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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der zellulare Schleimpilz Dictyostelium discoideum

Dictyostelium ist ein zellularer Schleimpilz, der naturlicherweise in humusreichen Waldbo-
den der gemaRigten Zonen zu finden ist. Bei ausreichender Nahrung kommt Dictyostelium
als einzellige Amobe vor, wahrend er bei Nahrungsmangel in einen Entwicklungszyklus
Ubergeht und dann in Form eines vielzelligen Organismus vorkommt. Die erste entdeckte
Art, Dictyostelium mucuroides, wurde 1869 von O. Brefeld beschrieben (Brefeld 1869).
Dictyostelium discoideum, die Art mit der die Versuche in dieser Dissertation durchgefuhrt
wurden, wurde Anfang der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts von K. B. Raper in den
Waldern von North Carolina entdeckt und charakterisiert (Raper 1935).

1.1.1 Taxonomie und phylogenetischer Ursprung

Die Bezeichnung ,Schleimpilz® fur Dictyostelium discoideum ist irrefihrend, da dieser
Organismus weder den eigentlichen plasmodischen Schleimpilzen, noch den echten
Pilzen zugeordnet werden kann. Von den echten Pilzen unterscheidet sich D. discoideum
durch das Fehlen von Hyphen. Im Gegensatz zu den echten Schleimpilzen, lebt
D. discoideum weder saprophytisch, noch bildet er ein Plasmodium aus.

Aufgrund seiner widerspruchlichen Erscheinungsform und phylogenetischen Beziehungen
war die evolutionare Stellung von Dictyostelium eine Streitfrage, die fur eine lange Zeit
nicht befriedigend beantwortet werden konnte (Baldauf 1999; Loomis 1995). Die Chemo-
taxis der Amoben und die Photo- und Thermotaxis der Amdben im Slug-Stadium stehen
im scharfen Kontrast zu der pilzartigen Erscheinung der Fruchtkorper und der zellulosehal-
tigen Zellwand spaterer Entwicklungsstadien von Dictyostelium discoideum.

Inzwischen sind circa 70 Arten zellularer Schleimpilze (Dictyostelidae) bekannt. Zu den
Dictyostelidae gehdren nach neuesten phylogenetischen Untersuchungen neben der
Gattung Dictyostelium auch die Gattungen Polysphondylium und Acytostelium. Die Dicty-
ostelidae werden in vier Gruppen eingeteilt, wobei Dictyostelium discoideum zu der am
weitesten entwickelten Gruppe 4 gezahlt wird (Alvarez-Curto 2005).

Entsprechend phylogenetischen Untersuchungen werden neben den zellularen Schleim-
pilzen sowohl die plasmodischen (Myxogastridae), als auch die protosteliden Schleimpilze
zur Klasse der Mycetazoa gezahlt. Alle Spezies aus der Klasse der Mycetazoa haben die
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gemeinsame Eigenschaft eines definierten Entwicklungszyklus zur Ausbildung eines quasi
multizellularen Fruchtkdrpers befahigt zu sein (Baldauf 1997; 2000).

Neueren phylogenetischen Berechnungen zufolge, zweigt die Klasse der Mycetazoa
monophyletisch sehr spat vom eukaryotischen Stammbaum ab und ist somit in der Krone
des eukaryotischen Stammbaumes positioniert (Baldauf 2000). Unterstitzt wird diese
Annahme durch eine gemeinsame Genfusion, die nur bei Dictyostelium, Pilzen und Meta-
zoen vorhanden ist (Nara 2000). Untersuchungen von mehr als 100 Proteinen zeigen,
dass Dictyostelium nach der Spaltung der Pflanzen von den Tieren, aber noch vor den
Pilzen abzweigt (Bapteste 2002). Durch das fertig sequenzierte Genom von Dictyostelium
discoideum konnten mittlerweile Uber 5.000 Proteinsequenzen von Dictyostelium mit
denen anderer Eukaryoten verglichen werden, daraus ergibt sich folgender Stammbaum
nach Eichinger 2005:

S. cerevisiae
S. pombe Neurospora

Dictyostelium
discoideum

Human
Fish

Ciona

Maize
Rice
! Mosquito
Arabidopsis

Drosophila

Green alga C. elegans

Malaria

N Leishmania
parasite

e Giarolia

mmmm 100 Darwins

Archaea

Abbildung 1.1.1: Proteom-basierter Stammbaum

Der Stammbaum wurde aus 5.279 Proteinfamilien der 17 komplett sequenzierten Eukaryoten berechnet und
wurzelt auf 159 Proteinclustern von 6 Archaea-Proteomen. Der Stammbaum basiert auf dem Prinzip des
»maximum likelihood* (Eichinger 2005).



Einleitung

1.1.2 Lebenszyklus

Dictyostelium discoideum ernahrt sich von Bakterien, die durch Phagozytose aufgenom-
men werden. Die Bakterien werden von einem unspezifischen, zellmembranstandigen
Rezeptor erkannt, von Pseudopodien umschlossen, endozytotisch aufgenommen und in
den Lysosomen zersetzt (Bozzaro 1995). Fur eine einzige Zellteilung phagozytiert
D. discoideum ca. 1.000 Bakterien (Mutzel 1991). In dieser Phase des Lebenszyklus
befindet sich D. discoideum im vegetativen Wachstum und liegt als ca. 8 bis 12 um grol3e,
einzellige Amdbe vor, die sich durch Aktin- und Myosinfilamente amodboid fortbewegen
kann (Abbildung 1.1.2a). Sobald die bakterielle Nahrungsquelle nicht mehr ausreichend
ist, oder bestimmte Temperaturgrenzen Uberschritten werden, geht D. discoideum aus der
Phase des vegetativen Wachstums in eine ca. 24 bis 30 Stunden andauernde Entwick-
lungsphase uber. Hier bilden die Amdben einen multizellularen Organismus aus, der durch
morphologische Umformung und Zelldifferenzierung in der Bildung eines Fruchtkdrpers
endet (Abbildung 1.1.2b-g).

In der Entwicklungsphase geben die einzelnen Zellen ihre Unabhangigkeit und Individuali-
tat auf. Sie wandern durch cAMP-vermittelte Chemotaxis auf ein Zentrum zu und bilden
innerhalb von 6 bis 7 Stunden ein, aus ca. 10° Zellen bestehendes, multizellulares Aggre-
gat. Anhand des cAMP-Gradienten in der Umgebung erhalten die Zellen eine Orientierung
und bewegen sich stets in Richtung steigender cAMP-Konzentration. Die
cAMP-Sezernierung erfolgt hauptsachlich auf der zur Bewegungsrichtung der Zelle abge-
wandten Seite. Da sich jede Zelle somit auf das hintere Ende einer benachbarten Zelle
zubewegt, kommt es zur Ausbildung der charakteristischen, astférmigen Bahnen, auf
denen die Amdben in Richtung eines Aggregationszentrums wandern (Abbildung 1.1.2b).
In dem Aggregat fusionieren die einzelnen Zellen, im Gegensatz zu den echten plasmodi-
schen Schleimpilzen, jedoch nicht zu einem Plasmodium, sondern bilden unter Aufrecht-
erhaltung der einzelnen Zellen ein sogenanntes Pseudoplasmodium (Abbildung 1.1.2c).
Bereits nach ca. 10 Stunden in der Phase der friihen Entwicklung, kommt es zu einer
Veranderung der Aktivitdt von entwicklungsrelevanten Genen und damit zur Differenzie-
rung der Zellen in Prasporenzellen und Prastielzellen. Das Pseudoplasmodium besteht zu
ca. 15% aus Prastielzellen und zu ca. 75% aus Prasporenzellen. Ca. 10% der Zellen sind
noch nicht differenziert. Die Prastielzellen sind als geschlossener Verband an der Spitze
des Zellaggregates lokalisiert (Abbildung 1.1.2d) (Parent 1996). Zwischen den Prasporen-
zellen befinden sich vereinzelt Zellen, welche den Prastielzellen ahneln. Diese bilden
spater den ,upper cup“ und den ,lower cup“ des Sporenkopfes aus (Feit 1990; Jermyn
1989). Das Pseudoplasmodium kann sich entweder direkt zu einem reifen Fruchtkorper
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(Sorokarp) weiterentwickeln, oder sich zunachst in die Lange strecken und schneckenar-
tig, mit Hilfe einer Zellulose/Protein-Schleimscheide aufgrund photo-, chemo- oder thermo-
taktischer Reize umherbewegen. Schliellich stellt das Pseudoplasmodium seine Wander-
bewegungen ein und es kommt zur Kulmination der Entwicklung von D. discoideum. Ein
Teil, der an der Spitze des Pseudoplasmodiums positionierten Prastielzellen, wandert in
die Masse der Prasporenzellen ein und stof3t zum Boden vor (Abbildung 1.1.2e). Die
Prastielzellen differenzieren jetzt unter der Ausbildung eines Stiels zu fertigen Stielzellen
aus, in dem sie durch Vakuolisierung stark anschwellen und schliellich absterben. Da-
durch wird die Masse der Prasporenzellen in die Hohe gehoben und es entsteht der cha-
rakteristische Fruchtkorper (Abbildung 1.1.2f). Die Prasporenzellen differenzieren unter
Ausbildung eines Sporenkopfes zu reifen Sporenzellen aus, in dem sie Wasser abgeben
und zum Schutz vor extremen Umweltbedingungen, wie Hitze oder Trockenheit, eine
Mukosaccharid-Kapsel ausbilden. Der Sporenkopf wird durch die ,upper cup® und ,lower
cups® am Stiel des Fruchtkorpers fixiert. Die Sporenzellen gehen im Gegensatz zu den
abgestorbenen Stielzellen in einen Ruhezustand Uber und kdénnen unter glnstigeren
Umweltbedingungen wieder auskeimen (Abbildung 1.1.2g). Somit kdnnen sie erneut in die
Phase des vegetativen Wachstums eintreten (Cotter 1992). D. discoideum hat durch
diesen Lebenszyklus die Fahigkeit erlangt, unter ungunstigen Lebensbedingungen durch
teilweise Opferung von Zellen einem bestimmten Anteil an Zellen das Uberleben zu er-
moglichen. Ein mikroskopischer Uberblick der Entwicklungsphase von D. discoideum ist in
Abbildung 1.1.3 dargestellt.

Dictyostelium discoideum ist aufgrund dieses einfachen Entwicklungszyklusses, der strikt
von dem Wachstumszyklus getrennt ist, in nur zwei Zelltypen und der nahen Verwandt-
schaft zu den ,héheren” Eukaryoten ein beliebter biologischer Modellorganismus. Zu den
wichtigsten Forschungsgebieten an Dictyostelium discoideum gehoren u. a. die moleku-
larbiologische Aufklarung von Zelldifferenzierung, Chemotaxis, Zellmotilitdt und Sig-
nal-Transduktion (Gross 1994).
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Abbildung 1.1.2: D. discoideum Entwicklungszyklus (schematisch)
Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum (Kessin 2000).

Abbildung 1.1.3: D. discoideum Entwicklungszyklus (mikroskopisch)
Mikroskopische Aufnahmen des Entwicklungszyklus von Dictyostelium discoideum (Copyright, M.J. Grimson
& R.L. Biological Sciences Electron Microscopy Laboratory, Texas Tech University).
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1.1.3 Organisation des Genoms

Dictyostelium discoideum besitzt ein ca. 34 Mb umfassendes, haploides Genom. Dieses
verteilt sich auf sechs 4-8 Mb grole Chromosomen und auf ein ca. 88 kb grol3es extra-
chromosomales Palindrom, welches mit ca. 100 Kopien im Zellkern lokalisiert ist und fur
die Gene der 5,8S-, 17S-, 26S- und 5S-rRNA kodiert (Eichinger 2005; Sucgang 2003).
Jedes Palindrom besteht aus zwei komplementaren Armen. Kopien von Teilen dieses
Palindroms befinden sich in den Telomerregionen der Chromosomen. Zusatzlich befinden
sich wenigstens die zentralen 3,2 kb des Palindroms als Kopie auf Chromosom 4
(Eichinger 2005). Da an dieser Stelle das Genom nicht assembliert werden konnte, ist
nicht ganz sicher ob sich dort eine komplette Kopie des Palindroms befindet. Ob sich das
Palindrom selbst reproduzieren kann und sich nach der Zellteilung gleichmaRig auf die
Tochterzellen aufteilt (Eichinger 2005), oder ob es nach jeder Zellteilung neu von der
chomosomalen Kopie gebildet wird (Sucgang 2003), ist ebenfalls nicht bekannt. Die Struk-
tur des Palindroms lasst aber vermuten, dass es sich durch Doppelstrangtrennung,
selbst-priming und anschlieRende Zweitstrangsynthese selbst repliziert (Eichinger 2005).
Ahnlich wie Saccharomyces cerevisiae, besitzen Dictyostelien im Zellkern zusatzlich bis
zu 300 Kopien eines 1,5 bis 27 kb groRen Plasmides, wobei die Art des Plasmids abhan-
gig vom jeweiligen Dictyostelium-Stamm ist (Kiyosawa 1993). Diese Plasmide besitzen
einen Replikationsursprung und kodieren fir ein Protein (Rep-Protein), welches fur die
autonome Replikation und Regulation der Anzahl der Plasmide bendtigt wird (Shammat
1998; 1999). Auller diesem Rep-Gen wurden auf dem Plasmid keine weiteren Gene
gefunden, die Aufschluss uber die Funktion des Plasmides geben.

Jede Zelle enthalt in den ca. 200 Mitochondrien je eine Kopie einer 55 kb grof3en mito-
chondrialen DNA, die hauptsachlich fur Gene des Energie-Stoffwechsels kodiert.

Die Sequenzierung des Genoms des Dictyostelium discoideum Stammes AX4 durch das
,Dictyostelium-Genom-Projekt” ist 2005 fertig gestellt worden (Eichinger 2005). Das Ge-
nom von Dictyostelium discoideum ist mit einem Gehalt von 78% ausgesprochen
A/T-reich. In Exons liegt der A/T-Gehalt im Mittel bei 73% und in nichtkodierenden Regio-
nen bei 85%. Homopolymere poly(dA)- bzw. poly(dT)-Sequenzen kdnnen eine Lange von
bis zu 180 bp erreichen. An einigen dieser Stellen und an einigen repetitiven Orten im
Genom sind auch im fertig sequenzierten Genom noch Licken vorhanden, die nicht ge-
schlossen werden konnen.

Das Dictyostelium-Genom kodiert fur ca. 12.500 Gene und ist damit ein sehr dichtes
Genom, d. h. 71% des Genoms werden durch Gene reprasentiert bzw. 63% des Genoms
sind Exon-kodierend. Durchschnittlich fallt auf ca. 2.600 bp ein Gen, sodass zwischen den
kodierenden Regionen der Gene durchschnittlich nur ein Abstand von 780 bp besteht.
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Innerhalb dieser Abstande liegen auch die regulatorischen Bereiche, wie Promotoren und
Terminatoren. Gemessen an der extrem hohen genomischen Dichte, enthalt das Dicty-
ostelium-Genom mit ca. 10% einen bemerkenswert groen Anteil mobiler genetischer
Elemente (Eichinger 2005). Wie die Tabelle 1-1 zeigt, ist das humane Genom im Vergleich
zum Dictyostelium-Genom ca. 85 mal groRRer, besitzt aber nur ca. 1,8 mal so viele Gene.
Der durchschnittliche Abstand zwischen humanen Genen betragt ca. 58.000 bp (Lander
2001). Hieran ist deutlich erkennbar, dass mobile DNA-Elemente nur wenig Platz haben in
das extrem dicht gepackte Genom von D. discoideum zu integrieren, ohne Gene oder
regulatorische Bereiche zu treffen und dadurch zu mutieren.

Mensch Dictyostelium discoideum
GenomgrolRe 2.900 Mb 34 Mb
Zahl der Chromosomen 2x23 1x6
G/C-Gehalt 41% 22%
Intron G/C-Gehalt 38% 12%
Anzahl der Gene ~22.300 ~12.500
kodierende Regionen ~1% ~60%
Genlange ~27.000 bp ~1.700 bp
Lange der kodierenden 1.340 bp 1.414 bp
Regionen pro Gen
Abstand zwischen Genen ~58.000 bp 780 bp
tRNA-Gene 497 391
Transposongehalt 45% 10%

Tabelle 1-1: Vergleich der Genome von Mensch und Dictyostelium
Gegenlberstellung einiger markanter Merkmale des humanen- und des Dictyostelium-Genoms erstellt nach
Lander (2001) und Eichinger (2005).
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1.2 Transposable Elemente

1.2.1 Allgemeines

Transposable Elemente sind nicht infektiose mobile genetische Elemente, welche die
Fahigkeit besitzen, ihre genetische Position im Genom einer Zellen zu verandern.
Transposons wurden bereits in den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts von der spate-
ren Nobelpreis-Tragerin Barbara McClintock in Zea mays entdeckt (McClintock 1948). Das
war zu einer Zeit, in der weder die molekularbiologischen Methoden, noch die Struktur der
DNA bekannt waren. Barbara McClintock entdeckte dicentrische Chromosomen (Chromo-
somen mit zwei Centromeren) und erklarte diese durch Fusionen von langeren Chromo-
somenstucken, die beide ihre Centromerregion beinhalteten. Weiterhin beobachtete
McClintock, dass solche Pflanzen Uberdurchschnittlich viele Nachkommen mit gescheck-
ten oder ganz dunklen Maiskornern hatten, was fur Mutationen in Genen fur die Pigmen-
tierung spricht. McClintock untersuchte die Chromosomenbriche im Maisgenom genauer
und fand heraus, dass diese immer an definierten Stellen im Genom auftraten. Sie nannte
diese Stellen daher dissociation-(Ds)-Loci. Zwar stand fest, dass diese Ds-Loci die Orte
des Chromosomenbruchs sind, doch trat dieses Ereignis nur ein, wenn ein zweiter Locus
vorhanden war, der daher activator (Ac) genannt wurde. McClintock konnte zeigen, dass
auch der Ac-Locus instabil ist. Fur beide Elemente wurde spater gezeigt, dass sie ihren
angestammten Platz auf dem Chromosom verlassen kdénnen (Fedoroff 1989). Doch wah-
rend Ac dazu allein in der Lage ist, bendtigt Ds offenbar die Anwesenheit von Ac bzw.
seiner Proteine. Es konnte auch nachgewiesen werden, dass die Mutationen in den Pig-
mentgenen tatsachlich auf Insertionen von Ds-Elementen beruhten (Xiao 2000).

Als es mdglich war die Molekularstruktur eines solchen mobilen Elements zu untersuchen,
stellte sich heraus, dass diese Transposons aus einer kodierenden Sequenz bestehen,
welche von zwei umgekehrt liegenden Sequenzwiederholungen (ITR) flankiert ist. Das
Genprodukt der kodierenden Sequenz ermdglicht den Transposons ihre Mobilitat. Dieses
Protein wurde daher als Transposase (TR) bezeichnet. Es wurde gezeigt, dass in den
ITRs die Erkennungssequenzen fur die Transposase liegen (Plasterk 1999). Durch einen
Sequenzvergleich von Ac und Ds wurde deutlich, dass ein Ds-Element ein verkirztes
Ac-Element ist, dessen Fahigkeit, selbst eine Transposase zu bilden, deletiert ist. Die
ITR-Sequenzen des Ds-Elements konnen aber von der Transposase eines aktiven
Ac-Elementes erkannt werden und so das Ds-Element mobilisieren (Fedoroff 1989).
Mittlerweile sind Transposons in fast allen untersuchten Eukaryoten und Prokaryoten
gefunden worden. Sie kdnnen einen betrachtlichen Anteil eines Genoms einnehmen, ihre
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Anteile reichen von 0,1% im Arabidopsis thaliana (Konieczny 1991) Uber 3% bei der Hefe
(Kim 1998), 45% beim Menschen (Lander 2001) bis zu 70%-85% bei Mais (Kumar 1999).
Friher wurde dieser Genomanteil nur als sogenannte ,junk DNA* oder sogar ,selfish DNA*
interpretiert (Flavell 1995). Aber die ubiquitare Verbreitung von Transposons spricht gegen
eine Anschauung von einem nutzlosem Ballast oder gar molekularen Parasiten. Sie deutet
eher auf einen positiven Beitrag, den Transposons zur evolutionaren Entwicklung des
Wirtsgenoms leisten konnen hin. Die zahlreichen genomischen Kopien solcher repetitiven
Elemente provozieren durch Rekombination haufig Inversionen, Duplikationen oder Dele-
tionen und generieren teilweise auch Pseudogene. Sie tragen so zur Flexibilitat und zum
Reorganisationspotential eines Genoms bei. Die genetische Variabilitat ist die Grundvor-
aussetzung fur die Anpassung von Organismen an ihre Umwelt. Transposons werden
deshalb heute als maligebliche Werkzeuge der Evolution (Garfinkel 2005; Mourier 2005)
betrachtet. Diese Tatsache wird dadurch untermalt, dass fur unterschiedliche Wirtszellen
gezeigt werden konnte, dass sobald sie einem evolutionaren Druck ausgesetzt sind, sich
die Aktivitat ihrer Transposons erhdht und einige Zellen aufgrund der erhéhten Mutations-
rate einen Uberlebensvorteil erhalten (Grandbastien 2005; Li 2001). Es konnte auch
gezeigt werden, dass mehrere entscheidende genetische Unterschiede zwischen den
Genomen des Menschen und der Affen auf Rekombinationen beruhen, welche durch
Alu-Elemente vermittelt wurden (Mourier 2005).

Die Rearrangements durch transposable Elemente im Genom konnen natirlich auch
negative Auswirkungen auf ihren Wirt haben. Insgesamt sind beim Menschen bis heute
fast 50 schwere Erkrankungen dokumentiert, deren Ursachen auf die Mobilitat von
Retrotransposons zurtickzuflhren sind. So hat z. B. die Integration des Retrotransposons
L1 in das Faktor VIII-Gen zu einer Hamophilie A und die somatische L1-Integration in das
APC-Gen in Dickdarm-Epithelzellen zur Entwicklung eines Kolon-Karzinoms gefihrt (Chen
2005; Kazazian 1998).

Transposons und Wirtszelle stehen in einer Art Symbiose zum beiderseitigen Nutzen.
Allerdings scheint ein empfindliches Gleichgewicht zwischen der notwendigen Aktivitat
seitens der Transposons und der tolerierten Aktivitat seitens der Wirtszelle zu herrschen.
Es liegt nicht nur im Interesse der Wirtszelle, dass die Transposons zu keiner letalen
Mutation im Genom flhren, sondern auch im Interesse der Transposons selbst, da ihre
Existenz im Gegensatz zu Retroviren, welche die Zelle verlassen kdnnen, zwingend an
das Uberleben der Wirtszelle gebunden ist.

Neben einer Erhohung der Variabilitat eines Genoms bieten Transposons weitere Vorteile
fur die Wirtszelle. So kdnnen Retrotransposons fur die Aufrechterhaltung von Telomeren
verantwortlich sein (Pardue 2005) und DNA-Doppelstrangbriche reparieren indem sie
diese durch ihre Integration verschlielRen (Miskey 2005; Morrish 2002). Dass sich im Laufe
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der Evolution Transposon und Wirtszelle auf einander abgestimmt haben, ist auch an

weiteren Eigenschaften zu erkennen:

e Retrotransposons, welche den grofRten Anteil der humanen Transposons stellen, sind
von der Transkriptions-Maschinerie der Wirtszelle abhangig. lhre RNA wird von der
Wirtszelle amplifiziert bevor ihre eigene Reverse Transkriptase daran die cDNA synthe-
tisieren kann. Fur die Initiation der reverse Transkription des RNA-Intermediats bendti-
gen LTR-Retrotransposons eine partiell komplementare, zellulare tRNA (Wilhelm
2005).

e Die Wirtszelle kann durch Methylierung von Retrotransposon-Promotoren die
Transkription von Retrotransposons und damit ihre Frequenz regulieren. Andererseits
kann auch die Methylierung benachbarter Gene durch Transposonaktivitat verandert
werden (Mourier 2005).

e Das genomische Imprinting ist vermutlich aus einer Reaktion auf das mutagene Poten-
tial von transposablen Elementen entstanden (McDonald 2005).

e Viele Retrotransposons zeigen eine Entwicklungs- oder Gewebespezifitat in ihrer
Transkriptionsstarke und damit auch in ihrer Retrotranspositionsfrequenz. Die meisten
Retrotransposons sind insbesondere in Keimbahnzellen aktiv, da nur deren genetische
Information an nachfolgende Generationen weitergegeben wird (Ostertag 2001a;
Tchenio 2000)

e Die Wirtszelle kann Transposon-Sequenzen oder Transposon-kodierte Proteine in ihre
eigenen molekularbiologischen Ablaufe einbinden (molekulare Domestifikation) (Malik
2005).

e Einige Retrotransposons haben die Fahigkeit erlangt, nicht zufallig, sondern spezifisch
in unkritische Bereiche des Genoms der Wirtszelle zu integrieren, um dadurch eine fur
die Zelle schadliche Insertions-Mutation zu vermeiden (vgl. 1.2.4).

Diese Beispiele der zellbiologisch engen Verzahnung von Wirtszelle und Transposon
zeigen, dass diese Beziehung evolutionar schon sehr frih begonnen haben muss. Phylo-
genetische Berechnungen schatzen das Alter von Retrotransposons auf ca. 600 Millionen
Jahre, was auch dem Alter der fruhesten eukaryotischen Organismen entspricht (Kazazian
2000).

Bei der Integration in die Ziel-DNA erzeugen die meisten Transposons einen versetzten
Schnitt von einigen wenigen Basen bis zu mehreren Tausend Basen Lange. Dieser wird
komplementar von zellularen Reparaturmechanismen aufgeflllt, wobei sogenannte Ziel-
sequenz-Verdopplungen (TSD) oberhalb und unterhalb des Transposons zustande kom-
men. Die Lange der TSDs ist charakteristisch fur die Art des Transposons (Gilbert 2002;
2005).
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Einteilung von Transposons

Transposons werden nach ihrem Transpositionsmechanismus in DNA-Transposons und
Retrotransposons eingeteilt. DNA-Transposons werden als DNA-Fragment aus dem
Genom herausgeschnitten und an anderer Stelle wieder integriert. DNA-Transposons
transponieren somit nach einem Exzisions-Integrations-Mechanismus (,cut and paste®).
Die Anzahl der DNA-Transposons andert sich durch ihre Mobilisierung nicht und sie kon-
nen Introns enthalten. Retrotransposons werden Uber eine RNA-Kopie und anschliel3ende
reverse Transkription an einer anderen Stelle in das Genom integriert. Retrotransposons
werden somit durch einen Kopier-Integrations-Mechanismus (,copy and paste®) mobilisiert.
Bei jeder Integration eines Retrotransposons steigt ihre Anzahl im Genom (Deininger
2002). Wahrend DNA-Transposons sowohl in Prokaryoten, wie auch in Eukaryoten vor-
kommen, wurden Retrotransposons nur in eukaryotischen Genomen gefunden (Malik
2001).

1.2.2 DNA-Transposons

Da das Springen von DNA-Transposons normalerweise in einer nicht-replikativen Weise
ablauft, kdnnen sie sich nur in einem Genom vermehren indem sie wahrend der Replikati-
on des Genoms in der S-Phase der Zelle transponieren (Fedoroff 1989).
DNA-Transposons sind in der Regel weniger als 2,5 kb lang und besitzen an ihren Enden
zwei 10 bis 40 bp lange, entgegengesetzt orientierte, terminale Wiederholungseinhei-
ten (ITR). DNA-Transposons erzeugen bei ihrer Integration 2 bis 14 bp lange
Ziel-Sequenz-Verdopplungen und enthalten einen offenen Leserahmen (ORF), der fur
eine Transposase kodiert. Die 5-ITR besitzt Promotor-Aktivitat und ist flr die Transkription
des Transposase-Gens verantwortlich. Die erzeugten Zielsequenz-Verdopplungen bleiben
auch nachdem das Transposon den genetischen Ort verlassen hat bestehen. Dadurch
hinterlassen die Transposons einen ,Fufldabdruck® im Genom.

Die Transposase bindet an die beiden ITRs und schneidet das Transposon dort aus der
genomischen DNA heraus. Zusatzlich vermittelt die Transposase auch die Integration des
DNA-Transposons an einem neuen genomischen Ort und erflllt somit ahnliche Aufgaben
wie die Integrase verschiedener Retrotransposons. Als gemeinsames Motiv beider Enzy-
me konnte ein sogenanntes DD(35)E-Motiv identifiziert werden, was eine evolutionare
Verknupfung von DNA-Transposons und Retrotransposons aufzeigt. Sowohl die Transpo-
sase der DNA-Transposons, wie auch die Integrase der Retrotransposons, besitzen eine
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Endonuklease-Aktivitat, um einen Schnitt in der Zielsequenz zu erzeugen, an dem das
Transposon in das Genom integriert werden kann (Capy 1996; Doak 1994).

Die Klasse der DNA-Transposons ist sehr heterogen, wobei sich die meisten
DNA-Transposons in zwei Gruppen einteilen lassen.

Die Elemente der Tc1/Mariner-Subklasse haben in der Regel Target-Site-Duplikationen
von nur 2 bp Lange. Diese haben typischerweise die Sequenz ,TA®. In Abbildung 1.2.1 ist
der Aufbau eines DNA-Transposons schematisch dargestellt. Elemente dieser Klasse
kommen in fast allen eukaryotischen Genomen vor. Namensgebend fir diese Klasse sind
die Elemente Tc1 aus Caenorhabditis elegans und die Mariner-Elemente, welche bei
verschiedenen Insekten und beim Menschen vorkommen (Miskey 2005). Im Gegensatz zu
den meisten mobilen Elementen sind Transposons dieser Klasse auch in fremden Wirts-
zellen mobil, da sie fur ihre Transposition neben ihren ITRs und ihrer Transposase keine
weiteren speziellen Faktoren der Wirtszelle bendtigen. Dadurch kdnnen auch beliebige
Gene, welche von ITRs flankiert werden, in einer Zelle trans von einer Transposase mobi-
lisiert werden (Izsvak 2000; Miskey 2005; Plasterk 1999).

Mariner (1T Transposase TR
~1,4 kb

Abbildung 1.2.1: Struktur eines DNA-Transposons
Struktur eines DNA-Transposons am Beispiel des Mariner-Elements aus Drosophila mauritiana. Modifiziert
nach Kazazian (2004).

Die zweite Klasse der DNA-Transposons ist die hAT-Familie, namensgebend fur diese
Familie sind die Elemente hobo aus Drosophila, activator aus Zea mays und Tam3 aus
Antirrhinum majus. Die gemeinsamen Merkmale dieser Familie sind zum einen charakte-
ristisch konservierte Sequenzblocke der Transposase, zum anderen besitzen die
ITR-Sequenzen eine gemeinsame Consensussequenz (CAGRGA...JTCYCTG). Alle
Transposons dieser Familie erzeugen Zielsequenz-Verdopplungen von 8 bp (Rubin 2001).
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1.2.3 Retroelemente

Ein charakteristisches und zugleich das namensgebende Merkmal der meisten Retroele-
mente ist die Reverse Transkriptase (RT). Zu den Retroelementen gehodren die
Retrotransposons, die echten und endogenen Retroviren, eine Gruppe von prokaryoti-
schen Insertionssequenzen (,multi-copy single-stranded DNA®, msDNA) und Grup-
pe-ll-Introns. |hre Reversen Transkriptasen zeigen Uber die gesamte Lange eine Se-
quenzahnlichkeit, sodass man von einen gemeinsamen Ursprung der RT aller Retroele-
mente ausgeht (Malik 1999). Alle Retroelemente transponieren nachdem ,copy and
paste“-Mechanismus. Das bedeutet, dass sie von dem Transkriptions-Mechanismus ihrer
Wirtszelle in RNA transkribiert werden. AnschlieRend wird diese, meistens von ihrer eige-
nen Reversen Transkriptase, in cDNA umgeschrieben, um an einer neuen Stelle wieder in
das Genom integriert zu werden. Durch diesen Mechanismus erhoht sich bei jeder
Retrotransposition die Anzahl der Retroelemente einer Zelle. Nur die echten Retroviren
sind in der Lage die Wirtszelle zu verlassen. Alle anderen Retroelemente vermehren sich
nur innerhalb des Genoms ihrer Wirtszelle (Wilhelm 2001).

Die meisten Retrotransposons lassen sich nach ihrem Transpositionsmechanismus und
ihrer Struktur in LTR-Retrotransposons und Non-LTR-Retrotransposons einteilen. Die
Non-LTR-Retrotransposons werden in autonome und nicht autonome Retrotransposons
eingeteilt (Capy 2005).

1.2.3.1 LTR-Retrotransposons

Die 4-10 kb langen Long terminal repeat (LTR)-Retrotransposons sind eng mit den gut
untersuchten Retroviren verwandt und werden in 4 Klassen eingeteilt (Capy 2005). Im
Gegensatz zu den Retroviren besitzen sie kein Gen, das fur ein Hull-Protein kodiert und
kbnnen  deshalb ihre  Wirtszelle  nicht verlassen  (Dewannieux  2005).
LTR-Retrotransposons werden von zwei langen terminalen Wiederholungseinheiten
(LTRs) flankiert, welche 100-500 bp lang sind. Die LTRs haben meistens dieselbe Orien-
tierung (direct repeats, DR), selten weisen sie entgegengesetzte Orientierungen (inverted
terminal repeats, ITR) auf. LTRs enden typischerweise mit der Sequenz: 5°-TG]...]CA-3’,
und werden in die drei Regionen U3, R und U5 unterteilt. Zwischen den beiden LTRs
befinden sich ein, meistens aber zwei offene Leserahmen (ORF). Diese uUberlappen sich
oftmals um 10 bp bis 50 bp und sind im Leserahmen zueinander versetzt. Der erste ORF
wird mit gag bezeichnet und kodiert fur strukturelle Capsid- (CA) und Nukleo-
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kapsid-Proteine (NA), die analog zu den Retroviren fir die Ausbildung der Virus-ahnlichen
Partikeln (VLP) zustandig sind. Der zweite ORF wird mit pol (Polyprotein) bezeichnet und
kodiert fur eine Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT), Ribonuklease H (RH) und
eine Integrase (IN), die fur den Replikations-Zyklus der LTR-Retrotransposons essentiell
sind. In Abbildung 1.2.2 ist der schematische Aufbau eines LTR-Retrotransposons darge-

stellt.
U3RUS
Ty1 FBS ’
~5,9 kb - Pol
5-LTR 3.LTR

Abbildung 1.2.2: Struktur eines LTR-Transposons
Struktur eines LTR-Retrotransposons am Beispiel des Ty1-Elementes aus Saccharomyces cerevisiae.
Modifiziert nach Wilhelm (2005).

Der Pol llI-Apparat der Wirtszelle erkennt die LTRs der LTR-Retrotransposons sowohl als
Promotor, wie auch als Terminator. Die Transkription beginnt im 5°-LTR an der
U3/R-Grenzregion und endet im 3'-LTR an der R/U5-Grenzregion. Die U3-Region ist somit
nur einmal am 3'-Ende des Transkripts (unique to the 3’-end), die U5-Region nur einmal
am 5°-Ende (unique to the 5-end), die R-Region (repeated region) ist hingegen zweimal
auf dem Transkript vertreten. Letztlich ist somit die Information fir ein komplettes
LTR-Retrotransposon auf dem Transkript vorhanden. Das Retrotransposon-Transkript ist
bifunktional. Zum einen dient die Retrotransposon-RNA in den VLPs als Vorlage fir die
reverse Transkription, zum anderen dient sie an den Ribosomen fur die Translation der
gag- und pol-Proteine. Bei LTR-Retrotransposons, welche zwei oder mehrere ORFs
besitzen, wird nur eine bi- bzw. polycistronische mRNA transkribiert.

Die Translation der partiell Gberlappenden und im Leserahmen meistens um +1 zueinan-
der versetzten ORFs erfolgt zusammen durch einen ribosomalen Frameshift. Das dabei
gebildete Polyprotein wird anschlieRend durch die Protease spezifisch in die einzelnen
Proteine gespalten. Fir die Ausbildung der VLPs wird im Vergleich zu den enzymatischen
Proteinen des ORF2 eine grofRere Menge der strukturellen ORF1-Proteine bendtigt. Der
Uberschul® an strukturellen Proteinen wird durch den ,ribosomalen Frameshift* gewahr-
leistet, durch welchen nur ca. 5% bis 10% an ORF2-Proteinen translatiert werden (Wilhelm
2005).

Nach erfolgter Translation und Spaltung der Proteine lagern sich diese im Zytoplasma zu
den Virus-ahnlichen Partikeln zusammen. In die VLPs werden neben einem oder mehre-
ren Retrotransposon-Transkripten auch einige, fur das Retrotransposon spezifische,
tRNA-Molekile, sowie Desoxynukleotide flr die Initiation und Durchfihrung der reversen
Transkription eingeschlossen (Haag 2000).
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Unterhalb der 5°-LTR der Transposon-RNA befindet sich eine ca. 10 bp lange komplemen-
tare Primer-tRNA-Bindestelle (PBS). An diese bindet ein mit eingeschlossenes
tRNA-Molekldl und initiert so die reverse Transkription. Zunachst erfolgt die
(-)-Strang-Synthese bis zum 5°-Ende der Retrotransposon-RNA. Daraufhin wird die kom-
plementare RNA des DNA-RNA-Hybrids durch die RNase H degradiert. Die frei geworde-
ne cDNA der R-Region bindet nun an die 3’-terminale R-Region, sodass die reverse
Transkription Uber die gesamte Lange bis zur PBS vervollstandigt werden kann. Anschlie-
Rend wird die restliche RNA durch die RNase H entfernt, jedoch wird eine bestimmte,
meistens acht bp lange Region der Retrotransposon-RNA oberhalb des 3°-LTR, die soge-
nannte Poly-Purin-Region (PPT), von der RNase H nicht degradiert. Das gebundene RNA-
Fragment dient zur Initiation der (+)-Strang-Synthese, welche zunachst bis an die cDNA
gebundene tRNA heranreicht und die zur PBS komplementare Region der tRNA noch als
»remplate“ nutzt ((+)-Strang-,Strong-Stopp“-DNA). Anschliel3end wird die tRNA durch die
RNase H eliminiert, sodass die freigewordene 3’-terminale PBS-Region des (+)-Stranges
an die komplementare PBS-Region an dem 3’-Ende des (-)-Stranges binden kann. Somit
kann die Synthese des (+)-Stranges und damit des Retrotransposon-Doppelstranges
vervollstandigt werden (Wilhelm 2001).

AnschlieRend I6sen sich die VLPs auf und es bildet sich vermutlich ein Praintegrati-
onskomplex (PIC), der zumindest aus der Retrotransposon-DNA und der Integrase be-
steht, aber klein genug ist, um in den Zellkern einzudringen (Kenna 1998). Einige
LTR-Retrotransposons, wie die Ty-Elemente in Saccharomyces cerevisiae, besitzen eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS) und konnen so aktiv in den Zellkern gelangen. Elemen-
te, die diese NLS nicht besitzen, kénnen nur wahrend der Offnung der Zellkernmembran in
der Mitose in den Nukleus gelangen (Kenna 1998). Die Integrase generiert einen meist
versetzten Doppelstrangbruch in der Zielsequenz und integriert dort die Retrotranspo-
son-DNA (Kenna 1998). DNA-Reparaturmechanismen flllen den versetzten Schnitt in der
DNA komplementar auf und erzeugen so die TSDs.

Solo-LTRs sind haufig beobachtete, einzelne LTR-Sequenzen im Genom, die vermutlich
aus vollstandigen LTR-Retrotransposons durch homologe Rekombination zwischen den
LTRs eines Elementes oder zwischen den LTRs verschiedener Elemente hervorgehen.
Bei der Rekombination zwischen den LTRs verschiedener Elemente wird das komplette
Erbmaterial, das zwischen den Elementen lag, deletiert. Auf diese Art konnen Genome
durch Transposoneinwirkung schrumpfen und die Anzahl aktiver Transposons im Genom
konstant gehalten werden (Vitte 2005).
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1.2.3.2 Non-LTR-Retrotransposons

Die 4-7 kb langen Non-LTR-Retrotransposons sind die grof3te Gruppe der eukaryotischen
Transposons und stammen evolutionar vermutlich von den prokaryotischen
Group llI-Introns ab (Malik 1999). Sie stellen bezuglich ihres strukturellen Aufbaus eine
nicht so einheitliche Gruppe wie die LTR-Retrotransposons dar und werden aufgrund von
phylogenetischen Berechnungen ihrer RT-Domanen in zwolf Klassen eingeteilt (Malik
2000). Die Non-LTR-Retrotransposons der Sauger werden als LINEs (Long Interspersed
Nuclear Elements) bezeichnet. Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das humane
L1-Element, welches in ca. 516.000 Kopien im humanen Genom vorkommt und so
ca. 17% des humanen Genoms ausmacht (Lander 2001). Von den ca. 500.000
L1-Elementen sind fast alle durch Verklirzungen oder Mutationen inaktiviert worden,
sodass es nur etwa 80-100 aktive L1-Elemente im humanen Genom gibt (Boissinot 2005).
Die Non-LTR-Retrotransposons sind bisher erheblich weniger erforscht, als die
LTR-Retrotransposons (Goodier 2004). Sie besitzen ebenfalls einen oder meist zwei
offene Leserahmen und haben entsprechend ihrem Namen keine langen terminalen
Wiederholungseinheiten. Ahnlich wie bei den LTR-Retrotransposons, kodiert auch bei den
Non-LTR-Retrotransposons der ORF2 fiur enzymatische Proteine, die zur Transposition
notwendig sind. Die genaue Funktion der ORF1 Proteine ist noch nicht bekannt. Sie
kénnen Di- oder Multimere bilden und binden an RNA, wobei noch nicht geklart ist, ob sie
nur an spezifische RNAs oder unspezifisch an die RNA binden. Es wurde gezeigt, dass
ORF1 Proteine als DNA-Chaperone dienen kénnen und notwendig fur die Retrotransposi-
tion der Non-LTR-Retrotransposons sind (Kulpa 2005).

TSD

Abbildung 1.2.3: Struktur eines Non-LTR-Retrotransposons
Struktur eines Non-LTR-Retrotransposons am Beispiel des humanen L1-Elementes. Modifiziert nach
Kazazian (2004).

Die beiden ORFs werden von unterschiedlich langen Bereichen flankiert, welche als
nicht translatierte Regionen (UTRs) bezeichnet werden. Die 5°-UTR besitzt in der Regel
Promotoraktivitat flr die Pol lI-Polymerase, wahrend die 3"-UTR sowohl ein Terminations-
signal, wie auch ein Polyadenylierungssignal und einen homopolymeren oder zumindest
adenosinreichen poly(A)-Anhang am 3°-Ende besitzt. (Deininger 2002; Ostertag 2001a).

Die Promotoren dieser Elemente sind in der Regel relativ schwach, kbnnen aber gewebe-
spezifisch oder durch flankierende Sequenzen angeregt werden (Deininger 2002). Diese
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Promotoren sind im Gegensatz zu normalen Pol II-Promotoren, ahnlich wie Pol Il Promo-
toren, interne Promotoren (Geiduschek 2001). Das bedeutet, dass ihre Transkripte ober-
halb ihrer eigenen Lage beginnen und sie so selbst zusammen mit dem Retrotransposon
transkribiert werden. Dies deutet darauf hin, dass Non-LTR-Retrotransposons von einer
Art Hybrid-Transkriptionssystem transkribiert werden, welches sich aus den Transkripti-
onsmechanismen der Pol Il und der Pol Il zusammensetzt (Deininger 2002).

Bei den meisten Non-LTR-Retrotransposons erfolgt die Translation der beiden ORFs auf
der bicistronischen RNA wahrscheinlich unabhangig voneinander durch eine interne
Initiation und nicht wie bei den LTR-Retrotransposons durch einen ribosomalen Frameshift
(Ostertag 2001a). Durch die nicht sehr effektive interne Initiation wird, ahnlich wie bei den
LTR-Retrotransposons, viel mehr ORF1 Protein als ORF2 Protein gebildet.

Nach erfolgter Translation und posttranslationaler Modifikation kommt es durch Zusam-
menlagerung der Retrotransposon-RNA mit den ORF1- und ORF2-Proteinen zur Ausbil-
dung von Ribonukleoprotein-Komplexen (RNPs) (Kulpa 2005). Die EN-Domane vieler
Non-LTR-Retrotransposons besitzt eine Kernlokalisierungsdomane (NLS), welche die
RNPs in den Zellkern wandern lasst. Dort binden zuerst die RNPs an die Ziel-DNA, wo die
Endonuklease einen Schnitt in den (-)-Strang einfugt. An dieser Stelle lagert sich die
Retrotransposon-RNA mit ihrem 3°-Poly-A-Ende komplementar zu einigen wenigen Basen
an. Die Reverse Transkriptase nutzt die frei gewordene 3'-Hydroxylgruppe der Ziel-DNA
zur Initiation der reversen Transkription der Retrotransposon-RNA.

o Target Site

A) 1 First strand cleavage
vy

Target Site

Abbildung 1.2.4: TPRT Modell

Target primed reverse transcription Modell A) Die EN trennt

den (-)-Strang der Ziel-DNA auf und erzeugt ein freies

3-hydroxyl (OH) Ende, B) das 3'-Ende der Retrotransposon

s RNA lagert sich an die freie DNA an und die RT nutzt das freie
3’-OH Ende der DNA als Primer fur die Retrotransposition,
C) die EN schneidet den (+)-Strang der Ziel-DNA versetzt zu

Second strand
cleavage

5
B) Reverse

transcription

«-J*D)

Integration

[TsD]

[ —>

{ | I—,
E) — DNA synthesis

dem ersten Schnitt auf, D) die cDNA integriert durch einem
unbekannten Mechanismus, E) die Retrotransposon-RNA wird
entfernt und durch DNA komplementéar ersetzt. Durch kom-
plementares Auffillen des versetzten Schnittes der EN
entsteht eine TSD. Die RNA ist rot dargestellt, die DNA griin
(Ostertag 2001a).

—

New insert flanked by target site duplications

Da die Initiation der reversen Transkription durch die Ziel-DNA selbst erfolgt, wird dieser
» 1 PRT-Mechanismus®
(Ostertag 2001a). Dieser Mechanismus ist in Abbildung 1.2.4 schematisch dargestellit.

Mechanismus (target primed reverse transcription) genannt
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Der Schnitt des (+)-Strangs der Ziel-DNA erfolgt meistens unterhalb des
(-)-Strang-Schnitts, wodurch die fur die meisten Non-LTR-Retrotransposons charakteristi-
schen Zielsequenz-Verdopplungen von zwei bis zu mehreren hundert Basen erzeugen
(Gilbert 2002; 2005). Der genaue Mechanismus der Verknupfung des 5°-Endes des revers
transkribierten DNA-Einzelstranges mit der Ziel-DNA ist noch nicht verstanden (Gilbert
2005; Zingler 2005). Im Gegensatz zu den LTR-Retrotransposons erfolgt die reverse
Transkription der Non-LTR-Retrotransposons also erst direkt an der Ziel-DNA im Zellkern.
Oftmals findet keine vollstandige reverse Transkription bis zum 5°-Ende des Elementes
statt, in dem Fall wird dann ein fir Non-LTR-Retrotransposons typisches 5’-verkirztes
Transposon integriert (Dewannieux 2005). Diese verkurzten Transposons sind ,dead by
arrival®, da sie ihren Promotor verloren haben.

trans und cis Mobilisierung

In verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Non-LTR-Retrotranspons
auch in trans (von Proteinen anderer Elemente des gleichen Typs) mobilisiert werden
konnen, wobei diese Mobilisierung viel schwacher ist als eine Mobilisierung in cis (durch
ihre eigenen Proteine). Die starke Praferenz flr eine Mobilisierung in cis kann Uber zwei
Mechanismen erklart werden. Zum einen konnen die neu gebildeten Retrotranspo-
son-Proteine noch wahrend ihrer Translation an ihre eigene RNA binden und fremde
Proteine so nicht die Moglichkeit haben an diese RNA zu binden. Zum anderen besteht die
Madglichkeit, dass diese Proteine, ohne an eine RNA gebunden zu sein, sehr instabil sind
und zerfallen, bevor sie an eine fremde RNA binden konnen (Kajikawa 2002; Wei 2001).

1.2.3.3 Nicht autonome Retrotransposons

Non-LTR-Retrotransposons lassen sich in autonome und nicht autonome Retrotranspo-
sons einteilen. Die nicht-autonomen Retrotransposons besitzen im Gegensatz zu den
autonomen Retrotransposons keine oder nicht alle notwendigen Protein-kodierenden
DNA-Sequenzen. Die meisten dieser nicht autonomen Retrotransposons gehdren zu der
SINE-Familie (Short Interspersed Nuclear Elements).

SINEs kommen in nahezu allen lebenden Organismen vor. Der bekannteste Vertreter ist
das Alu-Element, das in ca. 1 Millionen Kopien im humanen Genom vertreten ist und so
ca. 10,6% des humanen Genoms ausmacht (Lander 2001). Aktuell ist aber nur noch eine
humane Alu-Familie, zu der nur ca. 0,5% der humanen Alu-Elemente gehéren, aktiv
(Deininger 2002).

SINEs sind in der Regel 80 bp bis 400 bp lang. Sie bestehen auf der 5°-Seite aus Deriva-
ten von Pol lll-Genen (in der Regel tRNA-Gene oder 7SL-RNA-Gene) wahrend ihre
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3’-Enden aus den 3’-Enden von Non-LTR-Retrotransposons bestehen. Der Ursprung der
Kernsequenzen der SINEs ist noch nicht bekannt (Ohshima 2005).

Die SINE-Elemente behalten die Sekundar- und Tertiarstruktur ihrer urspringlichen
Pol Ill-Gene am 5°-Ende bei und werden von deren Pol lll-Promotoren mit Hilfe des zellu-
laren Polymerase llI-Apparates transkribiert (Dewannieux 2003; Kajikawa 2002).

7SL 3-UTR
Alu o)
~300 bp
TSD TSD

Abbildung 1.2.5: Struktur eines SINE Elementes
Struktur eines SINE-Elementes am Beispiel des humanen Alu-Elementes. Modifiziert nach Dewannieux
(2003)

Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die SINEs, welche ahnliche Retrotranspositi-
ons-Merkmale wie die LINE-Elemente aufweisen, von diesen Elementen Uber ihre
3’-Enden erkannt und mobilisiert werden (Dewannieux 2003; Kajikawa 2002). Beachtens-
wert ist dabei jedoch, dass zumindest die Alu-Elemente, welche am 5°-Ende aus einem
Derivat eines 7SL-RNA-Gens bestehen, nicht auf die ORF1-Proteine der LINE-Elemente
angewiesen sind. Wahrend diese Proteine bei den LINE-Elementen essentiell sind um die
RNPs zu bilden und so 2zu den Ribosomen 2zu gelangen, bindet der
7SL-RNA-Gen-ahnliche Teil der Alu-Elemente zellulare SRP9/14-Proteine, welche die
Funktion der LINE-ORF1-Proteine Ubernehmen. Da auf diese Art die Alu-Elemente auch
von den vielen 5°-verklrzten oder mutierten L1-Elementen mobilisiert werden kdnnen,
lasst sich so erklaren, warum sich die Alu-Elemente noch starker als die L1-Elemente
vermehren konnten, obwohl sie von denen in trans mobilisiert werden mussen
(Dewannieux 2003). Bei SINE-Elementen, die am 5°-Ende aus einem tRNA-Gen beste-
hen, wird vermutet, dass diese entweder Uber ihre tRNA-Gen-ahnliche Tertiarstruktur
direkt an die Ribosomen binden koénnen, oder dass die Reverse Transkriptase der
LINE-Elemente eine besonders hohe Affinitat fur die tRNA-Gen-ahnliche Tertiarstruktur
dieser SINEs hat. Dadurch kénnte die schwache Mobilisierung in trans erhdéht werden
(Kajikawa 2002).
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1.2.3.4 Prozessierte Pseudogene

Neben den nicht autonomen Retrotransposons kdonnen manche Retransposon-kodierte
Proteine auch zellulare mRNAs Uber ihre 3°-Poly-A-Enden erkennen und mobilisieren. Die
so erzeugten prozessierten Pseudogene werden wie die Non-LTR-Retrotransposons von
Target-Site-Duplikationen flankiert und besitzen keine Introns. Da auf den zellularen
mRNAs die Promotoren nicht mit kodiert sind, werden die prozessierten Pseudogene nur
funktionell transkribiert wenn sie zufallig unterhalb eines Promotors in das Genom integ-
riert wurden. Da die allermeisten prozessierten Pseudogenen keinem Selektionsdruck
unterliegen, haben sie einige Mutationen akkumuliert und kodieren so nicht mehr fir
intakte Proteine (Dewannieux 2005). In dem humanen Genom gibt es ca. 10.000-20.000
prozessierte Pseudogene (Deininger 2002).

1.2.4 Spezifische Integrationen mobiler Elemente

Wahrend bei Retroviren eine Praferenz zu erkennen ist, in stark transkribierte Pol [I-Gene
oder deren Promotorregionen zu integrieren (Wu 2003), weisen einige Retrotransposons
Praferenzen flur Bereiche des Genoms ihrer Wirtszellen auf, in denen sie durch ihre Integ-
ration keinen Schaden anrichten. Viele mobile Elemente integrieren bevorzugt an Stellen,
an denen sich schon andere Elemente befinden und bilden so Transposoncluster
(Eichinger 2005; Kazazian 2004). Von den LTR-Retrotransposons integrieren die
Tf-Elemente aus Schizosaccharomyces pombe bevorzugt in Cluster ca. 100-400 bp ober-
halb von Pol ll-Genen. Die verschiedenen Ty-Elemente der Saccharomyces cerevisiae
haben unterschiedliche Integrationspraferenzen entwickelt. Die meisten Ty3-Elemente
integrieren wenige bp entfernt von Pol lll-Transkriptionsstarts, wahrend ca. 90% der
Ty1-Elemente ca. 75-700 bp oberhalb von Pol lll-Genen integrieren. 95% aller
Ty5-Elemente sind im Hetrerochromatin der Telomere und in ,silent Chromatin® Bereichen
gefunden worden (Bachman 2004; Kazazian 2004). Da die Ty1-Elemente enger mit den
Ty5s verwandt sind als mit den Ty3s, mul} sich die Integrationsspezifitat fir tRNA-Gene
zweimal in der Hefe entwickelt haben (Xie 2001). Fir Ty3-Elemente konnte gezeigt wer-
den, dass die Positionsspezifitat durch Interaktionen der Praintegrationskomplexe (PIC)
mit den Proteinuntereinheiten TBP und Brf des Pol llI-Transkripitionsfaktors TFIIIB zustan-
de kommt (Yieh 2002). Fur Ty5 konnte gezeigt werden, dass die gerichtete Integration
uber eine Protein-Interaktion zwischen der Integrase des Elementes und dem
SIR4-Protein vermittelt wird (Zhu 2003).
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Die Non-LTR-Retrotransposons des Typs R1 und R2 von Drosophila melanogaster und
Bombyx mori integrieren sequenzspezifisch in 28S-rRNA-Gene, wahrend heT-A und
TART, bzw. TRAS1 und SART1 in die Telomerbereiche von D. melanogaster und B. mori.
integrieren und so helfen diese aufrecht zu erhalten (Pardue 2005).

Die humanen L1-Elemente integrieren relativ spezifisch in die kurze Sequenzfolge
5-TTTT/A-3" (Kazazian 2004). Da solche Zielsequenzen im humanen Genom sehr zahl-
reich sind, schitzt diese "Pseudo-Spezifitat" die Wirtszelle aber nicht vor Integrationen in
wichtige Gene (Kazazian 1998; Wheelan 2005).

In dem extrem dicht gepackten Genom von Dictyostelium discoideum besitzen die
Transposons zwei unterschiedliche Integrationsstrategien, um keine kodierenden Regio-
nen zu treffen. Wahrend die Elemente der TRE- und DGLT-A-Familien ausschlie3lich in
der Umgebung von tRNA-Genen integrieren, integrieren die restlichen Transposons in der
Regel in vorhandene Transposoncluster. DGLT-A-Elemente integrieren 10-30 bp oberhalb
von tRNA-Genen. TRES-Elemente integrieren immer 44-54 bp oberhalb und in entgegen-
gesetzter Transkriptionsrichtung der tRNA-Gene, wahrend TRE3-Elemente immer
40-150 bp unterhalb der tRNA-Gene in der gleichen Transkriptionsorientierung integrieren.
Die Integrationsspezifitat der TRE-Elemente wird wahrscheinlich ahnlich wie bei den
Ty1-Elementen in S. cerevisiae uber eine Proteininteraktion der
Pol llI-Transkriptionsfaktoren und den Transposonproteinen hergestellt (Bachman 2004;
Winckler 2005a).

tRNA-Gene bzw. Pol lll-Gene sind ideale Integrationsorte fir mobile Elemente, da sie
ubiquitar in vielen Kopien im Genom verteilt sind und von der Pol Il mit ihrem uniquen
Transkriptionsapparat abgelesen werden (Winckler 2005a). Da die Pol lll und die Pol ll
sich gegenseitig zu behindern scheinen, gibt es in der Umgebung von Pol llI-Genen keine
proteinkodierenden Gene (Bolton 2003). Diese Regionen kénnen also als ,sichere Berei-
che” fur Integrationen angesehen werden.

Allgemein kann festgestellt werden, dass mit zunehmender Dichte des Genoms der ge-
nomische Anteil an Transposons abnimmt und die Integrationsspezifitat der Transposons
ausgepragter ist. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass hier die Wahrscheinlichkeit kodie-
rende oder regulierende DNA-Abschnitte zu treffen besonders hoch ist (Boeke 1998). So
besitzen Organismen mit einer hohen genetischen Dichte haufig Transposons mit einer
starken Integrationspraferenz (Boeke 1998; Eichinger 2005).
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1.2.5 Auffinden von de novo-Integrationen

1.2.5.1 Retrotranspositions-Testsystem ("TRE-Falle")

In einer vorausgegangenen Arbeit wurde ein in vivo Retrotranspositions-Testsystem flr
de novo-Integrationen in Dictyostelium discoideum entwickelt (Beck 2002). Diese
TRE-Falle beruht auf einer Selektion von Dictyostelium-Zellen, in denen eine Integration in
der Umgebung eines Koder-tRNA-Gens stattfand. Die Selektion erfolgt aufgrund der
Resistenz von Dictyostelium-Zellen mit einem defektem UMP-Synthase-Gen (pyr5-6)
gegen das Zytostatikum 5-F-Orotat (5-FO). Die UMP-Synthase wandelt Orotsaure in
Uridin-Monophosphat (UMP), welches eine Vorstufe zu dTTP ist, um. UMP-Synthase
exprimierende Zellen (ura®-Zellen) wandeln entsprechend dem Orotat auch das Analogon
5-F-Orotat zu giftigem 5-F-UMP um. 5-F-UMP st ein irreversibler Inhibitor der Thymidy-
lat-Synthase, welche dUMP durch Methylierung in dTMP umwandelt. Durch die Hemmung
der Thymidylat-Synthase ist die DNA-Biosynthese und damit auch das Wachstum der
Zellen gehemmt. Ura*-Zellen sterben somit nach 2 bis 3 Wochen in 5-FO-haltigem Medi-
um ab. Ura™-Zellen sind dagegen nicht in der Lage Orotat in UMP umzuwandeln und damit
auch nicht in der Lage aus 5-FO giftiges 5-F-UMP herzustellen. Sie kdnnen aber Uber den
,Salvage-pathway“ Uracil zu UMP metabolisieren, um die Bildung des DNA-Bausteins
dTTP aufrecht zu erhalten. Ura-Zellen konnen daher in 5-FO-haltigem Medium durch den
Zusatz von Uracil wachsen (Beck 2002; Kalpaxis 1991, vgl. 3.1).

DH1-Zellen sind Dictyostelium discoideum AX3-Zellen, denen das komplette
UMP-Synthase-Gen entfernt wurde (Caterina 1994). Fur die TRE-Falle wird diesen Zellen
ein Konstrukt stabil ins Genom integriert, in dem in das UMPS-Gen das Intron des
cbfA-Gens eingesetzt wurde. In diesem Intron befindet sich wiederum ein Ko-
der-tRNA-Gen. Als Koder-Sequenz wurde nur die kodierende Region des Val’A°-Gens
gewahlt. Diese ist mit 74 bp klein genug, dass das Intron mit dem tRNA-Gen funktionell
aus dem UMPS-Gen heraus gesplei3t werden kann. DH1-Zellen mit einer integrierten
TRE-Falle besitzen daher einen Ura*-Phanotyp.

Sobald es in einer solchen Zelle zu einer Integration eines Transposons in der Umgebung
des Koder-tRNA-Gens kommt, ist die Zelle nicht mehr zur Expression funktioneller
UMP-Synthase in der Lage (ura™-Zelle). Dies kann entweder dadurch geschehen, dass das
UMPS-Gen durch integrierte Polyadenylierungs-Sequenzen nicht mehr vollstandig transk-
ribiert wird oder dass das Intron aufgrund seiner abnormen GréRRe und der Bildung alterna-
tiver Spleifstellen nicht mehr oder nur fehlerhaft aus der Vorlaufer-mRNA gespleil3t wird.
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Die Zelle kann somit wahrend einer 5-FO-Selektion in 5-FO- und uracilhaltigem Medium
wachsen und nach mehreren Zellteilungen einen sichtbaren Klon bilden.

Durch PCRs, Southernblots und Sequenzierung kann die Art, GroRe und die TSDs des
integrierten Transposons bestimmt werden. Es wurden bisher 51 5-FO-resistete Klone
untersucht. Bei 49 konnte eine Integration eines TRE5-A-Retrotransposons positions- und
orientierungsspefizisch vor dem Val"°-Gen gefunden werden. Die 5-FO-Resistenz der
beiden restlichen Klone beruhte auf einer natlrlichen Mutation im UMPS-Gen (Beck
2002).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Retrotransposon TRE5-A in Dictyostelium discoideum
noch aktiv ist, und dass die kodierende Region des Val""°-Gens von den
TRES5-A-Elemeten als Integrationsziel erkannt wird.

1.2.5.2 Markierte, klonierte Retrotransposons

Ein weiteres System zur Untersuchung von de novo-Integrationen von Retrotransposons
in verschiedenen Zelltypen ist fur ein humanes L1-Retrotransposon in HeLa-Zellen entwi-
ckelt worden (Moran 1996).

Bei diesem System wird die reverse Transkription genutzt, um resistente Zellen, in denen
ein Retrotranspositionsereignis stattgefunden hat, zu erzeugen. Dazu wurde in die 3'-UTR
eines L1-Elementes eine Neomycin-Expressionskassette in umgekehrter Orientierung
eingesetzt. In dieser Neo-Kassette befindet sich wiederum in umgekehrter Orientierung ein
Intron, sodass das Neo-Gen nicht funktionell exprimiert werden kann und keine Resistenz
erzeugen kann. Das Intron befindet sich in Orientierung des L1-Elementes und wird,
nachdem das artifizielle L1-Element transkribiert wird, wieder herausgespleift. Sobald
dieses Element in das Genom der HelLa-Zellen integriert wird, kann das Neo-Gen funktio-
nell exprimiert werden und G418-Resistenz erzeugen (vgl. 3.2).

Dieses artifizielle L1-Element wurde in einen Expressionsvektor, der nach der Transfektion
eine Hygromycin-Resitenz vermittelt und in moderater Kopienzahl extrachromosomal als
Episom im Zellkern vorliegt, kloniert. Zuerst wurde mit Hygromycin auf transformierte
HelLa-Zellen selektioniert, die das Episom besitzen. Anschliellend wurde mit G418 auf die
Zellen selektioniert, bei denen das artifizielle L1-Element in das Genom integriert wurde.
Um vier Integrationsereignisse dokumentieren zu kénnen, wurden ca. 200.000-800.000
genomische Fragmente dieser Zellen kloniert und mehrmals radioaktiv gescreent (Moran
1996). Spater wurde diese Methode weiterentwickelt und die Integrationsorte mit Hilfe der
inversen PCR (iPCR) bestimmt (Wei 2001).
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1.3 Transposons in Dictyostelium discoideum

Das Genom von Dictyostelium discoideum besteht trotz seiner extremen Dichte zu 9,6%
aus transposablen Elementen. Von den 9,6% Transposons im Dictyostelium-Genom
entfallen ca. 1,5% auf DNA-Transposons und ca. 8,1% auf Retrotransposons. Insgesamt
enthalt das Dictyostelium-Genom 18 verschiedene Transposon-Arten, welche in sieben
Familien gegliedert werden koénnen. Ein Uberblick der Transposablen Elemente in
D. discoideum ist in Abbildung 1.3.1 dargestellt. Die Transposons sind auf3erst inhomogen
im Genom verteilt. Die meisten Transposons befindet sich in Clustern, welche bevorzugt in
der Nahe von tRNA-Genen oder den Centromeren zu finden sind (Winckler 2005a). Da
das fertige Dictyostelium-Genomprojekt Licken in einigen Transposonclustern aufweist, ist
es moglich, dass nicht alle Kopien der Transposons gefunden werden konnten (Eichinger
2005).

Transposons in Dictyostelium discoideum

DNA-Transposons Retrotransposons
[ | | | |
Tdd- DDT- thug- LTR- Non-LTR-
Familie || Familie || Familie Retrotransposons Retrotransposons

Tdd-4 DDT-A  thug-S DGLT-P DGLT-A
Tdd-5 DDT-B  thug-T DIRS-1 | |

DDT-3 skipper TRE5-Familie TRE3-Familie
, , TRE3-A
TRE5-A || TRE5-B | TRE5-C | TRES-B
TRE3-C
TRE5-A.1 TRE3-D
TRE5-A.2
TRE5-A.3
nicht spezifisch integrierend tRNA-Gen-assoziiert integrierend

Abbildung 1.3.1: Transposons in Dictyostelium discoideum
Schematischer Uberblick der transposablen Elemente in Dictyostelium discoideum
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1.3.1 DNA-Transposons

Im Genom von Dictyostelium discoideum sind keine DNA-Transposons gefunden worden,
welche eine Verwandtschaft zu anderen DNA-Transposons aufweisen. Es wurden aber
drei Familien entdeckt, welche vermutlich zu den DNA-Transposons gehdren. Diese
Transposons besitzen aulRer der Eigenschaft, bevorzugt in Transposoncluster zu integrie-
ren, keine besondere eigene Integrationsspezifitat (Winckler 2005a).

1.3.1.1 Tdd-Familie

Das Dictyostelium-Genom beherbergt ca. 40 Kopien des aktiven mutmallichen
DNA-Transposons Tdd-4. Diese Elemente sind 3,8 kb lang, werden von zwei ca. 145 bp
langen fast identischen ITRs flankiert und erzeugen TSDs mit einer Lange von 5 bp. Die
kodierende Sequenz der Tdd-4-Transposons ist durch sechs Introns unterbrochen.

Im Laufe der Sequenzierung des Dictyostelium-Genoms wurden die Elemente der
Tdd-5-Familie entdeckt. Im Vergleich zu den Tdd-4-Elementen fehlen ihnen die letzten
beiden Introns. Die Ubereinstimmung der Proteinsequenz betragt 39%. Im Genom von
AX4 sind nur funf Kopien von Tdd-5-Elementen gefunden worden, die aufgrund von Muta-
tionen und ihrer geringen Kopienzahl nicht komplett assembliert werden konnten
(Glockner 2001; Winckler 2005a).

Verwandtschaftsuntersuchungen der kodierenden Regionen zeigen nahere Verwandt-
schaft der Tdd-Elemente zu Retrotransposons als zu bekannten DNA-Transposons oder
anderen Proteinen. Das Fehlen der hinteren beiden Introns der Tdd-5-Elemente im Ver-
gleich zu den Tdd-4-Elementen lasst vermuten, dass eine reverse Transkription eine Rolle
bei der Amplifikation dieser Elemente spielt. Mehrere Eigenschaften, wie das Vorhanden-
sein von Introns, die ITRs und Lange der TSDs weisen darauf hin, dass es sich bei den
Elementen der Tdd-4-Familie um DNA-Transposons handelt, welche im Laufe der Evoluti-
on eine Integrasedoméane eines LTR-Transposons durch horizontalen Gentransfer zuge-
wonnen haben. Diese Elemente stellen evtl. einen ,missing link® zwischen DNA- und
Retrotransposons dar (Winckler 2002; 2005a).

1.3.1.2 DDT-Elemente

Die 5,2, bzw. 5,5 kb langen DDT-Elemente reprasentieren eine neue Klasse von vermutli-
chen DNA-Transposons, dessen Proteine keine Homologien zu anderen bekannten Prote-
inen aufweisen und welche von 2 bp langen TSDs flankiert werden. Die je 20 Kopien der
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DDT-A und DDT-B-Elemente bestehen aus 39 bp langen identischen ITRs und besitzen je
zwei ORFs. Die Translation von ORF1 wird durch ein Polyadenylierungssignal kurz vor
dem ATG von ORF2, welcher durch zwei Introns unterbrochen ist, terminiert. Dies deutet
darauf hin, dass die DDT-Proteine von einer bicistronischen RNA translatiert werden.

Das 758 bp lange DDT-S Element ist ein nicht autonomes Derivat, welches in 130 Kopien
im Dictyostelium-Genom vorkommt und wahrscheinlich durch Rekombination aus einem
DDT-A oder DDT-B-Element entstanden ist und vermutlich durch DDT-A und
DDT-B-Elemente in trans mobilisiert wird (Glockner 2001; Winckler 2005a).

1.3.1.3 Thug-Elemente

Die Transposons thug-S und thug-T, welche in jeweils ca. 10 Kopien im Dictyosteli-
um-Genom vorkommen, besitzen keine kodierende DNA-Sequenzen. Sie haben eine
Lange von ca. 2,2 bzw. 1,1 kb, enthalten 18 bzw. 8 bp lange ITRs und sind von 4 bp
langen TSDs flankiert. Obwohl die thug-Transposons keine Ahnlichkeit zu anderen
Transposons in D. discoideum aufweisen, kdnnten sie durch Proteine anderer Transpo-
sons in trans mobilisiert werden (Winckler 2005a).

1.3.2 LTR-Retrotransposons

Auch die meisten Integrationen von LTR-Retrotransposons in Dictyostelium discoideum
befinden sich in Transposonclustern.

1.3.2.1 DIRS1

DIRS1-Elemente sind mit 235 Kopien, von welchen die meisten aufgrund von
Retrotransposon-internen Rekombinationen defekt und somit nicht autonom sind, die
erfolgreichsten  Transposons in  D. discoideum  (Glockner 2001). Komplette
DIRS1-Elemente sind 4,8 kb lang und besitzen zwei sich partiell GUberlappende ORFs
sowie einen in ORF2 eingebetteten ORF3, welcher fur eine RT/RNaseH-Domane kodiert.
Sie haben nicht-identische LTRs, welche nicht mit der typischen Sequenz 5-TGJ...]CA-3’
enden und entgegengesetzt orientiert sind. Es wird vermutet, dass sich DIRS1-Elemente
nicht durch den typischen LTR-Retrotranspositions-Mechanismus vermehren, sondern
geschlossene Doppelstrang-DNA Intermediate bilden (Winckler 2005a). Dieser Mecha-
nismus wurde flr das Kangaroo-Retrotransposon in Volvox carteri nachgewiesen, welches
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eng mit den DIRS-Elementen verwandt ist (Poulter 2005). Zusammen mit einigen anderen
Retroelementen bilden sie die DIRS-Gruppe innerhalb der LTR-Retrotransposons (Poulter
2005).

DIRS1-Elemente haben eine starke Praferenz in andere DIRS-Elemente zu integrieren
und bilden so grolde Cluster, die hauptsachlich in der Nahe der Centromere zu finden sind.
Wahrscheinlich werden die Dictyostelium-Centromere aus Clustern von DIRS-Elemente
gebildet (Eichinger 2005).

1.3.2.2 Skipper

Die ca. 7 kb langen Skipper-Elemente gehoren zu der Ty3/gypsy-Familie. Trotz ihrer
starken Expression in wachsenden D. discoideum Zellen, gibt es nur ca. 60 Kopien im
Genom. Skipper-Elemente besitzen zwei 390 bp lange LTRs und zwei im Leserahmen
versetzte ORFs, die fUr die typischen Proteine der Ty3/gypsy-Familie kodieren. Die Do-
manen auf den ORFs sind im Vergleich zu den anderen Elementen der Ty3/gypsy-Familie
untypisch angeordnet (Gléckner 2001; Winckler 2005a).

1.3.2.3 DGLT

Die DGLT-Retrotransposons in D. discoideum gehdren zu der Ty3/gypsy-Familie der
LTR-Transposons (Gléckner 2001).

DGLT-A

DGLT-A Elemente wurden erst durch das Dictyostelium-Genomprojekt entdeckt. Sie sind
ca. 5 kb lang, besitzen einen ORF, werden von zwei entgegengesetzten 260 bp langen
LTRs flankiert und erzeugen TSDs von 4 oder 5 bp Lange. DGLT-A Elemente integrieren
immer 10-30 bp oberhalb von tRNA-Genen. Im Dictyostelium-Genom befinden sich nur
funf komplette DGLT-A-Kopien, welche alle durch Mutationen inaktiv sind. Zusatzlich
befinden sich 15 Solo-LTR-Kopien dieses Elements im Genom. Diese wurden vor den
DGLT-A-Elementen entdeckt und als H3R bezeichnet (Glockner 2001; Winckler 2005a).

DGLT-B

DGLT-B-Elemente sind 6,2 kb lang, werden von zwei 208 bp langen identischen LTRs
flankiert und erzeugen TSDs von 4 bp Lange. Im Gegensatz zu DGLT-A-Elementen besit-
zen sie keine Integrationsspezifitat fur tRNA-Gene. Diese Elemente besitzen wahrschein-
lich 4 ORFs, was aber nicht genau zu erkennen ist, da es nur ca. zehn Kopien im Genom
gibt, die alle mehr oder weniger stark degradiert sind (Winckler 2005a).
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1.3.3 Non-LTR-Retrotransposons

Alle Non-LTR-Retrotransposons in Dictyostelium discoideum befinden sich in der Nahe
von tRNA-Genen. Deshalb wurde flr diese Retrotransposons die systematische Nomen-
klatur der TRE-Retrotransposons (tRNA-gene-targeted retrotransposable elements) einge-
fuhrt (Szafranski 1999). Die TRE Elemente werden nach ihrer Integrationsspezifitat in
TRE3- und TRES5-Elemente eingeteilt. TRE3-Elemente integrieren auf der 3°-Seite der
tRNA-Gene in einem Abstand von ca. 100 bp hinter der internen B-Box des tRNA-Gens
oder bei tRNA-Genen, die eine externe B-Box besitzen auch in einem Abstand von
ca. 100 bp hinter der externen B-Box. Die TRE5-Elemente integrieren auf der 5°-Seite
ca. 50 bp vor den tRNA-Genen. Alle TREs integrieren orientierungsspezifisch mit ihrem
5°-Ende in Richtung der tRNA-Gene. Es konnte weder eine Spezifitat der TREs flr be-
stimmte tRNA-Gene noch fur ,leere® tRNA-Gene (tRNA-Gene, die noch nicht mit einem
TRE assoziiert sind) beobachtet werden (Winckler 2005a).

TRE5.DGLT-A TRE3

tRNA-Gen exB 1 1

A B B

— [ J
ca. 30 bp ,
W—I e
ca. 50 bp ca. 100 bp

Abbildung 1.3.2: Integrationsorte der tRNA-assozierten Transposons
Schematische Darstellung der Integrationsorte der tRNA-assozierten Transposons in D. discoideum. Modifi-
ziert nach Winckler (2005a).

Fir die spezifisch in der Nahe von tRNA-Genen integrierenden Ty1- und Ty3-Elemente in
Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dass die Integrationsspezifitat Uber
Interaktionen von Transposon-Proteinen und Pol llI-Transkriptionsfaktoren vermittelt wird.
Fur die TRE-Elemente in Dictyostelium discoideum wird ein ahnlicher Mechanismus
vermutet (Bachman 2004; Winckler 2005a).

1.3.3.1 TRE5-Gruppe

Die TRE5-Elemente gehdren zu der L1-Klade der Non-LTR-Retrotransposons (Ohshima
2005). Alle bisher gefundenen TRES5-Elemente sind ca. 50 bp oberhalb von tRNA-Genen,
orientierungsspezifisch mit ihrem 5°-Ende in Richtung der tRNA-Gene gefunden worden
(Winckler 2005a).
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TRE5-A

Die TRE5-A-Elemente sind die am besten untersuchten Elemente der TREs. Sie wurden
in den 1980er Jahren entdeckt und anfangs als DRE (Dictyostelium repetitive element)
bezeichnet (Marschalek 1989). Die ca. 70 Kopien der TRE5-A-Elemente werden in
TRE5-A.1, TRE5-A.2 und TRE5-A.3 unterteilt. Sie werden von 12-16 bp langen Zielse-
quenz-Verdopplungen flankiert (Winckler 2002). TRES-A-Elemente kdnnen bei ihrer Integ-
ration zusatzliche Nukleotide ins Genom integrieren (Beck 2002).

Komplette TRE5-A.1-Elemente sind 5.617 bp lang und besitzen zwei ORFs in unterschied-
lichen Leserahmen. Die UTRs dieser Elemente sind modular aufgebaut. Die 5-UTR
besteht aus bis zu sieben A-Modulen und einem B-Modul. Das A-Modul ist 200 bp lang
und stellt einen internen Promotor dar. Das Transkript dieser Elemente beginnt an der
ersten Base des A-Moduls. Dadurch wird gewahrleistet, dass ein mobilisiertes TRE5-A
einen kompletten Promotor besitzt. Das 290 bp lange B-Modul hat sich wahrend der
Evolution dupliziert und liegt als Kopie auch am 5°-Ende der 3'-UTR vor. Die genaue
Funktion des B-Moduls ist noch unbekannt. Das ATG fur den ORF1 liegt innerhalb des
B-Moduls. Es ist mdglich, dass das B-Modul der urspringliche Promotor der
TRES-Elemente war (Winckler 2002). Zwischen dem A-Modul und dem B-Modul befindet
sich zum einen eine Kopie der ersten 70 bp des A-Moduls, welche auch Promomtoraktivi-
tat besitzen konnte, und zum anderen ein 39 bp langer, homopolymerer A-Stretch
(Marschalek 1992b).

Die 3'-UTR besteht aus der Kopie des B-Moduls und aus einem C-Modul, welche durch
einen ca. 30 bp langen, homopolymeren A-Stretch von einander getrennt sind (Marschalek
1992b). Das 139 bp lange C-Modul endet in einem Poly-A-Stretch und besitzt schwache
Promotoraktivitat fur den (-)-Strang des TRES5-As. Diese (-)-Strang-RNA reguliert mogli-
cherweise die Menge an (+)-Strang-RNA, welche fur die Retrotransposition notwendig ist
(Winckler 2002).

Der ORF1 kodiert fur ein 51 kDa grofRes Protein, welches keine Homologie zu bekannten
Proteinen aufweist. In D. discoideum rekombinant exprimiertes ORF1-Protein bildet im
Zytoplasma der Dictyostelium-Zellen grof3e, multimere Komplexe (Hentschel 2001b). In
Analogie zu den ORF1-Proteinen anderer gut untersuchter Non-LTR-Retrotransposons
kann vermutet werden, dass mehrere ORF1-Proteine an das TRE5-A-Transkript binden
und so einen Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) bilden. Desgleichen kann vermutet wer-
den, dass die RNPs in den Zellkern transportiert werden und dort anschlieRend die
TRE5-A-RNA (iber den TPRT-Mechanismus in das Genom integriert wird. Der Uberschul
an ORF1-Protein gegeniuber ORF2-Protein wird wahrscheinlich, ahnlich wie bei den
LTR-Retrotransposons, durch einen ineffizienten ,ribosomalen Frame-Shift von dem
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bicistronischen TRES5-A-Transkript, erzeugt. Das ORF2-Protein enthalt Domanen flr eine
Endonuklease, eine Reverse Transkriptase und eine Histidin-Cystein-reiche Doma-
ne (HC). Diese Domanen weisen Homologien zu anderen Non-LTR-Retrotransposons auf
(Winckler 2005a). Weder in ORF1 noch in ORF2 konnte ein eindeutiges Kernlokalisie-
rungs-Signal identifiziert werden. Da D. discoideum ein sich oft teilender Organismus ist,
konnen die RNPs wahrend der Mitose durch die partiell aufgeloste nukledre Membran in
den Zellkern gelangen (Winckler 2002).

Die meisten de novo-Integrationen von TRES-A.1-Elementen sind 5°-verkurzt und somit
,dead on arrival, da sie durch die 5°-Verkirzung ihren Promotor verloren haben (Beck
2002). Diese 5°-Verkurzungen sind typisch fur Non-LTR-Retrotransposons und gehen
vermutlich auf eine unvollstandige reverse Transkription wahrend der Integration zurlck
(Dewannieux 2005).

TRES5-A.2 unterscheidet sich von TRE5-A.1 durch eine 3.135 bp grol3e Deletion in ORF2,
drei Deletionen (7 bp, 29 bp, 72 bp) in der 3’-UTR und durch drei Punktmutationen in den
A-Modulen der beiden Elemente (Marschalek 1992a). Durch diese Deletionen sind die
TRES-A.2 Elemente nicht mehr autonom und mussen von TRE5-A.1-Elementen in trans
mobilisiert werden. Da die TRE5-A.2-Elemente viel kurzer sind als die kompletten
TRE5-A.1-Elemente integrieren relativ viele TRE5-A.2s komplett und sind so nach ihrer
Mobilisierung aktiv (Beck 2002).

TRE5-A.3 Elemente bestehen nur aus einem A-, B- und C-Modul, sie sind vermutlich
durch interne Rekombination zwischen den beiden B-Modulen unter Eliminierung von
ORF1 und ORF2 aus TRES5-A.1 entstanden (Winckler 2002). Ob diese Elemente noch
aktiv sind, oder alle nach ihrer Mobilisierung entstanden sind, ist nicht bekannt
(T. Winckler, personliche Mitteilung).

TRE5-A.1 v EN RT HC 3-.uTtR 3P
~5,6 kb AlBIoRF1 [BIClwanaa,

TRE5-A.2 ' \s.ur wyrn TP
~2,3 kb A[BJToRET BICr A,

TSD TSD
TRES5-A.3
~0,7 kb AAAAAAAW}

Abbildung 1.3.3: TRE5-A-Elemente
Schematische Darstellung des Aufbaus der TRE5-A-Elemente. Modifiziert nach Winckler (2005a).
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TRE5-B

Die 5,7 kb langen TRE5-B-Elemente sind erst durch das Dictyostelium-Genomprojekt
entdeckt worden. Sie ahneln in ihrem strukturellen Aufbau den TRES5-A-Elementen. Im
Vergleich zu diesen Elementen fehlt den TRE5-Bs das B- und C-Modul in der 3'UTR.
Auch die A-Module von TRE5-B-Elementen konnen in mehreren Kopien vorliegen
(Szafranski 2002). Die TRE5-B-Elemente werden von ahnlichen TSDs flankiert wie die
TRE5-A-Elemente und zeigen auch die gleiche Integrationsspezifitat. Von den 15 im
Genom vorhandenen TRES-Bs wurden vier untersucht. Drei dieser Elemente liegen im
Abstand von 45-50 bp oberhalb eines tRNA-Gens, wahrend ein TRES-B-Element einen
unublichen Abstand von 96 bp zu einem tRNA-Gen hat (Winckler 2002).

TSD TSD

TRE5-B 5-UTR EN RT HC 3-UTR
Csrkb Y AIBh e ORER s,

Abbildung 1.3.4: TRE5-B-Element
Schematische Darstellung des Aufbaus eines TRE5-B-Elemente. Modifiziert nach Winckler (2005a).

TRES-C

Auch die funf Kopien des TRES5-C-Elementes wurden erst durch das Dictyosteli-
um-Genomprojekt entdeckt. Alle Kopien sind stark 5°-verklrzt, sodass kein komplettes
TRE5-C assembliert werden konnte. Es wurde im Genom jedoch ein Fragment mit einem
AB-Modul gefunden, welches den TRE5-C-Elementen zugeordnet wurde (Winckler 2002).
TRES5-C-Retrotransposons enthalten demnach wie TRE5-A und TRES-B in der 5'-UTR ein
A- und B-Modul, vermutlich ebenfalls zwei sich partiell GUberlappende ORFs und in der
3'UTR nur ein C-Modul. TRE5-C-Retrotransposons werden von den TRES-A-typischen
TSDs flankiert. Vier von den funf TRE5-C-Kopien befinden sich in einem Abstand von
44-46 bp oberhalb eines tRNA-Gens, eine TRES-C-Kopie befindet sich aufgrund einer
nachtraglichen Integration eines H3R-LTR in einem gréReren Abstand zum assoziierten
tRNA-Gen (Winckler 2002).

TSD TSD

TRE5-C \sumr EN RT HC 3-UTR
.......... SRET ORF2  JD[ClraarraA,,

Abbildung 1.3.5: TRE5-C-Element
Schematische Darstellung des Aufbaus eines TRE5-B-Elemente. Modifiziert nach Winckler (2005a).
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1.3.3.2 TRE3-Gruppe

Die TRE3-Elemente weisen eine ahnliche Struktur wie die TRE5-Elemente auf, ihre Grup-
pe ist allerdings wesentlich einheitlicher. TRE3-Retrotransposons haben eine Lange von
4,7-5,3 kb und enthalten zwei entweder sequentiell angeordnete (TRE3-A und TRE3-C)
oder sich partiell Uberlappende ORFs (TRE3-B), die von UTRs flankiert werden. Die
3-UTRs besitzen am Ende einen homopolymeren poly(dA)-Anhang mit einer Lange von
bis zu 70 bp. Das Genom von Dictyostelium discoideum enthalt ca. 60 Kopien von
TRES3-A, ca. 50 Kopien von TRE3-B, ca. 30 Kopien von TRE3-C und ca. 5 Kopien von
TRE3-D. Wie es fur Non-LTR-Retrotransposos typisch ist, sind die meisten Kopien der
TRE3-Elemente 5°-verkirzt und somit inaktiv. Im Gegensatz zu den codierenden Regio-
nen unterscheiden sich die 5°- und 3’-UTRs der verschiedenen TRE3-Retrotransposons
deutlich von einander. In TRE3-A konnte innerhalb der ersten 350 bp der 5-UTR schwa-
che Pol lI-Promotor-Aktivitat festgestellt werden (Winckler 1998).

(TSD) (TSD)

TRE3 5-UTR EN RT HC 3.utR
FAAAAAAA
~5 kb |__ORF1_ 7 ‘""

Abbildung 1.3.6: TRE3-Element
Schematische Darstellung des Aufbaus eines TRES-B-Elemente. Modifiziert nach Winckler (2005a).

Untersuchungen der TSDs von 35 TRE3-Retrotransposons zeigten, dass nur etwa die
Halfte der TRE3-A- und TRE3-B-Retrotransposons von TSDs mit einer Lange von 8-12 bp
flankiert sind. Im Gegensatz dazu konnten bei allen Kopien von TRE3-C- und
TRE3-D-Elementen TSDs der Lange 15-19 bp bzw. 14-40 bp festgestellt werden (Winckler
2002).

Von 27 untersuchten TRE3-A-Retrotransposons wurden 21 in einem Abstand von
63-133 bp (=105 bp) unterhalb der B-Box von tRNA-Genen gefunden. Die restlichen
sechs TRE3s wurden in ahnlichem Abstand unterhalb einer ex-B-Box von tRNA-Genen
gefunden. Alle zwolIf untersuchten TRE-3-C Elemente wurden im Abstand von 75-125 bp
unterhalb der B-Box von tRNA-Genen gefunden, wahrend alle elf untersuchten
TRE3-B-Elemente nur in einem Abstand von 40-98 bp (9=67 bp) unterhalb der B-Boxen
von tRNA-Genen gefunden wurden (Szafranski 1999).

TRES3-Elemente zeigen anscheinend eine Integrationsspezifitdt sowohl fur die interne, als
auch fur die externe B-Box von tRNAGenen. Fur beide B-Boxen wurde nachgewiesen,
dass der Pol llI-Transkriptionsfaktor TFIIIC an sie bindet (Bukenberger 1994). Daher wird
davon ausgegangen, dass die Integrationsspezifitat der TRE3-Elemente Uber eine Interak-
tion zwischen TRE3-Proteinen und TFIIIC gegeben wird (Winckler 2005a).
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1.4 Pol llI-Gene

1.4.1 tRNA-Gene

tRNA-Gene sind kleine Gene von ca. 76-97 bp Lange, die von der RNA-Polymerase Il
(Pol 1ll) transkribiert werden und ubiquitar in dem Genom verteilt sind. Die Transkripte
werden zunachst als gréliere Molekulle (Vorlaufer-tRNA) synthetisiert. Aus diesen werden
die funktionsfahigen tRNAs durch die sogenannte "Prozessierung" herausgeschnitten. Die
fertigen tRNAs falten sich durch Paarung einiger Basen kleeblattartig so zusammen, dass
sowohl das 3'-, als auch das 5°-Ende der tRNAs im Akzeptorarm liegen.

Da die Arme verschiedener tRNA-Gene unterschiedlich lang sein kénnen, wichtige Funkti-
onen der tRNA-Gene raumlich aber immer an denselben Stellen liegen, wurde ein einheit-
liches Nummerierungssystem eingefuhrt: Die Nummerierung beginnt beim 5’-Guanin-
Nukleotid (im Akzeptorarm). Von dort an wird in 3"-Richtung gezahlt, wobei auf das Nukle-
otid 17 im unterschiedlich langen D-Arm einiger tRNAs die Nukleotide 17a und 17b folgen
konnen, sowie auf das Nukleotid 20 die Nukleotide 20a und 20b. In der variablen Schleife
kénnen auf das Nukleotid 47 die Nukleotide 47a bis 47p folgen. Das Anticodon liegt immer
an der Position 34 bis 36 (Knippers 2001; Singhal 1983).

Die Aminosaurebeladung an die 3'-OH-Gruppe der tRNAs funktioniert mit Hilfe spezifi-
scher Aminoacetyl-tRNA-Synthetasen. Die Erkennung der tRNA-Gene durch diese Syn-
thetasen erfolgt an einigen wenigen Stellen im tRNA-Molekul. Die wichtigste Stelle fur die
Erkennung ist die Position 73 im tRNA-Gen. Die meisten Synthetasen erkennen zusatzlich
den Akzeptor-Arm der tRNA-Gene, wahrend andere (z. B. die Valyl-tRNA-Synthetase)
auch das Anticon Uberprufen (Fukai 2003; Horowitz 1999; Ramesh 2001).

Fur tRNA-Gene in Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dass ihre Aktivitat
die Aktivitat benachbarter Pol 1I-Gene reprimiert. Dies ist wahrscheinlich der Grund, warum
in einem Abstand von mehreren hundert Basen von tRNA-Genen selbst in dichten Geno-
men keine proteinkodierenden Gene liegen (Bolton 2003).

In Dictyostelium discoideum kommen die einzelnen tRNA-Gene in ein bis 21 Kopien im
Genom vor, wobei durch den hohen A/T-Gehalt hauptsachlich A/T-reiche Codons und
damit die entsprechenden tRNA-Gene verwendet werden (Eichinger 2005). Insgesamt gibt
es im Dictyostelium-Genom 390 Kopien von tRNA-Genen, die homogen im gesamten
Genom verteilt sind. Die 3 Stopp-Codons ochre (UAA), amber (UAG) und opal (UGA)
werden unterschiedlich oft verwendet. Wahrend ca. 90% aller Dictyostelium Gene mit
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einem ochre-Stopp-Codon beendet werden, werden die beiden anderen Stopp-Codons
nur zu 5,5% bzw. 4,9% verwendet (Winckler 2005b).

tRNA-Gene besitzen zwei interne Promotorregionen, zum einen die A-Box von Position
acht bis 21 und zum anderen die B-Box von Position 50 bis 61. In allen Dictyostelium
tRNA-Genen ist die B-Box mit der Basenfolge G *TTCRANYC®' konserviert. Ahnlich wie in
Saccharomyces cerevisiae bindet in Dictyostelium wahrscheinlich der Transkriptionsfaktor
TFIIC an die B-Box und rekrutiert den Transkriptionsfaktor TFIIIB, welcher oberhalb des
tRNA-Gens an die DNA bindet und dort die Transkription einleitet (Bukenberger 1991;
Geiduschek 2001). Dictyostelium-TFIIIB besteht aus den drei Proteineinheiten Bdp1, Brf1
und TBP, wahrend die genaue Struktur von TFIIIC in Dictyostelium noch nicht bekannt ist.
dTFIIIC besteht aus wenigstens acht Untereinheiten, von denen erst zwei identifiziert
werden konnten (Bukenberger 1994, http://www.dictybase.org).

TFIHIC

TFIIB

A-Box B-Box ex-B-Box
tRNA-Gen

Abbildung 1.4.1: Schematische Darstellung eines tRNA-Gens

Schematische Darstellung eines Modells fur ein Dictyostelium discoideum-tRNA-Gen mit den angedeuteten
Transkriptionsfaktoren TFIIIC und TFIIIB. Das tRNA-Gen ist durch die A- und die B-Box gekennzeichnet,
unterhalb des tRNA-Gens befindet sich eine externe B-Box. TFIIIB besteht in D. discoideum aus den drei
Untereinheiten TBP, Bdp1 und Brf1. Die Art und Anzahl der Untereinheiten von TFIIIC ist nicht bekannt.
TFIIC ist schematisch in grau dargestellt. Modifiziert nach Geiduschek (2001).

In Dictyostelium discoideum besitzen nach alteren Schatzungen ca. 80% aller tRNA-Gene
ein externes B-Box-Motiv welches 19-35 bp unterhalb des tRNA-Gens lokalisiert ist
(Hofmann 1991). Die Funktion dieser externen B-Box ist noch weitgehend unbekannt.
Hofmann et al. (1991) diskutieren, dass die externe B-Box von Dictyostelium-tRNA-Genen
als Parkposition flur TFIIIC wahrend der Transkription des tRNA-Gens genutzt werden
kann. Es konnte auch gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor TFIIIC sowohl an die
interne, als auch an die externe B-Box bindet (Bukenberger 1994).

In der Umgebung von ca. 54% aller D. discoideum-tRNA-Gene sind Integrationen von
mindestens einem TRE-Retroelement gefunden worden (Winckler 2005a).
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1.4.2 Das ribosomale 5S-Gen

Das ca. 120 bp lange ribosomale 5S-Gen wird ebenso wie die tRNA-Gene von der Pol lll
transkribiert und kodiert flir einen Teil der kleinen Untereinheit der Ribosomen. Das
r5S-Gen besitzt als interne Promotorregionen eine A- und eine C-Box. Bei der Transkripti-
on bindet erst der Transkriptionsfaktor TFIIIA an die A-Box, rekrutiert den Transkriptions-
faktor TFIIIC, welcher wiederum, wie bei den tRNA-Genen, TFIIIB rekrutiert und somit die
Transkription des r5S-Gens einleitet (Geiduschek 2001).

In Dictyostelium discoideum liegt das r6S-Gen zusammen mit anderen ribosomalen Ge-
nen auf dem extrachromosomalen Palindrom. Ob sich das r5S-Gen auch auf der Kopie
des Palindroms auf Chromosom 4 befindet, ist nicht bekannt (Sucgang 2003).

In der Umgebung des r5S-Gens sind keine Integrationen von Retroelementen gefunden
worden. Es ist aber moglich, dass einzelne Integrationen auf wenigen Kopien des
Palindroms im Genomprojekt nicht erkannt werden konnten (G. Gléckner, FLI Jena, per-
sonliche Mitteilung).
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1.5 Gentherapie

Die Gentherapie ist die gezielte Einfuhrung genetischen Materials mit Hilfe geeigneter
Ubertragungsmethoden in Zellen von Patienten. Im Unterschied zur herkémmlichen,
medikamentosen Therapie, erfolgt bei der Gentherapie keine Verabreichung eines direkt
wirkenden Arzneimittels, sondern die Korperzellen selbst werden durch den Zusatz von
Genen dazu veranlasst, die bendétigten Proteine selbst zu produzieren.

Bei gentherapeutischen Eingriffen ist zwischen Veranderungen in Korperzellen (somati-
sche Gentherapie) und denen der menschlichen Keimbahn (Keimbahntherapie) zu unter-
scheiden. Die gentherapeutische Veranderung der menschlichen Keimbahn wird aus
ethischen und praktischen Griinden (Nebenwirkungen unvorhersehbar; veranderte Erbin-
formation wird an die Nachkommen weiter gegeben) fur nicht vertretbar gehalten und ist in
fast allen Landern verboten (in Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz).

Bis Januar 2005 gab es Uber 1.000 anerkannte somatische Gentherapie-Studien, die zum
Teil sehr erfolgreich verliefen. Ca. %5 dieser Studien beschaftigten sich mit der Bekamp-
fung von verschiedenen Krebsarten (Peng 2005).

Gentherapie in ihrer engsten Definition (Genkorrektur) bedeutet die Reparatur eines
defekten Genabschnittes in einer Zelle, also ein gezielter Austausch der fehlerhaften
Sequenz. Dies ist bisher jedoch in klinischen Studien noch nicht zur Anwendung gekom-
men. Es gibt auf diesem Gebiet einen interessanten Ansatz, bei dem ein Teil des defekten
Gens in vitro mittels homologer Rekombination gegen ein neues Stlck ausgetauscht wird.
Da die homologe Rekombination in eukaryotischen Zellen ein sehr seltenes Ereignis ist,
wird ein DNA-Doppelstrangbruch an der zu ersetzenden Gensequenz mit Hilfe von Endo-
nukleasen, die mit Zinkfingerproteinen fusioniert wurden, erzeugt. Jeder Zinkfinger erkennt
dabei drei Basen der Ziel-DNA. Durch mehrere Zinkfinger hintereinander kann die Endo-
nuklease sequenzspezifisch die DNA an fast jeder gewlinschten Stelle schneiden (Alwin
2005; Urnov 2005). Durch den Doppelstrangbruch wird die Frequenz der homologen
Rekombination deutlich erhéht. Mit Hilfe dieser homologen Rekombination konnten in
Zellkulturversuchen ca. 20% defekter Immunzellen geheilt werden, bei 7% gelang eine
Heilung beider Allele.

Im weiteren Sinne umfasst die Gentherapie den Ersatz defekter Gene durch zusatzliche
funktionell intakte Kopien (Genaddition), die Inaktivierung pathogener Genprodukte
(Anti-Gen-Therapie, Antisense-Therapie) oder auch die indirekte Heilung von Krankheiten
durch therapeutische Gene.
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Es gibt zwei Ansatze Patienten zu behandeln. Zum einen konnen die therapeutischen
Gene direkt in vivo verabreicht werden. Dem Patienten kdnnen zum anderen in einem
ex-vivo-Ansatz Zellen entnommen werden, diesen wird dann das neue Erbgut in vitro
zugefuhrt und anschlieRend werden die behandelten Zellen dem Patienten wieder einge-
pflanzt.

Hierbei gibt es verschiedene Modglichkeiten das neue Erbgut in die Zellen einzubringen.

Dies kann am Einfachsten mit ,nackter DNA oder mit DNA in Form von Liposomen ge-

schehen. Da so eingeschleuste Gene aufgrund der geringen Stabilitat der DNA nur kurz

im Zellkern exprimiert werden, ist dies eine sehr ineffiziente Methode, die standig wieder-

holt werden muss.

Viren besitzen neben der Eigenschaft inre DNA entweder stabil in das Genom zu integrie-

ren oder als Episom Uber eine langere Zeit stabil im Zellkern vorliegen zu lassen und einer

hohen Transfektions- bzw. Transduktionseffizienz, flr eine gentherapeutische Anwendung
den Vorteil, dass ihre Proteine stark in den Wirtszellen exprimiert werden. Daher werden in
den meisten Gentherapie-Ansatzen Retroviren, Adenoviren oder Adenoassoziierte-Viren
verwendet. Bei diesen Viren werden in der Regel diejenigen Gene, die sie benodtigen, um
sich selbst zu verpacken und so die Zelle verlassen zu konnen, durch die therapeutischen

Gene ausgetaucht. Diese replikanionsinkompetenten Viren sind in der Lage Zellen zu

infizieren, jedoch nicht mehr in der Lage sich selbst zu vermehren und nach einer Thera-

pie weitere Zellen zu infizieren.

e Retroviren sind RNA-Viren, die im Korper des Patienten nur eine schwache Immunreak-
tion ausldsen. Sie kénnen ca. 8 kb Fremd-DNA aufnehmen und integrieren stabil in das
Genom der infizierten Zellen. Dies hat den Vorteil, dass das therapeutische Gen bei je-
der Zellteilung auch an die Tochterzellen weiter gegeben wird. Da die Retroviren bevor-
zugt in die Nahe des Transkripitionsstartes von stark transkribierten Genen integrieren
(Wu 2003), besteht ein hohes Risiko einer Insertionsmutagenese. Bei einer Studie in
Paris, bei der elf Kleinkinder, die unter der Krankheit X-SCID litten und mit retroviralen
Gentherapievektoren behandelt wurden, sind zehn der elf Kinder geheilt worden
(Hacein-Bey-Abina 2002). Allerdings entwickelten drei dieser Kinder 2-3 Jahre nach der
Behandlung eine Leukamie. Bei zwei dieser Kinder wurde eine Integration des Genthe-
rapievektors in die Promotorregion bzw. das erste Intron des Proto-Onkogens LMO2 als
Ursache fur die Leukamie festgestellt (Check 2005; Hacein-Bey-Abina 2003).

e Adenoviren sind Doppelstrang-DNA-Viren und kdnnen mit ca. 20 kb noch mehr Fremd-
DNA aufnehmen als Retroviren. Sie sind im Gegensatz zu Retroviren auch in der Lage
ruhende Zellen zu infizieren. Adenoviren integrieren nicht in das Genom der Zellen, son-
dern bleiben Uber einen langen Zeitraum im Zellkern als Episom vorliegen. Eine Genthe-
rapie mit adenoviralen Vektoren muss daher im Abstand von einigen Monaten oder Jah-
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ren regelmallig wiederholt werden. Im Gegensatz zu Retroviren 16sen Adenoviren im
Menschen eine starke Immunreaktion aus. An einer solchen Uberreaktion des Immun-
systems ist 1999 ein 18-jahriger Proband in den USA wahrend einer Pilot- (Sicherheits-)
Gentherapie-Studie mit adenoviralen Vektoren gestorben (Raper 2003).

e Adenoassoziierte-Viren (AAV) sind ssDNA-Viren, die meistens parallel mit Adenoviren
auftreten. Diese Viren kdnnen nur ca. 4,5 kb Fremd-DNA aufnehmen. Sie sind ahnlich
wie Adenoviren in der Lage, ruhende Zellen zu infizieren, 16sen im Menschen keine Im-
munantwort aus und integrieren wie die Retroviren stabil in das Genom der infizierten
Zellen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Gentherapie eine sehr erfolgver-
sprechende Therapie werden kann. Eine optimale und sichere Genfahre ist aber zur Zeit
noch nicht gefunden worden (Verma 2005).

Bisher ist nur in China ein Gentherapie-Produkt (Gendicine), zur Behandlung von Platte-
nepithelzellkarzinomen im Kopf und Nackenbereich, zugelassen. Dieses Medikament ist
ein rekombinanter, replikationsinkompetenter Adenovirus Serotyp 5, der zusatzlich p53
kodiert und in vivo verabreicht wird (Peng 2005). Adenoviren des Serotyps 5 erzeugen in
Menschen die geringste Immunreaktion aller Adenoviren.

1.6 Transposons in der Gentherapie

Wie beschrieben, ist ein Problem in der Gentherapie, dass die meisten Transfersysteme
die therapeutischen Gene nicht stabil in das Genom des Empfangers integrieren und diese
Gene somit nicht auf Dauer exprimiert werden kdnnen. Da Transposons ihre DNA stabil
und effektiv in das Genom integrieren, gibt es mehrere Uberlegungen, Transposons fir die
Gentherapie zu nutzen (Carlson 2005; Soifer 2004). Neben der Arbeit von Carlson et al.
gibt es mehrere Ansatze das Transposon ,Sleeping Beauty“ flr die Gentherapie zu nut-
zen. Sleeping Beauty ist ein DNA-Transposon aus dem Lachs, welches wahrend der
Evolution durch mehrere Mutationen inaktiv wurde. Dieses Transposon wurde synthetisch
wieder hergestellt und ist in nahezu allen eukaryotischen Wirtszellen mobil (lvics 1997).
Die Transposase dieses Transposons mobilisiert jede DNA-Sequenz in trans, die von den
Sleeping Beauty-ITRs umgeben ist. Bei Gentherapie-Versuchen wurde ein Expressions-
vektor fur die Transposase und ein Plasmid, welches das therapeutische Gen inklusive der
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ITRs enthalt, in Mause injiziert (Carlson 2005). Die Transposase kann das therapeutische
Gen mobilisieren, welches so in das Genom der Wirtszelle stabil integriert wird.

Ein anderer Ansatz besteht aus einem Hybrid von einem Adenovirus und einem
L1-Element (Soifer 2004). Der Adenovirus kodiert unter anderem fir das L1-Element in
welches das therapeutische Gen eingebracht werden kann. Der Adenovirus infiziert so-
wohl ruhende, als auch sich teilende Zellen sehr effektiv. Die DNA des Virus liegt im
Genom als Episom vor. Von diesem Episom kann das therapeutische L1-Element in das
Genom der Wirtszelle integrieren.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Geeignete Transfersysteme in der Gentherapie zu finden ist mit mehreren Problemen
verbunden. So mussen diese Transfersysteme die gewlnschte Erbinformation effektiv in
den Zellen eines Patienten exprimieren und dabei vor allem sicherstellen, dass durch den
Gentransfer keine neuen Krankheiten oder andere Risiken entstehen.

Ein mdglicher Ansatz dazu ware ein retrovirales Transfersystem, welches sehr effektiv die
therapeutische Erbinformation in das Genom integriert, aber den prinzipiellen Nachteil hat,
dass die Integration ungerichtet stattfindet. Ein anderer mdéglicher Ansatz zur Losung
dieses Problems ware ein transposonbasiertes System, welches das therapeutische Gen
an eine bestimmte Stelle ins Genom integriert. Ein solches System steht zur Zeit noch
nicht zur Verfugung. Da die TRES-A-Elemente aus Dictyostelium discoideum aktive
Retrotransposons sind, die ca. 50 bp oberhalb von tRNA-Genen und damit in ,sicheren®
Regionen integrieren, sollte in dieser Arbeit dieser spezifische Transpositi-
ons-Mechanismus naher untersucht werden.

In dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Zielspezifitat der TRES-A-Elemente
naher untersucht werden. Dazu wird mit der "TRE-Falle" auf ein bestehendes Testsystem
zuruckgegriffen, mit dem die Aktivitdt endogener TRE-Elemente analysiert werden kann
und mit dem potentielle Integrationsziele fur mobile Elemente in Dictyostelium discoideum
untersucht werden konnen. Da bisher nur Integrationen in der Umgebung des
tRNA-"?(UAC)-Gens in der TRE-Falle untersucht wurden, sollte zunéchst gezeigt werden,
dass auch andere tRNA-Gene in dieser Falle orthodox als Integrationsziel erkannt werden
kénnen. Mit Integrations-Untersuchungen in der Umgebung einer isolierten B-Box,
tRNA-Genen mit einer inaktivierten B-Box und dem ribosomalen 5S-Gen sollte anschlie-
Rend geklart werden, ob die Integration der TRE-5-A-Elemente Uber die spezifischen
Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Il vermittelt wird.

In dem zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein Testsystem flr ein ,minimales* TRE entwickelt
werden, mit dem es moglich ist, zu Uberprufen welche Bereiche der
TRE-5-A-Retrotransposons zur gerichteten Transposition notwendig sind.

Das langfristige Ziel ist es, ein Retrotransposon herzustellen, das in humanen Zellen
gerichtet in in die 5 -flankierende Region von tRNA-Genen und somit in unkritische Berei-
che des Genoms integriert. In ein solches Transposon kénnte ein therapeutisches Gen
integriert werden und damit ein moglicher Schritt zu einer sichereren Gentherapie gemacht
werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller / Lieferant
24-Well-Platten 24x1cm Fa. Greiner
96-Well-Platten Fa. Greiner

Cryoréhrchen 2 ml (12,5/48 mm) Fa. Greiner
Elektroporationskivetten 2 und 4 mm Fa. Molecular Bioproducts
Gradientenréhrchen 16x60 mm Fa. Beckmann
Mikrotiterplatten Fa. Greiner
Nitrozellulosemembran Protran® BA85 Fa. Schleicher & Schuill
Nylonmembran Hybond ™-N Fa. Amersham

Penta-His Antibody Mouse 1gG 1 Fa. Qiagen

Petrischalen (5 cm, 10 cm) Fa. Greiner

Petrischalen beschichtet (10 cm) Fa. Nunc

Roéntgenfilm X-Omat AR™ Fa. Kodak

Sterilfilter 0,2 ym Fa. Schleicher & Schiill

2.1.2 Chemikalien

Substanzen Hersteller / Lieferant
[0(32P]-dATP (10 mCi/ml, 3000 Ci/mMol) Fa. Amersham Buchler
Ampicillin Fa. Roth

ATP Fa. Roche Molecular Biochemicals
Blasticidin S Fa. ICN Biochemicals
CPRG Fa. Roche

DMSO Fa. Merck

dNTPs Fa. AbiPrism
Ethidiumbromid Fa. Merck

Ficoll 400.000 Fa. Sigma

FM-Granulat Fa. Formedium

G418 (Sulfat) Fa. Alexis

Leupeptin Fa. Merck

Lysozym Fa. Sigma

MES Fa. Roth
N-Lauroyl-Sarcosine (Sarcosyl) Fa. Sigma
Rontgen-Fixierldsung Fa. Tetenal
Roéntgen-Rapidentwickler Fa. Tetenal

Uracil Fa. Sigma
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2.1.3 Kits

Kits
Protein Assay Kit

BigDye™ Cycle Sequencing Kit

DNeasy® Tissue Kit
ECL™ -Kit

Long Range DNA Polymerase Kit

pGEM®-T Vector System
Plasmid Midi Kit

Qiaquick® Gel Extraction Kit

Omniscrigt RT-Kit

Qiaquick™ PCR Purification Kit

Hersteller / Lieferant

Fa. Perbio Science

Fa. PE Applied Biosystems

Fa. Qiagen
Fa. Qiagen
Fa. Eppendorf
Fa. Promega
Fa. Qiagen
Fa. Qiagen
Fa. Qiagen
Fa. Qiagen

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Fa. Stratagene

RNeasy® mini Kit
Taq DNA Polymerase Kit

2.1.4 Enzyme

Enzyme

DNase (RNasefrei)

E. coli-DNA-Ligase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
RNase

T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase

2.1.5 Allgemeine Losungen

Losung / Puffer
Aktin-Lyse-Puffer

CPRG-L6sung

CPRG-Lysepuffer

gDNA Lysepuffer

Fa. Qiagen
Fa. Eppendorf

Hersteller / Lieferant
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) Fa. New England BioLabs (NEB)

Fa. Qiagen

Fa. New England BioLabs (NEB)

Fa. Merck

Fa. New England BioLabs (NEB)

Fa. New England BioLabs (NEB)

(

Fa. New England BioLabs (NEB)
(
(

Fa. New England BioLabs (NEB)

und Puffer
Zusammensetzung
Glycerin
HEPES/KOH (pH 7,8)
MgCl,
DTT
ATP

Hepes-NaOH (pH 7,5)
MgC|2

B-Mercaptoethanol

NaCl
Chlorophenolrot-3-D-
galaktopyranosid (CPRG)

Triton
in 1x Phosphatpuffer

MgAc
NaCl
HEPES / NaOH (pH 7,5)

15
10
10
0,5
0,5

100
10

150
0,2

0,2

10
10

% (vIv)
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mg/mi

%(vIv)

mM
mM
mM
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gDNA Puffer

GRP 20x (pH 7,5)

Grundpuffer ohne KCI

HBS 2x

Lysepuffer fur Kernextrakte

Phosphatpuffer 50x (pH 7,0)

Schocklésung

2.1.6 Nahrmedien

Saccharose
Triton

EDTA (pH 8,4)
Sarcosyl

Tris / HCI
EDTA
NaOAc

Glycerin
HEPES/KOH (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

MgClZ

DTT

HEPES (pH 7,5)
NaCl

KCI

NaH2P04
Glukose

Saccharose

HEPES / KOH (pH 7,8)
MgOAc

KCL

DTT

EDTA (pH 8,0)

Triton X!1000

N82PO4
KH,PO,

HBS 2x
H,O
Glycerin 60% (v/v)

2.1.6.1 Flussige Nahrmedien

Medium
FM-Medium

HL5-Medium

MES-Medium

Zusammensetzung
FM-Granulat

Bacto Pepton
Yeast Extract
NazHPO4 X2 H20
KH,PO,

Glucose

Bacto-Pepton
Yeast Extract

200

134
20
66

15
20

10

20
140
10
0,5
0,2

10
30
10
10

100

735

0,4
0,6

Y% (w/v)
Yo(vIv)

mM
Yo (wWiv)

mM
mM
mM

% (viv)
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
Y% (W/v)

Yo (w/v)
mM
mM
mM
mM
mM
Y% (viv)

mM
mM

ml
ml
ml

gll
autoklavieren

g/l

g/l

g/l

gll
autoklavieren
Y% (w/v)

gll
gll
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SM-Medium

SOC-Medium

YT-Medium

MES
Glucose

Bacto-Pepton
Yeast Extract
KH,PO,
K2HP04 x3 Hzo
MgSO4 x3 H20

Glucose

Bacto Tryton
Yeast Extract
Glucose

Bacto-Pepton
Yeast Extract
NaCl

2.1.6.2 Agar Nahrmedien

Medium
Phosphat-Agar

SM-Agar 1/5

YT-Agar

Zusammensetzung

Agar
Phosphatpuffer 50x

Agar
flissiges SM-Medium
Glucose

Agar
in flissigem YT-Medium

2.1.6.3 Nahrmedien zur Selektion

Antibiotikum / Additivum
Ampicillin
Chloramphenicol

G418 (Sulfat)

Blasticidin S

Uracil

5-Fluoroorotat

Konzentration

100 pg/mi

20 pg/ml

5-20 pg/ml

5 pg/mi

20 pg/ml

100 pg/ml, 150 pg/ml,

12
20

20

gll
autoklavieren

Yo(w/v)

g/l

g/l

g/l

gll

gll
autoklavieren
Yo (W/v)

g/l
g/l
Yo(wW/v)l

g/l
g/l
g/l
autoklavieren

gll
% (viv)
autoklavieren

g/l

% (vIv)
autoklavieren
Yo (wWiv)

g/l
autoklavieren
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2.1.7 Mikroorganismen

2.1.7.1 E.coli-Stamme

Bezeichnung
DH5a

RZ 1032

Genotyp

end A1 gyr A96, thi-1, hsdR17 SupE44, thi-1, lambda-, recA1, gyrA96,
relA1, (A larg-lac ZYA) U196 F80d lacZ AM15 (Sambrook 1989)

F’, cat, (pCJ105; m13s, CMR) dut, ung1, thi-1, relA1, spoT1, mcrA
(Sambrook 1989)

2.1.7.2 Dictyostelium discoideum Stamme

Bezeichnung
AX2

DH1

Genotyp

Axenisch wachsende Mutante (Loomis 1982; Sussman 1967) vom
Wildtyp NC4 (Raper 1935). Plasmide werden ins Genom integriert.
AX3-Mutante, bei der das UMPS-Gen (pyr5-6) durch homologe Rekom-
bination mit dem Plasmid pRG24 deletiert ist. Der daraus entstandene
DH1-Stamm weist daher einen ura-Phanotyp auf (Caterina 1994).

Auch AX3 (Loomis 1971) ist eine Mutante von Wildtyp NC4 (Raper
1935). DH1-Zellen wachsen nur in Petrischalen, nicht in Schattelkultu-
ren. DH1-Mutanten mit einem integrierten UMPS-Gen wachsen in Schut-
telkultur. Die Plasmide werden bei transformierten DH1-Zellen ins Ge-
nom integriert.

2.1.8 Antikorper

Name

Verdiinnung Beschreibung

Primarer Antikorper

Anti-ORF1 10F 11

Uberstand muriner, monoklonaler Antikorper gegen ORF1 von
TRES-A (Hentschel 2001a)

Sekundarer Antikorper

Anti-Maus

1:10.000 Penta-His Antibody Mouse IgG (Fa. Qiagen)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Standardmethoden

Die gentechnischen Standardmethoden wurden nach Sambrook (1989) ausgefuhrt. Mole-
kularbiologische Kits wurden entsprechend den von den Herstellern mitgelieferten Proto-
kollen verwendet.

2.2.2 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Fragmenten wird nachdem Cycle-Sequencing-Verfahren mit
dem DNA-Sequencer Abi Prism 310 und dem Cycle-Sequencing Kit BigDye™ durchgefuhrt,
die Sequenzierung der DNA erfolgt dabei nach Sanger (Sanger 1977). Zuerst wird eine
Sequenzierungs-PCR mit einem Primer durchgefuhrt.

Primer 10 pmol
DNA 200-500 ng
Ready Reaction Mix 2 ul
Milli Q H2O ad 5 pl

Das Temperatur-Zeit-Schema:
Denaturierungsphase initial 96°C 2 min

Denaturierungsphase 96°C 20 s
Hybridisierungsphase 56°C 10 s }25)(
Synthesephase 60°C 4 min

Nachdem Cycle-Sequencing wird dem Reaktionsansatz 45 pl H,O zugegeben und die
DNA mittels EtOH-Fallung gereinigt und aufkonzentriert. Die DNA wird in 15 pl Templa-
te Suppression Mix (TSR) 15 min gelost, kurz gemischt und in Sequenzer-Reaktions-
gefalle Uberfuhrt. In dem DNA-Sequenzer werden die DNA Fragmente in einer Kapillare-
lektrophorese aufgetrennt, die Sequenz automatisch mit einem Laser ausgelesen und mit
dem Programm AbiPrism bearbeitet.
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2.2.3 Gel Shift (EMSA)

Mit dem Electrophoretic Mobility Gel Shift Assay (EMSA) weist man spezifische
DNA / Proteinbindung nach, indem radioaktiv markierte DNA-Fragmente zusammen mit
Proteinextrakt inkubiert und anschlielend in einem nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt
werden. Da DNA, welche an ein Protein gebunden ist, bei einer elektrophoretischen Auf-
trennung viel langsamer durch die Gelmatrix wandert als ungebundene DNA, kann man
den DNA / Proteinkomplex durch Autoradiographie detektieren.

Die DNA-Sonden fiir die Gelshiftexperimente werden mit radioaktivem [0**P]-ATP nach
der Fill-in-Methode hergestellt. Fir jede Inkubation werden 5 ul Kernextrakt (ca. 1 ug
Gesamtprotein) in Gegenwart von 1 ug Poly[dA-dT]Poly[dA-dT] und 1 uyg Kompetitor-DNA
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend werden ca. 10 fmol (ca.10.000 cpm) radioak-
tiv markierte Sonden-DNA zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Probe wird auf ein Gesamtvolumen von 30 ul in Grundpuffer mit 100 mM KCI eingestellt
und ohne weiteren Auftragspuffer auf einem 4 %igem PAA-Gel (4°C, 25 mA, ca. 3-4 h) in
1x GRP-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Das PAA-Gel wird nach der Elektrophorese
fur 5 min in 10%iger Essigsaure und anschlielfend 5 min in 10% Methanol fixiert, getrock-
net und anschlielend fur ca. 16 h bei -80°C autoradiographiert.

2.2.4 CPRG-Test

Mit Hilfe des CPRG-Tests lasst sich die Aktivitat von B-Galaktosidase nachweisen. Die
B-Galaktosidase spaltet dabei enzymatisch das Substrat Chlorophenolrot-R-D-galakto-
pyranosid (CPRG) und I6st dadurch ein Farbumschlag der Losung von gelb nach rot aus.

Fir den CPRG-Test wird je ein tiefgefrorenes Pellet von D. discoideum-Zellen
(ca. 2x10” Zellen) in 100 yl CPRG-Lysepuffer aufgenommen und gevortext. 50 ul der
Zelllysate werden in je ein Well einer 96-Wellplatte vorgelegt und je 100 yl CPRG-Lésung
zugegeben. Der Farbumschlag bei Raumtemperatur wird im ELISA-Reader bei 550 nm zu
mehreren Zeitpunkten gemessen. Die Enzymaktivitat wird mit folgender Formel berechnet:

AE 10—6 108 AE : ODPmbe - ODCPRG-LéSung
Akt = * *V *——_[kat /10° Zellen]  V : Gesamtvolumen [pl] (150 i)
e*d t*3600 yA Z : absolute Zahl an eingesetzten Zellen (1*107)
AE *V 6 d: Dicke der Probe [mm]
Akt = g*d*z*t*36[kat/10 Zellen] t: Zeit [h]
£:75*10° |
mol *cm
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2.3 Molekularbiologische Methoden fur Dictyostelium
discoideum

2.3.1 Allgemeine Kulturbedingungen

2.3.1.1 D. discoideum Stamm AX2

Der axenisch wachsende, untransformierte Dictyostelium discoideum-Stamm AX2 wird in
HL5-Medium, transformierte Stamme in HL5-Medium unter Zusatz von G418 (7 ug/ml)
oder Blasticidin (5 ug/ml) in Petrischalen oder in Schuttelkultur (150 rpm) bei einer Zell-
dichte von 5x10° - 5x10° Zellen pro ml Medium bei 22°C kultiviert. Die Zelldichte wird
mittels Zahlkammer oder einem CASY-Zellzahler bestimmt. Die Generationszeit der Zellen
betragt ca. 10 Stunden.

2.3.1.2 D. discoideum Stamm DH1

Der untransformierte Dictyostelium discoideum-Stamm DH1 wird in HL5-Medium oder
FM-Medium unter Zusatz von 20 pg/ml Uracil in Petrischalen bei 22°C kultiviert. Transfor-
mierte DH1-Zellen, denen das UMPS-Gen wieder ins Genom integriert wurde, sind im
Gegensatz zu nicht transformierten DH1-Zellen sowohl in der Lage in uracilfreiem
FM-Medium, als auch als Schattelkultur bei 150 rpom, bis zu einer Dichte von
ca. 1x10’ Zellen pro ml logarithmisch zu wachsen. Die Generationszeit der DH1-Zellen
betragt ca. 12-14 Stunden.

2.3.2 Transformation

Dictyostelium discoideum Zellen kénnen mittels CaCl,-Tranformation oder Elektroporation
transformiert werden, dabei wird die transformierte DNA stabil ins Genom integriert. Die
Transformation der AX2-Zellen erfolgt in der Regel durch die CaCl,-Tranformation, wah-
rend DH1-Zellen in der Regel mit der effizienteren Elektroporation transformiert werden.

Es gibt zwei Moglichkeiten auf transformierte Dictyostelium Zellen zu selektionieren. Zum
einen kann mit der transformierten DNA zusatzlich eine Antibiotikumresistenz eingebracht
werden (z. B. G418 oder Blasticidin), zum anderen kann in einen Ura-Stamm (z. B. DH1)
das UMPS-Gen mit der transformierten DNA eingebracht werden. Die transformierten

48



Material und Methoden

Zellen bekommen dadurch einen Ura*-Phénotyp und sind in Lage in Minimalmedium (FM)
ohne Uracil zu wachsen.

Bei Selektionen mit G418 ist davon auszugehen, dass bei resistenten Zellen ca. 500
Kopien des Plasmides tandemartig ins Genom integriert wurden, wahrend bei Blasticidin-
Selektionen 1-10 Kopien ins Genom integriert wurden und diese ausreichen um eine
Resistenz zu entwickeln (Pang 1999). Durch Erhdhung der Antibiotikum-Konzentration im
Selektionsmedium kann auf Zellen selektioniert werden, die eine hohere Kopienzahl des
Plasmids im Genom aufweisen.

Da bei der Selektion auf einen Ura*™-Phanotyp ein single-copy-Gen ersetzt wird, ist davon
auszugehen, dass resistente Zellen in der Regel nur eine Kopie der DNA ins Genom
integriert haben.

In der Regel werden 3-5 unabhangige Klone von jeder Transformation gepickt, kultiviert,
gestockt und Uberpruft.

2.3.2.1 CaCl,-Transformation

Das Medium einer zugewachsenen 10 cm Petrischale mit den zu transformierenden Zellen
(ca. 5x107 Zellen) wird durch 10 ml MES-Medium ersetzt und die Zellen mindestens
45 min bei 22°C inkubiert. Fur die Transformation werden 5-8 ug Plasmid-DNA eingesetzt,
zu dieser werden 300 pl 2x HBS und 300 ul H,O gegeben und unter moderatem Vortexen
38 ul 2 M CaCl, zugetropft. Die so vorbereitete DNA wird weitere 10 Sekunden gevortext
und 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das MES-Medium wird abgezogen, die DNA-
Suspension vorsichtig auf die Zellen getropft und fur weitere 30 min bei 22°C inkubiert.
AnschlieRend werden wieder 10 ml MES-Medium zu den Zellen gegeben und diese wird
fur weitere 3 h bei 22°C inkubiert. Das Medium wird abgezogen und 2 ml Schocklésung
zunachst an den Rand der schraggehaltenen Petrischale gegeben, um dann durch ra-
sches Absenken der Schale alle Zellen gleichzeitig fur exakt 8 min mit der osmotischen
Schocklésung zu bedecken. Abschlielend wird die Schocklésung grindlich abgesaugt
und 10 ml Medium ohne Selektion zu den Zellen gegeben. Diesen wird Uber Nacht Zeit
gegeben sich zu regenerieren, am nachsten Tag wird das Medium durch Selektions-
medium ersetzt. Das Selektionsmedium wird ca. alle 3 Tage gewechselt, sobald viele tote
Zellen im Medium zu erkennen sind. Nach etwa 10-14 Tagen sind resistente Klone mit
einem Durchmesser von ca. 2 mm zu erwarten.

49



Material und Methoden

2.3.2.2 Elektro-Transformation von Dictyostelium discoideum

Pro Transformation werden 3-5x10” Zellen eingesetzt. Die entsprechende Menge Zellsus-
pension wird fir 5 min bei 4°C mit 250 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 20 ml kaltem, sterilen Phosphatpuffer resuspendiert. Nach einer erneuten Zentri-
fugation unter selben Bedingungen wird das Pellet in 20 ml kaltem Elektroporationspuffer
resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wird in
300 ul kaltem Elektroporationspuffer resuspendiert, in Elektroporations-Kivetten gefullt
und sofort wieder auf Eis gestellt. AnschlieRend werden 6-9 ug DNA zu den Zellen gege-
ben. Die Elektroporation erfolgt in einem Elektroporationsgerat bei einer Spannung von
1 kV und einer Kondensatorkapazitat von 1 yF. Der Ansatz wird anschlieRend 10 min bei
22°C inkubiert, in Reaktionsgefalle mit 3 yl 0,1 M CaCl, und 3 ul 0,1 M MgCl, (Endkon-
zentration je 1 mM) gegeben und bei 22°C fur 15 min mit 150 rpm geschuttelt. Anschlie-
Rend werden die Zellen auf Petrischalen mit 10 ml Medium ohne Selektion gegeben. Das
Medium wird nach einem Tag gegen Selektionsmedium ausgetauscht und ca. alle 3 Tage
gewechselt, sobald viele tote Zellen im Medium zu erkennen sind. Nach ca. 10-14 Tagen
sind resistente Klone zu erwarten.

2.3.3 5-FO-Selektion

Fir die Selektion von ura-Zellen mit 5-Fluoroorotat (5-FO) werden 5x10°-5x10° Zellen auf
einer 10 cm Petrischale in 10 ml FM-Medium mit 20 yg/ml Uracil und 150 pg/ml 5-FO
ausplattiert. Nach drei Tagen Inkubation bei 22°C wird das Medium an einer vorher mar-
kierten Stelle vorsichtig abgesaugt und durch FM-Medium mit 20 pg/ml Uracil und
100 pg/ml 5-FO ersetzt. Nach weiteren 3-4 Tagen Inkubation bei 22°C wird das Medium
gewechselt. Spater wird es alle 5-6 Tage gewechselt, wobei hierbei besonders darauf zu
achten ist, dass sich keine Zellen vom Boden der Petrischale ablosen und so Sekundar-
klone von resistenten Zellen erzeugen. Nach 2-3 Wochen sind in der Regel
5-FO-resistente Klone zu erkennen. Zur Dokumentation der Retrotranspositionsfrequenz
und zur Erstellung einer Statistik werden die Klone pro Petrischale ausgezahlt und auf
Klone pro 10° Zellen umgerechnet. Teilweise werden diese Klone auch gepickt, kultiviert
und fur weitere Untersuchungen pelletiert.
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2.3.4 Picken von Klonen

Mit einer 200 pl Pipette werden die Zellen eines ca. 2 mm gro3en Klons unter einem
Mikroskop vorsichtig vom Boden gel6st, mit ca. 100 pl Medium aufgesaugt und in eine
24-Wellplatte gegeben, worauf sich die Zellen in ca. 30 min absetzen. AnschlielRend
werden ca. 200 pl Medium vorsichtig am Rand jedes Wells zugetropft und die Zellen Gber
Nacht bei 22°C kultiviert. Am nachsten Tag werden 500 pyl Medium zugegeben und die
Zellen bei 22°C kultiviert bis sie konfluent gewachsen sind, danach werden sie auf einer
10 cm Petrischale weiter kultiviert.

2.3.5 Herstellung von Gefrier-Stocks

2.3.5.1 DMSO-Gefrier-Stocks

In der Regel werden von jeder Kultur 5 DMSO-Stocks mit je 1-4x10” Zellen hergestellt. Die
bendtigte Menge Zellsuspension wird fiir 5 min bei 4°C mit 250 g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen, das Pellet pro Stock in 1,5 ml Medium (7,5 ml) ohne Selektion aufge-
nommen und je 1,5 ml der Suspension in je ein gekuhltes Cryoréhrchen gegeben. Die
Zellen werden 5 min auf Eis gekuhlt. Anschliel3end wird 150 yl DMSO (Endkonzentration
10%(v/v)) pro Roéhrchen zugegeben, diese werden sofort gevortext und fur 2 h auf -20°C
gekuhlt, bevor die Stocks bei -80°C endgultig gelagert werden. Die Zellen werden so lange
weiter in Kultur gehalten, bis einer von den finf DMSO-Stocks aufgenommen und getestet
wurde, in der Regel geschieht dies nach einem Tag Lagerung.

Aufnehmen der DMSO-Gefrier-Stocks

Hierzu wird in eine kleine Petrischale 5 ml Medium ohne Selektion gegeben. In einem
37°C Wasserbad werden die Cryorohrchen von -80°C schnell aufgetaut und zugig in einer
Tischzentrifuge flr ca. 5 s bei 16.000 g zentrifugiert, das Medium verworfen, das Pellet in
ca. 0,5 ml Medium resuspendiert, auf die Petrischale gegeben und bei 22°C kultiviert.
Nach 2-3 Tagen sind die Zellen in der Regel angewachsen, dann wird das selektionsfreie
Medium gegen Selektionsmedium ausgetauscht.
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2.3.5.2 Glycerin-Sporen-Stocks

Fir jeden Stock werden 1x10° Zellen verwendet, in der Regel wird pro Kultur ein Glycerin-
stock hergestellt. Die entsprechende Menge Zellsuspension wird in ein Falcon-Tube
Uberfiihrt und fiir 5 min bei 4°C mit 250 g zentrifugiert. AnschlieRend wird der Uberstand
verworfen, das Pellet mit 20 ml kaltem, sterilen Phosphatpuffer resuspendiert und erneut
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wird in 5 ml kaltem, sterilen Phos-
phatpuffer resuspendiert und auf eine Agarphosphatplatte gegeben. Die Zellen setzen sich
in ca. 30 min ab, anschlielend wird der Rest der FlUssigkeit abgesaugt und die Petrischa-
le fir ca. 5 min unter der sterilen Werkbank offen angetrocknet. Innerhalb von 2-3 Tagen
differenzieren die Zellen zu ausgewachsenen Fruchtkorpern, diese werden mit 2 sterilen
Zahnstochern von der Phosphatagarplatte abgeschabt und in Reaktionsgefalie mit
500 ul 86%(v/v) Glycerin gegeben. AnschlieRend wird die Suspension gevortext und bei
-80°C gelagert.

Die Zellen werden so lange in Kultur gehalten, bis der Glycerin-Stock getestet wurde, in
der Regel geschieht dies nach einem Tag Lagerung.

Aufnehmen von Glycerin-Sporen-Stocks

Um die Glycerin-Sporen-Stocks aufzunehmen wird je eine 5 cm Petrischale mit 5 ml
HL5-Medium ohne Selektion gefllt. Mit einem sterilen Zahnstocher werden einige Sporen
des Glycerin-Gefrier-Stocks in das HL5-Medium gegeben. Dabei ist darauf zu achten,
dass der Glycerinstock nicht auftaut und sofort wieder bei -80°C weiter gelagert wird.
Nachdem Beimpfen werden die Sporen bei 22°C inkubiert. Sobald sich nach ca. 2 Tagen
die Amoben aus den Sporen entwickelt haben, wird das HL5-Medium gegen Selektions-
medium ausgetauscht.

Auch flr Zellen, die in FM-Medium kultiviert werden gilt, dass alle Sporen in HL5-Medium
aufgenommen werden, da die Sporen in Minimalmedium (FM) nicht anwachsen.

2.3.6 Herstellung von Zelllysaten (Pellets)

Um gDNA, RNA oder Proteine der Dictyostelium discoideum-Zellen sofort oder zu spate-
ren Zeitpunkten isolieren zu konnen, werden Zell-Pellets hergestellt. Pro Pellet werden
2x10” Zellen eingesetzt, die entsprechende Menge Zellsuspension wird in Falcon-Tube
gegeben und fir 5 min bei 4°C mit 250 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet in ca. 20 ml kaltem Phosphatpuffer resuspendiert. Nach einer erneuten Zentri-
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fugation unter gleichen Bedingungen wird das Pellet in 1 ml kaltem Phosphatpuffer pro zu
erstellendem Pellet resuspendiert, je 1 ml in Reaktionsgefalle gegeben und kurz abzentri-
fugiert. Der Uberstand wird mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgezogen und verworfen.
Die Pellets werden bei -80°C gelagert.

2.3.7 Praparation von genomischer DNA

Genomische DNA aus D. discoideum Zellen wird in der Regel mit dem DNeasy-Tissue-Kit
von Qiagen prépariert. Pro Aufreinigungssaule erhalt man aus 2x10” Zellen ca. 5-10 pg
gDNA. Fur Versuche, bei denen groRere Mengen verdaubare gDNA bendtigt wird, wie
z. B. fur die inverse PCR oder flir einen Southernblot, wird diese durch CsCI-Aufreinigung
gewonnen.

2.3.7.1 CsCIl gDNA-Aufreinigung

Fur die Praparation der gDNA wird eine 250 ml Schuttelkultur Dictyostelium discoideum
bis zu einer Dichte von ca. 7x10° Zellen pro ml herangezogen. Die Zellen werden bei 4°C
mit 1.000 g flr 4 min abzentrifugiert, in 45 ml kaltem Phosphatpuffer aufgenommen und
unter gleichen Bedingungen in einem 50 ml Falcon Tube ein zweites Mal zentrifugiert. Das
Pellet wird in 25 ml kaltem gDNA-Lysepuffer resuspendiert, mit Pestle B des Gewebeho-
mogenisators 5 mal homogenisiert und ein weiteres mal bei gleichen Zentrifugationsbe-
dingungen pelletiert, wobei die Zellkerne nun ein weiles Pellet bilden sollten. Der Uber-
stand wird vorsichtig verworfen, das Pellet in einem Endvolumen von genau 2 ml kaltem
gDNA-Lysepuffer aufgenommen und genau 10 ml 65°C warmer gDNA-Puffer zugegeben.
Exakt 11 g CsCl werden in ein Falcon Tube gewogen, die Kernsuspension zugegeben, flr
2 h bei 65°C unter leichtem Schwenken inkubiert und dann auf RT abklhlen gelassen. Die
Suspension wird zu 1 g Ethidiumbromid in ein Gradientenrohrchen gegeben und bei
130.000 g bei RT fur 48 h in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die gDNA ist durch das
angelagerte Ethidiumbromid gut sichtbar und sammelt sich als rote Bande etwa in der
Mitte des Casiumchlorid-Gradienten. Das Roéhrchen wird vorsichtig in ein Stativ einge-
spannt, und die gDNA-Bande durch seitliches Einstechen mit einer Kanule (1,2 x 40 mm)
vorsichtig abgesaugt (ca. 800 ul). Beim Herausziehen der Kanule ist darauf zu achten,
dass keine Casiumchlorid-Losung aus dem Gradientenréhrchen auslauft. Anschliel3end
erfolgt eine EtOH-Fallung der gDNA, wobei diese nur vorsichtig getrocknet und anschlie-
Rend mindestens 72 h in 600 ul Low TE gelost wird. Durch eine 20-stundige Dialyse in
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Low TE wird die gDNA von dem verbliebenden CsCl gereinigt. AbschlieRend wird die
DNA-Konzentraion durch Messung der ODygo bestimmt. Aus 250 ml einer dicht gewach-
senen Schiuttelkultur sollte man etwa 100-150 ug gDNA erhalten.

2.3.8 Praparation von Kernextrakten

Dictyostelium discoideum Zellen werden in Schuttelkultur bis zu einer Dichte von
ca. 5x10° Zellen pro ml angezogen und fiir 5 min bei 4°C mit 1.000 g abzentrifugiert. Alle
weiteren Schritte werden ebenfalls bei 0-4°C durchgeflihrt. Die Zellen werden zweimal in
eiskaltem Wasser 5 min bei 1.000 g gewaschen und anschlieRend das Gewicht des Zell-
sediments bestimmt. Pro Gramm werden die Zellen in 7,5 ml Lysepuffer fur Kernextrakte
aufgenommen, 10 min inkubiert, mit Pestle A des Gewebehomogenisators homogenisiert
und weitere 10 min inkubiert, anschlielend werden die Zellen 5 mal mit Pestle B homoge-
nisiert. Die Suspension enthalt sowohl zytosolische, wie auch nukleare Proteine. Die
Zellkerne der aufgeschlossenen Zellen werden bei 12.500 g flr 20 min sedimentiert. Der
Uberstand enthalt nur die zytosolischen Proteine und wird verworfen, wahrend das Ge-
wicht des kernhaltigen Sediments bestimmt wird. Der Kernaufschluss erfolgt durch stru-
fenweises Erhdhen der KCIl-Konzentration, wobei die kernstandigen Proteine eluiert wer-
den. Dazu wird das Sediment pro Gramm in 1 ml Grundpuffer mit 15 mM KCI und 30 g
Leupeptin als Proteaseinhibitor aufgenommen, mit Pestle A homogenisiert, fur 8 min
inkubiert. Die Zellkerne werden fir 7 min bei 12.500 g abzentrifugiert. Im nachsten Zentri-
fugationsschritt wird das Pellet in 1 ml Grundpuffer mit 50 mM KCI und 30 pg/ml Leupeptin
aufgenommen und unter gleichen Bedingungen erneut resuspendiert und pelletiert. An-
schlielend werden die Zellkerne mit 600 mM KCI und 30 ug/ml Leupeptin vollstandig
lysiert. Die drei Fraktionen werden vereinigt und mit 10 ug/ml Leupeptin versetzt. Die
Entsalzung der Proteiniberstande erfolgt bei zweimaliger Dialyse gegen Grundpuffer mit
15 mM KCI und die erhaltenen Proteinldsungen nach erneuter Zugabe von 10 pg/ml
Leupeptin in Aliquots bei -80°C gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Integrationszieles der
TRE-Elemente

Die Non-LTR-Retrotransposons in Dictyostelium discoideum (TRE-Elemente) erkennen
tRNA-Gene als Integrationsziele. In einer friheren Arbeit wurde mit Hilfe der TRE-Falle an
dem Beispiel des Val"“-tRNA-Gens gezeigt, dass die kodierende Region dieses Gens ein
Ziel fur TRE-5-A-Elemente darstellt (Beck 2002). In der vorliegenden Dissertation sollte mit
Hilfe der TRE-Falle fur ein zweites tRNA-Gen gezeigt werden, dass dieses ein Integrati-
onsziel fir TRE-Elemente darstellt. Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob die
TRE-Elemente auch ein humanes tRNA-Gen als Integrationsziel erkennen und ob sie die
Pol llI-Transkriptionsfaktoren, die nur an ein aktives Pol lll-Gen binden, zur Integration
bendtigen. Es sollte somit untersucht werden, ob die Praintegrationskomplexe der
TRE-5-A-Elemente die tRNA-Gene sequenzspezifisch erkennen oder durch Interaktionen
mit tRNA-Gen-spezifischen Transkriptionsfaktoren ihre Integrationsziele finden.

Die TRE-Falle ist ein in vivo Retrotranspositons-Testsystem, bei dem in DH1-Zellen,
welche eine komplette Deletion des UMPS-Gens aufweisen (Caterina 1994), durch Trans-
formation ein artifizielles UMPS-Gen in das Genom integriert wird. In diesem UMPS-Gen
befindet sich das cbfA-Intron, worin eine Kdodersequenz eingebracht werden kann. Das
Intron mit der Kédersequenz wird funktionell aus dem UMPS-Gen gespleif’t, sodass die
transformierten Zellen einen ura®-Phanotyp besitzen und dadurch in uracilfreiem Medium
wachsen konnen. Durch Integration eines Transposons in der Umgebung der Koderse-
quenz kann das Intron nicht mehr funktionell herausgesplei3t werden und das UMPS-Gen
wird somit zerstort. Zellen mit einer solchen Integration sind nicht mehr in der Lage in
uracilfreiem Medium zu wachsen, sind aber resistent gegen das Zytostatikum 5-FO (Beck
2002, vgl. 1.2.5.1). Eine schematische Darstellung der TRE-Falle ist in Abbildung 3.1.1
gezeigt.

In der vorausgegangenen Arbeit wurden Integrationen in der Umgebung des Val’A°-Gens
untersucht. Dabei konnten die Integrationssequenzen nur ermittelt werden, wenn das
Val’A°-Gen die entgegengesetzte Orientierung des UMPS-Gens besalRk.
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Abbildung 3.1.1: TRE-Falle

Schematische Darstellung der TRE-Falle, bei der das cbfA-Intron in ein UMPS-Gen eingefugt wurde. In
diesem Intron befindet sich die Sequenz, die als Integrationsziel Uberprift werden soll. Dieses modifizierte
UMPS-Gen wird stabil in DH1-Zellen transformiert. A) So lange wie keine Kédersequenz vorhanden ist (Ui)
oder keine Integration in der Umgebung der Kddersequenz (in dem Fall ein tRNA-Gen) stattgefunden hat
(Uivi), wird das Intron mit der Kédersequenz herausgespleilt. Die Zellen besitzen einen ura’-Phénotyp.
B) Sobald eine Integration eines mobilen Elementes in der Umgebung der Kédersequenz stattgefunden hat,
kann das Intron nicht mehr funktionell herausgespleif3t werden und das UMPS-Gen nicht mehr funktionell
exprimiert werden. Diese Zellen besitzen dadurch einem ura-Phanotyp und sind resistent gegen das
Zytostatikum 5-FO.

CAU
t

3.1.1 TRE-Integrationen an einem humanen Met*""-Gen

Integrationsfrequenz

Um testen zu kdnnen, ob ein humanes tRNA-Gen in D. discoideum-Zellen ein Integrati-
onsziel fir TRES-Elemente darstellt, wurde in den Vektor pUi, der die leere TRE-Falle
besitzt, in umgekehrter Orientierung des UMPS-Gens die kodierende Region des
hMet“Y-tRNA-Gens eingebracht (pUihti). Das humane Met“*Y-tRNA-Gen zeigt ausser
den internen Promotorregionen (A- und B-Box) keine Homologie zu D. discoideum-
tRNA-Genen. Der Vektor pUihti wurde stabil in DH1-Zellen transformiert. Ein erhaltener
ura’-Klon wurde kultiviert und so der Stamm Uihti hergestellt. Von diesem Stamm wurde
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genomische DNA hergestellt, die Sequenz des integrierten Konstruktes Uberprift und
Gefrierstocks von den Zellen hergestellt. Dabei war darauf zu achten, dass die Zellen eine
ahnliche Teilungsrate hatten wie die Zellen der Stamme Uivi und Ui und diese von dem
Zeitpunkt der Transformation bis zu dem Anfertigen der Stocks gleich lange in Kultur
waren.

Um die Retrotranspositionsfrequenz an dem humanen tRNA-Gen zu bestimmen, wurde
jeweils ein Klon der Stamme Ui, Uivi und Uihti in Kultur genommen und 5-FO-Selektionen
mit je zehn Petrischalen mit jeweils 1,5x10° Zellen jedes Stammes durchgefiihrt.
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Abbildung 3.1.2: 5-FO-Selektion mit humanem Met“*"-Gen

Dargestellt sind die Ergebnisse der 5-FO-Selektionen von den Stammen Ui, Uihti und Uivi. Es wurden von
jedem Stamm 10 Petrischalen mit je 1,56x10° Zellen eingesetzt. A) Anzahl der Klone pro Petrischale
B) grafische Darstellung der Anzahl der Klone auf 1x10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Als Fehlerbalken
wurde die Standardabweichung eingesetzt.

Nach 18 Tagen Selektion wurden die sichtbaren Klone auf jeder Platte gezahlt und auf die
Anzahl der Klone pro 1x10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.1.2 dargestellt.
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Der Versuch wurde mit jeweils 5x10° eingesetzten Zellen pro Petrischale und einem
ahnlichem Ergebnis wiederholt. Das Ergebnisse ist in Abbildung 3.1.3 grafisch dargestellt.

Die unterschiedlichen Absolut-Werte der Klonzahlen sind durch die Methode bedingt. Je
langer die 5-FO-Selektion andauert, desto mehr resistente Klone werden sichtbar. Es ist
aber in beiden Versuchen zu erkennen, dass die Retrotranspositionsfrequenz bei dem
Stamm Uihti ca. 1,5% der Frequenz des Stammes Uivi betragt und damit deutlich Uber
dem Wert der natlrlichen Mutationsrate (Ui) liegt.

Untersuchung der Integrationen

Um zu zeigen, dass es sich bei den 5-FO-resistenten Klonen um Zellen handelt, die ihre
Resistenz durch Retrotranspositionen von TRE5-A-Elementen in die TRE-Falle erhielten,
wurden 57 dieser Klone isoliert, kultiviert und genomische DNA von diesen Klonen prapa-
riert. An diesen gDNAs wurde jeweils die Umgebung des Introns in dem UMPS-Gen
mittels Long-Range-PCR mit den Primern UMP20 und UMP21 amplifiziert. Wenn keine
Integration in dem UMPS-Konstrukt vorliegt, hat das PCR-Produkt eine Grdéfde von
1.424 bp. Von den 57 untersuchten PCR-Produkten zeigten 40 eine groRere Bande, sechs
zeigten eine kleinere Bande und bei elf PCR-Produkten lag die BandengrofRe bei
ca. 1.400 bp. Zehn der 57 PCR-Produkte sind in Abbildung 3.1.4 reprasentativ fur alle
dargestellt.

Als GroRenvergleich wurde ein PCR-Produkt, das an genomischer DNA des unselektio-
nierten Stamm Uihti hergestellt wurde, aufgetragen. PCR-Banden, die groRer sind als
1.424 bp deuten auf eine Integration eines Transposons zwischen den beiden Primerbin-
destellen UMP20 und UMP21 hin. Bei den elf Klonen (z. B. #49), die ein PCR-Produkt in
der GrofRe von ca. 1.400 bp ergaben, ist das UMPS-Gen wahrscheinlich durch die naturli-
che Mutationsrate und nicht durch eine Transposonintegration inaktiviert worden. Bei den
sechs Klonen, die ein kleineres PCR-Produkt ergaben ist das UMPS-Gens wahrscheinlich
durch eine Deletion zerstort worden. Dies ist auch in der vorausgegangen Arbeit beobach-
tet worden (Beck 2002).

Die unterschiedlichen Grélken der PCR-Produkte an den 40 Klonen mit Integrationen
lassen sich zum einen dadurch erklaren, dass Non-LTR-Retrotransposons wahrend ihrer
Integration haufig 5°-verklirzen und 2zum andern dadurch, dass komplette
TRE5-A-Elemente unterschiedlich viele A-Module besitzen konnen.
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Abbildung 3.1.4: UMP20/21 PCR an 5-FO-resistenten Uihti Klonen

Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach elektrophoretischer Trennung. Auf ein 1%iges
Agarosegel wurden in den Spuren 2-11 zehn von 57 reprasentativ ausgewahlte PCR-Produkte aufgetragen.
Die PCRs wurden mit den Primern UMP20 und UMP21 an genomischen DNAs von 5-FO-resistenten Klonen
des Stammes Uihti durchgeflhrt. Als GroRenvergleich wurde in Spur 12 ein PCR-Produkt, das mit denselben
Primern an genomischer DNA des unselektionierten Stamm Uihti hergestellt wurde aufgetragen. Als Gro-
Renmarker wurde in den Spuren 1 und 13 eine 1 kb-Leiter der Fa. NEB aufgetragen.

Nachweis der Art der Integration

Der Nachweis, dass tatsachlich TRES-A-Integrationen die Ursache flr die grofieren
PCR-Produkte sind, erfolgte mittels Southernblot-Analyse des Agarosegels aus Abbildung
3.1.4. Hierbei wurde mit einer radioaktiven Sonde des 3°-Endes eines TRE5-A-Elementes
hybridisiert. Die Sonde wurde mit einer radioaktiven PCR mit dem Primer Rep48 an dem
Plasmid pGEMasORF hergestellt. Der Primer Rep48 bindet an den 3°-Enden von
TRES-Elementen komplementar an den (+)-Strang. Das Plasmid pGEMasORF besteht
aus einem pGEM®T-Vektor, in den die hinteren 2.200 bp eines TRES-A-Elementes ligiert
wurden. Das Autoradiogramm dieses Southernblots ist in Abbildung 3.1.5 dargestellt. Es
ist deutlich zu erkennen, dass alle PCR-Banden, die groRer als etwa 1.400 bp waren, mit
der Sonde hybridisieren. Wie zu erwarten war, hybridisierten die ca. 1.400 bp grofRe
PCR-Bande des Klons #49 und die Bande der Grofdenkontrolle nicht mit der Sonde.
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Abbildung 3.1.5: Southernblot Uihti UMP20/21 PCRs
' gegen TRES5-A
.- - Das Agarosegel aus Abbildung 3.1.4 wurde auf eine
Membran geblottet und anschlieRend mit der radioakti-
‘ ven Sonde des 3’-Endes eines TRES5-A-Elementes
hybridisiert. Dargestellt ist das Autoradiogramm dieses
- Southernblots.

Bei markierten Sonden, die mit einer radioaktiven PCR an einem ungeschnittenen Vektor
hergestellt werden, wird auch Vektorsequenz radioaktiv markiert. Da die GréRen-Marker
der Fa. NEB aus PCR-Produkten von Standard-Vektoren hergestellt werden (Information
von NEB), hybridisiert auch der GroRenmarker mit der Sonde. Sowohl die GréRenkontrolle
in Spur 11, als auch die PCR-Bande des Klons #49 hybridisierten nicht mit der Sonde.
Daran ist zu erkennen, dass die Sonde nicht unspezifisch an DNA bindet, sondern dass es
sich bei diesen Klonen um TRES-A-Integrationen handelt.

Bestimmung der Integrationsorte

Zur Bestimmung des genauen Integrationsortes und der Orientierung der
TRES-A-Elemente in der Umgebung des hMet-Gens wurden UMP20/21-PCR-Produkte
von den Klonen #3, #8, #12, #13 und #56 aufgereinigt. Die Klone wurden so ausgesucht,
dass man anhand der GrolRe des UMP20/21-PCR-Produktes darauf schlieen konnte,
dass es sich um Integrationen von nahezu kompletten TRES-A.2 Elementen handelte. Die
PCR-Produkte wurden direkt mit dem Primer hMetCAU-rev sequenziert. Wenn dies keine
auswertbaren Sequenzen ergab, wurde ein kleineres Stick der isolierten Bande Uber eine
Nested-PCR mit den Primern UMP20 und Rep104 amplifiziert. Der Primer Rep104 bindet
sowohl in TRE5-A.1, wie auch in TRE5-A.2 Elementen komplementar an den (+)-Strang
ca. bei Position 500 in Richtung des 5’-Endes des Elementes. Die erhaltenen
PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEM®T ligiert und in E. coli-Zellen transformiert.
Anschlielend wurden Minilysate hergestellt und diese mit dem Primer hMetCAU-rev
sequenziert. In Abbildung 3.1.6 sind die Sequenzen dieser funf Klone dargestellt. Bei allen
Klonen ist entweder ein komplettes oder ein 5°-verkurztes TRES-A.2-Element im Abstand
von 49 bp vor dem humanen tRNA-Gen in die TRE-Falle integriert. Es sind zwischen ein
und sechs zusatzliche Nukleotide integriert worden.
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. .CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttttaaattaaattttttttaaatcaaatgaa. . .

hMetCAY -1 |ntron Jf TRE5-A.2
#03 ...CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttt |a (+16) AAACAACAACA...
#13 ...CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttt |g (+200) AGATCGAAAAA. ..
#56 ...CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttt |ga (+16) AAACGACAACA. ..
#12 ...CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttt [tttttg (+189) AAAAAATAATC. ..
#08 ... CGCCACTCTGCTgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttt (o] (+1) AGATCGAAAAA. ..

Rep104 Rep83 UMP22  UMP21
UMP20 NP i
:@:m —
S.D S.A.

"hMet

Abbildung 3.1.6: TRE-Integrationsorte vor dem humanen Met®“Y-tRNA-Gen

Dargestellt sind die Sequenzen und der Abstand vom 5’-Ende des tRNA-Gens bis zum 5’-Ende der
TRES5-A-Elemente von funf 5-FO-resistenten Klonen des Stammes Uihti. In allen Klonen sind die z.T.
5°-verkurzte Integrationen von TRE5-A.2-Elementen im Abstand von 49 bp vor dem tRNA-Gen gefunden
worden. Die Position der ersten Base des Transposons ist in Klammern angegeben, die durch die
Retrotransposition zusatzlich eingefiigten Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Das 5’-Ende des
hMet-Gens ist gelb unterlegt, die TRES5-Elemente grin und die untersuchte TSD bei Klon #56 ist blau
unterlegt.

Da alle untersuchten Transposons in einen T-Stretch integrierten und in Klon #12 mehrere
Thymidin-Molekulle zusatzlich integriert wurden, war der Integrationsort flr diesen Klon
nicht auf die Base genau zu ermitteln. Er liegt aber in dem erwarteten Bereich ca. 50 bp
unterhalb des tRNA-Gens.

Fur einen Klon sollte exemplarisch gezeigt werden, dass es sich bei der Integration um
eine orthodoxe Integration eines TRE-Retrotransposons handelt. Um die 3’-Seite des
integrierten TRE-Elementes in Klon #56 sequenzieren zu konnen, wurde eine Nested-PCR
mit den Primern Rep83 und UMP22 an dem UMP20/21-PCR-Produkt von Klon #56 durch-
gefuhrt. Der Primer Rep83 bindet komplementar an den (-)-Strang, ca. 50 bp vor dem
3’-Ende von TRE5-A Elementen. Der Primer UMP22 bindet im UMPS-Gen ca. 100 bp
hinter der Splice-Akzeptor-Site des Introns. Dieses PCR-Produkt wurde in den Vektor
pGEM®T ligiert und mit dem Primer Rep83 sequenziert.

Das TRE5-A.2-Element in Klon #56 besitzt einen Poly-A-Anhang von 13 bp und hat an der
Integrationsstelle eine TSD von 13 bp (TTTTTTTTTTTTT) erzeugt. Somit konnte fur das

integrierte Transposon in Klon #56 gezeigt werden, dass es orthodox in das Genom integ-
riert wurde.
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Untersuchung der Anzahl der A-Module der integrierten Transposons

Um die Anzahl der A-Module der komplett integrierten TRE5-A.2-Elemente zu bestimmen
wurde exemplarisch an den aufgereinigten UMP20/21-PCR-Produkten der Klone #12, #13
und #56 eine PCR mit den Primern UMP20 und neo9 durchgefuhrt. Der Primer neo9
bindet im B-Modul komplementar an den (+)-Strang, in Richtung des 5°-Endes der Ele-
mente. Bei einer Integration eines TRES5-A-Elementes mit einem kompletten A-Modul
wurde das PCR-Produkt eine GrofRe von ca. 980 bp besitzen. Jedes zusatzliche A-Modul
wurde das PCR-Produkt um 200 bp vergrofern. In Abbildung 3.1.7 konnte zusammen mit
den Sequenzdaten aus Abbildung 3.1.16 gezeigt werden, dass das komplette A-Modul
des Transposon in Klon #12 fehlt, wahrend das TRE5-A-Element in Klon #56 ein um 16 bp
verkurztes A-Modul besitzt. Das Element in Klon #12 besitzt zwei komplette A-Module und
die hinteren 11 bp eines verklrzten, dritten A-Moduls. Diese Daten korrelieren mit den
unterschiedlichen Bandengrof3en in Abbildung 3.1.4.

Abbildung 3.1.7: Anzahl der A-Module

Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach
elektrophoretischer Trennung. Auf ein 1,2%iges Agarosegel
wurden die PCR-Produkte der Klone #12, #56 und #13 mit den
Primern UMP20 und neo9 aufgetragen. Als Template wurde
jeweils das aufgereinigte UMP20/21-PCR-Produkt der Klone
verwendet.

3.1.2 Integrationen in der Umgebung des Glu®*“*-Gens

Nachdem Val’"°-Gen sollte fiir ein zweites D. discoideum-tRNA-Gen gezeigt werden,
dass dieses als Integrationsziel fur TRE-Elemente erkannt wird. Dazu wurde das
amber-Suppressor-tRNA-Gen des Glu““®-Gens (GIuS*?) gewahlt. Mit diesem Gen konnten
spater Aktivitats-Untersuchungen durchgefuhrt werden (vgl. 3.1.4 und 3.1.5.2).

Das GluS**-Gen wurde mit den Primern Glu1 und Glu2T mittels PCR von dem Plasmid
pGTET BSR+1(amber) amplifiziert und in beiden Orientierungen in die leere TRE-Falle
des Vektors pUi kloniert. Der Vektor pUig enthalt das GIuS**-Gen in Orientierung des
UMPS-Gens, wahrend es in dem Vektor pUigi die umgekehrte Orientierung besitzt. Im
Gegensatz zu dem ValY"®-Gen in pUivi enthalt das klonierte Glu®“*-Gen neben der kodie-
renden Sequenz zusatzlich seine Terminatorsequenz.

Durch Transformation der Plasmide pUig und pUigi in den Stamm DH1 wurden die Stam-
me Uig und Uigi hergestellt. Es wurden von jedem Stamm flnf unabhangige Klone kulti-
viert und Gefrierstocks von den Zellen hergestellt.
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Um Integrationen in der Umgebung des GluS**-Gens untersuchen zu kdnnen, wurden die
Zellen in Kultur genommen und 5-FO-Selektionen durchgefuhrt. Von den beiden Stammen
wurden 18 (Uig) bzw. 26 (Uigi) 5-FO-resistente Klone kultiviert und gDNA von den Zellen
isoliert. An diesen gDNAs wurden PCRs mit den Primern UMP20 und UMP21 durchge-
fuhrt (Daten nicht gezeigt). PCR-Banden die groRer als die Kontrolle an der leeren
TRE-Falle waren und damit auf eine Integration eines Transposons hindeuteten, wurden
isoliert. Die Art und der Abstand der Integrationen in der Umgebung des Glu®**-Gens
wurden durch Sequenzanalyse mit dem Primer Glu2T Uberpruft. Wenn dies nicht direkt an
den isolierten PCR-Produkten mdglich war, wurden die Integrationsbereiche als
Nested-PCRs in den Vektor pGEM®T ligiert und anschliel3end sequenziert. Die flankieren-
den Sequenzen der integrierten TREs in beiden Stdmmen sind in Abbildung 3.1.8 und
Abbildung 3.1.9 dargestellt.

Die Unterscheidung zwischen integrierten TRE5-A.1- und TRE5-A.2-Elementen wurde
mittels PCR an den aufgereinigten UMP20/UMP21-PCR-Produkten durchgefuhrt. Dazu
wurden Nested-PCRs mit dem Forward-Primer Rep114, der komplementar an den
(-)-Strang von TRE5-A-Elementen bindet durchgeflihrt. Als Reverse-Primer wurde
der Primer Rep113 gewahlt. Dieser Primer ergibt zusammen mit dem Primer
Rep114 in TRE5-A.2-Elementen ein PCR-Produkt von 226 bp, wahrend sie in
TRES5-A.1-Elementen ein PCR-Produkt von 3.360 bp ergeben. Zusatzlich wurde eine
PCR mit den Primern Rep114 und Rep94 durchgefihrt. Diese PCR ergibt in
TRES5-A.1-Elementen ein PCR-Produkt von 516 bp, wahrend diese PCR in
TRES-A.2-Elementen nicht funktioniert.

Uigi

Bei den untersuchten Integrationen in dem Stamm Uigi handelte es sich in zwei Klonen
um TRES-A.1- und in sechs Klonen um TRES5-A.2-Elemente (Daten nicht gezeigt).

Alle acht untersuchten Integrationen lagen in langeren T-Stretchen. Bei mehreren dieser
Klone wurden zusatzlich bis zu 15 Thymidine eingefugt, sodass eine exakte Festlegung
der Integrationsorte auf die Base genau flur diese Klone nicht zu ermitteln war, sie liegen
aber in dem erwarteten Bereich ca. 50 bp unterhalb des tRNA-Gens. Bei Klon #6-3 wur-
den keine zusatzlichen Thymidine eingefligt. Das integrierte Transposon in diesem Klon
besal einen Abstand von 50 bp zu dem Glu®**-Gen.

Fur einen Klon sollte analog zu 3.1.1 reprasentativ gezeigt werden, dass es sich um eine
orthodoxe Integration eines TRES-Transposons handelt. Dazu wurde das gereinigte
UMP20/21 PCR-Produkt des Klons #6-3 mit dem Primer Rep83 sequenziert. Auf der
5°-Seite der TSD befinden sich drei Adenine, daher konnte nicht genau bestimmt werden,
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ob diese auf der 3'-Seite des Elementes durch die TSD oder durch den Poly-A-Anhang
des Retrotransposons entstanden sind. Die Lange der TSD betragt 19-21 bp
((AAA)TTAATTTTTTTTTTTTTTT) und die Lange des Poly-A-Anhangs betragt 14-17 bp.
Dies zeigt, dass dieses Element orthodox vor dem Glu®**-Gen integriert wurde.

.. -ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaatttttttttttttttaaattaaattttttttaaatcaaatga. ..

GluS*» _; Intron 2 TRE5-A.2
* (-28 - -30)
#2C ...ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttt ¢ A 6-8bp .50 |aa (+1677) |AAACAACA. . .
#6A .. _ATGAGGTAgaattcttaattttttttttttttttic(aa) A 5-7bp ¢ (+1606-1608) (AA)AAAC. ..
#6-3 .. .ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt (g (+225) AACAATCT. . .
#6-11. . _ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt 150 (+1) AGAGAAAA. ..
#6-4 .. _ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt t,0 (+15) AAACAACA. ..
#6-8 ...ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt tgcaatta (+331) GAAAATTT. ..
TRES5-A.
#6-7 ...ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt 50 (+6) GAAAAAAA. ..
#6-5 .. _ATGAGGTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttttttt t,9 (+1) AGAGAAAA. ..
Rep104 Rep83
|'> UMP20 el UMP21
—i A _TRESA__=—— —_
S.D. S.A.
GluSup

Abbildung 3.1.8: TRE-Integrationsorte in dem Stamm Uigi

Dargestellt sind die Sequenzen und der Abstand von dem 5°-Ende des tRNA-Gens bis zu den 5°-Enden der
TRES5-A-Elemente von acht 5-FO-resistenten Klonen des Stammes Uigi. Es handelt sich um Integrationen
von zwei TRE5-A.1-Elementen und sechs TRE5-A.2-Elementen vor dem tRNA-Gen. Die Position der ersten
Base des Transposons ist in Klammern angegeben. Die durch die Retrotransposition zusatzlich eingefligten
Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Das 5-Ende des Glu-Gens ist gelb unterlegt, die
TRES5-A-Elemente griin und die TSD bei Klon #6-3 ist blau unterlegt. Bei den drei Adeninen auf der 5°-Seite
der TSD in Klon #6-3 kann nicht festgelegt werden, ob diese auf der 3"-Seite des Elementes durch die TSD
oder durch den Poly-A-Anhang des Transposons entstanden sind. In den Klonen #2C und #6A sind Zielse-
quenz-Deletionen von 6-8 bzw. 5-7 bp aufgetreten, durch diese Deletionen sind keine TSDs vorhanden und
der ursprungliche Abstand zu dem tRNA-Gen konnte nicht bestimmt werden. Durch eine Mikrohomologie
(AA) konnte in Klon #6A der exakt Abstand und das erste Nukleotid des integrierten Transposons nicht
bestimmt werden. Die Mikrohomologie ist in Klammern angegeben.

An dem Integrationsort in Klon #6A ist eine Mikrohomologie von 2 bp beobachtet worden.
Daher konnte nicht festgelegt werden, ob diese Basen zu dem integrierten Retrotranspo-
son oder zu der Zielsequenz gezahlt werden mussen.

Die Integrationen der Klone #2C und #6A wiesen mit 23 bp (#2C) und 28-30 bp (#6A)
einen sehr kurzen Abstand zu dem tRNA-Gen auf. Aus diesem Grund wurden diese
beiden Integrationen naher untersucht. Dazu wurden die 3'-Seiten der integrierten Ele-
mente als Nested-PCRs mit den Primern Rep83 und UMP22 an dem gereinigten
UMP20/UMP21 PCR-Produkten in den Vektor pGEM®T ligiert und anschlielend sequen-
Ziert.

An der Integrationsstelle in Klon #2C ist eine Deletion der Zielsequenz von
6-8 bp (TTTTCA(AA)) und in Klon #6A ist eine Deletion von 5-7 bp (AAATT(AA)) beobach-
tet worden. Die deletierten Bereiche in beiden Klonen enden jeweils mit zwei Adeninen,
sodass ihre Lange und die Lange des Poly-A-Anhangs der integrierten Transposons nicht
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exakt bestimmt werden konnte. Beide Integrationen weisen keine TSDs auf. Daher ist
davon auszugehen, dass die Deletionen wahrend der Integration der 5°-Enden dieser
beiden Elemente entstanden sind. Aufgrund der Deletionen ist der urspriingliche Abstand
zu dem tRNA-Gen und das ursprunglich erste Nukleotid des integrierten
TRES-Retrotransposons nicht genau zu ermitteln. Da die 3’-Enden der Elemente mit den
flankierenden Sequenzen bekannt sind, kann man die Grolde der Deletionen und damit
den ursprunglichen Abstand zu dem tRNA in etwa abschatzen. Die Zielsequenz-Deletion
setzt sich aus der TSD und den fehlenden Basen im Vergleich zur Originalsequenz zu-
sammen. Wenn man fur die beiden Integrationen eine ahnliche Lange der TSDs annimmt,
wie bei den anderen Integrationen in dieser Arbeit ermittelt wurde (11-21 bp), so ergibt
sich ein ursprunglicher Abstand der Integrationen zum tRNA-Gen von ca. 50 bp. Dies
entspricht dem erwarteten Abstand. Zielsequenz-Deletionen wurden auch bei Integratio-
nen von LINE-Elemente in anderen Organismen beobachtet (Gilbert 2005).

Uig

Bei den zwei untersuchten Integrationen in dem Stamm Uig handelt es sich bei Klon #3-13
um die Integration eines verkirzten TRES-A.1-Elementes 48 bp oberhalb des
GluS"*-Gens, wahrend in Klon #3-3 ein 5'-verkiirztes TRE3-C Element integriert wurde.
Das TRE3-C Element wurde in einem Abstand von 103 bp unterhalb des Glu®**-Gens
integriert und besitzt damit den naturlichen Abstand von TRE3-C-Elementen zu
tRNA-Genen. Beide Integrationen weisen mit 14 bp (GAAATTAAAAAACA, TRE5-A.1),
bzw. 13 bp (ATTTTTTTTAAAT, TRE3-C) typische TSDs auf. Durch weitere PCR-Analysen
analog zu 3.1.1 konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem TRES-A.1-Element in
Klon #3-13 um ein komplettes TRE5-A.1 Element handelt, welches zwei A-Module besitzt,
von denen das erste um 189 bp verkurzt ist.
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A) TRE5-A.1 Integration TRE3-C Integration

qir' 5 S.A. —

S.D.
GluSup

B)
-1
Glusw | Intron TRE5-A.1

-48
#3-13 .. .ACACCAATGAGGAgaattctgatccgaaatagtgatatttttaaattgaaattaaaaaacg (+1981)AAAAAATAATCAGA. . .

Intron
.. -AATAATTGCGTTATCCAATTCAAAAAAAAAAAgaaattaaaaaacaaaaaata. . .

(:) +1
Glusvp Intron
#3-3 .. .GGTTCGATTCCCGAATGGGGAGGTTTTTATTCCGACCAAAATTAgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaattttttttttt
+103
v TRE3-C

ttttaaattagattttttttaaat (+3989)GGTGAGTAC. - . .ATCACAGGTAAAAAAAAAAAAAAatTEEttttaaatcaaatgaa. - -

Abbildung 3.1.9: TRE-Integrationsorte in dem Stamm Uig

Dargestellt sind die flankierenden Sequenzen und der Abstand zu dem GIu®*>-Gen der beiden
TRE-Elemente in den beiden 5-FO-resistenten Klonen des Stammes Uig. A) Ubersicht der TRE-Falle mit
dem GIu®**-Gen. B) Integration eines 5°-verklrzten TRE5-A.1 Elementes auf der 5°-Seite des Glu®**-Gens in
Klon #3-13. C) Integration eines 5°-verkiirzten TRE3-C Elementes auf der 3'-Seite des Glu®**-Gens in
Klon #3-3.

Die Position der ersten Base des Transposons ist in Klammern angegeben. Die durch die Retrotransposition
zusatzlich eingefligten Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Das Glu®**-Gen ist gelb unterlegt,
die TRE-Elemente griin und die erzeugten TSDs sind blau unterlegt.

3.1.3 Untersuchungen der Promotorregionen von tRNA-Genen

3.1.3.1 in silico Untersuchungen

Fur drei unabhangige tRNA-Gene (dValUA¢, dGIuS*? und hMet“"V) konnte gezeigt werden,
dass die kodierenden Regionen dieser Gene Integrationsziele fir TRE-Elemente darstel-
len. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die flankierenden Sequenzen der
tRNA-Gene fur die Integrationen nicht bendtigt werden. Die Erkennungssequenz der
TRE-Elemente muss daher innerhalb dieser Gene liegen.

Da die Promotorregionen aller tRNA-Gene stark konserviert sind, sollten die A- und
B-Boxen von D. discoideum-tRNA-Genen naher untersucht werden.
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B-Box Untersuchungen

Das 2005 fertiggestellte Dictyostelium-Genomprojekt hat gezeigt, dass es 390 tRNA-Gene
im Dictyostelium-Genom gibt. Die B-Box liegt in tRNA-Genen an Position 53 bis 61. Um
die exakte Konsensus-Sequenz der B-Boxen von D. discoideum-tRNA-Genen zu erhalten,
wurde fur die B-Boxen aller 390 tRNA-Gene inklusive 10 bp flankierender Sequenz ein
Alignment erstellt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die konservierte Domane der
B-Boxen in D. discoideum der Konsensus-Sequenz anderer eukaryotischer B-Boxen
(GTTCRANYC) folgt. Zusatzlich konnte 4 bp oberhalb dieser Konsensussequenz in
D. discoideum-tRNA-Genen die konservierte Basenfolge GTC gefunden werden. Das
Alignment der D. discoideum-B-Boxen wurde mit dem Programm Weblogo (Crooks 2004)
durchgefuhrt und ist in Abbildung 3.1.10.A dargestellt.

A
) & Abbildung 3.1.10:
Alignment der B-Boxen
51 C Dargestellt ist ein Alignment des
T GTTCRANYC Konsensus-Motivs  der
P EEETEE S ==  — ~~——— B-Boxen von D. discoideum-tRNA-Genen
53 56 61 . . .
B) inklusive der 10 flankierenden Basenpaa-
2 ren fir A) die internen B-Boxen aller
tRNA-Gene (n=390), B) die externen
£1-| B-Boxen (n=231) und C) fir die modifi-
A C zierten B-Boxen. Die Sequenzlogos
u,‘%%éﬂlg' ==T 0L 1V¥A ;_ T===Xx<2-5  wurden mit dem Programm WebLogo
53 56 61 erzeugt
C). (http://weblogo.berkeley.edu)
TIVATSIC
53 56 61

Aus der Literatur ist bekannt, dass ca. 19-35 bp unterhalb vieler
D. discoideum-tRNA-Gene ein externes B-Box-Motiv konserviert ist (Hofmann 1991), und
dass der Transkriptionsfaktor TFIIIC an die externe B-Box von tRNA-Genen bindet
(Bukenberger 1994).

In bisherige Arbeiten wurden nur ca. 60 tRNA-Gene auf die Anwesenheit einer externen
B-Box untersucht. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit auf die flankierenden Regionen
aller 390 tRNA-Gene ausgeweitet. Dabei stellte sich heraus, dass sich unterhalb von
261 tRNA-Genen (= 67%) eine externe B-Box in einem durchschnittlichen Abstand von
41 bp (33-60 bp) zu der internen B-Box befindet. 87% dieser externen B-Boxen besalien
einen Abstand von 37-43 bp zu der internen B-Box. Im Gegensatz zu den internen
B-Boxen ist oberhalb der externen B-Boxen das Motiv GTC nicht konserviert. Durch einen
Sequenzvergleich konnten die externen B-Boxen in zwei Gruppen unterteilt werden.
231 externe B-Boxen zeigten eine sehr starke Homologie zu der Konsensus-Sequenz der
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internen B-Box. Das Alignment dieser externen B-Boxen ist in Abbildung 3.1.10.B darge-
stellt. Die restlichen 30 gefundenen externen B-Boxen scheinen ein zusatzliches Nukleotid
(oftmals ein Guanin) an Position 60 zu besitzen und so eine Base langer zu sein als die
restlichen B-Boxen. Das Alignment dieser modifizierten externen B-Boxen ist in Abbildung
3.1.10.C dargestellt. Uber die Funktion der externen B-Box ist nicht viel bekannt. Die
starke Konservierung deutet aber darauf hin, dass die externen B-Boxen eine Funktion
besitzen.

A-Box Untersuchungen

Es wurde ebenfalls ein Alignment der 5-Enden aller 39 in Dictyostelium discoideum
gefundenen tRNA-Gen-Familien inklusive der A-Box erstellt. Das Alignment ist in
Abbildung 3.1.11 dargestellt. Die A-Box befindet sich in tRNA-Genen an Position 8 bis 19,
wobei nicht alle tRNA-Gene die Nukleotide 17 und 17.1 besitzen. Die A-Boxen zeigen die
Konsensus-Sequenz TPRGYNNA™RT(N''N')GG", die eine Lange von 11 bis 13 bp
aufweist.

2 Abbildung 3.1.11: Alignment der A-Boxen
Dargestellt ist ein Alignment der ersten drei
Nukleotide, sowie der A-Boxen aller
D. discoideum-tRNA-Gene. Die Sequenzlo-
T AA gos wurden mit dem Programm WeblLogo
)T alss— = erzeugt (http://weblogo.berkeley.edu).

Abstande zwischen A- und B-Boxen

Der Transkriptionsfaktor TFIIIC bindet sowohl an die A-Box, wie auch an die B-Box von
tRNA-Genen. Fur D. discoideum-tRNA-Gene konnte bisher nur gezeigt werden, dass
TFIIIC an die B-Box bindet (Bukenberger 1994). Um sich einen besseren Uberblick ver-
schaffen zu konnen, wie TFIIIC an die DNA der tRNA-Gene gebunden wird, wurden die
Abstande zwischen der A- und der B-Box aller 39 gefundenen tRNA-Gen-Familien ermit-
telt. Eine Ubersicht der Abstande dieser beiden Promotorregionen ist in Abbildung 3.1.12
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der Abstand zischen der A- und der B-Box von 40 bp
bis 65 bp variiert, wobei 16 der 39 tRNA-Gen-Familien einen Abstand von 45+1 bp besit-

zen.
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Anzahl
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Abbildung 3.1.12: Abstande zwischen der A- und der B-Box von tRNA-Genen
Grafisch dargestellt ist die Verteilung der Abstdnde zwischen der A- und der B-Box aller 39 bekannten
tRNA-Gen-Familien in Dictyostelium discoideum.

3.1.3.2 Isolierung von TRE-Integrationen an einer isolierten B-Box

Da der Transkriptionsfaktor TFIIIC an die B-Box der tRNA-Gene bindet, sollte die Konsen-
sus-Sequenz einer B-Box als Integrationsziel fur TRE-Retrotransposons in der TRE-Falle
getestet werden.

Durch Einzelstrangmutagenese wurde das Motiv ,GTCGCAGGTTCGAATC" in entgegen-
gesetzter Orientierung zum UMPS-Gen in die leere TRE-Falle des Vektors pUi einge-
bracht und so der Vektor pUiB-Box hergestellt. Dieser Vektor wurde in DH1-Zellen trans-
formiert und dadurch der Stamm UiB-Box erzeugt. Finf unabhangige Klone dieses Stam-
mes wurden kultiviert und Gefrierstocks von diesen Zellen angefertigt. Dabei war darauf zu
achten, dass alle Zelllinien eine ahnliche Teilungsrate hatten wie die Zellen der Stamme
Uivi und Ui und von dem Zeitpunkt der Transformation bis zum Anfertigen des Stocks
gleich lange in Kultur waren.

Von den Stammen Ui, Uivi und UiB-Box wurden gleichzeitig jeweils zwei Klone in Kultur
genommen. Es wurden 5-FO-Selektionen mit jeweils fiinf Petrischalen mit je 5x10° Zellen
von jedem Klon durchgefuhrt. Die Klonzahlen der beiden Klone eines Stammes wurden
zusammengefasst und auf Klone pro 10° eingesetzten Zellen umgerechnet. Das Ergebnis
ist grafisch in Abbildung 3.1.13 dargestellt. Es ist keine deutliche Erhohung der
Retrotranspositionsfrequenz an der B-Box im Vergleich zu der leeren TRE-Falle zu
erkennen. Trotzdem wurden drei 5-FO-resistente Klone (#1-5, #3-1 und #4-3) analog zu
3.1.1 mittels PCR-Analyse mit den Primern UMP20 und UMP21 untersucht.
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& 60 Abbildung 3.1.13: Retrotranspositionsfrequenzen an
S einer B-Box
N 50 A Dargestellt sind die Ergebnisse der 5-FO-Selektionen mit
= den Stdmmen Uivi, Ui und UiB-Box. Fur die Selektionen
= 40 wurden 5 Petrischalen von je 2 unabhangigen Klonen jedes
2 30 Stammes mit je 5x10° Zellen eingesetzt. Die Klonzahlen der
5 : .
> beiden Klone jedes Stammes wurden zusammengefasst
20 und auf Klone pro 10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Als
Fehlerbalken wurde die Standardabweichung eingesetzt.
10
0,02 0,20
0 ‘
Uivi Ui UiB-Box

Die PCR-Produkte von allen drei untersuchten Klonen deuteten durch ihre Grolke auf
Integrationen von TRE-Elementen hin (Daten nicht gezeigt). Diese PCR-Produkte wurden
isoliert und die Integrationsorte der TRE-Elemente durch Sequenzierung bestimmt. Dazu
wurden an den isolierten PCR-Produkten Nested-PCRs mit den Primern Val(UAC)exB und
Rep104 sowie mit den Primern Rep83 und UMP22 durchgefihrt. Der Primer Val(UAC)exB
bindet komplementér an die B-Box. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEM®T
ligiert und anschlielend sequenziert. Die Sequenz des 3’-Endes von Klon #3-1 war nicht
zu ermitteln. Die Sequenzen der anderen beiden integrierten TREs sind in Abbildung
3.1.14 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in Klon #1-5 ein an Position 205 5 -verkurtztes
TRE5-A-Element im Abstand von ca. 100 bp oberhalb der B-Box in die TRE-Falle integ-
riert ist. Da die Integrationsstelle in einen langen homopolymeren A-Stretch liegt und
dieser bei der Integration des Retrotransposons verlangert wurde, war sowohl der Integra-
tionsabstand zu der B-Box, wie auch die Lange der TSD nicht genau zu ermitteln. Bei den
beiden Basen am 5°-Ende der TSD (AA)TG(AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA) konnte
nicht bestimmt werden, ob diese durch die TSD oder durch den Poly-A-Anhang des Ele-
mentes erzeugt wurden. Bei den 24 Adeninen auf der 3’-Seite der TSD konnte nicht
bestimmt werden, ob diese durch die TSD, oder durch die Verlangerung des A-Stretches
erzeugt wurden. Zusatzlich wurde hinter dem verlangerten A-Stretch ein Guanin bei der
Integration eingefligt. Die TSD kann somit theoretisch eine Lange von 2-28 bp besitzen.
Wenn fur diese Integration eine typische TSD von ca. 14 bp angenommen wird, so ergibt
sich ein Integrationsabstand zu der B-Box von ca. 102 bp. Das an Position 195-197
5°-verkurtzte TRE-Element in Klon #3-1 wurde ebenfalls in den A-Stretch integriert und
weist an seinem 5°-Ende eine Mikrohomologie zur Zielsequenz von 2 bp (AA) auf. Da es in
denselben A-Stretch, wie das TRES-A-Element in Klon #1-5 integriert wurde, besitzt es
einen ahnlichen Abstand zu der B-Box. Die Entfernung zu der B-Box und die Orientierung
der beiden integrierten Elemente entsprechen in etwa dem Abstand einer typischen
TRE-Integration oberhalb einer B-Box, die sich in einem tRNA-Gen befindet.
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A Rep83 UMP22  UMP21
) |-> UMP20 Val(JAC)exB eps NP NP
ﬁn = —F ]
T [T g
B-Box
) -1
#1-5 B-Box Intron
.. .gttttttaatttcaattgattcgaacctgcgactcggatcagaattcttaatttttttttttttttttcaaatta
-90 -114
‘k i TRE5-A
atttttttttttttttaaattaaattttttttaatccaatgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa (+205)GAAAAAAAACAAAC. -
TRE5-A Intron
. . .GCGTTATCCAATTCAAAAAAAAAAAaatgaaaaaa aaa tcatcttatcaaataataataaaaaaaataaa. - -
-1
#4-3 B-Box Intron
.. .gttttttaatttcaattgattcgaacctgcgactcggatcagaattcttaatttttttttttttttttcaaatta
-81
TRES-A
atttttttttttttttaaattaaatttttttt |CATTAAATACTAACTTTTTTTTTTATTTAAATTTAAT |(+4437)CACTACGAACACCT. A
TRES5-A Intron
.. .GCGTTATCCAATTCAAAAAAAAAAAaatgaaaaa tcatcttatcaaataataataaaaaaaataaataa
ataataaattataaacaatatcactatatggttaaatttaaaaag tgttttaaatactaacttttttttttattttettttt. ..

Abbildung 3.1.14: TRE-Integrationsorte in dem Stamm UiB-Box

Dargestellt sind die flankierenden Sequenzen und der Abstand zu der B-Box der Transposons in den beiden
5-FO-resistenten Klonen #1-5 und 4-3 des Stammes UiB-Box. A) Ubersicht der TRE-Falle mit ein B-Box als
Kbddersequenz. B) Integrationen von 5’-verkirzten TRE5-A. Elementen oberhalb der B-Box. Die Position der
ersten Base des Transposons ist in Klammern angegeben. Die durch die Retrotransposition zusatzlich
eingefiigten Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Die B-Box ist gelb unterlegt, die TRE-Elemente
grin und die erzeugten TSDs sind blau unterlegt. Bei Klon #4-3 sind die linken 2 und die rechten 9 zusatz-
lich eingefiigten Nukleotide non-templated, wahrend die mittleren 25 Nukleotide templated sind und ihren
Ursprung ca. 120 bp unterhalb der Integrationsstelle haben. Diese beiden Bereiche sind unterstrichen.

In Klon #4-3 befindet sich ein TRES-A-Element, das an Position 4.437 5°-verklrzt wurde in
einem deutlich kirzeren Abstand von 81 bp zu der B-Box. Bei dieser Integration konnte
keine Zielsequenz-Verdopplung gefunden werden. Zwischen der Ziel-DNA und dem
5°-Ende des Retrotransposons befinden sich 36 zusatzlich eingefugte Nukleotide, von
denen die linken 2bp non-templated (CA), die mittleren 25bp templateted
(TTAAATACTAACTTTTTTTTTTATTT), deren Ursprung sich ca. 120 bp unterhalb des
Integrationsortes befindet und die rechten 9 bp wiederum non-templated (AAATTTAAT)

sind. Die zusatzliche Integration sowohl von templated, als auch von non-templated
Nukleotiden wurde auch bei Integrationen anderer Non-LTR-Transposons beobachtet
(Gilbert 2005).
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3.1.4 Ist ein in die TRE-Falle inseriertes tRNA-Gen aktiv?

Die Ergebnisse aus den vorausgegangenen Versuchen deuten auf zwei mogliche Mecha-
nismen hin, wie tRNA-Gene in Dictyostelium discoideum von den TRE5-Retrotransposons
erkannt werden konnten. Es ist mdglich, dass TRES5-A-Elemente DNA-spezifische
Retrotransposons sind, die Uber ihre Proteine die Sequenz der B-Box von tRNA-Genen
erkennen und in einem Abstand von ca. 100 bp oberhalb dieser Erkennungssequenz in
das Genom integrieren. Die andere Moglichkeit ist, dass die Integration der
TRE-Retrotransposons uber eine Protein/Protein-Interaktion von Transposonproteinen mit
den Transkriptionsfaktoren TFIIIB oder TFIIIC, die Uber die B-Box an das tRNA-Gen
gebunden sind, vermittelt wird.

Da sich die tRNA-Gene, die in der TRE-Falle getestet wurden, in einem Intron eines von
der RNA-Polymerase lI-transkribierten Gens befanden, ist nicht sicher, ob an diese
tRNA-Gene die Transkriptionsfaktoren TFIIIB und TFIIC binden kdnnen. Bolton et. al
(2003) zeigten, dass die Transkriptionsapparate der Polymerase Il und der Polymerase Il
sich gegenseitig behindern kdnnen. Um uberprifen zu kdonnen, ob tRNA-Gene in der
TRE-Falle dennoch aktiv transkribiert werden, wurden Suppressor-tRNA Untersuchungen
des Glu®"*-Gens in der TRE-Falle durchgefiihrt.

Bei den Suppressor-tRNA Untersuchungen wird in ein Reportergen ein Stopp-Codon
eingefugt. Dieses wird zusammen mit einem tRNA-Gen, dessen Anticodon so verandert
wurde, dass es dieses Stopp-Codon in eine Aminosaure translatiert, in
D. discoideum-Zellen transformiert. Anhand der Aktivitat des Reportergens kann die
Aktivitat des tRNA-Gens bestimmt werden. Fur die Suppressor-tRNA Versuche wurde das
lacZ-Gen und ein GluS**-Gen verwendet, welches ein amber-Stopp-Codon in eine Gluta-
minsaure translatiert. Da in D. discoideum nur ca. 5,5% aller Proteine mit einem am-
ber-Stopp-Codon  terminiert werden, konnen D. discoideum-Zellen mit einem
amber-Suppressor-tRNA-Gen ohne auffalligen Phanotyp wachsen. Aus diesem Grund
eignet sich nur dieses Stopp-Codon fur Suppressionsversuche (Dingermann 1990; Winck-
ler 2005b).

Der Vektor pDd-Gal17-A15P besitzt eine G418-Expressionskassette und eine
lacZ-Expressionskassette. In das lacZ-Gen dieses Vektors wurde durch eine Dop-
pelstrangmutagenese mit den Primern LacZ(amber)l und LacZ(amber)2 ein
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GAA®“-Codon durch ein TAG*™-Codon ersetzt und dadurch der Vektor
pDd-Gal-A15P(amber) hergestellt.

Um die Aktivitat des GluS**-Gens zu testen wurden Doppeltransformationen in AX2-Zellen
durchgefuhrt, bei denen den Zellen zum einen das Plasmid pDd-Gal-A15P(amber) und
zum anderen das Glu®*-Gen in dem Vektor pUigi, bzw. als Negativkontrolle das Plasmid
pUi integriert wurden.

Zusatzlich wurde der unveranderte lacZ-Expressionsvektor pDd-Gal17-A15P in
AX2-Zellen transformiert. 20 unabhangige, (G418-resistente Klone wurden von jeder
Transformation kultiviert, jeweils 2x10” Zellen pelletiert und bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat wurden gleichzeitig CPRG-Tests mit je
einem Pellet von 10 unterschiedlichen Klonen jeder Transformation durchgeflhrt. Zusatz-
lich wurden 3 Pellets untransformierter AX2-Zellen als ,Leerwert® getestet. Da sich in
Vorversuchen, wie erwartet, stark unterschiedliche 3-Galaktosidase-Aktivitat der verschie-
denen Transformanden abzeichneten, wurden von den lacZ-Sammen jeweils
1x10° Zellen, von den lacZ®™®+Uigi-Stammen jeweils 1x10° Zellen und von den

Zamber

lac +Ui-Stammen, sowie den AX2-Kontrollen jeweils 1x10’ Zellen fiir die Versuche

eingesetzt. Die Verdunnungsfaktoren der Zellen wurden nach den Messungen eingerech-

net.
100%
100% - )
Abbildung 3.1.15: Suppressor-Aktivititstest des Glu-
S'P._Gens
80% Das lacZ-Gen, sowie das lacZ*™*-Gen, jeweils zusammen mit

dem Plasmiden pUigi und pUi, wurden in AX2-Zellen transfor-
miert, Pellets (n=10) wurden im CPRG-Tests nach 4,5 min bei
60% - einer ODssg vermessen. Zusatzlich wurde der CPRG-Test an
untransformierten AX2-Zellen (n=3) durchgefiihrt. Dargestellt ist
die in vivo Suppressor-Aktivitit des Glu**-Gens durch die
40% - B-Galaktosidase-Aktivitat des lacZ-Gens im Vergleich zu
lacZ®™*"+pUigi, normiert auf lacZ. Die Fehlerbalken sind
aufgrund der geringen Standardabweichung nicht erkennbar.

20% -

\ 151%  005%  007%
0% ‘ ‘ ‘ Die Verfarbung der Lésung wurde bei allen Klonen
LacZ Glu pUi AX2

gleichzeitig nach 30 s und anschliefend jede Minute
in einem ELISA-Reader bei 550 nm gemessen. Die Werte fir jeden Stamm wurden zu-
sammengefasst. Es wurde festgestellt, dass nach 4 min 30 s bei allen Proben der Farb-
umschlag im linearen Bereich lag (Daten nicht gezeigt). Fur die Ermittlung der Enzymakti-
vitdt der B-Galaktosidase und damit der Aktivitit des GluS**-Gens wurden daher die Werte
der ODssp nach 4 min 30 s ausgewertet. In Abbildung 3.1.15 ist zu erkennen, dass die
Suppression des amber-Stopp-Codons in dem lacZ-Gen mit dem
Glu®**-Gen ca. 1,5% natirlichen lacZ-Aktivitat entspricht. Dieser Wert entspricht einer
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Suppression durch ein aktives tRNA-Gen aus friheren Versuchen (Dingermann 1990).
Damit konnte exemplarisch fiir das GluS**-Gen gezeigt werden, dass die tRNA-Gene in
der TRE-Falle aktiv transkribiert werden.

3.1.5 B-Box Mutanten von tRNA-Genen

tRNA-Gene werden von der RNA-Polymerase Il zuerst in ein Vorlaufermolekil transkri-
biert, woraus anschlieRfend die funktionelle tRNA prozessiert wird (Geiduschek 2001). Ein
essentieller Schritt bei der Initiation der Transkription ist dabei die Bindung des Transkrip-
tionsfaktors TFIIIC an die B-Box der tRNA-Gene. In frUheren Arbeiten wurde fur das
Drosophila-tRNA*®-Gen (Gaeta 1990), das tRNAS®-Gen (Nichols 1989) und das U6-Gen
(Kaiser 1995) aus Saccharomyces cerevisiae, sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt,
dass das Cytosin an Position 56 (C56) eine essentielle Base fur die TFIIIC-Bindung ist.
Fur das Guanin an Position 53 (G53) wurde gezeigt, dass es wahrscheinlich essentiell fur
diese Bindung ist, wahrend das Cytosin an Position 61 (C61) keine so entscheidende
Funktion zu haben scheint. Wahrend die Daten fur das C56 in allen Versuchen korrelier-
ten, gibt es bei den Ergebnisse fur die anderen beiden Basen zwischen den in vivo und
in vitro Daten Differenzen (Gaeta 1990; Kaiser 1995; Nichols 1989).

In Abschnitt 3.1.3 dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Konsensussequenz einer
D. discoideum-B-Box der anderer eukaryotischer B-Boxen entspricht.

In den vorausgegegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die B-Box von
tRNA-Genen ein Integrationsziel fur TRE-Elemente darstellt und dass die tRNA-Gene in
der TRE-Falle aktiv transkribiert werden. Um testen zu kdnnen, ob die Integrationen der
TRE-Elemente Uber Protein-Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren der Polymera-
se Il vermittelt wird, sollten inaktive tRNA-Gene in der TRE-Falle getestet werden.

Dazu wurden je 3 Mutanten von zwei D. discoideum-tRNA-Gens hergestellt, bei denen
jeweils eine Base, wie in Abbildung 3.1.16 schematisch dargestellt ist, ausgetauscht
wurde. Zuerst sollte Uberpruft werden, ob diese tRNA-Gene durch die Mutationen inakti-
viert wurden. Anschliel3end sollte die Retrotranspositionsfrequenz an diesen Genen in der
TRE-Falle ermittelt werden.
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S.D. S.A.
EcoR I@ EcoR |
.GTTCRNYC...
53 56 61

Abbildung 3.1.16: Mutationen in der B-Box
Schematische Darstellung eines tRNA-Gens in der TRE-Falle. Die Mutationen in der B-Box sind angedeutet.

Da es fur D. discoideum-tRNA-Gene im Gegensatz zu humanen, Hefe- oder Drosophi-
la-tRNA-Genen nicht die Moglichkeit eines in vitro Transkripitions-Testsystem gibt, kann
die Aktivitat von Dictyostelium-tRNA-Genen nicht direkt gemessen werden.

Daher soll zum einen die TFIIC-Bindung an die tRNA-Gene in vitro mittels Gelshift-
Experimenten untersucht werden und zum anderen die Aktivitat der tRNA-Gene in vivo
durch einen Suppressionstest gemessen werden. Die Suppressions-Messung kann mit
dem Val’’°-Gen nicht durchgefiihrt werden, da die Valinyl-tRNA-Synthetase das
ValY°-Gen nur dann mit einer Aminosaure belddt, wenn das Val-Gen das richtige Antico-
don besitzt (Fukai 2003; Horowitz 1999; Ramesh 2001). Aus diesem Grund wurden
Suppressor tRNA-Versuche nur mit dem Glu”“°-Suppressor-tRNA (GIu®*?) durchgefiihrt.

3.1.5.1 Mutanten des Val'"°-Gens

Herstellung der Vektoren.

Die Plasmide pUivi53, pUivi56 und pUivie1 mit den mutierten Val’’°-Genen in der
TRE-Falle wurden durch Einzelstrangmutagenese mit den Primern ValUAC-G53T
ValUAC-C56G bzw. ValUAC-C61A an dem Plasmid pUivi hergestellt. In dem Plasmid
pUivi53 wurde das G an Position 53 gegen ein T ausgetauscht, in pUivi56 das C an Posi-
tion 56 gegen ein G und in pUivi61 wurde das C an Position 61 gegen ein A ausgetauscht.
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EMSA-Untersuchungen

Es sollte mit Hilfe des Electrophoretic Mobility Gel Shift Assays (EMSA) getestet werden,
ob der Transkriptionsfaktor TFIIIC in vitro an die DNA der mutierten Val’"®-Gene bindet. In
einer fruheren Arbeit wurde bereits mittels EMSA gezeigt, dass TFIIIC in vitro an die B-Box
von D. discoideum-tRNA-Genen bindet (Bukenberger 1994).

Die radioaktive DNA-Probe fur einen Gel-Shift sollte nicht langer als ca. 250 bp sein, aber
wenigstens um ca. 30 bp Uber die Proteinbindedomane (B-Box) herausragen und
5°-T-Uberhange besitzen. Da dies mit den Vektoren der TRE-Falle (pUivi etc.) nicht még-
lich war, wurde das Val’"°-Gen als Eco RI/Hind Ill-Fragment aus dem Vektor pVal’A°
geschnitten und die Enden mit der Fill-in-Methode radioaktiv markiert. Die Bindung der
mutierten tRNA-Gene wurde indirekt durch Kompetition gemessen. Dabei wurden pro
Inkubation 5 pl AX2-Kernextrakt (ca. 1 ug Gesamtprotein) in Gegenwart von 10 fmol
markierter Val"*°-DNA mit 1 Mg Poly[dA-dT]*Poly[dA-dT] DNA und 1 pg Kompetitor-DNA
bei Raumtemperatur inkubiert. In der ersten Inkubation bestand die Kompetitor-DNA nur
aus dem Plasmid pUi, in den weiteren Inkubationen wurde die Kompetitor-DNA schrittwei-
se durch die Plasmide pUivi, pUivi53, pUivi56 bzw. pUivi61 ersetzt. In Abbildung 3.1.17 ist
das Autoradiogramm dieses Gel-Shifts dargestellt. In der ersten Spur, in der nur mit dem
Plasmid pUi kompetiert wurde, ist keine Kompetition zu erkennen. Wahrend die Plasmide
pUivi53 und pUivi61 eine dhnlich gute Kompetition, wie das Plasmid pUivi zeigten, kompe-
tiert das Plasmid pUivi56 die Bindung des radioaktiv markierten Val’*°-Gens an TFIIIC
nicht. Dieser Gel-Shift zeigt dass die Mutation an Position 56 das Val"A°-Gen in vitro

inaktiviert.
Val' + Abbildung 3.1.17: Gel-Shift Val" + Kompetitor mit
. Val G53T C56G C61A TFIIIC
—_——] — — Dargestellt ist das Autoradiogramm eines Gel-Shifts
ctadakak Tokad 1 L L T & (EMSA) des Val"°-Gens. 1pug Gesamtprotein aus
- bt vl 1y 4TFIIC AX2-Kernextrakten wurde pro Inkubation mit 10 fmol

radioaktiv-markierter Val”*>-DNA in Anwesenheit von
1 ug Poly[dA-dT]-Poly[dA-dT] DNA und 1 ug Kompeti-
tor-DNA hybridisiert. Die Proben wurden auf ein 4%iges,
natives PAA-Gel aufgetragen und autoradiographiert.
Die Kompetitor-DNA bestand in Spur1 aus 1 ug des
Vektors pUi. In den Spuren 2-4 sind in der Kompeti-
tor-DNA steigende Mengen (0,1 0,5; 1,0 pg) pUi durch
den Vektor pUivi ersetzt worden, analog dazu in den
Spuren 5-7 durch pUivi53, in den Spuren 8-10 durch
pUivi56 und in den Spuren 11-13 pUivi61. Durch Pfeil-
spitzen sind die Bandengrofien der

' TFIIIC-DNA-Proteinkomplexe und die der ungebunde-
4 ValYAC nen Val" -DNA markiert.

1 2 34567 8 9101112 13
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In vivo Retrotranspositionstest

IUAC_Gens testen

Um die Retrotranspositionsrate an den verschiedenen Mutanten des Va
zu konnen, wurden die Plasmide pUi, pUivi, pUivi53, pUivi56 und pUivie1 stabil in
DH1-Zellen transformiert und so die Stamme Ui, Uivi, Uivi53, Uivi56 und Uivi61 hergestellt.
Von jedem Stamm wurden jeweils funf unabhangige Klone kultiviert und Gefrierstocks von
den Zellen hergestellt. Dabei war darauf zu achten, dass alle Zelllinien eine ahnliche
Teilungsrate hatten und vom Zeitpunkt der Transformation bis zum Anfertigen des Stocks
gleich lange in Kultur waren. Alle Stocks wurden Uberpruft und gleichzeitig in Kultur ge-
nommen. Es wurden 5-FO-Selektionen von 2 Klonen jedes Stammes mit mit jeweils funf
Petrischalen mit je 4x10° Zellen durchgefiihrt. Die Klonzahlen jedes Stammes wurden
zusammengefasst und auf Klone pro 108 eingesetzten Zellen umgerechnet. Das Ergebnis
ist grafisch in Abbildung 3.1.18 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Retrotranspositi-
onsfrequenzen an den beiden Val’"°-Genen mit den Mutationen an Position 53 und 61
deutlich geringer waren, als an dem nicht mutierten Val’®-Gen. An dem Val’*°-Gen mit

der Mutation an Position 56 fand so gut wie keine Retrotransposition statt.
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Abbildung 3.1.18: 5-FO-Selektionen mit Val"A°-Mutanten

Dargestellt sind die Ergebnisse der 5-FO-Selektionen mit den Mutanten des Val'*°-Gens. Es wurden von
den Stdmmen Ui, Uivi, Uivi53, Uivi56 und Uivi61 je 5 Petrischalen von je 2 unabhangigen Klonen mit
4x10° Zellen ein%esetzt. Die Klonzahlen der beiden Klone jedes Stammes wurden zusammengefasst und
auf Klone pro 10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Als Fehlerbalken wurde die Standardabweichung einge-
setzt.

Der Versuch ist mit unterschiedlichen Mengen an eingesetzten Zellen pro Petrischale und
ahnlichem Ergebnis wiederholt worden (Daten nicht gezeigt). Es wurden sechs
5-FO-resistente Klone des Stammes Uivi56 mit PCR-Analysen untersucht, bei keinem
konnte eine Integration eines Transposons gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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3.1.5.2 Mutanten des Glu®“"-Gens

Fur das Glu’Y°-Gen konnte in friiheren Arbeiten gezeigt werden, dass sich dieses fiir
Suppressor-tRNA-Versuche eignet (Dingermann 1990). Aus diesem Grund, und da das
Glu'Y“-Gen als Suppressor-tRNA-Gen (Glu®*?) vorlag, wurde dieses Gen als zweites
D. discoideum-tRNA-Gen gewahlt.

Herstellung der Vektoren.

Die Plasmide pUigi53, pUigi56 und pUigi61 mit den mutierten GluS“*-Genen in der
TRE-Falle wurden durch Einzelstrangmutagenese mit den Primern GluG53T, GluC56G
bzw. GIuC61A an dem Plasmid pUigi hergestellt. In dem Plasmid pUigi53 wurde das G an
Position 53 gegen ein T ausgetauscht, in pUigi56 das C an Position 56 gegen ein G und in
pUigi61 wurde das C an Position 61 gegen ein A ausgetauscht.

EMSA-Untersuchungen

Da das Glu®**-Gen ist in dem Plasmid pUigi auf der 3"-Seite seinen Terminator besitzt, ist
es im Gegensatz zu dem Val"*°-Gen in dem Plasmid pUivi, lang genug als Sonde fir
einen Gel-Shift. Das Glu®**-Gen wurde als EcoR I-Fragment aus pUigi herausgeschnitten,
die Uberhange mit der Fill-in-Methode radioaktiv markiert und das Fragment als Sonde fur
den Gel-Shift benutzt.

Glu” G53T C56G" C61A" Abbildung 3.1.19: Gel-Shift Glu"*-Mutationen mit
— —— ——— —— TFIIIC
- R - Dargestellt ist das Autoradiogramm eines Gel-Shifts
I Sup
h “ (EMSA) des.GIu -Gens. Je 0,1 ug, 0,5ug bzw. 1 ug
e - .-H 4 TFIIC Gesamtprotein aus AX2-Kernextrakten wurden pro
Inkubation mit 10 fmol radioaktiv-markierter Glu*>-DNA in
Anwesenheit von 1 pg Poly[dA-dT]-Poly[dA-dT] DNA und
1 ug pUi-DNA hybridisiert. Die Proben wurden auf ein
4%iges, natives PAA-Gel aufgetragen und autoradi-
ographiert. In den Spuren 1-3 sind steigende Mengen
Kernextrakt mit markierter GIluS**-DNA aufgetragen, in
den Spuren 4-6 sind steigende Mengen Kernextrakt mit
markierter GluS**53-DNA, in den Spuren 7-9 sind stei-
gende Mengen Kernextrakt mit markierter Glu®“"56-DNA
und in den Spuren 10-12 sind steigende Mengen Kernex-
trakt mit markierter Glu"*61-DNA aufgetragen. Durch

_ Pfeilspitzen sind die Bandengrofien der
: ' TFIIIC-DNA-Proteinkomplexe und die der ungebundenen
su
W 4Gluse Glu>**-DNA markiert.

1723 45 67 8 9 10 11 12

k4

Ebenso wurden die mutierten Glu®**-Gene aus den Vektoren Uigi53, Uigi56 und Uigi61
herausgeschnitten und markiert. Pro Inkubation wurden 10 fmol markierte DNA mit stei-
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genden Mengen Kernextrakt (0,1 pg; 0,5 ug; 1 ug), je 1 ug Poly[dA-dT]-Poly[dA-dT] DNA
und 1 ug pUi-Vektor inkubiert und auf ein 4%iges PAA aufgetragen. In Abbildung 3.1.19 ist
das Autoradiogramm dieses Gel-Shifts dargestellt. Es ist zu erkennen, dass TFIIIC sowohl
an das Glu®"? -Gen, wie auch das Gen mit Mutationen an den Positionen 53 und 61 bindet.
Die Mutation an Position 56 scheint das GluS**-Gen in vitro zu inaktivieren.

Suppressor-tRNA Untersuchungen

Die Suppressor-tRNA Untersuchungen wurden zusammen mit den Versuchen in 3.1.4
durchgefuhrt. Dazu wurden Doppeltransformationen in AX2-Zellen durchgefiihrt, bei denen
den Zellen zum einen das Plasmid pDd Gal A15P amber und zum anderen die Vektoren
pUigi, pUigi53, pUigi56 und pUigi61 integriert wurden.

Aus einem Val’*°-Gen in pUivi wurde durch Einzelstrangmutagenese mit dem Primer
ValUAC-Sup ein Suppressor-tRNA-Gen hergestellt (pUiviS). Dieses Plasmid wurde eben-
falls zusammen mit dem Plasmid pDd Gal A15P amber in AX2-Zellen transformiert, um
Uberpriifen zu konnen, ob das Val’“®-Gen tatsachlich nicht als Suppressor-tRNA-Gen
funktioniert. Zusatzlich wurde das unveranderte lacZ-Plasmid pDd Gal 17-A15P in
AX2-Zellen transformiert. Von jeder Transformation wurden 20 unabhangige,
G418-resistente Klone kultiviert, jeweils 2x10” Zellen pelletiert und bei -80°C gelagert.

Die CPRG-Tests wurden wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben durchgefuhrt. Es wurden
jeweils 10 Klone der Doppeltransformanden mit dem lacz®™*-Gen und dem GIuS**-Gen,
dessen Mutanten, dem Val®**-Gen und der leeren TRE-Falle untersucht. Zuséatzlich wur-
den 3 Pellets untransformierter AX2-Zellen als ,Leerwert” getestet.

Von den Stammen mit dem Val®**-Gen und den Mutanten des GluS**-Gens wurden
1x10’ Zellen eingesetzt, von den Zellen mit dem Glu®"*-Gen wurden 1x10° Zellen einge-
setzt.

Fir die Ermittlung der Enzymaktivitat der B-Galaktosidase und damit der Aktivitat der
tRNA-Gene wurden die Werte der ODss0 nach 4 min 30 s genommen, da die Zunahme der
Optischen Dichte zu diesem Zeitpunkt bei allen Stdmmen im linearen Bereich lag. In
Abbildung 3.1.20 sind die Suppressionsraten des GIuS**-Gens im Vergleich zu den
B-Box-Mutanten und dem Val®**-Gen dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl
die drei Mutanten des Glu®“*-Gens, wie auch das Val®**-Gen keine Suppression zeigen.
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Abbildung 3.1.20: Suppressor-Aktivitdtstest mit mutierten Glu®*"-Genen

Dargestellt ist die invivo Aktivitdt des Glu®*-Gens und dessen Mutanten mit Hilfe der
B-Galaktosidase-Aktivitat. Dazu wurde das lacZ*™*-Gen jeweils zusammen mit Glu®**-Gen in der TRE-Falle
(Glu), der leeren TRE-Falle (LPUi)’ den Vektoren mit den mutierten Glu®**-Genen in der TRE-Falle (Glu53,
Glu56, Glu61) und dem Val®**"-Gen in der TRE-Falle in AX2-Zellen transformiert, Pellets (n=10) wurden im
CPRG-Tests nach 4,5 min bei einer ODs59 vermessen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
dar. Als Negativkontrollen dienten untransformierte AX2-Zellen (n=3). Die Werte wurden auf das Glu®*>-Gen
normiert.

In vivo Retrotranspositionstest

Durch Transformation der Plasmide pUigi53, pUigi56 und pUigi61 in den Stamm DH1
wurden die Stamme Uigi53, Uigi56 und Uigi61 hergestellt. Es wurden von jedem Stamm
funf unabhangige Klone kultiviert und Gefrierstocks von den Zellen hergestellt, wobei auch
hier darauf geachtet wurde, dass alle Zelllinien eine ahnlich Teilungsrate wie die Stamme
Uig und Uigi hatten, so wie dass die Zellen vom Zeitpunkt der Transformation bis zum
Anfertigen des Stocks gleich lange in Kultur waren.

Je 5 Klone der Stamme Ui, Uigi, Uigi53, Uigi56 und Uigi61 wurden gleichzeitig in Kultur
genommen. Von jedem Klon wurden 5-FO-Selektionen mit jeweils drei Petrischalen mit je
5x10° Zellen durchgefiihrt. Die Klonzahlen der 5 Klone eines Stammes wurden zusam-
mengefasst und auf Klone pro 10° eingesetzten Zellen umgerechnet. Das Ergebnis ist
grafisch in Abbildung 3.1.21 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Retrotranspositi-
onsfrequenz an den beiden GIuS“*-Genen mit den Mutationen an Position 53 und 61
deutlicht geringer ist als an dem Wild-Typ- Glu®**-Gen. An dem Glu®""-Gen mit der Mutati-
on an Position 56 findet fast gar keine Retrotransposition statt.

Der Versuch ist mit ahnlichem Ergebnis mit unterschiedlichen Mengen an eingesetzten
Zellen pro Petrischale wiederholt worden (Daten nicht gezeigt). Es wurden insgesamt
20 5-FO-resistente Klone des Stammes Uigi56 mit PCR-Analysen untersucht. Bei keinem
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dieser Klone konnte eine Integration eines Transposons gefunden werden (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.1.21: 5-FO-Selektionen mit Glu®**-Mutanten

Dargestellt sind die Ergebnisse der 5-FO-Selektionen mit den Mutanten des Glu®**-Gens. Es wurden von
den Stammen Ui, Uigi, Uigi53, Uigi56 und Uigi61 je 3 Petrischalen von je 5 unabhangigen Klonen mit
5x10° Zellen eingesetzt. Die Klonzahlen der 5 Klone jedes Stammes wurden zusammengefasst und auf
Klone pro 10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Als Fehlerbalken wurde die Standardabweichung eingesetzt.

3.1.6 Welchen Einfluss hat eine externe B-Box?

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ein inaktiviertes Val" “(C56G)-tRNA-Gen kein
Integrationsziel fur TRE-Elemente darstellt, sollte Uberpruft werden, ob eine externe B-Box
eine inaktivierte interne B-Box ersetzten kann. Dazu wurde die Konsensussequenz einer
B-Box ,GTCGCAGGTTCGAATC" durch Einzelstrangmutagenesen jeweils 34 bp unterhalb
der B-Box eines Val’*°-Gens und eines mutierten Val’®(C56G)-Gens in die Plasmide
pUivi und pUivi56 eingebracht. Dadurch wurden die Plasmide pUiviexB und pUivi56exB
hergestellt.

Durch Transformation der Plasmide pUiviexB und pUivi56exB in den Stamm DH1 wurden
die Stamme UiviexB und Uivi56exB hergestellt. Es wurden von jedem Stamm finf unab-
hangige Klone kultiviert und Gefrierstocks von den Zellen hergestellt, wobei auch hier
darauf geachtet wurde, dass alle Zelllinien eine ahnlich Teilungsrate wie die Stamme Uivi,
Uivi56 und Ui hatten. Alle Zellen wurden vom Zeitpunkt der Transformation bis zum Anfer-
tigen der Stocks gleich lange in Kultur gehalten.
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In vivo Retrotranspositionstest

Je zwei Klone der Stamme Uivi, UiviexB, Uivi56 Uivi56exB und Ui wurden gleichzeitig in
Kultur genommen. Von jedem Klon wurden 5-FO-Selektionen mit jeweils flinf Petrischalen
mit je 5x10° Zellen durchgefuhrt. Der Versuch wurde zusammen mit dem Versuch in
Abbildung 3.1.13 durchgefihrt. Die Klonzahlen der beiden Klone jedes Stammes wurden
zusammengefasst und auf Klone pro 1x10° eingesetzten Zellen umgerechnet. Das Ergeb-
nis ist grafisch in Abbildung 3.1.22 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Retrotranspo-
sitionsfrequenz in dem Stamm UiviexB ahnlich wie in dem Stamm Uivi ist. Der Stamm
Uivi56exB zeigt eine etwas hdhere Retrotranspositionsrate, als der Stamm Uivi56. Das
lasst darauf schlie3en, dass die externe B-Box evtl. die mutierte interne B-Box ersetzen
kann.
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Abbildung 3.1.22: 5-FO-Selektionen der Stamme UiviexB und UiexB

Dargestellt sind die Ergebnisse der 5-FO-Selektionen mit den Mutanten des Val'*°-Gens. Es wurden von
den Stammen Ui, Uivi, Uivi53, Uivi56 und Uivi61 je finf Petrischalen von je zwei unabhangigen Klonen mit
4x10° Zellen eingesetzt. Die Klonzahlen der beiden Klone jedes Stammes wurden zusammengefasst und
auf Klone pro 1x10° eingesetzte Zellen umgerechnet. Als Fehlerbalken wurde die Standardabweichung
eingezeichnet.

0,02

In Abschnitt 3.1.3.2 konnte gezeigt werden, dass die Konsensussequenz der B-Box ein
schwaches Integrationsziel fur TRE-Retrotransposons darstellt. Wenn ein
TRES-A-Transposon die externe B-Box als Integrationsziel erkennt und das mutierte
tRNA-Gen in dem Stamm Uivi56 ignoriert, musste es im Abstand von ca. 100 bp oberhalb
der externen B-Box integrieren. Der Integrationsort ware ca.5bp oberhalb des
Val""°-Gens. Wenn die externe B-Box die interne B-Box ersetzen kénnte, miissten
TRE-Elemente ca. 50 bp oberhalb des Val’*°-Gens in die TRE-Falle integrieren.

Es wurden 41 5-FO-resistente Klone kultviert und gDNA von den Zellen prapariert. Mittels
PCR-Analyse mit den Primern UMP20 und UMP21 wurden diese gDNAs analog zu 3.1.1
untersucht. Bei neun von den 41 Klonen deuteten die PCR-Banden auf eine Integration
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hin (Daten nicht gezeigt). Diese PCR-Fragmente wurden isoliert und daran Nested-PCRs
mit den Primern Val(UAC)exB und Rep104 durchgefuhrt. Der Primer Val(UAC)exB bindet
komplementar an die B-Box. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEM®T ligiert und
anschliefend sequenziert. Fur die Klone #1-3 und #9A konnten die flankierenden Sequen-
zen der Integrationen bestimmt werden. Fir die beiden Klone sollte anhand der TSD
gezeigt werden, dass die TRE-Elemente orthodox oberhalb der B-Box in das Genom
integriert wurden. Dazu wurde an den gereinigten UMP20/21 PCR-Produkten eine
Nested-PCR mit den Primern Rep83 und UMP22 durchgefuhrt, die PCR-Produkte in den
Vektor pGEM®T ligiert und anschlielRend sequenziert. Die Sequenzen der beiden der
integrierten TREs sind in Abbildung 3.1.23 dargestellt.
A)

#OA ex B-Box Intron ValYAU56
.. -gttttttaatttcaattGATTCCAACctgcgactcggatcagaattccTGATCCCGACCGAGGATCCAACTCGAGACCTGTTGCGTGTAAAGCAAC

-1 -10
TRES5-A.1
CGTGATAACCGACTACACCATCCGACCgaattcttaa (+2076) AAAAATAAAAAAGNTAGAAAGAAAG. . .

Intron
.- -TAATTGCGTTATCCAATTCAAAAAAAAAAAAAA gaccgaattcttaatttttttttttttttcaaattaatttttt. ..

#1-3 ex B-Box Intron ValUAV56
.. .gttttttaatttcaattGATTCCAACctgcgactcggatcagaattccTGATCCCGACCGAGGATCCAACTCGAGACCTGTTGCGTGTAAAGCAAC

-1
TRES5-A

CGTGATAACCGACTACACCATCCGACCgaattcttaatttttttttttttttttcaaattaat titttttttttttt (+1) AGATCGAA. ..

Intron
.. .TAATTGCGTTATCCAATTCAAAAAAAAAAAAA tttttttttttttttaaattaaatttttttt. ..

|-> UMP20 | B£B°x Rep83 UMP22  UMP21
— -+ -+
" m
ValUAC56

Abbildung 3.1.23: TRE-Integrationsorte in dem Stamm Uivi56exB

Darégestellt sind die flankierenden Sequenzen und der Abstand der integrierten Transposons zu dem
Val”*°-Gen und der externen B-Box in den beiden 5-FO-resistenten Klonen A) #9A und B) #1-3 des Stam-
mes Uivi56exB. Die Position der ersten Base des Transposons ist in Klammern angegeben. Die durch die
Retrotransposition zusatzlich eingefligten Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Das Val’*°-Gen
und die externe B-Box sind gelb bzw. orange unterlegt, die TRE-Elemente sind grin und die erzeugten
TSDs sind blau unterlegt.

Es ist zu erkennen, dass in Klon #9A ein 5’-verkirztes TRE5-A.1-Element im Abstand von
10 bp oberhalb des Val"’°-Gens bzw. 106 bp oberhalb der externen B-Box in die
TRE-Falle integriert ist. Der Abstand deutet darauf hin, dass die externe B-Box von dem
TRE5-A-Element als Integrationsziel erkannt wurde und dass das Val’"°-Gen mit der
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mutierten B-Box bei der Integration ignoriert wurde. Da die 5°-Verkurzung in dem Bereich
lag, der nur bei TRE5-A.1 Elementen vorkommt, konnte ohne weitere Untersuchungen
gezeigt werden, dass es sich bei dem integrierten Transposon um ein TRE5-A.1-Element
handelte.

Bei Klon #1-3 ist zu erkennen, dass ein komplettes TRE5-A Element im Abstand von
50 bp oberhalb des Val’®-Gens bzw. 146 bp oberhalb der externen B-Box in die
TRE-Falle integriert ist. Der Abstand deutet darauf hin, dass das Val’A°-Gen mit der
mutierten B-Box von dem TRES-A-Element als Integrationsziel erkannt wurde.

Durch die Sequenzen der 3'-Enden der beiden Elemente konnte gezeigt werden, dass das
integrierte TRE in Klon #9A einen Poly-A-Anhang von 14 bp besitzt und auch eine TSD
von ebenfalls 14 bp (GACCGAATTCTTAA) erzeugt hat. Das Element in Klon #1-3 besitzt
einen Poly-A-Anhang von 13 bp und hat eine TSD von 15 bp (TTTTTTTTTTTTTTT) in der
Zielsequenz erzeugt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass beide TRE5-A-Transposons

orthodox in die TRE-Falle integriert wurden.

3.1.7 TRE-Integrationen an einem ribosomalen 5S-Gen

Nachdem in mehreren Versuchen gezeigt werden konnte, dass die B-Box eines
tRNA-Gene eine essentielle Funktion bei der Integration von TRE-Elementen einnimmt,
sollte mit einem weiteren Pol IlI-Gen Uberpruft werden, ob die TRE-Elemente sequenz-
spezifisch oder Uber eine Protein-Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren der Polymera-
se lll integrieren. Dazu wurde das ribosomale 5S-Gen gewahlt, welches keine Se-
quenz-Homologie zu tRNA-Genen, bzw. einer B-Box aufweist. Das r5S-Gen wird aber
ebenfalls von TFIIIC und TFIIIB besetzt. Allerdings werden diese Faktoren durch einen
zusatzlichen Faktor (TFIlIIA) unabhangig von den tRNA-Gen-typischen B-Boxen rekrutiert.

Das r5S-Gen liegt im Dictyostelium-Genom zusammen mit weiteren ribosomalen Genen
auf einem 88 kb groRen Palindrom im Zellkern vor. Das Palindrom existiert in ca. 100
Kopien in jedem Zellkern und besteht aus zwei identischen Armen, sodass das r5S-Gen in
ca. 200 Kopien im Genom vorliegt. Ob das r5S-Gen auch auf Chromosom 4 |okalisiert ist,
konnte durch das Dictyostelium-Genomprojekt nicht mit Sicherheit festgestellt werden
(G. Glockner, FLI Jena, personliche Mitteilung). Es konnten in der Umgebung der
r6S-Gene keine naturlichen Integrationen von TRE-Elementen gefunden werden.
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In vivo Retrotranspositionstest

Das r5S-Gen wurde mit den Primern 5SrDNAO1 und 5SrDNAO02 mittels PCR an genomi-
scher AX2-DNA amplifiziert und in den Vektor pUi kloniert. Der Vektor pUi5S enthalt das
r5S-Gen in Orientierung des UMPS-Gens.

Durch Transformation des Plasmids pUi5S in den Stamm DH1 wurde der Stamm Ui5S
hergestellt. Von diesem Stamm wurden funf unabhangige Klone kultiviert und Gefrier-
stocks von den Zellen hergestellt, wobei auch hier darauf geachtet wurde, dass alle Zellli-
nien eine ahnliche Teilungsrate wie die Stamme Uivi und Ui hatten. Alle Zellen wurden
von dem Zeitpunkt der Transformation bis zum Anfertigen des Stocks gleich lange in
Kultur gehalten.

Es wurden 5-FO-Selektionen von je zwei Klonen jedes Stammes mit mit jeweils funf
Petrischalen und je 8x10° Zellen pro Petrischale durchgefuhrt. Die Klonzahlen jedes
Stammes wurden zusammengefasst und auf Klone pro 1x10° eingesetzten Zellen umge-
rechnet. Das Ergebnis ist grafisch in Abbildung 3.1.24 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Retrotranspositionsfrequenz an dem r5S-Gen ca. 10% der Frequenz an dem
ValY°-Gen betrug.
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Von dem Stamm Ui5S wurden funf 5-FO-resistente Klone kultiviert und gDNA isoliert. An
diesen gDNAs wurden PCRs mit den Primern UMP20 und UMP21 durchgefihrt. Zwei
PCR-Produkte enthielten ein grolReres PCR-Fragment als die Kontrolle an der TRE-Falle
ohne Integrationsereignis und deuteten so auf eine Integration eines Transposons hin
(Daten nicht gezeigt). Diese beiden PCR-Fragmente wurden isoliert und daran eine
Nested-PCR mit den Primern 5SrDNAO03 und Rep104 durchgefuhrt. Der Primer 5SrDNAQ3
bindet komplementar an das r5S-Gen. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEM®T
ligiert und anschlielend sequenziert. Fir den Klon #3-1 konnte gezeigt werden, dass ein
5°-verklrztes TRE5-A.1 Element im Abstand von 35-38 bp oberhalb des r5S-Gens in die
TRE-Falle integriert wurde. Da das Transposon in dem Bereich 5°-verkurzt wurde, der nur
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in TRE5-A.1-Elementen vorhanden ist, war ohne weitere Untersuchungen geklart, dass es
sich bei dem integrierten Transposon um ein TRE5-A.1 Element handelte.

1 .35 -
r5S | Intron T TRES-A.1

#3-1 ...GTATGGCCGTATACgaattctgatccgaaatagtgatatttttaaattgaaa (+1981/1984)(AAA)CAATAAACGAAA. ..

Intron
- - -ATCCAATTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGtEEEtaaattgaaattaaaaaacaaaaaataaaataaaata. . -

Rep83 Rep104 UMP21
UMP20 kep! IMP:
Z<IEEE —

Abbildung 3.1.25: TRE-Integrationsorte in dem Stamm Ui5S

Dargestellt sind die flankierenden Sequenzen und der Abstand des integrierten TRE5-A.1-Transposons zu
dem r5S-Gen in dem 5-FO-resistenten Klon #3-1 des Stammes Ui5S. Die Position der ersten Base des
Transposons ist in Klammern angegeben. Das r5S-Gen ist gelb unterlegt, das TRE-Element ist griin und die
erzeugte TSD ist blau unterlegt. Bei dem Adenin auf der 5°-Seite der TSD und den drei Adeninen auf der
3’-Seite der TSD kann nicht festgelegt werden, ob diese zu der TSD, oder zu dem 5°-Ende, bzw. dem
Poly-A-Anhang des Retrotransposons gezahlt werden missen.

An dem Integrationsort des TRE-Elementes ist eine Mikrohomologie von 3 bp (AAA)
beobachtet worden, daher war der Abstand zum r5S-Gen und das erste Nukleotid des
integrierten Transposons nicht genau zu bestimmen.

Um die 3'-Seite des integrierten Transposons untersuchen zu kdnnen, wurde an dem
gereinigten UMP20/21 PCR-Produkt eine Nested-PCR mit den Primern Rep83 und
UMP20 durchgefilhrt, das PCR-Produkt in den Vektor pGEM®T ligiert und anschlieRend
sequenziert. Die Sequenzen des integrierten TREs sind in Abbildung 3.1.25 dargestelit.
Bei dem Adenin am 5°-Ende der TSD war nicht eindeutig zu klaren, ob es durch die TSD
oder durch den Poly-A-Anhang entstanden ist. Das integrierte TRES-A.1-Element besitzt
einen Poly-A-Anhang von 26-27 bp und hat in der Zielsequenz eine TSD von 11-15 bp
((A)TTTTTAAATTG(AAA)) erzeugt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass das
TRES5-A-Transposons orthodox in die TRE-Falle integriert wurde.

Zwei r5S-Gene in der TRE-Falle

Durch einen Fehler beim Klonieren des Vektors pUi5S ist zuvor das Plasmid pUi5S2x
hergestellt worden, in dem zwei r5S-Gene tandemartig in die TRE-Falle kloniert wurden.
Der Fenhler ist erst beim Untersuchen der integrierten Transposons in dem Stamm Ui5S2x
aufgefallen. Transformationen und 5-FO-Selektionen wurden wie in den anderen Kapiteln
beschrieben durchgefiihrt. Von diesem Stamm wurden 30 5-FO-resistente Klone kultiviert,
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gDNA isoliert und diese mittels PCR weiter untersucht. 10 PCR-Reaktionen ergaben ein
groReres PCR-Fragment, als die Kontrolle an der TRE-Falle ohne Integrationsereignis und
deuteten so auf eine Integration eines mobilen Elementes hin (Daten nicht gezeigt). Diese
PCR-Produkte wurden wie oben beschrieben weiter untersucht. Die Integrationssequen-
zen flur sechs Klone sind in Abbildung 3.1.26 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei vier
Klonen ein TRE5-A-Retrotransposon in einem Abstand von 39 bp oberhalb des ersten
r5S-Gens in die TRE-Falle integriert wurde. Fur den Klon #6A wurde eine TSD von 12 bp
(GCACCCTATGTT) und ein Poly-A-Anhang von 13 bp nachgewiesen.

. .GCCGTATACgaattcaaaaaataaataaagtatacagcaccctatgttcccctgttgtctccaaccagagtacttggaaggcc

r5S-Gen 2. r5S-Gen -39 TRES5-A
\ v

#6A ...GCCGTATACgaattcaaaaaataaataaagtatacagcaccctatgtt TG (+6) AAAAAAACAA. ..
#3-2 ...GCCGTATACgaattcaaaaaataaataaagtatacagcaccctatgtt (+1487) |[CCAACAAAAC. . .
#5-4 ...GCCGTATACgaattcaaaaaataaataaagtatacagcaccctatgtt (+2829) |[AGCAACAATT. . .
#6-9 ...GCCGTATACgaattcaaaaaataaataaagtatacagcaccctatgtt (+3220) |ATAACTATAG. . .
#5B ...cttcaacaac(caa)---------- A 469-471bp -------—- (+1955-1958) |((CAA)ACCCA. ..
#3-31...gaccttc(aatcaa)---------—-— A 297-303bp ------—-—- (+916-921) |[(AATCAA)GA. ..

Rep104 UMP21

Rep83
r UMP20 IMP:
2.r5S

Abbildung 3.1.26: TRE-Integrationsorte in dem Stamm Ui5S2x

Dargestellt sind die flankierenden Sequenzen und der Abstand der integrierten TRE-Elemente zu dem
r5S-Gen in 5-FO-resistenten Klonen des Stammes Ui5S2x. Die erste Base des TRE5-A-Elementes ist in
Klammern angegeben. Die durch die Retrotransposition zusatzlich eingefiigten Nukleotide stehen in der Box
vor den Klammern. Das r5S-Gen, welches als Integrationsziel erkannt wurde ist orange untererlegt, das
zweite r5S-Gen ist gelb markiert, das TRE-Element ist griin und die erzeugte TSD in Klon #6A ist blau
unterlegt. Die durch Zielsequenz-Deletionen entfernten Bereiche bei den Klonen #5B und #3-31 ist durch
Striche gekennzeichnet und die Mikrohomologien in Klammern gesetzt.

Bei den Integrationen in den Klonen #5B und #3-31 wurden sowohl Mikrohomologien, wie
auch Zielsequenz-Deletionen beobachtet. Wenn man die Zielsequenz-Deletionen heraus-
rechnet und dabei eine typische TSD annimmt, ergibt sich bei beiden Integrationen ein
ursprunglicher Abstand von ca. 40 bp zu dem r5S-Gen.

In Klon #3-31 betrug die Lange der Mikrohomologie 6 bp (AATCAA) und die Lange der
Deletion 297-303 bp. In Klon #5B betrug die Lange der Mikrohomologie 3 bp (CAA) und
die Lange der Deletion 469-471 bp. Durch die beiden gro3en Zielsequenz-Deletionen
wurde das r5S-Gen auch deletiert.
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3.1.8 Gibt es TRE-Integrationen in die leere TRE-Falle?

Wahrend aller 5-FO-Selektionen in dieser Arbeit diente der Stamm Ui, der eine leere
TRE-Falle tragt, als Negativkontrolle. Um 2zu zeigen, dass die entstandenen
5-FO-resistenten Klone dieses Stammen durch natirliche Mutationen und nicht durch
unspezifische Transposon-Integrationen entstanden sind, wurden 22 dieser Klone analog
zu 3.1.1 untersucht. Von diesen Klonen wurde gDNA isoliert. Diese gDNAs wurden mittels
PCR mit den Primern UMP20 und UMP21 untersucht und die PCR-Produkte auf ein
Agarosegel aufgetragen. Wenn keine Integration in der TRE-Falle stattgefunden hat,
besitzt das PCR-Produkt der leeren TRE-Falle eine Gréfke von 1.411 bp. In Abbildung
3.1.27 sind neun der 22 PCR-Produkte dargestellt. Zusatzlich wurde eine PCR mit densel-
ben Primern an gDNA des Klons Uihti#56 durchgeflihrt und verdinnt als Positivkontrolle
aufgetragen. Bei dem Klon Uihti#56 ist ein fast komplettes TRE5-A.2 vor dem humanen
Met-Gen integriert, sodass das PCR-Produkt eine GroRe von ca. 4,2 kb besitzt (vgl. 3.1.1).
Es ist zu erkennen, dass alle neun dargestellten PCR-Produkte der 5-FO-resistenten
Ui-Klone ca. 1.400 bp grof3 sind und damit nicht auf eine spezifische Integration eines
Transposons hindeuten.

g{? Abbildung 3.1.27: 5-FO-
D resistente Klone des Stammes
R R PEPLRRL S Ui

Dargestellt ist die EtBr-vermittelte

Fluoreszenz von DNA nach
<+42kb elektrophoretischer Trennung. Auf
ein 1,2%iges Agarosegel wurden
die PCR-Produkte mit den Primern
UMP20 und UMP21 an gDNA von
neun 5-FO-resistenten Klonen des
Stammes Ui (Spur 1-9) und dem
Klon Uihti#56 (1:10 verdunnt,
Spur 10) aufgetragen. Als Gro-
Renmarker wurde eine 1kb-Leiter
T2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 der Fa. NEB aufgetragen.

<1.411 bp

Um nachzuweisen, dass tatsachlich keine TRES5-A-Integrationen in der TRE-Falle die
Ursache fur die ura-Phanotypen der Ui-Klone sind, wurde von diesem Gel ein
Southernblot angefertigt. Dieser wurde mit einer radioaktiven Sonde eines kompletten
TRES-A.1-Elementes hybridisiert. Die Sonde wurde mit der radioaktiven Nick-Markierung
an dem kompletten Plasmid pB3 hergestellt, sodass wie in Abbildung 3.1.28 auch die
1 kb-Leiter mit der Sonde hybridisieren sollte. Das Plasmid pB3 beinhaltet ein fast kom-
plettes TRE5-A.1-Element und ein TRES-A.3-Element. Das Autoradiogramm dieses
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Southernblots ist in Abbildung 3.1.28 dargestellt. Darauf ist zu erkennen, dass nur die

Positivkontrolle und der GrolRenmarker mit der Sonde hybridisieren.

R R R RRL R

<+ 4,2 kb

<+ 1,4 kb

Abbildung 3.1.28: Southernblot
der Ui-Klone

Das Agarosegel aus Abbildung
3.1.27 wurde auf eine Membran
geblottet und mit der radioaktiven
Sonde eines TRES5-A-Elementes
hybridisiert. Dargestellt ist das
Autoradiogramm dieses Blots.

Die ura™-Phanotypen aller untersuchter Ui-Klone sind nicht auf unspezifische Integrationen

von TRE5-A-Elementen zurlckzufihren, sondern auf naturliche Mutationen innerhalb des

UMPS-Gens.
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3.2 Konstruktion nichtautonomer TRE5-A-Elemente

In dieser Dissertation sollte ein Testsystem entwickelt werden, mit dem die Mobilitat eines
artifiziellen, minimalen TRE-Retrotransposons untersucht werden kann. Ein Testsystem,
mit dem de novo-Integrationen von Retrotransposons in verschiedenen Zelltypen unter-
sucht werden konnen ist bereits fur andere Non-LTR-Retrotransposons wie das humane
L1-Element entwickelt worden (Moran 1996) (vgl. 1.2.5.2). Dabei wird die reverse
Transkription genutzt, um resistente Zellen zu erzeugen, in denen ein Retrotransposition-
sereignis stattgefunden hat. In die 3"-UTR eines kompletten L1-Elementes wurde dazu
eine Neomycin-Expressionskassette in umgekehrter Orientierung des Elementes einge-
setzt. In dieser Neomycin-Kassette befindet sich ein Intron in Orientierung des
L1-Elementes, sodass das Neomycin-Gen nicht funktionell exprimiert wird, und somit
keine Resistenz erzeugt werden kann. Das Intron wird nach der Transkription des artifiziel-
len Elementes herausgespleil3t. Sobald dieses Element wieder in das Genom der Wirtszel-
len integriert wurde, kann das Neomycin-Gen funktionell exprimiert werden und
G418-Resistenz erzeugen. Dieses artifizielle LINE-Retroransposon wurde in einen Vektor
kloniert, der nicht ins Genom integriert wird, sondern nach der Transformation in modera-
ter Kopienzahl als Episom im Zellkern vorliegt und zusatzlich fur eine Hygromy-
cin-Resistenz kodiert (Moran 1996). Das Testsystem ist in Abbildung 3.2.1 schematisch

dargestellt.
Unal.2
U 1 Abbildung 3.2.1: Retrotranspositions-assay fiir
A) PCyMv mneol L-']I‘I%Q,})A markierte LINE-Elemente
— o Dargestellt ist der Mechanismus des Retrotranspo-
| ORE [ JOfmwfdN] - Giionsassays fiir LINE-Elemente. A) In die 3-UTR
vyd X < eines L2-Elementes ist in entgegengesetzter
'I"r;lnscripliunl Orientierung eine Neomycin-Expressionskassette
B) eingesetzt worden, in der sich wiederum ein Intron
in umgekehrter Orientierung befindet. Das Neomy-
0 IN cin-Gen kann nicht exprimiert werden. B) Das
Splicing i L2-Element wird transkribiert und C) das Intron in
Splicing h . :
C) der Ngomymn-Expressmngkass_ettg wird heraus-
gespleif’t. D) Das Transkript wird ins Genom der
09N Wirtszelle integriert und revers transkribiert. Da das
Reverse I — Intron aus der Neomycin-Expressionskassette
Transcription herausgespleil’t wurde, ist das Neomycin-Gen
D) & Integration funktionell. Modifiziert nach Kajikawa (2002)
—_| [O9N] |

\."d

Um dberprifen zu kénnen, welche Elemente eines TRE5-A-Retrotransposons flr die
Mobilisierung des Elementes notwendig sind, sollte dieses System so fur D. discoideum
Zellen adaptiert werden, dass verschiedene Elemente des Transposons ausgetauscht
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werden konnen. Dafir mussten einige Modifikationen im Vergleich zu dem oben beschrie-
benen System vorgenommen werden:

e Da eine Kopie Neomycin im Dictyostelium-Genom nicht ausreicht, um
G418-Resistenz zu erzeugen, wurde anstelle der Neomycin-Restistenz die Blastici-
din-Reststenz gewahlt (vgl. 2.3.2).

e Ein komplettes TRES5-A.2-Element, welches ein  minimales  aktives
TRE-Retrotransposon darstellt, besteht unter anderem aus zwei B-Modulen und
kann daher nicht klonieren werden. Zunachst wurde ein potentielles Mini-TRE
(TRE5-APSR), das nur aus einem kompletten A-Modul mit der Wiederholung der ers-
ten 70 bp, einem Blasticidin-Resistenzgen mit Actin15-Promotor und einem
C-Modul mit einem Poly-Adenin-Stretch von 14 bp besteht, kloniert. Auf den Termi-
nator der Blasticidin-Expressionskassette konnte verzichtet werden, da der Po-
ly-Adenosin-Stretch am Ende des A-Moduls wahrscheinlich die Blasticidin-mRNA
terminiert.

e Da transiente Expressionen in D. discoideum sehr ineffektiv sind und fir die
Retrotranspositions-Versuche moglichst viele Kopien des Master
TRE5PSR.Elementes im Genom vorhanden sein sollten, wurde das Masterelement
zusammen mit einem Vektor, der fur eine Neomycin-Resistenz kodiert, stabil ins
Genom von AX2-Zellen transformiert. Bei einer Doppeltransformation mit anschlie-
Render G418-Selektion (8 ug/ml) ist davon auszugehen, dass ca. 500 Kopien bei-
der Vektoren tandemartig ins Genom integriert werden.

Das konstruierte TRE5-ABSR-Element kodiert nicht fiir die zur Retrotransposition notwendi-
gen Proteine. Ahnlich wie die TRE5-A.2-Retrotransposons missen die
TRE5-APSR_Elemente in trans von den Proteinen der natiirlichen TRE5-A.1-Elemeneten in
den Zellen mobilisiert werden. Das Testsystem fiir ein markiertes TRE5-APSR-Element ist
in Abbildung 3.2.2 dargestelit.
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A
) autonomes 5-UTR 3-UTR
TRE5-A.1~56 kb ~— LAIBITGRF1 [BIC|rmararn,—
nicht autonomes 5-UTR 3-UTR
TRE5-A.2~2,3kb — LAIBITORFT vBlCh g, —
B) TRE (+)Strang mRNA R
. S.D. SA
nicht at;ioRnomes sg (14) Masterelement
TRES-A ~1 ’3 kb nicﬁt funktionelle bsr mMRNA

-
Retrotransposition

v

TRE (+)Strang mRNA

»
»

Ew integrierte Kopie

funktionelle bsr mMRNA

Abbildung 3.2.2: Retrotranspositionsschema fiir markierte TRE5-A®SF-Elemente

A) Schematisch dargestellt sind ein autonomes TRE5-A.1-Element und ein nicht autonomes
TRES5-A.2-Element. B) Zwischen das A- und das C-Modul eines TRE5-A-Elementes wurde im umgekehrter
Orientierung ein Blasticidin-Resistenzgen mit einem A15-Promotor kloniert. In dem Blasticidin-Gen befindet
sich Orientierung des A- und C-Moduls ein Intron, das herausgespleif3t wird, wenn das TRE5-A®SR-Element
transkribiert wird. Erst nach der Integration und reversen Transkription dieses Elementes kann das Blastici-
din-Gen exprimiert werden.

3.2.1 Etablierung des Testsystems

3.2.1.1 Vollstandige Transkription

Fir eine Retrotransposition eines TRE5-A®SR-Elementes ist es unter anderem notwendig,
dass die TRE-(+)-Strang-mRNA vollstandig uber den umgekehrten A15-Promotor, der
einen A/T-Gehalt von ca. 90% besitzt, bis zu dem 3’-Ende des C-Moduls transkribiert wird.
Um dies zu Uberprifen, wurde das Plasmid pGEM_A-BSR-C, wie in Abschnitt 7.4.2 be-
schrieben, kloniert. Dieses Plasmid enthalt ein TRE5-APSR-Element, welches der integrier-
ten Kopie aus Abbildung 3.2.2 entspricht.

Die Stamme A-BSR-C#1 und #2 wurden hergestellt, indem dieses Plasmid stabil in
AX2-Zellen transformiert wurde. Die Zellen wurden mit Blasticidin (4 pyg/ml) selektioniert
und zwei resistente Klone kultiviert. Von diesen Stdmmen wurde zunachst die mRNA
isoliert, woran anschlieend je eine spezifische cDNA mit dem Primer Rep102 hergestellt
wurde. Der Primer Rep102 bindet an dem ausseren 3’-Ende des C-Moduls komplementar
an die (+)-Strang DNA. An diesen cDNAs wurde eine RT-PCR mit den Primern BSR2 und
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BSR6 durchgeflihrt. Die Primer BSR2 und BSR6 binden in dem Blasticidin-Gen und erge-
ben ein PCR-Produkt von ca. 450 bp. Die RT-PCR kann nur ein Produkt ergeben, wenn
die komplette mMRNA des TRE5-APSR_Elementes bis zur Primerbindestelle vom Rep102
am 3’-Ende des C-Moduls vorlag. Als Kontrollen wurden RT-PCRs zum einen an
cDNA-Ansatzen, denen keine Reverse Transkriptase zugegeben wurde und zum anderen
ohne Template durchgeflhrt. In Abbildung 3.2.3 ist zu erkennen, dass die RT-PCRs
funktioniert haben und somit eine komplette (+)-Strang-mRNA des TRE5-ABSR transkribiert
wurde.

ol Y o Y . . BSR
s_r @x Q: a Abbildung .3'2'.3' RT-PCR TRE5-A
- =~ &N N Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach
*oR ¥ ¥ L I elektrophoretischer Trennung. Auf ein 1,5%iges Agarosegel
wurden die RT-PCR-Produkte von zwei Blasticidin-resistenten
600bp  AX2-Transformanden mit dem Plasmid pGEM_A-BSR-C
400 bp aufgetragen (Spur 1 und 3). Die cDNAs wurden jeweils mit
dem Primer Rep102 hergestellt, die RT-PCRs wurden mit den
1 2 3 4 5 6 Primern BSR6 und BSR2 durchgefiihrt. Fir Spur 2 und Spur
4 wurde zur Kontrolle der mRNA als Template ein
BSR6 BSR2 Rep102 cDNA-Ansatz ohne Reverse Transkriptase verwendet, die
A(14) RT-PCR in Spur 5 wurde ohne Template durchgefiihrt.

3.2.1.2 HerausspleiRen des Introns durch Retrotransposition

Nachdem geklart wurde, dass der Actin15-Promotor die Transkription der
TRE-(+)-Strang-mRNA nicht terminiert, wurde das Plasmid pGEM_A-BSRi-C kloniert.
Dieses Plasmid enthalt das Master-TRE5-ASR-Element aus Abbildung 3.2.2. Dazu wurde
in das Blasticidin-Gen des Vektors pGEM_A-BSR-C, in entgegengesetzter Orientierung,
das 74 bp lange Intron 2 aus dem S17-Gen eingeflgt (Bauerle 1995).

Der Vektor pGEM_A-BSRi-C wurde zusammen mit dem Vektor pISAR, der eine
G418-Resistenzkassette tragt, in AX2-Zellen transformiert. Ein G418-resistenter Klon
wurde kultiviert. Dadurch wurde der Stamm A-BSRi-C hergestellt und von diesem gDNA
isoliert. Zellen dieses Stammes wurden mit Blasticidin (4 ug/ml) selektioniert. Die Zellen, in
denen ein TRE5®SR-Element mobilisiert wurde, entwickelten durch dieses Retrotransposi-
tionsereignis eine Blasticidin-Resistenz und bildeten dadurch einen sichtbaren Klon auf
der Petrischale.
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Mutation der Splice-Donor-Site

Es sollte auf gezeigt werden, dass die Blasticin-Resistenz dieser Klone tatsachlich durch
funktionelles herausgespleillen des Introns entsteht. Dazu wurde zunachst die Spli-
ce-Donor-Site in dem Plasmid pGEM_A-ORF1-BSRi-C durch Einzelstrangmutagenese mit
dem Primer BSRO07 zerstort (GTAAG—>AAAGC), und so das Plasmid
pGEM_A-ORF1-BSRi-C SD hergestellt.

Die Plasmide pGEM_A-ORF1-BSRi-C SD und pGEM_A-ORF1-BSRi-C wurden jeweils
zusammen mit dem Plasmid pISAR in AX2-Zellen transformiert. Von beiden Transformati-
onen wurden je funf unabhangige, G418-resistente Klone kultiviert. 34 Tage nach der
Transformation wurden von jedem Klon drei Petrischalen mit je 1x10” Zellen mit Blastici-
din (4 ug/ml) selektioniert. Die Blasticidin-resistenten Klone wurden pro Petrischale gezahit
und in Abbildung 3.2.4 grafisch dargestellt. Wahrend bei den Transformanden mit der
intakten Splice-Site ca. 100 Klone pro 10’ Zellen entstanden, entstanden auf den
15 Petrischalen der transformierten Zellen mit der mutierten Splice-Donor-Site keine
Blasticidin-resistenten Klone. Dies zeigte, dass jeder Blasticidin-resistente Klon in diesem
Testsystem durch eine Retrotransposition eines TRE5-APSR-Elementes entstanden sein
musste.

Abbildung 3.2.4: BSR-Selektion mit mutierter Spli-

150 ~ ce-Donor-Site
& 125 - Die  Plasmide  pGEM_A-ORF1-BSRi-C SD  und
5 pGEM_A-ORF1-BSRi-C wurden jeweils zusammen mit
L\l 100 - 10503 dem Plasmid pISAR in AX2-Zellen transformiert. Von
o ' beiden  Transformationen  wurden  jeweils  funf
E 75 - G418-resistente  Klone kultiviert. 34 Tage nach der
~ Transformation wurden von jedem Klon drei Petrischalen
% 50 mit je 1x10” Zellen mit Blasticidin (4 pg/ml) selektioniert
< und die Klone pro Petrischale gezahlt. Die Klonzahlen

25 wurden fir jeden Stamm zusammengefasst. Als Fehler-

0 | 0,00 balken wurde die Standardabweichung eingesetzt.

A-Orf1-BSRi-C  A-Orf1-BSRi-C
SD

DNA-Analysen eines Blasticidin-resistenten Klons

Von einem Blasticidin-resistenten Klon des Stammes A-BSRi-C wurde gDNA prapariert
und diese mit den Primern BSR2 und BSR6 amplifiziert. Bei Zellen, in denen ein
TRE5®SR-Element mobilisiert wurde, sollten zwei unterschiedlich groRe PCR-Produkte
entstehen, da zum einen die Masterelemente mit dem Intron (521 bp), und zum anderen
das mobilisierte Element ohne Intron (447 bp) amplifiziert werden mussten. Die PCR mit
den Primern BSR2 und BSR6 wurde auch an der gDNA, die vor der Blasticidin-Selektion
isoliert wurde, durchgefuhrt. Als Groldenvergleich wurde die PCR zusatzlich an den Vekto-
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ren pGEM_A-BSR-C und pGEM_A-BSRIi-C durchgefuhrt. In Abbildung 3.2.5 ist zu erken-
nen, dass alle PCR-Produkte die erwarteten Grofen besalien.

o
BSR6 BSR2
— -+
g o (14)
600 bp B e S.D. S.A
(— BSR6 BSR2
— -+

ﬂmd ““

Abbildung 3.2.5: PCR an BSR-restistenen AX2-A-BSRi-C Zellen

Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach elektrophoretischer Trennung. Auf ein
1,5%iges Agarosegel wurden die PCR-Produkte mit den Primern BSR2 und BSR6 aufgetragen. In Spur 3
wurde als Template gDNA von einem G418-resistenten AX2-Klon, der mit den Plasmiden
pGEM_A-ORF1-BSRi-C und pISAR transformiert wurde, verwendet (#1). Diese Zellen wurden mit Blastici-
din (4 ug/ml) selektioniert. gDNA von einem Blasticidin-resistenten Klon wurde in Spur 2 als Template
verwendet (#1B). In den Spuren 4 und 5 wurden zur Groflenkontrolle die Vektoren pGEM_A-BSR-C und
pGEM_A-BSRi-C als PCR-Template verwendet.

Spur 2 in Abbildung 3.2.5 enthalt sowohl die PCR-Bande fur die Master-Elemente des
TRE5-APSR-Transposons, wie auch die mobilisierte Kopie dieses Elementes. Diese beiden
Banden wurden isoliert und sequenziert.

Bgl Il

(in('AA':(_InGAI('"G AAGTT TAATA '...Intron... i"'AA"}\'ACI'G"GhCJ\ﬂf\'G

obere Bande

untere Bande

Abbildung 3.2.6: Sequenzen des Introns eines mobilisierten A-BSRi-C-Elementes

Die beiden PCR-Fragmente aus Spur 2 in Abbildung 3.2.5 wurden isoliert und sequenziert. Dargestellt sind
die flankierenden Sequenzen des Introns bzw. die Stelle an der das Intron in einem A-BSRi-C-Element
herausgespleif3t wurde.

In Abbildung 3.2.6 ist anhand der Sequenzen zu erkennen, dass bei dem Template des
kleineren PCR-Fragmentes das Intron herausgesplei3t wurde. Durch das orthodoxe
Herausspleilen des Introns konnte gezeigt werden, dass das TRES5-APSR_Element von
dem A-Modul aus transkribiert wurde, dieses Transkript anschlieltend revers transkribiert
und in das Genom integriert wurde. Damit konnte bestatigt werden, dass das artifizielle
TRE5-APSR_Element in Dictyostelium discoideum-Zellen mobil ist.
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TRE5-APSR-Element mit einem ORF1

In weiteren Versuchen wurde erkannt, dass ein TRE5-APSR-Element, welches hinter dem
A-Modul zusatzlich den ORF1 eines TRE5-A.1-Elementes besitzt, eine deutlich hohere
Retrotranspositionsfrequenz, als ein A-BSRi-C-Element, zeigt. Dies korreliert mit bisheri-
gen Erkenntnissen Uber andere Non-LTR-Retrotransposons, bei denen eine Mobilisierung
durch Retrotransposon-kodierte Proteine in trans deutlich schwacher ist, als eine Mobili-
sierung in cis (vgl. 1.2.3.2).

BSR6 BSR2
—> -
Al ORF1 isg - (14)
S.D. S.A.
BSR6 BSR2
> -

[A] ORF1 < FSEEHCarA,,

B) Bgl ll

CTT CTACTAATT CT[AG AT CT[GT AAGTTTTAGT .. INtron... [TTTTAATTATA GI'I' GTTGAGAAATGTTAAA
80 a0 100 ] 170 180

| _ 1
obere Bande #1B

Bgl Il

CTTCTACTAATTCIAGATCTF GTT GAGAAATGT TAAA

80 90 100

untere Bande #1B

Abbildung 3.2.7: Untersuchung von A-ORF1-BSRi-C Klonen

A) Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach elektrophoretischer Trennung. Auf ein
1,5%iges Agarosegel wurden PCR-Produkte mit den Primern BSR2 und BSR6 aufgetragen. In Spur 2 und 3
wurde als Template gDNA von zwei unabhangigen G418-resistenten AX2-Klonen, die mit den Plasmiden
pGEM_A-ORF1-BSRi-C und pISAR transformiert wurden, verwendet (#1 und #2). Diese Zellen wurden mit
Blasticidin (4 pg/ml) selektioniert. gDNA von je einem Blasticidin-resistenten Klon wurde in Spur 4 und 5 als
Template verwendet (#1B und #2B). Zur Kontrolle wurde die PCR in Spur 6 ohne Template durchgefihrt.
B) Die Bande aus Spur 2 und die untere Bande aus Spur 4 wurden isoliert, in den Vektor pGEM®T ligiert und
sequenziert. Dargestellt sind die flankierenden Sequenzen des Introns in dem Blasticiden-Gen.

Der Vektor pGEM_A-ORF1-BSRi-C wurde hergestellt, in dem hinter das A-Modul des
TRE5-APSR.Elementes in  dem Vektor pGEM_A-BSRi-C der ORF1 eines
TRES5-A-Retrotransposons kloniert wurde. Dieser Vektor wurde zusammen mit dem Vektor
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pISAR in AX2-Zellen transformiert und so der Stamm A-ORF1-BSRi-C hergestellt. Da
dieses Element als Ausgangspunkt fur weitere Modifikationen gewahlt wurde, wurde auch
fur diese Element analog zu dem A-BSRi-C-Element gezeigt, dass die Blastici-
din-resistenten Klone durch Mobilisierung eines TRE5-ASR-Elementes entstanden sind.
Dies ist in Abbildung 3.2.7 flr zwei Blasticidin-resistente Klone dargestellt (die Sequenzda-
ten sind nur fur Klon #1 gezeigt). Insgesamt wurde fur 15 Blasticidin-resistente Klone
nachgewiesen, dass das Intron wie erwartet herausgespleilt wurde (Daten nicht gezeigt).
Die Spuren 2 und 3, in denen gDNA von den transformierten Zellen vor der Blastici-
din-Selektion als Template diente, zeigten auch schwache PCR-Banden von mobilisierten
Elementen ohne Intron. Dies ist durch die hohe Aktivitat des A-ORF1-BSRIi-C Elementes
zu erklaren. Da genugend Elemente schon vor der Blasticidin-Selektion mobilisiert wur-
den, um vor dem Hintergrund der Zellen ohne Retrotranspositionsereignis mittels PCR
detektiert werden zu kdnnen.

Es wurde mehrfach versucht, dieses aktive Element nach transienter Expression, also
ohne vorherige Selektion mit G418 und Integration des Masterplasmides in das Dictyoste-
lium-Genom, zu mobilisieren. Dabei sind keine Blasticidin-resistenten Klone entstanden.

Akkumulation von Retrotranspositionsereignissen

Um zu zeigen, dass die TRE5-ABSR-Element kontinuierlich mobilisiert werden, wurden fiinf
Klone des Stammes A-ORF1-BSRi-C kultiviert. Nach 21 Tagen wurden von jedem Klon
drei Petrischalen mit jeweils 1x10” Zellen mit Blasticidin (4 pug/ml) selektioniert. Die restli-
chen Zellen wurden weiter kultiviert und 13 Tage spater (34 Tage nach der Transformati-
on) eine weitere Selektion mit diesen Zellen angesetzt. Die Klonzahlen der 15 Petrischalen
pro Zeitpunkt wurden zusammengefasst und in Abbildung 3.2.8 dargestellt. Es ist deutlich
zu erkennen, dass mehr TRE5-APSR-Elemente mobilisiert wurden, wenn die Zellen langer
in Kultur gehalten werden.

125 1 Abbildung 3.2.8: Mobilisierte Elemente pro Zeit
AX2-Zellen wurden mit den Plasmiden pISAR und

100 - pGEM_A-ORF1-BSRi-C transformiert und anschlieRend
mit G418 (8 ug/ml) selektioniert. Von jeweils 5 Klonen

75 4 el wurden jeweils 3 Petrischalen mit je 10’ Zellen

21 bzw. 34 Tage nach der Transformation mit Blastici-
din (4 pg/ml) selektioniert. Die Klone pro Petrischale

Klone / 1x107 Zellen

50 1 wurden ausgezahlt. Die Klonzahlen aller Petrischalen eines
Zeitpunktes wurden zusammengefasst und grafisch
25 - dargestellt. Als Fehlerbalken wurde die Standardabwei-
16,20 chung eingesetzt.
0

21 Tage 34 Tage
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3.2.2 Retrotranspositionsfrequenzen verschiedener

TRES5-APSR.Elemente

Es sollten verschiedene Teile eines aktiven TRE5—ABSR—Retrotransposons modifiziert oder

ausgetauscht werden, um Uberprifen zu kénnen, welche Teile eines artifiziellen TREs

notwendig zur Retrotransposition sind. Dazu wurden drei weitere Plasmide aus dem
Vektor pGEM_A-ORF1-BSRi-C hergestellt.

Das C-Modul wurde in dem Vektor pGEM_A-ORF1-BSRi-C gegen einen
Actin8-Terminator ausgetauscht (P GEM_A-ORF1-BSRi-A8T). Mit diesem Konstrukt
sollte gezeigt werden, dass die TRE5-A-Elemente das C-Modul zu ihrer Mobilisie-
rung benotigen.

Das A-Modul wurde in dem Vektor pGEM_A-ORF1-BSRi-C gegen einen
Actin6-Promotor ausgetauscht (pGEM_A6P-ORF1-BSRi-C). Der Actin6-Promotor
wurde so kloniert, dass das die beiden ATGs an dem 3’-Ende des Promotors in
frame mit dem ATG von ORF1 des TRE5-APSR-Elementes liegen. Mit diesem Kon-
strukt sollte Uberprift werden, ob die TRE5-A-Elemente das A-Modul oder ,nur ei-
nen beliebigen Promotor zu ihrer Mobilisierung bendtigen.

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass TRE5-ABSR-Elemente mit einem ORF1
aktiver sind, als A-BSRi-C-Elemente. Daher sollte Gberpruft werden, ob sich die Ak-
tivitat eines TRE5-APSR-Elementes anderte, wenn nur die ORF1-mRNA in cis vor-
lag, aber das ORF1-Protein in trans von anderen TRE-Elementen in der Zelle bereit
gestellt werden musste. Dazu wurde der Vektor pGEM_A-ORF1(110*)-BSRi-C mit
einer Doppelstrangmutagenese an dem Vektor pGEM_A-ORF1-BSRi-C hergestellt.
Durch die Mutation wurde an Aminosaureposition 10 im ORF1 ein och-
re-Stopp-Codon  eingefligt, sodass das ORF1-Protein von diesem
TRE5-APSR_Element nicht exprimiert werden konnte.

TRE5-APs"
S.D. SA.

|A] ORF1 ) 1sg - FHCh., A-ORF1-BSRi-C

Abbildun% 3.2.9:

* S.A BS
TRES-A"""-Konstrukte
sg - ~ _ ik
A [ ORF1 - NGk«  A-ORF1-BSRI"-C Schematisch dargestellt sind die
SD. SA TRE5-A®*R-Konstrukte, die auf ihre
A| ORF1 sqg - A8T| A-ORF1-BSRi-A8T Retrotranspositionsfrequenz unter-
sucht werden sollten
S.D. S.A.
A6P | ORF1 sg - IFHclh., A6P-ORF1-BSRi-C
S.D. S.A.
g (14) A-BSRi-C
0* S.D. S.A.

[A] ORFID<_ 758 EMWEA« A ORF1(110")-BSRi-C
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Die TRE5-A®R-Elemente dieser drei Vektoren solten zusammen mit den
TRE5-APSR.Elementen A-BSRi-C, A-ORF1-BSRi-C und A-ORF1-BSRi-C_SD auf ihre
Retrotranspositionsfrequenz untersucht werden. Eine Ubersicht dieser
TRES5-APSR_Elemente ist in Abbildung 3.2.9 dargestellt.

Die Konstrukte aus Abbildung 3.2.9 wurden jeweils zusammen mit dem Plasmid pISAR in
AX2-Zellen transformiert und je finf unabhangige, G418-resistente Klone Kkultiviert.
34 Tage nach der Transformation wurden von jedem Klon drei Petrischalen mit je
1x10’ Zellen mit Blasticidin (4 pg/ml) selektioniert. Die Blasticidin-resistenten Klone pro
Petrischale wurden gezahlt, die Klonzahlen der 15 Petrischalen jedes Stammes zusam-
mengefasst und in Abbildung 3.2.10 grafisch dargestellt.

Wie erwartet, entstanden in dem Stamm A-ORF1-BSRi-C ca. 100 Blasticidin-resistente
Klone pro 10’ Zellen und in dem Stamm A-ORF1-BSRi-C SD mit der mutierten Spli-
ce-Donor-Site kein Blasticidin-resistenter Klon.

In dem Stamm mit dem das C-Modul gegen den Actin8-Terminator ausgetauscht wurde,
fand keine Retrotransposition des TRE5-APSR-Elementes statt. Damit konnte gezeigt
werden, dass das C-Modul ein essentieller Faktor fur die Retrotransposition der
TRES5-A-Elemente ist.

700 -

600 -

500 -| 539,20

400 -

300 -

Klone / 1x107 Zellen

200 ~

100 - T

89,13 107 10.20
0,00 0,00 , ,
0 T T T T T

A-Orf-C A-Orf-CSD A-Orf-A8T  A6P-Orf-C A-C A-Orf(110*)-C

Abbildung 3.2.10: Retrotranspositionsfrequenzen von TRE5-APSR-Elementen

Sechs unterschiedliche TRE5-A"*®-Elemente wurden jeweils zusammen mit dem Plasmid pISAR in
AX2-Zellen transformiert, je funf G418-resistente Klone wurden kultiviert. 34 Tage nach der Transformation
wurden von jedem Klon drei Petrischalen mit je 1x10” Zellen mit Blasticidin (4 pg/ml) selektioniert. Die
Blasticidin-resistenten Klone pro Petrischale wurden gezahlt, die Klonzahlen aller 15 Petrischalen eines
Stammes wurden zusammengefasst und grafisch dargestellt. Als Fehlerbalken wurde die Standardabwei-
chung eingesetzt.

Der Stamm mit dem Actin6-Promotor in dem TRE5-A®SR-Element zeigte eine deutlich
hohere Transpositionsrate als der Stamm A-ORF1-BSRi-C. Die hdohere Transpositionsrate
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des Elementes mit dem Actin6-Promotor gegenuber dem Element mit dem A-Modul lasst
sich vermutlich dadurch erklaren, dass der Actin6-Promotor ein starkerer Promotor, als
das A-Modul ist und somit sowohl mehr TRE5—ABSR-Transkript, als auch mehr
ORF1-Protein in den Zellen vorlag. Es konnte damit gezeigt werden, dass das A-Modul
nur als Promotor fir die Mobilisierung der TREs bendétigt wird und keine weitere essentiel-
le Funktion fur die Mobilisierung der TRE5-A-Elemente besitzt.

Das TRE5-A2R-Element ohne ORF1 (A-BSRi-C) generierte ca. 1 Klon pro Petrischale mit
10" eingesetzten Zellen. Daran ist deutlich zu erkennen, dass der ORF1 in cis fiir die
Aktivitat der TRE-Elemente sehr wichtig, aber nicht zwingend notwendig ist.

Das TRE5-APSR-Element mit der Mutation in ORF1 erbrachte ca. 10 Klone pro eingesetz-
ten 10" Zellen. Dies ist deutlich mehr als bei dem Stamm, dessen TRE5-APSR-Element
nicht fur ORF1 kodiert, aber auch deutlich weniger, als bei dem Stamm mit einem intakten
ORF1. Das deutet darauf hin, dass sowohl die ORF1 mRNA in cis, als auch die
ORF1-Proteine in cis die Aktivitat der TRES-A-Elemente zu erhdhen.

Alle Selektionen wurden wenigstens einmal mit neuen Transformanden und ahnlichem
Ergebnis wiederholt (Daten nicht gezeigt).

Es wurde versucht mit einem Western-Blot zu zeigen, dass in den Stdammen mit dem
Actin6-Promotor mehr ORF1-Protein vorliegt, als in den Stammen mit einem A-Modul vor
dem ORF1. In beiden Fallen sind neben den eingebrachten Konstrukten ca. 70 natlrliche
Kopien von TRES5-A-Elemnten in den Zellen vorhanden. Das ORF1-Protein konnte in
AX2-Zellen durch einem Western-Blot mit Gesamtzellextrakt bisher nicht nachgewiesen
werden (Hentschel 2001b). Auch in den Transformanden der TRE5-APSR-Elemente konnte
das ORF1-Protein im Westernblot nicht detektiert werden.

Die beiden Vektoren pGEM_A-BSRi-C und pGEM_A-ORF1(110*)-BSRi-C wurden zusam-
men mit dem ORF1-Expressionsplasmid pDXA-HC-ORF1 in AX2-Zellen transformiert,
sodass in diesen Zellen mehr ORF1-Protein vorhanden war. Diese Transformanden
zeigten keine hohere Retrotranspositionsfrequenz als die Transformanden ohne das
ORF1-Expressionsplasmid (Daten nicht gezeigt). Auch in diesen beiden Stammen konnte
ORF1 im Westernblot nicht nachgewiesen werden.

3.2.3 Integrationsorte der TRE5-A®R-Elemente

Die Integrationsorte von einigen de novo TRES5-APSR_Elementen sollten untersucht werden
um zu Uuberprufen, ob diese Elemente in dem erwarteten Abstand oberhalb von
Pol llI-Genen ins Genom integriert wurden. Dies sollte eigentlich mittels inverser PCR
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geschehen. Trotz mehrerer Modifikationen war es nicht mdglich, mittels iPCR die neu
integrierten TRE5-APSR-Elemente vor dem genomischen Hintergrund von ca. 500 Master-
elementen zu isolieren. Aus diesem Grund musste eine andere Strategie gewahlt werden
um die Integrationsorte der TRE5-APSR-Elemente zu untersuchen. Diese gewahlte Strate-
gie basierte auf der Annahme, dass die Elemente orientierungsspezifisch, oberhalb von
tRNA-Genen integrieren. Die Integrationsorte sollten mit einer spezifischen PCR zwischen
bestimmten tRNA-Genen und dem Blasticidin-Resistenzgen amplifiziert werden.

Oberhalb vieler D. discoideum-tRNA-Gene sind bereits naturliche TRES5-A-Elemente
integriert. Daher ware es kompliziert, TRES5-APSR_Elemente, die ein A-Modul besitzen, von
den naturlichen Elementen zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurden die Integration-
sorte nur fiir das TRE5-APSR-Element bestimmt, welches den Actin6-Promotor besitzt
(A6-ORF1-BSRi-C).

Zunachst wurden Blasticidin-Selektionen mit diesem Stamm auf mehreren Petrischalen
durchgefuhrt. Jeweils etwa 200 Blasticidin-resistente Klone wurden gepoolt und davon
genomische DNA prapariert. An diesen gDNAs wurden PCRs mit einem tRNA-Gen spezi-
fischen Primer und dem Primer BSR5, der komplementar an das 5°-Ende der Blastici-
din-Resistenzkassette bindet, durchgeflhrt. Die tRNA-Gen spezifischen Primer binden
komplementar an die (+)-Strang-DNA an dem 3’-Ende des tRNA-Gens. Es wurden die
tRNA-Gene der Familien Val’*®, val*® GIu"YC, Asp®’C, Leu"™, GIy®*“C und Lys""Y
ausgewahlt. Die tRNA-Gene dieser Familien stellen insgesamt 125 aller 390 tRNA-Gene
in D. discoideum dar. Eine Ubersicht (iber die Kopienzahl aller 390 tRNA-Gene im Dicty-
ostelium-Genom ist in Tabelle 3-1 dargestellt.

tRNA- Kopienzahl tRNA- Kopienzahl tRNA- Kopienzahl tRNA- Kopienzahl tRNA- Kopienzahl
Gen Gen Gen Gen Gen
A™* 15 Asp™™® 0 His™"® 0 Met™V 14 Ser*® 0
Ala"*° 8 Cys®™ 8 e 17 Phe®* 13 Thr*®Y 16
A% 0 Cys"™ 0 lle™"Y 4 Phe** 0 Thre 1
Al®° 0 GIn®° 1 1e®Y 0 Pro"%® 1 Thr*®! 6
Arg"® 6 GIn° 13 Leu™® 11 Pro”®® 15 Thre® 0
Arg™ 1 Glu®° 3 Leu™ 4 Pro®®¢ 0 Trp™ 7
Arg’"® 1 Glu™° 19 Leu™® 1 Pro”*° 0 Tyre# 12
ArgUCU 10 GIchc 18 Leu” 17 Ser"®* 9 Ty AU 0
Arg®® 0 Gly*™® 5 Leu”® Ser™ 1 val*A® 21
ArgCCG 0 GlyACC 0 Leu™® Ser®® 12 val®*° 1
Asn® 18 Gly™*° 0 Lys®™ 10 Ser”* 14 val*¢ 6
Asn™ 0 His®® 9 Lys"" 22 Ser®® 0 val™° 0
As pGUC 22

Tabelle 3-1: Verteilung der tRNA-Gene in D. discoideum
Dargestellt ist eine Ubersicht der Kopienzahlen aller tRNA-Gene im Genom von D. discoideum. Markiert sind
die tRNA-Gen Familien, in deren Umgebung nach TRE5-ABSR-Integrationen gesucht wurde.
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Eine schematische Ubersicht, wie die TRE5-ABSR_Elemente vor einem tRNA-Gen integriert
sein sollten, ist in Abbildung 3.2.12.A dargestellt. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor
pGEMC-T ligiert und anschlieRend sequenziert.

Die Sequenzen fur acht Integrationsorte des A6-ORF1-BSRi-C-Elementes sind in Abbil-
dung 3.2.12.A dargestellt. Dabei ist zu beachten, dass der Actin6-Promotor kein interner
Promotor wie das A-Modul ist. Das Transkript dieses Promotor beginnt kurz vor seinem
3’-Ende, d. h. die mRNA eines vollstindigen TRE5-A*"-Element beginnt ca. 50 bp ober-
halb von ORF1. An dem 3’-Ende des Promotors befinden sich zwei weitere ATGs in frame
mit dem eigentlichen Start-Codon von ORF1. Das Adenin des ersten ATGs wurde als
Nukleotid +1 dieses TRE5-APSR-Elementes gezahlt. Der Translationsstart von ORF1 ist in
Abbildung 3.2.11 dargestellt.

Actin-6-Promotor +1 Hind 1l ORF1
LTAATATAAAATGGAT GGT GAAGIKTGT TdaAGccTTAAAATAAAAAT CACAA..

255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

Abbildung 3.2.11: Umgebung des Translationsstartes von ORF1
Dargestellt ist der Ubergang zwischen dem Actin6-Promotor und ORF1 in dem TRES5-A
A6-ORF1-BSRi-C. Das als +1 gezahlte Nukleotid ist angedeutet.

BSR_Element

In Abbildung 3.2.12.A ist zu erkennen, dass drei Integrationen zwischen 45 bp und 50 bp
unterhalb von tRNA-Genen auf verschiedenen Chromosomen stattgefunden haben. Die
Integration in Klon #Leu"™6 lag mit -28 bp deutlich naher als erwartet an einem
tRNA-Gen. Ob hier eine Zielsequenz-Deletion vorlag wurde nicht untersucht. Vier weitere
Integrationen wurden zwischen -114 bp und -127 bp unterhalb einer genomischen B-Box,
die nicht mit einem tRNA-Gen assoziiert ist, gefunden. Diese B-Box liegt auf dem extrach-
romosomalen Palindrom. Da diese B-Box sehr starke Homologie zu den B-Boxen der
tRNA-Gene aufweist, binden auch die tRNA-Gen spezifischen Primer fir das Val*°- und
das Lys""“-Gen an diese B-Box. Aus diesem Grund wurden TRE5-APSR-Integrationen
unterhalb dieser B-Box durch die PCR ebenfalls amplifiziert. Ein Alignment dieser B-Box
zu den 3’-Enden dieser tRNA-Gene sind in Abbildung 3.2.12.B dargestellt. Darin ist deut-
lich zu erkennen, dass die 3’-Enden der beiden Primer an die B-Box auf dem Palindrom
hybridisieren konnen. Bei den acht untersuchten Elementen wurde durch Sequenzdaten
gezeigt, dass das Intron orthodox aus der Blasticidin-Resistenzkassette herausgespleil’t
wurde (Daten nicht gezeigt). Fiinf der acht integrieten TRE5-A®SR-Elemente beginnen
38-44 bp vor dem ersten ATG von ORF1. Dies deutet darauf hin, dass das Transkript
dieses Promotors in diesem Bereich beginnt, und dass es sich bei den integrierten Ele-
menten nicht um 5’-verkurzte, sondern um komplett integrierte Elemente handelt.
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Abbildung 3.2.12: Integrationsorte der TRE5-A®*R-Elemente
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Abbildung 3.2.12: Integrationsorte der TRE5-A®*R-Elemente

Der Vektor pGEM_A6P-ORF1-BSRi-C wurde zusammen mit dem Vektor pISAR in AX2-Zellen transformiert,
G418-resistente Klone kultiviert und mehrere zugewachsene Petrischalen (je ca. 10’ Zellen) mit Blastici-
din (4 ug/ml) selektioniert. Die Blasticidin-resistenten Klone jeder Petrischalen (n=~200) wurden gepoolt,
gDNA prapariert und daran PCRs mit dem Primer BSR5 und einem tRNA-Gen spezifischen Primer
(Val(AAC)rev, Glu(UUC)rev, Leu(UAA)rev, Gly(GCC)rev) durchgefiuhrt. Die PCR-Produkte wurden in den
Vektor pGEM®-T kloniert und darin sequenziert. Die Sequenzen sind in A) dargestellt. Die tRNA-Gene bzw.
die B-Box auf dem Palindrom sind rot dargestellt, die konservierten Bereiche der B-Boxen sind unterstrichen.
Die TRE5-A®S?-Elemente sind blau unterlegt, die Position der ersten Base des Transposons ist in Klammern
angegeben. Als +1 Nukleotid wird das A des ersten ATG des Actin6-Promotors gezahlt. Durch die
Retrotransposition zuséatzlich eingefligten Nukleotide stehen in der Box vor den Klammern. Die Integration-
sorte sind mit einem Pfeil markiert und die Abstande zu dem tRNA-Gen bzw. der B-Box sind in roten bzw.
schwarzen Zahlen angegeben. B) Die B-Box auf dem Palindrom wurde amplifiziert, da die Primer
Val(AAC)rev und Gly(GCC)rev auch auf dem Palindrom hybridisieren. Ein Alignment der B-Box auf dem
Palindrom mit den 3'-Enden des GIyGCC- und des Val™°-Gens ist dargestellt. Die Primerbindestellen in den
beiden Genen sind unterstrichen.

Untersuchungen der TSD und genomischen Umgebung eines Integrationsortes

Fur einen Klon sollte gezeigt werden, dass das TRES5-APSR_Element orthodox in das
Dictyostelium-Genom integriert wurde. Dafir wurde zum einen die Zielse-
quenz-Verdopplung (TSD) des integrierten Elementes und zum anderen der genomische
Ort vor der TRE5-APSR-Integration von Klon #Leu"*14 untersucht. Das als Integrationsziel
erkannte Leu"-tRNA-Gen liegt auf Chromosom 3 an Position 4606291 bis 4606373
(Dictybase DDB0232430). 45 bp unterhalb dieses Gens befindet sich eine externe B-Box.
Im Abstand von 99 bp unterhalb der internen B-Box des tRNA-Gens ist ein komplettes
TRE3-A-Element in das Genom integriert. Auf der 5°-Seite des tRNA-Gens zeigt das
Genomprojekt keine Integration eines Transposons.

Zunachst wurde an der gDNA des Pools #A60C2 eine PCR mit dem Primer Chr3Leu1
und dem Primer BSR6 durchgefiihrt. Die gDNA des Pools #A60C2 diente als Template fur
den Klon #Leu"14. Der Primer BSR6 bindet komplementar an die (-)-Strang DNA des
Blasticidin-Gens in dem TRE5-APSR-Element, der Primer Chr3Leu1 bindet ca. 250 bp
unterhalb des Leu”*-Gens auf Chromosom 3. Als Kontrolle wurde diese PCR auch an
genomischer AX2-DNA durchgeflhrt.

Zusatzlich wurde an der AX2-gDNA eine PCR mit dem Primer Chr3Leu1 und dem
Leu” -Gen spezifischen Primer Leu(UAA)rev durchgefiihrt. In Abbildung 3.2.13 sind die
PCR-Produkte auf einem Agarosegel dargestellt. Wie zu erwarten war, ergab die Primer-
kombination BSR6 und Chr3Leu1 an genomischer AX2-DNA kein PCR-Produkt, wahrend
das PCR-Produkt an der DNA des Pools #A60C2 eine erwartete Grolte von ca. 1.200 bp
besall. Die PCR mit den Primern Chr3Leu1 und Leu(UAA)rev an der AX2 gDNA ergab
eine erwartete, ca. 300 bp grol3e, PCR-Bande.

Die PCR-Produkte wurden isoliert, in den Vektor pGEM®-T ligiert und sequenziert. Die
Sequenzen in Abbildung 3.2.13 zeigen, dass das TRE5-A®SR-Element in Klon #Leu"**14
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einen Poly-A-Anhang von 16 bp besitzt und eine TSD von 13 bp (GTTCGTTTTTTAT)

erzeugt hat.

A) BSR6
- S.D. S.A.
A6P] ORF1 < 5@ i d [

Leu(UAA)revi

Chr3Leu1

—~REZA ) =—chr.3
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Abbildung 3.2.13: Untersuchung der Integration des Klons #Leu" 4

A) Schematisch dargestellt ist der Integrationsort des TRE5-A®SF-Element in Klon #Leu"**14 B) Dargestellt
ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach elektrophoretischer Trennung. Die PCR-Produkte mit den
Primern BSR6 und Chr3Leu1 an AX2-gDNA (Spur 1) und gDNA des Pools #A60C2 (Spur 2) wurden auf ein
1,2%iges Agarosegel aufgetragen. In Spur 3 wurde das PCR-Produkt mit den Primern Leu(UAA)rev und
Chr3Leu1 an AX2-gDNA aufgetragen. Der Integrationsort auf Chromosom 3 ist C) vor der Integration des
TRE5-A®SR-Elementes und D) nach der Integration dargestellt.

Somit konnte fur dieses Element gezeigt werden, dass dieses orthodox in das Genom

integriert wurde.
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4 Diskussion

4.1 TRE-Falle

4.1.1 Die TRE-Falle als Integrationsziel fir TRE-Elemente

In der vorliegenden Arbeit wurde neben dem Val’"°-Gen fiir zwei weitere tRNA-Gene,
gezeigt, dass diese ein Integrationsziel fir TRE5-A-Elemente darstellen. Damit konnte
experimentell untermauert werden, dass wahrscheinlich alle tRNA-Gene ein Integrations-
ziel fur TRE5-A-Elemente darstellen. Dies korreliert mit den Daten aus dem Dictyosteli-
um-Genomprojekt, wo oberhalb vieler unterschiedlicher tRNA-Gene TRE-Integrationen
gefunden wurden, ohne dass bestimmte tRNA-Gene bevorzugt werden (Winckler 2005a).

Bei den Integrationen in der Umgebung dieser drei tRNA-Gene konnte gezeigt werden,
dass die untersuchten TRES-A-Retrotransposons ausnahmslos oberhalb dieser
tRNA-Gene in die TRE-Falle integrierten. In der Regel integrierten diese Retrotransposons
in einem Abstand von ca. 50 bp zu den tRNA-Genen. Die 5-Enden aller integrierten
TRE-Retrotransposons zeigten in Richtung des tRNA-Gens. Somit zeigten alle untersuch-
ten Elemente die erwartete Orientierung in Bezug auf das tRNA-Gen. Insbesondere durch
das GluS**-Gen, welches in beiden Orientierungen in die TRE-Falle kloniert wurde, konnte
gezeigt werden, dass die Integrationen der TRE-Elemente unabhangig von den flankie-
renden Sequenzen der tRNA-Gene sind.

Bei allen untersuchten Integrationen, die einen Abstand von 48+2 bp zu dem Ko-
der-tRNA-Gen besalden, konnten Zielsequenz-Verdopplungen (TSD), die durch die integ-
rierten Retrotransposons verursacht wurden, nachgewiesen werden. Die untersuchten
TSDs besallen variable Langen von 11-19 bp. Die Integrationen, die einen kirzeren
Abstand zu dem Ziel-Gen zeigten, wurden naher untersucht. Dabei konnten Deletionen
der Zielsequenz anstelle von Zielsequenz-Verdopplungen festgestellt werden.

Bei vielen Integrationen wurden zwischen der Ziel-DNA und dem 5°-Ende des
Retrotransposons bis zu 40 zusatzliche Nukleotide eingefugt. Die meisten integrierten
TRES-A-Elemente waren 5 -verkurzt.

Bei einigen gefundenen Integrationen war die Lange der TSDs, der zusatzlich eingeflgten
Nukleotide, der Poly-A-Anhange, sowie die Abstande zu der Koder-DNA nicht exakt zu
ermitteln, da einzelne Basen durch Mikrohomologien an den Ubergéngen zu beiden Seiten
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gezahlt werden konnten. In diesen Fallen wurden jeweils die moglichen Bereiche angege-
ben.

Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit eine de novo-Integration eines TRE3-C-Elementes
gefunden werden. Dieses Element zeigte mit dem Abstand und der Orientierung zu dem
tRNA-Gen sowie der Lange der erzeugten TSD die gleichen Integrations-Eigenschaften
wie die im Genom gefundenen TRE3-C-Elemente. Fur TRE3-C-Elemente konnte somit
nachgewiesen werden, dass diese in aktuellen D. discoideum-Stammen noch aktiv sind.
Dies legt die Vermutung nahe, dass auch noch weitere Non-LTR-Retrotransposons (z. B.
TRES3-A und TRES-B) in D. discoideum mit einer schwachen Frequenz aktiv sind.

Da die TRE-Falle in einer Kopie stabil in das Genom von D. discoideum-Zellen integriert
wird, ist davon auszugehen, dass damit authentische Retrotranspositionen, die reprasen-
tativ fiur das komplette Genom sind, untersucht werden kdnnen. Durch Suppres-
sor-tRNA-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die tRNA-Gene, welche sich in
der TRE-Falle und somit in dem Intron eines Pol lI-Gens befinden ahnlich aktiv sind, wie
tRNA-Gene in einer anderen Umgebung.

4.1.2 Integrationen in der Umgebung eines heterologen
tRNA-Gens

Mit dem humanen Met“"Y-Gen wurde ein heterologes tRNA-Gen in der TRE-Falle als
Integrationsziel getestet. Dieses Gen wurde von den TRES5-A-Retroelementen orthodox
als Integrationsziel erkannt. Die geringe Integrationsfrequenz an dem humanen tRNA-Gen
im Vergleich zu den Dictyostelium-tRNA-Genen lasst sich dadurch erklaren, dass hetero-
loge tRNA-Gene in D. discoideum wahrscheinlich nur schlecht transkribiert werden, da die
Pol llI-Transkriptionsfaktoren moéglicherweise schwacher an das heterologe tRNA-Gen
binden. Die Fahigkeit von TRE-Elementen vor einem humanen tRNA-Gen zu integrieren,
zeigt jedoch, dass diese Elemente keine Dictyostelium-spezifischen Sequenzen zur Integ-
ration bendtigen, sondern lediglich eine in allen tRNA-Genen konservierte DNA-Sequenz.
Die einzigen konservierten Bereiche aller tRNA-Gene sind die Promotorregionen.
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4.1.3 Integrationen in der Umgebung des ribosomalen 5S-Gens

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass mit dem ribosomalen 5S-Gen
neben tRNA-Genen auch weitere Gene, die von der Polymerase Ill transkribiert werden,
Integrationsziele fur TRE-Retrotransposons darstellen kdnnen. Da das r5S-Gen keine
Sequenzhomologie zu tRNA-Genen aufweist, konnte eindeutig nachgewiesen werden,
dass TRE-Retrotransposons nicht sequenzspezifisch vor tRNA-Genen, sondern positions-
spezifisch vor Pol llI-Genen integrieren.

Die Transkriptionsfaktoren TFIIIB und TFIIIC sind an einem r5S-Gen ahnlich positioniert,
wie an einem tRNA-Gen (Geiduschek 2001). Wenn die Integration von TRE-Elementen
uber einen oder beide Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, muf3 bei TRE-Integrationen
vor einem r5S-Gen dieselbe Orientierung und ein ahnlicher Abstand wie bei Integrationen
vor tRNA-Genen vermutet werden. Dies bestatigen die Daten der vorliegenden Arbeit. Es
konnte gezeigt werden, dass die untersuchten TRE-Elemente oberhalb eines r5S-Gens in
einem Abstand von ca. 39 bp und in derselben Orientierung, wie vor tRNA-Genen integrie-
ren.

Das r5S-Gen liegt in dem Genom von D. discoideum mit anderen ribosomalen Genen in je
zwei symmetrischen Kopien auf den ca. 100 Kopien eines extrachromosomalen Pa-
lindroms vor. Zusatzlich befindet sich eine Kopie dieses Palindroms auf Chromosom 4.
Durch die Genomprojekt-Daten konnten keine TRE-Integrationen vor einem r5S-Gen
gefunden werden. Es wurden weder auf einem Palindrom noch auf der Kopie auf Chromo-
som 4 Integrationen von mobilen Elementen gefunden. Zur Vermehrung dieses Pa-
lindroms gibt es verschiedene Theorien. Zum einen konnten die Palindrome von der
chromosomalen Masterkopie immer neu gebildet werden (Sucgang 2003). Integrationen
auf einem Palindrom kdnnten so nicht weitergegeben werden. Sobald eine Integration in
der Masterkopie stattfindet, kdnnte dadurch die Neubildung des nun nicht mehr symmetri-
schen Palindroms gestort werden. Die Zelle konnte dadurch einen Selektionsnachteil
gegenuber anderen Zellen besitzen. Eine andere Moglichkeit ist, dass sich das Palindrom
durch Selbst-Priming vermehrt (Eichinger 2005) und Palindrome mit einer Integration
durch den hohen Turn-over so stark verdunnt werden, dass sie wahrend der Evolution
verloren gehen. Integrationen kdonnten auch durch die vielen Kopien mittels homologer
Rekombination wieder entfernt werden. Es ist auch denkbar, dass sich auf einigen Kopien
des Palindroms Integrationen befinden, die im Rahmen des Assemblings der Genompro-
jektdaten nicht detektiert werden konnten.
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4.1.4 Inaktivierte tRNA-Gene

Bei Transkriptions-Untersuchungen mit mutierten tRNA-Genen in verschiedenen Orga-
nismen konnte beobachtet werden, dass eine Mutation des Cytosins an Position 56 alle
untersuchten tRNA-Gene inaktiviert, wahrend die restlichen Mutationen in der B-Box keine
ganz eindeutigen Ergebnisse lieferten (Baker 1986; Gaeta 1990; Kaiser 1995; Nichols
1989).

Da die Transkription von tRNA-Genen in D. discoideum weder in vivo, noch in vitro direkt
untersucht werden kann, wurde in dieser Arbeit die TFIIIC-Bindung an dem Val’*°-Gen
und dem Glu®"*-Gen sowie dieser Gene mit mutierten B-Boxen (G53C, C56G und C61A)
zum einen invitro mittels Gelshift gemessen. Zum anderen wurde die Aktivitat des
Glu-Gens und dessen B-Box-Mutanten in vivo mittels Suppressor-Aktivitatstest untersucht.
Alle drei Mutationen unterdricken die Suppressor-Aktivitat des Glu-Gens komplett. Dabei
konnte nicht unterschieden werden, ob das tRNA-Gen durch die Mutation nicht translatiert,
oder nicht richtig prozessiert wird. Die Gelshift-Experimente zeigten bei beiden
tRNA-Genen, dass TFIIIC in vitro an die tRNA-Gene mit den Mutationen G53C und C61A
bindet, aber nicht an die tRNA-Gene mit der Mutation C56G.

An beiden tRNA-Genen, sowie deren drei B-Box-Mutanten, wurden die Integrationsfre-
quenzen von TRE-Elementen gemessen. Dabei zeigte sich, dass bei den tRNA-Genen mit
den Mutationen G53C und C61A die Integrationsfrequenz auf 9-27% reduziert war und
dass die tRNA-Gene mit der Mutation C56G kein Integrationsziel fir TRE-Elemente dar-
stellten.

Die Daten von beiden tRNA-Genen mit der Mutation C56G deuten auf einen direkten
Zusammenhang zwischen der Aktivitdt des tRNA-Gens, der TFIIIC-Bindung und der
Integrationsfrequenz oberhalb dieser tRNA-Gene hin. Die Diskrepanz der Ergebnisse
zwischen diesen drei Versuchen mit den beiden Mutationen G53C und C61A kann nicht
erklart werden. Dies korreliert mit den Daten der anderen Arbeitsgruppen die fur verschie-
dene tRNA-Gene unterschiedlicher Spezies zeigen konnten, dass eine Mutation des
Cytosins an Position 56 alle tRNA-Gene inaktivierte, wahrend die meisten anderen Mutati-
onen in der B-Box widerspriichliche Daten lieferten (Baker 1986; Gaeta 1990; Kaiser
1995; Nichols 1989).

Das Val’*°(C56G)-Gen wurde fiir die weiteren Versuche, in denen ein tRNA-Gen mit einer
inaktiven B-Box bendtigt wurde, gewahilt.
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4.1.5 Externe B-Box

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein tRNA-Gen, welches durch eine mutierte
B-Box kein Ziel fur TRE-Elemente darstellt, durch eine zusatzliche, externe B-Box wieder
ein Ziel fur TRE-Elemente darstellen kann. Die Integrationsfrequenz an dem ,geheilten®
tRNA-Gen war erheblich geringer, als die Integrationsfrequenz an einem tRNA-Gen mit
aktiver B-Box. Damit konnte gezeigt werden, dass die externe B-Box wahrscheinlich die
Funktion der internen B-Box zum Teil ersetzen kann.

Wird die Funktion der mutierten, internen B-Box durch eine externe B-Box ersetzt, muss-
ten die TRE-Elemente ca. 100 bp oberhalb der internen B-Box (ca. 50 bp oberhalb des
tRNA-Gens) integrierten. Wird die Funktion der internen B-Box nicht wieder hergestellt und
damit das tRNA-Gen von dem TRE5-A-Element, bzw. TFIIIC ignoriert, so wird nur die
externe B-Box erkannt. In dem Fall mussten die TRE-Elemente ca. 100 bp oberhalb der
externen B-Box (ca. 10 bp oberhalb des tRNA-Gens) integrierten. Beide Falle konnten in
dieser Arbeit gezeigt werden.

Die TRE-Integrationen ca. 50 bp vor einem inaktiven tRNA-Gen mit externer B-Box deuten
darauf hin, dass eine externe B-Box die Funktion einer inaktiven internen B-Box zu einem
Teil ersetzen kann. Um dies genauer belegen zu kénnen, sollten aber sowohl Gelshifts,
wie auch Suppressor tRNA-Untersuchungen mit einem solchen tRNA-Gen durchgefuhrt
werden.

Aufgrund der Daten dieser Arbeit ist davon auszugehen, dass die Integration der
TRE5-A-Elemente Uber die Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Il vermittelt wird
(vgl. 4.8). TFIIIC bindet an die interne B-Box des tRNA-Gens und rekrutiert TFIIIB an die
5°-Seite des tRNA-Gens (Geiduschek 2001). Roberts et al (2003) zeigten in Saccharomy-
ces cerevisiae, dass die Polymerase Ill wahrend der Transkription eines tRNA-Gens
TFIIIC von der B-Box trennen kann, wahrend TFIIIB an die DNA gebunden bleibt. Diese
kann ohne TFIIIC weitere Transkriptionen des tRNA-Gens einleiten. Hofmann et al. (1991)
diskutieren, dass die externe B-Box von Dictyostelium-tRNA-Genen als Parkposition fur
TFIIIC wahrend der Transkription des tRNA-Gens benutzt werden kann. Kassavetis et al.
(1989) konnten zeigen, dass TFIIIB ca. 45-50 bp oberhalb von tRNA-Genen an die DNA
bindet. Da dies genau der Ort ist, an dem die TRE-Elemente integrieren, liegt die Vermu-
tung nahe, dass die TRE-Integration nicht direkt Gber TFIIIC, sondern Uber TFIIIB vermit-
telt wird. Um darUtber eine genauere Aussage treffen zu kdbnnen, missen die Untereinhei-
ten von TFIIIB und TFIIIC (soweit bekannt) mittels Two-Hybrid-Analysen auf Interaktionen
mit TRE-Proteinen untersucht werden.
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Aufgrund dieser Eigenschaften wurden zwei mdgliche Modelle erarbeitet wie die Prain-
tegrationskomplexe von TRE5-A ein tRNA-Gen mit einer intakten internen B-Box und einer
externen B-Box erkennen konnen. Diese sind in Abbildung 4.1.1 dargestellt.

Modell 1 Modell 2
TFIIIC , TFIIC
N ™
A) TR‘Es": AT A)_@rRESA) S
-50 -10 50 -10

o
TBD N\,

TFHIC

B
) | )
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TFIlIC TFIIC
C) A ———

-50 -10

Abbildung 4.1.1: Modelle zur Zielerkennung der TRE5-A-Proteine

Dargestellt sind zwei mogliche Modelle, zu der Zielerkennung durch Ribonukleoprotein-Komplexe (RNPs)
von TRE5-A-Elementen. Modell 1 (A-C): TFIIC interagiert mit den RNPs von TRE5-A. A) TFIIIC ist an die
interne B-Box gebunden. Sowohl TFIIIB, wie auch der RNP-Komplex kénnen an derselben Stelle an TFIIIC
binden. Die Topologie des gesamten Komplexes lasst die Ziel-DNA durch die TRE5-A-Endonuklease an der
Position -50 schneiden. B) Wenn TFIIIC wahrend der Transkription des tRNA-Gens an die externe B-Box
bindet, kdnnte die Endonuklease die Position -10 schneiden. C) Nachdem TFIIIC nicht mehr gebunden ist,
kann kein TRES-A-Element integrieren. Modell 2 (A-C): TFllIB interagiert mit den RNPs von TRES-A.
A) TFIIIC ist an die interne B-Box gebunden, rekrutiert TFIIIB, an den der RNP-Komplex bindet. Die Topolo-
gie des gesamten Komplexes lasst die Ziel-DNA durch die TRES-A-Endonuklease an der Position -50
schneiden. B) Wenn TFIIIC wahrend der Transkription des tRNA-Gens an die externe B-Box bindet, bleibt
TFIIB an der DNA oberhalb des tRNA-Gens gebunden und die Endonuklease kann weiter an Position -50
schneiden. C) Nachdem TFIIIC nicht mehr gebunden ist, kann TFIIIB weiter an die DNA gebunden bleiben.
Somit kann der RNP an TFIIIB binden und die Integration von TRE5-A weiterhin einleiten.

Das tRNA-Gen ist durch die A- und die B-Box gekennzeichnet. Auf der DNA unterhalb des tRNA-Gens
befindet sich eine externe B-Box. Die eingezeichneten Abstande beziehen sich auf das erste Nukleotid des
tRNA-Gens. TFIIIB besteht in D. discoideum aus den drei Untereinheiten TBP, Bdp1 und Brf1. Die Art und
Anzahl der Untereinheiten von TFIIIC ist nicht bekannt. TFIIIC ist schematisch in grau dargestellt. Der
RNP-Komplex von TRE5-A-Elementen besteht aus der mRNA, sowie den ORF1- und/oder ORF2-Proteinen
von TRES-A.

In dem ersten Modell bindet der TRE5-A-RNP-Komplex direkt an TFIIIC. TFIIIB und der
TRE5-A-RNP-Komplex binden dort an derselben Stelle und kompetieren um die
TFIIC-Bindung. Der RNP-Komplex wurde so auf die DNA gesetzt werden, dass die
TRE5-A-Endonuklease die DNA ca. 50 bp oberhalb des tRNA-Gens schneiden kann.
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Sobald TFIIIC an die externe B-Box bindet, wirde die TRE-Integration an der Position -10
stattfinden kénnen. Wenn sich TFIIIC von dem tRNA-Gen komplett 16st, kann keine
TRE-Integration mehr stattfinden. In dem zweiten Modell bindet der RNP-Komplex an
TFHIB. TFIIC wird nur bendtigt, um TFIIIB an der richtigen Stelle oberhalb des tRNA-Gens
auf der DNA zu positionieren. TFIIIB bleibt dort auch gebunden, wenn TFIIIC an die exter-
ne B-Box bindet oder das tRNA-Gen komplett verlasst. TFIIIB kann dort die Transkription
des tRNA-Gens einleiten. Durch die TFIlIB-Bindung wird der RNP so positioniert, dass die
Endonuklease von TRES-A die DNA an der Position -50 schneiden kann. Somit kann die
Retrotransposon mRNA an dieser Stelle integriert werden. Bei diesem zweiten Modell gibt
es keine Moglichkeit, dass TRES-A-Elemente an der Position -10 zu integrieren.

Da im Genom von D. discoideum keine orthodoxen TRES-A-Integrationen an der Positi-
on -10 gefunden wurden (Winckler 2002) und fur die Ty3-LTR-Retrotransposons gezeigt
wurde, dass diese mit TFIIIB interagieren (Yieh 2000), ist anzunehmen, dass die Zieler-
kennung der TRE5-A-Elemente nach dem zweiten Modell zu funktioniert.

4.2 TRE5-ABR.Elemente

In der vorliegenden Arbeit konnte das von Moran et al. (1996) entwickelte Testsystem fur
L1-Retrotransposons auf die TRE-Elemente in Dictyostelium discoideum adaptiert werden.
Mit diesem neuen Testsystem konnten artifizielle TRE5-APSR-Elemente mobilisiert und im
Genom wieder gefunden werden. Dabei wurde gezeigt, dass diese Elemente orthodox
oberhalb von tRNA-Genen an verschiedenen Stellen in das Genom integrierten. Dieses
System eignet sich zur Klarung mehrerer Fragestellungen.

e Mit Hilfe des neu etablierten Testsystems konnte in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, dass wahrend der Transposition der TRE5-APSR-Elemente das Intron he-
rausgespleildt wird. Damit wurde erstmals bewiesen, dass die TRE-Elemente, wie
bisher vermutet wurde, Retrotransposons sind (vgl. 4.4).

e Es konnte untersucht werden, welche Bereiche der TRE-Elemente fur die
Retrotransposition notwendig sind. Dabei wurde unter anderem festgestellt, dass
das A-Modul nur als Promotor benotigt wird und durch einen anderen Promotor
(z. B. den Actin6-Promotor) ersetzt werden kann. Da gezeigt werden konnte, dass
mit dem C-Modul das 3'-Ende der TRE-Elemente essentiell fur die Retrotransposi-
tion ist, konnte die Vermutung untermauert werden werden, dass die TRE-Elemente
uber den TPRT-Mechanismus amplifiziert werden.
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Uber diese Arbeit hinaus kann mit dem etablierten Testsystem untersucht werden,
wie weit das C-Modul verklrzt werden kann, bis es seine Funktion nicht mehr er-
fullt. Dadurch konnte evtl. die Funktion der 3’-Enden von Non-LTR-Retrotrans-
posons besser verstanden werden.

Es konnte gezeigt werden, dass TRES-A-Elemente weniger aktiv sind, wenn sowohl
die RNA von ORF1, als auch die ORF1-Proteien nicht in cis vorliegen. Weiterhin
kann untersucht werden, ob TRE5-A°SR-Elemente mit ORF2-RNA und
ORF2-Proteinen incis mobiler sind als die bisher untersuchten
TRE5-APSR_Elemente (vgl. 4.4.4).

Wenn angenommen wird, dass die Zielerkennung der TRE-5A-Elemente durch die
Proteine von ORF1 vermittelt wird (Chung 2006), sollte untersucht werden, ob der
ORF1 eines TRE5-B-Elementes einem artifiziellen Element dieselbe Zielspezifitat
gibt. Sobald die Interaktionsdomanen der ORF1-Proteine mit einem
Pol llI-Transkriptionsfaktor bekannt sind, kann untersucht werden, wie sich Mutatio-
nen in diesem Bereich auf die Zielspezifitit und die Aktivitat des
TRE5-APSR_Elementes auswirken.

Mit diesem Testsystem kann die Zielspezifitdt der TRE5-A-Elemente untersucht
werden, indem viele mobilisierte Elemente inklusive der flankierenden Sequenzen
isoliert und sequenziert werden. Dadurch kann die Frequenz bestimmt werden, mit
der tRNA-Gene im Genom ,angesprungen werden (vgl. 4.5).

Mit diesem Testsystem kdnnen weitere Fragen, z. B. zu Uber die Expression der
TRE-Elemente beantwortet werden, in dem das TRE5-ABSR_Element in verschiede-
nen Knock-Out-Zellen mobilisiert wird. Durch Messung der Retrotranspositionsfre-
quenz dieses Elementes in den Zellen konnen schnell Erkenntnisse gewonnen
werden, ob die veranderten Gene in diesen Zellen einen Einfluss auf die Aktivitat
der TRE-Elemente haben. Da in Dictyostelium discoideum die meisten Knock-Out
Zellen Uber eine Blasticidin-Resistenz hergestellt werden, mit diesem Testsystem
TRE5-APSR_Elemente aber nur in Blasticidin-sensitiven Zellen untersucht werden
kobnnen, ware es dazu sinnvoll, die Blasticidin-Kasstette gegen eine
GFP-Expressionskassette auszutauschen. Anschliellend wirden nicht mehr Blasti-
cidin-resistente Klone gezahlt, sondern grun fluoreszierende Zellen. Dies hatte zu-
satzlich den Vorteil, dass solche Versuche in Echtzeit auswertbar waren und nicht
zu einen bestimmten Zeitpunkt (dem Zeitpunkt der Selektion). Eine ahnliche Modifi-
kation des artifiziellen L1-Elementes wurde bereits beschrieben (Ostertag 2000).
Folgende D. discoideum-Mutanten sind in diesem Zusammenhang interessant:
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e Die CbfA-Knock-Down-Zellen JH.D, da bereits bekannt ist, dass CbfA die
Retrotranspositionsfrequenz von TRES-A beeinflusst (Doktorarbeit Beck, diese
Daten sollten vorher allerdings verifiziert werden);

¢ die RNAi-inkompetenten Zellen Helf, RrpA, RrpB und RrpC (Martens 2002; Po-
pova 2006), da es Hinweise darauf gibt, dass TRE5-A-Transkripte in einigen
dieser Stamme zunehmen (Daten nicht gezeigt);

e Mutanten wie ku80 und dnapks™ (Hudson 2005), bei denen die Mdéglichkeit des
Non-Homologous-End-Joining unterbunden wurde, da zellulare DNA-
Reparatursysteme wahrscheinlich an einer erfolgreichen Retrotransposition mit-
wirken.

Einer gentherapeutischen Anwendung konnte ndher gekommen werden, indem das

TRE5-APSR_Element weiter modifiziert wird. Der Promotor kénnte gegen einen hu-

manen Promotor ausgetauscht werden und dieses Element zusammen mit einem

humanen Expressionsvektor fur das ORF2-Protein von TRE5-A in humane Zellen
transformiert werden. Es konnte auch versucht werden, Hybride aus dem

TRE5-APSR_Element und einem humanen L1-Element in humanen Zellen zu mobili-

sieren. Fur andere Non-LTR-Retrotransposons, wie z. B. das murine und das hu-

mane L1-Element, konnte bereits gezeigt werden, dass diese auch in heterologen

Systemen (z. B. humanen, murinen, Ratten- und CHO-Zellen) aktiv sind (Alisch

2006; Ostertag 2002).

Ebenso kann untersucht werden, ob und wie sich die Anzahl der A-Module eines

TRE5-ABSR_Elementes bei der Retrotransposition verandert, wie sich Hybride aus

TRE5- und TRE3-Elementen verhalten, sowie ob ein B-Modul auch Promotoraktivi-

tat besitzt und so der urspriungliche Promotor der TRE-Elemente sein konnte.

4.3 Vergleich der beiden Testsysteme

Mit der TRE-Falle und dem TRE5-APSR-Element stehen nun zwei sehr gute Testsysteme
zur Verflgung, mit denen Fragen zur Retrotransposition von TRE-Elementen beantwortet
werden konnen. Mit der TRE-Falle konnen verschiedene und modifizierte Integrationsziele
von allen mobilen Elementen in Dictyostelium discoideum untersucht werden. Mit dem
TRE5-APSR_Element steht ein Testsystem zur Verfligung, mit dem ein artifizielles
Retrotransposon modifiziert, auf Mobilitat getestet und anschliel3end inklusive der neuen
flankierenden Sequenzen aus dem Genom isoliert werden kann. Diese beiden Testsyste-
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me erganzen sich optimal bei der Untersuchung des Retrotranspositions-Mechanismus
von TRES-A-Elementen. Bei allen Vorteilen, die diese beiden Systeme bieten, gibt es auch
einige Schwierigkeiten.

So sind z. B. die DH1-Zellen, die fur die TRE-Falle bendtigt werden, schwieriger zu trans-
formieren und zu kultivieren, als andere D. discoideum-Zellen. Um Transpositionsfrequen-
zen vergleichen zu kdnnen, ist es wichtig, dass alle zu vergleichenden Transformanden
bis zu der Selektion gleich lange in Kultur waren und eine gleiche Teilungsrate besitzen.
Daher ist es notwendig, alle fur einen Versuch bendtigten Transformanden gleichzeitig und
aus den gleichen Zellen herzustellen. Des Weiteren ist es wichtig, darauf zu achten, dass
keine Sekundar-Klone entstehen.

Das TRE5-ABSR-Testsystem ist im Gegensatz zu der TRE-Falle einfacher zu Handhaben,
da das TRE5-APSR_-Element nur in die zu untersuchenden Zellen Transformiert werden
mufd. Der Nachteil, dass mit diesem System nur Blasticidin-sensitive Zellen untersucht
werden kdnnen, sollte in Zukunft durch ein TRE5-A®P-Element aufgehoben werden, bei
dem Zellen, in denen ein Retrotranspositionsereignis stattgefunden hat, GFP exprimieren.
Zur Zeit bereitet die Isolierung des mobilisierten Elementes vor dem Hintergrund der
uber 100 genomischen Master-Elemente Schwierigkeiten. Dies kdnnte aber durch weitere
Modifikationen bei der iPCR oder durch ein TRE5-A®SR-Element mit einem zusatzlichen
Bakterien-Promotor und einem Origin of replication geldst werden (vgl. 4.5).

FiUr eine auswertbare Statistik Uber alle untersuchten Retrotranspositionsereignisse ist es
bei beiden Testsystemen notwendig, mehrere Petrischalen von mehren unabhangigen
Klonen jedes Stammes zu untersuchen. Dadurch kommt schnell ein hoher Zeit- und
Materialaufwand zustande.

4.4 TRES-A-Integrationen im Vergleich zu
L1-Integrationen

Durch Aminosauresequenz-Homologien wurde vor dieser Arbeit vermutet, dass die
TRE5-A-Elemente Retrotransposons sind, die zu der Klasse der L1-Elemente gezahlt
werden (Feng 1996; Malik 1999).

Nachdem in dieser Arbeit bewiesen werden konnte, dass TRES5-A-Elemente tatsachlich
Retrotransposons sind, konnten durch weitere Versuche viele Integrationsmerkmale, die
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fur die L1-Elemente gezeigt wurden, auch bei der Integration von TRE5-A-Elementen
gefunden werden.

Mit Hilfe des TRE5-APSR-Elementes konnte gezeigt werden, dass bei TRE-Elementen das
3'-Ende fur die Mobilisierung essentiell ist. Dadurch wurde die Vermutung unterstutzt,
dass genau wie die L1-Elemente, auch die TRE5-A-Elemente uber den
TPRT-Mechanismus amplifiziert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Retrotranspositionsfrequenz ahnlich, wie bei
L1-Elementen eingeschrankt ist, wenn die ORF1-Proteine nicht in cis vorliegen. Bei den
untersuchten TRE-Integrationen wurden 5°-Verkurzungen, Zielsequenz-Verdopplungen
und -Deletionen, sowohl templated, als auch untemplated zusatzlich eingefugte Fil-
ler-DNA, wie auch einzelne zusatzliche Nukleotide gefunden. Bei vollstandigen Integratio-
nen bestanden diese Nukleotide, ahnlich wie bei L1-Integrationen, oftmals aus einem
Guanin.

Neben dem Unterschied in der Zielspezifitdt sind im Vergleich zu L1-Integrationen weder
bei den bereits im Genom vorhandenen TRE5-A-Elementen, noch bei den de novo
TRES5-A-Integrationen Inversionen der 5-Enden beobachtet worden. Diese treten bei
ca. 12-16% aller L1-Integrationen auf (Symer 2002). Wahrend fur das L1-Element gezeigt
wurde, dass sowohl ORF1, wie auch ORF2 in cis essentiell fir die Mobilitat sind (Alisch
2006; Wei 2001), besitzen die TRE5-A-Elemente wahrscheinlich nur eine cis-Praferenz fur
ihre beiden ORFs.

Auf die einzelnen Integrationsmerkmale wird in den folgenden Kapiteln naher eingegan-

gen.

4.4.1 Mikrohomologien und Zielsequenz-Deletionen

In dieser Arbeit wurden funf TRES5-A-Integrationen in der Umgebung des humanen
Met“"V-Gens, neun TRE5-A-Integrationen in der Umgebung des D. discoideum Glu-
SUP_Gens, sieben Integrationen in der Umgebung von r5S-Genen, drei Integrationen in der
Umgebung einer isolierten B-Box und zwei Integrationen in der Umgebung des
ValY°-Gens mit einer inaktivierten internen B-Box und einer zusatzlichen externen B-Box
in der TRE-Falle untersucht. Zusatzlich wurden acht Integrationen von TRE5-APSR_Ele-
menten untersucht. Von den insgesamt 34 untersuchten TRES5-A-Integrationen waren 27
mit einem vollstandigen Pol [lI-Gen assoziiert. Von diesen 27 TRE5-A-Integrationen zeig-
ten finf Integrationen in der TRE-Falle und ein TRE5-A®SR-Element einen kiirzeren Ab-
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stand zu dem Integrationsziel als erwartet. Dieser kurzere Abstand konnte durch Zielse-
quenz-Deletionen, die auch bei anderen Non-LTR-Retrotransposons beobachtet wurden
(Gilbert 2002; 2005; Symer 2002), erklart werden. Vier der funf Integrationen in der
TRE-Falle wurden auf Zielsequenz-Deletionen Uberpruft. Bei dem Klon #Uigi2C wurde
eine Deletion auf der 5'-Seite des integrierten TRE-Elementes von 6-8 bp (TTTTCA(AA))
und bei dem Klon #Uigi6A wurde eine Deletion von 5-7 bp (AAATT(AA)) beobachtet. Bei
den Klonen #Ui5S2x5B und #Ui5S2x3-31 wurden Deletionen von 469-471 bp bzw.
297-303 bp gefunden. Diese beiden Deletionen waren so grof3, dass die Integrationsziele
(r5S-Gen) auch deletiert wurden. Alle gefundenen Deletionen endeten an ihrem 3'-Ende
mit mehreren Adeninen. Daher konnte nicht entschieden werden, ob diese Basen auch
deletiert und durch die Poly-A-Anhange der integrierten TRE-Elemente neu erzeugt wur-
den.

TRE-Elemente  erzeugen normalerweise an den Integrationsorten Zielse-
quenz-Verdopplungen von ca. 11-19 bp. Da diese Bereiche bei den untersuchten Klonen
fehlen, mussten sie eigentlich zu der Lange der Deletion addiert werden.

Bei drei der vier untersuchten Klone konnten zwischen dem 5-Ende des integrierten
TRE-Elementes und der genomischen Ziel-DNA Mikrohomologien von 2-6 bp beobachtet
werden (#Uigi6A: AA; #Ui5S2x5B: CAA; #Ui5S2x3-31: AATCAA). Bei Klon #Uigi2C konnte
keine Mikrohomologie gefunden werden.

Die Integration des TRE5-A®SR-Elementes in Klon #Leu"**6, die einen Abstand von 28 bp
zu dem tRNA-Gen besal}, wurde nicht auf eine Zielsequenz-Deletion untersucht. Bei
dieser Integration konnte aber eine Mikrohomologie zwischen dem Integrationsort und
dem 5°-Ende des integrierten Elementes von 1 bp (A) beobachtet werden. Um diese
Integration auf Chromosom 6 auf eine vorhandene Zielsequenz-Deletion untersuchen zu
kénnen, misste dhnlich wie fiir Klon #Leu"**14 (vgl. 3.2.3) vorgegangen werden.

In einer vorausgegangenen Arbeit wurden 23 TRES-A-Integrationen in Umgebung des
Val’*°-Gens untersucht. Drei dieser Integrationen wiesen mit 27-43 bp einen klrzeren
Abstand zu dem tRNA-Gen auf, als erwartet wurde (Beck 2002). Diese Integrationen
wurden damals nicht auf Zielsequenzdeletionen untersucht. Es konnten im nachhinein
aber bei allen drei Klonen Mikrohomologien von 1-3 bp am Integrationsort festgestellt
werden (#49: T; #66: T; #86: CTA).

Somit wurden insgesamt bei sieben von acht Integrationen, bei denen eine Zielse-
quenz-Deletion vermutet oder nachgewiesen wurde, Mikrohomologien von 1 bp bis 6 bp
gefunden.

In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass Mikrohomologien bei der Integration von
Non-LTR-Retrotransposons eine entscheidende Rolle spielen. Ostertag und Kazazian
(2001b) konnten zeigen, dass Mikrohomologien von 1 bp bis 4 bp fir das Twin Priming
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und somit fur die Inversion der 5-Enden integrierter L1-Elemente verantwortlich sind.
Zingler et al. (2005), Symer et al (2002) und Martin et al. (2005) konnten zeigten, dass
Mikrohomologien von 1 bp bis 12 bp zwischen dem 3'-Ende der TSD und der Transpo-
son-cDNA fur die 5’-Verkurzung von L1-Elementen verantwortlich sind. Martin et al. disku-
tierten, dass diese Mikrohomologien nicht perfekt sein muissen, sondern auch Fehler
beinhalten durfen. Symer et al. (2002) und Gilbert et al. (2002; 2005) zeigten, dass die
Verknupfung der 5-Enden von L1-Elementen mit der Zielsequenz oftmals durch Mikroho-
mologien von 1 bp bis 3 bp vermittelt wird.

Sowohl Symer et al. als auch Gilbert et al. teilen sowohl die TSDs, wie auch die Zielse-
quenz-Deletionen jeweils in kurze und lange ein. Sie postulieren ahnliche Mechanismen,
wie die kurzen Zielsequenz-Deletionen und -Verdopplungen entstehen kénnen. Der zweite
Schnitt in der Ziel-DNA durch die Retrotransposon-Endonuklease (der zumindest bei L1
nicht so spezifisch ist, wie der Erste (Christensen 2005; Gilbert 2002)), und normalerweise
wenige bp rechts von dem ersten Schnitt stattfindet, kann demnach auch links von dem
ersten Schnitt stattfinden. Liegt der zweite Schnitt wenige Basenpaare rechts von dem
Ersten, entsteht eine kurze Zielsequenz-Verdopplung, liegt er einige bp links von dem
ersten Schnitt, entsteht eine kurze Zielsequenz-Deletionen. Der zweite Schnitt kann in
einigen Fallen aber auch bis zu mehreren kb von dem ersten Schnitt entfernt liegen, in
diesen Fallen bildet die Transposon-cDNA einen R-Loop und es entstehen grof3e Zielse-
quenz-Deletionen bzw. -Verdopplungen. Symer et al. diskutieren, dass der Ort des zwei-
ten Schnittes z. B. durch Mikrohomologien der Transposon-cDNA mit der Ziel-DNA festge-
legt werden kann. Christensen et al. (2005) postulieren, dass die Endonuklease von
L1-Elementen aus zwei Untereinheiten besteht. Die erste Untereinheit bindet demnach an
die Ziel-DNA und erzeugt dort einen Schnitt in dem unteren DNA-Strang. Die zweite
Untereinheit, die in der Regel rechts der ersten bindet, erzeugt den Schnitt in dem oberen
DNA-Strang.

Han et al. (2005) untersuchten Deletionen in der Zielsequenz, die durch Integrationen von
L1-Elementen verursacht wurden, indem sie die naturlichen L1-Integrationen im humanen
Genom und dem Chimpansen-Genom verglichen. Sie erklaren, dass Zielse-
quenz-Deletionen durch einen vorausgegangenen DNA-Doppelstrangbruch mit einem
3"-Uberhang erzeugt werden. Dieser 3’-Uberhang soll iber Mikrohomologien mit der
Transposon-cDNA hybridisieren.

Wenn die Zielsequenz-Deletionen bei der Integration von Retroelementen nach diesem
Schema ablaufen wirden, mussten sich bei den in dieser Arbeit gefundenen Zielse-
quenz-Deletionen zufillige Doppelstrangbriiche mit 3’-Uberhdngen oberhalb der unter-
suchten Integrationsstellen (z. B. in der TRE-Falle) vorgelegen haben, die durch die
TRE-Elemente repariert wurden. Sollten im Genom so viele Doppelstrangbriiche vorlie-
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gen, wurde dies flr ein ausserst instabiles Genom sprechen. Daher scheint die Erklarung
fur die Entstehung von Zielsequenz-Deletionen, die Symer et al. und Gilbert et al. vor-
schlagen, plausibler zu sein.

Chen et al. (2005) fassen in einem Review alle bisher veroffentlichten L1-abhangigen
Integrationen zusammen und ermitteln, dass bei ca. 10% aller L1-integrationen Deletionen
in der Zielsequenz entstehen. Die Frequenzen in den einzelnen Arbeiten schwankten stark
zwischen 1% und 50%. Einheitlich bei allen bisher gefundenen Integrationen, die Zielse-
quenz-Deletionen erzeugten ist eine 5 -Verkurzung der Retrotransposons.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei funf von 34 Integrationen (~15%) Deletionen der
Zielsequenz bei Integrationen von TRES-A-Retrotransposons beobachtet. Alle funf integ-
rierten TRE-Elemente waren ebenfalls 5 -verkirzt. Daher ist davon auszugehen, dass sich
TRE5-A-Retrotransposons in diesem Punkt ahnlich verhalten, wie L1-Elemente.
Deletionen der Zielsequenz, die durch Integrationen entstehen, sind auch bei weiteren
Retroelementen in anderen Organismen gefunden worden. So diskutieren z. B. Ye et al.
(2005), dass die sequenzspezifisch integrierenden R1-Elemente in D. melanogaster
Zielsequenz-Deletionen von 23 bp verursachen konnen, wahrend sie normalerweise TSDs
von 14 bp bei ihrer Integration erzeugen. Da aber sowohl die naturlichen Zielse-
quenz-Verdopplungen, wie auch die beobachteten Deletionen immer die gleiche Lange
besitzen, ist fraglich, ob dies Uber denselben Mechanismus, wie bei L1- und
TRE-Elementen geschieht.

4.4.2 Extra Nukleotide

Bei zwdlf von den 34 in dieser Arbeit untersuchten Integrationen und bei acht der 22
untersuchten Integrationen in der Umgebung des ValYA°-Gens aus der vorausgegangenen
Arbeit (Beck 2002) wurde ein zusatzliches Guanin am 5'-Ende des integrierten Transpo-
sons in die DNA integriert. Alle integrierten TRE-Elemente, bei denen ein zusatzliches
Guanin am 5°-Ende integriert wurde, waren vollstandig oder begannen in einem Bereich
von 25 bp um ihren vermuteten Transkriptionsstart (+1 oder +200 im A-Modul, bzw.
ca. 40 bp oberhalb des 3'-Endes des Actin6-Promotors). 17 dieser 20 Retrotransposons
begannen innerhalb der ersten sechs Basen des theoretischen Transkripitionsstartes.
Gilbert et al. (2005) haben bei Integrationen von L1-Elementen &hnliches gefunden und
diskutierten, dass diese Guanine durch weiterlaufen der Reversen Transkriptase (RT) in
das 7-Methyl Guanosin-Cap der Retrotransposon-RNA entstehen kdnnen.
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Bei mehreren Integrationen wurden entweder zusatzlich zu dem Guanin oder ohne das
Guanin weitere so genannte Filler-Nukleotide am 5°-Ende des TRE-Elementes integriert.
In einem Fall (#UiB-Box4-3) konnte gezeigt werden, dass in den 36 bp Filler-Nukleotiden
25 bp aus einem Bereich ca. 120 bp unterhalb der Integrationsstelle kopiert wurden.

In den untersuchten Stammen, in denen das tRNA-Gen in der TRE-Falle die umgekehrte
Orientierung des UMPS-Gens hatte, wurden die TRES-A-Retrotransposons in einen 15 bp
langen homopolymeren Thymidin-Stretch integriert. Bei allen drei tRNA-Genen sind Integ-
rationen beobachtet worden, bei denen dieser T-Stretch durch die Integration eines
TRE5-A-Elementes verlangert wurde. In Klon #UiB-Box1-5 wurde ein TRE5-A-Element in
einen homopolymeren Adenin-Stretch integriert. Dieser A-Stretch wurde durch die Integra-
tion ebenfalls verlangert. Ob dieses Phanomen durch die homopolymeren Zielregionen
entsteht, oder ob TRE-Elemente auch bei nicht homopolymeren Zielbereichen gleiche
Nukleotide als Filler-DNA einbauen, kann ebenso noch untersucht werden, wie die Mog-
lichkeit, ob auch Cytosin-, oder Guanin-Stretche verlangert oder erzeugt werden.

4.4.3 Unterschiede zwischen urspringlichen und
de novo-Integrationen

In mehreren Arbeiten (Gilbert 2002; Han 2005; Symer 2002) wurde festgestellt, dass sich
sowohl die Lange der Poly-A-Anhange, wie auch die durchschnittliche Lange der TSDs mit
dem Alter von integrierten Retrotransposons verkurzen. Demnach verkurzen sich die
Poly-A-Anhange wahrscheinlich durch ein Uberspringen (slippage) einzelner Nukleotide in
homopolymeren Stretchen durch die Polymerase bei der Zellteilung. Integrationen mit
langen Zielsequenz-Verdopplungen werden hingegen durch homologe Rekombination
haufig aus dem Genom entfernt. Um Uberprifen zu kdnnen, ob dies bei TRE-Elementen
ebenfalls der Fall ist, wurden die Langen der TSDs und der Poly-A-Anhange aller auf
Chromosom 2 integrierten TRE5-A-Elemente untersucht und mit denen der neu integrier-
ten Elemente aus dieser und der vorausgegangenen Arbeit verglichen. Die TSDs aller auf
Chromosom 2 gefundenen TRES-A-Elemente besallen eine Lange von 11-14 bp
(9=13,1 bp, n=14) wahrend die TSDs der de novo-Integrationen Langen von 12-20 bp
(@=15,9 bp, n=17) besalien. Die Poly-A-Anhange der TRE5-A-Elemente auf Chromo-
som 2 waren 9-24 bp lang (&=13,6 bp, n=14), wahrend die Poly-A-Anhdnge der
de novo-Integrationen mit 11-27 bp durchschnittlich ebenfalls 13,6 bp lang waren (n=17).
Wahrend bei den Langen der Poly-A-Anhange kein Unterschied festzustellen war, waren
die TSDs der de novo-Integrationen langer als die TSDs der alteren, chromosomalen
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Integrationen. Um genauere Aussagen treffen zu kénnen ob die durchschnittlichen Langen
der TSDs und Poly-A-Anhange mit dem Alter von Integrationen verklrzen, miussen alle
chromosomalen Integrationen und erheblich mehr de novo-Integrationen untersucht wer-
den.

4.4.4 cis und trans Praferenzen

Es wurden Versuche mit dem TRE5-APSR-Element durchgefiihrt, bei denen in den ORF1
des Elementes ein Stopp-Codon eingefligt wurde, bzw. der ORF1 komplett entfernt wurde.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von TRE-Elementen sowohl, beim
Fehlen der ORF1-mRNA, wie auch der ORF1-Proteine in cis jeweils etwa um den Fak-
tor 10 gemindert wird. In Versuchen, bei denen mehr ORF1-Protein in trans in den Zellen
vorlag, konnte keine Steigerung der Aktivitat der TRE5-ABSR-Elemente beobachtet werden.
Die aktiven TRE5-A.2-Elemente, wie auch das TRE5-ABSR—EIement, besitzen keinen
ORF2. Sie mussen die ORF2-Proteine in trans rekrutieren. Daher kann auch der ORF2
in cis nicht essentiell fur die Mobilitat der TRE-Elemente sein. Ob trotzdem eine
cis-Praferenz fir ORF2 vorliegt und ein TRE5-APSR-Element mit einem ORF2 in cis mobi-
ler ist, als die untersuchten TRE5—ABSR-EIemente, kann weiterhin untersucht werden.
Northerblot-Experimente zeigten, dass mindestens 10-mal Transkripte von TRE5-A.2
Elementen, als von TRE5-A.1-Elementen in D. discoideum-Zellen vorliegen (Daten nicht
gezeigt). Da aber ahnlich viele de novo-Integrationen in der TRE-Falle von beiden Ele-
menten gefunden wurden, kdnnte dies ein Hinweis flr eine cis-Praferenz von ORF2 sein.

Im Gegensatz zu den TRE-Elementen erhoht die Anwesenheit von ORF1 und ORF2 in cis
nicht nur die Aktivitat, sondern ist fur die Mobilisierung essentiell (Alisch 2006; Wei 2001)

4.5 Ungerichtete Integrationen

Mit der TRE-Falle konnen nur Integrationen, die sich in der Falle zwischen den beiden
Primern UMP20 und UMP21 befinden (~1.400 bp), untersucht werden. Da die Integratio-
nen der TRE5-APSR-Elemente mittels spezifischer tRNA-Gen Primer untersucht wurden,
kann mit beiden Systemen nicht ausgeschlossen werden, dass TRE-Elemente unspezi-
fisch Integrieren konnen. In dieser Arbeit konnte nur gezeigt werden, dass diese Elemente
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spezifisch ihr Ziel erkennen. Um festzustellen, wie viele TRE-Elemente an einer ,falschen”
Stelle in das Genom integrieren, mussen die flankierenden Sequenzen vieler
TRE5—ABSR-Integrationen tRNA-Gen-unabhangig untersucht werden. Da sich dies in dieser
Arbeit mittels iPCR als sehr schwierig (bzw. nicht mdglich) herausgestellt hat, gibt es
mehrere Maoglichkeiten zur Modifizierung des Testsystems. Zum einen kann die iPCR
weiter modifiziert werden. Eine wahrscheinlich erfolgversprechendere Methode bietet eine
Weiterentwicklung des Testsystems von Moran et al. (1996) fir artifizielle L1-Elemente.
Dabei wird in die Kassette mit dem Resistenzgen und dem Intron ein kurzer Bakteri-
en-Promotor direkt vor das Resistenzgen und ein Origin of replication eingebracht (Gilbert
2002; Symer 2002). Durch das herausgespleif3te Intron kann zuerst auf Zellen selektioniert
werden, in denen ein Retrotranspositionsereignis des artifiziellen Elementes stattgefunden
hat. Von diesen Zellen wird genomische DNA isoliert, diese mit Restriktionsenzymen
geschnitten und religiert. Je nach Auswahl des Restriktionsenzyms entstehen so Plasmide
mit einem Origin of replication, der Resistenzkassette und dem transponierten Elemente
inklusive der neuen flankierenden Sequenzen. Diese kdnnen schnell in Bakterien vermehrt
und untersucht werden. Entscheidend bei dieser Weiterentwicklung ist, dass ein sehr
kurzer Bakterien-Promotor verwendet wird, der zwischen dem eigentlichen Promotor und
dem Resistenzgen platziert wird und der die Expression des Resistenz-Gens in den euka-
ryotischen Zellen nicht behindert.

Da in der vorliegenden Arbeit viele TRES-A-Integrationen in der TRE-Falle und des
TRE5-ABSR_Elementes untersucht wurden, von denen sich ausnahmslos alle in der richti-
gen Orientierung und dem erwarteten Abstand vor der Zielsequenz befanden, wird die
Frequenz, mit der TRE5-A-Elemente ungerichtet in das Genom integrieren, als sehr gering
eingestuft. Wenn die Zielspezifitat der TRES-A-Elemente in Zukunft fir eine humane
Gentherapie genutzt werden sollte, ist es wichtig, dass weitere Versuche genau zeigen,
wie gering die Frequenz einer ungerichteten Integration bei TRE5-A-Elementen ist.

4.6 Abstande zwischen der A-und B-Box

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Integrationen von TRE-Elementen Uber
die Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Ill vermittelt werden. TFIIIC bindet dabei
mit den beiden flexiblen Bindedomanen tg und ta sowohl an die A-Box, wie auch an die
B-Box der tRNA-Gene (Geiduschek 2001). Bei den verschiedenen Dictyosteli-
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um-tRNA-Genen betragt der Abstand der beiden Promotorregionen zwischen 40 bp und
65 bp. Abstande zwischen 30 bp und 60 bp entsprechen der optimalen Lange fur die
Pol llI-Transkription. Durch Ausloopen, Biegen und Entwinden der DNA kann TFIIIC
sowohl an die A-Box, wie auch die B-Box binden (Baker 1987).

TFIIC TFHIC

Abbildung 4.6.1: TFIIIC-Bindung an unterschiedlich langen tRNA-Genen

Schematisch dargestellt ist die Bindung von TFIIIC an A) einem kurzen und B) einem langen tRNA-Gen. Es
besteht die Mdglichkeit, dass die DNA bei langen tRNA-Genen zwischen der A- und der B-Box gebogen,
entwunden und teilweise auch ausgeloopt sein kann.

Die Untersuchungen der de novo-Integrationen haben gezeigt, dass der Integrationsab-
stand zu der A-Box 55+2 bp betragt, wahrend der Abstand zu der B-Box je nach
tRNA-Gen zwischen 98 bp und 111 bp variierte. Dies korreliert mit den naturlich im Genom
integrierten TRE5-A-Elementen. Wie erwartet ist daher davon auszugehen, dass der
Integrationsort von ca. 50 bp oberhalb des tRNA-Gens durch die Lage der A-Box bestimmt
wird. Dies ist in Abbildung 4.6.1 schematisch dargestellt.

4.7 Integrationen an isolierten B-Boxen

Der Abstand der TRES5-A-Integrationen oberhalb einer isolierten B-Box in der TRE-Falle
lag bei ca. 100-110 bp. Der Integrationsabstand der TRE5-APSR-Elemente zu der isolierten
B-Box auf dem Palindrom lag zwischen 114 bp und 127 bp. Dieser stark variierende
Abstand lasst sich durch das Fehlen der A-Box erklaren, die wahrscheinlich den genauen
Integrationsabstand der TRE-Elemente zu den tRNA-Genen bestimmt (vgl. 4.6).

Die isolierte B-Box auf dem Palindrom ist erst durch die Integrationen der
TRE5-APSR-Elemente gefunden worden. Aufgrund der gefundenen Integrationen, ist davon
auszugehen, dass TFIIIC an diese B-Box bindet.

In dieser Arbeit sind jeweils vier chromosomale TRE5-ABSR-Integrationen oberhalb von
tRNA-Genen und vier Integrationen oberhalb der B-Box auf dem Palindrom gefunden
worden. Diese B-Box besitzt eine perfekte Homologie zu den internen B-Boxen von
D discoideum-tRNA-Genen, aul3erhalb dieser B-Box ist jedoch keine Homologie zu einem
tRNA-Gen zu erkennen. Wenn diese B-Box keine Funktion hatte, ware ihre Struktur im
Laufe der Evolution wahrscheinlich nicht erhalten geblieben. Ob diese B-Box eventuell
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eine Rolle bei der Replikation des Palindroms spielt oder welche andere Funktion sie
haben kdnnte, ist nicht bekannt.

Auffallig ist jedoch, dass vier Integrationen an der isolierten B-Box auf dem Palindrom,
jedoch keine Integration in der Umgebung des r5S-Gens auf dem Palindrom gefunden
wurde. Ob dies mit der geringen Anzahl von acht untersuchten Integrationen zusammen
hangt, oder ob dies ein Hinweis auf eine sehr starke TFIIIC-Bindung an dieser B-Box auf
dem Palindrom ist, muf® durch weitere Versuche geklart werden.

Die Integrationen auf dem Palindrom zeigen, dass TRE-Elemente dort integrieren konnen.
Wahrend Integrationen dort naturlicherweise eventuell einen Selektionsnachteil fur die
Zelle darstellen konnen, wurde in diesen Versuchen auf Zellen mit einem Retrotranspositi-
onsereignis selektioniert. Daher geben diese Integrationen keinen Aufschluss dartber, ob
TRE-Elemente naturlicherweise durch homologe Rekombinationen wieder von den
Palindromen entfernt werden, oder ob solche Palindrome durch stetige Neubildung von
Palindrome ohne Integrationen so stark verdunnt werden, dass sie verloren gehen
(vgl. 4.1.3).

4.8 TRE-Integrationen benotigen TFIIIC

Zum einen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl das Val’*°-Gen, wie auch
das GIuS"’-Gen keine Integrationsziele fiir TRE-Elemente darstellen, wenn ihre B-Boxen
so mutiert wurden, dass TFIIIC nicht mehr an diese tRNA-Gene bindet. Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass eine isolierte B-Box, bei der vermutet wird, dass TFIIIC an
diese bindet, ein orthodoxes Integrationsziel fir TRE-Elemente darstellt.

Die Mdglichkeit, dass die TRE-Elemente die Sequenz der B-Box direkt erkennen, kann
durch zwei erhaltene Erkenntnisse ausgeschlossen werden. Zum einen wurde auch das
r5S-Gen, welches keine Sequenzhomologie zu tRNA-Genen oder der B-Box besitzt, als
orthodoxes Integrationsziel erkannt. Zum anderen liegt die B-Box ca. 100 bp von der
Integrationsstelle entfernt. Da fir die Retrotransposition der TPRT-Mechanismus ange-
nommen wird, wird der Integrationsort durch den Ort bestimmt, an dem die Endonuklease
die Ziel-DNA schneidet. Es gibt Retrotransposon-Endonukleasen, welche die DNA bis zu
40 bp unterhalb ihrer Bindedomane schneiden (Christensen 2005; Wah 1997; Yang 1999).
Die Endonuklease der TRE5-A-Elemente gehort aber zu den apurinisch/apyrimidinischen
Endonukleasen (APE). Diese Endonukleasen schneiden die DNA direkt an ihrer Bindestel-
le (Christensen 2005; Cost 1998). Daher ist auszuschlielen, dass eine Mutation einer
einzelnen Base in einem Abstand von ca. 100 bp zur Integrationsstelle Auswirkungen auf
die Integrationen hatte.
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4.9 Transposons in der Gentherapie

Ein Problem in der Gentherapie ist, dass die meisten Transfersysteme die therapeutischen
Gene nicht stabil in das Genom des Empfangers integrieren und diese Gene somit nicht
auf Dauer exprimiert werden kdonnen. Da Transposons ihre DNA stabil in das Genom
integrieren, gibt es verschiedene Uberlegungen, Transposons fiir die Gentherapie zu
nutzen (Carlson 2005; Soifer 2004). Wahrend Carlson et al. ein therapeutisches Gen
durch die ITRs und die Transposase des DNA-Transposons ,Sleeping Beauty“ mobilisie-
ren, haben Soifer et al. einen Hybridvektor mit einem Adenovirus und einem L1-Element
hergestellt (vgl. 1.6). Das Adenovirus bringt das L1-Element in die Zelle. Das L1-Element,
welches zusatzlich fir das therapeutische Gen kodiert, kann von dort aus in das Genom
der Wirtszelle integrieren. Ein grol3es Problem dabei ist weiterhin die unspezifische Integ-
ration der L1-Elemente. Soifer et al. publizierten, dass die Zielsequenz fir L1-Elemente
(5°-TTTT/AA-3") ofter in nicht kodierenden Bereichen, als in kodierenden Bereichen vor-
kommt. Da aber gezeigt wurde, dass mehrere L1-Integrationen fir menschliche Krankhei-
ten verantwortlich sind (Chen 2005), ist dies keine Zielspezifitat, die flr eine Integration in
unkritische DNA-Bereiche ausreichend ist.

Kénnten Hybride aus L1- und TRES5-A-Elementen hergestellt werden, die in humanen
Zellen oberhalb von Pol lll-Genen in sichere Bereiche des Genoms integrieren, dann
konnte mit solchen Elementen eine Gentherapie sicherer durchgefuhrt werden. Soifer et al
gehen weder auf die Problematik, dass Adenoviren eine starke Immunabwehr im Koérper
auslésen konnen, noch auf die Problematik dass Non-LTR-Retrotransposons bei der
Integration oft 5°-verklirzt werden naher ein. Sie sehen eher eine zusatzliche Sicherheit
der integrierten Elemente durch die 5 -Verklrzung, da so oftmals die Promotoren wahrend
der Transposition verloren gehen und die meisten neu integrierten Retrotransposons so
nicht mehr mobil sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die TRE-Elemente auch mit einem
nicht-internen Promotor (Actin6-Promotor) mobil sind. Wirde ein solcher Promotor ver-
wendet, konnten nur integrierte Kopien mobil sein, die hinter einem starken
Pol II-Promotor in das Genom integriert wurden. Dies kann oberhalb von Pol llI-Genen
praktisch ausgeschlossen werden. Da aber die weitaus meisten Integrationen sowohl von
L1- wie auch von TRE-Elementen 5°-verkurzt sind (Gilbert 2002; Symer 2002 und Daten
aus dieser Arbeit), stellt dies ein groReres Problem dar.
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4.10 Ausblick

Aufbauend auf die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bieten sich weitere Untersu-
chungen an.

e Die wichtigste Fragestellung, welche TRE5-A-Proteine mit welchen Untereinheiten
der Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Ill interagieren, wird zur Zeit im
Rahmen einer weiteren Promotion untersucht.

e Da bisher bereits drei unabhangige tRNA-Gene als Integrationsziele in der
TRE-Falle mit sehr ahnlichen Ergebnissen untersucht wurden und weiterhin gezeigt
wurde, dass auch eine isolierte B-Box ein Integrationsziel darstellt, scheinen weite-
re Experimente in diesem Kontext nicht notwendig zu sein.

e Nachdem durch die vorhandene Genomsequenz von D. discoideum auch die Kon-
sensussequenz der A-Box in dieser Arbeit erstellt wurde, kdnnen nun analog zu
den bereits untersuchten B-Box-Mutanten auch A-Box-Mutanten von tRNA-Genen
hergestellt und untersucht werden.

e Durch Gelshift-Versuche sollte nachgewiesen werden, dass TFIIIC tatsachlich an
eine isolierte B-Box binden kann.

e Es sollte mittels Gelshift und Suppressor-tRNA-Aktivitdtsmessung genauer unter-
sucht werden, wie eine externe B-Box eine inaktive, interne B-Box ersetzen kann.

e Es kann uUberprift werden, ob TFIIIC an eine isolierte A-Box bindet und ob diese
dann auch ein Ziel fir TRE-Elemente darstellt. Da die C56G-mutierten tRNA-Gene,
die eine intakte A-Box besitzen, aber weder TFIIIC-Bindung zeigen, noch ein Integ-
rationsziel fur TRE-Elemente darstellen, scheint dies eher unwahrscheinlich.

e Es sollte bei den Integrationen, bei denen Zielsequenz-Deletionen nur vermutet
wurden, diese durch Sequenzierungen nachgewiesen werden. Des Weiteren kon-
nen alle naturlichen Integrationen, die naher als erwartet vor einem tRNA-Gen in-
tegriert sind, auf vorhandene Zielsequenz-Verdopplungen untersucht werden, um
dadurch einen weiteren Hinweis auf die Anzahl von Zielsequenz-Deletionen bei na-
turlich integrierten TRE-Elementen zu erhalten.

Die weiteren Maoglichkeiten bezuglich des TRE5-APSR-Elementes sind in Kapitel 4.2
ausfuhrlich beschrieben.
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5 Zusammenfassung

TRE5-A-Elemente sind Non-LTR-Retrotransposons aus dem zellularen Schleimpilz
Dictyostelium discoideum, die zur Klasse der L1-Retrotransposons gehoren. Die Beson-
derheit der TRE-Elemente liegt darin, dass sie orientierungsspezifisch ca. 50 bp oberhalb
von tRNA-Genen in das Genom integrieren. Die Daten in dieser Arbeit zur Untersuchung
des spezifischen Transpositions-Mechanismus basieren im Wesentlichen auf zwei Test-
systemen. Zum einen wurde mit der TRE-Falle auf ein bereits bestehendes Testsystem
zuruckgegriffen, welches speziell darauf abzielt, die Integration von natirlicherweise
aktiven TREs an einem definierten Ort zu untersuchen. Zum anderen wurde mit dem
TRES5-APSR_Element ein neues Testsystem zur Untersuchung von mobilen Elementen in
D. discoideum-Zellen etabliert. Mit Hilfe dieses Testsystems konnte in dieser Arbeit zum
ersten Mal das ca. 15 Jahre alte, lediglich auf Proteinhomologien basierende Postulat,
dass TRES5-A-Elemente Retrotransposons sind, experimentell bewiesen werden.

Es konnten mehrere typische Integrationsmerkmale, die bei dem gut untersuchten huma-
nen L1-Element gefunden wurden, auch bei TRE5-A-Integrationen nachgewiesen werden.
Zu diesen Eigenschaften zahlen unter anderem haufige 5°-Verkurzungen der Elemente,
variable Zielsequenz-Verdopplungen, durch Mikrohomologien verursachte Zielse-
quenz-Deletionen, zusatzlich eingeflgte Nukleotide und cis-Praferenzen sowohl fur das
Vorhandensein der ORF1-mRNA, wie auch der ORF1-Proteine. Des Weiteren konnte die
Vermutung erhartet werden, dass die TRE5-A-Elemente ebenso wie die L1-Elemente
durch den TPRT-Mechanismus amplifiziert werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass die 5-UTR der TRES5-A-Elemente nur als interner Promotor bendtigt wird und durch
einen anderen Promotor ersetzt werden kann.

In dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die spezifische Integration
dieser Elemente oberhalb von tRNA-Genen nicht Uber eine sequenzspezifische Erken-
nung der DNA, sondern Uber Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren der
RNA-Polymerase Ill vermittelt wird. Der genaue Integrationsort wird dabei durch die Lage
der A-Box innerhalb des tRNA-Gens bestimmt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass mit
einem humanen tRNA-Gen auch heterologe tRNA-Gene ein Integrationsziel fir
TRE5-A-Elemente darstellen kdnnen.

In dieser Arbeit konnten somit Grundlagen gelegt werden, mit deren Hilfe versucht werden
kann, ein TRES-A-Element so zu modifizieren, dass es in humanen Zellen gerichtet in
sichere Bereiche oberhalb von tRNA-Genen integriert. Ein solches Element kénnte einen
wertvollen Beitrag zur Konzeption neuer Gentherapie-Vektoren leisten.
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7 Anhang

7.1 Abklirzungen

Abkiirzung

B-ME
5-FO
A

Ac
APE
Bdp
bp

Brf

C
CbfA
cDNA
CIP
CPRG
DDT
DGLT
DIRS
DMSO
DNA
dNTP
DR
Ds
dsDNA
DTT
EDTA
EN
Fa.

G

g
GFP
h

HC

IN
iPCR
IPTG
ITR
kb
kDa
LINE
LTR

Mb
MES
min
mol

Ausschrift

-Mercaptoethanol

5-Fluoroorotat

Adenin

activator

apurinisch/apyrimidinische Endonuklease

B double prime (Untereinheit von TFIIIB)
Basenpaar(e)

TFIIB related factor (Untereinheit von TFIIIB)
Cytosin

C-modul binding factor

comlplementary DNA (komplementare DNA)
calf intestinal alkaline phosphatase
Chlorophenolrot-R-Dgalaktopyranosid
Dictyostelium DNA transposon
Dictyostelium gypsy like transposon
Dictyostelium intermediate repeat sequence
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtripohosphat (A, C, G oder T)
direct repeat

dissociation

double stranded DNA (doppelstrangige DNA)
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Endonuklease

Firma

Guanin

Erdbeschleunigung oder Gramm

green fluorescent protein

Stunde

Histidin-Cystein-Motiv (Zinkfinger-Sequenz)
Integrase

inverse PCR
Isopropyl-pB-D-Thiogalaktopyranosid
inverted terminal repeat

Kilobase(n)

Kilodalton

long interspersed nuclear element

long terminal Repeat

molar

Megabase(n)

Morpholinethansulfonsaure

Minuten

Mol (6,022x10% Einheiten)
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NLS
ORF
PAGE
PBS
PCR
PEG

PIC
Pol
Pos.
PPT
PR

RNA
RNase
RNP
rpm
rRNA
RT

SDS
SINE
ssDNA

Tam3
TBP
TeA
TCA
Tdd
TE
TF
TPRT
TR
TRE
tRNA
TSD
Ty

UTR
VLP

XCFF
X-Gal

beliebige Base (A, C, G oder T)

Anzahl

nuclear localisation signal (Kernlokalisierungssignal)
open reading frame (offener Leserahmen)
Polyacrylamid Gelelektrophorese

primer binding site

polymerese chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Polyethylenglykol

Konzentration des Wasserstoffes (potentia Hydrogenii)
Praintegrationskomplex

RNA-Polymerase

Position

poly purine tract (poly-Purin-Region)

Protease

Purin Base (A oder G)

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Ribonukleinpartikel

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
ribosomale RNA

Reverse Transkriptase oder Raumtemperatur
Sekunde(n)

Sodiumdodecylsulfat

short interspersed nuclear element

single stranded DNA (einzelstrangige DNA)
Thymin

transposon Antirrhinum majus

TATA-Box binding factor (Untereinheit von TFIIIB)
transposon Caenorhabditis elegans
Trichloressigsaure

transposon in Dictyostelium discoideum
transposables Element

Transkriptionsfaktor

target-primed reverse transcription

Transposase

tRNA-gene-associated Retroelement

transfer RNA

target site duplication

transposon yeast

unit (Einheit) oder Uracil

untranslated region (nicht translatierter Bereich)
Volt

virus like particle

Xylencyanol FF
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
Pyrimidin Base (C oder T)
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7.3 Synthetische Oligonukleotide

Alle fur Klonierungen, Mutagenesen und Sequenzierungen verwendeten Oligonukleotide
wurden in Auftragssynthese von der Firma MWG hergestellt.

7.3.1 Oligonukleotide, die in TRE-Elementen binden

Name Sequenz (5 —3")

neo6 GGGTCGACAGATCGAAAAAAAACAAACAACAACAAC

neo? AAAAGCTTTTCCCAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTI

neo9 TTGAAGCTTGAATTTTGAATGTATTATTACTTTTG

Rep48.2 GAATTGGATAACGCAATTATT

Rep54.1 CCTGGGAACCCAAGTTAATCAG

Rep83 GAGATCTAGCATCTCAAGGAGAAG

Rep83rev CTTCTCCTTGAGATGCTAGATCTC

Rep84 CTAACCCCTCTTTTAGAGACCCTG

Rep85 GAAAATTTTGCTACGCAAAATTCTC

Rep87 TTTTATAGTTTTATTTGGGGTAGATTTT

Rep94 GACAAAGACCCTAGCGATGGTTGATTTGTTTC

Rep102 GGGTACCTTTTTTTTTTGAATTGGATAACGCAATTATTATTTG
Rep104 CGTCTGGTTCGTGATTGATGTTTATGAC

Rep106 CCAACCAGAGTACTTGGAAGGCCTGAGG

Rep112 CACGCACCAATTGATAAAACAGG

Rep113 GAGATGTTTAGGAAGTTCTATTGC

Rep114 CAAGGATCCAACACCATCCAATC

Rep115 GTTAGAAGTGCTGCGTCCAGC

Rep116 GGAAGCTTAAAATGAAAATCACAAACAACACCACAAATATTAAG
Rep117 AAGCTTCTTATTGTGTTTTTCTTTATAGTTTTATTTGGGGTAG
Rep118 CATTATCCCACCAATCACCTCC

TRE3C 3'Seq AAACCGTTTAACAAACACCGCCG

TRE3C.1 CCAAGACAATATTCAGATCATGAAGG

TRE3C.2 GCTGCTGGGGTTTGCCAGG
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7.3.2 Oligonukleotide, die im Blasticidin-Gen binden

Name

BSR 3'Seq

BSR 5'seq
BSR04 (mut-bgl)
BSR05

BSR06

BSRO7 (mut SD)
BSR08

BSR09

BSR10

Sequenz (5" —3")

GTGTAGGGAGTTGATTTCAGACTATGCACC
CGTACGAATTGCCGCTCCCAC
CCTTACCTTTTTTTTAATTATAGTGTTGAGAAATGTTAAATTGATCC
GGAATTCGGCTGCAGGTCGACGGATCCTC

AAAGCTTAAAGCTTTTTATTAATTTCGGGTATATTTGAGTGG

CTACTTCTACTAATTCTAGATCTAAAGCTTTTAATATTAAAAAAG
CGCTACTTCTACTAATTCTAGATCTTGTTG
CTCATTCCACTCAAATATACCCG

CCTGCAGCCGAATTCCCCG

7.3.3 Oligonukleotide, die in tRNA-Genen oder im 5S-Gen bin-

den

Name

5SrDNAO01
5SrDNA02
5SrDNA03
Asp(GUC)rev
Glu1

Glu2T
GluC56G
GIuC61A
GluG53T
Gly(GCC)rev
hMetCAU-for
hMetCAU-rev
Leu(UAA)rev
Lys(UUU)rev
ValAAC-for
ValAAC-rev
ValUAC-back
ValUAC-C57G
ValUAC-C62A
ValUAC-exB 44 2
ValUAC-for
ValUAC-G53T
ValUAC-Sup
ValUAC-Term

Sequenz (5" —3)

GGGAATTCGTATACGGCCATACTAGGTTG
GGGAATAAATAAAGTATACAGCACCC
CCAACCAGAGTACTTGGAAGGC
CCCTGTCCGGGAATTGAACCC
GGAATTCTCCTCATTGGTGTAGTCGGTAACAC
GGAATTCTAATTTTGGTCGGAATAAAAACCTCC
CCATTCGGGAATCCAACCCGAGGTACC
CCCCATTCGGTAATCGAACCCGAGGTACC
CCATTCGGGAATCGAAACCGAGGTACCAG
GTATGCTGGGAATCGAACCC
GGGGAATTCAGCAGAGTGGCGCAGCGG
GGGGAATTCAAAAAAAAAAAGGACCTAGCAGAGGATGG
GCAAGAGGCGAGATTCGAACTC
CCAAAGGGGGGCTCGAACCC
GGATGGTGTAGTCGGTTATCACG
CAGAGCGGGAATCGAACCCACGAC
GGGAATTCTGATCCGACCGAGGATCG
CCGAGGATCCAACTCGAGACCTGTTG
GATCCGACCGATGATCGAACTCGAGACC
GTTTTTTAATTTCAATTGATTCGAACCTGCGACTCGGATCAGAATTCTGATCC
GGGAATTCGGTCGGATGGTGTAGTCGG
CCGAGGATCGAAATCGAGACCTGTTG
CGAGACCTGTTGCGTTAGAAGCAACCGTG
CACTATTTCGGATCCGAATTCGTAAAAAGATATGATCCGACCG
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7.3.4 Oligonukleotide, die im UMPS-Gen binden

Name

UMP1
UMP2
UMP20
UMP21
UMP22

Sequenz (5 —3")

TCGATTTTAAAGATTGGTTT
GGTCTGAAAGTCATTCG
CACCACCATTGTTAGCAGCAATTGCAGAGATGATG
CCTGCGACACCATGTACGGTGACCATGACTGCCC
CTGTTTCAAGTACACTTGCACC

7.3.5 Sonstige Oligonukleotide

Name

Chr3Leu1

Lac seq neu
lacZ (amber) 1
lacZ (amber) 2
neo3

neo3.1

RSP

s17i-05
s17i-06
s17i-07
s17i-08

SP

Sequenz (5 —3)

GTAGGATCTTACAAATTTTTTGGGG
GGGACGACGACAGTATCGGC
CAACGTCGTGACTGGTAGAACCCTGGCGTTACC
GGTAACGCCAGGGTTCTACCAGTCACGACGTTG
CCAATGCATCCTGTGACGGAAGATCACTTC
GGACTAGTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTG
CGGATAACAATTTCACACAGG
GAAACAAGATTGCTGGTTTCTGTACCC
GTTGTATCTCTTTTGGTCAACGACGTG
GAATTCCCAACCAAGATCTGTAAGTTTTAATATTAAAAAAG
CCTTTTTTTTAATTATAGAGATCTACGTCGTTGACC
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC

7.4 Vektoren und Plasmide

7.4.1 Kommerzielle Ausgangsvektoren

pDXA-3H
pGEM®-7Zf(-)

pGEM®-T

D. discoideum Expressionsvektor, Amp,, Neo,, Ddp2-ori, Actin15-Promotor, Hiss-
Tag (C-terminal) (Manstein 1995)

E. coli Klonierungsvektor (2998 bp), Amp, f1 ori, SP6-Promotor,T7-Promotor,
lacZ (Fa. Promega)

E. coli Klonierungsvektor (3001 bp), Amp,, f1 ori, SP6-Promotor, T7-Promotor,
lacZ, (Fa. Promega)
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7.4.2 Hergestellte Vektorkonstrukte mit Insert

pGEM-UMPS
(pV)

pGEM-UMPS-Int
(pUi)

pGEM-UMPS-Int-Val(UAC)
(pUiv)

pGEM-UMPS-Int-Val(UAC)i
(pUivi)

pUivi53

pUivi56

pUivi61

pUiviS

pUiviex-B

pUivi56ex-B

pUiB-Box

pUig

(1.1170) (pGEM-T[pyr5-6]) PCR Fragment mit den Primern
LUMP 1“ und ,UMP 2“ (pyr5-6) (1820 bp) an ,pDU3B“ in
pGEMe-T kloniert. Das UMPS-Gen hat die Orientierung des
T7-Promotors (Beck 2002).

(1.1549) (pGEM-T[pyr5-6 (cbfAi,)]) Das cbfA-Intron als Kpn I-
Fragment (414 bp) in Kpn | vom UMPS-Gen in ,pU* kloniert -
das cbfA-Intron hat dieselbe Orientierung wie das UMPS-Gen
(Beck 2002).

(1.1364) (pGEM-T[pyr5-6(cbfAi,1) (Val UAC))]) Die kodierende
Sequenz des Val(UAC)-Gens in Orientierung des UMPS-Gens
als EcoR I-Fragment in eingefiigte EcoR I-Site des cbfA Intron
von ,pUi“ kloniert (Beck 2002).

(1.1365) (pGEM-T[pyr5-6(cbfA;,) (Val UAC)i)]) Die kodierende
Sequenz des Val(UAC)-Gens in entgegengesetzter Orientie-
rung des UMPS-Gens als EcoR I-Fragment in eingefugte
EcoR I-Site des cbfA Intron von ,pUi“ kloniert (Beck 2002).
(1.1365)

(1.1899) Punktmutation (G gegen T) im Val(UAC)-Gen an
Position 53 von ,pUivi“ durch Einzelstrangmutagenese mit dem
Primer ,ValUAC-G53T".

(1.1840) Punktmutation (C gegen G) im Val(UAC)-Gen an
Position 56 von ,pUivi“ durch Einzelstrangmutagenese mit dem
Primer ,ValUAC-C57G*".

(1.1898) Punktmutation (C gegen A) im Val(UAC)-Gen an
Position 61 von ,pUivi“ durch Einzelstrangmutagenese mit dem
Primer ,ValUAC-C62A".

(1.1895) Anticodon (UAC) gegen Suppressions-Codon (UAG)
im Val(UAC)-Gen an Position 34-36“ von ,pUivi“ durch Ein-
zelstrangmutagenese mit dem Primer ,ValUAC-Sup“ ausge-
tauscht

(1.1862) Externe B-Box 44 bp hinter Val(UAC)-Gen in ,pUivi*
durch Einzelstrangmutagenese mit dem Primer ,ValU-
AC ex-B 44 2“ eingeflgt.

(1.1742) B-Box 44 bp hinter Val(UAC)-Gen in ,pUivi56“ durch
Einzelstrangmutagenese mit dem Primer ,ValUAC ex-B 44 2°
eingefigt.

(1.1829) B-Box im cbfA-Intron durch Einzelstrangmutagenese
mit dem Primer ,ValUAC ex-B 44 2 in ,pUi“ eingefligt. Die
Position und Orientierung der B-Box entspricht der ex-B-Box
im ,pUivi ex-B*.

(1.1772) Die kodierende Sequenz des Glu (GAA)-Gens mit
Terminator und amber-Supressions-Anticodon als
PCR-Produkt mit den Primern ,Glu1“ und ,Glu2T* an
L,PGTET BSR+1(amber)* (Winckler 2001) in den Vektor
pGEM®T zwischenkloniert und als EcoR I-Fragment in Orien-
tierung des UMPS-Gens, in eingefligte EcoR I-Site des cbfA
Intron von ,pUi“ kloniert.
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pUigi

pUigi53

pUigi56

pUigi61

pUi5S

pUi5Si

pUiht

pVal(UAC)1

pDd Gal 17-A15P

pDd-Gal-A15P(amber)

pB3

pORF+BSR

pGEM_7Zf(-) BSR

(1.1705) Die kodierende Sequenz des Glu (GAA)-Gens mit
Terminator und amber-Supressions-Anticodon als
PCR-Produkt mit den Primern ,Glu1“ und ,Glu2T* an
,PGTET BSR(amber) in den Vektor pGEM®T zwischenkloniert
und als EcoR I-Fragment in entgegengesetzter Orientierung
des UMPS-Gens, in eingefligte EcoR I-Site des cbfA Intron
von ,pUi“ kloniert.

(1.1881) Punktmutation (G gegen C) im Glu (GAA)-Gen an
Position 53 von ,pUigi® durch Einzelstrangmutagenese mit
dem Primer ,Glu-G53C*.

(1.1743) Punktmutation (C gegen G) im Glu (GAA)-Gen an
Position 56 von ,pUigi“ durch Einzelstrangmutagenese mit
dem Primer ,Glu-C56G".

(1.1741) Punktmutation (C gegen A) im Glu (GAA)-Gen an
Position 61 von ,pUigi“ durch Einzelstrangmutagenese mit
dem Primer ,Glu-C61A*.

(1.1629) Die kodierende Sequenz des ribosomalen 5S-Gens
als PCR-Produkt mit den Primern ,5S rDNA-01“ und
»9S rDNA-02¢ an ,pUd5S* (Hofmann 1993) in den Vektor
pGEM®T zwischenkloniert und als EcoR I-Fragment in Orien-
tierung des UMPS-Gens, in eingefligte EcoR I-Site des cbfA
Intron von ,pUi“ kloniert.

(1.1628) Die kodierende Sequenz des ribosomalen 5S-Gens
als PCR-Produkt mit den Primern ,5S rDNA-01“ und
.93 rDNA-02“ an ,pUd5S“ (Hofmann 1993) in den Vektor
pGEM®T zwischenkloniert und als EcoR I-Fragment in entge-
gengesetzter Orientierung des UMPS-Gens, in eingefiigte
EcoR I-Site des cbfA Intron von ,pUi“ kloniert.

(1.1630) Die kodierende Sequenz des humanen Met (CAU)-
Gens als PCR-Produkt mit den Primern ,hMetCAU-for* und
-,AMetCAU-rev* an ,pXltimet* (Waldschmidt 1988) in den
Vektor pGEM®T zwischenkloniert und als EcoR I-Fragment in
entgegengesetzter Orientierung des UMPS-Gens, in eingefilig-
te EcoR I-Site des cbfA Intron von ,pUi“ kloniert.

(1.0210) Komplettes Val(UAC)-Gen mit genomischen flankie-
renden Sequenzen in pUC19 (Bukenberger 1991).

(1.1842) Dictyostelium discoideum LacZ-Expressionsvektor mit
G418-Resistenzkassette und A15 Promotor als Xbal/Bgl Il
aus “pBT10Act15BKH” vor LacZ-Gen in pDd Gal 17 (Harwood
1990) kloniert (von Jeff Williams).

(1.1720) Amber-Stopp-Codon durch Doppelstrangmutagense
mit den Primern ,LacZ amber 1“ und ,LacZ amber 2 an LacZ
Aminoséaureposition 17 in ,pDd Gal 17-A15P* eingefligt.

(1.0820) Der Vektor enthalt ein genomisches Sau3A-Fragment
aus AX3. Das Fragment beinhaltet ein TRE5-A.1-Element
ohne A-Modul und ein komplettes TRES5-A.3-Element
(Marschalek 1992b).

(1.1045) Plasmid enthalt BSR-Kassette als Hind IlI-Fragment
(P. Morandini, M. Scienza unveroffentlicht).

(1.1233) Blasticin-Resistenzkassette mit A15-Promotor und
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PGEMs17(5/6)7+8

pGEM-7Zf(-)-BSR s17int

pGEM_BSR 5-6

pGEM_BSR int 5-6

pGEM_BSR 5-6 cmr

pGEM_BSR int 5-6 cmr

pGEM_A-BSR

pGEM_A-BSRi

pGEM_A-BSR-C

pGEM_A-BSRi-C

pGEM_A-ORF1-BSRi-C

pGEM_A-ORF1(I10*)-BSRi-C

A8-Terminator als Hind lll-Fragment aus ,pORF+BSR* in
-,PGEM_7 Zf(-)“ kloniert. Das Blasticidin-Gen besitzt an Amino-
saureposition 10 eine singlecopy-Bgl Il Schnittstelle.

(1.1688) s17-Gen mit Intron als PCR-Produkt mit den Primern
»317-05% und ,S17-06“ an AX2-gDNA in den Vektor pGEM®T
ligiert, Bglll -Sites durch Einzelstrangmutagenese mit den
Primern ,S17-07¢ und ,S17-08“ direkt vor und hinter dem
Intron eingefugt.

(nur Minilysat) s17-Intron aus ,pGEMs17(5/6)7+8“ mit Bgl Il in
entgegengesetzter Orientierung der Blasticidinresistenzkasset-
te, in Bgl 1I-Site der Blasticidinresistenz von
-,PGEM_7Zf(-) BSR® kloniert. Die durch die Klonierung ent-
standene 2. Bgl lI-Site in der Blasticidinresistenz wurde durch
Einzelstrangmutagenese mit dem Primer ,BSR04“ wieder
entfernt.

(1.1737) Das Blasticidin-Gen mit A15-Promotor als
PCR-Produkt mit den Primern ,BSR05“ und ,BSR06“ an
LPGEM-7Zf(-)-BSR” in den Vektor pGEM®T ligiert.

(1.1774) Das Blasticidin-Gen mit A15-Promotor als
PCR-Produkt mit den Primern ,BSR05“ und ,BSR06“ an
,PGEM-7Zf(-)-BSR s17int” in den Vektor pGEM®T ligiert.

(nur Minilysat) Chloramphenicol-Resistenz als PCR-Produkt
mit den Primern neo3 und neo3.1 an ,pBD-Gal4Cam” (Fa.
Stratagene) in den Vektor pGEM®T zwischenkloniert und mit
Nsi | und Spe | in pPGEM_BSR 5-6 kloniert.

(nur Minilysat) Chloramphenicol-Resistenz als PCR-Produkt
mit den Primern neo3 und neo3.1 an ,pBD-Gal4dCam” (Fa.
Stratagene) in den Vektor pGEM®T zwischenkloniert und mit
Nsi | und Spe | in pPGEM_BSR int 5-6 kloniert.

(nur Minilysat) Komplettes A-Modul von TRE5-A als
PCR-Fragment mit den Primern ,neo6” und ,neo7* an ,pB3“ in
den Vektor pGEM®T zwischenkloniert und als
Sal | / Hind lll-Fragment in ,oGEM_BSR 5-6 cmr” kloniert.

(nur Minilysat) Komplettes A-Modul von TRE5-A als
PCR-Fragment mit den Primern ,neo6“ und ,neo7* an ,pB3“ in
den Vektor pGEM®T zwischenkloniert und als
Sal | / Hind lll-Fragment in ,pGEM_BSR int 5-6 cmr* kloniert.

(1.1723) C-Modul von TRES5-A als EcoR |/ BamH I-Fragment
aus ,Puc 9#17“ (Geier 1996) in pPGEM_A-BSR kloniert.

(1.1778) C-Modul von TRE5-A als EcoR |/ BamH I-Fragment
aus ,Puc 9#17“ (Geier 1996) in pGEM_A-BSRi kloniert.

(1.1885) Kompletter TRE5.A-ORF 1 (1354 bp) in Orientierung
des A-Moduls mit Hind III hinter A-Modul in ,pGEM_A-BSRi-C*
kloniert.

(1.1715) TAA-Stopp-Codon durch Einzelstrangmutagenese mit
dem Primer ,ORF Stopp“ an Aminosaureposition 10 in ORF1
von ,pGEM_A-ORF1-BSRi-C* eingefiigt.
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pGEM_A-ORF1-BSRi-C SD

pGEM_A-ORF1-BSRi-A8T

pGEM_7Zf(-)-A6P

pGEM_A6P-ORF1-BSRi-C

pISAR

pDXA HC-ORF1

pGEMasORF

(1.1791) Splice-Donor-Site in ,pGEM_A-ORF1-BSRi-C* durch
Einzelstrangmutagenese mit dem Primer ,BSRO7“ zerstort.

(1.1739) A8-Terminator als EcoR I/ Hind Ill-Fragment aus
pA6Ptlac.1 (Dingermann 1992) in pGEM-7Zf(-) zwischenklo-
niert und als Xho I / BamH I-Fragment in
,PGEM_A-ORF1-BSRi-C* kloniert. Das C-Modul wurde dabei
entfernt.

(1.1891) A6-Promotor mit Xba | aus ,pDNeo2“ (Witke 1987) in
LPGEM_7Zf(-)* kloniert (5"-Ende des Promotors auf der SP-
Seite)

(1.1727) A6-Promotor mit Sph I/ Hind Il aus
L,PGEM_7Zf(-)-A6P* in ,p,GEM_A-ORF1-BSRi-C* kloniert. Das
A-Modul wurde dabei entfernt. Der A6-Promotor wurde so
kloniert, dass die beiden ATGs aus dem Promotor in frame mit
dem ATG aus ORF1 liegen.

(1.1339) Dictyostelium discoideum Expressionsvektor mit
G418-Resistenzkassette (Maniak 1989).

(1.1489) Dictyostelium discoideum TRES5-A-ORF1-Express-
ionsvektor mit G418-Resistenzkassette (Hentschel 2001a).

(1.1582) 3-Ende von TRE5-A als PCR-Fragment mit Primern
asORF01 und asORF02 an ,pB3“ in den Vektor pGEM®T
ligiert.
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