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ZUSAMMENFASSUNG

Paramylon ist ein R-1,3-Glucan und wird bei den meisten Euglenida als
Reservekohlenhydrat gebildet. Dieses Speicherkohlenhydrat hat eine gro3e Bedeutung
angesichts der besonderen Eigenschaften und der vielfaltigen Anwendungsmaoglichkeiten in
der Industrie und Medizin, dennoch ist die Biosynthese noch nicht geklart.

Der Paramylon-Synthase-Komplex ist ein enzymatisch aktives Protein, das in der
Membran der Paramylon-Granula lokalisiert und fur die Synthese des Paramylons
verantwortlich ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Paramylon-Synthase-
Komplex aus Distigma proteus und Peranema sp. durch Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert und mittels Native-PAGE, SDS-PAGE und des UDP-Glo™-
Glucosyltransferase-Tests charakterisiert. Der Paramylon-Synthase-Komplex der beiden
Spezies ist demnach unter nativen Bedingungen ein 669 kDa grof3er Proteinkomplex.
Bei Distigma proteus wurden mittels SDS-PAGE drei Untereinheiten im Bereich 60 kDa und
zwischen 34 und 43 kDa identifiziert. Bei Peranema sp. konnte nur eine einzige Untereinheit
im Bereich zwischen 50 und 70 kDa detektiert werden. Anhand von enzymatischen und
chemischen Analysen wurde bestatigt, dass bei den untersuchten Spezies das
Enzymprodukt Paramylon ausschlieBlich aus Glucose-Moleklilen aufgebaut ist.
Die Sequenzdaten aus Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana und
Peranema sp. entsprachen den Sequenzen der Paramylon-Synthase-Komplex kodierenden
Gene GSL1 und GSL2 aus Euglena gracilis Z. Im Weiteren wurde die Transkriptomanalyse
zur Feststellung der differentiellen Genexpression bei Euglena gracilis und Distigma proteus
in der Licht- und Dunkelphase durchgeflhrt. Dafir wurde einmalig jeweils nach der Licht-
bzw. Dunkelphase (12:12 h) eine Probe entnommen. Zwar wurden in dieser Analyse keine
signifikanten  Veranderungen der Transkriptionslevels zwischen den beiden
Wachstumsbedingungen beobachtet, aber die mMRNA-Sequenzen und Proteinsequenzen
fur GSL1 und GSL2 wurden fir beide Organismen vollstandig ermittelt. Bei Euglena gracilis
kodieren die Gene GSL1 und GSL2 mit ihren 10.829 und 7.958 Nukleotiden jeweils fur
Proteine mit 2.274 und 2.270 Aminosauren. Die Gensequenzen GSL1 und GSL2 bei
Distigma proteus weisen hingegen 4.842 und 7.664 Nukleotide auf. Diese kodierten jeweils
fur Proteine mit 1.518 und 2.298 Aminosauren. Angesichts der Proteinsequenzen wurden
die Genprodukte von GSL1 und GSL2 in die Glucosyltransferase-Familie 48 (GT48)
eingeordnet und weisen 9 bis 11 Transmembran-Helices (TMHs), DXD-, RXTG- sowie
QXXRW-Motive auf.
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Im Gegensatz zu der Transkriptomanalyse nach 12:12 h Wechsel zeigten die
anschlieBenden gPCR-Analysen, dass die Gene fur die Paramylon-Synthase (GSL 1 und

GSL 2) bei Euglena gracilis unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

(Dauerbelichtung, Dauerdunkel und Tag-Nacht-Rhythmus 12:12 h) und Gber einen langeren

Zeitraum (alle 48 h Uber 12 Tage) herunter- oder heraufreguliert werden.
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1. EINLEITUNG

Verlauft die Paramylon-Synthese auch in heterotrophen Euglenida ahnlich wie bei
phototrophen Vertretern?

Das Speicherkohlenhydrat Paramylon (3-1,3-Glucan) wird von den meisten
Vertretern der Euglenida gebildet. In den letzten Jahren wurden mehrere Versuche
unternommen, das Enzym, das fir die Synthese von Paramylon verantwortlich ist, aus
Euglena gracilis zu isolieren. Bislang ist es einigen Arbeitsgruppen gelungen, das Enzym in
Ansatzen zu charakterisieren (Marechal & Goldemberg 1964, Tomos & Northcote 1978,
Baumer et al. 2001, Brommund 2004). Uber die Eigenschaften dieses Enyzmkomplexes bei
den anderen Vertretern der Euglenida ist bisher allerdings nichts bekannt.

In den folgenden Kapiteln wird zuerst Euglena gracilis als Modellorganismus, dann
die Phylogenie und anschlielend die Merkmale der Euglenida dargestellt. Daran
ankniipfend werden die verschiedenen Speicherpolysaccharide sowie die Eigenschaften
und die Synthese des Paramylons beschrieben. Ein weiteres Kapitel setzt sich mit den
Merkmalen der untersuchten Arten Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana

und Peranema sp. auseinander.

1.1. EUGLENA GRACILIS - DER MODELLORGANISMUS

Aufgrund von sowohl pflanzen- als auch
tierahnlichen Merkmalen gehoren die Euglenida zu
den ambiregnalen Taxa; sie werden also unter dem
International Code of Nomenclature for algae, fungi
and plants (ICN 2012) und unter dem International
Zoological Code of Nomenclature (ICZN 2012)
gefuhrt. Euglena gracilis wird innerhalb der
Euglenida Butschli 1884 (Simpson 1997) als
phototropher Organismus zu den botanisch Abbildung 1. Lichtmikroskopische

Aufnahme einer Zelle von Euglena
eingeordneten Euglenophycea (Schoenichen 1925  gracilis (photoautotroph).

C: Chloroplast, G: Geilel,
P: Paramylon, S: Stigma,
Euglenea Butschli 1884, emend. Busse & Preisfeld R: Reservoir, Z: Zellkern

2002) und darin unter Euglenales Leedale 1967 (9" Baltach

geflhrt.

emend. Marin & Melkonian in Marin et al. 2003,
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Die Vertreter der Euglenophyceae tragen zumindest primar alle Chloroplasten
(s. Abb. 1). Die Zellen sind mit einer Lange von 40 - 68 um und einer Breite von 6 - 12 ym
langlich und fast zylindrisch (Pringsheim 1948, Leedale 1967, Kusel-Fetzmann 2002).
Euglena gracilis besitzt ein Stigma und eine emergente Geil3el, die fast genauso lang ist wie
der ausgestreckte Korper (Pringsheim 1948). Obwohl Euglena gracilis phototroph ist,
konnen die Zellen sowohl heterotroph als auch mixotroph (photoheterotroph) angezogen
werden. Aufgrund der leichten Kultivierung gehért Euglena gracilis zu einem der am besten
untersuchten Modellorganismen (O’Neill et al. 2015). Euglena speichert wie alle Vertreter
der Euglenophyceae und viele der Euglenida ein besonderes Polysaccharid, das Paramylon
(R-1,3-Glucan), als Energie- und Kohlenstoffquelle (Wang et al. 2018, Bicudo & Menezes
2016, Ogbonna et al. 2002, Yamane et al. 2001). Zu dem Lebensraum von Euglena gracilis
gehoren kleine Gewasser, Torfmoore, Pflitzen, Seen, Quellen, Feld- und Fischteiche
(Wolowski 1998).

1.2. PHYLOGENETISCHE POSITION DER EUGLENIDA

Eukaryoten werden aktuell in 9 Supergruppen eingeteilt (s. Abb. 2): TSAR, Haptista,
Cryptista, Archaeplastida, Amorphea, CRuMs, Metamonada, Hemimastigophora und
Discoba. Die Abkirzung TSAR steht fur die Mitglieder dieser Supergruppe: Telonemia,
Stramenopila, Alveolata, Rhizaria. Die letzten drei Gruppen bilden die Klade SAR.
Schatzungen zufolge enthalt SAR bis zur Halfte der gesamten Diversitat der Eukaryoten.
Telonemia wurde durch derzeitige phylogenetische Analysen als neue Schwestergruppe
fur SAR identifziert. TSAR umfassen viele Hauptgruppen von Mikroalgen (z. B. Kieselalgen,
Dinoflagellaten) und freilebende Protozoen (z. B. Ciliaten, Radiolarien). Haptista enthalten
die Haptophyten (z. B. Coccolithophoriden). Cryptista umfassen heterotrophe Flagellaten
(z. B. Katablephariden und Palpitomonas). Die drei Taxa Chloroplastida (Grinalgen und
Landpflanzen), Rhodophyta (Rotalgen) und Glaucophyta bilden die Supergruppe
Archaeplastida. Amorphea schliel3en die Opisthokonten (Tiere und Pilze), Amdbozoen
(Amdben und Schleimpilze) und heterotrophe Flagellaten (Breviaten und Apusomonaden)
ein. CRuMs ist wie TSAR eine neu vorgeschlagene Supergruppe und wird nach den drei
freilebenden Protozoen-Taxa dieser Gruppe benannt: Collodictyonida, Rigifilida und
Mantamonadida. Metomonada enthalten anaerobe Protisten und viele Parasiten
(z. B. Giardia, Trichomonas), Hemimastigophora werden von freilebenden Protozoen mit
zwei Geil3eln gebildet. Zu der Supergruppe Discoba gehdren Euglenozoa, Heterolobosea,
Jakobida und Tsukubamonas. Diese Gruppe schliel3t die Euglenophyten, aber auch

Trypanosomatida und somit zahlreiche freilebende oder parasitische heterotrophe
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Flagellaten ein, die in vielen Okosystemen vorkommen (Burki et al. 2019).
Das urspringliche Taxon Euglenozoa umfasst nur die eukaryotischen Untergruppen
Euglenida und Kinetoplastida.  Anhand  morphologischer und  molekularer
Forschungsergebnisse wurden neue Untergruppen (Diplonemida und Postgaardi) mit einem
einzigen Organismus (Postgaardi mariagerensis) zu Euglenozoa hinzugefiigt (Cavalier-
Smith 1981, Simpson 1997, Simpson et al. 1997).
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Abbildung 2: Die neue schematische Darstellung der Supergruppen der Eukaryoten (Burki et al. 2019)

Ebenso wurde Symbiontida nach der Identifizierung von zwei neuen Arten, die mit
Bakterien in Symbiose leben (Bihospites bacati und Calkinsia aureus) als weitere
Untergruppe der Euglenozoa erganzt. Wenngleich Symbiontida mit Euglenida,
Kinetoplastida und Diplonemida zusammen die monophyletische Gruppe Euglenozoa
bilden, sind die Beziehungen unter diesen eukaryotischen Gruppen nicht vollstandig
verstanden. Einerseits weisen einige Studien darauf hin, dass Euglenida und Kineplastida
aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten wie Flagellenapparat, Paraxonemalstab und die
Sturuktur des Mitochondriums eng verwandt sind (Yubuki et al. 2009, Kivic & Walne 1984,
Breglia et al. 2010, Bicudo & Menezes 2016, Triemer & Farmer 1991).

Andererseits deuten andere Studien durch die zusatzlichen phylogenetischen Daten zu den
morphologischen Gemeinsamkeiten darauf hin, dass Kinetoplastida und Diplonemida
Schwestergruppen sind (Breglia et al. 2007, Bicudo & Menezes 2016, Yamaguchi et al.
2012, Busse & Preisfeld 2002a). In einer weiteren Studie wurde die Euglenozoa in drei
Unterstamme Euglenoida, Postgaardia und Glycomonada unterteilt. Dabei umfasste

Glycomonada Kinetoplastida und Diplonemida (Cavalier-Smith 2016).
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1.3. SYSTEMATISCHE GLIEDERUNG DER EUGLENIDA

Euglenida bilden eine vielfaltig vorkommende Organismen-Gruppe. Die Typusart
Euglena wurde im Jahr 1967 von Antonie van Leeuwenhoek dokumentiert.
Im 18. Jahrhundert beschrieb Otto Fischer Mller einige Arten, aber er ordnete sie nicht den
Euglenida zu.

Ehrenberg (1830) klassifizierte erstmals die photosynthetischen Euglenida, als
er die Gattung Euglena beschrieb. Dartber hinaus begriindete er (1831-1833) drei neue
Gattungen: Cryptoglena, Colacium, Trachelomonas. Bis Mitte des 20. Jahrhunderts wurden
weitere neue SuRwasser-Gattungen (Phacus Dujardin 1841, Lepocinclis Prety 1849,
Monomorphina Mereschkowski 1877 sowie Strombomonas Deflandre 1930) und zwei
marine Gattungen (Eutreptia Perty 1852 sowie Eutreptiella Da Chunha 1913) von
unterschiedlichen Autoren eingeflhrt.

Stein (1878) teilte die Euglenida aufgrund der Anwesenheit und der Abwesenheit von
Chloroplasten und der Erndhrungsweise in vier Hauptgruppen. Die Euglenida wurden
erstmals 1884 von Otto Butschli als eine einzige, eigenstdndige Gruppe anerkannt,
die anderen Protisten-Gruppen gleichgestellt ist. Andere Forscher kategorisierten
die grinen und die farblosen Euglenida bei ihren taxonomischen Forschungen (Klebs 1883,
Blochmann 1895, Senn 1900, Lemmermann 1913).

Hollande (1942) entwickelte ein taxonomisches System fur Euglenida nach den
Strukturmerkmalen (z. B. Kérperform, Erndhrungsmodus, Flagellenstruktur und Metabolisier
-ungsgrad).

Huber-Pestalozzi (1955) bildete 40 Gattungen mit 842 Arten. Pringsheim (1956)
unterteilte die Gattung Euglena in sechs Untergattungen, die sich durch die Morphologie
und Verteilung der Chloroplasten und Pyrenoide abgrenzen.

Leedale (1967) erweiterte das Klassifizierungssystem von Hollande (1942).
Bei seiner Klassifikation fokussierte er sich auf die Anzahl und die Lange der Geil3eln sowie
die Ernahrungsweise. Leedale teilte Euglenida in 6 Ordnungen ein: Euglenales,
Eutreptiales, Rhabdomonadales, Sphenomonadales, Heteronematales und
Euglenamorphales. Die Ordnungen Euglenales und Eutreptiales enthalten hauptsachlich
phototrophe und osmotrophe Gattungen mit Ausnahme einer phagotrophen Gattung
,Euglenopsis”. Diese beiden Ordnungen fallen besonders durch das Vorhandensein von
Chloroplasten auf, obwohl auch farblose Gattungen (z. B. Khawkinea und Distigma)
vorhanden sind. Die Ordnungen Rhabdomonadales, Sphenomonadales und
Heteronematales besitzen weder Stigma noch Geil3elanschwellung. AuRerdem ist bei den

Ordnungen Sphenomonadales und Heteronematales der Ingestionsapparat eine
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Besonderheit. Rhabdomonadales und Heteronematales zeigen nur eine heterotrophe
Ernahrungsweise (osmotroph oder phagotroph).

Zakrys (1986) unterschied drei Untergattungen (Euglena, Calliglena und Discoglena)
unter Bericksichtigung der Anzahl, Morphologie und Position der Chloroplasten in den
Zellen, der Anzahl und Morphologie der Paramylonkérner und des Vorhandenseins oder
Fehlens von Pyrenoiden.

Farmer (1988) kritisierte die systematische Gliederung von Leedale, weil sie haupt-
sachlich auf lichtmikroskopischen Beobachtungen basierte. Au3erdem vereinigte er die
Ordnungen Euglenales und Eutreptiales aufgrund seiner Untersuchungen.

Dawson & Walne (1994) versuchten, einige Gattungen aufgrund der Geil3elstruktur,
Ernahrungsstrategien und der Auspragung des Paraxonemalstabes (PAR) zu gliedern. Im
Vergleich mit Leedale haben sie sich auf die Geil3elorganisation konzentriert. Die
Klassifikation von Dawson & Walne enthielt einige Verbesserungen. Nach dieser
Darstellung waren die ersten Vertreter der Euglenophyta auf phagotrophe Vorfahren
zurickzufihren. Im Laufe der Entwicklung entstanden zwei Linien der Euglenophyta, in
denen die Reduktion der ventralen Geif3eln (F2) stattfand. Eine der beiden Linien flhrte
durch die Etablierung von PAR, Stigma und die Aufnahme von Chloroplasten zu
phototrophen Arten. Aus der anderen Linie entwickelten sich primar osmotrophe Arten durch
den Verlust von PAR, Stigma und Chloroplasten. Endozoische Formen und sekundar
osmotrophe Arten entstanden unabhangig davon.

In den nachsten Jahren wurden weitere neue marine bzw. SiulRwasser-Arten und
Gattungen sowie Taxa aus unterschiedlichen Regionen Europas und Asiens beschrieben
(Duangjan & Wotowski 2013, Kosmala et al. 2009, Schroeckh et al. 2003, Bennett et al.
2014, Lee & Patterson 2000, Duangjan et al. 2017, Lee et al. 1999, 2000, 2003, 2005, Lee
2002). Bis gegen Ende des letzten Jahrhunderts wurden lichtmikroskopische und
transmissionselektronenmikroskopische Daten verwendet, um ein taxonomisches System
der Euglenida zu erstellen. Seitdem molekulare Merkmale wie Gene der SSUrRNA
(die nukleare rDNA fir die kleine ribosomale Untereinheit) genutzt werden, wurden 100
Taxa identifiziert. Darlber hinaus wurde in zahlreichen Studien versucht, ein neues
taxonomisches System fur die phototrophen, heterotrophen und phagotrophen Euglenida
durch Verwandtschaftsanalysen zu bilden. Diese Untersuchungen zeigen, dass die
systematische Gliederung der Euglenida sich aufgrund der neu identifizierten Arten, Taxa
und Gattungen sowie der Methoden und verwendeten Merkmale zur Stammbaumanalyse
im Wandel befindet (Marin et al. 2003, Kim et al. 2010, Paerschke et al. 2017, Bicudo &
Menezes 2016).
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1.4. CHARAKTERISTISCHE MERKMALE DER EUGLENIDA

Die Euglenida bilden eine morphologisch vielfaltige Gruppe einzelliger begeil3elter
Protisten (Pombert et al. 2012, Leander et al. 2017). Sie sind weit verbreitet und treten in
den verschiedensten und auch extremen Lebensraumen auf; SuRwasser, Salzwasser,
Brackwasser, feuchte Bdden, Schlamm und Schnee (Ekelhund & Patterson 1997, Linton et
al. 2010, Duval et al. 1999, Hoham & Blinn 1979, Jahn 1946, Arguelles et al. 2014).
Die meisten Arten der Euglenida sind freilebend (Leander et al. 2001a). Sehr wenige
Vertreter der Euglenida sind sessil und lassen sich in auRergewohnlichen Lebensraumen
finden; wie auf Algen (Volvox) und kleinen Krebstieren. Auch zeigen einige Vertreter der
Euglenida eine endozoische, endophytische (z. B. Euglena gracilis) oder eine
saprophytische (z. B. Euglena longa) Lebensweise; z. B. in Fadenwlrmern (Nematoden),
Froschen (Amphibien), Eiern von Nacktschnecken (Mollusken) und Moosfarnen (Selaginella
sp.) (Satpati et al. 2011, Jiangxin et al. 2004, Ponce Gordo et al. 2002, Jahn 1946).

Innerhalb der Euglenida gibt es als Ernahrungsweisen die Heterotrophie
(Osmotrophie und Phagotrophie), Phototrophie und Mixotrophie (Milanowski et al. 2016,
Pombert et al. 2012, Breglia et al. 2010, Yamaguchi et al. 2012, Lax & Simpson 2013).
Die heterotrophen Euglenida sind farblos und kénnen keine Photosynthese betreiben (Sun
et al. 2008, Hrda et al. 2012). Sie sind auf die Aufnahme unterschiedlicher organischer
Kohlenstoffquellen angewiesen (Ogbonna et al. 1998). Sie lassen sich in zwei Gruppen
einteilen: Phagotrophie (Bakteriotrophie und Eukaryotrophie) und Osmotrophie.
Die bakteriotrophen Euglenida ernahren sich durch die Aufnahme von Bakterien
(z. B. Petalomonas und Entosiphon). Eukaryotrophe Arten fressen eukaryotische Zellen wie
Hefe, Diatomeen, griine Algen sowie andere kleine Eukaryoten (z. B. Dinema, Peranema)
(Leander et al. 2001 & 2007, Leander & Farmer 2001, Triemer 1997). Die osmotrophen
Arten lassen sich wiederum in zwei Gruppen einteilen: Primar osmotrophe und sekundar
osmotrophe Arten. Primare Osmotrophen sind aus Phagotrophen durch Reduktion, bzw.
Verlust des Ingestionsapparates entstanden. Sie ernahren sich nur Uber die Aufnahme
geldster Substanzen aus dem Umgebungsmedium (Pinocytose). Im Gegensatz zu den
primar Osmotrophen haben sekundar Osmotrophe oftmals inaktive Reste der Plastiden und
in der Regel ein Stigma. Primar und sekundar Osmotrophe kénnen keine Photosynthese
betreiben (Leander et al. 2007, Yamaguchi & Anderson 1994, Yamaguchi et al. 2012,
Leander et al. 2001, Hrda et al. 2012). Phototrophe Euglenida sind grun und in der Lage,
Uber Photosynthese Kohlenstoffgeriiste aufzubauen. Sie benutzen Licht als Energiequelle
und stellen durch das Reduzieren von Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) das
organische Produkt Glucose und Sauerstoff (O2) her (Richter et al. 2014, Robyt 2001,
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Leander et al. 2001). Mixotrophe Euglenida kénnen sich sowohl phototroph als auch
osmotroph erndhren (z. B. Euglena gracilis) (Dahoumane et al. 2016, Purwoto et al. 2003).

Die Euglenida besitzen keine Zellwand und keine feste Hulle aufRerhalb der
Plasmamembran. Stattdessen werden sie von einer einzigartigen komplexen
Zellbedeckung, der Pellikula, als Teil des Cytoskelettes umgeben, welche aus vier
Hauptbestandteilen besteht: (i) Plasmamembran, (ii) sich leicht lateral Uberlappenden
wiederholenden Einheiten aus Proteinstreifen (epiplasmatische Schicht), (iii) Mikrotubuli
und (iv) tubuldre Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (Metting 1996, Leedale
1964, Strother et al. 2020, Leander et al. 2001, Leander & Farmer 2000, Zakrys et al. 2017,
Arroyo et al. 2012, Yubuki & Leander 2011, Conforti et al. 2017). Diese Proteinstreifen
erstrecken sich Uber die gesamte Lange der Zelle und besitzen zwei Articulinproteine, die
Uber ein Intramembranprotein mit der Plasmamembran verbunden sind (Zakrys et al. 2017,
Farmer 2009, Leander & Farmer 2000).

Abbildung 3: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der Pellikula von a) Khawkinea quartana,
flexibel (© Angelika Preisfeld) b) Lepocinclis ovata, starr (© Angelika Preisfeld), Ch: Chloroplast,
Mi: Mitochondrium, MT: Mikrotubuli, P: Pellikula, ER: Endoplasmatisches Retikulum, ES: Epiplasmatische
Schicht, Pm: Plasmamembran
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Die Pellikula kann starr oder flexibel, helikal oder longitudinal angeordnet sein. Die starre
Pellikula hat wenige spiralformig verschmolzene, meist dicke Streifen, so dass die Zelle eine
feste Form hat (z. B. Phacus und Lepocinclis, s. Abb. 3a). Die flexible Pellikula besitzt eine
grof3e Anzahl helixférmiger Gelenkstreifen (einige Zehn), so dass die Zelle sich in der Form
verandern kann, wie Euglena gracilis und Distigma proteus (s. Abb. 3b) (Jahn 1946, Arroyo
et al. 2012). Durch eine flexible Pellikula kommt die typische euglenoide Bewegung
(Euglenoid Metaboly) zustande (s. Abb. 4a und 4b), wenn die Streifen relativ zueinander
entlang der Artikulationszone gleiten, dort wo zwei Streifen Uberlappen (Leander et al.
2017).

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahme der euglenoiden Bewegung a) Euglena gracilis und b) Euglena
mutabilis (1 cm = 10 um) (© Angelika Preisfeld)

Bei den Euglenida sind die Flagella (Geil3eln) fir die Fortbewegung und den
Nahrungstransport zustandig (Rossi et al. 2017, Ward & Willey 1981, Breglia et al. 2013,
Leander et al. 2017). Sie entspringen an der Basis des Reservoirs aus i.d.R. zwei
Basalkorpern. Eine gestreifte Bindefaser verbindet die beiden Basalkdrper miteinander
(Farmer & Triemer 1988, Farmer 2009, Zakry$ et al. 2017). Die Basalkorper bilden das
mikrotubuléare organisatorische System fiir den Flagellenapparat. Drei asymmetrische
mikrotubulare Wurzeln erstrecken sich von den Basalkorpern: eine Ruckenwurzel, eine
ventrale Wurzel und eine Zwischenwurzel (Leander et al. 2017). Die Euglenida besitzen
innerhalb der emergenten Flagella paraxonemale (paraxiale) Stabchen (PAR), die parallel
neben dem Axonem verlaufen, das tber die Mikrotubuli und Motorproteine fur die Bewegung
der GeiReln zustandig ist (Talke & Preisfeld 2002). Der PAR besteht aus zwei
Hauptproteinen und erscheint in der anterioren Geil3el gitterartig im Langsschnitt, wahrend
die ventrale, posteriore GeilRel einen plattenartig strukturierten PAR aufweist (s. Abb. 5),

wenn sie emergent ist (Walne & Dawson 1993).
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Die Funktion des PAR ist unklar, aber es wird angenommen, dass es dem Flagellum
Steifheit verleiht. In jedem Fall sind die Geif3eln der Euglenida deutlich dicker als die der
anderen Eukaryoten (s. Abb. 5).

Das Axonem weist eine charakteristische 9 + 2-Anordnung von Mikrotubuli auf, in der
ein zentrales Paar Mikrotubuli von &uf3eren Dublett-Mikrotubuli umgeben ist.

Abbildung 5: a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Euglena gracilis. Sichtbar sind das jeweilige
Flagellum (F) und der Kanal (Ca). Die Streifung entsteht durch die Pellikula. b) Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahme durch das Reservoir (R) von Euglena gracilis. Sichtbar sind das emergente
Flagellum, der Paraflagellarkérper (PFB) im Reservoir und die Lipidglobuli des Stigmas (Ls)
¢) Transmissionselektronen-mikroskopische Aufnahme durch die Geil3eln von Entosiphon sulcatum mit den
beiden emergenten Geil3eln (F1, F2), den Axonemata (Ax) und den Paraxonemalstéaben (PAR) (© Angelika
Preisfeld)

Viele Euglenida haben zwei heterodynamische Flagellen, die mit haaréhnlichen Strukturen,
den Mastigonemata, ausgekleidet sind (Pfeilspitze in Abb. 5c). Die meisten phototrophen
Arten besitzen ein emergentes und ein im Reservoir verbleibendes Flagellum (Farmer 2009,
Leander et al. 2017). Einige marine Arten der Euglenida haben zwei oder auch vier
ungleiche emergente Flagella (z. B. Eutreptiella braarudii, Eutreptiella pomquetensis)
(Farmer 2009, Farmer & Triemer 1988, Stonik 2007). Bei der phagotrophen Art
Petalomonas cantuscygni fehlt ein Flagellum vollstandig (Triemer & Farmer 1991).
Alle phototrophen und einige sekundar osmotrophe Euglenida besitzen ein Stigma
(Augenfleck), das aus orangefarbenen und roten Carotinoiden (R3-carotin, Diatoxanthin,

Diadinoxanthin) besteht und von einer Membran umgeben einen Teil des
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photosensorischen Apparates darstellt (Leander et al. 2007, Leander et al. 2017, Kato et al.
2020, Heelis et al. 1979). Das Stigma liegt frei im Cytoplasma und nicht wie bei Grinalgen
in Chloroplasten und ist eng an der Reservoirmembran gelegen (Kato et al. 2020, Farmer
2009, Leander et al. 2017). Gegenuber dem Stigma befindet sich der Paraflagellarkdrper
(PFB), der den eigentlichen Photorezeptor darstellt und als eine kleine Schwellung der
emergenten Geil3el erscheint (s. Abb. 5b) (Leander et al. 2017, Zakry$ et al. 2017). Der PFB
besteht aus einem parakristallinen Material, das Flavine, Pterine und Rhodopsin enthalt.
Das Stigma bildet mit dem Paraflagellarkérper zusammen den photosensorischen Apparat.
Wahrend die Zelle sich durch das Wasser dreht, wird der PFB regelmaf3ig vom Stigma
beschattet. Dies signalisiert der Zelle, ob sie sich zur Lichtquelle hin oder von dieser weg
bewegt (Farmer 2009, Leander et al. 2017, Kato et al. 2020).

Die  Chloroplasten der phototrophen
Euglenida sind grin und enthalten Chlorophyll a und
b. Sie sind Uber die Zelle verteilt und unterscheiden
sich in Form (sternférmig, gelappt, kugelférmig,
schildférmig oder scheibenformig), GroRe, Anzahl

(von eins bis zahlreich) und Lage (parietal, teilweise

parietal oder axial) sowie durch ihre Struktur. Bei den

meisten  phototrophen  Arten  besitzen die Abbildug 6: Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines Ultradiinnschnittes

Chloroplasten Thylakoide in Dreierstapeln und  gyrch einen Chioroplasten von Euglena
gracilis mit drei Hillmembranen

(Pfeile). S: Stroma,
.Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase T: Thylakoidmembranen.

(© Dr. Uwe Kahmann)

typischerweise Pyrenoide, in denen sich das Enzym

(Rubisco) zur photosynthetischen CO2-Assimilation
befindet (Dabbagh & Preisfeld 2017, 2018, Dabbagh et al. 2017, Houtz & Portis 2003,
Leander et al. 2017, Arguelles & Martinez-Goss 2019, Bicudo & Menezes 2016, Jahn 1946).
Die Chloroplasten der Euglenida zeigen groRe Ahnlichkeit mit den Chloroplasten der
Grunalgen auf. Der Unterschied liegt darin, dass die Chloroplasten der Euglenida von drei
(s. Abb. 6), die Chloroplasten der Grinalgen nur von zwei Membranen umgeben sind.
Nach der Theorie der sekundaren Endosymbiose wurde eine eukaryotische Griinalge von
einem phagotrophen Euglenid durch Endozytose aufgenommen. Bei dieser Symbiose sind
die urspringlichen Chloroplasten der eukaryotischen Zelle mit zwei Membranen und die
Phagosomenmembran der Wirtszelle mit drei Membranen uUbriggeblieben (Archibald &
Keeling 2002, van Dooren et al. 2001, Keeling 2013, KrajCoviC et al. 2015). Bei den
Euglenida befindet sich eine kontraktile Vakuole im Bereich des Reservoirs. Diese entleert

ihren Inhalt in das Reservoir und ist fur die Osmoregulation verantwortlich (Storch & Welsch
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2009, Harding et al. 2010, Arguelles & Martinez-Goss 2019). Die meisten phagotrophen
Euglenida haben einen charakteristischen Ingestionsapparat oder ein Zytosom zum
Einfangen und Aufnehmen von Beutezellen (Leander et al. 2007, Yamaguchi et al. 2012).
Dieser Ingestionsapparat befindet sich auf der ventralen Seite der Zelle unterhalb des
Kanals (Leander 2004). Bei einigen Euglenida, z. B. Petalomonas ist der Ingestionsapparat
eine einfache mit Mikrotubuli verstéarkte Tasche (MTR) und enthalt keine Stdbe und Vanes
(Flugel). Die anderen besitzen komplexe und hoch entwickelte Ingestionssysteme mit
mehreren Cytoskelett-Elementen, die im Querschnitt wie ein Windrad angeordnet sind. In
einer Reihe von bakteriotrophen (z. B. Entosiphon sulcatum, s. Abb. 7) und eukaryotrophen
Euglenida (z. B. Dinema) finden sich zwei robuste, mit Mikrotubuli verstarkte Stabe, die in
eine amorphe Matrix eingebettet sind. Zwischen den beiden Stdben befinden sich je nach
Art vier bis finf Vanes. Wahrend eine Beutezelle aufgenommen wird, ragen die Stabe des
Ingestionsapparates aus dem vorderen Ende der Zelle heraus, und die Fllgel drehen sich
wie Windradschaufeln. Wenn sich der Ingestionsapparat zuriickzieht, drehen sich die Fligel
in ihre urspringliche Position zurtick und nehmen dabei die Beute auf (Yamaguchi et al.
2012, Leander 2008, Farmer 2009, Leander et al. 1990, Leander et al. 2001).

Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Ingestionsapparates von Entosiphon sulcatum.
R: Reservoir, rER: Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums, MTB: Mikrotubuli Bindel, G: Golgi
Apparatus, Ve: Vesikel, FV: Nahrungsvakuole (© Almut Vollmer)

11
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Das Reservekohlenhydrat Paramylon stellt eine einzigartige Besonderheit im
Organismenreich dar (Conforti et al. 2017). Daher wird es gemeinsam mit Reservekohlen -

hydraten anderer Organismen beschrieben.

1.5. DIE SPEICHERKOHLENHYDRATE DER EUKARYOTEN UND PROKARYOTEN

Polysaccharide sind grof3e Kohlenhydratpolymere, die bei Tieren, Pflanzen, Pilzen
und Mikroorganismen (Algen und Bakterien) naturlich gebildet werden (Delattre et al. 2011,
Mohammed et al. 2021). Diese Makromolekile bestehen aus einer grof3en Anzahl von sich
wiederholenden Monosacchariden (Hunderten und Tausenden), die Uber glykosidische
Bindungen verbunden sind (Nechita & Roman (lana-Roman) 2020). Es ist bekannt, dass
Polysaccharide in biologischen Systemen aufgrund der Vielfalt und Struktur verschiedene
Funktionen und Eigenschaften aufweisen (Wang et al. 2013, Delattre et al. 2011). Sie sind
ein wichtiger Bestandteil der Zellwand bei Pflanzen und Mikroorganismen und eine
strukturelle Komponente der Exoskelette von Insekten und anderen Arthropoden.
Die Polysaccharide schitzen auf diese Weise Organismen vor der Austrocknung und vor
Umweltveranderungen wie z. B. Anderungen der Temperatur, des pH-Wertes oder der
Sauerstoffkonzentration. Mit Hilfe der Polysaccharide werden die Zellen vor dem Eindringen
anderer Organismen und Viren geschitzt. Aul3erdem sind sie an Prozessen, wie der
Zellerkennung bei Infektionen sowie der Rezeptorbindung und der Immunantwort beteiligt
(Robyt 1998). Manche Polysaccharide dienen als Energiespeicher (Wang et al. 2013,
Delattre et al. 2011). Diese Reservepolysaccharide werden in den entsprechenden
pflanzlichen Organen wie Samen, Frichten und Wurzeln entweder intrazellular (Starke,
Fructosane) oder auch in der Zellwand (z. B. Mannane, Xyloglucane, Galactomannane)
eingelagert (Burchard 1985). In Tabelle 1 werden die Reservekohlenhydrate dargestellt, die
in unterschiedlichen Organismen vorkommen (Aikawa et al. 2015, Burchard 1985,
Lovegrove et al. 2015, Buckeridge 2010, Hoch 2007, De Sousa et al. 2017, Pauly et al.
2013, Buckeridge et al. 2000 & 2000a, 1992, McCleary et al. 1976, Schultink et al. 2014,
Mohamed & Rayas-Duarte 1995, Mucalo et al. 2002, Lucyszyn et al. 2011, Farkas et al.
1991, Causey et al. 2000, Robyt 1998 & 2001, Permatasari et al. 2018, Graiff et al. 2015,
Kadam et al. 2015, Becker et al. 2017 & 2020, Al Abdallah et al. 2016, Podterob 2008,
Chanda et al. 1957, Honegger & Haisch 2001, Olafsdottir & Ingélfsdottir 2001, Markou et al.
2012, Gentry et al. 2010, Villarruel-Lépez et al. 2017, Barsanti & Gualtieri 2006, Lee 2008,
Kiss et al. 1987, Wilson et al. 2010, Viola et al. 2001, Park 2015, Brust et al. 2020, Hall 2016,
Nakamura et al. 2005, Chikwana et al. 2013, Goh & Klaenhammer 2014).
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Tabelle 1: Ubersicht einiger Reservepolysaccharide und deren Merkmale

Kohlenhydrate Polymer Struktur Wasserloslichkeit Vorkommen
a-1,4-D-Glucose
u Amylose ' ) Pflanzenknollen
Starke . a-1,4-D-Glucose unléslich
Amylopektin a-1.6-D-Glucose (z. B. Kartoffeln)
xvioglucane 3-1,4-D-Glucose Samen
Hemicellulose (Xmg l0id0) R-1,6-D-Xylose l6slich (Tamarinde,
y 3-1,2-Galactose Kapuzinerkresse)
Mannane 3-1,4-D-Mannose unldslich Samen (Palmen,
Kaffee, Sesam)
Glucomannane B-1,4-D-Mannose [6slich Saﬁfg Sﬁ;lﬁ';,d'i;%rglg ©
3-1,4-D-Glucose I
Organe (Lilie)
3-1,4-D-Mannose s .
Galactomannane a-1.6-D-Galactose l6slich Samen (Leguminosae)
3-1,4-D-Mannose Samen
Galactoglucomannane 3-1,4-D-Glucose l6slich (ridaceae, Liliaceae)
a-1,6-D-Galactose
Galactane 3-1,4-D-Galactose l6slich Samen (Gemiise,
(Arabinogalactane) a-1,5-D-Arabinose Kaffee, Lupine)
Pflanzen
(z. B. Hyazinthen,
Fructane Inulin 3-2,1-D-Fructose 16slich Lilienknollen,
Tulpen), Algen
(z. B. Acetabularia
mediterranea)
Levane B-2,6-D-Fructose [6slich Gréaser
3-2,1-D-Fructose
Phaeophyceae (braune
A 3-1,3-D-Glucose . L o
Laminarin R-16-D-Glucose |6slich/unléslich Algen), z. B. Laminaria
Arten
. . 3-1,3-D-Glucose .
Lichenin R-1.4-D-Glucose l6slich Flechten und Moose
. i . . Rhodophyta
Florideenstéarke Amylopektin a-1,4-D-Glucose unldslich (rote Algen)
Paramylon 3-1,3-D-Glucose unléslich Euglenida,
Glvkogen a-1,4-D-Glucose Gslich Tiere, Pilze, Hefen,
yKog a-1,6-D-Glucose Cyanobacteria
Glykogen ist ein wichtiges Reservepolymer aus a-1,4-verknipften Glucose-

Untereinheiten mit a-1,6-verknupfter Glucose an den Verzweigungspunkten (Wilson et al.
2010, Zeitz et al. 2019, Park 2015). Es stellt aufgrund der besonderen Eigenschaften, wie

z. B. starker Verzweigung, eine flexible und wirksame Energiequelle dar (Goh &

Klaenhammer 2014). Glykogen wird in Tieren, Pilzen, Protozoa, Hefe (Saccharomyces

cerevisiae), Bakteria (Escherichia coli), Cyanobakteria und Rhodophyta gebildet (Aikawa et
al. 2015, Hall 2016, Francois & Parrou 2001, Park 2015, Cook et al. 1968, Goh &
Klaenhammer 2014, Wang et al. 2019, Paulillo et al. 2003, Viola et al. 2001, Robyt 2001).

Starke

ist das

haufigste

Polysaccharid

und eines

der  wichtigsten

Speicherkohlenhydrate in Pflanzen, das in Form von Starkekérnern in den Chloroplasten
vorliegt (Burchard 1985, Burrell 2003, Hostettler et al. 2011, Kasperbauer & Hamilton 1984,

Viola et al. 2001). Es tritt hauptsachlich in den Chloroplasten von Grinalgen und in Blattern,

Stielen, Wurzeln, Samen (Sojabohne und Erdnuss), Frichten (Banane, Mango und
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Papaya), Knollen (Maniok, Kartoffel), Zwiebeln und Pollen der meisten Pflanzen auf. Je
nach Herkunft variieren die Form und die Gro3e der Starkekdrner (z. B. Kugeln, Ellipsoide,
Polygone und unregelmafiige Tubuli). Starke ist eine Mischung von zwei Glucosepolymeren
Amylose und Amylopektin. Diese beiden Hauptkomponenten unterscheiden sich in Struktur
und Eigenschaften. Amylose ist ein unverzweigtes (lineares) Molekul, bei dem ca. 200 bis
1000 Glucoseeinheiten durch a-1,4-glycosidische Verbindungen miteinander verknipft
sind. Dieses Molekiil liegt wie eine Helix vor und enthalt sowohl a-1,4-glycosidische als auch
a-1,6-glycosidische Verbindungen. Im Gegensatz zu Amylose ist Amylopektin ein
hochverzweigtes Molekil, das aus 2.000 bis 20.000 Glucoseeinheiten besteht (Segura-
Campos et al. 2015, Di Donato et al. 2014, Robyt 2001).

Hemicellulosen bilden eine weitere Gruppe der Reservekohlenhydrate, die in
den Pflanzenzellwéanden vorkommen. Hemicellulosen weisen [3-1,4-glycosidische
Verbindungen auf und umfassen Xyloglucane, Mannane, B-Glucane und Galactane.
Die Struktur der Hemicellulosen und ihre Haufigkeit variieren stark zwischen verschiedenen
Arten und Zelltypen (Scheller & Ulvskov 2010, Sethya et al. 2015, Hoch 2007).

Xyloglucan (XyG) ist eine wichtige und haufig vorkommende Hemicellulose, die in
vielen Landpflanzen mit Ausnahme von Grasern gebildet wird (Cocuron et al. 2007, Scheller
& Ullvskov 2010, Farkas et al. 1991). Aufgrund der &hnlichen Eigenschaften wie Starke wird
dieses Polysaccharid auch Amyloid genannt (Lucyszyn et al. 2011). XyG besteht aus
3-1,4-verknupften Glucoseketten mit regelmalliger Verzweigung von [3-1,6-verknipften
Xylosylresten. Manchmal kénnen diese Ketten mit 3-1,2-verknlpften Galactosylresten
weiter verzweigt werden (Buckeridge 2010). Neben der Strukturfunktion dienen XyGs auch
als Energiereserve in der priméren Zellwand der Samen bei einigen Pflanzenarten
(z. B. Tamarinde (Tamarindus indica), Jatoba (Hymenaea courbaril), Kapuzinerkresse
(Tropaeolum maujus)). Diese Reservepolysaccharide werden wahrend der
Samenentwicklung und -reifung in groRen Mengen gespeichert und bei der Keimung
plétzlich und schnell abgebaut, um Energie fur den entstehenden Keimling bereitzustellen
(Farkas et al. 1991, Yamatoya et al. 1997, Cocuron et al. 2007, Pauly et al. 2013, Schultink
et al. 2014).

Mannane sind Hemicellulosen, die sowohl als Strukturpolymere in
Pflanzenzellwéanden als auch als Speicherkohlenhydrate in Pflanzensamen fungieren.
Aufgrund der Grundgertstzusammensetzung und der Seitenkettensubstitution kann die
Mannan-Familie in zwei Klassen eingeteilt werden: Homomannane (Mannane) und
Heteromannane (Glucomannane, Galactomannane und Galactoglucomannane) (Wang et
al. 2013, Hoch 2007). Alle Mannane haben eine Grundstruktur von [3-1,4-D-Mannose-
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Hauptketten. Diese Hauptketten werden bei den Glucosemannanen mit 3-1,4-D-Glucose
und bei Galactomannanen mit a-1,6-D-Galactose verbunden. Im Gegensatz zu den anderen
Heteromannanen enthalten Galactoglucomannane sowohl [3-1,4-D-Glucose als auch
a-(1,6)-D-Galactose in der Seitenkette (Hoch 2007, De Sousa et al. 2017).

Galactane sind Zellwandspeicherpolysaccharide, die hauptsachlich in den Samen
einiger Pflanzen vorkommen. Diese Polymere wurden zum ersten Mal 1947 aus den Samen
der weien Lupine (Lupinus albus) isoliert (Pierre et al. 2014). Ursprunglich wurde
angenommen, dass das Polysaccharid der weil3en Lupine aus unverzweigten 3-1,4-D-
Galactose-Einheiten besteht. Neue Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass das
Polysaccharid aus den Keimblattern der Lupine (Lupine angustifolius) (3-1,4-D-Galactose-
Einheiten mit Zweigen von 3-1,5-Arabinose enthalt. Galactose und Arabinose werden in der
Zellwand nach der Keimung allerdings abgebaut (Mohamed & Rayas-Duarte 1995,
Buckerigde et al. 2000a, Buckerigde 2010).

Fructane sind Fructosepolymere, die bei einigen hoheren Pflanzen als
Reservepolysaccharide dienen. Diese Polymere sind auch bei Bakterien und Pilzen
verbreitet. Aufgrund der Bindungsunterschiede lassen sich Fructane in zwei Gruppen
unterteilen: Inulin und Levane (Bansal et al. 2019, Valluru & Van den Ende 2008, Burchard
1985).

Inuline sind unverzweigte Speicherpolysaccharide, die aus einer langen Kette aus
3-2,1-verknupften D-Fructose-Einheiten besteht. Das letzte Fructose-Molekl in der Kette
ist durch a-1,2-Bindung mit einem Glucosemolekil verbunden. Manche Algen
(z. B. Acetabularia mediterranea und A. crenulata), einige Vertreter von Compositae
(z. B. Léwenzahn (Taraxacum officinale), Chicoree (Cichorium intybus), Topinambur
(Helianthus tuberosus L.)) und viele Vertreter von Liliacae (z. B. Zwiebeln, Hyazinthen,
Tulpen, Lilienknollen) speichern Inuline (Oztirk & Serdaroglu 2016, Robyt 1998 & 2001,
Rubel et al. 2018, Van Laere & Van Den Ende 2002, Bourne et al. 1972, Legros et al. 1975,
Shoaib et al. 2016, L6épez-Molina et al. 2005, Li et al. 2014 & 2015, Crespo et al. 2020).

Levane sind Polysaccharide, die aus [3-2,6-verknlpften D-Fructose-Einheiten mit
einem Glucosylrest am Ende der Kette bestehen. Viele bakterielle Levane weisen durch
zusatzliche B-2,1-Bindungen eine verzweigte Struktur auf. Sie werden in Pflanzen, Pilzen
und Bakterien gebildet. Levane schiitzen diese Organismen vor kaltem und trockenem
Klima. Levane werden im Stamm und im Blatt mancher Graser (z. B. Agropyron cristatum,
Dactylis glomerata und Poa secunda) als Speicherkohlenhydrate produziert und werden in
den letzten Stadien der Vegetationsperiode abgebaut (Gupta et al. 2011, Permatasari et al.
2018, Tomulescu et al. 2016).
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Laminarin (Laminaran oder Leucosin) ist das Energiereservepolysaccharid, das
bei den braunen Algen (Phaeophyceae (z. B. Ascophyllum nodosum und Laminariaceae
(z. B. Laminaria japonica, Laminaria hyperborea, Laminaria digitata)) vorkommt (Kadam et
al. 2015 & 2015 a, Tian et al. 2020, Castanheira et al. 2020, Al Abdallah et al. 2016, Robyt
2001, Graiff et al. 2015, Venugopal 2019). Es wird im Frihling und Sommer in Vakuolen der
braunen Algen gespeichert und im Winter abgebaut. Laminarin enthalt unverzweigte

Ketten aus R3-1,3-verknupften Glucoseeinheiten. Auflerdem weist es wenige [3-1.6-

verknipfte Seitenketten aus einer oder mehreren Glucoseeinheiten auf (Sterner &
Grondahl 2021, Graiff et al. 2015, Kadam et al. 2015).

Lichenin wird auch Moosstarke oder Flechtenstarke genannt und wird
entsprechend in vielen Flechten (z. B. Letharia vulpina, Parmelia sulcata) und Moosen
(z. B. Cetraria islandica, Cetraria cucullata) als Reservekohlenhydrat gebildet (Aagnes et al.
1995, Podterob 2008, Brown 1898, Olafsdottir & Ingolfsdottir 2001). Chemisch gesehen ist
Lichenin ein gemischtes 3-Glucan aus Glucoseeinheiten, die 3-1,3- und 3-1,4-glycosidisch
miteinander verbunden sind (Chanda et al. 1957, lakiviak et al. 2011).

Florideenstarke (Rhodophytenstarke) ist eine Reservesubstanz, die von einigen
Rotalgen (Rhodophyta (z. B. Furcellaria fastigiata)) gebildet wird (Meeuse & Kreger 1954).
Florideenstarke ist ein a-1,4-Glucan mit a-1,6-glycosidischen Verzweigungen aus
Glucoseeinheiten. Obwoh| dieses Speicherprodukt Ahnlichkeiten mit der Starke aus
hoheren Pflanzen aufweist, liegt der Unterschied darin, dass ihm Amylose fehlt. Das
Amylopektin- ahnliche Polymer ,Florideenstarke® kommt als Granula im Zytoplasma
aulRerhalb der Chloroplasten vor und farbt sich mit Jod rotviolett (Lee 2008, Ben Hlima et al.
2019, Viola et al. 2001).

1.5.1. DAS BESONDERE RESERVEPOLYSACCHARID: PARAMYLON

1850 wurde zum ersten Mal von Gottlieb eine Starke-ahnliche Substanz aus Euglena
viridis-Zellen isoliert. Obwohl der Starkenachweis mittels lod-Reaktion nicht funktionierte,
wurde diese Substanz aufgrund der &uRerlichen Ahnlichkeiten mit den Starkekornern
Paramylon genannt. Paramylon fungiert als Energiereserve und Kohlenstoffquelle (Wang
et al. 2018, Gottlieb 1850). Chemisch gesehen ist das Paramylon ein unverzweigtes und
wasserunldsliches 3-1,3-Glucan, das nur aus Glucose-Einheiten besteht (Guo et al. 2020,
Jeon et al. 2020, Kiss et al. 1987 & 1988). In Abbildung 8 ist die chemische Strukturformel

des Paramylons dargestellt:
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Abbildung 8: Chemische Struktur von Paramylon (3-1,3-Glucan), (verandert nach Iwasaki et al. 2019)

Paramylon-Granula befinden sich immer von einer Membran umgeben frei im Zytoplasma.
Zum Teil liegen sie nahe an den Pyrenoiden - einseitig als Haplopyrenoide oder beidseitig
als Diplopyrenoide -, aber immer aulR3erhalb der Chloroplasten, wenn welche vorhanden sind
(Linton et al. 2010, Zakrys et al. 2017). Bei Euglena gracilis wurde die Struktur der
Paramylon-Granula gut aufgeklart. Sie sind von einer 6 nm dicken Membran umgeben und
bestehen aus Segmenten, Fasern und Mikrofibrillen (4 nm), die mehrere Schichten bilden.
Zwei Arten von Segmenten treten auf: dreieckige und rechteckige Segmente. Diese
Segmente unterscheiden sich in der Gréf3e. AuRerdem sind die Rander der Segmente nicht
gerade. Die dreieckigen Segmente sind dreidimensional keilférmig und befinden sich an den
distalen Enden des Granulums. Im mittleren Bereich des Granulums kommen die
rechteckigen Segmente vor. In jedem Granulum sind insgesamt sechs bis acht dreieckige
und vier bis sechs rechteckige Segmente enthalten. Ublicherweise treffen sich die beiden
Segmentarten im Zentrum des Paramylons. Die Fasern sind die kleinsten sichtbaren
Einheiten des Granulums, die aus einem Bindel von Mikrofibrillen bestehen. Mikrofibrillen
sind 4 nm dick und werden von einzelnen oder einer Ansammlung von Ketten gebildet
(Kiss et al. 1987).
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In Abbildung 9 sind die Struktur der Segmente und der Aufbau von Mikrofibrillen und Fasern

in Form von Modellen dargestellt:

Abbildung 9: Modelle des Paramylon-Granulums a) Darstellung der Membran und der Segmente (Kiss et al.
1987) b) Aufbau und Struktur von Mikrofibrillen und Fasern (Marchessault & Deslandes 1979)

Das Paramylon wird nicht nur von phototrophen, sondern auch von manchen heterotrophen
Arten der Euglenida gebildet (Leedale 1967, Triemer & Zakry$ 2015). Die Anzahl und die
Menge sowie die Form der Paramylon-Granula variieren innerhalb der verschiedenen Arten
der Euglenida (Conforti et al. 2017). Die meisten Vertreter der Euglenida (alle phototrophen
sowie viele heterotrophe und osmotrophe Euglenida) speichern kleine Granula. Das
Vorhandensein kleiner Granula wird ,monomorph“ genannt. Zusatzlich zu den kleinen
Granula produzieren viele phototrophe Arten zusatzlich grof3e Granula. Die Speicherung
von zwei unterschiedlichen Gro3en von Paramylon-Granula wird als "dimorph™ bezeichnet.
Beispielsweise zeigt die Gattung Lepocinclis verschiedene Formen von Paramylon-Granula
auf (z. B. lange stabformige Paramylon-Granula in Lepocinclis acus und gebogene
ringférmige Paramylon-Granula in Lepocinclis ovum). Manche Arten der Euglenida besitzen
zwei unterschiedliche Formen der Paramylon-Granula in der Zelle (verdickte
scheibenférmige und abgeflachte Paramylonplatten in Phacus orbicularis) (Triemer &
Zakrys 2015, Zakry$ et al. 2017, Monfils et al. 2011). In Abbildung 10 ist die Vielfalt des

Paramylons dargestellt:
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Abbildung 10: Vielfalt des Paramylons in den phototrophen Euglenida a) kleines scheibenformiges
Paramylon-Granulum, b) kleines ringférmiges Paramylon-Granulum, c) ellipsenférmiges Paramylon-
Granulum, d) kleines gliedférmiges Paramylon-Granulum, e) flache gebogene Diplopyrenoidkappe, f) C-
formige Pyrenoidkappe, g) randlose U-férmige Pyrenoidkappe, h) U-férmige Pyrenoidkappe mit Rand, i)
verdickte scheibenférmige Paramylonplatte, ) groRe ringférmige Paramylonplatte, k) abgeflachte
Paramylonplatte, ) gebogene Paramylonplatte, m) wannenférmige Paramylonplatte, n) gebogene ringférmige
Paramylonplatte, 0) spulenférmiges Paramylon-Granulum, p) langes gerades stabférmiges Paramylon-
Granulum, q) lang gebogenes stabférmiges Paramylon-Granulum, r) langliches gliedférmiges Paramylon-
Granulum (MaRstab = 2 um) (Monfils et al. 2011)

Die Menge und die Position der Paramylon-Granula hangen von den
Wachstumsbedingungen ab. Beispielsweise speichern heterotroph angezogene Euglena
gracilis-Kulturen unter dunklen Bedingungen eine bis zu 6-fach hoéhere Menge von
Paramylon als phototrophe Kulturen, wenn sie mit Kohlenstoffquellen versorgt werden
(Baumer et al. 2001). Unter phototrophen Zuchtbedingungen befindet sich das Paramylon
groRtenteils in der Nahe der Pyrenoidregion auf3erhalb der Chloroplasten, wahrend die
Paramylon-Granula in heterotrophen Zellen Uberall in dem gesamten Zytoplasma
vorkommen (Kiss et al. 1986, Baumer et al. 2001). Das Paramylon ist weder in Wasser noch
in verdinnten Sauren oder Salzlésungen l6slich. In verdinnter Natronlauge (z. B. 0,5 N
NaOH) lésen sich die Paramylon-Granula in Mikrofibrillen auf und verlieren ihre héhere
Kristallinitat (ca. 90 %) (Gottlieb 1850, Marechal & Goldemberg 1964, Kiss et al. 1988).
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1.5.2. NUTZEN UND ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN DES PARAMYLONS

Paramylon ist der Ausgangsstoff fur Biomaterialien und Biokraftstoffe
(z. B. Bioethanol) (Gissibl et al. 2019, Kottuparambil et al. 2019). In den letzten Jahren haben
die umweltfreundlichen Produkte an Wichtigkeit gewonnen (Khoshnava et al. 2020, Islam &
Bhat 2019). Durch Paramylon ist es moglich, biologisch abbaubare Folien herzustellen.
AulRerdem ist Biokunststoff ein interessantes Produkt, das aus Paramylonester-Mischungen
(Paramylon-Acetate-Myristat) hergestellt wird (Shibakami et al. 2014). Dieses Produkt ist
ein Thermoplast und gilt als Alternative fur Kunststoffe auf Erd6lbasis. Eine andere Variante
von Biokunststoff wurde aus Paramylon und einer langkettigen Fettsaure entwickelt,
die entweder aus Wachsester aus Euglena gracilis oder dem Ol (Cardanol) aus
Cashewnuss-Schalen gewonnen wird. Im Gegensatz zu den anderen Biokunststoffen
(z. B. Polymilchsaure und Nylon 11) zeigt dieser Biokunststoff eine hthere Warmeresistenz
(AIST 2013). In Abbildung 11 sind die hergestellten Biokunststoffe aus Paramylon

dargestellt:

Abbildung 11: Biokunststoffe aus Paramylon a) Thermoplast aus Paramylonestern (Paramylon-Acetate-
Myristat) (Shibakami et al. 2014) b) Bioplastik basierend auf Paramylon und Cardanol aus Cashewnuss-
Schalen oder Wachsester aus Euglena gracilis (AIST 2013)

Das Paramylon-Monoester Paramylon-Myristat gilt als natirlicher Klebstoff (Shibakami &
Sohma 2018, Gissibl et al. 2019). In der Kosmetikindustrie wird Paramylon aufgrund seiner
feinen Struktur als Fullmaterial genutzt (Suzuki et al. 2013). Neben der industriellen Nutzung
hat Paramylon ein grol3es Potenzial, in der Medizin und Tiermedizin eingesetzt zu werden.
Die 3-1,3-Glucan-Nanofasern aus Paramylon fungieren als Arzneimittel-Abgabe-Systeme
(Gissibl et al. 2019, Shibakami et al. 2013b). Paramylon hat einen cholesterinsenkenden
Effekt und reduziert den Anstieg des Blutzucker- und Insulin-Spiegels nach dem Essen
(Kottuparambil et al. 2019). In einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass die
regelmafiige Einnahme von Paramylon einen positiven Einfluss auf die Spermienqualitat
(z. B. Maotilitat, Vitalitdt und Akrosomenintegritat) bei mannlichen Ratten hat

(AK Sonat et al. 2018). Es wurde erforscht, dass Paramylon bei Mausen antimikrobielle
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Aktivitat zeigt und diese Aktivitat durch chemische Modifizierung mit positiv geladenen
Gruppen (z. B. N, N-Dimethylaminoethyl, N, N-Diethylaminoethyl und 2-Hydroxy-3-
trimethylammoniopropyl) erhoht werden kann. In einer weiteren Studie wurde
herausgefunden, dass die sulfatisierten Derivate von Paramylon Anti-HIV-Aktivitat zeigen,
indem sie die Bindung zwischen HIV und Zellen vollstandig verhindern. Aul3erdem wirken
Paramylonsulfate antithrombinaktiv, das heif3t gerinnungshemmend (Sakagami et al. 1989,
Barsanti et al. 2001, Koizumi et al. 1993). Paramylon gehort zu den unl6slichen
Ballaststoffen, entfernt schadliche Substanzen aus dem Darm und wirkt so Darmkrebs
entgegen (Watanabe et al. 2013, Okouchi et al. 2019). In Studien wurde nachgewiesen,
dass die Aufnahme von Paramylon zusammen mit Euglena gracilis und Gemiuse als Diat
bei Mausen entziindungshemmende Effekte zeigt und Fettleibigkeit (Adipositas)
entgegenwirkt. Eine weitere Studie kam zu dem Ergebnis, dass Paramylon Diabetes
Mellitus Typ Il bei Ratten verhindert (Okouchi et al. 2019, Harada et al. 2020). Daruber
hinaus dient transparenter Dunnfilm aus Paramylon als Wundversorgungsmaterial. Bei
Méausen konnte gezeigt werden, dass ein solcher Paramylon-Filmverband die Wundheilung
beschleunigt (Yasuda et al. 2018). Aufgrund seiner antioxidativen Wirkung hemmt
Paramylon bei Ratten die Leberschadigung, die durch Tetrachlorkohlenstoff (CCla)
verursacht wird (Sugiyama et al. 2009). AulRerdem lindert die orale Aufnahme des
Paramylons die Entwicklung von Lasionen bei einer atopischen Dermatitis (Neurodermatitis
oder Ekzem), die durch 2,4,6-Trinitrochlorbenzol (TNCB) hervorgerufen wird (Sugiyama et
al. 2010, Lee et al. 2016). Paramylon und Mehl aus Euglena gracilis werden als
Nahrungserganzungsmittel aktuell in Japan und in den USA von unterschiedlichen
Unternehmen hergestellt und verkauft (Barsanti & Gualtieri 2018). Durch weitere Studien
mit Nutztieren (Huhner; Broiler) und Fischen (Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)),
Nilbuntbarsch (Oreochromis niloticus)) oder Roter Trommler (Sciaenops ocellatus L.))
wurde nachgewiesen, dass Paramylon das Immunsystem anregt und vor Parasiten
(z. B. Yersinia ruckeri) schitzt (Sonck et al. 2010, Skov et al. 2012, Levine et al. 2018,
Yamamoto et al. 2018 a & b).
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1.5.3. SYNTHESE DES PARAMYLONS: PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEX

Glycosyltransferasen (GTs, EC 2.4.x.y)
gehdren zu einer grof3en Enzymgruppe, die
fur die Synthese von Oligosacchariden, Poly-
sacchariden und anderen Glycanen zustandig
ist (Breton et al. 2005). Diese Enzyme Uber-
tragen spezifische Zuckereinheiten oder-reste

von Donormolekilen auf Akzeptormolekiile,

Abbildung 12: Paramylon-Granula
aus Euglena gracilis; PS:mogliche Paramylon-

Bindung kata|ysieren_ ZU den Akzeptor- Synthase-KompIexe (© Angelika PI’EiSfE|d)

wobei sie die Bildung einer glykosidischen

molekllen gehéren Proteine, Lipide und Glykogen. Glycosyltransferasen kénnen durch
unterschiedliche Eigenschaften klassifiziert werden: 1. den Nukleotidzucker-Spender
(z. B. Uridindiphosphat (UDP), Guanosindiphosphat (GDP) und Cytidinmono-phosphat
(CMP)), 2. die dreidimensionale Proteinstruktur, 3. die Abh&ngigkeit von Metallen, 4. die
Praferenz in der Stereochemie (z. B. Retention oder Intervention) (Hansen et al. 2012,
Ovchinnikova et al. 2016, Caoa et al. 2008, Mestrom et al. 2019, Nagare et al. 2020).
Glycosyltranferasen kommen sowohl in Prokaryoten (Bakterien) als auch in Eukaryoten
(Pflanzen und Tieren) vor (Breton et al. 2005, Zhou et al. 2020, Fan et al. 2017, Sanchez-
Rodriguez et al. 2014). Basierend auf den Ahnlichkeiten der Aminosauresequenzen lassen
sich Glycosyltransferasen in der Datenbank fir kohlenhydrataktive Enzyme (CAZy) in 106
Familien unterteilen (Mestrom et al. 2019).

Die Paramylon-Synthase (EC 2.4.1.34, R-1,3-Glycosyltransferase, UDP-
Glucose: B-1,3-Glucan R-3-Glucosyltransferase) gehort zu den Glycosyltransferasen und
ist fur die Herstellung des Paramylons zustdndig (Marechal & Goldemberg 1964,
Inwongwan et al. 2019, Baumer et al. 2001). Dieses Enzym ist ein membrangebundener
Komplex und befindet sich in der Paramylon-Membran. Der Paramylon-Synthase-Komplex
ist 670 kDa gro3 und wird in die GT2-Familie kategorisiert. Der Komplex besteht aus
7 Proteinen, davon sind zwei (37 kDa und 54 kDa) fur die Substratbindung (UDP-Glucose)
zustandig (O’Neill et al. 2015, Tanaka et al. 2017). Obwohl einige Schritte der Paramylon-
Synthese vollstandig entschlisselt sind, werden in der Literatur je nach Forschungsstand
zwei unterschiedliche  Betrachtungsweisen  beschrieben. Nach dem ersten
Forschungsansatz befindet sich das aktive Zentrum des Paramylon-Synthase-Komplexes
direkt auf der Innenseite des Paramylons. Aul3erdem liegt ein UDP-Glucose-Transporter in
der Paramylon-Membran, der UDP-Glucose ins Innere des Paramylons transportiert.

Der Paramylon-Synthase-Komplex Gbertragt Glucose auf eine 3-1,3-Glucankette.
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Das freigesetzte UDP-Molekul wird durch UDPase zu UMP und Pi umgesetzt. Das UMP-
Molekdl wird durch den UDP-Glucose-Transporter ins Cytoplasma transportiert (Brommund
2004). In Abbildung 13 werden ein Modell des Paramylon-Synthase-Komplexes und die
Paramylon-Synthese dargestellt:

Paramylon-Synthase- =~ UDP-Glucose-Transporter
Komplex
“eUDP _UMP
. 4 N/ «
Cytoplasma

2NN n ey || Penny

21319999y

! Paramylon-Granulum
Abbildung 13: Modell des Paramylon-Synthase-Komplexes und der Paramylon-Synthese (Brommund 2004)

Nach dem zweiten Forschungsansatz werden zuerst die exogenen Glucose-Molekile
aufgenommen. Der erste Schritt der Paramylon-Synthese ist die Phosphorylierung von
Glucose unter ATP-Verbrauch durch die Hexokinase. Dabei entsteht Glucose-6-Phosphat,
das auch in der Gluconeogenese synthetisiert wird. Anschlieend wird durch die
Phosphoglucomutase aus Glucose-6-Phosphat Glucose-1-Phosphat gebildet. Durch das
Enzym UTP-Glucose-1-Phosphat-Uridylyltransferase wird das Glucose-1-Phosphat unter
Abspaltung von zwei Phosphaten in UDP-Glucose umgewandelt (Barras & Stone 1965).

In Abbildung 14 werden die Reaktionsschritte der Paramylon Synthese dargestellt:
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Hexokinase Phosphoglucomutase

Glucose W» Glucose-6phosphat 7" Glucose-1phosphat

ATP ADP uTP
PP

Gluconeogenese

Pa

»*

@ UTP: Glucose-1-phosphat Uridylyl transferase

¥

UDP-Glucose

*

Paramylon Synthase

Y

R-1,3-Glucan (Paramylon)

ramylon Granula

Abbildung 14: Modell der Synthese des Paramylons (veranderte Darstellung) (Barras & Stone 1965)

Diese Reaktionsschritte zeigen Ahnlichkeiten mit der Glycogen-Synthese. AbschlieRend

wird durch die Wirkung der Paramylon-Synthase das unldsliche 3-1,3-Glucan (Paramylon)

aus a-UDP-Glucose gebildet. Aus den Paramylon-Molekilen werden Paramylon-Granula

synthetisiert.

1.6. UBERBLICK DER WEITEREN UNTERSUCHTEN ORGANISMEN

Um die Paramylon-Synthese auch phylogenetisch betrachten zu kdnnen, wird

nachfolgend zusatzlich auf weitere Organismen aus unterschiedlichen Clades der

Euglenida eingegangen.

1.6.1. DISTIGMA PROTEUS

Die Gattung Distigma von Ehrenberg 1838
wurde innerhalb der Euglenida in die Ordnung
Eutreptiales hinzugefiigt (Leedale 1967). Die
Bezeichnung ,Di-stigma (zwei Augenflecke)® kam
durch eine Verwechslung zustande. Bei seinen
mikroskopischen Untersuchungen hat Ehrenberg
zwei Flecken in der Nahe der Geildeln
falschlicherweise als Stigmata identifiziert, obwohl
Distigma in Wirklichkeit keine Augenflecken besitzt
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(Busse & Preisfeld 2003). In Abbildung 15 ist die mikroskopische Aufnahme von Distigma
proteus, einem typischen Vertreter dieser Gattung dargestellt. Distigma proteus ist farblos
und besitzt keine Plastiden (Yamaguchi & Anderson 1994, Busse & Preisfeld 2003). Die
Zellkorper sind langlich und spindelférmig bis zylindrisch. Dabei ist der vordere Teil der Zelle
verbreitert und der hintere schmal. Distigma proteus weist eine Kérperlange von 40 - 120
Mm und eine Korperbreite von 5 - 20 ym auf. Die Zellen besitzen zwei Geileln, wobei eine
Geildel weniger als die Halfte der Lange der anderen Geildel hat. Die langere Geildel wird als
HauptgeilRel bezeichnet und ist halb so lang wie der Zellkdrper. Distigma proteus ist primar
osmotroph und besitzt oval-formige Paramylon-Granula (Pringsheim 1942, Prokina 2019,
Yamaguchi & Anderson 1994, Busse & Preisfeld 2003, Preisfeld et al. 2000 & 2001,
Dawson & Walne 1994). Der typische Lebensraum von Distigma proteus sind Sumpfe,
Torfmoore, bewachsene Teiche und Graben. Aullerdem kommt Distigma proteus auch in
extremen Habitaten wie industriellem Abwasser oder Absetzbecken fur radioaktive Abfélle
vor (Wolowski 1998, Rehman et al. 2007).

1.6.2. KHAWKINEA QUARTANA

Khawkinea quartana (Jahn & McKibben
1937) besitzt ein orangefarbiges Stigma und
oval-formige Paramylon-Granula. Die Zellen
weisen durch den Verlust der Chloroplasten

eine sekundar osmotrophische Ernahrungs-

G
weise auf (Preisfeld et al. 2000, Dawson &
Walne 1994). Die Zellen sind eiférmig, manch-
mal zylindrisch. Das hintere Ende der Zelle ist P

schmaler als das vordere. Das vordere Ende
Abbildung 16: Lichtmikroskopische
Aufnahme einer Zelle von Kahwkinea

etwas langer als die Zelle (s. Abb. 16). Der quartana. G: Geil3el, P: Paramylon,
S: Stigma (© Onur Baltaci)

der Zelle ist abgerundet, konisch. Die Geil3el ist

Zellkorper weist eine Lange von 62 - 70 ym und

eine Breite von ca. 17 um auf. Die typischen Lebensraume von Khawkinea quartana sind
stehendes Wasser, Sumpfe, kleine Quellen, Reisfelder, Klaranlagen (Wolowski 1998,
Kumawat et al. 2019).
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1.6.3. PERANEMA SP.

Die Gattung Peranema wurde von Feélix
Dujardin 1842 begrundet. Dujardin identifizierte die
Vertreter dieser Gattung als Flagellaten und nannte
sie wegen des birnenférmigen Kdrpers Pyronema.
Da dieser Name langst fur eine Pilzgattung
angewendet wurde, bildete er Peranema aus dem
Griechischen mépa (Lederbdrse oder Sack) und
vipa (Faden). Peranema gehort innerhalb der
Ordnung der Euglenida zu den Heteronematales.
Die Vertreter der Gattung Peranema sind farblos

und Dbesitzen kein Stigma sowie einen

Abbildung 17: Lichtmikroskopische
Aufnahme einer Zelle von Peranema sp.
G: Geil3el, P: Paramylon, Z: Zellkern

(© Onur Baltaci)

Ingestionsapparat. Die Zellen haben zwei Geif3eln, welche unterschiedlich lang sind. Die
kirzere Geilel ist nur selten unter dem Lichtmikroskop sichtbar (s. Abb 17). Die typischen

Lebensraume sind Teiche, Graben und Sumpfe (Triemer 1997, Leedale 1967, Dujardin

1841).

26



EINLEITUNG

1.7. ZIELE DER ARBEIT

Paramylon (3-1,3-Glucan) ist ein Reservekohlenhydrat, das bei den meisten
Vertretern der Euglenida synthetisiert wird (Leedale 1967). Seit einigen Jahren erregt
Paramylon aufgrund seiner besonderen und umweltfreundlichen Eigenschaften in der
Industrie und dem medizinisch-pharmazeutischen Bereich Aufmerksamkeit.

Der Paramylon-Synthase-Komplex ist fur die Herstellung des Paramylons zustandig.
In den letzten Jahren ist es mehreren Forschern gelungen, diesen Enzymkomplex aus
heterotroph angezogenen Euglena gracilis-Zellen zu isolieren und teilweise zu
charakterisieren (Baumer et al. 2001, Brommund 2004). Obwohl die Eigenschaften und die
Lokalisation des Komplexes identifiziert wurden, ist immer noch ungeklart, wie die
Entwicklung der Paramylon-Synthese innerhalb der Eugelnida abgelaufen ist, wie der
Enzymkomplex aus den Glucose-Molekulen Paramylon herstellt und wie die Untereinheiten
in dem Enzymkomplex positioniert sind. Diese fehlenden Erkenntnisse flhren zu den

folgenden Zielen:

» Etablierung der Anzuchtbedingungen der unterschiedlichen Euglenida im grofl3en
Mafstab

» lIsolierung und Aufreinigung des Paramylon-Synthase-Komplexes aus den untersuchten
Arten der Euglenida

» Charakterisierung des Enzymkomplexes im Hinblick auf das Molekulargewicht und die
Aktivitat durch die Messung der UDP-Glucosyltransferase-Aktivitat

» Untersuchung des Enzymprodukts Paramylon durch chromatographische Methoden

» Identifizierung und Vergleich der Gensequenz des Paramylon-Synthase-Komplexes in
den untersuchten Euglenida

» Vergleich der Genexpressionsniveaus der Paramylon-Synthase aus Euglena gracilis
und Distigma proteus mittels Transkriptomanalyse

» Quantifizierung der Transkripte in Euglena gracilis und Distigma proteus mittels gPCR
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2. MATERIAL & METHODEN
2.1. MATERIAL

2.1.1. GERATE

In Tabelle 2 sind die fur die Experimente verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Gerate

MIKROSKOPE HERSTELLER
Klinik- und Labormikroskop (ECLIPSE Ci) NIKON
Mikroskop Axio Imager.A2 ZEISS
PCR-GERATE
Mastercycler® Nexus Gradient
Mastercycler® personal =PPENDORF
GEL-DOKUMENTATIONS-ANLAGE
INTAS ® Duo-Store Gel-Dokumentationsanlage INTAS

Digital Monochrome Printer Model P 930DW

MITSUBISHI ELECTRIC SDN.

UPP-110HA Superior Density Printing Paper

SONY

NETZGERATE

Electrophoresis Power Supply EV231

CONSORT BVBA

POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE SYSTEME

Mini Protein Il Elektrophoresekammer mit Gelgiel3stand

BIORAD

Multigel-Long Elektrophoresekammer mit Zubehor

BIOMETRA

AGAROSE-GELELEKTROPHORESE-SYSTEME

BlueMarine™100 Gelkammer; MalRe ca. 7x10 cm

Gelschlitten; MalRe ca. 7x10 cm

Gelkdmme 1,5 mm, 12 Auftragstaschen

Gelkdmme 2 mm, 8 Auftragstaschen

SERVA

ZENTRIFUGEN

Centrifuge 5424 (Rotor F45-24-11)

Centrifuge 5804 (Swing-bucket-rotor A-4-44)

Centrifuge 5804 R (Rotor F45-30-11)

Centrifuge 5415 D (Rotor F45-24-11)

Concentrator 5301 (Speedvac)

EPPENDORF

Mini centrifuge MCF-2360

Mini Plate Spinner MPS1000

LMS

Highspeed Zentrifuge 3 - 30 KS (Winkelrotor 12150)

SIGMA
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WAAGEN

Analysenwaage CP124S

Prazisionswaage Vicon

SARTORIUS

Laborwaage 440-49N

KERN & SOHN GmbH

SONSTIGES

Autoklav Systec VX-120

SYSTEC GmbH

Thermomixer TS1

Thermoblock TB2

ANALYTIK JENAAG

MINI-Se-Geltrocknungsrahmen

CARL ROTH GmbH

Thermoshaker BIOMETRA
Vortex-Schuttler VV3 VWR
HI 223 Calibration Check pH Meter HANNA
Ruhrwerk (RZR 0/4 w 50/10) HEIDOLPH
. NEW BRUNSWICK
®
Innova® 44 Incubator Shaker Series SCIENTIEIC

Sicherheitswerkbank MSC-ADVANTAGE

FISHER SCIENTIFIC GmbH

Trockenschrank UNB500

MEMMERT GmbH

Pierce™ Proteinkonzentrator

THERMO SCIENTIFIC

Trockenschrank FD 115 BINDER

Sterilisator Ofen T 5042 HERAEUS

Magnetrithrer MR Hei-Standard HEIDOLP INSTRUMENTS
Magnetrihrer bioMIX1 2MAG AG

French Pressure Cell Press

AMERICAN INSTRUMENT
COMPANY

Mikropipetten (0,5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pl)

SOCOREX ISBA S.A

Mikropipette (1 - 5 ml) VWR
Simultan-Trennkammer (Synchronkammer) NEUBERT- GLAS
Macro-Pipettierhelfer BRAND GmbH
Multi-Zerkleinerer TECTRO
Kochplatten SEVERIN
Kochtopfe GSW

Nalgene ™ Farbekammern THERMO FISCHER
Mikroplatten-Reader Infinite Plex TECAN

Underwater Chlorophyll Fluorometer (DIVING-PAM) WALZ

Handzahler EDI-TRONIC
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2.1.2. VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 3 listet die Verbrauchsmaterialien auf, die in den Experimenten verwendet wurden.

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

NAME HERSTELLER
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer ASSISTENT
Deckglaser PAUL MARIENFELD GmbH
Objekttrager CARL-ROTH GmbH
Serologische Pipetten, 10 ml, 25 ml, 50 ml | SARSTEDT
Einmal-Pasteurpipetten SARSTEDT
Kivetten (ZH und PS) SARSTEDT
Pipettenspitzen SARSTEDT
Falcon-Tubes, 15 + 50 mi SARSTEDT
Mikroreaktionsgefal3e (0,2, 0,5, 1,5, 2 ml) EPPENDORF / SARSTEDT
Parafilm® M SIGMA-ALDRICH
DC-Platten MERCK
Cellophanfolien (24x24 cm) CARL-ROTH GmbH
Kapillarpipetten HIRSCHMANN
Pumpzerstauber ROTERT
96-Well Mikroplatten (3912) CORNIN®
Cellophanfolien ROTH
Autoklavierbare Beutel ROTH
Alufolie ROTH
Gefale fur gPCR (100 pl) SARSTEDT
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2.1.3. CHEMIKALIEN

In Tabelle 4 sind die in den verschiedenen Experimenten verwendeten Chemikalien
angegeben.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

CHEMIEKALIE HERSTELLER
Ammoniummolybdat Tetrahydrat ROTH
Ammoniumeisen (I)-Sulfat-Hexahydrat ROTH
Ammoniumperoxodisulfat ROTH
ATP-freies Wasser BIO-THEMA
Aceton ROTH
Acrylamid (29:1) SERVA
Anilinphthalat ROTH
Agarose (0,05 - 50 kbp) BIO-BUDGET
a-D(+)-Glucose Monohydrat ROTH
5x Bradford Reagenz SERVA
Borsaure ROTH
Bromphenol Blue MERCK
Beta(l3)-Mercaptoethanol ROTH
Calciumchlorid Monohydrat ROTH
Cobalt(ll)-Nitrat Hexahydrat MERCK
Calciumcarbonat ROTH
CHAPS ROTH
Diammoniumhydrogenphosphat ROTH
D, L-Apfelsaure ROTH
D, L-Asparaginsaure ROTH
D(+)-Saccharose ROTH
Dithiothreitol ROTH
DNA Stain Clear G SERVA
DTT ROTH
DNA Green Puffer BIOTECHRABBIT
6x DNA Loading Dye THERMO SCIENTIFIC
6x RNA Loading Dye THERMO SCIENTIFIC
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat MERCK
EDTA Eisen(lll)-Mononatriumsalz MERCK
EDTA MERCK
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Ethanol ROTH
Essigsaure ROTH
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz SIGMA-ALDRICH
Formaldehyd ROTH
Glycin ROTH
Glycerin ROTH
Harnstoff ROTH
Kupfersulfat Pentahydrat ROTH
Kupfer(Il)-Sulfat Pentahydrat ROTH
Kobalt (Il)-Sulfat Heptahydrat ROTH
Kaliumdihydrogenphosphat ROTH
Kaliumnatriumtartrat ROTH
Kaliumchlorid ROTH
L-Glutaminséure ROTH
Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat ROTH
Manganchlorid Tetrahydrat ROTH
Magnesiumcarbonat ROTH
Magnesiumsulfat Heptahydrat ROTH
Mangan(ll)-Sulfat Monohydrat ROTH
Methanol ROTH
MES ROTH
Natriumcitrat Dihydrat ROTH
Natriummolybdat Dihydrat ROTH
Natriumsuccinat Hexahydrat ROTH
Natriumnitrat Tetrahydrat ROTH
Natriumcarbonat ROTH
Natriumhydroxid ROTH
Natrium-Thiosulfat ROTH
Orcinol SIGMA-ALDRICH
Pefabloc® SC ROTH
Rinderserumalbumin BIOMOL
Natriumdodecylsulfat ROTH
Silbernitrat ROTH
Salzsaure ROTH
Tris ROTH
Tetramethylethylendiamin ROTH
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Tris-HCI ROTH
UltraPure™ Agarose INVITROGEN
UDP PROMEGA
UDP-Glucose PROMEGA
Vitamin Bi2 ROTH
Vitamin Bz ROTH
Zinksulfat-Heptahydrat ROTH
2.1.4. KITS

In Tabelle 5 sind die in den verschiedenen Experimenten verwendeten Kits angegeben.

Tabelle 5: Verwendete Kits

REAGENZIENKIT HERSTELLER
My-Budget Plant DNA Kit
My-Budget Plant RNA Kit
Monarch® PCR&DNA Cleanup Kit
Monarch® DNA Gel Extraction Kit NEW ENGLAND BIOLABS
LunaScript™ RT Super Mix Kit
UDP-Glo™ Glucosyltransferase Assay PROMEGA

BIO-BUDGET TECHNOLOGIES

2.1.5. ENZYME

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle 6 aufgeftihrt.

Tabelle 6: Verwendete Enzyme

ENZYM HERKUNFT HERSTELLER
a-Amylase Aspergillus oryzae
3-Amylase Hordeum vulgare
: : SIGMA
3-1,3-D-Glucanase Helix pomatia
endo-1,4-B3-D-Glucanase Acidothermus cellululolyticus
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2.1.6. LANGENSTANDARDS

In Tabelle 7 sind die in den Experimenten verwendeten Langenstandards angegeben.

Tabelle 7: Verwendete Langenstandards

STANDARD VERWENDUNG HERSTELLER
HMW-Marker (66 - 669 kDa) Native PAGE GE HEALTHCARE
. . NEW ENGLAND
Prestained Protein Standard (10 - 250 kDa) SDS PAGE BIOLABS
Dual Color Protein Standard Il (7 - 240 kDa) SDS-PAGE SERVA
GeneRuler™ DNA Ladder Mix THERMO FISHER
(10 - 10.000 bp) Agarose-Gele | g e Tipicm
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder THERMO FISHER
(25 - 700 bp) Agarose-Gele | g e Tipicm

2.1.7. OLINUKLEOTID-PRIMER

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer werden in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Primer

BEZEICHNUNG NT | Tm[°C] SEQUENZ [5' — 3]
PYint5For 23 60,6 GGCTGAAAAAAGACATGCAACGG
PYint3Rev 23 66,0 GTGCACACTTCCGAACGTCCCGA
PYint5.1For 26 64,8 CTGGCTGAAAAAAGACATGCAACGGC
PYint3Rev 23 66,0 GTGCACACTTCCGAACGTCCCGA
EggracilisGLS2for 20 59,0 CATTCAGGTCAGCAAGGACG
EggracilisGLS2rev 19 59,0 GCCATTGGTCCGAGCATGA
EggracilisGLS2.1for 20 59,0 GACATCTACACCACGTACGC
EggracilisGLS2.1rev 21 58,0 AGTGGCACATACAGCTTCATG
ParsA1.1For 22 59,9 ATCTGGCAGTACCTCTCCTCTG
ParsA1.1Rev 22 59,9 CGCGAAGTTGATACTGTTCTTG
ParsA1.5For 22 60,2 GTACTACTCCGAGGGCATGAAG
ParsA1.5Rev 22 60,6 CGGTACGTAAAGATGTGCTCCT
ParsA2.1For 22 60,0 CAACTCCAAACCTGACATTTGA
ParsA2.1Rev 22 60,0 TTGATGGTGCCTGAATACTGTC
ParsA2.3For 22 60,0 GACAGTATTCAGGCACCATCAA
ParsA2.3Rev 22 60,1 AGGGTGACCTTCTGTGCTATGT
MISS1for 20 59,4 TCAGCAGCTCACTGGTATCC
MISS1rev 19 58,8 GAGGTGTAGGCGGTGTTCA
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MISS2for 18 60,6 CGCTCGACCAGCTACCAC
MISS2rev 19 59,7 GAGGTGTAGGCGGTGTTCA

Bst for 20 60,6 CTGCCCCTCCTTCACCTACT
Bst rev 20 59,9 CAGAGCGATCACTGGGTACA
Pars1400For 20 61 CAACTACGCTGCGCACGATG
Pars1400Rev 22 60 AGTTGTTGGCGTCGATGTCGAA
ParsD1400For 20 59 ATGTGGGCCATCTCCAACGA
ParsD1400Rev 21 60 ACCGAACAACTCCTCGTTGAG
ParsD2For 20 61,4 GCGGACGTGGACGACATCTT
ParsD2Rev 22 60,3 GTAGGTCTTCTCGTAGATGGAC
ParsD3For 22 60,3 GAACAGTATCAACTTCGCGGAC
ParsD3Rev 22 60,3 TAGGTCTTCTCGTAGATGGACG
ParsD4For 20 61,4 GAGGAGCACTCTGACCTGGT
ParsD4Rev 20 61,4 CAGCCACGCCAGGATGTCAT
ParsD5For 20 61,4 CAAGGTGCTGGAGGAGCACT
ParsD5Rev 21 59,8 CAGGATGTCATCGTAGGTGCT
Pars2500For 21 60 GCACCAGTACAAGGACGTCTT
Pars2500Rev 21 60 ATGTAGCACTGCGCGATGAAC
Pars_2.361For 22 58,4 TGGAACAACAACTCTCAACCAC
Pars_2.361Rev 23 58,9 ACATCAATCATCAAGTTGGCGAG
Pars_2.3541For 21 59,8 TCCTGCAGATCAAGCTGCAGT
Pars_2.3541Rev 21 59,8 GGAGTACTTGATGCCGTTCTC
Pars_2.4801For 20 61,4 CACGCCGACTCCGTCATCAA
Pars_2.4801Rev 20 61,4 ATATGGCTGGCGTGGGACAG
Pars_2.6109For 22 60,2 AATCCATCCTTGGGTTCCTGTC
Pars_2.6109Rev 22 58,4 AGTGGCACATACAGCTTCATGA
Pars_2.1218 For 22 58,4 ATCCAACCGAAACTGGCCTATT
Pars_2.1218 Rev 22 60,2 GAACTTGCTTCTTTCCCGTCAC
Pars_2.2271For 22 60,2 TTCACCTGGATTGATCCCAAGG
Pars_2.2271Rev 22 60,2 TCTGGCTTCTTCTCCTCCACTA
ParsD2200For 19 61 AGTGCCAGGTGCGGTTCCT
ParsD2200Rev 21 62 TTGACTCCTTGGGCTCTGCTG
Pars3770For 21 60 AGACGCTGCGCATCATTTGGA
Pars3770Rev 20 59 TTGCACTTGCAGAGCTCCGT
Pars5821For 23 60,7 TGGTCAACATCCTGGACATGAAC
Pars5821Rev 20 61,4 CACCGAGTGCCGGTACGTAA
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Pars5881For 21 59,8 CATGAAGCTGCAGCTCATCCT
Pars5881Rev 20 61,4 CACCGAGTGCCGGTACGTAA
Pars6121For 20 59,4 ACCACATCCGCATGCACTAC
Pars6121Rev 20 61,4 AACACGGACGCGGCGTTGAA
Pars6121.1For 20 59,4 ACCACATCCGCATGCACTAC
Pars6121.1Rev 22 60,3 CGTAGAAGAACGACTCGCTGAA
Pars6421For 20 61,4 TGTGCGACCTGTACCTGACG
Pars6421Rev 20 61,4 ATGCCTCGCTCCAGCAGCAT
ParsD3200For 21 60 TCCACGGACATGTGCTGATGT
ParsD3200Rev 19 61 AGCACCTGCTCCGAGACGA
Pars2_3060For 21 60 CAGCTCGTTCTTCTGTTGGCA
Pars2_3060Rev 22 60 CCAGTTGTGCATCAGGAACTTC
Pars2_2720For 19 61 TGCCACTGGCGGCTGTTCA
Pars2_2720Rev 19 61 TTCACGTAGCCGACGCGGT
Pars2_1888For 22 58 GACAGTATTCAGGCACCATCAA
Pars2_1888Rev 22 5l TAGCAGAAAATCACTCGGAACA
Pars2_598For 22 55 CATTTGGACCTCAAATGAATGA
Pars2_598Rev 22 S7 TATGTTTGGAAAGCCCAGAAGT
Pars5821qFor 21 59,8 ATGAAGCTGCAGCTCATCCTG
Pars5821qRev 20 59,4 TGCTCCTTGAAGCCCAGGAT
Pars5821qFor 21 59,8 ATGAAGCTGCAGCTCATCCTG
Pars5821.1qRev 20 61,4 GTGCTCCTTGAAGCCCAGGA
Pars5872For 22 62 GTACTACTCCGAGGGCATGAAG
Pars5872Rev 22 60 CGGTACGTAAAGATGTGCTCCT
Pars6481For 20 61,4 CATCCTGTACGTCAGCGACC
Pars6481Rev 20 59,4 AAGACGATGTCCGTGACGGA
Pars6481.1For 22 60,3 TGCTGCTGCTCGTCATCATCTA
Pars6481.1Rev 22 60,3 ATGATGCGGTAGTCTTCCACGT
Pars6721For 20 61,4 CTCGCGCTGCAGACCAAGAA
Pars6721Rev 22 60,3 TGATGTACGAGATGGCAGCGAT
Pars7021For 20 61,4 CTGCAGACGTACCTCGTGAC
Pars7021Rev 20 59,4 GTGCAGTACTTCGCCAGGAA
Pars7081For 20 59,4 AAGATCTTCCGGCAGGCGAA
Pars7081Rev 20 59,4 CGTCCACCTGCTCATAATCC
Pars7501For 20 59,4 ACTACAACTGGGACATCCGC
Pars7501Rev 21 59,8 AGCATCAGCCGGTAGAACAGT

36



MATERIAL & METHODEN

Pars7561For 20 61,4 CGCGGTGGTGTACCTGTTCT
Pars7561Rev 22 60,2 TCGAACAGCACCATGAGGAACA
Pars7801For 21 59,8 GTACGTCATCGTCTTCCTCCT
Pars7801Rev 20 61,4 CAAGGTGCAGCAAGAGCAGC
Pars7921For 21 59,8 ACGCTTCATCAACCGCTCGTT
Pars7921Rev 20 59,4 TGCCTGGCAGATGGGTTACT
Pars8041For 20 59,4 TTCCTGGTCTCCTTGCACAC
Pars8041Rev 21 58,4 AATGGACAGAATGGTGCGTGTA
Pars8042For 20 59,4 TACGTGTCTTCTGTGGTCGC
Pars8042Rev 21 59,8 AGCAAACAAACGCAGTTCGGC
Pars8161For 21 59,8 CTGCGTAGCTTCAAAATGCCG
Pars8161Rev 20 59,4 TTGCTTCCACCAGGTTGGCA
Pars8161For 21 59,8 CTGCGTAGCTTCAAAATGCCG
Pars8161Revl 21 59,8 AGACGACAGGCAACAACGTAG
Pars8341For 21 59,8 CTACGTTGTTGCCTGTCGTCT
Pars8341Rev 23 58,9 GGAGATATGCGGTGAACATACAA
Pars8341For 21 59,8 CTACGTTGTTGCCTGTCGTCT
Pars8341Revl 23 60,6 AAAGCAAACAAACGCAGTTCGGC
Pars8461For 20 59,4 AAGCGGTTCCAAGGTGTGCT
Pars8461Rev 20 61,4 GCGAAGCAGTGCGATGGGTT
Pars8462For 22 58,4 CAGAGTTGGCATCGAGTTTCAA
Pars8462Rev 20 61,4 GCGAAGCAGTGCGATGGGTT
Pars8761For 20 61,4 GCAGCGCCGGAAAAGGAAGT
Pars8761Rev 20 61,4 CTGCGTCAGGAATGGCCTGA
Pars8761For 20 61,4 GCAGCGCCGGAAAAGGAAGT
Pars8761.1Rev 22 60,2 CATGGGTTCGGATGGAAAGACA
ParaDVD1For 20 | 59,35 CAGTACCTCTCCTCTGCGTT
ParaDVD1Rev 22 | 58,39 CCGCGAAGTTGATACTGTTCTT
ParaDVD1.2For 20 | 59,35 ATCTGGCAGTACCTCTCCTC
ParaDVD1Rev 22 | 58,39 CCGCGAAGTTGATACTGTTCTT
ParaDVD2For 21 59,82 CATCTTCGCTTCCGGTACTTC
ParaDVD2Rev 20 | 59,35 ATCTCCATCAGCCCGTACAC
ParsGSL1For 20 61,4 GACGCTGCAGATCCACCTGA
ParsGSL1Rev 20 59,4 CAGGAACAGCACCGTGTACA
ParsGSL1.1For 20 61,4 CAACACCAAGTCCGTGGTGG
ParsGSL1.1Rev 20 59,4 ACCGTGTACACCACGTAGGT
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ParsGSL1.2For 20 59,4 CCTTCCTGCACCAGTACAAG
ParsGSL1.2Rev 21 59,8 GCCAGATGCGCTTCTTGAAGT
ParsGSL2For 20 61,4 CTGGGCAAGCTGTTCCTCAC
ParsGSL2Rev 20 61,4 GTCGCTGACCAGGTCAGAGT
ParsGSL2.1For 22 60,2 CGACTACAAGATGCATCTTCGC
ParsGSL2.1Rev 20 59,4 ATCTCCATCAGCCCGTACAC
ParsGSL2.2For 20 59,4 ACAACCTGAAGGCGGACAAC
ParsGSL2.2.1For 20 61,4 AACACGCTGGACCACCTCAC
ParsGSL2.2For 20 59,4 ACAACCTGAAGGCGGACAAC
ParsGSL2.2Rev 20 61,4 TTCAGCTCCAGGAACGCCAG
DVD1.1For 18 | 60,52 GGCGATTCCCACGCCTGT
DVD2.1Rev 21 58,39 AAGAACAGTATCAACTTCGCGC
DVD1.2For 18 | 58,24 GTGTTCCGGCGATTCCCA
DVD2.2Rev 23 | 58,37 CAAGAACAGTATCAACTTCGCAG
DVD1.3For 18 | 60,52 GGTTCCGGCGATTCCCAC
DVD2.3Rev 20 | 59,35 CTGACGCTGGTGGACAAGAA
DVD1.4For 18 | 60,52 GCGATTCCCACGCCTGGT
DVD2.1Rev 21 58,39 AAGAACAGTATCAACTTCGCGC
MissEgFor 20 | 59,35 GGATACCAGTGAGCTGCTGA
MissEgRev 19 | 58,82 TGAACACCGCCTACACCTC
DVDDisfor 24 | 61,01 TGCACCAGTACAAGGACGTCTTAA
DVDDisrev 22 | 58,39 AGTTGATTACGCTGCTTCGTCT
GSEg1For 18 | 60,52 CTGAGGCTCCAAGGCCGA
GSEg5Rev 19 | 60,99 AGGAACCGCACCTGGCACT
GSHEgFor 21 59,82 GAAGACCATGACAACCGCGAA
GSHEg5Rev 21 59,82 GTTGCTGGTGTAGTCCGTGAA
GSHEgFor 21 59,80 TTCGCGGTTGTCATGGTCTTC
GSHEgRev 22 60,3 GAGTAGTCGCTGCTGAAGTACT
GSHEg1For 21 61,8 AGGATCAGGACGATCCGTCCA
GSHEg1Rev 20 61,4 GCGGCTGAAGAAGGAGGACT
GSHEg2For 20 59,4 TCGTGTTCGCGGTTGTCATG
GSHEg2Rev 22 60,3 TGAAGAAGGAGGACTCCGAGTA
GSHEg3For 20 59,4 AAGCAACTCTACGTGGACGG
GSHEg3Rev 23 60,7 ATGGTGTTGAACGTCTTGCTGAG
GSHEg4For 19 61 CTTCCTCGACCTGTGCCAC
GSHEg4Rev 21 59,8 CGCTCGATGATCTGGAAGAAG
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GSHEg5For 20 59,4 AAGGACACCATCGCCGATGT
GSHEg5Rev 20 59,4 TCCTCGTCGTTCCGAATCTG
GSHEg6For 20 61,4 ATGTGGAGACCGACTTCCGC
GSHEg6Rev 20 61,4 ATCTGCTGCAGCAGGTCCGT
GSHEg7For 21 59,8 CTTCTTCCAGATCATCGAGCG
GSHEg7Rev 21 59,8 GTTGCTGGTGTAGTCCGTGAA
GSEg1For 21 59,8 AACGAGGAGTTGTTCGGTCTG
GSEg1Rev 21 59,8 TCTTCGAAGCTGGTGAAGGTG
GSEg2For 20 61,4 AGCCTCAGATGCGGCCAACA
GSEg2Rev 20 61,4 TCGTGCCTCCGTTCTTGCGA
GSEg3For 20 61,4 TCGGCCTTGGAGCCTCAGAT
GSEg3Rev 19 61 GTGCCTCCGTTCTTGCGAG
GSEg4For 20 61,4 AGCCGTACCAGGCCATCTTC
GSEg4Rev 20 61,4 TCGTGCCTCCGTTCTTGCGA
GSEg5For 22 60,3 GCTACTACCTGTGGATCTGCAT
GSEg5Rev 21 59,8 AGATCCAGTAGAACTGCGCCA
GADPHFor 21 59,8 GGTCTGATGACCACCATCCAT
GADPHRev 21 59,8 TGAGGGTCCATCGACAGTCTT
GADPH2For 20 57,3 GGTGCCAAGAAGGTCATCAT
GADPHZ2Rev 20 57,3 CACGTGAACAAGAGGAGCAA
GADPH_E1For 22 58,4 GTGAAGATTGGCATCAACGGAT
GADPH_E1Rev 23 58,9 GTGTGCTTGAACTTTCCATGAAC
GADPH_E2For 22 58,4 CCACTGATGCAGATTACTTTGC
GADPH_E2Rev 21 59,8 CCCAGTTGACTCGACAACGTA
GADPH_E3For 22 60,2 CCTGGCGGAAGCTGATATCATT
GADPH_E3Rev 22 60,2 CACACCCATCACAATGGTCTTC
GADPH_E4For 21 59,8 GGAGTACGTTGTCGAGTCAAC
GADPH_E4Rev 21 59,8 GATGGTGGTCATCAGACCCTT
GADPH_DFor 23 58,9 GCTGATATCTTGGTTGTTAACGG
GADPH_DRev 24 59,3 GGTTATTGACTCCCATAACAATGG
GADPH_D1For 21 59,8 ATTCACTGTGTGATGGCCACC
GADPH_D1Rev 22 58,4 CAAGAGGCGTTGGAAACAATGT
GADPH_D2For 22 58,4 TGAAGTATGACTCCGTTCATGG
GADPH_D2Rev 23 58,9 CCAGTGGATTCAACAACGTATTC
GADPH3DFor 20 61,4 GACACATCAGGGGTTGGGAC
GADPH3DRev 20 59,4 CGCCACCCAAAAGACTGTTG
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GADPH4DFor 20 59,4 CCTCTTGCACGACCAACTGT
GADPH4DRev 20 59,4 CGGCCTCCTCTCCAATCTTT
18srRNAFor 20 59,4 CTTAGATCGCTGCCAGATCC
18srRNARev 20 57,3 GGCTGTGGATTTCTCGTTGT
18SrRNA_E1For 22 60,2 TCGCAAGAGCTTCTGACCTATC
18SrRNA_E1Rev 20 61,4 ATTACCGCAGCTGCTGGCAC
18SrRNA_E2For 20 61,4 GGTTCGATTCCGGAGAGGGA
18SrRNA_E2Rev 22 58,4 AGCAGCAATGTTAGTATACGCC
18SrRNA_E3For 21 59,8 GGTAACGGAGAATCAGGGTTC
18SrRNA_E3Rev 20 59,4 CTTGGAGCTGGAATTACCGC
18S rRNA_D For 22 58,4 GAGTTTCTGTCCTATCAGCCAT
18S rRNA_D Rev 22 60,2 TACTCTTCTTCGCTGCCTCACT
18S rRNA_D For 22 58,4 GAGTTTCTGTCCTATCAGCCAT
18S rRNA_D Revl 22 60,2 CTTGCCCTCCAGTTGATACTCA
18S rRNA_D1 For 22 60,2 GGGTTTGATTCCGGAGAAGAAG
18S rRNA_D1 Rev 22 60,2 CTTGCCCTCCAGTTGATACTCA
18S rRNA_D1 For 22 60,2 GGGTTTGATTCCGGAGAAGAAG
18S rRNA_D1.1Rev | 20 61,4 AGCTGGAATTACCGCGGCTG
18srRNAD7For 20 57,3 TGATGGACAGGCTGCGATTT
18srRNAD7Rev 20 61,4 GGATTCCTCCGTCACGCTAG
18srRNAD8For 20 59,4 CTGCCGTGAAAGCCTAGTGA
18srRNAD8Rev 20 61,4 CGAAGGGAGGTAGCCGAATC
EFlalphaFor 21 61,8 ACAGATTGGGAACGGGTACGC
EFlalphaRev 21 57,9 TTCATCAGGACAATCGCAGCA
EF2alphaFor 20 59,4 CGAAGAACGACCCTGCAAAG
EF2alphaRev 22 60,2 CTGTCCAGGATGGTTCAGAATG
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2.1.8. SOFTWARE & INTERNETDATENBANKEN

Alle verwendeten Programme, Software und Webserver werden in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Programme und Internetportale

VERWENDUNG INTERNETADRESSE
BLAST Basic Local Alignment Search Tool https://blast.ncbtglim.mh.gov/BIast.
National Center for Biotechnology ) . .
NCBI Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov
UNIPROT Universal Protein Database https://www.uniprot.org

Primer3 Input

Primer Design Program

https://primer3.ut.ee

Primer3Plus

Primer Design Program

https://dev.primer3plus.com/index.
html

TrEMBL

Protein Sequence Database

https://www.uniprot.org/downloads

Genious Prime

Sequence Analyse Tool

https://www.geneious.com

Multiple Sequence Alignement

https://genedoc.software.informer.c

GeneDoc Editor om/download/
SMART Simple Modular Architecture http://smart.embl-heidelberg.de/
Research Tool
PrediSi Prediction of Signalpeptides www.predisi.de/predisi
. : . - https://services.healthtech.dtu.dk/s
SignalP- 4.1 Signalpeptide Prediction Tool ervice.php?SignalP-4.1
Protein Subcellular Localization ) .
PSORTII Prediction Tool https://psort.hgc.jp
PRED-TMR Prediction of Traqsmembrane in http://athina.biol.uoa.gr/PRED-
Proteins TMR/
InterPro Prediction of Proteinfamilies http://www.ebi.ac.uk/interpro

Science Gateway

Protein Molecular Weight Calculator

www.sciencegateway.org/tools/pro
teinmw.htm

Altogen Labs

Protein Molecular Weight Calculator

https://altogenlabs.com/resources/
protein-molecular-weight-calculator

ATT Bioquest

Protein Molecular Weight Calculator

https://www.aatbio.com/tools/calcul
ate-peptide-and-protein-molecular-
weight-mw

Bioinformatics

Protein Molecular Weight Calculator

https://www.bioinformatics.org/sms
/prot._ mw.html

AriaMx_Software

gqPCR-Auswertung

http://www.agilent.com/en/ariamx-
software-download

DeSeq2v1.32.0in
Trinity

Method for Differential Analysis of
Count Data

http://www.bioconductor.org/packa
ges/release/bioc/html/DESeq2.html
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2.1.9. PUFFER & LOSUNGEN

In Tabelle 10 werden die verwendeten Puffer und Losungen aufgefuhrt.

Tabelle 10: Verwendete Puffer und Lésungen

PUFFER A ZUSAMMENSETZUNG
50 mM Tris-HCIl, pH=7,4
250 mM Saccharose
3mM Naz-EDTA
0,1 mM Pefabloc ® SC
0,04 % (v/iv) | 3-Mercaptoethanol
PUFFER B
25 mM Tris-HCIl, pH=7,4
20 % (wlv) Saccharose
0,1 mM Pefabloc ® SC
1mM 3-Mercaptoethanol
CHAPS-LOSUNG
15 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) CHAPS
100 ml Puffer B
LOWRY-REAGENZ
100 VOL LOWRY A 49/l &20 g/l | NaOH & Na>CO3
1 VOL LOWRY B 1 % (wiv) CuSO4 x 5 H20
1 VOL LOWRY C 2 % (wiv) NaK-Tartrat
NATIVER PROBENPUFFER
62,5 mM Tris-HCI pH = 6,8
25 % Glycerol
0,01 % Bromphenol Blue
NATIVER LAUFPUFFER
pH muss nicht eingestellt werden 25 mM Tris-HCI
192 mM Glycine
SDS-PROBENPUFFER
62,5 mM Tris-HCI pH = 6,8
25 % Glycerol
0,01 % Bromphenol Blue
2% SDS
10 mM DTT
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10x SDS-LAUFPUFFER

0,25 mM Tris-HCI pH = 8,45

1,92 M Glycin

2 % (wlv) SDS
S'_I_'AMMLOSUNGEN FUR SILBER-
FARBUNG

37 % Formaldehyd

50 % (v/v) Ethanol (tech.)

40 g/l Natriumthiosulfat

20 % (wlv) Silbernitrat
FIXIER- UND STOPPLOSUNG

50 % (v/v) Methanol

12 % (viv) Essigsaure
CARBONATLOSUNG

60 g/l Natriumcarbonat
LAGERUNGLOSUNG

30 % (viv) Methanol

3 % (viv) Glycerin
STAMMLOSUNGEN FUR
COOMASSIE-FARBUNG
FIXIERLOSUNG

79 ml VE-Wasser

20 ml Methanol

1ml, 85 % o-Phosphorsaure
ROTI®-BLUE FARBELOSUNG

60 ml VE-Wasser

20 ml Methanol

20 ml Roti®-Blue (5X)
WASCHLOSUNG

75 ml VE-Wasser

25 ml, 99,8 % | Methanol

STABILISIERUNGSLOSUNG

20 % (w/v)

Ammoniumsulfat

TROCKNERLOSUNG
70 ml VE-Wasser
20 ml Ethanol
10 ml, 99,5 % | Glycerin
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4x GT PUFFER

200 mM TrispH=7,5
20 mM MnClz
1x GT PUFFER
50 mM TrispH=7,5
5 mM MnCl>
TRIS-MES PUFFER (pH = 5)
10 mM TrispH=5
10 mM MES
TRIS-MES PUFFER mit KCI (pH = 5)
10 mM TrispH=5
10 mM MES
5 mM KCI
TRIS-MES PUFFER mit KCI (pH = 7)
10 mM Tris
10 mM MES
5mM KCI
50x TAE PUFFER (pH= 8,3 - 8,5) fuir 1l
242 g Tris
57 ml Eisessig
0,5 M,100 ml | EDTA
LOSUNGEN FUR UDP-Glo™-
GLUCOSYLTRANSFERASE-TEST
1 mM Glucose
100 mM UDP-Glucose
10 mM UDP
40 ul UDP-Glo™-Enyzm
5 ml Nukleotid Detektionspuffer

1 Flaschchen

ATP-Detektion Substrat

1,5ml

Enzyme Dilutionspuffer

4x GLUCOSYLTRANSFERASE-
REAKTIONSPUFFER (pH = 7,5)

200 mM Tris
20 mM MnCl>
1x GLUCOSYLTRANSFERASE-
REAKTIONSPUFFER (pH =7,5)
50 mM Tris
5mM MnCl;
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2.2. METHODEN
2.2.1. BIOCHEMISCHE METHODEN
2.2.1.1. HERKUNFT DER ORGANISMEN

Die Stammkulturen der untersuchten Organismen wurden von der ,Sammlung von
Algenkulturen der Universitat Gottingen (SAG)“ und der Firma ,Carolina Biological Supply®
bezogen. In Tabelle 11 sind die fur die vorliegende Arbeit angezogenen Protisten, ihre

Stammnummern und das verwendete Medium fur die Anzucht aufgefuhrt.

Tabelle 11: Verwendete Organismen

PROTIST STAMM MEDIUM
Euglena gracilis SAG 1224-5/25 Mineralisches oder organisches Medium
Distigma proteus SAG 1204-26a Erde-Sand-Medium mit Erbsen
Khawkinea quartana SAG 1204-9 Erde-Sand-Medium mit Erbsen
Peranema sp. 131838 WEES-Medium mit Weizenkdrnern

2.2.1.2. KULTIVIERUNG VON EUGLENA GRACILIS

Euglena gracilis wurde phototroph angezogen. Die Stammkulturen wurden alle
2 Tage in eine frische Nahrlésung Uberimpft. Vor der Verwendung wurden die
Reagenzglaser und das Nahrmedium in mit Deckel verschlossenen 250 ml, 500 ml und
2000 ml Schottflaschen und 1800 ml Kulturkolben 15 min bei 121°C autoklaviert. Das
Nahrmedium wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

Die phototrophen Zellen von Euglena gracilis wurden in einem mineralischen
Nahrmedium nach Cramer & Myers 1952 und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h
bei 24°C unter einer Lichtbank kultiviert. Die Beleuchtung erfolgte mit zwei 36 W Lichtréhren
und die Beleuchtungsstarke betrug 20 pmol photon m=2s?. Zunachst wurden die
Stammkulturen und die Aufarbeitungskulturen in Reagenzglasern gehalten und alle zwei
Tage in frische Nahrlosung dberimpft. Im Anschluss daran wurden die Aufarbeitungs-
kulturen in die Kulturkolben oder die Schottflaschen Gberfiihrt. Vor jedem Animpfen wurde
die Vitalitat der Zellen mittels Mikroskopie kontrolliert. In Tabelle 12 ist die chemische

Zusammensetzung des mineralischen Mediums dargestellt:
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Tabelle 12: Zusammensetzung und Stammlésungen des mineralischen N&hrmediums

I\Iﬂligﬁrrﬂfdﬁgfns _ Stammlésung Elrll/fgr?geézfunrde
Konzentration Stammldsung
FESTSTOFFE Menge fir 200 ml pro 1L Medium
KH2PO4 1M 27,218 g 10 ml
MgSO4 x 7 H20 1M 49,296 g 1ml
Na-Citrat x 2 H>0 300 mM 17,646 g 10 ml
(NH4)2HPO4 1M 26,412 g 10 ml
CaClz x H.0 100 mM 2,9404 g 1ml
SPURENELEMENTE-STAMMLOSUNG Menge fur 500 ml
MnClz x 4 H.0O 1,80 g/l 09g
ZnS0O4 x 7 H20 0,40 g/l 0,29
CUSO4 x 5 Ho0 0,02 g/l 0.01g 1 ml
Na>MoO4 x 2 H20 0,20 g/l 0,149
Co(NOs3)2 x 6 H20 1,30 g/l 0,659
WEITERE LOSUNG Menge fir 500 ml
EDTA-FeNa 50 mM 10,5275 g 22 ml
VITAMIN-LOSUNGEN Menge fiir 10 ml
(eingefroren bei -20°C)
Vitamin B1 0,1 g/l 1 mg 1 mi
Vitamin Bi2 0,1 g/l 1mg 0,5 ml

Alle Stammlésungen, Vitaminldsungen und das Nahrmedium wurden mit ddH>O angesetzt.

Die Vitaminldsungen wurden nicht autoklaviert, sondern sterilfiltriert.

2.2.1.3. KULTIVIERUNG VON DISTIGMA PROTEUS UND KHAWKINEA QUARTANA

Die Kultivierung von Distigma proteus und Khawkinea quartana erfolgte in einem
Erde-Sand-Medium mit Erbsen nach PRINGSHEIM 1946. Bei diesem biphasischen Medium

handelt es sich um die Nachahmung eines natlrlichen Gewassers. Die feste Phase besteht

aus Erde, Sand und Erbse. Erde und Sand Ubernehmen die Speicherfunktion. Einerseits

liefern Erde und Sand Mineralstoffe, andererseits beinhalten sie Bakterien, welche durch

einen langsamen Abbauprozess der Erbse die Nahrstoffe flir das Wachstum der Zellen von

Distigma proteus und Khawkinea quartana zur Verfiigung stellen. Die wassrige Phase ist

eine Mischung von vollentsalztem Wasser und Leitungswasser.
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Die Kultivierung erfolgte bei 24°C entweder mit einem natirlichen Tag-Nacht-
Rhythmus von 12:12 h oder mit einem Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h unter einer

Lichtbank mit zwei 36 W Lichtrohren. Die Anzucht der Zellen begann in Reagenzglasern,

welche 1 g Erde, 2,5 g Sand und 1/8 Erbse enthielten. Die Erbsen wurden tber Nacht

bei 4°C eingeweicht und anschlieRend geschalt. Jeweils wurde 1/8 Erbse als organische

Nahrstoffquelle auf den Boden der Reagenzglaser gegeben und dann nacheinander mit
Erde und Sand bedeckt. AnschlieRend wurden die Reagenzglaser mit 10 ml Wasser einer
Mischung aus den gleichen Mengen Leitungswassers und vollentsalzten Wassers (VE)
vorsichtig Dbefullt. Die Reagenzglaser wurden mit Aluminiumpapier verschlossen.
Im Anschluss daran wurden die Reagenzglaser drei Tage hintereinander fir jeweils eine
Stunde gekocht und bei 4°C im Kihilschrank gelagert. Durch das Kochen des Mediums
gehen zum einen Mineralstoffe und Erdkolloide in die wassrige Phase Uber, welche fir das
Wachstum der Zellen notwendig sind, zum anderen werden enthaltene Algen, Pilze und
Tiere abgetotet. Einige Bodenbakterien tberleben diesen Sterilisierungsprozess jedoch.
Das Medium in den Reagenzglasern wurde unter einer Sterilbank mit 1 ml der
Stammkultur beimpft. Die Stammkulturen waren bei der Lieferung nicht axenisch, d. h.
sie enthielten Bakterien. Nach ca. 3 - 4 Wochen wurde die Vitalitdt der Zellen mittels
Mikroskopie kontrolliert und 2 - 4 Reagenzglaser wurden in eine 500 ml Flasche umgeimpft.
Nach einer weiteren 3 - 4-wdchigen Wachstumszeit wurden 100 ml, 200 ml bzw. 500 ml der
Zellsuspension in 1000, 2000 und 5000 ml Flaschen tberimpft. Alle 3 - 4 Wochen wurden
die Zellen durch Zentrifugation 5 min bei 4.500 rpm geerntet. AnschlieRend wurden sie
zuerst mit kaltem Wasser und schlie8lich mit Puffer A gewaschen. Im Anschluss daran
wurden sie bei -80°C aufbewahrt. Zur Dauerkultivierung wurden sterile Reagenzglaser mit
10 ml Erde-Sand-Medium und Erbsen verwendet. Nach Zugabe von 1 ml Stammkultur
wurden die Reagenzglaser bei Raumtemperatur inkubiert. Das Umimpfen der

Dauerkulturen erfolgte alle 4 Wochen.
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2.2.1.4. KULTIVIERUNG VON PERANEMA SP.

Peranema sp. wurden in dem modifizierten WEES-Medium (s. Tab. 13) mit Weizen

nach KIES 1967 angezogen.

Tabelle 13: Zusammensetzung und Stammlésungen des WEES-Mediums

Einzusetzende
WEES-Medium _ Stammlésung Menge fur
Konzentration Stammlésung

FESTSTOFFE Menge fir 100 ml pro 1L Medium
CaCOs + NaNOs 10 % 20g+8,0g 1ml
MgSO4 x 7 H20 - 5009 1ml
(NH4)HPO4 2% 26,412 g 1ml
CaS0q4 4 % 49 1ml
Erdabkochung - 100 ml
Na-Citrat x 2 H>0 300 mM 17,646 g 10 ml
(NH4)2HPO4 1M 26,412 g 10 ml
CaCl; x H20 100 mM 2,9404 g 1ml
Fe-EDTA-LOsung Menge fir 100 ml
EDTA - 0,52 ¢g
FeSO4 x 7 Hz0 : 059 1 ml
KOH 1N 54 ml
SPURENELEMENTE-STAMMLOSUNG Menge fir 100 ml
EDTA - 039
H3:BO3 - 0,114 g
MnClz x 4 H20 - 0,0144 g 1ml
ZnS0O4 x 7 H20 - 0,0021 g
CoClz x 6 H20 - 0,0004 g

(ei\r/lgef%lrvcl)ll\lerl;ggggoc‘;’C) Menge fur 1000 ml
Vitamin B12 0,0002 g/l 0,2 mg 1l
Vitamin B1 0,001 g/l 1 mg
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Die Stammkulturen waren bei der Lieferung nicht axenisch und enthielten
Organismen wie z. B. Bakterien und Glockentierchen (Vorticella).

Die fur die Kultivierung genutzten, mit Deckeln bzw. Aluminiumfolie verschlossenen
Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben (250 ml) sowie die Weizenkorner als organische
Substanz wurden bei 121°C 15 min autoklaviert, damit die Weizenkdrner nicht im Medium
keimen. Die Kultivierung erfolgte bei 24°C mit einem natirlichen Tag-Nacht-Rhythmus von
12:12 h. Die Anzucht der Zellen erfolgte zunachst in Reagenzglasern, welche 5 ml WEES-
Medium und 2 Weizenkorner enthielten. Das Medium in den Reagenzglasern wurde unter
einer Sterilbank mit 5 ml der Aufarbeitungskultur beimpft.

Nach ca. 2 Wochen wurde die Vitalitat der Zellen mittels Mikroskopie kontrolliert und
2 Reagenzglaser wurden in einen Erlenmeyerkolben tberimpft. Nach einer weiteren 3 - 4-
woOchigen Wachstumszeit wurden die Zellen und die Weizenkdrner durch ein Sieb getrennt.
Anschliel3end wurden die gewachsenen Zellen mittels Zentrifugation 5 min bei 4.500 rpm
geerntet. Die Zellen wurden mit kaltem Wasser und schlief3lich mit Puffer A gewaschen. Bis
zur weiteren Verarbeitung wurden sie bei -80°C aufbewabhrt.

Zur Dauerkultivierung wurden sterile Reagenzglaser mit 10 ml WEES-Medium und
2 Weizenkornern verwendet. Nach Zugabe von 5 ml Stammkultur wurden die
Reagenzglaser bei Raumtemperatur inkubiert. Das Uberimpfen der Dauerkulturen erfolgte

alle 4 Wochen.
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2.2.1.5. BESTIMMUNG DER ZELLANZAHL

Zur Bestimmung der Zellanzahl wurde eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer mit einer

Kammertiefe von 0,2 mm verwendet.

1.00 = -I'| s |- 0.2 mm_

Abbildung 18: Die Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Es wurde 1 ml Zellsuspension aus den beimpften Reagenzglasern enthommen und mit
bidestilliertem Wasser (1:1) verdinnt. Diese Mischung wurde durch langsames Vortexen
gemischt. Die Zellen wurden durch die Zugabe von 2 Tropfen Salzsaure unbeweglich
gemacht.

Es wurden je nach ZellgroRe acht Quadrate (1 mm x 1 mm) (s. Abb. 18) mithilfe eines
mechanischen Zellzahlers unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt und die Zellzahl pro ml
mithilfe der Formeln (Quadrat 2 und 3) berechnet, die nachfolgend dargestellt sind
(https://pdfdpro.com/view/fuchs-rosenthal-chamber-formulae-celeromics-6069.html,
download 17.01.2023).
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Quadrat 1:

Ausgezahlte Flache: 4 mm x 4 mm
Kammertiefe: 0,200 mm

Volumen: 16 mm?x 0,200 mm = 3,2 mm?3
Verdunnungsfaktor (VF): 1 oder 2

Zellen pro ml = Ausgezahlte Zellen 1000 YV
Anzahl der Quadrate Ausgezahlte Flache [mm?2]xKammertiefe [mm]
_ Ausgezahlte Zellen 1000
~ Anzahl der Quadrate 16 [mm?2]x0,200 [mm]
_ Ausgezahlte Zellen %312 5xVE
Anzahl der Quadrate ’
Quadrat 2:
Ausgezahlte Flache: 1 mm x 1 mm
Kammertiefe: 0,200 mm
Volumen: 1 mm? x 0,200 mm = 0,2 mm?
Zellen pro ml = Ausgezahlte Zellen 1000 VE

Anzahl der Quadrate Ausgezahlte Flache [mm?2]xKammertiefe [mm]

_ Ausgezahlte Zellen 1000
~ Anzahl der Quadrate 1 [mm?2]x0,200 [mm]

_ Ausgezahlte Zellen

~ Anzahl der Quadrate x5000xVF

Quadrat 3:

Ausgezahlte Flache: 0,25 mm x 0,25 mm
Kammertiefe: 0,200 mm

Volumen: 0,625 mm? x 0,200 mm = 0,0125 mm?3

Ausgezahlte Zellen 1000

Anzahl der Quadrate * Ausgezahlte Flache [mm?2]xKammertiefe [mm] xVF

Zellen pro ml =

_ Ausgezahlte Zellen 1000
~ Anzahl der Quadrate 0,0625 [mm?2]x0,200 [mm]

_ Ausgezahlte Zellen
~ Anzahl der Quadrate

F

x8000xVF
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2.2.1.6. ISOLIERUNG DES PARAMYLON-SYTNHASE-KOMPLEXES

Zur

verschiedenen

Euglenida

unter heterotrophen

Bedingungen

Isolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes wurden die Zellen der

angezogen. Alle

beschriebenen Arbeitsschritte wurden mit vorgekihlten Geraten und Lésungen sowie auf

Eis durchgefuhrt. In dem folgenden Fliel3schema wird die Enzymisolierung dargestellt.

7

Kultivierung der unterschiedlichen
Euglenida

N

N\

Zellzahlbestimmung mittels der Fuchs-

Rosenthal-Zellkammer

Intakte Zellen zentrifugieren, waschen und

in Puffer A resuspendieren

—

Zellaufschluss mit der French Press

J

[

Uberstand: Membranen

und
I6sliche Zellbestandteile

7

.

Sediment: Paramylon-Granula mehrfach
mit Wasser und Puffer A waschen, in
Puffer B aufnehmen, Proteinbestimmung

\

J

7

\

Solubilisierung des Paramylon-Synthase-
Komplexes mit CHAPS

Zentrifugieren des Solubilisierung-Ansatzes

N\

J

Sediment:
Paramylon-Granula

\

Native- und SDS Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Saccharose-Dichtegradienten-

Zentrifugation
S —

N (
Uberstand: "
Paramylon-Synthase-Komplex
\ J \
r 3 -
Aufkonzentrieren des Paramylon-Synthase-
Komplexes
\

Dunnschichtchromatographie

Enzymatische
Produktanalyse mit

J/

plq|

UDP-Glo™-Glucosyltransferase

Test

Abbildung 19: Arbeitsschritte fiir die Isolierung und Identifizierung des Paramylon-Synthase-Komplexes
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Fur den Zellaufschluss wurden die Zellen 5 min lang bei 5.000 x g zentrifugiert.
Das entstandene Zellsediment wurde mit VE-Wasser dreimal gewaschen. Die Zellanzahl
wurde mit Puffer A auf 1x108 Zellen/ml eingestellt. Mittels einer French Press wurden die
Zellen bei 3.800 psi (260 bar) und 4°C aufgebrochen. Mittels 10-minutiger Zentrifugation bei
4.000 x g wurden die Membranen und die I6slichen Bestandteile der Zellen (Uberstand) von
den Paramylon-Granula sowie Zelltrimmer (Sediment) abgetrennt. Das Sediment wurde
zunachst einmal mit VE-Wasser und anschlielBend 4 bis 5-mal mit Puffer A gewaschen,
wobei jeweils 2.000 x g zentrifugiert wurde. Im Anschluss wurde das Sediment in moglichst
wenig Puffer B resuspendiert, sodass eine pipettierbare Losung entstand.

Der Proteingehalt der Paramylon-Suspension wurde anhand der Methoden nach
Bradford und Lowry bestimmt.

2.2.1.6.1. SOLUBILISIERUNG UND AUFKONZENTRIEREN DES PARAMYLON-
SYNTHASE-KOMPLEXES

Zur Solubilisierung des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde die Protein-
konzentration der Paramylon-Suspension mit einer Losung aus 15 % Glycerin und 0,15 %
CHAPS in Puffer B auf 5 mg/ml eingestellt. Die Losung wurde bei 4°C tber Nacht mithilfe
eines Magnetrihrers langsam gerthrt und ca. 5 min mittels eines Ruhrwerkes bei 400 U/min
gepottert.

Im Anschluss wurde die Suspension 10 min bei 4.000 x g zentrifugiert. Das
entstandene Sediment wurde aufgereinigt und fur die weiteren Untersuchungen bei -80°C
aufbewahrt.

Zum Ankonzentrieren des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde der Uberstand
20 h bei 41.415 x g zentrifugiert und das Sediment in moglichst wenig Puffer B

resuspendiert. Fur die weiteren Untersuchungen wurde das Sediment bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.1.6.2. SACCHAROSE-DICHTEGRADIENTEN-ZENTRIFUGATION

Zur weiteren Aufreinigung des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde eine
diskontinuierliche Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation fur 20 h bei 41.415 x ¢
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die unterschiedlichen Saccharose-Lésungen in
0,15 % CHAPS in Puffer B angesetzt und Gradienten aus folgenden Lésungen gegossen:
50 % (2 ml), 40 % (2 ml) und 30 % (2 ml). Hierzu wurden 3 ml aus der ankonzentrierten

Proteinlésung gegeben (s. Abb. 20).
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Nach der Zentrifugation wurden von oben nach unten jeweils 1 ml Fraktionen abgezogen.

Probe Aml
30% | 2mil
40% 2 ml

50% J 2ml

N

Abbildung 20: Darstellung des Saccharose-Dichtegradienten zur Aufreinigung des Paramylon-Synthase-
Komplexes

Zuerst wurde die Proteinkonzentration der Fraktionen bestimmt. Anschlie3end wurde der
Proteininhalt der Fraktionen anhand der Methoden Native Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (NATIVE-PAGE) und Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) sichtbar gemacht.

2.2.2. PROTEINBESTIMMUNG
2.2.2.1. PROTEINBESTIMMUNG NACH LOWRY ET AL. 1951

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Lowry et al. 1951 basiert auf zweli
Reaktionen: der Biuret-Reaktion und der Folin-Ciocalteu-Reaktion. Bei der Biuret-Reaktion
reagieren die Peptidbindugen mit den Kupfer-(Il)-lonen (Cu?") aus dem Kupfersulfat
Pentahydrat (CuSO4 x 5H>0) unter alkalischen Bedingungen zu Kupfer-(I)-lonen (Cu™). Bei
der Folin-Ciocalteu-Reaktion reagiert Cu(l) mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz. Dabei wird
Phosphomolybdotungsreagenz zu Heteropolmolybdanblau reduziert. Diese Blaufarbung
wird photometrisch bei 578 nm gemessen. Zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung nach
Lowry wurde zuerst eine Rinderserumalbumin (BSA)-Stocklésung (1 mg/ml) angesetzt. Aus
dieser Stocklosung wurden die Referenzlosungen mit den verschiedenen
Proteinkonzentrationen fir die Erstellung einer Kalibrierkurve angesetzt. Das

Pipettierschema zur Herstellung der Referenzlésungen wird in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Herstellung der Referenzldsungen fir die Kalibrierungskurve nach Lowry

Konzentration Volumen Volumen
Referenzprotein Stocklosung (Img/ml) Diluent
(z. B. BSA (pg/ml) [ul] [ul]
0 0 1000
25 25 975
50 50 950
75 75 925
100 100 900
125 125 875
150 150 850
175 175 825
200 200 800

Fur die Proteinbestimmung wurden sowohl von den Referenzlésungen als auch von

den Proteinproben 100 pl entnommen und mit 2.000 ul Lowry-Reagenz versetzt, gevortext

und im Dunkeln 10 min bei RT inkubiert. Dazu wurden 100 ul Folin-Ciocalteu-Reagenz

gegeben, gevortext und erneut im Dunkeln 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurde die Absorption bei 578 nm gemessen

Pipettierschema und die Arbeitsschritte detailliert dargestellt.

Tabelle 15: Pipettierschema und Arbeitsschritte fir die Lowry-Methode

. In Tabelle 15 werden das

Probe Blindwert Ansatz
Proteinprobe - 100 pl
Lowry-Reagenz 2.000 pl 2.000 pl

Wasser 100 pl

Durchmischen und 10 min im Dunkeln bei RT inkubieren

Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz
(1:2 mit Wasser verdinnt)

100 pl

100 pl

Grundlich durchmischen und 30 min bei RT im Dunkeln inkubieren

Uberfiihrung der Losung in Kiivette
Messung der Absorption bei 578 nm (As7s nm)

Anhand der

Referenzlésungen wurde eine Geradengleichung erstellt.

Auftragung der

Absorption gegen die

Geradengleichung dargestellt (Cseke et al. 2011):
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y=mx+b
y = Absorption bei 578 nm
X = Proteinkonzentration
m = Steigung der Kalibrierungskurve
b =y-Achsenabschnitt

Die Proteinkonzentration wurde anhand der erstellten Kalibrierungskurve ermittelt.

2.2.2.2. PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD 1976

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Bradford basiert auf der Bindung des
Farbstoffs ,Coomassie® Brilliant Blue G 250" an Proteinen (Bradford 1976). Der Farbstoff

existiert in drei Formen: kationisch (rot), neutral (griin) und anionisch (blau).

OH- - OH- .
kationisch v neutral " anionisch
(rot) < (gran) < (blau)
H;O* H5O*
Amax: 470 nm Amax: 650 nm Amax: 595 nm

Abbildung 21: pH-abhangige Absorptionsmaxima des Coomassie® Brilliant Blue G 250 (Compton & Jones
1985, https://www.serva.de/www_root/documents/39222 d_1.pdf, download 17.01.2023)

Im sauren Milieu befindet sich der Farbstoff Uberwiegend in der doppelt protonierten
kationischen Form (rot, Amax: 470 nm). Wenn der Farbstoff an basische (Histidin, Lysin) und
aromatische (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan) Aminosauren des Proteins bindet, entsteht
die blaue Form (s. Abb. 21) (Reisner et al. 1975, De St. Groth et al. 1963, Sedmak &
Grossberg 1977). Diese wird bei 595 nm gemessen. Zur Durchfihrung der
Proteinbestimmung nach Bradford wurde zuerst eine BSA-Stocklésung (1 mg/ml)
angesetzt. Aus dieser Stocklosung wurden die Referenzlésungen hergestellt. Das

Pipettierschema wird in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Herstellung der Referenzlésungen fir die Kalibrierungskurve nach Bradford

Konzentration Volumen Volumen
Referenzprotein Stockldsung (Img/ml) Diluent
(z. B. BSA [ug/ml] [ul] [ml]
0 0 10
1 10 9,990
5 50 9,950
10 100 9,900
15 150 9,850
20 200 9,800
25 250 9,750

Fur die Proteinbestimmung wurden sowohl von den Referenzldsungen als auch von den

Proteinproben 800 pl entnommen und mit 200 ul 5x Bradford-Reagenz versetzt, gevortext

und 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde die Absorption bei 595 nm innerhalb von

30 min gemessen. In Tabelle 17 werden das Pipettierschema und die Arbeitsschritte

detailliert dargestellt.

Tabelle 17: Pipettierschema und Arbeitsschritte fiir die Bradford-Methode

Probe Blindwert Ansatz

Proteinprobe - 800 ul

5x Bradford-Reagenz 200 pl 200 pl
VE-Wasser 800 ul -

auf Vortex mischen

5 min bei RT inkubieren

Uberfiihrung der Losung in Kiivette
Messung der Absorption bei 595 nm (Ases nm)

innerhalb von 30 min

Anhand der Auftragung der

Absorption gegen

Proteinkonzentration der

Referenzlésungen wurde eine Geradengleichung erstellt. In der folgenden Abbildung wird

die Geradengleichung dargestellt (Cseke et al. 2011):
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y=mx+b
y = Absorption bei 578 nm
X = Proteinkonzentration
m = Steigung der Kalibrierungskurve
b =y-Achsenabschnitt

Die Proteinkonzentration wurde anhand der erstellten Kalibrierungskurve mit BSA
berechnet (Compton & Jones 1985).

2.2.3. POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (PAGE)
2.2.3.1. NATIVE-PAGE

Zur weiteren Analyse des aufgereinigten Proteinkomplexes wurde eine NATIVE-
PAGE mittels des vertikalen Gelelektrophorese-Systems (BIOMETRA, Multigel-Long)
durchgefiihrt. Zuerst wurden die Glasplatten mit 50 % Ethanol abgewischt, damit keine
Verunreinigungen die Polymerisierung des Gels storen. Zum Giel3en der Gele wurden die
Glasplatten mit dem geraden Schliff auf den Arbeitsplatz gelegt. Dann wurde die
Silikonabdichtung an den Rand jeder Glasplatte platziert. AnschlieRend wurden die
Glasplatten mit den fixierten Spacern auf die Glasplatte mit dem geraden Schliff gelegt und
die beiden Glasplatten mittels Klammern fixiert. Dann wurden die Komponenten fur das
Trenngel in einem Becherglas gemischt und mittels einer Pasteurpipette zwischen die

Glasplatten gegossen. In Tabelle 18 wird die Zusammensetzung des Trenngels dargestellt.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Trenngels fiir NATIVE-PAGE

Trenngel (6 %)
Far 10 ml Far 20 ml
Acryl(%rglcg)e/lg,l; (;varv%e;mlde > ml 4 mi
0,375 M Tris-HCI, pH = 8,8 7,89 mi 15,78 ml
10 % APS (w/v) 100 ul 200 pl
TEMED 0u 20 ul

Um die Polymerisation des Gels zu beschleunigen und zur Glattung der Oberflache
wurde das Gel mit etwas Isopropanol tberschichtet. Nach der Polymerisationszeit von ca.

45 min wurden Pufferreste und Isopropanol mittels Filterpapiers entfernt.
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Die Komponenten des Sammelgels wurden gemischt und zwischen die Glasplatten
gegossen. In Tabelle 19 wird die Zusammensetzung des Sammelgels dargestellt.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Sammelgels fir NATIVE-PAGE

Sammelgel (4 %)
Fur 5 ml Fur 10 ml
0,375 M Tris-HCI, pH =8,8 4,275 ml 8,550 ml
Acryl(%rglti)elllg:g (;)c\:vy;i/a;mlde 0.67 ml 1,34 ml
10 % APS 0,05 ml 0,100 ml
TEMED 5 pl 10 pl

AbschlieRend wurde der Gelkamm zwischen die Glasplatten geschoben. Dabei
wurde darauf geachtet, dass es keine Gasblaschen zwischen dem Gelkamm und dem
Sammelgel gibt. Nach der Polymerisationszeit von ca. 45 min wurden die Glasplatten mit
dem Gel in den Gelapparat gestellt, und die Gelkammer wurde mit dem nativen Laufpuffer
gefullt. Der Gelkamm wurde vorsichtig entfernt. Mdgliche Acrylamidreste wurden durch
mehrmaliges Waschen mit nativem Laufpuffer aus den entstandenen Geltaschen beseitigt.
Die Protein-Proben wurden 1:1 mit dem Probenpuffer gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Die NATIVE-PAGE erfolgte bei Raumtemperatur mit einer Spannung von
90 V far 1 h im Sammelgel und von 110 V fir 4 h im Trenngel. Sobald die
Bromphenolblaubande das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die Stromquelle
ausgeschaltet. Im Anschluss daran wurden die Glasplatten vom Gel abgenommen und das

Gel mit Silber oder mit Coomassie Brillant Blue R250 gefarbt.

2.2.3.2. SDS-PAGE

Zur Bestimmung der Untereinheiten des Proteinkomplexes wurde eine
Sodiumdodesilsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter denaturierenden
Bedingungen durchgefuhrt (Laemmli 1970). Zunachst wurden die Glasplatten wie bei der
Methode der NATIVE-PAGE vorbereitet und mittels Klammern fixiert. Dann wurden die
Komponenten des Trenngels in einer Falcon Tube gemischt und mittels einer Pasteurpipette
zwischen die Glasplatten pipettiert. In Tabelle 20 werden die Bestandteile des Trenngels

dargestellt.
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Trenngels fir SDS-PAGE

Trenngel
7% 10 %
Far5ml | Fur 10 ml Fur 5 ml Fur 10 ml
ddH,O (VE-Wasser) 4 ml 8 ml 3,2ml 6,4 ml
1,5 M Tris-HCI, pH =8,8 2 ml 4 ml 2ml 4 ml
Acrylamide /
Bis-acrylamide 1,87 ml 3,74 2,67 ml 5,34 ml
(30 % /0,8 % wiv)
10 % SDS (w/v) 0,08 ml 0,16 ml 0,08 ml 0,16 ml
10 % APS (wlv) 0,08 ml 0,16 ml 0,08 ml 0,16 ml
TEMED 0,008 ml | 0,016 ml 0,008 ml 0,016 ml

Die Oberflache des Trenngels wurde mit einer kleinen Schicht Isopropanol bedeckt, um die
Polymerisation zu beschleunigen. Nach der ca. 45-minitigen Polymerisation wurden die
Pufferreste und Isopropanol mit einem Stiick Papier entfernt. Dann wurden die Bestandteile
des Sammelgels gemischt und mit Hilfe einer Pasteurpipette auf das Trenngel gegossen.
Der Gelkamm wurde zwischen die Gelplatten geschoben. Die Komponenten des

Sammelgels werden in Tabelle 21 dargestellt:

Tabelle 21: Zusammensetzung des Sammelgels fiir SDS-PAGE

Sammelgel (4 %)
Far 5 ml Far 10 ml
ddH,0O (VE-Wasser) 3 ml 6 ml
0,5 M Tris-HCI, pH = 6,8 1,25 ml 2,5ml
Acrylamide /
Bis-acrylamide 0,67 ml 1,34 ml
(30 % /0,8 % wiv)

10 % SDS (w/v) 0,05 ml 0,10 ml

10 % APS (w/v) 0,05 ml 0,10 ml
TEMED 0,005 ml 0,010 ml

Wahrend der Polymerisation des Sammelgels wurden die Protein-Proben vorbereitet. Daflr
wurden die Protein-Proben 1:2 mit SDS-Probenpuffer gemischt und zweimal hintereinander
fur 5 min bei 95°C im Wasserbad inkubiert. Anschlieend wurden die Proben auf
Raumtemperatur abgekihlt und in die Geltaschen pipettiert. Die SDS-PAGE erfolgte bei

Raumtemperatur mit einer Spannung von 90 V fur 1 h im Sammelgel und von 110 V fiir 4 h
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im Trenngel. Sobald die Bromphenolblaubande das Ende des Trenngels erreicht hatte,
wurde die Stromquelle abgeschaltet. SchlieBlich wurde das Gel mit Silber oder mit
Coomassie Brillant Blue R250 gefarbt.

2.2.3.3. BESTIMMUNG DES MOLEKULARGEWICHTES DER PROTEINE

Als Proteinstandard fur die NATIVE-PAGE wurde ein HMW-Marker (s. Abb. 22)

verwendet, der die in Tabelle 22 aufgelisteten Proteine enthielt.

Tabelle 22: Langenstandard (66-669 kDa) fur NATIVE-GELE

. Organ /
Proteine Organismus Menge (ug) M, (kDa)
Schilddrase /

THYROGLOBULIN Schwein 76 669
FERRITIN Milz / Pferd 50 440
KATALASE Leber / Rind 36 232
LACTATDEHYDROGENASE Herz / Rind 48 140
ALBUMIN Serum / Rind 40 66

M,(kDa)

669

440

250 p—

140 T p—

66 ———

Abbildung 22: HMW-Marker im 5 - 12,5 % Polyacrylamid Gradient Gel

Als Langenstandard fur die SDS-PAGE wurde der Prestained-Protein-Standard und Dual
Color Proteinstandard Il verwendet. In Abbildung 23 werden die Molekulargewichte der

enthaltenen Proteine dargestellt.
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a b
kDa
250 —|
180 —
kDa 130 -
240 blue
140 blue 95 —|
100 blue
“| 70 orange 2=
50 blue 55 —
35 blue 43 -
25 orange
20 blue o
15 blue R
7 blue
17 -
10 — |-

Abbildung 23: a) Dual Color Proteinstandard Il (7-240 kDa) b) Prestained-Protein-Standard fir SDS-PAGE
(10-250 kDa)

2.2.4. GELFARBUNG

Um die Proteine des Proteinkomplexes sichtbar zu machen, wurden die Gele

unterschiedlich gefarbt: Silberfarbung und Coomassie Brillant Blue R250
2.2.4.1. SILBERFARBUNG

Die Gele wurden nach NATIVE-PAGE und SDS-PAGE mit Silber nach Blum et al.
1987 gefarbt. Zunachst wurden die Stammldésungen, wie in Tabelle 23 angegeben,

angesetzt.
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Tabelle 23: Zusammensetzung der Stammldsungen fir die Silberfarbung

Stammldsung Konzentration
Formaldehyd 37 %
Ethanol 50 %
Fixier- und Stoppldsung 50 % Methanol, 12 % Essigséaure
Carbonatlésung 60 g/I Natriumcarbonat
Lagerlésung 30 % Methanol, 3 % Glycerin
Natriumthiosulfatiésung 40 g/l Natriumthiosulfat
Silbernitratlésung 200 g/l Silbernitrat

Anschlieend wurden die Farbe-Losungen anhand der Stammlésungen in 50 ml Falcon-
Rohrchen frisch angesetzt (s. Tab. 24).

Tabelle 24: Zusammensetzung der Farbe-Losungen fir die Silberfarbung

Farbe-Losung | Ansetzen der Farbe-Lésungen mithilfe der Stammldsungen

25 pl Formaldehyd in Fixier- und Stopplésung

2 250 pl Thiosulfatldsung in VE-Wasser
3 500 pl Silbernitratlésung, 37,5 pl Formaldehyd in VE-Wasser
4 25 ul Formaldeyhd, 5 pl Thiosulfatldsung in Carbonatlésung

Das Sammelgel wurde mithilfe eines Schabers vom Trenngel entfernt. AnschlieRend wurde
das Trenngel in der Farbekammer mit der Farbe-Losung 1 Uber Nacht geschittelt. Dann
wurde es dreimal hintereinander 20 min mit 50 % Ethanol gewaschen. Daraufhin wurde es
in der Farbe-Lésung 2 impragniert. Nach dem Impragnieren wurde es dreimal
hintereinander 20 s mit VE-Wasser gewaschen. Das Gel wurde 20 min mit der Farbe-
Losung 3 inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurde das Uberschissige Silber durch
zweimaliges Waschen mit VE-Wasser fur 20 s entfernt. Nach diesem Schritt wurde das Gel
in eine frische Farbekammer gelegt und mittels der Farbe-Losung 4 entwickelt, bis die
Proteinbanden sichtbar waren. Danach wurde es kurz mit VE-Wasser gewaschen. Die
Reaktion wurde mittels der Fixier- und Stopplésung beendet. AbschlieRend wurde es in der
Lagerlosung bei 4°C aufbewahrt. In Tabelle 25 werden die Arbeitsschritte und

Inkubationsdauern der Silberfarbung aufgelistet.
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Tabelle 25: Arbeitsschritte und Inkubationsprotokoll fiir die Silberfarbung

Arbeitsschritt Inkubationsdauer Farbe-/Stammlosung

1 Fixieren >1h 1

2 Waschen (3x) 20 min 50 % Ethanol

3 Impragnieren 1 min 2

4 Waschen (3x) 20s VE-Wasser

5 Silberfarben 20 min 3

6 Waschen (2x) 20 s VE-Wasser

7 Entwickeln bis Banden sichtbar 4

8 Waschen 10s VE-Wasser

9 Stoppen 10 min Fixier- und Stopplosung
10 Waschen / Lagern =20 min Lagerlésung

2.2.4.2. KOLLODIALE COOMASSIE-FARBUNG

Zuerst wurden die Farbe-Losungen angesetzt. Tabelle 26 zeigt die Arbeitsschritte,

Inkubationsdauern und Féarbe-Ldsungen:

Tabelle 26: Protokoll fiir Kolloidale Coomassie Farbung

Die NATIVE- und SDS-Gele wurden nach dem ROTI®Blue Farbungsprotokoll gefarbt.

Arbeitsschritt Inkubationsdauer Farbe-Losung
1 Fixieren 60 min Fixierlosung
2 Farben 2-15h 1x Roti®- Blue-Farbelésung
3 Waschen 5 min Waschlésung
4 Aufbewahren - Stabilisierungslésung

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel getrennt und das Trenngel
fir 60 min in Fixierlésung unter Schitteln inkubiert. Dann wurde das Gel in 1x Roti®-Blue-
Farbelosung fur 2 - 15 h gefarbt. Anschlie3end wurde es in eine saubere Farbeschale
Uberflhrt und in der Waschlésung fur 5 min unter Schutteln inkubiert. AbschlielBend wurde

das Gel in der Stabilisierungslésung Uber einen langeren Zeitraum aufbewabhrt.
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2.2.5. GELTROCKNUNG

Nach der Farbung wurden die Gele mithilfe eines Geltrocknungsrahmens getrocknet
(s. Abb. 24).

"
-

Cellophan
Gel

Cellophan
Rick=eite

\ﬂ— Rahmen
-
h

Abbildung 24: Darstellung des Aufbaues der Geltrocknung

Dazu wurde das Gel fur 30 min in Trocknerlésung inkubiert. Dann wurden 2 Blatt Cellophan
fur 15 min in destilliertem Wasser eingeweicht. Daraufhin wurde ein Blatt Cellophan auf die
Ruckseite des Geltrocknungsrahmens glatt (luftblasenfrei) aufgelegt. AnschlieRend wurde
0,5 ml Trocknerlésung auf das Cellophanblatt pipettiert. Dann wurde das Gel luftblasenfrei
auf das Cellophanblatt aufgelegt. Nachdem das zweite Cellophanblatt auf das Gel aufgelegt
worden ist, wurde der Rahmen eingesetzt und mit 4 Klammern fixiert. Abschlie3end wurde
der Geltrocknungsrahmen unter den Abzug gelegt. Nach 2 Tagen wurde das Gel aus dem

Geltrocknungsrahmen genommen und aufbewahrt.

2.2.6. UDP-GLO™-GLUCOSYLTRANSFERASE-TEST

Um die Aktivitat des isolierten Paramylon-Synthase-Komplexes zu messen, wurde
der UDP-Glo™-Glucosyltransferase-Test verwendet. Im ersten Schritt wird UDP-Glucose
durch den Paramylon-Synthase-Komplex zu Glucose und UDP umgesetzt. Im nachsten
Schritt wird UDP in ATP umgewandelt, wobei gleichzeitig Licht in einer Luciferase-Reaktion
erzeugt wird. Das erzeugte Licht wird mit einem Lumineszenz-Mikroplatten-Reader
gemessen. Der allgemeine Reaktionsverlauf fur die verschiedenen Glucosyltransferasen
wird in Abbildung 25 dargestellt.
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UDP-Detektion Test

HOL
Glucosyltransferase P Ty UDP-Detektionsreagenz
> H + [ > Licht
JOH

y ( Ein-Schritt-Reaktion
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» /\V.J\ ’m und erzeugt Licht

Glucosyltransferase- 2] Reakti duk
Substrat eaktionsprodukte

UDP-Bildung Reaktion

Abbildung 25: Das Prinzip der Glucosyltransferase-Reaktion

Die Lumineszenz-Werte korrelieren dabei mit der UDP-Konzentration, die durch die
Verwendung einer UDP-Standardkurve berechnet werden kann.

2.2.6.1. ERSTELLUNG DER STANDARDKURVE FUR UDP

Zur Erstellung der Standardkurve wurden die Reagenzien und Puffer des Tests vor
dem Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht. Die UDP-Standards wurden in einer 96-Well
Mikrotiter-Platte vorbereitet. Abbildung 26 stellt die Schritte zur Erstellung der

Standardkurve und die Aktivitditsmessung des Paramylon-Synthase-Komplexes
schematisch dar.

ATP-Dedektion Nukleotid
Substrat Dedektionspuffer

Aliquote
herstellen

TN e
- -
Nukleotid
Dedektionsreagenz | {
vy Il | |
I \ I | |
J U U
- /"", UDP- Glo™ E”ZW_T' UDP-Glo™
yd -:\ Arbeitslidsung Werdln- Enzym
~ nugspuffer
pd J
/ uoeP

| Dedektionsreagenz

|
UDP-Dedektionsreagenz hinzufigen \J

60 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren

§ Lumineszenz messen

Abbildung 26: Schematische Darstellung des UDP-Glo™-Glucosyltransferase-Tests
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Zuerst wurde die Nukleotid-Detektionsreagenz durch Mischen von Nukleotid-
Detektionspuffer und ATP-Detektions-Substrat angesetzt, in 2 ml Eppendorf-Gefal3e
aliquotiert, und die Aliquote wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Als Nachstes
wurden 300 pl UDP-Glo™-Arbeitslésung aus 4 pl UDP-Glo™-Enzym und 296 pl Enzym-
Dilutionspuffer angesetzt. AnschlieRend wurde die UDP-Detektionsreagenz durch Mischen
von 10 pl UDP-Glo™-Arbeitslosung und 1 ml Nukleotid-Detektionsreagenz unmittelbar vor
dem Gebrauch angefertigt. Flur drei Messungen wurden insgesamt 150 ml 25 yM UDP-
Losung hergestellt. In das Well A1 wurden 50 pl 25 uM UDP-L6sung pipettiert. In die Wells
A2 bis A12 wurden jeweils 25 pl 1x Glucosyltransferase Reaktionspuffer hinzugefugt. Von
Well Al zu Well A2 wurde eine zweifache Verdiinnung durch die Ubertragung von 25 pl
UDP-L6sung hergestellt. 25 pul UDP-Losung wurde von Well A2 zu Well A3 lbertragen.
Ebenso wurde von Well A4 bis Well A1l verfahren. Die UDP-LOsung aus Well A11 wurde
verworfen. Well A12 enthélt keine UDP-LAsung und dient als Kontrolle (s. Abb. 27).

25 ul UDP-Kontrolle
I aVaYaVavavavavavavatll;
a1 [ ¥1 [ ¥1 ] ¥1 [ ¥1 1 ¥1 [ ¥1 [ §¥1 [ ¥1 [ ¥1 [ ¥ |
W 25 pl 1XGlucosyltransferase Puffer pro Well
50 pl
UDP-Losung

Abbildung 27: Verdinnungsreihe zur Erstellung einer UDP-Standardkurve
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Die UDP-Konzentrationen und die entsprechenden Wellnummern werden in Tabelle 27

gezeigt.

Tabelle 27: Verwendete UDP-Konzentrationen mit der Wellnummer

UDP (uM) Wellnummer
25 Al
12,5 A2
6,25 A3
3,13 A4
1,56 A5
0,78 A6
0,39 A7
0,20 A8
0,10 A9
0,05 A10
0,02 All
0 Al12

Das UDP-Detektionsreagenz wurde angesetzt und 25 pul in jedes Well hinzugefiigt. Die in

der Mikrotiter-Platte enthaltenen Proben wurden mittels eines Mikroplattenshakers fir 30 s

gemixt. Nach einer 60-minutigen Inkubationszeit wurde die Lumineszenz mittels eines

Mikroplatten-Readers gemessen.

2.2.6.2. AKTIVITATSMESSUNG DES PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEXES

Nach der Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die Fraktionen

entnommen und die Aktivitat mittels des UDP-Glo™-Glucosyltransferase-Tests gemessen.

Dafur wurden als erstes 400 pl UDP-Glucose / Glucose-Substratmix in einem 1,5 ml

Eppendorf Reaktionsgefal} vorbereitet. Die Zusammensetzung kann Tabelle 28 entnommen

werden Das Reaktionsgefal3 wurde auf Eis gelagert und pro Well wurden 10 ul Substrat

eingesetzt.

Tabelle 28: Puffer und Losungen fiir die Vorbereitung des Substratmixes

Komponente Volumen (ul)
4x Glucosyltransferase Reaktionspuffer 100
100 mM UDP-Glc 1
1mM Gilc 50
ATP freies Wasser 249
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Im Anschluss wurden 100 pl Paramylon-Synthase-Enzymldsung durch Mischen von
4x Glucosyltransferase-Reaktionspuffer, Paramylon-Synthase-Komplex und ATP-freiem
Wasser angefertigt und das Reaktionsgefald auf Eis gelegt. Pro Well wurde 15 pl Paramylon-
Synthase-Enzymldsung eingesetzt. Tabelle 29 zeigt die Substanzen und eingesetzten

Volumen.

Tabelle 29: Puffer und Losungen fir die Vorbereitung der Enzymlésung

Komponente Volumen (ul)
4x Glucosyltransferase Reaktionspuffer 25
Paramylon-Synthase (4 ng / pl) 66,6
ATP freies Wasser 8,4

15 ul Paramylon-Synthase-Enzymlésung wurde in ein Well Gbertragen und dazu 10 pl UDP-
Glucose / Glucose-Substratmix gegeben. Anschlielend wurde in jedes Well 25 pl UDP-
Detektionsreagenz pipettiert. Die Proben in der Mikrotiterplatte wurde fir 30 s gemischt und
bei Raumtemperatur fir 60 min inkubiert. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde die

Lumineszenz im Mikroplatten-Reader gemessen.

2.2.6.3. EINFLUSS DER IONEN AUF DIE ENZYMAKTIVITAT

Der Einfluss von Magnesium und Calcium neben Mangan auf die Enzymaktivitat
wurde untersucht. In den Arbeiten von Dietrich Baumer wurde eine 1 mM Calcium-
Konzentration als aktivitatssteigernd ermittelt, wohingegen Magnesium oder auch die
Kombination aus beiden Erdalkalimetallen zu einer gleichbleibenden oder sinkenden
Aktivitat fuhrte (Baumer et al. 2001, Baumer 1998). Im Rahmen dieses Assays wurde
Mangan zum Glucosyltransferase-Puffer hinzugegeben. Dem Glucosyltransferase-Puffer
wurde eine 2,5 mM Konzentration an Calcium und / oder Magnesium hinzugeflgt.

Anschliel3end wurde die Aktivitdt gemessen.

2.2.7. AUFREINIGUNG DES PARAMYLONS

Die Zellen aus Distigma proteus und Peranema sp. wurden mittels Zentrifugation vom
Medium getrennt. Anschlie@end wurde das Enzym, wie in Abbildung 19 ausfihrlich
beschrieben, isoliert. Das synthetisierte Paramylon wurde dreimal mit destilliertem Wasser
gewaschen und in einer 1 % SDS-Ldsung fur 1 h am Ruckfluss gekocht. Nach dem
Abkuhlen wurde das Paramylon finfmal mit 100 ml VE-Wasser gewaschen und 5 min bei

5.000 x g zentrifugiert. Anschlieend wurde das Paramylon mehrfach hintereinander mit
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Aceton gewaschen, bis der Acetonuberstand keine Farbung mehr aufwies. Im Anschluss
daran wurde das aufgereinigte Paramylon fir 12 h im Trockenschrank bei 50°C getrocknet.
Das getrocknete Paramylon wurde abgewogen und fir die weiteren Untersuchungen in
einem geschlossenen GefalR aufbewabhrt.

2.2.8. IDENTIFIZIERUNG DES ENZYMPRODUKTES

Um festzustellen, ob es sich bei dem Enzymprodukt um Paramylon (3-1,3-Glucan)
handelt, wurden unterschiedliche Glucanasen (Glucanhydrolasen) verwendet. Es wurde
auch kontrolliert, wie spezifisch die 3-1,3-glycosidische Bindungen der Paramylon Granula
von Glucanasen gespalten wurden. AulRerdem wurden eine Alkali- und Sé&urehydrolyse
durchgefiihrt, um die Stabilitdt und das Verhalten des Paramylons unter den verschiedenen
Reaktionsbedingungen zu testen. Das Endprodukt wurde durch die Methode

,ounnschichtchromatographie“ aufgetrennt und identifiziert.

2.2.8.1. ENZYMATISCHE PRODUKTANALYSE

Das Enzymprodukt Paramylon wurde nach Ingold & Seitz 1986 getestet. Fur die
Produktanalyse wurden in vier 2 ml Gefal3en jeweils 0,8 g getrocknetes und aufgereinigtes
Paramylon abgewogen. Dazu wurden jeweils 1 ml von dem entsprechenden Puffer und eine
Spatelspitze von den Hydrolasen oder Glucanasen gegeben (s. Tab. 30). Diese Ansatze
wurden gevortext und anschliel3end bei den in Tabelle 30 angegebenen Temperaturen fur

72 h im Warmeschrank inkubiert.

Tabelle 30: Verwendete Hydrolasen und Glucanasen

Enzym Temperatur Puffer
a-Amylase 21°C 10 mM Tris-MES-Puffer, 5 mM KCI, pH = 7,0
3-Amylase 21°C 10 mM Tris-MES-Puffer, 5 mM KCI, pH = 7,0
3-1,3-Glucanase 35°C 10 mM Tris-MES-Puffer, pH = 5,0
3-1,4-Glucanase 40°C 10 mM Tris-MES-Puffer, 5 mM KCI, pH = 5,0

Zur Beendigung der Reaktion wurden die Anséatze fur 2 min bei 100°C gekocht. Nach dem
Abkihlen wurden sie bei 13.000 x g fur 5 min zentrifugiert, um die unldslichen
Membranbestandteile und Substanzen (z. B. Erde, Sand) zu entfernen. Der Uberstand

wurde in ein neues 2 ml Gefal Uberfiihrt und bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.8.2. ALKALIHYDROLYSE

Aus dem aufgereinigten Enzymprodukt wurde 0,8 g in einem 2 ml Rektionsgefald
abgewogen. Dazu wurde 1 ml 0,1 N NaOH L6sung gegeben und das Reaktionsgefald wurde
fur 72 h bei 40°C inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurde der Ansatz mit 1 ml 0,1 N
HCI gemischt. Anschlief3end wurde die Mischung fiir eine Minute bei 13.000 x g zentrifugiert.
Der klare Uberstand wurde in ein sauberes GefaR uberfuhrt und bei 4°C fiir weitere
Untersuchungen aufbewahrt.

2.2.8.3. SAUREHYDROLYSE

Das Paramylon (0,8 g) wurde mit 1 ml 1 N HCI versetzt und fir 72 h bei 40°C
inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurde die Probe mit 1 N NaOH neutralisiert.
Anschliel3end wurde sie bei 13.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Fur die weiteren Experimente
wurde der Uberstand im Kuihlschrank bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.9. DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE (DC)

Um die Reaktionsprodukte aus der Enzymanalyse, der Alkali- und Saurehydrolyse
zu identifizieren, wurde eine Dunnschichtchromatographie durchgefihrt. Zur Durchflihrung
wurden Laufmittel aus Isopropanol / Eisessig / Wasser (29 : 4 : 9) und eine Standardlésung
(2 mg/ml Glucose in 10 % Isopropanol) angesetzt. Als Nachstes wurden die DC-Platten
(10x10 cm) geschnitten und fir die Proben mit einem weichen Bleistift markiert. 100 pl des
klaren Uberstandes sowie 10 pl eines Glucosestandards wurden auf die vorbereitete
DC-Platte mit Mikrokapillaren aufgetragen. Nach dem Trocknen der Proben wurden die
Platten ca. 1 h in einer DC-Kammer mit dem Laufmittel entwickelt, bis die Laufmittelfront bei
etwa 1 cm unter dem oberen Ende der DC-Platte angelangt ist. Die DC-Platten wurden der
DC-Kammer entnommen und die Laufmittelfront wurde sofort mit einem Bleistift markiert.
Diese Platten wurden unter getrocknet, mit Orcin-Losung bespriht und bei 110°C im
Trockenschrank 5 min entwickelt, bis die Spots erkennbar waren. Die Auswertung der
Platten erfolgte durch Berechnung der Ri-Werte (Retentionsfaktor) nach folgender Formel
(Bele & Khale 2011, Kumar et al. 2013, Namir et al. 2019):

Laufstrecke der Substanz ab Startlinie [cm]
Laufstrecke des Laufmittels ab Startlinie [cm]

a
Rf=5=
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2.2.10. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wurden fur die verschiedenen Euglenida
jeweils der Genbereich, der fir den Paramylon-Synthase-Komplex codiert und die

entsprechenden Sequenzeigenschaften identifiziert und bestimmt.

2.2.10.1. ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN

Je nach Zelldichte wurden aus den unterschiedlichen Euglenida-Kulturen 1 bis 3 ml
in ein 1,5 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit (14.600 rpm) fir 2 min wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das
Pellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und mit einem Pellet-Mikropistill
zermahlen. AnschlieRend wurde DNA oder RNA isoliert.

2.2.10.1.1. ISOLIERUNG DER GESAMT DNA (gDNA)

Die Isolierung der gesamten DNA aus den unterschiedlichen Euglenida erfolgte mit
Hilfe des my-budget Plant DNA Kits nach Herstellerangaben. Im letzten Schritt wurden fur
eine maximale Ausbeute an DNA zwei Elutionschritte mit gleichen Volumina (50 pl)
Elutionspuffer durchgefuhrt. Die Konzentration und die Reinheit der gesamten DNA wurde
im NanoDrop 2000 Spektrophotometer gemessen. Zur Visualisierung der DNA wurden 6 pl
von der DNA-Probe mit 1ul 6x DNA Loading Dye gemischt, auf ein Agarosegel (1 %)
aufgetragen und analysiert. AnschlieRend wurde die extrahierte DNA bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.10.1.2. ISOLIERUNG DER RNA

Die Isolierung der RNA aus den unterschiedlichen Euglenida erfolgte mit Hilfe des
my-budget Plant RNA Kits nach Herstellerangaben. Im letzten Schritt wurden fir eine
maximale Ausbeute an RNA zwei Elutionschritte mit gleichen Volumina (30 pl)
Elutionspuffer durchgefiihrt. Die Konzentration und die Reinheit der RNA wurde im
NanoDrop 2000 Spektrophotometer gemessen. Zur Visualisierung der RNA wurden 5 pl von
der RNA-Probe mit 5 pl 2x RNA Loading Dye gemischt, bei 70°C fur 10 min erhitzt, auf Eis
gelegt und kurz zentrifugiert. Die RNA-Probe wurde auf ein Agarosegel (1 %) aufgetragen
und analysiert. AnschlieBend wurde die extrahierte RNA bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C aufbewabhrt.
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2.2.10.2. PCR-PRIMERDESIGN

Um die fir den Paramylon-Synthase-Komplex codierende Gensequenz bei den
unterschiedlichen Euglenida zu identifizieren, wurden degenerierte Primer verwendet.
Anhand der vorliegenden cDNA- / DNA-Sequenz-Daten wurden Primer fur PCR / gPCR
(s. Tab. 8) mittels der Programme Primer3Plus bzw. Primer3 Input designt und bei der Firma
Eurofins Genomics bestellt. Die degenerierten Primer wurden nach den Angaben des
Herstellers in autoklaviertem nukleasefreiem Wasser gel6st und als Stammldsung mit einer
Konzentration von 100 pmol/ul bei -20°C gelagert. Mit diesen Primern (10 pmol/ul) wurden
PCR und gPCR durchgefthrt.

2.2.10.3. POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler durchgefiihrt. Nachfolgend sind
die Reagenzien eines PCR-Ansatzes (s. Tab. 31) und das PCR-Programm (s. Tab. 32)
aufgefuhrt.

Tabelle 31: Pipettierschema fiir den Standard PCR-Ansatz

Komponente Volumen (ul)
Dream-Tag-Green-Puffer 12,5
VE-Wasser 3,5
Primer for (10 pmol/ul) 2,0
Primer rev (10 pmol/pl) 2,0
Template (JDNA oder cDNA) 1,0 (10 ng/ul)

Tabelle 32: PCR-Programm

Zyklusschritt Wiederholung Temperatur Zeit
1. Initialdenaturierung 95°C 2 min
2. Denaturierung 95°C 30s
3. Annealing 50-65°C (variabel) 30s
4. Elongation 72°C 1 min
Goto 2 34x - -
5. Abschluss Elongation 72°C 5 min
6. Hold 4°C o0
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2.2.10.4. REVERSE-TRANSKRIPTION-POLYMERASE-KETTENREAKTION (RT-PCR)

Zur Herstellung der cDNA aus RNA wurde das LunaScript™ RT SuperMix Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die Komponenten fir RT-PCR wurden gemischt und kurz
zentrifugiert. Nachfolgend sind die Reagenzien eines PCR-Ansatzes (s. Tab. 33) und das
PCR-Programm (s. Tab. 34) aufgefuhrt.

Tabelle 33: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die cDNA-Synthese

Komponente Einsatz [pl]
LunaScript™ RT SuperMix (5x) 4
Template (RNA) 2
Nukleasefreies Wasser 14

Tabelle 34: RT-PCR Programm

Zyklusschritt Temperatur Zeit
Primer Annealing 25°C 2 min
cDNA-Synthese 55°C 10 min
Hitzeinaktivierung 95°C 1 min

2.2.10.5. GRADIENTEN-PCR

Zur Optimierung der Annealing-Temperatur und damit zur Vermeidung von
Nebenprodukten wurden die degenerierten Primer mittels Gradienten-PCR getestet. Das
Gradienten-PCR- Programm und die Ansatze werden in Tabelle 31 und 32 dargestellt. Der
Gradient wurde auf 60,0°C £ 5°C eingestellt und folgende sechs Temperaturen wurden
genutzt (58,1°C, 59,1°C, 60,0°C, 61,0°C, 61,9°C und 62,9°C). Die Sauberkeit und die Grol3e

der PCR-Produkte wurden durch die Agarose- Gelelektrophorese kontrolliert.

2.2.10.6. QUANTITATIVE ECHTZEIT-PCR (gPCR)

Die Methode qPCR dient zur Quantifizierung, Vervielfaltigung und ldentifizierung der
Nukleinsauren (DNA oder cDNA) (Mao et al. 2007). Diese Technik ermdglicht es, mittels
kleiner Menge von RNA oder mRNA die Veranderungen der Genexpressionsniveaus zu
analysieren, indem das Zielgen (Gene of Interest / GOI) mit dem Referenzgen
(Housekeeping Gene / HKG) verglichen wird. In dieser Analyse sind die Zielgene diejenigen
Gene, deren Expression unter verschiedenen Bedingungen gemessen werden. Die
Housekeeping Gene sind die Gene, die in jeder Zelle eines Organismus unabhangig von

Gewebetyp oder Entwicklungsstadium unter Normalbedingungen exprimiert werden.
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Diese Gene werden zur Normalisierung der Expression der Zielgene in der gPCR oder
anderen Analysemethoden eingesetzt, weil davon ausgegangen wird, dass die Expression
des HKGs durch die verschiedenen experimentellen Bedingungen nicht beeinflusst wird. In
der Literatur werden unterschiedliche Referenzgene benannt, die in Tabelle 35 aufgelistet

werden.

Tabelle 35: Darstellung der Referenzgene

Symbol Genname Literatur
ACTB 3-actin Piovan et al. 2021
ALB Albumin Xing et al. 2009
B2M [3-2-mikroglobulin Silver et al. 2006
EFla Elongation factor 1-alpha Gu et al. 2011
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Thellin et al.1999
HMBS Hydroxymethylbilane synthase Zhang et al. 2017
HPRT1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl Valente et al. 2009
transferase
TUBA a-Tubulin Liu et al. 2014
TATA TATA-box-binding protein Yuzbasioglu et al. 2010
uBC Ubiquitin C Turabelidze et al. 2010
18S rRNA 18S ribosomal RNA Kuchipudi et al. 2012
28S rRNA 28S ribosomal RNA Xue at al. 2010

Bei dem gqPCR-Verfahren werden fluoreszierende Farbstoffe (z. B. SYBR Green, EVA
Green) verwendet, die an doppelstrangige DNA binden kénnen. Der Farbstoff-DNA-
Komplex emittiert ein starkes Fluoreszenzsignal, das nach jeder Elongationsphase
gemessen wird (Wittwer et al. 2013). Wenn dieses Fluoreszenzsignal gegen die Zyklenzahl
aufgetragen wird, kann aus der entstehenden Kurve der Cr-Wert bestimmt werden.
C: (Schwellenzyklus-Threshold Cycle) entspricht der Anzahl an Zyklen, bei der das
Fluoreszenzsignal Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. In diesem Fall dient der
Ci+-Wert zur Quantifizierung der DNA-Menge (Valente et al. 2009, Bustin et al. 2005,

Bonacorsi et al. 2021).
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2.2.10.6.1. DIE BESTIMMUNG DER cDNA-MENGE

Zur Feststellung der

geeigneten cDNA-Menge wurde die gqPCR mit drei

unterschiedlichen cDNA-Konzentrationen (5 ng / pl, 7,5 ng / pl und 10 ng / pl) durchgefihrt.

In den Tabellen 36 und 37 werden das angewendete qPCR-Programm und das Pipettier-

Protokoll des Versuchsansatzes einer Standard-qPCR aufgelistet:

Tabelle 36: Zusammensetzung eines Standard-gPCR-Ansatzes

Komponente Volumen Endkonzentration
My-Budget 5x EvaGreen®QPCR-Mix Plus 4 ul 1x
Primer 1 (10 pmol/pl) 0,4 ul 200 nM
Primer 2 (10 pmol/pl) 0,4 ul 200 nM
Template-DNA 1pl cDNA: 0,1pg /pl - 10 ng /pul
VE-Wasser 14,2 ul

Die einzelnen Komponenten wurden nach den Angaben des qPCR-Protokolls von

My-Budget 5x EvaGreen®QPCR-Mix Plus in oben dargestellter Reihenfolge pipettiert.

AnschlieRend wurde die gPCR durchgefuhrt.

Tabelle 37: Standard qPCR-Programm

Schritt Wiederholung Temperatur Zeit
1. Initialdenaturierung 1x 95°C 12 min
2. Denaturierung 95°C 15s
3. Annealing 60-65°C (variabel) 30s
4. Elongation 72°C 30s
Goto 2 40x - -
95°C 60 s
5. Dissoziation 1x 60°C 30s
95°C 30s
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2.2.10.6.2. PRIMER-TITRATION

Zur Optimierung der Primer Konzentrationen wurde eine Primermatrix erstellt

(s. Tab. 38).

Tabelle 38: Primermatrix fir die gPCR

Reverse
100 nM 150 nM 200 nM
100 nM 100 F/100 R 150 F /100 R 200F/100R
Forward | 150 nM 100F /150 R 150 F /150 R 200F /150 R
200 nM 100 F /200 R 150 F /200 R 200 F /200 R

Mit den verschiedenen Primerkombinationen wurde die gPCR durchgefuhrt. Anhand

der C--Werte und der Fluoreszenzsignale wurden die geeigneten Primerkonzentrationen

bestimmt. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass der Ci-Wert mdglichst niedrig und

das Fluoreszenzsignal hoch ist. In Tabelle 39 wird die Zusammensetzung fur die Primer-

Titration detailliert dargestellt.

Tabelle 39: Zusammensetzung flr die Primer-Titration

Komponente Reverse
Forward 100 nM 150 nM 200 nM
5x EvaGreen® 4 ul 4 ul 4 ul
F-Primer 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul
100 nM R-Primer 0,2 ul 0,3 ul 0,4 ul
cDNA 1l 1l 1l
VE-Wasser 14,6 ul 14,5 ul 14,4 pl
5x EvaGreen® 4 ul 4 ul 4 ul
F-Primer 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul
150 nM R-Primer 0,2 ul 0,3 ul 0,4 ul
cDNA 1l 1l 1l
VE-Wasser 14,5 ul 14,4 ul 14,3 pl
5x EvaGreen® 4 ul 4 ul 4 ul
F-Primer 0,4 ul 0,4 ul 0,4 ul
200 nM R-Primer 0,2 ul 0,3 ul 0,4 ul
cDNA 1l 1l 1l
VE-Wasser 14,4 ul 14,3 ul 14,2 ul
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2.2.10.6.3. DIE STANDARDKURVE

Zur Ermittlung der Effizienz wurde eine Standardkurve erstellt. Dafur wurden die
optimale Primerkonzentration, das Pipettier-Protokoll aus der Primer-Titration und funf
unterschiedliche cDNA-Konzentrationen verwendet. In Tabelle 40 werden die cDNA-
Konzentrationen und Standardmenge aufgelistet:

Tabelle 40: cDNA-Konzentrationen fir die Standardkurve

cDNA-Konzentrationen Standardmenge
10 ng / 1.000e + 1
5ng/ ul 5.000e + 0
2,5ng/ 2.500e + 0
1,25 ng / 1.250e + 0
0,625 ng / pl 6.250e - 1
0,3125 ng / pl 3.125e -1

2.2.10.7. AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur
Visualisierung, ldentifizierung und Auftrennung von Nukleinsduren (DNA oder RNA) nach
ihrer Grof3e von 100 bp bis zu 25 kb (Lee et al. 2012, Chutia et al. 2019, Anderson et al.
2013). Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten Meeresalgen wie Gelidium-, Gelidiella-
and Gracilaria-Arten gewonnen wird (Westermeier 2005, Narayanan et al. 2006, Rao et al.
2018). Sie ist aus D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-Galactose-Einheiten aufgebaut
(Zucca et al. 2016). Agarose wird in kochendem Wasser aufgeldst. Dadurch entsteht ein
festes Gel beim Abkuhlen. Das feste Agarosegel enthalt eine netzahnliche Struktur mit
groBen Hohlraumen (Molekularsieb). Je hoher die Agarosekonzentration ist, desto kleinere
Hohlraume entstehen im Gel (Campbell & Reece 2009). GrolRere Molekile werden durch
die kleineren Hohlrdume abgebremst und wandern dementsprechend langsamer als
kleinere Molekule (Chutia et al. 2019).

Aufgrund der Phosphatgruppen weisen DNA und RNA eine negative Ladung auf,
daher wandern sie in einem elektrischen Feld von der Kathode (-) zur Anode (+). Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA hangt von der GroRe der DNA-Molekile, der
Konzentration des Agarose-Gels, der Konformation der DNA, der elektrischen Spannung,
der Prasenz der eingesetzten Farbstoffe, der Agarosesorte und dem Elektrophorese-Puffer
ab (Lee et al. 2012).
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Fur die Kontrolle der PCR-Produkte wurden 2 % Agarose-Gele verwendet. Zur
Erstellung des 2 % Agarose-Gels wurden 4 g Agarosepulver mit 200 ml 1x Tris-Acetat-EDTA
(TAE)-Puffer pH 8,5 in eine Glasflasche mit Verschluss gegeben und in der Mikrowelle
bei 75 Watt mit aufgelegtem, gelockertem Deckel 4 - 6 min erhitzt, bis die Agarose
vollstandig gel6st vorlag. Nach leichtem Abkihlen der Agarose wurde ein Ruhrfisch
hinzugegeben und bei 250 rpm geruhrt. Anschlie3end wurde Stain G-Clear (3 - 5 pl pro 100

ml Agarose) hinzugegeben.

GeneRuler™ DNA Ladder Mix GeneRuler™ Low Range DNA Ladder
' ™ . 0’GeneRuler™ Low Range DNA Ladder,
0'GeneRuler™ DNA Ladder MiX, || rood:-to-use ’
ready-to-use bpng0Spg % bp
bpng/oSug % 700
(SR e ae 700 20 60 —
1001 il — 500 225 5
8000 150 38 0o =0 79 -
) }gg gg 00 9.0 180 i f‘;"l
180 38 00 %O 70 y
180 36 = = i 100
60.0 120 § — 150 %0 70 75
}g'g g% g - 100 90.0 180 "
Ll 160 39 3 -75 95 15 i
= 160 32 g 50 400 80
g 600 120 =
A€ 170 34 7 - 25 750 150
@ 170 34 ‘L‘ — 25
8 170 34 5
B 170 34 2
600 120 k3
e 200 40 £
= | 388 22 0.5 padane, 8cm length g, 2
v : 1XTBE,5Vem, 1 h b=
5 200 40 z
= g
g
& g
0.5 pg/lane, & am kength gel, 0.5 pg/lane, 2 0cm kngth gel,
1XTAE, 7 Viem, 45 min 1XTBE, &Viem, 3 h

Abbildung 28: Verwendete Referenzleiter (GeneRuler™ DNA Ladder Mix / GeneRuler™ Low Range DNA
Ladder)

Bis zum Verbrauch wurde das Gel im Schrank bei 70°C aufbewahrt. Das Gel wurde
in den Gelschlitten gegossen und der Gelkamm im Gelschlitten positioniert. Nachdem das
Gel erstarrt war, wurde der Gelschlitten in die Gelkammer gelegt. Die Gelkammer wurde mit
dem 1x TAE-Puffer aufgefillt. Der GeneRuler™ DNA Ladder Mix und die GeneRuler™ Low

Range DNA Ladder wurden, wie in Tabelle 41 beschrieben, angesetzt.
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Tabelle 41: Zusammensetzung der DNA-Marker

GeneRuler™ DNA GeneRuler™ Low Range
Ladder Mix DNA Ladder
DNA Ladder 100 pl 100 pl
6x DNA Loading Dye 100 pl -
TriTrack DNA Loading Dye - 200 pl
VE-Wasser 400 pl 900 pl

Der Gelkamm wurde aus dem Gel entfernt. 5 yl von jedem PCR-Produkt und 5 pl
GeneRuler™ DNA Ladder Mix / GeneRuler™ Low Range DNA Ladder (s. Abb. 28) wurden
auf das Gel aufgetragen. Die PCR-Produkte wurden unter 45-minutiger Spannung von
90 V getrennt. Anschlieend wurde das Ergebnis mit der Gel-Dokumentationsanlage

kontrolliert.

2.2.10.8. AUFREINIGUNG DER PCR-PRODUKTE

Die Reinigung amplifizierter DNA-Fragmente erfolgte unter Verwendung des
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kits oder des Monarch® DNA Gel Extraction Kits nach
Angaben des Herstellers. Die PCR-Produkte wurden in 30 - 50 ul ddH2O eluiert.
Die Konzentration und die Reinheit der aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit dem
NanoDrop 2000 Spektrophotometer gemessen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.2.10.9. SEQUENZIERUNG & UBERPRUFUNG DER PCR-PRODUKTE

Zur Sequenzierung wurden von jedem aufgereinigten PCR-Produkt 15 pl (5 ng/ pl)
genommen und mit 2 pl (10 pmol/ ul) des dazugehdrigen Primers gemischt. Die
aufgereinigten PCR-Produkte wurden von der Firma ,Eurofins Genomics (Ebersberg)”
zweimal hintereinander sequenziert. Der Sequenzvergleich erfolgte mit dem Programm
»,BLASTX" (Altschul et al. 1990). Anschliel3end wurden die Sequenzen mit dem Programm

,Geneious Prime* aligniert.
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2.2.10.10. TRANSKRIPTOMANALYSE
2.2.10.10.1. RNA-ISOLIERUNG VON EUGLENA GRACILIS

Zur Probengewinnung fur die RNA-Expressionsanalysen wurde Euglena gracilis in
einem mineralischen Nahrmedium nach Cramer & Myers 1952 Kkultiviert. In der
exponentiellen Wachstumsphase wurde jeweils eine 1 ml Probe von drei Schottflaschen
(500 ml) sowohl in der Belichtungs- als auch in der Dunkelphase entnommen und bei
14.680 rpm fur 3 min zentrifugiert. Je 1 ml Euglena-Suspension wurde die RNA nach dem
Protokoll des my-budget Plant RNA Kits isoliert. Die Konzentration und die Sauberkeit der
RNA wurde mittels Qubit und Nano Drop gemessen. Die RNA-Proben wurden bei -80°C
gelagert.

Fur die Transkriptomanalyse wurden die hergestellten RNA-Ldsungen (800 ng/pul)
lyophilisiert und anschlie3end zur Firma Novogene geschickt.

2.2.10.10.2. RNA-ISOLIERUNG VON DISTIGMA PROTEUS

In der logarithmischen Wachstumsphase wurde jeweils eine 1 ml Probe von drei
Zellkulturflaschen (500 ml) sowohl in der Belichtungs- als auch in der Dunkelphase
entnommen und bei 14.680 rpm fir 3 min zentrifugiert. Die RNA-Isolierung erfolgte mittels
des my-budget Plant RNA Kits nach Herstellerangaben. Die Konzentration und die
Sauberkeit der RNA wurde mittels Qubit und Nano Drop bestimmt. Die RNA-Proben wurden
bei -80°C gelagert. Fiur die Transkriptomanalyse wurden die RNA-Konzentrationen auf 800
ng/ul eingestellt und lyophilisiert. Im Anschluss daran wurden die RNA-Proben zur Firma

Novogene geschickt.
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3. ERGEBNISSE

Zur ldentifizierung des Paramylon-Synthase-Komplexes und der cDNA-Sequenz fr
den Gen-kodierenden Bereich wurden biochemische und molekularbiologische Daten
verwendet. Zunachst wurden die geeigneten Kulturbedingungen fir die untersuchten Arten
bestimmt. Die partielle Isolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes aus Distigma
proteus und Peranema sp. wurde aufbauend auf den Arbeiten von Baumer 1998,
Baumer et al. 2001, Brommund 2004 durchgefihrt. Anhand der NATIVE-PAGE und SDS-
PAGE wurden die molekulare Grof3e und die vorhandenen Untereinheiten des Paramylon-
Synthase-Komplexes bestimmt. Die Aktivitdtsmessung des Enzyms erfolgte mittels eines
Glucosyltransferase-Aktivitats-Tests. Der Hauptbestandteil des Enzym-Produktes
Paramylon wurde anhand der Dunnschichtchromatographie nachgewiesen. Anschliel3end
wurde die cDNA-Sequenz des Gen-kodierenden Bereiches des Enzyms fur alle
untersuchten Arten (Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana und Perenema
sp.) basierend auf der Sequenzdaten teilweise identifiziert. Des Weiteren wurden mittels
einer Analyse des Transkriptoms von Euglena gracilis und Distigma proteus das
Genexpressionsmuster und Unterschiede in der Genexpression fir das Enzym bestimmt.

Im folgenden Kapital werden die Ergebnisse detailliert beschrieben.

3.1. BESTIMMUNG DER ANZUCHTBEDINGUNGEN VON DISTIGMA PROTEUS

Zur lIsolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes musste zunéchst eine grolRe
Menge von Zellen bereitgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden zunachst geeignete
Kulturbedingungen und der optimale Zeitpunkt fir das Umimpfen der Zellkulturen bestimmt.

Anhand der Ergebnisse wurde eine Wachstumskurve ermittelt (s. Abb. 29).
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Abbildung 29: Wachstumskurve von Distigma proteus tber 33 Tage

Der Wachstumskurve ist zu entnehmen, dass die Zellen sich 3 Tage in der Latenz-Phase
befanden. Die exponentielle Wachstumsphase setzte nach etwa 5 Tagen ein. Innerhalb von
7 Tagen verdoppelte sich die Zellzahl. Basierend auf der Wachstumskurve ist der beste
Zeitpunkt zum Umimpfen der Zellen zwischen dem 10 und 20 Tag der Kultivierung, in
diesem Zeitraum weisen die Zellen maximale Wachstumsrate auf. Nach 25-Tagen ging das
Zellwachstum leicht zurtick, und die Zellen gelangten aufgrund des Nahrstoffmangels
offensichtlich in die stationare Phase. Zu dieser Zeit lag die Zelldichte bei 7 x 10* Zellen/ml.

Zusatzlich wurde die Eignung verschiedener Flaschen zur Anzucht wurde getestet.
Dafur wurde das Erde-Sand-Medium mit Erbsen in unterschiedlichen Grof3en von Schott-
Duran-Flaschen Anschliel3end

Aufarbeitungskulturen in die Flaschen tUberimpft (s. Tab. 42).

angesetzt. wurden  bestimmte  Volumen von

Tabelle 42: Ansatze und Animpfvolumen fiir unterschiedliche Kultivierungsflaschen

Flaschenvolumen [ml] | Erbsenanzahl | Lehm [g] | Sand [g] | Animpfvolumen [ml]
250 8 25 62,5 20
500 10 50 125 50
1000 15 100 250 100
2000 30 200 500 200
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Anschliel3end wurden die Zellen schrittweise aus den Reagenzglasern in grof3ere Schott-
Duran-Flaschen Uberimpft. In Abbildung 30 sind beispielhaft die Anzuchtflaschen fir

Distigma proteus dargestellt.

Abbildung 30: Anzucht von Distigma proteus in Flaschen (250, 500 und 1000 ml) und im Reagenzglas

Zur Aufbewahrung der Stammkulturen wurden 250 ml und 500 ml Schott-Duran-Flaschen
verwendet. Zuerst wurde die Aufarbeitungskultur in 1 L Schott-Duran-Flaschen angezogen.
AnschlieRend wurde das Medium in 2 L Schott-Duran-Flaschen nach den beschriebenen
Angaben vorbereitet und 500 ml Aufarbeitungskultur in die Flaschen tberfuhrt. Abbildung

31 zeigt eine Sammlung von Anzuchtflaschen;

Abbildung 31: Anzucht von Distigma proteus in mehreren Kulturflaschen mit unterschiedlichen Volumina
(250 ml und 2000 ml)
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Nach 25 Tagen wurden die Zellen geerntet. Anschliel3end wurde das Pellet bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C aufbewabhrt.

Zusatzlich wurde versucht, Distigma proteus in einem synthetischen Medium ,WEES*
mit Weizenkornern zu kultivieren. Basierend auf den mikroskopischen Beobachtungen
stellte sich heraus, dass die Anzucht nur teilweise erfolgreich war. Zwar wuchsen die Zellen
sowohl in den Reagenzglasern als auch in den kleinen 50 ml Kulturflaschen, aber sie

starben innerhalb von drei Tagen ab.

3.2. ISOLIERUNG & CHARAKTERISIERUNG DES PARAMYLON-SYNTHASE-
KOMPLEXES AUS DISTIGMA PROTEUS

Mit Ausnahme der neuen Aktivitatsmessungsmethode dienten die Arbeiten von
Brommund 2004 und Baumer et al. 2001 als Grundlage fur die Isolierung und
Charakterisierung des Paramylon-Synthase-Komplexes (3-1,3-Glucosyltransferase).

Zur Isolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde das eingefrorene Pellet
von 191 L Medium verwendet. Nach der Isolation wurde die Proteinkonzentration der
Fraktionen mittels der Methode Lowry bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 32 graphisch
dargestellt.

Proteinkonzentration [mg/ml]

2 3 4 5 6 7

Fraktionen

Abbildung 32: Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen nach der Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation

Wie Abbildung 32 zu entnehmen ist, gingen mit steigenden Saccharose

Konzentrationen (30 - 50 %) gingen schwankende Proteinkonzentration einher.
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Die Fraktionen 1 (3,4 mg/ul) und 2 (3,5 mg/ml) wiesen die hochsten Proteinkonzentrationen
auf. Diese fanden sich zwischen 30 - 40 % Saccharose-Konzentrationen. Im Gegensatz zu
Fraktion 1 ist die Proteinkonzentration der Fraktion 3 um die Héalfte gefallen. Im Vergleich
mit den anderen Fraktionen zeigten die Fraktionen 6 (0,44 mg/ul) und 7 (0,46 mg/ul) die

niedrigsten Proteinkonzentrationen.

3.2.1. UDP-GLO™-GLUCOSYLTRANSFERASE-TEST FUR DISTIGMA PROTEUS

Zur detalllierten Erfassung und Charakterisierung des Paramylon-Synthase-
Komplexes wurde die Aktivitdit der gesammelten Fraktionen mittels des UDP-Glo™-
Glucosyltransferase-Tests gemessen. In Abbildung 33 werden Lumineszenz-Messungen
(RLU) der Fraktionen auf der linken y-Achse gegen die Proteinkonzentration auf der x-Achse
in einem Diagramm zusammengefasst. Auf der rechten y-Achse sind die umgesetzten UDP-

Glucose-Konzentrationen [uM] dargestellt, welche anhand der Kalibrierungskurve errechnet

wurden.
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Abbildung 33: Lumineszenzwerte der verschiedenen Fraktionen der Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation zur Aufreinigung des Paramylon-Synthase-Komplexes von Distigma proteus

Auffallig ist, dass alle Fraktionen unterschiedliche Lumineszenzwerte aufwiesen. Im
Vergleich zu den anderen Fraktionen zeigten Fraktionen 1 und 2 die hdchsten
Lumineszenzwerte (14.473 wund 22.801 RLU) wund umgesetzten UDP-Glucose
Konzentrationen (13 und 21 puM). Der Lumineszenzwert von Fraktion 3 (5.248 RLU) betrug
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dagegen nur ein Viertel von der Fraktion 2 (22.801 RLU). Die Fraktion 5 wies wiederum
Lumineszenzwert (2.878 RLU) auf.

Basierend auf der Kalibrierungskurve (s. Abb. 84) wurde die prozentuale Enzymaktivitat der
Fraktionen berechnet. In der folgenden Abbildung 34 wird jeweils die relative Enzymaktivitat
in % im Vergleich zur hdchsten gemessenen Aktivitat aus der Kalibrierungskurve (= 100 %)
angegeben.
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5

Abbildung 34: Relative Enzymaktivitat in % des Paramylon-Synthase-Komplexes in den Fraktionen von
Distigma proteus

Wie aus der Abbildung hervorgeht, war die Enzymaktivitat von Fraktion 2 (81,7 %) deutlich
groRer als Fraktion 1 (51,9 %). Von Fraktion 2 bis Fraktion 5 nahm die Enzymaktivitat
dagegen stetig ab. Von Fraktion 6 (11,2 %) zu Fraktion 7 (23,8 %) hat sich die Enzymaktivitat
hingegen wieder mehr als verdoppelt.

3.2.2. EINFLUSS DER IONEN AUF DIE ENZYMAKTIVITAT BEI DISTIGMA PROTEUS

Der Einfluss von Metallsalzen auf die Aktivitdit des aufgereinigten Paramylon-
Synthase-Komplexes wurde anhand der Chloridsalze verschiedener Metalle (Mn?*, Mg?*,
Ca?*) untersucht. Im Rahmen des Tests wurde 5 mM Mn?* mit dem 1x Glucosyltransferase-
Puffer gemischt. Die anderen Metallionen wurden mit einer Konzentration von 2,5 mM zum
Testansatz zugegeben. Abbildung 35 zeigt die relativen Enzymaktivitaten des isolierten
Paramylon-Synthase-Komplexes in Anwesenheit der unterschiedlichen Metallsalze. Dabei

dient die Enzymaktivitat der Kalibrierungskurve als 100 %-Referenz fir die anderen
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Aktivitaten. Das Diagramm zeigt, dass alle untersuchten Metallsalzlosungen einen Einfluss
auf die Enzymaktivitat des Paramylon-Synthase-Komplexes aufwiesen.

100
90 r
80 r
70
60 r
50 r

40

Eyzmaktivitat [%]

30 r
20 r

10 |

Mnz2* Mn2*+ Mg?* Mn2*+ Ca2*

Metallionen

Abbildung 35: Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf die Enzymaktivitat des Paramylon-Synthase-
Komplexes aus Distigma proteus

Der Paramylon-Synthase-Komplex wies bei Zugabe von Manganionen eine Enzymaktivitat
von 89,3 % auf. Die zusatzliche Anwesenheit von Magnesiumionen wirkte hemmend auf die
Enzymaktivitat (79,3 %). Die Kombination aus Mangan- und Kalziumionen fiihrte zu einer

noch starkeren Verringerung der Enzymaktivitat (64,7 %).

3.2.3. NATIVE-PAGE DER FRAKTIONEN VON DISTIGMA PROTEUS

Die Aktivitatsergebnisse sprechen dafir, dass alle gesammelten Proteinfraktionen
unterschiedliche Konzentrationen des Paramylon-Synthase-Komplexes enthielten.
Allerdings kénnte es sein, dass sich durch die Solubilisierung mit CHAPS neben dem
Paramylon-Synthase-Komplex zusatzliche Proteine oder Proteinkomplexe losten, welche
mit der Paramylon-Membran assoziiert waren. Um die Sauberkeit des Paramylon-Synthase-
Komplexes und das Molekulargewicht des Komplexes herauszufinden, wurden die
Fraktionen auf ein natives Gel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieRend wurde das Gel mittels der Silberfarbung visualisiert. In Abbildung 36 ist das
NATIVE-Gel dargestellt.
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Abbildung 36: Native-PAGE der Saccharose-Dichtegradienten-Fraktionen, HMW-Markerproteine in kDa (M),
Fraktionsnummer (1 - 7), Pfeil (669 kDa Paramylon-Synthase-Komplex aus Distigma proteus)

Aus dem Gelbild geht hervor, dass bei allen Fraktionen eine Proteinbande des
Paramylon-Synthase-Komplexes detektiert wurde, die einer Grolle von 669 kDa
entsprach. Zudem waren keine zusatzlichen Proteinbanden oder Verunreinigungen
vorhanden. Die Proteinbanden der verschiedenen Fraktionen unterschieden sich jedoch
hinsichtlich ihrer Intensitdten. Die Fraktion 2 zeigte im Vergleich zu den anderen
Fraktionen die hochste Intensitat. Daruber hinaus wiesen die Fraktionen 4 und 5 die
geringste Intensitat auf.

Die Fraktionen 1 und 2, welche die hochsten Aktivitatswerte zeigten, wurden
gepoolt. Dabei wurde der Puffer B (ohne Saccharose) fur das Aufkonzentrieren
verwendet. Die gemischte Probe wurde mit dem Pierce™ Proteinkonzentrator 7,5-fach
(1,5 ml Probe auf 200 ul) aufkonzentriert. Abbildung 37 zeigt die Vergleichsergebnisse

der Fraktionen 1 und 2 und der aufkonzentrierten Probe.
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Abbildung 37: Native-PAGE der Saccharose-Dichtegradienten-Fraktionen, HMW-Markerproteine in kDa (M),
Aufkonzentrierte Probe (A) Fraktionsnummer (1-2), Pfeil (669 kDa Paramylon-Synthase-Komplex aus
Distigma proteus)

Dem Gelbild ist zu entnehmen, dass die Proteinbande der konzentrierten Probe (A) im
Vergleich zu den Fraktionen 1 und 2 intensiver ausgepragt ist. Das konzentrieren der Probe

wies wiederum nach, dass nur die beiden Fraktionen eine saubere Proteinbande enthielten.

3.2.4. SDS-PAGE DER FRAKTIONEN VON DISTIGMA PROTEUS

Des Weiteren wurden die Fraktionen mittels der SDS-PAGE unter denaturierenden
Bedingungen untersucht. In Abbildung 38 ist das Ergebnis des 12,5 %-igen SDS-PAGE-
Gels nach Silberfarbung dargestellt. An dem gleichen Proteinmuster der einzelnen
Fraktionen ist zu erkennen, dass die Auftrennung der Untereinheiten erfolgreich war. Die
SDS-PAGE Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Paramylon-Synthase-Komplex aus drei

Proteinen besteht.

90



ERGEBNISSE

Abbildung 38: SDS-PAGE der Saccharose- Dichtegradienten-Fraktionen, Markerproteine in kDa (M),
Fraktionsnummer (1 - 7), Pfeil 1,2,3 (die Untereinheiten des Paramylon-Synthase-Komplexes aus Distigma
proteus)

Die erste Untereinheit (s. Pfeill, s. Abb. 38), die bei allen Fraktionen vorhanden war, wies
eine GroflRe zwischen 55 und 72 kDa auf. Zudem sind bei den Fraktionen 1 und 2 zwei
zusatzliche Banden (s. Pfeil 2 und 3, s. Abb. 38) zu erkennen. Die Grél3e dieser Banden lag
zwischen 34 und 43 kDa.
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3.2.5. AUFREINIGUNG DES PARAMYLONS VON DISTIGMA PROTEUS

Zur Aufreinigung des Paramylons wurde das gefrorene Zellpellet von 191 | Zellkultur
verwendet. Nach der Isolation des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde das freigesetzte
Paramylon (s. Abb. 39) zuerst in einer 1 % SDS-L6sung fur 1 Stunde am Ruckfluss gekocht.

Abbildung 39: Paramylon von 191 | Zellkultur

Dann wurde das Paramylon mehrmals mit destilliertem Wasser und Aceton gewaschen.
Anschliel3end wurde das Paramylon fir 12 h bei 50°C getrocknet. Abbildung 40 zeigt das
getrocknete Paramylon:

Abbildung 40: Das Paramylon aus Distigma proteus

In Abbildung 40 ist zu erkennen, dass das Paramylon eine dunkelbraune Farbung aufwies.
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In der Arbeit von Dieter Baumer wurde beschrieben, dass Paramylon aus Euglena gracilis
eine strahlend weil3e Farbe aufweist (Baumer 1998). Dieser Farbunterschied lasst sich auf
die Erde im Medium zurtckfuhren. Dartber hinaus konnten laut Baumer durch Fermentieren
1,4 kg Paramylon aus 100 Litern Euglena gracilis-Zellkultur gewonnen werden. Im
Gegensatz dazu blieb die Ausbeute bei der Kultivierung von Distigma proteus in kleinen

Mengen, sie betrug nur 4 g.

3.3. IDENTIFIZIERUNG & CHARAKTERISIERUNG DES ENZYMPRODUKTS VON
DISTIGMA PROTEUS MIT HILFE DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Zur Uberpriifung der Frage, ob es sich bei dem Enzymprodukt um ein 3-1,3-Glucan
handelte, wurde das Enzymprodukt einer enzymatischen Analyse unterzogen. Des
Weiteren wurde die Stabilitdt des Produkts in Saure und Alkali untersucht. Im Folgenden

sind die Ergebnisse der Produktidentifizierung und -charakterisierung dargestellt.

3.3.1. ENZYMATISCHE PRODUKTANALYSE MIT PARAMYLON AUS DISTIGMA
PROTEUS

Zur ldentifizierung des Enzymprodukis wurde das isolierte Paramylon einer
enzymatischen und didnnschichtchromatographischen Analyse unterzogen. Dabei wurde
das Paramylon mit unterschiedlichen Hydrolasen (a-Amylase, 3-Amylase) und Glucanasen
(B3-1,3-Glucanase, 3-1,4-Glucanase) behandelt. Nach der Reaktionszeit wurden die Proben
fur 2 min bei 100°C erhitzt und anschlielend dinnschichtchromatographisch aufgetrennt

sowie mit Orcin-Lésung gefarbt. Abbildung 41 zeigt die Abbau-Produkte des Paramylons.

Abbildung 41: Dinnschichtchromatogramm nach dem Abbau des Enzymprodukts (Paramylon) aus Distigma
proteus mit verschiedenen Hydrolasen und Glucanasen, Glucose (G), a-Amylase (1), B-Amylase (2), R-1,3-
Glucanase (3), R-1,4-Glucanase (4)
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Aus dem Dinnschichtchromatogramm ist ersichtlich, dass nach der enzymatischen
Spaltung mittels R-Amylase (Spur 2) und 3-1,3-Glucanase (Spur 3) Spots auftraten. Hierbei
war der Spot in der Spur 3 intensiver ausgepragt als der Spot in der Spur 2. In beiden Fallen
waren die Spots auf derselben Hohe wie der Referenzspot von Glucose detektierbar. Fur
die Inkubation mit 3-1,4-Glucanase (Spur 4) wurde kein sichtbares Spaltprodukt identifiziert.
Um festzustellen, ob es sich bei den Spaltprodukten um Glucose handelte, wurden die
Retentionswerte (Rr) berechnet und in Tabelle 43 dargestellt.

Tabelle 43: Retentionswerte der Spaltprodukte

DC-Ergebnisse (Distigma proteus)
Probe Substanz Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 0,63
1 a-Amylase -
2 3-Amylase 0,63
3 3-1,3-Glucanase 0,63
4 3-1,4-Glucanase -

Anhand der berechneten Ri-Werte wird ersichtlich, dass es sich bei den Spaltprodukten aus
den Spuren 2 und 3 um Glucose handelte. Auferdem wurde nachgewiesen, dass

Paramylon aus Distigma proteus ausschlief3lich aus Glucose-Molekilen besteht.

3.3.2. ALKALI- UND SAUREHYDROLYSE MIT PARAMYLON AUS DISTIGMA PROTEUS

Zur Stabilitatsprifung des Paramylons gegeniber Sauren und Basen wurde
Paramylon mit bestimmten Saure- und Basenlésungen (s. Tab. 30) inkubiert. Dann wurden
diese Ansatze mit geeigneten Losungen neutralisiert und das Paramylon wurde durch
Zentrifugation  entfernt.  AnschlieRend wurden die Uberstande  diinnschicht-
chromatographisch getrennt. Abbildung 42 zeigt das Diunnschichtchromatogramm mit den

Hydrolyse-Produkten.
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Abbildung 42: Dunnschichtchromatogramm nach der Hydrolyse des Enzymprodukts (Paramylon) aus
Distigma proteus mit Saure und Alkali, Glucose (G), Saurehydrolyse (1), Alkalihydrolyse (2)

Auf dem Chromatogramm ist erkennbar, dass nur in der Spur 2, also nach der

Basenbehandlung ein Spot detektierbar ist. Dieser Spot befindet sich auf der Hohe des

Referenzspots von Glucose. Allerdings wies der Spot in der Spur 2 eine geringere Intensitat

als der Referenzspot auf. Die Saurehydrolyse erbrachte keine Spaltprodukte. In Tabelle 44

werden zur Identifizierung des Spaltproduktes die berechneten R+Werte dargestellt.

Tabelle 44: Retentionswerte der Spaltprodukte

DC-Ergebnisse (Distigma proteus)
Probe Substanz Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 0,64
1 Saurehydrolyse -
2 Alkalihydrolyse 0,64

Im Hinblick auf diese Ergebnisse wurde festgestellt, dass Paramylon nur durch

Alkalildsungen hydrolysiert werden kann. Aul3erdem wiesen die berechneten RyWerte

nach, dass das Spaltprodukt in der Spur 2 Glucose watr.
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3.4. BESTIMMUNG DER ANZUCHTBEDINGUNGEN VON PERANEMA SP.

Zunachst wurde eine Wachstumsanalyse zur Optimierung der Kulturbedingungen
und der Bestimmung des optimalen Zeitpunktes fir die Zellernte durchgefuhrt. Dabei wurde
Peranema sp. in mehreren Reagenzglasern in einem WEES-Medium mit Weizenkérnern
bei Raumtemperatur angezogen. Innerhalb der Kultivierungsperiode von 31 Tagen wurde
die Zellanzahl alle zwei Tage bestimmt. In Abbildung 43 ist die aufgezeichnete
Wachstumskurve von Peranema sp. dargestellt:
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Abbildung 43: Wachstumskurve von Peranema sp. Uber 31Tage

Aus Abbildung 43 ist zu entnehmen, dass sich die Zellanzahl innerhalb einer Woche mehr
als verdoppelt hat. Zum Umimpfen eignete sich der Zeitpunkt nach etwa 7 bis 11 Tagen,
weil die Zellen sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden und im
Kultivierungsmedium eine hohe Zelldichte erreichten. Nach 15 Tagen stagnierte die Zellzahl
bei 3,5 x 104, sodass kein Wachstum mehr stattfand.

Bei dem Anzuchtversuch in groRem Mal3stab diente die Arbeit von Suetomo et al.
2006 als Grundlage. Zuerst wurden mehrere Aufarbeitungskulturen in Reagenzglasern
angesetzt. Nach 13 Tagen wurden 20 ml Aufarbeitungskulturen aus zwei Reagenzglasern

in den Erlenmeyerkolben Uberfihrt. In Abbildung 44 werden die Kultivierungsschritte

dargestellt.
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Abbildung 44: Anzucht in Erlenmeyerkolben (250 ml) und im Reagenzglas

Zur Kultivierung einer grofRen Menge an Zellen wurden fur jede Anzuchtperiode 70
Erlenmeyerkolben befillt (s. Abb. 45).

Abbildung 45: Anzucht von Peranema sp. in mehreren Erlenmeyerkolben

Zudem wurde versucht, Peranema sp. in groferem Volumen des Mediums
(z. B. 500 ml) anzuziehen. Mikroskopische Untersuchungen wiesen nach, dass diese
Kultivierung nicht umsetzbar war. Die Zellen waren binnen einer Woche abgestorben,
obwohl die Anzuchtbedingungen variiert wurden.

97



ERGEBNISSE

3.5. ISOLIERUNG & CHARAKTERISIERUNG DES PARAMYLON-SYNTHASE-
KOMPLEXES AUS PERANEMA SP.

Zur Isolierung des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde nach denselben
Protokollschritten wie bei Distigma proteus verfahren. Im ersten Arbeitsschritt wurde das
Pellet von 224 | Medium in den Kuhlschrank gestellt und gewartet bis das Pellet aufgetaut
war. Zu diesem Zeitpunkt lag die Zellanzahl bei 8,1 x 10° Zellen pro ml. Nach dem Aufbruch
der Zellen mit der French Press wurden durch Zentrifugation Paramylon-Granula als
Sediment erhalten. Das Sediment wurde nach den Waschschritten in 33 ml Puffer B
resuspendiert und der Proteingehalt wurde mittels der Methode von Lowry und Bradford
bestimmt (Lowry et al. 1951, Bradford 1976) . Mit dieser Suspension wurde die Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefihrt. Die Fraktionen wurden vorsichtig in 1 ml
Volumen gesammelt. Die Proteinkonzentration der Fraktionen wurde mittels der Methode
Lowry bestimmt und anhand der Protein-Kalibrierungskurve berechnet (s. Abb. 82).

Abbildung 46 zeigt die Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen.

2 3 4 5 6 7

Fraktionen

Proteinkonzentration [mg/ml]

Abbildung 46: Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen nach der Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation von Peranema sp.

Aus dem Diagramm geht hervor, dass die hdchste Proteinkonzentration in der Fraktion 1
(2,3 mg/ml) gemessen wurde. Mit steigender Saccharose-Konzentration war die Proteinkon-
zentration zunachst rucklaufig, bevor sie in den Fraktionen 4 (1,5 mg/ml) und 5 (1,8 mg/ml)
wieder leicht zunahm. In den Fraktionen 6 (0,6 mg/ml) und 7 (0,4 mg/ml) nahm der
Proteingehalt dann wiederum deutlich ab. Der Vergleich mit der Darstellung des Saccharose
-Dichtegradienten zeigt, dass die Fraktionen, bei denen der Proteingehalt nachgewiesen

wurde, sich im Saccharose-Konzentrationsbereich zwischen 30 und 40 % befanden.
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3.5.1. UDP-GLO™-GLUCOSYLTRANSFERASE-TEST FUR PERANEMA SP.

Um die Frage zu beantworten, ob die gesammelten Fraktionen den Paramylon-
Synthase-Komplex enthielten, wurde die Aktivitat mittels des UDP-Glo™-
Glucosyltranferase-Tests gemessen. Im Rahmen der Messung wurden von jeder Fraktion
33 pl entnommen und auf Raumtemperatur gebracht. Anschlie3end wurden sie mit den
anderen Test-Ansatzen gemischt (s. Tab. 29). In Abbildung 47 werden die Lumineszenz-
Messungen (RLU) auf der linken y-Achse, die Proteinkonzentration auf der x-Achse und die
umgesetzte UDP-Glucose-Konzentration [uM] der Fraktionen auf der rechten y-Achse fur

die Aufreinigung des Paramylon-Synthase-Komplexes angegeben.
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Abbildung 47: Enzymaktivitdten der Fraktionen einer Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation zur
Aufreinigung des Paramylon-Synthase-Komplexes von Peranema sp.

Es fallt auf, dass sich der Lumineszenzwert von Fraktion 2 (1.171 RLU) zu Fraktion 4
(17.747 RLU) sprunghaft erhéht hat. Dabei zeigen die Fraktionen 4 und 5 (18.407 RLU) die
hochsten Messwerte und Fraktion 3 (8.758 RLU) einen mittleren Messwert. Bei den anderen
Fraktionen wurden sehr geringe Lumineszenzwerte beobachtet. Die Konzentration der
umgesetzten UDP-Glucose korrelierte mit den gemessenen Lumineszenzwerten. Unter
allen Fraktionen setzten die Fraktionen 4 (15,9 uM) und 5 (16,5 uM) die meiste UDP-
Glucose um. Anhand der Kalibrierungskurve wurde die prozentuale Enzymaktivitat der
Fraktionen berechnet. In Abbildung 48 wird jeweils die relative Enzymaktivitat in % im
Vergleich zur hochsten gemessenen Aktivitat aus der Kalibrierungskurve (= 100 %)

angegeben.
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Abbildung 48: Relative Enzymaktivitat in % des Paramylon-Synthase-Komplexes in den Fraktionen von
Peranema sp.

Abbildung 48 zeigt, dass bei den Fraktionen 4 (63,5 %) und 5 (65,9 %) die htchsten
Enzymaktivitaten gemessen wurden. Anscheinend wurde der Paramylon-Synthase-
Komplex hauptsachlich in den Fraktionen 4 und 5 gesammelt. Vergleichsweise wies
Fraktion 3 (31,4 %) eine mittlere Aktivitdt auf. Bei den anderen Fraktionen wurden sehr

niedrige Enzymaktivitdten beobachtet.

3.5.2. EINFLUSS DER IONEN AUF DIE ENZYMAKTIVITAT BEI PERANEMA SP.

Zur Feststellung und Untersuchung der lonenabhangigkeit des Paramylon-Synthase-
Komplexes wurden dem UDP-Glo™-Glucosyltranferase-Test Effektoren zugesetzt. Bei den
Effektoren handelte es sich um Metallionen (Mn?*, Mg?*, Ca?*). Abbildung 49 zeigt die
relativen Enzymaktivititen der isolierten Paramylon-Synthase bei unterschiedlichen
Metallsalzen. Dabei diente die Enzymaktivitat der Kalibrierungskurve als 100 %-Referenz
fur die anderen Aktivitaten. Aus dem Diagramm geht hervor, dass alle untersuchten Metall-
Salzlésungen einen Einfluss auf die Enzymaktivitaten des Paramylon-Synthase-Komplexes

aufwiesen.
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Abbildung 49: Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf die Enzymaktivitdt des Paramylon-Synthase-
Komplexes aus Peranema sp.

Es ist zu beobachten, dass die Zugabe von Manganionen zu einer hohen Enzymaktivitat
(60,3 %) fuhrte. Die Zugabe von 2,5 mM Magnesium zum Testansatz bewirkte offensichtlich
eine Verringerung der Enzymaktivitat (55,4 %). Dieser leicht hemmende Effekt wurde
verstarkt, wenn der Testansatz zusatzlich Kalziumionen enthielt (51 %).

3.5.3. NATIVE-PAGE DER FRAKTIONEN VON PERANEMA SP.

Angesichts der Aktivitatsmesswerte wurde festgestellt, welche Fraktionen Paramylon
Synthase enthielten. Zwar ist die Methode fir die Aktivititsmessung empfindlich, aber sie
gab keine Auskunft dariber, ob neben dem Paramylon-Synthase-Komplex zusatzliche
Proteine bzw. Proteinkomplexe in den Fraktionen vorhanden waren. Zur Visualisierung der
Proteine und Feststellung der Sauberkeit der Fraktionen wurde eine NATIVE-PAGE

durchgefiihrt. Anschlielend wurde das Gel mit Silber-Losung gefarbt. In Abbildung 50 ist
das NATIVE-Gel dargestellt.
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Abbildung 50: Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Saccharose-Dichtegradienten-Fraktionen, HMW-
Markerproteine (669, 440, 250 und 140 kDa) (M), Fraktionsnummer (1 - 7), drei Pfeile (669 kDa Paramylon-
Synthase-Komplex aus Peranema sp.)

Dem Gelbild ist zu entnehmen, dass die Fraktionen 1 - 3 mehrere Proteinbanden enthielten.
Auffallig war, dass bei den Fraktionen 1 und 2 die starksten Proteinbanden auf Héhe von
440 kDa und 140 kDa der Markerproteinbanden lagen. AuRerdem gab es eine weitere
Proteinbande, die etwas unterhalb des 250 kDa-Bereiches lag. Mit zunehmender
Fraktionsnummer verringerte sich die Intensitéat dieser Proteinbanden. Ab der Fraktion 3 war
eine zusatzliche Proteinbande zu sehen, die ca. 669 kDa grol3 war. Diese ist bei den
Fraktionen 4 und 5 noch intensiver, jedoch bei den weiteren Fraktionen 6 und 7 deutlich
schwacher ausgepragt. Diese Ergebnisse zeigten, dass nur die Fraktionen 3, 4 und 5 den
Paramylon-Synthase-Komplex enthielten.

Hinsichtlich der bisher gewonnenen Daten wurde festgestellt, dass die gemessenen
Enzymaktivitdten und Proteinkonzentrationen mit dem NATIVE-Gel-Ergebnis
korrelierten.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden die sauberen Fraktionen 4 und 5, die
die hochsten Aktivitatswerte zeigten, gepoolt. Die gemischte Probe wurde mit dem
Puffer B (ohne Saccharose) mittels des Pierce™-Proteinkonzentrators 6-fach (1,2 ml
Probe auf 200 ul) konzentriert.
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3.5.4. SDS-PAGE DER FRAKTIONEN VON PERANEMA SP.

Zudem wurden die gepoolten und die konzentrierten Fraktionen einer SDS-PAGE
unterzogen. In Abbildung 51 ist das Ergebnis des 12,5 %-igen SDS-PAGE-Gels nach
anschlielBender Silberfarbung dargestellt.
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Abbildung 51: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Gel der Saccharose-Dichtegradienten
-Fraktionen, Markerproteine in kDa (M), konzentrierte Fraktionen (1 - 3), Pfeil (die Untereinheit des Paramylon-

Synthase-Komplexes aus Peranema sp.)

Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigte, dass in den Fraktionen 4 und 5 nur eine deutliche
Proteinbande enthalten war. Mittels der Markerproteine wurde festgestellt, dass dieses

Protein zwischen ca. 50 und 70 kDa grol3 war.

3.5.5. AUFREINIGUNG DES PARAMYLONS VON PERANEMA SP.

Zunachst wurden die Zellen aus 224 | mittels der French Press aufgeschlossen. Nach
der Isolation des Paramylon-Synthase-Komplexes wurde das Sediment zur Aufreinigung in
einer 1 % SDS-L6sung fur 1 h am Rickfluss gekocht. Nach dem Abkihlen wurde das
Sediment mehrmals mit destilliertem Wasser und Aceton gewaschen. In Abbildung 52 ist

Paramylon aus Peranema sp. dargestellt.
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Abbildung 52: Paramylon von 224 | Zellkultur

Anschliel3end wurde das Paramylon fiir 12 h bei 50°C getrocknet. Abbildung 53 zeigt das
Paramylon.

Abbildung 53: Das Paramylon aus Peranema sp.

Nach dem Trocknen zeigte das Paramylon aus Peranema sp. eine hellbraune Farbung. Die
Ausbeute aus 224 | Zellkultur betrug ca. 3,5 g. Die Farbung des Paramylonpulvers lasst sich

auf die Erdabkochung aus dem WEES-Medium zurtckfuhren.
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3.6. IDENTIFIZIERUNG & CHARAKTERISIERUNG DES ENZYMPRODUKTS VON
PERANEMA SP. MIT HILFE DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Zur Uberpriifung der Frage, ob es sich bei dem Enzymprodukt um ein 3-1,3-Glucan
handelte, wurde das Enzymprodukt einer enzymatischen Analyse unterzogen. Des
Weiteren wurde die Stabilitdt des Produktes in Saure und Alkali untersucht. Im Folgenden

werden die Ergebnisse der Produktidentifizierung und -charakterisierung dargestellt.

3.6.1. ENZYMATISCHE PRODUKTANALYSE MIT PARAMYLON AUS PERANEMA SP.

Zur ldentifizierung des Enzymproduktes wurde das isolierte Paramylon einer
enzymatischen und dinnschichtchromatographischen Analyse unterzogen. Dabei wurde
das Paramylon mit unterschiedlichen Hydrolasen und Glucanasen behandelt. Nach der
Reaktionszeit wurden die Proben fir 2 min bei 100°C gekocht, dinnschicht-
chromatographisch aufgetrennt und mit Orcin-Losung gefarbt. Abbildung 54 zeigt die

Abbau-Produkte des Paramylons:

Abbildung 54: Dinnschichtchromatogramm nach dem Abbau des Enzymproduktes (Paramylon) aus
Peranema sp. mit verschiedenen Hydrolasen und Glucanasen, Glucose (G), a-Amylase (1), B-Amylase (2), 3-
1,3-Glucanase (3), 3-1,4-Glucanase (4)
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Aus dem Dunnschichtchromatogramm ist ersichtlich, dass zwei Spots nach der
enzymatischen Spaltung nur mittels 3-Amylase (Spur 2) und (3-1,3-Glucanase (Spur 3)
auftraten. Hierbei war der Spot in der Spur 3 deutlicher als der Spot in der Spur 2, beide
lagen auf der Hohe des Referenzspots von Glucose. Der Spot in der Spur 3 sprach
ersichtlich fur 3-1,3-Glucan als Enzymprodukt. Als Letztes wurde durch die Inkubation mit
3-1,4-Glucanase kein sichtbares Spaltprodukt identifiziert. Um festzustellen, ob es sich bei
den Spaltprodukten um Glucose handelte, wurden die Retentionswerte (Rf) berechnet und
in Tabelle 45 dargestellt:

Tabelle 45: Retentionswerte der Spaltprodukte

DC-Ergebnisse (Peranema sp.)
Probe Substanz Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 0,81
1 a-Amylase -
2 3-Amylase 0,81
3 3-1,3-Glucanase 0,81
4 3-1,4-Glucanase -

Aus den berechneten R+Werten lasst sich ersehen, dass es sich bei den Spaltprodukten
aus den Spuren 2 und 3 um Glucose handelte. Auferdem wurde nachgewiesen, dass

Paramylon aus Peranema sp. nur aus Glucose-Molekilen besteht.

3.6.2. ALKALI- & SAUREHYDROLYSE MIT PARAMYLON AUS PERANEMA SP.

Zur Stabilitatsprifung des Paramylons gegeniber Sauren und Basen wurde
Paramylon mit bestimmen Saure- und Basenldsungen in kleinen Eppendorf-Gefal3en
gemischt und fir 72 h bei 40°C inkubiert. Dann wurden diese Anséatze mit den geeigneten
Losungen neutralisiert, und das Paramylon wurde durch Zentrifugation entfernt.
AnschlieRend wurden die Uberstande diinnschichtchromatographisch getrennt. Abbildung

55 zeigt das Dunnschichtchromatogramm mit den Hydrolyse-Produkten.
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Abbildung 55: Dunnschichtchromatogramm nach der Hydrolyse des Enzymprodukts (Paramylon) aus
Peranema sp. mit S&ure und Alkali, Glucose (G), Saurehydrolyse (1), Alkalihydrolyse (2)

Aus dem Chromatogramm ist erkennbar, dass nur ein Spot in der Spur 2 zu sehen ist,

welcher auf der Hohe des Glucosereferenz-Spots (G) lag. Im Vergleich zu G zeigte der Spot

in der Spur 2 eine niedrigere Intensitat. Der Abbau mittels Saurehydrolyse erbrachte keine

Spaltprodukte. In Tabelle 46 wurden zur Identifizierung des Spaltproduktes die R+Werte

berechnet und dargestellt:

Tabelle 46: Retentionswerte der Spaltprodukte

DC-Ergebnisse (Peranema sp.)
Probe Substanz Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 0,64
1 Saurehydrolyse -
2 Alkalihydrolyse 0,64

Im Hinblick auf diese Ergebnisse wurde festgestellt, dass Paramylon nur durch die

Alkalildsungen hydrolysiert werden konnte. AulBerdem wiesen die berechneten Ri-Werte

nach, dass das Spaltprodukt in der Spur A Glucose war.

107



ERGEBNISSE

3.7. DNA-SEQUENZINFORMATIONEN FUR DEN PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEX
AUS BESTIMMTEN ARTEN DER EUGLENIDA

3.7.1. PCR-ERGEBNISSE
3.7.2. IDENTIFIZIERUNG DER GEN-SEQUENZEN
3.7.2.1. VERGLEICH MIT GENSEQUENZ 1 (GSL1) AUS EUGLENA GRACILIS Z

Das Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Paramylon-Synthase-Komplex
kodierenden Gen-Sequenzen aus bestimmten Arten der Euglenida (Euglena gracilis,
Distigma proteus, Khawkinea quartana, Peranema sp.) zu identifizieren. Die Generierung
spezifischer Primer zur Amplifikation der Gen-Sequenz wurden anhand der Programme
Primer3Plus oder GeneDoc durchgefihrt. Dafir wurden Nukleotidsequenzen fir die
Paramylon-Synthase codierende Gensequenz 1 (LC225614.1, GSL1) angewendet, die fur
die Art Euglena gracilis Z bereits in der vorhandenen Datenbank (NCBI) veréffentlicht
wurden. Im Rahmen dieser Analyse wurden cDNAs aus den untersuchten Organismen nach
der Bestimmung der Konzentration mittels Nanodrop Lite fir die Amplifizierung verwendet.
Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese veranschaulicht.
Anschlieend wurden sie aufgereinigt und zur Sequenzierung geschickt. Nach der
Sequenzierung wurde die BLASTx-Suche zur ldentifizierung der ermittelten Sequenzen
eingesetzt.

Die ersten Sequenzierungsergebnisse fur den Paramylon-Synthase-Komplex aus
den verschiedenen Euglenida werden in Tabelle 47 gezeigt. Darin werden 6 verschiedene
Eigenschaften der Sequenz aufgelistet: Organismen, Bester Treffer Gen Nummer,
Homologie, Erwartungswert (E) und prozentueller Identitatswert () sowie die Primer-Paare
(P1 - P8) fur jeden Sequenz-Bereich. Die Blastx-Analyse ergab, dass insgesamt 23
Sequenzen signifikante Ubereinstimmungen zu dem schon bekannten Protein ,Paramylon-
Synthase“ aus Euglena gracilis Z zeigten. Fur jede Blastx-Suche gab es nur einen Treffer.
Aus den PCR-Ergebnissen geht hervor, dass die degenerierten Primer-Paare (P1 - P8) sich
nicht an jeder cDNA der untersuchten Organismen anlagern konnten.

Wahrend die PCR mit P1, P3 und P8 gute Ergebnisse erzielten, waren P2, P4, P5, P6 und
P7 nur teilweise erfolgreich. Die prozentuelle Identitat der ermittelten Sequenzen schwankt
zwischen 75 und 100 % je nach dem Organismus und dem eingesetzten Primer-Paar. Die
Sequenz von Khawkinea quartana zeigte die hdchste prozentuelle Identitdt von 99,39 %,
wohingegen bei Peranema sp. nur 75,86 % nachgewiesen werden konnten. Als Nachstes

wurden die Sequenzen weiteren Analysen unterzogen.
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Tabelle 47: BLASTx-Ergebnisse in der NCBI-Datenbank fur Paramylon-Synthase-Komplex

(B-1,3-glucan synthase) (E = Erwartungswert, | = Prozentueller Identitatswert, Primer-Paare = P1 - P8)

Bester

Treffer E
Organismen Nu(aner?]er Homologie Primer-Paare

(Accession |

No.)
Distioma profeve Heazoolat B'Eg?é?ggagrzsir:itshaessel,_io%?l\(l-:ﬁef?::js. 92?2??%) ParsAl.1For/
Khawkinea quartana | LC225614.1 8_E‘;%?S?agr;‘;wtigsse"-ioﬁr:]ifl\;\efgas géiiif% ParsAL.1Rev (P1)
peernss. | ozmsas | o FEARGRS e, | ot
Euglens orachs Heazoelal B'Eg?é?gga%rgsir:itifs?:%:on:nill\é?ef?::js. 82?8-37% ParsAl.5For/
Distigma proteus LC225614.1 Bf‘égéfgga%rgsgltsh Ssil:iorpn%ll\éﬁefgg . 91?631,%/0 ParsAl.5Rev (P2)
Distigma protevs LC22o614 1 3'E%?éﬁggagrzsgitigsselr%:o%iﬁ?efgzis. Qg?l-gg/o ParaDVD1.2For /
oo prees | comoas | SRR CS I, |, | s,
remernsp | ozmins | o PERAESRS e, | 2005
Euglena gracls Heeeselad 8'Eggg?gga%rzsir:it?e?sse%ior&%?éﬁefgzis. 988%162"2 Pars6481.1For /
Distigma proteus LC225614.1 Bfggéfgga%rgﬁgltsh Ssi’Lior?nF:)ll\éfefcég . gg’el-;:j% Pars6481.1Rev (P5)
Fuglena gracte He225614 r-”'f’ggéﬁgga%rg;wtifsse{_ioTnFéiz\éﬁef?:Eis. 92%2%% Pars7081For /
Distigma proteus LC225614.1 Bfggéfgsa%fggl; Ssi’L(l:OTnF;ll\é?efgg . 92?3:2?% Pars7081Rev (P6)
=uglena gracls Heeeselad B'ig?éﬁgga?‘rgyr:itigsilj%:oTnF:Jﬁ?ef?:Eis. 92?1-;?% Pars7561For /
oo prees | (comoas || SRR CS it | phgl, | e
Distigma proteus LC225614.1 B-Eggéﬁggaﬂresl;gitifsseljion%iz\é?ef?::js. 9%672 Z’A) GSHEg2For /
e e | Lcomsores | o DRI C Lty T g, | oSt
reremazn | eamones | o SORETIRCIIT | ol

109




ERGEBNISSE

3.7.2.2. UNTERSUCHUNG DER BEREICHE DER GENSEQUENZ 1 (GSL1)

Zunachst wurden die untersuchten DNA-Sequenzen in Bezug auf ihre Lange und ihre
Basen-Zusammensetzung mittels des Programmes Geneious Pro miteinander verglichen
(s. Tab. 48). In Abbildung 56 werden die Ergebnisse veranschaulicht:

300 268
= 250 217 213
E 205 203
c 200 162 197 179" 192189 g 183 g 177178
g 149
S 150 {24127128, ., 138131142
>
g 100 | 82 87
A
< 50| 1
pd
2 0
3 21812 a|2|32|3(8|22|38|22|3|2|32|3|L|8|8|¢
3 ol s o|lg(e|el s ol g olgjgfgielg|le|gs
o) EOE&EO@OBEEOEEOEOSOEOEE
ﬂ C|lg|T|c|B| | 8| | T|lc| S| c|lc| B c|lB| | | c|] S| c| O c
SleE|g|S|&|le|&|le|g|S|&E|e|S|&E|E|G|E|G|EIG|ElG|S
o2|2|8 o222 2|8 02|82l 2lLe
Sla|= o o= 0 0 0 0 0=
= = =
¥ ~ ¥
P1 P2 P3 P4 P5 | P6 | P7 P8
Organismen und Primer-Paare (P)

Abbildung 56: Graphische Darstellung der Langen der DNA-Sequenzen der untersuchten Organismen
(Euglena gracilis (rot), Distigma proteus (blau), Khawkinea quartana (griin) und Peranema sp. (orange)) und
unter der Anwendung der entsprechenden Primer-Paare (P1 - P8)

Betrachtet man Abbildung 56, so wird deutlich, dass die Langendivergenz nicht nur
innerhalb der unterschiedlichen Euglenida sondern auch bei den gleichen vervielfaltigten
Sequenz-Bereichen variiert. Dabei ist die Sequenz von Distigma proteus mit 82 Nukleotiden
Lange die kirzeste. Euglena gracilis verfugt innerhalb der Euglenida mit bis zu 268
Nukleotiden Uber die langste Sequenz. Des Weiteren wurden die Sequenzen einer Analyse
fur die Nukleotidzusammensetzung unterzogen. In Tabelle 48 werden die einzelnen
Organismen, die Lange der Nukleotide, die prozentuelle Menge der Nukleotide (A, C, G, T
(%)), der GC-Gehalt (%), die Primer-Paare (P1 - P8) und die identifizierten Sequenzbereiche
(1A - 8A) aufgelistet.
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Tabelle 48: Lange (nt), Nukleotidzusammensetzung der untersuchten DNA-Sequenzen (Adenin (A),
Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T), Guanin-Cytosin (G-C)), Primer-Paare (P1 - P8), die identifizierten

Sequenzbereiche (1A - 8A)

organismen | 0| G | 00 | 09| o0 | (0 | paae |
Euglena gracilis 124 | 16,1 | 36,3 | 33,1 |14,5| 69,4
Distigma proteus 127 | 17,3 | 354 |33,1|14,2| 68,5 - A
Khawkinea quartana | 128 | 18,8 | 35,9 | 30,5 | 14,8 | 66,4
Peranema sp. 111 | 18,0 |131,5|31,5|189| 63,1
Euglena gracilis 162 | 13,0 | 38,3 29,6 |19,1| 67,9 - ”
Distigma proteus 82 195 |34,1293|17,1| 63,4
Euglena gracilis 138 | 21.0 | 27,5 | 34,8 | 16,7 | 62,3
Distigma proteus 131 | 22,1 | 28,2 | 36,6 | 13,0 | 64,9 o o
Khawkinea quartana | 142 | 23,9 | 26,1 | 33,1 | 16,9 | 59,2
Peranema sp. 149 | 20,8 | 27,5 36,2154 | 64,4
Euglena gracilis 205 | 20,5 | 28,3 |36,6|14,6| 64,9
Distigma proteus 197 | 20,3 | 28,9 |36,5|14,2| 65,5 P4 4A
Peranema sp. 87 19,5 | 28,7 | 46,0 | 5,7 | 74,7
Euglena gracilis 268 | 20,5 | 24,6 | 36,2 | 18,7 | 60,8 oz EA
Distigma proteus 179 | 19,0 | 35,2 | 25,7 | 20,1 | 60,9
Euglena gracilis 203 | 17,7 | 36,5 | 25,6 | 20,2 | 62,1
Distigma proteus 192 | 19,3 | 37,0|23,4|20,3| 60,4 ~e oA
Euglena gracilis 189 | 13,2 | 37,0 |27,0|22,8| 64,0 - A
Distigma proteus 217 | 12,4 | 359 | 26,7 | 24,9 | 62,7
Euglena gracilis 183 | 20,2 | 29,0 |31,7|19,1| 60,7
Distigma proteus 213 | 19,2 | 28,6 |132,9|19,2| 615
Khawkinea quartana | 177 | 21,5 | 28,2 |32,2|18,1| 60,5 P8 oA
Peranema sp. 178 | 20,2 | 29,8 | 30,9 | 19,1 | 60,7

Die Nukleotidzusammensetzung der Sequenzen ist

innerhalb der untersuchten Spezies

weitgehend heterogen. Der GC-Gehalt schwankt von 59,2 % bei Khawkinea quartana bis

zu 74,7 % bei Peranema sp. und korreliert nicht mit der Lange der Sequenzen. So zeigt sich

beispielsweise bei Euglena gracilis ein niedriger GC-Gehalt von 60,8 % bei der langsten
DNA-Sequenz von 268 nt.
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3.7.2.3. ALIGNIEREN DER DNA-SEQUENZEN MIT DER GSL1

Zur Bestimmung der Position wurden die ermittelten Sequenzen mittels des
Computerprogramms Geneious Pro mit der vorhandenen GSL1-Sequenz aligniert.
In Abbildung 57 werden die identifizierten Positionen der entsprechenden Organismen auf
der GSL1-Sequenz dargestellt:

7 g T E T g 7 B T = T =W T 5T
et - {1 I I - I i1 11| N I
1 1
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—
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Abbildung 57: Graphische Darstellung der Sequenzen fur die Bereiche (1A - 8A), Euglena gracilis Z
(cds_Eg1l, LC225614.1), Euglena gracilis (Eg), Distigma proteus (Di), Khawkinea quartana (Kh), Peranema
sp. (Pe)

Der Abbildung 57 ist zu entnehmen, dass insgesamt 8 unterschiedliche Gensequenz-
Bereiche aus 23 Sequenzen auf der GSL1 festgestellt wurden. Die Bereiche 1A, 3A, 8A sind
bei allen untersuchten Organismen vorhanden. Die Ubrigen Bereiche konnten nicht bei allen
Euglenida identifiziert werden. Vergleicht man diese Regionen, fallt auf, dass die Regionen
1A, 2A und 3A nebeneinander liegen. Die anderen Bereiche positionieren sich diffus. In dem

folgenden Abschnitt werden die Alignments von jeder GSL1-Region untersucht.

3.7.2.4. UNTERSUCHUNG DER ALIGNMENTS FUR DIE EINZELNEN BEREICHE IN
GSL1

Die im ersten Abschnitt identifizierten Regionen werden innerhalb der untersuchten
Organismen miteinander verglichen. Ziel ist es, festzustellen, an welchen Positionen
zusatzliche oder ahnliche Nukleotide der Gensequenzen der Euglenida liegen. Daflr
wurden mit den vorhandenen Daten Multiple Sequenz-Alignments durchgefihrt.

Die Ergebnisse werden in den Abbildungen 58 - 65 detailliert dargestellt:
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BEREICH 1A

* * % * % Kk * k%% * *kk k%
cds Egl CGTGGTGTACACGGTGCTGTTCCTGGCGGTG---—- CAGCAGTACGCGGAGAACCTGCGC 2890
EgAl.1  ---———---- GGACGCGCGCCTGCTGGCAGTG-CTCCCCGAAGTCCGCCCAC-GCCTCCGG 49
DiAl.1  ---——---- GGACGCGCGCCTGCTGGCAGTG-CTCCCCGAAGTCCGCCCAC-GCCTCCGG 49
KhAl.1l  ——————-———- ACGCGCGCCTGCTGGCAGTAGCTCCCCGAAGTCCGCCCAC-GCCTCCGG 48
PeAl.l  —————————mm———mm— o GCATGTGCTTCCCCGAAATCCGCCCAC-GCCTCCGG 35

* *kk*x *k*x k% *k k% * * *k kkkk *

cds Egl ----- CAGGCG--GCCCACT----- TCAAGAAGCGCA---TCTGGCAGTACCTCTCCTCT 2935

EgAl.1l GTGCTCTGGCGAGTCCCACGCCTGGTCTAGCGGGTCGAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAG 109
DiAl.1 GTGTTCCGGCGAGTCCCACGCCTGGTCCAGCGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAG 109
KhAl.1 GTGCTCCGGCGAGTCCCACGCCTGGTCCAGTGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAG 108

PeAl.l1  GTGTTCTGGCGAGTCCCACGCCTGGTCTAGTGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAG 95
* *kkkk*k

cds Egl GCGTTGCCAGAATTCGAC----——---- CCGCTGGACCAGGCGTGGGACTCGCCGGAGC- 2984

EgAl.1  GTACTGCCAGA—-TCAC- === === === oo 167

KhAl.1  GTACTGCCAGA--TAAAC-—--——=--—=-- TGTC— === === — == —m————mm 154

DiAl.1  GTACTGCCAGA--TAGAC-—--——=--—=-- GT———mmmm—mmmm e 155

PeAl.l1  GTACTGCCAGT-—GTGAG-——= === === === oo 153

Abbildung 58: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Egl, LC225614.1), Euglena gracilis (EgAl.1, 1224/5-25), Distigma
proteus (DiA1.1), Khawkinea quartana (KhA1.1), Peranema sp. (PeAl.1), (P1 - s. Tab. 47) (Sterne und gold
markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Abbildung 58 zeigt das Alignment von DNA-Sequenzen aus den untersuchten
Organismen und die GSL1-Sequenz von Euglena gracilis Z (LC225614.1). Diese
Sequenzen liegen in den GSL1-Bereichen von 2.890 bp bis 2.984 bp. Vergleicht man die
Gensequenzen der identifizierten Bereiche, so fallt auf, dass einige Nukleotide be
Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana und Peranema sp. ahnlich sind,
wahrend die Sequenz von Euglena gracilis Z abweicht. An einigen Positionen sind
konservierte Bereiche zu sehen. Die Anzahl der identischen Regionen bzw. der Paarweise-
Identitat liegt bei 39,3 % bzw. 72,2 %. In diesem Bereich wurde ein DXD-Motiv identifiziert,
das bei fast allen Glucosyltransferasen als wichtiges charakteristisches Merkmal gilt. Bei
dem Paramylon-Synthase-Komplex von Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea
guartana und Peranema sp. handelt es sich um eine Aminosauren-Kombination von
Aspartat (D) und Valin (V), so dass sich ein DVD-Motiv ergibt.
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BEREICH 2A
cds_Egl GGGAGTGGCAGGGCCAGCGCGAGGGGCCCACCCCGCTCCCCCACCTCGCGGAGCGCCTGG 2438
EQAL.5  ————mmmm e GCATGGTCCCGCC 13
DiBl.5 === e

cds_Egl AGTGGGACACCCGCTTCGCGGACCGCGTCGGCCCCCTCTCCGCCTTCCTGCACCAGTACA 2498

EgAl.5 GATCACGCGTCCGCCGCGCCTTTCGGCGCTTGCCCACCTTGGCCTGCTTGTCCCGGCTGT 73
Dill.5  mmm o e T 1
*kkx *kk*kx * *kk k*kk *k *%k * *k*x * * *kkkk k% %
cds Egl AGGACGTCTTAACGCTGGACACGGAGACGCTGCAGATCCAC----—- CTGAAGGAGGA-C 2551
EgAl.5 AGG-CGTC------ CCCGACCCGTACACTGTCCCAGTCCCCGAAGCGGGGCAGGATGAGC 126
DiAl.5 AGG-CGTC------ CCCGACCCGTACACTGTCCCAGTCCCCGAAGCGGGGCAGGATGAGC 54
*%k % *k * *x% *k * * * %
cds Egl GCCAACACCAAGTCCGTGGTGGACGGCACC--GGGGCGCAGTTCATCGCGCAGTGCTACA 2609
EgAl.5 TGCAGCTTCATGCCCTCGGAGTAGTACACCTCAGGG--——=—---—====——=——-————- 186
DiAl.5  TGCAGCTTCATGCCCTCGGAGTAGTACA====—======—=—= === = —— o 114

Abbildung 59: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Egl, LC225614.1), Euglena gracilis (EgAL1.5, 1224/5-25), Distigma
proteus (DiAl1.5), (P2 - s. Tab. 47) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Die Identifizierung des Bereiches 2A erwies sich als teilweise erfolgreich, denn im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Euglenida zeigen nur Euglena gracilis und
Distigma proteus diese Gensequenz. Dem Alignment ist zu entnehmen, dass einige
Sequenzen Homologien zwischen Euglena gracilis und Distigma proteus zeigen. Diese
Sequenz befindet sich in den GSL1-Bereichen von 2.438 bp bis 2.609 bp. Die Anzahl der

identischen Regionen bzw. der Paarweise-ldentitét liegt bei 39,3 % bzw. 60,9 %.
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BEREICH 3A
kkkkk **k *
cds Egl  GCGTTGCCAGAATTCGAC-——————-—--- CCGCTGGACCAGGCGTGGGACTCGCCGGAGC- 2984
EgD1.2  —————-—————————— GC-————————- CCTAGGA--CAGGCGTGGGACTCGCCAGAAC- 31
DiD1.2  —————mmmmmmmm e GGAACCAGGCGTGGGAATCGCCGGAAC - 27
KhD1.2  ———— e mmmm e ATCGCCGGAACA 12
PeDl.2  -----—- AGGGCTGATGAC-————————~- CCTAGGAA-CAGGCGTGGGACTCGCCGGAGC- 42
kk hkhk hhk hhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *k * * k% khkkhkk hhkkkkkkk
cds Egl  ACCCGGGGGCGTGGGCGGACTTCGGGGAGCATTGTC--AGCAGG-CACGCGGCCTGCTGA 3041
EgD1.2 ACCCGGAGGCGTGGGCGGACTTCGGGGAGCACTGCCA-A-CAGGT -GCGCGTCCTGCTGA 88
DiD1.2 CCCGGGAGGCGTGGGCGGACTTCCGGGAGCACTGCCA-AGCAAGGCGCGCGGCCTGCTGA 86
KhD1.2 ACCCGGAGGTGTGGGCGGAT TTCGGGGAGCACTGCC-~AGCAGG-CGCGCGTCCTGCTGA 69
PeD1.2 ~CCCGGAGGCGTGGGCGGACTTCGGGGAGCACTGCCA-AGCAGGTCGCGCGTCCTGCTGA 100

hkkkkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk kkkx *
cds_Egl AGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACTT-CGCGGACGTGGACGACATC 3100

EgDl1.2 AGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACT-TCGCGGATGTT--——————— 147
DiD1.2 AGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACT-TCGCAG-————————————— 145
KhD1.2 AGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACTTTCGCGGAAGAACAGTATCAA 129
PeD1.2 AGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACT-TCGCGGTCAA--—-——————— 159

cds_Egl TTCCGCAACACCCGCGTCCCCAGCCCCGCCGGCGGCCCCCAGCGCATCCCCATGTACACG 3160

EgDl.2 @ m oo 207
DiDl .2 205
KhD1.2  CTTCGCGGAACGG === == mmmm = m oo oo 189
PeDl .2 @ m e 219

Abbildung 60: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Egl, LC225614.1), Euglena gracilis (EgD1.2, 1224/5-25), Distigma
proteus (DiD1.2), Khawkinea quartana (KhD1.2), Peranema sp. (PeD1.2), (P3 - s. Tab. 47) (Sterne und gold
markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Aus dem Alignment wird ersichtlich, dass die ermittelten Gensequenzen sich in den GSL1-
Bereichen von 2.984 bp bis 3.160 bp befinden. Alle untersuchten Organismen weisen
zahlreiche Sequenzhomologien auf. Die Anzahl der identischen Regionen bzw.
der Paarweise-Identitat liegt bei 68,2 % bzw. 87,7 %.
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BEREICH 4A
cds_Egl GTTGGGGGAGGTGGTCAACATCCTGGACATGAACCAGGACGCGTACTACTCCGA--GGGC 5887
EG5821  —-m——m oo o mm oo ACTCCGAAGGG-- 11
Di5821  ——m e m oo ACTCCGAAGGGGC 13
PES5821 o mm e
* % kkhkkkkk kk hkkkkkkkkkkx
cds Egl ATGAAGCTGCAGCTCATCCTGCCGCGGTTCGGGGATGCGGACAGCCTGCGGGTCGGGGAC 5947
Eg5821  ATGAAGCTGCAGCTCATCCTGCCCCGCTTCGGGGACTGGGACAGTCTACGGGTCGGGGAC 71
Di5821  ATGAAGCTGCAGCTCATCCTGCCCCGCTTCGGGGACTGGGACAGTCTACGGGTCGGGGAC 73
Pe5821  ——---————mm—mm oo GACTGGGACAGCCTGCGGGTCGGGGAC 27
kkhkkkk *k khkkk khkhkkkkkhkk hkhkkhkkhkkkk *khkk kkkkkhkkkhkkkkkkkxkxkx
cds Egl G------ GCCGGCAGAAGCGGGCGAAGGAGGGCAAGCACCGGAAGGCGCGGCGGGACGCC 6001

Eg5821 GCCTACAGCCGGGACAAGCAGGCCAAGGTGGGCAAGCGCCGAAAGGCGCGGCGGGACGLG 131
Di5821 GCCTACAGCCGGGACAAGCAGGCCAAGGAGGGCAAGCGCCGAAAGGCGCGGCGGGALCGLG 133
Pe5821 GCCTACGGCCGGGACAAGCAGGCCAAGGTGGGCAAGCGCCGAAAGGCGCGGCGGGACGLG 87

cds Egl CTTATCGGCGGGGATCAGTGCGCCATCCTGGGCTTCAAGGAGCAC-ATCTTTACGTACC- 6059
Eg5821  TTGATTGGCGGGGACCAGTGCGCCATCCTGGGCTTCAAGGAGCAC-ATCTTTACGTACCG 190
Di5821  TTGATTGGCGGGGACCAGTGCGCCATCCTGGGCTTCAAGGAGCACTATCTTTACGTACCG — 193
T B A A O L 147

cds Egl GGCACTCGGTGGTGGGGCGGTACATGGCGCTGGCGGAGCACGCGTTCGGCACCATCGTGC 6119

Eg5821  GGCAGTCGGTGAAAC———————— === oo oo 250
Di5821  GGCA————————m—m oo 253
PES5821  ——mmm e m e 207

Abbildung 61: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Eg1l, LC225614.1), Euglena gracilis (Eg5821, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di5821), Peranema sp. (Pe5821), (P4 - s. Tab. 47) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die
identischen Nukleotide)

Dieser ermittelte Sequenzbereich befindet sich in den GSL1-Regionen von 5.887 bp
bis 6.119 bp und umfasst eine Position der Glucan-Synthase (3-1,3-Glucan-Synthase-
Komponente). Bei dieser identifizierten Position liegen die Anzahl der identischen Regionen
bzw. der Paarweise-ldentitat bei 82,7 % bzw. 89,4 %.
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BEREICH 5A
cds_Egl  GCGGTAACATCCTTTACCTGTTGTGGCCACTCATCGCTGCCATCTCGTACATCATCGCCC 6959
EG6481.1 ———— oo oo
Di6481.1 --————-—- ATACCTTTACTGTTGTGGCC-CTCATCGCTGCCATCTCGTACATCATCGCCC 51

cds_Egl  CCGTGCTGTACAACCCAAAGCCCACCTGGCGCTCCCTCCTGATCGCCCCGCAGGATCTCT — 7019
EG6A81.1 ———m oo
Di6481.1 CCGTGCTGTACAACCCAAAGCCCACCTGGCGCTCCCTCCTGATCGCCCCGCAGGATCTCT — 111

cds_Egl  GGGACTGGCTGACGGCCCAGGACGACACGTTCGA-CGTGGAAGACTACCGCATCATTGCC 7078
EG6A81.1 ———m oo
Di6481.1 GGGACTGGCTGACGGCCCAGGACGACACGTTCGACCGTGGAAGACTACCGCATCATAAGA — 171

cds_Egl  GACAGCTTCCTTCCCCTTGACGCGGCGGTGAAGGAGAAGATCTTCCGGCAGGCGAACCTC 7138
EQ6481.1 ——————— - - ACGTACTTCCGGCAGGCGAACCTC 24
Di6481.1 GGGGGGGT— === === === === oo 231

cds Egl  GGGGAGGTGGACGAGCGGCAGAAGTTCGTGCAGGAGTGGGAGAAGGCGGCGAAGGGTGGC 7198
Eg6481.1 GGGGAGGTGGATGAGCGGCAGAAGTTTGTGCAGGAGTGGGAGAAGGCGGCGAAGGGCGGT 84
Di648Ll.1 — - s 291

cds_Egl GGCCAGCAGCGCAGCCTGCAGACGTACCTCGTGACGCAGTGGTGGCTGTTCCTGTGCGAC 7258
Eg6481.1 GGCCAGCAGCGCAGCCTGCAGACGTACCTCGTGACGCAGTGGTGGCTGTTCCTGTGCGAC 144
Di6481.1 ————mm oo 351

cds_Egl CTCGATGACGCGTACAACGACCATGCCACCGACGAGGTTTTCAAGTCGTTCCTGTGGGAC 7318
Eg6481.1 CTCCATGACGCGTACAACGACCATGCCACCGACGAGGTTTTCAAGTCGTTCCTGTGGGAC 204
Di6481.1 —mm oo 411

cds_Egl  TGGCTGATGAGCTCCCCCGGCTATGGTTTGGATTATGAGCAGGTGGACGCGGCGTGGAAG 7378
Eg6481.1 TGGCTGATGAGCTCCCCCGGCTATGGTTTGGATTATGAGCAGGTGGACGCGACGTGGARA — 264
Di64B1l.1 ————mmm o 471

cds_Egl CTCCGCGGCTACGCGGTGGCGTACGGGCCGCTGCGGGAGTTCCTGGCGAAGTACTGCACG 7438
EQ6481.1 AATA==——mmm === e oo e e e e 324
Di6481.1 ——— oo 531

Abbildung 62: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Eg1, LC225614.1), Euglena gracilis (Eg6481.1, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di6481.1), (P5 - s. Tab. 47)

Das Alignment erweist sich als nicht erfolgreich, denn die beiden Sequenzen zeigen
keine Homologien. Zwar kodieren die beiden Sequenzen innerhalb des Paramylon-
Synthase-Komplexes, aber die Sequenzen uberschneiden sich nicht innerhalb des
GSL1-Bereiches von 6.959 bp bis 7.438 bp (s. Abb. 62).
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BEREICH 6A
* * * * * * * k%

cds _Egl CAAGTTCCAGGTGCTGGTCGGCGCGCAGGTGTACGA---——-- GCAGCAGAA--GGCGAC 5538
Eg7081  —--———---————————— TCCACAGGACGACTTGAAAACCTCGTCGGTGGCATGGTCGTT 42
Di7081  ——-———-——————— o TACAGGAAACGACTTAGAAAACCTCATCGGTGGCATGGTCGTT 43

*hkkkkkk * %% * %% * Kk kkk *k * * k% * %% *k * * * k%
cds Egl GTACGCGGAGATCAATGAGTGCCTGTCGCTGTGGAAGCTGCGGCACCTGCAGTITCATGAC 5598
Eg7081  GTACGCG----TCATCGAG----- GTCGCACAGG-AACAGC--CAC---CACTGCGTCAC 87
Di7081  GTACGCG----TCATCGAG----- GTCGCACAGGTAACAGC--CAC---CACTGCGTCAC 89

* * * *k hkhkkkkk * % *kk **k k% *k hhkkkkkk * * *

cds_Egl CGCCAAGGACGACAAGCTGCG--GCCCGCCAGCTACTGGCTGCGCCGCCG-CGACGTGTT 5655
Eg7081 GAGGTACGTCTGCAGGCTGCGCTGCTGGCC-GCCAC--CCTTCGCCGCCTTCTCCCACTC 144
Di7081 GAGGTACGTCTGCAGGCTGCGCTGCTGGCC-GCCAC--CCTTCGCCGCCTTCTCCCACTC 146

* kkk * % *k kkk  kkkkk Kk * * kK *  *
cds_Egl CGGCAGCCACAAGCTCCACTC--CCACCACTTC----TTCAAGCCCCAGGGCGGGGTCTA 5709
Eg7081 CTGCACAAACTTCTGCCGCTCATCCACCTCCCCGAGGTTCGC-CTGCGGGAAGATCTTAG 203
Di7081 CTGCACAAACTTCTGCCGCTCATCCACCTCCCCGAGGTTCAC-CTGC———==—=—=————— 205

Abbildung 63: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Eg1, LC225614.1), Euglena gracilis (Eg7081, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di7081), (P6 - s. Tab. 47) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Der Vergleich der Sequenzen (s. Abb. 63) zeigt erneut zahlreiche Gemeinsamkeiten
und Homologien. Die ermittelte Sequenzregion umfasst Bereiche zwischen 5.538 und 5.709
Nukleotiden. Dieses Multiple Sequenz Alignment (MSA) zeigt sowohl eine niedrigere Anzahl

der identischen Regionen (46,2 %) als auch der Paarweise-Identitat (61,6 %).

BEREICH 7A

hkkkk dhhkhkkkhkkhkhkhkk kkkhkhkkkkkhhkhkhkkkkk
cds_Egl CCGACCTACGTGCTGCTGCAGCGCGACACCGTCTCCCCCTACAACTACACCCACTCCATC 7678

Eg7561 -\~ GACACCGTCTCCCCCTACAACTACACCCACTCCATC 36

Di7561 -\~ TTACACCATCTCCCCCTACGACTACACCCACTCCATC 37
dhkhkkhkkkk hhkkkkkhkhkkkkkhhkhkhkhkkkkhkhk *hkkkkkkk dhkkkkkkkkhkhkkkk

cds Egl CCCCTCTCAGCGCTGGTGATCGTGGCGTTCGCAC-TGTTCTACCGGCTGATGCTGCTGCT 7737

Eg7561 CCCCTCTCGGCGCTGGTGATCGTGGCGTTCGG-GGTGTTCTACAAACTGATGCTGCTGCT 95

Di7561 CCCCTCTCAGCGCTGGTGATCGTGGCGTTCGCACGTGTTCTACCAGCTGATGCTGCTGCT 97

khkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk

cds_Egl CATCCCGGCCAACCCACTGGCCGCCGTGGCGGTGCGCTGCACGGCGCTGCTGGCGTTCGC 7797

Eg7561 CATCCCGGCCAACCCACTGGCCGCCGTGGCGGTGCGCTGCACGGCGCTGCTGGCGTTCGC 155

Di7561 CATCCCGGCCAACCCACTGGCCGCCGTGGCGGTGCGCTGCACGGCGCTGCTGGCGTTCGC 157
dhkhkkhkkkhhkhkhkhkhkkhhhkhkhkhkkkhhkhhk

cds_Egl GGTGCTGTTCCTCATGGTGCTGTTCGACCCCCTCGCGTGGGCGTACGTCATCGTCTTCCT 7857

Eg7561 GGTGCTGTTCCTCATGGTGCTGTTCGA-AACCTCA-———————————————————————— 214

Di7561 GGTGCTGTTCCTCATGGTGCTGTTCGAAA---TGGCCGGCATGTTCCTCATGGTGCTGTT 214

cds_Egl CCTCATCCTGGCCCTCATCGTGGCGTACCTCGTGGAGGTCTGGATCTACGTCAACAACTA 7917
EQ7561  —— === e e 274
Di7561  CGA=—— === m o e o 274

Abbildung 64: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Egl, LC225614.1), Euglena gracilis (Eg7561, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di7561), (P7 - s. Tab. 47) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)
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Der Abbildung 64 ist zu entnehmen, dass der identifizierte Bereich (7.678 - 7.917
Nukleotide) in Bezug auf die Nukleotide sehr &hnlich erscheint. Die hochkonservierten
Bereiche sind mit wenigen Ausnahmen fast durchgehend. Damit liegt die Anzahl der
identischen Regionen bzw. der Paarweise-ldentitat bei 85 % bzw. 91,2 %.

BEREICH 8A

kkkkkkkk *kkk * *kk  kkkk * k k Kk kk Kk *
cds_Egl GGCCTGTTCC---GCGGGGTGGGCAAGTCCGTCGGGGTGG----TGAGGCAGTGGCCGCA 4053
EgGSHEg2 --ATGCTTCCCATAACGGGTGGGCA-GTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTA 57
DiGSHEg2 GGCAACTCCCAATAC--GGTGGGCA-GTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTA 57
KhGSHEg2 ------- GGAAATAAC-GGTGGGCA-GTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTA 51
PeGSHEg2 ------ TTCCCATAAC-GGTGGGCA-GTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTA 52

* kk  kkk * kkkkk k  kkkk kk Kk kk Kk Kk Kk *kk Kk *k kk K*k **k

cds Egl  GGTGCAGCC---CGCGATGGACACGCTGCACGGCGACATGGTGATG-TACTGCCCGACCT 4109
EgGSHEg2 GTTGACGCCCCGCACGATGTAC-GGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCT — 116
DiGSHEG2 GTTGACGCCCCGCACGATGTAC-GGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCT 116
KhGSHEg2 GTTGACGCCCCGCACGATGTAC-GGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCT — 110
PeGSHEg2 GTTGACGCCCCGCACGATGTAC-GGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCT — 111
* * %% * % *xkk *k%x * *k kkkk*k *%* *kk *xk%k * % * % *
cds Egl  C--CCTGCACCAGGTCGGCCAGGACCAGGAGGTGCTGGGGCAGAACATGGGGCTGCTGGC 4167
EgGSHEg2 CCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGG--GTGACGAAGACCAT--GACAACCGGC — 172
DiGSHEg2 CCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGG--GTGACGAAGACCAT--GACAACCGGC — 172
KhGSHEg2 CCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGG--GTGACGAAGACCAT--GACAACCG-C 165
PeGSHEg2 CCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGG--GTGACGAAGACCAT--GACAACCG-C 166

* * k% *
cds Egl  GCTGCAGCACTGGGTGCACCTCTGGCGCCGGGACCTCGTCTCGGAGCAGGTGCTGCAGGA 4227
EGGSHEG2 G--—-AACAC-—-GAAGA-———————— === oo 225
DiGSHEG2 G----AACAC---GAA-ACTTACCCGCCGGCGTTGGGGTTGGGGAGATT—————————-— 224
KhGSHEG2 G--—-AACAC---GAAGAC———————— === == — oo 218
PeGSHEG2 G----AACAC-——GAA-ACG-——————=—— - == m— oo 218

Abbildung 65: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL1 von Euglena gracilis Z (cds_Eg1l, LC225614.1), Euglena gracilis (EQGSHEQ2, 1224/5-25), Distigma
proteus (DiIGSHEg2), Khawkinea quartana (KhGSHEgQ2), Peranema sp. (PeGSHEQg?2), (P8 - s. Tab. 47)
(Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Aus der Abbildung 65 ist zu ersehen, dass die Sequenzunterschiede bei allen
untersuchten Organismen fur diesen Genabschnitt sehr gering sind. Dieser Sequenz-
Bereich befindet sich auf der GSL1 zwischen 4.053 und 4.227 Nukleotiden und wird als
LacZ (3-galactosidase/3-glucuronidase)-Region identifiziert. Bei diesem Multiple Sequenz
Alignment liegt die Anzahl der identischen Regionen bzw. der Paarweise-ldentitéat bei

50,7 % bzw. 78,4 %.
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3.7.2.5. VERGLEICH MIT GENSEQUENZ 2 (GSL2) AUS EUGLENA GRACILIS Z

Da nur 8 Primer-Paare zur ldentifizierung der Gensequenz 1 (GSL1) aus den
untersuchten Organismen erfolgreich waren, wurden neue spezifische Primer aus der
Gensequenz 2 (LC225615.1, GSL2) degeneriert und anschlieRend PCRs durchgefihrt.
Diejenigen PCR-Produkte, die auf dem Agarosegel eine einzelne Bande zeigten, wurden
isoliert und bei der Firma Eurofins MWG sequenziert. Anhand der BLASTx-Suche wurden
18 Sequenzen als Teilsequenz des Paramylon-Synthase-Komplexes identifiziert. Wahrend
mit dem Primer-Paar P10 bei allen untersuchten Organismen eine hohe Identitat erzielt
werden konnte, erwiesen sich die PCRs mit den anderen Primer-Paaren als teilweise
erfolgreich. Je nach der Art und dem vorgegebenen Primer Paar variierten die
Identitatswerte zwischen 90 % und 100 %. Khawkinea quartana und Peranema sp. zeigten
die hochste prozentuelle Identitat von 100 %. Im Gegensatz dazu lag bei Euglena gracilis
die niedrigste prozentuelle Identitat bei 91,89 %. Die Ergebnisse wurden in 6 Kategorien
zusammengefasst (s. Tab. 49). Im Anschluss werden die Analysen der ermittelten

Sequenzen in den Abbildungen 66 - 73 dargestellt.
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Tabelle 49: BLASTx-Ergebnisse in der NCBI-Datenbank fur Paramylon-Synthase-Komplex

(B-1,3-glucan synthase) (E = Erwartungswert, | = Prozentueller Identitétswert, Primer-Paare = P9 - P14)

Bester
Treffer E
Organismen Nucrsnerger Homologie Primer-Paare
(Accession |
No.)
uglena gracits | LC2256151 | p e Mo s omplete ods. | 01.69.%
Khawkinea quartana | LC2256151 | ¢ e Mol 20 e ods. | 100% parehz. 1Rev (P9
Peranemasp. | LC225615.1 | 1 %iic i oce. complete ods. | 96.24 %
Euglena gracits | LC2256151 | p e e omplete ods. | 09.28.%
Distigma proteus LC225615.1 rs-Eggé?gga%rgsir:itshSs?el,_ionr]nill\tle?ef?::js. 93?8-2?’/0 ParsA2.3For /
Khawkinea quartana LC225615.1 B_?{g53§a%ri§irljtsh§sse|:2cgnmill\ﬁgirds nges-g%/o Parshz.3Rev (P10)
Peranemasp. | LC2256151 | .1 qoic ol o complete ods. | 100%
EgEng FrEEls LE2ZSEE 8-E%?é?ggagrzsgligsselrionrhill\tla?ef?:zis. 98?1-23% Pars2_1888For /
Distigma proteus | LC225615.1 | pfiic ol T mplete ods. | 990056 | o
uglena gracils | LC2256151 | .1 S0ic NON o omplete ods. | 08,66 %
Distigma protevs | LC229615.1 | 5ol i ioce completeods, | 90.629% | Pars. 2361Rev (12)
Khawkinea quattana | LC225618.1 | 3y ynihace, complete cds. | 1009%
Euglena gracils | LC2256151 | .y goic NoN o omplete ods. | 98,08 %
Distigma proteus | LC225615.1 | 1 Soie Moo completeods. | 96.83% | Pars 23641Rev (P13
Khawkinea quattana | LC225615.1 | 1 3%y ynihate, complete ods. | 96,689
Euglena gracils | LC2256151 | .1 goic Mol omplete ods. | 99,31 %
Distigma proteus | LC225615.1 | 1 Souie oo Complete ods. | 90.20% | Pars 28109Rev (P14
Khawkinea quattana | LC225615.1 | 1 300 oynvhace, complete ods. | 96.629%
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3.7.2.6. UNTERSUCHUNG DER BEREICHE DER GENSEQUENZ 2 (GSL2)

Mit dem Programm Geneious Pro wurden die ermittelten Sequenzen hinsichtlich der
Lange untersucht. In Abbildung 66 werden die untersuchten Organismen, die Lange der

Sequenzen und die verwendeten Primer-Paare dargestellt:
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Abbildung 66: Graphische Darstellung der Langen der DNA-Sequenzen der untersuchten Organismen
(Euglena gracilis (rot), Distigma proteus (blau), Khawkinea quartana (griin) und Peranema sp. (orange)) und
unter der Anwendung der entsprechenden Primer-Paare (P9 - P14)

Aus der Abbildung ergibt sich, dass die Lange der Sequenzen zwischen 73 und 230
Nukleotiden schwankt. Die Langendivergenz ist bei einigen Organismen innerhalb der
gleichen Primer-Paare (P12 und P13) sehr gering. Zwei Sequenzen bestehen aus weniger
als 100 Nukleotiden, die anderen sind 118 bis 230 Nukleotide lang. Im Anschluss wurde die
Basen-Zusammensetzung aller Sequenzen analysiert. Die Ergebnisse werden in Tabelle 50

detailliert dargestellit.

122



ERGEBNISSE

Tabelle 50: Lange (nt), Nukleotidzusammensetzung der untersuchten DNA-Sequenzen; Adenin (A),
Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T), Guanin-Cytosin (G-C)), Primer-Paare (P9 - P14), die identifizierten
Sequenzbereiche (1B - 6B)

organismen | 10| G | o) | 00 | 08 | 06 | pamne |
Euglena gracilis 73 19,2 | 21,9 | 39,7 19,2 | 61,6
Khawkinea quartana 80 22,5 | 37,5 |20,0| 20,0 57,5 P9 1B
Peranema sp. 171 199 | 31,6 | 26,9 | 21,6 | 58,5
Euglena gracilis 142 254 | 26,8 | 23,2]24,6| 50
Distigma proteus 150 25,3 | 25,3 | 22,7 |26,7| 48 P10 B
Khawkinea quartana 139 27,3 | 25,2 | 23,0 24,5| 48,2
Peranema sp 120 24,2 | 23,3 | 27,5|25,0| 50,8
Euglena gracilis 123 22,8 | 24,4 | 252 | 27,6 | 49,6 5l o
Distigma proteus 118 | 26,3 | 22,9 | 25,4 | 25,4 | 48,3
Euglena gracilis 230 20,9 | 25,2 | 26,5 |27,4| 51,7
Distigma proteus 219 22,8 | 24,7 | 26,5]26,0| 51,1 P12 4B
Khawkinea quartana 218 229 | 243 |127,1|25,7| 51,4
Euglena gracilis 163 26,4 | 23,3 |31,9|18,4| 55,2
Distigma proteus 197 25,4 | 26,4 | 29,4 | 18,8 | 55,8 P13 5B
Khawkinea quartana 199 24,6 | 25,6 | 30,7 | 19,1 | 56,3
Euglena gracilis 154 | 299 | 26,0 | 36,4 | 7,8 | 62,3
Distigma proteus 151 | 31,8 | 258 (35,1 7,3 | 60,9 P14 6B
Khawkinea quartana 148 | 30,4 | 27,0 | 358 | 6,8 | 62,8

Tabelle 50 zeigt die einzelnen Organismen, die Lange der Nukleotide, die
prozentuelle Menge der Nukleotide (A, C, G, T (%)), den GC-Gehalt (%), die Primer-Paare
(P9 - P14) und die identifizierten Sequenzbereiche (1B - 6B). Anhand des Vergleiches wird
festgestellt, dass die prozentuelle Nukleotidzusammensetzung bei allen Organismen nicht
einheitlich ist. AuRerdem schwankt der GC-Gehalt zwischen 48 % und 62,8 %. Der GC-
Gehalt weist keinen Zusammenhang mit der Langendivergenz auf, obwohl der GC-Gehalt

sich innerhalb des gleichen Sequenzbereiches bei den untersuchten Organismen ahnelt.
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3.7.2.7. ALIGNIEREN DER DNA-SEQUENZEN MIT DER GSL2

Mit den Sequenzen aus den untersuchten Euglenida und der Gensequenz 2
(LC225615.1, GSL2) wurden mittels des Computerprogramms Geneious Pro die Multiple
Sequenz Alignments durchgefuihrt. In  Abbildung 67 werden die identifizierten
Sequenzbereiche dargestellt:

il
m
N
w

Abbildung 67: Graphische Darstellung der Sequenzen fur die Bereiche (1B - 6B), Euglena gracilis Z
(cds_Eg2, GSL2, LC225615.1), Euglena gracilis (Eg), Distigma proteus (Di), Khawkinea quartana (Kh),
Peranema sp. (Pe)

Aus der Abbildung 67 geht hervor, dass 6 Sequenzbereiche auf der GSL2 identifiziert
wurden. Im Gegensatz zu den anderen Regionen wurde nur der Bereich 2B bei allen
Organismen festgestellt. Die Identifizierung der restlichen Bereiche waren nicht bei allen
Euglenida erfolgreich. Des Weiteren werden die Alignments von jeder GSL2 Region in dem

folgenden Abschnitt betrachtet.

3.7.2.8. UNTERSUCHUNG DER ALIGNMENTS FUR DIE EINZELNEN BEREICHE IN
GSL2

Die Sequenzen aus den jeweiligen Bereichen werden durch Alignieren untersucht
und verglichen. Mittels dieser Analyse werden die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der
Gensequenzen gegenibergestellt. In den Abbildungen 68 - 73 werden die Multiple Sequenz

Alignments dargestellt.
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BEREICH 1B
cds_Eg2 AGCACTGACATTTACCAGTTCTGCATCAAGCGAATCACAACTGCCGTGTGGGACAATTTIG 1676
EgA2.1 ————— -
KhA2.1 @ ————— - mm oo
PeA2.1 -——-———————-—mmmmmmmmmm CAGCATGTGATCACCGCTGGATGGTTCAGGATG 33

cds_Eg2 ACCTCATACAACCCAACTCCAAACCTGACATTTGAGGAGGTTGTGGACCGATGCATCC-G 1735

EgA2.1 ————— -
KhA2.1  ———m oo CTTG-C---TGCCGCCAG 14
PeA2.1 ACC-GATGCCAGGGGCCACCACCCCATCCTTTTGGGGCGTGCCTTG-C--=-TGCCGCCAG 88
*%* * %% * % * %% *%* *%* * *%* *kxk * *%*
cds_Eg2 -CGTG--GTGTACCTGAAGCTGATGGAGGGCT-AC-TACGTCT-GGCGGCAGCAAGGCA- 1788
EgA2.1 —-——=-G-GGTGT-CCTGAGCTTGATGGAGGGCTTACTTACGTCTGGGCGGCAGCAAGGCAC 54
KhA2.1 ACGT--AGTAGCCCTCCATCAGCTTCAGG-—--TAC--ACCACGCGGATGCATCGGTCCAC 67

PeA2.1 ACGT--AGTAGCCCTCCATCAGCTTCAGG---TAC--ACCACGCGGATGCATCGGTCCAC 141
*kk kkkk

cds Eg2 ---CGCCCCAAAAGGATGGGGTGGTGGCCCCTGGCATCGGCCATCCTGAACCATCCAGCG 1845
EgA2.1  ----GCCCCAAAAGGATGGGGTG-—-———===——===——————————— o 110
KhA2.1  AACCTCCTCAAAT === == == === = e o 127
PeA2.1  AACCTCCTCAAATGTCAGGTTTGGAGTTGA-—=—=——==——==——=—————— - 201

Abbildung 68: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (EgA2.1, 1224/5-25), Khawkinea
qguartana (KhA2.1), Peranema sp. (PeA2.1), (P9 - s. Tab. 49) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die
identischen Nukleotide)

Aus der Abbildung 68 ist zu ersehen, dass geringe Homologien zwischen den
Sequenzen bestehen. Diese Sequenzen befinden sich in den GSL2-Bereichen zwischen
1.676 und 1.845 Nukleotiden. An einigen Positionen sind konservierte Bereiche zu
erkennen. Die Anzahl der identischen Regionen bzw. der Paarweise-ldentitat liegt bei

47,3 % bzw. 60,4 %.
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BEREICH 2B
cds_Eg2 GCCCAGGCCGCCGCCCAGCAGATGCGCTCCCGGGACATCTACTGGCT-CAACCAGAAGGC 5236
EQA2.3  ———m e ACT-CCA-CAGCAG-- 12
DiA2.3  —— oo CACT-CCA-CAGCAG-- 13
KhA2.3  ———— oo CTACAA-CAGCAG-- 12
PeA2.3 ——-— oo
* % % *kkk *k *kkk * k% *k * * % % *
cds_Eg2 CAGCCTG----TTCCTGAAGTTCGGCCTGTTCTTCGGCACCTACGGCTTTTACATCTA-- 5290
EgA2.3 CA-CATGAATATTCCT----CTTCACCTCGTCTGCCGCAGC-AC--CTCT--CATAAAAA 62
DiA2.3 CA-CATGAATATTCCTGC--TTACACCTCGTCTGCCGCAGC-AC--CTCT--CATAAAAA 65
KhA2.3 CA-CATGAATATTCCT----CTTCACCTCGTCTGCCGCAGC-AC--CTCT--CATAAAAA 62
PeA2.3 ——---—--———--—- TGC--TCACACCTCGTCTGCCGCAGC-AC--CTCT--CATAAAAA 38
*kk * * % * kkk *k k% * % % * % %k %k % *%k k% *%k k%
cds_Eg2 -CAACACGCT--GATGGCGATGTCC----ATC--—-- CACCTGTACATCATC---GCCGT 5335
EgA2.3  GCAA-ATACT-GGTTGGTGAAGTG-GTAGATCTGGAACACCT----- TC-TCGGGGCAGT 113
DiA2.3  GCAA-ATACT-GGTTGGTGAAGTG-GTAGATCTGGAACACCT----- TC-TCGGGGCAGT 116
KhA2.3  GCAA-ATACTAGGTTGGTGAAGTG-GTAGATCTGGAACACCT----- TC-TCGGGGCAGT 114
PeA2.3  GCAA-ATACT-GGTTGGTGAAGTG-GTAGATCTGGAACACCT----- TC-TCGGGGCAGT 89
* % % * kkk *xk *k * * kK%

cds Eg2 GGTGTTCTTCATGCTGTCCGG----C-GTCACCAACCACGACCTCGGGGTCAACCAGTCC 5390
EgA2.3 GGT----- TGATGGTG-CCTGAATACTGTCC--A-GCA-———===————=—————=————— 164
DiA2.3 GGT----- TGATGGTG-CCTGAATACTGTCA--ATGCATTTT-—=——=—==——===———— 168
KhA2.3 GGT-—---- TGATGGTG-CCTGAATACAGTCA-———————————————————————————— 168
PeA2.3 GGT----- TGATGGTG-CCTGAATACTGTCA-GATGGA-——====————==————=—=———~— 142

Abbildung 69: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (EgA2.3, 1224/5-25), Distigma
proteus (DiA2.3), Khawkinea quartana (KhA2.3), Peranema sp. (PeA2.3), (P10 - s. Tab. 49) (Sterne und gold
markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Die Identifizierung des Beiches 2B erwies sich als erfolgreich, denn alle untersuchten
Organismen zeigten die gleiche Genregion. Diese Sequenzen sind in den GSL2-Bereichen
zwischen 5.236 und 5.390 nt zu finden. Die Anzahl der identischen Regionen bzw. der
Paarweise-Identitat liegt bei 48,6 % bzw. 75,4 %.
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BEREICH 3B

cds Eg2 GACCCAAGCCGAGGCAGCCCGGAGCTGCTCCAGCAGAACCACCACCAGTTCCTGC---AG 4178
EQL888  ———————mm e ATGATATTCC---TC 12
DilB88  — === —mm e AAGT---CA 6

* * *k k% * *kkk *x%k * * *k k% k%
cds Eg2 ATGTTCC---TGAGCGCCGACCCCCGCATCATGAAGCACTCCTGGATC-G--TGCTGCAG 4232
Egl888  TTCACCT---CGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACTGG-T--TGGTGAAG 66
Dil888  TTCACCT---CGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACTGG-T--TGGTGAAG 60
* *k*x k% * * *k k%% * * * % * %

cds Eg2 TTCCGCCTCTGGGCGTCGTACCACGGCCAGACACT-——-———-- GG---TGCGGC--TC- 4277
Eg1888  TGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTT---——---- GA---TGGTGC--CT- 111
Dil888  TGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTT---——---- GA---TGGTGC--CT- 105
cds Eg2 ATCCGGGGTGTGATGAGTTGGCGCCAAGGTTTGGAGCTTCTGGCCACGCTGGAGAATGCG 4337
EQ1l888  GAATACTGTCCG= === == === = e e 171
Dil888  AGAATACTGTCAA=——— == === = 165

Abbildung 70: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (Eg1888, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di1888), (P11 - s. Tab. 49) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Nur bei Euglena gracilis und Distigma proteus konnten die Sequenzen erfolgreich
lokalisiert werden. Vergleicht man diese, so fallt auf, dass sie sehr geringe
Ubereinstimmungen zeigen. Diese ermittelten Sequenzen sind in den GLS2-Bereichen
zwischen 4.178 und 4.337 nt zu finden. Die Anzahl der identischen Regionen bzw. der
Paarweise-Identitat liegt bei 37,1 % bzw. 55,4 %.
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BEREICH 4B
* % khkkhkkkhkkhkkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkkkkkkxk
cds_Eg2 GGGTTTTCATTCCTTTTGACCTT---GGTGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACC 477
Eg361 « --—\—————- TCTTCTTTTGACCTTG-GG-TGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACC 50
Di36l - - GTTAAGTATGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACC 40
Kh361 - -\~ AAAGTTA-GGGTGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACC 42

Thkhkkhkkkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhhkhkhhkhhhkhhhkhhkhkhkkkkhhkhkhkhkkk *khkkkkkhkhkk
cds_Eg2 GCGATCTGTCAAATGCACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGGCACCCTCATTG 537

Eg361 GCGATCTGTCAAATGCACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGCCACCCTCATTG 110
Di361 GCGATCTGTCAAATGCACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGCCACCCTCATTG 100
Kh361 GCGATCTGTCAAATGCACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGGCACCCTCATTG 102

Thkkkkkkkkk kAR AR AR AR KRR KRR KKK KKKk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o
cds_Eg2 ATCAGTATTGGCGGCACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCC 597

Eg361 ATCAGTATTGGCGGCACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCC 170
Di361 ATCAGTATTGGCGGCACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCC 160
Kh361 ATCAGTATTGGCGGCACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCC 162

Ihkhkhkhkkhhkhkhkkhkhhhkrkkhkhhkhkhkkhkhhhkhkkkkhhhkrkhkhkhhhkhkkx  dhkkkkkkk
cds_Eg2 CATTTGGACCTCAAATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGATG-ATTGATGTTGCC 656

Eg361 CATTTGGACCTCAAATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGATGGATTGATGTAGAG 230
Di361 CATTTGGACCTCAAATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGAT-GATTGATGTAAGG 219
Kh361 CATTTGGACCTCAAATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGAT-GATTGATGTA--— 221

Abbildung 71: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (Eg361, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di361), Khawkinea quartana (Kh361), (P12 - s. Tab. 49) (Sterne und gold markierte Bereiche zeigen
die identischen Nukleotide)

Mit dem Primer-Paar 12 konnte keine Sequenz bei Peranema sp. identifiziert werden.
Bei Betrachtung der tbrigen Alignments wurde festgestellt, dass die ermittelten Sequenzen
in dem GSL2- Bereich zwischen 477 und 656 nt zu finden sind. Die weitere Untersuchung
der Sequenzen zeigte ein interessantes Ergebnis: das Alignment wies bei allen Organismen
mit Ausnahme von Peranema sp. lange und durchgehende konservierte Bereiche auf. Damit
zeigen diese Sequenzen eine hohere Anzahl der identischen Regionen bzw. der Paarweise-
Identitat, sie liegt bei 92,2 % bzw. 96,2 %.
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BEREICH 5B
cds_Eg2  ACGTCCAGAAGTATTTCCTGCAGATCAAGCTGCAGTGCCTCCCAGCAATCTCCTCTTGTC 3585
EQ3541  c oo
Di3541 @ ——m oo ACCACTCCTCTTGTC 15
Kh3541  — === == e e e e e e e CGGAC 5

*k kkkkkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkkdhhk *hkkkhkhkk hhkhkhkhkkhhhkhkkhkhhkrkkkkhhkhkk
cds_Eg2 TCTATGCCAAGCACAACCAGAT-GGTATTGTG-GAACTGGTTCGTCAATTCGCTGTACAA 3643

Eg3541 TC-ATGCCAAGCACAACCAGAT-GGTATTGT-GGAACTGGTTCGTCAATTCGCTGTACAA 57
Di3541 TCTATGCCAAGCACAACCAGATGGGTATTGTGGGAACTGGTTCGTCAATTCGCTGTACAA 75
Kh3541 TCTATGCCAAGCACAACCAGAT-GGTATTGT-GGAACTGGTTCGTCAATTCGCTGTACAA 63

Ihhkhkhkhkhkhkhkkkkkkdkdr KAAKKKKKKKRRRRKRKARRkkkkhhhhkkk dkkkkkkk Kkkkk
cds Eg2 TGAGTGGCTGATCGACTCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACATTCCGCCCGCTGGA 3703

Eg3§41 TGAGTGGCTGATCGACTCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACGTTCCGCCCACTGGA 117
Di3541 TGAGTGGCTGATCGACGCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACGTTCCGCCCACTGGA 135
Kh3541 TGAGTGGCTGATCGACTCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACGTTCCGCCCGCTGGA 123
*hkkhkhkkhhkhkhkhkhk dhkhkhkhkkkhhkhkhkkkhhkhkhkkhkhhkkkk *kkk
cds_Eg2 CAAGCACGAGACGGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAG--AACGGCATCAAGTACTCC 3761
Eg3541 CAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAAGTAACG—————=—=—————— 177
Di3541 CAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAG--AACGGCATCAAGTACTCC 193
Kh3541 CAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAG--AACGGCATCAAGTACTCC 181

cds_Eg2 AACCCTCTGTTCCTGAAGCAGCCCAAGAACGAGGAAGCTTGCCGCCGCGTCATCTATTTC 3821

EG3541  —m oo e mm e 237
Di3541 O A A mm — 253
Kh3541 ACTTCCCCATTCAGGGT G === === === === == ==~ —mm— e oo 241

Abbildung 72: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (Eg3541, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di3541), Khawkinea quartana (Kh3541), Peranema sp. (Pe3541), (P13 - s. Tab. 49) (Sterne und gold
markierte Bereiche zeigen die identischen Nukleotide)

Auch bei Primer-Paar 13 konnte keine Sequenz flr Peranema sp. festgestellt werden.
Dieser Sequenzbereich fur die Arten Euglena gracilis, Distigma proteus und Khawkinea
guartana befindet sich zwischen 3.585 und 3.821 Nukleotiden. Es ist auffallig, dass diese
Sequenzen auch viele hoch konservierte Bereiche zeigten, die in Bezug auf die Lange sehr
variabel sind. Der kleinste konservierte Bereich beinhaltet 4 Nukleotide. Aufgrund der
zahlreichen Homologien in der Sequenz liegen die Anzahl der identischen Regionen bzw.
der Paarweise-ldentitat bei 86,4 % bzw. 94,3 %.
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BEREICH 6B
* % *k*x *x k% * * * %% *k kkkkk
cds_Eg2 AACCCCTTGCCCACCAC----- CA---AGGATATCGCCTTC-CTGCTGTTTGAGGAACAA 5921
Eg6109 ---——----—- GATGAATGGGGCAGGTAGG-TGTC--CAACACCGC--——- GAAGAACAC 41
Di6109  ---———--————--——- GAGAGCAGGTAGG-TGTC--CAACACCGC---—- GAAGAACAC 35
Kh6109  ---———---——————- ACGGGAGCAGGTAGG-TGTC--CAACACCGC----— GAAGAACAC 37
* *k *kkkk * *k *kkkk *k k% *k k% * % * *kkkk*kx

cds Eg2 AA-GAGGCAGGACGTGAGCGGCGTC----AACCGAGGACAGAACCGGCCGGAGGTGA--- 5973
Eg6109  CACGA-GCAGG--GCGAACGGCG-CGGCGAACC----ACAG---CG--AGTAGGTGAAGG 88
Di6109  CACGA-GCAGG--GCGAACGGCG-CGGCGAACC----ACAG---CG--AGTAGGTGAAGG 82
Kh6109  CACGA-GCAGG--GCGAACGGCG-CGGCGAACC----ACAG---CG--AGTAGGTGAAGG 84
hkkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkkxk

cds Eg2 ----CCA--CCAAG-ACGCTGCAGAACTGGGTGGCCAAC--C---—- AGCGCATGAAGTC 6019
Eg6109  AGGGGCAGGCCCAGTACGCC-CAGAAC----- AGCCA-CGGCGCGTAAG-ACAGGAACCC 140
Di6109  AGGGGCAGGCCCAGTACGCC-CAGAAC----- AGCCA-CGGCGCGTAAG-ACAGGAACCC 134
Kh6109  AGGGGCAGGCCCAGTACGCC-CAGAAC----- AGCCA-CGGCGCGTAAG-ACAGGAACCC 136

*kkkk*k *

cds Eg2 GTGGATGGGCTGGTACATGAATGAGGTGCTGCTGGGGCCGTGGAGTGATGAGGAGATGTG 6079
Eg6109  AAGGATGGATTCAG-———————— === === m oo 200
Di6109  AAGGATGGATTAATAGA= == === === === == oo 194
Kh6109  AAGGATGGATTA-—————————— === 196

Abbildung 73: Alignierte DNA-Sequenzen der amplifizierten Bereiche des Paramylon-Synthase-Komplexes
aus GSL2 von Euglena gracilis Z (cds_Eg2, LC225615.1), Euglena gracilis (Eg6109, 1224/5-25), Distigma
proteus (Di6109), Khawkinea quartana (Kh6109), (P14 - s. Tab. 49) (Sterne und gold markierte Bereiche
zeigen die identischen Nukleotide)

Der letzte untersuchte Bereich liegt zwischen 5.921 und 6.079 Nukleotiden. Der Vergleich
der Sequenzen zeigt erneut konservierte Bereiche, die allerdings klein und heterogen sind.
Damit wurde eine niedrigere Anzahl der identischen Regionen (51,1 %) bzw. unterdurch-

schnittliche Paarweise-ldentitat (72,5 %) beobachtet.

Die PCR-Ergebnisse aus den untersuchten Arten der Euglenida (Euglena gracilis, Distigma

proteus, Khawkinea quartana, Peranema sp.) lassen sich wie folgt zusammenfassen:

> Die Sequenzierungsergebnisse der PCR-Produkte zeigten, dass alle untersuchten Arten
der Euglenida die Paramylon-Synthase-Komplex kodierenden Gensequenzen GSL1
und GSL2 enthalten. Je nach untersuchtem Organismus lassen sich jeweils 8 Bereiche
bei GSL1 und 6 Bereiche bei GSL2 identifizieren. Die Versuche zur Amplifizierung der
vollstdndigen Gensequenzen (GSL1 und GSL2) bei allen untersuchten Arten sind mit
den degenerierten Primern nicht gelungen. Da die Primer nicht artenspezifisch
degeneriert wurden, ergaben sich haufig Nebenprodukte bei der PCR-Analyse, deren
Produkt-Grof3e sehr nah beieinander lagen. Dies erschwerte wiederum die Aufreinigung

und Sequenzierung der PCR-Produkte.
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» Bei GSL1 lag die Sequenzlange der PCR-Produkte zwischen 82 und 268 nt. Bei allen
untersuchten Organismen wurden ein DXD(DVD)-Bereich und eine LacZ (3-
galactosidase/l3-glucuronidase)-Region identifiziert. Aul3er bei Khawkinea quartana
konnte bei den anderen untersuchten Organismen ein Glucan-Synthase-Bereich
nachgewiesen werden. Die Alignments dieser Bereiche ergaben, dass die Sequenzen

aufgrund der Nukleotidreihenfolge stark variieren.

» Bei GSL2 lag die Sequenzlange der PCR-Produkte zwischen 73 und 230 nt. Anhand der
Alignments wurden durchgehende hoch konservierte Bereiche (4B und 5B) fur Euglena
gracilis, Distigma proteus und Khawkinea quartana festgestellt. Drei von sechs

Bereichen wurden nur bei Euglena gracilis und Distigma proteus identifiziert.

AbschlieRend wurde zum ersten Mal das Vorhandensein des Paramylon-Synthase-
Komplexes bei den osmotrophen (Distigma proteus, Khawkinea quartana) und
phagotrophen (Peranema sp.) Arten der Euglenida nachgewiesen, obwohl die Paramylon-
Granula bei diesen Arten zuvor bereits mikroskopisch beobachtet wurden.

3.8. TRANSKRIPTOMANALYSE VON EUGLENA GRACILIS UND DISTIGMA PROTEUS

Zur Identifizierung des Einflusses auf die lichtabhangige Expression des Paramylon-
Synthase-Komplexes und die weiteren (3-1,3-Glucan-Synthasen wurden zunachst die
untersuchten Organismen (Euglena gracilis und Distigma proteus) unter der Lichtbank mit
einer Lichtintensitdt (Photosynthetisch Aktive Radiation: PAR) von 20 pumol Photonen
m?2 s-! fur vier Wochen angezogen. Zur Minimierung der Unterschiede zwischen den
Zellkulturen und experimentellen Bedingungen wurden je drei technische Replikate erstellt,
wobei fur jedes Replikat aus der gleichen Stammkultur umgeimpft wurde. Vor der
Probenentnahme von Euglena gracilis lag die photosynthetische Effizienz (F./Fm) zwischen
0,6 und 0,7 (s. Tab. 79). Da Distigma proteus nicht photosynthetisch ist, entfiel die
entsprechende Messung hier. Von beiden Arten wurde die gesamte RNA isoliert und
anschlieBend von der Firma Novogene analysiert. Eine zusatzliche rRNA-Depletion und
eine Anreicherung eukaryotischer RNA (mittels des Poly-A tails) wurden durchgefihrt, um
die Kontaminationen von Bakterien und rRNA zu vermindern. Fir Euglena gracilis und
Distigma proteus wurden insgesamt 428.526 und 328.908 Transkripte erhalten, die durch
clustern mittels cd-hit (###CITE) auf 306.063 und 246.742 verringert werden konnten.

Anschlieend wurden die Nukleotidsequenzen mittels TransDecoder und des
LongOrfs Befehls (###CITE) in Proteinsequenzen umgeschrieben und diese mit der

BLASTp-Suche mit einem e-value von 1e'° gegen eine lokale Kopie der Uniprot-Datenbank
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(Datum des downloads 31.03.2021) geblastet. Alle Proteine, die in diesem Schritt nicht
annotiert wurden, wurden dann mittels BLASTp und einem e-value von 1e'° gegen eine
modifizierte TTEMBL Datenbank abgeglichen (Datum des downloads 31.03.2021), die nur
Sequenzen von Eugleniden enthielt. Insgesamt konnten bei Euglena gracilis 32.579
Transkripte und bei Distigma proteus 8.835 annotiert werden. Die Annotationsergebnisse
lieRen sich in einer Heatmap darstellen (s. Abb. 74). Ein Abgleich der annotierten Gene
mittels BUSCO (###CITE) ergab, dass 46,2 % bzw. 42,3 % der 130 in allen Eugleniden
vorkommenden Gene jeweils im Transkriptom von Euglena gracilis und Distigma proteus
vorhanden waren. Demnach ist trotz der deutlich geringeren Annotierung des Distigma
Transkriptoms ein &hnlicher Prozentsatz an eugleniden-spezifischen Genen vorhanden und
die beobachteten Unterschiede lassen sich vermutlich auf die phototrophe bzw.
heterotrophe Lebensweise von E. gracilis und D. proteus zurtckfihren.

In der Heatmap werden Organismus, Gene_ID und Gene_Annotation gezeigt. Unten
werden die unterschiedlichen Umweltbedingungen (light und dark) fir jeweils drei Proben
dargestellt. Die Farbskala entspricht der Genexpressionsintensitat (TPM-transcripts per
million), wobei je dunkler die blaue Farbe erschien, desto hoher die

Genexpressionsintensitat war.

Organismus Gene_ID Gene_Annotation
Distigma proteus TRINITY_DN2788 _c0_g1 - Callose synthase 12
Distigma proteus TRINITY_DN3946_c1_g2 - [ Callose synthase 12
Distigma proteus ~ TRINITY_DN3946_c1_g3 - Callose synthase 9
Distigma proteus TRINITY_DN763_c0_g1 - R-1,3-glucosyltransferase

Euglena gracilis ~ TRINITY_DN2652_c1_g1
Euglena gracilis ~ TRINITY_DN12637_c0_g1 | N
Euglena gracilis  TRINITY_DN17363_c0_g1
Euglena gracilis ~ TRINITY_DN18653_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN20827_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN23124_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN31894_c0_g1
Euglena gracilis TRINITY_DN33114_c0_g2
Euglena gracilis  TRINITY_DN39569_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN55013_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN63345_c0_g1
Euglena gracilis TRINITY_DN8587_c1_g1
Euglena gracilis TRINITY_DN872_c0_g1
Euglena gracilis  TRINITY_DN12637_c0_g1

,3-glucosyltransferase
3-glucan synthase
3-glucan synthase
3-glucan synthase
3-glucan synthase
3-glucan synthase
3-glucan synthase
3-
3-
3-
3-
3-

glucan synthase
glucan synthase
glucan synthase
glucan synthase
glucan synthase
-1,3-glucan synthase
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-1
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Abbildung 74: Heatmap zur Darstellung der Transkriptomanalyse (griine Linie fir Euglena gracilis, weil3e
Linie fir Distigma proteus)
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3.8.1. DIE ANNOTIERTEN PROTEINE & EXPRIMIERTEN GENE VON EUGLENA
GRACILIS

Die 15 Proteine, die bei Euglena gracilis in der Lichtphase und Dunkelphase annotiert
wurden, werden in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt. Neben der Gene_ID sind der
Genname sowie Mean_ light / Mean_dark, der log2foldChange, die Protein_ID und der
Proteinname angegeben. Beim Mean_light / Mean_dark handelt es sich um das
durchschnittliche Expressionslevel des jeweiligen Gens in allen Proben. Der log2fold
Change zeigt an, wie stark sich die Genexpression zwischen der Lichtphase und der
Dunkelphase unterschied.

Tabelle 51: Darstellung der annotierten Proteine bei Euglena gracilis

Protein_ID Proteinname Genname
TRINITY_DN2652_c1_g1_il.p1 3-1,3-glucosyltransferase (33Glc-T) (EC 2.4.1.-) B3GLCT B3GALTL B3GTL
TRINITY_DN12637_c0_g1_i18.p1 3-1,3-glucan synthase GSL2
TRINITY_DN17363_c0_g1_il.pl 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN18653 c0_g1_il.pl 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN20827_c0_gl_i2.p1 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN23124 c0_gl_i2.p2 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN31894 c0 gl il.pl 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN33114 c0 g2 _il.pl 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN39569 c0 gl il.p2 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN55013 c0_g1_il.p2 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN63345 c0_g1_i5.p1 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN8587_c1 g1 il1.p6 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINITY_DN872_c0_g1 _i2.p1 3-1,3-glucan synthase GSL1
TRINTY_ONi2697_c0_g1_ipt. | Galose O1teoe @ CC2A 13D (13 Baucan omifase) | CALS9 GELL® 3507150
TRINITY DN c0_g1_9p1 | ose ombase LL(EC 24130 (-3 facan yniase) |~ CALSTE GoLt AfgoioT

Insgesamt wurden 15 Aminosaurensequenzen identifiziert, von denen 12 als 3-1,3-
Glucan-Synthasen, zwei als Callose-Synthasen und eine als 3-1,3-Glucosyl-Transferase
annotiert werden konnten (s. Tab. 51). Davon wiesen die beiden Proteine
TRINITY_DN872_c0_g1 i2.p1l (GSL1, 2.274 aa) und TRINITY_DN12637_c0_gl1_i18.p1
(GSL2, 2.270 aa) hohere Ahnlichkeiten mit der Proteinsequenz von R-1,3-Glucan-Synthase
aus Euglena gracilis Z (LC225614.1 und LC225615.1) auf.
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Tabelle 52: Auflistung der exprimierten Gene bei Euglena gracilis in der Lichtphase und Dunkelphase

Gene_ID lightol | light02 | light03 | Mean_light | dark01 | dark02 | dark03 | Mean_dark ICOESI:Z:]IS
TRINITY_DN2652_c1_g1l 6,968 6,298 7,777 7,014 5,173 5,774 7,635 6,194 NA
TRINITY_DN12637_c0_g1 30,624 29,323 | 32,462 30,803 28,375 32,286 | 34,474 31,712 NA
TRINITY_DN17363_c0_g1 3,161 2,05 3,695 2,969 4,821 4,915 5,057 4,931 NA
TRINITY_DN18653_c0_g1 8,053 2,177 3,571 4,6 5,246 5,442 6,599 5,762 NA
TRINITY_DN20827_c0_g1 0,883 0,382 0,525 0,597 0,786 0,204 0 0,33 NA
TRINITY_DN23124_c0_g1 0,634 0,474 0,63 0,579 1,402 0,641 15 1,181 NA
TRINITY_DN31894_c0_g1 0,843 0,547 0,668 0,686 2,218 1,198 2,004 1,807 NA
TRINITY_DN33114_c0_g2 2,455 1,213 2,114 1,927 2,913 3,976 3,952 3,614 NA
TRINITY_DN39569_c0_g1 0,518 0,28 0,171 0,323 0,983 0,408 0,342 0,578 NA
TRINITY_DN55013_c0_g1 0 0 0 0 0,35 0 0 0,117 NA
TRINITY_DN63345_c0_g1 0,779 0,393 0,822 0,665 1,137 1,426 1,453 1,339 NA
TRINITY_DN8587_c1_g1l 12,375 11,314 | 11,896 11,862 11,581 11,887 | 12,678 12,049 NA
TRINITY_DN872_c0_g1 39,655 | 32,938 | 42,425 38,339 38,235 | 45,364 | 48,071 43,89 NA
TRINITY_DN12637_c0_g1 30,624 29,323 | 32,462 30,803 28,375 32,286 | 34,474 31,712 NA
TRINITY_DN658_c0_g1 16,38 18,191 | 18,824 17,798 14,694 15,991 | 14,981 15,222 NA

Aus Tabelle 52 geht hervor, dass die Expression der Gene bei der
Transkriptomanalyse  stark  variiert. Die  Expression lag bei dem Gen
TRINITY_DN55013 c0_g1 auf einem niedrigen Niveau (0, 0,35, 0,117). Auffallig ist, dass
die Gene TRINITY_DN872_c0_g1 (10.829 bp) und TRINITY_DN12637_c0_g1 (7.958 bp)
im Vergleich zu den anderen identifizierten Genen erhéhte Expressionswerte (39,235,
45,364, 48,071 und 28,375, 32,286, 34,474) aufweisen. Allerdings wurden bei diesen Genen
zwischen der Lichtphase und der Dunkelphase keine signifikanten Expressionsunterschiede

nachgewiesen.

3.8.2. DIE ANNOTIERTEN PROTEINE & EXPRIMIERTEN GENE VON DISTIGMA
PROTEUS

Die 4 Proteine, die bei Distigma proteus im Hellen und im Dunkeln annotiert wurden,
werden in den nachfolgenden Tabellen aufgefuhrt. Neben der Gene_ID sind der Genname
sowie das Mean_light / Mean_dark, der log2foldChange, die Protein ID und der
Proteinname angegeben. Beim Mean_ light / Mean_dark handelt es sich um das
durchschnittliche Expressionslevel des jeweiligen Gens in allen Proben. Der log2fold
Change zeigt an, wie stark sich die Genexpression zwischen der Lichtphase und

Dunkelphase unterschied.
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Tabelle 53: Darstellung der annotierten Proteine bei Distigma proteus

Protein_ID Proteinname Genname

Callose synthase 12 (EC 2.4.1.34) (3-1,3-glucan synthase)
(Protein GLUCAN SYNTHASE-LIKE 5)

CALS12 GSL5 PMR4 At4g03550

TRINITY_DN2788_cO_g1_i10.p1 FON3 18 T5L23.4

Callose synthase 12 (EC 2.4.1.34) (3-1,3-glucan synthase)
(Protein GLUCAN SYNTHASE-LIKE 5)

CALS12 GSL5 PMR4 At4g03550

TRINITY_DN3946_c1_g2_il.pl FON3 18 T5L23.4

Callose synthase 9 (EC 2.4.1.34) (3-1,3-glucan synthase)

TRINITY_DN3946_c1_g3_i1.pl (Protein GLUCAN SYNTHASE-LIKE 10)

CALS9 GSL10 At3g07160 T1B9.18

TRINITY_DN763_c0_gl_i19.p1 3-1,3-glucosyltransferase (33Glc-T) (EC 2.4.1.-) B3glct B3galtl Gm1057

Aus der Transkriptomanalyse geht dass die beiden Proteine

TRINITY_DN2788 c0 g1 i10.p1 (GSL1, 1518 aa) und TRINITY_DN3946 cl g2 il.pl
(GSL2, 2.298 aa) als Callose-Synthase annotiert wurden. Aul3erdem konnte eine 3-1,3-
Glucosyltransferase die
TRINITY_DN2788 c0 g1 i10.p1 (GSL1, 1518 aa) und TRINITY_DN3946 cl g2 il.pl
(GSL2, 2.298 aa) Ahnlichkeiten mit der Proteinsequenz von R-1,3-Glucan-Synthase aus
Euglena gracilis Z (LC225614.1 und LC225615.1).

hervor,

identifiziert ~ werden.  Allerdings  zeigten Proteine

Tabelle 54: Auflistung der exprimierten Gene bei Distigma proteus in der Lichtphase und Dunkelphase

Gene_ID light01 light02 | light03 | Mean_light | dark0l1 | dark02 | dark03 | Mean_dark Igﬁi’;gg
TRINITY_DN2788_c0_g1 3,595 2,968 3,753 3,439 6,886 4,65 3,632 5,023 NA
TRINITY_DN3946_c1_g2 33,995 34,573 | 36,77 35,113 43,591 | 46,218 | 36,469 42,093 NA
TRINITY_DN3946_c1_g3 8,539 12,442 | 11,836 10,939 15,201 | 15,02 | 8,952 13,058 NA
TRINITY_DN763_c0_gl 16,587 16,726 | 17,722 17,012 17,418 | 17,185 | 16,138 16,914 NA

Die Ergebnisse wiesen auf, dass das Gen TRINITY_DN3946 _c1 g2 (7.664 bp) als einziges
auf dem hdchsten Niveau exprimiert wurde. Allerdings zeigt die Expression dieses Gens
keinen signifikanten Anstieg. Die Expressionslevel lagen bei TRINITY_DN2788 c0 gl
(4.842 bp) auf dem niedrigsten Niveau. Beide Gene zeigen keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Licht- und Dunkel-Periode.
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3.8.3. UNTERSUCHUNG DER ANNOTIERTEN PROTEINE
3.8.3.1. SIGNALPEPTID

Die Proteinsequenzen des Paramylon-Synthase-Komplexes aus Euglena gracilis
und Distigma proteus wurden auf das Vorhandensein von Signalpeptiden mittels
unterschiedlicher Programme untersucht (Hiller et al. 2004, Nielsen 2017, Horton & Nakai
1997, Letunic et al. 2020). Es wurden keine potentiellen Signalpeptide bei den beiden
Proteinsequenzen TRINITY_DN872_c0_gl1_i2.p1 (GSL1, 2274 aa) und
TRINITY_DN2788 c0_gl1 i10.p1 (GSL1, 1518 aa) aus Euglena gracilis und Distigma
proteus gefunden. Im Gegensatz dazu wurde bei den Proteinsequenzen
TRINITY_DN12637 _c0_gl_i18.p1 (GSL2, 2270 aa) und TRINITY_DN3946 cl_g2_il.pl
(GSL2, 2298 aa) jeweils ein Signalpeptid detektiert. In Tabelle 55 sind die Position des
Signalpeptides und die Spaltstelle dargestellt:

Tabelle 55: Identifizierung eines Signalpeptides in der Proteinsequenz aus Euglena gracilis und Distigma
proteus

Euglena gracilis Distigma proteus
Programm Position des Signalpeptides | Spaltstelle | Position des Signalpeptides Spaltstelle
PrediSi 1-34 aa 34 1-33 aa 33
SignalP- 4.1 1-34 aa 34-35 1-33 aa 33-34
PSORTII 1-34 aa 34-35 1-33 aa 33-34
Genious Prime 1-34 aa - 1-33 aa
SMART 1-34 aa - 1-33 aa
InterPro 1-34 aa - 1-33 aa

3.8.3.2. TRANSMEMBRAN-HELIX (TMH)

Nachfolgend konnten mit unterschiedlichen Programmen Transmembran-Helices in
den Proteinsequenzen von Euglena gracilis und Distigma proteus identifiziert werden
(Pasquier et al. 1999, Moller et al. 2001). Bei den Proteinsequenzen aus Euglena gracilis
konnten je nach Programm 4 bis 15 potentielle Transmembran-Helices prognostiziert
werden. Im Gegensatz dazu wurden bei Distigma proteus keine bis 14 mogliche
Transmembran-Helices identifiziert. Die Lage dieser Transmembran-Helices weisen fast
identische Aminosaure-Positionen auf. Vergleicht man die Ergebnisse zwischen Genious
Prime und SMART, fallt auf, dass die Ergebnisse von Genious Prime einige
Uberlappungspositionen in den Proteinsequenzen aufweisen. Diese wurden bei dem

Programm SMART wahrend der Identifizierung der TMHs automatisch aussortiert.
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Aufgrund dieser Uberlappungsbereiche umfasst SMART alle moglichen TMHs und
Aminosaure-Positionen (s. Tab. 56 & 57).

Tabelle 56: Identifizierung der Transmembran-Helices (TMHSs) in der Proteinsequenz aus GSL1

Proteinsequenz - -
aus GSL1 Euglena gracilis Distigma proteus

Programm Anzahl der TMHs Position der TMHs Anzahl der TMHs Position der TMHs

241 - 263, 678 - 700,

705 - 727, 742 - 764,
776 - 798, 813 . 835, 1045 - 1067, 1079 - 1101,

865 - 887, 1852 - 1874, 1106 - 1128, 1184 - 1206,

1211 - 1233, 1311 - 1333,
TMHMM-2.0 13 2082 - 2104, 11 1348 - 1370, 1382 - 1401,

2119 - 2141, 1416 - 1438,1457 - 1476,
2148 - 2167, 1480 - 1502

2172 - 2194,

2227 - 2249

243 - 263, 675 - 695,
706 - 719, 740 - 757,
776 - 790, 813 - 833,

elfie - b it - itk 1045 - 1067, 1079 - 1101,

o Lo
SMART 11 12%%62 g 1251%3; 11 1348 - 1370, 1382 - 1401,
, 1416 - 1438, 1457 - 1476,
2119 - 2139, 1480 - 1502
2145 - 2165,
2172 - 2196,
2230 - 2239,
2241 - 2250

241 - 263, 678 - 700,

705 - 727,742 - 764,

776 - 798, 813 - 835,
865 - 887, 1872 - 1874,

1045 - 1067, 1079 - 1101,
1106 - 1128, 1184 - 1206,
1211 - 1233, 1311 - 1333,

Genious Prime 13 oo8z 2o 11 1348 - 1370, 1382 - 1401,
: 1416 - 1438, 1457 - 1476,
2148 - 2167, os e
2172 - 2194,
2227 - 2249

243 - 263, 492 - 513,
PRED-TMR 6 678 - 696, 706 - 728, 0 -
814 - 832, 877 - 894
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Tabelle 57: Identifizierung der Transmembran-Helices (TMHSs) in der Proteinsequenz aus GSL2

Proteinsequenz

Euglena gracilis

Distigma proteus

855 - 875, 922 - 940

aus GSL2
Programm Anzahl der TMHs Position der TMHs Anzahl der TMHs Position der TMHs
921 - 943, 1007 - 1029,
1033 - 1055, 5-27,438 - 460,
1076 - 1098, 1048 - 1070,1077 - 1096,
1139-1161,1766 - 1788, 1118 -1140,1171 - 1193,
1803 - 1825,1832 - 1849, 1814 - 1839,1848 - 1870,
TMHMM-2.0 15 1886 - 1908,1921 - 1943, 14 1931 - 1953,
2036 - 2058, 1965 - 1984,
2065 - 2087, 2112 - 2134,
2092 - 2114, 2139 - 2161,
2123 - 2145, 2171 - 2193, 2241 - 2263
2201 - 2223
921 - 943, 1007 - 1029,
1033 - 1055, 5-27, 438 - 460,
1076 - 1098,1139 - 1161, 1048 - 1070,1077 - 1096,
2036 - 2058, 1118 - 1140,1171 - 1193,
SMART 10 2065 - 2087, 9 2112 - 2134,
2092 - 2114, 2139 - 2161,
2123 - 2145, 2171 - 2193, 2241 - 2263
2201 - 2223
921 - 943, 1007 - 1029,
1033 - 1055,
ﬂ;g i ﬂgf' 5 - 27, 438 - 460,
’ 1048 - 1070,1077 - 1096,
1766 - 1788,
1803 - 1825, 1118 - 1140,
_ _ 1832 - 1849 1171 - 1193,1814 - 1839,
Genious Prime 15 ' 14 1848 - 1870,1931 - 1953,
1886 - 1908,
1965 - 1984,
1921 - 1943,
2036 - 2058, 2112 - 2134,
2065 - 2087, 2139 - 2161,
2002 - 2114, 2171 - 2193, 2241 - 2263
2123 - 2145,
2201 - 2223
PRED-TMR 4 6 - 28, 443 - 463, 4 9 - 28, 439 - 459,

890 - 910, 957 - 975

In Abbildung 75 werden die Positionen der TMHs und weitere identifizierte Bereiche

aus GSL2 fur Distigma proteus exemplarisch veranschaulicht. Die blau markierten Bereiche

sind die wahrscheinlichen Positionen der TMHs aus der Aminosaure-Analyse.

L
- - II I I LA II I I .

Abbildung 75: Darstellung der Lage der Transmembran-Helices (TMHs) in der Proteinsequenz der
Paramylon-Synthase aus Distigma proteus nach SMART (rot: der Bereich des Signalpeptids, blau:
Transmembran-Helices (TMHS))
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3.8.3.3. MEMBRANTOPOLOGIE

Mittels der Programme PSORTII (PSORTII Unterprogramm MTOP) und InterPro
wurden die Positionen des C-Terminus und des N-Terminus sowie die Glucosyltransferase-
Familie in den Proteinen aus dem Paramylon-Synthase-Komplex von Euglena gracilis und
Distigma proteus untersucht. Nach den vorliegenden Ergebnissen der Programme ist davon
auszugehen, dass in den Proteinen drei moégliche Bereiche vorhanden sind. Bei Euglena
gracilis befinden sich der groRe C-Terminus im nicht-cytoplasmatischen Kompartiment,
mehrere Transmembran-Helices und ein kleiner N-Terminus im Cytoplasma. Im Gegensatz
dazu lokalisieren bei Distigma proteus der kleine C-Terminus im Cytoplasma und der grol3e
N-Terminus im nicht-cytoplasmatischen Bereich. Aufgrund der Position des C-Terminus und
N-Terminus gehoren die Proteine aus GSL1 und GSL2 von Euglena gracilis zu der
Gruppe | Transmembranproteine, wohingegen die Proteine von Distigma proteus in Gruppe
Il eingeordnet werden (Goder & Spiess 2001).

Tabelle 58: Membrantopologie der Paramylon-Synthase aus Euglena gracilis und Distigma proteus

Euglena gracilis Distigma proteus
Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus
GSL1 GSL2 GSL1 GSL2
Transmembran
I | 1] 1
Gruppe
Glucosyltransferase

Familie GT-48 GT-48 GT-48 GT-48

3.8.3.4. LOKALISIERUNG

Um die mdgliche Lokalisierung der identifizierten Transmembran-Helices zu
bestimmen, wurden die Proteinsequenzen aus dem Paramylon-Synthase-Komplex von
Euglena gracilis und Distigma proteus mittels des Programms PSORTII (PSORTII
Unterprogramm MTOP) in den Membran-Systemen einer eukaryotischen Zelle untersucht
(s. Tab. 59).
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Tabelle 59: Mdgliche Lokalisierung des Paramylon-Synthase-Komplexes aus Euglena gracilis und Distigma
proteus

Euglena gracilis Distigma proteus
Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus | Proteinsequenz aus

Membransysteme GSL1 GSL2 GSL1 GSL2

Plasmamembran 69,6 % 78,9 % 69,6 % 73,9 %

Endoplasmatisches o 0 0 )

Retikulum 17,4 % 13,0% 26,1 % 26,1 %
Vakuole 8,7 % 4,3 % - -
Zellkern 4,3% 4,3% 4,3 % -
Cytoplasma - 4,3% - -

Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse kdnnte geschlussfolgert werden, dass sich die
Transmembran-Helices in der Plasmamembran befinden. Durch die Aktivitatsmessung in
den vorherigen Arbeiten wurde jedoch bereits nachgewiesen, dass der Paramylon-
Synthase-Komplex sich in der Membran der Paramylon-Granula befindet. Insofern

entspricht diese Analyse nicht den vorhandenen Forschungsergebnissen.

3.8.3.5. MOLEKULARGEWICHT DER PROTEINE

Mittels der Programme Science Gateway, Altogen Labs, AAT Bioquest und
Bioinformatics wurden die Molekulargewichte der Proteine von GSL1 und GLS2 aus

Euglena gracilis und Distigma proteus eingeschatzt. In Tabelle 60 werden die Ergebnisse
dargestellt:

Tabelle 60: Mogliches Proteingewicht der Proteine von GSL1 und GLS2 aus Euglena gracilis und Distigma
proteus

Euglena gracilis Distigma proteus

Programm

Proteinsequenz aus
GSL1

Proteinsequenz aus
GSL2

Proteinsequenz aus
GSL1

Proteinsequenz aus
GSL2

Science Gateway

257,08 kDa

260,5 kDa

174,81 kDa

264,98 kDa

Altogen Labs

257,0807 kDa

260,4962 kDa

174,8079 kDa

264,9772 kDa

AAT Bioquest

257,03979 kDa

260,45599 kDa

174,78419 kDa

264,93438 kDa

Bioinformatics

257,08 kDa

260,5 kDa

174,81 kDa

264,98 kDa

Mégliche
Molekulargewichte

257 kDa

261 kDa

175 kDa

265 kDa
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3.8.3.6. UNTERSUCHUNG DER MOTIVE

Im n&chsten Schritt wurden die Proteinsequenzen aus der Transkriptomanalyse auf
das Vorhandensein von Motiven untersucht, um den Paramylon-Synthase-Komplex mit den
identifizierten Glucosyltransferasen aus den anderen Organismen zu vergleichen. Mit
Ausnahme von Euglena gracilis wurden bei allen Proteinsequenzen (s. Anhang)
DXD-Motive festgestellt. In jedem DXD-Motiv befindet sich zwischen den beiden Aspartaten
(D) eine weitere Aminosaure, die je nach Proteintyp variiert. In den analysierten
Proteinsequenzen wurden Alanin (A), Glutaminsaure (E), Glycin (G), Histidin (H), Isoleucin
(1), Leucin (L), Methionin (M), Serin (S), Valin (V) als beliebige Aminoséure nachgewiesen.
Die weiteren RXTG- und QXXRW-Motive wurden auch bei den Proteinsequenzen gezeigt.
Die DXD-, RXTG- und QXXRW-Motive und die Position der Aminosauren in den

Proteinsequenzen werden tabellarisch dargestellt:

Tabelle 61: Identifizierung der Motive

Euglena gracilis Distigma proteus
Proteinsequenz Proteinsequenz | Proteinsequenz Proteinsequenz
aus GSL1 aus GSL2 aus GSL1 aus GSL2
. DXD (DID, DVD, 2xDLD,
Chara,\'jltoetri'vsé's‘:he DAD, DMD), RXTG (RLTG, RXTG (RCTG) DXgS(DD)LD' DS(F?D()DgQ'TgL(ng?'
RRTG), QXXRW (QQVRW) '
D73174D75,
D587Vv588D589,
D122111222D1223, D167G168D169,
. D1532A1533D1534, D1288L.1289D1290,
Poi‘/'ltc')?iceder D465M466D467, R35C36T37G38 | [DOLO9007, | D1446E1447D1448,
D1979L1980D1981, D1838H1839D1840,
R1258L1259T1260G1261, R34C35T36G37
R1625R1626T1627G1628
Q1176Q1177V1178R1179W1180

3.9. ERGEBNISSE DER QUANTITATIVEN ECHTZEIT-PCR (qPCR)
3.9.1. ETABLIERUNG DER gPCR

Auch wenn die Proteinforschung mittels zahlreicher optimierter Verfahren und
Methoden es ermdéglicht, die Proteine zu erfassen, konnten die zeitliche Messung ihrer
Konzentration, Lebensdauer und Aktivitatslevel in den Organismen lange Zeit nicht ermittelt
werden. Hier bietet die quantitative Real-Time-PCR eine empfindliche Methode, bei der
MRNA-Levels statt Protein erfasst werden. Die Ergebnisse werden als Ci-Wert (Cycle
threshold) angegeben, welche als indirektes Mal} fur die Menge der aktiven mRNA des

Zielgens benannt werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (QPCR)
zeitliche Veranderungen der Expressionslevels nach Induktion mit Licht untersucht. Hiermit
sollte die Frage geklart werden, zu welchen Zeitpunkten die Gene fir den Paramylon-
Synthase-Komplex aktiv sind. Zu diesem Zweck wurde die mRNA aus Euglena gracilis, die
zuvor unter den verschiedenen Lichtverhéltnissen (im Dauerdunkeln, unter Dauerlicht und
Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h) angezogen wurden, nach verschiedenen Zeitrahmen
(Nullproben, 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Tage) isoliert (s. Kap. 2.2.10.1.2). Diese Zeitpunkte wurden
gewabhlt, da bei der Transkriptomanalyse keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Licht- und Dunkelphase beobachtet werden konnten. Die Konzentration und die Reinheit
der RNA wurde durch den NanoDrop 2000 Spektrophotometer bemessen. Anschlie3end
wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde nach den Angaben des my-
Budget 5x EvaGreen® QPCR-Mix Plus Kits fiur die Real-Time-PCR mit autoklaviertem
VE-Wasser verdiunnt und bei -80°C gelagert. Die verwendeten Primer (s. Tab. 8) wurden
mittels Programmen wie Primer3Plus und Eurofins Primer design degeneriert, wobei darauf
geachtet wurde, dass die optimale PCR-Produkt-Lange von 200 bp nicht Uberschritten
wurde. Um zu bestimmen, bei welcher Annealing-Temperatur (58,1°C, 59,1°C, 60,0°C,
61,0°C, 61,9°C oder 62,9°C) keine Nebenprodukte erscheinen, wurden zunachst die
Primer-Paare mittels Gradienten-PCR kontrolliert. Bei allen Temperaturen wurde ein
einziges PCR-Produkt beobachtet. Es erfolgte die Festlegung der Temperatur auf 60°C
(s. Kapitel 2.2.10.5). Abbildung 76 zeigt die PCR-Produkte aus der Gradienten-PCR
nebeneinander bei 60°C:

bp

1000

500

200

100

M 1 2 3

Abbildung 76: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte aus Pars_2.1888 (1), EFa1(2) und ParsD4 (3),
DNA-Marker in bp (M)
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Fur jedes Primer-Paar wurden die optimale cDNA-Menge und Primer-Konzentration
mit Hilfe einer Primer-Titration getestet. Bei der Bestimmung der optimalen Menge wurde
darauf geachtet, dass der Ci-Wert fur die ausgewahlte cDNA-Konzentration am niedrigsten
ist. Im Gegensatz dazu wurden die hdchsten Fluoreszenz-Werte erwartet. Abbildung 77
zeigt exemplarisch die Amplification-Plots, d. h. die in Echtzeit gemessene Fluoreszenz in
Abhéangigkeit von den Zyklen. Gezeigt ist das Ergebnis fur die optimale cDNA-Konzentration
fur das Primer-Paar ParsD4 Forward und Reverse.
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Abbildung 77: Darstellung der Amplification-Plots (Triplet) fir das Primer-Paar ParsD4
Um die mdogliche Amplifizierung von zwei oder mehreren cDNA-Fragmenten

auszuschlieen, wurden zusatzlich Schmelzkurven fir alle Primer-Paare aufgenommen.

Diese geben die gemessenen Fluoreszenz-Werte in Abhéngigkeit von der Temperatur an.
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Abbildung 78: Darstellung der Schmelzkurven (Triplet) der optimalen cDNA-Konzentration fir das Primer
Paar ParsD4

Abbildung 78 zeigt bei der Temperatur von 90°C ein einziges qPCR-Produkt. Bei
dieser spezifischen Schmelztemperatur wurde der DNA-Doppelstrang denaturiert, wobei
Eva Green freigesetzt und somit eine Anderung der Fluoreszenz registriert wurde. Anhand
dieser Schmelzkurve wurde die Spezifitdt der gPCR aufgezeigt, da ein deutlicher einzelner

Peak beobachtet wurde. Als Nachstes wurde die Effizienz der gPCR fir jedes Primer-Paar

mit einer Standardkurve bestimmt. Zur Erstellung der Standardkurve wurden

unterschiedliche cDNA-Verdunnungsreihen (s. Kapitel 2.2.10.6.3) eingesetzt. Bei der
Standardkurve wurde der Cq- bzw. Ci-Wert gegen die jeweilige Ausgangsmenge an cDNA
aufgetragen. Daraus ergibt sich die Feststellung, dass je hoher die cDNA-Konzentration ist,
desto weniger qPCR-Zyklen notwendig sind, um das definierte Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Aus diesem Grund ist der Ci-Wert bei dieser cDNA-Probe am kleinsten. Mit
zunehmender Verdinnung steigt der C-Wert kontinuierlich an. Die Effizienz wurde mittels
Agilent Aria Software anhand der erstellten Standardkurve automatisch berechnet.
In Abbildung 79 ist die Standardkurve fir das Primer-Paar ParsD4 dargestellt.
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Abbildung 79: Darstellung der Standardkurve fur das Primerpaar ParsD4

Aus der Abbildung 79 geht hervor, dass die Effizienz fir das Primer-Paar ParsD4 bei
etwa 109,26 % liegt. Unter optimierten Reaktionsbedingungen sollte die Real-Time-Effizienz
zwischen 90 % und 110 % liegen (Bivins et al. 2021, Parkins et al. 2020). Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Bedingungen der qPCR erfolgreich etabliert wurden. Die cDNA-
Ausgangsmenge, die Primer-Konzentration, die GroRe des PCR-Produktes, die Effizienz
(EFa1),
(Gu et al. 2011)) und die untersuchten Zielgene (ParsD4 & Pars2_1888) sind detalilliert in
Tabelle 62 dargestellt.

der gPCR fur das ausgewdahlte Referenzgen (Elongation factor 1-alpha

Tabelle 62: Darstellung der etablierten Bedingungen der gPCR

Primer-Paare | Produktgrdf3e | cDNA-Menge | Primer-Konzentration | Effizienz (%)
ParsD4 165 bp 7,5 ng/ul 200 nM / 150 nM 109,26
Pars_2.1888 123 bp 5 ng/ul 150 nM / 150 nM 109,53
EFa1 124 bp 7,5 ng/ul 100 nM / 150 nM 96,39

Die Berechnung der relativen Expressionsunterschiede erfolgte nach der AAC-Methode
(Livak & Schmittgen 2001). Diese Methode wird auch 2-2Ct genannt. Nachfolgend ist die

Gleichung zur Berechnung der Expressionsunterschiede dargestellt:
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3.9.2. TAGLICHE VERANDERUNG DER PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEX-
KODIERENDEN GENE (GSL1 (PARSD4) & GSL2 (PARS_2.1888)

3.9.2.1. EINFLUSS VON LICHT AUF DIE GSL1-EXPRESSION IN EUGLENA GRACILIS

Der Einfluss der Lichtverhéltnisse auf die Expression von GSL 1 wurde zweimal Gber
12 Tage bei Euglena gracilis gemessen (s. Abb. 80). Dieser Zeitraum wurde gewahlt, weil
sich die Zellkulturen nach 12 Tagen annahernd im Palmellastadium befinden. Die Proben
wurden alle 2 Tage morgens entnommen. Das Expressionslevel von GSL1 variiert zwischen
den verschiedenen Lichtverhéltnissen. Der Tag 0 beschreibt den Zeitraum, an dem die
Zellen umgeimpft wurden. Es fallt auf, dass das Expressionsniveau bei dem Zustand Licht
zunachst abnahm. An Tag 2 wurde das niedrigste Expressionsniveau beobachtet. Es folgte
eine kontinuierlich steigende Tendenz bis zum Tag 8, an dem der Paramylon-Synthase-
Komplex am hdchsten exprimiert wurde. Von Tag 8 bis Tag 12 nahm das Expressionslevel
ab.
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Abbildung 80: Veranderung der GSL1-Expression (GSL1, ParsD4) tiber den Zeitraum von 12 Tagen unter
den verschiedenen Licht-Zustanden (Licht, Dunkel, Licht & Dunkel 12:12 h)
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Vermutlich in Folge der Dauerdunkelheit kam es 2 Tage nach der Umimpfung der
Euglena gracilis-Zellkultur zun&chst zu einem leichten Anstieg des Expressionslevels. Von
Tag 2 bis Tag 4 ging das Expressionslevel von GSL1 leicht zuriick. Mit anhaltender
Dunkelheit befand sich die Expression auf einem konstant niedrigen Niveau. Nach 8 Tagen
Dauerdunkelheit kam es zu einem signifikanten Anstieg der Expression, wobei das
Expressionsniveau am 10. Tag sein Maximum erreichte. Am Ende der Dunkelheit hat sich
die Expression wiederum von 1,854 auf 1,312 verringert.

In dem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h nahm die Expression zunachst sehr stark
ab und erreichte das niedrigste Niveau an Tag 2. Dort verweilte sie bis Tag 6, stieg bis Tag
10 deutlich an und erreichte an diesem Tag auch den Héchststand. Von dort an nahm das

Expressionsniveau von 1,417 auf 0,896 ab.

3.9.2.2. EINFLUSS VON LICHT AUF DIE GSL2-EXPRESSION IN EUGLENA GRACILIS

Die Expression der GSL2 wurde wie bei GSL1 Uber 12 Tage hinweg gemessen. Im
Hellen verringerte sich das Expressionslevel um mehr als die Halfte bis zum Tag 2. An
diesem Tag lag die Expression auf dem niedrigsten Niveau. Im Verlauf des Experiments
stieg die Expression bestandig an, wobei das Expressionsniveau sein Maximum nach 10
Tagen erreichte. Nach dieser signifikanten Veranderung nahm die Expression wieder ab.

In der Dunkelheit zeigte das Expressionslevel keine nennenswerte Veranderung bis
zum Tag 8. Nach diesem Tag zeigte die Expression einen signifikanten Anstieg, wobei sie
sich von Tag 8 zu Tag 10 mehr als verdoppelte. Danach nahm das Expressionsniveau

wieder um etwa ein Drittel ab.
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Abbildung 81: Veranderung der GSL2-Expression (GSL2, Pars2_1888) uber den Zeitraum von 12 Tagen
unter den verschiedenen Licht-Zustanden (Licht, Dunkel, Licht & Dunkel 12:12 h)

Bei dem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h fiel die Expression nach zweitagiger
Kultivierung auf ihr Minimum und blieb 6 Tage lang auf anndhernd gleichem Niveau. An den
Tagen 8 und 10 verdoppelte sich die Expression jeweils, erreichte an Tag 10 ihren

Hohepunkt und halbierte sich an Tag 12.
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3.10. UBERSICHT ALLER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

» Distigma proteus, Khawkinea quartana und Peranema sp. lassen sich nicht in grof3en
Malfien kultivieren. Die Untersuchungen ergaben, dass die Zellen im Verlauf der Kultivierung
Kohlenhydratquellen oder Mikroorganismen wie z. B. Bakterien bendgtigen.

» Es konnte sowohl bei Distigma proteus als auch bei Peranema sp. Paramylon-Synthase-
Komplex isoliert werden. In den Fraktionen konnten mittels des UDP-Glucosyltransferase-
Tests deutliche Aktivitaten des Paramylon-Synthase-Komplexes gezeigt werden. Im
Vergleich zu Distigma proteus wurden bei Peranema sp. hohere Aktivitaten gemessen.
Durch Verwendung von Mn?* zusammen mit Mg?* oder Ca?* im UDP-Glucosyltransferase-
Test wurde die Aktivitat des Paramylon-Synthase-Komplexes aus diesen beiden Spezies in

unterschiedlichen MalRen gehemmt, was fir die Manganabhé&ngigkeit des Enzyms spricht.

» Der Paramylon-Synthase-Komplex aus den beiden Spezies bandiert bei der NATIVE-
PAGE im Polyacrylamidgel mit einem Molekulargewicht von 669 kDa. Unter
denaturierenden Bedingungen wurden bei Distigma proteus insgesamt drei Untereinheiten
detektiert: ca. 60 kDa und zwei Untereinheiten zwischen 34 und 43 kDa. Bei Peranema sp.
konnte nur eine einzige Untereinheit mit einer Molekularmasse zwischen 50 und 70 kDa

nachgewiesen werden. Die Funktion dieser Untereinheiten konnte nicht ermittelt werden.

» Die Untersuchungen mit unterschiedlichen Glucanasen ergaben, dass Paramylon aus
Distigma proteus und Peranema sp. nur aus Glucose-Molekilen besteht. Darliber hinaus
wurde mittels Saure- und Alkalihydrolyse festgestellt, dass Paramylon sich durch verdiinnte

Alkalildsung hydrolysieren lasst.

» Mittels PCR konnten einige Regionen der Gensequenzen GSL1 und GSL2 fir den
Paramylon-Synthase-Komplex bei Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana
und Peranema sp. nachgewiesen werden. Die Entschlisselung der vollstdndigen

Gensequenzen ist nicht gelungen.
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> Bei der Transkriptomanalyse lassen sich die Genexpressionsniveaus von dem
Paramylon-Synthase-Komplex aus Euglena gracilis und Distigma proteus vergleichen. Fir
diese beiden Arten wurden die vollstandigen GSL1- und GSL2-Sequenzen und die
Proteinsequenzen des Paramylon-Synthase-Komplexes ermittelt. Angesichts der
Proteinsequenzen konnten die Paramylon-Synthase-Komplexe von beiden Spezies in die
GT 48-Familie eingeordnet werden. Darlber hinaus konnte die Anzahl der Transmembran-
Helices (TMHSs) jeweils fur GSL1 und GSL2 (bei Euglena gracilis 11 und 10 sowie bei
Distigma proteus 11 und 9), Signalpeptide, Motive und Molekulargewichte der Proteine mit

Hilfe von spezifischen Programmen eingeschatzt werden.

» Bei den Untersuchungen mit qPCR konnten die Expressionslevels des Paramylon-
Synthase-Komplexes von Euglena gracilis fur GSL1 und GSL2 bei Dauerbelichtung,
Dauerdunkelheit und dem Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h gemessen werden.
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4. DISKUSSION
4.1. ISOLIERUNG DES PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEXES

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen des Paramylon-Synthase-
Komplexes in den einzelligen Flagellaten Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea
guartana und Peranema sp. untersucht. Hinweise auf den Paramylon-Synthase-Komplex
aus Euglena gracilis liegen in einigen Studien vor: Sie wird in der Paramylon-Membran
lokalisiert und interagiert mit mehreren Proteinen. Der in den bisherigen Untersuchungen
eingesetzte Paramylon-Synthase-Komplex wurde nur aus Euglena gracilis aufgereinigt
(Baumer 1998, Baumer et al. 2001, Marechal & Goldemberg 1964, Brommund 2004). Bisher
liegen keine Informationen Uber den Paramylon-Synthase-Komplex aus den weiteren
farblosen und heterotrophen Arten der Euglenida vor. In dieser vorliegenden Arbeit wurde
der Paramylon-Synthase-Komplex aus einigen farblosen Arten der Euglenida Distigma
proteus und Peranema sp. isoliert. Dabei wurden gangige Isolations- und
Aufreinigungsmethoden von membranassoziierten 3-1,3-Glucosyltransferasen verwendet
(Okuda et al. 1993, Kamat et al. 1992), die von Baumer et al. 2001 optimiert und modifiziert
wurden.

Aufgrund der Isolation und der weiteren Untersuchungen des Paramylon-Synthase-
Komplexes spielte die optimierte Kultivierung der untersuchten Organismen eine
bedeutende Rolle. Allgemein betrachtet unterscheiden sich die Anzuchtbedingungen der
Forscher in den einzelnen Arbeitsgruppen (Tamm 1967, Chen 1950, Chang 1966, Roth
1957, Sathe & Durand 2015, Saito et al. 2003, Saranak & Foster 2005, Breglia et al. 2007,
Triemer 1997, Noselli et al. 2019, Murray 1984, Rehman et al. 2006, Rezanka et al. 2015).
In den meisten dargestellten Studien wurden die Zellen entweder in Erlenmeyerkolben oder
in Reagenzglasern kultiviert, die Ausbeute war entsprechend gering. Fur die Kultivierung
muss gewahrleistet sein, dass die Zellen kontinuierlich in ausreichender Menge mit
Nahrstoffen versorgt werden, bevor die stationdre Phase des Wachstums eintritt. In dieser
sogenannten Phase sind die notwendigen Nahrstoffe im Nahrmedium kaum noch
vorhanden (Werner-Washburne et al. 1996, Pletnev et al. 2015, Kolter et al. 1993,
Jaishankar & Srivastava 2017). Die untersuchten Organismen Distigma proteus, Khawkinea
guartana und Peranema sp. wurden in einem schwer standardisierbaren Anzuchtmedium
bestehend aus Erde, Sand und Erbsen oder Weizenkdrnern angezogen (Pringsheim 1946,
Kies 1967), wodurch die Optimierung der Kultivierung erschwert wurde. Neben diesen
Kulturbedingungen sind der pH-Wert, die Temperatur und die Begasung des Nahrmediums

von grof3er Bedeutung. Die Zelldichte variierte in den Erlenmeyerkolben, Schott-Flaschen
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und Reagenzglasern, da die Nahrstoffzufuhr nicht fortdauernd erfolgte und der
Sauerstoffgehalt, die Temperatur und der pH-Wert des Mediums weder gemessen noch
reguliert werden konnten. Basierend auf diesen Erkenntnissen ware es denkbar, die
Anzucht der Zellen in einem Fermenter durchzufihren, in dem sich die
Wachstumsbedingungen besser kontrollieren lassen. So kdnnten eventuell héhere
Wachstumsraten und bessere Ausbeuten erzielt werden. Zur Anwendung des Fermenters
ware die Herstellung des Erde-Sand-Erbsen-Mediums in grofRer Menge notwendig. Eine
Schwierigkeit liegt in den dblichen Ansetzungsschritten, da das Medium drei Mal
hintereinander im Wasserbad gekocht und im Kihlschrank heruntergekuhlt werden muss,
um fremde Organismen und einige Bakterien abzutdten. Ein Wasserbad in ausreichender
Grol3e war jedoch nicht vorhanden. Eine Alternative fir die Vereinfachung der Ansetzung
des Mediums stellt die Sterilisation durch Autoklavieren dar. Bei diesem Verfahren werden
Bakterien mitsamt den Sporen und weiteren Organismen, die in den Schichten der Erde
leben, vernichtet. In diesem Medium wurde jedoch kein Wachstum der Zellen mehr
beobachtet, so dass die Zellkulturen nach drei Tagen im Palmellastadium vorlagen.
Da Distigma proteus und Khawkinea quartana eine osmotrophische Ernahrungsweise
aufweisen (Preisfeld et al. 2000 & 2001), brauchen die beiden Spezies anscheinend die
Nahrstoffe oder Kohlenstoffquellen, die von den Bakterien im Medium freigesetzt werden.

Im Falle von Peranema sp. wurden in den vorhergehenden Studien die Anzucht
ausschlief3lich in einem 25 - 100 ml Medium mit unterschiedlichen Nahrstoffen durchgefuhrt
(Tamm 1967, Saranak & Foster 2005, Triemer 1997, Roth 1957, Chang 1966). Vorversuche
unserer Arbeit zeigten bereits, dass Peranema sp. sich in einem 200 ml WEES-Medium mit
Weizenkérnern kultivieren lasst. Bei einem grol3eren Mediumvolumen verfielen die Zellen
bereits nach kurzer Zeit ins Palmellastadium. Diese Feststellung wies nach, dass die
Kultivierung von Peranema sp. nur eingeschrankt durchgeftihrt werden kann. Bei Euglena
gracilis war die Etablierung der Anzuchtbedingungen nicht notwendig, da fur diese Spezies
ausreichend empirische Daten vorlagen (Cramer & Myers 1952, Brommund 2004, Muchut
et al. 2021, Ebenezer et al. 2019, He et al. 2021, Suzuki et al. 2015).

Nach Optimierung der Kultivierungs- und Isolationsmethoden gelangte die Arbeit zum
Kernpunkt des Forschungsziels, dem Paramylon-Synthase-Komplex.

In einigen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass die in Euglena gracilis vorliegende
Paramylon-Synthase ein gro3er Proteinkomplex ist, deren GrolRe bei 669 kDa liegt.
Beziglich der Anzahl und des Molekulargewichtes der Untereinheiten dieses Komplexes
werden in der Literatur sehr unterschiedliche Aussagen vertreten. Baumer 1998 hat durch

SDS-PAGE-Ergebnisse nachgewiesen, dass der Paramylon-Synthase-Komplex sich in 13
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Untereinheiten austrennt. Dabei sind zwei Proteine mit einer molekularen Masse von
34 kDa und 54 kDa die substratbindenden Untereinheiten des Paramylon-Synthase-
Komplexes. Die Grol3e der Ubrigen Untereinheiten wurde nicht beschrieben. Zu ganz
anderen Ergebnissen fuhrt die Arbeit von Brommund 2004: In dieser Doktorarbeit wurde
dargestellt, dass der Paramylon-Synthase-Komplex aus 7 Untereinheiten besteht: 124, 89,
78, 54, 45, 29 und 27 kDa und eine substratbindende Untereinheit wurde mittels der
Photoaffinitats-Markierung mit [alpha-*2P]-UDP-Glucose identifiziert. Allerdings liegt das
Molekulargewicht dieser bei 54 kDa. In einer weiteren Verdéffentlichung konnte eine einzige
Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 37 kDa nach gelelektrophoretischer
Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen nachgewiesen werden (Baumer et al.
2001, Baumer 1998, Brommund 2004, Suzuki et al. 2013).

In dieser Arbeit lie3en sich die Proteine beim Aufreinigen des Paramylon-Synthase-
Komplexes aus Distigma proteus und Peranema sp. mit der Saccharose-Gradienten-
Zentrifugation abtrennen und elektrophoretisch detektierbar machen. Das Molekulargewicht
entsprach den Erwartungen und es trat ein 669 kDa grof3es Protein in einigen Fraktionen
auf. Ein wesentlicher Unterschied des Paramylon-Synthase-Komplexes zwischen Distigma
proteus und Peranema sp. liegt in der Grof3e und der Anzahl der Untereinheiten. Bei
Distigma proteus wurden insgesamt drei Untereinheiten unter denaturierenden
Bedingungen detektiert: ca. 60 kDa und zwei Untereinheiten zwischen 34 und 43 kDa.
Interessanterweise wurde bei Peranema sp. eine einzige Untereinheit identifiziert, deren
GroRRe zwischen 50 und 70 kDa lag. Genaue Aussagen Uber die Funktion der erwéhnten
Proteine sind nicht maéglich.

Zwar geben die NATIVE-PAGE- und SDS-PAGE-Ergebnisse Hinweise auf die
Molekulargro3e der Proteine und die Sauberkeit der Fraktionen, aber es konnten keine
eindeutigen Aussagen Uber die Enzymaktivitdit gemacht werden. Bei friheren Arbeiten
wurde die Aktivitatsmessung der Glucosyltransferasen mittels eines radioaktiven
Verfahrens mit *C-markierter UDP-Glucose tber Nacht durchgefihrt (Baumer et al. 2001,
Baumer 1998, Brommund 2004). Bei diesem Enzymtest geht es um den Einbau von
radioaktiv markiertem Nukleotidzucker durch die isolierte Glucosyltransferase. Die in dieser
vorliegenden  Arbeit verwendete Aktivititsmessung mittels des ,UDP-Glo™-
Glucosyltransferase-Tests® im 96-Well-Plattenfomat stellte ein schnelles und einfaches
Verfahren dar, das auf der Umwandlung von UDP in ATP und der Erzeugung des
Lichtsignals einer Luciferase-Reaktion basiert. Somit konnte eine zeit- und kostenginstige
Messungsmethode angewendet werden, um verifizierbare Aussagen uber die Aktivitat des

isolierten Enzyms zu erhalten. Da sich diese beiden Methoden fur die Aktivititsmessung in
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vielen experimentellen Aspekten, wie der Durchfihrung und der Dauer des Tests, dem
Reaktionsvolumen des Substrats sowie der Entsorgung der Reaktionsprodukte
unterscheiden, erschweren diese Unterschiede einen Vergleich der Studien. Die Ergebnisse
des UDP-Glo™-Glucosyltransferase-Tests belegen die Existenz des Paramylon-Synthase-
Komplexes in Distigma proteus und Peranema sp.

In der Einleitung wurde schon erwahnt, dass das aus Euglena gracilis isolierte
Paramylon ein unverzweigtes und wasserunlosliches 3-1,3-Glucan ist (Guo et al. 2020,
Jeon et al. 2020, Kiss et al. 1987 & 1988, Triemer & Zakrys 2015). In einigen Studien wurden
die Synthese, die Struktur, die Formen, die Position und die Menge des Paramylons gezeigt
(Pochmann 1956, Marechal & Goldemberg 1964, Marchessault & Deslandes 1979, Kiss et
al. 1988a & 1988b, Kiss et al. 1986 & 1987, Monfils et al. 2011). Daruber hinaus wurden die
eventuellen industriellen und medizinischen Nutzungsmoglichkeiten des Paramylons in
einigen Arbeiten vorgestellt (Gissibl et al. 2019, Kottuparambil et al. 2019, AIST 2013,
Shibakami & Sohma 2018, Suzuki et al. 2013, Shibakami et al. 2013b & 2014, Kottuparambil
et al. 2019, AK Sonat et al. 2018, Sakagami et al. 1989, Barsanti et al. 2001, Koizumi et al.
1993, Watanabe et al. 2013, Okouchi et al. 2019, Harada et al. 2020, Yasuda et al. 2018,
Sugiyama et al. 2009 & 2010, Lee et al. 2016, Barsanti & Gualtieri 2018, Sonck et al. 2010,
Skov et al. 2012, Levine et al. 2018, Yamamoto et al. 2018a & b). Die Vermutung, dass
Paramylon aus Distigma proteus und Peranema sp. auch ein unverzweigtes 3-1,3-Glucan
ist, liel3 sich durch die chemischen und enzymatischen Nachweisreaktionen bestatigen. Die
Analyse des Enzymproduktes aus Distigma proteus und Peranema sp. erbrachte weitere
Informationen Uber die Materialeigenschaften und Struktur des Paramylons. Ingold & Seitz
1986 hatten gezeigt, dass es moglich ist, einzelne Komponenten von Nukleotidzucker mit
Hilfe von Spruhreagenzien auf der DC-Platte zu detektieren. Diese Methode wurde auch
hier mit einigen Modifizierungen eingesetzt. Die dinnschichtchromatographische Analyse
der enzymatischen Abbauprodukte stellte fest, dass 3-1,3-Glucanase das Paramylon in
Glucose-Molekile zerlegen kann. In einer vorherigen Arbeit wurde nachgewiesen, dass
Paramylon aus Euglena gracilis bei Behandlung mit 3-1,3-Glucanase in Glucose und ein
Glucose-Oligomer gespalten wird (Baumer et al. 2001), deren Gr6Re nicht eindeutig
zuzuordnen war. Diese unterschiedlichen Resultate bestatigen die Vermutung, dass der
Aufbau des Paramylons innerhalb der Euglenida variieren kann.

Bei den Ubrigen Enzymreaktionen mit a-Amylase (1,4-a-D-Glucan-
glucanohydrolase) und [3-1,4-Glucanase konnten keine Produkte auf der DC-Platte
beobachtet werden. Interessanterweise ergab es nur bei der Behandlung mit B3-Amylase ein

Abbauprodukt, das als Glucose identifiziert wurde.
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Diese Ergebnisse entsprechen nur teilweise den Erwartungen, da Paramylon durch die
Behandlung mit 3-Amylase hydrolysiert wurde.

Es ist nicht mdglich, dass a-Amylase, 3-Amylase und 3-1,4-Glucanase Paramylon
(R-1,3-Glucan) (Santek et al. 2009) abspalten, weil diese Enzyme die a-1,4-glykosidischen
bzw. 3-1,4-glykosidischen Verbindungen hydrolysieren kdnnen.

Die Ursache fur das unerwartete Produkt bei 3-Amylase konnte sein, dass die
Aceton-Reste aus dem Waschschritt des Paramylons eine Konformationsanderung des
Enzyms verursacht hat. Nie et al. 2015 haben in ihrer Arbeit gezeigt, dass die organischen
Losungen zur Konformationsanderung bei dem Enzym Tannase gefuhrt haben. Diese
signifikante Veranderung konnte ermdglichen, dass zwischen Paramylon und 3-Amylase
ein schwacher Substrat-Enzym-Komplex gebildet und anschlieend Glucose als
Reaktionsprodukt freigesetzt wird. Kiss et al. 1988a haben im Elektronenmikroskop gezeigt,
dass die parallel angeordneten Filamente von Paramylon-Granula innerhalb der Segmente
eine weniger homogene Matrix in einer organischen Lésung Ethanol bilden. Es wird
vermutet, dass Paramylon aufgrund des Vorhandenseins der Aceton-Reste und der
Veranderung der Matrix durch R-Amylase abgebaut werden kann. Konkretere Aussagen
konnten bezlglich dieses Ergebnisses nicht gemacht werden, da im Rahmen dieser
Analyse keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt wurden.

Um weiteren Aufschluss Uber die Eigenschaften des Paramylons aus Distigma
proteus und Peranema sp. zu gewinnen, wurde Paramylon mit einer Saure- und Alkalilésung
behandelt. Die DC-Ergebnisse ergaben, dass Paramylon sich nur unter verdinnten
alkalischen Bedingungen hydrolysieren lasst, und dass es hauptsachlich aus Glucose-
Monomeren besteht. Dieser Befund wurde in den friheren Arbeiten bestatigt (Baumer 1998,
Baumer et al. 2001). Dartber hinaus kénnen die hthere Konzentration der Saurelésung und
Hitzezufuhr die Léslichkeit des Paramylons beeinflussen (Gottlieb 1850). Skodova-
Sverakova et al. 2020 haben in ihrer aktuellen Untersuchung von Paramylon aus Euglena
gracilis und Diplonema papillatum dunnschichtchromatographisch dargestellt, dass
Paramylon bei der verwendeten Konzentration von 2 M Trifluoressigsaure bei 120°C in die

Bestandteile gespalten wird.
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4.2. DIE PARAMYLON-SYNTHASE-KOMPLEXE VON DISTIGMA PROTEUS UND
PERANEMA SP. IM VERGLEICH MIT ANDEREN GLUCOSYLTRANSFERASEN

Die GrolRe der Glucosyltransferasen variieren stark je nach dem Organismus.
Beispielsweise verfugt die Glykogen-Synthase aus Saugetieren und Hefen Uber eine
Molekularmasse von ca. 80 kDa. Ein Multienzym-Komplex Curdlan-Synthase aus
Agrobacterium sp. strain ATCC31749 zeigt eine Molekulargrof3e zwischen ca. 420 und ca.
500 kDa. Im Gegensatz dazu besitzen Callose-Synthase-Komplexe aus Arabidopsis
thaliana und Populus xylem eine hohere Molekularmasse von ca. 840 kDa (Roach 2002,
Karnezis 2003, Song et al. 2010, Wang et al. 2008). In unserer Arbeit wurde Paramylon-
Synthase aus Distigma proteus und Peranema sp. auf der gleichen Hohe von 669 kDa
bandiert.

Die Enzymaktivitat kann durch lonenzufuhr ins Reaktionsmilieu beeinflusst werden.
In etlichen Studien wurden die Wirkungen diavalenter Kationen auf die Aktivitat einiger
Glucosyltransferasen beobachtet (Li et al. 1993, Robinson 1996, Kamat et al. 1992, Ingold
& Seitz 1986, Baumer et al. 2001, Fredrikson & Larsson 1989, Kohle et al. 1985, Kauss
1986). Hayashi et al. 1986 vertreten die Meinung, dass Ca?* fir Callose-Synthase bei der
Synthese von 3-1,3-Glucan in manchen Pflanzen als Aktivator fungiert. Sie wiesen nach,
dass die Aktivitat der Callose-Synthase durch die zusatzliche Zugabe von Mg?* in niedriger
Konzentration angehoben werden kann.

In der vorliegenden Arbeit zeigten Mg?*- und Ca?*-lonen keine aktivierenden
Wirkungen auf die Paramylon-Synthase. Bei dem UDP-Glo™-Glucosyltransferase-Test
sank die Aktivitat der Paramylon-Synthase aus Distigma proteus sogar um 10 % in
Anwesenheit von Mg?*-lonen und bei der Zugabe von 2,5 mM Ca?* fand eine weitere
Aktivitatsverminderung in Hohe von 22 % statt. Bei Peranema sp. ist die Abnahme der
Aktivitat mit Zufuhr von jeweils 2,5 mM Ca?* - und Mg?*-lonen im kleinen Rahmen von
ca. 5 - 9 % geblieben. Diese Veranderungen hangen wahrscheinlich mit einer kooperativen
Konformationsanderung zusammen (D’'Urzo et al. 2012, Persson et al. 2001). Die
Vermutung liegt nahe, dass das Substrat Schwierigkeiten hatte, an das Enzym zu binden.
Die gemessenen Aktivitatswerte wiesen nach, dass Mn?*-lonen als Aktivator fungieren, da
die hochste Aktivitat beim Vorhandensein dieser lonen beobachtet wurde. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Substratbindung bei den beiden isolierten Paramylon-Synthasen von der
Anwesenheit eines bestimmten Metallions abhangig ist. Die Manganabh&ngigkeit der UDP-
Glucuronyltransferase in Tieren wird auch durch Untersuchungen von Zakim & Vessey 1976
an Meerschweinchen bestatigt. Diese  Analyse erwies, dass Mn?* UDP-

Glucuronyltransferase in der Vorwartsreaktion aktiviert. Anders als bei der Vorwartsreaktion
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wird die Aktivitat der Rickreaktion durch Mn?*-lonen gehemmt. Lairson et al. 2008 haben
betont, dass bei der Mehrheit der Glucosyltransferasen die essenziellen zweiwertigen
Metallionen wie Mn?* und Mg?* die Trennung der Nukleosid-Diphosphate erleichtern. Dong
et al. 2020 haben die Aktivitatsmessung der UDP-Glucosyltransferase, die die Korngroi3e
und abiotische Stresstoleranz in der Reispflanze (Oryza glaberrima) reguliert, zum
Vorhandensein von 10 nM MgCl> gemessen. Dies bestétigt, dass diese UDP-
Glucosyltransferase von Reis magnesiumabhangig ist.

Im Gegensatz dazu waren Baumer et al. 2001 der Auffassung, dass der Paramylon-
Synthase-Komplex aus Euglena gracilis ein calciumabhangiges Enzym ist, weil Ca?*-lonen
zur Erhéhung der Aktivitat in Hohe von 40 % fuhrte. Auch bei dieser Studie stellte sich
heraus, dass Mg?*-lonen eine hemmende Wirkung zeigten.

Rodriguez & Durante 1990 gelangen es, protein:Glucosyltransferase und
glycogen:Glucosyltransferase aus den menschlichen Blutplattchen partiell zu isolieren. Bei
der enzymatischen Kinetikmessung fallt auf, dass die beiden Glucosyltransferasen nicht die
gleiche Abhangigkeit von lonen zeigten, obwohl die Messungen unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt wurden. Bei protein:glucosyltransferase fungierten 5 mM Ca?*-
und Mg?*- lonen als Aktivator, die jeweils zu der Erhohung der Enzymaktivitat um 23 % bzw.
11 % fuihrten. Die Zugabe von 5 mM Mn?* verursachte einen drastischen Riickgang, namlich
eine Hemmung des Enzyms um 76 %. Bei glycogen:glucosyltransferase dienten 5 mM Mn?*,
Ca?*- und Mg?*- lonen als Aktivator, die die Enzymaktivitat um 43 %, 8 % und 200 %
erhohten. Die Manganabhangigkeit der Glucosyltransferase in Bakterien wird auch durch
Untersuchungen von Esposito et al. 2018 an Salmonella enterica bestatigt.

Die Literaturrecherchen ergaben, dass einige der bisher untersuchten
Glucosyltransferasen ein charakteristisches Sequenzmotiv aufweisen. Bei den Cellulose-
Synthasen aus Bakterien, Pflanzen und Pilzen sowie der Curdlan-Synthase aus
Agrobacterium sp. wurden hoch konservierte D, D, D- und QXXRW-Motive nachgewiesen
(Karnezis 2003, Li et al. 2014, Delmer 1999, Colombani et al. 2004, Sun et al. 2016,
Stasinopoulos et al. 1999, Fugelstad et al. 2009, Morgan et al. 2012). Fungal-
Glucosyltransferasen wie aus Saccharomyces cerevisiae zeigen ein konserviertes
homologes RXTG-Motiv. Dieses Motiv stimmt mit dem R/KXXG-Motiv fur ein UDP-Glucose-
Bindungskonsensus Uberein, welches auch in Glykogen-Synthase existiert (Ishiguro et al.
1997, Tanaka et al. 2017). GSL2 aus Euglena gracilis Z hat kein DXD-Motiv, sondern ein
RXTG-Motiv (RCTG). Im Gegensatz dazu hat GSL1 aus Euglena gracilis Z zwei DVD-
Motive und RTLTG-RRTG Motive.
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In dieser vorliegenden Arbeit konnten bei der Aminosauresequenz von GSL1 aus
Euglena gracilis neben dem RXTG- (RLTG und RCTG) und dem QXXRW-Motiv auch sechs
DXD-Bereiche (DID, DVD, 2xDLD, DAD, DMD) identifiziert werden. Im Gegensatz dazu hat
GSL2 nur ein RXTG-Motiv (RCTG) und keine DXD-Motive. Bei Distigma proteus wurden
jeweils zwei DXD-(DLD, DSD) und vier DXD-(DGD, DLD, DED, DHD) Motive in GSL1 und
in GSL2 gefunden. Zusatzlich wurde ein RXTG-Motiv (RCTG) in GSL2 nachgewiesen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass GSL1 und GSL2 fur den Paramylon-Synthase-Komplex der
untersuchten Organismen mit den Glucosyltransferasen aus Bakterien, Pilzen und Pflanzen
Ahnlichkeiten in Bezug auf die Motive aufweisen. Trotz aller Ahnlichkeiten stellt die
Paramylon-Synthase eine einzigartige Glucosyltransferase dar.

Diese dargestellten Indizien bestatigen die Vermutung, dass die Paramylon-
Synthase-Komplexe aus den untersuchten Organismen zu den Glucosyltransferasen der
GT-A-Superfamilie gehoren. In einigen Arbeiten wurde erwdhnt, dass GT-A zweiwertige
lonen (z. B. Mn?* oder Mg?*) fiir die enzymatische Aktivitat benotigt und als ein weiteres
Merkmal ein hochkonserviertes DXD-Motiv aufweist (Esposito et al. 2018, Jank et al. 2007,
D’Urzo et al. 2012, Liu & Mushegian 2003, Breton et al. 2005, Lairson et al. 2008, Belyi &
Aktories 2010). Die Analysen mittels des Programmes InterPro zeigten, dass die
Aminosauresequenzen von GSL1 und GSL2 aus Euglena gracilis und Distigma proteus eine
GT-48 Region besitzen und zu der GT-48 Familie gehdren. Im Gegensatz dazu gehdren
einige Glucosyltransferasen wie Cellulose-Synthase und Callose-Synthase zu der GT-2
Familie (Lombard et al. 2013, Cantarel et al. 2009, Sethaphong et al. 2013).

Weitere Untersuchungen von Aminosauresequenzen haben ergeben, dass die
Identifizierung der Transmembran-Helices (TMHS) und ihrer Positionen mittels spezifischer
Programme ermdoglicht werden kann. Meistens werden diese Topologie-Analysen fir
Callose-Synthase, Cellullose-Synthase, Curdlan-Synthase und 3-1,3-Glucan-Synthase aus
den unterschiedlichen Organismen durchgefihrt. Aus vielen vorherigen Arbeiten von
verschiedenen Forschungsgruppen ist bekannt, dass die Anzahl der TMHs innerhalb der
Glucosyltransferasen je nach dem Organismus stark variieren. Ein Vergleich der bekannten
Glucosyltransferasen (GSs) bezlglich der Membrantopologie belegt, dass die meisten GSs
16 Transmembran-Helices aufweisen (Dong et al. 2005, Tomazett et al. 2010, Inoue et al.
1995, Beauvais et al. 2001, Hong et al. 2001a & 2001b). Allerdings besitzen einige Vertreter
dieser Enzymfamilie eine niedrigere Anzahl (s. Tab. 63). Durch die Uberpriifung mit SMART,
Genious Pro, TMHMM-2.0 und PRED-TMR konnten die TMHs wund ihre
Aminosaurepositionen bei den Aminosauresequenzen aus Euglena gracilis und Distigma

proteus identifiziert werden. Bei der Untersuchung wurden bei den Programmen Geniuos
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Pro, TMHMM-2.0 identische Ergebnisse erzielt. Hingegen zeigten SMART und PRED-TMR
wenige Transmembran-Bereiche. Der Vergleich der Ergebnisse zwischen SMART und
Genious Pro stellte heraus, dass einige Uberlappungsbereiche durch SMART
ausgeschlossen werden. Nach SMART kdnnen GSL1 von Paramylon-Synthase-Komplex
aus den beiden Organismen 11 Transmembran Helices besitzen. Bei GSL2 liegt die Anzahl

der TMHs zwischen 9 und 10.

Tabelle 63: Ubersicht der verschiedenen R-Glucan-Synthasen im Vergleich mit der Paramylon-Synthase aus
Euglena gracilis und Distigma proteus (Tanaka et al. 2017, Stasinopoulos et al. 1999, Delmer 1999, Morgan
et al. 2012, Drula et al. 2022, Lombard et al. 2013, Cantarel et al. 2009, Li et al. 2014)

Anzahl
Glucosyltransferase ) i
Enzym Enzymprodukt . Organismus Genabkirzung der
Familie
TMHs
Curdlan- Agrobacterium
3-1,3-glucan GT-2 CrdSs 7
Synthase sp.
Cellulose- Gossypium
3-1,4-glucan GT-2 ] GhCeSA-1 8
Synthase hirsutum
Cellulose- Rhodobacter
3-1,4-glucan GT-2 ] BcsA 8
Synthase sphaeroides
Paramylon- - GSL1 11
3-1,3-glucan GT-48 Euglena gracilis
Synthase GSL2 10
Paramylon- o GSL1 11
3-1,3-glucan GT-48 Distigma proteus
Synthase GSL2 9
Callose- Arabidopsis
3-1,3-glucan GT-48 ) CalSs 16
Synthase thaliana
Yeast-
Saccharomyces
Glucan- 3-1,3-glucan GT-48 o Fkslp 16
cerevisiae
Synthase
Glucan- Paracoccidioides
3-1,3-glucan GT-48 o PbFkslp 16
Synthase brasiliensis
Glucan- Aspergillus
3-1,3-glucan GT-48 ] AfFkslp 16
Synthase fumigatus

Alle eukaryotischen Proteine werden bis auf einige Proteine der Mitochondrien und
Chloroplasten, im Zytosol synthetisiert. Viele Proteine missen zu dem Zielort der Zelle
transportiert werden, damit sie ihre Funktion zeigen kénnen. Signalpeptide sind kurze
Sequenzsegmente und fur den Transport in das endoplasmatische Retikulum, die
Chloroplasten, Mitochondrien, Peroxisomen oder den Zellkern und deren Membranen

erforderlich. Diese Sequenz ermdglicht, dass die Proteine entweder die Membran
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durchdringen oder in der Zielmembran verankern (Allen et al. 2019, Mitra et al. 2006,
Johnson et al. 2013, Owiji et al. 2018, Pfeiffer 2012, Kramer et al. 2020, Sun et al. 2005).
In der Primarstruktur (Aminosequenz) konnte bei GSL2 aus Euglena gracilis und Distigma
proteus ein Signalpeptid aus 34 bzw. 33 Aminosduren gefunden werden.
Interessanterweise besitzt GSL1 kein Signalpeptid. Zwar befindet sich das Signalpeptid von
GSL2 nach InterPro bei Euglena gracilis am Ende des N-Terminus, jedoch gibt es keine
Information dariiber, ob das Signalpeptid bei Distigma proteus auch am N-Terminus liegt.
Es wurde in einigen Untersuchungen gezeigt, dass der Paramylon-Synthase-
Komplex sich in den Membranen der Paramylon-Granula befindet (Baumer et al. 2001,
Baumer 1998, Brommund 2004). Bezuglich dieser Befunde kdnnte vermutet werden, dass
das Signalpeptid wichtig ist, um den Paramylon-Synthase-Komplex in der Membran von
Paramylon-Granula zu verankern. Es ware auch denkbar, dass der Paramylon-Synthase-
Komplex durch das Signalpeptid in das endoplasmatische Retikulum weitergeleitet werden

muss, damit das Enzym seine Funktion entfalten kann.

4.3. NUKLEINSAURE-ANALYSE DER UNTERSUCHTEN EUGLENIDA

Das Vorkommen des Paramylon-Synthase-Komplexes anhand der Sequenzen fihrt
zu neuen Erkenntnissen. Zu diesem Thema existieren nur sehr wenige weitere
Untersuchungen und somit nur wenig Literatur. Zwar haben sich zahlreiche Studien in den
letzten Jahren grundsatzlich mit biochemischen Analysen des Paramylons und seinen
Anwendungsmaoglichkeiten beschéftigt, aber diese Arbeiten hatten meist die Isolierung und
Charakterisierung des Paramylon-Synthase-Komplexes zum Ziel. In vorliegender Arbeit
wurden zwei neue Sequenzen aus Datenbanken in die Analyse eingeschlossen (Tanaka et
al. 2017). Dadurch konnten die Primer fur die PCR-Analyse aus Euglena gracilis Z erzeugt
werden. Anhand der aufgefuihrten Untersuchungen nach der PCR-Methode konnte gezeigt
werden, dass die ProduktgréRe nicht mit den vorhergesagten GroéRen der Primerdesign-
Programme Ubereinstimmte. Darlber hinaus entstanden beim Einsetzen von gDNA als
Template mehrere PCR-Produkte. Daraus resultiert der Nachteil, dass die ldentifizierung
durch Sequenzierung mehrerer Produkte mit hheren Kosten verbunden ist. Eine mégliche
Ursache besteht darin, dass mehrere Introns in den Sequenzen existieren. Diese
Vermutung wurde von den Ergebnissen der Agarosegel-Elektrophorese gestitzt, da das
Anwenden der cDNA entweder zu der Reduzierung der Anzahl oder der Verminderung der
GrolRe des PCR-Produktes fuhrte. Beide Probleme lassen sich durch die Einsetzung der

cDNA umgehen, weil cDNA keine Introns beinhaltet (Carlon et al. 2005).
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Ausgehend von den vorliegenden Sequenzen aus Euglena gracilis Z konnten fur GSL1 und
GSL2 insgesamt 23 und 18 Teilsequenzen aus Euglena gracilis, Distigma proteus,
Khawkinea quartana und Peranema sp. ermittelt werden. Die Lange dieser Sequenzen
variiert zwischen 73 und 268 bp. Die Alignments dieser Teilsequenzen sprechen fir eine
Variabilitdt der Nukleotidsequenzen. Allerdings ist die komplette Entschlisselung der
Gensequenzen von GSL1 und GSL2 nicht gelungen. Die BLASTx-Analyse ermdglichte, die
erhaltenen Sequenzen aus Euglena gracilis, Distigma proteus, Khawkinea quartana und
Peranema sp. den Sequenzen fir den Paramylon-Synthase-Komplex aus Euglena gracilis
Z zuzuordnen (Altschul et al. 1990, Tanaka et al. 2017). Zum jetzigen Zeitpunkt ist eine
exakte Bestimmung der jeweiligen Spezies durch die identifizierten Sequenzen nicht
maoglich. An dieser Stelle stellt eine BLAST-Suche die einzige Methode flr die Identifizierung
der Paramylon-Synthase-Komplex kodierenden Gensequenzen dar, da keine
Sequenzdaten fur Paramylon-Synthase aus den anderen Spezies der Euglenida vorliegen.
Diese Sequenzen kodieren jeweils 8 und 6 Regionen auf der GSL1 und GSL2 bei einigen
untersuchten Organismen. Beziglich dieser Erkenntnisse konnte davon ausgegangen
werden, dass das Vorhandensein des Enzyms Paramylon-Synthase bei allen untersuchten
Euglenida bestatigt wurde.

Tanaka et al. 2017 analysierten in ihrer Studie die Proteinsequenzen von GSL1 und
GSL2 aus Euglena gracilis Z. Sie erhielten nur bei GSL1 eine MISS-, LacZ-(Beta-
galactosidase/beta-glucuronidase) sowie eine Glucan-Synthase-Region und zeigten die
Nukleotidsequenzen dieser Regionen. Trotz dieser Erkenntnisse konnte die Funktion dieser
Regionen im Paramylon-Synthase-Komplex nicht Uberpruft werden. Diese ermittelten
Sequenzen der Proteine erméglicht in der vorliegenden Studie, zwei von diesen Regionen
bei den untersuchten Organismen festzustellen. Der Bereich LacZ-(Beta-
Galactosidase/beta-Glucuronidase) lasst sich in Euglena gracilis, Distigma proteus,
Khawkinea quartana und Peranema sp. feststellen. Im Gegensatz dazu wurde die Glucan-
Synthase-Region (3-1,3-Glucan Synthase Komponente) aul3er bei Khawkinea quartana bei
allen anderen untersuchten Euglenida gefunden. Beztiglich dieser Ergebnisse kdnnte davon
ausgegangen werden, dass entweder diese Bereiche je nach Organismus unterschiedlich
kodiert sind oder dass diese Primer nicht an die cDNA binden kdnnen, weil sie nicht
artspezifisch sind. Da in dieser vorliegenden Arbeit die Funktionen dieser Proteinregionen
in der Paramylon-Synthese nicht geklart werden konnten, kénnen nur einige Vermutungen
unter Berlcksichtigung dieser in vielen Studien bekannten Proteine angestellt werden.
Untersuchungen zum LacZ-Gen mit einigen Organismen haben ergeben, dass dieses Gen

das Enyzm 3-Galactosidase kodiert. Die Abspaltung von Lactose in Glucose und Galaktose
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kann durch 3-Galactosidase erfolgen. Aul3erdem kann dieses Enzym Transgalactosylierung
von Laktose zu Allolactose katalysieren. In einer anderen Reaktion kann Allolactose durch
3-Galactosidase wiederum zu Laktose und Galactose gespalten werden. Wenn man in
Betracht zieht, dass Paramylon anhand der vorliegenden Forschungsergebnisse nur aus
Glucoseeinheiten besteht, ware es mdglich, dass die Zellen unter unginstigen Umstanden
die notwendige Glucose mittels dieser entwickelten Strategie fur die Paramylon-Synthese
erhalten kénnen. Ein weiteres Enzym (3-Glucuronidase kann glykosidische Verbindungen
bei den Kohlenhydraten hydrolysieren. Mit diesen beiden Enzymen kénnte moglicherweise
sichergestellt werden, dass UDP-Glucose nicht die einzige Glucosequelle ist. Eine weitere
Denkweise ware, dass [3-Glucuronidase mit 3-Galactosidase fir die Bereitstellung der
Glucose-Monomeren fir die Paramylon-Synthese interagiert (Juers et al. 2012, Aviv & Gal-
Mor 2017, Graaf et al. 2002, Sudan et al. 2006, Ahmad et al. 2011, Sui et al. 2021).

Auch Uber die Funktion der Glucan-Synthase-Region kann nur gemutmal3t werden.
Bei verschiedenen Organismen wurden Glucan-Synthasen erfolgreich isoliert und
charakterisiert. Ein wesentlicher Unterschied liegt darin, dass diese Enzyme entweder
3-1,3-Glucan oder 3-1,4-Glucan synthetisieren. Es ist schon bekannt, dass Paramylon ein
3-1,3-Glucan ist. In diesem Zusammenhang kénnte vermutet werden, dass Glucan-
Synthase im Paramylon-Synthase-Komplex fur die 3-1,3-Glucan-Synthese zustandig ist
(Stasinopoulos et al. 1999, Delmer 1999, Morgan et al. 2012, Drula et al. 2022, Lombard et
al. 2013, Cantarel et al. 2009, Li et al. 2014, Youngs et al. 2007, Slabaugh et al. 2014, Turner
& Kumar 2017, Kieber & Polko 2019, Endler & Persson 2011, Paerschke et al. 2017, Marin
et al. 2003, Linton et al. 2010, Kostygov et al. 2021, Arguelles & Martinez-Goss 2019, O’Neill
et al. 2015, Zakrys et al. 2017).

4.4, TRANSKRIPTOMANALYSEN UND QPCR DES PARAMYLON-SYNTHASE-
KOMPLEXES

Bei vielen Arbeiten wurden die Struktur des Paramylons und die Einflisse auf die
Paramylon-Synthese ausfuhrlich erforscht sowie der Paramylon-Synthase-Komplex in
Euglena gracilis erfolgreich isoliert und charakterisiert (Marchessault & Deslandes 1979,
Kiss et al. 1988a & 1988b, Kiss et al. 1986 & 1987, Monfils et al. 2011, Malkoff & Buetow
1964, Tanaka et al. 2017). Trotz der daraus gewonnenen Erkenntnisse liegen keine
vergleichbaren Informationen Uber die lichtabhangige Genregulation des Paramylon-
Synthase-Komplexes zwischen einer osmotrophen und phototrophen Art der Euglenida vor.
Mittels der Transkriptomanalyse wurden die Genregulationsverhéltnisse erforscht und die

Identifizierung der Paramylon-Synthase-Komplex kodierenden Gene bei Euglena gracilis
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und Distigma proteus durchgefuhrt. Fir Euglena gracilis wurden durch Clustern mittels cd-
hit (###CITE) 306.063 Transkripte erhalten. Insgesamt konnten bei Euglena gracilis 32.579
Transkripte mittels TransDecoder des LongOrfs Befehls (###CITE) in Proteinsequenzen
umgeschrieben und annotiert werden. Durch die Annotation wurden zwei
(TRINITY_DN872_c0_gl1 und TRINITY_DN12637_c0O_gl) von 14 Genen bei Euglena
gracilis als Paramylon-Synthase-Komplex kodierende Gene GSL1 und GSL2 bezeichnet.
Die Lange dieser mRNA-Sequenzen fur GSL1 und GSL2 waren 10.829 bp und 7.958 bp
grof3. Die annotierten Proteine TRINITY_DN872_c0 gl i2.pl und
TRINITY_DN12637_c0_g1 i18.p1 beinhalten 2.274 aa und 2.270 aa, woraus sich die
vorhergesagten Molekulargewichte 257 und 261 kDa ergeben. Im Vergleich dazu wurden
wenige Transkripte bei Distigma proteus mittels cd hit aus den Rohdaten herausgefiltert,
deren Anzahl lag bei 246.742. Auch bei Distigma proteus wurden TRINITY_DN2788 c0 g1
(4.842 bp) und TRINITY_DN3946_c1_g2 (7.664 bp) als GSL1 und GSL 2 fur Paramylon-
Synthase identifiziert. Diese Gene kodieren die beiden Proteine
TRINITY_DN2788 cO g1 i10.p1 (1.518 aa) und TRINITY_DN3946 cl g2 il.p1l (2.298
aa), deren Molekulargewichte mit 175 und 265 kDa eingeschatzt wurden. Trotz erhéhter
Transkriptionslevels fur GSL1 und GSL2 in Euglena gracilis und Distigma proteus zwischen
der Licht- und der Dunkelphase, konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
Genregulationsniveaus festgestellt werden. Das bedeutet, dass die mRNAs fir den
Paramylon-Synthase-Komplex zu den beiden Zeitpunkten in den Zellen vorgelegen haben.
Es ist ungewdhnlich, dass sich mRNA-Transkripte fir den Paramylon-Synthase-Komplex in
der Zelle befinden, obwohl die Funktion dieses Proteins nicht erforderlich ist. Es ist bekannt,
dass Paramylon bei den phototroph angezogenen Zellen von Euglena gracilis in der
Belichtungsphase aufgebaut wird. In der Dunkelphase und wéhrend der Zellteilung nimmt
der Paramylon-Gehalt deutlich ab. AuBerdem baut Euglena gracilis unter anaeroben
Bedingungen das vorhandene Paramylon ab, um durch Wachsester-Synthese Energie zu
gewinnen (Baumer 1998, Triemer & Zakrys 2015, Inui et al. 1992 & 2017, Rotte et al. 2001,
Tomita et al. 2016, Calvayrac et al. 1981, Cook 1966, Tanaka et al. 2017). Osmotischer
Stress, Umweltanpassungen oder Organellenentwicklung (z. B. Chlorophyll-Synthese)
kénnen auch ein Grund fur die Reduzierung der Paramylon-Menge sein (Malkoff & Buetow
1964, Tanaka et al. 2017). Aufgrund der Tatsache, dass sich die Menge des Paramylons je
nach Lichtverhaltnissen oder Kultivierungsbedingungen unterscheidet, ware zu erwarten,
dass die Transkriptionslevels fir Paramylon-Synthase bei Euglena gracilis in der
Dunkelphase oder unter anaeroben Zustdnden aufgrund niedrigerer Paramylon-

Syntheseleistung abnimmt und wahrend der Lichtphase zunimmt.
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Diese Annahmen konnten angesichts der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
bestatigt werden.

In der Literatur sind keine Forschungsarbeiten tiber den Paramylon Metabolismus in
den osmotrophen Euglenida vorhanden. Da die primar osmotrophen Spezies der Euglenida
keine Chloroplasten besitzen, sind diese Arten wie Distigma proteus nicht in der Lage, durch
Photosynthese Glucose herzustellen. Die Versorgung der Zellen erfolgt durch Aufnahme
der Nahrstoffe aus dem Medium (Leander et al. 2007, Yamaguchi & Anderson 1994, Busse
& Preisfeld 2003). Infolgedessen wére es plausibel, dass keine Unterschiede zwischen der
Belichtungs- und Dunkelphase in Bezug auf die Paramylon-Synthesefahigkeit gezeigt
werden. Diese Annahme wurde bestéatigt, denn es wurde keine Veranderung des
Genregulationsniveaus fur den Paramylon-Synthase-Komplex festgestellt.

Aufgrund der Tatsache, dass die Probenentnahme fiir diese Transkriptomanalyse bei
beiden Organismen in der logarithmischen Wachstumsphase der Zellen innerhalb eines
Tages durchgefuhrt wurde, kdnnte vermutet werden, dass die Paramylon-Menge sich bei
der Zellteilung aufgrund des hohen Energieverbrauches verringert (Cook & James 1960).
Infolgedessen waren sinkende Transkriptionslevels von dem Paramylon-synthetisierenden
Enzym zu erwarten. Stattdessen sind die Levels gleichgeblieben.

Die mehrfach fehlenden Bestatigungen der Annahmen fuhren zu der Frage, ob der
Zeitraum, die Zeitabstédnde oder die Lichtverhaltnisse der Kultivierung geeignet waren, um
die Transkriptionslevels fir den Paramylon-Synthase-Komplex zu beobachten. Um weiteren
Aufschluss zu erhalten, wurden die Analyse-Umstéande drastisch verandert. Hierzu wurden
Euglena gracilis und Distigma proteus im Zeitraum von 12 Tagen jeweils unter
Dauerbelichtung, Dauerdunkelheit und dem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h ohne
zusatzliche Nahrstoffzufuhr kultiviert, und es wurden alle zwei Tage Proben entnommen.
Die Genexpressionslevels wurden mittels gq°PCR bestimmt. Bei dieser Methode gibt die
Effizienz Auskunft tGber die Signifikanz der Ergebnisse. Diese ist ein Mal} fur die Effektivitat
der Verdoppelung der DNA-Menge nach jedem PCR-Zyklus. Aufgrund der Effizienz-Werte
vertreten die Forscher unterschiedliche Meinungen. Bivins et al. 2021 und Parkins et al.
2020 empfehlen, dass die Real-Time-Effizienz unter optimierten Reaktionsbedingungen
zwischen 90 % und 110 % liegen sollte. Nach Holzapfel & Wickert 2007 liegt die Effizienz
der meisten Real-Time PCRs zwischen 85 % und 95 % und nicht bei 100 %. Da der
Effizienz-Wert von 75 % bei Distigma proteus berechnet wurde, war es nicht mdglich, die
Genexpressionsniveaus dieser Spezies mittels gPCR zu messen. In dieser Arbeit wurden
die Genexpressionslevels von GSL1 und GSL2 bei Euglena gracilis Gber 12 Tage ermittelt,

da sich die Zellkulturen nach 12 Tagen annahernd im Palmellastadium befanden (Hader &
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Hemmersbach 2022). Hinsichtlich der steigenden und abnehmenden Tendenzen ahneln
sich die Expressionslevels bei GSL1 und GSL2. Es ist auffallig, dass das Expressionslevel
von GSL1 und GSL2 bei dem Zustand Dauerlicht nach einem Rickgang regelmé&lig anstieg
und kurz vor dem Kultivierungsende abnahm. Diese Veranderungen lassen sich auf
unterschiedliche Weise erklaren. Zu Beginn der Kultivierung befanden sich die Euglena-
Zellen in der Lag-Phase. Diese Phase ermoglicht den Zellen die Anpassung, um neue
Umweltbedingungen zu nutzen (Rolfe et al. 2011). Es wurde bereits erwahnt, dass die
Umweltanpassungen zum Abbau des Paramylons fuhren kann (Malkoff & Buetow 1964).
Vermutlich wurden die Paramylon-Synthase-Komplex kodierenden Gene herunterreguliert,
da Paramylon-Synthese im Dauerlicht nicht erforderlich ist. Folgerichtig erhéhte sich die
Expression fortlaufend. Dieses Verhalten der Gene war zu erwarten, da bei der
kontinuierlichen Photosynthese vermutlich mehr Glucose von den Zellen fir die Paramylon-
Synthese gespeichert wird. In vielen Arbeiten mit Pflanzen und Moosen wurde bestatigt,
dass die Menge der Kohlenhydrate z. B. Starke bei Dauerlicht zugenommen hat (Aro &
Valanne 1979, Haque et al. 2015). Die Abnahme der Expression bei Kultivierungsende lasst
sich unterschiedlich erklaren. Es ware mdglich, dass Stromathylakoiden teilweise bei der
Dauerbelichtung zerstért werden (Aro & Valanne 1979). Eine andere Denkweise wére, dass
die hohe Menge von Paramylon einen negativen Einfluss auf die Photosynthese hat.
Studien haben gezeigt, dass die hohe Zuckerkonzentrationen durch zuckerempfindliche
Enzyme wie Hexokinase zur Reduzierung der Genexpression wichtiger photosynthetischer
Enzyme fiuhren kann, was zu einer Herunterregulierung von Photosynthese fuhrt (Van
Gestel et al. 2005).

Es ist schon bekannt, dass die phototroph angezogenen Euglena gracilis-Zellen
Paramylon speichern kdnnen, solange Energie als Licht existiert. Bei Dauerdunkelheit sind
die Expressionsniveaus beinahe unverandert geblieben, was den Untersuchungen von
anderen Autoren widerspricht. Sie kommen zu dem Ergebnis, dass Paramylon angesichts
der Verkleinerung der Paramylon-Granula in der Dunkelphase zur Energiegewinnung
beispielsweise fur die Zellteilung oder Proteinsynthese abgebaut wird (Cook 1966, Inui et
al. 1992 & 2017). Es konnte davon ausgegangen werden, dass die Paramylon-Synthese
herunterreguliert werden soll. Diese Erkenntnisse stimmten mit der vorliegenden Arbeit nicht
Uberein. Kurz vor dem Kultivierungsende erreichten die Paramylon-Synthase-
Expressionsniveaus den hochsten Stand. Es ist mdglich, dass Euglena gracilis im Dunkeln
Ethanol, Acetate, Butyrate oder andere organische Substanzen als Carbon- und
Energiequelle nutzen kann. Garlaschi et al. 1974 haben nachgewiesen, dass 50 % des

Methylkohlenstoffs, der durch Oxidation des Ethanols zu Acetaten entstanden ist, in
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Paramylon eingebaut werden kann. Vermutlich ist Euglena gracilis in der Lage, auch Citrat
von Natriumcitrat, das im Medium vorliegt, als Energiequelle oder fur die Paramylon-
Synthese anzuwenden. Durch den Citrat-Zyklus wird Citrat in einigen Schritten zu
Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) abgebaut. Dabei werden sowohl organische
Bestandteile fur den Aufbau als auch Energie in ATP freigesetzt (Martinez-Reyes & Chandel
2020, lacobazzi & Infantino 2014). In dem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h wurde
beobachtet, dass das Expressionslevel am niedrigsten war. Einige Studien haben gezeigt,
dass die Paramylon-Menge in der Lichtphase kontinuierlich zugenommen hatte (Cook
1966). Es ware zu erwarten gewesen, dass die Expressionsniveaus eine steigende Tendenz
zeigen, da die Probenentnahme in der Belichtungsphase durchgefihrt wurde. Diese

Erkenntnisse konnten mit den in der Literatur vorhandenen Studien nicht begriindet werden.
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Tabelle 64: Berechnung der Zellkonzentration fur Distigma proteus

Die Anzahl der Zelle

Kulturdauer (Tage) Zellanzahl Zellkonzentration [pro ml]
1 17 10.625
3 18 11.250
5 21 13.125
7 33 20.525
9 41 25.625
11 48 30.000
13 55 34.375
15 67 41.875
17 72 45.000
19 91 56.975
21 105 65.625
23 107 66.875
25 112 70.000
27 106 66.250
29 106 66.250
31 105 65.625
33 105 65.625
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Abbildung 82: Kalibrierungskurve zur Proteinbestimmung nach Lowry
Tabelle 65: Standardlésungen und Messwerte zur Proteinbestimmung nach Lowry
C(BSA) 0 25 50 75 100 125 150 175 200
[Hg/ml]
0| 0,005 | 0,012 | 0,016 | 0,023 | 0,030 | 0,040 | 0,047 | 0,051
As78 nm 0| 0006 | 0,012 | 0,018 | 0,029 | 0,033 | 0,038 | 0,047 | 0,049
0| 0,004 | 0,013 | 0,018 | 0,025 | 0,030 | 0,036 | 0,046 | 0,055
MW 0| 0,005 | 0,012 | 0,017 | 0.026 | 0,031 | 0,038 | 0,047 | 0,052
0,7
y =0,0252x + 0,0214 ®
0,6 R2=0,9921
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Abbildung 83: Kalibrierungskurve zur Proteinbestimmung nach Bradford
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Tabelle 66: Standardldsungen und Messwerte zur Proteinbestimmung nach Bradford

C(BSA) 0 1 5 10 15 20 25
[1g/ml]
0 | 0,018 0,141 0,306 0,394 0,514 0,629
A 595 nm 0 | 0,040 0,160 0,299 0,424 0,561 0,573
0 | 0,041 0,175 0,306 0,421 0,528 0,668
MW 0 | 0,033 0,159 0,304 0,413 0,534 0,623

Tabelle 67: Extinktionsmesswerte der Fraktionen zur Proteinbestimmung nach Lowry (Paramylon-Synthase-
Komplex aus Distigma proteus) (Dreifache Messung und 1:20 Verdiinnung)

20000

15000

Lumineszenz [RLU]

10000

5000 r

Absorptionsmesswerte
Fraktionsnummer 1 2 3
1 0,050 0,050 0,047
2 0,052 0,050 0,050
3 0,017 0,017 0,017
4 0,014 0,013 0,013
5 0,024 0,024 0,024
6 0,006 0,005 0,005
7 0,005 0,006 0,006
30000
y = 1123,9x - 86,951
Rz =0,9988
25000

10

15 20
UDP [uM]

25

30

Abbildung 84: Messwerte der Standardkurve zum UDP-Glucosyltransferase-Assay, Messwerte werden noch

vom Mittelwert des Nullwertes (= 86) abgezogen und die Proben wurde 1:2 verdinnt
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Tabelle 68: Standard UDP-L6sungen und Lumineszenz Messwerte [RLU]

Lumineszenz Messwerte [RLU]
UDP[uM]
1 2 3

0 84 96 79
0,02 151 101 87
0,05 154 134 98
0,1 195 161 176
0,2 291 260 242
0,39 443 501 414
0,78 820 795 894
1,56 2.544 1.393 1.735
3,13 3.874 3.010 2.991
6,25 6.435 5.705 6.717
12,5 16.743 14.242 12.893

25 27.107 31.944 24.985

Tabelle 69: Lumineszenzmesswerte der Fraktionen aus Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
(Distigma proteus)

Aktivitatsmessung (Distigma proteus)

Fraktion 1 | Fraktion 2 | Fraktion 3 | Fraktion 4 | Fraktion 5 | Fraktion 6 | Fraktion 7
7.121 12.144 2.580 1.534 1.423 1.695 3.245
7.188 11.988 2.577 1.564 1.420 1.645 3.167
6.509 11.310 2.526 1.443 1.412 1.684 3.185
7.086 9.840 2.577 1.369 1.401 1.550 3.068
7.719 11.390 2.534 1.595 1.492 1.639 3.373
7.614 11.198 2.582 1.550 1.442 1.615 3.540
6.988 11.408 2.586 1.462 1.465 1.637 3.350
7.324 10.782 2.439 1.563 1.592 1.666 3.249
7.646 13.471 2.747 1.623 1.547 1.696 3.675
7.921 12.176 3.036 1.546 1.549 1.401 3.128
7.201 12.887 2.844 1.555 1.581 1.443 3.465
7.042 10.294 2.974 1.575 1.458 1.560 3.941
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Tabelle 70: Messwerte des UDP-Glucosyltransferase-Test Aktivitat in Abhangigkeit verschiedener

Metallionen (Distigma proteus)

lonen

Mn Mn+Mg Mn+Ca
8.276 7.385 6.075
8.458 7.138 6.021
8.233 7.333 6.036
8.345 7.345 6.034
8.421 7.413 6.004
8.434 7.144 6.015
8.548 7.285 6.174
8.609 7.336 6.112
8.584 7.472 6.148
8.563 7.400 6.124
8.495 7.476 6.128
8.572 7.462 6.126
8.722 7.361 6.483
8.315 7.179 6.753
8.536 7.278 6.444
8.544 7.208 6.509
8.412 7.387 6.686
8.323 7.435 6.494
8.405 7.123 6.463
8.120 7.963 6.370
8.578 7.505 5.728
8.935 7.443 5.679
8.055 7.456 6.521
7.727 7.265 6.591
7.479 7.321 6.665
7.444 7.256 6.749
8.105 7.346 6.999
8.392 7.834 6.236
8.471 7.766 6.275
8.211 7.847 6.205
8.279 7.793 6.751
8.290 7.108 6.210
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Tabelle 71: Ergebnisse der enzymatischen Produktanalyse fir Paramylon aus Distigma proteus

DC-Ergebnisse
Probe Substanz a (cm) b (cm) Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 53 0,63
1 a-Amylase - -
2 3-Amylase 53 8.4 0,63
3 3-1,3-Glucanase 53 0,63
4 3-1,4-Glucanase - -

Tabelle 72: Ergebnisse der Alkali- und Saureanalyse fur Paramylon aus Distigma proteus

DC-Ergebnisse
Probe Substanz a(cm) b (cm) Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 54 0,64
1 Saurehydrolyse - 8.4 -
2 Alkalihydrolyse 54 0,64
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Tabelle 73: Berechnung der Zellkonzentration fur Peranema sp.

Die Anzahl der Zelle
Kulturdauer (Tage) Zellanzahl Zellkonzentration [pro ml]
1 11 13.750
3 13 16.250
5 18 22.500
7 19 23.750
9 23 28.750
11 27 33.750
13 28 35.000
15 28 35.000
17 28 35.000
19 27 33.750
21 26 32.500
23 26 32.500
25 25 31.250
27 24 30.000
29 24 30.000
31 24 30.000

Tabelle 74: Extinktionsmesswerte der Fraktionen zur Proteinbestimmung nach Lowry (Paramylon-Synthase-
Komplex aus Peranema sp.) (Dreifache Messung und 1:20 Verdinnung)

Absorptionsmesswerte
Fraktionsnummer 1 2 3

0,034 0,035 0,032
2 0,025 0,025 0,023
3 0,017 0,018 0,017
4 0,021 0,022 0,020
5 0,027 0,027 0,025
6 0,008 0,008 0,007
7 0,005 0,006 0,005
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Tabelle 75: Lumineszenzmesswerte der Fraktionen aus Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
(Peranema sp.)

Aktivitdtsmessung

Fraktion 1 | Fraktion 2 | Fraktion 3 | Fraktion 4 | Fraktion 5 | Fraktion 6 | Fraktion 7
1.345 1.238 8.956 17.922 18.731 2.364 1.803
1.428 1.278 8.864 17.911 18.428 2.268 1.812
1.332 1.298 8.765 17.904 18.436 2.354 1.823
1.467 1.302 8.869 17.973 18.221 2.238 1.847
1.371 1.221 8.775 17.899 18.866 2.357 1.809
1.332 1.233 8.774 17.236 18.521 2.274 1.824
1.420 1.238 8.874 17.906 18.338 2.369 1.823
1.380 1.246 8.872 17.909 18.406 2.340 1.826
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Tabelle 76: Messwerte des UDP-Glucosyltransferase-Test Aktivitat in  Abh&ngigkeit verschiedener
Metallionen (Peranema sp.)

lonen

Mn Mn+Mg Mn+Ca
17.345 16.064 14.867
17.225 16.282 15.456
17.238 16.239 15.838
17.267 16.189 15.600
17.333 16.211 15.444
17.263 16.233 15.121
17.221 16.058 15.442
17.118 16.433 15.389
17.068 16.228 15.247
17.348 16.245 15.220
17.633 16.233 15.034
17.242 16.348 15.005
18.840 16.354 15.919
17.506 16.424 15.346
17.963 16.198 15.295
17.624 16.109 15.507
17.608 16.916 15.576
17.949 17.851 15.435
17.902 16.126 15.292
15.238 12.489 10.848
14.903 12.935 11.802
14.437 13.317 11.683
14.856 12.383 10.293
15.379 14.454 11.365
15.432 12.823 10.238
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Tabelle 77: Ergebnisse der enzymatischen Produktanalyse fir Paramylon aus Peranema sp.

DC-Ergebnisse
Probe Substanz a (cm) b (cm) Retentionsfaktor (Ry)
G Glucose-Standard 6,7 8,3 0,81
1 a-Amylase - - -
2 3-Amylase 6,7 8,3 0,81
3 3-1,3-Glucanase 6,7 8,3 0,81
4 3-1,4-Glucanase - - -

Tabelle 78: Ergebnisse der Alkali- und Saureanalyse fur Paramylon aus Peranema sp.

DC- Ergebnisse
Probe Substanz a(cm) b (cm) Retentionsfaktor (Ry)

G Glucose-Standard 53 8,3 0,64

1 Saurehydrolyse - - -

2 Alkalihydrolyse 53 0,64

Tabelle 79: Bestimmung der photosynthetische Effizienz bei Euglena gracilis
Photosynthetische Effizienz

Fo Fm Fv (Fm-Fo) Fv/iFm
454 1297 843 0,649
292 950 658 0,692
295 885 590 0,666
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Tabelle 80: PCR-Ergebnisse fir die Sequenzen aus GSL1 (1)

GGACGCGCGCCTGCTGGCAGTGCTCCCCGAAGTCCGCCCACGCCTCCGGGTGCTC
>EgAl.l | TGGCGAGTCCCACGCCTGGTCTAGCGGGTCGAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAGG
TACTGCCAGATCAC

GGACGCGCGCCTGCTGGCAGTGCTCCCCGAAGTCCGCCCACGCCTCCGGGTGTTC
>DiAl.1 | CGGCGAGTCCCACGCCTGGTCCAGCGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAGG
TACTGCCAGATAGACGT

ACGCGCGCCTGCTGGCAGTAGCTCCCCGAAGTCCGCCCACGCCTCCGGGTGCTCC
>KhAl1.1 | GGCGAGTCCCACGCCTGGTCCAGTGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAGGT
ACTGCCAGATAAACTGTC

GCATGTGCTTCCCCGAAATCCGCCCACGCCTCCGGGTGTTCTGGCGAGTCCCACGC

>PeALl CTGGTCTAGTGGGTCAAACTCCGGCAACGCAGAGGAGAGGTACTGCCAGTGTGAG

GCATGGTCCCGCCGATCACGCGTCCGCCGCGCCTTTCGGCGCTTGCCCACCTTGGC
>EgAl.S5 | CTGCTTGTCCCGGCTGTAGGCGTCCCCGACCCGTACACTGTCCCAGTCCCCGAAGC
GGGGCAGGATGAGCTGCAGCTTCATGCCCTCGGAGTAGTACACCTCAGGG

TAGGCGTCCCCGACCCGTACACTGTCCCAGTCCCCGAAGCGGGGCAGGATGAGCTG

>DIALS CAGCTTCATGCCCTCGGAGTAGTACA

GCCCTAGGACAGGCGTGGGACTCGCCAGAACACCCGGAGGCGTGGGCGGACTTCG
>EgD1.2 | GGGAGCACTGCCAACAGGTGCGCGTCCTGCTGAAGTACCTGCTGACGCTGGTGGAC
AAGAACAGTATCAACTTCGCGGATGTT

GGAACCAGGCGTGGGAATCGCCGGAACCCCGGGAGGCGTGGGCGGACTTCCGGGA
>DiD1.2 | GCACTGCCAAGCAAGGCGCGCGGCCTGCTGAAGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAA
GAACAGTATCAACTTCGCAG

ATCGCCGGAACAACCCGGAGGTGTGGGCGGATTTCGGGGAGCACTGCCAGCAGGC
>KhD1.2 | GCGCGTCCTGCTGAAGTACCTGCTGACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACTTTCG
CGGAAGAACAGTATCAACTTCGCGGAACGG

AGGGCTGATGACCCTAGGAACAGGCGTGGGACTCGCCGGAGCCCCGGAGGCGTGG
>PeD1.2 | GCGGACTTCGGGGAGCACTGCCAAGCAGGTCGCGCGTCCTGCTGAAGTACCTGCTG
ACGCTGGTGGACAAGAACAGTATCAACTTCGCGGTCAA

ACTCCGAAGGGATGAAGCTGCAGCTCATCCTGCCCCGCTTCGGGGACTGGGACAGT
CTACGGGTCGGGGACGCCTACAGCCGGGACAAGCAGGCCAAGGTGGGCAAGCGCC
GAAAGGCGCGGCGGGACGCGTTGATTGGCGGGGACCAGTGCGCCATCCTGGGCTT
CAAGGAGCACATCTTTACGTACCGGGCAGTCGGTGAAAC

>Eg5821

ACTCCGAAGGGGCATGAAGCTGCAGCTCATCCTGCCCCGCTTCGGGGACTGGGACA
GTCTACGGGTCGGGGACGCCTACAGCCGGGACAAGCAGGCCAAGGAGGGCAAGCG
CCGAAAGGCGCGGCGGGACGCGTTGATTGGCGGGGACCAGTGCGCCATCCTGGGC
TTCAAGGAGCACTATCTTTACGTACCGGGCA

>Di5821

GACTGGGACAGCCTGCGGGTCGGGGACGCCTACGGCCGGGACAAGCAGGCCAAGG

>PeS821 | 16GGCAAGCGCCGAAAGGCGCGGCGGGACGCG
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Tabelle 81: PCR-Ergebnisse fir die Sequenzen aus GSL1 (2)

>EQg6481.1

ACGTACTTCCGGCAGGCGAACCTCGGGGAGGTGGATGAGCGGCAGAAGTTTGTGC
AGGAGTGGGAGAAGGCGGCGAAGGGCGGCGGCCAGCAGCGCAGCCTGCAGACGT
ACCTCGTGACGCAGTGGTGGCTGTTCCTGTGCGACCTCCATGACGCGTACAACGAC
CATGCCACCGACGAGGTTTTCAAGTCGTTCCTGTGGGACTGGCTGATGAGCTCCCC
CGGCTATGGTTTGGATTATGAGCAGGTGGACGCGACGTGGAAAAATA

>Di6481.1

ATACCTTTACTGTTGTGGCCCTCATCGCTGCCATCTCGTACATCATCGCCCCCGTGC
TGTACAACCCAAAGCCCACCTGGCGCTCCCTCCTGATCGCCCCGCAGGATCTCTGG
GACTGGCTGACGGCCCAGGACGACACGTTCGACCGTGGAAGACTACCGCATCATAA
GAGGGGGGGT

>Eg7081

TCCACAGGACGACTTGAAAACCTCGTCGGTGGCATGGTCGTTGTACGCGTCATCGA
GGTCGCACAGGAACAGCCACCACTGCGTCACGAGGTACGTCTGCAGGCTGCGCTG
CTGGCCGCCACCCTTCGCCGCCTTCTCCCACTCCTGCACAAACTTCTGCCGCTCAT
CCACCTCCCCGAGGTTCGCCTGCGGGAAGATCTTAG

>Di7081

TACAGGAAACGACTTAGAAAACCTCATCGGTGGCATGGTCGTTGTACGCGTCATCG
AGGTCGCACAGGTAACAGCCACCACTGCGTCACGAGGTACGTCTGCAGGCTGCGC
TGCTGGCCGCCACCCTTCGCCGCCTTCTCCCACTCCTGCACAAACTTCTGCCGCTC
ATCCACCTCCCCGAGGTTCACCTGC

>EQ7561

GACACCGTCTCCCCCTACAACTACACCCACTCCATCCCCCTCTCGGCGCTGGTGAT
CGTGGCGTTCGGGGTGTTCTACAAACTGATGCTGCTGCTCATCCCGGCCAACCCAC
TGGCCGCCGTGGCGGTGCGCTGCACGGCGCTGCTGGCGTTCGCGGTGCTGTTCCT
CATGGTGCTGTTCGAAACCTCA

>Di7561

TTACACCATCTCCCCCTACGACTACACCCACTCCATCCCCCTCTCAGCGCTGGTGAT
CGTGGCGTTCGCACGTGTTCTACCAGCTGATGCTGCTGCTCATCCCGGCCAACCCA
CTGGCCGCCGTGGCGGTGCGCTGCACGGCGCTGCTGGCGTTCGCGGTGCTGTTCC
TCATGGTGCTGTTCGAAATGGCCGGCATGTTCCTCATGGTGCTGTTCGA

>EgGSHEQ2

ATGCTTCCCATAACGGGTGGGCAGTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGT
AGTTGACGCCCCGCACGATGTACGGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCG
GAGCTCCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGGGTGACGAAGACCATGACAA
CCGGCGAACACGAAGA

>DiGSHEg2

GGCAACTCCCAATACGGTGGGCAGTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTG
TAGTTGACGCCCCGCACGATGTACGGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCG
GAGCTCCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGGGTGACGAAGACCATGACAA
CCGGCGAACACGAAACTTACCCGCCGGCGTTGGGGTTGGGGAGATT

>KhGSHEg2

GGAAATAACGGTGGGCAGTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTAGTTGA
CGCCCCGCACGATGTACGGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCTC
CACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGGGTGACGAAGACCATGACAACCGCGA
ACACGAAGAC

>PeGSHEQg2

TTCCCATAACGGTGGGCAGTCGGCCGTCGTGGCCCTTAAAGATGGGGTTGTAGTTG
ACGCCCCGCACGATGTACGGCTGGCCGTCCACGTAGAGTTGCTTCCCCCGGAGCT
CCACCTTGGACGGATCGTCCTGATCCTGGAGGGTGACGAAGACCATGACAACCGC
GAACACGAAACG
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Tabelle 82: PCR-Ergebnisse fir die Sequenzen aus GSL2 (1)

>EgA2.1

CACCCCATCCTTTTGGGGCGTGCCTTGCTGCCGCCCAGACGTAAGTAAGCCCT
CCATCAAGCTCAGGACACCC

>KhA2.1

CTTGCTGCCGCCAGACGTAGTAGCCCTCCATCAGCTTCAGGTACACCACGCGG
ATGCATCGGTCCACAACCTCCTCAAAT

>PeA2.1

CAGCATGTGATCACCGCTGGATGGTTCAGGATGACCGATGCCAGGGGCCACCA
CCCCATCCTTTTGGGGCGTGCCTTGCTGCCGCCAGACGTAGTAGCCCTCCATC
AGCTTCAGGTACACCACGCGGATGCATCGGTCCACAACCTCCTCAAATGTCAG
GTTTGGAGTTGA

>EgA2.3

ACTCCACAGCAGCACATGAATATTCCTCTTCACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCT
CATAAAAAGCAAATACTGGTTGGTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGG
GCAGTGGTTGATGGTGCCTGAATACTGTCCAGCA

>DisA2.3

CACTCCACAGCAGCACATGAATATTCCTGCTTACACCTCGTCTGCCGCAGCACC
TCTCATAAAAAGCAAATACTGGTTGGTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTC
GGGGCAGTGGTTGATGGTGCCTGAATACTGTCAATGCATTTT

>KhA2.3

CTACAACAGCAGCACATGAATATTCCTCTTCACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCT
CATAAAAAGCAAATACTAGGTTGGTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGG
GGCAGTGGTTGATGGTGCCTGAATACAGTCA

>PeA2.3

TGCTCACACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACTGGTTGGT
GAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTTGATGGTGCCTGAAT
ACTGTCAGATGGA

>Eg1888

ATGATATTCCTCTTCACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACT
GGTTGGTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTTGATGGTG
CCTGAATACTGTCCG

>Dis1888

AAGTCATTCACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACTGGTTG
GTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTTGATGGTGCCTAG
AATACTGTCAA
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Tabelle 83: PCR-Ergebnisse fir die Sequenzen aus GSL2 (2)

>Eg361

TCTTCTTTTGACCTTGGGTGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACCGCGATCTGT
CAAATGCACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGCCACCCTCATTGATCAGTAT
TGGCGGCACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCCCATTTGG

ACCTCAAATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGATGGATTGATGTAGAG

>Di361

GTTAAGTATGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACCGCGATCTGTCAAATGCACA
AACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGCCACCCTCATTGATCAGTATTGGCGGCAC
CCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCCCATTTGGACCTCAAAT
GAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGATGATTGATGTAAGG

>Kh361

AAAGTTAGGGTGCCGTGGGTCCCGACGGTGTCCTCGTGTACCGCGATCTGTCAAATGC
ACAAACAAGGCGGGCAGTGGTCTCAGACTGGGGCACCCTCATTGATCAGTATTGGCGG
CACCCAGCTGTCATGGGATGGTTAATTGGCAATGAACTTGACATCCCATTTGGACCTCA
AATGAATGAGCTTTTCTCCCTCGCCAACTTGATGATTGATGTA

>Eg3541

TCATGCCAAGCACAACCAGATGGTATTGTGGAACTGGTTCGTCAATTCGCTGTACAATG
AGTGGCTGATCGACTCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACGTTCCGCCCACTGGA
CAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAAGTAACG

>Di3541

ACCACTCCTCTTGTCTCTATGCCAAGCACAACCAGATGGGTATTGTGGGAACTGGTTCG
TCAATTCGCTGTACAATGAGTGGCTGATCGACGCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGAT
CACGTTCCGCCCACTGGACAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGA
GAACGGCATCAAGTACTCCCACA

>Kh3541

CGGACTCTATGCCAAGCACAACCAGATGGTATTGTGGAACTGGTTCGTCAATTCGCTGT
ACAATGAGTGGCTGATCGACTCCGTGGAGCGGGACCAGCTGAAGATCACGTTCCGCCC
GCTGGACAAGCACGAGACAGCGAAGTGGGAGCTGGACGAGGTGGAGAACGGCATCAA
GTACTCCACTTCCCCATTCAGGGTG

>Eg6109

GATGAATGGGGCAGGTAGGTGTCCAACACCGCGAAGAACACCACGAGCAGGGCGAAC
GGCGCGGCGAACCACAGCGAGTAGGTGAAGGAGGGGCAGGCCCAGTACGCCCAGAAC
AGCCACGGCGCGTAAGACAGGAACCCAAGGATGGATTCAG

>Di6109

GAGAGCAGGTAGGTGTCCAACACCGCGAAGAACACCACGAGCAGGGCGAACGGCGCG
GCGAACCACAGCGAGTAGGTGAAGGAGGGGCAGGCCCAGTACGCCCAGAACAGCCAC
GGCGCGTAAGACAGGAACCCAAGGATGGATTAATAGA

>Kh6109

ACGGGAGCAGGTAGGTGTCCAACACCGCGAAGAACACCACGAGCAGGGCGAACGGCG
CGGCGAACCACAGCGAGTAGGTGAAGGAGGGGCAGGCCCAGTACGCCCAGAACAGCC
ACGGCGCGTAAGACAGGAACCCAAGGATGGATTA
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Tabelle 84: Sequenzen fir Zielgene und Referenzgen

CTTGCCACATTGCGTGCAAGTTCGCAACGATTCAAACAAAGATTGACAGGCGGTCT
EFlalphaFor | 5GAAAGGAATTGGAGGCAGAGCCCAAATTCATCAAGTCAGGTGATGCTGCGATTG
TCCTGATGAAAGA

GATGAGGCTCTGCCTCCATTCCTTTCCAGACCGCCTGTCAATCTTTGTTTGAATCG
EFlalphaRev | 176CGAACTTGCACGCAATGTGGCAAGTGTGGCAATCCAACACAGGTGCGTACCC
GTTCCCAATCTGTA

ATGATATTCCTCTTCACCTCGTCTGCCGCAGCACCTCTCATAAAAAGCAAATACTG
Pars2_1888rev | oTTGGTGAAGTGGTAGATCTGGAACACCTTCTCGGGGCAGTGGTTGATGGTGCCT
GAATACTGTCCG

GAACGATCCGTCCAAGGTGGGAGCTCCGGGGGAAGCAACTCTACGTGGACGGCC
ParsD4rev AGCCGTACATCGTGCGGGGCGTCAACTACAACCCCATCTTTAAGGGCCACGACGG
CCGACTGCCACCGTATGGGGAGTACTTCGGCAGGGACTACTCGGGAGTCCTCTAT
GGC

>TRINITY DN2788 cO gl i1i10.pl type:5prime partial len:1518
gc:universal TRINITY DN2788 cO gl 110:1-4554(+)
KKFLSENSSQKKESKLLSWMYQWKYDPPPKHDFLLKDSTVHGEHTKAEFSFLKLRDRTKLRQRNDL
DYWVKMRVRLWASNRCQTLLRTVHGQCEMREAMIDLAINEIKTMLPSPQREMVYFDDIHPDSSSSV
EEVYLWLCRKSFGSDAPLAWQFAFQENGINWTRWKQIKDNSNVWRHLCSPKVHSQINELNEPQDTE
VIRVOQTPEGFIAYICNNVSEELLTEVVKEKAKELTRKVRKLTEAQLHERKTRSNALLSANALSLPP
PEDSVTSTSSQGTOQREKIEALEKEIENLKLDLGPFFTKVSLADVMKOAEIDGKKLLSIHDQADVHF
VVKNEFWSSKLSENLKETYGILONFISDTQLKSIPSEFRDVOQOKIILSNLSWESKLLEDWLERYCGNG
ATVLVWOMMYTQIRDEVEGKRTDGVKILQOFRAVARYSNEDILGYCIRRMKDNLDTNEGONHLKEA
KHHYKKFLGNITEEYMIEMEWEIIRLVEIAQSLEWTINVEKKAKWLAGIKFQILIAAQAYYVDSPT
ROACDELRKLAKYNCVEYMAPLDRPDIQSYESVYFRNIDPEKLISTITTKPSTCVPTIHSTTTPKP
GMNSGFSSSIMITTTLPGGGGMPRNRSNASTHGERQSGKCAMAGCQGDFWDFETRVRGMVEVRAEK
SEDSRVCEFILKSGEDTYDCHESFAKGLKLTKQVVKESNGSRDLMTSAVISSEFSMSGLDAAKWKTC
FVEVDSDLKLLPTVREVSMKKNAEFEEEELWTLISRVNKDNMRGEFTLKRKAKVLEMTRYRLVYQPS
TVVIRTCTLHPNCMKCSACFQPISAQNDRYILTEEKDSHGGFRYLPYHYMCLHTRRVNKGEIRLLR
QAPLIMGEPKSENQONNMLPCAWGQIINIMDMNQDAYYGEGLKLPLIFTFFKRPTEHEEFHILGFEFRE
HIFTNTHSAIGRYMAIAEFSEFVTILIQRFLAKLHNVRLHYGHPDMVNGYFEFVKQTAGVSRGCKRVNVN
EDVFLGYDMLLMDKGITFLEYLTYGKGREVDFEGASVEFLKKLAAGAVMQLRTROVYHLYTSEISLT
TKWALYYGSLAHYINSYLMDHTVFLLSYTEFVVLSODGIGISILYLNASSLAMPWLIQIGFENIVPM
LAEMNLEHSYVREFSDLILSLPFFSHQLRITASFFGTTVQTGTASYMGTKRGIGNEYVPMKQOLLAHH
FFTNLIPGLKLLTLVVEFYLDGGGLSLMVWVIFVAAFSYLCSPVEFYNPFPTEDRWMEELGVEGQFLS
YSAIELPPALSGFRKHVKEDGSLPRSVAHFWTKSWLEHLENTTVANSMAAAVECLEFSEISYVVVTY
IFWYLLAAFMLEFLNSDQETEMRREPHRFRYDIYLIVVNTMIAYLVNVLSVKHSSTGNKITRGVRLT
FIPVAYIIMEVALITNDTGMEFGRKLVILVAYYFYTGIFFASTNGLITALANFSLRCRITDPKLLTE
KOYRLIRWMATHFPGGVLPYKTVMVASFFFESFTHLLAGIAVNIHTTFLENERVAKRARETISRK
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>TRINITY DN872 cO0 gl i22.pl type:complete len:2274 gc:universal
TRINITY DN872 c0 gl 122:8115-1294 (-)
MVVPMADETDLLOQOQTIQTYNYAAHDVWGVNAYRGFTFGTLEFTDYTSNKPLLISEFGMDAYDDVITSP
AMASAFDIDANNSQVGEEQONQAVVQLARLVEAQNSHTTAGASCIGGLVEFEYTDEWWKGVSTDAFH
ONCFLDNASTQOSTCGYTSTGAAPDNRLNEELFGLLRVSYPARYLMOLTPRPAYTSLSAYWQPLGLG
ASSAGNASAVNASRRVARIITLEPPQPYQATIFPTTFTSFEEGYYLWICIPVGVMVLEFGLLPWLWVG
RDARQRRRTRKNGGTMLPVVQPTAANQAEAEQCQVRFLEGPDTGHYTQLAGFVERLAQFYWISLSP
GTYEDHVLHTHVLPVLREWKDQREGPTPLPHLAERLEWDVRESDRVGPLSAFLHQYKDQLTLDTET
LOTHLKGDAGSSSGAPSMVDGTGAQFTAQCYMRHVROQLSRAARDRNLALKWNTAEGYESAFKCED
GEDMDKAAKRLLHLICPAEPKESHWEPPALTVGSAPGYLTYVVYTVLFLAVQQYAENLRQAAHFKK
RIWQYLSSALPEFDPLDQAWDSPEHPGAWADFGEHCQQARGLLKYLLTLVDKNSINFADVDDIFRN
TRVPSPAGGPQRIPMYTAPKRRVVHWAMPSRWLPPLRDLPDLFPSRSHGTVVEGSVEPKGKEGLAS
IYEKTYGETVQLITVLRLFFFVVHGHVLMYVLCLLLNVNLALDHSLWVLCALEIGLVLLKTAAQLT
LFEPHFSQPLLDTVELGLVGVMGGAMLWDAVRYHAVWGDRFSTLFGRAELNYIFLGVLFGISAVRE
TLRIIWKVQTGFHTRVHFARMVVLLFIMAGSFATAYFLLLPAVASLGTELCKCNNVASGCDVWDPN
VLCYPALFLFHEFVMLLSSMMFTAVGWTMVSLVWGLFRGVGKSVGVVRQWPLVQPAMDTLHGDMVMY
CPTSLHQVGQODQEVLGONMGLLALQHWVHLWRRDLVSEQVLODAFRWKEFTHQPPSGDAVALTYNHL
NGHHTLYAYVNGLQGSHGADRTRKRIPVTMQSTIFGMRAITFFIPVYAETVAYTWDNLKADSTLDHL
TDLYHEEWLHFCERVEYGAKPDAVRTAFLAKDGSLGKLFLTARAPHVQSVWDRIRAWPPGPKNSKW
PAHPADYKMHLRFRYFPOQDPPPTIPPELDLSANAAKTLEEHKDLVGDVECWAQQOQVRWWATLRGQT
LGRTVYGLMEMREALVDLTFLELKAIYGHTFLDLDYHNPDTRSTYDDILAWLOQRLRYQLENWGTAA
RKORLTGQYRWHSLFGDDVMTASLDKEEILTVVVCGELAMGCFLELCMEPQSYGAAASLSPYELLV
SRAAEGEFLLVKLMTAKVLAHAHALDGLVGSHSRFMFSEALRSFGGGLESLVVANELRAMAEQIVA
DKEFQVLVGAQVYEQOKATYAEINECLSLWKLRHLOFMTAKDDKLRPASYWLRRRDVESSHKLHSHH
FFKPOGGVYVEDSKRLAEFAFKTELRRVWHRLKIGEGKAENOQNNMINALLGEVVNILDMNQDAYYS
EGMKLOLILPREFGDADSLRVGDAYGRDKRAKEGKRRKARRDALIGGDQCAILGFKEHIFTYRHSVV
GRYMALAEHAFGTIVQRFLHYPHHIRMHYGHPDMTNAHLVRRTGGVSRGAPGVNVNEDIFLAYEML
SOGLDIEFSESFFYGKGRDVEFNAASVEIKKLAQGCVMQLASROQVCDLYLTHLTIFQKLALEFYGTL
NHFFILYVSDRAVVIYTAMWVLFQVAEVSPNVIASHSSSAGAPWILPLGVLNALPMLLERGIEYTY
LSVTDIVFSIPFFSHONRITADLFSLALQTKKGAYMASGRGLGSTRTSLVDIFVAHAQTNFLPGER
LLLLVITIYCSIGGNILYLLWPLTIAAISYITIAPVLYNPKPTWRSLLMASSDLVDWLTAQDDTFELED
YRITIANSYVPLDAAVKEKIFRQANLGEVDERQKFVOEWEKAAKGGGQORSLOTYLVTOWWLELCDL
DDAYNDHATDEVEFKSEFLWDWLMSSPGYGLDYEQVDAAWKLRGYAVAYGPLREFLAKYCTLGMIVLL
PNAESPETILRPSQGPDASALHYNWDIRRTVPEAQLLAILAYRAVVYLEWACLPTYVLLQRDTVSP
YNYTHSIPLSALVIVAFGVEFYKLMLLLIPANPLAAVAVRCTALLAFAVLFLMVLEFDPLAWAYVIVFE
LLTLALTIVAYLVEVWIYVNNYLTIRRTTQRFINRSFORLGMLMALRDFPLHSLYAPLFALLGAGLLL
LHLVLVSVQALHTTWVEFNRRVALRLLPPE
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>TRINITY DN12637 c0 gl i18.pl type:Sprime partial len:2270
gc:universal TRINITY DN12637 cO gl 118:7958-1149(-)
RRSSDLFFEFVGHWRVMKVFWLVALIGLLATQVSCRCTGNAIGSTEYRVRGTSIEYRYGGDESWTRT
FIRSMGYSPAPPTFAPSEKPYGDYYTTNFRHLHERDLPLTIRKMGANALRLWNWNYMGTSVGNHADF
LDLCWNNNSQPLRVFIPFDLGAVGPDGVLVYRDLSNAQTRRAVVSDWATLIDQYWRHPAVMGWLIG
NELDIPFGPOMNELFSLANLMIDVARDVTKGKVQLISMPLSELSFLRMVKKYYQVAQEFDFWAFQTY
DRYTKTPEEYVNATYDKRNPDVALKPLVVTEFGHSSIQVSKDEKGRRIQYSNETMQOMEETILKEFVVR
LENFTKVVAGYSIMEWVDEWWKTAVDFRNPNCPNHRADLHTYCAHYVLSGEDLLIATHEEWLGIWM
QTLPEKFRTETTYCIQPKLAYFALAEAWNGTSFHGEKCARHTFPDPVLFMLGPMATIAVACELLYVL
FEKVTGKKQVPTTRLLSVRQRPSSSKLDLTALAEEDEMGVKEAELLKEAMPRDAMGEFEFLVQSRVQ
AAFEPFQPRSAPDGESTDIYQFCIKRITTAVWDNLTSYNPTPNLTFEEVVDRCIRVVYLKLMEGYY
VWRQOGTPQKDGVVAPGIGHPEPSSGDAMLQETALYEIVRQYSGTINHCPEKVFQIYHFTNQYLLF
MRGAAADEVKRNIHVLLLELFRVIFCYITAQKVTLDDINADAMVFHQOPVQLSESDMVTAKDIAAVR
ASLNNNNKVYPALVKQVHTCAAINEPALSPFSCAFFTWIDPKASKQLTGDEADRASRPOPVGSEKE
PLISRTPTTKLLYGSESLSGQPNATLVVEEKKPEETAVKIESTFKIPELKRAFTQRGGFPTTLYNT
GWVVRIILWCGVSAWYVQPSYPYTPVCLLDAQAWLALLDVLLOQFILELCHWRLFMORLIGLRHIAS
ACYHLTASVVIYCSFLDYLGVRKWLPTMPRLALLPGSHPMEVNPEVLYLMVEAVRLVFTESVNFESR
THAYVLPGRLGKYSKKFFEGAALGGAVALTASSFFCWOMNISVELVAPSVMIFTLAGALAVGIPLS
KLFGRRERTMREAKFLMHNWEEFWGVIWTATFYVEYEFIVPVVIKVRPDTLCTCPDERVALTKELVK
RCKFGSRLLCSTGVVMVWLSVIVINLVWVFACFQLMLLVYGIGRGKRDRVGNVKDWGDVQKYFLQT
KLOCLPAISSCLYAKHNOQMVLWNWEVNSLYNEWLIDAVERDQLKITFRPLDKHETAKWELDEVENG
IKYSNPLFLKQPKNEEACRRVIYFLWSLOATAARERSDENISKDPEQATIWRAANRVLAMPSLTIMT
PCAAEPVIYQTEELISTFHKGEKTTTREPRISTMEYATCTYPDEWENFIAWLKIKLREDPSRGSPE
LLOONHHQFLOMFLSADPRIMKHSWIVLOQFRLWASYHGQTLVRLIRGVMSWROQGLELLATLENAQL
PESSRLSDQOIQOLLATKFQFVICHQVYKTKNAQAQTNDVNTLEFNDKALGLHKWDLAYPNDRSRYT
SLLRRWTDETEYAVERPGPLRPNEPFPTEPKAENQNHATIPEFVNGQVIGVLDMNQTCPMEDSEFKVPFEF
CLAKYFTPPSATLNEPFGSSQLHADSVINPYRVVGYGEWQYTRGLSMVGEVAGQAEFCFTSIHQRV
CRWPLRARLHYGHPDLMDGYWVRTRGGLSHASHMVNTAEDVFAGYEVVGRGERVEYIEWLQVQKGK
ESAMVPAFLFEKKLAQAAAQOMRSRDIYWLNQKASLFLKFGLFFGTYGFYIYNTLMAMSTIHLYIIA
VVEFFMLSGVTNHDLGVNQSSLAVPWLFQVGFLEFSFPLIVELSIEKGIMOQGLVHFLRTLPFATVYHL
FOLOTKGAFFIEGLVRGKGGYIASARGFGLDRLSFVDIYTTYASSHIHPGVNLLGWVTLYACYSDQ
SWAEISLRCLFMVMVVICWIGGPVLENPFPSYDALTYDISEMVSWLRNPLPTTKDIAFLLFEEQKR
QDVSGVNRGONRPEVTTKTLONWVANQRMKSWMGWYMNEVLLGPWSDEEMWESTLGLLFQKSTILGE
LSYAPWLEWAYWACPSFTYSLWFAAPFALLVVFFAVLDTYLPHLQEYFNIMKLYVPLFALSSAISFE
IVMRKITARDVFFYLLEYFILYALLTDITISAWNFTAKFRSWEFRRTKLOGLGLKTRKRTAQHEDST
WEDRLATPRFLIDIQKMYPVIALVLEFTIFQTLVCIGSYTITALLFCPAVARAAERSASKPQAATTA
APPPPLSLADVERLIQERLAEKKEL
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ANHANG

>TRINITY DN3946 cl g2 il.pl type:complete len:2298 gc:universal
TRINITY DN3946 cl g2 11:7355-462(-)
MVROQFLOSEFSSAFINVEFLFWAVTEFCEFLVTRSEGRCTGGVAVPTRYRVFTEHFEIEYPPGTGEFKRYF
VKSVGYSPAPPTFTQSERPYGDEFYTDRYGYLYNTDLQTI TRDMGANTVRLWTWNYMGSRVEHHSDFE'L
DACWNNNEQPLRVFIPFNMGAVGPDGRLLYSDLEDGDTRRNALSDWATLVEQYWRHPATFGWE IGN
ELDVTFAAQLDALFSLANLMIQVGKEITQGQIQPVTMPLTEGAFTRCVGKEFYAYSNLSFWATIQSYD
KWTTTPKEYMNHTIMKVAQLKPLVFTEFGHSNIFVGTDKQGIPEFNRINDTYQATEVMDFINHLEKY
PVVAGYSVMEYVDEWWKTAVDFRNPECPNRRTDIHTACATYIYRPDGQITATHEAWLGEFFTQSLPQ
KFRSYTTYCIKPKALYFALAKYWKGKAAANEDICRVHKYADPVLFMFVPMMTAVAVELLYFMYYRL
FKRGKSIDKLPKLDLKONPDSSQLDLTAQEDAEMGAVDAELNASNGIVLAKGILRDVLQEYVDIRD
RITAAFEPFQPRTVDETQPANLYQFLIRQLTNAVWDHVTSLDYTHQYTSSPSTAHTDPPEAFDEVM
DRAIRMVYLKHMEGFYIWRQKGKPETSRHVKCPGVGHPEPETADEMLSELALYTIVWMFAGTITHC
PEKIMEVYHFTTQYLLAVRGSTLENTRRNIHFLLRDVFRVIFCYITQKINLDDINSSAATICKADER
QLPFQAGQQOQPMDRQFDYPNPTDEQRLKESFNLPTYKQILRQIEKYQVVADPPLSGFTCAYLAFVDP
RAARPLSEPTARAKQTLWAASQDAASSIAGTPISRLLYGSITAAGGPSASSGSFAGKPAKETDSLL
AGMDGQGPGQTGFFIPDLPRAFTORGGFPTTFYNCGWITIRLILWVGISAWYFQPAYPYTPVCLPDA
LAWLALLDSSLRLILEICHWRLFFMQLLTFQHFASATIYRTSASFLIYTIAFLEYQGYHKFLPQLPML
PPVMIHNQVSGDLEMKLDFFTCYLATEAYKAVIRESSHFARAHAYTLPGRLFKQHKKEFFTGAAFGG
SVGFISSSIACWIAGIGGEYALPIVIASTLLVAIVVAVPMSKMFGWKENTIREVRYLVHNTLEWLT
IWGSAFFVEYEWIVPVVIKVRPDTLCQCPDEQIALTEHLRKRCKEFGSRLLCTAAVIMVWLSVIVIN
FVWVFACFQLMLLVYGVGRGKRDRVGNVKTWRDVQHYFSNIKTTCFPAISTCLHSKHNQMVLWNHI
VKFMYNEWLLDEKEYEQLKITCRKLEKNETVKWDLDEVEKGIKYSNPLFLIPPKNEEAQRRIIYFL
WSLOQATASRERVDAREEGSTQTFKDLYNYRKANRVVSMPSLTILTPCAAEPVLYTVDDLISTYHRG
DALSTRNPRITATEYVQCIYADEWENFVNWIKKQIQESPGKADASLLAQSHHOQWLRMFMDEDPRVM
ENEWLVFHIRLYSSHHGQTLVRLIRGIMSWRSGLEILAGMENKELPESCQLSEEQVQQLVSQKEFQF
ITCHQVFGOKSCMQOTNDMLALFKKKELGLYKFDMVYPDDSQRFTSIIRSWRDETNYWYPRCGPLR
PNDPFPTEPKAENOQNHALPEFVQGQVFCVLDMNQTGTMEEATIKIPFLLTRYFTPKVQVLTQPEFSSAD
LRAQDVINRYRVVGYAEWQYTRGLSVVGEVAGQAEYCFTTIHQRVCRWPLRARLHYGHPDEVDGYW
VRTRGGLSHASHLVNTAEDVFLGYEIVGRGERIEYVEWIQAQKGKESAIGPAFLFEKKLAQAAAQQ
MRSRDIYYINKGGNIFLKLGCFFGTYGFFIYNTLMALSTHLYIMAIVFFALSGVTDHDLGVNQSSL
AVPWLFQVGFLEFSFPLIVETSIEKGIMOQGVLHFIKSLPFALTIYHMFQLOQTKCAFFIEGLVRGKGGY
IASLRGFGLDRLTEFVEIYITYASSHIHPSLNLFSWVVLFTTYSQLTFAETIFLRCLEFMEFLVVECWIG
APITYNPFPTMEHLTIQDITHEMLEWLSTPLPETKDIAFMLFEEHKRKDVTQRDKKGGSMPDVSTKTL
QOWVANQRNYSWMSWYMNEVLLGPWSDEEMWEFSTIVLIMOKGTLGFMSYTPWLLESEFWACPSLQDS
MWESVPLFLGVIFFGILNYCLPHLHDIFNILKMYTIPGAAFASATIYFITSWKISVKDIFENVLEFYTIT
LWAMEFVDICISSWNETSKEFRNWWKRSTFTMRGEFVTRPRTAQHNDSLWYDRLVLPRFLEFDIQKVYPI
AALCVFTLLNAMLCLGNTTLTALTYSPAVANAWKRAAARPQVPKKERGPVVNL
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