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1. Einleitung

Auch 50 Jahre nach der Aufklarung der Struktur der DNA durch Watson und Crick (1953)
birgt die Steuerung komplexer Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse durch den
»Bauplan des Lebens* noch manches Ritsel. Die rapide Entwicklung gentechnischer
Methoden seit den 80er Jahren erlaubte, wichtige Grundprinzipien der Genregulation und
Zelldifferenzierung aufzukliren sowie die ,,zwischen den Zeilen* der Nukleotidsequenz in
Form methylierter Basen epigenetisch gespeicherte Information besser zu verstehen.
Ermdglicht wurde dieser Erkenntnisgewinn nur durch die molekulargenetische Untersuchung
geeigneter Modellorganismen.

Die griine Kugelalge Volvox carteri mit ihren zwei Zelltypen eignet sich als transparentes und
zugleich faszinierendes Modellobjekt fiir Studien von Differenzierungsvorgingen und
epigenetischen Prozessen sowie deren Evolution. Schon August Weismann (1889) zog diese
Alge als Beleg fiir seine Keimbahntheorie heran. Richard Starr (1969) etablierte V. carteri f.
nagariensis als Modellsystem und beschrieb die Grundlagen seiner Entwicklungsbiologie. Ein
V. carteri - Sphéroid besteht aus rund 2000 somatischen Zellen, die mit zwei Flagellen und
einem Augenfleck groBe Ahnlichkeit zur einzelligen Griinalge Chlamydomonas reinhardtii
aufweisen, und 16 groBlen, potentiell unsterblichen reproduktiven Zellen, den Gonidien
(Abb. 1). Mit einer vollstindigen Arbeitsteilung zwischen diesen beiden Zelltypen steht
V. carteri damit am Ende einer (wenn auch nicht linearen) Entwicklungsreihe in der Familie
der Volvocaceae hin zur Vielzelligkeit, die ihren Ursprung vermutlich bei einem

Chlamydomonas-dhnlichen Einzeller genommen hat (Schmitt et al., 1998).

Abb. 1. Adultes Sphéroid von Volvox carteri mit 16 groRRen, reproduktiven Zellen (Gonidien) im
Inneren und ca. 2000 kleinen, somatischen Zellen mit Augenfleck und zwei Flagellen an der
Oberflache der Kugel (nach Stark, 1999).
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Abb. 2. Schematische Darstellung des vegetativen Lebenszyklus von V. carteri unter
Laborbedingungen (nach Stark, 1999). Der Zyklus beginnt mit der ersten Zellteilung der Gonidien,
durchlauft die Embryogenese (11-12 Teilungen/Inversion), die Reifung und Freisetzung der
Tochterspharoide und endet nach 48 h mit 16 reifen Gonidien.

Unter optimierten Laborbedingungen - einem 16:8 h Licht : Dunkel - Regime bei 29 °C -
dauert der vegetative Lebenszyklus von V. carteri 48 Stunden (Abb. 2). Nach fiinf
symmetrischen Teilungen eines Gonidiums fiihrt eine asymmetrische Teilung der anterioren
Zellen zur Entstehung von 16 groferen Gonidien-Vorldufer-Zellen und 48 kleineren
somatischen Vorlduferzellen. Die Gonidien teilen sich noch ein- bis zweimal asymmetrisch,
wihrend die somatischen Zellen fiinf bis sechs weitere symmetrische Teilungen durchlaufen.
Die zu diesem Zeitpunkt auBlen liegenden Gonidien gelangen durch den gastrulations-
dhnlichen Vorgang der Inversion nach innen. Die jungen Sphidroide gewinnen nun durch
Einlagerung extrazelluldrer Matrix zwischen den Zellen an GroBe. SchlieBlich 6ffnet sich die
Mutterkugel durch partielle Proteolyse ihrer extrazelluliren Matrix und entldsst die 16
Tochtersphiroide, die somatischen Zellen der maternalen Hiille treten schlieBlich unter
Verlust der photosynthetischen Aktivitit in eine Seneszenz- und Sterbephase ein (Kirk &
Harper, 1986; Starr, 1969).

Durch die Entwicklung eines homologen Selektionssystems (Gruber et al., 1992), die
Etablierung eines Transformationsverfahrens (Schiedlmeier et al., 1994) und die Einfiihrung
des transposon tagging (Miller et al., 1993) wurde V. carteri molekulargenetischen

Untersuchungen zuginglich gemacht. Dies ermdglichte die Isolierung und Charakterisierung
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der Differenzierungs-Schliisselgene gisA (gonidialess) (Miller & Kirk, 1999) und regA
(somatic regenerator) (Kirk et al., 1999; Stark et al., 2001; Stark & Schmitt, 2002).

Ein wiederholt bei Volvox-Transformanten beobachtetes Phdnomen ist eine unzureichende
oder vollig fehlende Expression eines eingeschleusten Transgens. Oft setzt die
Abschwichung der Expression erst einige Zeit nach der Transformation ein und macht sich
u.a. durch ein Absterben zuvor resistenter Transformanten im Selektionsmedium bemerkbar
(Schiedlmeier et al., 1994). Dieser allgemein als transgene silencing bekannte Effekt, der
auch bei der nah verwandten Alge Chlamydomonas reinhardtii auftritt, wird bei Pflanzen
relativ hdufig beobachtet und auf DNA-Methylierung zuriickgefiihrt (Finnegan et al., 1998).
Auch wenn beim silencing eines bei C. reinhardtii untersuchten Transgens ein RNA-
Interferenz-Mechanismus hauptverantwortlich zu sein scheint (Wu-Scharf et al., 2000; Zhang
et al., 2002), wurde auch in dieser Alge Cytosin-Methylierung in der Sequenz abgeschalteter
Transgene gefunden (Blankenship & Kindle, 1992; Cerutti et al., 1997). Wie Vorarbeiten
zeigen (Babinger, 1999), ist DNA-Methylierung auch an der Stilllegung eines Transgens in
V. carteri beteiligt.

Die haufigsten in Pro- und Eukaryonten vorkommenden modifizierten Basen 5-Methylcytosin
(™C) und N6-Methyladenin (°"A) sind in Abb. 3 dargestellt (Adams, 1990). Die
Modifikation von Basen ermdoglicht es Organismen, iiber die reine Nukleotidsequenz der
DNA hinausgehende Information flexibel zu speichern und auch an die Nachkommen
weiterzugeben. Die biologische Funktion der DNA-Methylierung bei Prokaryonten wurde
frith entdeckt (Arber & Dussoix, 1962) und ist im Detail untersucht. So kdnnen sich Bakterien
Dank der auf DNA-Methylierung basierenden Restriktions-/Modifikations-Systeme effizient
gegen die Etablierung fremder DNA, z.B. Phagen-DNA, schiitzen (Wilson & Murray, 1991).
Auch bei der Reparatur von Fehlern in der DNA (mismatch repair) und bei der Initiation der
bakteriellen Replikation spielt die Methylierung von Adenin im GATC-Sequenzmotiv bei
Prokaryonten eine maB3gebende Rolle als ,,Markierung* (Adams, 1990).

CH,
A NH,
NT | N\> )N\/ | s
Sy o’
N6-Methyladenin (6mA) 5-Methylcytosin (°mC)

Abb. 3. Chemische Strukturen von N6-Methyladenin und 5-Methylcytosin.
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Wihrend an diesen bakteriellen Systemen *™C und 6mp gleichermallen beteiligt sind, spielt
bei Eukaryonten “"C die dominierende Rolle. Abgesehen von einigen Einzellern, wie auch C.
reinhardtii (Hattman et al., 1978), ist “"A bisher nur bei Penicillium (Rogers et al., 1986) und
wenigen hoheren Pflanzen, ndmlich Mais (Pintor-Toro, 1987), Arabidopsis thaliana
(Ashapkin et al., 2002) und Weizen (Fedoreyeva & Vanyushin, 2002) detektiert worden. Die
biologische Funktion von ®"A ist noch ginzlich unbekannt. Eine Beteiligung an DNA-
Reparatursystemen (Rogers et al., 1986) oder auch bei der Genregulation (Ashapkin et al.,
2002) wird vermutet.

Im Vertebraten-Genom tritt ™C ausschlieBlich in CpG-Dinukleotiden auf (Bestor, 2000), bei
Pflanzen findet man C-Methylierung in CpG-, CpNpG- oder asymmetrischen
Sequenzmotiven (Finnegan et al., 1998). Zumindest im Sduger-Genom sind CpG-
Dinukleotide unterrepriasentiert und treten in der Regel nur in sogenannten ,,CpG-Inseln®, die
oft in den 5’ oder 3’-NTRs von Genen liegen (Gardiner-Garden & Frommer, 1987), gehiuft
auf. Ursache fiir diese Begrenzung auf nicht-codierende Bereiche ist vermutlich das erhohte
Risiko von Punktmutationen durch die Desaminierung von *™C zu Thymin (Laird & Jaenisch,
1996). C-Methylierung innerhalb dieser CpG-Inseln (aber auch von isolierten CpG-
Dinukleotiden) ist eng verkniipft mit der Regulation zahlreicher Gene. Bekannte Beispiele
sind die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms bei der Frau und das genomic imprinting
(Ehrlich, 2003). Auch bei Pflanzen wurde eine direkte Genregulation durch C-Methylierung
beobachtet, allerdings sind die Zusammenhinge weit weniger gut aufgeklirt als bei
Vertebraten. So weisen z.B. Arabidopsis-Pflanzen, bei denen der Methylierungsgrad des
Genoms durch 5-Azacytidin oder Methyltransferase-Antisense-Experimente reduziert wurde,
eine verfrithte und verkiimmerte Bliitenbildung auf (Finnegan et al., 1998). Des weiteren
wurde gezeigt, dass bei Weizen nach der Vernalisation (Kilteeinwirkung, die die
Bliitenbildung beschleunigt und im Winter verhindert) eine Demethylierung des Genoms
eintritt (Sherman & Talbert, 2002). Die Zielgene dieser Regulation der Bliitenbildung durch
Demethylierung von C sind jedoch noch nicht bekannt.

Neben der Regulation von Genen im Zusammenhang mit Differenzierung und Entwicklung
ist das silencing von Fremd-DNA, Transposons und Retroelementen die zweite wichtige
Funktion der C-Methylierung bei Eukaryonten. Fiir diese unter anderem von Doerfler (1992)
und Yoder et al. (1997) vorgeschlagene Hypothese wurden mittlerweile zahlreiche Beweise
erbracht. Das silencing von Transgenen durch DNA-Methylierung wird vor allem in héheren

Pflanzen héufig beobachtet (Finnegan et al., 1998). Transposons und Retroelemente machen
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einen groBen Teil von Eukaryonten-Genomen aus und bediirfen daher einer gezielten
Ruhigstellung. So bestehen ca. 40 % des Sdugergenoms und ca. 50 % des Mais-Genoms aus
Retroelementen (SanMiguel et al., 1996; Smit, 1999). Eine Reaktivierung von Transposons in
Methyltransferase-defizienten Organismen wurde bei Tier (Walsh et al., 1998) und Pflanze
(Miura et al., 2001) demonstriert. Die DNA-Methylierung hat bei Eukaryonten also essentiell
lebensnotwendige Funktionen. Viele Methyltransferase — knock-out - Experimente mit
Maiusen verliefen dementsprechend embryonal letal (Bestor, 2000). Defekte der de novo-
Methyltransferase Dnmt3b (siche unten) fithren beim Menschen zum ICF-Syndrom
(Immundefekt, Centromer-Instabilitit, Faciale Dysmorphie). Mutationen des an CpG-
methylierte DNA bindenden Proteins MeCP2 sind Ursache des Rett-Syndroms, einer
Fehlentwicklung des Gehirns, die unter anderem mit Autismus und Verhaltensstorungen
einhergeht (Shahbazian & Zoghbi, 2002).

Wie kann DNA-Methylierung zur Stilllegung von Genen und Transposons fithren? Zahlreiche
Arbeiten der letzten Jahre lieBen eine enge Vernetzung von DNA-Methylierung und
Chromatin-Kondensation erkennen. Schon seit ldngerem ist bekannt, dass Gene in dicht
gepacktem Heterochromatin inaktiv sind. Ein erster Schritt zur dichteren Packung des
Chromatins ist die Deacetylierung und Methylierung der Histone H3 und H4, was in einer
festeren Bindung der Nukleosomen an die DNA und somit in einer schlechteren
Zuginglichkeit der DNA fiir die Transkriptionsmaschinerie resultiert (Jenuwein, 2001). Das
an CpG-methylierte DNA bindende Protein MeCP2 kann Histon-Deacetylasen rekrutieren
und somit die Kondensierung des Chromatins einleiten (Razin, 1998). Umgekehrt konnen
aber auch Histon-Methylasen DNA-Methyltransferasen in heterochromatische Regionen
leiten und somit dort die DNA-Methylierung auslésen (Tamaru & Selker, 2001). Weitere
Daten belegen, dass Histon-Acetylierung zur aktiven Demethylierung des betroffenen
Genabschnitts fiihrt (Cervoni & Szyf, 2001). Vermutlich sind auf diese Weise nahezu alle
epigenetischen Modifikationen des Genoms miteinander verbunden (Robertson, 2002). Um
eine ,,Ruhigstellung®* eines Genombereichs zu bewirken, reicht wahrscheinlich ein ,,Ansto3*
des silencing-Prozesses an einer beliebigen Stelle dieses Netzwerkes.

Die Erhaltung und Neueinfiihrung der DNA-Methylierung erfordert verschiedene
Methyltransferase-Klassen, deren Aufgabenteilung aber nicht absolut strikt ist (Bestor, 2000).
Die eukaryontischen Methyltransferasen konnen in zumindest vier verschiedene Klassen
eingeteilt werden, die Dnmtl/Metl-Klasse, die Dnmt2-Klasse, die CMT-Klasse und die
Dnmt3/DRM-Klasse (Ubersichten in Cao et al., 2000; Finnegan et al., 2000). Die Funktion
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Aminoterminale Domane Methyltransferase-Domane
Unterscheidung nicht-methylierte/hemimethylierte DNA

1 — T R

KLS Targeting zu Orten KG
der DNA-Replikation

Abb. 4. Schematische Darstellung der funktionellen Doméanen einer DNA-Methyltransferase der
Dnmt1/Met1-Klasse. KLS, Kernlokalisationssequenz; KG, Lysin-Glycin-Wiederholung; I-X, hoch-
konservierte Motive (modifiziert nach Leonhardt et al., 1992)

der Enzyme der Dnmt1 (Sauger) / METI (4Arabidopsis) - Klasse ist vor allem die Erhaltungs-
Methylierung von CpG-Dinukleotiden. Thr bevorzugtes Substrat ist hemimethylierte DNA,
wie sie nach der DNA-Replikation in den Tochterstrangen vorliegt. Die Methyltransferase-
Domaine, die bei allen Methyltransferase-Klassen dhnlich aufgebaut ist, ist in acht Motiven
hochkonserviert zu bakteriellen Methyltransferasen, bei denen man zehn derartige Motive
kennt (Abb. 4). Die Motive tragen wichtige Funktionen, wie die Bindung des Methyl-Donors
SAM (Motive I, X), das aktive Zentrum (Motiv VI) und die Erkennung des zu methylierenden
C in der Zielsequenz (Bereich zwischen den Motiven VIII und IX). Die bei Prokaryonten
auftretenden Motive III und V fehlen bei Eukaryonten. Eine Lysin-Glycin-Wiederholungs-
sequenz trennt die Methyltransferase-Doméne von der variablen N-terminalen Doméne. Diese
tragt ein Kernlokalisationssignal, leitet das Enzym an die Orte der DNA-Replikation und
unterscheidet zwischen hemi- und nicht-methylierter DNA (Leonhardt et al., 1992). In vielen
Pflanzen gibt es mehrere, eng verwandte Vertreter der METI-Klasse.

Mitglieder der Dnmt2-Klasse, die man bisher vor allem bei Tieren gefunden hat, zeigen nur
sehr schwache Methyltransferase-Aktivitdt. Thre Funktion ist bisher wunklar. Die
Chromomethylasen (CMTs) représentieren eine Klasse, die bisher nur bei Pflanzen gefunden
wurde. Sie weisen eine Chromodoméne zwischen den Motiven I und IV auf und sind
hauptsichlich verantwortlich fiir die nur bei Pflanzen beobachtete CpNpG-Methylierung. Die
Methyltransferasen Dnmt3 (Sduger) und DRM (A4rabidopsis) wurden als de novo - Methyl-
transferasen charakterisiert. Bei Sdugern gibt es zwei Varianten, Dnmt3a und Dnmt3b. Die
DRM-Methyltransferasen weisen Homologie zu den Dnmt3-Enzymen auf, jedoch sind die
hochkonservierten Motive in anderer Reihenfolge angeordnet (domains rearranged
methyltransferase). lhnen wird die Methylierung in CpNpG- und asymmetrischen
Sequenzmotiven zugeordnet (Cao & Jacobsen, 2002a). Fiir die ,,asymmetrische” DNA-

Methylierung war immer eine de novo Methyltransferase propagiert worden, denn eine
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Erhaltungsmethylierung von hemimethylierter DNA ist bei nicht-palindromischen
Erkennungssequenz nicht moglich.

Zur gezielten Beeinflussung von Genaktivitit mittels DNA-Methylierung ist auch eine
gezielte Demethylierung zur Reaktivierung von Genen vonndten. Zwei verschiedene
Strategien bieten sich dafiir an. DNA kann passiv demethyliert werden, indem die Erhaltungs-
Methylierung nach der DNA-Replikation blockiert wird (Finnegan et al., 1998). Oder es
sorgen, wie bei Sdugern bekannt, Demethylasen dafiir, dass methylierte CpG-Motive aktiv
demethyliert werden (Bhattacharya et al., 1999).

Unsere Vorarbeiten gaben deutliche Hinweise darauf, dass DNA-Methylierung bei V. carteri
vor allem beim silencing von Transgenen eine zentrale Rolle spielt (Babinger, 1999). Diese
Funktion sollte im Rahmen dieser Arbeit fundiert belegt werden. Daneben war aber auch von
Interesse, ob Transposons und Retroelemente das natiirliche Ziel von CpG-methylierungs-
basiertem silencing sein konnten. Mehr als zehn verschiedene Vertreter ,,springender Gene*
sind bei V. carteri bekannt. Die Jordan-Familie (Miller et al., 1993) besteht aus mindestens
fiinf in wesentlichen Sequenzbereichen iiberlappenden Vertretern und zeigt die grofite
Ahnlichkeit zur En/Spm-Familie (Gierl, 1996). Keines dieser mobilen ,klassischen
Transposons enthilt jedoch einen erkennbaren offenen Leserahmen fiir ein Transposase-Gen.
Ein vermutetes ,,mobilisierendes Masterelement”, das die bekannten Vertreter in trans
aktiviert, wurde bisher noch nicht gefunden. Die verschiedenen Jordan-Varianten liegen in
5-40 Kopien im Genom vor. Jordan ist das einzige Transposon, das bisher bei Volvox
erfolgreich zum transposon tagging eingesetzt wurde.

Die Retrotransposons Osser (Lindauer et al., 1993), Lusen (Lindauer, 1993), Rachel
(Lindauer, 1993) und Liickenbiifser (Kohl, 1997) gehoren zur Copia/Tyl-Familie (Flavell et
al., 1997). Von mehreren weiteren Elementen dieser Familie sind Teilsequenzen der Reversen
Transkriptase bekannt (Lindauer et al., 1993). Abgesehen von einem Transpositionsereignis
von Liickenbiifser sind all diese Retrotransposons im Labor offenbar inaktiv und nicht mobil.
Ihre Kopienzahlen belaufen sich — soweit untersucht — auf 5-25. Erst vor kurzem wurde mit
kangaroo ein hochmobiles Retrotransposon bei V. carteri beschrieben (Duncan et al., 2002).
Es gehort zu einer erst neu erkannten Klasse von Retrotransposons, der DIRS1-Gruppe.
Transkripte dieses Elements lassen sich nur im Zeitraum zwischen den Zellteilungen bis kurz
nach der Inversion nachweisen, die restliche Zeit des vegetativen Lebenszyklus ist kangaroo
stillgelegt. Es wird sich zeigen, ob Kangaroo das erst bekannte Retrotransposon ohne CpG-

Methylierung ist.
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Die Untersuchung einer Auswahl dieser Transposons von Volvox auf DNA-Methylierung,
eine fundierter Nachweis des Zusammenhangs zwischen CpG-Methylierung und transgene
silencing, sowie eine Aufkldrung der enzymatischen Grundlagen der DNA-Methylierung

standen im Vordergrund dieser Arbeit. Im einzelnen wurden folgende Arbeitsziele formuliert:

1. Aufbauend auf Vorarbeiten (Babinger, 1999) sollten Auftreten und Verbreitung
modifizierter Basen in DNAs verschiedener V. carteri-Staimme und -Zelltypen sowie in
Chloroplasten untersucht werden.

2. Die Verbindung zwischen CpG-Methylierung und dem silencing des C-ars-Transgens in
der Transformante Hill 183 war quantitativ zu manifestieren.

3. Eine Auswahl von DNA- und Retro-Transposons von V. carteri sollte auf DNA-
Methylierung und den Zusammenhang mit mobiler (In)Aktivitit untersucht werden.

4. Das Gen der Erhaltungs-Methyltransferase von V. carteri sollte kloniert, sequenziert und

charakterisiert werden.
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2. Material

2.1 Organismen und Plasmide

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

Markern und Referenzen zusammengefasst.

Tab. 1. Verwendete Organismen

Stamm Marker Herkunft/Referenz
E. coli
DH10B F~ araD139 A(ara, leu)7697 AlacX74 fett)heSfa,ReSLiarch
C - aboratories Life
galU galK mcrA A(mrr hsdMRS™ mcrBC) Technologies, Inc.
merA rpsL decR 380A/acZ AM15 endA1
nupG recA1
JM110 rpsL (Str') thr leu thi-1 lacY galK galT ara | Yanisch-Perron et
tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB) |al- (1985)
[F* traD36 proAB lacl'ZAM15]
NM538 F~gal lacY metB hsdR supF Frischauf et al.
(1983)
XL1-Blue MRF’ A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 | Stratagene
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac[F’ proAB lacl'ZAM15 Tn10 (Tet)]"
XLOLR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mir)173 | Stratagene
endA1 thi-1 recA1 lac[F’ proAB
lacl"ZAM15 Tn10 (Tet)]SuA’
Volvox carteri f. nagariensis
HK10 weiblicher J-Stamm Starr (1969)
Poona weiblicher I-Stamm Adams et al. (1990)
153-48 HK10-Derivat, nitA, chl® Kirk (1990)
153-68 HK10-Derivat, regA, gisA, nitA, chl® Kirk (1990)
153-81 HK10-Derivat, regA, nitA, chi? Kirk (1990)
Hill 181 153-81 — Transformanten Kobl (1993)
Hill 183 mit pVcNR1, pIK2 Kobl (1998)
PB_M I1 bis PB_M 140 153-68 — Transformanten diese Arbeit
mit pVcNR15, pIK2 (nicht methyliert)
PB_M II1 bis PB_M 1130 153-68 — Transformanten diese Arbeit

mit pVcNR15, pIK2 (methyliert)

! Genetische Nomenklatur nach Bachmann (1990)
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Tab. 2. Verwendete Plasmide, Phagen und Genbanken

Name Marker® Herkunft/Referenz
Plasmide
pSK™ bla, lacZ' Stratagene
pGEM™-T bla, lacZ’ Promega
pBK-CMV Neo'/Kan', lacZ Stratagene
plK2 bla, Volvox-B2 Tubulinpromotor, Kobl (1993)
C. reinhardtii Arylsulfatase-Gen
pVcNR1 bla, Volvox nitA (genomisch) Gruber et al. (1992)
pVcNR15 bla, Gruber et al. (1996)
Volvox nitA (cDNA + Promotor + Intron 1)
pHSR250aphVIlI bla, Volvox hsp70/rbcS3-Fusions-Promotor | T. Jakobiak (pers. Mitteilung)
(HSR), aphVIlI (Streptomyces rimosus)
pVMTas bla, antisense-met1, Cakstina (2001)
Volvox-B2-Tubulin-Promotor in pSK™
pVMTas-nc bla, Volvox-p2-Tubulin-Promotor in pSK™ Cakstina (2001)
pDnmt_oex HSR bla, hsp70/rbcS3-Fusions-Promotor (HSR), | diese Arbeit
Methyltransferase-Domane von met1
in pSK™
pDnmt_oex_Tub bla, Volvox-B2-Tubulin-Promotor, diese Arbeit
Methyltransferase-Domane von met1
in pSK™
pmet5/8 bla, 530 bp-PCR-Fragment diese Arbeit
von Volvox met1 in pGEM™-T
pmet_c2-4 Neo'/Kan', 3’ Bereich der met1-cDNA Cakstina (2001)
aus Acmt2 in pBK-CMV
pmet_c4-5 Neo'/Kan', 3’ Bereich der met1-cDNA Cakstina (2001)

pmet_emt1/2

pmet_emt5/10

pmet_emt9/6

pmet_emt7/8

pmet_g1-2

aus Acmt4 in pBK-CMV

bla, met1-cDNA-Fragment emt1/2
in pPGEM™-T

bla, met1-cDNA-Fragment emt5/10
in pPGEM™-T

bla, met1-cDNA-Fragment emt9/6
in pPGEM™-T

bla, met1-cDNA-Fragment emt7/8
in pPGEM™-T

bla, Notl-Subklon aus Agmt7 in pSK™

Cakstina (2001)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Cakstina (2001), vgl. Abb. 14
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pmet_g2-4 bla, Notl-Subklon aus Agmt7 in pSK™ Cakstina (2001), vgl. Abb. 14
pmet_g4-5 bla, Notl-Subklon aus Agmt11 in pSK™ Cakstina (2001), vgl. Abb. 14
pmet_g6-4 bla, Notl-Subklon aus Agmt11 in pSK™ Cakstina (2001), vgl. Abb. 14
pmet_g7-1 bla, Notl-Subklon aus Agmt11 in pSK™ Cakstina (2001), vgl. Abb. 14
pmet_g7-15 bla, Notl-Subklon aus Agmt4 in pSK™ diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g24-1 bla, Notl/Sall-Subklon aus Agmt24 in pSK™ | diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g24-3 bla, Notl-Subklon aus Agmt24 in pSK™ diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g27-5 bla, Notl-Subklon aus Agmt27 in pSK~ diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g29-8 bla, Notl-Subklon aus Agmt29 in pSK™ diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g29-9 bla, Notl-Subklon aus Agmt29 in pSK™ diese Arbeit, vgl. Abb. 14
pmet_g29-10 bla, Notl/Sall-Subklon aus Agmt29 in pSK™ | diese Arbeit, vgl. Abb. 14
RG3 bla, cDNA-Fragment eines Lusen- Amann (2002)

ahnlichen Retrotransposons in pPGEM™-T
RG8 bla, cDNA-Fragment eines Osser- Amann (2002)

ahnlichen Retrotransposons in pPGEM™-T
pJD27 bla, C. reinhardtii ars1 — Gen (cDNA) J. Davies, pers. Mitteilung
pJD54 bla, C. reinhardtii ars2 — Gen (genomisch) | Ohresser et al. (1997)
Phagen und
Genbanken
A Dashll A Vektor fir genom. Genbibliotheken Stratagene
A ZAP Express A Vektor fuir cDNA-Bibliotheken Stratagene
ExAssist™ Interference | Helfer-Phage zur in vivo Exzision von pBK- | Stratagene

Resistant Helper Phage

Genomische
V. carteri-Genbank

V. carteri cDNA-
Genbank

agmt4, Agmt7, Agmt11,
agmi24, Agmt27,Agmt29

rcmt2, Acmt4

CMV aus A ZAP Express

genomische Genbank von V. carteriin A
Dashll

cDNA-Genbank von V. carteriin
A ZAP Express

A - DASH ll-Klone mit Teilstlicken
des met1-Gens

A - ZAP Express - Klone mit 3’ Bereich
der met1-cDNA

Kirk et al. (1999)

B. Cresnar, pers. Mitteilung

diese Arbeit

diese Arbeit

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

Tab. 3. Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (52> 3)

Verwendung

pIK2-A SE 5'L
pIK2-A SE 5'K
pIK2-A SE 3'L
pIK2-A SE 3'K
pIK2-A AS 5'L
pIK2-A AS 5'K
pIK2-A AS 3'L
pIK2-A AS 3'K
pIK2-B SE 5'L
pIK2-B SE 5'K
pIK2-B SE 3'L
pIK2-B SE 3'K
pIK2-B AS 5'L
pIK2-B AS 5'K
pIK2-B AS 3'L
pIK2-B AS 3'K
OsserA SE 5'L
OsserA SE 5'K
OsserA SE 3'K
OsserA SE 3'L
JordanA SE 5'L
JordanA SE 5'K
JordanA SE 3'K
JordanA SE 3'L
OSSERSE1
OSSERSE2
OSSERAS2
OSSERAS1
ONTubV32
ONARS1

ONARS1N

ONARS3
PromlIntegVkon
rbcL5"

rbcL3?

SP6

T7

PBRESC1
PBRESC2
PBRESC3

TAGGTAAATAGAATAGTAATAGTTGTTGAGAG
GYGAGGTTTGAGTAAGTTATATTTAGGTGGTG
ACCTCAATCTAACAACTAAAACCRTCCCCRTC
ATCTACTCRACATACTTACRATAAAAATCACC
AATAAACAAAATAACAACAACTACTAAAAACC
CCAAACTAAAATCCTCAAAAAATTACRTAACC
GGGTTTTTAGTTTATTYGGTATATTTAYGGTG
GGTGAAGATTATTATAAAGTTGGGTTTTTTGG
TTAAGAATTTTATTTAGGTATTTAATTTTAAG
TGTAGTATTTGGTGYGTTGYGTYGGGGGTTTG
ACTCRACATTATTAAAAACRAACCACTTCTC
AAATATCCTAAAACACCRACACCRACTTCTCC
TTCACCCAAACACTCAACTCCAAATACRACC
CAATACCTAATACRTTACRCCRAAAACTTACC
ATTGTTGAAGGYGAATTATTTTTTTAYGTYGG
TYGGTATYGATTTTTTTTGTGGGGGTGGATTG
AGAAGTTATGAATTTTATTGTGTTTTAAGTTG
GTTGGTTTATGTGGATGATTTTTTAATTGTTG
AAACRACTTAACCAACTAATAACTCCACCAAC
AAATAACRATACCACAAAACCTCCTTAATTAC
TGGTTTTTTTTAGAGTATTTATTATTGTTTGG
AGTTGTATAGTTGATTAAGTTAATTTTTTAGG
AAACAATTACTTAAAAACATTAACTTAACACC
ATTAAAAAATACCTTATCCAAAAAAAAATACC
AACGCGTTCAAAATGCAGCC
GGATGAAGATGAAGAGTCTG
CCTAACTTTCTCCATCAGCG
GTTGAACGACGCGTATCTAC
CGCCTCTGCTAAGCTA
GAAGTTGGGCTTTTTGGTGTC
AAAGTTGGGCTTTTTGGTGTC
GTGTCGTGCCCCTCGCGG
GGGAACGCTCTCTAGAGTTT
TATTCGAAGAAGGTTCAGTAAC
TCGTGCATGATAATTGGTACAC
TATTTAGGTGACACTATAG
TAATACGACTCACTATAGGG
CTCAGCGGGTTAGACACGG
TTTCTCGCCACGTTCGCCG
ATCGGGGAAATGGAGTCTGG

Bisulfit-Analyse Region I
Hill 181 / Hill 181

Bisulfit-Analyse Region II
Hill 181 / Hill 181

PCR-Analyse ctDNA
PCR-Analyse ctDNA
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung plasmid rescue

n
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PBmetl
PBmet2
PBmet3

emtl

emt2

emt3

emt4

emt5

emt6

emt7

emt8

emt9

emtl10
Dnmt_Oex_dneu
HSR Seqg
Dnmt_oex u
Dnmt oex d
Not_kont_1lu
Not kont 1d
Not kont 2u
Not kont 2d
1-5T3 1
1-5T7_1
2-5T3 1
2-5T3 2
2-5T3 3
2-5T3 4
2-5T7 1
2-5T7 2
2-5T7 3
2-5T7 4
3-5T3 1
3-5T7_1
cT3/1

cT3/2
cT3/2 1
cT3/2 1"
gl-2rev_1
gl1-2T7_1
gl-2T7 2
gl-2T7_3
g4-5T3 1
g4-5T7_1
g4-5T7_2
g4-5T7 3

TGYCARGGNTTYWSNGGNATG
GCRTTNCCNACYTGNCKRTG
ATHACNGTNMGNGAYACNAT
GGAGCCCAAAGAGTACAAGG
GAATGGCGTCTTTGTAGTGG
CGCCAATCGACAACGACGC
GGTCCTCAGCCACAATCTTG
CCACTACAAAGACGCCATTC
CCTGGTGCATACCCTCGCTC
CCGAAAACTGCTGGAGCCTC
AGCTCGTCCCATTCGTCCTG
AGCTACGGCTCCGAGATCTG
AGATCTCGGAGCCGTAGCTC
GTGAGGTACCTTGTTGAACCGGTTCATGC
CAGGAAGCAATTTCAGTTCG
GACTCCATGGACGTAGAGGCGGCAGTTC
GTGACGGTACCGGTTCATGCCCGAGTAG
AGAGTAAGTGCGTGGAGAGC
CCTACTAAGCTTTCGTATCC
AGATTCTGTCCAAGTCATGG
ACAACAGGAATCTGGAGTCG
GGTTGTGCCGGGATGGTGG
CTGCTTAAAACCCCCAAGCG
CTTTGTGGCGACACAGCTGG
GAACGAGCTCAACCTGGAGCG
GAAAATCCAATCGATGCGAG
GGGATAACAAACACGACAGG
GCTGGCAAAGCCAGAGGAGG
GGAAACGATGCAAGGATAAGG
GATTCTGTCCTGGTCGGGGTG
CTACCGCCGTTCTTCACGCC
GCCTCAACGCTATGATCCG
GTGCCAACAGCGTCCTGTCG
CTGCTGGATCTCGGTTACC
GGAGAACGTGCGCAACTTTG
CTCCAAACAACCCCAGAAC
CCTCTCCTGGTAACCGAGATC
CTCGCTGTCCACATCCATC
GCAACTGCTGTTACCGTTG
CATATTGTGGGCATCAGCAGG
CGTACGGACGTGTCGTGGTAC
CACCGGTGTTAACGCATTAC
GATGCGTGCATTCATACACG
GCTGAGTTGTGGGGTTTTAGG
CGACGGCTATTTCCTCCTTTTC

degenerierte PCR metl
degenerierte PCR metl
degenerierte PCR metl

RT-PCR metl

Konstruktion
pDnmt_oex HSR und
pDnmt_oex Tub

PCR-Kontrolle metl-Seq.
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g5-4T3 1
g6-4T3_1
g6-4T3_2
g6-4T3 3
g6-4T7_1
g6-4uni_1
g7-1T3 1
g7-1T3 2
g7-1T7_1
g7-1T7_2
L7-15T3 1

g29 Y9rev2
g29_9uni2
g7_1t3_5
g7_1t3 6
g7_1t7_ctl 2
g7_1 ct3 2
g7-15_SacIr_t3-2
g7-15_SacII t7-2
g7-15_SacII_t7-3
g7-15_SacII_t7-4
g7-15_Xhol t7-2
g7-15_Xhol t3-2
g7-15_SacII_t3-2
g7-15_EcoPstt3-2
g7-15_EcoPstt7-2
g7-15_TI1
g7-15_TI2
g7-15_1I3
g7-15_I4
g7-15_1I5
g7-15_16

g29 9uni3

g29 9kpn5' 2
g29_9kpn3'_ 2

g29 9bam5' 2

g29 9bam3' 2

g29 9hinds' 2
g7_1t3_9

g29 9bam5'

g29 9bam3'
g2_4emt6_5'
g2_4emt6_3'
g7_1T7ctl 3
g7_1t3 7

CCTTCGCTATGCCACCTTAC
CCACAACGGATACAGACCCC
GAGAACCCTGTCAAGGTGTG
CAAAGTGCTCCCAAACAGCC
CCAATCCATTCTAATAAGCCC
GCATACACAATGGGCTGCAAG
GGGCTTTCAATTGGGGGGTG
GAGATACGATGCTGGCCAATG
GGAGATAAGGAGGGGGATAAG
GCAGAGGAAGGTACGGAGGA
GGGGAAATCCAAATCTTGTG
GTACTGCTTGGACACCTGCG
CAACACTGCATATACAGCTG
GATGGTAGCTATAGTTCCTG
GATGGAGGATAGATAGCAGC
GCTGCGTGACGTACATACAG
CCTCCATATTGCATGTAACC
ATTGCTCTCCCTACCGGATC
GATAGGTGTATGTGCGCGTC
GATTTACATGTTACAGCTAG
TTCGATGGGCCAATTTATGG
ACTCCCGTTTTCCCTTAACC
GGATGCCGCCACTTACTTGC
CTGAGAGCTGCAAATGGAGC
CCGGGCTGCAGGCGGGTTGG
CACGGCTGACAGGCACAACG
GACGGTGCGGGACGCGATCG
CCGAGACCACATGGTAAAGC
GCGTGTATTGCTCAAGATTG
CTTTCTGTCTGCCTAACACG
GGTGGGTCAGGTGTTCCACC
TGACCACTTCCGATTCTACG
ATACCTACTACACCTACCTG
ATTGACGCATTATCACGCTG
ACAGCAGTAGCCCTACTCAC
CTTACAACCTCTCTTGATCG
CCTTTGCAGAGTGCTGGAG
ACTGTATGTGTAGGAAAGGG
GCTCTTCTCGCTGGAATACC
GACATCATGACGCAGGCTGC
CTAGTGTGGACTTAGTGTAC
AGTGGCGGTGTCGGGAGACG
GTATTCAGTGGACACGCTGG
TGGCGCTCGCCATGTTTCAG
TCATCAAGGACGGCGTCACG

Sequenzierung metl
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g7_1t3 8
g29_9%hinds'
g29 9kpn5'
g29 9kpn3'
g7-15_I4 2
g7-15 14 3
g7-15_I5 2
g7-15_16 2
g29 9hinds' 3
g29_9bam3'_3
g29 9bam5' 3
g29 9kpn3' 3
g7_1t3 10
g7_1T7ctl 4
CDNA3'I23"
CDNA3'I25"
g24 3rev_1
g24_ 3rev_gl-2
g24 3uni 1
g24 luni 1
g24 1rev_1
g29 10rev_1
g29 10uni 1
Dnmt f1

Dnmt f2

AGGTGAAGGTAACCAACAAG
TGTCGTACAAAGCCGTACGG
TCAGGACTGCACGAACGAGC
CATGTAGAGATTATGTATGG
CTAGGGTCGAGCTACAACAG
GGAACACCTGACCCACCTTG
GCGTAGCCATTTACAGCCAC
CTCCTTCGTATCGCGAGCTC
GAGTTTCCACCCTTCCCAAG
CGAAGCGTACCTCTATCTTC
TTGCCCCAGTTTGCTTGCTG
AGCTCGACAAAGCTTGTGAC
GCTGGTGGGACCTCTACATG
AGTGGTGCGCGTGCGTGAAG
TCAATAACCCGGATGCCAAG
TGGCATCCGGGTTATTGAGC
GGAGTGTGTCTTAATTAAGG
GGGCATTGAGAGCCCTTTCC
TGCCCATCTGGGATATAAGC
TACGCAAGTGCATGCATGCG
CTAAACAACCCATACAATGC
TATGTTTACCTATGCTCGCG
AGAGCAGCGTCTCTGTATGC
CATGCATGACTCAGGTGCAC
ACAGACTGCTAAAGTAAAGG

Sequenzierung metl
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2.3 Herkunft von Chemikalien und Enzymen

[y->*P]-ATP (>5000 Ci/mmol)
[0->*P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
Acrylamid

Agarose

Alkalische Phosphatase
Ampicillin

Apyrase

APS

ATP

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Exctract

Biotin

Bromphenolblau

BSA

Césiumchlorid

DEPC
Desoxyribonukleosidtriphosphate
DNase I

ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling and
Detection System

Ethidiumbromid
GeneClean II Kit

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit

Harnstoff

HEPES

Hybond™ N"-Nylonmembran
IPTG

Mikrokokken-Nuklease
Na-Glycerophosphat
Nuklease PI

Nukleoside
Nukleosidmonophosphate

PEI-Cellulose-Diinnschichtfolien
Polygram™ Cel 300 PEI/UV;s4

pGEM-T Kit
Phenol (Tris-gesattigt)
Phosphodiesterase 11

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

Roche (Mannheim)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Fluka (Seelze)

Roche (Mannheim)

Difco (Detroit, MI, USA)

Difco (Detroit, MI, USA)

Difco (Detroit, MI, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Roche (Mannheim)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Serva (Heidelberg)

Bio 101 Inc. (La Jolla, CA, USA)
Amersham Biosciences (Freiburg)
GIBCO BRL (Gaithersberg, MD, USA)
Biomol (Hamburg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
LOEWE BIOCHEMICA GmbH (Otterfing)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Roche (Mannheim)

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Macherey Nagel (Hilden)

Promega (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
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ProofStart™ DNA Polymerase

QIAEX™ [I Gel Extraction Kit
QIAfilter™ Midi Kit

Qiagen™ Plasmid Mini Kit

QIAQuick™ Gel Extraction Kit

Random Primed DNA Labeling Kit
Random Primers (fiir RT-PCR)

Rapid-hyb buffer

Restriktionsenzyme und Restriktionspuffer

RNasecA

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor

SDS

SuperScript™ Il RNase H Reverse
Transcriptase

T4-Polynukleotidkinase

T4 DNA Ligase

Taq DNA-Polymerase

TEMED

Tris

X-Gal

XS04 (5-Bromo-4-Chloro-Indolylsulfat)

alle weiteren Salze, Zucker, Chemikalien und
Losungsmittel

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Roche (Mannheim)

New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA,

USA)
Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Eurogentec (K6ln), Qiagen (Hilden)
Serva (Heidelberg)

USB (Cleveland, OH, USA)

Roche (Mannheim)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Merck (Darmstadt)
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2.4 Medien

Zusammensetzung und Herstellung der verwendeten Medien zeigt Tab. 4.

Tab. 4. verwendete Medien

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

mit 1N NaOH pH 7,0 einstellen

fur Platten: + Bacto Agar 15 4g/l
LBg-amp LBg
Nach autoklavieren hinzufugen:
Ampicillin 100 pg/ml
LBg-amp/X-Gal/lPTG LBy
(fur Platten)
nach autoklavieren hinzufiigen:
Ampicillin 100 pg/ml
X-Gal (20 mg/ml in DMFO) 20 ug/mi
IPTG (100 mM) 375 i
LBy-Kan LBy
nach autokalvieren hinzufiigen:
Kanamycin 50 pg/mi
TY Bacto Trypton 10¢g
Bacto Yeast Extract 59
H.0 ad 11
mit 1N NaOH auf pH 7,2 einstellen
TY/Glyc. TY 1 Vol.
Glycerin 87 % 2 Vol.
nach dem Autoklavieren mischen
Metall-Lésung fir SVM Na,-EDTA 159
FeCls 194 mg
MnCl, 82 mg
ZnCl, 10 mg
CoCl, 4 mg
Na,MoO, 8 mg

H,0O ad 11
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SVM Hepes 064
Na-Glycerophosphat 50 mg
KCI 50 mg
Ca(NO3)2 118 mg
MgSO, 40 mg
N32CO3 20 mg
Harnstoff 30 mg
Thiamin 1mg
Biotin 2,5 ug
Vitamin B12 1,5 ug
Metall-Lésung 3 ml
H.0 ad 11
mit 10N NaOH auf pH 8,0 einstellen
autoklavieren

SVM-SO, statt MgSO,4: MgCl,

SVMN wie SVM, ohne Harnstoff

2.5 Puffer und Losungen

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

aufgefiihrt.

Tab. 5. Losungen fiir die Kultivierung des Phagen A

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

Top-Agar Agar 749
MgSO, 10 mM
LBy ad 11

Tab. 6. Losungen fir die Plasmidisolierung

Losung A Glucose 50 mM
EDTA 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0 25 mM

Lésung B NaOH 0,2M
SDS 1% (wiv)

Lésung C Kalium-Acetat (5M) 60 ml
Eisessig 11,5 ml
H.0 28,5 ml
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Tab. 7. Losungen fir die DNA- und RNA-Praparation aus V. carteri

Volvox-Lysepuffer

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA, pH8,0

50 mM
10 mM

10 % Sarcosyl

N-Laurylsarcosin

10 % (w/v)

CIA Chloroform 24 Vol.
Isoamylalkohol 1 Vol.
Volvox-Resuspensionspuffer Tris/ClI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
SDS-Extraktionspuffer Tris/CI, pH 6,8 60 mM
SDS 2%
Lésung C Kalium-Acetat (5M) 60 ml
Eisessig 11,5 mi
H.O 28,5 ml
RNA-Lysepuffer Tris/Cl pH 8,0 50 mM
NaCl 300 mM
EGTA 5 mM
SDS 2%
Tab. 8. Puffer fir die Dialyse von DNA
STE Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1mM
NaCl 100 mM
TE 10.1 Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 1mM
TE 10.01 Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 0,1 mM
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Tab. 9. Losungen fiir die Gelelektrophorese von DNA

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

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

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

Auftragspuffer flir Agarosegele | Ficoll™ 400 59
Bromphenolblau 125 mg
Xylencyanol 125 mg
EDTA 930 mg
TrispH 7,5 60,5 mg
H,O ad 50 ml

Tab. 10. Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese von RNA

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

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

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

inkubieren 12h, 37°C, autoklavieren
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Tab. 11. Lésungen und Medien fiir die Transformation von E.coli

2xYT Bacto Trypton 169
Bacto Yeast Extract 10¢g
NaCl 59
H.O ad 11

CMN CaCl, 100 mM
MnCl, 70 mM
Na-Acetat pH 5,5 40 mM

CMN-Glycerin CaCl, 100 mM
MnCl, 70 mM
Na-Acetat pH 5,5 40 mM

Glycerin

15 % (v/v)

Tab. 12. Lésungen fur Southern blotting, Northern Blotting, Hybridisierung und Markierung von DNA-

Sonden

Depurinierungslésung HCI 0,25 M

Denaturierungslésung NaOH 0,5M
NaCl 1,5M

Neutralisierungslésung Tris pH 8,0 0,5M
NaCl 1,5M

SSC (20x) NaCl 3M
Na-Citrat pH 7,0 0,3M

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

3.1 Kultivierung der Organismen

3.1.1 Escherichia coli-Kulturen

Escherichia coli wurde, ausgehend von Einzelkolonien, bei 37 °C in LBy-Fliissigmedien oder
auf LBy-Agarplatten (nach Sambrook et al., 1989) angezogen. Zur Transformantenselektion
wurden LBj-amp-Platten verwendet, oder LBj-amp/X-gal/IPTG-Platten, um zusétzlich ein
»Blau-Weil-screening* (Vieira & Messing, 1982) auf pUC-Rekombinanten durchfiihren zu
konnen. Kulturvolumina bis 5 ml wurden im Reagenzglasroller (Heidolph, Kelheim)
inkubiert, groBere Kulturen im Schiittelwasserbad (New Brunswick Scientific G76, New
Brunswick, NJ, USA). Agarplatten wurden in temperaturkonstanten Brutschrinken
(Memmert, Schwabach) bebriitet. Wenn erforderlich, wurde das Bakterienwachstum
photometrisch bei 600 nm Wellenldnge verfolgt (Spectronic, Bausch & Lomb, Rochester,
NY, USA). Eine ODgyy von 1,0 entspricht einer Kulturdichte von 8x10® Bakterien pro ml
(Sambrook et al., 1989). Glycerinkulturen wurden aus 5 ml UK durch Zentrifugation (Sorvall
SS34-Rotor, 5.000 Upm, 10 min, 4 °C) und anschlieBendem Resuspendieren des Zellnieder-
schlags in 4 ml TY/Glyc. gewonnen und bei —20 °C gelagert.

3.1.2 V. carteri-Kulturen

Die verwendeten Stamme von Volvox carteri f. nagariensis wurden nach Starr und Jaenicke
(1974) in - soweit nicht anders angegeben - Standard Volvox-Medium (SVM) (modifiziert
nach Provasoli & Pintner, 1959) bei 27-30 °C kultiviert und in einem Hell-Dunkel-Zyklus von
16:8 h synchronisiert. Synchrones Wachstum wurde ferner durch geringe Koloniedichte und
Aussortieren asynchroner Sphiroide beim Uberimpfen erreicht. Jedoch wurden die Algen fiir
manche Experimente bewusst asynchron angezogen, um DNA aus allen Lebensphasen zu
erfassen. Stammkulturen wurden in Reagenzglidsern mit 10 ml SVM gehalten und nach zwei
bis drei Generationen in frisches Medium tiberimpft. Grof3ere Kulturvolumina (200 ml bis 9 1)

wurden beliiftet.
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3.1.3 Kultivierung des Phagen A

3.1.3.1 Anzucht der Wirtsbakterien

Der Phage A wurde nach Standardmethoden kultiviert (Sambrook et al., 1989). Als
Wirtsbakterium wurde der E. coli-Stamm NM538 verwendet. Zur Anzucht von Bakterien fiir
die Phagenplattierung wurde E. coli NM538 in 5 ml LBy-Medium, supplementiert mit 10 mM
MgSO, und 0,4% Maltose UN angezogen. Am nichsten Tag wurde die Zelldichte bestimmt
(vgl. 3.1.1), die Bakterien abzentrifugiert (HTZ, 3.000 Upm, RT, 5 min) und zu einer ODgg
von 2,0 in 10 mM MgSOj, resuspendiert.

3.1.3.2 Phagenplattierung flir Titerbestimmung und Genbank-Screening

Fiir Titerbestimmungen von Phagenlysaten wurden entsprechende Verdiinnungsreihen in SM-
Puffer erstellt. Fiir das Genbank-screening wurden in der ersten Runde 10.000-25.000 pfu, in
der zweiten Runde 100-500 pfu eingesetzt. Zur Plattierung der Phagen wurden 100 pl
Phagenlysat (in SM-Puffer) mit 100 ul vorbereiteter Wirtsbakterien vermengt und 20 min bei
37°C zur Adsorption der Phagen inkubiert. AnschlieBend wurden 3 ml flissiger Top-Agar
(47°C) zugegeben, kurz gemischt und auf eine trockene LBy-Platte ausgegossen. Die Platten
wurden bei 37°C inkubiert, bis die Plaques gut sichtbar waren (meist UN, mind. 10-12 h).
Beim Genbank-Screening als positiv identifizierte Plaques wurden mit einer Pasteurpipette
ausgestochen und zur Elution der Phagen in 0,5 ml SM-Puffer {iberfiihrt und ein Tropfen

Chloroform hinzugefligt.

3.1.3.3 Herstellung von Plattenlysaten

Zur Herstellung von Plattenlysaten z.B. fiir die A-DNA-Préparation (vgl. 3.2.7) wurden 10°
pfu Phagen wie unter 3.1.3.2 beschrieben plattiert und bis zur konfluenten Lyse bei 37°C
bebriitet (ca. 9 h). AnschlieBend wurden die Platten mit 5 ml SM-Puffer iiberschichtet und UN
bei 4°C zur Elution der Phagen leicht geschiittelt. Nach Abziehen des Lysats wurde mit 1 ml
SM nachgewaschen. Um im Lysat befindliche Bakterien abzutoten, wurde 2 % (v/v)
Chloroform zugegeben und kréftig gemischt. Chloroform, Zelltriimmer und Agarreste wurden
anschieend durch Zentrifugation entfernt (Sorvall SS34-Rotor, 10.000 Upm, 4°C, 10 min).
Das fertige Lysat wurde mit einem Tropfen Chloroform versetzt und bis zur

Weiterverwendung bei 4°C gelagert.
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3.2 Isolierung, Reinigung und Auftrennung von DNA

3.2.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli durch Alkalische Lyse

Fir die Gewinnung kleiner Mengen an Plasmid-DNA (modifiziert nach Ish-Horowicz &
Burke, 1981) wurden plasmidhaltige Klone in 1,5-5 ml LBg-amp UN im Roller (37 °C) ange-
zogen. Nach Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 1 min) wurden die Zellen in 100 pl
Losung A resuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl frisch hergestellter Losung B und fiinf-
miniitiger Inkubation bei RT erfolgte die Lyse der Zellen. Zellproteine und SDS wurden
durch Mischen des Lysats mit 150 pl eiskalter Losung C nach 10 min Inkubation auf Eis
durch Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 10 min) abgetrennt. Der plasmidhaltige Uber-
stand wurde anschlieBend zur Fallung der DNA mit 360 pl Isopropanol versetzt und 5 min bei
RT gehalten. Nach einer weiteren Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 15 min) wurde nach
dem Abziehen des Uberstandes das DNA-Prizipitat mit 500 pl 70 % EtOH gewaschen und
nach dem Trocknen in 30-50 pl H,O aufgenommen (Rohplasmid). Die Ausbeute lag
zwischen 2 pg und 10 pg Plasmid-DNA pro ml Kultur.

3.2.2 Isolierung von reiner Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung reiner Plasmid-DNA, z.B. zur nachfolgenden automatischen Sequenzierung,
wurde der Plasmid Mini Kit von Qiagen (Hilden) oder der Nucleospin Plasmid Kit von
Macherey-Nagel (Hilden) verwendet. Es wurden 1,5-5 ml einer E. coli UK eingesetzt. Fiir die
Plasmidpriparation wurde gemél der Vorschrift des Herstellers verfahren. Die DNA mit 50

ul des mitgelieferten Elutionspuffers oder H,O eluiert.

3.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA im groflen Maflstab

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

aufgenommen. Es wurden Ausbeuten von 70-130 pg DNA erreicht.
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3.2.4 Isolierung von DNA aus V. carteri

Zur Gewinnung von DNA aus V. carteri wurden, leicht modifiziert nach der Methode von
Mages et al. (1988), Kulturen iiber ein Nitex-Sieb (Porengrofle 10 um) geerntet. Die
gewonnenen Sphiroide wurden in einem Dounce-Homogenisator gedffnet und die Zell-
suspension zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 7.000 Upm, 4 °C, 10 min). Das Sediment wurde
in Volvox-Lysepuffer (ca. 2,5 ml je 1 Kulturvolumen) aufgenommen, dreimal im Wechsel bei
-80 °C eingefroren und bei 37 °C wieder aufgetaut, und schlieBlich mit 1/5 Vol. 10 % Sarcosyl
versetzt. Nach erneutem Einfrieren und erneutem Auftauen wurde die Suspension 30 min auf
Eis inkubiert und regelméBig kréftig gevortext. Zum Entfernen der Zelltriimmer wurde das
Lysat zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4 °C, 30 min) und anschielend der
Uberstand mit 0,9 g/ml CsCl versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde erneut
zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4 °C, 30 min), zum Uberstand je ml 300 pg
EtBr gegeben und schlieBlich die Losung in 13,5 ml-Beckman Quick-Seal-Ultra-
zentrifugenrohrchen {tberfiihrt. Nach der Dichtegradientenzentrifugation (Beckman 75Ti-
oder 50Ti-Rotor, Beckman - UZ L8-M, 40.000 Upm, 4 °C, 46-60 h) wurde die DNA-Bande
unter UV-Licht mit einer Spritze abgezogen. Nach Dialyse gegen STE wurde zweimal mit
Phenol und einmal mit CIA extrahiert. SchlieBlich wurde nochmals gegen TE 10.1, dann
gegen TE 10.01 dialysiert.

3.2.5 Isolierung von DNA aus V. carteri im kleinen Malistab

50-200 ml einer Volvox-Kultur wurden geerntet, die Sphdroide mit einem Dounce-
Homogenisator ge6ffnet und durch Zentrifugation sedimentiert (Hettich Rotixa, 2.000 Upm,
RT, 10 min). 300 pl des Pellets wurden in ein ERG iiberfiihrt und mit 250 pl Volvox-
Resuspensionspuffer und 250 ul SDS-Extraktionspuffer versetzt. Nach 10 min Inkubation bei
95°C wurden 350 pl Losung C zugesetzt, 15 min auf Eis inkubiert und anschliefend
zentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 5 min). Nach erneutem Zentrifugieren des Uberstands
wurde zum Uberstand 600 pl Isopropanol zugegeben, der Ansatz 10 min auf Eis gehalten und
zur Sedimentation der DNA zentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 15 min). Die DNA wurde
mit 500 ul 70% EtOH gewaschen und nach kurzem Trocknen in 100 pul H,O aufgenommen.
Evtl. vorhandene Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation entfernt. Die so gewonnene

DNA wurde fiir PCR-Analysen eingesetzt.
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3.2.6 Isolierung von RNA aus V. carteri

Volvox-RNA wurde mit geringfiigigen Modifikationen nach der Methode von Kirk und Kirk
(1985) isoliert. 400 ml einer Volvox-Kultur wurden geerntet, die Sphéroide mit einem
Dounce-Homogenisator gedffnet und bei 5.000 g fiir 5 min zentrifugiert. 0.5 ml des
Sediments wurden zu 5 ml RNA-Lysepuffer, versehen mit 1,5 % DDC und 1 mg Proteinase
K, gegeben, gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden 660 pl 2 M KCI
zugegeben, 15 min auf Eis inkubiert und zum Abtrennen von ausgefallenem SDS und
Zelltriimmern zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 10.000 Upm, 4°C, 10 min). Der Uberstand
wurde nochmals zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor, 12.000 Upm, 4°C, 10 min), in ein frisches
Corex-Réhrchen iiberfiihrt, zur RNA-Fillung mit 1/3 Vol. 8 M LiCl versetzt und UN bei 4°C
stehengelassen. Nach Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 15.000 Upm, 4°C, 30 min) wurde
das RNA-Sediment dreimal mit 2 M LiCl gewaschen und jeweils 30 min bei 15.000 Upm und
4°C zentrifugiert (Sorvall SS34-Rotor). Der RNA-Niederschlag wurde schlielich in 600 pl
H,0 (DEPC-behandelt) gelost, in ein 1,5 ml ERG {iberfiihrt und erneut durch Zugabe von 200
ul 8 M LiCl UN bei 4°C gefillt. Nach Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 30 min) wurde
das Sediment zweimal mit 600 ul 2 M LiCl gewaschen und der Uberstand nach
Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, 4°C, 15 min) verworfen. Die RNA wurde danach in 400 pl
DEPC-behandeltem H,O aufgenommen und nochmals durch Zugabe von 40 pl 2 M NaOAc
und 1 ml kaltem EtOH (100 %) bei -80°C fiir 1h gefdllt. Nach Zentrifugation (ETZ, 14.000
Upm, 4°C, 30 min) und dreimaligem Waschen mit 1 ml kaltem 70 % EtOH wurde das RNA-
Sediment 5 min im Vakuum getrocknet, in 200 ul DEPC-behandeltem H,O aufgenommen
und bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurde aus der so gewonnenen Gesamt-RNA polyA” -
mRNA isoliert, wurde der OligoTex™ mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des

Herstellers eingesetzt.

3.2.7 Isolierung von DNA aus dem Phagen A

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

wurde in 100 pl H,O aufgenommen.
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3.2.8 Isolierung des Plasmids pBK-CMYV aus A ZAP Express

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

gezogen.

3.2.9 Trennung von Nukleinsiuren unterschiedlicher Dichte durch Dichtegradienten-

zentrifugation

DNA-Molekiile mit unterschiedlichem GC-Gehalt und damit unterschiedlicher Dichte
ncDNA/ctDNA) wurden durch Dichtegradientenzentrifugation, leicht modifiziert nach Burton
et al. (1979), getrennt. Dazu wurden 7-75 pg DNA in Losung mit CsCl versetzt, so dass die
Dichte ca. 1,706 g/cm?® betrug (56,35 % w/w). Die Losung wurde in ein 5,1 ml Beckman
Quick-Seal-Ultrazentrifugenrohrchen iiberfiihrt, mit CsCl-Losung der selben Dichte aufgefiillt
und die Zentrifugation gestartet (Beckman VTi65-Rotor, Beckman-UZ L8-M, 40.000 Upm,
20 °C, 24h, Bremsprogramm 9).

Nach dem Lauf wurde der Gradient vom Boden des Rohrchens abgetropft und in 100 pl-
Fraktionen aufgefangen. Dazu wurde der Boden des Rohrchens mit einer Nadel (& 0,65 mm)
angestochen. Um den Gradienten beim Abtropfen nicht zu zerstéren und die Abtropfrate
regeln zu konnen, wurde mit einer Peristaltikpumpe langsam Paraffindl aus einer 1 ml-Pipette
(zur Kontrolle der Fraktionsgrofe) durch eine Nadel oben in das Rohrchen gepumpt. So
wurde die CsCI-DNA-Ldsung nach unten verdréngt (vgl. Abb. 5). Die Abtropfgeschwindig-
keit betrug ca. 0,5 ml/min, je 100 pl-Fraktion fielen ca. 12-14 Tropfen an (modifiziert nach
Birnie & Rickwood, 1978).



METHODEN 29

1 Pipette fur
{ die Volumenkontrolle

Paraffinol Nadel

|

Spritze als
Paraffindl-Reservoir

]

CsCl-Gradient \\8

0 Peristaltikpumpe

Zentrifugen-
réhrchen,
unten punktiert

Abb. 5. Abtropfen des CsCI-Gradienten

Um den DNA-Gehalt der Fraktionen zu bestimmen, wurden sie im Photometer (LKB
Ultrospec 1II, Amersham Biosciences, Freiburg) bei 260 nm Wellenldnge vermessen.
Fraktionen, die weiter untersucht werden sollten, wurden zur Entfernung des CsCl ca. 4 h
gegen TE 10.1, dann ca. 14 h gegen TE 10.01 dialysiert. Um diese kleinen Volumina
dialysieren zu konnen, wurden sie in die Deckel von ERGs pipettiert (Fassungsvermogen ca.
200 pl). Uber den Deckelrand wurde ein Stiick eines aufgeschnittenen Dialyseschlauches
gestiilpt und durch Aufdriicken des ERG fixiert. Zuletzt wurde das ERG ca. 3 mm unter dem
Deckelrand abgeschnitten und das so erzeugte ,,Dialysegefa3“ mit der Membranseite nach
unten in den Dialysepuffer gegeben, wobei darauf geachtet wurde, dass sich vor der Membran

keine Luftblase befand (Abb. 6).

4L g
2 3 4

—_

Abb. 6. Dialyse kleiner Volumina. In den abgeschnittenen Deckel eines ERG (1) wurde das Probe-
volumen einpipettiert und ein aufgeschnittener Dialyseschlauch Ubergestilpt (2). Die Membran wurde
durch Aufdricken des ERG fixiert und das ERG abgeschnitten (3). Das so erhaltene ,GefalR* (4)
wurde in den Dialysepuffer gegeben.



METHODEN 30

3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente von Groflen zwischen 0,04 kb und ca. 20 kb wurden, versehen mit 1/10 Vol.
Auftragspuffer, zur analytischen GréBenbestimmung bzw. fiir priparative Zwecke auf 0,5-
2 %igen Agarosegelen in TBE-Puffer aufgetrennt. Zur Sichtbarmachung der DNA wurden
dem Gel 0,5 pg/ml EtBr zugesetzt. Je nach angelegter Stromstirke (20-120 mA) und Grofe
des Gels betrug die Laufzeit 1-6 h. Als DNA-Molekulargewichtsstandard diente ein DNA-
Leiter-Mix (peqGOLD DNA Leiter-Mix, Peqlab, Erlangen). Die aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden auf einem UV-Leuchtschirm (Chromato-Vue Transilluminator C60, Ultra
Violet Products Inc., San Gabriel, CA, USA) sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Kappa™
CF 8/1 DX-Kamerasystems (Kappa, Gleichen) photographiert. Die digitalisierten Bilder
wurden iiber einen Mitsubishi™-Thermoprinter ausgedruckt und konnten mit der Kappa™-
Software (V 3.15) zur Weiterverarbeitung am Computer abgespeichert werden. Zur
quantitativen Bestimmung der DNA-Mengen in einzelnen Banden wurde deren Intensitit mit
einer geeigneten Software (OptiQuant™, V. 2.50, Packard Instrument Co., Meriden, CT,
USA) bestimmt.

3.2.11 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von DNA

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

3.2.12 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

RNA wurde auf denaturierenden Agarosegelen (1-1,5 %) mit 2,2 M Formaldehyd in 1x
MOPS-Puffer aufgetrennt (Sambrook et al., 1989). Die RNA-Proben wurden mit 2 pl 5x
MOPS-Puffer, 3,5 pul Formaldehyd, 10 pl Formamid und H,O auf 20 pul Gesamtvolumen
(oder ein Vielfaches davon) eingestellt, 15 min bei 65°C denaturiert und mit 0,1 Vol. RNA-
Ladepuffer gemischt. Nach Auftrag auf das Gel wurden die Proben ca. 5-8 h bei 70-90 V

aufgetrennt. Als GroBenstandard diente eine kiduflich erworbene RNA-Leiter (Roche,
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Mannheim). Um die RNA sichtbar zu machen, wurde das Gel mit EtBr-Firbelosung (0,5
ug/ml) ca. 15 min gefdarbt und wie unter 3.2.10 beschrieben photographiert. Von Gelen fiir
Northern-Blots wurde der zu blottende Bereich abgetrennt, nicht gefédrbt, und vor dem Blotten
10 min in H,O und 10 min in 20x SSC gewaschen. Um Verunreinigungen durch RNasen zu

vermeiden, wurde fiir alle Lésungen DEPC-behandeltes Wasser verwendet.

3.2.13 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

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

kommerziellem Elutionspuffer eluiert.

3.3 Enzymatische und chemische Modifizierung von DNA

3.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsverdaus von DNA (0,5-2 pg fiir analytische und bis zu 10 pg fiir préparative
Ansitze) wurden in 10-100 pl Gesamtvolumen mit 1/10 Vol. 10x-Restriktionspuffer und 2-20 U
Restriktionsenzym durchgefiihrt und 1-10 h inkubiert. Die Auswahl des geeigneten Restrik-
tionspuffers sowie der Inkubationstemperatur erfolgten nach den Angaben des Herstellers.
Zum Verdau von Rohplasmiden aus der Plasmid-Minipriparation (3.2.1) wurde zusitzlich

50 ng RNaseA zugegeben.

3.3.2 PCR-Amplifizierung von DNA und RNA

Die Polymerase chain reaction (PCR) erlaubt die gezielte Amplifikation gewiinschter DNA-
Abschnitte. Fiir alle PCR-Amplifikationen wurde ein Thermocycler des Typs Uno II (Bio-
metra, Gottingen) verwendet. Bei der Auswahl der verwendeten Primer wurde darauf geach-

tet, dass die Schmelztemperaturen beider Oligonukleotide (je ca. 20mer) sich nicht wesentlich
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unterschieden. Die Reaktionsbedingungen richteten sich nach dem jeweiligen Experiment und
wurden entsprechend optimiert. Je nach Anforderungen wurde herkémmliche Tag-
Polymerase (Eurogentec, Kdln; Qiagen, Hilden) oder eine Polymerase mit proofreading-
Aktivitdt (ProofStart™ DNA Polymerase, Qiagen, Hilden) verwendet. Soweit nicht anders
angegeben, wurden in sterilen, ultradiinnen 0,2 ml PCR-Tubes (BIOzym, Hess. Oldendorf)

folgende Ansétze zusammengestellt:

Steriles H,O variabel
10x Reaktionspuffer Sul
dNTP’s (je 2 mM) 5ul
MgCl, (50 mM) 1,5 ul
Primer 1 (25 mM) 1l
Primer 2 (25 mM) I ul
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2-0,5 pl
Template-DNA variabel
Gesamtmenge 50 pul

Die DNA wurde meistens durch 35 Zyklen bei folgenden Temperatur- und Zeitbedingungen

amplifiziert:

Denaturierung: 15-45s,94°C
Annealing: 15-60 s, 50-60°C
Elongation: 30-120 s, 72°C

Vor Beginn des ersten Zyklus wurde zusétzlich 2 min bei 95 °C denaturiert. Nach Ablauf der
35 Zyklen wurde 5-15 min bei 72 °C inkubiert (Vervollstindigung der Elongation), danach
bis zur Weiterverarbeitung auf 4 °C gekiihlt. Ein Teil oder auch die gesamte Menge des
Ansatzes wurde im folgenden auf ein Agarosegel zur Auftrennung der amplifizierten DNA
aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde, wenn nétig, die erhaltene Bande aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA isoliert (3.2.7).

Die Amplifikation von RNA (RT-PCR) erfolgte wie oben beschriecben nach dem
Umschreiben in cDNA mit Reverser Transkriptase. Fiir die reverse Transkription wurde die
SuperScript™ [l RNase H Reverse Transcriptase zusammen mit den dafiir empfohlenen
Random Primers und dem RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen,

Karlsruhe) nach Vorgaben des Herstellers eingesetzt.
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3.3.3 Enzymatische Hydrolyse von DNA in Nukleotide und deren radioaktive Markie-

rung fiir die Diinnschicht-Chromatographie: **P-postlabeling

Um DNA mit diinnschichtchromatographischen Methoden auf Nukleotidebene auf ihre
Bestandteile untersuchen zu kénnen, wurde die Methode des **P-postlabeling angewendet,
die von Randerath et al. (1981) entwickelt wurde. Im Gegensatz zur radioaktiven Markierung
in vivo wird hier die isolierte DNA in vitro markiert. Der Vorteil dieses Verfahrens ist die
sehr hohe Nachweisempfindlichkeit (Basen, die mit einer Haufigkeit von weniger als 0,01%
in der DNA auftreten, konnen noch detektiert werden, Wilson et al., 1986) bei relativ

geringem experimentellen Aufwand. Das Prinzip des **P-postlabeling zeigt Abb. 7.

DNA

Mikrokokken-Nuklease
Phosphodiesterase 11

Desoxyribonukleosid-3 ‘-monophosphate

(dNp’s)

[Y-"P]-ATP
T4-Polynukleotidkinase

Desoxyribonukleosid-3‘5‘-bisphosphate
(pdNp’s)

Nuklease PI

Desoxyribonukleosid-5‘-monophosphate

(pdN’s)

Apyrase
(Entfernung tiberschiissigen [’Y—32P]-ATP’S)

Diinnschichtchromatographie

Abb. 7. Prinzip des 32P-post/abeling. Genauere Erlauterungen im Text. rot: Position des radioaktiven
Phosphats (Nomenklatur: 5-pdNp-3°).

Grundvoraussetzung war die Reinigung der zu untersuchenden DNA von RNA und deren
Bausteinen, da Ribonukleosidmonophosphate bei der diinnschichtchromatographischen Auf-

trennung zusitzliche Signale geben und somit die Auswertung erschweren. Dazu wurden 10-
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20 pg Ausgangs-DNA, isoliert durch Dichtegradientenzentrifugation (3.2.4, 3.2.9) oder
QIAfilter™ Midi Kit (3.2.3) 1 h bei 50 °C in 0,3 M NaOH zur Hydrolyse der RNA inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz durch Zugabe von IN HCI neutralisiert und mit dem
QIAEX™ 11 Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Dazu wurden zum Ansatz
3 Vol. Puffer QX1 und 2 Vol. H,O (Plasmid-DNA nur 3 Vol. Puffer QX1) und je 5 ng DNA
10 pg QIAEX™ II- Glasmilch zugegeben. Nach 10 min Inkubation bei RT unter
gelegentlichem Mixen wurde abzentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 30 s) und zweimal mit
500 pl Puffer PE gewaschen. Nach dem Trocknen des Sediments bei RT wurde die DNA in
einem geeigneten Vol. H,O (die Endkonzentration der DNA sollte 300 ng/ul nicht
unterschreiten) durch 10 min Inkubation bei 50 °C eluiert.

Von dieser DNA-Priparation wurden 4-6 pg fiir das *P-postlabeling (leicht modifiziert nach
Gommers-Ampt et al., 1991; Leonard et al., 1993) eingesetzt. Fiir die Analyse von
Chloroplasten-DNA wurde aufgrund der geringen Ausbeute bei deren Préparation (0,5 pg) die
GrofBle des ersten Ansatzes halbiert. Die DNA wurde mit Mikrokokken-Nuklease (5 U) und
Phosphodiesterase II (0,25 U) in 30 ul 2,5 mM Tris pH 8,8, 2,5 mM CaCl, 6-7 h bei 37 °C in
Desoxyribonukleosid-3 ‘-monophosphate verdaut. Diese wurden nach 5 min Erhitzen auf
100 °C (zur Inaktivierung der Enzyme) und Zentrifugieren (ETZ, 14.000 Upm, RT, 10 min) in
32p-markierte Desoxyribonukleosid-3¢5‘-bisphosphate iiberfiihrt. Dazu wurden 5 pl von
obigem Verdau mit T4-Polynukleotidkinase (5 U), 25 pCi [y-°P]-ATP und 10 uM ATP in
einem Gesamtvolumen von 25 pl Reaktionspuffer, der aus dem vom Enzymhersteller
mitgelieferten 10x-Puffer hergestellt wurde, 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach 10 min Erhitzen auf
100 °C, Abzentrifugieren (ETZ, 14.000 Upm, RT, 10 min) und Uberfiihren des US in ein
neues Reaktionsgefdl wurde das 3°-Phosphat durch Zugabe von Nuklease PI (5 U) und ZnCl,
(Endkonzentration 0,1 mM) auf ein Gesamtvolumen von 31 pl und anschlieBenden Verdau
fiir 3 h bei 37 °C entfernt. Uberschiissiges [y-">P]-ATP wurde zuletzt durch Hinzufligen von
Apyrase (70 pU) und CaCl, (Endkonzentration 5 mM) 45 min bei 37 °C hydrolysiert (Endvol.
38,6 ul). Die Praparationen wurden dann bis zur diinnschichtchromatographischen
Auftrennung bei -20°C aufbewahrt. Vor dem Auftrag wurden die Proben abzentrifugiert
(ETZ, 14.000 Upm, RT, 10 min).
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3.3.4 Bisulfit-Behandlung von DNA zur Detektion von 5-Methylcytosin im Sequenz-

kontext

Das von Frommer et al. (1992) entwickelte bisulfite genomic sequencing ermoglicht es, fiir
jedes einzelne C in einer bekannten DNA-Sequenz zu bestimmen, ob es als “™C oder als
»hormales C vorliegt. Das grundlegende Prinzip dieser Methode ist, dass ein nicht
modifiziertes C durch die Reaktion mit Bisulfit desaminiert und in ein Uracil {iberfiihrt wird
(Abb. 8), wihrend das mit “™C nicht geschicht. Diese Reaktion ist streng
einzelstrangspezifisch (Clark et al., 1994). Nach anschlieBender Amplifikation des zu unter-
suchenden Abschnitts mit PCR, Klonierung der PCR-Fragmente und Sequenzierung individu-
eller Klone erhélt man also eine Sequenz, in der nicht modifizierte C’s durch T’s ersetzt sind.
Die verbleibenden C’s weisen auf die Positionen hin, an denen “™C vorlag. Jede Sequenz
reprisentiert dabei den Methylierungsstatus in einer einzelnen Zelle. Das Prinzip der Methode
zeigt Abb. 9.

NH, Schritt 1 NH,
H
+ +
HN™" HSO, HN™" H
PN | ) ) PP,
o ’Tj - HSO, o [Tj SO,
R R
Cytosin
Schritt 2
NH,
o) o)
] H
HN HSO; HN H
| = H
-HSO,” -
o ’Tj 3 0 ITI SO3
R Schritt 3 R
Uracil

Abb. 8. Desaminierung von Cytosin durch Bisulfit. Cytosin-Derivate reagieren reversibel mit Bisulfit
unter Bildung eines 5,6-Dihydro-6-sulfonats (Schritt 1), das unter den Reaktionsbedingungen spontan
einer Desaminierung unterliegt (Schritt 2). Anschliefend wird das Bisulfit wieder freigesetzt, bevorzugt
unter alkalischen Bedingungen (Schritt 3). (nach Hayatsu, 1976)



METHODEN 36

GAGTCAGA"CGATGTCA
CTCAGTCTG"CTACAGT

Denaturierung
Bisulfit-Behandlung

GAGTUAGACGATGTUA

UTUAGTUTGCTAUAGT

i PCR

GAGTTAGACGATGTTA

TTTAGTTTGCTATAGT

!

Klonierung und Sequenzieren
individueller DNA-Fragmente

Abb. 9. Das Prinzip des bisulfite genomic sequencing. Nahere Erlauterungen siehe Text.

3.3.4.1 Reaktion von DNA mit Bisulfit

Es wurde einer Vorschrift der Arbeitsgruppe Doerfler, Universitit zu Koln (Zeschnigk et al.,
1997) verfahren. Alle verwendeten Losungen wurden mit entgastem Wasser hergestellt und
unter Stickstoff aufbewahrt. Genomische DNA (5 pg oder 200 ng + 5 pg Heringsperma-
DNA) wurde auf ein Volumen von 64 ul gebracht und zur Denaturierung mit 2 pul 10 M
NaOH (Endkonz. 0,3 M) 15 min bei 37°C inkubiert. Zur vollstindigen Denaturierung
(Voraussetzung fiir das Funktionieren der Bisulfit-Reaktion) wurde der Ansatz 3 min auf
95 °C erhitzt, dann sofort auf Eis abgekiihlt und auch wéhrend der folgenden Schritte strikt
auf Eis gehalten. Zur Herstellung der Bisulfit-Losung wurden 8,1 g Natriumbisulfit in 16 ml
H,O gelost, 1 ml 40 mM Hydrochinon hinzugefiigt und der pH-Wert mit 600 ul 10 M NaOH
auf 5,0 eingestellt. Die denaturierte DNA-LOsung wurde mit 1,2 ml der Bisulfit-Losung
vermischt, mit Mineraldl iiberschichtet und 16-18 h bei 55 °C inkubiert. Anschlielend wurde
die DNA aus der Losung mit 5 pl Glasmilch (GeneClean II-Kit, Bio 101 Inc., La Jolla, CA,
USA) isoliert. Dazu wurde 10 min bei RT mit der Glasmilch inkubiert, dann abzentrifugiert
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(ETZ, 14.000 Upm, RT, 30 s) und dreimal mit 1 ml Waschpuffer ,,New Wash“ gewaschen.
Nach dem Trocknen des Pellets wurde die DNA durch Inkubation bei 55 °C fiir 5 min und
anschlieBender Zentrifugation (ETZ, 14.000 Upm, RT, 30 s) in 100 ul H,O eluiert. Zur
Neutralisierung des Ansatzes und zum Abschluss der Bisulfit-Reaktion (vgl. Abb. 7, Schritt
3) wurden 3 pl 10 M NaOH zugegeben und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde im
folgenden durch Zupipettieren von 100 ul 6 M NH4OAc und 400 ul EtOH (100 %) bei -20 °C
UN gefillt. Am nichsten Tag wurde abzentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, 4 °C, 30 min), das
DNA-Prézipitat mit 0,5 ml 70 % EtOH (-20 °C) gewaschen und nach dem Trocknen in 20 pl

H,0O aufgenommen.

3.3.4.2 PCR-Amplifikation des zu untersuchenden Abschnitts

Die DNA wurde fiir den sense- und antisense-Strang mit zwei unabhdngigen PCR-Amplifi-
kationen auf ihren Methylierungszustand untersucht (nach der Bisulfit-Reaktion sind die
beiden Stridnge nicht mehr komplementir, vgl. Abb. 8). Bei der Auswahl der auf die bisulfit-
verdnderte DNA angepassten 32mer-Primer (vgl. Tabelle 3) wurde darauf geachtet, dass sie in
etwa gleiche Schmelztemperaturen aufwiesen und mdéglichst wenige CpG-Dinukleotide (das
bei Eukaryonten hiufigste Sequenzmotiv fiir *™C) iiberdeckten. Wenn ein CpG-Dinukleotid
im Primer nicht vermieden werden konnte, wurden an der Stelle des potentiell methylierten C
die entsprechenden Basen in gleichen Teilen eingebaut, die fiir das unverénderte *™C (also C
bzw. G, je nach Orientierung des Primers) und fiir das letztendlich zu T modifizierte normale
C (also T bzw. A) stehen miissen. Aullerdem wurden am 3‘-Ende CC-Dinukleotide angestrebt
sowie interne Komplementaritit und Komplementaritidt zwischen den verwendeten Primer-
paaren vermieden. Die Lange der amplifizierten Abschnitte betrug ca. 550-650 bp. Fiir die

PCR-Reaktion wurden Ansédtze mit 25 pl Gesamtvolumen und folgender Zusammensetzung

erstellt:

Steriles H,O 18,2 ul
10x Reaktionspuffer 5ul
dNTP’s (je 2 mM) 1,25 ul
MgCl, (50 mM) 0,85 pul
Primer 1 (25 mM) 0,5 ul
Primer 2 (25 mM) 0,5 ul

Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
Bisulfit-behandelte DNA I ul
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Die PCR wurde in einem Uno II - Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. 1 ul des
PCR-Produkt wurde mit im PCR-Fragment nach innen versetzten (nested) Primern

reamplifiziert. Die Bedingungen fiir die beiden PCR-Reaktionen fasst Tab. 13 zusammen.

Tab. 13. PCR-Bedingungen zur Amplifikation von Bisulfit-behandelter DNA

PCR 1 PCR 2

94 °C, 5 min 94 °C, 5 min

35-40 Zyklen: 35 Zyklen:
Denaturierung: 94°C, 15-30 s Denaturierung: 94 °C, 15-30 s
Annealing: 53-54°C, 15-30 s Annealing:  54-57°C, 15-30 s
Elongation: 72°C, 30-60 s Elongation: 72°C, 30-60 s

72°C, 5 min 72°C, 5 min

3.3.4.3 Klonierung und Sequenzierung des PCR-Produkts

Das PCR-Ansatz wurde zur Aufreinigung auf einem 2 %igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt, die resultierende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA aus der
Agarose isoliert (vgl. 3.2.7). Das gereinigte PCR-Produkt wurde in einen pGEM-T™-Vektor
kloniert () GEM-T™ Kit, Promega; Ansatz: 7 ul PCR-Produkt, 1 ul Vektor, 1 ul Puffer, 1 pul
T4-Ligase, 4°C, UN) und in E. coli DH10B transformiert (vgl. 3.6). Positive, durch ,,Blau-
WeiB-screening® identifizierte Klone wurden weiterkultiviert, Plasmid-DNA isoliert (vgl.
3.2.2) durch geeignete Restriktionsverdaus auf ihre Richtigkeit iiberpriift und sequenziert
(vgl. 3.5). Zur Sequenzierung wurden die im Vektor bindenden Primer SP6 und T7 (vgl.
Tab. 3) verwendet. Das Sequenzergebnis eines einzelnen Klons représentiert letztendlich fiir
den ausgewdhlten Abschnitt den Methylierungsstatus einer einzelnen Zelle des untersuchten

Organismus.

3.3.5 Methylierung von DNA mit SssI-Methyltransferase

SssI-Methyltransferase modifiziert das C in allen CpG-Motiven der zu behandelnden DNA zu
MC. 5-30 pg DNA wurden eingesetzt, wobei die AnsatzgroBe so gewihlt wurde, dass die
Konzentration der DNA 0,1 ng/ul betrug. Entsprechend wurde der mitgelieferte 10x Puffer
und S-Adenosylmethionin (Endkonz. 160 uM) zugegeben. Die Methylierungsreaktion
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erfolgte fiir 2 h bei 37°C, anschlieBend wurde das Enzym inaktiviert (20 min, 37°C). Die
Vollstindigkeit der Methylierung wurde mit methylierungssensitiven Restriktionsendonukle-

asen Uberpriift.

3.4 Zweidimensionale Diinnschicht-Chromatographie von DNA-Pripara-

tionen

Die durch *P-postlabeling radioaktiv markierten Nukleotide (vgl. 3.3.3) wurden durch zwei-
dimensionale Diinnschichtchromatographie auf 20x20 cm groBen mit Polyethylenimin
imprégnierten Celluloseplatten mit Leuchtstoff (Polygram™ CEL 300 PEI/UV;s4, Macherey-
Nagel, Hilden) aufgetrennt. Je nach Alter der Probe wurden 2-4 ul der radioaktiv markierten
Nukleotid-Préparationen aufgetragen (ca. 40-80 ng Nukleotid-Gesamtmenge), dazu auflerdem
2 ul einer Mischung aus dAMP, dCMP, dGMP, dTMP sowie *"dCMP (je 2 pg/pl). Diese als
Referenz verwendeten Nukleotide konnten dank des fluoreszierenden Farbstoffs auf den
Platten leicht unter UV-Beleuchtung sichtbar gemacht werden. Ebenso wurden testweise auch
AMP, CMP, GMP und UMP aufgebracht, um das Laufverhalten dieser RNA-Bausteine zu
bestimmen. Der Proben-Auftragspunkt lag im Eck, jeweils 2 cm von den Réndern entfernt.
Nach dem Auftrag wurden die Platten im kalten Luftstrom eines Fons getrocknet, bis der
Auftragsfleck nicht mehr sichtbar war, dann noch 5 min weitergetrocknet und schlieBlich in
die Lautkammer (20x20x10 cm, Glas, Desaga, Heidelberg) gestellt.

Die Chromatographie wurde durchgefiihrt wie bei Gommers-Ampt et al. (1991) beschrieben.
Die Folien wurden vor dem Probenauftrag in 0,1 M Ammoniumformiat pH 3,5 (hergestellt
durch Titration von Ameisensdure mit konz. Ammoniak) 20 min gewéssert und 15 min im
kalten Luftstrom eines Fons getrocknet. Das Laufmittel in der ersten Dimension war 0,1 M
Ammoniumformiat pH 3,5 (100 ml), die Laufzeit betrug ca. 75 min. Nach dem Trocknen (10
min mit kaltem Fon, 60 min im Abzug) wurden die Folien zur vollstindigen Entfernung des
Ammoniumformiats 15 min in Methanol gewaschen und wieder ca. 15 min mit dem kalten
Fon getrocknet. Die zweite Dimension wurde in 100 ml gesittigtem (NH4),SO4, pH 3,5
entwickelt (Laufzeit 2,5 - 3 h). Nach erneutem Trocknen (15 min Fon kalt) wurden das
Ergebnis der Auftrennung durch Autoradiographie (3.8.1) oder mit dem Phosphorlmager
(3.8.2) sichtbar gemacht.
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3.5 Sequenzanalyse und Sequenzbearbeitung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde groftenteils als Auftragssequenzierung an einem ABI 310-

Sequencer am Lehrstuhl fiir Genetik der Universitdt Regensburg bzw. von der Fa. Entelechon

(Regensburg) durchgefiihrt.

Sequenzen wurden vor allem mit folgenden Programmen computergestiitzt ausgewertet:

Zahlreiche Auswertungen wie Erstellung von Restriktionskarten und Alignments sowie
Genstrukturvorhersagen wurden mit dem GCG-Programmpaket (Wisconsin Package
Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc.) durchgefiihrt.

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

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

Von allen Rohsequenzen der metl- und C-ars-Sequenzierprojekte wurde jeweils lokale
BLAST-Datenbanken (Altschul et al., 1997) angelegt, um neue Rohsequenzen schnell
gegen die bereits vorhandenen abgleichen zu konnen. Dazu wurden die vom NCBI zur
Verfligung gestellten BLAST-Programmpakete in der gerade aktuellen Version verwendet
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/executables/). © Zur  einfacheren = Konvertierung  der
Rohsequenzen in das Datenbankformat wurde ein Hilfsprogramm selbst entwickelt.
Ebenso wurde eine einfache Benutzeroberfliche fiir BLAST programmiert. Diese
Programme sind online verfiigbar (http://www.biologie.uni-regensburg.de/Genetik/
Programme/)

Fiir weitere Analysen wurden zahlreiche in Internet verfiigbare Datenbanken und

Programme benutzt.

3.6 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli-Zellen der Stimme DHI10B und JM110 fiir die Transformation wurden
modifiziert nach D. Alexander (ARCO Plant Cell Research Institute, Stanford, USA)
hergestellt. 100 ml einer hundertfach in 2xYT verdiinnten UN-Kultur wurden bei 37 °C bis zu
einer ODgpp=1,0 geschiittelt. Nach Zugabe von 2 ml 1 M MgCl, wurde 10 min bei 37 °C,
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anschlieBend 1 h im Eisbad inkubiert. Nach Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 6.000 Upm,
4°C, 5 min) wurde das Sediment in 20 ml kaltem CMN-Puffer resuspendiert und 60 min auf
Eis gehalten. Nach erneuter Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor, 6.000 Upm, 4 °C, 5 min)
wurde das Sediment in 4 ml CMN-Glycerin resuspendiert, zu 200 pl portioniert und bei -
80 °C eingefroren. Zur Transformation wurden zu einer geeigneten Menge Plasmid-DNA (10-
100 ng, 5-20 pl bei Ligationsansidtzen) 100 pl der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen
gegeben und 30 min auf Eis gehalten. Nach einem Hitzeschritt (90 sec, 42 °C) wurde der
Ansatz nochmals 5 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde 10-100 ul des Ansatzes auf

geeignete LBo-Selektionsplatten plattiert und UN bebriitet.

3.7 Transformation von Volvox carteri

Die genetische Transformation von V. carteri erfolgte mit der particle gun-Methode
(Schiedlmeier et al., 1994). Als Rezipienten kamen sowohl die nitA"-Stimme 153-48 (WT-
Morphologie) und 153-68 (regA-Phinotyp) wie auch nitA'-Stimme (WT und verschiedene
nitA-Transformanten) zum Einsatz. Als Selektionsmarker bei nitA™-Stimmen diente das nitA-
Gen auf dem Plasmid pVcNR15 (Gruber et al.,, 1996). Nur Transformanten konnen in
Medium mit Nitrat als einziger Stickstoff-Quelle (SVMN) wachsen. Des weiteren wurde das
aphVIII-Gen (Plasmid pHSR250aphVIII) als Selektionsmarker verwendet, das Volvox
Resistenz gegen das Antibiotikum Paromomycin verleiht (T. Jakobiak, pers. Mitteilung). Eine
Selektion mit Paramomycin ist mit jedem beliebigen Volvox-Stamm maglich.

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

Pro Transformationsansatz wurden von Selektionsplasmid-DNA (pVcNR15  oder

pHSR250aphVIII) und der Plasmid-DNA des nicht-selektierten Markers je 1 ug auf 1 mg
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Goldpartikel gefillt. In 10 pl 70 % EtOH suspendiert wurden die Goldpartikel sodann mit 6
bar Heliumdruck auf die in einer Petrischale befindlichen Algen (0,1 — 0,2 ml Suspension)
geschossen. Fiir die Selektion auf nitA wurden die Algen in 30 ml SVMN aufgenommen. Bei
Selektion mit Paromomycin wurden die Algen in SVM resuspendiert und nach 3 Tagen das
Antibiotikum zugegeben (10 pg/ml Endkonzentration). Nach 7-20 Tagen wurden potentielle
Transformanten isoliert. Dabei wurde je Ansatz nur eine Transformante weiterkultiviert, um
eine zufillige Auswahl von Geschwistern zu vermeiden. Ca. 30-80 % der nitA'- bzw.
Paromomycin-resistenten Transformanten kénnen als Cotransformanten erwartet werden und

haben somit auch das unselektierte Transgen aufgenommen (Schiedlmeier et al., 1994).

3.8 Hybridisierung und Detektion von Nukleinsiuren

3.8.1 Ubertragung von DNA aus Agarosegelen auf Nylon-Filter (Southern Blot)

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

3.8.2 Direktes Aufbringen von DNA auf Nylon-Filter (Dot Blot)

Um Kopienzahlen z.B. von Transgenen zu bestimmen und entsprechende Daten aus Southern
Blots zu bestitigen, wurden Dot Blots durchgefiihrt. Die Transformanten-DNAs, Kontroll-
DNAs und Verdiinnungen von Referenz-DNAs zur Erstellung einer Eichgerade wurden auf
ein Volumen von 50 pl gebracht und mit 50 pul 20x SSC versetzt. Ein Stapel aus einer
Hybond™ N'-Nylonmembran (Amersham Biosciences, Freiburg) und zwei Whatman-
Filterpapieren wurde in 10x SSC angefeuchtet und in eine kommerzielle Dot Blot-Apparatur
eingespannt. Durch Anlegen von Vakuum konnten so die Proben exakt in ca. 5 mm groB3en
Punkten durch die Membran gesogen werden, wobei die DNA an die Membran adsorbierte.

Nach kurzem Trocknen wurde die Membran zur Denaturierung der DNA zuerst 5 min in
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Denaturierungslosung, dann 1 min in Neutralisierungslosung geschwenkt. AnschlieBend
wurde die DNA durch UV-Crosslinking an der Membran fixiert und bis zur Hybridisierung
zwischen zwei Whatman-Papieren aufbewahrt. Die Dot Blot-Technik wurde auch angewandt,

um Plasmid- und A-DNAs schnell mittels Hybridisierung auf ihre Identitét zu tiberpriifen.

3.8.3 Ubertragung von RNA aus Agarosegelen auf Nylon-Filter (Northern Blot)

RNA aus Agarosegelen wurde analog zur Southern-Technik (3.8.1) auf Hybond™ N'-
Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg) iibertragen. Vor dem Kapillartransfer
wurde das Gel 10 min in DEPC-behandeltem H,O und 10 min in 20xSSC gewaschen. Als
Transferpuffer diente 10xSSC. Zur Fixierung der RNA wurden die Membranen nach dem
blotting 2 h bei 80°C gebacken.

3.8.4 Screening von A-Genbanken

Von Phagenplatten, wie in 3.1.3.2 beschrieben hergestellt, wurde durch ,plaque lifting*
Phagen-DNA auf Hybond™ N'-Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg)
iibertragen. Dazu wurden die Membranen 1 min auf die Platten aufgelegt und die Lage der
Membranen markiert, um spiter die Hybridisierungssignale den Plaques zuordnen zu kénnen.
Die Membranen wurden anschlieBend 7 min in Denaturierungslosung und 1 min in
Neutralisierungslosung geschwenkt. Sodann wurden die Membranen zur Fixierung der DNA

2h bei 80°C gebacken und bis zur Hybridisierung autbewahrt.

3.8.5 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Radioaktive Markierungen von DNA wurde mit dem Random Primed DNA-Labeling Kit
(Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA (0,1-1pg) zunédchst 10 min bei 95 °C
denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Dann wurden die Desoxynukleotide
dATP, dGTP, dTTP (je 25 mM Endkonzentration), sowie der Reaktionspuffer mit einem
Gemisch statistischer Hexanukleotide (als unspezifische Primer) und [o->P]-dCTP (50 pCi,
3000 Ci/mmol) zugesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 U Klenow-Polymerase
gestartet und 60 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz mit STE auf ein

Volumen von 70 pl gebracht und iiber eine Nuctrap™-Saule (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
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gereinigt. Dazu wurde die Sdule mit 70 pl STE angefeuchtet, dann der Ansatz aufgeladen und
durchgedriickt und schlieflich mit 70 pul STE nachgespiilt. Wenn nur einzelne Sonden
radioaktiv markiert werden mussten, wurde auch eine Auftragsmarkierung durch Random

Primed Labeling (Hartmann Analytic, Braunschweig) in Anspruch genommen.

3.8.6 Prihybridisierung, Hybridisierung und Waschen der Membranen

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

durchgefiihrt (3.9).

3.8.7 Nichtradioaktive Detektion von Nukleinsauren

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

Hybridisierungsofen durchgefiihrt.

3.9 Autoradiographie

3.9.1 Autoradiographie mittels Rontgenfilm

Zur Autoradiographie wurde auf die Diinnschicht-Platten und Membranen in Filmkassetten
ein Rontgenfilm (Fuji medical x-ray Film, Fuji Photo Film Co., Japan oder Kodak Biomax™

MS, Kodak, Rochester, NY, USA) aufgelegt und, je nach Bedarf, ca. 2-70 h bei RT oder
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-70 °C exponiert (Biomax™-Film mit Verstarkungs-Schirm). Fiir Hybridisierungen nach dem
ECL™-Verfahren wurde ein Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Freiburg) 0,5-15 min
exponiert, anschlieend 2-4 min entwickelt (Rodinal Entwickler, Kodak) und 2 min fixiert

(Tetenal Fixiersalz, Kodak).

3.9.2 Autoradiographie mittels PhosphorImager

Zur radioaktiven Autoradiographie wurde auch ein Phosphorlmager (Cyclone™ Storage
Phosphor System, Packard Instruments Co., Meriden, CT, USA) eingesetzt. Dazu wurden auf
die Diinnschicht-Platten spezielle screens ca. 1-15 h aufgelegt, die anschliefend im
PhosphorIlmager gemessen wurden. Die in digitaler Form vorliegenden Daten wurden mit der
zugehorigen Software (OptiQuant V. 2.50) ausgewertet. Auf diese Weise war eine sowohl

schnelle als auch reproduzierbare quantitative Analyse der Autoradiogramme moglich.

3.10 Riickgewinnung von Plasmiden aus Volvox-Transformanten (plasmid

rescue)

10 pg genomischer DNA von Volvox-Transformanten wurde mit 50 U Sa/l in Sall-
Restriktionspuffer UN verdaut. AnschlieBend wurde das Enzym inaktiviert (20 min, 65°C)
und mit Phenol und CIA extrahiert. Die DNA wurde mit EtOH gefillt, gewaschen und in 400
ul Ligase-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 6 U T4-DNA-Ligase wurde der Ansatz UN
bei 14°C inkubiert, um die genomischen DNA-Fragmente zu zirkularisieren. Die DNA wurde
danach wiederum mit EtOH gefillt, in 20 pl H>O aufgenommen und zur Transformation von
E. coli DH10B verwendet (vgl. 3.6) Auf LB-Ampicillin-Platten wurde auf Transformanten
selektiert. Die enthaltenen Plasmide wurden isoliert und durch Restriktionskartierung und

Sequenzierung charakterisiert.



METHODEN 46

3.11 Tests von Volvox-Transformanten auf Arylsulfatase-Aktivitit

3.11.1 Qualitativer Schnelltest

Zur qualitativen Analyse von Transformanten auf Arylsulfatase-Aktivitit wurden einige
Sphiroide in 1 ml SVMN-Medium iiberfiihrt und XSO, (5-Bromo-4-Chloro-Indolylsulfat) zu
einer Endkonzentration von 0,3 mM zugegeben. XSO, wird als Substrat von der Arylsulfatase
gespalten, wobei ein Indigofarbstoff entsteht. Transformanten, die die exogene Arylsulfatase

exprimierten, konnten deutlich anhand der Blaufarbung der Sphéroide identifiziert werden.

3.11.2 Quantitativer Test

Zur quantitativen Bestimmung der Arylsulfatase-Aktivitit einzelner Transformanten wurde
ein photometrischer Farbtest durchgefiihrt (Ohresser et al., 1997). Je nach Zelldichte wurden
dazu 10-30 ml einer Volvox-Kultur abzentrifugiert (10 min, 4.000 Upm, 4°C, Sorvall SS34-
Rotor), die Algen in 3 ml des Uberstandes aufgenommen und 2x 15 sec. unter Eiskiihlung mit
Ultraschall (70 W) aufgeschlossen. Zur Prézipitation von Zelltrimmern wurde anschlieend
in ERGs zentrifugiert (ETZ, 14.000 Upm, RT, 5 min). 500 ul des Uberstandes wurden mit 8
ul 50mM o-Naphthylsulfat versetzt und 4 h bei 37°C inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion
durch 500 pl 4% SDS / 0,2 M NaOAc pH 4,8 wurden 100 pl o-Dianisidin (10 mg/ml)
zugegeben. Dieses koppelt mit dem durch die Arylsulfatase freigesetzten o-Naphthol, was
einen purpurnen, in SDS 16slichen Niederschlag ergibt. Nach 2 min Reaktionszeit wurde die
Absorption bei 540 nm bestimmt. Die relative Ars-Aktivitit konnte somit ausgedriickt werden
als ODss49 per mg Gesamtprotein in der Probe. Die Proteinmenge in der Probe wurde mit

einem kommerziellen Kit bestimmt (Roti-Nanoquant, Roth, Karlsruhe).
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4. Ergebnisse

4.1 Analyse von DNA-Modifikationen bei Volvox

Unterschiedliche Bandenmuster bei Restriktionsanalysen nativer und klonierter DNA von
V. carteri (Kirk, 1998) sowie ein wiederholt beobachtetes silencing zuvor exprimierter
Transgene gaben Hinweise auf mogliche (inaktivierende) DNA-Modifikationen bei dieser
Alge. In einer Diplomarbeit (Babinger, 1999) wurde deshalb erstmals Volvox-DNA mit
chromatographischen und massenspektroskopischen Methoden qualitativ und quantitativ auf
DNA-Methylierung untersucht. So wurde mittels HPLC-MS-Analyse eines DNA-Hydrolysats
das Vorhandensein von *™C und ™A nachgewiesen. Durch Diinnschichtchromatographie
radioaktiv markierter Nukleosidmonophosphate der DNA von V. carteri HK10 wurden diese
Ergebnisse bestitigt und der Anteil von “™C am Gesamt-Cytosin mit 1,15 % bestimmt, °"A
macht 0,25 % des Adenins aus. V. carteri ist damit einer der ersten eukaryotischen Vielzeller,
bei dem *™A in der DNA nachgewiesen wurde.

Bei diesen Experimenten wurde eine Gesamt-Préparation der V. carteri HK10-DNA
verwendet, die neben nuklirer DNA (ncDNA) auch 5-7 % Chloroplasten-DNA (ctDNA)
enthielt. Der Mitochondrien-DNA-Anteil war mit < 1 % zu vernachldssigen (Kirk, 1998).
Aufgrund fritherer Befunde, nach denen bei der verwandten Griinalge C. reinhardtii in
bestimmten Lebensphasen (z.B. in Gameten und Zygoten) der Cytosin-Methylierungsgrad der
ctDNA bis zu 50 % betragen kann (Feng & Chiang, 1984), wurden ncDNA und ctDNA durch
Dichtezentrifugation getrennt, um auszuschlieflen, dass die beobachteten Modifikationen der
»NCDNA®“ primdr von der ctDNA stammten. In einer ncDNA-Préparation, deren ctDNA-
Anteil kleiner 2 % war, blieb der Gehalt an >™C mit 1,1 % nahezu konstant, ebenso der von
SMA mit 0,3 %. Somit stammt der Hauptanteil an *™C und ®"A aus ncDNA (Babinger, 1999).
Diese Ergebnisse lieBen drei Fragen unbeantwortet: (1) Gilt der festgestellte Gehalt an “™C
(1,15 %) und ®™A (0,25 %) generell fiir V. carteri, oder unterscheiden sich die Anteile in
DNAs der genetisch kompatiblen Stimme HK10 (Japan) und Poona (Indien)? (2) Treten me
und *™A-Modifikationen iiberhaupt in der ctDNA von Volvox auf? (3) Unterscheiden sich
Soma- und Keimbahnzellen (Gonidien) im Grad der DNA-Modifikation?
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4.1.1 Quantifizierung modifizierter Basen in DNAs verschiedener Volvox-Stimme

Kreuzungen zu Etablierung von Gen- und RFLP-Karten von V. carteri f. nagariensis wurden
vorwiegend mit zwei Linien aus Japan (HK10, weiblich) und Indien (Poona, méannlich)
durchgefiihrt, weil vom maénnlichen Stamm aus Japan (HK9) nur sterile, vegetativ
proliferierende Formen existieren. Der Stamm HK 10 wurde 1967 in einem Reisfeld bei
Kobe/Japan isoliert (Starr, 1969). V. carteri f. nagariensis Poona stammt aus der Umgebung
von Poona in Kerala/Indien (Adams et al., 1990). Bei Restriktionsanalysen unterscheiden sich
diese Stamme im Fragmentierungsmuster, wenn z.B. das Nitratreduktase-Gen (nitA) von
HK10 und Poona verglichen wird. Methylierungssensitive Enzyme, die einzelne
Schnittstellen in HKI10-DNA nicht erkannten, konnten Poona-DNA im gleichen
Sequenzkontext schneiden (Kirk, 1998). Ist also der Anteil an methylierten Basen im Stamm
Poona niedriger?

Zur Quantifizierung von >™C und * A in V. carteri Poona-DNA wurde die Methode des **P-
postlabeling verwendet, mit der Basen bis zu einem Anteil von 0,01 % detektiert werden
konnen (Randerath et al., 1981; Wilson et al., 1986). Poona-Gesamt-DNA wurde enzymatisch
zu Nukleosid-5’-monophosphaten verdaut und mit **P markiert (vgl. 3.3.3). Mit den
Kontrollen, V. carteri HK10 DNA und Plasmid-DNA (pSK") aus E. coli DH10B und JM110,
wurde entsprechend verfahren. DNA aus E. coli DH10B (dam”, dem™) enthilt sowohl >™C als
auch *A, wihrend in DNA aus E. coli IM110 (dam’, dem’) diese beiden Modifikationen nicht
vorkommen. In der bekannten Sequenz des Plasmids pSK™ kann leicht die Anzahl der vom
Dam-System (G"ATC) und Dcm-System (C'CWGG) methylierten Motive ausgezihlt und der
theoretisch zu erwartende Anteil von °™C (0,67 %) und ®™A (2,04 %) berechnet werden.

Die radioaktiv markierten DNA-Hydrolysate wurden auf PEI-imprignierte Cellulose-
Diinnschichtplatten aufgetragen (Abb. 10, vgl. 3.4). Um das Laufverhalten der verschiedenen
Nukleosid-Monophosphate in der 2D-DC zu bestimmen, wurde eine Standard-Mischung von
definierten, kommerziell bezogenen Nukleotiden in einer mit UV-Licht (254 nm)
detektierbaren Menge (je 4 pg) aufgetragen. Ihre Positionen relativ zueinander zeigt Abb.
10C. Die Kontroll-DNA aus E. coli DHI0B zeigt deutliche Signale von ™dCMP und
SMJAMP (Abb. 10A, Pfeile), die DNA aus E. coli IM110 erwartungsgemif nicht (Abb. 10B).
Die Autoradiogramme von V. carteri HK10-DNA (Abb. 10D) und Poona-DNA (Abb. 10E)
zeigen beide die >™C- und ®™A-Signale (Pfeile).
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Abb. 10. Zweidimensionale diinnschicht-chromatographische Auftrennung *2P_markierter Nukleosid-
Monophosphate aus DNA-Hydrolysaten zweier Kontrollen (E. coli) und verschiedener Volvox-DNAs.
A. Plasmid-DNA (pSK’) aus E. coli DH10B (dcm® dam®) mit 0,67 % C- and 2,04 % °"A-Anteil
(Pfeile). B. pSK-DNA aus E. coli JM110 (dem™ dam’). C. Schema des Laufverhaltens der UV-
detektierten Standard-Nukleosid-Monophosphate und von anorganischem Phosphat (P;). d1, erste
Dimension (0,3 M Ammoniumformiat, pH 3,5); d2, zweite Dimension (gesattigte wassrige
Ammoniumsulfat-Lésung, pH 3,5). D: V. carteri HK10 Gesamt-DNA. E: V. carteri Poona Gesamt-DNA.
(A-D nach Babinger, 1999)

Zur Quantifizierung von “™C und °"A wurden mit dem Phospholmager gewonnene
Autoradiogramme computergestiitzt ausgewertet (Optiquant™-Software). Zu jeder
Auswertung wurden dabei bis zu vier unabhéngige Ansitze einbezogen (Tab. 14). Technisch
bedingt, vermutlich  aufgrund leicht unterschiedlicher = Substratspezifitit  der
Polynukleotidkinase (Talaska et al., 1992), werden jedoch nicht alle Nukleotide in gleichem
MaBe radioaktiv markiert, was besonders am immer leicht unterreprdsentierten dTMP
sichtbar wird. Deshalb wurde als Referenz fiir die Quantifizierung die pSK'-Probe aus E. coli
DHI10B (dam”, dem") herangezogen, fiir die zu erwartende Anteile von *™C (0,67 %) und *"A
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(2,04 %) berechnet werden konnten. Wihrend fiir °™C der gemessene Wert (0,69 %) mit dem
Erwartungswert sehr gut iibereinstimmte, wurde fiir SMA (2,75 %) ein Korrekturfaktor von
0,74 zur Angleichung eingefiihrt und bei der Auswertung aller *"A-Messwerte eingesetzt
(vgl. Tab. 14).

In der Poona-DNA liegt nach Quantifizierung und Korrektur 0,8 % des Cytosins als *™C vor,
der Anteil an “™A betrigt 0,3 %. Bei V. carteri HK10 wurden durch Einbeziehung neuer
Messungen die fritheren Werte von 1,15 % und 0,25 % auf 1,1 % und 0,3 % prézisiert. In
Tab. 14 sind die Messwerte mit weiteren Ergebnissen (4.1.2 und 4.1.3) zusammengefasst.
Neben den Signalen der vier Hauptnukleotide sowie *"dCMP und ““dAMP sind auf den
Platten einige weitere Signale zu erkennen, die teilweise in Abb. 10C aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt sind. Eindeutig identifiziert werden konnten Komponenten
aus RNA und unvollstindig umgesetzte Nukleosid-3’5’-diphosphate, bei anderen handelt es
sich vermutlich um modifizierte Basen z.B. aus tRNA (Babinger, 1999). Dennoch kann das
Vorhandensein von weiteren modifizierten Basen in der Volvox-DNA nicht ausgeschlossen
werden.

Wihrend die DNA des V. carteri-Stammes Poona also gleiche Mengen an ™A aufweist wie
die DNA des Stammes HK10, ist der Gehalt an °™C um ca. 30 % niedriger. Ein eindeutiger
Zusammenhang mit dem unterschiedlichen Fragmentierungsmuster bei Restriktionsverdauen

konnte bisher aber noch nicht gezeigt werden (vgl. 5.1).

4.1.2 Quantifizierung von ™C und *"A in Kern- und Chloroplasten-DNA

Nach Analyse angereicherter ncDNA (Babinger, 1999) war bereits zu vermuten, dass die
nachgewiesenen Mengen von “™C und “ A nicht auf der alleinigen Methylierung von ctDNA
beruhen konnen. Eine direkte Untersuchung von reiner ctDNA selbst war wegen der zu
geringen Ausbeuten zundchst nicht durchzufiihren.

Um doch geniigend ctDNA fiir eine diinnschichtchromatographische Untersuchung zu
gewinnen, wurden insgesamt 470 pg Volvox-Gesamt-DNA durch CsCl-Dichtegradienten-
zentrifugation in Ansédtzen zu je ca. 20-70 pg aufgetrennt (3.2.9), zu 0,1 ml fraktioniert und
photometrisch vermessen (Abb. 11A). Da die nur geringfiigig unterschiedliche Dichte von
ncDNA (p=1,715 g/em’) und ctDNA (p=1,707 g/em’) (Kochert, 1975) eine Gewinnung von

hoher konzentrierter ctDNA in einem Zentrifugationsschritt nicht erlaubte, wurden die
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Abb. 11. CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugation von V. carteri HK10 DNA und Bestimmung des
Chloroplasten-DNA-Gehalts durch PCR. A. Insgesamt 470 ug gereinigte Gesamt-DNA wurde in
mehreren Anséatzen (je 20-70 pg) durch Dichte-Zentrifugation aufgetrennt, zu 0,1 ml fraktioniert und
photometrisch Uber 260 nm-Absorption vermessen. Exemplarisch ist das Profil eines Ansatzes
gezeigt. Der Haupt-Gipfel enthalt die ncDNA (p = 1,715 g/cmg), die Schulter die ctDNA (p = 1,707
g/cmg). B. Der ctDNA-Gehalt der Gesamt-DNA und der Fraktionen I-IV aus (A) wurde durch PCR-
Amplifikation eines Abschnitts des Chloroplasten-codierten rbcL-Gens abgeschéatzt. Dazu wurden die
Intensitaten der Banden nach 25 Zyklen densitometrisch verglichen. C. Die Fraktionen 33-37 aus A
wurden zusammen mit den ctDNA-Fraktionen weiterer Ansatze zur weiteren Reinigung der ctDNA
erneut dichte-zentrifugiert. Es resultierte eine Schulter von noch enthaltener ncDNA und ein Haupt-
Gipfel von ctDNA. D. Die vereinigten Fraktionen V und VI wurden wie unter B mittels PCR mit
Gesamt-DNA verglichen.

ctDNA-Fraktionen aus den ersten Zentrifugationen zusammengefasst (zusammen ca. 23 ug
DNA) und erneut zentrifugiert (Abb. 11C).

Der Trennungsgrad von ctDNA und ncDNA war aus den Elutionsprofilen nicht genau genug
abzuschétzen. Deshalb wurde der Gehalt an ctDNA in verschiedenen Fraktionen im Vergleich

zur Ausgangs-Gesamt-DNA durch PCR ermittelt. Dazu wurde aus gleichen Mengen DNA mit
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den Primern rbcL5” und rbcl3’ ein 462 bp-Fragment aus dem chloroplasten-kodierten Gen
der groflen Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase (rbcL, Nozaki et al., 1995)
amplifiziert (Abb. 11B, D). Nach 15, 20, 25, 30 und 35 Zyklen wurden aus den parallel
durchgefiihrten PCR-Ansdtzen Proben entnommen, elektrophoretisch analysiert und
abgeschatzt, bis zu welcher Zyklenzahl bei allen Proben eine gleichméBige, exponentielle
Amplifikation anzunehmen war. Die Banden nach 25 Zyklen wurden densitometrisch
vermessen und aus den Intensitidten der Gehalt an ctDNA abgeschétzt.

Die Fraktionen I und II enthalten demnach ca. 27 % der Menge an ctDNA in der Gesamt-
DNA (auf 100 % gesetzt), Fraktion III 57 % und Fraktion IV 162 % (Babinger, 1999). Bei
einem postulierten absoluten Anteil von ctDNA in der Gesamt-DNA-Préparation von 6,5 %
(Kochert, 1975) ergibt das absolute 1,8 % fiir Fraktion I und II sowie 10,5 % fiir Fraktion IV.
Die Anreicherung von ctDNA in den vereinigten Fraktionen V und VI entsprach ca. 370 % im
Vergleich zur Gesamt-DNA, entsprechend einem absoluten ctDNA-Gehalt von mindestens 24
%. Die Ausbeute betrug ca. 0,6 pug.

Proben dieser angereicherten ncDNA und ¢tDNA wurden mittels *P-postlabeling (3.3.3)
diinnschichtchromatographisch untersucht (Abb. 12A,B). Die Intensititen der Signale von
™C und “™A wurden mittels Phosphorlmager bestimmt und so wiederum die relativen Anteile
der modifizierten Basen berechnet. Fiir *™C resultierte in der angereicherten ncDNA ein
Anteil von 1,1 %, der mA-Anteil lag bei 0,3 %. Die entsprechenden Werte fiir die
angereicherte ctDNA lagen bei 0,8 % (*™C) und 0,1 % (®"A)(Tab. 14). Fiir eine Extrapolation
des Methylierungsgrades in 100 % ctDNA standen nun jeweils drei Werte aus DNA-
Priparationen mit 2 %, 6,5 % und 24 % ctDNA-Anteil fiir °™C und *"A zur Verfiigung. Alle
drei Werte reflektieren die Summe der Anteile modifizierter Basen in ctDNA/ncDNA-

A B o
<

/ - v /‘ / ‘
. . R ™ . ’ .
B ‘. — : “ - . -
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Abb. 12. Zweidimensionale diinnschicht-chromatographische Auftrennung *2P_markierter Nukleosid-
Monophosphate aus verschiedenen Volvox-DNA-Praparationen (HK10). A. angereicherte Kern-DNA.
(Babinger, 1999) B. angereicherte Chloroplasten-DNA. C. Gonidien-DNA. Die Positionen des me-
und 6mA-Signals sind jeweils durch Pfeile markiert.
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Abb. 13. Extrapolation des Gehalts modifizierter Basen in reiner ctDNA. Werte von mc (X) und Werte
von °"A (O) gekennzeichnet aus Tab. 14.

Gemischen unterschiedlicher Zusammensetzung. Die relative Abreicherung bei héherem
ctDNA-Anteil gibt einen Hinweis auf nur geringe Mengen modifizierter Basen in ctDNA.
Aufgrund der Unschdrfe jeweils nur dreier relativ eng beieinanderliegender Messwerte
konnen exakte Werte fiir die Mengen modifizierter Basen in 100 % ctDNA nicht berechnet
werden. Eine Extrapolation unter diesen Einschrinkungen fiihrt zu einem Anteil von 0 % fiir
SMC wie fiir “"A (Abb. 13).

Die ctDNA von V. carteri weist also keine (oder nur minimale) Methylierung von Cytosin
und Adenin auf. Die gemessenen Werte von 1,1 % (°™C) bzw. 0,3 % (®"A) resultieren allein
aus der Methylierung der ncDNA. Im Rahmen der Messgenauigkeit geben sie trotz der in den

Proben noch enthaltenen 6,5 % bzw. 2 % ctDNA der Methylierungsgrad der ncDNA wieder.

4.1.3 Analyse von “™C und *"A in Gonidien-DNA

Coleman und Maguire (1982) beobachteten mit mikrospektrofluorometrischen Methoden
einen enormen Anstieg des ctDNA-Gehalts wahrend des Reifungsprozesses in Gonidien. Ein
reifes Gonidium enthdlt demnach die bis zu 2300-fache ctDNA-Menge einer somatischen
Zelle, ausreichend, um alle durch Teilung resultierenden somatischen Zellen eines Spharoids
mit einer ctDNA-Fraktion auszustatten. Danach wiirde ein Gonidium ca. 10° Chloroplasten-
Genome enthalten (Kirk, 1998), und die ctDNA wiirde iiber 99 % der Gesamt-DNA in der

Zelle ausmachen. Den Ergebnissen von Coleman und Maguire stehen jedoch Messungen von
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Kochert (1975) durch analytische Ultrazentrifugation gegeniiber, die den ctDNA-Gehalt in
Gonidien 6-8 h vor Beginn der Teilungen mit 30 % angeben.

Das Problem dieser Diskrepanz wurde im Rahmen dieser Arbeit neu aufgerollt. Sollte die
Beobachtung von Coleman und Maguire zutreffen, wire die Isolierung von DNA aus reifen
Gonidien eine (im Gegensatz zur Dichtegradientenzentrifugation; 4.1.2) einfache Methode,
fast reine ctDNA zu gewinnen. Trife das Konzept von Kochert zu, dann koénnte man
zusidtzliche Erkenntnisse iiber den Methylierungsgrad der ncDNA in Gonidien gewinnen.

Aus 20 1 einer V. carteri HK10 - Kultur wurden iiber ein Percoll-Kissen (3.7) reife Gonidien
abgetrennt. Um den Anteil somatischer Zellen zu reduzieren, wurde der Zentrifugationsschritt
wiederholt und anschlieBend die Gonidien mehrmals auf einem Nitex-Filter mit 10 pm
Maschenweite gewaschen. So wurde ein Verhiltnis von Somazellen : Gonidien-Zellen von
~1:1 erreicht. Aus dieser Gonidien-Praparation wurde die DNA isoliert und durch PCR der
Anteil an ctDNA bestimmt (4.1.2). Der resultierende ctDNA-Anteil betrug 15 %.
Beriicksichtigt man die Rate somatischer Zellen mit 50 %, dann ergibt sich ein ctDNA-Anteil
in Gonidien von rund 30 %, was dem von Kochert (1975) beobachteten Wert entspricht.

Die Gonidien-DNA wurde isoliert und durch *’P-postlabeling und Diinnschichtchromato-
graphie auf die Anteile an modifizierten Basen untersucht. Die quantitative Auswertung der
Signale (Abb. 12C, Pfeile) ergab einen Anteil von 0,5 % “™C, aber kein eindeutiges “"A-
Signal. Eine Messung der “A-Position im Chromatogramm ergab Werte < 0,1 %. Gonidien-
ncDNA enthilt also deutlich geringere (~50 %) Anteile an modifizierten Basen; dabei ist aber
der vier- bis fiinfmal hohere Anteil an (nichtmodifizierter) ¢tDNA zu beriicksichtigen,
wodurch scheinbar geringere Werte resultieren.

Der gemessene Gehalt an “™C und ®"A aller untersuchten DNA-Proben ist in Tab. 14

zusammengefasst.
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Tab. 14. Gehalt von >"C und °™A in Bakterien- und Algen-DNA

DNA-Probe % °"C *° % *MAgyp ¥ ° % *"Acor (*"Aexp X F)°
pSK’ (E. coli DH10B; dam’, dcm’") 0,69+0,02(3) |[275+0,06(3) |2,04

ge‘;ﬁr Aoy ?6_5% SONAY"" 11+021(4) |04£005(@) |03+004
:ﬁg:?e?cr:ihzg?mcDNA 2% ctonay |11 () 0.4 (1) 0.3
:ﬁggggﬁgrﬂ%mm (224% ctDNA) | 08£019(3)  101£0,05(3)  10,1+0,04

g'o ﬁ%’f:ﬂgm ?1 5% GIDNAY 05+008(2) |<0,1£0,01(2) |<0,1+0,01
g'e‘;"’;’;ﬁf’g;\‘l’:”a 08+0,10(2) [04+008(2) |0,3+0,06

C. reinhardtii 302cw15" " 07 (1) 0.40 (1) 0.30

Gesamt-DNA

2 Zur Bestimmung der Anteile von *"C und °"A in den DNAs wurden die Radioaktivititen der
methylierten (p"dN) und unmethylierten (pdN) Nukleotide nach Diinnschichtchromatographie durch
Phospholmaging gemessen und zueinander in Relation gesetzt gemaR:

%p™dN =

p™dN

p™dN +pdN

® Der Korrekturfaktor F=0,74 resultiert aus dem Verhéltnis des fiir pSK™ experimentell bestimmten
Werts 6mAeXp zum theoretischen Sequenzwert (Dam-Methylierung von C ATG)

¢ Die Werte geben den Durchschnitt von (n) Experimenten + mittlere Abweichung wieder.
¢ Anteil an ctDNA gemaR (Kochert, 1975).
° DNA aus den Fraktionen | und Il (Abb. 11A). Der Restgehalt an ctDNA (2%) wurde aus den PCR-

Daten berechnet (Abb. 11B)

" DNA aus den Fraktionen V und VI (Abb. 11C). Der Gehalt an ctDNA wurde aus den PCR-Daten

berechnet (Abb. 11D)

9 DNA aus einer Gonidien-Praparation. Der Gehalt an ctDNA wurde ebenfalls durch PCR bestimmt.

" Werte nach Babinger (1999)
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4.2 Charakterisierung des Gens metl fiir DNA-Methyltransferase von

V. carteri

In der DNA von V. carteri HK10 liegen ca. 1,1 % des Cytosins methyliert vor. Eine Funktion
der Cytosin-Methylierung ist das Stilllegen von Fremd-DNA (Babinger et al., 2001). Um Art
und Funktion der DNA-Methylierung bei Volvox besser verstehen zu konnen, sollten
genetische und enzymatische Grundlagen dieses Vorgangs studiert werden. Der erste Schritt
dahin wire die Charakterisierung des codierenden Gens met1 fiir die DNA-Methyltransferase,
die fiir die Aufrechterhaltung der CpG-Methylierung sorgt. Uberexpression und/oder
Abschaltung des Gens sollten Hinweise auf die biologische Funktion der CpG-Methylierung
bei Volvox geben. Nachdem bisher nur Methyltransferasen von hdheren Pflanzen
charakterisiert wurden, konnten aus dem metl1-Gen einer Griinalge wie V. carteri ferner
Einsichten in die evolutiondre Entwicklung der DNA-Methylierung und der daran beteiligten

Enzyme gewonnen werden.

4.2.1 Gewinnung einer met1-Sonde mittels PCR

DNA-Cytosin-Methyltransferasen weisen im Gegensatz zu Adenin-Methyltransferasen eine
hochkonservierte C-terminale Methyltransferase-Doméne von ca. 500 AS Lénge auf, die N-
terminale Domine ist deutlich weniger konserviert (Abb. 14). Selbst zwischen Pro- und
Eukaryonten besteht hohe Homologie von acht konservierten Motiven. Motiv [ und X sind an

der Bindung des Methyldonors S-Adenosylmethionin beteiligt, Motiv IV bildet das aktive

Aminoterminale Domane Methyltransferase-Domane

PBmet1 PBmet2

PBmet3

1. PCR
0,93 kb

Sonde 1: 2. PCR

0,53 kb

Abb. 14. Schematische Genkarte von met1 mit konservierten Domanen. I|-X (dunkelgrau),
Konservierte Domanen (siehe Text); weill, Methyltransferase-Domane; hellgrau, aminoterminale
Domaéane. Die degenerierten Primer Pbmet1-3 und die mit ihnen amplifizierten PCR-Produkte sind
abgebildet.
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Zentrum. Der Bereich zwischen Motiv VIII und IX ist fiir die Erkennung der Zielsequenz
verantwortlich und enthélt weitere konservierte Bereiche. Die Motive III und V fehlen bei
Eukaryonten. Die hohe Konserviertheit der Motive bietet sich geradezu an, aus ihrem Bereich
degenerierte Primer abzuleiten und zur Isolierung des Gens mittels PCR zu verwenden. Dazu
wurde mit den publizierten Aminosduresequenzen von 15 ausgewihlten eukaryotischen,
pflanzlichen und tierischen Methyltransferasen mit dem Programm PILEUP (GCG-Paket) ein
multiple alignment erstellt (Abb. 15) und geeignete degenerierte Primer abgeleitet. Aus einer
c¢DNA-Genbibliothek in A ZAP Express (B. Cresnar, pers. Mitteilung) isolierte A-DNA diente
als Matrize fiir die PCR. Mit den Primern PBmetl und PBmet2 konnte so ein 0,93 kb grof3es
Fragment amplifiziert werden. Zur Erh6hung der Spezifitit wurde es mit dem Primer PBmet2

und dem weiter innen (nested) liegenden Primer PBmet3 reamplifiziert (Abb. 14). Das

M IV
A : lpggvdfinggppeggfsgmnrfshgs : 1196  --------- gentkfgapfrsitvrdtigdlpp : 1331
B : lpggvdfinggppeggfsgmnrfngss : 1211  --------- vrstalgapfrpitvrdtigdlps : 1347
C : lpggvdfinggppcggfsgmnrfngss : 1441  --------- vrstgagapfraitvrdtigdlpm : 1578
D : lpggvdfinggppcaggfsgmnrfngss : 1226  --------- vrstgtgapfrsitvrdtigdlpm : 1362
E : lpggvdfinggppcggfsgmnrfngst : 1239  --------- vrstasgapfrsltvrdtigdlpv : 1375
F : lpggvdfinggppecggfsgmnrfntst : 1235  --------- vcestangaplraitvrdtigelpa : 1374
G : vpgevefinggppeggfsgmnrfngsp : 1199  --------- arstaggapfraitvrdtigdlpk : 1335
H : gkgdvemlcggppcagfsgmnrfnsrt : 1154  --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1291
I : gkgdvemlcggppecagfsgmnrfnsrt : 1239  --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1370
J : gkgdvemlcggppcggfsgmnrfnsrt : 1118 - --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1255
K : gkgdvemlcggppcggfsgmnrfnsrt : 1124  --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1261
L : gkgdvemlcggppcggfsgmnrfnsrt : 1242  --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1379
M : gkgdvellcggppecagfsgmnrfnsre : 1231 = --------- = ------ sapyrtitvrdtmsdlpt : 1368
N : gkgdvemlcggppecggfsgmnrfnsrt : 1244 = --------- = ------ sgpfrtitvrdtmsdlpe : 1381
O : gkgdvemlcggppeggfsgmnrfnsrt : 1114  --------- = ------ sslfrtitvrdtmsdlpe : 1251

—_ —_—)

PBmet1 PBmet3

M X
A : sgttkhkhrgignavppplafalg : 1502 A - Arabidopsis thaliana (AAA32829)
B : agninhkhrgignavppplafalg : 1517 B - Arabidopsis thaliana (CAB10193)
C : ygnilhkhrgignavppplayalg : 1748 C - Daucus carota (AAC39356)
D : ygnilhkhggignavppplayalg : 1532 D - Daucus carota (AAC39355)
E : agnilhkhrgignavppplayalg : 1545 E - Lycopersicon esculentum (CAA05207)
F : sgniihkhrgignavppplafalg : 1541 F - Pisum sativum (AAC49931)
G : agnignkhrgignavppplayalg : 1505 G - Zea mays (AAC16389)
H : fgnildkhrgvgnavppplakaig : 1503 H - Gallus gallus (JC4172)
I : fgnildkhrgvgnavppplakaig : 1589 I - Homo sapiens (NP_001370)
J : fgnildkhrgvgnavppplakaig : 1468 J - Homo sapiens (P26358)
K : fgnildrhrgvgnavppplakaig : 1473 K - Mus musculus (AAC40061)
L : fgnildrhrgvgnavppplakaig : 1591 L - Mus musculus (P13864)
M : fgsildkhrgignavpppmaaaig : 1580 M - Paracentrotus lividus (JC5210)
N : fgnildrhrgvgnavppplakaig : 1593 N - Rattus rattus (BAA37118)
O : fgnildkhrgvgnavppplsraig : 1463 O - Xenopus laevis (JC5145)
4—
PBmet2

Abb. 15. Teilabschnitte eines alignment von 15 Methyltransferase-Proteinsequenzen unterschiedlicher
Spezies (siehe Legende rechts unten, GenBank Accession No. in Klammern). M IV, M X,
Methyltransferase-Motive, Pbmet1-3, abgeleitete degenerierte Primer (vgl. Tab. 3); blau hinterlegt,
hochkonservierte Bereiche, von denen die Primer abgeleitet wurden.
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Produkt dieser zweiten PCR wurde in den pGEM™-Vektor kloniert (pmet5/8) und
sequenziert. Eine BLAST-Suche gegen die NR-Datenbank am NCBI ergab, dass die
abgeleitete Peptid-Sequenz 72 % Identitdt zu bekannten Methyltransferasen hatte. Dieses 530
bp groBe DNA-Fragment, im folgenden als ,,Sonde 1 (Abb. 14) bezeichnet, wurde fiir das

screening einer genomischen und einer cDNA-Genbibliothek von V. carteri eingesetzt.

4.2.2 Screening einer genomischen und cDNA-Genbibliothek, Sequenzanalyse

Fir das screening ciner cDNA-Genbibliothek, die im A-Vektor ZAP Express vorliegt
(B. Cresnar, pers. Mitteilung), wurden in der ersten Runde 130.000 Phagen eingesetzt und mit
Sonde 1 (Abb. 14) getestet. Es wurden vier positive plaques erhalten. Zur Isolierung einzelner
A-Klone wurde eine zweite screening-Runde durchgefiihrt. Aus je ecinem der erhaltenen
positiven A-Klone wurde mit dem ExAssist™ Helferphagen in vivo das Plasmid pPBK-CMV
mit der integrierten cDNA herausgeschnitten (3.2.8). Die so gewonnenen vier Klone wurden
durch Restriktionskartierung und Sequenzanalyse charakterisiert. Die Sequenzen zweier
Klone ergaben in einer BLAST-Suche hohe Ubereinstimmung mit den C. reinhardtii-Genen
fiir Alternative Oxidase (GenBank Accession No. AF047832) bzw. Alanin-Transaminase
(GenBank Accession No. U31975), wiesen aber keine Methyltransferase-Motive auf. Dagegen
wurden die Klone c2-4 und c4-5 als Methyltransferase-Genfragmente identifiziert. Der nach
Restriktionsanalyse und Ansequenzierung ldngere Klon c¢2-4 wurde fiir die weiteren
Untersuchungen ausgewihlt und doppelstringig durchsequenziert. Er enthielt einen 2.746 bp
langen Abschnitt der met1-cDNA, der mit PolyA endet und die 1.209 bp lange 3’-NTR sowie
1.537 bp des codierenden Bereichs umfasst. Bereits bekannte pflanzliche Methyltransferasen
haben eine GroBe von ca. 1.500-1.700 AS, entsprechend ca. 4,5-5 kb codierender Sequenz.
Unter der Annahme, dass die Metl-codierende Sequenz von V. carteri eine dhnliche Grofle
hat, deckt der cDNA-Klon c2-4 ca. ein Drittel des gesamten codierenden Bereichs und somit
fast die gesamte Methyltransferase-Doméne ab (Abb. 16). Um ldngere cDNA-Klone zu
erhalten, wurde ein weiteres screening der cDNA-Genbibliothek durchgefiihrt und positive

A-Klone durch einen PCR-Schnelltest analysiert, jedoch ohne Erfolg (Cakstina, 2001).
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Abb. 16. Schema des met1-Gens (vgl. Abb. 14) mit drei genomischen Klonen und einer partiellen
cDNA. Die Klone gmt4, gmt7 und gmt11 wurden aus einer genomischen Volvox-Genbibliothek (Kirk et
al., 1999) isoliert, der Klon c2-4 stammt aus einer cDNA-Bibliothek von V. carteri HK10 (B. Cresnar,
pers. Mitteilung). Relevante Restriktionsschnittstellen (Notl) und die Fragmentlangen sind angegeben.

Zum screening einer genomischen V. carteri-Genbibliothek in A DASH 1II (Kirk et al., 1999)
mit Sonde 1 wurden 50.000 Phagen eingesetzt. Aus der ersten screening-Runde gingen 13
potentiell positive plagues hervor, drei davon (gmt4, gmt7 und gmtl1) erwiesen sich auch in
der zweiten Runde als positiv. Die DNA dieser A-Klone wurde mittels Restriktionskartierung
analysiert. Es stellte sich heraus, dass gmtl1 vollstindig in gmt7 enthalten ist und dass beide
mit gmt4 iiberlappen (Abb. 16). Von allen drei A-Klonen wurden Subklone hergestellt und
partiell sequenziert, so dass eine zusammenhingende genomische Sequenz etabliert werden
konnte. Um auszuschlieen, dass zwischen zwei aneinandergrenzenden Subklonen ein
Sequenzabschnitt verloren gegangen war (aufgrund von zwei eng benachbarten Schnittstellen
eines verwendeten Enzyms), wurden solche Bereiche durch PCR direkt aus dem A-Klon und
Sequenzierung abgesichert. Soweit moglich, wurden jedoch iiberlappende Subklone fiir die
Sequenzbestimmung herangezogen.

Die erhaltene genomische Sequenz wurde mit der vorhandenen cDNA-Sequenz abgeglichen
und so die Lage der Exons und Introns festgelegt. Im 5°-Bereich, fiir den noch keine cDNA-
Information vorhanden war, wurden durch Datenbankvergleiche potentielle Exons lokalisiert.
Die Datenbankvergleiche ergaben des weiteren, dass auch der am weitesten upstream
reichende A-Klon gmt7 nicht das 5’-Ende des metl-Gens enthdlt. Dies ergab die

Notwendigkeit eines erneuten screening der genomischen Genbibliothek.
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Abb. 17. Differentielle screening-Strategie zur lIsolierung neuer A-Klone aus einer genomischen
Volvox-Genbibliothek. A. Schema des met1-Gens (Abb. 14) mit Kennzeichnung der bereits
sequenzierten genomischen (roter Balken) und cDNA-Bereiche (blaue Balken) (vgl. Abb. 15) sowie
der Sonden 1 und 2 (grine Balken). B. Durch Hybridisierung mit Sonde 2 isolierte A-Klone wurden
zusammen mit Kontroll-Klonen (K1-K3) kultiviert, auf Nylon-Membranen Ubertragen und mit Sonde 1
(rechts) und Sonde 2 (links) auf Hybridisierung getestet (siehe Text). Rote Punkte, nur mit Sonde 2,
nicht mit Sonde 1 hybridisierende Klone; gmt24, gmt27, gmt29, weiterverwendete Klone.

Aus zwei geeigneten, durch Datenbankvergleiche gewonnenen, potentiellen Exons wurden
Primer gewihlt, um damit mittels RT-PCR (3.3.2) eine weiter 5’ gelegene cDNA-Sonde zu
gewinnen (Cakstina, 2001). Als Matrize wurde mRNA eingesetzt, die aus mehreren
synchronen V. carteri-Kulturen 0-10 Stunden nach Beginn der Embryogenese gewonnen
worden war (3.2.6). Das 713 bp grofle PCR-Produkt emt1/2 wurde durch Sequenzierung und
Datenbankvergleich als met1-spezifisch bestdtigt und als ,,Sonde 2 verwendet (Abb. 17A).
Mit dieser Sonde wurde erneut ein screening mit 200.000 Phagen durchgefiihrt und 29
positive plaques identifiziert. Um den Aufwand mehrerer Runden mit allen Klonen zu
reduzieren, wurde eine differentielle screening-Strategie verfolgt (Abb. 17B). E. coli NM538
wurde dazu ohne Phagen mit Top-Agar auf LB-Platten ausgebracht (vgl. 3.1.3.2). Auf die so

vorbereiteten Platten wurden 1 pl-Proben der Phagenlysate der 29 positiven plaques sowie
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Abb. 18. Struktur von met1 aus V. carteri. Unter einem Schema der Met1 (vgl. Abb. 14) sind die sechs
Uberlappenden A-Klone gmt4 (Teilfragment), gmt7, gmt11, gmt24, gmt27 und gmt29 dargestellt.
Wichtige Restriktionsschnittstellen (Notl, Sall) und Subklone sind angegeben. Der rote Balken
darunter symbolisiert den sequenzierten genomischen Bereich. Aus der cDNA abgeleitete Exons sind
durch breitere, rote Kastchen markiert, durch gene finding-Programme zusétzlich abgeleitete Exons
durch griine und blaue Kastchen. Die Lage des Gens eines Pherophorin-ahnlichen Proteins ist durch
schwarze Schraffierung gekennzeichnet. Die cDNA-Klone c2-4 (blauer Balken, 3'NTR schraffiert),
emt1/2, emt7/8, emt5/10 und emit9/6 (verschiedene Grautdne) sind nicht malstabsgetreu
wiedergegeben. Die ungefahre Lage des Promotors ist durch einen schwarzen Balken gekenn-
zeichnet.

von drei Kontroll-Phagenlysaten (K1-K3) im Raster aufgetragen. (K1 kann sowohl mit Sonde
1 als auch mit Sonde 2 hybridisieren, K2 und K3 nur mit Sonde 1). Nach UN-Bebriitung
wurden plaque lifts (3.8.3) auf zwei Membranen durchgefiihrt. Eine der Membranen wurde
mit Sonde 1 getestet, die andere mit Sonde 2. Diejenigen A-Klone, die ein
Hybridisierungssignal mit Sonde 2, nicht aber mit Sonde 1 ergaben, sollten den 5’-Bereich
des met1-Gens abdecken. Auf diese Weise wurden die Klone gmt24, gmt27 und gmt29 zur
Weiterarbeit ausgewéhlt und in einer zweiten screening-Runde sauber vereinzelt. Die DNAs
dieser drei Klone wurden mittels Restriktionsanalysen kartiert, geeignete Subklone gewonnen
und jeweils sequenziert. Die Sequenzen wurden darauthin mit denen der bereits vorhandenen
Klone gmt4, gmt7 und gmt11 abgeglichen. Mit den sechs genomischen Klonen war, wie sich
herausstellte, das gesamte met1-Gen abgedeckt (Abb. 18).

Parallel zur genomischen Sequenz wurden Strategien verfolgt, um die cDNA-Sequenz zu
vervollstindigen. Der Versuch, die noch bestehende Liicke zwischen emtl/2 (Sonde 2) und

c2-4 (Abb. 18) durch RT-PCR zu schlielen, fiihrte — vermutlich aufgrund der zu grofBen
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Distanz oder der zu geringen Repridsentanz der metl-mRNA in der Gesamt-mRNA — nicht
zum Erfolg. Nachdem der fehlende Bereich genomisch sequenziert worden war, wurden
durch Datenbankvergleiche der genomischen Sequenz potentielle Exonbereiche vorhergesagt
und neue Primer fiir die RT-PCR abgeleitet. Durch Aufteilung der Liicke zwischen emt1/2
und c2-4 wurden auf diese Weise die beiden cDNA-Fragmente emt5/10 (688 bp) und emt9/6
(620 bp) erhalten. Ebenso konnte durch Vorhersage von Exonbereichen und Wahl
entsprechender RT-PCR-Primer das weiter 5° gelegene Fragment emt7/8 (727 bp) amplifiziert
werden (Abb. 18).

Trotz dieser Fortschritte konnte nicht die gesamte cDNA erhalten werden: Ein 5°-
Sequenzbereich von geschétzten 1,3-1,8 kb blieb offen. Die aminoterminale Doméne der
Methyltransferasen ist nur schwach konserviert, weshalb die Identifizierung von Exons {iber
Datenbankvergleiche in diesem Bereich nicht moglich war. Versuche, den 5’-Abschnitt der
cDNA mittels 5’RACE zu erhalten, waren nicht erfolgreich, moglicherweise wegen der
geringen Mengen an metl-mRNA. Andererseits steht fest, dass das met1-Gen vollstindig
durch die vorhandenen A-Klone abgedeckt ist, weil Datenbankvergleiche der upstream
gelegenen Sequenz der A-Klone gmt24 und gmt29 ergaben, Dass dort ein neues Gen mit
groBer Ahnlichkeit zu Pherophorinen (Godl et al., 1995) beginnt (Accession No. CAA57826,
P81132, CAD22154, P81131, vgl. Abb. 18).

Die bisher bekannte cDNA-Sequenz umfasst 5,6 kb, davon 4,4 kb codierende Sequenz, mit
einer Kapazitit fiir 1468 AS-Reste. Der Grofiteil der bekannten Methyltransferasen umfasst
1500-1700 AS-Reste, die mit Metl verwandte Methyltransferase Cmt2 aus C. reinhardtii
besteht vermutlich aus 1981 AS. Von groBBeren Teilen des 5°- und 3’-Bereichs des
C. reinhardtii-Gens fehlt allerdings noch cDNA-Information. Die Proteinsequenz in diesen
Bereichen ist mittels gene finding-Programmen vorhergesagt, Sequenz und GrofBle des
Proteins sind deshalb nicht gesichert (J. Umen, pers. Mitteilung). Die Lange der fiir V. carteri
met1 noch fehlenden Sequenz zwischen Startcodon und dem Beginn der bereits bekannten
cDNA-Sequenz liegt demnach zwischen 100 und 1.500 bp.

Die Anwendung des gene finding-Algorithmus von Fickett (1982) (Programm TestCode,
GCG-Paket) auf die genomische Sequenz im fraglichen Bereich ldsst auf das Vorhandensein
von vier bis sechs weiteren Exons schlieBen (Abb. 19, griin markierte Bereiche in Abb. 18).
TestCode bewertet die positionsspezifische Haufigkeit des Auftretens der Basen im Vergleich
zu einer Zufallssequenz gleicher Basenzusammensetzung. Liegt die Bewertung iiber einer

oberen Schwelle, ist ein Exon an dieser Position sehr wahrscheinlich, liegt sie unter einer
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unteren Schwelle, kann ein Exon nahezu ausgeschlossen werden. Die in Abb. 19 (unten)
markierten Exons III-VI besitzen relativ hohe Wahrscheinlichkeit, Exon II hat zwar eine gute
TestCode-Bewertung, aber es enthilt in allen drei Leserahmen zahlreiche Stop-Codons. Exon
I wiederum erfiillt alle notigen Kriterien. Weiter upstream wurden auch mit anderen gene
finding-Programmen keine signifikanten Exons gefunden. Die hier prognostizierten Exons
umfassen ca. 1,3-2,0 kb und wiirden damit dem anhand der Lédnge der verwandten
Methyltransferase von C. reinhardtii erwarteten Wert entsprechen. Es ist geplant, mit neuen
Primern aus diesen Bereichen durch RT-PCR die cDNA soweit moglich zu vervollstdndigen
und das dann noch fehlende 5’-Ende der cDNA mit 5’-RACE zu identifizieren.

Anhand der bisher bekannten cDNA- und genomischen Sequenzen konnten — unter
Beriicksichtigung der Volvox-typischen Konsensus-Sequenz fiir Exon-Intron-Uberginge,
G/GTRRG--(Intron)--CAG/N (Stark, 1999) — die Grenzen der Exons exakt festgelegt werden.
Die meisten Ubergiinge entsprachen (mit geringen Abweichungen) diesem Konsensus. Bei
drei Introns gab es jedoch deutliche Abweichungen, auch treten an zweien diesen Stellen
Leserasterspriinge in der cDNA-Sequenz auf. Vermutlich ist an diesen Stellen die durch RT-

PCR gewonnene cDNA-Sequenz unvollstindig, wahrscheinlich aufgrund der Ausbildung von
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Abb. 19. Analyse der genomischen met1-Sequenz auf potentielle Exons mit TestCode (GCG-Paket).
Grin, Bewertung der Exon-Wahrscheinlichkeit, liegt die Kurve (ber der oberen Linie, ist ein Exon in
diesem Bereich wahrscheinlich. Blaue senkrechte Striche, Startcodons in den drei Leserahmen; blaue
Rauten, Stopcodons. Schwarze Balken, Lage bereits bekannter Exons; graue Balken, vorhergesagte
Exons; rote Linien oben: Ubertragung der Exonpositionen in die Leserahmen; Nummerierung der
Sequenz wie in Anhang A1.
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RNA-Sekundirstrukturen bei der reversen Transkription. Datenbankvergleiche und
Genstrukturvorhersage-Algorithmen ergaben, dass die an das Intron angrenzenden Exons
weiter in das ,Intron” hineinreichen. Im dritten fraglichen Intron wurde durch
Datenbankvergleiche ein potentielles Exon mit Homologie zu bekannten Methyltransferasen
gefunden (blau markiert in Abb. 18). Auch hier ging somit offensichtlich cDNA-Information
bei der RT-PCR verloren. Insgesamt weist das Gen somit mindestens 29, wahrscheinlich iiber
35 Exons auf.

Einige Teile der Sequenzaufkldrung der Methyltransferase wurden von Inese Cakstina im
Rahmen ihrer Master-Arbeit durchgefiihrt (Cakstina, 2001). Dies sind im einzelnen Teile der
Subklonierung und Sequenzierung der genomischen A-Klone gmt4, gmt7 und gmtll, die
Isolierung und Sequenzierung des Klons c2-4 sowie die Gewinnung und Sequenzierung des
cDNA-Abschnitts emt1/2.

Insgesamt wurde ein fast 30 kb langer Genomabschnitt grof3teils doppelstringig sequenziert,
met] umfasst davon mindestens 18,3 kb, wahrscheinlich bis zu 25 kb. Von der cDNA sind
bisher 5,6 kb bekannt, davon sind 4,4 kb codierende Sequenz, der Rest enthdlt 3’NTR und
PolyA-Signal. Zwei hochrepetitive Motive in Introns konnten nicht vollstindig sequenziert
werden. Die gesamte genomische und cDNA-Sequenz und die abgeleitete Peptidsequenz ist

mit Anmerkungen zum Sequenzierungsgrad im Anhang (A1) enthalten.

4.2.3 Untersuchungen zur Expression und Funktion von Metl

Obwohl der metl-Promotor in der genomischen Sequenz noch nicht identifiziert werden
konnte (4.2.2), kann man voraussagen, dass er eine sehr schwache Transkription initiiert:
Sowohl die Schwierigkeit, durch die sehr empfindliche RT-PCR zu einer vollstandigen cDNA
zu gelangen (4.2.2) als auch das Ausbleiben von Northern-Signalen sowohl mit Gesamt-RNA
als auch mit mRNA aus synchron sowie asynchron gewachsenen Volvox-Kulturen (Cakstina,
2001) unterstreichen diese Vermutung. Dies entspricht Befunden mit dem Gen der
Methyltransferase Cmt2 von C. reinhardtii, deren mRNA erst nach extrem langer Exposition
ein duBerst schwaches Signal ergab (J. Umen, pers. Mitteilung).

Expressionsanalysen durch Western-Blotting waren aufgrund des Fehlens eines spezifischen
Antikorpers bisher nicht moglich. Alle kommerziellen Antikérper gegen tierische
Methyltransferasen erkannten laut Auskunft der Hersteller die Metl-Proteinsequenz von

V. carteri nicht.
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Die biologische Funktion des Metl-Enzyms konnte iiber knock-out Mutanten erforscht
werden. Wegen der zu ineffizienten homologen Rekombination funktioniert diese Methode
allerdings in V. carteri nicht (Hallmann et al., 1997). Deshalb wurde versucht, die met1-
Expression durch die Einschleusung eines antisense-Konstrukts zu reduzieren (Cakstina,
2001). Bei einem Ausfallen der Methyltransferase-Aktivitdt sollte — falls es sich bei Metl um
eine Erhaltungsmethyltransferase handelt — eine genomweite Hypomethylierung mit
zahlreichen Konsequenzen auf Genregulation und silencing von Transgenen und Transposons
eintreten (4.3). Es wurden phénotypisch auffillige Transformanten erhalten, die Defekte in
der Inversion und Gonidienentwicklung zeigten. Jedoch wurden solche Defekte auch bei
Transformanten ohne das Antisense-Konstrukt beobachtet, wenn auch mit etwas geringerer
Frequenz. Wiederholungen der Transformationsexperimente im Rahmen dieser Arbeit fiihrten
zu Reproduktion dieser uneindeutigen Ergebnisse. Ein Versuch, durch das antisense-
Konstrukt eine Hypomethylierung des stillgelegtes C-ars-Reportergens in Hill 183 (&hnlich
wie mit 5-Aza-Cytidin; 4.3.1.2) herbeizufiihren und somit seine Reaktivierung zu erreichen,
schlug ebenfalls fehl. Als Ursache ist eine nicht ausreichende Reduktion der ohnehin schon
schwachen Expression des met/-Gens durch das antisense-Konstrukt anzunehmen.

Eine Uberexpression des met1-Gens sollte zu einer schnelleren, vielleicht sogar erhohten
DNA-Methylierung in Volvox fiihren. Um eine massive Uberexpression und somit einen
starken Effekt zu erreichen, wurde der fiir die Methyltransferase-Domine von Metl
codierende cDNA-Abschnitt hinter starke Promotoren kloniert. Bei pDnmt_oex Tub kam der
Volvox P2-Tubulin-Promotor zum Einsatz, bei pDnmt oex HSR ein hsp70/rbcS3-
Fusionspromotor (T. Jakobiak, pers. Mitteilung). Beide Konstrukte sind fertiggestellt, erste
Transformationsexperimente befinden sich in der Durchfiihrung.

Datenbanksuchen mit der V. carteri metl-Sequenz ergeben als beste Treffer pflanzliche
Methyltransferasen der Metl/Dnmt1-Klasse. Von den meisten Vertretern dieser Familie wird
angenommen, dass es sich um Erhaltungs-Methyltransferasen handelt (Finnegan & Kovac,
2000). Eine Funktion von Metl als Erhaltungs-Methyltransferase ist daher naheliegend (vgl.
5.2).
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4.3 Biologische Funktion der DNA-Methylierung bei V. carteri

4.3.1 Silencing von Transgenen

Wiederholt wurde nach Transformation von Volvox mit dem Selektionsmarker nitA
beobachtet, dass zunidchst im Selektionsmedium stabil wachsende Transformanten nach
einigen Wochen absterben. Bei Co-Transformation mit einem nicht-selektionierten Transgen
wie ars wurde zunidchst Ars-Aktivitit registriert, die nach einiger Zeit abnahm und vollig
verschwand. So zeigten die Transformanten Hill 181 und Hill 183 (Kobl, 1993), die neben
dem Selektionsmarker pVcNR1 (nitA) ein Konstrukt mit dem Arylsulfatase-Gen aus C.
reinhardtii (C-ars) unter Kontrolle des starken, konstitutiven Volvox B2-Tubulin-Promotors
(Plasmid pIK2) enthielten, zunidchst Ars-Aktivitit. Mindestens eine intakt integrierte Kopie
des Transgens wurde durch Southern-Analyse nachgewiesen. Bei einem erneuten Ars-Test
nach sechs Jahren wies Hill 183 keine Ars-Aktivitit des Transgens mehr auf, wohl aber Hill
181. Dieser Vorgang ist im Diagramm (Abb. 20) schematisch dargestellt. Die Ursache fiir den
Aktivititsausfall bei Hill 183 wurde darauthin untersucht.

P-V[32
Hill 181
Cotransformation (aktives Transgen)
von Volvox
C-ars
Hill 183
(stilles Transgen)
nitA

Abb. 20. Daueraktivitat (Hill 181) und silencing (Hill 183) des ars-Transgens sechs Jahre nach
Transformation von V. carteri 153-81. Links sind das selektierte (pVcNR1) und nicht-selektierte (pIK2)
Plasmid, die fir die Co-Transformation von V. carteri 153-81 eingesetzt wurden, gezeigt. Die
unabhangig isolierten Co-Transformanten Hill 181 und Hill 183 wiesen 1993 den Phanotyp Ars® auf
(Blaufarbung; 3.11.1). Bei erneutem Test nach sechs Jahren war Hill 181 Ars”, Hill 183 dagegen Ars’,
obwohl das Transgen noch integriert im Transformantengenom vorlag.
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4.3.1.1 Molekulare Analysen des integrierten C-ars-Transgens: Concatemer-Bildung und

Tandem-Integration

Der Verlust der Transgenfunktion bei Hill 183 kann zwei Ursachen haben: (1) Teilweiser
oder vollstindiger Verlust des ars-Transgens; (2) Modifikation der Fremd-DNA (und
Chromatinkondensation). Beide Alternativen wurden hier untersucht.

Transformanten von V. carteri enthalten hiufig mehrere Kopien der transformierenden
Plasmid-DNA stabil ins Kerngenom integriert. Das trifft sowohl fiir Hill 181 wie Hill 183 zu,
wie Southern-Analysen (Abb. 21) zeigen. Die DNA der Transformanten, des Volvox WT
(HK10) und Kontroll-Plasmid-DNA wurde mit Sa/l, BamHI oder Sall/BamHI verdaut und
nach elektrophoretischer Auftrennung und Membran-Transfer gegen zwei Sonden
hybridisiert. Sonde 1 erkennt den P-VB2-Promotor und Sonde II einen GroBteil des
codierenden Bereichs von C-ars. pIK2-Plasmid-DNA ergibt mit Sonde I Banden von 11,2 kb
(Sall-Verdau) bzw. 3,8 kb (Sal/l/BamHI) und mit Sonde II Banden von 11,2 kb (Sall) bzw. 4,5
kb (Sall/BamHI) (Abb. 21A). Diese Banden treten erwartungsgemal} bei den Kontrollen im
Southern-Blot auf (Abb. 21B; Spuren 3, 4, 10, 11). Ebenso hybridisieren 11,2 kb-, 4,5 kb- und
3,8 kb-Fragmente bei Hill 183-DNA (Abb. 21B; Spuren 5, 6) und Hill 181-DNA (Abb. 21B;
Spuren 7, 8) mit starken Signalen. Beide Transformanten enthalten demnach das intakte
Transgen in mehreren Kopien. Deshalb kann die fehlende Ars-Aktivitit von Hill 183 nicht
durch den Verlust des Transgens bedingt sein.

Wenn das Transgen iiber Bereiche in das Genom integriert, die von den Sonden abgedeckt
werden, so miissen auch weitere Fragmente anderer Gro3e hybridisieren. So reflektiert das
6,3 kb - Fragment, das mit Sonde I in Sal/l/BamHI verdauter DNA von Hill 181 und 183
hybridisiert (Abb. 21B, Spuren 6 und 8), vermutlich eine solche Integration iiber den 3,8 kb
groflen Abschnitt, der den P-VB2-Promotor enthélt. Eine weitere, unabhdngig integrierte
Kopie von pIK2 konnte das 7,2 kb Sal/l/BamHI-Fragment in Spur 8 ebenso repréisentieren.

Zur Abschitzung der Kopienzahl des mehrfach integrierten Transgens wurde als Referenz die
58 kb Sall-Bande des als Einzelkopie vorliegenden endogenen [2-Tubulin-Gen
herangezogen (Abb. 21B; Spuren 1, 5-8, Sonde I). Zusitzlich wurden die DNAs der Plasmide
pJD27 und pIK2 in einfachem (Abb. 21B, Spuren 2-4) und zehnfachem (Abb. 21B, Spuren 9-
11) molaren Verhéltnis zur genomischen DNA als Referenzen fiir die Interpolation der
Signalintensititen aufgetragen. Die Signalstirken der hybridisierenden Banden wurden in den

mittels Phospholmager gewonnenen Autoradiogrammen vermessen. Danach enthilt Hill 181
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24 (£7) intakte Kopien des Transgens, Hill 183 enthélt 7 (£2). Diese Werte wurden zusétzlich
durch dot blot — Analysen bestitigt (nicht gezeigt).

Doch wie liegen die Mehrfach-Kopien des Transgens in den Genomen vor? Starke, identische
Banden mehrerer Kopien wurden bisher als Tandem-Integrationen des Transgens interpretiert.

Gerade bei der biolistischen Transformation von Volvox werden solche Bandenmuster hiufig
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Abb. 21. Tandem-Struktur der integrierten C-ars-Kopien und Southern-Analyse der Transformanten.
A. Postulierte Tandem-Anordnung der transgenen DNA in den Transformanten Hill 181 und Hill 183.
Die Lage der verwendeten Sonden (1, Il) ist eingezeichnet. P-V[32, Volvox $2-Tubulin-Promotor; C-ars,
Arylsulfatase-Gen von C. reinhardtii. B. Southern Blots verschiedener genomischer Volvox-DNAs (Hill
181, Hill 183, HK10) und Kontroll-Plasmide (plK2, pJD27). Die DNAs wurden wie folgt mit
Restriktionsenzymen verdaut: Spuren 2,9, BamHI; Spuren 4,5,7,11, Sall; Spuren 1,3,6,8,10,
BamHI/Sall. Von genomischer DNA wurden je 2 ug je Spur aufgetragen, von den Plasmiden 1950 pg
(pIK2) und 950 pg (pJD27), entsprechend zehn Kopien pro Genom (Spuren 2-4), bzw. 195 pg (pIK2)
und 95 pg (pJD27), entsprechend einer Kopie pro Genom. Die Signalstarken der Banden
(Phospholmager) wurden zur Abschatzung der Kopienzahl des Transgens herangezogen. Die
BandengréfRen (links und rechts angegeben) dienten zur Identifizierung der Fragmente (Babinger et
al., 2001).
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beobachtet (Schiedlmeier et al., 1994). Diese Vermutung ist am einfachsten durch plasmid
rescue zu verifizieren. Fragmente eines Sa/l-Verdaus der Gesamt-DNAs von Hill 181 und
Hill 183 wurden durch Ligase zirkularisiert und nach Transformation von E. coli DHI10B
mittels Ampicillin auf replizierende Plasmide selektiert (3.10). Durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung bestétigt, wurden in beiden Ansétzen vollstindig intakte pIK2- und pVcNR1-
Plasmide erhalten. Zusitzlich wurden auch Hybrid-Plasmide aus pIK2 und pVcNRI1
identifiziert, die liber ihren identischen, pUC-abgeleiteten Vektor-Anteil fusioniert waren
(Abb. 22).

Die plausibelste Erkldrung fiir diesen Befund lautet: Mehrere der zur Transformation
eingesetzten Plasmide rekombinieren vor der Integration ins Genom zu einem zirkuldren
Concatemer. Da in allen untersuchten Féllen das Rekombinationsereignis im identischen
Vektoranteil von pIK2 und pVcNRI stattfand, sollte es sich um homologe Rekombination
nach dem Campbell-Schema (Campbell, 1962) handeln. Die Integration ins Genom findet
dagegen statistisch, d.h. nicht-homolog durch Einfach-crossover statt (Schiedlmeier et al.,
1994). Danach liegen mehrere Kopien des Transgens als Tandem vor und fiithren bei
Restriktion zu den beobachteten, starken Hybridisierungssignalen. Diejenige Kopie des

Transgens, die bei der Integration des circuliren Concatemers geteilt wird und dann links und
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Abb. 22. Analyse der Tandem-Integration zweier Transgene (C-ars, nitA) durch plasmid rescue. Durch
Sall-Verdau von Transformanten-DNA, anschlieBende Ligierung, Transformation von E. coli und
Selektion auf Ampicillin wurden replizierende transgene Plasmid-DNAs zurlickgewonnen. Die Struktur
der Plasmide wurde durch Restriktionskartierung und Sequenzierung bestatigt. Das resultierende
plK2/pVcNR1-Hybridplasmid lasst darauf schlieRen, dass Plasmide vor der Integration ins Genom
Uber ihre identischen pUC-abgeleiteten Vektoranteile (rot/schwarz) homolog zu Concatemeren
rekombinieren kdnnen. Neben plK2 und dem Hybrid wurde auch pVcNR1 isoliert (hier nicht gezeigt).
Abkilrzungen wie in Abb. 22; ori, origin of replication; bla, B-Lactamase-Gen; nitA, Nitratreduktase-Gen
(Babinger et al., 2001).



ERGEBNISSE 70

rechts das Tandem-Integrat flankiert, ergibt die im Southern Blot beobachteten Zusatzbanden
(7,2 und 6,3 kb, Spuren 6 und 8, Abb. 21B).

Sowohl Hill 181 als auch Hill 183 enthalten also intakte, vollstindige Kopien von pIK2 in
Tandem-Anordnung. Das Fehlen von Ars-Aktivitdt bei Hill 183 kann demnach nicht auf eine

Beschidigung oder einen Verlust des Transgens zuriickgefiihrt werden.

4.3.1.2 Reaktivierung eines stillen Transgens durch Methyltransferase- und Histon-

deacetylase-Hemmer

Methylierung von DNA ist Folge oder Begleiterscheinung einer transkriptionell inaktiven
Heterochromatinstruktur, die durch eine Deacetylierung der Histone H3 und H4
gekennzeichnet ist. Vor einigen Jahren wurde ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen den
epigenetischen Prozessen der Histon-Deacetylierung und der DNA-Methylierung beschrieben
(Jones et al., 1998; Nan et al.,, 1998). Um experimentell in diesen Gen-Inaktivierungs-
mechanismus einzugreifen, bieten sich zwei Ansatzpunkte, ndmlich die DNA-
Methyltransferase und die Histon-Deacetylase. Fiir beide Enzyme gibt es Hemmstoffe, mit
denen wiederholt stillgelegte Gene reaktiviert werden konnten: Das Basenanaloge 5-
Azacytidin (AzaC) hemmt irreversibel Methyltransferasen (Klaas et al., 1989), wéhrend
Trichostatin A (TSA) reversibel die Histondeacetylase inhibiert (Cameron et al., 1999).

Die V. carteri-Transformante Hill 183 wurde in Gegenwart von 0,2 mM bzw. 0,5 mM AzaC
kultiviert und nach sechs Tagen qualitativ auf Ars-Aktivitdt {iberpriift (3.11.1). Das
Experiment ist in Abb. 23 fotographisch dokumentiert. Wéahrend die Kontroll-Kultur von Hill
181 mit XSOy eine kriftige Blaufiarbung zeigte (Abb. 23B), war dies bei Hill 183 ohne AzaC
nicht der Fall (Abb. 23D). In Gegenwart von 0,2 mM AzaC (Abb. 23E) stellte sich jedoch
eine leichte, tiirkisblaue Farbung ein, die bei 0,5 mM AzaC (Abb. 23F) deutlich verstérkt
auftrat. Das Ergebnis gibt einen deutlichen Hinweis darauf, dass die Aktivitit des transgenen
ars bei Hill 183 durch DNA-Methylierung ,,abgeschaltet* wurde.

Zur Untersuchung eines Effekts des Deacetylase-Hemmers TSA wurden die Volvox-Stimme
153-81, Hill 181 und Hill 183 zehn Tage in Gegenwart von 0 nM, 100 nM und 500 nM TSA
kultiviert. Die Ars-Aktivititen wurden anschlieend quantitativ bestimmt (3.11.2). Wéhrend
153-81 immer eine niedrige (endogene) und Hill 181 immer eine hohe Ars-Aktivitit zeigte,
stieg die bei Hill 183 gemessene Ars-Aktivitit mit zunehmender TSA-Konzentration an (Tab.

15).
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Beide Untersuchungen geben also gute Hinweise darauf, dass ein silencing des C-ars-
Transgens durch DNA-Methylierung und Histon-Deacetylierung den Verlust der Ars-
Aktivitdt von Hill 183 verursacht hatten.

Abb. 23. Reaktivierung des stillen C-ars — Transgens in Hill 183. Die Ars-Aktivitat wurde durch Zugabe
von 0,3 mM XSO, sichtbar gemacht (Blaufarbung) A. Hill 181 B. Hill 181 +XSO, C. Hill 183 D. Hill 183
+XS0, E. Hill 183 +0,2 mM AzaC +XSO, F. Hill 183 +0,5 mM AzaC +XSO,

Tab. 15. Reaktivierung des stummen ars-Transgens bei Hill 183 durch Inkubation mit Trichostatin A.

Stamm Relative Ars-Aktivitat' bei
0nM TSA 100 nM TSA | 500 nM TSA
153-81 13 13 20
Hill 181 111 377 162
Hill 183 9 16 64

Ars

r

OD540

- mg Gesamtprotein

' Die relative Ars-Aktivitat (Ars,) wurde aus den ODss-Werten des o-Naphthylsulfat-Tests (3.11.2)
durch Normierung auf den Gehalt an Gesamt-Protein in jeder Probe gemaf
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4.3.1.3 Korrelation von Transgen-Inaktivierung und CpG-Methylierung

Die Ergebnisse der Reaktivierungsversuche (4.3.1.2) weisen auf Beteiligung von Cytosin-
Methylierungen an der Inaktivierung des C-ars-Transgens in Hill 183 hin. Die Richtigkeit
dieser Vermutung lasst sich direkt durch bisulfite genomic sequencing (3.3.4) des aktiven und
stummen Transgens verifizieren. Da die sequenzspezifische Methylierung von Sduger- und

Pflanzenpromotoren hiufig mit Langzeit-Transkriptionshemmung einhergeht (Finnegan et al.,

1998), war es von groflem Interesse, erstmals das DNA-Methylierungsmuster bei einer

Grilinalge zu analysieren. Zwei Regionen am 5°- und am 3’-Ende des C-ars-Transgens wurden

fiir die Analyse mittels bisulfite genomic sequencing ausgewéhlt.

Region I umfasst den essentiellen Teil des P-VB2-Promotors, den Beginn des Exons I von

C-ars und einen dazwischen liegenden, bei der Klonierung des Konstrukts entstandenen

Linkerbereich. Region II deckt Exon 14 und Teile der beiden benachbarten Introns ab (Abb.

24A). Das Ergebnis der Bisulfit-Sequenzierung (Abb. 24B, C) ist mittels Sdulen von 10

Kreisen je DNA-Strang veranschaulicht, die jeweils 10 unabhéngige klonierte PCR-Produkte

(und damit potentiell unabhéngige Kopien des Transgens) reprisentieren. Da tiber 99 % des

methylierten Cytosins in CpG-Dinukleotiden gefunden wurde, sind nur CpG-Positionen auf

diese Weise markiert. Die Ergebnisse sind, aufgeschliisselt fiir die einzelnen Abschnitte der
beiden untersuchten Regionen, in Tab. 16 zusammengefasst. Tab. 17 fiihrt den CpG-

Methylierungsgrad jedes einzelnen PCR-Klons auf.

Das bisulfite genomic sequencing liefert folgende Erkenntnisse iiber die DNA-Methylierung

in C-ars:

- Die Inaktivierung des Transgens in Hill 183 korrelliert mit der Methylierung von CpG-
Dinukleotiden im C-ars-Transgen. Der Methylierungsgrad ist bei Hill 183 zwischen 3,5x
und 14x hoher als in entsprechenden Sequenzbereichen von Hill 181.

- Die geringe Methylierung in Hill 181 ist nicht gleichméBig auf alle Klone verteilt (Tab.
17). Vielmehr sind wenige Klone stark, die meisten jedoch gar nicht methyliert. Dies lésst
auf zwei voneinander unabhingige Integrationen des Transgens (vermutlich jeweils in
multipler Kopienzahl) schlie8en, von denen die eine methyliert ist, die andere nicht.

- Die DNA-Methylierung ist, wie bei Sdugern, aber untypisch fiir Pflanzen (Finnegan et al.,
1998), auf CpG-Dinukleotide beschrinkt.
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Abb. 24. (Diese und nachste Seite) Physikalische Karte des P-VB2/C-ars-Transgens (A) und
Vergleich der CpG-Methylierungsmuster in den Regionen | und Il von Hill 181 (B) und Hill 183 (C) A.
Genetische Karte des P-VB2/C-ars Konstrukts, das als Transgen in Hill 181 und Hill 183 eingeschleust
worden war. Die Nummerierung von Transkriptionsstart (+1), Translationsstart (ATG) und —Stop
(TAG) entspricht den bei GenBank hinterlegten Volvox B2tub (GenBank accession No. L24547) und
Chlamydomonas ars2 (GenBank accession No. AF333184) Sequenzen. Exons (blaue Boxen), Introns
(schwarze Linien), Promotor (grauer Pfeil) und die Verbindung zwischen P-VB2 und C-ars (rot) sind
markiert. Die Balken ,Region I und ,Region II* kennzeichnen die Abschnitte, die mittels bisulfite
genomic sequencing analysiert wurden (B und C) B, C. Methylierungsmuster der Regionen | (B1, C1)
und 2 (B2, C2) in den Transformanten Hill 181 (B) und Hill 183 (C). Nummerierung und Farbcode wie
in A. Die methylierbaren CpG-Dinukleotide sind in jedem Strang durch Sulen von 10 Kreisen markiert
und reprasentieren jeweils 10 unabhangig sequenzierte Klone. Jede horizontale Reihe von Kreisen
zeigt somit den Methylierungszustand eines einzelnen klonierten Produkts aus der Bisulfit-PCR.
Gefillte Kreise stehen fur methylierte, offene Kreise flur unmethylierte Cytosine (Babinger et al., 2001).
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i1 Y

CGCGGCCCAGGCCTGCTGTTGACCTTCTCACATGCAACGCTCACCCCCGCCCCGTACT CCGCGTGTGTGGEGTGCGGGCACGCGGCC CTGCTGTTGACCTTCTCACATGCAACGCTCACCCCCGCCCCGTACT

GGCGCACACACCCCACGCCCETGCGCCGEETCCGEACGACARCTGGAAGAGTGTACGTTES T GGGCAT! GGCGCACACACCCCACGCCCRTGCGCCGAETCO CGACAACTGGAA(

o Bl R

4483

4563

ATTCGACGGGATAGGTT TCGTGTCGTTATETCCTTTTGGCTCACTGTGTCGCTIGCACCCCAACT ATTCGACGGGATAGGTTCGGCTCGTGTCGT TATGTCCTTTTGGCTCACTGTGTCGCTTGCACCCCAACT

4
TAAGCTGCCCTATCCAAGCCG] CAGCAATACAGG! CCGAGTGAC: GAGGTTGE TAAGCTGCCCTATCCAAGCCGAGCACAGCAATACAGGARAACCGAGTGACACAGCGAACGTGGGETTGE

I 1

- Die CpG-Dichte ist in den Exons am hochsten, ca. doppelt so hoch als in Introns und im
Promotor. Auch der CpG-Methylierungsgrad ist in den Exons am hochsten (Tab. 16).
- Die Methylierung ist nicht auf den Promotorbereich beschriankt, sondern erstreckt sich mit
Schwankungen iiber das gesamte Gen (Tab. 16).
Von C-ars war zwar die cDNA-Sequenz (J. Davies, pers. Mitteilung, GenBank Accession No.
AY095343), nicht aber die genomische Sequenz bekannt. Deshalb wurde vor der bisulfite
genomic sequencing - Analyse zunédchst der komplette codierende Bereich des C-ars-Gens
sequenziert und zur Festlegung der Exongrenzen mit der bekannten cDNA-Sequenz
abgeglichen. Von den Plasmiden pIK2 und pJD54 wurden verschiedene Subklone erstellt,
deren Inserts mittels primer walking und mit Primern aus der bekannten cDNA-Sequenz
durchsequenziert wurden. Die Exon-Intron-Struktur des Gens ist in Abb. 24A dargestellt. Die
erhaltene genomische Sequenz (Anhang) wurde bei GenBank hinterlegt (Accession No.

AF333184).
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Tab. 16. CpG-Methylierung von C-ars in Hill 181 und Hill 183.2

Position Funktion Haufigkeit von CpG-Methylierung(%)°
CpG (%)b Hill 181 Hill 183
Region I*  |-194/-1 B2-Tubulin-Promotor 4 30
+1/120 5 NTR (B2-tubulin) 7 3 40
121/208 5'NTR (C-ars) 1 14
209/279 Exon 1 (C-ars) 17 8 60
Region II® |4243/4350 |Intron 13 (C-ars) 7 3 39
4351/4536 | Exon 14 (C-ars) 14 12 42
4537/4710 | Intron 14 (C-ars) 9 6 39

? nach Babinger et al. (2001)

® Anzahl von CpG-Dinukleotiden pro 100 Nukleotide.

¢ Anteil methylierter CpGs an allen CpG-Motiven im jeweiligen Abschnitt
d Regionen | und Il wie in Abb. 24A.

Tab. 17. Klonale Analyse der CpG-Methylierung (in %) in jedem der 10 Klone im sense- (SE) und
antisense- Strang (AS) von Hill 181 und Hill 183.7

Region I° Region II°
Hill 181 Hill 183 Hill 181 Hill 183
SE AS SE AS SE AS SE AS
70 0 62 76 54 28 78 74
21 0 54 76 42 10 74 64
3 0 54 63 24 4 72 54
0 0 51 47 4 2 70 42
0 0 49 45 0 0 66 28
0 0 46 42 0 0 52 18
0 0 22 39 0 0 34 18
0 0 14 24 0 0 18 14
0 0 3 5 0 0 16 2
0 0 0 0 0 0 8 2
9 0 35 42 Mittel 12 4 49 32

% nach Babinger et al. (2001)

@ Regionen | und Il von C-ars wie in Abb. 24A.
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4.3.1.4 Transformation von V. carteri mit in vitro-methylierter DNA

Die bisherigen Ergebnisse (4.3.1.1 — 4.3.1.3) sind ein deutlicher Hinweis auf den urséchlichen
Zusammenhang zwischen der Abschaltung eines Transgens und DNA-Methylierung. Wenn
diese These stimmt, sollte ein in vitro CpG-methyliertes Reportergen nach Transformation
von V. carteri nicht exprimiert werden. Dieser Ansatz wurde deshalb weiterverfolgt.

Als Konstrukt wurde das bereits zuvor verwendete Plasmid pIK2 mit dem C-ars-Reportergen
gewihlt. Bei C-ars-Expression ldsst sich die Ars-Aktivitdt {iber einen Farbtest nachweisen
(3.11.1). Zwei Parallel-Ansitze wurden durchgefiihrt: Im ersten wurde pIK2-DNA mit dem
Enzym SssI CpG-methyliert (3.3.5) und zur Transformation eingesetzt, im zweiten wurde mit
unbehandelter pIK2-DNA transformiert. Die zur Selektion in den Cotransformations-
Experimenten verwendete pVcNR15-DNA blieb immer nicht methyliert (Abb. 25A). Nach

jeweils fiinf Transformationsexperimenten wurde zwischen den beiden Anséitzen gewechselt,

Kotransformatlon
nitA C-ars

Kotransformatlon
nitA C-ars

Abb. 25. Schema der Transformation von V. carteri 153-68 mit in vitro CpG- methyherter DNA.
A. Plasm|de pVcNR15 (nitA, Selektionsmarker) und plK2 (C-ars, Reportergen). pIK2*, methyliert,
pIK2 nicht methyliert. Kotransformahon von V. carteri 153-68, XSO,-Test auf Ars-Aktivitat. B: Sacll-
Restriktionsmuster von plK2" und pIK2 Sacll schneidet im Sequenzmotiv CCGC/GG, jedoch nicht
die methylierte Sequenz.

plk2" | plIK2°

Tab. 18. Transformation von V. carteri 153-68 mit CpG-methylierter und nicht-CpG-methylierter C-ars-
DNAZ?

Ansatz Transformations- | Unabhéngige NitA™ | Ars™ Cotransformanten
Experimente Transformanten
C-ars methyliert 45 30 0 (0%)
C-ars nicht methyliert 43 51 30 (59 %)

? Die DNA des Selektionsmarkers nitA lag in beiden Experimenten nicht methyliert vor.
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Abb. 26. Analyse des C-ars-Transgens in ausgewahlten Transformanten durch PCR. A. Physikalische
Karte des C-ars-Konstrukts mit Lage der verwendeten Primer und des erwarteten PCR-Produkts. B.
PCR-Analyse der transgenen C-ars-DNA von Transformanten (Tab. 18) mit nicht-methyliertem (pIK2°)
und methyliertem (pIK®) transgenen Konstrukt und von Kontroll-DNAs. Positiver (+) und negativer (-)
Ars-Enzymtest sind firr jeden der 21 Stdamme angegeben.

um einen Einfluss durch Altern der préparierten Rezipientenzellen im Verlauf der
Transformation auszuschlieen. Die erfolgreiche Methylierung von pIK2 wurde vor der
Transformation mit dem methylierungssensitiven Restriktionsenzym Sacll iiberpriift (Abb.
25B). Sacll schneidet im Sequenzmotiv CCGCGG, jedoch nicht die methylierte Sequenz,
C'CG'CGG.

Insgesamt wurden 45 (pIK2 methyliert) bzw. 43 (pIK2 nicht methyliert) Transformations-
experimente durchgefiihrt (Tab. 18). Je Ansatz wurden zwei Transformanten selektiert und
auf Ars-Aktivitit getestet (3.11.1). Wie Tab. 18 zeigt, resultierte aus 30 Nit'-Transformanten
keine Ars" Co-Transformante, wenn das C-ars-Reportergen zuvor CpG-methyliert worden
war. Dagegen wurden mit nicht-methyliertem C-ars 59 % Ars™ Co-Transformanten erhalten.
Die hohere Gesamtzahl an Nit'-Transformanten bei nicht-methyliertem C-ars ergab sich, weil
die beiden selektierten Transformanten aus einem Ansatz nur dann als unabhingig gezéhlt
wurden, wenn sie sich in der Ars-Aktivitit unterschieden.

Um den ursdchlichen Zusammenhang zwischen CpG-Methylierung und Ausfall von Co-
Transformanten zu belegen, wurden Transformanten beider Kategorien (Tab. 18) mittels PCR
auf Priasenz des C-ars-Konstruktes hin {iberpriift. Dazu wurden Primer (PromlIntegVkon,
ONARSI1) im P-VB2-Promotor und im kodierenden Bereich von C-ars gewihlt, mit denen
ein fiir das Konstrukt spezifisches PCR-Produkt von 669 bp amplifiziert werden konnte (Abb.
26A). Erwartungsgemil konnte nach Transformation mit nicht-methyliertem pIK2 in allen

sechs getesteten Ars -Klonen das C-ars-Konstrukt nachgewiesen werden (ebenso in den Hill-
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Kontrollen, vgl. 4.3.1.1), nicht jedoch in den beiden Ars-Klonen. Ferner enthielten acht von
neun Klonen nach Transformation mit methyliertem pIK2 das C-ars Reporterkonstrukt,
obwohl sie keine Ars-Aktivitdt zeigten (Abb. 26B).

Somit enthielten letztere hochstwahrscheinlich ein intaktes C-ars-Transgen, das durch die
CpG-Methylierung stillgelegt wurde. Fiir die Transformanten mit methyliertem pIK2 wurde
durch weiterfithrende Southern-Analysen eindeutig gezeigt, dass das intakte C-ars-Transgen
CpG-methyliert im Genom vorliegt (Koppl, 2003). Zwischen der Transformation und diesen
Untersuchungen vergingen mehrere Monate. Die in vitro erzeugte CpG-Methylierung des
Transgens wird also in den Volvox-Transformanten stabil weitervererbt und bewirkt eine
andauernde Stillegung des Transgens.

Erstmals bei einer Griinalge wurde hier nachgewiesen, dass CpG-Methylierung
transformierender DNA die Genexpression blockiert. Eine ,natiirliche Funktion dieser
epigenetischen Verdanderung besteht offenbar darin, Fremdgene zu inaktivieren. Dies wurde

anhand eines heterologen Reportergens, C-ars, demonstriert.

4.3.2 Silencing von Transposons durch CpG-Methylierung

V. carteri kann kiinstlich eingeschleuste Fremd-DNA erkennen und durch CpG-Methylierung
stilllegen. Gibt es dariiber hinaus eine angestammte Funktion der DNA-Methylierung in
Volvox? Yoder et al. (1997) postulieren, dass die Hauptaufgabe der DNA-Methylierung das
,Inschachhalten von intragenomischen Parasiten” wie Transposons und Retroelementen sei.

Trifft dies fur Volvox carteri zu?

4.3.2.1 Test auf Methylierung von endogenen Transposons mittels Southern-Analysen

Im Genom von Volvox wurden mehr als zehn verschiedene Transposons und Retroelemente
identifiziert (vgl. 1.). Einige davon wurden exemplarisch fiir Untersuchungen auf CpG-
Methylierung ausgewéhlt. Das DNA-Transposon Jordan (Miller et al., 1993) und das groBere,
in weiten Bereichen sequenzhomologe Transposon Jordan-2 (Kohl, 1997) gehdren zur
En/Spm-Familie. Jordan liegt in 30-40 Kopien im Genom vor, Jordan-2 in deutlich geringerer
Kopienzahl (3-5 Kopien). Die bisher bekannten Transposons der Jordan-Familie besitzen
kein Transposase-Gen und sind somit nicht-autonom; ein ,,mobilisierendes Masterelement*

wurde bisher nicht gefunden. Die Retrotransposons Osser (Lindauer et al., 1993), Lusen
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(Lindauer, 1993) und Liickenbiifier (Kohl, 1997) gehdren zur Copia/Ty1-Klasse und treten mit
5-10, 20-25 bzw. 10-11 Kopien im Genom auf. Vor kurzem wurden zwei weitere
Retrotransposons bei der Suche nach gonidienspezifisch exprimierten Genen anhand ihrer
Transkripte als solche gefunden, ein Lusen-dhnliches (RG3) und ein Osser-dhnliches (RGS)
(Amann, 2002). Von beiden liegt bisher nur ein ca. 500 bp grof3es Fragment als cDNA vor.
Die endogenen Transposons Jordan-2, Osser, Liickenbiifer, RG3 und RGS8 wurden
exemplarisch auf CpG-Methylierung mit den Restriktionsenzymen Hpall und Mspl getestet.
Beide Enzyme erkennen und schneiden das Sequenzmotiv CCGG. Hpall wird durch
Methylierung des zweiten C blockiert, Mspl kann unabhingig vom Methylierungszustand
schneiden. In Abb. 27A sind Hpall/Mspl-Restriktionskarten der Transposons Jordan-2, Osser
und Liickenbiifjer dargestellt, die auf den hinterlegten Sequenzen basieren (GenBank
Accession No. U58741, X69552, U90320). Zur Detektion einzelner Hpall- bzw. Mspl-
Restriktionsfragmente wurde die verdaute DNA auf Agarosegelen aufgetrennt, auf
Membranen iibertragen und mit geeigneten radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Die
Lage der Sonden sowie die GroBlen der hybridisierenden Fragmente sind ebenfalls in Abb.
27A gezeigt. Die Jordan-2-Sonde besteht aus zwei Restriktionsfragmenten (PstI und
Pstl/Hindlll) und hybridisiert in ihrem 3’-Bereich auch mit dem Transposon Jordan (grau
markierter Bereich bis zum ersten 3’ gelegenen HindlIlI-Schnitt, Abb. 28A). Die beiden
Osser-Sonden wurden durch PCR gewonnen. Die durch Restriktionsverdau erhaltene
Liickenbiiffer-Sonde enthdlt (aus technischen Griinden) auch ein Stiick angrenzender
genomischer DNA. Fiir die Retrotransposons RG3 und RGS wurden als Sonden die beiden
vorhandenen cDNA-Fragmente verwendet.

In allen sechs Southern-Hybridisierungen (Abb. 27B) unterscheiden sich die Bandenmuster
von Hpall- und Mspl-Verdau. Die mit Groflenangabe versehenen Fragmente (Abb. 27A)
lassen sich in den Mspl-Spuren eindeutig zuordnen (Banden kleiner als ca. 100 bp sind in der
Southern-Analyse kaum sichtbar und wurden deshalb nicht signiert). In den Hpall-Spuren
ergeben sie oft schwichere, manchmal kaum sichtbare Signale, wie z.B. in der Hybridisierung
mit Osser3’ (Pfeile). Dafiir hybridisieren in den Hpall-Spuren =zusitzliche, groBere
Fragmente, die in den Mspl-Spuren nicht auftreten. Allerdings treten auch im Mspl-Verdau
zusitzliche Banden auf, die aus beschéddigten Transposons oder aus Sequenzvariationen
innerhalb einer Transposon-Familie resultieren konnten (4.3.2.3). Bei Jordan-2 z.B. weisen

ausschlieBlich solche Banden Unterschiede zwischen Hpall- und Mspl-Verdau auf.
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Abb. 27. Analyse und Nachweis der DNA-Methylierung von funf Volvox-Transposons durch Southern-
Hybridisierung mit methylierungsempfindlichen (Hpall) bzw. —unempfindlichen (Mspl) Restriktions-
enzymen. A. Restriktionskarten der Transposons Jordan-2, Osser und LiickenbiiBer. Hpall- bzw.
Mspl-Schnittstellen sind durch senkrechte Linien markiert. Die GréRen hybridisierender Mspl-
Fragmente sind angegeben. Die Lage der verwendeten Sonden (rote Balken) ist eingezeichnet. Uber
der Karte ist eine GréRRenskala (bp) angegeben. Fir die Transposons RG3 und RG8 wurden die
bekannten cDNA-Fragmente (Amann, 2002) als Sonden verwendet. B. Jeweils 3,5 ug genomischer
HK10-DNA wurden fir die Southern-Analysen mit Hpall (H) und Mspl (M) verdaut. Zusatzlich wurde
die nicht markierte Sonde als Hybridisierungskontrolle aufgetragen (K). Die zur Hybridisierung
verwendeten Sonden sind Uber den Autoradiogrammen angegeben. Links: GréRenstandard.
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Offensichtlich ist also in allen untersuchten Transposons eine gewisser Anteil der CCGG-
Motive CpG-methyliert. Eine CpG-Methylierung funktionell intakter Kopien der untersuchten
Transposons ldsst sich daraus jedoch nicht direkt schlieBen. Beobachtete Bandenunterschiede
konnen auch aus der Methylierung von anderen Mitgliedern der jeweiligen Transposon-
Familie oder von funktionell inaktiven, defekten Transposon-Kopien resultieren. Fiir konkrete
Aussagen war daher eine quantitative und sequenzspezifische Untersuchung der C-

Methylierung durch bisulfite genomic sequencing notig (4.3.2.2).

4.3.2.2 Quantitative Analyse der CpG-Methylierungen von Jordan-2 und Osser

Die Restriktion mit den methylierungs-Indikatoren Hpall und Mspl gab Hinweise auf die
CpG-Methylierung aller untersuchten Transposons. Durch bisulfite genomic sequencing
(3.3.4) zweier ausgewdhlter Vertreter, ndmlich Jordan-2 und Osser, sollte dieser Befund
durch Quantifizierung der CpG-Methylierung bestitigt und erweitert werden. In beiden
Transposons wurde ein Bereich fiir das bisulfite genomic sequencing ausgewéhlt, der auch
durch die Sonde in der Southern-Analyse erfasst worden war. In beiden Féllen wurde jeweils
der semse-Strang durch Sequenzierung von zehn verschiedenen PCR-Klonen auf C-
Methylierung untersucht. Fiir alle Untersuchungen wurde DNA des Volvox-Stammes HK10
verwendet.

Abb. 28A gibt die Lage des untersuchten Sequenzbereichs in Jordan-2 wieder. In diesem
Sequenzabschnitt wurde nahezu keine CpG-Methylierung gefunden (Abb. 28B). Lediglich
einer der zehn untersuchten Klone wies vier methylierte CpG-Positionen auf, zwei davon in
einer Insertion von 10 bp (YACGYYACGYA), die in vier der zehn Klone gefunden wurde
(vgl. 4.3.2.3). Dies steht auf den ersten Blick in Widerspruch zu den Ergebnissen der
Restriktionsanalyse, die eine Methylierung des Transposons erwarten lieBen (Abb. 28B).
Jedoch erschienen die vier von der Sonde abgedeckten Restriktionsfragmente in Hpall- und
Mspl-Verdau in gleicher Stirke. Dies deutet auf eine nur geringe Methylierung dieses
Bereichs hin, in dem auch der durch bisulfite genomic sequencing untersuchte
Sequenzabschnitt liegt. Unterschiede zwischen Hpall- und Mspl-Verdau betreffen, wie spéter
diskutiert (5.4), nur die zahlreichen zusitzlichen Banden, die nicht aus originéren,

methylierten Jordan-2-Kopien stammen kdnnen.
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2227 AGGTGCTCCCAAATGTAACCCAAACGTAGCAATCTGCACGAAATGAGCGGCCATAATCAA 2286

2287 CTAATCAATTAACTGATCCCTGATTCATAGAAGTGTGCAGAGTGTGTCAAGTGTTCAACA 2346

0
2347 GACATACATGGAGTCATGCATCCACAACTCTGTGGTATTCCGTGTACCTACCTCTCACAC 2406

00 1
2407 ATGATGTTGTTGAACGCGCTCGCAGCATGATTCCCCATTCTCCGAAAGCAAGGGTGGTAT 2666

0 0 0 0
2467 CCTCGGGGATGGTCGAGAGGTCCACATCTGCAGCGCTCTTCGCAAAGGTGCTGCATGTGT 2526

0 0 0
2527 ACAGATGGAAACACGTCCAGGGACGAGTTAATGACAATTCACAAGGCGGCAATACACTAA 2586

0 0
2587 GAAAGCCACAGGCGTACCTTCGTGTAGAAGTGTTTGATTTTCTAGTACTCTGTGGACAAA 2646

0 0
2647 CTTTCGAGGCGGACCAGAGCAGCATGAAGT 2676

Abb. 28. CpG-Methylierung in 10 Klonen des Transposons Jordan-2. A. Schematische Darstellung
des Transposons Jordan-2 (Kohl, 1997). W1-8, W (schwarze Balken), Wj-Motiv; graue Balken, zu
Jordan homologe Bereiche; roter Balken, durch bisulfite genomic sequencing untersuchter Bereich. B.
Methylierung im sense-Strang der untersuchten Sequenzbereichs von Jordan-2. Die
Sequenznummerierung entspricht der hinterlegten Sequenz (GenBank Accession No. U58741). Die
Zahlen Uber der Sequenz geben die Anzahl methylierter CpG-Dinukleotide 10 analysierten Klonen an.
Methylierungen aufierhalb der CpG-Dinukleotide (rot) wurden nicht gefunden. An der mit I
gekennzeichneten Position tritt in 4 der 10 untersuchten Klone eine 10 bp-Insertion ,YACGYYACGYA"
auf.

Die Bisulfit-Analyse des Retrotransposons Osser wurde sowohl mit einer DNA-Priparation
aus ganzen Sphéroiden als auch mit Gonidien-DNA durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten
Hinweise auf zellspezifisch unterschiedliche Transposon-Aktivititen erhalten werden.
Allerdings ist die Zahl der sequenzierten Bisulfit-Klone zu gering, um mehr als eine Tendenz

feststellen zu konnen.
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m gag  prot  (endo)  RT RNasell D

DR LTR — LTR DR
B
2 4 0 0
3 2 1 0
3709 CGAAGGATATTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGATAAGTTGAAATCCATCTTGATGTGCG
3 8 6 6 6
1 3 9 6 6
3769 TGACTTGGGTGAGGCCCGTGTGTTTTTTGGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCGGGCCGAGC
0 2
1 0
3829 GTACAATGAAGGTATCACAGAAGAGGTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGG
3 4 3 4
2 1 1 0
3889 AAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGCACTACCTTGCATTCAGCTGGCC
0 0
0 0
3949 AACCACTTGATGTACGGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGCTATATTTGT
5 0 0
2 1 0
4009 CGGTGGGCACTAGGCCTGATATTGCATATTCCGTGGGAGCTCTTGCCCGTCACATGTCCA
2 1 0 0 2
0 0 O 0 0
4069 AGCCCACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCGAAAGGGGTTGTTCGGTACATTGCTGGTACGG
4 8 2
0 0 0
4129 CTGGTCTGGGTATTGTCTTTTCTCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCATGGGTATTGCG
8 8 6 3 4 4 2
6 8 55 3 5 0
4189 ACTCGGACTATGCAGCATGCGTAGATACGCGTCGTTCAACTACCGGCTACGTGTTTTTGA
4249 AT 4250

Abb. 29. CpG-Methylierung des Retrotransposons Osser. A. Schema der genetischen Karte des
Retrotransposons Osser (Lindauer et al., 1993). Die Abklrzungen gag (group-specific antigen), prot

3768

3828

3888

3948

4008

4068

4128

4188

4248

(Protease), endo (Endonuklease), RT (Reverse Transkriptase) und RnaseH (Ribonuklease H) geben

die Lage der Enzymfunktionen im Polyprotein an. DR, direct repeat; LTR, long terminal repeat; roter
Balken, durch bisulfite genomic sequencing untersuchter Bereich. B. CpG-Methylierung im sense-
Strang des untersuchten Sequenzbereichs von Osser. Die Sequenznummerierung entspricht der

hinterlegten Sequenz (GenBank Accession No. X69552). Die Zahlen Uber der Sequenz geben die
Anzahl methylierter CpG-Dinukleotide in jeweils 10 untersuchten Klonen aus ganzen Spharoiden
(schwarz) und Gonidien (grtin) an. Es wurde keine Methylierung auf3erhalb von CpG-Dinukleotiden
(rot markiert) gefunden.
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Der untersuchte Sequenzbereich iiberlappt mit dem Ende der Reversen Transkriptase und dem
Start der RNaseH (Abb. 29A). In diesem Sequenzabschnitt von Osser wurde deutliche CpG-
Methylierung gefunden, und zwar sowohl in Gesamt- wie in Gonidien-DNA (Abb. 29B). Die
Methylierung ist nicht gleichméBig verteilt, es scheint bevorzugt methylierte Bereiche zu
geben (z.B. Pos. 3814-3828 und 4193-4424). Die beobachtete Methylierung steht in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Southern-Analyse. So ist die 260 bp-Bande (Abb.
27, unterer Pfeil) im Hpall-Verdau fast nicht mehr sichtbar. Die dieses Fragment 3’
begrenzende Schnittstelle (Pos. 4131-4134, Abb. 29) ist in 9 von 20 untersuchten Bisulfit-
Klonen methyliert. Der durchschnittliche CpG-Methylierungsgrad in Gesamt-DNA betragt
20 %, in Gonidien-DNA 31 %. Osser ist in Gonidien also stirker methyliert als in
somatischen Zellen.

Die Ergebnisse des bisulfite genomic sequencing zeigen, dass das Transposon Jordan-2 keine
nennenswerte Methylierung aufweist. Die Mitglieder der Jordan-Familie gehdren zu den
mobilsten Transposons in Volvox (Miller et al., 1993), somit erscheint ein silencing durch
DNA-Methylierung fraglich. Aus dem Methylierungsgrad (20-30 %) des Retrotransposons
Osser, dessen Transposition im Labor noch nie beobachtet wurde, kann man hingegen seine

Stilllegung durch CpG-Methylierung folgern.

4.3.2.3 Sequenzvariationen bei den Transposons Jordan-2 und Osser

Bei der Bisulfit-Analyse der Transposons Jordan-2 und Osser wurden 10 bzw. 20
unabhingige PCR-Klone sequenziert. Jordan-2 kommt in 3-5 Kopien im Genom von
V. carteri vor (Miller et al., 1993), Osser wurde in 5-10 Kopien beobachtet (Lindauer et al.,
1993). Mit einiger Wahrscheinlichkeit diirften danach die sequenzierten PCR-Klone die
verschiedenen Kopien des jeweiligen Transposons betreffen.

Im sequenzierten Abschnitt des Transposons Jordan-2 wurden drei verschiedene
Sequenzvarianten beobachtet (Anhang A2). Die der in GenBank hinterlegten Sequenz
entsprechende Variante trat fiinfmal auf (J_01). In vier ansonsten identischen Sequenzen fand
sich eine Insertion von 10 bp (J_02). Eine weitere Sequenz unterscheidet sich in den ersten 83
Basen komplett (J_03). Allen 10 Sequenzen fehlt an Pos. 503 im Vergleich zur publizierten
Sequenz eine Base. Mit grofer Sicherheit liegt deshalb hier ein Sequenzierfehler in der

publizierten Sequenz vor.
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Beim Retrotransposon Osser sind die Sequenzvariationen mit 18 Varianten bei 21 Sequenzen
(incl. der publizierten Sequenz) vielfdltiger (Anhang A3). Auch hier liegen in der in GenBank
hinterlegten Sequenz sehr wahrscheinlich zwei Fehler vor. An Pos. 53 fehlt in der publizierten
Sequenz eine Base im Vergleich allen 20 untersuchten Sequenzen. Die so eingefiihrte
Leserasterverschiebung wird jedoch durch eine {iberzéhlige Base an Pos. 99 wieder
ausgeglichen.

Auch abgesehen von diesen Fehlern entspricht keine einzige der 17 Variationen vollstindig
der publizierten Sequenz. Eine Variation (O _01) wurde viermal beobachtet und ist somit im
Genom wohl am héufigsten vertreten, alle anderen treten nur einfach auf. Drei Variationen
weisen im Vergleich zur publizierten Sequenz Liicken oder Insertionen auf (O 14, O_16,
O _17), ansonsten wurden ausschlieBlich Einzelaustausche beobachtet. Auffillig ist, dass 16
(42 %) der 38 CpG-Motive (rot markiert) in dem Sequenzabschnitt betroffen sind. In einem
Klon sind allein 11 CpG-Positionen (29 %) verdndert (O _17). Fast die Hilfte der
beobachteten Sequenzvariationen in Osser liegt damit in CpG-Motiven. Es treten dabei fast
ausschlieflich G - A Austausche auf, die C > T Austauschen im antisense-Strang
entsprechen. C - T Austausche im sense-Strang konnen aus technischen Griinden beim
bisulfite genomic sequencing nur eines Strangs nicht aufgedeckt werden (alle nicht-
methylierten C werden zu T umgewandelt). Die tatsdchliche Anzahl der Austausche in CpG-
Dinukleotiden ist also vermutlich annédhernd doppelt so hoch als hier beobachtet.

Warum treten gerade C > T Austausche so zahlreich auf? Aus ™C kann durch spontane
Desaminierung T entstehen, das nach einer nachfolgenden DNA-Replikation nicht mehr als
»falsch® in der DNA erkannt werden kann (Adams, 1990). Wie in 4.3.2.2 gezeigt, sind im
Transposon Osser zahlreiche CpG-Motive methyliert. Im Lauf der Zeit mutieren diese
dadurch mehr und mehr zu CpA oder TpG.

Wihrend bei Jordan-2 nur drei auf Insertionen oder Deletionen beruhende Sequenzvarianten
beobachtet wurden, weisen die verschiedenen Osser-Sequenzen zahlreiche Austausche an
Einzelpositionen auf. Von Osser gibt es mindestens 18, statt bisher angenommen, 5-10
Kopien im Genom. Die CpG-Methylierung in Osser, zusammen mit spontaner Desaminierung
des °™C zu T, trigt maBgeblich zur beobachteten Sequenzvariabilitit bei. Neben dem
unmittelbaren silencing-Effekt fithrt CpG-Methylierung auf diese Weise langfristig wohl auch

zu einer dauerhaften Inaktivierung von Transposons durch die Einfiihrung von Mutationen.
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5. Diskussion

DNA-Methylierung hat bei hoheren Eukaryonten zwei Hauptfunktionen. Sie schiitzt die
Integritdt des Genoms, indem sie die Transkription mobiler Elemente und eingedrungener
Fremd-DNA unterdriickt und somit Mutationen durch Transposition und physiologische
Schédden durch Expression des Fremdgens unterdriickt. Dariiber hinaus spielt sie vor allem bei
Vertebraten eine bedeutende Rolle bei der Regulation bestimmter Gene, besonders wahrend
der Entwicklung (Ehrlich, 2003). Auch bei der griinen Kugelalge Volvox carteri wurde “™C
und ein geringer Anteil von “ A in der Kern-DNA nachgewiesen und experimentell deutliche
Hinweise auf einen Zusammenhang von CpG-Methylierung und der Stillegung eines
Transgens geliefert (Babinger, 1999). In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen
Methylierung und silencing von Fremdgenen eindeutig belegt. Dariiber hinaus wurde anhand
Vertretern klassischer Transposons und Retrotransposons nachgewiesen, dass erstere nicht
methyliert werden, solange sie aktiv sind, Retrotransposons dagegen in der Regel stark
methyliert und inaktiv sind. Zuséitzlich weisen Retrotransposons zahlreiche Mutationen auf,
v.a. durch erhhte Mutabilitit von *™C zu T. Es wurde geklart, dass Chloroplasten-DNA in
vegetativ. wachsenden V. carteri-Sphdroiden minimal oder gar nicht methyliert ist. Die
Klonierung und Charakterisierung des Methyltransferase-Gens met1, dessen Genprodukt fiir
die Aufrechterhaltung des methylierten Zustandes bei der DNA-Replikation zustandig ist, ist
Anlass und experimenteller Aufhidnger fiir Studien der Funktion der DNA-Methylierung in

Volvox-Zellen und ihrer Entwicklung.

51 °™C und °"A in Kern-, Chloroplasten- und Gonidien-DNA von

V. carteri

Mit der Methode des **P-postlabeling (3.3.3) wurden 1,1 % “™C und 0,3 % ™A, jeweils
bezogen auf die Gesamtmenge an C bzw. A, in genomischer V. carteri HK10 - DNA nach-
gewiesen. Wie ist der Grad der C-Methylierung der Kern-DNA zu beurteilen? Im Vergleich
zu Vertebraten, bei denen 3-6 % des Cytosins methyliert sind (Adams, 1990), erscheinen
diese Werte eher gering. Bei Pflanzen werden sogar Werte zwischen 6 % (4. thaliana) und

33 % (Roggen) berichtet (Finnegan & Kovac, 2000). Allerdings beobachtet man, dass im
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Allgemeinen die DNA von niederen Eukaryonten schwicher methyliert ist. Die DNA von
vielen einzelligen Eukaryonten wie z.B. S. cerevisiae enthilt kein nachweisbares >"C (Adams,
1990), auch bei C. reinhardtii ist der Gehalt an *™C mit 0,7 % niedriger als bei V. carteri
(Babinger, 1999; Hattman et al., 1978). Der hohere Gehalt der DNA an “™C in hdheren
Eukaryonten konnte seine Ursache in der zunehmenden Differenzierung und der Bedeutung
der C-Methylierung bei der differentiellen Genregulation (Ehrlich, 2003) haben. Der hohe
Methylierungsgrad der DNA bei hoheren Pflanzen hat aber vermutlich andere Griinde. Oft
machen Transposons und Retroelemente einen betrdchtlichen Teil ihrer Genome aus, beim
Mais beispielsweise iiber 50 % (Finnegan et al., 1998), und es gibt experimentelle Hinweise
dafiir, dass ein wesentlicher Teil der *"CpGs fiir eine effiziente Stilllegung dieser ,,intra-
genomischen Parasiten® gebraucht wird (vgl. 5.4). Dariiber hinaus besitzen hohere Pflanzen
Methyltransferasen der Chromomethylase- und DRM-Familie, die nicht nur CpG-Motive wie
bei V. carteri (vgl. 5.3) oder Tieren (Bestor, 2000) erkennen und modifizieren, sondern in
hohem Mafle auch CpNpG- oder gar asymmetrische Motive methylieren (Cao & Jacobsen,
2002a). Deshalb diirfte allein die weit groere Auswahl an Zielsequenz-Motiven einen
hoheren Grad an Methylierung ausmachen.

In Gameten und Zygoten von C. reinhardtii wurden C-Methylierungsgrade der ctDNA von
tiber 50 % beobachtet, wiahrend sie in vegetativ wachsenden Zellen kaum methyliert ist. Nur
die stark methylierte ctDNA aus Gameten des Paarungstyps mt+ wird an die Nachkommen
weitergegeben, wihrend die kaum methylierte ctDNA des Paarungstyps mt- abgebaut wird.
Die Funktion der Methylierung ist dabei nicht der Schutz der mt+-ctDNA vor Abbau, sondern
die Forderung der Replikation der mt+-ctDNA in der Zygote (Umen & Goodenough, 2001).
Angeregt durch diese Beobachtungen wurde auch ctDNA aus V. carteri auf das Vorkommen
von “™C untersucht. Die ctDNA aus vegetativen Volvox-Sphiroiden enthilt jedoch keine
nennenswerten Mengen an “™C und *"A (4.1.2). Unbekannt ist bisher, ob in Volvox-Gameten
oder -Zygoten die ctDNA methyliert ist. Diese Experimente wurden vor allem wegen des
technischen Problems der Isolierung grofBerer Zellmassen zuriickgestellt. Sexuelle
Kreuzungen bei V. carteri sind so ineffektiv, dass die Gewinnung gréerer Mengen an
Zygoten nicht praktikabel ist.

Coleman und Maguire (1982) beobachteten in Gonidien spektroskopisch einen enormen
Anstieg des ctDNA-Gehalts auf iiber 99 % der Gesamt-DNA-Menge, was die potentielle
Moglichkeit eroffnen wiirde, sehr reine ctDNA aus Gonidienzellen fiir Untersuchungen zu

gewinnen. Demgegentiber standen jedoch Experimente von Kochert (1975), nach denen der
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ctDNA-Gehalt in Gonidien nur auf 30 % ansteigt. Tatséchlich wurden die Werte von Kochert
im Rahmen dieser Arbeit exakt bestitigt (4.1.3). In der gewonnenen Gonidien-DNA wurden
0,5 % “™C und <0,1 % ™A nachgewiesen. Der Riickgang des Gehalts an methylierten Basen
im Vergleich zu Gesamt-DNA kann nur teilweise durch den hoheren ctDNA-Gehalt erklart
werden. Eine biologische Bedeutung des geringeren C-Methylierungsgrades in Gonidien ist
nicht auszuschlieflen (5.5).

Die V. carteri-Stimme HK 10 und Poona unterscheiden sich trotz fast gleicher Gensequenzen
bei Restriktionsanalysen im Fragmentierungsmuster. Enzyme, die in HK10-DNA einzelne
Schnittstellen nicht erkannten, konnten Poona-DNA im identischen Sequenzkontext
schneiden. Als Ursache hierfiir wurde DNA-Methylierung angenommen, jedoch konnte ein
zugrunde liegende Methylierungsmuster nie definiert werden (Kirk, 1998). Aus den
Beobachtungen lie8 sich vermuten, dass Poona-DNA einen geringeren Methylierungsgrad
aufweisen sollte als HK10-DNA. Diese Annahme wurde bestitigt (4.1.1). Im Stamm Poona
betrigt der “"C-Anteil 0,8 % (HK10: 1,1 %), der SmA _Gehalt ist mit 0,3 % vergleichbar mit
HK10. Eine C-Methylierung konnte jedoch als Ursache fiir die Blockierung von Schnitten im
nitA-Gen von V. carteri HK10 bereits ausgeschlossen werden (Babinger, 1999). Ob DNA-
Methylierung wirklich ursdchlich fiir das unterschiedliche Restriktionsverhalten ist, bleibt
daher offen.

Adenin-Methylierung von Genom-DNA wurde bereits mehrfach bei Eukaryonten, vor allem
in Einzellern wie C. reinhardtii, Paramecium aurelia und Peridinium triquetrum beobachtet
(Hattman et al., 1978), Erkenntnisse aus hoheren Eukaryonten liegen erst aus neuester Zeit
vor. Fedoreyeva und Vanyushin (2002) isolierten eine N°-Adenin-DNA-Methyltransferase
aus Weizenkeimlingen, die spezifisch das Adenin in der Sequenz TG ATCA methyliert.
Dieser Arbeitsgruppe gelang auch der Nachweis von Adenin-Methylierung im Gen der
DRM2-Methyltransferase von Arabidopsis thaliana (Ashapkin et al., 2002). In der DNA von
V. carteri tritt ®"A im Genom in einer Haufigkeit von 0,3 % auf. Basierend auf im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Restriktionsanalysen (nicht gezeigt) wird *"A bei Volvox im
GATC-Motiv vermutet, das Bestandteil des aus Weizen bekannten TGATCA-Kontextes ist.
In weitergehenden Untersuchungen soll deshalb durch Southern-Analysen mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen getestet werden, ob in eingeschleuster,
transgener GATC-methylierter DNA die A-Methylierung erhalten bleibt. Das wiirde
bedeuten, dass es in Volvox eine GATC-spezifische Adenin-Methyltransferase geben muss.

Des weiteren soll in diesen Experimenten durch Variation der an GATC-Motive benachbarten
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Basen versucht werden, das Methylierungsmotiv auf den umgebenden Sequenzkontext zu
erweitern.

Die biologische Funktion von ®"A in der DNA von Eukaryonten ist noch véllig ungeklirt.
Rogers et al. (1986) vermuten eine Beteiligung an DNA-Reparaturmechanismen. Neuere
Arbeiten, die auf Untersuchungen in vitro GATC-methylierter Transgene sowie Expression
des bakteriellen dam-Gens in Eukaryonten beruhen, zeigen, dass die Expression A-
methylierter Gene gesteigert ist (Graham & Larkin, 1995; van Blokland et al., 1998). Ein
Einfluss von Methylierung im GATC-Kontext auf die Transformationsrate bei V. carteri
wurde bereits ausgeschlossen (Koppl, 2003), Untersuchungen zur Expressionsrate von so

modifizierten (Trans-)genen wurden jedoch noch nicht durchgefiihrt.

5.2 Das met1-Gen codiert fiir eine Erhaltungs-Methyltransferase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Stilllegen von Transgenen und Transposons
bei Volvox mit CpG-Methylierung korreliert. Um auch iiber mogliche Funktionen der DNA-
Methylierung bei der Regulation z.B. von Entwicklungsgenen zu erlangen, sollten die
enzymatischen Grundlagen dieses Vorgangs ndher untersucht werden. Deshalb wurde das
Gen einer DNA-Cytosin-Methyltransferase (metl) isoliert und sequenziert. Von bisher
bekannten 5,6 kb der cDNA codieren 4,4 kb fiir 1.468 AS, der 5’-Bereich der metl-cDNA
steht noch aus. Genomisch ist das gesamte Gen bis auf zwei in Introns liegende hochrepetitive
Elemente vollstindig sequenziert, es umfasst ca. 25 kb und besteht aus mindestens 29 Exons.
Aus GroBenvergleichen mit homologen, bekannten Methyltransferasen (ca. 1.500-2.000 AS)
sowie durch Anwendung von gene finding-Programmen wurden im 5’-Bereich weitere finf
bis sechs Exons vorausgesagt, die 1,3-2,0 kb umfassen.

Um metl aus V. carteri funktionell und verwandtschaftlich einzuordnen, wurden mit der
abgeleiteten, bisher bekannten Proteinsequenz multiple alignments mit bereits bekannten, gut
charakterisierten Methyltransferasen anderer Spezies erstellt. Dazu wurden représentative
Vertreter der vier wichtigsten, gut charakterisierten Methyltransferase-Klassen gewdhlt.
Dnmtl von Maus und Mensch sowie Metl aus Tomate und Arabidopsis gehodren zur
Dnmt1/Metl-Klasse, der die Funktion der Erhaltungsmethylierung in CpG-Motiven
zugesprochen wird (Finnegan & Kovac, 2000). Dnmt3a und Dnmt3b (Mensch) besitzen de
novo-Methylase-Funktion (Kim et al., 2002). De novo-Aktivitit wurde auch fiir DRM2 aus
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Dnmt1 Maus
(P13864)

Dnmt1 Mensch
(NP_001370)

Met1 Tomate
(CAA05207)

MET1 Arabidopsis
(AAA32829)

Met1 Volvox

CMT3 Arabidopsis
(AAK69756)

Dnmt3a Mensch
(Q9Y6K1)

Dnmt3b Mensch
(Q9UBC3)

DRM2 Arabidopsis
(AAT66129)

Abb. 30. Vergleich von DNA-Cytosin-Methyltransferasen verschiedener Spezies. Das Dendrogramm
wurde mit PileUp (GCG-Paket) erstellt. In Klammern die GenBank Accession No. der Protein-
sequenzen.

A. thaliana gezeigt (Cao & Jacobsen, 2002b). CMT3 représentiert mit den Chromomethylasen
eine weitere, ausschlieBlich in Pflanzen vorkommende Gruppe von Methyltransferasen, die
wie die DRM-Methylasen im CpNpG-Kontext methyliert (Cao & Jacobsen, 2002a). Das vom
alignment-Programm PileUp (GCG-Paket) erstellte Dendrogramm zeigt Abb. 30. Metl aus
Volvox zeigt demnach die hochste Verwandtschaft mit den Enzymen der Metl/Dnmt1-Klasse,
und hier speziell mit den pflanzlichen Vertretern. Die Chromomethylase und de novo
Methylasen sitzen dagegen auf anderen Asten des Dendrogramms.

Um die Einordnung von Volvox Metl als Erhaltungsmethylase zu untersteichen, wurde ein
multiple alignment der Metl-Peptidsequenz mit sieben pflanzlichen und tierischen Vertretern
der Dnmt1/Metl1-Klasse erstellt (Anhang A4). Mit eingefiigt ist auch die bei C. reinhardtii
partiell charakterisierte Methyltransferase Cmt2, mit der Volvox Metl mit 56 % Identitdt und
62 % Ahnlichkeit die groBte Ubereinstimmung zeigt (bei Beschrinkung des Vergleichs auf
die Methyltransferase-Doméne belaufen sich die Werte auf 78 % bzw. 81 %). Die
hochkonservierten Motive (M I — M X, Anhang A4) der Methyltransferase-Doméne sind allen
verglichenen Proteinen gemeinsam. Die bei den pflanzlichen Vertretern weniger deutlich als

bei tierischen Vertretern vorhandene Lysin-Glycin-Wiederholung, welche die
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Methyltransferase-Doméne von der N-terminalen Doméne trennt, fehlt bei den V. carteri- und
C. reinhardtii-Sequenzen ganz. Die N-terminale Domine ist zwischen den verschiedenen
Proteinen weit weniger konserviert, es treten zahlreiche Liicken bzw. Insertionen auf, v.a. bei
den Volvox und Chlamydomonas-Methyltransferasen. Ein hoher konservierter Bereich ist
jedoch allen gemeinsam, der sich (bezogen auf die Nummerierung des alignments) von Pos.
612 bis Pos. 877 erstreckt. Dieser Bereich lenkt das Enzym zu den Punkten der DNA-
Replikation, wo hemimethylierte DNA, das bevorzugte Substrat der Erhaltungs-
Methyltransferasen, entsteht (Leonhardt et al., 1992; Liu et al., 1998). Das Vorhandensein
dieses Bereichs ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei V. carteri Metl tatsdchlich
um eine Erhaltungs-Methyltransferase handelt.

Die Methylierung ist bei V. carteri wie bei Vertebraten ausschlieBlich auf CpG-Dinukleotide
begrenzt, eine Methylierung im CpNpG- oder asymmetrischen Kontext wurde nicht gefunden
(4.3.1.3). Diese in Pflanzen zusitzlich vorhandenen Motive werden hauptsdchlich von
Methyltransferasen der fiir Pflanzen eigentiimlichen Chromomethylase- und DRM-Familien
methyliert (Cao & Jacobsen, 2002a). Ein Fehlen der Methylierung in diesen Motiven lésst
vermuten, dass Enzyme dieser Familien in V. carteri nicht existieren oder ebenfalls nur CpG-
Spezifitit zeigen. Fiir Volvox stellt sich die Frage, welche Methyltransferase die Funktion
einer de novo CpG-Methylierung libernimmt, einer Funktion, die in A. thaliana die DRM-
Methyltransferasen ausiiben (Cao & Jacobsen, 2002b).

BLAST-Recherchen in der kiirzlich verdffentlichten Erstfassung des C. reinhardtii-
Genomprojektes (US Department of Energy, Joint Genome Institute, http://www.jgi.doe.gov/)
zeigen, dass es in Chlamydomonas mindestens drei v.a. in den N-terminalen Bereichen
voneinander abweichende Methyltransferasen gibt. Das Vorhandensein weiterer
Methyltransferasen neben Metl, die de novo — Funktion tragen konnen, ist daher auch bei
Volvox sehr wahrscheinlich. Eine Suche nach entsprechenden Genen, ausgehend von den
Chlamydomonas-Sequenzdaten, ist jetzt naheliegend.

Die stirkste Expression eines Gens einer Erhaltungs-Methyltransferase erwartet man zur Zeit
der stirksten DNA-Replikation, in V. carteri also vor und wihrend der Teilungen in der
Embryogenese. Untersuchungen der Expression des V. carteri met1-Gens waren bisher jedoch
nicht erfolgreich In Northern-Analysen konnte weder mit Gesamt-RNA noch mit isolierter
mRNA ein Signal erhalten werden (Cakstina, 2001) Daraus wurde auf eine sehr schwache
Expression des Gens geschlossen. Dieser Befund erklirt auch die Schwierigkeiten bei der

Komplettierung der cDNA mittels RT-PCR. Entsprechende Probleme bei der Analyse des
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Cmt2-Gens von C. reinhardtii (J. Umen, pers. Mitteilung) haben die selbe Ursache: Extrem
schwache Genexpression und vermutlich eine kurze Halbwertszeit der mRNA.

Eine biologische Funktion des Metl-Enzyms zusétzlich zum silencing von Fremd-DNA
konnte iiber knock-out Mutanten (falls nicht letal) eruiert werden. Bei den einfachen
Griinalgen C. reinhardtii und V. carteri funktioniert diese Methode allerdings wegen sehr
seltener homologer Rekombinationsereignisse nicht effizient (Hallmann et al., 1997). Deshalb
versuchten wir zusammen mit I. Cakstina (2001), die met1-Expression {iber ein antisense-
Konstrukt zu reduzieren. Die Antisense-Technologie ist bereits mehrmals erfolgreich bei
Volvox und Chlamydomonas eingesetzt worden (Ebnet et al., 1999; Krockel, 2002;
Pfannenschmid et al., 2003). Im vorliegenden Fall wurden jedoch keine eindeutigen
Phanotypen erhalten. Wiederholt wurden zwar Mutanten mit Defekten in der
Gonidienentwicklung und Inversion beobachtet, gelegentlich traten diese aber auch bei
Kontrollanséitzen auf. Das kann mehrere Ursachen haben: (1) Die Antisense-Methode fiihrt
meist nur zu einer Reduktion der Aktivitdt statt zur vollstindigen Abschaltung des Zielgens
(I. Kobl, pers. Mitteilung). Eine nur geringfiigige Reduzierung der Metl-Aktividt wiirde
vermutlich den Methylierungsgrad der DNA nicht weit genug senken, um Effekte sichtbar
werden zu lassen. (2) In Arabidopsis gibt es sechs verschiedene Methyltransferasen der Met1-
Familie. (Genger et al., 1999). Selbst Vertreter verschiedener Methyltransferase-Klassen
konnen sich in ihrer Funktion zumindest teilweise ersetzen (Bestor, 2000). Auch bei Volvox
konnten mehrere isofunktionelle Methyltransferasen den Ausfall eines Vertreters
kompensieren.

Vergleiche mit bereits bekannten Methyltransferasen legen fiir Metl von V. carteri eine
Funktion als CpG-spezifische Erhaltungs-Methyltransferase nahe. Eine deutliche Reduktion
der Expression von metl sollte somit zu einer genomweiten Hypomethylierung mit
Konsequenzen fiir das silencing von Fremd-Genen und Transposons, vielleicht auch fiir die
Regulation von Differenzierungsgenen fiihren. Abschaltungsexperimente mit siRNA gelten
zur Zeit als effizientester Weg, um Gene gezielt stillzulegen (Myers et al., 2003) und sind
geplant. Des weiteren sind bereits met1-Uberexpressions-Konstrukte vorhanden, mit denen in
zukiinftigen Experimenten eine Aktivitatssteigerung von Metl und somit moglicherweise eine

Hypermethylierung des Genoms erreicht werden kann.
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5.3 Korrelation von CpG-Methylierung mit dem silencing eines Transgens

Ein regelmifig beobachtetes Phinomen bei der Transformation von V. carteri ist die hiufig
nur schwache oder gar nicht vorhandene Expression des Fremdgens. Immer wieder verlieren
unmittelbar nach der Transformation normal exprimierte Fremdgene nach einigen
Generationen an Aktivitdt. Besonders auffillig ist das Ausfallen des bei der Transformation
verwendeten Selektionsmarkers, das zum Absterben der zunéchst als ,,positiv* identifizierten
Transformanten im Selektionsmedium fiihrt (Schiedlmeier et al., 1994). Die Inaktivierung
von Transgenen wurde ebenfalls bei Chlamydomonas (Blankenship & Kindle, 1992) und
vielen Pflanzen (Matzke & Matzke, 1995) beobachtet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
der Aktivititsverlust eines funktionell intakten heterologen Transgens in einer Volvox-
Transformante mit CpG-Methylierung korreliert.

Zwei Volvox-Transformanten, Hill 181 und Hill 183, waren 1993 durch biolistische
Transformation mit einem Konstrukt aus dem C-ars-Gen und dem Volvox [B2-Tubulin-
Promotor erzeugt worden und hatten Aktivitdt der codierten heterologen Arylsulfatase
gezeigt. Sechs Jahre spiter, nach ca. 1000 Generationen, zeigte Hill 181 immer noch starke
Ars-Aktivitédt, Hill 183 jedoch nicht. Mittels Southern-Analysen wurde ausgeschlossen, dass
ein Verlust des Transgens Ursache fiir den Funktionsausfall bei Hill 183 war.

Die immer noch intakte Integration von C-ars in Hill 183 lie vermuten, dass das Transgen
auf epigenetischem Wege stillgelegt sein konnte. Verstirkt wurde diese Annahme durch
Reaktivierungsexperimente mit 5-Aza-Cytidin (AzaC) und Trichostatin A (TSA) (Abb. 23,
Tab. 15). Dies gab Anlass zu einer detaillierten Untersuchung des Transgens in Hill 183 und
Hill 181 auf Cytosin-Methylierung mittels bisulfite genomic sequencing. In den beiden
ausgewdhlten Sequenzabschnitten zeigte sich ein deutlicher Unterschied im CpG-
Methylierungsgrad zwischen Hill 183 (im Mittel 40 %) und Hill 181 (im Mittel 7 %). Dabei
sind in Hill 183 nahezu alle untersuchten Klone methyliert, in Hill 181 dagegen wenige
relativ stark, die Mehrzahl jedoch gar nicht (Abb. 24, Tab. 17). Dies deutet darauf hin, dass in
Hill 181 die 24 Kopien des C-ars-Transgens auf mindestens zwei unabhingige
Integrationsstellen verteilt sind, von denen eine methyliert und stillgelegt ist, die andere
jedoch nicht.

Bei Sdugern findet man haufig CpG-Inseln in 5” oder 3’ gelegenen regulatorischen Bereichen,
z.B. bei den Globin-Genen, und CpG-Methylierung ist eng verkniipft mit deren
transkriptioneller Regulation (Busslinger et al., 1983; Gardiner-Garden & Frommer, 1987).
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CpG-Motive treten in codierenden Genbereichen eher unterreprisentiert auf. Im Gegensatz
dazu zeigt das C-ars-Gen die grofite CpG-Dichte in Exons (14-17 %), wo sich ca. doppelt so
viele davon finden als in Introns und upstream-Bereichen (7-8 %) (Tab. 16). Dies diirfte eine
Folge des hohen GC-bias bei Algen der Volvocaceae sein (Schmitt et al., 1992). Auch die
CpG-Methylierung ist liber das gesamte C-ars-Gen verbreitet, wihrend bei Sduger-Genen die
Methylierung auf die auBBerhalb der codierenden Sequenz liegenden CpG-Inseln begrenzt ist.
Dieser Unterschied ldsst sich aus der unterschiedlichen Funktion der DNA-Methylierung in
beiden Fillen erkldren: Sdugergene, die durch DNA-Methylierung nur zeitweise abgeschalten
werden, miissen ihre Integritit behalten. Methylierte C konnen jedoch spontan zu T
desaminieren und werden von Reparaturmechanismen nur schlecht erkannt. Eine
Methylierung solcher Gene in der codierenden Sequenz wiirde also ihre Funktion bei spéterer
Reaktivierung gefdhrden. Das Ziel der Methylierung von Fremd-Genen hingegen ist deren
dauerhafte Abschaltung. Eine erhohte Mutationsrate im Fremd-Gen und somit die
Moglichkeit, es dauerhaft funktionell zu schiadigen, kann dieses Ziel nur unterstiitzen. Bei
dem Volvox-Retrotransposon Osser konnte dieser Effekt direkt beobachtet werden (5.4).
Wenn V. carteri ein Transgen methylieren und damit stilllegen kann, dann sollte bereits in
vitro CpG-methylierte Fremd-DNA nach der Transformation von Anfang an nicht zur
Expression kommen. Entsprechende Experimente bestitigten diese Vermutung (4.3.1.4).
Zahlreiche Arbeiten belegen eine enge Vernetzung von DNA-Methylierung und Histon-
Modifikationen zur Etablierung eines heterochromatischen Zustandes, der zur Inaktivierung
von Genen fiihrt (Robertson, 2002). Unklar ist noch, ob CpG-Methylierung der erste Schritt
zur Inaktivierung von Genombereichen ist, oder nur eine Folgeerscheinung, die vor allem der
stabilen Aufrechterhaltung dieses Zustandes dient. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei Volvox,
wie auch bei anderen Organismen (Qu & Ehrlich, 1999) die Methylierung von CpG-
Dinukleotiden ausreicht, um ein silencing einzuleiten. Zusammen mit Experimenten, die
Histon-Modifikationen als erste Stufe des silencing-Prozesses belegen (Robertson, 2002),
fiihrt dies zum Schluss, dass eine Einleitung des Inaktivierungsprozesses durch DNA-
Methylierung und Chromatin-Kondensation an verschiedenen Stellen dieses ,,Netzwerks
erfolgen kann.

CpG-methylierte Transgene werden also in V. carteri nicht exprimiert. Die Methylierung
kann dabei kiinstlich eingefiihrt werden, V. carteri kann aber auch selbstdndig transgene DNA
methylieren und stilllegen. Wie kommt es zu dieser Methylierung im Organismus? Zwei

verschiedene Moglichkeiten kommen dazu in Betracht. Zum einen kann der Organismus aktiv
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das Transgen als fremd ,erkennen“ und es deaktivieren. Dieser Prozess erfordert das
Vorhandensein eines Erkennungsmechanismus und einer effizienten de novo
Methylierungsmaschinerie. Widerspriichlich ist aber, warum dann nicht jede Transformante
eines Transformationsansatzes vom silencing betroffen ist. Bei ihrer Herstellung 1993 wurden
sechs Ars-positive Transformanten gewonnen (Kobl, 1993), nur eine davon (Hill 183) zeigt
heute keine Ars-Aktivitdit mehr. Auch in anderen Féllen trifft ein mogliches silencing in
Volvox nur einen geringen Teil der zunédchst positiven Transformanten (Schiedlmeier et al.,
1994).

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Methylierung von Transgenen ist ein Ausbreiten der
Methylierung aus dem Genom, wenn es in einen bereits stillgelegten und methylierten
Heterochromatinbereich integriert. Es wird angenommen, dass die Methylierung in diesem
Fall von DNA-Replikation zu DNA-Replikation weiter ins Fremd-Gen eindringt (Vaucheret
et al., 1998). Umgekehrt miisste demnach auch beobachtet werden kdnnen, dass sich nach der
Transformation von in vitro methylierter DNA die Methylierung des Transgens auf das
umgebende Genom ausbreitet. Erste Hinweise hierfiir wurden in dieser Arbeit gefunden
(Daten nicht gezeigt) und in weiterfilhrenden Arbeiten bekriftigt (Koppl, 2003). Eine
Untersuchung durch bisulfite genomic sequencing von Bereichen, die an ein methyliertes
Transgen angrenzen, ist derzeit im Gange (R. Koppl, pers. Mitteilung).

Die Tatsache, dass nur einige Transformanten vom silencing durch DNA-Methylierung
betroffen sind, macht es unwahrscheinlich, dass es einen effizienten Mechanismus zur
Erkennung von Fremd-DNA bei V. carteri gibt. Wahrscheinlicher ist das langsame
Ausbreiten der DNA-Methylierung nach Integration des Transgens in heterochromatische
Bereiche. Auch die Beobachtung, dass Transgene erst nach einigen Generationen an Aktivitat
verlieren, unterstiitzt diese These.

Die Southern- und plasmid rescue-Analysen der Transformanten Hill 181 und Hill 183
enthiillten einen interessanten Sachverhalt: Die meisten Transgen-Kopien waren in Tandem-
Anordnung hintereinander ins Genom integriert. Dariiber hinaus wurde eine direkte
Nachbarschaft des C-ars-Konstrukts zum Selektionsmarker nitA beobachtet. Als Ursache
dafiir wird eine Rekombination von Selektionsmarker und Fremdgen tragenden Plasmiden zu
einem circuldren Concatemer vor der Integration ins Genom vermutet. Als Basis fiir das
Rekombinationsereignis dienten die homologen Sequenzen des Vektors. Homologe

Rekombinationsereignisse zwischen Plasmiden waren auch schon von Hallmann et al. (1997)
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beobachtet worden, eine Ausbildung von langen Concatemeren aus mehreren Plasmiden wird
jedoch hier erstmals beschrieben.

Die homologe Rekombination im Genom von Volvox ist, wie bei anderen Griinalgen, ein sehr
seltenes Ereignis und kann daher nicht effizient zum experimentellen Austausch oder knock-
out von Genen genutzt werden (Hallmann et al., 1997). Hingegen scheint bei der
Transformation von Volvox eine Rekombination von Plasmiden relativ hdufig aufzutreten.
Wihrend die Rekombination von Plasmiden zu einem Concatemer wahrscheinlich durch
Topoisomerasen oder Transposon-Resolvase-dhnliche Enzyme erfolgen kann und nur ein
Einzel-crossover notig ist, ist fliir den homologen Genaustausch ein Doppel-crossover und ein
effizientes homologes Rekombinationssystem erforderlich, welches in Volvox aber
offensichtlich nicht vorhanden ist. Fraglich bleibt, warum eine homologe Rekombination
zwischen Plasmiden bei Volvox mdglich ist, jedoch die Integration ins Genom, die genauso
iber ein einzelnes crossover-Ereignis erfolgt, fast nie in homologen Sequenzbereichen des
Genoms stattfindet (Schiedlmeier et al., 1994). Eine Analyse der zugrundeliegenden
Rekombinationsprozesse konnte helfen, die Integration eines Transgens an homologen
Sequenzen ins Genom zu etablieren und so Gene gezielt zu zerstéren. Ebenso konnte die
Expression artfremder Rekombinasen, wie dem vielseitig verwendbaren cre/lox-System (Hoa

et al., 2002), neue gentechnische Zugangsmdglichkeiten zum Genom von Volvox erdffnen.

5.4 Volvox-Transposons und CpG-Methylierung

Kiinstlich eingeschleuste Fremd-DNA wird von V. carteri durch CpG-Methylierung
stillgelegt. Was sind aber die natiirlichen Ziele eines auf DNA-Methylierung basierenden
silencing-Mechanismus? Yoder et al. (1997) postulierten, dass die Hauptfunktion von DNA-
Methylierung bei Eukaryonten nicht die Regulation von Genen, sondern die Abwehr
»intragenomischer Parasiten* sei. Dazu zdhlen Transposons und Retroelemente, die einen
betrdchtlichen Teil des Genoms vieler Eukaryonten ausmachen. So bestehen ca. 40 % des
Sdugergenoms und 50 % des Mais-Genoms aus Retroelementen (SanMiguel et al., 1996;
Smit, 1999). Mehrere Arbeiten belegen ein silencing von Transposons durch DNA-
Methylierung (Miura et al., 2001; Singer et al., 2001). Bei V. carteri sind mehr als zehn
verschiedene Transposons und Retroelemente bekannt. Werden sie durch DNA-Methylierung

in Schach gehalten?



DISKUSSION 97

Das Transposon Jordan-2 (Kohl, 1997), die Retrotransposons Osser (Lindauer et al., 1993)
und Liickenbiiffer (Ko6hl, 1997), sowie zwei neu identifizierte Osser- und Lusen-dhnliche
Retrotransposons, RG3 und RG8 (Amann, 2002), wurden durch Southern-Analysen mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen auf CpG-Methylierung untersucht. Alle flinf
Transposons zeigten mehr oder weniger starke Methylierung (Abb. 27). Das Transposon
Jordan-2 und das Retrotransposon Osser wurden fiir detaillierte Untersuchungen mit bisulfite
genomic sequencing ausgewéhlt.

Jordan-2 zeigte als Vertreter der aktiven Jordan-Familie im ausgewéhlten Sequenzbereich
nur eine sehr geringe CpG-Methylierung und ist somit offensichtlich nicht durch DNA-
Methylierung stillgelegt. Entsprechend erscheinen auch in der Southern-Analyse die vier von
der Sonde abgedeckten erwarteten Restriktionsfragmente im Hpall- und Mspl-Verdau in
gleicher Stdrke. Nur bei einigen der zahlreichen zusitzlich beobachteten Banden treten
Unterschiede auf. Die Jordan-Familie besteht aus mindestens fiinf verschiedenen Mitgliedern
(Miller et al., 1993). Die in der Southern-Analyse gewdhlte Sonde kann in den 3’-gelegenen
ca. 200 bp wahrscheinlich mit allen Mitgliedern der Jordan-Familie hybridisieren, was die
Vielfalt der beobachteten Banden erklart. Einige Jordan-2-Verwandte sind offensichtlich in
gewissem MaBe CpG-methyliert, fiir Jordan-2 selbst trifft dies aber vermutlich eher nicht zu.
Bei den methylierten Vertretern kdnnte es sich z.B. um defekte, oder in heterochromatische
Bereiche gesprungene und durch Methylierungsausbreitung deaktivierte Transposons
handeln.

Im Gegensatz zu Jordan ist eine Mobilisierung des Retrotransposon Osser im Labor noch
nicht beobachtet worden. Ein Abschnitt des fiir die Reverse Transkriptase und RNaseH
codierenden Bereichs des offenen Leserahmens von Osser wurde durch bisulfite genomic
sequencing untersucht. In einer Gesamt-DNA-Probe erwiesen sich 20 % der CpG-Motive als
methyliert, in Gonidien sogar 31 %. Dies steht in Korrelation zu den Ergebnissen der
Southern-Analyse, in der Osser die am eindeutigsten interpretierbaren Unterschiede zwischen
Hpall- und Mspl-Verdau zeigt. Eine geringere Methylierung von Osser in Gonidien, die
aufgrund einer gonidienspezifischen Expression des Osser-dhnlichen Retrotransposons RGS8
vermutet worden war (Amann, 2002), konnte hingegen nicht bestétigt werden. Vielmehr
scheint der Methylierungsgrad von Osser in Gonidien sogar etwas hoher als in Somazellen zu
sein, eine Beobachtung, die mit dem Schutz der Keimbahn vor Mutationen im Einklang steht.

Sowohl bei Jordan-2 als auch bei Osser wurden Sequenzvariationen beim bisulfite genomic

sequencing festgestellt. Bei Jordan-2 wurden drei verschiedene Varianten beobachtet, die sich
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durch Insertionen bzw. in langeren Sequenzabschnitten unterscheiden. Hingegen wurden bei
Osser in 20 untersuchten Klonen 17 verschiedene Varianten gefunden, die sich meist nur in
einzelnen Basen unterscheiden. Uberproportional viele Einzelaustausche betreffen CpG-
Motive. C kann durch spontane Desaminierung leicht mutieren. Wahrend normales C zu U
mutiert, das als nicht in DNA vorkommende Base von Reparaturenzymen erkannt und
entfernt werden kann, wird aus *™C durch Desaminierung T, das nach Replikation in der DNA
manifest bleibt. In der Tat lassen sich fast alle beobachteten Mutationen in CpG-Motiven auf
C-zu-T-Austausche zuriickfiihren.

Die beobachteten zahlreichen Sequenzvariationen deuten darauf hin, dass auf den meisten
Osser-Kopien kein Selektionsdruck mehr liegt, weil sie inaktiv als ,junk-DNA* im Genom
vorliegen. Durch CpG-Methylierung verursachte C-zu-T-Mutationen konnten zum
Funktionsverlust des Osser-Polyproteins und somit zur entgiiltigen Stillegung der betroffenen
Transposon-Kopie gefiihrt haben. Jordan-2 hingegen weist praktisch keine CpG-
Methylierung auf. Mitglieder der Jordan-Familie sind mit einer Transpositionsrate von 107
als hochbewegliche Elemente bekannt (Miller et al., 1993). Fraglich bleibt, warum V. carteri
Jordan nicht so effizient stilllegen kann.

Vor kurzem wurde mit Kangaroo ein neues Retrotransposon bei V. carteri identifiziert
(Duncan et al., 2002). Es gehort zu einer neu entdeckten Klasse von Retrotransposons und ist
hochmobil. Kangaroo wire demnach ein interessanter Kandidat fiir Methylierungs-Analysen.
Kann V. carteri manche Transposons wie Kangaroo oder das unbekannte Jordan-
Masterelement weniger effizient methylieren und damit stilllegen? Liegen Kopien dieser
aktiven Elemente in Genombereichen, die aus funktionellen Griinden (z.B. ein eng
benachbartes essentielles Gen) nicht methyliert werden konnen? Wie bei der Inaktivierung
von Transgenen stellt sich auch bei Transposons die Frage, ob ein gezieltes silencing vorliegt
oder ob sie nur dann durch Methylierungsausbreitung stillgelegt werden, wenn sie zufillig in
heterochromatische Bereiche springen. Untersuchungen beim Menschen zeigen, dass sogar
Retroelemente, die in Introns sitzen, gezielt CpG-methyliert sind, wihrend Exons und
Promotoren der betroffenen Gene nicht methyliert sind (Yoder et al., 1997). Die
Beantwortung der Frage, ob die silencing-Mechanismen bei Volvox &hnlich hoch evolviert
sind wie beim Menschen, um eine derart gezielte Inaktivierung von ,,parasitirer DNA* zu

erlauben, wird eines der interessantesten Ziele in der weiteren Forschung sein.
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5.5 Hat CpG-Methylierung eine genregulatorische Funktion bei

V. carteri?

Neben dem silencing von Fremdgenen und Transposons wird als zweite wichtige Funktion
der DNA-Methylierung bei Eukaryonten eine Beteiligung an der Genregulation beobachtet.
Eine essentielle Aufgabe bei der Inaktivierung des X-Chromosoms und beim genomic
imprinting ist durch zahlreiche Arbeiten belegt (Attwood et al., 2002), auch bei Pflanzen gibt
es Hinweise auf ein imprinting z.B. bei der Samenentwicklung (Baroux et al., 2002). Die
unmittelbare Beteiligung der C-Methylierung bei der Genregulation im Rahmen der
Differenzierung und Embryonalentwicklung war jedoch bis vor kurzem noch umstritten
(Bestor, 2000; Walsh & Bestor, 1999). Zahlreiche neue Arbeiten untermauern jedoch Befunde
von Gewebe- oder Entwicklungsspezifischen Anderungen des Methylierungszustands in
Genen, die in direktem Zusammenhang mit deren Expression stehen (Ehrlich, 2003). Auch in
Pflanzen gibt es mehrere Hinweise auf eine Beteiligung bei Entwicklungs- und
Differenzierungsvorgidngen, z.B. bei der Bliitenbildung (Finnegan et al., 1998; Sherman &
Talbert, 2002).

Ist auch bei V. carteri CpG-Methylierung an einer direkten Genregulation z.B. im Rahmen
der Zelldifferenzierung beteiligt? Hinweise auf eine Beteiligung von CpG-Methylierung an
der Regulation von regA gibt es bisher trotz gezielter Suche nicht (Pickl, 2001). Eine
Demethylierung von in vitro methyliertem regA wurde hingegen bereits beobachtet. Schleust
man in vitro methyliertes regA in V. carteri 153-68 (regA’) ein, so wird regA zunichst nicht
exprimiert und die Transformanten zeigen einen RegA-Phénotyp. Im Gegensatz zu den hier
beschriebenen Transformanten mit in vitro methyliertem C-ars (4.3.1.4) geht in den
Transformanten aber bereits nach einigen Generationen die CpG-Methylierung offensichtlich
langsam verloren und die Transformanten zeigen mehr und mehr WT-Morphologie (Koppl,
2003). Ist also hier ein aktiver Demethylierungsprozess im Rahmen einer methylierungs-
abhingigen Regulation von regA beteiligt? Oder stellt ein funktionelles, nicht methyliertes
regA-Gen lediglich einen Selektionsvorteil fiir solche Sphiroide dar, in denen das Gen nach
DNA-Replikation nicht vollstindig remethyliert wurde, wéahrend hingegen im Falle des
C-ars-Transgens ein dauerhaftes silencing von Vorteil ist?

Das regA-Gen wird in somatischen Zellen des ,,reifen” Sphiroids exprimiert und unterdriickt
dort Gonidien-typische Gene, in Gonidien ist es inaktiv. Eine direkte Beteiligung der DNA-

Methylierung an der Regulation von regA wiirde also seine Methylierung in Gonidien, und
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eine aktive Demethylierung in somatischen Zellen erfordern. Derartig schnelle,
zelltypspezifische Demethylierungsvorgénge sind bisher nicht bekannt.

Viele durch DNA-Methylierung regulierte Gene sind gerade entgegengesetzt wihrend der
Embryogenese aktiv, um dann wihrend des weiteren Lebens des Organismus stillgelegt zu
sein. Auch bei Volvox ist es deshalb wahrscheinlicher, eine Inaktivierung von Genen in
somatischen Zellen anzunehmen. In der Tat sind zahlreiche Gene in somatischen Zellen
abgeschalten, wihrend sie in Gonidien aktiv sind, darunter vor allem Photosynthesegene.
RegA wird als molekularer Schalter vermutet, der die Expression dieser Gene direkt oder
(wahrscheinlicher) indirekt in somatischen Zellen unterdriickt (Stark & Schmitt, 2002). Auch
wenn diese Gene vermutlich nicht primér durch CpG-Methylierung abgeschalten werden, so
konnte ihre Methylierung dennoch dazu beitragen, sie dauerhaft stillzulegen. Befunde aus
dieser Arbeit zeigen, dass der C-Methylierungsgrad in somatischen Zellen etwas hoher ist als
in Gonidien (4.1.3) und unterstiitzen damit diese Vermutung. Eine Untersuchung der in
somatischen Zellen inaktiven Gene auf DNA-Methylierung wird deshalb Gegenstand

zukiinftiger Forschung sein.

5.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurden Erkenntnisse iiber die biologische Bedeutung und die enzymatischen
Grundlagen der DNA-Methylierung bei V. carteri gewonnen. Die Resultate werfen neue

Fragestellungen als Anregung und Route fiir zukiinftiger Forschung auf:

- Wie entstehen ,,circuldre Concatenate” aus einer Mischung von Plasmiden, die durch
biolistische Transformation in ein Volvox-Gonidium eingeschleust werden? Sind

Topoisomerasen im Spiel?

- Welches ist die biologische Funktion der Adenin-Methylierung bei Volvox? In welchem

Sequenzkontext tritt sie auf?

- Kann die aus Sequenz-Homologien abgeleitete Funktion von metl als Erhaltungs-
Methyltransferase durch funktionelle Analysen (z.B. Abschaltung mit siRNA-Strategien/

Uberexpression) bestitigt werden?
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- Wie viele Cytosin-Methyltransferasen gibt es in V. carteri? Handelt es sich um

Funktionsanaloge oder um Paraloge mit spezifischen Aufgaben?

- Hat die Cytosin-Methylierung neben dem Silencing von Transgenen und Transposons bei
Volvox auch Aufgaben in der Genregulation? Gibt es bei V. carteri die daflir benotigten

effizienten Demethylierungs- und de novo Methylierungs-Enzyme?

- Werden Transgene bei V. carteri vorwiegend nach Integration in Heterochromatinbereiche
durch Ausbreitung der Methylierung stillgelegt, oder gibt es einen aktiven Erkennungs-

und de novo Methylierungsmechanismus fiir Fremd-DNA?

- Kann man die Aussage, dass aktive (mobile) Transposons nicht CpG-methyliert, die
inaktiven, nicht mobilen Vertreter dagegen methyliert sind, verallgemeinern? Welchen

Methylierungsstatus hat das mobile Retrotransposon Kangaroo?

- Kann die Transpositionsrate durch Demethylierung des Genoms mittels 5-Azacytidin oder

Abschalten der Erhaltungs-Methyltransferase met1 (siRNA-Strategien) erhoht werden?

Alle bisherigen Ergebnisse indizieren, dass die DNA-Methylierung bei Pflanzen vor allem
dem silencing von Fremd- und Parasiten-DNA dient, wihrend bei Vertebraten die
Genregulation eine zweite wichtige Funktion darstellt, die bei Differenzierung und
Entwicklung eine entscheidende Rolle spielt. Volvox steht in mancher Hinsicht zwischen
Pflanzen und Tieren (Schmitt et al., 1998) und ist daher ein geeignetes Modell zur Kldrung
der Frage, ob bei ,,griinen Organismen‘ aufler der Fremdgen-Ausschaltung auch ein positiver,

regulatorischer Aspekt der CpG-Methylierung im Spiel ist.
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6. Zusammenfassung

Die vielzellige Kugelalge Volvox carteri ist mit einer vollstindigen Arbeitsteilung zwischen
nur zwei Zelltypen - somatischen und reproduktiven - ein idealer Modellorganismus fiir die
Analyse grundlegender Mechanismen von Entwicklung und Zelldifferenzierung. Dariiber
hinaus bietet die Ordnung der Volvocales mit rezenten Formen vom Einzeller iiber koloniale
Stadien bis hin zum differenzierten Vielzeller die einmalige Chance, die Evolution von
molekularen Regulationsmechanismen nachzuvollziehen. SchlieBlich sind diese einfachen
Griinalgen auch experimentell gut zugédngliche Modelle fiir hohere Pflanzen. Molekulare
Analysen von Volvox wurden vor allem durch Etablierung der genetischen Transformation
und des transposon tagging ermdglicht. Die hier untersuchte DNA-Methylierung beeinflusst
diese beiden methodischen Prozesse: Sie beeintrachtigt die Transformation, weil Transgene
regelméBig durch CpG-Methylierung abgeschaltet werden, und hemmt die Transposition,
weil ,,intragenomische Parasiten* durch sie in Schach gehalten werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Art, den Vorgang und die Funktion der DNA-
Methylierung bei Volvox aufzukldren, um einerseits Methodisches zu verbessern, andererseits
und vor allem aber den Stellenwert dieses ,.epigenetischen Phidnomens® bei griinen

Organismen besser zu verstehen. Folgende Ergebnisse wurden im einzelnen erzielt:

1. Mit diinnschichtchromatographischen Methoden wurde der Gehalt an modifizierten Basen
in Kern-, Chloroplasten- und Gonidien-DNA von V. carteri HK10 bestimmt. Nukledre
DNA enthilt 1,1 % >™C und 0,3 % “™A. In ctDNA dagegen sind diese modifizierten Basen
nicht nachweisbar. In Gonidien liegt der Methylierungsgrad der Kern-DNA mit 0,5 % >™C
und < 0,1 % ° A niedriger als in somatischen Zellen, angesichts experimenteller
Fehlergrenzen bleibt aber offen, ob dieser Unterschied signifikant ist. V. carteri Poona
zeigt mit 0,8 % >™C ebenfalls weniger C-Methylierung als der Stamm HK 10, der Gehalt an

6mA ist in beiden Formen gleich.

2. Das Gen einer DNA-Cytosin-Methyltransferase, met1, wurde kloniert und sequenziert. Die
cDNA-Sequenz wurde wegen extrem geringer Transkription bisher nur zu ~80 %
sequenziert. Das Gen erstreckt sich liber ca. 25 kb, enthédlt mindestens 29 Introns und
codiert fiir ein schwach exprimiertes Protein von 1500-1900 AS. Vergleiche der
abgeleiteten Proteinsequenz mit Sequenzen bekannter Methyltransferasen identifizierten

Metl als CpG-spezifische Erhaltungs-Methyltransferase.
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3. Die Cytosin-Methylierung ist bei V. carteri - wie bei Tieren - auf CpG-Dinukleotide
beschrinkt. Anders als bei hoheren Pflanzen wurde keine Methylierung von CpNpG- oder
asymmetrischen Sequenzmotiven beobachtet. Fiir Volvox impliziert dies das Fehlen oder
eine andere Funktion von (bei hoheren Pflanzen auftretenden) Methyltransferasen der
Chromomethylase- und DRM-Familien. Diese Deutung wird durch aktuelle Daten des
Genomsequenzprojekts von C. reinhardtii in Frage gestellt, die auf mehrere potentielle

Methyltransferase-Gene im Griinalgengenom hinweisen.

4. Transgene integrieren hdufig in multipler Tandem-Anordnung ins Genom. Als plausible
Interpretation werden circulire Concatemere postuliert, die durch homologe
Rekombination der eingeschleusten Plasmide vor der Integration in Volvox-Genom

entstehen.

5. Das silencing des funktionell intakten C-ars-Transgens korreliert mit CpG-Methylierung.
Die Methylierung erstreckt sich iiber das gesamte Transgen, wobei der Methylierungsgrad
in den Exons am hochsten ist. /n vitro CpG-methylierte Gene werden nach Transformation

von V. carteri nicht exprimiert. Sie bleiben auch nach vielen Generationszyklen methyliert.

6. Das mobile Transposon Jordan-2 weist (fast) keine CpG-Methylierung auf, das nicht-
mobile Retrotransposon Osser ist dagegen zu 20-30 % CpG-methyliert. Wéhrend die zehn
sequenzierten Vertreter von Jordan-2 praktisch homologe Sequenzen aufwiesen (nur drei
Insertionen/Deletionen), unterschieden sich 17 von 20 Kopien von Osser durch
Substitutionen, kleine Deletionen und Insertionen voneinander. Auffallend waren hiufige
C nach T — Austausche im CpG-Kontext, die auf Desaminierung von “"C zuriickgefiihrt
wurden. Daraus ist zu folgern, dass die Inaktivitdt nicht-mobiler Retrotransposons wie
Osser primiér aus CpG-Methylierungen resultiert; die Integritdt der inaktiven Kopien dieser

Elemente geht dann sekundir durch Mutationen verloren.

Die bisher wichtigste biologische Funktion der Cytosin-Methylierung von Volvox-DNA ist
das silencing von Fremdgenen sowie von mobilen genetischen Elementen (Transposons).
Offen bleibt, ob Fremdgene direkt erkannt und stillgelegt werden, oder nur deshalb methyliert

werden, weil sie in heterochromatische Genombereiche integriert wurden.
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8. Anhang

Al. Sequenz von metl. Nukleotidsequenz des analysieren Genombereichs (Abb. 18).
GroBBbuchstaben, Exons; Kleinbuchstaben, Introns und nicht codierende Sequenz.
Einzelstringig sequenzierte Bereiche sind mit einer durchgezogenen Linie iiber der Sequenz
markiert, Sequenzliicken sind mit (XXX) markiert und gesondert bezeichnet. Unter der
Nukleotidsequenz ist die aus der cDNA abgeleitete Aminosdure-Sequenz im
Einbuchstabencode aufgefiihrt.

-

ctcgagatgggeggtgtcatcaacgagcacaattgegtectgtaaaacttttcatctataaagategtgecctatcectttetattattataccaggetge 100
101 gatctatagacgaccataaagtttacagacgtgctcaacaactacgaagcttaacgctgctaaaccgttettegttttgecagegattagecegtgtgegga 200
201 gactccctgcegectaatttcaagggttgttatcacagttatctgectgcagecggcatgtaacatatgtategtgtectgtectatacatgeccaataac 300
301 tgatttgcctaaaaacgccttaacgccttcataacatgtatgtttacctatgectecgegttggeccatggagtacgtagttgtectggagecataaatctgttt 400

401 tccgcgcgcggggcggtttttattatttgtca;cagggcgcgcgcgcgagcgggcgctgaggcagcggtttcacaacctattgcgtgcttaacatataca 500

501 tcattaacaccttccaatcttttectcectgtegetttttecctegeagttcaacgtgecaagetegttgegtgattgatgatgeatttgtgteggecace 600

601 atcaacggagttcccacggcaattagtcccgecatttgatattcctcaagatggeccaacctggcagegecagttttgegattggecgggetaggtetgaace 700

701 ttgccagcaacggcgcccaaatctgcatcactctgaagectaacctggacggacagggctgcactactetgagggagetetgtgecttateccagegaagg 800

801 cacagaagaagggccgtgcttggttgecatgattggteccaacattggaatgetgetegetcacgaccattggaagggaccagaccccaccgecgecagteg 900

901 gccaccccaagccagcttattacagtacaacttccteccccatecttatcecegectaccectegatecaccgeccccactecectecacmecgetectetece 1000

1001 tcttegtctatctttecatccctecccttegecacegtecegttetecaactecacttecaacgecgtgeagecacttgecttgtgetgeggetegacatgg 1100

1101 atctcccagatacagtcttttacattgacgataatgtctgttetgetgtgcaagagcagattgectacaacatcacageccaaattagateattgggget 1200

1201 cctccccatgattgccaacttcacagctgatcctatacggtgegagggtcaaggaatcagegtttgtgggaccttettttcagegtececgacgeccaagaag 1300

1301 cttgagccctgggtaaggctccaggeccegtettggeteggecagtttggttggegattgeageeecgatttttgetgggetecagtttecggatcacgacgg 1400

1401 attcaaataaatgcctaaccgtgaacgccggattgagctgcagecgaggacgaggtggcattteccgtectcacaagtaaggettgteggttgettgtgatga 1500

1501 tgataaggcagctcgggtcacgaagggttgatttgaatgtttgtaggtaagcaggtctaggatgtatgcatgtgecttacaagcatgcatacagagacge 1600
1601 tgctcttgtgctatctaggtgctatcgtcctcttattattaccactccaaaacatttgeggatcggtcattccaaatgtacteggtgetgttaggteggt 1700
1701 gatttggcaattctattcattatgcatgtgttggacagcagcagtacttacttgttagtgctttctagectacgtgacagaaacaaagctcttcatctege 1800
1801 tatagcaggtaactggtagacggttgctgcaatacatatggtaggcactgtgcgatgtaggecgtgegtgectgggaaacagataaattgagecccgecatge 1900
1901 atgcacttgcgtaaagtgatgaagtcaccacgtggcgtgcttectagggeggataacggegtctaacaggettgectgectgetgeecgetgectgectte 2000
2001 ctgcctgeccggettcectgctgecgetgectgetgacacacacactactgctaaacaacccatacaatgectgaaagcatacaatacgettaatcctagegaa 2100
2101 tcattcgttaggtcaaaataaaattatcgattcgttggaataggcaaaggacctgtgcactcaatccatttgtecgtgecatgtegtgecagatgcagcaaag 2200
2201 agaagtacacgacgccattctacgcgatgccgtcecggcaacaaatcaagggccaggecgectgtcgaacaccaacctgtactgettteggactgetattat 2300

2301 tgcctecggatgattacctggtagaggtgcgtacgtatgtatgtatgtaggtgcatgcegttataatcatgtttgecatatggacaatatacacatacacacg 2400

2401 cacactcgatattagctagccactgaaagggcccatcatgacgeccgacagaccgetttgacgeggtegtegacgacgegtgtgacatacatacatacgga 2500

2501 caatagctactgcgcacgataccgaacctttegettgttgettgacctgectetgecectegettgetetgegtetaccecattecacgteccegtgttecag 2600

2601 ggcccttgcagctcgggcacgacgctcaacaaggctgagatttgggeccggtcagtacgttgeggtggggecgectcaacactgcatatacagetgegtget 2700

2701 agcgggcatccactcaaggctgccatgetetgttttgtttaagtttggecattaaatgaagacatttgtagegecatgaaaatgtgeggtcactgtttgeat 2800

2801 ttgtaatttccctaatttccctattggaataagcataacgttatgcgcactgctaccacagaccaaaacctceccgeccgeccaagtcecgeggatttegactga 2900

2901 cccccaacggcggctacccectttggaagteccgecategtgggaggceccatgggtggaaaccgactgaaaggttegtgatgegtttaaatgtttataagaac 3000

3001 cacatcgacaccgtattaccgacaatcaggacgggacaggttggacgagatctggtcaagaatgectgecagecagetttgtgetacctgacgcaacaataa 3100

3101 aataatgcctgccagacgtgagatgtatgcttttgaataggcaggatacctactacacctacctgetgtetgtgtgegtgtgtgecttgactttcatcat 3200
3201 cagctactcgatcgcgccatgcatgactcaggtgcacgcggaccccgaggggcgcccccagatcgccctcaactaaatgaccttgattggctttaagcac 3300
3301 ctgtgtgtgcgtgcaccggccctgecccaatatgtagtaaccaacatcaactggggtectgteggaggctcacggtggtgagatttgecattgagetcaagaa 3400
3401 catcacctccgtgagttcgctgtgtctaggagaccacccaggaacctggtaagccttgtgtggtttagggttttacacatacacacacacacacacggac 3500
3501 acacacatgtgcatgtacatgtacatgcatgtgcgcatgtgctegectcttcaagcagtgatgcaacctaactgacegtgtttgegecaggtggttgtcaag 3600
3601 tgttggtgacggcattataattataacaaatgcgtgtataactgggtatctgtccttgttgatgaccttgttgaatgcagegtgataatgegtcaattgt 3700
3701 gcgcaaacacgcgtatccttttgataggcacacacacgectgtatgttgagtatgegetgttgacagatgtacaagecttgeecgeegtgttctetttgegte 3800

3801 atatatgtgttgctgctgetgeatgctagacacatgtgttacccggacgacacatgtcagetceecccttggatecatgteeegecccttgacaagetecect 3900
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tggcatctcctgecgagaaataataataataatagtacgeccggecggggectggegtgtgttaagggggtggggaactgaggggeggegtageegetectyg

tatgccegeaccaccgtgggtectgegagtacecetttgtecgttgttettacacttagtecegtectgecatetgtttetageecgettagetaataacect

ctgccgectetecctgetgetgtgetcaactgcaaaactcegtggetegttacgtggacgttacagetacatcagectgtttaacaacgaccggacctge

tgcceccacttacccagtcctggtggggecggtacectagetgtecteggggtgttetgtttattgegtgataatgatgatttatgtacettgttecttac
catgtaggtgctegttegtgcagtcatgagggegtttgetgttgataacgagegtcagtgagcatttegtactegggtatttgttagetatttgettttyg
ctgctgetgetgetegeegecgetgggttttttttggecctggegeegegacatggttggattaattgcaacgecacacaaaaatatctaccgatgtatg
ggaacgctcgtgtgtgggggattcatgtagagattatgtatggcacgetgecaggtagaggacttcggaaatcegecgtgtegtettgttcaattttgegg

acttggcttatgatgtgtagattatggttgecatgtatgatgggaccagcagcageccaatcagttgaacgecgetggetgatgegegeatgtategatgaa

tcgcacctaccccactccgtcatggactctaggtagtggtacagtgtggtacattagegtcacgecatttttatcgatatcgettggtgttacattttatg

tgcactggtggattggcaatattecctttggattggtgatagegegegtgeggecacatctgagtgtatgetacatatagecatettctatttcaatacccga
caacagcagtagccctactcacccagecaggggtcactttetggtgatgecagetagttgecaggatttgecacttgecgggecatggeactttggtatttgeca
tcatgtcagacatgtatgtaactattattegccgatgtgtaatcatttaccaaatttecectgeegetgttegtectettgecegtgeaacctgttattag
tttaaggggacttcaacagcccataactgttattgcaactcecgttactacagagetgtttagcactttteggcactatctgttaaatgtgettacgtgea
tagttgtaatacagtaaatctctttectaccgtgetttgagtaacaaggataaactctgtacgatatctgtactttgagttttettttttttacetttece
tgttccaagctacggtggcetcectetgggeectaccagetegacaaagettgtgacaaaaatgecaaaaggttcaggatatcagegecacgaatactaagg
gtaaagtctttttcgcgaacaatttgattattgactgcageccgaaaaaggcgaggactggecatatataggtttgecttggtgtgeccaaaataagacatce
gtacacctgagtcctagectecegetagetecaaagttacgacaggatccaacacaaggcccgaaagategcaacttacttecgaaacattacacgtetetaa
gataatgtcgegttgtgectacgttegeggtgatttggecaaaactgtcgaagaaccagcaagaaagaatacgcagtaatcattaccaagtaaaaggtgtgg
caagaacgcattgegttgtcgagaagaagaggggccgeggcagggcegecagcaagcaaactggggcaaccgecgt cggecagggcatcacecteectacage
aacggctgtcaacacgaacgctaactgeggctttcagggacttcagegaagacaacgtagttatttgettatatgatttgtatatettagegggttteag
tagcggcacgagtattgttcatgaccggacatatgaccggectgttgaaacgetcagacagaacctegetaagtgtaacgegtategtaactecgegtea
ggagcagaggcccatccaataageccgttagecctgaatgacctgtttttgetgecaggtcatttegttgteegetegetaagegteteteattacacegat

caagagaggttgtaagtgcattcacagctcgegtgectgetcaggtecgatectggtgtaaccgtgaccecatgtatggettgggetegeagttetcaceet

taaagagcttagtacacctattcatgceggecgeateccagegttecatacacacgtcatgectggeegggtactaggaaacatceggtaagetetggatge

actggatattggccacttagaagcttgcccgecatattttectectggagetaccgatacaccagttacctggaggatccaggecgatggcaagategatea

tgttcctgegtgtaccatttatccgaaagttaagactatcctttettagttcecttettcacgtgecatgttgagaatattaaacccagaacctaacaggg

tgtttccacttgtccgaacactatctteggtacactatgtgetagtgtggacttagtgtggacggtgtttecactageggecactaaggagegecgaaace

aaaattgttttcgtattttgaacgttttagegccagggattaattgetgataattgtcaaggtetgtaagaattegegtagtaggateccgetgeggegea
gcctgegtecatgatgtcecgecatgaagteegecatggtgeattggcaacgtecggecagegaaggaaggcaaactageggtatatgtttgetgaacgttat
tgaaggagggctccattgcaaaatggeggtgttetgaggetgteggtgttgggegtgegecaagtcaacgeggegtttgcaggaaggaaaaaagatagetg

cttacgtctaaagtctgtggtcagaagggacaatccagectcataaaagttgcccgccaaatacttagtgetaggtactaaagttaatggcaggtcetgagg

tccaattaactttagtgtgegetagtgtggacttagtgtacggggtgtttcactaggecttacggtctecgecaggagtgecccaacctecaatttggtt
gatgaatattttctactatcattagtagtatcaatatatgcatttagaacggcgagagacgagtccaggacgaaaaacattcaaacttattgntagtgtt

cggccaagtggaaacaccctgtaacagacagctcttaaggaatactcaatttcactactctttaggaatacttgacttgetactettettentactteeg

ctatccatgacgcaagagcaatatttgtaagttatgatattagtatggetgtttgggetgecattgtacggaaageggggagtttaaattaagttgatte

tccgttggatcecttgecteggcaagececgattgggtcaattagattagecatectttecectacttgecaatatgggttaacggggtgeccaccgecggtgegaaag

gacagccgtgggagagcaatgaaggagectttgecagagtgetggagegecacttgaatactcacccagetgttgecaaaaggtcaggaagagagtttataat
ggccgcaattgtctcagagagatgacttatgattcatgtcagtttcgatggecttgetatectaaaatttteeggttggtettattgaaaaatgegttta
ttgaaagtttaccataggtggtgecttgtatgettacgaagattgtaccgegacagatatggacagegcaccectaccctttteceggggttaacgegget
gacctggtaacgtcaattgtacaggtactcttgtaacgaaaaacttgaaggaattcccgaaattggctaccgatggcaacggtcccgecaaagecaaaac
atcggagaaaggtgcgttccaaacgtgatgccctcttttctgcagtgaacccagtttcaggacgggctacttcatgagggtatgattgtattttaaacgg

gtgctcgtcgatagcccaaccagttggacttttegatcatggacatgcaccatgatectgtttectcatageattagcacattgacgegegggaageget

attgtggacatcgaaaacagcagttgagctatgaactcacatgegtettegtgaggggectgaacttatcagatgegtectageegtacteccgaagegt

acctctatcttccctgeggecatcaggcaccaagegecgegeggataacggcaacgatgetgcagetgetgetgttetcacgttetcagecagagecctece
ggtccctettegacgggaaatcaaaatccacaccatgetcaatcagegettgacagtgetgeageegetggetetgeteccacegetggeggecagggeag
ccgecgacattggegetgaggecgecgetgtggeggaggtgaagecacctcacgggeteggetgaggegecggaggeggecggacccaagggtaagaagea

aaaggttgctgcaacttaccccgeccaccgetggtgectgecaacageccgecaacggcaagecaaacgeggataggecagecagtggcatcagtagegaaggeg
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gttcaaaagtctacggcagcaagcaaagcagcagcggcggaagccgcaacaaccggtcatggcaacaagecagcagcagggcaaggacaagaaactaacaa
caccagcaggaatggaagggcaggcggccgatgacggtgatgatggetatgacagcaaageggatgececggeggeagtaaagecacgtegtaatggecagtac
agtcecgtagagcagtccagagagtgaagagctacaaggaatcagggaacgaggatgacgaggaccaggaggaggcagacgaggtgeggctgaatecacaga

gcacgggtagggtgaagaggttgagggaggatgaaggagacactgggtggagataaccgggacagatatgaacgggaatgtaaggegagatgggatggga

aagaggagaagtaggggcggggatagggtgagggtgagaggggcttgggaagggtggaaactcagccagggacagagcaggtaacggcggataaggggta

catactttggtagagaatgaacaacaacgcgcgaactgegecegtgtgegttcacataacgaagcaagectgcatgaaaactgtttattacattacatttaa

cctecegegttetgggttgecatcacaacggtegecaatgaagagecatgataaatgtgetgggggggaggaaggagagagageegtgageegtgagagecte

cgtgttetgcegtattattgetttgecgtactccacagactgctaaagtaaaggacgectgttaccgaggaggatgegettecaategacagggecccaegge
ggcagcggtggcagegacaacgggtgetgeggcaggectcatgecggaggtgggaaccagtcgggaataataccgagacacatgecccacacaaatcaatg
acatgtcgccgttecececgegeactecteecgecacaagecacatgetggeccattgateectectectetegteccecegteccecectecctttectacaca

tacagtctgttgggcttctetectggtggatgecgaggggeggeccgageccctggacagactgggtagtttgecagggeggaggactattcataacaggtyg

ggggataaaagggggggcccctggeggtgeggaacatgaagatatgttttaagaggcatcatcgggtaaaccgaccctecaggtacagegtgetgtatee

gcatgaatggccttgaataactaactgeggectggggegegacatgtatcccaaccaggtatcatagegecacttggtgegegetectgaaaccagateca

agcctaaggcgaageggcagcagecagtcccaccagecaccectgecececcacecggcagecageagecagcageagetteegtaagettgtgtegggttaceceg
agttgggccggtecttgggtggegeatcaagtacteggtegetgecagatccacgggtacgagtacacegtacggcetttgtacgacagagtatgtatecct
tcttetgtettgggtttttgtttgtectgactacgactgecggaaggaagttecttettecttgettegtacegtteatgattttgetgettgggetgat
cagcttcctatcggegtegttteegttgtgagtgtetttttgetgtttgggggacceegeggttgeggttgeggttgecgggaggaggeggattategea
ggtgtatgatcgeggetgecttgagaatgtagtaggcagetggettcagaatgcagtaggacacatcaccacceggggaccaacccagacategectttyg
ccegecacggecgectttaccectgetgtegeactgeatacaatcagttggtattgecacacegegetggeteattacgaatgegecaageeggeagegte

ctaCCGAAAACTGCTGGAGCCTCTGCTGGCCCAGGTGGAGCTGGCGGGTGCCGTACATCAGGCGCTGTGTACGGAGACGGGCGGGCGATTGGATTCGACG
R K L L E P L LA QV ETLAGA AV HOQA ALTCTETS GGU R LD S T

TTCGAGGACGTTTGCTGTCGGGTGGCGCGAACCAAGgtaagagtaagagtaagggtaagagt taggggtaacgggggeggctcggtaggcaaaccccace
F E DV ¢ C R V A R T K

caaagctctctecacggttectctaggaaaagtgtaacgtggataggaaatatgtgetatcatccgecaatageeggettatggaggagagttgegaaaac

ctgaccccgecttctgatatacatacgecacatcctegetgecatgagttgaaaagtggggecgagttgttggtgetatggtacgegcagGTGTCCAAGCAGTA
vV S K Q Y

CGGCGGAGCCCGCTACGCACTGAAGCTCAACGGGCGTTTCATACTCGAACAGCTTGCGgtacgactgtacatgactgtacagagattgtaaaacacacaa
G G A RY AL KL NG R F I L E Q L A

caacgaaagcgaaaatggccgceggtcaactaatcagttgcatgatgectggggggaaatgattgecacgattggeggagggtattggatggtattggateg

attgttgtctacggccgaccataataatatcctaattgaatccgggectagaattccacaaagtactccacggacgectggecgggegecgagggagttyg

catgacgcegttgttecceegeegttggeacccacttacctecccgacegecacctaaacagGCAATGGCGGGAACTGCCGGGTCTCACATCGTCGTCGG
A M A G T A G S H I V V G

AGCAGACAACGGCGGGAAGGACAAGCAGCCGGCGGACAACAGCAAAGCTGCGGCTGCTGCCGCAGCTGACAAGTACTCGTACGACAATGGGCCCTTTGCA
A D NG G KD K Q P ADNS KA AAAAAADIKY S Y DN G P F A

CGTGGCCTACGTCAGGCGCTGgtgggtagecgaataattecatgtggtgattatggtegtggttegtcaagttggtgggtagggaatgtgtgtettttagy
R G L R Q A L

gctgggatgaagagtaagtgegtggagagcatttcaacaagtttectcaaatteggtgtattacagggeccagtaatgaaaccagcagttatattteegte

tccaaccaaactcttgecttttttaccecgeccactgtgactatttccaaattagGAAACCGAGGACCACATGCCGCTCTCCAAAGACGCCCTGGCGATGAT
E T E D HM P L S K D A L A M I

CATGGGTCGTGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGTGGAGGCATTCGTATCGCGACGGACGGCGGCGGCGGCCGCGATGCCGAGACAGGCGGTGACGGCGGAGGT
M G R GG G GG GG GG GI RTIATTIDGGGGURDAETG G D G G G

GGTGGCGGTGGCGGTGGCGGTACGACAGTCGATGATGATTACGAGATGGCATGCCGGCTGATGgtgegtcccgattgetegggettttttaactgecaceg
G 6 6 G G GG GG TTVD DD Y EMATCTRTLM

tgtaccactgcaaattcttetttectttettcacccatgecaaccatgtagtggegaatgtetgegegaggatacgaaagcttagtagggttgaaaaggaa
tgagaaggaagatggagagagatgaattgtagatggcggcgtagtgecggecegtaacggtgcatggaaaagggaggacttecggaatacaaagacgatgg
tggcttetgcageggttegetcatteagttecatggectgagegggaggatgtttgeccatetgggatataagegggatgtacctgecegegteccegtteg

ccttcccacctecattegtgtetgtetgteegtetgtetgtecgtccact cagGCTGAGGAATACGCGGAGCACATGAATGGTGGCAGgtatgtteegee
A E E Y A E HMDN G G S

gttgcgeggggtcgggeggtgggtecattgecacgegecacgtggegtacagtatggcaaatatggaaagggetctcaatgeccacgtgecagtgetecacgta

ccccagtttgagttttgaacttagaactageecgegecgtttecatggecaatgegtgatgetgegatgaacaatgatgecceggttgetegtagCCGGCGE
R R

CGCGGGGCTGGCTCTAAGGCGGCTGGCGGCGGCTGCAGTAACAGCAAGGAGCCGTACATTCAAGTACGGGAAGAAGAGATTGCAGATGACTACCCGGAGC
R GA G S KAAGGGC SN S KEUPY I Q VU REEETIADT DY P E P

CCAAAGAGTACAAGGGCGAGGAGGACCAGGACGAATGGGACGAGCTGATTCTGGAGgtacgtttgtcgtacagtgctacagcattagtaatatacgetge
K E Y K G E E D Q D E W D E L I L E
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12701

12801

12901

13001

13101

13201

13301

13401

13501

13601

13701

13801

13901

14001

14101

14201

14301

14401

14501

14601

14701

14801

14901

15001

15101

15201

15301

15401

15501

15601

15701

15801

15901

16001

16101

16201

16301

16401

cccttteccteccttegettetectgttttacegecaactgetgttaccgttgetgtgecattggaactattgecagGATCCGGAGCTGCTGGGTTGCGGTTT
D P E L L G C G F

TCATGGCGCGGACGAACGCGACAGCAGCCGTACGTTGGATCATTTCGCCATCTACAACTCCGATgtgcgggggatggecgegtatgggacatgtgtgggga
H G A DERD S SR TULDHU F A I Y N S D

catgtgtgtcagacgtgtgaacccagatagcagcageggcgctgttcaatgggctaaatgagcgataaaatctgtacccatattgtacatcttttccaag
tgccctecccggatagataacatgegaagteggttacagttggtggegatgaatgaagcaattatttectatatcagaagaatttataacttatactggta
ttggtaggtgagtcaatagcggctgaaaacatagaaacatttettgtettgtegtetecttgecegtatgttgtgtecatattgtgggeatcagecaggeca
tccatcectccccegecectggggactteteteegeatgtatggtgtegggtectcagettecteccegattgtttcagtttecctetcaatgtetecaat
atgtttactgcgggectggaatggegegcactcacgttcacgetgeegtttttgttecctgegecaaagtettgggagatatgtccgaaccatcaaaacte
gttttactecgttacctaatattccttaattaagacacactccggggttcaaggccataagtacattttttgggacatgtttacatttttgtgtttttttt

ggatatgttctcgtgcatcagGGATTCCTGACCACCCTGGAGCTGGTGCCCATGGTGGCGGGCCTGGATGCCAACGTCAACATCTTTGCCAGCGGCGTGC
G F L TTJLEVLV PMVAGILIDA ANVNTIFAS G V L

TCGCGGAAGACACGGGAGACTGGGGGCCCGCAGCTGCGCCTGAGGCAGTTGATGCTGAGGCGTCGGGCTGCGGTTCCGGAGCTGGTGGATCCGGATCCGG
A E DT G D WG P A AAUZPEW AV DA AEA ASGCG S G A G G s G s G

GGGATCTGCTTCCTGTGGTGGTCAACGGTATTTCTTGACCCAGATCCGGGAATGGTTTGTGGAGTGCGGTCCGGAGGGCCAGGTAGTGATCAACATTCGT
G S A s ¢C GG QRY F L TQ I R EWU FV ECGUPEGOQV V I NTIR

ACGGACGTGTCGTGGTACCGCCTCCTGAGgtgagtacgaggacatgtacggccatacgttaaacaaatgecatcagcaaatetgttcaccccacgecacaca
T D V S W ¥ R L L R

gcaacataccccgecatgaccgecaacagtectacctaatccagetettteatetegtttttatacatgecagGCCCCAGAAGCGCTACGCGCCGTGGTTC
P Q K R Y A P W F

CGTGTCGTACAGCGCGCTGCCAACGTTGCCGTACAGATCCTCAAATGGTTGGACGAGCAAGATCGTGCAGCACGTCTTTACTTCCCCGATGTGATCACCC
R vV v Q R A ANV AV Q I L KWL DE QDI RAARTULYVF P DV I TR

GTTTGTCCTCTCTTGCCCCGGGACACGAGGCGTACATCAGGGCCAAGYtgggt taggtggaggcggaggggggaaccatgaccaccggaaatecacattt
L S S L AP GHTEA ATYTITRATK

GAGGAAATGTTGGGTATCACCTCGCGTTTTGGTGTGTATGATTATGCCCAGACCCGTTAGCCGTGCGAACGCATTTGGAAAACTACTCGGATCGTCTGAC
GCGTGGCTCATGTCTGGCTTTCTGCTGTCGTCACGACCTTTGTCTACAAACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACACAAACCCGCCGCAGGTCTCC

ACAACGGATACAGACCCCACCACACATCATCGTATCATCCGTCTCACGCCAACCCATTCTAATAACCCCTCACGATACCCTTCGCTATGCCACCTTACCC

tcgcaccttaacctceccttttgatcggettagGTGGAAGCAGTGGAACGCTTCGTGGTGGTGCATGGCCAGGTGGTCCTCAACCTCATAGGCCGCCACTA
vV E AV E R F V VV HGQ V VL NL I G R H Y

CAAAGACGCCATTCGTCGCTGTGGATTTGGAAAGGCCCTGAGAGTCAAGCTGGGAGAGCGACGACACCGCAAACTGGGGAAGCCTTCCGCGGCGGGTGGG
XK b AIRURTCGV FGI KA ATLU RV KILGEIZRI®RUHERI KTILGI K P S A A G G

GCGCGCAGGGGAGGCAGAGGAGCGACAGCGGCTGCGGGTGGGGCGGGCTCTGGGATGGCGGCTGCGAAGGAGAACCCTGTCAAGgtgtgtgegtetgtat
A R R G GRGATA AAAGSGA AGSGMAAAIZ KENUP V K

gtatgtgcgtgtatgtgtgtgtgtgtgtttgggggggatggttgegggtaggggtacaagcaggtggcaggtggegggtggegcagtggacgaggggcegg

tgttatccgggtgtacacctggatttgegageggaaggegetgetggegtgetgggtetggacegecttggecacceggeegggectggtgegtgtggta

ttaagtgcttagtacactgegggaatatcgagaggagtggtgaggggtgatgagcacgtggecatgecccattecaagecacaggagagcaaagatgtgge

ttgatgtggtgggaacctttcaccactttatcacgtccaggaggacgtatctcatgtcgacccatattaccatattectcattccateccagttttegtgt

actttcaaagtgctcccaaacagecttacctttttecteccectcaaactgetttttecatttecacttgtteccaccatecattectgecacteteteac

aacccatgtacccaaccgcagCTCCGCCAAGTCCGTARGGCCAAGAAGCCCGAGCCCATGCCGGCCACGTCCACAGCACAGItgggesttgtggttgggt
L R Q VR KAZ KT KT PET PMTPATSTAQ

acatacgtcctggtacatgtgtggacgtgegtgttttegtaacacagacacacacacacactctetgtectecacacactcacacacacacgegeacataca
cacgacggccacacgggaaggtttgegaceggtgtgtegtggaaggecacctecttgtagtgggggtcatgatcaagtggetgatccagaatgatgaagge
acggttcttagagatagccgecccatgtgageegeteatttetggagagagagggagggacctgagacctaggagttggegtaccecttactaccaacceg

cacctccaatccgectgectecatgegeccectacegeegtagGTTCGCCGTATCTGGTCGGACTATTTCACCGCTTTGGACGAGATTCAAAGGAAGCAGC
V R R I W S DY F T A L D E I Q R K Q Q

AGCTCAAGAAGGAACAGGAGCTGCAGCAGCAGAACGGCGACCAACAGCAGCTGCAGGAAGAGAAGGAGCAGAAGATGGATGTGGACAGCGAGCCCGCGGT
L K K E Q E L QQQNGDUG QOQIOQTLOQETEZ XKTET QT KMMTDU VDS E P A A

GGGAGCACCAGCAGCACCAGCACCAGCACCAGTGCATGCTGCTCCTGTGGCAGCAGCGGAGTCGGCAGCAGGGGTTTTCCGGCTCCCAAAGgtgagggga
G A P A A PAPAPV HAAPVAAAESAASGV F R L P K

cttgagggggctcegtggaatcaatctgggagcegtgcagggacttgecageccattgtgtatgcaaaagegtgettgecacatcategegteccegeactge

ggcaacatcgcagATTCTGTCCAAGTCATGGGTGCTGACAGAGCGCCGGACGGTGGACGAGGCCACAGGCCGTACGATGTACGGCGCAGCTACATGTGGC
I L s K s W vVvL TE RWU RTVDEA ATGIRTMYGAATC G

GATCTTAAACTGACCCCAGGGTCGATTATCCGCCTCGGTATAGTCCCGCAGCTGet tggeggecgecgetgecgecgt cgtgtggecgetgecgecteeg
DL KL T@PSGSTITIURTILGTIV VZ?POQTUL L

acggcagtgatgacgacgagggtgatggtgccagegaaggcgacaccgcagagtcegatgacggaggegaaaaggactccagtggeggeggeggeggeac

aggcggtacggatgctgecggcageggecgecageggegteggecacgeegttgggeggttctgaccgaaggecegtttggecttgtecagtgeatettecacyg
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16501

16601
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gacaaggagtacaaggagggaggaggtgggggggccagtcctagattgcaggtaggtacacgegatcgaccgatcgatgtgegegaagacgcacteecte
gctgcagetgtgagecccacacgegactecagattectgttgttgacttetttcaacgttttecagttgettettecgecatggaaggggegtgtgggte
gagggcgacagggctttecaattggggggtgggaggggegectgggaggggggt tggeccaaaggggttgecgggggttattgacatgttggececttgga
gatgtcggggatgtgaaaggaacgattctgcaacagaccctgggatgaacctggatgaacggcteggaagtctecaaaagggatttagecggtegtegtt

ggaaccggagatgtacccctcctgctgaccgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgttegtgtaacgacagetactecgtggtttgeatcteateteatetecaga

tttgcatctegttatctaageccacccttececttgneccttettgttgcgtaagegaacceegectttagactetgttgeccceggegtgteageatte

ccttteecteteegectecttecaategectgetetaaggteegteggetegtgecacgggegagatacgatgetggecaatgtageecgeaaccteggaget

tttcctecctagaccgtactecccgtacctgeecgtgeccgecagecgggggggecggcageggaggegectacagetagegeecggeggeggCCTGGCGGCGGCA
L A A A

CCGGGTGATGTGGTGGTGCTGCCGCTCAACGGTCGTACAGTGGCGGACGTGGTGGAGTCTAAGTTCCTGAGCCGGTCCGCGAAACACATCAGCCGGCTGG
P ¢ DVVVL PL NG RTVADV V E S K F L S R S A KUHTI S R L E

AGGATAGCAAthatgaggtggtgttgggggattcagggggttcgtttcggacgtttgttttgtga&gtgtatgtctgtccgtgacgagccaancaacnc
D S K

tccagcegtggnecgaaggatgtngegggegecggetneggtaccttgacgecgecgetgaaaaggectttcgagatgetggeggagegecttagegeata

tttataggcgatatgtgtgeccgtactatgtacagectactacattggatccaacgaaatctaatattgagattggatttgttggacgcaagggegegeatyg

gacgcatgaatgcatggagtgagggatgtccatcatgtgtataagacctgegagattgttaagtgecttgtgecatectatttggaacctaaccgecaggt

gccatgaaccttttggacatgacaccggeccaagatggtagetatagttectggetttegttteccttaaaatagaaatcccacttecctaggtegette
ccaacatcctatgattatttcctectatgcacccaatgtcttacacgtegecactaaggetttcccectcacaaaaccecectecaacgtegeectttett

ccctccatcaacccecctaatgcacccccaaatcccagTCTGATTTGGAGCGGGTTCATCAGGACGCGGAACGTGTGGCGGCAGGTCGTCCCCCCGTCTTCG
s D L E R V HQ D AU EI RV AAGUR P P V F V

TGTACCGCAGTGTGTACTGCCCACTCCAGGGGATGTTCAGGGAGCTACGGCTCCGAGATCTGGGCCTAGGGTCGTACGTGCAGGAGGCCCCCCGACCTGC
Yy R S VY C?PL QGMF R EULIRULIRDILGI LGS Y V Q E A P R P A

CACCCTGGAGCTGCTGCCCGGGGGTGCGGGCTTCATCAAGGACGGCGTCACGTATCAGgtggtggecggtgatgt taggagggggagggagagggagaggyg
T L E L L P G G A G F I K D G V T Y Q

Sequenzlicke wg. repetitivem Element (agaggg) (mind. 30x)
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agagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggxxxxxxagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagag

ggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagagggagaggggcagctatgatcatgtatagagetge

tttccgagccaccagectgaccgataccggggtecgattgtgtaaagacgggtgtatcacgtgagectacgtacgcatgtttggecagGTCGGCGACTTTTTGC
V G D F L H

ACCTCCGCGCGGCTGCCTTGGACGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGAGCGACAGCGAGGACAAGGAGCAGGATACGGGATCAGACAGCTGCTCCGGAACAGA
L RAA AL DEEEEEEESDSEDIKEOQDTG S D SsSs C s G T D

CGATCCGAATTCGGATTCCGAGGACAACGACTCGGATTCAGAGGATAATGACGAGGAGGAGGAGggcggcagcagcagcagcgaaggcgaggatgatgat
D P N S D S EDNUD S D S E DN D E E E E

gacgatgatgatggcggcgagggagtggacgaggacgttcgecgatgeggectnggeggaaccecgegecgegeggcetgetgatgegactgcagegeggggac

gaaagcgagctagcaagggcaaggagaagcagaagcagegtgcgaaggcgagGGAGACGAAAAACGCGAAGCAAAAGCAAGGGATGAAGACGAACAGGTC
X E T K N A K Q K Q GM K TN R S

CAACAACAACGGAAACACTAGCACCAATCAGATCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGGCAGCACCGCCACGTCGGAAGCGGGCAACCACACACAAGOtcagt
N NN G N T S T N Q I A A A A A A G AAP PRI RIKIRATTH K

ctgtatgtgcgteccgtacctttgtacggcaacatgtaaggccaccgecacagecgaggeggcattgecatgecatgteecttgagtttecacttgtggegat

accgcatgtggcatgatagaggatggaggatagatagcagctacaaacacccaggattttttgcatatacatacacatatattacaacgtataatacaat

acagtgatatagatgtatagatgtatgtatattggtgtatataattaccaatatacattatatataacggtcctcagatcgtgcaacaaaaggagttgea

cgcggtcagaggattatgtaatteggtecggagggggagtccatccatectcaacaacctectcaaaccattcaaccattettecttgagtcgaaggatgat

gcacctgcacctgcaccgtcacctgecacctgcacctgecaccecegetectgecacceccaccccaaataatgecaccacaccataaccacaccctaacaccccec

tcectecccacceggecectttatetggatcacaactectgttttectaatccccaataatacacacacatatacgecategectecateccccacagGGCA
G S

GCAACAACGGTCTTCGGGCCTTTGCGETGGCTATGCTGTGETCAGTGGAGTtggaggtggaggtgaaggtaaccaacaaggggaacaacaagaacaacce
N NG L RAF AUV AMTILTUW S V E

caggacagcaggggacgcggctggggeeggtgt caagggcaagaaggaggcegatggegtcggecgeggaggeggttgeteegttecactattcaggtgteg

gggatagggggtgttggtagtgggtggctgttaggggcaaaaggaggaagttaagattttggagaaaacattggaggatgctactctgetacccteacac

atacacacacacacgtttacatacctctcatcgggattttggagtgacagaatgectaggeegtgttgtectectectgacagecatccaccagtaaattt

gcccccacttetgeatecatatgtetgtetgtetteggatteccagtggtgecagtgecagtgecagtgecagtgtacggcagteegttgtggecceegaccta

tggccceccacctaccaccctactgeceggggtattggagtetetectegttggggetecttectegetggaatacctagtagtagtactaccattatgtatttyg

cacagtacttatteggecttteegttgggtttecttgacatgttatttgtgtatgtgtggacggtgtttaagggggggctgcgatgtataceetgtetge

gacacgtcggcagatcagctctctectegecatcacccataccattectecttecttegtaatgttttccctgetagecagecactatattattacattgttge
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atcaactcgtcgtactaaactgccgtaccatggtegtatgtaccgecaggtceccgecgettttaceggectgaggacgtgtecceggatgtggettacegag

ctggctggtgggacctetacatgecgecgetgtcggagggaacggaggagaccggagegatgetagagetgtcegtggaggaggtatacggcaaatgtga

cgtcegttttgggeccageccacgaccgaagagtaggtacctgegagtgtetgtgtgtgtgtttggtgegteegtgetttgtgtgtatgtgegagaagaggat

atcgettatgtegtgtgtgtetgetgecacactgettgttacatgtgattatacatcgaggaggaaagggaagttgatgagcactctececcegtegeteca

cacctccaaccecegeccaccaaccectatgatgacctecegeccteatgtactttagtggectaaaccagtaggtaggtaaggcagtgggcagggaggtag

ggaggtagggtttccecctgetgecttgecgetaccaggagagecatecegecatgtatccgacacatcacacatgecacggctggaggtaaaggaagaaggaa

aggagaaggaaggcatagctacgtgtcagcaaacacactaaccacaggccacccccaccacceccgegttgetacattacttteccaacgecagatectgt
tctggatacgtteccaagtggttgggtegtacgacecctegecageccggegecacaccegggecccegecagecegtetecegacacegecactgecagea

ccgcgceccagcagcagtacggcattggegeccaaggtcaatggtggecagggegegggagGAGGATGGAAGGGGGGACGGGGAGGAGGACGTAGAGGCGGCAG
E D G R G D G E E D V E A A V

TTCACGAAGATGGCGGCGAGGGTATTCAGTTGGACACGCTGGACATCTTTGCCGGGTGTGGCGGACTGAGCGAGGGTATGCACCAGgtgcggggcgaggg
H ED G G E G I Q L D TLDTIFAGT CS GG GTU LS EGMUH Q

gagtgaaggggggaaaggggggagggggaaagaggtggggecacacgccggggageacaggggcatggget tgacegggttcggcaccatgacgatgacca
tgacaatgcaaaatggcaatgacaatgacaatgcaaaatgacagtgtgatctggtcatcgetatctegaaagcatcegtgetgatgacgtegtecgecge

catcgccatcgecattecttttgetgacgccatccatctacaccgtgecgtacctcccagGCCGGCGTGGCTCGTACTCGCTGGGCCATCGAGTACGACAG
A G V A R T R W A I E Y D S

TGAGGCAGCCGAGGCATATAAGCTCAATAACCCGGATGCCAAGGTCTTTTGCAACAACTGCAACGTACTGCTGCGGgtgaggtggeggataacgggatgy
E A A EA Y KL NNPUDA ATZ KTV YT FOCNINTCNTUVTILTILR

gggaatgagggtgtgtgttteggaggagtaattgggggtgggtgaatgaaagttgggttggetgggtetgtgggtgggtgettgetetttettttecage
gcattagcagccgggtactgggaaataaacgggggggegggggggtgggtgggtgggtgeegeggetgttgtetecct ttggggegggagecacgggect
tagtagcgacatcccaaattattecctectttegettgecttettcacgecacgegeaccactectagecctaaaccccaaaccecgactctcaacgatatece
acgtctttegattgtgettacacccegeecttettettttetacectecttectectttetecegacatteccecccccccagecaacactacteecgetace

accactattcacctgaaacatggegagegccacatctcecccaatcacgactetecccacctggggecttecccacctgaatgaaacccacagGCCGCCAT
H Yy s p E T W R A P HL P NHUD S P HL G P S P P E * N P Q A A M

GCTCAAGGCCGGGTTTGAGGCGGATTGCCTGGCTGACCCCACGTGTGTGGAGGCGGCTGCCGGACTGGACGCCGCCACCCTGGGCGACCTGCCGACCCCT
L K A GF EADCLADU©PTT CV EAAAGT LD AATTL G DL P T P

GGGTCGGTCGCCCTCATGATGGGCGGGCCGCCCTGCCAGGGCTACTCGGGCATGAACCGGTTCAACAAGGGGCTCTGGTCTCAAGTGCAGAACAGCATGY
G s v AL MMGG?PU?PCQGY S GMNU R FNIKGTLWS Q V Q N S M

tgagattgggagagggggtaatggggtggtgggaaggggagaggggactattgggggttggggagggtaggtgggtggtcatgtaggagttatgtagaag
ttgtggtggttttatgacgtggacgtctgtatgtacgtcacgcagegatccatccccactectegggtectgecaccatgeccacacacaaccccgcaccyg

catttgtgcgaatcctcaaaccctggectggttgtecgatatcacaatgtgaaccattcagGTCATGGCGTATTTGTCGTACTGCGATTTCTACCGCCCGCG
vV M A Y L S Y C¢C D F Y R P R

GTACTTTTTGCTGGAGAACGTGCGCAACTTTGCGGTGTACCGCGGTGGGGAGGTGTTTCGACTTGTCGTACGGACGCTGCTGGATCTCGGTTACCAGgtg
Yy F L L ENV RNFAV Y RGGEV F RULV YV RTTUILILUDTILG Y Q

aggctgagaggggctgggactgagaggggcttgatgegggtteceggtecacacggetgegettttgectttectcaactgecacgattgecgegteegta
tgtacgcgtaccattttgtacaagctctaaagctcecttgtatcttecctecttttecatecttttaactatctcatgtaagecttacgecaceccccecee
cacacacacacacgtacaaccctecatattgecatgtaacccccctacacacaaccccacaaccctcaaccectaagecccaaccecacccegtecctgtg
ccgeectectecgtaccttectetgeatgacgggggeccctaggtgettetttececttecactetetcagtatetgtetacecectgecagtttegaceeet

ggtatatcagcttcaaacgcctgtggttegtctecttatcccecctecttatetecteccacceccacececectgatttaaatcgecagGTGCGGTTCGGTATTCT
vV R F G I L

CAACGCTGGCCACTTCGGCGTCCCTCAGTCCCGCAAGCGCACCTTCATCTGGGCTGCCCTCCCTGGAGAAGTCCTACCCGAGTGGCCGACACCAAGACAT
N A G HF GV P Q SR KU RTVFIWAATLUPGEV L P EWP T P R H

GTCTTTGTGGCGACACAGCTGGGAGTGAGGATGGGTGGCAATGCGGCCGCTGCTGCAGGGGGCAGCTGCGGCGGACGGAAGGGAGGCAAGGGCGCAGACG
vV F vV A TQUL GV RMGSGNWAAAAASGS GSCGGIRIKGGIK G A D G

GCGTGAAGAACGGCGGTAGAGGTGGAGGTGCAGGTGGAGGTGGAGGTGGGGATATCGCAGGGGGTTCTTTGGCGCCCCCGGGGGGTTTCTTCTTTGCTTC
vV K N G 6 R 6 GG GGAG GG GGGGDI AGSGSL A P P G G F F F A S

GGGGACGCCGCTGCCCGGAGCACCCCTGCGGACGGTGACGGTGCGGGACGCGATCGGAGACCTGCCGCCAATCGACAACGACGCCAAGACgtgagtggca
G T P L P GAPLURTV TV RDA ATIGIDTLUPP I DNIDA AIZKT

ctgtagctcctccegtagetaaaagaaatgetttecattgtgcagegggggggggattgattgegecageggagaacaggaaaaaggggttggttegtttt
gggcgcccagatgagtgacgacttcetatgagtcacgatgegtgcattcatacacgatgatagettcacgatggetggggaaatccaaatcttgtgacaag
gttgcaaaaaaggtgatgcactgctcgaacagtactgcacagtatttagtaataacggcagtaatggeggeggecacegtgttgtcacgaaagecattgecg

ctcaggaatgtttgcatgcecgttecttggagaggaggcagaacaaagagttatttctactegeteccaacgatgecctecatgttgtacgacagGGACGTGT
D V L

TGCCGTACACAGCCGTGCCAACGAGCGCCTTCCAGCGGGCTATTCGCGGCTCGGCGGGTTCTGAGCTCCGAGACCACATGGTAAAGCAAATGAACGAGCT
P Y T AV P TS A F Q R AIURGSAGSEULW RUIDHEMVYV K OQMNDN E L
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24401

24501

24601

24701

24801

24901

25001

25101

25201

25301

25401

25501

25601

25701

25801

25901

26001

26101

26201

26301

26401

26501

26601

26701

26801

26901

27001

CAACCTGGAGCGATGCAGgtgggggaatgaaaggggtggaaaggggtggcgggacgggaagegggacgggtgaagagggaacggegetgagttgtggggt
N L E R C R

tttagggttttagggcagcaaaccceegtttcecccccecccceggagggaggttegtgtgtetettgtecectgaagettecttecatecectecactegece
actgcatatgctccactttcccecccaaccccacaccectgeactgtcacacacggacccccagatgegecacacteaatgtatcacategteccectettte

tcccacgeccececgggecccecgecgecaccttecacteccecectecctgteccacccagATGTATACCCCGGGGGGTGCCGGGTGCCGACTGGCGTGTATTGC
¢c I P R GV P G A D W R V L L

TCAAGATTGTGGCTGAGGACCCCTCCAGGGAATTCTTCAAGgtgcgtttgtttattacaatgcaacaaagaggatggctgtgeggtggaaacccaaatty
K I V A ED P S R E F F K

tattatgcggcagggagcatcacttgggtcgagatgtgagtgtgtgagtgtgegagtgtgegagtgtgtgagtgtgtgagtgtgtgagtgtgtgagtgtyg
agtgtgtgtgtgagtgtgtgagtgtgagtgtgegtgtgecagggetegecctagecttectecaaccaccaactggcaactcacgacggetatttectect

ttcatgcccccegecatcettecategtgegtatgtatataaatacctaaacacacacacacgcacacacgcacgcatgcagGGCGAGTCGCTGGTTCCTTTC
s ¢ p P H L HURAY VY K YL NTHTIRTHAIRM~OQG GE S L V P F

TGTCTGCCTAACACGGCTGACAGGCACAACGGCTGGCGGGGGCTGTACGGCAGgtgegtaattgttecececectgtgtageegtgtacgacgegggectga
¢ L P N TA DU RHNGWU R G L Y G R

ctgggegetctgtttaggttgtgtectetaceggetacatggagagaacaacttggggeggagaaaaaggactegtgetgtacaacttttgggtgttggg
tgcegtacacctgetececgggetgteccgtgecaggettcacegegtgeacctgecgegaccegetggecgtaacacactcatacacacatttcacgtaggg
atacattccgacgtcttcetaccttectetatttecttetatatatgecttetaagttggggecggegegecgeacgecacgecatgtecccccectgtgtgtyg
gcctttgeattggecccatgeatgtgeatatectecgaacaacacttgcaaactececegetgetgetgetgetgetgetgetgetectacggeatectgtge
cttttcectttgttettcacatgtgeccagtcaacctecatgecattcacgggaagggttegttgtgecceececteggagggggggcetacectgtgettgte

gtcgeatcgeteggactgtggtagcacgaccoctgetttgtecactagetaagaaggataggataataggettttaggtectatccagtacagegectet

gcttattectacgggctecgacatcactcaccctttcaatcaaagecacttaataaacccgagcagecagectagggtegagetacaacagettecattggaaa

atctaacacatgtttcecggtgactacatgaagtacatgaagttttatatcactgtgtgecaccaccatcagcatttceecctecatcaccaactceggtaaaa

gatcattaaacacacatgcatacacctagagggagaacccttacgtggacatcaccctagacttcccgeggccatacacacatcctgtetecccatacta

cttcececegtacagGTTGGACCCCTACGGCCACTTCCCCACAGCCACCACTGAGCCCAACCCCATGGGCAAGGTGGGTCAGGTGTTCCACCCCGACCAGGA
L D P Y GHVPF P TATTE?PNUPMGI KV G Q V F HUP D Q D

CAGAATCGTGTCGGTGAGGGAGTGCGCCAGGAGCCAGItgggtgagggggggggagaggggggtgagggggtaagagggggt aageggggggagaggggy
R I v S v R E C A R S Q

aagacgaaccgcggacgagtgaagcagagggggagggggggaaagacgggggaaaaggtgtatgtattggecacggetgtagggegegtgggtgggeeegt
ggctgtaaatggctacgectggetggatggtgtggttgtggattttttttectaatgegetaacgegatgetggagttttggatatgaaatggataaaccag
cattttccctgecattagetttcacactgegatttteegttgecacgtgtegeattgtacccaataatacaacaategegtgecagatacgecatgaactece

aaccccccaaccccaaccccaaccccaaccccaacccgectgecagGGTTTTCCTGACCACTTCCGATTCTACGGTAACGTGATCTGCCGCCATCGTCAGY
G F P DHF R F Y G NV I CR HUR Q

tacgaccagccagccagtcagcatcactggagataactagttagctaacttagggttgegaaccgaccegtegacacgtttgacgacagtccgaacactyg

agagctgcaaatggagccatggaaaaatggctgtcgegaaatctecttegetgectttectecattetttetggtteecctactgecacceeceggecatgtyg

ccgaggtgecagetgteggetggatgeegecacttacttgeteccectectececectteteccacectecteccectteteccacectecteccecttet

Sequenzllicke wg. repetitivem Element (cccaccctcctccceettet)

27101

27201

27301

27401

27501

27601

27701

27801

27901

28001

28101

28201

28301

28401

XXX
XXXcccaccctecteccectectetgtectecactetegecaccecegt cagGTGGGCAATGCGGTGCCGCCACCGCTCGCTCGGGCCCTCGGACAGCAGCT
vV G N AV P P P LARA ATLGOQ QL

GCGTCTCGCCCTCAAGgtacgtttatggtgtacagtgtacggtgttctcatgtaaaactgatgtactattggtccatcaattaccggcagecccacggact
R L A L K

tgctgceccatgecaactcttattcectgtacgtaaaaccagectacctctaaccgggeccaatccatccectectetttetgaatttecttacggttttggecac

ctctaacgcatgtttgtgaccttgtatgtatatcegeatgtetatatgtgtgtagGAGGGCCGAGCTCGCGATACGAAGGAGGCCGCTGAGAAAATCCAA
E G R ARDTEKEA AR ATE K I Q

TCGATGCGAGCCCGCCGGCAGCAGCAGCCACAGCAGCAGCCACAGCAGCAACACAAGCATAAGTAGAAGGTCAGCGGCAAGGAGCCGAGATAGACAGGAG
S M R AR R Q Q Q P Q ©Q Q P Q Q Q H K H K *

GTGCCGGCAGGTGCCGGCTAAGAGCAGTTGTGATACACGTGATGACACACTATCTGCTACTGCTACTGCAACACTACTATTGCAAATAATATTCTCAAAC
CAATGAGCGGCGGACCAACCTATCCCTTACCTTATCCTTGCATCGTTTCCCATCCCCTTTAACGAGGCGCTACGAGTTGCTTAGTGATTCTGCTCATGAC
GATTTCCTGGTCGTAACAGTTGTCGTGAAAACATCTTTTAGTGGTCTAGCCCCACGGGGAGCCGCACACGCACATCTGCATTCCATGTGGCAGTGTCAAG
GCGATCAGCAGTGAGCTCTTGTTGGCATGGCATGGCATGGCATGGCATGGCATGTGGTGATGAATAGGCTATCTGAGCTTTACACTGCTACGCTGTGACC
AGGGAGGGCGATGTCGAACTGATAATTGAACTGATGACGGACTGATATTCGGACAGAT CAGGGATAACAAACACCACAGGACATGGCTGCCTTAAGGGAA
AACGGGAGTAGATGGATAGGGCCTGAGGGCGTCGGATCACCAGTGATCAGCCGAGTGACGTTACTGAAGGGCATTTATTGTGCGGGGACCTCCTCTCGCT
TTGCCAGCGACCCAGCACGTGGAACTGGCAGATAGACATCGGCTGTTCGTTGTGTCGTGTCGTGTCGTGTTGCTTGACTGCTGAGCAATTTTACATGGTC
TTGTGAGGGTGGCAGCTGCTGCTGGTGCTGCCGGTGGTGGTGGCGGGCAGATGGGGGTGTATGTTGACAACAGACCCCCCCCAACGTCTTGTGAGAGAGG

GAGTAGCAGGGCTCTTGCATGGCGGTATGCGTCGGACTTGCTGCTTGCCAGTTGAATGGGGTGGTATGCTGCGTAGAGCTGTTTTTAGGCGCTGTATGCG
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28501

28601

28701

28801

28901

29001

29101

29201

29301

29401

29501

29601

29701

29801

TCTTAGGTGGCCCATGCGGGGAAGGCCTCTCGAGATGCGTTTTGGCGCGTATTTATGCTTGGTCGTGCATGCCGTACTGTACGACGGTGACTAATCTTGT
GCAGGCTTGCGGAGGCGCGTCATGGTACGCGAGGGTTAGGAGGGGGCATGCCAGCCGCGTCTCCGAATGTCATGTCACTGTCACTGTCCGAATGTCAAGT
CACTGACATACAAGTTTCCAACATCGATATCTGATCACTTTAAGCTTTTAACTGCTCATTCAtccttctttgactataataccatttctggtteccagtgg
accataaagcgcctggcatgectgggecgtacgagetcaagaagettgecaatcattgtcaaacgecccaataccgagacaacaaatcagatatatttagt
tgccgcccataaattggeccatcgaagacctggeggectgtggtectgtgttgagtagetgtgttegactgttgetgttteggagegegttggttecaca
ggaagtcgteggtaagtgaggtgacctcactgaggtctgagetgteccctgecacactgtgetttgaaaagtactattatcataacgegtaatttaattge
gtcacagctaatcactatcgaattaacacacagtcaaccagctatgagattgttgccactgataagggaaaatacattaacgctaaagaagctaaagttt
atcggtcttttgtagcaaggttggetggtttceccttgeccaagtteggecatgtegttgtgteccggetagetgtaacatgtaaatcgaggttageatttgt
gtagttgaataataaaaccttgttattttcatctgtcaaggcaccttatcgategecgagggecagactacaaagtgtectgttggtgtecageggtgea
cagaggacggatcgcggcaagttgaccaacacatactggcttccatececttacageecttecattetetecagetgecacacctaccagacaccaaagcag
cgectecattgetetecctaccggatetgeacggageegecctcatecaacccccectteccatacgacaccacacaccataategegeaccateecccage
cceatttecccaccatcacaaagacgegcacatacacctatcectatatatatacgegecacacacgatggecatcteatgegecagetaatttecaagecga
aacccccaaggcaacggtacccgecgaatcgaccccaacagccaactgcaactcaacggccaacccaaccgaaacggtaacaacatgtttggacctgett

ggatcgccaaccgatgaccgtcaacacgacctcacggatattcccgegg 29849
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A2. Alignment verschiedener Jordan-2-Sequenzvarianten. Die Sequenzen von zehn
unabhéngigen PCR-Klonen aus dem bisulfite genomic sequencing flossen in das alignment
ein. U58741, in Jordan-2-Sequenz (GenBank Accession No. U58741); J 01 — J 03,
verschiedene Sequenzvarianten, Hiufigkeit jeder Variante in Klammern.

* 20 * 40 * 60 *
U58741 i 73
SR H NS IIE . C 1 TGCCRGAGATCGAGGTIGACGGCCECACGGICTAGCCCTTAGCTTCTANCAGTCAA CAAGGIGCTCE : 73
J_02_(4x) : ‘CATGCCAGAGATCGAGGTTGAGGCCGGAGGGTGTAGCCCTTAGCTTGTAACAGTCAACAAGGTGCTCC ¢ 73
J 03 (1x) : | : 73
80 * 100 * 120 * 140
U58741 : GCAATCTGCACGAAATGAGCGGCCATAATCAACTAATCAATTAACTGHEENIE
J_01_(5%) : GCAATCTGCACGARATGAGCGGCCATAATCAACTAATCAATTAACTGHEENIE
J 02 (4x) : GCAATCTGCACGARATGAGCGGCCATAATCAACTAATCAATTAACTCHRENEAS
J_03_(1x) : GCAATCTGCACGARATGAGCGGCCATAATCAACTAATCAATTAACTGHEENEK
* 160 * 180 * 200 * 22
Us8741 I TCCCTGATTCATAGAAGTGTGCAGAGTGTGTCAAGTGTTCAACAGACATACATGGAGTCATGCATCCACAACIEIPNE]
SNSRI TC CCTGATTCATAGAAGTGTGCAGAGTGTGTCAAGTGTTCAACAGACATACATGGAGTCATGCATCCACAACHRIPE]
N PINCS I /. TC CCTGATTCATAGAAGTGTGCAGAGTGTGTCAAGTGTTCAACAGACATACATGGAGTCATGCATCCACAACHEIPNE
NEEINGE NN TCCCTGATTCATAGAAGTGTGCAGAGTGTGTCAAGTGTTCAACAGACATACATGGAGTCATGCATCCACAACHRIIPNIY
0 * 240 * 260 * 280 *
U58741 Sl TCTGTGGTATTCCGTGTACCTACCTCTCACACATGATGTTGTTGAACGCGCTCGCAGCATGATTCCCCATTCTIREEPAH
RSN T C TG TGGTATTCCGTGTACCTACCTCTCACACATGATGTTGTTGAACGCGCTCGCAGCATGAT TCCCCATTCTIRENPACH]
NP IRCS I T C TG TGGTATTCCGTGTACCTACCTCTCACACATGATGTTGTTGAACGCGCTCGCAGCATGATTCCCCATT C TR
NI G INEN T C TG TGGTATTCCGTGTACCTACCTCTCACACATGATGTTGTTGAACGCGCTCGCAGCATGATTCCCCATTC TR
300 * 320 * 340 * 360
Us8741 Bl CCGARAGCAAGGGTGGTATCCTCGGGGATGGTCGAGAGGTCCACATCTGCAGCGCTCTTCGCARAGGTGCTGCIRELY
NP INE C CCAAAGCAAGGGTGGTATCCTCGGGGATGGTCGAGAGGTCCACATCTGCAGCGCTCTTCGCAAAGGTGCTGCRIELY
NEPINCS I C CCAARGCAAGGGTGGTATCCTCGGGGATGGTCGAGAGGTCCACATCTGCAGCGCTCTTCGCAAAGGTGCTGCRINETS
NEOEINGE NN CCCAAAGCAAGGGTGGTATCCTCGGGGATGGTCGAGAGGTCCACATCTGCAGCGCTCTTCGCAARAGGTGCTGCRIEY)
* 380 * 400 * 420 * 4
U58741 ol TGCTGTACAGATGGAAACACGTCCAGGGACGAGTTAATGACAATTCACAAGGCGGCAATACACTAAGAAAGC PN
NS ONE . TC TG TACAGATGGAAACACGTCCAGGGACGAGTTAATGACAATTCACAAGGCGGCAATACACTAAGAAAGCCIRE Y
S PINC SN /. TC TG TACAGATGGARACACGTCCAGGGACGAGTTAATGACAATTCACAAGGCGGCAATACACTAAGARAGCCIRIKE]
SEEINGE NN /. TCTGTACAGATGGAAACACGTCCAGGGACGAGTTAATGACAATTCACAAGGCGGCAATACACTAAGAAAGCCIRIEPIS
40 * 460 * 480 * 500 *

U58741 500
J_01_(5x) 499
J 02 (4x) 510
J 03 (1x) 497
U58741 510

J 01 (5x) 509

J_02_ (4x) 520

J 03 (1x) 507




ANHANG 121

A3. Alignment verschiedener Osser-Sequenzvarianten. Die Sequenzen von 20 unabhéngigen
PCR-Klonen aus dem bisulfite genomic sequencing flossen in das alignment ein. X69552,
hinterlegte Osser-Sequenz (GenBank Accession No. X69552); O 01 — O_17, verschiedene
Sequenzvarianten, Haufigkeit jeder Variante in Klammern. CpG-Motive sind rot markiert.

* 20 * 40 * 60 *
X69552 BN CCAAGGATITTAATATCGTACGICAGTTGAAAGAIAAGT TGAARTCCATCTTRGATGTGCGTGACTTEG 72
0 01 (4x) : CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGA AAGTTGAARTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0_02_ (1x) CGAAGGATRTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0 _03_(1x) CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGA AAGTTGAARTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0 04 (1x) CGAAGGATRTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGA AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0_05_(1x) CGAAGGATRTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0 _06_(1x) CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGA AAGTTGAARTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0_07_(1x) CGAAGGATRTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTT € 73
0_08_(1x) : CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTT € 73
0 09 (1x) : CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAGA AAGTTGAARTCCATCTTYGATGTGCGTGACTT G : 73
0_10_(1x) : CGAAGGATRTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0_11 (1x) CGAAGGATHTTAATATCGTACGTCAGTTGAAAG‘ AAGTTGAAHTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0 12 (1x) AAGTTGAARTCCATCTTYGATGTGCGTGACTTAG : 73
0_13 (1x) CGANACATITTAATATCETACCT CAGTTGAAAGA TCCATCTTYGETGTGCGTGACTTAG 73
0 14 (1x) CGAARGA TTAATATCCGTACGTCAGTTGAAAGA TCCATCTTYGETGTGCGTGACTTAG 73
0 15 (1x) CGAAEGA TTAATATCCGTACGTCAGTTGAAAGA TCCATCTTYGETGTGCGTGACTTAG : 73
0_16_ (1x) TCCATCTTNGATGTGCGTGACTTAG : 56
0 17 (1x) TCCATCTTYNGATGTGCGTGACTTAG : 56

80 * 100 * 120 * 140
GGCCCCTGTGTTTTIMGGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCCGECCCAGCCTACAATGAAGGTATCACAGAAGAGHENEAS)
GGCCCGTGTGTT TTIRGGGTTTTGANATTGAGCGTAATCGGECCGAGCGTACMATGAAGGTAT CACAGAAGAGHFINEAS
GGCCCGTGTGTTTT] —GGGTTTTGAEATTGAGCGTAATCG CCGAGCGTACHATGAAGGTATCACAGAAGA ¢ 145
GGCCCGTGTGTTTTIRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCGGECCGAGCGTACEGATGAAGGTATCACAGAAGAGHEENEAS)
GGCCCGTGTGTTTTIRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCGGECCGAGCGTACEATGAAGGTATCACAGAAGACHEENTAS]
GGCCCGTGTGTTTTIRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCGGECCGAGCGTACEATGAAGGTATCACAGAAGACHENTAS]
GGCCCGTGTGTTTTIRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCGGECCGAGCGTACEGATGAAGGTATCACAGAAGAGHENEAS)
GGCCCGTGTGTTTT] —GGGTTTTGA@ATTGAGCGTAATCG CCGAGCGTACRATGAAGGTATCACAGAAGAGHENR/S
GGCCCGTGTGTTTTHRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCG ATGAAGGTATCACAGAAGAGHHEETS
GGCCCGTGTGTTTTHRGCGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCG ATGAAGGTATCACAGAAGAGHHEETS
GGCCCGTGTGTTTTERGGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCG SgiervieleivveNentervee : 145
GGCCCGTGTGTTTTHRGCGGCTTTTGAGATTGAGCGTAATCG ATGAAGGTATCACAGAAGAGHHEET
GGCCCGTGTGTTTTERGGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCG SgierveleivyeNentervete : 145
GGCCCGTGTGTTTTRRGGGCTTTTGAGETTGAGCGTAATCG SgiervieleivveNentervee : 145
GGCCCGTGTGTTTIRRGGGTTTTGAGETTGAGCGTAATCG ATGAAGGTATCACAGAAGAGHHEET
GGCCCGTGTGTTTTIRRGGGCTTTTGAGETTGAGCGTAATCG SiervieleivvieNentervete : 145
GGCCCGTGTGTTTTERGGGTTTTGAGATTGAGCGTAATCG TiiervelejvvieNertervierte : 128
GGCCCGTGTGTTTTIRCGGCTTTTGACGATTGAGCGTAATCGGINCCGAGCGTACKINTGAAGGTATCACAGAAGACEENPE]

* 160 * 180 * 200 * 22
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCECTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC N NE:]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC MRS
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC MRS
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NE:]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC MRS
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC PN
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC PN
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC MRS
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC P NES]
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC MRS
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCGTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC Atk
GTACGCCAAGGGGCTAGTTGAGAAGTACGGGCTGGAAGATGCCAACGGGCCTGCTGTGCCTTTGTCGCACGGC NN
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X69552

0 * 240 * 260 * 280 *

ACTACCTTGCATTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACGGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACEGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACEGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACEGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
‘CTACCTTGCGTTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACgGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC

‘CTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTAC GCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTG(
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACEGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC

ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
‘CTACCTTGCGTTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACgGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCGTTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACHGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
‘CTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACgGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCEGTTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACRGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC
‘CTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTAC GCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTG(
ACTACCTTGCETTCAGCTGGCCAACCACTTGATGTACEGCAATTCCGGTTTGGAGAGCTTATTGGGAGTCTGC

300 * 320 * 340 * 360
TATATTTEGTCGGTGGGCACHAGGCCTEGATATTGCATATTCCGTGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCT CTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCT CTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCT CTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCT CTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGC(
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCT CTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTIMPCEGTGGGCACEAGGCCTMATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTIGCCCGTCACATGTCCARGCC
TATATTTETCGGTGGGCAC GGCCTgATATTGCATATTCCGTGGGAGCTCT&GCCCGTCACATGTCCAAGCC
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTEGTCEGTGGGCACEAGGCCTEGATATTGCATATTCCETGGGAGCTCTEGCCCGTCACATGTCCAAGCC]
TATATTTCISM G TGGCCACHAGGCCTEATATTGCATATTCCITGGGAGCTCTIAGCCCGTCACATGTCCAAGCC

* 380 * 400 * 420 * 4
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCGAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACGGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCGAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACGGCTGGTCTGGGTATTGTC
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGGCTGGTCTGGGTATTGT(

CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(

CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCGAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACGGCTGGTCTGGGTATTGTC
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCEAAAGGGGTTGTTCGTTACATTGCTGGTACGGCTGGTCTGGGTATTGTC
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCEGCEAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACEGCTGGTCTGGGTATTGT(
CACGGTGGAGCATTGGCAGGCGGCGAAAGGGGTTGTTCGETACATTGCTGGTACGGCTGGTCTGGGTATTGTC
CACGGTGGAGCATTGGCAGCGUAGCARAAGGGGTTGTTCCETACATTGCTGETACAGCTGETCTGGGTATTGTC

291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
291
274
274

364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
364
347
344

437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
437
420
417
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40 * 460 * 480 * 500 *
X69552 T TTTCTCCGAAGTCCGAGTAATCCATCTTTGCATGGGTATTGCCGACTCCGGACTATGCAGCATGCCTAGATACGC NN
(O N N> IR T T TCTCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCA GGGTATTGCRACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE RN
0_02_ (1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCA GGGTATTGCgACTCGGACTATGCAGCATGCGTAGATACGC : 510
0 _03_(1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCASGGGTATTGCIRACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CEaNNY)
0 04 (1x) TTTTCTCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGC‘CGGGTATTGCHACTCGGACTATGCAGCATGCGTAGATACGC : 510
0_05_(1x) TTTTCTCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAMGGGTATTGCEACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CRENSHN]
0 _06_(1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAMGGGTATTGCEACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CREaSNNY)
0 _07_(1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAMGGGTATTGCEACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CREaSNNY)
(ORGSR T TTTCFCCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAMGGGTATTGCIACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CHEN Y
0 09 (1x) : TTTTCTCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGC‘CGGGTATTGCHACTCGGACTATGCAGCATGCGTAGATACGC : 510
(ORGSR T TTTCFCCCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAMGGGTATTGCEACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CHEN Y
0_11 (1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCAG®GGGTATTGCIRACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE CREESHN]
0 12 (1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCA ACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACGCl -y
0_13 (1x) TTTTCECCGAAGTCGAGTAATCCATCTTTGCA ACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE ClEsERy
0_14 (1x) TTTTc=GAAGTCGAGTAATCCATCTTTGC A ACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE Clamsiw)
0 15 (1x) ACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACGCl -y
0_16_ (1x) ACTCGGACTATGCAGCATGCETAGATACE K]
0 17 (1x) ACTCGGACTATGCAGCATGCATAGATACKACHENEEN)

520 * 540 *
TACCGGCTACGTGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIREEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIREEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIRIEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIREEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIEEEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIREEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIEEEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS YA
TACCGGCTACETGTTTTTCAATIENCEE
TACCGGCTACETGTTTTTGAATIEIEL Y
TACCGGCTACETGTTTTTCAAT RIS

OATGTTTTTGAATEREEEL
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Ad4. Alignment der (unvollstindigen) abgeleiteten Proteinsequenz des V. carteri met1-Gens
mit verschiedenen Vertretern der Dnmt1/Met1-Klasse. Charakteristische Sequenzmotive sind
gekennzeichnet. MI-MX, hochkonservierte Motive; KG, Lysin-Glycin-Wiederholung; V.ca,
V. carteri; C.re, C. reinhardtii (J. Umen, pers. Mitteilung); L.es, L. esculentum (Genbank
Accession No. CAA05207); D.ca, D. carota (AAC39355); Z.ma, Z. mais (AAC16389); A.th,
A. thaliana AAA32829); H.sa, H. sapiens (NP_001370); M.mu, M. musculus (P13864).
Sequenznummerierung {iiber den Sequenzen und am rechten Rand. Hochkonservierte
Positionen sind schwarz schattiert, schwécher konservierte grau.

* 20 * 40 * 60 *
MELEL V.CB i s v s : -
CMT2_C.re : VRAGVKQQLGSGQDDMVAPSKHTEATANVKGVKRAADKPADPAPNVAAEKADAPPAPAPAPAPEPAGPVK : 70
MEEL Li.88 & s s : -
MEEL D.CB i s : -
MELL Z.MA @ s~ e N N : -
Metl A.th @ cemmr v : -
DNMEL H.S8 : s e e v v v : -
DNMEL M.MU 1 ~evm s v v : -
80 * 100 * 120 * 140
MEEL V.CB 1 s v : -
CMT2_C.re : KKQKVSEKAAASAATATTAVGDVPDAAAEPGAAKASKPRKEKAASTDAGAAASGAAAGKAAGKETGKRLK : 140
MELL L.B8 & ~rmm e e v N : -
MEEL D.CB 1 s : -
MELL Z.MA @ s~ e N N : -
Metl A.th @ cemmr v : -
DIMEL H.S8 | s v v v i : -
DNMEL M.MU 1 ~evm s v v : -
* 160 * 180 * 200 *
MEEL V.CB 1 s v s : -
CMT2_C.re : KEKTDNKKQAAKAMDEEAEGEGSDVQEEQEGSGADGAGAAGEAAGEVEVKVEGRASRKAAQKVKSYKEAK : 210
Metl L.es : ~~MASPQPNSESVLELPNNDKS-GHKKNKRKQDSVSKRKAS--ATGKKEKKQAVSETIE-EPTAGRKRPK : 64
Metl D.ca : ~~~~~~~ MGSSAVVDAPALDAGLETKKNKRKNADCDSEKTA- - VSGQKKQRAHALKSSE-TPVGSRKMPK : 60
Metl Z.ma : ~~~~mmmscsmms s MQSKATKEGRGIHRKQQAGEWISGYNRRGASWSRKSD-GHV-TRKRPR : 46
Metl A.th : ~rrcmrmmmmmcmc v MVENGAKAAKRKKRPLPEIQEVEDVPRTRRPR : 32
DIMEL H.S8 | s v v v i : -
DNMEL M.MU 1 s e v v : -
220 * 240 * 260 * 280
MELL V.CA & ~rmm e e e v : -
CMT2_C.re : EVESDGNSDGDDDMVDVVEETKVATEDEAL-KQTAGSGPGAGAGSATGGVMRSLVEWDFTDSEGRPEPIE : 279
Metl L.es : RAAACSDFKEKSVHLSKKSSVIETKKDHCVDEEDVAIRLTAGLQE-SQRPCRRLTDFVFHNSEGIPQPFG : 133
Metl D.ca : RAAACADFKEKSIQISKKSSIIETKKDRSVDEEEVAVRLTAG-QE-DGRPCRRLTDFIFHNSDGIPQAFE : 128
Metl Z.ma : RSAACSDFKEKSIRLSEKKSVVMVKKNRMEEEEVDAVNLTKLGPE-DPPPCRKLIDFILHDAEGNPQPFE : 115
Metl A.th : RAAACTSFKEKSIRVCEKSATIEVKKQQIVEEEFLALRLTALETDVEDRPTRRLNDFVLFDSDGVPQPLE : 102
DNMEL H.S8 |~ v v v i M : 1
DOMEL M.MU @ v s v v v v v v M : 1
* 300 * 320 * 340 *
MELL V.CO 1 ~rmm e e v v v N : -
CMT2_C.re : RLGKVEGG----- LYISAAAAG JALGRR PVSSW YSPKADPMV IH GKPAAGAA : 344
Metl L.es : MSEVDDLFISGLILPLEDSLDK JAKGIRC GF RIHEWAIMSGYEDGTPVI|IaIS LKPSG-SY : 202
Metl D.ca : MLEVDDLYMSGLIMELEDSSQK-EACSIKCIZGFERIZNWAIESGYEEGVPTIAYS KPSA-SY : 196
Metl Z.ma : MSEIDDFFUMTALINZMDDDLEKEXERGVRCZGFERIIZDWNIESGYDEGTPVI|IAYS KPST-NY : 184
Metl A.th : MLEIHDIFVSGAILPSDVCTDKE1EKGVRCTSF RVIZHWSEIISGYEDGSPV IS RKPAA-SY : 171
Dnmtl H.sa : PARTAPAR*PTLAVP ISLPDDVERRLKDLIZRDSLTHKEC)K - EKLNLLHEIBEQ DLETKLRK : 70
Dnmtl_M.mu : PARTAPAR)PALAS|EAGSLPDHVIYRRLKDL RDILT KEC\YR-EKLNLLHE|QEO; DLETKLHK : 70
360 * 380 * 400 * 420
Metl V.ca : BKLLEPLLAQVELAGANHQAIRCTET DSTFED CC AT - - KVSRQ - FIGGARYALSLNGRFIRIEQ : 66
CMT2_C.re : BGFMAQLEPQLGLADIL\YYISASINP RM IDTSFB) NTKAK] Q-pGGADMALQLHGDFREEQ : 412
Metl L.es : WKFYDHFLAKATACVENYIS KSS P- DLSLDELLR JAM-TGINC-|gSGG-VSIH- - -DEJAITQ : 265
Metl D.ca : WKHYEHLFAKATACVENY) KSS| P DLSLDELLH JGL-SGMINC-13SRS-VSTIN- - -DFISISQ : 259
Metl Z.ma : WSYFDHFYEKAQVCVENMEI KS QGLDELLRS AST-NAMING-pSGT-MS-|d- - -DL\AEST : 246
Metl A.th : EKVYDYFYEKARASV. ] KSS| IGLEEIELZ JSMSSGSIAY -|§SSG-AATII- - -DEJAISQ : 235
Dnmtl H.sa : EELSEEGY-LAKVKSLIENADIRSLE HAYNREVWGRLENGNQARSEA VGMADANSPPWPLSKPRTPR : 139
Dnmtl M.mu : EELSEEGY- LRKVKSL SDIRS|LENEGTHTLTQ GCPHNGSE———PT EMADSNRSPHISRPKPRGPR : 136
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* 440 * 460 * 480 *
Metl V.ca EFARGIHIQOALETEDHVYPL 129
CMT2_C.re HFAQGIELSVMSSGE -E§PE 460
Metl L.es IZVLASIHIDES SKHETIHAQ 308
Metl D.ca M:EESSKHGDPS T 302
Metl Z.ma PVLLSLRDQCRSRVE!TK 289
Metl A.th INNEKSSKIDKPLQ 278
Dnmtl_H.sa RSKSDEEAKPEPSPSPRI SSTROQTTITSHFAKGPAKRKPQEESERAKSDESIKEED DQDEKRRRTTS 209
Dnmtl_ M.mu RSKSDSDTLFETSPSSV. 'TTRQTTITAHFTKGPTKRKPKEESEEGNSAESAAEE—RDQDKKRRVMDT 205
500 * 520 * 540 * 560
Metl V.ca SKDALAMIMGRGGGGGGGGCHRIATDGG - - -GGRDAETGGDGCGGGGCEGGCTTVIEDDY EMACRIMMAGZ YA 196
CMT2_C.re SFQTLAML - - -DGTGGGGGGIJRIASDGGAAAAAAAAEAAG-AGSGGGSGAGAD. D‘DRAMRLRLQ YNA 526
Metl L.es PETISS---------- GN-GERI-------- GPKAGNGGDKIVESGLANGPAPEEDL LHKLLHE 359
Metl D.ca GKVAST---------- NG-THETI-------- GPKIKDGENK------ KDSATEEIBEG ARLIEQE 347
Metl Z.ma LPSNFS---------- NT-SiE-----------~ KIKDSE-------- CDETAED|®DD. LRRLLQQ 328
Metl A.th RERNPS---------- NGVREIKE-------- VSQVAESE-ALTSDQLVDGT - - -|BDDR) YEILLQD 326
Dnmtl_H.sa RERVARPLPAEEPERAKSGTRTEKEEERDEKEEKR -LRSQTKEPTPKQKLKEEPIBRE GVQADED|ZDG 278
Dnmtl_ M.mu ESGAAAAV--EKLEEVTAGTQLGPEEPCEQEDDNRSLRRHTRELSLRRKSKEDP|BRE PETHEDED DG 273
Targeting zur Replikationsgabel —p
* 580 * 600 * 620
Metl V.ca EHMNG-GSRf QE KGEEDQ- -D 255
CMT2_C.re AWENGEADQP Q) DEEEGAD 585
Metl L.es CSLK---Q- KTSNE - - - - 407
Metl D.ca NSMK- - -Q-J KTANQ- - - - 395
Metl Z.ma KMMK - - -K-0Q KPFSQ- - - - 376
Metl A.th KSMQ- - -QPJ KTSEE---- 375
Dnmtl _H.sa -DEKDEKKHZSQPKDL HNPEEKEPEKVNPQISDEKDEDIKIREKRRKTTJEKE - - - - - - P----TEK 337
Dnmtl_ M.mu KKDKRSSRPZSQPRDP HPKEVRARAGSSRDSEDRDED] EKRRKTTRKKLESHTVPVQSRSERKA 343
640 * 660 * 680 * 700
Metl V.ca LEDPELLGCGFHGADERDSSRT] ANRAN SIBGFLTTIMSLNAZINVAGLD AN VNN IHAEBTEDWGP - - 323
CMT2_C.re VGG- - - -GFGLHPDDMEE - - QTI#D FaﬁYN‘DGLMCPME VA=K DL Qe T EDWGTGG 649
Metl L.es VFDSGVETY - - HIDEL}S - - RSMBHNIATRSNSPISRL T SISTAN=NK A CADERS Y THRIC le] €SG---- 469
Metl D.ca IFDGGADAC--YTDDLi%- -RS HNWRLYNSDSRLISLELLPMKGCADIDVTIF SG ETG---- 457
Metl Z.ma -FDSD-DSI - - FSDDV)s- - VRI BISRL I SISTARNK SGAENBV VIYIGELE! €sC---- 436
Metl A.th LYDASYE-V--QSEHL}5- - HRMIBHINAIRANSIDLREF I SIMHTISENIK Q CDDRSSVNERIGEELE ESW---- 436
Dnmtl_H.sa ARAKTVMNSKTHPPKCIQCGQYIEDIB PDIEKYGQHPPDAWYDEPQNILTNEKIE - - SIBIDANESGFESYEALPQH 405
Dnmtl_ M.mu AQSKSVI—PKINSPKCEECGQH DI PNIEKY QQHPEDAYDEPQUILTSE L——SIYDETSTWFETYEDSPMH 410
* 720 * 740 * 760 *
Metl V.ca AAAPEAVDAEASGC---------- GSGAGGEGSGGS----- ASC-GEOR - Y HEROR AN E'\WH - C PEGQE 375
CMT2_C.re AAGGEGSGAAAGGAAAGGGASGAGGSGAGGEGSGGG--- -~ GGAG R—IFETQ [SINNEW S - ACHD - H 711
Metl L.es : ------------------- YNFDTDANHSSEIGGSRS - - - - - AEID-@VP - TNAEEI AR GHNMEN D - S—SMH 511
Metl D.ca : ------------------- FNLDGDTSQSSEIAGLGT--- -~ ANVD- P—IYLSRIKEWM -lA€S-SM 499
Metl Z.ma : ------------------- CS-TAESVKSSEISSSKA----- DQLD. IERY TS T KE Wi T EREFCERISIUIT 478
Metl A.th : ------------------- ISLN----- DPDSGSQS----- HDPD -@VIC - TS Op anyMiN o - |2€.SDD I i 474
Dnmtl_H.sa KLTCFSVYCKHGHLCPIDTGLIEKNIELFFEGSAKPIYDDDPSLE NGKNIEGPISNIAYWIRT GIZDGGEKA 475
Dnmtl_ M.mu RFTSFSVYCSRGHLCPVDTGLIEKNVELYFEGCAKAIHDENPSME NGKNIEG PiNOWIRS G| DGGEKE 480
780 * 800 * 820 * 840
Metl V.ca DEQDEAAR YR PR{G TRIllS SLAPGHERY] 445
CMT2_C.re KRH 781
Metl L.es TL| I SIHIGENIIKIAYSEFKKDHPA Y 581
Metl D.ca TLIRKEQAINV S|58E SIFMIDAYIRKIS SEFEKGHPRYI 569
Metl Z.ma T L IWIRVMYAE FDKGNPEEN 548
Metl A.th TF} RD T RLSGLQANDK&YI 544
Dnmtl_H.sa QEKIYSKIWEF 540
Dnmtl_ M.mu QEKIYMSKIYEF 545
* 860 * 880 * 900 *
Metl V.ca AVAHSS VAV ASICIOAMIN T, T GRHYKDARR CGlaG R RKLGKPSAAGGARRG 508
CMT2_C.re RAFKGARAAANAN A NIRSICIOARRTVL.GL - TK SGC KTI#KE RVL- - -AAAGGG-KG 846
Metl L.es PiB]VSEERNC S TKWVI---------- 634
Metl D.ca PB/EKISKKSAIJVIGET TKWLM---------~- 622
Metl Z.ma PBETEERRSAIGVSGIRLL TKLVM---------- 601
Metl A.th PIBDN|KRCPIgV VI S TKWIT---------- 597
Dnmtl _H.sa - EAGDSDEQPIFITPCNMRD- - -~~~ -~ LIKLAGVTLG 593
Dnmtl_ M.mu -IBEAKDDDETPIFRSPCYRA-------~- LIHLAGVSLG 598
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920 * 940 * 960 * 980
Metl V.ca GIRIGATAAAGGAGSGMAAAKEMNSVINLRQVRKA 554
CMT2_C.re GINGKAAAA - -AARALRSAVENY RVKKSGG 914
Metl L.es SNYSPEVS 692
Metl D.ca SNYSPEDM 681
Metl Z.ma HHFPEDS 658
Metl A.th SNYSPEDPL 655
Dnmtl H.sa EQIEKDDR 642
Dnmtl M.mu SEQIEKYD 644
Metl V.ca 568
CMT2_C.re 984
Metl L.es EVKDDEEPDEQEENEED-DVPERNLDVPEKAHT)S- - - - - SSTRRHIKSRSDSWERINW- - - - -~ -~ -~---- 743
Metl D.ca EDKEEEEPEEQEEIEEE-EEKE-TLTALEKTPT)S----- TSTPRKTKSIPKVIUDIRW- -~ -~--~--~----- 731
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