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Although the ground seems barren,
Here and there, at odd times
New ideas arise,

Soaking through the dry surface,
And ultimately joining
An aquifer of subconsciousness.

Sometimes, somehow,
They break through the dusty surface
As freshets,
Trickling out to join others
In a stream of consciousness,
Finally washing into a lake
Of useful knowledge.

At other times a drought returns.
Ideas dry up, rising like steam
To join Empyrean clouds;
And yet later, like rain,
They may trickle down again
Elsewhere, on other patches
Of seemingly barren soil.

Ralph Lewin
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die pflanzliche Zellwand

Die Zellen von Landpflanzen sind in der Regel von einer starren Zellwand
umgeben. Diese Zellwand nimmt eine Reihe von wichtigen Funktionen flr
die Pflanze wahr. Sie verleiht Stabilitat, ist formgebend, beeinflusst die
Entwicklung, schutzt vor Pathogenen und wirkt dem osmotischen Druck
entgegen. Bei sich streckenden Zellen ist die Zellwand noch plastisch
dehnbar, nach der Differenzierung geht diese Eigenschaft verloren. Man
unterscheidet daher zwischen der Primar- und der Sekundarwand.

In Abbildung 1.1 ist eine schematische Ubersicht der pflanzlichen

Primarwand dargestellt.

Mittel- ;
lamelle

Primar-
wand

Cellulose-
fibrille

L
Plasma-
membran L_

quervernetzendes
L N Glykan/
50 nm Hemicellulose

Abb. 1.1: Darstellung eines Ausschnitts der pflanzlichen Primarzellwand
(nach ALBERTS et al. 1998)

Einer der wichtigsten Bestandteile der pflanzlichen Primarwand ist das
Polysaccharid Cellulose. Dieses liegt als Fibrille vor und ist flr die
Zugfestigkeit der Zelle verantwortlich. Die Cellulosefibrillen sind in eine
Matrix aus quervernetzter Hemicellulose, stitzenden Pektinen sowie einer

Reihe von Proteinen eingebettet.
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Zu den strukturellen pflanzlichen Zellwandproteinen zahlen die Familien der
Hydroxyprolinreichen Glykoproteine (HRGPs), die glycinreichen Proteine
(GRPs) und die prolinreichen Proteine (PRP). SHOWALTER (1993) teilt die
strukturellen Zellwandproteine in flinf groBe Klassen ein (siehe Tab. 1.1).

Tabelle 1.1: Finf Hauptklassen struktureller Zellwandproteine bei Pflanzen.

Proteinklasse % Protein % Zucker- haufige

seitenketten  Aminosauren

Extensine 25-70 30-75 O,S,P,K,Y,V,H
Glycinreiche Proteine (GRP) 100 0 G
Prolinreiche Proteine (PRP) 80-100 0-20 o,pP,V,Y,K
Arabinogalaktanproteine (AGPs)  2-10 90-98 A0

Lektine 55 45 nicht bekannt

O = Hydroxyprolin

Zu der Familie der HRGPs zahlt man die Arabinogalaktanproteine (AGPs),
die durch ihren sehr hohen Grad an Glykosylierung gut wasserldslich und
haufig als Bestandteile der extrazelluldren Matrix zu finden sind. Uber ihre
Funktion gibt es bisher keine eindeutigen Erkenntnisse, Vorschlage hierzu
reichen Uber Kleb- und Gleitstoffe bis hin zu einer Rolle in der pflanzlichen
Wundheilung (SHOWALTER 1993).

Eine weitere wichtige Klasse der HRGPs sind die Lektine. Hierbei handelt es
sich um chimare Proteine, die aus Lektin- und Extensindomanen bestehen.
Ihre Funktion besteht darin, spezifisch Kohlenhydrate oder andere
Glykoproteine zu erkennen und zu binden. Obwohl ihre physiologische
Funktion unverstanden ist, geht man davon aus, dass sie mafBgeblich in der
Zell-Zell-Interaktion von Bedeutung sind (SHOWALTER 1993, 2001).

Die Extensine sind in der Zellwand aller Landpflanzen wie z.B. Tomate,
Karotte oder Tabak sowie der ihnen entwicklungsgeschichtlich am nachsten
stehenden Algen vorhanden (SHOWALTER 1993, KIELISZEWSKI & LAMPORT
1994, CANNON et al. 2007).

Typisch fur alle Extensine ist eine repetitive Aminosauresequenz, meist im
charakteristischen Motiv Ser-(Hyp),, das jedoch artenspezifisch variieren
kann (SHOWALTER 1993, siehe Tab. 1.2).
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Tabelle 1.2: Beispiele flir repetitive Aminosduresequenzen bei den Extensinen,
unterstrichen sind konservierte Sequenzteile (nach SHOWALTER 1993).

Protein repetitive

Aminosauresequenz

Tomate P1 SOO0O0TOVYK
Tomate P2 SOOOOVYKYK
Petunie SPPPTPVYK

Tabak SPPPPTPVYK
Zuckerribe SOOVHEYPOOTOVYK
Mais THRGP SOKPOTPKPTOOTYTO
Karotte SPPPPTPVYKYK
Sojabohne PRP  PPVYK

Sojabohne PPHEKPPP

Nodulin

Tomate P3 SOO0O0SOSO000YYYK
Mais HHRGP AOOOHFPSOO

O = Hydroxyprolin

Allen HRGPs gemein ist der variable Anteil an posttranslational gebildetem
4-Hydroxyprolin, das O-glykosidisch gebundene Zuckerseitenketten tragt.
Das 4-Hydroxyprolin entsteht durch posttranskriptionelle Modifikation von
Prolin durch Prolyl-4-Hydroxylasen (KESKiIAHO et al. 2007). Die
Zusammensetzung der Zuckerseitenketten ist bei den Extensinen
artentypisch. Landpflanzen und die meisten Algen besitzen eher uniforme
Seitenketten aus Arabinose, wahrend Vertreter der Volvocales Seitenketten
aus Arabinose, Galaktose, Mannose und Glukose besitzen (BoLLIG 2006,
KAMPA 2007, KAMERKE 2007).

Eine weitere Besonderheit der Volvocales ist, dass die extensinahnlichen
Proteine Hauptbestandteile ihrer Zellwédnde sind, ihnen aber die
Zuckerpolymere Cellulose, Hemicellulose und Pektin fehlen. Die am
eingehendsten untersuchte Art neben Volvox carteri ist Chlamydomonas

reinhardtii.
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1.2 Modellorganismus Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii gehort als eukaryontische, einzellige Alge zu der
Klasse der Chlorophyceae (Grinalgen) und wurde erstmalig im Jahre 1833
von EHRENBERG morphologisch beschrieben. Ihr Verbreitungsraum ist
vielgestaltig, so findet man Chlamydomonas in Salz-, SuB- sowie
Brackwasser und mitunter auch im Boden. Die meisten Arten von
Chlamydomonas besitzen eine ovale oder ellipsenférmige Gestalt, einen
basal liegenden, becherférmigen Chloroplasten und zwei charakteristische,
anterior liegende isokonte Flagellen. Diese dienen hauptsachlich zur
Fortbewegung und zur Erkennung von kompatiblen Geschlechtspartnern
anhand der Agglutinine, groBen Glykoproteinen, die auf der
Flagellenoberflache exponiert sind.

Weitere zentrale Merkmale von Chlamydomonas sind eine bis zwei
kontraktile Vakuolen, ein zentral liegender Nucleus mit angrenzendem
Nucleolus und ein Augenfleck, durch den die Alge phototaktisch reagieren
kann. Allen Arten der Chlamydomonadaceae gemeinsam ist eine hoch
organisierte, cellulosefreie Zellwand, deren Hauptbestandteil verschiedene

Glykoproteine sind.

Der vegetative Lebenszyklus von Chlamydomonas reinhardtii unter
gunstigen Laborbedingungen wird meist durch einen 24-stindigen
Rhythmus von Licht und Dunkel bestimmt, welcher zu synchronen
Zellteilungen fuhrt (HARRIS 1989). Bei Beginn einer 12-stindigen
Dunkelphase, der Wachstum und Syntheseleistungen vorangegangen sind,
zieht Chlamydomonas reinhardtii die Flagellen ein und rundet sich
kugelférmig ab.

Darauf folgen insgesamt vier mitotische Teilungen, bei denen acht bis 16
Tochterzellen entstehen. Diese schlipfen zu Beginn der Lichtphase unter
Zuhilfenahme der Zink-Metalloprotease V-Lysin, die spezifisch nur die
Zellwande der Sporangien auflést, in denen sich die Tochterzellen befinden
(JAENICKE et al. 1987).

In der nachfolgenden Lichtphase wachsen die Tochterzellen heran, bauen

ihre Zellwand auf und erbringen umfangreiche Syntheseleistungen.
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Der generative Lebenszyklus von Chlamydomonas reinhardtii tritt unter
ungunstigen Bedingungen auf, im Laborumfeld maBgeblich durch das Fehlen
einer Stickstoffquelle im Kulturmedium (HARRIS 1989). Bei diesem Zyklus
differenzieren sich die Zellen phanotypisch zu isomorphen Gameten vom
Typ mt* und mt™ (mt= mating type) um. Diese unterschiedlichen
Gametenarten kénnen sich anhand von kompatiblen Oberflachenproteinen
auf ihren Flagellen, den Agglutininen, gegenseitig erkennen (HARRIS 1989,
FERRIS & GOODENOUGH 1997, FERRIS et al. 1996, 2002, 2005). Haben sich
zwei Gameten mit unterschiedlichem Paarungstyp (mating type) anhand
ihrer Agglutinine als kompatibel erkannt (s. Abb. 1.2), so lésen diese
enzymvermittelt ihre Zellwande auf und verschmelzen zu einer diploiden

Zygote, die auch als Dauerform dienen kann.

Abb. 1.2: Zwei Gameten von Chlamydomonas erkennen sich anhand ihrer
flagellengebundener Agglutinine (EM-Aufnahme von U.W. Goodenough, Washington
University, St. Louis, Missouri).

Das an der Zellwandauflésung beteiligte Enzym G-Lysin, ebenfalls eine
Zink-Metalloprotease (MATSUDA et al. 1985) wie das V-Lysin, éahnelt diesem
stark, ist aber auch in der Lage, die Zellwédnde von vegetativen Zellen
aufzulésen (JAENICKE et al. 1987).

Durch eine meiotische Teilung der gebildeten Zygote entstehen bis zu vier
Tochterzellen, die sich wiederum vegetativ oder generativ vermehren

kénnen.
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Abb. 1.3: Darstellung der zwei verschiedenen Lebenszyklen von Chlamydomonas
reinhardtii (nach SNELL 1990): Vegetative Zellen teilen sich (A) und kénnen bei
Stickstoffmangel (B) zu Gameten differenzieren (C). Diese erkennen kompatible
mating types (D), kébnnen dann nach enzymvermittelter Auflésung der Zellwand (E)
fusionieren (F) und eine diploide Zygote bilden (G).

1.3 Die Zellwand von Chlamydomonas reinhardtii

Bei Landpflanzen besteht die primare Zellwand maBgeblich aus Cellulose,
Hemicellulosen, Pektinen und zu geringen Anteilen aus (Glyko-)Proteinen.
Letztere werden hauptsachlich von den HRGPs vertreten, die
entwicklungsgeschichtlich betrachtet auch die Altesten sind.

Die Zellwand von Chlamydomonas reinhardtii wird von bis zu 25 meist
hydroxyprolinreichen Glykoproteinen gebildet und enthalt im Gegensatz zu
Pflanzenzellen keinerlei Cellulose (IMAM et al. 1985). Der Aufbau der
Zellwand ist hoch organisiert und nicht variabel. Erste morphologische
Untersuchungen der auBeren Zellwand mit Hilfe von Elektronenmikroskopie
wurden 1985 von GOODENOUGH & HEUSER durchgefuhrt. Aufgrund ihrer Daten
wurde ein flnfschichtiges Zellwandmodell konzipiert, welches altere Daten
von ROBERTS (1972) mit einem noch siebenschichtigen Zellwandmodell (W3
& W5) berichtigte.
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Die Wandschicht W1/W7 wird von sehr langen, radiar von der
Plasmamembran nach auBen laufenden Fasern gebildet, die als eine Art
dreidimensionales Gerlst daflir sorgen, dass sich die (brigen
Zellwandschichten vertikal dazwischen bilden kénnen. Kovalent miteinander
verknilpfte und mit Iso- oder Dityrosinbriicken quervernetzte HRPGs sind zu
der inneren Zellwandschicht W2 zusammengefasst (WAFFENSCHMIDT et al.
1993, 1999). Die nur durch sekundare Wechselwirkungen
zusammengehaltenen duBeren Zellwandschichten werden als W4 und W6
bezeichnet. Sie bestehen aus Glykoproteinen, die einen hohen Anteil
globularer Sekundarstrukturelemente sowie charakteristische Bereiche mit
PolyProlinII-Helices besitzen. Die nachfolgenden Abbildungen 1.4 und 1.5

zeigen Schemata dieses Zellwandaufbaus.
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1.4: Elektronenmikroskopische Darstellung der &uBeren Zellwand von
Chlamydomonas reinhardtii, tangentialer Schnitt. Die morphologisch
unterscheidbaren Zellwandschichten sind mit den Ziffern 1-7 bezeichnet, mit P ist
die Plasmamembran des Protoplasten gekennzeichnet (nach GOODENOUGH & HEUSER
1985), VergrdBerung 1:65.000.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der duBeren Zellwand von Chlamydomonas
reinhardtii; mit W1-7 sind die Zellwandschichten analog zu Abb. 1.4 bezeichnet. Zu
beachten dabei ist, dass die Glykoproteine in W1 und W7 zusammen die gleiche
Wandschicht in Form von radiar nach auBen laufenden Fasern ausmachen und
somit identisch sind.

1.4 Proteine der duBeren Zellwand von Chlamydomonas

reinhardtii

Wahrend die innere Zellwand aus faserartigen, Uber Tyrosindimere
(Di-Tyrosine [dt] und (Di)-IsodiTyrosine [IdT]), Disulfidbriicken und

y-Glutamyl-Lysin-Bindungen quervernetzen Proteinen besteht

(WAFFENSCHMIDT et al. 1993, 1999), sind in der duBeren kristallinen Zellwand
l6sliche Glykoproteine mit einem hohen Anteil globuldrer Strukturelemente
sowie charakteristischen Bereiche mit PolyProlinII-Helices zu finden.

Diese Glykoproteine lassen sich mit chaotropen Reagenzien, wie
beispielsweise Natriumperchlorat oder Lithiumchlorid, aus dem kovalent
verknlpften Fasernetz der inneren Zellwand herauslésen und werden daher
als perchlorate soluble wall (PSW) bezeichnet (CATT et al. 1978,
GOODENOUGH et al. 1986). Die innere, nicht mit Natriumperchlorat ablésbare
Zellwand wird als insoluble wall (ISW) bezeichnet.

Die HRGPs aus der PSW haben die Eigenschaft sich in vitro zu einer Struktur
zusammenzulagern, die ahnlich der Struktur der nativen Zellwand in muro
ist (s. Abb. 1.6).
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Dieser Vorgang der Selbstorganisation wird als self assembly bezeichnet
(GOODENOUGH & HEUSER 1985).

Perchloratextrakt

1M o Dialyse we
— . ./ P — . w4
Natrium- 7 gegen H,0 we

perchlorat o

re-assembliarte

Zellwandproteine

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des self assembly von Glykoproteinen der
Zellwandschichten W4 und W6 von Chlamydomonas reinhardtii (nach GOODENOUGH
& HEUSER 1986).

Nach einer Praparation mit Natriumperchlorat und anschlieBender Dialyse
zur Entfernung des Chaotrops bilden die HRPGs der PSW eine
dreischichtige, sandwich-artige Struktur aus, bei der oben und unten jeweils
die Schicht W6 liegt. Diese wiederum besteht aus zwei Teilen A und B, die
jeweils bestimmte HRPGs enthalten. Die Schicht W6A enthalt die
Glykoproteine GP2 und GP3, die Schicht W6B wird von GP1 gebildet. Die
Benennung dieser drei Glykoproteine erfolgte anhand ihres Laufverhaltens
bei der SDS-PAGE (GOODENOUGH et al. 1986).

Die mittlere Schicht der Sandwich-Struktur wird als W4 bezeichnet und
enthalt fast ausschlieBlich ein Glykoprotein ohne faserige Anteile und mit
sehr geringem Anteil an Hydroxyprolin, das GP1,5. Die Glykoproteine GP1,
GP2 und GP3 kdénnen durch Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC)
Uber einen Kationenaustauscher voneinander getrennt werden. Das Protein
GP1,5 hingegen besteht zu 23% aus sauren Aminosauren und kann mit
gleicher Methode, jedoch Uuber einen Anionenaustauscher, abgetrennt
werden (GOODENOUGH et al. 1986).



Einleitung

Die Morphologie der drei oben genannten Glykoproteine und ihrer
kristallinen Aggregate (self-assembly) wurde im Jahre 1985 von
GOODENOUGH & HEUSER elektronenmikroskopisch beschrieben. Es st
bekannt, dass alle drei Glykoproteine GP1, GP2 und GP3 eine globulare
Kopfregion besitzen, an die sich ein faseriger Bereich, bezeichnet als Hals,
anschlieBt. Die Proteine GP2 und GP3 enthalten im Anschluss an die

Halsregion zwei bzw. drei globulare Domanen, wahrend sich bei GP1 dort

ein faseriger Schaft, unterbrochen durch zwei Knicke in 28 und 70 nm
Entfernung vom Kopf, befindet (siehe Abb. 1.7).

Doméne Linge [nm] Doméine Lange [nm] Domiéne Lange [nm]
Kopf T Kopt 7 Kopf T
Hals 28 Hals 25 Hals 28
Strecke a 42 Strecke a 12 Strecke a 10
Stracke b 30 Strecke b - Stracke b 10
E 100 I 48 E 56

Abbildung 1.7.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Glykoproteine GP1, GP2
und GP3 von Chlamydonomas reinhardtii (A), darunter Skizzen mit Langenangaben
(B) (nach GOODENOUGH & HEUSER 1985).
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Erste biochemische Daten der drei Glykoproteine, z.B. Uber die
Aminosaurezusammensetzung in  Prozent, wurden ebenfalls von
GOODENOUGH et al. 1986 ermittelt. WeiterfUhrende biochemische Daten wie
Zuckeranteil und -zusammensetzung, eine Molekulargewichtsbestimmung
und die Sekundarstruktur wurden in den Jahren 2000 und 2001 von
KiLz et al. durchgeflihrt und sind in der nachfolgenden Tabelle in Auszligen
dargestellt.

Tabelle 1.3: Apparente und per MALDI bestimmte Molekularmassen der
Glykoproteine von Chlamydomonas reinhardtii (KiLz et al. 2000, 2001).

Protein Masse in kDa Masse in kDa Masse in kDa Zuckeranteil

(SDS-PAGE) (MALDI) (MALDI) %

nativ deglykosyliert
GP1 500 273 64 76
GP2 273 281 142 49
GP3 243 275 174 37
GP3a 150 131 70 46
GP3p 140 144 102 29

Wegen ihres hohen Anteils an Hydroxyprolin und des Zuckergehaltes
werden die Glykoproteine GP1, GP2 und GP3 der Gruppe der Extensine
zugeordnet. Flr diese Eingruppierung spricht ebenfalls, dass bei den o.g.
GPs wie auch bei den Extensinen der Landpflanzen hochrepetitive
prolinhaltige Aminosauresequenzen vorkommen (LAMPORT 1993,
KIELISZEWSKI & LAMPORT 1994).

Eine einfache Umsetzung einer hochrepetitiven Poly-Prolinsequenz ist das
[P].-Motiv. Bei Chlamydomonas, aber auch bei anderen Arten der
Volvocales gibt es Zellwandproteine aus der Gruppe der Pherophorine, die
von zwanzig bis mehrere hundert aneinander gereihter Proline enthalten
kdnnen (HALLMANN 2006). AuBer bei Glykoproteinen von Chlamydomonas
reinhardtii findet sich dieses Motiv auch bei anderen Algen der Volvocales,
beispielsweise beim ISG, dem inversion specific glycoprotein von Volvox
carteri, wieder (HALLMANN & KIRK 2000).

Das Motiv mit dem geringsten Anteil an Prolin ist [XP],. In vielen Fallen ist
die dem Prolin vorangestellte Aminosaure (X) ein Serin, was zu dem

ebenfalls fir Extensine von Landpflanzen typischen Motiv [SP], fuhrt.
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Zellwandproteine mit diesem Motiv, z.B. VSP-1 oder ZSP-2, sind auch in
Chlamydomonas reinhardtii zu finden (WAFFENSCHMIDT et al. 1993, Suzuki et
al. 2001).

Neben den Motiven mit 50 % bis 100 % Anteil an Prolin oder Hydroxyprolin
gibt es Mischformen, die als [XP,], zusammengefasst werden. Hierzu zdhlen
die fur Extensine typischen Motive Serin-(Prolin), [SP4] und Serin-
(Hydroxyprolin)4 [SO4].

Eine besondere Form ist auch die wechselnde Kombination von [XP,]- und
[SP]-Motiven, die als PPSPX-Motiv bezeichnet wird. Bei Chlamydomonas
reinhardtii kommen beide Motive vor; [XP,] findet sich vorwiegend beim
GP2. Vertreter der Mischform PPSPX gibt es beispielsweise in den
Agglutininen (Sagl, Sadl) oder GP1 (FERRIS et al. 2005).

Flr Proteinteile mit kurzen, repetitiv prolinhaltigen Motiven, die sich in allen
bisher bei Landpflanzen und Algen untersuchten HRGPs finden lassen, gibt
es ein charakteristisches Sekundarstrukturelement: die PolyProlinII-Helix
(PPII) (Ferris et al. 2001, 2005). Diese Helix ist linksgangig und bendtigt
3,2 Aminosaurereste pro Windung, wobei 3,34 Aminosauren einer Hohe von
1 nm entsprechen (STAPLEY & CREAMER 1999, RUCKER et al. 2003). Haufig
liegen Peptide mit Prolinresten in einer PPII-Konformation vor, es sind aber
auch andere Polypeptide, die diese Konformation einnehmen kdénnen, wie
beispielsweise Polyglycin, Polylysin, Polyglutamat oder Polyaspartat
(BOCHICCHIO & TAMBURRO 2002) bekannt.

Die strukturelle Aufklarung der PPII-Helix erfolgte weitestgehend durch die
Circular-Dichroismus-Spektroskopie (CD). CD-Spektren von Proteinen oder
kurzen Polypeptiden in PPII-Konformation sind durch ein schwaches
Maximum bei 227 nm und ein stark ausgepragtes Minimum bei 205 nm
charakterisiert (s. Abb. 1.8). Fir hydroxyprolinreiche Proteine oder kurze
Polypeptide wird eine Verschiebung des Maximums nach 225 nm bei

gleichzeitig starkerer Auslenkung beschrieben (SREERAMA & WoOODY 1994).
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228.7 nm, 1.76619

-20

CD[mdeg]
-40

-60

o d . | |
-70 2048, =66:8202
190 200 220 240 250

Wavelength [nm]

Abbildung 1.8.: CD-Spektrum von Poly-L-Prolin,
Konzentration 200pg/ml, 5°C Messtemperatur

Altere Arbeiten zeigten, dass die PPII-Helix bei Extensinen aus Karotten
ohne Glykosylierung instabil ist (VAN HOLST & VARNER 1984, STAFSTROM &
STAEHELIN 1986). Dieser strukturstabilisierende Effekt ist neben einem
Schutz vor proteolytischem Abbau oder erhéhter Léslichkeit der bis heute
maBgeblich diskutierte der Grund dafiir, dass Hydroxyproline in der PPII-
Helix glykosyliert werden (LEE et al. 2007).

1.5 Zellwande der Volvocales

Bereits Arbeiten aus den frihen 1980er Jahren von ROBERTS et al. konnten
zeigen, dass alle Algen aus der Ordnung der Volvocales Uber Zellwande mit
einer kristallinen Struktur verfligen, die einer amorphen inneren Struktur
aufliegen. Diese Zellwande @hneln sich teils sehr stark, so ist bekannt, dass
die einzellige Chlamydomonas reinhardtii und ihr vielzelliger Verwandter
Volvox carteri eine ahnliche Zellwandstruktur haben. Beide Arten besitzen
eine mikroskopisch nicht unterscheidbare Zellwandschicht W2 und ebenfalls
ein vermutlich homologes Glykoprotein GP2, das Bestandteil der
Wandschicht W6A ist. Biochemisch konnte diese Ahnlichkeit der sonst
morphologisch ganzlich unterschiedlichen Algen anhand des nucleated
assembly gezeigt werden (ADAIR et al. 1987). Bei diesem Versuchsansatz
wurden Glykoproteine der PSW extrahiert und versucht, diese
Proteinextrakte auf ein Zellgrundgerist der jeweils anderen Art zu
reassemblieren (vgl. self assembly nach GOODENOUGH & HEUSER 1986).

13



Einleitung

Ein erfolgreiches nucleated assembly zeigt zum einen die hohe Spezifitat
der Interaktion von HRGPs, zum anderen aber auch, dass taxonomische
Zuordnungen aufgrund von strukturellen und morphologischen Merkmalen
der Zellwandproteine mdglich sind.

Untersuchungen hierzu mit den Organismen Chlamydomonas reinhartii,
Chlamydomonas eugametos und Volvox carteri, die aus der Ordnung der
Volvocales stammen, jedoch morphologisch verschieden sind, wurden im
Jahr 1987 von ADAIR et al. durchgefiuihrt. Sie zeigten, dass es mdglich ist,
einzelne Glykoproteine von Chlamydomonas reinhardtii auf Volvox carteri
und vice versa zu assemblieren (interspecific reconstitution). Dies bedeutet,
dass beide Organismen uber eine ahnliche Zellwandstruktur verfligen. Mit
Chlamydomonas eugametos, dessen Zellwand aus nur einem einzigen,
morphologisch dem GP2 homologen Glykoprotein besteht, war diese
Rekonstitution nicht mdglich (ADAIR et al. 1987).

Es zeigte sich, dass die Spezifitat des nucleated assembly mit der
Zellwandstruktur zusammenhangt und nicht auf Organismen einer Art
beschrankt ist. Daher wurde gefolgert, dass Chlamydomonas reinhardtii
naher verwandt zu Volvox carteri als zu Chlamydomonas eugametos ist,
was durch phylogenetische Untersuchungen von PROSCHOLD et al. erst 2005
bestatigt wurde. Dies zeigt ebenfalls, dass die Struktur der Zellwand auch

ein phylogenetischen Marker ist (ROBERTS et al. 1974, 1982).

1.6 Chlamydomonas incerta und Chlamydomonas reinhardtii:

ein Vergleich beider Arten

In dieser Arbeit wurden zwei Arten aus der Unterordnung der
Chlamydomonadaceae verglichen: Chlamydomonas reinhardtii (CC-479)
und Chlamydomonas incerta (CC-3871).

Beide Arten besitzen eine sehr ahnliche Morphologie und ebenso kompatible
G-Lysine. Dies sind Zink-Metalloproteasen, die gametenstadienspezifisch die
Zellwand auflésen kénnen (MATSUDA et al. 1985). Die Kompatibilitat von G-
Lysinen wird ebenfalls als ein taxonomischer Marker flr Verwandtschaften
betrachtet (SCHLOSSER et al. 1976). Viel wesentlicher flir Aussagen Uber
Verwandschaftsbeziehungen aber sind Erkenntnisse Uber die Struktur, die
Aminosaure- sowie die Nukleotidsequenz der Zellwandproteine von

Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta.
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Bei den bisher untersuchten Genen GP1 und VSP3 sowie den Agglutininen
SAG1 und SAD1 zeigte sich auf Nukleinsaureebene eine hohe Homologie mit
vielen synonymen Basenaustauschen in prolin- und serinreichen
Sequenzteilen (LEe et al. 2007). Zu ahnlichen Ergebnissen bei der
Untersuchung von 67 orthologen Genen, basierend auf EST-Datenbanken
beider Organismen, kam POPESCU et al. 2006.

Weiterhin geht man anhand von Sequenzvergleichen von dreier ribosomaler
Introns und zweier internal transcribed spacer regions (ITS2) davon aus,
dass beide Arten sich vor weniger als 10 Millionen Jahren aus einem
gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben (Liss et al. 1997, COLEMAN & MAI
1997, PROSCHOLD et al. 2005).

Gerade Vergleiche von ITS2-Sequenzen haben sich, nicht zuletzt aufgrund
der sehr groBen Datenbasis, als gutes Mittel herausgestellt, um Phylogenie
zu betreiben (ScHuULTz et al. 2006, SELIG et al. 2008, review: SCHULTZ &
WoLF 2009).

Allerdings ist Chlamydomonas incerta vermutlich aufgrund inkompatibler
Agglutinine nicht in der Lage, sich mit Chlamydomonas reinhardtii generativ
zu reproduzieren. Daher stellt Chlamydomonas incerta eine sexuell isolierte
Art dar (PROScHOLD et al. 2005).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, Erkenntnisse Uber strukturelle Eigenschaften der
Glykoproteine GP1, GP2 und GP3 aus Chlamydomonas incerta zu gewinnen
und mit Chlamydomonas reinhardtii zu vergleichen.

Im Mittelpunkt standen hierbei strukturbiochemische und
Interaktionsanalysen, die mit den Methoden des nucleated assembly, ELISA
und der Plasmonresonanz mit isolierten Glykoproteinen der &uBeren
Zellwand von Chlamydomonas incerta durchgefihrt wurden. Zusatzlich
wurde eine Sequenzierung des Gens GP2 aus Chlamydomonas incerta
durchgefihrt, dieses mit anderen Orthologen der Volvocales verglichen und

diskutiert, um evolutiondare Zusammenhange zu verstehen.
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2. Ergebnisse

2.1 Praparation der perchloratléslichen Zellwand

In den Jahren 1975 (HiLLs et al.), 1978 (CATTS et al.) und 1986
(GOODENOUGH et al.) wurde beschrieben, dass sich nichtkovalent gebundene
hydroxyprolinreiche Zellwandproteine (HRGPs) aus zwei Schichten der
auBeren Zellwand (W4 und W6) von Chlamydomonas reinhardtii durch
chaotrope Reagenzien wie Natriumperchlorat vom Protoplasten ablésen
lassen und nach Dialyse wieder reassemblieren, wobei eine
elektronenmikroskopische Analyse zeigte, dass sich dabei wand-identische
Sandwich-Komplexe bildeten.

Zu Beginn dieser Arbeit war unklar, ob die Glykoproteine der auBeren
Zellwand von Chlamydomonas incerta ebenfalls zu diesem self assembly in
der Lage sind. Eine zuvor im Arbeitskreis durchgeftihrte Diplomarbeit (Kopr-
WEIERSHAUSEN 2002) kam zu dem Ergebnis, dass die in der auBeren
Zellwand von Chlamydomonas incerta enthalten Glykoproteine nicht, wie fir
Chlamydomonas reinhardtii gezeigt wurde, nach Dialyse des Chaotrop
reassemblieren. Als mafBgeblicher Grund hierfliir wurde ein nicht naher
charakterisiertes Protein von 195 kDa GroBe postuliert, welches bei der
Praparation von PSW mit isoliert wurde und den Prozess der Assemblierung
vermutlich stért (Kop-WEIERSHAUSEN 2002).

Um dies zu klaren, wurde eine Reassemblierung nach der Methode, die
1986 flr Chlamydomonas reinhardtii von GOODENOUGH et al. beschrieben
wurde (Schema s. 4.2.1), durchgefihrt. Es konnte beobachtet werden, dass
sich bei der Dialyse ein blassgriines Prézipitat und ein sattgriiner Uberstand
ausbildeten. Nach der ersten Gefriertrocknung des gewonnenen
Uberstandes wurden durchschnittlich 1,1 g Protein (Trockengewicht) aus
einer Algenkultur von 35 L mit einer Zelldichte von ~2 x 10° Zellen
erhalten. Das Aussehen dieses trockenen 1. Assembly entsprach dem von
Chlamydomonas reinhardtii. Bei einer qualitativen Analyse des 1. Assembly
durch SDS-PAGE zeigte sich ein ahnliches charakteristisches Laufmuster,
wie es flur die HRGPs von Chlamydomonas reinhardtii von GOODENOUGH et al.
beschrieben wurde (s. Abb. 2.1).
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B HM
GP1
GP2
170 kDa
GP3a
130 kDa GP3B
100 kDa
72 kDa

(A) Gefriergetrocknetes 1. Assembly der PSW von Chlamydomonas
incerta, (B) SDS-PAGE des 1. Assembly aus (A), Auftragsmenge 30 ug Protein,
Silberfarbung, mit HM ist der Proteinmassenstandard bezeichnet.

Abb. 2.1:

Die oberste Proteinbande verbleibt im Sammelgel, knapp 1 cm unter der
Sammelgelkante ist eine zweite Bande zu sehen und bei ca. 170 kDa ist
eine, durch Zugabe von 2-Mercaptoethanol entstandene,
Proteindoppelbande zu erkennen. Dies ldasst den Schluss zu, dass es sich
GP2 und GP3 aus der PSW von

Chlamydomonas incerta handelt. Im Gegensatz zu KorP-WEIERSHAUSEN wurde

hierbei um die Glykoproteine GP1,

kein Protein von 195 kDa gefunden.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine Trennung der HRGPs im

1. Assembly durch FPLC (vgl.

4.2.5 und 4.2.6) ebenfalls erfolgreich

durchflihrbar ist, dies ist den Abbildungen 2.2 und 2.3 dargestelit.
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Abbildung 2.3: Analytische SDS-PAGE von Fraktionen der in Abbildung 5.2
gezeigten Reinigung von 1. Assembly durch FPLC. Spur A: Fraktion 16-21, Spur B:
Fraktion 28-38, Spur C: Fraktion 56-61, Auftragsmenge jeweils 30 pg Protein,
Silberfarbung, mit HM ist der Proteinmassenstandard bezeichnet.

2.2 Self assembly der Zellwand

Eine herausragende Eigenschaft isolierter hydroxyprolinreicher
Glykoproteine (HRGPs) aus der auBeren Zellwand aus Chlamydomonas ist
es, sich in vitro zu einer sandwichartigen Struktur zusammenzulagern,
welche die gleiche Zellwandstruktur wie in muro beobachtet besitzt (self
assembly, GOODENOUGH et al. 1986).

Nach einer Praparation mit Natriumperchlorat und anschlieBender Dialyse
des Chaotrops bilden die HRPGs der perchloratléslichen &uBeren
Zellwandschichten (PSW) eine sandwichartige Struktur von Wandschichten
in der Form W6-W4-W6 aus. Die Schicht W6 besteht aus zwei
unterschiedlichen Teilschichten A und B, die jeweils definierte HRPGs
enthalten. Die Schicht W6A besteht aus den Glykoproteinen GP2 und GP3,
die Schicht W6B wird aus GP1 gebildet. Die mittlere Schicht der
beschriebenen Sandwich-Struktur wird als W4 bezeichnet und enthalt fast

ausschlieBlich ein Glykoprotein ohne faseférmige Anteile, das GP1,5.
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Strukturelle und genetische Untersuchungen an den HRGPs von
Chlamydomonas (LEe et al. 2007) und anderen Algen aus der Gattung der
Volvocales (ADAIR & APPEL 1989) haben gezeigt, dass zwischen den HRPGs
der einzelnen Arten hohe Homologien vorliegen, so dass vermutet werden
kann, dass die Proteine auch Kreuzreaktivitdit zwischen verschiedenen
Spezies zeigen.

Ein Versuchsansatz, um diese Hypothese zu bestatigen, besteht in dem
sogenannten nucleated assembly (ADAIR et al. 1987, ADAIR & APT 1990).
Hierbei wird versucht, die Proteine der auBeren Zellwandschichten, W6A
und W6B, jeweils auf die innere, darunterliegende Zellwandschicht W2 (s.
Abb. 1.5) einer anderen Art anzulagern und so hybride Mischformen der
nativen Zellwand herzustellen. Ein erfolgreiches nucleated assembly zeigt
zum einen die hohe Spezifitat der Interaktion von HRGPs, zum anderen aber
auch, dass taxonomische Zuordnungen aufgrund von proteinstrukturellen
Merkmalen der Zellwand mdglich sind.

Erste  Untersuchungen hierzu mit Proteinen der Organismen
Chlamydomonas reinhardtii, Chlamydomonas eugametos/moewusii und
Volvox carteri, die aus der Ordnung der Volvocales stammen, jedoch
morphologisch verschieden sind, wurden im Jahr 1987 (ADAIR et al.)
durchgeflihrt. Diese Untersuchungen zeigten, dass es madglich ist, einzelne
Glykoproteine von Chlamydomonas reinhardtii auf Volvox carteri und vice
versa zu assemblieren (interspecific reconstitution), was so interpretiert
wurde, dass zwischen beiden Organismen eine ahnliche Zellwandstruktur
vorliegt. Mit Chlamydomonas eugametos/moewusii, dessen Zellwand aus
nur einem einzigen, morphologisch dem GP2 a&hnlichem Glykoprotein
besteht, war diese Rekonstitution nicht mdglich (ADAIR et al. 1987). Es
zeigte sich, dass die Spezifitat des nucleated assembly mit der
Zellwandstruktur zusammenhangt und nicht auf Organismen einer Art
beschrankt ist. Zusatzlich wurde gefolgert, dass Chlamydomonas reinhardtii
naher verwandt zu Volvox carteri als zu Chlamydomonas eugametos ist. Die
Struktur der Zellwand macht sie somit auch zum phylogenetischen Marker
(ROBERTS et al. 1974, 1982).

19



Ergebnisse

2.2.1 Wiederherstellung der Zellwand durch self und

nucleated assembly

2.2.1.1 Assembly mit zelleigenen GPs

In dieser Arbeit wurde der nucleated assembly mit zwei Arten aus der
Unterordnung der Chlamydomonadaceae durchgefihrt:

Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta.

Beide Arten besitzen eine sehr ahnliche Morphologie und ebenso kompatible
G-Lysine. Dies sind Zink-Metalloproteasen, die gametenstadienspezifisch die
Zellwand auflésen kénnen (MATSUDA et al. 1985). Die Kompatibilitat von G-
Lysinen ist als taxonomischer Marker fiir Verwandtschaften von Bedeutung
(SCHLOSSER et al. 1976).

Die Versuche zum nucleated assembly wurden ahnlich wie in der
urspringlichen Arbeit von ADAIR et al. (1987) durchgeflihrt, allerdings
wurde eine Fluoreszenzmarkierung nicht Uber eine indirekte Farbung mit
einem FITC-Streptavidin gekoppelten Antikérper, sondern mit direkter
Fluoreszenzmarkierung der Proteine selbst nachgewiesen. Hierzu wurden
zuerst HRGPs beider Arten isoliert, gereinigt und abschlieBend mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-iso-thiocyanat (FITC) markiert (siehe
4.10.1). Als ,Gerlst" fir ein Assembly von HRGPs dienten sogenannte
ghosts, welches Zellen von Chlamydomonas sind, bei denen die PSW (W6 +
W4) mit Natriumperchlorat extrahiert wurde und auf dem Protoplasten nur
noch die Zellwandschichten W1/W7 und W2 vorhanden waren.

Es wurde zunachst ein assembly von HRGPs auf ghosts der jeweils eigenen
Art durchgefiihrt, um eine Spezifitdt des assembly zu zeigen. Spater dann
erfolgten Versuche, um die interspecific reconstitution von Chlamydomonas
reinhardtii und Chlamydomonas incerta zu zeigen. Damit sollte Uberprift
werden, ob es wie auch in den Versuchen von ADAIR et al. 1987 mdglich ist,
HRGPs einer Art auf eine andere zu assemblieren.

Auf der nachfolgenden Abbildung 2.4 sind jeweils eine
Phasenkontrastaufnahme (A) sowie eine Fluoreszenzaufnahme (B) von
mehreren Zellen von Chlamydomonas reinhardtii zu sehen, bei der ein
nucleated assembly von mit FITC markierten GP1 aus der Wandschicht W6B
auf ein Gitter (crystal lattice) von GP3/GP2 aus der Wandschicht W6A

gemacht wurde.
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Dies konnte die Beobachtungen von GOODENOUGH et al. (1986) bestatigen,
nach denen ein intaktes Gitter von GP3/GP2 als ,template™ zwingend nétig
ist, damit sich darauf GP1 auflagern und die auBerste Wandschicht W6B
korrekt gebildet werden kann. Eine positive Fluoreszenz (Abb. 2.4 B) zeigt
zunachst, dass sich GP1-FITC auf eine template-Wandschicht W6A
aufgelagert hatte.

Weiterhin impliziert die Abbildung, dass vor der Auflagerung von GP1-FITC
eine ebenfalls korrekt assemblierte Zellwandschicht W6A vorlag, da ohne

diese Schicht das GP1 keinen Bindungs- bzw. Interaktionspartner besitzt
und sich W6B nicht ausbilden kann.

Abb. 2.4: Ghosts von Chlamydomonas reinhardtii, inkubiert mit GP3+GP2 und GP1-
FITC von Chlamydomonas reinhardltii.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Dieselbe Annahme flr ein korrekt erfolgtes nucleated assembly wurde filr
Zellen von Chlamydomonas incerta gemacht, da in Abbildung 2.5 B

ebenfalls ein positives Fluoreszenzsignal zu erkennen ist.

A

Abb. 2.5: Ghosts von Chlamydomonas incerta, inkubiert mit GP3+GP2 und GP1-
FITC von Chlamydomonas incerta.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme
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2.2.1.2 Assembly mit zellffremden GPs

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ein nucleated assembly der
Zellwandschichten durch Inkubation von ghosts mit zelleigenen gereinigten
und markierten GPs maoglich ist, wurde in der nachsten Versuchsreihe
Uberpruft ob es madglich ist, zellfremde GPs ebenfalls zu rekonstituieren.

Dieser Versuch ist interessant, da bekannt ist, dass ein Schaftbereich GP1

von Chlamydomonas incerta um 50 Aminosauren (£ 15 nm) gréBer ist als
beim GP1 von Chlamydomonas reinhardtii (LEE et al. 2007).

Es stellt sich daher die Frage, ob und wie die GPs von Chlamydomonas
reinhardtii und Chlamydomonas incerta miteinander interagieren kdnnen.

In der nachfolgenden Abbildung 2.6 ist ein Versuchsansatz abgebildet, bei
dem GP1-FITC von Chlamydomonas incerta zusammen mit GP2 und GP3
aus Chlamydomonas reinhardtii auf ghosts von Chlamydomonas reinhardtii
assembliert wurde. Die Abbildung 2.6 B zeigt hierbei durch ein deutliches
Fluoreszenzsignal, dass es in diesem Fall zu einem korrekten nucleated

assembly gekommen ist.

B 10 ym

Abb. 2.6: Ghosts von Chlamydomonas reinhardtii, inkubiert mit GP3+GP2 von
Chlamydomonas reinhardtii und GP1-FITC von Chlamydomonas incerta.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Fir den umgekehrten Fall, bei dem getestet wurde, ob GP1-FITC von
Chlamydomonas reinhardtii auf ghosts von Chlamydomonas incerta
assembliert, wurde ebenfalls ein positives Fluoreszenzsignal detektiert
(s. Abb. 2.7).
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B 10 pm
Abb. 2.7: Ghosts von Chlamydomonas incerta, inkubiert mit GP3+GP2 von

Chlamydomonas incerta und GP1-FITC von Chlamydomonas reinhardtii.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Es zeigte sich also, dass es trotz morphologischer Unterschiede madglich ist,
artfremdes GP1-FITC auf einen ghost zu assemblieren, wenn eine template-
Wandschicht W6A aus zelleigenen GP3/GP2 vorliegt.

2.2.1.3 Assembly ohne Wandschicht W6

GOODENOUGH et al. zeigten 1986, dass GP1 ein intaktes Gitter von GP3/GP2
bendtigt, um korrekt zu reassemblieren und die Wandschicht W6B
auszubilden. Es sollte nun untersucht werden, ob GP1-FITC auch
reassemblieren kann, wenn nur eines der Proteine GP2 oder GP3 vorliegt.
Die Abbildungen 2.8 und 2.9 zeigen, dass auch in diesen Versuchen eine
scheinbar ungestdrte Fluoreszenzmarkierung beobachtet wurde. Dies
widerspricht scheinbar den Beobachtungen von GOODENOUGH et al. 1986, da
hier gezeigt wurde, dass GP1-FITC von Chlamydomonas reinhardtii an
ghosts von Chlamydomonas incerta bindet, auch wenn mit GP3 nur eines
der mutmaBlich bendétigten GPs vorliegt und keine vollstéandige Wandschicht
WG6A ausgebildet sein kann (s. Abb. 2.8).
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10 pm
—
Abb. 2.8: Ghosts von Chlamydomonas incerta, inkubiert mit GP3 und GP1-FITC von

Chlamydomonas reinhardtii.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Ebenso bindet GP1-FITC von Chlamydomonas incerta an ghosts von
Chlamydomonas reinhardtii (s. Abb. 2.9).

1

10 pm | 0 pm

Abb. 2.9: Ghosts von Chlamydomonas reinhardtii, inkubiert mit GP3 und GP1-FITC
von Chlamydomonas incerta.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Dies bedeutet, dass in diesem Fall anscheinend kein intaktes Gitter von
GP3/GP2 fir die Reassemblierung von GP1 bendtigt wird.

Offensichtlich ist GP1-FITC sehr wohl in der Lage, auf einem nicht
vollstandigen template von Zellwandschicht W6A zu assemblieren und zu
einem positiven Fluoreszenzsignal zu fihren.

Das erhaltene Resultat lieB die Frage aufkommen, ob mit FITC markiertes
GP1 generell an Oberflachen binden kann oder ob es eine Eigenschaft ist,
mit seinen zahlreichen Zuckerseitenketten uber schwache
Wechselwirkungen an Oberflachen, ob nun an ghost, andere GPs oder auch

sonstige Werkstoffe, zu binden.
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2.2.2 Assembly an nicht-chlamydomonas Oberflachen

Um ein generelles Bindevermégen von GP1 an Oberfldchen zu testen,
wurden in einem Versuchsansatz unmarkierte Glaskugeln verwendet, die
eine mdglichst inerte Oberflache bieten sollten. Auf der nachfolgenden
Abbildung 2.10 konnte gezeigt werden, dass GP1-FITC nicht in der Lage ist,
an Oberflachen wie Glas zu binden. GP1 bendétigt also Wechselwirkungen

mit anderen HRGPs, sei es mit deren Protein- oder Zuckeranteil.

A ' f . | 10 pm

e
Abb. 2.10: Glaskugeln, inkubiert mit GP1-FITC von Chlamydomonas incerta.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, ob die Fluoreszenzsignale aus Abb.
2.8 und 2.9 durch eine unspezifische Bindung von GP1 an Zucker durch
schwache Wechselwirkungen der Zuckerseitenketten zu erklaren sind. Dazu
wurde mit kugelférmigen Saulenmaterialien wie Sephadex und Sephacryl
(Pharmacia/ GE Healthcare), die aus an Agarose bzw. Acrylamid
gekoppelten a-1,6 glykosidisch verknlpfte Glukosen bestehen, gearbeitet.
Dieses Material ist ideal, da es mit seiner Kugelform und einem
Durchmesser von 10-100 pym einer Zelle von Chlamydomonas recht ahnlich
ist.

Die Abbildung 2.11 zeigt die molekulare Struktur der Oberflachen beider

Gelfiltrationsmaterialien.
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Abb. 2.11: Teilabbildung der Strukturen von Sephadex (A) und Sephacryl (B)
(B. BARTHOLOMEW, Dep. of Biochemistry and Molecular Biology, Southern
University Illinois, Carbondale, IL, USA).

Die Abbildung 2.12 zeigt nun, dass GP1-FITC tatsachlich an Sephadex

binden kann.

1

| 10 pm B | 0 pm

Abb. 2.12: Sephadex G-150, inkubiert mit GP3 von Chlamydomonas reinhardtii
und GP1-FITC von Chlamydomonas incerta.
A:Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Ein dhnliches Resultat wurde erhalten, als versucht wurde, isoliertes GP1-
FITC direkt an Sephadex oder Sephacryl zu reassemblieren. Die beiden
nachfolgenden Abbildungen zeigen, dass es bei Inkubation von GP1-FITC
mit Sephadex (s. Abb. 2.13) oder Sephacryl (s. Abb. 2.14) ebenfalls zu

einem Fluoreszenzsignal kommt.
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I 100 pm | I 100 um |

Abb. 2.13: Sephadex G-150, inkubiert mit GP1-FITC von Chlamydomonas
reinhardltii.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

| 100 pm | | 100 pm |

Abb. 2.14: Sephacryl S-400, inkubiert mit GP1-FITC von Chlamydomonas
reinhardtii.
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Dies bedeutet, dass GP1-FITC in der Lage ist, direkt mit zuckerhaltigen
Oberflachen zu interagieren und an diese zu binden, ahnlich wie beim

assembly der Zellwand in vivo.
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2.2.3 Assembly mit Kontrollproteinen

AbschlieBend wurde Uberprift, ob die Reassemblierung von FITC
gekoppelten Proteinen an andere GPs eventuell alleine vom FITC herrihrt.
Dazu wurde BSA (Sigma-Aldrich) wie in 4.10.1 beschrieben mit FITC
markiert und damit ein nucleated assembly durchgeflihrt. Es zeigte sich,
dass BSA-FITC nicht an Sephadex binden kann (Abb. 2.15).

| 100 pm | | 100 pm |

Abb. 2.15: Sephadex G-150, inkubiert mit BSA-FITC
A: Phasenkontrastaufnahme, B: Fluoreszenzaufnahme

Damit kann ausgeschlossen werden, dass eine Markierung von Proteinen

mit FITC dazu fuhrt, dass diese an zuckerartige Oberflachen binden.

AbschlieBend bedeutet das aber, dass der Versuchsansatz des nucleated
assembly nicht geeignet ist, um eine spezifische Interaktion der GPs zu
zeigen, da GP1 offensichtlich generell Zucker-Zucker-Wechselwirkungen
eingeht. AuBerdem bietet der Versuchsansatz keinerlei Méglichkeit, die
Bindung zu quantifizieren und damit Unterschiede im Bindungsverhalten zu
Uberprufen. Daher wurde nachfolgend angestrebt, solche quantitativen

Methoden zu etablieren.
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2.3 Interaktionsanalysen von Glykoproteinen

Moleklle kénnen auf vielfdltige Weise miteinander interagieren, zum
Beispiel durch van-der-Waals-Krafte, hydrophobe Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriicken oder Ionenbindungen. Bei Proteinen sind die
Moglichkeiten der Wechselwirkung durch die Aminosauresequenz bestimmt.
Untersucht werden solche Interaktionen Ublicherweise mit Echtzeitanalysen
oder Festphasenassays. Erstere haben den Vorteil, dass sie mit geringen
Proteinmengen auskommen und keine Markierung der Proteine mit
chromophoren Gruppen oder Tags wie Biotin benoétigen. In dieser Arbeit
wurden sowohl eine Echtzeitmethode (Resonant-Mirror, s. 4.7.2.1) sowie
ein einfacheres System zur Interaktionsanalyse, ein an den Sandwich-ELISA

angelehnter Festphasen-Assay (s. 2.3.1), verwendet.

2.3.1 Sandwich-ELISA

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Festphasenassay beruht vom Prinzip her
auf dem Sandwich-ELISA (Ubersicht: CROWTHER 1995). Beim Sandwich-
ELISA wird normalerweise ein Antikérper auf einer speziellen
Mikrotiterplatte immobilisiert und nach Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen das zum Antikérper passende Antigen hinzugegeben.
Dieses bindet an den Antikérper und wird seinerseits zum Nachweis dieser
Bindung mit einem ebenfalls gegen ihn gerichteten, enzymgekoppelten
2. Antikérper inkubiert (s. Abb. 2.16). Das an diesen zweiten Antikdrper
gekoppelte Enzym, meistens eine alkalische Phosphatase oder Peroxidase,
wird zur Umsetzung eines Farbsubstrates genutzt, welches dem Nachweis
der erfolgten Bindungen Antikdrper-Antigen dient.

Diese theoretische Grundlage wurde zur Abwandlung des beschriebenen
Sandwich-ELISA verwendet. Anstelle des Antikérpers wurde eines der
Glykoproteine auf der Mikrotiterplatte immobilisiert und als Antigen ein
weiteres Glykoprotein in verschiedenen Konzentrationen gegeben. Um nun
eine Bindung und damit Interaktion zwischen den Glykoproteinen
nachzuweisen, musste am zweiten Glykoprotein eine Modifikation
durchgefihrt werden, damit ein enzymgekoppelter zweiter Antikérper daran

binden kann.
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Fir Glykoproteine aus der PSW von Chlamydomonas sind keine spezifischen
Antikdérper vorhanden, so dass die Proteine auf eine andere Weise fiir den
enzymgekoppelten Antikérper zuganglich gemacht werden mussten. Hierflr
wurde eine Markierung der Glykoproteine mit Biotin gewahlt, um diese dann
mit einer avidin-gekoppelten Peroxidase kolorimetrisch nachweisen zu

kénnen.

Adsorption spezifischer
Antikorper auf der Oberflache

B 4 - 4 4

l Zugabe von Antigen

10 40 40 40 4P

l Zugabe von spezifischem
Enzym-markierten Antikrper

ettt

Zugabe von Substrat,
Reaktion

03¢ o3¢ 03¢ 32 o3¢

Abb. 2.16: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA
(nach PINGOUD & URBANKE 1997).

2.3.1.2 Biotinylierung von Glykoproteinen

Die Biotinylierung von Proteinen bietet drei wichtige Vorteile. Erstens gibt es
eine groBe Auswahl an Antikérpern, die auf der hochaffinen Bindung von
Avidin an Biotin beruhen. Zweitens war die in dieser Arbeit verwendete
Methode =zur Kopplung von Biotin an Proteine (s. 4.6.1) einfach
durchzufiihren und ist gut zu reproduzieren. In Abbildung 2.17 (B) ist eine
Immunfarbung durch Avidin-Peroxidase der mit Biotin markierten
Glykoproteine dargestellt. Dieser Western-Blot wurde von dem Gel

angefertigt, das in Abbildung 2.17 (A) gezeigt ist.
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Auf dem Western-Blot sind drei distinktive Banden zu erkennen, die an
denselben Positionen wie die Glykoproteine GP1, GP2 und GP3 im vorher

angefertigten praparativen SDS-Gel liegen.

HM ?B C

200 kDa
150 kDa - [
120 kDa
100 kDa

85 kDa

70 kDa

3

Abb. 2.17: (A) Praparative SDS-PAGE von biotinylierten Glykoproteinen,
Spur A: GP1, Spur B: GP2, Spur C: GP3, Auftragsmenge jeweils 50 ug Protein, HM
ist der Proteinmassenstandard.

(B) Western-Blot der biotinylierten Glykoproteine aus (A), Immunfarbung mit
Avidin-Peroxidase.

Zur Kontrolle, ob eine Biotinylierung stabil ist, wurden regelmaBige
Kontrollen durch Western-Blot durchgeflhrt. Potentielle
Sekundarstrukturanderungen wurden mit CD-Spektroskopie untersucht
(s. nachster Abschnitt).
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2.3.1.3 CD-Spektroskopie biotinmarkierter Glykoproteine

Fir den Sandwich-ELISA war es noétig, mit Biotin markierte GPs zu
erzeugen. Ob eine Derivatisierung der GPs oder der stark alkalische pH-
Wert wahrend der Inkubation eine Auswirkung auf die Sekundarstruktur des
Proteins hat, sollte mit CD-Spektroskopie (Ubersicht: JOHNSON 1988, 1990)
untersucht werden.

In Abbildung 2.18 A-C ist ein Spektrenvergleich von biotinylierten
Glykoproteinen zu nicht biotinyliertem Glykoproteinen aus Chlamydomonas
incerta dargestellt. Alle Glykoproteine stammen in diesem Fall aus
derselben Praparation.

Zu erkennen ist ein nahezu identischer Verlauf der Spektren aller
untersuchten  Glykoproteine. Die  Spektren sind nicht absolut
deckungsgleich, was auf geringen Konzentrationsunterschieden beruht. Die
Extrema aber lassen sich jeweils bei der gleichen Wellenlange finden,
lediglich der Betrag der Extrema variiert. Die Unterschiede von nativ zu
biotinyliert betragen dabei bei GP1 -10,8 mdeg, bei GP2 -6,8 mdeg und bei
GP3 -5,7 mdeg. Hervorzuheben ist weiterhin, dass auch der Durchtritt durch
die Nulllinie (mdeg =0) bei allen Spektren nicht verschoben sind, so dass
die Kontrolle durch CD auf keine Denaturierung oder andere Veranderung
der Sekundarstruktur hinweist.

Es wurde gezeigt, dass eine Kopplung von Biotin an Glykoproteinen (vgl.
2.3.1.2) nicht zu einem Verlust der Sekundarstruktur fihrte, so dass mit
annahernd nativen Proteinen gearbeitet werden konnte. Dies ldasst den
Schluss zu, dass die hier durchgeflihrte Biotinylierung keine Auswirkungen
auf die Sekundarstruktur von Glykoproteinen hat.

Somit kann festgehalten werden, dass die von DELLA-PENNA 1986
beschriebene Methode zur Markierung von Proteinen mit Biotin auch flr die

Glykoproteine aus der PSW von Chlamydomonas incerta geeignet ist.
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Abbildung 2.18: Uberlagerung der CD-Spektren der Glykoproteine GP1 (A), GP2 (B)
und GP3 (C) aus Chlamydomonas incerta;

blaue Linie: natives Glykoprotein, grine Linie: biotinyliertes Glykoprotein.
Konzentrationen jeweils 200ug/ ml; 5°C Messtemperatur.

2.3.1.4 Auswahl von Titerplatten fiir Sandwich-ELISA

Von der Firma Nunc gibt es seit Ende 2004 speziell beschichtete Titerplatten
der Marke Covalink, die eine Mdglichkeit zur chemisch vermittelten,
kovalenten Kopplung von Proteinen bieten.

Der Boden in den Wells von Covalink-Mikrotiterplatten besteht aus einer
Polystyrol-Oberflache, an die 10'*/cm? sekunddre Amine mit einem 2 nm
langen Abstandhalter gekoppelt sind (s. Abb. 2.19, A). Die Kopplung von
Proteinen an diese sekundaren Amine erfolgt Gber Amidbindungen. Diese
werden durch 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid [EDC]
geknupft, indem EDC den Carboxylterminus des Proteins aktiviert und zu
einem o-Acylharnstoffester umformt. Durch Zugabe von Sulfo-N-
hydroxysuccinimid (Sulfo-NHS) wird dieser Harnstoffester stabilisiert und
kann mit dem sekundaren Amin auf dem Boden der Wells eine stabile

Amidbindung eingehen.
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Dies bietet den Vorteil einer stabilen, hochspezifischen Kopplung des zu
untersuchenden Proteins Uber den Carboxyterminus.

Ein Schema dieser Kopplungsreaktion ist in der nachfolgenden Abbildung
2.19 dargestellt.

Herkémmliche Titerplatten ohne spezielle Oberflachen haben den Nachteil,
dass die Bindung von Molekilen an die Oberflache oft in rein zufalliger
Ausrichtung erfolgt. Dadurch kdnnte es sein, dass ein Glykoprotein nicht in
der richtigen Position gebunden ist, um eine effektive Interaktion mit einem

Bindungspartner durchzufihren.

o) N - R, |EDC
U ]
O,N »CQ— Pro-leu-Gly- C~-OH + C
NO, ’ i
. N - R,
. DNPpeptide. =
H NHS
O I’!\l - Ry O,
O,N <& Pro ~ Leu - Gly—C 0-C + HO ~ N

NO, i

l HNCNH

Oy 1
ON—@—Pro Leu - G¥y~C (O NJ+HNNVV\+
o?

. DNP-peptide-NHS Covalink NH

OCH l HON
o’

ONw@-Pro Leu = Gly - C NN\N\
NHs

upld to CovalinkH

Abb. 2.19: Reaktionsmechanismus der Immobilisierung von Peptiden auf Covalink-
Mikrotiterplatten, hier an einem Dinitrophenol-markierten Tripeptid (DNP-peptide)
dargestellt, (A) molekularer Abstandshalter von 2 nm GréBe

(Bildnachweis: Produktbroschiire Firma Nunc).

34



Ergebnisse

2.3.1.5 Vergleich zweier kovalenter Kopplungsmethoden

In der Literatur sind zwei Methoden zur kovalenten Kopplung von Proteinen
an oben beschriebene Mikrotiterplatten erwahnt, die vom Hersteller Nunc
empfohlene Methode nach RASMUSSEN (1990) und eine weitere von
SONDERGARD-ANDERSEN et al. (1990).

Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Methoden liegt darin,
dass nach RASMUSSEN keine Blockierung der Wells mit BSA zur Absattigung
freier Bindungsstellen vorgesehen ist. Stattdessen werden mit Wells mit
einem Tween-haltigen Puffer gewaschen, welcher die sekunddaren Amine
unreaktiv machen soll. Dies soll geeigneter als eine klassische Absattigung
der Bindungsstellen sein (RASMUSSEN 1990).

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Methoden ist, dass nach
RASMUSSEN die Kopplungsreaktion fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
erfolgt, wahrend SONDERGARD-ANDERSEN et al. eine Kopplung von 30 Minuten
bei 4°C vorsehen.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine klassische Absattigung mit BSA
geeigneter als eine Behandlung mit Tween ist und die Kopplungsreaktion bei
4°C vollstandiger erfolgt als bei Raumtemperatur (SONDERGARD-ANDERSEN et
al. 1990).

Es galt daher, beide Methoden zu evaluieren und einen Kompromiss
zwischen guter Kopplung der Glykoproteine an die Oberflache der Wells und
akzeptablen Zeitaufwand zu finden.

In der nachfolgenden Abbildung 2.20 wird ein Experiment dargestellt,
welches in einem Parallelansatz die beiden beschriebenen
Kopplungsmethoden vergleichen soll. Dabei ist zu erkennen, dass eine
Kopplung nach SONDERGARD-ANDERSEN bei nachfolgender Zugabe von
Interaktionspartner zu einer bis zu Faktor 5 hdheren gemessenen Extinktion
fahrt. Der Kurvenverlauf dieser Bindungskinetik ist als annahernd
asymptotisch zu beschreiben und ahnelt einer enzymatischen

Sattigungskurve.

35



Ergebnisse

Vorlage GP3 3 pM
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Abb. 2.20: vergleichender Sandwich-ELISA mit an die Titerplatte gekoppeltem GP3
als Vorlage und Zugabe von biotinyliertem GP2 als Interaktionspartner. (A) rote
Datenreihe: Kopplung nach SONDERGARD-ANDERSEN et al. 1990, (B) blaue
Datenreihe: Kopplung nach RASMUSSEN 1990.

2.3.2 Interaktionsanalysen durch Sandwich-ELISA

Bei der Bestimmung von Bindungs-/ Affinitdtskonstanten von
Glykoproteinen wurde zundchst ein einfacherer Versuchsansatz gewahlt,
welcher der in 2.3.1 beschriebenen Methode eines Sandwich-ELISA
entsprach. In Anlehnung an Vorarbeiten zu diesem Thema durch JoLk 1997

und TsCcHECHE 2000 wurde mit ahnlichen Proteinkonzentrationen gearbeitet,

so wurden als Vorlage in eine Mikrotiterplatte in der Regel 1-3 ug (£ 3-6

Picomol), gebunden und der Interaktionspartner dann in Konzentrationen

von 0,1-10 pg (£ 0,5-45 Picomol) zugegeben. Als Interaktionspartner
wurden die Glykoproteine gewahlt, welche auch in vivo miteinander
Zellwandstrukturen bilden, also GP2 mit GP3 und vice versa sowie GP1, das
sich auf einen gekoppelten Komplex [GP2-GP3] auflagern sollte (vgl. 2.2).

Die ermittelten Extinktionswerte der Interaktion wurden in ein Diagramm
Ubertragen, bei dem die Extinktion gegen die Konzentration des
zugegebenen Interaktionspartners aufgezeichnet ist. Die Berechnung der
Affinitatskonstante Kp erfolgte als lineare Regression in einem Eadie-
Hofstee-Diagramm, in dem die Reaktionsgeschwindigkeit v (hier:

Extinktion) gegen v/[Glykoprotein] aufgetragen wird.
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Die negative Steigung der linearen Regressionsgrade ist Kp.

In Abbildung 2.21 ist die Interaktion von zwei Glykoproteinen (A) und die
Ermittlung der Affinitatskonstante (B) an einem Beispiel exemplarisch
dargestellt, die in den nachfolgenden Tabellen dargestellten Werte sind

gewichtete Mittelwerte aus einer Vielzahl von Versuchsdurchfihrungen.

A Vorlage GP3: 3 pM

Ext. 490 nm
o
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

[GP2-Biotin] pM
B Eadie-Hofstee
0,25
y = -1,5132x + 0,1974
0,2 *
0,15 4
>
0,1
0,05 |
0 : : : : : : ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

VI[S]

Abb. 2.21: Interaktion von gebundenem Glykoprotein GP3 mit dem
biotinmarkierten Glykoprotein GP2, beide aus Chlamydomonas reinhardtii. In (A) ist
die Extinktionszunahme bei steigender Konzentrationen dargestellt, in (B) das aus
diesen Extinktionswerten (hier: V) abgeleitete Eadie-Hofstee-Diagramm mit der
linearen Regression zur Ermittlung der Affinitatskonstante Kp.

Die Abbildung 2.21 (A) zeigt die Interaktion von kovalent an die Titerplatte
gekoppeltem GP3 mit biotin-markiertem GP2, jeweils von Chlamydomonas
reinhardtii. Der Verlauf der Bindungskurve lasst sich als asymptotisch
beschreiben und ist am ehesten mit dem Verlauf einer enzymatischen
Sattigungskinetik zu vergleichen. Die Kurve erreicht ihr Maximum bei etwa
der doppelten Konzentration des vorgelegten GP2, danach féllt sie ab. Die
aus der Bindungskurve durch lineare Regression nach Eadie-Hofstee
abgeleitete Affinitdtskonstante Kp liegt mit 1,5 x 10° im nanomolaren

Bereich.
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2.3.2.1 Interaktion zelleigener Glykoproteine

Die Interaktion von zelleigenen Glykoproteinen miteinander und die
berechneten Affinitatskonstanten Ky zeigen die nachfolgenden Tabellen 2.1
und 2.2.

Tabelle 2.1: Berechnete Affinitatskonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas reinhardtii (C.rein.) per ELISA.
X=an die Titerplatte gekoppeltes Glykoprotein, O=zugegebener Interaktionspartner

GP1 GP2 GP3 Kp berechnet | delta
C. rein. | C. rein. | C. rein. | [Mol]
o X 2,14 x 107 + 0,5
X o) 1,14x10° | +0,08
0 X X 0,48 x 10°° + 0,13

Fir die Interaktion von Glykoproteinen aus Chlamydomonas reinhardtii
konnten per ELISA Affinitatskonstanten ermittelt werden, die im Bereich von
etwa 0,5 bis zu 2,2 nMol liegen, also sehr niedrig sind. Dies zeigt eine
auBerst hohe Affinitat der Glykoproteine zueinander in vitro, die in etwa so
affin reagieren wie Antikdrper-Antigen-Bindungen (BREITLING & DUBEL 1997).

Tabelle 2.2: Berechnete Affinitatskonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas incerta (C.inc) per ELISA.
X=an die Titerplatte gekoppeltes Glykoprotein, O=zugegebener Interaktionspartner

GP1 GP2 GP3 Kp berechnet | delta
C.inc. | C.inc. C. inc. [Mol]
o) X 1,2 x 107° +0
X o) 1,23 x 107° + 0,17
o) X X 0,51 x 107° + 0,09

Bei der Interaktion von Glykoproteinen aus Chlamydomonas incerta (Tab.
2.2) sind ahnliche Affinitéatskonstanten ermittelt worden wie flr
Glykoproteine aus Chlamydomonas reinhardetii.

Die Interaktion von GP2 mit GP3 ist mit 1,2 nMol doppelt so hoch wie bei
Chlamydomonas reinhardtii, die beiden anderen berechneten Affinitaten der
Interaktion von GP3 mit GP2 und [GP2-GP3] mit GP1 ahneln diesen und

sind ebenfalls in nanomolaren Bereichen.
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2.3.2.2 Interaktion von zelleigenen mit zellffremden

Glykoproteinen

Die Glykoproteine wurden hierzu im Schema einer Interaktion von GP2 mit
GP3 und vice versa sowie vom Komplex [GP2-GP3] mit GP1 in
Mikrotiterplatten pipettiert.

In Tabelle 2.3 sind die ermittelten Affinitatskonstanten der verschiedenen

untersuchten Interaktionen dargestellt.

Tabelle 2.3: Berechnete Affinitdatskonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas reinhardtii (C.rein.) und Chlamydomonas incerta (C.inc.) per
ELISA.

X= an die Titerplatte gekoppeltes Glykoprotein,

O= zugegebener Interaktionspartner

GP1 GP2 GP3 GP1 GP2 GP3 Kp berechnet | delta
C. rein. | C. rein. | C. rein. | C. inc. C. inc. C. inc. [Mol]
o) X 0,45x10° | +0,08
X o) 1,9x 10° + 0,14
2,55x10° | +0,3
1,73 x 107° +0,8
o) o) X 0,41 x 10° + 0,05
X 0 0] 0,58 x 107° + 0,04

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass die Interaktion von GP2 mit
GP3 zwischen den beiden untersuchten Arten von Chlamydomonas ahnlich
die bei

ausschlieBlich zelleigenen Glykoproteinen berechnet wurden.

ist wie die Affinitdtskonstanten, der gleichen Interaktion bei
Sie liegen alle im Bereich von etwa 2 x 10 Mol, einzig die Interaktion von
gekoppeltem GP2 von Chlamydomonas incerta mit biotinyliertem GP3 aus
Chlamydomonas reinhardtii ist mit 0,45 x 10° Mol etwa ein Viertel so hoch,
sprich vier Mal so affin wie alle anderen beobachteten Interaktionen von
GP2 mit GP3.

Die Interaktion vom Komplex [GP2-GP3] mit zellfremden biotinylierten GP1

ist mit etwa 0,5 x 10° Mol als hoch affin zu beschreiben.
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2.3.3 Interaktionsanalysen durch Resonant-Mirror

In weiteren Versuchsreihen sollte Uberprift werden, ob die per ELISA
ermittelten Affinitatskonstanten flir die Interaktion von Glykoproteinen mit
der sehr viel empfindlicheren Echtzeitanalyse nach dem Resonant-Mirror-
Prinzip bestatigt werden kénnen. Die Echtzeitanalyse bietet verglichen mit
dem Festphasenassay eine messbedingt héhere Genauigkeit und ermdglicht
den Einsatz nativer Glykoproteine, obwohl eine Markierung dieser mit Tags
soweit untersucht unproblematisch ist (vgl. 2.3.1.3). Die Resonant-Mirror-
Methode bot zusatzlich noch den Vorteil, dass ein einmal kovalent an die
Klvette gekoppeltes Glykoprotein mehrfach zur Untersuchung von
Interaktionen verwendet werden konnte. Die Klvette konnte durch Spilen
mit einer chaotropen Perchloratlésung von dem zugegebenem
Interaktionspartner wieder regeneriert werden und stand dann fur weitere
Analysen zur Verfigung. So konnten mit einem Versuchsaufbau bis zu sechs
einzelne Interaktionen mit einem gekoppelten Glykoprotein durchgefihrt
werden. Gezeigt ist dies exemplarisch in der Abbildung 2.22, die eine
Interaktion von an eine Kulvette gekoppeltem GP2 mit GP3 als

Interaktionspartner zeigt.
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Abb. 2.22: Interaktion von gekoppeltem Glykoprotein GP2 mit dem Glykoprotein
GP3, beide aus Chlamydomonas incerta. Zuerst erfolgt eine Zugabe/ Assoziation
von GP3 (A), aus der jeweils die Affinitatskonstante nach einer Kinetik 1.0rdnung
ermittelt werden. Nach der Interaktion erfolgt die Dissoziation des
Interaktionspartners mit Puffer (B) sowie die Regeneration der Klvette (C), bei der
jegliches GP3 entfernt wird. Die Klivette kann nun fiir weitere Analysen erneut
verwendet werden.
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2.3.3.1 Interaktion von zelleigenen Glykoproteinen

Die nachfolgende Tabelle 2.4 zeigt die berechneten Affinitatskonstanten fur
die Interaktion von Glykoproteinen aus Chlamydomonas reinhardtii und

Chlamydomonas incerta.

Tabelle 2.4: Berechnete Affinitatskonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas reinhardtii (C.rein.) und Chlamydomonas incerta (C.inc.) per
Resonant-Mirror.

X= an die Kivette gekoppeltes Glykoprotein,

O= zugegebener Interaktionspartner

GP1 GP2 GP3 GP1 GP2 GP3 Kp berechnet | delta
C. rein. | C. rein. | C. rein. | C. inc. C. inc. C. inc. [Mol]
X o) 528 x10®% |+ 1,08
o) X 2,58 x 1078 +0,4
o) X X 1,96 x 107 | £ 0,35
X o) 4,4x10°® +0,8
o) X 2,06 x10® | +0,5
0 X X 1,1 x 107 + 0,09

Auch bei diesen Versuchsreihen konnten fur die Interaktion von
Glykoproteinen Affinitdtskonstanten ermittelt werden, die innerhalb einer
nanomolaren Spanne liegen. Diese sind jedoch um einen Faktor von 25
(GP2-GP3) bis zu einem Faktor von 100 ([GP2-GP3]-GP1) niedriger als die
Affinitaten, die per ELISA ermittelt wurden (vgl. 2.3.2.1). In sich betrachtet
sind die mit Resonant-Mirror erhaltenen Interaktionsdaten jedoch konsistent
und liegen innerhalb einer gleichen Spannbreite, die je nach betrachteter
Interaktion um einen Faktor von 2 bis 3 variiert.

Ein Vergleich der Interaktion von Glykoproteinen bezogen auf den
jeweiligen Organismus zeigt, dass sich die Affinitatskonstanten im Rahmen
der Messabweichungen sehr dhneln. So ist zum Beispiel die Interaktion von
GP2 mit GP3 aus Chlamydomonas reinhardtii mit Kp=5,28 x 10 &hnlich
affin wie die gleiche Interaktion von Glykoproteinen aus Chlamydomonas

incerta mit Kp=4,4 x 1078,
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2.3.3.2 Interaktion von zelleigenen mit zellffremden

Glykoproteinen

Die in 2.2.1.2 beschriebenen Versuche zum nucleated assembly von
Glykoproteinen aus der aduBeren Zellwand von Chlamydomonas haben
gezeigt, dass es mdglich ist, zellfremde Proteine auf einem
Zellwandgrundgertst einer anderen Art aufzulagern. Dies lieB den Schluss
zu, dass sich die Zellwandproteine GP1, GP2 und GP3 von Chlamydomonas
reinhardtii und incerta strukturell &hneln.

Daher sollte es auch mdéglich sein, eine Interaktion dieser Glykoproteine
nicht nur qualitativ Gber Fluoreszenzmikroskopie, sondern auch quantitativ
zu untersuchen.

Die Versuche zur Interaktion in 2.3.2.1 haben gezeigt, dass eine Interaktion
von zelleigenen  Glykoproteinen in  nanomolaren MaBstab bei
Affinitdtskonstanten von 10® bis 10° stattfindet. Im Folgenden soll nun
gezeigt werden, dass auch eine Interaktion von zellfremden GPs
miteinander quantifizierbar nachzuweisen ist.

Zum Abschluss der Interaktionsanalyse von Glykoproteinen wurde erneut
die Methode des Resonant-Mirror verwendet. Bei der Verwendung dieser
Methode zeigten sich, wie bereits in 2.3.3.2 beschrieben und hier in Tabelle

2.5 gezeigt, um den Faktor 10 groéBere Affinitatskonstanten.

Tabelle 2.5: Berechnete Affinitdatskonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas reinhardtii (C.rein.) und Chlamydomonas incerta (C.inc.) per
Resonant-Mirror.

X= an die Kivette gekoppeltes Glykoprotein,

O= zugegebener Interaktionspartner,

nb= nicht bestimmt

GP1 GP2 GP3 GP1 GP2 GP3 Kp berechnet | delta
C. rein. | C. rein. | C. rein. | C.inc. | C.inc. |C.inc. [Mol]
0 X 5,45 x 10°® + 0,08
X o 2,9x 108 + 0,14
X 0 2,55 x 10°® +0,3
o) X 2,73 x 10°® +0,8
X X 0 1,5x 10°® + 0,05
0] X X nb
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Die berechneten Affinitatskonstanten der untersuchten Interaktionen waren
um einen Faktor von 7 ([GP2-GP3]-GP1l) bis 25 (GP2-GP3) hdher als
diejenigen, die mit ELISA ermittelt wurden. Somit scheint wie Affinitat der
Interaktionen zwar niedriger als zunachst ermittelt, die ermittelten Daten
sind aber in sich sowie mit den bisher mit dieser Methode ermittelten
Ubereinstimmend. Die untersuchten Interaktionen sind jedoch nach wie vor
so hoch affin wie Antigen-Antikdrper-Bindung. Verglichen mit den
Affinitatskonstanten bei der Interaktion von zelleigenen Glykoproteinen,
lagen sie in einem &hnlichen Bereich von etwa 15-54 nanoMol. Die im
vorherigen Kapitel gezeigte, sehr hoch affine Interaktion zwischen [GP2-
GP3] mit GP1 konnte bei Messungen mit der Resonant-Mirror-Methode nicht
so eindeutig nachgewiesen werden. Dies hangt moéglicherweise mit einer
Konzentrationsabhangigkeit der Interaktion von GP1 mit dem template
[GP2-GP3] zusammen, mit der verwendeten Messmethode kann dies aber
nicht abschlieBend verifiziert werden.

GP1 von Chlamydomonas incerta, aufgelagert auf [GP2-GP3] von
Chlamydomonas reinhardtii zeigt mit 1,5 x 10® Mol eine &hnlich starke
Affinitat wie die Interaktionen der anderen GPs miteinander. Fiur die
Interaktion von GP1 von Chlamydomonas reinhardtii mit zellfremden GPs

konnten keine verlasslichen Daten ermittelt werden.

43



Ergebnisse

2.4 Vergleich von GP2 bei drei Arten der Volvocales

Wahrend zu Beginn dieser Arbeit fuir einige HRGPs aus Chlamydomonas
reinhardtii  bereits = Sequenzdaten vorlagen, wie z.B. fur das
hochglykosylierte GP1 (FERRIS et al. 2001, GenBank AAG45420) oder
Teilsequenzen von GP2 (FERRIS et al. 2004, GenBank AY596305) waren die
anderen HRGPs aus der PSW bisher nur morphologisch oder biochemisch
beschrieben worden (GOODENOUGH et al. 1985, 1986, KiLz et al. 2000,
2001).

Uber die HRGPs der Chlamydomonas reinhardtii am néchsten verwandten
Art, Chlamydomonas incerta, wurden im Laufe dieser Arbeit nur wenige
Datensatze aus einer cDNA-Bank publiziert (LEE et al. 2007, GenBank
EF057410). Vermutlich haben diese beiden Arten vor etwa 10 Mio. Jahren
als letzte einen gemeinschaftlichen Vorfahren geteilt (COLEMAN & MAI 1997,
PopPEscu et al. 2006).

Erste Untersuchungen zu der Homologie von bestimmten HRGPs bei
Chlamydomonas reinhardtii  und Chlamydomonas incerta wie den
Agglutininen Sadi und Sagl, GP1 oder VSP3 auf Basis von
molekularbiologischen Daten wurden erst in jingerer Zeit durchgefihrt (LEE
et al. 2007). Dabei zeigte sich, dass gerade in hydroxyprolinreichen
Domanen des Proteins entweder keine oder nur synonyme Basenaustausche
stattgefunden haben, vermutlich, um das den HRGPs typische
Aminosauremotiv PPSPX/PPX zu erhalten. Weiterhin wurde vor kurzem
entdeckt, dass auch globuldare Proteindomanen von HRGPS eine hohe
Homologie aufweisen kdénnen (LEE, WAFFENSCHMIDT & GOODENOUGH,
Manuskript in Vorbereitung).

Da in den Zellwanden aller bisher untersuchten Volvocales das Glykoprotein
GP2 oder ein homologes vorkommt, wurde es als Kandidat ausgewahlt, um

vergleichende Analysen aufgrund von genomischen Daten durchzufthren.
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24.1 Suche nach Homologien mit MALDI-peptide mass

fingerprinting

Um nun zuerst einmal mdgliche Homologien zwischen GP2 zu zeigen,
wurden diese aus Chlamydomonas reinhardtii, Chlamydomonas incerta und
Volvox carteri wie in 2.2.1 beschrieben mit Natriumperchlorat isoliert und
per SDS-PAGE praparativ getrennt, dann mit MALDI-peptide mass
fingerprinting analysiert.

Als Datengrundlage fir den Vergleich von gefundenen Peptiden diente zum
einen die Datenbank MASCOT (PERKINS et al. 1999), zum anderen eine
selbst erstellte Datenbank, die alle extensinartigen Zellwandproteine von

Chlamydomonas reinhardtii enthalt (s. 4.9).

Die nachfolgenden Tabellen fassen die dabei gefundenen Peptide

Zusammen.
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Tabelle 2.6: Entdeckte Peptidfragmente von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii
bei MALDI-PMF, gefundene Fragmente entsprechen 22,83% von 1533 AS.

Molekulargewicht [M+H*]in Dalton

Sequenz AS-Position gemessen  berechnet Delta
LPLVYK 99-105 732,36 732,46 -0,1
WSCATYK 193-200 858,43 858,38 0,05
TSLNNYCAPGYVDAAGICQPK 200-221 2445,03 2445,10 -0,07
AGATQGPLPSK 222-233 1026,59 1026,55 0,04
DLSGAAGSSLFLAAEYSIVK 234-252 1999,03 1999,03 0
YSVSQIGTAETGFYCGDPR 253-272 2107,91 2107,93 -0,02
TSMIAGQTLQTLALQGGVVNL 272-306 3444,99 3445,09 -0,1
AAIPGFFLPPSCK

VYAMMR 388-394 769,91 769,97 -0,06
YGLGCGIGNNPNVCLK 395-409 1734,80 1734,81 -0,01
MFFDGDK 434-440 831,21 831,36 -0,15
DGSGQPYPTSEQNK 441-454 1507,60 1507,65 -0,05
LGAIPQNTNYQR 567-578 1374,60 1374,70 -0,1
NPDCSLLATLVQSTFTQGVQLR 667-688 2448,24 2448,24 0
FQMSVINGDQNDAINCPR 845-862 2078,82 2078,93 -0,09
YTSWMNAMMDSFER 863-876 1768,73 1768,70 0,03
DGGVPCGSAVR 928-938 1074,33 1074,49 -0,13
LYNPAGGGFFTDYR 939-952 1577,68 1577,73 -0,05
TYEIFAPFK 1093-1101 1115,49 1115,57 -0,08
TVQFWLCPALK 1154-1163 1362,62 1362,71 -0,09

ITVAAQQSAHDAVMDFILSGGDF  1164-1188 2648,35 2648,30 0,05
VR

LVCGSQIR 1192-1199 932,49 932,49 0

IGEAEPPR 1200-1207 868,41 868,44 -0,03
AVFPSPFDPK 1212-1221 1104,59 1104,56 0,03
AAVDPYLYLSGK 1222-1233 1296,62 1296,67 -0,05
AGSPGAGVCIDKLPV 1234-1248 1440,70 1440,74 -0,04

Beim MALDI-PMF von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii wurden
insgesamt 26 Peptide entdeckt, die nach MASCOT der AS-Sequenz von GP2
aus Chlamydomonas reinhardtii (Protein Accession AAT02521) zuzuordnen
sind. FUr diese Zuordnung spricht die geringe Abweichung von berechnetem
zu gemessenem Molekulargewicht der Fragmente. Diese entsprechen
22,8% von den 1533 Aminosauren, die GP2 besitzt.
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Fir 27 weitere Peptide im Massenbereich von 800 bis 3500 Da konnten
keine Zuordnungen zu GP2 gemacht werden. Dies liegt vermutlich an einer
posttranslationalen Modifizierung wie der O- oder N-Glykosylierung, welche
die Massen der Peptide erhdht, so dass die nicht der Masse der erwarteten
Peptide entsprechen.

Dennoch sprechen die Ergebnisse dafiir, dass das in GenBank als GP2
annotierte Protein mit dem aus der praparativen SDS-PAGE isolierten

Protein identisch ist und daher die Annotierung korrekt ist.

Fur das aus einem SDS-Gel isolierte und mit MALDI-PMF untersuchte GP2
von Chlamydomonas incerta wurden elf Peptide gefunden, die ebenfalls in
dem in GenBank hinterlegten Protein AAT02521 wiedergefunden werden
kénnen (s. Tab. 2.7).

Tabelle 2.7: Entdeckte Peptidfragmente von GP2 aus Chlamydomonas incerta bei
MALDI-PMF, gefundene Fragmente entsprechen 9,06% von 1533 AS.

Molekulargewicht [M+H*]in Dalton

Sequenz AS-Position gemessen  berechnet Delta
WSCATYK 193-199 915,3 915,4 -0,1
AGATQGPLPSK 222-232 1026,49 1026,55 -0,06
DGGVPCGSAVR 928-938 1074,44 1074,49 -0,05
LYNPAGGGFFTDYR 939-952 1577,67 1577,73 -0,07
TYEIFAPFK 1093-1101 1115,51 1115,57 -0,07
ITVAAQQSAHDAVMDFILS 1164-1188 2648,27 2648,31 -0,04
GGDFVR

QARLVCGSQIR 1189-1199 1287,56 1287,69 -0,04
IGEGEPPRQK 1200-1209 1124,54 1124,6 -0,13
LKAVFPSPFDPK 1210-1221 1345,68 1345,74 -0,07
AVFPSPFDPK 1212-1221 1104,5 1104,57 -0,07

Insgesamt 28 weitere Peptide mit einem Molekulargewicht von 800 bis
3500 Da konnten hier nicht weiter einem Protein zugeordnet werden.
Weiterhin ist zu erkennen, dass neun der gefundenen elf Fragmente ahnlich
bis identisch mit denen sind, die beim MALDI-PMF von GP2 aus
Chlamydomonas reinhardtii, s. Tabelle 2.6, gefunden werden konnten. Dies
gibt bereits einen Hinweis auf die sehr hohe Homologie von GP2 bei diesen

beiden Arten.
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Ein vollstdandiges Alignment der beiden Aminosauresequenzen ist in
Abbildung 2.16 dargestellt und wird an spaterer Stelle besprochen, da sich
die putative Aminosauresequenz von GP2 aus Chlamydomonas incerta erst
durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz ableiten lieB. Dieses
Alignment wird zeigen, dass zwischen den beiden GP2 auf Ebene der

Aminosaduren eine Identitat von 60% vorhanden ist.

Als letzter der drei bisher untersuchten Organismen, die tUber GP2 in ihrer
Zellwand verfiigen, wurde die Alge Volvox carteri gewahlt. Sie ist einer der
einfachsten multizellularen Organismen mit einer echten Trennung zwischen
chlamydomonas-artigen somatischen Zellen und Gonidien. Volvox gilt als
nachster multizellularer Verwandter von Chlamydomonas, mutmaBlich
haben diesen beiden zuletzt vor etwa 60 Mio. Jahren einen gemeinsamen
Vorfahren besessen (PROSCHOLD et al. 2001).

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Zellwand von Volvox der
von Chlamydomonas sehr &hnlich ist und auch Uber ein GP2-artiges
Zellwandprotein verflugt (ADAIR & APPEL 1989, S. JGI:
estExt_fgenesh5_synt.C_10116, Protein ID 120176). Dieses ist jedoch
bisher nicht annotiert, da von Volvox erst eine EST-Datenbank vorhanden
ist und ein annotiertes Genom-Projekt am DOE Joint Genome Institute
zurzeit noch am Anfang steht (siehe http://genome.jgi-psf.org/Volvox).

Die obige in der EST-Datenbank gefundene Nukleotidsequenz wurde mit
dem Programm Translate (s. 4.11) in putative Aminosauresequenzen
Ubersetzt, dabei wurde das zweite Leseraster in 5->3’ Richtung gewahlt, da
nur dieser eine genligend lange Aminosauresequenz (1171 AS) nach einem
potentiellen Start-Methionin enthielt. Diese putative Aminosauresequenz ist
trunkiert in der Abbildung 2.23 sowie vollstandig im Anhang, Abb. 5.4 zu
finden.

Bei einem MALDI-PMF konnten 16 Peptide wiederentdeckt werden, die in
der Datenbank (s. 4.9) aller extensinartigen HRGPs von Chlamydomonas
reinhardtii vorkommen (s. Tabelle 2.8). Dies entspricht gut 20% der
Aminosauren von GP2 und stellt die zweithéchste gefundene

Ubereinstimmung aller drei hier verglichenen GP2 dar.
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Tabelle 2.8: Entdeckte Peptidfragmente von GP2 aus Volvox carteri bei MALDI-PMF,
gefundene Fragmente entsprechen 19,9% von 1171 AS.

Molekulargewicht
[M+H*]in Dalton

Sequenz AS-Position gemessen  berechnet Delta
WCAISNR 10-16 906,48 906,43 0,05
YQDTCR 62-67 842,50 842,35 0,15
DYSDNIYFTVQLEGTSR 92-108 2007,96 200,93 0,03
FPVFGLGAPDTGFYCGDPR 222-240 2072,96 2072,95 0,01
FALGCGYNGDPDK 363-375 1413,61 1413,61 0
MFFDGYYDGDIIAAETE 403-425 2607,15 2607,22 0,07
RPGLAR

FSIMSSTIR 597-605 1041,71 1041,54 0,17
AADCSALASQANIVAR 610-625 1617,80 1617,80 0
VGVIQCDRPAAETILK 821-836 1769,96 1769,96 0
DSGVPCGSAVR 864-874 1104,55 1104,51 0,04
TYEVFSPFISAATK 1000-1013 1560,81 1560,80 0,01
NTNVNER 1014-1020 846,47 846,41 0,06
TVVYWLCPALR 1021-1031 1377,74 1377,74 0

AALASQLGVAVSFKPHPQGIACSDY 1032-1061  3207,34 3207,63 0,29
YTLSR
IAAIPPTPFDPK 1115-1126  1266,71 1266,71 0

STSDPYEYLVGGKPTLGFCLNTL 1127-1149 2532,18 2532,23 0,05

Bei allen isolierten Peptiden, die eine Entsprechung in der putativen AS-
Sequenz von GP2 von Volvox carteri hatten, wurden nur Peptiden aus
globularen Proteinanteilen gefunden. Dies ist insofern nicht verwunderlich,
da GP2 einen héheren Anteil globuldarer Domanen aufweist als z.B. das GP1,
das Uber zwei ausgepragte shaft-Regionen mit langen Polyprolin-II Helices
verfigt (GOODENOUGH & HEUSER 1985).

Weiterhin auffallend ist, dass in allen gefundenen Peptiden kaum Prolin
vorkommt und keines aus den (hydroxy)prolinreichen shaft-Regionen zu
stammen scheint. Dies hat einen wesentlichen Grund, da alle Peptide, die
Prolin oder mdgliche N-Glykosylierungsstellen enthalten, durch die
Glykosylierung eine hdéhere Masse besitzen als das berechnete Gewicht der
Summe ihrer Aminosauren. Somit kdnnen diese Peptide nicht per Masse mit
anderen, erwarteten Peptidsticken abgeglichen und in der AS-Sequenz von

GP2 wiedergefunden werden.
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Weiterhin wurde aufgrund dieser guten Ergebnisse versucht, auch andere
GPs per MALDI-PMF nachzuweisen bzw. wiederzuentdecken. Dies gelang mit
einem Monomer des GP3, hier dem GP3 beta aus Chlamydomonas
reinhardtii, das bislang im Genom noch nicht annotiert ist. Die zugehérige

Tabelle mit den gefundenen Peptiden ist im Anhang, Tab. 5.1 dargestellt.
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2.4.2 Alignment von putativen AS-Sequenzen von GP2 zur

Feststellung von Homologien

In 2.4.1 konnte gezeigt werden, dass von den Zellen isoliertes und durch
praparative SDS-PAGE getrenntes und mit MALDI-PMF untersuchtes GP2
aller drei untersuchten Arten in variablen Teilen mit den annotierten
Sequenzen oder in EST-Datenbanken niedergelegten Sequenzen identisch
ist.

Chlamydomonas incerta ist die einzige der drei in dieser Arbeit untersuchten
Arten, von der bis auf wenige Sequenzen keinerlei genomische Daten
vorliegen (LEe et al. 2007, GenBank Accession EF057410, AY795084,
AY937239, AY858986). Es ist aber anzunehmen, dass Chlamydomonas
incerta sehr nah verwandt zu Chlamydomonas reinhardtii ist (COLEMAN & MAI
1997, PopPEscu et al. 2006).

Daher wurde zunachst bioinformatisch untersucht, wie groB die Homologie
von GP2-Proteinen aus den beiden Arten Chlamydomonas reinhardtii und
Volvox carteri ist.

Fir GP2 von Chlamydomonas reinhardtii sind zwei verschiedene relevante
Sequenzen annotiert, zum einen in GenBank (AY596305), zum anderen in
der Datenbank des JGI (FER_e_gwW-3-32-1, Protein ID 195768). Der bei
GenBank hinterlegten Sequenz fehlen das Start-Methionin, die
Signalsequenz sowie ein Intron, dass 289 bp lang ist und bei Position 181-
469 liegt. In der Sequenz des JGI liegt bei Position 3479-3997 eine
Sequenzierlicke von 519 bp vor. Ein teilweises Alignment der beiden
Gensequenzen findet sich im Anhang in Tabelle 5.5.

Mit der Software GENtle wurden nun diesen beiden Sequenzen zu einer
Gesamtsequenz kombiniert, so dass eine mdglichst vollstéandige Sequenz
von GP2 ab dem Start-Methionin vorliegt und das Intron sowie die
Sequenzierllicke entfernt wurden. Bei der Sequenzierlicke von 519 bp
wurde darauf geachtet, dass keine Leserasterverschiebungen auftraten, da
519 bp einer geraden Summe von 173 AS entsprechen.

Die kombinierte Nukleotidsequenz von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii
wurde nun mit Translate in eine putative AS-Sequenz Ubersetzt und ein
Alignment mit der putativen AS-Sequenz von GP2 aus Volvox carteri
durchgefihrt (s. Abb. 2.23).
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Cr_GP2 MARSTALLVALLGLAALGAANAQGAYPPPARGLNAYCAT NAWACNLGVNTPTACE 60
Vc_GP2 MARSSVLLVALMGLAALQAAVAQG—---PARGVSKWCAISNRATARWACNLAVGTSTSCE
A
Cr_GP2 TTDLWSTDATECSLPQVPGFPVPANTFPYTDTCOYOVARLPLVYKGTTTVGGFLVLFKDY 120
Vc_GP2 TSDLWATDSGECAVPNF-GQPLAAETFKYQDTCRYQVAQVPLVFNGT STLGAYLLIFKDY
Cr_GP2 ADNIYYTLSLNATARAANOPDGOWLYVEPTLPGQTGPSGAVYLWDSPPDSSKPLSVQASV 180
Vc_GP2 SDNIYFTVQLEGTSRVSGQVDGOWLYTEPVITGANSPSAAIYFWDSPPNTAVQIAQQAQL
Cr_GP2 ODYMIEDRNSYKRWSCATYKTSLNNYCAPGYVEDAAGICOPKAGATQGPLPSKDLSGAAG 240
Vc_GP2 VNLMTEDRNSYKRWSCFTYSAPTTNFCAPGSQYNGS--——— TCVASSGSPSSKNLALTPS
B
Cr_GP2 SSLFLAAEYSIVKYSVSQIGTAETGEYCGDPRTSMIAGQTLOTLALQGGVVNLAAIPGFE 300
Vc_GP2 SNLYISVVVNVVKFPVFGLGAPDTGEYCGDPRGDLSLRVGTLVLNTTGNVLRLADIARFD
Cr_GP2 LPPSCKTTSRPPSPPLPPSPPPOPPSPLPPSPAPLPPSPPPSPLPPSPKPPTPPSPLPPA 360
Vc_GP2 LPTNCANTQRPPSPPLPPSPPPLPPSPAPPSPRPPSPLPPSPPPPSPGPPPSPPVPFPPS
Cr_GP2 PPTQQFTGSVFVYAPNRPNGFNQDDVTKVYAMMRYGLGCGIGNNPNVCLKSQPYVTINET 420
Vc_GP2 PPTQQF SVSVFVYHPNRPTPFADADVAKVIRVMRFALGCGYNGDPDKCLRSKPYATFNTT
C
Cr_GP2 NNAFYPAY TMLGVKMEEFDGSKDGSGQPYPTSEQNKWAADAVT SMFAVLGSSELWKALAGP 480
Vc_GP2 NNAAFPLF TMLGVKMEEDGYYDG-DI IAAETERPGLARASVTSLYNNMNANLVWAQLA-~
Cr_GpP2 VOFGGLGLGCGAFMSFEAVVDGQYYSQPIGGGSPPLVDSYDGSTYTYQGARYVCPLLLGG 540
Vc_GP2 AADTGLNLFCGAYMSLEAITDGAFYSQPG-———————— FTDGASGTNLGALYVCPIIP——
D
Cr_GP2 FGGPQWPNASLPYYIPDGVAGLPGYIRLGAIPONTNYORRRCATILTPPDLMOPSTSCPL 600
Ve_GP2  ——————- NVGVPTALPADVVGLPGFVRLGNITSNINYVPRLCSPSLAQ-———-GPPMMCPM
Cr_GP2 SPPPSPSPPPSPPQPPSPPPVPPSPPSPPPSPPSPANPSPPPPAPPAAFCGLNFKVISRI 660
Vc_GP2 PPPPPPSPPPMPPSPPSPPPSPPLPPSPPSPPPSPASPSPPPPSPPAQFCSIRFSIMSST
Cr_GP2 PKNGVDRNPDCSLLATLVQSTFT-QGVQLRNPPQFRCGTTVSATEISAVADTLTTEGAQV 720
Vc_GP2 IRYNS-RAADCSALASQANIVARSAGVVVRQPGSFACN-TSSPVELAVTADLLDATAAQT
E
Cr_GP2 FLRNMAGNIGAFNQF TFPAPGGLGLICGDYENVTSTCGMNTTAPVPVFQP-NGTVVNATY 780
Vc_GP2 YLIALSNNGALYGNIGLMIN----LLCGDYENISASCIGTTVPSVSVTLPGSSTPTTVSY
Cr_GP2 PFVVGPDAIFYPQFVLPSYTCPPPPPAPSPPPKPPTPSPPPLPPOPNPPPAPPSPNPSPP 840
Vc_GP2 PLVIKAGDPLYP---VGFAFCPPAPPSPPTPPSPPPPSPPPAPPSPPSPAPPPRPPPALP
Cr_GP2 PPPPGFRFQMSVINGDONDAIN-CPRYTSWMNAMMDSFERTNT IQRVNPSAPYCSRPAQE 900
Vc_GP2 PPPPGFTLQLSIINGDINDATTNCDRYKKWLNAMLTSYEIAGI INRVG-~VIQCDRPAAE
F
Cr_GP2 TLLSPELAQPSQVNFLYQYLSVNSTIGVEVRDGGVPCGSAVRLYNPAGGGEETDYRCSRD 960
Vc_GP2 TILKQELLRPSEVNILYTALLVPGVIGAFARDSGVPCGSAVRLYNPTG-SVETDYACS-—
Cr_GP2 VPTNPAVAVLDLCCPLPPSPPPPTPPSPPPPSPPPPVLSPPPSPPPPSPPPPAPPPPSPP 1020
Vc_GP2 TNSSAPTYVQDLCCSPPPSP-MPLPPSPPPPRPPGPLASPPP————————— PNPPPPSPP
Cr_GP2 PPVPPPPSPPPPSPPPPSPPPAAASPPPSPPPPPPPSPPPPVARLPPWPPLPVNNVPPAP 1080
Vc_GP2 PPNPPPPSPP————————————————— PKPPPPPPASPPPPTRR-PPWPPIPAKNAAPPP
G
Cr_GP2 TARNTTWTAPAGTTVRIYEIFAPFKGTGGRNTGVSGRTVQFWLCPALKAALODQLGOPVS 1140
Vc_GP2 PYTNATWNPPANLEIRTYEVESPEISAATKNTNVNERTVVYWLCPALRAALASQLGVAVS
Cr_GP2 VKPNVNAS I SCTDWYQVKKKAKGLF YRITVAAQQSAHDAVMDF ILSGGDFVRQARLVCGS 1200
Vc_GP2 FKPHPQG-IACSDYYTLSR-AKGIYYRITVAAQTAAHDALLDFMSTSGDFVFQANLVCGG
H
Cr_Gp2 QIRIGEAEPPROKLKAVFPSPFDPKAAVDPYLYLSGKAGSPGAGVCIDKLPV 1252
Vc_GP2 QIRVGMGEAARSKIAAIPPIPEDPKSTSDPYEYLVG—GKPTLGFCLNTL--—

Abb. 2.23: Alignment der Aminosduresequenzen von GP2 aus Chlamydomonas
reinhardtii (Cr) und Volvox carteri (Vc);

Farberlduterung: rot = kleine und hydrophobe AS (AVFPMILW), blau = saure AS
(ED), magenta = basische AS (RK), griin = Hydroxyl- und Aminoseitenketten
(STYHCNGQ) nach http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color und
TAYLOR 1986; in den grauen Boxen sind die konservierten Regionen A bis H
dargestellt; umrahmt sind potentielle Stellen fir eine N-Glykosylierung nach GupTA
et al. 2004.
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Das durchgefuhrte Alignment in Abbildung 2.23 zeigt, dass bei GP2 aus
Chlamydomonas reinhardtii und Volvox carteri eine sehr hohe Ahnlichkeit
der Aminosauren vorliegt. Diese wurden nach ihren Eigenschaften in vier
Gruppen eingeteilt: kleine und hydrophobe AS, saure AS, basische AS und
hydrophile AS (Mengendiagramm nach TAYLOR 1986).

Beim GP2 der beiden verglichenen Arten sind 622 AS vollkommen identisch,
dies entspricht annahernd 50% der verglichenen Sequenzen. Innerhalb
einer Gruppe konserviert ausgetauscht wurden 14% bzw. 176 Aminosauren,
z.B. ein hydrophobes Isoleucin gegen ein hydrophobes Valin oder eine
basische gegen eine andere basische Aminosaure.

Insgesamt gab es 166 semikonservative Austausche von Aminosauren
zwischen zwei verschiedenen Gruppen (z.B. Serin gegen Asparagin), was
etwa 13 % entspricht. Fir die Lokalisierung der identischen oder
ausgetauschten AS im Protein kann man keine offensichtlichen
Rlckschllisse auf speziell konservierte Bereiche ziehen.

Einerseits sind die Positionen der identischen AS heterogen Uber die
gesamte AS-Sequenz verteilt. Jedoch liegen sie zu 27 % (169 von 622 AS)
innerhalb von Proteinbereichen mit hohem Serin- und Prolingehalt, welcher
in PPII-Konformation vorliegt. Andererseits bieten die meisten Programme
zur Sekundarstrukturvorhersage keine Datensatze flir Proteine mit PPII-
Helices an, sondern klassifizieren dieses spezielle Sekundarstrukturelement
zumeist als Zufallsknauel (random coil). So wird z.B. fir GP2 von Volvox
vorhergesagt, dass es zu 22 % in Alpha-Helix, 17 % als Beta-Faltblatt und
zu 61% als random coil vorliegt (nach CoMBET et al. 2000). Dies macht eine
exakte Zuordnung von identischen AS in klar  definierte
Sekundarstrukturbereiche schwierig.

Deutlich zu erkennen ist aber, dass die beiden putativen Signalsequenzen
zu 73% (17 von 23 AS) identisch sind. Lediglich 3 von insgesamt 18
putative N-Glykosylierungstellen in beiden AS-Sequenzen sind konserviert.
An der AS-Position 952 (V.c.)/ 1000 (C.r.) befindet sich in einem
Schaftbereich, der als Shaft D bezeichnet wird und spater in 2.4.4
eingehender besprochen wird, eine Verkirzung. Diese Stelle im Protein ist
im Vergleich zum GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii um 26 AS verkdrzt,
was bedeutet, dass in einem mutmaBlich strukturell wichtigen Bereich mit

PPII-Helix eine Deletion stattgefunden hat.
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Insgesamt entsprechen die beschriebenen identischen AS oder semi-
/konservierten Austausche 964 von 1252 AS, was eine Ahnlichkeit der AS-
Sequenz von 74,8% ausmacht. An dieser Stelle kann somit festgehalten
werden, dass sich die AS-Sequenzen des GP2 von Chlamydomonas
reinhardtii und Volvox carteri sehr ahnlich sind. Weiterhin kann gesagt
werden, dass GP2 von Volvox mit 1172 AS etwas kleiner als das von
Chlamydomonas reinhardtii ist, welches 1252 AS besitzt.

Wenn sich also GP2 dieser beiden Arten so ahneln und weiterhin die
Annahme gilt, dass Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta
ebenfalls sehr homolog sind, kénnte also versucht werden, mittels der
bekannten Nukleotidsequenz von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii
Primer zu entwickeln, die dazu geeignet sind, GP2 aus Chlamydomonas

incerta zu sequenzieren.
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2.4.3 Sequenzierung von GP2 aus Chlamydomonas incerta

Wie in 2.4.2 gezeigt werden konnten, weisen die GP2 von Chlamydomonas
reinhardtii und Volvox carteri eine hohe Homologie auf. Chlamydomonas
incerta ist zu Chlamydomonas reinhardtii naher verwandt als Volvox carteri
zu Chlamydomonas reinhardtii (LEe et al. 2007). Dies lies die Vermutung zu,
dass man mit Hilfe von degenierten Oligonukleotiden, die anhand der
Sequenz von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii entworfen wurden, auch
das GP2 aus Chlamydomonas incerta mittels PCR isoliert werden kann.

Der Vergleich der GP2 von Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas
incerta kann wichtige Hinweise auf die Verwandtschaft dieser Arten
zueinander und die Evolution der HRGPs geben.

Der potentielle ORF von GP2 aus Chlamydomonas incerta wurde mit Daten
aus dem MALDI-PMF (s. Tab. 2.7) umrissen und durch ein Alignment mit
ClustalW?2 Bereiche mit hoher Konservierung bei den Aminosauren von GP2
aus Chlamydomonas reinhardtii und Volvox carteri herausgesucht (s. Abb.
2.23, graue Boxen mit Regionen A bis H).

Dazu wurde Uberprift, an welchen Stellen mit hoch konservierten AS in der
zugehdrigen Nukleotidsequenz Codons liegen, die eine mdglichst geringe
Degeneration bezogen auf die jeweilige Aminosdure vorweisen.

Dadurch sollte gewahrleistet sein, dass nach Mdglichkeit nur wenige Codons
infrage kommen, um eine bestimmte Aminosaure zu codieren und somit die
Degeneration von Primern klein zu halten, da degenerierte Primer die
Eigenschaft besitzen, unspezifischer an DNA zu binden als nicht
degenerierte (LINHART & SHAMIR 2002).

Uberlappende Bereiche mit guter Konservierung von AS und geringer
Degeneration von Codons auf Nukleotidebene wurden ausgewdahlt und mit
Region A bis H bezeichnet (s. graue Boxen in Abb. 2.23). Dann wurden
anhand einer Codon-Gebrauchstabelle flir Chlamydomonas (NAKAMURA et al.
2000) degenerierte forward und reverse Primer flir Genabschnitte aus GP2
konstruiert. Die Primer wurden so ausgewahlt, dass sich Uberlappende
Genabschnitte von ~ 500 bp bilden lieBen. Diese Liste von Primern
(s. Anhang Tab. 5.2) wurde in Kooperation mit Jae-Hyeok Lee (Department

of Biology, Washington University, St. Louis, Missouri, USA) angefertigt.
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Nach ersten Versuchen wurde nach Ricksprache mit J.-H. Lee das
urspringliche erste Primerset Gberarbeitet.

Die Methode zum Design dieses neuen Primersets beruhte auf folgender
Uberlegung: Falls GP2 in Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas
incerta hochkonserviert ist, wie fir andere Glykoproteine bereits gezeigt
wurde (FERRIS et al. 1997, 2005; LEe et al. 2007), dann sollten Primer, die
auf Basis der Nukleotidsequenz von Chlamydomonas reinhardtii konstruiert
wurden, auch an GP2 von Chlamydomonas incerta binden.

Daher wurde nun aus dem ersten degenerierten Primerset (s. Tab. 5.2) alle
degenerierten Codons entfernt und gemaB einer Codon-Gebrauchstabelle
fir Chlamydomonas incerta (NAKAMURA et al. 2000) ein neuer Satz Primer
entworfen. Mit diesem neuen Primerset (s. Tab. 5.3) wurde die
Amplifizierung von Genabschnitten aus GP2 erneut angegangen, um diese

dann zu sequenzieren (s. 4.8.7).

Zusatzlich wurde mit der Software Primer3Plus (s. 4.11) eine Liste von
mdglichen Primern anhand folgender Rahmenparameter erstellt:

GroBe 15-21 Nukleotide; GC-Gehalt 40-80%; Schmelztemperatur T,
minimal 55°C/ optimal 60°C/ maximal 62°C. Primer aus dieser Liste wurden
so ausgewahlt, dass sich Uberlappende Genabschnitte von ~ 500 bp bilden
lieBen und diese Primer abschlieBend mit der Software NetPrimer (s. 4.11)
auf ihre Qualitat hin Uberpruft. Dieses dritte Primerset wurde verwendet,
um bei der Sequenzierung entstandene Licken weiter zu schlieBen.

Die in dieser Arbeit erstellte Teilsequenz von GP2 ist im Rahmen eines
Alignments mit der homologen Sequenz aus Chlamydomonas reinhardtii als

Ganzes im Anhang (s. Abb. 5.6) dargestellt.

Im Folgenden werden die putativen AS-Sequenz sowie Teilbereiche der
erstellten Nukleotidsequenz besprochen. Zunachst wurde wie auch in 2.4.2
beschrieben ein Alignment der AS-Sequenzen durchgeflihrt, welches in
Abbildung 2.24 dargestellt ist.
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Cr_GP2 MARSTALLVALLGLAALGAANAQGAYPPPARGLNAYCAIQNRTTNAWACNLGVNTPTACE 60
Ci_GP2
Cr_GP2 120
Ci_GP2
Cr_GP2 180
Ci_GP2 INAT]
Cr_GpP2 ODYMIEDRNSYKRWSCATYKTSLNNYCAPGYVFDAAGICQPKAGATQGPLPSKDLSGAAG 240
Ci_GP2 ODYMIEDRNSYKRWSCATYKTSLNNYCAPGYVFDAAGICQPKAGATQGPLPSKDLSGAAG
Cr_GP2 SSLFLAAEYSIVKYSVSQIGTAETGFYCGDPRTSMIAGQTLQTLALQGGVVNLAAIPGFEF 300
Ci_GP2 SSLFLAAEYSIVKYSVSQIGTAETGFYCGDPRMN-———— AAEQLALOAASVNLAAIPGEF
shaft A
Cr_GP2 —~LPPSCKTTSRPPSPPLPPSPPPQPPSPLPPSPAPLPPSPPPSPLPPSPKPPTPPSPLPP |360
Ci_GP2 SLPPSCKTTSRPPSPPLPPSPPPQPPSPLPPSPAPLPPSPPPSPLPPSPKPPTP——————
Cr_GP2 APPTQQFTGSVFVYAPNRPNGFNQDDVTKVYAMMRYGLGCGIGNNPNVCLKSQPYVTIINE 420
Ci_GP2 _—
Cr_GP2 ITINNAF YPAYTMLGVKMEFDGSKDGSGQPYPTSEQNKWAADAVT SMEAVLGSSELWKALAG 480
Ci_GP2 e KRrLSPAKYGSGEPYPTSEQNKWAADAVT SMFAVLGSSELWKALAG
Cr_GP2 PVQFGGLGLGCGAFMSFEAVVDGQYYSQPIGGGSPPLVDSYDGSTYTYQGARYVCPLLLG 540
Ci_GP2 PVQFGGLGLGCGAFMSFEAVVDGQYYSQPIGGGSHILVDSYHGSTYTYQGARYVCPLLLG
Cr_GP2 GFGGPQWPNASILPYYIPDGVAGLPGY IRLGAIPQNTNYQRRRCATILTPPDLMQOPSTSCP 600
Ci_GP2 INAS YSDERSHPCLTPGGTDAEGPIRA
Cr_GP2 1[SPPPSPSPPPSPPQPPSPPP—VPPSPPSPPPSPPSPANPSPPPPAPHAAFCGLNFKVIS 660
Ci_GP2 1|SPPPSPSPPPSPRQPPSPPPRECPRRIPELLPILGAPPTP -IPAHAPHAAFCGLNFKVIS
Cr_GpP2 RIPKNGVDRNPDCSLLATLVQSTFTQGVQLRNPPQFRCGTTVSATEISAVADTLTTEGAQ 720
Ci_GP2 RIPKNGVDRKGECSLLETLKQSTFTOGEELCNPPQFRCG-TTSATEISAVADTLTTEGAQ
Cr_GP2 VFLRNMAGNIGAFNQFTFPAPGGLGLICGDYEN§iSTCGMNTfAPVPVFQPNEiVVNKTY 780
Ci_GP2 VFLRNMAGNIGAFNQF TCQHRG—————————————
shaft C
Cr_GpP2 PFVVGPDAIFYPQFVLPSYTJPPPPPAPSPPPKPPTPSPPPLPPQPNPPPAPPSPNPSPP 840
Ci_GP2 PFVVGPDAIFYPQFVLPSYT(PPPPPAPSPPPKPPTPSPPPLPPQPNPPPAPPSPNPSPP
Cr_GP2 PPPPEFRFQMSVINGDONDAINCPRY TSWMNAMMDSFERTNT IQRVNPSAPYCSRPAQET 900
Ci_GP2 PPPPEFRFQMSVINGDONDAINCPRY TSWMNAMMDSFERTNT IQRVNPSAPYCSRPAQET
Cr_GP2 LLSPELAQPSQVNFLYQYLSvﬁgilGVFVRDGGVPCGSAVRLYNPAGGGFFTDYRCSRDV 958
Ci_GP2 LLSPELAQQSQVNFLYQYLSVNST{LGVEVRDGGVPCGSAVRLYNPAGGGEF TDYR-———~
shaft D
Cr_GP2 PTNPAVAVLDLC(PLPPSPPPPTPPSPPPPSPPPPVLSPPPSPPPPSPPPPAPPPPSPPP |1020
Ci_GP2 e
Cr_GP2 PVPPPPSPPPPSPPPPSPPPAAASPPPSPPPPPPPSPPPPVARLPPWPPLPYNNVPPAPT 1080
ciep2 o lem——
Cr_GP2 ARNTTWTAPAGTTVRTYEIFAPFKGPLASAACHNVPPAPTARNT TIWTAPAGTTVRTYEIF 1140
Ci_GP2 TWTAPAATTVRIYEIF
Cr_GP2 APFKGTGGRNTGVSGRTVQFWLCPALKAALQDQLGOPVSVKPNVNASISCTDWYQVKKKA 1200
Ci_GP2 APFK-TGGRNTGVSGRTVQFWLCPALKAALQDQLGQPVSVKPNVNASIT SCTDWYQVKKKA
Cr_GP2 KGLFYRITVAAQQSAHDAVMDF ILSGGDFVRQARLVCGSQIRIGEAEPPROKLKAVEPSP 1260
Ci_GP2 KGLFYRITVAAQQSAHDAVMDF ILSGGDEFVBRA——————— LV IGEGEPPRQKLKAVPESHT
Cr_GP2 FDPKAAVDPYLYLSGKAGSPGAGVCIDKLPV 1289
Ci_GP2 FDPKAAVDPYLYLSSKAGEPG——————————

Abbildung 2.24: Alignment der Aminosauresequenzen von GP2 aus Chlamydomonas
reinhardtii (Cr) und Chlamydomonas incerta (Ci);

Farberlduterung: rot = kleine und hydrophobe AS (AVFPMILW), blau = saure AS
(ED), magenta = basische AS (RK), griin = Hydroxyl- und Aminoseitenketten
(STYHCNGQ) nach http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color und
TAYLOR 1986; umrahmt sind Schaftbereiche in PPII-Konformation, grau hinterlegt
sind alle nicht-semi- oder nicht-konservativen AS-Austausche, gestrichelt umrahmt
wurden potentielle Stellen fir eine N-Glykosylierung nach GuprTA et al. 2004.
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Auch dieses Alignment zeigt eine groBe Ahnlichkeit der verglichenen AS-
Sequenzen des GP2 von Chlamydomonas reinhardtii mit Chlamydomonas
incerta. Von 1289 verglichenen AS sind 783 identisch, was 60% der
gesamten putativen Sequenz entspricht. GP2 aus Volvox hingegen wies nur
50% identische AS auf (s. 2.4.2). Sehr auffallig ist die geringe Summe von
konservierten Austauschen innerhalb einer Gruppe von Aminosauren
(Mengendiagramm nach TAYLOR 1986), auf die ganze Sequenz gesehen gab
es lediglich 16 davon, was 1,2% entspricht. Ein dahnlich geringer Wert zeigte
sich auch bei dem semikonservierten Austauschen, die 2,2% der Sequenz
bzw. 29 AS ausmachten. Eine deutlich héhere Anzahl von 72 AS, respektive
5,6%, fiel auf Austausche, die nicht semi- oder konservativ sind.

Die durch die nicht vollstandige Sequenzierung von GP2 aus
Chlamydomonas incerta entstandene Llcke in der putativen AS-Sequenz ist
402 AS groB, demzufolge konnten knapp Uber 30% der Sequenz nicht
weiter verglichen werden. Zu diesen 30% gehéren auch die Signalsequenz
sowie mdgliche Introns. Von den insgesamt zehn putativen Stellen flr eine
N-Glykosylierung bei GP2 sind finf konserviert.

Wie auch schon beim Alignment von GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii
und Volvox carteri scheint es kein Muster zu geben, nach denen die
Austausche stattgefunden haben. Die einzigen beiden Stellen im Alignment,
an denen gehauft andere Austausche stattgefunden haben, sind ab Position
577 sowie in einem Schaftbereich, der als shaft B bezeichnet wird. Flr den
letzten der vier Schaftbereiche von GP2 gibt es keinerlei
Sequenzinformationen. Die Schaftbereiche sind insofern von groBer
Bedeutung, da dort die Stellen der O-Glykosylierung liegen und sie daher
ein sehr wichtiger Bestandteil der Proteinstruktur sind sowie eine
Interaktionsflache flir andere Glykoproteine bieten kdénnen (FERRIS et al.
2005).
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2.4.4 Vergleich der shaft-Sequenzen von GP2 bei drei Arten

der Volvocales

Alle derzeit untersuchten HRGPs aus Chlamydomonas verfugen Uber
Proteinbereiche mit hohem Anteil an Hydroxyprolin, das in bestimmten
repetitiven Aminosauremotiven vorliegt. Diese Proteinbereiche liegen in
Form einer PPII-Helix vor und werden als shaft bezeichet (FERRIS et al.
2001, 2005; LEE et al. 2007).

Von LEE et al. 2007 wurde gezeigt, dass im Vergleich zwischen shafts von
Agglutinen und Zellwandproteinen Anderungen in der Nukleotidsequenz
tolerabel sind, wenn das repetitive AS-Motiv erhalten bleibt. AuBerdem
wurde gezeigt, dass in Positionen, in denen Prolin oder Serin vorkommt,
identische oder synonyme Codons vorliegen.

Im Laufe der Evolution war somit es wichtig, diese shafts beizubehalten, da
sie beispielsweise bei den Agglutininen essentiell flr die Zell-Zell-Erkennung
sind.

Diese Untersuchungen sollten in Rahmen dieser Arbeit flr das
Zellwandprotein GP2, welches in der Zellwand vieler Arten der Volvocales

vorkommt, ausgeweitet werden.
Hierfir wurden die vier in GP2 vorkommenden Schaftbereiche (s. Abb.

2.24) jeweils in der putativen AS-Sequenz sowie der Nukleinsauresequenz

miteinander verglichen.
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shaft A
(A)

GP2_Cr {LPPSCKTTSRPPSPPLPPSPPPQPPSPLPPSP***APLPPSPPPSPLPPSPKPPTPPSP§356
GP2_Ci $LPPSCKTTSRPPSPPLPPSPPPQPPSPLPPSP———APLPPSPPPSPLPPSPKPPTPKRF§248
GP2_Vc i 346

* * kkkKk kA kkKhkhkkkhkKhkkx Kkkhkkxk kxkk o kXK k Kk kk k) * k kk *x

GP2_Cr (LPPAPPTQQFTGSVFVYAPNRPNGFNQDDVTKVYAMMRYGLGCGIGNNPNVCLKSQPYVT 416
GP2_Ci LSPA——b—— oo
GP2_Vc iFPPSPPYQQFSVSVFVYHPNRPTPFADADVAKVIRVMRFALGCGYNGDPDKCLRSKPYAT 406

reinhardtii: 0.00000
}— incerta: 0.01852
vohwox: 0.35185

(B)

rein. CTG CCC CCC AGC TGC AAG ACC ACC TCC CGC CCT CCC TCG CCG CCT CTIG CCT CCC TCG CCG 60
inc. CTG CCC CCC AGC TGC AAG ACC ACC TCC CGC CTT CCC TCG CCG CAT CTG CIT ACG TGG CCG 60
volv. CTG CCC ACC AAC TGC GCC AAC ACG CAA CGC CCE CCG TCG CCG CCG CTIG CCG CCA TCG CCG 60
*k Kk KKk *k ok Kk kxk * Kk kK kK Kk x * * kA Kk kK koK *  kk K * * ok kKK
rein. CCC CCG CAG CCG CCC AGC CCG --- CTG CC- —--- CCC CAG CC- -CG GCG CCT CTG CCC ccc1lll
inc. CCC CGG -AG CCG GCC AGC CCG G-- CIG CC- —--- CCC CAG CC- -CG GCG CCT CTG CCC ccCCl1l
volv. CCG CCG CEG CCG CCC TCA CCG GCG CCG CCG TCG CCG CGG CCG CCC TCA CCG CTG CCG CCE120

* % * % * Kok ok * % * * * * Kk KK * % * Kk KK * * * % * Kk Kk KoKk * %

rein. TCC CCT CCT CCG TCT CCC CIG CCC CCG AGC CCC AAG CCT CCT ACT CCC CCC AGC CCC CTG1l71

inc. TCC CCT CCT CCG TCT CCC CTG CCC CCG AGC CCC AAG CCT CCT ACT CCC AAA AGA TTT ITG171

volv. TCG CCG CCG CCG CCC TCA CCA GGG CCG CCG CCG AGC CCG CCG GTT CCC TTIC CCG CCA TCA180
Kk kK k%K ***7*7;7* o * Kk Kk T* * * Kk k% *7** T o o

rein. CCG CCT GCT CCC CCG 186

inc. TCG CCT GCT --- ——-— 180

volv. CCG CCG ——— ——— ——— 186
* * * *
reinhardtii: -

incerta: 0.13871

volvox: 0.36129

Abb. 2.25: Aminosaure- (A) und Nukleinsaurealignment (B) von shaft A bei
Chlamydomonas reinhardtii (GP2_Cr; rein.), Chlamydomonas incerta (GP2_Ci; inc.)
und Volvox carteri (GP2_Vc; wvolv.); Farben nach TAYyLoR 1986 und
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color; grau hinterlegt sind
synonyme Basenaustausche, unterstrichen sind nicht-synonyme Basenaustausche;
Phylogenetische Baume erstellt durch neighbor-joining nach SaiTou & NEeI 1987.

Der in Abbildung 2.25 dargestellte untersuchte Schaftbereich umfasst
insgesamt 65 Aminosauren. Gut zu erkennen sind die shaft-typischen
repetitiven Aminosauresequenzen, hier von Typus SP, SP, und PPSPX.
Interessant ist, dass bei dem Motiv PPSPX die Aminosaure X haufig ein
Leucin, Alanin oder Lysin ist und die Motive so PPSPL, PPSPA oder PPSPK

lauten.
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Ergebnisse

Beim Vergleich der AS-Sequenzen zeigte sich, dass GP2 aller drei Arten 38
vollkommen identische AS besitzt und weitere 10 AS entweder semi- (9)
oder konserviert (1) sind.

Somit sind ca. 73% der putativen AS-Sequenz von shaft A homolog. Eine
phylogentische Rekonstruktion nach der Methode des neighbor-joining
(SArTou & NEI 1987) zeigt, dass shaft A von Chlamydomonas reinhardtii
naher verwandt zu dem von Chlamydomonas incerta ist (relative Distance
0,018) als zu dem Homolog von Volvox (relative Distance 0,35).

Auf Ebene der Nukleinsduren zeigt sich ein &hnliches Bild beim
Phylogenetischen Baum (s. Abb. 2.18 unten).

Das Alignment der Nukleinsauren zeigte, dass von 195 Basen 104 identisch
bei allen drei verglichenen Arten sind. Auffallig ist, dass fast ausschlieBlich
bei Volvox zu 19 synonymen Basenaustauschen bei 135 identischen Basen
kommt (graue Hinterlegung in Abb. 2.25). Von diesen synonymen
Austauschen erhalten 13 ein Prolin und einer ein Serin, wahrend flr
Chlamydomonas incerta nur zwei Austausche bei 166 identischen Basen
beobachtet werden konnten, die jedoch andere AS erhalten. Das Verhaltnis
von nichtsynonymen Basenaustauschen von Volvox und Chlamydomonas

incerta betragt etwa 3:1.
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Das Alignment der AS-Sequenzen von shaft B aller drei Arten (s. Abb. 2.26)
weist eine Homolgie von 63% auf. Dabei sind von 47 beobachteten AS 22
identisch und acht semi- (7) bzw. konserviert (1). Die vorherrschenden
repetitiven AS-Motive sind SP, und SP.

shaft B
(A)

GP2_Cr SCPﬁSPPPSPSPPPSPPQPPSPPP—VPPSPPSPPPSPPSPANPSPPPPAPP?AFCGLNFK 655
GP2_Ci IRA@SPPPSPSPPPSPRQPPSPPPRCPRRLPLLLPILGAPPTP*LPAHAPP%AFCGLNFK 458
GP2_Vc MCPMPPPPPPSPPPMPPSPPSPPP—SPPLPPSPPSPPPSPASPSPPPPSPP%QFCSIRFS 620

. * k * * Kk Kk ok %k * * Kk ok k k) * * .k * * ok okok * ) . *

reinhardtii: 0.03912
incerta: 0.31505

vohsox: 0.20578

(B)

rein. TCC CCT CCT CCC TCT CCC TCT CCT CCT CCC AGC CCC CCG CAG CCG CCT TCT CCT CCC CCG60

inc. TCC CCT CCT CCC TCT CCC TCT CCT CCT CCC AGC CCC CGG CAG CCG CCT TCT CCT CCC CCG60

volv. CCG CCG CCG CCG CCG CCE TCG CCA CCA CCG ATG CCG CCA TCG CCA CCA TCG CCG CCA CCA6O
*

* * % * % * % * % * % * % * % * % * * % * *x Kk * % * % * % * % * %

rein. --G TGC CCC CGT CGC CTC CCT CTC CTC CTC CCT CTC CTC CCA GCC CCG CCA ACC CCT CTC118
inc. CGG TGC CCC CGT CGC CTC CCT CTC CTC CTC CCT ATC CTC GGA GCC CCG CCA ACC CCT CTC120
volv. T-- CGC CGC CGT TGC CGC CGT CAC CGC CGT CAC CGC CAC CGA GCC CCG CCA GCC CGT CGC118

Kk Kk kK Kkkk  kk Kk Kk Kk Kk K* K* * * *  * * Kk * * Kkkhkk Kkkk Kkkk kK K Kk Kk *

rein. CCC CTC CTC CCG CCC CCC CT 138
inc. CC- -TG CTC ACG CCC CCC CT 138
volv. CAC CAC CGC CAT CTIC CGC CC 138

* * % * Kk Kk Kk ok

rein.: -
inc.: 0.07609

voh: 0.38043

Abb. 2.26: Aminosaure- (A) und Nukleinsaurealignment (B) von shaft B bei
Chlamydomonas reinhardtii (GP2_Cr; rein.), Chlamydomonas incerta (GP2_Ci; inc.)
und Volvox carteri (GP2_Vc; wvolv.); Farben nach TAYyLoOR 1986 und
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color; grau hinterlegt  sind
synonyme Basenaustausche, unterstrichen sind nicht-synonyme Basenaustausche;
Phylogenetische Baume erstellt durch neighbor-joining nach SaiTou & NEeI 1987.

Auf Nukleinsaureebene sind bei allen drei Arten 81 von 138 Nukleotiden,
respektive 59%, identisch. Auch hier zeigt sich wie bei shaft A, dass
zwischen Volvox und Chlamydomonas reinhardtii deutlich mehr synonyme
(13) und nichtsynonyme Basenaustausche (33) stattgefunden haben, als
bei Chlamydomonas incerta, wo lediglich 2 nichtsynonyme Basenaustausche
auftraten. Bei Volvox erhalten zwei Basenaustausche ein Serin und zehn ein
Prolin. Diese Tatsache lasst sich bei den phylogenetischen Rekonstruktionen
beobachten, auch hier ist Chlamydomonas incerta naher verwandt mit

Chlamydomonas reinhardtii (relative Distance 0,07) als mit Volvox (0,38).
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Beim Alignment von shaft C gab es eine auBergewothnliche
Zusammensetzung repetitiver AS-Sequenzen. So sind hier vorwiegend die
Motive SP; und P, zu finden, das Motiv PPSPX kommt nur ein einziges Mal

vor.

shaft C

(A) T —
GP2_Cr TVVNATYPFVVGPDAIFYPQFVLPSYTGPPPPPAPSPPPKPPTPSPPPLPPQOPNPPPAPP §831
GP2_Ci TVVNATYPFVVGPDAIFYPQFVLPSYTGPPPPPAPSPPPKPPTPSPPPLPPQPNPPPAPP §620
GP2_Vc TPTTVSYPLVIKAGDPLYP-—-VGFAFCGPPAPPSPPTPPSPPPPSPPPAPPSPPSPAPPP 1789

* o kK e ke ok ok . * kK kK oek Xk kkxk Kkkhkkk*k XKk * * * %

GP2_Cr gSPNPSPPPPPPiGFRFQMSVINGDQNDAIN*CPRYT SWMNAMMDSFERTNTIQRVNPSAPY 890
GP2_Ci gSPNPSPPPPPP;GFRFQMSVINGDQNDAIN—CPRYT SWMNAMMDSFERTNTIQRVNPSAPY 679
GP2_Vc iRPPPALPPPPEGFTLQLSIINGDINDATTNCDRYKKWLNAMLTSYETIAGIINRVG-—-VIQ 847

KoKk o. K’k Kk kK kK ek ek e kkkk Kk kK * Kk x Koo kKK . Kok . Ko kK

reinhardtii: 0.00000
incerta: 0.00000
vohvox: 0.35556

(B)

rein. CCT CCT CCC CCT CCC GCC CCC TCT CCG CCG CCC AAG CCC CCG ACC CCC TCG CCT CCT CCT60

inc. CCT CCT CCC CCT CCC GCC CCC TCT CCG CCG CCC AAG CCC CCG ACC CCC TCG CCT CCT CCT60

volv. cc@ cc@ ccc cc@ ccB tce ccl ccc ace ccB cce TCG ccc ccll cca ccc TG ccT cc ccBeo
*

* % * % * * % * % * * % * Kk kK * % * Kkkk KK * kk Kk Kkrkk Kkkk Kk * %

rein. --- CTG CCC CCT CAG CCC AAC CCG CCC CCG GCT CCT CCC AGC CCC AAC CCG TCG CCT CCT117
inc. --- CTG CCC CCT CAG CCC AAC CCG CCC CCG GCT CCT CCC AGC CCC AAC CCG TCG CCT CCT117
volv. GCG CCG CCE TCT ccc cCB aGc ccB ccc ccB ccg cc cec --C CGC CGC CCG CCC TCC CGC118

* Kk KK * Kk K *k Kk Kk k% * Kk kK *  kk K * * Kk * * Kkk*k * %

rein. CCC CCT CCT CCG 129
inc. CCC CCT CCT CCG 129
volv. CAC CAC cCE cc- 129

* ok x * * * *

rein.: 0.00000
inc.: 0.00000

volv.: 0.46512

Abb. 2.27: Aminosaure- (A) und Nukleinsdaurealignment (B) von shaft C bei
Chlamydomonas reinhardtii (GP2_Cr; rein.), Chlamydomonas incerta (GP2_Ci; inc.)
und Volvox carteri (GP2_Vc; wvolv.); Farben nach TAyLorR 1986 und
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color; grau hinterlegt  sind
synonyme Basenaustausche, unterstrichen sind nicht-synonyme Basenaustausche;
Phylogenetische Baume erstellt durch neighbor-joining nach SAITou & NEI 1987.

Neben der erwahnten Besonderheit der repetitiven Motiven zeigt sich hier
noch einer weitere: shaft C von Chlamydomonas incerta ist mit 129 von 129
AS vollkommen identisch zu dem von Chlamydomonas reinhardtii. Dies
spiegelt sich in der relativen Distance bei der phylogenetischen
Rekonstruktion wieder, welche zwischen Chlamydomonas reinhardtii und
Chlamydomonas incerta null betragt. Volvox ist von diesen beiden jeweils
0,35 Einheiten entfernt.
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Ergebnisse

Der Vergleich aller drei Schaftbereiche miteinander zeigt 29 identische AS, 9
semi- und 2 konservierte Austausche, somit sind insgesamt 93% identisch.
Die Nukleinsauresequenz von shaft C bei Volvox weist verglichen mit
Chlamydomonas reinhardtii 79 identische Basen auf, 15 Basenaustausche
sind synonym und erhalten ein Prolin, weitere 35 nicht-synonym, was
dennoch eine Homologie von 73% bedeutet. In der phylogenetischen
Rekonstruktion zeigt sich auch hier, dass shaft C von Volvox trotz der hohen
Homologie weiter entfernt von den beiden anderen ist (relative Distance
0,46).

Der Vergleich des letzten Schaftbereiches D, dargestellt in Abbildung 2.28
auf der folgenden Seite, war nur zwischen Chlamydomonas reinhardtii und
Volvox maoglich, da hier flir Chlamydomonas incerta keine Nukleotidsequenz
ermittelt werden konnte.

Eine Besonderheit bei diesem letzten Alignment war, dass sich beide
Sequenzen nicht vollstandig abgleichen lieBen, da in shaft D von Volvox
zwei Lucken von neun und 14 AS enthalten sind. Die Ubrigen Sequenzteile
lieBen aber dennoch gut miteinander vergleichen. An diesen Stellen muss
im Lauf der Evolution eine Deletion stattgefunden haben.

Der Rest der Sequenz der 95 untersuchten AS zeigt, dass bei Volvox 53 AS
identisch und funf weitere AS &hnlich sind. Abzuglich der Licken im
Alignment von 23 AS sind beide Sequenzen somit zu etwa 61% homolog.
Eine phylogenetische Rekonstruktion zeigt keine Entfernung der beiden AS-
Sequenzen voneinander. Die vorwiegenden repetitiven AS-Sequenzen sind
hier SP; und SP;, zudem kann man bei Volvox vermehrt das Motiv P,

beobachten.
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shaft D
(A) .............................................................

GP2_Cr VPTNPAVAVLDLC@PLPPSPPPPTPPSPPPPSPPPPVLSPPPSPPPPSPPPPAPPPPSPP%1017
GP2_Ci ————————————— e
GP2_Vc TNSSAPTYVQDLCESPPPSP-MPLPPSPPPPRPPGPLASP————————— PPPNPPPPSPP: 961

* * Kk k% * Kk Kk x * * Kk ok kK kK Kok ke * % * kK KAk k Kk Kk kK

GP2_Cr gPPVPPPPSPPPPSPPPPSPPPAAASPPPSPPPPPPPSPPPPVARLPPWQPLPVNNVPPAP 1077
GP2_Ci frmmmmmmmm
GP2_Vc iPPNPPPPSPP PKPPPPPPASPPPPTRR-PPWEPIPAKNAA-—— 1001

*k kAR KAk K c kK kkkk KAk kk Kk K’ Ak kKA Kk ek .k

reinhardtii: 0.13571
volvox: 0.13571

(B)

rein. CCT CTG CCC CCC TCG CCT CCT CCC CCG ACT CCC CCG TCG CCT CCT CCT CCC TCG CCT CCT60
volv. —-— TCG CCC CCA CCA TCA CCT ATG CCA CTG CCE CCG TCG CCG CCG CCG CCA AGG CCG CCB57
*

* Kkkk KK * * * * * % * % * kK KkxKk Kk* * % * % * % * Kk * %

rein. CCC CCC GTC CTC TCG CCT CCT CCC TCG --- CCT CCT CCT CCC TCG CCT CCT CCC CCG GCT117
volv. GGA CCG TTA GCT TCG CCE CCE CCG CCG AAC CCE CCG CCL CCG TCG CCA CCG CCG CCG AAC117

* % * * Kk Kk KoKk * % * % * % * % * % * % * % * Kk Kk KoKk * % * % * * *

rein. CCT CCC CCG CCG TCG CCT CCT CCG CCG GTG CCC CCT CCC CCG TCG CCT CCC CCC CCC TCG177
volv. CCG CCG CCG CCA TCE CCA CCL NCG CCG AAA CCC CCA CCG CCA CCG CCG GCT TCG CCG CCG177

* % * % * Kk Kk KoKk * % * % * % * Kk kKoK * Kk Kk KoKk * % * % * Kk kK * * * % * %

rein. CCT CCT CCC CCC TCT CCT CCC CCG GCT GCC GCC TCT CCC CCG CCC TCT CCC CCT CCT CCC237
volv. cC@ cC@ acc cgc cGT cc@ cCH T-G GCE CCC GAT CCC C-- ——= === ——— ——= ——= ——— ---213

* % * % ** Kk * Kk * % * Kk * kK K * *

rein. CCT CCT CCC TCG CCT CCT CCC CCT GTT GCC CGG CTG CCC CCC TGG CCT CCG 288
VOolv., ——= —=— ——— ——— = ——— o o

| rein.: 0.21831
vohe: 0.21831

Abb. 2.28: Aminosdure- (A) und Nukleinsaurealignment (B) von shaft D bei
Chlamydomonas reinhardtii (GP2_Cr; rein.), Chlamydomonas incerta (GP2_Ci; inc.)
und Volvox carteri (GP2_Vc; wvolv.); Farben nach TAYyLoOR 1986 und
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color; grau hinterlegt  sind
synonyme Basenaustausche, unterstrichen sind nicht-synonyme Basenaustausche;
Phylogenetische Baume erstellt durch neighbor-joining nach SaiTou & NeI 1987.

Die oben beschriebenen Licken beim AS-Alingment haben
interessanterweise kaum einen EinfluB auf das Alignment der
Nukleinsdauresequenzen von shaft D. Hierbei zeigte sich, dass Volvox Uber
126 identische Nukleotide verfligt und 31 synonyme Basenaustausche
stattgefunden haben. Diese Basenaustausche erhalten entweder Prolin (29
Stk.) oder Serin (1), in der Summe entspricht dies einer Homologie von
etwa 54%.

Insgesamt 56 Basenaustausche sind nicht-synonym. Viel interessanter aber
ist die Beobachtung, dass sich beide NS-Sequenzen ohne Ausbildung einer

Licke oder ahnlichem alignieren lieBen.
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Diskussion

3. Diskussion
3.1 HRGPs aus der auBeren Zellwand von Chlamydomonas

incerta sind zu self assembly fahig

Bereits seit Anfang der 1970er Jahre sind Struktur und der Aufbau der
auBeren Zellwand von Chlamydomonas reinhardtii (ROBERTS et al. 1972,
HiLLs et al. 1972, ROBERTS 1974, GOODENOUGH & HEUSER 1985) sowie die
Struktur der in den Zellwandschichten W6 und W4 enthaltenen,
perchloratléslichen hydroxyprolinreichen Glykoproteine bekannt
(GOODENOUGH et al. 1986).

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften dieser Glykoproteine ist es,
dass sie sich nach Extraktion mit einem Chaotrop und Dialyse dessen
selbsttatig wieder zu einer Struktur zusammenlagern (CATT et al. 1978), die
der nativen Zellwand entspricht. GOODENOUGH et al. pragten 1986 daflr den
Begriff des self assembly und zeigten eine Methode, HRGPs aus der dauBBeren
Zellwand nach Extraktion chromatographisch voneinander in Reinfraktionen
zu trennen.

Zu Beginn dieser Arbeit, in welcher hauptsachlich die Art Chlamydomonas
incerta untersucht wurde, war nicht bekannt, ob sich trotz ihrer nahen
Verwandtschaft zu Chlamydomonas reinhardtii (COLEMAN & MAI 1997, LiISs et
al. 1997, Popescu et al. 2006) die bereits fir diese Spezies etablierten
Methoden zur Isolation und Reinigung von HRGPs auch fur Chlamydomonas
incerta eignen wurden.

So zeigte KoOP-WEIERSHAUSEN 2002, dass ein self assembly extrahierter
HRGPs aus Chlamydomonas incerta nicht mdglich ist. Als mdglicher Grund
daftr stand ein zu diesem Zeitpunkt unbekanntes Glykoprotein mit einer
Masse von ~ 195 kDa zur Diskussion, dass die Reassemblierung stort oder
verhindert. Dieses wurde Uber analytische SDS-PAGE im dialysierten
Zellwandextrakt identifiziert und konnte bei FPLC nicht von den restlichen
Proteinen getrennt werden, sondern blieb zusammen mit GP3 in einer
Fraktion. Diese Bindung an GP3 sollte der Grund daflr sein, dass ein self
assembly bei Chlamydomonas incerta nicht mdglich ist, da hierbei GP2 und
GP3 stochiometrisch (JoLk 1997) miteinander interagieren miuissen.

Ein homologes oder orthologes Glykoprotein mit ahnlicher Masse ist bei
Chlamydomonas reinhardtii nicht bekannt und wurde im Rahmen dieser

Arbeit auch nicht gefunden.
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Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt (vgl. Abb. 2.1 A und B), dass nach
Anwendung der von GOODENOUGH et al. 1986 fur Chlamydomonas reinhardtii
beschriebenen Methoden zur Extraktion und Reinigung von HRGPs auch bei
Chlamydomonas incerta erfolgreich anwendbar sind. Die im Proteinextrakt
enthaltenen Proteine zeigen nach analytischer SDS-PAGE das gleiche
charakteristische Laufverhalten sowie apparenten Molekulargewicht wie ihre
Homologe aus Chlamydomonas reinhardtii (vgl. Abb. 5.1 bis 5.3,
GOODENOUGH et al. 1986, figures 8 und 9).

Ebenso konnte gezeigt werden, dass hingegen der Ergebnisse friherer
Arbeiten die HRGPs der auBeren Zellwand von Chlamydomonas incerta zu
self assembly fahig sind (vgl. Abb. 2.1).

3.2 Nucleated assembly von HRGPS kann Hinweise auf

Homologien geben

Die Struktur sowie der Auf- und Zusammenbau der Zellwand von
Chlamydomonas reinhardtii sind mit mikroskopischen und biochemischen
Methoden sowohl in vivo, wie auch in vitro eingehend untersucht worden
(CATT et al. 1978, GOODENOUGH & HEUSER 1985, GOODENOUGH et al. 1986,
HEUSER 1980, HiLLs 1973, HiLLs et al. 1973, ROBERTS 1974, ROBERTS et al.
1972, 1981, 1985). Besonderes Interesse galt der perchloratléslichen
Zellwandschicht W6, da die in ihr enthaltenen Glykoproteine nach Dialyse in
vitro wieder zu einer nativen Struktur reassemblieren (HIiLLS 1973, HILLS et
al. 1973). Darlber hinaus wurde entdeckt, dass diese Glykoproteine per se
nur kleinere kristalline Strukturen ausbilden. Wenn ihnen jedoch extrahierte
Algenzellen, insbesondere mit einer intakten Wandschicht W2 vorliegen,
bilden sie groBere, zellwandartige Strukturen de novo. Besagte Wandschicht
wurde von ADAIR et al. 1987 als ,nucleating agent®, also zellen- bzw.
keimbildende Struktur bezeichnet, ohne die ein assembly von extrahierten
Glykoproteinen aus der Wandschicht W6 nicht stattfinden kann. Weiterhin
konnte ADAIR et al. 1987 zeigen, dass bei zellwanddefekten Mutanten ein
(nucleated) assembly nicht stattfindet. Anderseits koénnen aber
Glykoproteine von Chlamydomonas reinhardtii auf die Zellwand von Volvox

carteri und vice versa assemblieren.
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Somit wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass Glykoproteine zwischen
Arten kompatibel und in der Lage sind, eine artfremde Zellwand

aufzubauen.

Des Weiteren wurden zwei Theorien zum Zellwandaufbau erstellt:

1. alle nétigen Informationen zum Aufbau einer der Zellwand liegen in der
molekularen Struktur der Glykoproteine

2. der perchloratunlésliche Zellwandanteil besitzt spezifische

Bindungsstellen flr Glykoproteine und kann seinen Aufbau selbst initiieren.

Jedoch ist ein nucleated assembly selbst innerhalb einer Art nicht immer
madglich, wie fir die zellwandlosen Mutanten cw-2 (Stamm CC-851) und cw-
15 (Stamm CC-400) gezeigt wurde (ADAIR et al. 1987). Bei diesen Mutanten
liegt ein Defekt in der Wandschicht W1/W7 vor. Die Glykoproteine der
Ubrigen Wandschichten werden zwar synthetisiert, jedoch nicht zu einer
intakten duBeren Zellwand assembliert.

Bei einer anderen Art der Gattung, Chlamydomonas eugametos/moewusii
(CC-1419), war ein nucleated assembly ebenfalls nicht erfolgreich. Es wurde
vermutet, dass dies an der Beschaffenheit ihrer Zellwand liegt, welche
anders aufgebaut ist als die von Chlamydomonas reinhardtii (ROBERTS et al.
1982). Daraus wurde gefolgert, dass diese Art auf der Entwicklungslinie der
Volvocales liegt und mit Chlamydomonas eugametos nur weit entfernt
verwandt ist.

Neuere molekularbiologische und phylogenetisch ausgerichtete Arbeiten an
den Chloroplastengenen RbcL, AtpB und PsaB (NozAKI et al. 2002) sowie an
ITS-2 Sequenzen (PrROscHoOLD et al. 2005) konnten zeigen, dass
Chlamydomonas eugametos in der Tat auf einem weit entfernten Ast im
phylogenetischen Stammbaum der Volvocales liegt (vgl. NozAki et al. 2002,
figure 1,2,3) und sich mutmaBlich vor mehr als hundert Millionen Jahren
von Chlamydomonas reinhardtii getrennt hat (PROSCHOLD et al. 2001).
Aufgrund dieser Erkenntnisse und neueren Arbeiten zur Verwandtschaft von
Chlamydomonas reinhardtii und der dieser am nachsten verwandten Art,
Chlamydomona incerta (CC-3871) (COLEMAN & MAI 1997, Liss et al. 1997,
PROSCHOLD et al. 2005, PopPescu et al. 2006) wurde in dieser Arbeit versucht,
ein nucleated assembly mit den Glykoproteinen GP1, GP2 und GP3 dieser

beiden Arten durchzufiihren.

68



Diskussion

Dabei galt die Grundannahme, dass ein nucleated assembly zwischen Arten
der Volvocales, insbesondere mit dem Vielzeller Volvox gelingt, dies auch
mit Chlamydomonas incerta moglich sein sollte, zumal dessen nahe
Verwandschaft zu Chlamydomonas reinhardtii bereits mehrfach gezeigt
wurde (COLEMAN & MAI 1997, Liss et al. 1997, PROsScHoOLD et al. 2005,
PopPEscu et al. 2006).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mit FITC markiertes GP1 (s. 4.10) auf
einer arteigenen, extrahierten Algenzelle (ghost) reassembliert werden
kann, wenn eine durch zugegebenes GP2 und GP3 gebildete Wandschicht
W6A als template vorliegt (vgl. 2.2.1.1). Dabei machte es keinen
Unterschied, ob zelleigenes oder =zellfremdes GP1-FITC auf einem
extrahierten ghost assembliert wurde, stets wurde ein positives
Fluoreszenzsignal erhalten. Dies ist interessant, da durch Arbeiten von LEE
et al. 2007 bekannt ist, dass Schaftbereiche bei GP1 von Chlamydomonas
incerta insgesamt um 50 Aminosduren, dies entspricht einer Lange von
etwa 15 nm, gréBer als beim GP1 von Chlamydomonas reinhardetii ist.
Dieser oder auch weitere morphologische Unterschiede sind durchaus auch
bei den anderen GPs der Zellwandschichten W6 vorstellbar. Somit ware es
denkbar, dass ein nucleated assembly nicht moglich ist, weil die beteiligten
HRGPs rein morphologisch inkompatibel sind. Dies lasst sich jedoch nicht
mit der Methode des nucleated assembly zeigen, da er nicht spezifisch
genug ist, um einen korrekten Aufbau der auBeren Zellwand zu zeigen.
ADAIR et al. haben in ihren Versuchen stets elektronenmikroskopische
Aufnahmen verwendet, um einen korrekten Zellwandaufbau zu bestatigen,
was im Rahmen dieser Dissertation nicht durchgeflihrt werden konnte.
Schlussendlich ist bis heute nicht klar, an oder mit welchen Stellen des
Proteins und mit welchem Mechanismus die Glykoproteine GP1, GP2 und
GP3 die Wandschicht W6 bilden. ADAIR et al. (1987) haben flr die Versuche
zum nucleated assembly stets alle GPs aus der Wandschicht W6 verwendet,
so dass diese Frage nicht entgiiltig aufgeklart werden konnte.

Obiges Ergebnis stltzt die Erkenntnis, dass der Zellwandaufbau nach einem
festen Schema stattfindet. So wird bisher davon ausgegangen, dass sich
beim Aufbau der duBeren Zellwand zuerst die heteropolymere Wandschicht
WG6A ausbildet, auf die sich dann GP1 als homopolymere Schicht auflagern
kann und die abschlieBende Wandschicht W6B bildet (vgl. Abb. 1.5 und
ADAIR et al. 1987).
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Arbeiten im  Arbeitskreis konnten zeigen, dass nach einem
enzymvermittelten Zellwandabbau bei der Regeneration der Zellwand zuerst
GP1,5 sekretiert wird und danach erst die Glykoproteine GP2 und GP3. Es
wird angenommen, dass der Zellwandaufbau in einem bestimmten
Zeitrahmen stattfindet. In den ersten 60 Minuten wird die Uber die
Transglutaminasen quervernetzte Wandschicht W1 gebildet, danach werden
in einem zweistlindigen Zeitfenster die dauBeren Wandschichten W6 und W4
assembliert und erst zum Abschluss wird die durch Peroxidasen
quervernetzte Wandschicht W2 gebildet (WAFFENSCHMIDT, persdnliche
Mitteilung).

Um der Frage nachzugehen, ob GP1-FITC in der Lage ist zu reassemblieren,
wenn keine Wandschicht W6A als template vorliegt und ob das Protein an
weitere Oberflachen binden kann, wurde weitere Versuche gemacht. Diese
zeigten, dass GP1-FITC auf nicht intakte Wandschichten WG6A
reassemblieren kann (s. 2.2.1.3). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
GP1 an Oberflachen bindet, die eine zuckerhaltig sind (s. 2.2.2) und an
chemisch inerte Glasoberflachen nicht binden kann (s. 2.2.1.3).

Aus diesen drei Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass eine Interaktion von
Glykoproteinen maBgeblich davon abhangt, dass sie glykosyliert sind und
mit anderen Zuckern wechselwirken kénnen. So kann erklart werden, dass
GP1-FITC auf ghost reassemblieren kann, obwohl keine intakte Wandschicht
W6A als template vorliegt. Denn wenn die Grundlage der Assemblierung
lediglich das Vorhandensein von zuckerhaltigen Oberflachen ist, dann ist es
denkbar, dass GP1-FITC an andere Glykoproteine, die in der Restzellwand
des extrahierten ghost vorhanden sind, beispielsweise an die aus W2,
bindet. Unterstlitzt wird dieser Gedanke von Versuchen, in denen gezeigt
wurde, dass GP1-FITC an die Oberflaichen der Gelfiltrationsmaterialien
Sephadex und Sephacryl bindet. Diese Oberflachen enthalten Dextrane und
sind somit reich an Zuckern, mit denen das Glykoprotein wechselwirken
kann.

Zuletzt konnte in Negativkontrollen mit einem anderen, FITC-markierten
Protein gezeigt werden, dass ein positives Fluoreszenzsignal nicht von den
chemischen Eigenschaften des FITC herrihrt, sondern von Zucker-Zucker-
Wechselwirkungen. Weitere Versuche sind denkbar, in denen ein assembly

von deglykosylierten und mit FITC markierten HRGPs durchgeftihrt wird.
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Damit kdnnte gezeigt werden, ob ein assembly von den Zuckern des
Glykoproteins abhangig ist oder vom Proteinanteil und welche GPs

assemblieren kénnen.

3.3 HRGPs aus der auBeren Zellwand von Chlamydomonas

interagieren hochaffin miteinander

In friheren Diplomarbeiten im Arbeitskreis (JoLk 1998, WOLTERS 1999,
TSCHESCHE 2000) wurden bereits Untersuchungen zu der Interaktion der
Glykoproteine von Chlamydomonas reinhardtii gemacht. Diese wurden
sowohl mit Festphasenassays (JOLK) als auch mit Echtzeitanalysen
(TscHESCHE, WOLTERS) durchgefuhrt, dabei betont besonders TSCHESCHE die
Problematik von Echtzeitanalysen, in denen beispielsweise es auf eine sehr
genaue Kenntnis Uber die eingesetzte Proteinkonzentration ankommt.

Die Glykoproteine GP2 und GP3 binden hochspezifisch zu einem kristallinen
Gitter aneinander (GOODENOUGH & HEUSER 1985), wobei durch ELISA eine
Stoéchiometrie dieser Bindung von 1:2 gezeigt wurde, das heiBt ein Molekdl
GP2 bindet zwei Moleklile GP3 und umgekehrt (JoLk 1997). Die
Affinitatskonstante fiir diese Interaktion wurde durch Echtzeitanalysen mit
etwa 51 nMol bestimmt (TscHESCHE 2000).

Der in dieser Arbeit fur Untersuchungen zur Interaktion dieser Proteine
verwendete Festphasenassay konnte ebenfalls zeigen, dass bei der
Interaktion von GP2 mit GP3 und vice versa eine Absattigung jeweils bei
Zugabe der doppelten Konzentration des Bindepartners stattfand (vgl. Abb.
2.21 und 5.5). Dies wurde fiur Glykoproteine aus Chlamydomonas
reinhardtii, Chlamydomonas incerta sowie flur Kreuztest mit den
Glykoproteinen beider Spezies beobachtet.

JoLk und TscCHESCHE postulierten, dass dieser Absattigungseffekt
modglicherweise bedeutet, dass GP2 und GP3 jeweils zwei Bindestellen
fireinander besitzen. Dies wurde damit begrindet, dass GP2 Uber drei und
GP3 Uber vier globulare Domdnen verflugt, die zur Interaktion dienen
kénnten. Die verbleibende Domane von GP3 koénnte mit dieser an GP1
binden (TscHECHE 2000).
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Die hier durchgefihrten molekularbiologischen Untersuchungen zu
Homologie von GP2 konnten zeigen, dass dieses Uber vier
hydroxyprolinreiche Schaftbereiche verfligt. Von dessen Interaktionspartner
GP3 ist bekannt, dass er Uber flinf Schaftbereiche verfligt, wie auch das
Homolog bei Volvox carteri (LEE, persdnliche Mitteilung). Somit kénnte die
Theorie von TSCHESCHE zwar weiterhin bestand haben, jedoch lassen die
Ergebnisse in der hier vorliegenden Arbeit eher die Vermutung zu, dass flr
die Interaktion zwischen den Glykoproteinen nicht die globuldren Domanen
entscheidend sind, sondern die Schaftbereiche.

Dieser Schluss lasst sich aus der hohen Konservierung der Schaftbereiche
von GP2 (vgl. 2.4.4) ziehen, obwohl auch bekannt ist, dass gewisse
globulare Strukturbereiche bei den Zellwandproteinen VSP3 und GP1 sehr
stark konserviert sind (LEE, WAFFENSCHMIDT & GOODENOUGH, Manuskript in
Vorbereitung). TSCHESCHE hingegen schloss aus Experimenten mit
deglykosylierten Glykoprotein GP1, bei denen sich keine Unterschiede im
Bindeverhalten zeigten, dass der Zuckeranteil flir eine Interaktion nicht von
Belang sein kann. Diese Einschatzung TSCHESCHES kann insofern nicht geteilt
werden, da eine Deglykosylierung von HRGPs eine massive
Strukturveranderung mit sich ziehen muss. Es ist bekannt, dass die
Struktur der PPII-Helix maBgeblich von der Glykosylierung der
Hydroxyproline initiiert und stabilisiert wird (VAN HOLST & VARNER 1984,
STAFSTROM & STAEHELIN 1986, KiLz et al. 2001, FERRIS et al. 2005, LEE et al.
2007), was auch im Arbeitskreis durch mehrere Arbeiten gezeigt wurde.
Eine andere mdgliche Theorie ist, dass die Schaftbreiche von GP2 lediglich
als molekulare Abstandshalter dienen, damit die globuldaren Proteindomanen
ungestoért mit GP3 interagieren kdnnen. Daflr ware zum einen die in dieser
Arbeit beobachtete Konservierung von Schaftbereichen ndétig, da nur
dadurch repetitive AS-Sequenzen erhalten bleiben, somit eine korrekte
Glykosylierung und damit schlussendlich ein klar definierter Strukturbereich
gewahrleistet ist. Zusatzlich wiirde sich dadurch auch die Konservierung der
globularen Bereiche erklaren lassen, da dort fir eine Interaktion ebenfalls
klar definierte und unveranderbare Strukturen vorliegen muissten.
Bestatigen lassen sich beide Theorien an dieser Stelle nicht, da zu diesem

Aspekt eigene experimentelle Interaktionsdaten fehlen.
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Eine weitere Interaktion von Glykoproteinen wurde charakterisiert flir das
von GP2 und GP3 gebildete kristalline Gitter, auf welches sich GP1 auflagert
(JoLk 1998, WOLTERS 1999, TscCHESCHE 2000). Die Stdchiometrie dieser
Bindung wurde mit 1:1 (GP1 zu [GP2-GP3]) bestimmt (JoLk 1997), als
Bindungskonstante flr diese Interaktion wurden Kp-Werte von 280 nMol
(WOLTERS 1999) bis zu 1700 nMol (TsCHEcHE 2000) bestimmt.
Immobilisiertes GP1 alleine ist nicht in der Lage, einzelnes GP2 zu binden,
wie von JoLK gezeigt wurde. Dieser Effekt konnte aber durch Zugabe von
GP3 zur Ausbildung kompensiert werden, wobei Einzelversuche zeigten,
dass GP1 wohl aquimolar an GP3 binden kann. Letztere Beobachtung
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden, die eingangs
beschriebene Stéchiometrie der Interaktion (GP1-[GP2-GP3]) von 1:1 lieB
sich ebenfalls zeigen (vgl. Abb. 5.6) und flgt sich somit mit in das bisher
geltende Schema des Zellwandaufbaus ein (GOODENOUGH & HEUSER 1988,
TScCHECHE 2000).

Neben Versuchen zur Interaktion, bei denen unter anderem die
Stéchiometrie untersucht wurde, lag ein weiteres wichtiges Augenmerk auf
der Bestimmung von Affinitatskonstanten der beteiligten Glykoproteine.
Hierbei muss einleitend festgehalten werden, dass bei einem
Festphasenassay Endbestimmungen der Gleichgewichtskonstanten
durchgefihrt werden kdénnen, die Echtzeitanalyse mit Resonant-mirror
hingegen dynamischer gestaltet werden kann. Daher werden an dieser
Stelle die mit beiden Methoden bestimmten Affinitatskonstanten besprochen
und sollen miteinander sowie mit Angaben aus der Literatur verglichen
werden.

Die Methode des Festphasenassays nach Art des ELISA ist flr eine
prinzipielle Beobachtung von Ligand-Ligat-Interaktionen sehr gut geeignet
und wird zumeist im klinischen Bereich eingesetzt oder haufig auch, um
Ergebnisse aus Yeast Two-Hybrid Versuchen zusatzlich in vitro zu
bestatigen. Ebenso ist der ELISA aber auch fur Hochdurchsatzscreening
geeignet (Woitowicz et al. 2007, SANDERSON 2008), meist aber werden
damit keine quantitativen Analysen gemacht, obwohl der ELISA urspringlich
fur diesen Zweck entwickelt wurde (LEQUIN 2005).

Als eine von wenigen jlingeren Arbeiten wurde die von CHENE (2004) zum

Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Kinetiken herangezogen.
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CHENE demonstrierte eine Hemmung der Bindung des Proteins p53
(Tumorsuppressor) an dessen Suppressor MDM2. Hierbei wurden
Bindungskonstanten im Bereich von 8,7 x 10® Mol bis hin zu 5 x 10® Mol
ermittelt, was als eine hochaffine Bindungscharakteristik bezeichnet werden
kann (REHM 2000). In einer weiteren Arbeit, in der SYLVESTER-HVID et al.
(2002) die Bindung von Peptiden an MHC Klasse 1 charakterisierten,
wurden ebenfalls Kinetiken mit Kp-Werten im nanomolaren Bereich (3,4 x
10® bis 6 x 10° Mol) ermittelt. Dies zeigt, dass der ELISA sich durchaus
dazu eignet, Affinitdtskonstanten mit einer Empfindlichkeit bis hin zu 107
Mol zu ermitteln.

Far alle in dieser Arbeit untersuchten Interaktion von Glykoproteinen
miteinander, seien es zelleigene oder zellfremde, wurden
Affinitatskonstanten ermittelt, die ausnahmslos im nanomolaren Bereich
liegen (vgl. 2.3.2) und somit zeigen, dass die Glykoproteine von der

auBeren Zellwand von Chlamydomonas hochaffin miteinander interagieren.

Mit der Methode des Resonant-mirror (s. 4.7.2) bietet sich im Gegensatz
zum ELISA die Mdglichkeit, Bindungskinetiken in Echtzeit sowie getrennt in
Assoziations- und Dissoziationsphase zu betrachten, wohingegen beim
ELISA stets eine Endpunktbestimmung der Bindung stattfindet. Eine hohe
Anzahl verschiedenster Interaktionen ist mit Plasmonresonanz untersucht
worden, die Tabelle 3.1 zeigt einen Auszug davon, um die eigenen in dieser

Arbeit erhaltenen Daten zu vergleichen und in Kontext zu setzen.

Tabelle 3.1: Zusammenstellung einiger Affinitétskonstanten fiir Protein-Protein-
Interaktionen, bestimmt mit Plasmonresonanz.

Immobilisiertes Protein Ligand Ko [Mol] Referenz

TNF-alpha S-TNFR-i 5x 107 L1 et al. 2005
Avidin Biotin 3,6 x 10"*  HYTONEN et al. 2004
Streptavidin Biotin 1x10% HYTONEN et al. 2004
Herpes Simplex Virus Nectin-1 2,8x10° BERTUCCI et al. 2003
glycoprotein D

TVA RSV-A 10 x 107 Yu et al. 2003
Maspin Collagen 1 0,6 x 10°® BLACQUE & WORRALL 2003
TAP Tocopherol 4,6 x 107/ ZIMMER et al. 2000
HRG (histidine rich IgG 1,9 x 10°° GORGANI et al. 1999
glycoprotein) bis 3 x 107
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Die starkste bisher in der Biologie beschriebene Interaktion konnte zwischen
Avidin aus dem Huhnereiwei3 und Biotin, dem Vitamin H gezeigt werden.
Sie hat eine Affinitdt von etwa 10* Mol und ist somit um einen Faktor
100.000 hdher als die Bindung eines Antikdrpers an ein Antigen, die mit
etwa 10° Mol als hochaffin bezeichnet wird. Andere untersuchte
Interaktionen, z.B. die der Glykoproteine D aus Herpes Simplex oder dem
HRG, zeigen Affinitdtskonstanten, die mit 10 bis 10 Mol um einen Faktor
von 1000 voneinander variieren kénnen. Dennoch sind all diese Protein-
Protein-Interaktionen sehr affin.

Fir die Interaktion von Glykoproteinen der &uBeren Zellwand aus
Chlamydomonas konnten sowohl in dieser Arbeit (s. 2.3.3.1 und 2.3.3.2)
als auch in anderen Arbeiten (WOLTERS 1999, TscCHECHE 2000)
Bindungskonstanten bestimmt werden, die in Tabelle 3.2 zusammengefasst

sind.

Tabelle 3.2: berechnete Bindekonstanten bei der Interaktion von Glykoproteinen
aus Chlamydomonas reinhardtii (C.rein.) per Plasmonresonanz nach TSCHECHE 2000
(Tsche) und Wolters 1999 (Wolt).

X= an die Kivette gekoppeltes Glykoprotein, O= zugegebener Interaktionspartner,
nb= nicht bestimmt

GP1 GP2 GP3 Kp (Tsche) Delta Kp (Wolt) delta
C. rein. | C. rein. | C. rein. | [Mol] [Mol]

X o) 5,1x 108 +£2,1 |nb nb

o) X 5,1x108 +£2,1 |nb nb
(0] X X 1,7 x 10 +0,16 | 2,8x107 |+0,5

WOLTERS (1999) konnte mit der besprochenen Methode lediglich fir die
Interaktion von GP1 mit dem Komplex [GP2-GP3] eine Affinitatskonstante
ermitteln, diese liegt bei etwa 280 Nanomol, wohingegen TSCHESCHE (2000)
eine nochmals um einen Faktor 10 niedrigere Affinitat von 1700 Nanomol
ermittelte. Die eigenen bestimmten Konstanten fur diese Interaktion lagen
bei zelleigenen Glykoproteinen im Bereich von 110-196 Nanomol, sind also
noch etwas affiner wie von WOLTERS ermittelt. Bei der Interaktion
zellfremder Glykoproteine konnte nur fur die Konstellation GP1 aus
Chlamydomonas incerta mit [GP2-GP3] von Chlamydomonas reinhardtii

eine Affinitatskonstante ermittelt werden, diese lag bei 15 Nanomol.
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Fur die Interaktion GP1 aus Chlamydomonas reinhardtii mit [GP2-GP3] von
Chlamydomonas incerta konnte die Dissoziationskonstante nicht zuverlassig
ermittelt werden, so dass sich hier kein Kp berechnen lieB. Die
Assoziationskonstante K. jedoch konnte mit 3 x 10* Mol bestimmt werden,
dieser Wert korreliert mit dem von WOLTERS ermittelten (3,5 x 10%),
TSCHESCHE zeigte bei der oben genannten Interaktion eine um den Faktor 13
niedrigere Assoziation von 2,25 x 10° Mol .

Ein entscheidender Aspekt darf jedoch insbesondere bei der Bestimmung
der Affinitdtskonstante von GP1 nicht unbeachtet bleiben. Dieses
Glykoprotein kann in vivo an ein fertig ausgebildetes template von
[GP2-GP3] binden, da der Zellwandaufbau in einem bestimmtem Zeitfenster
stattfindet (vgl. 3.2). In vitro lasst sich dieser Zustand zwar vergleichbar
darstellen, jedoch ist es nicht moglich, die exakt (gleichen
Proteinkonzentrationen wie beim Zellwandaufbau in vivo einzustellen, da
diese nicht genau bekannt sind. Daher kann nicht ausgeschlossen werden,
dass in der Klvette nicht die idealen Proteinkonzentrationen zur Ausbildung
der Wandschicht W6A vorliegen und GP1 somit auf ein mdglichst natives
Umfeld zur Interaktion trifft. Eine korrekte Ausbildung von WG6A in vitro
kann derzeit mit keiner kommerziell erhdltlichen Methode geeignet
Uberpruft werden. Dies kdnnte einer der Grinde sein, dass bei dieser
Interaktion, insbesondere bei der Resonant-mirror Methode, experimentell
deutlich niedrigere Kp bestimmt wurden als bei der Verwendung des ELISA.
Von der Empfindlichkeit her betrachtet sind sich beide Methoden sicher
ebenblrtig, wie verschiedene Arbeiten zeigen konnten (SYLVESTER-HVID et
al. 2002, CHENE 2004, vgl. Tabelle 3.1).

Fur die Interaktion von GP2 mit GP3 konnten in dieser Arbeit
Bindekonstanten im Bereich von 20-54 Nanomol bestimmt werden.
Vergleichswerte fir diese Interaktion liegen lediglich von TSCHECHE vor und
betragen etwa 30-72 Nanomol. Von WOLTERS konnten keine
Affinitatskonstanten hierzu ermittelt werden, da die Bestimmung der
Dissoziationskonstante aufgrund einer starken, nicht durch Spllen mit
Puffer lI6sbaren Bindung von GP2 und GP3 unmdéglich war. Es konnten
jedoch Assoziationskonstanten bestimmt werden, die bei etwa 3 x 10> Mol

lagen.
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Zieht man in Betracht, dass die flr die Interaktion von GP2 mit GP3
bestimmten Dissoziationskonstanten stets bei 10> Mol lagen, so kommt
man bei einer hypothetischen Berechnung des Kp auf einen Wert von
160 Nanomol, der um einen Faktor 2 hoéher liegt, als eigene Messungen
oder die von TSCHECHE zeigen.

Zusammengefasst kann somit gesagt werden, dass sich die Interaktionen
der Glykoproteine GP1, GP2 und GP3 miteinander, gleich in welcher
Konstellation und ob zelleigene oder zellfremde Proteine verwendet werden,
stets in einem Wertebereich von etwa 10 bis 10® Mol liegen. Dabei zeigten
die beiden verwendeten Methoden, dass die mit ihnen ermittelten Daten in
sich  betrachtet konsistent sind, die mit ELISA bestimmten
Proteininteraktionen aber methodenbedingt aufschlussreichere Daten liefert

als die Echtzeitanalyse mit Resonant-mirror.
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3.4 GP2 besitzt bei den Volvocales hohe Homologien

Im Rahmen der Versuche zum nucleated assembly konnte gezeigt werden,
dass zellfremdes Glykoprotein GP1 auf perchlorat-extrahierte Algenzellen
reassemblieren kann. Altere Arbeiten zu diesem Thema konnten zeigen,
dass dies auch mit Glykoproteinen aus der Zellwand mehrzelliger Algen wie
Volvox und Gonium mdglich ist (ADAIR et al. 1987, ADAIR & APPEL 1989).
Biochemische, immunologische und strukturelle Untersuchungen konnten
zeigen, dass bei bis dato untersuchten Volvocales immer ein Glykoprotein
vorhanden ist, das homolog zu GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii ist
(ROBERTS et al. 1985, ADAIR & APPEL 1989, vgl. dort Fig. 3).

In dieser Arbeit wurden zunachst aus drei Arten der Volvocales,
Chlamydomonas incerta, Chlamydomonas reinhardtii und Volvox carteri,
Glykoproteine isoliert und mit praparativer SDS-PAGE getrennt.
Proteinbanden, die von Laufmuster und apparentem Molekulargewicht her
GP2 entsprachen, wurden ausgeschnitten und per MALDI-PMF analysiert.
Als Datengrundlage dienten die Datenbanken MASCOT sowie eine selbst
erstellte, in der alle extensinartigen Proteine aus Chlamydomonas
reinhardtii enthalten sind.

Diese Untersuchungen zeigten, dass bei GP2 der drei Arten auf
Aminosdaureebene 9% bis zu 22% der Aminosduren identisch sind.
Bemerkenswert an diesen Homologien ist, dass als Datengrundlage die AS-
Sequenzen von Chlamydomonas reinhardtii vorlagen, da diese die einzige
der drei Arten ist, die zum Zeitpunkt dieser Arbeit vollstandig sequenziert
und annotiert war. Dies bedeutet, dass die zahlreichen gefundenen Peptide
also nicht nur auf Homologie, sondern Identitat hinweisen.

Durch Alignments von Aminosduresquenzen konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass GP2 von Volvox carteri mit dem Homolog in Chlamydomonas
reinhardtii zu etwa 50% identisch ist (vgl. 2.4.2). Bei der durch
Sequenzierung ermittelten putativen AS-Teilsequenz von GP2 aus
Chlamydomonas incerta konnte eine 60%ige Identitat zu GP2 von

Chlamydomonas reinhardtii gezeigt werden (vgl. 2.4.3).
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3.4.1 Schaftbereiche von GP2 bei Volvocales sind hoch

homolog

Ein besonderes Augenmerk bei Untersuchungen zu Homologien bei GP2 lag
in speziellen Teilen der Proteinsekundarstruktur, den (hydroxy)prolinreichen
Schaftbereichen.

Von diesen Schaftbereichen besitzt GP2 insgesamt vier, diese verfligen Uber
repetitive Aminosauresequenzen und nehmen die Form einer PPII-Helix ein
(FERRIS et al. 2001, 2005). Zusatzlich sind diese Bereiche diejenigen im
Protein, an denen die O-Glykosylierung von Hydroxyprolin stattfindet.
LEE et al. (2007) vermuten, dass sich ein O-glykosylierter Schaft
hauptsachlich als eine Sequenz von Zuckerresten, vorstellbar wie eine
Flaschenblrste, der Zelle prasentiert und damit spezifisch intermolekulare
Wechselwirkungen ermdéglichen kann (vgl. VAN DEN STEEN et al. 1998). Dies
macht die polyprolinreichen Schaftbereiche zu einem wichtigen strukturellen
Bestandteil von GP2 und auch anderer Glykoproteine aus der &uBeren
Zellwand.

Weiterhin wurde bei einem Vergleich zwischen shafts von Agglutinen und
zwei weiteren Zellwandproteinen (GP1 und VSP3) gezeigt, dass Anderungen
in der Nukleotidsequenz tolerabel sind, wenn das repetitive AS-Motiv
erhalten bleibt. Bei den Schaftbereichen von GP1 sind in den Motiven PPSPX
beim X haufig die Aminosduren Alanin (59%), Prolin (13%) oder Valin
(11%) vertreten (LEE et al. 2007).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass bei Schaftbereichen von GP2 ebenfalls alle
fir extensinartige Proteine bisher beschriebenen hochrepetitiven AS-Motive
(LAMPORT 1993, KIELISZEWSKI & LAMPORT 1994, HALLMANN & KIRK 2000, SUZUKI
et al. 2001, FERRIS et al. 2005, HALLMANN 2006, vgl. 1.4) vorhanden sind.
Bei dem AS-Motiv PPSPX waren an der Position X am haufigsten die
Aminosauren Leucin, Alanin und Lysin vertreten.

Es ist auBerdem bekannt, dass in Schaftbereichen von GP1 bei
Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta in Positionen, an
denen flur Prolin oder Serin codiert wird, meist identische oder synonyme
Codons vorliegen (LEe et al. 2007). Die in dieser Arbeit untersuchten
Schaftbereiche zeigten bei einem Vergleich zwischen Chlamydomonas
reinhardtii und Chlamydomonas incerta keine oder nur sehr geringe

Unterschiede in der Nukleotidsequenz.
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Fir die Schaftbereiche von GP2 bei Volvox carteri wurde in dieser Arbeit
gezeigt, dass bei Codons, die flr Serin oder Prolin kodieren, in der Mehrheit
synonyme Basenaustausche stattgefunden haben, wie in Tab 3.1 dargestellt

ist.

Tab. 3.1: Vergleich von Basenaustauschen in Schaftbereichen von GP2 zwischen
Volvox und Chlamydomonas, kons. = konserviert

Basen davon

synonyme Prolin  Serin andere AS nichtsynonyme

Austausche kons. kons. konserviert  Austausche

shaft A 135 19 13 1 5 32
shaft B 138 13 10 2 1 33
shaft C 129 18 17 1 0 17
shaft D 126 31 29 1 1 56

Im Laufe der Evolution war es daher sehr wichtig, diese Schaftbereiche und
damit insbesondere Stellen fur die O-Glykosylierung zu erhalten, da sie
essentiell fur die Ausbildung der PPII-Helix und fir die Zell-Zell-Erkennung
sind. Dies wurde fir die Agglutinine (FERRIS et al. 2005) und auch andere
HPRGs in Landpflanzen bereits gezeigt (Wu et al. 2001).

Allerdings muss in diesem Zusammenhang erwahnt sein, dass auch
Untersuchungen vorliegen, in denen gezeigt wird, dass die globuldren
Domanen von GP1 zwischen Chlamydomonas reinhardtii  und
Chlamydomonas incerta ebenfalls stark konserviert sind, wahrend die
globuldaren Domanen der Agglutinine stark variieren (LEE, WAFFENSCHMIDT &
GOODENOUGH, Manuskript in Vorbereitung).

Die vergleichenden Analysen von hydroxyprolinreichen Schaftbereichen des
GP2 bei drei Arten der Volvocales in dieser Arbeit zeigen, dass diese
Homologien von 59% bis zu 93% besitzen (vgl. 2.3.4). Die Schaftbereiche
von Volvox waren stets diejenigen, die bei einer phylogenetischen
Rekonstruktion am weitesten von denen der anderen beiden Arten entfernt
waren. Dies ist insofern nicht verwunderlich, als dass durch phylogenetische
Untersuchungen mit SSU-rRNA gezeigt wurde, dass Volvox und
Chlamydomonas vor vermutlich 60 Millionen Jahren divergiert sind
(PROSCHOLD et al. 2001) und sich daher auch die HRGPs anders entwickelt
haben kdnnten.
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Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta hingegen sind vor
nur knapp 10 Millionen Jahren aus einem gemeinsamen Vorfahren
entstanden, so dass die hier gezeigte sehr hohe Homologie der
Schaftbereiche daflir spricht, dass sie nicht so weit voneinander divergiert

sind.

3.5 Ausblick

Weiterfihrende Untersuchungen zu den in dieser Arbeit behandelten
biochemischen und molekularbiologischen Aspekten von HRGPs aus
Chlamydomonas sollten im Wesentlichen noch drei weitere Punkte
behandeln.

So bieten neuere Techniken die Mdglichkeit, eine Interaktion mit
Plasmonresonanz unter kinetischen Gesichtspunkten zu betrachten und
gleichzeitig raumlich sowie zeitlich mit einem Mikroskop aufzunehmen.
Diese Techniken brachten einen sehr wichtigen Beitrag zum exakten
zeitlichen und raumlichen Aufbau der &uBeren Zellwand aus isolierten
Glykoproteinen.

Ferner ist es von groBen Wert, den Einfluss der Glykosylierung auf die
Interaktion eingehender zu untersuchen, um final die Frage zu klaren,
welcher strukturelle Teil der Glykoproteine wichtig flr ihre Interaktion und
den Aufbau der auBeren Zellwand sind, da hierzu keine eindeutigen
Ergebnisse vorliegen.

Zu guter Letzt kénnen weitere Sequenzdaten zu Genen aus Chlamydomonas
incerta und Homologievergleiche der Glykoproteine bei den Volvocales und
auch mit den Landpflanzen tiefergehende Kenntnisse dariber liefern, wie
Evolution und Divergenz der Zellwande von einzelligen Algen und den

Landpflanzen stattgefunden hat.
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4. Material und Methoden

4.1 Algenstamme

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Zellen der einzelligen Grinalgen
Chlamydomonas incerta (Stamm CC-3871) und Chlamydomonas reinhardtii
(Stamme CC-479, C(CC-478, CC-1731) des Chlamydomonas Center
(Department of Botany, Duke University, Durham NC, USA) verwendet.

4.1.1 Kulturmedium

Die Zellen wurden in Tris-Acetat-Phosphatmedium (TAP) nach GORMAN &
LEVINE, welches Hutners Spurenelementlésung (HUTNER et al. 1950) enthalt,
vegetativ kultiviert (in HARRIS 1989).

Hutners Spurenelementlésung
(nach HUTNER et al. 1950, in HARRIS 1989)

Substanz Konzentration (mMol/L)
Na,EDTA x 2 H,0 147,7
ZnS04 x 7 H,0 76,5

H3;BO4 183,5

MnCIz X 4 Hzo 25,8

FeSO,4 x 7 H,0 17,8

COC|2 X 6 H,O 6,7

CuS0O4 x 5 H,0 6,4
(NH4)6M07024 X 4 Hzo 0,9

Die Lésung wurde mit Aqua dest. auf 800 mL aufgefullt und bis zum
Siedepunkt erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde der pH-Wert mit
Kaliumhydroxid auf 6,8 eingestellt und die Losung mit Aqua dest. auf 1 L
aufgefillt.

4.1.2 Stammkulturen

Die Algenstammkulturen wurden in Reagenzglasern mit 10 mL sterilem
TAP-Medium ohne Bellftung bei 25 °C in einem 12 h Licht-Dunkel-
Rhythmus und einer Lichtstarke von 12000 Lux kultiviert.
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100 pL der gewachsenen Algen mit einer Zelldichte von ca. 2 x 10° Zellen

wurden wdchentlich bis zweiwdchentlich in frisches Medium Uberimpft.

4.1.3 Beliiftungskulturen

Die Beluftungskulturen wurden unter Luftzufuhr in 0,5 L oder
5 L-Erlenmeyerkolben mit 0,3 L bzw. 3,5 L TAP-Medium bei 25°C in einem
12 h Licht-Dunkel-Rhythmus bei einer Lichtstarke von 12000 Lux kultiviert.
Die Kulturen wurden je nach Zelldichte (ca. 2 x 10° Zellen) mit 0,5 bis 2 mL
Algenstammkultur in 0,5 L Erlenmeyerkolben angeimpft und flr vier Tage
kultiviert.

Danach erfolgte ein Umimpfen des kompletten Inhaltes des 0,5 L-
Erlenmeyerkolbens in einen 5 L-Erlenmeyerkolben und weitere Kultivierung

fur drei Tage.

4.1.4 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte pro mL wurde durch Auszahlen in einer Neubauer-
Zahlkammer (s. Abb. 2.1) mit 0,1 mm Kammertiefe und 0,05 mm
Seitenlange pro Kleinstquadrat bestimmt. Es wurden Aliquots der Kulturen
1:1 mit 0,5% Formaldehyd in der Zahlkammer gemischt und dadurch
fixiert. Beim Auszahlen wurden mindestens vier GroBquadrate
bertcksichtigt.

Die Zellzahl pro mL wurde mit folgender Formel berechnet:
(gezihlte Zellen x AxB) / C
mit = Verdlnnungsfaktor der Zellkultur-Aliquots
B = konstanter Kammerfaktor von 10*, um Schichtdicke und

GroBe auf 1 mL Volumen umzurechnen

C = Anzahl der ausgezahlten GroBquadrate
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Abbildung 4.1: Darstellung einer Zellzahlkammer nach Neubauer
(Quelle: LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf)

4.2 Isolierung und Reinigung von Glykoproteinen aus
Chlamydomonas

4.2.1 Praparation von Proteinen der perchloratloslichen
Zellwand

Mit Hilfe des chaotropen Salzes Natriumperchlorat wurden
Hydroxyprolinreiche Glykoproteine (HRGPs) aus der Zellwand der Algen
prapariert und nachfolgend angereichert sowie gereinigt. Schematisch lasst
sich dieser Vorgang wie folgt darstellen:

35 L Zellkultur (~ 2 x 10° Zellen pro mL)

- Zentrifugation der Algen
- Inkubation in 2 mol/L NaClO4 siehe Abschnitt 4.2.2
- Zentrifugation und Verwerfen des
Pellets
- Dialyse des Uberstandes gegen
Aqua dest.

Rohextrakt der perchloratldslichen
Zellwand (PSW)

- Gefriertrocknen des Uberstandes
- Losen in 1 mol/L NaClO,4 siehe Abschnitt 4.2.3
- Zentrifugation und Verwerfen des

Pellets
- Dialyse des Uberstands gegen

10 mMol/L EDTA, 0,05 % w/V NaNs
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1. Assembly der HRGPs der PSW

- Zentrifugation und Verwerfen des
Uberstandes siehe Abschnitt 4.2.4
- Pellet in 1 mol/L NaClO,
resuspendieren
- Zentrifugation und Verwerfen des
Pellets
- Dialyse des Uberstandes gegen
10 mMol/L EDTA, 0,05 % w/V NaNjs

2. Assembly der HRGPs der PSW

- Zentrifugation und Verwerfen des siehe Abschnitt 4.2.4
Uberstandes

- Pellet in 1 mol/L NaClO,4

resuspendieren

- Zentrifugation und Verwerfen des

Sedimentes

- Dialyse des Uberstands gegen

10 mMol/L EDTA, 0,05 % w/V NaN;

gereinigte Glykoproteine

4.2.2 Praparation der perchloratléslichen Zellwand

Die Gewinnung der perchloratléslichen Zellwand (PSW) wurde modifiziert
nach GOODENOUGH et al. (1986) durchgeflihrt. Bellftungskulturen der Algen
mit einem Volumen von etwa 35 L pro Praparationansatz bei einer
Zelldichte von etwa 2 x 10° Zellen pro mL wurden fiir 72 h bei 4 °C
aufbewahrt, damit die Zellen sich absetzen. AnschlieBend wurde das
algenfreie Medium per Saugstrahlpumpe entfernt und die Algen durch
Zentrifugation (2 min., 5000 g, 4 °C) pelletiert. Die Algenpellets wurden
dann in 50 mL Natriumperchloratlésung (2 mol/L) pro Zentrifugenbecher
resuspendiert, gepoolt und fir 30 min. bei 4 °C auf einem Schuttler (30
rpm) inkubiert.

Den Proteinrohextrakt der perchloratléslichen Zellwand erhielt man nach
Zentrifugation (10 min., 10000 g, 4 °C) im Uberstand. Dieser wurde drei

Tage bei 4 °C gegen mehrfach gewechseltes Aqua dest. dialysiert.
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4.2.3 Aggregate der perchloratioslichen Zellwand

Die bei der Dialyse des Rohextraktes prazipitierten Proteinkomplexe wurden
pelletiert (10 min., 15000 g, 4 °C) und der Uberstand gefriergetrocknet. Das
gefriergetrocknete  Lyophilisat wurde in  Natriumperchloratlésung
(1 mol/L) resuspendiert (etwa 1 mL pro mg Lyophilisat) und unlésliche
Rickstande pelletiert (10 min., 15000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde drei
Tage bei 4°C gegen 10 mMol/L EDTA; 0,05 % w/V NaNs; dialysiert.

Die dabei entstandenen Glykoproteinaggregate (1. Assembly) wurden
anschlieBend durch Zentrifugation (10 min., 15000 g, 4 °C) gewonnen.

4.2.4 Anreicherung der perchloratloslichen Zellwand-

Aggregate

Zur weiteren Anreicherung wurden die Glykoproteinaggregate erneut in
Natriumperchloratlésung (1 mol/L, etwa 1 mL pro mg Lyophilisat)
resuspendiert und die unldslichen Bestandteile pelletiert (10 min., 15000 g,
4 °C). Der Uberstand wurde drei Tage bei 4 °C gegen 10 mMol/L EDTA;
0,05 % w/V NaNs dialysiert und die entstehenden Glykoproteinaggregate
(2. Assembly) pelletiert. Die Proteinpellets wurden anschlieBend in 20 mL
Aqua dest. resuspendiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

4.2.5 Trennung der Glykoproteine der perchloratloslichen

Zellwand

Die Trennung der Glykoproteine der perchloratléslichen Zellwand erfolgte
durch Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC) nach GOODENOUGH et al.
(1986).

Als Trennphase diente eine Kationenaustauschersaule Typ HiLoad 16/10

Sepharose (Pharmacia) mit Sulfonat-Resten als funktionelle Gruppe.
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Folgende Laufpuffer wurden verwendet:

[A1] Kaliumacetat 50 mMol/L pH 3,5
[A2] Kaliumacetat 50 mMol/L pH 5,5
[B] Kaliumacetat 50 mMol/L, 1 mol/L KCl pH 3,5

Die Pufferlosungen wurden vor der Verwendung sterilfiltriert und die
Trennsdule vor der Chromatographie fir 30 min. mit Puffer A1 aquilibiert.
Nach einem Trennprogramm wdurde die Saule erneut fur 30 min. mit Puffer
A1l aquilibriert. Die zu trennenden Proben von Glykoproteinen mit bis zu 100
mg Gesamtproteinkonzentration wurden in maximal 45 mL Puffer [Al]
geldst und Uber eine Probenschleife auf die Saule aufgetragen.

Uber ein in der Steuereinheit gespeichertes Programm wurde durch
Mischen der Puffer A2 und B Uber ein Zweipumpen-System ein

diskontinuierlicher Kaliumchlorid-Gradienten von 0 bis 1 mol/L KCI erzeugt.

Tabelle 4.1: Programmablauf der FPLC

Bezeichnung Zeitpunkt |Elutionsvolumen | [KCI] in mol/L | [KCI] in mol/L
[min] [mL] bei Beginn bei Ende
Waschen A 0 40 0 0
Waschen B 20 40 0 0,1
Elution 1 40 40 0,1 0,1
Elution 2 60 120 0,1 0,19
Elution 3 120 40 0,19 0,2
Elution 4 140 120 0,2 0,23
Elution 5 200 140 0,23 0,27
Elution 6 270 60 0,27 0,5
Elution 7 300 60 0,5 1,0
Regeneration 330 60 1,0 1,0

Wahrend der Chromatographie mit einer konstanten Flussrate von
2 mL/min. wurde durchgangig die Extinktion bei 280 nm mit einem
UV-Spektrometer mit Durchflusszelle gemessen.

Es wurden Fraktionen von jeweils 8 mL aufgefangen. Die Peakfraktionen
wurden vereinigt, fliir mindestens 3 Tage gegen Aqua dest. dialysiert, durch
SDS-PAGE qualitativ analysiert und zur spateren Verwendung bei -20 °C

eingefroren.
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4.2.6 Reinigung der Glykoproteine der perchloratloslichen

Zellwand

Die weitere Reinigung (Rechromatographie) der nach 4.2.5 getrennten
Glykoproteine erfolgte ebenfalls durch FPLC nach GOODENOUGH et al. (1986).
Dies war noétig, falls die qualitative Analyse der nach 4.2.5 erhaltenen
Glykoproteine keine Proteinreinfraktionen ergab.

Als Trennphase diente eine Kationenaustauschersaule vom Typ Mono S 5/5
(Pharmacia) mit Sulfonat-Resten als funktionelle Gruppe. Es wurden die
gleichen Laufpuffer wie in 2.2.5 beschrieben verwendet.

Vor und nach jeder Chromatographie wurde die Saule fir 30 min. mit Puffer
[A1] aquilibiert. Die zu reinigenden Proben von Glykoproteinen mit bis zu
10 mg Gesamtproteinkonzentration wurden in maximal 10 mL Puffer [Al]
geldst und (iber eine Probenschleife auf die Séule aufgetragen. Uber ein in
der Steuereinheit gespeichertes Programm wurde durch Mischen der Puffer
A2 und B Uber ein Zweipumpen-System ein diskontinuierlicher

Kaliumchlorid-Gradienten von 0 bis 1 mol/L KCI erzeugt.

Tabelle 4.2: Programmablauf der FPLC

Bezeichnung| Zeitpunkt | Elutionsvolumen | [KCI] in mol/L | [KCI] in mol/L
[min] [mL] bei Beginn bei Ende

Waschen A 0 5 0 0
Waschen B 5 2 0 0
Elution 1 7 5 0 0,1
Elution 2 12 30 0,1 0,1
Elution 3 42 20 0,1 0,3
Elution 4 62 20 0,3 0,5
Reinigung 65 3 0,5 1,0

Die Chromatographie wurde wie in 4.2.5 beschrieben, jedoch mit einer
Flussrate von 1 mL/min. durchgefihrt und die Peakfraktionen entsprechend

vereint. Anstatt 8 mL wurde 1 mL pro Fraktion gesammelt.
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4.3 Elektrophoretische Methoden

4.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde modifiziert nach JAENICKE (1984)
und SAMBROOK et al. (1989) in einem vertikalen Flachbettgel mit einer

Schichtdicke von 1,6 mm und einer Flache von 14 x 14 cm durchgeflhrt.

Von den in H,O gelésten Proben von PSW oder reinen HRGPs wurde
zunachst der Proteingehalt (s. 4.4) bestimmt, danach entsprechend die
gewlinschte Proteinmenge von 5-300 pg in maximal 50 pyL im Verhaltnis 1:1
mit Dissoziations-Probenpuffer versetzt und zur Reduzierung von
Disulfitbriicken 5 pL 2-Mercaptoethanol zugegeben. Zur Trennung unter
nicht-reduzierenden Bedingungen wurde im Probenpuffer  auf
2-Mercaptoethanol verzichtet.

Die Proben wurden fir 5 min. bei 95 °C in einem Thermoblock erhitzt und
danach direkt mit einer Hamilton-Spritze in die Probentaschen aufgetragen.
Wahrend der Fokussierung der Proben im Sammelgel erfolgte die
Elektrophorese bei einer Stromstdarke von 35 mA. Bei Erreichen des

Trenngels wurde die Stromstarke auf 45-50 mA erhoht.

Dissoziations-Probenpuffer

Stammlésung Menge [mL] Konzentration [mMol/L]
10% SDS 4,0 140,0
0,5 Mol/L Tris/HCI, pH 6,8 2,5 125,0
0,5% Bromphenolblau 0,01 7,23 x 1073
Glycerin 2,0 2,73
Aqua dest. 1,49 —
> 10,0

Elektrophoresepuffer (pH 8,3)

Stammlésung Menge [mL] Konzentration [mMol/L]
10% SDS 10 3,5
0,5 M Tris, pH 8,3 50 25
10% Glycin 100 192
Aqua dest. 840 —
2. 1000
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4.3.2 SDS-Minigelelektrophorese

Zur Herstellung von Minigelen (Schichtdicke 1,6 mm; 5,5 x 8,5 cm) wurden
die in 2.3.1 aufgefihrten Ldsungen zu jeweils einem Flnftel der
angegebenen Menge verwendet. Wahrend der Fokussierung der Proben im
Sammelgel erfolgte die Elektrophorese bei einer Stromstdarke von 10 mA.
Diese wurde auf 15 mA erhéht, nachdem die Laufmittelfront das Trenngel
erreicht hatte.

4.3.3 Gelelektrophoretische Molekulargewichtsbestimmung

Das apparente Molekulargewicht von Proteinen wurde aus ihrem
Wanderungsverhalten bei der SDS-PAGE ermittelt. Dazu wurden parallel zu
den Proteinbanden Standardproteingemische aufgetragen. Verwendet
wurden hierzu PageRuler™ Protein Ladder und PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas, St.Leon-Rot), die ein Gemisch rekombinanter

Proteine enthalten.

Tabelle 4.3: Fermentas Proteinmassenstandards

Protein Ladder prestained Protein Ladder
Proteine Molekulargewicht Proteine Molekulargewicht
[kDa] [kDa]
200 170
150 130
120 100
100 72
rekombinantes 85 rekombinantes 55
Protein 70 Protein 40
60 33
50 24
40 17
30 11
25
20
15
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4.4 Proteinbestimmung

4.4.1 Qualitative Proteinbestimmung

4.4.1.1 Coomassie-Blaufarbung von SDS-Gelen

Diese von JAENICKE (1984) beschriebene Methode zur unspezifischen

Proteinfarbung sah folgende Schritte vor:

1. Fixieren 45% (V/V) Methanol; mind. 1 h
10% (V/V) Essigsdure oder UN
2. Farben 45% (V/V) Methanol;
10% (V/V) Essigsaure; 30 min.
0,2% (w/V) Coomassie Brilliant
Blue R-250
3. Entfarben 20% (V/V) Methanol; 3x2h
10% (V/V) Essigsaure
4. Spulen Aqua dest. 3 x 1 min.

Ein Vorteil an dieser Methode ist, dass Gele, deren Proteinbanden unter der
Nachweisgrenze von 0,1 pg Protein liegen, nach grindlicher Entfarbung
anschlieBend mit der nachfolgend beschriebenen  Silberfarbung
(Nachweisgrenze 0,1 ng Protein) untersucht werden konnten.

Die Gele wurden nach Farbung zur Dokumentation auf einem
Flachbettscanner eingescannt.

Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden die Gele zuerst auf ein Filterpapier,
dann luftblasenfrei zwischen zwei angefeuchtete Zellglasfolien gelegt und in
einem Geltrocker mit vierstindiger Zuschaltung einer Heizung unter

Vakuum Uber Nacht getrocknet.
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4.4.1.2 Silberfarbung von SDS-Gelen

Die nach HEUKESHOVEN und DERNICK (1985) modifiziert durchgefihrte

Silberfarbung sah folgende Arbeitsschritte vor:

1. Fixieren 50 % (V/V) Methanol; mind. 1 h
12 % (V/V) Essigséure; oder UN

0,05 % (V/V) Formaldehyd

2. Waschen 50 % (V/V) Ethanol 3 x 20 min.

3. Vorbehandeln 0,2 % (w/V) Natriumthiosulfat 1-2 min.

4. Spulen H,O dest. 3 x 1 min.

5. Farben 0,2 % (w/V) Silbernitrat; 30 min.
0,075 % (V/V) Formaldehyd

6. Spllen Aqua dest. 3 x 1 min.

7. Entwickeln 6 % (w/V) Natriumcarbonat; bis zu 10
0,05 % (V/V) Formaldehyd; min.

0,004 % (w/V) Natriumthiosulfat
8. Stoppen 50 % (V/V) Methanol; 12 % (V/V) 10 min.
Essigsaure

9. Waschen 50 % (V/V) Methanol 1h

10. Spllen Aqua dest. 3 x 1 min.

Dokumentation und Aufbewahrung der Gele erfolgte wie in 4.4.1.1

beschrieben.

4.4.2 Quantitative Proteinbestimmung

Von den nachfolgend beschriebenen Methoden wurde in der Regel die

Proteinbestimmung nach WARBURG & CHRISTIAN (1942) durchgefiihrt, um

vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Die Mikro-Lowry Methode (PETERSON

1977) diente als Kontrolle oder wurde nur in speziellen Fallen angewandt.

4.4.2.1 Warburg und Christian

Diese in Abanderung nach JAENICKE (1984) verwendete Methode ist gut zu

einer schnellen Abschatzung der Proteinkonzentration geeignet, da sie

simpel und ohne Probenverlust durchflihrbar ist. Es wurde die Extinktion

verdunnter Proteinldsungen bei 260 nm und 280 nm gemessen und die

Proteinkonzentration nach folgender Gleichung berechnet:

Proteinkonzentration [mg/mL] = 1,45 x E;g0 — 0,74 X Eeo
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4.4.2.2 Mikro-Lowry

Diese empfindliche Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde von PETERSON (1977) entwickelt. Eine optimale Quantifizierung

erreicht man bei einer Proteinkonzentration von 10 bis 50 ug/mL.

Folgende Losungen wurden verwendet:

Lésung 1: 0,8 mol/L NaOH

Lésung 2: 10 % SDS

Losung 3: Cu-Tartrat-Reagenz:
0,5 g CuSO4 x 5 H,0 und 1 g K-Na-Tartrat werden in 250 mL H,0
dest. gelést und dazu 250 mL einer 20%igen Na,COs-Ldsung
gegeben

Lésung 4: 20 % (V/V) Folin-Ciocalteu-Reagenz (FCR)

Zu 400 pL Proteinprobe wurden 400 pL eines frisch angesetzten Gemisches
der Micro-Lowry-Lésungen 1, 2 und 3 sowie H,O dest. im Verhadltnis 1:1:1:1
gegeben.

Nach 10 min. wurden jeweils 200 pL FCR zugesetzt und das Gemisch fur
30 min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die durch Reduktion des
Folinreagenzes entstehende blaue Farbung wurde dann photometrisch bei
einer Wellenlange von 750 nm gemessen.

Zur  Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde bei jeder
Proteinbestimmung eine BSA-Verdinnungsreihe (0, 10, 20, 25, 40 und
50 pg/mL) erstellt und per Doppelbestimmung daraus eine Eichgerade

ermittelt.

4.5 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die nach 4.2.5 oder 4.2.6 gereinigten nativen Glykoproteine wurden zur
Bestimmung des Circulardichroismus in einer Konzentration von 0,2 mg/mL
in H,O dest. oder phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) eingesetzt. Die
CD-Spektren wurden an einem J]-715-Spektralphotometer der Firma Jasco
aufgezeichnet, welches zuvor nach Herstellerangaben mit Ammonium-d-10-
Kampfersulfat geeicht wurde. Als Klvette diente eine thermisch kontrollierte

Quarzglaszelle mit einer Schichtdicke von 0,1 cm.
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Die CD-Spektren wurden im Wellenlangenbereich von 250 bis 180 nm mit
einer Messgeschwindigkeit von 50 nm/min. aufgenommen. Es wurde eine
Temperatur von 5 °C bei einem Stickstoffstrom von 7 L/min. eingestellt.

Fir jede CD-Bestimmung wurden pro Probe 20 Spektren akkumuliert und
mit der zugehodrigen Software von Jasco die gemessenen Spektren nach
Abzug der Basislinie (H,O dest. bzw. PBS) geglattet.

PBS (pH 7,4)

Substanz Konzentration (mMol/L)
NaCl 136

KCI 3

Na,HPO, 1

KH,PO, 1,7

4.6 Immunochemische Methoden

4.6.1 Biotinylierung von Proteinen

Die Biotinylierung von Glykoproteinen erfolgte abgewandelt nach DELLA-
PENNA et al. (1986). Es wurde 1 mg trockenes Protein in 1 mL einer
NaHCOs-Lésung (0,1 mol/L, pH 9) aufgenommen und mit 500 pL NHS-
Biotin (1 mg/mL in Dimethylformamid) gemischt.

Die Inkubation erfolgte lber Nacht bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler.
Nach Inkubation wurden die biotinylierten Proteine 6 Tage gegen H,0 dest.
dialysiert, um Uberschissiges NHS-Biotin zu entfernen und abschlieBend in
einer Evaporatorzentrifuge getrocknet.

Eine qualitative Kontrolle, ob die Biotinylierung erfolgreich war, wurde durch
SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Blot durchgefiihrt.

4.6.2 Proteintransfer auf Blottingmembranen

Beim Western-Blot wurden Proteine durch Elektroelution von SDS-Gelen auf
PVDF-Membranen (bertragen und konnten dadurch immunologisch

nachgewiesen werden.
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Der Proteintransfer erfolgte nach der Methode von KYSE-ANDERSON (1984)
unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems in einer
halbtrockenen Blottingkammer. Zum Transfer wurde eine Dauer von 60

min. bei einer Stromstarke von 0,8 mA pro cm? Membranflache gewéhlt.

Als Puffersystem wurden die folgenden Puffer verwendet:

Kathodenpuffer (pH 9,4)

Substanz Konzentration (mMol/L)
Trishydroxymethyl- 30
aminoethan (Tris)

6-Aminohexan 40
Methanol 20% (V/V)

Anodenpuffer 1 (pH 10,4)

Substanz Konzentration (mMol/L)
Tris 300
Methanol 10% (V/V)

Anodenpuffer 2 (pH 10,4)

Substanz Konzentration (mMol/L)
Tris 25
Methanol 10% (V/V)

4.6.3 Immunodetektion

Nach dem Blotting biotinylierter Glykoproteine erfolgte als Nachweis eine
Immunfarbung abgewandelt nach ToBwIN et al. (1979).

Zur Absattigung der noch freien Bindungsstellen wurde die Membran Uber
Nacht bei 4 °C mit 1% Magermilchpulver in Tris-gepufferter Kochsalzlésung
(TBS) inkubiert. Danach wurde zwei Mal flir 5 min. mit TBS gewaschen und
fir drei Stunden mit dem primdren Antikdérper Avidin-Peroxidase (1:10.000
in TBS/1% BSA, Sigma-Aldrich) bei RT inkubiert. Alle Inkubations- oder

Waschschritte erfolgten auf einem Schiittler.
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Nach Inkubation mit dem primaren Antikérper wurde die Membran drei Mal
fir 5 min. mit TBS gewaschen und die Substratlésung fir die Farbreaktion
zugegeben. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Farbreaktion
durch Entfernen der Substratlésung und Zugabe von TBS gestoppt.

Es wurden folgende Lésungen verwendet:

TBS (pH 8)
Substanz Konzentration (Mol/L)
Tris 1
NaCl 0,15
Farbsubstrat:
Stammldsung Konzentration [mMol/L] Endgehalt
[%]
TBS 80 V/V
4-Chloro-1-naphthol 0,4
Ethanol 20 V/V
30 % H,0, 0,002 V/V

Das 4-Chloro-1-naphthol wurde in 6 mL Ethanol gelést und mit 24 mL TBS
gemischt. Zu dieser Lésung wurden 60 pL einer 30%igen H,0,-Ldsung

gegeben.
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4.7 Interaktionsanalysen

4.7.1 Interaktionsanalysen durch ELISA
4.7.1.1 Titerplatten Typ Greiner Microlon

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) wurde in hochbindenden
Mikrotiterplatten (Greiner Microlon 600 High Binding) durchgefihrt. Es
wurden gereinigte Glykoproteine in verschiedenen Konzentrationen als
Antigen in die Wells pipettiert und zur Bindung an die Oberflache tber Nacht
bei 4°C auf einem Schittler inkubiert. Die nachfolgenden

Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler.

Tabelle 4.3: schematische Ubersicht des ELISA

1. Waschen 3 x 200 yL PBS

2. Blocken 200 uL PBS/ 1% BSA 60 min.

3. Waschen 3 x 200 uL PBS

4. Inkubation Biotinyliertes Glykoprotein 180 min.

5. Waschen 3 x 200 uL PBS

6. Inkubation 50 pL Avidin-Peroxidase 60 min.
1:10000 in PBS/ 1% BSA

7. Waschen 3 x 200 uL PBS

8. Farbreaktion 50 pL Farbsubstrat fur Avidin-Peroxidase 15-30 min.

9. Messung Messung der Extinktion bei 490 nm

Tabelle 4.4: Farbsubstrat flir Avidin-Peroxidase:

Stammldsungen Konzentration [mMol/L] Endgehalt
[%]
Zitronensaure 3,8 25,7 V/V
Na,HPO, 8,2 24,3 V/V
o-Phenylendiamin 3,7 0,04 Vv/V
35 % H,0, 1,2V/V
H,O dest. — 50 v/V
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4.7.1.2 Titerplatten Typ Nunc Covalink

Diese Platten mit der Bezeichnung Covalink zeichneten sich dadurch aus,
dass sie mit sekundaren Aminen als funktionelle Gruppe beschichtet sind.
Durch eine chemische Reaktion mit Sulfo-N-hydroxysuccinimid (Sulfo-NHS)
und 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) kdnnen Proteine
nach Aktivierung mit ihrem Carboxyterminus kovalent an das sekundare
Amin gebunden werden.
Es wurden wie in 2.6.3 beschrieben gereinigte Glykoproteine in
verschiedenen Konzentrationen als ,Antigen"™ in die Wells pipettiert und
kovalent an die Titerplatte gekoppelt. Die nachfolgenden Inkubationsschritte
erfolgten bei RT auf einem Schittler.
Die Durchfliihrung des ELISA selbst erfolgte nach zwei unterschiedlichen
Methoden:

¢ nach RASMUSSEN (1990)

e nach SONDERGARD-ANDERSEN et al. (1990)

Tabelle 4.5: ELISA nach RASMUSSEN (1990)

1. Kopplung zum Protein pro Well je 50 pL 120 min.
Sulfo-NHS (5 mMol/L) und EDC
(60 mMol/L) bei RT
2. Waschen A 2 x 250 uL CovaBuffer
3. Waschen B 1 x 250 pL CovaBuffer 15 min.
4. Inkubation biotinyliertes Glykoprotein 180 min.
5. Waschen A 2 x 250 yL CovaBuffer
6. Waschen B 1 x 250 pyL CovaBuffer 15 min.
7. Inkubation 100 pL Avidin-Peroxidase 60 min.
1:10000 in PBS/ 1% BSA
8. Waschen A 2 x 250 pL CovaBuffer
9. Waschen B 1 x 250 pyL CovaBuffer 15 min.
10. Farbreaktion 100 pL Farbsubstrat fir Avidin-Peroxidase 15-30 min.
11. Messung Messung der Extinktion bei 490 nm
CovaBuffer
Substanz Konzentration [mol/L]
NaCl 2
MgSO, x 7 H,O 0,04
Tween 20 0,5% V/V
PBS ad 1000 mL
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Tabelle 4.6: ELISA abgewandelt nach SONDERGARD-ANDERSEN et al. (1990)

1. Kopplung zum Protein pro Well je 50 pL 60 min.
Sulfo-NHS (5 mMol/L) und EDC
(60 mMol/L) bei 4 °C

2. Waschen 3 x 200 yL PBS

3. Blocken 200 uL PBS/ 1% BSA 40 min.
4. Inkubation biotinyliertes Glykoprotein 180 min.
5. Waschen 3 x 200 uL PBS

6. Inkubation 100 pL Avidin-Peroxidase 60 min.

1:10000 in PBS/ 1% BSA

7. Waschen 3 x 200 yL PBS

8. Farbreaktion 100 pL Farbsubstrat flir Avidin-Peroxidase 15 min.
9. Messung Messung der Extinktion bei 490 nm

4.7.2 Interaktionsanalysen durch Resonant-mirror

Mit der Verwendung des Gerates IASys plus (Affinity Sensors/ NeoSensors)
wurde eine Methode gewdhlt, die eine Echtzeit-Interaktionsanalyse auf
Basis einer der Plasmonresonanz verwandten Technik mit nativem
Ausgangsmaterial ermdglicht (Ubersicht in: CusH 1993, HANEL & GAUGLITZ
2002).

Hierbei wird polarisiertes Laserlicht durch eine als Prisma wirkende
Quarzglasschicht in einer Kulvette (s. Abb. 4.2) an eine dinne
Kopplungsschicht mit niedrigem Refraktionsindex gestrahlt und dort

reflektiert.

Abb. 4.2: Darstellung einer Kiivette (A) und des dazugehdrigen Gerates zur
Messung der Plasmonresonanz, der IASys Plus (B)

99




Material und Methoden

Es kommt dabei jedoch nicht zu einer Totalreflexion, sondern die Energie
des eingestrahlten Lichts setzt sich als elektromagnetische Welle durch die
Kopplungsschicht fort, da sie sich dort nicht ausbreiten kann. Dabei nimmt
die Amplitude der Welle exponentiell ab. In der aufliegenden, dichteren
Resonanzschicht mit hohem Refraktionsindex wird sie abermals reflektiert.
Zwischen diesen beiden Schichten baut sich nun ein schwingendes oder
evaneszentes Feld auf, das reflektierte Restlicht gelangt wieder zurick in
die Quarzglasschicht. Bei dem oben beschriebenem Vorgang wird das Licht
um 90° gedreht, so dass es bei Durchtritt durch einem zweiten Polarisator

gemessen werden kann (Schema s. Abb. 4.3).

Magnetriinrer

Konniunasschicht =

Koppiungsschich ~

li Laser /
1 v f‘
\\ / I cen 4 o
=  Polari- —// 0 /| T= letekit Viiinkei am Detektor
sator reflektiertes (in Bogensekunden)
Licht

Laserbewegung (10°)

Abb. 4.3: Schema der Resonant-mirror-Methode, mit Prism ist die Quarzglasschicht
bezeichnet, der Ligand bindet an der violetten Sensorschicht, die Bestandteil des
Probennapfes ist. Reflektiertes Licht (schwarze Pfeile) wird durch einen zweiten
Polarisator gelenkt und von einer Detektoreinheit (blau) gemessen (Bildnachweis:
NeoSensors Ltd., Sedgefield, UK).

Bindet nun ein Ligand an die Sensorschicht, so andert sich der
Brechungsindex an der Flache. Dies fihrt zu einer minimalen Anderung des
Resonanzwinkels, die in Bogensekunden gemessen wird und sich
proportional zur Menge an gebundenem Liganden andert.

Bei der Plasmonresonanz wird vom Gerat ein winkelabhangiger
Intensitatsverlust des an einer Kiuvette einstrahlenden monochromatischen
Lichts gemessen, wahrend sich beim Gerat IAsys plus, das nach dem Prinzip

des Resonant mirror arbeitet, eine winkelabhangige Intensitatsverschiebung

gemessen wird.
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Vom Grundprinzip unterscheiden sich also die beiden Methoden, bei beiden
wird jedoch eine "Response" gemessen, die proportional zu einer Menge an
gebundenem Liganden in ng pro mm? Fléche ist und daher vergleichbare

Ergebnisse liefert.

4.7.2.2 Immobilisierung von Glykoproteinen an CMD-Kiivetten

Die Kopplung von Glykoproteinen (GPs) als Liganden an eine
Carboxymethyldextran-Matrix (CMD) erfolgte Uber eine Aktivierung von
Carboxylgruppen mit EDC/ NHS und der anschlieBenden kovalenten
Bindung des Aminoterminus des Glykoproteins als sekundares Amin an
CMD.

N—R,
Carboxymethyldextran- " -
Matrix (CMD) JOH + ¢ Ethylcarbadimid
c
i

0 "

1r
¥

",
>\ !
c

0— C
[0 N R,
i 0 )LO
HO- N\j M-hydroxysuccinimid
Voo
O 0
Yo oot s,
(\c + o=c¢
0 NH —R,

aktiviertes ChD

A 0
P\Cﬁ—"i“j +  HM — Ligand
]
0 o
l 0
|
}/NH—Ligand + HO-NQ M-hydroxysuccinimid
i
0

v]
imrobilisierter Ligand

t Succinimid-Ester

Abbildung 4.4: Kopplung von Proteinen an eine CMD-Matrix Gber EDC/NHS
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Die Kopplung eines Proteins an die CMD-Matrix sah folgende Schritte vor:

Tabelle 4.7: Schema der Kopplungsreaktion eines Glykoproteins als Liganden

Schritt Dauer

Waschen mit PBS/T 4x 5 min.
Aktivierung mit je 50 pL EDC und NHS 3x 5 min.
Waschen mit PBS und Basislinie aufzeichnen 4x 1 min.
Immobilisieren mit Na-Acetat (10 mMol/L) 3x 2 min.
Esterinaktivierung mit Ethanolamin (1 mol/L, pH 8,5) 3x 2 min.
Beladen mit 1ug Ligand/ Glykoprotein 3x 5 min.
Waschen mit PBS 4x 1 min.
Waschen mit PBS/T 4x 2 min.
Waschen mit PBS 4x 1 min.
Blocken mit PBS/5% BSA 2x 5 min.
Waschen mit PBS/T 4x 1 min.
ungebundenes GP entfernen mit NaOCl,; (2 mol/L) 3x 2 min.
Waschen mit PBS 4x 1 min.

Alle verwendeten Lésungen wurden in Volumina von jeweils 100 uL in die

CMD-KUvette gegeben.

EDC

Substanz Konzentration
1-Ethyl-3-(3-dimethylamino 200 mMol/ mL

propyl)-carbodiimid

NHS

Substanz Konzentration
N-Hydroxysuccinimid 50 mMol/ mL
PBS/T

Substanz Konzentration
Tween 20 50 mMol/ mL
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4.7.2.3 Kopplung eines Glykoproteins als Interaktionspartner

Eine Interaktionsmessung eines GPs mit einem nach 4.6.4.2.2 gekoppelten
GPs erfolgte in vier Schritten. Es wurde zunachst eine Basislinie des Signals
aufgenommen, danach wurde der Interaktionspartner in die Kulvette
gegeben wund die Interaktion Uber einen Zeitraum von 10 min.
aufgezeichnet. Hiernach wurde der Interaktionspartner entfernt und die

Klivette mit Natriumperchlorat (2 mol/L) regeneriert.

Tabelle 2.8: Schema der Kopplung eines Interaktionspartners

Schritt Dauer
Waschen mit PBS 4 X 1min.
Assoziation von 1 pg GP/ 2 X 5 min.
Interaktionspartner

Waschen mit PBS 4 x 1min.
ungebundenes GP entfernen mit 4 x 1 min.

NaOCl, (2 mol/L)

Bei einer Interaktion mit mehr als einem GP als Interaktionspartner wurde
nach der Assoziation nicht mit Natriumperchlorat regeneriert, sondern erst

das zweite GP assoziiert.

4.7.2.4 Datenauswertung

Die Auswertung der mit dem Gerat IASys plus erhaltenen Daten wurde mit
dem Programm Scrubber2 (Center for Biomolecular Interaction Analysis,
University of Utah) durchgeflhrt.

Aus den Daten wurden drei kinetische Konstanten ermittelt:

Assoziationskonstante Kass in mol™® x st
Dissoziationskonstante Kpiss in s-1
Gleichgewichtskonstante Ko in mol x I'"*

Nach dem Massenwirkungsgesetz gilt flr Kp: Kp = Kpiss / Kass
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4.8 Molekularbiologische Methoden

4.8.1 Bakterienstamme

Far  molekularbiologische  Arbeiten wurde der Modellorganismus
Escherischia coli, Stamme DH5a (GRANT et al. 1990, Institut fir Genetik der
Universitat zu KéIn) und XL-1 Blue (Stratagene) verwendet.

Zur Vermehrung wurden diese, falls nicht anders angegeben, in LB-Medium
(lysogeny broth, SAMBROOK et al. 1989) bei 37 °C in Schikanenkolben bei

~ 100 rpm auf einem Schittler kultiviert.

4.8.2 Phagenbank von Chlamydomonas incerta

Zur Sequenzierung des Gens GP2 wurde als Template eine Phagenbank des
Genoms von Chlamydomonas incerta verwendet. Dessen genomische DNA
wurde teilweise mit Sau3AI verdaut und Fragmente von 15-22 kb Lange in
mit BamHI/EcoRI geschnittene Phagen EMBL3 A (ProMega) kloniert
(FERRIS 1989).

Diese Phagenbank wurde von P.]J. FErRrRIS (Plant Biology Laboratory,
Salk Institute, La Jolla, California 92037) zur Verfligung gestelit.

4.8.2.1 Herstellung von Phagenlysaten

Zur Vermehrung von Phagen-DNA wurden Zellen von E.coli mit dem Phagen
EMBL3 A infiziert, nach der Lyse der Zellen das Phagenlysat gesammelt und
bis zu einer weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt (nach Sambrook et
al. 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual Kapitel 1.12.1).

4.8.2.2 Titerbestimmung des Phagen A EMBL3

Von dem in 4.8.2.1 hergestellten Phagenlysat wurde nachfolgend der Titer
(nach Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
Kapitel 1.11.1) bestimmt.
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4.8.2.3 Isolierung von Phagen-DNA aus Lysat

Zu einer Lésung von 50 mL Phagenlysat wurden 10 yL DNAse (5 mg/mL)
sowie 25 pL RNAse (10 mg/mL) gegeben und flr eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Phagen durch Ultrazentrifugation bei 27.000
rpm, 4 °C fir 1,5 Std. pelletiert und anschlieBend das Pellet in 500 pL Tris
(50 mMol/L, pH 8) resuspendiert.

Die L6sung wurde in ein frisches Reaktionsgefa3 uberfihrt, mit 200 pL
Tris/EDTA-gesattigtem Phenol versetzt, fir 20 min. auf einem Schittler
inkubiert und bei 10.000 g in einer Tischzentrifuge fir 2 min. zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde mit dem erhaltenen Uberstand erneut durchgefiihrt.
Hiernach erfolgte eine zweimalige Extraktion der wassrigen Phase mit je
200 uL Chloroform.

Zur Prazipitation der DNA wurde die wassrige Phase in ein frisches
Reaktionsgefall Uberfuhrt, mit 500 pL Ethanol sowie 40 pL Natriumacetat
(3 Mol/L, pH 5,5) versetzt und kurz bei RT inkubiert.

Nach finfmindtiger Zentrifugation (10.000 g, Tischzentrifuge) wurde das
erhaltene Prazipitat mit 1 mL Ethanol (70%) resuspendiert und erneut
zentrifugiert (10.000 g, 5 min.).

Das hiernach erhaltene Pellet wurde getrocknet und bei 4 °C gelagert.

4.8.3 Isolierung genomischer DNA aus Chlamydomonas

Zusatzlich zur Phagenbank (4.8.2) als Template flr die Sequenzierung von
GP2 wurde in einem parallelen Ansatz mit genomischer DNA aus
Chlamydomonas reinhardtii und Chlamydomonas incerta gearbeitet. Diese
wurde modifiziert nach dem Protokoll von NEWMAN et al. (1990) extrahiert:
Von einer dicht gewachsenen Kultur (~ 2 x 10° Zellen) wurde 1 mL in einer
Tischzentrifuge bei 10.000 g pelletiert und in 1 mL Tris-EDTA-
Natriumchlorid-Puffer (TEN) resuspendiert. Hiernach wurde erneut
pelletiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet auf Eis mit 150 yL
H,O und 300 uL SDS-EB resuspendiert.

Die erste Extraktion wurde durch zehnminltige Inkubation bei RT mit
350 uL TE-gesattigtem Phenol/Chlorofom/iso-Amylalkohol (25:24:1 Teile
v/v) und anschlieBender Zentrifugation bei 10.000 g fir 5 min. bei RT in
einer Tischzentrifuge durchgeflihrt. Die wassrige Phase wurde danach in ein

frisches ReaktionsgefaB uberfuhrt.
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Eine zweite Extraktion erfolgte mit Chloroform/iso-Amylalkohol (24:1 Teile),
ebenfalls bei 10.000 g fur 5 min. bei RT. Die wassrige Phase wurde in ein
frisches ReaktionsgefaB3 Uberfihrt, mit 2 Volumen eiskaltem Ethanol sowie
40 pL Natriumacetat (3 mol/L, pH 5,5) versetzt und fir 30 min. auf Eis
inkubiert. Nach zehnminultiger Zentrifugation wurde das erhaltene Prazipitat
mit 200 yL Ethanol (70%) gewaschen und erneut zentrifugiert (10.000 x g,
10 min.). Das hiernach erhaltene Pellet wurde getrocknet und bei 4 °C
gelagert, kurz vor Verwendung wurde es in 40 pL H,O geldst und die DNA
bei 4 °C gelagert.

TEN-Puffer

Substanz Konzentration (mMol/L)
Tris 10

EDTA 10

NaCl 150

SDS-EB Puffer (pH 8)

Substanz Konzentration (mMol/L)
SDS 2% (w/V)

Tris/ HCI 100

EDTA 40

NaCl 400

4.8.4 Primerdesign

Fir das Gen GP2 spezifische Oligonukleotide wurde mit der Software
Primer3Plus ausgewahlt und anschlieBend mit dem Programm NetPrimer
Uberpruft. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Operon

Biotechnologies hergestellt. Die Sequenzen sind in Anhang 5.3 aufgelistet.

4.8.5 Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielfaltigung von

templates fiir die Sequenzierung

Als Vorbereitung fur die Sequenzierungsreaktionen mit dem Gen GPZ2
wurden Genabschnitte von ~500 bp GréBe zuerst durch PCR nach MuLLIS et
al. (1987) amplifiziert. Pro Ansatz wurden 100 ng genomische DNA aus

Chlamydomonas incerta oder 30 ng Phagen-DNA (siehe 4.8.2) verwendet.
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In der Regel wurde mit MasterMix der Firma 5 PRIME/ Eppendorf gearbeitet,
bei problematischeren Amplicons wurden DNA-Polymerasen der
Firma Fermentas laut Angaben des Herstellers verwendet.

Die routinemaBige Zugabe von Betain (6 mol/L) zu jedem Reaktionsansatz
diente dazu, Sekundarstrukturen der sehr GC-reichen DNA von

Chlamydomonas zu minimieren (HENKE et al. 1997).

PCR-Reaktionsansatz mit 5 PRIME MasterMix

Volumen Komponente

12 uL 5 PRIME MasterMix (2,5x)
2 uL forward Primer (10 pMol/L)
2 UL reverse Primer (10 pMol/L)
5puL Betain (6 mol/L)

7 pL H,O

100 ng genomische Template-DNA

PCR-Reaktionsansatz mit Fermentas Polymerasen

Volumen Komponente

0,3 pL Fermentas High Fidelity PCR Enzyme (£ 1,25 U)
oder
Fermentas Long PCR Enzyme (2 1,25 U)

jelpL dATP, dCTP, dGTP, dTTP (10 mMol/L)

2 UL forward Primer (10 pMol/L)

2 UL reverse Primer (10 pMol/L)

5puL Betain (6 Mol/L)

15 pL H,O

100 ng Template-DNA

Durchgefihrt wurde die PCR in Thermocyclern von Eppendorf oder Biometra

mit dem folgenden Programm:

Tabelle 4.9: Zyklus der PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer [sek.]
1. initiale Denaturierung 94 3600

2. Denaturierung 94 30

3. Annealing der Primer 55-62 90

4. Elongation 72 120

5. finale Elongation 72 3600
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Die Schritte 2-4 wurden nach der initialen Denaturierung fur
30 oder 40 Zyklen wiederholt. Als Temperatur fir das Annealing der Primer
wurde die vom Hersteller angegebene Schmelztemperatur T,, minus 5 °C
gewahlt. Erhaltene PCR Produkte wurden bis zur Verwendung bei 4 °C

gelagert.

4.8.6 Agarosegele

Die in 4.8.5 erhaltenen PCR-Produkte wurden mit 0,8 %igen Agarosegelen,
die den 1:50.000 eingesetzten Farbstoff GelRed™ (Biotium) enthielten, auf
ihre GroBe hin Uberprift. Von jedem erhaltenen PCR-Produkt wurden
5 oder 10 pL mit der entsprechenden Menge 6x DNA Loading Dye
(Fermentas) gemischt und in eine Geltasche pipettiert.

Als DNA-GroBenstandard wurden GeneRuler™  1kb Plus DNA Ladder,
MassRuler™ DNA Ladder Mix oder Lambda DNA/Eco911 (BstEII) Marker

(alle Fermentas) verwendet.

0,8 % Agarosegel

Substanz Einwaage (g/50 mL) Konzentration
Agarose 0,4 0,8 % w/V
TBE-Puffer 49,75

GelRed™ 5 uL/ 50 mL

TBE-Puffer

Substanz Einwaage (g/L) Konzentration (mMol/L)
Tris 10,78 89

Borsaure 5,5 89

EDTA 0,74 2

4.8.7 Sequenzierungsreaktionen

Die DNA-Sequenzierung erfolgte durch Mitarbeiter des Servicelabors der
Zentralen Bioanalytik (ZBA) des Zentrums fir Molekulare Medizin Kdéln
(ZMMK) auf einem ABI Prism 377 DNA Sequencer der Fa. Applied
Biosystems nach dem ,Tag FS BigDye-terminator cycle sequencing"

Protokoll mittels Dideoxy-Kettenabbruchmethode nach SANGER et al. (1977).
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Pro Sequenzierungsansatz wurden 100 ng template DNA (PCR Produkt,
s. 4.8.5) sowie 5 pMol Primer (forward oder reverse) in 6 yL H,O geldst
beim ZMMK abgegeben.

Die erhaltenen Sequenzdaten und Elektropherogramme wurden mit der
Software GENtle (MANSKE, Institut fur Biochemie 2003) korrekturgelesen

und verwaltet.

4.9 Peptide mass fingerprint

Aus SDS-Gelen, die mit Coomassie gefarbt waren, wurden mit einem
Skalpell Proteinbanden ausgeschnitten und in Wirfel mit 2-3 mm
Kantenléange zerkleinert. Die Wiurfel wurden in Eppendorf-Reaktionsgefal3e
gegeben und von Mitarbeitern des Servicelabors der Zentralen Bioanalytik
(ZBA) des Zentrums flr Molekulare Medizin Kéln (ZMMK) mittels
Peptide mass fingerprint (COTTRELL 1994) analysiert.

Die Identifikation eines Proteins erfolgte durch Suche nach dem durch
dessen Abbau mit Trypsin erhaltenen, charakteristischen Muster aus kurzen

Peptidfragmenten.

Zusatzlich zu einer Datenbanksuche der erhaltenen Peptidfragmente in der
Suchmaschine MASCOT (PERKINS et al. 1999) wurde dem ZMMK eine Liste
mit samtlichen Proteinen aus Chlamydomonas, die vermutlich zur Zellwand

gehdren, zur Verfligung gestellt.

4.10 Nucleated assembly

4.10.1 Markierung von GPs mit FITC

Die Markierung von Glykoproteinen mit Fluorescein-iso-thiocyanat (FITC)
erfolgte abgewandelt nach CoLowick & KAPLAN (1980).

Per SpeedVac getrocknete GPs wurden in 1 mL pro mg Protein PBS (pH 7,5)
gelést und dann mit dem zehnfachen Uberschuss FITC (1 mg/mL) in
NaHCOs-Puffer (0,1 mol/L, pH 9) versetzt.
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Danach erfolgte eine Inkubation bei RT fiir 3 Std. oder lichtgeschiitzt UN bei
4 °C. Eine danach folgende, mehrtatige Dialyse gegen H,O diente dazu,
ungebundenes FITC zu entfernen. Zusatzlich wurden die markierten GPs
abschlieBend Uber eine Entsalzungsaule (PD-10, Amersham) nochmals von
ungebundenem FITC befreit.

Die erhaltenen FITC-GPs wurden bei -20 °C aufbewahrt.

4.10.2 Durchfiihrung des nucleated assembly

Der nucleated assembly, die Auflagerung von léslichen Zellwandproteinen
auf das Zellwandgrundgerist, wurde modifiziert nach ADAIR et al. (1987)
durchgeflhrt:

Eine normal dicht gewachsene Kultur (~ 2 x 10° Zellen) von
Chlamydomonas wurde bei 5000 g fiir 10 min. pelletiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 50 mL Natriumperchloratlésung (2 mol/L)
resuspendiert. Es folgte eine 30-minltige Inkubation auf einem Schittler
(~ 50 rpm) bei 4 °C.

Das Pellet wurde zwei Mal mit PBS (pH 7) bei 3300 g und
4 °C fur 5 min. gewaschen und abschlieBend in 10 mL PBS (pH 7)
resuspendiert. Im Pellet waren nun die sog. ghosts enthalten, dies sind
Protoplasten von Chlamydomonas, die noch ihre perchloratunléslichen
Zellwandbestandteile enthalten. Ghosts wurden sofort verwendet oder bis
zu einer Woche bei 4 °C aufbewahrt.

Pro Ansatz fiir ein nucleated assembly wurden 500 pL ghosts (~10° Zellen)
mit 1 mL FITC-gelabelter GPs (100 pg/mL) in einem Eppendorf-
ReaktionsgefaB (iber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Nach Inkubation wurde drei Mal mit 2 mL PBS (pH 7) bei 3000 rpm in einer
Tischzentrifuge gewaschen und die ghosts abschlieBend in 1 mL PBS (pH 7)
resuspendiert.

Bis zum Mikroskopieren der Ansatze an einem Fluoreszenzmikroskop
wurden diese bei 4 °C dunkel aufbewahrt. Die Aufnahmen wurden an einem
E800 Eclipse Mikroskop (Nikon) mit einer RT Monochrome Spot Kamera
(Diagnostic Instruments Inc.) gemacht und mit der Software MetaMoprh

(Molecular Devices) bearbeitet.
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Alle nicht naher beschriebenen Methoden wurden nach SAMBROOK
et al. (1989) durchgefiihrt.

4.11 Computerprogramme

Nachfolgend eine Auflistung aller Computerprogramme, die im Rahmen
dieser Dissertation verwendet wurde mitsamt einer Kurzbeschreibung und
der zugehorigen URL (Stand: Marz 2009)

Expert Protein Analysis System Proteomic Server ExPASy
(GASTEIGER et al. 2003)

ProtParam http://www.expasy.org/tools/protparam.html

e Ermittlung genereller Proteindaten anhand der Primarstruktur

SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
e \Vorhersage uber mégliche Signalsequenzen eines Proteins

Translate http://expasy.org/tools/dna.html
e Ubersetzung von Nukleotidsequenzen in Aminosduresequenzen in

allen méglichen Leserastern

Dichroweb http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html
e Sekundarstrukturvorhersage anhand von CD-Daten

GENtle http://gentle.magnusmanske.de/
e Verwaltung des Genmodells von GP2 und Primerlisten, Uberpriifung

von Sequenzdaten

ClustalWw2/ X http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

e Alignments von Nukleotid- oder Aminosauresequenzen
Primer3Plus

http://www.bioinformatics.nl/cgi-in/primer3plus/primer3plus.cgi

e Suche nach geeigneten Primern im Gen GP2
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Netprimer http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html
e Kontrolle von ausgewdhlten Primer auf Hairpin-Strukturen oder

Dimere

Chlamy 3.0 Genome http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html
Chlamy 3.0 Genome Blast
http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Chlre3&advanced=1
e Entwicklung eines vollstandigen Genmodells von GP2 von
Chlamydomonas reinhardtii

e Uberpriifung von Sequenzdaten auf Vorkommen im Genom

NCBI Genebank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome

NCBI Blast http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

e Entwicklung eines vollstandigen Genmodells von GP2 von
Chlamydomonas reinhardtii

e Uberpriifung von Sequenzdaten auf Vorkommen im Genom

NetNGlyc Server 1.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

e Vorhersage von Stellen fir eine N-Glykosylierung

4.12 Chemikalien und Laborgerate

4.12.1 Chemikalien

Bei der Anfertigung dieser Dissertation wurden Enzyme, Feinchemikalien
der Qualitatsstufe p.A., Protein- und DNA-Massenstandards der Firmen
5 PRIME (HAMBURG), APPLICHEM (DARMSTADT), BIORAD (MUNCHEN), BIOTIUM
(HAYWARD, CA, USA), BOEHRINGER (MANNHEIM), FERMENTAS (ST.LEON-ROT),
FLUKA (MUNCHEN), MERCK (DARMSTADT), MP BIOMEDICALS (HEIDELBERG), SERVA
(HEIDELBERG), SIGMA-ALDRICH (MUNCHEN), ROCHE (MANNHEIM), ROTH
(KARLSRUHE) und VWR (DARMSTADT) verwendet.
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4.12.2 Oligonukleotide

Als Primer flr die spezifische Amplifikation von Teilsequenzen aus dem Gen
GP2 von Chlamydomonas incerta wurden kundenspezifisch synthetisierte
Oligonukleotide der Firma Operon Biotechnologies verwendet.

Die Synthetisierung der Oligonukleotide erfolgte nach der B-Cyanoethyl-
Phosphoramidit-Methode (MATEUCCI & CARUTHERS 1992).

Eine Liste dieser Primer befindet sich in Anhang 5.1 und 5.2.

4.12.3 Laborgerate

Tabelle 4.8: Gerateliste

Gerat Bezeichnung Hersteller
Autoklav Varioklav Dampfsterilisator = H+P Labortechnik
CD-Spektrometer J-715 Spectropolarimeter Jasco
Evaporatorzentrifuge UVC 150 H Univapo

Kuhlfalle Unicryo MC 1L Univapo
ELISA-Reader MR 5000 Dynatech

EL 808 BioTek
Fluoreszenzmikroskop Eclipse ES800 Nikon

Kamera RT Monochrome Diagnostic

Spot Instuments Inc.
FPLC Controller LCC-500 Pharmacia
Pumpe P-500 Pharmacia
Motor Valve MV-7 Pharmacia
Fraktionssammler Pharmacia
Frac-100
UV-VIS-Filter Photometer Knauer
Datenschreiber BD 40 Kipp & Zonen
Sdule HiLoad 16/10 S Pharmacia
Saule MonoS HR 5/5 Pharmacia
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Gelkammern
Agarosegele
SDS-PAGE

Heizblock

Kthlbad

Lyophilisator

Pflanzenleuchten

Magnetrihrer

Mikroskop

Gleichstrom-

spannungsgerate

Photometer

pH-Elektrode

Rotoren

Schittler

SPR Analyse

Eigenbau des Instituts

Thermomixer compact

RC 20

Lyovac GT 2

Vakuumpumpe Trivac

FO6PG17 CW

MR 82

Dialux 20

EPS 601

Modell 2197

U-2000 Spectrophotometer

pH-Meter 766 Calimatic

HFA 13.94
HFA 21.94
HFA 15.250
F-12/M.18

REAX top
REAX 3

IAsys
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Eppendorf

mgw Lauda

Leybold AG
Leybold AG

General Electric
Heidolph

Leitz
Amersham/
Phamacia
LBK/ Bromma
Hitachi

Knick
Heraeus
Heraeus
Heraeus

Sorvall

Heidolph
Heidolph

Affinity Sensors
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Thermocycler Personal Cycler Biometra

Mastercycler Eppendorf

Mastercycler gradient Eppendorf
Thermoschrank FD-53 WTB Binder
Ultraschallbad Transsonic Digital Elma/ Faust
Waagen Feinwaage FA-210-4i Faust

PC 4400 Mettler

Typ 1518 Satorius
Wasseraufbereitung Clear Plus SG GmbH
Wasserbad Exatherm 3 Julabo

Western-Blot-Apparatur

Western-Blot-Membran

Zentrifugen

SemiPhor Model TE77
Imobilon-P PVDF
Tischzentrifuge 5415
Biofuge A

Sepatech Suprafuge 22
MC 12V
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Eppendorf
Heraeus
Heraeus

Sorvall



Anhang

5. Anhang
a o o
T S - (=) T =
= T = = =
1 i 1 T
¥ I E 1 %
I 11 s
I 0 1
v | 1 T
- 1
1  ——
- X 1 = -
I =T
148 LSS -
A1 L 28
1 E 27 -
li 2 {
= .
= i | E
D 3 —1 M £
r = vHscnrrakKtioner —
B 59 7/ADD
= 1+ GP2 £}
A 1 ] &) \J -
= = H = =
T~ AW ~ =
5
B §
(=) 9. 13 2 o
O ¥ 3 o] &
1 i | o= J
1 TaaY
£ 2
———] iy
| BT 1 B S S— .
 —y —
= L — s = a =
— - ey — 2 —a
Y = - S E——
B ¥ 1 i i —
— A 1 |~
— f A 1 1 N — - -~ —
I 1 £ Eawil ~
- 1 == T aro B —(—
(=] I i 1 2 1 (=] — | =
= ¥ | ﬁ T =N T I — N
— I 4 1JE I I N E— ——
§ E— = f W — B, SS— — —1 —
I 1 1 JX ¥ < —
1 1 T 3 X | ]
s  — ] = - —
7 1 T I - }‘ﬁ)j, —
I 1 e T J—X T I
o 1 1 (=) I I J o
() 7 A I 4 1LY (o) ¥ 1 1} (%N
—~D A -  —
a1l rd ¥ i —
] - A R ) ya I I 1 B
Vs ¥ v
- / —H ya =
] 4 A I ) 1 7
& - & 7 o &
/. AY ~ 1 I I J AY yami
- — 7 X 7 T T T 1 1 \"4 \ AL T
— 4 A | I T | T 1 ] 1 T
/ \ a 1 f { 1 7 i } i 4
- 1 I 1T 11 T AN y 4 1 | 1
{ s }Jr I T A 7 1 1 ~
- — 1 — it o p ini - "
e i SEe==c== i — ory- s
= { } H H = } i =

Abb. 5.1: Elutionsprofil einer Trennung von PSW durch FPLC an HilLoad 16/10
Sepharose mit teilweise unsauberer Trennung der Glykoproteine GP2 und GP3 in
Mischfraktionen.

Tabelle 5.1: Entdeckte Peptidfragmente von GP3 beta aus Chlamydomonas
reinhardtii bei MALDI-PMF, gefundene Fragmente entsprechen 17,9% von 851 AS.

Molekulargewicht
[M+H*]in Dalton

Sequenz AS-Position gemessen  berechnet Delta
MEDGDNLQFCVPSHGF 1-27 3110,33 3110,38 -0,05
CAMACSTVPLRR

GRSPVAYWVPHDIVVGTYDN 202-231 3386,36 3386,7 -0,34
PTGYVQLIDR

SPVAYWVPHDIVVGTYDNPT 204-231 3173,31 3173,59 -0,27
GYVQLIDR

IQLLNLGGVYTVR 583-595 1444,85 1444,84 -0,01
QQMPITSQTFVAGK 596-609 1534,76 1534,78 -0,02
IAFSGTPMSYADCIAPTGGAN  716-741 2568,16 2568,24 -0,08
VVAAK

GPIPAGVPNFLSK 836-848 1295,74 1295,72 -0,02

116



Anhang

Tab. 5.2: Degenerierte Primer zur Sequenzierung von GP2 aus Chlamydomonas

incerta.

Bezeichnung

Aminosauresequenz

Nukleotidsequenz

RegionAF1 DTCQYQV (at 570) GAY/ACN/TGY/CAR/TAY/CAR/GT
RegionBF2 GFYCGDP (at 1090) GGI/TTY/TAY/TGY/GGN/GAY/CC
RegionBR1 CGC/GGR/TCN/CCR/CAR/TAR/AA
RegionCF3 VKMFFDG (at 1595) GT/GTN/AAR/ATG/TTY/TTY/GAY/GG
RegionCR2 AG/CCR/TCR/AAR/AAC/ATY/TTN/AC
RegionDF4 PQNTNYQ (at 2010) CCI/CAR/AAY/CAN/AAY/TAY/CA
RegionDR3 CGC/TGR/TAR/TTN/GTR/TTY/TG
RegionEF5 CGDYFNV (at 2530) TGY/GGN/GAY/TAY/TTY/AAY/GT
RegionER4 ACR/TTR/AAR/TAR/TCN/CCR/CA
RegionFF6 GFFTDYRC (at 3135) GGI/TTY/TTY/CAN/GAY/TAY/CG
RegionFR5 CAC/CGR/TAR/TCN/GTR/AAR/AA
RegionGF7 YEIFAPFK (at 3580) GAG/ATY/TTY/GCN/CCN/TTY/AA
RegionGR6 AAI/GGN/GCR/AAR/ATY/TCR/TA
RegionHR7?7 SPFDPKA (at 3945) GCC/TTN/GGR/TCR/AAN/GGN/GA

I: inosine

Y wobble: C+T

R wobble: A+G

N wobble: G+A+T+C

Tab. 5.3: Nicht-degenerierte Primer zur Sequenzierung von GP2 aus
Chlamydomonas incerta.

Bezeichnung

Aminosauresequenz

Nukleotidsequenz

CrRegionAF1
CrRegionBF2
CrRegionBR1
CrRegionCF3
CrRegionCR2
CrRegionDF4
CrRegionDR3
CrRegionEF5
CrRegionER4
CrRegionFF6
CrRegionFR5
CrRegionGF7
CrRegionGR6
CrRegionHR7
3860F

3860R
4223F
4223R
4419F
4419R
uUTR_F

dUTR_R

DTCQYQV (at 570)
GFYCGDP (at 1090)

VKMFFDG (at 1595)
PQNTNYQ (at 2010)

CGDYFNV (at 2530)

GFFTDYRC (at 3135)

YEIFAPFK (at 3580)

SPFDPKA (at 3945)
LPVITD (at 1357)

ACVRVP (at 1473)
ILAGVV (at 1532)

LLAGC

(at -41 upstream UTR)

GVLCGC

GACACTTGCCAGTACCAGGTT
GGCTTCTACTGCGGTGACCC
GGGTCACCGCAGTAGAAGCC
ACCATGCTGGGTGTGAAGATG
CATCTTCACACCCAGCATGGT
CCCCAGAACACCAACTACCA
TGGTAGTTGGTGTTCTGGGG
CTGATTTGCGGTGACTACTT
ACGTTGAAGTAGTCACCGCA
GGATTCTTCACTGACTACCG
CGGTAGTCAGTGAAGAATCC
GCCTGTCACAACGTGCCTCCT
AGGAGGCACGTTGTGACA
GTATGGGTCGACGGCAGCCTT
GCTGCCCGTCTAAATCACA
TGTGATTTAGACGGGCAGC
GTGCGTGCGTGTATGACC
GGTCATACACGCACGCAC
ATACTAGCGGGCGTGGTG
CACCACGCCCGCTAGTAT
TACTGGCGGGTTGCTGAT

GCACCCACACAACACACCT

(at +34 downstream UTR)
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Vc_GP2 MARSSVLLVALMGLAALQAAVAQGPARGVSKWCAISNRATAAWACNLAVGTSTSCETSDL 60

Vc_GP2 WATDSGECAVPNFGQPLAAETFKYQDTCRYQVAQVPLVENGTSTLGAYLLIFKDYSDNIY 120
Vc_GP2 FTVQLEGTSRVSGQVDGQWLYTEPVITGANSPSAAIYFWDSPPNTAVQIAQQAQLVNLMT 180
Vc_GP2 EDRNSYKRWSCEFTYSAPTTNFCAPGSQYNGSTCVASSGSPSSKNLALTPSSNLYISVVVN 240

Vc_GP2 VVKFPVFGLGAPDTGEFYCGDPRGDLSLRVGTLVLNTTGNVLRLADIARFDLPTNCANTQR 300

Vc_GP2 |PPSPPLPPSPPPLPPSPAPPSPRPPSPLPPSPPPPSPGPPPSPPVPFPPSPPhQQFSVSV 360

Vc_GP2 FVYHPNRPTPFADADVAKVIRVMRFALGCGYNGDPDKCLRSKPYATFNTTNNAAFPLETM 420
Vc_GP2 LGVKMFFDGYYDGDITAAETERPGLARASVTSLYNNMNANLVWAQLAAADTGLNLEFCGAY 480

Vc_GP2 MSLEAITDGAFYSQPGFTDGASGTNLGALYVCPIIPNVGVPTALPADVVGLPGEFVRLGNI 540

Vc_GP2 TSNTNYVPRLCSPSLAQGPPMMCPMFPPPPPSPPPMPPSPPSPPPSPPLPPSPPSPPPSPl6OO

Vc_GP2 |pSPSPPPPSPPRQFCSIRFSIMSSTIRYNSRAADCSALASQANIVARSAGVVVRQPGSFA 660

Vc_GP2 CNTSSPVELAVTADLLDATAAQTYLIALSNNGALYGNIGLMINLLCGDYEFNISASCIGTT 720

Vc_GP2 VPSVSVTLPGSSTPTTVSYPLVIKAGDPLYPVGFAFCFPAPPSPPTPPSPPPPSPPPAPH 780

Vc_GP2 |SPPSPAPPPRPPPALPPPPP@FTLQLSIINGDINDATTNCDRYKKWLNAMLTSYEIAGII 840

Vc_GP2 NRVGVIQCDRPAAETILKQELLRPSEVNILYTALLVPGVIGAFARDSGVPCGSAVRLYNP 900

Vc_GP2 TGSVFTDYACSTNSSAPTYVQDLCCSPPPSPMPLPPSPPPPRPPGPLASPPPPNPPPPSPl960

Vc_GP2 |PPPNPPPPSPPXPKPPPPPPASPPPPTRRPPWPPIPﬂKNAALPPPPPYTNATWNPPANLE 1020

Vc_GP2 IRTYEVFSPFISAATKNTNVNERTVVYWLCPALRAALASQLGVAVSFKPHPQGIACSDYY 1080

Vc_GP2 TLSRAKGIYYRITVAAQTAAHDALLDFMSTSGDEVEQANLVCGGQIRVGMGEAARSKIAA 1140

Vc_GP2 IPPTPFDPKSTSDPYEYLVGGKPTLGEFCLNTL 1172

Abb. 5.2: Putative Aminosauresequenz von GP2 aus Volvox carteri (Vc), abgeleitet
aus der am JGI unter estExt_fgenesh5_synt.C_10116, Protein ID 120176
hinterlegten Nukleotidsequenz, Ubersetzt mit Translate, 2. Leseraster in 5’ -> 3’
Leserichtung.

Farberlauterung: rot = kleine und hydrophobe AS (AVFPMILW), blau = saure AS
(ED), magenta = basische AS (RK), grin = Hydroxyl- und Aminoseitenketten
(STYHCNGQ) nach http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color und
Taylor 1986. Rot unterstrichen ist die mit SignalP (EMANUELSON et al. 2007)
vorhergesagte Signalsequenz, umrahmt sind Shaftsequenzen in PPII-Konformation.
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GP2_JGI -GCCAGGAGCACAGCGCTCCTGGTGGCCCTCTTGGGCCTGGCCGCCCTCGGGGCGGCC 60

GP2_GenBank = = oo oo

AS M A R S T A L L VvV A L L G L A A L G A A

GP2_JGI AACGCCCAGGGCGCGTACCCTCCCCCTGCGCGTGGTCTGAACGCTTACTGCGCTATTCAG 120

GP2_GenBank = = @ —oom oo

AS N A Q G A Y P P P A R G L N A Y C A I Q

GP2_JGI AACCGCACCACCAACGCTTGGGCTTGCAACCTGGGCGTGAACACTCCCACTGCTTGCGAG 180

GP2_GenBank = @ @ —mmm e

AS N R T T N A W A CNL G V N T P T A C E
Intronl, 289 bp

GP2_JGI GTGAGACTTGGTTGCATGATGATTCGTCGGTTTTTCTGCTACTGGCGCTGCGGGGTTACG

GP2_GenBank = @ @ —mmmmm e

GP2_JGI TGGCCGCGACTCAAGATCAGATAACTAGTGTGCAAATACAGCAGCAGTGTCGAACAAGCT

GP2_GenBank = @ @ —mmmmm e

GP2_JGI ATGGCGCTCGCTAGCAAGAGCGACCGTCAGTCGGTCGCATTTTGAGTTGACCTCGGCAGC

GP2_GenBank = = @ —oom oo

GP2_JGI TTCCTGAAATTTTGAATGCTTCCATCAATTCTGCGCGAGGCAAAGTCAGCGCCCTATCTC

GP2_GenBank = = @ —oom oo

GP2_JGI ATTTGCGCCTTTCCTTTCTGACCCATCTCTACTCTCCCCTTGCTCGCAG

GP2_GenBank = = @ —mmmmmmm e

GP2_JGI ACCACCGATCTCTGGTCCACGGACGCCACTGAGTGCTCTCTGCCTCAGGTCCCCGGCTTC 240

GP2_GenBank = @ @ —mmmmm e

AS T T b L. w s T D AT EC S L P Q V PG F

GP2_JGI CCCGTCCCCGCGAACACCTTCCCGTACACGGACACTTGCCAGTACCAGGTTGCTCGCCTG 300

GP2_GenBank = @ @ —mmmmm e

AS P v P A NTF P Y T D T C Q Y Q V A R L

GP2_JGI CCCCTGGTCTACAAGGGCACTACCACCGTTGGCGGCTTCCTGGTCCTGTTCAAGGACTAC 360

GP2_GenBank = ————————- TACAAGGGCACTACCACCGTTGGCGGCTTCCTGGTCCTGTTCAAGGACTAC 51

AS P L vy K 6 T T T VvV G G F L V L F K D Y

GP2_JGI GCCGACAACATCTACTACACTCTGTCGCTGAACGCGACTGCGCGTGCCGCCAACCAGCCG 420

GP2_GenBank GCCGACAACATCTACTACACTCTIGTCGCTGAACGCGACTGCGCGTGCCGCCAACCAGCCG 111

AS A D NI Y Yy T L S L N A T A R A A N Q P

Abb. 5.3: Partielles Alignment von Nukleotidsequenzen von GP2 aus

Chlamydomonas reinhardtii, hier Vergleich der Sequenz vom JGI (GP2_JGI) und der
bei GenBank (GP2_GenBank) hinterlegten. In blau dargestellt ist das in GP2
vorkommende Intron. Die abgeleitete Aminosauresequenz ist mit AS bezeichnet, rot
unterstrichen ist die putative Signalsequenz.
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Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

Cr_GP2

AF1

ATGGCCAGGAGCACAGCGCTCCTGGTGGCCCTCTTGGGCCTGGCCGCCCTCGGGGLGGCC
M A R S T AL L V A L L G L A A L G A A

AACGCCCAGGGCGCGTACCCTCCCCCTGCGCGTGGTCTGAACGCTTACTGCGCTATTCAG
N A Q G A Y P P P A R G L N A Y C A I Q

AACCGCACCACCAACGCTTGGGCTTGCAACCTGGGCGTGAACACTCCCACTGCTTGCGAG
N R T T N A WA CNL G V N T P T A C E

Intronl von 289 bp Lange, hier entfernt
GTGAGACTTGGTTGCATGATGATTCGTCGGTTTTTCTGCTACTGGCGCTGCGGGGTTACG
TGGCCGCGACTCAAGATCAGATAACTAGTGTGCAAATACAGCAGCAGTGTCGAACAAGCT
ATGGCGCTCGCTAGCAAGAGCGACCGTCAGTCGGTCGCATTTTGAGTTGACCTCGGCAGC
TTCCTGAAATTTTGAATGCTTCCATCAATTCTGCGCGAGGCAAAGTCAGCGCCCTATCTC
ATTTGCGCCTTTCCTTTCTGACCCATCTCTACTCTCCCCTTGCTCGCAG

ACCACCGATCTCTGGTCCACGGACGCCACTGAGTGCTCTCTGCCTCAGGTCCCCGGCTTC
T T b L w s T DA T E C s L P Q V P G F

CCCGTCCCCGCGAACACCTTCCCGTACACGGACACTTGCCAGTACCAGGTTGCTCGCCTG
P v P A N T F P Y T D T C Q Y Q V A R

CTG
L

CCCCTGGTCTACAAGGGCACTACCACCGTTGGCGGCTTCCTGGTCCTGTTCAAGGACTAC

G T T T VvV G G F L V L F K D Y
CCC-TGGTCT--AAGGGCACTACCACCGTTGGCGGCTTCCTGGTCCTGTTCAAGGACTAC
P W S K 6 T T T Vv G G F L V L F K D Y

GCCGACAACATCTACTACACTCTGTCGCTGAACGCGACTGCGCGTGCCGCCAACCAGCCG
A DN I Y Y T L S L N A T A R A A N Q P
GCCGACAACATCTACTACACTCTGTCGCTGAACGCGACTGAGCGTGCCGCCAACCAGCCG
A D NI Y Yy T L S L N A T E R A A N Q P

GATGGCCAGTGGCTGTACGTGGAGCCCACCCTGCCCGGTCAGACCGGCCCCAGCGGLGLC
b 6 ¢ WL YV E P T L P G Q T G P S G A
GATGGCCAGTGGCTGTACGTGGAGCCCACCCTGCCCGGTCAGACCGGCCCCAGCGGLGLC
D G Q W L Y V E P T L P G Q T G P S G A

GTCTACCTGTGGGACTCTCCCCCGGACAGCTCCAAGCCTCTGTCGGTCCAGGCCTCCGTC
vy L w b s P P D s S K P L S V Q A s V
GTCTACCTGTGGGACTCTCCCCCGGACAGCTCCAAGCCTCTGTCGGTCCAGGCCTCCGTIC
v Yy L. w D S P P D S S K P L S V Q A s V

CAGGACTACATGATTGAGGACCGCAACTCGTACAAGCGCTGGTCTTGCGCCACCTACAAG
DY M I E D R N S Y K R
CAGGACTACATGATTGAGGACCGCAACTCGTACAAGCGCTGGTCTTGCGCCACCTACAAG
¢ DY M I E D R N S Y K R

ACTAGCCTGAACAACTACTGCGCCCCCGGCTACGTGTTCGACGCGGCCGGCATTTGCCAG

ACTAGCCTGAACAACTACTGCGCCCCCGGCTACGTGTTCGACGCGGCCGGCATTTGCCAG
T s L N N Y C A P G Y V F D A A G I C Q

CCCAAGGCTGGTGCCACCCAGGGCCCCCTGCCCTCCAAGGATCTGTCGGGCGCGGCTGGA

CCCAAGGCTGGTGCCACCCAGGGCCCCCTGCCCTCCAAGGATCTGTCGGGCGCGGCTGGA
Pk ENCIENTNONCNENENENSNR o0 1 s ¢ A A G

TCCTCTCTCTTCCTGGCGGCCGAGTACAGCATCGTCAAGTACTCGGTCTCCCAGATCGGC

TCCTCTCTCTTCCTGGCGGCCGAGTACAGCATCGTCAAGTACTCGGTCTCCCAGATCGGC
s s L F L A A E Y s I V K

ACTGCTGAGACCGGCTTCTACTGCGGTGACCCGCGCACCAGCATGATCGCCGGCCAGACC

ACTGCTGAGACCGGCTTCTACTG AATGAACGCGGCANAC
M N A A

60

120

180

240

300

360

60

420

120

480

180

540

240

600

300

660

360

720

420

780

480

840

503

120
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Cr_GP2

BF2

Cr_GP2

BF2

Cr_GP2

BF2

Cr_GP2

BF2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

CF3

Cr_GP2

DR4

CTGCAGACCCTGGCCCTTCAGGGCGGCGTCGTCAACCTGGCCGCCATCCCTGGCTTCTTC

CTGCAGACCCTGGCCCTTCAGGCGGCGTCGGTCAACCTGGCCGCCATCCCTGGCTTCTIC
E Q¢ L AL Q A A S V N L A A I P G F F S

CTGCCCCCCAGCTGCAAGACCACCTCCCGCCCTCCCTCGCCGCCTCTGCCTCCCTCGLCG

T T s R P P S P P L P P S P
CTGCCCCCCAGCTGCAAGACCACCTCCCGCCTTCCCTCGCCGCATCTGCTTACGTGGCCG
L p P s CK T T S R P P s P P L P P S P

CCCCCGCAGCCGCCCAGCCCGCTGCCCCCCAGCCCGGLCGCCTCTGCCCCCCTCCCCTCCT
P P Q P P S P L P P S P A P L P P S P P
CCCCGGAGCCGGCCAGCCCGGCTGCCCCCCAGCCCGGCGCCTCTGCCCCCCTCCCCTCCT
P P Q P P S P L P P S P A P L P P S P P

CCGTCTCCCCTGCCCCCGAGCCCCAAGCCTCCTACTCCCCCCAGCCCCCTGCCGCCTGCT
P s p L P P S P K P P T P P S P L P P A
CCGTCTCCCCTGCCCCCGAGCCCCAAGCCTCCTACTCCCAAAAGATTTTTGTCGCCTGCT
P s p L P P S P K P P T P K R F L S P A

CCCCCGACCCAGCAGTTCACTGGCTCTGTCTTCGTCTACGCTCCTAACCGCCCTAACGGC
P P T Q Q F T G S V F VY A P N R P N G

TTCAACCAGGACGACGTGACCAAGGTGTACGCCATGATGCGCTATGGTCTGGGCTGCGGC
F N Q D D V T K

ATTGGCAACAACCCCAACGTGTGCCTGAAGTCCCAGCCCTACGTGACCATCAACGAGACC
s Q p Y V T I N E T

AACAACGCCTTCTACCCCGCCTACACCATGCTGGGTGTGAAGATGTTCTTTGATGGCTCC

N N A F Y P A Y T M L G V K

————————————————————————————————————————————————————— TTGAGTC
L S

AAGGATGGTTCTGGCCAGCCCTACCCCACCTCCGAGCAGAACAAGTGGGCTGCTGACGCC
W A A D A

AAGTATGGTTCTGGCGAGCCTTACCCCACCTCCGAGCAGAACAAGTGGGCTGCTGACGCC

K vy 6 8 G E P Y P T S E Q N K W A A D A

GTGACCTCCATGTTCGCCGTGCTGGGCTCGTCTGAGCTTTGGAAGGCCCTGGCTGGCCCC
v T s M F AV L G s s E L W K A L A G P
GTGACCTCCATGTTCGCCGTGCTGGGCTCGTCTGAGCTTTGGAAGGCCCTGGCTGGCCCC
v T s M F AV L G S S E L W K A L A G P

GTCCAGTTCGGTGGCCTGGGTCTGGGCTGCGGTGCGTTCATGTCGTTCGAGGCTGTCGTT
v ¢ F G G L G L G ¢ G A F M S F E A V V
GTCCAGTTCGGTGGCCTGGGTCTGGGCTGCGGTGCGTTCATGTCGTTCGAGGCTGTCGTT
v ¢ F 6 6 L G L G ¢ G A F M S F E A V V

GACGGCCAGTACTACAGCCAGCCCATCGGCGGCGGCAGCCCTCCCCTGGTGGACAGCTAC
D G Q Y Y s @ p I G G G S P P L V D S Y
GACGGCCAGTACTACAGCCAGCCCATCGGCGGCGGCAGCCATACCTTGGTGGACAGCTAC
b G QY Yy s ¢ p I G G G S H T L V D S Y

GACGGCAGCACGTACACCTACCAGGGTGCCCGCTACGTGTGCCCTCTGCTGCTGGGCGGC
b G s T Yy T Y Q G A R Y V C P L L L G G
CACGGCAGCACTTACACGTACCAGGGTGCCCGCTACGTGTGCCCTCTGCTGCTGGGCGGC
H G s T Y T Y Q G A R Y V C P L L L G G

TTTGGTGGACCGCAGTGGCCCAACGCCAGCCTGCCCTACTACATCCCCGACGGCGTTGCC
F G G P QW P NA S L P Y Y I P D G V A
TTTGGTGGACCGCAGTGGCCCAACGCCAGCCTGCCCTACTACATCCCGGAGGGCGTTGCC
F G G P QW P NAS L P Y Y I P E G V A

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

61

1440

121

1500

181

1560

241

1620

266

1680

283
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Anhang

Cr_GP2

DR4

Cr_GP2

DF 4

Cr_GP2

DF4

Cr_GP2

DF 4

Cr_GP2

DF4

Cr_GP2

DF4

Cr_GP2

DF4/ER5

Cr_GP2

ER5

Cr_GP2

ERS

Cr_GP2

ER5/EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

GGTCTGCCCGGCTACATCCGCCTTGGCGCCATCCCCCAGAACACCAACTACCAGCGTCGC
cLop ey 1o G
GTGCTGCCTGGCTACATCCGACGAAA T
v L P G Y S D E -

CGCTGCGCCACCATCCTCACCCCGCCGGATCTGATGCAGCCGTCCACTTCGTGCCCTCTG
R ¢c AT I L T P P DL M Q P S T S C P L
AGGTCCCACCCATGCCTAACCCCAGGGGGAACTGATGCAGAAGGTCCAATTCGTGCCCTC
R s H P C L T P G G T D A E G P I R A L

TCCCCTCCTCCCTCTCCCTCTCCTCCTCCCAGCCCCCCGCAGCCGCCTTCTCCTCCCCCG
s p P P S P S P P P S P P Q P P S P P P
TCCCCTCCTCCCTCTCCCTCTCCTCCTCCCAGCCCCCGGCAGCCGCCTTCTCCTCCCCCG
s p P P S P S P P P S P R Q P P S P P P

GTGCCCCCGTCGCCTCCCTCTCCTCCTCCCTCTCCTCCCAGCCCCGCCAACCCCTCTCCC
v P P S P P S P P P S P P S P A N P S P
CGGTGCCCCCGTCGCCTCCCTCTCCTCCTCCCTATCCTCGGAGCCCCGCCAACCCCTCTIC
R ¢C P R R L P L L L P I L G A P P T P L

CCTCCTCCCGCCCCCCCTGCGGCTTTCTGCGGCCTGAACTTCAAGGTCATCTCGCGCATC
P P P A P P A A F C G L N F KV I S R I
CCTGCTCACGCCCCCCCTGCGGCTTTCTGCGGCCTGAACTTCAAGGTCATCTCGCGCATC
P A H A P P A A F C G L N F K V I S R I

CCCAAGAACGGTGTTGACCGCAACCCTGACTGCTCTCTGCTGGCGACCCTGGTGCAGAGT
P K N G V D R
CCCAAGAACGGTGTTGACCGCAAGGGTGAGTGCTCTCTGCTGTTTACCCTCAAACAAAGT
P R T VL T A RV S A L C C L P S N K S

ACGTTCACCCAGGGCGTGCAGCTGCGCAACCCTCCCCAGTTCCGCTGCGGCACGACCGTC

N P P Q F R C G T T V
ACGTTCACCCAGGGCGGGGAGCTGTGCAACCCTCCCCAGTTCCGCTGCGGCACGACC———
T ¥ T Q G G E L C N P P Q F R C G T T

AGCGCTACCGAGATCAGCGCCGTCGCCGACACTCTGACTACGGAGGGTGCTCAGGTTTTC
s AT E I s A V A D T L T T E G A Q V F
AGCGCTACCGAGATCAGCGCCGTCGCCGACACTCTGACTACGGAGGGTGCTCAGGTTTTC
s AT E I s A V A D T L T T E G A Q V F

CTGCGCAACATGGCCGGCAACATTGGTGCCTTCAACCAGTTCACCTTCCCTGCCCCCGGC
L R N M A GN I G A F N Q F T F P A P G
CTGCGCAACATGGCCGGCAACATTGGTGCCTTCAACCAGTTCACCTGCCAGCACCGCGGC
L R N M A G N I G A F N Q F T C Q H R G

GGTCTGGGCCTGATTTGCGGTGACTACTTCAACGTCACTTCGACTTGCGGCATGAACACC
G L 6L I ¢C G DY F NV T s T C G M N T
GGC———————— AGTGTTATGAGTGTATACAG
G c Y E C I 0O

ACCGCGCCCGTGCCCGTGTTCCAGCCTAACGGCACCGTTGTCAACGCCACCTACCCCTTC
T A P V P V F Q P N GG T V V N A T Y P F
ACCGCGCCCGTGCCCGTGTTCCAGCCTAACGGCACCGTTGTCAACGCCACCTACCCCTTC
T A P V P V F Q P N G T V V N A T Y P F

GTCGTCGGCCCCGACGCCATCTTCTACCCCCAGTTCGTCCTGCCGTCCTACACCTGCCCT
v v G P DA I F Y P Q F VL P S Y T C P
GTCGTCGGCCCCGAGGCCATCTTCTACCCCCAGTTCGTCCTGCCGTCCTACACCTGCCCT
v v G P DA I F Y P Q F VL P S Y T C P

CCTCCCCCTCCCGCCCCCTCTCCGCCGCCCAAGCCCCCGACCCCCTCGCCTCCTCCTCTIG
P p P P A P S P P P K P P T P s P P P L
CCTCCCCCTCCCGCCCCCTCTCCGCCGCCCAAGCCCCCGACCCCCTCGCCTCCTCCTCTIG
P P P P A P S P P P K P P T P S P P P L

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100
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2220

2280
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2400
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Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

EF5

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

Cr_GP2

GF6

CCCCCTCAGCCCAACCCGCCCCCGGCTCCTCCCAGCCCCAACCCGTCGCCTCCTCCCCCT 2520
P P Q PN P P P A P P S P NP S P P P P
CCCCCTCAGCCCAACCCGCCCCCGGCTCCTCCCAGCCCCAACCCGTCGLCCTCCTCCCCCT

P P Q P NP P P A P P S P N P s P P P P

CCTCCGGGCTTCCGCTTCCAGATGTCAGTCATCAACGGTGACCAGAACGACGCCATCAAC 2580
P P G F R
CCTCCGGGCTTCCGCTTCCAGATGTCAGTCATCAACGGTGACCAGAACGACGCCATCAAC

P P G F R F QM s Vv I NG D Q N D A I N

TGCCCTCGCTACACATCCTGGATGAACGCCATGATGGACTCGTTCGAGCGGACCAACACC 2640
T N T

TGCCCTCGCTACACATCCTGGATGAACGCCATGATGGACTCGTTCGAGCGGACCAACACC

c p RYT S WMNAMMUD S F E R T N T

ATCCAGCGCGTGAACCCCAGCGCCCCCTACTGCAGCCGCCCCGCCCAGGAGACGCTGCTG 2700
I ¢ RV N P S A P Y C S R P A Q E T L L
ATCCAGCGCGTGAACCCCAGCGCCCCCTACTGCAGCCGCCCCGCCCAGGAGACGCTGCTG

I Q RV N P S A P Y C S R P A Q E T L L

AGCCCCGAGCTGGCCCAGCCCAGCCAGGTCAACTTCCTGTACCAGTACCTGTCGGTGAAC 2760
s P EL A Q P S Q V N F L Y Q Y L S V N
AGCCCCGAGCTGGCCCAGCAAAGCCAGGTCAACTTCCTGTACCAGTACCTGTCGGTGAAC

s P EL A Q O S Q V N F L Y Q Y L S V N

AGCACGATTGGTGTTTTCGTGCGCGATGGCGGCGTGCCTTGCGGCTCGGCTGTGCGCCTG 2820
s T I G V F V R
AGCACGATTGGTGTTTTCGTGCGCGATGGCGG
s T I G V F V R

TACAACCCCGCTGGCGGTGGATTCTTCACTGACTACCGGTGCTCTCGCGACGTGCCCACC 2880
c s R D V P T

AACCCGGCCGTGGCCGTCCTCGACCTGTGCTGCCCTCTGCCCCCCTCGCCTCCTCCCCCG 2940
N P A V AV L DL CC P L P P S P P P P

Sequenzliicke von 519 bp an Pos. 2990, aufgefiillt mit Sequenzdaten
von GenBank AY596305
ACTCCCCCGTCGCCTCCTCCTCCCTCGCCTCCTCCCCCCGTCCTCTCGCI CCTCCCTCG 3000

T p P S P P P P S P P P P V L S PJP P S

CCTCCTCCTCCCTCGCCTCCTCCCCCGGCTCCTCCCCCGCCGTCGCCTCCTCCGCCGGIG 3060

CCCCCTCCCCCGTCGCCTCCCCCCCCCTCGCCTCCTCCCCCCTCTCCTCCCCCGGCTGCCE 3120

GCCTCTCCCCCGCCCTCTCCCCCTCCTCCCCCTCCTCCCTCGCCTCCTCCCCCTGITGCC 3180

CGGCIGCCCCCCTGGCCTCCGCTIGCCTGICAACAACGTGCCTCCTGCCCCCACTGCCCGG 3240

ARCACCACCTGEACTECCCCCCCCEECACCACTCICCGCACCTATCAGATCTICCCCCCE 3300
N T T W T A P A G T T V R
————— CACCTGGACTGCCCCCGCTGCAACCACTGTCCGCACCTATGAGATCTTCGCCCCC

T w T A P A A T T V R
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Ende der Sequenzliicke, ,N” wurden entfernt

Cr_GP2 TTCAAGGGJACTGGTGGCAGGAACACCGGCGTGTCTGGCCGCACCGTGCAGTTCTGGCTG 3360
- G G R N T G V S G R
GF6 TTCAAGGGYACTGGTGGCAGGAACACCGGCGTGTCTGGCCGCACCGTGCAGTTCTGGCTG

- G G R N T G V S G R T V Q F W L

Cr_GP2 TGCCCCGCCCTGAAGGCCGCGCTGCAGGACCAGCTGGGCCAGCCCGTGTCGGTCAAGCCC 3400
A A L Q D QL G Q P V s V K P
GF6 TGCCCCGCCCTGAAGGCCGCGCTGCAGGACCAGCTGGGCCAGCCCGTGTCGGTCAAGCCC

c Pp AL K A AL QD QUL G Q P V s V K P

Cr_GP2 AACGTGAACGCCTCGATCTCCTGCACGGACTGGTATCAGGTCAAGAAGAAGGCCAAGGGT 3460
N V N A S I S C T D W Y Q V K K K A K G
GF6 AACGTGAACGCCTCGATCTCCTGCACGGACTGGTATCAGGTCAAGAAGAAGGCCAAGGGT

N V N A S I S C T D W Y Q V K K K A K G

Cr_GP2 CTGTTCTACCGTATCACTGTGGCTGCCCAGCAGTCTGCTCACGATGCTGTCATGGACTTC 3520
L F Y R
GF6 CTGTTCTACCGTATCACTGTGGCTGCCCAGCAGTCTGCTCACGATGCTGTCATGGACTTC
L F Y R
Cr_GP2 ATCCTCTCTGGCGGCGACTTCGTGCGCCAGGCGCGCCTGGTCTGCGGCTCCCAGATCCGC 3580
QO A R
GF6/HR7 ATCCTCTCTGGCGGCGACTTCGTGCCCAAGGCTCTCGTGGGCT-CGGCTCCCAGATCCGC

P K A L V

Cr_GP2 ATTGGCGAGGCCGAGCCCCCGCGCCAGAAGCTCAAGGCTGTGTTCCCCTCGCCGTTCGAC 3640
Q K L K

HR7 ATTGGCGAAGGCGAGCCCCCGCGCCAGAAGCTCAAGGCTGTGCCCTGCTCGACGTTCGAC

Cr_GP2 CCCAAGGCTGCCGTCGACCCATACCTGTACCTGTCGGGCAAGGCTGGTTCGCCCGGCGCT 3700

3860r CCCAAGGCTGCCGTCGACCCATACCTGTACTTGTCGAGCAAGGCTGGTTTGCCAGGGG——

PP ~ v bpopPpP YL Y LSS KA AGTLZP G -

Cr_GP2 GGCGTCTGCATCGACAAGCTGCCCGTCTAA 3728 ab hier downstream UTR

4223r e GTCTAA

Abb. 5.4: Alignment von Nukleotidteilsequenzen von GP2 aus Chlamydomonas
reinhardtii (Cr_GP2, 1. Zeile) und Chlamydomonas incerta (3. Zeile). Die
ermittelten Teilsequenzen von Chlamydomonas incerta sind nach den jeweiligen
Primerabschnitten benannt, bspw. BF1, DR4, EF5, bei denen sie gefunden wurden.
Farblich gekennzeichnet sind ausgestausche AS, Farberlduterung: rot = kleine und
hydrophobe AS (AVFPMILW), blau = saure AS (ED), magenta = basische AS (RK),
grin = Hydroxyl- und Aminoseitenketten (STYHCNGQ) nach
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/help.html#color und TAYLOR 1986.
Dunkelgriin (Chlamydomonas reinhardtii) und hellgrin (Chlamydomonas incerta)
hinterlegt sind Peptidsequenzen, die bei MALDI-PMF gefunden wurden, vgl.
Kap. 2.3.1.
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A Vorlage GP3: 3 pM
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0 0,01 0,02 0,03
V/[S]

Abb. 5.5: Interaktion von gebundenem Glykoprotein GP3 aus Chlamydomonas
incerta mit dem biotinmarkierten Glykoprotein GP2 aus Chlamydomonas reinhardtii.
In (A) ist die Extinktionszunahme bei steigender Konzentrationen dargestellt, in (B)
das aus diesen Extinktionswerten (hier: V) abgeleitete Eadie-Hofstee-Diagramm mit
der linearen Regression zur Ermittlung der Affinitatskonstante Kp.
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A Vorlage GP2+GP3 je 3pM
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Abb. 5.6: Interaktion von gebundenem Glykoproteinkomplex [GP3-GP2] aus
Chlamydomonas reinhardtii mit dem biotinmarkierten Glykoprotein GP1 aus
Chlamydomonas incerta.

In (A) ist die Extinktionszunahme bei steigender Konzentrationen dargestellt, in (B)
das aus diesen Extinktionswerten (hier: V) abgeleitete Eadie-Hofstee-Diagramm mit
der linearen Regression zur Ermittlung der Affinitatskonstante Kp.
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Abb. 5.7: Interaktion von gekoppeltem Glykoprotein GP3 mit dem Glykoprotein
GP2, beide aus Chlamydomonas reinhardtii. Die y-Achse zeigt die vom Gerat IASys
gemessen Signale in Bogensekunden, auf der x-Achse ist die Zeit in Minuten
angegeben.

Es erfolgt eine Assoziation von GP3 (A). Nach der Interaktion erfolgt die
Dissoziation des Interaktionspartners mit Puffer (B) sowie die Regeneration der
Kivette (C). Die Klivette kann nun fir weitere Analysen erneut verwendet werden.
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Abb. 5.8: Interaktion von gekoppeltem Glykoproteinkomplexes [GP3-GP2], beide
aus Chlamydomonas reinhardtii mit dem Glykoprotein GP1 aus Chlamydomonas
incerta. Die y-Achse zeigt die vom Gerat IASys gemessen Signale in
Bogensekunden, auf der x-Achse ist die Zeit in Minuten angegeben.

Es erfolgt eine Assoziation von GP1 (A). Nach der Interaktion erfolgt die
Dissoziation des Interaktionspartners mit Puffer (B) sowie die Regeneration der
Kivette (C).
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Zusammenfassung

Die auBere Zellwand der einzelligen Grinalge Chlamydomonas reinhardtii
besteht im Gegensatz zu den Zellwédnden von Landpflanzen ausschlieBlich
aus Proteinen. Diese gehdéren der Familie der hydroxyprolinreichen
Glykoproteine (HRGPs) an und besitzen hochrepetitive Aminosauremotive,
deren Hydroxyprolinreste O-glykosidisch gebundene Zuckerseitenketten
tragen und die in Form einer PolyProlinII-Helix vorliegen. Eine weitere
herausragende Eigenschaft dieser HRGPs ist es, dass sie in vivo wie auch in
vitro ein hohes MalB an Selbstorganisation zeigen (self assembly).

In dieser Arbeit wurden vergleichende biochemische und molekurbiologische
Untersuchungen an den Zellwandproteinen aus zweier nah verwandeter
Arten der Gattung Chlamydomonas, die im Laufe der Evolution vor etwa 10

Millionen Jahren divergierten, durchgefihrt.

Dazu wurden zunachst die HRGPs von der Zelle prapariert, angereichert und
mit FPLC in Reinfraktionen getrennt. Mit diesen Proteinen wurde eine
Interaktion miteinander sowie Kreuzreaktivitat zwischen verschiedenen
Spezies demonstriert. Dabei wurde mit nucleated assembly gezeigt, dass
das Protein GP1 vermutlich Uber Zucker-Zucker-Wechselwirkungen an
andere HRGPs der Zellwandschichten von Chlamydomonas binden kann. Die
Affinitat von HRGPs aus der Zellwandschicht W6 zueinander liegt mit
Kpo-Werten von 107 bis 10® Mol in einem Bereich hochaffiner Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Dabei war es ebenfalls mdglich, eine Interaktion
der Proteine beider Arten miteinander nachzuweisen und zu berechnen.

Auch diese Interaktionen sind als hochaffin zu bewerten.

Die Sequenzierung von GP2 aus Chlamydomonas incerta in dieser Arbeit
und der damit durchgefihrte molekularbiologische Vergleich des
Glykoproteins GP2 bei drei Arten der Volvocales zeigt eine hohe Homologie
untereinander, die fir bestimmte globuldre Proteinbereiche und Bereiche in
Form von PolyProlinlI-Helix (shafts) als sehr hoch bezeichnet werden kann.
Dartber hinaus konnte in dieser Arbeit dargelegt werden, dass in den shafts
ein groBer Teil Nukleotide bei allen drei untersuchten Arten identisch sind
oder aber synonyme Basenaustausche stattgefunden haben, die Prolin und

seltener Serin konservieren und ein repetitives Aminosauremotiv erhalten.
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Abstract

The unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii possesses an outer
cell wall exclusively consisting of hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGPs),
similar to the extensines of land plants. HRGPs carry highly repetitive amino
acid motifs which are O-glycosylated on hydroxyproline residues and form
polyproline II helices. Furthermore, these proteins can self-assemble to

form the outer cell wall.

In this thesis biochemical and molecular examinations were carried out in
order to compare cell wall proteins of two closely related species of the
genus Chlamydomonas that diverged approximately 10 million years ago. In
detail, HRGPs were extracted, enriched and FPLC-separated into pure
fractions. Interaction and interspecific reaction of these proteins was shown.
Using the technique of nucleated assembly, it was demonstrated that
glycoprotein GP1 can bind to other cell wall proteins, presumably via sugar-
sugar interaction. Affinity constants of cell wall layer W6 glycoprotein
interaction were experimentally determined and shown to be in the range of
highly affine protein-protein interactions. In addition, Ky of interspecific
protein-protein interactions was also shown to be in the high nanomolar

range.

Sequence analysis of the glycoprotein GP2 from Chlamydomonas incerta
and comparison of GP2 from three species of the volvocine algae showed a
high homology in both globular and proline-rich shaft regions. In regard to
those shaft regions, it was revealed that the nucleotide composition of all
three sequences investigated was highly identical. Furthermore,
synonymous nucleotide exchanges mostly took place in order to conserve

proline or, more scarcely, serine residues and the repetitive motifs.
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