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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Retrotransposonen

Retrotransposonen sind nicht infektiose mobile genetische Elemente eukaroytischer Zellen,
bei denen das Springen von einem zum anderen chromosomalen Ort nicht wie bei den
bakteriellen Transposonen Uber einen Informationsflud von DNA-Molekll zu DNA-Molekiil,
sondern wie auch bei Retroviren durch reverse Transkription ihrer RNA-Molekule eingeleitet
wird. AnschlieRend wird der so erhaltene DNA-Einzelstrang zu einer Doppelhelix (cDNA)
erganzt und an anderer Stelle ins Genom integriert (Boeke et al., 1985; Hansen et al., 1988;
Garfinkel, 1992; Luciw und Leung, 1992; Temin, 1992; Grandbastien, 1998; Wilhelm et al.,
2001).

Das erste Retrotransposon wurde in den 50er Jahren von Barbara McClintoc in Mais (Zea
mays) im Cold-Spring-Harbour-Laboratorium entdeckt (Watson et al., 1983). Heute gelten
die transponierbaren genetischen Elemente als ubiquitdre Komponenten des eukaryotischen
Genoms (Boeke und Sandmeyer, 1991; Kim et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass diese
Elemente etwa 3,1% der genomischen DNA der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Kim et al.,
1998), etwa 10% des Genoms von Drosophila melanogaster (Konieczy et al., 1990) und
0,1% im Arabidopsis thaliana Genom einnehmen (Konieczy et al., 1990). Dagegen enthalt
das Mais-Genom interessanterweise mindestens 50% an Retrotransposonen (SanMiguel et
al., 1996; SanMiguel und Bennetzen, 1998).

1.1.1 Klassifizierung der Retrotransposonen

Die mobilen genetischen Elemente der Retrotransposonen kdnnen in zwei grofe Klassen
unterteilt werden (Abbildung 1). Das sind auf der einen Seite die LTR-Retrotransposonen mit
langen terminalen Sequenzwiederholungen (LTR, fur long terminal repeat) und auf der
anderen Seite die Retrotransposonen ohne LTR, die LTR-freie Retrotransposonen oder auch
LINE-Elemente (fir Long Interspersed Nuclear Elements) genannt werden (Grandbastien,
1992, 1998).

Die LTR-Retrotransposonen sind ca. 5-10 kb lang und enthalten zwei gleiche LTR-
Sequenzen in derselben Orientierung an beiden Enden und dazwischen einen oder mehrere
offene Leserahmen (ORF fiir open reading frames) von etwa 4-8 kb Lange (Voytas und
Ausubel, 1988; Bingham und Zachar, 1989; Boeke und Sandmeyer, 1991; Boeke et al.,
1985; Grandbastien, 1992; Knoop et al., 1996; Ruiz-Perez et al., 1996; Boeke und Stoye,
1997; Kachroo et al., 1997; Kim et al., 1998; Marillonnet und Wessler, 1998; Miller et al.,
1998; Wright und Voytas, 1998; Theologis et al., 2000; Neuveglise et al., 2002a,b). Die LTR-
Sequenzen sind ca. 250-1000 bp lang (Boeke und Sandmeyer, 1991; Schmid-Berger et al.,
1994; Kim et al., 1998; Neuveglise et al., 2002a,b; Goodwin et al., 2003) und werden durch
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die spezifischen Sequenzen der kurzen invertierten Sequenzwiederholungen (short inverted
repeats) begrenzt. Die LTR-Sequenzen der Retrotransposonen und Retroviren weisen eine
Besonderheit auf. Sie enthalten das Transkriptionssignal (TATA-Box als RNA-Polymerase-
Bindungsbereich) und gleichzeitig auch das Terminierungssignal der Transkription (TTGT-
Sequenz, Temin, 1981) sowie die Hexanukleotidsequenz AATAAA als Polyadenylierungs-
Signal (PolyA-Signal) eukaryotischer Gene (Zarkower et al., 1986; Connely und Manley,
1988; Sheets und Wickens, 1989; Sheets et al., 1990; Wickens, 1990; Boeke und
Sandmeyer, 1991; Coffin, 1992; Garfinkel, 1992; Grandbastien, 1998). Die TATA- und
AATAAA-Sequenzen existieren in beiden LTR-Sequenzen (5°-LTR und 3'-LTR). Die TATA-
Box am 5°-Ende der LTR-Sequenz ist die Bindungsstelle der RNA-Polymerase wahrend der
Transkription, wodurch diese 5°-LTR-Region als Promotor funktioniert. Im anderen Fall ist die
TTGT Sequenz in der 3'-LTR-Sequenz das Terminierungssignal der Transkription, somit
funktioniert die 3'-LTR-Sequenz als ein Terminator des Retrotransposons (Boeke und
Sandmeyer, 1991; Grandbastien, 1998).

LTR Retrotransposon

LTR ORF1 ORF2 LTR
O > | oag | pol [ >
| PR RT RH N |
| Gag |

LTR-freies Retrotransposon

ORF1 ORF2

’OOO| gag | pol K:X)o(

| Gag | RT/RH |

Abbildung 1: Die Klassen der Retrotransposonen. Die LTR-Retrotransposonen besitzen neben
ihren internen Bereichen lange terminale Sequenzwiederholungen (LTR) an beiden
Enden (Boxen mit Dreieck). Die sogenannte LTR-freie oder LINE-Gruppe (long
interspersed nuclear element) der Retrotransposonen enthalt keine LTR-Bereiche.
Der offene Leserahmen (weifle Boxen) der LTR-Retrotransposonen codiert fur ein
Gag genanntes Strukturprotein (ORF1, gruppenspezifischer Antigen-Bereich gag) und
ein meist durch einen Frameshiftmechanismus erzeugtes zweites Polyprotein Pol
(ORF2, pol-Genbereich) bestehend aus Protease (PR), Integrase (IN), reverse
Transkriptase (RT) und RNaseH (RH). Im anderen Fall codieren die LTR-freien
Retrotransposonen fiir Gag und RT/RH, nicht jedoch fiir Protease und Integrase.

Wahrend der Transkription missen die Bindungsstelle der RNA-Polymerase im 5°-LTR und
auch das Transkriptionsterminationssignal im 3°-LTR erkannt werden. Das heil}t, dass das

Terminationssignal in der 5°-LTR der Retrotransposonen und Retroviren nicht benutzt wird,
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wenn sie in der Nahe der Promotorsequenzen auftreten (Sanfacon und Hohn, 1990;
Sanfacon et al., 1991).

Der ORF-Bereich der Retrotransposonen von ca. 4-8 kb Lange enthalt die codierenden
Regionen flr Struktur- und Enzymproteine, die fir die Transposition des Retrotransposons
bendtigt werden (Abbildung 1 und 2). Der gruppenspezifische Antigen-Bereich gag codiert
das Gag-Strukturprotein (ORF1), welches fir den Aufbau von cytoplasmatischen
virusadhnlichen Partikeln (VLP flr virus like particles) benétigt wird (Garfinkel, 1992; Vogt,
1996). In diesen VLP findet die reverse Transkription statt. Der pol-Genbereich codiert im
ORF2 das Polyprotein Pol, welches die funktionellen Domanen der Enzyme enthalt, die flr
die reverse Transkription der mRNA des Retrotransposons und die Integration der
doppelstréangigen cDNA ins Genom verwendet werden. Der Ubergang vom ORF1 (gag-
Bereich) zum nachfolgenden ORF2 des pol-Bereiches wird oft durch einen +1/-1-
Frameshiftmechanismus translatiert. Der Protease-Bereich codiert fiir ein Protein (PR), das
wahrend der Reifung von verschiedenen Proteinen des Retrotransposons bendétigt wird. Der
reverse Transkriptase-Bereich codiert fur ein Protein (RT), welches fur die cDNA-Synthese
wahrend der reversen Transkription genutzt wird. Als Template wird hierbei die mRNA des
Retrotransposons verwendet. Der Endonuclease-Bereich (endo), welcher auch als
Integrase-Bereich bezeichnet wird, codiert fur ein Protein (IN), das fur die Integration der
doppelstrangigen cDNA in das Genom des Wirtes bendétigt wird (Covey, 1986; Boeke und
Sandmeyer, 1991; Vogt, 1996; Grandbastien, 1998; Wilhelm und Wilhelm, 2001; Dunn et al.,
2002; Nymark-McMahon et al.,, 2002). Die Integrase besitzt zwei unterschiedliche
Funktionen, sie arbeitet als Restriktionsendonuclease und Ligase. Sie schneidet die
genomische Ziel-DNA, die danach mit der neuen cDNA des Retrotransposons ligiert wird.
Vor dem Prozess der reversen Transkription wird die RNA des Retrotransposons zur
Stabilisierung zusammen mit der tRNA und anderen bendtigten Enzymen in die sogenannten
virusadhnlichen Partikel (VLP) verpackt.

Die LTR-Retrotransposonen werden in zwei grofle Familien (Superfamilien) unterteilt, die als
Ty3/gypsy-Superfamilie und Ty1/copia-Superfamilie bezeichnet werden (Abbildung 2). Der
Unterschied zwischen beiden Superfamilien besteht in der Position der Bereiche fir
Integrase (IN) und reverse Transkriptase (RT). In der Ty3/gypsy-Superfamilie liegt der IN-
Bereich hinter dem RT-Bereich. Diese Struktur hat groRe Ahnlichkeit mit den Retroviren. Im
Fall der Ty1/copia-Superfamilie sind die beiden Regionen umgekehrt lokalisiert, die Integrase
liegt vor der reversen Transkriptase (Xiong und Eickbush, 1990; Grandbastien, 1998; Malik
und Eickbush, 1999, siehe Pfeile in Abbildung 2).
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Tyllcopia-Superfamilie

LTR ORF1 ORF2 LTR

D> | gag [ pol [ > KO

Gag | Pol

Ty3/gypsy-Superfamilie

LTR ORF1 ORF2 LTR

> | gag [ pol 4%

| PR RT RH N |
| Gag | Pol

Abbildung 2: Die Klassifizierung der LTR-Retrotransposonen. Die Ty1/copia- und Ty3/gypsy-
Retrotransposonen besitzen nicht nur interne codierende Bereiche (offene Lese-
rahmen als weille Boxen), sondern auch lange terminale Sequenzwiederholungen
(LTR) an beiden Enden des Retrotransposons (Boxen mit Dreiecken). Der offene
Leserahmen codiert fir folgende Proteine: ein Gag-Strukturprotein (gag-Genbereich)
und ein meist durch einen Frameshiftmechanismus erzeugtes zweites Polyprotein Pol
(pol-Genbereich), welches die funktionellen Domanen der Protease (PR), Integrase
(IN), reverse Transkriptase (RT) und RNase H (RH) enthalt. In der Ty1/copia-
Superfamilie ist der fur die Integrase codierende Bereich (IN) vor der reversen
Transkriptase (RT) lokalisiert (Pfeile). In der Ty3/gypsy-Superfamilie ist die Anordnung
umgekehrt.

Einige Vertreter der Ty3/gypsy-Superfamilie enthalten noch eine zusatzliche Region, die
ORF3 genannt wird. In einigen Fallen kdnnen die ORF3-Regionen fir Env-ahnliche Proteine
(fur envelope) der Viren codieren (vgl. 1.2). Diese Gruppe wird deshalb auch als Zwischen-
glied zwischen den LTR-Retrotransposonen und den Retroviren bezeichnet (Grandbastien,
1998). Beispielsweise enthalten das tom-Retrotransposon von Drosophila ananassae (Tanda
et al., 1994) und auch das gypsy-Retrotransposon von D. melanogaster (Song et al., 1994)
env-ahnliche Gene. So konnte gezeigt werden, dass das gypsy-Retrotransposon infizierende
VLP in den Drosophila-Larven produziert (Song et al., 1997). Das Env-Protein ist ca. 70 kDa
grol3 und zeigt Strukturahnlichkeit mit dem Hullprotein der Retroviren, welches das
Signalpeptid fiir die Lokalisation im Cytoplasma enthalt. Damit wurde bewiesen, dass dieses
Retrotransposon andere Wirtszellen infizieren kann.

Die Gruppe der LTR-freien Retrotransposonen besitzt, wie der Name schon sagt, keine
langen terminalen Sequenzwiederholungen (LTR, vgl. Abbildung 1). Die LTR-freien
Retrotransposonen kénnen in zwei verschiedene Klassen unterschieden werden, die als
Long Interspersed Nuclear Elements (LINE) und Short Interspersed Nuclear Elements
(SINE) bezeichnet werden. Die Transkriptionsprodukte werden nicht nur bei den LTR-

Retrotransposonen, sondern auch bei den LTR-freien Retrotransposonen, wie zum Beispiel
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dem Retrotransposon Ylli des LINE-Typs L1, mit einem PolyA-Schwanz beendet (Boeke und
Sandmeyer, 1991; Garfinkel, 1992; Casaregola et al., 2002a,b). Die LINE-Elemente von ca.
4,5-6 kb Lange enthalten auch zwei ORFs (Abbildung 1). Der erste ORF codiert ein
Nukleinsdure bindendes Protein Gag und der zweite ORF codiert nur die reverse
Transkriptase und RNase H (RT-RH). Die meisten LINE-Elemente enthalten keine
Endonuclease-Region (IN), aber in einigen Fallen wird eine Nuclease-Region vermutet. Der
Transpositionsmechanismus der LINE-Elemente ist bis jetzt noch nicht intensiv untersucht
worden. LINE-Retrotransposonen wurden in den meisten eukaryotischen Lebewesen
(Pflanzen, Sauger und Pilze) gefunden. Das LINE-Retrotransposon L1 wird mit 15,4% Anteil
am menschlichen Genom angegeben (Li et al., 2001). Etwa 800.000 Kopien der LTR-freien
Retrotransposonen kommen im menschlichen Genom vor, davon sind jedoch nur ca. 30-60
Kopien aktiv (Sassaman et al., 1997). Die LTR-freien Retrotransposonen sind fir die
Pseudogen-Bildung verantwortlich (Esnault et al., 2000; Casaregola et al.,, 2002a,b). Die
SINE-Elemente sind ca. 500 bis 1000 bp lang und hochrepetitiv (Van Dellen et al., 2002). Sie
enthalten aber keine offenen Leserahmen, kdnnen demnach selbst keine eigenen Proteine
fur ihre Lebenszyklen produzieren. Deshalb wird vermutet, dass die SINE-Elemente fremde
reverse Transkriptase anderer Retrotransposonen flr ihre Lebenszyklen benutzen
(Finnegan, 1997; Grandbastien, 1998).

1.1.2 Der Lebenszyklus der Retrotransposonen am Beispiel von Ty

Im inaktiven Zustand liegen die Retrotransposonen Ty (flir Transposon of yeast; vgl. auch
1.3) der Hefe S. cerevisiae integriert im Genom vor (Boeke und Sandmeyer, 1991; Garfinkel,
1992; Kim et al., 1998; Neuveglise et al., 2002a,b, Abbildung 3).

Zellkern
Integration

Transport

Abbildung 3: Der Lebenszyklus der Retrotransposonen Ty der Hefe S. cerevisiae. Die
integriete Ty cDNA im Genom der Hefe wird zur mRNA transkribiert. Zur
Stabilisierung wird die mRNA in sogenannte virusahnliche Partikel (VLP) verpackt. In
diesen VLP wird die mRNA zu cDNA revers transkribiert, um danach in den Zellkern
transportiert zu werden. Dort erfolgt die Integration an eine andere Stelle im Genom.
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Die DNA des Retrotransposons wird durch die RNA-Polymerase der Wirtszellen in RNA
transkribiert. Die RNA-Moleklle werden danach zur Stabilisierung in ein virusahnliches
Partikel (VLP) eingepackt und im Cytoplasma gelagert. In den VLP findet die reverse
Transkription statt. Die reverse Transkriptase des Retrotransposons schreibt die gebildete
mMRNA in cDNA um. Die cDNA wird anschlie®end in den Kern transportiert. Im Kern wird mit
Hilfe der Integrase die doppelstrangige cDNA in das Genom der Wirtszellen integriert
(Mellor et al., 1985; Garfinkel, 1992; Pochart et al., 1993; Grandbastien, 1998; Lin et al.,
2001; Wilhelm und Wilhelm, 2001; Umezu et al., 2002).

1.2. Das Genom der Retroviren

Retroviren und Retrotransposonen weisen in der Grundstruktur des Genoms eine Reihe von
Ahnlichkeiten auf, die auf ihre Verwandtschaft hinweisen (Abbildung 2 und 4). Retroviren
sind eine Gruppe von Viren, die RNA als genetisches Material im Viruspartikel und DNA als
genetisches Material im Genom der Wirtszellen enthalten (Coffin, 1990; Kati et al., 1992;
Temin, 1992; Scheef et al., 2001). Ein Retrovirus enthalt als Dimer zwei identische
einzelstrangige RNA-Molekule von je ca. 10 kb Lange. In Abbildung 4 ist beispielhaft die
Struktur und die Anordnung der ORF’s unterschiedlicher Retroviren dargestellt.

Die Retroviren benutzen die reverse Transkription, um durch die Bildung der cDNA und
deren Integration ins Genom in den Wirtszellen zu (berleben. Beispielsweise enthalt das
menschliche Genom 10% Sequenzprodukte der reversen Transkription. Alle Retroviren sind
also obligate Parasiten, denn sie kénnen sich nur replizieren, wenn sie sich in den Zellen des
Wirtsorganismus befinden.

Die Genomorganisationen aller Retroviren zeigen einige Gemeinsamkeiten. Sie enthalten
alle lange terminale Sequenzwiederholungen (LTR). Dort befinden sich Enhancer-,
Promotoren- und 3’-RNA-Prozessierungs-Sequenzen. Die Proteine der Retroviren werden
entweder von einer Gesamtlangen-RNA oder nach dem Splicen in einzelne mRNA
exprimiert. Die RNA-Viren konnen sehr haufig mutiert werden. Pro Replikationszyklus
werden etwa 0,1 bis 1 Base ausgetauscht und es finden gelegentlich Rekombinationen statt
(Coffin, 1990, 1992; Kati et al., 1992; Kulkosky et al., 1992; Temin, 1992).
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Abbildung 4: Die Genomorganisation ausgewédhlter Retroviren. Die Boxen mit Dreieck zeigen
die langen terminalen Sequenzwiederholungen (LTR) und die weiflen Boxen zeigen
die internen codierenden Regionen. Die offenen Leserahmen codieren fir das Gag
genannte Strukturprotein und ein Polyprotein Pol. Die Ubergange von einem ORF
zum nachsten ORF werden durch +1/-1 Frameshifts translatiert. Abkiirzungen - ALV:
Vogel-Leukdmievirus (Avian leukemia virus), MLV: Maus-Leukamievirus (Murine -
mouse - leukemia virus), MPMV: Mason-Pfizer Affenvirus (Mason-Pfizer monkey
virus), HIV: Humanes Immundefizienzvirus (human immunodeficieny virus), HSRV:
Humanes Spumavirus (human spuma retrovirus), Codierende Regionen - Gag: Gag-
Strukturprotein aus gag-Bereich, PR: Protease, Pol: Polyprotein aus pol-Bereich, Vpr:
Virenprotein, Vif: Viren infizierender Faktor, Tat: Transkriptionsaktivator, Rev:
Regulator der Expression des Virenproteins, Vpu: Virenprotein U, Nef: negativer
Faktor, Bel: Transkriptionsaktivatorprotein, Env: Hull-Glykoprotein (envelope protein).

Die Genomorganisation einiger LTR-Retroviren ist bekannt, andere sind noch nicht
genugend erforscht. Thr Genom enthalt mehrere offene Leserahmen (Abbildung 4). Typisch
fur das Virengenom ist neben gag- und pol-Genen die Anwesenheit des env-Genes (fir
envelope). Das vom env-Gen gebildete Hillprotein Env ist fur die Ausbildung der infektiésen
Partikelform der Retroviren verantwortlich, womit sie andere Zellen des Wirtes infizieren
kénnen (Coffin, 1990, 1992; Temin, 1992). Das env-Gen unterscheidet Retroviren von
Retrotransposonen, die in der Regel keine env-Region enthalten und damit keine infektidsen
Viruspartikel ausbilden (vgl. 1.1.1). In den Retrotransposonen enthalt der ORF1

normalerweise die codierende Sequenz fir das Gag-Strukturprotein. Interessanterweise
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codiert der ORF1 in den Retroviren ALV und HSRV dagegen jeweils ein Gag-Protease-
Fusionsprotein Gag-PR (Coffin, 1992), in den anderen Retroviren wird die Protease PR
einzeln oder als Fusion mit dem Pol-Protein exprimiert (Abbildung 4). Im HRSV treten als Bel
bezeichnete zusatzliche Proteine auf, die als Aktivatoren der Transkription funktionieren. Im
HIV kommen weitere kleinere ORF vor, die fir die Proteine Vif, Vpr, Tat, Vpu und Rev
codieren (Abbildung 4). Das Vpr-Protein ist verantwortlich fiir die Assemblierung des HIV1-
Virion, Vif fUr die in vivo Replikation, Tat fiir die Aktivierung der LTR als Promotor durch die
Wechselwirkung mit dem Transkriptionsfaktor der Wirtszellen, Rev fiir die Regulation der
Expression der Virenproteine, Vpu (Viren-Protein U) ist flr die Replikation verantwortlich und
Nef ein negativer Faktor der Transkription. Durch molekularbiologische Untersuchungen
wurde die Kontrolle der Genexpression durch die regulatorischen Tat- und Rev-Proteine bei
HIV gut belegt.

1.3 Die Retrotransposonen von Hefen und filamentésen Pilzen

Eine umfassende aktuelle Ubersicht zum Vorkommen von Retrotransposonen in Hefen
wurde klrzlich von Neuveglise et al. (2002a,b) gegeben. Die LTR-Retrotransposonen der
Hefe S. cerevisiae sind schon seit mehr als 20 Jahren bekannt. Sie werden als Ty Elemente
(Ty1 bis Ty5) bezeichnet, sind ca. 5,2 bis 6,3 kb lang und gut charakterisiert (Boeke und
Sandmeyer, 1991; Goffeau et al., 1996; Zou et al., 1996; Kim et al., 1998; Jordan und
MacDonald, 1998, 1999a,b). Details zum Aufbau der Retrotransposonen der Hefe S.
cerevisiae sind in Abbildung 5 und in Tabelle 1 gezeigt.

Insgesamt wurden 331 komplette bzw. Fragmente der Ty Elemente Ty1 bis Ty5 oder deren
LTR im Genom von S. cerevisiae gefunden, davon insgesamt 51 vollstandige Elemente. Mit
217 stammt der Groldteil dabei von Ty1 Insertionen ab, aber nur 32 davon sind vollstandige
Ty1 Elemente (Goffeau et al., 1996; Kim et al., 1998). Die Ty-Insertionen sind insgesamt 377
kb lang. Nur einige von ihnen, Ty1, Ty2 und Ty3, sind aktiv (Curcio et al., 1988; Hansen et
al., 1992; Neuveglise et al., 2002a). In S. cerevisiae liegen 85% der Insertionen als isolierte
oder Solo-LTR vor, was auch fiir die meisten anderen Organismen zutrifft. Die gesamten
Retrotransposonsequenzen machen etwa 3,1% des Genoms von S. cerevisiae aus. Die
verschiedenen Ty Elemente entstanden in der Evolution durch Baseninsertionen und
Basenverlust. Es wird vermutet, dass die Elemente Ty3 und Ty4 als relativ neue
Retrotransposonen im Vergleich mit den anderen Ty Elementen im Genom der S. cerevisiae
vorkommen (Neuveglise et al., 2002a). Die Verteilung der Ty Elemente in Genom von S.
cerevisiae ist nicht zufallig. Etwa 80-95% der Ty1-, Ty2-, Ty3- und Ty4-Insertionen liegen in
einem Bereich von 750 Basen in der Nachbarschaft von tRNA-Genen oder anderen Genen,

die von der RNA-Polymerase Il transkribiert werden, vor (Kim et al., 1998).
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Abbildung 5: Die Retrotransposonen Ty der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Es gibt 5
verschiedene Familien (Ty1 bis Ty5) von Retrotransposon in dieser Hefe. Die
Vertreter der Familien Ty1, Ty2, Ty4 und Ty5 gehoéren zur Ty1/copia-Superfamilie und
Ty3 gehort zur Superfamilie der Ty3/gypsy-Retrotransposonen (vgl. Tabelle 1). Jedes
Ty-Element enthéalt eine LTR an beiden Enden (Boxen mit Dreieck). Die LTR-
Sequenzen werden als delta (Ty1 und Ty2), sigma (Ty3), tau (Ty4) und omega (Ty5)
bezeichnet. Die abgeleiteten Proteine (weille Boxen der ORF) der Elemente Ty1 bis
Ty4 werden Uber einen Frameshiftmechanismus (Pfeilposition) exprimiert, d.h. vom
gag- und pol-Genbereich werden zunachst zwei Proteine gebildet, die einer weiteren
Reifung unterliegen. Nur Ty5 benutzt keinen Frameshiftmechanismus, wodurch gag-
und pol-Bereich einen durchgehenden langen ORF fiir Gag-Pol bilden. Der interne
Bereich codiert fur folgende Proteine: der gag-Bereich das Gag-Strukturprotein, der
pol-Bereich das Polyprotein Pol mit den Doménen PR (Protease), IN (Integrase), RT
(reverse Transkriptase) und RH (RNase H).

Die virusahnlichen Partikel der Hefe S. cerevisiae sind im Vergleich mit den VLP anderer
Organismen am besten erforscht. Die elektronenmikroskopische Aufnahme der Abbildung 6
zeigt VLP in der Hefe S. cerevisiae. Einige Stdmme dieser Hefe kénnen jedoch sowohl VLP
der Ty Elemente als auch durch die Auspragung der Killer-Aktivitat (Toxinbildung codiert
durch doppelstrangige RNA-Molekile; Wickner, 1991) produzieren. Diese beiden VLP-

Formen unterscheiden sich in ihre Grofe.
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Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme der virusdhnlichen Partikel in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae. 30.000fache Vergrofterung. Die hexagonalen VLP

(Pfeile) sind ca. 60 nm grof3 und werden im cytoplasmatischen Bereich gefunden.

Entnommen aus Weber und Barth (1988).
Ty1/Ty4-ahnliche Elemente kommen auch in verschiedenen Arten der Gattungen
Saccharomyces (S. bayanus oder als Synonym S. uvarum, S. exiguus, S. servazzii, S.
kluyveri, aber nicht in Zygosaccharomyces rouxii) und Kluyveromyces (K. lactis, K.
marxianus, aber nicht in K. thermotolerans) vor (Neuveglise et al., 2002a; vgl. Tabelle 1).
In S. bayanus (uvarum) konnten bisher nur Solo-LTR des Typs Ty1 (Tsb1) festgestellt
werden, jedoch enthalt diese Hefe im Gegensatz zu S. cerevisiae intakte Ty4-ahnliche
Retroelemente (Tsu4). Ty5-ahnliche Elemente existieren in den Hefen S. paradoxus, S.
exiguus, Pichia angusta, Debaryomyces hansenii und C. albicans, in S. cerevisiae enthalten
sie jedoch Deletionen und sind nicht transpositionsaktiv (Zou et al., 1996; Plant et al., 2000;
Neuveglise et al., 2002a; Tabelle 1).
In der pathogenen, asexuellen Hefe C. albicans wurden bis heute 16 vollstandige
Retrotransposonen (Tca1l bis Tca16) beschrieben. Mehr als 350 Insertionen wurden
gefunden und in verschiedene Familien der Ty1/copia- und Ty3/gypsy-Superfamilien, der
LTR-freien Retrotransposonen und der Klasse Il Transposon-Elemente (DNA-Transposonen)
eingeordnet (Matthews et al., 1997; Goodwin und Poulter 2000; Goodwin et al., 2001a; Plant
et al.,, 2000). Die Retrotransposonen kommen in C. albicans vorwiegend in niedriger
Kopiezahl (1-10) vor. Nur drei Vertreter der Familien Tca2 (oder pCa1; Ty1/copia-Typ zeigen
ungewdhnlichen Eigenschaften: extrachromosomale, doppelstrangige DNA-Form mit hoher
Kopiezahl, 2 ORF getrennt durch ein Stop-Codon). Tca4 (Ty1/copia-Typ, verwandt mit Tca2)
und Tcab5 (Ty5 ahnlich) aus dieser Hefe wurden als vollstdndige und intakte
Retrotransposonen identifiziert, die in aktivem Zustand auftreten (Goodwin und Poulter,
2000; Goodwin et al., 2001a; Holton et al., 2001; vgl. Tabelle 1). Die meisten dieser Tca-
Insertionen liegen als einzelne LTR (Solo-LTR) oder nur als kleine Reststiicke des LTR-
Fragmentes vor. Das sind Produkte erfolgter Rekombinationen der Retrotransposonen in

und aus dem Genom.
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Tabelle 1:

Einige Eigenschaften von LTR-Retrotransposonen aus Hefen und Pilzen. Die
Einteilung der Ty1/copia-Elemente in die vier phylogenetisch verwandten Gruppen
erfolgte nach Plant et al. (2000) und Neuveglise et al. (2002a,b). Species-Bezeichnungen
und entsprechende Literaturstellen siehe Text und Abkurzungsverzeichnis der
aufgefiihrten Retroelemente siehe Tabelle 1. Die bisher in Y. lipolytica gefundenen
Retroelemente sind fett geschrieben. Erlauterungen: -- kein Frameshift-Mechanismus; ? -
noch nicht naher beschrieben oder keine Angaben; bp - Basenpaare; aa - Aminosauren;
ORF - offene Leserahmen * Transp03|t|onsakt|wtat gezeigt; Bemerkungen: )maktlv
nicht funktionell; 2 unvoIIstandlge Sequenz ) Nachweis von freien LTRyl1 (AJ439559) |m
Stamm Y. lipolytica W29 und E150 ohne Zuordnung zur Superfamilie, vgl. Kapitel 3. 3; ¢
Tyl3 bisher nur im Stamm Y. Ilpolyt|ca W29 gefunden (Casaregola et al., 2000;
Neuveglise et al., 2002a,b), vgl. Resultate ) Zahl der LTR im Genom; ° Anfang des gag-
Bereiches vonTkI1 1 deletiert; ”’ ein durchgehender ORF im gag-pol-Bereich; ® CfT1
enthalt einen ORF3 von 165 aa; ¥ kein Frameshift, sondern Stop-Codon trennt zwei ORF.

Gruppen
Namen

Species Gréle Kopiezahl ORF1 ORF2 Frameshift LTR
(bp) (aa)  (aa) (bp)

Tyl/copia-Superfamilie

Ty1-Gruppe

Ty1 S. cerevisiae 5917 32 435 1321 CUUAGGC 332
Ty2* S. cerevisiae 5959 13 431 1359 CUUAGGC 332
Tset S. exiguus 5691 15-20 383 1235 CUUAGGC 424
Tsk1 S. kluyveri 5905 8 435 1320 CUUAGGC 322-323
Tss1 2 S. servazzii ? 1-2 ? ? ?

Tki1.1 :>2 K. lactis 5425 1 202% 1335 CUUAGGC 393-398

Tki1.2'? K. lactis ? 1 371 ? CUUAGGC

Tkm1 K. marxianus 5994 10-15 421 1339 CUUAGGC 385
Ty4-Gr1|SJppe

Ty4 S. cerevisiae 6227 3 363 1440 CUUAGGC 371

Tsud S. bayanus 6095 15-20 358 1433 CUUAGGC 321
Ty5-unppe .

Ty5 " S. cerevisiae  ~5800 7 ? -10RF? - 251

SpTy5 S. paradoxus 5376 10-15 1698 - 1 ORF " - 251

Tseb.1 S. exiguus 5286 8-10 1531 -1 ORF " - 370

Tcab C. albicans 5588 1-5 1477 -1 ORF " -- 685

Tdh5 D. hansenii 5349 ~20 1490 - 1 ORF " - 457

Tpab P. angusta 4883 10-15 1417 -1 ORF " -- 322
Tca2-Gruppe 0

Tca2* C. albicans 6426 1-10 324 1576 -9 280

Tca4 C. albicans 6895 5 305 1664 - g) 381

Tdh2 D. hansenii 5928 3-5 336 1340 -9 379

Ty3/gypsy-Superfamilie
Ty3-g* S. cerevisiae 5351 2 285 1262 GCGAGUU 340
Tse3* S. exiguus 6487 10-15 257 1181 AUUAGUA 945-947
Tsk3'? S. Kluyveri ? 1-2 ? ?

Tss3 2 S. servazzii ? 1-2 ? ?

T * Sz. pombe 4941 10-30 1331-1 ORF” - 474
T2 * Sz. pombe 4916 10-15 1333 -1 ORF” - 349
Tdh3'? D. hansenii ? 1-2 ? ? ?
Tzr3'? Z. rouxii ? 3-5 ? ? ?
Tct3? C. tropicalis ? 1-3 ? ? ?
Tca3* C. albicans 6134 11 510 1273 ? 313
Tca9 C. albicans 5146 30 ? ? 470
Tcal3 C. albicans 5060 8% ? ? 507
Tcd3 C. dubliniensis ~6200 <5 ? ? 295
Yit1* Y.lipolytica 9453 30-35 2621 -1 ORF" - 714
Tyl3"24 Y. lipolytica 1-3 ? ? ?
LTRyl1®  Y.lipolytica >5-10 273
Tcn2 C. neoformans 7343 709 1651 - 1 ORE” - 942
CfT1 C. fulvum 6971 25 640 10459(1244) 2 427
Skippy F. oxysporum 7846 5-15 853 1295 ? 429
Maggy M. grisea 5638 30-100 457 1199 ? 253
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Auf der Basis ihrer Strukturcharakteristika und Sequenzhomologien lassen sich die
Retrotransposonen von Hefen und Pilzen in 5 gréRere Gruppen einteilen (Tabelle 1). Ein
Vergleich der bekannten LTR-Retroelemente der Ty1/copia-Superfamilie von Hefen zeigte,
dal} sich diese auf der Basis der Proteinsequenzen der reversen Transkriptase (RT) oder
Integrase (IN) in vier phylogenetisch verwandte Familien oder Gruppen (Ty1/Ty2-, Ty4-,
Tca2- und Ty5-Gruppe) einordnen lassen (Plant et al., 2000; Neuveglise et al., 2002a). Tca2
und Tca4 von C. albicans bilden dabei mit Tdh2 aus D. hansenii eine neue selbstandige
Gruppe (kein Vertreter in Saccharomyces), die sich von den vorwiegend in Saccharomyces-
und Kluyveromyces-Arten vorkommenden Vertretern der relativ homogenen Ty1- und Ty4-
Gruppen deutlich unterscheidet. Tca2 und Tdh2 enthalten zwei ORFs in gleicher Phase, die
jedoch durch ein Stop-Codon getrennt werden, was einmalig fiir LTR-Retrotransposonen ist,
jedoch in einigen Sauger-Retroviren vorkommt (Yoshinaka et al., 1985). Alle Vertreter der
Ty1- und Ty4-Gruppen enthalten dagegen zwei Uberlappende ORFs, die durch einen +1-
Frameshift in der hochkonservierten Sequenz CUUAGGC separiert werden (Voytas und
Boeke, 1992; Tabelle 1). Die Vertreter der Ty5-Gruppe haben alle nur einen durchgehenden
Leserahmen fiir ein Gag-Pol-Fusionsprotein und enthalten LTRs von sehr unterschiedlicher
Lange (Tabelle 1). Auf dem phylogenetischen Baum liegen sie ndher an der Tca2-Gruppe
als die Ty1/Ty4-Gruppen. Die Ty5-ahnlichen Elemente werden als die altesten Vertreter der
Ty1/copia-Superfamilie in Hefen diskutiert, die in vielen Hefen nach dem Auftreten der
besser regulierten Retroelemente mit zwei ORFs (Tca2-Typ mit Stop-Codon, Ty1/Ty4-Typen
mit +1 Frameshiftmechanismus) verloren gingen (Neuveglise et al.,, 2002a). Ein
vergleichbarer Verlauf der Evolution wurde auch fur die LTR-freien Retrotransposonen
diskutiert (Malik et al., 1999).

Eine deutlich abgegrenzte flinfte Gruppe wird durch die Vertreter der gypsy/Ty3-Superfamilie
gebildet. Ein komplettes Ty3/gypsy-Element kommt neben Ty3 in S. cerevisiae auch in S.
exiguus (Tse3) vor, dagegen ftreten partielle und stark degenerierte Ty3-Elemente in S.
servazzii, S. kluyveri, Z. rouxii, Candida tropicalis, C. albicans und Y. lipolytica (Tyl3) auf
(Zou et al., 1996; Goodwin et al., 2001, 2003; Neuveglise et al., 2002a; vgl. Tabelle 1).
Weitere LTR-Retrotransposonen des gypsy-Typs wurden in der Hefe Schizosaccharomyces
pombe (Tf1 und Tf2; Levin et al., 1990; Levin und Boeke, 1992; Weaver et al.,, 1993;
Behrens et al., 2000) beschrieben. Ein neues vollstandiges Ty3/gypsy-Retrotransposon Tcd3
wurde kirzlich in der pathogenen Hefe Candida dubliniensis gefunden (Goodwin et al.,
2003). Es wird offensichtlich durch denselben Primingmechanismus wie das
Retrotransposon Tf1 in Sz. pombe revers transkribiert. Die ORF-Analyse zeigte, dass Tcd3
groRRe Ahnlichkeit mit dem offenen Leserahmen des Tca3 von C. albicans hat.

Eine grolRe Zahl von Retrotransposonen aus 15 Familien der Ty1/copia- (Tcn6, Tcn9, RF5)

und Ty3/gypsy-Superfamilien (Tcn2-Tcn5, RF3) wurden in der pathogenen basidio-
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mycetalen Hefe Cryptococcus neoformans von Goodwin und Poulter (2001a) gefunden.
Davon sind 7 potentiell aktiv. Das Vorkommen von LTR- und LTR-freien Retrotransposonen
(YIt1, Schmid-Berger et al.,, 1994; Ylli, Casaregola et al., 2002a,b) und von DNA-
Transposonen (MULE; Casaregola et al., 2003) in der Hefe Y. lipolytica ist im Kapitel 1.5.7
beschrieben.

LTR-Retrotransposonen wurden auch in verschiedenen pflanzenpathogenen filamentésen
Pilzen gefunden, so im Tomaten-pathogenen Pilz Cladosporium fulvum (CfT-1; McHale et
al., 1992), in Fusarium oxysporum (Skippy; Anaya und Roncero, 1995), in Botrytis cinerea
(Boty; Diolez et al., 1995), in Colletotrichum gloeosporioides (Cgret; Zhu und Oudemans,
2000), in Alternaria alternata (REAL; Kaneko et al., 2000) und in dem Graser, insbesondere
Reis schadigenden Pilz Magnaporthe grisea (bzw. Pyricularia grisea) (MAGGY, grashopper,
Pyret; Hamer et al., 1989; Levy et al., 1991; Dobinson et al., 1993; Farman et al., 1996; Eto
et al., 2001; Nakayashiki et al. 2001). In Neurospora crassa kommen sowohl Vertreter der
copia-Gruppe (Tcen) als auch der gypsy-Gruppe (Tgl2) vor (Cambareri et al., 1998).

Einige Vertreter der mit der Ty3/gypsy-Gruppe der LTR-Retrotransposonen verwandten
DIRS1-Gruppe (DIRS1, Skipper, DGLT, H3R) kommen im Schleimpilz Dictyostelium
discoideum (Cappello et al., 1985; Marschalek et al., 1992; Goodwin und Poulter, 2001b;
Ubersicht bei Gléckner et al., 2001) und im zygomycetalen Pilz Phycomyces blakesleeanus
(prt1, Murillo et al., 1996) vor.

Eine gréRere Zahl LTR-freier Retrotransposonen (LINE-Elemente) wurde in filamentdsen
Pilzen und in einigen Hefen entdeckt, sie fehlen jedoch im Genom von S. cerevisiae und Sz.
pombe. Aus Hefen sind die drei Zorro1 bis 3 genannten LINE-Elemente der L1-Gruppe aus
C. albicans (Goodwin et al. 2001), das LINE L1-Element Ylli aus Y. lipolytica (Casaregola et
al., 2002a,b) und die Vertreter der CRE-Familie aus der basidiomycetalen Hefe
Cryptococcus neoformans (Goodwin und Poulter, 2001a) bekannt. Dies zeigt, dass LINE-
Elemente in einer Urform der heutigen Hefen vorhanden waren und wahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei Ausbildung deren Genome spielten.

Die LINE-Elemente Tad1-1 und Tad3-2 wurden in Neurospora crassa (Kinsey und Helber,
1989; Cambareri et al.,, 1994, 1998) gefunden. Weiterhin wurden die LTR-freien
Retrotransposonen MGR583 (LINE-Element) aus dem pflanzenpathogenen Pilz
Magnaporthe grisea (Hamer et al., 1989; Kachroo et al., 1997; Nishimura et al., 1998), CgT1
aus Colletotrichum gloeosporioides (He et al., 1996), drei LINE-Elemente des Typs Mars1
(methylated Ascobolus repeated sequences, ahnlich dem Tad aus N. crassa), die LTR-
Retrotransposonen Mars2, Mars3 (beide copia-Typ), Mars4 (gypsy-Typ) und das noch nicht
eingeordnete Mars5-Element sowie das Ac/Ds-ahnliche Transposon Ascot-1 aus Ascobollus

immersus (Goyon et al., 1996; Colot et al., 1998) beschrieben und naher charakterisiert.
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Im Schleimpilz Dictyostelium discoideum sind den neben bereits genannten LTR-
Retrotransposonen  (DIRS/gypsy-Gruppe, siehe oben) verschiedene LTR-freie
Retrotransposonen der Gruppen TRE3 und TRES5, DNA-Transposonen (Gruppen Tdd4,
DDT) und weitere nicht klassifizierte Transposonelemente (thug) bekannt (Marschalek et al.,
1992; Ubersicht bei Glockner et al., 2001).

1.4 Wechselbeziehungen zwischen Retrotransposonen und Wirtszellen

Fir eine Reihe von Retrotransposonen der Hefen konnten deren Aktivitdt nachgewiesen
werden, so zum Beispiel fur Ty1, Ty2 und Ty3 in S. cerevisiae (Hansen und Sandmeyer,
1990; Umezu et al., 2002), Ty5 in S. paradoxus (Zou et al., 1996), Tf1 und Tf2 in
Schizosaccharomyces pombe (Levin und Boeke, 1992; Behrens et al., 2000) sowie Tca2 in
Candida albicans (Holton et al., 2001). Mit diesen Modellsystemen, insbesondere mit Ty1,
wurde untersucht, welchen Einflu der Wirtsorganismus auf ihre Transposition hat (Tumer et
al., 1988; Natsoulis et al., 1989; Chapman et al., 1992; Kirchner et al., 1995; Devine und
Boeke, 1996; Holton et al., 2001; Umezu et al., 2002). So konnte gezeigt werden, dal} einige
Retrotransposonen durch Transkriptionsfaktoren des Wirtes reguliert werden (Morillon et al.,
2000; Holton et al., 2001).

1.4.1 Zielsequenzen der Retrotransposonen

Die Zielsequenzen der Integration der Retrotransposonen Ty von S. cerevisiae wurde
genauer untersucht und es konnte eine bestimmte Selektivitat der Zielsequenzen gezeigt
werden. Die Elemente Ty1-4 integrieren bevorzugt in Gene, die durch die RNA-Polymerase
Il transkribiert werden, wie es fir tRNA-Gene der Fall ist. Insbesondere das
Retrotransposon Ty3 integriert bevorzugt in einem kleinen Bereich von wenigen Basen-
paaren in von der RNA-Polymerase Il transkribierten tRNA-Genen (Chalker und Sandmeyer,
1992; Ji et al., 1993; Kim et al., 1998). Die Integration des Ty5 erfolgt dagegen in der Nahe
des Telomer-Bereiches oder der sogenannten stillen Paarungsorte (silent mating loci; Zou et
al., 1996). Die Zielsequenzen anderer gut untersuchter Retrotransposonen sind nicht so eng
eingegrenzt. Das Ty1 integriert oft in der Nahe von RNA-Polymerase Il transkribierten
Genen, es kann aber auch in der Nahe oder innerhalb von RNA-Polymerase Il
transkribierten Genen oder in schon vorhandenen LTR integriert werden (Ji et al., 1993). Das
Retrotransposon Tf1 aus Sz. pombe integriet dagegen bevorzugt in die langen
Intergenregionen zwischen Polymerase Il transkribierten Genen (Behrens et al., 2000). Fur
die Integration von funf weiteren Retrotransposonen (LTRsu1, Tsu4, Tse3, Tsk1, und
LTRkt1) konnten vergleichbare tRNA-Gene als bevorzugte Zielsequenzen abgeleitet werden
(Neuveglise et al., 2002a,b).
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1.4.2  Aktivierung und Regulation der Retrotransposonen

Eine spontane Transposition des Retrotransposons Ty3 in der Hefe S. cerevisiae konnte
nicht detektiert werden und ohne Pheromon-Induktion wurde nur eine geringe Menge
Transkriptionsprodukt nachgewiesen. Nach Uberfiihrung unter die Kontrolle des GAL1-
GAL10-Promotors wurde die Aktivitat des Retrotransposons Ty3 in einem galactosehaltigen
Medium nach 10 Tagen deutlich induziert (Boeke und Sandmeyer, 1991). Pflanzliche
Retrotransposonen sind aktiv oder potentiell aktiv. lhre Transpositionsaktivitaiten kénnen
durch Stress, toxische Agenzien und andere Umweltfaktoren induziert werden (Rolfe et al.,
1986; Ratner et al.,, 1992; Grandbastien, 1998; lkeda et al., 2001). Die Aktivitdt des
Retrotransposons Tn1A wurde im Nitratreduktasegen des Tabaks genauer untersucht. Eine
Transposition wird als Abwehrreaktion des Organismus vermutet (Grandbastien, 1998).

Die Transposition von Ty1 und Ty3 ist temperatursensitiv. Bei 15°C findet die Integration
dieser Retrotransposonen in die Gene ADH2 und ADH4 einhundert mal haufiger statt als bei
30°C (Paquin und Williamson, 1988). Bei in vitro Untersuchungen mit Ty1 wurde die
maximale Aktivitat der reversen Transkriptase bei 15°C nachgewiesen und ab 37°C ist keine
Aktivitat mehr detektierbar (Garfinkel et al., 1985). Die reverse Transkriptase des Ty3 hat ihr
Aktivitatsoptimum bei 25°C und ab 37°C nimmt die Aktivitat extrem stark ab (Hansen et al.,
1992).

Kultiviert man Ty3-retrotransposonenhaltige Hefestdmme bei 30°C, produzieren sie zu
gleichen Teilen Gag3-Precursorproteine (38 kDa) und reife Gag3-Proteine (26 kDa). Wenn
die Kultivierung bei 37°C erfolgt, kann hingegen nur ein Flnftel der Menge an Gag3-
Precursorprotein und kein reifes Gag3-Protein detektiert werden. Neben der temperatur-
abhangigen Regulation wurde auch eine C-Quellen abhangige Repression beobachtet. Bei
der Kultivierung der Ty3-haltigen Hefestamme mit 1,55 M Ethanol wird ebensowenig Gag3-
Precursorprotein und reifes Gag3-Protein gebildet wie bei 37°C (Plesset et al., 1982).

Das aktive Retrotransposon Tca2 des Ty1/copia-Typs unterscheidet sich wesentlich von den
anderen Tca Retrotransposonen der pathogenen Hefe C. albicans. Es konnten grofiere
Menge mRNA sowie extrachromosomale, lineare, doppelstrangige DNA-Molekiile (dsDNA)
mit hohen Kopiezahlen von ca. 50 Kopien/Zelle nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 1). Die
Menge der dsDNA variiert erheblich zwischen unterschiedlichen Stdmmen und ist stark von
der Temperatur abhangig (Matthews et al., 1997; Holton et al., 2001).

Die unterschiedliche Zahl von LTR-Retrotransposonen in Hefen deutet auf artspezifische
Reaktionen der Wirtsorganismen auf das Auftreten dieser mobilen genetischen Elemente hin
(Neuveglise et al., 2002a,b). Einige Arten, wie S. cerevisiae, S. exiguus, S. kluyveri, K.
marxianus und D. hansenii, tendieren zur Konservierung der intakten und wahrscheinlich
aktiven Transposonen. Diese Eigenschaft korreliert jedoch nicht mit der phylogenetischen

Verwandtschaft dieser Hefen. Andere Arten, wie S. bayanus, S. servazzii oder K. lactis,



Einleitung 16

neigen zur Reduktion der Kopiezahl und zur Inaktivierung von einigen oder aller Kopien bis
nur noch Bruchstlicke oder Solo-LTRs vorhanden sind. Als Mechanismus zur Reduktion der
Kopiezahl wird in Hefen die Deletion der intakten Elemente durch homologe LTR-LTR-
Rekombination mit dem Resultat des Auftretens freier LTR diskutiert (Neuveglise et al.,
2002a,b).

1.5 Charakterisierung der nichtkonventionellen Hefe Yarrowia lipolytica

Hefen werden heute als Modellorganismen fiir die Zell- und Molekularbiologie eukaryotischer
Zellen in der Forschung intensiv verwendet. Dazu wurden zunachst vorwiegend die beiden
gut untersuchten konventionellen Hefen S. cerevisiae und Sz. pombe genutzt. Die damit
verbundene Weiterentwicklung der molekulargenetischen und zellbiologischen Forschungs-
methoden und ihre Anwendung auf andere Hefen fuhrte dazu, dass heutzutage auch andere,
sogenannte nichtkonventionelle Hefen als Modellorganismen fur bestimmte Fragestellungen
starker genutzt werden. Eine dieser nichtkonventionellen Hefen ist Y. lipolytica, die zur Zeit in
verschiedenen Richtungen bis zur Genomsequenzierung intensiv bearbeitet wird
(Casaregola et al., 2000, 2003; Barth et al., 2003; vgl. auch 1.5.5).

Anfangs wurde diese obligat aerobe und dimorphe Hefe als Candida lipolytica bezeichnet.
Nach Entdeckung ihrer Sporulationsfahigkeit wurde sie Endomycopsis lipolytica, spater
Saccharomycopsis lipolytica (Wickerham et al., 1969, 1970; Yarrow, 1972) und letztendlich
Yarrowia lipolytica (van der Walt und von Arx, 1980) genannt. Der Name Yarrowia wurde zu
Ehren von Prof. David Yarrow fiir seine Bemihungen zur Systematisierung dieser Hefe
ausgewahlt. Die Daten zur Biologie, Genetik und biotechnologischen Anwendung von Y.
lipolytica sind in einer Reihe von Ubersichtsartikeln zusammengefaltt (Gaillardin und Heslot,
1988; Ogrydziak, 1988; Weber und Barth, 1988; Weber et al., 1988; Heslot, 1990; Barth und
Gaillardin, 1996, 1997; Casaregola et al., 2000; Barth et al., 2003).

1.5.1 Dimorphismus von Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica ist eine typische dimorphe Hefe, da sie unter bestimmten Bedingungen als
Hefeform, als Pseudomycelform und als filamentdése Hypheform (Mycel) vorkommen kann
(van der Walt und von Arx, 1980). Die Hefezellen sind spharoid, ellipsoid bis langlich
geformt, mit einer Gréflie von 3-5 x 3-15 pym. Die Mycelform besteht aus septierten echten
Hyphen bis zu mehreren mm Lange. Der einzelne Hyphen-Abschnitt ist zwischen 50 und 70
pMm lang und die Septen haben eine einzelne zentrale Pore (Kreger-van Rij und Veenhuis,
1973).

Die Auspragung des Dimorphismus, das heif3t der Anteil der verschiedenen Zellformen in der

Kultur ist abhangig vom eingesetzten Stamm und den Kulturbedingungen. Die Entwicklung
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von Hyphen (Anteil an der Zellpopulation bis tber 90%) wird bei Wachstum in Medien mit
Olivenél und Milch-Casein bzw. bei Anwesenheit von N-Acetylglucosamin als
Kohlenstoffquelle verstarkt, jedoch durch Mangel an Magnesiumsulfat und Eisenchlorid,
Zugabe von Cystein und reduziertem Glutathion sowie Hemmung der Atmung und
Stickstoffmangel reprimiert (Ota et al.,, 1984; Rodriguez und Dominguez, 1984; Guevara-
Olvera et al., 1993; Szabo, 1999). Die Mycelbildung wird demnach stark reguliert durch die
C- und N-Quelle, sowie durch weitere Faktoren wie Citrat, anaeroben Stress und durch den
pH des Mediums (Ruiz-Herrera und Sentandreu 2002; Szabo und Stofanikova, 2002). Durch
Serum im Medium ist sie analog zur humanpathogenen Hefe C. albicans gleichfalls
induzierbar (Kim et al., 2000; Dominguez et al., 2000; Perez-Campo und Dominguez 2001).
Die molekularen Grundlagen fir die Regulation des Dimorphismus sind noch immer wenig
bekannt und Gegenstand intensiver Untersuchungen (Herrero et al., 1999; Dominguez et al.,
2000; Richard et al., 2001; Szabo, 2001; Barth et al., 2003).

Bis heute sind mindestens 25-30 Gene bekannt, deren codierte Proteine einen Einfluss auf
den Ubergang von Hefe- zur Hyphenform haben (Ubersichten bei Dominguez et al., 2000;
Barth et al., 2003). Das Phosphatidylinositol/Phosphatidylcholin-Transfer-Protein (Sec14p) ist
im Unterschied zu den homologen Proteinen aus S. cerevisiae und C. albicans nicht
essentiell fr Wachstum und Sekretion, aber fir die Mycelbildung nétig (Lopez et al., 1994;
Riggle et al., 1997; Rambourg et al., 1996). Weitere Gene, die Einfluss auf den
Dimorphismus von Y. lipolytica haben, sind unter anderem MHY1, ein mdglicher
Transkriptionsfaktor, der fir das Wachstum in der Hyphenform spezifisch ist (Hutardo und
Rachubinski, 1999); RAC1 (Hutardo et al., 2000); HOY1 (Torres-Guzman und Dominguez,
1997), BEM1 und BMH1 (Hutardo und Rachubinski, 2002a,b), CLA4 und XPR2 (Szabo,
1999; Szabo, 2001), XPR6 (Enderlin und Ogrydziak, 1994), ODC (Jimenez-Bremont et al.,
2001), YWP1 (Ramon et al., 1996, 1999), GPR1 (Tzschoppe et al., 1999), SIN3, MED4,
SSY5 und OPT1 (Gonzalez-Lopez et al., 2002); SNF5, RAS2, CDC25, KEX2, PPH21, GP17
und BUDG6 (Richard et al., 2001; Venancio et al., 2002; Cheon et al., 2002), TUP1, MGF1,
und STE7 (Dominguez, unveroffentlicht, vgl. Barth et al., 2003), sowie TGD1 und LAG1
(Cheon et al., 2002). Es ist jedoch vielfach nicht bekannt, ob die durch diese Gene codierten

Proteine direkt oder indirekt in die Regulation des Dimorphismus involviert sind.

1.5.2 Physiologie und C-Quellenverwertung

Die Hefe Y. lipolytica kann von lipidreichen Nahrungsmitteln wie Margarine, Olivendl oder
Kase, sowie von Olpflanzen, aus Abwasser oder Bodenproben isoliert werden. In
Abhangigkeit von der Herkunft des Stammes sind proteolytische und lipolytische Aktivitaten,
der Gehalt an Fettsauren, deren Sattigung und der Anteil ungeradzahliger Fettsduren

unterschiedlich (Sinigaglia et al., 1994).
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Die obligat aerobe Hefe Y. lipolytica kann sehr verschiedene Substrate als C-Quelle
assimilieren. Neben Kohlenhydraten (Glucose, Fructose u.a., jedoch keine Saccharose),
Ethanol und Essigsaure kann Y. lipolytica besonders gut hydrophobe Kohlenstoffquellen wie
n-Alkane, 1-Alkene, Triglyceride und Fettsduren verwerten (Ishikura und Forster, 1961; Klug
und Markovetz, 1967; Barth und Gaillardin, 1997). Polymethylierte und chlorierte Alkane
kénnen von dieser Hefe ebenfalls verwertet werden (Hagihara et al., 1977; Murphy und
Perry, 1984).

Nach Aufnahme in die Zelle werden n-Alkane durch ER-stdndige Cytochrom P450
Monooxygenasesysteme terminal hydroxyliert und dann weiter bis zur entsprechenden
Fettsaure (oder Dicarbonsaure) oxidiert (primare Alkanoxidation). Diese Carbonsauren
konnen nach erfolgter Aktivierung zu Acyl-CoA durch die R-Oxidation zu Acetyl-CoA
abgebaut werden, welches durch den Tricarbonsaurezyklus (Citratzyklus) und den
anaplerotischen Glyoxylatzyklus in den Energie- und Intermediarstoffwechsel eingeht. Die
Enzyme der primaren Alkanoxidation werden durch Alkane oder Fettsduren, nicht aber durch
Glucose, Ethanol oder Acetat induziert (Mauersberger, 1991; lida et al., 1998, 2000; Sumita
et al., 2002a,b). Triglyceride missen zunachst durch extrazellulare Lipasen in Glycerol und
Fettsduren der Kettenldngen Cis bis C4s gespalten werden, welche dann wie oben
beschrieben verwertet werden.

Anders als S. cerevisiae produziert Y. lipolytica kein Ethanol aus Kohlehydraten durch
alkoholische Garung, allerdings kann diese Hefe Ethanol als Kohlenstoffquelle bis zu einer
Konzentration von 3% verwerten. Acetat kann von Y. lipolytica bis zu einer Konzentration
von 0,4% gut verwertet werden, Konzentrationen tber 1% inhibieren das Wachstum.

Zum Verstandnis dieser Stoffwechselwege und zur Klonierung entsprechender Gene wurden
verschiedene Y. lipolytica Mutanten mit Defekten in der Verwertung der genannten Kohlen-
stoffquellen isoliert und charakterisiert (Bassel und Mortimer, 1982, 1985; Barth, 1985; Barth
und Weber, 1985; Gentsch et al., 2003; Kujau et al., 1992; Mauersberger, 1991;
Mauersberger et al., 2001).

1.5.3 Genetik und Molekularbiologie von Yarrowia lipolytica

Die naturlichen Isolate von Y. lipolytica waren fur genetische Untersuchungen nicht gut
geeignet, das sie geringe Sporenvitalitdt, Kreuzungs- und Sporulationsfrequenzen
aufwiesen. Diese Eigenschaften konnten durch eine Reihe von Inzuchtprogrammen
verschiedener Arbeitsgruppen verbessert werden. Diese Laborstdmme waren flr die meisten
Methoden der Hefegenetik gut geeignet (Gaillardin et al., 1973; Ogrydziak et al., 1978;
Ogrydziak et al., 1982a,b; Kurischko, 1984; Barth und Weber, 1984; Barth und Weber, 1985;
Weber und Barth, 1988).
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Y. lipolytica ist eine heterothallische Hefe. Die Paarungstypen von Y. lipolytica werden als
MATA (mating type A) und MATB (mating type B) bezeichnet, die entsprechenden Gene sind
auf dem Chromosom Il in der Nahe des SLA2-Genes lokalisiert (Kurischko et al., 1999).
Werden beide Typen gemischt, kénnen Zellen der komplementaren Paarungstypen
konjugieren und diploide Zygoten bilden. Sowohl haploide als auch diploide Stdmme kénnen
stabil vegetativ vermehrt werden. Die diploiden Zellen kénnen unter bestimmten
Bedingungen sporulieren und Asci mit bis zu 4 Sporen bilden. Das Paarungstypallel MATA
wurde kloniert und naher charakterisiert. Der MATA-Locus enthalt zwei entgegengesetzt
orientierte Gene. MATA1 codiert ein Protein aus 119 Aminosauren, das fir die
Sporulationsinduktion verwendet wird und MATA2 codiert ein Protein aus 291 Aminosauren,
welches flr die Repression der Konjugation benétigt wird (Kurischko et al., 1992; Kurischko
et al., 1999).

Die genomische DNA der Hefe Y. lipolytica besteht je nach untersuchtem Stamm aus 20 bis
21 Mb (Casaregola et al., 1997, 2000). Das Genom ist damit deutlich groRer als die Genome
von Sz. pombe und S. cerevisiae, welche nur 13-14 Mb grof} sind. Das Y. lipolytica-Genom
besitzt einen G+C-Gehalt von 49%, also um ca. 7% geringer als das S. cerevisiae-Genom.
Durch Elektrophorese kdnnen 6 Chromosomen mit einer GrélRe von 2,6 bis 4,9 Mb
unterschieden werden. Stdmme unterschiedlicher Herkunft unterscheiden sich in der Grélze
der Chromosomen, d.h. sie zeigen einen ausgepragten Polymorphismus (Casaregola et al.,
1997).

Y. lipolytica besitzt keine DNA-Plasmide, in einigen Stdmmen wurden aber Plasmide aus
doppelstrangiger RNA von 4,9 und 6 kb gefunden (Barth und Gaillardin, 1997). Diese RNA
liegt frei im Cytosol vor oder ist in virus-like particles (VLP) mit 50 nm Durchmesser verpackt
(Groves et al., 1983; Treton et al., 1985; 1987; EI-Sherbeini et al., 1987). Ein
Zusammenhang dieser dsRNA oder VLP mit einem Killer-Phanotyp wie in S. cerevisiae
konnte fir Y. lipolytica jedoch bisher nicht gezeigt werden (Barth und Gaillardin, 1997).

Ein Grof3teil der geclusterten repetitiven Sequenzen im Genom von Y. lipolytica wird von den
rDNA-Genen gestellt (van Heerikhuizen et al., 1985). Die Y. lipolytica-Stamme enthalten
stammabhangig zwei bis sechs verschiedene rDNA-Einheiten (van Heerikhuizen et al., 1985;
Casaregola et al., 1997). Die Kopiezahl betragt 50 bis 60 rDNA-Cluster pro haploides Genom
(Clare et al., 1986; Le Dall et al., 1994). Die rDNA-Einheiten codieren die 25S und 18S RNA,
aber nicht fur die 5S rRNA-Species, die separat von rDNA-Cluster angeordnet ist (Clare et
al., 1986; van Heerikhuizen et al., 1985). Weitere disperse repetitive Sequenzen des
Genoms von Y. lipolytica, wie die LTR-Retrotransposonen (YIt1, Tyl3), die Solo-LTRyl1, die
LINE- (Ylli) und MULE-Elemente sind im Kapitel 1.5.7 naher beschrieben.

Autonom replizierende Vektoren bendtigen in Y. lipolytica die Anwesenheit eines

chromosomalen Replikationsstartortes (ORI) und einer Centromer-Region (CEN) (Fournier et
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al.,, 1993; Vernis et al., 1997). Die ORI- und CEN-Funktionen werden durch zwei
unabhangige Regionen der ARS codiert und kdnnen ausgetauscht werden. Das eréffnete die
Méglichkeit mit einem CEN-tragenden Plasmid weitere Replikationsstartorte (und umgekehrt)
zu klonieren (Vernis et al., 1999, 2001). Keine der isolierten ORI- und CEN-Sequenzen
zeigte eine Homologie zu Sequenzen aus S. cerevisiae, K. lactis und Sz. pombe. Die
Anwesenheit der CEN-Region in dem Vektor bedingt, dass seine Kopiezahl auf 1-2
Kopien/Zelle begrenzt ist (Fournier et al., 1993; Vernis et al., 1997, 1999).

Zur Zeit sind etwa 160-170 vollstandige Gene von Y. lipolytica in Datenbanken (GenBank)
und Publikationen beschrieben, flir etwa 75 Gene ist die chromosomale Lokalisation bekannt
(Barth et al., 2003). Die komplette mitochondriale DNA-Sequenz wurde bestimmt (Kerscher
et al.,, 2001a). Das komplette Genom von Y. lipolytica wird gegenwartig durch ein
internationales Konsortium verschiedener Gruppen im French National Sequencing Center
(Genoscope) sequenziert (Casaregola et al.,, 2000, 2003; Barth et al., 2003). Nach einer
ersten Sequenzierung von 4940 random sequence tags (RST) von etwa 1 kb aus dem
Stamm W29 im Rahmen des franzdsischen Projektes Génolevures 1 (Souciet et al., 2000)
wurden durch Homologievergleiche mit anderen Hefen mindestens 1229 kerncodierte Gene
identifiziert. Davon entsprachen 48 schon bekannten Y. lipolytica-Genen (Casaregola et al.,

2000). Die Sequenzen sind unter http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php aufgefuhrt. Mit

einer ersten annotierten Gesamtsequenz des Stammes E150 von Y. lipolytica ist Anfang
2004 zu rechnen. Etwa 13% (18/139) der bekannten Y. lipolytica Gene (4,8% in S.
cerevisiae, aber 43% in Sz. pombe) enthalten ein oder in wenigen (ca. 10%) Fallen auch

zwei Introns, die mit bis zu 400 bp oft relativ gro® sind (http://cbi.labri.fr/Genolevures/

Y_lipolytica.php).

Die erste funktionelle Klassifikation der bisher bekannten Gene von Y. lipolytica zeigte eine
deutliche Erhéhung in der Zahl der Gene (Multigenfamilien) in einigen funktionellen Klassen
(nach dem funktionellen Katalog von MIPS, modifiziert nach Gaillardin et al., 2000) im
Vergleich mit S. cerevisiae und das Auftreten neuer Klassen (Casaregola et al., 2000). Das
betrifft zum Beispiel Gene der Klassen ,Metabolismus von Lipiden, Fettsauren und Alkanen®,
,B-Oxidation von Fettsauren®, ,Biogenese von Peroxisomen® oder ,Extrazellulare Proteine®,
gekennzeichnet durch das Auftreten von 8 Lipase-Genen (LIP1-8; Pignede et al., 2000a,b;
Fickers et al., 2003; AJ549520, unveroffentlicht), 5 Acyl-CoA Oxidase-Genen (POX1-5;
Wang et al., 1999a, b), 8 Cytochrom P450-Genen (ALK1-8; lida et al., 1998, 2000), neuen
PEX-Genen und mindestens 10 Protease-Genen (Casaregola et al., 2000) in Y. lipolytica.
Die durch diese Multigenfamilien (mit 8 oder mehr Vertretern in einer Hefeart) codierten
Enzyme unterscheiden sich in ihrer Substrat- und Kettenlangenspezifitat und tragen damit
insbesondere zum hohen Verwertungspotential hydrophober Substrate dieser

alkanverwertenden Hefen bei.
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Heute sind die meisten genetischen und gentechnischen Methoden und Werkzeuge flr
Untersuchungen von Y. lipolytica auf molekularer Ebene und fiir biotechnologische An-
wendungen einsetzbar. Neuere Ubersichten zu Methoden, Markergenen, die Herstellung von
Y. lipolytica Stdammen mit nicht revertierenden Markern, zu Plasmiden fur die Transformation,
Expression und Sekretion heterologer Proteine und weitere Anwendungen wurden von Barth
und Gaillardin (1996; 1997), Dominguez et al. (1998), Nicaud et al. (2002a,b), Wolf et al.
(2003) und Barth et al. (2003) gegeben.

Insbesondere die Gene URA3 (Orotsaure-5-phosphatdecarboxylase, Davidow und
DeZeeuw, 1985; Mauersberger et al., 2001), LEU2 (Davidow et al., 1987a) und neuerdings
auch ADE1 und TRP1 (Cheon et al., 2003) stehen als Selektionsmarker fiir die
Transformation von Y. lipolytica zur Verfigung. Mit der Klonierung von ARS konnten
autonom replizierende Plasmide geschaffen werden. Flr die Genamplifikation durch multi-
copy Integration von DNA-Sequenzen wurden mehrere Systeme entwickelt (Le Dall et al.,
1994; Pignede et al., 2000b; Juretzek et al., 2001). Fur die Expression von Genen in
Y. lipolytica stehen einige gut regulierbare starke Promotoren (ICL1, POX2, POT1, XPR2)
und auch naturliche sowie kunstliche konstitutive Promotoren zur Verfugung (Barth und
Weber, 1987; Blanchin-Roland et al. 1994; Miuller et al., 1998; Juretzek et al., 2000b;
Pignede et al., 2000a,b; Nicaud et al., 2002a,b).

1.5.4 Evolutionare Einordnung von Yarrowia lipolytica

Phylogenetisch nimmt Y. lipolytica eine Sonderstellung unter den ascomycetalen Hefen ein.
Mehrere Eigenschaften (hoher G+C-Gehalt, Anordnung der rDNA-Gene, Fehlen der
Polymerase | Consensussequenz, Aufbau der 7S RNA und snRNA, Codon-Nutzung) stellen
Y. lipolytica naher zu héheren Eukaryoten als zu anderen Hefen (Barth und Gaillardin, 1997).
Die Analyse der Sequenzen konservierter Bereiche ribosomaler Gene (18S und 26S rDNA,
glycolytische Gene) zeigte auch, dass sich Y. lipolytica phylogenetisch deutlich von anderen
Hefen unterscheidet (Barns et al., 1991; Ohkuma et al., 1993; Kurtzman und Robnett, 1998;
Keogh et al., 1998).

1.5.5 Yarrowia lipolytica als Modellorganismus

Durch ihre besonderen Eigenschaften (sehr gute Verwertung hydrophober Substrate,
extensive Proliferation von Peroxisomen, ausgepragter Dimorphismus und Sekretion von
Proteinen) wird die Hefe Y. lipolytica in den letzten Jahren verstarkt als Modellorganismus

der Grundlagenforschung in folgenden Richtungen genutzt:
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a. Untersuchungen der molekularen Grundlagen des Dimorphismus und von
Signaltransduktionswegen (vgl. 1.5.1; Dominguez et al., 2000; Perez-Campo und
Dominguez 2001; Richard et al., 2001; Barth et al., 2003);

b. Untersuchungen zur Genomstruktur (vgl. 1.5.3; Casaregola et al., 1997, 2000, 2002a,
b, 2003; Neuveglise et al., 2002a, Bon et al., 2003; Programme Genolevures 1 und 2);

c. Untersuchungen zur Biogenese des mitochondrialen Komplexes | (Kerscher 2000;
Kerscher et al., 1999; 2001a,b,c, 2002; Ahlers et al., 2000a,b; Djafarzadeh et al., 2000;
Kashani-Poor et al., 2001a,b; Garofano et al., 2003);

d. Untersuchungen zur Sekretion extrazellularer Proteine (Balasheva et al., 1990; Fabre
et al., 1991; Young et al., 1996; Glover et al., 1997; McEwen und Young, 1998;
Dominguez et al., 1998; Pignede et al., 2000a,b; Nicaud et al., 2002a,b) und zum
sekretorischen Weg (He et al., 1990, 1992; Boisrame et al., 1996, 1998; 1999; 2002;
Mamoun et al., 1996, 1997, 1999; Sanchez et al., 1997; Titorenko et al., 1997,
Titorenko und Rachubinski, 1998; Beckerich et al., 1998; Kabani et al., 2000; Kim und
Ogrydziak, 2000);

e. Untersuchungen zur Verwertung von Dikohlenstoffverbindungen und die Regulation
des Glyoxylatzyklus (Kujau et al., 1992; Barth und Scheuber, 1993; Juretzek et al.,
1997; Juretzek, 1999; Tzschoppe et al., 1999, Augstein, 2001; Augstein et al., 2003);

f.  Untersuchungen zum Metabolismus von Lipiden (Triglyceriden), n-Alkanen und
Fettsauren (Tanaka und Fukui, 1989; Mauersberger, 1991; Mauersberger et al., 1992;
Berninger et al., 1993; lichenko et al., 1994; Destain et al., 1997; Wang et al., 1998,
1999a,b; lida et al., 1998, 2000; Pagot et al., 1998; Luo et al., 2000, 2002; Pignede et
al., 2000a,b; Wache et al., 2000a,b, 2001, 2003; Mauersberger et al., 2001, 2003a,b;
Yamagami et al., 2001; Sumita et al., 2002a,b; Fickers et al., 2003);

g. Untersuchungen der Biogenese und des Abbaus von Peroxisomen (Aitchison et al.,
1992, Nuttley et al., 1993; Gunkel et al., 1999; Titorenko und Rachubinski, 1998, 2001;
Titorenko et al., 2000, 2002; Smith und Rachubinski, 2001; Tam und Rachubinski,
2002; Bascom et al., 2003; Parshyna und Barth, 2003).

1.5.6 Anwendungen in der Biotechnologie und Nahrungsmittelindustrie

Die spezifischen Eigenschaften der Hefe Y. lipolytica (apathogen, sehr gutes Wachstum auf
den hydrophoben Substraten Alkane und Fette, ausgepragte Sekretion von Proteinen und
Metaboliten) waren die Basis fur die Entwicklung einer Reihe biotechnologischer An-
wendungen (Bioconversion, Biotransformation, Produktbildungen) bis hin zum industriellen
Maflstab, inklusive Verfahren mit dem Sicherheitsstatus GRAS (flir generally recognized as
safe) durch die American Food and Drug Administration (Ubersichten bei Barth und
Gaillardin, 1996, 1997; Barth et al., 2003). In der Vergangenheit (Mitte der 60er bis 80er
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Jahre) war es vor allem der Einsatz der Hefen Y. lipolytica, Candida tropicalis, C. maltosa fir

die Gewinnung von Einzellerprotein (single cell protein, SCP) aus n-Paraffinen (Barth und

Gaillardin, 1996; Mauersberger et al., 1996), wobei insbesondere auch grundlegende

Kenntnisse fiir groRvolumige Hochzelldichte-Fermentationen mit diesen Hefen gewonnen

wurden. Heute stehen folgende Anwendungen im Mittelpunkt des Interesses:

1) Gewinnung von organischen Sauren (bis zu 180-200 g/l) aus dem Intermediar-
stoffwechsel, wie Citronensaure, Isocitronensaure, [1-Ketoglutarsaure oder Pyruvat, aus
einem Uberschuss einer preiswerten C-Quelle (Melasse, Starkehydrolysate, Alkane,
Ethanol) bei gleichzeitiger Limitation des Wachstums durch verschiedene Faktoren
(Ubersichten bei Stottmeister et al., 1982; Kubicek und Roehr, 1989; Finogenova, 1991;
Stottmeister und Weissbrodt, 1991; Matthey, 1992, 1999; Roéhr et al., 1996; Barth und
Gaillardin, 1996, 1997; Barth et al., 2003). Diese besondere Eigenschaft von Y. lipolytica
ist seit den 60er Jahren bekannt und heute eine der wichtigsten potentiellen praktischen
Anwendungen dieser Hefe in Bioconversionsverfahren (Treton et al., 1978; Oogaki et al.,
1983; Behrens et al., 1986; Weillbrodt et al., 1988; Kim und Roberts, 1991; Pan und Pan,
1992; Shah et al., 1993; Rymowicz et al., 1993; Wojtatowicz et al., 1997; Kim, 1999;
Arzumanov et al., 2000; Chernyavskaya et al., 2000; Antonucci et al., 2001; Crolla und
Kennedy, 2001; Fausek et al., 1991; lichenko et al., 2001, 2002; Zarowska et al., 2001;
Anastassiadis et al., 2002; Finogenova et al.,, 2002; Papanikolaou et al., 2002b;
Papanikolaou und Aggelis 2003a; Kutschke et al., 2001; Kutschke und Bley 2002a,b;
Kruse et al., 2002a,b; Mauersberger et al., 2003a,b; Kamzolova et al., 2003). Heute
werden insbesondere neue Verfahren mit nachwachsenden Rohstoffen entwickelt. Ein
Verfahren zur Citronensaureproduktion aus Rapsél soll durch die Firma Archer Daniels
Midland (Decatur, lll., USA) eingefiihrt werden (Barth et al., 2003).

2) Gewinnung wirtseigener extrazellularer Proteine mit Y. lipolytica, darunter die im
Gegensatz zu anderen Hefen in grofieren Mengen gebildeten wirtseigenen Proteine (bis
zu 1-2 g/l oder 1-2% des Zellproteins im Falle von AEP; Ubersichten bei Heslot, 1990;
Ogrydziak, 1993), wie alkalische Proteasen AEP (Gene XPR2 und AEP2; Ogrydziak et
al., 1977; Ogrydziak und Scharf, 1982; Nicaud et al., 1989a; Fabre et al., 1991; LeDall et
al., 1994; Ogrydziak, 2002), saure Protease AXP (Gen AXP; Yamada und Ogrydziak,
1983; Balasheva et al., 1990; Fabre et al., 1991; Young et al., 1996; Glover et al., 1997;
McEwen und Young, 1998; Hamilton et al., 1999; 2000), Lipasen und Esterasen (Gene
LIP1 bis 8; Hadeball, 1991; Barth und Gaillardin, 1997; Destain et al., 1997; Pereira-
Meirelles et al., 1997; Muller et al., 1998; Dominguez et al., 1998; Pignede et al.,
2000a,b; Souza Martins et al., 2002; Nicaud et al., 2002a,b; Fickers et al., 2003),

verschiedene Protein-Phosphatasen (Jolivet et al., 1998, 2001; Queiroz-Claret et al.,

1998), saure oder alkalische Phosphatasen (Ogrydziak et al., 1982; Moran et al., 1989;
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Treton et al., 1992; Galabova et al., 1993, Vasileva-Tonkova et al., 1996), RNasen (Gen
XRNZ1; Cheng und Ogrydziak, 1987; Cheng und Ogrydziak, 1986; Ogrydziak, 2002), bzw.

alpha-Mannosidase (Vega and Dominguez, 1986).

3) Heterologe Expression und Sekretion von Proteinen (Ubersichten bei Heslot, 1990;

4)

Buckholz und Gleeson, 1991; Buckholz, 1993; Romanos et al., 1992; Barth und
Gaillardin, 1996, 1997; Dominguez et al., 1998; Madzak et al., 2003), darunter
beispielsweise einige kommerziell interessante Proteine wie Prochymosin, [11-Interferon,
Plasminogenaktivator tPA, oder Anaphylatoxin C5a (Referenzen siehe Buckholz und
Gleeson, 1991), Blutgerinnungsfaktor Xl (Tharaud et al.,, 1992), Hepatitis B Antigen
(hepatitis B virus middle surface antigen; Hamsa und Chattoo, 1994), a-Amylase aus
Reis (Park et al.,, 1997; Chang et al., 1997; 1998a,b; Kim et al., 2000), Galactanase,
Polygalactorunase, Cellulase und Xylanase aus Pilzen (Miller et al., 1998), epidermaler
Wachstumsfaktor (human epidermal growth factor; Hamsa et al., 1998), Endoglucanase |
(EGI) aus Trichoderma reesei (Park et al., 2000; Sohn et al., 1998); Rinder-Chymosin
(Madzak et al.,, 2000), Anti-Ras-Antikdrper (scFv; Swennen et al., 2002), Leucin-
Aminopeptidase LapA aus Aspergillus oryzae (Nicaud et al., 2002a,b), humanes
Glycoprotein sCD14 (Gysler et al., 2002), Allergen Alta1p aus Alternaria alternata (Morin
und Dominguez, 2002), Vitroscilla hemoglobin (Bhave und Chattoo, 2002) und zwei
Asparagin-Proteinasen (EC 3.4.23) TcAP1 und TcAP2 aus den Samen Kakaopflanze
Theobroma cacao L. (Laloi et al., 2002).

Bioconversion (Biotransformation) insbesondere von hydrophoben Substraten
(Fettsaurederivate, Steroide) durch Anwendung von Mutanten und rekombinanten Y.

lipolytica Zellen, wie die

- Gewinnung von Dicarbonsauren und Hydroxyfettsduren aus Alkanen, Fettsdurederivaten

oder Pflanzendl (Ubersichten bei Fukui und Tanaka, 1980; Rehm und Reiff, 1981; Wang,
1984; Bulhler und Schindler, 1984; Schmid, 1986; Schindler et al., 1987, 1991 - Patente
DE3540834, EP229252, DE4019166; Eierdanz et al., 1991a,b - Patente DE4015851,
DE3929337; Meusdoerffer, 1988; Schindler et al., 1990; weitere Patente verschiedener
Firmen flr Y. lipolytica, C. tropicalis und andere Hefen: DE3721119, DE3738812,
DE3514550, DE2951177, DE2937292, DEZ2853847, DE2164626, DE2140133,
US4474882, US4339536, US3975234, GB1405026;

- Aromaproduktion ([]-Decalacton) aus [1-n Hydroxyfettsauren wie Methyl-Ricinolsdure mit

Wildtypstdmmen (Cardillo et al., 1991; Ercoli et al., 1992; Meyer, 1993 - Patent
DE4126997, weiterer Patente verschiedener Firmen weltweit, z.B. FR2734843,
EP0997533, US6518050, US6451565; US5215901, US5168054 US4560656,
W00024920; Ubersichten bei Endrizzi et al., 1996; Hausler und Miinch, 1997; Wache et

al., 2003) und Optimierung dieser Biotransformation durch Veranderung der Aktivitat der
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peroxisomalen R-Oxidation, insbesondere der Acyl-CoA Oxidase Gene POX1-POX5
(Pagot et al., 1997, 1998; Wache et al., 2000a,b, 2001, 2003);

- Biotransformation von Steroiden nach Uberexpression von Cytochrom P45017(] des
Rindes und Co-Expression mit der NADPH-Cytochrom P450 Reduktase von Y. lipolytica
unter Kontrolle des ICL1 Promotors (Juretzek, 1999; Juretzek et al., 1997, 1999, 2000a;
Forster et al., 2002; Mauersberger et al., 2002; Shkumatov et al., 1998, 2003) bzw. die
Expression von Cytochrom P450 1A1 (Nthangeni et al., 2002).

5) Gewinnung interessanter Produkte mit Y. lipolytica durch Kultivierung unter
bestimmten Bedingungen und dem Einsatz von Wildtypstdmmen, Mutanten oder
Enzymen dieser Hefe flr die Biosynthese, Bioconversion oder Biotransformation, wie
- Bioemulgatoren (Sarubbo et al.,, 1999, 2001; Zinjarde et al., 1997, 2002b; altere

Literatur siehe Barth und Gaillardin, 1996, 1997);

- Lipide und Lipidfraktionen (single cell oil, cocoa-butter substitute) (Papanikolaou et al.,
2001, 2002a, 2003; Papanikolaou und Aggelis, 2002, 2003b); Wachsester (Sekula,
1991) oder Ceramid (Rupcic und Maric, 1998);

- Aminosauren wie Lysin mit Mutanten des Lysinabbau und Methionin (Heslot et al.,
1979; weitere Literatur vgl. Barth und Gaillardin, 1996, 1997);

- Isopropylmalat mit Leucin-auxotrophen Mutanten (De Zeeuw und Stasko, 1983);

- 2,5-Dihydroxyphenylessigsaure aus L-Tyrosin oder L-Phenylalanin (Bigelis und Black,
1990 — Patenschriften US4956279, EP0343330;

- optisch aktive (R)-Methylbernsteinsaure aus Squalen (Tsubokura et al., 1992 —
EP0481712, US5217887) und optisch aktive 3-Methyladipinsdure (Tsubokura et al.,
1992 — EP0481711);

- 2,6-Dihydroxy-3-Naphthonsaure (Kawanaka und Kitahata, 1998 - JP10014589);

- die Biotransformation von Limonenen und Piperitonen (van Rensburg et al., 1997; van
Dyk et al., 1998);

- die Fermentation zur Gewinnung von L-R-Hydroxy-Isobuttersdure aus Isobuttersaure
(Kim et al., 1999);

- die enantioselektive Oxidation oder Reduktion 2-Alkanolen oder zyklischen Alkoholen
(Mauersberger et al., 1992; Fantin et al., 1996a,b, 2000) oder die sehr effiziente
enantioselektive Hydrolyse von Estern, Enolestern, Epoxiden oder Lactonen (Fontana
et al., 2002; Fantin et al, 2001).

6) Einsatz von Y. lipolyticain der Bioremediation von Alkanen und Triglyceriden fur

- Abbau von Abfallfett und -6l, beispielsweise in Abwassern von Oliven- oder
Palmdlmahlen (Scioli und De Felice, 1993; De Felice et al., 1997; Scioli und Vollaro,
1997; Oswal et al., 2002), in anderen fettverarbeitenden Einrichtungen (Molke aus der

Kaseproduktion, Margarineproduktion) in der Lebensmittelindustrie (De Felice und Scoli,
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1994; Thonart et al., 1997; Werner et al., 1997; Portsch et al., 2001), Abbau von Fischdl
(Hottinger et al., 1974; Ota und Kushida, 1988; Guo et al., 1999), bzw. die Bioconversion
von Altfett und Pflanzendl in Citronensaure (Kutschke et al., 2001; Kutschke und Bley
2002a,b; Kruse et al., 2002a; vgl. auch Punkt 1);

- Abbau (Bioremediation) und Detektion von Verunreinigungen durch Erdélfraktionen
(Alkane und andere Kohlenwasserstoffe (Stormer und Bardy, 1976; Burkhardt-Maturin
und Wilson, 1983; Horakova und Nemec, 1996; Margesin und Schinner, 1997a,b;
Alkasrawi et al., 1999; Oh et al., 2000; Zinjarde et al., 1998, Zinjarde und Pant, 2002a;
Kim und Svetashev, 2002).

Diese Beispiele belegen das Potential der Hefe Y. lipolytica flir biotechnologische
Anwendungen und die wachsende Bedeutung der nichtkonventionellen Hefen in der
Biotechnologie der Zukunft.

Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigen das natlrliche Vorkommen von Y. lipolytica in
verschiedenen Lebensmitteln und belegen die Bedeutung dieser Hefe in der Nahrungsmittel-
industrie. Beispielsweise wurde der Einfluss von Y. lipolytica auf die Pigmentbildung bei der
Kaseherstellung (Carreira et al., 1998, 2001a,b, 2002) sowie das Vorkommen verschiedener
Hefen (darunter auch meist Y. lipolytica) und ihr Einfluss auf Herstellung, Reifung und
Verderb von traditionellen Lebensmitteln, wie Kéase, Wurst und anderen Fleischprodukten
naher untersucht (Ferreira und Viljoen, 2003; Vasdinyei und Deak, 2003; Szoltysik et al.,
2002; Addis et al., 2001; Gardini et al., 2001; Suzzi et al., 2001; Guerzoni et al., 1998, 2001;
Deak, 2001; Deak et al., 2000; Ismail et al., 2000, 2001; Fleet 1990; Wyder und Puhan 1999;
Welthagen und Viljoen, 1998; Jakobsen und Narvhus, 1996; Roostita und Fleet, 1996).

1.5.7 Die mobilen genetischen Elemente von Yarrowia lipolytica

Da Retrotransposonen in allen eukaryotischen Lebewesen ubiquitar vorkommen (vgl. Kapitel
1.1-1.4) war es keine Uberraschung, dass sie auch in der Hefe Y. lipolytica entdeckt wurden
(Schmid-Berger et al., 1994; Casaregola et al., 2000, 2002a,b; Neuveglise et al., 2002a,b).
Genauere Untersuchungen zeigten jedoch bald, dass die Retrotransposonen dieser Hefe
einige ungewohnliche Eigenschaften aufweisen, was ihre weitere Untersuchung besonders
interessant erscheinen lasst.

Das erste LTR-Retrotransposon von Y. lipolytica wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.
Gerold Barth (Biozentrum Basel, jetzt TU Dresden) im Stamm B204-12C im Rahmen von
Untersuchungen des GPR1 Genes gefunden und als YIt1 bezeichnet (Schmid, 1994;
Schmid-Berger et al., 1994; Accession-Nummern X74146, AJ310725). Das Retrotransposon
YIt1 gehort zur Ty3/gypsy-Superfamilie und liegt im Stamm B204-12C und den daraus
abgeleiteten GPR1%Mutanten in hohen Kopiezahlen dispers iiber das gesamte Genom

verteilt vor. Dieses Retrotransposon von ca. 9,4 kb Lange besteht aus einem internen
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Bereich, der als eta bezeichnet wurde. Dieser wird an beiden Seiten von identischen, zeta
genannten LTRs von 714 bp Lange flankiert. Grol3e Teile des Retrotransposons YIt1 wurden
sequenziert, jedoch lag zu Beginn dieser Arbeit noch keine sichere vollstandige Sequenz von
der internen Region eta vor (Schmid-Berger et al., 1994; Barth, personliche Mitteilung).
Verschiedene Y. lipolytica Stamme besitzen eine unterschiedlich grofte Anzahl des
Retrotransposons YIt1. Etwa 35 komplette Kopien des YIt1 und ca. 30 bis 50 Kopien der
singular auftretenden Solo-LTR zeta liegen im haploiden Genom der von B204-12C
abgeleiteten Stamme vor (Schmid, 1994; Schmid-Berger et al., 1994). Eine Insertion eines
kompletten YIt1 erfolgte im Promotorbereich der GPR1-Allele, wodurch der GPR1-Promotor
zerstort wird und nur 77 Basen des authentischen Promotors sich zwischen YIt1 und dem
Startcodon des GPR1 Gens befinden (Augstein, 2001; Augstein et al., 2003). Dagegen
enthalten die Y. lipolytica Stamme H222, W29, und PO1d kein intaktes YIt1 und keine zeta-
Elemente, in den Stammen H194 (YB423-12), B512-3, B204-12A-213, CXAU1, E129 und
E150 ist es aber in hoher Kopiezahl vorhanden (Juretzek, 1999; Zimmermann et al., 1999;
Casaregola et al., 2000; Augstein, 2001; Juretzek et al., 2001; Neuveglise et al., 2002;
Augstein et al., 2003; Senam et al., 2003; Senam und Barth, 2003). Das spricht fur den
Wildtypstamm YB423 (MATB; Wickerham et al. 1970) als Ausgangspunkt fur die Verbreitung
des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen Linien von Laborstdmmen (Deutsche B-
Stammlinie von Barth, Franzosische E-Stammlinie von Gaillardin, Amerikanische Linie der
CX-Stamme; vgl. Barth und Gaillardin, 1996).

Ein weiteres Ty3-ahnliches Retrotransposon (Tyl3, AL414488, AL414575), ein singulares
LTRylM-Fragment (273 bp hoch repetitive Sequenz, AJ439559) und das LINE-Element Ylli
(AJ319752) wurden im Wildtypstamm Y. lipolytica W29 bei der Sequenzanalyse von 4940
RST’s (random sequence tags) im Rahmen des Genolevure-Projektes detektiert und naher
analysiert (Casaregola et al., 2000, 2002a,b; Neuveglise et al., 2002a,b). Das Auftreten von
YIt1 und Tyl3 in Y. lipolytica zeigt, dass mehrere divergente Ty3/gypsy-Retrotransposonen in
einigen Hefen vorkommen kdnnen, wie das auch fur Tca3, Tca8, Tca9 und Tcal3 in C.
albicans gezeigt wurde (vgl. Tabelle 1).

Das LTR-freie Retrotransposon Ylli (steht fir Y. lipolytica LINE-Element, AJ319752) wurde
im Rahmen des Genolevure-Projektes bei der Sequenzanalyse der 4940 RST's aus Y.
lipolytica W29 durch ihre Homologie zu den reversen Transkriptasen der LINE-Elemente von
Saugern gefunden und nach vollstadndiger Sequenzierung naher charakterisiert (Casaregola
et al.,, 2000; Casaregola et al., 2002). Es ist 6942 bp lang und besteht aus 2 offenen
Leserahmen. Es wurden die charakteristischen Bereiche eines LTR-freien Retrotransposons
in dieser Sequenz gefunden. Dabei handelt es sich um einen Cystein-reichen Bereich im
ORF1, einen N-terminalen Endonuclease-Bereich, den zentralen Bereich der reversen

Transkriptase und den Zink-Finger-Bereich am C-Terminus des ORF2. Ylli kommt im Genom
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mit bis zu 100 Kopien vor, davon sind aber nur relative wenige komplett und damit potentiell
aktiv. Die phylogenetische Analyse der RT-Domane zeigte, dass das Ylli gemeinsam mit den
LINE-Element Zorro-1 aus C. albicans (Goodwin et al., 2001) zur L1 Gruppe der LINE-
Elemente gehdrt. Es steht der TRE-Familie aus D. discoideum sehr nahe. Im Gegensatz
zum LTR-Retrotransposon YIt1 kommt das Ylli in allen untersuchten Wildtyp- und Labor-
stdmmen aus Deutschland (H222), Frankreich (W29, E150) und USA (CX161-1B) vor
(Casaregola et al., 2002a,b).

Aus der Genomsequenzierung konnte neben den genannten Retrotransposonen (Klasse |
der Transposonen) kurzlich auch das Vorkommen einer MULE-Familie (fiur Mutator-like
element) als Vertreter der DNA-Transposonen (Klasse Il der Transposonen, die mittels einer
speziellen Transposase direkt von DNA zu DNA springen kénnen) in der Hefe Y. lipolytica
abgeleitet werden (Casaregola et al., 2003). Bisher waren vergleichbare MULE-Sequenzen
nur aus Pflanzen bekannt, jedoch gelang ihr Nachweis in der letzten Zeit auch in einer Reihe
von Ascomyceten, wie das Auftreten der Hop-Elemente in Fusarium oxysporum,
Magnaporthe grisea, Neurospora crassa und Aspergillus fumigatus (Chalvet et al., 2003)
sowie des Cmut1 in C. albicans (Datenbank Retrobase von R. Poulter) zeigte. Mit dem
Vorkommen von Vertretern der Superfamilien Ty3/gypsy (intakte und rudimentare LTR-
Retrotransposonen YIt1, Tyl3 sowie das keiner Familie zugeordnete Solo-LTRyl1), LINE
(LTR-freies Retrotransposon Ylli) und MULE (DNA-Transposon) weist die Hefe Y. lipolytica

offensichtlich eine ungewdhnlich groRe Vielfalt an mobilen genetischen Elementen auf.



Einleitung 29

1.6 Zielstellung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine molekulare Charakterisierung des LTR-
Retrotransposons YIt1 vom Ty3/gypsy-Typ aus der Hefe Y. lipolytica durchgefiihrt werden.
Die Hauptziele dieser Arbeit waren deshalb die vollstandige Sequenzierung des kodierenden
eta-Bereiches und die partielle molekulare Charakterisierung der Transkriptions- und
Translations-Produkte des YIt1 Retrotransposons aus Y. lipolytica B204-12C.

Damit stellten sich die folgenden Aufgaben:

1. Der eta-Bereich des Retrotransposons Ylt1 sollte aus der genomischen DNA des Y.
lipolytica Stammes B204-12C-20 mittels PCR ampilifiziert und im Vektor pUCBM21
kloniert werden. Davon sollen mindestens zwei unabhangig voneinander isolierte
Klone sequenziert werden. Mdgliche Translationsprodukte sollten aus dieser
Sequenz abgeleitet und mit Datenbanken verglichen werden.

2. Das Vorkommen des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen Stdmmen der Hefe Y.
lipolytica sollte mit ausgewahlten DNA-Sonden durch Southern Hybridisierung
untersucht werden.

3. Die vorhandenen Sequenz-Datenbanken der Y. lipolytica Stamme W29 (Genolevures
1) und E150 (Genolevures 2) sollten auf die Anwesenheit weiterer Retrotransposon-
Sequenzen analysiert werden.

4. Es sollte nachgewiesen werden, ob die Transpositionsaktivitat des Retrotransposons
YIt1 im Genom von Y. lipolytica unter bestimmten Bedingungen induziert werden
kann und der Nachweis der Aktivitat durch Southern Blot Hybridisierung maoglich ist.

5. Die natirlichen Transkriptionsprodukte des Retrotransposons Ylt1 sollten unter
bestimmten Bedingungen induziert und durch Northern Hybridisierung mit
unterschiedlichen DNA-Fragmenten als Sonde nachgewiesen werden.

6. Die Promotoraktivitat der LTR zeta sollte mit dem Reporterprotein R-Galactosidase
(lacz-Gen) aus E. coli unter verschiedenen Kulturbedingungen und mit
unterschiedlichen C-Quellen getestet werden.

7. Der ORF des eta-Bereiches des Retrotransposons YIt1 sollte mit spezifischen
Markern, wie HA- und c-myc-Tags, fusioniert, unter der Kontrolle des starken
induzierbaren Promotors der Isocitratlyase (pICL1) exprimiert und danach die
Translationsprodukte mit Antikdrpern nachgewiesen werden.

8. Zur Kontrolle der Expression der Integrase sollte diese mit dem grinem
Fluoreszenzprotein (GFP) fusioniert werden, um Translationsprodukte mit Anti-GFP-

Antikérpern (oder Uber ihre Fluoreszenz) nachweisen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

a. Amersham Pharmacia Biotech GmbH: horizontale Gelelektrophorese HOEFER HE 99X,
UV / Visible Spektrophotometer

b. Angewandte Gentechnologie  Systeme: horizontale Minigel- Elektrophorese,
Stromversorgungsgerate

c. Beckman: Ultrazentrifuge mit Rotor Ti45

d. Beckman Coulter CEQ™ 2000 XL und LI-COR DNA Analyzer Gene Reader 4200 bzw.
4000: Sequenzier-System

e. Biometra: Hybridisierungsofen DUOTherm, Vakuumblotapparatur, Thermocycler
f. BioRad: Elektroporator Gene Pulser I

g. Du Pont Zentrifuge SORVALL RC-5C+ mit Rotoren SS34, SLA1500 und SLA3000
h. Heidolph: Reagenzglasschuttler, Schuttler

Heraeus Zentrifugen: Biofuge pico, Biofuge fresco, Biofuge 15R, Biofuge 28RS,
Klhlbrutschranke und Brutschranke

j- Infors AG: Inkubationsschuttler

k. MWG Biotech: PCR Gerate

2.2 Chemikalien und Biochemikalien

Alle zur Arbeit verwendeten Chemikalien und Biochemikalien sind kommerziell erhaltlich.

2.2.1 Kitsysteme

Gene Images Random Prime Labelling Module Amersham Pharmacia Biotech
Gene Images CDP-Star Detection Module Amersham Pharmacia Biotech
JETquick Gel Extraction Kit Genomed

JETquick PCR Purification Kit Genomed

JETquick Plasmid Miniprep Kit Genomed

Qiagen Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH

Oligotex® Poly A* mRNA Purification System QIAGEN GmbH

RNA-Isolation Kit InViTek

Sequencing System Beckman Coulter

Western Blotting Detection System Amersham Pharmacia Biotech
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2.2.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen und modifizierende Enzyme wie Phosphatase, T4-DNA-Ligase,
T4-DNA-Polymerase und Klenow-Polymerase wurden von MBI Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot) oder Amersham Bioscienes Europe GmbH (Freiburg) bezogen. Fir die PCR wurde

Combipol-DNA-Polymerase von InViTek GmbH (Berlin) verwendet.

2.2.3 Nukleinsauren

2.2.3.1 Verwendete Plasmide

Tabelle 2: Ubersicht zu den verwendeten Plasmiden. Ausgewéhlte Plasmidkarten befinden sich in
den Abbildungen zu den Ergebnissen.

Plasmid Charakterisierung Beschreibung Referenz

pUCBM21 AmpR E. coli-Klonierungsvektor Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim

pYLD103 Amp" LEU2 GPR1-1 ARS18 GPR1-1-Allel (Sall/Hindlll- Schmid-Berger et al. (1994)
Fragment) in pINA237

pYLI131D Amp" LEU2 ICL1 ARS18 YIICL1-Gen mit dem nativen | Juretzek (1999)
Promotor und Terminator

pINAlacZT AmpR LEU2 lacZ ARS18 Plasmid pINA237 mit lacZ- | Augstein (2001)
ORF aus E. coli vor dem
GPR1 Terminator

pYLG3HA AmpR LEU2 ARS18 GPR1 HA | Plasmid mit HA-Tag Gentsch (2003)

pYLG3-GFP AmpR LEU2 GPR1B-GFP, |Plasmid mit einem Gpr1-|Augstein et al. (2003)
ARS18 GFP-Fusionsprotein

2.2.3.2 Neu konstruierte Plasmide

Tabelle 3: In der vorliegenden Arbeit hergestellte Plasmide. Ausgewahlte Plasmidkarten befinden
sich in den Abbildungen zu den Ergebnissen.

Plasmid Charakterisierung Beschreibung
pYLIMCS Amp® LEU2 pICL1-MCS-ICL1t Multiple Klonierungsstelle MCS nach dem
ICL1-Promotor in pYLI131D
pUCETA AmpR eta E. coli-Klonierungsvektor mit dem eta-
Bereich aus YIt1
pINAZA AmpR LEU2 lacZ ARS18 LTRA pINAlacZ mit LTRA aus dem YIt1 von Y.
lipolytica
pINAZB AmpR LEU2 lacZ ARS18 LTRB pINAlacZ mit LTRB aus dem YIt1 von Y.
lipolytica
pYLIG AmpR LEU2 pICL1 ICL1; IN GFP Plasmid zur Expression des IN-GFP-
Fusionsproteins unter Kontrolle des ICL1
Promotors

pYLEHC AmpR LEU2 pICL1 ICL1, eta (HA)3 c-myc | Plasmid zur Expression des Ylt1 ORF-
(HA)s-c-myc-Fusions-proteins unter
Kontrolle des ICL1 Promotors
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2.2.3.3

Oligonukleotide

Tabelle 4: Ubersicht iber die verwendeten Oligonukleotide.

Nr. | Name |Lange Sequenz (5-3') Restriktions-
schnittstelle
1 eta1 39 | TAT AGC ATG CTC TGG TGG ACG ACA CCT CGT TTT TGT TTC Sphl
2 eta2 38 | CTATCG CGG CCG CCC TGC CCA GGT CTA ACG GGG TTT CG Notl
3 gag1 21 | CGT TCC ACC AGG AAG CCT GCC -
4 gag2 22 | AGG AAG TGT AGA GAG CGC TCT G -
5 SP1 18 | GCC AGT GAC ACG GGT CTG -
6 SP2 19 | GAA GCT CGC TCC GAC TCA C -
7 SP3 20 | GGT CAA GGC CAA GTA CCT TG -
8 SP4 18 | CCT CCC CGT CAC TTA CGC -
9 SP5 18 | TCC CCC CAC TGC TAA GCG -
10 SP6 19 | CTT GCG GGT CCT GAC ATC C -
11 SP7 19 | CGG CAC CGG ATA CAT CAG C -
12 SP8 20 | GCACCACGG TGA TGT CTC TG -
13 SP9 21 | GCC ATG TAC AAG CCG CTA CAC -
14 SP10 19 | TGA CTG CCA GGG CCT CAAC -
15 SP11 19 | CCC TGG CAG TTC CGA GAA G -
16 SP12 21 | CCG AGT TGA ACT CCC TAA CGC -
17 SP13 21 | GTC TGA GGT TCT CCG AGC TAC -
18 SP14 19 | CCG TCG GGT CTACAC TGAC -
19 SP15 18 | GAC CTC CGT CCC CAC AAC -
20 | SPirev 19 | CTC GCG GGA CTGATGTTCC -
21 | SP2rev 20 | CTT ACC CGT GGA TGA ACG AC -
22 | SP3rev 20 | CAG CGG GAA GGT AGA GGA TG -
23 | SP4rev 18 | CAA GTC GGG GGC ACA AGC -
24 | SP5rev 18 | GCA GGG CTC ACC ATA GCC -
25 | SP6rev 19 | CAT GGC ACG GTG GAA CAC C -
26 | SP7rev 18 | CCT CCG TGT CCG ACA TGC -
27 | SP8rev 19 | GGG GGT CTG GCA TGA AGA G -
28 | SP9rev 18 | GGC CCT CCG AGA GAT GAG -
29 | SP10rev 20 | CAG CCT TCG CGA GTA CAA GG -
30 | SP11rev 20 | TGG AGT CCT CTA GGT CAG AC -
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Nr. | Name |Lange |Sequenz (5-3") Restriktions-
schnittstelle

31 | SP12rev 19 | CGT AAG CGG GCT CCATGA G -

32 | SP13rev 18 | CCG CCT GGG TCT TCA ACG -

33 SP14rev 19 GAA GGC TCG ACC CACATCC -

34 | SP15rev 19 | CGT TGA CAC CGC CCAAAG G -

35 rev-29 18 CAG GAA ACA GCT ATG ACC -

36 uni-21 15 | TGT AAA ACG GCC AGT -

37 GAG 49 | GAA CAG CAT GCT TAA TTA AAT GTC GAA AGT AAC AAA AGA CGA GTT |  Sphl, Pacl
(Sph, Pac) CCAG

38 | GAG (Notl) | 33 | GAA CGC GGC CGC GGA GAG CCT TGG AGT CCT CTA Notl

39 | GPF1(Pac)| 42 | GAA CAT TAA TTA AAT GAG TAA AGG AGA AGA ACT TTT CAC TG Pacl

40 |GFP2(Pac)| 45 |GAA CAT TAATTAAGC ATG CTT TGT ATA GTT CAT CCA TGC CAT GTG Pacl

41 INT1 43 | GAA CGC ATG CTT AAT TAA ATG TTC ACA GAG AAG GAG GTG TCT G Sphl, Pacl

42 INT2 35 | GAA CGC GGC CGC GAG AAT AAA GGC CCT GAG CAA GG Notl

43 GFP1 38 | GAA CGC GGC CGC AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT GG Notl

44 GFP2 37 | GAA CCT TAA GCT ATT TGT ATA GTT CAT CCA TGC CAT G Aflll

45 Pr1 41 | GAA CGC TAG CTG TAA CAC TCG CTC TGG AGA GTT AGT CAT CC Nhel

46 Pr2A 44 | GTT CGG ATC CAT TGT GAG AAA ATA AAG TGC TTT GTG CGT ACC AG BamHI

47 Pr2B 44 | GTT CGG ATC CAT GGT GAA AAC GAA AGA ACG GAA AGG GAA GTA AA BamHI

48 | PAUG-ETA | 44 | GACAGC ATG CTT AAT TAA TAT GGA CTC CGA CCC TGA GCG TGA CC Sphl, Pacl

49 | ETA-Xho 23 | AGA TCT CGA GGC ACC CCT CCT AG Xhol

50 cmyc1 44 é(éT GCA TGC GAG CAG AAG CTG ATC TCC GAG GAG GAC CTG GGG | Hpal, Apal

51 cmyc2 41 | TTG ACG TAC GCT CGT CTT CGA CTA GAG GCT CCT CCT GGA CC Apal, Hpal

52 HA1 48 gépé TCT CGA GGT GCA TGC TAC CCA TAC GAT GTT CCT GAC TAT GCG |  Xhol, Sphl

53 HA2 47 géA CCA ATT GCA GCA GCA TAA TCT GGA ACG TCA TAT GGA TAG GAT Munl

54 ICLa 20 | GCA GCG ATT CAA CAA CGA AG -

55 ICLb 20 | GGA AAA GCT GGG CAA ACC AC -

56 Orf-1a 19 GTT GCACCAGTT GGT GTC G -

57 Orf-1b 20 | GTT CAGACG AGC GTG GGC AC -

58 Orf-2a 20 GAC TCT GAC TCATCT GCG TC -

59 Orf-2b 21 | GTAAGC GGG CTC CAT GAG GTC -

60 Orf-3a 19 CAC TCTCGC CCCACTTCAC -

61 Orf-3b 19 GCT TGG CAG CAG GAAACG C -
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Nr. | Name |Lange |Sequenz (5-3") Restriktions-
schnittstelle
62 Orf-4a 19 CTT GTC CAT GCG CCAACAG -
63 Orf-4b 20 | GTT GCG ATG TCG CGG AGA AG -
64 Orf-5a 21 CAG AAG GAG ATT GCT CCC GAG -
65 Orf-5b 20 | CAT GGC TCC GCC ATA GTC AG -
66 Orf-6a 20 CGC TAC GAC CCCACCTTACC -
67 Orf-6b 20 | GCC AGT GAC ATA GTG ACG GC -
68 Orf-7a 20 | CAGCTCACC TGGTCTCCATC -
69 Orf-7b 20 GGG AAC CAC GAA GTG GAG AC -
70 Orf-8a 20 | GGT GTC TCT GGT GTC TTG CC -
71 Orf-8b 20 GTG ACA CGC GGT CAC GAT GG -
72 pol1 22 ACG CGG ACC TCC TGG CTG AGA G
73 pol2 20 | CAT GGC TCC GCC ATA GTC AG
74 MCS 171 | CAT GTA CGC GTG ATT CAG TAA TGA TGT AGT CCA GCG CCT CTA TCA | Mlul, Aflll
AAC TCG TTA AAT ATA TTT TGC TAA ACA AAC TGC CTT AAG ACT AGT | (BspTl), Spel,
CAA TTG GTT AAC ATT TAA ATG TTT AAA CTT AAT TAA TTT TGT ATG | Munl, Hpal,
CTT GGT CAG TCT ACT GGG GAT CCC CAG ATC TAT ATA Smil, Pmel,
Pacl, Bglll

2.2.3.4 DNA-Molekulargewichts-Standard

Bei DNA-Elektrophoresen wurde eine 1-kb Leiter (MBI Fermentas) als DNA-Groflenstandard

benutzt, zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurde ein A-DNA-Standard (MBI Fermentas)

verwendet. Fur Southern Hybridisierungen wurde A-DNA, die mit EcoRI und Hindlll verdaut

wurde, als Standard genutzt.

2.3 Mikroorganismen

2.3.1 Escherichia coli

Tabelle 5: Verwendete E. coli Stamme.

Stamm Genotyp
JM109 recAl endAl supE44 gyrA96 hsdR17 relAl thiA
DH5ac SupE44 AlacU169 (80 lacZ AM 15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
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2.3.2 Yarrowia lipolytica

Tabelle 6: Verwendete Y. lipolytica Stamme.

Stamm Genotyp Referenz
H222 MATA (Wildtyp) Barth und Weber (1982);
Mauersberger et al. (2001)
PO1d MATA leu2-270 ura3-302 xpr2-322 Le Dall et al. (1994)

B204-12C MATA met6-1 spol-1

Kujau et al. (1992)

B204-12C-20 MATA met6-1 spol-1 leu2-20

Kujau et al. (1992)

B204-12A-213 MATB leu2-17 ura3-12

Barth (nicht publiziert)

CXAU1 MATA adel ura3 lida et al. (1998)
H181 Unbekannt DSM7806 (ZIMET43720)
Behrens et al. (1986), Patent
DD232309; aus dem UFZ,
Leipzig
B512-3 MATA leu2-17 met6-1 icl1C-108 Barth und Scheuber (1993)
W29 MATA (Wildtyp) Gaillardin et al. (1975); Stamm
auch als CLIB89 oder
CBS7504 bezeichnet.
E150 MATB his-1 leu2-270 ura3-302 xpr2-322 | Barth und Gaillardin (1996)

H194 (YB423-12) | MATA (Wildtyp)

Wickerham et al. (1970)

2.4 Medien

LB Medium Bacto-Pepton 1% (W/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 1% (w/v)

SOC-Medium Pankreatisches Pepton aus Kasein 2% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
Glucose 20 mM

YPD-Medium Hefeextrakt 1% (W/v)
Bacto-Pepton 2% (wlv)
Glucose 2% (wiv)
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Minimalmedium (M) far Y. lipolytica

Salzlésung: Endkonzentration (g/l):
(NH4),SO4 3,0
KH2PO4 1,0
K;HPO,4-3H,0 0,16
NaCl 0,5
MgSO,4-7H,0 0,7
Ca(N03)4H20 0,4
Spurenelemente: Endkonzentration (mg/l):
CuS04.5H,0 0,05
FeCl;:6H,0 2,00
H3:BO; 0,6
Kl 0,12
MnSO4-4H,0 0,48
NaMoO,42H,0 0,2
ZnS0O4 7H,0 0,48
Vitamine: Endkonzentration (mg/l):

Thiaminhydrochlorid
Supplemente:

0,3

Endkonzentration (mg/l):

Uracil (Ura) 20
Leucin (Leu) 60
Methionin (Met) 50
Adenin (Ade) 50
Kohlenstoffquellen: Endkonzentration:
Glucose (G) 2% (wlv)
Ethanol (E) 1% (v/v)
Ricinolsaure (R) 1% (viv)

Natriumacetat (A)

Bei festen Medien wurden den oben genannten Medien 2% (w/v) Agar zugesetzt.

0,4% (W/v)

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht der E. coli-Stamme wurde auf festem bzw. fliissigem LB-Medium bei 37°C
durchgefiihrt. Die Selektion Ampicillin-resistenter Transformanden erfolgte mit 100 ug/ml

Ampicillin im Medium. Die Flussigkulturen wurden unter Schitteln bei 250 Upm inkubiert.

2.5.2 Kultivierung von Yarrowia lipolytica

Die Kultivierung von Y. lipolytica erfolgte bei 28°C in YPD oder Minimalmedium. In
Submerskultur wurden die Ansatze mit 250 Upm geschittelt. Transformierte Hefestdamme
wurden zur Selektion in Minimalmedium mit entsprechenden C-Quellen und Supplementen
kultiviert. Zur Gewinnung groéRRerer Zellmengen wurden die Zellen in 10 ml Minimalmedium
mit 2% (w/v) Glucose ca. 24 h vorkultiviert (Vorkultur). Zum Ansetzen der Hauptkultur mit
gewunschter C-Quelle wurden die Zellen geerntet, mit Minimalmedium ohne C-Quelle
gewaschen und mit einer ODgg von 0,5-1,0 angeimpft. Parallel zur ODgg-Messung wurde

die Zellzahl bestimmt.
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2.6 Gentechnische Arbeitsmethoden

Die grundlegenden gentechnischen Arbeitsmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989)
und Ausubel et al., 1998 durchgefiihrt.

2.6.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung und ldentifizierung von
DNA-Molekilen in einem elektrischen Feld. Die bei der Elektrophorese eingesetzte
Agarosekonzentration ist abhangig von dem DNA-Molekulargewichtsbereich, in dem eine
effektive Auftrennung der Fragmente erfolgen soll.

Je nach gewinschter Agarosekonzentration (0,5% - 2%) wird die Agarose in 1fach
konzentriertem TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkihlen auf ca. 50°- 60°C wird
Ethidiumbromid (Stammlésung 10 mg/ml) zugegeben und das Gel luftblasenfrei in einen
vorbereiteten Geltrager mit Kamm gegossen. AnschlieBend wird der Kamm aus dem
erstarrtem Gel vorsichtig herausgezogen und das Gel in eine Elektrophoresekammer gelegt,
die mit 1xXTAE-Puffer gefiillt ist. DNA-Proben werden mit 1/5 Volumen 6xLadepuffer versetzt
und bei 8 bis 10 V/cm in 1XTAE aufgetrennt. Da das in die DNA eingelagerte EtBr unter UV-
Licht fluoresziert, kann man die Banden auf einem Transilluminator sichtbar machen und mit

einer Kamera fotografieren.

50 x TAE 242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

mit H,O auf 100 ml
Ethidiumbromidldsung Stammlésung 10 mg/ml
Ladungspuffer fur Agarosegel 30 % (v/v) Glycerol

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

2.6.2 Restriktionsspaltungen

Zum Verdau der genomischen oder Plasmid-DNA wurden kommerziell erhaltliche
Endonukleasen verwendet. Die benutzte Enzymkonzentration betrug 3 U/ug DNA. Die
entsprechenden Pufferldsungen (mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen) wurden
beigefligt und der Verdauungsansatz bei 37°C lber Nacht (fiir genomische DNA) oder etwa
3 Stunden (fur Plasmide) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 i
Ladungspuffer pro 20 ul Ansatz gestoppt. Die eingesetzten Volumina von verwendeten

Komponenten werden in der Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7: Restriktionsansatz zur Spaltung der genomischen und/oder Plasmid-DNA.

Nr. | Komponenten Volumen (ul)

1. | HO (HPLC) A

2. 10 x Puffer 2

3. | DNA (ca. 0,5-2 ug pro Ansatz) B

4. | Restrikrionsenzym (10 U/pl) 0,5
Gesamtes Volumen 20

Fallung von DNA

Zur Fallung der DNA wurde der Ansatz mit 0,6 Volumen Isopropanol (reinst) versetzt und fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation der Probe (10 min, 13.000 Upm)
wurde das Pellet mit 70%gem eiskalten Ethanol gewaschen, zentrifugiert, in der Speed Vac

getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

2.6.3 Behandlung von DNA-Fragmenten mit Phosphatase

Das Enzym intestinale alkalische Phosphatase vom Kalb (CIAP) entfernt die 5°-
Phosphatgruppen des DNA-Molekils, wodurch die Religation des Vektors verhindert wird.
Die linearisierte Vektor-DNA wurde mit 10x Dephosphorylierungspuffer, A. bidest. und 1 U
CIAP versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 50°C wurde die Reaktion durch die Zugabe von
0,025 M EDTA-L6sung beendet. Danach konnte die DNA Uber ein Agarosegel gereinigt

werden.

2.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Vektor-DNA (ca. 50-200 ng) wurde mit Insert-DNA im Molaren Verhaltnis von 1:2 bis 1:4
gemischt und mit A. bidest., 10x T4-DNA-Ligase-Puffer (Endkonzentration 1x) und 0,5 U T4-
Ligase versetzt. Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 20 pl Gber Nacht bei 15°C. Die

verwendete Komponenten sind in der Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: In der Arbeit verwendeter Ligationsansatz.

Nr. Komponenten Volumen (ul)

1. H,O (HPLC) A

2. Vektor-DNA (50-200 ng) B

3. Insert-DNA 4xB

4. T4-DNA-Ligase-Puffer 2

5. T4 DNA-Ligase 1
Gesamtes Volumen 20

2.6.5 Isolierung von DNA aus Agarosegel

Zur Isolierung von erwiinschten DNA-Fragmenten aus Agarosegel wurde der Genomed Gel
Extraction Kit benutzt und nach Herstellerangaben verfahren. Vor der Extraktion wurden die
DNA Fragmente gut getrennt, so dass homogene Fragmente aus dem Gel

herausgeschnitten werden konnten.

2.6.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation gewlnschter DNA-Fragmente wurde die PCR verwendet. Fur analytische
Untersuchungen wurden DNA-Polymerasen benutzt, die keine Korrekturlesefunktion
(proofreading) besassen (Tag-Polymerase, isoliert aus Thermus aquaticus, InVitek). Flr
praparative Ansatze wurden DNA-Polymerasen mit 3'-5'-Korrekturlesefunktion benutzt, um
die Fehlerrate beim Einbau der Nukleotide zu vermindern (Pwo-Polymerase aus Pyrococcus
woesei, CombiZyme-DNA-Polymerase, InViTek, Berlin). Als Ausgangs-DNA (template)
diente gereinigte genomische oder Plasmid-DNA. Der in der Arbeit verwendeten PCR-Stan-
dardansatz wird in der Tabelle 9 dargestellt. Die Reaktionszeiten, Temperaturen und
Volumen wurden nach Bedarf modifiziert (Tabelle 10).

Die verwendeten Primersequenzen sind in der Tabelle 4 dieser Arbeit dargestellt. Die Primer
etal und eta2 wurden zur Amplifizierung des Internen Bereiches des YIt1 Retrotransposons
benutzt. Die Primer pol1 und pol2 wurden zur Amplifizierung des kurzen internen POL
Bereiches verwendet. Das PCR-Produkt zwischen pol1 und pol2 wurde als Sonde fiir die
Southern Hybridisierung benutzt. Die Primer SP1-SP15, SP1rev-SP15rev, rev-29 und uni-21

dienten zur Sequenzierung des ETA-Bereiches des YIt1 Retrotransposons.
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Tabelle 9: PCR-Standardansatz.

Lange Fragmente Kurze Fragmente

Komponenten VoI(Lbﬁnen Endkonzentration | Volumen (ul) | Endkonzentration
Template-DNA X 300 ng X 300 ng
Primer-1 (100 pmol/pl) 5 50 pmol 5 50 pmol
Primer 2 (100 pmol/ul) 5 50 pmol 5 50 pmol
10 x Reaktionspuffer 5 1Xx 5 1x
25 mM MgCl, bzw. MgSQO, 6 3mM 2,5 2,5mM
DNTPs 25 500 uM 1 200 uM
DANN-Polymerase 1 5U 1 5U
H,O (HPLC) auf 50 auf 50
Tabelle 10: PCR-Standardprotokoll

Schritt Nr. Reaktion Beschreibung

1 Initialschmelzen 4 min/ 94°C

2 Denaturierung 1 min/94°C

3 Annealingsschritt 1 min/55-68°C

4 Elongationsschritt 1 kb pro min/72°C

5 Zyklen 30 Zyklen (5 und 25)

6 Vorlaufiger Abschluss 4 min/72°C

7 Ende 8°C

Nach Abschluss der PCR wurden die PCR-Produkte im Agarosegel aufgetrennt und
analysiert. Das gewtlnschte Fragment wurde aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem
QIAGEN Gel Extraction Kit gereinigt (2.6.6.).

2.6.7 DNA-Sequenzierung

Die gewonnenen PCR-Fragmente wurden in ein Plasmid kloniert. Danach wurden die DNA-
Sequenzen mittels Sequenzierung bestimmt (Sanger et al., 1977). Diese wurde an zwei
Geraten durchgefiihrt (LI-COR DNA Analyzer Gene Reader und BeckmanCoulter CEQ™
2000 XL). Bei der Benutzung des LI-COR-Gerates wurde zuerst ein Acrylamidgel gegossen.
Dazu wurden die Glassplatten mit 10% SDS gereinigt und gut mit Wasser gespult. Um DNA-
Rickstande zu zerstéren, wurden die Glassplatten noch mal mit 0,1% Essigsaure und

destilliertem Wasser gewaschen. Die Gelkivette wurde zusammengebaut und in einer
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entsprechenden Vorrichtung befestigt. Die Gel-Losung wurde hergestellt und in die
Gelklvette gegossen, sofort der Probenkamm eingesetzt und flr zwei Stunden stehen
gelassen bis das Gel fest war. Die Sequenzerapparatur wurde zusammengebaut und mit 1x
TBE-LAsung geflllt. Der Probenkamm wurde vorsichtig entfernt und die Geltasche mit 1x
TBE-Lésung gespiilt. Die PCR-Produkte, die von genomischer oder Plasmid-DNA als
Template mit markierten Oligonukleotid-Primer amplifiziert wurden, wurden auf das Gel
aufgetragen und die Apparatur angeschaltet. Nach Beenden der Elektrophorese wurden die
Glassplatten herausgenommen und das Gel vorsichtig entfernt. Die Sequenzierergebnisse
wurden gespeichert und mit dem Gene-Image Programm analysiert.

Bei einigen Versuchen wurde das erwilinschte Fragment mit nicht modifizierten Primern
amplifiziert und die DNA-Sequenz mit dem Beckman-Sequenzer bestimmt. Daflir wurde der
entsprechende Sequenzierkit benutzt und nach Herstellerangaben verfahren. Vor dem
Auftragen wurde das PCR-Produkt mit 20 mg/ml Glycogen ausgefallt, mit eiskaltem 70%-
igen Ethanol gewaschen und in der Speed Vac getrocknet. Die Probe wurde in Probenpuffer
gelést und auf die Sequenzerapparatur aufgetragen. Nach Beenden der Sequenzierung

wurden die Ergebnisse gespeichert und direkt analysiert.

1 x TBE-Puffer 10 mM Borsaure
1 mM EDTA
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
SDS 10 % (w/v)
Essigsaure 0,1 % (v/v)
Ethanol 70 % (vIv)
Glycogen 20 mg/ml
Natrium Acetat 1,5M, pH 5,2

2.6.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur |Isolierung von Plasmid-DNA wurde der JETQUICK Plasmid Miniprep Kit bzw. Midiprep
Kit von Genomed benutzt und nach Herstellerangaben verfahren. Fir analytische
Untersuchungen wurde Plasmid-DNA aus einer 3-ml Kultur mittels der alkalischen Lyse
(Sambrook et al., 1989) prapariert. Mit dieser Methode konnten ca. 5-50 ug Plasmid-DNA

gewonnen werden.
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2.6.9 Isolierung von genomischer DNA aus Yarrowia lipolytica
(nach Scheuber, 1993)

Gewinnung von Sphéroplasten oder Protoplasten. 10 ml YPD-Medium wurden mit
Einzelkolonien angeimpft und zur Vorkultur 24 h bei 28°C kultiviert. 50 ml YPD-Medium
(Hauptkultur) wurden mit etwa 500 pl der Vorkultur beimpft und 8-12 h bei 28°C geschttelt.
Anschlieend wurde die Zellzahl durch Zahlung mit der Thomakammer bestimmt und die
Kultur zur Zellernte (bei etwa 5 x 107 Zellen/ml) zentrifugiert (3.000 Upm, 5 min). Die Zellen
wurden mit 50 ml sterilem dH,O gewaschen und bei 3.000 Upm fir 5 min erneut zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml SPB-Puffer aufgenommen. Zu je 1 ml Hefesuspension in SP-
Puffer wurden 250 pl Zymolyase (Stammldsung: 10 mg/ml in SP-Puffer) und 200 pl Glusu-
lase zugegeben und bei 37°C inkubiert bis nach ca. einer Stunde eine etwa 90%ige

Protoplastierung der Zellen erreicht war.

Kontrolle der Protoplastenbildung. Die Kontrolle erfolgte durch Mikroskopie bzw. durch
den Lysis-Test (visuelle Kontrolle). Die osmotische Lyse der Protoplasten lasst sich direkt
unter dem Mikroskop durch Zugabe von Wasser zur Protoplastensuspension verfolgen. Die
Protoplasten werden groRer und platzen. Beim Lysis-Test werden 50 ul der Zellsuspension
mit 400 pl H,O und 50 pl 10%ige SDS-Lésung versetzt. Als Vergleich werden 50 pl Zell-
suspension in 450 pl SP-Puffer aufgenommen. Die triibe Suspension klart deutlich auf, wenn

die Protoplastenbildung weit fortgeschritten ist.

DNA-Isolierung nach osmotischer Lyse der Spharoplasten. Die Protoplasten wurden bei
3.000 Upm fur 10 min abzentrifugiert und mit 5 ml SP-Puffer gewaschen. Nach der
Zentrifugation bei 3.000 Upm fir 10 min wurden die Protoplasten in 5 ml Tris-EDTA-Puffer
resuspendiert. Zur Zelllyse wurden 0,5 ml 10%ige SDS-L6sung zugegeben und der Ansatz
bei 70°C fir 30 min inkubiert. Danach wurden 1,5 ml Kaliumacetat-Lésung zupipettiert und
die Probe zur Proteinfallung fiir 1 h auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde bei 4°C, 13.000 Upm
fir 10 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR (iberfiihrt. Die DNA wurde aus
dem Uberstand mit 0,7 Volumen Isopropanol fiir 10 min bei RT ausgefallt und dann bei
13.000 Upm fir 15 min bei RT abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde einmal mit 2,5 ml
eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und nach Zentrifugation bei 13.000 Upm fir 5 min der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zur Entfernung des Ethanols leicht getrocknet. Die
DNA wurde in 2,5 ml TE-Puffer mit RNaseA (Endkonzentration 100 ug/ml) gel6ést und bei
37°C fir 20 min inkubiert. Anschlie®end wurde die Probe mit 2,5 ml Phenol durch kurzes
Schiitteln extrahiert und nach Zentrifugation bei 13.000 Upm fir 5 min zur Phasentrennung
die untere walrige Phase in ein neues Gefal} tUberfiihrt. Die Extraktion wurde einmal mit 2,5

ml Phenol, einmal mit 2,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und zweimal mit je
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2,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zur Phenolentfernung wiederholt. Die obere walrige
Phase wurde danach in ein neues Gefald Gberfihrt und mit 250 ul 3 M Natriumacetat und 2,5
ml Isopropanol zur DNA-Fallung versetzt, 10 min bei RT stehen gelassen und bei 13.000
Upm fir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen, bei
13.000 Upm flir 5 min zentrifugiert und getrocknet. Die DNA wurde in 250 pl TE-Puffer
aufgenommen. Die Konzentration und Qualitdt der Praparation wurde durch eine
Elektrophorese in einem 0,8%igem Agarosegel uberprift. Als Standard diente eine A-DNA-

Lésung (25 ng/ul).

SP-Puffer 1,2 M Sorbitol

0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5
SPR-Puffer 20 mM [3-Mercaptoethanol in SP-Puffer
Ethanol 70 % (viv)
Isopropanol pur
Natrium Acetat 3 M, pH5,2
RNase A 100 mg/ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1
Phenol/ Isoamylalkohol 24:1
Tris-EDTA-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

20 mM EDTA

2.6.10 Isolierung von RNA aus Yarrowia lipolytica

Zur Gewinnung der gesamten RNA aus der Hefe Y. lipolytica wurde das Kitsystem RNA
Isolation Systems (InViTek) verwendet und nach der beiliegenden Vorschrift verfahren.
Spezifische Isolierung der mRNA aus Hefezellen erfolgte mittels Kitsystem mRNA Isolation

Kit System (Qiagen).

2.6.11 Transformation von Mikroorganismen

2.6.11.1 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli

Eine Kolonie des E. coli Stammes DH5a oder JM109 wurden in 10 ml LB-Medium utber
Nacht bei 37°C als Vorkultur inkubiert. Zur Herstellung der Hauptkultur wurde 500 ml LB-
Medium in einem 1 | Erlenmeyerkolben mit 5 ml der Vorkultur beimpft auf 0,3-0,6 ODggo/ml
wachsen gelassen. Die Kultur wurde fir 10-15 min auf Eis inkubiert und danach10 min bei
4°C und 4.200 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden
einmal mit 1 Volumen eiskaltem sterilem destilliertem Wasser gewaschen. Der Waschschritt

wurde mit 0,5 Volumen Wasser wiederholt. Das Pellet wurde in 1,5 ml 10% Glycerin
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vorsichtig aufgenommen. Die Zellensuspension (etwa 3-10' Zellen/ml) wurde zu je 50 pl in
vorgekihlte Eppendorfgefalie aliquotiert. Die Aliquote wurden in flissigem Stickstoff oder in

einem Kaltegemisch aus 96% Ethanol versetzt mit Trockeneis eingefroren und bei —80°C

gelagert.
Ethanol 96 % (v/v) vergallt
Glycerin 10 % (viv)

2.6.11.2 Transformation von Eschericia coli mittels Elektroporation

Die Transformation kompetenter Zellen von E. coli wurde nach der Methode von Dower et al.
(1988) durchgefiihrt. Zur Transformation wurden in vorgekihlten Elektroporationskiivetten
(0,2 cm Kivetten, Peqlab) 40 ul kompetente Zellen mit bis zu 4 pl Ligationsansatz versetzt, 5
min auf Eis inkubiert und einem elektrischen Puls von 2,25 kV bei 200 Q und 25 pF (Gene
Pulser Il, BioRad) ausgesetzt. Danach wurde sofort 1 ml steriles auf 37°C, angewarmtes
SOC-Medium zupipettiert und der Ansatz 1 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden zur
Selektion auf LB-Medium mit Ampicillin ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C bebritet.

2.6.11.3 Herstellung kompetenter Yarrowia lipolytica-Zellen

Der Hefestamm wurde Uber Nacht bei 28°C in 10 ml YPD-Medium als Vorkultur kultiviert.
200 ml YPD wurden von der Vorkultur angeimpft und Gber Nacht bei 28°C und 250 Upm
geschittelt. Bei einer Zelldichte von 1,5 x 10" Zellen/ml wurden die Zellen durch
Zentrifugation (4000 Upm, 4°C, 5 min) geerntet. Die Zellen wurden mit 200 ml eiskaltem
distilliertem Wasser gewaschen, zentrifugiert und nochmals mit 100 Wasser und 10 ml
eiskaltem 1 M Sorbitol gewaschen. Das Pellet wurde in 2-3 ml 1 M ml Sorbitol resuspendiert,
in vorgekuhlten Eppendorfgefalie aliquotiert, auf Trockeneis mit Ethanol schock gefroren und
bei —80°C gelagert.

2.6.11.4 Transformation von Yarrowia lipolytica mittels Elektrotransformation
(nach Dower et al., 1988)

Diese Methode wurde flir die Transformation von Y. lipolytica mit autonom replizierenden
Hefevektoren verwendet.

40 pl der Zellsuspension wurden auf Eis mit 10 bis 100 ng DNA versetzt, in eine
Elektroporationskivette (0,2 cm Kivetten, Peglab) Gberfiihrt und einem Puls von 1,6 kV bei
200 Q und 25 yF ausgesetzt (Gene Pulser Il, Biorad). Die Zellen wurden danach sofort in 1
ml eiskaltem 1 M Sorbitol aufgenommen, auf Selektivmedium ausplattiert und bei 28°C
inkubiert.
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2.6.12 Southern-Hybridisierung

Fir Southern Hybridisierungen wurden das Gene Images random prime labelling module
und das Gene Images CDP-star detection module von Amersham Pharmacia Biotech

genutzt und nach den Herstellerangaben verfahren.

2.6.12.1 DNA-Vorbereitung und Transfer auf Nylonmembranen

Die genomische DNA wurde in folgendem Ansatz mit den gewilnschten Restrik-
tionsendonukleasen Uber Nacht bei 37°C verdaut. Der Reaktionsansatz ist in der Tabelle 11

gezeigt. Als Marker-DNA wurden 5 ng A-DNA (mit EcoRI/HindlIl verdaut) aufgetragen.

Tabelle 11: Verdau genomischer DNA von Y. lipolytica.

Komponenten Volumen (ul)
Genomische DNA (100 ng) 15
10 x Puffer 5
Enzym (3-10 U/pul) 1
H,O (HPLC) 29

Fur die Auftrennung der Banden wurde die gespaltene DNA mittels Elektrophorese getrennt.
Aufgetrennte DNA-Fragmente wurden vom Agarosegel auf die Nylonmembran mittels
Vakuumblotapparatur transferiert. Das Gel wurde in der Depurinisierungslésung inkubiert bis
der Bromphenolblaumarker gelb gefarbt war. Das Gel wurde mit destilliertem Wasser kurz
abgesplilt und die Denaturierungsldsung zugegeben. Als die Bromphenolblaubande wieder
blau gefarbt war, wurde das Gel nochmals mit destilliertem Wasser gespilt und die
Neutralisierungslosung wurde zugegeben. Nach 30 min Inkubationszeit wurde das Gel
verworfen und die Membran mit 5x SSC Losung gewaschen. Der hohe Salzgehalt und die
starke Basizitat der verwendeten Reagenzien gewahrleisten, dass die DNA denaturiert und
einzelstrangig auf der Membran vorliegt. AnschlieRend wurde die Membran fiir 2 h bei 80°C
gebacken oder 4 min unter UV-Licht (UV-Transilluminator) behandelt. Dieser Schritt dient der

festen Bindung der DNA an die Membran.

TAE 50 x 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

57,1 ml Eisessig

242 g Tris-Base
Agarose 0,8 % (w/v), geldst in 1 x TAE-Puffer
Depurinisierungslésung 0,25 M HCI
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Denaturierungslésung 1,5 M NaCl

0,5 M NaOH
Neutralisierungslésung 1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI, pH 7,5
20 x SSC 3,0 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

2.6.12.2 Préahybridisierung und Hybridisierung

Zur Bandenmusterbestimmung wurden die DNA-Fragmente mit einer bestimmten Sonde im
Hybridisierungsofen hybridisiert. Dazu wurde der Hybridisierungsofen auf 60°C vorgeheizt.
Die Membran wurde mit 5x SSC befeuchtet und mit der DNA-tragenden Seite nach oben in
eine Hybridisierungsrohre eingelegt. Danach wurde der Hybridisierungspuffer (auf 60°C
vorgewarmt) entsprechend 0,125 ml/cm? auf die Membran gegeben und fiir 1 h bei 60°C
prahybridisiert. Die spezifische DNA-Sonde flir die Proben und den A-Marker (1-2 pl/ml
Hybridisierungspuffer) wurde in ein Eppendorfgefall Uberfihrt und fir 5 min bei 95°C
denaturiert, danach sofort auf Eis gestellt und nach kurzer Zentrifugation zum

Hybridisierungspuffer zupippetiert. Der Hybridisierungsprozess erfolgt tber Nacht bei 60°C.

Hybridisierungspuffer 5,0 % (w/v) Dextransulfat
0,1 % (w/v) SDS
5x SSC

Liquid Block-Losung (Kitsystem 1)  1:2 mit dH,O verdinnt

2.6.12.3 Waschschritte, Blockierung, Antikérperbindung und Signaldetektion

Die Waschschritte erfolgten bei 60°C mit vorgewarmten Waschlésungen in sterilisierten
Glasschalen. Zuerst wurde die Membran einmal in Waschlésung | (3 ml/cm2 Membran) und
einmal in Waschlésung Il fir jeweils 15 min unter Schitteln inkubiert. Dann wurde der Blot 1
h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln in der Blockldsung (0,8 ml/cm? Membran)
und danach 1 h in der Antikdrperldsung (0,3 ml/cm? Membran) inkubiert. AnschlieRend
wurde der Blot 3 x 10 min mit der Waschlésung 1l (3 ml/cm? Membran) gewaschen. Die
Membran wurde aus der Waschlosung genommen und auf eine Saranfolie gelegt. Der Blot
wurde mit Detektionsreagenz (30 pl/cm?) Uiberschichtet, 5 min bei RT inkubiert und in eine
Folientasche gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Réntgenfilm (Hyperfilm™ ECL) auf der
Membran in einer Filmkassette aufgelegt (Expositionszeit 10 bis 30 min) und anschlieRend

entwickelt. Die Lagerung des Blots erfolgte in Saranfolie bei 2-6°C.
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Puffer A 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
0,3 M NaCl
autoklavieren

Waschlésung | 1xSSC
0,1 % (w/v) SDS

Waschlésung |l 0,1 x SSC
0,1 % (w/v) SDS

Waschlésung Il 0,3 (v/v) Tween 20 in Puffer A

Blocklésung 1:10 Verdiinnung der liquid Block-Ldsung (Kitsystem II)
In Puffer A

Antikorperldsung Antifluorescein-AP-Konjugat 5000fach in 0,5 % (w/v) BSA in
Puffer A

2.6.13 Northern Hybridisierung

Zum Nachweis des Transkriptionsproduktes des YIt1 sollte dessen mRNA durch Northern
Blot Hybridisierung nachgewiesen werden. Dazu wurde die gesamte RNA oder mRNA der
Hefe Y. lipolytica benutzt. Alle verwendete Lésungen wurden mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC) versetzt bzw. die verwendeten Gerate mit DEPC-haltigem Wasser gereinigt.
Desweiteren wurde bei allen Arbeitsschritten mit Handschuhen gearbeitet. Zur Vorbereitung
des Agarose/Formaldehyd Gels wurde 1 g Agarose in 72 ml DEPC-Wasser unter Erhitzen
geldst und in einem 60°C warmen Wasserbad abgekihlt. 10 ml MOPS-Puffer 10x und 18 ml
Formaldehyd 12,3 M wurden der flissigen Agarose zugegeben und vorsichtig durch leichtes
Schiitteln gemischt. Die Mischung wurde in eine Gelkammer unter dem Abzug gegossen.
Nach ca. 30 min war das Gel fest.

Die RNA wurde auf 11 ul mit DEPC-Wasser aufgefillt und mit 5 ul MOPS-Puffer 10x, 9 ul
Formaldehyd 12,3 M und 25 pl Formamid versetzt und mit dem Vortexer gut gemischt. Nach
kurzem Runterzentrifugieren wurde die RNA fiir 15 min bei 55°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden 10 ul Formaldehyd-Lade-Puffer zugegeben und die Probe auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde abgebrochen als der Bromphenolblaumarker % des
Gels gelaufen ist. AnschlieRend wurde das Gel mehrmals gewaschen. Zuerst 3 mal mit
DEPC-Wasser (Entfernung Formaldehyd), dann fir 30 min mit 0,05 M NaOH/1,5 M NaCl und
am Schluss mit 10x dem Gelvolumen 0,5 M Tris-HCI (pH 7,4)/1,5 M NaCl. Vor dem RNA-
Transfer wurde das Gel nochmals mit 20x SSC flir 45 min gewaschen. Danach erfolgte der
RNA Transfer auf die Nylonmembran mittels Vakuumapparatur fir ca. 2 Stunden. Nach
Beenden des Transfers wurde die Nylonmembran mit 2x SSC gewaschen und flir 2 Stunden

bei 80°C gebacken. Zum Nachweis der Qualitdt des Transfers wurde die RNA-tragende
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Nylonmembran mit 0,03 % (w/v) Methylenblau in Natrium Acetat 0,3 M, pH 5,2 fir 45
Sekunden gefarbt und anschlieRend 2 min mit Wasser gewaschen.

Die Membran wurde mit 6x SSC Lésung befeuchtet und mit der RNA-tragenden Seite nach
oben zur Hybridisierung in ein Falcontube gelegt. Die Prahybridisierungs-Lésung (1 ml/20
cm? Membran) wurde dem Falcon zugegeben und dann fiir 1 Stunde bei 42°C unter
standigen Drehen inkubiert. Die DNA-Sonde wurde fir 10 min bei 100°C denaturiert, sofort
auf Eis gestellt und anschlieRend dem Hybridisierungstube zugegeben. Die Inkubation
erfolgte Gber Nacht bei 42°C.

Nach Beenden der Hybridisierung wurde die Membran 2 mal mit 2x SSC/0,1 % SDS (1:1)
unter Drehen fir 5 min bei RT gewaschen. Der Waschschritt wurde mit 0,2x SSC/0,1 % SDS
(1:1) wiederholt. Danach wurde der Blot nochmals mit 2x SSC bei RT gewaschen. Die
Waschschritte, Blockierung, Antikorperbindung und Signaldetektion wurden wie in der
Southern Hybridisierung durchgefiihrt (vgl. 2.6.13.3).

Formaldehyd 12,3 M
Formaldehyd-Ladepuffer 0,025 % (w/v) Bromphenolblau
1 mM EDTA, pH 8,0
0,25 % (w/v) Xylene Cyanol
50 % (v/v) Glycerin

Formamid keine Verdunnung
Hybridisierungs-Lésung 5x SSC
Prahybridisierungs-Lésung 5x Denhardt-Lésung

50% (w/v) Formamid
1% (w/v) SDS
100 pg/ml denaturierte Salmonsamen-DNA (BioRad AG)

Methylenblau-Lésung 0,03 % (v/v)
Natrium Acetat 0,3 M, pH 5,2
MOPS-Lauf-Puffer 10x 0,4 M MOPS, pH 7,0

0,1 M Natrium Acetat

0,01 M EDTA (bei 4°C gelagert).
SSC 20x 3,0 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

2.7 DNA-Konstrukte
2.7.1 Konstruktion des Vektors pYLIMCS

Die in der Arbeitsgruppe vorhandenen Expressionsvektoren mit dem ICL1-Promotor waren

fur den Nachweis von Translationsprodukten aus dem gesamten ORF des 8 kb langen eta-
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Bereichs nicht geeignet, da dieser zu viele verschiedene Schnittstellen enthalt. Deshalb
musste der neue Expressionsvektor pYLIMCS aufgebaut werden (vgl. Abbildung 36). Der
dazu genutzte Ausgangsvektor pYLI131D enthalt ein vollstandiges ICL1-Gen mit dem
kompletten Promotor D (pICL1D), Intron, offenem Leserahmen (ICL1 ORF) und Terminator
(ICL1t). Das Plasmid pYLI131D wurde mit den Restriktionsenzymen Bglll und Mlul gedffnet
und so ein kleines Stlick des 3‘-Bereichs von pICL1, das Intron und der offene Leserahmen
des ICL1-Gens ausgeschnitten. In den so frei gewordenen Bereich zwischen dem Bglll-Ort
des pICL1 und dem MIul-Ort des ICL1t wurde das mit den selben Restriktionsenzymen aus
dem Plasmid pPCR-Script Amp (enthalt das synthetische Oligonukleotid MCS, Entelechon
GmbH) isolierte DNA-Fragment MCS (155 bp lang) eingesetzt. Auf diese Weise wurde in
den resultierenden Vektor pYLIMCS ein neuer MCS-Bereich (multi clonig site) mit
Schnittstellen fir Aflll (BspTl), Spel (Bcul), Munl, Hpal (KspAl), Swal (Smil), Pmel (Mssl) und
Pacl eingefiihrt. Der Vektor pYLIMCS wurde zur Konstruktion der Expressionsvektoren
pYEHC (Expression des kompletten, mit HA- und cmyc-Tags markierten ORF des eta-
Bereichs) und pYLIG (Expression des Integrase-Bereichs als gfp-Fusion) genutzt (vgl. 2.7.2,
2.7.3 und Resultate 3.8.2 und 3.8.3).

2.7.2 Konstruktion von pYLEHC

Zum Nachweis der Translationsprodukte des Retrotransposons YIt1 wurde der interne ORF
des eta-Bereichs mit HA- und c-myc-Tags markiert und in den Expressionsvektor pYLIMCS
Uberfiihrt. Ausgehend vom Vektor pUCETA (vgl. Abbildung 7 im 3.1) wurde dazu zuerst
direkt vor das Start-ATG (Position 826 bp im YIt1) des ORF eine Pacl Schnittstelle
eingefuhrt. Mit den Primern GAG (Sph, Pac) und ETA-Xho wurde ein PCR-Produkt
hergestellt und nach Verdau mit Sphl und Xhol in das auch mit diesen Enzymen geoffnete
Plasmid pUCETA eingesetzt. Dadurch entstand das Plasmid pUCATGETA, welches den
kompletten ORF des YIt1 ab dem ATG mit einer Pacl-Stelle direkt davor enthalt.

Zur Einfihrung eines HA-Tag zwischen Gag und Protease wurde das Plasmid pUCATGETA
mit Xhol (2577 bp in YIt1) und Munl (2729 bp) geschnitten und ein mit PCR aus dem Plasmid
pYG3HA (Gentsch, 2003) mit den Primern HA1 (Xhol) und HA2 (Munl) amplifizierter
modifizierter HA-Tag eingesetzt. In das resultierende Plasmid pUCAEH wurde nachfolgend
ein zusatzlicher c-myc-Tag in den vor der Integrase liegenden Bereich zwischen Position
5940 (Hpal) und 6010 (Apal) im YIt1 eingeflihrt. Der c-myc-Tag wurde durch die Paarung der
Oligonukleotide cmyc1 und cmyc2 hergestellt, wodurch im 45 bp Fragment die Enden eines
Verdaus mit Hpal (5-Ende) und Apal (3’-Ende) entstanden, die fir das Einsetzen in das
entsprechend gedffnete Plasmid pUCAEH genutzt wurden. Aus dem resultierenden Plasmid
pUCAEHC wurde der gesamte mit HA- und c-myc-Tag modifizierte kodierende Bereich von

eta mit Pacl und Aflll isoliert und in den ebenso gedffneten Vektor pYLIMCS eingesetzt (vgl.
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Abbildungen 7 und 36). Der resultierende Expressionvektor pYLEHC enthalt den mit HA- und
c-myc-Tags als Proteinmarker modifizierten offenen Leserahmen des eta-Bereiches von YIt1

unter Kontrolle des Promotors pICL1.

2.7.3 Konstruktion einer Integrase-GFP-Fusion im Vektor pYLIG

Zum Nachweis, ob die Integrase einzeln exprimiert werden kann, wurde eine Fusion des
Integrase-Bereiches von YIt1 mit dem GFP-Gen (kodierend fir das griin fluoreszierende
Protein) aufgebaut und als Integrase-GFP-Konstrukt (IN-GFP) unter die Kontrolle des pICL1
gesetzt (vgl. Abbildung 38). Die Integrase wurde mit den Primern INT1 (Schnittstellen fur
Sphl und Pacl) und INT2 (Schnittstelle Notl) aus dem Vektor pUCETA amplifiziert und in den
mit Sphl und Notl gedffneten Vektor pUCBM21 Uberfuhrt (pUCINT). Das GFP-Gen wurde mit
den Primern GFP1 (mit Notl) und GFP2 (Aflll) aus dem Plasmid pYLG3-GFP (Augstein et al.,
2003) amplifiziert und anschlieBend in den mit Notl und Aflll gedffneten Vektor pUCINT
kloniert. Das resultierenden Plasmid pUCINTGFP vorliegende Konstrukt INT-GFP wurde
nach Verdau mit Pacl und Aflll in den Expressionsvektor pYLIMCS gebracht. Der
entstandene Expressionsvektor pYLIG enthalt damit eine Expressionskassette flir das INT-

GFP-Fusionsprotein unter Kontrolle des ICL1-Promotors (vgl. Abbildung 38).

2.7.4 Vektoren zum Nachweis der Promotoraktivitat des LTR

Um die Promotoraktivitdt der 5-LTR-Sequenz nachzuweisen, wurde Vektoren konstruiert, in
denen das fur die R-Galactosidase kodierende Reportergen lacZ aus E. coli mit LTR-haltigen
Fragmenten fusioniert vorlag (vgl. Abbildung 34). Dazu wurde als Ausgangsplasmid
pINAlacZT (Augstein, 2001) genutzt. Die LTRA wurde mit den Primern Pr1 (Nhel) und Pr2A
(BamHI) amplifiziert. Die LTRB wurde durch PCR mit den Primern Pr1 (Nhel) und Pr2B
(BamHI) amplifiziert. Anschlielend wurden beide PCR-Produkte und der Vektor pINAlacZT
mit BamHI und Nhel verdaut und mit den Fragmenten LTRA oder LTRB ligiert, wodurch die
Expressionstestvektoren pINAZA und pINAZB entstanden.

2.8 Biochemische Methoden
2.8.1 Proteinisolierung aus Extrakten

Einzelne Kolonien von Transformanden des Stammes PO1d und die Kontrollstdmme wurden
auf verschiedenen C-Quellen kultiviert. Die Zellen wurden bei einer ODggy von 6 durch
Zentrifugation geerntet (3 min, 3.500 Upm). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1
ml Lysis-Puffer aufgenommen. Danach wurden 100 ul NaOH 2 M zugegeben und gemischt.

Die Suspension wurde fir 10 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von TCA und
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nach Durchmischung eine weitere Inkubation von 10 min auf Eis. AnschlieRend wurde 5 min
bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 70 pl
Samplepuffer resuspendiert und 10 min bei 95°C inkubiert. Unlésliche Prazipitate wurden fiir
1 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal

Ubergefihrt und davon 15 ul auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen.

Lysispuffer : 50mM Tris-HCI pH 7,4
0,4 M Sorbitol
NaOH 2 M NaOH
TCA-Ldsung 72 % (w/v) Trichloroacetatsaure
Samplepuffer : 210 ul 4x Ladepuffer

84 ul M Dithiothreitol
167 ul Tris 1M (ohne pH einzustellen)
123 pl Lysispuffer

2.8.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der klassischen Methode nach Lowry et al. (1951). Zur
Fallung der Proteine wurden die Proben mit sterilem H,O auf 0,9 ml aufgefiillt und mit 0,1 ml
0,15 % (w/v) Natriumdesoxycholat versetzt. Der Ansatz wurde fir 15 min bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurden 0,1 ml 72%iges TCA zugegeben und fir weitere 15 min bei RT
inkubiert. Dann erfolgte die Zentrifugation der Proben fiir 15 min bei 13.000 Upm. Das Pellet
wurde zuerst mit 0,5 ml 0,5 % TCA und anschlieRend mit 0,5 ml 50% Aceton gewaschen.
Dann wurde es getrocknet und in 0,2 ml NaOH 0,1 M aufgenommen. Als Proteinstandard
diente in NaOH 0,1 M geldste BSA (Fa. Merck). Gegebenenfalls erfolgte eine Verdinnung
der Proben in 0,1 M NaOH. Die Proben wurden mit 1 ml Lésung D versetzt, gemischt und
fur 10 min bei RT inkubiert. Dann wurde 0,1 ml Lésung E zugegeben, sofort kraftig
geschattelt und fur weitere 30 min inkubiert. Anschlielend wurde die Extinktion bei 720 nm

bestimmt.

Lésung A : 2 % (w/v) Na,COgs in 0,1 M NaOH

Lésung B : 1 % (w/v) CuSO4x5H,0

Lésung C : 2 % (w/v) Kalium Natrium Tartrat

Lésung D : 49 ml Lésung A wurde mit 0,5 ml Lésung B und 0,5 ml Lésung C gemischt

Lésung E : 1 N Folin-Ciocalteau-Reagenz
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2.8.3 Western Hybridisierung
2.8.3.1 Proteintrennung mittels SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine wurde eine SDS-PAGE nach Laemmli (1970) durchgefuhrt. Zur
Vorbereitung der Elektrophoresekammer wurden beide Glasplatten grindlich zuerst mit
sterilem Wasser und dann mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die Gelkuvetten wurden in
eine entsprechende Vorrichtung gebaut. AnschlieRend wurden Trenn- und Sammelgel

gegossen. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 11 dargestellit.

Tabelle 11: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel 4 % Sammelgel
Komponenten 10 % 8 %

Steriles Wasser 3,35 ml 4,75 ml 3,05 ml
Fertige Acrylamid/Bis Acrylamid-L6ésung (30 % / 0,8 %) 4,0 ml 2,6 ml 650 ul
Trenngel-Puffer pH 8,8 2,5ml 2,5ml -
Sammelgel-Puffer pH 6,8 - - 1,25 pl

10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml 50 ul

10 % APS 50 ul 50 ul 25yl
TEMED 5 ul 5ul 5ul
Gesamtes Volumen 10 ml 10 ml 5 ml

Nach der Polymerisierung der Gele wurde die Glaskivette in ein geeignete Elektro-
phoreseapparatur gebaut und mit 1x Elektroden-Puffer gefillt. Nach vorsichtigem Entfernen
des Kamms wurden die Geltaschen mit Elektroden-Puffer gespult. Die Proben wurden mit
0,75 Volumen Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. AnschlieRend erfolgte das
Auftragen der Proben auf das Gel und der Start der Elektrophorese (Trennbedingungen: 15-
20 mA Sammelgel, 20-25 mA Trenngel). Nach Beenden der Elektrophorese wurde die

Glaskuvette vorsichtig gedffnet und das Trenngel gewonnen.

Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung 29,2 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
(oder fertige Lésung Acrylamid/Bis 30 %/ 0,8%)

APS-Ldsung 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
Elektrodenpuffer (10x) 1,92 M Glycin

1% SDS

0,25 M Tris

pH 8,3 gestellt.
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Probenpuffer (4x) 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8
8 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerin
20 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,008 % (w/v) Bromphenolblau

Sammelgel-Puffer 1,0 M Tris-HCI, pH 6,8
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
TEMED unverdunnt

2.8.3.2 Proteintransfer und Detektion

Der Proteintransfer aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf die Membran erfolgte mittels der
semi dry Elektroblot-Methode. Das Polyacrylamidgel wurde in Transferpuffer 1x fir 10 min
inkubiert. Vor Benutzung der PVDF-Membran wurde diese fiur je 3 min zuerst in 100%
Methanol, dann in Aqua dest. und anschlieend in Transferpuffer eingelegt. Die
Blotapparatur bestand aus 3 Lagen Filterpapier, der Membran, dem Gel und noch mal 3
Lagen Filterpapier. Der Transfer erfolgte bei einem stabilen Strom von 0,8 mA/cm? der
Gelflache. Nach Beenden des Elektrotransfers wurde das Gel mit Coomassieblau fir 5 min
gefarbt, um die Vollstandigkeit des Transfers zu uberprifen (Farbung nichttransferierter
Proteine). Zur Entfernung des Farbstoff aus dem Gel wurde es mit Entfarberlosung
gewaschen. Zur Visualisierung der transferierten Proteine auf der Membran wurde die
PVDF-Membran mit Ponceau-L6sung fur ca. 5 min gefarbt und danach zur Entfernung des
Ponceau mit Wasser gewaschen. Anschlielend wurde sie in Blockierungslosung uberfuhrt
und Uber Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran 3
mal mit TBS-T unter leichtem Schutteln gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation der
Membran fir 1h mit dem primaren Antikérper. Zur Entfernung des primaren Antikérper nach
der Inkubation wurde die Membran 3 mal mit TBS-T unter leichtem Schutteln gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper fur 30 min. Nach der
Inkubation erfolgte noch mal ein Waschschritt mit TBS-T unter leichtem Schutteln, der 3 mal
wiederholt wurde. Die Detektion erfolgte unter Verwendung des ECL-Kitsytems der Firma
Amersham. Firr die Filmentwicklung wurde ein Réntgenfilm (Hyperfilm™ ECL) verwendet,

der fur eine bestimmte Zeit exponiert wurde.

Antikérper Anti-HA (1:1.000 verdiinnt)
Anti-c-myc (1 :5.00 verdunnt)
Anti-GFP (1:1.000 verdiinnt)
Anti-Mouse (1 : 5.000 verdiinnt)

Blockierungslésung 5 % Magermilchpulver in TBS-T 1x
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Entfarberlésung 5% Essigsaure
5% Methanol
Farblésung 17 % (v/v) Essigsaure

42 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) Serva-Blau G250
Methanol 100%
Transferpuffer 10x 1,9 M Glycin
10 % (v/v) Methanol
0,1 % SDS
0,25 M Tris
pH wurde auf 8,3 gestellt.
Waschpuffer 10 x 1,37 M NaCl
0,2 M Tris
Der Waschpuffer wurde mit HCI auf pH 7,6 eingestellt
und danach autoklaviert. Vor jeder Benutzung des 1x

Puffers wurde 0,1% (v/v) Tween 20 zugesetzt.

2.8.4 Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat

Die Enzymaktivitdt der p-Galactosidase kann mit dem Substrat o-Nitrophenyl-p-D-
Galactopyranosid (ONPG) photometrisch durch einen Farbumschlag bei A = 420 nm in
zellfreien Extrakten gemessen werden (Miller, 1972; Ausubel et al., 1997). 2 ml der Zellkultur
wurden geerntet und das Pellet in 2 ml Z-Puffer resuspendiert. Zu 0,5 ml der in Z-Puffer
geldésten Zellen wurden 10 pul SDS und 10 ul Chloroform zugegeben und 15 Sekunden
gevortext. Dann wurde die Suspension fiir 5 min bei 28°C vorinkubiert. Anschliefend erfolgte
die Zugabe von 0,1 ml ONPG-Stammldsung. Die so gestartete Reaktion wurde flr
mindestens 2 min aufrechterhalten und dann mit 0,5 ml Natriumcarbonat-Lésung 1 M
gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde fir 3 min bei 13.000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand bei L4z bestimmt. Die Enzymaktivitdt wurde nach der unten stehenden Formel in
Miller Units (MU) berechnet.

OD420 X 1,7 x 1.000
MU :

ODGO()XVXt

ODyyo : Extinktion des ONPG bei A =420 nm
ODego : Extinktion der Zellsuspension in Z-Puffer bei A = 600 nm
1,7 : Korrekturfaktor fir das Reaktionsvolumen

V : Probenvolumen (ml)
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T : Reaktionszeit (min)
Z-Puffer pH 7,0 10 mM KCI
1 mM MgSO,.7H,O
60 mM NayHPO4.12H,0
40 mM NaH,PO,4.H,0
B-Mercaptoethanol 50 mM (frisch zugeben)
ONPG-Stammldsung 13,3 mM (o-Nitrophenil-p-D-Galactopyranosid)
in Puffer Z
Natriumcarbonat 1 mM Na,CO3
Sodium-Dodecyl-Sulphate 0,1 % (w/v) SDS
Chloroform unverdinnt

2.9 Programme fur die Analyse von Sequenzen

Fur Nukleotid- bzw. abgeleitete Aminosauresequenz-Analyse wurde zuerst die gesamte
Sequenz des YIt1 Retrotransposons mit verschiedenen Auswerte-Programmen analysiert.
Die LTR-Sequenz wurde auf ihren Gehalt an Motiven mit Promotorcharakter analysiert.

Dafir wurde das BCM search launcher tool (http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu/)

benutzt (Reese und Eeckman, 1995). Der Startpunkt der Transkription wurde mit dem Signal
Prediction und AUG Evaluator tool von WEBGENE (http://www.itba.mi.cnr.it/webgen/)

analysiert (Rogozin et al.,, 2001). Die Aminosdure-Sequenzen wurden mit Hilfe des

Programmes ClustalX 1,81 (Thomson et al., 1997) miteinander verglichen und mit dem
Programm Genedoc weiter bearbeitet (http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Sie wurden mit
dem Protein-Datenbank mit Hilfe von BLAST verglichen (Altschult et al., 1997). Zur

Bestimmung der Verwandtschaft des Retrotransposons YIt1 mit anderen Retrotransposonen

und Retroviren wurde ein phylogenetischer Baum mit Hilfe von Programmen PROSITE
(Falquet et al., 2002), PHYLIP (Felsenstein, 1993) und TreeView (Page, 1996) dargestellt.
Die Accession-Nummern der in dieser Arbeit zum Vergleich benutzen Nukleotid- oder

Aminosauresequenzen von Retrotransposonen und Viren sind in Tabelle12 aufgefiihrt.


http://www.search/
http://www.itba.mi.cnr.it/webgen/
http://www.psc.edu/biomed/genedoc
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Tabelle 12:  Accession-Nummern fiir die Nukleotid- bzw. Aminoséduresequenzen der Retrotrans-
posonen und Viren von verschiedenen Organismen. Adresse flr Retrobase:
http://biocadmin.otago.ac.nz/retrobase/home.htm

Retrotransposonen Organismen Accession- Referenz
und Viren Nummer
CfT-1 C. fulvum 211866 McHale et al. (1992)
Cgt1 Glomerella cingulata L76205 He et al. (1996)
Copia D. melanogaster X04456 Mount und Rubin (1985)
del1-46 A. thaliana AE005172 Theologis et al. (2000)
gypsy D. melanogaster AF033821 Petropoulos (1997)
HIV1 Humanes Immundefizienzvirus 1 NC_001802 Petropoulos (1997)
HIV2 Humanes Immundefizienzvirus 2 NC_001722 Gonda (1988)
L1Hs LINE des Humangenom AC145435 Lander et al. (2001)
L1Ms Mus musculus P11369 Loeb et al. (1986)
LTRsu1 S. bayanus AJ316069 Bon et al. (2000)
Mag Bombyx mori X17219 Miclaille et al. (1990)
MAGGY M. grisea L35053 Farman et al. (1996)
Micropia-Dm11 D. melanogaster X14037 Lankenau et al. (1988)
Osser Volvox carteri f. nagariensis S32437 Lindauer et al. (1993)
R1Bm B. mori M19755 Xiong und Eickbush (1988)
Skipper D. discoideum AF017040 Leng et al. (1998)
Skippy F. oxysporum L34658 Anaya und Roncero (1995)
SpTy5 S. paradoxus U19263 Zou et al. (1996)
Sushi Takifugu rubripes AF030881 Poulter und Butler (1998)
Ta1l A. thaliana S05465 Voytas et al. (1990)
Tad1-1 N. crassa L25662 Cambareri et al. (1994)
Tca3 C. albicans AF510498 Goodwin et al. (2003)
Tca4d C. albicans Retrobase Adresse siehe Legende
Tcab C. albicans AF065434 Plant et al. (2000)
Tca8 C. albicans AF142436 Goodwin und Poulter (2000)
Tcd3 C. dubliniensis AF499464 Goodwin et al. (2003)
Tdh2 D. hansenii AJ439551 Neuveglise et al. (2002)
Tdh5 D. hansenii AJ439552 Neuveglise et al. (2002)
T Sz. pombe M38526 Levin et al. (1990)
Tf2 Sz. pombe L10324 Levin et al. (1990)
Tkm1 K. marxianus AJ439546 Neuveglise et al. (2002)
Tnt1 Nicotiana tabacum S04273 Grandbastien et al. (1989)
Tom D. ananassae 724451 Tanda et al. (1994)
Tpab Pichia angusta AJ439553 Neuveglise et al. (2002)
Tsk1 S. kluyveri AF492702 Neuveglise et al. (2002)
Tse1 S. exiguus AJ439547 Neuveglise et al. (2002)
Tsu4 S. bayanus AJ439550 Neuveglise et al. (2002)
Ty1 S. cerevisiae 748149 Boeke und Sandmeyer (1991)
Ty2 S. cerevisiae S69966 Boeke und Sandmeyer (1991)
Ty3 S. cerevisiae M23367 Hansen et al. (1988)
Ty4 S. cerevisiae X67284 Janetzky und Lehle (1992)
Ty5 S. cerevisiae X59720 Zou et al. (1996)
Ylli Y. lipolytica AJ319752 Casaregola et al. (2002)
Yit1 Y. lipolytica AJ310725 Senam und Barth (2002)
17,6 D. melanogaster X01472 Saigo et al. (1984)
297 D. melanogaster X03431 Inouye et al. (1986)
412 D. melanogaster X04132 Yuki et al. (1986)
1731 D. melanogaster X07656 Fourcade-Peronnet et al. (1988)
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3 Ergebnisse
3.1 Sequenzierung des Retrotransposons Yltl

In dieser Arbeit sollte die vollstdndige Sequenz des Retrotransposons Ylt1 ermittelt und eine
partielle molekulare Charakterisierung der Transkriptions- und Translationsprodukte
vorgenommen werden. Das Retrotransposon YIt1 der Hefe Y. lipolytica wurde zuerst im
Stamm B204-12C-112 detektiert (Schmid-Berger et al., 1994).

Sph |
Sal |
JRR— Y
Kpn |
: Not |
or lacz AfL I .
genomische eta2
Miut DNA Yitl
puCBM21 (5] =
2725bp
etal Amplifizierung
durch PCR
AmpR | I
Schneiden mit
Sphl, Not |
Schneiden mit
Sphl, Not | — —
— |

Ligation

Xho' |
~Mun |

Miu |
AfLILY
Not |

pUCETA
10716 bp

eta

Apalypa |

Abbildung 7: Strategie zur Klonierung des eta-Bereiches des Retrotransposons YIt1. Der eta-
Bereich wurde mittels PCR (Primer etal und eta2) aus dem Stamm B204-12C-20
amplifiziert. Die Primer fir die Amplifizierung enthielten bereits die Schnittstelle fiir die
Restriktions-Enzyme Sphl und Notl. Danach erfolgte der Verdau der PCR-Produkte
mit diesen Enzymen. Das geschnittene DNA-Fragment wurde in den ebenfalls mit
Sphl und Notl gedffneten Vektor pUCBM21 integriert, wodurch der Vektor pUCETA
entstand. Zur Einfihrung eines HA-Tags (zwischen Xhol und Munl) und eines c-myc-
Tags (zwischen Hpal und Apal) in den ORF des eta-Bereiches wurde nach dem Sphl
Ort direkt vor dem Startcodon ATG ein Pacl Ort eingefuhrt (vgl. 2.7.2, Abbildung 37
und 46).
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Dieses Retrotransposon besteht aus einem internen Bereich, der als eta bezeichnet wird
und wird an beiden Seiten von identischen LTRs begrenzt, die als zeta bezeichnet werden.
Die Sequenzen mehrerer LTRs, sowohl von kompletten Kopien des Retrotransposons als
auch von singular auftretenden LTRs, waren bereits bekannt (Schmid-Berger et al., 1994),
die Sequenz der internen Region eta dagegen noch nicht vollstandig bestimmt (Barth,
personliche Mitteilung).

Fur die Isolierung des Retrotransposons Ylt1 wurde der Stamm B204-12C-20, der mit dem
Stamm B204-12C-112 eng verwandt ist, ausgewahlt, weil er im Gegensatz zu B204-12C-112
auf Acetat als C-Quelle wachsen kann und zusétzlich eine leu2-Mutation aufweist. Die leu2-
Mutation kann als Marker zur Selektion von Transformanden verwendet werden. Fir die
Amplifizierung des eta-Bereiches mittels PCR wurde die genomische DNA aus dem Stamm
B204-12C-20 prapariert. Mit Hilfe der Primer eta1 und eta2 (siehe Tabelle 4) konnte ein ca. 8
kb grofies DNA-Fragment amplifiziert werden. Die Primer wurden so konstruiert, dass sie die
Schnittstelle fur die Restriktions-Enzyme Sphl und Notl enthalten. Das erhaltene PCR-
Fragment wurde Uber die Sphl und Notl Schnittstelle in den E. coli Vektor pUCBM21 kloniert
(Abbildung 7). Es wurden danach zwei unabhangig gewonnene Klone mit Hilfe der Primern
SP1 - SP15, SP1rev - SP15rev, rev-29 und uni-21 (vgl. Tabelle 4, rev: revers) durch
,Primer-Walking“ vollstandig sequenziert (Abbildung 8 und 9).

zeta ATG TG zeta
|| |> I' Gag PR RT RH IN '[j|>
BILTIR eta  3LTR,

1 714 826 8691 8740 9453
Ll Ll J

Abbildung 8: Die Struktur des Retrotransposons YIt1. Das Retrotransposon YIt1 besteht aus dem
eta-Bereich und wird an beiden Enden durch jeweils eine zeta-Region begrenzt. Der
durchgehende Leserahmen dieses Retrotransposon reicht von 826 bp bis zur
Position 8691 bp. zeta: LTR Bereich (LTR: lange terminale Sequenz-
Wiederholungen, long terminal repeats), eta: interner Bereich, ATG: Startcodon
(826 bp), gag, PR, RT und IN: jeweils Kodierungsbereich fur ein Gag-
Strukturprotein, eine Protease, eine reverse Transkriptase, eine RNase H und eine
Integrase, TGA: Stopcodon (8691 bp).

Die Grundstruktur des Retrotransposons Ylt1 und seine vollstandige Sequenz sind in den
Abbildung 8 und 9 dargestellt. Die ermittelte Nukleotidsequenz ergab, dass die eta-Region
des Retrotransposons Ylt1 aus 8025 Nukleotiden besteht. Da die LTR Regionen an den
flankierenden Enden 714 Nukleotiden lang sind, ergibt sich somit fir das Retrotransposon
YIt1 eine Gesamtsequenz von 9453 bp. Das Retrotransposon Ylt1 hat einen einzigen langen

ununterbrochenen offenen Leserahmen (von Position 826 bis 8691 bp).
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1 - TGTAACACTCGCTCTGGAGAGTTAGTCATCCGACAGGGTAACTCTAATCTCCCAACACCT
61 - TATTAACTCTGCGTAACTGTAACTCTTCTTGCCACGTCGATCTTACTCAATTTTCCTGCT
121 - CATCATCTGCTGGATTGTTGTCTATCGTCTGGCTCTAATACATTTATTGTTTATTGCCCA
181 - AACAACTTTCATTGCACGTAAGTGAATTGTTTTATAACAGCGTTCGCCAATTGCTGCGCC
241 - ATCGTCGTCCGGCTGTCCTACCGTTAGGGGTAGTGTGTCTCACACTACCGAGGTTACTAG
301 - AGTTGGGAAAGCGATACTGCCTCGGACACACCACCTGGGTCTTACGACTGCAGAGAGAAT
361 - CGGCGTTACCTCTCTCACAAAGCCCTTCAGTACCGCCGCCTGTCGGGAACCGCGTTCAGG
421 - TGGAACAGGACCACCTCCCTTGCACTTCTTGGTATATCAGTATAGGCTGATGTATTCATA TATA
481 - GTGGGGTTTTTCATAATAAATTTACTAACGGCAGGCAACATTCACTCGGCTTAAACGCAA AATAAA
541 - AACGGACCGTCTTGATATCTTCTGACGCATTGACCACCGAGAAATAGTGTTAGTTACCGG
601 - GTGAGTTATTGTTCTTCTACACAGGCGACGCCCATCGTCTAGAGTTGATGTACTAACTCA
661 - GATTTCACTACCTACCCTATCCCTGGTACGCACAAAGCACTTTATTTTCTCACATCTGGT PBS
721 - GGACGACACCTCGTTTTTGTTTCGAGTGATAGCCTGCCAGATTTATTGTGCCTTTACTGT
781 - CGTACCAGCGTATTTTACTTCCCTTTCCGTTCTTTCGTTTTCACC TCGAAAGTAACA ATG
S K V T
841 - AAAGACGAGTTCCAGGCTCTCACCGCGAAGATGGACGCCTTGACGCTCTCCCACCAGGAG
K D EF Q A LTAIKMMDATLTL S H Q E
901 - ATCACCACTACTCTCGCTACCGCGGTTAATACCAAGGAATTCCGCTCAGCCTTAGACGAG
Il T T T L AT AV NTIKEFI RS A L D E
961 - CTCAAGCAGTCAAATGAGTCTTTCAAGACACATCAGGCTGGGGAGTTTGAAAAGTTGCAC
L K Q S NE S F KTHOQAGTETFEK L H
1021 - CAGTTGGTGTCGGCCCAGCACGAAACCATCGCGAACCTCAGCAAGCGTGTCGACTCACCC
Q LV SAQHETTI ANULSKR RV D S P
1081 - CCGAGCACCAGCTCCCTTGAAGGCATTTCCCGTATTGGCAAGGCTGATTCCGAATTTGAA
P S T S S L E G 1 S R 1 G K AD S E F E
1141 - CCCGACACCCCCCAGAAGGGTAACTCTGTCCTACATGGCATGGACTTTGCTGCCAGTGAC
P DTP Q KGNSV L HGMDIFAASD
1201 - ACGGGTTCTGTTGACTATCGAAAAGAATCCGACGCCCTCAAGTCCATCATCCGGAACGAG
T G SV DY RKESDA ALK KIS 1T 1 R N E
1261 - GTTTACCCCTCCTTGTCCAGCGAAGAATTCCGAAAACAGTTGTACGCTTACAAATCTTTT
VY P S L S S EEUFRIKOQLY A Y K S F
1321 - GATTCCCGGGTGGCTACCTTTATCCTACTCCAGGATGACATCCGTTGGAGCACCAGAGCT
D SRV AT F 1 L L QDD I RW S TR A
1381 - CGGGCTTTCCACCTTTGGTGCGGTGTCAACGATAAGCAGCCCCTCTTCGATCAACAGTAC
R A FHLWT CGVNDI K GQWPLFDU QO QY
1441 - CTCCAACTCCGAAGCACCTTTGAAGCAGAGACTGCTGATGAATCAACCAAGCCAGGTGCC
L Q LRSTFEATETA ADESTIKP G A
1501 - CACGCTCGTCTGAACACCGCTTGCGAACGTCTCCTCCGGGACCTTTTTCGAAAGCGCGGG
H AARLNTA AT CEWRULILI RIDIULFURIKRG
1561 - TTTGACCACGAACCTGCTGTCTCCTTTGCTGAACAAGAGGAGGAACTCCGTTTCCGGTTC
F DHEWPAV S FAUE OQTETETETLRFRF
1621 - AAAGATTACCACACCGCTTTCTCTATCGAGACACTACGTGCGTACCTCTCTGCTCTGAGC
K DY HTA AU FS 1 ETULIRAY L S A L S
1681 - ACCGCTCTGACCTCCTCACCTCTGCCGGTTCTCTCTCGGTGTCTCCAGTTGCAGAAGCTC
T A LTS SPULWPVLSIRT CLOQLOQK L
1741 - GCTCCGACTCACCTGGGCACCGCCCTCGGACGCGAGATCCCTCGTGACAACACTCGTTGG
AP T HULGTALGWRET PR RIDNTR W
1801 - CTGAGCCTTGGCATGGACTCCGACCCTGAGCGTGACCATCAAGTTGCCACGGAGCTCATC
L S L GMD SDUPEWRIDUHUGQVATETLI
1861 - CAGCCCCTCGCCAAGATGATCACCCAACATGTCCAACGACTTGACGATCTCAATGATGAG
Q PL AKMI TOQHVYVY QRULDUDTULNTDE
1921 - GCTCTTCTGAGATGGCGACAGCACACGGTATCTTTCGAAGACGTGTGGATGTGGGTCGAG
AL LRWROQHTV S FETIDUVWMMWV E
1981 - CCTTCCGCCCCACCTGAGCCTTCCACGCCTGAACCTGACAAAGTCGTCGTTCACGTTGCG
P S AP P EWP S TWPEWPTID KV V V HV A
2041 - GGACGTGGTCGTTCCACCAGGAAGCCTGCCGACGGCCCTGTCTCAACTGAGACTGTGCAG
G R GRSTWRIKWPADGWUPV STETVAQ
2101 - AAACCCACAATCCGTGCCTCGGATGCCTCAACCTCCTGGGCAGCTGACAAGGCTCCTTGT
K P T I R ASDASTSWAATDK AP o
2161 - GTTTTCTGTGGTTCCACTGCCCATGCACTGGTCAACTGCGATGACTCCGAAGGCAG
CHC

v F C GG S T A H A L V NC |D D S E G S P
2221 - CACCCGACTTGGCTACCAGGGT

L v K AKYLGSFKSFTRULGY QG
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2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

TTTGAAAAGTATCTATCGCCTGTTGATGCTGACTTCCCTCTAAAACAGAGCGCTCTCTAC
FEKYTLSZPVDADTFTPTLTE KT QSATLY
ACTTCCTGGAAGCAGAAGGAATGGTCGAATCCGCTTATGGAGCCTAGACTTCGAACTTTC
T SWZKOQZKTEWSNZPTLMETPRTLT RTF
AATGCGCAGTGGCGTCCTGCCCTAGCTGGCCGCGTAAATGCCGTTGAATTTGTACACGTT
NAQWZ RTPALAGT RVNAVETFVHYV
GAAGACCCAGGCGGGCCTTTGGATAACAGCTATGACTCTGACTCATCTGCGTCTGGTTAT
EDPGGTPLTUDNTSYHDSUDSSASGY
GACTTCCAGGACCTTCTCCAACCCGGCACGTTCAGTGTCTGTCTAGGAGGGGTGCCTCGA
D F QDLLGQPGTT FSVCLTGTGVPR
GATCTTCTGTCTGATACGTTTTCCTCCTACGACGAGCCTCGCACTATCATTGACTCCACT
D LLSDTTFSSYDTEPRTTIHII1IDST
GACTCCCAGCTTGAGCTCACGAAAGAGGCAATCCACCAGCACATTCTCCAGATGGCAAAA
DS QLTETLTTI KTETA ATILIUHTZ QU HTILTZGOQMAK
CAGCCCACACCCCTCCCCGTCACTTACGCAATTGATGCGCCTGTGTCAGGCTCCTACAGT
Q P TPLPVTYATIDATPVSSGSYS
GGCAACATGAAGCGCCTTGTGGCACACCCAGCCTTCATGCAGCTCGTAGCTCGCTTAACT
G NMKURTLVAHZPAFMOQLVATRTLT
GCTCCCCCGGGCACGTTCAAAGCCTCCACGCTTGAAGCGGGTTTTGTAGGTGCTGTTATG
APPGTTFIKASTTLTEA AGTFVGAVM
GCCCCGTCTTCCCCAGTTGCCGGCCGTGTCTACTTTGTTGATGCGGTCCAGCGATTGCTC
AP SSPVAGRVYTFVDAVOQR RTLIL
AACAAGTACAACGTAGTATTGCCTACGAAGCTTTACGAGTGTTTCGCTACAGTCCGAAAT
NKY NV VLPTTZ KTLYTETGCFATVTR RN
GACCTCATGGAGCCCGCTTACGCCACCGAAGGCGATCCTCGCCGACAGTCTCTCAAGACC
D LMEFPAYA ATTETGDTPT RTZ RTZ OQSTLZK KT
AACATCAACGCCTTGAAAACTGTTGTCGACAGCAAGCACCCTGACAGACCAGTGGCTCCG
N1 NALIKTVVDSTZ KT HTPUDT RTEPUVATP
TTGCCGCGACGCAGCCCCCGTCGTGATGTCCGTGAAGACATGCCCCCGCCTGCTTTGCCT
LPRRSPRIRDVI RTETDMMPTPTPATLFP
CAAGCGACAAAACGTGGTGCCGCTTCTTCTACGGTATCTTCCGCTGCTCCCCCCACTGCT
QAT KRGAASSTVSSAAPTPTA
AAGCGAACCAAGGCTGTAGCCAATCCCTCCTCAGTGGGGCCGACTGACTCCGCATCCTCC
K RTKAVAN PSS SVGPTDTSAS S
ACGGGCGCTGTTGTTGACGTCCCCAGCTCTCGTGTGGCTGTTCACCCCCCCCGTCTGGGT
T GAVVDVZPSSRVAVHZPFPTR RTLG
GATAACCACTACGTGAGCCCTGGAACCCGTGTCACCAACCACATCCACGATGCCTCTGCC
D NHYVSPGTI RVYVYTNTEHTIEIHTDASA
GTTGCGGAGAATGCACCCTTAAAAGATTACAAGGATGCTCTGGACCGCCTCCCGTCTGAC
VA ENAPTLTKT DYJKTDALT DT RTLTPSTD
CTAGAGGACTCCAAGGCTCTCTTCACCAGAGATCATCCTCGTTACGACAATGCCTTGCTG
L EDSIKALTFTR RTDIUHTPR RYUDNATLL
AAGGCTGGGCGTCTCCCTCTCTTCAAGCTTGAGGCCATTCATGCTCTGCCGGAATCGGAA
K A GRLUPTLTFZ KTLTETATIUHATLTPTESE
AAAGCAGACTTGTTTGAGCGCATCCTCAAGGCGTCGGATGTTGATGGCCTCGTTCTTTTT
K ADLTFET RTITLTZKASDUVDTGTLVLF
GAGCTTCTCCAGGTGTGCCCTGACCTCACAAAGTACATTTGGAAGAACTTCCGTCACCAG
ELLQVC CPDTLTTI KTYTIMWEKTNTFEFTR RHDQQ
CGGCACCGGCTTGCGGGTCCTGACATCCAAGCCATCGCTCTTGAGCTCGGGGACGATCTC
R HRLAGPDTIOQATIALTETLTGTDTD.L
ATGGAGTGTGCCATGGATCTTGCGCTCAACGTGATTTCGTCCACACCGTATGAGCTCAAC
M ECAMGDTULATLTNVTISSTZPYETLN
TCTGGCACCTTCGGTCGTCTTCAGGAGGTTTTCACCACCATTGACCGTCAGCTGTACGAC
S G TFGRULU OQEVTFEFTTTIDZRTU OQTLYD
GACAAAGTTGGTAGGCCACTCTCGCCCCACTTCACCGACAACATTGCTCTTTTCGACCAA
D KV GRUPULSZPHTETDNTIATLTFETDQ
CAGACCAGCGCCCTTTTTGACAGTGGCTCGTCTAACAACGTCATCGACACTGATTTCTTT

Q T S A L F Eg;;g;;%g S S NNV I DTDF F
GCCCTTGTACTCGCGAA TCACCCCTGACCGGGTGATTGTTTTTTCTGACGGA
AL VL AKAGVYT®PDI RV 1 VF S DG
CAGTCCCACGCCACAGTCGCAAACGGAGCCAAGGTAAAAGTTGATTTCTGGGCGCTTCTC
Q S HATVANSGAKYVIKVDFWATLL

DSG
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4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

CCTGTCACTTTCCTGGGTGTCGTTACTCTTGAAACATTTTGTGTCATGAAGTGCAGCATG
PV TFLGVVTLTETTFT CVMEKTECS M
AAGTGTATTCTCGGCACCGGATACATCAGCAAACTGCGCATTTCGTTCGACCATGATCGT
K ¢ 1 LG TGVY 1S KULRTISTFDTHTIDR R
TACCGTGTCGCTTCAGTGGAGAACCCTGGTAACCCTGGCGTCCGGTGCTACCCTAGTGAC
YRV ASVENTPGNTPGVZ RTCYZPSD
AGACCTTCAGCTGGCCTTGTTGCTCACCTTGGGTTGCTTGACCGTCTTGTGAGGCCCGGC
R PSAGLVAUHTLTGTLTLTDTR RTLVYVTZ RTPG
CGCCGGCCTGTGCCTGCGTTTCCTGCTGCCAAGCTGTCTCGCCAAAACGTCATGGCACAC
R RPVPATFZPAAKTLTSTZ RGO OQNVMAH
GTTCGACCCACTCCCTCACTCTGTGGTGATGTTGATGAAGCAACAAATCTCCTTGACGCC
VRPTPSLT CGDVTDTEATNTLTLTD A
TCATCTCTCGGAGGGCCTCAGCCTGGATCTTACTCCCACCGTTCTGAAACAGCGGCAGGC
S SLGGPO QPGS SYSHTRSTETAASG
TGTTTTGCCATATCCTTTGCTGATGACTGTGAGTCTGCCGGCCCGCCTTCGAGCGCTGCC
CFAIl1 SFADUDTECTETSAGTPTPSSAA
ACCGCCATTCTCAAGGCTCTAGCGTCCAGCTCCGGCCCTGATCCCCTTGGCATTCCCCCT
T A1l LKALASSSGPDTPTLTGTIZPTFP
CGTGATGACCCTGACGAGTCTTACTCCTCATCACCTGGGCACCACGGTGATGTCTCTGGC
R DDUPUDTETSYSSSPGHUHTGTDV S G
GAGCCCAACTCCTCATCACCTGGGCACACCTCCGCTCCCGTCGACGGTACGCTTGGACCT
EPNSSSPGHTSAPVDTGTTLTGEP
TTACTGCCTACCGATGCCTCATCTGTGGATGACTCCAACGAGCTCTGCTCCTCCTCTTCA
L LPTDASSVDDSNTETLTCSSS S
GGCTCGGAAGCCCCGTCGGAAGCCCCGTCCGGAGTCTCGGCCGCCTTGTCAGATGTAGGC
G SEAPSTEAZPSGVSAALTSTDV G
ACCGTTTTCCAGGAGAGCTACACGTCGTACCGTTTCCATGACAACCTTGCAGACAATGCT
T VFOQESTYTSYZRTFHTDNTLATDN A
CTTCATGCCAGACCCCCCGACGCTCATGCTCTCAGTGGTTTTATTTCTTCTGCCGACCTC
L HARPPUDAHATLTSGTFTISSATD.L
GACAGTGTTTTCCAGTATCCACCTCCTGCATCGCCCTGCAGCTGCTGCCAGCAGCCTGTA
D SVFQVYZPPPASPT CST CTCO QO QZPV
CGTGAGTGTCGTGTACTTGGTAACACTGTTTTCATCATGGCTGACATTGGCGACTCGGCT
R ECRVLGNTVTFTIMATDTIGT DS A
ACCATCGTTCAGGTTCAACCGGATACTGACCTGTCCATGCGCCAACAGCTCTACCTTGCT
T 1 VQVQPDTODTLSMRI QO OQTLYTLA
GAAGTTCTCAGTGATGCCCAAGAAATCACCCCTGAAGACTCTCTGCATTCTTTATCTGTC
EVLSDAG® QETINITTPETDT STLUHSTLSV
TCCGTCAATGCCATGTACAAGCCGCTACACAAGCGTTCTCTGCCTCTAAATAAGCTTCGC
S VNAMYJ KT PLUHTI KT RSTLTPLNTEKTLTR R
CCGGACGGTTCCTTTCCTGTCGGTGACGGCTCCAAGCCTTCTCCGCGACATCGCAACTTC
PDGS ST FZPVGDTGSTZ KTPSZPRTUHTE RNF
TCTGGCGACGAGTCTTGCCAATTTGATGCCAAACTTGCTCCAGTCCTTTTCCCGGCCGAG
S G DESCOQTFUDAKTLAPVTLTFEFTFPATE
CTTGCTCTCTGTCGCCATCGCATGTCGGACACGGAGGGTGTCTGGGCTTTCAACGAAGAC
L ALCRUHRMSTDTTETGVWATFNTED
CAGGAGGGTGTCCTCAGTCACCATATTGAGGAGCCCACCAAGATCTACGTGGAAGAGGGA
Q E GV LSHUHTIETETPTTI KTIHIYVETESG
GGCGTTATCAACTCAAAGCACTTCCCTCTCCGCGGGGCTATGGTCGGCGCTGCCAAAGAC
G V1INSIKHUHFFPLR RGAMVYGAATKD
ATCATCATGAAGGGTCTCGCCAACGGCCAGATGGAGCCCAGCTCCTCCCCCCACCGCAAC
1l 1 M K G L ANGU QMETPSSSPUHTE RN
GCCTGGTTCCTCGTGAGCAAAAAGAGCTCGGGATACCGTTTCATCCTTGACTGCCAGGGC
AWFLVSIKJZKSSGYU RTFTILTDT COQG
CTCAACAAGATCACCTTGAGAGATGCTTTCCACCCACCCAACGCGGACCTCCTGGCTGAG
L NK 1 TLRDAFHPPNADTLTLAE
AGTTTCTGTGGTCGTGCTGTAACTTCCCTGCTTGACATTAAGAATGGTTACGGTCAGAAG
S FCGRAVTSTLLDTIIKNTGYGQ K
GAGATTGCTCCCGAGTCCCGTGACTTGACGGCTTTTAACACAGATTTTGGCTCCTATCGG
E1 APESRUDTLTATFNTTDTFGS YR
TTAACGCGCCTGCCTCAAGGTTGGTGCAACTCTCCAGCGGTGTTCCACCGTGCCATGCTG
L TRLPOQGWTCNSZPAVTFHTE RAMIL
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6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

CGCGTACTTGGGCCCCTCTTTCCGGATCAGGCTGTTGTTTTCTTGGACGATATTGGCGTT

R vLGPULFZPDU QAWVY !F L D D I! G V
CTCGGGCCTAAGACTGACTATGGCGGAGCCATGCATGA CCGCCGG

L 6 P K TDYGGAMM®HDUD FZPGCRR
TACATCGTCGAACACATGGACAACCTCATGGCTGTGCTTCAGAATCTCTATGAAGCGGGT
Y I V. E HMDNILMAYV L Q NL Y E A G
CTGACTGTGTCTTTCGACAAGGCCGAGCTTTTCGTCAGTGAGGCTGAGTTCCTCGGTTTC
L T v SFDIKAELFV S EAIETFL G F
CTCACTACCTCTGAAGGCCGCTTCCCGTCCCCTGGCAGTTCCGAGAAGATCGAATCTTTC
L T T SEGRFPS P G S S EK 1 E S F
GAGTTCCCCACTACTGTCCGTGGTGTGCGCTCTTTTCTCGGTGCTGTGGTGTATTTTCGC
E F P TTVRGVIRSFULGAVV Y FR
ATGTGGATCCCTCATTTCAGCAGTATCGCTGCACCTCTGTACGACTGCATCTCCGCTGCG
MW 1 P HFSSI1T A APLY DT CTI1I S A A
CAGAAGGCTGGCAAACTCAAGATCACCAAGACCGAGGCCACCGAGTCTGCTTTTATGGCG
Q K AG K L K I T KTEATESAFMA
CTAAAAAAGGCTATGGTGAGCCCTGCGGTTCTGCACCGCTACGACCCCACCTTACCTATT
L K K AMYV SPAV L HRYDWPTTL P I
GTCATCACCACTGATGCGTCCTCCCTCGGATGGGGCGCAGTAATGTCTCACATCGTCAGT
v 1 TfT D A S|]S L GWG AV MSH I VS
GTTGGCCCTCCGGCTGCCCGTCGCCCCGTCCGTTTCGAGAGTGGTTTGTGGAACCCCACT
v 6 P PAARRPVRFESG GLWNUPT
GAGCGTACCTACGCATCCACCAAGACTGAGTGCCTTGCTGTAAAACGTGCCTTGGAGAAG
ERTYASTIKTET CLA AV KR RATLEK
TGCCGTCACTATGTCACTGGCGTTCATTTCGTGATCGAAACTGACAACCAGGCCCTGGTT
C RHYV TGVHIFV 1 ETUDNQATLV
TTCCTACTGCAGCAATCCCGAGTTGAACTCCCTAACGCTATGTTCACCCGGTGGTTTGCT
F L L QQ SRV ELUPNAMEFTRWF A
TACATCAAACAGTTTGATTACGAGGTTCGATTTGTTAAAGGCCGAGACAATCCAGTGGCC
Y I K Q F DY EVRFV K GIRDNPV A
GATTGGCTGAGTCGTGAGAAATTTTCTGACTTCCGACCTGTCGATTTTCGCCCTCCTGTT
bwtL SREIKFSDFRPVDFRP PV
GCTGATACAGCTCGACAAGCTGATGAGCTTGCTCCGCTTGTGCCCCCGACTTGGTCCCCT
AADTAROQADELAPLVPPTWSP
GTGGCCTCCATCACTGTCCTGTCCATTGGTCCAGAGCCCGTTTTCATCCACAAAGGCATC
v AS 1 T Vv L S 1 G P E PV F I HK G I
TCTCTCGATCTCATTTTCACCACCATTGCCTCCGGCGATCTTGATCGAGATGGTGTTGAC
s L. btL 1 FFTTI1ASSGODULUDIRDGV D
ATTCCGCCTAGACTGCGTCAAATCTGCTCTGAGTTCTTCATTTTTGACGACATTCTCCTA
I PP RLRQ1T CSEFZF 1 FDDI L L
CTGATCAGCTCACCTGGTCTCCATCGACGTGTTCTCTTCACAGAGAAGGAGGTGTCTGAG
L 1 $SPGLHRRVLZFTEIKTEV S E
GTTCTCCGAGCTACCCATGAACAATATGGCCACCGCGGTGCTGCTGCCATCCTTCATGCT

v LRATIHEQY GHURGAAATLHA
CTCCGTCGCCTCTATTACTG A

L RRLYYWWPGMADUHVYVIKSHIR A'S

TGCGGCACGTGTGCAAAAGCCACCAACCATGGTCTTCTCAAGGCGAGTCTCCACTTCGTG

JA K AT NH G L L KA S L H F V

GITCCCCGTCTCATTTGGGAGACAGTCCAGCTGGACATCCTCTACCTTCCCGCTGTTCAT
vV PR L I WETVQLDTI LY L P AV H
GGTCCCACCAAGGAGTACCCCGATCTGGCTGATCCCGCCAAGGCTCTCGCTGCTCAAACC
G P TKEYPDULADUWPAKALAARQT
ACCCTCACCGACTTCCTCCCCACTGCCCCTCAGTTCACTGATGTTTCCTCTGCCCCCCGC
T L TDZFULPTAPOGQZFTUDVS S AUPR
GGACGGCTAAATGTCACTATTGCCCCCTACCAGTATGTCCTTGTCGCTCGTGATGAATTC
G R LNV TI1IT APY QY VLV ARDE F
TCTGGCTGGCCTGAGGCGGTGCCCTTACGAAGTATCAACTCTCTCTCCACAGCCGCTTTC
s G w&PEAVZPLRSI NSLSTAAF
TTCTACGATTTCATCATTGCTCGTTTTGGCGTTCCCCGTCGGGTCTACACTGACGGTGGT
F Yy Db FrF1 1 A RFGV PRI RV Y TD G G
AGTGAGTTCAAGGGTGATTTTAAGCATCTCTGCGAAGATTTCCACATCAAGCAGGTTTTC
S EF K GDFKHLCEUDUFHITI K Q V F

FLDDI

TDAS
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7861 - ACCACTCCTGCTCATGGTCAATCGACTGGCATTGTGGAACGCGGTCACCAAAACCTCCTC
T T P A H G Q S TG 1 VERGHQNLL
7921 - CACTGCCTGCGCAAATACGGTCGTCAGTGGATCTTATACCTCCACACCGCCCTCTGGGCT
H CLRKY GRQW 1T L YL HTATLWA
7981 - GACCGGTGCACCCGTCGTTCATCCACGGGTAAGTCACCTTTTGAGCTGATGTATGGTGTC
bR C€CTWRWRSSTSGIK SPFELMY GV
8041 - TCTGGTGTCTTGCCTGTCGAAAGTCGTTTCCTGACCTGGAATTACCTCAGTGGCAAGACC
s 6 vL PV ESRZFLTWNYL S G K T
8101 - GACCTGGCCCACAACGACCCCGCTCATGCTGCTTTTCTGCGCACCTTGCAACTTGCTGCT

L AAHNDWPAHAAFULRTILQTL A A D

8161 - ACTTTCGAAGTTGGCTCTGCTCGTGACCACCTGACCCTGCAACGCCAGCGTCAAAAG

S T FEV GSARDWHTLTULQR Q R Q K
8221 - GCGTTCTACGACAAACATCACAACACAGCTGATACAGATCCCTTGGCCGTAAATGATTTC

AAF YD KHHNTAUDTDUPULAV NDF
8281 - GTTTTTGTTCACGACCTCCGTCCCCACAACAAGCTGACTCCTCGTTGGACTGGTCCCTCC

vV F V H L R PHNIKILTWPRWTG P S D
8341 - ATCGTGACCGCGTGTCACCCTGAGACCAGCACGTACACTGTCAACGATGTTGACGGTGAG

I v T ACHW®PETSTY TV NDV DG lEIl E
8401 - AACCCGCGGCGTATCCACCGCAACCGCCTCAAGGTTTTCCACCCCGCTTCCATCGTTGAG

NP RRI1T HWRNWRLIKVFHPAS I V E
8461 - TTCCAGGACCGCATGAAGGAACATCAGTCCCGCGAGTCTGCTCTCCCTGCCATTCCTGGC

F QDRMIKEHIQSIRESALPAILI PG
8521 - CGCTTTTCTGCCTGTTCTCCACATGTTCTTCCCCCGGCTTCAGTGGCTACTCGTTCCGTC

R F S ACSWPMHVLPPASVATRSYV
8581 - CGTTCTGCAGCTACCACTGCGTCGACTAGAGTTACTTCTCGGTCGAAGCTCGCTCGTGTT

R S AATTASTR RV TSRS KL ARV
8641 - GATTCTGGGCTTGCTCAGGGCTCCTTCCTTGCTCAGGGCCTTTATTCT ICGATTCTTCTAA

b S 6GLAQGSFLAQGTLY S -
8701 - CCAGGGCTTCGGGACGAAACCCCGTTAGACCTGGGCAGGTGTAACACTCGCTCTGGAGAG PPT
8761 - TTAGTCATCCGACAGGGTAACTCTAATCTCCCAACACCTTATTAACTCTGCGTAACTGTA
8821 - ACTCTTCTTGCCACGTCGATCTTACTCAATTTTCCTGCTCATCATCTGCTGGATTGTTGT
8881 - CTATCGTCTGGCTCTAATACATTTATTGTTTATTGCCCAAACAACTTTCATTGCACGTAA
8941 - GTGAATTGTTTTATAACAGCGTTCGCCAATTGCTGCGCCATCGTCGTCCGGCTGTCCTAC
9001 - CGTTAGGGGTAGTGTGTCTCACACTACCGAGGTTACTAGAGTTGGGAAAGCGATACTGCC
9061 - TCGGACACACCACCTGGGTCTTACGACTGCAGAGAGAATCGGCGTTACCTCTCTCACAAA
9121 - GCCCTTCAGTACCGCCGCCTGTCGGGAACCGCGTTCAGGTGGAACAGGACCACCTCCCTT
9181 - GCACTTCTTGGTATATCAGTATAGGCTGATGTATTCATAGTGGGGTTTTTCATAATAAAT TATA,
9241 - TTACTAACGGCAGGCAACATTCACTCGGCTTAAACGCAAAACGGACCGTCTTGATATCTT AATAAA
9301 - CTGACGCATTGACCACCGAGAAATAGTGTTAGTTACCGGGTGAGTTATTGTTCTTCTACA
9361 - CAGGCGACGCCCATCGTCTAGAGTTGATGTACTAACTCAGATTTCACTACCTACCCTATC
9421 - CCTGGTACGCACAAAGCACTTTATTTTCTCACA

Abbildung 9: Die Nukleotidsequenz des Retrotransposons YIt1. Die zeta-Bereiche sind
unterstrichen. Regulatorische DNA-Sequenzen sind rot und konservierte
Motive in der Aminosauresequenz blau markiert. Im LTR-Bereich befindet
sich das Transkriptionssignal (TATA-Box), das Terminationssignal der
Transkription (TATG) und das Polyadenylisierungs-Signal (AATAAA). Die
Primer-Bindungsstelle (PBS) (TGGTGGACG) liegt downstream des 5'LTR
und der Polypurin-Bereich (polypurine tract, PPT) (TGGGCAGG) wurde
upstream des 3'LTR lokalisiert (lila markiert). Die konservierten Motive fur
Gag (CCHC), Protease (DSG), reverse Transkriptase (FLDDI), RNase H
(TDAS) und Integrase (HHCC und D,D34E) sind in der Protein-Sequenz blau
und umrahmt dargestellt. Das Startcodon (826 bp) ist hellgrin und das
Stopcodon (8691 bp) ist tirkis markiert.

Eine Analyse der genomischen Sequenz des Stammes E150 (Analyse der aus der
Genomsequenzierung dieses Stamm vorliegenden RST-Daten (Genolevures 2, vgl. 1.5.7)
zeigte, dass neben dieser YIt1-Sequenz eine zweite Variante existiert, in der ein G an der

Position 2213 fehlt, wodurch zwei offene Leserahmen entstehen (vgl. 4.1).
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Die Nukleotidsequenz und eine davon abgeleitete Aminosauresequenz wurden analysiert.
Es konnten mdgliche Kodierungsbereiche fiir ein Gag-Strukturprotein (Gag, HHCC Motiv),
eine Protease (PR, DSG Motiv), eine reverse Transkriptase (RT) ( FXDD Motiv), eine RNase
H (RH, TDAS Motiv) und eine Integrase (IN, CCHC und D,D3,E Motive) zugeordnet werden.
Das Retrotransposon YIt1 gehért zu der Ty3/gypsy Superfamilie, da die reverse
Transkriptase vor der Integrase lokalisiert ist (Abbildung 8). Auf die

Aminosauresequenzmotive wird im Kapitel 3.1.6 naher eingegangen.

3.1.1 Analyse der Sequenz von Yltl

Die gesamte YlIt1-Sequenz wurde mit verschiedenen Auswerte-Programmen analysiert. Der
Startpunkt der Transkription wurde mit dem Signal Prediction und AUG Evaluator tool von
WEBGENE (http://www.itba.mi.cnr.it/webgen/) analysiert (Rogozin et al., 2001). Fur die

Promotor-Analyse wurde das BCM search launcher tool (http://www.search-

launcher.bcm.tmc.edu/) verwendet (Reese und Eeckman, 1995). Die Aminosaure-

Sequenzen wurden mit Hilfe des Programmes ClustalX 1,81 (Thomson et al., 1997)

miteinander verglichen und in Genedoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc) dargestellt.

3.1.1.1 Promotoreigenschaft der LTR-Sequenz

Es ist bekannt, dass die Sequenz des LTR-Bereiches von Retrotransposonen Promotor-
Aktivitat enthalt. Der 5'-Bereich des Retrotransposons YIt1 wurde von Position 1 bis 825 auf
mogliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen untersucht. Es konnte eine TATA-Box von
Nukleotid 453 bis 456 im U3-Bereich des LTRs detektiert werden. Uberlappend mit der
hypothetischen Promotorregion sind auch Transkriptions-Terminationssignale und ein
Polyadenylierungssignal vorhanden. Das Polyadenylierungssignal AATAAA ist an der
Position von Nukleotid 494 bis 499 und das Terminationssignal der Transkription TAGT
Sequenz ahnlich wie in Retroviren (TTGT; Temin, 1981) ist an der Position von Nukleotid
480 bis 483 im R-Bereich der LTR-Sequenz lokalisiert. AuRerdem wurde ein mogliches

,stress response element* CCCCT an der Position von Nukleotid 266 bis 270 identifiziert.


http://www.itba.mi.cnr.it/webgen/
http://www.search/
http://www.psc.edu/biomed/genedoc
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U3 R US

TGGTATATCAGTATAGGCTGATGTATTCATAGTGGGGTTTTTCATAATAAATTT

Abbildung 10: Die LTR-Struktur des Retrotransposons YIt1. Es besteht aus drei verschiedenen
Bereichen, die als U3 (unique 3°, Unikum 3°), R (repeat, Wiederholung) und U5
(unique 5%, Unikum 57) gekennzeichnet sind .

Die Transkription von Retrotransposonen beginnt am 5°Ende des R-Bereiches des 5°-LTR
und endet am 3'-Ende des R Bereiches des 3'-LTR, somit enthalt die mRNA des
Retrotransposons keinen U3-Bereich an ihrem 5°-Ende und keinen U5-Bereich am 3’-Ende.

In einem Alignment (ClustalX) wurde die LTR-Sequenz des Retrotransposons YIt1 mit den
LTR-Sequenzen anderer Retrotransposonen verglichen. Abbildung 10 zeigt den Bereich der
TATA-Boxen und der Polyadenylisierungssignale. Im Gegensatz zum Polyadenylisierungs-
Signal sind die TATA-Boxen hdher konserviert. Die 4. und 6. Basenposition der

Hexanukleotidsequenz des Polyadenylierungs-Signal (Pfeile) sind weniger konserviert.

1
1731 : TATGTATGTAISE (8) GCAGCCGCAT-
LTRsul : ATTACTATAUNG (105) AATGATAACATA
Tcab 1 AAATAAG (68) IATAAAAAATAT
Tsel : TTATAGA (35) WATTTACTTTAAA
Tskl  : GTGITAC (96) ACCAGAAACAT
Tsw4 - GOGTGOG (14) AGAAAGAACTGC
Tyl  : GATCAATGANINA (18) WATATTTATAGAA
Yitl  : CACTICTIGAAE (38 ) WIATTTACTAACG

TATA AATAAAA

Abbildung 11: Die RNA-Polymerase Bindungsstelle (TATA) und Polyadenylisierungssignal
(AATAAA) der LTR-Sequenz von Retrotransposonen. Beide Sequenzmotive sind
durch unterschiedlich viele Nukleotide getrennt. Hoch konservierte Basen sind
schwarz schattiert und gering konservierte grau schattiert. 1731: D. melanogaster,
LTRsu1, Tsu4: S. bayanus, Tca5: C. albicans, Tse1: S. exiguus, Tsk1: S. kluyveri,
Ty1: S. cerevisiae, YIt1: Y. lipolytica.

3.1.1.2 Enhancer

Enhancer sind kurze DNA Sequenzen, welche die Transkriptionsaktivitdt eukaryotischer
Gene erhdhen (Rieger et al., 1991). Sie kdnnen aus zwei Domanen bestehen. Die beiden
Doméanen kénnen durch mehrere hundert Basenpaare getrennt sein ohne die Enhancer-

Aktivitat zu reduzieren. In Viren wirkt eins von beiden Motiven allein nur schwach, so dass
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beide Motive notwendig sind um eine Aktivitatssteigerung zu bewirken. Die zwischen den
Domanen liegenden Sequenzen werden als Enhancer-Kern-Sequenz bezeichnet. In der
LTR-Sequenz des Retrotransposons YIt1 wurden zwei potentielle Enhancer entdeckt, das
Sequenzmotiv GTGTGT an der Position von Nukleotid 273 bis 278 und das Motiv TCTCTC
an der Position von Nukleotid 371 bis 376. Ob die beide Sequenzen in der LTR-Sequenz des

Retrotransposons YIt1 als Enhancer aktiv sind, ist noch unklar.

3.1.2 Primer-Bindungsstelle

Die Primer-Bindungsstelle (PBS) ist eine kurze Nukleotidsequenz, welche mit dem 3~
Bereich einer spezifischen tRNA, die als Primer fiur die cDNA-Synthese des Minusstranges
wahrend der reversen Transkription bei den Retrotransposonen und Retroviren verwendet
wird, paaren kann. Die hypothetische Primer-Bindungsstelle des Retrotransposons YIt1
TGGTGGACGACACC ist downstream des 5’'LTR an der Position von Nukleotid 717 bis 730
lokalisiert. Ein Vergleich mit der Genom-Sequenz von Y. lipolytica ergab, dass das Genom
dieser Hefe eine tRNA™ (Accession-Nummer: AL414293) mit einer zur Primer-
Bindungsstelle komplementaren Sequenz enthalt. Die Paarung mégliche zwischen der PBS
und tRNA*?ist in Abbildung 12 dargestellt.

3'tRNA als
Primer

eta 3'LTR
I ]

PBS

Abbildung 12: Paarung zwischen Primer-Bindungsstelle des Retrotransposons YIt1 und tRNA"?

der Hefe Y. lipolytica. Schwarze und weil3e Kreise stellen Nukleotide dar.

Die Primer-Bindungsstelle des Retrotransposons YIt1 im Vergleich zu anderer

Retrotransposonen ist in der Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Primer-Bindungsstellen ausgewahlter Retrotransposonen

Gruppen Retrotransposon Primer-Bindungsstelle Organismus
Ty1-ahnliche Ty1 TGGTAGCGCC S. cerevisiae
Elemente Ty2 TGGTAGCGCC S. cerevisiae
Tkm1 TGGTAGCGCCTGT K. marxianus
Tse1 TGGTAGCGCCGC S. exiguus
Ty4-ahnliche Ty4 CGACCCCAGTGAGGGATGAA S. cerevisiae
Elemente Tsu4 CGACCCCAGTGAGGGATGA S. bayanus
Ty5-ahnliche Ty5 GGTTATGAGCCCT S. cerevisiae
Elemente SpTy5 GGTTATGAGCCCT S. paradoxus
Tcab GGTTATTGCCTC C. albicans
Tca2-ahnliche Tca2 GATTAGAAGTCAAAAGCGATAA C. albicans
Elemente Tdh2 GATTAGAAGTCAAAC D. hansenii
Ty3/gypsy-ahnliche Ty3 TGGTAGCG S. cerevisiae
Elemente T ATAACTGAACT S. pombe
Tcd3 AATTTTCTGA C. dubliniensis
Tca8 TGGTAGCATTGCCTCGTTAAGATCCAG C. albicans
Tca13 TGGTGGACGAGAUGAGAG C. albicans
Yit1 TGGTGGACGACACC Y. lipolytica

3.1.3 Polypurin-Bereich

Fur die reverse Transkription der Retrotransposonen wird aufer der Primer-Bindungsstelle
noch ein weiterer Sequenz-Bereich bendtigt, der als Primer fur die Gegenstrang-Synthese
fungiert. Diese Region ist Purin reich und wird deshalb als Polypurin-Bereich (polypurine
tract, PPT) bezeichnet. Wahrend der cDNA-Synthese wird der RNA-Strang vom RNA/DNA-
Duplex aufler dem Polypurin-Bereich von RNase H abgebaut. Der PPT fungiert somit als
Primer fir die cDNA-Synthese des Gegenstranges (Boeke und Sandmeyer, 1991; Garfinkel,
1992; Wilhelm und Wilhelm, 2001). Im Retrotransposon YIt1 konnte das Oktanukleotide
TGGGCAGG als PPT identifiziert werden. Tabelle 14 zeigt den PPT des YIt1 im Vergleich

zu PPTs anderer Retrotransposonen.
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Tabelle 14:  Der Polypurin-Bereich (PPT) verschiedener Retrotransposonen in upstream-Bereich
der 3'LTR-Sequenz. (*) und (**): gleiche PPT-Sequenz.

Gruppen Retrotransposon PPT Organismus
Ty1-8hnliche Elemente Ty1 GGTGGTA* S. cerevisiae
Ty2 GGTGGTA* S. cerevisiae
Tkm1 AGGGGGTG K. marxianus
Tse1 GGTGGTA* S. exiguus
Ty4-ahnliche Elemente Ty4 AAGGGAGCA S. cerevisiae
Tsu4 AAGGGGGCA S. bayanus
Ty5-ahnliche Elemente Ty5 GGGGGGA** S. cerevisiae
SpTy5 GGGGGGA*™ S. paradoxus
Tcab GGGGAAG C. albicans
Tca2-ahnliche Elemente Tca2 AATCAGGGGAG C. albicans
Tdh2 CTAGGGGAG D. hansenii
Ty3/gypsy-ahnliche Ty3 GAGAGAGAGGAAGA | S. cerevisiae
Elemente Tf1 GGGGAGGGCAA S. pombe
Tcd3 GGAGGAAAGGGTAGA | C. dubliniensis
YIt1 TGGGCAGG Y. lipolytica

Die PPT-Sequenzen von Ty1/copia-Elementen weisen eine relativ hohe Homologie
untereinander auf. Es gibt auch Sequenzen mit gleichem PPT, wie zum Beispiel Ty1, Ty2
und Tse1l bzw. Ty5 und SpTy5 Retrotransposonen. Im Gegensatz dazu haben die

Ty3/gypsy-Elemente relativ unterschiedliche PPT.

3.1.4 Die terminalen invertierten Sequenzwiederholungen

An den 5°- und 3’-Enden der LTR-Sequenzen des Retrotransposons YlIt1 befinden sich
kurze spezifische Nukleotidsequenzen, die zueinander invertiert vorliegen und somit das
LTR begrenzen. Sie werden als terminale invertierte Sequenzwiederholungen (short inverted
repeats) bezeichnet. Die zeta-Region von YIt1 wird von den Nukleotiden TGT ... ACA
flankiert. In Tabelle 15 sind diese terminalen invertierten Sequenzen im Vergleich mit denen

anderer Retrotransposonen dargestellt.
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Tabelle 15:  Terminal invertierte Sequenzwiederholungen (short inverted repeats) verschiedener
Retrotransposonen. Die Sequenzen befinden sich an beiden Enden der LTR-Bereiche
der Retrotransposonen. (*) und (**): gleiche Sequenzen. Die in allen LTR-Sequenzen
auftretenden homologen invertierten Sequenzen sind unterstrichen.

Gruppen Retrotransposon Terminale invertierte Organismus
Sequenzwiederholungen
Ty1-ahnliche Elemente Ty1 TG ... CA* S. cerevisiae
Ty2 TG ... CA* S. cerevisiae
Tkm1 TGTTG ... CAACA** K. marxianus
Tse1 TGA ... TCA S. exiguus
Ty4-ahnliche Elemente Ty4 TGTTG ... CAACA** S. cerevisiae
Tsu4 TGTTG ... CAACA** S. bayanus
Ty5-ahnliche Elemente Ty5 TGTTG ... CAACA** S. cerevisiae
SpTy5 TGTTG ... CAACA** S. paradoxus
Tcab TGTTG ... CAACA** C. albicans
Tca2-ahnliche Elemente Tca2 TGTTG ... CATCA C. albicans
Tdh2 TGTTGG ... CCAACA D. hansenii
Ty3/gypsy-ahnliche Ty3 TGTTGTAT ... ATACAACA | S. cerevisiae
Elemente Tf1 TGTCA ... TAACA S. pombe
Ted3 TGACG ... CTTCA C. dubliniensis
Tcal13 TGTCG ... CGACA C. albicans
YIt1 TGT ... ACA Y. lipolytica

Tabelle 15 ist zu entnehmen, dass die terminalen invertierten Sequenzwiederholungen
voneinander verschieden sind. Trotzdem ist es auffallig, dass einige invertierte Sequenzen
sehr homolog zu einander sind, obwohl sie in unterschiedlichen Hefearten auftreten. Zum
haben Tkm1, Ty4, Tsu4, Ty5, SpTy5 und Tca5 bzw. Tyl und Ty2
die  gleiche Sequenzwiederholungen.

Interessanterweise werden alle LTR’s durch die Nukleotide TG und CA begrenzt.

Beispiel

Retrotransposonen terminale  invertierte

3.1.5 Die Sequenzverdopplung des Integrationsortes

Retrotransposonen sowie Retroviren integrieren sich ins Wirtsgenom an spezifischen
Stellen, die durch kurze konservierte Nukleotidsequenzen erkennbar sind. Vor der
Integration wird das DNA-Molekul in dieser Stelle durch die Integrase gespalten, so dass
Nach

Retrotransposons werden die einzelstrangige Bereiche wieder aufgefillt, wodurch eine

kurze einzelstrangige DNA-Sequenzen entstehen. der Integration des

Verdopplung des Integrationsortes entsteht, was auch als Sequenzverdopplung des
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Integrationsortes (target site duplication, TSD) bezeichnet wird. Somit hat die Integrase zwei
Aufgaben, zuerst als Restriktionsenzym und danach als Ligase zu wirken. FUr das
Retrotransposon YIt1 wurden die Sequenzen CATG bzw. TATG als Integrationsorte
identifiziert (Schmid-Berger et al., 1994). Zuerst wird die genomische DNA in der
spezifischen Sequenz CATG durch die Integrase gespalten und danach wird die vollstandige
cDNA des Retrotransposons Ylt1 in diese Stelle integriert. Das hypothetische Schema des

Integrationsprozesses des Ylt1 ist in Abbildung 13 dargestellit.

| |8¢X% | genomische DNA

Integration

[ JoraclPl oo er mr mw  w [P]OATC[ ]

DNA Reparatur

Yitl

AT
|—|8TA8@ GAG PR RT RH IN CG:%X%

Abbildung 13: Integration des Retrotransposons YIt1 in die genomische Zielsequenz CATG und
die Entstehung der Sequenzverdopplung am Integrationsort.

In der Tabelle 16 sind die TSD verschiedener Retrotransposonen im Vergleich dargestellt.
Einige Retrotransposonen wie z.B. Tyl und Ty2, haben gleiche Sequenzen des
Integrationsortes. Auffallig ist, dass YIt1 ein Tetranukleotid anstatt ein Pentanukleotid wie die

anderen Retrotransposonen als Integrationserkennungsstelle nutzt.

Tabelle 16: Einige Sequenzverdopplungen des Integrationsortes verschiedener Retrotrans-
posonen. Diese Sequenz befinden sich upstream und downstream der Retrotrans-

posonen.
Gruppen Retrotransposon TSD Organismus
Ty1-ahnliche Elemente Ty1 TATGG ... TATGG S. cerevisiae
Ty2 TATGG ... TATGG S. cerevisiae

Tse1 ATAAT ... ATAAT S. exiguus
Ty4-ahnliche Elemente Ty4 TATTA ... TATTA S. cerevisiae
Ty5-ahnliche Elemente Ty5 GTTAT ... GTTCT S. cerevisiae
SpTy5 TCGTA ... TCGTA S. paradoxus

Tca2-ahnliche Elemente Tca2 ACACG ... ACACG C. albicans
Ty3/gypsy-ahnliche T?/3 TTAAT ... TTAAT S. cerevisiae
Elemente YIt1 CATG ... CATG Y. lipolytica
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3.1.6 Der offene Leserahmen des Yltl

Das Retrotransposon YIt1 besteht aus einem grof3en einzelnen offenen Leserahmen (open
reading frame, ORF), welcher alle notwendige Proteine flir den Lebenszyklus des
Retrotransposons kodiert. Der ORF kodiert fir ein Gag-Strukturprotein (Gag), eine Protease
(PR), eine reverse Transkriptase (RT), eine RNase H (RH) und eine Integrase (IN)
(Abbildung 14). Die Reihenfolge der Kodierungsregionen des Retrotransposons YIt1 ist Gag,
PR, RT, RH, IN.

zeta eta zeta
pNA Yt | B> | Gag PR RT RH N

l Transkription

mMRNA YIt1 /\NWVW\/\/AAAAAA
l Translation

Proteine V2 VIRV AN 2 VAV N N
Gag PR RT RH IN

Abbildung 14: Das Retrotransposon YIt1 wird als lange mRNA mit einem Poly A Anhang
transkribiert, danach in ein Polyprotein translatiert. AuRer dem Gag-Strukturprotein
(Gag) werden einige Proteine mit Enzym-Aktivitaten translatiert. Dies sind Protease
(PR), reverse Transkriptase (RT), RNase H (RH) und Integrase (IN). Zeta: LTR-
Sequenzen und eta: interne Region.

Die Reihenfolge der Ylt1-Translationsprodukte ist typisch fiir die Ty3/gypsy Superfamilie des
Retrotransposons. Das Gag ist ein Strukturprotein, das fir den Aufbau der VLPs gebraucht
wird. Die Sequenz des Gag-Proteins ist in verschiedenen Retroelementen unterschiedlich
(Garfinkel, 1992; Boeke und Sandmeyer, 1991; Neuveglise et al., 2002), aber sie enthalt ein
konserviertes RNA-Bindungsmotiv (CX,CX;HX,C), das einen Zn-Finger formt. An der
Position von Nukleotid 2158 bis 2199 von YIt1 (von Aminosaure 445 bis 458) wurde ein
solches Bindungsmotiv mittels CLUSTALX- und GeneDoc-Programmen gefunden. Es hat in
YIt1 die Aminosauresequenz CVFCGSTAHALVNC. Abbildung 15 zeigt den konservierten

Bereich (schwarz unterlegt) des Gag-Proteins verschiedener Retrotransposonen.
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CfT-1
1731
MAGGY
SpTy5
Tsu4
copia
HIV2
Tdh5
Tntl
Tpab5
Mag

Skipper :

Tadl
Ty3

YILi
Yitl

- RETRTEYGEGKPGRE1ARDERGKNM
- RKDVV{@YN@GERRFFKAN@RREKV
- KENML®YR®GSQERFVAKEPEPDT
- VKDRL®FY@KKEGERLNEGRARNA
- YTERN@KY@KSELFSSVNERKKVN
- KYKVK@HHEGREGg 1 KKDEFHYKR
- PRRQGEWKEGKPGE I MANEPERQA
- KSKLTEFKEGG I GEKSNVEPSRSD
- SRVRN@YNENQPGgFKRDEPNPRK
= KKKI I|8TREQKEGGKSFE]
- INFNE@SREGDRREQAKD® 1 YKDY
QSKGYSLN®GKSNESTSTER 1DPV
- SNVQQEFREWG I G TARFERQDDI
= IKNRL®FY@KKEGERLNEGRARKA
- NGDN I@VKEKSTK(E I REAGPEKDM
N

: ADKAP®VFEGST

RAPAP

ALV
c C H C

DDSEG

Abbildung 15: Das konservierte Motiv des Gag-Bereiches des Retrotransposons YIt1 im Vergleich
mit anderen Retrotransposonen. Das Motiv CX,CX4HX,C ist an der Position von
Nukleotid 2158 bis 2199 (von Aminosaure 445 bis 458) des YIt1 lokalisiert. Hoch
konservierte Basen sind schwarz schattiert. CfT-1: C. fulvum, 1731, copia: D.
melanogaster, MAGGY: M. grisea, Mag: Bombyx mori SpTy5: S. paradoxus, Tsu4:
S. bayanus, HIV2: Humanes Immundefizienzvirus2, Tdh5: D. hansenii, Tnt1: N.

tabacum, Tpa5: Pichia angusta, Skipper:
Neuospora crassa, Ty3: S. cerevisiae, Ylli, YIt1 : Y. lipolytica.

Dictyostelium discoideum, Tad1:

Die Protease spielt eine wichtige Rolle flr die Reifung der Proteine des Retrotransposons

YIt1. Sie spaltet das Polyprotein, um funktionelle Proteine herzustellen. Bei der Analyse der

Sequenz von YIt1 wurde an der Stelle von Nukleotid 3979 bis 3987 (von Aminosaure 1052

bis 1054) ein mdogliches Motiv des aktiven Zentrums einer Aspartylprotease (DSG)

identifiziert. Das Konsensus-Protease-Motiv, welches in den meisten Retrotransposonen

detektiert werden konnte, besteht aus den hydrophoben Aminosauren D-T/S-G-A/S. Ein

Vergleich der konservierten Motive von Proteasen aus verschiedenen Retrotransposonen

wird in Abbildung 16 gezeigt.

copia

Tf1
T2

Tntl

Mag
Tyl
Ty2
Ty3
Ty4

Cft-1
Yitl

DNCGF!L SDHLIN
CSIPC | QVNVIT
CSIPC IPDQIETOANIIT
PESEW VORJAASHHATP
EPVAV. N§EKSSSPPK
LPGHL ' LBEASRTLIR
LPDHL " ID§EASQTLVR
TKVKT FONESPTSFIR
SKKLV 1pIESGVNITN
HKTDA  IDEASGNFAS
QQTSA FPESSNNVID

DT/ISG

Abbildung 16: Vergleich des konservierten Motivs des Protease-Bereiches von YIt1 mit Proteasen
anderer Retrotransposonen. Das Motiv DSG wurde an der Position von Nukleotid
3979 bis 3987 (von Aminosaure 1052 bis 1054) in YIt1 detektiert. Hoch konservierte
Aminosaure sind schwarz schattiert und geringe konservierte grau schattiert. copia:
D. melanogaster, Tf1, Tf2: S. pombe, Tnt1: N. tabacum, Mag: B. mori, Ty1, Ty2,

Ty3, Ty4 : S. cerevisiae, CfT-1: C. fulvum, YIt1: Y. lipolytica.
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Eine weitere Region der Proteinssequenz hat gro3e Homologie zur Sequenzen der reversen
Transkriptase anderer Retrotransposonen. Das konservierte Motiv der reversen
Transkriptase ist Y/FXDD, welches an der Position von Nukleotid 6040 bis 6054
(AVVELDDIGYV, Aminosaure von 1739 bis 1743) in YIt1 lokalisiert ist. Dieses
Aminosauresequenzmotiv.  ist in  verschiedenen reversen Transkriptasen von
Retrotransposonen konserviert (siehe Abbildung 17, schwarz: hoch konserviert, grau: maRig

konserviert).

Tsel > YINKICVVLI L 1YSKNEKE
copia > NENDYVLLVBVVIATGDMTR
Tcad > DKRTIMGV iVl L1CAPSDSE
Tf1 > AKESHVVCMe I L IHSKSESE
T2 > IRKLMSKANVBFHTRLF ILWM
ntl > GGNKYFVTZIBIBASRKLWVY IL
Ccft-1 > LLDVCVVAMBILVYTKGSLQ
Mag > KNVPNVVVZY I L IRNQDLDS
Tadl-1 > LSKEELQE/LBIGVKAERILSW
Tyl > NSQVTICLZVEMILFSKDLNA
Ty3 > RDLRFVNVy{LI L IFSESPEE
Ty4 > DKNLMIAVRVBBICVIAASNEQR
SpTy5 > RDLRFVNVY{LI L IFSESQEE

CgT1l : DNQRLRFG){ARMIGLLETSPSL
Yitl > LFPDQAVVZL I GVLGPKTDY

FXDDI

Abbildung 17: Das konservierte  Motiv. des reversen Transkriptase-Bereiches des
Retrotransposons YIt1 im Vergleich mit den Motiven anderer Retrotransposonen.
Das Motiv FLDDI wurde in der Position von Nukleotid 6040 bis 6054 (Aminosaure
von 1739 bis 1743) des YIt1 lokalisiert. Dieses Motiv ist auch in anderen
Retrotransposonen vorhanden. Hoch konservierte Aminosdure sind schwarz
schattiert und geringer konservierte grau schattiert. Tse1: S exiguus, copia: D.
melanogaster, Tca5: C. albicans, Tf1, Tf2: S. pombe, Tnt1: N. tabacum, CfT-1: C.
fulvum, Mag: B. mori, Tad1-1: N. crassa, Ty1, Ty3, Ty4: S. cerevisiae, SpTy5: S.
paradoxus, CgT1: G. cingulata, YIt1: Y. lipolytica.

Die RNase H spielt eine wichtige Rolle wahrend der reversen Transkription des
Retrotransposons YIt1. Sie spaltet die mRNA in dem RNA-DNA-Hybrid nach der Synthese
des Minusstranges von der cDNA. Fur die RNase H ist die gut konservierte
Aminosauresequenz TDAS charakteristisch. Im YIt1 wurde das TDAS-Motiv der RNase H
downstream der RT entdeckt. Es ist an der Position von Nukleotid 6550 bis 6561 (von
Aminosaure 1809 bis 1812) lokalisiert. Die RNase H kann separat oder mit der reversen

Transkriptase als Fusionsprotein translatiert werden.
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Tyl > TPSPESGNTHESESADSDMTSTK
Ty2 > PLPDLTNKSP DVSKDIPHIH
Ty3 > FNNKANYRL KDGIGAVLEE
Ty4 > CNKDKKVIAIYRASVGSEYDAQSR
SpTy5 :© FNNKA1IYRLTRASKDGIGAVLEE
Tf1 : FDFSKKILLEQYRASDVAVGAVLSQ
TF2 : FDFSKKILLEQYRASDVAVGAVLSQ

Cft-1 : FDGSKEVHIEWBASDMAIGACLTQ

Tad1l-1 : RSTEFAVRVVIRAVHTAWKLGAVT

Tntl  : WDALNTKFGALRASNDLY IMEQFH

gypsy : PDFKKPFDL ASG I GAVLSQ

HIV2  : DPIPGAETFYQRGECNRQSKEGKA

YIli  : IFDRAADINDUBDSAFLDLFPEET

YItl  : YDPTLPIVITHEASSLGWGAVMSH
TDAS

Abbildung 18: Das konservierte Motiv des RNase H-Bereiches des Retrotransposons Yit1 im

Vergleich mit anderen Retrotransposonen. Das Motiv TDAS wurde an der Position
von Nukleotid 6550 bis 6561 (von Aminosaure 1809 bis 1012) in YIt1 lokalisiert.
Hoch konservierte Aminosdure sind schwarz schattiert und geringer konservierte
grau schattiert. Die Abkurzungen zeigen die Retrotransposonen Ty1, Ty2, Ty3, Ty4:
S. cerevisiae, SpTy5: S. paradoxus, Tf1, Tf2: S. pombe, CfT-1: C. fulvum, Tad1-1:
N. crassa, Tnt1: N. tabacum, gypsy: D. melanogaster, HIV2: Humanes
Immundefizienzvirus2, Ylli, Y1t1: Y. lipolytica.

Die letzte Region des Polyprotein-Bereiches ist die Integrase-kodierende Sequenz. Die

retroviralen Integrasen besitzen die konservierten Motive HHCC, DD35-E, GPY/E und KKR.

Die konservierte HHCC Sequenz (Zn-Finger-Motiv) konnte im N-terminalen Bereich der

Integrase von Ylt1 identifiziert werden. In den meisten Integrasen der Retrotransposonen
wurde das HHCC-Motiv ebenfalls im N-Terminus detektiert (Abbildung 19).

Tyl : PYPFIRMLA—— (29) I ILIGKS
Ty2 : PYPLIGRMLG--g  (29) LIGKS
Ty3 : RLYHDETLFG-Gg  (29) QEQLIKS
Ty4 : TLEDAKRMG--g  (29) QT KISKA
SpTy5 : KLYHDETLFG-Gj  (29) QE&QLTKS
Mag : NITELEDP----3  (32) T AAVAD
Tca5 : PAFTVEIPQ--LE (32) [GETE®RLGKA
Tf1 o DIKKYQEEGKLly (29) @HTEQINKS
T2 o PIKKYQEEGKLIY  (29)  [@HT@®QINKS
copia o NFRLWEERFG--g  (29)  [@®EPELNGKQ
CfT-1 - CIRQHEDEPTYGy (29)  [@VHEQQNKA
Y : WQEVMEDLRK— g  (29)  [@GL@DKAII
Yitl > VLRA EQYG—— (28)  [@GTGAKATN
H c C

Abbildung 19: Das konservierte Motiv des Integrase-Bereiches des Retrotransposons YIt1 im

Vergleich mit denen anderer Retrotransposonen. Das Motiv HHCC ist an der
Position von Nukleotid 7276 bis 7392 (von Aminosaure 2151 bis 2189) des YIt1
lokalisiert. Hoch konservierte Aminosaure sind schwarz schattiert und geringer
konservierte grau schattiert. Ty1, Ty2, Ty3, Ty4: S. cerevisiae, SpTy5: S.
paradoxus, Mag: M. grisea, Tca5: C. albicans, Tf1, Tf2: S. pombe, copia: D.
melanogaster, CfT-1: C. fulvum, Tnt1: N. tabacum, YIt1: Y. lipolytica.

Das katalytische Motiv DDE wurde als D,D34-E (ein Aminosaure-Unterschied) in mittlerem

Bereich der Integrase detektiert. Im Gegensatz dazu wurden sowohl das GGPY/F-Motiv als
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auch die sogenannte Kernlokalisierungssignal KKR (nuclear localisation signal, NLS) in der
Aminosauresequenz der Integrase des YIt1 nicht gefunden. Méglicherweise gibt es einen
spezifischen Mechanismus bzw. eine andere Erkennungssequenz flr den Transport der
Integrase zum Zellkern.

In Abbildung 20 ist ein Vergleich der Sequenzen um das DD3;sE Motiv aus Retrotransposon

YIt1 und aus anderen Retrotransposonen dargestelit.

Tyl : QY[EHT] FEP (54) VL QMDRGSEiTNRTLHKiLEKNGITPCY TTADSRAHEVAFILNRIFELDDCET
Ty2 : QY[EHTRIIFER (54) VLVLQMEBRGSENTNKTLHKZFTNRELITACYTTADSRAHEVA S NRIJELNDCHT
Ty3 : LD[SMBFVTG (50) PRTTSERDVRMTADKYQELTKRLELIKSTMESANHPQTDEQS AT IQUENRLL{FA
Ty4 : SSWCMMIFEP (54) VRE[INSERGTE[FTNDQIEEF ISKELHHILYSTQDHAANERASHY IRILII TDATT
SpTy5 : QM (56) VGSURTENGTEZVNKNLHAZFKSKELIEHQLY IPYHSYQN
copia : F (52) VVY[EYIBNGREVL SNEMRQFCVKK(ELISYHLYVPHTPQLN
Tca5 : EL (56) TKIERSENGGESLNKTLTT)LDSKY[ITHQTENAYEHHEN
Tntl : DL (52) LKRERSENGGE)TSREFEENCSSHELIRHEKVPGTPQHN
cftl : DE (55) PEVFITRRDKLFTSNYWKTLMGT 1EJKHKLSTAYHPETD
1731 : DM (52) IKCIRSDNGGEFVNNVFDZELKAHGIARQL IPHTPQQN
Osser : ER (52) VKEVURTERRGRENMLNAELRE[ZYGEREL|VHQTEAPYTPQQONE I ASHLNRIFEMEKVEC
Tal . RY (53) VKCERTENGLE[FCNLKFDAYCKEHELIERHKICTYTPQQNEVASZMNRYLIMEKV[C
Tdh2 : FR (41) WNNKFVBANVAFFRTDNALEMPTKDQLAE IGIEKDE IASYSPELNG IEERTNRSI
Tf1 : ES (49) PKE[IABNDH I[zTSQTWKDFAHKYNFVMKFELPYRPQTDEQTERTNQUYEKLLEC
Tkm1l : EY (55) VKTLQMEBKGSENMLNTKVQK LRERVSRE TVADSKANEA 1|=RQHYIRELNDCET
Tsel 1 QY (52) BILSFHMBRGSENMTNTEMQMEFQKHEL|IP1YESTTDSSSNEVASRSNLYFLNDCET
Tsk1l : QY!HTHIFEP (54) VLVIQMBRGSENTNKTLHKFLLKKELTACYTTADSRAHEVASELNRELDDCET
YItl : LSGKTEAHN (53) DFVFVHELRPHNKLTPRWTGPSIVTACHPERSTYTVN-DVDGENPRRIHRNRLKY
D D E

Abbildung 20: Das konservierte Motiv der Integrase. Das katalytische Motiv D,Ds,E wurde in der
Position von Nukleotid 8101 bis 8400 (von Aminosadure 2426 bis 2525) lokalisiert.
Hoch konservierte Aminosaure sind schwarz schattiert und geringer konservierte
grau schattiert. Ty1, Ty2, Ty3, Ty4: S. cerevisiae, SpTy5: S. paradoxus, copia,
1731: D. melanogaster, Tca5: C. albicans, Tnt1: N. tabacum, CfT-1: C. fulvum,
Osser: Volvox carteri, Ta1: A. thaliana, Tdh2: D. hansenii, Tf1: S. pombe, Tkm1: K.
marxianus, Tse1: S. exiguus, Tsk1: S. kluyverii, YIt1: Y. lipolytica.

3.1.7 Phylogenetische Verwandtschaft des Retrotransposons Yltl

Zur Bestimmung der Verwandtschaft des Retrotransposons YIt1 mit anderen
Retrotransposonen und Retroviren wurde ein phylogenetischer Baum erstellt. Im Kapitel
3.1.6 wurde bereits beschrieben, dass das Retrotransposon YIt1 aufgrund der Reihenfolge
der kodierten Proteine zur Ty3/gypsy Superfamilie gehort.

In diesen Untersuchungen wurde das Retrotransposon Ylt1 weiter phylogenetisch analysiert.
Diese vergleichende Studie beruht auf einem multiplen Alignment (modifiziert nach Xiong
und Eickbush, 1990) der reversen Transkriptasen unterschiedlicher Organismen. Die
Sequenz der reversen Transkriptase kann in sieben konservierte Bereiche unterteilt werden.
Jeder Teil oder ganze Bereiche werden mit reversen Transkriptasen anderer
Retrotransposonen verglichen, um Homologien zu finden. Danach wurde ein
phylogenetischer Baum erstellt, der in Abbildung 21 dargestellt ist.

Die Abbildung 21 zeigt, dass YIt1 nah verwandt mit Tca3 von C. albicans und Tcd3 von C.

dubliniensis ist. Interessant ist, dass in dieser phylogenetischen Gruppe gemeinsam mit Yit1
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auch die Retroviren HIV1, HIV2 und MMLV enthalten sind. Au3erdem ergab sich noch eine

weitere engere Verwandtschaft mit Mag von B. mori und Skipper von D. discoideum. Obwohl

YIt1 zur Ty3/gypsy Untergruppe der Retrotransposonen gehdrt ist es aber nur maig mit Ty3

von S. cerevisiae und gypsy von D. melanogaster verwandt.
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Abbildung 21:
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Der phylogenetische Baum einer Auswahl von Retrotransposonen, konstruiert auf
der Basis des Vergleiches von sieben verschiedenen Aminosaure-Teilsequenzen
der reversen Transkriptase von YIt1 mit reversen Transkriptasen anderer
Retrotransposonen. MAGGY: M. grisea, Mag: B. mori, Tf1: S. pombe, CfT-1: C.
fulvum, Skippy: F. oxysporum, Sushi: Takifugu rubripes, Ty1, Ty2, Ty3: S.
cerevisiae, Tca3, Tca4, Tca5, Tca8: C. albicans, copia, gypsy, Micro-Dm11, 412,
17,6, 297, 1731: D. melanogaster, Tdh5: D. hansenii, Ta1: A. thaliana, Tnt1: N.
tabacum, Ylli, YIt1: Y. lipolytica, R1Bm: B. mori, CgT1: G. cingulata, Tad1-1: N.
crassa, L1Hs: LINE-like des Homo sapiens, L1Ms: LINE-like des M. musculus,
Skipper: D. discoideum, MMLV: M. musculus, HIV1, HIV2: Humanes
Immundefizienzvirus2, Tcd3 : C. dubliniensis, tom: D. ananassae, del1-46: A.
thaliana, Tse1: S. exiguus.
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3.2 Das Vorkommen des Retrotransposons YItl in Yarrowia lipolytica

In den bisherigen Untersuchungen wurde das Retrotransposon YIt1 zuerst im Y. lipolytica
Stamm B204-12C und in seinen Derivaten gefunden (Sonde: EcoRV-BsaAl-Fragment des
zeta-Bereiches, Schmid-Berger et al., 1994). Weitere Southern Hybridisierung mit anderen
Stdmmen zeigten, dass in einigen Wildtypstammen (H222, W29 und sein Derivat PO1d) kein
YIt1 nachweisbar war, andere Stamme (B204-12C und Derivate, E129, E150) enthielten
jedoch viele Ylt1-Kopien (Juretzek 1999, Juretzek et al. 2001 — Sonde fir den Southern-Blot:
zeta-Bereich; Augstein, 2001; Mauersberger und Augstein, personliche Mitteilung - Sonde:
EcoRV-Ncol-Fragment des zeta mit wenigen Nukleotiden des Promotorbereiches des GPR1-

Gens).

3.2.1 Nachweis des Retrotransposons Ylt1 durch Southern Hybridisierung

Um zu prifen, ob dieses Retrotransposon in weiteren Stammen von Y. lipolytica vorhanden
ist oder nur in speziellen Stammlinien vorkommt, wurde eine Reihe von Vertretern der
bekannten Stammlinien (vgl. Abbildung 44) und weitere Wildtypstamme (H181, H194) auf die
Anwesenheit von YIt1 getestet. Insgesamt wurden in diese Untersuchungen die Stdmme
H222, H181, B204-12C, B204-12C-20, B204-12A-213, B512-3, W29, PO1d, E150, H194 und
CXAU1 auf die Anwesenheit des Retrotransposons untersucht (Abb. 22, 24, 25, 27). Die
Stamme H222 und W29 sind zwei verschiedene, unabhangige Wildisolate und H181 ist eine
Selektande aus einem anderen Wildtypstamm, dagegen stammen die Stamme B204-12C,
B204-12A-213, B512-3 und ihre Derivate (B204-12C-112, -20 u.a.), wie auch die Stdmme
E129, E150 und CXAU1 aus Inzuchtlinien, in die alle der Elternstamm H194 (YB423-12)
eingekreuzt wurde (siehe Kapitel 4.4 , Abbildung 44).

In diesem Versuch wurde die genomische DNA aus den Hefestdmmen mit dem oft
schneidenden Restriktionsenzym Hindlll gespalten, um die DNA Fragmente in Agarosegel
besser zu trennen. Dieses Enzym Hindlll hat einige Schnittstellen im Retrotransposon Yilt1,
deshalb entstanden bei dem Verdau kleinere zeta-haltige DNA-Fragmente (Abbildung 22).
Die geblotteten DNA-Fragmente wurden mit der Zeta-Sonde, die nur aus dem LTR des
Retrotransposons YIt1 (ein bis 714 Nukleotide) besteht, hybridisiert. Die Sonde wurde aus
genomischer DNA des Stammes B204-12C-20 mit Hilfe der beiden Primer Pr1 und Pr2A
amplifiziert.

Die Abbildung 22 zeigt in Ubereinstimmung mit den oben genannten friiheren Befunden,
dass die Stamme H222 und W29 kein Retrotransposon YIt1 besitzen. Dagegen enthalten
aber die Stamme B204-12C, B512-3, E150, H194 und CXAU1 hdhere Kopiezahlen dieses
Retrotransposons bzw. seiner einzeln vorliegenden LTR (Solo-LTR). Eine einzige Bande

wurde interessanterweise im Stamm H181 nachgewiesen (Pfeil, Abbildung 22). Diese eine
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Bande zeigt wahrscheinlich ein Solo-LTR des YIt1 oder ein degeneriertes YIt1 an, da ein
intaktes YIt1 zwei Banden ergeben sollte. Es ist aber auch mdglich, dass ein anderes, nicht

charakterisiertes Retrotransposon mit Homologie zu zeta vorkommt.
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Abbildung 22: Southern Hybridisierung zum Nachweis des Retrotransposons YIt1 in den Y.
lipolytica-Stammen H222, H181, B204-12C, B512-3, W29, E150, H194 und CXAU1.
Die genomische DNA der untersuchten Stamme wurde mit Hindlll gespalten und mit
der Zeta-Sonde (714 bp langes PCR-Fragment mit den Primern Pr1 und Pr2A)
hybridisiert. Die Sonde ist durch eine Linie unter dem zeta-Bereich markiert. Als
Molekulargewichts-Standard wird ADNA (mit EcoRl fiir E und Hindlll fir H verdaut)
genutzt. Die mit den Zahlen versehenen Striche auf dem unteren Balken sind
Schnittstellen fiir Hindlll.

Um festzustellen, ob das Retrotransposon YIt1 in verschiedenen Stammen als intaktes
Element bzw. Solo-LTR vorhanden ist, wurden die flnf unterschiedlichen Stamme H222,
PO1d, CXAU1, B204-12C-20 und B204-12A-213 nach Restriktionsverdau mit anderen
Enzymen (Clal, Notl, Sall oder als Kombination mit Hindlll) und Hybridisierung mit anderen
Sonden (Zeta-eta- bzw. Pol-Sonde) auf das Vorkommen dieses Retrotransposon Uberpriift
(Abbildungen 23-27).

Zunachst wurde die genomische DNA dieser finf Stdmme mit den Restriktions-
endonukleasen Clal, Notl bzw. Hindlll+Sall geschnitten. Die beiden Enzyme Clal und Notl

haben keine Schnittstellen im YIt1, schneiden aber selten im Genom, weshalb bei dem
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Verdau groRere DNA-Fragmente entstehen. Hindlll und Sall haben dagegen einige
Schnittstellen im Retrotransposon YIt1 (Abbildung 24) und viele Restriktionsstellen im
Genom, so dass kleinere DNA-Fragmente entstehen.

Die elektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente wurde auf eine Nylonmembran geblottet
und anschlielend wurde dieser DNA-Blot mit einer Zeta-eta-Sonde hybridisiert. Die Sonde
wurde aus dem Plasmid pYLD303 nach Verdau mit EcoRI und Pstl gewonnen und enthalt
einen Teil von zeta (368 bp) und ein kleineres Stick der eta-Sequenz (226 bp) des

Retrotransposons Ylt1 (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Die verwendete Zeta-eta-Sonde. Die Sonde wurde aus dem mit EcoRI und Pstl
gespaltenen Plasmid pYLD303 isoliert und ist 594 bp grof3.

Die Hybridisierung zeigte folgendes Ergebnis (Abbildung 24). Die Hybridisierung mit der Notl
verdauten DNA ergab nur Signale mit Banden, die grof3er als ca. 10 kb sind. Dies ist dadurch
erklarbar, dass Notl nicht im Retrotransposon Ylt1 und nur sehr selten im Genom schneidet.
Die Intensitat der Hybridisierungssignale der DNA aus den Stammen CXAU1, B204-12C-20,
und B204-12A-213 lasst vermuten, dass mehrere Retrotransposon-haltige Fragmente

existieren, die aber mit diesem Agarosegel nicht weiter auftrennbar waren. H222 und PO1d
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zeigen keine Hybridisierungssignale, da sie keine Kopie des Retrotransposons Yit1
enthalten.

Die mit Clal verdaute DNA ergab kleinere Fragmente, die eine Hybridisierung anzeigen
(Abbildung 24). Dies ist dadurch erklarbar, dass Clal haufiger im Genom schneidet als Notl.
Da Clal nicht im Retrotransposon YIt1 schneidet, sollten alle Fragmente, die das komplette
Retrotransposon enthalten, groer als 9,45 kb sein. Die Hybridisierungssignale mit kleineren
Fragmenten kann mit dem Auftreten von Solo-LTR’s, die bereits von Schmid-Berger et al.

(1994) im Stamm B204-12C-112 nachgewiesen wurden, erklart werden.
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Abbildung 24: Nachweis des Vorkommens des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen Stdmmen
der Hefe Y. lipolytica mittels Southern-Hybridisierung. Die genomische DNA der
Hefestammen B204-12C-20, B204-12A-213, PO1d, H222 und CXAU1 wurden mit
den Restriktionsenzymen Clal, Notl und Sall+Hindlll geschnitten. Die DNA-
Fragmente wurden mit der Zeta-eta-Sonde hybridisiert. Die Sonde ist durch eine
Linie unter dem zeta-eta-Bereich markiert. Als Molekulargewichts-Standard wurde
ADNA (mit EcoRI fir E und Hindlll fir H verdaut) genutzt. Die Striche am unteren
Balken sind Schnittstellen fur Hindlll (nach oben) und fur Sal | (nach unten).

Méglicherweise ist ein Teil der Hybridisierungen mit den kleineren Fragmenten durch das

Vorhandensein degenerierter Retrotransposonen YIt1 bedingt, die allerdings bisher noch
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nicht nachgewiesen wurden. Diese Hybridisierung ergab ebenfalls keine Signale mit der Clal
verdaute DNA der Stamme H222 und PO1d.

Die Hybridisierung der mit den Hindlll+Sall verdauten DNA mit der Zeta-eta-Sonde ergab
eine Vielzahl von Banden mit sehr unterschiedlicher Intensitat (Abbildung 24). Mit der
ausgewahlten Sonde sollte bei diesen Verdaus die 3‘- und 5-Enden des Retrotransposons
YIt1 (Abbildungen 24, 25) mit angrenzenden Sequenzen sowie Solo-LTR’s nachweisbar
sein. Die unterschiedliche Intensitat der Hybridisierungssignale wird somit durch eine zufallig
gleiche GroRe von zeta-enthaltenden Fragmenten erklarbar, da mit dieser Sonde keine
internen Ylt1-Fragmente detektiert werden koénnen. Die unterschiedlichen Banden in
Abbildung 24 (links) kdnnen demnach auch entstanden sein, wenn eine Hybridisierung der
Sonde mit Solo-LTR’s erfolgte. Die Fragmente, auf denen diese Solo-LTR’s liegen, kénnen
unterschiedlich lang sein, da zeta keine Schnittstellen fir Hindlll und Sall enthalt und somit
aulerhalb von zeta liegende Schnittorte zur Entstehung der Fragmente flihren. Neben Solo-
LTR’s hybridisieren auch die 5°-und 3’-Enden von YIt1, die zeta und einen Teil von eta (bis
zum nachstliegenden Sall-Ort) enthalten.

Im Gegensatz zum Stamm H222 und den Verdaus mit Clal und Notl konnte im Stamm PO1d
ein schwaches Hybridisierungssignal mit ca. 4,5 kb detektiert werden (Abbildung 24, Pfeil).
Das bedeutet, dass beide Stdmme keine Kopie des Retrotransposons YIt1 enthalten, aber im
Stamm PO1d eine Sequenz vorhanden ist, die dem LTR oder dem 5'-Ende von eta ahnlich
ist. Dies kdnnte daraufhin deuten, dass in PO1d ein weiteres Retrotransposon vorhanden ist.
Zur Bestatigung der schwachen Hybridisierungsbande im Stamm PO1d und der
Anwesenheit des Ylt1 in den drei Stammen B204-12C-20, B204-12A-213 und CXAU1
wurden fir eine weitere Southern Hybridisierung andere Restriktionsenzyme fiir den Verdau
der genomischen DNA eingesetzt (Abbildung 25). Die genomische DNA wurde in diesem
Fall mit den Restriktionsenzymen Sall, Hindlll bzw. Hindlll+Sall geschnitten. Diese Enzyme
schneiden im eta-Bereich des Retrotransposons YIt1 (siehe Abbildung 25, unten). Fir die
Hybridisierung wurde die Zeta-eta-Sonde wie im vorherigen Versuch verwendet. Mit dieser
Southern Hybridisierung wurde das Vorkommen hoher Kopiezahlen des Retrotransposons
YIt1 bzw. von Solo-LTR’s im Genom der Stammen B204-12C-20, B204-12A-213 und CXAU1
bestatigt (Abbildung 25).

In den Stdmmen B204-12C-20 und B204-12A-213 treten Unterschiede im Bandenmuster
auf, obwohl sie beide direkt vom Stamm B204 abstammen. Diese Stdamme sind aber zwei
verschiedene Sporen aus einem Ascus des diploiden Stammes B204. Somit ist
anzunehmen, dass es wahrend der Meiose zu einer Umverteilung des Retrotransposons YIt1
gekommen ist (die Elternstdmme von B204 waren nicht isogen). Die Unterschiede in den
Bandenmustern der beiden Stammen konnten aber auch darauf hinweisen, dass das

Retrotransposon YIt1 seine Lage verandert hat.
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Abbildung 25: Nachweis der Existenz des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen Stammen von

Y. lipolytica. Die DNA-Fragmente wurden mit der Zeta-eta-Sonde hybridisiert. Die
Sonde ist durch eine Linie unter dem zeta-eta-Bereich markiert. Als
Molekulargewichts-Standard wurde ADNA (mit EcoRI far E und Hindlll far H
verdaut) genutzt. Die Striche am unteren Balken sind Schnittstellen fir Hindlll (nach
oben) und fir Sal | (nach unten). Die Pfeile markieren das Auftreten einer schwach
reagierenden Bande im Stamm PO1d.

In der Hindlll+Sall verdauten DNA des Stammes PO1d wurde erneut eine schwache Bande
mit einer GrofRe von ca. 4,2 kb detektiert und in der Hindlll verdauten DNA dieses Stammes
wurde eine grélkere Bande mit mehr als 5 kb nachgewiesen (siehe Pfeile in Abbildung 25).

Bei der Hybridisierung mit der Sall verdauten DNA entsteht eine Bande, welche groRer als

10 kb ist. Dieses Ergebnis bestatigt, dass wahrscheinlich ein anderes Retrotransposon,

welches eine geringe Homologie mit dem Retrotransposon Ylt1 aufweist, im vom Wildtyp
W29 abgeleiteten Stamm PO1d existiert, die jedoch im Wildtypstamm H222 nicht oder nur

sehr schwach nachweisbar ist.
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Abbildung 26: Die Sonde fiir den pol-Bereich des YIt1. Die Pol-Sonde wurde vom internen Bereich
des Retrotransposons YIt1 mit den Primern pol1 und pol2 durch PCR amplifiziert
und ist 292 bp grof3 (5801-6093 bp).
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Abbildung 27: Nachweis des internen Bereiches des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen
Stadmmen der Hefe Y. lipolytica. Die genomische DNA der Stdmme B204-12C-20,
B204-12A-213, PO1d, H222 und CXAU1 wurde mit den Restriktionsenzymen Sall,
Hindlll und Sall+Hindlll geschnitten und die elektrophoretisch aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden mit der Pol-Sonde (5801 bis 6093 bp vgl. Abbildung 26)
hybridisiert. Die Sonde ist durch eine Linie Uber dem eta-Bereich dargestellt. Bahn 1
ADNA (EcoRI: E und Hindlll: H verdaut) wurde als Molekulargewichts-Standard
verwendet. Die Striche am unteren Balken zeigen die Schnittstellen fir Hindlll (nach
oben) und fir Sall (nach unten).
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Um zu Uberprifen, ob die das Pol-Protein kodierende Region von YIt1 in den ausgewahlten
Stammen gréReren Veranderungen, wie z.B. Deletionen, unterliegt, wurde eine Sonde
konstruiert, die Bereiche umfasst, die fiir die reverse Transkriptase und die RNase H
kodieren (Abbildung 26). Wenn groéRRere Veranderungen auftreten, sollten in der Southern
Hybridisierung der mit Sall und Sall+Hindlll verdauten DNA mehrere Banden auftreten.
Wenn dies nicht erfolgt, ware nur eine Bande zu erwarten. Die verwendete Sonde wurde von
genomischer DNA des Stammes B204-12C-20 mit Hilfe der Primer pol1 und pol2 (vgl.
Tabelle 4) amplifiziert.

Fir diesen Versuch wurde die genomische DNA mit Sall, Hindlll bzw. Sall+Hindlll
geschnitten und die geblottete DNA wurde mit der Pol-Sonde hybridisiert (Abbildung 27). In
der unterschiedlich verdauten DNA der Hefestamme B204-12C-20, B204-12A-213 und
CXAU1 wurde jeweils eine Bande deutlich detektiert. Diese Banden waren je nach Verdau
ca. 3,2 kb (Sall+Hindlll verdaute DNA) oder ca. 3,8 kb grof3 (Sall verdaute DNA) und
entsprachen damit der erwarteten Grof3e. Die Enzyme Sall und Hindlll schneiden mehrfach
im eta-Bereich des Retrotransposons YIt1 (Abbildung 27, unten). Weil keine weitere Hindlll-
Schnittstellen nach der Position 5332 bp des YIt1 liegt, konnte keine einheitlich gro3e Bande
unter den Hindlll verdauten DNA-Fragmenten detektiert werden. Die unterschiedliche
Fragment-GroRe hangt von den Hindlll-Schnittstellen auferhalb des Retrotranposons YiIt1
ab. In allen hier getesteten Stdmmen waren weitere schwach hybridisierende DNA-
Fragmente zu erkennen, die ein ahnliches Bandenmuster in allen Stdmmen ergaben. Da
dies auch in den Stdmmen PO1d und H222 (sehr schwach, da weniger DNA aufgetragen
wurde) auftrat, die kein YIt1 enthalten, wurde angenommen, dass diese Banden durch
unspezifische Hybridisierungen entstanden waren.

In den bisher dargestellten Versuchen (Abbildungen 22-27) und in friiheren Untersuchungen
(Schmid-Berger et al., 1994; Juretzek, 1999; Juretzek et al.,, 2001; Augstein, 2001;
Mauersberger und Augstein, personliche Mitteilung) wurde das Vorkommen des
Retrotransposons Ylt1 in verschiedenen Stammen der Hefe Y. lipolytica durch Southern
Hybridisierung nachgewiesen. Die dabei erzielten Resultate sind in der Tabelle 15
zusammengefallt und mit den bisher vorliegenden Daten aus der Genomsequenzierung von
Y. lipolytica (Daten zu den Stdmmen W29 und E150) und der Sequenzanalyse einzelner

Gene (vgl. 3.2.2) verglichen.
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Tabelle 15: Zusammenfassung zum Vorkommen des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen
Stadmmen von Y. lipolytica.
Resultate der Southern Hybridisierungen: + - YIt1 oder Solo-LTR nachweisbar mit
hohen Kopiezahlen; +/- - schwache Hybridisierung einzelner Banden mit geringer
Kopiezahl, siehe Erlduterungen; - - nicht nachweisbar; n.b. - nicht untersucht.
Erlauterungen: " - Daten dieser Arbeit gvgl. 3.2.1, Abbildungen 22-27); ? - Schmid-
Berger et al. (1994); Schmid (1994); 3 - Juretzek (1999); Juretzek et al. (2001);
4 _ Augstein (2001), Mauersberger und Augstein, pers. Mitteilung; ® - Nur eine mit der
Zeta-Sonde hybridisierende Bande (Abbildung 22); & jeweils eine schwach
hybridisierende Bande mit der Zeta-eta-Sonde (Abbildungen 24 und 25). Abklrzungen
der Restriktionsenzyme: EV - EcoRV, El - EcoRlI; Bsl - BsaAl, NI - Ncol. Resultate der
Sequenzierungen (vgl. 3.2.2 und Tabelle 16): + - Sequenzen von kompletten YIt1 oder
von Solo-LTR nachweisbar im Stamm E150 durch vollstdndige Genomsequenzierung
(Projekt Genolevures 2, Casaregola et al., 2003), im Stamm CX161-1B (Umgebung des
ALK2-Genes AB010389), im Stamm B204-12C und seinen Derivaten (vollstandige YIt1-
Sequenz AJ310725 und Sequenz des GPR1-Genbereiches X74146); - - keine Sequenz
von kompletten YIt1 oder von Solo-LTR zeta in der partiellen Genomsequenz von W29
nachweisbar (Daten aus dem Projekt Genolevures 1: Casaregola et al., 2000;
Neuveglise et al., 2002); n.b. - keine Sequenzdaten bekannt.

Untersuchte Y. lipolytica-Stdmme
H222 | PO1d | W29 | YB423- |H181 |CXAUT, B204-12C, E150,

Nachweis durch Southern 12 CX161-1B | B204-12C-20, |E129
Hybridisierung: (H194) B204-12C-112,

Verwendete Sonden B204-12A-213,

B512-3

Zeta-Sonde (PCR-Fragment) " | - n.b. - + +- 9 + + +
Zeta-eta-Sonde " - +-9 | nb. n.b. n.b. + + n.b.
Pol-Sonde " - - nb. | n.b. n.b. + + n.b.
EV-Bsl-Fragment des zeta 2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. + n.b.
Fragment von zeta 3 - - n.b. n.b. n.b. n.b. + +
EV-NI-Fragment des zeta ¥ - - - + n.b. + + +
Nachweis durch
Genomsequenzierung nb. | n.b. - n.b. n.b. + + +
oder die Sequenzierung (ALK2) (GPR1, YIt1)
einzelner Gene (GPR1,
ALK2) bzw. des YIt1
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Mit den bisher eingesetzten Sonden fiir die zeta-eta- bzw. pol-Bereiche und den Sonden flr
das Fragment LTR zeta (als EcoRV-Ncol-, EcoRV-BsaAl-Fragmente bzw. als komplettes
PCR-Fragment von zeta) wurde das Retrotransposon YIt1 in den Stammen CXAU1, CX161-
1B (beide aus der Amerikanischen Laborstammlinie der CX-Stdmme von Ogrydziak), B204-
12C, B204-12A-213, B204-12C-20, B512-3 (Stdmme B204 und seine Derivate, alle aus der
Deutschen Laborstammlinie B von Barth), E129, E150 (beide aus der Franzdsischen
Laborstammlinie der E-Stdamme von Gaillardin) sowie im Amerikanischen Wildtypstamm
YB423-12 (Wickerham et al., 1970) nachgewiesen. Diese Untersuchungen zeigten das
Vorkommen hoher Kopiezahlen des Retrotransposons YIt1 bzw. der daraus entstandenen
Solo-LTR’s im Genom der genannten Stamme (Abbildungen 22-27 und Tabelle 15). Diese
Stdamme entstanden durch unterschiedliche Inzuchtprogramme in verschiedenen
Laboratorien (Deutsche Stammlinie, Amerikanische Stammlinie, Franzésische Stammlinie),
jedoch wurden fir alle drei Stammlinien die vom diploiden Stamm YB423 abgeleiteten
haploiden Stamme YB423-3 (H195) oder YB423-12 (H194) als urspringliche
Paarungspartner genutzt (vgl. 4.4, Abbildung 44). Diese Resultate zeigen eindeutig, dass
das Retrotransposon YIt1 urspringlich aus dem von Wickerham isolierten diploiden
Wildtypstamm YB423 herkommit.

Im Gegensatz dazu waren keine vollstdndigen Kopien des Retrotransposon YIt1 in den
Wildtypstdmmen H222 (Naturisolat aus Deutschland), W29 (Naturisolat aus Frankreich) und
dem direkt aus W29 abgeleiteten mehrfach auxotrophen Stamm PO1d sowie im Stamm
H181 (Selektande eines Wildtypstammes) nachweisbar (Tabelle 15). Die hier dargestellten
Versuchsergebnisse (Abbildungen 22-27) weisen jedoch auch auf das Vorkommen von
weiteren Retrotransposonen mit geringer Ahnlichkeit zu YIt1 oder ihrer degenerierten
Varianten in den bisher untersuchten Wildtypstammen aus Frankreich und Deutschland
(W29 und sein Derivat PO1d, H181) hin, die jedoch offensichtlich in sehr geringer Kopiezahl
vorkommen. Die Natur dieser anderen Retrotransposonen ist unklar und bedarf weiterer
Untersuchungen. Die schwache positive Hybridisierung (eine Bande) mit der Zeta-Sonde im
Stamm H181 ist der erste Nachweis eines Restes von YIt1 oder eines verwandten
Retroelementes in einem von YB423-12 (H194) verschiedenen Wildtypisolat.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen das Vorkommen des Retrotransposons YIt1 in
verschiedenen Stammen von Y. lipolytica. Es ist bekannt, dass verschiedene Stamme von Y.
lipolytica deutliche Unterschiede in der Lange der Chromosomen haben. Es ware denkbar,
dass auch die Aktivitdt des Retrotransposons YIt1 zur Entstehung der unterschiedlich langen

Chromosomen in Stammen dieser Hefe fihren kann.
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3.2.2 Nachweis des YIltl in Yarrowia lipolytica Stdmmen durch Sequenzierung

Die Anwesenheit des Retrotransposons YIt1 in verschiedenen Y. lipolytica-Stammen wird
auch durch die bereits verotffentlichten Sequenzen einzelner Gene (GenBank-Daten X74146
fur GPR1 und AB010389 fir ALK2), des kompletten YIt1 (AJ310725, diese Arbeit) bzw.
durch die laufenden Arbeiten zur Sequenzierung des gesamten Genoms dieser Hefe
(Stamme E150 und W29, Genolevures 1 uns 2, vgl. 1.5.3; Casaregola et al., 2000, 2003;
Barth et al., 2003) gut belegt (Tabellen 15 und 16).

Die Arbeiten zur Genomsequenzierung zeigen viele Kopien des Retrotransposons YIt1 im Y.
lipolytica-Stamm E150 und seine vollstdndige Abwesenheit im Stamm W29 (Tabelle 15). Im
Rahmen des Projektes Genolevures 1 erfolgte eine Sequenzierung von 4940 RSTs (random
sequence tags) von etwa 1 kb aus dem Stamm W29 (Souciet et al., 2000). Die Sequenzen

sind unter http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php aufgeflhrt. Diese partielle Genomsequenz

(ca. 4,9 Mb) des Stammes W29 enthalt jedoch keine Sequenzen von kompletten YIt1 oder
von Solo-LTR zeta (Casaregola et al., 2000; Neuveglise et al., 2002a,b). Die im Rahmen des
Projektes Genolevures 2 (Casaregola et al.,, 2003) kurz vor dem Abschluss stehende
vollstandige Sequenzierung des Stammes E150 erbrachte dagegen eindeutige Beweise fiir
die Anwesenheit einer gro3en Zahl vollstandiger Ylt1, teilweise degenerierter YIt1 und vieler
Kopien von Solo-LTR zeta im Genom dieses Stamm, was in guter Ubereinstimmung mit den
dargestellten Resultaten der Southern-Blots steht (vgl. 3.2.1; Tabelle 15). Diese

Sequenzdaten (http://genome.jouy.inra.fr/clib/consortium/) sind noch nicht frei zuganglich,

stehen den am Konsortium zur Sequenzierung von Y. lipolytica beteiligten Gruppen (u.a.
auch unserer Arbeitsgruppe am Institut flir Mikrobiologie der TU Dresden) zur Verfligung.
Das Retrotransposon YIt1 der Hefe Y. lipolytica wurde urspriinglich in der aus dem Stamm
B204-12C abgeleiteten dominanten GPR1? Mutante B204-12C-112 bei der Sequenzierung
des Mutanten-Allels GPR1-1 gefunden (Schmid-Berger et al., 1994; Schmid 1994;
Datenbankeintrag X74146). In allen bisher untersuchten Stammen der Deutschen
Stammlinie B von Barth (B204-12C und seine Derivate, B204-12A-213, B512-3) liegt eine
Insertion des kompletten YIt1 im Promotorbereich des GPR1-Genes (5'-1 in Position —77 bp)
in entgegengesetzter Richtung (stromaufwarts) liegend vor, was durch weitere
Sequenzierungen der GPR1-Allele und durch entsprechende Southern Blots bestatigt
werden konnte (Augstein, 2001; Augstein et al., 2003; Mauersberger und Augstein,
personliche Mitteilung; vgl. Tabelle 16 und Abbildung 28). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte vollstdndige Sequenzierung des Retrotransposons YIt1 aus dem Stamm
B204-12C-20 (Datenbankeintrag AJ310725) und eine erste Analyse dieser Sequenz wurden
bereits im Kapitel 3.1 néher beschrieben und belegen die Anwesenheit von kompletten YIt1-

Elementen in Stammen der Stammlinie B von Barth (Tabellen 15 und 16).
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Tabelle 16: Die Insertion des Retrotransposons Ylt1 in die Bereiche der Gene GPR1 und ALK2 in
verschiedenen Y. lipolytica Stammen. Insertion des YIt1 in den Promotorbereich des
GPR1-Gens (Daten aus Southern-Blots und Sequenzierung von GPR1 - X74146,
Augstein, 2001; Augstein et al.,, 2003; Mauersberger und Augstein, personliche Mit-
teilung; YIt1- AJ310725, diese Arbeit; vgl. Abbildung 28); Insertion des YIt1 in den Pro-
motorbereich des ALK2-Gens (Daten aus der Sequenzierung des ALK2 - AB010389 -
und der Genomsequenzierung innerhalb der Projekte Genolevures 1 und 2; lida, 1999;
lida et al., 2000; Casaregola et al., 2000, 2003; Neuveglise et al., 2002; vgl. Tabelle 15
und Abbildung 29); Abklrzungen: WT - Wildtyp-Allele vorliegend, 5'-1 — Insertion des
YIt1 im 5°-Bereich (5'-Insertion) beider Gene, n.b. — keine Daten.

Yarrowia lipolytica-Stamme
Gen-
. H222, | PO1d | W29 | YB423-12 CXAU1, B204-12C, E150,
Bereiche
H181 (H194) CX161-1B | B204-12C-20, E129
B204-12C-112,
B204-12A-213,
B512-3
GPR1 WT WT | WT 5'-| 5'-| 5'-| WT
ALK2 n.b. nb. | WT n.b. 5| n.b. WT

Vergleichbare Insertionen von wahrscheinlich kompletten YIlt1-Retroelementen liegen
offensichtlich auch in den Stammen YB423-12 (H194) und CXAU1 vor (Tabelle 16).
Interessanterweise enthalten die Stamme E150 und E129 jedoch keine Ylt1-Insertionen im
GPR1-Gen (Wildtypallel von GPR1 - WT), obwohl beide Stamme viele Kopien des YIt1
tragen. In den Stammen H222, H181, W29 und PO1d liegen ebenfalls Wildtyp-Allele von
GPR1 (WT) mit einem kompletten Promotor vor, da diese Stamme kein YIt1 enthalten
(Augstein, 2001; Augstein et al., 2003, vgl. Tabellen 15 und 16). Demzufolge konnte das
intakte GPR1-Gen mit dem vollstandigen Promotor aus dem Stamm PO1d isoliert werden
(Augstein, 2001; Augstein et al., 2003; Datenbankeintrag AJ313508).

Die Insertion des YIt1 in den Promotorbereich des GPR1-Gens in der Position -77 bp
upstream, in den Stdmmen B204-12C und den daraus erhaltenen Mutanten (GPR1A) flhrte
zu einer deutlichen Verringerung der mit dem Reporterprotein 3-Galactosidase bestimmten
GPR1-Promotoraktivitat (2-5 Miller-Units) im Vergleich mit dem vollstandigen GPR1-
Promotor (Allel GPR1B, 80-120 Miller-Units auf Glucose, 200-300 Miller-Units mit Ethanol
oder Acetat) aus dem Stamm PO1d (Augstein, 2001; Augstein et al., 2003).
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H (+995
S (-3108) N (-46) X|(+305) (999
A ’ GPR1 810 bp j
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I | l
B LTR 714 bp ‘ GPR1 810 bp ]
eta zeta ATG
—

Abbildung 28: Die Insertion von YIt1 in den Promotorberich des GPR1-Genes (B) in den Y. lipolytica-
Stdmmen der Stammlinien B (X74146) und CX und H194 (YB423) im Vergleich mit
dem vollstdndigen GPR1-Allel ohne 5%-Insertion (A) in den Stdmmen PO1d, W29,
E150, E129, H222 und H181 (modifiziert nach Schmid-Berger et al., 1994; Augstein,
2001; Augstein et al., 2003, vgl. Tabelle 16). Die Insertion (I) des YIt1 im GPR1-
Promotor erfolgte in der Position —77 bp (5'-1). Die Pfeile zeigen die Richtung des
offenen Leserahmens (ORF) in GPR1 und YIt1 an. Abklrzungen - LTR: long terminal
repeat, S: Sall, E: EcoRV, P: Pstl, N: Ncol, X: Xhol, H: Hindlll.

Eine Analyse der bisher vorliegenden Sequenzdaten (GenBank-Eintrdge und Daten der
Genomsequenzierung der Stamme W29 und E150 im Rahmen der Projekte Genolevures 1
und 2, vgl. Kapitel 1.5.3) aus verschiedenen Stdmmen von Y. lipolytica ergab, dass ein
komplettes Retrotransposon YIt1 z.B. auch im Bereich des Genes ALK2 vorliegt, welches flr
ein alkan-induzierbares Cytochrome P450 aus der Genfamilie CYP52 kodiert (lida et al.,
2000; Tabellen 15 und 16; Abbildung 29). Das ALK2-Gen wurde aus dem Stamm CX161-1B
isoliert und unter der Accession-Nummer AB010389 verdffentlicht. Die genauere Analyse
dieser Sequenz von 3739 bp zeigte, dass wahrscheinlich ein intaktes Retrotransposons YIt1
oberhalb des direkten Promotorbereiches des ALK2-Gens (5‘-Insertion) vorkommt (Tabelle
15 und 16, Abbildung 29). Wie im Falle der 5'-Insertion im GPR1-Gen liegen auch die Gene
YIt1 und ALK2 in entgegengesetzter Richtung. Die Insertion erfolgte aber im Gegensatz zum
GPR1-Gen in der Position =744 bp des Promotors von ALK2, was wahrscheinlich zu keiner
so drastischen Veranderung der Promotoraktivitat des ALK2-Gens fiihren sollte wie fir die

5‘-Insertion im GPR1-Gen beschrieben.



Ergebnisse 90

|P (-2031)
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Abbildung 29: Die Insertion des Retrotransposons YIt1 in den 5-Bereich des ALK2-Genes in
verschiedenen Stdmmen von Y. lipolytica. Der Wildtypstamm W29 (A) enthalt kein
YIt1 (Genomsequenzdaten Genolevures 1) und damit ein vollstandiges Gen ALK2.
Dieses Allel liegt auch im Stamm E150 vor (Genomsequenzdaten Genolevures 2,
vgl. Tabelle 16). Die Insertion eines wahrscheinlich vollstandigen YIt1 liegt im Stamm
CX161-1B (B) vor (GenBank AB010389). Die Insertion (I) des Ylt1 erfolgte in der
Position —744 bp (5'-1). Die Pfeile zeigen die Richtung des offenen Leserahmens
(ORF) in ALK2 und YIt1 an. Abkiirzungen - LTR: long terminal repeat, ALK2: alkan-
induzierbares Cytochrom P450 Gen aus der Genfamilie CYP52, beteiligt an der
primdren Oxidation von Alkanen (Alkanverwertung), ATG: Startcodon, TAA:
Stopcodon, S: Sall, E: EcoRV, P: Pstl.

Der Vergleich der Umgebung des ALK2-Genes in verschiedenen Y. lipolytica Stdmmen
lieferte ein weiteres anschauliches Beispiel fir die Insertion eines vollstandigen Yit1
(Abbildung 29). Der Wildtypstamm W29 enthalt kein YIt1 (vgl. Southern-Daten in 3.2.1,
Tabellen 15, 16; Genomsequenzdaten Genolevures 1: Casaregola et al., 2000, Neuveglise
et al., 2002), somit liegt das Gen ALK2 in diesem Stamm offensichtlich auch ohne 5'-
Insertion des YIt1 vor, obwohl keine Sequenzdaten des ALK2-Allels aus diesem Stamm
vorhanden sind (Abbildung 29A). Die 5'-Insertion (5'-1) eines wahrscheinlich vollstandigen
YIt1 in der Position —744 bp des ALK2-Genes (AB010389) liegt im Stamm CX161-1B vor
(Abbildung 29B). Dieser Stamm ist ebenfalls mit dem Stamm YB423-12, dem urspriinglichen
Trager des Ylt1, verwandt (vgl. 4.4, Abbildung 44).

Die Sequenz des ALK2-Gens wurde mit der RST-Datenbank und der uns jetzt vorliegenden
Gesamtsequenz aller 6 Chromosomen des Stammes E150 (Genomsequenzierungs-Projekt
Genolevures 2) verglichen. Das entsprechende ALK2-Allel liegt auf Chromosom VI (ORF von
Position 213229 bis 211658) und zeigt absolute Homologie zum ALK2-Allel aus CX161-1B
(523 Aminosauren zu 100% identisch, 2 Basenaustausche). Der Stamm E150 enthalt
demnach an dieser Position keine Insertion des YIt1 wie in CX161-1B (Abbildung 29A, vgl.
Tabelle 16). Offensichtlich liegt in E150 noch das ALK2-Allel aus dem Stamm W29 vor, da
der Stamm E150 aus einer Kreuzung von YB423-12 und W29 und der Stamm CX161-1B
auch aus einer Kreuzung mit YB423-12 entstand (Abbildung 44). Eine Ausrekombination des
YIt1 aus dem ALK2-Allel des CX161-1B unter Zurlcklassen einer Solo-LTR liegt demnach im
Stamm E150 nicht vor. Die Promotorsequenzen des ALK2-Gens aus E150 und CX161-1B
stimmen bis zur Position —744 bp weitgehend Uberein. Die Zielsequenz fir die Integration

des YIt1 ist demnach auch in diesem Fall eine CATG-Sequenz (vgl. 3.1.5).
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3.3 Vorkommen von verschiedenen Retrotransposonen in Yarrowia lipolytica

Neben den bereits unter 3.2 dargestellten Daten zum Vorkommen des Retrotransposons
YIt1 in verschiedenen Stdmmen von Y. lipolytica (Tabellen 15 und 16) konnten vor allem
durch die Arbeiten zur Genomsequenzierung dieser Hefe eindeutige Beweise fir die
Anwesenheit von weiteren Retroelementen gewonnen werden (Tabelle 17, vgl. auch Kapitel
1.5.7).

Die im Rahmen des Projektes Genolevures 1 erhaltenen Daten zur Analyse der partiellen
Genomsequenz des Wildtypstamm Y. lipolytica W29 (4940 RST’s mit einer Gesamtlange
von ca. 4,9 Mb) wurden bereits teilweise publiziert (Casaregola et al., 2000, 2002a,b;
Neuveglise et al., 2002a,b). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen
zum Vorkommen von anderen Retroelementen in Y. lipolytica auf die uns vorliegende
komplette Genomsequenz des Stammes E150 (Daten aus der Genomsequenzierung im
Rahmen des Projektes Genolevures 2: 262.343 RST's zu insgesamt 232.031.544 bp
assembliert als 6 Chromosomensequenzen zu insgesamt 20.329.008 bp) ausgedehnt
(Tabelle 17).

Vertreter von Retrotransposonen der Ty1/copia-Superfamilie (Ty1/ Ty2, Ty4 und Ty5, vgl.
Tabelle 1) wurden in der partiellen Genomsequenz von W29 nicht gefunden (Casaregola et
al., 2000a; Neuveglise et al., 2002a). In der kompletten Genomsequenz des Stammes E150
finden sich jedoch einige wenige Sequenzen mit Homolgien zu den Vertretern der Ty1/copia-
Superfamilie. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen (tblastn) mit Ty1B oder Ty2B zeigte
nur wenige RSTs mit hdheren Homologien tUber 25%. Ein RST ist zu 29 % identisch mit dem
reversen Transkriptasebereich von Ty1 Uber 276 Aminosauren, ein weiteres RST ist 26 %
identisch mit diesem Bereich von Ty2 (288 Aminosauren). Interessanterweise erhalt man ca.
5 RSTs mit relativ guter Homologie (maximal 34% ldentitat und 58% Homologie inklusive
konservative Austausche (ber 262 Aminosauren) im Bereich von Integrase und reverse
Transkriptase des Tcab5 (Tabelle 17). Ob diese Homologiebereiche von bisher nicht
bekannten Vertretern vollstandiger Retrotransposonen der Ty1/copia-Superfamilie in der
Hefe Y. lipolytica stammen, bedarf weiterer Untersuchungen.

Wie bereits weiter oben dargestellt, kommt das Retrotransposon YIt1 des Typs gypsy/Ty3 in
der partiellen Genomsequenz des Stammes W29 in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
von Southern-Blots (vgl. 3.2) nicht vor. In der kompletten Genomsequenz des Stammes
E150 jedoch finden sich, wiederum in Ubereinstimmung mit den Resultaten der Southern-
Blots, viele Kopien kompletter Retrotransposonen YIt1 und der daraus entstandenen Solo-
LTR zeta. Aus den Sequenzdaten von E150 kénnen mindestens 19 intakte YIt1 und ebenso
viele Solo-LTR Uber fast alle Chromosomen (Chromosom VI enthélt kein intaktes YIt1)
verteilt nachgewiesen werden. Die YIt1-Elemente kommen interessanterweise in zwei allelen

Varianten im Genom von E150 vor, die sich durch eine Verschiebung im Leseraster infolge
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Tabelle 17: Die Anwesenheit verschiedener Arten von Retrotransposonen in der Hefe Y. lipolytica.

Y-_ Daten fir YIt1 vgl. Tabellen 15 und 16 unter 3.2;

2)

Retrotransposon TyI3B;

¥ _ Anwesenheit von mindestens 18 Ylli im Stamm E150, die jedoch teilweise ein
verkurztes 5-Ende enthalten; Southern-Resultate aus Casaregola et al. (2002a);

Y _ Der Homologie-Vergleich der RSTs aus dem Stamm E150 ergab einige Homologien
mit der Pol-Aminosauresequenz von Ty1Bp, Ty2Bp und Tca5; Die partielle
Datenbank des Stammes W29 enthadlt dagegen keine homologen Sequenzen
(Neuveglise et al., 2002);

% — Anwesenheit von mindestens 19 vollstandigen YIt1 im Stamm E150;davon gibt es
zwei in Position 2213 durch

® _ Anwesenheit vieler Kopien von Solo—LTRyl1 in den Datenbanken beider Stamme,

allele Varianten,
unterscheiden, vgl. 4.1;

die sich

ohne Hinweise auf vollstandige Retroelement;

+ - vorhanden; - - nicht vorhanden; n.b. - nicht Gberprift.

— Die Tyl3-Teilsequenz kommt in der Sequenzdatenbank des Stammes W29 vor
(Genolevures 1, Casaregola et al., 2000, Neuveglise et al., 2002a,b), nicht jedoch im
Stamm E150. Im Gegensatz dazu enthalt die komplette Sequenzdatenbank des
Stammes E150 (Genolevures 2, Casaregola et al., 2003) das vollstandige

Insertion eines G

Y. lipolytica-Stamme

Retrotransposon | GroRRe |Methode
(bp) H222 w29 YB423-12 E150
(CLIB89) (H194),
CX161-1B
Tyl/copia-Gruppe Sequenz n.b. -4 n.b. +/-9
(Tyl, Ty2, Ty4,
Ty5 oder Tcab)
yit1 Y 9453 | Sequenz n.b. -9 + +9
(Ty3/gypsy-Typ)
Southern - - + +
Tyl3? 998, Sequenz n.b. + n.b. +/-
(Ty3/gypsy-Typ) | °11
Tyl3B ? 5108 Sequenz n.b. +/- n.b. +
(Ty3/gypsy-Typ)
LTRyl1 273 Sequenz n.b. +9 n.b. +9
(Solo-LTR)
Yiii ¥ 6942 | Sequenz n.b. + n.b. +
(LINE L1)
Southern ? + + + n.b.




Ergebnisse 93

Deletion/Insertion eines Nukleotids G an der Position 2213 voneinander unterscheiden. Die
Deletion eines G an dieser Position 2213 flhrt durch Verschiebung des Leserahmens zu
einer wahrscheinlich inaktiven Form von YIt1 (A. Kovalchuk, personliche Mitteilung; vgl.
Abbildung 40 unter 4.1).

In der partiellen Sequenz des Wildtypstammes Y. lipolytica W29 wurden im Gegensatz zur
Abwesenheit von YIt1 jedoch Teilsequenzen eines Ty3-ahnlichen Retrotransposons Tyl3
(AL414488 mit 998 bp und AL414575 mit 911 bp), mehrere Kopien eines einzeln
vorkommenden Fragmentes LTRyl1 (273 bp, AJ439559) und Teilsequenzen des LINE-
Elementes Ylli (AJ319752) gefunden und bereits verdffentlicht (Tabelle 17, Casaregola et al.,
2000, 2002a,b; Neuveglise et al., 2002a,b).

Die Sequenzen AL414488 und AL414575 wurden aus insgesamt 7 RST's erhalten und
Uberlappten in einem Bereich von 407 Nukleotiden. Die abgeleiteten Proteinsequenzen
zeigten im Blast mit der NCBI-Datenbank gute Homologien mit der funktionellen Doméane der
reversen Transkriptase (Contig 1 mit 371 bp aus 2 RST’s) und insbesondere mit der
RNase/Integrase-Domane (Contig 2 mit 665 bp aus 3 RST’s) aus dem Ty3B-Protein (pol-
Bereich von Ty3, M34549) von S. cerevisiae in (ca. 32-33% Indentitat tber 137 Aminosauren
bzw. 370 Aminosauren). Das daraus abgeleitete Retrotransposonfragment in Y. lipolytica
W29 wurde deshalb als Tyl3 bezeichnet, da es zur Ty3/gypsy-Superfamilie gehort. Das Tyl3
liegt in der Datenbank des Stammes W29 nur als Teilsequenz vor und ist wahrscheinlich
degeneriert (nicht funktionell), da keine dazugehdrigen LTR-Fragmente gefunden werden
konnten (Casaregola et al., 2000a; Neuveglise et al., 2002a). Die Teilproteinsequenz von

Tyl3 zeigt aber auch nur geringe Homologie (6 %) mit der Sequenz von YIt1.

LTR LTR
OO > ] gag | pol IXQ'%
4177 5108
| PR RT RH N |
Gag Pol
| ORF1 | ORF2 |

Abbildung 30: Struktur des neuen Retrotransposons Tyl3B aus Y. lipolytica E150. Dieses
Retrotransposon des Ty3/gypsy-Typs besteht aus 4556 Nukleotiden der internen
Region und wird von jeweils 276 Nukleotiden der LTRs flankiert. Das Tyl3B enthalt
zwei offene Leserahmen (ORF1: 357-1112 bp, ORF2: 1115-4822 bp), welche fir
Gag-Strukturprotein, sowie als Pol-Protein fir Protease (PR), reverse Transkriptase
(RT), RNase H (RH) und Integrase (IN) kodieren. Die beiden ORF werden durch
einen —1 Frameshift getrennt translatiert. LTR - terminalen Sequenzwiederholungen.
Der Balken unter der internen Region und dem 3°LTR stellt ist die zuerst aus RST's
abgeleitete Teilsequenz mit hoher Homologie zum RH/IN-Protein des Ty3B-Proteins
und des Tyl3-Proteins (vgl. Abbildung 31).



Ergebnisse 94

Interessanterweise wurden die fir das Tyl3 in W29 kodierenden Nukleotid-Sequenzen
AL414488 und AL414575 zunachst in der Gesamtsequenz des Stammes E150 nicht
gefunden. Ein Homologie-Vergleich (tblastn) mit der abgeleiteten Tyl3-Proteinteilsequenz
ergab jedoch auch fir den Stamm E150 Hinweise auf das Vorkommen entsprechender
homologer Tyl3-Sequenzen (7 RST's). Aus diesen RST’s wurde ein Nukleotidsequenz von
984 bp abgeleitet, die als Teilsequenz eines weiteren Retrotransposons Tyl3B bezeichnet
wurde, da die daraus erhaltene Proteinsequenz (265 Aminosauren) die hochsten
Homologien zur Ty3B-Proteinsequenz (Pol-Bereich) aus S. cerevisiae (32 % Identitat Gber
213 Aminosauren im RH/IN-Bereich) und zur Tyl3-Proteinsequenz aus Y. lipolytica (35-40 %
Identitat, 49-55 % Homologie mit konservativen Austauschen Uber 217 oder 249
Aminosauren) aufwies (vgl. Abbildung 31). Mit dieser Teilsequenz von Tyl3B konnte
letztendlich die komplette Nukleotidsequenz des neuen Retrotransposons Tyl3B flr Y.
lipolytica aus der kompletten Genomsequenz des Stammes E150 erhalten werden (Tabelle
17, Abbildung 30, Gesamtsequenz des TyI3B siehe Anhang 1). Das Retrotransposon Tyl3B
ist 5108 bp lang und liegt auf dem Chromosom V. Das TyI3B enthalt entsprechende LTR’s
von 276 bp Lange und zwei Leserahmen fir ein relativ kleines Gag-Protein (ORF1 Start bei
357 bp uUber 252 Aminosauren, ca. 27 kDa) und ein Pol-Protein (ORF2 Uber 1235
Aminosauren), welches durch einen —1 Frameshift-Mechanismus abgelesen wird (Abbildung
30). Offensichtlich liegt das Tyl3B nur als eine Kopie im Genom von Y. lipolytica E150 vor,
was daflir spricht, das es nicht aktiv ist. Diese Daten stimmen mit neueren experimentellen
Befunden von A. Kovalchuk Uberein. Weitere Untersuchungen zum Nachweis dieses
Retrotransposons werden gegenwartig durchgefiihrt (Kovalchuk, persénliche Mitteilung). Die
Nukleotidsequenz des Tyl3B war in der Sequenzdatenbank des Stammes W29 nicht zu
finden, ein tblastn ergibt jedoch erwartungsgemafl eine Reihe homologer Sequenzen
(Tabelle 17).

TyI3Bp : —--—-- EANYYGY 1PDGPRY N=1 IKWYHHOMD D SNSYHBNE IZHER N

TyI13p : GYSPHEVN{eImYixslelANESYIFMYDRP glgOLYv ElRE QGENYRBA=MEC A

Ty13Bp : RNV PYAFQLINEQVIRYGIRAREBINAKY Y DAAdEEIEP | E D Q[REY

Ty13p : RYUNEEINRDYSVKVYGCEMYRYIRGGNAANNGED S[GIHBIS IR IRAL [NOY YD E P

Ty13Bp : DSTRGELEGUINYOHENGEE | PRPEMD INZESTEY SOECS[HEIOITSL —-BDPYF

TyI13p - ESKRGIRNINYOFNGR{FERDER] SO VHEEQEORANLIE THVRF RENEEVLC]

TyI13Bp : D@BIES SHSINENFHR-IPKDRDSBLDQUNQF I INTPARSE- - - —————————————

Tyl3p : Gy PP LEECDPARL EQNTEDYL RIWENFHE] REEQAELQEVMVEHPG

Tyl3Bp : ——————————— DIF

Tyl3p : SVEEEDDEDHERHVYTES

Abbildung 31: Sequenzvergleich zwischen den Aminosauresequenzen des RH/IN-Bereiches des

Tyl3p aus dem Stamm W29 und des Tyl3Bp aus Stamm E150. Es zeigt sich eine
hohe Homologie (35% Identitdt (ber 214 Aminosauren) zwischen beiden

Proteinssequenzen. ldentische und hoch konservierte Aminosauren sind schwarz
schattiert. Geringe Homologie sind grau schattiert.
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Aus der partiellen Genomsequenz des Stammes W29 (CLIB89) konnte aus 18 RST’s das
Vorkommen von vielen Kopien des einzeln vorkommenden Fragmentes LTRyl1 von 273 bp
Lange mit den charakteristischen Sequenzwiederholungen TGTTG am 5-Ende und CAATA
am 3-Ende (AJ439559, Casaregola et al., 2000a; Neuveglise et al., 2002a,b) abgeleitet
werden. Ein Teil (5 von 18) dieser LTRyl1-Sequenzen sind von 5 bp-
Sequenzwiederholungen umgeben, die wahrscheinlich die Integrationsstellenverdopplungen
(TSD) darstellen. Im Genom des Stammes E150 wurde ebenfalls ein hohe Kopiezahl der
LTRyl1-Sequenzen Uber alle Chromosomen verteilt gefunden, ohne irgendwelche Hinweise
fur die Anwesenheit entsprechender vollstandiger Retroelemente zu erhalten (Tabelle 17).
Dies spricht fiir den Verlust der urspriinglich vorhandenen vollstandigen Retrotransposonen
dieses Typs.

Vergleichbare Ergebnisse konnten auch flr das in vielen Kopien im Genom von Y. lipolytica
vorkommende LINE-Element Ylli (steht fir Y. lipolytica LINE-Element, AJ319752; vgl.
Tabelle 17; Casaregola et al, 2000, 2002a,b) erzielt werden. Dieses LTR-freie
Retrotransposon Ylli wurde zuerst als Teilsequenz bei der Analyse der 4940 RST’s aus Y.
lipolytica W29 im Rahmen des Projektes Genolevures 1 durch ihre Homologie zu reversen
Transkriptasen der LINE-Elemente von Saugern gefunden (Casaregola et al., 2000) und
nach weiterer Sequenzierung als vollstandiges Retroelement naher charakterisiert
(Casaregola et al., 2002a). Es ist insgesamt 6942 bp lang und enthalt in 2 offenen
Leserahmen die charakteristischen Bereiche eines LTR-freien Retrotransposons, einen
Cystein-reichen Bereich im ORF1, einen N-terminalen Endonuclease-Bereich, den zentralen
Bereich der reversen Transkriptase und den Zink-Finger-Bereich am C-Terminus des ORF2.
Die phylogenetische Analyse der RT-Domane zeigte, dass das Ylli gemeinsam mit den
LINE-Element Zorro-1 aus C. albicans (Goodwin et al., 2001) zur L1 Gruppe der LINE-
Elemente gehort. Das Ylli kommt im Genom von W29 mit bis zu 100 Kopien vor, davon sind
aber nur relative wenige komplett und damit potentiell aktiv. Das Ylli wurde im Gegensatz
zum LTR-Retrotransposon YIt1 durch Southern Blot auRer in W29 auch in den Stdmmen
H222 und CX161-1B nachgewiesen (Tabelle 17, Casaregola et al, 2002a).
Interessanterweise liegen die etwa 18 Kopien des Ylli in der vollstindigen Genomsequenz
des Stammes E150 in leicht modifizierter Form vor. Die Sequenz dieser Form des Ylli
beginnt erst bei Position 677 bp und bricht bei ca. 6930 bp ab, im Vergleich mit der
publizierten Sequenz AJ319752.

Aus der Genomsequenzierung des Stammes E150 konnte neben den genannten
Retrotransposonen (Klasse | der Transposonen) kirzlich auch das Vorkommen einer MULE-
Familie (fr Mutator-like element) als Vertreter der DNA-Transposonen (Klasse Il der

Transposonen, vgl. Einleitung) in der Hefe Y. lipolytica abgeleitet werden (Casaregola et al.,
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2003). Der Nachweis dieser MULE-Elemente in anderen Y. lipolytica Stdmmen steht noch
aus.

Das Auftreten der Retrotransposonen YIt1, Tyl3 und TyI3B in Y. lipolytica und insbesondere
das gleichzeitige Vorkommen von YIt1 und Tyl3B im Stamm E150 zeigt, dass mehrere
unterschiedliche Ty3/gypsy-Retrotransposonen in einem Stamm dieser Hefe vorkommen
kénnen, wie das auch fiir einige Retrotransposonen (Tca3, Tca8, Tca9 und Tca13) in C.
albicans bereits gezeigt wurde (vgl. Tabelle 1). Mit dem Vorkommen von intakten oder
rudimentaren Vertretern weitere Superfamilien von LTR-Retrotransposonen (das keiner
Familie zugeordnete Solo-LTRyl1), der LTR-freien Retrotransposonen Ylli (LINE-Elemente)
und der MULE-Elemente (DNA-Transposon) weist die Hefe Y. lipolytica offensichtlich eine

ungewodhnlich grofRe Vielfalt an mobilen genetischen Elementen auf.

3.4 Die Transpositionsaktivitat des Ylt1

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Transpositionsaktivitdt von Retrotransposonen durch
Stress, toxische Agenzien und Umweltfaktoren induziert werden kann (Grandbastien, 1998).
Mit den folgenden Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob eine Transpositionsaktivitat
des Retrotransposons YIt1 anhand der Veranderung des Bandenmusters im Southern Blot
beschrieben werden kann.

Schmid-Berger et al. (1994) haben in ihren Untersuchungen festgestellt, dass die Anzahl der
auftretenden Essigsaure resistenten gpri1-Revertanten im Stamm B204-12C-112 wahrend
die Kultivierung im acetathaltigen Medium deutlich erhéht war im Vergleich zu
Reversionsraten anderer Punktmutationen. Die Sequenzierung des GPR1 Allels ergab, dass
im Promotor dieses Gens eine Kopie des Retrotransposons Ylt1 insertiert ist. Obwohl bisher
die Ursache der hohen Reversionsrate des GPR1-Allels noch nicht eindeutig geklart ist, gibt
es Hinweise, dass das Retrotransposon dazu beitragt (Barth, personliche Mitteilung).
Deshalb wurde Acetat als potenzieller Induktor der Aktivitat des Retrotransposons YIt1 flr
die nachfolgenden Untersuchungen genutzt.

In diesen Untersuchungen wurde die Aktivitdt des Retrotransposons YIt1 im Hefestamm
B204-12C-20 unter folgenden Bedingungen getestet. Die Ylt1-enthaltenden Zellen wurden
im flissigen YPD Medium, Minimalmedium mit Glucose (MG) bzw. Acetat (MA) als C-Quelle
kultiviert. Die Zellen jeder Kultur aus Minimalmedium mit den zwei verschiedenen
Kohlenstoffquellen wurden auf YPD-Agarmedium ausgestrichen und jeweils vier
Einzelkolonien ausgewahlt. Wie in Material und Methoden (Kapitel 2.6.9) beschrieben, wurde
aus diesen Isolaten die genomische DNA isoliert und anschlieBend mit Sall+Hindlll
geschnitten. Die dadurch entstandenen DNA-Fragmente wurden in einem 0,8 % Agarosegel
getrennt, auf Nylon Membran geblottet und mit der Zeta-eta-Sonde hybridisiert (Abbildung

32). In der genomischen DNA aus den Zellen, welche im glucosehaltigen Minimalmedium
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kultiviert wurden, konnte keine Bandenmusterveranderung nachgewiesen werden. Dagegen
wurde aber in der DNA von Zellen aus acetathaltigem Minimalmedium zwei neue Banden
(Abbildung 32, markiert durch Pfeile) von etwa 0,85 bzw. 0,95 Kb detektiert.

}.DNA (E/H) YPD MA
1T 1
21226— —_— o
5148 —
4973~ "
4268~
3530~
2027 - '
1904~
1584-
1375—
931- ! j
zeta zeta
eta
> 1 > ]
347-941 )
29?8 35'65 53'32 Hind Il
| | ] T
1069 3085 4780 Sal | 8601

Abbildung 32: Southern Blot zum Nachweis der Aktivitdt des Retrotransposons YIt1 in der Hefe
Y. lipolytica. Der Hefestamm B204-12C-20 wurde in Medien mit verschiedenen
C-Quellen kultiviert. Die genomische DNA wurde mit den Restriktionsenzymen
Sall+Hindlll gespalten und die DNA-Fragmente mit der Zeta-eta-Sonde hybridisiert.
MG: Minimalmedium mit Glucose; MA: Minimalmedium mit Natriumacetat. Als
Molekulargewichts-Standard wurde ADNA (mit EcoRI fir E und Hindlll fur H
verdaut) genutzt. Die Striche am unteren Blaken zeigen Schnittstellen fir Hindlll
(nach oben) und fir Sall (nach unten) an. Die Sonde ist durch eine Linie unten dem
zeta-eta-Bereich markiert.

Diese neuen Banden konnten durch eine interne Rekombination von YIt1 entstanden sein.
Dabei wiirde ein komplettes LTR mit 714 Bp am urspringlichen Ort verbleiben. Da im LTR
weder eine Sall noch eine Hindlll Schnittstelle vorhanden ist, missten auRerhalb des LTR
liegende Schnittstellen zur Entstehung der detektierten neuen Banden flihren. Da sich 852
bp vor dem 3'-Ende von YIt1 eine Schnittstelle flir Sall befindet ist es aber auch vorstellbar,
dass zumindest die groRere Bande durch die Integration einer neuen Kopie von YIt1 ins
Genom entstanden sein kdnnte. Dies ware der Fall, wenn sich unmittelbar nach dem 3‘-Ende

von Ylt1 eine Schnittstelle fir Sall oder Hindlll in der genomischen DNA befinden wirde.



Ergebnisse 98

3.5 Nachweis der Transpositionshaufigkeit des Ylt1

Es sollte getestet werden, ob die Aktivitat des Retrotransposons YIt1 erhéht werden kann,
wenn die Zellen auf Acetat flr einige Passagen kultiviert wurden. Daflir wurden die Zellen
des Stammes B204-12C-20 im acetathaltigen Minimalmedium in drei Passagen kultiviert und
anschlief’end die genomische DNA von Zellen aus 11 Einzelkolonien gewonnen und mittels
Southern Hybridisierung untersucht.

In zehn von elf Proben war keine Bandenmusterveranderung nachweisbar. Dagegen trat in
der DNA-Probe auf Bahn 6 (Abbildung 33, Pfeil) eine Veranderung des Bandenmusters auf.
Eine Bande von etwa 1,7 kb fehlte in dieser Bahn. Dies deutet erneut daraufhin, dass eine

interne Rekombination des YIt1 in Genom stattgefunden haben kénnte.

A DNA (E/H) B204-12C-20 (Sal I+HindIII)
|
21226 — | _ 7
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: ] == = o4
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Abbildung 33: Einfluss der wiederholten Inkubation im acetathaltigen Minimalmedium auf die
Aktivitdt des Retrotransposons Ylt1. Der Hefestamm B204-12C-20 wurde drei
Passagen im acetathaltigen Minimalmedium kultiviert. Die genomische DNA wurde
mit Restriktionenzymen Sall+Hindlll gespalten und die DNA-Fragmente wurde mit
der Zeta-eta-Sonde hybridisiert. Ein Isolat von YPD-Medium (Abbildung 33: erste
Bahn nach dem Standard) und elf verschiedener Kolonien von acetathaltigem
Minimalmedium. Als Molekulargewichts-Standard wurde ADNA (mit EcoRI fir E und
Hindlll fir H verdaut) genutzt. Die Striche sind Schnittstellen fiir Hindlll (nach oben)
und fir Sall (nach unten). Die Sonde ist durch eine Linie unter dem zeta-eta-Bereich
markiert.
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3.6 Nachweis der Promotoraktivitat des LTR von YIt1l mit B-Galactosidase

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass Acetat als C-Quelle im Medium
moglicherweise die Aktivitdt (Rekombination oder Transposition) positiv beeinflussen kdnnte.
Dies koénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass Promotorsequenzen in der zeta-Region die
Expression der Gene des Retrotransposons erhéhen. Deswegen wurde ein Fusionskonstrukt
mit dem LTR als Promotor und dem lacZ-Gen aus E. coli als Reportergen hergestellt, um die
direkte Messung der Promotoraktivitdt der LTR-Sequenz zu ermoglichen. Als Terminator

wurde der GPR1-Terminator verwendet (siehe Abbildung 34).

1 714 826
5LTR eta-Teil |ATG
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Abbildung 34: Konstruktion der LTR-lacZ-Fusionen in den Plasmiden pINAZA und pINAZB. Zwei
verschiedene LTR-Fragmente wurden in pINAlacZT vor das lacZ-Gen eingefligt.
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Die LTR-Sequenz enthalt die notwendigen Eigenschaften eines Promotors. Das erste
mdgliche Startcodon befindet sich an der Position von Nukleotid 826 bis 828, ca. 100 bp von
3’Ende des 5'LTR Bereiches entfernt. In diesen Untersuchungen sollte zugleich getestet
werden, ob die Nukleotide zwischen der LTR Sequenz und dem vermuteten Startcodon eine
wichtige Funktion fir die Promotoraktivitdt haben. Deswegen wurden zwei verschiedene
lange Sequenzen (LTRA und LTRB) vor dem lacZ-Gen integriert. LTRA besteht aus den
Nukleotiden der Position von 1 bis 714 (dem ,reinen“ LTR) und LTRB (1 bis 825 Nukleotide),

das zusatzlich die Nukleotide enthalt, welche sich zwischen dem LTR und dem ersten ATG
befinden (Abbildung 34).

Promotoraktivitat des LTRA

—o—pINAlacZT
—#— Ethanol 1 %
Acetate 0,4 %
Ricinolsaure 1%
—%— Cd2+ 10 mg/ml
—— Cu2+ 10 mg/ml

Enzymaktivitat (MU)

Zeit (h)

Promotoraktivitdt des LTRB

25
= —&o—pINAlacZT
S 20 1 /\-\ —— Ethanol 1 %
j‘§ 15 | / Acetate 0,4 %
é A Ricinolsaure 1%
g 10 —¥— Cd2+ 10 mg/ml
E 5 —0— Cu2+ 10 mg/ml
Y
0 6—o—o—o—o—o T %
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Abbildung 35: Aktivititt des Reporterproteins p-Galactosidase, das von einer LTR-lacZ-Fusion
exprimiert wurde. Transformanden des Stammes PO1d mit den Plasmiden pINAZA
und pINAZB wurden auf Minimalmedien mit den Kohlenstoffquellen 1% Ethanol,
0,4% Acetat, 1% Ricinolsdure und auf 10 mg/ml Cd**-haltigem bzw. Cu**-haltigem
Minimalmedium (Glucose als C-Quelle) kultiviert. Als Kontrolle wurden
Transformanden mit pINAlacZT auf dem Medium MA verwendet.
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Die konstruierten Plasmide pINAZA, pINAZB und pINAlacZT wurden als Kontrolle in den
Ylt1-freien Stamm PO1d transformiert und drei einzelne Kolonien der Transformanden
wurden fir die R-Galactosidase-Messungen verwendet (Abbildung 35).

Die Promotoraktivitdt der LTR-Region sollte auf unterschiedlichen C-Quellen getestet
werden. Vor der Induktion wurden die Transformanden auf glucosehaltigen Minimalmedium
MG Kkultiviert, danach auf Minimalmedien mit verschiedenen C-Quellen bzw. Metallionen
enthaltenden MG-Medium zur Induktion der Promotoraktivitdt Ubertragen. Die
Transformanden wurden im Minimalmedium mit 0,4% Acetat (MA), mit 1% Ethanol (ME)
oder 1% Ricinolsaure (MR) als C-Quelle kultiviert, um zu Uberprifen, ob diese C-Quellen
ebenfalls einen Effekt auf die Expression haben. In weiteren Versuchen sollte gepriift
werden, ob starke Stressfaktoren wie Schwermetallionen die Expression beeinflussen
kénnen. Es wurde 10 mg/ml Cd* bzw. 10 mg/ml Cu®** dem glucosehaltigen Medium MG
zugegeben. Cadmium ist sehr toxisch fur die Zellen. Im Gegensatz kdnnen die Kupferionen,
die als Kofaktor fiir einige Proteine essentiell sind, von der Hefezelle besser toleriert werden.
Die Aktivitat der B-Galactosidase wurde in Form von Miller Units (MU) ab dem Zeitpunkt Null
des Umsetzens auf das neue Medium gemessen. Das Ergebnisse zeigten, dass die B-
Galactosidaseaktivitat auf glucosehaltigen Medium etwa 3,2 + 0,2 MU fiir LTRA und etwa 4,2
+ 0,2 MU fir LTRB betrug. Auf Ricinolsdure- und Cd?**-haltigem Medium war die Aktivitat
nicht messbar. Auf Cu2+-haltigem Medium wurde eine Aktivitat von 7,6 + 0,6 MU fir LTRA
und von 10,3 = 1,0 MU fur LTRB gemessen. Eine etwas hohere Aktivitat der B-Galactosidase
wurde auf acetathaltigem Medien mit 14,3 + 0,7 MU fir LTRA und 19,5 + 1,3 MU flir LTRB
gemessen. Die Enzymaktivitat auf dem ethanolhaltigen Medium lag bei 14,5 + 0,3 MU flr
LTRA und 21,4 + 1,9 MU fir LTRB (Abbildung 35).

In allen getesteten Medien konnte nur eine sehr geringe Promotoraktivitat der beiden LTR
enthaltenden Sequenzen anhand der R-Galaktosidaseaktivitat detektiert werden. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass auf acetat- und ethanolhaltigen Medien eine vier- bis finffache
Steigerung gegenuber glucosehaltigen Medien auftritt. Weiterhin gibt es geringe
Unterschiede in der Promotoraktivitdt zwischen LTRA und LTRB. Die Promotoraktivitat ist
insgesamt sehr niedrig, dennoch ist zu erkennen, dass die Promotoraktitdt von LTRB
etwashoher ist im Vergleich zu LTRA. Moéglicherweise hat die Sequenz zwischen LTR und

ATG eine bestimmte Funktion, die flr die Expression benétigt wird.

3.7 Die naturlichen Transkriptionsprodukte des Retrotransposons Yltl

Abgeleitet vom vorhandenen offenen Leserahmen sollte eine lange mRNA des
Retrotransposons YIt1 von 8 Kb nachweisbar sein. Aus der Literatur ist bekannt (Boeke und

Sandmeyer, 1991), dass die Transpositionsrate bei verschiedenen Retroelementen deutliche
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Unterschiede zeigt. Die mRNA des Retrotransposons kann relativ gering gebildet werden
oder wie zum Beispiel bei Ty1 bis zu 1% der gesamten mRNA der Zellen ausmachen. In den
nachfolgenden Untersuchungen sollte feststellt werden, ob eine mRNA von Retrotransposon
YIt1 in Y. lipolytica nachweisbar ist.

Zum Erreichen des Ziels wurde sowohl die gesamte RNA als auch gesamte mRNA der Hefe
isoliert. Dazu wurde der Ylt1-enthaltende Stamm B204-12C-20 auf Glucose als
Kohlenstoffquelle kultiviert, und danach zur Induktion die Aktivitdt des Retrotransposons YiIt1
auf acetathaltigen Minimalmedium transferiert. Die gesamte RNA bzw. mRNA wurde isoliert
und in einem Formaldehyd-Agarosegel getrennt. Die auf eine Nylon-Membran Ubertragende
und fixierte mMRNA wurde jeweils mit den verschiedenen Fragmente des gag-Bereiches oder
pol-Bereiches mittels Northern Blot hybridisiert. Die eingesetzten Sonden wurden mit Hilfe
von Primern Orf1a — Orf1b bis Orf8a — Orf8b (a: forward und b: revers) von genomischer
DNA des Stammes B204-12C-20 amplifiziert.

Es konnte keine Banden detektiert werden. Das heilt, dass die mRNA unter den
ausgewahlten Bedingungen nicht ausreichend vorhanden ist, um sie nachweisen zu kénnen.
Wie bereits die Bestimmung der [R-Galactosidaseaktivititen gezeigt hat erfolgt
mdglicherweise die Transkription des YIt1 auf einem niedrigen Niveau. Dieses Ergebnis
stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass das LTR ein schwacher Promotor ist. Dies kdnnte
eine Ursache dafir sein, dass die mRNA nicht nachweisbar ist. Moglicherweise kénnte aber
auch bei der Praparation die mRNA wegen ihrer Bindung an das Gag-Protein verloren
gegangen sein. Die gute Qualitdt der mRNA-Praparation und des Membrantransfers wurden
mit Hilfe der ICL1-mRNA nachgewiesen, die mit einer DNA-Sonde des ICL1-Gens sehr gut

detektierbar war (Ergebnis nicht dargestellt).

3.8 Nachweis von Translationsprodukten des Retrotransposons YItl

Die unter 3.7 dargestellten Resultate zeigten, dass die Expression des YIt1 offensichtlich
sehr schwach ist. Um dennoch die Translationsprodukte des Retrotransposons YIt1
untersuchen zu koénnen, wurde in den weiteren Untersuchungen versucht, den offenen
Leserahmen des Retrotransposons mit Hilfe des starken und regulierbaren Promotors des

ICL1-Genes zu exprimieren.
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3.8.1 Konstruktion des Expressionsvektors pYLIMCS

Fur die Untersuchung der Produkte des Retrotransposons YIt1 wurde der gut regulierbare
Promotor des ICL1-Gens ausgewahlt, der in Medien mit Acetat oder Ethanol besonders stark
induziert wird. Der offene Leserahmen aus dem eta-Bereich des YIt1 sollte in den Vektor
pYLI131D eingefiigt werden, der den vollstdndigen ICL1 Promotor enthalt. Die Schnittstellen
des Plasmides waren aber nicht verwendbar, da die relevanten Schnittstellen des Plasmides
auch im internen Bereich des Retrotransposons YIt1 existieren und somit nicht zur
Klonierung verwendet werden konnten. Deshalb wurde der neue Expressionsvektor
pYLIMCS konstruiert (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die Konstruktion des Expressionsvektors pYLIMCS aus dem Vektor pYLI131D.
Nach Offnen des Vektors pYLI131D mit Bglll und Miul wurde das die angegebenen
Multiklonierungsstelle tragende Oligonukleotid-Fragment MCS von 155 bp Lange
eingeflgt. Der resultierende Vektor pYLIMCS ist 10.287 bp grof3. pICL1D —
vollstandiger ICL1-Promotor D ohne Intron, ICL1t - ICL1-Terminator; ARS18/CEN —
autonom replizierende Sequenz ARS18 fir Y. lipolytica gekoppelt mit einer
Centromerregion CEN, LEU2 - LEU2 Gen aus Y. lipolytica, Amp® -
Ampicillinresistenzgen aus E. coli.
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Das ICL1 Intron und der ICL1-ORF wurden mit Bglll und Mlul aus dem Ausgangvektor
pYLI131D herausgeschnitten und durch das ebenso geschnittene, 155 bp lange DNA-
Fragment MCS aus dem Plasmid pCR-Script Amp (enthalt das synthetische Oligonukleotid
MCS, Entelechon GmBH, vgl. Tabelle 4) ersetzt. Das Oligonukleotid-Fragment MCS enthalt
eine Multi-Klonierungsstelle flr die Enzyme Aflll (BspTl), Spel (Bcul), Munl, Hpal (KspAl),
Swal (Smil), Pmel (Mssl) und Pacl (Abbildung 36, vgl. 2.7.1). Der resultierende Vektor
pYLIMCS wurde zur Konstruktion der Expressionsvektoren pYLEHC fir die Expression des
kompletten, mit HA- und cmyc-Tags markierten ORF des eta-Bereichs und pYLIG fir die

Expression des Integrase-Bereichs als GFP-Fusion genutzt (vgl. 3.8.2 und 3.8.3).

3.8.2 Nachweis der Translationsprodukte des eta-Bereiches

Um potentielle Translationsprodukte des einzigen langen ORF des eta-Bereiches von Yit1
nachweisen zu kdénnen, wurde in den nachfolgenden Untersuchungen die Expression des
gesamten ORF mit Hilfe des Vektors pYLEHC (Abbildung 51) unter der Kontrolle des starken
und regulierbaren ICL1-Promotors (pICL1) durchgeflihrt. Dabei konnte die Expression eines
Gag-Protease-Fusionsproteins gezeigt werden (Abbildung 37). In weiteren Versuchen
konnte zusatzlich die Expression des Integrase-Bereiches als GFP-Fusionsprotein (INT-
GFP) mit Hilfe des Vektors pYLIG gezeigt werden (vgl. 3.8.3, Abbildung 39).

| Gag | | PR | RT | RH | | IN |
O
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Abbildung 37:  Nachweis eines Translationsproduktes des Retrotransposons YIt1 mit dem
Expressionsvektor pYLEHC im Western Blot. Der Balken im oberen Teil stellt den
im Plasmid pYLEHC vorliegenden modifizierten ORF des eta-Bereiches des YIt1
dar. Das Plasmid pYLEHC (eta-(HA)s-c-myc-Konstrukt unter Kontrolle des pICL1)
wurde in den Stamm PO1d transformiert. Die Transformande PO1d/pYLEHC und
die Kontrollstdmme PO1d und B204-12C-20 wurden uber 12 h im acetathaltigen
Minimalmedium (MA) kultiviert und danach ein Zellextrakt (vgl. 2.8.1) fir den
Western Blot hergestellt. Die Detektion erfolgte mit Anti-HA-Antikbrpern. Ein
Protein in der GroRe von 140 kDa (Pfeil) konnte in PO1d/pYLEHC deutlich
nachgewiesen werden, neben einer kleineren unspezifischen Bande in allen
Stadmmen.
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Da kein Antikdrper gegen das Gag-Protein des Retrotransposons YIt1 zur Verfliigung stand,
wurde der ORF von YIt1 mit den Epitopen (HA); (kurz HA-Tag genannt) oder c-myc zur
Detektion mit Antikdrpern fusioniert. Das HA-Tag wurde in der Position von Nukleotid 2577
(Xhol) bis 2729 (Munl) des kompletten YIt1 zwischen Gag und Protease wie unter vgl. 2.7.2
beschrieben eingefligt, um das Gag-Protein zu markieren (Abbildungen 37 und 46). In
diesem Bereich existiert jedoch die potentielle Protease-Schnittstelle Leu-Pro-Val, welche als
eine Erkennungsstelle flr die Protease des Virus HIV-2 beschrieben wurde (Pear und Taylo,
1987). Das HA-Tag wurde dennoch an dieser Stelle integriert, weil kein anderer geeigneter
Bereich fiur die Integration gefunden werden konnte. Dies kdnnte allerdings bewirken, dass
die Schnittstelle von der YIt1 kodierten Protease nicht mehr erkannt wird und somit keine
Trennung des Gag-Proteins von der Protease erfolgen kann. Um die Untersuchung des
Polyproteins zu ermdéglichen, wurde zusatzlich zum HA-Tag ein c-myc-Tag in der Position
von Nukleotid 5940 (Hpal) bis 6010 (Apal) vor der Integrase wie unter vgl. 2.7.2 beschrieben
eingefigt (Abbildungen 37 und 46). Das dadurch entstandene eta-(HA)s;-c-myc-Fragment
wurde in das Plasmid pYLIMCS (Abbildungen 7 und 36) integriert. Der resultierende Vektor
pYLEHC wurde nach Transformation in den Stamm PO1d erfolgreich zur Expression des mit
HA- und c-myc-Tags markierten offenen Leserahmen des eta-Bereiches von YIt1 unter
Kontrolle des Promotors plCL1 eingesetzt (Abbildung 37). Die im Expressionsvektor
pYLEHC durch die Einflhrung der HA- und c-myc-Epitope veranderten Bereiche des Yit1
ORF flhrten zu keiner Veranderung des durchgehenden Leserasters und nur zu
geringflgigen Veranderungen der erwarteten Protein-Molekulargewichte, was durch
Sequenzierung dieser DNA-Bereiche Uberprift wurde.

Die replikativen Transformanden des Ylt1-freien Stammes PO1d mit dem
Expressionsplasmid pYLEHC (PO1d/pYLEHC) und entsprechende Plasmid-freie
Kontrollstamme (PO1d, B204-12C-20) wurden nach MG-Vorkultur in Minimalmedium mit
Acetat als Kohlenstoffquelle (MA) etwa 12 h kultiviert. Der Stamm PO1d wurde fir diese
Versuche ausgewahlt, weil er im Gegensatz zu anderen verfiigbaren Rezipientenstammen
(B204-12C und Derivate, E150, E129) zur Vermeidung von unerwiinschten Interaktionen
kein endogenes Retrotransposon YIt1 enthalt und gut auf Acetat bzw. Ethanol wachsen
kann. Die wie wunter 2.8.1 gewonnenen Proteine des Zellextraktes wurden
gelelektrophoretisch im PAGE getrennt und im Western-Blot mit Anti-HA-Antikdrpern bzw.
Anti-c-myc-Antikorpern detektiert (Abbildung 37).

Aus der DNA-Sequenz des ORFs von YIt1 kann das Auftreten eines Polyproteins (mit Gag)
mit einer GrofRe von etwa 300 kDa bzw. eines Gag-Proteins von etwa 90 kDa und weiterer
Einzelproteine des pol-Bereiches erwartet werden, die jedoch mit den eingesetzten
Antikérpern nicht alle nachweisbar sind (Abbildung 37 und 46). Im Western Blot war jedoch

nur ein Protein mit einer GroRe von 140 kDa mit dem Anti-HA-Antikdrper nachweisbar. Die
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Bande von 140 kDa kénnte darauf hindeuten, dass das Gag-Protein (ca. 90 kDa) und die
Protease (ca. 50 kDa) gemeinsam als Fusionsprotein translatiert wurden. Es ist aber nicht
auszuschlieRen, dass mdglicherweise durch die Einflhrung des HA-Tags zwischen den Xhol
und Munl Schnittstellen die Prozessierung des Gag-Proteins und der Protease verhindert
wird.

Mit Hilfe des Anti-c-myc-Antikérpers wurde jedoch keine spezifische Bande im Western Blot
detektiert (nicht gezeigt). Méglicherweise wird das Polyprotein entweder nur in sehr geringer
Menge gebildet oder sehr schnell abgebaut, so dass ein Nachweis im Western Blot nur sehr
schwierig moglich ist. Es kdnnte auch sein, dass das Polyprotein mit ca. 300 kDa zu grof} ist,
um auf die verwendete Membran in nachweisbarer Menge geblottet werden zu kénnen.
Somit kann geschlussfolgert werden, dass durch den Einsatz des Expressionsvektors
pYLEHC unter der Kontrolle des ICL1-Promotors ein Protein synthesiert wird, welches mit
seiner GroRRe von 140 kDa dem Fusionsprodukt von Gag+Protease entspricht. Es sind aber
weitere Untersuchungen, z.B. mit dem natirlichen Promotor und anders markierten
Proteinen notwendig, um die natirlich auftretenden Proteine des Retrotransposons YiIt1

identifizieren zu konnen.

3.8.3 Expression einer Integrase-GFP-Proteinfusion

In ersten Versuchen sollte im Rahmen dieser Arbeit die Expression der Integrase als
Einzelprotein unabhangig von den anderen Proteinen des pol-Bereiches nachgewiesen
werden. Diese Strategie sollte eine leichte Lokalisierung der Integrase in der Zelle
ermoglichen, um einen Weg flr zukinftig geplante Untersuchungen der Transportprozesse

der Integrase in den Zellkern zu er6ffnen.

pICL1| HHCC D Ds, E GFP ICL1t

L 1] | L I |

N-Terminus katalytischesZentrum C-Terminus GFP

725 AS

Abbildung 38: Die Struktur des Integrase-GFP-Konstruktes im Vektor pYLIG. Das Konstrukt
ermoglicht die Expression eines Fusionsproteins von insgesamt 725 Aminosauren
(AS) der Integrase vor dem Griin Fluoreszierenden Protein GFP am C-Terminus
unter Kontrolle des ICL1-Promotors.

Zum Erreichen des Ziels wurde die Integrase mit GFP (Griin Fluoreszierendes Protein)
fusioniert (Abbildung 38) und unter der Kontrolle des starken ICL1-Promotors in den Vektor

pYLIMCS integriert, wie unter 2.7.3 beschrieben. Die von der kodierenden DNA des
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Retrotransposons YIt1 abgeleitete Aminosauresequenz der Integrase enthalt ein HHCC-
Motiv als Zn2+-Fingermotiv im N-Terminus und D,D3,4E als katalytisches Zentrum im mittleren
Bereich (vgl. Abbildungen 19 und 20). Der entstandene Expressionsvektor pYLIG wurde zum
Nachweis der Expression des Integrase-GFP-Fusionsproteins durch Western Blot mit Anti-
GFP-Antikérpern (Abbildung 39) und durch GFP-Fluoreszenz in replikativen Transformaden
des Stammes Y. lipolytica PO1d eingesetzt.

Von vier unabhangigen Transformanden, die nach Vorkultur in MG 12 h in Minimalmedium
Acetat (MA, drei Transformanden) bzw. mit Ethanol (ME, eine Transformande) kultiviert
wurden waren, wurden die Protein-Zellextrakte (vgl. 2.8.1) hergestellt und fir den Western
Blot eingesetzt (Abbildung 39). Im Vergleich mit den Kontrollstammen PO1d/PYLIMCS (leere
Expressionskassette) konnte in allen vier Transformanden mit Hilfe des Anti-GFP-
Antikdrpers in Western Blot ein Proteinbande von ca. 75 kDa deutlich nachgewiesen werden,

die der erwarteten GroRRe des Fusionsproteins Integrase-GFP entspricht.

PO1d /pYLIG PO1d/pYLIMCS

f 1 —]
75kDa —» &

| | |

ME MA ME MA

Abbildung 39: Western Blot der Zellextrakte von vier ausgewahlten Transformanden des Stammes
PO1d mit dem Plasmid pYLIG (Expressionskassette mit dem IN-GFP-Konstrukt
unter Kontrolle des pICL1) im Vergleich mit dem Kontrollplasmid pYLIMCS (leere
Expressionskassette). Die Transformanden wurden 12 h im Minimalmedium mit
Ethanol (ME) bzw. Acetat (MA) als C-Quellen kultiviert. Die Hybridisierung erfolgte
mit Anti-GFP-Antikorpern. Das detektierte Protein entspricht mit einer GréRe von ca.
75 kDa der erwarteten GrofRe des Integrase-GFP Fusionsproteins.

Die erfolgreiche Expression des Fusionsproteins konnte in ersten Versuchen auch anhand
der Fluoreszenz des intrazelluldaren Grun-Fluoreszierenden-Proteins GFP in den
Transformanden nachgewiesen werden. Dieses Fusionsprotein kann demnach fir die
weitere Untersuchung der Kernlokalisierung der Integrase genutzt werden, woflir aber im

Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Zeit mehr zur Verfligung stand.
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4 Diskussion

Das Ziel der Arbeit bestand darin, das Retrotransposon YIt1 der Hefe Y. lipolytica mit Hilfe
von molekularbiologischen Methoden zu charakterisieren. Die gewonnenen Ergebnisse

sollten zur Struktur- und Funktionsaufklarung dieses Retrotransposons beitragen.

4.1 Struktur des Retrotransposons Yltl

Zu Beginn dieser Untersuchungen war die gesamte Sequenz des Retrotransposons YIt1 bis
auf die von Schmid-Berger et al. (1994) sequenzierten LTR-Sequenzen nicht sicher, weil die
Sequenzen einiger Teile des internen Bereiches nur anhand von jeweils einem PCR-Produkt
bestimmt worden waren (Barth, personliche Mitteilung). In der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb die Sequenz des eta-Bereiches des Retrotransposons YIt1 anhand mehrerer,
unabhangig isolierter PCR-Produkte des gesamten eta-Bereiches Uberprift und die potentiell
codierenden Bereiche bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten, dass das Retrotransposon YIt1 insgesamt aus 9453 bp besteht. Der
interne eta-Bereich des YIt1 (8025 bp) wird an beiden Enden von LTR's mit jeweils 714
Nukleotiden flankiert.

Viele Retrotransposonen und Retroviren existieren im Genom der Wirtszellen in einer aktiven
und einer inaktiven Kopie nebeneinander. Wahrend der reversen Transkription entstehen oft
neue Mutationen, da die reverse Transkriptase eine hohere Fehlerrate als die DNA-
Polymerase aufweist (Garfinkel, 1992; Temin, 1992; Gétte et al., 1995). Diese Mutationen
kénnen im LTR-Bereich oder im ORF- des Retrotransposons stattfinden, wobei Mutationen
in der LTR-Sequenz mdglicherweise einen geringeren Effekt flr die Transpositions-Aktivitat
des Retrotransposons haben. In den LTR-Bereichen befinden sich wichtige Signale fir die
Transkription und Polyadenyl-Synthese, in denen Mutationen Effekte verursachen kdnnen.
Eng verwandte Retrotransposonen wie zum Beispiel Ty1 und Ty2 weisen eine hohe
Homologie innerhalb der LTR Sequenz auf (Boeke und Sandmeyer, 1991; Kim et al., 1998).
Demgegentber kénnen Mutationen im ORF-Bereich dazu flihren, dass die vom
Retrotransposon kodierten Enzyme, welche fiir dessen Lebenszyklus essentiell sind, unter
Umstanden nicht mehr funktionell sind. In der Datenbank des Y. lipolytica-Genomprojekts
wurden solche Mutationen auch im Retrotransposon YIt1 gefunden. Die Analyse der im
Genom des Stammes E150 vorliegenden Kopien von YIt1 ergab, dass zwei verschiedene
Klassen des YIt1 vorliegen, die sich durch eine Verschiebung im Leseraster infolge der
Deletion/Insertion eines Basenpaares voneinander unterscheiden (Abbildung 40) (A.

Kovalchuk, personliche Mitteilung).
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Abbildung 40: Zwei Moglichkeiten der Struktur des Retrotransposons YIt1. Beide Formen kommen
in der Hefe Y. lipolytica vor. Wahrend die in (A) dargestellte Form an der Stelle 2213
ein G-Nukleotid enthalt, fehlt dieses in der in (B) dargestellten Form. Zeta ist das
LTR. ORF: offener Leserahmen, Gag: Gag-Strukturprotein, PR: Protease, RT:
Reverse Transkriptase, RH: RNase H und IN: Integrase.

Auf der Basis der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen des
Retrotransposons YIt1 des Stammes B204-12C-20 ergab sich, dass der Unterschied an der
Stelle 2213 im Vorhandensein bzw. Fehlen eines G-Nukleotides besteht.

Fur die ORF-Analyse ist es wesentlich, ob dieses G-Nukleotid an dieser Stelle existiert oder
nicht, da dadurch der offene Leserahmen verandert werden wirde. Deswegen gibt es flr die
Organisation des offenen Leserahmens des Retrotransposons YIt1 zwei Mdglichkeiten. In
Anwesenheit von G in Position 2213 ware nur ein einziger langer Leserahmen zu erwarten,
wahrend in Abwesenheit von G in Position 2213 zwei Leserahmen auftreten wirden. Bei den
meisten bekannten Retrotransposonen findet die Expression des Polyproteins durch einen
Frameshift wahrend der Translation statt. Dieser Mechanismus sorgt fiir die Produktion von
grolkeren Mengen des Gag-Proteins, welches fir die Lebenszyklen der Retrotransposonen
wichtig ist.

So wird beschrieben, dass bei den Retrotransposonen Ty1 und Ty2 von S. cerevisiae neben
der Translation des ersten ORF in geringerem Malle (10 %) auch eine durch Frameshift
vermittelte Translation beider ORF stattfindet und ein Polyprotein gebildet wird (Boeke und
Sandmeyer, 1991; Kim et al., 1998, siehe 1.3).

In neueren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde mittels Western Blot
nachgewiesen, dass wahrscheinlich nur die Kopien des YIt1 mit G an Position 2213 aktiv
sind (A. Kovalchuk, persénliche Mitteilung).

Somit kann angenommen werden, dass von den beiden Formen des Retrotransposons Ylt1,

die in Y. lipolytica E150 vorkommen, die inaktive Form durch Deletion eines G an der
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Sequenzstelle 2213 entstanden ist. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das aktive
Retrotransposon Ylt1 nur einen offenen Leserahmen enthalt. Diese bei Retroelementen
selten vorkommende Struktur findet man auch z. B. bei Tf1 und Tf2 von S. pombe (Weaver
et al., 1993).

4.2 Kopiezahlveranderung

Retrotransposonen kdnnen sich im Genom des Wirtsorganismus unter bestimmten
Bedingungen vermehren. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Southern Blot
Hybridisierung bereits gezeigt, dass nach der Kultivierung Retrotransposon-haltiger Zellen in
acetathaltigen Minimalmedium zusatzliche Banden auftreten. Das Vorkommen der neuen
Banden (Abbildung 32 und 33) zeigt, dass unter diesen Bedingungen auch Kopien des YIt1
aus dem Genom der Hefe Y. lipolytica unter Zurlicklassen einer Kopie von zeta
ausrekombinieren kénnen. Als Ergebnis solcher Ausrekombination entsteht ein Solo-LTR.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sowohl die Aktivitat des Retrotransposons
selbst, als auch die Ausrekombination des Retrotransposons aus dem Genom, auf
acetathaltigem Minimalmedium aktiviert wird. In Abbildung 41 ist dargestellt, wie die
Vermehrung von YIt1 verlaufen kénnte.

Nicht alle Stamme von Y. lipolytica enthalten das Retrotransposon Ylt1. Einige Stdmme von
Y. lipolytica haben eine hohe Kopiezahl des Retrotransposons YIt1, wahrend andere
Stdmme kein Retrotransposon YIt1 enthalten. Es ist aus der Literatur bekannt, dass
verschiedene Isolate von Y. lipolytica oft nur entfernt verwandt sind und gro3e Unterschiede
in der Chromosomengrof’e zeigen. Diese Unterschiede konnten zum Teil auf das
Vorkommen des Retrotransposons YIt1 im Genom einiger Y. lipolytica-Stdmme
zurtckgefuhrt werden. Allerdings sind die Grélkenunterschiede der Chromosomen zwischen
den einzelnen Stdmmen grofler, als dies allein durch die Anwesenheit des Retrotransposons
YIt1 erklart werden kdnnte. Eine weitere Erklarung ware, dass ebenfalls die Rekombination
verschiedener Retrotransposonen untereinander zu den unterschiedlichen Chromosomen-
groflen fuhrt.

Weiterhin geht man davon aus, dass eine erhdhte Aktivitdt des Retrotransposons auch zu
einer erhohten Kopiezahl fihrt (Boeke und Sandmeyer, 1991; Garfinkel, 1992). Das
urspriingliche Retrotransposon bleibt nach dem Transpositionsprozess erhalten (Wilhelm
und Wilhelm, 2001; Neuveglise et al., 2002a).
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Abbildung 41: Die vermutliche Vermehrungsweise des Retrotransposons YIt1. Nach der
Transkription wird die mRNA in VLP verpackt und dort durch die reverse
Transkriptase in die cDNA transkribiert. Die neue doppelstrangige cDNA wird in
eine andere Stelle des Genoms integriert. Gag: Gag-Strukturprotein, PR: Protease,
RT: reverse Transkriptase, RH: RNase H, IN: Integrase.

Man findet auch Unterschiede in der Kopiezahl zwischen verschiedenen Ylt1-haltigen Hefe-
Stammen. Wahrend der Y. lipolytica Stamm E150 ca. 19 Kopien des Retrotransposons Ylt1
enthalt, wie dessen Genomsequenzierung zeigte, konnten im Stamm B204-12C-20 etwa 35
Kopien nachgewiesen werden (Schmid-Berger et al., 1994). Der Stamm YB423-12 ist ein
gemeinsamer Elternstamm fur die Stdmme E150 und B204-12C-20 (Barth und Gaillardin,
1996). Der Stamm E150 stammt aus der Kreuzung der Stamme YB423-12 und W29.
Wahrend YB423-12 das Retrotransposon Ylt1 enthalt, ist der Stamm W29 Yit1-frei. Die
Kopiezahl des Retrotransposons Ylt1 im Stamm E150 ist also moéglicherweise im Verlauf
des Inzuchtprogrammes (Abbildung 44) deutlich verandert worden.

Einige Retrotransposonen kénnen von einer Zelle auf andere Zellen Gbertragen werden, wie
z. B. das gypsy Retrotransposon von D. melanogaster und D. ananase (Tanda et al., 1994;
Song et al., 1994). Diese Retrotransposonen enthalten den sogenannte ORF3, der flir das
Env-Protein kodiert. Obwohl das Retrotransposon YIt1 zur Ty3/gypsy-Superfamilie gehort,
konnte aber kein solcher ORF bei der Ylt1-Sequenzanalyse gefunden werden. Deshalb wird

eine solche Ubertragung im Fall des Retrotransposons YIt1 als unwahrscheinlich betrachtet.

4.3 Homologe Rekombination
4.3.1 Vorkommendes Solo-LTR

Das Retrotransposon Ylt1 besteht neben dem Protein codierenden offenen Leserahmen aus
den beiden LTRs, welche die Enden des ORF flankieren. Die Sequenzanalyse zeigte, dass
die 5'LTR-Sequenz mit der 3'LTR Sequenz des YIt1 identisch ist. Deshalb konnte es mit

hoher Wahrscheinlichkeit zur homologen Rekombination zwischen den LTR-Sequenzen
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kommen. Dadurch entstehen sogenanntes Solo-LTR sowie zirkuldre DNA, welche nur ein
LTR mit dem internen Bereich (ORF) des Retrotransposons YIt1 enthalt. In S. cerevisiae
konnte gezeigt werden, dass die so entstandene zirkuldre DNA nicht als Plasmid erhalten
bleibt, sondern abgebaut wird (Boeke und Sandmeyer 1991; Garfinkel, 1992).

Demgegentber bleibt das restliche LTR stabil als Solo-LTR im Genom integriert.

k3

O

S
@ 3'LTR
O V

genomische DNA ———l ;

5LTR

Abbildung 42: Die Entstehung eines Solo-LTR. Im Bereich des LTR kann die homologe
Rekombination zwischen 5°'LTR und 3'LTR stattfinden. Danach entsteht ein Solo-
LTR und eine zirkulare DNA. Das Solo-LTR bleibt stabil im Genom integriert und die
zirkulare DNA wird abgebaut. Die schwarzen Kreise zeigen die Nukleotide der LTRs
und die weilen Kreise zeigen die Nukletotide des internen Bereiches des
Retrotransposons und des Genoms.

Stabile Solo-LTR kommen nicht nur bei Retrotransposonen sondern auch bei den Retroviren
vor. Etwa 10 % des menschlichen Genoms besteht aus Solo-LTR oder mutierten offenen
Leserahmen der genomischen Retroviren. Interessanterweise kénnen die Solo-LTRs als

Promotor flr downstream liegende Gene fungieren (Ling et al., 2002).

4.3.2 TSD-Austausch

Es ist bekannt, dass die Retrotransposonen in unterschiedlicher Anzahl von identischen
Kopien vorkommen kénnen (Boeke und Sandmeyer, 1991; Schmid-Berger et al., 1994; Kim
et al., 1998; Neuveglise et al. 2002). Deshalb kénnen die Kopien des Retrotransposons Yit1
im Genom von Y. lipolytica miteinander homolog rekombinieren. Die Rekombination
zwischen Molekilen des Retrotransposons YIt1 kénnte teilweise unterschiedliche TSD-
Sequenzen ergeben, wenn eine Rekombination zwischen zwei Retrotransposonen mit
unterschiedlichen Zielstellen stattfindet (Abbildung 43). Schmid-Berger et al. (1994) haben
anhand angrenzender Sequenzen von Solo-LTR’s nachgewiesen, dass solche Ereignisse

mit YIt1 Kopien stattgefunden haben missen.
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Abbildung 43: Mechanismus des TSD-Austausches des Retrotransposons YIt1. Nach der
homologen Rekombination beider Kopien des Retrotransposons Ylt1 unterscheidet
sich die linke TSD von der rechten TSD.

4.4  Herkunft des Retrotransposons Yltl

Wie schon erklart, kbnnen sich Retrotransposonen in Wirtszellen vermehren, aber auch
durch Kreuzung auf Tochterzellen Ubertragen werden. Mittels Southern-Blot-Hybridisierung
konnte festgestellt werden, dass die Stamme B512, B204-12C, B204-12C-20, B204-12A-213
E150, H194 (YB423-12) und CXAU1 hohe Kopienzahlen des Retrotransposons YiIt1
enthalten, wahrend es in anderen Stammen, wie z. B. PO1d, H181, W29 und H222, fehlt. Bei
der Analyse genomischer DNA von PO1d bzw. H181 konnte auch eine schwache Bande mit
der Zeta-eta- bzw. mit der Zeta-Sonde detektiert werden. Es wurde deshalb vermutet, dass
sich in diesem Stamm ein anderes, bisher nicht charakterisiertes Retrotransposon befindet.
Dabei musste es sich allerdings um ein dem YIt1 teilweise homologes Retrotransposon
handeln, da es mit der verwendeten YIt1 Sonde detektiert werden konnte.

Da sich die Bandenmuster im Southern Blot von verschiedenen Stammen, deren
genomische DNA mit der Zeta-eta-Sonde hybridisiert wurde, unterscheiden, ist anzunehmen,
dass das YIt1 im Genom der verschiedenen Stdmme an unterschiedlichen Orten lokalisiert
ist.

Alle bisher Uberpriften Stamme, welche das Retrotransposon Ylt1 enthalten, stammen aus
Inzuchtlinien, in denen der Stamm YB423-12 als ein Elternstamm verwendet wurde (siehe
Abbildung 44).
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Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das Retrotransposon YIt1 aus dem Stamm YB423-12

durch Kreuzung auf die anderen Stdmme Ubertragen wurde. Die Inzuchtlinie der Stdamme

E150 und B204-12C ist in Abbildung 44 dargestellt.

A
H222 (wt) YB423-12 ‘///IEi$33
H194-8 (ilvA) H195-5 (argA)
| —
|
H194-10 (met6-1) B10 B1-8
| v
B10-7 B26 H195-49 (adeA)
| |
H194-10 —— B72 B26-2
H1194-7 (hisA)—B83 —— B72-9
v l
H194-20 (leu3-4— B157 — B83-16
v

2 Zyklen von Bruder-
H222-S4 Schwester Kreuzung
(MATA ura3-302)

B204

B204-12C B204-12D
(MATB leu3-4 spol-1)

(MATA met6-1 spol-1)

Abbildung 44:  (Teil 1 von 2) Y. lipolytica Stammlinien. Die Stamme der deutschen Inzuchtlinie
(A), der franzdsischen Inzuchtlinie (B) und der amerikanischen Inzuchtlinie (C)

sind dargestellt (nach Barth und Gaillardin, 1996, modifiziert).
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W29 (wt) YB423-12¢ysl—lS w29 Pis-l
4 Zyklen Bruder-Schwester | | Selektion auf 4 sporigen Asci und
Kreuzung Konjugationsfrequenz
D2801
6 Zyklen Riickkreuzung /\‘ 2801-7 (MATB lys1-13)
PO1a gegen 2801-7 T
 E——
v
D8051
~Sa
ril14 8051-12 )
(MATA LYS1-5 lycl-5 lys11-23 lybl) ———1———— 6 Zyklen Riickkreuzung
¥ gegen 8051-12
D15210
Tetradenanalyse ¢
Pa (MATB his-1); Pc (MATA lys1-23)
mit pINA302 . .
transformiert ﬂ A Ha (MATA his-1); Ahd (MATB lys1-23)
PO1d

(MATA leu2-270
ura3-302 xpr2-322)

E105 (MATA his-1 ura3-302)

v
E119 (MATA lys1-23 ura3-302)

mit pINA270 transformiert ﬁ

22301-5

E122 (MATA lys1-23 ura3-302 leu2-270)

(MATB his-1 ura3-302 leu2-270)

liMit pINA322 transformieren

E150

(MATB his-1 ura3-302

leu2-270 xpr2-322)

YB423-12

E129
(MATA lys11-23 ura3-302
leu2-270 xpr2-322)

YB421

Bruder-Schwester Kreuzung, Inte}ascuskreuzung

10 Zyklen Selektion auf Sporenvitalitat

CX Serie

Abbildung 44: (Teil 2 von 2) Y. lipolytica Stammlinien. Die Stamme der deutschen Inzuchtlinie
(A), der franzdsischen Inzuchtlinie (B) und der amerikanischen Inzuchtlinie (C)
sind dargestellt (nach Barth und Gaillardin, 1996, modifiziert).

4.5 Spezifische Eigenschaften des Retrotransposons Yltl

Der Vergleich des Retrotransposons YIt1 mit Retrotransposonen aus anderen Hefen zeigte,
dass es sich beim Retrotransposon YIt1 um ein besonders interessantes Retrotransposon
handelt. Das Retrotransposon YIt1 kommt im Gegensatz zu den meisten anderen
Retroelementen der gypsy-Gruppe mit einer hohen Kopiezahl (ca. 35) pro Zelle vor (Tabelle

18). Im Vergleich zu Retrotransposonen anderer Hefen hat YIt1 langere LTRs und einen
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einzigen, langen offenen Leserahmen. Weiterhin ist das Retrotransposon YIt1 das grofte
bisher in Hefen identifizierte Retrotransposon.

Tabelle 18: Das Retrotransposon YIt1 im Vergleich zu den Retrotransposonen anderer Hefen. n.b. :
nicht bekannt/keine Daten verflgbar. " keine vollstandige Sequenz in der Datenbank
von Stamm W29, Genolevures 1, 2 Ein vollstandiges Retrotransposon wurde in RSTs
und in der gesamten Sequenz von Stamm E150 entdeckt.

Gruppen Name |Kopien [LTR |ORF1 GroRe | Species
(bp) | (bp) (bp)

Ty1-ahnliche Elemente Ty1 32 332 1305 5917 |S. cerevisiae
Ty2 13 332 1293 5959 |S. cerevisiae
Tkm1 10-15 385 1263 5994 | K. marxianus
Tse1 15-20 424 1149 5691 |S. exiguus
Ty4-ahnliche Elemente Ty4 3 371 1089 6227 |S. cerevisiae
Tsu4 15-20 321 1074 6095 |S. bayanus
Ty5-ahnliche Elemente SpTy5 | 10-15 251 |Ein ORF | 5376 |S. paradoxus

Tcab 0-5 685 | Ein ORF | 5588 |C. albicans

Tca2-ahnliche Elemente Tca2 5-10 280 975 6426 |C. albicans
Tdh2 3-5 379 1011 5928 | D. hansenii
Ty3/gypsy-ahnliche Ty3 2 340 855 5351 |S. cerevisiae
Elemente Tf1 10-30 474 | Ein ORF | 4941 |S. pombe
Tcd3 <5 295 n.b. 6200 |C. dubliniensis
Tca13 8 507 n.b. 5060 |C. albicans
Yit1 35 714 | Ein ORF| 9453 |Y. lipolytica
Tyi3" | 1-3 n.b. n.b. n.b. |Y. lipolytica
Tyl3B? 1 276 252 5108 |Y. lipolytica

Wie aus Tabelle 18 hervorgeht, enthalten die meisten bekannten Retrotransposonen zwei
offene Leserahmen (ORF1 und ORF2), die durch einen Frameshift-Mechanismus translatiert
werden. Bei den meisten Retrotransposonen codiert der ORF1 fiir das Gag-Protein und
ORF2 fir das Pol-Protein. In einigen Retroviren kommt aber auch eine andere
Genanordnung vor. Hierbei codiert der erste offene Leserahmen fiir ein Gag-Protease-
Fusionsprotein, wahrend der zweite offene Leserahmen fiir ein Polyprotein codiert. Diese
Struktur konnte bei den Humanes spuma Retroviren und Avian leukosis Viren charakterisiert
werden (Coffin, 1992).

Beim Ty3 Retrotransposon der Hefe S cerevisiae und dem gypsy Retrotransposon von D.
melanogaster erfolgt bei der Translation der Gag-kodierenden RNA in geringem Mal3e ein +1
Frameshift zwischen der gag- und der pol-Region, der zur Expression des Polyproteins fuhrt
(Boeke und Sandmeyer, 1991; Song et al., 1994; Kim et al., 1998; Neuveglise et al., 2002).

Im Gegensatz erfolgt bei den Retroviren wie HIV ein —1 Frameshift zwischen der gag- und
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der pol-Region, der zur Expression des zweiten ORF fiihrt (Boeke und Sandmeyer, 1991;
Coffin, 1992).

Interessanterweise konnte in YIt1 nur ein einzelner, langer ununterbrochener offener
Leserahmen gefunden werden. Dies bedeutet, dass im Fall von YIt1 wie auch bei den
SpTy5, Tca5 und Tf1 Retrotransposonen kein Frameshift-Mechanismus erforderlich ist, um
die Genprodukte zu synthetisieren (Levin et al., 1990; Levin und Boeke, 1992; Levin, 1995;
Zou, 1996; Plant et al., 2000).

Das Polyprotein enthalt somit aus das Gag-Strukturprotein und einige Enzymaktivitaten, die
fur den Lebenszyklus des Retrotransposons von Bedeutung sind: Protease, Reverse
Transkriptase, RNase H und Integrase. Im Gag Protein befindet sich ein konserviertes Zn-
Finger Motiv CX,CX4HX,C. Dieses fungiert als Nukleinsaure-Bindungs-Domane (Dannul, et
al. 1997) und ist flir den Nukleocapsid-Aufbau wichtig. Es ist eine Voraussetzung fir die
Transpositionsaktivitat des Retrotransposons im Genom der Wirtszellen (Kirchner und
Sandmeyer, 1993). Bei der VLP-Bildung findet eine Wechselwirkung zwischen der mRNA
des Retrotransposons und des Bereiches des Zn-Finger Motiv des Gag-Strukturproteins statt
(Boeke und Sandmeyer, 1991; Hajek und Friesen, 1998). Da das Gag-Protein als Capsid-
Protein flr den Aufbau der VLP verwendet wird, muss es in gro3er Menge gebildet werden.
Die Prozessierung des Gag-Strukturproteins ist beim Ty1 Retrotransposon am besten
beschrieben. Sie findet in folgenden Schritten statt: Das Gag-Strukturprotein (P1) des
Retrotransposons wird in einer Gréfke von ca. 50 kDa translatiert. Die Aspartyl Protease
prozessiert P1 zu P2 (48 kDa). P2 wird weiter prozessiert und es entsteht P4 (38 kDa), P5
(33 kDa) und P6 (26 kDa). P4 fungiert als Matrix-Protein, P5 als Capsid-Protein und P6 als
Nucleocapsid-Protein. Bei der Wechselwirkung zwischen P4, P5 und P6 mit der Ty1 RNA
erfolgt die Bildung des reifen VLP (Boeke und Sandmeyer, 1991). Das potentielle Zn-Finger
Motiv des Gag Proteins des Retrotransposons YIt1 ist in der Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Das potentielle Zn-Finger Motiv des Gag-Strukturproteins des Retrotransposons
YIt1. Die Wechselwirkungen von Zn* mit den entsprechenden Aminosauren ist
durch gestrichelte Linien veranschaulicht.

Die anderen vom Retrotransposon Ylt1 kodierten Enzyme werden vermutlich nur in geringem
Male translatiert, da sie nicht in der Menge wie das Gag-Protein benétigt werden.
Besonders im Fall der Retrotransposonen, bei denen ein Frameshift-Mechanismus noétig ist,

um ORF2 zu translatieren, wird dieser ORF2 mit einer etwa 90 % geringeren Haufigkeit als



Disskusion 118

das Gag-Strukturprotein translatiert (Boeke und Sandmeyer, 1991; Grandbastien, 1998). Die
Translationseffizienz kann durch einen Vergleich zwischen der Menge des Gag- und Gag-
Pol-Fusion-Proteins berechnet werden. Je o6fter das Gag-Pol-Fusion-Protein vorkommt,

desto effizienter ist die Frameshift-Translation.

4.6 Weitere Retrotransposonen in Yarrowia lipolytica

Augstein (2001) wies das Retrotransposon YIt1 mittels Southern Blot Hybridisierung in
verschiedenen Y. lipolytica-Stammen nach, wobei die LTR-Sequenz von YIt1 als Sonde
verwendet wurde. Mit dieser Sonde konnten keine Banden in den beiden Stdmmen PO1d
und H222 nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die beiden Stamme
kein Retrotransposon YIt1 enthalten. In dem unter 3.2 beschriebenen Versuch wurde im
Southern Blot eine Sonde verwendet, welche Sequenzen von zeta und eta enthalt.
Interessanterweise konnte mit dieser Sonde eine schwache Bande nach der Hybridisierung
von geblotteter genomischer PO1d-DNA detektiert werden. Dies konnte dadurch erklart
werden, dass es Homologien zwischen dem zeta-eta-Teil des Retrotransposons YIt1 mit
einem anderen uncharakterisierten Retrotransposon gibt. Der Sequenzvergleich des LTR-
freien Retrotransposons Ylli mit der Zeta-eta-Sonde zeigte, dass beide Sequenzen keine
langeren Homologiebereiche aufwiesen. Damit scheint eine Hybridisierung der Zeta-eta-
Sonde mit dem YIli Retrotransposon unwahrscheinlich. Deshalb wird angenommen, dass
das Hybridisierungssignal mit der DNA von PO1d im Southern Blot auf die Anwesenheit
eines anderen Retrotransposons hinweisen kénnte bzw. ein unspezifischer Bereich, der mit
der Sonde schwach paaren kann, in Genom von PO1d vorhanden ist. Dies deckt sich mit
Genom-Sequenzdaten, die zeigen, dass in Y. lipolytica neben dem Retrotransposon Yilt1
weitere Retrotransposonen, wie z.B. Tyl3 und LTRyl1, existieren. Das in der genomischen
Sequenz des Stammes E150 neu entdeckte Retrotransposon Tyl3B ist ein weiterer Beweis

daflir, das in Y. lipolytica eine grofie Anzahl verschiedener Retrotransposonen vorkommen.

4.7 Nachweis einer Promotoraktivitat der LTR-Sequenzen

Es ist bekannt, dass die LTR Sequenz der Retroviren und Retrotransposonen als Promotor
fungiert (Ling et al.,, 2002). Zum Nachweis einer moglichen Promotoraktivitat wurden die
Sequenzen von LTRA (von Nukleotid 1 bis 714) und LTRB (von Nukleotid 1 bis 825, vor dem
ATG) des Retrotransposons YIt1 mit dem lacZ-Gen als Reportergen fusioniert. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Promotoraktivitat des LTR in Abhangigkeit von verschiedenen
Kohlenstoffquellen analysiert.

Wie unter 3.6 gezeigt wurde, ist die Aktivitat der R-Galactosidase von in Minimalmedium mit

Glucose kultivierten Transformanden sehr niedrig. Bei der Kultivierung in acetat- bzw.
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ethanolhaltigem Minimalmedium konnte aber eine geringe, aber signifikante Erhéhung der 3-
Galactosidase-Aktivitat auf das 4-5fache festgestellt werden. Dieses Ergebnis bestatigt damit
die bereits aufgrund der Ergebnisse der Southern-Blot-Hybridisierung vermutete erhdhte
Aktivitat des Retrotransposons YIt1 nach der Kultivierung in Minimalmedium mit Acetat bzw.
Ethanol als Kohlenstoffquelle (Schmid-Berger et al., 1994).

Allerdings ist die Promotoraktivitdt von LTR auch bei der Kultivierung in Minimalmedium mit
Acetat bzw. Ethanol gering, so dass davon ausgegangen wird, dass die LTR-Sequenz nur
ein sehr schwacher Promotor ist. Dies konnte eine Ursache dafiir sein, dass keine
spezifischen Transkriptionsprodukte des Retrotransposons YIt1 mittels Northern-Blot-

Hybridisierung nachgewiesen werden konnten.

4.8 Die Expression des ORFs von YItl

Um zu untersuchen inwieweit das Gag-Protein bzw. das gesamte Polyprotein gebildet wird,
wurde der HA-Tag hinter das Gag-Protein (zwischen Gag-Protein und Protease) und der c-
myc-Tag in den Bereich zwischen RH und IN integriert. Damit sollte sowohl das Gag-Protein
mit Anti-HA-Antikdrpern als auch das gesamte Polyprotein mit Anti-c-myc-Antikbrpern bzw.

Anti-HA-Antikdrpern nachgewiesen werden.

A v v v

| Gag [HA] PR | RrRT | RH [c-myc] IN
B

| Gag [HA]

C

| Gag [HA| PR

Abbildung 46: Einige mogliche Translationsprodukte des Retrotransposons Ylt1 mit den HA- bzw.
c-myc-Tags. Gag: Gag-Strukturprotein, PR: Protease, RT: reverse Transkriptase,
RH: RNase H, IN: Integrase. Pfeile: mégliche Schnittstellen der Protease.

Wirde das gesamte Polyprotein (ca. 300 kDa) translatiert (Abbildung 46A) kdnnte dieses
sowohl mit Anti-HA-Antikdpern als auch mit Anti-c-myc-Antikérpern nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu kénnten die in Abbildung 46B und C (ca. 90 kDa bzw. ca. 140 kDa)
dargestellten prozessierten Produkte nur mit Anti-HA-Antikbrpern nachgewiesen werden.

Mittels Western Blot konnte eine starke Bande im Bereich von 140 kDa mit Anti-HA-
Antikorpern detektiert werden. Diese Grofie entspricht in etwa der, welche ein Fusionsprotein
aus Gag (90 kDa) und Protease (50 KDa) haben wiirde (Abbildung 46C). Eigentlich sollten
diese beiden Proteine nach der Translation von der ebenfalls gebildeten Protease gespalten

werden, so dass man auch diese Spaltprodukte hatte nachweisen kénnen. Moglich ware
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aber, dass die Erkennungssequenz der Aspartylprotease durch die Insertion des HA-Tags
zerstort wurde und damit keine Spaltung an dieser Stelle mehr stattfinden konnte. Allerdings
wird davon ausgegangen, dass eine Spaltung zwischen Protease und RT stattfand. Dort
befindet sich eine potentielle Schnittstelle der Aspartylprotease (Glu-Glu-Pro-Val). Damit
wurde hier wahrscheinlich ein Gag-HA-Protease-Fusionsprotein gebildet, das im Western
Blot nachweisbar war.

Demgegentber konnten mit dem Anti-c-myc-Antikérper keine spezifischen Banden detektiert
werden. Eine Ursache dafiir kdnnte sein, dass die Proteine, welche mit c-myc markiert
worden waren (RH und IN), schnell (schneller als Gag und Protease) abgebaut wurden.

Wie bereits erlautert werden die Enzyme reverse Transkriptase, RNase H und Integrase bei
den Retrotransposonen, in denen bei der Translation ein Frameshift stattfinden kann, in
10fach geringerer Menge als das Gag-Strukturprotein gebildet (Boeke und Sandmeyer,
1991). Allerdings wird aufgrund der Sequenz des in dieser Arbeit untersuchten YiIt1
angenommen, dass hier nur das gesamte Polyprotein gebildet wird, da es nur einen offenen
Leserahmen gibt. Damit ist eine unterschiedliche Translationshaufigkeit der verschiedenen
Komponenten des YIt1 unwahrscheinlich. Eher kénnte von einem verstarkten Abbau der
reversen Transkriptase, RNase H und Integrase ausgegangen werden, so dass diese nicht
mehr mit Anti-c-myc-Antikorper nachweisbar waren.

Es ist bekannt, dass das Gag-Strukturprotein von Viren in drei verschiedene Formen
prozessiert wird (Hajek und Friesen, 1998). So wurde gezeigt, dass das Gag-Protein nicht
prozessiert wird, wenn es nur allein exprimiert wird. Wird dagegen eine Gag-Protease-Fusion
exprimiert, konnte die Protease Gag prozessieren wodurch drei verschiedene Formen von
Gag nachgewiesen werden konnten (Hajek und Friesen, 1998). Ob bei der Expression der
YIt1 Proteine solche eine Prozessierung des Gag-Proteins stattfindet war mit den in dieser
Arbeit verwendeten Konstrukten nicht nachweisbar, weil hochstwahrscheinlich durch die
Insertion des HA-Epitops zwischen Gag und Protease dieser Prozess mdglicherweise
verhindert wird.

Zum Nachweis der Expression der Integrase wurde die Integrase Region mit GFP fusioniert
(siehe 2.8.3). Im Western Blot wurde nach zwolfstiindiger Kultivierung der jeweiligen
Transformanden in acetat- bzw. ethanolhaltigen Minimalmedien eine spezifische, durch das
IN-GFP-Fusionsprotein verursachte Bande bei etwa 75 kDa nachgewiesen. Dies war auch
die Grofe, die fur dieses Fusionsprotein erwartet wurde (siehe 2.8.3). Damit konnte bestatigt

werden, dass das IN-GFP-Fusionsprotein exprimiert wurde.

4.9 Vorkommen unvollstadndiger Kopien des Retrotransposons

Die reverse Transkriptase des Ty1 Retrotransposons ist sehr temperatursensitiv und wird

durch hdéhere Temperaturen als ihrer Optimaltemperatur von 23 °C inaktiviert (Boeke und
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Sandmeyer, 1991; Garfinkel, 1992). Aulerdem weist sie eine hohe Fehlerrate wahrend der
reversen Transkription auf (Boeke und Sandmeyer, 1991; Temin, 1992). Bedingt durch diese
hohe Fehlerrate der reversen Transkriptase koénnen Mutationen auftreten, die zu einem
fehlerhaften Replikationszyklus oder zur Inaktivierung des Retrotransposons flihren kénnen.
Bei der reversen Transkription kdnnen damit unvollstdndige cDNA-Strange entstehen. Es ist
maoglich, dass die cDNA des Plusstranges nach der ,strong stop“ DNA-Synthese nicht weiter
verlangert werden kann. Damit kénnte die reverse Transkriptase nicht die gesamte mRNA
revers transkribieren. Die hierbei gebildete unvollstandige cDNA der reversen Transkription,
die nicht bis zum 5-Ende des mRNA-Templates umgeschrieben werden konnte, kann aber
maoglicherweise ins Genom nicht integriert werden.

Die Temperatursensitivitdt der reversen Transkriptase produziert neben unvollstandiger
cDNA auch mutierte cDNA. Retrotransposons-Mutanten sind mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht aktiv. Dies kdnnte auch ein Grund daflir sein, dass haufig inaktive Retrotransposons in

den Wirtszellen vorkommen.

zeta eta zeta
DNA Yit1 | D> Gag PR RT RH IN >

J Transkription
MRNA Ylt1

ANNNANNANNANS
‘ reverse Transkription
einzelstrangige cDNA AN~

B ~—" N

N T~

DRI g W Vo W VO Y Ve e

Abbildung 47: Die Produktmdglichkeiten der reversen Transkription. Die mRNA des
Retrotransposons im VLP  wird revers transkribiert. Aufgrund der
Temperatursensitivitat der reversen Transkriptase kann es passieren, dass nicht
die vollstindige mRNA revers ftranskribiert wird. A, B und C sollen die
unvollstandigen cDNA Molekiile darstellen und D zeigt die Gesamtlange der cDNA
des Retrotransposons. Nur vollstindige cDNA kann ins Genom integriert werden.
eta: interne Region, zeta: LTR, Gag: Gag-Strukturprotein, PR: Protease, RT:
Reverse Transkriptase, RH: RNase H, IN: Integrase.

Bei gypsy Retrotransposon von D. melanogaster wurde von Arkhipova et al. (1986)
nachgewiesen, dass die ,strong stop“-DNA des Plusstranges in 5-10fach hoherer
Konzentration als die Minusstrang ,strong stop“-DNA vorkommt. Dies kénnte darauf
hinweisen, dass die Effektivitat des Polypurin-Bereiches (PPT) als Primer fir die cDNA-

Synthese des Plusstranges héher ist als die des 3'-Endes der tRNA, welche als Primer flr



Disskusion 122

die cDNA-Synthese des Minusstranges fungiert. Dies liegt hdchstwahrscheinlich daran, dass
der Polypurin-Bereich (PPT) zum internen Bereich des Retrotransposon YIt1 gehért und
bereits gepaart mit der cDNA des Minusstranges vorliegt, wahrend die tRNA von
genomischer DNA codiert wird und erst mit dem PBS-Bereich paaren muss. Die kurzen
cDNAs, die nicht bis zum 5°-Ende des mRNA-Templates vollstandig revers transkribiert
wurden, kénnen die notwendigen Enzyme fir ihren Lebenszyklus nicht produzieren. Damit
hangt der Lebenszyklus solcher Retrotransposonmolekiile von der Verfiigbarkeit von

Enzymen anderer Retrotransposonen ab.

4.10 Die Primer-Bindungsstelle von Ylt1

Die meisten Retroviren und LTR-Retrotransposon enthalten eine Primer-Bindungsstelle,
welche fur die Initiation der cDNA-Synthese des Minusstranges wahrend der reversen
Transkription verwendet wird (Garfinkel, 1992; Luciw und Leung, 1992; Wilhelm und
Wilhelm, 2000; Neuveglise, 2002). Die spezifische tRNA bindet als Primer in der PBS des
Retrotransposons. Dieser Mechanismus findet aber nicht beim Tf1 Retrotransposon von S.
pombe und beim Tcd3 Retrotransposon von C. dubliniensis statt. Hier findet ein sogenanntes
~>elbst-Priming“ flr eine reverse Transkription statt, womit kein spezifischer tRNA Primer
notwendig ist.

Die verschiedenen tRNA, welche mit den PBS von typischen Vertretern der

Retrotransposonen paaren kénnen, sind in der Tabelle 19 dargestellit.
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Tabelle 19:

sogenannte ,Selbst-Priming®. n.b.: nicht bekannt.

Vergleich der Primer-Bindungsstelle (PBS) des Retrotransposons YIt1 mit den PBS
anderer Retrotransposonen von verschiedenen Organismen. Eine Ausnahme der
Primer-Paarung entsteht beim Tf1 und beim Tcd3 Retrotransposonen durch das

Gruppen Name Priming Organismus
Ty1-ahnliche Elemente Ty1 tRNAMe! S. cerevisiae
Ty2 tRNATE S. cerevisiae
Tkm1 tRNAWIet K. marxianus
Tse1 tRNA S. exiguus
Ty4-ahnliche Elemente Ty4 tRNAM" S. cerevisiae
Tsud tRNAM! S. bayanus
Ty5-ahnliche Elemente Ty5 tRNAMe! S. paradoxus
Tca5 tRNAMe! C. albicans
Tca2-ahnliche Elemente Tca2 tRNAM C. albicans
Tdh2 tRNAM" D. hansenii
Ty3/gypsy-ahnliche Elemente CfT-1 tRNAfAer C. fulvum
Ty3 tRNA™M®! S. cerevisiae
Tf1 Selbst-Priming S. pombe
Tcd3 Selbst-Pr/i\lrgling C. dubliniensis
Tca13 tRNA C. albicans
Yit1 tRNAMN® Y. lipolytica
Tyl3 n.b. Y. lipolytica
Tyl3B n.b. Y. lipolytica

Die reverse Transkription des Retrotransposons Tf1 findet statt, wenn die Primer-
Bindungsstelle mit den ersten 11 Basen der Tf1 Transkripte hybridisiert (Levin, 1995). Eine
einzelne Mutation in dieser Region blockiert die Transposition und auch die reverse
Transkription. Das Selbst-Priming des Tf1 Retrotransposons ist in Abbildung 48 dargestellt.

Nach der Transkription formiert sich die mRNA, so dass der 5-Bereich mit dem
komplementaren Bereich paaren kann. Danach wird die mRNA von RNase H als definierter

Primer gespalten (nur PPT-Bereich). Die Verlangerung des Primers findet in 3'-Richtung der

cDNA des Minusstranges statt.
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Abbildung 48: ,Selbst-Priming“ des Retrotransposons Tf1. Die RNA des Tf1 wird gerollt. Das
~Selbst-Priming“ beginnt nachdem die 11 Nukleotide des 5°-Bereiches der mRNA mit
dem PBS-Bereich zu hybridisieren. Danach findet die Verlangerung des Primers und
die Synthese der cDNA des Plusstranges statt. U3: Unikum 3, R: Wiederholungen,
U5: Unikum 5, PBS: Primer-Bindungsstelle, Gag: Gag-Strukturprotein, PR: Protease,
RT-RH: reverse Transkriptase-RNase H, IN: Integrase. (enthommen aus Levin,
1996).

Die Sequenzanalyse des Retrotransposons Ylt1 zeigte, dass die notwendigen Sequenzen flr
eine reverse Transkription in dieser Sequenz existieren. Es gibt keinen Beweis daflr, dass
das Retrotransposon YIt1 durch ,Selbst-Priming“ revers transkribiert werden kann. Die

Primer- Bindungsstelle TGGTGGACGACACC des YIt1 kann mit den Nukleotiden des 3°-

Endes der tRNA*? von Y. lipolytica hybridisieren, um eine reverse Transkription zu beginnen.

Der Primer flr die cDNA-Synthese des Plusstranges (TGGGCAGG, PPT-Sequenz) liegt

upstream der 3°-LTR-Sequenz. Der reverse Transkriptionsprozess des Retrotransposons

YIt1 findet vermutlich in folgenden Schritten statt :

Die cDNA-Synthese des Minusstranges

a. Die Nukleotide 3'-~ACCACCTGCTGTGG-5" der 3"-tRNA™? primen mit der PBS-Sequenz
(TGGTGGACGACACC) der mRNA des Retrotransposons YIt1. Danach beginnt die
cDNA-Synthese des Minusstranges. Die Verlangerung des Primers erfolgt bis in den 5°-r-
Bereich der YIt1-mRNA (Template endet hier). Die hierbei synthesierte cDNA wird als
»strong-stop-cDNA" des Minusstranges bezeichnet.

b. Die ,strong-stop“-cDNA ,springt® anschlieBend vom 5°-Ende in das 3’-Ende der mRNA
des Retrotransposons YIt1 und paart dort mit dem r-Bereich des 3'-mRNA-Templates
des Retrotransposon Ylt1. Die cDNA-Synthese wird bis zum pbs im 5-Ende der mRNA
des Retrotransposons YIt1 fortgesetzt.

c. Der nichtprimende Teil der tRNA™? (5-Ende der tRNA) wird ebenso wie das gesamte
mRNA-Template au3er dem Polypurin Bereich (ppt) von RNase H abgebaut.

Die cDNA Synthese des Plusstranges

d. Die verbleibende mRNA des Polypurin-Bereiches (ppt, TGGGCAGG-Sequenz) dient als

Primer fir cDNA-Synthese des Plusstranges. Die Verlangerung erfolgt bis zum Primer
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Bindungsbereich der tRNA Reste. In dieser Schritt wird ,strong-stop“-DNA des
Plusstranges synthetisiert.

e. Die ,strong-stop-DNA* des Plusstranges springt von 5-Ende in das 3'-Ende der YiIt1-
cDNA des Minusstranges und paart mit der Primer-Bindungsstelle des Minusstranges.
Die Verlangerung erfolgt bis zum PPT-Bereich der cDNA des Minusstranges.

f. Die dopplestrangige cDNA des Retrotransposons YIt1 wird komplett synthesiert und kann

nun ins Genom der Y. lipolytica-Wirtszellen integriert werden (siehe Abbildung 49).

(f__ud | pbs, ppt , u3 r
A g | | g 1 1
tRNANE
pbs ppt , u3 r
B F—i —
bs t ,ud3 r
C |<p | PE | || | |
R U5
t U3 R U5 BS
D |<PBS| Eb T 1 |E |
| | 1 | |
PPT U3 R U5
U3, R U5 PB
— TS
PPT U3 R U5 PBS
E
U3,R,U5 PBS PPT, U3 R, U5
F
U3 R U5 PBS PPT U3 R U5
Abbildung 49: Der vermutliche Prozess der reversen Transkription des Retrotransposons YIt1.

Erklarung siehe Text. R: Wiederholungen im Bereich der LTR, U3: Unikaler
Bereich des LTR, PBS: Primer-Bindungsstelle, PPT: Polypurin-Bereich
(polypurine tract), US: Unikaler Bereich des LTR, tRNA™?: tRNA fiir Alanin. Die
r, u3, u5, pbs und ppt: existieren in der mRNA und R, U3, U5, PBS und PPT:
existieren in der cDNA.

Der hier vorgeschlagene reverse Transkriptionsprozess des Retrotransposons YIt1 von Y.
lipolytica ist bisher noch nicht genau untersucht. Weitere Untersuchungen sind nétig, um

diesen Prozess in Y. lipolytica aufzuklaren.
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5 Zusammenfassung

In der Hefe Y. lipolytica existiert neben anderen Retrotransposonen das Retrotransposon
YIt1. Dieses Retrotransposon besteht aus den flankierenden ,Long Terminal Repeats® (LTR)
zeta, die in ihrer Sequenz identisch sind, und dem internen Bereich eta. Dieses
Retrotransposon wurde erstmalig von Schmid-Berger et al. (1994) isoliert und charakterisiert.
Allerdings war die Sequenz des eta-Bereiches zu Beginn der vorliegenden Promotionsarbeit
noch nicht vollstdndig bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die weitere
Untersuchungen zur Aufklarung der Struktur und Funktion des Retrotransposons YIt1. Dabei
wurden folgende Ergebnisse erzielt :

e Die vollstandige Sequenz (9453 bp) des Retrotransposons YIt1 wurde durch die
Sequenzierung zweier unabhangiger Klone ermittelt. Der interne Bereich eta des
Retrotransposons enthalt einen durchgangigen ORF. Ein maoglicher
Translationsstartpunkt (ATG) in der mRNA des YIt1 befindet sich in Position 826 bis 828.
Die Termination der Translation (TGA) kdnnte ab der Position 8689 erfolgen. Die LTR-
Sequenzen enthalten nicht nur einen RNA-Polymerasebindungsbereich (TATA Box)
sondern auch ein mogliches Terminations-Signal der Transkription (TATG) sowie ein
Polyadenylierungssignal (AATAAA) und kénnten damit als Promotor wie auch als
Terminator fungieren. Eine Primer Bindungsstelle (primer binding site, PBS)
(TGGTGGACGACACC-Sequenz) fur die cDNA-Synthese des Minusstranges und ein
Polypurin-Bereich (polypurine tract, PPT) (TGGGCAGG Sequenz) fir die cDNA-
Synthese des Plusstranges sind ebenfalls innerhalb der YIt1 Sequenz enthalten.

e Aufgrund des Vergleiches der Sequenz des Retrotransposons YIt1 mit anderen bereits
charakterisierten Retrotransposonen konnten in dem offenen Leserahmen die
codierenden Bereiche fiur das Gag-Strukturprotein (Gag) (CCHC Motiv), die Protease
(PR) (DSG Motiv), die reverse Transkriptase (RT) (FXDD Motiv), die RNase H (RH)
(TDAS) und die Integrase (IN) (HHCC und D,D34E Motive) zugeordnet werden.

e Mittels Southern Hybridisierung konnte das Retrotransposons Ylt1 in den Y. lipolytica-
Stammen B512-3, B204-12C, B204-12C-20, B204-12A-213 E150, H194 (YB423-12) und
CXAU1 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu enthalten die Y. lipolytica Stamme
PO1d, H181, W29 und H222 kein YIt1 Retrotransposon. Ein méglicherweise bisher
nicht charakterisiertes Retrotransposon mit einer geringen Homologie zum LTR bzw. zum
LTR-5’eta-Bereich des YIt1 wurde in den Stdmmen PO1d bzw. H181 detektiert.

e Aus der Analyse von Sequenzdaten genomischer DNA der Stdmme W29 und E150 war
bekannt, dass neben YIt1 ebenfalls die transponiblen Elemente Tyl3, LTRyl1 und Ylli
vorkommen. Ein weiteres Retrotransposon Tyl3B wurde in der genomischen Sequenz
des Stammes E150 entdeckt. Dies besteht aus 4556 Nukleotiden der internen Region
und wird von jeweils 276 Nukleotiden der LTRs flankiert. Es enthalt 2 ORFs (ORF1: 252
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Aminosauren und ORF2: 1235 Aminosauren), welche fir Gag und Pol codieren. Die
Sequenzdaten deuten darauf hin, dass bei der Translation zwischen Gag und Pol ein —1
Frameshift stattfinden kann. Das abgeleitete Pol-Protein enthalt die Regionen fur
Protease (PR), reverse Transkriptase (RT), RNase H (RH) und Integrase (IN). Bisher
konnte nur eine Kopie im Genom von E150 nachgewiesen werden, weshalb nicht klar ist,
ob dieses Retrotransposon aktiv ist.

o Nach der Kultivierung von Y. lipolytica B204-12C-20 in acetathaltigem Minimalmedium
konnten im Southern Blot zusatzliche durch YIt1 verursachte Banden detektiert werden.
Bei der Kultivierung in Minimalmedium mit Glucose konnte dies nicht beobachtet werden.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das Retrotransposon YIt1 durch Acetat aktiviert
wird.

o Die Promotoraktivitat des LTR-Bereichs (LTRA) und die des Bereichs von LTR mit den
Sequenzen bis zum ATG (LTRB) wurde mittels lacZ-Reportergenanalysen untersucht.
Hierbei konnte eine hohere Aktivitdt des LTRB-Promotors im Vergleich zum LTRA-
Promotor festgestellt werden. Die Aktivitat des LTR-Promotors ist von der
Kohlenstoffquelle abhangig. Wahrend in glucosehaltigem Minimalmedium nur eine
minimale Expression der R-Galactosidase unter Kontrolle dieses LTR-Promotors
festgestellt werden konnte (ca. 4 Millerunits), bewirkten Acetat und Ethanol eine
Erhéhung der Promotoraktivitdt auf das 4fache (ca. 16-20 Millerunits) dieser basalen
Aktivitat.

e Aufgrund der niedrigen Expression des YIt1 Retrotransposons konnten keine mRNA-
Transkripte mittels Northern Blot nachgewiesen werden.

¢ Nachdem der YIt1-ORF unter Kontrolle des ICL1-Promotors aus Y. lipolytica exprimiert
wurde, konnte ein 140 kDa groRRes Protein im Western Blot nachgewiesen werden. Diese
Protein ist mdglicherweise ein Gag-Protease-Fusionsprotein, wobei unklar ist, ob dies
natlrlicherweise auftritt, weil durch die Insertion eines HA-Epitops mdglicherweise die
Proteaseschnittstelle zerstért wurde.

e Ebenso konnte die Expression einer Integrase-GFP-Fusion von etwa 75 kDa unter

Kontrolle des ICL1-Promotors nachgewiesen werden.
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7. Anlage

7.1 Gesamte DNA-Sequenz von Retrotransposon Tyl3B

1 TGTAATGATTCGGAGACACTCATAAGATGTCAGTGGGAGGCACGTGACATAGAGACTAGG
61 GTTACGTGGAAGGCACGTGCCTGTGTGACTGCGAGTGCCCAAATAGGACATGCGGGGTAC
121  TCGCCTTTGGAGGTATAAGAAGGATTATTGTATATGATTAATTGATTAGCTTATTATTGA
181  AGTTCGACGAGACCAGTAGATCCAGGAGCGCAGTATTGAGACTAGCAGCCTTGGATAGAG
241  TATTACGACAAGAGATAGTACGCCCGATCTGTTACACGTGGTAGCGATGCATCCTCAACA
301  AACTAGAACACTTCGAAGTTCCCGAACAGTTTCGAGTCGGTGTGGCCGTCGTGGCCATGA
361  CCGGCCTTGCAGAGGAATGGTGGTTCGACAGTGGTAGGGCCGCTCTGGGCGCAGACGCCA
421  GAGATTGGAAGAAATTCACCCAGGCCCTCGAGAGCCGATTCACTCCCTCGACTTACGCCA
481  TGAACATGGAGGAGGACTGGAGCAATCTGCAATGTGGGCCCAACGAGTCATCCTATTCCT
541  ATGAGACACGCTTCCGAGCGGCACGACACCACCTGTCCAGAGAGGCCGCCCCAGAGGAGG
601  CCTGGTTACGGCTGACCAGTGGTATGAAGGACATGTGGCGACGTGAGATCATGAAGCAGG
661  GCCCCATACTGCAGAACAACGTCGAGGAGACCCTGCGTCATATGCACATTGTGGCAGGCG
721  CAGAATACTTCCCAGGAGCTCACGCCCAGACACCCGCGGCCGCACCTGTGGCCACACCTA
780  CATCCACCAGCCAGTACGGTCCTGGACCGATGGAGGTGGACAACGCGGTGCTGCTCAAGG
841  CTATGATGGAATCGCAGGAGGCCAGCCAGAAGCGAATGATGGAACAGCAGACCCATATGG
901  TTGAACTGATGGCAAACGCCATTGGACGAGCTAACAACAACGGCTCCCAAAACGGCCGCA
961  ACAACCGTGGTGGCCGTGGTAACTACTACAACCAGCGAACCTCTCGTGAGTGCTACACCT
1021 GCGGCAAGATTGGCCACCTGGCTCGTGACTGCCGACATCGTGAACGTGTTCAGGAACTGA
1081 TTCAACAGGACCAGGGAAATGTGCGACAGCAGTAATGACCGAGACCATTACTGCTGAGCC
1141 ACTCGAAGATCTCGAATCGGTGAGTGTGCCACCTGCGGAGTATGATATAATCAATAAATC
1201 CAACTTTGTAGAGGACACTACCGGAGAACCGGAGGATGCAGGGGTAGAGGTGCATCTGGA
1261 GGAAGAGCAAACGGAGGAACCAATGCAGCTGGAGGAAGAACAAGTGGGGGAACAAGTGGA
1321 GGAACCACTGATTGCTGCACGAGTTGAGGTGGTAGATGGTAAGCGGCGACGAGCCTTGAT
1381 CAAGGGCGACCGACCACCGATCTCGATCCCGTACTGCTACAACGGTACCACAGTGCAGGC
1441 GTTGTTGGACTGTGGCGCGAGCTCGTGCTTCATTAGCAGGAACCTGGCTGAGAAATTAGG
1501 CCTGAAAATGACGCCCTGCAAACCACGACAAGTCCAGTCCGTGCATAGCATGGAGACAAC
1561 CAACTATACTGTGGAAGTACCGGTTGAGCTGGGTAAGTGGGGTTGCGACGTGTTTGCGTA
1621 CGTCTTACCCCAGATGGTCGGACAAGAGCTACTATTAGGCATGCCCTTCTTCGAAGAGTA
1681 TCATGAAGCCGTGGATTTCAAAGCTCGAACGTTCACACCCGACGGGTACGAGGTACCGGC
1741 ATGGCCAGCTAACGAGTCAACTACGTGGGACAAACACGGCCACATCAAGTCGTGCTCACT
1801 AGAGAAAGCTACGCAGCTGGCCGAACACCACGGTGCGCAGCTGTTCCTCTACATGGTACG
1861 GGAGAAGCCAGAGGGGGAGGAGCATGAGCCGGATGTCGATACCCGAGAGGTGCTGGAGGA
1921 GTATGCAGATGTGATTGTTGACAAAATGCCAATGGAGCTACCTCCGAAACGGAGCGTAGA
1981 ACATACCATCGACTCCGATGAGACGGCACGACCTCCAGCCAGGGCATCGTATCGACTTAC
2041 CCGATTCGAATGGGCTGAGGTCGACAAGCAGGTAAACGACTTGTTGGAGCGAGGAATCAT
2101 CCGACCATCGAAGTCACCTTACAGCGCACCGTTAGTGATTGTAAAAAAGAAAGGAGGTGA
2161 ACTTCGTATCTGCACAGACTATCGCGCCCTCAACGAGCTTACCACCAAGGATCGATTTCC
2221 GCTGCCCCGTATCGATGACATTCTGGATTGCCTTGACGGCGCCGACACCTTCTCCAAGTT
2281 CGATCTTTTGTCGGGCTACTGGCAGGTGTTGGTAAAAGAGTCTGATGTACACAAGACGGC
2341 CTTCTCGACTCGATCGGGACATTATGAGTACCTGGTAATGCCGTTCGGTCTATGCAACGC
2401 TCCCGCCACCTTCCAGAGATTGATGAATGACGCCCTACGACCATTCCTTAACAAGACAGT
2461 CTGTGTGTATCTTGACGACATCATCGTGTTCAGCCGAAACCGAGAGGACCACAAACGACA
2521 CGTGAGGGAAGTCTTGGACGCCCTGAGAGCACAGAAGTTCTATGCCAAGAAGTCGAAATG
2581 TGAGTTATTCAGGAAGAAGATGGGATTCCTGGGCCACGTGGTGTCTGCGGCAGGAGTGGA
2641 GCCAGACCCTGAGAAAGTGAAGGTTGTGGAAGAGTGGGTACCTCCCAACACGCCGAAAGG
2701 CCTCTTGAGCTTTCTAGGACTGACTGGGTATTATCGACGGTTCATCGAAGACTACGCTAA
2761 AATCGCCGCCCCACTCACAGACGCTGCCACATTGTCGCCAACTGACTTTAAATGGACTGA
2821 GGCATGCCAGGTGGCGTTTGAACAGATGAAGGCGAAGCTAGTATCGAACGAGGTCATGAT
2881 CATACCTACAATGGAGGACACGTTCAAGGTGAGTACGGACGCGTGCGATATTGCGATGGG
2941 CGGAGTACTACAGCAGTGGAGTCCCAAGGACCAAGAGTTCCGACCTGTGGCATATGAGTC
3001 CACGAAGTTCAAGAAACACGAGATGAACTACCCGACGCGTGAGAAGGAATTCTATGCTAT
3061 CATCCATGCCCTACGGAAGTGGCGACACTACCTACTTGGCCGACCGTTCTTGATTGAGAC
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3121 AGATCATCAGTCTCTGAGTTACTTTACGTCCCAGACACACCCTCCCAGTGGACGACTGAG
3181 TCGATGGCTCGACTTCCTAGCGGAATACGACTTTGAGATCAAGTACGTGCCGGGCAAAGA
3241 CAACGACGCAGCCGACGGGTTGTCTCGTATGTTGGCACAGACAGCGATGGTGTTCGAGCC
3301 GGACGACTCGTTGCTAGACATCATCAAGCAGGGCTATGAGTCGGACGAGTACTTTAAGGA
3361 CGTCTTCAAGGTACTGGCCACGGAACCGGTGGTCATCCCCAAAGAGATGCACAACCACGC
3421 CCGCCATTTCCGATACGACAAGAACACAGGACTGCTGTATTTCGCCTCCGTTTACAAGGG
3481 GGAGGGAGAGCGACTCTGCGTGCCAAGAGGTAAGGCCAGAAAAATGCTGATGAAGGAGGC
3541 TCATGACGCACCCCTTGCTGGTCACTACGGATACTTCAAAAGCTATGAAAGGCTGGCGAG
3601 GGCTTACTACTGGCCACGAATGATAGACCACATGCGCAACCACACCAGATCCTGTCTGAT
3661 CTGCCAGACCACGAAGGCCAGACGAGCACCACCCCAGGGCTTGCTGAAGCAGCTGCCGGT
3721 ACCGACGGGAAATTGGCAGGAGATCACAATGGACTTCATTGGAGGCATCCCAACGACCCA
3781 TCGAGGCCACAACAATATCTGGGTCACGGTTGATAGGATGTCAAAGATGGTACATCTGAT
3841 TCCTTGCAAGACGAGCACGGATGGAGAAGAGTTGGCGGACATGTACATTGACCGCATTGT
3901 TCGATATCACGGAGTACCTCGTTCGATCGTGTCGGACAGGGACAAGCTATTCACAGCAAA
3961 GCTATGGCAGACGTTACAGACACGTCTAGGCACAGAGTTGAAGTTTTCCACAGTCAATCA
4021 CCCCCAGACTGATGGACAGTCAGAACGAGTGAACACCGAGCTGATTCGACAGATGAAGCA
4081 ACACTTCGTCACGGACAAAAACTGGGACCTCTGGTTACCTGTCATCGAGTTTGCGATGAA
4141 TTCTGCAAAGCATTCGTCCACCGGATACGCACCCTTCGAGGCGGTGTATGGATACATCCC
4201 AGACGGACCAACGTATGCCTCGACTCGAGAGCTCACCAAGGTACACCATCAAATGGACGC
4261 TTGGATGGACAAACTACGGGCTATTTCCAATTCGATGCACGACCGATTAATCGAGCACCA
4321 ACGGGTCCAGGAGAACAGGGTGAATCAGCATCGAGTGCCAGTCGCGTTTCAGATTAACGA
4381 CCAAGTCTTGGTACATCGGAAGGCGTTCTTTGACAAGGCCAAGTACGCAAAGATGTATGA
4441 CGTCTACTTTGGACCATTTCCCATCGAGAAGAAGATTGACACCAATGTCTACAAGGTGCA
4501 GCTACCATACGACTCGACTCGACACAAGAATATCAATGTACAACACTTGAAGAAGTTCAT
4561 ACCTCGACCTGAGTATGACATCAACCCACCCAGTACGGAGTACTCTCAAGAATGCAGCCT
4621 GCATCAGATCACCAGCCTGGTGGGTATTGATGACGACCGTTACTTCGTAACTTGGGAAGA
4681 TTGTGACCCCTCTATTGCCTCTTCAATTTCGAAAGAGATGTTCCACCGCATCCCTAAAGA
4741 CAAACGGGATTCACTATTGGATCAATGGAACCAGTTCATTAAGACCCCTGCGGAAAGCGA
4801 GGACTATGTGGACATCTCCTAGGGGGGGAGAGTGTAATGATTCGGAGACACTCATAAGAT
4861 GTCAGTGGGAGGCACGTGACATAGAGACTAGGGTTACGTGGAAGGCACGTGCCTGTGTGA
4921 CTGCGAGTGCCCAAATAGGACATGCGGGGTACTCGCCTTTGGAGGTATAAGAAGGATTAT
4981 TGTATATGATTAATTGATTAGCTTATTATTGAAGTTCGACGAGACCAGTAGATCCAGGAG
5041 CGCAGTATTGAGACTAGCAGCCTTGGATAGAGTATTACGACAAGAGATAGTACGCCCGAT
5101 CTGTTACA

Abbildung 50: Gesamtsequenz des Retrotransposons Tyl3B. Dieses Retrotransposons enthalt
4556 Nukleotide der internen Region und 276 Nukleotide der LTRs an beiden Enden
(unterstriechende Nukleotide). Die Start- und Stopcodon sind blau und rot gefarbt

und der Frameshift-Ort ist lila gefarbt.
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7.2 Klonierungsweg des Expressionsvektors pYLEHC
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Abbildung 51: Klonierungsweg fiir den Expressionsvektors pYLEHC. Ein Teil der Sequenz des
YIt1-ORFs vor AUG wurde von Plasmid pUCETA entfernt. Der ORF des YIt1 wurde
mit den (HA);- und c-myc-Tags modifiziert und danach in Expressionsvektor
pYLIMCS insertiert (siehe 2.7.2).
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