Folglich stellt AUG10
den dominanten Translationsstart im regA-Gen dar. Das resultierende Protein hat 1016 AS-
Reste mit einem berechneten Molekulargewicht von 107.500. ATG10 wurde damit als
letztmoglicher Translationsstart fiir ein funktionsfahiges RegA-Protein identifiziert.
Offensichtlich wird ein um 33 AS-Reste verlangertes RegA in vivo an ATGY9 gestartet, weil
dessen Inaktivierung zum 65 %igen Absinken der Komplementationsfahigkeit fithrt (Tab. 16).
ATGY und ATGI10 représentieren folglich die nativen Translationsstarts im reg4-Genlocus.
Ihre nicht optimale Kozak-Sequenzen (Tab. 13) sprechen fiir eine graduierte Translation.
Welchen Einflu3 die oberhalb gelegenen ATG-Tripletts und anschlieBende ORFs (Abb. 31)

haben, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht.

4.3.6 Untersuchung des ORF2

AUG2 hat im Vergleich zu allen anderen untersuchten AUGs die beste Kozak-Umgebung
(Tab. 13). Allein die Position -3 (G statt A) unterscheidet sich von der fiir Chlamydomonas
gemittelten Optimal-Sequenz. Der offene Leserahmen 2 (Abb. 31) ist nach regAd der grofite
ORF auf der regd-mRNA. Er erstreckt sich von Exon 1 bis Exon 3 und kodiert nach
korrektem Spleiflen fiir ein Protein mit 142 AS-Resten (Abb. 37/-12). Es stellte sich allerdings
heraus, da3 Intron 2 unter bestimmten Umsténden nicht gespleifit wird (4.3.6.4) so dal3 der
Leserahmen bereits nach 285 bp abbricht (Abb. 37/+12; 95 AS). Die mogliche Ausdehnung

von Orf2 mit und ohne Herausspleiflen von Intron 2 zeigt Abb. 37.

& R g ?9 100 b
'<_( ~ I<—( ~ |_|p
x| : 2
> -
orf2uni orf2rev

Abb. 37. Physikalische Karte von orf2 Von ATG2 bis zum Poly-A-Polyadenylierungsstelle. Exons
sind als dunkelblaue Boxen, das Intron 2 als hellblaue Box und die restlichen Introns als schwarze
Linien dargestellt. In griin sind die moéglichen kodierenden Regionen (+12 und —I2) gezeigt. Lage und
Orientierung der verwendeten Primer orf2uni und orf2rev sind durch Pfeile markiert. Nummerierung
und Beschriftung wie Abb. 30.
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Die nahezu optimale Kozak-Umgebung von AUG2 (Tab. 13), ein anschlieBender ORF mit
95 (oder 142) Codons (Abb. 37) und eine 65 %ige Reduktion der Komplementationsrate
durch Mutation von ATG2 (Tab. 15) wiesen diesem Teil der 5’NTR eine besondere

Bedeutung fiir die regA-Genexpression zu. Daraus resultierten folgende Fragen:

(1) Liegt dieser ORF 2 auch in anderen Volvox-Spezies vor und wie stark ist er

konserviert?
(2) Hat ORF 2 eine eigene mRNA?

(3) Wird ORF 2 translatiert?

4.3.6.1 Vergleich mit V. carteri f. kawasakiensis

Eine verwandte, jedoch von V. carteri f. nagariensis separate, genetisch nicht kompatible
Subspezies ist V. carteri f. kawasakiensis (Kirk, 1998). Deren reg4-Gen wurde kiirzlich
isoliert und sequenziert (D. Kirk, pers. Mitteilung). Ein Vergleich der ATG2-Position und der
Kozak-Umgebungen der entsprechenden 5’NTR-Bereiche zeigte, dal die ORF2-Lage und
Proteinsequenzen nahezu vollstindig konserviert (86 %) sind (D. Kirk, pers. Mitteilung).
Diese starke Konservierung zwischen den beiden Unterarten wurde mittels einer PCR
(3.2.2.4) mit den Primern orf2uni und orf2rev (Tab. 3, Abb. 37) und Sequenzierung (3.2.3)
der amplifizierten offenen Leseraster liberpriift.

Abb. 38 zeigt den Vergleich (42 bp nach pers. Mitteilung von D. Kirk) des ca. 820 bp-
Bereichs und dessen hohe Konservierung (86 % Identitdt). Unter der Voraussetzung, daf3 in
beiden Féllen das Intron 2 nicht gespleiit wird (Abb. 37), betrdgt die Identitdt der
kodierenden Bereiche sogar 88 %. Das ist fiir die DNA-Sequenzen von zwei Arten, deren
orthologe Sequenzen sich durchschnittlich um ca. 20 % unterscheiden, eine ungewdhnliche
Konservierung, die auf eine selektive Erhaltung der Sequenz und folglich auf eine Funktion

hinweist. Die abgeleiteten Peptidsequenzen sind in Abb. 39 vergleichend dargestellte.
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HK10

kawa :
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HK10

kawa :

HK10

kava :

HEK10

kawa :

HK10

kawa :

HK10

kawva :

* 20 * 40 * 60 *

ATGGCGTATCCTTGCTACCTTGAAATTTGCTGCTGGAACTGGAACAACGTGGAGTATTGCGCAGTTCAAAGGTAGG :
ATGGCGTATCCTTGCTACCTTGAAATTTGCTGCTGGAACTGGGACAACGTGGAGTATTGCGCAGTTCAAAGGTAGG :

80 * 100 * 120 * 140 *

GTCAACCGGCACGCGGTCCA--TTGCACATGACTCCATTGGGCTAGCATAGTTATTTTGTATTAGGTCATGCATTC :
GTCAACCGGCACGCGGTCCACATTGCACATGATTCCATTGGGCTATCACAATTATATTGTATTAGGTCATGCATTC :

160 * 180 * 200 * 220

CATATTGTAGCTCTACCGAATTTGTCTTGGCCAATTATTGGACAGGCAAAGGACTGGTAGTCCATCCACTCCATGA

AACATTGTAGCTCTACCAAATTTGTCT-GGCCAATTAATGGACAGGCAAAGGACTGGTAGTTCATCCACACCAATC

* 240 * 260 * 280 * 300

TAGTCAGAAATGTCCTTTAGCCTAATTCGAAATGGCGATTCTCAATCCTGTTATTATGTTAAAATAATGCTTCCTT
TAGTCAGGGATGTTCT--AGCCTATTTCAAAAAGGCGATCATGATTCATATCACATTIGTTAAAAGAAATCTTCCTT :

* 320 * 340 * 360 * 380

CAGCTGCAAATGAAGCCG-TGTCCC-GCGGCCTAACTTTTGCTGTTTGTGGTAACTTTTTTGCCCTTCAGGCAGGC
CCACTGCAAATGGAGACGCTGTCCCTCCGGCCTAAC-TATGCTGTTTGTGGTAACCTTTTTGCCCTTCAGGCAGGC

* 400 * 420 * 440 *

GCTTACCACTCAGCAATGCTCAAGAAGAATTCCTGAAGTTCCACACAALAATTGCAGCCTTGCTTGCGTTCTTCTG
GCTTACCACTCAGCAATGCTCAAGAAGTAATCCTGAAATTCTCCATAAGAAATACAGCCTTTTTTGCGTTCTTCTG :

460 * 480 * 500 * 520 *

TGGGAAGCATTTTCTTGGTGGGCGACGTGCCAGCAACGCCCACCACCCCCGTCAGAGTCCTCTGGAGTCCATTTCC
TGGGAAGCATTTTTTTGGCGGGCGACGTGCCAGCAACGCCCACCACCCCCGTCAGAGTCCTTTGGAGCCCATTTTC

540 * 560 * 580 * 600

CGTCCTTATGCCATAAAAATTTAGAGAATCATTTAAAACAAATTTTTAAGGTAGGCTGAGGAGACCGCGATCGCAT :
CATCCTTATACCATGAGCATTTCCAGAAGCACATAALA-TATTTTGAAAGGTAGGCTGAGGGGCCCGAGATCGCAT :

* 620 * 640 * 660 * 680

GATAGAAGCACGTACGCCAAGCAACAACAGTCGCTGTGGCATTTGCCTTGCAGTCAGATTCTTCAATTATTTACAL
GAT-GGGGCACGTACGCAACG-AACAACAGTCGGTGTGGCATTTGCCTTGCAGTCACATTCTTCAACTAGTGATAL

* 700 * 720 * 740 * 760

GATAATTCTTTTGGTACTACTGATATACACGACAGTGCAGCAGAACTTTCACTACGGGAGGAGCAGGGCALATGTC :
GATAATTACACTGTTACCATTAATACACACAACAGTTCAGCAGGACTTTCACTTTG- AAGAAGCAAGGCAGATGTC :

* 780 * 500 * 520
GGCGTCCCGATGGGCACCACTTGTCCAGATAACTTCCTGCATACAACTTAGTTATAACGACATTTGA : 823
GGCGTCCCGATGGGCTCCACTTGTCCAGATAACTTCCTACATACAACTTAGTTATAACGACATTTGA : §19

76
76

150
152

226
227

30z
301

376
376

452
452

528
528

604
603

680
677

756
752

Abb. 38. Vergleich der orthologen orf2-Sequenzen von V. carteri f. nagariensis (HK10) und
V. carteri f. kawasakiensis (kawa). Identische Basen sind grau hinterlegt (kodierender Bereich: ca.
88 % ldentitat; komplett: 86 % Identitat). Der kodierende orf2-Bereich (Exon1, Exon2 und Teil von
Intron 2)ist violett unterstrichen.
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&3 20 B 40 &3 a0 &3
HELD : MAYEPCYLEICCHNWHNNWVEYCAVORQATLTTQQCSERIPEVPHENCESLACYWLLWEAF SWWATCQORPPEPPSES SEVHE =]
kawat+tIZ : MAYPCYLEICCWNWLDNVEYCAVORQALTTOQCERENPEI LHEEY BLECVLLWEAFFWREATCOQRPPPPRESEF GAHE Ta
kawa P MAYPCYLEICCHNWDNWVEY CAVOROATLTTOQCSRINPEI LHEEY SLEFCVLLWEAFFWRATCQORPPEPEPSESF GAHE Ta
ga * 1aa
HE10 : PELCHENLENHLEQIFEVG*—----— H 95
kawat+IZ : PELYHEHFOQEHIEYFER*——------— H 93
kawa : PELYHEHFQEHIEYFESHFLGLVIR* : 101

Abb. 39. Vergleich der abgeleiteten Orf2-Polypeptide (aus Abb. 38). Identische AS-Reste sind
grau hinterlegt. Abgeleitete Peptidsequenzensequenzen von orf2 aus aus V. carteri f. nagariensis
(HK10), aus V. carteri f. kawasakiensis mit Intron 2 (kawa+I2) und aus V. carteri f. kawasakiensis ohne
Intron 2 (kawa).

Das resultierende Orf2-Polypeptid von V. carteri f. kawasakiensis inklusive Intron 2 enthalt
93 AS-Reste, weil dort im Intron 2 ein Stoppcodon auftritt. Ohne Intron 2 enthilt es 101 AS-
Reste bis zum ndchsten Stopp. Ohne Spleiflen von Intron 2 sind die resultierenden Peptid-
Sequenzen zu 74 % identisch (mit SpleiBen zu 69 %). Die grofite Abweichung ist im
carboxyterminalen Bereich (20 %) zu finden. Diese starke Konservierung auf DNA- und auf
Proteinebene unterstreicht die vermutete essentielle Bedeutung dieses DNA-Bereiches bzw.

des resultierenden Proteins fiir die Regulation der reg4-Genexpression.

4.3.6.2 Vergleich mit verschiedenen V. carteri-Spezies

In eine erweiterte Analyse der ORF2-Region des regA-Gens wurde auBer der reg4-Mutante
153-68 V. carteri f. nagariensis Poona und V. carteri f. weismannia (Tab. 1) einbezogen.
DNAs dieser Stdimme ergaben mit der Primerkombination orf2uni/orf2rev PCR-Produkte
(3.2.2.4), die kloniert und sequenziert (3.2.2.5) werden konnten. Solche Analysen fiihrten bei
entfernteren Volvocales nicht zum Erfolg. Vergleiche der gewonnenen Sequenzen zeigt

Abb. 40.



ERGEBNISSE 90

80 * 100
HK10 : A 1123
15368 : A : 123
Poona : A :o121
kava CA 1 124
weis 1123
* 140 * 160 * 180 * 200 * 220 * 240 *
HK10 CATGATAGTCAGAAL’ TC C : 248
15368 : CATGATAGTCAGAALA' TC C : 248
Poona : CATGATAGTCAGAAL’ TC C : 246
kawa CAATCTAGTCAGGGATGETCHE--| TC L : 246
weis ACCAAGCTAATCTGGGABATHECC) AT. G 1 246

HK10
15368 :
Poona :
kawa
weis

371
371
1 368
i 370
i 367

HK10
15368 :
Poona :
kava
weis

HK10

15368 :
Poona :
kava :
weis CTGCTCHG. ] i 617

640

660

* * 680 *
C G
C GA(
C

C G. ACAC| C C

C Gt T-ECTAC AC C

Abb. 40. Vergleich von funf orf2-Sequenzen aus verschiedenen V. carteri-Spezies. Es wurden
Volvox carteri f. nagariensis HK10 (HK10), Volvox carteri f. nagariensis 153-68 (15368), Volvox carteri
f. nagariensis Poona (Poona), Volvox carteri f. kawasakiensis (kawa) und Volvox carteri f. weismannia
(weis) verglichen. Die Exonbereiche sind blau und das Ende der Stoppcodons orange markiert. Die
AS mit 100% Identitat sind dunkelgrau, die mit 60% sind hellgrau hinterlegt.

700 * 720

HK10
15368 :
Poona :
kawa
weis

¢ 737
737
: 734
: 732
1 732

In allen Féllen zeigte sich eine hohe Konservierung der orf2-Sequenz. Die Sequenz der regA-
Mutante 153-68 ist identisch mit der von HK10. Poona weist eine Identitdt von 98 % zu
HK10 auf, kawasakiensis 88 % und weismannia 82 %. Vergleiche der abgeleiteten
Proteinsequenzen (Abb. 41) ergab, 95 % Identitit bei Poona, 74 % bei kawasakiensis und
76% bei weismannia. Die abgeleiteten Polypeptide der vier Spezies haben Léngen zwischen

91 und 95 AS-Resten (Abb. 41).
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= 20 ® 40 = &0 *
HE10 : MAYVPCYLEI RI PHENC = P =
Poona @ —=———————-— RI PHENC 5] F b
kawa : MAYPCYLEI S LHEE F F P FGL
weis I e ————— [ ENCSLL F L b

a0 "

HE1O CHENL LEQIFEVG* :05
Poona CHEHL LECNFEVG* :95
kawa THEHF IEYFER*—— :93
weis TDESF Lix———- 91

Abb. 41. Vergleich der abgeleiteten Orf2-Polypeptide (aus Abb. 40). Zu 100 % identische
Aminosauren sind dunkelgrau und zu 50% identische hellgrau hinterlegt. Abgeleitete
Polypeptidsequenzen von orf2 unter der Voraussetzung, daf’ Intron 2 nicht gespleifl3t wird. Stamm-
Bezeichnungen wie Abb. 40.

Die abgeleitete Orf2-Polypeptidsequenz weist keine bekannten Sequenzmotive auf. Auffillig
ist aber das gehdufte Auftreten von Prolin- und Glutamin-Resten, die bis zu 16 % des
Polypeptids ausmachen.

Vier weitere Primerkombinationen (Tab. 3; orf2degu/orf2degr, degl/deg2rev, deg2uni/deg4,
deg3/deg4), deren Sequenzen anhand der bisher abgeleiteten Orf2-Polypeptide degeneriert
wurden, versagten ebenso beim Versuch, orf2-Orthologe aus V. obversus, V. aureus,
V. africanus, V. tertius, V. gigas, V. rousseletti, V. spermatosphera, V. globator, Pleodorina
californica, Pleodorina illinoisiensis, Eudorina elegans, Eudorina unicocca, Pandorina und
Gonium zu isolieren. Dies konnte auf stirkere Sequenzabweichungen in der orf2-Region oder
auf eine prinzipiell andere Regulation der Zelldifferenzierung hinweisen, die nicht dem
~regd master gene““-Schema folgt. Die letztere Erklarung konnte stichhaltig sein, weil in
keiner der entfernten JVolvox-Arten bisher Mutanten mit RegA-dhnlichen Phénotypen

beobachtet wurden.

4.3.6.3 Einfiihrung zweier Stopp-Codons hinter ATG2

Die Mutation von ATG2, die damit verbundene 65 %ige Reduktion der Komplementations-
fahigkeit (Tab. 15) und die hohe Konservierung der orf2-Sequenz (Abb. 40) lieBen vermuten,
daB3 der orf2-Leserahmen eine Bedeutung fiir die regA4-Expression hat. Es wurden deshalb

zwei Stopp-Codons in den Leserahmen integriert (Abb. 42) und eine Komplementations-
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Analyse durchgefiihrt (Abb. 32), um die Auswirkungen eines volligen Verlustes des ORF 2

auf die regA-Expression zu untersuchen.

E1 E2 E3 E4 E5 E6
+1 - -
o ]
©
-« o < 5~ © o
g 28 28 -

[===]
=

pVcRegA1-ATG2Stop  w P—iH )

AATGGCGTATCCTTGC >AATGGCGTAACCTTGA

Abb. 42. Wildtyp regA (pVcRegA1) und eine Stopp-Mutation hinter ATG 2, die auf ihre Fahigkeit
zur Komplementation von V. carteri 153-68 (regAA) getestet wurde. Die mutierten Tripletts sind
unterstrichen. Symbole wie in Abb. 30.

Tab. 18. Komplementation von regAA mit ATG2Stop (Abb. 42)1.

Al ATG2Stop
WT/Gesamt 17/31 227 (2)
WT-Anteil in % 55 7
% Al 100 13
Komplementation + -

! Kriterien und Beschreibung wie in Tab. 15

Wie das Ergebnis in Tab. 18 zeigt, fanden sich unter 27 Cotransformanten lediglich zwei
M-Reg-Phénotypen (Abb. 34), aber keine mit echter WT-Morphologie, wahrend die anderen
25 den RegA-Phinotyp beibehalten. Die M-Reg-Morphologie konnte durch eine extrem
schwache regA-Expression hervorgerufen werden. Bedeutet man, daB3 ein intakter ORF2 im
endogenen regAA-Gen des Rezipienten 153-68 vorhanden ist und dort transkribiert und
translatiert werden kann (Rusch, 1999), ist zu schlieBen, daB3 ein mogliches Genprodukt von
orf2 nur in cis wirken kann. Das aktuelle Ergebnis war jedenfalls ein deutlicher Hinweis

dafiir, daB3 ein funktioneller ORF2 fiir die reg4-Expression erforderlich ist.
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Es stellte sich die Frage, ob die beiden Transformanten mit M-Reg-Morphologie (Abb. 34)
eine hohere Kopienzahl des transgenen regd (ATG2Stop) enthielten als die Mehrzahl der
Transformanten, die RegA-Morphologie, also keine Komplementation aufweisen (Tab. 18).
Zur Klarung wurde eine dotblot-Analyse durchgefiihrt, in welche die DNAs von je zwei M-
Reg- (TMReg9 und TMRegl3) und Reg-Transformanten (TReg2 und TReg4) sowie die
WT-Transformante A2-12 (Kirk et al., 1999) und der WT-Stamm HK10 einbezogen wurden.
Als Sonde wurden **P-markierte Fragmente von regd, orf2 und des Aktingens eingesetzt,
letzteres als Einzelkopie-Kontrolle (Cresnar et al., 1990) zur Normierung der jeweils

aufgetragenen DNA-Mengen.

HK10 A2-12 TReg2 TReg4  TMReg9 TMReg13

regA *’%

orf2 . %
akiin

Abb. 43. Dotblot-Analyse zur Kopienzahlbestimmung verschiedener Transformanten. Die
ATG2Stopp-Transformanten TReg2 und TReg4 zeigten den Reg-Phanotyp, TMReg9 und TMReg13
den M-Reg-Phéanotyp. HK10 steht fur den WT. Die Transformante A2-12 (Kirk et al., 1999) zeigt den
WT-Phanotyp. Es wurden jeweils 2 yg DNA aufgetragen. Die drei Membranen wurden mit den
Sonden regA (PCR-Produkt mit LE6/REG), orf2 (regA-cDNA von ATG2 bis Base 147 des Exons3)
bzw. Aktin (PCR-Produkt mit Actin-fwd/Actin-rev) hybridisiert. Die Aktin-Hybridisierung diente der
Normierung der aufgetragenen DNA-Menge.

Das dotblot-Muster mit den DNAs von sechs Stammen hybridisiert gegen drei Sonden zeigt
Abb. 43. Die Intensititen wurden mit dem Programm Optiquant bestimmt (3.2.8.2;
Orginaldaten s. Anhang 8.3.1), mittels der Aktinwerte normiert und relativ zur Kopienzahl

des HK10-Stammes berechnet. Die so errechneten Werte sind in Tab. 19 zusammengetalt.
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Tab. 19: Kopienzahl, errechnet aus den Intensitaten (Tab. 20) der dotblot-Analyse (Abb. 43).

HK10 A2-12 TReg2 TReg4 TMReg9 | TMRegl3
regA 1 31,0 2,7 2,4 2,7 2,7
orf2 1 35,0 3,1 2,9 2,1 2,5
Normierungsfaktor 3,74 2,80 2,85 1,62 1,00 1,66
(Aktin)'

' Faktor, mit dem die Intensitéten vor der Kopienberechnung korrigiert wurden.

Ausgehend von einer einfachen regd/orf2-Genkopie im WT HKI10, enthielt die
Transformante A2-12 31 bis 35 Genkopien. Die vier ATG2Stop-Transformanten dagegen
enthielten, unabhédngig von ihrem Phénotyp, zwei bis drei regAd/orf2-Genkopien. Dieses
Resultat besagt, da3 die beiden M-Reg-Phénotypen TMReg9 und TMRegl13 nicht aufgrund
einer erhohten Kopienzahl des ATG2Stop-Konstrukts eine modifizierte, WT-dhnliche
Morphologie ausbilden konnten. FEine statistische Fluktuation bei grenzwertiger regA-
Genexpression ist unwahrscheinlich, weil in diesem Fall die Phinotypen — weder Reg noch
M-Reg — der Transformanten nicht stabil vererbt wurden, sondern aus einem der drei
Phinotypen wieder alle entstehen konnten. Vielmehr ist zu vermuten, daf hier die Position
der Transgene im Genom (euchromatische vs. heterochromatische Region) zu subtilen

Expressionsunterschieden mit morphologischen Konsequenzen fiithren kann.

4.3.6.4 Transkription von orf2

Die Beobachtungen, dafl die Sequenzumgebung von ATG8 (ACCTATGTAA) ein Poly-A-
Signal darstellen konnte, lieB vermuten, dall orf2 eigens transkribiert wird. Zur Kldrung
wurde eine RT-PCR mit HK10 mRNA durchgefiihrt (3.2.2.4). Nach reverser Transkription
mit einem Oligo-dT-Adapterprimer (Oligo-dT+A, Tab. 3, Abb. 44) wurde mittels PCR mit
dem Adapterprimer (Adapter, Tab. 3) und dem ATG-bindenden Primer NcoATG2 (Tab. 3,
Abb. 44) amplifiziert.
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k2 l(__') |(2 100 bp
] e e
— NAdapter
NcoATG2 Oligo-dT+A
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Abb. 44. Physikalische Karte von orf2 und seiner mRNA-analogen cDNA. Oligo-dT+A wurde zur
reversen Transkription, NcoATG2 und Adapter in der anschlielenden PCR verwendet. Die Sequenz
des PCR-Produkts (orf2 cDNA, 730 bp; grin) entsprach der orf2 mRNA von ATG2 bis zur
Polyadenylierungsstelle. Die Lage der Northern-Sonde orf2 ist gelb markiert. Beschriftung wie
Abb. 37.

Eine Sequenzierung des klonierten PCR-Produkts (Abb. 44) zeigte, dal orf2 eigens
transkribiert wird. Im Unterschied zur (viel langeren) reg4 mRNA (Kirk et al., 1999) wurde
aus der orf2-mRNA das Intron 2 (80 bp) nicht herausgespleif3it. Die orf2 mRNA setzt sich also
aus den Exons 1 bis 5, sowie Intron 2 zusammen und hat eine Linge (ATG bis PolyA-
Schwanz) von 730 nt. Wie vermutet, wurde das Poly-A-Signal bei ATG8 (ACCTATGTAA,
in Exon 4) fiir die Termination benutzt. Parallel dazu wurde die Region um das Intron 2 in der
regA mRNA nochmals tiberpriift und RT-PCRs mit den spezifischen Primern ATG3mutu und
ATGI10nonr (Tab. 3) durchgefiihrt. Die Sequenzierung zeigte eindeutig, dall das Intron 2 in
der regA mRNA nicht enthalten war.

Nach diesen Resultaten sollten zwei mRNAs vom regA4-Genlocus transkribiert werden: eine
kiirzere, 730 nt orf2 mRNA mit dem Intron 2 und eine lange, 6725 nt reg4 mRNA (Kirk et
al., 1999) ohne Intronsequenzen. Einen unabhingigen Nachweis dieser Kombination von
zwei Transkripten sollte ein Northern blot mit RNA der Transformante A2-12 (Kirk et al.,
1999) und von HK10 (WT, Tab. 1) liefern. Dazu wurden 2,7 pg A2-12 mRNA und
8,9 ng HK10 mRNA eingesetzt. Als ,,orf2-Sonde* (Abb. 44) wurde ein Teil der regd cDNA
(ATG2 bis Base 147 des Exons 3) verwendet. Sollte eine zweite zu orf2 komplementire
mRNA existieren, so wurden zwei Banden erwartet: Eine 6725 nt Bande (reg4 mRNA) und
eine >730 nt Bande (orf2 mRNA).
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A2-12
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Abb. 45. Northern-Analyse. In Spur A2-12 wurden 2,7 uyg mRNA der Transformante A2-12 und in
Spur HK10 8,9 yg mRNA des WT aufgetragen und die Membran mit der Sonde orf2 hybridisiert. Die
Pfeile markieren die erwarteten BandengrofRen. Links wurde der GréRRenstandard gezeigt.

Die Northern-Analyse (Abb. 45) ergab tatsdchlich zwei Banden der erwarteten GroBen, die
kleinere allerdings schwach und nur in der multicopy-Transformante A2-12 zu erkennen.
Dieses Ergebnis bestitigte die RT-PCR-Daten, welche die Existenz einer zweiten orf2 mRNA
prognostizierten.

Das Mengenverhiltnis der beiden mRNAs rangiert deutlich auf der Seite der langen reg4
mRNA (Abb. 45). Um eine Vorstellung von der Stochiometrie der mRNA Spezies zu
bekommen, wurden die Banden-Intensititen densitometrisch mit dem Programm Optiquant
bestimmt (Anhang 8.3.3). Nach Abgleich der eingesetzten RNA-Mengen betrug das
Verhéltnis der grofen regd mRNA von A2-12 und HKI0 ca. 42:1. Das Verhiltnis
regA mRNA zu orf2 mRNA im Stamm A2-12 war wegen des deutlichen Rauschens
(Hintergrund) im Bereich von 1000 nt nur abzuschitzen: Es lag bei mindestens 10:1. Daraus
war zu folgern, da3 orf2 mRNA nur zu einem geringen Anteil transkribiert wird, da3 dieser
aber ein gezielter Vorgang sein mul3, weil aus dieser kiirzeren mRNA zwar die Introns 1, 3

und 4, aber nicht Intron 2 herausgespleifit werden.
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4.3.6.5 Produziert orf2 ein eigenes Protein?

Nachdem ich zeigen konnte, daB3 orf2 ein eigenes Transkript hat, war es naheliegend, nach
seiner autonomen Translation zu fragen. Fiir die Untersuchung wurde am 5’Ende von orf2 auf
dem Plasmid pVcRegAlABamHI hinter ATG2 im Raster ein dreifacher HA-tag eingefiigt
(Tab. 2, Abb. 46/A), zur verstarkten Produktion des HA-Epitops, gegen das ein monoklonaler
Antikorper vorlag. Mit dem Plasmid wurden sowohl der V. carteri-Stamm 153-68 (regAA) als
auch der Stamm 153-48 mit WT-Morphologie transformiert.

A
1000 bp
[ ———
I b
E, E,E, E, E £ 5
0 o, s, & 3NTR @2
1 |
||
a¥
25
B - C o
© 5
3 > 3
kba T N @ ¥ w0 © &~ = kba T N @ <
175= <—RegA/HA
83— 42 —
62—
30 —
48— 22 —
17 —
33— <— Orf2/HA
B e e 6—
25—
17 —
< Orf2/HA

Abb. 46. Karte von pVcRegA1ABamHI+HA und Western-Analyse mit Anti-HA-Ak. In A ist oben
der in den pSK-Vektor klonierte Teil des regA-Gens inklusive des HA-tag (rot) gezeigt, unten der
deletierte Teil. Symbole wie Abb. 5. In B wurden die Proteingesamtextrakte der Cotransformanten des
regAA-Stammes (1-7; jeweils 80 ug) sowie der nur mit pVcNR15 transformierten Kontrolle (153-68; 40
Mg) und der Transformante A2-12 (40 ug) mit dem Anti-HA-Ak (1: 200) getestet. Die Pfeile markieren
die jeweils erwarteten Signale. Der Groflenstandard ist angegeben. In C wurden die
Proteingesamtextrakte (jeweils 80 pg) der Cotransformanten des WT-Stammes 153-48 (1-3) und der
nur mit pVcNR15 transformierten Kontrolle (153-48) mit dem Anti-HA-Ak (1:200) getestet. Der Pfeil
markiert die erwartete GréRe. Der GrélRenstandard ist angegeben.
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Von dem regAA-Rezipienten wurden sieben und vom WT-Stamm drei Cotransformanten
erhalten. Deren Extrakte wurden in Western-Analysen (Abb. 46/B und C) eingesetzt und mit
Anti-HA-Ak (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von W. Seufert) getestet.

Bei Transformanten des regAA-Rezipienten 153-68 (Abb. 46/B) wurde, auBler einer
Kreuzreaktion bei ca. 32 kDa keine Bande detektiert. Eine spezifische Reaktion des Ak wurde
anhand des A2-12-Extraktes belegt (Abb. 46/B Spur A2-12). Auch Transformanten des WT-
Rezipienten 153-48 zeigten keine HA-spezifische Bande (Abb. 46/C), wohl aber die
Kreuzreaktion bei 32 kDa. Eine Translation von orf2 konnte mit diesem Experiment nicht
nachgewiesen werden. Angesichts der geringen Menge an orf2 mRNA (Abb. 45) wiren im
Translationsfall nur winzige Mengen des Orf2-Proteins zu erwarten. Es ist daher fraglich, ob
die Empfindlichkeit des Anti-HA-Ak ausreicht, um Spuren eines solchen HA-markierten Orf2
zu detektieren.

Zweifellos ist die Komplementation von regAA der empfindlichere Test fiir die regulierenden
Elemente in der 5’NTR. Die Tatsache, dafl ein mutiertes ATG2 (Abb. 33, Tab. 15) und v.a.
zwel nonsense-Mutationen in ORF2 (Abb. 42, Tab. 18) die Komplementationsfahigkeit dieser
Konstrukte auf 35 % bis 7 % reduzieren, ist der stirkste Hinweis dafiir, da3 diese
hochkonservierte Region fiir das Funktionieren der Translationsmaschinerie von wesentlicher
Bedeutung ist. Eine sinnvolle Erklirung wird im Lichte neuer Erkenntnisse iiber die
Regulation der Translation in eukaryontischen Systemen (Yueh & Schneider, 2000)
diskutiert (5.3).
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5. Diskussion

Von den drei Schliisselgenen, gls, lag und regA, welche die Zelldifferenzierung der Kugelalge
Volvox steuern, war das letztere, bestuntersuchte (Kirk et al., 1999; Stark et al., 2001)
Gegenstand dieser Arbeit. Das regA-Gen ist ausschlieflich in den kleinen somatischen Zellen
aktiv, in denen es das reproduktive Potential — vornehmlich die Photosynthese (Meissner et
al., 1999) — unterdriickt. Neuere Untersuchungen (Schmidt, 2004) sprechen dafiir, da3 RegA
die Synthese von Sacl (eines Sensors fiir Sulfatmangel) stimuliert; Sacl wiederum
unterdriickt die Expression photosyntethischer Gene (Wykoff et al.,, 1998). Das regA-
Transkript tritt erstmals 12 h nach der ersten Zellteilung, das RegA-Protein jedoch erst 4 h
spéater in Somazellen auf (Kirk et al., 1999); folglich mul zusétzlich zur zellspezifischen
Transkription (Stark et al., 2001) die Translation von regA reguliert werden. Untersuchungen
in dieser Arbeit zielten darauf ab, erstens die von RegA ausgeiibte Genkontrolle und zweitens
die Regulation der Translation des regA-Gens selbst besser zu verstehen. Mit diesen
Vorgaben wurden (1) das TATA-Box-Bindeprotein (TBP) von V. carteri charakterisiert und
rekombinant exprimiert, (2) ausfiihrliche Versuche zur heterologen Expression und Reinigung
von RegA und spezifischen Antiseren unternommen und (3) Kontrollelemente der Translation

in der 5’NTR von regA identifiziert.

5.1 Das thp-Gen von V. carteri

Der ubiquitdre Transkriptionsfaktor TBP bindet sowohl an die DNA im Bereich der TATA-
Box-Sequenz als auch an andere Proteine, die TAFs (TBP-assoziierte Faktoren). Es ist
denkbar, dal auch RegA durch Bindung an das TBP-Protein seine regulatorische Funktion
wahrnimmt. Das thp-Gen von V. carteri (Anhang 8.1) setzt sich aus 6 Exons und 5 Introns
zusammen. Die universelle hochkonservierte Kernregion (Abb. 14) beginnt in Exon 1
(Base 91 des kodierenden Bereichs), reicht bis in Exon 6 (Base 564 des kodierenden
Bereichs) und umfaflit 159 AS-Reste. Insgesamt ist das Genprodukt 340 AS-Reste lang
(36,8 kDa) und hat einen isoelektrischen Punkt von 10,1. Das thp-Gen liegt als Einzelkopie-

Gen im Volvox-Genom vor. Dafiir sprechen Southern- und Northern-Analysen (Abb. 19);
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auch in den Chlamydomonas- und Volvox-Datenbanken (Genomprojekte; JGI, Walnut Creek,
CA, USA) sind keine Hinweise auf eine zweite Genkopie zu finden. Eine heterologe
Expression von thp-cDNA im E. coli-System war ohne Schwierigkeiten moglich. Das Protein
konnte in homogener Form ausreichend gewonnen werden, so dal es fiir die Bindestudien
und Antikorperproduktion einsetzbar ist.

Alle bekannten TBPs sind durch eine hochkonservierte Kernregion gekennzeichnet, in der
zwel Kopien eines 62-Reste-Polypeptids fiir die DNA-Bindung liegen (Abb. 14, Abb. 15).
Anders als tierische Sequenzen haben die V. carteri und C. reinhardtii Orthologen nur einen
kurzen N-terminalen ,,Vorlauf*, aber eine lange (120 AS-Reste) C-terminale Doméne, eine
Eigenart der Volvocida-TBPs, die bisher einzigartig ist. Obwohl diese Region zwischen den
beiden Griinalgen-Orthologen deutlich variabler ist als der konservierte TBP-Kern, weisen
diese doch interessante Ubereinstimmungen auf (Abb. 20). Es zeigte sich, daB die Glutamine
zwischen Position 249 bis Position 264, das AAAXMMPPPP-Motiv (Position 277 bis
Position 282) und die Sequenz ab Position 321 (Positionsangaben wie in Abb. 20) konserviert
sind (Abb. 47). Wahrscheinlich dient diese Region, wie die N-terminale Region bekannter
tierischer TBPs, der Wechselwirkung mit regulatorischen Proteinen. Bei tierischen TBPs
zeichnet sich die nicht-konservierte Region durch Glutamin-Reichtum aus, wie es dhnlich im
C-terminalen Bereich der V. carteri und C. reinhardtii TBPs zu finden ist. Pflanzen-TBPs
haben diese variable Region nicht (Anhang 8.1.3). Domédnenverwandtschaften zwischen den
beiden Volvocida-TBPs und Ahnlichkeiten mit zwei tierischen TBPs sind in Abb. 47
schematisch dargestellt. Sollte diese Region tatsdchlich bei den Griinalgen &hnliche
Funktionen erfiillen wie die der Tiere, so ist das Volvocida-TBP auf funktioneller Ebene den

Tieren dahnlicher als den Pflanzen.

10AS
38xQ (38)

H. sapiens I
_—

M. musculus

10 x Q (13) AAAAMMMPPPP 85% Identitat

-
N

9 xQ (13) AAAGMMPPPP

. 15xQ (15)
V. carteri

Kernregion (180 AS)

C. reinhardtii

Abb. 47. Schematische Darstellung nicht-konservierter Regionen von verschiedenen TBP-
Proteinen. Glutamin-reiche Regionen (in Klammern Gesamtldnge angegeben) sind rot, das
AAAXMMPPPP-Motiv gelb und der konservierte C-Terminus blau markiert.
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Die phylogenetische Einordnung der Volvocida-TBPs iiber ein multiple alignment (Anhang
Abb. 54) resultierte in interessanten Verwandtschaftsbeziehungen. Zur Berechnung des
Stammbaums wurden die Kernregionen der TBP-Proteine verwendet, da die nicht-

konservierten Bereiche nicht bei allen Spezies vorhanden sind.

| Phaselous vulgaris
ﬂ Glycine max
 Nicotiana tabacum
~ Solanum tuberosum
— Triticum aestivum
. Oryza sativa
Mesembryanthemum crystallinum
- Zea mays
Arabidopsis thaliana
Emericella nidulans
— Saccharomyces cerevisiae
Pneumocystis carinii
J L Schizosaccharomyces pombe

— Acanthamoeba castellanii

Dictyostelium discoideum
Acetabularia cliftonii
Li Encephalitozoon cuniculi
[ Volvox carteri
Chlamydomonas reinhardtii
[ Ephydatia fluviatilis
Caenorhabditis elegans
- Strongylocentrotus purpuratus
Hemicentrotus pulcherrimus
— : Lytechinus variegatus
r Spodoptera frugiperda
(T Bombyx mori

— Drosophila melanogaster
— Lethenteron reissneri
Homo sapiens
JMUS musculus
Xenopus laevis
Mesocricetus auratus
Gallus gallus

Oryzias latipes
Pyrococcus furiosus

Abb. 48. Phylogenetisches Dendrogramm der konservierten Kernregion von TBP-Proteinen aus
35 Spezies. Das Dendrogramm wurde durch Vergleiche der konservierten Regionen (Position 173 bis
Position 351; Anhang Abb. 54) mit dem Programm PILEUP (GCG-Paket) erstellt. P.furiosus diente als
AuRengruppe.
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Wie das Dendrogramm (Abb. 48) zeigt, liegen die V. carteri und C. reinhardtii TBPs zwar
auf der Pflanzen-Linie, aber als tiefe Abzweigung nahe der Tier-Pflanzen-Aufspaltung
zusammen mit dem Mikrosporidium Encephalitozoon cuniculi und der groflen einzelligen
Alge Acetabularia. Mikrosporidien sind obligate Parasiten; sie werden als primitivste
Eukaryonten eingestuft, weil sie (wie Bakterien) 70S Ribosomen enthalten, andererseits aber
Kern und eine Golgi-dhnliche Réhre besitzen (Weiss, 2001). Die Tatsache, daB3 die Volvocida
eine zentrale Komponente der Transkription mit deutlicher Verwandtschaft zu denen der
einfachsten Eukaryonten enthalten, wirft eine interessantes Licht auf die Evolution dieser
Griinalgen. Obwohl die Evolution der kolonialen und differenzierten Volvocida vor
vergleichsweise kurzer Zeit, ndmlich innerhalb der letzten 50 Mio. Jahre stattgefunden hat
(Larson et al., 1992; Rausch et al., 1989), weist die hier abgeleitete TBP-Ahnlichkeit auf
einen Ursprung wichtiger Komponenten nahe der Aufspaltung in Tiere und Pflanzen vor
1,2 Mrd. Jahren hin. Vorausgesetzt, dal nicht ein spéterer horizontaler Gentransfer (durch
einen Parasiten) im Spiel ist, wiirde dieser Befund auf eine sehr lange Linie des gemeinsamen
(einzelligen) Vorfahren der Volvocida hindeuten. Dafiir sprechen iibrigens auch die
Verwandtschaftsbeziehungen der Histon-Gene von Volvox und Chlamydomonas (Schmitt et

al., 1998).
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5.2 Rekombinante Expression von RegA und Herstellung von Anti-

RegA-Antiseren

Intensive Bemiihungen, das intakte RegA-Protein rekombinant zu exprimieren, hatten nur
begrenzten Erfolg. Die Standard-Wirte, E. coli und S. pombe, waren nicht in der Lage, RegA
vollstindig zu produzieren. Fehlende Ubereinstimmungen in der codon usage, aber auch
Unvertrdglichkeiten, die zum Absterben der Wirtskulturen fiihrten, waren Griinde fiir das
Scheitern dieser Versuche. Einzig in einem eukaryontischen System, ndmlich in Insekten-
Zellkulturen, infiziert mit gentechnisch verdnderten Baculovirus-Vektoren, konnten minimale
Mengen eines Proteins der erwarteten Grofle (Abb. 26) exprimiert werden. Aber auch hier
traten definierte, verkiirzte Polypeptide auf, die auf unvollstindige regA-Translation im
heterologen System schliefen lieBen. Ursachen diirften u.a. Inkompatibilititen in der
Benutzung in 7. ni seltener Codons wie CCG (Prolin), CAA und CAG (Glutamin) sein (Kane,
1995; Novy et al., 2001), die im reg4-Transkript hdufig auftreten (Anhang 8.2). Deshalb
wurden ein im E. coli-System exprimiertes RegA-Teilfragment, RegA/1 (393 AS-Reste;
Abb. 22), und eine Mischung der RegA-Translationsprodukte aus dem Insektenzell-System
(Abb. 26) zur Immunisierung von Kaninchen herangezogen. Die gereinigten Ak zeigten auch
deutliche Spezifitit fiir RegA (Abb. 28, Abb. 29); Kreuzreaktionen waren aber nie ganz zu
elimenieren. Immerhin konnte RegA deutlich in Extrakten zweier Transformanten mit hohen
Kopienzahlen detektiert werden (2.14, A2-12; Abb. 28). Leider war die Empfindlichkeit der
Antiseren nicht hoch genug, um auch RegA-Protein, das von der endogenen Einzelkopie des
regA-Gens produziert wird, in WT-Extrakten (Abb. 28) zu detektieren.

Das wire v.a. fiir phylogenetische Untersuchungen von groBBem Wert gewesen, Analysen,
welche die Verbreitung von RegA in verschiedenen Volvocida-Linien angezeigt hétten.
Ergebnisse auf der Grundlage von 18S und 28S rRNA-Sequenzen (Larson et al., 1992;
Rausch et al., 1989) haben einerseits gezeigt, dal die Familie der Volvocales eine kohirente
einheitliche Gruppe bildet, die eng mit C. reinhardtii verwandt ist, andererseits aber Spezies
wie V. aureus, V. powersii oder V. capensis eigene Linien bilden, das Genus Volvox also

mehrmals polyphyletisch evolviert ist (Schmitt et al., 1998, Abb. 49).
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regA (orf2)

r— Volvox aureus -
b Pe0OClOFING Californica -
Volvox carteri f. nagariensis HK10 +
i _E Volvox carteri f. nagariensis Poona +
| Volvox carteri f. kawasakiensis +
Volvox carteri f. weismannia +
e \/OIVOX dliSSipaLtrix -
r—— Volvox spermatosphaera -
b /OIVOX tertius -
— Pleodorina illinoisensis -
L Eudorina elegans, strain 1193 -

‘ Volvox powersii n.g.

Pleodorina indica n.g.
Pandorina morum -

Eudorina elegans, strain 12 n.g.
Gonium pectorale -

Volvox capensis n.g.

Chlamydomonas reinhardftii -

Abb. 49. Dendrogramm, der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen 18 Volvocida (modifiziert
nach Schmitt et al., 1998). Grundlage sind rRNA- und Klasse Il-Intron-Sequenzvergleiche.
Ergebnisse des regA(orf2)-screening (4.3.6.1, 4.3.6.2) sind gezeigt: +, orf2-Sequenz vorhanden;
-, orf2-Sequenz nicht vorhanden; n.g., nicht getestet.

Vor diesem Hintergrund sind zwei Fragen zur Kliarung von Prinzipien der molekularen

Evolution von groem Interesse:

1. Folgen diese unabhingigen Volvox-Evolutionslinien dem gleichen molekularen Muster,
indem sie die Keimbahn-Soma-Dichotomie unter die Kontrolle eines RegA-dhnlichen
Lmaster regulator' stellen?

2. Gibt es Vorldufer oder wenigstens Einzeldoménen des RegA-Proteins bei den einfachen
kolonialen Verwandten, einen Regulator, der in dieser Form erst fiir die
Zelldifferenzierung bei Volvox erforderlich ist?

Beide Fragen konnten mit hochspezifischen Anti-RegA-Antiseren einer Losung zugefiihrt

werden. Immerhin wurde, auch ohne hochempfindliche spezifische Ak, auf einem anderen

Weg eine Teilantwort auf die erste Frage gefunden: Eine hochkonservierte DNA-Sequenz,

orf2, im regA-Gen von V. carteri f. nagariensis wurde benutzt, um mittels konservierter und
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degenerierter Primer entsprechende Sequenzen aus anderen Volvox-Spezies zu amplifizieren
und anhand der gewonnenen Sequenzen Riickschliisse auf die Prisenz des regA-Gens in
diesen Vertretern der Volvocida und dem Grad der Verwandtschaft zu ziehen. Dabei stellte
sich heraus, da3 diese Sequenz nur in den V. carteri-Vertretern auftritt (4.3.6.1, 4.3.6.2,
Abb. 49). Daraus ist zu folgern, dall molekulare Variationen in der Evolution zur Kugelalge
mit Zelldifferenzierung auftraten, deren Aufkldrung und Vergleich mit bereits Bekanntem
hochinteressante Konsequenzen fiir unser Verstdndnis der molekularen Grundlagen der

Zelldifferenzierung haben wiirde.
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5.3 Die 5’ nicht-translatierte Region von reg4 und ihre Bedeutung fiir die

regA-Translation

Die 5’NTR (940 bp; Abb. 31) von reg4 enthilt acht ATG-Tripletts als potentielle Elemente
der Translationskontrolle von regd (Kozak, 2002). ATG9 und ATGI0 koénnen als
Translationsstarts fiir die RegA-Proteinsynthese fungieren; allerdings komplementiert die
kiirzere Variante (-33 AS-Reste) ein defektes regdAA deutlich schlechter. Gezielte
Substitutionen von ATG1 bis ATG7 (durch TGG) hatten jeweils eine reduzierte
Komplementationsrate zwischen 22 % und 78 % der WT-Kontrolle zur Folge; gravierende
Effekte zeigten allein die Mutationen von ATG1 (22 %; Abb. 33, Tab. 15) und ATG2 (35 %;
Abb. 33, Tab. 15). ATG2 ist durch eine nahezu perfekte Kozak-Sequenz (Tab. 13) und den
langsten offenen Leserahmen (ORF2, 426 bp) in der S’NTR ausgezeichnet. Die Einfithrung
eines Doppelstopps in diesen Leserahmen resultiert in 2/27 M-Reg-Kolonien entsprechend
einer Teilkomplementation von 7 % (Tab. 18). Diese Daten weisen ATG2 eine besondere
Rolle in der regA-Translationskontrolle zu. Es ist ungewil3, ob ein schwaches orf2-Transkript
inklusive Intron 2, das weniger als 10 % der reg4 mRNA ausmacht (Abb. 45), oder dessen
mogliche, aber nicht nachzuweisende Translation zu einem 95 AS-Reste Polypeptid eine
Rolle in der Translationskontrolle des regA-Gens spielen. Signifikanter erscheint die extreme
Konservierung von 82 % bis 98 % der Nukleotidumgebung von ORF2 zwischen den
Orthologen von vier V. carteri-Spezies. Welche Schliisse lassen sich aus den experimentellen
Daten ziehen?

Den AUGs in ldngeren, nicht-kodierenden 5’Regionen einer eukaryontischen mRNA wird in
der Regel die Rolle von ,,Ribosomenfingern® beim leaky scanning zugeordnet (Kozak, 2002).
Dem AUG mit der besten Kozak-Sequenz (4.3) fillt dann héufig die Funktion des
Translationsstarts zu. Im regA-Transkript weist AUG2 die beste Kozak-Umgebung auf
(Tab. 13), aber den eigentlichen Start markieren AUG9 bzw. AUG10 (Abb. 30). Deshalb muf3
AUG?2 samt ORF2 hier eine andere Funktion zufallen. Ferner impliziert der Mechanismus des
leaky scanning, dal jedes AUG oberhalb AUGY9 einen Teil der Translations-
Initiationskomplexe ,,einfangt und an ihrer eigentlichen Funktion in der Proteinsynthese
hindert. Die Elimination jedes upstream AUGs (mittels Substitution durch TGG) sollte daher
die Translationsrate erhdhen (Wang & Rothnagel, 2004) wund nicht die
Komplementationsfahigkeit wie hier (Tab. 15) erniedrigen. Folglich kénnen die Daten durch

leaky scanning nicht erkliart werden. Welche weiteren Mechanismen der Translationskontrolle
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kommen in Frage? Drei Mechanismen, die in der Literatur zur Translationsregulation
diskutiert werden, sind (1) Reinitiation, (2) IRES (internal ribosome entry site) und (3) das
ribosome shunting.

(1) Reinitiation tritt in mRNAs auf, die kurze offene Leserahmen nahe dem 5’Ende besitzen.
Nach der Translation des ersten upstream gelegenen ORF dissoziiert vermutlich die 60S-
Ribosomenuntereinheit ab, wihrend die 40S-Untereinheit an der mRNA gebunden bleibt, das
scanning wieder aufnimmt und am néchsten AUG die Translation erneut initiiert. Damit dies
moglich ist, muB3 die 40S-Untereinheit wieder mit der Met-tRNA beladen werden (Kozak,
2002). Dieser Vorgang kann unter optimalen Bedingungen fiinfmal stattfinden (Wang &
Rothnagel, 2004). Mit den mRNAs von z.B. GCN4 (Hefe; Gaba et al., 2001) und FGF5
(Mensch; Bates et al., 1991) konnte dieser Mechansimus gezeigt werden. Auch hier fungieren
die offenen Leserahmen als ,,Ribosomenfianger”. Mutationen, die die Translation solcher
ORFs verhindern, sollten die Translationseffizienz, analog dem leaky scanning, erh6hen, statt
wie hier erniedrigen (Tab. 15, Tab. 18).

(2) IRES (Hellen & Sarnow, 2001) treten in langen, nicht-kodierenden Regionen von Virus-
mRNAs, aber auch bei zelluldiren mRNAs, wie z.B. bei GTX aus Maus (Hu et al., 1999), auf.
Die IRES-enthaltenden 5’NTRs umfassen einige hundert Nukleotide und kdnnen ausgeprigte
Sekundérstrukturen aufweisen. Ein Merkmal fiir virale IRES ist die Folge von vielen
Pyrimidin-Nukleotiden in relativ kurzem Abstand vor dem Start-AUG (Hellen & Sarnow,
2001). An die Pyrimidin-reichen Abschnitte binden zellulire Proteine, die wiederum die
Anlagerung aller Initiationsfaktoren, analog zur Initiation an der 5’cap, ermdoglichen.
Ahnlichkeiten zwischen den zelluldren IRES verschiedener Gene und Spezies sind kaum zu
erkennen (Hellen & Sarnow, 2001), so dal mit diesen Kriterien kein solches Element in der
5’NTR von regA ausgemacht werden konnte. Wie beim Mechanismus des leaky scanning
wirde man im Falle von IRES-vermittelter Translationsinitiation, die unabhdngig von
upstream AUG-Codons ist, normale Translation erwarten. Eine Abwandlung von ATG1 und
ATG2 durch gezielte Mutationen (Tab. 15, Tab. 18) sollte nicht, wie in der 5’NTR von reg4,
zur Verringerung der Translationsraten fiihren (Hellen & Sarnow, 2001; Pelletier et al., 1988).
Deshalb wurde ein weiterer Mechanismus der Translationskontrolle, das ribosome shunting,
als zutreffendes Konzept zur Klirung der Verhiltnisse beim regA-Gen von V. carteri
herangezogen.

(3) Anhand gut untersuchter Beispiele, wie der 35S mRNA des Cauliflower Mosaic Virus
(CaMV; Futterer et al., 1993), spiten adenoviralen mRNAs (Yueh & Schneider, 1996; Yueh
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& Schneider, 2000) und der humanen Asp70 mRNA (Yueh & Schneider, 2000), wurde
folgende Vorstellung zum Prozess des ribosome shunting entwickelt (Xi et al., 2004): Der
Translations-Initiationskomplex bindet, wie auch beim 5’ ribosome scanning, an die 5 ’cap
der mRNA und beginnt mit dem scanning. Dabei kann, wie bei der 35S mRNA von CaMV,
die Translation eines kurzen Leserahmens notwendig sein (Pooggin et al., 2000). Trifft der
Komplex auf eine stabile Sekundéarstruktur in der mRNA, wird er am Fortschreiten gehindert.
Der 40S-Komplex dissoziiert von der mRNA und wandert zu einer definierten Bindungsstelle
unterhalb des Sekundirstruktur-Blocks. Ob eine gerichtete Bewegung oder Diffusion und
zufilliges ,,Andocken* stattfindet, ist unbekannt. Komplementédre Sequenzen zum 3’Ende der
18S rRNA stellen vermutlich die Ribosomen-Bindestelle auf der mRNA dar (Yueh &
Schneider, 2000). Nach der Versetzung nimmt der 40S-Initiationskomplex sein scanning
wieder auf, bis er ein geeignetes AUG-Startcodon fiir die Translationsinitiation erreicht.

Was spricht fiir die Giiltigkeit dieses Mechanismus bei der regA4-Translation?

Abb. 50/B zeigt als Graphik eine berechnete Sekundérstruktur der 5’NTR von reg4, die laut
dem Programm mfold (Zuker, 2003) die hochste freie Enthalpie (-268 kcal/mol) und somit die
groBte Stabilitdt aufweist. Eine komplexe Struktur aus mehreren Haarnadelschleifen liegt im
Bereich von AUG2, wie aus einer Korrelation mit der linearen Darstellung (Abb. 50/A,

Positionen 215-277) zu entnehmen ist.
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Abb. 50. Transkript der 5’NTR von regA (wie Abb. 31, mit nt-Nummerierung und Positionen der
ribosome shunting-Elemente; A) und mRNA-Sekundarstruktur der gesamten 5’NTR (B). HNR,
Haarnadelstruktur-Region; RBS, Ribosomen-Bindestelle. Die in B gezeigte Struktur wurde mit Hilfe
des Programms mfold Version 3.1 (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003) erstellt. Die freie Enthalpie
(AG) betragt -268 kcal/mol. Die Basenpaarungen sind durch farbige Linien gekennzeichnet (rot: 3
Wasserstoffbricken, blau: 2 Wasserstoffbricken). Die Nummerierung entspricht der in A.

Diese komplexe Sekundirstruktur in der mRNA &dhnelt sehr den zitierten Translations-

hemmenden Strukturen in der adenoviralen mRNA (tripartite leader-Sequenz; Yueh &
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Schneider, 2000), die durch RNA-Helikase (eIF4A) nicht ohne weiteres zu 6ffnen sind, und
wire damit ein potentieller Kandidat fiir den Block. Dieses Strukturelement enthélt in der
dritten Haarnadelschleife die Positionen der ATG2- (Tab. 15) und der Doppelstopp-Mutation
(Tab. 18), wie in einer vergroBerten Graphik (Abb. 51) gezeigt.
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Abb. 51: VergroBerte Darstellung der Haarnadelstruktur aus Abb. 50/B (Base 210 bis Base 284
der regA-mRNA). Die Struktur wurde mit Hilfe des Programms mfold Version 3.1 (Mathews et al.,
1999; Zuker, 2003) erstellt. Die freie Enthalpie (AG) dieser Struktur betragt etwa -20 kcal/mol. Die
Basenpaarungen sind durch farbige Punkte gekennzeichnet (rot: 3 Wasserstoffbriicken, blau:
2 Wasserstoffbriicken). Die Position von AUG2 ist griin und die des Doppelstopps violett markiert.

Diese Mutationen, sowohl ATG2 als auch ATG2Stop, verdndern diesen Bereich, so dal} die
Haarnadelstruktur und damit eventuell der Translations-Block verloren geht (Abb. 52). Ferner
konnten spezielle Initiationsfaktoren, die fiir das ribosome shunting und den Transfer des
40S-Komplexes erforderlich sind, an eine bestimmte Haarnadelstruktur gebunden und

adaptiert sein, so daB3 Verdnderungen der Struktur nicht toleriert werden.
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Abb. 52. Vergleich der Sekundarstrukturen der regA mRNA von WT regA (A1), mit der ATG2-
Mutation (ATG2) und dem Doppelstopp hinter ATG2 (ATG2Stop). Gezeigt ist der Bereich, der sich
durch die Sequenzanderung verandert hat. Der Bereich der Haarnadelstruktur von Abb. 51 ist jeweils
markiert.

Fiir den Mechanismus des ribosome shunting ist neben der Sequenz des Translations-Blocks
(Abb. 50/B, HNR) noch eine zweite Region, ndmlichein komplementérer Bereich zum 3’Ende
der 18S rRNA, wichtig (Yueh & Schneider, 2000). Solche Sequenzbereiche sind fiir ein
effizientes ribosome shunting bei Adenoviren und dem humanen /isp70-Gen notwendig. Es
wird vermutet, daB sie fiir die erneute Ribosomenbindung an die mRNA verantwortlich sind.
Werden sie verdndert, funktioniert dieser Mechanismus nicht mehr (Yueh & Schneider,
2000). In der 5’NTR des regA-Gens konnte eine entsprechende Sequenz am 3’Ende von
Exon 3 (Base 816 — Base 849 der Abb. 50/A; Abb. 53) lokalisiert werden, die zum 3’Ende der
18S rRNA von V. carteri (Rausch et al., 1989) komplementdr ist und in Grofe und
Komplementaritit bisher bekannten Beispielen entspricht (Yueh & Schneider, 2000).

816 849
regA (Ende Exon 3) 5’ GCATACA GTAACGTTTTCCTCTCCAA AACG 37

18S rRNA (V. carteri) 3’ GTTACTAGGAAGGCGTC CTAAGTGGATGCCATTGGAACAATG 5'

Abb. 53. Schema der beiden komplementaren Bereiche zwischen der 3’Haarnadelstruktur der
18S rRNA (Base 1748-Base 1788) von V. carteri und dem 3’Ende von Exon 3 des regA-Gens
(Base 816-Base 849 der cDNA). Komplementare Bereiche sind durch | gekennzeichnet. In blau
wurden die mdglichen komplementaren Boxen markiert, die in dhnlicher Form in der tripartite leader-
Sequenz (Adenovirus) und der 5NTR des hsp70-Gens (Mensch) vorkommen. N, maximaler
komplementarer Bereich zwischen tripartite leader-Sequenz und 18S rRNA, der jeweils aus den drei
vorkommenden Wiederholungen dieser Boxen zusammengefasst wurde (vgl.Yueh & Schneider,
2000), N, komplementarer Bereich zwischen hsp70 5’NTR und 18S rRNA
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Wie konnte man sich das ribosome shunting im Falle der reg4 mRNA vorstellen?

Der Translationsvorgang startet mit der Bindung des Translations-Initiationskomplexes an die
5’cap der mRNA und trifft auf AUG1. ORF1 wird in ein 14 AS-Reste langes Polypeptid
tibersetzt. Die Translation eines derart kurzen ORF mit anschlieBender Reinitiation ist beim
CaMV von grofler Bedeutung fiir die Translation des Zielgens (Pooggin et al., 2000). Dies
wiirde den dramatischen Effekt der Mutation von ATG1 (Tab. 15) erkldren. Der Komplex
trifft 30 nt downstream auf die blockierende Haarnadelstruktur (Abb. 50) und setzt den
Prozess des ribosome shunting in Gang. Vorausgesetzt, dal bestimmte Proteine, eventuell
Zellzyklus-abhdngig, zur Verfligung stehen miissen, um den Block zu iiberwinden, wiére dies
der Punkt, wo die beobachtete Translationsverzogerung von 4 h (Kirk et al., 1999) gesteuert
werden konnte. Ferner kann hier die Translationsrate von regA durch Dosierung der 40S-
Komplexe, die den Block erfolgreich durch ribosome shunting (positiv fiir reg4-Translation)
oder durch ihre Helikase-Aktivitdt (negativ fiir regA-Translation) passieren, kontrolliert
werden. Schlie8lich macht dieses Modell verstindlich, warum Mutationen in ATG1, ATG2
und ORF2 cis-dominant wirken, ohne kompensierende Wirkung der nicht mutierten mRNA

des endogenen orf2.

5.4 Ausblick

Zwei weitere Experimente konnten zur Stiitzung des vorgeschlagenen Modells der regA-

Translation beitragen:

1. Eine Deletion des Bereichs der 18S-Komplementaritit in der 5’NTR miifite zu einer
signifikanten Reduktion der Komplementationsrate fithren, weil das ribosome shunting

nicht funktioniert.

2. Eine extrem stabile Haarnadelstruktur, wie z.B. der ,,Kozak-stem* (Futterer & Hohn,
1991; Kozak, 1989), sollte im Bereich der Base 290 der mRNA (Abb. 50) zusitzlich
eingefiigt und getestet werden. Bei Komplementationsanalysen diirfte das
Komplementationsvermdgen dann nicht verloren gehen, weil durch ribosome shunting

diese Struktur iberwunden werden kann.
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6. Zusammenfassung

Die griine Kugelalge Volvox carteri zéhlt mit nur zwei Zelltypen — somatischen und
reproduktiven — zu den einfachsten Modellorganismen fiir das Studium der
Zelldifferenzierung. Diese wird von drei Genorten — gonidialess (gls), late gonidia (lag) und
somatic regenerator (regA) — gesteuert; gls und regd wurden bereits isoliert und
charakterisiert. Das Produkt des regA-Gens unterdriickt in Somazellen die Expression
reproduktiver Funktionen, vornehmlich die Transkription von Genen fiir Chloroplasten-
Proteine, und erhilt damit den Differenzierungszustand somatischer Zellen. Die Transkription
von regA selbst findet ausschlieBlich in Somazellen statt und setzt nach Abschlufl der
Embryogenese, 12 h nach der ersten Zellteilung, ein. Sie wird durch zwei enhancer- und ein
silencer-Element kontrolliert. Erst 4 h spéter wird RegA-Protein synthetisiert; folglich muf3
zusétzlich zur Transkription die Translation von regA einer Regulation unterliegen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Translationskontrolle(n) von regA, eines Schliisselgens der
Volvox-Differenzierung, zu analysieren und aufzukldren. Experimenten fiir die Durchfiihrung
von in vitro-Untersuchungen mit rekombinantem RegA zur Herstellung empfindlicher Anti-
RegA-Antikorper waren, u.a. wegen der Grofle des 111 kDa-RegA-Proteins, nur Teilerfolge
beschieden. Mittels systematischer Komplementations-Analysen mit definierten regA-
Mutationen konnte dann in vivo demonstriert werden, da3 Kontrollelemente in der 5 nicht-
translatierten Region (5’NTR) des regA-Gens die Translation regulieren. Im einzelnen

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Als Basis fiir Bindestudien von RegA wurde das Volvox-Gen tbp fir das TATA-Box-
Bindeprotein (TBP) isoliert und rekombinant exprimiert. Das single-copy Gen erstreckt
sich tliber einen genomischen Bereich von ca. 4 kb, enthélt sechs Exons und fiinf Introns
und kodiert fiir ein Protein mit 340 AS-Resten. Das Transkript wird durch zwei
verschiedene PolyA-Signale terminiert und ist ca. 2250 (erstes PolyA-Signal) bzw.
2350 bp (zweites PolyA-Signal) lang. Ein Vergleich mit bekannten TBP-Proteinen zeigte,
daBl die Kernregion hochkonserviert ist und Verwandtschaft zu TBPs einfachster
Eukaryonten (Mikrosporidien) aufweist. Als Novum gegeniiber tierischen und pflanzlichen
TBPs trigt es eine 120 AS-Reste lange C-terminale Domédne mit prominenten Glutamin-,

Alanin- und Prolin-Clustern, die auf eine regulatorische Funktion (dhnlich den
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N-terminalen Doménen tierischer TBPs) hindeuten. Die heterologe Expression von tbp

cDNA im E. coli-System und die Reinigung von rekombinantem TBP verlief problemlos.

2. Die heterologe Expression von reg4 cDNA im E. coli- oder Insektenzell-System bereitete
dagegen Probleme wegen Inkompatibilititen von codon wusage und (toxischen)
Expressionsprodukten mit dem Wirtsorganismus. Im E. coli-System gelang aber die
Expression eines 393 AS-Reste langen N-Terminalen Fragments (RegA/1) des 1049-Reste
RegA-Proteins. Ferner wurde mit dem Baculovirus-Insektenzell-System geringe Mengen
von RegA und eine Serie von C-terminal verkiirzten Fragmenten gewonnen, die auf
unvollstindige Translation von regA zuriickgefiihrt wurden. Gegen RegA/1 und gegen die
Mischung von verkiirzten RegA-Fragmenten wurden spezifische Antikorper hergestellt
und gereinigt. Diese waren geniigend empfindlich, um rekombinantes RegA und das
RegA-Protein in Uberexpressions-Stimmen, nicht aber im WT-Volvox-Stamm HK10, zu

detektieren.

3. Der 12,5 kb-Genlocus von regA4 enthélt acht Exons, sieben Introns, eine 940 bp 5’NTR und
eine langere 3’NTR mit PolyA-Signal. Das regA-Transkript ist 6725 nt lang und kodiert
fiir ein 1049-Reste RegA-Protein. Vier nicht-kodierende Exons in der 5’NTR enthalten
acht ATG-Tripletts (ATG1-ATGS8); mit ATGY9 am Ende des Exons 5 beginnt der offene
Leserahmen von reg4 (regA ORF). Die Bedeutung der ATG-Tripletts fiir die Translation
des regA-Transkripts wurde mittels Komplementation mit ATG nach TGG-Mutationen im
Volvox-Stamm 153-68 getestet, der ein defektes regA-Gen (regAA) enthélt. Der Erfolg
eines Komplementations-Experiments wurde durch Wechsel von der regenerator- (Reg’)

zur WT-Morphologie festgestellt. Aus diesen Analysen resultierten folgende Ergebnisse:

(a) ATGY oder ATG10 konnen als Translationsstart fiir funktionelles RegA dienen;
das um 33 AS-Reste verkiirzte Protein (ATG10 Start) komplementiert allerdings
nicht so effizient wie die langere Variante (ATG9 Start).

(b) Gezielte Substitutionen von ATGI bis ATG7 durch TGG resultierten alle in
reduzierten Komplementationsraten von 22 % bis 78 % der WT-Kontrolle.
Gravierende Effekte zeigten aber nur die ATGI1- (22 %) und ATG2-Mutationen
(35 %).
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(c) ATG2 ist durch eine nahezu optimale Kozak-Sequenzumgebung als
Translationsstart ausgezeichnet (gefolgt von ATG10). Downstream von ATG2 folgt
ein offener Leserahmen (ORF2, 142 AS-Reste). Tatsdchlich resultiert die Einflihrung
von zwei nonsense Codons (Doppelstopp) in einer weiteren Reduktion der
Komplementationsrate auf 13 % und die beiden einzigen positven Kolonien werden
durch einen Mischphinotyp zwischen WT und Reg” (M-Reg) gekennzeichnet. Das

weist ORF2 eine besondere Bedeutung in der regA-Translationskontrolle zu.

(d) Tatsdchlich wurde ein sekundires 730bp-Transkript (< 10 % des reg4-Transkripts)
identifiziert, das an einem PolyA-Signal (Exon 4) mit Polyadenylierungsstelle
(Exon 5) endet. Interessanterweise enthdlt dieses Transkript (anders als das regA-
Transkript) das Intron 2, wihrend Intron 1, Intron 3 und Intron 4 herausgespleilit
werden. Dadurch endet der kodierende Bereich von orf2 bereits bei einem Stopp im
Intron 2 nach 95 Codons. Ein Orf2-Protein wurde — auch nach Markierung mit einem

(HA)s-Epitop - nicht detektiert.

(¢) Im Vergleich mit den Sequenzen aus drei V. carteri-Vertretern (V. carteri f.
nagariensis Poona; V. carteri f. kawasakiensis und V. carteri f. weismannia) weist
die ORF2-Region eine erstaunliche Konservierung der DNA-Sequenzen zwischen
98 % und 82 % auf. Dies ist ein starkes Indiz fiir die Signifikanz der
Nukleotidsequenzen von DNA und RNA dieser Region (und nicht der eines
potentiellen Translationsprodukts). Eine computergestiitzte Analyse ergab eine
komplexe Haarnadelstruktur in diesem Bereich, wie sie in einigen anderen Systemen
beim ribosome shunting auftritt. Die Kontrolle der konservierten ORF2-Sequenz
tiber die reg4-Translation wird daher modellhaft durch dieses Regulationsmodell am

besten erklart.
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8. Anhang

8.1

thp-Sequenzen

8.1.1 Genomische thp-Sequenz

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

tctagaggtg
ttacaaacaa
tctgcggtat
agcatcaacc
gatgcagaac
tggaattgtt
gactgtactc
cagccaaatt
aaccccgcag
tggtctggcc
tggcgtcaac
atgttgaagc
tggctactgt
acgctgagta
gcggggggtce
ccgtcattat
tggtaagtct
catggctggg
ctggagcgaa
agcccagcegt
atgaagtcgt
tctgtccagt
atctcacgat
tgggcccttg
gaagtctgtt
caaccaaaat
ttttaacatg
ggcttccecgg
aagttcccta
aatggcggga
acacgtaggt
ccgctatcct
cgtcctgcectt
atctatcgga
ctgacgggta
gtacaataga
gcgctgggtce
cccgtagatt
caactggcgc
ggaggcacct
gtcttttatt
tttcgcttgce
cgctacgaga
ggagacgcag
ccacctgceccc
cagcagcccce

gcggcagcgg

cactatttga
cccacagccg
agccacaata
tgagcgaagc
ccgtaaattg
cgttttcttt
ctccatcaag
gaagcccagc
ccttctctgg
cattgcataa
tagcaccgac
tgagatggcc
gaatctgggc
taatcccaag
tcgaacgttg
gcgtattaga
cacgagattc
tctgaacacg
gagcgaggac
taacgcctgg
ccctttcaca
ggtccgctct
tgctcctcta
ccgcataagc
gaacctgttt
cctgcgagaa
cagtctgttc
ccacgttcaa
ttcgcttgga
taaggttcca
tgtgtttttt
cctgegtgtce
gcctcgcecgat
tgaagcagcc
agccecgggceg
gtagcgcctg
tgcaggaccg
cataaactta
tgatcaggac
tcgtgcatgt
gaatgatggg
atcaatgtca
tctaccaggc
ccttgcecggce
ggcaggccgg
aacaccatca
cggcggcaat

agtcaacgat
gaaagcaatc
attacttaaa
catcctgtta
agaagagtct
tcgcaagcgg
tgtggattgc
agtaggcctg
gccaggccag
agtgtttctt
ccagcacctc
gcacatgtat
acaaagctag
gtaggcttcg
caaattcacc
gagccaaaga
atggacagtc
gtccgctgta
gactcgagga
gtgtaccccg
cgaagggtgt
cattacattg
gatccagtgc
tcgctcggag
cgcttgtcta
gaattctcct
gtcttccget
ggagttcaaa
aggccttgcg
ggtcgccgcece
cgcacgctag
taggatggtt
gctggggcceg
caagatcgtg
atatactgtt
ttagtgctcc
actgcacatg
tgtggtgtgce
gttacccgcg
gttacagcac
tttgctttct
tgtgccgtgce
ctacatgaat
gctgccggcet
gcagccagat
gcagcagcaa
gatgatgccg

gtaagtcctc
gacaatccgce
ttgagcaaaa
cggcagcgtc
aagtgttttg
tgacttgcgc
ctgtatctcc
ttttgtgagc
ccttcttcaa
gcagttcatc
ctgttgcaac
ctggtattac
acttgaagga
agtagccttg
tatgtgtggt
cgaccgcact
ccacgccatg
caagtatgcc
cagcggccag
gttaaaaagc
attgtgctcg
ttgtcccgtg
tgtgctcgcc
ctgatgctgt
tcctgccgaa
gacgacaggc
ttgcagtacg
atccaaaata
tatgcgcaca
tgtgctgttg
tgggcgacac
cctagtcggg
cagtacgagc
ctgctcatct
ccacacgtgg
agggcagatg
caagtcggtg
acggggcgceg
gatcccagtg
agagttccgt
gattgcaacg
cacctgcccg
atctacccca
gcgaatctaa
ggatcggcgg
attccgcagce
ccgccgcecga

gtgaggataa
aatttgttga
taaactagta
aaatacggca
ataaggcaat
tgagagccac
gaatccaggt
tgcttttccg
caacatctta
tttaggcctc
gccaccattg
accacagctg
gattgctatg
tagtggtgtg
tgctttgcag
aatttttgcg
gacgtaaccc
cgtcacctgg
acgtgtgagt
ttcgtgcaaa
tctttagtga
ggtcgcaagg
agtccagctc
tgggatacct
ggatatgaag
aaaatggatg
ccaagatcgt
ttgtggggtc
gccttttecge
gtccgcgggce
gcagatgggg
gttatggagt
cggagctctt
ttgtgtcggg
atatatattt
aggtcctagg
aacggtagcg
gcgtggaggt
gcttaggaac
cgggtgcatc
gcaagaggca
ctttgatagg
cactgattca
tgccgccgcec
agcatatgga
cagtccagca
ccccttecagce

cccaaacgac
aggtagctga
ttagacaatt
tggttaaccc
taaggtatct
atctggcgcc
tgtcgtttta
cctactgagc
aacgttgaac
cgtgacaaaa
acagctgcaa
cagaacgtag
cacgcgcgca
aggggcagcea
cgtttcgccg
tccgggaaga
atgattcccg
caggtctgta
attcttttgg
gtgtcacgtt
atgacgtcag
cgcgatttat
caggacatca
gaggatgtca
gtgcacagtg
tcagacaata
gcaaaagctg
gtgtgacgtc
aagcgtgagt
ggacgcggac
tacctcgcat
cacctgccgce
tccggggcett
caaggtggtc
atgtgtatat
ccgggtgcga
gttccggcaa
cgtgccactg
ccgcgtatgce
cttgtgaggt
ttgccgatgce
cgctaagacg
gtacaagaaa
gcgtgcacta
acagcagcag
ccccgggtceg
agcaccgacg
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2821 ccgtccatga cgttacagga ccttcatgcc atgaacctgc caccgccgac accgctgcac
2881 cccaacctgc cgccgcccac gccccggcac cctggtcttg cgccgacacc cagtttggga
2941 caccatgtgt taccgccgcc ctctccgecgg cgataagttt agaagtgtgc actgggcgcg
3001 gcaggtgggg gctgctacga tcagttcggg tcaagcgcca gcgcggcagce ttcattagtce
3061 ctggcaagca acttggtggg tgacttggcc gtcctgatca gtgcagctgg agctgcgcgg
3121 gtctctcttt ggccacattg ctagggcttt ttatccgttg ttgtgcgcgt ttttagtcac
3181 gaaaggaatt gacagggagc ttttggaagc gtgcggcagg tgcatgtcct tgtagattat
3241 agggccacag ggtagctagg caaaagatct gtttccttcc caactccgcc tcaaaatggg
3301 ccttggtatg agcaaacgcg tttgcttttg ttgagtcctt gtgcgcaatt agggttaaag
3361 cagtcacgcc tcttggtgag cgcgttcagt cagggatgtc tcgaagttat acgggtgtcg
3421 gcctttgtcg ctagcagggt tgagtgctag tgaaggtggc ggcttggttt ctcgctggcet
3481 gctgcgtggce taggactgac tgtgggtagg caggctgcag gcatgtgcgc agccgggtgce
3541 gcgtaagcag gttgtcattt cgctagtctc gtccgcagtg cgggccgtac cagctgcatg
3601 tgtagtcagt tgggcgctgg acgagtactg ggcgcgattg cttggcggat ggtgtggggt
3661 ctacaccgcg atggtgccag tggtgtgcca tcccagcccg tgcaagattg ctgggatgtg
3721 ccaagctgcg catgcccatg cttagccggg tgggttagta atgggttggg tggtgatccc
3781 ttcttctttt ttggtcgttc aggaccaggc tgccctattt ctccctttct actgcagcect
3841 ggaaggaata tctttggatt cacgcagtct cggcgttggt ccctccagct aaggtgacgce
3901 ggggtttctg gcgttgcctg ccgtatttgg ctactcttge gttttgtccc cgttctaaga
3961 cgtcagatgt actcggcgtt gcttctaaac ttgtaagttt gtgggctctg gctgaagtcg
4021 tgaacgcggt aattgcaata cgtcagacat ttgcggtgat gctgtgacgt acggattagt
4081 gccacccgag ccgggggggce tgtaattcat tattttagg

8.1.2

121

241

361

481

601

721

841

1081

c¢DNA-Sequenz von thp

GTTTTCTTTTCGCAAGCGGTGACTTGCGCTGAGAGCCACATCTGGCGCCGACTGTACTCCTCCATCAAGTGTGGATTGCCTGTATCTCCGAATCCAGGTTGTCGTTTTACAGCCARAATTG

[,

AAGCCCAGCAGTAGGCCTGTTTTGTGAGCTGCTTTTCCGCCTACTGAGCAACCCCGCAGCCTTCTCTGGGCCAGGCCAGCCTTCTTCAACAACATCTTAAACGTTGAACTGGTCTGGCCC

[,

ATTGCATAARAGTGTTTCTTGCAGTTCATCTTTAGGCCTCCGTGACAAAATGGCGTCAACTAGCACCGACCCAGCACCTCCTGTTGCAACGCCACCATTGACAGCTGCAAATGTTGAAGCT

GAGATGGCCGCACATGTATCTGGTATTACACCACAGCTGCAGAACGTAGTGGCTACTGTGAATCTGGGCACARAGCTAGACTTGAAGGAGATTGCTATGCACGCGCGCAACGCTGAGTA

[

EMAAHV S G I TP OQULQNV VATV N LG T K L I A M HA RN A E Y -

AATCCCAAGCGTTTCGCCGCCGTCATTATGCGTATTAGAGAGCCAAAGACGACCGCACTAATTTTTGCGTCCGGGAAGATGGTCTGTACTGGAGCGAAGAGCGAGGACGACTCGAGGACA

N P K R F AAV I MRTIURE®PIEKTTA AZLTIU FASGI KMVCTGA AI K S EDUD S R T -

GCGGCCAGACGTTACGCCAAGATCGTGCAARARAGCTGGGCTTCCCGGCCACGTTCAAGGAGTTCAAAATCCARRATATTGTGGGGTCGTGTGACGTCARGTTCCCTATTCGCTTGGAAGGC

A A RRYAIZ K IV QKULGT FU?PATT FI KET FI KTIOQNTIUVG s C

CTTGCGTATGCGCACAGCCTTTTCGCAAGCTACGAGCCGGAGCTCTTTCCGGGGCTTATCTATCGGATGAAGCAGCCCAAGATCGTGCTGCTCATCTTTGTGTCGGGCAAGGTGGTCCTG

T G A K TR Y E I Y QA Y M NI Y P T L I Q Y K K G

CCGCCGCGTGCACTACCACCTGCCCGGCAGGCCGGGCAGCCAGATGGATCGGCGGAGCATATGGAACAGCAGCAGCAGCAGCCCCAACACCATCAGCAGCAGCAAATTCCGCAGCCAGTC

P P RAL P PARQAGO QU?PDGSAIEUHMEZ QOQOQOQOQ?POQHUHEOQOQOQQTI P Q P V =

CAGCACCCCGGGTCGGCGGCAGCGGCGGCGGCAATGATGATGCCGCCGCCGCCGACCCCTTCAGCAGCACCGACGCCGTCCATGACGTTACAGGACCTTCATGCCATGAACCTGCCACCG

Q H P GSAAAAAAMMM®PU®PU?PUPT?PSAA?PTU?PS MTILOQDILHAMMNTIL P P -

120

240

360

480

600

720

840

960

1080

1200
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1201

1321

1441

1561

1681

1801

1921

2041

2161

2281

CCGACACCGCTGCACCCCAACCTGCCGCCGCCCACGCCCCGGCACCCTGGTCTTGCGCCGACACCCAGTTTGGGACACCATGTGTTACCGCCGCCCTCTCCGCGGCGATAAGTTTAGAAG

p T P L H P NL PP PTUPIRUH®PGLAZPTU®PSLGHHV L PP P S P R R * V *

TGTGCACTGGGCGCGGCAGGTGGGGGCTGCTACGATCAGTTCGGGTCAAGCGCCAGCGCGGCAGCTTCATTAGTCCTGGCAAGCAACTTGGTGGGTGACTTGGCCGTCCTGATCAGTGCA

GCTGGAGCTGCGCGGGTCTCTCTTTGGCCACATTGCTAGGGCTTTTTATCCGTTGTTGTGCGCGTTTTTAGTCACGAAAGGAATTGACAGGGAGCTTTTGGAAGCGTGCGGCAGGTGCAT

————————— B B e T e e A e R

GTCCTTGTAGATTATAGGGCCACAGGGTAGCTAGGCAAAAGATCTGTTTCCTTCCCAACTCCGCCTCARAATGGGCCTTGGTATGAGCAAACGCGTTTGCTTTTGTTGAGTCCTTGTGCG

CAATTAGGGTTAAAGCAGTCACGCCTCTTGGTGAGCGCGTTCAGTCAGGGATGTCTCGAAGTTATACGGGTGTCGGCCTTTGTCGCTAGCAGGGTTGAGTGCTAGTGAAGGTGGCGGCTT

GGTTTCTCGCTGGCTGCTGCGTGGCTAGGACTGACTGTGGGTAGGCAGGCTGCAGGCATGTGCGCAGCCGGGTGCGCGTAAGCAGGTTGTCATTTCGCTAGTCTCGTCCGCAGTGCGGGC

CGTACCAGCTGCATGTGTAGTCAGTTGGGCGCTGGACGAGTACTGGGCGCGATTGCTTGGCGGATGGTGTGGGGTCTACACCGCGATGGTGCCAGTGGTGTGCCATCCCAGCCCGTGCAA

GATTGCTGGGATGTGCCAAGCTGCGCATGCCCATGCTTAGCCGGGTGGGTTAGTAATGGGTTGGGTGGTGATCCCTTCTTCTTTTTTGGTCGTTCAGGACCAGGCTGCCCTATTTCTCCC

TTTCTACTGCAGCCTGGAAGGAATATCTTTGGATTCACGCAGTCTCGGCGTTGGTCCCTCCAGCTAAGGTGACGCGGGGTTTCTGGCGTTGCCTGCCGTATTTGGCTACTCTTGCGTTTT

————————— B e e e e e e e

GTCCCCGTTCTAAGACGTCAGATGTACTCGGCGTTGCTTCTAAACTTGTAAGTTTGTGGGCTCTGGAAARAAAAARAAAAAAAA

2363

1320

1440

1560

1680

1800

1920

2040

2160

2280
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8.1.3 Multiple alignment von TBP-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Volvox_carteri
Chlamydomonas_reinhardeii
Homo_sapiens
Mus_musculus
Henopus_laevis
Mesocricetus_suratus
Gallus_gallus
Ephydatia_fluviatilis
Spodoptera frugiperds
Boubyx_mori
Lytechinus_varisgatus
Hemicentrotus_pulcherrimas
Caenorhahditis_elegans
Acanthamoeha castellanii
Drosophila melanogaster
Dictyostelium discoideun
Arabidopsis_thaliana
Triticum sestivum
Zea_mays

Glycine max
Mesenbryanthemun_crystallinum
Acetsbularia clifronii
Emericella nidulans
Saccharomyees cerewisiae
Schizosaccharomyces_pombe
Encephalitozoon cuniculi
Pyrocooous_furiosus

Volvox_carveri
Chlanydomonas_reinhardeii
Howo_sapiens

Mus_nusculus
Henopus_laevis
Mesocricetus_auratus
Callus_gsllus
Bphydatis_fluviatilis
Spodoptera_frugiperda
Bowbyx_mori
Lytechinus_variegatus
Hemicentrotus_pulcherrimus
Caenorhabditis_slegans
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Abb. 54. Multiple alignment von TBP-Proteinsequenzen verschiedener Spezies. Es wurde mit
dem Programm PILEUP (GCG) erstellt. Positionen, die bei mehr als 95 % der Spezies identisch sind,
wurden schwarz hinterlegt, die mehr als 50% identisch sind dunkelgrau und die mehr als 10 %
identisch sind hellgrau. AufRer die Sequenz von V. carteri, die in dieser Arbeit gewonnen wurde, und
die von C. reinhardtii, die aus dem C. reinhardtii Genomprojekt (JGI, Walnut Creek, CA, USA) stammt,
wurden alle Sequenzen aus der GenBank-Datenbank isoliert. Dieser Sequenzvergleich diente zur
Generierung degenerierter Primer (4.1.1) und zur Erstellung eines Dendrogramms (Abb. 48).
Nachfolgend die Liste der Spezies mit der Angabe der GenBank Accession No.:

Volvox carteri AY787798 Drosophila melanogaster P20227
Homo sapiens P20226 Dictyostelium discoideum P26355
Mus musculus AAH50136 Arabidopsis thaliana P28147
Xenopus laevis 151648 Triticum aestivum CAA42531
Mesocricetus auratus P53360 Zea mays CAAB2224
Gallus gallus 013270 Glycine max AAA91948
Ephydatia fluviatilis BAB78514 Mesembryanthemum crystallinum P48511
Spodoptera frugiperda P53361 Acetabularia cliftonii CAA82267
Bombyx mori 045211 Emericella nidulans AAB57876
Lytechinus variegatus AAC35362 Saccharomyces cerevisiae P13393
Hemicentrotus pulcherrimus ABQO74420 Schizosaccharomyces pombe P17871
Caenorhabditis elegans P32085 Encephalitozoon cuniculi NP584829

Acanthamoeba castellanii CAA44843 Pyrococcus furiosus P62001
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Verteilung der iiberdurchschnittlich haufig repriasentierten Codons

8.2

A4-Gen

im reg

Im regA-Gen von V. carteri werden einige Codons deutlich hdufiger kodiert als in 7. ni-

Genen. Dies kann zum Abbruch der Translation oder zu Rasterverschiebungen fiihren (Kane,

1995; Novy et al.,, 2001). Nachfolgend sind Proline (CCG-Codon) rot, alle Glutamine

(Codons CAAund CAG) griin im RegA-Protein markiert.
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8.3 orf2-Gen

8.3.1 Auswertung der Dotblot-Analyse mittels Optiquant

In Tab. 20 sind die Orginal-Daten der Dotblot-Analyse (Abb. 43), die mit dem Programm

Optiquant erhalten wurden, gezeigt.

Tab. 20. Intensitédten der Dotblot-Analyse.

HK10 A2-12 TReg2 TReg4 TMReg9 TMRegl3

regA (NetDLU/mm?)

164.202,4

3.814.728,6

343.892,6

170.867,8

120.098,9

197.052,5

orf2 (NetDLU/mm?)

122.984,1

3.218.692,9

294.283,5

155.373,1

69.392,4

140.054,2

Aktin (NetDLU/mm?)

198.261,4

148.662,8

151.352,0

85.722,6

53.048,7

88.193,9

8.3.2 orf2-cDNA-Sequenz

ATGGCGTATCCTTGCTACCTTGAAATTTGCTGCTGGAACTGGAACAACGTGGAGTATTGCGCAGTTCAAAGGCAGGCGCTTACCACTCAGCAATGCTCAAGAAGAATTCCTGAAGTTCCA

M A Y P C Y L E I C CWNWNNVEY CAV QROQATLTTOQOQOQT CSRIRTI P E V P

CACAAAAATTGCAGCCTTGCTTGCGTTCTTCTGTGGGAAGCATTTTCTTGGTGGGCGACGTGCCAGCAACGCCCACCACCCCCGTCAGAGTCCTCTGGAGTCCATTTCCCGTCCTTATGC

121 240

L W EAVF S WWATTCOQOQUR P P P P S E S5 8

CATAAAAATTTAGAGAATCATTTAAAACAAATTTTTAAGGTAGGCTGAGGAGACCGCGATCGCATGATAGAAGCACGTACGCCAACGAACAACAGTCGCTGTGGCATTTGCCTTGCAGTC

B B s e e e e e Rttt Fommmmm tommm Fommmm + 360

L K Q I F K V G *
AGATTCTTCAATTATTTACAGGATAATTCTTTTGGTACTACTGATATACACGACAGTGCAGCAGAACTTTCACTACGGGAGGAGCAGGGCARATGTCGGCGTCCCGATGGGCACCACTTG

361 —-—------ Fommm Fomm Fmm Fomm e Fmm Fommm Fomm Fommmm Fomm Fommmm Fomm + 480

TCCAGATAACTTCCTGCATACAACTTAGTTATAACGACATTTGACGAGATTTCGTCACCTCACTGTGGATAACCACAGTTGGAGCCTTAGTGACGTTCCTCCTGCTCTGGTCTCCGTCGG

481 ————m--—- .

600

CCGGCGTTATGGCAAAGCCCTCTTGTTGAAGCATACACGTTGCGCGTAACGTTTTCCTCTCCAAAATCTTGAACGATCTTCCAAGGACCTGCCTAGTACTCCGACARACCTATGTAACGA

GGAAGAGGAG
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8.3.3 Auswertung der Nothern-Analyse mittels Optiquant

In Tab. 21 sind die Orginal-Daten der Northern-Analyse (Abb. 45), die mit dem Programm

Optiquant erhalten wurden, gezeigt.

Tab. 21. Intensitaten der regA-Banden in der Nothern-Analyse.

A2-12 (2,7 pg) | HKI0 (8,9 pg)
regA (Net DLU/mm’) 2.021.3273 160.098,7
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