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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die sozialen Amdben

Die sozialen Amdben (Dictyostelia), oder zelluliren Schleimpilze, gehoren gemeinsam mit den
Myxogastria und den Protostelia zur Gruppe der Mycetozoa, welche durch ihren Lebenszyklus
charakterisiert sind (Fiore-Donno et al. 2010). Dieser Lebenszyklus teilt sich in zwei Phasen: Zum
einen findet man die Mycetozoa als amdboide Zellen, zum anderen haben sie die Mdglichkeit zur
Differenzierung zu Sporentragenden Fruchtkérpern. Mycetozoa bilden eine eigene Gruppe innerhalb
der Amoebozoa, einer Supergruppe, zu denen Pseudopodien-bildende amoboide Eukaryoten gehoren
(Cavalier-Smith 1998; Adl et al. 2012) und die eine Schwestergruppe der Pilze und Tiere darstellt. Die
Erstbeschreibung von Dictyostelium discoideum (Raper 1935) erfolgte einige Jahrzehnte nach der
Entdeckung der sozialen Amoben. Als erste Spezies wurde 1869 Dictyostelium mucoroides isoliert
(Brefeld 1869). Lange Zeit war die genaue phylogenetische Zugehorigkeit der Dictyostelia unklar, da
sie aufgrund morphologischer Charakteristika sowohl Merkmale von Pilzen als auch von Protozoen
aufweisen (Raper und Rahn 1984). Neuere phylogenetische Untersuchungen zeigten jedoch eindeutig,
dass D. discoideum der Supergruppe der Amoebozoa angehort, die kurz vor der Supergruppe der
Opisthokonta (Tiere und Pflanzen) abgezweigt ist, etwa zur selben Zeit oder kurz nach den hoheren

Pflanzen (Abbildung 1) (Glockner und Noegel 2013; Schilde und Schaap 2013).

S. cerevisiae
S.pombe  Neurospora

Dictyostelium

discoideum Mensch

Fische Moskito

Mais
Reis
Ciona

Arabidopsis
Drosophila
Caenorhabditis

Griine Algen
elegans

Leishmania
Malariaerreger

Giardia

Archaea

Abb. 1: Phylogenetische Stellung der sozialen Amében.
Die sozialen Amdben sind phylogenetisch zwischen den Pflanzen und den Pilzen positioniert.
Der Stammbaum beruht auf einem Vergleich von 5279 orthologen Proteinclustern der 17
Eukaryoten, welcher auf Daten von 159 Proteinclustern aus 6 Archaeen-Proteomen wurzelt
(Eichinger et al. 2005).
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Der Lebenszyklus der sozialen Amdben, am Beispiel von Dictyostelium discoideum, ist
gekennzeichnet durch eine Unterteilung in eine vegetative, einzellige Phase und die Ausbildung
multizelluldrer Fruchtkdrper bei Nahrungsmangel (Abbildung 2). Die Bezeichnung ,,soziale Amdben*
stammt in diesem Zusammenhang von dem Umstand, dass die Zellen einer Population wéhrend der
Aggregation und Ausbildung der Fruchtkorper kooperieren, um einen vielzelligen Fruchtkdrper zu
bilden, welcher fiir die Gesamtheit der Population von grolem Nutzen fiir die Verteilung von Sporen
ist (Kessin et al. 1996; Kuzdzal-Fick et al. 2007; Li und Purugganan 2011).

Als Nahrung dienen den im Waldboden lebenden amdoboiden Zellen Bakterien- und Hefezellen,
welche durch Phagozytose aufgenommen werden. Die Fortbewegung der 9-13 um grolen Zellen
geschieht durch die Ausbildung von Pseudopodien, welche durch das Cytoskelett gebildet werden
(Bonner et al. 1969; Ashworth und Watts 1970).

Solange ein ausreichendes Nahrungsangebot vorhanden ist, durchlaufen die vegetativen Zellen
mitotische Zellteilungen, die ca. drei bis vier Stunden dauern (Bonner 1959). Sobald ein
Nahrungsmangel auftritt, beginnen die Zellen zu polarisieren und pulsierend extrazelluldre Lockstoffe
zu sezernieren, welche von den umgebenden Zellen chemotaktisch wahrgenommen werden. Diese
Zellen beginnen ebenfalls den Lockstoff pulsierend auszuschiitten, wodurch sich das Signal weiter
verstarkt (Goldbeter 2006). Die Art des sezernierten Lockstoffs variiert innerhalb der Dictyostelia
(Asghar et al. 2012). Dictyostelium discoideum verwendet, wie auch weitere Arten der sozialen
Amoben, zyklisches Adenosinmonophophat (cAMP) (Burdine und Clarke 1995). Die Sezernierung
und Perzeption des cAMPs durch D. discoideum bewirkt ein Wandern (engl.: ,,streaming “) der Zellen
zum Aggregationszentrum und zur Bildung eines Pseudoplasmodiums im Aggregationszentrum,
welches aus bis zu 100.000 Einzelzellen bestehen kann. Die Einzelzellen behalten dabei ihre Integritét,
weshalb es sich nicht um ein echtes Plasmodium handelt. Das Pseudoplasmodium kann nun in ein
motiles ,,s/lug“-Stadium iibergehen. Geschiitzt durch eine extrazellulire Matrix nimmt der ,,slug®
Umweltreize wie Temperatur, Licht, Feuchtigkeit, sowie chemische Gradienten wahr und reagiert
darauf (Bonner 1952; Freeze und Loomis 1977). Der ,slug” dient dazu, als Zwischenschritt des
Lebenszyklus der sozialen Amdben, eine geeignete Umgebung fiir die Entwicklung der Fruchtkorper
zu finden. Bereits in dieser Phase der Entwicklung findet eine Differenzierung in unterschiedliche
Zelltypen statt, wobei sich circa 20 % der Zellen zu Préstielzellen und rund 80 % zu Prasporenzellen
entwickeln (Bonner 1952).

Die Kulmination, die Bildung des Fruchtkorpers (Sorokarps), beginnt in Abhéngigkeit von
verschiedenen Umweltfaktoren (Kirsten et al. 2005) mit der Ausbildung des sogenannten ,,mexican
hat* (Raper und Fennell 1952). Diese Phase ist charakterisiert durch die Abflachung des
Pseudoplasmodiums und der Migration der Préstielzellen zum Zentrum. Anschliefend beginnen die
Préstielzellen mit der Bildung des Stiels (Dormann et al. 1996). Durch die Migration der Pristielzellen
zum sich bildenden Stiel und die Auflagerung von Zellulose-Winden wichst dieser und wird

gleichzeitig stabilisiert. Die Prastielzellen vakuolisieren und sterben wihrend dieses Prozesses (Raper
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und Fennell 1952; Uchikawa et al. 2011). Schon wéhrend der Bildung des Stiels beginnen die
Priasporenzellen an der Spitze mit der Differenzierung zu Sporen, welche sich durch die Bildung einer
extrazelluldren Schutzschicht aus Cellulose und Proteinen auszeichnet (Dormann et al. 1996; West
2003). Nach der Bildung des Stiels und der Sporen ist die Entwicklung des Fruchtkorpers
abgeschlossen. Die Sporen konnen anschlieBend, zum Beispiel durch Tiere oder Wasser, verbreitet
werden und sich unter giinstigen Umweltbedingungen erneut zu solitdren Amdben entwickeln (Cotter
et al. 1992; Li und Purugganan 2011). Des Weiteren ist bekannt, dass auch sexuelle Zyklen durch die
Bildung von Makrozysten mdglich sind (Abbildung 2) (Kessin 2001).
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Abb.2: Lebenszyklus der sozialen Amobe Dictyostelium discoideum.
Modifiziert nach Romeralo et al. 2012. (Mikroskopische Aufnahme: Mark Grimson & Lary
Blanton, Electron Microscopy Laboratory, Department of Biological Sciences, Texas Tech
University).

1.1.2 Phylogenie innerhalb der Dictyostelia

Zunidchst wurden die Spezies der Dictyostelia anhand morphologischer Merkmale klassifiziert,
Grundlage hierfir waren unterschiedliche Verzweigungstypen von Fruchtkorpern sowie die
Morphologie der Sporen (Raper und Rahn 1984) (Abbildung 3B). Durch die Sequenzierung der

18S-rDNA von iiber 100 Arten der Dictyostelia konnte ein Stammbaum errechnet werden, der zeigt,
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dass eine Einteilung der sozialen Amdben in 4 Gruppen moglich ist (Schaap et al. 2006) (Abbildung
3A). Der bekannteste Vertreter, Dictyostelium discoideum (Dd), gruppiert sich in der phylogenetisch
jingsten Gruppe 4 ein. Die weiteren Arten mit bisher komplett sequenzierten Genomen sind:
Dictyostelium purpureum  (Gruppe 4; Dp),  Polysphondylium pallidum  (Gruppe 2; Pp)  und
Dictyostelium fasciculatum (Gruppe 1; Df) (Eichinger et al. 2005; Heidel et al. 2011; Sucgang et al.
2011).
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Abb. 3: Phylogenie der sozialen Amdben.

B (A) Stammbaum der sozialen Amdben,
D. discoideum 6 basierend auf rDNA-Sequenzen (Schaap et
>

<A al. 2006). Die sozialen Amoben kdénnen

Aggregat Fruchtkorper

danach in 4 Gruppen -eingeteilt werden.
Spezies mit komplett sequenzierten Genomen
P. pallidum sind rot markiert.

(B) Beispiele unterschiedlicher Frucht-
kérpermorphologien in  den jeweiligen
Gruppen der sozialen Amoben. Modifiziert
nach Heidel et al. 2011.

D. fasciculatum
—
LA
Solitdre Amében

Durch phylogenetische Untersuchungen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass der gemeinsame
letzte Vorfahre dieser Arten vor mindestens 600 bis 1000 Mio. Jahren existierte. Damit sind die
Dictyostelia evolutiondr &lter als die GefdBpflanzen (Tracheophyta) und die vielzelligen Tiere

(Metazoa) (Rubinstein et al. 2010; Heidel et al. 2011).
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1.1.3 Die Genome der sozialen Amoben

Durch die Sequenzierung kompletter Genome verschiedener Arten der Dictyostelia (vgl. 1.1.2.) war es
moglich, Riickschliisse auf die individuelle Evolution der einzelnen Genome zu zichen (Tabelle 1).
Betrachtet man die Genome global, dann fillt auf, dass trotz der grofSen evolutiondren Abstinde
zwischen den vier Arten nur marginale GroBenunterschiede der Genome vorliegen. Sie variieren
unbedeutend zwischen 33 und 35 Mb (Eichinger et al. 2005; Heidel et al. 2011; Sucgang et al. 2011).
Weitaus groBer sind die Unterschiede des A/T-Gehalts der Genome, welcher zwischen 66,2 % bei
D. fasciculatum und bis zu 77,6 % bei D. discoideum schwankt.

Ein weiteres Merkmal von D. discoideum, D. fasciculatum und P. pallidum ist das Vorhandensein von
extrachromosomalen Palindromen, welche aus zwei gespiegelten Armen bestehen. Auf diesen liegen
Kopien der Gene fiir die ribosomalen RNAs (Eichinger et al. 2005; Heidel et al. 2011). Die
Palindrome kommen im Zellkern in groBer Kopienzahl vor, der Mechanismus ihrer Replikation und
Verteilung wihrend der Zellteilung ist allerdings ungeklért (Sucgang et al. 2003). Eine Besonderheit
von D. discodeum zeigte sich bei der Untersuchung der Telomerbereiche. Diese bestehen aus
Bruchstiicken von palindromischen rDNA-Einheiten (Eichinger et al. 2005), was im starken Kontrast
zu den Telomeren von D. fasciculatum und P pallidum steht. Diese bestehen aus normalen
eukaryotischen Telomermotiven , die sie fiir die Stabilisierung ihrer Chromosomenenden bendtigen.
Unterschiede gibt es auch bei der Struktur der Centromerregionen. Wihrend die Centromere von Dd
und Df aus Clustern von DIRS-Elementen bestehen, einem Retrotransposon, konnten solche
Strukturen bei Pp nicht nachgewiesen werden (Heidel ef al. 2011).

Das gesamte codierende Potential der einzelnen Genome schwankt nur gering, berechnet wurden
zwischen 12.000 bis 13.000 codierende Sequenzen (CDS) fiir die jeweiligen Arten (Heidel et al. 2011;
Sucgang et al. 2011). Damit besitzen die sozialen Amdben rund doppelt so viele Gene wie
Saccharomyces cerevisiae und halb so viele Gene wie der Mensch (Goffeau ef al. 1996; Lander ef al.
2001). Die Gene haben eine durchschnittliche Lange von 1,6 kb und besitzen nur wenige Introns.
Entsprechend der geringen Grofle der Genome und der vorhergesagten Anzahl von Genen ergibt sich
bei allen Arten eine hohe Gendichte mit geringen intergenischen Abstdnden. Im Durchschnitt liegen
zwischen zwei benachbarten Genen lediglich 1 kb nicht-codierender Sequenz (Heidel et al. 2011).

Des Weiteren zeigte sich, dass vor allem Gene, die fiir basale Zellfunktionen codieren, stark
konserviert sind und in allen Arten Orthologe nachweisbar sind. Das betrifft vor allem Gene, die am
primédren Zellmetabolismus, der Bildung des Zytoskeletts und intrazelluléren Signalprozessen beteiligt
sind. Vermutet wird des Weiteren, dass viele Gene nicht als Orthologe identifiziert werden konnen, da
der evolutiondre Abstand zwischen den Arten so grof} ist, dass die Akkumulation von Mutationen eine
gemeinsame Zuordnung verhindert (Heidel ez al. 2011).

Durch die Analyse von Syntenie-Regionen konnte auch gezeigt werden, dass es im Lauf der Zeit viele
Genomumstrukturierungen gegeben haben muss. So konnten nur 1079 benachbarte Gene gefunden

werden, die im Vergleich zwischen D. discoideum, D. fasciculatum und P. pallidum ihre Nachbarschaft
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behalten haben, was weniger als 10 % der gesamten Protein-codierenden Sequenzen entspricht (Heidel
et al. 2011). Dies spricht fiir eine starke Dynamik wéhrend der individuellen Genomevolution.

Eine weitere Besonderheit des Genoms von D. discoideum ist der groBe Anteil von mobilen
genetischen Elementen. Wéhrend rund 10 % der genomischen DNA von Dd auf mobile genetische
Elemente zuriickzufiihren ist, sind die Anteile dieser Elemente in den Genomen von Df, Dp und Pp um
ein vielfaches geringer (Heidel et al. 2011). Bekannt ist, dass repetitive DNA einen groBen Einfluss
auf die Dynamik der Genomentwicklung hat. Ein Hinweis auf die dadurch entstehende
Genomplastizitdt ergibt sich beim Blick auf die Anzahl der tRNA-Gene in den jeweiligen Genomen.
Es zeigte sich, dass sich die Anzahl der tRNA-Gene offensichtlich von Gruppe 1 zu Gruppe 4
verdoppelt hat (Abbildung 3). Zu vermuten ist, dass die Expansion der mobilen genetischen Elemente
im Genom von D. discoideum mit verantwortlich fiir diese Unterschiede ist (Eichinger et al. 2005;

Heidel et al. 2011).

Tab. 1: Charakteristische Merkmale der Genome unterschiedlicher Arten sozialer Amoben.
(Eichinger et al. 2005; Heidel et al. 2011; Sucgang et al. 2011).

D. discoideum D. purpureum P. pallidum D. fasciculatum

Genomgrofie [Mb] 35 33 33 31
Anzahl Chromosomen 6 n.d. 7 6
globaler A/T-Gehalt [%] 77,6 75,5 68 66,2
A/T-Gehalt in CDS 72,6 n.d. 63,8 63,2
Grofie Palindromarm [Kkb] 45 n.d. 15 28
Anzahl vorhergesagte CDS 13.433 12.410 12.373 12.173
Durchschnittliche Genléinge [bp] 1579 1760 1552 1672
Gendichte [CDS pro Mb] 396 376 375 392
durchschnittlicher Genabstand [bp] ~1000 ~900 ~1100 ~900
Anzahl tRNA-Gene 418 353 273 198

Aus diesen Daten ldsst sich ableiten, dass die Genome der sozialen Amdben insgesamt durchaus
vergleichbar sind, dass jedoch eine grole Genomplastizitét existiert, welche, bedingt durch die groflen
evolutiondren Distanzen, allerdings nicht erstaunt. D. discoideum, als am besten untersuchte Art,
scheint jedoch im Vergleich mit Spezies der Gruppe 1 (Dictyostelium fasciculatum) und der Gruppe 2
(Polysphondylium pallidum) einige Charakteristika aufzuweisen, die nach jetzigem Wissensstand als

uncharakteristisch fiir die Gesamtheit der sozialen Amoben einzuordnen sind.
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1.2 Mobile genetische Elemente

Als Barbara McClintock in den 1940er Jahren des letzten Jahrhunderts reversible Verfarbungen von
Maiskornern beschrieb und zum ersten Mal die Existenz ,,mobiler DNA postulierte (McClintock
1948), war noch nicht absehbar, welchen Einfluss diese Elemente (TE: transposable Elemente) auf
verschiedenste genetische Prozesse in vielen Organismen haben.

Mit der Bezeichnung ,selfish-*“ oder ,junk-“DNA zeigt sich der Stellenwert, den man mobilen
genetischen Elementen eine lange Zeit gab (Orgel und Crick 1980). Zunichst wurden diese nur als
genomische Parasiten betrachtet, die dem Wirt keine Vorteile verschaffen. Erst im Lauf der Zeit und
vor allem mit dem FEinsatz moderner molekularbiologischer Methoden, allen voran den neuen
Hochdurchsatz-Sequenziermethoden (,,Next-generation sequencing), die es ermdglichten die
Biologie dieser Elemente besser zu verstehen, wurde immer deutlicher, dass transposable DNA einen
groBBen Einfluss auf die Evolution, Speziation und Organisation von Genomen hat (Kazazian 2004;
Cordaux und Batzer 2009; Chenais et al. 2012; Sun et al. 2012). Zudem konnten in letzter Zeit auch
einige humane Krankheiten mit Integrationen von mobilen genetischen Elementen in Gene in
Verbindung gebracht werden (Hancks und Kazazian 2012; Kaer und Speek 2013).

Durch die vollstindige Sequenzierung der Genome verschiedenster Spezies wurde schnell
offensichtlich, dass mobile genetische Elemente teilweise betrdchtliche Anteile an der gesamten
genomischen DNA einnehmen kdnnen. So besteht z. B. die genomische DNA des Mais zu ca. 85 %
(Schnable et al. 2009), dass Genom der Maus zu ca. 37,5 % (Chinwalla et al. 2002) und das
menschliche Genom zu 46 % bis 65 % (Lander et al. 2001; de Koning et al. 2011) aus Sequenzen, die
mobilen genetischen Elementen zugeordnet werden konnen (Abbildung 4). Dabei scheint es auch eine
Abhéngigkeit der Genomgroflen von dem darin enthaltenen Anteil an mobilen genetischen Elementen
zu geben, denn vor allem extrem aufgebldhte Genome beinhalten sehr oft viele dieser Elemente
(Sun et al. 2012).

Anhand dieser Beispiele lasst sich bereits erkennen, dass die Beziehungen zwischen den Wirtszellen
und den mobilen genetischen Elementen, allein schon durch deren grofle Anteile an vielen Genomen,
sehr eng sind. So gibt es auf Seiten der Wirtszelle Mechanismen, um die ungehemmte Amplifikation
dieser Elemente zu unterdriicken, wie zum Beispiel die Eliminierung der RNA-Zwischenstufen durch
die RNA-Interferenz, oder die epigenetische, transkriptionelle Inaktivierung der genomischen Kopien
durch Methylierung (Buchon und Vaury 2006; Suzuki et al. 2007; Crichton et al. 2014). Mdoglich sind
auch ,repeat-induced point mutations* (RIP), bei der repetitive Sequenzen durch Punktmutationen so
verdndert werden, dass keine erfolgreiche Mobilisierung mehr mdglich ist (Attard et al. 2005). Ebenso
versuchen einige Transposons genomische ,,Nischen zu besetzen (Chalker und Sandmeyer 1992;
Marschalek et al. 1992), oder auch unterschiedliche entwicklungsabhingige Amplifikationsstrategien
zu nutzen, um sich der Wirtsabwehr zu entziehen (Cecco et al. 2013).

Heute bilden mobile genetische Elemente eine eigene Klasse innerhalb der repetitiven DNA-Elemente.

Zu diesen repetitiven Elementen zéhlen des Weiteren die Satelliten-DNA, zu denen die ,,short tandem
7
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repeats* sowie die Mini- und Mikrosatelliten zéhlen und ebenso Solo-LTR-Sequenzen, welche Relikte
fritherer Integrationen von Retroviren bzw. Retrotransposons darstellen (Charlesworth et al. 1994).

Generell konnen die mobilen genetischen Elemente in zwei grole Gruppen unterteilt werden. Die
Retrotransposons (Klasse 1) und die DNA-Transposons (Klasse II) (Wicker et al. 2007). Zugrunde
liegt dieser Unterteilung ein unterschiedlicher Transpositions-Mechanismus (Abbildung 5). Wéhrend
DNA-Transposons  mittels eines sogenannten ,cut and  paste”-Mechanismus  ohne
Amplifikationsschritt direkt mobilisiert werden, nutzen Retrotransposons einen ,,copy and paste*-
Mechanismus. Dabei wird iiber eine RNA-Zwischenstufe und einer anschlieBenden reversen

Transkription der RNA in doppelstringige DNA ein neues Element generiert.

|| LTR-Elemente

. Non-LTR-Elemente

Ll Nichtautonome Elemente
... DNA-Transposons

. Helitrons

. restliche DNA

Abb. 4: Anteile und Verteilung mobiler genetischer Elemente an Genomen verschiedener Spezies.
(Huang et al. 2012)

Somit unterscheiden sich beide Gruppen transposabler Elemente grundlegend darin, dass die
Kopienzahl bei der Mobilisierung von DNA-Transposons konstant bleibt, wohingegen
Retrotransposons mit jedem Sprungereignis amplifiziert werden (Abbildung 5). Eine Amplifikation
der DNA-Transposons ist daher nur durch Ereignisse mdglich, die auf Wirtszell-basierten
Reparaturmechanismen nach der Exzision des Retrotransposons, oder Sprungereignissen wahrend der
Zellteilung beruhen (Craig et al. 2002). Die Verhéltnisse von DNA-Transposons und Retrotransposons
schwanken teilweise erheblich zwischen verschiedenen, auch nahe verwandten, Spezies (Feschotte

und Pritham 2007).
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Die Gruppe der Retrotransposons wird in die LTR- (long terminal repeaf) und Non-LTR-
Retrotransposons unterteilt (Wicker et al. 2007). Die Non-LTR-Elemente werden Synonym auch als
LINE (engl. ,,long interspersed nuclear elements*) bezeichnet. Eine weitere Unterteilung der Non-
LTR-Retrotransposons erfolgt in autonome und nicht-autonome Elemente. Die nicht-autonomen
Elemente besitzen keine proteincodierenden offenen Leserahmen (ORFs), um eigenstindig zu
transponieren. Sie sind daher auf die Hilfe der Proteine autonomer Elemente angewiesen (7rans-
Mobilisierung). Das hédufigste humane, nicht-autonome Non-LTR-Retrotransposon ist das Alu-
Element, welches ca. 10 % des gesamten Genoms ausmacht (Lander ef al. 2001; Batzer und Deininger
2002). Das bekannteste humane autonome Retrotransposon, dass 6 kb grofe L1-Element, kommt in
etwa 500.000 Kopien im menschlichen Genom vor, was ungefédhr 17 % der gesamten genomischen
DNA entspricht (Singer et al. 1993; Lander et al. 2001). Allerdings sind offensichtlich nur rund 80 bis
100 Kopien aktiv, da die restlichen Elemente 5" deletiert und somit inaktiviert sind (Sassaman et al.
1997; Brouha et al. 2003). Sowohl DNA-Transposons, als auch LTR-Retrotransposons sowie die
Retroviren zeigen im Bereich der Integrase-/Transposasedomine starke Ahnlichkeiten (Capy et al.
1997). Das gemeinsame DD(35)E-Motiv hat als katalytische Triade eine essentielle Funktion, die
evolutiondr stark konserviert ist. Bereits der Austausch einer Aminosdure innerhalb des Motivs

inaktiviert das entsprechende mobile Element (Doak ef al. 1994; Vos et al. 1996; Lohe et al. 1997).

DNA-Transposons Non-LTR Retrotransposons LTR-Retrotransposons
4. Reverse
Transkription
3.Ribenucleoprotein- InVLP
3. Transposase Partikel (RNP)
<Z. Translation Qﬂan slation <ranslitiun

5. Reimport

/\_/\,V N\/\/ 4. Reimport M/\/ dsDNA + Integrase
RNP in Kern
Q Transkription 4. Exzision Q Transkription < Transkription
durch Transposase
— — — Donorelemente

5. Translokation
6. Integration 5. Reverse

Transkription [TPRT) +
Integration
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— G M NN~ Integrationsstelle
_— — — O Pt Integrations-
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— — — S +ieve”Integrations-
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Abb. 5: Charakteristische ,,L.ebenszyklen* der drei Klassen mobiler genetischer Elemente.
Wiéhrend die DNA-Transposons direkt mobilisiert werden und keine (direkte) Amplifizierung
erfahren wird bei den Retrotransposons iiber eine RNA-Zwischenstufe ein neues Element
erzeugt. Dabei unterscheiden sich beide Klassen von Retrotransposons durch den verwendeten
Mechanismus zur Erzeugung der cDNA (vgl. 1.3.1.1. und 1.3.2.1). RNA ist in Griin dargestellt.
TPRT: ,,Target-primed reverse transcription“; VLP: , Virus-like particle
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1.3 Retrotransposons

Zur Gruppe der Retrotransposons zdhlen alle mobilen genetischen Elemente, die im Zuge ihrer
Mobilisierung eine RNA als Zwischenstufe verwenden (Wicker et al. 2007). Charakteristisches
Merkmal dieser Gruppe ist daher die Nutzung einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase, der Reversen
Transkriptase (RT). Anhand konservierter Doménen der RT und strukturellen Unterschieden kdnnen
mehrere Gruppen von Retrotransposons unterschieden werden (Wicker et al. 2007; Eickbush und

Jamburuthugoda 2008).

Allgemeiner Aufbau

Non-LTR -{ =l IMM
Retrotransposons m RT - AAA

- pol

LTR-Retrotransposons m‘E
[ E-l PR IN
Typ: Tyl-Copia 999 H

)
=
g LTR-Retrotransposons pol

— =
g o = I v =
S
b= ICR
<] Tyrosin-Rekombinase — m‘ RT RH’:: =
i
g Retrotransposons > m| p— RH.E} ~
o ICR
ar

pol
LTR-Retrotransposons
oo i o I ™ =

Typ:Ty3-Gypsy

pol
Retroviren = mm RT RH“

Abb. 6: Struktureller Aufbau, Klassifizierung und Phylogenie der Retrotransposons.
Der Stammbaum wurde auf Basis der Ahnlichkeiten der jeweiligen Reversen Transkriptase-
Doménen errechnet. Markiert sind die beiden grolen Klassen der Retrotransposons.
Abkiirzungen: RT: Reverse Transkriptase; EN: Endonuklease; AP: Apurinische Endonuklease;
EN: Integrase; Uri: mobile Gruppe I-Intron dhnliche Endonuklease; YR: Tyrosin Rekombinase;
ICR: Interne komplementire Wiederholung; gag: Gruppenspezifisches Antigen; env: Hiillprotein;
RH: RNase-H-Doméne. Modifiziert nach Eickbush und Jamburuthugoda 2008.

Es wird davon ausgegangen, dass alle Retrotransposons einen gemeinsamen Vorginger haben, was mit
der starken Konservierung der RT-Doméne begriindet wird (Xiong und Eickbush 1990). Ein ebenfalls
verbreitetes Merkmal der Retrotransposons ist das Vorhandensein von terminalen
Sequenzwiederholungen (LTR, engl.: ,,long terminal repeats®). Lediglich die Gruppe der Non-LTR-
Retrotransposons verzichtet auf diese Sequenzduplikationen, hier findet sich ein vdllig anderer
Mechanismus der Transposition als bei den LTR-Retrotransposons (Luan et al. 1993). Die
Retrotranspositionsstrategie der LTR-Retrotransposons basiert dahingegen vollstindig auf der

modularen Struktur der LTRs. Beide Retrotransposon-Gruppen benétigen aber in funktioneller
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Hinsicht weitgehend identische Proteine fiir eine erfolgreiche Mobilisierung. Dazu z&hlt zum einen die
Reverse Transkriptase, welche die RNA-Zwischenstufe in eine doppelstringige DNA umschreibt. Des
Weiteren wird eine Endonuklease bendtigt, um die Ziel-DNA zu schneiden, sowie eine
Integraseaktivitit, um am Ende eine neue Retrotransposonkopie zu integrieren.

Die Retroviren zéhlen im engeren Sinn nicht zu den endogenen mobilen genetischen Elementen, da sie
durch den Erwerb eines ,,envelope“-Gens (env, dt.: ,Hiille*), welches sie dazu befdhigt die Wirtszellen
zu verlassen und andere Zellen zu infizieren, einen primir nicht auf die Wirtszelle beschrinkten
Mobilisierungsmechanismus verwenden (Malik 2000). Allerdings wurde nachgewiesen, dass die
Retroviren aus den LTR-Elementen hervorgegangen sind. Dadurch gleichen sie auch strukturell den
endogenen Retrotransposons und werden somit phylogenetisch zur Gruppe der Retrotransposons
gezdhlt (Xiong und Eickbush 1990). Zudem konnen Retroviren durch den Verlust der fiir die
extrazelluldren Verbreitung notwendigen Gene wieder zu obligat intrazelluldren mobilen genetischen

Elementen werden (Wicker et al. 2007).

1.3.1 LTR-Retrotransposons

Charakteristisches Merkmal dieser Gruppe mobiler genetischer Elemente ist das Vorhandensein von
terminalen Sequenzwiederholungen, den LTRs. Die GesamtgroB3e der Elemente variiert von wenigen
100 bp bis zu mehreren 1000 bp, wobei die meisten Elemente zwischen 4 und 10 kb groB3 sind. Die
LTRs der Retroelemente werden durch kurze, terminale, invertierte Wiederholungen begrenzt, die
meist mit dem Motiv 5-TG..CA-3" assoziiert sind (Boeke und Corces 1989). Die LTRs sind aus drei
Teilen zusammengesetzt, bestehend aus den Regionen U3-R-US5. Die U3-Region besitzt dabei sowohl
Enhancer- als auch Promotoraktivitidt (Arkhipova et al. 1986; Falzon und Kuff 1988; Boeke und
Corces 1989). Ein haufiges Merkmal von Retrotransposonintegrationen sind flankierende, meist
wenige Basenpaar lange, Zielsequenzduplikationen (TSD, engl.: ,,Target site duplication*), welche
auch Moglichkeiten zur automatischen Erkennung von LTR-Sequenzen bieten (Benachenhou et al.
2009). Die TSD entsteht wéihrend der Integration der neuen Retrotransposon-Kopie in die genomische
Ziel-DNA durch versetzte Schnitte der genomischen DNA und dem Auffiillen der Liicken nach
erfolgreicher Integration der Retrotransposon-Kopie durch zelleigene Reparaturmechanismen (Boeke
und Corces 1989). Nahezu alle autonomen Retrotransposons besitzen zwei ORFs, welche fiir das
Gruppenspezifische Antigen (gag; engl.: ,, Group specific antigen*) und ein Polyprotein (po/) codieren
(Havecker et al. 2004). Diese konnen in einem gemeinsamen oder in getrennten ORFs vorliegen.
Interessanterweise werden auch bei getrennten ORFs beide Gene als gemeinsame RNA transkribiert.
Die Translation geschieht durch Frameshifts des Ribosoms, also ein Wechsel wahrend der Translation
in einen anderen Leserahmen, oder durch das Uberlesen des Stoppcodons des gag-Gens (Wilhelm und
Wilhelm 2001; Gao 2003). Das gag-Gen codiert fiir die Proteine welche fiir die Bildung der
cytosolischen ,,Virus-like-particles (VLP; dt.: ,,Virus-dhnliche Partikel”) benétigt werden. In den
VLPs findet die reverse Transkription und somit die Bildung der doppelstrangigen DNA aus der

mRNA des Retroelements statt (siche Abbildung 5) (Eichinger und Boeke 1988). Die fiir die reverse
11
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Transkription und anschlieBende Integration bendtigten Proteine sind im po/-Gen codiert, welche aus
dem Polyprotein durch die Protease herausgeschnitten werden. Dazu zédhlen Doménen fiir die Protease
(PR), Endonuklease (EN), die Reverse Transkriptase (RT), die Ribonuklease-H (RH oder RNase-H)
sowie die Integraseaktivitit (IN) (Eickbush und Jamburuthugoda 2008). Betrichtliche Anteile von
LTR-Retrotransposons wurden vor allem in Pflanzengenomen gefunden (SanMiguel et al. 1996;
Bennetzen et al. 2005), sie kommen aber auch in geringerem Mal in S&ugetierzellen vor, dort vor
allem in Form von sogenannten endogenen Retroviren und Solo-LTRs. Rund 8 % des menschlichen

Genoms konnen auf LTR-Retroelemente zuriickgefiihrt werden (Lander et al. 2001).

1.3.1.1 Die Retrotransposition der LTR-Retrotransposons

Der Mechanismus der Retrotransposition wurde vor allem an dem LTR-Retrotransposon Tyl aus
Saccharomyces cerevisiae untersucht (Lauermann und Boeke 1997), kann aber auf die meisten LTR-
Retrotransposons iibertragen werden.

Die Retrotransposition der LTR-Elemente beginnt mit der Transkription der genomischen
Ausgangskopie durch die RNA-Polymerase-1I und der Erzeugung einer RNA, welche am Start der 5°-
R-Region beginnt und am Ende der 3'-R-Region terminiert (Abbildung 7A). Diese RNA wird in zwei
Kopien, gemeinsam mit den bendétigten Proteinen, in die Virus-dhnlichen Partikel gepackt.
AnschlieBend bindet eine zelleigene tRNA an die Primerbindestelle (PBS) des Transkripts und die
Reverse Transkriptase synthetisiert, mit Hilfe der tRNA als Primer, ein kurzes Stiick cDNA. Diese
besteht aus der 5'-U5- und R-Region (Abbildung 7B), welche als ,,Minus strand strong stop“-DNA
(-sssDNA) bezeichnet wird (Lauermann und Boeke 1997; Wilhelm und Wilhelm 2001). Die dazu
komplementire RNA wird wéhrenddessen durch die RNase-H-Aktivitit der RT degradiert (Abbildung
7C)(Champoux 1993). Nach dieser ersten Elongation transloziert die cDNA und bindet mit der R-
Region an den komplementiren Bereich der 3'-R-Region an die RNA-Matrize (Abbildung 7D). Dabei
kann entweder das gleiche RNA-Molekiil verwendet werden, oder es findet eine intermolekulare
Translokation der -sssDNA zu einem kompletten RNA-Strang statt. Davon hingt ab, ob die -sssDNA
im néchsten Schritt die 5’-U5-R-Region enthilt oder nicht. Bei einer intramolekularen Translokation,
in der diese Region nicht synthetisert werden kann (Verdau durch RNase-H in Schritt C), wird im
letzten Schritt die zur PBS komplementére Region am 3 Ende der —sssDNA verwendet (Lauermann
und Boeke 1997). Nun wird die -sssDNA durch die RT bis zum Ende der 5’-U5-Region verlangert
(Abbildung 7E). Gleichzeitig wird die komplementire RNA durch die RNase-H-Aktivitit der RT
abgebaut, wobei ein kurzer Bereich der RNA in der Poly-Purin-Region (PPT, engl.: ,,Poly-purin
tract”) verbleibt und dieser im nichsten Schritt als Primer fiir die Erzeugung der ,,Plus strand strong
stop“-DNA (+sssDNA) durch die RT dient (Abbildung 7F/G) (Heyman et al. 2003). Der PPT-Primer
wird anschlieBend durch die RNase-H-Aktivitdt der RT degradiert. Nun folgt eine Translokation der
+sssDNA zur R-U5-Region des 5°-LTRs (Abbildung 7H). Als letzter Schritt der Bildung einer
doppelstrangigen DNA aus den einzelstrangigen RNA-Matrizen werden beide Stringe vervollstindigt
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(Abbildung 71) (Lauermann und Boeke 1997; Wilhelm und Wilhelm 2001). Somit kann die neu
synthetisierte Kopie in eine neue Stelle der Wirts-DNA integriert werden.

LTR PBS PPT, LTR
5 |us| R|uUs us| R |us| 3
A | Rk R L Rt RNA-Matrize mit angelager‘tertRNA
B ST TP PRTTY Erste Synthese der —sssDNA durch RT
T,
C P ittt Lt S RNA-Degradierungdurch RNaseH
~ 4 ases
D ----------- S PP P R R O ; - . Intermolekulare Translokatinn
-~ 147 der—sssDNA
E |  Feeeeceeeees CEEE FETTTY TPreT . .
... Vollsténdige Synthese der —sssDNA
)
F . ... RNA-Primer in der Polypurin-Region
G Erste Synthese der +sssDNA durch RT
H
Translokation der +sssDNA, Elongation
| Vollstdndige dsDNA-Kopie

Abb.7: Modell der reversen Transkription der LTR-Retrotransposons.
Punktierte Linien stellen RNA, durchgezogene Linien DNA dar; In Griin ist der Teil der -sssDNA
markiert, der nur bei der intermolekularen Translokation der -sssDNA vorhanden ist.
Modifiziert nach Lauermann und Boeke 1997.

1.3.2 Non- LTR-Retrotransposons

Die Familie der Non-LTR-Retrotransposons, oder LINEs (engl.: ,long interspersed nuclear
elements*), wurde, verglichen mit den DNA-Transposons und den LTR-Elementen, erst spét entdeckt
(Weiner et al. 1986). Das ist vor allem darauf zuriickzufithren, dass in dieser Gruppe keine
redundanten Regionen, wie LTRs oder invertierte terminale Wiederholungen (ITR, vgl. DNA-
Transposons) existieren. Auffallend groB8 ist auch die Anzahl deletierter Kopien von Non-LTR-
Elementen. Diese entstehen durch vorzeitige Abbriiche wéhrend der reversen Transkription. Aus

diesem Grund sind ein grofler Teil der neu integrierenden Kopien inaktiviert (Sassaman et al. 1997).
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Eines der am besten untersuchten Non-LTR-Retrotransposons ist das menschliche L1-Element,
welches mit rund 500.000 Kopien ungefdhr 17 % der gesamten genomischen DNA ausmacht (Lander
et al. 2001). LINE-Elemente bestehen im Allgemeinen aus einer 5 -untranslatierten Region (5’-UTR),
welche eine interne Promotoraktivitit besitzt (Swergold 1990). Darauf folgt ein erster offener
Leserahmen (ORF1), der fiir ein RNA-bindendes Protein mit essentieller Chaperonaktivitit codiert
(Martin et al. 2000; Martin et al. 2005). An dieses erste Gen schliefit der ORF2 an, der fiir ein
Multidoménenprotein mit einer Endonuklease- (Feng et al. 1996), Reversen Transkriptase- (Mathias et
al. 1991) und in einigen Fillen einer eigenen RNase-H-Domine codiert (Wicker et al. 2007)
(Abbildung 8). Des Weiteren ldsst sich am Ende des zweiten ORFs in der Regel eine Cystein-reiche
Domine ohne bekannte Funktion nachweisen (Fanning und Singer 1987). Das 3'-Ende der Non-LTR-
Retrotransposons wird von einer weiteren untranslatierten Region gebildet (3°-UTR), die in einem

homopolymeren poly(A)-Anhang endet (Dombroski et al. 1991).

LINE (L1-Element; =6kb)
TSD TSD

ORF1 - ORF2 —_—
5°UTR 3’UTR

SINE (Alu-Element, 282 bp)
75L

TSD 15D

a" - a"

Linkes Monomer Rechtes Monomer

Abb. 8: Struktureller Aufbau der LINE- und SINE-Elemente.
Représentativ fiir die autonomen Non-LTR-Elemente (LINE), ist das L1-Element dargestellt. Als
Vergleich wird darunter das Alu-Element gezeigt, welches zu den nicht-autonomen Non-LTR-
Elementen (SINE) z#hlt. Beide Retrotransposons sind im menschlichen Genom zu finden
(Lander et al. 2001).

Im Gegensatz zu den autonomen Elementen besitzen die nicht-autonomen, oder SINE (engl.: ,,Short
interspersed nuclear elements”) genannten, Non-LTR-Retrotransposons keine codierenden
Kapazititen (Abbildung 8). Aus diesem Grund sind sie auf die 7rans-Mobilisierung durch Proteine
autonomer Non-LTR-Elemente angewiesen (Ostertag und Kazazian Jr 2001; Raiz ef al. 2012). Im
menschlichen Genom sind die nicht autonomen Non-LTR-Retrotransposons wahrscheinlich durch die
reverse Transkription von zelluldren RNA-Polymerase-11I-Transkripten durch die RT-Proteine
autonomer Elemente entstanden. Nachweisbar sind Homologien mit 7SL-, 5S- und tRNA-Genen
(Ohshima und Okada 2005), zudem besitzen sie interne RNA-Polymerase-I1I-Promotoren. Die

Integrationen nicht-autonomer Elemente haben starke Ahnlichkeiten mit denen der autonomen LINE1-
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Elemente, was ebenfalls fiir die 7rans-Mobilisierung durch Proteine der LINE-Elemente spricht
(Ostertag und Kazazian Jr 2001). Es ist auch bekannt, dass inaktivierte Kopien autonomer Elemente
durch Trans-Mobilisierung erneut transponieren konnen, jedoch geschieht das mit einer sehr geringen
Effizienz. Das zeigt, dass offenbar eine starke Cis-Priferenz vorliegt, also die Bevorzugung der

eigenen Transkripte durch die codierten Proteine autonomer Elemente (Wei et al. 2001).

1.3.2.1 Der Retrotranspositionsmechanismus der Non-LTR-Retrotransposons

Der Mechanismus zur Mobilisierung beginnt, wie auch bei den LTR-Retrotransposons, mit der
Transkription einer kompletten genomischen Kopie durch die zelleigene RNA-Polymerase-II
(Abbildung 9A) (Mizrokhi ef al. 1988). Anschlieend wird diese RNA in das Cytoplasma transportiert,
wo die Translation des bicistronischen Transkripts stattfindet. Fiir beide daraus entstehenden Proteine
(ORF1 und ORF2) wird angenommen, dass sie eine starke Cis-Préferenz fiir ihr eigenes Transkript
besitzen (Wei et al. 2001; Martin et al. 2005). Dadurch entsteht ein Ribonuklein-Proteinkomplex
(RNP), wobei das ORF1-Protein die RNA fiir den Transport in den Zellkern stabilisiert (Hohjoh und
Singer 1996; Doucet et al. 2010). Nachdem der RNP-Komplex die Ziel-DNA erreicht erfolgt die
reverse Transkription. Non-LTR-Retroelemente nutzen dafiir den TPRT-Mechanismus (,,Zarget primed

reverse transcription*; Abbildung 9B) (Hohjoh und Singer 1996).
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Abb. 9: Mechanismus der Retrotransposition bei Non-LTR-Retrotransposons.
(A) ,,Lebenszyklus der Non-LTR-Retrotransposons. Modifiziert nach Arias et al. 2012. (B) Der
»wlarged primed reverse transcription‘-Mechanismus. Durch die Aktivitdt der Endonuklease
entsteht das fiir die reverse Transkription bendtigt 3'-OH-Ende. Durch auffiillen der versetzten
Schnitte entstehen die charakteristischen Zielsequenzduplikationen. Rot: RNA; Griin: DNA.
Modifiziert nach Ostertag et al. 2001.

Dazu schneidet zunéchst die Endonuklease den Minus-Strang der Ziel-DNA. AnschlieBend lagert sich

die RNA an kurze komplementire Bereiche des DNA-Einzelstrangs an. Durch die an diesem Strang
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frei gewordene 3’-Hydroxylgruppe, die als Primer fungiert, kann nun die reverse Transkriptase die
cDNA des Retrotransposons erzeugen (Luan et al. 1993). Zur Integration der cDNA wird anschlieend
durch die Endonuklease der Plusstrang etwas oberhalb des ersten Schnittes geschnitten. Dadurch
entsteht ein versetzter Schnitt, der nach Integration der cDNA und der Synthese des komplementiren
Strangs, durch die Auffiillung der entstandenen Uberhinge, zu den charakteristischen
Zielsequenzduplikationen (TSD) fiihrt. Dies wird wahrscheinlich durch die zelleigenen DNA-
Reparaturmechanismen realisiert (Luan et al. 1993; Gilbert et al. 2002). Es ist aber nach wie vor nicht
im Detail bekannt, wie der komplementéire DNA-Strang erzeugt und die neue Kopie integriert wird.
Mbglicherweise dient der frei werdende 3’-Uberhang der (+)-Strang Ziel-DNA als Primer fiir die
Synthese des zweiten Strangs (Luan et al. 1993; Gilbert et al. 2002).

1.4 DNA-Transposons

Im Gegensatz zu Retrotransposons werden DNA-Transposons ohne RNA-Zwischenstufe mobilisiert.
Daher benétigen sie ein geringeres Repertoire an Proteinen, um aktiv zu transponieren, als die LTR-
Retroelemente. DNA-Transposons besitzen invertierte terminale Sequenzwiederholungen (ITR, engl.:
inverted terminal repeat) und verfligen iiber mindestens einen ORF, der fiir eine Transposase
codiert, die sowohl eine Endonuklease- als auch Integraseaktivitit besitzt (Abbildung 10). Die
Transposase, welche durch eine in der 5 -ITR codierte Promotoraktivitét transkribiert wird, erkennt die
ITRs, schneidet das DNA-Transposon mit Hilfe der Endonukleaseaktivitit aus der Donor-DNA und
integriert es in einen neuen Locus des Wirtsgenoms (Vos et al. 1996). Die Integrationsstellen sind in
den meisten Fillen ebenfalls von TSD flankiert (Wicker et al. 2007).

Die DNA-Transposons werden in zwei Subklassen eingeteilt. Unterschieden wird dabei die Anzahl der
geschnittenen Strange wihrend der Transposition. Die erste Subklasse besteht aus mehreren Familien,
die sich als klassische ,,cut and paste*-DNA-Transposons charakterisieren lassen (Wicker et al. 2007).
Anders als bei den Elementen der Subklasse 11 wird wéihrend der Exzision des DNA-Transposons der
Doppelstrang der Donor-DNA geschnitten. Charakteristisch fiir die jeweiligen Unterklassen sind TSD
mit bestimmten Lidngen und die individuellen Grofen der ITRs. Die bekanntesten Vertreter dieser
Klasse sind die Tcl/Mariner-Elemente. Elemente dieser Klasse sind zwischen 1,3 bis 2,4 kb lang,
codieren fiir eine Transposase und besitzen ITRs. Tcl/Mariner-Elemente integrieren in
TA-Dinukleotide (Miskey et al. 2005). Die zweite Subklasse der DNA-Transposons besteht aus
Elementen, die wéhrend ihrer Mobilisierung nur einen Strang schneiden und einen vollig anderen
Aufbau wie Elemente der Subklasse I haben (Wicker et al. 2007). Dazugehdrige DNA-Transposons,
wie zum Beispiel die Helitrons, replizieren iiber ,rolling circle“-Mechanismen ohne

Zielsequenzduplikationen zu erzeugen (Kapitonov und Jurka 2001).
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Abb. 10: Allgemeiner Aufbau eines klassischen DNA-Transposons.
(Abbildung nicht maBstiblich)

1.5 Einfluss mobiler genetischer Elemente auf Wirtsgenome

Allein durch die zum Teil betrdchtlichen Anteile der mobilen genetischen Elemente an der gesamten
genomischen DNA der Wirte ergibt sich ein starker Einfluss auf die Genomplastizitit. Ein potentieller
Fitnessverlust des Wirts hitte im Lauf der Evolution unweigerlich zur Extinktion der genetischen
Elemente gefiihrt. Daher liegt der Schluss nahe, dass die Beherbergung von mobilen genetischen
Elementen eher mit Vorteilen fiir den Wirt assoziiert sind.
Durch ihre genomische Redundanz dienen repetitive Sequenzen als potentielle Loci fiir homologe
nicht-allelische Rekombinationsereignisse (Schwartz et al. 1998; Hill et al. 2000; Vitte und Panaud
2003). Diese Ereignisse sorgen somit fiir Genom-Umstrukturierungen, welche in der Wirtszelle neue
genetische Mdglichkeiten generieren konnen. Sehr héufig hinterlassen LTR-Retrotransposons durch
homologe nicht-allelische Rekombinationen am urspriinglichen Integrationsort Solo-LTRs. Da die 3°-
UTR-Region von LTRs sowohl Enhancer als auch Promotoraktivitit besitzt, konnen die Solo-LTRs
damit Einfluss auf die Expression flankierender Gene haben (Biémont und Vieira 2006). Doch nicht
nur Solo-LTRs haben das Potential, flankierende Gene zu beeinflussen, auch von autonomen mobilen
Elementen sind solche Einfliisse bekannt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass hiufig im Zuge der
Transposition 3’- oder 5’-flankierende Bereiche transloziert werden, die an einem anderen Locus auch
neue Funktionen iibernehmen koénnen (Goodier et al. 2000). Mdglich sind auch Integrationen in
Introns, die neue Spleiflvarianten erzeugen und somit alternative Transkripte generieren (Sorek et al.
2002; Britten 2006). Zudem konnte gezeigt werden, dass die 5'-UTR der humanen L1-Elemente eine
LAntisense“-Promotoraktivitit besitzt, welche ausreicht, um 5’-flankierende Gene zu transkribieren
(Speek 2001).
Neben einem indirekten Einfluss mobiler genetischer Elemente auf die flankierenden genomischen
Regionen sind auch viele Beispiele bekannt, in denen neue Gene direkt aus TEs hervorgegangen sind
(Brandt et al. 2005; Volff 2006; Oliver und Greene 2009). Das prominenteste Beispiel ist die
Telomerase, welche in eukaryotischen Zellen die linearen Chromosomenenden (Telomere) verldngert
(Eickbush 1997). Telomere bestehen aus kurzen, tandemartig wiederholten Sequenzen, die sich bei
jeder Zellteilung verkiirzen. Die Telomerase kann mit Hilfe einer komplementiren RNA-Matrize die
Telomere nach jeder Zellteilung verldngern und somit das Hayflick-Limit autheben (Hayflick 1965).
Das ist vor allem fiir sich endlos teilende Zellen entscheidend, wie Stammzellen oder vegetativ
einzellige Eukaryoten. Es konnte gezeigt werden, dass eine enge Verwandtschaft mit der reversen
Transkriptase der Non-LTR-Retrotransposons besteht. Es scheint deshalb offensichtlich, dass hier eine
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Domestikation einer Reversen Transkriptase aus dieser Klasse der mobilen genetischen Elemente
stattgefunden hat (Eickbush 1997). Ein weiterer, jedoch im Vergleich zu den meisten Eukaryoten
vollig anderer Mechanismus der Telomer-Erhaltung findet sich bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster. Hier werden die Chromosomenenden vollstindig von Non-LTR-
Retrotransposons erzeugt und stabilisiert (Pardue und DeBaryshe 2003). Ein weiteres Beispiel fiir die
Domestikation von mobilen genetischen Elementen sind die RAG1- und RAG2-Gene des Menschen,
deren Produkte direkt an der V(D)J-Rekombination der Antikorpergene beteiligt sind (Agrawal et al.
1998). Eine weitere Moglichkeit der TE-abhéngigen Regulation von Wirtsgenen besteht in der
Erzeugung von miRNAs durch mobile genetische Elemente, die innerhalb der RNA-Interferenz-
Maschinerie ihre Wirkung entfalten (Piriyapongsa et al. 2007; Ahn et al. 2013). Anhand dieser
Beispiele ldasst sich der starke Einfluss der mobilen genetischen Elemente auf die individuelle
Genomevolution erkennen.

Neben den positiven Effekten konnen mobile genetische Elemente allerdings auch negative
Auswirkungen auf die Genome ihrer Wirte haben. Ein offensichtliches Problem ist die Integration in
Gene und die damit verbundene Mutagenese. Wenn es sich dabei um essentielle Gene handelt, kann
dies direkte drastische Folgen fiir den Wirt haben. Aber auch die Akkumulation TE-induzierter
rezessiver Mutationen kann die Fitness einer Spezies reduzieren. Ungefahr 0,27 % aller Mutations-
bedingten Erkrankungen des Menschen lassen sich auf Integrationen mobiler genetischer Elemente
zuriickfithren (Callinan und Batzer 2006; Kaer und Speek 2013). Da diese Ereignisse mit einer
negativen Selektion verkniipft sind, erstaunt es nicht, dass mobile genetische Elemente in Regionen
des menschlichen Genoms mit einer hohen Gendichte unterrepréisentiert sind (Medstrand et al. 2002).
Ein weiteres Phédnomen ist die Deletion von flankierenden Bereichen der Ziel-DNA durch Non-LTR-
Retrotransposons (Han et al. 2005; Callinan und Batzer 2006). Ebenso kdnnen auch die intra- und
interchromosomalen nicht-allelischen Rekombinationen nachteilige Effekte fir den Wirt haben

(Moran 1999; Sen et al. 2006).

1.5.1 Wechselwirkungen zwischen mobilen genetischen Elementen und Wirtszellen

Die Moglichkeiten der Regulation durch den Wirt und die fiir die Genomevolution funktionellen
Eigenschaften der repetitiven Elemente legen die Vermutung nahe, dass es sich teilweise um eine Art
Domestikation der TEs durch die Wirtszellen handelt (Miller et al. 1997). Denkbar ist ein
Gleichgewichtszustand, der beeinflusst wird durch die geregelte Aktivitit mobiler genetischer
Elemente, aus denen sich unter Umstinden Vorteile fiir den Wirt ergeben, und der daraus
resultierenden Genomstabilitdt (Abbildung 11) (Oliver und Greene 2009).

Da es seit jeher eine Koevolution zwischen den mobilen genetischen Elementen und den Wirtszellen
gab, sind im Lauf der Zeit auch verschiedene Mechanismen entstanden, die den Wirtszellen die
Moglichkeit geben die TEs zu kontrollieren. Ebenso versuchen die mobilen Elemente auf vielfdltige
Weise stabil weitervererbt zu werden. Vor allem die RNA-Interferenz gilt als ein basaler

Wirtsabwehrmechanismus gegeniiber TEs, der sich offensichtlich auch als Antwort auf
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intrachromosomale ,,Nukleinsdure-Parasiten” entwickelt hat (Buchon und Vaury 2006). Die
Regulation der mobilen genetischen Elemente basiert dabei auf der Erzeugung kurzer, einzelstrangiger
RNA-Oligonukleotide aus dsRNA, der Bindung dieser an die Ziel-mRNAs und deren anschlieBenden
Degradierung durch den RISC (engl.: ,,RNA induced silencing complex®), an dem verschiedene
Proteine beteiligt sind (Hannon 2002).

Genom unstabil

Bereich der
tolerierten
Genomdynamik

Zellulére Kontroll-
mechanismen

Genom stabil

L ’
Aktivitdt mobiler genetischer Elemente
I

Evolutiondre Folgen Stasis/Extinktion : potentiell beschleunigte|  reduzierte Fitness/
: Evolution : Extinktion
I I
Vorteile fiir Wirt nein : Ja : nein
1

Abb. 11: Genomdynamik und TE-AKktivitiit.
Evolutionédre Vorteile fiir Wirte von mobilen genetischen Elementen in Abhdngigkeit von der
Aktivitét der transposablen Elemente. Modifiziert nach Oliver und Greene 2009.

Des Weiteren wird vermutet, dass auch die Methylierung von genomischer DNA primér zur
Inaktivierung von mobilen genetischen Elementen diente und sich erst spéter zu einem Werkzeug der
Genregulation entwickelte (Barlow 1993; Yoder ef al. 1997). AuBler in sich hauptsdchlich mitotisch
teilenden Einzellern, wie zum Beispiel den sozialen Am&ben, sind mobile genetische Elemente des
Weiteren darauf angewiesen in pluripotenten- oder Keimbahnzellen aktiv zu sein, da somatische
Retrotranspositionsereignisse nicht weiter vererbt werden. Es konnte gezeigt werden, dass TEs gerade
in diesen Zelltypen aktiviert werden (Ostertag ef al. 2002; van den Hurk et al. 2007; Ribet et al. 2008).
Viele mobile genetische Elemente befinden sich in Heterochromatinbereichen, die die meiste Zeit des
Zellzyklus transkriptionell inaktiviert sind. Wahrscheinlich nutzen sie in den Phasen der
Keimbahnentwicklung die globale Hypomethylierung der DNA um transkriptionell reaktiviert zu
werden (Popp ef al. 2010). Neben der Methylierung von Cytosin-Nukleotiden konnte gezeigt werden,
dass weitere Modifikationen, wie zum Beispiel die Trimethylierung des Lysinrests 9 von Histon 3, zu
einer Inaktivierung von mobilen genetischen Elementen fiihren kdnnen (Reichmann et al. 2012). Die
Regulation durch den Wirt wird somit auf mehreren Ebenen realisiert und besteht aus einem engen
Wechselspiel zwischen den mobilen genetischen Elementen wund den Wirtseigenen

Abwehrmechanismen.

19



Einleitung

1.6 Spezifisch integrierende mobile genetische Elemente

Da Integrationen in essentielle Gene oder in wichtige nicht-codierende regulatorische Bereiche der
genomischen DNA zur Reduktion der Fitness der Wirtszelle fiihren konnen oder gar letal fiir die
Wirtszellen sind, haben einige mobile Elemente zur Sicherung ihres eigenen ,,Uberlebens® eine
Integrationsspezifitit entwickelt. Diese erlaubt es ihnen, ohne kritische genomische Regionen zu
gefdhrden, mobilisiert zu werden. Bekannte Beispiele fiir mobile genetische Elemente mit
Integrationsspezifititen sind die Ty-Elemente aus der Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae oder die
R1- und R2-Elemente, welche in verschiedenen Insektenarten gefunden werden kénnen (Eickbush und
Eickbush 1995; Yieh ef al. 2002) .

Die Ty-Elemente sind LTR-Retrotransposons, welche innerhalb einer definierten Region oberhalb von
RNA-Polymerase-IlI-transkribierten Genen integrieren (Ji et al. 1993; Boeke und Devine 1998). Dazu
zahlen alle tRNA-Gene sowie einige ,,small nuclear RNA“-Gene (Chalker und Sandmeyer 1992). Die
Non-LTR-Elemente R1 und R2 integrieren dahingegen spezifisch in das 28S-rRNA-Gen in den
Genomen von Drosophila melanogaster und Bombyx mori sowie weiteren Insektenarten (Burke et al.
1987). Dariiber hinaus gibt es noch weitere spezifisch integrierende Retroviren und mobile genetische
Elemente (Tabelle 2), wie die im Folgenden ndher erlduterten TRE-Elemente aus dem Genom der

sozialen Amobe Dictyostelium discoideum.

Tab. 2: Beispiele fiir spezifisch integrierende mobile genetische Elemente.

Ziel Name Typ Quelle
RNA-PoL T Transkripionssar Tyl4 | LTR | (Yiehetal 2002)
Hgterochromatin (.1fzr Telomere Tys LTR (Brady et al. 2008)
»wSilent mating loci
RNA-Pol-II-Promotoren Tf1 LTR (Guo und Levin 2010)

oberhalb von tRNA-Genen

RNA-Pol-III-Transkriptionseinheiten TRES Non-LTR | (Marschalek et al. 1989)

unterhalb von tRNA-Genen

RNA-Pol-III-Transkriptionseinheiten TRE3 Non-LTR f (Winckler ef al. 19982)

28S-rRNA-Gen R1/R2 Non-LTR | (Burke ef al. 1987)

Telomere TART/ Non-LTR | (Pardue und DeBaryshe 2003)
HeT-A

Promotoren aktiver Gene MLV Retrovirus | (Wu et al. 2003)
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1.7 Mobile genetische Elemente im Genom von Dictyostelium discoideum

Das sehr kompakte Genom von D. discoideum beherbergt mit einem Anteil von rund 10 % an der
gesamten genomischen DNA vergleichsweise viele mobile genetische Elemente. Es sind sowohl
DNA-Transposons als auch autonome und nicht-autonomen Retrotransposons gefunden worden
(Abbildung 12) (Glockner et al. 2001).

Insbesondere die Gruppe der Non-LTR-Retrotransposons hat sich dabei offensichtlich an die hohe
Gendichte angepasst, da sie nur in definierten Abstinden zu tRNA-Genen in nicht-codierenden
Bereichen gefunden werden konnen (Marschalek ef al. 1989; Winckler et al. 2002). Innerhalb dieser
Gruppe konnen zwei Familien unterschieden werden: Die TRES-Elemente, welche oberhalb von
tRNA-Genen integrieren, sowie die Gruppe der TRE3-Retrotransposons, die unterhalb von tRNA-
Genen gefunden werden konnen (Winckler 1998b; Szafranski et al. 1999). DGLT-A, ein LTR-
Retrotransposon, besitzt ebenfalls eine Integrationsspezifitidt unterhalb von tRNA-Genen, allerdings
integriert es in kiirzeren Abstdnden als die TRES-Elemente (Glockner et al. 2001).

Die anderen Elemente, welche nicht mit tRNA-Genen assoziiert sind, bilden sehr héaufig
heterochromatische Cluster, was dafiir spricht, dass sie entweder priferentiell ineinander integrieren,
oder eine negative Selektion auf Integrationen auferhalb der Cluster besteht. Ungefahr 67 % aller
nicht-spezifisch integrierenden mobilen genetischen Elemente werden von anderen Elementen
flankiert (Winckler et al. 2005). Dahingegen werden 80 % der tRNA-Gen-assoziierten Elemente in
euchromatischen Bereichen gefunden, obwohl sie nur 39 % aller mobilen genetischen Elemente im

Genom von D. discoideum ausmachen (Winckler ez al. 2011).

DNA-Transposons Retrotransposons

| LTR-Retrotransposons | ‘ YR-Retrotransposons | |Non-LTR-Retrotransposons
Tad-4 | [oDT-A | [thug-s | [ skipper | [poLTe ] ﬁ DIRS-1
Tdd-5 DDT-B thug-T
DDT-S
3843 5169 2192 6994 6017 5054 4826 5659 5232
4031 5471 1132 5993 5287 )
758 nd. 4751 GroRe (bp)
4729
40 20 10 60 10 20 235 70 60
5 20 10 15 50 Kopienzahl
130 5 30
5
0.5% 0.9% 0.1% 1.0% 0.05% 0.07% 3.3% 1.4% 2.2% [
Gesamtgenom

Abb. 12: Mobile genetische Elemente im Genom von D. discoideum.
Die tRNA-Gen-spezifisch integrierenden Retrotransposons sind in schwarzen Boxen
hervorgehoben. Modifiziert nach Winckler ez al. 2011.
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1.7.1 Non-LTR-Retrotransposons
TRES-Elemente

Die Gruppe der TRES-Elemente zeichnet sich durch ihre obligate Integrationsspezifitit unterhalb von
tRNA-Genen aus. Es werden 3 Familien unterschieden: Die TRE5-A, -B und -C-Elemente. Die Non-
LTR-Retrotransposons der TRES-A-Familie sind die am besten untersuchte Gruppe, welche auch als
erste tRNA-Gen-assoziierte Elemente im Genom von D. discoideum entdeckt wurden (Marschalek et
al. 1989; Winckler 1998b). Die TRES-B- und TRES-C-Elemente wurden erst im Zuge der kompletten
Sequenzierung des Genoms detektiert (Glockner ef al. 2001) (Abbildung 13).

Ein vollstindiges TRES5-A.1-Element ist 5657 bp groB3 und codiert fir zwei ORFs, welche in
unterschiedlichen, sich ungefahr 70 bp iiberlappenden; Leserahmen angeordnet sind (Marschalek et al.
1992). Interessanterweise fehlt dem zweiten ORF innerhalb der ersten 100 Aminosduren ein
Startcodon. Moglicherweise sorgt ein ,,ribosomaler Shift“ am Ende von ORF1 fiir eine korrekte
Translationsinitiation von ORF2 (Marschalek et al. 1992; Winckler et al. 2002). Der erste ORF von
TRES-A codiert fiir ein 52 kDa groBes Protein, welches, analog zu den ORF1-Proteinen des
menschlichen L1-Elements, vermutlich an der Bildung der Ribonukleoprotein-Partikel beteiligt ist und
eine Cis-Priferenz fiir die eigenen Transkripte besitzt (Hentschel et al. 2001). Allerdings konnten
keine Homologien mit anderen Proteinen gefunden werden (Winckler et al. 2002). ORF2 codiert fiir
ein 135kDa groBes Polyprotein, in dem Homologien mit Dominen anderer Non-LTR-
Retrotransposons gefunden wurden. Die Ubereinstimmungen zeigen, dass ORF2 fiir eine reverse
Transkriptase, eine apurinisch/apyrimidinische Endonuklease und eine Cystein-reiche Region (HC-
Motiv) codiert (Marschalek et al. 1992). Charakteristisches Merkmal aller TRES5-Elemente ist der
modulare Aufbau der flankierenden untranslatierten Regionen. TRES5-A.1 beginnt mit einem 200 bp
groBen A-Modul, welches eine interne RNA-Polymerase-II-Promotoraktivitit besitzt (Marschalek et
al. 1992; Schumann et al. 1994). Die genomischen Kopien von TRES5-A.1 kdnnen mehrere
tandemartig wiederholte A-Module besitzen (Winckler et al. 2005).Im sich anschlieBenden B-Modul
befindet sich der Translationsstart des ORF1-Proteins. Das B-Modul wiederholt sich am Ende des
zweiten offenen Leserahmens. Das 3'-Ende des Elements wird durch das sehr A/T-reiche C-Modul
definiert, welches mit einem homopolymeren A-Stretch die TRES-A.1-Elemente terminiert
(Marschalek et al. 1992). Das C-Modul besitzt ebenfalls eine interne Promotoraktivitit, die eine
Minus-Strang-RNA erzeugt(Schumann et al. 1994).

Die 2,6 kb groBen TRES5-A.2-Retrotransposons sind nicht-autonome Elemente, bei denen der
komplette zweite ORF deletiert ist. Des Weiteren findet sich zwischen dem B- und dem C-Modul eine
charakteristische 72 bp grofle Deletion (Marschalek et al. 1992). Die TRE5-A.2-Elemente kdnnen
offensichtlich sehr erfolgreich durch die ORF2-Proteine der TRES-A.1-Elemente in trans mobilisiert
werden, da bei einem Test zur Untersuchung von neuen Integrationen endogener Elemente je zur
Halfte De-novo-Integrationen von TRES-A.1- und TRES5-A.2-Elemente nachgewiesen wurden (Beck

et al. 2002). Das nicht-autonome TRES5-A.3-Retrotransposon, welches aus je einem A-, einem B- und
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einem C-Modul besteht, ist wahrscheinlich durch eine Rekombination innerhalb der TRE5-Elemente
entstanden (Winckler et al. 2002).

Analog zu den TRE5-A-Elementen besitzen auch die TRES-B- und —C-Elemente ein 5 gelegenes A-
und B-Modul. Dem 5,5 kb groen TRES5-B-Element fehlen allerdings sowohl C-Modul als auch das
benachbarte B-Modul (Winckler et al. 2002). Die A-Module von TRE5-A und TRES-B stimmen zu
rund 80 % in ihrer Nukleotidsequenz iiberein, was fiir eine starke Konservierung spricht und die
offensichtlich essentielle Funktion der A-Module zeigt (Winckler et al. 2005). Ein Vergleich der
Aminoséduresequenzen von ORF2 zeigt rund 40 % Homologie zwischen den TRE5-A und TRES-B
Elementen. Die TRES-C Elemente konnten bislang nicht vollstdndig rekonstruiert werden, besitzen
aber ein A- und B-Modul sowie ein terminal gelegenes C-Modul (Winckler ef al. 2002; Winckler et al.
2005). Phylogenetische Untersuchungen zeigten, dass das TRES5S-C Element ndher mit TRES-A
verwandt ist als mit TRES-B (Glockner ez al. 2001). Alle bisher gefundenen genomischen Kopien der
drei unterschiedlichen TRES5-Elemente sind in einem Abstand von ungefdahr 50 bp oberhalb von
tRNA-Genen lokalisiert, was dafiir spricht, dass der Mechanismus fiir die spezifische Integration der
TRES-Elemente konserviert ist. Eine Gemeinsamkeit der TRES-Retrotransposons ist auch, dass der
GrofBteil der integrierten Kopien 5” deletiert sind und somit durch das Fehlen eines intakten A-Moduls
sofort nach der Integration inaktiviert wurden (Winckler et al. 2002).

Bei einem Blick auf die jeweiligen genomischen Anteile féllt auf, dass die TRES5-A-Familie
offensichtlich erfolgreicher mobilisiert wird als die beiden anderen TRES-Familien. So kénnen im
Genom von D. discoideum ungefihr 70 Loci mit TRES5S-A-Fragmenten nachgewiesen werden,
wohingegen nur jeweils 15 bzw. 5 Integrationen von TRES5-B und TRES5-C gefunden wurden
(Glockner et al. 2001). Die GroBe der Zielsequenzduplikationen schwankt bei den TRE-Elementen
zwischen 12 bis 16 bp (Hofmann ez al. 1991; Szafranski et al. 1999).

TRE3

Die TRE3-Familie besteht aus vier unterschiedlichen Elementen, die Groflen zwischen 4,7-5,5 kb
besitzen und alle nach dem gleichen Prinzip aufgebaut sind (Glockner et al. 2001; Winckler et al.
2002). Flankiert von zwei untranslatierten Regionen codieren die Elemente fiir zwei Gene, die neben
dem ORF1-Protein im zweiten Gen fiir eine Endonuklease, eine Reverse Transkriptase und ein HC-
Motiv codieren. Angeordnet sind beide ORFs in unterschiedlichen Leserahmen auf dem gleichen
DNA-Strang, welche um wenige Basenpaare {liberlappen (Szafranski et al. 1999). Die TRE3-Elemente
integrieren oberhalb von tRNA-Genen, wobei sie in durchschnittlichen Abstéinden von ca. 100 bzw.
150 bp gefunden werden konnen (Szafranski et al. 1999). Der groflere Abstand resultiert
moglicherweise aus der Bindung des RNA-Polymerase-IlI-Transkriptionsfaktors TFIIIC an einer ca.
40 bp unterhalb von tRNA-Genen gelegenen externen B-Box (Bukenberger ef al. 1991), wodurch sich
auch hier ein durchschnittlicher Abstand der TRE3-Elemente von rund 100 bp zur externen-B-Box
ergibt (Szafranski er al. 1999). Viele der genomischen Kopien sind, analog zu den TRES-Elementen,

5" verkiirzt und damit nicht aktiv (Winckler et al. 1998b). Zielsequenzduplikationen konnten nicht bei
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allen TRE3-A- und TRE3-B-Elementen gefunden werden, wohingegen alle TRE3-C- und TRE3-D-
Elemente TSD besitzen (Winckler et al. 2002).

TRE5-A.1 (5,7 kb) EN RT

ORF1

TRES-A.2 (2,6 kb) BE

TRE5-A.3 (0,7 kb)

TRE5-B (6 kb)

TRES5-C

TRE3-Familie

Abb. 13: Aufbau der verschiedenen Non-LTR-Retrotransposons aus D. discoideum.

ORF 1

‘TI:I—M EN RT
] Y

EN RT
ORF 1

HC

HC

| HC

HC

EN: Endonuklease; RT: reverse Transkriptase; HC: Cystein-reiche Region. Modifiziert nach

Winckler et al. 2005.

1.7.2 LTR-Retrotransposons

DGLT-A

Ein weiteres mit tRNA-Genen assoziiertes mobiles genetisches Element ist das 5 kb groBe LTR-

Retrotransposon DGLT-A (engl.: ,,Dictyostelium gypsy like Transposon Subtype A*), dass auf Basis

von Sequenzvergleichen zur Familie der Ty3/Gypsy-Retrotransposons gezéhlt wird. DGLT-A hat

268 bp lange LTR-Sequenzen und besitzt einen ORF, der ein 1437 Aminoséduren grofles Polyprotein

codiert. Sowohl Protease-, Integrase-, Reverse Transkriptase- als auch RNase-H-Doménen sind darin
nachweisbar (Glockner ef al. 2001; Winckler et al. 2002). DGLT-A-Elemente finden sich in Abstdnden
von 10-30 bp unterhalb von tRNA-Genen (Marschalek ez al. 1989; Hofmann ef al. 1991). Es konnten

nur einige wenige vollstindige Elemente im Genom gefunden werden, die durch Mutationen

offensichtlich inaktiviert wurden (Winckler et al. 2005). Des Weiteren lassen sich 15 Solo-LTRs im
Genom von D. discoideum detektieren (Glockner et al. 2001) (Abbildung14).
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Skipper

Skipper gehort zur Klasse der Ty3/Gypsy-dhnlichen LTR-Retrotransposons (Leng et al. 1998). Das
7 kb grofle Element kommt in ungefdhr 50 kompletten Kopien und 10 Solo-LTRs im Genom von
D. discoideum vor (Glockner et al. 2001). Skipper besitzt zwei ORFs, die in unterschiedlichen
Leserahmen angeordnet sind und fiir die zur Mobilisierung bendtigten Proteine codieren. Das erste
Gen codiert fiir das Gag-Protein und eine Proteasedoméne, welche durch ein Stoppcodon voneinander
getrennt sind. Der zweite ORF codiert die fiir LTR-Retrotransposons typischen Reverse Transkriptase-
und Integrasedoménen, welche als Polyprotein transkribiert werden (Leng et al. 1998). Im ORF?2 ist
C-terminal eine Chromodoméne detektierbar, die an der Erkennung von potentiellen
Integrationsstellen beteiligt sein kdnnte (Malik und Eickbush 1999). Die LTRs von Skipper sind
390 bp lang und besitzen die fir LTR-Retrotransposons typischen terminalen Dinukleotide 5°-
TG..CA-3". Die genomischen Kopien werden von 5 bp groBlen Zielsequenzduplikationen flankiert

(Glsckner et al. 2002) (Abbildung 14).

DIRS-1

Das Retrotransposon DIRS-1 besitzt, im Gegensatz zu anderen LTR-Retrotransposons, nicht-
identische, invertierte terminale Sequenzwiederholungen (ITR). Ein weiterer Unterschied besteht in
der Verwendung einer Tyrosin-Rekombinase anstelle der sonst bei LTR-Retrotransposons typischen
»DDE“-Integrasen. Das 4,8 kb gro3e DIRS-1 Element codiert fiir drei Gene, die vom gleichen DNA-
Strang in unterschiedlichen Leserahmen codiert werden. ORF1 entspricht vermutlich der fiir LTR-
Retrotransposons typischen Gag-Doméne, wobei ORF2 und ORF3 die C-terminale Doméne von
ORF1 fiberlappen. Fiir ORF2 konnte keine Funktion nachgewiesen werden, wohingegen der dritte
OREF fiir eine Reverse Transkriptase und eine RNase-H codiert (Capello et al. 1985; Goodwin und
Poulter 2001). Die 3'-ITR wird rechts von einer 27 bp langen Sequenz (RE) flankiert, sowie links von
einer 88 bp langen internen komplementiren Region (ICR). Die ersten 33 bp der ICR sind
komplementédr mit dem Start des 5'-ITRs, gefolgt von 55 bp die dem 3'-Ende des DIRS-1 Elements
inklusive der RE-Region entsprechen (Cappello et al. 1985; Goodwin und Poulter 2001). Da diese
Elemente auch in anderen DIRS-&hnlichen Retrotransposons gefunden wurden, wird vermutet, dass
sie kritisch flir die Replikation von DIRS-1-Elementen sind (Goodwin und Poulter 2001). Aufgrund
dieser Merkmale wird ebenfalls angenommen, dass DIRS-Elemente durch die Bildung von
doppelstrangigen, zirkuldren Intermediaten einen anderen Retrotranspositionsmechanismus verwenden
als LTR-Retrotransposons (Cappello ef al. 1985; Duncan et al. 2002). Das Genom von D. discoideum
enthélt ungefdhr 200 Fragmente des DIRS-1-Elements, welche als Cluster an den Enden der
Chromosomen vorliegen. Daher wird vermutet, dass DIRS-1-Cluster an der Bildung der
Centromerregionen der Chromosomen von D. discoideum beteiligt sind (Eichinger et al. 2005). Mit
einem Anteil von {iber 3 % an der genomischen DNA ist es das hiufigste mobile genetische Element

im Genom von D. discoideum (Winckler et al. 2005) (Abbildung 14).
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Skipper (7 kb) E— Gag  Protease .:
RT £

Integrase

ORF 2

RT/RNaseH

DGLT-A (5 kb) E Pro RT RNH Int E

Abb. 14: Struktur der LTR-Retrotransposons von D. discoideum.
Pro: Protease; RT: Reverse Transkriptase; RNH: RNase-H; Int: Integrase; C: Chromodoméne;
Gag: Gruppenspezifisches Antigen. Modifiziert nach Winckler et al. 2005

1.7.3 DNA-Transposons

Im Genom von D. discoideum wurden weitere mobile genetische Elemente identifiziert, die
vermutlich zur Gruppe der DNA-Transposons gehdren (Glockner et al. 2001). Im Rahmen dieser

Arbeit soll allerdings nicht néher darauf eingegangen werden.

1.8 RNA-Polymerase-III-transkribierte Gene

Alle bisher entdeckten spezifisch integrierenden Retrotransposons im Genom von D. discoideum
konnten mit Genen in Verbindung gebracht werden, die von der RNA-Polymerase-III (Pol III)
transkribiert werden. Essentiell fiir die Transkription der Pol-lIlI-Gene ist die Bindung von
Transkriptionsfaktoren, welche meist durch interne Promotorelemente rekrutiert werden. Auf dieser
Grundlage lassen sich 3 Typen von Pol-Ill-transkribierten Genen unterscheiden (Schramm und

Hernandez 2002):

Typl: 5S-rRNA-Gen, besitzt A- und C-Box als interne Promotorelemente
Typll: tRNA-Gene, welche sowohl interne A- als auch B-Boxen als Promotorelemente enthalten
Typlll:haben keine internen Promotorelemente, besitzen aber oberhalb gelegene Promotor- oder

Enhancerelemente; charakteristisch ist eine TATA-Box

Zunéchst bindet der Transkriptionsfaktor TFIIIC an die A- und B-Box der tRNA-Gene, wodurch
anschlieffend durch Protein-Protein Interaktionen der Transkriptionsinitiationsfaktor TFIIIB oberhalb
von TFIIC rekrutiert wird (Kassavetis et al. 1990). Dieser Komplex initiiert die Transkription durch
die RNA-Polymerase-III (Abbildung 15). Die Assemblierung der Transkriptionsfaktoren vom Typ I
beruht auf der Erkennung der A- und C-Box durch den Transkriptionsfaktor TFIIIA, welcher
wiederum die Rekrutierung von TFIIIC moglich macht. AnschlieBend rekrutiert der TFIIIA:TFIIIC-
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Komplex TFIIB, der die Transkription des ribosomalen 5S-Gens durch die Pol-III ermdglicht
(Schramm und Hernandez 2002).

1.8.1 tRNA-Gene im Genom von D. discoideum

Im Genom von D. discoideum konnten bislang 418 tRNA-Gene identifiziert werden (Stand: Dezember
2014; Quelle: http://www.dictybase.org). Die Architektur der tRNA-Gene folgt dem allgemeinen
Schema der Typ-II-transkribierten Pol-III-Gene mit internen A-Box- und B-Box-Promotorelementen.
Eine Besonderheit sind die externen B-Box-Motive (exB-Box), die bei 66 % aller tRNA-Gene
gefunden werden konnen. Die exB-Boxen liegen im Schnitt 41 bp unterhalb der internen B-Box
(Abbildung 15) (Hofmann et al. 1991; Siol et al. 2006). Da TFIIIC an B-Boxen bindet, wird vermutet,
dass die Integration von TRE3-Elementen in grofleren Abstinden (~150 bp) zu den tRNA-Genen
durch eine Interaktion mit TFIIIC, welcher an die externen B-Boxen bindet, zustande kommt
(Bukenberger et al. 1991; Bukenberger et al. 1994; Winckler et al. 1998a). Die B-Box-Motive der
tRNA-Gene in D. discoideum sind stark konserviert und entsprechen den typischen eukaryotischen
Motiven. In den tRNA-Genen von D. discoideum konnte fiir die internen B-Boxen das
Konsensusmotiv GTCnnnnG>TTCRAnYC abgeleitet werden (Siol et al. 2006). Den externen B-
Boxen fehlt allerdings das 5'-gelegene GTC-Motiv der internen B-Boxen. Rund 54 % aller tRNA-
Gene im Genom von D. discoideum sind mit Integrationen von TRE-Elementen assoziiert (Winckler et

al. 2005).

1.8.2 Modelle zur Erklirung der spezifischen Integration von Retrotransposons an tRNA-Genen

Anhand von Experimenten mit LTR-Retrotransposons der Ty-Familie aus S. cerevisiae konnte gezeigt
werden, dass Interaktionen der Pol-III-Transkriptionsfaktoren mit den Retrotransposons fiir eine
spezifische Integration verantwortlich sind. Bei In-vitro-Versuchen mit Ty3, welches rund 700 bp
oberhalb von Pol-III-Genen integriert, waren bereits die beiden TFIIIB-Untereinheiten Brfl und TBP1
ausreichend fiir eine erfolgreiche Integration der Retrotransposon-cDNA (Kirchner ez al. 1995; Yieh et
al. 2000). Ebenso ist bekannt, dass die spezifische Integration an den Transkriptionsstartpunkten von
Pol IlI-Genen durch das LTR-Retrotransposon Ty3 auf Grund von Interaktionen des
Préintegrationskomplexes mit den TFIIIB-Untereinheiten TBP und Brfl zustande kommt (Yieh et al.
2002). Fiir das D. discoideum TRE5-A.1-Element konnte in Bakterien-Zwei-Hybrid Versuchen gezeigt
werden, dass das ORF1-Protein mit Untereinheiten von TFIIIB interagiert, besonders die TBP-
Untereinheit scheint dabei kritisch zu sein (Abbildung 15) (Chung et al. 2007). Interaktionen konnten
auch zwischen dem ORF1-Protein von TRES-B und TFIIIB-Untereinheiten nachgewiesen werden
(Chung et al. 2007). In weiteren Versuchen konnten Integrationen endogener Retrotransposons aus
D. discoideum an isolierten B-Boxen und dem 5S-rRNA-Gen gefunden werden, was ebenfalls ein
Hinweis auf Interaktionen mit den zuvor beschriebenen Transkriptionsfaktoren ist. Entscheidend
scheint dabei die Interaktion mit TFIIIB, da das 5S-rRNA-Gen keine B-Box besitzt und diese

Beobachtung dafiir spricht, dass keine Sequenzspezifische Erkennung einer B-Box durch den Pré-
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Integrationskomplex von TRES-A stattfindet (Siol ef al. 2006). Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ein
Model fiir die spezifische Integration von Retrotransposons an tRNA-Genen oder anderen Pol-III-
transkribierten Genen ableiten (Abbildung 15), welches nahelegt, dass eine Protein-Protein Interaktion
zwischen dem ORFI1-Protein des Retrotransposons und dem TFIIIB-Transkriptionsfaktor die
Integrationsstelle definiert (Siol et al. 2006; Chung et al. 2007).

TRES

Pra-Integrationskomplex 15
1 “ .

tRNA-Gen

TFIIC

Abb. 15: Modell der spezifischen Integration von TRE5-Elementen an tRNA-Gene.
Durch Interaktion des Pré-Integrationskomplexes von TRES mit TFIIIB-Untereinheiten kommt
es zur Integration der TRES-Elemente rund 50 bp oberhalb des tRNA-Gens. Modifiziert nach
Siol et al. 2006.

1.9 Genetisch markierte artifizielle TRES-Retrotransposons

Nachdem gezeigt wurde, dass das Genom von D. discoideum eine aktive Population von TRES-
Elementen beherbergt, wurde versucht, durch die Generierung von artifiziellen TRES5-Elementen die
Strukturen zu definieren, welche fiir eine erfolgreiche Integration an tRNA-Genen essentiell sind.
Basierend auf der Beobachtung, dass bei In-vivo-Versuchen zu einem erheblichen Anteil De-
novo-Integrationen von nicht-autonomen TRES5-A.2-Elementen nachgewiesen wurden (Siol ef al
2006), konnte ein artifizielles, nicht-autonomes TRES5-Element erzeugt werden, welches in
Zellkulturen aktiv ist (Siol et al. 2011). Das Element beinhaltet neben einem Promotor, der die
Transkription des kompletten Elements ermdglicht, ebenfalls das ORF1-Gen von TRES-A.1. An dieses
Gen wurde eine Blasticidin-Kassette in umgekehrter Orientierung zum Element fusioniert, welche
durch ein Intron, dass in gleicher Orientierung wie das Element liegt, unterbrochen wird. Die Kassette
wird durch einen ebenfalls revers gelegenen Aktin-15-Promotor transkribiert. Terminiert wird das
artifizielle TRES-Element durch ein C-Modul (Abbildung 16) (Siol et al. 2011).

In Zellkulturen wird dieses Element in trans durch ORF2-Proteine endogener Elemente mobilisiert.
Dabei wird aus der kompletten RNA des Elements wihrend der Transkription das Intron
herausgespleifit. Nach erfolgreicher reverser Transkription und Integration des nicht-autonomen
Elementes entstehen so Kopien an neuen Integrationsorten, die durch das Fehlen des Introns eine
funktionelle Blasticidin-Kassette besitzen und so die Zellen gegen das Antibiotikum resistent machen.
Auf diese Weise kann auf Zellen selektioniert werden, die De-novo-Integrationen des artifiziellen
Elements im Genom aufweisen. So konnte gezeigt werden, dass die kiinstlichen Retrotransposons die
gleichen Integrationsorte préferieren wie die endogene TRES-Population und auch die Abstinde zu

tRNA-Genen identisch sind (Siol ef al. 2011). Zudem wurden Integrationen nachgewiesen, die sich an
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isoliert gelegenen B-Boxen auf dem rDNA-tragenden Palindrom befanden. Des Weiteren konnte mit
diesem System gezeigt werden, dass das A-Modul nicht essentiell fiir die Mobilisierung des
Retrotransposons ist, da Elemente mit artifiziellen Promotoren, wie dem Aktin-6-Promotor, sogar noch
aktiver waren als Elemente mit einem authentischen A-Modul. Das C-Modul scheint allerdings
unentbehrlich fiir eine erfolgreiche Retrotransposition zu sein, denn Elemente ohne C-Modul waren
inaktiv (Siol et al. 2011). Strukturanalysen des C-Moduls legen nahe, dass eine RNA-Sekundarstruktur
wichtig fiir die Aktivitdt der TRE5-A-Elemente ist. Durch Mutationen veridnderte C-Module, bei denen
die vorhergesagt RNA-Sekundérstruktur zerstort wurde, zeigten dementsprechend eine stark reduzierte

Aktivitdt oder waren komplett inaktiviert (Siol et al. 2011).

Nicht-autonomes TRE5-A*"-Element

Plus-Strang RNA

SD SA
AGP  ORF1 MWLM M dSTY C

Nicht funktionelle BSR-mRNA

Doppeltransformation mit
G418-Vektor

G418-resistente Klone
Retrotransposition
+ spleiRen des Introns
Erfolgreich mobilisiertes TRE5-A""-Element

Plus-Strang RNA

A6P ORF 1 QLI ds1Y C

& I

funktionelle BSR-mRNA

}

I BSR-resistente Klone I

Abb. 16: Schema des Retrotranspositions-Assays.
Nicht-autonome, artifizielle TRES-Elemente vermitteln nach erfolgreicher Retrotransposition
Blasticidin-Resistenz. SD: Spleif3donor; SA: SpleiBlakzeptor; BSR: Blasticidin; A15P: Aktin-15-
Promotor; A6P: Aktin-6-Promotor; C: C-Modul. Modifiziert nach Siol et al. 2011.
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

Mit der Sequenzierung der Genome verschiedener Arten der sozialen Amoben ergibt sich eine
Moglichkeit, die evolutiondre Entwicklung der spezifisch integrierenden Retrotransposons niher zu
analysieren. Dazu sollten in der vorliegenden Arbeit zundchst Genomanalysen durchgefiihrt werden,
um einen Grof3teil der mobilen genetischen Elemente der neu sequenzierten Arten D. fasciculatum,
P. pallidum und D. purpureum zu detektieren, diese zu annotieren und zu charakterisieren. Auf Basis
dieser Daten sollten phylogenetische Zusammenhédnge zwischen der Entwicklung der tRNA-Gen-
abhidngigen Integration mobiler genetischer Elemente und der jeweiligen Genomarchitektur
aufgefunden werden. In Vorarbeiten wurde ein In-vivo—Retrotranspositionstest etabliert, mit dem das
natiirliche Integrationsverhalten von TRES5-A-Retrotransposons im Genom von D. discoideum
untersucht werden kann. Als Erweiterung dieser Arbeiten sollen weitere Retrotransposons genetisch
markiert und ihre authentische Integrationspriaferenz charakterisiert werden.

Der genannte Retrotranspositions-Assay bietet die Moglichkeit, Zellen mit De-novo-Integrationen zu
isolieren und anschlieBend die Integrationsstellen zu analysieren. Bislang beruhte die Sequenzierung
von Integrationsstellen auf einer PCR-basierten Methode, die ausschlieBlich an tRNA-Genen
integrierte Elemente nachweisen konnte. Daher war es nicht mdoglich Integrationen aufzuspiiren,
welche nicht die bekannten Integrationsorte umfassen (,,0ff target“-Integrationen). Deshalb soll in
dieser Arbeit der Retrotranspositionstest erweitert werden, um genomweit und unabhingig von
potentiellen Integrationsorten eine grofe Anzahl neuer Integrationen zu sequenzieren und zu
analysieren. Auf Grund dieser Daten sollen Riickschliisse auf die exakte Spezifitit der TRES-Elemente
gezogen werden.

Es wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass sich auf dem extrachromosomalen, palindromischen DNA-
Element, dass in D. discoideum die ribosomalen RNA-Gene trigt, isolierte B-Box-Motive befinden,
die als Integrationsorte fiir artifizielle TRES5-Elemente in Frage kommen. Da bislang wenig Daten {iber
Integrationen endogener TRES-Elemente auf dem Palindrom verfiigbar sind, soll im Rahmen dieser
Arbeit systematisch untersucht werden, ob die B-Boxen als potentielle Integrationsorte auf dem
Palindrom von TRES-A erkannt und die Elemente dort integriert werden. In diesem Zusammenhang
sollten die B-Boxen auf mogliche transkriptionelle Aktivititen {iberpriift und charakterisiert werden,
um eine Verbindung zur zuvor erlduterten Hypothese herzustellen, dass Transkriptionsfaktoren des
RNA-Polymerase-III-Komplexes zur spezifischen Integration von TRES5-Retrotransposons benotigt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgeriite

Name Typ Hersteller
Blockthermostate Combi-Therm CH100 Peqlab

9i-D1100 Peqlab
Elektroporator Gene Pulser Xcell Bio-Rad
Gel-Elektrophorese Perfect blue Gelsystem Mini Peqlab
Geldokumentation Gel Jet Imager 2004 Intas
Lichtmikroskope Binokular-Mikroskop SZX9 Olympus

Mirkoskop CXX 41 Olypmus
Magnetisches Rack DynaMag™-2 Invitrogen
pH-Wert Messger:iit pH 1000L VWR
Real-Time-PCR System Mx3000P Stratagene
Schiittelinkubatoren Multitron 2 HAT-Infors Infors
Schiittelwasserbad SW22 Julabo
Schiittler KS250 basic IKA Labortechnik
Sterilwerkbank MRF-B Steag
Thermocycler Primus 96 advanced Peqlab
UV/VIS-Spektrometer BioPhotometer Eppendorf
Vakuumzentrifuge Eppendorf Concentrator 5301
Zellzihlsystem Model DT Schirfe System GmbH
Zentrifugen Centrifuge 5415 D/5424 Eppendorf

Centrifuge 5417 R Eppendorf

Centrifuge 5702 Eppendorf

Centrifuge 5810 R Eppendorf

Rotina 420 R Hettich

Avanti J-E Beckmann Coulter
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name

Lieferant

CL-Xposure® Film

Thermo Scientific

Elektroporationskiivetten (1 mm, 2 mm, 4 mm) PeqLab
Film-Entwickler GBX Kodak

Film-Fixierer GBX Kodak

Filterpapier 3 MM Whatman
DNA-LoBind 1,5 ml Reaktionsgeféalle Eppendorf
Magnetische Streptavidin-Beads M-280 Invitrogen
Mikrotiterplatten (24 Wells) Greiner
Nitrocellulose-Membran Hybond™-N* Amersham
Petrischalen Greiner
Pipettenspitzen, unsteril Greiner

Rotilabo® Spritzenfilter steril 0,22 um Roth
Vakuum-Filter-System Renner GmbH

2.1.3 Verwendete Kits

Name Hersteller/Lieferant
5’-DNA Adenylation Kit New England Biolabs

Agarose Gel Extraction Kit

Biotin PCR Labeling Core Kit

ECL® Advance Western Blotting Detection-Kit
Gateway” LR Clonase” II Enzyme mix
High Fidelity Polymerase Kit
Omniscript Reverse Transcription Kit
PCR Extender System
pCR™8/GW/TOPO” TA Cloning Kit
pGEM-T® Vector System

TOPO® XL PCR Cloning Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick®™ PCR Purification Kit
RNase-Free DNAse-Set

RNeasy Mini Kit

Jena Bioscience
Jena Bioscience
GE Healthcare
Invitrogen

Jena Bioscience
Qiagen

5 Prime
Invitrogen
Promega
Invitrogen
Qiagen

Qiagen
Invitrogen
Qiagen
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2.1.4 Enzyme

Name

Hersteller/Lieferant

Alkalische Phosphatase (CIP)
FastAP Alkalische Phosphatase
Proteinase-K
Restriktionsendonukleasen
RiboLock RNase Inhibitor
Ribonuklease-A
T4-DNA-Ligase

New England Biolabs

Fermentas/Thermo Scientific

Fermentas/Thermo Scientific

NEB
Thermo Scientific

New England Biolabs

Fermentas/Thermo Scientific

T4-Polynukleotidkinase New England Biolabs
T4-RNA-Ligase New England Biolabs
5’-App-DNA/RNA-Ligase New England Biolabs
Streptavidin-HRP Invitrogen

2.1.5 DNA-Grofienstandards

Name Hersteller/Lieferant
Biotinylated 2-Log DNA-Ladder New Englands Biolabs

pUC19 BsiSI (Hpall)
Lambda DNA/Pstl
Low-Range DNA-Ladder
Mid-Range DNA-Ladder

2.1.6 Anitibiotika

Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience

Jena Bioscience

Name Hersteller/Lieferant
Ampicillin Roth

Blasticidin S Invitrogen

Geneticin Disufat (G418) Calbiochem/Invitrogen
Hygromicin Roth

Kanamycin Serva

Spectinomycin Sigma
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2.1.7 Chemikalien

Alle Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad ,,Pro Analysis®.

Name Lieferant
2-(N-morpholino)ethanesulfonic Sdure (MES) Serva
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure (HEPES) Roth
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-a-D-galactopyranosid (X-o-Gal) Roth
50xDenhardt’s-Losung Invitrogen
Agar-Agar Roth
Agarose (peqGold Universal-Agarose) PeqLab
Bovine Serum Albumin (BSA) Fraktion V Roth
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) Roth
D-Glucose-Monohydrat Roth
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dINTPs) Roth
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) Roth
Ethidiumbromid Roth

EvaGreen TM Fluorescent DNA Stain
Formamid

Glyerin 86 %

Hefeextrakt

HL5-Medium
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Milchpulver

Natriumhydroxid

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Pepton

Polyethylenglykol (PEG) 8000
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
ROX Reference Dye

Tris-Puffer

Triton X-100

Trypton

Jena Bioscience
Roth

Roth

Serva
ForMedium
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

New England Biolabs
Roth

Jena Bioscience
Roth

Sigma

Serva
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2.1.8 Medien

Alle Angaben beziehen sich auf die Herstellung von 11 Medium. Alle Medien wurden autoklaviert.

Fiir Agar-Platten wurden dem Medium vor dem autoklavieren 18 g/l Agar zugegeben.

HL5-Medium:

22 g HLS5-Fertigmedium (Hersteller: ForMedium); nach dem Autoklavieren

25 ml 40 % Glucose zugeben

LB-Medium:

MES-Medium:

10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl

10 g Bacton-Pepton; 5 g Hefeextrakt; 1,3 g MES; mit 10 M NaOH auf pH 7,1

einstellen; nach dem Autoklavieren 25 ml 40 % Glucose zugeben

Na-Medium:

0,5 g Bacto-Pepton; 0,5g Glucose; 1xPhosphatpuffer ad. 1I; auf pH 6,2

einstellen

Phosphat-Agar:

SOC-Medium:

2.1.9 Puffer und Lésungen

2x HBS (250 ml)

20xSSC

50x Phosphatpuffer (1 1)

Denaturierldsung

Elektroporationspuffer
(fiir D. discoideum)

Hybridisierldsung (50 ml)

10xLow-TE Puffer:

Lysepuffer (gDNA)

Pufferlosung A (gDNA)
Pufferlosung B (gDNA)

Neutralisierlosung:

20 ml 50xPhosphatpuffer; auf pH von 6,5 einstellen

5 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 1 g Glucose

4 g NaCl; 0,18 g KCI; 0,05 g Na,HPOy; 2,5 g HEPES; 0,5 g Glucose;
auf pH 7 einstellen und steril filtrieren

3 M NacCl; 0,3 M Na-Citrat

99,86 g KH,PO4; 17,80 g Na,HPO,4 auf pH 5,7 einstellen und
autoklavieren

0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl

10 mM KH,PO,4; 50 mM Saccharose; auf pH-Wert 6,1 einstellen und
autoklavieren

12,5 ml 20xSSC;  5ml10% SDS; 1 ml
6,5 ml MQ-Wasser;

25ml  Formamid;
50 x Dennhardts
Heringsperma-DNA

Losung; 5 pg/ml

100 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; auf pH 8 einstellen

0,32 M Saccharose; 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; SmM MgCl,;
1 % Triton X-100

10 mM Tris-HCI; pH 7,5; 10 mM EDTA
10 mM Tris-HCI; pH 7,5; 0,7 % SDS

0,5 M Tris-HCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl; 1 mM EDTA
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Pra-Hybridisierlsg. (50 ml) 25 ml Formamid; 12,5 ml 20xSSC; 5 ml 10 % SDS; 5,5 ml MQ-
Wasser; 2 ml 50x Dennhardts Losung; 50 pg/ml Heringssperma-DNA
(vor Zugabe aufkochen)

Schocklosung (2ml) 1 ml 2xHBS; 0,4 ml MQ-Wasser; 0,6 ml 60 % (m/v) Glucose

Southern-Basispuffer 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl
(SB-Pufter)

2.1.10 Mikroorganismen
Soziale Amoben
D. discoideum; Stamm AX2; axenisch wachsender Laborstamm
D. discoideum; RrpAC Mutante (Wiegand et al. 2013)
P. pallidum; Wildtyp-Stamm
D. fasciculatum ; Wildtyp-Stamm
E. coli K12-Stimme

DH5a: F— ®80/lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+)
phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

Top 10: F merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG A-

JM109: endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rtk—, mk+), relAl, supE44, hA—, A(lac-
proAB), [F’, traD36, proAB, laclqZAM15], IDE3

SURE2: el4-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl gyrA96 thi-1 supE44 relA lac
recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F" proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)
Amy Camr].

Fir die Kultivierung von Wildtyp-Stimmen wurde zudem Klebsiella planticola verwendet
(Bezugsquelle: Dictyostelium-Stock-Center).

36



Material und Methoden

2.2 Verwendete Programme

Name/Version Beschreibung Referenz/URL
Argo GenomeViewer Genombrowser http://www .broadinstitute.org/annotation/argo
Artemis Gfenomb'rowser und (Rutherford et al. 2000)
Visualsiierung
Blastall Generierung und Nutzung — x o ut or a1 1990)

ClustalX 2.0.12

DNA-Plotter

Emboss 1.5

GCUA

LTRfinder

MEGAS5

Multalign

pDRAW 1.1.121

Phylip

Puzzle

staden package

lokaler Blast-Datenbanken

Erzeugung von Alignments

Erstellung zirkulérer
genomweiter Abbildungen

Software-Sammlung,
Bearbeitung von
Sequenzdaten
Analyse des Spezies-

spezifischen Codon-
Gebrauchs

Automatische Detektion von

LTR-Sequenzen

Alignment-Programm,
Erzeugung von
Stammbéiumen

Alignment-Programm

Erzeugung von Vektorkarten,
Bearbeitung von Sequenzen

Phylogenie-Programm

Phylogenie-Programm

Assemblierung von

Sequenzen, Generierung von

(Larkin et al. 2007)

(Carver et al. 2009)

(Rice et al. 2000)

(Fuhrmann et al. 2004)

(Zhao und Wang 2007)

(Tamura et al. 2011)

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

http://www.acaclone.com/

http://evolution.genetics.washington.edu/
phylip.html

(Schmidt et al. 2002)

http://staden.sourceforge.net/

Konsensussequenzen
Tandem Repeat Detektion von repetitiven
Finder 4.07b Sequenzen (Benson 1999)
Automatische Detektion von
tRNAscan-SE (RNA-Genen (Schattner et al. 2005)
2.3 Datenbanken
Name Beschreibung URL
Genomdatenbanken fiir D. discoideum;
dictybase D. fasciculatum; P .pallidum; http://www.dictybase.org
D. purpureum
InterProScan Proteindatenbank http://www.ebi.ac.uk/interpro/
Allgemeine Nukleotid- und ) . . .
NCBI Proteindatenbanken http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Prosite Proteindatenbank http://prosite.expasy.org/
SACGB Genombrowser fiir soziale Amoben http://sacgb.fli-leibniz.de/cgi/index.pl
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2.4 Methoden
2.4.1 Molekularbiologische Methoden
2.4.1.2 Isolation genomischer DNA

Fiir die Isolation von genomischer DNA, welche fiir PCR-Ansétze geeignet ist, wurden Pellets mit

2x10" Zellen verwendet. Die Pellets wurden in folgendem Puffer resuspendiert:

336 Wl ddH,O
40 ul 10x Tag-Polymerase-Puffer
20 ul Triton X-100 (10 %)
4 ul Proteinase K (10 mg/ml)

Es folgte eine Inkubation bei 56 °C fiir 60 min und eine anschlieBende Hitzeinaktiverung der
Proteinase-K fiir 10 min bei 95 °C. Die Suspension wurde nun fiir 1 min bei 30.000 g zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt. Der Verdau der RNA erfolgte durch
Zugabe von 2 ul RNase A-Losung (1 mg/ml) und einer weiteren Inkubation fiir 30 min bei 37 °C. Es

wurden 2—10 pl der Losung je PCR-Ansatz verwendet.

2.4.1.3 Extraktion verdaubarer genomischer DNA

Zur Isolation verdaubarer genomischer DNA wurden zunichst 5x10° Zellen bei 4°C und 150 g in
einem 50 ml Falcon-Rohrchen zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend in 50 ml kalten Lysepuffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml 10 % Triton-X und einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis folgte
eine Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellkernpellet in 5 ml Pufferlosung A (10 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5; 10 mM EDTA ) aufgenommen.
Nach Zugabe von 5,5 ml Pufferlosung B (10 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5; 0,7 % SDS) und 30 ul
RNaseA (Img/ml) folgte eine Inkubation bei 37 °C fiir 30 Minuten. AnschlieBend wurden 40 pl
Proteinase K (20 mg/ml) zugegeben und die Losung fiir eine weitere Stunde bei 55 °C inkubiert. Nun
wurden 10 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhiltnis: 25:24:1) zugegeben und vermischt.
Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 14.000 g wurden 8 ml der oberen wéssrigen Phase
vorsichtig abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben. Anschlieend wurden 8 ml
Chloroform/Isoamylalkohol (Verhiltnis 24:1) zugegeben und die Losung gemischt. Nach einer
Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 14.000 g wurden wiederum 5 ml der oberen Phase
abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon iiberfiihrt. Nun wurden 12,5 ml 100 % Ethanol und
500 pl 5M NaCl zugegeben und die Losung iiber Nacht bei -20 °C inkubiert um die genomische DNA
aus der Losung zu fallen. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und 14.000 g. Das dadurch
erhaltene DNA-Pellet wurde mit 10 ml 70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend in 400 pl
MQ-Wasser aufgenommen. Die Losung wurde nun in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB {iberfiihrt. Nach der
Zugabe von 1 ml 100 % Ethanol und 40 ul 5M NaCl folgte eine weitere Féllung bei -20 °C fiir
30 Minuten. Es folgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 4 °C und 30.000 g. Das DNA-Pellet wurde

drei Mal mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend bei 37 °C vorsichtig getrocknet. Zum
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Schluss wurde die DNA in 400 pl Low-TE Puffer aufgenommen und die Konzentration durch eine

photometrische Messung bei 260 nm ermittelt.

2.4.1.4 Southern-Blot mit biotinylierten Sonden

(A) Erzeugung biotinylierter Sonden fiir das Blasticidin-Gen

Verwendet wurde das ,,Biotin PCR Labeling Core Kit“ von Jena Bioscience nach Herstellerangaben.
Die PCR-Reaktionen wurden in 5 parallelen Ansdtzen mit den Primern BSR-TEST-01 und
BSR-TEST-02 durchgefiihrt. Als Matrize diente ein Plasmid, welches eine Blasticidin-Kassette
enthdlt. Die PCR-Produkte wurden vereinigt, {iber eine Siule gereinigt und anschlieBend in 150 pl

MQ-Wasser eluiert.

(B) Restriktionsverdau genomischer DNA

Dazu wurden 15 pg verdaubarer genomischer DNA mit 10 pl des entsprechenden 10-fachen
Enzym-Puffer und jeweils 20 Units des Restriktionsenzyms vermischt und die Losung auf 100 pl mit
MQ-Wasser aufgefiillt. Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 37 °C folgte eine Ethanol-Fillung. Das
dadurch erhaltene DNA-Pellet wurde in 20 ul Low-TE Puffer resuspendiert.

(C) Blotten der verdauten DNA

Die verdaute genomische DNA wurde fiir 3 h bei 100 V in einem Agarosegel mit einer Konzentration
von 1,2 % elektrophoretisch aufgetrennt. Als Gréfenstandard diente der ,Biotinylated 2-Log DNA
Ladder”. Das Gel wurde anschlieBend fiir mehrere Stunden in 200 ml frischer Denaturierlésung
geschwenkt um einzelstringige DNA zu erhalten. Nach einer Inkubation fiir 15 min in 200 ml
Neutralisierlosung wurde die DNA iiber Nacht mittels Kapillar-Blot und 20xSSC auf eine Hybond™-
N" Nitrocellulose-Membran iibertragen. Am folgenden Tag wurde die DNA durch eine Inkubation bei
80 °C fiir 2 Stunden an der Membran fixiert.

(D) Hybridisierung der biotinylierten Sonde

Die Membran wurde fiir mehrere Stunden in 50 ml Pra-Hybridisierlosung bei 42 °C geschwenkt.
Anschlieend wurde die Prid-Hybridisierlosung durch 50 ml Hybridisierlosung ersetzt, in welche die
gereinigte Sonde gegeben wurde. Die Hybridisierlosung wurde vor der Verwendung fiir 5 min auf
100 °C erhitzt und anschlie8end auf rund 70 °C abgekiihlt. Die Hybridisierung der Sonde erfolgte iiber
Nacht bei 42 °C im Schiittel-Wasserbad.

(E) Waschen und Blocken der Membran

Nach der Hybridisierung wurde die Membran zunichst zweimal fiir 3 min in 2xSSC/0,1 % (v/v) SDS
bei Raumtemperatur gewaschen. Es folgte ein zweiter Waschschritt fiir 3 min mit
0,25x SSC/0,1 % (v/v) SDS, der ebenfalls wiederholt wurde. Nun wurde die Membran zweimal fiir
15 min in 0,16x SSC/0,1 % (v/v) SDS bei 50 °C gewaschen und anschlieBend kurz in 2x SSC

geschwenkt.
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Zum Blocken unspezifischer Bindungen des Antikdrpers wurde die Membran zunichst kurz mit SB-
Puffer gewaschen und anschlieend fiir 1 h bei RT in SB-Puffer mit 5 % (m/v) Milchpulver inkubiert.
Die Membran wurde nun dreimal mit SB-Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation fiir 1 h bei
65 °C in SB-Puffer mit 3 % (m/v) BSA. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei RT in 50 ml
SB-Puffer mit 10 pl Streptavidin-HRP inkubiert. Zum Schluss wurde die Membran drei Mal fiir

15 min mit SB-Puffer gewaschen.

(F) Detektion der Sonde
Die Detektion erfolgte mit dem ,,ECL" Advance Western-Blotting Detection-Kit*  nach

Herstellerangaben und unterschiedlichen Belichtungszeiten.

2.4.1.5 Inverse PCR

Fiir die inverse PCR wurden zunéchst 25 pg genomische DNA mit 40 Units des Restriktionsenzyms
Sau3Al fiir 4 Stunden bei 37 °C verdaut und anschliefend fiir 20 min bei 65 °C Hitzeinaktiviert. Das
Volumen wurde daraufhin auf 600 pl mit MQ-Wasser erhoht und die DNA mit einer Phenol-
/Chloroform-Fillung gereinigt. Das DNA-Pellet wurde in 50 pl MQ-Wasser aufgenommen. Die
Ligation erfolgte fiir 2 bis 3 Tage bei 22°C. Dazu wurden mehrere Ansidtze mit unterschiedlichen
Mengen der verdauten DNA in je 100 ul Gesamtvolumen unter Verwendung der T4-DNA-Ligase
(Fermentas) nach Herstellerangaben ligiert. Die eingesetzten Mengen verdauter genomischer DNA
variierten dabei von 0,1 ng/ul bis 1 ng/ul. AnschlieBend wurden alle Ligationsreaktionen vereinigt und
erneut durch eine Phenol-/Chloroform-Extraktion gereinigt. Das Pellet wurde in 10 pl MQ-Wasser
aufgenommen. Die ligierte DNA konnte nun fiir die Retrotransposon-spezifischen PCRs verwendet
werden. Fiir die erste PCR wurden die Primer iPCR_ORFlopt-01 und -02 verwendet. Fiir eine
folgende Nested-PCR wurden die Primer Rep-235 und iPCR-ORF1-opt-02 eingesetzt.

2.4.1.6 Extraktion von RNA und cDNA-Synthese

Fiir die Isolation von Gesamt-RNA aus D. discoideum-Zellen wurden 2x10" Zellen eingesetzt.
Verwendet wurde dafiir das RNeasy Mini-Kit (Qiagen) nach dem Protokoll fiir die Extraktion von
RNA aus Zellkulturen. Zusitzlich erfolgte ein Verdau der genomischen DNA mit dem RNase-Free
DNAse-Set (Qiagen) nach Herstellerangaben. AnschlieBend wurde die RNA-Konzentration durch
photometrische Messung bei 260 nm bestimmt.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei wurden, soweit nicht anders angegeben, je Reaktion 500 ng
RNA cingesetzt. Fiir unspezifische cDNA-Synthesen wurde eine Mischung (1:1) von Oligo-
dT/Random-Hexamer-Primern eingesetzt. Fiir spezifische reverse Transkriptionsreaktionen wurden
300 pmol der jeweiligen Primer verwendet. Fiir die anschlieBende PCR wurden verschieden Mengen

der cDNA eingesetzt.
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2.4.1.7 cRT-PCR

Die cRT-PCR dient der Zirkularisierung von RNA und der anschlieBenden Erzeugung von cDNA um
unbekannte 5und 3’-Enden von Transkripten durch eine PCR zu amplifizieren und zu sequenzieren.
Dazu wurden zunichst 15 pg RNA mit 2 Units FastAP Alkalische Phosphatase und 3 ul 10xFastAP-
Puffer fiir 30 min in einem Gesamtvolumen von 30 ul inkubiert. AnschlieBend wurde die
dephosphorylierte RNA durch eine EtOH-Fillung gereinigt und das Pellet in 20 pl MQ-Wasser
aufgenommen. Die Phosphorylierung des 5” Endes der RNA erfolgte mit Hilfe der T4-Polynukleotid-
Kinase (T4-PNK). Dazu wurden zu der dephosphorylierten RNA 3 pl 10xT4-PNK Puffer, 3 pl 10 mM
ATP und 10 Units T4-PNK gegeben und auf 30 ul mit MQ-Wasser aufgefiillt. Es folgte eine
Inkubation fiir 30 min bei 37 °C und eine Hitzeinaktivierung fiir 20 min bei 65 °C. AnschlieBend
wurde die RNA erneut gefillt und in 20 ul MQ-Wasser aufgenommen. Im folgenden Schritt wurden
2 pug der 5'-phosphorylierten RNA mit 2 pl 10xT4-RNA-Ligase Puffer, 2 ul 50 % PEG-8000; 2 ul
10mM ATP, 1 pul RNase-Inhibitor und 20 Units T4-RNA-Ligase vermischt und auf ein
Gesamtvolumen von 20 ul mit MQ-Wasser aufgefiillt. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min bei 37 °C
und eine anschlieBende Hitzeinaktivierung fiir 15 min bei 65 °C. Nach einer erneuten Fillung der

RNA wurden fiir die cDNA-Synthese je 500 ng der zirkularisierten RNA eingesetzt.
2.4.2 Zellkultur

2.4.2.1 Kultivierung von Dictyostelium discoideum

Anders als die Wildtyp-Stimme der sozialen Amoben wurden von Dictyostelium discoideum
Laborstimme etabliert, die axenisch, das heiflt ohne Bakterien, kultiviert werden kénnen (Ashworth
& Watts, 1970). Der in dieser Arbeit verwendete Stamm AX2 wurde dazu in Petrischalen bei 22 °C in
HL5-Vollmedium kultiviert. Schiittelkulturen wurden bei 150 rpm und 22 °C bis zu einer Dichte von
4-6x10° Zellen pro ml inkubiert, um einen Ubergang in die stationdre Phase zu vermeiden. Fiir
Selektionen wurden dem HLS5-Medium verschiedene Antibiotika zugegeben. Die Konzentrationen

betrugen 10 pg/ml G418, 5 pg/ml Blasticidin und 35 pg/ml Hygromycin.

2.4.2.2 Kultivierung von Wildtyp-Stimmen

Da die Wildtyp-Stimme Polysphondylium pallidum und Dictyostelium fasciculatum nicht axenisch
wachsen konnen mussten flir die Kultivierung zunédchst frische Bakterienkulturen von
Klebsiella planticola hergestellt werden. In 1 ml der Bakteriensuspension wurden die Sporen einer
Gefrierkultur mit einer Impfose vermischt und auf NA-Agarplatten ausgestrichen. Die Bakterien
dienten den Wildtyp-Stimmen als Nahrung. Sobald keine Bakterien mehr vorhanden waren begannen
die Amoben mit der Fruchtkorperbildung. Fiir die Extraktion von genomischer DNA wurden Kulturen
verwendet, die kurz vor Beginn der Differenzierung abgeerntet und pelletiert wurden. Fiir die
Herstellung von Gefrier-Stocks und eine erneute Kulturpassage wurden die Zellen so lang kultiviert,

bis Sporentragende Fruchtkorper gebildet wurden.
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2.4.2.3 Herstellung von Zellpellets

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA und genomischer DNA fiir die PCR wurden Pellets mit
2x10” Zellen verwendet. Dazu wurde die entsprechende Zellanzahl bei 4 °C und 150 g fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 20 ml kaltem 1xPhosphatpuffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt.
Anschlieend wurde das Pellet in 1 ml 1xPhosphatpuffer resuspendiert und fiir 1 min bei 30.000 g
zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -80 °C gelagert und konnten fiir die Isolierung von genomischer

DNA und RNA verwendet werden.

2.4.2.4 Herstellung von Gefrierkulturen

Fiir die dauerhafte Lagerung von AX2-Kulturen und Wildtyp-Stimmen wurden Gefrierkulturen von
Sporen hergestellt. Dazu wurden die Zellen zunéchst in Schiittelkulturen bis zu einer Dichte von 4—
6x10° Zellen pro ml kultiviert. AnschlieBend wurden davon 1x10° Zellen fiir 5 min bei 150 g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde nun in 20ml kaltem
1 xPhosphatpuffer resuspendiert und erneut fiir 5 min mit 150 g bei 4 °C zentrifugiert um Medienreste
zu entfernen. Die Zellen wurden in 5 ml 1xPhosphatpuffer aufgenommen und auf eine Phosphatplatte
gegeben. Nach einer Inkubation fiir 30 min, widhrend der sich die Zellen absetzen, wurde der
Phosphatpuffer abgesaugt und die Platten kurz gerocknet. Aufgrund des Nahrungsmangels beginnen
die Zellen nach einiger Zeit mit der Aggregation und der darauf folgenden Bildung von Fruchtkoérpern,
welche innerhalb von 1-2 Tagen abgeschlossen ist. Zur Herstellung der Gefrierkulturen wurden die
Platten abgekratzt und die Sporen in 500 ul 86 % Glycerin resuspendiert. Die Stocks wurden bei -
80 °C gelagert. Fiir die erneute Kultivierung wurde wenig Material der Stocks in HL5-Medium ohne
Antibiotika resuspendiert. Nachdem die vegetativen Zellen erneut ausgebildet waren, wurden die

Zellen bei Bedarf in Selektionsmedium weiter kultiviert.

2.4.2.5 CaCl,-Transformation von D. discoideum-Zellen

Zur stabilen Integration von Plasmiden in das Genom wurden die Zellen mit einer CaCl,-basierten
Methode transformiert (Gaudet ef al. 2007). Dazu wurden zunichst Zellen in Petrischalen bis zu einer
Konfluenz von rund 90 % in HL5-Medium kultiviert. Am Tag der Transformation wurde das HLS5-
Medium zunédchst durch 10 ml MES-Medium ersetzt und die Zellen fiir mindestens 45 min darin
inkubiert. Fiir Doppel-Transformationen wurden 15 pg, fiir Einzeltransformationen 30 pg je Plasmid,
mit 300 pul 2xHBS und dem entsprechendem Volumen MQ-Wasser in einem Gesamtvolumen von
600 pl vermischt. Zu dieser Losung wurden anschlieBend 38 pl 2M CaCl, unter moderatem Schiitteln
tropfenweise zugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 25 min bei Raumtemperatur. Nun wurde das
MES-Medium von den Zellen abgesaugt und die Plasmid-Losung vorsichtig auf die Mitte der Platten
getropft. AnschlieBend wurden die Platten vorsichtig geschwenkt, die Zellen fiir 30 min inkubiert und

danach 10 ml MES-Medium zugegeben. Die Zellen wurden nun fiir mindestens 3 Stunden stehen
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gelassen. Nun wurde das MES-Medium abgenommen und durch 2 ml Schocklosung ersetzt, die
vorsichtig an eine zuvor markierte Stelle des Petrischalen-Rands gegeben und durch vorsichtiges
Schwenken verteilt wurden. Nach einer Inkubation fiir 8 min wurde die Schockldsung abgesaugt und
durch HL5-Medium ersetzt. Am folgenden Tag wurde das Medium durch das entsprechende
Antibiotika-haltige HL5-Medium ersetzt. Das Selektionsmedium wurde alle 2—3 Tage ersetzt. Nach
7-10 Tagen wurden resistente Klone sichtbar, welche die entsprechenden Plasmide aufgenommen
hatten. Die Klone konnten entweder als Einzelklone gepickt und in Mikrotiterplatten weiter kultiviert
werden, oder sie wurden fiir die folgenden Experimente vermischt (Pool). Fiir die weitere Lagerung

wurden Gefrierkulturen hergestellt.

2.4.2.6 Elektrotransformation von D. discoideum-Zellen

Eine weitere Moglichkeit der Transformation von D. discoideum mit Plasmid-DNA ist die
Elektroporation der Zellen. Dazu wurden zunichst Schiittelkulturen bis zu einer Dichte von 4-6x10°
Zellen pro ml kultiviert. Nun wurden je Transformation 3-5x10” Zellen bei 4 °C und 200 g fiir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand anschlieBend verworfen und das Zellpellet in 20 ml kaltem
1xPhosphatpuffer aufgenommen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C und 200 g fiir 5 min
wurde der Uberstand erneut verworfen und das Pellet in 20 ml kaltem Elektroporationspuffer
resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation (4°C, 200 g, 5 min) wonach der Uberstand
verworfen und das Pellet in 300 ul Elektroporationspuffer aufgenommen wurde. Die Zellsuspension
wurde in vorgekiihlte 4 mm Elektroporationskiivetten iiberfiihrt und jeweils 8 pug Plasmid-DNA
zugegeben. Die Elektroporation erfolgte anschlieBend mit folgenden Parametern: 1000 V; 1 ms
Pulslidnge; 2 Pulse mit 5 sek Pulsintervall. Nach einer Inkubation fiir 10 min bei 22 °C wurden die
Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefafle mit je 3 pl 0,1 M CaCl, und 0,1 M MgCl, {iberfiihrt. Es folgte eine
Inkubation bei 22°C und 150 rpm fiir 15 Minuten im Schiittelinkubator. AnschlieBend wurden die
Zellen in 10 ml HL5-Medium ausplattiert und das Medium am néchsten Tag durch Selektionsmedium

ersetzt. Die Selektion und die weitere Kultur erfolgten analog zu CaCl,-transformierten Zellen.

2.4.2.7 Retrotranspositionstest

Der Retrotranspositionstest dient der Mobilisierung und Quantifizierung artifizieller Retrotransposons.
Zunéchst musste dazu das artifizielle Retrotransposon durch eine Transformation stabil in das Genom
der Zellen integriert werden. Dies erfolgte durch eine Co-Transformation mit einem G418-Resistenz
vermittelnden Plasmid (pISAR). Bei der Co-Transformation werden beide Plasmide in das Genom
integriert, wobei zu erwarten ist, dass erfolgreich transformierte Zellen mehrere Kopien beider
Plasmide enthalten. Nach der Transformation wurden die Zellen auf G418-resistente Klone
selektioniert und diese nach 7-10 Tagen gepoolt. AnschlieBend wurden von den Pools
Schiittelkulturen hergestellt, welche bis zu einer Zelldichte von 4-6x10° Zellen pro ml kultiviert
wurden. Von diesen Schiittelkulturen wurden nun 1-10x10° Zellen in Petrischalen mit 10 ml HL5-

Medium gegeben und bei 22 °C inkubiert bis sich die Zellen auf dem Boden abgesetzt hatten. Das
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Medium wurde darauthin abgesaugt und durch 10 ml HL5-Medium mit 5 pg/ml Blasticidin ersetzt.
Die weitere Selektion erfolgte fiir 7-10 Tage, wobei alle 2—3 Tage das Medium vorsichtig an einer
zuvor markierten Stelle abgesaugt und durch frisches Selektionsmedium ersetzt wurde. Zellen in
denen die artifiziellen Retrotransposons mobilisiert wurden sind Blasticidin-resistent. Die Blasticidin-
resistenten Klone wurden einzeln gepickt und weiter kultiviert oder wurden gepoolt. Fiir weitere
Analysen wurden davon jeweils Zellpellets angefertigt.

Fir den Vergleich der Retrotranspositionsfrequenzen verschiedener Elemente wurden mehrere
unabhingig erzeugte G418-Pools verwendet, wobei darauf geachtet wurde, dass die Kulturzeiten
dhnlich waren. Nach der Auszdhlung der Blasticidin-resistenten Klone je Platte wurde die Frequenz

der Sprungereignisse, bezogen auf 1x10’ Zellen, errechnet.

2.5 In-silico-Analysen
2.5.1 Detektion neuer Retrotransposon-Spezies

Fiir die Suche nach bisher unbekannten Retrotransposons aus den Genomen von P pallidum,
D. fasciculatum und D. purpureum wurden BLAST-Suchen durchgefiihrt. Grundlage fiir die Detektion
waren die Reverse-Transkriptase-Doménen (RT) der Retrotransposons von D. discoideum. Dazu
wurden zunéchst lokale Blast-Datenbanken generiert und anschlieBend ein genomweiter Vergleich der
RT-Aminosduresequenzen aus D. discoideum mit allen drei mdglichen offenen Leserahmen in beiden
Orientierungen durchgefithrt (zblastn). Gewertet wurden dabei alle Treffer mit einem
Wahrscheinlichkeitswert kleiner als 1x10™"°. Die Regionen der Treffer wurden anschlieBend um einige
Kilobasenpaare ober- und unterhalb erweitert und aus den Genomdaten extrahiert. Diese Sequenzen
wurden entweder in Teilstiicke fragmentiert und unter Verwendung des ,,staden package “-Programms
assembliert oder mittels anderer Alignment-Software (Clustal W, MEGA 5) analysiert. Parallel zur
Assemblierung wurden die erhaltenen DNA-Sequenzen nach charakteristischen Merkmalen von
Retrotransposons, wie LTR-Sequenzen, Zielsequenzduplikationen und offenen Leserahmen abgesucht.
Durch einen Vergleich dieser Daten konnten neue Retroelemente gefunden und die potentiell
vollstindigen Sequenzen der Retrotransposons generiert werden. AnschlieBend wurden weitere
BLAST-Suchen mit den Elementsequenzen gegen das Gesamtgenom durchgefiihrt (blastn) um alle

Fragmente zu finden und die entsprechenden Loci zu analysieren.

2.5.2 Erstellung phylogenetischer Stammb&aume

Fiir die Erstellung phylogenetischer Stammbidume wurden die Aminosduresequenzen der Reversen-
Transkriptase-Doménen der Retrotransposons verwendet. Dazu wurden zundchst Alignment erstellt
um konservierte Motive zu detektieren. AnschlieBend wurden alle Bereiche mit geringer
Konservierung aus dem Datensatz entfernt. Fiir die Erstellung der Phylogenetischen Stammbédume
wurden jeweils verschiedene Stammbdume mit der ,,Neighbor-joining -, der Parsimonie- und der

~Maximum likelihood “-Methode, unter Zuhilfenahme verschiedener Programme errechnet. Dabei

44



Material und Methoden

wurden jeweils 100 Bootstrap-Replikate erzeugt. Der Stammbaum mit den hdchsten Bootstrap-
Werten, welcher auch eine vergleichbare Topologie im Vergleich mit anderen Methoden aufwies,

wurde als reprisentativ fiir die jeweiligen phylogenetischen Beziehungen angesehen.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, dass die Integrationsspezifitit bestimmter
mobiler genetischer Elemente in der Ndhe von tRNA-Genen eine Anpassung an ein kompaktes Genom
wie das von D. discoideum ist. Es wird vermutet, dass die Integration in der Ndhe von tRNA-Genen
Insertionsmutagenesen in proteincodierenden Genen vermeidet, so dass den mobilen Elementen eine
begrenzte Ausbreitung moglich ist, ohne dass die Fitness des Wirtes libermiBig reduziert wird.
Entsprechend dieser Hypothese miisste man erwarten, dass in den vergleichbar kompakten Genomen
anderer sozialer Amdben dhnliche Anpassungen von transposablen Elementen aufzufinden sind.

Die Frage, wie die Integrationsspezifitit an tRNA-Genen entstanden ist, kann eventuell durch die
Analyse von Genomen anderer sozialer Amdben abgeleitet werden (z. B. die Frage, wie die
unterschiedliche Sperzifitit der phylogenetisch eng verwandten TRES5- und TRE3-Elemente in
D. discoideum entstanden ist). In D. discoideum kann die Integrationsspezifitidt zum Teil experimentell
untersucht werden. Das erlaubt jedoch keine Aussagen iiber die Evolution dieser Spezifitit,
insbesondere dariiber, ob die Spezifitit schon vor der Ausbreitung solcher Elemente in sozialen
Amoben bestand oder tatsdchlich erst in den sozialen Amoben als Anpassung an deren kompakte
Genome entstanden ist. Allerdings ist zu bedenken, dass die Analyse von Retrotransposons durch
erhebliche Genomverinderungen selbst zwischen vermeintlich nah verwandten Spezies der sozialen
Amoben erschwert wird, da die Evolution dieser Gruppe von Organismen eine Zeitspanne von

mehreren hundert Millionen Jahren umfasst (Abbildung 17) (Glockner und Noegel 2013).

100 D. discoideum

100 D. purpureum

100 D. lacteum

D. fasciculatum
100

100 P. pallidum

P. polycephalum

A. castellani

800 600 400 200 0 vor Mio. Jahren
| ] | I J

Abb. 17: Evolution und Phylogenie der sozialen Amdben.
Der letzte gemeinsame Vorfahre aller sozialen Amoben existierte vor rund 600 Mio. Jahren.
Modifiziert nach Glockner und Noegel 2013.

Im ersten Teil dieser Arbeit (Abschnitt 3.1) wird zunichst eine bioinformatische Auswertung
verfiigbarer Genome beziiglich identifizierbarer Retrotransposons durchgefiihrt. Danach werden im

zweiten Teil (Abschnitt 3.2) experimentelle Untersuchungen zur genomweiten Ausbreitung artifiziell
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in D. discoideum-Zellen eingebrachter Retrotransposons beschrieben, mit dem Ziel, durch die
genomweite Auswertung von Neuintegrationen Riickschliisse auf Mechanismen der Zielerkennung zu
ziehen. Die Aufkldrung von Mechanismen der tRNA-Gen-Erkennung durch Retrotransposons in
D. discoideum konnte nachfolgend auf mobile Elemente anderer Spezies ausgeweitet werden, um zu
untersuchen, inwieweit es sich um allgemeine Prinzipien der Anpassung an kompakte Genome

handelt.

3.1 Identifizierung von Retrotransposons aus den Genomen sozialer Amében

Durch die Nutzung neuer Sequenziertechnologien ist es in den letzten Jahren zu einem enormen
Anstieg an verfiigbaren Sequenzdaten ganzer Genome gekommen. Diese Entwicklung umfasste auch
die Forschung an sozialen Amdben. Seit 2005 das Genom der sozialen Amobe D. discoideum
publiziert wurde (Eichinger et al. 2005), sind im Lauf der letzten Jahre die Genomdaten fiir
Polysphondylium pallidum, Dictyostelium fasciculatum und Dictyostelium purpureum dazugekommen.
Auf Grundlage dieser Daten war es daher interessant, auch in diesen Genomen nach Retrotransposons
zu suchen, die sich an die Kompaktheit der Genome angepasst haben. Im Folgenden werden die
Ergebnisse dieser Analysen ndher erldutert. Die Konsensussequenzen der Elemente befinden sich auf

einem Datentrager, welcher der vorliegenden Arbeit beiliegt.

3.1.1 Die Retrotransposons im Genom von Dictyostelium purpureum

Die genomischen Daten der sozialen Amobe D. purpureum wurden erstmals im Jahr 2011 publiziert
(Sucgang et al. 2011). Derzeit (Stand: August 2014) besteht das Genom aus 793 Supercontigs. Eine
Zuordnung der annotierten Sequenzen zu einzelnen Chromosomen konnte daher nicht erfolgen.

Die Genomarchitektur ist vergleichbar mit D. discoideum. Sowohl GengrofBen, als auch die kurzen
intergenischen Bereiche, zeigen die Charakteristika eines sehr kompakten Genoms. Die Anzahl der
tRNA-Gene ist mit 353 Kopien nur unwesentlich geringer als bei D. discoideum. Basierend auf diesen
Daten war es sehr wahrscheinlich, dass auch im Genom von D. purpureum mobile genetische
Elemente zu finden sind, die sich, vergleichbar mit den tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons aus

D. discoideum, an das kompakte Genom angepasst haben.

3.1.1.1 tRNA-Gen-assoziierte LTR-Retrotransposons
Dp DGLT-A.1

Insgesamt konnten 15 Loci mit diesem Element detektiert werden. Ein vollstindiges DGLT-A.1-
Element hat eine Grofle von 5436 bp und besitzt terminale LTR-Sequenzen mit einer Linge von
492 bp (Abbildung 18). Die Elemente wurden immer oberhalb von tRNA-Genen gefunden, wobei
viele Elemente durch die Integration anderer Retrotransposons nicht mehr direkt neben einem tRNA-
Gen liegen. Der durchschnittliche Abstand der sechs Elemente direkt oberhalb von tRNA-Genen

betrdgt 15 Basenpaare, was vergleichbar mit den Abstdnden des DGLT-A-Elements aus D. discoideum
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ist (Marschalek et al. 1989; Hofmann et al. 1991). Auffillig ist, dass offenbar nur ein vollstindiges
Element mit intakten ORFs existiert, wohingegen die meisten anderen Fragmente Solo-LTR-
Sequenzen darstellen. Es konnten keine Zielsequenzduplikationen gefunden werden. Dp DGLT-A.1
besitzt einen ORF mit 1413 Aminoséuren, der fiir alle zur Mobilisierung notwendigen Doménen

codiert.

Dp DGLT-A.2

Ein weiteres potentiell tRNA-Gen-spezifisches Retrotransposon ist das Element Dp DGLT-A.2. Mit
einer GroBe von 6114 bp und einem einzigen ORF mit 1693 Aminosduren ist es etwas groBer als das
Dp-DGLT-A.1-Element. Die LTR-Sequenzen haben eine Lange von 389 bp (Abbildung 18). Es konnte
nur ein vollstindiges Element annotiert werden, ein weiteres, nahezu komplettes Element wies eine
Deletion auf, welche zu einer Unterbrechung des ORFs fiihrt. Zu vermuten ist, dass auch dieses LTR-
Retrotransposon 5° von tRNA-Genen spezifisch integriert, denn alle detektierten Fragmente wurden in
unterschiedlichen Distanzen oberhalb von tRNA-Genen gefunden. Nur das komplette Element liegt
direkt 15 bp oberhalb eines Serin-(TGA)-Gens. Bei groleren Abstéinden sind andere Retrotransposon-
Spezies zwischen den tRNA-Genen und den Dp DGLT-A.2-Fragmenten zu finden. Es konnten bei

keinem der insgesamt neun Loci Zielsequenzduplikationen detektiert werden.

Dp DGLT-A.3

Das LTR-Retrotransposon Dp DGLT-A.3 ist ebenfalls nur mit einer kompletten Kopie im Genom
vorhanden. Das vollstindige Fragment hat eine Grofle von 5587 bp und besitzt einen ORF, welcher fiir
1384 Aminosduren codiert. Die terminalen Sequenzwiederholungen haben eine Linge von 563 bp
(Abbildung 18). Neben dem vollstindigen Element konnten sieben weitere Loci gefunden werden, die
mit Dp DGLT-A.3 assoziiert sind. Bei sieben Fragmenten konnten tRNA-Gene detektiert werden,
wobei drei Kopien oberhalb von tRNA-Genen mit Abstédnden von 10 und 11 bp integriert sind. Die
anderen Fragmente wurden durch neuere Integrationen anderer Retrotransposons von den
benachbarten tRNA-Genen verdriangt. Bei vier Dp_ DGLT-A.3-Elementen konnten TSD mit jeweils

4 bp Lange nachgewiesen werden.

Dp_Skipper-2

Ein weiteres tRNA-Gen-spezifisch integrierendes LTR-Retrotransposon ist das Element
Dp_Skipper-2. Es konnten zahlreiche Fragmente unterhalb von tRNA-Genen identifiziert werden.
Auffillig ist dabei die starke Fragmentierung, wobei die meisten Sequenzen durch Integrationen von
Non-LTR-Retrotransposons der Dp_TRE3-Familie unterbrochen werden. Es konnten drei komplette
Elemente detektiert werden, welche eine Lange von 5676 bp haben. Ein weiteres nahezu vollstindiges
Element hat eine Deletion von rund 200 bp. Flankiert von 315 bp groBen LTR-Sequenzen codieren die
vollstdndigen Skipper-2 Elemente fiir zwei offene Leserahmen, welche sich um 104 bp iiberlappen.

Der erste ORF entspricht wahrscheinlich dem GAG-Gen, das zweite Gen mit 1219 Aminosduren
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codiert fiir eine Protease-, Integrase-, RNase-H- sowie eine Reverse Transkriptase-Doméne
(Abbildung 18). Die vollstindigen Elemente werden von 4 bp langen TSD flankiert, welche bei den
zahlreichen kleineren Fragmenten, vermutlich durch die Integration weiterer mobiler genetischer
Elemente, nicht gefunden werden konnten. Die Abstdnde zu den jeweiligen tRNA-Genen konnten aus
diesem Grund auch nur fiir sieben Kopien ermittelt werden. Diese zeigen, dass die Retrotransposons

zwischen 7 und 133 bp unterhalb von tRNA-Genen integriert sind.

Weitere potentielle tRNA-Gen-spezifische LTR-Retrotransposons

Neben den bislang erlduterten mobilen genetischen Elementen konnten im Genom von D. pupureum
weitere repetitive Sequenzen nachgewiesen werden, welche offensichtlich mit tRNA-Genen assoziiert
sind. Es war allerdings nicht moglich diese Elemente genauer zu charakterisieren. Moglicherweise
handelt es sich dabei um LTR-Retrotransposons, die im Laufe der Zeit inaktiviert wurden und somit
durch wiederholte Integrationen aktiver mobiler Elemente stark fragmentiert wurden. Dadurch ist es
schwer ein komplettes Element zu rekonstruieren sowie phylogenetische Analysen durchzufiihren.

Fiir das LTR-Retrotransposon-E konnten 20 Solo-LTR Sequenzen nachgewiesen werden. Des
Weiteren war es moglich drei groBere Fragmente mit einer maximalen Lénge von 3447 bp zu
identifizieren. Diese besitzen einen ORF, welcher fiir eine Zinkfingerdomiane vom CCHC-Typ, eine
Protease- und den Teil einer Reversen Transkriptase-Doméne codiert. Die Abstdnde der sieben direkt
mit tRNA-Genen assoziierten Kopien betragen durchschnittlich 55 bp. Nahezu alle identifizierten
Fragmente befinden sich oberhalb von tRNA-Gen Loci.

1000bp

1
Dp_DGLT-A1 e é/eROT R RNaseH/IN S
Dp_DGLT-A2 [— mF PROT RT RNaser/IN ]
Dp_DGLT-A3 [Jpet— InF PROT  RT RNaseH/iN ]
Dp_Skipper-1 E— — RT N c E

Znk
Dp_Skipper-2 |Jpwl————— pROT RT IN c P
LTR-E p— F  PROT RT P

LTR-F p— ZnF  PROT s

Abb. 18: Die Struktur der identifizierten LTR-Retrotransposons von D. purpureum.
AuBler Dp Skipper-1 besitzen alle LTR-Retrotransposons eine tRNA-Gen-Spezifitit (siche
Tabelle 3).
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Das LTR-Retrotransposon-F, welches mit maximal 3440 bp &hnlich groB wie LTR-Element-E ist,
wurde ebenfalls oberhalb von tRNA-Genen gefunden. Mit einem durchschnittlichen Abstand von
14 bp integrieren diese Retrotransposons dhnlich nah an tRNA-Gene wie die Vertreter der DGLT-A
Familie. Neben 32 Solo-LTRs konnten jedoch nur drei groBlere Fragmente mit einem kurzen ORF
gefunden werden. Dieser codiert lediglich fiir eine Zinkfinger- und eine Proteasedoméne.

Das bislang einzige auffindbare Retrotransposon ohne eine offensichtliche tRNA-Gen-Spezifitit im
Genom von D. purpureum ist das Element Dp Skipper-1. Das vollstindige LTR-Retrotransposon
Dp Skipper-1 hat eine Lidnge von 7485 bp und besitzt LTR-Sequenzen mit einer Lidnge von
388 Basenpaaren (Abbildung 18).

3.1.1.2 Non-LTR-Retrotransposons aus D. purpureum
TRE3-Elemente

Im Genom von D. purpureum konnten drei unterschiedliche Non-LTR-Retrotransposons gefunden
werden, welche unterhalb von tRNA-Genen integrieren. Ein Vergleich der Nukleotidsequenzen der
einzelnen Retrotransposons zeigte keine signifikante Ubereinstimmung. Ein Alignment der ORF2-
Aminosiursequenzen zeigt eine Ubereinstimmung von 46 % zwischen Dp TRE3-A und Dp TRE3-B.
Ein Alignment mit Dp TRE3-C ist nicht moglich, da es sich vermutlich nur um Teile eines
vollstindigen Non-LTR-Retrotransposons handelt. Die Ubereinstimmungen zwischen Dp TRE3-A
und Dp TRE3-B finden sich nur in funktionell konservierten Bereichen, weshalb die drei Gruppen als
eigenstindige Familien betrachtet werden. Der Aufbau von Dp TRE3-A und Dp_TRE3-B entspricht
den TRE3-Elementen aus D. discoideum. Zwischen einer 5 -untranslatierten Region befinden sich
zwei ORFs, welche nicht tiberlappen. Die Elemente enden 3" in einer weiteren UTR, welche durch

einen Poly-A-Stretch terminiert wird.

Dp TRE3-A

Betrachtet man die detektierbaren Kopien der TRE3-A-Familie féllt zundchst die starke
Fragmentierung auf. Es finden sich zahlreiche kurze Sequenzen, welche nur wenige hundert
Basenpaare grof sind. Es konnten nur zwei komplette und offensichtlich intakte Kopien im Genom
von D. purpureum aufgefunden werden. Beide besitzen zwei ORFs, die fiir die zu erwartenden
Doménen eines Non-LTR-Retrotransposons codieren. Das grofite Element hat eine Linge von
=5150 bp und besitzt einen 19 bp Poly-A-Anhang. Es konnte jedoch nur fiir drei kurze Fragmente der
rund 60 Kopien eine potentielle Zielsequenzduplikation mit einer Gréfle von 6 bis 10 bp nachgewiesen
werden. Daher ist es nicht mdglich das 5°-Ende der TRE3-A-Elemente exakt zu definieren.

Viele Kopien befinden sich in groerer Distanz zu benachbarten tRNA-Genen, was auf die Integration
anderer tRNA-Gen-assoziierter Retrotransposon-Spezies zuriickzufiihren ist. Der mittlere Abstand der
TRE3-A-Kopien direkt unterhalb von tRNA-Genen betrdgt rund 98 bp. Dabei variiert der Bereich
zwischen 34 und 161 bp.
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Dp_TRE3-B

Mit rund 5210 bp ist das Dp TRE3-B Non-LTR-Retrotransposon nur unwesentlich groBler als die
Dp TRE3-A-Elemente. Es findet sich auch hier eine starke Fragmentierung. Neben insgesamt
20 Kopien ist im Genom nur ein vermutlich intaktes Element nachweisbar. Die Dp TRE3-A-Kopien
befinden sich in Abstdnden von 64 bis 185 bp unterhalb von tRNA-Genen, wobei der mittlere Abstand
108 bp betriagt. Wie schon bei den Dp TRE3-A-Retrotransposons finden sich bei den Dp_ TRE3-B-

Elementen nahezu keine TSD, was eine exakte Abgrenzung der Fragmente verhindert.

Dp_TRE3-C

Bei Dp TRE3-C handelt es sich vermutlich nur um den Teil eines autonomen Retrotransposons, oder
um ein nicht-autonomes Element welches in trans durch andere Retrotransposons mobilisiert wird.
Mit rund 1620 bp ist es wesentlich kiirzer als die Dp_ TRE3-A- und Dp TRE3-B-Elemente. Es codiert
nur fiir einen 936 bp groflen ORF, in dem keine bislang bekannte Proteindoméine nachweisbar ist. Das
Element endet in einem Poly-A-Schwanz, was dafiir spricht, dass es sich bei Dp TRE3-C um ein
Non-LTR-Retrotransposon handelt. Es konnen rund 30 Kopien im Genom von D. purpureum
detektiert werden, allerdings sind keine TSD nachweisbar. Die Dp TRE3-C-Elemente integrieren
offenbar in einem etwas groBeren Abstand als Dp TRE-A und Dp TRE-B unterhalb von tRNA-
Genen. Fiir die direkt mit tRNA-Genen assoziierten Elemente konnte ein durchschnittlicher Abstand

von rund 136 bp ermittelt werden.

Dp_TRES-ihnliche-Elemente

Neben den Dp TRE3-Elementen konnte ein weiteres Non-LTR-Retrotransposon gefunden werden,
welches eine tRNA-Gen-Spezifitit besitzt. Das Dp TRES-like Element integriert in einem Abstand
von durchschnittlich 4 bp oberhalb von tRNA-Genen und damit wesentlich ndher als die bislang
bekannten TRES-Elemente. Ein intaktes Element hat eine Lénge von rund 7440 bp und codiert fiir
zwei offene Leserahmen, welche um 14 bp tliberlappen. Interessanterweise kann im ORF2, neben einer
Endo-/Exonuklease- und einer Reversen Transkriptase-Doméne, auch eine RNase-H-Doméne
gefunden werden. Die bislang im Genom von D. discoideum identifizierten TRES-Elemente zeigen
keine Homologien mit bekannten RNase-H-Doménen.

Eine weitere markante Auffalligkeit, im Vergleich zu den anderen annotierten Retrotransposon-Spezies
im Genom von D. purpureum, ist das Vorhandensein von lidngeren Zielsequenzduplikationen bei
einem Grofteil der 28 auffindbaren Kopien. Nahezu alle Fragmente direkt oberhalb von tRNA-Genen
besitzen TSD mit einer Lange von 15 bis 17 bp.
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1000 bp

1
Dp_TRE3-A =  ORF1 - EN RT -,
Dp_TRE3-B  =——  ORF1 ©EN RT -4,
Dp_TRE3-C = —,
Dp_TRES-like ——  ORF1 —_— EN RT RNaseH —

Abb. 19: Die Non-LTR-Retrotransposons aus D. purpureum.

3.1.1.3 Zusammenfassende Bewertung

Vor allem die Anzahl, Diversitdt und Dichte von tRNA-Gen-spezifischen LTR-Retrotransposons im
Genom von D. purpureum steht im starken Kontrast zur Situation, die im Genom von D. discoideum
vorliegt. In D. discoideum ist mit DGLT-A nur ein tRNA-Gen-spezifisches LTR-Retrotransposon
bekannt (Glockner et al. 2001; Winckler et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnten dahingegen
sechs unterschiedliche LTR-Elemente im Genom von D. purpureum identifiziert werden, die
offensichtlich tRNA-Gen-abhingig integriert wurden. Mit einem Anteil von rund 1,5 % am Genom
von D. discoideum ist die TRE5-Familie in diesem Organismus relativ stark vertreten. Dahingegen
konnten in D. purpureum keine vergleichbaren TRES-Elemente gefunden werden. Mit dem Dp_ TRES-
like-Element existiert zwar ein Non-LTR-Retrotransposon das oberhalb von tRNA-Genen integriert,
das Vorhandensein einer RNase-H-Doméne und der sehr kurze Abstand zu den tRNA-Genen spricht
allerdings dafiir, dass es sich dabei um eine andere Non-LTR-Retrotransposon-Spezies handelt. Daher
ist es erstaunlich, dass es, vor allem in Hinblick auf die geringe phylogenetische Distanz zwischen
beiden Arten, zu einer vollstdndigen Extinktion der TRES-Familie in D. purpureum gekommen ist. Es
ist jedoch nicht auszuschlieen, dass noch rudimentére Fragmente ehemaliger TRES-Elemente im
Genom von D. purpureum vorhanden sind, diese allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden
wurden. Insgesamt liegt der genomische Anteil der Retrotransposons in D. purpureum mit rund 1 %

deutlich unter dem Wert von D. discoideum mit 8 % (Glockner et al. 2001).
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Die Retrotransposons im Genom von Dictyostelium purpureum.

Tab. 3
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3.1.2 Die Retrotransposons im Genom von Polysphondylium pallidum

Mit 273 tRNA-Genen beherbergt das Genom der sozialen Amobe P. pallidum rund 130 potentielle
Integrationsorte weniger als D. discoideum. Der evolutiondre Abstand zwischen diesen beiden Arten
ist wesentlich groBer als zwischen D. discoideum und D. purpureum (Schaap et al. 2006; Heidel et al.
2011; Glockner und Noegel 2013). Insgesamt sind die Genome von der Kompaktheit allerdings
vergleichbar; sowohl in Hinblick auf die Gendichte, also die codierenden Einheiten pro Megabase, als
auch in den Abstéinden der benachbarten Gene voneinander. (Heidel ef al. 2011; vgl. Tab. 1). Somit
war zu erwarten, dass es in P. pallidum spezialisierte mobile Elemente gibt, welche sich mit ihrer

Integrationsspezifitit an die Gegebenheiten eines kompakten Genoms angepasst haben.

3.1.2.1 tRNA-Gen-spezifische LTR-Retrotransposons
Pp_Skipper-1

Das 5589 bp grole LTR-Retrotransposon integriert unterhalb von tRNA-Genen. Es wird durch 226 bp
groBe LTR-Sequenzen begrenzt und codiert fiir einen ORF. Charakteristisch fiir Mitglieder der
Skipper-Familie ist das Vorhandensein einer Chromodomine am Ende des ORFs. Daneben lassen sich
auch eine Protease-, Reverse Transkriptase- sowie RNase-H-/Integrase-Doméne finden (Abbildung 20,
Tabelle 4). Im Genom von P. pallidum lésst sich bislang nur ein vollstindiges Element nachweisen,
wobei insgesamt 14 Loci mit Pp_Skipper-1 assoziiert sind. Viele der weiteren genomischen Kopien
bestehen nur aus einem Teil der LTR-Sequenz. Fiir neun Kopien, welche direkt an tRNA-Genen

gefunden wurden, konnte ein mittlerer Abstand von 77 bp ermittelt werden.

Pp_Skipper-2

Das Retrotransposon Pp_Skipper-2 konnte nicht vollstindig rekonstruiert werden. Bei keiner der
Kopien sind flankierende LTR-Sequenzen oder TSD zu finden. Das grofite Fragment im Genom von
P. pallidum ist rund 3675 bp lang und codiert fiir zwei nicht iiberlappende offene Leserahmen. Im
ersten Leserahmen finden sich Homologien mit einer Protease- sowie einer Reversen Transkriptase-
Domaine (Abbildung 20, Tabelle 4). Ein Datenbankvergleich zeigt, dass die Aminosiuresequenz der
RT Ahnlichkeiten mit Reversen Transkriptasen anderer LTR-Retrotransposons aufweist (vgl. Abschnitt
1.3). Des Weiteren sind im ORF2 eine RNase-H-/Integrase- und eine Chromodoméne nachweisbar.
Das Vorhandensein einer Chromodoméne und die Homologie der Reversen Transkriptase-Doménen
legt eine Verwandtschaft mit der Skipper-Familie nahe. Insgesamt zehn Elemente sind im Genom
nachweisbar, wobei zwei Fragmente direkt unterhalb von tRNA-Genen in Abstinden von 85 und
151 bp integriert sind. Vermutlich handelt es sich um ein inaktiviertes Element. Dies wire eine
Erklarung, warum eine starke Fragmentierung zu beobachten ist und viele der Kopien nicht mehr in

der Nédhe von tRNA-Genen gefunden werden konnen.
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Pp_LTR-Retrotransposon-H

Von diesem Element konnte, neben zahlreichen kleineren Fragmenten, nur eine einzelne grofere
Sequenz gefunden werden. Dadurch war es nicht moglich die exakten Grenzen des Retrotransposons
zu bestimmen. Insgesamt wurden zehn Fragmente identifiziert, wobei alle oberhalb von tRNA-Genen
zu finden sind. Das grofBite Element ist rund 3650 bp lang und codiert fiir einen ORF in dem eine
Protease, eine Reverse Transkriptase sowie ein Zinkfingermotiv vom Typ CCHC nachweisbar sind
(Abbildung 20, Tabelle 4). Die RT zeigt signifikante Ubereinstimmungen mit Sequenzen von Reversen
Transkriptasen anderer LTR-Retrotransposons. Ein weiteres Indiz dafiir, dass dieses Element zur
Gruppe der LTR-Retrotransposons gehort, ist der Beginn der Sequenzen mit dem fiir LTR-Elemente
charakteristischen TG-Dinukleotid. Allerdings konnten keine kompletten flankierenden LTR-
Sequenzen nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei den gefundenen
Fragmenten nur noch um Relikte eines ehemals aktiven Elements handelt. Dadurch kommt es zur
Akkumulation von Mutationen, was die Detektion von kompletten LTR-Sequenzen zusitzlich
erschwert. Drei der Elemente liegen mit Abstdnden von 25, 14 und 16 bp direkt oberhalb von tRNA-
Genen, die anderen sind durch Integrationen anderer Retrotransposons von den tRNA-Genen
verdriangt worden. Diese Integrationsspezifitdt 1asst den Schluss zu, dass es bei dem Element um ein

DGLT-A-dhnliches Retrotransposon handelt

1000 bp
 —1

Pp_DGLT-A.1 E— PROT RT RNaseH/IN E

Pp_DGLT-A.2 E ZnF PROT RT RNaseH/IN E

ZnF/PROT

Pp_DGLT-A.3  Ppl——— RT RNaseH/IN -
Pp_Skipper-1 E— PROT RT RNaseH/IN C -E
Pp_Skipper-2 — PROT RT = RNaseH/IN C —

Pp_LTR-H =PROT  ZnF RT —_—

Abb. 20: Die LTR-Retrotransposons von P. pallidum.

3.1.2.2 Weitere LTR-Retrotransposons im Genom von P. pallidum
Pp_DGLTA-Familie

Im Genom von P. pallidum sind drei unterschiedliche Gruppen von LTR-Retrotransposons gefunden
worden, welche aufgrund struktureller und phylogenetischer Merkmale eine Verwandtschaft mit
Mitgliedern der DGLT-A-Familie zeigen (Abbildung 20; Tabelle 4). Bei keinem der Elemente konnten
tRNA-Gene in der ndheren Umgebung identifiziert werden, weshalb diese Elemente als nicht-tRNA-
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Gen-spezifisch eingeordnet wurden. Die vollstindigen Elemente dieser Gruppe werden durch LTR-
Sequenzen flankiert und codieren, in ein oder zwei offenen Leserahmen, fiir alle zur autonomen
Mobilisierung benétigten Proteine, weshalb davon auszugehen ist, dass es sich um aktive Populationen

handelt.

3.1.2.3 Die Non-LTR-Elemente von P. pallidum

Insgesamt konnten im Genom von P. pallidum finf unterschiedliche Elemente identifiziert werden, die
der Klasse der Non-LTR-Retrotransposons zugeordnet werden konnten. Neben vier spezifisch
integrierenden Elementen konnte des Weiteren ein offensichtlich nicht-tRNA-Gen-spezifisches Non-

LTR-Retrotransposon nachgewiesen werden.

Pp_TRE3-Elemente

Unterhalb von tRNA-Genen konnten zwei unterschiedliche Non-LTR-Retrotransposons identifiziert
werden. Beide Elemente besitzen je zwei offene Leserahmen, es sind jedoch nur sehr wenige
konservierte Doménen nachweisbar. Beide Elemente enden in einem fiir Non-LTR-Elemente typischen
Poly-A-Schwanz. Fiir das erste Element, dass 4515 bp groe Pp TRE3-1, konnte lediglich eine
Reverse Transkriptase-Doméne gefunden werden. Im ORF2 vom 4741 bp groBen Pp_ TRE3-2 sind
eine Exo-/Endonuklease- und eine RT-Doméne detektierbar. Fiir den ORF1 beider Elemente konnte
keine konservierte Doméne detektiert werden, was fiir die ORF1-Proteine der Non-LTR-
Retrotransposons, durch die allgemein geringe Konservierung, zu erwarten war.

Bei einem Blick auf das Pp TRE3-1-Element fiel auf, dass beide ORFs durch 1,1 kb nicht-
codierender Sequenz getrennt werden. Diese Liicke wurde allerdings bei allen nahezu vollsténdigen
Elementen vorgefunden, was darauf schlieBen ldsst, dass diese Retrotransposons auch mit dieser
Sequenz mobilisiert wurden. Eine Vermutung wire, dass es sich um eine 7Trans-Mobilisierung handelt,
da wichtige Proteine durch eine Mutation des Start-Codons im ORF2 offensichtlich fehlen. Von den
rund 30 genomischen Pp TRE3-1-Kopien konnten zehn direkt vor tRNA-Genen gefunden werden,
wobei ein mittlerer Abstand von 67 bp festgestellt wurde. Viele dieser Elemente konnten mit TSD von
7 bis 15 bp Lange in Verbindung gebracht werden.

In den Pp TRE3-2 Elementen betragt der Abstand zwischen ORF1 und ORF2 nur 332 bp. Mit einem
durchschnittlichen Abstand von 87 bp zu den oberhalb liegenden tRNA-Genen, scheint dieses
Retrotransposon in etwas groerem Abstand zu integrieren als Pp TRE3-1. Im Gegensatz zu
Pp TRE3-1 konnten bei den rund 30 tRNA-Gen-assoziierten Elementen keine flankierenden

Zielsequenzverdopplungen nachgewiesen werden.

Pp_TRES

Das Non-LTR-Retrotransposon Pp  TRES integriert im Mittel mit einem Abstand von 45 bp oberhalb
von tRNA-Genen. Auffillig ist, dass die Hailfte der Elemente exakt 38 bp neben das tRNA-Gen

gesprungen ist. Das 1169 bp grole mobile genetische Element ist nicht-autonom, da es in einem
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einzigen ORF lediglich fiir den Teil einer Reversen Transkriptase codiert (Abbildung 21, Tabelle 4).
Am 3’-Ende wird es durch einen Poly-A-Schwanz terminiert, was die Zugehdorigkeit zu den Non-LTR-
Retrotransposons erkennen lésst. Von den 19 auffindbaren Elementen im Genom befinden sich zwolf
direkt an tRNA-Genen. Diese Beobachtung konnte ein Indiz fiir relativ junge Sprungereignisse von

Pp TRES sein.

TRES5-idhnliche Elemente

Ein weiteres Non-LTR-Retrotransposon mit einer tRNA-Gen-Spezifitit, integriert vermutlich mit
einem Abstand von 50 bp oberhalb von tRNA-Genen. Im Genom von P. pallidum konnte lediglich ein
groBeres Fragment identifiziert werden, weshalb eine weitere Charakterisierung nur schwer moglich
war. Neben diesem Element mit einer Grofe von rund 5550 bp konnten nur zwei weitere kleinere
Fragmente in der Néhe von tRNA-Genen annotiert werden. Das TRES5-dhnliche Element scheint eine
Vielzahl von Mutationen akkumuliert zu haben, was eine mogliche Erkldrung fiir das Vorhandensein
von vier potentiellen ORFs wire. Davon lassen sich in drei offenen Leserahmen jeweils Doménen fiir
eine Endo-/Exonuklease, eine RT vom Non-LTR-Typ sowie eine RNase-H detektieren. Das Element
endet 3” offenbar mit einem Poly-A-Schwanz. Phylogenetische Analysen zeigten, dass offenbar keine
Verwandtschaft mit den TRES-Elementen aus D. discoideum vorliegt (siehe Abbildung 25 in Abschnitt
3.1.4.2).

3.1.2.4 Ein weiteres Non-LTR-Retrotransposon im Genom von P. pallidum

Neben den tRNA-Gen-spezifisch integrierenden Non-LTR-Elementen konnte ein weiteres Element
identifiziert werden, dass offensichtlich keine Integrationsspezifitit fiir tRNA-Gene besitzt. Das
3536 bp groBe Element Pp_Non-LTR-1 ist mit zwolf Kopien im Genom von P, pallidum vertreten. In
einem der drei ORFs ist eine RT-Domine detektierbar, die Ahnlichkeiten mit Reversen Transkriptasen
anderer Non-LTR-Retrotransposons aufweist. Es scheint allerdings keine Verwandtschaft mit einem

anderen mobilen genetischen Element aus dem Genom von P, pallidum vorzuliegen.

1000 bp

| p— |
Pp_TRE3-1 — ORFl — RT =i,
Pp_TRE3-2 — ORF1 — EN RT —r,
Pp_TRES = RT oy,
Pp_TRES5-like = oRF1 - EN = RT = RNaseH i,
Pp_Non-LTR-1 * ORF1 = RT - -,

Abb. 21: Die Non-LTR-Retrotransposons der sozialen Amobe P. pallidum.
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Charakterisitika der Retrotransposons von Polysphondylium pallidum.

Tab. 4
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3.1.3 Die Retrotransposons im Genom von Dictyostelium fasciculatum

Das Genom von D. fasciculatum beherbergt mit 198 tRNA-Genen nur gut die Hilfte an potentiellen
Integrationsorten von tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons verglichen mit D. discoideum. Die
grundlegende Genomarchitektur gleicht der des Genoms von D. discoideum (Eichinger et al. 2005;
Heidel et al. 2011). Daher sind auch hier tRNA-Gen-spezifische Retrotransposons zu erwarten. Im
Folgenden werden die einzelnen Retrotransposons ndher erldutert, die bei der Analyse des Genoms

von D. fasciculatum identifiziert wurden.
3.1.3.1 Die LTR-Retrotransposons von D. fasciculatum

Df DGLT-A

Das LTR-Retrotransposon Df DGLT-A stellt eine Besonderheit in der Gesamtheit aller identifizierten
LTR-Retrotransposons aus den Genomen der sozialen Amoben dar, denn es vereint typische
Charakteristika von DGLT-A- und Skipper-Elementen. Das 5708 bp groe Element codiert in zwei
nicht-iiberlappenden Leserahmen fiir alle zur autonomen Mobilisierung bendétigten Proteine
(Abbildung 22). Neben einer fiir Skipper-Elemente typischen Chromodomine findet sich eine tRNA-
Primerbindestelle (PBS), welche Ahnlichkeiten mit den DGLT-A-Elementen aufweist (siehe
Abbildung 24 in Abschnitt 3.1.4.1).

Alle bisher identifizierten Kopien liegen unterhalb von tRNA-Genen, mit einem mittleren Abstand von
58 bp. Insgesamt konnten, neben flinf Solo-LTR-Fragmenten, sieben potentiell vollstdndige und somit
vermutlich aktive Elemente im Genom von D. fasciculatum identifiziert werden. Ungewohnlich fiir
LTR-Retrotransposons ist der Beginn der LTR-Sequenzen mit dem Dinukleotid 5°-TA..CA-3".
Offensichtlich werden die Elemente mit diesem Motiv mobilisiert, da alle detektierbaren genomischen
Kopien damit assoziiert sind. Bislang sind nur wenige LTR-Retrotransposons mit einem dhnlichen
Motiv bekannt (Yin ef al. 2013). Bei mehreren Elementen konnten TSD mit einer Linge von 5 bis

7 bp charakterisiert werden.

Df Skipper-1

Im Genom von D. fasciculatum konnte ein Retrotransposon gefunden werden, dass einen dhnlichen
Autbau wie die Elemente der Skipper-Familie besitzt. So ldsst sich am Ende des zweiten ORFs eine
Chromodoméne detektieren, welche fiir diese Art von LTR-Retrotransposons typisch ist (Abbildung
22). Allerdings war es nicht moglich flankierende LTR-Sequenzen nachzuweisen. Das Element besitzt
keine tRNA-Gen-Spezifitit. Insgesamt sind nur fiinf Loci mit Fragmenten von Df Skipper-1
auffindbar.

Df DGLIT-P

Fiir das Element Df DGLT-P konnte keine vollstindige Konsensussequenz generiert werden, die

vermutliche GroBe liegt bei rund 4,2 kb. Auf der Grundlage von Datenbankvergleichen konnten
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Homologien mit dem DGLT-P-Retrotransposon aus dem Genom von D. discoideum nachgewiesen
werden. Es liegt keine tRNA-Gen-Spezifitit vor. Es codiert fiir mehrere kiirzere ORFs, in denen

allerdings keine funktionellen Doménen nachweisbar sind.

Df DIRS

Die 20 genomischen Kopien dieses LTR-Retrotransposons zeigen keine tRNA-Gen-Spezifitit. Es
konnte eine Sequenz mit einer Linge von 2283 bp rekonstruiert werden, welche Homologien mit dem
DIRS-Element aus D. discoideum aufweist. Allerdings konnten keine Hinweise darauf gefunden
werden, dass Df DIRS Cluster bildet, die, analog zu den Elementen aus D. discoideum, eventuell an

der Bildung von Centromeren beteiligt sein konnen (Eichinger et al. 2005).

1000bp

PROT RT RNaseH /INT C
pf DGLT-A P znF Pl
Df_DIRS =rT N —_
Df_Skipper-1 ———— PROT RT RNaseH /INT c -

Df_DGLT-Pp ~—— —_ . —_—

Abb. 22: Die LTR-Retrotransposons aus dem Genom von D. fasciculatum.

3.1.3.2 Non-LTR-Retrotransposons
TRES-Elemente

Insgesamt konnten vier unterschiedliche Gruppen von Non-LTR-Retrotransposons oberhalb von
tRNA-Genen nachgewiesen werden. Zum einen gibt es drei voneinander unterscheidbare Elemente,
welche allerdings identische 3 -Enden besitzen und im Folgenden als Df TRES-A-Familie bezeichnet
werden. Zum anderen konnte ein weiteres Non-LTR-Retrotransposon 5 von tRNA-Genen identifiziert
werden, welches keine Sequenzhomologien mit den Df TRES-A-Elementen aufweist und darum
Df TRES-B genannt wird. Alle Df TRES-Elemente enden 3” in einem fiir Non-LTR-Retrotransposons
typischen Poly-A-Schwanz variabler Lange (Abbildung 23).

Df TRE5-A-Familie

Das grofite Element der TRES-A-Familie, das Non-LTR-Retrotransposon Df TRES-A.1, ist maximal
2587 bp lang. Es besitzt einen ORF mit 701 Aminoséuren, der lediglich fiir eine Reverse Transkriptase
codiert. Die beiden anderen Elemente, Df TRES5-A.2 und Df TRES5-A.3, haben keine groBeren

offenen Leserahmen. Im Durchschnitt integrieren alle drei Gruppen zwischen 55 und 59 bp oberhalb
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von tRNA-Genen, wobei bei vielen Kopien auch Zielsequenzduplikationen nachgewiesen werden
konnen. Bei den Df TRES-A.2-Elementen finden sich zwei unterschiedliche Untergruppen. Zum
einen existieren Elemente, bei denen nur die letzten 429 bp identisch mit den Df TRES-A.1-
Elementen sind. Zum anderen existieren vier Kopien, welche am 3’-Ende 830 bp Sequenzidentitit mit
Df TRES-A.1 aufweisen. Die 5'-gelegene Sequenz aller Df TRES-A.2-Elemente, welche sich von
den Df TRES-A.1-Retrotransposons unterscheidet, ist jedoch identisch. Vermutlich handelt es sich bei
allen drei Gruppen entweder um bereits ausgestorbene Elemente, oder sie werden weiter in trans
durch Proteine anderer Retrotransposons mobilisiert. Ein Argument fiir die bestehende Aktivitdt der
Df TRES-A-Elemente ist die Anzahl von Zielsequenzverdopplungen (Tabelle 5), die bei einer
inaktivierten Population relativ schnell durch die Akkumulation von Mutationen degeneriert und somit

nicht linger nachweisbar wéren.

Df TRES-B

Das Non-LTR-Retrotransposon Df TRES5-B ist mit maximal 1584 bp ebenfalls sehr kurz und codiert
in einem ORF nur fiir eine Reverse Transkriptase. Im Genom von D. fasciculatum konnte nur ein
Fragment gefunden werden, dass dieser Grofe entspricht. Der mittlere Abstand zu benachbarten
tRNA-Genen betrdgt 57 bp. Zielsequenzverdopplungen konnten nur bei zwei der 26 genomischen
Kopien festgestellt werden, was ein Indiz dafiir sein kann, dass es sich bei den Df TRES5-B-

Retrotransposons um eine bereits inaktivierte Population von mobilen genetischen Elementen handelt.

Df TRE3

Mit dem Df TRE3-Element aus D. fasciculatum konnte lediglich eine Gruppe von Non-LTR-
Retrotransposons nachgewiesen werden, die unterhalb von tRNA-Genen integrieren. Dabei schwankt
der Bereich der Integrationen von minimal 29 bis {iber 100 bp, mit einem durchschnittlichen Abstand
von 79 bp. Bei sieben von 14 Elementen konnten TSD nachgewiesen werden. Nur eine Kopie besitzt

mit einer Lange von 1867 bp einen einzigen ORF, welcher fiir eine Reverse Transkriptase codiert.

1000 bp

Df_TRE5-A.1 RT

Df_TRES5-A.2

A,

Df_TRE5-A.3 A,

Df_TRE5-B = RT -4,

Df_TRE3 - RT -,

Abb. 23: Die Non-LTR-Retrotransposons von D. fasciculatum.
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Retrotransposons im Genom von Dictyostelium fasciculatum.

Tab. 5
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3.1.4 Phylogenie der Retrotransposons aus sozialen Amoében
3.1.4.1 Phylogenie der LTR-Retrotransposons

Durch die Identifizierung der unterschiedlichsten Retrotransposons aus den Genomen der sozialen
Amoben wurde die Grundlage fiir die Durchfithrung phylogenetischer Analysen geschaffen. Dies
diente zum einen zur Uberpriifung der Zuordnung zu den jeweiligen Familien, welche zunichst auf
Grund von strukturellen Merkmalen erfolgte, und zum anderen um Riickschliisse auf die Entwicklung
der tRNA-Gen-abhédngigen Integrationsspezifitit einzelner mobiler genetischer Elemente zu ziehen.
Fiir die Erstellung eines Stammbaums der LTR-Retrotransposons wurden die Aminosduresequenzen
der RNase-H und der Reversen Transkriptase-Doménen verwendet. Somit konnten nur die Elemente
zur Berechnung des Stammbaums genutzt werden, bei denen die entsprechenden Domédnen im

Rahmen der Genomanalyse identifiziert werden konnten.

Dd_Skipper-1 CTTTTTTTTTCTAATTTTAA

96 o0 Dp_Skipper-1 CTTTTTTTTTTTTTTATTTC

Df_Skipper-1 i CTTTTATATTTTTTTATCTT

100 Pp_Skipper-2 | S CTTTTTTAAATCTTTTTITT

%9 g CR 100 Dd_Skipper-2 ®  CTTTTATTTTTCTTTGATAG
100 Dp_Skipper-2 | CTTTTTTTTTTCCACACATA

Df_DGLT-A TGGTAGCTTTTGTCTATCGG

100 Pp_DGLT-A.3 TGGTGGACTCAGAAGTATCA

' Pp_DGLT-A.1 S TGGTAGCATCTGTTCTTTAA

E' Pp_DGLT-A.2 E TGGTGGAGAGCCTCACTACG

Dp_DGLT-A.2 g TGGCGACAGCTCATTAGAAT

o Dp_DGLT-A.1 = TGGCGACAGCTCAGTTAGCT

T o7 Dd_DGLT-A TGGCGACATCGTCTTTCAAA
96 Dp_DGLT-A.3 TGGTGGACTCAGAAGTATCA

Abb. 24: Phylogenie der neu identifizierten LTR-Retrotransposons sozialer Amében.

Ungewurzelter Stammbaum, berechnet mit Hilfe der ,maximum-likelihood* “-Methode auf der
Grundlage von Aminoséduresequenzen der RT- und RNase-H-Dominen mit Hilfe des Programms
MEGAS5 (Tamura et al. 2011). Die Bootstrap-Werte an den Verzweigungen beziehen sich auf 100
Replikate. Die LTR-Retrotransposons der sozialen Amdben lassen sich entweder der DGLT-A-
oder der Skipper-Familie zuordnen. Griine Boxen markieren LTR-Retrotransposons, welche
unterhalb von tRNA-Genen integrieren. Gelbe Boxen zeigen Elemente, die oberhalb von tRNA-
Genen gefunden wurden. Der rote Pfeil bezeichnet die Position, ab der alle Elemente eine
Chromodomaéne besitzen. Rechts neben dem Stammbaum sind die Sequenzen der Polypyrimidin-
Regionen der Skipper-Familie und die Primerbindestellen der DGLT-A-Elemente dargestellt.
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Wie in Abbildung 24 zu erkennen ist, konnen alle neu identifizierten LTR-Retrotransposons, neben
ihren strukturellen Eigenschaften, auch phylogenetisch in zwei Familien eingeteilt werden. Der
Stammbaum ist im Einklang mit strukturellen Unterschieden der beiden Familien, was neben dem
Besitz einer Chromodoméne vor allem die Unterschiede beim Aufbau der Polypyrimidin-Regionen
und der Primerbindestellen betrifft.

Eine Besonderheit stellt jedoch das DGLT-A-Element aus D. fasciculatum dar. Strukturell gleicht es
der DGLT-A-Familie, vor allem durch das Vorhandensein einer Polypyrimidin-Region (Abbildung 24).
Allerdings besitzt es ebenfalls eine Chromodomédne, welche ein Kennzeichen der Skipper-
Retrotransposons ist. Zudem integriert Df DGLT-A unterhalb von tRNA-Genen, wohingegen alle
anderen spezifisch integrierenden Mitglieder der DGLT-A-Familie oberhalb von tRNA-Genen zu
finden sind. Es gruppiert sich im Stammbaum auch nicht mit den anderen DGLT-A-LTR-
Retrotransposons, sondern scheint eine Schwestergruppe aller Skipper-Elemente zu sein.

Es kann daher zwei mogliche Erklarungen fiir die Struktur der DGLT-A- und Skipper-Elemente im
Vergleich mit dem LTR-Retrotransposon Df DGLT-A geben: Zum einen ist es mdglich, dass im
letzten gemeinsamen Vorldufer der sozialen Amdben nur LTR-Retrotransposons existierten, die
Chromodoménen besaBen und diese im Lauf der Evolution von den DGLT-A-Elementen verloren
wurde. Eine weitere Moglichkeit besteht in der unabhéngigen Akquirierung einer Chromodoméne
durch das DGLT-A-Element aus D. fasciculatum. Um diese Frage kléren zu konnen, miissten dhnliche
Elemente aus Spezies in relativ naher Verwandtschaft, aber auBerhalb der Gruppe der Dictyosteliden,

identifiziert werden. Bisher sind solche Elemente jedoch nicht bekannt.

3.1.4.2 Phylogenie der Non-LTR-Retrotransposons

Fiir die Erstellung eines Stammbaums der Non-LTR-Retrotransposons eigneten sich nur die
Aminosduresequenzen der Reversen Transkriptase-Doménen. Die weiteren Doménen zeigen eine sehr
schwache Konservierung und sind damit ungeeignet fiir phylogenetische Untersuchungen.

Alle Elemente der TRES5- und TRE3-Familie ordnen sich im Stammbaum der Non-LTR-
Retrotransposons in die Gruppe der LINE-1-Retrotransposons ein. Sie bilden zwei getrennte Taxa, die
sich an der jeweiligen Integrationsspezifitdt orientiert (Abbildung 25). Die Zugehorigkeit der TRE-
Elemente zur Gruppe der LINE-1-Elemente wurde bereits 1999 durch Malik et al. gezeigt (Malik et
al. 1999), welche auch in dem hier dargestellten Stammbaum mit entsprechend hohen Bootstrap-
Werten gut wiedergegeben wird. Dahingegen zdhlen die beiden TRES-dhnlichen Elemente aus
D. purpureum und P pallidum, welche beide eine zusétzliche RNase-H-Doméne besitzen,
offensichtlich nicht zur Gruppe der orthodoxen TRE-Elemente. Der Bootstrap-Wert von 70 an der
Verzweigung von LINE-Elementen und anderen Klassen von Non-LTR-Retrotransposons, bei denen
sich auch diese beiden Elemente befinden, scheint die Annahme zu unterstiitzen, dass es sich um eine

weitere Gruppe von mobilen genetischen Elementen handelt, die sich an ein sehr kompaktes Genom
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angepasst haben. Zudem scheinen die beiden TRES-dhnlichen Elemente eng miteinander verwandt zu
sein.

Das einzige bislang bekannte nicht tRNA-Gen-spezifische Non-LTR-Retrotransposon der sozialen
Amoben (Pp_Non-LTR-1) scheint phylogenetisch eher mit diesen beiden mobilen genetischen

Elementen verwandt zu sein als mit den TRE-Elementen.

97 Dd_TRE3A

%0 _E Dp_TRE3A

61 L Dp_TRE3B

ss] L Dd_TRE3B

87 Pp_TRE3-1 TRE3-Familie

87 Pp_TRE3-2
Df_TRE3

Dd_TRE3C
. — Dd_
100 L——— Dd_TRE3D

Df_TRES
Dd_TRESA | TRES-Familie
Dd_TRESB

2 LINE-1
Pp_TRES-like
Dp_TRES-like

_9°|
30 73 [ Pp_Non-LTR-1
=

76

2[

R4
R2Bm
RTE

39 |
Jockey
45 Mgr583

o8 TRAS1
74 I LOA

CRE2

Abb. 25: Stammbaum der Non-LTR-Retrotransposons sozialer Amdben.

Basierend auf Sequenzen der Reversen Transkriptase. Erstellt mit der ,,Neighbor-joining*-
Methode mit Hilfe des Programms MEGA (Tamura et al. 2011). Als Wurzel wurde das Element
CRE2 verwendet. Die Bootstrap-Werte beziehen sich auf 100 Replikate. Die TRE-Elemente sind
eng verwandt mit dem humanen LINE-Element, wohingegen die drei anderen Non-LTR-
Retrotransposons Pp_TRES-like, Dp TRES-like und Pp Non-LTR-1 Verwandtschaften mit
anderen Klassen mobiler genetischer Elemente zeigen. NCBI-Accession-Nummern: CRE2
[GI:1362544]; R2Bm [GI:903695]; R4 [GI:2146863]; LINE-1 [GI:74705367]; RTE
[GI:1587247]; Mgr583 [Gl:2454622]; TRASI [GI:1549144]; LOA [Gl:229358279];
I [GI:51950578]; Jockey [GI:134083].
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3.2 Experimenteller Teil
3.2.1 Genetisch markierte LTR-Retrotransposons

Die experimentelle Forschung an spezifisch integrierenden mobilen genetischen Elementen der
sozialen Amdben beschrinkt sich bislang auf die Non-LTR-Retrotransposons aus dem Genom von
D. discoideum. Mit der Generierung eines genetisch markierten, nicht-autonomen TRE5-A.1-Elements
aus Dictyostelium discoideum wurde eine Moglichkeit geschaffen, in vivo die Retrotransposition eines
Non-LTR-Retrotransposons zu beobachten und zu analysieren (Siol et al. 2011). Die Funktionsweise
dieses Systems basiert auf einer invertierten Resistenzkassette, welche durch ein Intron unterbrochen
wird und von einem eigenen, ebenfalls invertierten Promotor transkribiert wird (Sassaman et al. 1997).
Das Intron ist in Bezug auf das artifizielle Retrotransposon vorwérts orientiert. Bei einer
Mobilisierung wird aus dem RNA-Intermediat das Intron gespleiit und nach der erfolgreichen
reversen Transkription und der anschlieBenden Integration des Elements entsteht eine funktionelle
Resistenzkassette ohne Intron. Eine Selektion auf resistente Zellen ergibt in der Zellkultur einen Pool
von Klonen, die neue Sprungereignisse beherbergen und anschlieBend analysiert werden konnen (vgl.
Abschnitt 1.9).

Mit dem DGLT-A-Element existiert auch in D. discoideum eine Population von LTR-
Retrotransposons, welche eine tRNA-Gen-abhingige Integrationsspezifitit besitzen (Winckler 1998b;
Glockner et al. 2001). Bislang sind allerdings alle Versuche gescheitert, eine Aktivitit eines genetisch
markierten DGLT-A-Retrotransposons in einer Zellkultur nachzuweisen (Dissertation Jana Schiefner,
2014). Eine Ursache dafiir konnte in der Tatsache bestehen, dass bislang keine Kopie eines
vollstdndigen, potentiell aktiven, endogenen DGLT-A-Elements im Genom von D. discoideum bekannt
ist. Daher mussten die Sequenzen auf der Grundlage hypothetischer Konsensussequenzen nachtréglich
repariert werden, um einen vollstindigen ORF zu erhalten. Somit ist es moglich, dass dadurch kein
funktionsfdhiger ORF generiert werden konnte und das Element aus diesem Grund keine Aktivitét in
einer Zellkultur gezeigt hat (vgl. 3.2.1.2).

Anders als bei DGLT-A existieren von dem LTR-Retrotransposon Skipper mehrere vollstandige
genomische Kopien im Genom von D. discoideum, welche potentiell aktiv sein kdnnen (Leng et al.
1998). Da LTR-Retrotransposons einen wesentlich komplexeren Mechanismus zur Erzeugung neuer
genomischer Kopien verwenden als Non-LTR-Retrotransposons, bestand vor allem die Frage nach der
moglichen Position fiir die Integration einer Blasticidin-Kassette. Ziel war es daher, zunichst ein
Skipper-Element zu isolieren und anschlieBend mit einem genetischen Marker auszustatten, der es
erlaubt, die Retrotransposition dieses Elements in einer Zellkultur nachzuweisen. Sollte ein
retrotranspositionskompetentes Skipper generierbar sein und somit ein "Proof-of-concept" liefern,
sollten auf dieser Grundlage anschlieend weitere Experimente mit DGLT-A folgen, die sich mit der

tRNA-Gen-spezifischen Integration von LTR-Retrotransposons auseinandersetzen sollten.
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3.2.1.1 Das Skipper_mbsri-Element

Fiir die Isolation eines Skipper-Retrotransposons wurde ein Element auf Chromosom 1 ausgewéhlt
(dictybase Gene ID: DDB_(G0270954). In einem ersten Schritt wurde an genomischer DNA von AX2
eine PCR mit den Primern Skipper-01 und Skipper-02_Agel durchgefiihrt, um das 5'-gelegene LTR
mit beiden ORFs zu amplifizieren. Dieses Fragment wurde in den Vektor pCR/XL/TOPO kloniert. Im
nichsten Schritt wurde die mbsri-Kassette als Agel/Pstl-Fragment aus dem TRES5-A™-
Retrotransposon unter Verwendung der internen Pstl-Schnittstelle des pCR/XL/TOPO-Vektors in das
zuvor erzeugte Plasmid kloniert. Der 3'-LTR wurde mit den Primern Skipper-03 und Skipper-04 von
genomischer DNA amplifiziert und in den Vektor pGEM-T kloniert. Zum Schluss wurde der 3'-LTR
als Pstl-Fragment in den pCR/XL/TOPO-Vektor kloniert. Dadurch wurde ein vollstindiges Skipper-

Retrotransposon mit einer invertierten BSR-Kassette generiert (Abbildung 26).
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Abb. 26: Das genetisch markierte Skipper-Retrotransposon.

(A) Erzeugung genetisch markierter Skipper-Retrotransposons und der Austausch der RNase-H-
Domine in einem Skipper msbri-Element. durch Einfligen von Avrll-Restriktionsschnittstellen.
Es wurden anschlieBend drei unterschiedliche Elemente erzeugt (vgl. 3.2.1.3). (B) PCR zur
Uberpriifung der BSR-resistenten Zellen auf Sprungereignisse des genetisch markierten Skipper-
Retrotransposons. Die Sequenz der unteren Bande der PCR-Produkte von genomischer DNA aus
der Rrp-C-Mutante zeigte, dass das Intron aus dem genetisch markierten Skipper-Element
gespleilit wurde (Daten nicht gezeigt). Verwendete Primer: Q-Skipper-05 und BSR-19.
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Zunichst wurde dieses Retrotransposon in AX2-Zellen transformiert und auf BSR-resistente Klone
selektioniert. Allerdings konnten keine Blasticidin-resistenten Klone beobachtet werden. Eine
mogliche Ursache dafiir besteht in der Moglichkeit, dass zellulire Abwehrmechanismen die
Retrotransposition des Skipper-Retrotransposons verhindern (vgl. Abschnitt 1.5.1).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christian Hammann (Jacobs University Bremen) wurden zuvor
»RNA-Interferenz“-Mutanten generiert, welche durch Knock-Outs verschiedener RNA-abhingiger
RNA-Polymerasen (Rrp; engl.: ,,RNA-dependent RNA-polymerase ) erzeugt wurden (Wiegand et al.
2013). Das genetisch markierte Skipper-Element wurde daher in diese Zelllinien transformiert und
anschlieend auf Sprungereignisse selektioniert. Dabei konnte gezeigt werden, dass das genetisch
markierte Skipper-Retrotransposon aktiv in Mutanten mobilisiert wird, welche einen ,,Knock-Out* der
Rrp-C im Genom beherbergen (siche Abbildung 26 B). Daher wurden alle weiteren Experimente in

einem Stamm mit einem ,,Doppel-Knock-Out™ der Gene fiir die Rrp-C und Rrp-A durchgefiihrt.

3.2.1.2 Das DGLT-A_mbsri-Element

Das LTR-Retrotransposon DGLT-A aus D. discoideum wurde mit der mbsri-Kassette genetisch
markiert, um in einer Zellkultur anschlieBend auf neue Sprungereignisse selektionieren zu konnen. Die
Retrotranspositionskassette wurde dabei an der gleichen Stelle integriert, zwischen dem Ende des
ORFs und dem Beginn des 3’-LTRs, wie bei dem aktiv mobilisierten Skipper-mbsri-Element.
Allerdings zeigte das DGLT-A-Retrotransposon weder in einer AX2-Zellkultur oder in einer der
verfiigbaren Rrp-Mutanten eine aktive Retrotransposition. Auch eine Klonierung des Elements in
einen Expressionsvektor, der durch einen zusétzlichen Promotor die Transkription des Elements
verbessern konnte, blieb ohne Erfolg. Es ist daher unklar, warum eine Aktivierung des DGLT-A-
Retrotransposons bislang erfolglos blieb, jedoch scheint die Position der Retrotranspositionskassette

als Ursache ausgeschlossen werden zu konnen.

3.2.1.3 Austausch der RNase-H-Domiine im genetisch markierten Skipper-Element

Nachdem gezeigt wurde, dass das mbsri-markierte Skipper-Retrotransposon in einer Zellkultur
mobilisiert wird, sollte anschliefend die RNase-H-Doméne des Elements durch die RNase-H-Doméne
des DGLT-A-Retrotransposons ersetzt werden. In der Dissertation von Jana Schiefner (2014) konnte
zuvor in Hefe-Zwei-Hybrid-Experimenten gezeigt werden, dass eine Interaktion der RNase-H-
Domine von DGLT-A mit der Untereinheit TFC4 des Transkriptionsfaktors TFIIIC wahrscheinlich an
der Erkennung von tRNA-Genen als Integrationsziele beteiligt ist. Da kein aktives, genetisch
markiertes DGLT-A zur In-vivo-Untersuchung dieser Interaktion verfiigbar war, sollte daher versucht
werden, diese Experimente im Hintergrund des Skipper-Elements durchzufiihren.

Zur Erzeugung chimérer Skipper-Elemente mussten in einem ersten Schritt zwei PCR-Fragmente
erzeugt werden, welche an den &uBleren Grenzen der natlirlichen RNH-Doméne von Skipper
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Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym Avrll besitzen (Abbildung 26 A). Fiir die Amplifikation der
Fragmente wurden die Primer Skipper-01/Skipper-Avrll Notl und Skipper-Avrll for/Skipper-
Notl_rev verwendet. Nachdem beide Fragmente in den pCR8™/GW/TOPO®-Vektor kloniert wurden
(Skipper_mbsri_Avrll), konnte in die Avrll-Schnittstelle die RNase-H-Doméne von DGLT-A
eingefiigt werden, die als Avrll-Fragment zuvor amplifiziert und subkloniert wurde (Primer DGLT-
A_Avrll-01/-02). Neben der originalen RNase-H-Doméne von DGLT-A wurde durch Gensynthese ein
weiteres Fragment erzeugt, welches neben der RNase-H-Doméne von DGLT-A eine Linkersequenz
der Integrasedoméne von Skipper besitzt (im Folgenden als chimire RNase-H-Domine genannt).
Dieses Fragment wurde erzeugt, da es Hinweise auf eine zusétzliche Beteiligung dieser Sequenz an
einer spezifischen Integration eines DGLT-A-Retrotransposons gab (Dissertation Jana Schiefner,
2014). Zur Kontrolle, ob die Avrll-Schnittstellen unter Umstinden eine erfolgreiche
Retrotransposition verhindert, wurde auch die originale RNase-H-Domine von Skipper als Avrll-
Produkt amplifiziert und in das Skipper mbsri Avrll-Element kloniert (Abbildung 26 A; Primer:
DGLTA-AvrlI-03/-06). Die Retrotransposons wurden anschliefend auf ihre Aktivitdt in einer RrpAC'-
Zellkultur getestet.

Bei den Retrotransposons mit der originalen RNase-H-Domine von Skipper sowie dem Element mit
der chimiren RT-Domine von DGLT-A und der Integrasedoméne von Skipper konnten BSR-resistente
Klone beobachtet werden. Eine anschlieBende PCR an genomischer DNA zeigte, dass das Intron
gespleilt wurde und somit von einer aktiven Retrotransposition dieser Element ausgegangen werden
kann (Daten nicht gezeigt). Warum es nicht moglich war, BSR-resistente Klone des Skipper-
Retrotransposons, welches ausschlieBlich die RNase-H-Domine von DGLT-A besitzt, zu erhalten,
konnte nicht geklart werden.

Eine folgende LAM-PCR (vgl. Abschnitt 3.2.2) an genomischer DNA von BSR-resistenten Klonen
des Skipper-Elementes mit der chimdren RNase-H-Doméne erbrachte keinen Hinweis auf eine tRNA-
Gen-spezifische Integration (Daten nicht gezeigt). Das deutet darauf hin, dass neben der RNase-H-
Domine eventuell noch andere Proteine des Retrotransposons an einer tRNA-Gen-spezifischen

Integration beteiligt sind.

3.2.1.4 Ein mbsri-markiertes LTR-Element aus dem Genom von D. fasciculatum

Nach der Identifizierung eines DGLT-A-Elements im Genom von D. fasciculatum, welches sowohl
Merkmale von DGLT-A- als auch Skipper-Elementen aufweist (vgl. Abschnitt 3.1.1.3.) und tRNA-
Gen-spezifisch integriert, schien es lohnenswert dieses LTR-Retrotransposon zu isolieren und
ebenfalls mit einem genetischen Marker auszustatten. Da die Transformation von D. fasciculatum
nicht etabliert war und die Zellen zudem eine natiirliche Blasticidin-Resistenz aufweisen, war das Ziel
der Arbeiten zunichst, Integrationen des Df DGLT-A mbsri-Retrotransposons an tRNA-Genen im
Genom von D. discoideum nachzuweisen. Dies wiirde zudem ein Beweis fiir die Konservierung der
Integrationsmechanismen zwischen phylogenetisch weit entfernten Spezies darstellen.
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Zur Isolierung des LTR-Retrotransposons wurde zunichst aus einer Zellkultur von D. fasciculatum
genomische DNA gewonnen. Durch die Genomanalyse wurden sieben potentiell intakte Kopien des
Elements identifiziert, welche als Matrize fiir eine Amplifikation in Frage kamen. In einem ersten
Schritt wurde eines dieser Elemente mit den flankierenden Primern Dfas-DGLTA-12 und Dfas-
DGLTA-15 amplifiziert und in den Vektor pGEM-T kloniert (pGEMT-DGLT-A_Dfas). Dieses
Element wurde anschlieBend in RrpAC’-Zellen transformiert und mit einer RT-PCR auf eine
transkriptionelle Aktivitdt tberprift (Abbildung 27). So konnte gezeigt werden, dass das
Retrotransposon in RrpAC™-Zellen iiber die komplette Lange exprimiert wurde. Des Weiteren wurde
versucht, mit Southern-Blots mdogliche Sprungereignisse nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).
Allerdings scheiterten diese Versuche vermutlich daran, weil es sich dabei um ,,somatische‘ Ereignisse
handelte, die nur sehr selten vorkamen und daher innerhalb der Gesamtpopulation extrem schwach
reprasentiert waren. Durch die Verwendung eines genetisch nicht markierten Elements war es auch
nicht moglich auf diese Ereignisse zu selektionieren. Nachweisbar wéren solche Ereignisse nur, wenn
eine neue Retrotransposon-Kopie in der gesamten Population fixiert wird, was im Falle eines neutralen
Ereignisses, innerhalb eines iiberschaubaren Zeitraumes, nur bedingt moglich erscheint.
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Abb. 27: Das DGLT-A-Element aus D. fasciculatum.
Nachweis der transkriptionellen Aktivitét des Retrotransposons Df DGLT-A in einer Zellkultur
von D. discoideum (Rrp-AC’). PCR an unspezifisch erzeugter cDNA. Verwendete Primer:
Produkt 1:  Dfas-DGLTA-27/-25; 2: Dfas-DGLTA-19/-22; 3: Dfas-DGLTA-21/-20;
4: Dfas-DGLTA-4/-32.
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Eine sensitivere Suche nach Integrationen des Df DGLT-A-Elementes wire moglich, wenn das
Element mit dem mbsri-Selektionsmarker ausgestattet wére. Fiir die Erzeugung eines Blasticidin-
markierten Elements wurde der 5'-LTR und beide ORFs als Smal/Eagl-Fragment mit den Primern
DGLTA-39 und DGLTA-40 von dem Plasmid pGEMT-DGLT-A_Dfas amplifiziert und in den pCR-
XL-TOPO-Vektor kloniert (pCR-XL-F1_Df DGTLA). Dieses Fragment wurde anschlieBend als
Smal-/Eagl-Fragment in den Vektor pBT1 kloniert (pBT-F1_Df DGLT-A). Die Blasticidin-Kassette
und der 3-LTR wurden als ,,overlap-extension“-PCR-Produkt mit flankierenden Eagl-Schnittstellen
amplifiziert und mit Hilfe des Restriktionsenzyms Eagl in den Vektor pBT-F1 _Df DGLT-A kloniert
(Primer: mbsri-01/-02 und Df-DGLTA-35/-36). Dadurch entstand ein mbsri-markiertes DGLT-A-
Element aus D. fasciculatum (pBT1-F1 _Df DGLT-A_mbsri). Die Retrotranspositionskassette befand
sich dabei an der gleichen Position wie in dem aktiv mobilisierten Skipper-Retrotransposon.

Nachdem dieses Element sowohl in eine AX2-, als auch in eine RrpAC’-Zellkultur transformiert
wurde, konnten nach einer anschlieenden Selektion auf Blasticidin-resistente Klone allerdings keine
Zellen beobachtet werden, die Sprungereignisse akkumuliert hatten. Da bekannt ist, dass mobile
genetische Elemente teilweise auch entwicklungs- oder stressabhidngig aktiviert werden, wurde
ebenfalls versucht, das markierte Df DGLT-A-Element auf diese Weise zu mobilisieren. Allerdings
konnten auch nach einem Entwicklungszyklus oder Kélte- und Hitzeschocks keine Blasticidin-
resistenten Klone beobachtet werden. Somit war es nicht moglich, das genetisch markierte Df DGLT-

A-Retrotransposon in einer Dictyostelium-Zellkultur zu mobilisieren.
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3.2.2 Genomweite Sequenzierung von De-novo-Integrationen eines Non-LTR-Retrotransposons

Mit der Erzeugung eines nicht-autonomen TRES5-A.1-Retrotransposons war es erstmals mdglich De-
novo-Integrationen eines artifiziellen mobilen genetischen Elements direkt im Genom von
Dictyostelium discoideum nachzuweisen und zu analysieren (Siol ef al. 2011). Bereits zuvor konnten
mit der Etablierung der ,, TRE-Falle“ De-novo-Integrationen endogener TRE-Elemente an tRNA-
Genen nachgewiesen werden (Beck et al. 2002). Bei beiden Studien beruht die Identifizierung der
Integrationsereignisse auf PCR-basierten Methoden, bei denen nur relativ wenige, einzelne Ereignisse
mit einem verhdltnisméBig grofen Aufwand analysiert werden konnen. Daher war ein Ziel dieser
Arbeit, ein Protokoll zu entwickeln, dass es moglich macht, eine groitmogliche Anzahl unabhéngiger
Integrationsereignisse eines tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons im Rahmen eines einzigen
Experiments zu sequenzieren und damit analysieren zu kénnen. Ein wesentlicher Aspekt war dabei,
die Moglichkeit zu schaffen, auch Integrationsereignisse zu detektieren die womdoglich nicht an
orthodoxen Integrationsorten, also den tRNA-Genen, stattfinden.

Eine weitere Frage ergibt sich bei einem Blick auf das Referenzgenom. Hier finden sich bei insgesamt
mehr als 400 tRNA-Genen im gesamten Genom von D. discodieum, lediglich rund 100
unterschiedliche Integrationsorte von TRES5-A-Retrotransposons (Daten nicht gezeigt). Daher sollte im
Zuge dieser Untersuchungen ebenfalls geklart werden, ob grundsétzlich alle Gene, die von der RNA-

Polymerase-III transkribiert werden, als Integrationsorte von TRE5-A-Elementen erkannt werden.

3.2.2.1 Das Codon-adaptierte nicht-autonome TRES-A mbsri-Element

Eine Voraussetzung fiir die Entwicklung eines Systems zur genomweiten Kartierung unabhingiger
Integrationsereignisse bestand darin, ein artifizielles TRES-A-Retrotransposon zu verwenden, das von
der endogenen TRES5-Population unterschieden werden kann. Das bereits vorhandene, genetisch
markierte, nicht-autonome Retrotransposon TRES-A mbsri (A6P-ORF1-mbsri-C; Siol et al. 2011)
sollte daher zunichst so modifiziert werden, dass es diese Voraussetzungen erfiillt.

Ein Ansatz stellt hier die Verdnderung der ORF1-codierenden DNA-Sequenzen dar. Da der genetische
Code degeneriert ist, besteht die Moglichkeit die ORF1-Sequenz so zu verdndern, dass sie sich vom
Original unterscheidet, aber die gleiche Aminosduresequenz codiert. Die originale ORF1-Sequenz der
endogenen TRES-Elemente zeigt zudem einen verhéltnisméBig schlechten Codon-Gebrauch. Die
verdanderte und an den optimalen Codon-Gebrauch von D. discoideum angepasste ORFI1-DNA-
Sequenz von TRES-A weicht zu 19 % von der originalen Sequenz ab und zeigt an den meisten
Positionen einen verbesserten Codon-Gebrauch (Abbildung 28 A). Das verdnderte ORF1-Gen wurde
synthetisch erzeugt (Vektor pJ1.2-ORF1_opt_Dd) und anschlieBend im Vektor A6P-ORF 1-mbsri-C als
HindIII-/Agel-Fragment mit der urspriinglichen ORF1-Sequenz ausgetauscht. Das resultierende, nicht-
autonome Retrotransposon A6P-ORF1_Dd/adapt-msbri-C (im Folgenden als TRE5-A™ bezeichnet)
wurde anschlieBend in einer AX2-Zellkultur auf seine Aktivitit iiberpriift. Dazu wurden die

Blasticidin-resistenten Klone vereinigt und daraus genomische DNA isoliert. An dieser genomischen
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DNA wurde eine Kontroll-PCR mit den Primern A15P-seq und BSR-01 durchgefiihrt (Abbildung
28 B). Die daraus resultierende Doppelbande spricht fiir eine Mobilisierung des Retrotransposons. Die
obere Bande entspricht dabei den transformierten, nicht mobilisierten genomischen Kopien
(,,Masterelemente*), welche das Intron besitzen. Die untere Bande reprisentiert die erfolgreich
transponierten Elemente ohne Intron. Die Sequenzierung des kleineren PCR-Produkts zeigte, dass das

Intron gespleifit wurde (Daten nicht gezeigt).

ORF1-Wildtyp ORF1_Dd/adaptiert

BSR-01 Al5P-seq
| N -
||| I il I Illlll l SD SA

m ‘ A6P ORF 1 -ﬂi’ﬂl\/l dsty C

Spleissen des Introns

| " |||| |||||l||||||||j||||||||||| Il” || | ‘||||||| ||||||||I|||| ~ o | —
: : | {111
< Al Mol I i, | il I

155 160 165 170 175 180 185 IS0 195 200 155 180 165 170 178 180 185 190 195 200

208 20 2% I XS I 138 20 248 150 W05 20 215 220 225 W 235 280 45 250

55 6 & W 75 80 85 % 85 ss & 65 70 75 80 85 S0 % 100 l Retrotransposition

AX25s+ + TRES-APS

y v M e

¢ %5 200 i 0 s om0 s mo w6 o ° £ °
255 260 285 270 275 20 285 %0 25 00 [bp] QO Q.o QO QO
||||||||||| [N ||||||||||I|||||||||I|||||||||I||||I|||||||||||||||
404 423bp
349 bp

|||| I |||| B | I Il
I I IS5 380 365 370 375 380 385 O S 400 242
K
405 430 435 420 425 430 435 &40 &5 40 405 410 415 420 425 430 435 4480 &45 450

Abb. 28: Das Codon-adaptierte, nicht autonome TRE5-A""-Element.

(A) Anpassung der ORF1-Sequenz des Retrotransposons TRES-A. Dargestellt sind die Spezies-
spezifischen Nutzungsfrequenzen der jeweiligen Codons. Links ist die Originalsequenz, rechts
die angepasste ORF1-Sequenz abgebildet. Die Abbildungen wurden mit dem GCUA-Online-Tool
(Fuhrmann et al. 2004), unter Beriicksichtigung der von D. discoideum bevorzugten Tripletts,
erstellt. Die authentische ORF1-Sequenz besitzt eine schlechte ,,Codon-Usage® im Vergleich mit
der adaptierten Sequenz. (B) PCR zur Uberpriifung der Aktivitit des Codon-adaptierten
TRE5-A™"-Elements. Die untere Bande mit einer GroBe von 349 bp reprisentiert die
gesprungenen Kopien des artifiziellen Retrotransposons. Die PCR wurde an genomischer DNA
von Pools BSR-resistenter Zellen mit den Primern A15P-seq und BSR-01 durchgefiihrt.

3.2.2.2 Uberlegungen zur genomweiten Kartierung von De-novo-Integrationsereignissen

In den letzten Jahren wurden mit der Entwicklung der modemen Hochdurchsatz-
Sequenzierungsmethoden zahlreiche Protokolle verfiigbar, welche zur Identifizierung und Analyse von

Integrationen mobiler genetischer Elemente verwendet werden konnen (Schmidt er al. 2007;
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Paruzynski et al. 2010; Qi et al. 2012). Viele dieser Protokolle beziehen sich auf die Detektion der
Integrationsstellen von LTR-Retrotransposons. Der Vorteil bei der Arbeit mit LTR-Retrotransposons
ist dabei die Konstanz der 5°- und 3’-Enden, bedingt durch den von LTR-Retrotransposons
verwendeten Retrotranspositionsmechanismus  (vgl. Abschnitt 1.3.1.1). Mochte man die
Integrationsstellen von Non-LTR-Retrotransposons bestimmen, st6it man relativ schnell auf das
Problem der vorzeitigen Abbriiche der Reversen Transkription, was variable 5'-Enden der Elemente
erzeugt (George et al. 1996; Sassaman et al. 1997). Daher hat man es unter Umstdnden, bezogen auf
das 5'-Ende, mit einer sehr inhomogenen Population von Elementen zu tun. Die Alternative, iiber das
konstante 3'-Ende Integrationsstellen zu bestimmen, hat allerdings auch einige Nachteile. Zum einen
besitzen die Non-LTR-Elemente Poly-A-Regionen mit variabler Lange, die bei einer Sequenzierung zu
Problemen fiihren konnen. Des Weiteren ist speziell bei den TRE-Elementen die Wahrscheinlichkeit
grof3, dass an einer orthodoxen Integrationsstelle bereits weitere genomische Kopien der endogenen
TRE-Familien integriert sind. Da neu integrierende Elemente jeweils vor bereits vorhandene Elemente
springen wiirden, wére eine Kartierung des angesprungenen Locus, bedingt durch die Redundanz der
Elemente, vermutlich schwierig. Da viele der tRNA-Gene in D. discoideum mit TRE-
Retrotransposons assoziiert sind, ist die Wahrscheinlichkeit einer solchen, nicht-auswertbaren
Integration als relativ hoch einzustufen. Aus diesen Griinden wurde die Strategie, fiir die Etablierung
einer Methode zur genomweiten Kartierung von De-novo-Integrationen, auf die 5’-Enden eines in
ORF1 Codon-adaptierten, genetisch markierten TRES-A mbsri-Elements ausgelegt.  Als
Ausgangsmaterial diente die genomische DNA eines Pools von Zellen, welcher rund 15.000
Blasticidin-resistente Klone repriasentierte und damit eine groBtmdgliche Abdeckung aller potentiellen

Integrationsorte gewihrleisten sollte.

3.2.2.3 Bestimmung der Kopienzahl gesprungener Elemente

Zunichst sollte ermittelt werden, wie viele Integrationsereignisse innerhalb einer einzelnen Zelle
akkumulieren. Dazu wurde von individuellen Klonen genomische DNA gewonnen, welche fiir ein
Southern-Blot-Experiment zur Bestimmung der Kopienzahl der mobilisierten TRES5-A™-
Retrotransposons verwendet wurde. Die genomische DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Agel
und Nsil verdaut, wodurch die Retrotranspositionskassette und das C-Modul mit einem Teil des
Vektors aus den Masterkopien geschnitten wurden. Die Detektion der artifiziellen Retrotransposons
erfolgte mit einer biotinylierten Sonde, welche durch eine PCR am mbsri-Gen gewonnen wurde
(Primer: BSR-TEST-01/BSR-TEST-02). In Abbildung 29 sind die Masterelemente nach Agel-/Nsil-
Verdau im Genom der jeweiligen Klone als Fragmente von rund 1,9 kb GréBe zu erkennen, was der zu
erwartenden Grofle der Fragmente bei einem Verdau des im Genom verankerten Expressionsvektors
entspricht. Des Weiteren lieBen sich schwéchere Banden erkennen, die je nach Klon unterschiedlich
grofl waren. Diese Fragmente entsprechen den gesprungenen Kopien, da die Restriktionsschnittstellen
in den flankierenden Regionen der Integrationen in unterschiedlichen Distanzen vorkommen. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass jeder Klon eine bis drei Integrationen des artifiziellen
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Retrotransposons im Genom beherbergt. Der in den folgenden Experimenten verwendete Pool von
rund 15.000 Blasticidin-resistenten Klonen représentiert daher eine grolere Anzahl von unabhéngigen

Integrationsereignissen, als es die reine Anzahl eingesetzter Klone vermuten lasst.
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Abb. 29: Southern Blot zur Bestimmung der Kopienzahl von Integrationsereignissen.
Genomische DNA von BSR-resistenten Einzelklonen wurde mit den Restriktionsenzymen Nsil
und Agel verdaut. Die Detektion der genomischen Kopien erfolgte mit einer BSR-spezifischen,
biotinylierten Sonde. Als Marker diente der ,,2 log-biotinylated Ladder. Die Sterne zeigen die
jeweiligen Banden, welche unterschiedliche Integrationsereignisse des Codon-adaptierten TRES-
A_mbsri-Elements darstellen.

3.2.2.4 Uberlegungen zu LAM-PCR-basierten Methoden

Eine Methode zur Anreicherung von unabhingigen Integrationsereignissen aus einem Pool von BSR-
resistenten Zellen ist die Methode der LAM-PCR (,,linear amplification mediated-PCR*; Schmidt et
al. 2007). Die LAM-PCR basiert auf der Erzeugung von einzelstrangigen PCR-Produkten. Anders als
bei der konventionellen PCR, bei der zwei Primer eingesetzt werden, wird dabei allerdings nur ein
Primer verwendet. Dadurch ist eine exponentielle Vervielfaltigung der DNA nicht mdglich,
dementsprechend werden mehr Elongationszyklen als bei der konventionellen PCR benétigt. Als
Primer wird ein 5’-biotinyliertes Oligonukleotid verwendet. Durch die Biotinylierung der LAM-PCR-
Produkte konnen diese in einem weiteren Schritt an magnetische Streptavidin-Kiigelchen gebunden
werden und anschlieBend die unerwiinschte genomischen DNA abgereichert werden. Somit sollte am
Ende nur die gekoppelte, durch die LAM-PCR generierte, DNA vorliegen. Ein Nachteil bereits

etablierter Methoden zur Analyse von Integrationsereignissen ist die Voraussetzung, dass in den
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flankierenden genomischen Regionen geeignete Restriktionsschnittstellen vorhanden sein miissen, um
entsprechende doppelstriangige Linker zu ligieren oder eine inverse PCR durchzufiihren (Schmidt et
al. 2007;Qi et al. 2012). Daher sollte im Folgenden eine Methode etabliert werden, die ausgehend von
einzelstringigen LAM-PCR-Produkten, die Erzeugung von doppelstringigen PCR-Produkten
ermdglicht, ohne auf Restriktionsschnittstellen in den flankierenden genomischen Regionen
angewiesen zu sein. Ziel war die Sequenzierung der PCR-Produkte mit ,Next-generation-
Sequenzierungsmethoden, um eine sehr groBe Menge an unabhingigen Integrationsereignissen

innerhalb eines Experiments analysieren zu kdnnen.

3.2.2.5 Etablierung der LAM-PCR zur Anreicherung von Integrationsereignissen

Zunichst sollte versucht werden, die LAM-PCR in Verbindung mit dem Codon-adaptierten
TRES5-A™"-Retrotransposon zu etablieren. So sollte gezeigt werden, dass eine effektive Reduzierung
unerwiinschter genomischer DNA (inklusive endogener TRES5-A-Elemente) nach der Kopplung von
5’-biotinylierten LAM-PCR-Produkten an Streptavidin-Kiigelchen erreicht werden kann.

Fiir die Amplifizierung wurden zwei lineare PCRs mit je 50 Zyklen und einer Elongationszeit von 45
sek durchgefiihrt, wobei nach der ersten PCR erneut 0,5 ul High-Fidelity-Polymerase zugegeben
wurde. Als Primer wurde das 5 -biotinylierte Oligonukleotid Rep-234 bio verwendet, dass spezifisch
mit der Codon-adaptierten ORF1-Sequenz hybridisiert. Als Negativ-Kontrolle wurde die LAM-PCR
ohne diesen Primer durchgefiihrt.

Nach einer Kopplung an Streptavidin-Kiigelchen iiber Nacht und einem anschlieBenden Waschschritt
mit 100 ul Wasser, welcher dreimal wiederholt wurde, konnte die gekoppelte DNA fiir die folgenden
Test-PCRs verwendet werden. Als Kontrollen wurden Primer fiir das Gen der Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (Q-GAPDH-01/Q-GAPDH-02), sowie fiir multiple Kopien des DIRS-1-
Retrotransposons (Q-DIRS-01/Q-DIRS-02) verwendet. Fiir die Unterscheidung der endogenen TRES-
A-Retrotransposons von den artifiziellen Elementen wurden Primerkombinationen verwendet, die in
Vorversuchen gezeigt hatten, dass sie spezifisch die unterschiedlichen ORF1-Sequenzen amplifizieren
(Rep-196_454A/Rep-197 fiir das Codon-adaptierte artifizielle Retrotransposon und Rep-
196 WT/Rep-197_ WT fiir die endogene TRES5-A Population; Daten nicht gezeigt). Wie in Abbildung
30 zu erkennen ist, kann nach der Kopplung der LAM-PCR-Produkte lediglich das Codon-adaptierte
TRES5-A™-Retrotransposon nachgewiesen werden. Somit findet eine Abreicherung unerwiinschter
genomischer DNA und damit auch endogener TRES5-A-Elemente, durch Kopplung der LAM-PCR-
Produkte an Streptavidin-Kiigelchen statt. Die LAM-PCR ist daher eine geeignete Methode, um

zundchst die DNA zu erhalten, welche mit der artifiziellen Retrotransposon-Sequenz assoziiert ist.
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Abb. 30: Effizienz der Kopplung von LAM-PCR-Produkten an Streptavidin-Kiigelchen.
Zu erkennen ist eine vollstindige Eliminierung der unerwiinschten genomischen DNA. Als
Negativ-Kontrolle wurde die LAM-PCR ohne den biotinylierten Primer durchgefiihrt (rechts).

3.2.2.6 Charakterisierung der Vollstiindigkeit mobilisierter Retrotransposons

Ein Problem der ,Next-generation“-Methoden sind die relativ kurzen Léingen der erzeugten
Sequenzen von wenigen hundert Basenpaaren (Mardis 2013). Daher schien es wichtig, die Methode
dahingehend zu optimieren, dass die finalen PCR-Produkte ebenfalls moglichst klein sind. Dazu
wurde zunédchst untersucht inwieweit vorzeitige Abbriiche wéhrend der Reversen Transkription zu
verkiirzten Kopien des mobilisierten TRE5-A"-Elements fiihren. Fiir die LAM-PCR wurde ein Primer
verwendet (BSR-enrich-01), der innerhalb der Blasticidin-Kassette iiberlappend iiber der Position des
gepleifiten Introns hybridisiert und somit bevorzugt die durch Retrotransposition integrierten Kopien
amplifizieren sollte. Durch die Lage des Primers sollten auch potentiell verkiirzte Kopien nach
erfolgreicher Integration mit amplifiziert werden. AnschlieBend folgten PCRs mit verschiedenen
tRNA-Gen- und einem Palindrom-spezifischen Primer, sowie einem reversen Retrotransposon-
spezifischen Primer, der hinter dem Ende der codierenden ORF1-Sequenz in der Blasticidin-Kassette
bindet (Primer BSR-09). Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, sind ausschlieBlich einheitlich grof3e
Fragmente amplifiziert worden, die der GroBe eines vollstindigen Retrotransposons entsprechen.
Sollte es zur Verkiirzung der Kopien durch einen vorzeitigen Abbruch der reversen Transkription
kommen, sollten neben diesen Fragmenten ebenfalls verkiirzte PCR-Produkte zu beobachten sein.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass vorzeitige Abbriiche wihrend der reversen Transkription
offensichtlich sehr selten stattfinden. Somit konnte im weiteren Verlauf bei der LAM-PCR ein Primer
verwendet werden, der nahe des 5'-Endes des Retrotransposons hybridisiert und dennoch mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit alle Integrationsereignisse amplifiziert. Fiir die folgenden Experimente
wurde daher der Primer Rep-234 bio fiir die Erzeugung von LAM-PCR-Produkten verwendet, der
220 bp unterhalb des Start-Codons vom Codon-adaptierten ORF1-Gen hybridisiert.

77



Ergebnisse

LAM-PCR

4mEI0

A6P  ORF1 WM dsTY © AN

Kopplung
2.PCR
=1,6 kb

- T e

~|tRNA| BIO

Abb. 31: Charakterisierung der Léinge von integrierten TRES-Absr-Retrotransposon-Kopien.

(A) Schema zur Erzeugung von LAM-PCR-Produkten. Vollstindige Kopien des TRE5-A™-
Retrotransposons haben eine Léinge von rund 1,6 kb. (B) PCR-Produkte, welche mit
unterschiedlichen tRNA-Gen-Primern erzeugt werden, zeigen das es zu keiner Verkiirzung der
Elemente wihrend der Retrotransposition kommt. Fiir die LAM-PCR wurde das Oligonukleotid
BSR-enrich-biotin verwendet. Als Blasticidin-spezifischer Primer wurde BSR-09 eingesetzt. Der
Primer tRNA _uni ist degeneriert und amplifiziert mehrere unterschiedliche Loci, welche mit B-
Box-Motiven assoziiert sind. Fiir die Amplifikation von Integrationen in das Palindrom wurde
der Primer Palindrom-01 verwendet.

3.2.2.7 Sequenzierung tRNA-Gen-spezifischer PCR-Produkte zur Identifizierung neuer
Integrationsereignisse

Derzeit sind im Genom von Dictyostelium discoideum 418 tRNA-Gene annotiert (Stand: Dezember
2014; Quelle: http://www.dictybase.org). Eine Analyse der flankierenden Regionen der jeweiligen
Loci ergab, dass sich bei 102 tRNA-Genen Vertreter der endogenen TRES-A-Population nachweisen
lassen, was rund 25 % aller tRNA-Gene entspricht. Diese Loci lassen sich 27 unterschiedlichen tRNA-
Gen Familien zuordnen, wobei im gesamten Genom von D. discoideum insgesamt 42 tRNA-Gen-
Familien vorzufinden sind.

Ausgehend von der Hypothese, dass TRES5-A-Retrotransposons zur Erkennung und spezifischen
Integration an tRNA-Genen mit Untereinheiten von Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase-I11
interagieren (Siol et al. 2006; Chung et al. 2007), sollten alle aktiv transkribierten tRNA-Gene im
Genom von D. discoideum als potentielle Integrationsorte von TRES-A erkannt werden.
Dementsprechend sollten bei einer Analyse von mehreren hundert De-novo-Integrationen des
artifiziellen TRES-A-Retrotransposons nahezu alle tRNA-Gene mit Kopien des Retrotransposons

assoziiert sein, setzt man voraus, das alle tRNA-Gene durch die RNA-Pol-III exprimiert werden.

3.2.2.8 TRE5-A"" integriert oberhalb von tRNA-Genen

Ausgehend von genomischer DNA, die rund 15.000 Blasticidin-resistenten Klonen entsprach, wurden
zunidchst LAM-PCR-Produkte des artifiziellen, Codon-adaptierten TRES-A-Retrotransposons mit dem

Primer Rep-234 Bio erzeugt. Nachdem die unerwiinschte genomische DNA abgereichert wurde,
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wurden anschlieBend PCRs mit Primern durchgefiihrt, welche selektiv unterschiedliche tRNA-Gen-
Familien amplifizieren (Abbildung 32 A). Um die Identitét der PCR-Produkte zu verifizieren, wurden
diese in den Vektor pGEM-T kloniert und anschlieBend konventionell sequenziert. Auf diese Weise
war es moglich, Integrationen des artifiziellen TRES5-A-Retrotransposons an verschiedenen tRNA-
Gen-Loci zu identifizieren und zu analysieren. Ein Beispiel hierfiir ist der Locus Lys-CUU-2 auf
Chromosom 1. An diesem tRNA-Gen konnten sechs unterschiedliche Integrationsereignisse
nachgewiesen werden (Abbildung 32 B). Alle Kopien des Retrotransposons besitzen am 5'-Ende einen
Teil des Aktin-6-Promotors mit einer Lange von rund 42 bp. Der Beginn dieser 5'-UTR entspricht dem
publizierten Transkriptionsstart des authentischen Aktin-6-Gens (McKeown und Firtel 1981). Alle
sechs Integrationen an diesem Locus ereigneten sich innerhalb eines Bereichs von 44 bis 48 bp
oberhalb des tRNA-Gens. Die unterschiedlichen Integrationen lassen sich dabei nur anhand kleiner
Unterschiede des 5'-Endes der Retrotransposons und der Inkorporation von Extranukleotiden an der
Integrationsstelle unterscheiden. Die Prézision und der Abstand der integrierten Kopien sprechen fiir
eine authentische Retrotransposition des artifiziellen, Codon-adaptierten Retrotransposons im

Vergleich mit den endogenen TRES-A-Elementen.
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LysCUU-2
[ ATTGTTGTGAAATTARARTTTTTTTACTTAGATGGGTTTTTAT TTTTTGGARAAARAACAAACAAC
LysCUU-2 TRES-APS' 5-UTR

\*ATTGTTGTGAAATTARAATTTTTTTACTTAGATGGGTTTTTATTTC- -0
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Abb. 32: tRNA-Gen-spezifische PCR-Produkte nach der LAM-PCR.
(A) Verschiedene tRNA-Gen-PCR-Produkte, erzeugt mit tRNA-Gen-Familien-spezifischen
Primern. Als TRE5-A™"-spezifischer Primer wurde Rep-232 454A verwendet. (B) Dargestellt
sind sechs individuelle Integrationen des TRE5-A™"-Elements oberhalb des Locus Lys-CUU-2.
Fett markiert sind Extranukleotide an der Integrationsstelle.
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3.2.2.9 ,Next-generation“-Sequenzierung tRNA-Gen-spezifischer PCR-Produkte

Nachdem gezeigt wurde, dass es sich bei den PCR-Produkten um diverse De-novo-Integrationen des
artifiziellen TRES5-A-Retrotransposons handelt, sollte in einem weiteren Experiment eine ,,Next-
generation-Sequenzierung verschiedener PCR-Produkte erfolgen. Die verwendeten Primer
reprasentieren dabei 29 tRNA-Gen Familien, welche, bedingt durch die unterschiedlichen
Kopienzahlen (von 1 bis 23; Tabelle 6) insgesamt 355 unterschiedliche tRNA-Gen-Loci abdecken.
Dadurch wurden rund 85 % aller tRNA-Gene im Genom von D. discoideum erfasst. Als spezifischer
Primer fiir das Codon-adaptierte TRES5-A-Retrotransposon wurde das Oligonukleotid Rep-235
verwendet. Alle PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Gelextraktion
gereinigt. Die ProduktgroBen variierten zwischen 150-200 bp (Daten nicht gezeigt). Die PCR-
Produkte wurden fiir die folgende Sequenzierung vereinigt.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des MiSeq-Sequenzierers von Illumina in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Matthias Platzer am Fritz-Lipmann-Institut Jena. Die ,paired-end*-
Sequenzierung erzeugte 414.722 Sequenzpaare, wovon 380.745 miteinander assembliert werden
konnten (Pseudoreads). Fiir eine erste Filterung der Daten wurden anschlieBend alle Paare nach dem
5’-Ende des artifiziellen Retrotransposons und einer tRNA-Gen-Sequenz durchsucht. Dieses Merkmal
konnte bei 236.410 Pseudoreads festgestellt werden, was 62,1 % aller assemblierten Sequenzpaare
entsprach. Die entsprechenden Sequenzen wurden anschlieend auf das Referenzgenom ,,gemappt®,
wobei alle Treffer mit einer minimalen Ubereinstimmung von mindestens 40 bp beriicksichtigt
wurden. Wurden nur einmalige (unique) Treffer zugelassen, so erhielt man von diesen 236.410 Reads
insgesamt 206.652 Sequenzen (87,4 %), die eine signifikante Ubereinstimmung mit Loci aus dem
Referenzgenom aufwiesen. Auf Grundlage dieser Daten wurden anschlieBend die jeweiligen
angesprungenen Positionen mit Hilfe des IGV-Genombrowsers bestimmt (siche Anhang, Tabelle C).
Durch die Kartierung der De-novo-Integrationen wurden bei insgesamt 170 tRNA-Genen neue Kopien
des artifiziellen Retrotransposons festgestellt (siche Tabelle 6), was rund 40 % der tRNA-Gen-Loci im
Genom von D. discoideum entspricht. Lediglich 47 dieser Loci sind im Referenzgenom mit endogenen
TRES-A-Retrotransposons assoziiert. Somit konnten 123 tRNA-Gene als ,,neue Integrationsorte von
TRES-A definiert werden. Die Kartierung der Retrotranspositionsereignisse zeigt, dass sich die 170
Integrationsorte auf 36 unterschiedliche tRNA-Gen-Familien verteilen, was 95 % aller moglichen
tRNA-Gen-Familien im Genom von D. discoideum entspricht. Da die sequenzierte Bank eigentlich auf
einem Pool von 29 Genfamilien basierte, haben bei der exponentiellen PCR offenbar
Kreuzhybridisierungen von Primern mit sieben weiteren Genfamilien stattgefunden. Eine Analyse der
jeweiligen Abstinde zum 5°-Ende der tRNA-Gene unterstreicht, dass sich das artifizielle
Retrotransposon analog zur endogenen TRES5-A-Population verhélt. Die meisten der Kopien sind in
Abstidnden zwischen 40 bis 50 bp oberhalb von tRNA-Genen integriert worden. Ein Maximum ist bei

einem Abstand von 47 bp zu erkennen (Abbildung 33), wobei 84,5 % der Integrationen in einem
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Bereich von 47 + 3 bp identifiziert werden konnten. Allerdings gibt es auch einige Retrotransposons,

die auBerhalb dieses Bereichs integriert wurden. Die Abstinde variieren dabei von 29 bis 68 bp.
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Abb. 33: Abstiinde der integrierten TRE5-Absr-Retrotransposonkopien zu tRNA-Genen.
Dargestellt sind die Abstéinde zur +1-Position der tRNA-Gene, basierend auf 458 individuellen
Integrationsereignissen an 170 tRNA-Genen, die aufgrund unterschiedlicher Abstinde
unterscheidbar sind. Die Verteilung entspricht dem zuvor beschriebenen beobachteten Muster der
endogenen TRES-Population (Hofmann et al. 1991; Beck et al. 2002).

T TRES A ————Glu-vuc2s ——
s

1 .1 Abstand [bp]
AT AT AT T GAT T AT T T I GARTTR—— - TTTTTTTTTTTAAAACTACCAATACTAC 53
-=TTTTTTTTTARAACTACCAGTACTAC
-TTTTTTTTTTARAACTACCAATACTAC 52
~TTTTATTTACAACTACCAATACEAC 50
—————— TTTTTTTTARAACTACCAATACTAC

EMMATTTAT T AT TGATTATFITTTGARTT] T TTTT TTTTTAAAACTACCAATACTAC 54
AT TAT ST ATOIGATIATPITITGARTTM - TTTTTTTTITTARAACTACCAATACTAC 53
ENATTTATTTATTTCATTATFITITGARITI  TTTTITTTITAAAACTACCAATACTAC 52
S  ATTTATTTATTTGATTATTTTITGAATTR

————— TTTTTTTTAAAARCTACCAATACTAC 51
——TCTTTTTTTAARAACTACCAATACTAC 51
——TTTTATTTTACAACTACCAACACTAC
----- TTTTATTCTACAACTACCAATACTAC 51
————— TTTTTTTTTAAARCTACCAATACTAC 51
—-————TTTTTTTTAAAACTACCAATACTAC
-TTTCTTTTTTAAARCTACCAATACTIC 52
-——TTTTTTTTTAARACTACCAATACTAC 51
——TCTTTTTTTAARACTACCAATACTAC 51
TTCTTCTTTAAARCTACCAATACTAC
————— ——-TTCTACARCTACCAATACTAC 46
——-TTTTAAARCTACCAATACTAC 46
——-TTTTTCARCTACCAATACTAC 46
—---TTTACARCTACCAATACTAC 45

23 ATTTATTTATTTGATTATTTTTT- - B TTTTTTTARARCTACCAATACTAC 49

Abb. 34: Unterscheidbarkeit verschiedener Integrationsereignisse am Locus Glu-UUC-2.
In Rot sind Extranukleotide markiert, die weder Template- noch Retrotransposon-spezifisch sind.
Blau dargestellt sind Sequenzunterschiede.
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Um einen Eindruck von der gesamten Anzahl sequenzierter Integrationsereignissse zu bekommen,
wurden exemplarisch die ,,mappbaren“ Reads eines tRNA-Gen Locus nédher analysiert. Verwendet
wurden hierfiir die Sequenzierergebnisse des Locus Glu-UUC-2 von Chromosom 1. Dazu wurden von
4800 Reads zunidchst alle Sequenzen 50 bp ober- und unterhalb der Integrationsstelle entfernt.
AnschlieBend wurde ein Alignment der verbliebenen Sequenzen erzeugt, welches einen Eindruck
beziiglich der Diversitédt in diesem Bereich gab (Abbildung 34). Die einzelnen Varianten lieBen sich
somit mindestens 23 unterscheidbaren Integrationsereignissen allein an dem Glu-UUC-2 tRNA-Gen
zuordnen. Legt man die Annahme zugrunde, dass an allen 170 getroffenen tRNA-Genen eine dhnliche
Anzahl individueller Integrationsereignisse sequenziert wurden und nimmt man weiter an, dass mit
hoher Wabhrscheinlichkeit viele Integrationen an exakt derselben Stelle passierten und nicht
unterschieden werden konnten, dann kann man davon ausgehen, dass insgesamt der iiberwiegende Teil

der ca. 15.000 Integrationen der analysierten Klon-Sammlung in dem tRNA-Gen-spezifischen PCR-

Pool vorhanden war.

Tab. 6: Ergebnisse der Sequenzierung von tRNA-Gen-spezifischen LAM-PCR-Produkten.
Gegeniiberstellung der bekannten Integrationen des endogenen TRES-A-Elements und der neu
identifizierten Integrationsereignisse durch die Sequenzierung tRNA-Gen-spezifischer LAM-
PCR-Produkte des TRE5-A""-Retrotransposons.

Gen- genomische In Referenzgenom mit TRES-A- TRE5-A""-Integration in
familie Kopien Integration assoziiert LAM-PCR-Bank
AlaAGC 15 AlaAGC-8, AlaAGC-14, AlaAGC-15 | AlaAGC-1, AlaAGC-2, AlaAGC-3, AlaAGC-5,
AlaAGC-6, AlaAGC-8, AlaAGC-10, AlaAGC-
11, AlaAGC-14
AlaUGC 8 AlaUGC-4, AlaUGC-7 AlaUGC-1, AlaUGC-4, AlaUGC-6, AlaUGC-7,
AlaUGC-8
ArgACG 7 ArgACG-1, ArgACG-7 ArgACG-1, ArgACG-2, ArgACG-3, ArgACG-6,
ArgACG-7
ArgCCU 1 - -
ArgUCG 1 ArgUCG-1 -
ArgUCU 12 ArgUCU-3, ArgUCU-12 ArgUCU-3, ArgUCU-9, ArgUCU-12
AsnGUU 19 AsnGUU-3, AsnGUU-7, AsnGUU-8 AsnGUU-4, AsnGUU-5
AspGUC 22 AspGUC-10, AspGUC-13, AspGUC- | AspGUC-2, AspGUC-4, AspGUC-5, AspGUC-6,
18, AspGUC-19, AspGUC-22 AspGUC-8, AspGUC-10, AspGUC-14, AspGUC-
15, AspGUC-18, AspGUC-21, AspGUC-22
CysGCA 8 - CysGCA-3, CysGCA-4, CysGCA-6, CysGCA-7
GInCUG 1 - -
GInUUG 14 GInUUG-3, GInUUG-4, GInUUG-6, GInUUG-4
GInUUG-8, GInUUG-11
GluCUC 3 - GluCUC-2, GluCUC-3
GluUUC 20 GluUUC-3, GluUUC-7, GluUUC-10, | GluUUC-2, GluUUC-3, GluUUC-4, GluUUC-6,
GluUUC-12, GluUUC-16 GluUUC-8, GluUUC-9, GluUUC-12, GluUUC-
15, GluUUC-16, GluUUC-17, GluUUC-18,
GluUUC-20
GlyGCC 18 GlyGCC-3, GlyGCC-16 GlyGCC-6, GlyGCC-14, GlyGCC-16, GlyGCC-
18
Glyucc 5 GlyuCC-2 GlyUCC-1, GlyUCC-2, GlyUCC-3, GlyUCC-4
HisGUG 10 HisGUG-6, HisGUG-7, HisGUG-9 HisGUG-5, HisGUG-6, HisGUG-8, HisGUG-9,
HisGUG-10
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Gen- genomische In Referenzgenom mit TRES-A- TRE5-A""-Integration in
familie Kopien Integration assoziiert LAM-PCR-Bank
IleAAU 17 IleAAU-1, IleAAU-3, IleAAU-10, IleAAU-4, IleAAU-5, lleAAU-6, lleAAU-9,
IleAAU-11 IleAAU-11, [leAAU-15, lleAAU-16
IleGAU 2 - -
IleUAU 4 - IleUAU-1, [leUAU-2
LeuAAG 11 LeuAAG-3, LeuAAG-9 LeuAAG-6, LeuAAG-7, LeuAAG-10
LeuCAA 4 LeuCAA-1 LeuCAA-2
LeuCAG 1 - _
LeuUAA 18 LeuUAA-1, LeuUAA-2, LeuUAA-3, | LeuUAA-1, LeuUAA-2, LeuUAA-6, LeuUAA-7,
LeuUAA-6, LeuUAA-11 LeuUAA-11, LeuUAA-12, LeuUAA-13,
LeuUAA-15, LeuUAA-16, LeuUAA-17,
LeuUAA-18
LeuUAG 3 - -
LysCUU 10 LysCUU-2 LysCUU-2, LysCUU-5
LysUUU 23 LysUUU-4, LysUUU-6, LysUUU-7, LysUUU-2, LysUUU-3, LysUUU-4, LysUUU-5,
LysUUU-15, LysUUU-22 LysUUU-6, LysUUU-10, LysUUU-12, LysUUU-
13, LysUUU-14, LysUUU-15, LysUUU-16,
LysUUU-17, LysUUU-18, LysUUU-19,
LysUUU-22, LysUUU-23
MetCAU 17 MetCAU-12, MetCAU-15, MetCAU- | MetCAU-7
16
PheGAA 16 PheGAA-6, PheGAA-11 PheGAA-11, PheGAA-12
ProAGG 1 - -
ProUGG 16 ProUGG-3, ProUGG-8 ProUGG-2, ProUGG-5, ProUGG-7, ProUGG-14
SerAGA 9 SerAGA-5, SerAGA-9 SerAGA-1, SerAGA-2, SerAGA-5, SerAGA-6,
SerAGA-7, SerAGA-8, SerAGA-9
SerCGA 1 - SerCGA-1
SerGCU 12 SerGCU-1, SerGCU-2, SerGCU-5, SerGCU-2, SerGCU-3, SerGCU-5, SerGCU-6,
SerGCU-8, SerGCU-11 SerGCU-7, SerGCU-9, SerGCU-10, SerGCU-11,
SerGCU-12
SerUGA 15 SerUGA-14 SerUGA-1, SerUGA-2, SerUGA-8, SerUGA-11,
SerUGA-13, SertUGA-15
ThrAGU 18 ThrAGU-4, ThrAGU-8, ThrAGU-9, ThrAGU-1, ThrAGU-2, ThrAGU-5, ThrAGU-6,
ThrAGU-11 ThrAGU-7, ThrAGU-8, ThrAGU-9, ThrAGU-12
ThrCGU 1 ThrCGU-1 ThrCGU-1
ThrUGU 6 ThrUGU-1 ThrUGU-2, ThrUGU-5, ThrUGU-6
TrpCCA 7 TrpCCA-1, TrpCCA-6, TrpCCA-7 TrpCCA-1, TrpCCA-2, TrpCCA-3, TrpCCA-4,
TrpCCA-6, TrpCCA-7
TyrGUA 13 TyrGUA-9, TyrGUA-11 TyrGUA-11
ValAAC 21 ValAAC-14, ValAAC-16 ValAAC-7, ValAAC-8, ValAAC-12, ValAAC-14,
ValAAC-15, ValAAC-19, ValAAC-20
ValCAC 1 - ValCAC-1
ValUAC 6 ValUAC-2, ValUAC-6, ValUAC-20 ValUAC-2, ValUAC-3, ValUAC-6, ValUAC-7
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3.2.2.10 Sequenzierung von De-novo-Integrationen mit Hilfe der invers-PCR-Methode

Mit der Methode der inversen PCR (iPCR) besteht eine weitere Moglichkeit zur Amplifikation von
Integrationsereignissen. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, Integrationsereignisse zu
analysieren, welche unabhingig von vorher definierten spezifischen Integrationszielen, wie
beispielsweise tRNA-Genen, amplifiziert werden konnen. Eine Limitation besteht allerdings in der
Voraussetzung, dass an den potentiellen Integrationsorten entsprechende Restriktionsschnittstellen
vorhanden sein miissen. Bei der hier angewendeten Methode wurde daher das Restriktionsenzym
Sau3Al verwendet. Das Enzym erkennt und schneidet das DNA-Motiv [GATC]. Eine Analyse der
genomischen Sequenzen von D. discoideum zeigt, dass diese Sequenz im Durchschnitt alle 500 bp im
Genom zu finden ist (Daten nicht gezeigt). Entsprechende Ligationsprodukte sollten daher eine GroBe
von wenigen hundert Basenpaaren nicht iiberschreiten und somit geeignet fiir eine folgende
Amplifikation und Sequenzierung sein. Zudem sollte das von Sau3Al erkannte Sequenzmotiv
hinreichend oft im Genom vorhanden sein, um mdglichst viele potentielle Integrationsstellen des
TRE5-A™"-Retrotransposons abzudecken.

Um eine Amplifikation der endogenen TRES5-A-Retrotransposons zu verhindern, wurden bei der PCR
ausschlieBlich Primer verwendet, die das Codon-adaptierte TRES5-A™-Element spezifisch
amplifizieren. Fiir die iPCR wurden zunichst 25 pg genomische DNA verdaut und anschlieBend durch
eine Phenol-/Chloroform-Extraktion gereinigt. Fiir die Ligationen wurden unterschiedliche
Konzentrationen der geféllten genomischen DNA verwendet (von 0,1 ng/ul bis 1 ng/ul). Nach einer
weiteren Extraktion wurde das Pellet in Wasser aufgenommen und die DNA fiir die folgenden PCRs
verwendet (siche Abschnitt 2.4.1.5.; Abbildung 35 A).

Nachdem einzelne iPCR-Produkte durch konventionelle Klonierung und Sequenzierung untersucht
wurden und gezeigt werden konnte, dass es sich um iPCR-Produkte von De-novo-Integrationen des
mbsri-markierten TRES-A-Retrotransposons handelt (Daten nicht gezeigt), wurde anschlieBend der
gesamte iPCR-Fragment-Pool mit dem ,,MiSeq“-Sequenzierer (Illumina) sequenziert. Auf diese Weise
wurden 648.642 , paired-end-Sequenzen erzeugt, von denen 528.370 (81,5 %) miteinander verbunden
werden konnten. Von diesen Pseudoreads enthielten 250.515 die 5-UTR des TRES5-A™-
Retrotransposons sowie eine flankierende D. discoideum-spezifische Sequenz (47,4 %). Von diesen
Reads konnten anschlieBend 230.762 mit Positionen des Referenzgenoms in Verbindung gebracht
werden (92,1 %) (siche Anhang, Tabelle D).

Eine Analyse dieser Integrationsorte ergab, dass es sich um 86 unterschiedliche tRNA-Gen-Loci
handelte, welche 31 Genfamilien zugeordnet werden konnten. Im Vergleich mit den tRNA-Gen-
spezifischen LAM-PCR-Produkten waren in der iPCR-Bank 20 zuvor nicht gefundene Loci enthalten.
Die Abstinde zu den tRNA-Genen lagen im zu erwartenden Bereich von 40 bis 50 bp (Daten nicht
gezeigt). Interessanterweise wurde in dieser Bank auch eine Integration sequenziert, die sich innerhalb
des DNA-Transposons DDT-S ereignet hat. Dieser Befund war zunichst iiberraschend und wurde

daher néher analysiert. Da TRES-A der Erwartung nach nur Ziele ansteuert, die funktionelle B-Box-
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Motive aufweisen, wurden die genomischen DDT-S-Sequenzen auf A- oder B-Box-Motive untersucht.
Es zeigte sich, dass sich diese Motive in 35 DDT-S-Kopien nachweisen lassen (Abbildung 35 C), die
sich auf alle sechs Chromosomen verteilen. DDT-S besitzt somit offensichtlich bisher nicht
identifizierte Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren TFIIIB/TFIIIC der RNA-Polymerase-I11.
Diese Theorie wird dadurch erhértet, dass Integrationen des mbsri-markierten TRES-A in Positionen
42 bis 51 bp oberhalb der tRNA-Gen-analogen +1-Position beobachtet wurden (Abbildung 35 C), die
DDT-S-Elemente also analog einem tRNA-Gen als Integrationsziel erkannt wurden. Da die DDT-S-
Sequenzen im Bereich der TRES-A-Integrationsstelle identisch sind, konnte nicht bestimmt werden,

welche konkreten DDT-S-Kopien im Genom von D. discoideum von TRES-A angesteuert wurden.

A B

Sau3Al Sau3al TTTTAAARTAGTTTATITATITATTTATTTGITITTTAAGTCTTTTTTATATGAAAAATGAAATAATCA

A 4 TRES-A 2 A-Modul
N~ - ¢ -A.2 A- -— —extraN
AGRISSORELS) QLM ASTVACH ™ 1 A AAGAGATTGTIGTTCTTGCT TG I T TTCCATC T CCARRAAAATGGGGATARAATATTCTATCA

+1 A-Box
l Restriktionsverdau mit Sau3Al TTTTTAAATTTTCATCAAAGCEATCAAAWTGATGAGACTACCCTTTGMAGAGGGTCG
3 § B-Box
NS GGGWCCTTTTGGTAATTTTTGAAAAATTAAAAAAAAAATTTTAAAAAATTTMCCGTTAAA

Zirkularisierung

Al C
(010 Te LR CRL LR e o e e g w0 VYA GCAAATTTAAAGCARAGT TGATTTAAATTGGATTTAARTTGA

ATTTAAAGCCGCGTTTAAAAAATTCATTTTTAAGGTAATTTTTAAGGTAATTTTTAAGATATTTAAARAA
TGCCTTTAAAATTTGCTTTAAAATARATTTTTAAGCAATTTTAAAGGTGATTTTARAGGTGATTTTARA
GGTGATTTTTAAGGTAATTTTTAAGATAATTTTTAAGATATTTAAARATACCTTTAAAATTTATTTTAA
ATTAATTTTAAATAGGATTTAAAGTAGATTTAAAGTAGATTTAAAGTGAATTTAAATTTCCTTTAAACA

l Ligation mit T4 DNA-Ligase,

l PCR mit Element-spezifischen Primern

47 bp
Fekkkdokdokdkk
TAAATTTAAGGTTTTTAATAAARAAAGATCTAATTTTAGAACAAAAAAATGGGGATAAAATATTCTATCA
+1 A box
i TTTTTAAATTTTCATCAAAGQATCAAAWI‘TGATGAGACTACCCTTTGATAGAGGGTCG
Sequenzierung der PCR-Produkte

B box
GGGMCCTTTTGGTAATTTTTGAAAAATTAAAAAAAAAATTTTAAAAAATTTATCCGTTAAA
TAACGGCTTCGAACTCAGGACCTCGCTTTTAAAGCGATTAAAAAGGTAATTTTARAGGTARTTTTAAAG
GTAATTTTTAAGGTGATTTTAAAGTAACCTTAAAAATTACCTTTAAAATTACCTTTAAAATTGCTTTAA

TTCAGGACTTTAAAGCAAATTTAAATTTAATTTAAAGCGAAI NN EFE eI K¢ ¢y v (o waslcoh (e {¢]

Abb. 35: Invers-PCR-Strategie zur Amplifikation von TRE5-A"" Integrationen.

(A) Schema der invers-PCR zur Identifizierung neuer Integrationsereignisse von TRE5-A",
(B) Locus auf Chromosom 1 mit authentischer Integration eines TRES5-A.2-Retrotransposons
(Griin) in ein DDT-S-Element (Schwarz). Der Abstand zur theoretischen +1-Position betragt
exakt 50 bp. (C) Unterscheidbare Integrationen des artifiziellen Retrotransposons in DDT-S-
Transposons. Die Sterne (*) markieren unterschiedliche Integrationsereignisse des artifiziellen
TRES-A-Retrotransposons mit verschiedener Distanz zur theoretischen +1-Position in DDT-S.
Mit (+) markiert ist die Integrationsstelle des endogenen TRES-A.2-Elements aus (B). In
schwarzen Boxen markiert sind die invertierten Sequenzwiederholungen von DDT-S.

Wenn davon ausgegangen wird, dass es sich bei den Integrationen des klonierten TRE5-A-Elementes

in DDT-S um ein Abbild der authentischen Integrationspriferenz von TRES-A handelt, sollte man

erwarten, dass solche Integrationen auch im Genom von D. discoideum vorhanden sind.

85



Ergebnisse

Eine Untersuchung des Referenzgenoms nach Integrationen endogener TRES-A-Retrotransposons in
DDT-S Kopien zeigte tatséchlich einen Locus auf Chromosom 1, an dem ein TRES-A.2-Element exakt
50 bp hinter die theoretische +1-Position, bezogen auf die Situation in tRNA-Genen, in ein DDT-S-
DNA-Transposon gesprungen ist (Abbildung 35 B). Flankiert wird dieses Element von 16 bp groen
Zielsequenzduplikationen, was ein Indiz fiir eine authentische Integration durch den fiir Non-LTR-
Retrotransposons typischen TPRT-Mechanismus ist und somit Rekombinationsereignisse als Ursache
ausgeschlossen werden konnen. DDT-S stellt also auch fiir die endogene TRES-A-Population ein

authentisches Ziel dar.

3.2.2.11 Maégliche Strategien zur Erzeugung von doppelstringigen LAM-PCR-Produkten

LAM-PCR-Produkte liegen zundchst als DNA-Einzelstringe vor. Dies ist flir die bereits beschriebene
Suche nach tRNA-Gen-spezifischen Integrationen mittels konventioneller PCR unkritisch, da die
unbekannten flankierenden Sequenzen durch tRNA-Gen-spezifische Primer amplifiziert wurden. Fiir
die genomweite Sequenzierung der LAM-PCR-Produkte mit unbekannten flankierenden Regionen
war es jedoch notwendig, die LAM-PCR-Produkte in Doppelstrang-DNA zu konvertieren. Dazu
mussten die 3'-Enden der einzelstringigen DNA-Molekiile so modifiziert werden, dass ein
komplementérer Primer als Startpunkt fiir die Synthese des Zweitstrangs verwendet werden konnte. Es

wurden daher mehrere Moglichkeiten fiir die Modifikation der 3’-Enden in Betracht gezogen:

(A) Synthese von Oligo-dC- oder Oligo-dA-Sequenzen mit Hilfe einer Terminalen Transferase
und anschliefende Zweitstrangsynthese mit einem komplementiren Primer.

(B) Ligation eines einzelstringigen DNA-Linkers mit Hilfe einer T4-RNA-Ligase, welche eine
geringe Aktivitdt fiir die Ligation von DNA-Molekiilen besitzt (Tessier ef al. 1986; Schmidt et
al. 2007).

(C) Ligation eines einzelstringigen DNA-Linkers durch eine spezifische DNA-Ligase, welche
optimiert fiir die Ligation von einzelstringigen DNA-Molekiilen ist (Zhelkovsky und
McReynolds 2012).

Experimente mit der Terminalen Transferase und der T4-RNA-Ligase erbrachten keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Daher werden im Weiteren die Resultate der Versuche mit der

spezifischen DNA-Ligase erldutert.

3.2.2.12 Ligation eines ssDNA-Linkers an ein definiertes PCR-Produkt

Zunichst sollte nachgewiesen werden, dass ein ssDNA-Linker effizient an eine einzelstringige Ziel-
DNA ligiert werden kann. Dazu wurde in einem Modell-Versuch ein definiertes PCR-Produkt mit den
Primern Rep-201 und Rep-234 bio erzeugt. Als Matrize diente das Plasmid mit dem artifiziellen,
Codon-adaptierten TRES5-A™-Retrotransposon. Das 999 bp groBe, 5'-biotinylierte PCR-Produkt

wurde anschlieBend tiber Sdulen gereinigt und an magnetische Streptavidin-Kiigelchen gebunden. Zur
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Erzeugung von DNA-Einzelstrangmolekiilen wurde die gebundene DNA fiir 15 min in 0,1 M NaOH
inkubiert, der Uberstand abgenommen und die gebundene DNA schlieBlich in Low-TE-Puffer
aufgenommen. Die fiir die Ligations-Reaktion notwendige 5’-Adenylierung des ssDNA-Linkers
(454B_Compl 5'P+3'ddCTP) erfolgte nach Herstellerangaben mit dem 5°-Adenylation-Kit von NEB.
Um eine mehrfache, tandemartige Ligation des ssDNA-Linkers zu verhindern wurde das terminale
Nukleotid am 3’-Ende des Linkers als Didesoxy-CTP synthetisiert.

Die Ligation des Linkers an die gebundene DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe der
Thermostabilen 5’-AppDNA/RNA-Ligase (NEB). Wihrend der einstiindigen Inkubation bei 65 °C
wurde die DNA mehrfach durchmischt, um ein Absinken der gebundenen DNA an den Boden des
Reaktionsgefiales zu unterbinden. Als Kontrolle wurden jeweils Reaktionen ohne Enzym und Linker
durchgefiihrt. Des Weiteren sollte gepriift werden, ob eine vorherige Reinigung des Linkers nach der
Adenylierungsreaktion zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Linker-Ligation fiihrt. Daher wurde
ein Teil der adenylierten Linker vor der Ligationsreaktion durch eine Ethanol-Féllung gereinigt.

Fiir die anschlieBenden Test-PCRs wurden zwei Primer-Kombinationen verwendet (Abbildung 36 A).
Ein 295 bp groBes PCR-Produkt mit den Primern Rep-235 und Q-A6P-01 diente als Ladungskontrolle.
Der Nachweis einer erfolgreichen Ligation des Linkers an die gebundene DNA erfolgte mit Hilfe der
Primer 454B_-2bp_Linker, welcher revers komplementir zur Sequenz des Linkers ist, und dem Primer
Rep-235. Das daraus resultierende, 763 bp grole PCR-Produkt sollte nur amplifiziert werden, wenn
der adenylierte ssDNA-Linker an die gebundene DNA ligiert wurde.

A PCR-Produkt 1 B
= -
Linker BIO
PCR-Produkt 2
= - ssDNA-Linker Rep-201 =
GCCTTGCCAG CCCGCTCAGT CTCCTCTAGA AGAGGTTTAT
PCR-Produkt 1 PCR-Produkt 2 TTTTAAAAAT TACAAAAACT AAAAAGAAAR ATAAAAAGGA
Linker - + | - - - - +
e I g AAAATCTTAT TCTGA //  AATTA TAAAATGAAA
gefilk | = o = I
p— T 1 T T T TTTTTTTTTT TTTTTTAATT AATTCAAAAA ATAATCAAAT
= Rep-235

ARATAATTAT AACATARAAG GGATGGTGAR GATGTTCARAG

Abb. 36: Test der Ligation eines ssDNA-Linkers an ein LAM-PCR-Produkt.
(A) Ligation eines ssDNA-Linkers an gebundene, einzelstringige DNA. In der roten Box ist das
schwach amplifizierte PCR-Produkt markiert welches die Linker-Sequenz trigt. (B) Sequenz des
PCR-Produkts aus (A). Der ssDNA-Linker wurde an die einzelstringige DNA ligiert.
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Wie in Abbildung 36 A zu erkennen ist, wurden PCR-Produkte nur bei den Reaktionen beobachtet,
welche alle benotigten Komponenten enthielten (PCR-Produkt 2; Ansatz 2 und 3). Allerdings ist im
Vergleich mit den PCR-Produkten der Ladekontrolle nur eine sehr schwache Bande in der
entsprechenden Grofle zu erkennen. Das deutet darauf hin, dass die Ligationsreaktion nur sehr
ineffizient abléuft. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend zum Nachweis der erfolgreichen Ligation
des Linkers sequenziert. Es zeigte sich, dass es sich tatsdchlich um das zu erwartende
Ligationsprodukt gehandelt hat (Abbildung 36 B). Ebenfalls zu erkennen ist, dass die Ligation mit
dem gefillten Linker, im Vergleich mit dem nicht gereinigten Linker, besser zu funktionieren schien.
Daher wurden fiir die Erzeugung der Bank von Integrationsereignissen der gefillte, adenylierte Linker
verwendet. Es wurde in den folgenden Experimenten davon ausgegangen, dass die relativ geringe
Ligationseffizienz kein Problem darstellt, da zum einen nur eine relativ geringe Menge DNA fiir die
Sequenzierung bendtigt wird und zum anderen eine zweite PCR die Ausbeute an relevanten PCR-

Produkten wesentlich erhéhen sollte.

3.2.2.13 Erzeugung und Sequenzierung einer Linker-basierten Bank von LAM-PCR-Produkten

Nachdem gezeigt wurde, dass die Ligation eines ssDNA-Linkers an LAM-PCR-Produkte moglich ist,
sollte anschlieBend eine Bank von Integrationsereignissen auf diese Weise erzeugt werden. Zunéchst
wurde die LAM-PCR in mehreren parallelen Ansdtzen unter Verwendung des Primer Rep-234 bio
durchgefiihrt und die DNA anschlieBend iiber Sdulen gereinigt. Die Kopplung der DNA an
magnetische Streptavidin-Kiigelchen erfolgte bei Raumtemperatur iiber Nacht. Um sicherzustellen,
dass ein Maximum der DNA als einzelstrangiges Substrat fiir die Linker-Ligation zur Verfiigung stand,
wurde die gebundene DNA im Folgenden fiir 30 min in 0,1 M NaOH inkubiert. Die Adenylierung des
Linkers erfolgte nach Herstellerangaben. Vor der Ligation wurde der Linker durch eine Ethanol-
Féllung gereinigt und anschlieBend in Low-TE-Puffer resuspendiert. Die Ligation erfolgte nach
Herstellerangaben, abweichend davon jedoch fiir 2 h bei 65 °C unter gelegentlichem Resuspendieren
der gebundenen DNA. Nachdem die DNA drei Mal mit ddH,O gewaschen wurde folgte die erste PCR.
Verwendet wurden dazu die Primer Rep-232 454A, welcher spezifisch mit dem Codon-adaptierten
Retrotransposon hybridisiert, und 454B Nru Bio. Mit Hilfe des Primers 454B Nru Bio sollten
ausschlieBlich PCR-Produkte von der gebundenen DNA erzeugt werden, welche nach einer
erfolgreichen Ligation am 3'-Ende die Linkersequenz besal3en.

Die 5'-biotinylierten PCR-Produkte wurden anschlieBend erneut an magnetische Streptavidin-
Kiigelchen gebunden. Um eine Eliminierung der Masterelemente zu erreichen, wurde dic DNA
anschliefend mit dem Restriktionsenyzm Ncol verdaut. Die Restriktionsschnittstelle fiir Ncol liegt in
einem Teil des Aktin-6-Promotors, der bei den mobilisierten Kopien des artifiziellen Retrotransposons
nicht mehr vorhanden war und somit nur bei den Masterelementen zu finden war. Dadurch wurde
verhindert, dass die Mastereclemente bei der sich anschlieBenden zweiten PCR amplifiziert wurden.

Fiir die zweite PCR wurden der Retrotransposon-spezifische Primer Rep-235, sowie der Primer 454B-
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Linker-2bp verwendet, welcher spezifisch mit der Linkersequenz hybridisiert. Die amplifizierte DNA
wurde zum Schluss iiber eine Séule gereinigt und in Low-TE-Puffer aufgenommen.

Um die DNA zu testen, wurde sie einerseits direkt kloniert, um die Fragmente auf ihre Identitit zu
priifen, und andererseits fiir Test-PCRs mit tRNA-Gen-spezifischen Primern eingesetzt. Sowohl die
tRNA-Gen-spezifischen PCR-Produkte, wie auch die direkte Klonierung von PCR-Produkten zeigten,
dass zum einen die Linker-Ligation funktionierte. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass
verschiedene Integrationsereignisse in dem Pool der finalen PCR-Produkte vorhanden waren (Daten
nicht gezeigt).

Die ,,Paired-end“-Sequenzierung des PCR-Pools erfolgte mit dem MiSeq-Sequenzierautomaten in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Matthias Platzer. Insgesamt wurden dabei 4.713.736 Sequenzpaare erzeugt,
von denen 3.368.171 miteinander verbunden werden konnten. Von diesen Sequenzen enthielten
2.522.187 Paare die entsprechende Retrotransposon- und flankierende tRNA-Gen-Sequenzen
(74,9 %). Beim anschlieBenden Mapping konnten davon 2.409.187 Sequenzen einer Position im
Referenzgenom zugeordnet werden (95,5 %), wobei jedoch insgesamt lediglich 31 unterschiedliche
Loci, bei Zulassen unikaler Treffer, kartierbar waren (siche Anhang, Tabelle E). Von diesen Positionen
konnten 29 mit unterschiedlichen tRNA-Genen in Verbindung gebracht werden. Die beiden
verbleibenden Treffer wurden den Aktin-6- und Aktin-20-Genen zugeordnet, was auf eine
Kontamination der Bank mit Masterkopien hindeutete.

Bei einem Blick auf die erzeugten Sequenzen fiel auf, dass es offensichtlich im Zuge des
angewendeten Protokolls zu vielen Kreuzhybridisierungen zwischen unterschiedlichen tRNA-Genen
gekommen war. Vermehrt fanden sich einzelne Sequenzen mit mehreren Linkersequenzen an
unterschiedlichen Positionen, die nur mit Fehlern wihrend der PCR erkldrbar waren. Bedingt durch
die Redundanz der tRNA-Gene und einer teilweise groBen Homologie zwischen verschiedenen
Familien bestand offenbar die Moglichkeit, dass durch fehlerhaftes Annealing Hybride aus zwei nicht-
identischen DNA-Molekiilen entstanden. Durch die multiplen Zyklen wéhrend der PCR wurde die
»fehlerhafte Komplexitdt“ der Bank scheinbar schrittweise verstirkt, was im Endergebnis zu nicht
auswertbaren Sequenzen fiihrte. Ein Unterschied mit den beiden zuvor sequenzierten Banken lag im
Vorhandensein kompletter tRNA-Gene, was unter Umstdnden unerwiinschte Hybridisierungen
verstdrkt hat. Somit muss leider konstatiert werden, dass der Versuch, ein genomweites Mapping von
TRES-A-Integrationen durch eine LAM-PCR-basierte Methode durchzufiihren, zundchst gescheitert

war.

3.2.3 TRES-A-Integrationen in das extrachromosmale rDNA-Palindrom

Im Zellkern von D. discoideum existieren neben der genomischen DNA auch rund 100 Kopien eines
extrachromosomalen DNA-Molekiils. Die 88 kb groBBen Molekiile liegen in zwei 44 kb grof3en Armen
gespiegelt vor, weshalb sie als Palindrom bezeichnet werden. Die Palindrome beherbergen die Kopien
der ribosomalen RNA-Gene (Sucgang et al. 2003; Abbildung 37 B). Nach wie vor nicht verstanden ist
allerdings die Replikation der Palindrome wéhrend der Zellteilung. Im Zuge der Untersuchung von
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De-novo-Integrationen des nicht-autonomen TRES5-A-Elements (A6P-ORF1-mbsri-C) wurden
erstmals Integrationsereignisse des TRES-A-Retrotransposons auf dem Palindrom beschrieben (Siol et
al. 2011). Bei einer Analyse der DNA-Sequenz des Palindroms konnten keine tRNA-Gen-dhnlichen
Sequenzen gefunden werden. Die Integrationen ereigneten sich allerdings an einer Position in der
Néhe eines B-Box-Motivs, welches ebenfalls in vielen tRNA-Gen-Familien gefunden werden kann
und als Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor TFIIIC dient (Siol et al. 2011; Kassavetis et al.
1989). Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass neben der mit der TRES-A-Integration
assoziierten B-Box weitere, dhnliche B-Box-Motive innerhalb des Palindroms existieren (Siol et al.

2011; Abbildung 37 A).

A
Palindrom- Distanz
locus A-Box B-Box A/B-Box
valuaC  GGTCGGATGGIGTAGTCHEG —-—-——————mmmmmm e TTATCACGGTTGCTTTACACGCRACAGGICTCGA GTTCGATcCTCcG 35 bp
Nr. |Ilevav  GeTeTATTAACTCAGTCGG ——---—- TAGARGTGAAGTACTTATAtatcagtatgataaagcaATGCTTTGGTCecea GTTCGATcCree 52 bp
1 |2656 TATARATTATATTATTAGA —-=--mmmmmm e e e e TTCCRATTTTRAATTTTA GATCGATTCTTA 18 bp
2 |s108 CACTAGTGTTARAGCCACC TTCACTTTCGATCCAATGACCTAGTAACCTTATTAGRGAGAGTTARCCCARRCCTTAG GATCcAcTCave
2 |e483 CCGTCCTGCTGTCTTAATG AACTAACACCTTITGTGGTATCTAT TAGTCAATGTTAGACGTCTTATCCCARTATTTG GTTCaAccCaca
3 |7762 CATAGGTCACATCACCTAR CCTCGAAGAGATCCAGGTTTGAACTCAGTAACGGCGAGTGAAGACGGARATAGCCCARG GTTCaAAACCTGG
4 9175 GercaTATTCAGCATAAGE ———-——- TRATGACTTACGCTTACAAGGAATTCCTCGTTTATGATCARTAATTACARE GATCaAccCcac 52 bp
5 |10430 GTGGTAGCCATTTCTCAGG CTCCCTCTCCGGAATCGRAACTGGCCTACCATGETTGTAACGGGTARCGGGGAATTAGE GTTCeATTCrTA
& |13997 GTGATGTCGCCGCGCATCG TCTGARACGCACTTTGGTCGTTATATGGTGARRRAARRGTTTTTATEATARGGTTCTE GTTCGATACTTG
7 15009 2AGTTGTIARCTTAATTGA ——————— e ———— AAATTTTAARRAATTAARATTTTAAAATTGACTCTAC GTTCGATACTTG 38 bp
8 |15156 TTATCTTTTAATTTTTATT TGGGAATGTCAAATTGCTCATTTAGGAARARRRAAARRAATTTCARRATGGGCTCTAR GTTCGATACTTG
9 |15960 BARACTTTTAATTTTTATT TGGGAATGTCAAATTGCTCATTTAGGAARARALLALLRRATTTCARRATGGGCTCTAR GTTCGATACTCA
10| 18638 GrreeTTTGGCTTAGTTGG TTARGCGCTTGCCAAGCCARAAARAGTTAGT TTTTGARARATARCTGAAGGETCGcGe GTTCGATTICCC 59 bp
10*| 22168 GrreeTTTEGCTTAGTTGG TTAAGCGCTTGCCARGCCARAARRRGTTAGTTTTTGARRRRTARCTGAAGGETCGCGE GTTCGATTCocC 59 bp
11*| 25439 GrreacTTAGCTTAGTCGG ————————————————— -~ TTRARAGGTTGCATTATTATGTAATAGGTCCcAGE GTTCGATTCTCG 35S bp
11*| 26202 GrTGACTTAGCTTAGTTIGG ====mm=mmmm e m—m e TTAARAGGTTGCATTATTATGTGATAGGICCcAGG GTTCGATTCTCG 35 bp
12+| 26963 GeeanAATETTGAAATAGE ———————mmmm e TTAGTTGGTTARAAGGTTGCATTATAGAGGGGTCACGE GTTCGATTCTCG 39 bp
13*%| 27726 GrreAcTTAGCTTAGTTIGG ——————————mmmmm e TTAARAGGTTGCATTATTTTATGCGAGGTCCcTGe GTTCGATTCTCG 35 bp
14 | 29052 GrTAGATTAGTITAARATGC ——————— e e TAACTATAARARATCTATAGTGGTGACAATGG GATCGATcCaGA 32 bp
15 | 2905¢ ATGETAGTATCATATTTOT ——————————— -, AATAGATAATTATAATATTAGGTCATAGGTTTCTG GATCGATcCcca 36 bp
16 |29115 BGTGGTGACAATGGGATCG ATCCAGAAACCTATGACCTAATATTATAATTATCTATTACARATATGATACTACCATA GATCGATGCAAA
17 | 31700 ATTTTGTTTARATGACTAT TAARARRATTTGAATTTATATGGTAARRATTTTCAAARRATTAATATGGTARRATTGAR GTTCGAATCATG
18 | 33496 TTGARAATGARRAAATTGA -CARRAATTGTGACTCTAGCTTGACTGGATATGAGCGTGCARRAATTGAAGGETCGcGe GTTCGATTICTCG 58 bp
38112 /TCGACCG,TGAGGTA‘ACTG‘T AATTAGTTATATTCTTGGCGATGTTAATGTATTTTTCCGTTTTTGCCTAGGGGGTCAC C:‘-A'I.‘QAJ}AAQTTA 59 bp
2 _a"f / A \‘\ ' :» : I'- ".
£ £
- = Ag - AII. ,TI"I;"?« ag Tg <A I A I g‘;’ ~
Konsensus A-Boxen Konsensus B-Boxen
der tRNA-Gene der tRNA-Gene
5 kb
g 838 ¢ gseg g €  goeldm: B ¢ =
& 53 K 5 2 o2y 2 = N QEEIRIR & 8 3
_{V _{‘u 11 ! ! yrirmen | 1|
* * * ok kk V
58 26S 58S 178

Abb. 37: A- und B-Boxen auf dem extrachromosomalen Palindrom.
(A) Alignment der detektierbaren A- und B-Box-Motive. Mehrere Loci sind identisch und
konnen nicht unterschieden werden, daher wurden hier gleiche Nummern vergeben. Darunter
angegeben sind die Konsensussequenzen der A- und B-Boxen der rund 400 tRNA-Gene.
(B) Schema eines Arms des extrachromosomalen Palindroms. Dargestellt sind die Positionen der
B-Box-Motive aus (A) und die ribosomalen Gene (unten). Mit (*) markiert sind die Loci, die
tRNA-Gen-dhnlichen A- und B-Box-Motiven entsprechen. CRA: ,,central region of asymmetry*.
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Ziel dieser Arbeit war es daher, zundchst zu untersuchen, ob auch Integrationen des artifiziellen
Retrotransposons an weiteren B-Box-Motiven im Palindrom erfolgen kdnnen. Aufbauend auf der
Hypothese, dass TRES-A-Integrationsstellen aktive RNA-Polymerase-III-Transkriptionseinheiten
darstellen, sollten zudem die Regionen der B-Boxen auf mogliche transkriptionelle Aktivitéit
untersucht und die Transkripte ndher charakterisiert werden. Ein weiteres Experiment sollte
nachweisen, dass auch endogene TRES-Elemente die B-Box-Motive als Integrationsort erkennen und
somit im Palindrom integriert werden. Mit dem r5S-Gen existiert ein von der RNA-Polymerase-III
transkribiertes Gen innerhalb des Palindroms. Bislang konnten noch keine Integrationen im
natiirlichen Kontext des r5S-Gens nachgewiesen werden. Daher sollte versucht werden sowohl

Integrationen der artifiziellen, wie auch der endogenen TRES-A-Elemente nachzuweisen.

3.2.3.1 Nachweis von Integrationen des artifiziellen TRES-A-Retrotransposons im Palindrom

Mit Hilfe der LAM-PCR-Methode wurde zundchst eine Anreicherung von Sequenzen mit
Integrationsereignissen von TRE5-A™ generiert. Dazu wurde der Primer Rep-234_bio verwendet, der
spezifisch die Codon-adaptierten Elemente amplifiziert. AnschlieBend wurde eine Serie von PCRs an
der angereicherten DNA durchgefiihrt. Dazu wurden Palindrom-spezifische Primer, welche in reverser
Orientierung in den Regionen der jeweiligen B-Boxen hybridisieren, sowie ein Retrotransposon-

spezifischer Primer (Rep-196 454 A) verwendet.

B-Box Palindrom Loci
[bp] M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

1000
800

600
500

400

300

Abb. 38: PCR zur Identifizierung von Integrationen im Palindrom.
Nach der Anreicherung von Integrationsereignissen durch eine LAM-PCR wurde eine PCR mit
verschiedenen Palindrom-Primern und einem Retrotransposon-spezifischen Primer durchgefiihrt.
Es werden ausschlieBlich Produkte von orthodoxen Integrationsorten amplifiziert. Die Nummern
entsprechen den in Abbildung 37 dargestellten Loci auf dem Palindrom. Das PCR-Produkt von
Locus 13 wurde sehr schwach amplifiziert, konnte aber durch die anschlieBende Sequenzierung
verifiziert werden.

In Abbildung 38 ist zu sehen, dass Integrationen an den Orten nachweisbar waren, die tRNA-Gen-
dhnliche A- und B-Boxen besaflen (Palindrom-Loci 10, 11, 12 und 13; sieche Abbildung 37). Zur

Verifizierung wurden die PCR-Produkte kloniert und sequenziert. Es zeigte sich, dass es sich bei den

91



Ergebnisse

amplifizierten Fragmenten tatséchlich um Integrationsereignisse des artifiziellen Retrotransposons
handelte (Abbildung 39). Dabei integrieren die Retrotransposons exakt in der Distanz zur
theoretischen +1-Position, die auch bei Integrationen an tRNA-Genen beobachtet werden kdnnen (Siol

et al. 2011). Die Absténde variieren zwischen 40 und 49 bp in Bezug zur +1-Position.

Palindrom Locus 10; Abstand 46 bp; 9 Extranukleotide

T CTATTCTATT ATTTTTCAAA
AAAATGGAAT TTTAATTTTT TTGCTAAAAA GTTGCTTTGG CTTAGTTGGT
TAAGCGCTTG CCAAGCCAAA AAAAGTTAGT TTTTGAAAAA TAACTGAAGG
GTCGCGGGTT CGATTCCCCG GAATTTCTAA AAAAATGAAA AAAGTGGACC

Palindrom Locus 11; Abstand 48 bp, 1 Extranukleotid

CTTGA CTATACCCTC CGAAAAAAGT TACCATGTGA AATTTGGCCA
AAATGTTGAC CTAGCTTAGT CGGTTAAAAG GTTGCATTAT TATGTAATAG
GTCCAGGGTT CGATTCTCGG TTTATTTTTA GACATCTGCT GACTAATCTA

Palindrom Locus 12; Abstand 40 bp, 3 Extranukleotide

GAT TTTGACTATA CCTCTGAAAA AAATTAAAAA GTAAAATTTG
GCCAAAATGT TGAAATAGCT TAGTTGGTTA AAAGGTTGCA TTATAGAGGG
GTCACGGGTT CGATTCTCGA TTTTAACTTT TGACATATGA TGACTAATCC

Palindrom Locus 13; Abstand 49 bp, keine Extranukleotide

ATGGTGGCCA
AAATGTTTAC TTAACTTAGT TGGGTAAAAG GGTGCATTTC TTTTTGCCAG
GTCCTGGGTT CCATTCCCAT GAACTTTCTT TACCCCCCGT TAACAAATCC

Abb. 39: Beispiele fiir Integrationen artifizieller Retrotransposons an A- und B-Boxen im Palindrom.
Die Sequenzen stammen von den PCR-Produkten aus Abbildung 38. Griin markiert ist die
Retrotransposonsequenz, gelb sind Extranukleotide dargestellt. Grau hervorgehoben ist die
theoretische Position +1, analog zum Beginn von tRNA-Genen. Blau markiert sind die A-Boxen,
in Rot sind die B-Box-Motive zu erkennen.

3.2.3.2 cRT-PCR zur Charakterisierung von Palindrom-Transkripten

Nachdem erfolgreich unabhingige Integrationen an mehreren Loci auf dem Palindrom nachgewiesen
wurden, sollte gepriift werden, ob diese transkriptionell aktiv sind. Dazu wurden zunéchst
konventionelle RT-PCRs durchgefiihrt (Abbildung 40 A). Ein Problem schien dabei die vermutlich
geringe Transkriptionsaktivitit der Palindrom-Loci zu sein. So war es nicht moglich, fiir alle
angesprungenen Integrationsstellen des Palindroms durch konventionelle RT-PCRs Transkripte
nachzuweisen. In einem weiteren Experiment wurde daher versucht, mogliche Transkripte mit einer
cRT-PCR zu amplifizieren. Die cRT-PCR basiert dabei auf einer intramolekularen Zirkularisierung der
gesamten zelluldren RNA-Population und einer Amplifikation der anschlieBend generierten cDNA
durch eine Nested-PCR (Abbildung 40 B). Fiir die Synthese der cDNA wird dabei ein Transkript-
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spezifischer Primer verwendet. Die entsprechenden PCR-Produkte wurden per Gelelektrophorese

gereinigt, in den Vektor pPGEM-T kloniert und sequenziert. Fiir alle untersuchten Palindrom-Loci war

es moglich, cRT-PCR-Produkte nachzuweisen (Abbildung 40 C).

5'

Transkript
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F

PCR
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Intramolekulare
Ligation

Reverse
Transkription
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Kl

Locus 18638/22168

+1
TTTTTTGCTMEI-TGCTrﬂ{ﬂ&é@pﬂm&ﬁcmﬁccmﬁccmm

A-Box B-Box
TAGTTTTTGAAAAATAACTGAAGGGTCGCGG UM UELECCCGGAATTTCTAAAARAAT

GAAAARAGTGGACCTTCGGACTATTTTACCATTTTATTTATTARAATTTTATTTAATTAC
AATARATTTGGTATCATTAGATAGCTTACTCCATTACGCATACTATTATATATTTITGGC

CATTTA.P.MCTMTTTTTT‘MTMCTTTTTTTATTATACMMMTAAMTM

Locus 25439/26202

+1 A-Box v
=
MTTTGGCCMMTSTTGACIWSTTMGGTTGCATTATTATGTMTAG
B-Box

GTCCAGG P INEUrcGGTTTATTTTTAGACATC TGCTGACTAATCTACCACTTTATA
TTGTCTAATGACC TCCATTTT}MTAMTATACT}\TTTTTGMTAGATMC TCCCTGGAG

CATCCACTGTTACCTCATGGTCGAGTGAACTTAAGATTTTAATATATTTTCATCTCGAGT

Locus 26963

{; 1 A-Box
MAAGTAMATTTB Eccanar el VU C T TAGT TGGTTAAAAGGTTGCATTATAG
-Box

AGGGGTCACGG UM Vs TCGATT T TAACTTTTGACATATGATGACTARTCCACCACT
TTATGTGGTCTAATGACCTTCATTTTTAATAACTTAACTATTTTTGAATATATTACTCCA
ATTGGCATCTACCATTACCTC ACGGTCG;:GTGAACTTAAGATT TTAATACATTTTCATCT

cGAGTAAAAAAARAARAARTTTTTTGACTTTTTTTARACTTATGGTATATTTTTATARATT

Abb. 40: Nachweis und Charakterisierung der Transkripte von Palindrom-Loci
(A) Palindrom Locus 18638 wird transkribiert. RT-PCR mit den Primern Pal-RT 04 und Pal-
RT 05 an cDNA, welche spezifisch mit dem Primer Pal-RT 04 erzeugt wurde. (B) Schema der
cRT-PCR zur Charakterisierung der Palindrom-Transkripte. (C) Mit cRT-PCR detektierte
Transkripte der drei Palindrom-Loci 18638/22168; 25439/26202 und 26963. Weillie Pfeile
markieren den Transkriptstart, schwarze Pfeile zeigen das Ende der identifizierten Transkripte an.

Die detektierten Transkripte scheinen sehr schwach exprimiert zu werden, so dass erst mit Hilfe einer

Nested-PCR eine ausreichende Amplifikation moglich war. Der Nachweis mittels Northern-Blot

scheiterte zuvor ebenfalls. Fiir den Locus 10 (Position 18638/22168) konnten zwei alternative

Transkriptionsstartpunkte bestimmt werden, welche beide innerhalb der A-Box liegen. Die Transkripte

endeten an kurzen Poly-T-Sequenzen, welche typische RNA-Polymerase-III-Terminatoren darstellen

(Arimbasseri et al. 2013). Das Transkript an Locus 18638/22168 hat somit eine Linge von ungefahr
230 bp. Das Transkript von Locus 11 (Position 25439/26202) endet ebenfalls an einer kurzen Poly-T-

Sequenz. Mit einem Transkriptionsstart kurz oberhalb der A-Box ergibt sich eine Transkriptlinge von

107 bp. Deutlich von diesen beiden Loci unterscheidet sich das beobachtete Transkript von Locus 12

(Position 26963). Das Transkript beginnt bereits ein Nukleotid vor der theoretischen +1-Position und
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endet auch nicht nach 196 bp an einer Poly-T-Sequenz. Mogliche Ursachen fiir die Verkiirzung der 5°-
Enden der Transkripte der Loci 18638/22168 und 25439/26202 koénnen 5°-Degradierungen wihrend
der RNA-Aufbereitung oder 5'-Prozessierung sein, welche auch bei tRNAs beobachtet werden kann
(Castafio ef al. 1986; Li und Deutscher 1996).

Diese Ergebnisse belegen, dass es sich bei den von TRE5-A™ angesprungenen Orten auf dem
Palindrom um Loci handelt, die vermutlich aktiv von der RNA-Polymerase-III erkannt und
transkribiert werden. Daraus ergibt sich allerdings auch die Frage nach der Funktion dieser

Transkripte, welche im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht untersucht werden konnte.

3.2.3.3 Das r5S-Gen als Integrationsort artifizieller Retrotransposons

Mit der ,,TRE-Falle* wurde bereits gezeigt, dass endogene TRES-Retrotransposons grundsétzlich das
r5S-Gen, welches ebenfalls von der RNA-Polymerase-III transkribiert wird, als Ziel erkennen und dort
integriert werden konnen (Siol et al. 2006). Allerdings war es unklar, ob diese Beobachtung auch auf
die Situation an dem authentischen r5S-Gen-Locus auf dem rDNA-Palindrom ibertragbar ist, da das
r5S-Gen in der TRE-Falle in eine artifizielle Umgebung kloniert wurde.

Mit Hilfe der zuvor beschricbenen Methoden konnten Integrationen des artifiziellen TRES5-A™'-
Retrotransposons am r5S-Locus nachgewiesen werden. Zur Verifizierung wurde ein spezifisches PCR-
Produkt mit den Primern rDNA-03 und Rep-235 an LAM-PCR-Produkten erzeugt und anschlieend in
den Vektor pGEM-T kloniert. Dadurch konnte eine Integration eines artifiziellen TRE5-A™-
Retrotransposon in einem Abstand von 38 bp zum r5S-Gen nachgewiesen werden (Abbildung 41).
Somit wird der authentische r5S-Gen-Locus im Genom von D. discoideum von artifiziellen TRES-

A""-Retrotransposons erkannt.

TRE5-Abs' r5S gene
5 UTR \
N
CA\ R — :
A15P ORF1 mbsr ?bp

VTTGTGTTTTATCAACAATTTCTGAAATTTTTTGTTG&CATTTM‘GTTGTTTAATATTTGTAGTATTATTTGTA

~<— TRE5-APS" ORF1 TRES-AS" 5'-UTR =—
ATTTTCATTTTAAGCTTGAACATCTTCACCATCCATTTTATATTATATTTATTTATTTGATTATTTTTTGAAT
r5S gene —=

atggttgtaataaagtgtatattgaaccttaaaccaat GV TS sl uy: (o e eigitieh Lo (o UV ies
CGTTCGATCTGATAAGTAAATCAACCTCAGGCCTTCCAAGTACTCTTGGTTGGAGACAACAGGGGAACATAGG

Abb. 41: Integration eines TRE5-Ab“-Retr0transposons am r5S-Gen.
Das artifizielle Retrotransposon ist in einem Abstand von 38 bp an das ribosomale 5S-Gen auf
dem extrachromosomalen Palindrom gesprungen.
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3.2.3.4 Integrationen endogener Retrotransposons in Palindrom-Loci

Aus den Daten der Genomsequenzierung von D. discoideum ergeben sich keine Hinweise auf
Integrationen eines endogenen TRES-Retrotransposons in das rDNA-Palindrom (Eichinger et al.
2005). Dies steht in Kontrast zu den beobachteten Integrationsereignissen der artifiziellen Elemente.
Daher sollte untersucht werden, ob Integration endogener TRES5-A-Retrotransposons in das Palindrom
stattfinden.

Da eine Amplifikation mit Hilfe einer einzelnen PCR zunichst keine Ergebnisse erbrachte, wurde
anschlieBend versucht durch Nested-PCR-Experimente eine Amplifikation dieser Ereignisse zu
erreichen. Verwendet wurde dafiir genomische DNA von untransformierten AX2-Zellen. Die PCRs
wurden mit den in Tabelle 7 gelisteten Primern durchgefiihrt. Fiir die zweite PCR wurde jeweils 1 pl

der ersten PCR eingesetzt. Die nach der zweiten PCR erzeugten Produkte wurden anschlieBend

kloniert und sequenziert.

Tab.7: Verwendete Primer fiir Nested-PCRs zum Nachweis von Integrationen endogener TRES-
Retrotransposons im Palindrom.

1.PCR 2.PCR
r5S-DNA 5S-rDNA-04 / Rep-190 5S-rDNA-03 / Rep-109Q
Pal-18639/22168 Pal-06 / Rep-190 Pal-18638_rev / Rep-157Q
A TRE5-A.1 Abox B box

CAAAACGAAACAAATAATAAATTACAATAAAGTAAAAAGATGGCTTTTTAAGATAGTTTATTTATTTATTTAT

TRE5-A.1 A-module <—
TTGTTTTTTAAGTCTTTTTTATATGAAARATGAAATAATCAARARARGAGATTGTTGTTGTTGTTTGTTTITT

+1 A box
TATTATTTTTCAAAAAAAATGGAATTTTAATTTTTTTGCTAAAAA@TTGCTTWI‘TAAGCGCT

B box
TGCCAAGCCAAAAAAAGTTAGTTTTTGAAAAATAACTGAAGGGTCGCGGMCCCGGAATTTCTAAA

B TRE5-A.1 r5$ gene
CIE s B A e

ORF2 ORF1 P

VCAAAATTCTCAAAACGAAACAAATAATAAATTACAATAAAGTAAAAAGATGGCTTTTTAAAATAGTTTATTTA

TRES-A.1 A-module <«—
TTTATTTATTTGTTTTTTAAGTCTTTTTTTATATGAAAAATGAAATAATCAAAAAAAGAGATTGTTGTITGTTG

r5S gene —

ATGGTTGTAATAAAGTGTATATTGAACCTTAAACCAAT L (6e eelon:by.\ohv:\e[ewiefel V.V (o {0 ol oo
CGTTCGATCTGATAAGTAAATCAACCTCAGGCCTTCCAAGTACTCTTGGTTGGAGACAACAGGGGAACATAGG

Abb. 42: Integrationen endogener TRES-A.1-Retrotransposons in Palindrom-Loci.
(A) Integration in den Palindrom-Locus 18638/22168. Der Abstand zur theoretischen Position +1
betrigt exakt 46 bp. (B) Integration eines TRES-A.1-Retrotransposons am r5S-Gen. Das mobile
genetische Element ist in einem Abstand von 38 bp unterhalb des r5S-Gens integriert.
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Auf diese Weise war es moglich, Integrationen von TRES-A.1-Retrotransposons sowohl in der Néhe
des r5S-Gens, als auch im Locus 18638/22168 des Palindroms nachzuweisen (Abbildung 42).
Auftillig ist dabei, dass sowohl die endogenen als auch die artifiziellen TRES-Retrotransposons exakt
38 bp vor dem r5S-Gen integrieren. Der Locus 18639/22168 wurde mit einem authentischen Abstand
von 46 bp von dem endogenen TRES-A.1 angesprungen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch die Non-LTR-Retrotransposons der endogenen TRES-Population
die von der RNA-Polymerase-Ill-transkribierten Loci auf dem Palindrom als Ziele erkennen und dort

in einem definierten Abstand integriert werden.

3.2.4 Erzeugung eines genetisch markierten autonomen TRES-A.1-Retrotransposons

Die Moglichkeiten des bisher beschriebenen nicht-autonomen TRES-A mbsri-Elementes sind
begrenzt, wenn es um die Charakteriesierung des ORF2-Proteins von TRES5-A geht, dass die TRES-
A"-Elemente in trans mobilisiert und von endogenen Elementen beigesteuert wird. Eine
Untersuchung der Funktionen des ORF2-Proteins, wie die Reverse Transkriptase oder der
Endonuklease, ist mit dem nicht-autonomen TRE5-A™-Element nicht moglich. Daher schien es
lohnenswert, genetisch markierte TRES-A-Retrotransposons zu erzeugen, welche alle
Voraussetzungen fiir eine autonome Mobilisierung erfiillen. Ausgehend von der bereits etablierten
Blasticidin-Kassette mit Intron (mbsri), sollte daher ein autonomes TRES-A.1-Element generiert und
auf seine Aktivitdt in Zellkulturen getestet werden. Fiir die Unterscheidung der Elemente wurde die
Nomenklatur verdndert, so dass das nicht-autonome, genetisch markierte TRE5-Element als TRES-
A2"" (zuvor als TRE5-A™ bezeichnet) und das autonome Element im Folgenden als TRE5-A.1™"

bezeichnet wird.

3.2.4.1 Das autonome TRE5-A.1_mbsri-Retrotransposon

Die Erzeugung eines autonomen TRES5-A.1-Elementes (A6P-ORF1-ORF2-mbsri-C) soll vor allem zur
Untersuchung der Doménen des zweiten offenen Leserahmens dienen. Als Ausgangspunkt wurde das
bereits etablierte, nicht-autonome Blasticidin-markierte TRES-A.2-Element verwendet (A6P-ORF1-
mbsri-C; Siol et al. 2011). Des Weiteren war ein Plasmid verfiigbar (PB3), in das bereits ein TRES-
A.1-Element mit kompletten ORFs kloniert worden war (Marschalek et al. 1992). Das Schema der
einzelnen Klonierungen und die Struktur des kompletten TRE5-A.1""-Elements sind in Abbildung
43 A dargestellt. Zunédchst wurde der Aktin-6-Promotor als Agel-Fragment von Plasmid 2.0128 (A6P-
ORF1-mbsri-C) mit den Primern Rep-226_Sall und Rep-227 Sall amplifiziert und subkloniert. Das
Fragment ORF1-ORF2 wurde als Agel-/Sall-Produkt von Plasmid PB3 mit den Primern Rep-
228 Agel/Rep-229 Sall per PCR amplifiziert und in den pCR/XL/TOPO-Vektor (Invitrogen) via TA-
Klonierung ligiert. Das hintere Ende, mit der invertierten BSR-Kassette, dem Intron und dem C-
Modul, wurde wiederum von Plasmid 2.0128 als Agel-/Agel-Fragment amplifiziert und subkloniert.
Verwendet wurden hierfiir die Primer Rep-205 und Rep-230 Agel. Zur Generierung des vollstindigen
A6P-ORF1-ORF2-mbsri-C-Retrotransposons wurden der A6-Promotor und die Resistenzkassette mit
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dem C-Modul in den pCR/XL/TOPO-Vektor mit den beiden ORF2 des TRES5-A.1-Retrotransposons
kloniert. Das dadurch generierte, vollstindige TRE5-A.1™"-Retrotransposon wurde anschliefend in
AX2-Zellen Co-transformiert und die G418-resistenten Zellen anschlieBend mit Blasticidin
selektioniert. Die entstandenen BSR-resistenten Klone wurden vereinigt und daraus genomische DNA
gewonnen. Zur Verifizierung, dass es sich um Klone handelte, die Sprungereignisse von dem
autonomen TRE5-A.1""-Element akkumuliert hatten, wurde aus diesen Kulturen genomische DNA
gewonnen und anschlieBend eine PCR mit dem ORF2-spezifischen Primer Rep-43 und A15P-seq
durchgefiihrt (Abbildung 43 B). Parallel dazu wurde auch genomische DNA von einzelnen Klonen
gewonnen und diese PCR durchgefiihrt. Die resultierende Doppelbande sprach fiir eine erfolgreiche

1™Elements. Die untere der beiden Banden, welche die

Retrotransposition des autonomen TRES-A.
gesprungenen Kopien reprédsentiert, wurde anschlieBend gereinigt und sequenziert. Die Sequenz
zeigte, dass das Intron aus der Blasticidin-Kassette gesplei3t wurde (Daten nicht gezeigt). Somit
konnte gezeigt werden, dass das autonome TRE5-A.1*-Retrotransposon aktiv in AX2-Zellkulturen

mobilisiert worden war.
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a ( ) SD SA Loe!
A6P ORF 1 — ORF 2 ORI A dSTY C
- -
Sall PB3 Rep-43 | Agel A15P-seq
ORF1 — ORF 2
Ax2 + TRES-A.1_mbsri; AX2 b+
Y N N~ A m -
& v Q‘g’ S FFFFHFS S
B S ¥ A~ < & §F §F §F §

[bp]
1000

[bp]

1000

800

600

500

Abb 43: Das autonome Retrotransposons TRES5-A.1_msbri
(A) Strategie zur Erzeugung eines mbsri-markierten autonomen TRES-A.1-Retrotransposons. Die
roten Pfeile geben die Positionen der Primer fiir die PCR zur Uberpriifung der Retrotransposition
an. (B) Test der Aktivitdit des TRES5-A.1 mbsri-Retrotransposons in einer AX2-Zellkultur.
Durchgefiihrt wurde eine PCR an genomischer DNA von BSR-resistenten Zellen mit den
Primern Rep-43 und A15P-seq (siehe A). Zu erwarten sind Produkte von 807 bp (mit Intron) und
733 bp (ohne Intron). Als Negativkontrolle diente genomische DNA von AX2.
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3.2.4.2 Untersuchungen zum Cis-Effekt der autonomen TRE5-A.1""-Elemente

Nachdem gezeigt wurde, dass das autonome TRE5-A.1™-Element aktiv in AX2-Zellkulturen
mobilisiert wird, sollte gemessen werden, inwieweit ORF2 einen Cis-Effekt generiert. Ein Cis-Effekt
liegt vor, wenn die Proteine des Retrotransposons direkt nach der Translation bevorzugt die eigene
RNA binden und somit die Effektivitdt der Retrotransposition erhéht wird (Esnault et al. 2000; Wei et
al. 2001).

Dazu sollten in parallelen Experimenten die Retrotranspositionsfrequenzen des nicht-autonomen
TRE5-A.2""- und des autonomen TRES5-A.1""-Retrotransposons verglichen werden (Abbildung 44).
Bei einem messbaren Cis-Effekt sollten deutlich mehr BSR-resistente Klone des autonomen TRES-
Retrotransposons zu beobachten sein, als bei dem nicht-autonomen Element. Voraussetzung fiir eine
genaue Messbarkeit ist dabei eine synchrone Durchfilhrung der Experimente. Die CaCl,-
Transformationen fanden daher am gleichen Tag statt und es wurde wéhrend der gesamten Kulturzeit

auf die Synchronitéit der Kulturen geachtet.
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Abb. 44: Vergleich der Retrotranspositionsfrequenzen von autonomen und nicht-autonomen
TRES5-A""-Retrotransposons.
Autonome TRES5-Elemente werden haufiger erfolgreich mobilisiert, was vermutlich auf einem
Cis-Effekt beruht. Die Daten basieren auf je drei unabhéngigen Transformationen. Fiir die BSR-
Selektionen wurden pro Transformation je drei Petrischalen mit 1x107 G418-resistenten Zellen
verwendet. Die Selektion auf Sprungereignisse erfolgte fiir sieben Tage mit Blasticidin-haltigem
Medium. AnschlieBend wurde die Anzahl der Klone je Petrischale bestimmt.
n=9; *** p <0.0001; Student’s t-Test.

Die Retrotranspositionsfrequenz des nicht-autonomen TRES5-A.2"-Retrotransposons lag bei 63 % des
autonomen TRES5-A.1"-Retrotransposons. Somit kann von einem Cis-Effekt ausgegangen werden,
der es den autonomen, mbsri-markierten TRES5-A.1™-Elementen ermdglicht, mit einer groBeren
Haufigkeit erfolgreich an eine neue Stelle im Genom integriert zu werden. Es konnte daher zum ersten
Mal gezeigt werden, dass auch die Proteine des autonomen TRES5-A.1-Retrotransposons bevorzugt
ihre eigene RNA binden und sich somit die Retrotranspositionsrate, im Vergleich mit Elementen

welche in trans mobilisiert werden, erhoht.
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4 Diskussion

4.1 Retrotransposons in den Genomen der sozialen Amoben

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal detailliert die Genome der sozialen Amdben D. fasciculatum,
D. purpureum und P. pallidum nach Retrotransposon-Spezies untersucht. Ein besonderes Augenmerk
lag dabei auf der Detektion von tRNA-Gen-spezifischen mobilen genetischen Elementen. Es konnten
in allen untersuchten Genomen Retrotransposons mit einer tRNA-Gen-Spezifitdt nachgewiesen
werden, was dafiir spricht, dass bereits der letzte gemeinsame Vorldufer aller sozialen Amoben tRNA-
Gen-spezifisch integrierende mobile genetische Elemente besal. Groe Unterschiede gibt es bei der
Anzahl an Retrotransposons im Vergleich mit der bislang am besten untersuchten Art D. discoideum.
Bei keiner der drei in dieser Arbeit untersuchten Spezies konnte eine dhnlich hohe Dichte von
Retrotransposons wie im Genom von D. discoideum gefunden werden. Mit rund 1 % der Genomgrofie
beherbergt D. purpureum im Vergleich mit D. discoideum gerade einmal ein Achtel an mobilen
genetischen Elemente, die den Retrotransposons zugeordnet werden konnen. Mit nur 0,6 % Anteil am
Gesamtgenom sind die Retrotransposons in D. fasciculatum und P. pallidum sogar noch schwicher
vertreten. Somit stellt sich die Frage nach den genetischen Faktoren, welche es den mobilen
Elementen in den drei neu untersuchten Arten entweder erschweren im Genom weiter zu expandieren,

oder im Genom von D. discoideum eine Expansion von Retrotransposons ermoglichten.

Tab. 8: Genomcharakteristika, Anzahl der tRNA-Gene und Anteil von Retrotransposons
verschiedener sozialer Amében. (*ohne DIRS)
D. discoideum D. purpureum P. pallidum D. fasciculatum
Genomgrofie [Mb] 35 33 33 31
Anzahl tRNA-Gene 416 353 273 198
Gendichte
[CDS pro Mb 396 376 375 392
Genomanteil
Retrotransposons [%] 8,058 1,006 0,668 0,605
Genomanteil tRNA-Gen-
-spezifische Elemente 3,743 0,918 0,361 0,437
[%o]
Anteil tRNA-Gen- 43,6
spezifische Elemente [%o] (78,0)* 914 54,0 72,2

Schaut man zundchst auf die individuelle Genomarchitektur, so gibt es keine gravierenden
Unterschiede, die als offensichtliche Erkldrung in Frage kommen. Sowohl die Kompaktheit des
Genoms, als auch die Genomgrofen sind bei allen vier Arten sehr dhnlich (Tabelle 8). Betrachtet man
die Anzahl der tRNA-Gene, so fillt auf, dass im Laufe der Evolution sozialer Amoben eine

Amplifikation stattgefunden hat. So beherbergt das Genom von D. fasciculatum, die zuerst divergierte
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Spezies im Vergleich mit D. discoideum, nur etwa die Hilfte an tRNA-Genen (Eichinger et al. 2005;
Heidel et al. 2011). Es gibt Hinweise darauf, dass die Anzahl der tRNA-Gene im Genom von
D. discoideum durch Duplikationen entstanden sind, denn zahlreiche identische tRNA-Gene liegen als
Tandems oder Tripletts in sehr geringen Abstéinden zueinander im Genom vor (Eichinger et al. 2005).
Somit konnte eine ausgedehnte Amplifikation von tRNA-Genen ein Phdnomen der Gruppe 4 der
sozialen Amdben sein, da in D. purpureum eine dhnlich hohe Anzahl von tRNA-Genen wie in
D. discoideum detektiert wurde (Tabelle 8) (Sucgang et al. 2011). Es stellt sich daher die Frage, ob die
Expansion der tRNA-Gen-spezifischen Elemente im Genom von D. discoideum mit einer Erh6hung
der Anzahl von tRNA-Genen in Verbindung steht. Dieses Argument scheint allerdings bei einem Blick
auf die Verhaltnisse in D. pupureum nicht haltbar, denn in diesem Genom finden sich nur unwesentlich
weniger tRNA-Gene als bei D. discoideum. Im Gegensatz dazu konnte hier allerdings nur 1 % des
Genoms mit Retrotransposons in Verbindung gebracht werden, was dafiir spricht, dass nicht die
Anzahl von tRNA-Genen als Faktor flir die Expansion von spezifisch integrierenden mobilen
Elementen in Frage kommt. Interessant ist in diesem Zusammenhang der relative Anteil tRNA-Gen-
spezifisch-integrierender Elemente an der Gesamtzahl vorhandener Retrotransposons. Mit einem
Anteil von 91,4 % sind nahezu alle Retrotransposons im Genom von D. purpureum in der Néhe von
tRNA-Genen zu finden (Tabelle 8). Fiir D. discoideum liegt dieser Wert bei 78 %, wenn das DIRS-
Element nicht in dieser Berechnung beriicksichtigt wird. In D. discoideum wurde das DIRS-Element
stark amplifiziert und hat eine Wirtsfunktion iibernommen, indem es maBgeblich zur Bildung der
Centromere beitrdgt (Eichinger et al. 2005). Dies ist in der Form in den anderen hier untersuchten
Spezies nicht der Fall, z. B. ist das DIRS-Element in D. purpureum komplett abwesend.

Eine dhnliche Héufigkeit tRNA-Gen-spezifisch integrierender Retrotransposons ldsst sich mit einem
Anteil von 72,2 % aller Retrotransposons fiir D. fasciculatum berechnen. Im Genom von P. pallidum
sind dagegen nur rund die Hilfte (54 %) aller Retrotransposons in der Umgebung von tRNA-Genen zu
finden, bei einem &hnlichen genomischen Gesamtanteil von Retrotransposons wie im Genom von
D. fasciculatum. Die soziale Amobe P pallidum besitzt jedoch mit 273 tRNA-Genen insgesamt
75 tRNA-Gene mehr als D. fasciculatum. Damit ist diese Beobachtung ein weiteres Argument dafiir,
dass die Anzahl von tRNA-Genen in einem Genom nicht ausschlaggebend fiir die Expansion von
tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons ist. Somit muss es andere Faktoren geben, die fiir die
beobachteten Unterschiede in Frage kommen.

Eine weitere mogliche Erklarung fiir die starke Expansion tRNA-Gen-spezifischer Retrotransposons
konnte in Anderungen der Wirtszell-basierten Abwehr gegen mobile genetischen Elemente zu suchen
sein. Womoglich haben es die Retrotransposons in D. discoideum mit einer, im Vergleich mit den drei
anderen Arten, schwicheren Wirtsabwehr zu tun? Betrachtet man zentrale Bestandteile der RNA-
Interferenz-Maschinerie, so sind zunédchst keine gravierenden Unterschiede festzustellen (Tabelle 9).
Mit 5 unterschiedlichen Argonaut-Genen scheint D. discoideum lediglich innerhalb eines Teils der

RNAi-Maschinerie iiber ein breiteres Spektrum zur post-transkriptionellen Regulation zu verfiigen
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(Hutvagner und Simard 2008). Bezogen auf diese Beobachtung konnte man vermuten, dass in
D. discoideum eine groBere Palette an Werkzeugen zur Bekédmpfung von mobilen genetischen
Elementen existiert. Im Umkehrschluss miisste dann aber eher eine Reduktion der TRE-Elemente zu
beobachten sein. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass es erst vor einer evolutionér ,.kurzen
Zeit“ zu einer starken Amplifikation der Retrotransposons in D. discoideum gekommen ist. Interessant
ist in diesem Zusammenhang, dass das LTR-Retrotransposon Skipper stark durch posttranskriptionelle
Regulation unterdriickt wird und offensichtlich in Wildtyp-Zellen kaum erfolgreich mobilisiert wird
(Abschnitt 3.2.1.1). Im Gegensatz dazu scheinen die TRES-Elemente wesentlich schwicher durch
RNAI- oder andere Regulationsmechanismen beeinflusst zu sein und werden in D. discoideum-Zellen

permanent mobilisiert.

Tab. 9: Detektierbare Bestandteile der RNA-Interferenz-Maschinerie der untersuchten Spezies.

D. discoideum D. purpureum P. pallidum D. fasciculatum
Dicer 2 1 2 2
RdRP 3 2 2 2
AGOs 5 2 2 3

RdRP: RNA-abhédngige RNA-Polymerase; AGO: Argonaut-dhnliche Proteine

Die Kontrolle der mobilen genetischen Elemente kann auf mehreren Ebenen stattfinden, von denen
RNA-Interferenz nur eine ist (vgl. Abschnitt 1.5.1). Eine weitere Mdoglichkeit der Zelle eine
ungehemmte Akkumulation von mobilen genetischen Elementen zu verhindern, besteht in der
Hemmung der Transkription von genomischen Kopien durch deren Methylierung. Fiir die
Retrotransposons Skipper und DIRS wurden bereits Experimente durchgefiihrt, die auf eine
Abhéngigkeit der Aktivitit von Retrotransposons von der zelleigenen Methylierungs-Maschinerie
hindeuten. Es konnte dabei gezeigt werden, dass der Knock-Out eines an der Methylierung von
genomischer DNA beteiligten Gens (dnmA) zu einem Anstieg der Retrotransposition von Skipper-
Retrotransposons fiithrt (Kuhlmann et al. 2005). Denkbar ist daher auch, dass vor allem TRES-
Elemente in D. discoideum weniger stark methyliert sind und daher verhiltnismiBig oft mobilisiert
werden. Derzeit gibt es noch keine Erkenntnisse iiber den globalen Methylierungsstatus der TRE-
Elemente im Genom von D. discoideum.

Ein weiterer experimenteller Beweis fiir solche Unterschiede konnte darin bestehen, eines der Non-
LTR-Retrotransposons der drei anderen Arten mit einer Retrotranspositionskassette auszustatten.
Somit konnten Retrotranspositionsfrequenzen mit denen der bereits etablierten artifiziellen TRES-
Elementen in D. discoideum verglichen werden. Experimente in Mutanten, welche zum Beispiel
Defekte in Bestandteilen der Methylierungs- oder RNAi-Maschinerie besitzen, kdnnten ebenfalls
Aufschluss auf vermeintliche Unterschiede zwischen den Arten geben. Ein weiterer Weg fiihrt in
Zukunft sicher liber die Sequenzierung und Assemblierung von Genomen weiterer Vertreter der
sozialen Amoben, insbesondere der mit D. discoideum am néchsten verwandten Vertreter aus Gruppe

4. Dadurch wire moglicherweise erkennbar, ob es sich bei den in D. discoideum beschriebenen
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Verhéltnissen um eine Ausnahme handelt -was die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nahelegen-
oder ob sich dhnlich groBe Anteile mobiler genetischer Elemente auch in anderen Genomen auftinden

lassen.

4.2 Variabilitit der Integrationsabstinde zu tRNA-Genen

Ein wesentlicher Fokus dieser Arbeit lag darin, die Evolution der tRNA-Gen-spezifischen Integration
von Retroelementen besser verstehen zu konnen. Ein Vergleich der Durchschnittswerte des Abstandes

zu tRNA-Genen der jeweiligen Retrotransposon-Familien ldsst dabei einige Riickschliisse zu:

(1) Es gibt zwei relativ eng begrenzte Integrationsfenster oberhalb von tRNA-Genen
(2) Unterhalb von tRNA-Genen gibt es eine breitere Streuung

(3) Integrationen 3" von tRNA-Genen sind erst ab rund 50 bp moglich

(4) DGLT-A-Elemente integrieren sehr eng oberhalb von tRNA-Genen

(5) Spezifische Skipper-Retrotransposons integrieren unterhalb von tRNA-Genen
(6) Alle LTR-Elemente unterhalb von tRNA-Genen besitzen eine Chromodomane

LTR-Retrotransposons
Df_DGLT-A

Dp_DGLT-A.3 me— = Dp_Skipper-2
Dp_DGLT-A.1;Dp_DGLT-A.2; Dp_LTR-F — pp_Skipper-1
Dp_L IR-E—; Pp_Skipper-2
-100bp obp w +S0 B W ¥ +100bp
5=+ttt —t— tRNA-Gen 3
- ’—tm TRE3-C
) R £ /2
Df_TRES-A.1/2 Dp_TRE3-B
Df_TRES-A.3; Df_TRE5-B Dp_TRE3-A
Pp_TRES-ik Pp_TRE3-2
p_TRES=IRE Non-LTR-Retrotransposons Df TRES
Pp_TRES =R
Pp_TRE3-1

Abb. 45: Integrationsabstinde der neu gefundenen Retrotransposons zu tRNA-Genen.
Dargestellt sind die Durchschnittswerte aller bekannten Integrationsereignisse der jeweiligen
Retrotransposons. Oberhalb sind die Positionen der tRNA-Gen-spezifischen LTR-
Retrotransposons dargestellt, unterhalb die Abstdnde der Non-LTR-Elemente.

Die dargestellten Integrationspriaferenzen (Abbildung 45) lassen darauf schliefen, dass die
Wechselwirkung zwischen den Transkriptionsfaktoren TFIIIB/TFIIIC und den oberhalb integrierenden
Retrotransposons stark konserviert ist. Das ldsst sich daran erkennen, dass selbst in der evolutiondr am
weitesten von D. discoideum entfernten Spezies, D. fasciculatum, noch TRE-Elemente nachweisbar
sind. Diese werden, analog zu den TRES-Elementen aus D. discoideum, in rund 50 bp Abstand
oberhalb von tRNA-Genen integriert. Derartige Beobachtungen gelten ebenfalls fiir die TRES-
Elemente aus P. pallidum. Andere Verhéltnisse lassen sich unterhalb von tRNA-Genen beobachten. Im

Bereich 3" von tRNA-Genen integrieren mobile genetische Elemente in einem relativ groen Fenster,
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welches, beginnend bei etwa 50 bp, bis weit iiber 100 bp hinaus ragt. Das ldsst sich zum einen mit dem
Vorhandensein von Extra-B-Boxen erkléren, die rund 40 bp unterhalb von ca. 66 % der tRNA-Gene in
D. discoideum vorkommen (Hofmann et al. 1991; Marschalek und Dingermann 1991; Siol et al.
2006). Zudem ist bekannt, dass tRNA-Gene und deren unmittelbare Umgebung beispielsweise in
S. cerevisiae grundsétzlich frei von Nucleosomen sind. Dabei ist die Grenze zu den flankierenden
Nucleosomen oberhalb von tRNA-Genen starrer als unterhalb (Kumar und Bhargava 2013). Des
Weiteren wurde fiir die Hefe gezeigt, dass der TFIIIB:TFIIIC-Komplex eine gewisse Flexibilitdt
aufweist (Nagarajavel et al. 2013). Bezogen auf die Situation in D. discoideum wiren das mogliche
Erkldrungen fiir die breitere Streuung der Integrationspriaferenzen unterhalb und das relativ kleine
Fenster oberhalb von tRNA-Genen. Da die Ermittlung des durchschnittlichen Abstands mafigeblich
durch die Anzahl von individuellen Integrationsereignissen beeinflusst wird und fiir einige Elemente
nur wenige Daten diesbeziiglich vorliegen, kann die in Abbildung 45 gezeigte Auswertung jedoch nur
zu hypothetischen Uberlegungen anregen. Erst mit der Analyse der Genomdaten von weiteren sozialen

Amoben kann sich das hier vorgestellte Bild vervollstindigen.

4.3 Ein neu entdecktes DGLT-A-Element aus D. fasciculatum: Verbindung zwischen Skipper und
DGLT-A-Familie?
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Genomanalysen deuten erstmals auf eine Verteilung der LTR-
Retrotransposons auf zwei Familien hin: DGLT-A und Skipper. Ein Grofiteil der neu identifizierten
LTR-Retrotransposons lasst sich aufgrund von strukturellen und phylogenetischen Merkmalen (vgl.
Abbildung 24) einer dieser beiden Gruppen zuordnen. Einen Sonderfall scheint das DGLT-A-Element
aus D. fasciculatum darzustellen. Als mutmalliches Mitglied der DGLT-A-Familie integriert dieses
Retrotransposon unterhalb von tRNA-Genen, wohingegen alle anderen bisher detektierten DGLT-A-
Elemente stets oberhalb von tRNA-Genen gefunden wurden. Womoglich beruht dieser Unterschied
auf der Tatsache, dass Df DGLT-A eine zusétzliche Chromodoméne besitzt, die sonst nur bei LTR-
Retrotransposons der Skipper-Familie zu finden ist (Leng et al. 1998; Malik und Eickbush 1999).
Denn auch die anderen neu identifizierten tRNA-Gen-spezifisch integrierenden Elemente der Skipper-
Familie, wie Dp Skipper-2 und die beiden Skipper-Retrotransposons aus P. pallidum, integrieren
obligat hinter tRNA-Genen. Daher stellt sich die Frage, ob eine Interaktion der Chromodoméne mit
Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase-III fiir die Integration der Skipper-Retrotransposons
oberhalb von tRNA-Genen mit verantwortlich ist. Dem widerspricht zunichst die Erkenntnis, dass es
auch eine Reihe von nicht tRNA-Gen-spezifischen Skipper-Elementen gibt (Winckler 2002), wofiir

drei Erklarungen in Frage kommen:

(1) Die nicht-spezifisch integrierenden Skipper-Elemente haben ihre Spezifitdt sekundér verloren

(2) Es handelt sich um inaktivierte Elemente, die im Lauf der Zeit von ihren Zielen getrennt wurden

(3) Die Chromodomaéne ist nicht an der Zielerkennung unterhalb von tRNA-Genen beteiligt
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Mit der Voraussetzung, dass ein aktives, genetisch markiertes Df DGLT-A-Element verfiigbar ist,
konnte ein Experiment, bei der die Chromodoméne entweder manipuliert oder ersetzt wird, Aufschluss
darauf geben, ob diese strukturelle Eigenheit des Df DGLT-A-Elements fiir die Integration unterhalb

von tRNA-Genen verantwortlich ist.

4.4 Sequenzierung Linker-ligierter LAM-PCR-Produkte

Mit der fortschreitenden Entwicklung der modernen Sequenziermethoden folgten in den letzten Jahren
auch zahlreiche Protokolle zur Charakterisierung von neuen Integrationsereignissen verschiedenster
mobiler genetischer Elemente (Badge ef al. 2003; Gabriel et al. 2009; Ewing und Kazazian 2010;
Roggo et al. 2013). Vor allem fiir das humane Non-LTR-Retrotransposon L1 sind verschiedene
Moglichkeiten vorhanden, den exakten Integrationsort einer neuen Kopie im Genom experimentell zu
bestimmen. Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich die Frage nach einem relativ einfachen Protokoll,
welches das Potential besitzen sollte, moglichst viele unabhingige neue Integrationsereignisse des
artifiziellen TRES5-A.2""-Elements innerhalb eines Experiments analysieren zu kénnen. Daher sollen
im Folgenden kurz die Grundlagen der bis dato publizierten Methoden erldutert werden. Zunéichst gibt
es zwei mogliche Ansdtze: Entweder, ausgehend von gesamtgenomischer DNA, direkt selektiv
Sequenzen mobiler genetischer mit flankierenden Regionen zu amplifizieren (Badge et al. 2003; Qi et
al. 2012), oder zunichst eine Anreicherung der betreffenden Sequenzen durch eine LAM-PCR zu
erreichen (Gabriel er al. 2009; Schmidt et al. 2007). Beide Methoden erfordern, als entscheidenden
Schritt, die Ligation eines fiir alle erzeugten Fragmente identischen Linkers. Dabei erfolgt die Ligation
des Linkers, ausgehend von doppelstringiger DNA, auf der Grundlage von im Genom vorhandenen
Restriktionsschnittstellen (Badge et al. 2003; Qi et al. 2012). Fiir die einzelstringigen LAM-PCR-
Produkte bestehen folgende Moglichkeiten zur Ligation eines ssDNA-Linkers, beziehungsweise zur

Erzeugung eines Doppelstrangs:

(1) Ligation eines ssDNA-Linkers mit Hilfe einer Ligase: T4-RNA-Ligase (Paruzynski et al. 2010)
bzw. ssDNA-Ligase (Zhelkovsky und McReynolds 2012)

(2) Erzeugung des Doppelstrangs durch degenerierte Hexanukleotide und der Klenow-Polymerase,
anschlieBender Restriktionsverdau und Ligation eines dsDNA-Linkers (Schmidt e al. 2007)

(3) Hemispezifische PCR mit degenerierten Primern (Ewing ef al. 2010)

Alle beschriebenen Methoden zielen darauf ab, eine bekannte Linker-Sequenz am Ende der
unbekannten, flankierenden Region zu generieren, um anschlieBend mit einem Element- und einem
Linker-spezifischen Primer PCR-Produkte zu erhalten, die den Ubergang zwischen dem mobilen
genetischen Element und der flankierenden genomischen Region beinhalten. Der Vorteil der (neueren)
LAM-PCR-basierten Methoden liegt darin, dass keine Restriktionsschnittstellen im Genom bendtigt

werden. Hierbei muss jedoch ein wesentlich groBerer Aufwand betrieben werden, um am Ende
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doppelstrangige DNA zu erhalten. Andererseits sind Methoden, wie die inverse PCR und die Ligation
von doppelstringigen Linkern an verdaute DNA mit Hilfe der T4-DNA-Ligase wesentlich etablierter.

Den grofiten Erfolg fiir die Ziele in dieser Arbeit versprach eine LAM-PCR-basierte Methode, bei der
ein einzelstrangiger Linker an das freie 3'-Ende ligiert wird und anschlieend die Fragmente mittels
PCR amplifiziert werden konnen. Vor allem durch die Verfiigbarkeit einer speziellen Einzelstrang-
DNA-Ligase (Zhelkovsky und McReynolds 2012) sollte die Ligation des Linkers, im Gegensatz zu
Methoden mit einer T4-RNA-Ligase (Troutt et al. 1992; Paruzynski et al. 2010), weitaus effizienter
sein, was sich allerdings im Nachhinein nicht bestdtigte. Zur Detektion neuer Integrationsereignisse
von TRES5-A-Elementen wurden im Rahmen dieser Arbeit aber auch weitere, zuvor vorgestellte
Protokolle angewendet und modifiziert. Es zeigte sich jedoch, dass eine Anpassung schwierig zu sein

scheint, was folgende Ursachen haben kann:

(1) Der sehr hohe A/T-Gehalt des Genoms von D. discoideum (Eichinger et al. 2005), insbesondere in
den nicht-codierenden Bereichen, also auch zwischen tRNA-Genen und TRE5-A-Kopien

(2) Die Redundanz der tRNA-Gene kann zu Kreuzhybridisierungen wihrend der PCR fiihren

(3) Einzelstrangige LAM-PCR-Produkte von tRNA-Gene konnen Sekundirstrukturen bilden

Wihrend der Etablierung eines LAM-PCR-Protokolls zur Anreicherung von TRES5-A.2%"-
Integrationen konnte gezeigt werden, dass der fiir die Zweitstrangsynthese und Amplifikation
benotigte Linker an einzelstringige LAM-PCR-Produkte ligiert wurde. Die Klonierung und
anschlieBende Analyse einzelner PCR-Produkte suggerierte eine erfolgreiche Priparation der Bank fiir
die anschlieBende Hochdurchsatz-Sequenzierung. Allerdings zeigte sich, dass es offensichtlich zu
Problemen wéhrend der Amplifizierung oder Sequenzierung kam und somit nur wenige
Integrationsereignisse mit Hilfe dieses Protokolls analysiert werden konnten. Im Folgenden sollen
daher mogliche Fehler diskutiert werden. Zwei Auffilligkeiten wurden bei einem Grofteil der Reads
festgestellt: Zum einen die mehrfache Sequenz des Linkers in einem Read und zum anderen die
schlechte Qualitit der Sequenzen in den flankierenden genomischen Bereichen der tRNA-Gene. Beide
Beobachtungen deuten auf ungewollte Rekombinationsereignisse zwischen verschiedenen tRNA-
Genen hin. Ein wesentlicher Unterschied dieser Bank, im Vergleich mit den beiden anderen
sequenzierten Banken (siehe Abschnitt 4.5.), liegt im Vorhandensein kompletter tRNA-Gene.
AuBlerdem trigt jedes PCR-Produkt, mit dem Linker am 3’-Ende, eine identische Sequenz. Beide
Charakteristika konnen dafiir verantwortlich sein, das es zu Rekombinationen zwischen redundanten
Sequenzen, also gleichen tRNA-Gen-Familien oder den Linker-Sequenzen kommt. Dadurch kénnen
Mischsequenzen entstehen, die in einer folgenden Sequenzierung nur unzureichende und fehlerhafte
Informationen generieren. Zur Unterbindung dieser Probleme wére es denkbar beispielsweise kiirzere
LAM-PCR-Produkte zu generieren, die keine kompletten tRNA-Gene mehr beinhalten. Das wiirde
wahrscheinlich die Kreuzhybridisierungen in diesen Bereichen verhindern oder reduzieren. Zum

anderen wire es mdoglich, mehrere unterschiedliche ssDNA-Linker fiir die Ligation an LAM-PCR-
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Produkten zu verwenden, um bei einer anschlieBenden PCR auch an den 3’-Enden eine grofere
Diversitit zu erhalten. Die vorliegenden Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass dieses Protokoll in
Kombination mit der hier verwendeten Sequenzier-Methode, zur Identifizierung der Integrationsorte

von tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons, als ungeeignet eingestuft werden muss.

4.5 Genomweite Analyse Pol-I1I-assoziierter Integrationsereignisse

In dieser Arbeit wurden Assays etabliert, mit denen genomweit neue Integrationsereignisse
nachweisbar wurden. Mit der Etablierung der LAM-PCR zur Anreicherung dieser Ereignisse wurde
eine Moglichkeit geschaften, auch relativ selten angesprungene Integrationsorte, wie zum Beispiel am
ribosomalen 5S-Gen, fiir die Amplifikation und Analyse mittels PCR zugénglich zu machen. Auf diese
Weise konnten zum ersten Mal simultan viele De-novo-Retrotranspositionsereignisse des TRE5-A.2™'-
Retrotransposons innerhalb eines Experiments erfasst werden (Abbildung 45).

Es wurde gezeigt, dass sich das artifizielle Retrotransposon TRES5-A.2*" analog zu den endogenen
TRES-Elementen verhélt und in einem definierten Bereich von 44-50 bp oberhalb von tRNA-Genen
integriert wird. Charakteristische Merkmale des von den Non-LTR-Retrotransposons verwendeten
TPRT-Retrotranspositionsmechanimus (Luan ef al. 1993), wie 5'-Deletionen des integrierten Elements
oder Inkorporation von Extranukleotiden an der Integrationsstelle (Sassaman et al. 1997) zeigen
ebenfalls, dass sich das klonierte, genetisch markierte TRES-Retrotransposon wie die Elemente der
endogenen TRES-Population verhélt und wahrscheinlich nach dem TPRT-Mechanismus amplifiziert.
Die Beobachtung, dass das TRE5-A.1™-Element nahezu alle in diesem Experiment abgedeckten
tRNA-Gene als Ziele erkennt und anspringt, zeigt, dass offenbar die weitaus meisten tRNA-Gene im
Genom von D. discoideum grundsitzlich als Integrationsorte zur Verfligung stehen.

Mit der zur LAM-PCR komplementiren Methode, der inversen PCR, wurden diese Ergebnisse
bestétigt (Abbildung 46). Die kombinierten Ergebnisse der beiden Methoden geben einen guten
Einblick in die Dynamik der TRES-Population. Mit der Beobachtung, dass wahrscheinlich alle tRNA-
Gene als Integrationsorte von artifiziellen TRES-Elementen erkannt werden und die
Integrationspraferenz, sowie die vorgefundenen Muster nach einer Integration artifizieller TRES-
Retrotransposons, den endogenen TRES-Elementen entsprechen, zeigt, dass diese Elemente als
experimentell zugédngliches Modell fiir die endogenen TRES-Elemente verwendet werden konnen. Das
zeigt, dass die Situation im Referenzgenom eher den aktuellen Ist-Zustand widerspiegelt, als ein
exaktes Abbild der gesamten Population darzustellen. Betrachtet man dahingegen die
Gesamtpopulation, so ist wahrscheinlich mit einer recht heterogenen Besetzung der tRNA-Gene mit
spezifisch integrierten Retrotransposons zu rechnen. Zu vermuten ist, dass sich die maximal mogliche
»Beladung® unterschiedlicher tRNA-Gene innerhalb einer Zelle aus der daraus resultierenden
Genomstabilitdt ableitet (Oliver & Greene, 2009), und dass das der limitierende Faktor ist fiir die
Amplifikation der TRE-Elemente ist. Eine Analyse der Dynamik von Integrationsereignissen ist daher
nur durch die experimentelle Untersuchung von De-novo-Integrationen mdglich, was in dieser Arbeit

fiir die TRE5-A.2>"-Elemente von D. discoideum erstmals versucht wurde.
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Abb 46: Vergleich der Sequenzier-Ergebnisse von tRNA-Gen-spezifischer und inverser PCR.

Dargestellt sind zum einen die tRNA-Gene (Rot) sowie die detektierbaren endogenen TRES-A-
Kopien (Griin) im Referenzgenom von D. discoideum. Dunkelblau markiert sind alle Positionen,
die mit Hilfe der tRNA-Gen-spezifischen PCR detektiert wurden. Hellblau dargestellt sind die
Loci, die durch die inverse PCR mit Integrationen des artifiziellen Retrotransposons in
Verbindung gebracht werden konnten. Die Ergebnisse der Linker-basierten Bank sind in Cyan
dargestellt. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Artemis-Genombrowsers und des DNAPIotter-
Tools erzeugt (Rutherford et al. 2000; Carver et al. 2009).
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4.6 Das artifizielle Retrotransposon TRE5-A.2"" als Werkzeug zur Identifizierung unbekannter
RNA-Polymerase-III-Transkriptionskomplexe
Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die Hypothese, dass TRES-A nur solche Positionen als
Integrationsort erkennt, die von TFIIIC und TFIIIB besetzt sind (Siol et al. 2006; Chung et al. 2007).
Da TFIIIB durch TFIIIC rekrutiert wird und somit alle Voraussetzungen fiir die Assemblierung der
RNA-Pol-IIT gegeben sind, ist davon auszugehen, dass alle von TRES-A als Integrationsort erkannten
Loci aktive Transkriptionseinheiten darstellen (Geiduschek und Kassavetis 1992). Mit der
Identifizierung von Integrationen des TRE5-A.2""-Elements an allen tRNA-Gen-dhnlichen A-/B-Box-
Motiven auf dem extrachromosomalen Palindrom zeigt sich die Moglichkeit, mit Hilfe genetisch
markierter TRES-A-Elemente TFIIIC/TFIIB-Bindestellen zu finden, welche nicht mit tRNA-Genen
assoziiert sind. Der Nachweis von Transkripten, welche ausgehend von den jeweiligen Palindrom-Loci
gebildet werden und die Integration sowohl endogener, als auch artifizieller TRES-Elemente an diesen
Positionen, kann als Hinweis auf eine Beteiligung des kompletten RNA-Polymerase-IlI-
Transkriptionskomplexes gedeutet werden. Mit der Identifizierung von Integrationen innerhalb des
DDT-S-Transposons und des Palindroms zeigt sich die potentielle Moglichkeit, durch die Detektion
dieser Ereignisse die Bindestellen von RNA-Pol-III-Transkriptionsfaktoren zu bestimmen.
Weiterfithrende Experimente sollten allerdings kléren, ob diese Loci wirklich von diesen Faktoren
erkannt und gebunden werden. In Frage kommt dabei zum Beispiel die Chromatin-
Immunoprézipitation (Collas 2010), bei der Proteinkomplexe an ihren Zielsequenzen fixiert und
anschliefend die Positionen identifiziert werden konnen. Dies sollte vor allem zur Verifizierung der
neu identifizierten Integrationsstellen von TRE5-A im Palindrom und in DDT-S-Elementen dienen, da
die hier gezeigten Ergebnisse nur als ein Hinweis auf eine Beteiligung von RNA-Polymerase-III-
assoziierten Transkriptionsfaktoren gelten konnen. Zudem sollte geklart werden, inwieweit an
bestimmten Positionen nur einzelne RNA-Pol-III-Faktoren binden und dann keine Transkription, wie
auf dem Palindrom, nachweisbar ist. Mit TFIIIC-assoziierte Loci, bei denen es keine Hinweise auf
eine Assemblierung weiterer RNA-Pol-IlI-Transkriptionsfaktoren gibt, wurden zum Beispiel fiir die
Hefe Schizosaccharomyces pombe beschrieben (Moqtaderi und Struhl 2004). Eine solche
Beobachtung wire ein Indiz flir nicht-transkriptionelle Funktionen der RNA-Pol-III-Komplexe,
welche in Abschnitt 4.9. niher erldutert werden sollen. Die hier mit artifiziellen TRE5-A.2""-Elemente
erzielten Ergebnisse haben insofern zwei prinzipiell neue mogliche Pol-III-Transkriptionseinheiten

detektiert: B-Box-Loci auf dem extrachromosomalen Palindrom und DDT-S-Elemente.

4.7 Integrationen von TRES-Retrotransposons in DDT-S-Elemente

DDT-S-Elemente liegen im Genom, zumeist in Clustern mit anderen mobilen genetischen Elementen,
in rund 35 Kopien vor (Glockner et al. 2001). Sie besitzen keine codierende Kapazitit, allerdings
haben ihre invertierten Sequenzwiederholungen Ahnlichkeiten mit denen von DDT-A und DDT-B
(Glockner et al. 2001), was vermuten ldsst, das DDT-S als nicht-autonome DNA-Transposons iiber

einen ,,cut and paste“-Mechanismus in trans mobilisiert wird.
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Im Zuge der Sequenzierung von neuen Integrationsereignissen des artifiziellen TRE5-A.2""-Elements
wurden auch Integrationen in DDT-S-Elemente identifiziert, was nach unserer Hypothese auf
funktionelle RNA-Polymerase-I1I-Komplexe in DDT-S hinweist. Dabei ist noch unklar, ob die DDT-
S-Elemente auch von der RNA-Polymerase-IlI transkribiert werden. Dennoch scheint unsere
Beobachtung somit in Kontrast zur bisherigen Annahme zu stehen, dass die DNA-Transposons
ausschlieBlich von der RNA-Polymerase-II erkannt werden (Sims 111 et al. 2004). Vor allem der exakte
Abstand derTRES-A-Integrationen innerhalb von DDT-S in Bezug zur theoretischen +1 Position vor
der A-Box (vgl. Abschnitt 3.2.8.), bezogen auf die Situation in tRNA-Genen, zeigt allerdings, wie
konserviert die Interaktion zwischen den TFIIIC- und TFIIIB-Untereinheiten und den Proteinen des
Pré-Integrationskomplexes von TRES-A in DDT-S sein muss. Dies legt nahe, dass Teile von DDT-S in
der Tat durch Pol-III transkribiert werden. Welche Bedeutung diese Transkription fiir die Biologie des
Elementes hat, bleibt allerdings unklar. Eine attraktive Hypothese wire, dass die DDT-S-assoziierten
Bindestellen, analog zur Situation der B-Boxen auf dem extrachromosomalen Palindrom, fiir Pol-III-
Transkriptionsfaktoren Ankerpunkte fiir die subnukledre Chromatin-Organisation schaffen (siche
Abschnitt 4.9). Da DDT-S ein mobiles Element darstellt, wiren diese Ankerpunkte ebenfalls mobil
und wiirden der Zelle eventuell evolutiondre Vorteile durch eine erhdhte Flexibilitit der Organisation

der Genexpression unter bestimmten Selektionsbedingungen verschaffen.

4.8 Hinweise auf die Replikation des extrachromosomalen Palindroms

Das Palindrom macht mit rund 100 Kopien pro Zelle ca. 25 % des Gesamtgenoms von D. discoideum
aus (Sucgang et al. 2003). Bislang ist allerdings noch nicht genau verstanden wie diese Molekiile
repliziert werden. Eine Hypothese postuliert eine Masterkopie auf Chromosom 4 (Sucgang et al.
2003). In dem Paper wurde die mogliche Position der Masterkopie anhand genetischer Marker an
einer Stelle postuliert, die sich nach der Assemblierung von Chromosom 4 im Rahmen des
Dictyostelium-Genomprojektes (Eichinger et al. 2005) als falsch herausgestellt hat. Gegen eine
Masterkopie als Quelle der Amplifikation des extrachromosomalen Palindroms sprechen auch die hier
dargestellten Ergebnisse. Mit dem Nachweis von Integrationen sowohl oberhalb von tRNA-Gen-
dhnlichen A- und B-Box-Motiven, als auch dem 5S-rDNA-Gen stellt sich die Frage, warum es im
Falle des Vorhandenseins einer Masterkopie nicht zu einer Akkumulation von integrierten
Retrotransposons in dieser ,,Masterkopie® des Palindroms gekommen sein soll? Da davon auszugehen
ist, dass auch eine vermeintliche Masterkopie als Ziel von spezifisch integrierenden Retrotransposons
erkannt werden miisste, wire zu vermuten, dass alle daraus resultierenden ,freien” Palindrome
ebenfalls Zeichen dieser Integrationen aufweisen wiirden. Die genomischen Sequenzdaten geben
allerdings keine Hinweise darauf. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen vielmehr eine relativ
rasche Elimination von Integrationsereignissen aus der Population von Palindrom-Molekiilen nahe.
Das spricht fiir einen schnellen Abbau der Einzelmolekiile. Geht man davon aus, dass nur selten
Integrationen in die jeweiligen Palindrom-Loci stattfinden, gibe es zu jedem Zeitpunkt innerhalb der

Gesamtpopulation nur einen kleinen Teil von Molekiilen, die diese neuen Merkmale tragen. Somit
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wire eine Fixierung nur sehr unwahrscheinlich und ein Grofiteil der Palindrom-Molekiile wiirde nach
wie vor keine Anzeichen einer Integration von Retrotransposons aufweisen. Die verbleibenden
Palindrom-Molekiile, welche nach wie vor Integrationsereignisse akkumuliert hétten, wiirden im Zuge
einer genomweiten Sequenzierung wahrscheinlich nicht auffallen, da die Transposon-Sequenzen bei
der Assemblierung der Sequenzdaten eliminiert werden. Die vorgestellte Hypothese wiirde sich
allerdings nur stiitzen lassen, wenn man postuliert, dass die Palindrome als extrachromosomale
genetische Einheiten unabhidngig von einer genomischen Masterkopie repliziert werden. Die
vorliegenden Ergebnisse stiitzen diese Vermutung, wobei offen bleibt, wie der Mechanismus der

Replikation aussehen konnte.

4.9 RNA-Polymerase-I1I-Transkriptionskomplexe: Einfluss auf globale Chromatinstrukturen

Neben der offensichtlichen Funktion der RNA-Polymerase-IlI-Transkriptionskomplexe, der Synthese
der RNA von Pol-IIl transkribierten Genen, gibt es Hinweise auf weitere, sogenannte extra-
transkriptionelle ~ Funktionen von RNA-Pol-1II-Transkriptionskomplexen. Vor allem der
Transkriptionsfaktor TFIIIC scheint dabei eine besondere Rolle zu spielen. Bekannte nicht-
transkriptionelle Einfliisse des RNA-Pol-IlI-Transkriptionskomplexes, oder Teilen davon, umfassen

unter anderem (Donze 2012; Pascali und Teichmann 2013) (Abbildung 47):

= Inhibition und Beeinflussung der Transkription von nahegelegenen RNA-Polymerase 1I-Genen
* Verdnderung der Positionierung von Nucleosomen
= Markierung von Positionen fiir Pausen wéhrend der DNA-Replikation

* Einfluss auf die Genomorganisation

Daraus ergeben sich eine ganze Reihe unterschiedlicher Funktionen, welche zusammengenommen zu
einer globalen Bedeutung des RNA-Pol-IlI-Transkriptionskomplexes fiir die Chromatin-Organisation
fiihren. Dabei scheint sich abzuzeichnen, dass vor allem die Organisation der genomischen DNA
innerhalb des Zellkerns, sowie der Pol-I- und Pol-III-Transkription im oder nahe des Nukleolus
maBgeblich durch RNA-Pol-IlI-Komplexe beeinflusst zu sein scheint (Pascali und Teichmann 2013).
So konnte fiir Hefezellen gezeigt werden, das die tRNA-Gene vornehmlich in der Nihe der
tandemartig im Nucleolus arrangierten ribosomalen 5S-Gene lokalisiert sind, unabhingig von deren
chromosomaler Position (Wang et al. 2005). Bekannt ist des Weiteren, dass die Anzahl von
Bindestellen, an denen nur der Transkriptionsfaktor TFIIIC nachweisbar ist (Extra-TFIIIC-Loci), die
Anzahl der Loci tibertrifft, die mit der RNA-Polymerase-III in humanen Zellen und in Hefezellen
assoziiert sind (Simms et al. 2008; Mogqtaderi et al. 2010). Dabei scheint es eine Korrelation von
spezifischen Histon-Modifikationen mit dem Vorhandensein der Extra-TFIIIC-Loci zu geben

(Mogqtaderi et al. 2010).
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Abb 47: Extra-transkriptionelle Einfliisse von TFIIIC.
Neben der Assemblierung des Transkriptionskomplexes der RNA-Polymerase-III besitzt der
Transkriptionsfaktor TFIIIC weitere Eigenschaften, die genomweite Einfliisse haben kdnnen
Modifiziert nach Donze 2012.

Somit stellt sich die Frage nach der Bedeutung &hnlicher Elemente im Genom von D. discoideum. Mit
den hier dargestellten Ergebnissen zeigt sich die Moglichkeit, ein Retrotransposon zu verwenden, um
bislang unbekannte Pol-IlI-Transkriptionskomplexe, beziehungsweise einzelne damit assoziierte
Transkriptionsfaktoren zu detektieren. Vor allem die Loci auf den extrachromosomalen Palindromen,
welche mit TRES-Retrotransposons assoziiert sind, lassen die Vermutung zu, dass diese mit TFIIIC
assoziierten Positionen eventuell einen Einfluss auf die gesamte Genom-Architektur besitzen. Wie
zuvor beschrieben, ist es daher denkbar, dass die extrachromosomal organisierten rDNA-Gene, analog
zur Situation in Hefezellen (Wang et al. 2005), moglicherweise subnukledre Kompartimente bilden,
die eine Ko-Expression von RNA-Pol-I- und Pol-Ill-transkribierten ribosomalen Genen, unter der

Einbeziehung von tRNA-Genen ermoglichen.

4.10 Genetisch markierte, autonome Retrotransposons

Mit der Erzeugung eines genetisch markierten, autonomen TRES-A.1-Retrotransposons wurde die
Grundlage fiir weiterfilhrende Experimente geschaffen. Anders als das bislang verwendete artifizielle
TRES5-A.2""-Element besitzt das erzeugte autonome Element den kompletten ORF2 der endogenen
TRES-A.1-Elemente, der fiir die an der Retrotransposition direkt beteiligten Proteine codiert. Durch
den in dieser Arbeit erbrachten Nachweis einer Cis-Priferenz des ORF2-Proteins in TRE5-A.1%-
Elementen konnen direkt Effekte dieser Proteine gemessen werden. Dies ermoglicht die Untersuchung
von benotigten Strukturen bei der Mobilisierung von TRES5-A.1, zum Beispiel durch die Verdnderung

von Domaénen des ORF2-Proteins.
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Fiir die weitere Entwicklung der Erforschung von spezifisch integrierenden Retrotransposons in den
Genomen sozialer Amoben ist es von groflem Interesse mit aktiv mobilisierten, genetisch markierten
LTR-Retrotransposons zu arbeiten. Bislang scheiterten alle Bemiihungen ein solches Element auf
Grundlage des DGLT-A LTR-Retrotransposons aus D. discoideum zu generieren. Daher sollte in dieser
Arbeit, ausgehend von den Skipper-Elementen aus D. discoideum, welche in kompletten Kopien im
Genom vorhanden sind, gekliart werden, ob es iiberhaupt moglich ist ein LTR-Retrotransposon
genetisch zu markieren und dabei die Funktionsféhigkeit aufrecht zu erhalten.

Es ist gelungen, ein aktives, genetisch markiertes Skipper-Element zu erzeugen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Mobilisierung nur in RNAi-Mutanten stattfinden kann. Damit ist ein Werkzeug
geschaffen worden, dass es ermdglicht, in RNAi-Mutanten nicht nur Verdnderungen der Transkription
entsprechender Elemente nachzuweisen, sondern auch deren Mobilisierung direkt zu beweisen.
Offensichtlich werden die LTR-Retrotransposons effektiv in den Wildtyp-Zellen inhibiert, so dass hier
keine De-novo-Retrotranspositionsereignisse nachweisbar sind. Frilhere Experimente zeigten bereits,
dass Anderungen des globalen Methylierungsstatus zu einer Verstirkung der Expression von
endogenen Skipper-Retrotransposons fithren (Kuhlmann et al. 2005). Es ist daher nicht erstaunlich,
dass das genetisch markierte Skipper-Element in einer Rrp-AC-Mutante auch tatsdchlich aktiv
mobilisiert wird. Somit findet in Wildtyp-Zellen offensichtlich eine sehr effektive post-
transkriptionelle Regulation von mobilen genetischen Elementen statt (Wiegand et al. 2013), welche
es verhindert neue Integrationsereignisse von genetisch markierten LTR-Retrotransposons
nachzuweisen. Mit der Beobachtung, dass das genetisch markierte Skipper-Retrotransposon aktiv
mobilisiert wird, konnte die Frage geklart werden, an welcher Position die Retrotranspositionskassette
in einem LTR-Retrotransposon integriert werden muss, ohne die Aktivitdt des Elements zu inhibieren.
In weiterfiihrenden Experimenten miisste versucht werden, weitere geeignete genetische Marker zu
integrieren, um die artifiziellen LTR-Retrotransposons von den Elementen der endogenen Population
unterscheiden zu kdnnen. Denn anders als die Codon-adaptierten Non-LTR-Elemente der TRES-
Familie, bei denen eine Unterscheidung aufgrund der modifizierten Nukleotidsequenz mdglich ist,
besitzen die aktiv mobilisierten, genetisch markierten Skipper-Elemente bislang die authentische
Sequenz der endogenen Skipper-Population. Fiir ein genomweites Mapping von Skipper-Integrationen
wire eine Unterscheidung dieser Elemente von den endogenen Elementen somit nur anhand der
Retrotranspositionskassette moglich. Diese liegt allerdings rund 300 bp von der flankierenden
genomischen Region entfernt, was ein zusétzliches Hindernis bei der Sequenzierung darstellt.

Eine mogliche Modifikation kann daher zum Beispiel die FErzeugung einer neuen
Restriktionsschnittstelle innerhalb der LTR-Sequenzen sein. Fiir Tyl-Elemente konnte bereits gezeigt
werden, dass eine Modifikation einer einzigen LTR-Sequenz moglich ist, ohne die Aktivitit der
Elemente zu inhibieren (Baller et al 2012; Mularoni et al 2012). Die neu erzeugte
Restriktionsschnittstelle konnte anschlieBend in einem mobilisierten LTR-Retrotransposon fiir eine

inverse PCR verwendet werden. Somit sollten nur PCR-Produkte entstehen, welche durch die Ligation
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der neu erzeugten Restriktionsschnittstellen innerhalb des LTR-Retrotransposons mit flankierenden
genomischen Schnittstellen ermdglicht wurden. Somit wére eine Unterscheidung der artifiziellen

Elemente von den genomischen Kopien der endogenen Population moglich.

4.11 Ausblick

Besonders die Sequenzierung und Assemblierung weiterer Genome sozialer Amoben sollte neue
Erkenntnisse zur Evolution der tRNA-Gen-spezifischen Retrotransposons fithren. Wichtig wire dabei
auch die Untersuchung von nahe mit den sozialen Amdben verwandten Spezies, wie zum Beispiel
Protostelium, um zu kldren, ob bereits in diesen Organismen TRE-Elemente nachweisbar sind. In
diesem Zusammenhang konnte eventuell geklart werden, ob die Entstehung der unterschiedlichen
Integrationspréaferenzen ober- und unterhalb der tRNA-Gene bereits auBlerhalb der sozialen Amoben
entstanden ist. Interessant sind in diesem Zusammenhang allerdings auch Untersuchungen der
Genome weiterer Vertreter innerhalb der Gruppe 4. Hier sollten Genomanalysen die Frage
beantworten, ob es sich bei den in D. discoideum beschriebenen Verhiltnissen um eine Ausnahme
handelt, oder ob weitere Spezies existieren, die dhnlich hohe Anteile mobiler genetischer Elemente in
ihren Genomen beherbergen.

Ein wesentlicher Fokus sollte des Weiteren auf der Etablierung weiterer genetisch markierter
Retrotransposons liegen, die in einer Zellkultur eine nachweisbare Aktivitit besitzen. Dabei scheint
vor allem die Auswahl einer geeigneten Dictyostelium-Mutante entscheidend zu sein. Da eine
mogliche Suppression der Retrotransposons durch die Zelle auf verschiedenen Ebenen stattfindet,
wire es denkbar, die zundchst nicht aktiven, artifiziellen Retrotransposons in unterschiedlichen
Mutanten, welche Defekte in der (post-) transkriptionellen Regulationsmaschinerie aufweisen, zu
untersuchen und auf eine mogliche Aktivitdt zu liberpriifen. Mit den bereits etablierten, aktiven LTR-
Retrotransposons sollten in Zukunft Experimente durchgefiihrt werden, welche auf Strukturelle
Voraussetzungen fiir tRNA-Gen-spezifische Integrationen abzielen. Denkbar sind dabei Experimente,
die zum Ziel haben durch strukturelle Modifikationen entweder die tRNA-Gen-Spezifitit zu
inhibieren, oder aber ein unspezifisch integrierendes Element mit einer solchen Fahigkeit auszustatten.
Wichtige Erkenntnisse sind auch von der Arbeit mit dem neu generierten, autonomen und genetisch
markierten TRES-A.1-Retrotransposon zu erwarten. Zum einen werden Studien zur Bindung von RNA
an das C-Modul und anderen, hypothetischen Strukturen von Interesse sein. Zum anderen wére es
interessant, Knock-Out Mutanten zu erzeugen, welche auf eine Elimination der tRNA-Gen-Spezifitit
bei einer gleichzeitigen Aufrechterhaltung der Mobilitdit des TRES-A.1-Elements abzielen. Diese
Experimente wiirden entscheidende Hinweise auf die beteiligten Strukturen bei der Interaktion
zwischen dem Pré-Integrationskomplex des Retrotransposons und den Pol-III-Transkriptionsfaktoren
geben.

Mit Blick auf das extrachromosomale Palindrom wire es vorstellbar, mit Hilfe der dort integrierenden
Retrotransposons den bislang nicht verstandenen Mechanismus der Replikation dieser speziellen

DNA-Einheiten nachzuvollzichen. Dazu koénnte zum Beispiel versucht werden, ein integriertes
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Retrotransposon nachzuverfolgen, um so den ,,7urn-Over zu bestimmen mit dem die einzelnen
Palindrome gebildet werden. Wichtig sind in diesem Zusammenhang auch Experimente zur
Lokalisation der Palindrome innerhalb des Nucleus wihrend unterschiedlicher Zellzyklus-Phasen.
Geeignet wiren fiir diese Untersuchungen zum Beispiel ,,Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs®-
Experimente (FISH), unter Verwendung von Palindrom-spezifischen Sonden. Denkbar sind in dieser
Hinsicht auch FISH-Experimente mit einer TRES-spezifischen Sonde, welche zeigen sollten, wie viele
Palindrom-Molekiile zu einem bestimmten Zeitpunkt innerhalb einer Zelle mit Retrotransposon-
Kopien besetzt sind. Die Aufkliarung einer vermeintlichen Funktion der neu beschriebenen Palindrom-
spezifischen Transkripte stellt eine weitere Fragestellung dar, die verbunden werden sollte mit
Experimenten, welche beweisen, dass tatsdchlich die RNA-Polymerase-III fiir die Transkription dieser
Loci verantwortlich ist. Eine solche Fragestellung konnte zum Beispiel durch die Methode der

Chromatin-Immunoprézipitation beantwortet werden.
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5. Zusammenfassung

Die Genome der sozialen Amoben sind duBerst kompakt organisiert. Daher kann vermutet werden,
dass mobile genetische Elemente in diesen Genomen besondere Anpassungen bendtigen, um
Insertionsmutagenesen zu vermeiden. Bekannt war bisher, dass Retrotransposons in der Spezies
Dictyostelium discoideum die nicht-codierenden Bereiche in der Ndhe von tRNA-Genen als "sichere"
Integrationsorte aufsuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Genome der sozialen
Amoben D. purpureum, Polysphondylium pallidum und D. fasciculatum nach mobilen genetischen
Elementen durchsucht. In allen analysierten Genomen konnten tRNA-Gen-spezifisch integrierende
Retrotransposons nachgewiesen werden. Die gefundenen Anteile der Elemente am Gesamtgenom
liegen dabei weit unter den Werten, welche fiir D. discoideum beschrieben wurden. Daher kann
ausgeschlossen werden, dass die Expansion tRNA-Gen-spezifischer Retrotransposons mit der
Amplifikation von tRNA-Genen in den jeweiligen Genomen einhergeht. Vielmehr scheint ein
Gleichgewicht zwischen der Aktivitit der mobilen genetischen Elemente und der damit verbundenen
Genominstabilitit der limitierende Faktor fiir die Expansion der Retrotransposons in den jeweiligen
Genomen zu sein.

Mit der Identifizierung von LTR-Retrotransposons in allen untersuchten Genomen und einer
anschlieBenden strukturellen und phylogenetischen Analyse dieser Elemente konnte gezeigt werden,
das innerhalb der sozialen Amdben ein Grofiteil der Elemente in zwei Familien eingeteilt werden
kann: die DGLT-A- und die Skipper-Familie. Mit der Identifizierung eines LTR-Retrotransposons im
Genom von D. fasciculatum, welches strukturelle Merkmale beider LTR-Retrotransposon-Familien

tragt, konnte ein Vorlaufer beider Element-Typen gefunden worden sein.

In Vorarbeiten wurde ein TRES5-A-Retrotransposon mit einem Selektionsmarker ausgestattet, der es
erlaubt, die Amplifikation solcher Elemente in vivo zu verfolgen. Mit der Generierung eines aktiven,
Codon-adaptierten TRES5-A-Retrotransposons war es erstmals moglich, artifizielle, mit dieser
Selektionskassette versehene Elemente von der endogenen TRES-A-Population zu unterscheiden. In
der vorliegenden Arbeit wurden Assays etabliert, die es ermdglichten, genomweit De-Novo-
Integrationen des artifiziellen Retrotransposons zu analysieren. So konnte gezeigt werden, dass ein
groBer Teil der genomischen tRNA-Gen-Kopien von TRE5-A-Elementen als Integrationsziel erkannt
wird. Des Weiteren wurden Integrationen des artifiziellen Retrotransposons auf dem
extrachromosomalen Palindrom untersucht. Es zeigte sich, dass tRNA-Gen-dhnliche A- und B-Box-
Motive als Ziel von TRES-A erkannt werden und diese Loci aktiv transkribiert werden. Dies ist ein
Hinweis auf eine Beteiligung des RNA-Polymerase-III-Transkriptionskomplexes, der an der
Erkennung von Integrationszielen durch TRES-A beteiligt ist. Mit der Generierung eines autonomen,
genetisch markierten TRES5-A.1-Elements konnte gezeigt werden, dass eine Cis-Préiferenz der ORF2-
Proteine von TRES-A fiir die eigenen Transkripte vorliegt und so die Retrotransposition der

autonomen mobilen genetischen Elemente unterstiitzt.
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Unerwartet wurden Integrationen des artifiziellen TRES-A-Retrotransposons in das repetitive Element
DDT-S identifiziert. In diesem Zusammenhang wurden tRNA-Gen-dhnliche A- und B-Box-Motive
innerhalb der genomischen DDT-S-Sequenzen identifiziert, welche nahelegen, dass diese Transposons
vom RNA-Polymerase-IlI-Transkriptionskomplex erkannt werden und die tRNA-Gen-éhnliche
Topologie der beteiligten Transkriptionsfaktoren auf DDT-S-Elementen fiir die charakteristischen

TRES-A-Integrationen verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden autonome, genetisch markierte LTR-Retrotransposons erzeugt, die
aktiv in Dictyostelium-Zellen mobilisiert werden. Damit konnte geklirt werden, an welcher Position
solcher Elemente ein Retrotranspositionsmarker eingebaut werden kann, ohne die Aktivitdt der
Retrotransposons zu inhibieren. Allerdings scheint die zelluldiren RNA-Interferenz-Maschinerie die
mobilen genetischen Elemente so stark zu inhibieren, dass eine Mobilisierung nur in Zellen mit
defekter Abwehr moglich ist. Moglicherweise ist das der Grund warum es nicht méglich war ein
genetisch markiertes, tRNA-Gen-spezifisches LTR-Retrotransposon aus D. fasciculatum in einer
D. discoideum-Zellkultur zu mobilisieren. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die

Mobilisierung der inaktiven Elemente in bislang nicht beriicksichtigten Mutanten moglich ist.
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6 Summary

Social amoebae have very compact genomes. Therefore, it is likely that tRNA-gene-specific
integration in the genome of the social amoeba Dictyostelium discoideum is an adaption to avoid
insertional mutagenesis. In this study, a survey of mobile genetic elements was performed in the
recently sequenced species D. purpureum, Polysphondylium pallidum and D. fasciculatum with
emphasis on tRNA gene-targeting retrotransposons. It was assumed that analysis of several compact
genomes could reveal specific integration as a common means to avoid instability of compact
genomes caused by retrotransposon activity. Considering phylogenetic relations between different
species, the detection of tRNA gene-specific elements in all species indicates even the last common
ancestor of social amoebae possessed such elements within their genomes. Structural and phylogenetic
analysis of the newly identified LTR-retrotransposons indicates the presence of two different families
of elements within the social amoebae: the DGLT-A and the Skipper family. Interestingly, an element
from D. fasciculatum shows features of both families; it could represent a precursor of the Skipper and

DGLT-A retrotransposons.

In previous work a TRES5-A retrotransposon was generated that contained a selection marker to detect
new retrotransposition events. Here, the generation of a codon-adapted, tagged TRES-A element
enabled the discrimination of these tagged retrotransposons from the endogenous TRES-A population.
This was a prerequisite to establish protocols for the genome-wide search for de novo TRES-A
integrations in the D. discoideum genome. It was found that most tRNA genes of D. discoideum are
principle targets for TRES5-A integration. Furthermore, it was possible to generate an autonomously
amplifying, genetically tagged and full-length TRES5-A.l-retrotransposon. A comparison of
retrotransposition frequencies indicates a cis-preference of the TRES-A ORF2-protein for its own

RNA.

New TRES-A integrations were observed to occur into the extrachromosomal rDNA palindrome that
carries the ribosomal RNA genes. It was shown that, distinct A- and B-box-motives on the palindrome,
which have strong similarities with the features of a tRNA-gene, are recognized by the artificial
TRES-A-retrotransposons. Furthermore, TRES-A integrations upstream of the ribosomal 5S gene were
observed. The authentic distances of integrated TRES-A copies to the targeted B box motifs and the 5S
gene indicates an involvement of RNA-polymerase-Ill-transcription units in integration site
recognition. It was shown that the targeted B box loci are actively transcribed, which argues for an

involvement of the RNA polymerase III complex in target site selection by TRES-A.

In this work genetically tagged LTR retrotransposons were developed and characterized. It could be
shown that a selection marker for retrotransposition events can be introduced into the elements without
disruption of transposon activity. Interestingly, it seemed that such tagged retrotransposons were only

mobilized in D. discoideunm mutants with a defective RNA interference machinery.
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Anhang

Anhang

A Verwendete Primer

Name

Sequenz 5" > 3’

Transkriptionsnachweis Df DGLT-A

Dfas-DGLTA-27
Dfas-DGLTA-25
Dfas-DGLTA-19
Dfas-DGLTA-21
Dfas-DGLTA-22
Dfas-DGLTA-32
Dfas-DGLTA-20
Dfas-DGLTA-4

GCGACGAGCTTGGTGGATC
GCAAGTGACAGGTGGCACC
GCTCCCACACCCATGTCAAC
GGACGGCACTCTCCGTATG
CAGCGTCTTCAATTCGACTG
GGCACCGGCCATAATGC
GTGATCTCATCATTTCATTCG
CTATCCTATTACTATCTATATCG

Klonierung Skipper-Elemente

Skipper-01
Skipper-02_Agel
Skipper-03
Skipper-04
DGLT-A_Avrll-01
DGLT-A_AvrlI-02
Skipper-AvrlI-Notl
Skipper-Avrll_for
Skipper-Notl_rev
DGLTA-AvrII-03
DGLTA-AvrII-06

GATATTTCTTGGTGATTAGTTG
accggtCTATAAACTCTTGGGTGTAAC
ctgcagTCCACCTCTGAGCCATAGC
CAACTCATCTCCAAACCCAAC
cctaggTTAAGTTTTCCACAAGATACAGATG
cctaggATCACAATCAATTGGCTGTTGATCTC
gcggccgeecctaggGATTGGCATGTCTGTTGATGC
cctaggATTAAGGAAGAACAAATCAATTCTC
gcggccgcCAACTCATCTCCAAACCCAAC
CAGACATGCCAATCcctaggGATAATAATAATCT
TTGTTCTTCCTTAATcctaggTAAAAACGATTCATC

Klonierung Df DGLT-A-Elemente

Dfas-DGLTA-12
Dfas-DGLTA-15
DGLTA-39
DGLTA-40
mbsrl-01
mbsrl-02
Dfas-DGLTA-35
Dfas-DGLTA-36

CCCGGCAAGGGAGATAC

CCTAGTTTGTGAGGTGTGG

AATAcggccgGTCTAATTGGAAGCTGGAGTATTG
GGcccgggTTTTTGGCCTTATCATCCTTTGTTAGG
CAATAAGaccggtTTTATTAATTTCGGG
GAATTCGGctgcagGTCGACGGATCCTC
GAggatccGTCGACCTGCAGCCGAATTCGGGGAAGGACTTTAAAGTAGATAATAAT
CCTTGATAGCAAATAGAGGGGGCCTG

Nachweis Sprungereignisse TRES-A.2

bsr

A15P-seq AAATGGTTTAAAAAAACTTGGGTTGG
BSR-01 CTGCCGAAATGATTTCTCC

Sonde Southern Blot

BSR-TEST-01 GATAATAAACATCATGTGGGAGCG
BSR-TEST-02 GTTCTTCAATCGTAGTTTTGAC
Etablierung LAM-PCR

Q-GAPDH-01 GGTTGTCCCAATTGGTATTAATGG
Q-GAPDH-02 CCGTGGGTTGAATCATATTTGAAC
Q-DIRS-01 GAATTAACATCGTTAGATGATACAAACTC
Q-DIRS-02 CAATACCTGACTTTGAGAGTGTTGATAG
Rep-196_454A GCCTCCCTCGCGCCATCAGATAAATAACTGTTGAAATTGAATC
Rep-197 CAACATAAATGTCAACAAAAAATTTC
196 WT ATAGATTACTGTACTAATACTGTCT
Rep-197 WT CAACACAAATGCCAACAAAAAATAAG

BSR-enrich-01
Rep-232_454A
Rep-234 bio
Rep-235

Biotin-TAACATTTCTCAACAAGATCTAGAATTAGT
CGCCTCCCTCGCGCCATCAGAAATTTTTTGTTGACATTTATGTTG
Biotin-CAAAATAAATAACTGTTGAAATTG
CTTGAACATCTTCACCATCC
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Name

’

Sequenz 5° -> 3

reverse Primer tRNA-Gene

BSR-09
AlaAGC
ArgUCU
AsnGUU
AspGUC
CysGCA
GInUUG
GluuUC
GlyGCC
GlyuucC
GlyGCC
GlyUCC
HisGUG
lleAAU
IleUAU
LeuUAA
LeuUAG
LysCUU
LysUUU
MetCAU
PheGAA
ProUGG
SerAGA
SerGUC
SerUGA
ThrAGU
ThrCGU
ThrUGU
TrpCCA
TyrGUA
ValAAC
ValCAC
ValUAC
tRNA uni

CTCATTCCACTCAAATATACCCG
CCCTTTACCTCTCGCATGCTAAGC
CATTAATAGCTTAGAAGGCTACTG
GGACCTAGCGGTTAACAGCCGCTC
CCTTTCGCGTGACAGGCGAAAATC
GACCTAACGATTTGCAGTCGCTTG
CAGATTACAGGATTCAAAGTCCTG
CGAGGTACCAGTGTGAAAGACTAG
GTATGCTGGGAATCGAACCC
CGGTTCAACTGCTTGGAAGGCAGC
GTATGCTGGGAATCGAACCC
CGGTTCAACTGCTTGGAAGGCAGC
GGTCAACAGAGCCACAATCTGATG
CGACCGTGGCGTTATTAGCACCAC
CTCGCGACCAAAGCATTGC
GAACCGAATGGATGAGATCTTAAG
GAACCGAATGGATGAGATCTTAAG
GCTCAGTCGGTAGAGCGC
CCGACCACAAGGTTAAAAGCCTTG
CTAGGACCTCGAGGTTATGG
CGACCTTAAGATCTTCAGTCTCAC
CGAGAATCGAACTCAGGACG
CGAAGGGATCTGATTTCTAGTC
GAGAACGCCTTAGCAGGGC
GCGCCTCCTAGGAGATTTGATTTC
GACCTCTTCCTTACTAGGGAAGCG
GTATAATTTTATACGAGAGAAATGTCTTACC
GACCCTCTGTTATCGCTTTAGCAC
CTGGACCAACTGCTAACTTCTAAC
CAACCGATTGATCTCAATTATTAC
ACGACCTAATCCGTGTTAAGGATT
GACCTAACCCGTGTGAAGGGC
GAGACCTGTTGCGTGTAAAGCAAC
CTGCAGRRGRNTCGAACYYNNGAC

PCR fiir TRE5-A.2""-Integrationen an B-Box-Loci auf dem Palindrom

Pal-2656-rev

Pal-6106-rev

Pal-6483-rev

Pal-7762-rev

Pal-9175-rev

Pal-10430-rev
Pal-13997-rev
Pal-15009-rev
Pal-15156-rev
Pal-18638-rev
Pal-25439-rev
Pal-26963-rev
Pal-27726-rev
Pal-29052-rev
Pal-29059-rev
Pal-29115-rev
Pal-31700-rev

GAATTTAGAGATTAAAACTTTTTGGAG
CTTTAGTGCAGATCTTGATGGTAGTAG
GGGTATCATTTTAATTCACTTAATTGG
CACCTTCTACGACTCGAAATTCCAAAC
TGTGATGCCCTTAGATACCTTGGGCCG
GGTATTGATATTTATTGTCACTACTTC
CCCACTTTTTTGTACCCTTTGTAGGTC
TTCCTAAATGAGCAATTTGACATTCCC
AACAACTTTTTTAAGGTATAGTTACTC
AAATGGTAAAATAGTCCGAAGGTCCAC
GTGGATGCTCCAGGGAGTTATCTATTC
GTAGATGCCAATTGGAGTAATATATTC
TGAGGTAACAGTAGATTCTCCATTGAG
ATTAGGTCATAGGTTTCTGGATCGATC
CAACGGGGAATGGAAACGTCTTGAAAG
TCTAAGTTAGATTTTTACTAGTAATTC
TACCATTAGATAGCCCTATTTCTCTAG
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Name

Sequenz 5" > 3’

Pal-33496-rev

GGAGTTGTCTATCCAACAAGGGTAATC

PCR fiir TRE5-A.2""-Integrationen am r5S-Gen

5S-rDNA-03
Rep-235

CCAACCAGAGTACTTGGAAGGC
CTTGAACATCTTCACCATCC

PCR fiir Integrationen endogener TRE5-A-Elemente am r5S-Gen

5S-rDNA-04
Rep-190
5S-rDNA-03
Rep-109Q

GTATACAGCACCCTATGTTCCCCTG
CCATAGGTTGGGCTGAAACT
CCAACCAGAGTACTTGGAAGGC
GTTAGATTGTCTAGTTCAATGATAGTGTC

PCR fiir Integrationen endogener TRE5-A-Elemente an palindromische B-Box-Loci

Palindrom-06
Rep-190
Pal-18638-rev
Rep-157Q

GTAATGGAGTAAGCTATCTAATGATAC
CCATAGGTTGGGCTGAAACT
AAATGGTAAAATAGTCCGAAGGTCCAC
CTTCCGTTGTTAGTCTCTTTGTTTCGCC

cRT-PCR Palindrom-Locus 18638

cRT-PCR_Pal-18638-01
cRT-PCR_Pal-18638-02
cRT-PCR_Pal-18638-03
cRT-PCR_Pal-18638-04
cRT-PCR_Pal-18638-05

AATGGTAAAATAGTCCGAAGGTCCAC
CGAACCCGCGACCCTTCAG
GTATCATTAGATAGCTTACTCCATTAC
GTTGCTTTGGCTTAGTTGGTTAAGCG
GCATACTATTATATATTTTT GGCC

cRT-PCR Palindrom-Locus 25439

cRT-PCR_Pal-25439-01
cRT-PCR_Pal-25439-02
cRT-PCR_Pal-25439-03
cRT-PCR_Pal-25439-04
cRT-PCR_Pal-25439-05

CTATTACATAATAATGCAACC
GAGAATCGAACCCTGGAC
CTTTATATTGTCTAATGACCTCC
GATGTCTAAAAATAAACCGAG
TGCTGACTAATCTACCAC

cRT-PCR Palindrom- Locus 26963

cRT-PCR_Pal-26963-01
cRT-PCR_Pal-26963-02
cRT-PCR_Pal-26963-03
cRT-PCR_Pal-26963-04
cRT-PCR_Pal-26963-05

GACCCCTCTATAATGCAACC
AAAATCGAGAATCGAACCCG
CAATTGGCATCTACCATTACC
GGTGGATTAGTCATCATATGTC
CTTTATGTGGTCTAATGACCTTC

RT-PCR Palindrom-Locus 18638/22168

Pal-RT 04 GTTGCTTTGGCTTAGTTGGTTAAGCG
Pal-RT 05 AATGGTAAAATAGTCCGAAGGTCCAC
iPCR

iPCR_ORFlopt-01
iPCR_ORFlopt-02

CAAAATAAATAACTGTTGAAATTG
AATTAAAAGTGAAATTAAAGGTGAG

Linker-Ligation

454B_Compl 5'P+3°ddCTP
Rep-201

Q-A6P-01
454B_-2bp_Linker

454B Nru Bio
Rep-196_454A

Pho-CTGAGCGGGCTGGCAAGGCGTCATCGGAT-ddCTP
CTCCTCTAGAAGAGGTTTATTTTTAAAAATTAC
GTAATAAACAAAGAATTGATATTCTGATGCC
CCGATGACGCCTTGCCAGCC
Biotin-GAGAGAGAGAtcgcgaGCCTTGCCAGCCCGCTCAG
GCCTCCCTCGCGCCATCAGATAAATAACTGTTGAAATTGAATC

Klonierung TRE5-A.2""

Rep-205
Rep-230_Agel
Rep-226_Sall
Rep-227_Sall
Rep-228 Agel
Rep-229 Sall

CACAATAAGACCGGTTTTATTAATTTCGG
accggtGGGGATCCCCAATTCTTTTAAAATG
gtcgacCGCATGCTCCTCTAGAAG
gtcgacAATTTCGCTTATTTTTTGTTGGC
accggtGTTATTTATAGAAAGTACTGAGTG
gtcgacAAAACTCAATTAAAAAAAAAACAATTC
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B Erzeugte Plasmide

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit erzeugten Plasmide gelistet. Die Nummern beziehen

sich auf die intern verwendete Datenbank, in der alle Plasmiddaten gespeichert werden.

Plasmid Name Nummer Inserts; Art der Klonierung

pJ1.2-ORF1 _opt Dd 2.0363 Codon-adaptierter ORF1 von TRES5-A.1;
synthetisches Plasmid

pGEMT-AG6P- 2.0365 A6P-ORF1_Dd/adapt-msbri-C; als HindIIl/Agel-

Orfl_Ddopt-BSRi-C_Age Fragment aus 2.0363 in 2.0128 kloniert

pGEMT-DGLT-A_ Dfas 2.0373 komplettes Df DGLT-A-Element von D
Jasciculatum, PCR mit Primern DGLT-A-12/-15
an gDNA

TOPO-XL-F1 2.0501 Df DGLT-A ohne 3'LTR

(Df DGLT-A_bsri)

pGEMT-F3 2.0502 mbsri-5'LTR von Df DGLT-A; Ligation von zwei

(Df DGLT-A_bsri) PCR-Produkten

pBT1-F1 LTR3 2.0524 Fragment 1 vom Df DGLT-A-Element; als
Eagl/Sma-Fragment aus 2.0501 in pBT1 kloniert

pBT-Dfas-DGLT- 2.0533 komplettes DGLT-A aus D. fasciculatum mit

2 mBSRi mbsri-Kassette vor 3'LTR; Eagl-Fragment aus
20502 in 20524 kloniert

TOPOXL-Skipper-F1 2.0544 grofles Fragment Skipper aus genomischer DNA
Dictyostelium discoideum; Primer: Skipper-01 und
Skipper-02_Age

pGEMT-Skipper-F3 2.0546 kleines Fragment Skipper 3'LTR; PCR an gDNA
mit Primern Skipper-03_Pstl + Skipper-04 an
gDNA-Ddis, kloniert in pPGEMT

TOPOXL-A6P-ORF1- 2.0557 A6P-ORF1-BSRi-C_Spe/Xho; PCR-Produkt mit

BSRi-C_Spe/Xho Primern Rep-224 und Rep-225 von 2.0128 in
TOPOXL kloniert

pGEMT-F1_ORF2E 2.0588 Sall-A6P-Sall; PCR mit Primern Rep-226_Sall +
Rep-227 Sall an Plasmid 2.0128; Produkt in
pGEMT kloniert

TOPOXL-ORF2E F2-Sall 2.0589 Sall-ORF1-ORF2-Agel TRE5A1;PCR mit Primern
Rep-228 Agel + Rep-229 Sall an Plasmid pB3
(1.0821), in TOPOXL-Vektor kloniert

TOPOXI-F4 ORF2E 2.0590 Sall-A6P-ORF1-ORF2-Agel; Sall-Fragment aus

20588 in Sall-Schnittstelle von 2.0589 kloniert
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Plasmid Name Nummer Inserts; Art der Klonierung

pGEMT-F3 ORF2E 2.0591 Agel-BSRi-A6P-C-Agel; PCR mit Primern Rep-
205 und Rep-230_Agel an Plasmid 2.0128;
Produkt in pGEMT kloniert

TOPOXL-ORF2E 2.0592 A6P-ORF1-ORF2-BSRi-C; BSRi-C als Agel-
Fragment aus 2.0591 in Agel-Schnittstelle von
2.0590 kloniert

TOPOXL-Skipper mbsri 2.0702 BSR-Kassette aus 2.0128 als Agel/Pstl-Fragment
in 20544 kloniert, anschlieBend 3'LTR als Pstl-
Fragment in Vektor kloniert

pCR8/GW/TOPO- 2.0755 5" Fragment Skipper (F1) fiir Klonierung des

Skipper F1 AvrII-Notl Skipper-RNaseH DGLTA Elements; PCR mit
Primern Skipper-01 + Skipper-AvrII-Nrul an
Plasmid 2.0702, Produkt in pCR8/GW/TOPO
ligiert

pGEMT-Skipper F2 2.0756 3" Fragment Skipper (F2) fiir Klonierung des

_AvrlI-Notl Skipper-RNaseH DGLTA Elements; PCR mit
Primern Skipper-Avrll_for + Skipper-Nrul rev an
Plasmid 2.0702, Produkt in pGEMT ligiert

pCR8/GW/TOPO- 2.0757 RNAse-H von DGLTA als Avrll-Fragment; PCR

RNaseH DGLTA Avrll mit Primern DGLT_A_AvrlI-01 +
DGLT_ A Avrll-02 an 2.0570, Produkt in
pCR8/GW/TOPO

pCR8/GW/TOPO- 2.0758 Skipper ohne RNaseH-Doméne, dafiir mit Avrll-

Skipper-F3_Avrll Schnittstelle um RNAseH-Domaéne auszutauschen;
Avrll/Notl-Fragment aus 20756 in AvrIl/Not-Sites
von 2.0755 kloniert

pGEMT-RNaseH 2.0759 Rnase-H von Skipper als Avrll-Fragment; PCR mit

Skipper Avrll Primern DGLTA-AvrII-03 + DGLTA-AvrlI-06,
Produkt in pGEMT kloniert

pCR8/GW-Skipper 2.0770 Skipper-BSRi mit RNaseH-Doméne von DGLTA

_RNaseH DGLTA als Avrll Fragment; Rnase-H-Doméne aus 2.0757
als Avrll-Fragment in 2.0758 kloniert

pCR8/GW-Skipper 2.0771 Skipper-BSRi mit RNaseH-Doméne von Skipper

_RNaseH_Skipper als Avrll Fragment; Rnase-H-Doméne aus 2.0759
als Avrll-Fragment in 2.0758 kloniert

pUCS57-Skipper chim 2.0776 Chimaére aus RNaseH DGLTA + Linker Skipper +
In-NTD.1 von DGLTA als Avrll-Fragment;
Synthetisches Plasmid

pCR8/GW-Skipper 2.0793 Chiméres Skipper-Element mit BSR-Kassette und

_RNH_Skipper chim

RNaseH DGLTA + Linker Skipper + In-NTD.1
von DGLTA als Avrll-Fragment von 2.0776 in
2.0758 kloniert
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Mappbare Integrationen von TRE5-A"" der Hochdurchsatz-Sequenzierungs-Experimente

Die DDB-Nummern der Chromosomen entsprechen der Nomenklatur von www.dictybase.org.

C Ergebnisse der Sequenzierung tRNA-Gen-spezifischer LAM-PCR-Produkte

Chromosom

DDB0220052
DDB0220052
DDB0220052
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429

Chromosomale Position

33256
49183
49923
62538
68060
448295
818479
835509
945847
1511239
1618045
1760194
1863182
1995314
1996992
2023066
2265405
2366670
2368151
2398096
2404490
2411750
2424672
2503328
2558421
2687032
2696843
2817298
2855126
2877505
2912820
3008285
3222572
3256654
3431048
3579526
3644036
3865599
3927833
4158702
4163434
4185478
4249671
4250427
346897
1492264
1609857
2661337
3370004
4055304
4103111
4399624
4994845
5289855
5416018
5452139
5454520
5820851
6126981
6132078

34248
49385
50331
62816
68478
448694
818877
835907
946047
1511637
1618732
1760627
1863592
1995715
1997402
2023464
2265803
2367090
2368578
2398494
2404889
2412164
2425074
2503726
2558621
2687432
2697245
2817699
2855524
2878502
2913219
3008683
3222971
3257081
3431469
3579924
3644458
3866000
3928301
4159135
4163843
4185876
4250069
4250825
347295
1492662
1610257
2661735
3370407
4056074
4103511
4400035
4995248
5290210
5417050
5452537
5454918
5821249
6127381
6132479

tRNA-Gen
ThrAGU-1, ThrAGU-2

LysUUU-2
SerUGA-1
ProUGG-2
SerUGA-2
TrpCCA-4
ProUGG-5
ArgAGC-2
ThrAGU-5
ThrAGU-6
ThrAGU-7
ArgACG-1
AspGUC-6
GluUUC-2
GluUUC-6
LysUUU-3
ThrAGU-8
TrpCCA-3
SerGCU-2
LysUUU-4
SerAGA-1
GluUUC-3
LysCUU-2
TrpCCA-1
GInUUG-4
LysUUU-5
TrpCCA-2
GluUUC-4
ThrAGU-9
IleAAU-5
AlaAGC-1
AsnGUU-5
ThrAGU-12
AspGUC-2
ValCAC-1
LysUUU-6
IleAAU-4
AlaUGC-1
AspGUC-5
AspGUC-4
ValAAC-12
lleAAU-6

LeuUAA-1
LeuUAA-6

LeuUAA-2
SerAGA-2
TrpCCA-6
HisGUG-5
MetCAU-7
GluUUC-9
GluUUC-8
TrpCCA-7
ValAAC-7
AspGUC-8
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Chromosom

DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432

Chromosomale Position

6187067
6386730
6482041
6680417
6724005
7004045
7122453
7237087
7435415
7675861
7878584
8141240
548862
1112640
1431019
1573952
1807751
2450050
2539672
2632237
2675375
2700409
2875993
3143360
3365899
3876377
4014532
4067716
4090026
4194284
4240543
4266440
4267826
4457786
4567710
5070497
5325746
5333460
5339236
5679848
5706343
5781462
5867761
5869879
5898210
5906656
1588992
1802240
2220059
2227384
2563293
2845576
3919695
3942159
3947589
3970617
4598249
4641038
4682686
5168027
5226743
40637
254601
278485
431961
712605
2550015

6187467
6387128
6482439
6680819
6724403
7004446
7122851
7237485
7435824
7676259
7878983
8141639
549217
1113039
1431452
1574354
1808156
2450448
2540071
2632635
2675814
2700807
2876397
3143765
3366942
3876831
4014732
4068115
4090499
4194682
4240941
4266935
4268370
4458185
4568209
5070901
5326195
5333865
5339650
5680253
5707231
5781860
5868159
5870284
5898611
5907056
1589390
1802638
2220478
2227784
2563693
2845974
3920093
3942557
3947995
3971017
4598449
4641436
4683085
5168426
5227141
41043
254999
278883
432359
713006
2550413

tRNA-Gen
ArgUCU-3
ArgACG-3
LeuCAA-2
ThrUGU-2
ArgACG-6
ProUGG-7
AlaAGC-2
SerAGA-6
ValAAC-8
AspGUC-10
SerAGA-5
AlaAGC-3
HisGUG-6
LysUUU-13
LysUUU-12
CysGCA-6
ValUAC-2
CysGCA-3
SerAGA-8
CysGCA-4
GluUUC-12
IleAAU-9
ArgACG-7
SerAGA-7
GInUUG-11
GlyGCC-6
AlaAGC-5
AlaAGC-6
AlaUGC-6
AlaUGC-4
GlyUCC-1
LysCUU-5
LysUUU-10
LeuUAA-7
ArgUCU-9
ThrCGU-1
Glyucc-4
SerGCU-9
SerGCU-7
SerCGA-1

GlyUCC-3, GlyUCC-2

SerGCU-6
ValAAC-14
ValAAC-15
SerGCU-3
SerGCU-5
SerUGA-8
LysUUU-15
SerGCU-11
SerGCU-10
PheGAA-11
AspGUC-18
AspGUC-15
AspGUC-14
AlaAGC-8
LysUUU-14
PheGAA-12

AlaUGC-7
LeuUAA-11
LeuUAA-12
LysUUU-16
AlaAGC-10
IleAAU-11
LeuAAG-7
ThrUGU-6
LeuAAG-6
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Chromosom Chromosomale Position tRNA-Gen
DDB0232432 2593478 2593876 ArgUCU-12
DDB0232432 2727144 2727542 LysUUU-17
DDB0232432 2768390 2768790 LysUUU-18
DDB0232432 2970286 2970684 ProUGG-14
DDB0232432 3061119 3061517 ValUAC-3
DDB0232432 3113003 3113401 LysUUU-19
DDB0232432 3208055 3208460 ValAAC-19
DDB0232432 3336403 3336803 ThrUGU-5
DDB0232432 3761573 3761974 ValUAC-6
DDB0232432 3986939 3987362 AlaUGC-8
DDB0232433 7992 8460 -
DDB0232433 323171 323574 GluUUC-15
DDB0232433 585890 586293 ValAAC-20
DDB0232433 858910 859312 GlyGCC-14
DDB0232433 1044661 1045096 LeuUAA-18
DDB0232433 1096171 1096617 -
DDB0232433 1097075 1097509 SerUGA-15
DDB0232433 1132978 1133376 SerUGA-13
DDB0232433 1703136 1703540 LysUUU-23
DDB0232433 1775953 1776376 LeuUAA-13
DDB0232433 1837421 1838188 GlyGCC-18, HisGUG-10
DDB0232433 1870301 1870736 LeuUAA-17
DDB0232433 1912637 1913038 GlyGCC-16
DDB0232433 2120259 2120661 GluUUC-16
DDB0232433 2258353 2258774 CysGCA-7
DDB0232433 2340407 2340813 SerAGA-9
DDB0232433 2347599 2347997 SerGCU-12
DDB0232433 2364871 2365269 GluCUC-2
DDB0232433 2478390 2478788 GluCUC-3
DDB0232433 2479550 2479948 AlaAGC-14
DDB0232433 2624377 2624776 LeuUAA-16
DDB0232433 2729935 2730333 GluUUC-20
DDB0232433 2768158 2768562 ValUAC-7
DDB0232433 2777239 2777639 AspGUC-21
DDB0232433 2836618 2837017 LeuAAG-10
DDB0232433 2840179 2840576 HisGUG-8
DDB0232433 2935908 2936306 IleAAU-16
DDB0232433 3008483 3008881 AspGUC-22
DDB0232433 3052901 3053301 GluUUC-17
DDB0232433 3065099 3065303 -
DDB0232433 3068337 3068735 TyrGUA-11
DDB0232433 3132092 3132491 AlaAGC-11
DDB0232433 3137229 3137666 LysUUU-22
DDB0232433 3173380 3173821 HisGUG-9
DDB0232433 3291507 3291905 GluUUC-18
DDB0232433 3299689 3300156 IleUAU-2
DDB0232433 3312452 3312854 IleUAU-1
DDB0232433 3325307 3325705 SerUGA-11
DDB0232433 3431836 3432236 LeuUAA-15
DDB0232433 3534697 3535098 IleAAU-15
D Auswertung der iPCR-Bank
Chromosom Chromosomale Position tRNA-Gen
DDB0232428 448293 448695 LysUUU-2
DDB0232428 749910 750307 AsnGUU-8
DDB0232428 818481 818879 SerUGA-1
DDB0232428 1615335 1615774 ProUGG-6
DDB0232428 1618283 1618725 ProUGG-5
DDB0232428 1687977 1688375 ThrAGU-4
DDB0232428 1759507 1760626 LysCUU-1, ArgACG-2
DDB0232428 1996992 1997403 ThrAGU-7
DDB0232428 2369953 2370352 GInUGG-5
DDB0232428 2398096 2398494 LysUUU-3
DDB0232428 2404485 2404894 ThrAGU-8
DDB0232428 2411760 2412160 TrpCCA-3
DDB0232428 2424625 2425073 SerGCU-2
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Anhang

Chromosom

DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232431
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232432
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433

Chromosomale Position

2503326
2558421
2855080
3008285
3222572
3256659
3579526
3644027
3927873
4163430
4185468
3370004
4055327
4103099
4399612
5416636
5454486
5934237
6132080
6187067
6226882
6571102
6647006
6766725
6771382
7122453
7187737
7435426
7524204
7714989
7876977
1431015
1773465
1807751
2539673
3365897
4067716
4090079
4267924
4270141
4400198
4567788
5126000
5333433
5339235
5679854
5869884
2220040
3945422
4598050
4641022
5168025
5226743
5312700
40638
254601
2550015
2727143
2956433
3336349
3693331
3986941
1097061
1132978
1775956
1870336
2258353

2503730
2558819
2855526
3008683
3222975
3257082
3579927
3644461
3928301
4163850
4185877
3370407
4056082
4103513
4400161
5417053
5454923
5934447
6132482
6187465
6227282
6571504
6647404
6767126
6771780
7122856
7188135
7435827
7524602
7715391
7877208
1431459
1773872
1808149
2540071
3366632
4068114
4090499
4268367
4270587
4400631
4568212
5126398
5333866
5339650
5680252
5870284
2220483
3946009
4598448
4641439
5168431
5227141
5313098
41036
254999
2550413
2727542
2956840
3336806
3693729
3987366
1097509
1133376
1776358
1870735
2258772

tRNA-Gen
LysUUU-4
SerAGA-1
GInUUG-4
GluuuUC-4
ThrAGU-9
IleAAU-5
AsnGUU-5
ThrAGU-12
ValCAC-1
IleAAU-4
AlaUGC-1
LeuUAA-6

LeuUAA-2
SerAGA-2
MetCAU-7
GluUUC-8
AsnGUU-9
AspGUC-8
ArgUCU-3
ArgUCU-6
SerAGA-4
ArgUCU-5
PheGAA-5
ProUGG-9
AlaAGC-2
PheGAA-6
ValAAC-8
ProUGG-8
AspGUC-9

LysUUU-12
ArgUCG-1
ValUAC-2
SerAGA-8
GInUUG-11
AlaAGC-6
AlaUGC-6
LysUUU-10
LysUUU-9
GlyGCC-9
ArgUCU-9
ArgUCU-8
SerGCU-9
SerGCU-7
SerCGA-1
ValAAC-15
SerGCU-11
SerUGA-7
PheGAA-12

LeuUAA-11
LeuUAA-12
TyrGUA-8
LysUUU-16
AlaAGC-10
LeuAAG-6
LysUUU-17
ProUGG-13
ThrUGU-5
ArgUCU-11
AlaUGC-8
SerUGA-15
SerUGA-13
LeuUAA-13
LeuUAA-17
CysGCA-7
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Anhang

Chromosom

DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433

Chromosomale Position

2340407
2347563
2478386
2479535
3052901
3068337
3132088
3325308

2340814
2348003
2478788
2479953
3053300
3068735
3132506
3325706

tRNA-Gen
SerAGA-9
SerGCU-12
GluCUC-3
AlaAGC-14
GluUUC-17
TyrGUA-11
AlaAGC-11
SerUGA-11

E Auswertung der Linker-ligierten LAM-PCR-Bank

Chromosom
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232428
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232429
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232430
DDB0232431
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433
DDB0232433

Chromosomale Position

1759524
1997000
2560333
2696822
3927897
4163398
4048676
4055611
4399636
5400604
6364299
6386963
6723964
7430048
7434376
2875957
4194316
4267918
4270147
4457784
4567788
5652699
5679792
3947563
1097066
1132972
1794609
2082285
2258355
2340412
3299695

1760628
1997398
2560536
2697500
3928295
4163853
4049104
4056080
4400037
5401012
6364792
6387172
6724172
7430462
7434780
2876171
4194730
4268367
4270381
4458192
4568206
5653106
5680257
3948000
1097505
1133376
1794818
2082682
2258765
2340810
3300153

tRNA-Gen

LysCUU-1, ArgACG-2

ThrAGU-7
LysCUU-3
LysCUU-2
ValCAC-1
TIleAAU-4

SerAGA-2
LysCUU-4
GInUUG-8
ArgACG-3
ArgACG-6
AlaUGC-2
AlaUGC-3
ArgACG-7
AlaUGC-4
LysUUU-10
LysUUU-9
LeuUAA-7
ArgUCU-9
LysCUU-6
SerCGA-1
AlaAGC-8
SerUGA-15
SerUGA-13
LysUUU-20
LeuAAG-8
CysGCA-7
SerAGA-9
IleUAU-2
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