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1. Einleitung

1.1. Geschichte der Genomanalyse

Bis vor wenigen Jahren war an die Analyse eines gesamten Genoms wegen
tedhnischer Limitationen nicht zu denken. Zwar wurden schon frih Virengenome
entschlisselt (Cashdollar et al., 1984; Sanger et al., 1977a; Sharp et al., 1984, doch die
Genomanalyse autarker Organismen schien wegen der schieren Gréle der Genome lange
aulBerhalb jeder Mdoglichkeit. Vielmehr konnte nur die Sequenz einzelner Gene, im
Hochstfall etliche Kilobasen (kb), aufgeklart werden. Ausgangspunkt fur diese
Genanalysen sind zumeist positionale Klonierungs- oder Komplementationsexperimente
z.B. (Gléckner and Bedk, 1997 Momeni et al., 2000 Stoyan et a., 2001). Fir eine
Genomanalyse fehlten lange Zeit die Vorausstzungen wie zB. gedgnete
Klonierungssysteme oder die Mdglichkeit, grof3e Mengen an Daten zu verarbeiten. In den
frihen 80er Jahren wurden erste technische Vorausstzungen fur die Genomanalyse durch
die Herstellung von Cosmidbanken geschaffen (Bates and Swift, 1983 Little and Cross
1985. Diese ermiglichten es erstmals, langere DNA-Stiicke au amplifizieren und damit
selektiv zuganglich zu machen. Mitte der 80er Jahre schlief3lich wurden erste Stimmen laut,
die die Entzifferung des menschlichen Genoms forderten. Von einzelnen Genen zum drei
Gigabasen grolen Genom, das war jedoch ein gewaltiger Schritt. Deswegen wurden ab
1986zunéchst Pilotprojekte finanziert, mit denen die ndtigen Tednologien und Ressourcen
entwickelt werden sollten. Schon zu diesem Zeitpunkt war klar, dass das
Humangenomprojekt eingebunden sein misse in einen groferen Rahmen, in dem auch so
genannte Modellorganismen analysiert werden sollten. Merkmale, die bestimmte Spezies
zu Modellorganismen machen, sind u.a. deren evolutionére Stellung, die Zuganglichkeit
ihres Genoms fur Manipulationen und die geringe Grof3e ihres Genoms. Die dichte Abfolge
von Genen in kompakten Genomen macht deren Auffindung weniger schwer als z.B. in
komplexen Vertebratengenomen. Der Vergleich pdentieller Genstrukturen mit dhnlichen
Sequenzen aus dem komplexeren Genom des Menschen wirde dann auch die
Generkennung in Homo sapiens erleichtern. Zundchst wurden etliche Genome von
Bakterien wollstdndig entschlusselt. 1995 pulizierte The Institute for Genomic Reseach
(TIGR) die este komplette DNA Sequenz eines frei lebenden Organismus, des Bakteriums
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995. Mittlerweile sind mehr als 100



komplette Genome von Bakterien (Eubaderia und Archaebaderia) in den offentlichen
Datenbanken verflgbar (Stand Ende 2005. Schon 196 wurde dann die Sequenz des ersten
Eukaryonten, der Badkerhefe Saccharomyces cerevisae von einem internationalen
Konsortium veroffentlicht (Goffeau et al., 1996. Es dauerte dann nur noch knapp 5 Jahre,
bis eine Skizzedes Humangenoms verfligbar war (Lander et al., 2001 Venter et a., 2001).
Diese Skizze wurde mit Hilfe zweier unterschiedlicher Strategien erstellt. Der Offentlich
geforderte Ansatz verwendete BAC Bibliotheken zur Ergtellung dieser Skizze (clone by
clone), die private Initiative von Venter et al. versuchte, das gesamte Genom in
Einzelstiicken zu sequenzieren und zusammenzusetzen (whole genome shotgun).
Inzwischen ist die gesamte auchromatische DNA des Menschen wollsténdig bekannt (The
Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Wie im Folgenden gezeigt werden wird,
ist die Genomanalyse dennoch eine Herausforderung nicht nur logistischer Art geblieben.

1.1.1. Techniken

1.1.1.1. Sequenzierung und Assemblierung

Die Erfindung der biochemischen Sequenzierung (Sanger et al., 1977b) erlaubte
relativ einfach die Herstellung kirzerer Sequenzen. Die Limitationen jedoch, die sich aus
der GrofRenauftrennung der Sequenzierungsprodukte Uber eine Matrix ergeben, blieben bis
heute ehalten. So kann im Hdochstfall etwas mehr als eine Kilobase an Sequenz mit einer
Sequenzierungsregtion an einem Template ezeugt werden. Tecdhniken, die unbegrenzte
Sequenzlangen ergeben, sind ks heute im experimentellen Stadium. Zu nennen wéren hier
vor allem chipbasierte Methoden (Feldman and Pevzner, 1994 Milosavljevic, 1995. Diese
werden aber momentan rur zur schnellen Re-Sequenzierung schon bekannter DNA-
Abschnitte engesetzt, ihrer breiteren Verwendbarkeit fir die Genomanalyse stehen jedoch
Schwierigkeiten entgegen. Darunter fallen u.a die Kosten fur einen Chip und das Auftreten
von Kreuzhybridisierungen bei der Inkubation des Chips. Ein anderer Weg wurde mit der
Entwicklung einer schnellen, billigen Technik, die nur relativ kurze Sequenzen von ca 100
Basen erzeugt, begangen (Margulies et al., 2006). Hier wird der Nachteil einer kurzen,
zusammenhangenden Sequenz durch eine wesentlich hbhere Coverage des Zielgenoms
abgefangen. Jedoch potenzieren sich damit auch die Fehlerquellen, die durch repetitive

Elemente im Genom verursacht werden.



Generell macht es die geringe ezielbare Lange der Sequenzabschnitte nétig, die
Gesamtsequenz  aus diesen einzelnen Abschnitten spdter zusammenzusetzen, zu
asemblieren. Wahrend noch zu Zeiten der Einzegenanalyse abeitsaufwendige,
halbmanuelle Methoden eingesetzt wurden, wurde fur die Genomanalyse Software aur
automatischen Assemblierung entwickelt (Allex et a., 1996 Huang and Madan, 1999.
Diese Programme beziehen teilweise Qualitétsinformationen der Sequenzen mit ein. Im
Zuge der Verbesserung der Rechnerleistungen war es maglich, immer grof3ere DNA-Stiicke
zu assemblieren. Sequenzabschnitte, die langer als die ar Verfigung stehenden
Einzelsequenzen sind und gleichzeitig mehrfach in einem Genom vorkommen, verursachen
Probleme bei der Assemblierung von DNA Stiicken, vor allem im Megabasen- Bereich.
Um dieses Problem zu I6sen, wurden in jungerer Zeit Programme entwickelt, die aich
Informationen Uber die Zuordnung von Sequenzen zueinander, die aus dem selben Klon
stammten (read pair information), erméglichen (Myers et al., 2000. Vollkommen
automatische Assemblierung ist jedoch nur dann méglich, wenn mit Hilfe der Rohdaten
eine Abdedung (Coverage) der zu assemblierenden Sequenz von mindestens 5 mal
erreicht wird. Aber auch dann stof3en automatische Methoden an Grenzen, wenn es gilt,
nahezu identische, d.h. duplizierte oder repetierte Regionen zusammenzusetzen. Jede
Assemblierung in solch kritischen Regionen muss mit Hilfe geeigneter Techniken, z.B.
Polymerasekettenresktion (PCR), Uberprift werden. Des Weiteren Heiben nech einer
automatischen Assemblierung immer Licken dbrig, die dadurch bedingt sind, dass

a. bestimmte DNA Sticke nicht ausreichend haufig in der Klonbibliothek vertreten sind
oder fehlen (cloning bas)
b. die verwendete Polymerase nicht in der Lage ist, Uber bestimmte Sequenzmotive
hinaus zu gelangen (sequencing kias)
Diese Lucken kénnen rur unter Einsatz spezifischer Methoden (Primer Walk, inverse PCR
etc.) geschlossen werden.

1.1.1.2. Analyse

Ist die Sequenz mit hinreichender Genauigkeit erstellt, wird sie, ebenfalls mit Hilfe
von Software, analysiert. Es gilt zunéchst, die allgemeinen Eigenschaften der Sequenz zu
berechnen. Dazu gehdren z.B. die globale und lokale Basenzusammensetzung, der Anteil

an einfachen Sequenzwiederholungen (simple repeds), potentielle stabile Haanadeln



(hairpins). Die sogenannten komplexen repetitiven Elemente, zu denen alle Arten von
Transposonen zéhlen, werden dann durch angepasde Software (z.B. RepedaMasker,
http://ftp.genome.washington.eduw/cgi-bin/RepeaMasker) erkannt und maskiert.

Generkennung erfolgt durch Software, die in der Lage ist, organismenspezifisch
Eigenschaften von Genen zu erkennen. Alle verfiigbaren Programme abeiten mit
statistischen Modellen, die jedoch jeweils etwas unterschiedliche Algorithmen verwenden
(Murakami and Takagi, 1998. Damit ein Programm in der Lage ist, Gene im Genom einer
Spezies zu erkennen, muss ein Datensatz estellt werden, der gut charakterisierte
Genstrukturen dieses Organismus enthélt. Idealerweise sind von diesen Genen sowohl die
genomische als auch die mRNA Sequenz inklusive Splicevarianten bekannt. Dadurch sind
dann allgemeine Eigenschaften eines Genes des Organismus wie 5" und 3"~ Umgebung des
Genes, Splice-Orte und Introngréf3en definiert. Dieser Datensatz wird dann daau
verwendet, die satistischen Modelle an die Wirklichkeit des zu untersuchenden
Organismus anzugleichen. Die Sequenz wird dann nach Regionen mit solchen
Eigenschaften abgesucht, die sich zu Genmodellen mit hoher satistischer
Wahrscheinlichkeit zusammensetzen lassen.

Die Proteinsequenzen der Genmodelle werden dann auf Ahnlichkeiten zu bereits
beschriebenen Genen aus anderen Organismen hin untersucht. GroRe Ahnlichkeit (iber die
gesamte Proteinlénge hinweg ist ein Hinweis auf Orthologie, d.h. beide Proteine haben ein
direktes gemeinsames Ursprungsgen in der Vergangenheit und kénnten unter Umstéanden
die gleiche Funktion in der Zelle ausiiben. Paraloge Gene dagegen sind aus Duplikationen
in einer oder mehreren Spezies hervorgegangen. Ortholgie/Paralogiebezehungen in diesen
Genen sind nur dann relativ eindeutig zu bestimmen, wenn eines der duplizierten Gene
rasch Mutationen akkumuliert.

Funktionen von vielen Proteinen werden tiber Doméanen vermittelt. Diese Domanen
konnen dadurch gekennzeichnet sein, dass nur wenige Aminosduren in bestimmten
Abstanden in der Proteinsequenz konserviert sind. Daher sind Domanen nicht unbedingt
Uber Sequenzabgleiche zau entdedken. Vielmehr konren Uber die Mustererkennung mit
Hilfe von z.B. Hidden Markow Modellen wesentlich genauere Resultate ezielt werden.
Selbst wenn mit den dblichen Alignmentalgorythmen (BLAST (Altschul et al., 1990;
ClustalW (Thompson et al., 1994) zu bereits funktionell untersuchten Proteinen keine
offensichtlichen Ahnlichkeiten entdedt werden kénnen, kénnen diese Doménen Aussagen

Uber die Funktion des Proteins ermdglichen.



Um die vielfédltigen Analyseprogramme a1 biindeln und leichter zugénglich zu
machen, wurde am IMB ein Programmpaket namens RUMM AGE entwickelt, das eine
erste aitomatische Analyse fertiggestellter Sequenzen erlaubt (Glockner et al., 1998
Taudien et a., 2000.

1.1.2. Genome

Aufgrund wesentlicher tedhnischer Verbesserungen und damit einhergehender
Automation stellt die Herstellung ausreichender Mengen an Sequenzrohdaten kein Problem
mehr dar. Dementsprechend stieg auch die Anzahl der analysierten Genome, vor allem von
Prokaryonten, in den letzten Jahren exponentiell an. Dies machte den Vergleich
verschiedener Genome im Hinblick auf z.B. Kodierungskapazitét, gemeinsame Gene und
Spezies gezifische Gengruppen moglich.

1.1.2.1. Prokaryontengenome

Die Grof3e der Genome von Prokaryonten variiert von weniger als einer Megabase
(MB) fur Mycoplasmen (Fraser et a., 1995 bis ca 10 MB wie zB. bei Bradyrhizobium
Arten (Kundig et a., 1993. Oft sind die Genome von Bakterien aufgeteilt in ein
Chromosom und mehrere Megaplasmide (Freiberg et al., 1997). Das DNA-Molekil, das
die esentiellen Gene kodiert, ist dabei unabhéngig von der Grole des Chromosoms. Es
koénren sich jedoch auch wenige essentielle Gene auf den Plasmiden befinden. Es gibt
jedoch auch Prokaryonten mit mehr als einem Chromosom (Heidelberg et al., 2000.
Meistens handelt es sich um ringformige Molekile, es wurden aber auch lineae
Chromosomen und Plasmide gefunden (Fraser et al., 1997). Die Genome kodieren nur fur
wenige hundert bis wenige tausend Proteine. Aus einem Vergleich der ersten beiden
vollstdndig sequenzierten Genome von Prokaryonten wurde ageleitet, dassnur 256 Gene
esentiell fur zelluldres Leben sind (Mushegian and Koonin, 1996. Mit Hilfe von
akkumulierten ,Knockout“ Mutanten von Mycoplasma genitalium und M. pneumoniae
durch Transposoninsertionen wurde versucht, das minimale Genom eines Prokaryonten
experimentell zu bestimmen (Hutchison et al., 1999. Es zeigte sich auch hier, dass etwa
265 bs 350 Gene fir zelluldres Leben unter Laborbedingungen notwendig sind. Eine
Schwéche dieser Studie ist, dassnur Stamme mit wenigen Mutationen hergestellt wurden,
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kein Stamm enthielt alle festgestellten Mutationen. Da Proteine oder Proteingruppen
Uberlappende Funktionen haben kdnnen, kann eine in einem Minimalgenom letale
Mutation unter diesen experimentellen Bedingungen ohne Auswirkungen bleiben. Auch
muss beachtet werden, dass dieser Minimalsatz nur ein Leben unter Laborbedingungen
ermoglichen wirde. Da Mycoplasmen zudem obligat intrazellulér leben und viele Stoffe
aus ihrer Umgebung aufnehmen, fehlen ihnen wichtige Synthesewege, die fir ein
vollsténdig autarkes Dasein nétig wéren. Die Zahl an essentiellen Genen fir ein minimales
Genom eines autarken Organismus mussdeshalb eher hther angesetzt werden.

1.1.2.2. Eukaryontengenome

Eukaryonten zeichnen sich gegeniber Prokaryonten durch eine starkere
Kompartimentierung der Zellen aus. Sie eithalten Organellen, die as ehemaligen
Endosymbionten entstanden sind. Diese Organell en besitzen Restgenome, die fir Teile der
Funktionen der Organellen wie zB. Photosynthese kodieren. Je nach Spezies sind jedoch
unterschiedliche Gene von der Zurlickhaltung im Organellengenom betroffen (Glockner et
a., 2000. Offensichtlich konnten diese Restgenome nicht in den Kern transferiert und ins
Kerngenom integriert werden. Die Griinde dafiir sind unklar.

Die im Vergleich zu Prokaryonten hohere Komplexitét der Eukaryontenzelle wird
auch im nukledren Genom wiedergespiegelt. Das haploide Genom ist mindestens 5 MB
grofy kann aber mehrere hundert Gigabasen (GB) erreichen. Die Zahl der Protein
kodierenden Gene umspannt einen Bereich von unter 5000z.B. bei Hefen bis knapp 25.000
Genen in Mammalia (The Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Die Anzahl an
Genen ist unabhangig von der Genomgrofe, wobel die hdchste bis jetzt gemessene
Gendichte mit 1 Gen/2 kb bei S cerevisae auftritt (Mannhaupt et al., 1994. Die
Aufblahung eines Genoms ist in erster Linie sogenannter ,,junk DNA® geschuldet. Sie tragt
zur Kodierungskapazitét des Genoms nichts bei. Diese ,nutzlose® DNA hat tellweise eine
Funktion als Regulator von Expressionshéhen und -orten. Sie kénnte aber auch als ein
Reservoir fir evolutiondre Anpasaingen dienen (Jurka, 1998 McDonald et al., 1997).

Der Einzeller S. cerevisiae wird als Modell fir die einfachste aukaryontische Zelle
angesehen, obwohl es eukaryontische Genome mit weniger Genen gibt
(http://webacesanger.ac uk/cgi-bin/'webacedb=pombase). Mit 5885 poteinkodierenden
Genen konnen somit alle Funktionen einer frei lebenden Eukaryontenzelle erfillt werden.
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Theoretisch kénnten rur 12 % dieser Gene nétig fiir ein Uberleben der Zelle sein, wie aus
Transposonmutagenese -Experimenten hervorgeht (Goebl and Petes, 1986. Mutationen in
weiteren 18 % der vorhandenen Gene fihrten zu phénotypischen Verénderungen.
Unbeeintréchtigtes Leben der Hefezelle unter Laborbedingungen misste demnach von rur
ca 2000 Genen abhéangen. Der Vergleich dieser Zahl mit dem essentiellen Genset der
Prokaryonten zeigt, dassdas Erreichen einer komplexeren Organisationsform nicht auf der
Erfindung einiger weniger Gene beruht. Vielmehr missen mehrere hundert Gene neue
Funktionen Ubernehmen und deren Wirkung koordiniert werden. Mit den selben
Einschrankungen wie in 1.1.2.1. kann der Komplexitdtsunterschied zwischen dem
minimalen Genset von Prokaryonten und Eukaryonten mit mindestens 4 - 5 fach angegeben

werden.

1.1.2.3. Basenungleichgewichte

Abweichungen von der gleichverteilten Basenzusammensetzung von 50 % G+C
treten haufig auf. Dies kann einzelne Gene betreffen oder auch gréf3ere Regionen bis hin
zum ganzen Genom. Im Fall von einzelnen Genen ist die Ursache oft in einer anderen
Expressionshthe des Genes als im Durchschnitt des Organismus zu finden. Dieses
Phanomen wird als translationale Selektion bezeichnet (Lloyd and Sharp, 1992 Pan et al.,
1998. Asymetrische biochemische Prozese wie DNA -Replikation oder -Reparatur
koénren, bei Prokaryonten, sogar strangspezifisch, zu einer Gleichgewichtsverschiebung
fuhren. Bei manchen Sdugetieren wie dem Menschen wurden sogenannte |sochoren
beobadhtet (Bernardi, 1993; Sabeur et al., 1993. Sie definieren Regionen unterschiedlichen
G+C Gehalts unabhéngig von Genen und deren Transkriptionsniveaus. Woher diese
Ungleichgewichte riihren ist unklar (Eyre-Walker and Hurst, 2001). Da sie zB. bei Nagern
nicht ausgepragt auftreten, haben sie offensichtlich keinen speziellen funktionellen Aspekt
flr Saugetiere (Robinson et a., 1997).

Auch gesamte Genome konnen hin zu einer ungleichen Basenzusammensetzung
verandert sein. Woher diese Verschiebungen rihren wird heftig diskutiert. Eine Fraktion
spricht von ,mutational bias®. Hervorgerufen werden kann er, wie vermutet wird, von
veranderten Wahrscheinlichkeiten des Einbaus von Nukleotiden aufgrund von Mutationen
in Schliisselenzymen der Replikation und Translation (Lafay et al., 1999 McLean et al.,
1998 Sueoka, 1993 Zsiros et a., 1999. Mdoglicherweise rihrt diese Genomeigenschaft
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aber auch wvon Selektionsvorteilen fir ein ungleichgewichtiges Genom her. Extreme
Basenungleichgewichte eines ganzen Genoms treten bei Bakterien (Pan et al., 1998 und
bei niederen Eukaryonten (Gléckner, 2000 haufiger auf, jedoch nicht in gleichem Mal3e in
alen Spezies einer Gattung (Gentles and Karlin, 2001; Lafay et al., 1999. Eine
Verschiebung hin zu hohen A+T Werten kann haufiger beobachtet werden (Glockner,
2000. Wenn, wie im Fall von Dictyostelium discoideum oder Plasmodium falciparum,
dieses Basenungleichgewicht hin zu nur noch 20 % G+C verschoben ist, wird auch die
Kodon- und Aminosdurenutzung stark davon beeinflusg (Musto et a., 1997 Singer and
Hickey, 2000.

1.2. Der Organismus

Weltweit sind etliche Dictyostelienarten beschrieben worden. Die easten
Charakterisierungen stammen noch aus dem 19. Jahrhundert (Brefeld, 1869 Brefeld, 1884
van Tieghem, 1884). Die vegetative Organisationsform aller Arten dieser Gattung ist
einzellig. Sie verfugen nicht Uber eine Zellwand oder Flagelle, vielmehr formen sie einen
nadten Zellkorper, der sich amdboid Uber das Substrat fortbewegt. Der Lebensraum ist
verrottendes Laub, Kot von Pflanzenfressern, etc.. Nahrung wird Uber Phago- und
Pinocytose aufgenommen. Sie besteht in erster Linie aus Gram negativen Bakterien wie
z.B. Klebsiellen (Depraitere and Darmon, 1978.

Auf den einzelnen Kontinenten sind jeweils verschiedene Arten vorherrschend.
Allgemein scheint die haufigste Art in Europa und den USA D. mucoroides zu sein
(William Loomis, pers. Mittellung). D. discoideum, die hier untersuchte Art, wurde
erstmals in den 30er Jahren beschrieben (Raper, 1935.

1.2.1. Phylogenetische Position

D. discoideum gehdrt zu den Mycetozoa. Diese Gruppe besteht aus 3 gu
unterscheidbaren  Gruppen: Echten Schleimpilzen (Myxogastria zB. Physarum
polycephalum), zelluldren Schleimpilzen (Dictyostelia zB. Dictyostelium discoideum) und
den Protostelia (Baldauf and Dooalittle, 1997). Lange Zeit war die Zusammengehdrigkeit
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und Stellung dieses evolutiondren Astes innerhalb des Stammbaums der Arten ungeklart.
Die Berechnung von Stammbéumen aus SSJ und LSU rRNA Sequenzen ergab, dass die
Myceozoa polyphyletisch entstanden sein konnten (De Rijk et al., 1995 Kumar and
Rzhetsky, 1996. Da die Berechnungen mit Hilfe von Proteinsequenzen uneinheitliche
Stammbaume lieferten, sahen die einen die Dictyostelidae an der Basis des Hauptastes zu
Pflanzen und Tieren abzweigen. Andere wiederum ordneten sie awischen echten Pilzen und
Metazoa a@n (Kesdn, 1997). Erst die Verflgbarkeit grofRerer Mengen an Proteinsequenzen
erlaubte die Berechnung einer relativ robusten Phylogenie (Abb. 1) (Baldauf and Doadlittle,
1997 Baldauf et al., 2000. Dieser Stammbaum zeigt, dassder Ast der Mycetozoa est kurz

nach der Trennung von Pflanzen und Tieren aus den tierischen Vorléufern entstanden ist.

Fungi

susssigus.. Microsporidia

Metazoa

............ = Dictyostelidae
My xogastridae

Plantae

andere photosynthetische
Organismen

Abb. 1: Phylogenie der Mycetozoa (représentiert durch Dictyostelidae und Myxogastridae) im Kontext der
Eukaryonten (nach (Baldauf et al., 2000 stark veréndert). Der Berechnung liegen die Gene fur a und (3
Tubulin, Aktin und EF1- a zugrunde. Die Grol3e der Dreiecke spiegelt die Anzahl der zur Konstruktion des
Baumes verwendeten Taxa wieder.
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Wegen des Alters dieser Verzweigung konnte man die Myceiozoa mit einigem
Recht als weitere Hauptlinie neben der photosynthetischen und der zu den Tieren und
Pilzen abzweigenden Linie bezeichnen. In allen drel Zweigen der Evolution wurde die
Mehrzelligkeit unabhangig voneinander entwickelt. Die genetischen Grundlagen fur dieses
Phanomen missen also schon in einem friheren, gemeinsamen Entwicklungsschritt

vorhanden gewesen sein.

1.2.2. Sexueller und vegetativer L ebenszyklus

Damit D. discoideum in den sexuellen Lebenszyklus, bei dem sich zwel zu
Isogameten umgebildete Zellen zu einer Zygote vereinigen und spater meiotische
Reifeteilungen durchmachen, eintritt, musses dunkel und feucht sein (Habata & al., 19917).
Die Rekombinationsrate bei der Meiose ist hoch und vergleichbar mit der von Hefe
(Francis, 1998. Unter ungunstigen Witterungs- und Erndhrungsbedingungen bevorzugt der
Organismus jedoch einen vegetativen Zyklus (Raper, 1941). Der Eintritt in diesen Zyklus
ist alerdings nur moglich, wenn sich geniigend Zellen in ausreichender rdumlicher Néhe
zueinander befinden. Er wird eingeleitet durch das Aussenden von cAMP Rulsen durch eine
bis wenige AmGben. Auf dieses Bildungszentrum zu flief3en alle Amdben, die mit dem
Chemotaktikum in Bertihrung gekommen sind. Die Zellen vereinigen sich schliefdlich zu
einem  Aggregationsplasmodium, wobei  die  Zellwdnde erhalten  bleiben
(Pseudoplasmodium). In diesem Aggregationszustand vermag des vielzellige Plasmodium
wie ein einzelner, mehrzelliger Organismus zu agieren (Maree and Hogeweg, 2001). Das
Agoregat selber macht eine streng geregelte Umformung durch. Zunaachst wird ein frihes
Hugelstadium gebildet (ealy mount). In dieser Phase bewegen sich die Zellen schon
koordiniert, wie a wirbelformig-spiralig verlaufenden Fronten unterschiedlicher
Lichtdichte a1 sehen ist (Gottmann and Weijer, 1986 Rietdorf et al., 1996. Daraufhin
kriecht das Pseudoplasmodium mehrere Stunden umher. Dieses Stadium wird als slug
bezeichnet. Dieses Kriechen kommt durch wellenférmige, koordinierte Zellbewegungen
innerhalb des slug zustande. Nach Bildung des sogenannten tipped mount richtet sich der
Zellhaufen auf, verschlankt sich, und hildet einen Sporentréger aus. Die ndtigen
Ausformungen zu verschiedenen Zelltypen (Ful3, Stander, Sporenkapsel, Sporen) haben
schon vor der sichtbaren Ausdifferenzierung stattgefunden. Durch Untersuchungen an aus

verschiedenen Klonen gemischten Pseudoplasmodien konnte gezeigt werden, dass die
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genetische  Ausstattung in Abhangigkeit von der Zusammensetzung — des
Pseudoplasmodiums Einfluss auf die bevorzugte Bildung verschiedener Zelltypen nimmt
(Queller et al., 2001). Abbildung 2 zeigt die typischen Phasen der vegetativen Entwicklung
von D. discoideum als zusammengeseizte, elektronenmikroskopische Aufnahme. Der
gesamte Zyklus zieht sich Giber mindestens 20 Stunden hin.

Abb. 2: Der vegetative Lebenszyklus von D. discoideum dargestellt as rasterel ektronenmikroskopische
Aufnahme, zusammengesetzt aus Einzelbildern (Bild freundicherweise zur Verfigung gstellt von M. G.
Grimson und R. L. Blanton, Texas Tech University, Lubbock, Tx, USA)

1.2.3. Der M oddllchar akter

Um die vielfdltigen Funktionen einer Eukaryontenzelle und auch das
Zusammenspiel mehrerer differenzierter Zellen im mehrzelligen Organismus molekular
verstehen zu konnen, missen die genetischen Grundlagen dieser Funktionen aufgeklart
werden. In diesem Zusammenhang ist die Erkenntnis wichtig, dass komplexe Funktionen
der Vertebratenzelle in den Grundziigen schon in einfacheren Eukaryonten angelegt sind.
S0 besitzen viele Gene, die in mutierter Form Krankheiten beim Menschen auslésen
konnen, signifikante Homologien zu Genen niederer Eukaryonten wie zB. Saccharomyces
cerevisae, D. discoideum, D. melanogaster und Caenorhabditis elegans. In diesen
Organismen koénnen diese Gene wesentlich einfacher und ausfuhrlicher funktionell
charakterisiert werden als im Menschen (Aboobaker and Blaxter, 200Q Reiter et al., 2003,
Resor et al., 2001; Sturley, 2000. Jedes Gen evolviert im Kontext des gesamten Genoms,
in dem es kodiert ist. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass orthologe Gene in
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verschiedenen Organismen fur unterschiedliche Funktionen ben6tigt werden und
dementsprechend angepasst wurden. Die Schnittmenge dler moglichen Funktionen kann
nur in moglichst vielen verschiedenen Modell systemen untersucht werden.

Als Vertebratenmodelle sind inzwischen mehrere Spezies (Xenopus laevis, Danio
rerio, Fugu rupripes, Mus musculus, Rattus norvegicus, Pan troglodides) anerkannt, deren
Genome entschliisselt wurden, bzw. werden. Da aimindest die ndher verwandten Arten
sehr homologe Gene besitzen und Regionen gleicher Genanordnung konserviert haben,
bietet ein Vergleich der Genome die Moglichkeit fur das Auffinden von Genen sowie aich
regulatorischer Einheiten. Niedere Eukaryonten wiederum eignen sich wegen der
vergleichsweise einfachen Manipulierbarkeit dazu, funktionelle Analysen zu betreiben.

D. discoideum verfigt Uber mehrere Vorzige, die diesen Organismus als Modell
ausweisen. So ist diese Spezies einfach und hillig in Massen zu kultivieren und kann Uber
Jahre in gefrorenem Zustand gelagert werden. Das Genom ist haploid und kann relativ
leicht manipuliert werden, das Methodenrepertoire ist hier ahnlich kreit wie bei S
cerevisae. Da mehrere Selektionsmarker vorhanden sind, ist Transformation moglich.
Homologe Rekombination kann zur Generierung von knock-out Mutanten benutzt werden.
Verénderte Gene konnen vor gleichbleibendem Genomhintergrund getestet werden (knock-
in).

D. discoideum unterscheidet sich jedoch in wichtigen Aspekten wie der
Beweglichkeit und der Entwicklungsfahigkeit zu einem mehrzelligen Organismus von S
cerevisae. Diese Eigenschaften haben ihre genetische Grundlage in Genen z.B. des
Zytoskeletts oder der Signaltransduktion, die in Hefe nicht oder nur rudimenté&r vorhanden
sind. Wegen dieser zusétzlichen Funktionen wird D. discoideum vor allem bei der Analyse
amoboider Zellbewegung, der Zytoskelettorganisation, und der Signaltransduktion bei
Entwicklungsvorgangen eingesetzt (Eichinger et al., 1999 Escalante and Vicente, 2000
Firtel and Meili, 200Q Kay, 2000. Diese Arbeiten waren und sind entscheidend fir ein
bessres allgemeines Verstandnis dieser Funktionen. Neuere Arbeiten, in denen gezegt
wurde, dass D. discoideum eine Wirtszelle fur humanpathogene Bakterien (Legionella
spec) sein kann, haben ein weiteres Forschungsfeld erdffnet (Hagele & al., 2000. Nun
konnen am Modell D. discoideum die Mechanismen der Aufnahme und Erhaltung der
Bakterien in der Zelle untersucht werden. Des Weiteren ist D. discoideum inzwischen ein
etabli ertes Expressionssystem fir Proteine (Linskens et al., 1999 Malnasi-Csizmadia € al.,
2000.
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1.2.4. Das Genom

Wie bei vielen niederen Eukaryonten ist das Genom von D. discoideum in der
vegetativen Phase haploid. Mit 34 MB hat es nur ca 1/3 bis 1/4 der Grof3e der kleinsten
Genome der bis jetzt sequenzierten echten Vielzeller (C. elegans, D. melanogaster,
Arabidopsis thaliana mit rund 100MB bis 120 MB (Adams et al., 200Q The C. elegans
Sequencing Consortium, 1998 The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Das Genom ist
auf sechs Chromosomen verteilt, die avischen vier und acht MB grof3 sind (Loomis and
Kuspa, 1997). Zusétzlich enthélt der Kern das ssgenannte rDNA-Palindrom, das ca 90 kb
grof3ist und die Gene, die fur die rRNA kodieren, enthdlt. Dieses Palindrom besteht aus
einer perfekten inversen repetierten Region von 45 kb, getrennt nur durch asymetrische 42
Basen im Zentrum. Dieses Palindrom ist mit ca 100 Kopien hoch amplifiziert und tragt 20
% zum Gesamt-DNA-Gehalt im Kern bei. Fur die Chromosomen existieren integrierte
physikalische und genetische Karten, die jedoch teilweise inkorrekt sind (Kuspa and
Loomis, 1994 Kuspa and Loomis, 1996 Loomiset al., 1995.

Das Genom weist ein starkes Basenungleichgewicht auf, d.h. die Basen A und T
sind stark Uberreprésentiert. Mit im Durchschnitt Gber 78 % hat D. discoideum einen der
hochsten A+T Gehalte, die bis jetzt festgestellt wurden (Firtel and Bonner, 1972.
Ubertroffen wird diese Zahl nur von Plasmodium falciparum, dem Verursacher einer Form
der Malaria (Bowman et al., 1999; Gardner et al., 1998. Kodierende Regionen haben einen
etwas niedrigeren A+T Gehalt, da hier Limitationen hinsichtlich der Kodonbenutzung
bestehen. Dafir konren in intergenischen Regionen G+C fast vollig fehlen, was zu his zu
98 % A+T Uber langere Strecken (> 1 kb) fuhrt. Der grofe Unterschied in der
Basenzusammensetzung zwischen Genen und intergenischen Regionen hkzw. Intronen
erleichtert die manuelle Generkennung. Jedoch sind vorhandene Klonierungs- und
Sequenzierungssysteme auf einen durchschnittlichen A+T Gehalt optimiert. Das fuhrt daay,
dasses nicht mdglich ist, bakterielle Klonhibliotheken aus A+T reicher DNA herzustellen,
deren Plasmidinserts langer als ca. 5 kb sind und stabil bleiben (Triglia and Kemp, 1991).
Vielmehr sind solche Plasmide in Escherichia coli vielfdltigen Verdnderungen wie
Rearangements und Deletionen unterworfen. Auch die Herstellung von Yeast Artificial
Chromosomes (YACs) ist schwieriger, die ezielbare Lange betrégt nur einen Bruchteil
dessen, was mit DNA ohne Basenungleichgewicht zu erreichen ist.

18



2. Ergebnisse

2.1. Das Dictyostelium Genompr oj ekt - eine inter nationale
Anstrengung

Genomanalyse wird heute als Vorausstzung dafir gesehen, einen Organismus als
experimentelles System weiter nutzen zu kénnen (Kay and Williams, 1999. Aus diesem
Grund bemuhte sich die Dictyostelium Forschungsgemeinde in den USA und Europa um
die Finanzierung eines Genomprojekts. Da die Analyse eines ganzen Genoms ein
vergleichsweise grof3es Projekt ist, sollten mehrere Institute weltweit beteiligt werden. Im
Frihjahr 1998 entschied die DFG, einen Teil der Genomanalyse au finanzieren. Kurz
darauf bewilligten auch das NIH und der MRC Mittel, so dass insgesamt 80 % der
Genomanalyse von D. discoideum finanziert werden konnten. Da gleichzeitig an drei
Stellen (IMB Jena, Abteilung Genomanalyse; Sanger Centre, Hinxton; Bayor College of
Medicine, Huston) an der Genomanalyse geabeitet werden sollte, musden vorab die
grundlegenden V orgehensweisen abgesprochen werden.

Damit vergleichbare Daten von einem einzigen Genom entstehen, musste aundchst
ein Konsens Uber den zu analysierenden Stamm erreicht werden. Im Falle von D.
discoideum standen zwei etablierte Laborstdmme (AX2 und AX4), die von einem seit Uber
50 Jahren verwendeten Stamm abstammiten, zur Debatte. Obwohl beide Stdmme einen
gemeinsamen, bereits lange im Labor kultivierten Vorganger hatten, unterscheiden sie sich
doch physiologisch, und demnach auch genetisch. Da aber unklar war, wie grof3 diese
Unterschiede sind, und auf3erdem fur AX4 eine relativ hoch auflésende genetische und
physikalische Karte existierte (Kuspa and Loomis, 1996, wurde dieser Stamm ausgewahlt.

Da die Herstellung von Cosmiden oder Baderial Artificial Chromosomes (BACS)
wegen des hohen A+T Gehalts nicht moglich ist, musste eine dternative Strategie verfolgt
werden. Die Ideg die YAC-Karte des Genoms von AX4 als Basis fur eine YAC basierte
Sequenzierung zu verwenden, wurde verworfen, da die Isolierung der YAC-DNA im
grofReren Mal3stab aufwendig ist und Zweifel hinsichtlich des Grades der Degradierung und
der Rearangements dieser Klone bestanden. Obwohl heute die Durchfihrbarkeit einer
Gesamtsequenzierung und Assemblierung grékerer Genome oder Chromosomen bewiesen
ist (Myerset al., 200Q Venter et a., 2001 stand sie aim Zeitpunkt der Diskussionen Uber
das Projekt (19961997 noch im Mittelpunkt der Debatte. Deswegen wurde fir dieses
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Projekt eine gemischte Strategie angestrebt, wie sie auch fir die wesentlich kleineren
Chromosomen von P. falciparum angewandt wurde (Bowman et al., 1999 Gardrer et al.,
1998. Diese Strategie besteht aus dem so genannten YAC Skimming, bel dem wenige
Sequenzen bis zu einer Abdeckung von bis zu 2 mal von einem YAC Klon hergestellt
werden, und der chromosomenweisen Produkiion von Sequenzen, die dann zur
Vervollstdndigung der jeweiligen YAC Sequenz dienen. Zunéchst werden kartierte YAC
Klone ausgesucht, die einen so genannten ,minimal tiling peth* bilden. Die mit dem YAC
skim produzierten Sequenzen dienen dazu, die as den chromosomenspezifischen
Klonbibliotheken stammenden Sequenzen zuzuordnen.

Bis auf die fast gleich grof3en Chromosomen 4 und 5 sind alle Chromosomen von
D. discoideum auf einem PFGE Gel auftrennbar (Cox et al., 199(). Die Aufreinigung der
einzelnen Chromosomen wurde von Edward Cox von der Princgon University
vorgenommen. Mit diesem Ausgangsmaterial war es Michad A. Quail vom Sanger Centre
madglich, chromosomenspezifische Banken herzustellen, die allerdings einen hohen Anteil
an Klonen von anderen Chromosomen enthielten (50 %). Da sich spéter die YAC Karten
als nicht genau genug fur die initiale Assemblierung herausdellten (Konfortov et al., 200Q
Williams and Firtel, 2000, musde bei der Assemblierung auf die Unterstiitzung durch
Sequenzen aus den YAC Klonen verzichtet werden. Die assemblierten Contigs konnten
also nur mit Hilfe der Sequenzen aus den chromosomenspezifischen Banken zugeordnet
werden. Um diese Assemblierung Uberprifbar zu machen, begannen wir gleichzeitig, eine
hochauflésende ,Happy Mapping” Karte (Dea and Cook, 1998) zu erstellen.

Im Dictyostelium Genome Sequencing Consortium, das die nachfolgenden Arbeiten
(Sequenzierung, Asemblierung und Annotation) Ubernehmen sollte, organisierten sich
folgende Gruppen: Die Abteilung Genomanalyse des IMB Jena ausammen mit dem Institut
fur Biochemie | der Universitét Koln, das Baylor College of Medicine, das Sanger Centre
und der Medicd Reseach Council (MRC). In regelméafiigen, ca. halbjahrigen Abstanden
traf sich dieses Konsortium zur Abstimmung und Planung weiterer Arbeiten. Da mit
chromosomenspezifischen Klonbibliotheken geabeitet werden sollte, lag es nahe, die
Arbeiten auch Chromosom fir Chromosom zu verteilen (Abb. 3).
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Abb. 3: Die Auftelung der Chromosomen von D. discoideum an die Mitglieder des
Sequenzierungskonsortiums. Fir Chromosom 3 wurde est im Jahr 2003 d Zuschlag an Jena gegeben. Das
EU-Konsortium setzt sich zusammen aus IMB Jena, Universitét Koln, Ingtitute Pasteur, Sanger Centre. Die
verwendeten Chromosomenkarten stammen von:
http://glamdring.ucsd.edu/others/dsmith/GenomicView.cgi.html.

Nicht nur die Sequenzierung sondern auch die nachfolgenden Arbeiten, namlich
Kartierung, Assemblierung und Annotation, sollten diesem Schema folgen. Damit aber
vergleichbare Ergebnisse austande kommen, sollten auch vergleichbare Analysemethoden
in der Annotation angewandt werden. Jahrliche Koordinierungstreffen sollten dies
gewahrleisten.

Weitere Gruppen aul3erhalb des Konsortiums wurden fir unterstiitzende Arbeiten
eingebunden. Die Gruppe von P. Dea am MRC in Cambridge edellt Karten der
Chromosomen, um die Assemblierung tberprifbar zu machen und die Contigs ordnen zu
konnen. Fur das Training eines Programmes zur Definition von Genmodellen in D.
discoideum konnten wir die Gruppe um R. Guigo in Barcelona als Partner gewinnen.

2.2. Sequenzierung

Um einen Uberblick (ber die zu erwartenden Schwierigkeiten bei der
Sequenzierung zu bekommen, habe ich aus isolierten Kernen vegetativer Zellen eine
Klonbibliothek der Gesamt DNA hergestellt. Damit die rDNA-Palindrom Kontamination
maglichst niedrig wére, wurden die Kerne in Agarosebldcke eingegossen. Nach Abbau der
Kernmembran mit Hilfe von Proteinase K wurde die DNA mittels PFGE aufgetrennt. Aus
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der aufgereinigten DNA wurde eine Klonbibliothek hergestellt, aus deren Klonen knapp
50.000 Sequenzen generiert wurden. Da diese Klone nicht vorsortiert waren, sollten sie
statistisch auf das gesamte Genom verteilt sein. Eine finale Analyse nach Fertigstellung des
Genoms bestétigte diese Annahme. Im Laufe der Generierung der Sequenzen wurde die
Sequenzqualitét evaluiert und durch Anpassen der Sequenzredktionsbedingungen an den
hohen A+T Gehalt optimiert. Diese 50.000 Sequenzen waren auch die este Ressource die
einen ersten Uberblick (iber allgemeine Eigenschaften des Genoms ermdglichten (siehe
2.3.). Des Weiteren flossen sie natirlich als Ressource in die Assemblierung mit ein. Von
weiteren Bibliotheken wurde dann der Hauptanteil der Ubrigen Sequenzen generiert
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Die Antele der verschiedenen Klonbibliotheken an  der
Gesamtsequenzproduktion in Jena (Stand nach Beendigung des gesamten Projekts). Die
Anzahl der Basen wurde nach Kiurzung der Sequenzen auf Bereiche mit hoher Qualitét
bestimmt. Die a@ngeklammerten Kirzel geben die bibliotheksgezifische Benennung der

einzelnen Sequenzen wieder.

Bibliothek Sequenzen Basen
Gesamt DNA (JAX*) 49044 18378672
Chromosom 1 (JC1*) 135882 52131018
Chromosom 2 (JC2*) 161260 45126849
Chromosom 3 (JC3*) 101642 38993459
Gesamt 447828 154629998
YA C shotgun 4964 1105794

Insgesamt wurde so eine rechnerische Abdedkung des gesamten Genoms von 4,55
mal erreicht. Dies entspricht in etwa der Héalfte der erforderlichen Anzahl an Sequenzen, die
fir die Assemblierung des gesamten Genoms nétig sind.

Im Rahmen des EU Konsortiums (Abb. 3) wurden zusétzlich funf YAC Klone, die
vom Sanger Centre ausgewahlt worden waren, mit niedriger Abdeckung sequenziert (YAC
shotgun, Tabelle 1). Diese sollten jeweils eine bestimmte Region von Chromosom 6
abdecken, dies traf jedoch rur fur einen Klon zu (DY3850. Die ubrigen YAC Klone
wurden spater auf anderen Chromosomen lokalisiert (Konfortov et al., 2000. Somit war
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auch klar, dass die vorhandenen YAC-Karten der Chromosomen nur eingeschrankt als
Rickgrat fur die Assemblierung verwendet werden konrten.

Im internationalen Konsortium wurden weitere Sequenzen produziert, die aus fir
die Chromosomen 4, 5 und 6 spezifischen Klonhibliotheken stammten. Die Rohdaten aller
Sequenzen wurden zwischen den drei Sequenzierungszentren ausgetauscht, um jedem
Partner Zugriff auf alle Daten zu ermoglichen und die Assemblierung zu vereinfachen.
Gegen Ende der Sequenzierphase im Jahre 2003 standen so insgesamt knapp eine Million
Sequenzen vom gesamten Genom zur Verfigung.

2.3. Globalanalyse

Etwas weniger als 50.000 Sequenzen wurden aus einer Klonbibliothek des
Gesamtgenoms hergestellt, um allgemeine Eigenschaften des Genoms untersuchen zu
konnen. Weitere Sequenzen aus der Chromosom 2 spezifischen Klonhbibliothek wurden
unter Einbezehung eines Korrekturfaktors zum Ausgleich der gewichteten Verteilung der
Einzelsequenzen zu dieser Analyse herangezogen. Diese Ressource diente sowohl daay,
Basenzusammensetzung und Basenungleichgewichte au untersuchen, als auch einen ersten
Katalog der Gene und Komplexen Repetitiven Elemente (KRE) von D. discoideum zu
erstellen. Es zeigte sich, dass mit einer relativ niedrigen Abdedkung aussagekréftige
Schlusgolgerungen Uber das Gesamtgenom getroffen werden konnten, die sich spéter auch
am voll stédndigen Genom bestétigen lief3en.

2.3.1. Basenungleichgewichte und K odonnutzung

Die Analyse der ersten 3000 Sequenzen ergab einen A+T Gehalt von 74 £ 7 %. Der
Mittelwert lag damit deutlich unter dem fir das Genom berichteten von etwa 78 %. Die
Schwankungsbreite des A+T Gehalts bel dieser Berechnung indizierte éer auch, dassdie
Analyse ganzer Contigs besseren Aufschluss Uber die Basenzusammensetzung des Genoms
geben wirde. Die observierte Differenz bei Betradtung einzelner Sequenzen ist der
ungleichen Klonier- und Sequenzierbarkeit von unterschiedlich A+T reichen Sequenzen

geschuldet. Erst die Analyse von assemblierten Contigs gréf3er 3 kb ergab einen Wert von

23



77.8 %. Wie der Vergleich mit dem fertiggestellten Genom dann ergab, entsprach dieser
Wert genau dem Gesamt A+T Gehalt. Obwohl die Zahl der Liicken, und damit die Léange
der unbekannten Sequenz unbekannt war, konnten also anhand von Contigs ausreichender
Lange Aussagen fur das gesamte Genom getroffen werden.

Um Uber die Basenanteile des Genoms hinaus Aussagen treffen zu kdnnen, muss
die Analyse von Sequenzmotiven mit einbezogen werden. Tupel ist ein Begriff aus der
Mathematik. Er bezeichnet eine geordnete Zusammenstellung von Objekten, bei der im
Gegensatz zu Mengen eine Relhenfolge festgelegt ist. Dieser Begriff kann also
hervorragend zur Beschreibung von Sequenzabschnitten herangezogen werden. Eine
Analyse der Sequenztupel ergab, dass wenig Uberraschend, Tupel mit hohen A+T Anteilen
Uberwiegen. Tabelle 2 zeigt die dreil3ig 6er Tupel mit den grof¥en Haufigkeiten.
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Tabelle 2: Vertellung von 6er Tupeln im Genom von D. discoideum. Die Berechnung

erfolgte auf Basis von Uber 350000 Einzelsequenzen, deren Bereiche niederer Qualitét

entfernt wurden.

Tupel Anzahl Haufigkeit
TTTTTT 393234 10.33%
AATAAT 113478 2.98%
TAATAA 102712 2.70%
ATAATA 96338 2.53%
AAATAA 87717 2.31%
AATAAA 85262 2.24%
ATTTTT 84637 2.22%
TTTTTA 84135 2.21%
TATTTT 73189 1.92%
ATAAAA 69984 1.84%
TTTTAA 62953 1.65%
AAAATT 56560 1.49%
AATTAA 50923 1.34%
TTTAAT 50772 1.33%
TAATTT 48908 1.29%
TAAAAT 46221 1.21%
ATAAAT 43576 1.15%
ATTTAA 43537 1.14%
TATTTA 40863 1.07%
TAAATT 40038 1.05%
ATAATT 38429 1.01%
TATTAA 35018 0.92%
AAATAT 34925 0.92%
ATATTT 34925 0.92%
TTGTTG 32385 0.85%
TTTAAA 30946 0.81%
TAATAT 28719 0.75%
TTTATA 28204 0.74%
TGTTGT 26792 0.70%
AAAGAA 26558 0.70%

In Abhangigkeit von der Gesamtbasenzusammensetzung des Genoms l&ge die zu

erwartende Haufigkeit eines reinen AT-Tupels bei ca 0,7 % wahrend ein Tupel aus 4 A/T
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und 2 G/C nur mit einer zu erwartenden Haufigkeit von 0,05 % auftritt. Bemerkenswert ist
deshalb, dass ein Tupel (TTGTTG) mit einer stark erhthten Haufigkeit auftritt. UUG
kodiert fur Leucin (L), ein weliteres fur Leucin kodierendes Kodon (UUA) tritt mit 2.7 %
ebenfalls gark gehauft auf. Eine Analyse der Genmodelle und der Kodierungstabelle fir D.
discoideum im Verhéltnis zu anderen Eukaryontentabellen zeigt jedoch, dass der Anteil an
Leucinen in den Proteinen kaum erhéht ist. Eine genauere Analyse der Kodonnutzung aller
Genmodelle von Chromosom 2 und weiterer, durch vorhandene mRNASs gesicherter Gene
(Tabelle 3A) zeigte, dass vor allem Asparagin (N), Glutamin (Q) und Isoleucin (I)
statistisch signifikant eine Sonderrolle in Proteinen spielen. Einige der zugehorigen Triplet-
Kodonen (AAU, AAC (N); CAA (Q), AUU, AUA (1)) treten auch haufiger als bei einer
Zufallsverteilung zu erwarten wére auf. Die genauen Daten zu dieser Analyse kdnnen im
Supplement von (Eichinger et al., 2005 nadgelesen werden.

Tabelle 3 (néchste Seite): Kodonnutzung von D. discoideum (A) und P. falciparum (B).
Die Genmodelle von D. discoideum wurden mit Hilfe von GenelD erstellt (siehe 2.6.2.), P.
falciparum Daten wurden von http://www.kazusa.org.jp/codon entnommen. Die einzelnen
Zellen enthalten: Kodon, Anteil des Kodons pro 1000 Kodonen, Gesamtzahl der Kodonen

in der untersuchten Menge. Unterhalb der Teiltabellen ist der G+C Anteil in den jeweiligen
Kodonpositionen angegeben.
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UUU 31.0 (60604)

UCU 15.8 (30809)

UAU 28.9 (56399)

UGU 12.9 (25282)

UUC 14.4 (28118)

UCC 4.2 (8109)

UAC 5.3 (10387)

UGC 1.5 (2910)

UUA 55.0(107369)

UCA 50.4 (98474)

UAA 1.5 (3013)

UGA 0.1 (161)

UUG 11.5 (22523)

UCG 2.4 (4712)

UAG 0.1 (174)

UGG 7.6 (14851)

CUU 9.8 (19182)

CCU 5.8 (11338)

CAU 15.4 (30006)

CGU 7.6 (14788)

CUC 3.8 (7496)

CCC 1.0 (2027)

CAC 2.5 (4807)

CGC 0.1 (142)

CUA 4.7 (9129)

CCA 34.1 (66541)

CAA 49.6 (96820)

CGA 0.5 (945)

CUG 0.3 (576)

CCG 0.5 (984)

CAG 1.7 (3415)

CGG 0.1 (110)

AUU 50.4 (98463)

ACU 21.8 (42566)

AAU 94.5(184652)

AGU 22.5 (44043)

AUC 11.7 (22893)

ACC 8.5 (16521)

AAC 10.8 (21088)

AGC 2.4 (4757)

AUA 18.8 (36701)

ACA 29.3 (57288)

AAA 60.6(118474)

AGA 19.8 (38719)

AUG 16.6 (32476)

ACG 1.0 (1948)

AAG 12.0 (23377)

AGG 1.3 (2484)

GUU 25.7 (50176)

GCU 12.0 (23356)

GAU 47.0 (91803)

GGU 36.9 (72094)

GUC 3.9 (7659)

GCC 4.2 (8294)

GAC 4.3 (8401)

GGC 2.2 (4285)

GUA 13.7 (26675)

GCA 17.9 (34889)

GAA 48.3 (94436)

GGA 8.8 (17116)

GUG 2.3 (4583)

GCG 0.6 (1175)

GAG 9.3 (18165)

GGG 0.9 (1696)

Kodierend GC 28.63% 1. Position GC 37.53% 2. Position GC 33.45% 3. Position GC 14.90%

UUU 31.2 (20097)

UCU 17.0 (10951)

UAU 38.6 (24890)

UGU 16.4 (10575)

UUC 7.3 (4704)

UCC 6.0 (3879)

UAC 4.6 (2942)

UGC 2.4 (1516)

UUA 49.9 (32202)

UCA 19.7 (12720)

UAA 1.2 (785)

UGA 0.2 (104)

UUG 9.9 (6364)

UCG 2.4 (1551)

UAG 0.3 (184)

UGG 5.3 (3414)

CUU 8.8 (5659)

CCU 10.5 (6784)

CAU 17.5 (11291)

CGU 3.4 (2179)

CUC 1.5(983)

CCC 3.0 (1930)

CAC 3.8 (2420)

CGC 0.3 (200)

CUA 5.3 (3422)

CCA 18.4 (11887)

CAA 25.8 (16640)

CGA 1.9 (1248)

CUG 1.0 (672)

CCG 0.9 (565)

CAG 3.1 (2020)

CGG 0.2 (106)

AUU 32.2 (20776)

ACU 14.2 (9169)

AAU 97.8 (63109)

AGU 22.0 (14219)

AUC 5.6 (3590)

ACC 5.4 (3500)

AAC 19.3 (12438)

AGC 3.7 (2379)

AUA 40.8 (26317)

ACA 21.8 (14085)

AAA 84.8 (54695)

AGA 16.9 (10923)

AUG 18.6 (11985)

ACG 3.4 (2191)

AAG 17.8 (11496)

AGG 3.3 (2111)

GUU 20.7 (13351)

GCU 14.8 (9572)

GAU 54.8 (35359)

GGU 17.9 (11514)

GUC 2.7 (1714)

GCC 4.1 (2650)

GAC 8.7 (5630)

GGC 1.9 (1233)

GUA 19.3 (12459)

GCA 17.5 (11268)

GAA 74.1 (47824)

GGA 20.1 (12947)

GUG 3.7 (2394)

GCG 1.3 (852)

GAG 9.9 (6408)

GGG 3.0 (1944)

Kodierend GC 27.46% 1. Position GC 38.00% 2. Position GC 27.93% 3. Position GC 16.43%
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Die 3. Position ist stark hinsichtlich der Nutzung von A oder U selektioniert. Unter
Ausnutzung der Wobble-Md&glichkeiten wird damit der A+T Antell innerhalb der
kodierenden Genomanteile ehoht. Aufféllig ist, dass P. falciparum mit etwas hoherem
A+T Antell im Genom (Tabelle 3B) im Vergleich wesentlich stérker A+T Basen an
Position 2 nutzt als D. dicoideum.

Besonders haufig werden AAU und AAC Triplets in Proteinsequenz Ubersetzt. Das
fahrt zu einem stark erhdhten Anteil an N Homopolymeren, die aich im Vergleich zu
anderen Organismen, selbst mit &dhnlichem A+T Gehalt wie P. falciparum, ene
betradtliche Lange eareichen (Abb. 4).

Homopolymerregionen, z.B. Serin. Hier werden aber alle 6 mdglichen Kodonen verwendet,

Auch andere Aminosauren formen
wéahrend im Falle der Homopolymere, die fir Asparagin kew. Glutamin kodieren, meistens
nur ein einziges Kodon auftritt. Dies legt nahe, dassdiese Regionen durch Amplifizierung
des jeweiligen Kodons entstanden sind und noch wenig Moglichkeiten der Akkumulation
von Mutationen bestand. Das Basenungleichgewicht hin zu einem erhdhten A+T Gehalt des
gesamten Genoms iegelt sich also bei den kodierenden Regionen nicht nur in einer
veranderten Kodon-Nutzung (die dritte Position enthalt vorzugsweise A oder T), sondern
auch in der spezifischen Nutzung bestimmter Aminoséuren als wahrscheinlich nicht-
funktionale Sequenzabschnitte in den Proteinen wieder.
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Abbildung 4: Asparagin Homopolymerregionen in verschiedenen Eukaryonten. Gezeigt ist die Lange der

Homopolymerregionen im Verhdtnis zur Anzahl der Aminosauren, die sich in solchen Sequenzabschnitten

befinden.
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Bel der Analyse von P. falciparum Proteinen wurde festgestellt, dass diese
vermehrt Homopolymerstiicke aus gleichen Aminosauren enthalten. Diese Abschnitte
tragen zur Funktionalitdt des Proteins nichts bei. Vielmehr scheinen sie beim nativen
Protein als Schleifen aus dem Protein heraus zu héngen und die Faltung zur Sekundér- und
Tertiarstruktur nicht zu beeinflussen (Verra and Hughes, 1999. Mdoglicherweise ist die
Einfigung von vielen gleichformigen A+T reichen Kodonen in Gene ein Weg, den
Gesamtanteil von A+T am Genom zu erhdhen, ohne die Gendichte a1 stark herabzusetzen.
Eine Erkl&rungsmdglichkeit daftir, warum eine hohe Gendichte anzustreben wéare, wére
z.B., weniger Raum fur transposable Elemente aum Inserieren zu bieten. Generell ist jedoch
nicht geklart, welche Determinanten Genomgrofen, und damit das genannte C-Value
Paradoxon, bestimmen.

Intergenische Regionen zeichnen sich bei D. discoideum durch einen sehr hohen
A+T Antell von bis Uber 90 % aus. Wie wir in einem Vergleich mit P. falciparum
nachgewiesen haben (Szafranski et al., 2005, konnen offensichtlich diese Regionen nicht
noch hohere A+T Anteile &quirieren. Damit wirde mit der Einfilhrung von sogenannten
-homopolymer runs‘ eine Steigerung des bereits hohen A+T Gehalts erreicht, ohne
intergenische Regionen ausweiten oder im A+T Anteil erhdhen zu mussen. Wir sehen also
bei zwei Organismen mit dhnlich hohem Antell an A+T im Genom etwas divergierende
Stratgien, dieses Basenungleichbewicht zu erreichen.

2.3.2. Komplexe Repetitive Elemente

Repetitive DNA kommt in allen Organismen vor. Sie kann unterteilt werden in
einfache Sequenzwiederholungen (simple repeds), die aich die haufigen Tupel enthalten
konren (2.3.1.) und Komplexe Repetitive Elemente (KREs), die as mehreren
verschiedenen Einheiten aufgebaut sind, die teilweise kodierendes Potential besitzen. In der
Regel haben KREs das Potential zu springen und sich zu vermehren, sind also
Transposonen. Diese Eigenschaft macht sie a1 einer die Evolution vorantreibenden Kraft,
da jedes Sprungereignis eine Mutation darstellt, die potentiell schadlich oder nitzlich ist.
Man kann je nach Intermediarform wahrend der Transposition zwischen RNA- und DNA-
Transposonen unterscheiden. RNA Transposonen kénnen an den Enden noch einen ,L ong

Terminal Repeda“ (LTR) besitzen und werden demnach jeweils als LTR oder non-LTR
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Tranposonen klassifiziert. Die kodierten Proteine (in der Regel 2) weisen Uber alle
Organismengruppen hinweg dhnliche Doméanen auf. Die Gruppe der DNA Tranposonen ist
wesentlich heterogener, ihr Kodierungspotential muss keine Ahnlichkeit zu anderen DNA
Transposonen zeigen. Dementspredhend sind sie Giber Ahnlichkeiten zu Transposonen aus
anderen Organismen kaum zu identifizieren. Dartiber hinaus gibt es noch kleinere Elemente
wie zB. MITEs oder ,foldbadk elements’ (Rebatchouk and Narita, 1997 Surzycki and
Belknap, 1999, die meist kein Kodierungspotential besitzen. Man vermutet, dasssie Uber
Mechanismen, die nur zelluldre Komponenten bendtigen oder mit Hilfe von Proteinen aus
anderen Transposonen dennoch springen und sich vermehren kénnen (Izsvak et a., 1999.

Wahrend simple repeats in jedem Organismus einfach zu erkennen sind, muss der
Gehalt an KRE durch eingehende Analyse gekléart werden. Zwar kann es auch zwischen
KREs verschiedener Organismen Gemeinsamkeiten geben, diese kdnnen aber meist nur auf
der Ebene der kodierten Proteine gefunden werden. Dies gilt zumal, wenn die
Basenzusammensetzung des Organismus extrem ungleich gewichtet ist wie bel D.
discoideum. Etliche KREs, auch ungewohnlicher Natur wie zB. DIRS-1, waren schon vor
Beginn des Genomprojekts bekannt (Cappello et a., 1985; Leng et al., 1998 Marschalek et
a., 1990. Weitere Elemente aus den selben Elementfamilien konnten wir mit Hilfe relativ
weniger weiterer genomischer Sequenzen durch Ahnlichkeitsanalysen finden (Szafranski et
al., 1999.

Da repetitive Elemente ein Hindernis fir die Assmblierung darstellen kdnnen,
sollten vor der Zusammensetzung aller Sequenzen zum Genom diese Elemente definiert
sein. Eine Datenbank aller Elemente kann dann zur Maskierung entsprechender Sequenzen
verwendet werden, damit sie im Assemblierungsprozess zunadst ausgeschlossen werden
koénren. Mit Erreichung einer Genomabdedkung von ca 0.5 mal war gewahrleistet, dass
aus den akkumulierten Sequenzdaten die Konsensussequenzen auch seltenerer Elemente
abgeleitet werden konnten. Auch hier wurden neue KREs zunéchst tber eine Analyse der
Ahnlichkeit zu schon vorhandenen Elementen definiert.

Zusétzlich wurden Sequenzen untersucht, die gehéuft im Datensatz auftraten. Nach
Ausghluss von Genfamilien aufgrund von Ahnlichkeiten zu vorhandenen Genen in den
Offentlich zugénglichen Datenbanken wurden die Ubrigen gehduft auftretenden
Sequenzabschnitte ndher untersucht. Weitere Sequenzen konnten so noch unbekannten
Genfamilien zugewiesen werden, da nur Homologien in offensichtlich kodierenden
Abschnitten gefunden wurden. Die genaue Struktur aler Sequenzabschnitte, die auch
Haufungen in nicht kodierenden Bereichen aufwiesen, wurde dann bestimmt. In Féllen, in
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denen das Element nur selten im Datensatz vorhanden war, wurde zsétzliche
Sequenzinformation duch ,Primer walking“ auf vorhandenen bakteriellen Klonen
gewonnren. Auf diese Weise konnten alle Elemente, die haufiger als 5 mal im Genom
vorkommen, bestimmt werden. Die detaillierte Analyse des Gesamt- KRE Gehalts von D.
discoideum kann in (Glockner et al., 2001) nachgelesen werden. Insgesamt wurden neue
Elemente sowohl der RNA Transposonen als auch der DNA Transposonen gefunden.
Zusétzlich konnte ein kleineres repetitives Element (thug) beschrieben werden. Sicherlich
handelt es sich bel diesem Element um ein Analogon zu kleineren Elementen in anderen
Organismen. Solche Elemente sind sehr unterschiedlich in verschiedenen Organismen,
weswegen deren Eingruppierung unklar bleibt. Die Analyse egab des Weiteren, dass der
Gesamtgehalt an KREs im D. discoideum Genom um 9,7 % liegt. Im Vergleich zu den
sequenzierten Spezies aus dem Bereich der niederen Eukaryonten (S. cerevisae: 1 %; C.
elegans. 6 %) ist dies ein sehr hoher Wert. Er erreicht sogar den Anteil an der Gesamt-
DNA, der im Genom von A. thaliana festgestellt wurde (10 %) (The Arabidopsis
Sequencing Initiative, 2000.

Fur die Abschdtzung der moglichen Schwierigkeiten bei einer Assemblierung sind
die Polymorphismen sowie der Antell an individuell unvollstdndigen, trunkierten,
Elementen innerhalb einer Elementfamilie entscheidend. Sehr heterogene Elementfamilien
sowie kurze Elemente stellen in der Regel keine Schwierigkeit im Assemblierungsprozess
dar, da die Sequenzen den Elementen aufgrund der Polymorphismen bzw. der eindeutigen
Randsequenzen  zweifelsfrei  zugeordnet werden konnen. Die verschiedenen
Elementfamilien im D. discoideum Genom weisen eine weite Streuung im Anteil an
Polymorphismen auf. Vor allem die am haufigsten vertretenen Familien DIRS-1, TRE3-A
und TRE5-A weisen niedrige Polymorphismenraten und niedrige Fragmentierungsindizes,
d.h. wenige trunkierte Elemente auf (Glockner et al., 200]). Da diese Elemente mit je tber
5 kb auch langer sind als die langsten verfligbaren Inserts (bis 4,5 kb) einer sequenzierbaren
Klonhibliothek, erscheint es ausgchtslos, die einzelnen Mitglieder dieser Elementfamilien
erfolgreich zusammenzusetzen.

Die Analyse der Trunkierungsdellen ergab aul3erdem, dass shr viele Elemente an
Orten inseriert sind, die schon von anderen Elementen besetzt waren. Oft handelt es sich
dabei um Elemente der gleichen Art. Méglicherweise kommen solche aus gleichen oder
ahnlichen Transposonen zusammengesetzten Loci durch das gleichzeitige Springen und
Vermehren dieser Transposonen zustande. Die Haufung von Elementen gleicher Art gilt
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nicht fir die TRE Elementfamilien, die je nach Insertionspréferenz nur vor oder hinter
tRNA- Genen inserieren (Abb. 5).

TRE3 =

A

44— TRES

TRE3 < TRE5

C

Abb. 5: Schematische Darstellung der méglichen Insertionen von TRE-Elementen vor oder hinter tRNA
Genen. Die Pfeil e reprasentieren die tRNA und deren Ableserichtung. Im Fall C kann die Lage der tRNA nur
vermutet werden, die Region kann nicht assembli ert werden.

Bei diesen Familien kann es zu Tandemanordnungen auf beiden Seiten einer tRNA
kommen (Abb. 5 C). Es besteht auch die Moglichkeit, dass ein einziges tRNA Gen
mehrmals fur eine Insertion duch TRE Elemente benutzt wird. Das wirde sich darin
auldern, dass man in der Shotgundatenbank Sequenzstiicke findet, die Bereiche von zwei
aneinander stofRenden TRE Elementen enthalten. In der Tat lassen sich solche
Sequenzbereiche assemblieren, diese mehrmalige Insertion scheint aber nur in etwa 5 %
aller TRE Loci der Fall zu sein. Dagegen sind einige tRNA Gene nicht mit TRE Elementen
asoziiert. Ofter findet man jedoch Mitglieder anderer Elementfamilien, die in TRE-
Elemente integriert sind.

Die Analyse der KREs wurde dann dazu benutzt, eine Datenbank aller repetitiven
Elemente a1 bilden. Diese wurde eingesetzt, um ale produzierten Sequenzen auf repetitive
Anteille a1 testen und gegebenenfalls zu markieren. Die Markierung half dann, diese

Sequenzanteile aus der Assemblierung auszuschlief3en.

32



Die Untersuchung der Vertellungsmuster der einzelnen KRES innerhalb der
Chromsomen ergab, dass es eindeutig préferierte Regionen fir die @nzelnen Elemente gibt.
So sind DIRS Elemente nur in einem riesigen Cluster jeweils an einem Chromosomenende
anzutreffen, der Rest jeden Chromosoms, bis auf eine Ausnahme, ist frei davon. Nur auf
Chromosom 2 findet sich mitten im Chromosom ein zweites Cluster. Da diese Region allen
Chromosomen gemeinsam ist, konrnte sie dem Centromer entsprechen. Ein
Erklarungsversuch fir das zweite Cluster auf Chromosom 2 wird in 2.6.1 gegeben. TRE
Elemente sind nur in der Nahe von tRNA Genen anzutreffen, da sie diese als ,Landeplatz®
nutzen. Obwonhl die weiteren Elemente nicht einer solchen Einschrankung unterliegen, sind

sie doch bevorzugt in den Centromer-DIRS-Clustern anzutreffen.

2.3.3. Genkatalog

Ein Genkatalog stellt die Gesamtheit aller Gene eines Organismus dar. Wenn eine
Genomsequenz  vollstandig  aufgeklart  ist, kann  unter  Nutzung  von
Genvorhersageprogrammen ein solcher Genkatalog aufgebaut werden. Dennoch unterliegt
ein solcher Katalog sténdigen Verénderungen, da sich einerseits die Genvorhersagen durch
die Verbesserung von Programmen andern, andererseits die manuelle Annotation und damit
verbundene weitere Experimente zau einzelnen Genen die Beschreibung von Genen und
Genprodukten verbessert. Partielle Genkataloge konnen durch die Herstellung gentigender
Mengen von ESTs (Expressed Sequence Tags) oder genomischer Einzelsequenzen erstellt
werden. Der partielle Charakter dieser Kataloge beruht auf unterschiedlichen Limitationen.
Mit Hilfe von ESTs konnen rur exprimierte Gene detektiert werden, die Vollstandigkeit
eines lchen Katalogs hangt von der Qualitét und der Vielfaltigkeit der verwendeten
cDNA Bibliotheken ab. Dennoch wird sich ein solcher Katalog nur der Vollsténdigkeit
nahern kdnnen, da niemals alle moglichen Situationen, fur die eine Zelle geriistet sein
muss, simuliert werden kénnen. Ein aus Einzelsequenzen entwickelter Genkatalog kann rur
Informationen Uber Gene liefern, die orthologe oder paraloge Gene in anderen Organismen
besitzen oder gut konservierte funktionelle Doméanen enthalten. Gene, die fur den
jeweiligen Organismus oder fur die Gattung spezfisch sind, bleiben unentdedkt. Dartber
hinaus ist die Kalkulation der Trefferwahrscheinlichkeit fur ein bestimmtes Gen von
Bedeutung. Sie gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Gen im Datenpool enthalten

ist. Die dafuir verwendete Formel folgt einer Binomialverteilung und lautet:
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wobel N die Gesamtzahl aller Sequenzen, h die Anzahl der Kopien ist. Es wird summiert
Uber die Anzahlen 1 bis unendlich. p ist die Trefferwahrscheinlichkeit fur die Ziehung einer
bestimmten Sequenz, q die Wahrscheinlichkeit, bei einmaligen Ziehen das gesuchte Gen
nicht zu erhalten.

Mit Hilfe dieser Formel wurde die Wahrscheinlichkeit, ein bestimmtes Gen (oder
einen bestimmten Genabschnitt) in knapp 87.000 Sequenzen einer Gesamtgenom-
Klonhibliothek zu finden, mit ca 90 % bestimmt. Selbstverstandlich wird dabel von einer
Gleichverteilung der Sequenzen des Datenpools Uber das gesamte Genom ausgegangen,
d.h. es besteht keine Limitierung bel der Klonierbarkeit bestimmter Sequenzen. Das
Ungleichgewicht hin zu einer hoheren Abdeckung von Chromosom 2 bedingt durch
Sequenzen aus der Chromosom 2 gpezifischen Bibliothek wurde entspredhend
herausgerechnet. Alle Sequenzen wurden gegen die Swissprot Datenbank annotierter
Proteine abgeglichen. Dabel wurden 4123 singulare Treffer mit einem
Wahrscheinlichkeitswert kleiner als p=10"° registriert. Wenn man davon ausgeht, dassD.
discoideum wie alle anderen bis jetzt analysierten Organismen 40 - 50 %
organismenspezifische Gene enthdlt, kann die Gesamtzahl aller D. discoideum Gene
anhand dieser Zahlen auf 9000 bis 12000 g@schétzt werden. D. discoideum enthalt somit
deutlich mehr Gene als der einzellige Eukaryont S. cerevisiae mit ca 6000 Genen, liegt
jedoch unterhalb der Zahlen echter Vielzeller wie D. melanogaster mit etwas tber 13.000
und C. elegans mit 19.000 Genen (Adams et al., 2000 The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998. Die Anzahl der Gene in einem Genom spiegelt somit in gewisser Weise
die Komplexitét eines Organismus wieder. Eingeschrankt wird diese Schlusgolgerung
alerdings durch die Tatsade, dass verschiedene Spezies verschiedene Gen- und
Genomanteile amplifiziert haben. Solche Duplikationen, zumal wenn sie sich erst kirzlich
in der Evolution ereignet haben, kdnnen mit Hilfe der angewandten M ethode nicht entdeckt
werden. Falls das Genom von D. discoideum grof3ere oder mehr Duplikationen aufwiese ds
das anderer Organismen, misge man von einer niedrigeren durchschnittlichen Genzahl am
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Ubergang zur Vielzelligkeit ausgehen. Jedoch kann die e@wartete Kopienzahl eines
bestimmten Genes aus der Anzahl der getroffenen Sequenzen errechnet werden. Sie egibt

sich aus;

Trefferanzahl x durchschnittliche Leselénge einer Sequenz
KopienzZahl = ----mmmm e e e oo e e
Genlénge x Genomabdedkung

Sowohl die Kopienzahlen bekannter Zytoskelettgene (Tabelle 4) als auch der
Komplexen Repetitiven Elemente konnten mit hinreichender Genauigkeit aus der Anzahl
an Sequenzen, die ahnliche Motive enthalten, bestimmt werden (Glockner et a., 2007). Je
grof3er die a1 erwartende Anzahl an Genen ist, desto groRer wird allerdings auch der
Unsicherheitsfaktor, zufallige und gerichtete Haufungen (aufgrund der Klonierbarkeit
spezifischer Sequenzen) haben einen grof3en Einfluss Eine spétere Asemblierung und
Vervollstdndigung aller Aktin-Gene egab z.B. eine Anzahl von 27 Stiick. Die berechneten
Werte fir die Kopienzahl dieser Genfamilie liegen weit hoher. Dieses Beispiel zeigt, dass
die Berechnung nur eine Aussage Uber den ungeféhren Bereich der zu erwartenden Kopien

im Genom erlaubt.
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Tabelle 4. Berechnete Haufigkeiten von ausgewdhlten Zytoskelettgenen im Genom.
Grundlage der Analyse waren 87.000 Sequenzen. Die Accession Nummer gibt den
GenBank Eintrag an, der fur die BLAST Analyse verwendet wurde.

berechnete
Accesson Nummer | LéngedesProteins | Trefferzahl Gen Kopienzahl
(gerundet)
A25084 376 72 Actin 44
A23562 137 4 Cofilin 7
A23750 185 5 Comitin 6
A25084 118 2 Histactophilin | 4
A26655 124 2 Profilin 11 4
A28517 610 8 Fimbrin 3
A31642 1111 12 Myosin heavy chain 1B 2
A33284 959 10 Protovillin 2
A34400 117 1 Histactophilin 11 2
A37098 1738 14 Interaptin 2
A38682 126 1 Profilin|| 2
A43358 1113 8 Myosin heavy chain ID 2
47106 418 3 Actin related protein )
(ARP3)
A48120 857 6 ABP120gelation factor
A54818 143 1 Porticulin
A57036 441 3 Cortexillin 1l
AGL1042 456 3 EF1 Alpha50 KD Actin- 5
binding protein
ACTZ_HUMAN, 2116 13 Myosin heavy chain 1
B61042 2491 14 Talin 1
DDP17 994 5 Myosin heavy chain 1A 1
EF1A_DICDI, 444 2 Cortexillin|| 1
FADO1 445 2 Coronin 1

Des Weiteren wurde mit Hilfe der akkumulierten Sequenzen getestet, ob wir ale
Rho-&hnlichen Proteine in D. discoideum finden konnten. Bel dieser Analyse wurde
zusétzlich zu den bereits bekannten ein weiteres Gen und ein Pseudogen entdedkt. Die
Struktur aler dieser Gene wurde nach weiteren gezielten Sequenzierungen der
entsprechenden Klone aufgeklart (Rivero et al., 2001). Des Weiteren haben wir Kinesine
und ABC-Transporter untersucht (Anjard et al., 2002 Kollmar and Gléckner, 2003. Diese
Analyse zigte, dass die Datenbasis, die mit der gesamtgenomischen Bibliothek geschaffen
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wurde, ausreichend war, um gezelt Genfamilien beschreiben zu kdnnen. Da fir derartige
Analysen rur ungefahr 2700 Sequenzern/IMB nétig sind, kdnnte eine hinreichend genaue
Beschreibung des Genoms anderer Organismen auf dieser Basis durchgefiihrt werden.

2.4. Assemblierungsstrategien

Das generelle Problem bei der Assemblierung eines Chromosoms ist die richtige
Zuordnung der Sequenzen. Da die chromosomenspezifischen Klonbanken won D.
discoideum nur zu 50 % ,richtige” Sequenzen enthielten, war es nétig, nicht zum
Chromosom gehtrende Sequenzen und Contigs aus der Assemblierung und/oder der
spateren Beabeitung auszuschlief3en. Bisherige Methoden zur Assemblierung von
Chromosomen oder auch ganzen Genomen bezogen Informationen von YAC- oder BAC-
Klonen (Camargo et al., 1997 Tanaka & al., 1995; Thompson et a., 1999 mit ein. Dies
ermdglichte eine chromosomen- oder genomweite Sequenzproduktion gepaart mit einer
lokalen Assemblierung von Sequenzen, die durch die Klone @nander zugeordnet waren. Im
Fall von D. melanogaster und Homo sapiens wurden die Klonressourcen zur lokalen
Uberpriifung der globalen Assmblierung hinzugezogen (Myers et al., 2000; Venter et al.,
2001). Beide Maoglichkeiten entfielen fur das hier diskutierte Projekt, da keine
Klonhibliotheken mit grof3en Insertlangen hergestellt werden konnten und die vorhandene
YAC Karte au viele Fehler aufwies. Die einzigen Anhaltspunkte fir die ab initio
Zuordnung einzelner Sequenzen waren die aif die verschiedenen Chromosomen kartierten
Gene. Fir Chromosom 2 standen nur Sequenzen von 49 potentiell richtig kartierten Genen
zur Verfigung. Mit Hilfe dieser Information konnten also nur wenige Contigs bzw.
Sequenzen zugeordnet werden. Eine weitere Moglichkeit, Contigs bestimmten
Chromosomen zuzuordnen, bestand in der Analyse ihrer Zusammensetzung aus Sequenzen
von Klonen aus verschiedenen chromosomenspezfischen Klonhibliotheken. Bei geringer
Grofe oder Abdedkung innerhalb der Contigs ist eine eindeutige Bestimmung jedoch nicht
moglich, da die geringe Zahl der zur Berechnung herangezogenen Sequenzen zu sehr
grof3en statistischen Schwankungen fihrt.

Alle drei Chromosomen, die in Jena beabeitet wurden, wurden mit Hilfe der im
Folgenden skizzierten Technik assembliert. Mit der Assemblierung wurde schon wahrend
der Sequenzproduktion begonnen, im Gegensatz zu den Ublichen Methoden wurde also eine
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kontinuierliche Ausweitung der Contigs angestrebt. Die Vorteile liegen auf der Hand: 1.
Frihe Assmblierung erlaubt frihe Datenanalyse. 2. Repetierte Regionen kdnnen analysiert
und markiert, bzw. maskiert werden. 3. Fehlende Sequenzpaapartner konnen schnell
nachproduziert werden, wenn diese weitere Informationen tber die Anordnung von Contigs
und die Ausweitung der assemblierten Contigs versprecden.

Im einzelnen bestand das Procedere bei der Assemblierung aus folgenden Schritten
(Abb. 6): Die initial mit Hilfe der kartierten Gene gebildeten Contigs waren die Keime der
Assemblierung. Nur diese Contigs konnten relativ sicher dem Chromosom zugeordnet
werden (1). Neu produzierte Sequenzen wurden gegen die vorhandenen Contigs durch
Ahnlichkeitssuche (Blast (Altschul et al., 1990) abgeglichen und automatisch zur
Erhohung der Abdedkung und Verlangerung der vorhandenen Contigs eingesetzt (2). Nicht
pasende Sequenzen und Fehlassemblierungen wurden aus der Datenbank wieder entfernt
(3). Die Bildung von Gerusten (Scaffolds), die Uber Sequenzpaare miteinander verbunden
sind, wurde durch die Hinzufiigung der Gegensequenzen von vorhandenen Klonen (read
pairs) fur alle Contigs mit mehr als 1800 Basen erreicht. Diese ainéchst singuléren
Sequenzen dienten dem Aufbau weiterer Contigs. Hier begann der Zyklus neu. Spéter
wurden grofRere Scafolds aus der Gesamtdatenbank exportiert, manuell beabeitet, und
reimportiert (5). Vor alem die Sequenzen der Contigrander wurden in diesem Schritt
beabeitet. Diese waren, da meist A+T reich, von schlechterer Qualitét als die Sequenzen
der meist kodierende Regionen enthaltenden inneren Contigbereiche. Auf3erdem sind
solche Sequenzen wegen ihrer geringen Komplexitdt fur die Suche nach
Ubereinstimmenden Sequenzen wenig geeignet. Vermeintliche Treffer erwiesen sich héufig
als falsch, d.h. automatisch assemblierte Sequenzen mussten wieder entfernt werden. Auch
Duplikationen von Genen wurden, wenn sie nur wenige Polymorphismen enthielten, falsch
asembliert und musden dann manuell bearbeitet werden.
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Abb. 6: Das Asemblierungsschema, hier mit Chromosom 2 Sequenzen als Startpunkt. Im Gegensatz zu
Ublichen Verfahren, die mit dem recnerisch bendtigten Satz an Sequenzen fir ene vollstdndige
Asemblierung arbeiten, wurde hier eine sequentiele Methode angewandt. Schritte 1 bis 4 wurden
kontinuierlich automatisch durchgefuihrt, sobald mehr a's 1000 neue Sequenzen produziert worden waren.

Infolge von Fehlbenennungen aufgrund tedhnischer Limitationen (ungenaues line
tracking etc.) stellte die Addierung der Gegenstiicke bereits assemblierter Sequenzen eine
nicht zu unterschdtzende Fehlerquelle dar. Im Laufe des Assemblierungsprozesses
akkumulierten deswegen immer mehr Contigs von anderen Chromosomen, die aber sehr
kurz blieben. Dies lag an der hauptséchlichen Verwendung der chromosomenspezifischen
Klonbibliotheken, Sequenzen aus den Ubrigen chromosomenspezifischen Klonhibliotheken

wurden erst spéter zur Vervollstandigung und Verbesserung der Sequenz verwendet.
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Chromosom 2 war das erste Chromosom, an Hand dessen diese Strategie auf ihre
Durchfuhrbarkeit getestet wurde. Nadh dem Abschluss dieser Assemblierungsarbeiten
waren schlief3lich 2512 Contigs vorhanden, von denen aber nur 1113 fir Chromosom 2
spezifisch waren. Durch die Verwendung der ,ead pair information* konnten diese
Contigs zu 480 golReren Einheiten zusammengefass werden (Abb. 7)

-~ ———— .,
_—
—_—r f———
—_— _b Afr— N ‘4..
Ll * —_—
| B [ | 1 |

.................

bridge satellite missing
unsure contig link

Abb. 7: Bildung von Scaffolds anhand von read pair information. Gegeneinander weisende Pfeile gleicher
Farbe reprasentieren Sequenzen, die dem gleichen Klon zugeordnet sind. Mégli che Verbindungen zwischen
Contigs tber Klonbriicken sind gezeigt. Die fur die Bildung von Scaff olds nutzbaren Informationen sind als
unterbrochene Bogenlinien mit beschreibendem Text angezeigt.

Die Uberbriickung von Liicken durch zwei oder mehr Klone wurde als sichere
Verbindung zweier Contigs angesehen. Briicken aus Einzelklonen konnten jedoch auch
durch Fehlbenennungen zustande kommen. Da aber die durchschnittliche Grof3e der Klone
in den einzelnen Klonhibliotheken bekannt war, konnte die a1 beriicksichtigende Auswahl
an Klonen reduziert werden. Nur Inserts, die einschliefdlich der Licke eine rechnerische
Grofe von 4,5 kb nicht Uberstiegen, konnten Uberhaupt als Briickenklon in Frage kommen.
Die Lucken innerhalb der Scaffolds konnten, da ja Klone aur Verfiigung standen, relativ
einfach durch die Ansequenzierung dieser Klone von spezifischen Primern aus geschlossen
werden (Primer Walking). Auf diese Weise wurden 809 Liicken geschlossen. Im weiteren
Verlauf der Arbeiten zeigte sich jedoch, dassdie restlichen 109 Sequenziiicken nur noch
schwer geschlossen werden kénnen. An den Randern dieser Licken lief3en sich rur
schlecht Primer fur Sequenzierungsraktionen definieren, da der A+T Gehalt hier sehr hoch
war. Sequenzierung mit Hilfe von Transposonmutagenese (Devine et al., 1997 erbrachte
ebenfalls nur schlechte Resultate. Es zeigte sich, dass das als Basis fUr einen Primer
dienende Transposon préferentiell in bestimmte Positionen des Plasmides inserierte, so
dassnicht die gesamte L lickensequenz bestimmt werden konnte.
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Klonllicken sind, da die Information Uber benachbarte Sequenzen fehlt, nur schwer
zu schlief3en. Sofern keine anderen Informationen beziglich der Reihenfolge von Contigs
vorliegen, kann rur ein beschranktes Arsenal an Methoden eingesetzt werden. Dazu z&hlt
die inverse PCR (iPCR) und eine speziell fir Genome A+T reicher Organismen entwickelte
Methode, die fur die unbekannte Sequenz in der Licke gemischte Primer aus haufig
vorkommenden kurzeren Sequenzmotiven als Ankerpunkt fur eine konventionelle PCR
einsetzt. Beide Methoden sind sehr arbeitsaufwendig und fihren nicht immer zum Erfolg.
Dementsprechend wurden rur drei Klonliicken mit Hilfe von iPCR geschlosen. Die
Informationen Uber die Lage der Scaffolds innerhalb eines Chromosoms, die eine
chromosomale Karte liefern, konnen jedoch effektiv genutzt werden, um mit einem PCR-
Produkt zwel benachbarte Scaffolds zu verbinden. Auf diese Weise konnten 27 Klonlticken
Uberbrtickt werden. 25 Klonltcken verbleiben in der Sequenz von Chromosom 2, da kein
Versuch der Lickenschliel3ung zum Erfolg fuhrte.

Nadhdem exemplarisch am Chromosom 2 die Durchfuhrbarkeit des ausgedachten
Schemas bewiesen war, wurden auf die gleiche Weise aich Chromosom 1 und 3
asembliert.

2.5. Kartierungen

Karten sind essentiell fir die Orientierung innerhalb eines Genoms. Drei Arten von
genomischen Karten existieren: Genetische, physikalische und cytogenetische.
Cytogenetische Karten konnen nur dann aufgestellt werden, wenn kondensierte
Chromosomen beobachtet werden kdnnen. Dies ist fur die meisten niederen Eukaryonten
zur Zeit nicht mdglich. Genetische Karten zeigen relative Absténde von Genen durch die
Haufigkeit von Rekombinationsereignissen zwischen diesen wahrend der Meiose
(Gloedkner and Bed, 1995. Da Rekombinationshaufigkeiten nicht kontinuierlich, sondern
diskontinuierlich Gber ein Chromosom verteilt sein kdnnen, kénnen genetische Absténde
(centiMorgan; cM) nicht direkt in physikalische Absténde umgerechnet werden.
Physikalische Karten zeigen die echten Absténde avischen Genen oder Markern. Sogar
optische Methoden sind schon zur physikalischen Kartierung eingesetzt worden (Jing et al.,
1999 Jing et al., 1998. Die physikalische Karte mit der hochsten Auflésung ist die DNA-

Sequenz.
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Wenn bekterielle oder YAC Klonkarten vorhanden sind, ermdglichen sie die
zielgenaue Sequenzierung eines bestimmten Chromosomenabschnitts. Das wird vor allem
bei der Auffindung von Genen, deren mutierte Varianten zu Krankheiten fuhren, genutzt
(positionale Klonierung). Exakte Klonkarten bildeten auch das Gertst fir genomweite
Sequenzierungen (McPherson et al., 2001). Dartiber hinaus kdnnen solche Karten genutzt
werden, um die aisammengesetzte Sequenz auf Asemblierungsfehler hin zu untersuchen.
Umgekehrt muss eine Klon basierte Sequenzierung immer durch den Abgleich mit anderen
Karten tberpruft werden.

Als Ausgangsmaterial fur weitere Kartierungen des D. discoideum Genoms ganden
integrierte genetische und YAC-Klon Karten zur Verfugung
("http://glamdring.ucsd.edwothers/dsmith/loci_maps.html") (Kuspa and Loomis, 19%;

Loomis et al., 1999. Karten aus bakteriellen Klonen als Gerust fur eine klonbasierte
Sequenzierung waren nicht vorhanden, da wegen des hohen AT Gehalts die Konstruktion
von hakteriellen Klonen grofer als wenige KB nicht moglich war. Die vorhandenen Karten
erschienen jedoch als Basis fur die Kontrolle der Sequenzierung zu ungenau, die
Markerdichte war nicht hoch genug.

Fur Chromosom 6 sollte aur Komplementierung dieser Karten eine sogenannte
HAPPY Map erstellt werden. HAPPY mapping ist eine in vitro Tednik, d.h. weder Meiose
(klasgsche genetische Kartierung) noch Iebende Zellen (radiation hybrid mapping (Cox et
a., 199()) sind zur Lokalisierung der Marker nétig. Vielmehr wird genomische DNA an
zufélligen Stellen in etwa gleich grof3e Stiicke gebrochen. Die Grol¥e der Stiicke bestimmit
dann auch die maximale beobadchtbare Kopplungsdistanz. Als Marker werden in diesem
Fall Paae von Oligos verwendet, die @n singulares PCR-Produkt ergeben, das also nur
einmal im Genom existiert. Dann wird die Haufigkeit der Briiche avischen den Markern
gemessen, indem Stiicke, die aisammen etwa ein halbes Genoméaquivalent ergeben, auf die
Anwesenheit verschiedener Marker getestet werden. Je haufiger Marker zusammen
auftauchen (,kosegregieren®), desto dichter liegen diese Marker auf dem Chromosom
zusammen. Somit ist die Haufigkeit der Briche ein Mal3 fiir den Abstand zwischen zwei
Markern. Da diese Methode unabhéngig von Iebenden Zellen ist, kdnnen Phanomene wie
Rekombinationshotspots oder Hybridinstabil itdten die Kartierung nicht beeinflussen.

Die mit dieser Methode eadellte Karte von Chromosom 6 zeigte grof3e
Diskrepanzen zu der vorher erstellten YAC Karte (Konfortov et a., 2000. Nur ein
Bruchteil der kartierten YAC Klone befand sich laut HAPPY Map an der vorbestimmten
Stelle, ein gol¥er Teill der YAC Klone konnte tberhaupt nicht mit der HAPPY Map von
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Chromosom 6 in Einklang gebracht werden. Da YAC Klone aus A+T reicher DNA zudem
instabiler sind als aus ,normaler* DNA und damit mit vielen chiméren Klonen zu rechnen
war, wurden auf Grund dieser Resultate die YAC Karten als Assemblierungshilfe
verworfen. Da die HAPPY Map Methode sehr schnell zu vollstdndigen Karten fuhrt und
sehr fehlerresistent ist, wurde im International Sequencing Consortium beschlossen, die
HAPPY Map Kartierung des gesamten Genoms durchzufuhren.

Fur Chromosom 6 wurden noch Marker aus vorhandenen kartierten Genen sowie
aus Einzelsequenzen der Chromosom 6 spezifischen Klonbibliothek definiert. Wegen der
nur 50 % Anreicherung dieser Bibliothek mit chromosomenspezifischen Sequenzen
konnten etliche dieser Marker nicht in die Karte fir Chromosom 6 integriert werden, sie
waren auf anderen Chromosomen lokalisiert. Bei der HAPPY Map Kartierung aller anderen
Chromosomen konnte eine etwas andere Strategie zur Herstellung von Markern angewandt
werden. Nach der Assemblierung und Luckenschlie3ung (2.2.) waren jeweils Contigs
vorhanden, die Uber ihre Zusammensetzung aus Sequenzen der verschiedenen
Klonhibliotheken als zu den jeweiligen Chromosomen gehtrig definiert werden konnten.
Die aus der YAC Karte geschétzten Gréf3en fur alle Chromosomen waren etwas geringer
bis gleich der aus den aneinander gehangten Contigs resultierenden Chromosomengrofen.
Deshalb konnten wir davon ausgehen, dass der gréfde Teill der Chromosomen in diesem
Datensatz vertreten war. Um nun eine Karte der Chromosomen zu erhalten, musgen auf
den vorhandenen Contigs Markerregionen definiert werden, die mdglichst nur einmal im
Genom vorhanden waren. Darliber hinaus llten die einzelnen Contigs bzw. Scaffolds
moglichst wenige Marker enthalten, damit eine optimale Kombination von Sequenz- und
Kopplungsgruppeninformation eine vollstdndige Karte egeben wirde. Nach dem
Aussaichen der potentiellen Markerregionen trug jedes Contig bzw. jeder Scaffold
mindestens zwei Markerregionen, die per BLAST-Analyse gegen den gesamten
verfigbaren Sequenzdatensatz auf Einzigartigkeit hin Gberpriift waren. Einerseits wurde
dadurch eine Markerdichte von 1 Marker/15 kb erreicht. Dartiber hinaus erlaubte dies nicht
nur die Lokalisierung, sondern auch die Orientierung der Contigs entlang des Chromosoms.

In P. Dea” s Labor in Cambridge wurden die von uns definierten Markerregionen in
Primerpaae fur die PCR umgesetzt und nochmals auf ihre Einmaligkeit hin mittels einer
PCR gegen genomische DNA untersucht. Fir jedes Primerpaa wurden 96 PCR Re&ktionen
im Kartierungsprozess durchgefuihrt (P. Dea, pers. Mitteilung). Die Kartierung ergab
jeweils eine Kopplungsgruppe fiir die Chromosomen 1 und 3, sowie insgesamt zwolf grole
Kopplungsgruppen fir Chromosom 2, wobei durch den Abgleich mit den Chromosom 2
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Sequenzen 3 kleinere Diskrepanzen in der Karte der HAPPY Map Marker ausgeraumt
werden konnten. Solche Diskrepanzen konnen durch die Generierung von falsch positiven
PCR Signalen, wie sie bei Hochdurchsatzmethoden anfallen kénnen, entstehen. Aber auch
die Hybridisierung der Primer an ,falsche® Stellen im Genom, die dann Produkte gleicher
erwarteter Grofle egeben, kann ein Problem darstellen. Die falsche Zuordnung von
Markergruppen kann bei der Kartierung nur erkannt werden, wenn eine vollsténdige Karte
entsteht. Diese muss dann an allen Stellen konsistent sein. Im Falle von Chromosom 2
konnte eine vollsténdige Karte nach der HAPPY Map Methode nicht erstellt werden.
Einerseits missen weitere Marker, die die bereits vorhandenen Kopplungsgruppen
verbinden kénnen, definiert werden. Andererseits zeigte sich, dass eine
kartierungstedhnisch uniiberbriickbare Liicke in diesem Chromosom vorhanden ist (siehe
unten).

Ein Beispiel fur eine der grof3eren Kopplungsgruppen ist in Abbildung 8 gezeigt.
Sie Uberspannt knapp 500kb, enthdlt mehrere Komplexe Repetitive Elemente und weil3t
noch mehrere Licken auf. Nicht alle Contigs, die in diese Karte aufgenommen wurden,
trugen HAPPY Map Marker. Vielmehr konnte Uber Klonbricken, die Scaffolds definierten,
ein groler Tell der Contigs in diese Kopplungsgruppe eingeordnet werden. Die
anschlief3end erfolgreich durchgefuhrte Schlief3ung von etlichen Licken bestétigte die
Reihenfolge der Contigs.
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Abb. 8: Eine durch HAPP{ Map Marker definierte Kopplungsgruppe. Gezeigt ist eine Region von Position
ca. 2,5 MB bis 3 MB, von der Centromerregion aus gerednet. Uber der Kopplungsgruppe sind de HAPPY
Map Marker, die zur Kartierung verwendet wurden, an den durch die Sequenz definierten Stell en angegeben.
Schwarze Linien zeigen die noch vorhandenen Licken. Die violetten Dreiedke zeigen die Positionen
geschlossener Liicken. Auf Grund der Informationen, die durch die Kartierung entstanden, konnten auch neun
Klonlicken geschlosseen werden. Griin geférbte Bereiche definieren die Lage von KREs. Sie stellen nicht
schli ef3pare Klonlticken dar.

Die repetitiven Element Loci definieren Licken, die nicht durch Klone tberspannt
werden kénnen. Wenn beide Enden das gleiche repetitive Element aufweisen, kann die
L iickengro e tber den Consensus dieses Elements abgeschétzt werden. Im Falle des ersten
Locus auf der Karte ist die Liicke durch die Enden sowohl eines TRE3 als auch eines TRES
Elementes definiert, das Aussehen des Innenbereichs des Locus kann richt analysiert
werden. Esist jedoch zu vermuten, dasssich innerhalb dieses Locus eine tRNA verbirgt, da
TRE Hemente in Abhéngigkeit von ihrer Insertionspréferenz immer 5° oder 3° einer tRNA
inserieren (Abb. 5).

Kopplungen wvon HAPPY Map Markern konnten unter den verwendeten
Versuchsbedingungen nur bis zu einer Distanz von ca. 100 kb beobaditet werden. Die
asemblierten Contigs und Scaffolds waren teilweise eheblich grof3er. Deshalb konnten in
vier Féllen je awei Kopplungsgruppen Uber eine Sequenz- bzw. Klonbriicke
zusammengefasst werden. Zwei dieser Bricken wurden spédter durch Kopplung von
HAPPY Map Markern bestétigt.
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Um die Karte von Chromosom 2 zu vervollstandigen, wurden weitere Ressourcen
fur die Kartierung herangezogen. Wie schon erwéhnt, war die vorhandene YAC Karte
wegen groller Ungenauigkeit nur eingeschrankt verwendbar. Deshalb wurde die Erstellung
einer Tellkarte aus weiteren Y AC Klonen anhand von Chromosom 2 spezfischen Markern
angestrebt. Aus allen 3084 Klonen einer von P. deJong (Children” s Hospital Oakland
Reseach Ingtitute in Oakland, Ca.,, USA) konstruierten zirkuléaren YAC Klonbibliothek
(cYAC) wurde die DNA isoliert und so in Pools zusammengefasst, dass sie mit wenigen
PCR Reaktionen (pro Primerpaa 49) auf passende Klone hin untersucht werden konnte.
Die 100 gofiten Scaffolds wurden so verschiedenen cY AC Klonen zugeordnet. Mit Hilfe
von cY AC Klonen, die mehrere Scaffolds tberspannten, konnten weitere 4 Liicken in der
HAPPY Map Uberbriickt werden. Eine weitere Informationsquelle stellten die genetischen
Karten dar. Sie elaubten, die grofen Kopplungsgruppen relativ zueinander anzuordnen.
Alle Ressourcen zusammen erlaubten die Konstruktion einer Chromosom 2 Karte, die mit
7,8 MB dle dem Chromosom zugewiesenen Contigs umfasde. Auf diesen 7.8 Mb waren
615HAPPY Map Marker vertreten. Da 726 kb des Chromosoms verdoppelt sind, sind auch
die entsprechenden Marker dieses Abschnitts zweimal vorhanden. Insgesamt bestand der
asemblierte Teill des Chromosom 2 inklusive der Duplikation, jedoch ohne einige kleinere
aus dem Centromer stammende Contigs, aus 8,5 MB. Ein Teil der KRES konnte nicht
asembliert werden, der Anteil der KREs am Chromosom entspricht jedoch im
Wesentlichen (ohne entromerlokalisierte DIRS Elemente) dem berechneten Anteil am
Gesamtgenom von 9,6 %. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass nur ein
unwesentlicher Teil dieser Elemente im Assembly fehlt. Die Gesamtgrole ist deutlich
hoher als nach der Mesaung anhand der, allerdings fehlerhaften, YAC-Karte a1 erwarten
war. Frihere Messungen der Chromosomengrofie nach einer Auftrennung mit Hilfe der
Pulsed Field Gel Elektrophorese agaben um ca 9 MB (Cox et a., 199M). Die
Messgenauigkeit ist jedoch gerade bei grof3en Chromosomen wegen der logarithmischen
Natur der Auftrennungsabstande bezogen auf die Basenanzahl mit einem Fehler in der
GroRenordnung von bis zu 20 % behaftet. Weder die Chromosomenkarte noch die
asemblierten Sequenzen gaben Hinweise auf das Fehlen grof3erer nicht repetitiver Stiicke
des Chromosoms. Die 8,5 Mb Sequenz reprasentieren somit héchstwahrscheinlich den
Anteil des gesamten Chromosoms, der ohne Fehler assemblierbar ist. Sowohl in der Karte
als auch in der Sequenz fehlen die Anteile, die das Centromer ausmachen, sowie die Teile,
die direkt anschlief3end an die Duplikation in der kopplungslosen Region vorkommen, da
diese hoch repetitiv sind.
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Die Kopplungsgruppe von Chromosom 1 tiberspannt 4.8 Mb, die von Chromosom 3
6.8 Mb. In beiden Fallen ist das Centromer nicht in die Gesamtlange einbezogen, da keine
Marker fur diese Regionen definiert werden konnten. Eine versuchte Assemblierung des
Chromosom 1 Centromers ergab eine Lange von 200 kb fir diesen chromosomalen
Abschnitt, so dassdie Gesamtlénge des Chromosoms etwas tber 5 Mb betragt.

2.6. Analyse von Chromosom 2

2.6.1 Das Chromosom im Uberblick

Die Sequenzen der 7,8 MB Kopplungsgruppe wurden mit Hilfe von dafir
entwickelter Software unter Integration aller vorhandenen Daten widerspruchsfrei in
richtiger Reihenfolge und Orientierung zusammengesetzt. Die im Folgenden présentierten
Ergebnisse aus der Analyse des Chromosom 2 wurden im Jahr 2002 veroffentlicht
(Glockner et al., 2002. Die resultierende Sequenz wurde auf ihre Eigenschaften hin
untersucht. Die Analyse zigte, dassiiber die gesamte Region der A+T Gehalt nur schwach
um den Durchschnittswert von 77,8 % schwankte (Abb. 9). Da diese Analyse unter
Verwendung um 1 kb Uberlappender 20 kb Stiicke durchgefiihrt wurde, konnten allerdings
kleinere Bereiche mit G+C Minima nicht entdedt werden. Aber auch in einer detailierteren
Analyse von 5 kb Sticken wurden keine Regionen gefunden, die signifikante
Abweichungen von diesem durchschnittlichen A+T Gehalt aufwiesen.
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Abb. 9: Verteilung von Merkmalen auf der 8,5 MB Kopplungsgruppe von Chromosom 2. Die Sequenzen der
Contigs wurden in der laut Karteninformation richtigen Reihenfolge und Orientierung aneinander gelegt,
wobei  fur Klonierungdiicken 100 und fir Sequenzierungdiicken 50 N eingefihrt wurden. Die
Kodierungsdichte ist as Durchmessr des Chromosoms dargestellt. Blaue Banden représentieren komplexe
repetitive Elemente, rote Banden tRNAs und schwarze Licken. Der GC Gehalt ist Uber dem Chromosom
angegeben in Form ener Kurve, die mit einem ,Sliding Window" von 100 Kb und Schrittweite von 10 kb
berechnet wurde. Die Position der HAPPY Marker fir die physikalische Karte des Chromosoms snd als
grine Striche an der Mesdatte angegeben. Unterhalb des Chromosoms befinden sich die Informationen tber
die hoch (rot) und heruntergeregelten (blau) Gene, wenn die Zellen in den vegetativen Entwicklungszyklus
eintreten (im duplizierten Bereich nur auf einer Seite angegeben). Besonders hervorgehoben ist die Region
der Duplikation durch de Ubergestiil pte transparente Form.

Die Kodierungskapaztd zedgt dagegen etwas grofRere  Schwankungen.
Offensichtlich hangen die beiden Parameter Kodierungsdichte und G+C Gehalt also nicht
direkt zusammen. Die Untersuchung der strangspezifischen Kodierungskapazitét ergab
keine Praferenz fur + oder — Strang.

KREs snd geichmalig tber das gesamte Chromosom verteilt. Die meisten dieser
KREs snd Uber HAPPY Map Marker miteinander verkoppelt, so dass die
Wahrscheinlichkeit fur einen ausgedehnten KRE Lokus (> 10 ko) innerhalb dieser
Kopplungsgruppe gering ist. Der Anteil der verschiedenen KREs an den Loci ist in Tabelle
5 festgehalten. Die assemblierten Basen der KRE Loki in dieser Kopplungsgruppe madien
zusammen 1285 kb aus. Weitere 350 kb an KRE Sequenzen sind in einigen Contigs
enthalten, die als Chromosom 2 spezifisch assembliert, aber nicht in die Karte integriert
werden konnten. Ein Charakteristikum fir diese Contigs ist der hohe Anteil an DIRS und
Skipper Elementen, der signifikant vom Durchschnittswert fir das Genom abweicht.
Zugleich finden sich in diesen Contigs keinerlei TRE Elemente. Obwohl es keine Beweise
daftir gibt, wird das Centromer jeden D. discoideum Chromosoms aao- bis telozentrisch
eingebettet in einen grof3en, DIRS-Elemente enthaltenden, repetitiven Lokus vermutet. Fur
Chromosom 2 konnten wir zwei solcher Loci nadweisen, einer befindet sich an einem

Ende des Chromosoms, einer am Ende der Duplikation. Die nicht in die Sequenz
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integrierbaren Contigs sollten sich demnach an diesen beiden Stellen befinden. Wie sich
alerdings die 350 kb auf diese Positionen verteilen, ist wegen der hoch repetitiven Natur
dieser Contigs kaum aufzuklaren.

Tabelle 5: Anzahl der auf der gréfden Kopplungsgruppe von Chromosom 2 festgestellten
Fragmente von Komplexen Element Familien (KRE). Nicht assemblierbare oder
integrierbare Telle der Loci fehlten bel der Analysee So konren weitere
Elementfamilienmitglieder oder Bruchstiicke derselben innerhalb der Loci und in
Centromer bzw. Telomerregionen vorhanden sein

Non-LTR L
LTR Retrotransposonen DNATransposonen Unklassifiziert
Retrotransposonen
DIRS | skipper |DGLT TRE3 TRES Tdd DDT thug
2 2 3 31 34 6 4 6

Die in Tabelle 5 aufgefihrten DIRS Elemente befinden sich am Ende der
Duplikation als shr kurze (~150 b) Stiicke, die wohl den Ubergang zu einem
Pseudocentromer anzeigen (Abb. 10). Insgesamt sehen wir also eine strenge Aufteilung der
verschiedenen repetitiven Elemente auf bestimmte chromosomale Abschnitte: TREs
befinden sich nur im Kern des Chromosoms, der auch den kodierenden Anteil des Genoms
darstellt, wahrend DIRS ausschlief3lich und Skipper fast auschliefdlich in grofRen Clustern
residieren, die womaglich die Centromerfunktion vermitteln.

Sowohl die Sequenz- als auch die Klonltucken sind anndhernd gleich Uber die
Kopplungsgruppe verteilt. Allenfalls konnte eine leichte Haufung gegen die Enden zu nicht
zuféllig sein. Aufféllig ist hingegen die Haufung von tRNAs am dem Centromer gegentiber
liegenden Telomer. Einhergehend damit haufen sich hier auch die non-LTR Transposonen,
die TRE, dasie nur in der Nahe von tRNAs inserieren. Ob die Haufung der tRNA Gene an
einem Ende des Chromosoms eine funktionell e Signifikanz hat, bleibt unklar.

Innerhalb von Chromosom 2 wurden Sequenzen aus dem rDNA Palindrom
gefunden (Abb. 10), die fast das vollsténdige Palindrom umfassen konnten. Dieser Lokus
konnte nicht assembliert werden, da nicht zu unterscheiden war, welche Sequenzen von der
genomischen Kopie, und welche von den extracdhromosomalen Palindromen stammten. An
dieser Stelle konnte Kopplung von Markern weder tber die HAPPY Map noch Uber cY AC
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Klone festgestellt werden. Da Marker, die weiter als ca 50 Kb voneinander entfernt sind,
bei der HAPPY Kopplungsanalyse als ungekoppelt erscheinen, muss diese Region einen
grof3eren Bereich tUberspannen.

Hybridisierungen hetten schon friher ergeben, dass sich im Genom von D.
discoideum eine Kopie des Palindroms befinden musge. Inzwischen haben wir diese Kopie
auf Chromosom 4 lokalisiert. Damit ergibt sich fur diesen Organismus eine dhnliche
Situation wie bei Tetrahymena thermophila. Auch diese Spezies verfugt Uber ein
extradiromosomales rDNA Element, das als Palindrom 21 kb umfasd. Dieses Palindrom
wird aus der einfachen genomischen Kopie erzeugt und mit Telomeren versehen (Kapler,
1993. Ein dhnlicher Mechanismus kdnnte bei D. discoideum wirksam sein. Die von uns
aufgefundenen Sequenzen konnten wegen des fehlenden Hybridisierungssignals gegen die
rDNA Gene keine weitere Master Copy“ darstellen. Also lag es nahe, die Umgebung
dieser Sequenzen mach Hinweisen darauf zu durchsuchen, welchem Zweck diese
Sequenzen dienen konnten.

Direkt anschlief3end an die rDNA Sequenzen befindet sich eine inverse Duplikation.
Sie ist ebenfalls nicht auflésbar, da sie keine Polymorphismen enthélt. Diese Duplikation
konnte nur indirekt durch die Anwesenheit des Genes carA, das flr einen cAMP Rezeptor
kodiert, und duch die Definition des Zentrums nachgewiesen werden. Der nur durch 30
Jahre separater Haltung unterschiedene Stamm AX 2 enthdlt diese Duplikation noch nicht
(Loomis and Kuspa, 1997, so dass die Abwesenheit von Polymorphismen nicht weiter
verwunderlich ist. Die Etablierung deser Duplikation muss jedoch mit weiteren
genomischen Anderungen einhergegangen sein, damit die Zelle dieses Ereignis
unbeschadet Uberstenen konnte. Eine dieser Anderungen kénnte die Fusion mit rDNA
Palindromsequenzen gewesen sein. Falls dies eine natirliche Reaktion der Zelle auf eine
Verletzung der Integritét eines Chromosoms ware, sollten sich weitere solcher Félle
aufspuren lassen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Entwicklung des Chromosom 2 aus AX 2, dem Ursprungsgamm hin
zur Situation in AX4, dem sequenzierten Stamm. Die @nzelnen Regionen sind nicht proportiona gezeichnet.
cen = Centromer; tel = Telomer.

Inspiriert vom gekoppelten Auftreten von rDNA Sequenzen mit chromosomalen
Abschnitten, urchsuchten wir die Rohdaten nach weiteren solchen Regionen. Insgesamt
konnten wir 16 solcher Sequenzen einschliefdlich derer von Chromosom 2 zweifelsfrei
bestimmen. Auf Grund der Herkunft der Sequenzen aus einzelnen
chromosomenspezifischen Bibliotheken konnten je zweli dieser Sequenzen einem
Chromosom zugeordnet werden. Diese konnten rur jeweils an den Enden der
Chromosomen lokalisiert sein. Somit laufen alle Chromosomen in Sequenzen aus, die vom
rDNA Palindrom stammen. Diese Erkenntnis fihrte a1 einem Modell, wie die
aufgefundenen Strukturen in Chromosom 2 aus einem ,normalen” Chromosom entstanden
sein konnten (Abb. 10). Nach einem Bruch des Chromosoms wurde in einer klassschen
bre&k- fusion-bridge Reaktion eine inverse Duplikation etabliert. Um die Integritét des ©
beschédigten Chromosoms Uber mehrere Zellzyklen zu erhalten, miissen Telomere sowie
Centromer hinzugefiigt werden. Offensichtlich gelang es der betroffenen Zelle nicht, diese
Reparatur erfolgreich zum Abschluss zu bringen. Es blieb nur die Refusion der Einzdteile.
Der Aufbau des heutigen AX4 Chromosom 2 ist also nun: Telomer-Centromer-Genregion-
Duplikation-Telomer(pseudo)-Centromer(pseudo)-Genregion-Telomer.
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2.6.2 Genmodelle und Proteinanalyse

Fur die Auffindung von Genen stand zunadhst kein fur D. discoideum spezifisches
Programm zur Verfigung. Da a&ber P. falciparum Uber eine ahnliche
Basenzusammensetzung verfugt, wurde en fur diesen Organismus entworfenes Programm
(GlimmerM, (Salzberg et al., 1999) mit einer leichten Anpassung, was die Erkennung von
Kodierungspotential betraf, verwendet. Dieses Programm postulierte 2995 Gene. Ein
Vergleich von Genmodellen mit einer manuellen Annotation ergab jedoch, dass die
vorhergesagten Genmodelle in der Regel kirzer als die tatsddhlichen Gene waren. Da keine
Maoglichkeit bestand, dieses Programm weiter anzupasen (der Source Code wurde nicht
zur Verfigung gestellt), wurde auf ein anderes Programm ausgewichen. Ein von R. Guigo
in Barcelona entwickeltes Programm, GenelD (Parra et a., 2000, war unter anderem
erfolgreich bei der Annotation von D. melanogaster eingesetzt worden. In Zusammenarbeit
mit dieser Arbeitsgruppe wurde GenelD nun auf die speziellen Erfordernisse von D.
discoideum umgestellt. Dazu wurde an Trainingsset von 140 Genen erstellt, deren Exon-
Intron Struktur und umgebende intergenische DNA bekannt war. Eine manuelle
Feinabstimmung machte eine bessere Vorhersage von Genen mdglich als mit anderen
Programmen (Abb. 11).
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Annotatc;d _‘M 3 T H ]—| i E | ?

GeneScan l::- } ] # ' 0 [ [ >

GenelD == H——— . : | ‘ : ‘

GlimmerM | I EE——

GenelD doy —== = e ‘ - ‘ ‘ S —
|

Abb. 11: Genvorhersageprogramme im Vergleich. Gezeigt ist die Vorhersage fur TRFA (AB00908(Q aus D.
discoideum. ,Annotated” zeigt die Genstruktur so, wie sie in der Datenbank erfasd worden war. Fir
GeneScan und GenelD gibt die Hohe der Rechtedke die Qualitét der Vorhersage an. Genel Ddicty wurde mit
einem Datensatz aus 140 Genen von D. discoideum, deren Genstruktur aufgrund einer voll sténdigen mRNA

bekannt war, trainiert.
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Auf dem gesamten Chromosom 2 wurden mit Hilfe von GenelD 2799 Genmodelle
definiert. In dieser Zahl sind Genmodelle, die in Bereichen der KREs definiert wurden,
nicht enthalten. Genmodell e, deren translatierte Proteine kleiner als 40 Aminosauren waren,
wurden ebenfalls nicht berticksichtigt. Alle Genmodelle an den Réndern der Contigs
wurden auf  Aufféligkeiten inspiziert und gegebenenfalls verdndert, da
Genvorhersageprogramme an Sequenzrandern generell mehr Fehler macdien als inmitten
eines Contigs. Dies hangt damit zusammen, dass Vorhersageprogranme den
Regionenkontext bei der Definition von Genmodellen berticksichtigen, nicht nur das
Kodierungspotenzial.

Tabelle 6: Generelle Eigenschaften der auf Chromosom 2 mit GenelD vorhergesagten

Genmodelle.
Gene 2799
Gendichte (beredhnet basierend auf den assemblierten 1 Gen/2,7 ki
Sequenzen)
durchschnittliche Genmodelllange 1626Basen
Anzahl der Genmodelle mit ESTs (sexuelle und Hungerstadien) 1120(40%)
kodierende Exonen
Anzahl 639¢
Gesamtlange 4550112Basen
durchschnittliche Anzahl der Exons/Gen 2,29
durchschnittliche Lange 711Basen
Intronen
Anzahl 3587
Gesamtlange 523702Basen
durchschnittliche Lange 146Basen

Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, ist die Gendichte in D. discoideum mit 1 Gen/2,7 kb
sehr hoch. Die spétere Wiederholung der Analyse mit den woll sténdigen Sequenzen ergab
den gleichen Wert fir das gesamte Genom. Als einziger freilebender eukaryontischer
Organismus Ubertrifft nur S. cerevisiae diese Dichte mit 1 Gen/2 kb, die Gendichte zB. von
P. falciparum ist mit 1 Gen/4,5 kb wesentlich geringer. Zum Teil hangt der etwas hohere
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A+T Gehalt im P. falciparum Genom mit dieser niedrigeren Gendichte aisammen, wie wir
nachweisen konnten (Szafranski et al., 2009. Die durchschnittliche Intronlange von D.
discoideum ist etwas grof3er as bei P. falciparum, die Menge an Intronen pro Gen ist
jedoch vergleichbar (Gardner et al., 1998).

Nur ein Teil der Genmodelle ist durch transkribierte Einheiten (ESTS) als exprimiert
gekennzeichnet. Da die ESTs jedoch Uberwiegend aus gezellen Differenzierungsstadien
stammen (http://www.csm.biol.tsukuba.acjp/cDNAprojed.html; (Morio et a., 1998) ist

dies nicht weiter verwunderlich. Weitere dNA Bibliotheken, die aus mRNA vegetativer
Stadien stammten, werden inzwischen analysiert. Die Einbeziehung dieser erweiterten
EST-Ressource egab eine Expression wvon 58 % aller Gene in den untersuchten
Zellzustanden.

Die translatierten Genmodelle wurden run einer weiteren Analyse unterzogen.
Diese beinhaltete den Vergleich mit allen bis jetzt bekannten vollstdndigen Proteinsétzen
von Eukaryonten (S cerevisiae, S. pombe, C. elegans, D. melanogaster, A. thaliana). Des
Weiteren wurde zur Analyse des Proteinsets der vollstdndige Datensatz von H. sapiens,
erganzt um Eintrége von Vertebratengenen in Swissprot, herangezogen. Auch die
Gesamtdatenbanken von Swisgrot und embl wurden in die Analyse mit einbezogen. Bei
einem Schwellenwert von p<e™® hatten 47 % der translatierten Genmodelle einen Treffer in
einer der Datenbanken. Ein Teil der Ubrigen Genmodelle mag trotzdem Orthologe in
anderen Organismen besitzen, die aifgrund hoher Mutationsraten jedoch zu stark
divergieren, um als ®lche ekannt zu werden. Insgesamt ist der Anteil an Genen ohne
entsprechenden Gegenpart in anderen Genomen bei diesem Schwellenwert vergleichbar mit
den Zahlen aus anderen Genomen. Anscheinend sind his zu 50 % aler Gene in jedem
Organismus individuelle Erfindungen, schnell mutierende Reservoirs fir prospektive neue
Funktionen oder Uberbleibsel nicht weiter verfolgter Entwicklungslinien. Haufig sind diese
Gene unter Laborbedingungen nicht exprimiert (Gad Shaulski, peronliche Mitteilung).
Trotzdem ist fur die moglichen Genprodukte aene Funktion in spezifischen Situationen
denkbar, die in den jeweiligen ©kologischen Nischen unter spezifischen Umstanden
auftreten.
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Metazoa

Abb. 12: Die Aufteilung von Proteinen zwischen Reprasentanten verschiedener Entwicklungdinien. Fungi =
S cerevisae und S. pombe; Planta = A. thaliana; Metazoa = C. elegans, D. melanogaster, H. sapiens
(inklusve anderer Vertebratenproteine, die nicht im bisher verdffentlichten Proteinsatz des Menschen

vorhanden sind). Der Schwell enwert fiir die Ahnlichkeitsberechnungen war p>e™.

Da Chromosom 2 ca 25 % des Genoms und damit auch des Gensatzes von D.
discoideum beinhaltet, kénnen mit Hilfe dieser Daten auf das gesamte Genom bezogene
Aussagen getroffen werden. Spétere Analysen am vollstandigen Genom bestétigten denn
auch die Schlisse, die ais den Daten zu Chromosom 2 gezogen wurden. Aus der
Verteilung der Proteindhnlichkeiten zwischen den verschiedenen evolutiondren
Entwicklungslinien geht eindeutig hervor, dass D. discoideum eher den Metazoa als den
Pflanzen zuzuordnen ist (Abb. 12). Diese Aussge stimmt mit dem aus wenigen
Proteinsequenzen errechneten Stammbaum (Baldauf et a., 2000 gut Uberein. Bei einem
Schwellenwert von p>e™® konnen jedoch auch nicht orthologe Proteine @nander

zugeordnet werden. Verschiedene Spezes der gleichen Gruppe kdnnen unterschiedliche
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Proteinsets haben, je nachdem, welche Gene im Laufe der Evolution verloren gegangen
sind. So besitzt S pombe trotz der geringeren absoluten Genzahl einige Gene des
~Eukaryontengensatzes’, die S. cerevisae verloren hat. Mogli cherweise wurde die Funktion
der verloren gegangenen Genprodukte von anderen, nicht homologen Proteinen
Ubernommen. Da das gezeigte Diagramm nur auf den Daten weniger Spezies beruht,
werden sich mit der Addierung jeder weiteren Spezies die Zahlen etwas veréndern, bis
ndherungsweise dle Gene, die es in einer Hauptgruppe gibt, erfass sind. Der Kern an
gemeinsamen Genen wird dadurch etwas grof3er und sollte die Obergrenze eines allen
Eukaryonten gemeinsamen Gensatzes wiederspiegeln. Wenn man diese Unsicherheiten
einrechnet, kann wvon 2000 - 2500 Genen ausgegangen werden, die von allen
Eukaryontenhauptgruppen geteilt werden (homologer Gensatz). Das sind ungeféhr gleich
viele Gene, wie fir das uneingeschrankte Funktionieren einer Eukaryontenzelle postuliert
werden (essentieller Gensatz; siehe aich 1.1.2.2.). Der homologe und der essentielle
Gensatz sind sicherlich nicht identisch, doch kann von einer weitgehenden Uberlappung
ausgegangen werden. Da innerhalb der Hauptgruppen verschiedene Organismen jeweils mit
weniger Genen des ,Eukaryontengensatzes* auskommen, spiegelt diese Diskrepanz sowohl
eine gewisse Redundanz von Funktionen, als auch eine Reduktion wvon einer
Lomnipotenten” Eukaryontenzele wahrend der Speziation wieder.

Weitere Analysen beinhalteten Abgleiche der Proteine mit der COG Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/cognitor.ntml (Tatusov et al., 2001)) und eine Suche

nach Interpro Doméanen. Alle gesammelten Daten wurden in eine Datenbank integriert.
Uber eine WWW basierte Schnittstelle kénnen alle Daten inklusive Aminosiure- und

genomische  DNA-Sequenz  abgerufen  werden  (http://genome.fli-leibniz.de/cgi-
bin/dicty/map.pl) (Felder et al., 2005.
Das Gene Ontology Consortium (http://www.geneontology.org/) bemiiht sich,

einheitliche Klasgfizierungsmethoden fur eukaryontische Proteine hinsichtlich ihrer
Funktion, Lokalisierung innerhalb der Zelle und Zuordnung zu einem biochemischen
Prozesszu definieren. Am Ende dieser Bemiuhungen soll ein verbindliches, aber flexibles
Vokabular (GO terms) zur Definition von Genprodukien stehen. Momentan werden
Genprodukte der Organismen C. elegans, S. cerevisiae, A. thaliana, Mus musculus und D.
melanogaster auf diese Weise klassifiziert. Wir haben zu den Organisatoren Kontakt
aufgenommen, um auch D. discoideum in diesen Kreis aufnehmen zu kdnnen. Langfristig
sollen auch GO terms fiur D. discoideum spezifische Funktionen wie zB
Sporentragerbildung in das Vokabular eingefihrt werden. Eine Liste, die Interpro Doméanen
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mit Hilfe der GO Terminologie zuordnet, wurde genutzt, um die Chromosom 2 Proteine zu

klassifizieren (Abb. 13).
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Abb. 13 (vorherige Seite): Klassfizierung der Chromosom 2 kodierten Proteine anhand der Zuordnung van
Interpro Doméanen zur GO Terminologie. Benutzt wurde die unter http://www/geneontol ogy.org/interpro2go
abrufbare Klasdfizierungdiste. Unklasdfizierbare Proteine sind nicht gezeigt. Die prozentualen Werte der
Ausghnittskreise sind stark gerundet. A: Zuordnung zu hiochemischen Prozessn. B: Zuordnung zu

molekularen Funktionen.

Die Vertellung der Proteine in die einzelnen Kategorien ist ahnlich der, die auch in
anderen Organismen beobachtet werden kann. Im Vergleich zu Hefe finden sich aber
funktionelle Kategorien, die wesentlich gréf3eren Raum einnehmen. So bendtigt D.
discoideum zum Beispiel wesentlich mehr Proteine fir Zellkommunikation und
Entwicklungsprozes=. Die Analyse des gesamten Genoms ergab das gleiche Bild. Damit
kann davon ausgegangen werden, dass Chromosom 2 dem Durchschnitt aller Chromsomen
in Bezaug auf das Kodierungspotential entspricht.

Insgesamt konnten so 48 % aller auf Chromosom 2 gefundenen translatierten
Genmodelle augeordnet werden. Allerdings ist eine rein automatische Zuordnung
fehlerbehaftet und nicht komplett. So sind in dieser Klassifizierung Proteine, die gut
dokumentierte Funktionen in D. discoideum haben, jedoch keinen Gegenpart in anderen
Organismen, falsch eingeordnet. Eine Aufgabe fur die Zukunft ist es, die Klassifizierung
manuell zu tberprifen und zu verbessern.

Dariiber hinaus snd einige Doménen in Hefe tberhaupt nicht vertreten, die haufiger
in D. discoideum vorkommen. In Tabelle 7 sind einige dieser Doméanen zusammengefasg.
Die Doméane Laminin-type EGF-like ist einerelativ schledht definierte Doméne, da wenige
Aminosduren diesen Doménentyp bestimmen. Somit ist die falsch positive Rate relativ
hoch. Involviert ist diese Doméne jedoch in wichtige Funktionen wie Differenzierung und
Zelladhésion. 1PR001230 wiederum ermoglicht posttranslationale Modifikationen, die
unter anderem bei G-Proteinen und Ras-Proteinen ausgefiihrt werden. Tropomyosin
wiederum ist involviert in Zellbewegungen. Die relative Haufigkeit solcher Doméanen
korrespondiert direkt mit dem Lebensdil von D. discoideum. Einerseits missen im
vegetativen  Lebenszyklus  Zell-Zell-Kontakte  hergestellt  werden, die  Uber
Signaltransduktion initiiert werden mussen. Andererseits braucht nattirlich ein amdboid
beweglicher Organismus mehr Zytoskelettkomponenten als eine Zelle mit einer Wand wie
S cerevisiae.
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Tabelle 7: Ausgewahlte Interpro Doméanen von D. discoideum Chromosom 2 kodierten

Proteinen, diein S. cerevisiae nicht vorhanden sind.

Anzahl der Proteine mit mindestens
Doméane IPR Nummer _
einer Domane
Laminin-type EGF-like (LE)
_ IPR002049 25
domain
Prenyl group kinding site (CAAX
yi droup J ( IPR001230 12
box)
Neutrophil cytosol fador 2 IPRO00108 10
HMW kininogen IPRO02395
Tropomyosin IPRO0O0533
TRAF-type zinc finger IPR0O01293 8

2.7. Die Analyse des gesamten Genoms

In den vorhergehenden Kapiteln habe ich dargelegt, wie ais wenigen Sequenzen
aussagefahige Daten Uber ein ganzes Genom gewonnen werden konnen. Dies einhaltet die
Basenzusammensetzung, das Auftreten von Sequenzmotiven, die Abschézung der Grol3e
von Genfamilien und die Charakterisierung komplexer repetitiver Elemente. Durch die
Einbeziehung eines ganzen Chromosoms in die Analyse konnten die statistischen Daten
verfeinert, aber nicht wesentlich veréandert werden. Dasslbe gilt fir die Analyse des
gesamten Genoms. Die Ausbeutung von Rohdaten stof¥ jedoch an Grenzen, wenn genaue
Daten zu einzelnen Genen und Genfamilien erforderlich werden. In Einzelfélen und mit
erheblichem Aufwand konnen Genfamilien aus Rohdaten definiert werden (Kollmar and
Glockner, 2003, identische Duplikate von Genen kdnnen jedoch nicht aufgeltst werden.
Nur die genaue Kenntnis der 700 kb Duplikation auf Chromosom 2 erlaubt es zum
Beispiel, die darin enthaltenen Gene fir spétere Experimente als dupliziert zu erkennen und
zu behandeln, eine statistische Analyse scheitert hier. Deshalb ist die Rekonstruktion des
gesamten Genoms in moglichst genauer Weise notig, um auf einer detailierteren Ebene

einzelne Gene und Genfamilien zu beschreiben sowie die gesamte Genomstruktur
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aufzukléaren. An Chromosom 2 konnten mehrere wichtige Resultate gewonnen werden, die
auch fir alle anderen Chromosomen giltig sind. Vor alem die strukturellen Eigenschaften
(Centromere, Telomere, Duplikationsmechanismen) konnten rur aus Chromosom 2 Daten
wegen der vorhandenen Duplikation abgeleitet werden. Das Dictyostelium Genomprojekt
miindete letztendlich in die Publikation aller Chromosomen im Jahre 2005(Eichinger et al.,
2005. Die Assemblierung und Analyse der Chromosomen 1 bis 3 (~20 Mb) beruhen im
wesentlichen auf den in wvorherigen Kapiteln skizzierten Herangehensweisen fir
Chromosom 2. Die Interpretation aller Daten, die das Konsortium generierte, wurde
wesentlich durch diese Arbeiten erleichtert.

2.8. Zuganglichkeit der Daten

Die Fertigstellung eines Genoms nimmt mehrere Jahre in Anspruch, zumal wenn
sich die Arbeiten nicht nur im Sequenzieren erschdpfen, sondern eine moglichst
vollstdndige Représentation des Genoms zum Ziel haben. Daten, also Einze sequenzen, des
Genoms gehen jedoch schon von Beginn des Projekts an zur Verfligung. Diese frih und
standig aktualisiert 6ffentlich zu machen, ist ein wichtiger Teilaspekt jedes Genomprojekts,
damit die wissenschaftliche Gemeinschaft davon profitieren kann. Im Falle des deutschen
Tells des Dictyostelium Genomprojekts wurde dem Rechnung getragen, indem ein WWW
basiertes Informationssystem am Anfang des Projekts installiert und sténdig ausgebaut
wurde und wird. So ist eine t&glich aktualisierte Datenbank aller Rohdaten via
Sequenzvergleich (blast) abfragbar. Des Weiteren kdnnen Contigs, Genmodelle und
weitere Analysen abgerufen werden (http://genome.imb-jena.de/dictyostelium/). Eine

genaue Kopie dieser Seiten wurde in KoIn eingerichtet. Inzwischen sind unsere Daten auch
Uber die Website der ,Dictyostelium Community* erhaltlich (http://dictybase.org/).

Zu Beginn des Genomprojekts verpflichteten wir uns aul3erdem, alle von uns
produzierten Ressourcen und Analyseresultate all en I nteressenten zur Verfligung zu stellen.
Dementsprechend wurden mehrere hundert Klone weltweit verschickt, die fur die
jeweiligen Forschergruppen interessante Gene enthielten. Auch die schnelle Isolierung von
Genen mittels PCR Methoden war durch die Abfragbarkeit der Daten gewdhrleistet.
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3. Diskussion

3.1. Zweck der Arbeit

Genomanalyse unterscheidet sich wesentlich von der Analyse einzelner Gene nicht
nur in der Methodik, sondern auch in ihrem Blickwinkel auf biologische Phédnomene. Bei
der Betradhtung der Wirkungsweise @nes Proteins muss notgedrungen in Kauf genommen
werden, dass der sogenannte genomische Hintergrund im Versuchssystem Zelle als
vernachlassigbar eingestuft wird. Da jedoch Proteine nicht alleine ajieren, sondern in
vielfaltige Wechselbeziehungen zu weiteren Bestandteilen der Zelle treten, konnen in
Abhangigkeit von diesem genomischen Hintergrund unterschiedliche Ergebnisse
resultieren. Besonders auffallig ist dies, wenn Proteine untersucht werden, die die Antwort
der Zelle auf die Umgebung optimieren, aber nicht essentiell sind (Glockner and Bed,
1997). Die Aufgabe der strukturellen Genomanalyse ist es nun, das Potenzial einer Zelle,
das in ihrem Genom festgeschrieben ist, zu beschreiben. Sie gibt die Mittel an die Hand,
funktionelle Analyse im Kontext des gesamten Genoms zu betreiben.

In einer kirzlichen Untersuchung wurde gezeigt, dassdie Ergebnisse genomweiter
Analysen ,objektiver” sein konnten als die Analyse einzelner Ge ne. Im konkreten Fall
untersuchten die Autoren die Daten, die aus Two-Hybrid-Analysen an S cerevisae
gewonnen worden waren. Einzelanalysen legten nahe, dass interagierende Proteine aich
Ofter in gleicher Weise transkriptionell reguliert werden. Die Ergebnisse, die aus Analysen
aler Interaktionen in der Zelle gewonnen wurden, zeigten eine solche Kopplung nicht
(Mrowka et a., 2001). Zwei mdgliche Begrindungen werden fir dieses Ph&nomen
angegeben. Einerseits konnten die genomweiten Scans eine sehr hohe Fehlerrate aufweisen,
was diesen Ansatz in Frage stellen wirde. Andererseits konnte die Aufstellung einer
Arbeitshypothese, wie bel an einzelnen Genen durchgefihrten Experimenten nbtig,
statistisch signifikante Zusammenhange nur simulieren. Wenn letzteres zutreffen sollte,
muss die genomweite Analyse Einzelgenanalysen zur Seite gestellt werden, um eine
objektive Beurteilung der Ergebnisse zu ermdglichen.

Vorausstzung fur die funktionelle Analyse des Genoms ist die Aufklérung der
Struktur des Genoms, d. h. die Bestimmung der Basenabfolge und die Erkennung von
Genen und sonstiger Eigenschaften sowie deren Vertellung. Da jedes Genom andere
Eigenschaften aufweist, muss auch das zur Verfigung stehende Methodenrepertoire den
jeweiligen Gegebenheiten angepass werden. Mit dieser Arbeit soll exemplarisch gezeigt
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werden, welcher Art die Erkenntnisse sind, die auf verschiedenen Ebenen der strukturellen
Genomanalyse azielt werden kdnnen.

Mit D. discoideum wurde fur diese Analysen ein Organismus gewahlt, der schon
lange ds Modell fur verschiedenste Fragestellungen genutzt wird. Welcher Leistungen
schon frihe Eukaryontenzellen fahig waren, 183t sich aus dem Vergleich von lange sich
unabhéngig entwickelnden Linien extrapolieren. Aus der Berechnung von
phylogenetischen Stammbdumen wurde schon lange gefolgert, dass D. discoideum auf
einem evolutiondren Ast sitzt, der tief am Stamm der Eukaryonten ansetzt. Damit ist diese
Art ided geagnet um die Evolution auf dem Weg zu den Metazoa, den Tieren, besser zu
beschreiben. Frih verwurzelte Entwicklungstrends konnten also anhand der Genomanalyse
von D. discoideum aufgespirt werden. Es llte jedoch nicht Aufgabe dieser Schrift sein,
adle Gene und Genfamilien aufzuzéhlen, die mdgliche interessante Forschungswege
eroffnen. Vielmehr sollte sie sich auf den allgemeinen Rahmen und einige Highlights
beschrénken, da viele Einzelaspekte sehr detailiert in anderweitigen Verd6ffentlichungen
dargelegt wurden.

3.2. Verschiedene Sequenzier strategien

Um die Basenabfolge eines bestimmten genomischen Abschnitts zu bestimmen,
missen viele Einzelsequenzen aus diesem Bereich zusammengesetzt werden. Um die
Komplexitédt dieser Aufgabe zu reduzieren, wurden Ublicherweise diese Abschnitte vorher
in geeignete Vektoren kloniert oder, wenn die Sequenzabschnitte sehr klein sind, per PCR
amplifiziert. So konnte mit relativ wenigen Sequenzstiicken umgegangen werden, der
Aufwand fur die Berechnung der Anordnung der Einzelsequenzen ist relativ gering. Ein
grol3er Tell des offentlich geférderten Humangenomprojektes war deshalb der exakten
Zuordnung von YAC, BAC und Cosmid -Klonen zu Chromosomenpositionen gewidmet.
Die kartierten Klone konnen dann sequentiell sequenziert und assembliert werden (,clone
by clone® Strategie). Dem Vortell der Handhabbarkeit der Sequenzen steht jedoch
gegenuiber, dass genomische Regionen, die nicht in einer dieser Klonbibliotheken
représentiert sind, auch nicht analysiert werden kénnen. Wenn zudem die Klonhibliotheken
eine a1 geringe Représentation des Genoms enthalten, koénnen chimére Klone die
Kartierung storen. Die zigige Verbesserung von Rechnerleistungen und Programmen lief3
eine weitere Moglichkeit ist Blickfeld rucken: Die reine Shotgun Sequenzierung von
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ganzen Genomen (whole genome shotgun, WGS) oder Chromosomen (whole chromosome
shotgun, WCS). Hier stellt aber die Assemblierung eine Herausforderung dar. Storen
konnen dabei vor alem repetitive Elemente, aber auch grof3e Genfamilien stellen ein
Problem bei der richtigen Zuordnung der Sequenzen zueinander dar. Die tellweise Losung
fur dieses Problem besteht in der Verwendung eines Sequenzierungsvektors, der im
Gegensatz z7um einzelstréngigen Standardvektor M13 die Sequenzgeneration von beiden
Klonenden her erlaubt wie pUC18. Die Verwendung von Shotgun Klonhbibliotheken mit
verschieden langen Kloninserts verbessert hier noch die Ausbeute an Informationen, die zur
Anordnung von Sequenzen verwendet werden konnen. Fir die endgultige
Zusammensetzung zu ganzen Chromosomen ist alerdings immer noch eine genaue Karte
notig (siehe Integration von Karte und Sequenz).

Die clone by clone* Strategie konnte mangels erhéltlicher BAC oder PAC Klone
nicht in Erwégung gezogen werden. So blieb nu die WCS Srategie ds durchfiihrbare
Alternative. Zum Zeitpunkt dieser Entscheidung gab es nur Vorschldge, dass eine solche
Strategie auch bei groReren Genomen als denen von Bakterien angewendet werden kdnnte
(Weber and Myers, 1997). Fur das Dictyostelium Sequenzierungsprojekt bedeutete das,
dassmit dem Aufnehmen dieser Strategie absolutes Neuland betreten wurde. Um zu einem
Erfolg zu kommen, mussten vor alem neuartige Assemblierungsroutinen entwickelt
werden, die einerseits mit den grof3en Datenmengen umgehen, andererseits aber auch
Nutzen aus den Jeal par‘ Informationen ziehen konnten. Wegen der hohen
~erunreinigung” der Ausgangsdaten mit Sequenzen aus anderen Chromosomen konnten
nicht einfach alle Daten assembliert werden. Eine Vorauswahl an Sequenzen anhand
vorhandener  genetischer  Informationen  wurde  getroffen, die dann  Uber
Ahnlichkeitsanalysen (BLAST) erweitert wurde. Bei dieser Vorauswahl kénnen Fehler
auftreten, wenn Seguenzen, die eigentlich zum Chromosom gehdren, nicht berticksichtigt
werden. Ein Abgleich mit allen anderen Chromosomensequenzen am Ende der Analyse
ergab jedoch, dass kein Contig groRer als 5 kb einem falschen Chromosom zugeordnet
worden war. Mit einiger Sicherheit 1dsg sich fur das gesamte fertiggestellte Genom
behaupten, dass neben den repetitiven Sequenzen und den wenigen Sequenzen, die in den
Licken fehlen, alle signifikanten Teile des Genoms représentiert sind. Ein Hinweis fur die
Richtigkeit dieser Aussage ist, dass ®wohl die Chromosomengrofen as auch die
Gesamtgenomgrof3e mit vorher abgeschétzten Daten Ubereinstimmen.
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3.3. Genkatalog bel niedriger Redundanz

Die Festlegung auf die WCS Srategie fur die Sequenzierung des Genoms erwies
sich als vorteil haft zur Aufstellung eines vorlaufigen Genkataloges. Nicht zuletzt durch die
~erunreinigung” der chromosomenspezifischen Klonbibliotheken mit Klonen, deren
Inserts aus anderen Chromosomen stammten, war gewahrleistet, dassam gesamten Genom
in einer frihen Phase der Sequenzproduktion Analysen durchgefiihrt werden konnten.
Ursprunglich war geplant, einen Genkatalog zu erstellen, der dann auch spéter als Basis fur
weitere Analysen genutzt werden konnte. Zunachst wurde untersucht, wie die Sequenzen
repetitiver Elemente aus den Rohdaten extrahiert werden konnten. Da sie recht h&ufig im
Genom vorkommen, waren genug Daten schon in einer kleinen Menge an Sequenzen
vorhanden. Zwar konnten alle Elemente in einem relativ kleinen Datenpool, der eine
genomische Abdedkung von rur 0,4 représentierte, gefunden werden. Doch zeigte sich,
dass erst mit einer ca 0,9 fadhen Abdedkung des Genoms die Sequenzen der repetitiven
Elemente aveifelsfrei und korrekt aufgeklart werden konnten.

Die Analysen, die a1 einer vollstdndigen Beschreibung der repetitiven Elemente
fuhrten, sollten prinzipiell auch auf einzelne Gene Ubertragbar sein. Wegen der
angenommenen dtatistischen Vertellung der Einzelsequenzen statt einer optimalen
Uberdedkung des Genoms kénnen aber gar nicht alle Gene getroffen werden. Des Weiteren
kommt beim D. discoideum Genom hinzu, dass mit starken Klonierungsungleichgewichten
zu redhnen war, die die Trefferwahrscheinlichkeit beeinflussen wirden. Es gellte sich
spater heraus, dass diese Ungleichgewichte éier die Wahrscheinlichkeit fir Gentreffer
erhbhten, da intergenische Regionen etwa 2 fach unterreprésentiert im Pool der
Sequenzierungsrohdaten sind.

Die Kopienzahl der untersuchten Elemente oder Gene spielt eine grofie Rolle bei
deren korrekten Beschreibbarkeit. Die Berechnung der Kopienzahlen unterliegt, wie schon
gezeigt, Limitationen, die nicht durchbrochen werden kdnnen. So ist es zwar moglich,
Genfamilien ab einer Grolenordnung von 4 Mitgliedern wvon Einzelkopiegenen zu
unterscheiden. Ob aber ein Gen in ein-, zwei- oder dreifacher identischer oder nahezu
identischer Ausfiihrung vorhanden ist, 183t sich nicht exakt genug berechnen. So bietet die
Anzahl an Treffern nur einen Hinweis auf die Redundanz des untersuchten Genes. Fatal
kann sich diese Abschézungsungenauigkeit z.B. dann auswirken, wenn versucht wird,
.Knock out* Experimente mit Genen zu machen, die trotz @ner berechneten Menge von

einer Kopie mehrfach im Genom vorliegen.
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Eine weitere Limitation eines ®Ilchen Genkatalogs neben der nicht
hundertprozentigen Trefferwahrscheinlichkeit und der Unsicherheit bei der Kopienzahl
liegt in der Tatsache begriindet, dass nur Gene mit Ahnlichkeiten zu bereits bekannten
Genen gefunden werden kénnen. Zwar konnte man versuchen, Genabschnitte mit Hilfe des
grof3en Unterschieds im A+T Gehalt zwischen kodierender und nicht kodierender Sequenz
im D. discoideum Genom zu definieren. Doch dieser Ansatz wiirde avangslaufig den Wert
des Genkatalogs reduzieren. Denn da der Leserahmen nicht bekannt wére, muisste
korrekterweise fUr jeden potenziell kodierenden Abschnitt sedhs Translationsmoglichkeiten
als moglicher Genabschnitt in den Katalog aufgenommen werden. Dartber hinaus muss
nicht jeder kurze Genomabschnitt mit erhdhtem G/C Gehalt ein Gen représentieren.

Ein Vergleich des vorlaufigen Genkatalogs mit dem nun vollendeten Genom ergab
im Wesentlichen Ubereinstimmung, was die generellen Trends und Strukturen in diesem
Genom angeht. So wurde die Gendichte korrekt vorhergesagt (Glockner et al., 2002, die
Mitglieder einzelner Genfamilien korrekt definiert (Kollmar and Glockner, 2003; Rivero et
a., 2001, Wilkins et al., 2009, und weitere Analysen beziglich der Unterscheidung
zwischen genischen und intergenischen Regionen damit durchgefuhrt (Szafranski et al.,
2005. Trotz dlfélliger Limitationen gibt ein Genkatalog, der bei niedriger Redundanz
erstellt wurde, also ein wichtiges Hilfsmittel zu statistischen und anderen Analysen an die
Hand. Gleichzeitig erlaubt er einen groben Uberblick (iber das Genom, der begleitend zur
Vollendung des Genoms genutzt und verfeinert werden kann.

3.4. Integration von Karte und Sequenz

Zu Beginn des Projekts konnte noch davon ausgegangen werden, dass eine
verlasdiche Beschreibung des Genoms von D. discoideum in Form von integrierten
genetischen und physikalischen Karten vorhanden war. Im Laufe der Arbeiten stellte sich
jedoch heraus, dass diese Karten so fehlerbehaftet waren, dass sie nur eingeschrankt
verwendet werden konnten. Ohne Karten kann jedoch kein Sequenzierprojekt erfolgreich
abgeschlossen werden, wie gerade die Entwicklung im Humangenomprojekt zeigte. Zwar
wurde von Celera angekiindigt, einen ,whole genome shotgur* (WGS) durchzufiihren und
wesentlich schneller als die offentlich geférderten Institute, die eine Karten- und BAC-
Klonbasierte Sequenzierung duchfihrten, eine vollstandige Version vorzulegen. Doch da
die durch die 6ffentlichen Institute ezeugten Daten frei zuganglich waren, konnte aich der
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WGS auf die Karteninformationen bauen. Tatsidhlich unterschieden sich dann die beiden
vorgelegten Skizzen des Humangenoms nur unwesentlich (Aach et al., 2001). Dort, wo
keine BAC Klone vorhanden waren, konnten auch die aus dem gesamten Genom
stammenden Sequenzen diese Licken nicht flllen. Die Annahme, dass mit einer WGS
Strategie nur wenige Licken bleiben wirden, die die Rekonstruktion der Chromosomen
nicht beeinflussen wirden, war also falsch. Das zeigte, dass eine vollstandige genomische
Karte unerlésslich auch fur die Durchfihrung von Sequenzierungen von ganzen Genomen
oder Chromosomen ist.

Genomische DNA von D. discoideum ist nur in gewissen Grenzen klonierbar. Nicht
nur, dassFragmente Uber ca 5 kb in bakteriellen Systemen instabil sind, war bekannt. Auch
mit einer Selektion gegen besonders A/T reiche Sequenzen musde gerechnet werden. Zwar
waren schon 2 Chromosomen mit &hnlich hohem A+T Gehalt aus Plasmodium falciparum
sequenziert, doch dabei handelte es sich um Genomabschnitte im Bereich von einer Mb.
Darliber hinaus waren die Kosten fir diese Projekte enorm (M-A Rajandream, pers.
Mitteilung), da eine sehr hohe Abdedkung des Chromosoms von 15 lis 20 fach angestrebt
wurde. Trotzdem blieben nadh der Shotgun Phase in diesen Projekten sehr viele Licken
ubrig, die mit Hilfe von PCR Methoden und Transposoninsertionsseguenzierungen
geschlossen wurden. Da die Chromosomen von D. discoideum wesentlich grof3er sind als
die bis dahin assemblierten Chromosomen wvon P. falciparum, musste damit gerechnet
werden, dass auch nach Abschluss der Arbeiten etliche Licken ungeschlossen bieiben
wirden. Jedoch sollte kaum Information tber Gene verloren gehen, da die Licken wegen
des hohen A+T Gehalts in intergenischen Regionen zumindest vorwiegend dort angesiedelt
sein wirden. In der Tat erwies sch spéter, dass die Licken, die geschlossen werden
konnten, nie Kodierungspotenzial enthielten. Gleichzeitig bestdtigte sich bei den
erfolgreich geschlossenen Licken, dass sie im Schnitt l1angere Abschnitte, die nur aus A
und T Nukleotiden bestehen, enthalten als das Ubrige Genom.

Nadh der initialen Assmblierung der Chromosomen 1 bis 3 waren knapp 2000
Contigs vorhanden, die grof3er als 2 kb waren und den jeweiligen Chromosomen
zugeordnet werden konnten. Diese Zuordnung erfolgte Uber die Kalkulation ihrer
Zusammensetzung aus Sequenzen aus den verschiedenen Klonbanken. Die
Auszhlusgrenze fur eine eindeutige Zuordnung lag dabel bel einer Mindestlange von 5
kb. Bei kleineren Contigs reichte oftmals die Anzahl der Sequenzen im Contig nicht aus,
um eine statistisch signifikante Zuweisung zu treffen. Viele dieser Konfliktfalle konnten

aufgel0st werden, indem diese kleinen Contigs mit anderen Contigs zu grof3eren Einheiten
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Uber die Jeal pair” Info rmation zusammengefasst wurden. Doch in einigen Fallen blieben
Zweifel Uber die Zuordnung bestehen, die est mit fortschreitender Luckenschlief3ung
ausgeraumt werden konnten. Insgesamt betraf dies etwas weniger als 50 kb an Sequenz.

Uber die Sequenzinformation allein wiirde es shon wegen der Klonliicken nicht
moglich  sein, ein  Chromosom zu rekonstruieren. Die Zuordnung von
Chromosomenregionen zu YAC Klonen mittels YAC Skims von ausgewéhlten YAC
Klonen versprach Abhilfe, obwohl diese Methode, wie ebenfalls am P. falciparum Projekt
erwiesen, sehr aufwendig ist. Ein Pilotprojekt zur HAPPY Map Kartierung des
Chromosoms 6 ergab aber erhebliche Diskrepanzen zwischen dieser Karte und der YAC
Karte. Die Mdoglichkeit der Zuordnung von Regionen Uber die YACs musste deshalb
wieder in Frage gestellt werden. Die sichere Zuordnung von Sequenzen zu distinkten
genomischen Regionen ist jedoch unabdingbar, um einen Uberblick (ber die
Eigenschaftsverteilungen auf dem Chromosom zu erhalten. Eine genauere YAC Karte au
erstellen verbot sich aus Zeitgrinden von selbst. Statt dessen wurde die Lage einzelner
Contigs auf YAC Klonen mittels PCR bestimmt. Der Vortell: Diese Methode ist schnell zu
realisieren. Aul3erdem ist sie, wenn die Y AC Klonbibliothek eine hinreichende Abdedkung
des Genoms von mindestens 5 fach aufweist, tolerant gegen chimére Klone. Von Nadteil
ist, dass mit vertretbarem Aufwand nur die Zuordnung von groferen Einheiten zueinander
moglich ist. Diese groferen Kopplungsgruppen mittels der HAPPY Map Methode au
schaffen, Ubernahmen J. Pachebat und P. Dea in Cambridge. Ein Problem, das sich dabei
ergab, war die Definition von Markerregionen. Zwar konnten wir die schon asseemblierten
Sequenzen dafir nutzen, diese Regionen auszusuchen. Diese ausgewdhlten Regionen
wurden dann auch auf Einmaligkeit im Genom hin untersucht. Doch zeigte sich, dass nicht
ale in diesen Markerregionen ausgewdahlten Primer einmalig im Genom vertreten waren
oder dass es Kreuzregtionen mit dhnlichen Sequenzen gab. Dies mag mit bedingt sein
durch den hohen A+T Gehalt des Genoms, der relativ niedrige Annealing-Temperaturen bei
der PCR erfordert. Es gelang uns nicht, durch geeignete Auswahl aus den assemblierten
Contigs eine Gleichvertellung der Markerregionen zu erreichen. Vielmehr konnten
Abstéande awischen Markerregionen von mehr als 100 kb statt der angestrebten 10 kb — 15
kb auftreten.

Ein Vortell der Markerdefinition anhand vorhandener chromosomenspezfischer
Sequenzen ist, dassdie Kopplungsanalyse vereinfadit wird. Zur Konstruktion einer Karte
missen nicht Marker aus anderen Chromosomen erst ausgeschlossen werden. Man kann
davon ausgehen, dass alle Marker im Pool in die selbe Kopplungsgruppe gehdren. Ein
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Nadteil der zielgerichteten Markerwahl ist, dass mdglicherweise Regionen nicht
berticksichtigt werden, die eigentlich zum Chromosom gehtren. Dies gilt vor allem fir
kleinere Contigs, deren Zuordnung zum Chromosom unsicher ist. Um diese Fehlerquelle
moglichst auszuschlief3en, wurden auch fur Contigs zwischen 5 und 10 kb, deren
Zuordnung unsicher war, Marker definiert.

Die genetische Karte wurde fir die Zusammenfasuung der HAPPY
Kopplungsgruppen verwendet. Die genetischen Karten beruhten auf Analysen, die mit
Hilfe eines genannten ,parasexuellen” Kreislaufs gewonnen wurden. In klassschen
Kreuzungsanalysen konnten zu wenig lebende Nachkommen erzeugt werden, um
Rekombinationshéufigkeiten festzustellen. In einem parasexuellen Zyklus werden zunéchst
Diploide aus verschiedenen, selektierbare Marker tragenden Stammen hergestellt. In
geeigneten Medien Uberleben rur Zellen, die beide Marker tragen, also diploid sind. Wird
der Selektionsdruck entfernt, konnen die Diploiden durch Zellteilungen in Gegenwart von
Mikrotubuli destabilisierenden Agentien wieder haploide Nachkommen erzeugen. Die
untersuchten Marker segregieren dabei in die haploiden Zellen. Gene kdnnen so leicht den
einzelnen Kopplungsgruppen zugewiesen werden. Ein grof3er Nadteil dieser Methode it,
dass nur mitotische Rekombinationsereignisse oder Rearangements zu Aufschliissen Uber
die Abfolge der Gene auf den Chromosomen beitragen konnen. Diese Ereignisse sind
irreguld& und fohren in  der haploiden Generation nicht unbedingt zu
Chromosomenstrukturen, wie sie die Ursprungssamme besal3en. Deshalb kénnen sie nicht
vollkommmen mit einer meiotischen Rekombination gleichgesetzt werden. Daraus folgt,
dass die resultierenden genetischen Karten redit grob bleiben missen und manche Gene
falsch positioniert werden. In der Tat zegte sich, dass einige wenige Gene, die auf der
genetischen Karte weit voneinander entfernt lagen, in den Sequenzen der
Kopplungsgruppen benachbart waren. Die Konsequenz daraus war, dass nur dann
genetische Information benutzt werden konnte, wenn mindestens 2 Gene widerspruchsfrei
sowohl in der genetischen Karte als auch in den Kopplungsgruppen lokalisiert werden
konnten.

Fur die Chromosomen 1 und 3 konrte je eine einzige Kopplungsgruppe definiert
werden. Fir Chromosom 2 konnten jedoch nur 2 Kopplungsgruppen etabliert werden, die
nicht verbunden werden konnten. Auch frihere genetische Kartierungen wiesen hier eine
Licke auf. Diese Region muss grof3er als ~100 kb sein, da dies die obere Grenze fir die
Detektion einer Kopplung, bedingt durch die Versuchsbedingungen, war. Wie die Analysen
zeigen enthdlt diese Region eine lange Duplikation und Strukturen, wie wir sie ds
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Telomere und Centromere definiert haben (siehe 3.6). Trotz dieser einen uniiberbriickbaren
Licke in Chromosom 2 konnen alle Chromosomen als voll standig angesehen werden. Nur
mit diesen genau geordneten Sequenzen war eine weitere Analyse der Chromosomenenden
und der Vertellung von Repetitiven Elementen sowie eine représentative Darstellung der

Chromosomen maoglich.

3.5. Repetitive Elemente

Alle repetiven Elemente zigen einen ausgepragten Verteilungsdualismus innerhalb
des Genoms. Wéhrend die anen Elemente (DIRS, skipper, Tdd) auschlief3lich oder fast
auschlie3lich auf die Centromerregion beschrénkt sind, sind andere Elemente (TRE) an
das Vorhandensein von tRNA Genen in ihrer Nadhbarschaft gebunden. Wenn andere
Elemente als TRES jenseits der Cenromerregion aufgefunden werden, sind sie fast immer
mit TRE Genen asziiert und bilden Cluster von repetitiven Elementen (Winckler et al.,
2002 Winckler et al., 2005. Die Anhaufung von KRESs in distinkten Loci kann auch in
anderen Spezies beobachtet werden. Man vermutet, dass Springe in andere, genhaltige
Positionen den Organismus negativ beeinflusen konnen. Die dadurch einsetzende
Selektion gegen ,unginstige’ Insertionspunkte fuhrt dann dazau, dass Uber mehrere
Generationen die Trager solcher ,ungunstiger KRE Orte wieder aus der Population
verschwinden. So kdnnen nur noch an bestimmten Stellen Loci von repetitiven Elementen
beobadhtet werden.

Dieses Erklarungsmuster misge jedoch erlauben, dass DIRS Elemente in schon
vorhandene TREs oder andere Cluster hineinspringen konnen. Da dies nicht geschieht sorgt
moglicherweise ein aktiver Cleaingmechanismus fir das Entfernen von DIRS und anderen
Elementen aus dem kodierenden Teil der Chromosomen. Alternativ denkbar wére, dass alle
DIRS Elemente inaktiv sind. In der Tat gibt es nur wenige Hinweise fur eine Transkription
dieses Elements (Cohen et al., 1984). Initiale Analysen von anderen sozialen Amében
zeigen jedoch, dass DIRS Elemente ast in D. discoideum zur vollen Verbreitung
gekommen sind (unveroffentlichte Daten). Da diese Expansion eher nach der Verbreitung
der TREs erfolgte, ist negative Selektion auf Grund schadlicher Einflise auf die Fitness
eher unwahrscheinlich.
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3.6. Chromsomenenden

Eine Suche nach moglichen Telomerrepedsequenzen in den Rohdaten verlief
erfolglos. Das kann daran liegen, dass D. discoideum, éhnlich wie D. melanogaster keine
solchen Repeds besitzt. Andererseits konnten sie so kurz sein, dass sie nicht ohre weiteres
klonierbar sind. Jedoch fiel beim Suchen nach ungewoéhnlichen Sequenzmotiven auf, dass
es eine begrenzte Anzahl an Sequenzen gab, die sich aus rDNA Palindrom Anteilen und
chromosomaler DNA zusammensetzten. Eine weitere Untersuchung ergab, dass sie
zwanglos paarweise den einzelnen Chromosomen zugeordnet werden konnten. Da manche
dieser Contigs centromerspezifische KRES enthalten, postuliere ich, dass jedes Chromosom
von einer rIDNA Palindromsequenz an beiden Enden abgeschlossen wird. Da es keinerlei
Polymorphismen zwischen den Palindromsequenzen unterschiedlicher Herkunft gibt, muss
ein reger Austausch zwischen Chromosomenenden und Palindrom zum Zwedke des
Sequenzabgleichs stattfinden. Damit wirde das amplifizierte rDNA Palindrom als
Reservoir fur die Generierung neuer Enden der Chromosomen dienen. Potentiell konrte die
Non-Homologous End Joining Maschinerie hier involviert sein, aber auch vollig andere
Mechanismen, die durch neue Proteinfunktionen ausgeftihrt werden, sind vorstellbar. Diese
Genomorganisation ist vollig reu, jedoch nicht vollig Uberraschend, da zB. D.
melanogaster KRESs zur Erhaltung der Chromosomenenden verwendet (Abad et al., 2004).

Kirzlich wurden die subtelomeren Regionen im Humangenom naher untersucht
(Linardopoulou et al., 2005. Die Autoren finden, dass hier héufige Austausche awvischen
den Chromosomen stattfinden. Der fur D. discoideum postulierte Medanismus kdnnte also

bis zum Menschen hin konserviert sein.

3.7. Junge Duplikationen

Die Unfahigkeit der vorhandenen Laborstamme, nach einer Kreuzung mit dem
entsprechenden  Paaungspartner  lebende Nadkommen in genligender Zahl
hervorzubringen, kénnte ein Hinweis auf eine hohe Instabilitét des Genoms sein.
Untersuchungen an verschiedenen Karyotypen haben gezeigt, dass unterschiedliche
Genom- und Chromosomengrof3en auftreten konnen (Cox et al., 1990k Loomis and Kuspa,
1997). Da diese Unterschiede bei Laborstdmmen auftraten, die noch nicht sehr lange

selektiert worden waren, ist dies ebenfalls ein Hinweis fir ein flexibles Genom. Fir das
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Chromosom 2 von AX4, den zu sequenzierenden Stamm, haben wir eine inverse
Duplikation von tber 700 Ko beschrieben, die est kirzlich stattgefunden haben musste.

Einen ersten Hinweis auf die Art des Zustandekommens der Duplikation lieferte die
Erkenntnis, dass rDNA-palindromische Sequenzen an der Erhaltung  der
Chromosomenenden beteiligt sein kdnnten. Eine Suche nach solchen Sequenzen, die
chromosomale sowie Palindromabschnitte enthielt, lieferte fur jedes Chromosom ein Paar,
fur Chromosom 4, das eine vollstandige rDNA Kopie enthdlt, vier Enden und fur
Chromosom 2 ebenfalls vier Enden. Da aus anderen Untersuchungen klar war (fluorescent
in situ hybridisation; R. Sucgang, personliche Mitteilung), dass keine rRNA Gene auf
Chromosom 2 lokalisiert sind, mussten diese Stiicke éemalige Chromosomenenden
représentieren. Da sie in der Nachbarschaft der Duplikation auftauchen, kann diese
Duplikation zwanglos mit dem in Abbildung 9 keschriebenen Szenario erklart werden. Die
Entstehung der Duplikation lasd sich im Stammbaum der Laborstéamme auf nur 30 Jahre
Lebensdauer (jedoch mit unbestimmter Generationszahl) einschranken.

Es konnten weitere, relativ kleine Duplikationen auf Chromosom 2 observiert
werden, die keine Gene umfasden. Sie stammen von allen Chromosomen und wirken wie
Einsprengsel in die Chromosomenstruktur. Auch hier sind bemerkenswert wenige
Polymorphismen zu finden, was ein Hinweis auf jingere Insertionen ist. Insgesamt wurden
im Verhdtnis zur Zahl der jungeren Insertionen kaum Insertionen mit hohen
Polymorphismenraten gefunden. Das mag daran liegen, dass lche I nsertionen sehr schnell
mutieren und damit nicht mehr als dupliziert auffallen. Andererseits konnte es bel der
Etablierung des Stammes in jungerer Vergangenheit zu mehreren solcher
Insertionsereignisse gleichzeitig gekommen sein. Die Anwesenheit der grof3en Duplikation
ist ein starkes Indiz dafir, das es bei der Stammetablierung von AX4 auch weitere, das
Genom formende Ereignisse gegeben het. Insgesamt deuten all e genannten Aspekte darauf
hin, dassD. discoideum, zumindest in seiner Laborform, ein sehr flexibles Genom besitzt.

3.8. Basenungleichgewichte

Genomische Basenungleichgewichte treten in den verschiedensten Organismen auf
(Glockner, 2000. Wie in der Einleitung angefuhrt, wird Gber die Ursachen und Wirkungen
dieser Ungleichgewichte noch gestritten. Da wir nun mit D. discoideum (DD) und P.
falciparum (PF) zwei Genome mit sehr ausgeprégten Basenpréferenzen vergleichen
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konren, kénnten sich Hinweise aur Losung dieses Problems ergeben. Trotz vergleichbarer
A+T Gehalte unterscheiden sich diese beiden Organismen erheblich in ihren Genomen
(Szaranski et al., 2005. Zum Einen ist die Gendichte in PF wesentlich geringer als in DD.
Zum zweiten sind die Gene in PF wesentlich [anger als in anderen Organismen. Wie der
Versuch einer Genvorhersage mit verschiedenen Programmen zeigt, unterscheiden sich
beide Organismen auch hinsichtlich der Eigenschaften, mit denen Gene identifiziert werden
koénnen. Somit scheint der hohe A+T Gehalt die Geneigenschaften weniger zu pragen als
ihnen als skundare Eigenschaft Ubergestilpt zu sein (Szafranski et al., 2005. Ein weiteres
interessantes Merkmal der Gene in DD sind die sehr langen, nur aus einem einzigen A+T
reichen Kodon bestehenden Sequenzabschnitte, die in Protein umgesetzt werden. Diese
langen ,Homopolymer Runs® sind die langsten, die bis jetzt in einem Genom festgestel It
wurden (Abb. 4). Offensichtlich schaden sie dem Organismus nicht, wahrend manche
Krankheiten des Menschen, wie zB. ChoreaHuntington (Kremer et al., 1994 gerade durch
solche ,triplet repea expansions* hervorgerufen werden. Diese A+T reichen Regionen in
den Genen addieren sich, je nach benutzten Schwellenwert fur die Berechnung, auf biszu 1
% des Genoms und tragen deshalb signifikant zum Gesamt A+T Gehalt bei. Da diese
Regionen bevorzugt in bestimmte Aminosiuren umgesetzt werden, findet eine Selektion
sicherlich auf Proteinebene statt (Eichinger et a., 2009. Interessnterweise sind diese
Regionen sogar langer als in PF, mdglicherweise auch deswegen leistet sich DD eine dwas
weniger auf A+T reiche Kodonen fixierte Kodierung als PF. Eine detailierte Analyse zeigt
namlich, dass der zusétzlich gegeniiber DD erhohte A+T Anteil (1,3 %), Uber den PF
verfugt, nicht auf langeren intergenischen Regionen oder Introns oder erhdhtem A+T
Gehalt in denselben beruht, sondern duch konsequentere Nutzung von A+U reichen
Kodonen in den kodierenden Regionen erzielt wird. Daraus ergeben sich folgende
Schlusdolgerungen: i) Es gibt ein oberes Limit von ca. 87 % fir den durchschnittlichen
A+T Gehalt, der in nichtkodierenden Regionen erreicht werden kann. Je [énger ein solcher
Bereich, desto weniger A+T darf er enthalten. ii) tellweise ist die Akkumulation von A+T
ein interner Prozess der von praferentiell bestimmte Nukleotide verwendenden Proteinen
getrieben wird. Sonst wéare der teilweise e@hebliche Unterschied in der
Basenzusammensetzung sehr nahe verwandter Arten mit wahrscheinlich ahnlichem
Selektionsdruck (unwveréffentlichte Daten) nicht zu erkléren. iii) zumindest in der Phase
nach der Etablierung des A+T Reichtums kommen Selektionskréfte zum Zuge. Anders
waére ein Eingriff in das Kodierungspotential wie bei PF kaum vorstellbar.
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3.9. Annotation von Genen

In prokaryontischen Genomen ist die Genvorhersage relativ einfach. Alle
Sequenzabschnitte, die mit einem Startkodon (ATG oder GTG) beginnen und mit einem
der drei Stopkodonen enden, werden als offene Leserahmen (ORF) definiert. Je langer
diese ORFs sind, desto wahrscheinlicher ist es, dass sie Gene darstellen. Zufélige ORFs
sollten wegen der statistischen Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Stopkodons relativ
kurz sein. Jedoch |&sg sich keine untere Ausschlusggrenze fur ORF -Groéf3en angeben, well
auch sehr kurze Gene existieren (z.B. psaM Cyanidium caldarium mit 30 Aminosduren
(Glockner et al., 2000). Prokaryontische Gene kdnnen auch Uberlappen, aber dabei handelt
es sich meist um nur wenige Basen. Auch kann manchmal nicht das erste mdgliche
Startkodon, sondern erst das zweite oder dritte genutzt werden, was den ORF etwas
verkurzt. Generell konnen bei Prokaryonten Gene gleichgesetzt werden mit allen nicht oder
nur sehr wenig Uberlappenden ORFs, die eine gewisse Lange Ubersteigen. Deshalb ist deren
Auffinden mit einfachen Mitteln zu bewéltigen.

Ganz anders bel Eukaryonten. Hier kdnnen die kodierenden Regionen eines Genes
zersplittert  Uber mehrere Exonen verteilt sein. Im Extremfall kann die Region, die ein
einziges Gen enthélt, mehrere Mb lang sein. Exonen selber kénnen sehr kurz, aber auch
sehr lang sein. Durch alternatives Spleissen konnen aus einer als Gen definierten Region
tausende Proteinvarianten entstehen (Graveley, 2001). Die Auffindung von Genen ist hier
also nicht Uber die Definition von ORFs mdaglich. Vielmehr wird in den meisten Féllen von
Generkennungsoftware eine Matrize eines ideden Genes aus den Strukturen bereits
bekannter Gene estellt. Mit Hilfe dieser Matrize wird dann jede Region auf eine
Ubereinstimmung oder Ahnlichkeit mit dieser Matrize hin tberpriift.

Die Erstellung dieser Matrize zeféllt in mehrere Schritte: Zundchst muss die
Wahrscheinlichkeit dafir bestimmt werden, ob ein bestimmter Genomabschnitt ein
Kodierungspotenzial besitzt oder nicht. Da kodierende Regionen einem gewissen selektiven
Druck zur Nutzung bestimmter Triplettkodonen unterliegen, um die Herstellung
funktionierender Proteine a1 ermdglichen, kdnnen sie am gehaduften Auftreten ansonsten
weniger genutzter Kodonen erkannt werden. Im Falle von D. discoideum ist dies relativ
einfach. Die Verschiebung der Nukleotidverteilung des gesamten Genoms hin zu einem
erhdhten A/T Gehalt Iasd gleichzeitig die Unterschiede awvischen kodierenden und nicht
kodierenden Regionen schérfer hervortreten. So weisen intergenische Regionen sowie
Introns einen durchschnittlichen A/T Gehalt von 86 bzw. 87 % aus, wahrend die

73



kodierenden Regionen mit 72 % A/T einen deutlich erhohten Anteil an G/C Nukleotiden
zeigen. Dieser Unterschied ist so grof3, dasser selbst beim oberfladhlichen Betradhten einer
D. discoideum Sequenz ins Auge fallt. Damit wird die Einteilung der Sequenz in
kodierende und nichtkodierende Abschnitte &nlich einfach wie bei Prokaryonten.

Im Gegensatz dazu stehen Genome mit einer annéhernd gleichen Verteilung an
Nukleotiden wie zB. das menschliche Genom. Hier sind die Unterschiede avischen
kodierenden und nicht kodierenden Sequenzen nicht sehr stark ausgepragt, obwohl auch
hier gehdufte Nutzungen bestimmter Kodonen in kodierenden Regionen radhgewiesen
werden konnen. Zusétzliche Anhaltspunkte fur Kodierungspotenzial kdnnen in diesen
Genomen Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Proteinen hieten. In der Tat wird dies von
manchen Generkennungsprogrammen genutzt (Solovyev and Salamov, 1997).

Kodierungspotenzial alleine madt einen Sequenzabschnitt noch nicht zu einem Tell
eines Genes. Vielmehr missen weitere Eigenschaften eines Genes hinzutreten. Diese
Eigenschaften werden in einem weiteren Schritt untersucht. Intron/Exon Grenzen haben
eine stark konservierte Basenabfolge in allen Organismen. Der Donor Bereich enthélt ein
GT, der Akzeptor ein AG. Darliber hinaus finden sich weitere relativ haufige Basen in der
Umgebung von Donor und Akzeptor wie zB. ein C vor dem Akzeptor AG. Vor dem
Akzeptor befindet sich normalerweise aul3erdem ein Bereich variabler Lange, der stark mit
Pyrimidinen angereichert ist. Da die Exor/Intron Grenzen jedoch im Kontext des Genoms
relativ kurz sind, kdnnen diese Basenabfolgen natiirlich ofter auftreten, jedoch funktionslos
sein. Erst die Kombination von Kodierungspotenzial und das Vorhandensein eines
durchgehendes L eserasters nach dem Ausspleil3en eines potenziellen Intronen ist ein starker
Hinweis auf die Anwesenheit eines Genes. Man sollte aannehmen, dass wegen des relativ
kleinen Genoms bei gleichzeitig hoher Gendichte und kurzen Intronen die korrekte
Erkennung von Spleissorten in D. discoideum kein Problem darstellen sollte.
Wahrscheinlich aufgrund des shr hohen A/T Gehalts des Genoms sind nur rudimentére
Spleisssignale vorhanden. Sie beschrénken sich auf die oben genannten Donoren (GT) und
Akzeptoren (AG). Darliber hinaus snd kei den meisten Genmodellen keinerlei konservierte
Basen an Intron/Exon Grenzen auszumadhen. Allenfalls eine leichte Haufung des
Donormotivs GTAAGT und von Thymidinen an der Akzeptorstelle war bei einer spéteren
Untersuchung aller gefundenen Genmodelle festzustellen. Zwei konservierte Basen sind
jedoch zu wenig, um in jedem Fall die richtige Spleif3stelle zu finden. Dies schrénkt den
Wert dieser Stellen fur die korrekte Definition von Genmodellen ein.
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Der Bereich vor Startkodonen ist meist etwas A+T reicher als der Durchschnitt.
Wenn Kodierungspotenzial kurz hinter einer solchen A+T reicheren Stelle in Verbindung
mit einem Startkodon auftritt, kann won einem Genstart ausgegangen werden. Diese
Geneigenschaft ist jedoch bei Betrachtung des D. discoideum Genoms wertlos, da
nichtkodierende Regionen hier immer sehr A+T reich sind. Zusammenfassend 183t sich
sagen, dass zwar die Erkennung von kodierenden Abschnitten im D. discoideum Genom
ahnlich einfach ist wie in prokaryontischen Genomen. Durch die eingeschrankte Spezifitét
von Genstart-Regionen und Intron/Exon Grenzen jedoch wird die Vorhersage der korrekten
Struktur von Genen erschwert.

Genvorhersageprogramme nutzen die oben beschriebenen Eigenschaften wvon
Genen, um miglichst korrekt Genmodelle vorzuschlagen. Die Qualitét der Vorhersagen
wird mit zwei Parametern, der Spezifitdt und der Sensitivitdt, beschrieben. In anderen
Worten: Ein Programm sollte méglichst alle Gene ekennen (Sensitivitéat), aber dabei
maoglichst wenig falsche Vorhersagen machen (Spezifitét). Die vorhandenen Programme
unterscheiden sich hinsichtlich dieser beiden Eigenschaften, was einerseits an den jeweils
zugrunde liegenden Algorithmen liegt. Eine Rolle spielen aber auch die verwendeten
Schwellenwerte. Wenn ein Programm modglichst alle Gene efassen soll, werden die
Vorhersagen unspezifischer, die falsch positiven Resultate steigen. Umgekehrt geht eine
erhdhte Spezifitdt zu Lasten der Sensitivitdt, echte Gene werden nicht erkannt. Dieses
Dilemma bei der automatischen Generkennung ist bei der Nutzung eines einzigen
Programmes nicht zu umgehen. Bessere Ergebnis® sind zu erzielen, wenn man mehrere
Programme in die Analyse einbezieht (Glockner et al., 1998 Taudien et al., 2000.

Alle Programme miuissen allerdings jeweils an die Geneigenschaften des zu
untersuchenden Organismus angepass werden, um eine moglichst hohe Sensitivité und
Spezifitdt bei der Vorhersage au erreichen. Das wird dadurch erreicht, dassdie Strukturen
bereits bekannter Gene dieses Organismus als Trainingsset fur das jeweilige Programm
verwendet werden. Je grol¥er das Trainingsset, desto bessr sollten die au erwartenden
Vorhersagen sein, da mit einer grol3en Menge an Daten auch etwas abweichende
Genstrukturen erfasd werden.

Zwar waren ca. 300 Gene von D. discoideum bekannt, jedoch von nur 140 Genen
war die vollstandige Genstruktur aufgeklart worden. So war auch die Mdglichkeit,
Programme zu trainieren, auf diesen Datensatz eingeschrénkt. Ein weiterer Nachteil dieses
Trainingssets war es, dass es hauptsachlich aus Genen bestand, die in Signaltransduktion
und Aufbau und Funktion des Zytoskeletts involviert sind. Diese beiden Forschungsgebiete
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machen einen Haupttell der Arbeiten mit D. discoideum aus. Es ist nicht auszuschlief3en,
dass die Strukturen dieser Gengruppen einem Selektionsdruck unterliegen, der mit ihrer
Funktion gekoppelt ist. Somit konnte die hier vorgestellte Genvorhersage auf einer Matrize
beruhen, die nicht allgemeine Genstrukturen des Organismus wiederspiegelt. Somit wirde
die Genstrukturanalyse nicht in allen Féllen exakte Voraussagen treffen konnen. Da aer
das Kodierungspotenzial der Gene mehrheitlich erfasd wurde, wie ein Abgleich mit
vorhandenen EST Sequenzen ergab, bleiben die Aussagen zur Funktionsanalyse der Gene
jedoch von dieser potentiellen Fehlerquell e unbertihrt.

Die zundchst mit GlimmerM durchgefihrten Genvorhersagen musden
notgedrungen ungenau HWeiben, weil dieses Programm fir uns nur hinsichtlich des
Kodierungspotenzials trainierbar war. Im Vergleich zu dem spéter verwendeten Programm
waren die vorhergesagten Genmodelle durchgehend kirzer. Da wir mit der Gruppe um R.
Guigo in Barcelona aur Erstellung einer fur D. discoideum spezifischen GenelD Version
kooperieren konnten, wurden dann alle weiteren Vorhersagen mit diesem Programm
getroffen. Zusétzlich zu einem Training wurde es noch einer Feinabstimmung unterzogen.
Ausgewdhlte Genmodelle wurden auf Stimmigkeit hin Gberprift. Einerseits konnen dafir
EST Daten herangezogen werden, andererseits zeigen orthologe Gene die vermutlich
richtige Genstruktur an. Wegen der schieren Zahl der Genmodelle musste mit Stichproben
vorlieb genommen werden. Manche spédter untersuchten Genmodelle konnten mit
vorhergehenden oder nadhfolgenden Genmodellen, die auf dem gleichen Strang kodiert
sind, verschmolzen werden, wenn als Vergleich ein orthologes Gen aus einem anderen
Organismus zur Verfigung stand. Da jedoch in den meisten untersuchten Fallen die
Genmodelle der mRNA Struktur oder ESTs bzw. Orthologen entspradh, gehe ich davon
aus, dassdie Vorhersagen insgesamt vertrauenswirdig sind.

Ein spéterer Vergleich mit einem weiteren trainierten Programm, das von A. Krogh
entwickelt worden war, zeigte weitgehend U(bereinstimmende Resultate. Auffallig war
jedoch, dass gerade an SpleiRstellen und im 5° Bereich der Genmodelle Diskrepanzen
zwischen den Vorhersagen der beiden Programme bestanden. Dies ist ein Hinweis dafdr,
dass diese Signale wegen ihrer relativ schwachen Ausprégung von den beiden Programmen
unterschiedlich bewertet und interpretiert werden. Welches der Programme eine hohere
Vorhersagegenauigkeit an diesen Stellen hat, l8sst sich aus den vorliegenden Daten nicht
bestimmen. Ein vorhergesagtes Genmodell kann zwar als Orientierungshilfe fur die weitere
Analyse dienen, man kann dieses auch nutzen, um ein genomisches Microarray fur die
Transkriptanalyse herzustellen. Doch wenn Gene ausgeschaltet, Uberexprimiert oder sonstig
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verandert werden sollen, ist eine genaue Kenntnis der Genstruktur unerlasslich. Auch die
Analyse von Promotoren kommt ohne diese Kenntnis nicht aus. Eine Uberpriifung aller
Genmodelle durch mRNA Sequenzierungen erscheint deshalb unausweichlich.

3.10. Gene und Domanen

D. discoideum ist der erste freilebende Protist, von dem nun das gesamte Genom
bekannt ist. Uberraschend ist der Befund, dass dieser meist einzellig lebende Organismus
eine Menge von Genen benétigt, die vergleichbar ist mit der eines wesentlich komplexeren
Tieres, von Drosophila melanogaster. Diese Menge konnte natlrlich aus vielen
Genduplikationen oder einer Genomduplikation hervorgegangen sein. Die Clusterung von
allen Genen von Chromosom 2 ergab jedoch, dass nur ca 12 % dieser Gene eine so
weitgehende Ahnlichkeit zu anderen Genen aufweisen, dass sie leicht erkennbar aus der
Duplikation eines Vorgangers herrihren. I nteressanterweise sind das meistens Gene, die im
Tandem auf dem Genom angeordnet sind. Eine Analyse eines Genes mit mehreren Kopien
auf Chromosom 2 (Eichinger et a., 2005 zegte auch, dass mit zunehmender Distanz vom
Ursprungsgen die Ahnlichkeit rasch abnimmt. Diese Diversifizierung kann retiirlich auch
mit einer Anderung der Funktion einhergehen. Im Falle von identischen Genfamilien wie
z.B. den Aktinen ist auch die Beibehaltung der Funktion anzunehmen. Selbst bei Annahme
identischer Funktionen von weit diversifizierten Gentandems wére die hohe Anzahl an
Genen nicht mit einer hohen Funktionsredundanz eklérbar.

Der Anteill an funktional redundanten Genen und Gengruppen koénnte einen
erheblichen Einfluss auf die Genzahl haben. Streng genommen miisde also der Satz an
einzigartigen Funktionstragern fir einen Vergleich der Genmengen herangezogen werden.
Solange aber die Funktionen aller Genprodukte nicht aufgekléart sind, lauft man Gefahr,
Genprodukten innerhalb einer Familie die gleiche Funktion zuzuordnen und damit die Zahl
der fur den Organismus unabdingbaren Gene zu unterschétzen. Deshalb mag fir diese
Betradhtung die absolute Genzahl als Grundlage ausreichen. Natirlich kann die Menge an
Genen nur ein grober Orientierungspunkt sein, doch mit der Anzahl an Genen erhéht sich
die Anzahl der mdglichen Verknipfungen der Genprodukte untereinander. Damit wirde bis
zu einem gewissen Grade die Anzahl an Genen auch die Komplexité bzw.
Organisationsdufe eines Organismus beschreiben, auch wenn sie sich mdglicherweise
unter Laborbedingungen nicht ausprégt.
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Die schiere Zahl an Genen weist also D. discoideum als einen Organismus aus, der
wesentlich komplexer ist als Hefe. Diese Komplexitét manifestiert sich z.B. in der htheren
Zellbeweglichkeit und der M6glichkeit, Phasen des Lebens als koordinierter Mehrzeller zu
verbringen. Die berechnete Anzahl von Uber 12.000 Genen im D. discoideum Genom ist
nahe an den Werten von echten Vielzdlern wie D. melanogaster. Vielzelligkeit, oder die
Fahigkeit dazu, konnte also einen grofien Teil des Mehr an Genen erfordern, das wir in D.
discoideum im Verhdltnis zu reinen Einzellern beobachten kdnnen. Mehrzelligkeit wurde in
der Evolution Ofter unabhéngig voneinander erfunden. Es ist schwer vorstellbar, dassdiese
Fahigkeit sich jeweils aus dem Nichts entwickelt hat, vielmehr ist anzunehmen, dass auch
der letzte gemeinsame Vorfahre aller Eukaryonten schon das Potenzial dafiir gehabt hat. D.
discoideum steht nun ausweislich des Stammbaumes zwar nicht an der Basis der
Entwicklung von Pflanzen und Tieren, aber diese Spezies hat sich sehr frih von den
Haupt&sten abgetrennt. Durch einen Vergleich des Genoms von D. discoideum mit den
Genomen von tierischen Vielzdlern konnten ~1000 evolutionar konservierte Gene definiert
werden, die nur in der Linie der Metazoa auftreten. Zu diesen gehtren sicherlich auch die
Gene, die ursprungliche Vorausstzungen fur tierische Vielzelligkeit geliefert haben
(unverdffentlichte Daten).

Die Analyse von Doménen, also besonders konservierten Teilen von Proteinen,
bietet einen vertiefenden Blick jenseits der Erkenntnisse, die durch die Analyse von
Orthologen erzielt werden kdnnen. Metazoa verfiigen generell Gber mehr verschiedene
Doménen als Hefe, wenn auch jeweils verschiedene Genfamilien in den einzelnen
Organismen amplifiziert sein kdnnen (http://www.ebi.ac.uk/proteome/). Die im Vergleich
zu Metazoa ghnliche Vielfalt an Doméanen bei D. discoideum konnte wiederum durch die
freilebend rauberische Lebensart und die komplexe Entwicklung eines Dauerstadiums aus
einer vielzdligen Assziationsvorstufe bedingt sein. Lebensbedingungen scheinen also den
bewahrten Gensatz zu beeinflussen. Ein Blick auf die Frequenz von Interpro Doménen
zeigt aul3erdem, dass manche Doménen wesentlich haufiger in D. discoideum vorkommen
as in anderen, vollstandig analysierten Organismen. Diese Haufungen stellen sicherlich
spezielle Anpasaingen des Genoms an die Erfordernisse dieses Organismus dar. Gerade
Hefen scheinen im Laufe der Evolution etliche Gengruppen, die fur ihre Lebensweise nicht
benotigt wurden, als Ballast tber Bord geworfen zu haben. Anhand des Vergleichs von
vorhandenen Interpro Domanen kann dies leicht festgestellt werden (Tabelle 7). Auffalig
Ist, dass sehr viele der in Hefe fehlenden Doménen mit der Etablierung von Vielzdligkeit
und Differenzierungen zu tun haben. Es finden sich des Weiteren im Genom von D.
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discoideum auch Doméanen, von denen bislang mangels vorhandener Daten gedacht wurde,
dass sie Erfindungen der Metazoa sind (Eichinger et al., 2005. D. discoideum bietet also
die Mdglichkeit, evolutiondre Entwicklungslinien weiter zuriick zu verfolgen als bisher.
Offensichtlich benutzt D. discoideum den selben Werkzeugkasten wie mehrzellige Tiere
zur Etablierung seiner Lebensweise. In jedem Modellorganismus fehlen auch Doménen und
Gene, die sonst allgemein verbreitet sind. So besitzt S cerevisiae z.B. nicht das komplexe
Zytoskelett von D. discoideum, das fir Zellbewegungen ndtig ist (Eichinger et al., 1999
Noegel and Schleicher, 2000. Abwesenheit von Doméanen wvor allem in niederen
Eukaryonten wirde eher auf einen Verlust hinweisen als auf die mehrmalige unabhéngige
Erfindung der selben Doménen. Da aich in nahe verwandten Arten diesbeziglich
Unterschiede bestehen konnen, empfiehlt sich die Analyse @nes mdglichst breiten
Spedrums an Arten, um einen detaillierten Uberblick tber Entwicklungslinien zu
bekommen.

Die Vertellung von Proteindhnlichkeiten zwischen den bis jetzt analysierten Spezies
erhértet die These, dass D. disoideum den Metaza ndher steht als den Pflanzen. Damit
steigt auch die Relevanz, die Untersuchungen an Genen haben, die in veranderter Form
beim Menschen zu Krankheiten flihren kdnnen. Besonders interessant sind hierbel Gene,
die nicht in Hefe vorkommen. Da D. discoideum fast gleichwertige molekulare
Untersuchungsmoglichkeiten wie Hefe bietet, konnen auch in diesem System sehr schnell
Genwirkungen untersucht werden. Eine parallele Untersuchung von Funktionen won
Genprodukten in Hefe und in D. discoideum bietet sich an, um systemunabhangige
Erkenntnisse tber Funktionen gewinnen zu kdnnen.

3.11. D. discoideum als M oddll

D. discoideum ist der erste freilebende Vertreter der Protozoa (dieser Begriff ist
keine taxonomische Einheit, da sich dahinter sehr diverse Organismen verbergen), dessen
Genom vollsténdig entschlisselt wurde. Dass es gerade dieser Organismus war, der an
erster Stelle gewdhlt wurde, ist kein Zufall. Studien an diesem Organismus hatten schon
friher zu allgemeineren Erkenntnissen gefuhrt. Wahrend die vegetative Entwicklung dieses
Organismus zundchst als Kuriosum angesehen wurde, konnte spéater gezeigt werden, dass
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hier viele Gene dane Rolle spielen, die Orthologe in anderen Organismen haben.
Spezialisierungen innerhalb einer Organismengruppe kdnnen also trotzdem eine genetische
Grundlage haben, die von vielen Spezes auf anderen evolutiondren Asten geteilt wird. Die
Erkenntnis, dass auch niedere Organismen Gene haben, deren Orthologe im Menschen in
mutierter Form Krankheiten auslosen konnen, ist nicht neu (Friedberg, 1985. Um solche
Gene zu studieren kann deshalb auf leichter zugangliche Organismen als den Menschen
ausgewichen werden. Da aber Proteinfunktionen je nach Organismus variieren konnen,
sollten solche Studien an mehreren Modellen durchgefiihrt werden. Die Aufschliisselung
des Genoms liefert die Basis fur weitergehende funktionale Analysen. Die Kenntnis aller
Gene des Organismus ermoglicht erst die Konzeption wvon Experimenten, die die
Wirkungsweise ganzer Gengruppen untersuchen sollen. Es ist heute kaum vorstellbar, dass
Forschung zu grundlegenden Fragen in der Biologie in Zukunft an Organismen
durchgefuihrt werden kann, deren Genom nicht vollstandig entschliisselt wurde.

Die Genomanalyse von D. discoideum erweitert den Blick auf Gemeinsamkeiten
und Unterschiede zwischen den Gensdizen von Modellorganismen auf verschiedenen
Entwicklungsdufen. Bis jetzt sehen jedoch nur wenige vollstandig analysierte
Eukaryontengenome fir eine vergleichende Analyse ar Verfugung. Deshalb sind
Untersuchungen von Genomen weiterer niederer Eukaryonten mit unterschiedlichen
L ebensbedingungen geboten. Einerseits konnte dadurch der allen Eukaryonten gemeinsame
Gensatz besser definiert werden, andererseits konnte das Verstandnis der Funktionen
speziesspezifischer Genprodukte wadhsen. Vergleiche von mehr als jetzt zur Verfligung
stehenden Genomen wirden auch kléren helfen, wie die zlluldren Funktionen auf
Genomebene in verschiedenen Organismen abgestimmt werden. Momentan wird
vergleichende Genomanalyse vor allem im Bereich der Vertebraten durchgefihrt, aber auch
weitere Nematoden und Insekten werden untersucht. Da die Genomanalyse von D.
discoideum nun abgeschlossen ist, wére es an der Zeit, weitere soziale Amdben wie z.B.
Polysphondyllium oder eine weiter entfernte Art aus der Gruppe der Mycetozoa fir
Vergleichszwedke heranzuziehen.
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3.12. Das D. discoideum Genomprojekt im Vergleich zum
Humangenompr oj ekt

Das Humangenomprojekt wurde vor knapp 20 Jahren initiiert. In diesem Projekt
sollten auch gleichzeitig Techniken und Methoden entwickelt werden, die fur jedes Projekt
anwendbar wéaren. Es brachte, gerade in letzter Zeit, einen gewaltigen Fortschritt bei der
Produktion und Assemblierung von Daten zu Wege. Die Assemblierung und automatische
Annotation von BAC Klonen in der Grofsenordnung von 100 hs 200 Ko ist inzwischen
Standard (Glockner et al., 1998 Momeni et al., 200Q Riboldi Tunnicliffe & al., 200Q
Taudien et a., 2000. Es erscheint also als natirlich, die Standardtechniken, die so
erfolgreich am Humangenom angewandt wurden, auch auf das viel kleinere D. discoideum
Genom anzuwenden. Doch wie sich herausdellte, galten fir das D. discoideum Projekt
vollig andere Bedingungen als fur das Humangenomprojekt. Tellweise waren diese
Bedingungen dem Umstand geschuldet, dass D. discoideum ein A+T reiches Genom
besitzt. So konnte keine stabile bakterielle Klonbibliothek hergestellt werden, wie sie fur
das klonbasierte Sequenzieren verwendet wird. YAC Klone stellen keine leicht zu
verwendende Alternative dar, weil deren DNA nicht in hinreichenden Mengen sauber von
der genomischen Hefe-DNA des Wirtes zu trennen ist. Damit war es nicht moglich, dem
Weg der akademischen Zentren zu folgen, den sie afolgreich fur die
Humangenomsequenzierung einschlugen.

Die WCS Srategie dagegen kann rur mit einer genauen Chromosomenkarte eafolgreich
sein. Daran ermangelte es zu Beginn des Projekts. Diese Karte musde ast erstellt werden,
nachdem der grof¥e Teil der Sequenz schon vorhanden war.

Im Humangenomprojekt ist die Annotation von Genen jeweils an die einzelnen
BAC oder PAC Kloncontigs gebunden. Dementsprechend fallen fir eine Arbeitsgruppe
relativ. wenig Annotationsarbeiten an. Das gesamte Chromosom 21 des Menschen z.B.
enthédlt etwas mehr als 250 Gene. Die Anndation teilten sich die 3 beteiligten
Sequenzierzentren (Tsukuba, Jena, Berlin) auf, wobei spéter die Resultate ageglichen und
vereinheitlicht wurden. Die Annotation der Gene der D. discoideum Chromosomen stellte
eine ungleich grofRere Herausforderung dar. Zum Beispiel enthélt das Chromosom 2 von D.
discoideum mit 2799 Genen mehr als 10 mal so viele Gene wie Chromosom 21 des
Menschen. Annotationen einiger hundert Gene kdnnen noch in Tabellenform aufbewahrt
und gesichtet werden. Bei mehreren tausend Genen wird es notig, eine Datenbankstruktur
aufzubauen. Sie elaubt gezielte Abfragen, so dassder Nutzer besser von den Informationen
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profitieren kann. Je gréfeer die Menge an Genen ist, die analysiert werden sollen, desto
mehr muss auf computerisierte Analyse zuriickgegriffen werden. Im Humangenomprojekt
Ubernehmen gpezialisierte Ingtitute wie das EBI in Hinxton die Aufbereitung und
Aktualisierung der Daten. Im Gegensatz dazu existierte fir das D. discoideum Projekt kein
Institut, das die Erstellung, Pflege und Verfiigbarmachung der Daten tGibernommen hétte. So
war meine Arbeitsgruppe in der Lage, von der initialen Sequenzierung Uber die
Asemblierung und Annotation bis zur Datenanalyse und Aufbereitung alle fir ein
Genomprojekt notigen Schritte a1 Ubernehmen. Somit kann an diesem Modell gezegt
werden, wie die Planung und Koordinierung aller Arbeiten in einem Genomanal yseprojekt

durchgefihrt werden.

3.13. Funktionelle Analyse

Die Herstellung und automatische Analyse des Genkatalogs eines Organismus ist
die Vorausstzung fir die genomweite funktionelle Analyse. Automatische Generkennung
unterliegt aber Limitationen, die nicht aufgehoben werden kénnen. Ein automatisch
gewonnener Gensatz kann deshalb nur bis zu einem gewissen Grade richtig sein. Nicht nur
Genanfange und -Enden sind schwierig zu bestimmen, auch fehlen manchmal Gene in den
Datensédtzen, was durch falsche Vorhersagen oder ,frame shifts* bedingt ist, die wiederum
von Sequenzfehlern herrihren. Deswegen schliefdt sich an die hier gezigte Analyse die
manuelle Beabeitung des Datensatzes an. Mit Hilfe von passenden ESTs und voll sténdigen
MRNA Sequenzen missn alle Genmodelle verifiziert und die Sequenzen in der Datenbank
aktualisiert werden. Darliber hinaus missen Experten fir die Annotation einzelner
Genfamilien gefunden werden, die zB. Unsicherheiten betreffs einer Genstruktur besser
beurteilen konnen als jedes Computerprogramm (Galperin and Koonin, 1998. Einbindung
von Literaturhinweisen und weiteren wichtigen Informationen in die Proteindatenbank
erleichtert dann deren Nutzung. Zur Zeit ist die manuelle Annotation der D. discoideum
Gene noch in den Anfangen, erste Vereinbarungen tber die Vorgehensweise hierbei
wurden getroffen. Erst wenn der voll standige Genkatalog auf diese Weise annotiert worden
ist, besteht die Gewahr dafur, dass fur die Herstellung von Expressionschips fir jedes
Genmodell passende PCR -Produkte bzw. Oligos generiert werden. Trotzdem konnen
schon vorher Expressionschips fir einen Teil der Gene hergestellt und mit unter
verschiedenen Bedingungen isolierten mRNAs hybridisiert werden. Die fur die

82



Sequenzierungsarbeiten verwandten Klone stellen eine hillige Ressource fur solche Chips
dar. Deswegen wurden schon erste Versuche mit diesen Klonen zur Herstellung von
Expressionschips unternommen.

Von grofiem I nteresse wird sein, Mutanten verschiedener Gene herzustellen, und die
Anderungen ihrer globalen Expression gegeniiber dem Wildtyp zu untersuchen. Vor alem
die Untersuchung von Genen, die in Vertebraten, aber nicht in Hefe vorkommen, kénnte
tiefere Einblicke in die Funktion von komplexeren Zellen und Zellsystemen liefern. Mit der
Analyse des Chromosoms 2 von D. discoideum wurden erste Vorausstzungen fur die
eingehende funktionelle Analyse des gesamten Organismus geschaffen. Zwei weitere
Chromosomen werden gerade analysiert. Die aus diesen Arbeiten resultierenden Daten zu
aktualisieren und zu verbessern, aber auch funktionell zu analysieren, werden die Aufgaben

in der Zukurft sein.
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4. Zusammenfassung

1. Sequenzierung und Assemblierung. Das gesamte Genom von D. disocideum
konnte durch Integration wvon Sequenzdaten mit Kartierungsdaten assembliert
werden. Die Chromosomen 1 bis 3 sind insgesamt durch weniger als 50 Lucken
unterbrochen und die Sequenzen selber sind go6fXenteils mehrfach Uberprift
worden. Die hochgenaue Sequenz ist nun der Ausgangspunkt fir weitere
funktionelle Analysen.

2. Basenzusammensetzung. Das Genom von D. discoideum besitzt eine
ungewohnliche  Basenzusammensetzung. Aus diesem Grund  konnten
Standardmethoden fir die Genomanalyse nicht angewandt werden. Vielmehr
mussten etliche Methoden und Programme ettwickelt werden, die eéne
Rekonstruktion von Chromosomen dieses Organismus erlaubten. Zu nennen ist hier
vor allem die Assemblierungsroutine. Ein Vergleich mit P. falciparum, desen A+T
Gehalt noch etwas hoher liegt als der von D. discoideum, zeigte, dass
unterschiedliche Strategien zur Erreichung dieses Basenungleichgewichtes in den
beiden Organismen verfolgt werden. Zudem scheint eine Obergrenze fur den A+T
Reichtum abhéngig von der Lange der betroffenen Region zu bestehen. Sowohl ein
urspringlicher ,mutational bias* als auch spétere Selektionsvorteile konnten fur das
beobadhtete Basenungleichgewicht verantwortlich sein.

3. Genomstruktur. Chromosom 2 enthélt eine inverse Duplikation von tber 700 Ko,
die nach einem Chromosomenbruch entstanden ist. Die Zusammensetzung der
Bruchstelle (DIRS Elemente und rDNA Palindromsequenzen) gibt Hinweise auf die
Struktur von Centromerregionen und subtelomere Regionen aller Chromosomen.
Vermutlich enden alle D. discoideum Chromosomen in Sequenzen, die ais dem
rDNA Palindrom stammen. Dies legt einen Mechanismus nahe, der das
amplifizierte Palindrom als Reservoir zur Herstellung von Chromosomenenden
benutzt.

4. Repetitive Elemente und Transposonanalyse. Mit dieser Arbeit wurde gezegt,
dass eine Uberblicksanalyse eines Genoms erfolgen kann, ohne dass eine hohe,
saturierende  Abdedkung des Genoms erreicht werden misde oder eine

Asemblierung nétig ware. Fur die Auffindung von repetitiven Elementen,
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Genfamilien oder auch Genen, die Ahnlichkeiten zu Genen in anderen Organismen
aufweisen, haben wir Einzelsequenzen genutzt. Wir konnten damit unter anderem
eine detailierte Analyse aller Transposonen in diesem Genom durchfihren. Die
spatere Assemblierung zeigte dann, dass die unterschiedlichen Transposonenklassen
jeweils <harf auf bestimmte genomische Regionen beschrénkt sind. Diese scharfe
Abgrenzung ist mdglicherweise durch einen akiven Cleaingmedhanismus zustande
gekommen.

. Gene. 2/3 des Genoms eines niederen Eukaryonten wurden assembliert und mit
Hilfe selbst entworfener Software annotiert. Diese Entwicklungen wurden auch fur
die Analyse des gesamten Genoms eingesetzt. Mit 2,7 kb je Gen hat D. discoideum
eine sehr hohe Gendichte, die nur von Hefe Ubertroffen wird. Es war Uberraschend
zu sehen, dassein so einfacher Organismus eine so grofRe Zahl von Genen besitzt.
Frihere Schétzungen gingen wvon 30 % weniger Genen aus. Obwohl die reine
Anzahl wenig Uber die Menge an wirklich bendtigten Gene aussagt (es kdnnte eine
gewis®e Funktionsredundanz bestehen) ist doch zu vermuten, dass die Steuerung
und Ausformung der verschiedenen Zell-Zustdnde und -Differenzierungen
erheblich komplexer ist als vorher vermutet.

. Domanen. Viele Doméanen wurden in vorhergesagten Genmodellen gefunden, die
in  Hefe nicht existieren. Diese Domédnen umfassen unter anderem
Funktionseinheiten, die fir Signaltransduktion, Beweglichkeit und Zell-Zell
Kontakte zustdndig sind. Fur viele Fragestellungen, die Uber die Analyse von
Stoffwechselwegen und anderen Basisfunktionen aller eukaryontischen Zellen
hinausgehen, scheint deshalb D. discoideum besser als einfachstes Modell geeignet
zusein als S cerevisae.

. Triplet Expansionen. Viele kodierende Regionen sind charakterisiert durch
sequentiell wiederholte Triplets, bevorzugt aus AAT oder AAC bestehend. Dies
spiegelt sich in den Proteinen in der Anwesenheit von Abschnitten, die nur aus
einer Aminosaure bestehen. Offensichtlich stellen diese Expansionen eine Strategie
dar, wie innerhalb kodierender Regionen der A+T Gehalt angehoben werden kann.
P. falciparum ist hier einen anderen Weg gegangen, dieser Organismus nutzt
haufiger A+T reiche Kodonen.

. Beschreibungen von Genfamilien. Einige aisgewahlte Genfamilien konnten wir
erschopfend unter Ausnutzung der Rohdaten beschreiben. Unter anderem

charakterisierten wir die Familien der Rho-8hnlichen Proteine, Kinesine und Aktine.
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Einige Mitglieder der Familien weisen Besonderheiten wie z.B
Domanenzusammenstellungen auf, die in keinem anderen Organismus anzutreffen
sind. So ist zu vermuten, dass diese sich als spezielle Adaptationen des Organismus
gebildet haben.

9. Die Stellung von D. discoideum in der Evolution. Ein Vergleich der Proteine, die
Ahnlichkeiten mit den anderen bis jetzt analysierten Modellorganismen aufweisen,
bestétigt, dass D. dicoideum an der Basis der Entwicklung von hbheren Tieren
(Metazoa) steht, obwohl dieser Organismus auch manche fur Pflanzen spezifische
Gene enthélt. Vom letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryonten auf dem Weg
zu heutigen Pflanzen und Tieren traten also differentielle Verluste auf. D.
discoideum als nahe an der Verzweigung der beiden Hauptgruppen ebenfalls eine
eigene Gruppe bildend zeigt dies deutlich.

10. Gemeinsame Gene und Entwicklungslinien.Vergleiche der Proteinsdtze von
Genomen mehrerer Modellorganismen ergaben, dass alle aikaryontischen
Lebewesen rur ungefdhr 2500 Gene gemeinsam zu haben scheinen. Da Verluste
von Funktionen, die fur spezialisierte Lebensweisen nicht bendtigt werden, ein
wesentlicher Aspekt von Evolution ist, kann davon ausgegangen werden, dass der
erste Eukaryont eine Mischung von Genen aus den heutigen Entwicklungslinien
besessen hat. Selbst innerhalb einer Gruppe von Organismen konnen differentielle
Genverluste auftreten. lllustriert wird dies z.B. dadurch, dass Spalthefen einige
Gene, die auch in Metazoa anzutreffen sind, noch enthalten, wahrend S cerevisiae
diese verloren het. Zur Abschédtzung der Vielfalt innerhalb einer Entwicklungslinie
miissen deshalb mehrere Organismengenome aum Vergleich zur Verfligung stehen.
Separate Entwicklungslinien kénnen dagegen aufdeden, welche Gene wann in der
Evolution erstmals aufgetreten sind. Das Genom von D. disocideum zeigt, dass
etliche Gene, die als Erfindung der Metaza angesehen wurden, schon in diesem

einfachen Organismus vorhanden sind.
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