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1 Zusammenfassung 

Die Grünalge Volvox carteri besteht aus nur zwei Zelltypen, die unterschiedliche 

Funktionen besitzen. Die klare Arbeitsteilung zwischen den Gonidien, die für die 

Reproduktion verantwortlich sind, und den für Bewegung spezialisierten 

Somazellen macht diese Alge zu einem interessanten Modellorganismus für die 

Untersuchung der Zelldifferenzierung. Die Aufklärung der Unterschiede zwischen 

diesen beiden Zelltypen bezüglich der Genexpression kann wichtige Auskünfte 

über die Funktionsweise der Zelldifferenzierung liefern. Durch die Verwendung 

von Real Time RT-PCR-Analysen wurde die Expression einer Gruppe von 39 

Genen aus 170 bioinformatisch analysierten cDNA-Sequenzen in beiden Zelltypen 

gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass 16 dieser Gene signifikant stärker in 

Somazellen exprimiert werden, während weitere zehn Gene eine höhere 

Expression in Gonidien aufweisen. Der Zusammenhang zwischen der 

zelltypspezifischen Lokalisation von Soma-spezifischen Genen und ihrer Funktion 

wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert und diskutiert. Unter den in Somazellen 

exprimierten Genen befand sich ein Retinoblastoma-ähnliches Gen (RBR1). Die 

Untersuchungen, die im weiblichen Stamm Eve10 durchgeführt wurden, konnten 

zeigen, dass dieses Gen während der Embryogenese hoch exprimiert wird. RBR1 

wird in Volvox posttranskriptionell (durch differenzielles Spleißen) und 

posttranslationell (Phosphorylierung durch CDK-Cykline) reguliert. Die genauere 

Analyse von RBR1 hinsichtlich der Expression in den beiden Zelltypen zu 

verschiedenen Zeitpunkten der Embryogenese konnte zeigen, dass dieses Gen in 

allen untersuchten Stadien stärker in den Somazellen als in Gonidien exprimiert 

wird. Das könnte ein Hinweis darauf sein, dass RBR1 nicht nur an der 

Embryogenese sondern auch an der Seneszenz der Somazellen beteiligt sein 

könnte. Im Vergleich zum asexuellen Lebenszyklus wird RBR1 im sexuellen 

Lebenszyklus deutlich stärker exprimiert, was auf dessen Rolle bei der sexuellen 

Entwicklung in Volvox hinweist. Daraufhin wurde vergeblich mit verschiedenen 

PCR-Ansätze (mit normalen und degenerierten Oligos) und Southern-Blot-

Analyse nach RBR1 in Männchen gesucht. Deshalb wurden als nächstes die 

Männchen (Volvox-Stamm 281-1) mit RBR1 von Weibchen transformiert, was zur 

Zunahme der Zellgröße bei den Somazellen, Gonidien und Spermienpaketen 

führte. Die Abwesenheit von RBR1 in Männchen einerseits und die Funktionalität 
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des RBR1 von Weibchen in Männchen anderseits deutet darauf hin, dass 

vermutlich ein funktionell analoges Gen zu RBR1 in Männchen vorhanden ist, das 

jedoch an die neuen geschlechtlichen Anforderungen angepasst wurde. Die höhere 

Expression des RBR1 während der Embryogenese in Volvox zusammen mit der 

Beobachtung der Zellgrößenveränderung bei den Transformanten lässt vermuten, 

dass RBR1 an der Bestimmung der Zellgröße während der Zellteilung beteiligt ist. 

Die Messung der Zellgröße ist für die zeitliche Lokalisation der asymmetrischen 

Zellteilung im sexuellen und asexuellen Lebenszyklus von Volvox und ist darüber 

hinaus für die Bestimmung des Schicksals der Zellen nach der asymmetrischen 

Zellteilung (ob sie sich zu Gonidien oder zu Somazellen entwickeln) sehr 

bedeutend. 

Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Channelrhodopsine (CHR1 und 

CHR2) identifiziert und charakterisiert. Diese beiden Channelrhodopsine von 

Volvox zeigen Homologie zu den bekannten Bakteriorhodopsinen, die sich durch 

eine Ionen-Kanal-Aktivität auszeichnen. Die Real Time RT-PCR-Analyse zeigte, 

dass CHR1 und CHR2 fast ausschließlich in Somazellen exprimiert werden. Die 

Expression beider Gene ist während der Embryogenese, wenn die 

Zelldifferenzierung beginnt, sehr hoch und reagiert auf Umgebungsfaktoren wie 

Temperatur und Licht. Die Daten zeigen, dass CHR1 und CHR2 neben der 

Beteiligung bei den lichtinduzierten Reaktionen in Volvox, auch bei der 

Zelldifferenzierung eine zusätzliche Rolle spielen.  

In den zwei Zelltypen von Volvox wird die Photosynthese auf verschiedene Art 

und Weise reguliert. Bezüglich der Zelltyp-spezifischen Regulation der 

Photosynthese in Gonidien und Somazellen, wurde das NAB1-Gen (nucleic acid 

binding) in Rahmen dieser Arbeit charakterisiert. Die zwei Spleißvarianten dieses 

Gens zeigen eine Zelltyp-spezifische Expression. Die erste Spleißvariante ist 

Gonidien-spezifisch und die zweite Spleißvariante ist Soma-spezifisch. Die 

Aminosäuresequenz von NAB1 zeigt, dass dieses Gen zwei RNA-Bindedomänen 

(CSD und RRM) besitzt. Weiterhin konnte durch die Identifizierung der 14 

LHCBM-Gene in Volvox gezeigt werden, dass sie in ihrer mRNA eine CSD-

Konsensussequenz besitzen, die als Bindungsstelle der CSD-Domäne des NAB1 

dient. Die Expression der LHCBM-Gene wird vermutlich durch zwei 

zellspezifische NAB1-Spleißvarianten in beiden Zelltypen unterschiedlich 

kontrolliert. 
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2 Einleitung 

2.1 Volvox carteri als Modellorganismus für die 

Zelldifferenzierung 

2.1.1 Die Grünalge Volvox carteri 

Volvox carteri entstammt der Familie Volvocaceae und dient als 

Modellorganismus für Phototaxis, Physiologie, Genetik und Molekularbiologie 

(Oltmanns 1892; Holmes 1903; Starr 1970; Kirk 1997). Diese kugelförmige 

Grünalge besteht nur aus zwei Zelltypen, den somatischen sowie den 

reproduktiven Zellen (Gonidien). Neben der 2000-3000 kleineren Somazellen 

besitzt ein Volvox-Sphäroid ~16 große Gonidien (Starr, 1969, 1970), die durch 

Teilung neue Tochterkolonien bilden können. Die Gonidien sind innerhalb des 

Sphäroides in der extrazellulären Matrix (ECM) lokalisiert und haben keinen 

direkten Kontakt zum Umgebungsmedium. Die Somazellen, die sich dagegen an 

der Oberfläche des Sphäroides befinden, sind unter anderem für die Phototaxis und 

Chemotaxis verantwortlich (Kirk 1997; Hoops 1993).  

Volvox carteri vermehrt sich normalerweise asexuell. Der asexuelle Lebenszyklus 

dauert unter Laborbedingungen 48 Stunden bei einem 16 h Licht / 8 h Dunkel-

Rhythmus. In Abbildung 2-1 ist der asexuelle Lebenszyklus von Volvox 

dargestellt. Jedes Gonidium teilt sich zunächst fünf Mal symmetrisch, wobei 32 

gleich große Zellen entstehen. 16 dieser Zellen teilen sich bei der sechsten Runde 

asymmetrisch und bilden Große und kleine Teilungsprodukte. Der Zeitpunkt der 

asymmetrischen Teilung ist für die Zelldifferenzierung sehr bedeutend (Kirk 

1997). Die Untersuchungen zeigen, dass die Unterschiede in der Zellgröße und 

nicht in der Zusammensetzung des Cytoplasmas das Schicksal der Zellen 

bestimmen (Kirk et al. 1993; Kirk 1997). Die großen Zellen entwickeln sich im 

weiteren Verlauf des Lebenszyklus zu Gonidien, die kleineren zu somatischen 

Zellen. Die Gonidien teilen sich zwei oder drei weitere Male asymmetrisch und 

bilden weitere somatische Zellen. Die Somazellen hingegen teilen sich elf- bis 

zwölfmal symmetrisch weiter (Kirk 1997). Am Ende der Zellteilungen liegen die 

Gonidien an der Außenseite des Embryos, während die Basalkörper der 

Flagellenanlagen nach innen der Hohlkugel gerichtet sind. Im Rahmen der so 
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genannten Inversion stülpt sich die Alge komplett um, wodurch die Gonidien 

daraufhin im Inneren des Sphäroides und die Somazellen mit dem nach außen 

gerichteten Flagellen auf der Oberfläche des Sphäroides lokalisiert sind, also die 

Zellen im Embryo die gleiche Anordnung wie in der Mutterkolonie besitzen 

(Viamontes und Kirk 1977; Viamontes et al. 1979; Hallmann 2006a). Am Ende 

der Embryogenese sind die Zellen noch mit der Plasmamembran verbunden und 

der Embryo beinhaltet keine ECM. Nach der Inversion beginnt eine lange 

Wachstumsphase, in welcher die ECM synthetisiert wird. Am Ende des 

Lebenszyklus macht die ECM 95% des gesamten Volumens aus (Sumper und 

Hallmann 1998; Hallmann 2003). 30-36 Stunden nach Beginn der Zellteilung 

schlüpfen die Tochterkolonien aus der Mutterkolonie. Die Tochterkolonien 

wachsen weiter und beginnen ca. zehn Stunden nach ihrer Freisetzung aus der 

Mutterkolonie mit der Zellteilung. Der asexuelle Lebenszyklus ist in Volvox bei 

weiblichen und männlichen Individuen identisch. Die beiden Geschlechter sind in 

diesem Lebenszyklus nicht voneinander unterscheidbar. Im Gegensatz dazu ist das 

Teilungsprogramm in der sexuellen Entwicklung anders als in der asexuellen 

Entwicklung. 

Der Zeitpunkt der asymmetrischen Zellteilung ist für die sexuelle Differenzierung 

in Volvox sehr wichtig. Unter extremen Bedingungen wie z.B. Trockenheit oder 

Stress schaltet der Organismus allerdings in den sexuellen Lebenszyklus um und 

bildet widerstandsfähige Zygoten, die in der Lage sind diese extremen 

Bedingungen zu überleben (Hallmann et al, 1998; Hallmann 2003). Der sexuelle 

Lebenszyklus wird durch ein 32 kD Glykoprotein (Sex-Induktor) eingeleitet, das 

schon ab einer Konzentration von 10-16 M aktiv ist (Starr und Jaenicke 1974; 

Tschochner et al. 1987; Mages et al. 1988). Dieses Glykoprotein wird in Spermien 

während des sexuellen Lebenszyklus oder in Somazellen der asexuellen Algen 

nach Hitzeschock produziert (Starr und Jaenicke 1974; Kirk und Kirk 1986). Im 

sexuellen Lebenszyklus findet die asymmetrische Zellteilung bei Weibchen im 

Vergleich zu dem asexuellen Lebenszyklus um eine Runde verzögert, also erst in 

der siebten Runde, statt, was zur Bildung von 32 Eizellen und ~2000-3000 

Somazellen führt. Im sexuellen Lebenszyklus der Männchen findet die 

asymmetrische Zellteilung erst in der achten Runde statt, infolgedessen dann 128 

Spermienpakete und 128 Somazellen gebildet werden. Jedes Spermienpaket 

beinhaltet 64 oder 128 Spermien (Hallmann et al. 1998). Die Spermienpakete 
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besitzen wie Somazellen zwei Flagellen und schwimmen nach der Freisetzung im 

Medium. Nach dem Kontakt mit einem weiblichen Sphäroid im sexuellen 

Lebenszyklus werden die Eizellen durch Spermien befruchtet. Dadurch gebildete 

Zygoten können in den extremen Umweltbedingungen wie z.B. Kälte und Hitze 

überleben (Hallmann 2003). Da Volvox sich als Modellorganismus für die 

Aufklärung der Zelldifferenzierung eignet und seit den 70er Jahren intensive 

genetisch und molekularbiologisch untersucht wird (Kirk 1988), ist die Suche 

nach neuen Zelltyp-spezifischen Genen und Untersuchung ihrer Rolle bei der 

Zelldifferenzierung von enormer Bedeutung. Im folgenden Kapitel soll ein 

Einblick in die Zelltyp-spezifische Genexpression in Volvox gegeben werden.  

 

Abbildung 2-1: Darstellung des asexuellen Lebenszyklus von Volvox (Kirk 1997). 
Die Dauer des asexuellen Lebenszyklus von Volvox beträgt 48 Stunden bei einem 16 h Licht / 8 h 
Dunkel-Rhythmus. Die Zellteilung beginnt in der Lichtphase und dauert ~ 6 Stunden. Die etwa 45 
minütige Inversion beginnt daran anschließend (Hallmann 2006a). Nach der Inversion wachsen die 
Tochterkolonien innerhalb der Mutterkolonie und werden am Schluss freigesetzt.  
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2.1.2 Differenzielle Genexpression in Volvox 

Um die genetischen Hintergründe der Zelldifferenzierung zu untersuchen bildet 

ein einfacher Mikroorganismus wie Volvox enorme Vorteile. Im Gegensatz zu 

höheren Organismen wie z.B. Arabidopsis oder Drosophila, besitzt Volvox nur 

zwei Zelltypen mit einer klaren Arbeitsteilung. Während die für die Bewegung 

spezialisierten Somazellen nach zwei bis drei Tagen anhand einer programmierten 

Seneszenz sterben, teilen sich die Gonidien weiter, um neue Tochterkolonien zu 

bilden (Pommerville und Kochert 1981, 1982; Kirk 1997). Die beiden Zelltypen 

unterscheiden sich in ihrer Größe. Die Gonidien haben einen Durchmesser von ~ 

55 µm, wohingegen der Durchmesser der Somazellen ~7 µm beträgt. Durch diesen 

Größenunterschied können die beider Zelltypen anhand mechanischer Methoden 

im Labor relativ einfach voneinander getrennt werden (Kirk et al. 1993; Tam und 

Kirk 1991). Diese Trennung erlaubt die Untersuchung Zelltyp-spezifischer 

Expression verschiedener Gene, was wertvolle Kenntnisse über die mögliche 

Funktion der jeweiligen Gene liefern kann.  

Die ersten Studien über die Zelltyp-spezifische Genexpression in Volvox zeigten, 

dass eine Gruppe von Genen in beiden Zelltypen unterschiedlich exprimiert wird 

(Tam und Kirk 1991; Tam et al. 1991). Die Expressionsanalyse von 31 Genen in 

Somazellen und Gonidien zu verschiedenen Zeitpunkten des asexuellen 

Lebenszyklus von Volvox zeigte, dass 19 dieser Gene, wie z.B. G167 und G1, 

überwiegend in Gonidien und 13 dieser Gene, wie z.B. S1 und S4 stärker in 

Somazellen exprimiert werden (Tam und Kirk 1991). Weitere Untersuchungen 

konnten zeigen, dass die meisten der Gonidien-spezifischen Gene an der 

Photosynthese beteiligt sind (Choi et al. 1996; Meissner et al. 1999). Die genauere 

Expressionsanalyse der Soma-spezifischen Gene lässt vermuten, dass manche 

dieser Gene an der früheren und die anderen an der späteren Entwicklung der 

Somazellen beteiligt sind (Tam et al. 1991).  

Obwohl die Ermittlung weiterer Zelltyp-spezifischer Gene in Volvox große 

Bedeutung hätte, konnten bislang nur wenige Untersuchungen dieser Art 

durchgeführt werden. Gegenwärtig sind die Untersuchungen, die gleichzeitig eine 

große Zahl der Gene auf ihre Zelltyp-spezifische Expression überprüfen, 

wünschenswert. Die Untersuchung der Genexpression in Volvox während des 

Lebenszyklus oder in zwei verschiedenen Zelltypen wurde bislang nur mit 
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Methoden wie Northern Blot oder in situ Hybridisierung durchgeführt (Tam und 

Kirk 1991; Tam et al. 1991). Diese Methoden weisen jedoch einige Nachteile auf, 

die sie für den Einsatz in der globalen Expressionsanalyse ungeeignet machen. 

Solche Großansätze benötigen neue Verfahren, die einfach, schnell, sensitiv, 

genau, spezifisch und kostengünstig sind. Zurzeit werden hauptsächlich zwei 

Methoden für die Untersuchung einer großen Anzahl von Genen eingesetzt, 

nämlich die Analyse mittels Microarrays und Real Time RT-PCR (Schena et al. 

1995; Giulietti et al. 2001; Mocellin et al. 2003). Obwohl bei Microarrays-

Analysen wesentlich größere Mengen an Daten bearbeitet werden können, ist die 

Durchführung sehr kostspielig und Informationen zum kompletten Genom oder 

cDNA Daten müssen verfügbar sein (Durinck 2008). Zudem müssen die 

Ergebnisse der Microarrays-Analysen bezüglich der Expressionsanalysen 

anschließend mit präziseren Methoden wie der Real Time RT-PCR bestätigt 

werden. Die quantitative Real Time RT-PCR ist von daher eine Methode, die allen 

Anforderungen gerecht werden kann, welche an ein Schnellverfahren gestellt 

werden. Diese Methode wird deswegen sehr häufig zur Untersuchung der 

differenziellen Genexpression in verschiedenen Organismen eingesetzt (Schenk et 

al. 2003; Shi et al. 2003; Lee et al. 2008; Zhou et al. 2008). Durch die Anwendung 

dieser Methode zur quantitativen Analyse der Genexpression in Volvox kann der 

Zusammenhang zwischen der differenziellen Genexpression und der Funktion 

bestimmter Gene bezüglich der Zelldifferenzierung analysiert und erforscht 

werden. Der erste Teil dieser Arbeit (Nematollahi et al. 2006) beschäftigt sich mit 

der bioinformatischen Analyse und Charakterisierung eines Sets von 

verschiedenen Gen-Kategorien. Darauf folgend soll die Expression dieser Gene 

mittels Real Time RT-PCR-Verfahren in den Somazellen und in den Gonidien 

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

Volvox 

2.2.1 Retinoblastoma-Protein 

Die Regulation der Zellteilung gehört zu den komplexesten Prozessen der Natur, 

bei der die Bestimmung der Zellgröße, die Zahl der Zellteilungen und die 

Reparatur genetischer Defekte während der Zellteilung in Vordergrund stehen 

(Stals und Inzé 2001). Das Retinoblastoma-Gen, das als erstes bei den Menschen 

entdeckt wurde und dessen Defekt als Ursache für verschiedene Krebsarten gilt, 

kodiert für das Retinablastoma-Protein (RB), das einer der Hauptregulatoren der 

Zellteilung ist (Lee et al. 1987; Fung et al. 1987; Friend et al. 1986; Weinberg 

1995). Das Retinablastoma-Protein ist ein im Kern lokalisiertes Phosphoprotein, 

das die Expression mancher Gene verhindert, die für den Übergang der Zelle von 

G1- in die S-Phase nötig sind (Weinberg et al. 1995). Dies geschieht durch die 

Bindung des RB-Proteins an E2F-Transkriptionsfaktoren, wodurch deren Funktion 

unterdrückt wird (Hiebert et al. 1992; Flemington et al. 1993; Nevins 1998; Dyson 

1998). Die letzteren sind für den Übergang der Zelle von der G1- in die S-Phase 

entscheidend, da sie die Expression von Genen, die an der Zellteilung, DNA-

Synthese und Replikation beteiligt sind, kontrollieren (Menges et al. 2002; Ren et 

al. 2002). Neben den E2F-Transkriptionsfaktoren gibt es weitere RB-

Interaktionspartner wie z.B. DP1 und DP2 (Trimarchi und Lees 2002). E2F- und 

DP-Proteine binden gemeinsam an E2F-Bindungsstellen, was zur Stabilität der 

Anbindung beiträgt (Dyson 1998). Außer einer direkten Bindung an E2F-

Transkriptionsfaktoren und der darauf folgenden Runterregulation der 

Genexpression können bestimmte Chromatin-remodellierende Faktoren wie DNA-

Methyltransferase (DNMT), Histon-Deacetylase (HDAC) und Histon-

Methyltransferase (HMTase) durch Interaktion mit dem RB-E2F-Komplex die 

Transkription der Gene blockieren (Abbildung 2-2; Robertson et al. 2000; Ferreira 

et al. 2001; Nicolas et al. 2001; Steele-Perkins et al. 2001; Dunaief et al. 1994; 

Morris und Dyson 2001).  
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Abbildung 2-2: Unterdrückung der Genexpression durch RB während der G1-Phase. 
Durch direkte Bindung an den E2F-DP-Komplex wird die transkriptionelle Aktivität von E2F 
verhindert und die Genexpression reprimiert (links). Darüber hinaus können die Chromatin-
remodellierende Faktoren (CRF) wiederum an den RB-E2F-DP-Komplex binden (rechts) und 
dadurch die Expression der Zielgene von E2F blockieren (verändert nach Harbour und Dean 2000). 

2.2.2 Struktur und Regulation des RB-Proteins 

Das RB-Protein besitzt drei verschiedene Regionen, den N-Terminus, einer 

Zentralregion mit zwei Domänen (A und B), die in allen bis jetzt identifizierten 

RB-Proteinen verschiedener Organismen konserviert ist, und einen C-Terminus 

(Durfee et al. 2000; Dick 2007). Die N- und C-Terminus des RB sind für die 

Aktivität des Proteins sehr wichtig. Außerdem werden diese beiden Regionen zum 

Teil als Bindungsstelle für Interaktionspartner des RB-Proteins vermutet (Durfee 

et al. 1994; Riley et al. 1997; Dick und Dyson 2003). Die essentielle Region für 

die Interaktion zwischen RB-Protein und anderen Proteinen liegt aber im Zentrum 

des Proteins. Die A- und B-Domänen sind notwendig für die Funktion des RB-

Proteins bzw. dessen Bindung an die interagierenden Proteine E2F, DP und 

andere. Die B-Domäne beinhaltet eine LxCxE-Bindungsstelle, die für die Bindung 

an den Proteinen wie z.B. E2F, die ein LxCxE-Motiv enthalten, verantwortlich ist 

(Dyson et al. 1989; Münger et al. 1989; Lee et al. 1998). Die Veränderung dieser 

Bindungsstelle durch Punktmutation oder die Blockierung durch Bindung viraler 

Proteine, wie z.B menschliches Papillomavirus E7 führen zur Inaktivierung des 

RB (Dick 2007).  

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

hypophosphorylierte RB kann an E2F binden und so dessen transkriptionelle 

Aktivität unterdrücken (Dyson 1998; Morris und Dyson 2001), d.h. das RB-
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Protein kann nur in hypophosphorilierter From an Interaktionspartner in der G1-

Phase binden. Mit dem Beginn der S-Phase wird RB durch Cyclin-abhängige 

Kinasen (CDKs) und deren Interaktionspartner (CyclinD, CyclinE und CyclinA) 

phosphoryliert und diese hyperphosphorylierte Form kann nun nicht mehr an E2F 

und andere an der Zellteilung beteiligte Proteine binden (Sherr 1996; Harbour und 

Dean 2000; Shen 2002). Die Inaktivierung des RB-Proteins führt zum Übergang 

der Zelle von der G1-Phase in die S-Phase, bevor die optimale Größe für die 

Teilung erreicht wird oder DNA-Schäden repariert werden (Lundberg und 

Weinberg 1998). Die Aktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) und 

deren Interaktionspartner wird durch Wachstumssignale reguliert (Mittnacht 

1998). Abbildung 2-3 zeigt verschiedene Formen des RB in G1- und S-Phase. 

 

Abbildung 2-3: Die Aktivität des RB-Proteins in hypodephosphorylierter und 
hyperphosphorylierter Form während der G1- und S-Phase. 
Während der G1-Phase ist RB hypophosphoryliert und bindet an den E2F-DP-Komplex. Dies 
verhindert die transkriptionelle Aktivität von E2F. Am Ende der G1-Phase und mit dem Beginn der 
S-Phase wird RB durch CDK-Cyclin-Komplexe phosphoryliert (hyperphosphorylierte Form). 
Durch diese Phosphorylierung trennt sich RB vom E2F-DP-Komplex. Nach diesem Schritt werden 
die Zielgene von E2F, die an Zellteilungsregulation, DNA-Synthese und Replikation beteiligt sind, 
exprimiert (Shen 2002). 
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2.2.3 RB-Proteine in Pflanzen und Algen 

Das Vorkommen von RB-Proteinen in Menschen und Tieren zusammen mit der 

Entdeckung ihrer Rolle in der Regulation der Zellteilung deutet darauf hin, dass 

diese Proteine eine zentrale Rolle in der Entwicklung der Organismen spielen. Auf 

der Suche nach RB-Proteinen in anderen Organismen berichteten Grafi et al. 

(1996) von dem ersten pflanzlichen RB-Protein in Mais. Die Ähnlichkeit zwischen 

diesem Protein und den RB-Proteinen der Säugetiere, die Interaktion mit viralen 

Proteinen und die Phosphorylierung durch eine S-Phase-Kinase weisen darauf hin, 

dass die Funktion der RB-Proteine in Pflanzen ähnlich zu der in Tieren ist (Grafi et 

al. 1996). Weitere Untersuchungen zeigten, dass pflanzliche und tierische RB-

Proteine hinsichtlich der Struktur, Regulation und Funktion Ähnlichkeiten 

besitzen. Die wichtigsten Bindungsdomänen (A- und B-Domäne) zuzüglich einer 

Leucin-reichen Region im N-Terminus der RB-Proteine, die vermutlich für die 

subzelluläre Lokalisation der RB-Proteine und auch ihre Interaktion mit den RB-

Partnern wie z.B. Cyclin-abhängige Kinasen (CDK) notwendig ist, sind während 

der Evolution konserviert geblieben (Sterner et al. 1995; Xie et al. 1996; Ach et al. 

1997; Durfee et al. 2000; Lendvai et al. 2007). Auch die Interaktionspartner sind 

zum großen Teil bei Pflanzen und Tieren gleich. Dazu gehören z.B. E2F, DP, 

Cykline, chromatingebundene und virale Proteine (Huntley et al. 1998; den Boer 

und Murray 2000; Rossi und Varotto 2002; Shen 2002). Die Aktivität des RB-

Proteins wird bei den Pflanzen wie bei den Tieren durch Cyclin-CDK Komplexe 

reguliert (Nakagami et al. 1999). Im Gegensatz zu Säugetieren, bei denen die 

Phosphorylierung des RB-Proteins durch CDK-Cyclin-D (CycD), CDK-Cyclin-E 

(CycE) und CDK-Cyclin-A (CycA) durchgeführt wird (Harbour und Dean 2000; 

Trimarchi und Lees 2002), wurden jedoch bei den Pflanzen bislang nur CycD und 

CycA identifiziert (Shen 2002). In Arabidopsis gibt es z.B. zehn CycD Homologe, 

die meist das LxCxE-Bindeelement besitzen (Vandepoele et al. 2002). Die 

Ähnlichkeit der pflanzlichen und tierischen RB-Proteine einerseits und das 

Vorhandensein konservierter Interaktionspartner wie z.B. E2F und Cycline 

anderseits sind ein zusätzlicher Hinweis für die Ähnlichkeit der Rolle der RB-

Proteine in den Pflanzen und Tieren. Der Zusammenhang zwischen zelltyp- und 

entwicklungsspezifischer Expression der RB-Proteine in Pflanzen und den 
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Entwicklungsprozessen wie z.B. Wurzelwachstum und Gametophyt konnte bereit 

nachgewiesen werden. Die Untersuchungen zeigen, dass eine kontinuierliche 

Expression des RB-Proteins für die Regulation des Ausgleichs zwischen der 

Differenzierung und der Erneuerung der Wurzelzellen in Arabidopsis notwendig 

ist. Darüber hinaus führen die Mutationen im Retinoblastoma-Gen von 

Arabidopsis zur Störungen bei dem Gametophyt (Ebel et al. 2004; Dinnery und 

Benfey 2005; Lendvai et al. 2007). 

Auch bei der Grünalge Chlamydomonas reindardtii wurde ein zu dem 

Retinoblastoma-Protein homologes Protein gefunden. Die Untersuchung 

bestimmter Mating Type Locus-Mutanten, deren Zellgröße im Vergleich zum 

Wildtyp kleiner war, zeigte, dass in diesen Mutanten das MAT3 Gen (homolog 

zum Retinoblastoma-Protein) ausgeschaltet war (Armbrust et al. 1995; Umen und 

Goodenough 2001). mat3 Mutanten teilen sich bevor die optimale Größe erreicht 

wird. Die Zahl der Zellteilungen während der S-Phase im Vergleich zum Wildtyp 

nimmt zu und die Zellen nach der Zellteilung sind ~25-35 % kleiner als die des 

Wildtyps (Umen und Goodenough 2001). Die Erhöhung der Zellteilungsanzahl in 

mat3 Mutanten liegt sehr wahrscheinlich daran, dass eine Überexpression an E2F- 

und DP-Proteinen vorliegt. Die Überexpression dieser Proteine führt nämlich zu 

zusätzlichen Zellteilungen in Arabidopsis (De Veylder et al. 2002). 

Obwohl bei Säugetieren ein RB-Defekt zur Abkürzung der G1-Phase und einem 

frühzeitigen Übergang zur S-Phase führen kann, ist die Dauer der G1-Phase in 

mat3 Mutanten länger als im Wildtyp, was dadurch begründet ist, dass die kleinere 

mat3 Mutante mehr Zeit zum Erreichen der optimalen Größe für die Zellteilung 

benötigt. Während Wildtyp-Algen nur eine 1,5 fache Zunahme des Zellvolumens 

brauchen, um die optimale Größe zu erreichen, benötigen die mat3-Mutanten eine 

4-fache Vergrößerung des Zellvolumens (Umen und Goodenough 2001). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass MAT3 an der Kontrolle der Zellgröße in Chlamydomonas 

beteiligt ist. Die Identifizierung von CDK und Cyclin-Proteinen im Genom von 

Chlamydomonas deutet darauf hin, dass die Regulation von MAT3 wie bei 

Säugetieren und Pflanzen eventuell durch Phosphorylierung kontrolliert wird 

(Bisova et al. 2005). Anderseits zeigt die Existenz von weiteren RB-

Interaktionspartnern wie z.B. E2F und DP1, dass sowohl die Zellteilung als auch 

der RB-Zyklus in Algen, Pflanzen und Säugetieren in ähnlicher Weise kontrolliert 

wird (Fang et al. 2006). Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass weitere 
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nicht bekannte Proteine, wie z.B. SMT in Chlamydomonas am RB-Zyklus beteiligt 

sein können (Fang und Umen 2008). Eine Mutation des SMT-Gens führt zur 

Veränderung der Zellgröße in mat3 Mutanten, was einen weiteren Hinweis für die 

Beteilung dieses Gens an der Zellteilung und der Kontrolle der Zellgröße in 

Chlamydomonas liefert (Fang und Umen 2008). Im Gegensatz zu Chlamydmonas 

besitzt Volvox neben einer symmetrischen Zellteilung, was der Zellteilung in 

Chlamydmonas entspricht, eine zusätzlich asymmetrische Zellteilung. Wie schon 

beschrieben spielt diese asymmetrische Zellteilung eine sehr wichtige Rolle bei der 

Zelldifferenzierung, der sexuellen bzw. der asexuellen Entwicklung von Volvox 

(Kirk et al. 1993; Kirk 1997; Hallmann 1998). Das Schicksal durch diese 

asymmetrische Zelteilung entstehender Zellen wird anhand ihrer Größe bestimmt 

(Abbildung 2-4). So entwickeln sich die größeren Zellen zu Gonidien und die 

kleineren zu Somazelle (Siehe auch 2.1.1).  

 

Abbildung 2-4: Volvox-Embryo im 64-Zellstadium im asexuellen Lebenszyklus. 
Nach fünf symmetrischen Zellteilungen findet eine asymmetrische Zellteilung statt. Bei diesem 
Schritt teilen sich 16 Zellen asymmetrisch und bilden unterschiedlich große Tochterzellen. Die 
größeren Zellen werden zu Gonidien und die kleineren zu Somazellen. In dieser Abbildung (Kirk 
und Kirk 2004) sind die Zellen nach der asymmetrischen Zellteilung gezeigt. Die Pfeile zeigen 
zwei unterschiedlich große Zellen infolge der asymmetrischen Zellteilung in Volvox. 
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Aufgrund der Tatsache, dass in Chlamydomonas die Zellgröße und die Zahl der 

Zellteilungen durch MAT3 kontrolliert werden, wäre eine Beteiligung der RB-

Proteine an der Zellteilung bei Volvox möglich. Die Erforschung des 

Zusammenhangs zwischen der asymmetrischen Zellteilung und den RB-Proteinen 

könnte weitere Details über die Funktionsweise der Zelldifferenzierung einerseits 

und Hinweise für die Entwicklung dieses Systems in einem Einzeller wie 

Chlamydomonas bis hin zu einem Vielzeller wie Volvox liefern.  

Die Regulation der Zelldifferenzierung in Volvox ist nicht nur auf asymmetrische 

Zellteilung zurückzuführen, sondern auch auf physiologische Prozesse danach, die 

durch Umgebungsfaktoren wie z.B. das Licht kontrolliert werden. Am Ende der 

Zellteilung in Volvox bleiben die beiden Zelltypen undifferenziert bis das Licht 

ankommt. Das folgende Kapitel soll von daher einen Einblick in den 

Zusammenhang zwischen dem Licht und der Zelldifferenzierung in Volvox geben. 
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2.3 Channelrhodopsine in Volvox 

Freibewegliche Mikroorganismen sind in der Lage, ihr Verhalten in Abhängigkeit 

vom Licht zu ändern. Die Reaktionen der Mikroorganismen auf Licht variieren je 

nach Lichtintensität und Lichtrichtung. Diese lichtinduzierten Reaktionen spielen 

eine überlebenswichtige Rolle für die Organismen und werden in verschiedene 

Kategorien eingeteilt. Eine von diesen Reaktionen ist Phototaxis, bei der 

Organismus seine Schwimmrichtung in Anhängigkeit von der Lichtquelle ändert 

(Diehn et al. 1977). Die Phototaxis wird in positive Phototaxis (Bewegung in 

Richtung höherer Beleuchtungsstärke) und negative Phototaxis (Bewegung in 

Richtung niedrigerer Beleuchtungsstärke) unterteilt. Photokinese (lichtabhängige 

Veränderung der Schwimmgeschwindigkeit) und photophobische Reaktionen 

(plötzliche Veränderung in Bewegungsrichtung oder Einstellung des Schwimmens 

wegen höherer Lichtintensität) sind neben der Phototaxis zwei weitere 

lichtinduzierte Reaktionen bei den Grünalgen (Diehn et al. 1977; Kreimer 1994). 

Die Bestimmung der Lichtrichtung in Grünalgen ist als erstens wegen der 

Photosynthese sehr wichtig. Darüber hinaus dient sie auch als ein 

Regulationssignal für viele verschiedene zelluläre Prozesse wie beispielsweise 

Genexpression, Protein- und Lipid-Synthese, Zellteilung und 

Gametendifferenzierung (Kirk und Kirk 1985; Binder und Anderson 1986; 

Weissig und Beck 1991; Gloeckner und Beck 1995; Grossman et al. 2004; 

Guschina und Harwood 2006; Moulager et al. 2007). Die Lichtdetektion und die 

Signaltransduktion für phototaktische und photophobische Reaktionen in 

Grünalgen werden durch Rhodopsine vermittelt, die in der Plasmamembran 

vordem Augenfleck lokalisiert sind (Foster et al. 1984; Hegemann 2008). 

Rhodopsine sind lichtsensitive Membranproteine, die in der Augenfleck-Region 

(Augenfleck plus Plasmamembran) von Grünalgen als dominante Proteine 

vorkommen (Deininger et al. 1995; Schmidt et al. 2006). Bislang wurden zwei 

Rhodopsine mit Ionenkanal-Aktivität in Chlamydomonas identifiziert. Anhand der 

Homologie zum Ionenkanal der bakteriellen Rhodopsine (bacterioopsin (Bop) von 

Halobacterium salinarum) wurden diese Proteine Channelrhodopsin-1 (CHR1) 

und Channelrhodopsin-2 (CHR2) benannt (Nagel et al. 2002; Sineshchekov et al. 

2002; Suzuki et al. 2003; Nagel et al. 2003). Die Repression dieser 

Channelrhodopsine mittels RNA-Interferenz (RNAi) zeigt, dass diese beiden 
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Proteine an phototaktischen und photophobischen Reaktionen beteiligt sind 

(Sineschchekov et al. 2002). Die Autoren schlagen ein Model vor, in dem CHR1 

für photophobische Reaktionen bei hohen Lichtintensitäten verantwortlich ist, 

wohingegen CHR2 an phototaktischen Reaktionen bei schwachen 

Lichtbedingungen beteiligt ist (Sineshchekov et al. 2002). Andere Untersuchungen 

zeigen, dass CHR2 im Gegensatz zu CHR1 im Dauerlicht schnell inaktiv wird, 

insbesondere wenn das extrazelluläre Millieu basisch ist (Hegemann 2008). Die 

Beteiligung von CHR2 an der Phototaxis wird von Kateriya et al. 2004 in Frage 

gestellt. Aufgrund der Tatsache, dass die zeitliche Verzögerung zwischen 

Lichtanregung und Lichtstrom durch CHR2 im Mikrosekundenbereich und 

andererseits für die phototaktische Reaktion in Chlamydomonas unter schwachem 

Licht im Millisekundenbereich liegen, gehen die Autoren davon aus, dass sowohl 

CHR1 als auch CHR2 an photophobischen Reaktionen beteiligt sind und ihre 

Beteiligung an phototaktischen Reaktionen von Chlamydomonas nur auf indirekte 

Weise geschieht (Kateriya et al. 2004; Hegemann 2008). Es ist noch nicht 

erwiesen, welchem dieser Proteine die entscheidenden Funktionen für die 

phototaktischen und photophobischen Reaktionen zugeschrieben werden können, 

allerdings wird CHR1 als dominanter Photorezeptor für phototaktische und 

photophobische Reaktionen in Chlamydomonas vermutet, da dieses Protein 

einerseits in einem weiten pH-Wert-Bereich von pH 4 bis pH 9 aktiv ist und 

anderseits das Absorptionsmaximum dieses Proteins mit dem 

Absorptionsmaximum des Photorezeptors in Chlamydomonas korreliert (Zacks 

und Spudich 1994; Hegemann und Tsunoda 2007; Berthold et al. 2008). 

Aufgrund ihrer Fähigkeit, Aktionspotentiale zu erzeugen und darüber hinaus in 

Tieren die Neuroaktivität zu kontrollieren, sind Channelrhodopsine mittlerweile 

für die Neurobiologie sehr wichtig. Durch heterologe Expression der 

Channelrhodopsine in neuralen Geweben kann die Neuroaktivität erforscht werden 

(Zhang et al. 2006). Dies bezüglich wurde bis jetzt CHR2 und NpHR  

(Halorhodopsin von Natronomonas pharaonis) heterolog in verschiedene 

Zelllinien exprimiert und deren Fähigkeit zur Erzeugung des Aktionspotentials 

untersucht (Bi et al. 2006; Boyden et al. 2005; Ishizuka et al. 2006; Li et al. 2005). 

CHR2 ist ein Kationen-Kanal und Kationen wie z.B. Na+ und Ca2+ können durch 

diesen Kanal nach der Aktivierung bei 470 nm Blaulicht transportiert werden. 

NpHR ist ein Chloridkanal und die Cl--Ionen werden durch diesen Kanal nach der 
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Aktivierung bei 570 nm Gelblicht transportiert. Durch die Expression der 

Kationen-Pumpe CHR2 zusammen mit einer Chlorid-Pumpe NpHR  

(Halorhodopsin von Natronomonas pharaonis) konnte in C. elegans die 

bidirektionale Bewegung des Wurms durch verschiedene Lichtqualitäten (Blau- 

und Gelblicht) kontrolliert werden (Zhang et al. 2007). Dies führt zur 

Akkumulation der negativen Ionen in der Zelle (Cytoplasma) und dadurch zur 

Hyperpolarisation und Suppression der Aktivität des Neurons. Han und Boydem 

(2007) berichteten, dass durch die Kombination von Halorhodopsin von 

Natronomonas pharaonis (Halo) mit einem Absorptionsmaximum bei 570 nm und 

CHR2 mit einem Absorptionsmaximum bei 470 nm das zelluläre 

Membranpotential anhand der Änderungen der Intensität und des Verhältnisses 

zwischen 470 nm und 570 nm Licht ganz präzise kontrolliert werden kann (Han 

und Boyden 2007) (Abbildung 2-5). Durch die Aktivierung des CHR2 mit 470 nm 

Blaulicht werden die Kationen wie z.B. Na+ und Ca2+  auf die innere Seite der 

Plasmamembran (Cytoplasma) transportiert, was zur Abnahme des 

Membranpotentials (z.B. von -70 auf -50 mV) führt. Dies wird in der 

Neurobiologie als Depolarisation bezeichnet. Dahingegen werden die Cl--Ionen 

durch die Aktivierung von NpHR bei 570 nm auf die innere Seite der 

Plasmamembran transportiert. Dies führt zur Zunahme des Membranpotentials 

(z.B. von -50 auf -70 mV), was als Hyperpolarisation definiert wird. Bezüglich 

dieser neuen Anwendungsmöglichkeiten der Channelrhodopsine von Grünalgen ist 

die Suche nach neuen Channelrhodopsinen von großem Interesse. Es ist besonders 

erwünscht, neue Channelrhodopsine zu finden, die eine erhöhte Ionenkanal-

Aktivität aufweisen, in einem größeren pH-Spektrum aktiv sind oder andere 

Absorptionsspektren aufweisen. Aufgrund der engen Verwandtschaft zwischen 

Volvox und Chlamydomonas ist es sinnvoll, als erstes nach neuen 

Channelrhodopsinen in Volvox zu suchen. Interessanterweise unterscheiden sich 

die lichtinduzierten Reaktionen bei diesen beiden Algen. Die lichtinduzierten 

Bewegungen der einzelligen Grünalge Chlamydomonas sind viel schneller im 

Vergleich zu der vielzelligen Alge Volvox (Braun und Hegemann 1999), was ein 

Hinweis darauf wäre, dass die Lichtrezeptoren wie Channelrhodopsine in beiden 

Algen unterschiedliche Eingenschaften haben. 
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Abbildung 2-5: Einsatz von CHR2 und Halo zur Hyperpolarisation und Depolarisation der 
Membran. 
Durch die Expression von CHR2 und Halo kann das Membranpotential präzise kontrolliert werden. 
Halo ist eine Chlorid-Pumpe, deren Aktivität (gelb markiert) zur Hyperpolarisation der Membran 
führt. CHR2 ist eine Kationen-Pumpe, durch die die Membran depolarisiert werden kann (blau 
markiert). Das Absorptionsmaximum von Halo liegt bei 570 nm und von ChR2 bei 470 nm (Han 
und Boyden 2007). 

2008 berichteten Ernst et al. vom ersten Channelrhodopsin in Volvox (VChR). Das 

Absorptionsmaximum von VChR liegt bei 470 nm und die gemessene 

Leitfähigkeit bei pH-Werten von 4, 6 und 7,5 zeigte, dass dieser Ionenkanal für 

H+, Li+, Na+, K+ und Ca2+ permeabel ist (Ernst et al. 2008). Nach unseren heutigen 

Kenntnissen über die Sequenz von VChR ist dieses Protein ein Hybrid aus 

Channelrhodopsin-1 und Channlerhodopsin-2 von Volvox. Deswegen entsprechen 

die gemessenen Eigenschaften dieses Proteins wie z.B. Ionenkanal-Aktivität und 

Absorptionsmaximum keinem weiteren in der Natur vorhandenen Protein, sondern 

deuten eher auf ein Hybridprotein hin. Im Rahmen dieser Arbeit sollten 

Channelrhodopsin-1 und Channelrhodopsin-2 in Volvox identifiziert, kloniert und 

näher charakterisiert werden.  
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3 Zielsetzung dieser Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer, bislang unbekannter Zelltyp-

spezifischer Gene in der Grünalge Volvox carteri und die Charakterisierung ihrer 

jeweiligen Rolle im Zusammenhang mit der Zelltyp-spezifischen Expression. Die 

Identifizierung neuer Volvox-Gene sollte anhand der bioinformatischen Analyse 

vorhandener cDNA-Klone, unterstützt durch die Daten der Volvox-

Genomdatenbank von JGI begonnen werden. Die identifizierten Gene sollten 

zunächst mittels Real Time RT-PCR auf ihre differentielle Expression in beiden 

Zelltypen, nämlich den somatischen und reproduktiven Zellen, von Volvox 

untersucht werden, wozu zunächst diese Methode in Volvox etabliert werden 

sollte. Die Zelltyp-spezifische Expression dieser Gene könnte brauchbare 

Information über ihre mögliche Funktion und ihre potentielle Rolle im 

Zusammenhang mit der Zelldifferenzierung liefern. 

Basierend auf diesen Informationen sollten anschließend einige dieser Gene für 

weitere Untersuchungen ausgewählt werden. Als Kriterium für diese Auswahl 

diente die mögliche Funktion der Gene bezüglich der Zellteilung, der asexuellen 

und sexuellen Entwicklung und der Zelldifferenzierung. Die Funktion 

ausgewählter Gene sollte dann durch verschiedene Versuchsansätze ermittelt und 

deren Rolle bei der Zelldifferenzierung und Entwicklung analysiert und diskutiert 

werden. 
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4 Diskussion der Ergebnisse 

4.1 Quantitative Analyse der Zelltyp-spezifischen Genexpression 

in Volvox1 

Um mehr über die Rolle der noch nicht untersuchten Gene in Volvox zu erfahren, 

sollen in diesem Teil der Arbeit neue Volvox Gene identifiziert und anhand der 

Zelltyp-spezifischen Expression deren Zusammenhang mit der Zelldifferenzierung 

diskutiert werden.  

Als Ausgangsmaterial für die Untersuchung der differentiellen Genexpression 

standen zellspezifische cDNA-Sequenzen (120 Gondien-spezifische und 30 Soma-

spezifische cDNAs) von Volvox zur Verfügung (Amann 2002; Schmidt 2004). Um 

eine Basis für molekulargenetische Experimente zu schaffen, sollten diese cDNAs 

als erstes bioinformatisch analysiert werden. Durch Verwendung von DNASIS-

Software (Version 7,00; Hitachi Software Engineering, South San Francisco, CA) 

wurden die kleinen cDNA Fragmente miteinander verglichen um überlappende 

Fragmente rauszufinden und dadurch möglichst größere cDNA-Fragmente zu 

bekommen.  Durch diese Analyse wurde die Zahl der cDNAs auf 105 reduziert. 

Da die vorhandenen cDNA-Sequenzen immer noch kurze Fragmente darstellten, 

wurden zunächst diese cDNA-Fragmente mit den genomischen DNA-Sequenzen 

von JGI (Joint Genome Institute; Volvox whole-genome shotgun reads) verglichen. 

Anhand dieses Vergleichs konnten ausgehend von den kurzen cDNA-Fragmenten 

die zugehörigen genomischen DNA-Sequenzen ermittelt werden. Anhand des 

Vergleiches zwischen cDNA und genomischer Sequenz zusamment unter 

Anwendung des Genannotationsprogramms FGENESH (Softberry, Mount Kisco, 

NY) konnte dann die vollständige Intron-Exon-Struktur bestimmt werden. 

Schließlich wurde mit diesen Sequenzen nach orthologen Sequenzen bzw. Genen 

in der Chlamydomonas-Gendatenbank des JGI (http://genome.jgi-psf.org/cgi-

bin/runAlignment?db=Chlre2&advanced=1), sowie in der NCBI-Gendatenbank 
                                                 
1 Ghazaleh Nematollahi, Arash Kianianmomeni, Armin Hallmann (2006) Quantitative 

analysis of cell-type specific gene expression in the green alga Volvox carteri (BMC 

Genomics 7: 321) 
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(National Center for Biotechnology Information) gesucht. Dieser Vergleich lieferte 

viele brauchbare Anhaltspunkte zu möglichen Funktionen dieser Gene in Volvox. 

Zusätzlich zu diesen Genen wurden 26 weitere Gene, deren Zusammenhang mit 

der Entwicklung in Volvox anhand vorheriger Untersuchung oder ihrer Homologie 

zu bekannten Genen anderer Organismen vermutet werden konnte, in die 

Untersuchungen miteinbezogen. Aus den 176 bearbeiteten cDNA-Klonen bzw. 

Genen wurde ein Pool von 39 Genen/Proteinen für die Untersuchung Zelltyp-

spezifischer Genexpression zusammengestellt. 

Dieser Pool bestand aus: 

1) Genen, deren zellspezifische Expression in Volvox anhand vorheriger 

Studien bekannt waren und in dieser Studie als Kontrolle eingesetzt 

wurden (5 Gene: ACTA (Cresnar et al. 1990), SSGA (Ertl et al. 1989), 

REGA (Kirk et al. 1999), GON30 (Tam und Kirk 1991), GON167 (Tam 

und Kirk 1991)); 

2) Genen, deren Funktion und deren Status der Zelltyp-spezifischen 

Expression anhand ihrer Homologie zu bekannten Genen (in diesem Fall 

REGA) in Volvox vorhersehbar waren (1 Gen: RLSA); 

3) Genen, deren Zelltyp-spezifische Expression anhand erster Studien 

(Schmidt 2004) vermutet werden konnte (4 Gene: CSRP1, ARD1, MRP2, 

GSPK47); 

4) bekannten Volvox Genen mit unbekanntem Status der Zelltyp-spezifischen 

Expression (1 Gen: NITA); 

5) Genen, die zum ersten Mal in dieser Arbeit identifiziert wurden und deren 

Zelltyp-spezifische Expression anhand ihrer Homologie zu anderen Genen 

voraussagbar war (7 Gene: DYHA, KLPA, FER1, NAB1, RAP41, FBP1, 

CP12); 

6) Genen, die zum ersten Mal in dieser Arbeit identifiziert wurden, aber deren 

Zelltyp-spezifische Expression nicht vorhersehbar war (15 Gene: PRFA, 

FSD1, RPL37, GLU1, HSP70B, HSP40A, UBCA, PONA, RBR1, VPEA, 

SAC1, RCD1, ADCA, NIPA, LCIB); 

7) Neuen Volvox-Genen, für die kein homologes Gen in anderen Organismen 

gefunden werden konnte und deren Zelltyp-spezifischer Status deswegen 

nicht vorhersehbar war (6 Gene: UPF1, UPF2, UPF3, UPF4, UPF5, 

UPF6). 
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Die Messung der Genexpression der oben genannten Gene in Somazellen und 

Gonidien erfolgte mit Hilfe der quantitativen Real Time RT-PCR. Diese Methode 

ist ein schnelles und präzises Verfahren zur quantitativen Messung der 

Genexpression in verschiedenen Geweben bzw. Zelltypen (Higuchi et al. 1993; 

Heid et al. 1996; VanGuilder et al. 2008). Dazu wurden die Somazellen und 

Gonidien vor der ersten Zellteilung mechanisch voneinander getrennt. Außerdem 

wurden die Primer - wenn möglich- so ausgewählt, dass die beiden 

Oligonukleotide in verschiedenen Exons positioniert sind. Im Falle einer DNA-

Kontamination wiesen amplifizierte Produkte eine größere Länge und eine 

modifizierte Tm (Schmelztemperatur) auf. Dadurch wurde ermöglicht, dass eine 

eventuelle DNA-Kontamination anhand der Agarose-Gelelektrophorese oder der 

Analyse der Melting-Kurven der Real Time RT-PCR detektiert werden konnte. Die 

Real Time RT-PCR wurde zuerst für alle 39 Gene optimiert. Die Optimierung 

erfolgte durch Variation verschiedener Parametern wie z.B. Annealing-

Temperatur, Additiva (DMSO, Glycin) und die Menge an eingesetzter RNA. Die 

Expressionsmessung der jeweiligen Gene in Somazellen und Gonidien wurde dann 

mit Hilfe eines One-Step Real Time RT-PCR Kits (Qiagen, Germany) unter der 

Verwendung genspezifischer Oligonukleotide für jedes Gen und 300 ng RNA von 

Somazellen oder Gonidien durchgeführt. Alle Reaktionen wurden dreifach 

gemessen. Als Kontrolle wurden bei jeder Messung zwei Negativekontrollen 

durchgeführt: ein Ansatz ohne Template (non template control) und einer ohne 

Zugabe von Reverser Transkriptase (RT Minus). Die Ergebnisse wurden mittels 

der ∆∆Ct Methode analysiert, um die Expression in einem Zelltyp im Vergleich zu 

anderem Zelltyp unter der Verwendung des Aktin-Gens als Kontrolle zu 

bestimmen (Bustin 2000; Pfaffl 2001). Die Expressionsdaten des Aktin-Gens in 

diesen Experimenten und früheren Studien zeigten, dass dieses Gen in Somazellen 

und Gonidien in gleicher Stärke exprimiert wird und deswegen kann dieses Gen 

als Referenzgen für die Zelltyp-spezifische Expressionsanalyse in Volvox 

verwendet werden (Cresnar et al. 1990). Die Analyse der Ergebnisse zeigte, dass 

26 Gene eine signifikante Differenz in den Expressionsstärken (höher als Faktor 

zwei) zwischen den Somazellen und den Gonidien aufweisen. Zehn dieser Gene 

werden überwiegend in den Gonidien exprimiert, während 16 Gene ein höheres 

Expressionsniveau in den Somazellen aufweisen (Abbildung 4-1).   
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Abbildung 4-1: Zelltyp-spezifische Analyse der Genexpression in Volvox mittels Real Time 
RT-PCR. 
Die Abbildung zeigt die differenzielle Genexpression von 38 Genen zwischen Somazellen und 
Gonidien. Rechts sind die Gonidien-spezifischen Gene in rot, links die Soma-spezifischen Gene in 
blau dargestellt. Die Länge der Balken spiegelt das Expressionslevel des jeweiligen Gens in einem 
Zelltyp im Vergleich zum anderen Zelltyp. Die Gennamen sind am Ende der Balken zu sehen 
(verändert nach Nematollahi et al. 2006). 

Bezüglich der differenziellen Genexpression und Zelldifferenzierung in Volvox 

war die Untersuchung Soma-spezifischer Gene in dieser Arbeit von großem 

Interesse, da die Expression dieser Gene (SSGA, REGA, RLSA, GON30, MRP2, 

DYHA, KLPA, HSP40A, UBCA, SAC1, ADCA, NIPA, LCIB, UPF5, UPF6 und 

RBR1) neue Erkenntnisse über die Rolle dieser Gene im Zusammenhang mit der 

Zelldifferenzierung lieferten.  

Ein in den Somazellen ~46 x stärker als in den Gonidien exprimiertes Gen, das 

sogenannte SSGA Gen (pherophorin-like ECM-glycoprotein SSG185), kodiert für 

ein Pherophorin-ähnliches ECM-Glycoprotein. Dieses Protein ist an der ECM-

Synthese in Volvox beteiligt (Ertl et al. 1989). Die hohe Expression von SSGA in 
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Somazellen korreliert mit den Ergebnissen aus früheren Studien (Wenzl et al. 

1984; Ertl et al. 1989).  

Neben SSGA zeigte das REGA-Gen (somatic regenerator REGA) im Vergleich zu 

Gonidien eine sehr erhöhte Expression in Somazellen. REGA ist ein im Kern 

lokalisierter Transkriptionsfaktor, der durch seine Aktivität die Entwicklung der 

Somazellen zu Gonidien verhindert (Kirk et al. 1999). Mit Hilfe einer DNA-

bindenden VARL-Domäne ist REGA in der Lage, an in der Photosynthese 

beteiligte Gene zu binden und deren Expression in den Somazellen zu blockieren 

(Meissner et al. 1999; Duncan et al. 2006; Duncan et al. 2007). Die ~150fache 

Expression des REGA Gens stimmt mit dem in früheren Studien festgestellten 

Status der Zelltyp-spezifischen Genexpression überein (Kirk et al. 1999). Ein 

REGA-homologes Gen, das RLSA (regA-like sequence A), zeigt eine ~69fach 

stärkere Expression in Somazellen im Vergleich zu Gonidien. Die 

Aminosäuresequenz von RLSA ist sehr ähnlich zu REGA und die VARL-Domäne 

ist zwischen diesen beiden Proteinen konserviert. Vermutlich handelt es sich auch 

bei diesem Protein wie beim REGA um einen Transkriptionsrepressor für die 

Gene, die an der Photosynthese und Entwicklung der Somazellen beteiligt sind 

(Duncan et al. 2006; Duncan et al. 2007).  

Obwohl in einer früheren  Studie das GON30-Gen (G30 protein) als ein Gonidien-

spezifisches Gen ermittelt wurde (Tam und Kirk 1991), zeigte die Real Time RT-

PCR-Analyse, dass dieses Gen vermehrt in den Somazellen exprimiert wird, was 

vermutlich darin begründet ist, dass die maximale Expression dieses Gen nach der 

Zellteilung erreicht wird, während bei dieser Analyse aber die RNA vor der ersten 

Zellteilung isoliert wurde. 

In Volvox sind die Somazellen unter anderem für die Phototaxis und Bewegung 

verantwortlich und besitzen zwei Flagellen. Mittlerweile ist eine ganze Reihe von 

Genen bekannt, die an der Flagellenbewegung in Grünalgen beteiligt sind. In 

Chlamydomonas wurden mehr als 100 beteiligte Proteinfamilien des 

Flagellenapparat identifiziert (Merchant et al. 2007). In dieser Studie wurden  in 

Volvox zwei solche Gene (DEYA und KLPA) anhand der Homologie zu 

Chlamydomonas-Genen identifiziert und deren Zelltyp-spezifische Expression 

gemessen. Die Ergebnisse der Real Time RT-PCR zeigten, dass DEYA (flagellar α 

dynein (heavy chain)) um einen Faktor von 160 und KLPA (kinesin-like protein) 

(Mitchell und Brown 1994; Mitchell und Brown 1997; Walther et al. 1994) um 
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einen Faktor von 21 stärker in Somazellen in Vergleich zu Gonidien exprimiert 

werden.  

Die Lokalisation der Transkripte mancher Gene (Gruppe 4, 6 und 7), bei denen der 

Status der Zelltyp-spezifischen Expression nicht vorhersehbar war, war eines der 

wichtigsten Ergebnisse dieser Studie. Die Ermittlung der Zelltyp-spezifischen 

Expression dieser Gene zwischen Somazellen und Gonidien könnte neue Hinweise 

über die Beteiligung dieser Gene an der Zelldifferenzierung in Volvox liefern. Zu 

diesen Genen gehörten sowohl die Gene, deren Funktion anhand von 

Homologievergleichen vermutet werden konnten, als auch die Gene, über deren 

Funktion keine Informationen vorlagen. Zu den letzteren zählen sechs Gene, für 

die in der nah verwandten einzelligen Alge Chlamydomonas entweder keine 

Information bezüglich ihrer Funktion vorlag, oder kein sequenzverwandtes Gen 

gefunden wurde. Die Anwesenheit mancher dieser Gene im Volvox-Genom und 

deren Abwesenheit im Chlamydomonas-Genom könnte vermutlich mit der 

Entwicklung eines multizellulären Organismus wie Volvox aus einem einzelligen 

Organismus wie Chlamydomonas zu tun haben. Diese Gene wurden UPF1 bis 

UPF6 (UPF steht für „protein of unknown function“) genannt. Das Transkript von 

vier Genen, nämlich UPF1, UPF3, UPF5 und UPF6 wurde stärker in den 

Somazellen ermittelt. UPF2 und UPF4 waren im Vergleich zu Somazellen stärker 

in den Gondien experimiert. 

Zu den Funktionen bekannter Genen, deren Zelltyp-spezifische Expression nicht 

vorhersehbar war, die jedoch nach unseren Ergebnissen deutlich stärker in 

Somazellen exprimiert werden, gehörten: das UBCA-Gen (ubiquitin conjugating 

enzyme E2), dass das für den gezielten Proteinabbau verantwortliche Ubiquitin 

kodiert (van Nocker et al. 1996; Nandi et al. 2006); das HSP70A-Gen (HSP40-like 

heat shock protein), das für ein Hitzeschock-Protein kodiert, welches die 

Interaktion zwischen HSP70 und Zielproteinen stabilisiert und für die Translation, 

die Faltung und den Abbau von Proteinen wichtig ist (Cheetham et al. 1992; Qiu et 

al. 2006; Genevaux et al. 2007); das SAC1-Gen (sulfur deprivation response 

regulator SAC1), das durch die Runterregulation der Photosyntheseaktivität unter 

Schwefelmangel in Chlamydomonas für das Überleben des Organismus 

verantwortlich ist (Davies et al. 1996; Ravina et al. 2002); das ADCA-Gen 

(adenylate cyclase), dessen Genprodukt die Synthese von cyclischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert und 
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selbst durch G-Proteine reguliert wird (Cooper 2003; Gilman 1990; Huang et al. 

1997); das NIPA-Gen (NaCl-inducible protein) und das LCIB-Gen (low-CO2 

inducible protein LCIB), das vermutlich am Kohlenstoff-

Konzentrationsmechanismus in Chlamydomonas beteiligt ist (Asamizu et al. 2000; 

Miura et al. 2004).  

Eines der untersuchten Gene, nämlich RBR1, zeigt eine Sequenzverwandschaft zu 

dem Retinoblastoma-Gen von Menschen (Lee et al. 1987; Fung et al. 1987). Da 

dieses Gen an der Regulation der Zellteilung beteiligt ist (Weinberg 1995), war die 

höhere Expression dieses Gens in Somazellen, die zum Zeitpunkt der 

Probennahme keine Zellteilungen mehr durchführten, auf den ersten Blick sehr 

überraschend. Außer der Beteiligung an dem Zellteilungsprozess sind 

Retinoblastoma-Proteine aber auch an der Seneszenz beteiligt (Lundberg und 

Weinberg 1998; Ben-Porath und Weinberg 2004; Ben-Porath und Weinberg 

2005). Frühere Studien konnten bereits zeigen, dass die Somazellen am Ende des 

Lebenszyklus infolge der Seneszenz sterben (Kochert 1975; Pommerville und 

Kochert 1982). Basierend auf diesen Informationen könnte die höhere Expression 

des RBR1-Gens in Somazellen auf den Alterungsprozess der somatischen Zellen 

zurück zu führen sein, was aber experimentell untersucht werden sollte. Zur 

Untersuchung der RBR1-Rolle bezüglich der Zelldifferenzierung bei den Gonidien 

und Somazellen in Volvox, wurde dieses Gens für weitere Analyse ausgewählt und 

charaktersiert. Die ausführliche Vorgehensweise und die Diskussion der 

ermittelten Ergebnisse werden im folgenden Kapitel vorgestellt. 

Die Anwendung der Real Time RT-PCR in dieser Arbeit zeigt, dass diese Methode 

zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Expression in Volvox geeignet ist. Die 

Auswertung der Expressionsdaten konnte zeigen, dass die vorher ermittelten 

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen in dieser Arbeit bestätigt werden konnten, was 

die Anwendung dieser Methode in Volvox zur Analyse der Genexpression als 

positiv darstellt. Diese Methode kommt nicht nur für die Analyse der Zelltyp-

spezifischen Genexpression bezüglich der Zelldifferenzierung in Frage, sondern 

kann auch im Zusammenhang mit asexueller oder sexueller Entwicklung in 

Volvox, dem Wachstum unter Stressbedingungen, wie z.B. Hitze, Kälte und 

Mangel-Bedingungen und zur Analyse von Mutanten eingesetzt werden. 
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4.2 Das geschlechtspezifische Retinoblatoma-Protein1 in Volvox 

deutet auf eine zusätzliche Rolle der RB-Proteine bei der 

sexuellen Entwicklung hin2 

In Volvox ist die Zelldifferenzierung zwischen Somazellen und Gonidien durch 

eine asymmetrische Zellteilung reguliert. Die Größe der Zellen nach dieser 

asymmetrischen Zellteilung ist für das Schicksal der Zellen sehr bedeutend. Die 

gößeren Zellen entwickeln sich zur Gondien und die kleineren zur Somazellen 

(siehe auch 2.1.1). Die Untersuchung bei der nah verwandten Alge 

Chlamydomonas zeigen, dass die Bestimmung der Zellgröße durch ein 

Retinoblastoma-Gen (MAT3) reguliert wird. Im ersten Teil dieser Arbeit 

(Nematollahi et al. 2006) wurde ein Retinoblastoma ähnliches Gen als Soma-

spezifisch ermittelt. In diesem Teil der Arbeit soll die Rolle dieses Gens bezüglich 

der Zellgröße und asymmetrischer Zellteilung in Volvox untersucht werden. Diese 

Untersuchungen sollten einerseits die Rolle dieses Gens bei der 

Zelldifferenzierung und anderseits neue Erkenntnisse über den Zusammenhang 

zwischen den RB-Proteinen und der Entwicklung der Multizellularität liefern, 

soweit die Funktion des homologen Gens MAT3 als Regulator für die Zellgröße im 

nah verwandten einzelligen Chlamydomonas untersucht worden ist (Umen und 

Goodenough 2001).  

Nach der Klonierung des RBR1-Gens und der Amplifikation bzw. der 

Sequenzierung der cDNA konnte die gesamte Sequenz inklusive Intron-Exon-

Grenzen ermittelt und analysiert werden. Das 1107 Aminosäuren lange RBR1 ist 

homolog zu den RB-Proteinen der tierischen und pflanzlichen Organismen (RBs), 

mit den konservierten A- und B-Domänen. Außerdem gibt es im N-terminalen 

Bereich drei konservierte Regionen, die wahrscheinlich für die subzelluläre 

Lokalisation des RBR1 und auch ihre Interaktion mit den RB-Partnern wie z.B. 

Cyclin-abhängige Kinasen (CDK) notwendig sind (Sterner et al. 1995; Durfee et 

                                                 
2 Arash Kianianmomeni, Ghazaleh Nematollahi, Armin Hallmann (2008) A Gender-

Specific Retinoblastoma-Related Protein in Volvox carteri Implies a Role for the 

Retinoblastoma Protein Family in Sexual Development (Plant Cell 20: 2399-2419) 
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al. 2000). Die A- und B-Domänen sind durch eine Distanzregion (so genannte 

spacer region) voneinander getrennt (Lee et al. 1998; Claudio et al. 2002). Die 

Aminosäuren in dieser Region interagieren mit Cyclinen, was zur 

Phosphorylierung und Inaktivierung des RB-Proteins führt (Ewen et al. 1992; Faha 

et al. 1992; Lacy und Whyte 1997). Diese zwei konservierten Domänen sind 

zudem für die Bindung des RB-Proteins an deren Interaktionspartern 

verantwortlich (Lee et al. 1998; Harbour und Dean 2000; Dick 2007). Die 

konservierte LxCxE-Bindungsstelle am Ende der B-Domäne ist für die Funktion 

des RBR1 und dessen Bindung an RB-Interaktionspartner sehr wichtig (Lee et al. 

1998). Diese Bindungsstelle interagiert mit zahlreichen Proteinen, die ein LxCxE-

Element besitzen (Abbildung 4-2) wie z.B. E2F, DP und Cycline (Durfee et al. 

2000; Shen 2002; Dick 2007). 

Das RBR1 wird vermutlich auf posttranslationaler Ebene mittels Phosphorylierung 

reguliert. Ähnlich wie bei anderen RB-Proteinen, besitzt RBR1 15 potentielle 

CDK-Phosphorylierungsstellen, die eventuell für die Regulation dieses Proteins 

durch die CDK-Cycline sehr bedeutend sind (Sherr 1996; Lundberg und Weinberg 

1998; Harbour und Dean 2000; Shen 2002). Anhand dieser 

Phosphorylierungsstellen wird wahscheinlich dieses Protein während der G1 Phase 

phosphoryliert und demzufolge inaktiviert (Taya 1997; Sefton 2001; Mittnacht 

2005). Auf diese Weise wird die Bindung dieses Proteins an E2F und anderer 

Proteine verhindert (Das et al. 2005; Dick 2007). Neun potentielle 

Phosphorylierungstellen sind zwischen MAT3 und RBR1 konserviert. RBR1 

besitzt zwölf positivgeladene Aminosäuren innerhalb der LxCxE-Bindungsstelle, 

darunter drei Lysinreste und sieben Argininreste. Diese Aminosäuren sind 

wahrscheinlich wie RBs aus Säugetieren und Pflanzen für die Phosphorylierung 

des RBR1 notwendig. Die Untersuchungen zeigen, dass diese Aminosäuren als 

Phosphorylierungsstelle des RBs dienen und die Mutationen bei diesen 

Aminosäuren verändern die Bindungs- und Phosphorylierungseigenschaften des 

RBs (Lee et al. 1998; Harbour et al. 1999; Brown und Gallie 2002). 
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Abbildung 4-2: Alignment der B-Domänen der Retinoblastoma-Proteine verschiedener 
Organismen. 
Zwischen allen RB-Proteinen sind die A- und B-Domäne konserviert. Hier wurden die B-Domänen 
von Volvox carteri (Vc RBR1), Chlamydomonas reinhardtii (MAT3), Arabidopsis thaliana (At 
RBR) und Homo sapiens (Hs RB1) dargestellt. Die Aminosäuren, die direkt an LxCxE binden, sind 
mit einem Stern markiert (Lee et al. 1998).  

Außer der Regulation des RBR1 auf posttranlationelle Ebene durch 

Phosphorilierung, scheint die Expression dieses Gens auf transkriptionelle Ebene 

reguliert zu sein. Während der Durchführung der RT-PCR mit unterschiedlichen 

Primern zur Amplifikation der cDNA von RBR1 wurden Amplifikate mit 

unerwarteten Größen beobachtet. Die Sequenzierung dieser Fragmente konnte 

zeigen, dass das RBR1-Gen differenziell gespleißt wird. Das differenzielle 

Spleißen ist eine der wichtigsten Mechanismen der Zelle, da durch 

unterschiedliche Spleißvarianten die Expression der Gene und die Aktivität der 

Proteine reguliert wird (Sharp 2005; Xing und Lee 2006). Dies kann mittels zweier 

Mechanismen stattfinden: Erstens durch die Eliminierung der mRNA bei der 

Einführung eines vorzeitigen Stopcodons, was zum Abbau der mRNA mit Hilfe 

des NMD-Komplexes (nonsense-mediated decay) führt (Wilkinson 2005; Stamm 

et al. 2005); zweitens durch die Änderung der Eigenschaften des Proteins, wie z.B. 

Aktivität, Lokalisation, Stabilität und Bindungsfähigkeit durch die Änderung der 

Aminosäuresequenz (Stamm et al. 2005; Park und Graveley 2007; Kim et al. 

2008). Bei RBR1 wurden insgesamt vier verschiedene Spleißvarianten identifiziert. 

Außer der ersten Spleißvariante, die für ein komplettes RBR1 mit einem 

Molekulargewicht von 122 kDa kodiert, werden bei drei weiteren Spleißvarianten 

kleinere Proteine mit den Molekulargewichten von 85, 21 und 12 kDa gebildet. 

Interessanterweise wird bei der Spleißvariante 2 (85 kDa) die LxCxE-

        

Vc RBR1         LNHFCCKVLKLAAFRLAVLCDNFDFSPLQRLDVNTKVYQTIEHALFFQTHLFYNRHIDQI 
MAT3            LFEFLRKVLKLTSFRLALLCENFDFSPLEGPEVNSKVYEAI EHALYKQTHLFYNRHIDQI 
At RBR          I NI FFTKI NKLAAVRI NGMVERLQLSQQIRES---- VYCFFQHVLAQRTSLLFSRHIDQI 
Hs RB1          LSLFYKKVYRLAYLRLNTLCERLLSEHPELEHI --- IWTLFQHTLQNEYELMRDRHLDQI 
 
                     *   **       *   *             *                      *                                     
Vc RBR1         IL SALYGFCKVHRLAQVSFREII AHYRKQPQAQPSIFRSVVVEQSNPSLQ---VGRRA DI  
MAT3            MLSTLYGYCKVHKLSQVSFREII AQYRKQPQAQQSIFRSVVIDQVLPTLQ---IQSRA DI  
At RBR          IL CCFYGVAKI SQMS- LTFREII YNYRKQPQCKPLVFRSVYVDALQCRRQGRIGPDHVDI  
Hs RB1          MMCSMYGI CKVKNI D- LKFKI IV TAYKDLPHAVQETFKRVLI KEEEYD----------S I  
 
                *  **   *   *  ** 
Vc RBR1         I AFYNQVFVPCMKSFLLR-- 
MAT3            I GFYNAVFVPAMRNFLLK-- 
At RBR          I TFYNEIFIP AVKPLLVE-- 
Hs RB1          I VFYNSVFMQRLKTNIL Q-- 
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Bindungsstelle eliminiert, die für die Interaktion mit CDK-Cyclinen notwendig ist 

(Knudsen und Wang 1996; Lee et al. 1997; Dahiya et al. 2000). Aus diesem Grund 

könnte dieses Protein nicht mehr durch den CDK-Cylin Komplex phosphoryliert 

bzw. inaktiviert werden. Durch die Einführung zweier vorzeitiger Stopcodons bei 

den Spleißvarianten 3 und 4 werden entweder kleinere Proteine mit 

eingeschränkter Funktion gebildet oder diese kürzeren mRNAs werden durch 

NMD eliminiert. 

 

Abbildung 4-3: Darstellung der potentiellen Regulationsmechanismen des RBR1 in Volvox. 
RBR1 wird in Volvox durch verschiedene Mechanismen reguliert. Die Expression dieses Gens ist 
stark entwicklungsabhängig. Durch das differenzielle Spleißen werden vier verschiedene 
Spleißvarianten gebildet. Außerdem besitzt dieses Protein 15 Phosphorylierungstellen. Durch diese 
Phosphorylierungsstellen wird möglicherweise die Aktivität dieses Protein mittels des CDK-
Cyclin-Komplexes reguliert. 

Außer der potentiellen posttranskriptionellen und posttranslationalen Regulation 

des RBR1 durch das differenzielle Spleißen und die Phosphorylierung ist die 

Expression dieses Gens in Volvox entwicklungsabhängig reguliert (Abbildung 4-

3). Dies konnte anhand der Expressionsanalyse des RBR1-Gens während des 

Lebenszyklus von Volvox gezeigt werden. Dazu wurden die im 16 Stunden Licht / 

8 Stunden Dunkel-Rhythmus synchronisierten Kulturen zu 17 verschiedenen 

Zeitpunkten (vor der ersten Zellteilung bis zur Freisetzung der jungen 

Tochterkolonien aus der Mutterkolonie) isoliert und deren RNA extrahiert. Die 

Expression des RBR1-Gens wurde mit Hilfe der Real Time RT-PCR unter der 

Verwendung des Aktin-Gens als Referenz gemessen und ausgewertet. Die 

Expressionsdaten zeigten, dass das RBR1-Gen vor dem Beginn der Zellteilung 
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schwach exprimiert wird, wohingegen die Expression mit dem Beginn der 

Zellteilung rasch zunimmt. Die Expression steigt während der Embryogenese 

weiter und erreicht ihr Maximum am Ende der Inversion bzw. am Anfang der 

ECM-Biosynthese. Mit dem Beginn der ECM-Biosynthese und des Wachstums 

der Tochterkolonien innerhalb der Mutterkolonie sinkt die Expression des RBR1-

Gens innerhalb kurzer Zeit und verbleibt bis zum Beginn der nächsten Zellteilung 

auf diesem Niveau. 

Im ersten Teil dieser Arbeit (Nematollahi et al. 2006) konnte gezeigt werden, dass 

RBR1 zum Zeitpunkt vor Beginn der Zellteilung ~8fach stärker in den Somazellen 

als in den Gonidien exprimiert wird. Diese zellspezifische Expression und die 

Hypothese, dass dieses Gen an der Seneszenz von Somazellen beteiligt sein 

könnte, machte weitere Expressionsmessungen zu drei verschiedenen Zeitpunkten 

des Lebenszyklus sowohl in den Somazellen der Mutterkolonie als auch in den 

Embryonen erforderlich, da sich ab diesem Zeitpunkt des Beginns der Zellteilung 

die Gonidien zu Embryonen entwickeln und die Trennung Soma-Vorläuferzellen 

und Gonidien-Vorläuferzellen vom Embryo nicht mehr möglich ist. Die Messung 

der Zelltyp-spezifischen Expression des RBR1 zeigte, dass die Expression zu allen 

drei Zeitpunkten (vor der ersten Zellteilung, während der Zellteilungen und am 

Ende der Inversion) in den Somazellen höher als in den Gonidien bzw. in den 

Embryonen ist (Abbildung 4-4). Basierend auf der Tatsache, dass die Zellteilung 

zu diesen Zeitpunkten nur in Gonidien stattfindet und die mütterlichen Somazellen 

zum gleichen Zeitpunkt einer genetisch bedingten Seneszenz unterliegen (Kochert 

1975; Pommerville und Kochert 1982), wird vermutet, dass das RBR1 zwei 

unterschiedliche Rollen in den zwei Zelltypen von Volvox spielt. In den alten 

Somazellen wird dieses Gen vermutlich eingeschaltet, um die programmierte 

Seneszenz im Gang zu bringen. Die Verwicklung der RB-Proteine in die 

Seneszenz durch Interaktion mit anderen Proteinen wie z.B. p53 und p21 wurde 

bereits in anderen Organismen nachgewiesen (Dannenberg et al. 2000; Sage et al. 

2000; Narita et al. 2003; Ben-Porath und Weinberg 2005). Zudem führen größere 

Mengen an RBR1 in den Somazellen der Mutterkolonie wahrscheinlich zu einer 

verstärkten Bindung an E2F-Transkriptionsfaktoren, die für die Aktivierung des 

Zellteilungsprogramms (Übergang von G1- in die S-Phase) verantwortlich sind 

(Hiebert et al. 1992; Dyson 1998). Auf diese Weise wird eventuell die Zellteilung 

in den Somazellen endgültig blockiert. 
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Die Expression des RBR1 in Gonidien während der Zellteilung ist vermutlich für 

die Kontrolle der Zellgröße vor und nach der Teilung notwendig. In 

Chlamydomonas ist MAT3 an der Bestimmung der notwendigen Zellgröße für die 

Zellteilung an zwei Punkten beteiligt: einerseits der Mindestgröße der Mutterzellen 

zu Beginn der Zellteilung und andererseits der Zellgröße, bei der die Tochterzellen 

die Teilung einstellen müssen (Umen und Goodenough 2001). In Volvox ist die 

Zelldifferenzierung zwischen Somazellen und Gonidien abhängig von der 

Zellgröße nach der asymmetrischen Zellteilung. Die Bestimmung der notwendigen 

Zellgröße für diese asymmetrische Zellteilung wird wahrscheinlich durch RBR1 

reguliert. Außerdem könnte die Einstellung der Zellteilung in den Gonidien nach 

zwei bis drei asymmetrischen Zellteilungen daran liegen, dass danach eine 

bestimmte Zellgröße erreicht wird, ab der die Gonidien sich nicht mehr teilen 

können. Die Bestimmung dieser Zellgröße könnte ebenfalls durch RBR1 reguliert 

werden.  

 

Abbildung 4-4: Zelltyp-spezifische Expression des RBR1. 
Die Expression des RBR1-Gens in Volvox wird zellspezifisch reguliert. Die Messung dieser 
Expression in Gonidien und Somazellen zu 3 verschiedenen Zeitpunkten während des asexuellen 
Lebenszyklus in Volvox zeigt, dass dieses Gen stärker in den Somazellen als in Gonidien exprimiert 
wird. Gezeigt ist die Expression von RBR1 in Somazellen und Gonidien vor der ersten Zellteilung 
(Abbildung links), Somazellen der Mutterkolonie und den Embryonen während der Zellteilung 
(Mitte) und nach der Inversion (rechte Abbildung). 

Die Rolle der asymmetrischen Zellteilung in Volvox ist nicht nur für die 

Zelldifferenzierung im asexuellen Lebenszyklus entscheidend, sondern auch für 

den sexuellen Lebenszyklus (siehe auch 2.1.1). Um die Rolle des RBR1 während 

des sexuellen Lebenszyklus von Volvox zu untersuchen, wurde die Expression 

dieses Gens zu verschiedenen Zeitpunkten während des sexuellen Lebenszyklus 
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analysiert. Das Expressionsmuster war bei sexuell induzierten Algen ähnlich zu 

den asexuellen Algen. Die Expression ist niedrig vor dem Beginn der Zellteilung, 

nimmt während der Embryogenese zu und die höchste Expression wird am Ende 

der Inversion bzw. am Anfang der ECM-Biosynthese erreicht. Obwohl das 

Expressionsmuster gleich bleibt, zeigen die sexuell induzierten Algen ein höheres 

Expressionsniveau im Vergleich zu vegetativen Algen. Dieses war während der 

Zellteilung um 78% und am Ende der Inversion um 45% bei induzierten Algen 

höher als bei vegetativen Algen, was auf die Rolle von RBR1 im sexuellen 

Lebenszyklus hinweist. 

Als nächstes wurde das RBR1 im Genom von Volvox lokalisiert. Da die Volvox-

Genomdaten nicht vollständig waren und zudem kein molekularer Marker, die mit 

bestimmten Regionen im Genom gekoppelt sind, existieren, wurde die Analyse 

mittels des Vergleichs zwischen dem Mating-Type-Locus von Chlamydomonas 

(Merchnat et al. 2007), in dem das MAT3 Gen lokalisiert ist, und dem Scaffold 43 

im Volvox-Genom, das das RBR1-Gen beinhaltet, durchgeführt. Der Mating-Type-

Lokus in Chlamydomonas ist 1 MB groß und beinhaltet ~ 50 Gene (Ferris et al. 

2002). Die Ergebnisse zeigten, dass das RBR1-Gen wie das MAT3-Gen von 

Chlamydomans (Umen und Goodenough 2001; Ferris et al. 2002) im Mating-

Type-Locus (MT) lokalisiert ist. Bei Chlamydomonas wurde gezeigt, dass manche 

in der MT lokalisierten Gene wie z.B. FUS1 und MID an der sexuellen 

Entwicklung in Chlamydomonas beteiligt sind. Diese zwei Gene sind nur in einem 

Mating-Typ-Locus vorhanden (FUS1 ist im MT-Plus und MID ist im MT-Minus 

lokalisiert) (Ferris und Goodenough 1994; Ferris et al. 1996; Ferris et al. 2002). 

Aufgrund der möglichen Beteiligung des RBR1 an der asymmetrischen 

Zellteilung, was für die Produktion der Eizellen und die Spermien in beiden 

Volvox-Geschlechtern entscheidend ist (siehe auch 2.1.1) einerseits, und in 

Kombination mit der eventuellen Beziehung zwischen den im Mating-Type-Locus 

lokalisierten Genen und der sexuellen Differenzierung anderseits, wurde die 

Lokalisation des RBR1 in Männchen untersucht. Nach der DNA-Isolierung von 

vier verschiedenen männlichen Stämmen (69-1B, Adam, Poona und 281-1) wurde 

versucht mit verschiedenen RBR1-spezifischen Primer-Paaren dieses Genfragment 

in Männchen zu isolieren. Überraschenderweise konnte dabei keine Bande 

amplifiziert werden. Aufgrund der Tatsache, dass die Rekombination innerhalb des 

MT verdrängt wird, können sich die Gene im Mating-Type-Locus schneller ändern 
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als andere Gene (Gillham 1969; Ferris et al. 1997). Aus diesem Grund könnte das 

geschlechtspezifische RB-Protein in Männchen die gleiche oder eine sehr ähnliche 

Proteinsequenz haben, obwohl die DNA-Sequenz sich zum Teil unterscheidet. 

Deswegen wurden weitere PCRs mit degenerierten Oligos unter den spezifischen 

bis zu den unspezifischen Annealing-Temperaturen (55°C bis 42°C) durchgeführt. 

Bei unspezifischen Annealing-Temperaturen ergaben die Reaktionen mehrere 

Banden, die sich aber nach Sequenzierung als nicht spezifische Banden erwiesen. 

Zusätzlich zu den PCR-Experimenten wurden Southern-Blots durchgeführt, um 

das orthologe RBR1-Gen in der DNA der Männchen zu detektieren. Die Southern-

Blot-Analyse wurde mit zwei unterschiedlichen Sonden unter stringenten 

(Hybridisierung bei 52°C; eine Stunde waschen in 0,2xSSC, 0,1%SDS) und nicht-

stringenten Bedingungen (Hybridisierung bei 42°C; eine Stunde waschen in 

2xSSC, 0,1% SDS) durchgeführt. Als Kontrolle wurde die DNA von Weibchen 

verwendet. Obwohl unter der Verwendung der Weibchen-DNA unter allen 

Bedingungen das Gen detektiert werden konnte, konnte kein Signal bei der 

Männchen-DNA detektiert werden. Außerdem wurde bei der Suche in der EST-

Datenbank von JGI die RBR1-Sequenz nur bei Weibchen-ESTs gefunden. Alle 

diese Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass in Weibchen nur eine Kopie 

von RBR1 vorhanden ist, wohingegen keine ähnliche DNA-Sequenz bei Männchen 

existiert. Um eine neue Hypothese, nämlich dass das RBR1 eine Schlüsselrolle im 

sexuellen Lebenszyklus von Volvox spielen könnte, zu überprüfen, wurde der 

männliche Stamm 281-1 mit RBR1 von Weibchen transformiert. Als 

Selektionsmarker wurde das NITA-Gen verwendet, welches in Gegenwart von 

Nitrat das Überleben der Transformanten im ammoniumfreien Medium ermöglicht 

(Schiedlmeier et al. 1994; Gruber et al. 1996). Nach Selektion der Transformanten 

auf dem NITA-Gen wurden die Transformanten auf das RBR1-Gen überprüft. 

Anschließend wurde durch Southern-Blot überprüft, wie viele Kopien von RBR1 

im Genom integriert wurden. Alle transgenen Männchen, die für die weitere 

Analyse ausgewählt wurden, besaßen nur eine einzige Kopie vom RBR1-Gen.  

Die mit Weibchen-RBR1 transformierten Männchen (175-3-2, 175-4-6 und 175-6-

1) zeigten nach den ersten Analysen einige phänotypische Unterschiede zu den 

WT-Männchen (WT = Wildtyp, Männchen, die nur mit dem NITA-Gen 

transformiert worden waren (TRef1)). Obwohl die Gonidienanzahl bei WT-

Männchen bei ~10 lag, besaßen die Transformanten ~13 Gonidien, was einem 
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Anstieg um 40% entspricht. Im Gegensatz dazu konnte keine Veränderung in der 

Anzahl der Somazellen festgestellt werden.  

In weiteren Analysen wurden die Zellvolumen beider Zelltypen von 

Transformanten im Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Gonidien und Somazellen 

wiesen jeweils einen Zuwachs des Zellvolumens von 68% bei den Gonidien und 

15% bei den Somazellen in Anwesenheit des RBR1-Gens auf (Abbildung 4-5). 

Kirk et al. (1993) schrieben, dass die Zellgröße als Schlüssel für die 

Zelldifferenzierung dient. Infolge der asymmetrischen Zellteilung entwickeln sich 

die Zellen, die größer als 8 µm im Durchmesser sind, zu Gonidien, während die 

Zellen mit einem kleineren Durchmesser zu Somazellen werden. Durch die 

Überexpression der RB-Proteine in den Transformanten (eigenes RB-Protein und 

heterolog exprimiertes Weibchen-RBR1) überschreiten wahrscheinlich mehr 

Zellen diese Grenze und werden zu Gonidien.  

Da RB-Proteine bei der Regulation der Zellteilung eine zentrale Rolle spielen und 

auch in Volvox während der Embryogenese eine erhöhte Expression von RBR1 

festgestellt wurde, wurde in Transformanten die Wirkung des RBR1 auf die 

Zellteilungsdauer gemessen. Dazu wurde der zeitliche Abstand zwischen der 

zweiten Zellteilung (Embryonen im Vierzellstadium) und der Mitte der Inversion 

gemessen (Siehe auch Abbildung 2-1). Diese Messung zeigte, dass bei der 

Transformante 175-6-1 der zeitliche Abstand zwischen diesen beiden Punkten 

größer ist als im Wildtyp (TRef1). Die Länge dieser Periode war in TRef1 6,5 

Stunden (STAB = 15 Minuten) und in 175-6-1 9 Stunden (STAB = 15 Minuten). 

Anhand dieser Daten konnte die Länge der Embryogenese nachgerechnet werden. 

Diese betrug für TRef1 ~8 Stunden und für 175-6-1 ~11 Stunden, d.h. die 

Embryogenese bei den Transformanten dauert drei Stunden länger im Vergleich 

zum Wildtyp. Die Länge der Embryogenese bei der TRef1 entspricht auch 

früheren Messungen in dem Volvox Weibchen-Stamm Eve10 (Kirk 1998; Hoops et 

al. 2005; Hallmann 2006a).  

Um den Zusammenhang zwischen RBR1 und dem sexuellen Lebenszyklus in 

Volvox rauszufinden, wurden die Transformanten im sexuellen Lebenszyklus 

untersucht. Die Zellteilungsmuster verändern sich in beiden Geschlechtern im 

sexuellen Lebenzyklus. Wie schon in der Einleitung erwähnt teilen sich die sexuell 

induzierten Gonidien bei den Weibchen in siebten Zyklus asymmetrisch statt im 

sechsten, wie es bei asexuellen Algen der Fall ist. Diese Verschiebung der 
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asymmetrischen Zellteilung führt zur Produktion von ~32 Eizellen und ~2000-

3000 Somazellen. Im sexuell induzierten Männchen dagegen wird die 

asymmetrische Zellteilung erst im achten Zyklus durchgeführt. Dies führt zur 

Bildung von 128 Somazellen und 128 Androgonidien. Jedes Androgonidium führt 

eine oder zwei weitere Zellteilungsrunden durch, was zur Bildung eines 

Spermienpakets mit 64 oder 128 Spermien führt. Weil die Zahl der Spermien in 

jedem Spermienpaket nicht bestimmt werden konnte, wurde der Durchmesser 

jedes Spermienpakets gemessen. Diese Messung zeigte, dass der Durchmesser der 

Spermienpakete bei den Transformanten 30-40% größer war als beim Wildtyp. 

Diese Zunahme des Spermienpaket-Volumens schafft genügend Raum für eine 

weitere Zellteilungsrunde, wodurch die Spermien die normale Größe erreichen. 

Infolge dieser zusätzlichen Zellteilung in den Spermienpaketen produzieren die 

transformierten Männchen möglicherweise doppelt so viele Spermien im 

Vergleich zu dem Wildtyp. 

 

Abbildung 4-5: Die Veränderung der Zellgröße nach der Expression von Weibchen-RBR1 in 
Männchen. 
In den transgenen Männchen ist eine Zunahme des Zellvolumens zu beobachten. In der Abbildung 
sind das Zellvolumen der Gonidien, der Somazellen und den Spermienpakete von 175-6-1 
(Männchen, transformiert mit Weibchen-RBR1) und TRef1 (Männchen Kontrolle, ohne Weibchen-
RBR1) dargestellt. Bei Gonidien und Somazellen wurde das Volumen des TRef1 als 100% 
genommen und die relativen Volumen des 175-6-1 im Verhältnis zu TRef1 gemessen. Bei den 
Spermienpaketen wurde der Durchmesser in µm gemessen. 100 Zellen wurden bei jeder Messung 
gezählt. 

Aufgrund der zentralen Rolle der RB-Proteine bei der Zellteilung und der 

Entwicklung ist trotz der Abwesenheit einer ähnlichen Sequenz zu RBR1 in 

Männchen (PCR, PCR mit den degenerierten Oligos, Southern-Bot und EST 

Datenbank) davon auszugehen, dass ein analoges RBR1-Gen in Männchen 
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vorhanden ist. Dieses RBR1-Analog könnte wie RBR1 bei Weibchen im Mating-

Type-Locus lokalisiert sein. Die Expression des funktionsfähigen RBR1-Gens von 

Weibchen in den transgenen Männchen bekräftigt diese Annahme. Die 

Veränderung der Zellgröße in den Transformanten könnte durch eine 

Überexpression der RB-Proteine zustande gekommen sein, nämlich die Expression 

des eigenen RB-Proteins und des RBR1 von Weibchen. Eine solche 

Überexpression der RB-Proteine führt ebenfalls zur Zunahme des Zellvolumens in 

Drosophila melanogaster (Neufeld et al. 1998). 

Der Unterschied zwischen den beiden RB-Genen von Weibchen und Männchen 

geht wahrscheinlich auf die unabhängige Entwicklung beider Gene im Laufe der 

Evolution zurück. Die Analyse der Mating-Type-Loci in Chlamydomonas zeigte, 

dass die an der sexuellen Entwicklung beteiligten Gene sich viel schneller 

verändern als andere Gene wie z.B. Beta-Tubulin (Ferris et al. 1997). Andererseits 

scheint die Rekombination im Mating-Type-Lokus unterdrückt zu sein (Gillham 

1969; Ferris 1995). Um diese Aussagen zu überprüfen, wurden verschiedene Gene 

zwischen Chlamydomonas und Volvox verglichen. Die Gene wurden in zwei 

Kategorien, die an der sexuellen Entwicklung beteiligten und unbeteiligten Gene, 

unterteilt. Obwohl die nicht an der sexuellen Entwicklung beteiligten Gene (z.B. 

Aktin, Beta-Tubulin und Nitratreduktase) zwischen Chlamydomonas und Volvox 

hoch konserviert sind, konnten für die an der sexuellen Entwicklung beteiligten 

Gene (z.B. FUS1, MID und SAD1) nur Treffer mit niedriger Homologie oder gar 

keine homologe Gene gefunden werden. Dies bekräftigt, dass die Gene, die an der 

sexuellen Entwicklung beteiligt sind, sich viel schneller verändern als die anderen. 

Die unterschiedlichen RB-Proteine in Männchen und Weibchen könnten nicht nur 

an der unterschiedlichen Entwicklung der beiden Geschlechter liegen, sondern 

selbst ein Grund dafür sein. 

Zusammengefasst lässt sich aus der Wirkung des heterolog exprimierten 

Weibchen-RBR1 auf die Größe der Gonidien, der Somazellen und den 

Spermienpakete in den transformierten Männchen schließen, dass ein ähnliches 

Gen in Männchen vorhanden ist. Der phänotypische Unterschied zwischen 

Weibchen und Männchen zeigt sich nur im sexuellen Lebenszyklus, wobei das 

RBR1-Gen während dieses Lebenszyklus stärker exprimiert wird (78% mehr in 

sexuell induzierten Weibchen im Vergleich zu vegetativen Algen). Nach der 

sexuellen Induktion ist der Zeitpunkt des Beginns der asymmetrischen Zellteilung 
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für die Bildung zweier unterschiedlicher Geschlechter entscheidend. Aus diesem 

Grund könnte eine geschlechtspezifische Entwicklung der RB-Proteine in Volvox 

zur unterschiedlichen Regulation der Zellteilungsprogramme bzw. 

unterschiedlicher Zelldifferenzierung nach der sexuellen Induktion führen. 

Außerdem wurde wahrscheinlich im Laufe der Evolution ein 

geschlechtspezifisches Zellteilungsprogramm in den sexuell induzierten Algen 

zusammen mit dem geschlechtspezifischen RB-Protein entwickelt. Diese Daten 

wiesen auf eine zusätzliche Rolle der RB-Proteine bei der sexuellen Entwicklung 

der Organismen hin, was bis jetzt noch nicht entdeckt geworden ist. Es sollte aber  

der Zusammenhang zwischen RB-Proteinen und sexueller Entwicklung weiter 

erforscht und analysiert werden. Dies könnte in erste Stelle durch die 

Charakterisierung des geschlechtspezifischen RB-Proteins in Männchen 

fortgeführt werden. Die Identifizierung der RB-Partnerproteine und Bestimmung 

deren zellspezifischer bzw. geschlechtspezifischer Rolle könnte weiterhin zur 

Aufklärung der RB-Proteinbasierter sexuellen Entwicklung in Volvox beitragen.  
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4.3 Channelrhodopsine in Volvox3 

Die Untersuchung der Zelldifferenzierung in Volvox fokussiert sich auf die zwei 

vorhandenen Zelltypen in diesem Organismus, nämlich Gonidien und Somazellen.  

Die Somazellen und die Gonidien zeigen sowohl unterschiedliche Protein- als auch 

Genexpressionsmuster (Kirk and Kirk 1985; Nematollahi et al. 2006). Bislang 

konnten mehrere Gene identifiziert werden, die in einem Zelltyp stärker als im 

Vergleich zum anderen Zelltypen exprimiert werden (Tam and Kirk 1991; Kirk et 

al. 1999; Meissner et al. 1999; Nematollahi et al. 2006). Die Untersuchungen 

zeigen, dass sich das Proteinmuster in den Somazellen und den Gonidien kurz 

nach dem Eintritt des Lichtes und des Beginns der Zelldifferenzierung dramatisch 

ändert. Dies weist darauf hin, dass die Zelldifferenzierung zwischen den beiden 

Zelltypen eventuell durch Licht kontrolliert wird. Bei dieser lichtabhängigen 

Proteinsynthese sind wahrscheinlich Rhodopsine beteiligt (Kirk und Kirk 1983; 

Kirk und Kirk 1985; Ebnet et al. 1998). Rhodopsine sind lichtsensitive 

Membranproteine, die als dominante Proteine in der Augenfleck-Region von 

Grünalgen vorkommen (Deininger et al. 1995; Schmidt et al. 2006). Um die Frage 

zu beantworten, welche Rolle die Rhodopsine in Volvox spielen, wurden in dieser 

Arbeit zwei Rhodopsin-Gene von Volvox kloniert und charakterisiert: 

Channelrhodopsin-1 (CHR1) und Channelrhodopsin-2 (CHR2). Diese beiden Gene 

wurden anhand der Homologie zu den Channelrhodopsinen von Chlamydomonas 

und den Bakteriorhodopsinen identifiziert (Nagel et al. 2002: Nagel et al. 2003; 

Spudich et al. 2000). Das CHR1-Gen besteht aus 13 Exons und 12 Introns; CHR2 

aus 14 Exons und 13 Introns. Die Untersuchung des Volvox-Genoms und 

Southern-Blot-Analysen konnten zeigen, dass von jedem Gen nur eine Kopie im 

Volvox-Genom vorhanden ist. CHR1 kodiert für ein Protein mit einer Länge von 

837 Aminosäure und einem Molekulargewicht von 86,6 kDa, während das 747 

Aminosäuren lange CHR2 ein Molekulargewicht von etwa 77,8 kDa aufweist. Die 

                                                 
3 Arash Kianianmomeni, Katja Stehfest, Ghazaleh Nematollahi, Peter Hegemann, Armin 

Hallmann (2008) Light-gated ion channels of Volvox carteri underlie a light-dependent, 

cell type-specific, stage-specific, and sex inducer-dependent regulation (submitted) 

 



 Diskussion der Ergebnisse 

 40

Identität von CHR1 zum Channelrhodopsin-1 von Chlamydomonas beträgt 62.7% 

über einem Bereich von 252 Aminosäuren. CHR2 zeigt eine 68.5% Identität zum 

Channelrhodopsin-2 von Chlamydomonas in 260 Aminosäuren. Außerdem zeigen 

beide Proteine 18 bis 25 % Identität zu Bakteriorhodopsinen (Tabelle 4-1).  

Bakteriorhodopsine CHR1 CHR2 

Bop (ACCESSION  CAP14056) 

Halobacterium salinarum 
23,8% über 151 AS 18,3% in 169 AS 

HR (ACCESSION  O93741) 

Haloterrigena sp. 
22,3% über 166 AS 24,5% in 143 AS 

SR (ACCESSION  O93743) 

Halorubrum sodomense 
25,2% über 147 AS 24,5% in 147 AS 

NR (ACCESSION  Q9UW81) 

Neurospora crassa 
23,1% über 147 AS 24,0% in 154 AS 

Tabelle 4-1:Die Identität zwischen den Bakterienrhodopsinen und Channelrhodopsinen von 
Volvox. 
Die Sieben-Transmembranen-Helix (7TM)-Domäne von CHR1 und CHR2 zeigen Homologie zu 
Bakteriorhodopsinen. Die analysierten Bakteriorhodopsine sind: Bacterioopsin (Bop) von 
Halobacterium salinarum, Halorhodopsin (HR) von Haloterrigena sp., Sensory rhodopsin (SR) 
von Halorubrum sodomense und Opsin-1 (NR) von Neurospora crassa. Die Identität zwischen den 
beiden Proteinen wurde in Prozent angegeben. AS steht für Aminosäure. 

Die CHR1 und CHR2 enthalten die so genannte 7 TM-Domäne (Aminosäurereste 

32 bis 263 bei beiden Proteinen), die für ihre Ionen-Kanal-Aktivität bekannt ist 

(Abbildung 4-6). Die Aktivität dieses Bereiches als Ionen-Tranporter wurde in 

Bakterien und in Chlamydomonas bereits nachgewiesen (Nagel et al. 2002; Nagel 

et al. 2003; Sineshchekov et al. 2002; Spudich et al. 2000). Die 7 TM-Domänen 

sind zwischen den Channelrhodopsinen von Volvox und Chlamydomonas 

konserviert (Abbildung 4-6). Anhand der Strukturanalysen konnte für 

Bacterioopsin (Bop) gezeigt werden, dass 22 Aminosäuren, die in den 7 TM-

Domänen lokalisiert sind, direkt mit Retinal, dem lichtempfindlichen Bestandteil 

der Rhodopsine, interagieren (Khorana 1993; Bieszke et al. 1999). Obwohl die 

Identität zwischen Channelrhodopsinen von Volvox und Bakterienrhodopsinen 

niedrig ist (Tabelle 4-1), sind die an der Retinalbindung beteiligten Aminosäuren 
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zum Teil konserviert geblieben. Elf von diesen Aminosäuren in CHR1 sind 

identisch zu Bop (Y80, R115, W119, T122, L126, D151, G158, S176, W218, 

P222 und K252) und fünf weitere sind konservativ umgetauscht worden (E118, 

C123, C154, F221 und I246). Bei CHR2 findet man neun identische Aminosäuren 

(Y80, R115, W119, T122, D151, G158, W218, P222 und K252) und vier weitere, 

die konserviert umgetauscht wurden (E118, C123, F221 und I246). Die Position 

dieser Aminosäuren wurde in CHR1 und CHR2 im Vergleich zu den 

Channelrhodopsinen von Chlamydomonas und Bop in Abbildung 4-6 dargestellt.  

 

Abbildung 4-6: Sequenzalignment zwischen 7 TM-Domänen von Algen-Channelrhodopsinen 
und Bop. 
Das Alignment stellt die Sequenzverwandtschaft zwischen Channelrhodopsin-1 von 
Chlamydomonas (Cr CHR1), Channelrhodopsin-1 von Volvox (Vc CHR1), Channelrhodopsin-2 
von Chlamydomonas (Cr CHR2), Channelrhodopsin-2 von Volvox (Vc CHR2) und Bacterioopsin 
von Halobacterium salinarum (Bop) dar. Die 7 TM-Domänen sind Grau hinterlegt; die 
konservierten Aminosäuren zwischen Algen-Channelrhodopsine und Bop sind. Weiße Buchstaben 
auf grauem Hintergrund. Die Aminosäuren, die mit dem Retinal interagieren, sind mit Sternchen 
gekennzeichnet (Bieszke et al. 1999; Henderson et al. 1990), # zeigt das Retinal-bindende Lysin 
(Nagel et al. 2002).  

Da sich einerseits das Muster der Proteinsynthese in Somazellen und Gonidien 

während der Zelldifferenzierung in Volvox nach dem Eintritt des Lichtes 

dramatisch verändert (Kirk und Kirk 1985; Kirk 1997) und anderseits Rhodopsine 

als Lichtrezeptoren bekannt sind, wird vermutet, dass Rhodopsine an dem 

Zelldifferenzierungsprozess beteiligt sind, weswegen CHR1 und CHR2 

hinsichtlich ihrer Rolle bei der Zelldifferenzierung genauer charakterisiert wurden. 

Dazu wurde als erstes die Zelltyp-spezifische Expression der Channelrhodopsine 

untersucht. Für diesen Zweck wurden Gonidien und Somazellen vor der ersten 
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Zellteilung mechanisch voneinander getrennt und anschließend wurde ihre RNA 

isoliert. Die Expression des CHR1 und CHR2 wurde in beiden Zelltypen mittels 

Real Time RT-PCR unter der Verwendung des Aktin-Gens als Referenz gemessen. 

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass die Expressionen beider Gene extrem 

Zelltyp-spezifisch sind und ihre mRNAs fast nur in den Somazellen detektiert 

werden konnten. CHR1 wird 931-fach und CHR2 882-fach stärker in den 

Somazellen exprimiert als in den Gonidien (Abbildung 4-7).  

Da sowohl CHR1 als auch CHR2 ausschließlich in den Somazellen exprimiert 

werden, wäre ihre Beteiligung bei der Proteinsynthese in Somazellen möglich. Die 

Beteiligung der Rhodopsine an der Proteinsynthese in Gonidien wird 

wahrscheinlich durch andere Rhodopsine reguliert. Die Analyse des Volvoxopsins 

durch Ebnet et al. (1998) zeigte, dass dessen Transkript nur in Gonidien und 

Embryonen vorhanden ist. 

In Chlamydomonas sind Channelrhodopsin-1 und Channelrhodopsin-2 an 

phototaktischen und photophobischen Reaktionen beteiligt (Sineshchekov et al. 

2002; Berthold et al. 2008). Lichtinduzierbare Reaktionen gehören in Volvox zu 

den Aufgaben der somatischen Zellen. Diese Zellen besitzen zwei Flagellen und 

einen Augenfleck, welcher zwischen den Flagellen und dem Zelläquator 

positioniert ist (Hoops 1993, 1997). Abhängig von der Intensität und der Richtung 

des absorbierten Lichtes durch Photorezeptoren wie z.B. Rhodopsine wird die 

Geschwindigkeit der Flagellenbewegung reguliert und die Schwimmrichtung 

festgelegt (Rüffer und Nultsch 1990, 1991; Hoops 1993; Hegemann 2008). Die 

gewaltige Expression der CHR1 und CHR2 in Somazellen im Vergleich zu 

Gonidien von Volvox deutet darauf hin, dass diese beiden als Lichtrezeptoren 

bekannten Proteine an den lichtinduzierten Reaktionen in Volvox beteiligt sein 

könnten. Vermutlich sind beide Proteine wie in Chlamydomonas in der 

Augenfleck-Region der Somazellen lokalisiert (Kateriya et al. 2004).  

In Volvox sind die Somazellen unterschiedlich groß. Die Größe der Somazellen ist 

abhängig von ihrer Position an der Oberfläche des Sphäroides. Die größeren 

Somazellen sind am anterioren Pol, die kleineren am posterioren Pol lokalisiert 

(Hand und Haupt 1971; Sakaguchi und Iwasa 1979). Als anteriorer Pol wird in 

Volvox die Schwimmrichtung der Alge definiert. Die an diesem Pol lokalisierten 

Somazellen besitzen größere und sensitivere Augenflecke im Vergleich zu den 

Somazellen, die sich am posterioren Pol befinden. Diese Eigenschaften lassen 
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vermuten, dass die am anterioren Pol lokalisierten Somazellen vermutlich wichtig 

für die phototaktischen und photophobischen Reaktionen sind (Hand und Haupt 

1971). Der Größenunterschied zwischen den Augenflecken der Somazellen von 

Volvox wird als ein Sensitivitätsgradient vom anterioren Pol zum posterioren Pol 

definiert (Sakaguchi und Iwasa 1979; Hoops 1997). Da einerseits beide 

Channelrhodopsine für die lichtinduzierten Reaktionen verantwortlich sind 

(Hegemann 2008; Berthold et al. 2008) und andererseits beide Gene fast nur in 

Somazellen exprimiert werden, könnte ein Gradient in der Expression der 

Rhodopsine in den Somazellen der Kolonie vorliegen, das heißt, die Expression 

von CHR1 und CHR2 ist in den am anterioren Pol lokalisierten Somazellen sehr 

hoch und nimmt in Richtung des Posterioren Pols kontinuierlich ab. Dies könnte 

der Grund dafür sein, wieso am anterioren Pol lokalisierte Somazellen sensitiver 

auf Licht reagieren als die am posterioren Pol lokalisierten. 

 

Abbildung 4-7: Zelltyp-spezifische Expression der CHR1- und CHR2-Gene in Volvox. 
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung der relativen Expression von CHR1 
und CHR2 in Somazellen im Vergleich zu Gonidien. Die Somazellen und Gonidien wurden vor der 
ersten Zellteilung voneinander getrennt und ihre RNA isoliert. Die Expression von CHR1 und 
CHR2 wurde mit Hilfe der Real Time RT-PCR gemessen und anhand der ∆∆Ct Methode 
ausgewertet (Bustin 2000; Pfaffl 2001). 300 ng RNA wurde für jeden PCR-Ansatz eingesetzt. Alle 
Reaktionen wurden dreifach gemessen. 
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Um mehr über die Funktion der Channelrhodopsine zu erfahren, wurde als 

nächstes deren Expression während des asexuellen Lebenszyklus von Volvox 

gemessen. Für diese Analyse wurden die Volvox-Kulturen (Eve 10-Stamm) in 8 

Stunden Dunkel / 16 Stunden Licht-Rhythmus bei 28°C synchronisiert. Unter 

diesen Bedingungen beträgt der Lebenszyklus von Volvox 48 Stunden. Die 

Gesamt-RNA wurde dann zu folgenden Zeitpunkten des Lebenszyklus isoliert: 

nach der Freisetzung der jungen Tochterkolonien aus der Mutterkolonie (Punkt 1 

und Punkt 2); kurz vor der ersten Zellteilung (Punkt 3); während der Zellteilung 

(Punkt 4); nach der Inversion (Punkt 5); in der Wachstumsphase (Punkt 6 bis 

Punkt 7) und nach der Freisetzung der jungen Tochterkolonien aus der 

Mutterkolonie (Punkt 8), was wiederum der Punkt 1 entspricht (Abbildung 4-8).  

Nach der Isolierung der RNA wurde die Expression der Channelrhodopsine mittels 

Real Time RT-PCR zu den erwähnten Zeitpunkten gemessen. Alle Reaktionen 

wurden dreifach gemessen. Als Referenz wurde das Aktin-Gen verwendet, welches 

während des Lebenszyklus von Volvox konstant exprimiert wird (Cresnar et al. 

1990) und in früheren Experimenten als Referenzgen verwendet wurde (Amon et 

al. 1998; Hallmann et al. 2001; Hallmann 2006b; Nematollahi et al. 2006). Die 

berechneten Expressionen für alle Zeitpunkte wurden mit dem Wert vom Punkt 1 

normalisiert.  

Die Expression des CHR1 bleibt vor und während der Zellteilung niedrig (Punkt 1 

bis 4) und erreicht sein Maximum am Ende der Inversion (Punkt 5). Kurz danach 

und während der folgenden Wachstumsphase (beim Beginn der Lichtphase) sinkt 

das Expressionslevel zuerst und nimmt einige Stunden später (mit dem Beginn der 

nächsten Dunkelphase) wieder zu (Abbildung 4-8). Diese Ergebnisse zeigen, dass 

die Expression dieses Gens während der Dunkelphase (Punkt 5 und 7) zunimmt. 

Das Expressionslevel stieg bei Punkt 5 um den Faktor ~10 und bei Punkt 7 um den 

Faktor  ~ 5. Das Expressionsniveau des CHR1-Gens wurde zudem im sexuellen 

Lebenszyklus untersucht. Das Expressionsmuster des CHR1 im sexuellen 

Lebenszyklus ist identisch mit dessen Muster im vegetativen Lebenszyklus mit 

dem Unterschied, dass der Expressionslevel am Ende der Inversion 50% höher ist 

als im Vergleich zum gleichen Punkt im asexuellen Lebenszyklus. 
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Abbildung 4-8: Das Expressionsmuster von CHR1 während des asexuellen und sexuellen 
Lebenszyklus von Volvox. 
Links . Das Expressionsmuster im asexuellen Lebenszyklus wurde dargestellt. Die X-Achse zeigt 
den Lebenszyklus von Volvox über 48 Stunden. Null Stunden ist als Beginn der Zellteilung 
definiert und 36 ist der Zeitpunkt der Freisetzung der Tochterkolonien aus der Mutterkolonie 
(Release). Die berechneten Expressionen für alle Zeitpunkte wurden mit dem Wert vom Punkt 1 
normalisiert. Alle Messungen wurden in drei Parallelansätzen durchgeführt.Unten ist die Licht-
Dunkel-Phase im Lebenszyklus von Volvox schematisch dargestellt. Für weitere Informationen 
siehe auch Abbildung 2-1. Rechts. Die Expression von CHR1 ist nach der Zugabe des Sex-
Induktors zu den vegetativen Algen (Induktion) gemessen und dargestellt. Punkt 1 ist als der 
Zeitpunkt der Induktion definiert.  

Die Real Time RT-PCR-Analyse des CHR2-Gens während des asexuellen 

Lebenszyklus zeigte, dass die Expression dieses Gens nach der Freisetzung der 

Tochterkolonien niedrig bleibt (Punkt 1 und 2). Jedoch nimmt sie vor der ersten 

Zellteilung leicht zu (Punkt 3; Abbildung 4-9). Während der Zellteilung (Punkt 4) 

ist die Expression von CHR2 niedrig. Wie zuvor das CHR1-Gen, so wird auch das 

CHR2-Gen am Ende der Inversion (Punkt 5) stark exprimiert (Faktor ~10 im 

Vergleich zu dem Punkt 1) und erreicht dort sein Maximum. Nach der Inversion 

nimmt die Expression wieder ab und stagniert bis zur nächsten Zellteilung. Im 

Gegensatz zu CHR1, bei dem die Expression in der zweiten Dunkelphase wieder 

zunimmt, weist die CHR2-Expression keine weitere Steigerung bei Punkt 7 auf. 

Im sexuellen Lebenszyklus ähnelte das Expressionsmuster von CHR2 dem des 

asexuellen Lebenszyklus, allerdings mit einem starken Anstieg um 400% am Ende 
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der Inversion (Punkt 5), was als Hinweis auf die Rolle von CHR2 im sexuellen 

Lebenszyklus in Volvox gewertet werden kann. 

 

Abbildung 4-9: Das Expressionsmuster des CHR2 im asexuellen und sexuellen Lebenszyklus 
von Volvox. 
Die X-Achse zeigt den Lebenszyklus von Volvox über 48 Stunden hinweg. Null Stunden ist als 
Beginn der Zellteilung definiert und 36 ist der Zeitpunkt der Freisetzung der Tochterkolonien aus 
der Mutterkolonie. Die berechneten Expressionen für alle Zeitpunkte wurden mit dem Wert von 
Punkt 1 normalisiert. Alle Messungen wurden in drei Parallelansätzen durchgeführt.Unten ist die 
Licht-Dunkel-Phase im Lebenszyklus von Volvox schematisch dargestellt. Links.  Das 
Expressionslevel von CHR2 im asexuellen Lebenszyklus steigt vor der ersten Zellteilung (Punkt 3) 
und am Ende der Inversion (Punkt 5) Rechts. Nach der Zugabe des Sex-Induktors nimmt die 
CHR2-Expresion stark zu und erreicht ihre höchste Expression am Ende der Inversion.  

Die Expressionsdaten zeigen, dass CHR1 und CHR2 im Laufe des asexuellen und 

sexuellen Lebenszyklus von Volvox unterschiedlich exprimiert werden. Die 

höchste Expression für beide Gene liegt am Ende der Inversion in der 

Dunkelphase. Dieses Expressionsmuster ähnelt Expressionsdaten von Volvoxopsin, 

das am Ende der Inversion stark exprimiert wird (Ebnet et al. 1998). Diese 

Tatsache ist besonders interessant, weil Rhodopsine eigentlich als Photorezeptor in 

der Augenfleck-Region der Somazellen für Phototaxis nötig sind (Foster et al. 

1984; Kateriya et al. 2004). In Volvox würde dann eine höhere Expression der 

Rhodopsine am Ende der Wachstumsphase bei der Freilassung der 

Tochterkolonien erwartet, weil in dieser Phase die Rhodopsine für die 

Orientierung und Lichtdetektion in Tochterkolonien benötigt werden. 
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Die Zunahme der Expression von CHR1 und CHR2 in Volvox während der 

Embryogenese, wenn die Zelldifferenzierung stattfindet, ist ein Hinweis darauf, 

dass diese Proteine möglicherweise an anderen Prozessen wie z.B. der 

Zelldifferenzierung direkt oder indirekt beteiligt sind. Es wurde spekuliert, dass ein 

Zusammenhang zwischen den Rhodopsinen und der differenziellen 

Proteinsynthese in Somazellen und Gonidien besteht (Kirk und Kirk 1985). Dies 

betrifft nicht nur den asexuellen Lebenszyklus von Volvox, sondern auch den 

sexuellen Lebenszyklus, da die Expression der CHR1- und CHR2-Gene im 

sexuellen Lebenszyklus im Vergleich zum asexuellen Lebenszyklus zunimmt.  

Die Real Time RT-PCR-Analysen zeigen, dass die Expression von CHR1 und 

CHR2 in der Dunkelphase am höchsten ist und mit dem Beginn der Lichtphase 

abnimmt. Der Zusammenhang zwischen der Expression der Channelrhodopsine 

und der Licht-Dunkel-Phase ist bei CHR1 deutlicher zu sehen als bei CHR2. 

Während die Expression des CHR1 mit dem Beginn beider Dunkelphasen (Punkt 5 

und 7) im asexuellen Lebenszyklus steigt, nimmt die Expression des CHR2 nur bei 

der ersten Dunkelphase (Punkt 5) zu (Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9). Die 

weiteren Untersuchungen zeigten, dass die Expression der CHR1 und CHR2 

negativ durch Licht reguliert wird. Allerdings ist die Wirkung des Lichtes auf die 

Expression des CHR1 stärker als auf CHR2. Vergleicht man die Expression der 

beiden Channelrhodopsine in Abhängigkeit von Licht, so kann man feststellen, 

dass die Expression von CHR1 viel lichtsensitiver ist als von CHR2. Da CHR1 als 

dominantes Gen bei der lichtinduzierten Reaktionen vermutet wird (Berthold et al. 

2008), kann die direkte Regulation dieses Gens durch das Licht als Vorteil für die 

Regulation der lichtinduzierten Reaktionen in Volvox gelten. 

Neben der Lichtintensität spielt die Umgebungstemperatur für die lichtinduzierten 

Reaktionen eine wichtige Rolle. Die Phototaxis wird in Volvox durch die 

Temperatur beeinflusst. Beispielsweise kann eine positive Phototaxis bei 

Temperaturen zwischen 20-30°C durch Senkung der Temperatur auf 14°C in eine 

negative Phototaxis umgewandelt werden (Sakaguchi and Tawada 1977; 

Sakaguchi and Iwasa 1979). Um den Einfluss der Temperatur auf die Expression 

von CHR1 und CHR2 zu untersuchen, wurden die Algen einmal bei einer höheren 

(100 min bei 42°C und anschließend 20 min bei 45°C; Kirk and Kirk 1986) und 

einmal bei einer niedrigeren Temperatur (120 min bei 14°C im Vergleich zur 

normalen Züchtungstemperatur 28°C) inkubiert. Anschließend wurde RNA isoliert 
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und die relative Expression im Vergleich zu den bei 28°C kultivierten Algen 

gemessen. 

 

Abbildung 4-10: Expression von CHR1 nach Hitze- und Kältebehandlung. 
Für Hitzeschock-Bedingungen wurden die Algen zuerst 100 min bei 42.5°C und dann 20 min bei 
45°C inkubiert. Die Kältebehandlung erfolgte durch eine 120-minütige Inkubation der Algen bei 
14°C. Die Kontrollalgen wurden bei 28°C kultiviert. Die Messung der Expression erfolgte mit 
Hilfe der Real Time RT-PCR-Analyse. Alle Messungen wurden in drei Parallelansätzen 
durchgeführt. 

Durch die Inkubation der Algen bei höheren Temperaturen wurde die Expression 

beider Gene stark vermindert. Im Vergleich zur Kontrolle exprimierten behandelte 

Algen ~90% weniger CHR1 und ~25% weniger CHR2. Die Inkubation der Algen 

bei niedrigeren Temperaturen führte ebenso zur Abnahme der Expression beider 

Gene. Im Vergleich zur Kontrolle wurde CHR1 ~63% und CHR2 ~62% weniger 

exprimiert (Abbildung 4-10, Abbildung 4-11). Die temperaturabhängige 

Expression dieser Gene, besonders bei niedrigeren Temperaturen, korreliert mit 

der Umschaltung von positiven zu negativer Phototaxis unter niedrigeren 

Temperaturen.  
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Abbildung 4-11: Expression des CHR2 nach Hitze- und Kältebehandlung. 
Die Hitzebehandlung erfolgte durch 100-minütige Inkubation der Algen bei 42.5°C und eine 20-
minütige Inkubation bei 45°C (Kirk und Kirk 1985). Für die Kältebehandlung wurden die Algen 
bei 14°C für 120 min inkubiert. Nach der Messung der Expression mittels Real Time RT-PCR 
wurden die Daten mit Hilfe der ∆∆Ct Methode ausgewertet (Bustin 2000).  

Diese Daten zeigen, dass die Expression beider Channelrhodopsine in Volvox 

durch Licht und Temperatur reguliert wird. Da beide Gene an phototaktischen und 

photophobischen Reaktionen beteiligt sind, wird die Wirkung der 

Umgebungsfaktoren wie Licht und Temperatur auf die Expressionen dieser Gene 

dem Organismus helfen, auf die Veränderung im Licht und Temperatur effektiver 

zu reagieren. Die Umschaltung von positiver Phototaxis bei Temperaturen 

zwischen 20-30°C zu einer negativen Phototaxis bei 14°C (Sakaguchi and Iwasa 

1979) könnte auf eine veränderte Expression von CHR1 und CHR2 

zurückzuführen sein. Von diesen beiden Genen schien CHR1 sensitiver und 

schneller auf Licht und Temperatur zu reagieren. Da photoinduzierte Reaktionen 

bei Algen sehr schnell angeschaltet werden (Kateriya et al. 2004), ist eine schnelle 

Expression beteiligter Gene in diesem Prozess von enormer Bedeutung. CHR1 

könnte deshalb eher als ein beteiligtes Gen für die lichtinduzierten Reaktionen in 

Betracht kommen. Dieses Gen wird durch Licht negativ reguliert und seine 

Expression ist sehr sensitiv gegenüber Veränderungen der Umgebungsfaktoren wie 

z.B. Licht und Temperatur. In Chlamydomonas wird das Channelrhodopsin-1 als 

das dominante Gen für die photophobischen Reaktionen vermutet (Berthold et al. 

2008). Die hier vorliegenden Daten deuten auf eine Beteiligung des CHR1-Gens 

an den lichinduzierten Reaktionen hin.  Inwieweit dieses Gen an phototaktischen 
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und photophobischen Reaktionen bei Volvox beteiligt ist und welche Rolle dabei 

andere Gene wie z.B. CHR2 spielen, blieb aber unklar.  

Zusammenfassend zeigt sich, dass CHR1 und CHR2 zwei Zelltyp-spezifische 

Gene sind, die ausschließlich in den Somazellen exprimiert werden. Diese Zelltyp-

spezifische Expression ist durch die Beteiligung der Somazellen an 

lichtinduzierten Bewegungen in Volvox zu erklären. Die lichtinduzierten 

Reaktionen wie z.B. Phototaxis ändern sich in Volvox in Abhängigkeit von Licht 

und Temperatur (Sakaguchi and Tawada 1977; Sakaguchi and Iwasa 1979). Die 

Expressionsanalyse der Channelrhodopsine unter unterschiedlichen Licht- und 

Temperaturbedingungen zeigte, dass die Expression beider Gene durch Licht und 

Temperatur beeinflusst wird. Diese Korrelation zwischen den Veränderungen in 

Phototaxis und der Expression der Channelrhodopsine könnte bedeuten, dass diese 

beiden Gene an diesem Prozess beteiligt sind.  

Außer der Zelltyp-spezifischen Expression beider Channelrhodopsine in den 

somatischen Zellen als Hinweis für ihre Beteiligung in der Phototaxis, deutet deren 

entwicklungsabhängige Expression während des Lebenszyklus in Volvox auf die 

Rolle dieser Gene bei der Zelldifferenzierung hin. Obwohl die Zellteilung in 

Volvox in der Dunkelphase beendet wird, bleiben die Zellen bis zum Beginn der 

Lichtphase undifferenziert. Die Wirkung des Lichts auf translationeller Ebene 

führt zur differenziellen Proteinsynthese in Somazellen bzw. Gonidien und 

anschließender Zelldifferenzierung (Kirk und Kirk 1985). Die Untersuchung dieser 

Proteinsynthese unter der Belichtung mit unterschiedlichen Wellenlängen konnte 

zeigen, dass das Absorptionsmaximum für die Proteinsynthese  bei 500 nm liegt, 

was dem Aktionsspektrum von Channelrhodopsine ähnelt (Kirk und Kirk 1985; 

Hegemann und Tsunoda 2007). Dies zusammen mit dem Expressionsmuster der 

Channelrhodopsine in Volvox, die am Ende der Embryogenese stark exprimiert 

werden (unter der Voraussetzung, dass das Protein auch in diesem Zeitraum 

synthetisiert wird), deutet darauf hin, dass CHR1 und CHR2 eine Rolle bei der 

Zelldifferenzierung spielen. Diese beiden Channelrhodopsine könnten als Zelltyp-

spezifische Photorezeptoren die Proteinsynthese in Somazellen kontrollieren bzw. 

regulieren. Die Identifizierung weiterer Rhodopsine zusammen mit der 

Bestimmung ihrer Zelltyp-spezifischen Expressionsmuster könnte diesen 

Zusammenhang zwischen der differenziellen Proteinsynthese in Somazellen, 

Gonidien und Rhodopsinen mehr erläutern. 
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Da die Channelrhodopsine seit ihrer Entdeckung in Chlamydomonas (Nagel et al. 

2002; Nagel et al. 2003; Sineshchekov et al. 2002) zur Kontrolle der 

Neuronenaktivität in der Neurobiologie eingesetzt werden, ist die Suche nach 

neuen Channelrhodopsinen aus Algen mit erweiterten Eigenschaften wie z.B. 

anderen Aktionsspektren oder größerer Durchlässigkeit für bestimmte Ionen von 

großer Bedeutung, was jedoch erst vor kurzem begonnen wurde (Nagel et al. 2005; 

Zhang et al. 2007; Hegemann 2008). Die in dieser Arbeit neu identifizierten 

Channelrhodopsine aus Volvox (CHR1 und CHR2) sind daher als geeignete 

Kandidaten für die weitere Analyse bezüglich ihrer Anwendung in der 

Neurobiologie zu werten. Die Bestimmung der Aktionsspektren für CHR1 und 

CHR2 bzw. die Messung ihrer Ionen-Transport-Aktivität wäre der nächste Schritt 

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

 NAB1, in Volvox  

5.1 Einleitung 

Die Grünalge Volvox carteri dient als Modellorganismus zur Untersuchung von 

Zelldifferenzierung, Seneszenz und Phototaxis (Kirk und Harper 1986; Kirk 1997; 

Pommerwille und Kochert 1982; Sakaguchi und Iwasa 1979). Diese Alge besitzt 

nur zwei Zelltypen, nämlich Gonidien (reproduktive Zellen) und Somazellen. 

Diese beiden Zelltypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Morphologie, 

Physiologie, Zellgröße, Protein- und Genexpressionsmuster (Starr 1969, 1970; 

Kirk und Kirk 1983, 1985; Kirk et al. 1993; Tam und Kirk 1991; Nematollahi et al. 

2006). Die 2000-3000 kleinen Somazellen, die an der Oberfläche der Volvox- 

Sphäroid lokalisiert sind, besitzen zwei Flagellen, einen Augenfleck und im 

Vergleich zu Gonidien einen kleinen Chloroplasten. Die Somazellen sind auf die 

Bewegung und Phototaxis spezialisiert (Hoops 1993, 1997) und sind nicht in der 

Lage sich weiter zu teilen und sterben nach einer Generation durch einen 

programmierten Alterungsprozess (Pommerwille und Kochert 1981, 1982). Im 

Gegensatz zu den Somazellen teilen sich die Gonidien und bilden neue 

Generationen. Die Gonidien besitzen einen großen Chloroplasten, der die nötige 

Energie für Wachstum und Teilung bereitstellt. 

Neben einer Reihe von Genen, die differenziell in beiden Zelltypen exprimiert 

werden (Tam und Kirk 1991; Nematollahi et al. 2006), unterscheiden sich ihre 

Proteinmuster stark (Kirk und Kirk 1985;). Es sind bereits einige Gene bekannt, 

die entweder stärker in Somazellen oder in Gonidien exprimiert werden. Tam und 

Kirk zeigten 1991, dass 19 Gene stärker in den Gonidien exprimiert werden, 

während zwölf weitere Gene vermehrt in den Somazellen exprimiert werden. Die 

Expressionsanalyse der 19 Gonidien-spezifischen Gene während des asexuellen 

Lebenszyklus von Volvox konnte zeigen, dass nur eines dieser Gene (G167) 

während der Embryogenese, die weiteren 18 dagegen vermehrt nach der 

Embryogenese bzw. während der Freisetzung und Reifung der jungen Kolonien 

exprimiert werden (Tam und Kirk 1991). Die weitere Charakterisierung dieser 18 

Gene zeigte, dass 16 dieser Gonidien-spezifischen Gene an der Photosynthese 
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beteiligt sind. Die Aminosäuresequenzen von drei dieser Gene zeigten 

Homologien zu den Proteinen des Lichtsammelkomplexes. OEE3 (oxygen-

evolving enhancing protein 3), LHCA (light-harvesting complex protein A) und 

FNR (ferredoxin-NADP+ reductase) kodieren Chloroplastproteine, die an der 

Photosynthese beteiligt sind (Choi et al. 1996; Meissner et al. 1999). Diese in der 

Thylakoidmembran lokalisierten Proteine sind verantwortlich für die Absorption 

der Lichtenergie und deren Weiterleitung zum Lichtreaktionszentrum der 

Photosynthese (Jansson 1994; Kargul und Barber 2008). 

Auf der Suche nach weiteren zellspezifisch exprimierten Genen in Volvox 

untersuchten Nematollahi et al. (2006) einen Pool von 40 Genen auf ihre 

zellspezifische Expression. Die Analyse zeigte, dass 26 Gene eine signifikante 

Expressionsdifferenz (höher als Faktor zwei) zwischen den Somazellen und den 

Gonidien aufweisen. 16 dieser Gene werden überwiegend in den Somazellen 

exprimiert, während zehn weitere Gene ein höheres Expressionsniveau in den 

Gonidien aufweisen. Unter den letzteren befindet sich das NAB1-Gen, dessen 

Expression in den Gonidien um mehr als den Faktor vier gegenüber den 

Somazellen erhöht ist. 

Das zum ersten Mal in Chlamydomonas charakterisierte RNA-bindende Protein 

NAB1 (putative nucleic acid binding protein) ist an der posttranskriptionellen 

Regulation der Lichtsammelkomplex-Proteine des Photosystems II (LHCII-

Komplex) beteiligt (Mussgnug et al. 2005). Durch die Analyse der EST-Sequenzen 

von Chlamydomonas konnten bereits neun LHCII-Isoformen (LHCBM1, 

LHCBM2, LHCBM3, LHCBM4, LHCBM5, LHCBM6, LHCBM8, LHCBM9 und 

LHCBM11) identifiziert werden (Elrad et al. 2002; Elrad und Grossman 2004). Die 

Expression dieser Gene auf Proteinebene konnte für alle, außer LHCBM11, 

nachgewiesen werden (Stauber et al. 2003). Der Vergleich der 

Aminosäuresequenzen der LHCBM-Proteine erbrachte einen starken 

Konservierungsgrad dieser Proteine, kleinere Sequenzunterschiede sind 

überwiegend im N-terminalen Bereich zu finden. Trotz ihrer sehr ähnlichen 

Sequenzen wird vermutet, dass jedes dieser Proteine eine spezifische Funktion im 

LHCII-Komplex besitzt (Elrad et al. 2002). Die posttranskriptionelle Regulation 

der LHCBM-Gene geschieht durch die Bindung des NAB1 an das Transkript der 

LHCBM-Gene. Der cytosolische Translationsrepressor NAB1 sequestriert die 

LHCBM-mRNAs in sub-polysomalen mRNP-Komplexen (messenger 
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ribonucleoprotein complex) und verhindert dadurch ihre Translation (Mussgnug et 

al. 2005; Wobbe et al. 2008). NAB1 besitzt zwei RNA-bindende Domänen, 

nämlich CSD (cold shock domain) am N-Terminus und RRM (RNA recognition 

motif) am C-Terminus. Die Kombination dieser Domänen ist wahrscheinlich für 

die spezifische Erkennung der LHCBM-mRNAs und darauf folgende 

Translationsblockierung entscheidend (Mussgnug et al. 2005).  

Im Gegensatz zu Chlamydomonas besitzt Volvox zwei Zelltypen mit 

unterschiedlichen Photosyntheseaktivitäten. In Volvox sind die photosynthetischen 

Aktivitäten in Somazellen deutlich geringer als in Gonidien, was durch die 

verminderte Expression der an der Photosynthese beteiligten Gene und der daraus 

folgenden Blockierung der Photoynthese in diesem Zelltyp erklärt werden kann. 

Der Schlüsselregulator dieses Prozesses ist das REGA (somatic regenerator) 

Protein, welches mit Hilfe einer DNA-bindenden VARL-Domäne in der Lage ist, 

an Gene zu binden, die an der Photosynthese beteiligten sind und deren Expression 

in den Somazellen zu blockieren (Kirk et al. 1999; Meissner et al. 1999; Duncan et 

al. 2006; Duncan et al. 2007). Durch die Aktivität von REGA in den Somazellen 

wird die Biogenese der Chloroplasten blockiert, was wahrscheinlich auch mit dem 

Beginn der programmierten Alterungsprozesse zusammenhängt (Kirk et al. 1999; 

Meissner et al. 1999; Pommerwille und Kochert 1982). Basierend auf diesen Daten 

könnte ein Teil der Zelldifferenzierung in Volvox auf eine unterschiedliche 

Regulation der Photosynthese in beiden Zelltypen zurückzuführen sein. Bei der 

Zelltyp-spezifischen Regulation der Photosynthese in Volvox könnte eventuell der 

cytosolische Translationsrepressor NAB1 beteiligt sein. Um mehr über die Rolle 

des NAB1 bei der Regulation der Photosynthese in Somazellen und Gonidien zu 

erfahren, wurde im Rahmen dieser Arbeit das NAB1-Gen kloniert und näher 

charakterisiert.  
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5.2 Material und Methoden 

Volvox-Stamm und Kulturbedingungen 

Der verwendete Eve10 Stamm (Wildtyp) von V. carteri f. nagariensis wurde 

freundlicherweise von Herrn David Kirk (Washington University, St. Louis, MO) 

zur Verfügung gestellt. Der Stamm wurde in Volvox-Standardmedium (SVM) 

(Provasoli und Pintner 1959) kultiviert. Ein synchrones Wachstum konnte durch 

konstante Belüftung bei 28°C im 8 Stunden Dunkel- / 16 Stunden Licht- (10,000 

Lux)-Rhythmus erzielt werden (Starr und Jaenicke 1974). Stammkulturen wurden 

in Reagenzgläsern mit 10 ml SVM gehalten und nach einer Generation in frisches 

Medium überimpft. Für die DNA- und RNA-Isolierung wurden die Algen in 10 l 

Kolben steril überimpft und bis zu einer Dichte von 6-8 Algen pro ml synchron 

kultiviert.  

DNA-Isolierung 

Für die DNA-Isolierung wurde das DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) 

verwendet. Dafür wurden die Algen zuerst auf einem 100 µm Sieb aufkonzentriert 

und dann in flüssigem Stickstoff eingefroren. Anschließend wurden die 

gefrorenen Algen mit einem Minipistill zerkleinert und die DNA wurde nach 

Angaben des Herstellers isoliert. 

Für die Isolierung größerer Mengen an DNA wurde die CTAB-Methode 

verwendet (Murray und Thompson 1980; Saghai-Maroof et al. 1984). Nach 

Zugabe von 10 ml CTAB-Lösung [150 mM Tris-HCl (pH 8,0); 1,05 M NaCl; 15 

mM EDTA (pH 8,0); 1,5% (w/v) CTAB und Zugabe von 1,5% (v/v) β-

Mercaptoethanol unmittelbar vor dem Gebrauch] auf 10 ml in Stickstoff 

gemörserte Algen wurde die Mischung 1-2 Stunden unter ständigem Schütteln bei 

60ºC inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension 5 min auf Eis abgekühlt 

und nach der Zugabe von 15 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) 20 min lang 

wiederholt invertiert. Nach Zentrifugation bei 2100 g für 30 min wurde die 

wässerige Phase abgenommen, mit 20 µl RNAse (10 mg/ml) versetzt und 30 min 

bei 37ºC inkubiert. Die Fällung der DNA erfolgte durch Zugabe von einem 

Volumen Isopropanol (-20ºC) und einer anschließenden 10-minütigen 
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Zentrifugation bei 12.000 g. Das Pellet wurde dann zweimal mit 70% EtOH (-

20ºC) gewaschen und in 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) aufgenommen. Die 

Konzentration und die Qualität der DNA wurden anschließend mittels 

Agarosegelelektrophorese und photometrischer Absorptionsmessung bei einer 

Wellenlänge von 260 und 280 nm (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) bestimmt.  

RNA Isolierung 

Die eingefrorenen Algen wurden im Mörser fein zerkleinert und die RNA wurde 

unter Verwendung von Tri-Reagent isoliert (Sigma-Aldrcih, St. Luis, MO). 1 ml 

fein gemörserte Algen wurden zuerst in 10 ml Tri-Reagent und 3 ml Chloroform 

aufgenommen und gemischt. Nach Zentrifugation bei 12.000 g für 15 min bei 4ºC 

wurde die RNA durch Zugabe von Isopropanol zu der wässerigen Phase gefällt, 

zweimal mit 70% EtOH gewaschen und anschließend in RNase-freiem Wasser 

(behandelt mit 0,1% Diethylpyrocarbonat) aufgenommen. Die Quantifizierung der 

RNA erfolgte mit Hilfe eines RNA-Formaldehyd-Agarosegels und 

photometrischer Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm 

(GE Healthcare, Uppsala, Schweden). 

Standard PCR 

Die Standard PCR-Reaktionen (1x PCR Puffer, 2 Units Taq-DNA-Polymerase, 

100 µM je dNTP, 1 µM je Primer und ~ 100 ng DNA) wurden in 25 µl-Maßstab 

im sterilen 0,2 ml-PCR-Gefäßen angesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit 

folgendem Programm: 3 min bei 94 ºC, 40 Reaktionszyklen (30 s bei 95ºC, 3 min 

bei 55ºC und 2 min bei 72ºC) und anschließend 7 min bei 72ºC. 

Standard RT-PCR 

Für die reverse Transkription (RT) wurde 1 µg Gesamt-RNA von Volvox 

eingesetzt. Das Umschreiben der NAB1-mRNA in cDNA erfolgte unter 

Verwendung des Primers ON15048 (5'-CAACTGTCCCTCAACATCCG; Siehe 

8.2) und der Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) Reversen Transcriptase 

(Promega). Die Reaktionszeit betrug eine Stunde bei 50°C und wurde 

anschließend durch eine 15-minütige Inkubation bei 65°C gestoppt. 10 µl dieses 
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Ansatzes wurde dann als Template für die Amplifikation der cDNA in einer 

Standard-PCR eingesetzt. 

Real Time RT-PCR 

Nach der Isolation von Gesamt-RNA von Volvox wurde die RNA mit DNase I 

(Promega) behandelt, um die Amplifikation genomischer DNA während der Real 

Time RT-PCR auszuschließen. Zu diesem Zweck wurde 1 µg RNA mit 5 Units 

DNase I unter Verwendung von DNAse-Puffer (20 mM Tris, pH 8.4, 2 mM 

MgCl2, 50 mM KCl) versetzt. Die Real Time RT-PCR wurde mit Hilfe des 

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kits von Qiagen durchgeführt. Als Template 

wurde 300 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Zusätzlich zu dem Template beinhaltete 

jeder Reaktionsansatz je 0,8 µM der Primer, 12,5 µl 2x QuantiTect SYBR Green 

RT-PCR Master Mix und 0,25 µl QuantiTect RT Mix in einem Gesamtvolumen 

von 25 µl. 

Alle Messungen wurden in drei Parallelansätzen durchgeführt. Zwei zusätzliche 

Ansätze (einmal ohne Zugabe von RNA und einmal ohne Zugabe von Reverser 

Transkriptase) dienten als Negativ-Kontrollen. Die Amplifikation der 

Spleißvariante 1 des NAB1-Gens wurde durch den Einsatz des Primerpaars 

ON14887 (5'-GGAACCGTGAAGTGGTTCAAC) und ON14888 (5'-

CCTCAACCTCAAACTCGACG) durchgeführt (Siehe 8.2). Die Spleißvariante 2 

wurde mit dem Primerpaar ON14887 (5'-GGAACCGTGAAGTGGTTCAAC) 

und ON15233 (5'-CAATAACGACGTGTTGTGCAAAGC) amplifiziert (Siehe 

8.2). Das Primerpaar ON15010 (5'-TGAGAAGACGTACGAGCTGC) und 

ON15011 (5'-CCTCCATGCCGATTAGGCTA) diente zur Amplifikation des 

101-bp langen Aktin-Fragments, welches als Referenz in diesem Experiment 

verwendet wurde. Die One Step Real Time RT-PCR wurde anhand des folgenden 

PCR-Programms in einem Real Time Cycler (DNA Engine Opticon Continuous 

Fluorescence Detection, MJ Research, Waltham, MA) durchgeführt: 30 min bei 

50°C (für die cDNA-Synthese), 15 min 95°C Vorlauf und 40 

Amplifikationszyklen (95°C für 20 s, 55°C für 30 s und 72°C für 40 s). Das 

relative Expressionsniveau wurde mit Hilfe der ∆∆Ct–Methode unter der 

Verwendung des Aktin-Gens als Referenz bestimmt (Bustin 2000; Pfaffl 2001; 

Nematollahi et al. 2006). 
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Nothern Blot 

8 µg Gesamt-RNA wurde auf einem 1,5%igem Formaldehyd-Agarosegel 

aufgetrennt und auf eine positiv geladene Membran (Roche, Germany) geblottet. 

Anschließend wurde durch eine 3-minütige Inkubation im UV-Crosslinker die 

RNA auf der Membran fixiert. Die Prähybridisierung wurde für 2 Stunden bei 

42°C in „DIG Easy Hyb“-Lösung (Roche, Germany) durchgeführt. Unter 

Verwendung des „PCR DIG Labeling Mix“-Kits (Roche, Germany) und des 

Primerpaars ON15047 (5'-CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG) und ON15048 

(5'-CAACTGTCCCTCAACATCCG) wurde eine 817-bp-lange DIG-markierte 

NAB1-Sonde hergestellt (Siehe 8.2). Die Membran wurde dann mit der 

denaturierten Sonde (20 ng Sonde pro Hybridisierungslösung) über Nacht 

hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran einmal mit 2x 

SSC/0,1% SDS bei RT für je 5 min und zweimal mit 0,1x SSC/0.1% SDS bei 

52°C für jeweils 20 min gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines 

Antikörpers gegen DIG, an dem zugleich eine alkalische Phosphatase gebunden 

ist, unter Verwendung von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-

chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) nach Herstellerangaben (Roche, Germany). 

Southern Blot 

Nach dem Verdau von 12 µg DNA mit HincII wurden die DNA Fragmente in 

einem 1%igem Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran (Hybond-N; 

Amersham Bioschiences) übertragen und durch eine Hitzebehandlung (30 min bei 

120°C) auf der Membran fixiert (Sambrook et al. 1989). Die 578-bp-lange DIG-

markierte NAB1-Sonde wurde unter Verwendung des PCR DIG Labeling Mix-

Kits (Roche, Germany) und des Primerpaars ON15047 (5'-

CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG) und ON14888 (5'-

CCTCAACCTCAAACTCGACG) amplifiziert (Siehe 8.2). Die 

Prähybridisierung, die Hybridisierung und alle Waschschritte erfolgten nach 

einem Standard-Protokoll (Sambrook et al. 1989). Die Detektion erfolgte mit 

Hilfe der Anti-DIG-Antikörper konjugiert mit alkalischer Phosphatase unter 

Verwendung des Chemolumineszenz-Substrats CDP Star (Roche Applied 

Science).  
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Klonierung des NAB1-Gens und von NAB1-cDNA 

Die Klonierung des NAB1-Gens erfolgte durch die Verwendung des Primerpaars 

ON15043 (5'-CCGTGGATATGGAAGGTATTG) und ON15046 

(5'-TAGTCGACGGAGTAAGCGAG) in einer Standard PCR-Reaktion (Siehe 

8.2). Als Template wurde genomische DNA der Volvox-Linie Eve10 verwendet. 

Das 4882 bp lange Fragment wurde dann in den mit EcoRV geschnittenen pKS(+) 

Bluescript II Vektor kloniert und von beiden Seiten sequenziert. 

Das Primerpaar ON15047 (5'-CTGTAAGCTGCCGAAAGCTG) und ON15048 

(5'-CAACTGTCCCTCAACATCCG) wurde zur Amplifikation der NAB1-cDNA 

verwendet (Siehe 8.2). Durch eine Standard RT-PCR und die Verwendung von 1 

µg RNA konnte die 817-bp-lange cDNA von NAB1 amplifiziert werden. Die 

cDNA wurde nach der Klonierung in den mit EcoRV geschnittenen pKS(+) 

Bluescript II Vektor von beiden Seiten sequenziert.  

Separation von Gonidien und Somazellen 

Zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Genexpression wurden Gonidien und 

Somazellen voneinander getrennt. Die in 10 Liter Kolben synchron gewachsenen 

Algen wurden vor der ersten Zellteilung durch ein 100 µm Sieb aufkonzentriert. 

Nach der Aufschließung der Volvox-Sphäroide mit Hilfe eines Dounce-

Homogenizator wurden die zwei Zelltypen unter Zugabe von 7% Percoll 

voneinander getrennt (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO) (Nematollahi et al. 2006). 

Induktion der sexuellen Entwicklung 

Zur Erzeugung des Sex-Induktors wurde der männliche Stamm 69-1B zuerst 100 

min bei 42°C und anschließend 20 min bei 45°C inkubiert (Kirk und Kirk 1986). 

Durch diesen Hitzeschock schalten die Algen vom asexuellen in den sexuellen 

Lebenszyklus um und produzieren den Sex-Induktor. Nach der Freisetzung des 

Sex-Induktors ins Medium wurde dieses Medium steril filtriert. 70 ml von diesem 

Medium wurde dann zur Induktion der in den 10 Liter Kolben synchron 

gewachsenen Weibchen-Linie Eve10 beim Release eingesetzt. 
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Datenbank-Analysen 

Die Identifizierung der LHCBM-Gene in Volvox-EST-Datenbak 

(http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Volca1&advanced=1) 

erfolgte anhand der Aminosäuresequenz von LHCBM-Genen von 

Chlamydomonas (Elrad et al. 2002; Elrad und Grossman 2004) unter der 

Verwendung von tBLAStn (Altschul et al. 1990).  
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5.3 Ergebnisse 

5.3.1 NAB1-Gen aus Volvox  

Unter den im ersten Teil dieser Arbeit untersuchten Genen befand sich ein 122 bp 

langes Fragment, das Gonidien-spezifisch exprimiert wurde (Nematollahi et al. 

2006). Dieses Fragment gehörte zu dem NAB1-Gen von Volvox, welches anhand 

der Homologie zu dem NAB1 von Chlamydomonas (Mussgnug et al. 2005) in 

Kombination mit der frei zugänglichen Volvox-Genomsequenzen vom JGI 

(http://genome.jgi-psf.org//Volca1/Volca1.home.html) identifiziert und 

amplifiziert wurde (Abbildung 5-1). Nach der Klonierung in den mit EcoRV 

geschnittenen pKS(+) Bluescript II Vektor wurde dieses Fragment von beiden 

Seiten sequenziert. Darüber hinaus wurde unter der Verwendung der Gesamt-

RNA von Volvox die cDNA von NAB1-Gen amplifiziert, welche 56 bp vor dem 

Startcodon begann und 32 bp nach dem Stopcodon endete. Durch den Vergleich 

der Sequenz des 4882 bp langen genomischen NAB1-Fragments und der Sequenz 

der 817 bp amplifizierten cDNA konnte dann die genaue Exon-Intron-Struktur des 

NAB1-Gens ermittelt werden. 

 

Abbildung 5-1: Identifikation des NAB1-Gens in Volvox. 
A. Durch genomische PCR konnte ein 4882 bp großes Fragment amplifiziert werden, welches das 
vollständige NAB1-Gen beinhaltet. Zusätzlich zum kodierenden Bereich des NAB1-Gens 
beinhaltet dieses Fragment 1177 bp, die sich vor dem Startcodon, und 1018 bp, die sich nach dem 
Stopcodon (3'UTR) befinden. B. Das 817 bp große cDNA-Stück vom NAB1-Gen konnte anhand 
einer RT-PCR amplifiziert werden. C. Die Northern-Blot-Analyse ergibt für die NAB1-mRNA 
eine Länge von 2,3 kb. Die Detektion der mRNA erfolgte durch den Einsatz des mit DIG 
markierten 817 bp großen cDNA-Fragmentes. D. Die Kopienzahl des NAB1-Gens konnte anhand 
der Southern-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Als Sonde wurde ein 578 bp langes Fragment 
des NAB1-Gens mit DIG markiert und mit 12 µg mit HincII verdauter Volvox-DNA hybridisiert. 
Die Zahlen zeigen die Größe in Kilobasen (kb). 
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Das NAB1-Gen (vom Start- bis zum Stopcodon) ist 2687 bp lang und besteht aus 

sechs Exons und fünf Introns. Der codierende Bereich des NAB1-Gens ist 729 bp 

lang. Trotz dieses kurzen Kodierungsbereichs ist die Länge der mRNA ungefähr 

2,3 kb groß, was auf den  langen 3’UTR-Bereich (1583 bp) zurückzuführen ist, 

der durch EST-Datenbankanalyse und Northern-Blot bestätigt werden konnte 

(Abbildung 5-1). Die BLASTn Analyse des Volvox-Genoms und die Southern-

Blot-Analyse zeigten, dass nur eine Kopie des NAB1-Gens im Volvox-Genom 

(lokalisiert in Scaffold 1 der Genomassemblierung des Volvox-Genoms von JGI 

mit dem Protein ID 78979) vorhanden ist (Abbildung 5-1). 

Das offene Leseraster von NAB1 kodiert für ein 242 Aminosäure-langes Protein 

mit einem Molekulargewicht von 26 kDa. Dieses Protein besitzt zwei 

Nukleinsäure-Bindedomänen: eine Kälteschock-Domäne (CSD) am N-Terminus 

(Aminosäurereste 7 bis 73) und ein „RNA Recognition Motif“ (RRM) am C-

Terminus (Aminosäurereste 167 bis 236). Die Sequenz-Identität zwischen Volvox-

NAB1 und Chlamydomonas-NAB1 beträgt 87,8% über 247 Aminosäuren und 

ihre Ähnlichkeit liegt bei 97,1% über 247 Aminosäuren (Abbildung 5-2).  

 

Abbildung 5-2: Alignment zwischen Volvox-NAB1, Chalmydomonas-NAB1 und FRGY2. 
Das Alignment stellt die Sequenzverwandtschaft zwischen NAB1 von Volvox (NAB1-VC), NAB1 
von Chlamydomonas (NAB1-CR) und FRGY2 von Xenopus leavis. Die zwischen allen drei 
Proteinen konservierten Aminosäuren sind mit weißen Buchstaben auf schwarzem Hintergrund 
markiert. Die zwischen den NAB1-Sequenzen von Volvox und von Chlamydomonas identischen 
Aminosäuren sind mit schwarzen Buchstaben auf grauem Hintergrund dargestellt. 

 
FRGY2        MSEAEAQEPEPVPQPESEPEIQKPGIAAARNQANKKVLATQVQGTVKWFNVRNGYGFINR 60 
NAB1-CR      MGEQLRQQ----------------------------------- GTVKWFNATKGFGFITP 25 
NAB1-VC      MGEQLRQR                                   GTVKWFNATKGFGFITP 25 
 
FRGY2        NDTK EDVFVHQTAI KKNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKG-AEAANVTGPGGVPVKGS 119 
NAB1-CR      GGGG EDLFVHQTNI NSEG----F RSLREGEVVEFEVEAGPDGRSKAVNVTGPGGAAPEG- 80 
NAB1-VC      EGGG EDFFVHQTNI NSDG----F RSLREGEAVEFEVEAGPDGRSKAVSVSGPGGSAPEG- 80 
 
FRGY2        -RF APNRRRFRRRFYRPRADTAGESGGEGVSPEQMSEGERGEETSPQQRPQRRRPPPFFY 178 
NAB1-CR      --- AP-- RNFR-------------G GGRGRGR---AR GARGGYAAAYGYPQMAPVYPGYY 119 
NAB1-VC      --- AP-- RNFR-------------G GGRGRGR---AR GARGAYAA-YGYPQMPPMYPGYY 118 
         
FRGY2        RRR FRRGPRPNNQQNQGAEVTEQSENKDPVAPTSEALASGDDPQRPPPRRFRQRFRRPFR 238 
NAB1-CR      --F FPADPTGRGRGRGG---------RGGAM PAMQGVMPG--------------VAY PGM 154 
NAB1-VC      --F FPADPTGRGRGRGR----------GG-M P-IQGMIQ G--------------MPY PGI 150 
 
FRGY2        PRPAPQQTPEGGDGEAKAESGEDPRPEPQRQRNRPYVQRRRRQGATQVAATAQGEGKAEP 298 
NAB1-CR      PMGGVGMEPTGEPSGLQVVVHNLPWSCQWQQLKDHFKEWRVER--ADVVYDAWGRSRGFG 212 
NAB1-VC      PIPG-GLE PTGEPSGLQVVVHNLPWSCQWQQLKDHFKEWRVER--ADVVYDAWGRSRGFG 207  
 
FRGY2        TQHPASEEGTPSDSPTDDGAPVQSSAPDPGIADTPAPE   336 
NAB1-CR      TVRFTTKEDAATACDKLNNSQIDGRTISVRLDRFA---   247 
NAB1-VC      TVRFATKEDAAQACEKMNNSQIDGRTISVRLDRFE---   242 
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NAB1 ist außerdem auch homolog zu FRGY2 von Xenopus leavis. FRGY2 ist ein 

mRNA-bindendes Protein, das ebenfalls eine Kälte-Schock-Domäne (CSD) 

besitzt. Dieses Protein kontrolliert die mRNA-Expression in Xenopus leavis 

mittels Translationsrepression (Matsumoto et al. 1996). Die Homologie zwischen 

NAB1 und FRYG2 ist besonders am N-Terminus hoch, wo die CSD-Domäne 

liegt. Die Analyse des Volvox-Genoms durch eine tblastn-Suche (Proteinsequenz 

verglichen mit der Übersetzung aller sechs Leserahmen einer DNA-Sequenz) 

konnte zeigen, dass im gesamten Volvox-Genom NAB1 das einzige Protein mit 

einer CSD-Domäne ist. Es konnte nur ein homologes Protein zu NAB1 in Volvox 

identifiziert werden, das allerdings zwei RRM-Domänen aufweist. Dieses Protein 

(JGI Protein ID:109965) ist homolog zu GBP1 (G strand binding-protein 1), ein 

„Telomere DNA-binding Protein“ aus Chlamydomonas (Abbildung 5-3; Petracek 

et al. 1994). 

 

Abbildung 5-3: Alignment zwischen Volvox-GBP1, Chalmydomonas-GBP1. 
Die Sequenzverwandtschaft zwischen GBP1 von Volvox (GBP1-VC) und GBP1 von 
Chlamydomonas (GBP1-CR) ist dargestellt. Die konservierten Aminosäuren zwischen GBP1-VC 
und GBP1-CR sind mit weißen Buchstaben auf schwarzem Hintergrund markiert. Die zwei RRM-
Domänen sind gekennzeichnet. 
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Die starke Homologie zwischen NAB1 von Volvox und Chlamydomonas lässt 

vermuten, dass NAB1 in Volvox auch als RNA-bindendes Protein eine Rolle 

spielt. In Chlamydomonas wurde in nab1-Mutanten, in denen das NAB1-Gen 

mittels Plasmid-Mutagenese ausgeschaltet war, eine höhere Chlorophyllmenge 

nachgewiesen, was durch die Bindung von NAB1 an die mRNA der LHCBM-

Gene und die dadurch verminderte Expression der LHCBM-Gene in 

Chlamydomonas begründet liegen könnte (Mussgnug et al. 2005; Wobbe et al. 

2008). Zur Analyse der Regulation der LHCBM-Gene durch NAB1 in Volvox 

wurden zunächst diese Gene in Volvox identifiziert. 

5.3.2 LHCBM-Gene in Volvox 

Zur Identifizierung der LHCBM-Gene in Volvox wurde eine tBlastn-Suche mit 

den  Aminosäuresequenzen der LHCBM-Proteine aus Chlamydomonas in der 

Volvox-EST-Datenbank von JGI (http://genome.jgi-

psf.org//Volca1/Volca1.home.html) durchgeführt. Durch diese Suche konnten 14 

LHCBM-Gene identifiziert werden. Neun dieser Gene wurden nach den 

Chlamydomonas LHCBM-Genen, LHCBM1 bis LHCBM6, LHCBM8, LHCBM9 

und LHCBM11, benannt (Elrad et al. 2002; Elrad und Grossman 2004). Diese 

Namensgebung erfolgte anhand der Homologie zwischen LHCBM-Gene von 

Volvox und Chlamydomonas. Weitere LHCBM-Gene wurden dann LHCBM7, 

LHCBM10, LHCBM12, LHCBM13 und LHCBM14 benannt (Abbildung 5-4). Die 

LHCBM-Gene von Volvox kodieren für kleine Proteine, welche zueinander sehr 

ähnlich sind. Der Unterschied zwischen diesen Proteinen liegt überwiegend im N-

terminalen Bereich (Abbildung 5-4). LHCBM5 ist mit 270 Aminosäuren das 

längste Protein, LHCBM14 mit 223 Aminosäuren das kürzeste. 
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Abbildung 5-4: Sequenzvergleich der identifizierten LHCBM-Proteine aus Volvox. 
Die 14 LHCBM-Proteine wurden anhand eines Vergleichs der Volvox-EST-Datenbank von JGI 
mit den Sequenzen von LHCBM-Proteinen aus Chlamydomonas identifiziert. Der C-Terminus ist 
bei allen LHCBM-Proteinen konserviert und sie unterscheiden sich überwiegend im N-Terminus 
voneinander. Das Alignment dieser 14 Proteine aus Volvox (VC steht für Volvox carteri) und 
LHCBM6 von Chlamydomonas (CR steht für Chlamydomonas reinhardtii) wurde dargestellt. Die 
Informationen über Protein-ID, Lokalisation in Volvox-Genom und die EST-Unterstützung sind 
wie folgt: LHCBM1  (Protein-ID: 73821, Lokalisation: Volca1/scaffold_10:1319806-1321354, 
EST: JGI_CBGW447);  LHCBM2  (Protein-ID: 109135, Lokalisation: 
Volca1/scaffold_24:1392184-1394017 , EST: JGI_CBHO21422); LHCBM3  (Protein-ID: 81675, 
Lokalisation: Volca1/scaffold_26:1196340-1198502, EST: JGI_CBGW389); LHCBM4  (Protein-
ID: 84135, Lokalisation: Volca1/scaffold_74:203610-205774, EST: JGI_CBHO29302); 
LHCBM5  (Protein-ID: 110088, Lokalisation: Volca1/scaffold_95:179508-182328, EST: 
JGI_CBGW548); LHCBM6  (Protein-ID: 84533, Lokalisation: Volca1/scaffold_98:298005-
298647, EST: JGI_CBGZ17059); LHCBM7  (Protein-ID: 77072, Lokalisation: 
Volca1/scaffold_60:204798-210095, EST: JGI_CBHA13191); LHCBM8  (EST: JGI_CBGW445); 
LHCBM9  (EST: JGI_CBHO29302); LHCBM10  (Protein-ID: 81918, Lokalisation: 
Volca1/scaffold_31:196174-198031, EST: JGI_CBHO27231); LHCBM11  (Protein-ID: 80470, 
Lokalisation: Volca1/scaffold_12:1325540-1327199, EST: JGI_CBGZ12971); LHCBM12  
(Protein-ID: 109843, Lokalisation: Volca1/scaffold_31:414915-416662, EST: JGI_CBGY548); 
LHCBM13  (EST: JGI_CBGZ14110); LHCBM14  (EST: JGI_CBGY542). 
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Im Gegensatz zu dem LHCBM5, das den längsten N-Terminus besitzt, sind die N-

Termini von  LHCBM13 und LHCBM14 die kürzesten. Die fünf LHCBM-

Proteine, LHCBM1, LHCBM3, LHCBM4, LHCBM6 und LHCBM9 sind 

einander ähnlicher im Vergleich zur nächsten Gruppe bestehend aus LHCBM2, 

LHCBM7, LHCBM8, LHCBM10, LHCBM11, LHCBM12 (Abbildung 5-4). 

 

Abbildung 5-5: Das CSDCS-Motiv in LHCBM-Genen von Volvox.  
Die Aktivität der LHCBM-Gene wird durch NAB1 reguliert. Das NAB1 bindet an die mRNA von 
LHCBM-Genen innerhalb einer Konsensussequenz (CSDCS). Das Alignment dieser 
Konsensussequenzen von LHCBM6 von Chlamydomonas und der LHCBM-Gene von Volvox zeigt 
eine hohe Übereinstimmung. Die markierten Bereiche zeigen die CSD-Konsensussequenz. 

In vitro-Analysen konnten bereits zeigen, dass NAB1 von Chlamydomonas an 

LHCBM6-mRNA bindet und die Expression dieses Genes vermindert. Anhand 

einer mRNA-Konsensussequenz (CSDCS), die in den LCHBM Genen konserviert 

geblieben ist, bindet NAB1 an die mRNA der LHCBM-Gene, wodurch die 

Expression der LHCBM-Gene in Chlamydomonas vermindert wird. Dies 

geschieht durch Sequestrierung der mRNA in einen sub-polysomalen mRNP-

Komplex (messenger ribonucleoprotein complex) und der Blockierung der 

Translation der LHCBM-Gene (Mussgnug et al. 2005; Wobbe et al. 2008). Die 

Suche nach der Konsensussequenz in den LHCBM-Genen von Volvox anhand der 

Konsensussequenz von Chlamydomonas zeigte, dass diese in LHCBM-Gene von 

Volvox ebenfalls vorhanden ist. Diese Konsensussequenz liegt innerhalb des 

codierenden Bereiches und dessen Distanz zu Startcodon beträgt zwischen 187 bp 

beim LHCBM1-Gen bis zu 346 bp beim LHCBM5-Gen. Abbildung 5-5 zeigt das 
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Alignment zwischen dem LHCBM6-Gen von Chlamydomonas und den LHCBM-

Genen von Volvox mit markierter Konsensussequenz. 

5.3.3 Differenzielles Spleißen des NAB1-Gens  

In der Volvox-EST-Datenbank des JGI (http://genome.jgi-

psf.org//Volca1/Volca1.home.html) wurden zwei cDNA-Sequenzen von NAB1-

Gen identifiziert (JGI_CBGZ22225.fwd und JGI_CBGZ19561.fwd), die auf 

differenzielles Spleißen dieses Genes hindeuteten. Das differenzielle Spleißen ist 

eine der wichtigsten regulatorischen Mechanismen der Zelle, bei dem durch 

unterschiedliche Spleißvarianten die Expression und die Aktivität von Genen 

reguliert werden kann (Sharp 2005; Xing und Lee 2006). Insgesamt konnten zwei 

Spleißvarianten für NAB1 gefunden werden. Während die erste Spleißvariante 

(NAB1V1) für NAB1 mit zwei RNA-Bindenden-Domänen (CSD und RRM) 

kodiert, führt die Retention des ersten Introns (das Intron wird als Exon gelesen) 

bei der Spleißvariante 2 (NAB1V2) zu einer kürzeren Variante ohne RRM-

Domäne, da infolgedessen das offene Leseraster mit einem frühzeitigen 

Stopcodon beendet wird (Abbildung 5-6; Anhang 8.2).  

 

Abbildung 5-6: Der Struktur von NAB1-Gen und NAB1-Protein. 
A. Dargestellt ist die Exon-Intron Struktur der ersten Spleißvariante von NAB1-Gen. Das Gen 
besteht aus 6 Exons und 5 Introns. Die Struktur des Proteins mit zwei CSD- und RRM-Domänen 
ist ebenfalls gezeigt. B. Bei der zweiten Spleißvariante wird das erste Intron als Exon gelesen und 
das offene Leseraster endet mit einem frühzeitigen Stopcodon. Diese Variante kodiert für ein 
kleineres Protein, das nur die CSD-Domäne enthält. ATG, Startcodon; TGA, Stopcodon; N, N-
Terminus; C, C-Terminus; Zahlen stehen für die Nummerierung der Aminosäurereste.  
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Die Länge des NAB1V2 beträgt 114 Aminosäuren, im Vergleich zu den 242 

Aminosäuren langen NAB1V1. Außerdem ist die CSD-Domäne bei dem 

NAB1V2 in einigen Aminosäuren (Aminosäurereste 37 bis 45) verändert 

(Abbildung 5-7).  

 

Abbildung 5-7: Alignment der NAB1-Spleißvarianten 
Gezeigt sind in dieser Abbildung die Aminosäuresequenzen der beiden Spleißvarianten mit 
markierten CSD- und RRM- Domänen. Das NAB1V2 kodiert für ein kleineres Protein im 
Vergleich zum NAB1V1. Dieses Protein beinhaltet nur die CSD-Domäne mit einigen 
Veränderungen in der Aminosäuresequenz. Die Aminosäurereste 37 bis 45 sind bei dieser Variante 
umgetauscht worden.  

5.3.4 Zelltypspezifische Expression des NAB1-Gens  

Im Rahmen der Real Time RT-PCR-Analysen im ersten Teil dieser Dissertation 

wurde das NAB1-Gen als Gonidien-spezifisch kategorisiert (Nematollahi et al. 

2006). Nach der Entdeckung der zweiten Spleißvariante, die für ein Protein mit 

nur einer CSD-Domäne kodierte, war die Untersuchung der Zelltyp-spezifischen 

Expression dieser Spleißvariante von großem Interesse. In Volvox hängt die 

Regulation der Photosynthese mit der Zelldifferenzierung zusammen (Kirk et al. 

1999; Meissner et al. 1999). In diesem Zusammenhang könnte die Untersuchung 

der unterschiedlichen Expression der zwei Spleißvarianten eines RNA-bindenden 

Proteins wie NAB1 in beiden Zelltypen neue Hinweise diesbezüglich liefern.  
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Abbildung 5-8: Die Expression der NAB1-Spleißvarianten (NAB1V1 und NAB1V2 ) in 
Somazellen und Gonidien. 
Die relative Expression der beiden Spleißvarianten wurde durch Real Time RT-PCR gemessen. 
Dafür wurden 300 ng mRNA eines jeden Zelltyps eingesetzt. Das Aktin-Gen wurde als Kontrolle 
verwendet. Rechts ist die Expression der Spleißvariante 1 in Gonidien im Vergleich zu Somazellen 
gezeigt, links ist die höhere Expression der zweiten Spleißvariante in Somazellen im Vergleich zu 
Gonidien dargestellt. Die Standardabweichung für drei Messungen ist gezeigt. 

 

Abbildung 5-9: Die Expression des NAB1V1 und NAB1V2 im Vergleich zueinander in 
Gonidien und Somazellen.  
Die Expression von NAB1V1 im Vergleich zu NAB1V2 ist in beiden Zelltypen, insbesondere in 
Gonidien stärker. Die Messung der Expression erfolgte mit Hilfe der Real Time RT-PCR-Analyse. 
Alle Messungen wurden in drei Parallelansätzen durchgeführt. 
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Für die Untersuchung der Zelltyp-spezifischen Expressiondes NAB1-Gens wurden 

Gonidien und Somazellen (Weibchen-Stamm Eve10) vor der ersten Zellteilung 

voneinander getrennt und die Expression von beiden Spleißvarianten durch Real 

Time RT-PCR unter Verwendung des Aktin-Gens als Kontrolle gemessen. Die 

Messungen zeigten, dass die erste Spleißvariante wie bei der ersten Studie um den 

Faktor vier stärker in Gonidien im Vergleich zu Somazellen exprimiert wird. 

Interessanterweise wird die zweite Spleißvariante stärker in Somazellen (~Faktor 

2,7) als in Gonidien exprimiert (Abbildung 5-8). Die relativen Expressionslevel 

beider Spleißvarianten zueinander zeigten, dass NAB1V1 in beiden Zelltypen 

stärker exprimiert wird (Abbildung 5-9), wobei dieser Expressionsunterschied in 

Gonidien viel stärker als in Somazellen ist. 

5.3.5 NAB1-Expression während des Lebenszyklus von Volvox  

Zur Analyse der NAB1-Funktion wurde die Expression der Spleißvariante 1 als 

auch der Spleißvariante 2 während des asexuellen Lebenszyklus von Volvox 

gemessen. Für diese Analyse wurden die Volvox-Kulturen (Eve 10-Stamm) in 

einem 8 Stunden Dunkel / 16 Stunden Licht-Rhythmus bei 28°C synchronisiert. 

Unter diesen Bedingungen beträgt der Lebenszyklus von Volvox 48 Stunden. Die 

Gesamt-RNA wurde zu folgenden Zeitpunkten isoliert: Nach der Freisetzung der 

jungen Tochterkolonien aus der Mutterkolonie (Punkt 1 und Punkt 2); kurz vor der 

ersten Zellteilung (Punkt 3); während der Zellteilung (Punkt 4); nach der Inversion 

(Punkt 5); in der Wachstumsphase (Punkt 6 bis Punkt 7) und nach der Freisetzung 

der jungen Tochterkolonien aus der Mutterkolonie (Punkt 8), was wiederum Punkt 

1 entspricht (Abbildung 5-10).  

Die Expression des NAB1-Gens wurde mittels Real Time RT-PCR zu den 

erwähnten Zeitpunkten bestimmt. Alle Messungen wurden in drei 

Parallelansätzen durchgeführt. Als Referenz wurde das Aktin-Gen verwendet, 

welches während des Lebenszyklus von Volvox konstitutiv exprimiert wird 

(Cresnar et al. 1990) und in früheren Experimenten als Referenzgen verwendet 

wurde (Amon et al. 1998; Hallmann et al. 2001; Hallmann 2006b; Nematollahi et 

al. 2006). Die berechneten Expressionen für alle Zeitpunkte wurden in Relation 

zur Expression am Punkt 1 normalisiert. Die Expression des NAB1V1 nimmt nach 

der Freisetzung der Tochterkolonien ab (Punkt 2 und 3) und erreicht seinen 
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niedrigsten Wert während der Zellteilung (Punkt 4). In diesem Punkt ist die 

Expression des NAB1V1 im Vergleich zu Punkt 1 um den Faktor 100 reduziert. 

Die Expression nimmt am Ende der Inversion (Punkt 5) und während der 

folgenden Wachstumsphase (Punkt 6 und 7) zu, bis sie ihren höchsten Stand kurz 

vor der Freilassung der Tochterkolonien aus der Mutterkolonie erreicht. Das 

Expressionsniveau des NAB1V1 wurde zudem im sexuellen Lebenszyklus 

untersucht. Der sexuelle Lebenszyklus von Volvox wird durch ein 32 kDa großes 

Protein (Sex-Induktor) eingeschaltet und dient im Gegensatz zum asexuellen 

Lebenszyklus nicht nur als Fortpflanzungs- sondern auch als Überlebensstrategie 

in Stresssituationen (Kirk and Kirk 1986; Hallmann 2003). Die Algen wurden für 

diese Messung zum Zeitpunkt 1 mit Sex-Induktor induziert. Das 

Expressionsmuster des NAB1V1 im sexuellen Lebenszyklus ist bei den ersten drei 

gemessen Punkten (Punkt 1, 2 und 3) identisch mit dessen Muster im vegetativen 

Lebenszyklus. In dieser Phase nimmt die Expression des NAB1V1 im sexuellen 

Lebenszyklus ab. Obwohl die höchste Expression des NAB1V1 im asexuellen 

Lebenszyklus zum Punkt 7 (kurz vor der Freisetzung der Tochterkolonien) lag, 

wird das NAB1V1 in sexuellen Lebenszyklus sehr stark am Ende der Inversion 

exprimiert (Punkt 5). Dieses Expressionslevel ist ~500% höher im Vergleich zum 

gleichen Punkt im asexuellen Lebenszyklus. 

Die Real Time RT-PCR-Analyse des NAB1V2 während des asexuellen 

Lebenszyklus zeigte, dass die Expression dieser Variante nach der Freisetzung der 

Tochterkolonien trotz einer Senkung bei dem Punkt 2 relativ konstant bleibt. 

Jedoch nimmt sie während der Zellteilung (Punkt 4) um Faktor 10 ab und steigt 

wieder, wie bei der Spleißvariante 1, am Ende der Inversion (Punkt 5) und 

während des Wachstumsphase (Punkt 6) an. Bei der Freisetzung der 

Tochterkolonien (Punkt 7) erreicht die Expression fast das gleiche Niveau wie zu 

Punkt 1. Im sexuellen Lebenszyklus ähnelte das Expressionsmuster von NAB1V2 

dem des asexuellen Lebenszyklus, allerdings mit einem starken Anstieg um 340 % 

am Ende der Inversion (Punkt 5; 20 Stunden nach der Induktion), was als Hinweis 

für die Beteiligung des NAB1V2 am sexuellen Lebenszyklus von Volvox gewertet 

werden kann (Abbildung 5-11). Die Expressionsmuster beider Spleißvarianten im 

asexuellen Lebenszyklus von Volvox sind zum Teil ähnlich. Beide Gene werden 

während der Zellteilung sehr schwach exprimiert und ihre Expression nimmt am 

Ende der Inversion zu. Im sexuellen Lebenszyklus in Volvox werden beide 
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Spleißvarianten am Ende der Inversion (Punkt 5) viel stärker als im Vergleich zum 

asexuellen Lebenszyklus exprimiert. 

 

Abbildung 5-10: Das Expressionsmuster des NAB1 (Spleißvariante 1) während des asexuellen 
und sexuellen Lebenszyklus von Volvox. 
Die X-Achse zeigt den Lebenszyklus von Volvox über 48 Stunden. Die Stunde Null ist als Beginn 
der Zellteilung definiert und Stunde 36 ist der Zeitpunkt der Freisetzung der Tochterkolonien aus 
der Mutterkolonie. Unten ist die Licht-Dunkel-Phase im Lebenszyklus von Volvox schematisch 
dargestellt. Links.  Die Expression des NAB1 während des asexuellen Lebenszyklus. Rechts. Nach 
der Zugabe von Sex-Induktor an Punkt 1 wurde die Expression des NAB1 im sexuellen 
Lebenszyklus von Volvox gemessen.  

 

Abbildung 5-11: Das Expressionsmuster von NAB1 (Spleißvariante 2) während des 
asexuellen und sexuellen Lebenszyklus von Volvox. 
Links . Das Expressionsmuster von NAB1 (Spleißvariante 2) im asexuellen Lebenszyklus wurde 
dargestellt. Rechts. Die Expression von NAB1 (Spleißvariante 2) wird nach der Zugabe des Sex-
Induktors zu den vegetativen Algen (Induktion) gemessen. Siehe auch Abbildung 5-10 für Details. 
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5.4 Diskussion 

In den zwei unterschiedlichen Zelltypen von Volvox wird die Photosynthese 

wahrscheinlich auf verschiedene Art und Weise reguliert. Die große Gonidien 

besitzen große Chloroplasten, welche den höheren Energiebedarf dieser Zellen 

decken. Dagegen weisen die Somazellen im Vergleich zu Gonidien kleinere 

Chloroplasten auf. Die Untersuchung der Zelltyp-spezifischen Genexpression 

konnte bereit zeigen, dass die an der Photosynthese beteiligten Gene stärker  in 

Gonidien als in Somazellen exprimiert werden, was auf eine unterschiedliche 

Regulation der Photosynthese in beiden Zelltypen hindeutet (Tam und Kirk 1991; 

Choi et al. 1996; Meissner et al. 1999; Nematollahi et al. 2006). Das RNA-

bindende Protein NAB1 ist einer der Regulatoren der Photosynthese. Dieses 

Protein ist homolog zu zwei bekannten RNA-bindenden Proteinen, nämlich 

NAB1 aus Chlamydomonas und FRGY2 aus Xenopus leavis. Diese beiden 

Proteine führen zur Blockierung der Translation durch die Bindung an bestimmte 

mRNAs (Matsumoto et al. 1996; Matsumoto et al. 2003; Mussgnug et al. 2005). 

Die Untersuchungen des FRGY2 konnten bereits zeigen, dass für die Bindung 

dieses Proteins eine CSD-Konsensussequenz in der mRNA des Zielgens 

notwendig ist (Manival et al. 2001). In Chlamydomonas bindet NAB1 an mRNA 

von LHCBM-Genen und führt durch die Blockierung der Translation zur 

verminderten Expression dieser Gene. Das Vorhandensein der CSD-

Konsensussequenz in LHCBM-Genen von Chlaymdomonas und in vitro-

Untersuchungen weisen darauf hin, dass diese Konsensussequenz für die Bindung 

der Proteine mit einer CSD-Domäne wie NAB1 notwendig ist (Mussgnug et al. 

2005). 

Das NAB1 Protein von Volvox beinhaltet neben einer CSD-Domäne eine RRM-

Domäne. Neben der für die Bindung an LHCBM-mRNAs notwendigen CSD-

Domäne ist die zweite RNA-Bindungsdomäne (RRM) wahrscheinlich wie bei 

FRGY2 für die Erhöhung der Bindungsspezifität und der Bindungsstabilität 

verantwortlich (Matsumoto et al. 1996; Manival et al. 2001). Die konservierte 

CSD-Domäne bei NAB1 von Volvox einerseits und die Tatsache, dass die 

LHCBM-Gene in Volvox eine CSD-Bindestelle beinhalten, andererseits, lässt 

vermuten, dass dieses Protein an der Expressionsregulation der LHCBM-Gene und 

dadurch an der Regulation der Photosynthese beteiligt ist. Durch die Suche im 
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Volvox-Genom konnte kein weiteres Protein mit einer CSD-Domäne gefunden 

werden und eine Southern-Blot-Analyse zeigte, dass nur eine Kopie von NAB1 in 

Volvox vorhanden ist. Dies deutet darauf hin, dass NAB1 als einziges Protein mit 

einer CSD-Domäne nicht nur an LHCBM-Gene bindet, sondern möglicherweise 

an weitere Gene bzw. Genfamilien, die eine CSD-Konsensussequenz beinhalten.  

In Volvox wird das NAB1-Gen differenziell gespleißt, was zur Kodierung zweier 

unterschiedlicher Proteine führt. Die erste Spleißvariante (NAB1V1) beinhaltet 

die beiden CSD- und RRM-Domänen, wohingegen die zweite Spleißvariante 

(NAB1V2) nur die CSD-Domäne besitzt. Da das Vorhandensein der CSD-

Domäne für die spezifische Bindung an LHCBM-mRNA ausreichend ist 

(Mussgnug et al. 2005), sind beide NAB1-Varianten in der Lage, an LHCBM-

mRNAs zu binden und deren Expression zu kontrollieren. Die CSD-Domäne von 

NAB1V2 unterscheidet sich in einigen Aminosäuren von NAB1V1. Dadurch ist 

möglicherweise die Bindungspezifität bzw. Bindungsstärke der CSD-Domäne von 

NAB1V2 modifiziert, was die Regulation der LHCBM-Gene positiv oder negativ 

beeinflussen könnte.  

Die Expressionsanalyse beider Spleißvarianten durch Real Time RT-PCR zeigt, 

dass die erste Variante stärker in Gonidien und die zweite Variante vermehrt in 

Somazellen exprimiert wird. Das könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese 

beiden Spleißvarianten zellspezifische Funktionen besitzen. Da die 

photosynthetischen Aktivitäten in Somazellen im Vergleich zu Gonidien stark 

reduziert sind, könnte NAB1V2 an diesem Prozess beteiligt sein. Durch die 

Veränderung in der CSD-Domäne könnte die Bindungsspezifität dieser RNA-

bindenden Domäne abgenommen haben. Dadurch kann dieses Protein in 

Somazellen an ein größeres Spektrum von mRNAs binden, die an der 

Photosynthese beteiligt sind, und deren Expression vermindern. Im Gegensatz 

dazu ist wahrscheinlich die Bindungsspezifität des NAB1V1 höher als die von 

NAB1V2 und deswegen bindet dieses Protein in erster Linie nur an bestimmte 

mRNAs der an der Photosynthese beteiligten Gene wie z.B. der LHCBM-Gene.  

Die Funktion dieser beiden NAB1-Varianten ist übrigens in gewisser Hinsicht 

ähnlich zu REGA (somatic regenerator), einem Transkriptionsfaktor, der sehr 

stark in Somazellen exprimiert wird (Kirk et al. 1999; Nematollahi et al. 2006) 

und an Gene bindet, die an der Photosynthese beteiligt sind (Meissner et al. 1999; 

Duncan et al. 2006; Duncan et al. 2007). Interessanterweise befinden sich unter 
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den Zielgenen von REGA drei Gene, deren Aminosäuresequenz zu den Proteinen 

des Lichtsammelkomplexes (Photosystem I) ähnlich ist (Choi et al. 1996; 

Meissner et al. 1999). Im Gegensatz zu REGA, bindet NAB1 an mRNAs der 

beteiligten Gene des Photosystems II, nämlich LHCBM-Gene. Allerdings werden 

wahrscheinlich weitere Gene durch diese Proteine (NAB1 und REGA) reguliert, 

die noch nicht in diesem Zusammenhang untersucht worden sind. Es ist durchaus 

auch möglich, dass manche Gene durch beide Proteine (NAB1 und REGA) 

reguliert werden, besonders in Somazellen, wo die photosynthetische Aktivität im 

Vergleich zu Gonidien ganz niedrig ist.  

Die Expressionsanalyse des NAB1V1 im asexuellen Lebenszyklus von Volvox 

zeigt, dass die Expression dieses Gens während der Zellteilung stark abnimmt. 

Vergleicht man dieses Expressionslevel mit dem Expressionslevel von NAB1V1 in 

Algen nach der Freisetzung der Tochterkolonien, beträgt der Expressionslevel nur 

1%. Bei dem NAB1V2 ist diese Abnahme ungefähr 90 % im Vergleich zu dem 

Expressionslevel der Algen nach dem Release. Die Expression beider 

Spleißvarianten steigt nach der Inversion bis zur Freisetzung der Tochterkolonien 

aus der Mutterkolonie. In dieser Zeit sind die Algen mit dem Wachstum 

beschäftigt, was mit der Erhöhung der Photosyntheseaktivität in der Zelle 

zusammenhängt, da mehr Energie benötigt wird. Dies ist wiederum ein Hinweis 

dafür, dass NAB1 bei der Regulation der an der Photosynthese beteiligten Gene 

eine Rolle spielt. Die Expressionsmuster beider Spleißvarianten korreliert mit 

Untersuchungen von Tam und Kirk (1991), in der die Expression der an der 

Photosynthese beteiligten Gene nach der Embryogenese bzw. während der 

Wachstumsphase und Freisetzung der Tochterkolonien zunimmt (Tam und Kirk 

1991). Im Vergleich zum asexuellen Lebenszyklus werden die beiden 

Spleißvarianten während des sexuellen Lebenszyklus vermehrt exprimiert, was 

auf deren potentielle Rolle im sexuellen Lebenszyklus hindeutet. Da das NAB1 

das einzige Protein mit einer CSD-Domäne ist, könnte es nicht nur an die an der 

Photosynthese beteiligten Gene binden, sondern auch an andere Gene, die eine 

CSD-Konsensussequenz besitzen. Diese Gene können jedoch an anderen 

Prozessen wie z.B. der sexuellen Entwicklung und Zelldifferenzierung beteiligt 

sein.  

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass NAB1 durch zwei Spleißvarianten 

an der Zelltyp-spezifischen Regulation der Photosynthese beteiligt sein könnte. 
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Diese Regulation könnte durch unterschiedliche Bindungsspezifitäten beider 

Spleißvarianten und dadurch die Zelltyp-spezifische Regulation der LHCBM-

Gene stattfinden. Die Untersuchung Zelltyp-spezifischer Expression der LHCBM-

Gene könnte neue Erkenntnisse über diesen Zusammenhang liefern. Darüber 

hinaus könnte die Identifizierung weitere Ziel-mRNAs des NAB1 zur Aufklärung 

der Rolle dieses Proteins bezüglich des sexuellen Lebenszyklus oder der 

Zelldifferenzierung in Volvox beitragen.  
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6 Ausblick 

Einerseits konnte die Anwendung der Real Time RT-PCR-Methode in dieser 

Arbeit zur Untersuchung der Zelltyp-spezifischen Genexpression und andererseits 

die Übereinstimmung der erzielten Ergebnisse mit früheren Studien zeigen, dass 

diese Methode für die Analyse der Zelltyp-spezifische Genexpression in Volvox 

geeignet ist. Weiterhin kann diese Methode zur Messung der Genexpression 

während des asexuellen und sexuellen Lebenszyklus von Volvox eingesetzt 

werden. Die Anwendung dieser Methode kann außerdem durch Analyse der 

Genexpression unter bestimmter Wachstumsbedingungen wie z.B. Stress, Mangel 

an bestimmten Nährelementen wie Stickstoff und Schwefel, sowie der 

Expressionsmessung bei der Mutanten bzw. Transformanten erweitert werden. 

Die Verwendung und Etablierung weiterer Referenzgene außer Aktin-Gen, was als 

Referenzgen in dieser Arbeit angewendet wurde, kann die Aussagekräftigkeit 

dieser Methode erhöhen. Zur Analyse der verminderten Genexpression bei RNAi-

Transformanden wäre die Etablierung einer Real Time RT-PCR für die absolute 

Quantifizierung hilfreich. 

Basierend auf den Ergebnissen der Real Time RT-PCR wurden drei Soma-

spezifische Gene (RBR1, CHR1 und CHR2) und ein Gonidien-spezifisches Gen 

(NAB1) zur weiteren Untersuchungen ausgewählt. Die Untersuchung des RBR1-

Gens zeigt, dass dieses Gen möglicherweise an der Regulation der 

asymmetrischen Zellteilung beteiligt ist. Da dieses Gen nur in Weibchen gefunden 

wurde, soll im nächsten Schritt dessen Ortholog im Männchen identifiziert und 

charakterisiert werden. Nicht nur die RB-Gene sondern auch ihre 

Interaktionspartner könnten sich geschlechtspezifisch entwickelt haben. Die 

Identifizierung dieser Gene zusammen mit dem Vergleich zwischen dem RBR1 

von Weibchen und dem eventuellen RB-Gen von Männchen könnten einen 

Beitrag zur Aufklärung der sexuellen Entwicklung in Volvox leisten. 

Neben RBR1 werden zwei weitere Gene (CHR1 und CHR2) in Somazellen mehr 

als in Gonidien exprimiert. Außer der Beteiligung dieser beiden Gene an den 

lichtinduzierten Reaktionen in Volvox, wäre ihre Beteiligung an der 

Zelldifferenzierung durch zellspezifische Regulation der Proteinsynthese möglich. 
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Dies sollte durch weitere Untersuchungen wie z.B. Verminderung der 

Genaktivität anhand von RNAi-Knockdowns erforscht werden.  

Ein weiterer Aspekt bezüglich der Zelldifferenzierung in Volvox ist die 

zellspezifische Regulation der Photosynthese. Die Untersuchung des Gonidien-

spezifischen NAB1-Gens deutet darauf hin, dass dieses Gen durch zwei 

Spleißvarianten mit unterschiedlicher zellspezifischen Lokalisation an der 

Regulation der Photosynthese beteiligt ist, was durch deren Bindung an LHCBM-

Gene erfolgt. Darüber hinaus könnte die Zelltyp-spezifische Regulation der 

Photosynthese unter anderem durch die Zelltyp-spezifische Expression der 

LHCBM-Gene oder die Regulation weiterer an der Photosynthese beteiligter Gene 

durch NAB1 reguliert sein, was jedoch untersucht werden sollte. 
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8 Anhang 

8.1 Abkürzungen 

°C   Grad Celsius 

%   Prozent 

% (v/v)  Volumenprozent 

% (w/v)  Gewichtsprozent 

bp   Basenpaar 

bzw.   beziehungsweise 

BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 

cDNA   Complementary DNA 

CSD   Cold Shock Domain 

CTAB   Cetyltrimethylammoniumbromid 

DEPC   Diethylpyrocarbonate 

DIG   Digoxigenin 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxy-Nukleosidtriphosphate 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EST   Expressed sequence tag 

et al.   et alii (und andere) 

EtOH   Ethanol 

H2O   Wasser 

HCl   Salzsäure 

Kb   Kilobasenpaar 

kDa   Kilodalton 

l   Liter 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

µM   Mikromol 

mg   Milligramm 

min   Minute(n) 

ml   Milliliter 
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mM   Millimol 

mRNA   Messenger RNA 

MW   Molekulargewicht 

NaCl   Natriumchlorid 

NaOH   Natriumhydroxid 

NBT   Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

RRM   RNA Recognition Motif 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNP   Ribonukleotid-Protein 

RT   Raumtemperatur 

RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

s   Sekunde(n) 

Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

UV   Ultraviolett 

Vol.   Volumen 

WT   Wildtyp 

z.B.   zum Beispiel 
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8.2 NAB1-Sequenz 

Die Sequenz von NAB1-Gen von Volvox mit markierter Intron-Exon-

Struktur und Aminosäuresequenz beider Spleißvarianten 

 

 
             10        20        30        40        50        60 
   5'AGGCGCTTGAGAAGAAGGCATTACTGGAGCGCGCAGCCCTCGAGAATGCCGTCAACACTG 
     R  R  L  R  R  R  H  Y  W  S  A  Q  P  S  R  M   P  S  T  L   
      G  A  *  E  E  G  I  T  G  A  R  S  P  R  E  C  R  Q  H  *   
       A  L  E  K  K  A  L  L  E  R  A  A  L  E  N  A  V  N  T  E   
 
             70        80        90       100       110       120 
     AGCGCCAGGCGCTCGAAAGCACTGCGGCGGCTGAACGGGCGGCCTTGGAGCGCAGCACGA 
     S  A  R  R  S  K  A  L  R  R  L  N  G  R  P  W   S  A  A  R   
      A  P  G  A  R  K  H  C  G  G  *  T  G  G  L  G  A  Q  H  D   
       R  Q  A  L  E  S  T  A  A  A  E  R  A  A  L  E  R  S  T  T   
 
            130       140       150       160       170       180 
     CCAAGCGGCTCAAGGAGATGGAGGCGGCAGCGACACGGCTTGCGGATGAAGCTCGTATAA 
     P  S  G  S  R  R  W  R  R  Q  R  H  G  L  R  M   K  L  V  *   
      Q  A  A  Q  G  D  G  G  G  S  D  T  A  C  G  *  S  S  Y  K   
       K  R  L  K  E  M  E  A  A  A  T  R  L  A  D  E  A  R  I  K   
 
            190       200       210       220       230       240 
     AGTGGGCTGAGGAGCGGGCGGCGGCGGAGGGCGTGTGGGCTGACCGGATGGCGGAGCTGG 
     S  G  L  R  S  G  R  R  R  R  A  C  G  L  T  G   W  R  S  W   
      V  G  *  G  A  G  G  G  G  G  R  V  G  *  P  D  G  G  A  G   
       W  A  E  E  R  A  A  A  E  G  V  W  A  D  R  M  A  E  L  E   
 
            250       260       270       280       290       300 
     AGGCTAAGTATCGCAAGAAGCTGGGTGCGTGGTCTTGGAGCGTAATCCAGGATGGGAGAG 
     R  L  S  I  A  R  S  W  V  R  G  L  G  A  *  S   R  M  G  E   
      G  *  V  S  Q  E  A  G  C  V  V  L  E  R  N  P  G  W  E  S   
       A  K  Y  R  K  K  L  G  A  W  S  W  S  V  I  Q  D  G  R  V   
 
            310       320       330       340       350       360 
     TTTCGGTAGGGATGGATTTTAAATTTTCAGCGTGCAGCGTGCTTGAGATCCTTTCGACTT 
     F  R  *  G  W  I  L  N  F  Q  R  A  A  C  L  R   S  F  R  L   
      F  G  R  D  G  F  *  I  F  S  V  Q  R  A  *  D  P  F  D  F   
       S  V  G  M  D  F  K  F  S  A  C  S  V  L  E  I  L  S  T  S   
 
            370       380       390       400       410       420 
     CAGGACGTTTGCATGATCGTGGGAAGGGGAAGGGCAACCACGGAGAACGATGCGTCCCGC 
     Q  D  V  C  M  I  V  G  R  G  R  A  T  T  E  N   D  A  S  R   
      R  T  F  A  *  S  W  E  G  E  G  Q  P  R  R  T  M  R  P  A   
       G  R  L  H  D  R  G  K  G  K  G  N  H  G  E  R  C  V  P  Q   
 
            430       440       450       460       470       480 
     AAGGGCTTGTTTAATTAACTACCATCATGCCGGTCCTTCGCCCTCCATTGCGCCTCTGTC 
     K  G  L  F  N  *  L  P  S  C  R  S  F  A  L  H   C  A  S  V   
      R  A  C  L  I  N  Y  H  H  A  G  P  S  P  S  I  A  P  L  S   
       G  L  V  *  L  T  T  I  M  P  V  L  R  P  P  L  R  L  C  P   
 
 



           Anhang 

 100 

            490       500       510       520       530       540 
     CGTGGGCGCTTCATCGATGTCAGTCTTGCTACTGACTGACCCCCTGTGTTCCCCCTTGCC 
     R  G  R  F  I  D  V  S  L  A  T  D  *  P  P  V   F  P  L  A   
      V  G  A  S  S  M  S  V  L  L  L  T  D  P  L  C  S  P  L  P   
       W  A  L  H  R  C  Q  S  C  Y  *  L  T  P  C  V  P  P  C  P   
 
            550       560       570       580       590       600 
     CCCTCCGCCGCTTCCTTAATCCCCCACTTGCTGCAGAGGACCTCAAGCGCAAGGCCGCTT 
     P  S  A  A  S  L  I  P  H  L  L  Q  R  T  S  S   A  R  P  L   
      P  P  P  L  P  *  S  P  T  C  C  R  G  P  Q  A  Q  G  R  F   
       L  R  R  F  L  N  P  P  L  A  A  E  D  L  K  R  K  A  A  S   
 
            610       620       630       640       650       660 
     CTCGGGAGCTGGAAATTGACAACCAGTGGAAGGAACGTCTGGACGAGCTGACCAACAAGT 
     L  G  S  W  K  L  T  T  S  G  R  N  V  W  T  S   *  P  T  S   
      S  G  A  G  N  *  Q  P  V  E  G  T  S  G  R  A  D  Q  Q  V   
       R  E  L  E  I  D  N  Q  W  K  E  R  L  D  E  L  T  N  K  S   
 
            670       680       690       700       710       720 
     CCCTCGCGGAGCGAGAGCTCATCGCCGCCTCGTGGAACAGCAGGCTAGCGGCAGCCCAGG 
     P  S  R  S  E  S  S  S  P  P  R  G  T  A  G  *   R  Q  P  R   
      P  R  G  A  R  A  H  R  R  L  V  E  Q  Q  A  S  G  S  P  G   
       L  A  E  R  E  L  I  A  A  S  W  N  S  R  L  A  A  A  Q  E   
 
            730       740       750       760       770       780 
     AGGAGGCCGCTGCACGCTACCGGGCCCTGCAGGTGCGATGGCGGGCAGTAGTCCCGTACG 
     R  R  P  L  H  A  T  G  P  C  R  C  D  G  G  Q   *  S  R  T   
      G  G  R  C  T  L  P  G  P  A  G  A  M  A  G  S  S  P  V  R   
       E  A  A  A  R  Y  R  A  L  Q  V  R  W  R  A  V  V  P  Y  G   
 
            790       800       810       820       830       840 
     GGGTTACACTGTCAGCTGCGGGAAGGCGCAATTGGCCCATAGCTGAGCGAGCGTGTTGCT 
     G  L  H  C  Q  L  R  E  G  A  I  G  P  *  L  S   E  R  V  A   
      G  Y  T  V  S  C  G  K  A  Q  L  A  H  S  *  A  S  V  L  L   
       V  T  L  S  A  A  G  R  R  N  W  P  I  A  E  R  A  C  C  S   
 
            850       860       870       880       890       900 
     CCGGCAGTAAGGGAGTTGCAGCTCCCGTTGCCGTGGGCTACCTGATAGGCCTTGCCAGGC 
     P  A  V  R  E  L  Q  L  P  L  P  W  A  T  *  *   A  L  P  G   
      R  Q  *  G  S  C  S  S  R  C  R  G  L  P  D  R  P  C  Q  A   
       G  S  K  G  V  A  A  P  V  A  V  G  Y  L  I  G  L  A  R  R   
 
            910       920       930       940       950       960 
     GGCCTTGCACTGCACGGTGTAGCCCCACCGGCGCGCTTTTGGGGCTACCATGGCCGCCGG 
     G  L  A  L  H  G  V  A  P  P  A  R  F  W  G  Y   H  G  R  R   
      A  L  H  C  T  V  *  P  H  R  R  A  F  G  A  T  M  A  A  G   
       P  C  T  A  R  C  S  P  T  G  A  L  L  G  L  P  W  P  P  V   
 
            970       980       990      1000      1010      1020 
     TTGCACGTGGCTGGTACGAGTGTGTGGACGGTGCGGCGGCAGTGTCCTGAGTTCTTGTGG 
     L  H  V  A  G  T  S  V  W  T  V  R  R  Q  C  P   E  F  L  W   
      C  T  W  L  V  R  V  C  G  R  C  G  G  S  V  L  S  S  C  G   
       A  R  G  W  Y  E  C  V  D  G  A  A  A  V  S  *  V  L  V  A   
 
           1030      1040      1050      1060      1070      1080 
     CTTGTGGCGCTGGGTGCATGCAGGAGGAGCTGGATGCCAAGGTGGCCGCCATCAGTAGCC 
     L  V  A  L  G  A  C  R  R  S  W  M  P  R  W  P   P  S  V  A   
      L  W  R  W  V  H  A  G  G  A  G  C  Q  G  G  R  H  Q  *  P   
       C  G  A  G  C  M  Q  E  E  L  D  A  K  V  A  A  I  S  S  R   
 
 



           Anhang 

 101 

           1090      1100      1110      1120      1130      1140 
     GGCTGGCGGACATGGCAGGGAAAGAGGGCCGGCGGGAGGTGCAGCGAGGCGAACTAACGC 
     G  W  R  T  W  Q  G  K  R  A  G  G  R  C  S  E   A  N  *  R   
      A  G  G  H  G  R  E  R  G  P  A  G  G  A  A  R  R  T  N  A   
       L  A  D  M  A  G  K  E  G  R  R  E  V  Q  R  G  E  L  T  R   
 
           1150      1160      1170      1180      1190      1200 
     GCCAGGTGAGCTGGGGGAAGCAAAGAGCGAGGAAAGGGCGGTGGATTGTCTTTGCAAAGC 
     A  R  *  A  G  G  S  K  E  R  G  K  G  G  G  L   S  L  Q  S   
      P  G  E  L  G  E  A  K  S  E  E  R  A  V  D  C  L  C  K  A   
       Q  V  S  W  G  K  Q  R  A  R  K  G  R  W  I  V  F  A  K  P   
 
           1210      1220      1230      1240      1250      1260 
     CATCGCCAGTGACGGAATCATGGAACGGGGTAGGGACGGGGGTTCATCATGCAAAGTGGA 
     H  R  Q  *  R  N  H  G  T  G  *  G  R  G  F  I   M  Q  S  G   
      I  A  S  D  G  I  M  E  R  G  R  D  G  G  S  S  C  K  V  E   
       S  P  V  T  E  S  W  N  G  V  G  T  G  V  H  H  A  K  W  K   
 
           1270      1280      1290      1300      1310      1320 
     AGTTATGGCAGTTTTGCCTTTGTTCACATGACAGCACACATGACAGCAATGGCCAGATGG 
     S  Y  G  S  F  A  F  V  H  M  T  A  H  M  T  A   M  A  R  W   
      V  M  A  V  L  P  L  F  T  *  Q  H  T  *  Q  Q  W  P  D  G   
       L  W  Q  F  C  L  C  S  H  D  S  T  H  D  S  N  G  Q  M  G   
 
           1330      1340      1350      1360      1370      1380 
     GTAAGTCAACTGGTCCATATCGGTGTTACAATGGCCTCTTTGCGTGTTAAGTTTGAGTTG 
     V  S  Q  L  V  H  I  G  V  T  M  A  S  L  R  V   K  F  E  L   
      *  V  N  W  S  I  S  V  L  Q  W  P  L  C  V  L  S  L  S  C   
       K  S  T  G  P  Y  R  C  Y  N  G  L  F  A  C  *  V  *  V  A   
 
           1390      1400      1410      1420      1430      1440 
     CAGTACAGTGTTATGCGTACAGTGAACCTGTCAAAGCCCTGAATGCAAGCGGGTGATGCA 
     Q  Y  S  V  M  R  T  V  N  L  S  K  P  *  M  Q   A  G  D  A   
      S  T  V  L  C  V  Q  *  T  C  Q  S  P  E  C  K  R  V  M  H   
       V  Q  C  Y  A  Y  S  E  P  V  K  A  L  N  A  S  G  *  C  T   
 
           1450      1460      1470      1480      1490      1500 
     CCCACTCATCTTGCTAGCCCGAATCGGCGGCGGTTACCATTACTGATAGATCTATCCATC 
     P  T  H  L  A  S  P  N  R  R  R  L  P  L  L  I   D  L  S  I   
      P  L  I  L  L  A  R  I  G  G  G  Y  H  Y  *  *  I  Y  P  S   
       H  S  S  C  *  P  E  S  A  A  V  T  I  T  D  R  S  I  H  P   
 
           1510      1520      1530      1540      1550      1560 
     CGTGGATTGCGCGGTATACTGTGTTCGCAGCTGGAGGAGCTTCAGGCCCTACACGAAGCG 
     R  G  L  R  G  I  L  C  S  Q  L  E  E  L  Q  A   L  H  E  A   
      V  D  C  A  V  Y  C  V  R  S  W  R  S  F  R  P  Y  T  K  R   
       W  I  A  R  Y  T  V  F  A  A  G  G  A  S  G  P  T  R  S  G   
 
           1570      1580      1590      1600      1610      1620 
     GAGACCCGGCGGCGTGCAGAGCTGGAGCGGGCACTGCGTGACGCGGCGGCCATGTTCAAG 
     E  T  R  R  R  A  E  L  E  R  A  L  R  D  A  A   A  M  F  K   
      R  P  G  G  V  Q  S  W  S  G  H  C  V  T  R  R  P  C  S  R   
       D  P  A  A  C  R  A  G  A  G  T  A  *  R  G  G  H  V  Q  G   
 
           1630      1640      1650      1660      1670      1680 
     GCCGAGCTGTACGAGAAACAGGTATGATGGCCACCCTACCGGGATTGCACTTTGCGGGTT 
     A  E  L  Y  E  K  Q  V  *  W  P  P  Y  R  D  C   T  L  R  V   
      P  S  C  T  R  N  R  Y  D  G  H  P  T  G  I  A  L  C  G  F   
       R  A  V  R  E  T  G  M  M  A  T  L  P  G  L  H  F  A  G  L   
 
 



           Anhang 
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           1690      1700      1710      1720      1730      1740 
     TGCCTACCCGCCTTGCATGCCACATGTGCGGTGTTCTGTGCTTGCAGCCGCCGCCTCATT 
     C  L  P  A  L  H  A  T  C  A  V  F  C  A  C  S   R  R  L  I   
      A  Y  P  P  C  M  P  H  V  R  C  S  V  L  A  A  A  A  S  F   
       P  T  R  L  A  C  H  M  C  G  V  L  C  L  Q  P  P  P  H  S   
 
           1750      1760      1770      1780      1790      1800 
     CATGCTGAAGGGGGCCTCGCCAATCCATGCTATCACGGGCGCCCTCCGTCCCCTGCATCA 
     H  A  E  G  G  L  A  N  P  C  Y  H  G  R  P  P   S  P  A  S   
      M  L  K  G  A  S  P  I  H  A  I  T  G  A  L  R  P  L  H  H   
       C  *  R  G  P  R  Q  S  M  L  S  R  A  P  S  V  P  C  I  I   
 
           1810      1820      1830      1840      1850      1860 
     TTTCCCACTCGCACCGTAACTTTCCAACACGGTACACGCACCCGGACTACTTGTGTTTGC 
     F  P  T  R  T  V  T  F  Q  H  G  T  R  T  R  T   T  C  V  C   
      F  P  L  A  P  *  L  S  N  T  V  H  A  P  G  L  L  V  F  A   
       S  H  S  H  R  N  F  P  T  R  Y  T  H  P  D  Y  L  C  L  R   
 
           1870      1880      1890      1900      1910      1920 
     GCAGGCGCAGCTAGACGCGGCCTACCGGGACGCTCGCATCCTGCGGCAGCATCTCGCAGC 
     A  G  A  A  R  R  G  L  P  G  R  S  H  P  A  A   A  S  R  S   
      Q  A  Q  L  D  A  A  Y  R  D  A  R  I  L  R  Q  H  L  A  A   
       R  R  S  *  T  R  P  T  G  T  L  A  S  C  G  S  I  S  Q  R   
 
           1930      1940      1950      1960      1970      1980 
     GCATAACGTTAACTTGCCCTCCCCACGACCCGGACGCTCCAAAGGGACTGCGACCGGCGA 
     A  *  R  *  L  A  L  P  T  T  R  T  L  Q  R  D   C  D  R  R   
      H  N  V  N  L  P  S  P  R  P  G  R  S  K  G  T  A  T  G  E   
       I  T  L  T  C  P  P  H  D  P  D  A  P  K  G  L  R  P  A  S   
 
           1990      2000      2010      2020      2030      2040 
     GTCTTCCCCCAAGGTAAGGATAGTGCTCTAGAGGATAGTCTGAAGAAGCTGTGGGCTTCA 
     V  F  P  Q  G  K  D  S  A  L  E  D  S  L  K  K   L  W  A  S   
      S  S  P  K  V  R  I  V  L  *  R  I  V  *  R  S  C  G  L  Q   
       L  P  P  R  *  G  *  C  S  R  G  *  S  E  E  A  V  G  F  R   
 
           2050      2060      2070      2080      2090      2100 
     GGATAAGGCATATGGTCTACCTGGCGGGGCTCAATCCTGCTCAACGTTGTGGTAAATTTG 
     G  *  G  I  W  S  T  W  R  G  S  I  L  L  N  V   V  V  N  L   
      D  K  A  Y  G  L  P  G  G  A  Q  S  C  S  T  L  W  *  I  C   
       I  R  H  M  V  Y  L  A  G  L  N  P  A  Q  R  C  G  K  F  A   
 
           2110      2120      2130      2140      2150      2160 
     CACCCACACTAGGCGCATTCCTGTCTAGCGCCTTGCGTGCTAAAACTACAGTTCGGTGAC 
     H  P  H  *  A  H  S  C  L  A  P  C  V  L  K  L   Q  F  G  D   
      T  H  T  R  R  I  P  V  *  R  L  A  C  *  N  Y  S  S  V  T   
       P  T  L  G  A  F  L  S  S  A  L  R  A  K  T  T  V  R  *  R   
 
           2170      2180      2190      2200      2210      2220 
     GTCCATTGCTGTACTTGACGCTGGGCGCTTTATCATTGGATTTTTTGCCTCCCAGGTGCC 
     V  H  C  C  T  *  R  W  A  L  Y  H  W  I  F  C   L  P  G  A   
      S  I  A  V  L  D  A  G  R  F  I  I  G  F  F  A  S  Q  V  P   
       P  L  L  Y  L  T  L  G  A  L  S  L  D  F  L  P  P  R  C  H   
 
       --------ON15043----- >   2250      2260      2270      2280 
     AT CCGTGGATATGGAAGGTATTGCCTTATCACCGCCTCCGGCGGCTGGTTACTACACTTC 
     I  R  G  Y  G  R  Y  C  L  I  T  A  S  G  G  W   L  L  H  F   
      S  V  D  M  E  G  I  A  L  S  P  P  P  A  A  G  Y  Y  T  S   
       P  W  I  W  K  V  L  P  Y  H  R  L  R  R  L  V  T  T  L  R   
 
 



           Anhang 

 103 

           2290      2300      2310      2320      2330      2340 
     GGGATCTGGGGCTAGCCCGCGGACGGCCAGCGTGGCTACCCCCTCGGAACTGGACGCCGA 
     G  I  W  G  *  P  A  D  G  Q  R  G  Y  P  L  G   T  G  R  R   
      G  S  G  A  S  P  R  T  A  S  V  A  T  P  S  E  L  D  A  E   
       D  L  G  L  A  R  G  R  P  A  W  L  P  P  R  N  W  T  P  K   
 
 
           2350      2360      2370      2380      2390      2400 
     AGTCACTGCGCTACGGGCAGCCAGGGCGGAGTATCAACGGTCAATTACCGCCGCCCAAGA 
     S  H  C  A  T  G  S  Q  G  G  V  S  T  V  N  Y   R  R  P  R   
      V  T  A  L  R  A  A  R  A  E  Y  Q  R  S  I  T  A  A  Q  D   
       S  L  R  Y  G  Q  P  G  R  S  I  N  G  Q  L  P  P  P  K  M   
 
           2410      2420      2430      2440      2450      2460 
     TGCGCGCAACGCTCTACTTGACCGATCAGAGGTGGGCTCTACGTGAGGCCACGTGCAGTT 
     C  A  Q  R  S  T  *  P  I  R  G  G  L  Y  V  R   P  R  A  V   
      A  R  N  A  L  L  D  R  S  E  V  G  S  T  *  G  H  V  Q  F   
       R  A  T  L  Y  L  T  D  Q  R  W  A  L  R  E  A  T  C  S  L   
 
           2470      2480      2490      2500      2510      2520 
     TGCCAGCTATGGAATTGCGTGCGCGGGTTGCCAGGAGGAAATGCCATGACCTTCATTCTC 
     C  Q  L  W  N  C  V  R  G  L  P  G  G  N  A  M   T  F  I  L   
      A  S  Y  G  I  A  C  A  G  C  Q  E  E  M  P  *  P  S  F  S   
       P  A  M  E  L  R  A  R  V  A  R  R  K  C  H  D  L  H  S  L   
 
           2530      2540      2550      2560      2570      2580 
     TGCTATCTTGTCTTACTCCCACAATTGAGAATACTCCCGCATGTACTTGTGTAACGGGCA 
     C  Y  L  V  L  L  P  Q  L  R  I  L  P  H  V  L   V  *  R  A   
      A  I  L  S  Y  S  H  N  *  E  Y  S  R  M  Y  L  C  N  G  Q   
       L  S  C  L  T  P  T  I  E  N  T  P  A  C  T  C  V  T  G  R   
 
           2590      2600      2610      2620      2630      2640 
     GGTAAACCCTTTCACGCTGACAGGTTCGCGAGCAGCGGAGCTACAGCGCTTGTGCAAGCC 
     G  K  P  F  H  A  D  R  F  A  S  S  G  A  T  A   L  V  Q  A   
      V  N  P  F  T  L  T  G  S  R  A  A  E  L  Q  R  L  C  K  P   
       *  T  L  S  R  *  Q  V  R  E  Q  R  S  Y  S  A  C  A  S  P   
 
           2650      2660      2670      2680      2690      2700 
     CAGCGCTCAACCGACAAGCTCGCAGCTCTGGGCGAGGAACTAACAGCAGAGCTGCCAAGT 
     Q  R  S  T  D  K  L  A  A  L  G  E  E  L  T  A   E  L  P  S   
      S  A  Q  P  T  S  S  Q  L  W  A  R  N  *  Q  Q  S  C  Q  V   
       A  L  N  R  Q  A  R  S  S  G  R  G  T  N  S  R  A  A  K  Y   
 
           2710      2720      2730      2740      2750      2760 
     ACATCGGCAGGTATATGCCTATGCCATGCTTAGTGTATCGCGCTGTGCCTCCTGCTCTAA 
     T  S  A  G  I  C  L  C  H  A  *  C  I  A  L  C   L  L  L  *   
      H  R  Q  V  Y  A  Y  A  M  L  S  V  S  R  C  A  S  C  S  N   
       I  G  R  Y  M  P  M  P  C  L  V  Y  R  A  V  P  P  A  L  T   
 
           2770      2780      2790      2800      2810      2820 
     CCAGAGTCTCATTGCTGATTAAGCATGGCGTGCTTGCCCAATTGCAACAGGATGCTGATG 
     P  E  S  H  C  *  L  S  M  A  C  L  P  N  C  N   R  M  L  M   
      Q  S  L  I  A  D  *  A  W  R  A  C  P  I  A  T  G  C  *  W   
       R  V  S  L  L  I  K  H  G  V  L  A  Q  L  Q  Q  D  A  D  G   
 
           2830      2840      2850      2860      2870      2880 
     GATGACGACTCGTCTGTCATGGAGACGCAACCCCGCCGGGAGCATGCTTCCACAGACCCG 
     D  D  D  S  S  V  M  E  T  Q  P  R  R  E  H  A   S  T  D  P   
      M  T  T  R  L  S  W  R  R  N  P  A  G  S  M  L  P  Q  T  R   
       *  R  L  V  C  H  G  D  A  T  P  P  G  A  C  F  H  R  P  G   
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           2890      2900      2910      2920      2930      2940 
     GCCTTTGACGCTTGGCGAAGCCGCCTATCTTCACGTCTTACTTCTGCGTTAAAAAAACTG 
     A  F  D  A  W  R  S  R  L  S  S  R  L  T  S  A   L  K  K  L   
      P  L  T  L  G  E  A  A  Y  L  H  V  L  L  L  R  *  K  N  W   
       L  *  R  L  A  K  P  P  I  F  T  S  Y  F  C  V  K  K  T  G   
 
 
           2950      2960      2970      2980      2990      3000 
     GAGCCTAGTGTGCGATAGCACGTCTGTGGGCGCAGTTGCCGAAATAACGACTTTCCTTGT 
     E  P  S  V  R  *  H  V  C  G  R  S  C  R  N  N   D  F  P  C   
      S  L  V  C  D  S  T  S  V  G  A  V  A  E  I  T  T  F  L  V   
       A  *  C  A  I  A  R  L  W  A  Q  L  P  K  *  R  L  S  L  S   
 
           3010      3020      3030      3040      3050      3060 
     CGATAGACAGGAAGATCATTTTGGAATTGATTTGACTCCTTGTAAATATGCTCACAGCAC 
     R  *  T  G  R  S  F  W  N  *  F  D  S  L  *  I   C  S  Q  H   
      D  R  Q  E  D  H  F  G  I  D  L  T  P  C  K  Y  A  H  S  T   
       I  D  R  K  I  I  L  E  L  I  *  L  L  V  N  M  L  T  A  P   
 
           3070      3080      3090      3100      3110      3120 
     CAATGTTCCCTTGGGTAAAGCTTTCGTTAGACGACGGCATCTGCAAAAGTCTGAGACTCT 
     Q  C  S  L  G  *  S  F  R  *  T  T  A  S  A  K   V  *  D  S   
      N  V  P  L  G  K  A  F  V  R  R  R  H  L  Q  K  S  E  T  L   
       M  F  P  W  V  K  L  S  L  D  D  G  I  C  K  S  L  R  L  Y   
 
           3130      3140      3150      3160      3170      3180 
     ACACCGACACAAAAACACGAAATTCCATTAACCGCACATCCTCATCCGACCAGGATTTGT 
     T  P  T  Q  K  H  E  I  P  L  T  A  H  P  H  P   T  R  I  C   
      H  R  H  K  N  T  K  F  H  *  P  H  I  L  I  R  P  G  F  V   
       T  D  T  K  T  R  N  S  I  N  R  T  S  S  S  D  Q  D  L  C   
 
           3190      3200      3210      3220      3230      3240 
     GCCGCCCTTGACAACCATATCCATAATCAGAAAGAAACGGAATTGCGGGGCTCCAAAGTA 
     A  A  L  D  N  H  I  H  N  Q  K  E  T  E  L  R   G  S  K  V   
      P  P  L  T  T  I  S  I  I  R  K  K  R  N  C  G  A  P  K  Y   
       R  P  *  Q  P  Y  P  *  S  E  R  N  G  I  A  G  L  Q  S  T   
 
           3250      3260      3270      3280      3290      3300 
     CAACAGATCTCTGCCGTACATCATCTCTCCTCGAAACTGCAGCGTCGTCGGCGCAGTCCT 
     Q  Q  I  S  A  V  H  H  L  S  S  K  L  Q  R  R   R  R  S  P   
      N  R  S  L  P  Y  I  I  S  P  R  N  C  S  V  V  G  A  V  L   
       T  D  L  C  R  T  S  S  L  L  E  T  A  A  S  S  A  Q  S  C   
 
           3310      3320      3330      3340   --- -----ON15047-- 
     GTTCGCTCCGACCTGGTTCTGCAACAGACGGGCAGCTCTTGCCCTGTAAGCTGCCGAAAG 
     V  R  S  D  L  V  L  Q  Q  T  G  S  S  C  P  V   S  C  R  K   
      F  A  P  T  W  F  C  N  R  R  A  A  L  A  L  *  A  A  E  S   
       S  L  R  P  G  S  A  T  D  G  Q  L  L  P  C  K  L  P  K  A   
       Startcodon 
     -- >   3370      3380      3390      3400      3410      3420 
     CTGGCCCCGAACGCCGACTGAGCGTGGAGGGTCGCGGGAATGGGCGAGCAGCTCAGGCAA 
     L  A  P  N  A  D  *  A  W  R  V  A  G  M  G  E   Q  L  R  Q   
      W  P  R  T  P  T  E  R  G  G  S  R  E  W  A  S  S  S  G  N   
       G  P  E  R  R  L  S  V  E  G  R  G  N  G  R  A  A  Q  A  T   
 
        ------ON14887------- >  3450      3460      3470      3480 
     CGGGGAACCGTGAAGTGGTTCAACGCCACTAAGGGCTTTGGATTCATCACACCTGAAGGT 
     R  G  T  V  K  W  F  N  A  T  K  G  F  G  F  I   T  P  E  G   
      G  E  P  *  S  G  S  T  P  L  R  A  L  D  S  S  H  L  K  V   
       G  N  R  E  V  V  Q  R  H  *  G  L  W  I  H  H  T  *  R  W   
          <--------ON15233----- 
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           3490      3500      3510      3520      3530      3540 
     GGTGGCGAGGACTTCTTCGTCCATCAGGTCAGCGCTGAAGCTTTGCACAACACGTCGTTA 
     G  G  E  D  F  F  V  H  Q  V  S  A  E  A  L  H   N  T  S  L   
      V  A  R  T  S  S  S  I  R  S  A  L  K  L  C  T  T  R  R  Y   
       W  R  G  L  L  R  P  S  G  Q  R  *  S  F  A  Q  H  V  V  I   
     --- 
           3550      3560      3570      3580      3590      3600 
     TTGTTAGCGTTCAGCCGTCGAGACCAAGTTCTTGAGGCTGGCAAGGGTTCTCTGTGGAAC 
     L  L  A  F  S  R  R  D  Q  V  L  E  A  G  K  G   S  L  W  N   
      C  *  R  S  A  V  E  T  K  F  L  R  L  A  R  V  L  C  G  T   
       V  S  V  Q  P  S  R  P  S  S  *  G  W  Q  G  F  S  V  E  Q   
 
           3610      3620      3630      3640      3650      3660 
     AGCGGTCTAGTGCATTTTGACAGCTTTTGTTACATGGACTTGCTGGGACCTCTTGGGATT 
     S  G  L  V  H  F  D  S  F  C  Y  M  D  L  L  G   P  L  G  I   
      A  V  *  C  I  L  T  A  F  V  T  W  T  C  W  D  L  L  G  L   
       R  S  S  A  F  *  Q  L  L  L  H  G  L  A  G  T  S  W  D  C   
 
           3670      3680      3690      3700      3710      3720 
     GCACGCTGCTTATCTGCTGGGTGTGCGGGGGCCGTGCCAATGCAACGACCGCGCTATGGC 
     A  R  C  L  S  A  G  C  A  G  A  V  P  M  Q  R   P  R  Y  G   
      H  A  A  Y  L  L  G  V  R  G  P  C  Q  C  N  D  R  A  M  A   
       T  L  L  I  C  W  V  C  G  G  R  A  N  A  T  T  A  L  W  P   
 
           3730      3740      3750      3760      3770      3780 
     CGCTGCACACGCTCCTTGATTTAGCGTAATATACGCTTAGTTTGCTTACCAAAATCTTAA 
     R  C  T  R  S  L  I  *  R  N  I  R  L  V  C  L   P  K  S  *   
      A  A  H  A  P  *  F  S  V  I  Y  A  *  F  A  Y  Q  N  L  K   
       L  H  T  L  L  D  L  A  *  Y  T  L  S  L  L  T  K  I  L  S 
      -------ON15232------> 
           3790      3800      3810      3820      3830      3840 
     GCTCCAAAACGAATCCACAGCGGCTTGACCTGGACTGCTTTCTCTCGGTTGAGTGTTGCA 
     A  P  K  R  I  H  S  G  L  T  W  T  A  F  S  R   L  S  V  A   
      L  Q  N  E  S  T  A  A  *  P  G  L  L  S  L  G  *  V  L  H   
       S  K  T  N  P  Q  R  L  D  L  D  C  F  L  S  V  E  C  C  M   
 
           3850      3860      3870      3880      3890      3900 
     TGGTTGCTGCGCAGACCAACATCAACTCGGATGGCTTCCGCAGCCTGCGGGAGGGAGAGG 
     W  L  L  R  R  P  T  S  T  R  M  A  S  A  A  C   G  R  E  R   
      G  C  C  A  D  Q  H  Q  L  G  W  L  P  Q  P  A  G  G  R  G   
       V  A  A  Q  T  N  I  N  S  D  G  F  R  S  L  R  E  G  E  A   
 
      <------ON14888----- -     3930      3940      3950      3960 
     CCGTCGAGTTTGAGGTTGAGGCAGGGCCGGATGGAAGATCCAAGGCCGTGAGCGTGTCTG 
     P  S  S  L  R  L  R  Q  G  R  M  E  D  P  R  P   *  A  C  L   
      R  R  V  *  G  *  G  R  A  G  W  K  I  Q  G  R  E  R  V  W   
       V  E  F  E  V  E  A  G  P  D  G  R  S  K  A  V  S  V  S  G   
 
           3970      3980      3990      4000      4010      4020 
     GCCCTGGTGGCTCTGCCCCGGAGGTGAGAGCGCTTCCTCTGGACTCCACCCACACAATTT 
     A  L  V  A  L  P  R  R  *  E  R  F  L  W  T  P   P  T  Q  F   
      P  W  W  L  C  P  G  G  E  S  A  S  S  G  L  H  P  H  N  L   
       P  G  G  S  A  P  E  V  R  A  L  P  L  D  S  T  H  T  I  W   
 
           4030      4040      4050      4060      4070      4080 
     GGCTTATTATAATCGGAAGGCATCTATAGCAGCTATCTCCCATAGCTGCTGTTCTCTACT 
     G  L  L  *  S  E  G  I  Y  S  S  Y  L  P  *  L   L  F  S  T   
      A  Y  Y  N  R  K  A  S  I  A  A  I  S  H  S  C  C  S  L  L   
       L  I  I  I  G  R  H  L  *  Q  L  S  P  I  A  A  V  L  Y  F   
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           4090      4100      4110      4120      4130      4140 
     TCTACAAGGCGTGGGAGTCGAGCGGGTACCATACAACCTTACTGGCTTTGCTCGGTCTTG 
     S  T  R  R  G  S  R  A  G  T  I  Q  P  Y  W  L   C  S  V  L   
      L  Q  G  V  G  V  E  R  V  P  Y  N  L  T  G  F  A  R  S  C   
       Y  K  A  W  E  S  S  G  Y  H  T  T  L  L  A  L  L  G  L  A   
 
           4150      4160      4170      4180      4190      4200 
     CCTTAATGTGTCGGCTGCGGACATTAGCTGCTGTGATTTATTACTAAGGCCTGCCGAGGG 
     P  *  C  V  G  C  G  H  *  L  L  *  F  I  T  K   A  C  R  G   
      L  N  V  S  A  A  D  I  S  C  C  D  L  L  L  R  P  A  E  G   
       L  M  C  R  L  R  T  L  A  A  V  I  Y  Y  *  G  L  P  R  G   
 
           4210      4220      4230      4240      4250      4260  
     GGATGTGTACCTCAAGTACTTGAGGTTCGTGAACATCCATGCCTGGTTGTCCGGGGATAA 
     G  C  V  P  Q  V  L  E  V  R  E  H  P  C  L  V   V  R  G  *   
      D  V  Y  L  K  Y  L  R  F  V  N  I  H  A  W  L  S  G  D  K   
       M  C  T  S  S  T  *  G  S  *  T  S  M  P  G  C  P  G  I  K   
 
           4270      4280      4290      4300      4310      4320 
     AAGTGGCGACCCTGCTTTTCCAGGGTCAGGCGCCAAAGCGCGCGTTCCTGAGTATGTTCG 
     K  W  R  P  C  F  S  R  V  R  R  Q  S  A  R  S   *  V  C  S   
      S  G  D  P  A  F  P  G  S  G  A  K  A  R  V  P  E  Y  V  R   
       V  A  T  L  L  F  Q  G  Q  A  P  K  R  A  F  L  S  M  F  D   
 
           4330      4340      4350      4360      4370      4380 
     ACGCAGTCCCTGTACGTATGCCTATGGTCCCGCTAATGTCACACTTCTGAGGCCTGGCGG 
     T  Q  S  L  Y  V  C  L  W  S  R  *  C  H  T  S   E  A  W  R   
      R  S  P  C  T  Y  A  Y  G  P  A  N  V  T  L  L  R  P  G  G   
       A  V  P  V  R  M  P  M  V  P  L  M  S  H  F  *  G  L  A  G   
 
           4390      4400      4410      4420      4430      4440 
     GGTTGGGTCCTCTCTCTAGCTCGATGTGTCTGATCCCTGACGTCAAGCGGATGTGGCTAT 
     G  W  V  L  S  L  A  R  C  V  *  S  L  T  S  S   G  C  G  Y   
      V  G  S  S  L  *  L  D  V  S  D  P  *  R  Q  A  D  V  A  M   
       L  G  P  L  S  S  S  M  C  L  I  P  D  V  K  R  M  W  L  C   
 
           4450      4460      4470      4480      4490      4500 
     GCAAAAGGCATGGATTGCATTCCCCCATTGCCACGCACAGGCCAGGGACATGCGCTGAGA 
     A  K  G  M  D  C  I  P  P  L  P  R  T  G  Q  G   H  A  L  R   
      Q  K  A  W  I  A  F  P  H  C  H  A  Q  A  R  D  M  R  *  D   
       K  R  H  G  L  H  S  P  I  A  T  H  R  P  G  T  C  A  E  M   
 
           4510      4520      4530      4540      4550      4560 
     TGAAGCTGTCGACAAGTTAGCCTGCGTACCCCTCATCTGCCCTCTGTCCTCTATGCTCCA 
     *  S  C  R  Q  V  S  L  R  T  P  H  L  P  S  V   L  Y  A  P   
      E  A  V  D  K  L  A  C  V  P  L  I  C  P  L  S  S  M  L  Q   
       K  L  S  T  S  *  P  A  Y  P  S  S  A  L  C  P  L  C  S  R   
 
           4570      4580      4590      4600      4610      4620 
     GGGTGCTCCAAGGAACTTCCGGGGCGGTGGCCGTGGTCGCGGCCGTGCCCGTGGCGCCCG 
     G  C  S  K  E  L  P  G  R  W  P  W  S  R  P  C   P  W  R  P   
      G  A  P  R  N  F  R  G  G  G  R  G  R  G  R  A  R  G  A  R   
       V  L  Q  G  T  S  G  A  V  A  V  V  A  A  V  P  V  A  P  V   
 
           4630      4640      4650      4660      4670      4680 
     TGGTGCTTATGCTGCTTACGGCTATCCTCAGATGCCGCCCATGTACCCCGGCTACTACTT 
     W  C  L  C  C  L  R  L  S  S  D  A  A  H  V  P   R  L  L  L   
      G  A  Y  A  A  Y  G  Y  P  Q  M  P  P  M  Y  P  G  Y  Y  F   
       V  L  M  L  L  T  A  I  L  R  C  R  P  C  T  P  A  T  T  F   
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           4690      4700      4710      4720      4730      4740 
     TTTCCCAGCTGGTATGTTCAGTCCCTGTGCAATCACTGGCTAGGACAGGCCGCGGCGCGC 
     F  P  S  W  Y  V  Q  S  L  C  N  H  W  L  G  Q   A  A  A  R   
      F  P  A  G  M  F  S  P  C  A  I  T  G  *  D  R  P  R  R  A   
       S  Q  L  V  C  S  V  P  V  Q  S  L  A  R  T  G  R  G  A  R   
 
           4750      4760      4770      4780      4790      4800 
     GCGTGTTTACAGTTATGCATGTTTACAGTTATGTCTACAGTTCTAAAAAACATTTCGGAC 
     A  C  L  Q  L  C  M  F  T  V  M  S  T  V  L  K   N  I  S  D   
      R  V  Y  S  Y  A  C  L  Q  L  C  L  Q  F  *  K  T  F  R  T   
       V  F  T  V  M  H  V  Y  S  Y  V  Y  S  S  K  K  H  F  G  Q   
 
           4810      4820      4830      4840      4850      4860 
     AATCTTTACCAGATGTGGACAATTTGATTAGATTTGGCTGGCGACTATGTAATGGGAAAT 
     N  L  Y  Q  M  W  T  I  *  L  D  L  A  G  D  Y   V  M  G  N   
      I  F  T  R  C  G  Q  F  D  *  I  W  L  A  T  M  *  W  E  I   
       S  L  P  D  V  D  N  L  I  R  F  G  W  R  L  C  N  G  K  F   
 
           4870      4880      4890      4900      4910      4920 
     TCGCGGGCGCAATCGGGAAATGGTGTGGTGTTAAAGCATTCGTAAAAATGATAAAAAAAA 
     S  R  A  Q  S  G  N  G  V  V  L  K  H  S  *  K   *  *  K  K   
      R  G  R  N  R  E  M  V  W  C  *  S  I  R  K  N  D  K  K  N   
       A  G  A  I  G  K  W  C  G  V  K  A  F  V  K  M  I  K  K  T   
 
           4930      4940      4950------ON15045--- --- >      4980 
     CAGAATCCAGCTGTCTCGACGGGTAAGACGGAAGCTGCAGGCTGACAGTGGCCGGAATCC 
     Q  N  P  A  V  S  T  G  K  T  E  A  A  G  *  Q   W  P  E  S   
      R  I  Q  L  S  R  R  V  R  R  K  L  Q  A  D  S  G  R  N  P   
       E  S  S  C  L  D  G  *  D  G  S  C  R  L  T  V  A  G  I  L   
 
           4990      5000      5010      5020      5030      5040 
     TGCAGGACCAGTAACCCCCGAGGATCCATTCCTTCGCAACAGAATTAAACACGTCACGTC 
     C  R  T  S  N  P  R  G  S  I  P  S  Q  Q  N  *   T  R  H  V   
      A  G  P  V  T  P  E  D  P  F  L  R  N  R  I  K  H  V  T  S   
       Q  D  Q  *  P  P  R  I  H  S  F  A  T  E  L  N  T  S  R  P   
 
      <-----ON15044-------     5070      5080      5090      5100 
     CTGCGAAACGTCCGAACTTCATGGCAAAATTGTGCTATTTTGCTGCCGTCGCTTTTGTGC 
     L  R  N  V  R  T  S  W  Q  N  C  A  I  L  L  P   S  L  L  C   
      C  E  T  S  E  L  H  G  K  I  V  L  F  C  C  R  R  F  C  A   
       A  K  R  P  N  F  M  A  K  L  C  Y  F  A  A  V  A  F  V  Q   
 
           5110      5120      5130      5140      5150      5160 
     AGATCCAACTGGCCGGGGACGGGGTCGCGGCCGTGGCGGCATGCCTATTCAGGGTATGAT 
     R  S  N  W  P  G  T  G  S  R  P  W  R  H  A  Y   S  G  Y  D   
      D  P  T  G  R  G  R  G  R  G  R  G  G  M  P  I  Q  G  M  I   
       I  Q  L  A  G  D  G  V  A  A  V  A  A  C  L  F  R  V  *  S   
 
           5170      5180      5190      5200      5210      5220 
     CCAGGGTATGCCGTACCCTGGCATCCCCATTCCCGGTGGCTTGGAACCGACGGGCGAGCC 
     P  G  Y  A  V  P  W  H  P  H  S  R  W  L  G  T   D  G  R  A   
      Q  G  M  P  Y  P  G  I  P  I  P  G  G  L  E  P  T  G  E  P   
       R  V  C  R  T  L  A  S  P  F  P  V  A  W  N  R  R  A  S  R   
 
           5230      5240      5250      5260      5270      5280 
     GTCGGGACTGCAGGTGCGGCTGGTTGGATTGGATGCTATGGTATAACCGAACACCACCCA 
     V  G  T  A  G  A  A  G  W  I  G  C  Y  G  I  T   E  H  H  P   
      S  G  L  Q  V  R  L  V  G  L  D  A  M  V  *  P  N  T  T  Q   
       R  D  C  R  C  G  W  L  D  W  M  L  W  Y  N  R  T  P  P  S   
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           5290      5300      5310      5320      5330      5340 
     GCGTTCCCTGTTGGCGGTTCCTTCTGCGGCAGGTTTGACTATCGGCTTCGCAAGCAGACC 
     A  F  P  V  G  G  S  F  C  G  R  F  D  Y  R  L   R  K  Q  T   
      R  S  L  L  A  V  P  S  A  A  G  L  T  I  G  F  A  S  R  P   
       V  P  C  W  R  F  L  L  R  Q  V  *  L  S  A  S  Q  A  D  L   
 
           5350      5360      5370      5380      5390      5400 
     TTTTGGAATCGGGGCCGATTGGTTCGGATATCTGTGAAACATGAAAGAGTTTTTAGGTAC 
     F  W  N  R  G  R  L  V  R  I  S  V  K  H  E  R   V  F  R  Y   
      F  G  I  G  A  D  W  F  G  Y  L  *  N  M  K  E  F  L  G  T   
       L  E  S  G  P  I  G  S  D  I  C  E  T  *  K  S  F  *  V  P   
 
           5410      5420      5430      5440      5450      5460 
     CATACGGAAGGCGATTCCGCGTCAAGGGATATGAGGCTTGATGGCATTAAGTTAATTGCC 
     H  T  E  G  D  S  A  S  R  D  M  R  L  D  G  I   K  L  I  A   
      I  R  K  A  I  P  R  Q  G  I  *  G  L  M  A  L  S  *  L  P   
       Y  G  R  R  F  R  V  K  G  Y  E  A  *  W  H  *  V  N  C  Q   
 
           5470      5480      5490      5500      5510      5520 
     AGAGCAATGCTGTCAGTTCTGTTGGCAATAAATCACGGGAAAGAATCTGTTCAATGCCGT 
     R  A  M  L  S  V  L  L  A  I  N  H  G  K  E  S   V  Q  C  R   
      E  Q  C  C  Q  F  C  W  Q  *  I  T  G  K  N  L  F  N  A  V   
       S  N  A  V  S  S  V  G  N  K  S  R  E  R  I  C  S  M  P  W   
 
           5530      5540      5550      5560      5570      5580 
     GGGGATGTTGATGCAATGACTGGGCGTGTGATCGTCTGCAGCCCTGCATAATTCCTCACC 
     G  D  V  D  A  M  T  G  R  V  I  V  C  S  P  A   *  F  L  T   
      G  M  L  M  Q  *  L  G  V  *  S  S  A  A  L  H  N  S  S  P   
       G  C  *  C  N  D  W  A  C  D  R  L  Q  P  C  I  I  P  H  L   
 
           5590      5600      5610      5620      5630      5640 
     TTTCCGTACCTAAGTACTTAGTTCACAATTGTGTCATTTGTTTTACATTGCGGCAGGTTG 
     F  P  Y  L  S  T  *  F  T  I  V  S  F  V  L  H   C  G  R  L   
      F  R  T  *  V  L  S  S  Q  L  C  H  L  F  Y  I  A  A  G  C   
       S  V  P  K  Y  L  V  H  N  C  V  I  C  F  T  L  R  Q  V  V   
 
           5650      5660      5670      5680------ -ON15105------ 
     TGGTCCACAACCTGCCGTGGAGCTGCCAGTGGCAGCAGCTCAAGGATCACTTCAAGGAGT 
     W  S  T  T  C  R  G  A  A  S  G  S  S  S  R  I   T  S  R  S   
      G  P  Q  P  A  V  E  L  P  V  A  A  A  Q  G  S  L  Q  G  V   
       V  H  N  L  P  W  S  C  Q  W  Q  Q  L  K  D  H  F  K  E  W   
 
     - >    5710      5720      5730      5740      5750      5760 
     GGAGGGTGGAACGCGCTGATGTTGTGTATGATGCATGGGGCCGGTCCAGGTGAGACTGTC 
     G  G  W  N  A  L  M  L  C  M  M  H  G  A  G  P   G  E  T  V   
      E  G  G  T  R  *  C  C  V  *  C  M  G  P  V  Q  V  R  L  S   
       R  V  E  R  A  D  V  V  Y  D  A  W  G  R  S  R  *  D  C  R   
 
           5770      5780      5790      5800      5810      5820 
     GCAACGTGTCGCGCAAGGATAGAATTGTTACTGGTGCCTGAAACCCCAACGCCCGGAAGC 
     A  T  C  R  A  R  I  E  L  L  L  V  P  E  T  P   T  P  G  S   
      Q  R  V  A  Q  G  *  N  C  Y  W  C  L  K  P  Q  R  P  E  A   
       N  V  S  R  K  D  R  I  V  T  G  A  *  N  P  N  A  R  K  L   
 
           5830      5840      5850      5860      5870      5880 
     TGCATGTGTGTGCGCGCTGAATCCCCTCCACTTACACATCGTTCAGCTGCATTGGTGTTG 
     C  M  C  V  R  A  E  S  P  P  L  T  H  R  S  A   A  L  V  L   
      A  C  V  C  A  L  N  P  L  H  L  H  I  V  Q  L  H  W  C  *   
       H  V  C  A  R  *  I  P  S  T  Y  T  S  F  S  C  I  G  V  D   
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           5890      5900      5910      5920      5930      5940 
     ATAGTGCTTAATTGCTGTTTCTATATGGCCACCTTGGAGAATCGTCTACTTGTCCTAAAG 
     I  V  L  N  C  C  F  Y  M  A  T  L  E  N  R  L   L  V  L  K   
      *  C  L  I  A  V  S  I  W  P  P  W  R  I  V  Y  L  S  *  R   
       S  A  *  L  L  F  L  Y  G  H  L  G  E  S  S  T  C  P  K  D   
 
           5950      5960      5970      5980      5990      6000 
     ATTTGCAACTCGTTACCCGCTCGGCAGGGGCTTTGGCACCGTCCGGTTCGCCACGAAGGA 
     I  C  N  S  L  P  A  R  Q  G  L  W  H  R  P  V   R  H  E  G   
      F  A  T  R  Y  P  L  G  R  G  F  G  T  V  R  F  A  T  K  E   
       L  Q  L  V  T  R  S  A  G  A  L  A  P  S  G  S  P  R  R  R   
 
           6010      6020      6030      6040      6050      6060 
     GGACGCCGCACAGGCGTGTGAGAAGATGAACAACAGCCAGATCGACGGGCGCACAATAAG 
     G  R  R  T  G  V  *  E  D  E  Q  Q  P  D  R  R   A  H  N  K   
      D  A  A  Q  A  C  E  K  M  N  N  S  Q  I  D  G  R  T  I  S   
       T  P  H  R  R  V  R  R  *  T  T  A  R  S  T  G  A  Q  *  V   
      Stopcodon 
           6070      6080      6090       <------ON15048-----6120 
     TGTGCGTTTGGATCGGTTTGAGTGAAGGACTACCGGGCGGATGTTGAGGGACAGTTGAGG 
     C  A  F  G  S  V  *  V  K  D  Y  R  A  D  V  E   G  Q  L  R   
      V  R  L  D  R  F  E  *  R  T  T  G  R  M  L  R  D  S  *  G   
       C  V  W  I  G  L  S  E  G  L  P  G  G  C  *  G  T  V  E  G   
 
           6130      6140      6150      6160      6170      6180 
     GACCGCTGAGGATGAGGCGATGATGAGCAGCCCGATAACTTCTCCCCCTCACACGCTCTT 
     D  R  *  G  *  G  D  D  E  Q  P  D  N  F  S  P   S  H  A  L   
      T  A  E  D  E  A  M  M  S  S  P  I  T  S  P  P  H  T  L  F   
       P  L  R  M  R  R  *  *  A  A  R  *  L  L  P  L  T  R  S  S   
 
           6190      6200      6210      6220      6230      6240 
     CATTGTAGTGCTTCCCCAAGAGAAGAAGACCACTGTGTGTATATGTGCCGTGTGTGAGCG 
     H  C  S  A  S  P  R  E  E  D  H  C  V  Y  M  C   R  V  *  A   
      I  V  V  L  P  Q  E  K  K  T  T  V  C  I  C  A  V  C  E  R   
       L  *  C  F  P  K  R  R  R  P  L  C  V  Y  V  P  C  V  S  V   
 
           6250      6260      6270      6280      6290      6300 
     TGTGTGAACCGGCCCCCAGTCCGCCGCGCGGTAGCTGCGTTTTGCCATTGATAGGATAGA 
     C  V  N  R  P  P  V  R  R  A  V  A  A  F  C  H   *  *  D  R   
      V  *  T  G  P  Q  S  A  A  R  *  L  R  F  A  I  D  R  I  D   
       C  E  P  A  P  S  P  P  R  G  S  C  V  L  P  L  I  G  *  T   
 
           6310      6320      6330      6340      6350      6360 
     CCCTGGGTATATTACACACCCACGCGTGTCCGAAAACTATGTATGACAAATCCGCTGCCT 
     P  W  V  Y  Y  T  P  T  R  V  R  K  L  C  M  T   N  P  L  P   
      P  G  Y  I  T  H  P  R  V  S  E  N  Y  V  *  Q  I  R  C  L   
       L  G  I  L  H  T  H  A  C  P  K  T  M  Y  D  K  S  A  A  C   
 
           6370      6380      6390      6400      6410      6420 
     GCGTGATTGACGCCGCCGCATAAACGTGCTTTGTTCGGTTGTGTGCGTCTCAACCTTTGG 
     A  *  L  T  P  P  H  K  R  A  L  F  G  C  V  R   L  N  L  W   
      R  D  *  R  R  R  I  N  V  L  C  S  V  V  C  V  S  T  F  G   
       V  I  D  A  A  A  *  T  C  F  V  R  L  C  A  S  Q  P  L  E   
 
           6430      6440      6450      6460      6470      6480 
     AAGATTAGGGAACAGCTGAAAGTTGCGTTTCGGGCCAGGACAGCATTGTGCTGCGCAGCG 
     K  I  R  E  Q  L  K  V  A  F  R  A  R  T  A  L   C  C  A  A   
      R  L  G  N  S  *  K  L  R  F  G  P  G  Q  H  C  A  A  Q  R   
       D  *  G  T  A  E  S  C  V  S  G  Q  D  S  I  V  L  R  S  G   
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           6490      6500      6510      6520      6530      6540 
     GTGTGCTTGCAGCGCAGCCTCTATTGCCCCCCGGGAATGCTCGTGCTGCGGGTTCGGATG 
     V  C  L  Q  R  S  L  Y  C  P  P  G  M  L  V  L   R  V  R  M   
      C  A  C  S  A  A  S  I  A  P  R  E  C  S  C  C  G  F  G  C   
       V  L  A  A  Q  P  L  L  P  P  G  N  A  R  A  A  G  S  D  A   
 
           6550      6560      6570      6580      6590      6600 
     CAAGCTGAGTGCCTTGATTGCCATGACTCACCTGGCTGCCGTTTCCTACGGGTTCTCTCA 
     Q  A  E  C  L  D  C  H  D  S  P  G  C  R  F  L   R  V  L  S   
      K  L  S  A  L  I  A  M  T  H  L  A  A  V  S  Y  G  F  S  H   
       S  *  V  P  *  L  P  *  L  T  W  L  P  F  P  T  G  S  L  I   
 
           6610      6620      6630      6640      6650      6660 
     TTGAAGGGTCGAGTAGGGAGCGATGTGGCCGGGTTGGTCGTAGGCTGGGTTCTGCAGAGC 
     L  K  G  R  V  G  S  D  V  A  G  L  V  V  G  W   V  L  Q  S   
      *  R  V  E  *  G  A  M  W  P  G  W  S  *  A  G  F  C  R  A   
       E  G  S  S  R  E  R  C  G  R  V  G  R  R  L  G  S  A  E  R   
 
           6670      6680      6690      6700      6710      6720 
     GACATAATGCGAGCTCTGCGCACCCCGGGGGTTTGGTTGGCTGCCCTGTGCAGCAGCTGC 
     D  I  M  R  A  L  R  T  P  G  V  W  L  A  A  L   C  S  S  C   
      T  *  C  E  L  C  A  P  R  G  F  G  W  L  P  C  A  A  A  A   
       H  N  A  S  S  A  H  P  G  G  L  V  G  C  P  V  Q  Q  L  L   
 
           6730      6740      6750      6760      6770      6780 
     TCACATGCACAGGGACTGGTTGAATGCTATGTTGCTGTGCGGAAGAAGTAACAGCCGGGA 
     S  H  A  Q  G  L  V  E  C  Y  V  A  V  R  K  K   *  Q  P  G   
      H  M  H  R  D  W  L  N  A  M  L  L  C  G  R  S  N  S  R  D   
       T  C  T  G  T  G  *  M  L  C  C  C  A  E  E  V  T  A  G  T   
 
           6790      6800      6810      6820      6830      6840 
     CGCGATGTCTAGGCATTCGGGACGTATGTGTTTGGCGTATGTGTATTTGGCGGTGTCATG 
     R  D  V  *  A  F  G  T  Y  V  F  G  V  C  V  F   G  G  V  M   
      A  M  S  R  H  S  G  R  M  C  L  A  Y  V  Y  L  A  V  S  C   
       R  C  L  G  I  R  D  V  C  V  W  R  M  C  I  W  R  C  H  A   
 
           6850      6860      6870      6880      6890      6900 
     CTGGATGAAAGGGAATGTGAGCTGACCCTGTGAGAAAACTGTCTGATTTTCTCCTCTTGT 
     L  D  E  R  E  C  E  L  T  L  *  E  N  C  L  I   F  S  S  C   
      W  M  K  G  N  V  S  *  P  C  E  K  T  V  *  F  S  P  L  V   
       G  *  K  G  M  *  A  D  P  V  R  K  L  S  D  F  L  L  L  S   
 
           6910      6920      6930      6940      6950      6960 
     CTAAACGGTACCTCTTTCGTTACCTTTAACACGTTGCGACCGACCGACTGTGCCCCATGG 
     L  N  G  T  S  F  V  T  F  N  T  L  R  P  T  D   C  A  P  W   
      *  T  V  P  L  S  L  P  L  T  R  C  D  R  P  T  V  P  H  G   
       K  R  Y  L  F  R  Y  L  *  H  V  A  T  D  R  L  C  P  M  A   
 
           6970      6980      6990      7000      7010      7020 
     CCCCTCGGTCTGTTGCGCTGAGCCTCGCCTTCGCGGGTCGACCCGACATCTTCGCCTCCA 
     P  L  G  L  L  R  *  A  S  P  S  R  V  D  P  T   S  S  P  P   
      P  S  V  C  C  A  E  P  R  L  R  G  S  T  R  H  L  R  L  H   
       P  R  S  V  A  L  S  L  A  F  A  G  R  P  D  I  F  A  S  T   
 
           7030      7040      7050      7060      7070      7080 
     CATGTAACCTCCTCGCCTCATCTTCCTTATCACATTAACGCCACAATTAAATTCTGAACA 
     H  V  T  S  S  P  H  L  P  Y  H  I  N  A  T  I   K  F  *  T   
      M  *  P  P  R  L  I  F  L  I  T  L  T  P  Q  L  N  S  E  Q   
       C  N  L  L  A  S  S  S  L  S  H  *  R  H  N  *  I  L  N  K   
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        <-----ON15046-------   7110      7120      7130      7140 
     AAG CTCGCTTACTCCGTCGACTATAACTAGATAATAAGACACTACCAAACATACGCCTAT 
     K  L  A  Y  S  V  D  Y  N  *  I  I  R  H  Y  Q   T  Y  A  Y   
      S  S  L  T  P  S  T  I  T  R  *  *  D  T  T  K  H  T  P  I   
       A  R  L  L  R  R  L  *  L  D  N  K  T  L  P  N  I  R  L  Y   
 
           7150      7160      7170      7180      7190      7200 
     ACACAACACAACAGAAACTCCTAAATGACCGATAGAAGCCTAGATGCAGCGTACCCATCA 
     T  Q  H  N  R  N  S  *  M  T  D  R  S  L  D  A   A  Y  P  S   
      H  N  T  T  E  T  P  K  *  P  I  E  A  *  M  Q  R  T  H  H   
       T  T  Q  Q  K  L  L  N  D  R  *  K  P  R  C  S  V  P  I  T   
 
           7210      7220      7230      7240      7250      7260 
     CCCGCCAAGCACATGTAGAAGAGAAGAGCATTTCAGCCCTTGGGTGCTACATCAGTTTCC 
     P  A  K  H  M  *  K  R  R  A  F  Q  P  L  G  A   T  S  V  S   
      P  P  S  T  C  R  R  E  E  H  F  S  P  W  V  L  H  Q  F  P   
       R  Q  A  H  V  E  E  K  S  I  S  A  L  G  C  Y  I  S  F  P   
 
           7270      7280      7290      7300      7310      7320 
     CCGTACCCATGGGACAGGTTGCCGCGTGGGGCGGCAGCTCCGTGCTCATACCCATGCATA 
     P  Y  P  W  D  R  L  P  R  G  A  A  A  P  C  S   Y  P  C  I   
      R  T  H  G  T  G  C  R  V  G  R  Q  L  R  A  H  T  H  A  Y   
       V  P  M  G  Q  V  A  A  W  G  G  S  S  V  L  I  P  M  H  T   
 
           7330      7340      7350      7360      7370      7380 
     CACAAGTCAGGCACTACTGGAAAAGCACACACTGATGAGCCCGGAGGTTCCGGGATCGAG 
     H  K  S  G  T  T  G  K  A  H  T  D  E  P  G  G   S  G  I  E   
      T  S  Q  A  L  L  E  K  H  T  L  M  S  P  E  V  P  G  S  R   
       Q  V  R  H  Y  W  K  S  T  H  *  *  A  R  R  F  R  D  R  D   
 
           7390      7400      7410      7420      7430      7440 
     ACCTATCACGGTCGAAATCCTTCCGATGGCGGTAGGTAAAAGCGCCCCTAGTCGATGGAC 
     T  Y  H  G  R  N  P  S  D  G  G  R  *  K  R  P   *  S  M  D   
      P  I  T  V  E  I  L  P  M  A  V  G  K  S  A  P  S  R  W  T   
       L  S  R  S  K  S  F  R  W  R  *  V  K  A  P  L  V  D  G  L   
 

 

► Die Exons sind in blau und die Introns in rot dargestellt. Der grün markierte 

Bereich zeigt die zweite Hälfte der NAB1-Spleißvariante2, welche durch die 

Retention des ersten Introns gebildet wird. Der gelb markierte Bereich zeigt die 

NAB1-Spleißvariante1 (Siehe auch 5.3.3).  
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